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 عنوان

معرفی انواع مارکریا لدر و 

 کاربرد آنها

Ladder 
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 اهداف

  بررسي انواع مارکر

 طرز تهیه مارکر

با استفاده   آشنایی با روش اندازه گیری طول قطعات

 DNAاز مارکر

 با مارکر استانداردDNA مقایسه قطعات 
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 مقدمه
 چیست؟ Ladderیا لدر Markerمارکر 

یا پروتئین با اندازه های  DNA، RNAمارکر یا لدر مولکولی، ترکیبی از قطعات 

این ابزار برای تعیین . مشخص است که در الکتروفورز ژل استفاده می شود

ابزاری مهم برای و  دنکاربرد دار آزمایشگاه فوق در اندازه قطعات نمونه های

  انواع آن شامل لدر . باشند مي و پروتئین  DNA، RNAتخمین اندازه قطعات 

DNA، RNA  و پروتئین می شود که هرکدام برای اهداف خاصی

 .درآزمایشگاه های بیولوژی مولکولی استفاده می شوند

در کنار نمونه های ناشناخته در ژل بارگذاری می شود و پس از   DNAرمارک

 .نمونه با مقایسه آن ها با مارکر تعیین می شود DNAالکتروفورز، اندازه قطعات 
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  آن ها کاربردهای و مارکرها انواع
  DNA لدر یا مارکر .۱

  :کاربرد

  پلی اکریل آمید یا آگارز ژل الکتروفورز در DNA قطعات اندازه تخمین

  ای ان دی کننده هضم و کننده محدود برشی آنزیم های فعالیت موفقیت بررسی

 PCRمحصول وجود عدم یا وجود تأیید

  :انواع

  مشخص اندازه های با خطی شده DNA قطعات شامل :خطی DNA مارکر

 ساختارهای با برش نخورده پلاسمیدهای شامل :Supercoiled فوق پیچیده DNA مارکر

  مختلف

  :نمونه

100 bp DNA Ladder:  جفت بازی 100شامل قطعاتی با فواصل 

1 kb DNA Ladder:  جفت بازی 1,000شامل قطعاتی با فواصل 
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  RNAمارکر یا لدر . ۲

:کاربرد   

  در الکتروفورز RNAتخمین اندازه مولکول های 

  استخراج شده RNAبررسی کیفیت 

:نمونه   

RNA Ladder 200 – 6,000 nt:  شامل قطعاتRNA  6,000تا  200با اندازه های بین 

 نوکلئوتید

  مارکر یا لدر پروتئین. 

:کاربرد   

  SDS-PAGEاندازه گیری وزن مولکولی پروتئین ها در 

ابررسی تخلیص پروتئین ه  

:انواع   

  قطعات پروتئینی رنگ آمیزی شده برای مشاهده مستقیم :Prestainedلدر رنگی 

قطعات پروتئینی بدون رنگ برای رنگ آمیزی پس از  :Unstainedلدر  غیررنگی 

  الکتروفورز



فرزانه فروهرفر.آزمایشگاه زیست شناسی مولکولی   



فرزانه فروهرفر.آزمایشگاه زیست شناسی مولکولی   

•DNA ژنومی یا پلاسمیدی 

 (EcoRI، HindIII مانند) برشی آنزیم های•

 آنزیم مخصوص بافر•

 RNAse-Free یا دیونیزه آب•

 سانتی گراد درجه 37 :انکوباسیون دمای•

  افقی الکتروفورز دستگاه•

  الکتروفورز تغذیه منبع•

  چاهک گذاری مخصوص شانه های و ژل کست•

 مستندسازی سیستم یا UVترانس ایلومیناتور•

 ژل

 (ژل تهیه برای) آگارز•

 

 برای TBEیاTAE بافر.
 الکتروفورز

 یا EtBrبروماید اتیدیوم.
 SYBR مانند جایگزین رنگ های

Safe رنگ آمیزی برای DNA  

 یا bp 100 مناسبDNA مارکر.
1 kb  

 یا استخراج شدهDNAنمونه های.
  PCR از حاصل

 Loading Dye بارگذاری بافر.
L 
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 کار روش

  DNA برش .۱

DNA کنید مخلوط آنزیمی بافر در مناسب برشی آنزیم های با را.  

  .کنید انکوبه درجه 37 در ساعت 2 تا 1 مدت به را نمونه

  :ژل روی بررسی .۲

DNA کنید الکتروفورز 1% آگارز ژل در را برش خورده.  

 .باشند انتظار مطابق باندها که کنید بررسی

  :خالص سازی. 

.را استخراج کرده و خالص سازی کنید DNAباندهای   

  :نهایی محلول آماده سازی .۴

DNA بافر در را خالص شده TE کنید حل.  

