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Extractionالاستخلاص :أولاً 
مندیدالعتطویرإلىأدىمما نقاوةأكثرنوويحمضعلىللحصولأفضل طرقعنالبحثاستمر•

.البروتوكولات

نعلھصفیتمحیثتغییربدونالاستخلاصلعملیةلرئیسیةاالخطواتلازالتذلكمنبالرغم•

دونیعيالطبالشكلىلإأقربصورةفيعلیھالحفاظتضمنبطریقةالأخرىالخلویةالجزیئات 

.أو تغیرتكسر

.ارهالضالكیمیائیھوالموادالإنزیماتبتثبطتقومظروفلھوسطفيالفصلیتمأنیجب-2

CTABمثلملائممنظممحلولفيمباشرةالتامالطحنأثناء الخلایاتوضعحیث• buffer.
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تكفيبكمیاتالحمض النووي المفصولعلىللحصولطفیفھ اتغییرتمعالرئیسیةالطرقتعدیلیمكن
:یمكن تلخیص الطرق الرئیسیة كالتاليوختبارات معملیةالعدة
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Extractionالاستخلاص :أولاً 

الخطوةوتسمى ,عنھالكشفأودراستھالمرادالنوويالحمضعلىالمحتویةالأنسجةطحن -1
Cell lysisالخلایاتحلیل

الخلویةغشیةوالأالجدرلتكسیرالسائلالنیتروجینمعالطحنمثلمیكانیكیھطرقباستخدام•
Lysozymeالمحللانزیماستخداملثمحیویةطرقو•
أو طرق كیمیائیة بالمحالیل عالیة القلویة•

 Sodiumمثل detergentفھمنظمادهباستخدامالبلازمیھالأغشیھفيالدھونتحلیل-2
dodecyl suphate)SDS.(



و CTAB؟ EDTA ما ھي
ایوناتمثلالتكافؤثنائیةالموجبھالأیوناتوحجزبتجمیعقومت Chelating agentخلباملوعيھ•

Caالكالسیوموایونات++Mgالمغنیسیوم ++.
الذي یحتاج إلى ھذه الأیونات DNaseالنوويللحمضالمحللنزیمإعملتثبیطفياً دورتلعبوبالتالي•

.DNAلیقوم بعملھ في تحلیل الحمض النووي 
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 ً Precipitationوالترسیب Purificationالتنقیھ:ثانیا
organicالاستخلاص العضوي( extraction(

الھستونیھالبروتیناتفصلیتموللتحللقابلةغیرزیئاتالجإزالةیتم•
بات ذیومالمركزيالطردباستخدامللذوبانقابلةغیروالموادوالخلویھ
.والفینولكالكلوروفورمعضویة 

:البروتیناتلإزالة
prtoeaseللبروتیناتمحللانزیماستخدامتحلیل البروتینات ب-1

Sodiumالأمونیومأوالصودیومخلاتباستخدامالبروتیناتترسیب-2 or 
ammonium acetate.

خطوةلقب،والفینولالكلوروفورممنطخلیباستخدامالبروتیناتفصل-3
.النوويالحمضترسیب

اسب إلى الرالذائبھالصورهمنوتحویلھالنوويالحمضترسیبیجب•
لعدمانولالایوزبروبكحولأوالمثلجالایثیليالكحولباستخدامالخیطي 
المواد الملوثة (الأملاحفصلیتمحیثابھالنوويالحمضذوبانیة
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Presenter
Presentation Notes
وهي خطوه احتياطيه         يتم اجراءها عادة للتأكد من عدم (أو تقليل) تلوث عينة الحمض النووي بالبروتينات.



 ً والحفظالإذابھ :ثالثا

النقيالنوويالحمضresuspenseتعلیقیتم•

منظممحلولفيأومعقممقطرماءفيبإذابتھ

TE (Tris EDTA)مثل buffer.

ضحمعلىالحصولیمكنالطریقةھذهباستخدام•

.غضةنباتیھنسجھأخلایامنوسلیمنقينووي
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 ً DNaseالإنزیممنالتخلص: رابعا

للتخلصدقیقة۲۰لمدةم ٦٥⁰مائيحمامفيالمحلولیحضنالنوويالحمضإذابةبعد•
).DNasesمثل ( DNAالنوويللحمضمحللةأنزیماتأيمن

.م ٤⁰حرارةدرجةفيالنوويالحمضیحفظ•
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ً خامس :قیاس تركیزهثم النوويالحمضوجودمنالتحقق :ا

Diphenylالأمینفینیلثنائيصبغھإضافةب• amine إلى الحمض

.المستخلصDNAالنووي 

.م۹٥⁰منأعلىلدرجةالنوويالحمضتسخینثم•

لوجود الصبغة حمضيوسطفي DNAوجود الحمض النووي عند•

.اللونأزرقمركبویعطيلونيتفاعلینتجالسابقة، ف
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 ً :النوويالحمضنقاوةدرجة :سادسا
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.نانومتر280و 260طول موجي عندODالضوئیةالكثافةقیاسیتم•
280بشكل أكبر وعند 260عندالبنفسجیھفوقالأشعھالنوويالحمضیمتصحیث•

