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 7من  1صفحة 

 

 

 نيةالجلسة الثا

 RNAو استخلاص  فصل عضيات الخلية

Separation of cell organelles and Extraction RNA 

 :مقدمة

النووي من  هو تقنية تسمح بعزل الحمض الريبي RNAاستخلاص الـ " وعزله وأيضا DNA إن استخلاص الـ 

الخلايا أو النسج والناتج من عملية الاستخلاص يستخدم فيما بعد للدراساا  التاي تخال علاب البيولواياا الةزي ياة 

 .وغيرهاRT-PCR و    PCRمثل الاستنساخ وتفاعلا  التسلسل البوليميري 

لالل   ،DNAووي باالحمض النا" اادا" غنياا" إن النسج العصبية والحيوانا  المنوية والعضالا  تكا ل مصادرا

 .  DNAالـتستخدم هله النسج لاستخلاص 

 . ول ن المبدأ واحدDNA ـ يواد طرق مختلفة لاستخلاص ال

 :DNAبك ل عام نستطيع أن نميز عدة خطوا  أساسية في الطريقة الخاصة لعزل الـ 

 امع النسج وعزلها -1

 .عزل وتنقية النوى -2

 .بك ل نظيف حسب النقاوة المراوة DNAاستخلاص الحمض النووي  -3

يتب الانتهاء من عملية الاستخلاص بتنقية الحمض النووي الناتج عن طريق استخدام تقنية التدرج ل لوريد  -4

 .  Cs clالسيزيوم 

 

 Separation of cell organelles فصل عضيات الخلية -"أولا

 

 التقنيات المستخدمة في فصل العضيات 

 :مستخدمتين على نطاق واسع في المختبرا  من أال فصل الةزي ا  بك ل عام حسب ال ثافةيواد تقنيتين 

 الطرد المركزي بالتدرج المستمر -

 الطرد المركزي بالتدرج المتقطع -
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 7من  2صفحة 

 

 Isopycniqueالطرد المركزي بالتدرج المستمر -1

ب ثافاة معيناة وبضخضااعه لقاوة مان  Cs cl تتب عملية الطرد المركزي بالتدرج المستمر باستخدام كلورد السيزيوم 

 .الةاذبية الم ثفة التي تك ل تلقائيا تدراا من ال ثافة المستمرة

إن هلا المحلول المتدرج يصل إلى م ة وحدة من ال ثافا  المختلفة، وبالتالي فاضن الةزي اا  المضاافة إلاى محلاول 

 .تي لها نفس كثافة الةزي ا  المضافةكلوريد السيزيوم ستتوضع خلال عملية الانتقال في منطقة التدرج ال

 .هلا النوع من النبل بسرعة فائقة ادا هو عملية حاسمة ودقيقة ادا 

 الاستخدامات الرئيسية لهذه التقنية 

هاله . تحضير البلاسميدا  والفااا  أو آكالا  الةاراميب وأيضاا تنقياة الكا ل اللاولبي للبلاساميدا  الةرمومياة -1

الصابيي الخيطاي، إذ أن   DNAالب تياري وعان   RNAيةب أن ت ون منفصالة عان بروتيناا  الاـ  البلاسميدا 

 .مل/غ 1.3و  1.25هله الةزي ا  ال بيرة تمل  كثافا  متقاربة تتراوح بين 

Csإن واود كلوريد السيزيوم سيحفز تثبيت الكوارد 
+

بكا ل مختلاف علاى هاله الةزي اا  ال بيارة، وبالتاالي فاان  

 .لظاهرية ست ون مختلفةال ثافة ا

 مل/غ 1.3البروتين   

RNA  1.75-1.89   مل/غ 

DNA  1.6-1.79  مل/غ 

 .هله الةزي ا  ست ون سهلة الفصل عن بعضها البعض من خلال عمليا  الطرد المركزي

 .الفصل بين الةزي ا  المتطابقة التي ت ون واحدة منها موسومة بالعناصر الثقيلة -2
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 7من  3صفحة 
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 7من  4صفحة 

 

 (الطرد المركزي على وسادة)بالتدرج المتقطع أو غير المستمر الطرد المركزي  -2

ماان كلوريااد الساايزيوم ( تساامى منصااا ) فااي هااله التقنيااة يااتب تكاا يل التاادرج مساابقا ماان خاالال رواسااب متتابعااة  

 .ب ثافا  متزايدة

التثفيال فاوق طبقاة كلورياد  إن الةزي ا  المختلفة والةسيما  الفيروسية وآكلا  الةراميب ستتوضاع خالال عملياة

 .السيزيوم التي لا تستطيع العبور من خلالها

في الواقع وحادها الةزي اا  التاي لهاا كثافاة أعلاى مان تلا  الخاصاة بمنصاة كلورياد السايزيوم هاي التاي تساتطيع 

 .عبورها والنفاذ من خلالها

التاي لهاا كثافاا  مختلفاة وكالل  هلا النمط من التثفيل يسمح بفصل ساريع وساهل لخلايط مان اضحمااو النووياة و

 .اضحماو المةانسة

 الاستخداما  الرئيسية لهله التقنية: 

 .تساعد في التحضير السريع وبك ل واسع لآكلا  الةراميب والفيروسا  ذا  ال ثافا  المعروفة
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 المثفلة
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 RNA (Extraction RNA) ـاستخلاص ال -"ثانيا

 :يةب اضخل بعين الاعتبار ما يلي RNAعند القيام باستخلاص الـ 

 .أن ت ون اضدوا  المستخدمة سواء كانت من البلور أو البلاستي  معقمة ايدا -

أن ت ااون اميااع المحالياال المسااتخدمة محضاارة باسااتخدام الماااء المقطاار ماارتين علااى اضقاال والمعالةااة  -

 . من أال تثبيط عمل أنزيما  الريبونوكلياز(  DEPC  %0.1)باستخدام منائي ايتيل البيروكاربونا   

 .استخدام القفازا  المطاطية بك ل دائب خلال العمل و استبدالها باستمرار -

إن المااادة الحيااة المسااتخدمة يةااب أن ت ااون مستخلصااة حااديثا قاادر ا م ااان أو مستخلصااة و مةماادة فااي  -

 .الآزو  الٍسائل

  TRISOLباستخدام التريزول  RNA ـالاستخلاص السريع لل

TRISOL  = خليط تةاري من الفينول و الآيزوتيوسيانا  ال اندين اللي يمنع فعل أنزيما  حلمهة الـRNA 

 :طريقة العمل

 .مل من محلول التريزول  1ملغ من اضنسةة المسحوقة ونضعها في  50نأخل  -

حةب من ال لوروفاورم ونخاض  0.2دقائق بدراة حرارة اليرفة مب نضيف  5لمدة  السابق نترك المحلول -

 .بقوة

 .م وية 4دورة في الدقيقة و بدراة حرارة  10000دقيقة بسرعة  15لمدة يثفل المزيج السابق  -

مااال مااان  0.5الطاااور الساااائل العلاااوي ويوضاااع فاااي أنباااوس ادياااد ونقاااوم بالترسااايب بضضاااافة  يؤخااال -

 .الايزوبروبانول

 .دقيقة  15دورة في الدقيقة لمدة  10000نثفل بسرعة  -

 .ويتب تةفيف الناتج باستخدام المخلية الهوائية% 75يتب غسل الناتج باستخدام ال حول  -

يحفا  فاي درااة .  النااتج لايس للاساتخدام المبايار يةاب حفظاه مترسابا فاي الايتاانول RNA ـإذا كان الا -

 .م وية 20 -حرارة 

 

 


