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 أوواع الاستخلاص مه انذو وانثكتيريا وانىثاتاخ
 

( اٚ اٌفطش٠بد ٚغ١ش٘ب ثٕبءً عٍٝ ِظذسٖ )اٌذَ اٚ اٌجىز١ش٠ب أٚ إٌجبربد  DNAرخزٍف ؽشق اعزخلاص اٌـ

 .ثغجت الاخزلاف فٟ رشو١ت اٌخلا٠ب

 انمثادئ الأساسيح لاستخلاص انحمض انىووي

 :رعزّذ عٍٝ عذح ِشازً أعبع١خ  DNAع١ٍّخ اعزخلاص اٌـ

 .تحضير انؼيىح .1

 .رىغ١ش اٌدذساْ ٚالأغش١خ اٌخ٠ٍٛخ ٌٍٛطٛي إٌٝ اٌسّغ إٌٛٚٞ :تحهيم انؼيىح وتمسيق انخلايا .2

 .أٚ الأِلاذ K ثبعزخذاَ وٛاشف و١ّ١بئ١خ ِثً اٌجشٚر١ٕبص :وانشوائةإزانح انثروتيىاخ  .3

عٓ ثبلٟ  DNAثبعزخذاَ اٌىسٛي )الإ٠ثبٔٛي أٚ الأ٠ضٚثشٚثبٔٛي( ٌفظً اٌـ :انحمض انىوويوتىقيح ترسية  .4

  .اٌّىٛٔبد

 استخلاص انحمض انىووي مه انذو

 .لا رسزٛٞ عٍٝ ٔٛاحخلا٠ب اٌذَ اٌسّشاء ٠زُ اعزخلاص اٌسّغ إٌٛٚٞ ِٓ وش٠بد اٌذَ اٌج١ؼبء، لأْ 

 :تحضير انؼيىح .1

o  َفٟ أبث١ت زب٠ٚخ عٍٝ ِبدحخّع ع١ٕخ اٌذ EDTA ( اٌذَ ردٍؾٌّٕع ِؼبد رخثش)  ٟٚرسفظ ف

زشاسح اٌغشفخ ارا وبٔذ ع١ٍّخ الاعزخلاص رزُ فٟ ٔفظ ا١ٌَٛ، اٚ رسفظ فٟ اٌثلاخخ ارا وبٔذ  دسخخ

 .ع١ٍّخ الاعزخلاص فٟ ٚلذ لازك

o  رّضج ع١ٕخ اٌذَ خ١ذا ثبعزخذاَ خٙبصVortex  ُاث١ٕذٚسف رٕمً اٌٝ أجٛة ثEppendorf  . 

 :تحهيم انؼيىح وتمسيق انخلايا .2

o  اػبفخ( ِسٍٛي رسًٍ وش٠بد اٌذَ اٌذاسئRed lysis bufferٌزس١ًٍ وش٠بد اٌذَ اٌسّشاء )،  ُث

ٍٛي وش٠بد اٌذَ اٌسّشاء )ا١ٌّٙٛوٍٛث١ٓ( عٓ ٌفظً ِسردشٜ ع١ٍٗ ع١ٍّخ اٌطشد اٌّشوضٞ 

 .اٌزٟ عٛف رزشعت خض٠ئبد وش٠بد اٌذَ اٌج١ؼبء

o  ٚالاثمبء عٍٝ اٌشاعت. لاصاٌخ وً ا١ٌّٙٛوٍٛث٠ٓ١زُ اٌزخٍض ِٓ اٌشائك ٚرعبد اٌخطٛاد 

o ًٍاٌذاسئ إٌٛاح إػبفخ ِسٍٛي رس (Nucleic lysis buffer)   اٌزٞ ٠غبعذ عٍٝ رسًٍ اٌخلا٠ب

 .ٚإؽلاق اٌسّغ إٌٛٚٞ ِٓ داخً إٌٛاح

 :إزانح انثروتيىاخ وانشوائة .3

o اعزخذاَ إٔض٠ُ اٌجشٚر١ٕبص K ٌزفى١ه اٌجشٚر١ٕبد. 

o  وٍٛسٚفٛسَ ٌفظً اٌجشٚر١ٕبد عٓ اٌسّغ إٌٛٚٞ-اٌف١ٕٛيإػبفخ ِسٍٛي. 

