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Isolation of DNA 

 ٠ٚؼرّذ اخر١اس اٌطش٠مح ػٍٝ ػذج أِٛس: DNAذٛخذ طشق ِخرٍفح ٌؼضي اٌـ 

 .DNAوىع انكائه انمجهري انمستخذم فً عزل انـ  -1

 انمراد عزنه. DNAوىع انـ  -2

ِٓ ٔاح١ح اٌرشو١ة اٌى١ّ١ائٟ فٙٛ ٚاحذ فٟ وً اٌىائٕاخ اٌح١ح ٌٚىٓ اٌزٞ ١ّ٠ض خ١ٍح ػٓ خ١ٍح أٚ أراج 

خ١ٍح ػٓ أخشٜ ٘ٛ ذراتغ اٌمٛاػذ إٌرشٚخ١ٕ١ح اٌذاخٍح ح١ث وً صفح ِحٌّٛح ػٍٝ لاػذج ٘زا الاخرلاف 

 ٘ٛ اٌزٞ ٠إدٞ اٌٝ اخرلاف اٌٛظائف. ذراتغ اٌمٛاػذ فٟ

 انى وىعٍه: DNAٌمكه تقسٍم انـ 

DNA .وشِٚٛعِٟٛ فٟ وً اٌىائٕاخ اٌح١ح 

DNA  تلاص١ِذٞ ٘ٛ ػثاسج ػٓ لطؼح دائش٠ح ِٓ اٌـDNA غ١شج ِفصٌٛح ػٓ وشِٚٛعَٛ اٌّض١ف لأْ ص

ٚخٛد اٌثلاص١ِذ أٚ ػذَ ٚخٛدٖ فٟ اٌثىرش٠ا لا٠إثش ػٍٝ ح١اذٙا لأٔٗ ١ٌظ خضء ِٓ اٌىشِٚٛعَٛ, ٌىٓ ٚخٛدٖ 

٠غاػذ ػٍٝ اػطاء صفاخ غ١ش ِٛخٛدج أصلا فٟ اٌىائٓ اٌّدٙشٞ. أُ٘ صفح ِحٌّٛح فٟ اٌثلاص١ِذ ٘ٛ 

ضي دٚاء خذ٠ذ ٠ؼاٌح وً شئ ٌٚىٓ تؼذ فرشج ٠صثح غ١ش لاذً لأْ ِماِٚرٙا ٌٍّضاداخ اٌح٠ٛ١ح ٌزٌه وٍّا ٠ٕ

 اٌثىرش٠ا ذرؼشف ػ١ٍٗ ٠ٚؼًّ ذح٠ٛش.

 :DNAانغرض مه عزل انـ  -3

 أٚ اعرخذاِٗ فٟ ذداسب خاصح. DNAٌم١اط طٛي اٌـ  - أ

 .PCRٌرضخ١ُ خضء ِؼ١ٓ ِٕٗ ترم١ٕح اٌـ  DNAاعرخذاَ اٌـ  - ب

 

 مه أي كائه لابذ أن ومر بثلاث مراحم: DNAنغرض عزل انـ 

 حٍح خّغ اٌخلا٠ا.شِ -1

 ذح١ًٍ اٌخلا٠ا )اٌدذاس اٌخٍٛٞ فٟ اٌخلا٠ا اٌثىر١ش٠ح ٚإٌثاذ١ح, اٌغشاء اٌثلاصِٟ ٚاٌغشاء إٌٛٚٞ(. -2

 .DNAاعرخلاص اٌـ  -3

 

 الأجهزة انمستخذمت:

 ساعة ٚساشح.خٙاص اٌطشد اٌّشوضٞ ار ٠غاػذ ػٍٝ فصً اٌّٛاد حغة حدّٙا ح١ث ٠صثح ٌذ٠ٕا  -1

 اٌحّاَ اٌّائٟ تذسخاخ ِخرٍفح. -2

 ا١ٌّضاْ اٌحغاط. -3

تاٌؼ١ٓ  DNAٌصؼٛتح سؤ٠ح اٌـ  أْ ار DNAفٟ فصً اٌـ  ٌٗ فائذجخٙاص اٌرشح١ً اٌىٙشتائٟ ٚ -4

 اٌّدشدج فلاتذ ِٓ اعرخذاَ ذم١ٕح اٌرشح١ً اٌىٙشتائٟ ح١ث ٠رىْٛ ِٓ حٛض اٌرشح١ً ٚالأِشاط.

