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 من البكتريا   DNA: عزل الـ  ابعالمختبر الس

 

الاساس لمبحوث العممية المتعمقة بتحديد جينات  لأنيامن التجارب العممية الميمة   DNAتعتبر تجربة استخلاص الـ 

بدرجة نقاوة جيدة وغير مموث بالمموثات  لذلك من الضروري الحصول عمى الدنا، الضراوة والمقاومة لممضادات الحيوية

 .المجيرية الاخرى بالأحياءالخموية او 

 من البكتريا  DNAاستخلاص الـ  :اليدف من التجربة 

 

  :تحضير المحاليل

A. محمول تحميل الخلايا : 

ر من مولا 1.5مل من  1ميكرولتر من حمض الخميك الثمجي و  57، و  base Trisغم من  1.242قم بإذابة . 1

 EDTAمحمول 

 .SDSغم من  1.1غم من الصوديوم استيت و  1.12أضف إلى المحمول أعلاه . 2

مل  11،ثم اكمل الحجم حتى ( 7.8)أضبط الأس الييدروجيني إلى . مل بواسطة الماء المقطر 8اكمل الحجم  إلى . 3

 .من الماء المقطر

 .حمام المائييمزج المحمول جيدا ، تكمل عممية الاذابة باستخدام ال. 4

B . مولار 5محمول كموريد الصوديوم: 

 .مل من الماء المقطر 11غم من كموريد الصوديوم في  2.92يتم تحضيره بإذابة 

C.  71الإيثانول٪: 

D . 111الإيثانول٪: 

E .الكموروفورم . 

  :طريقة العمل
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 .دورة في الدقيقة 14111دقائق عند  5مل من مزرعة بكتيرية ثم تطرد مركزيا لمدة  1.5يتم اخذ . 1

 .ميكرولتر من محمول التحمل عن طريق استخدام المايكروبابيت 211يتم تعميق وتحميل الراسب الخموي في . 2

مولار مع المزج  5مايكرو ليتر من محمول كموريد الصوديوم  66لإزالة معظم البروتينات وبقايا الخلايا ، يتم إضافة . 3

 .م 4دقائق عند  11دورة في الدقيقة لمدة  12111مخميط عمى ثم يتم الطرد المركزي ل، الجيد

بعد نقل الطبقة العميا الصافية إلى أنبوب إيبندورف جديد، يتم اضافة حجم متساوٍ من الكموروفورم ، ثم يمزج . 4

 .دقيقة حتى يتكون محمول حميبي الشكل 15لمدة  shakerبوضعو عمى جياز اليزاز 

دقائق ،بعدىا يتم ترفع الطبقة العميا إلى أنبوب إيبندورف  5دورة في الدقيقة لمدة  14111ثم الطرد المركزي عند .  5

 .111جديدة ويضاف  حجم مضاعف من كحول الايثانول المطمق  بنسبة 

دورة في  11.111مرات بمطف إلى ان يترسب الحمض النووي ، ثم الطرد المركزي عند  6-5يتم تقميب الأنابيب . 6

 . دقائق 3 الدقيقة لمدة

ضافة . 7 دورة في الدقيقة  11.111، ثم تطرد مركزيا بسرعة  ( ٪71)مل من الإيثانول  1يتم التخمص من الرائق وا 

 . دقائق 3لمدة 

 .7 كرر الخطوة. 8

مايكروليتر من الماء المقطر لإعادة تعميق  111يتم التخمص من الطبقة المائية وتترك الانابيب لتجف ثم يضاف . 9

 .DNA( الراسب)

 .درجة مئوية لحين الاستخدام لاحقا 21-يتم تجميد الحمض النووي عند . 11

 

 

 

 

 