  .کنید اضافه (آبی رنگ + گلیسرول مانند) لدر مخصوص رنگ آن به

 .کنید نگهداری درجه 20- دمای در
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  :تهیه ژل آگارز

  .حل کنید TBEیا  TAEرا در بافر %( 1گرم برای ژل  1مثلاً )مقدار مشخصی از آگارز 

  .محلول را گرم کنید تا آگارز کاملاً حل شود

را به آن اضافه  سایبرسیفیا  رنگ اتیدیوم بروماید ،C°50پس از خنک شدن تا حدود 

  .کنید

  .ژل را در قالب ریخته و شانه را قرار دهید

  .دقیقه ژل را در تانک الکتروفورز قرار دهید 40-30پس از 

:بارگذاری نمونه ها و مارکر   

  .را در یک چاهک بارگذاری کنید DNAمیکرولیتر از مارکر  5-10

را در چاهک های دیگر ( مخلوط شده با بافر بارگذاری) DNAمیکرولیتر از نمونه  5-10

  .اضافه کنید

:انجام الکتروفورز   

  .تانک را با بافر الکتروفورز پر کنید

دقیقه  60-45تنظیم کرده و به مدت ( ولت 120-80معمولاً )دستگاه را روی ولتاژ مناسب 

 .کنید الکتروفورز
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  نتایج تحلیل و مشاهده

  .دهید قرار UV ترانس ایلومیناتور در را ژل

 .بزنید تخمین را نمونه DNA قطعات اندازه مارکر، از استفاده با

  نتایج تحلیل  تفسیر

  .هستند DNA قطعات نشان دهنده ژل، در مشاهده شده باندهای

  قطعات طول تا می کند کمک ما به DNA مارکر با نمونه باندهای موقعیت مقایسه

DNA کنیم تعیین را ناشناخته.  

 در نقص ،DNA پایین غلظت مانند مشکلاتی باشند، کم رنگ یا نامشخص باندها اگر

  .باشد علت می تواند رنگ آمیزی خطای یا بارگذاری،

 آگارز غلظت یا تجزیه شده DNA احتمالاً  باندها، شدن اسمیر مشاهده صورت در

 .است بوده نامناسب
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 توجه

آدنین، گوانین، سیتوزین، )هر نوکلئوتید شامل یک باز آلی  ،RNAو  DNAدر 

 .، یک قند پنج کربنی و یک گروه فسفات است(تیمین/اوراسیل

 .بیان می شود bp, base pairsاندازه قطعات معمولاً بر حسب جفت باز  ،DNAدر لدر 

تک رشته ای است، طول آن را بر اساس تعداد  RNAچون  ،RNAاما در لدر 

 .گزارش می کنندnt, nucleotidesنوکلئوتیدها 

 :مثال

RNA Ladder 200 – 6,000 nt  6,000تا  200یعنی این لدر شامل قطعاتی با طول 

 .نوکلئوتید است

RNA 500 nt  یعنی این رشتهRNA  نوکلئوتید است 500دارای. 

 ,kDaدر مارکر پروتئین، واحد اندازه گیری وزن مولکولی پروتئین ها کیلودالتون 

kilodaltonاست. 
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  :بیشتر توضیح

  .است هیدروژن اتم یک جرم با برابر تقریباً  و است اتمی جرم واحد Da دالتون

  .استDa دالتون 1,000 با برابرkDa کیلودالتون

 تعیین آن ها تشکیل دهنده آمینه اسیدهای وزن جمع اساس بر پروتئین ها مولکولی وزن

  .می شود

  است؟ مهم مولکولی وزن چرا

 وزن اساس بر پروتئین ها ،(دناتوره کننده پلی اکریل آمید ژل) SDS-PAGE در

 وزن های با پروتئین هایی شامل پروتئینی مارکر .می شوند جدا هم از kDa مولکولی

 .می کند کمک نمونه پروتئین های مولکولی وزن تخمین به و است مشخص
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 :مثال

Protein Ladder 10-250 kDa وزن با پروتئین هایی شامل مارکر این یعنی 

 .است کیلودالتون 250 تا 10

 66 kDa = (BSA) گاوی سرم آلبومین

 Taq = 94 kDa پلیمراز DNA آنزیم

 وزن بیانگر که است، "kDa" پروتئین مارکر اندازه گیری واحد نتیجه، در

 .می باشد آن ها مولکولی جرم اساس بر پروتئین ها مولکولی

 کلی جمع بندی

 به که است DNA قطعات طول اندازه گیری برای استانداردی روش آزمایش این

 در روش این .می شود انجام آگارز ژل الکتروفورز و مولکولی مارکر کمک

 برش ،PCR از پس DNA قطعات اندازه تعیین برای مولکولی بیولوژی تحقیقات

 .است کاربردی بسیار DNA استخراج یا آنزیمی
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 DNAمارکر های 

Farzaneh 
Forouharfar 
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 RNAمارکر های 

Farzaneh 
Forouharfar 
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