 .ml 1.5تحدُ  eppendorff tubeٚأٔات١ة خاصح ذغّٝ  lµِا٠ىشٚتا٠ث١د ذماط تٛحذج  -5
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 .DNAخلاي ثٛأٟ أٞ ِضخُ ٌٍـ  50ºCاٌٝ  40ºCخٙاص ِذٚس حشاسٞ ٠شفغ دسخح اٌحشاسج ِٓ  -6

 انمحانٍم انمستخذمت:

1- TE. 

2- Tris. 

3- EDTA. 

4- NaCl. 

5- SDS. 

 وٍٛسٚفٛسَ. –ف١ٕٛي  -6

7- TBE. 

8- TAE. 

 

 مه انخلاٌا انبكتٍرٌت DNAعزل انـ 

Isolation of DNA from Bacteria 

اٌّادج الأعاط ٌذساعح ٚساثةح الأح١ةاء اٌّدٙش٠ةح ٚرٌةه ٌىٛٔةٗ حةاِلاا ٌٍصةفاخ اٌٛساث١ةح ِةٓ  ٠DNAؼرثش اٌـ 

 فٟ ذشو١ثٗ.  خلاي ذراتغ اٌمٛاػذ إٌرشٚخ١ٕ١ح اٌذاخٍح

 

 Kitأو   Mannualفً أي تجربت تىجذ وىعان مه طرق انعزل أما 

  

 

 Kitمه انخلاٌا انبكتٍرٌت بطرٌقت انـ  DNA*عزل 

° َ 37ٚذحضٓ تذسخح حشاسج  Nutreint brothِغرؼّشج ِٓ تىرش٠ا ٚذضسع فٟ ِشق ِغزٞ  3-٠2إخز  -1

عاػح )ٔغرذي ػٍٝ إٌّٛ فٟ  18ٌّٚذج °(. َ 25لأٔٙا اٌذسخح اٌحشاس٠ح اٌّثٍٝ ٌٍثىرش٠ا )فطش٠اخ تذسخح 

broth .)خلاي اٌؼىٛسج ٚاْ وأد ل١ٍٍح ِٓ 

 

 Micropipete( ػادج 100-1000 µl) Micropipeteتٛاعطح  ml  ِٓBacteria broth ٠1إخز  -2

لأْ إٌّٛ  brothِا٠ىش١ٌٚرش )ِرغ١شج ػٍٝ أعاط حذٚد٘ا( , )ذشج أثٛتح  1111ًِ =  1ذغحة 

 اٌثىر١شٞ ٠ىْٛ فٟ الأعفً(.

 .فأٗ ٠غحة ٠ٚغشب ٠ٚغ١ش اٌحدُ( tip)ارا واْ  ٠ٚeppendorfٛضغ فٟ  ml 1عحة  -3

فٟ خٙاص اٌطشد اٌّشوضٞ ٌىٟ ٔدّغ اٌخلا٠ا )اٌٙذف ِٓ ٘زٖ اٌخطٛج ٘ٛ ذد١ّغ  eppendorfٔضغ اٌـ  -4

 اٌخلا٠ا ترى٠ٛٓ ساعة(.

