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Extractionالستخلاص :أولا 

اوةنقأكثرنوويحمضعلىللحصولدقةأكثرطرقعنالبحثاراستمر

البروتوكولاتمنالعديدتطويرإلىأدى

يوونالالحمضفصللعمليةالأساسيهالخطواتلازالتذلكمنبالرغم

منتضبطريقةالأخرىالخلويةالموادعنعزلهيتمحيثتغييربدون

.تكسردونالطبيعيالشكلىلإأقربصورةفيعليهالحفاظ

منتجلىعللحصوله البسيطاتغييرالتمعالرئيسيةالطرقتعديليمكن

:وهياستخداماتلعدةتكفيبكميات
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 ,عنهالكشفأودراستهالمرادالنوويالحمضعلىالمحتويةالأنسجةطحن-1
Cell lysisالخلاياتحليلالخطوةوتسمى
غشيةوالأالجدرلتكسيرالسائلالنيتروجينمعالطحنمثلميكانيكيهطرقباستخدام

الخلوية

المحللانزيماستخداملثمحيويةطرقوLysozyme

أو طرق كيميائية بالمحاليل عالية القلوية

 :مثل detergentمنظقهمادهباستخدامالبلازميهالأغشيهفيالدهونتحليل-2
Sodium dodecyl suphate(SDS.)

كيميائيهالوالموادالإنزيماتبتثبطتقومظروفلهوسطفيالفصليتمأنيجب
.الضاره

مثلملائممنظممحلولفيمباشرةالتامالطحنأثناء الخلاياتوضعحيث
CTAB buffer

Extractionالستخلاص :أولا 
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و CTAB؟ EDTA ما هي

خلباملوعيهChelating asgentالأيوناتوحجزبتجميعقومت

الكالسيوموايونات++Mgالمغنيسيومايوناتمثلالتكافؤثنائيةالموجبه

Ca ++.

النوويللحمضالمحللانزيمعملتثبيطفيدوراتلعبوبالتاليDnase
وي الذي يحتاج إلى هذه الأيونات ليقوم بعمله في تحليل الحمض النو

DNA.
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ا  Purificationالتنقيه :ثانيا

والموادويهوالخلالهستونيهالبروتيناتفصليتمحيثللتحللقابلةالغيرالجسيماتإزالةيتم
.كالكلوروفورممذيبة وموادالمركزيالطردباستخدامللذوبانقابلةالغير

البروتيناتلإزالة:

خطوهوهيprtoeaseللبروتيناتمحللانزيماستخدامتحليل البروتينات ب-1
النوويالحمضعينةتلوث(تقليلأو )عدممنللتأكدعادةاجراءهايتماحتياطيه

.بالبروتينات

الأمونيومأوالصوديومخلاتمادةباستخدامالبروتيناتترسيبأو-2
Sodium or ammonium acetate

خطوةقبل،والفينولالكلوروفورممنمخلوطباستخدامالبروتيناتفصلأو-3
.النوويالحمضترسيب

الكحولباستخدامإلى الراسب الخيطي الذائبهالصورهمنوتحويلهالنوويالحمضترسيبيجب
الأملاحلفصيتمحيثابهالنوويالحمضذوبانيةلعدمالايوزبروبانولكحولأوالمثلجالايثيلي
.خيطيراسبصورةفيالحمضويظهر)الكحولفيللذوبانالقابلة(لهالملوثة
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ا  والحفظالإذابه :ثالثا

محلولفيأومعقممقطرماءفيبإذابتهالنقيالنوويالحمضتعليقيتم

TE (Tris EDTA)مثلمنظم buffer.

نموسليمنقينوويحمضعلىالحصوليمكنالطريقةهذهباستخدام

.النباتيهالأنسجه
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ا  الحمضجودةمنالتحقق :رابعا

النووي

جلعلىالستخلاصخطواتمنالناتجهالعينةفصلطريقعنيتم

Ethediumالإثيديومببروميدالمصبوغالجاروز bromide.

قفوالأشعهضوءتحتالناتجهالنوويالحمضقطعتصويريتمثم

UV(Ultra violet wave lengths)البنفسجيه
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ا  الحمضوجودمنالتحقق :خامسا

النووي

الأمينفينيلثنائيصبغهإضافةبDiphenyl amine إلى الحمض

.المستخلصDNAالنووي 

مئويةدرجة٩٥منأعلىلدرجةالنوويالحمضتسخينويتم

وجود الحمض النووي عندDNA لوجود الصبغة حمضيوسطفي

اللونأزرقمركبويعطيلونيتفاعلينتجالسابقة، ف

لـ امحلولامتصاصكثافةيتم قراءة النوويالحمضتركيزلتحديدDNA
يزتركمنقياسيمنحنىمعومقارنتهنانومتر٦٠٠عندللأشعةالمستخلص 

