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 اهداف

   RFLPبررسی مفهوم 

Restriction Fregment Lenght Polymorphism) ) 

 تجزیه و تحلیل قطعات به روش الکتروفورز
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 مقدمه

   RFLPشناخت مفهوم 

اشاره دارد که ناشی از تفاوت در جایگاه های  DNAبرش خورده پلی مورفیسم به تفاوت در طول قطعات 

 .است DNAمحدودکننده در 

 .شونددر زمان تجزیه و تحلیل ظاهر این تفاوت ها می توانند به شکل الگوهای متفاوت 

 Restriction Fragment Length)و تحلیل پلی مورفیسم قطعات طولی محدود شونده تجزیه 

Polymorphism  )یا RFLP  به کمک ژل آگارز یکی از روش های معمول در زیست شناسی مولکولی

با آنزیم های محدودکننده  DNAروش در این . می شوداستفاده است که برای شناسایی تنوع های ژنتیکی 

برش خورده و سپس تجزیه و تحلیل قطعات برش خورده با استفاده از الکتروفورز ژل آگارز صورت می 

 .گیرد

 ژنتیکیو مطالعه تنوعات  تفاوت ها شناساییمولکولی برای  زیست شناسیابزار مهم در  یک تکنیک این

 ژنوم ها نقشه برداری، و پلی مورفیسم ها، جهش ها شناساییو  DNA در تحلیل بویژه این روش . است

 .دارد کاربرد
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 :ژل آگارز عبارت است ازبا   RFLPمراحل تجزیه و تحلیل 
 

 .استخراج شود( گیاهی سلول های یا، بافتمثلاً خون، ) زیستی نمونه هایاز  DNA باید ابتدادر  :DNAاستخراج . ۱

 

  شناسایی شدهخاص  توالی هایدر  DNAبرای برش  محدودکننده آنزیم های :محدودکننده آنزیم های با DNAهضم . ۲

 .می کنند ایجادمختلف  طول های با قطعاتی ،DNAموجود در  جایگاه های، بسته به آنزیم ها این. می شوند استفاده

 

الکتروفورز ژل آگارز به وسیله   DNAاز هضم  تولیدشدهقطعات : آگارز ژل الکتروفورز با DNAقطعات  جداسازی. ۳

 .می کند حرکتخود به سمت قطب مثبت  منفیاز بار  استفاده با  DNAمرحله ایندر . جداسازی می شوند

 .می کنند حرکت بزرگتراز قطعات  سریع تر کوچکترقطعات  نتیجهو در  کرده حرکتخود  اندازهبر اساس  DNAقطعات 
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 (اگر نیاز باشد)به غشا  DNAانتقال قطعات . ۴

 

 :  قطعات خاص شناساییبرای  پروب هااز  استفاده. ۵

 می شود استفاده Northern Blot یا Southern Blotمرحله از روش  ایندر 

 .می کنند شناساییقطعات را  این که می شوندخاص متصل  DNAبه قطعات  پروب ها

هستند  DNAقطعات  نشان دهندهکه  نوارهایی، (اگر لازم باشد) غشابه  DNAو انتقال قطعات  الکتروفورزپس از انجام 

 .می شوندمشاهده  اتیدیوم برومیدبا  رنگ آمیزییا  فلوئورسانستوسط  
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 چیست؟ نوکلیوتیدیپروب 

 

خود  مکمل توالیبه  اختصاصی به طور کهاست  RNA  یا DNA از  تک رشته ایو  کوتاه توالی یک نوکلئوتیدی پروب

است تا  آنزیمی یافلورسنت، رادیواکتیو  برچسب دارای مولکول این. می شودهدف متصل  RNA یا DNA در نمونه 

 زیست شناسیمختلف  روش هایدر  پروب ها. کندرا فراهم  موردنظر توالی ردیابیو  شناسایی امکاناز اتصال،  پس

و  میکروارگانیسم ها شناسایی، ژنی جهش های تشخیصبلات،    نورترنبلات،  درسادرن هیبریداسیون مانندمولکولی 

 .می شوند استفاده ژن بیان بررسی
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 ژل آگارزبا   RFLPکاربردهای تجزیه و تحلیل 
 

 تغییرات یا جهش ها دلیلبه  می توانند برش خوردهدر طول قطعات  تفاوت ها :ژنتیکی پلی مورفیسم هایو  جهش ها شناسایی. 1

 .می شودمتفاوت  طولیقطعات  تولیدمنجر به  که شوند ایجاد DNA توالیدر 

  

 .می شود استفاده ژنتیکی ساختار بررسیو  ژنی جایگاه های نقشه برداریبرای  RFLPاز  :ژنوم نقشه برداری. 2

 

 این، از می شوند ژنتیکی بیماری هایموجب  کهخاص  جهش های شناساییو  تشخیصدر  :ژنتیکی بیماری های تشخیص. 3

 .می شود بهره برداریروش 

 

 .گونه ها بین تکاملیو مطالعه روابط  ژنتیکی تنوع های شناساییبرای  :جمعیت هادر  ژنتیکیتنوع  تحلیلو  تجزیه. 4

 

و  خانوادگیروابط  شناساییبرای  ژنتیکی پیوستگیو در مطالعات  وراثت شناسی آزمایش هایدر  :ارثی الگوهای تعیین. 5

 .خاص ویژگی هایمربوط به  ژن های
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 RFLP تحلیلو  تجزیهانجام و  نیازبرایمورد  تجهیزاتو  وسایلمواد، 
  

.1 DNA  قطعات  :شده هضمDNA  شوند جداسازی آگارز ژل روی باید که آنزیمیحاصل از هضم. 