 ٠ًّٙ اٌشاشح ٠ٚثمٝ اٌشاعة )ذد١ّغ اٌخلا٠ا(. -5

٠حطُ اٌدذاس اٌخٍٛٞ ٚخذاس اٌثلاصِا لأْ ضّٓ  Cell lysis solutionِٓ ِحٍٛي  µl 600ٔضغ  -6

أض٠ُ حاي ٠ؼًّ ػٍٝ ذح١ًٍ اٌدذاس اٌخٍٛٞ ٌٍخ١ٍح اٌثىر١ش٠ح ٚوزٌه ٠حرٛٞ  lysozymeِىٛٔاذٗ ٠حرٛٞ 

ٚاٌرٟ ذؼًّ ػٍٝ ذح١ًٍ اٌغشاء اٌثلاصِٟ ٚاٌزٞ ضّٓ ِىٛٔاذٗ تشٚذ١ٓ ٚدْ٘ٛ أٞ ِٕظف  SDSػٍٝ 

detergent .ا ٠ٚغاساا  ٚػ١ٍّح اٌّضج تاٌرم١ٍة ١ّ٠ٕا
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 .                        water pathدلائك فٟ  5ٌّٚذج ° َ ٠81حضٓ اٌّض٠ح تذسخح حشاسج  -7

ِحطُ اٌغلاف إٌٛٚٞ ٌٚىٓ فٟ ٘زٖ اٌردشتح لا٠غرخذَ ٘زا اٌّحٍٛي فمظ  Nucleo lysis solutionٔض١ف 

 ِحطُ اٌخلا٠ا اٌزٞ ٠ؼًّ ػٍٝ ذحط١ُ اٌدذاس اٌخٍٛٞ ٚاٌغلاف إٌٛٚٞ.

وً أض٠ُ ٠حراج اٌٝ ٚلد ٚحشاسج ٌىٟ ٠ٕشظ  ١ٌRNAحًٍ اٌـ  3µl  ِٓRNAaseتؼذ٘ا ٔض١ف  -8

 ٌزٌه ٠ثشد تا١ٌذ.° َ 37ٚاٌحشاسج اٌّثٍٝ ٌٙزا الأض٠ُ ٟ٘ 

 

اٌزٞ ٠حٛٞ ػٍٝ خلاخ الأ١َِٔٛٛ اٌّٛخٛدج  Protein precipitationِٓ ِحٍٛي  µl 200ٔض١ف  -9

 ضّٕٗ ٚذؼًّ ػٍٝ ذشع١ة اٌثشٚذ١ٓ.

 اص ٌّضج اٌؼ١ٕح(.)خٙ Vortexتدٙاص  Protein precipitationٔمَٛ تّضج  -11

 دلائك. 3دٚسج ٌّذج  13000تغشػح  Centerfugeتؼذ٘ا ٔضؼٗ فٟ  -11

 ٚاٌشاعة ٠حٛٞ تشٚذ١ٓ. DNAٔأخز اٌشاشح لأٔٗ حاٚٞ ػٍٝ  -12

 خذ٠ذج. ٠eppendorfٕمً اٌشاشح اٌٝ  -13

 

 . DNAتٛاعطح اٌىحٛلاخ لأٔٙا ذؼًّ ػٍٝ ذشع١ة اٌـ  DNA* ٔمَٛ ترٕم١ح اٌـ 

ِشاخ أٚ  3اٌزٞ ٠غرخذَ  %٠ٚ70ىْٛ أفضً ِٓ الا٠ثأٛي  DNAٌٍـ وّشعة خ١ذ  ٠isopropanolغرخذَ 

 .DNAدل١مح ٚٔأخز اٌشاعة لأٔٗ حاٚٞ ػٍٝ  2ٌّٚذج  xg 13000أوثش ثُ ٔؼًّ ٌٗ طشد ِشوضٞ تغشػح 

ثُ طشد ِشوضٞ  DNAِٓ الا٠ثأٛي ٌغشض غغً ٚذٕم١ح ٚذشع١ة  µl 600ٌض٠ادج وفاءج إٌماٚج ٔض١ف 

13000 xg  ؼذ٘ا ٔرشن الا٠ثأٛي ٠رثخش ٚٔحفع اٌـ دل١مح ٚت 2ٌّٚذجDNA  إٌمٟ اٌّرشعة ح١ث ٠ضاف

100µl ( ِٓDNA Rehydration) TE buffer. 

 


