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 الجلسة الثالثة

 DNA (DNA Extraction)استخلاص 

 

 DNAاستتراجاأ  ا استترالح ا التتو ا نتتصاا كنجتتصح اعملتت تس ختتص تلقتتتو التترا    رنجتتتو ا استترالح 

 ا فتزيائتو كس تتنه بتص صجته، ا ذ ك تس طجيق فصل ا الو ا نصاا تس ا بتجااتس ا  باسرا ا  طجق متلتائتو 

 . غشتو ا اليا ا ا لكصنات ا اقصيو اعخجى

ا التتو ا نتتصاا تتتس ثتتف فصتتل ( ا اقصيتتو ا ا نصايتتو)ختتص ااقتتل اعغشتتتو  DNAا لبتت   اعساستتت لاستترالح 

 .ا بجااتنات ا  غشتو ا اليا ا ا لكصنات ا اقصيو اعخجى

 

 :و التي تكون متشابهة بين جميع الطرق DNAالخطوات الأساسية لاستخلاص 

 .DNA ااقل ا اقتو ا ا نصاة لاسراجاأ   : Cell dissolutionااقل ا اقتو  -1

 .إزا و ا شصائب ا ا بجااتنات كس ا عتنو: Precipitationا رجستب  -2

 .نجت ا جاخز  لسرا ا  DNA قاصصل تقى : Purificationا رنجتو  -3

 

 :إلى DNAيتم تصنيف طرق استخلاص الـ 

 :ا رت يلرا   بها ا طجق ا لعرل ة تقى ا لاا تل ا ا لصاد ا كتلتائتو -1

 ...... كثل ا فتنصل، ا ا كقصرافصر ، فتنصل ا كقصرافصر ، ا ماصل اعيزا  كتل ا غتجخا ،كاا تل تضصيو .  

، ا طجيجتو ستترتل اجيلتثتتل بجاكتت  اعكصنتتص  (SDS)طجيجو دادا سقفات ا صتصديص  : غتج تضصيو، كثل . ب 

(CTAB)  ا طجيجتتو ا رلقتتت ،(Salting-out ) بجااتنتتاز ، ا طجيجتتوk (k Proteinase) ا  يضتتا ا رجنتتتات ،

 .........ا لعرل ة تقى خل  ا لتقتكا

 ( ا طجيجو ا فتزيائتو)ا طجق ا لعرل ة تقى ا لجحقو ا صقبو  -2

 

 .SDSا خت طجيجو  غتج ا عضصيو ا طجق لإح ى سنرطجق خنا
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 SDSسلفات دوديسيل الصوديوم باستخدام DNA استخلاص الـ

 جمع الحيوانات المنوية -1

( 1)اؤخذ ا نطاف كس خلل شق فت ا غ ة ا رناسقتو، يرف فج  اعنل و بصاسطو كشجط ااصضع فت ا لاقصل ا صاقت 

بعتت  ذ تتك نجتتص  بعلقتتتو ا رثفتتتل  لتت ة تشتتج دقتتائق . ثتتف يتترف اجشتتت  ا لتتائل ا لعقتتق تقتتى قطعتتو كتتس ا جلتتا  ا لعتتا  

 .دارة فت ا  قتجو 19000ابلجتو 

 (.ا لعقق)ثف نجص  با راقص كس ا جلف ا طافت 

دقتائق ابلتجتو ثتف نجتص  با رثفتتل  لت ة تشتج ( 2)بع  ذ ك نجتص  بغلتل ا نتاا  اذ تك بصضتعه فتت ا لاقتصل ا تصاقت 

 .نعت  خذه ا اطصة حرى ناصل تقى ا جلف ا طافت بشكل صاف الاكا. دارة فت ا  قتجو 19000

 تنقية النوى من الحيوانات المنوية -2

ثف نجص  باو ا لعقق ا نتاا  بهت اب بصاستطو جهتاز ( 3)نضع ا ناا  كس ا اتصانات ا لنصيو فت ا لاقصل ا صاقت رقف 

