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 1 ياسمين الواصل 

 CTAB من النبات بطريقة  DNAخطوات استخلاص الحمض النووي الـ 

 و تفاعل البلمرة المتسلسل 

 الأدوات 

 عينة بذور 

 هاون  و مدقة

 أنابيب  دقيقة

 جهاز طرد مركزي

 م  55حمام مائي  

 ماصات دقيقة  عدة أحجام بملحقاتها 

O.D   كيوفيت كرستال اوزجاج 

 جهاز قياس الطيف الضوئي

spectrophotometer 

    DNAطقم استخلاص 

 نيتروجين سائل

 70الإيثانول المطلق )الثلج البارد( 

 ٪ من الإيثانول )الثلج البارد(

 M 7.5ام امونيوم أسيتات)او  7.5

 خلات الصوديوم(

كلوروفورم: ايزو اميل الكحول 

(24 :1) 

 الماء معقم 

TE puffer 

  CTAB bufferمحلول منظم 

 تفاعل البلمرة المتسلسل

 ماصات دقيقة  بملحقاتها

 أنابيب دقيقة 

 pcrجهاز 

 خطوات العمل 

محلوول  ميكرولتر من ٥٠٠ملغم من البذور النباتية  )بوجود النتروجين السائل( ومن ثم إضافة  ٢٠٠طحن  -1

 .CTABمنظم   

 دقيقة    15درجة مئوية لمدة  ٥٥ينقل الخليط لأنبوبة صغيرة ثم يحضن في حمام مائي -2

 دقائق.  ٥دورة/دقيقة لمدة  ١٢٠٠٠مركزي في جهاز الطرد المركزي التحضين تنقل لطرد ال بعد -3

او  ميكرولتور مون خلويط الكلوروفوورم ٢٥٠ينقل الرائق إلى أنابيوب طورد مركوزي دقيقوة ولكول أنبوبوة يضوا  -4

 ( . كحول الايزواميل )الكلوروفورم :

 دورة/دقيقه لمدة دقيقه.  ١٣٠٠٠المركزي الطرد بطرد ييتكون مستحلب, ثم  أن إلىيخلط بالتقليب -5

باشورة م ميكرولتور مون خولات الصووديوم و٥٠ويضوا  لهوا  نظيفوةأنبوبوة  إلوىتنقل الطبقة المائية العليا فقط -6

 ميكرولتر من الكحول الاثيلي  المطلق المبرد. ٥٠٠

طوي يمكون رييوة الراسوب الخي تقلب الأنابيب عدة مرات بخفه لترسيب الحامض النووي دون تكسيره وعنودها-7

 م  بعوود إضووافة الكحووول السووابق( لترسوويب20-)او يمكوون وضوون الانابيووب لموودة سوواعة فووي ثلووج للحمووض النووووي. 

DNA 
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رولتور ميك 500ويضوا   الرائقوةالطبقة  يتخلص من لغسل الحمض النووي يرسب باستخدام طرد مركزي ثم -8

قيقه دة/دور ١٣٠٠٠بالطرد المركزي  الخطوةخفه وتعاد هذه ب ٪ وتقلب الأنبوبة٧٠لاثيلي الثلجي من الكحول ا

 . الأنبوبةلمدة دقيقه حتى يتكون الراسب ابيض في قاع 

ي فوة يو(  توتم العملدقيقوة تقريبوا١٥)يتم التخلص من الرائق ويتور  راسوب الحوامض النوووي ليجوف بوالهواء -9

 من الكحول. الخطوةعزل معقمة, نتخلص بهذه  كابينة

 . TE pufferابة الحمض النووي في الماء المقطر او يعاد إذ -10

ي المواء قبول إذابوة محلوول الحموض النووو إلوىيضا   ( ميكروغرام/مل ١٠)  Rnaseفي حال توفر إنزيم  -11

DNA  (ميكرولتر /مل من الماء١٠)في الماء 

 spectrophotometerيتم تقدير نقاوة الحمض باستخدام  -12

  للأسبوع القادم بحول الله .في تجميد العميق  DNAض النووي تخزين العينة من الحم 12-

 في العينة منها: DNAنقاوة  هنا  العديد من الطرق المستعملة لقياس 

  spectrophotometerجهاز المطيا  الضوئي  

  280و 260تقاس نقاوة الأحماض النووية عند طول موجي 

 وتسجل القراءة    280مقسمة على  260= 

 طريقة العمل:

مل منه  1 يصفر الجهاز بواسطة المحلول المنظم المستخدم في حفظ محلول الاحماض النووية المرسب بوضن (1

 .cuvette في لوحده

ثم  280 ىوتقاس الامتصاصية عل مل من محلول الاحماض النووية المراد قياسه1 تغسل الكيوفيت بالماء المقطر وتوضن (2

 .260 تقاس على

 : في المحلول تطبق المعادلة DNAتقدير نقاوة الـة   لمعرف (3

 DNAتقدير نقاوة الـ

 

 
                              O.D 260 

      Purity of DNA        =                                ≥ 1.8  
                                    O.D 280   

 
مووجي نانوميتر ثم تحسب الامتصاصية للعينة نفسها عنود الطوول ال 260الطول الموجي  عند DNAأي تحسب امتصاصية عينة الـ

فهوذا يعنوي  قولا واذا كوان 1.8نانوميتر وبعد قسمة الامتصاصية الاولى على الثانية يجب ان يكون الناتج اكبر من  او يساوي  280

 ان العينة غير نقية وتحتاج تنقية او اعادة استخلاص.
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 (PCR بجهاز  DNA قطع مضاعفة) تفاعل البلمرة المتسلسل نية :التجربة الثا

 PCR خاصة بجهاز  أنبوبةفي يتم إضافة المكونات التالية :  مكونات محلول التفاعلpcr 

 

 

 

 

  

 

 

  Primersنوع تسلسل البادئ المستخدم 

   3-ATGGTAAGGCTACCACTTGC-5Forward    

3-CTACTAACGCTTGGCTGGCA-Reverse  5   

 برنامج التفاعل 

 Nagaraju cl) لبرنامج مشابه برنامج وهو pcr للـ التالي البرنامج طبق وقد,  الثرموسايكلر جهاز  استخدام

al,2002) التالية التعديلات مع : 

TIME الوقت  TM الحرارة درجة  STEPS 

1min 94c 1- Initial denaturation step 

30 sec 94c 2-Denaturation step  

40 sec 48c  3- Annealing step  

40sec 72c 4-Extension step             

5min 72c 5-Final extension 

 4c 6-Chilling  
 الحرارية لمعاملةا تجرى وزالاجار هلام على التحميل وقبل 6,5 الخطوتين تتم دورة 35 ال انتهاء بعد,  دورة 35(4-2) من الخطوات تكرار

 :  كالتالي الجهاز في

3min 75 7-Bands dispersal 

2min 4 8- Chilling (cooling) 

 

 

 ( x1الكمية بالميكروليتر ) التفاعل محلول

Distiller water  1.7 ماء مقطرµI 

PCR Buffer    2.5 محلول منظمµI 

dNTP   2 د النيتروجينيةالقواع µI 

Forward primer0.6 البادئ الأمامي µl 

Reverse primer   البادئ الخلفي µI0.6 

DNA 2 عينة الحمض µI 

Taqpolymerse 0.3 الانزيم القاطع µI 

Total volume المجموع µI25 


