
المختبر الثاني

Isolation of DNAعزل الدي أن أي 

:على عدة أمورالطریقةاختیارویعتمد DNAتوجد طرق مختلفة لعزل الـ 

. منهDNAعزل الـ المرادنوع الكائن 1.

.هالمراد عزلDNAنوع الـ 2.

:نوعینالى DNAالـ تقسیمیمكن

DNA  الحیةكروموسومي في كل الكائنات.

DNA من الـ دائریةصغیرة عبارة عن قطعة ھوبلازمیديDNA  وجود لذلكالبكتیریا المضیفةمفصولة عن كروموسوم

اعطاء علىیساعدقدلكن وجوده, جزء من الكروموسوملیسه لأنحیاتھاعلى لایؤثرالبكتریاأو عدم وجوده في البلازمید

.الحیویةللمضادات مقاومتھاھوالبلازمیدصفة محمولة في أھم. المجھريالحيموجودة أصلا في الكائنغیرصفات 



: DNAالـ استخلاصالغرض من 

. أو استخدام في تجارب خاصة DNAطول الـ معرفة لأ-

.  PCRالـ تقنيةباستخدام DNAتضخيم جزء معين من ال-ب

•

:من أي كائن لابد أن نمر بثلاث مراحلDNAالـ استخلاصلغرض •

.  الخلایامرحلة جمع 1.

(.  الغشاء البلازمي والغشاء النووي, والنباتيةالبكتيریةالخلایاالجدار الخلوي في )الخلایاتكسير او تحلل2.

. DNAاستخلاص الـ 3.



:المستخدمةالأجھزة•

حسبالموادفصلعلىیساعدوالمركزيالطردجھاز•

 .وراشحراسبلدینایصبححیثوزنھا

 .مختلفةبدرجاتالمائيالحمام•

 .الحساسالمیزان•



   DNAـالفصلفيفائدةولهالكھربائيالترحیلجھاز•

 .والأمشاطالترحیلحوضمنیتكونو

تسمىخاصةوأنابیب µlبوحدةتقاسمایكروبایبیت•

eppendorff tube 1.5بحجم ml. 

درجةیرفعThermocyclerحراريمدورجھاز•

لغرض ثوانيخلال 90ºCالى 40ºCمنالحرارة

 DNAال تضخیم

•



:المستخدمةالمحالیل

.1.TE

.2.Tris

.3.EDTA

.4.NaCl

.5.SDS

.  كلوروفورم–فينول6.

.7.TBE

.8.TAE

البكتیریةالخلایامن  DNAعزل الـ 

Isolation of DNA from Bacteria

من خلال تتابع القواعد الوراثیةحاملاً للصفات لكونھوذلك المجھریةالأحیاءالمادة الأساس لدراسة وراثة  DNAالـیعتبر

.  تركیبھالداخلة في النتروجینیة

Kitأو Manualنوعان من طرق العزل أما یوجدعملیة استخلاصفي أي 





Kitالـ بطریقةالبكتیریةالخلایامن DNAعزل *

Nutreintوتزرع في مرق مغذي بكتریامستعمرة من  2-3یؤخذ• broth  فطریات)للبكتریاالمثلى الحراریةالدرجة لأنھا° م 37وتحضن بدرجة حرارة

(. قليلةوان كانت العكورةمن خلال  brothنستدل على النمو في )ساعة  18ولمدة (. °م 25بدرجة 

µl) Micropipeteبواسطة  Bacteria brothمن  ml 1یؤخذ• على أساس متغيرة)مایكروليتر 1000= مل  1تسحب Micropipeteعادة ( 1000-100

(.  في الأسفلیكونالبكتيريلأن النمو  brothترج انبوبة ), ( حدودھا

(. الحجمویغيرویسربیسحبفانھ tipاذا كان )eppendorfفي ویوضع ml 1سحب •

(.  راسببتكوینالخلایاتجميعھوالخطوة ھذهمن الھدف)الخلایاالطرد المركزي لكي نجمع جھازفي eppendorfنضع الـ •

(.  الخلایاتجميع)الراسب ویبقىالراشح یھمل•

تحليلعلى یعملحال انزیم lysozymeیحتويمكوناتھالجدار الخلوي وجدار البلازما لأن ضمن یحطم Cell lysis solutionمن محلول  µl 600نضع •

أي منظف ودھونبروتينمكوناتھالغشاء البلازمي والذي ضمن تحليلوالتي تعمل على  SDSعلى یحتويوكذلك البكتيریةللخليةالجدار الخلوي 

detergent ویسارا  یمينا  بالتقليبالمزج وعملية  .





.                        water pathدقائق في  5ولمدة ° م 80بدرجة حرارة المزیجیحضن•

.  باليدیبردلذلك ° م 37ھيالانزیملھذاوالحرارة المثلى ینشطالى وقت وحرارة لكي یحتاجانزیمكل  RNAالـ ليحللRNAaseمن  µl3نضيفبعدھا•

 (العينةلمزج جھاز).. البروتينترسيبوتعمل على ضمنھالموجودة الأمونيومعلى خلات یحويالذي  Protein precipitationمن محلول  µl 200نضيف•

Vortex بجھازProtein precipitation نقوم بمزج

. دقائق 3دورة لمدة  13000بسرعة Centerfugeفي نضعھبعدھا•

.  بروتينیحويوالراسب  DNAحاوي على لأنھنأخذ الراشح •

.  جدیدةeppendorfالراشح الى ینقل•

.DNAالـ ترسیبتعمل على لأنھابواسطة الكحولات  DNAالـ بتنقیةنقوم * 

xg 13000طرد مركزي بسرعة لھمرات أو أكثر ثم نعمل  3یستخدمالذي  70%الایثانولأفضل من ویكون DNAـ للجیدكمرسب  isopropanolیستخدم

.DNAحاوي على لأنھونأخذ الراسب دقیقة 2ولمدة 

الایثانولنترك وبعدھادقیقة 2ولمدة xg 13000ثم طرد مركزي  DNAوترسیبوتنقیةلغرض غسل الایثانولمن  µl 600نضیفكفاءة النقاوة لزیادة

یضافحیثالنقي المترسب  DNAونحفظ الـ یتبخر

.TE buffer (DNA Rehydration) 100منµl