 بافر لودینگ2.

 .برای مشاهده قطعات  SYBR SAFEیا  DNA رنگ آمیزیبرای ) بروماید اتیدیوم3.

 طریقخاص از  DNAقطعات  شناساییبرای  Southern Blotبه  نیازدر صورت )خاص  پروب های4.

 .(هیبریداسیون

 آگارز ژل5.

 .می شود استفاده الکتروفورزبرای انجام  TBE یا TAE : الکتروفورزمحلول بافر 6.

 الکتریکی میدان به وسیله ژل طریقاز  DNA حرکتبرای : الکتروفورز دستگاه7.

.8UV Transilluminator:  برای مشاهده قطعاتDNA اتیدیوم برومید با رنگ آمیزیاز  پس. 

به غشا برای  ژلاز  DNAبرای انتقال قطعات  Southern Blotاز  استفادهدر صورت  نیتروسلولزیغشا 9.

 .هیبریداسیون
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 DNAقطعات خاص از  شناساییبرای  (پروب هااز  استفادهدر صورت ) هیبریداسیونمحلول 10.

 شست وشوو  کردن رقیقبرای  :دیونیزهآب 11.

 نمونه ها نگهداریبرای انتقال و :  میکروتیوب12.

 .حجم ها دقیق اندازه گیریبرای  مختلف حجمهای با سرسمپلرهاو  میکروپیپت ها13.

 سانتریفیوژ14.

 .انکوباسیون طیدر  آنزیمی واکنش های دمایبرای حفظ  :حمام آب15.
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 روش کار 
  DNA استخراج :مرحله اول

DNA  ( مثلاً خون، بافت گیاهی یا حیوانی)از نمونه های زیستیDNA استخراج کنید. 

 DNAهضم آنزیمی : دوممرحله 

 . کنند شناساییخاص را  توالی های که کنیدرا انتخاب  محدودکننده ای نزیم هایآ: محدودکننده آنزیمانتخاب . ۱ 

 :کنیدآماده  زیراز مواد  مخلوطی میکرولیتر 50به حجم  میکروتیوب یکدر : هضم واکنش آماده سازی. ۲ 

) DNA  ًمیکروگرم 1معمولا( 

 (.تجاریاز بافر  میکرولیتر 5، معمولاً انتخابی آنزیمبسته به ) آنزیمبافر 

 (.آنزیمواحد  1، معمولاً سازندهاز  پیشنهادیمقدار ) محدودکننده آنزیم

 .میکرولیتر 50به  نهاییحجم  رساندنبرای  دیونیزهآب 

 2تا  1به مدت  سانتی گراددرجه  37 دمایحمام آب در  یا انکوباتور دستگاهرا در  واکنش :هضم واکنش انکوباسیون. ۳

 .کنید انکوبه( آنزیمبسته به )ساعت 

درجه  65 دمایدر  میکروتیوب ها دادنقرار  بارا  آنزیم هااز اتمام زمان هضم،  پس: آنزیم ها غیرفعال سازی. ۴

 .کنید غیرفعال دقیقه 20برای  سانتی گراد

 



مولکولی شناسی زیست آزمایشگاه . فر فروهر فرزانه  

 آماده سازی ژل آگارز برای الکتروفورز: سوممرحله 

را ( درصد 2تا  0.8معمولاً ) آگارز، مقدار مناسب ژل آماده سازیبرای  :آگارز ژل آماده سازی 

 .کنیدحل  TBEدر محلول بافر 

ذوب  کاملاً  که زمانیحمام آب تا  یا مایکروویودر بافر، محلول را در  آگارزاز حل شدن  پس 

 .دهید حرارتشود، 

 .کنید ایجاد بارگذاری چاه هایو در وسط قالب  بریزید الکتروفورز ژلرا در قالب  ژل 

 .تا سفت شود بگذاریداتاق  دمایدر  دقیقه 30تا  20را به مدت  ژل 
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 بارگذاری و انجام الکتروفورز: چهارممرحله 

 ژل بارگذاریو محلول ( میکرولیتر 20-10) هضم شده DNAاز قطعات  معینبه مقدار  :ژلدر  نمونه ها بارگذاری•

 .کنیداضافه  ژل های چاهکرا به ( است DNAبرای مشاهده  دیگر رنگ یا اتیدیوم برومید حاویمعمولاً  که)

را  الکتریکی جریان ،TBE یا TAEاز بافر  استفاده با.دهیدقرار  الکتروفورز دستگاهرا در  ژل: الکتروفورزانجام •

