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:ExtractionDNAالاستخلاص:أولاً 

Cellالخلایاتحلیل-1 Lysisصورةإلىالخلیةتحویل:النوويالحمضوتحریرspheroplast

أوLysozymeمثلھاضمةانزیماتباستخدامالخطوةھذهتتم.الخلويالجدارھضمطریقعن
Alkalineالقلویةشدیدةالمواد analysisالاسموزيالضغطعلىللحفاظالسكروزویستخدم
.الانفجارمنspheroplastالـانفجارلعدمالملائم

وأھمھاالكبرىالجزیئاتمثلالspheroplastالـفيالأخرىالمكوناتمنالتخلص-2
.الخلایاومحتویاتالنوويالحمضوانسیابالبروتینات

 ً DNAالتنقیة:ثانیا purification:النوويالحمضفصلDNAالحمضعنالكروموسومي
.والبلازمیدRNAالریبوزيالنووي
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:DNAتحلیل الخلیة وتحریر الحمض النووي : أولا
لوریة في تحلل الخلیة باستخدام الإنزیمات المحللة أو حبیبات زجاجیة او ب

.أثناء الطرد المركزي

:Lysozymreدور الإنزیم 
الجدار یقوم بتحفیز التحلیل المائي للرابطة الجلیكوسیدیة لمكونات

وبالتالي تحطیم الغلاف الخارجي ) peptidoglycan(الكربوھیدراتیة 
.وغیره من   مكونات الخلیھDNAویحرر الحمض النووي 

:Buffer solutionدور المحلول المنظم 
في  DNAلا بد أن یكون الوسط المتواجد بھ محلول المحتوي على الـ

. EDTAصورة محلول منظم، محلول ملحي یحتوي على 
ً DNAبسبب تأین الحمض النووي  وحملھ لشحنھ سالبھ فإنھ أكثر ثباتا

.وذوبانا في المحالیل الملحیھ عنھ في الماء المقطر
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:EDTAأھمیة الـ 
)  Cd+2, Mg+2, Mn+2(ترتبط مع الأیونات الموجبة ثنائیة الشحنھ مثل -1

نووي التي قد تكون أملاح مع مجموعات الفوسفات الأیونیة في الحمض ال
DNA .

لأنھ deoxyribonucleaseتثبیط الإنزیم المحلل للحمض النووي -2
لكي یقوم بوظیفتھ Mn+2أو المنجنیز Mg+2یحتاج إلى أیونات المغنیسیوم 

.DNAفي تحلیل الحمض النووي 
یقلل التفاعلات الإلكترولیتیھ بین الحمض) pH=8(الوسط القلوي •

.والھیستونات القلویة والأمینات عدیدة التكافؤDNAالنووي 
nucleaseتقلل من نشاط انزیم ) العالیةpHدرجة (القلویة العالیة •

.denatureوتغیر طبیعة البروتین 
DNAكما تساعد على فصل البروتینات المرتبطة بالحمض النووي •

.بزیدة القلویة والشحنة الموجبة للبروتینات الھیستونیھ
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• ً :والبروتینDNAفصل معقد الحمض النووي : ثانیا
لات تستخدم المنظفات عادة في ھذه المرحلة لتعطیل التفاع
لبة الأیونیة بین الھستونات موجبة الشحنھ مع الشحنة السا

.DNAللحمض النووي 
):sodium dodecyl sulphate)SDSیستخدم عادة 

شدیدة منظف متأین یرتبط مع البروتینات ویعطیھا صفة-1
.  الأیونیة

 DNAمتلف للإنزیمات المحللة للـ-2
)deoxyribonucleases (وغیره من البروتینات.
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تضاف ) وغیرهNaClمثل (التراكیز العالیة من الأملاح •
مض النووي للتأكد من الفصل التام للبروتینات المرتبطة بالح

DNAعنھ وتزیل الرابطة مع الأمینات موجبة الشحنة.
حیث تضعف الأملاح قوة الارتباط الأیوني بین الحمض•

.النووي والمركبات موجبة الشحنھ
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 ُ عن غیره من مكونات الخلیة DNAفصل الحمض النووي : ثالثا
الذائبة

وذلك في ھذه المرحلة، یجب التأكد من خلو المحلول من البروتینات
isoamylباستخدام خلیط الكلوروفورم مع الكحول  alcohol  ثم

.الطرد المركزي
:طبقات3بعد ذلك تظھر

طیة تمثل طبقة علیا سائلة، وطبقة سفلى عضویة وبینھما طبقة وس
.شریط منضغط من البروتین الموه

یسبب الكلوروفورم تشویھ سطحي للبروتین
isoamylوالكحول  alcohol یقلل الرغوه ویساعد على ثبات

.طبقتین الطبقة الفاصلة المحتویة على البروتین وتفصل بین ال
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ھا ویتم تحتوي الطبقة العلیا على الأحماض النوویة ویتم فصل•
.ترسیب الحمض النووي باستخدام كحول الإیثانول

