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ت بافت و سلول های کش ,(Sections 3.A, B and C)ازگلبول های سفید خون  DNAبه منظور استخراج  آمریکا پرومگا برند DNA استخراج کیت

 Table 1ت. در و باکتری های گرم مثبت ومنفی طراحی شده اس  ,(Section 3.F)، مخمر  ,(Section 3.E)بافت گیاه   ,(Section 3.D)بافت حیوان  

 آورده شده است. نمونههای تخلیص شده از هر  DNAلیستی از بازده 

 

سته است. هز سلول ها و شامل لی استخراج، ی چهار مرحله می باشد. مرحله اول پروسه به طور کلی بر مبنای آمریکا پرومگا برند DNA استخراج کیت

 ه شان لیز میی سفید و هستزمان با گلبول هامسلول های گلبول قرمز ه بتدا با استفاده از بافر لیز کننده؛ا، کامل خون از DNAتخراج به منظور اس

(  در مرحله بعدی، پروتئین .ستابه صورت انتخابی این مرحله   ها نمونه)برای برخی از  انجام شوددر این مرحله  میتواند RNaseبا آنزیم  تیمار شوند.

ومی جمع و متمرکز ژن DNAد. در آخر، ژنومی در محلول رویی باقی می مان DNAسنگین  نمکی پاک می شوند اما مولکول  دهیهای سلولی با رسوب 

  .نمک زدایی میشود شده و توسط رسوب دهی ایزوپروپانول

د یون غشایی )ماننی و هیبریداسامپلیفیکاسیون، هضم آنزیمکاربردهای متنوعی مانند  را در DNAمیتوان  توسط این سیستم DNAپس از استخراج 

 .استفاده کردساترن و دات/اسلات بلات( 
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 ارد اماژنومی بسته به تعداد سلول های موجود در خون متغیر است. این کیت برای نمونه خون فریز شده نیز کاربرد د DNAبازدهی 

تری محلول لیز سلولی بیش مقدارممکن است به  و داراسترا خون فریز شده نسبت به خون تازه بازدهی کمتری  ژنومی DNAتخلیص 

 نیاز باشد.
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 از حجم نمونه( ml3 یا  μl300ژنومی از خون کامل ) DNAتخلیص .الف( 3

 موادی که باید توسط مصرف کننده تهیه شود:

 میکروتیوب ml 5/1 برای  استریل (μl300 )نمونه 

 فالکون ml15  برای ( استریلml3 )نمونه 

  ،حمام آب°C 37 

 ایزوپروپانول، دمای اتاق 

  دمای اتاق70%اتانول ، 

  ،حمام آب°C 65  (اسیون سریع تر درانتخابی، برای دهیDNA) 

 استریل ml 5/1 میکروتیوباز محلول لیز سلولی به  μl900نمونه : افزودن  μl300برای  .1

 استریل   ml 15از محلول لیز سلولی به فالکون  ml9نمونه: افزودن   ml3برای  

 .انعقاد سیتراته جمع آوری شود تا از منعقد شدن نمونه جلوگیری شود، هپارین یا لوله ضد EDTAخون باید در  :توجه

 .بار سر وته کنید 5-6و به آرامی تیوب حاوی خون را میکس کنید، سپس خون را به تیوبی که حاوی محلول لیز سلولی است انتقال دهید  .2

 تا گلبول های قرمز لیز شوند (زمان انکوباسیون تیوب را سروته کنید بار در مدت 2-3) انکوبه کنید نمونه را قیقه در دمای اتاق د 20به مدت  .3

 ×سانتریفوژ در دور  ،نمونه ml3انجام شود و برای  نمونه μl300 ثانیه در دمای اتاق برای 20 به مدت g 16.000-13.000 ×سانتریفوژ در دور  سپس

g 2.000  در دمای اتاق انجام شود دقیقه 10به مدت. 

 مایع μl20-10 ور تقریبیطبه . ندب سفید رنگ انتهای لوله آسیبی نبیتا آنجایی که رسوخارج کنید و دور بریزید را ( مایع رویی)سوپرناتانت  .4

اگر نمونه  .خواهند ماند باقی ml 15ن فالکواز مایع رویی در فالکون  μl100-50  و( نمونه μl300برای )می ماند  باقی ml  1.5 در میکروتیوب رویی

 د.در نمونه فریز شده از دست برو DNAرا مجددا تکرار کنید تا رسوب سفید رنگ شود. ممکن است مقداری از  1-4خون فریز شده می باشد، مراحل 

 که دیده می ر می آیدسفید مشاهده شود. اگر تنها گلبول قرمز به نظ مقداری گلبول قرمز یا رسوب سلولی ممکن است در رسوب گلبول های توجه:

 نید.را تکرار ک 3-4شود، محلول لیز سلولی بیشتری قبل از خارج نمودن سوپرناتانت از رسوب سلولی اضافه کنید سپس مرحله 

 ثانیه( 10-15) .حل شوند گلبول های سفید،رسوب تا  کنیدورتکس  شدتبا  را تیوب ها .5

به را ( یز نوکلئیک اسیداز محلول ل ml3، نمونه ml3و برای  از محلول لیز نوکلئیک اسید μl300 نمونه μl300برای لیز نوکلئیک اسید )محلول  .6

