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 1مختبر 

 من البكتريا DNAاستخلاص الـ 

ٔأٚا كاٌ يظذس  DNAيٍ انعًهٛاخ انضشٔسٚح نهحظٕل عهٗ ًَٕرج انـ  DNAعًهٛح اسرخلاص انـ      

الاسرخلاص )تكرشٚا , خلاٚا َثاذٛح , خلاٚا حقٛقٛح انُٕاج( فاٌ عًهٛح الاسرخلاص ذٕفش اٚضا اصانح انشٕائة 

 كانثشٔذُٛاخ ٔانذٌْٕ ٔغٛشْا يٍ انشٕائة انكًٛٛأٚح.

 :DNAذٕجذ طشٚقرٍٛ نعضل انـ 

1- Kit methodشٚقح عًم.: يجًٕعح يٍ انًحانٛم يحضشج يٍ قثم ششكاخ ٔذكٌٕ يشفقح تط 

2- Manual method ٙذركٌٕ يٍ يجًٕعح يٍ انًحانٛم ذكرة أسًاءْا ٔذشكٛضْا ٔذحضش عادج ف :

 انًخرثش.

 في أي كائن لابد من اجراء مجموعت من الخطواث: DNA* لعزل الـ 

 .DNAجًع انخلاٚا: ْٔٙ يظذس انـ  -1

ٔيٍ ْزِ انعٕائق جذاس  DNAذحهٛم انخلاٚا: انرخهض يٍ كافح انًعٕقاخ انرٙ ذًُع يٍ انٕطٕل انٗ انـ  -2

 انخهٛح )انجذاس انخهٕ٘( ٔانغشاء انثلاصيٙ.

 .RNAيٍ انشٕائة ٔانثشٔذُٛاخ ٔانـ  DNA: فظم انـ DNAاسرخلاص انـ  -3

 الأجهزة المستخدمت:

 انًٕاد حسة حجًٓا حٛث ٚظثح نذُٚا ساسة ٔساشح.جٓاص انطشد انًشكض٘ ار ٚساعذ عهٗ فظم  -1

 انحًاو انًائٙ تذسجاخ يخرهفح. -2

 انًٛضاٌ انحساط. -3

تانعٍٛ انًجشدج  DNAار أٌ نظعٕتح سؤٚح انـ  DNAجٓاص انرشحٛم انكٓشتائٙ ٔنّ فائذج فٙ فظم انـ  -4

 فلاتذ يٍ اسرخذاو ذقُٛح انرشحٛم انكٓشتائٙ حٛث ٚركٌٕ يٍ حٕع انرشحٛم ٔالأيشاط.

 .ml 1.5تحجى  eppendorff tubeٔأَاتٛة خاطح ذسًٗ  l µlٚكشٔتاٚثٛد ذقاط تٕحذج يا -5

 .DNA نهـ يضخى أ٘ ثٕاَٙ خلال  Cᵒ 50انٗ  Cᵒ 40 يٍ انحشاسج دسجح ٚشفع حشاس٘ يذٔس جٓاص -6

 Kitمن الخلايا البكتيريت بطريقت الـ  DNA*عزل 

1- Sample preparation 

10*1 ُٚقم
6
 16,000-14,000أتُذٔسف ذٕٛب ٔٚعًم نّ طشد يشكض٘   ml 1.5انٗيٍ انًضسعح انثكرٛشٚح  

xg   200نًذج دقٛقح ٔاحذج ٚرى انرخهض يٍ انشاشح ٔٚضاف انٗ انشاسة μl/sample  ٍيGram+buffer  ثى

 يشاخ. 3-2دقائق ٔٚقهة يٍ  5ٚعًم نّ سج ٔٚخهظ تٕاسطح انثاٚثٛد ٔٚحفع انرٕٛب تذسجح حشاسج انغشفح نًذج 

 

 



 مختبر الهندسة الوراثية

2- Cell lysis 

ثٕاَٙ ثى ذحضٍ فٙ دسجح  5انٗ انعُٛح ٔذخهظ جٛذا تٕاسطح انشج نًذج  GB bufferيٍ  µl 200  ٚضاف

دقائق .  3دقائق انٗ أٌ ذظثح انعُٛح سائقح ذًايا ٔخلال فرشج انحضٍ ٚقهة انرٕٛب كم  10نًذج  Cᵒ 60 حشاسج 

نحٍٛ  Cᵒ 60فٙ دسجح حشاسج   elution buffer (200 µl per sample)خلال ْزِ انخطٕج ٕٚضع 

 . 5اسرخذايٓا فٙ انخطٕج سقى 

3- DNA binding 

يٍ الاٚثإَل ٔٚخهظ جٛذا تٕاسطح انشج ٔارا ظٓش ساسة ًٚكٍ انرخهض يُّ تٕاسطح انثاٚثٛد  µl 200   ٚضاف

 16,000-14,000 ُٔٚقم انخهٛظ نّ ثى ٚعًم طشد يشكض٘  ml 2  عهٗ اَثٕب تحجى GD column. ٕٚضع 

xg نًذج دقٛقرٍٛ ثى ُٚقمGD column  2  انٗ اَثٕب ذجًٛع ml  .جذٚذ 

4- Wash                    

ثاَٛح ثى  30نًذج  xg 16,000-14,000انٗ انكٕنٕو ٔٚعًم نّ طشد يشكض٘  W1 bufferيٍ  µl 400 اف ٚض

ٔٚعًم  wash bufferيٍ  µl 600ٚرخهض يٍ انشاشح ٔٚعاد ٔضع انكٕنٕو عهٗ ذٕٛب انرجًٛع ٔٚضاف نّ  

ثاَٛح ٔٚرخهض يٍ انشاشح ٔٚعاد ٔضع انكٕنٕو يشج اخشٖ عهٗ   30نًذج  xg 16,000-14,000طشد يشكض٘ 

 دقائق انٗ أٌ ٚجف ذًايا. 3نًذج  xg 16,000-14,000اَثٕب انرجًٛع ٔٚعًم طشد يشكض٘ نًذج 

5- DNA elution 

 pre-heated elutionيٍ  µl 100اتُذٔسف ذٕٛب َظٛف ٔٚضاف نّ    ml 1.5انٗ  GD columnُٚقم ال 

buffer  دقائق انٗ أٌ ًٚرض انثفش ذًايا ثى ٚعًم نّ طشد يشكض٘   3فٙ انًشكض ٕٔٚضع تظٕسج عًٕدٚح نًذج

14,000-16,000 xg  ثاَٛح ثى ٚحفع انـ   30نًذجDNA ٗ20-ان º C . 

 

 

 