. بصورة أقل والعكس صحیح للبروتینات
260نسبةیعطيالنقيالنوويالحمض•

280
- 1.8يتساو العینةتكونفي ھذه الحالھ و2

.البروتیناتالملوثات مثل الدھون والكربوھیدرات وخاصةمننسبیاةیخال
.1.7منأقلالنسبةكانتإذابالبروتیناتملوثةالعینةوتعتبر•



 ً النوويالحمضكمیةتركیز وقیاس :سابعا
راءة عن طریق قالنوويالحمضتركیز قیاسیمكن•

للأشعةالمستخلص DNAالـ محلولامتصاصكثافة
منقیاسيمنحنىمعومقارنتھنانومتر٦۰۰عند

ً المعروفالنوويالحمضتركیز أو باستخدام .مسبقا
Nanodopجھاز  spectrophotometer.
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Presenter
Presentation Notes
Using the Southern blot technique, this quantified DNA can be isolated and examined further using PCR and RFLP analysis. These procedures allow differentiation of the repeated sequences within the genome. It is these techniques which forensic scientists use for comparison, identification, and analysis.



 ً و تحدید الوزن الجزیئيالنوويالحمضرؤیة  :ثامنا

روزجاالأجلعلىالاستخلاصخطواتمنالناتجھالعینةفصلطریقعن•

Ethediumالإثیدیومببرومیدالمصبوغ bromide.

قفوالأشعھضوءتحتالناتجھالنوويالحمضقطعتصویریتمثم•

).UV)Ultra violet wave lengthsالبنفسجیھ
نوويحمضأشرطة معالجزیئي بمقارنة الأشرطة ھوزنیمكن تحدیدو•

DNAmarkerالجزیئيالوزنمعلوم or ladder) (.
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:الأدوات

دقیقھمركزيطردأنابیب CTAB bufferمنظممحلول

ومدقةھاون ٪۷۰والمطلقالثلجيالاثیليالكحول

دقیقمركزيطردجھاز السائلالنیتروجین

مئویةدرجة٥٥مائيحمام الأمونیومخلاتمنمولار٥.۷

TBE 1Xمنظممحلول )۱:۲٤(الایزوامیلكحول :الكلوروفورم

الكھربيالفصلوجھازالاجاروزجل 6Xالتحمیلمحلول
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العملخطوات
٥۰۰فيالغضھالنباتاوراقمنملغم۲۰۰یطحن1.

CTABمنظممحلولمنمیكرولتر buffer.
م ٥٥⁰يمائحمامفيیحضنثمصغیرةلأنبوبةالخلیطینقل2.

.دقیقھ۱٥لمدةرجاج
دقیقة\لفة۱۲۰۰۰المركزيالطردجھازفيالخلیطیطرد3.

.دقائق٥لمدة
بةأنبوولكلدقیقةمركزيطردأنابیبإلىالرائقینقل4.

.لوالفینوالكلوروفورمخلیطمنمیكرولتر۲٥۰یضاف
لمدةدقیقھ\لفة۱۳۰۰۰المركزيالطردثمبالتقلیبیخلط5.

.دقیقھ
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تحلیل 
الشوائب



العملخطوات
٥۰لھاویضافنظیفھأنبوبةالىفقطالعلیاالمائیةالطبقةتنقل6.

الكحولمنمیكرولتر٥۰۰ومباشرةالصودیومخلاتمنمیكرولتر
.الثلجيالمطلقالاثیلي

كسیرهتدونالنوويالحمضلترسیببخفھمراتعدةالأنابیبتقلب7.
ولضمانالنوويللحمضالخیطيالراسبرؤیةیمكنوعندھا

لمدهمؤیةدرجة۲۰-فيالمحلولوضعیمكنالكاملالترسیب
.ساعھ

دقیقھالالماصھنھایةعلىالنوويالحمضسحبیمكنالترسیببعد8.
.الثلجيالمحلولفيدائربابتحریكھا

منمیكرولتر٥۰۰بھاأنبوبةالىالراسبینقلالنوويالحمضلغسل9.
هالخطوھذهوتعادبخفھالانبوبھوتقلب٪۷۰الثلجيالاثیليالكحول

حتىدقیقھلمدةدقیقھ/لفة۱۳۰۰۰المركزيبالطرداستبدالھایمكنأو
.الانبوبةقاعفيالنوويالحمضمنالراسبیتكون
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العملخطوات
.متتالیتینمرتینالسابقھالخطوهوتعاد الرائقمنالتخلصیتم10.
.المركزيبالطردووينالالحمضیرسب،الغسلبعد11.
دقیقة۱٥(المعمل ھواءفي لیجفالنوويالحمضراسبویتركالرائقمنالتخلصیتم12.

.)تقریبا
Dnaseإنزیم منالخاليالمعقمالمقطرالماءفيالنوويالحمضإذابةیعاد13. -٥۰بحجم (

؟؟؟المستخلصالنوويالحمضكمیةحسب) الماءمنمل / مبكرولتر٤۰۰
Rnaseإنزیمتوفرحالفي14. محلولإذابةقبلالماءالىیضاف )مل/میكروجرام۱۰(

.)الماءمنمل/میكرولتربحجم ۱۰(الماءفي  DNAالنوويالحمض
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اتفیدیو لطریقة استخلاص الحمض النووي من خلایا النب

Plant Genome Extraction 
https://www.youtube.com/watch?v=PgwWuTDaPd4
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https://www.youtube.com/watch?v=PgwWuTDaPd4
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