
مثل بكتيريا القولون

Escherichia coli
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:ExtractionDNAالستخلاص:أولاً

Cellالخلاياتحليل-1 Lysisصورةإلىالخليةتحويل:النوويالحمضوتحريرspheroplast

أوLysozymeمثلهاضمةانزيماتباستخدامالخطوةهذهتتم.الخلويالجدارهضمطريقعن

Alkalineالقلويةشديدةالمواد analysisالسموزيالضغطعلىللحفاظالسكروزويستخدم

.النفجارمنspheroplastالـانفجارلعدمالملائم

وأهمهاالكبرىالجزيئاتمثلالspheroplastالـفيالأخرىالمكوناتمنالتخلص-2

.الخلاياومحتوياتالنوويالحمضوانسيابالبروتينات

اً DNAالتنقية:ثانيا purification:النوويالحمضفصلDNAالحمضعنالكروموسومي

.والبلازميدRNAالريبوزيالنووي

Amal AlGhamdi- MIC251-2011 2



:DNAتحليل الخلية وتحرير الحمض النووي : أولا

ة او تحلل الخلية باستخدام الإنزيمات المحللة أو حبيبات زجاجي
.بلورية في أثناء الطرد المركزي

:Lysozymreدور الإنزيم 

كونات الجدار يقوم بتحفيز التحليل المائي للرابطة الجليكوسيدية لم
وبالتالي تحطيم الغلاف ( peptidoglycan)الكربوهيدراتية 

وغيره من   مكونات DNAالخارجي ويحرر الحمض النووي 
.الخليه

:Buffer solutionدور المحلول المنظم 

 DNAلا بد أن يكون الوسط المتواجد به محلول المحتوي على الـ
. EDTAفي صورة محلول منظم، محلول ملحي يحتوي على 

وحمله لشحنه سالبه فإنه أكثر DNAبسبب تأين الحمض النووي 
.ثباتاً وذوبانا في المحاليل الملحيه عنه في الماء المقطر
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:EDTAأهمية الـ 

 ,Cd+2, Mg+2)ترتبط مع الأيونات الموجبة ثنائية الشحنه مثل -1
Mn+2 )ي التي قد تكون أملاح مع مجموعات الفوسفات الأيونية ف

.  DNAالحمض النووي 

deoxyribonucleaseتثبيط الإنزيم المحلل للحمض النووي -2
لكي Mn+2أو المنجنيز Mg+2لأنه يحتاج إلى أيونات المغنيسيوم 

.DNAيقوم بوظيفته في تحليل الحمض النووي 

يقلل التفاعلات الإلكتروليتيه بين( pH=8)الوسط القلوي •
والهيستونات القلوية والأمينات عديدة DNAالحمض النووي 

.التكافؤ

تقلل من نشاط انزيم ( العاليةpHدرجة )القلوية العالية •
nuclease وتغير طبيعة البروتينdenature.

نووي كما تساعد على فصل البروتينات المرتبطة بالحمض ال•
DNAتونيهبزيدة القلوية والشحنة الموجبة للبروتينات الهيس.
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• ً :والبروتينDNAفصل معقد الحمض النووي : ثانيا

لات تستخدم المنظفات عادة في هذه المرحلة لتعطيل التفاع

لبة الأيونية بين الهستونات موجبة الشحنه مع الشحنة السا
.DNAللحمض النووي 

sodium dodecyl sulphate(SDS:)يستخدم عادة 

شديدة منظف متأين يرتبط مع البروتينات ويعطيها صفة-1

.  الأيونية

 DNAمتلف للإنزيمات المحللة للـ-2
(deoxyribonucleases )وغيره من البروتينات.
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تضاف ( وغيرهNaClمثل )التراكيز العالية من الأملاح •

مض النووي للتأكد من الفصل التام للبروتينات المرتبطة بالح
DNAعنه وتزيل الرابطة مع الأمينات موجبة الشحنة.

حيث تضعف الأملاح قوة الارتباط الأيوني بين الحمض•

.النووي والمركبات موجبة الشحنه
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عن غيره من مكونات الخلية DNAفصل الحمض النووي : ثالثا  
الذائبة

نات في هذه المرحلة، يجب التأكد من خلو المحلول من البروتي
isoamylوذلك باستخدام خليط الكلوروفورم مع الكحول 

alcohol ثم الطرد المركزي.

