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 اهداف

  RFLPبررسی مفهوم 

Restriction Fregment Lenght Polymorphism) ) 

 تجزیه و تحلیل پلي مرفیسم قطعات طولي به روش الکتروفورز
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 مقدمه

   RFLPشناخت مفهوم 

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

DNA  است. 

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

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

RFLP  به کمک ژل آگارز یکی از روش های معمول در زیست شناسی مولکولی است که برای شناسایی تنوع های ژنتیکی

با آنزیم های محدودکننده برش خورده و سپس تجزیه و تحلیل قطعات برش خورده با  DNAروش در این . می شوداستفاده 

 .استفاده از الکتروفورز ژل آگارز صورت می گیرد

در بویژه و  استاین تکنیک یک ابزار مهم در زیست شناسی مولکولی برای شناسایی تفاوت ها و مطالعه تنوعات ژنتیکی 

 .دارد کاربرد ژنوم ها نقشه برداری، و پلی مورفیسم ها، جهش ها شناساییو  DNA تحلیل 



مولکولی شناسی زیست آزمایشگاه . فر فروهر فرزانه  

 ژل آگارز با   RFLPمراحل تجزیه و تحلیل 
 .استخراج شود( مثلاً خون، بافت، یا سلول های گیاهی)از نمونه های زیستی  DNA باید ابتدادر  :DNAاستخراج . ۱

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

 .قطعاتی با طول های مختلف ایجاد می کنند ،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

 .بر اساس اندازه خود حرکت کرده و در نتیجه قطعات کوچکتر سریع تر از قطعات بزرگتر حرکت می کنند DNAقطعات 

 به غشا  DNAانتقال قطعات . ۴

 خاص استفاده از پروب ها برای شناسایی قطعات . ۵

 .استفاده می شود  Northern Blotروشدر این مرحله از 

 .متصل می شوند که این قطعات را شناسایی می کنندخاص  DNAپروب ها به قطعات 

هستند   DNAنوارهایی که نشان دهنده قطعات به غشا،   DNAقطعاتپس از انجام الکتروفورز و انتقال 

 . فلوئورسانس یا رنگ آمیزی با برومید اتیدیوم مشاهده می شوندتوسط 
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 ؟پروب نوکلیوتیدی چیست

است  RNA  یا DNA از  تک رشته ایو  کوتاه توالی یک نوکلئوتیدی پروب

هدف  RNA یا DNA خود در نمونه  مکمل توالیبه  اختصاصی به طور که

 آنزیمی یافلورسنت، رادیواکتیو  برچسب دارای مولکول این. می شودمتصل 

را فراهم  موردنظر توالی ردیابیو  شناسایی امکاناز اتصال،  پساست تا 

  هیبریداسیون مانندمولکولی  زیست شناسیمختلف  روش هایدر  پروب ها. کند

  شناسایی، ژنی جهش های تشخیصبلات،    نورترنبلات،  درسادرن

 .می شوند استفاده ژن بیان بررسیو  میکروارگانیسم ها
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 RFLPکاربردهای 
تفاوت ها در طول قطعات برش خورده می توانند به دلیل جهش ها یا  :ژنتیکی پلی مورفیسم هایو  جهش ها شناسایی. 1

 .شوند که منجر به تولید قطعات طولی متفاوت می شودیجاد ا  DNAتغییرات در توالی 

 .می شودنقشه برداری جایگاه های ژنی و بررسی ساختار ژنتیکی استفاده رای ب  RFLPاز :نقشه برداری ژنوم. 2

 در تشخیص و شناسایی جهش های خاص که موجب بیماری های ژنتیکی می شوند، از  :ژنتیکی بیماری های تشخیص. 3

 .روش بهره برداری می شوداین 

 .برای شناسایی تنوع های ژنتیکی و مطالعه روابط تکاملی بین گونه ها :جمعیت هادر  ژنتیکیتنوع  تحلیلو  تجزیه. 4

 خانوادگیدر آزمایش های وراثت شناسی و در مطالعات پیوستگی ژنتیکی برای شناسایی روابط  :ارثی الگوهای تعیین. 5

 .و ژن های مربوط به ویژگی های خاص 
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  مورد نیار وسایلمواد، 

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

 بافر لودینگ2.