یصبح غیر قابل DNAبسبب الطبیعة المتأینة للحمض النووي •
.للذوبان إذا تواجد في وسط عضوي منخفض القطبیة

ھ یكون الحمض النووي راسب خیطي الشكل ویمكن جمعھ بلف•
.على عصا زجاجیة

قد یتلوث الحمض النووي المعزول بالبروتینات والحمض•
.RNAالنووي 

سب في یمكن التخلص من البروتین بإذابة الحمض النووي المتر•
وسط ملحي وإعادة استخدام خلیط الكلوروفورم والكحول 

isoamyl alcohol حتى لا یبقى اي بروتین في الطبقة
.  الوسطى
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ولكنھ قد یتواجد DNAمع الـ RNAلا یترسب الحمض النووي •
.DNAفي صورة ملوثة للحمض النووي 

Ribonucleaseیمكن التخلص منھ باستخدام الإنزیم المحلل لھ •
)RNase (بعد التخلص من البروتین.

لترسیب الحمض النووي isoprobanolقد یستخدم الكحول •
DNA تاركاً الحمض النوويRNAفي المحلول.

عدة RNAیمكن إعادة خطوات فصل البروتین والحمض النووي •
.عالي النقاوةDNAمرات للحصول على حمض نووي 

من المحتوى الكلي % 50بھذه الطریقة یفترض أن یتم فصل •
في الخلیة، ممتوسط المحصول یساوي DNAللحمض النووي 

.ملجم لكل جم من الوزن الرطب للخلایا البكتیریة1-2
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ن الحي تحدید الخریطة الوراثیة المحتویة على جمیع الجینات الخاصة بالكائ•
.الدقیق

ینیھ جمیع یحمل الحمض النووي في تركیبھ الجزیئي وتتابع القواعد النیتروج•
.المعلومات الوراثیة في صورة جینات

للكائنات یمكن معرفة نسبة الجوانین إلىDNAعند فصل الحمض النووي •
وبالتالي تعریف الكائن الحي ومعرفة المملكة التي % G:Cالسیتوسین 

.یتبعھا

في تجارب التقنیھ الحیویة DNAاستخدام الحمض النووي •
Biotechnology : مثل ربط جینات معینة مع الحمض النوويDNA

في المجالات الدوائیة للبكتیریا في عملیات انتاج بعض المواد البروتینیھ أو
. Gene therapyوفي مجال 
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الحصول على الحمض: الغرض من التجربة•
.ة نقیھالنووي الكرموسومي للبكتیریا بصور

:الأدوات •
؟)Luria Bertani)LBبیئة مرق  -1
.E. Coliعزلة نقیة من بكتیریا  -2
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.ALS-Iویرمز لھ ) Buffer)Tris/EDTA/glucoseمحلول منظم -3

.N NaOH 2عیاري ھیدروكسید الصودیوم 4-2

).SDS )Sodium dodecyl sulphateمن محلول % 5-4

.M Sodium Acetate pH=6.0 3مولار أسیتات الصودیوم 6-3

phenol/Chloroform/Isoamyl(محلول خلیط -7

alcohol(25:24:1

.Isoprpanolكحول -8

.Ethanol %70كحول -9

 Distilled deionizedماء مقطر منزوع الأیونات -10

water)DDW(.Amal AlGhamdi                                MIC251 142018



أنابیب بلاستیكیة معقمة ذات غطاء -11

Eppendorf tubes)1.5-2 ml.(

Electromicropipettماصات دقیقة الكترونیھ -13

مختلفة الأحجام

)(2-20µl, 10-100µl, 100-1000µl.

. نھایات الماصات الألكترونیة-14
•Tips with different size

. لللأنابیبحوامل -15
•(Racks for tube)

. Quarts cuvettesحوامل لنھایات الماصات -16
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.( Vortex)جھاز الرج -14
.(Spectrophotometer)جھاز الطیف المرئي-15

.Microcentrifugeجھاز طرد مركزي دقیق -16

Biohazard Containerعلبة للتخلص من المستھلكات -16

 Biohazard Bagsأكیاس للتخلص من المستھلكات -17
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مول/جمEDTA =292.2نحسب الوزن الجزیئي : أولاً •
• ً ؟=مولار 0.5عدد المولات في : ثانیا
=  الوزن الجزیئي * المول = الوزن بالجرام ∴•

جم  146.1= 0.5 *292.2

0.5M 
EDTA

SDSجم من  10یوزن : أولاً •
• ً  100mL ofیذاب في : ثانیا

DDW

10% 
SDS
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:طريقة العمل : ثالثاً

وتحضن E. coliبلقاح نقي من بكتیریاLBمل من بیئة 5یلقح •

.م˚37ساعھ عند 24-12لمدة 

ً  LBونحتقظ بأنبوبة بیئة • .بدون تلقیح وتحضن أیضا

مل من المزرعة إلى أنبوبة طرد مركزي دقیقة 1.5ینقل •

microcentrifugeائقویطرد لمدة دقیقتین ثم نتخلص من الر.