:طبقات3بعد ذلك تظهر

وسطية طبقة عليا سائلة، وطبقة سفلى عضوية وبينهما طبقة
.تمثل شريط منضغط من البروتين الموه

يسبب الكلوروفورم تشويه سطحي للبروتين

isoamylوالكحول  alcoholيقلل الرغوه ويساعد على ثبات
.ن الطبقتين الطبقة الفاصلة المحتوية على البروتين وتفصل بي
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ها ويتم تحتوي الطبقة العليا على الأحماض النووية ويتم فصل•
.ترسيب الحمض النووي باستخدام كحول الإيثانول

يصبح غير قابل DNAبسبب الطبيعة المتأينة للحمض النووي •
.للذوبان إذا تواجد في وسط عضوي منخفض القطبية

ه يكون الحمض النووي راسب خيطي الشكل ويمكن جمعه بلف•
.على عصا زجاجية

قد يتلوث الحمض النووي المعزول بالبروتينات والحمض•
.RNAالنووي 

سب في يمكن التخلص من البروتين بإذابة الحمض النووي المتر•
وسط ملحي وإعادة استخدام خليط الكلوروفورم والكحول 

isoamyl alcohol حتى لا يبقى اي بروتين في الطبقة
.  الوسطى
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ولكنه قد DNAمع الـ RNAلا يترسب الحمض النووي •
.DNAيتواجد في صورة ملوثة للحمض النووي 

يمكن التخلص منه باستخدام الإنزيم المحلل له •
Ribonuclease(RNase )بعد التخلص من البروتين.

لترسيب الحمض النووي isoprobanolقد يستخدم الكحول •
DNA تاركاً الحمض النوويRNAفي المحلول.

RNAيمكن إعادة خطوات فصل البروتين والحمض النووي •
.عالي النقاوةDNAعدة مرات للحصول على حمض نووي 

من المحتوى الكلي % 50بهذه الطريقة يفترض أن يتم فصل •
في الخلية، ممتوسط المحصول DNAللحمض النووي 

ملجم لكل جم من الوزن الرطب للخلايا 2-1يساوي 
.البكتيرية
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اصةًتحديدًالخريطةًالوراثيةًالمحتويةًعلىًجميعًالجيناتًالخ•
.بالكائنًالحيًالدقيق

عدًيحملًالحمضًالنوويًفيًتركيبهًالجزيئيًوتتابعًالقوا•
.تالنيتروجينيهًجميعًالمعلوماتًالوراثيةًفيًصورةًجينا

للكائناتًيمكنًمعرفةًنسبةDNAًعندًفصلًالحمضًالنوويً•
وبالتاليًتعريفًالكائنًالحي% G:Cالجوانينًإلىًالسيتوسينً

.ومعرفةًالمملكةًالتيًيتبعها

فيًتجاربًالتقنيهًالحيويةDNAًاستخدامًالحمضًالنوويً•
Biotechnology :مثلًربطًجيناتًمعينةًمعًالحمضًالنووي

DNAنيهًأوللبكتيرياًفيًعملياتًانتاجًبعضًالموادًالبروتي
.  Gene therapyفيًالمجالتًالدوائيةًوفيًمجالً
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الحصول على الحمض: الغرضًمنًالتجربة•

.ة نقيهالنووي الكرموسومي للبكتيريا بصور

:الأدواتً•

Luria Bertani(LB.)بيئةًمرقًً-1

.E. Coliعزلةًنقيةًمنًبكتيرياًً-2
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.ALS-IويرمزًلهًBuffer(Tris/EDTA/glucose )محلولًمنظمً-3

.N NaOH 2عياريًهيدروكسيدًالصوديوم4-2ً

SDS (Sodium dodecyl sulphate.)منًمحلولً% 5-4

.M Sodium Acetate pH=6.0 3مولرًأسيتاتًالصوديوم6-3ً

phenol/Chloroform/Isoamyl)محلولًخليطً-7

alcohol)25:24:1

.Isoprpanolكحولً-8

.Ethanol %70كحولً-9

 Distilled deionizedماءًمقطرًمنزوعًالأيوناتً-10

water(DDW).
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أنابيب بلاستيكية معقمة ذات غطاء -11

Eppendorf tubes(1.5-2 ml.)

Electromicropipettماصات دقيقة الكترونيه -13

مختلفة الأحجام

((2-20µl, 10-100µl, 100-1000µl.