 .  SYBR SAFEیا  DNAرنگ آمیزی برای اتیدیوم بروماید 3.

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

 .(هیبریداسیون

 آگارز ژل5.

 .می شود استفاده الکتروفورزبرای انجام  TBE یا TAE :محلول بافر الکتروفورز6.

 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  (در صورت استفاده از پروب ها)هیبریداسیون محلول 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

 .کنیدستخراج را بر اساس پروتوکل   DNA( مثلاً خون، بافت گیاهی یا حیوانی)نمونه های زیستی از 

 DNAهضم آنزیمی : دوممرحله 

 .  را انتخاب کنید که توالی های خاص را شناسایی کنند يمحدودکننده اینزیم های آ: 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 65پس از اتمام زمان هضم، آنزیم ها را با قرار دادن میکروتیوب ها در دمای : غیرفعال سازی آنزیم ها. ۴

 .دقیقه غیرفعال کنید 20برای سانتی گراد 
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 آماده سازی ژل آگارز برای الکتروفورز: سوممرحله 

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

TBE  کنیدحل. 

 .زمانی که کاملاً ذوب شود، حرارت دهیدتا حرارت پس از حل شدن آگارز در بافر، محلول را در مایکروویو یا  

 .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 

به را بارگذاری ژل  بافرو ( میکرولیتر 20-10)هضم شده  DNAاز قطعات  معینبه مقدار  :ژلدر  نمونه ها بارگذاری•

 .در یک چاهک مارکر لود کنید.کنیدچاهک های ژل اضافه 

 جریان ،TBEیا TAE مناسب بافربا استفاده از .ژل را در دستگاه الکتروفورز قرار دهید: الکتروفورزانجام •

ژل انتهای نزدیک  دقیقه یا تا زمانی که رنگ بارگذاری به  60-45ولت برای  100معمولاً . کنیدرا اعمال  الکتریکی

 .ژل حرکت می کننددر و اختلافات دیگر  بر اساس اندازه  DNAقطعات  .کنیدبرسد، جریان را برقرار 

 DNAدهید تا قطعات قرار UV transilluminator پس از اتمام الکتروفورز، ژل را در  :ژلدر   DNAمشاهده •

 نوارهایبه صورت را   DNAو قطعات می درخشد   UVدر زیر نور  یا سایبر سیف اتیدیومبرومید  .شوندمشاهده 

 .نشان می دهد براق

 .کنیدبت ث  UVدوربیناز ژل عکس بگیرید یا نوارها را با استفاده از  :ژلاز  عکسبرداری•
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 نتایج تفسیر و تحلیل 

 است، شده بارگذاری نمونه ها کنار در که  Marker DNA استاندارد مقیاس از استفاده با را برش خورده قطعات اندازه

 .کنید مقایسه

  در ژنتیکی تنوع های وجود نشان دهنده (محدودکننده سایت های در تغییرات) پلی مورفیسم دلیل به قطعات طول تفاوت های

 .است نمونه ها

 استفاده مورد ژنتیکی تنوع بررسی و ،جهش ها مطالعه ،ژنی کلونینگ مانند بیشتری تحلیل های در می توانند نتایج این

 .گیرند قرار

 را امکان این ما به  نتایج تحلیل و آگارز، ژل الکتروفورز آنزیمی، هضم ،DNA استخراج شامل فوق مراحل انجام

  .کنیم شناسایی را ژنتیکی مختلف پلی مورفیسم های تا می دهد 

 .آید بدست دقیقی نتایج تا است نیاز خاصی دقت

 