 :DNAترسية وتىقيح انـ .4

o ٌٕٞٚٛإػبفخ الإ٠ثبٔٛي اٌجبسد ٌزشع١ت اٌسّغ ا. 

o ٍٝغغً اٌع١ٕخ ثبٌىسٛي ٚرٕم١زٙب ٌٍسظٛي ع DNA عبٌٟ اٌدٛدح. 

 مه انثكتيريا استخلاص انحمض انىووي 

 ٚاٌجلاص١ِذاد .اعزخلاطٙب ثشىً ِٕفظً أٚ ِعبً اٌجىز١ش٠ب وشِٚٛعَٛ دائشٞ ٚثلاص١ِذاد ٠ّىٓ رّزٍه 

(Plasmids)   خض٠ئبد ٟ٘DNA  خلا٠ب زم١م١خ إٌٛاح،  دائش٠خ طغ١شح ِغزمٍخ رٛخذ داخً اٌخلا٠ب اٌجىز١ش٠خ ٚثعغ

 .ٍخ عٓ اٌىشِٚٛعَٛ اٌجىز١شٞ اٌشئ١غٌٟىٕٙب ِٕفظ
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فؼً ٚاوفأ ؽش٠مخ فٟ أزبج ٟ٘ ا Microwaveٕ٘بن عذح ؽشق ٌٚىٓ اٌجسٛس اثجزذ اْ اعزخذاَ ؽش٠مخ اٌـ  

 . Nanodropراد رشو١ض خ١ذ ٚلشاءح خ١ذح فٟ خٙبص اٌـ DNAـٌو١ّخ ِٓ ا

 :ضير انؼيىحتح .1

o صساعخ اٌجىز١ش٠ب فٟ ٚعؾ غزائٟ ِٕبعت. 

o ًؽشد٘ب ِشوض٠بً ٌفظً اٌخلا٠ب ِٓ اٌٛعؾ اٌغبئ. 

 :تحهيم وتمسيق انخلايا .2

o  َِسٍٛي رسًٍ اٌدذاس اٌخٍٛٞ ثبعزخذاTE ّٛاد و١ّ١بئ١خ ِثًاٌ اٌذاسئ ٚثعغ  SDS 

o  دل١مخ. 33دسخخ ِئ٠ٛخ ٌّذح  ٠65سظٓ اٌخ١ٍؾ فٟ دسخخ زشاسح 

o .اخشاء اٌطشد اٌّشوضٞ ٠ٚضاي اٌشائك 

o .٠ٛػع الأجٛة فٟ خٙبص اٌّب٠ىش٠ٚف ٌّذح دل١مخ ٚرىشس اٌع١ٍّخ ِشر١ٓ اٚ ثلاثخ 

 :إزانح انثروتيىاخ وانذهون .3

o إػبفخ إٔض٠ُ اٌجشٚر١ٕبص K سٍٛي ِٚ وٍٛسٚفٛسَ -ٚف١ٕٛيTE ثُ رذخً اٌٝ  لإصاٌخ اٌجشٚر١ٕبد

 .اٌطشد اٌّشوضٞ

 :DNAترسية وتىقيح انـ .4

o اعزخذاَ الإ٠ثبٔٛي أٚ الأ٠ضٚثشٚثبٔٛي ٌزشع١ت اٌـDNA ثُ غغٍٗ ثبٌىسٛي ٌٍسظٛي عٍٝ ع١ٕخ ،

 .ٔم١خ

 استخلاص انحمض انىووي مه انىثاتاخ

زسزٛٞ اٌخلا٠ب إٌجبر١خ إٌٛٚٞ عبٌٟ إٌمبٚح فعذ إٌّبرج إٌجبر١خ ِٓ اطعت اٌّٛاد فٟ اعزخلاص اٌسّغ ر

رع١ك ع١ٍّخ  مركثاخ تونيفيىونيحرسزٛٞ ثعغ إٌجبربد عٍٝ وّب  .٠زطٍت رس١ٍٍٗ ثىفبءح جذار خهوي صهةعٍٝ 