. نهايات الماصات الألكترونية-14

•Tips with different size

. لللأنابيبحوامل -15

•(Racks for tube)

. Quarts cuvettesحوامل لنهايات الماصات -16
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.( Vortex)جهاز الرج -14

.(Spectrophotometer)جهاز الطيف المرئي-15

.Microcentrifugeجهاز طرد مركزي دقيق -16

Biohazard Containerعلبة للتخلص من المستهلكات -16

 Biohazard Bagsأكياس للتخلص من المستهلكات -17
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ا  :الستخلاصتحضير المحاليل المستخدمه في : أول

:Stock solutionsمحاليل الأساس تحضير -1

1M Tris HCl

1000 ml 
DDW

نحسبًالوزنًالجزيئيًلحمضً: أولاً
 *HCl =1*1.008+1الهيدروكلوريكً

مول/جم36.461=  35.453

؟=مولر1ًعددًالمولتًفيً: ثانيااً

ًالوزنً* المولً= الوزنًبالجرام
جمً 36.461= 1 *36.461= الجزيئيً
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مول/جمEDTA =292.2نحسبًالوزنًالجزيئيً: أولاً•

اً• ؟=مولر0.5ًعددًالمولتًفيً: ثانيا

•ًالوزنًالجزيئيً* المولً= الوزنًبالجرام  =
جمً 146.1= 0.5 *292.2

0.5M 
EDTA

SDSجمًمن10ًًيوزنً: أولاً•

اً•  100mL ofيذابًفيً: ثانيا
DDW

10% 
SDS
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ا  :تخلاصتحضير المحاليل المستخدمه في الس: أول

Buffersالمحاليل المنظمة تحضير -1

: ALS-Iمحلول -1

يتكون من: 

2.5 ml of Tris HCl (stock: 1M, pH 8)

2.5 ml of EDTA (stock: 0.5M, pH 8)

Glucose0.9 gm of

، ويحفظ عند درجة DDWمل ماء مقطر 100يضاف إلى 

.م˚4حرارة 
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N NaOH 2عياري من هيدروكسيد الصوديوم 2محلول -2

مول/جم40= يحسب الوزن الجزيئي لهيدروكسيد الصوديوم 

n×المولارية = العيارية

1× س = 2

لتر/مول 2= عدد المولات في لتر=مولار2= س 

(مول/جم)الوزن الجزيئي (/ جم)الوزن بالجرام = المول 

80=40× 2= الوزن الجزيئي × المول = الوزن بالجرام 
.جم
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ا  :خلاصتحضير المحاليل المستخدمه في الست: أول

Buffersالمحاليل المنظمة تحضير -1



SDS (Sodium dodecyl sulphate.)من محلول % 3-4

. DDWمل ماء مقطر منزوع الأيونات100جم تذاب في 4

 M Sodium Acetate 3مولار أسيتات الصوديوم 4-3

pH6.0  ....... الصيغه البنائية =C2H3NaO2

.1MW=136.08 gm/mol

جم408.24= 136.08*23.

phenol/Chloroform/Isoamyl)محلول خليط 3.

alcohol)25:24:1
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:البكتيريDNAخطوات استخلاص الحمض النووي : ثالثاً

وتحضن E. coliبلقاح نقي من بكتيرياLBمل من بيئة 5يلقح •

.م˚37ساعه عند 24-12لمدة 

ً  LBونحتقظ بأنبوبة بيئة • .بدون تلقيح وتحضن أيضا

مل من المزرعة إلى أنبوبة طرد مركزي دقيقة 1.5ينقل •

microcentrifugeائقويطرد لمدة دقيقتين ثم نتخلص من الر.

Bufferمن محلول منظم 120uLيعلق الراسب في •

(Tris/EDTA/glucose ) وترج الأنبوبة في جهازVortex

لخلايا يجب تعليق الراسب جيداً للتأكد من عدم تكتل ا)جيداً 

(.البكتيريه
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من هيدروكسيد 2Nمن محلول 8uLيضاف إلى الراسب •

ثم يرج SDS %4من محلول 8uLو NaOHالصوديوم 

.vortexالمزيج جيداً بدون استخدام جهاز الرج 

من محلول أسيتات 3Mمن 22uLيضاف مباشرة •

ويرج المزيج جيداً . pH=6.0في درجة NaAcالصوديوم

قيق بدون جهاز الرج ثم يرسب المزيج بالطرد المركزي الد

.دقائق10لمدة 

:البكتيريDNAخطوات استخلاص الحمض النووي : ثالثاً
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يتم .  منهباستخدام الماصة الدقيقة يتم سحب الراسب والتخلص•