را  جریان، برسد ژل انتهایبه  بارگذاری رنگ که زمانیتا  یا دقیقه 60-45ولت برای  100معمولاً . کنیداعمال 

 .می کنند حرکت ژلخود در  اندازهبر اساس  DNAقطعات  .می کنید برقرار

 DNAتا قطعات  دهیدقرار  UV transilluminatorرا در  ژل، الکتروفورزاز اتمام  پس :ژلدر  DNAمشاهده •

 .می دهدنشان  نوارهاییرا به صورت  DNAو قطعات  می درخشد UVنور  زیردر  اتیدیوم برومید .شوندمشاهده 

 .کنیدثبت  UV دوربیناز  استفاده بانوارها را  یا بگیرید عکس ژلاز  :ژلاز  عکسبرداری•

 



مولکولی شناسی زیست آزمایشگاه . فر فروهر فرزانه  



مولکولی شناسی زیست آزمایشگاه . فر فروهر فرزانه  



مولکولی شناسی زیست آزمایشگاه . فر فروهر فرزانه  

 نتایجتحلیل و تفسیر  

شده  بارگذاری نمونه ها کناردر  که  (Marker DNA) استاندارد مقیاساز  استفاده بارا  برش خوردهقطعات  اندازه

 .کنید مقایسهاست، 

در  ژنتیکی تنوع هایوجود  نشان دهنده( محدودکننده سایت هایدر  تغییرات) پلی مورفیسم دلیلطول قطعات به  تفاوت های

 .است نمونه ها

 استفادهمورد  ژنتیکیتنوع  بررسی، و جهش ها، مطالعه ژنی کلونینگ مانند بیشتری تحلیل هایدر  می توانند نتایج این

 .گیرندقرار 

را  امکان اینبه ما   نتایج تحلیل، و آگارز ژل الکتروفورز، آنزیمیهضم  ،DNAانجام مراحل فوق شامل استخراج 

به  باید کهاست  نیاز خاصی وسایلبرای هر مرحله، مواد و . کنیم شناساییرا  ژنتیکیمختلف  پلی مورفیسم هایتا  می دهد

 .آیدبدست  دقیقی نتایجتا  شوند استفادهدقت انتخاب و 

 



مولکولی شناسی زیست آزمایشگاه . فر فروهر فرزانه  

  کم خونیو نقش آن در تشخیص  بتاگلوبیندر ژن  MstIIمثال از آنزیم   

 ((Sickle Cell Anemia داسی شکل
 

 .می شوداین توالی وجود دارد، پس برش انجام  (βA) نرمال  آللدر 

این   )A → T( نقطه ایبه دلیل جهش  (βS) داسی شکل آللدر 

 .نمی گیردجایگاه از بین رفته و برش صورت 

 

 :  MstIIمعرفی آنزیم  

MstII  است که توالی  محدودکنندهیک آنزیمCCTNAGG (N 

 .می دهدشناسایی و برش  DNAرا در ( باشد نوکلئوتیدیهر  می تواند

 کم خونیبرای تشخیص  (HBB) بتاگلوبیناین آنزیم در مطالعه ژن 

 .کاربرد دارد (Sickle Cell Anemia) داسی شکل
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 :بر ژن بتاگلوبین MstII تأثیر  

 وقتی .دارد بتاگلوبین ژن 1 اگزونخاص در  جایگاه یک MstII آنزیم ،)βA) نرمال آللدر : ()βA/βAفرد سالم  -

DNA با MstII  ،می شود ایجاد کوچک ترقطعه  ۲هضم شود. 

 .می شود دیدهباند  ۲: الکتروفورز ژلدر 

 → GAG تغییر) 6 کدوندر  نقطه ایجهش  یک ،)βS) جهش یافته آللدر  :)βS/βS) داسی شکلفرد مبتلا به  -

GTG) برش  جایگاهجهش  این .رخ داده استMstII  نمی افتداتفاق  برشی بنابراین، می برد بینرا از. 

 .می شود دیده( برش نخورده DNA) بزرگ ترباند  یک: الکتروفورز ژلدر 
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 :بتاگلوبین ژنبر  MstII تأثیر  

 (:)βA/βS هتروزیگوتفرد -

  .می کند ایجاد کوچک ترقطعه  ۲و  خوردهبرش → برش است  جایگاه دارای  )βA) آلل یک 

 .می ماند باقی بزرگ ترقطعه  یک→  نداردبرش  جایگاه(  )βS دیگر آلل

 .دیده می شود( یک باند بزرگ و دو باند کوچک تر)باند  ۳: در ژل الکتروفورز

 .مؤثر است بسیار بتاگلوبین ژندر  داسی شکلجهش  تشخیصبرای  بنابراین MstII آنزیم

 کاربه  وراثتی بیماری های تشخیصو  ژنتیکی غربالگریبرای  می تواند RFLP آزمایشدر  باندها الگویتفاوت در 

 .رود

 



مولکولی شناسی زیست آزمایشگاه . فر فروهر فرزانه  

 MstII آنزیمبرای  RFLP ژلدر  باندها الگوی  

 