Bufferمن محلول منظم 120uLیعلق الراسب في •

)Tris/EDTA/glucose ( وترج الأنبوبة في جھازVortex

لخلایا یجب تعلیق الراسب جیداً للتأكد من عدم تكتل ا(جیداً 

).البكتیریھ
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من ھیدروكسید 2Nمن محلول 8uLیضاف إلى الراسب •

ثم یرج SDS %4من محلول 8uLو NaOHالصودیوم 

.vortexاستخدام جھاز الرج بالتقلیب بدون المزیج جیداً 

من محلول أسیتات 3Mمن 22uLیضاف مباشرة •

ویرج المزیج جیداً . pH=6.0في درجة NaAcالصودیوم

قیق بدون جھاز الرج ثم یرسب المزیج بالطرد المركزي الد

.دقائق10لمدة 
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یتم .  منھباستخدام الماصة الدقیقة یتم سحب الراسب والتخلص•
ل الرائق ترسیب الرائق بالطرد المركزي لمدة دقیقتین ثم ینق

.إلى أنبوبة طرد مركزي معقمة

لانزیم 10ug/mLمن 2uLیضاف إلى الأنبوبة •
RNase م لمدة 37المثبط بالحرارة وتحضن في درجة

.دقائق10

من الخلیط من 100uLیستخلص الرائق مرتین باستخدام •
).كحول أیزوأمیل: الكلوروفورم: الفینول(

افة، الطبقة العلویة الشفمن الأیزوبروبانول إلى 1volیضاف •
.دقائق5یمزج الخلیط ویترك لمدة 
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ة دقائق على السرعة الفائق5یرسب المزیج لمدة •

.للطرد المركزي ثم نتخلص من الرائق

من 200uLیغسل الراسب مرتین باستخدام •

ثم یطرد كل مره وبعدھا Ethanol %70كحول 

.یترك الراسب لیجف
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ض یعلق الراسب في الماء المقطر المعقم لاستخدام الحم
.تنقیةالنووي المعزول في الخطوات التالیة كالتركیز وال

.طوةیجب تسجیل التغیر في المحلول بعد كل خ: ملاحظة
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ملاحظات هامة اثناء العمل
.الحرص على عدم الرج بصورة عنیفة لتجنب ظھور الرغوه•

م تؤدي إلى إذابة الدھون ˚60-55مع الحرارة العالیة SDSالمادة القلویة •
.في الجدار الخلوي وتحرر الحمض النووي

Proteinsaeیمكن استخدام انزیم • K مع الحرارة العالیة أیضاً لتخلص
.من أي بروتینات قد ترتبط مع الحمض النووي 

نھایة یضاف الكحول الثلجي ویمكن اضافتھ عن طریق ادخال الماصة الى•
وبة معقمة  الانبوبھ ومن ثم تحمیلھ في الانبوبة، أو إضافة الكحول في انب

.تیرثم یضاف المحلول الیھا ، أو إضافتھ ببطء بالسكب بماصة باس
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مكونات لا یذوب الحمض النووي في الكحول بعكس جمیع •
مض الخلوي التي تذوب في الكحول تاركة الحالبروتوبلازم 

النووي في شكل راسب 

دقائق ویجب عدم رج 3-2یجب ترك المحلول لیستقر لمدة •
.الأنبوبة في ھذه المرحلة لرقة تركیب الحمض النووي 

لى ویمكن ملاحظة ترسب الحمض النووي في طبقة الكحول ع•
.ھیئة مادة بیضاء لزجھ 

م لیجب أن لا ˚60نستخدم عامل درجة الحرارة العالیة أعلى من •
م لانھ یتكسر وتتغیر˚70تزید درجة حرارة الحمام المائي عن 

.م˚80طبیعتھ اذا زادت الحرارة عن 

ملاحظات هامة اثناء العمل
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)nmنانومتر(حسب درجة الامتصاص عند كل من الأطوال الموجیھ ت-1
260-280

.من الجھاز.O.Dتسجل قراءة الكثافة الضوئیة -2
.ودرجة نقاوتھ كما یلي DNAیتم تقدیر كل من تركیز الحمض النووي -3
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:بالتعویض في المعادلةDNAالنووي الحمض تركیز نحسب -3
Conc. Of DNA (ug/ml) = 𝑂𝑂.𝐷𝐷.260×50×𝑑𝑑𝑖𝑖𝑙𝑙𝑢𝑢𝑡𝑡𝑖𝑖𝑜𝑜𝑛𝑛 𝑓𝑓𝑎𝑎𝑐𝑐𝑡𝑡𝑜𝑜𝑟𝑟

1000

 =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

:  لقیاس درجة النقاوة من الشوائب البروتینیة نطبق في القانون-4
OD 260/OD 280 ≥ 1.7-1.8

.إذا كان تركیز الحمض النووي أقل من ھذا المدى لا تكون العینة صالحھ•
.وھذا یعني عدم ذوبان الحمض النووي أو وجود شوائب مثل البروتینات •
.لذلك یتم إعادة الترسیب باستخدام المخلوط الكحولي•
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