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 عزل البلازميدات بطريقة التحلل القاعدي

Plasmids Isolation by Alkaline Lysis 

 

رحهٍم انججزٍذَكلاٌكبن  ىمٍخ دوب انجلاصمٍذ َرزضمهر رعزجش ٌزي انطشٌمخ مه انطشق انسشٌعخ َانشبئعخ فً     

 DNAعهى صٌبدح رأثٍش رحهٍم انخلاٌب َمسخ  SDS  َNaOHثُاسطخ انلاٌضَصٌم, ثم ٌعمم كم مه 

 انكشَمُسُمً . ار رعزمذ ٌزي انطشٌمخ عهى امكبوٍخ مسخ خضٌئبد انذوب انغٍش مهزفخ ثشكم عبنً .

 المواد:

 مضسعخ ثكزٍشٌخ. -1

 .ml  َ2 ml 1.5أوبثٍت أثىذَسف معممخ ثحدم  -2

3- 200 µl انمحهُل  مهP1 (50 mM glucose  ,25 mM Tris-HCl  ,pH 8.0  ,10 mM 

EDTA.) 

4- 200 µl انمحهُل  مهP2 (50 mM glucose  ,25 mM Tris-HCl  ,pH 8.0  ,10 mM 

EDTA 8( انحبَي عهى mg/ml .مه انلاٌضَصٌم 

5- 0.5 ml انمحهُل  مهP3 (0.2 N NaOH  ,1% SDS.) 

6- 0.5 ml  7.5مه M ammonium acetate. 

7- 1 ml . آٌضَثشَثبوُل 

8- 1ml  70مه% (v/v) . اٌثبوُل 

9- 70 µl محهُل  مهP4 (10 mM Tris-HCl ,pH 8.0  ,1mM EDTA  ,10 µg/ml RNase 

 انمحفُظ ثبنثهح(.

 .vortexخٍبص  -11

 أكٍبط ثهح.  -11

 خٍبص طشد مشكضي مجشد. -12

 طريقة العمل:

ٌَعمم طشد مشكضي ثذسخخ  ml 2مه انمضسعخ انجكزٍشٌخ انى أوجُة أثىذَسف ثحدم  ml 1.9ٌىمم  -1

 حشاسح انغشفخ نمذح دلٍمخ َاحذح, ثم ٌزم انزخهص مه انشائك ثم رعبد عمهٍخ انطشد انمشكضي.

 ٌدت أن رعهك خمٍع انخلاٌب. vortexٌَعمم  P1مه انمحهُل  µl 100ٌعهك انشاست ثحدم  -2

 ٌَمضج ثُاسطخ انزمهٍت مشرٍه. P2مه انمحهُل  µl 100ٌضبف  -3

 دلبئك. 5حشاسح انمخزجش نمذح ٌحفع انخهٍظ ثذسخخ  -4
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انمحضش حذٌثب. ٌَمضج ثبنزمهٍت نمشرٍه . ٌدت أن ٌكُن انخهٍظ صبفً  P3مه محهُل  µl 400ٌضبف  -5

 َنضج.

 دلبئك. 5رُضع الأوبثٍت عهى انثهح نمذح  -6

( ٌمضج انخهٍظ مشح أَ مشرٍه ثُاسطخ pH 7.8) M ammonium acetate 7.5مه  µl 300ٌضبف  -7

 انزمهٍت.

 دلبئك, رمهت الأوبثٍت كم دلٍمزٍه .  10ثٍت عهى انثهح نمذح رُضع الأوب -8

 دلبئك ثذسخخ حشاسح مجشدح. 5ٌعمم طشد مشكضي نمذح  -9

 . ml 1.5ٌىمم انشائك ثُاسطخ انجبٌجٍذ انى اوجُة أثىذَسف  -11     

    ( مه اٌَضَثشَثبوُل ٌَحفع ثذسخخ حشاسح µl 500-400)عبدح  volume 0.6ٌضبف  -11     

 دلبئك , ٌمضج ثبنزمهٍت. 10انمخزجش نمذح            

 دلبئك ثذسخخ حشاسح انمخزجش. 10ٌعمم طشد مشكضي نمذح  -12     

   3اٌثبوُل ٌَخهظ ثبنجبٌجٍذ. ثم ٌعمم نً طشد مشكضي نمذح %70ٌمضج انشائك مع حدم مسبَي مه  -13    

 دلبئك ثذسخخ حشاسح انمخزجش.

 َسلخ مدففخ نهزخهص مه الاٌثبوُل.الهت انزٍُة عهى  -14   

 ثم ٌمضج ثُاسطخ انجبٌجٍذ. P4 مه انمحهُل µl 30ٌعهك انشاست ثـ  -15   

 . 20ºC-ٌعهم الاوجُة ٌَحفع ثذسخخ حشاسح  -16   

 


