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 DNAالمراحل المتبعة للحصول على الـ

 Extractionالاستخلاص  -اولاً:

 ٔحغًى, ػُّ انكشف أٔ دساعخّ انًشاد انُٕٔي انحًض ػهى انًحخٌٕت ٔانخلاٌب الأَغدت ٔححطٍى عحك

 -ٌٔخى بطشٌمخٍٍ:  Cell lysis انخلاٌب ححهٍم انخطٕة

 انجذر نتكسير انتجفيف او انسائم اننيتروجين يع انطحن يثم ييكانيكيه طرق باستخذاو  -1

   انخهويت والأغشيت

 . انمياسيت انعذة Lysozyme  انًحهم الانسيى استخذاو يثم حيويت طرق -2

 حٕضغ انضبسِ، ار انكًٍٍبئٍّ ٔانًٕاد الإَضًٌبث بخثبظ حمٕو ظشٔف نّ ٔعظ فً انفظم ٌخى أٌ ٌدب 

 فً انبشٔحٍُبث ٔ انذٌْٕ ٔححهٍم .CTAB يثم يلائى يُظى يحهٕل فً يببششة انخبو انطحٍ بؼذ انخلاٌب

 .detergent يبدِ ببعخخذاو انبلاصيٍّ الأغشٍّ

 Purification  انتنميت  -ثانياً:

 انًشكضي انطشد ببعخخذاو نهزٔببٌ لببهت انغٍش ٔانًٕاد نهخحهم لببهت انغٍش اندغًٍبث ًْ إصانت  

  .ٔبؼض انًزٌببث انؼضٌٕت )كبنكهٕسٔفٕسو(

  -:انبروتيناث لإزانت

 نهتأكذ تجرى عادة احتياطيت خطوة وهي  proteaseنهبروتيناث يحهم انسيى استخذاو -1

  .بانبروتيناث اننووي انحايض عينت عذو تهوث ين

 Sodium orالأيونيوو  أو انصوديوو خلاث يادة باستخذاو انبروتيناث ترسيب  -2

ammonium acetate  

 ترسيب خطوة لبم وانفينول، انكهوروفورو ين يخهوط باستخذاو انبروتيناث فصم أو -3

 .اننووي انحًض

 اننووي انحايض ترسيب -ثانثا:

 انزائبّ انى انحبنت انظهبت. انظٕسِ يٍ ٔححٌٕهّ انُٕٔي انحبيض حشعٍب ٌدب -1

 فًٍٓب. انُٕٔي رٔببٌ انحبيض نؼذو الإٌصبشٔببَٕل كحٕل أٔ الاٌثٍهً انًثهح انكحٕل اعخخذاو  -2

 فً انُٕٔي يضبانح ٌٔظٓش )انكحٕل فً نهزٔببٌ انمببهت( نّ انًهٕثت الأيلاذحفظم  ٌخىار   -3

 خٍطً ساعب طٕسة



 وانحفظ تالإراب  -رابعا

 TE .يثم  يُظى يحهٕل فً أٔ يؼمى يمطش يبء فً بإرابخّ انُمً انُٕٔي انحبيض حؼهٍك -1  

buffer  

 .انُببحٍت الأَغدّ يٍ َمً حبيض َٕٔي ػهى انحظٕل ًٌكٍ انطشٌمت ْزِ ببعخخذاو -2  

 اننووي انحًض جودة ين انتحمك -خايسا

 Ethedium الإثٍذٌٕو ببشٔيٍذ انًظبٕؽ بسٔصكالا خم ػهى انؼٍُت فظم طشٌك ػٍ ٌخى -1

bromide  

 .UV انبُفغدٍّ فٕق الأشؼّ ضٕء ححج انُبحدّ انُٕٔي انحبيض انكشف ػٍ لطغ ٌخى -2

 انُٕٔيانحبيض  َمبٔة دسخت -عبدعب  

  اننووي انحًض نماوة درجت نمياش

 فٕق الأشؼّ انُٕٔي انحبيض َبَٕيخش ار ًٌخض ٠٨٢ٔ ٠٦٢ ػُذ انضٕئٍت انكثبفت لٍبط  -1

 .فمظ َبَٕيخش ٠٨٢ ػُذ انًٕخبث انحهمٍت انبشٔحٍُبث حًخض بًٍُب ٠٨٢ٔ   ٠٦٢ ػُذ انبُفغدٍّ

 .1.8 حغبٔي ٠٦٢/٠٨٢ َغبت ٌؼطً انُمً انُٕٔي انحًض - -2

  . 1.8 يٍ ألم انُغبت كبَج إرا ببنبشٔحٍُبث يهٕثت انؼٍُت ٔحؼخبش - -3

 ً  اننووي انحًض كًيت لياش -سابعا

  نخمذٌش كًٍت انحبيض انُٕٔي. nanodropٌغخخذو خٓبص انًطٍبف انضٕئً أ 

 DNAأستخلاص ال

 اندضٌئٍت الاخخببساث فً ٔاعخخذايّ ػهٍّ نهحظٕل انضشٔسٌت انؼًهٍبث يٍ انذَب اعخخلاص ػًهٍت حؼذ

 ػًهٍت فبٌ ( انُٕاة حمٍمٍت خلاٌب,َببحٍت خلاٌب,بكخشٌب) الاعخخلاص يظذس كبٌ ٔاٌب اندُبئٍت ٔانخحهٍلاث

 .ئٍتانكًٍٍب انشٕائب يٍ ٔغٍشْب ٔانذٌْٕ كبنبشٔحٍُبث اصانت انشٕائب اٌضب حٕفش الاعخخلاص

 انًغخخذو ٔانششكت انًظُؼت. Kitبؼذة طشق أػخًبدأ ػهى َٕع  DNAًٌكٍ أعخخلاص ال

 طريقة العمل

 CTABيم يٍ يحهٕل  800يهغى يٍ انُغٍح انُببحً يغ 200-100َبخز  -1

 55Cٔححفع فً حًبو يبئً بذسخت حشاسة  Centrifugeَُمم انًحهٕل انى اَبٕبت  -2



دٔسة/انذلٍمت ثى ٌُمم انًحهٕل انى 13000نًذة خًظ دلبئك ػهى  Centrifugeٌُمم انًحهٕل انى  -3

 ثبٍَت. Centrifugeاَبٕبت 

 دٔسلت/دلٍمت.13000دلبئك ػهى  5ٔحخهظ نًذة  Chloroformيم يٍ 400َضٍف  -4

 خذٌذة. Centrifugeٔحُمم انى اَبٕبت  DNAَأخز انطبمت انؼهٍب اي طبمت ال -5

 يم يٍ الاٌثبَٕل انببسد.500ى َضٍف يم يٍ يحهٕل يبئً ػبنً انًهحٍت ث 50َضٍف  -6

 .DNAحشج الاَبٕبت ػذة يشاث ٔحخشن نٍخشعب ال -7

 دٔسة/دلٍمت.12000دلبئك ػهى  5نًذة  Centrifugeٌُمم انى  -8

 يم يٍ الاٌثبَٕل انببسد. 500َخخهض يٍ انًحهٕل َٔضٍف  -9

ٌُمم  DNAدٔسة/دلٍمت ثى َضٌم انطبمت انؼهٍب ٌٔخشن الCentrifuge 13000حُمم انؼٍُت انى  -10

 ٌٔخضٌ فً دسخت حشاسة يُخفضت. DNAال

 