 .يكصن كر انلا كت ( (Danceيراجك  فجتا 

 .كئصيو 4 ل ة تشج دقائق ب رجو حجارة  دارة فت ا  قتجو 3000نجص  بع  ذ ك بعلقتو اثفتل بلجتو 

 .ثف نراقص كس ا جلف ا طافت انكجر خذه ا اطصة كجاتس

 ضتتعاف ح تتف كاقتتصل  4ح تتف ا لاقتتصل ا تتصاقت يلتتااا ( )4)نضتتع ا نتتاا  ا لربجتتت  تت ينا فتتت ا لاقتتصل ا تتصاقت رقتتف 

  .(ا نصى

ثتف نتراقص كتس  كئصيو 4 ل ة تشج دقائق ب رجو حجارة  دارة فت ا  قتجو 3000نجص  بع  ذ ك بعلقتو اثفتل بلجتو 

 (.5)ا جلف ا طافت انكجر خذه ا اطصة كجاتس ثف نضع ا ناا  فت ا لاقصل ا صاقت رقف 

 DNAاستخلاص الـ  -2

ا هت ف كنته % )0.5 قصصتصل إ تى كاقتصل برجمتتز    NaSO4(CH2)11CH3 سقفات داديلتل ا صصديص نضتف 

كل /كقغ 50برجمتز K ( (proteinase Kا  نزيف ا بجااتناز  ،(DNAخص تلل ثجصب فت غشاب ا نصاة  اجاأ ا ـ

ا بجااتنتات إ تى احت ات صتغتجة، ابا رتا ت كتس ا لتهل  ااطتف كرعت دات ا ببرتت ات  ا كس خذا اعنزيف خص ا ه ف)

انضتتتتف  يضتتتا  نزيلتتتات (. حقتتتو ااحتتت ة كتتتس الاستتترالح ا فتنتتتص تا تتتراقص كنهتتتا بعتتت  ذ تتتك تتتتس طجيتتتق كج

ختتت احتت ات بلتتتطو ا إ تتى  RNA اكهلرهتتا خضتتف ستتجيع   زيئتتات ا تتـ   ribonucleasesا جيبصنصمقتتتاز 

كئصيتتو كتتع ختتو  طتتتف تقتتى  4ستتاتو فتتت درجتتو حتتجارة  12ى إ تت 10، انرتتجك ا لاقتتصل  لتت ة ا جيبصنكقتصاتتت ات

 . Danceا  هاز 

الاستترالح  .انكتتجر ا علقتتتو ثتتل  كتتجات( 1/1ا ا تتف )بعتت  ذ تتك نجتتص  باستترا ا  كاقتتصل ا فتنتتصل مقصرافتتصر  

 .يرف باسرا ا  ا كقصرافصر  فجط DNAاعختج  قـ 
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 DNAترسيب الـ  -4

 .كئصيو 4الإيزابجابانصل انرجمه  تقو ماكقو اب رجو حجارة نجص  برجستب ا لاقصل ا ناا  اذ ك بإضافو 

يشرلل فت ا صاقع تقى جعل ( ح ف 0.6) ا باسرا ا  الايزابجابانصل ( ح ف 2)بالايرانصل  DNAاجستب ا ـ  يرف)

 (. غتج كنال DNAجزئ ا ـ 

كثل استرات ا صصديص  ا إن إضافو اعكلح % . 67 فت الايرانصل ب با كس ا رجمتز  DNAبشكل تا  يرجسب ا ـ 

 .DNAكس ا ـا  يضا ااافظ تقى بنتو  كس خلل اخذ ا شصارد ا لطاتو DNA ا اعكصنتص  يطجد ا لاب كس ا ـ

 % .75ي ب ا راقص كس خذه اعكلح فت ا نهايو تس طجيق ا غلل باسرا ا  الايرانصل برجمتز 

 75%با كاصل ذات ا رجمتز DNAا ـ ا لرجسبو بصاسطو كاصو ابع  ذ ك نغلل  DNAنجص  بأخذ كادة ا ـ 

ا لجطتج ا لعتا   بثنتائت ايرتتل با لتاب  DNAباسترا ا  ا لاقتتو ا هصائتتو ثتف نجتص  برل يت  ا تـ  DNAيرف ا فتف ا تـ 