جٙب ع١ٍّخ ؽسٓ الأغدخ مفٟ ِعظُ اٌسبلاد ٠زُ اعزخذاَ إٌب٠زشٚخ١ٓ اٌغبئً ٌزد١ّذ اٌّٛاد إٌجبر١خ ٠ع .الاعزخلاص

ٌٙبْٚ. اْ اعزخذاَ إٌب٠زشٚخ١ٓ اٌغبئً ٠ىْٛ طعت ٔٛعب ِب ثغجت طعٛثخ ٔمٍٗ ٚاٌزعبًِ ِعٗ، ٌٙز اٌغجت اٌّدّذح ثب

 فمذ رُ رس٠ٛش ؽش٠مخ ِٕبعجخ ٚعٍٙخ ٌع١ٍّخ الاعزخلاص 

 :تحضير انؼيىح .1

o  ْغشاَ ِٓ إٌغ١ح إٌجبرٟ. ٠3.3ٛص 

o  ٠ٛػع عٍٝ شش٠سخ ٔظ١فخ ٠ٚمطع ثشفشح زبدح 

o  اثٕذٚسف.٠ٕمً إٌغ١ح اٌٝ أجٛة 

 :تحهيم وتمسيق انخلايا .2

o  الاعزخلاص اٌذاسئإػبفخ ِسٍٛي ((Extraction buffer A EBA  الاعزخلاص  ِٚسٍٛي

 .Extraction buffer B  EBB)) اٌذاسئ

o دسخخ ِئ٠ٛخ ٌّذح عشش دلبئك. 65زشاسح  ١ٓ ثذسخخاخشاء ع١ٍّخ اٌّضج ثُ اٌزسؼ 

 :إزانح انشوائة وانثروتيىاخ .3

o ٠ٛػع اٌّسٍٛي فٟ اٌثٍح ٠ٚؼبف ٌٗ ثٛربع١َٛ اع١ز١ذ Potassium acetate  ٌزشع١ت اٌّجشد

 دلبئك. 3فٟ اٌثٍح ٌّذح اٌع١ٕخ ٓ سؼرٚاٌجشٚر١ٕبد ٚاٌشٛائت الاخشٜ، 

o دسخخ ِئ٠ٛخ 4ثسشاسح  خشاء اٌطشد اٌّشوضٞ اٌّجشدإ. 

 :DNAترسية وتىقيح انـ .4

o ًاٌشائك اٌٝ أجٛة اثٕذٚسف خذ٠ذ ٠ٚؼبف ٌٗ ا٠ضٚثشٚثبٔٛي 1 ٠ٕم ِٓ ًِ Isopropanol اٌّجشد 

 .دل١مخ 23فٟ اٌثٍح ٌّذح  اٌع١ٕخ سؼٓرثُ ٌزشع١ت اٌسّغ إٌٛٚٞ 

o إػبفخ ث ِٓ الاِلاذ ٚاٌشٛائت اٌّزجم١خ  اخشاء اٌطشد اٌّشوضٞ ٠ٚطشذ اٌشائك ثُ ٠غغً اٌشاعت

 .ٌٍسظٛي عٍٝ ع١ٕخ ٔم١خالإ٠ثبٔٛي 
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 مه انفراونح تاستخذاو مواد مىسنيح  (DNA)تجرتح استخلاص انحمض انىووي

 :الأدواخ وانمواد انمطهوتح

ٔغخ ِٓ وً وشِٚٛعَٛ، ِّب ٠دعً الاعزخلاص أعًٙ(. وّب ٠ّىٓ رطج١ك  8)لأٔٙب رسزٛٞ عٍٝ  حثح فراونح .1

٘زٖ اٌطش٠مخ عٍٝ فٛاوٗ أخشٜ رسزٛٞ عٍٝ و١ّخ خ١ذح ِٓ اٌسّغ إٌٛٚٞ، ِثً اٌّٛص ٚاٌى١ٛٞ ٚاٌزٛد، 

أٚ   DNAاٌفٛاوٗ لذ رىْٛ ألً وفبءح فٟ الاعزخلاص ثغجت اززٛائٙب عٍٝ و١ّخ ألً ِٓ اٌـٌىٓ ثعغ 