ل الرائق ترسيب الرائق بالطرد المركزي لمدة دقيقتين ثم ينق

.إلى أنبوبة طرد مركزي معقمة

لانزيم 10ug/mLمن 2uLيضاف إلى الأنبوبة •

RNase م لمدة 37المثبط بالحرارة وتحضن في درجة

.دقائق10

من الخليط من 100uLيستخلص الرائق مرتين باستخدام •

(.كحول أيزوأميل: الكلوروفورم: الفينول)

افة، الطبقة العلوية الشفمن الأيزوبروبانول إلى 1volيضاف •

.دقائق5يمزج الخليط ويترك لمدة 

:البكتيريDNAخطوات استخلاص الحمض النووي : ثالثاً
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ة دقائق على السرعة الفائق5يرسب المزيج لمدة •

.للطرد المركزي ثم نتخلص من الرائق

من 200uLيغسل الراسب مرتين باستخدام •

ثم يطرد كل مره وبعدها Ethanol %70كحول 

.يترك الراسب ليجف

:البكتيريDNAخطوات استخلاص الحمض النووي : ثالثاً
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ض يعلق الراسب في الماء المقطر المعقم لاستخدام الحم

.تنقيةالنووي المعزول في الخطوات التالية كالتركيز وال

.طوةيجب تسجيل التغير في المحلول بعد كل خ: ملاحظة

:لبكتيريDNAخطوات استخلاص الحمض النووي : ثالثاً
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ملاحظات هامة اثناء العمل
.الحرص على عدم الرج بصورة عنيفة لتجنب ظهور الرغوه•

م تؤدي إلى إذابة الدهون ˚60-55مع الحرارة العالية SDSالمادة القلوية •

.في الجدار الخلوي وتحرر الحمض النووي

proteinsaeيمكن استخدام انزيم • K مع الحرارة العالية أيضاً لتخلص

.من أي بروتينات قد ترتبط مع الحمض النووي 

نهاية يضاف الكحول الثلجي ويمكن اضافته عن طريق ادخال الماصة الى•

وبة معقمة  الانبوبه ومن ثم تحميله في الانبوبة، أو إضافة الكحول في انب

.تيرثم يضاف المحلول اليها ، أو إضافته ببطء بالسكب بماصة باس
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مكونات لا يذوب الحمض النووي في الكحول بعكس جميع •

مض الخلوي التي تذوب في الكحول تاركة الحالبروتوبلازم 

النووي في شكل راسب 

دقائق ويجب عدم رج 3-2يجب ترك المحلول ليستقر لمدة •

.الأنبوبة في هذه المرحلة لرقة تركيب الحمض النووي 

لى ويمكن ملاحظة ترسب الحمض النووي في طبقة الكحول ع•

.هيئة مادة بيضاء لزجه 

م ليجب أن ˚60نستخدم عامل درجة الحرارة العالية أعلى من •

م لانه يتكسر ˚70لا تزيد درجة حرارة الحمام المائي عن 

.م˚80وتتغير طبيعته اذا زادت الحرارة عن 

ملاحظات هامة اثناء العمل

Amal AlGhamdi- MIC251-2011 28



(nmنانومتر)يحسب درجة الامتصاص عند كل من الأطوال الموجيه -1

260-280

.من الجهاز.O.Dقراؤة الكثافة الضوئية نسجل -2

.ودرجة نقاوته كما يلي DNAتقدير كل من تركيز الحمض النووي يتم -3
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:بالتعويض في المعادلةDNAالنووي الحمض تركيز نحسب -3

Conc. Of DNA (ug/ml) = 
𝑂.𝐷.260×50×𝑑𝑖𝑙𝑢𝑡𝑖𝑜𝑛 𝑓𝑎𝑐𝑡𝑜𝑟

1000
= :conversion factorمعامل التحويل   1* OD 260 =50 mg of DNA/mL

With dilution factor of 25 (i.e. 2ml in 48ml), this formula reduced to:
mg DNA/mL = OD 260 x 1.25

: لقياس درجة النقاوة من الشوائب البروتينية نطبق في القانون-4

OD 260/OD 280 ≥ 1.7-1.8
.المدى لا تكون العينة صالحهأقل من هذا إذا كان تركيز الحمض النووي •

.شوائب مثل البروتينات أو وجود وهذا يعني عدم ذوبان الحمض النووي •

.لذلك يتم إعادة الترسيب باستخدام المخلوط الكحولي•
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شكرا ً
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