فت حال اسرا اكه بعت  ققتتل  ا ا تتص  ا ثتانت، ا يافتظ فتت درجتو كئصيو  4ايافظ ب رجو حجارة بتجاماربصنات،  

 .ا بع  لسرا ا  فتل( 22-)حجارة 

 باستخدام كلوريد السيزيوم DNAتنقية الـ  -5

 (.   pH =8كل كس ا لاب ا  5فت   DNA  كقغ كس 2إ ى 1)نجتس اججيبتا ح ف ا لاقصل 

كتكجا ترج كتس  20كل كس ا لاقصل ثف ناو ا لاقصل بقطف انضف  2.5غ كس مقصري  ا لتزيص   كل  1نضتف 

 .كل 1 كل ( كل\كقغ 10اجمتز )بجاكت  الايرت يص  

ا لابق فت  نبصب يلل  با رثفتل بلتجتو مبتتجة، (  بجاكت  الايرت يص + مقصري  ا لتزيص ) كل كس كاقصل  3نضع 

 pH =8انكلل ا ا ف با لاب كع  DNA ا ـ نضتف إ تها به اب كاقصل 

 .ساتو 20دارة فت ا  قتجو  ل ة  30000اعنبصب  نثفل

 .كل 15نأخذ ا ناا   ذات ا قصن اعحلج ا جااف  بصاسطو ستجنك ك بب ثف نضعه فت  نبصب سعره  

دارة   2000نثفتل بلتجتو . ا لشتبع با لتاب 1-نراقص كس بجاكت  الايرت يص   بصاسطو ملتو كلاثقو كس ا بتصاتانصل

 .جر ذ تك حرتى اخرفتاب ا قتصن اعحلتجدقائق ثف نجص  با راقص كس ا جلف ا عقصا كس ا لاقصل انكت 5فت ا  قتجو  ل ة 

 . ح ف كس ا لاب 1000كجابل  DNAح ف كس ا ـ  1بع  ذ ك نضتف 

 باستخدام مقياس المطياف الضوئي DNA ـمعايرة كمية ال -6

ا لصجتصدة بشتكل دقتتق فتت ا لاقتصل، اذ تك تتس  DNAقبل ا ب ب با ر ارب كس ا ضجارا جت ا كعجفتو ملتتو ا تـ 

ب هتاز ا راقتتل ا طتفتت ( (U.Vبصاسطو قتاس اكرصاصتو اعشتعو ا فتصق بنفلت تو  DNAطجيق قتاس اجامتز ا ـ

spectrophotometry . ارناسب ملتو اعشتعو فتصق ا بنفلت تو ا للرصتو كتس كاقتصل يارتصا تقتى جزيئتات كتس

 .بشكل كباشج كع ملتو خذا اعختج ا لصج اة فت ا عتنو DNAا ـ
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نتانصكرج  260تن  طصل كصجتو  1انصكرج، ا اشتج الاكرصاصتو ن 260اجاس الاكرصاصتو غا با تن  طصل كصجو 

(A 260 ) 50إ ى اجصد μg كس ا ـDNA  كضاتف ا لقلقو فت ا لتقت  ترج ا صاح  كس ا لاقتصل(ml/.(50 μg 

 .بصاسطو قتاس الاكرصاصتو باعشعو ا فصق بنفل تو DNAايلكس اا ي  نجااة تتنو ا ـ

كجت رة  280ا  260نلتبو اكرصاصتتو اعشتعو تنت  طتصل ا لصجتو  ا لاضتجة ي تب  ن اكتصن DNAفت تتنو ا تـ 

 .( A260/A280=  1,83 -2,32)كابتس 

 .با بجااتنات DNA تتنو  تن  طصل خذه ا لصجات ذا د تل تقى اقص  1,83فت حال  ن ا جتلو  قل كس  

 .RNAبا قبت ات ا  DNA تتنو  تن  طصل خذه ا لصجات ذا د تل تقى اقص  2,32فت حال  ن ا جتلو  مبج كس  

 