ا المعروفالنوويالحمض .مسبقا
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ا  النوويالحمضنقاوةدرجة :سادسا

260عندالضوئيةالكثافةقياسيتم :النوويالحمضنقاوةدرجةلقياس 
.نانومتر280و

عندالبنفسجيهفوقالأشعهالنوويالحمضيمتصحيث
260

280

.فقطنانومتر280عندالموجاتالحلقيةالبروتيناتتمتصبينما

نسبةيعطيالنقيالنوويالحمض
260

280

.البروتيناتمننسبياخالبةتكونوقد1.8يتساو

1.8منأقلالنسبةكانتإذابالبروتيناتملوثةالعينةوتعتبر.
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ا  النوويالحمضكميةقياس :سابعا

علىلهصفثم،القطعإنزيماتباستخدامالنوويالحمضكميةقياسيمكن

حمضةتلكمعهتلتكومقارنةالإثيديومببروميدالمصبوغالجاروزجل

.((DNA marker or ladderالجزيئيالوزنمعلومنووي
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:الأدوات

دقيقهمركزيطردأنابيب CTAB bufferمنظممحلول

ومدقةهاون ٪٧٠والمطلقالثلجيالثيليالكحول

دقيقمركزيطردجهاز السائلالنيتروجين

مئويةدرجة٥٥مائيحمام الأمونيومخلاتمنمولر٧.٥

TBE 1Xمنظممحلول
اليزواميلكحول :الكلوروفورم

)١:٢٤(

الكهربيالفصلوجهازالجاروزجل 6Xالتحميلمحلول
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العملخطوات

محلولمنميكرولتر٥٠٠فيالغضهالنباتاوراقمنملغم٢٠٠يطحن1.

CTABمنظم buffer.

مئويةدرجة٥٥مائيحمامفييحضنثمصغيرةلأنبوبةالخليطينقل2.

.دقيقه١٥لمدةرجاج

.دقائق٥لمدةدقيقة\لفة١٢٠٠٠المركزيالطردجهازفيالخليطيطرد3.

٢٥٠يضافأنبوبةولكلدقيقةمركزيطردأنابيبإلىالرائقينقل4.

.والفينولالكلوروفورمخليطمنميكرولتر

.دقيقهلمدةدقيقه\لفة١٣٠٠٠المركزيالطردثمبالتقليبيخلط5.
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العملخطوات

خلاتمنميكرولتر٥٠لهاويضافنظيفهأنبوبةالىفقطالعلياالمائيةالطبقةتنقل6.

.الثلجيالمطلقالثيليالكحولمنميكرولتر٥٠٠ومباشرةالصوديوم

رؤيةمكنيوعندهاتكسيرهدونالنوويالحمضلترسيببخفهمراتعدةالأنابيبتقلب7.

-يفالمحلولوضعيمكنالكاملالترسيبولضمانالنوويللحمضالخيطيالراسب
.ساعهلمدهمؤيةدرجة٢٠

فيدائرباابتحريكهالدقيقهالماصهنهايةعلىالنوويالحمضسحبيمكنالترسيببعد8.

.الثلجيالمحلول

الثيليالكحولمنميكرولتر٥٠٠بهاأنبوبةالىالراسبينقلالنوويالحمضلغسل9.

مركزيالبالطرداستبدالهايمكنأوالخطوههذهوتعادبخفهالنبوبهوتقلب٪٧٠الثلجي

.نبوبةالقاعفيالنوويالحمضمنالراسبيتكونحتىدقيقهلمدةدقيقه/لفة١٣٠٠٠
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العملخطوات

.متتاليتينمرتينالسابقهالخطوهوتعاد الرائقمنالتخلصيتم10.

.المركزيبالطردووينالالحمضيرسب،الغسلبعد11.

معمل الهواءفي ليجفالنوويالحمضراسبويتركالرائقمنالتخلصيتم12.

.)تقريبادقيقة١٥(

Dnaseإنزيم منالخاليالمعقمالمقطرالماءفيالنوويالحمضإذابةيعاد13.
النوويالحمضكميةحسب( الماءمنمل / مبكرولتر٤٠٠-٥٠بحجم (

؟؟؟المستخلص

Rnaseإنزيمتوفرحالفي14. إذابةقبلالماءالىيضاف )مل/ميكروجرام١٠(

.)الماءمنمل/ميكرولتربحجم ١٠(الماءفي  DNAالنوويالحمضمحلول
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DNaseالإنزيممنالتخلص

٦٥مائيحمامفيالمحلوليحضنالنوويالحمضإذابةبعد

محللةأنزيماتأيمنللتخلصدقيقة٢٠لمدةمئويةدرجه

(.DNasesمثل ) DNAالنوويللحمض

مئويهدرجة٤حرارةدرجةفيالنوويالحمضيحفظ.
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