 .ِثً اٌسّؼ١بد ِع اٌع١ٍّخ ٌٛخٛد ِشوجبد لذ رزذاخً

 .كوب ماء دافئ .2

 .(د٠غبعذ عٍٝ اعزمشاس اٌسّغ إٌٛٚٞ ٚفظٍٗ عٓ اٌجشٚر١ٕب) مهؼقح صغيرج مه انمهح .3

 (.DNAالأغش١خ اٌخ٠ٍٛخ ٚالأ٠ٛٔخ ٌزسش٠ش اٌـ٠ىغش ) مهؼقح كثيرج مه سائم تىظيف انصحون .4

(. ٠دت أْ ٠ىْٛ اٌىسٛي ٠DNAغبعذ فٟ رشع١ت اٌـ) (% أو أكثر07كحول إيسوتروتيهي أو كحول طثي ) .5

ثبسدًا ٠ٚفؼً زفظٗ فٟ اٌفش٠ضس لجً الاعزخذاَ، لأْ أخفبع دسخخ اٌسشاسح ٠مًٍ ِٓ رٚثب١ٔخ اٌسّغ 

عٓ ثبلٟ ِىٛٔبد اٌخ١ٍؾ. ٚاٌىسٛي اٌجبسد ٠غبعذ أ٠ؼًب فٟ  إٌٛٚٞ فٟ اٌىسٛي، ِّب ٠غًٙ رشعجٗ ٚفظٍٗ

 .ثسبٌخ خ١ذح  DNAثفعً الإٔض٠ّبد اٌّٛخٛدح فٟ اٌخلا٠ب، ِّب ٠سبفظ عٍٝ خض٠ئبد اٌـ  DNAِٕع رسًٍ اٌـ

 .ٌغسك اٌفشاٌٚخ قاتم نهقفم كيس تلاستيكي صغير .6

 .ٌزظف١خ اٌخ١ٍؾ مصفاج أو قطؼح قماش قطىيح .7

 .DNAٌشؤ٠خ اٌـ كوب زجاجي شفاف .8

 .DNAٌدّع اٌـ ػود تىظيف الأرن أو ػود أسىان .9

 :خطواخ انتجرتح

 تحضير محهول انتحهم  -1

  كوب ماء دافئ + مهؼقح صغيرج مهح + مهؼقح كثيرج مه سائم تىظيف انصحون  ½فٟ وٛة، اِضج. 

 ب ًِ  .زشن اٌخ١ٍؾ ثٍطف ززٝ ٠زٚة اٌٍّر رّب

 سحق انفراونح  -2

  ملاػق كثيرج مه محهول انتحهم 3ػع اٌفشاٌٚخ داخً اٌى١ظ اٌجلاعز١ىٟ، ثُ أػف إ١ٌٙب. 

  ب 3-2أغٍك اٌى١ظ ثإزىبَ، ثُ اعسك اٌفشاٌٚخ خ١ذًا ثبعزخذاَ ٠ذ٠ه ٌّذح ًِ  .دلبئك ززٝ رظجر عبئٍخ رّب

 تصفيح انخهيظ  -3

  صخبخٟ شفبفاعىت اٌخ١ٍؾ اٌّٙشٚط ِٓ اٌى١ظ عجش ِظفبح أٚ لطعخ لّبػ لط١ٕخ فٟ وٛة. 

 ًرخٍض ِٓ اٌجمب٠ب اٌظٍجخ ٚاززفظ ثبٌغبئ. 

 إضافح انكحول نترسية انحمض انىووي  -4

  عٍٝ خذاس اٌىٛة فٛق خ١ٍؾ اٌفشاٌٚخ دْٚ رسش٠ىٗ كميح مساويح مه انكحول انثاردثجؾء، اعىت. 

 ٌٕٛٚٞأزظش ٌجؼع دلبئك، ٚعزجذأ خ١ٛؽ ث١ؼبء أٚ غبئّخ ثبٌظٙٛس فٟ اٌطجمخ اٌع٠ٍٛخ، ٚ٘ٛ اٌسّغ ا. 

 جمغ انحمض انىووي  -5

 اعزخذَ عٛد رٕظ١ف الأرْ أٚ عٛد أعٕبْ لاٌزمبؽ خ١ٛؽ اٌـDNA ِٚلازظزٙب عٓ لشة. 