 . بار پیپت نموده تا گلبول های سفید لیز شوند 5-6. محلول را را حل کنید ها گلبولو اضافه کنید تیوب 

  مشاهده می شود.پس از پیپتینگ یک محلول بسیار ویسکوز 

 در دمای  میکنیدمشاهده  پیپتینگبعد از  یاگر کلامپ سلول°C 37 ود. اگر پس از گذشت یک تا این کلامپ از هم باز ش نمونه را انکوبه کنید

ز نوکلئیک اسید و از محلول لی μl100نمونه  μl300برای )ساعت همچنان کلامپ مشاهده می شود محلول لیز نوکلئیک اسید بیشتری اضافه کنید 

 و مجددا مرحله انکوباسیون را تکرار کنید. از محلول لیز نوکلئیک اسید( ml1نمونه،  ml3برای 
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یزات نوکلئیک اسید ( به لRNase آنزیماز  μl15 نمونه،  ml 3و برای  RNase آنزیماز  μl5/1 نمونه  μl300)برای  را  RNase آنزیم: انتخابی .7

 پس از اتمام زمان انکوباسیون، ود انکوبه کنینمونه را   C 37°دقیقه در دمای  15مدت سپس به سر و ته کنید  بار میکروتیوب را 2-5 نموده واضافه 

 سرد شود.اجازه دهید نمونه 

سپس برای  ه کنیداضافد به لیزات نوکلئیک اسی نمونه ml3 برای  ml1 نمونه و  μl300برای  μl100محلول رسوب دهی پروتئین را به میزان  .8

 .ممکن است مشاهده کنیدثانیه به شدت ورتکس کنید. پس از ورتکس کلامپ پروتئینی کوچکی،  10-20

 نمونه و  μl300برای  μl130محلول رسوب دهی پروتئین را به میزان  بیشتری در مرحله شش اضافه کردید،اگرمحلول لیز نوکئیک اسید  :توجه

ml3/1  برای ml3  اضافه کنیدنمونه. 

 ×سانتریفوژ در دور نمونه  ml3  و برای انجام دهیددر دمای اتاق  سانتریفوژ نمونه μl300برای  g 16.000-13.000 ×در دور دقیقه  3 به مدت .9

g 2.000  اتاق انجام شود دقیقه در دمای 10به مدت. 

راهنما  دفترچهه( )آخرین صفح بخش چهارم بهاگر رسوبی مشاهده نکردید . رسوب قهوه ای تیره پروتئین باید در انتهای تیوب تجمع پیدا کند

 .مراجعه کنید

نمونه، سوپرناتانت را  ml3برای . یزوپروپانول می باشد انتقال دهیدا μl300که حاوی  ml 5/1نمونه، سوپرناتانت را به میکروتیوب  μl300 برای  .10

 .ایزوپروپانول می باشد انتقال دهید ml3 که حاوی  ml 15به تیوب 

نید تا از استفاده نک مانده رامقداری از سوپرناتانت ممکن است در تیوب اولیه که حاوی رسوب پروتئین بود، باقی بماند. این سوپرناتانت باقی توجه:

 .به پروتئین ها رسوب شده جلوگیری شود DNAه شدن دآلو

 .شود تشکیل مشاهده بلقا توده به صورت یک DNAمانند رشته های نخ  .به آرامی تیوب را سر وته کنید .11

 ×سانتریفوژ در دور نمونه  ml3 برای نمونه انجام شود و  μl300دقیقه در دمای اتاق برای  1به مدت  g 16.000-13.000 ×سانتریفوژ در دور   .12

g 2.000  در انتها یک رسوب سفید رنگ کوچک که همان  دقیقه در دمای اتاق انجام شود 1به مدت .DNA .قابل مشاهده است 

و  ه آرامی تیوب را سرو ته کنیدب. به دمای اتاق از قبل رسیده است، اضافه کنید که 70اتانول %سوپرناتانت را دور بریزید و هم حجم نمونه اولیه  .13

 نید.را تکرار ک 12مرحله یکبار دیگر  مجددادیواره های تیوب با الکل شسته شود.  و DNAدهید تا اینکار را چند بار انجام 

اشد و بشل می  DNAوب این مرحله بسیار حساس است زیرا رس. خارج کنیدبه آرامی پس از سانتریفوژ مرحله قبل اتانول را توسط پیپتینگ    .14

 .ودشخشک  دقیقه 10-14از و ته کنید تا رسوب بعد  سرسپس تیوب را بر روی یک کاغذ جاذب  .به آسانی ممکن است وارد نوک سر سمپلر شود

یک ساعت در دمای  و برایاضافه نموده نمونه( به تیوب  ml3برای  μl250نمونه و  μl300برای  μl100به میزان ) DNAمحلول هیدرات کننده   .15

°C65 .ا در دمای رید انکوباسیون به طور جایگزین می تواندقیقه یک بار به صورت ضربه زدن به تیوب محلول را مخلوط نمایید.  15هر  انکوبه کنید

 .یک شب انجام دهید برای C 4°دمای در اتاق یا 

16.  DNA  استخراج شده را در دمای°C 8-2 ید.نگهداری کن  
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 (خانه ای ۹۶ژنومی از خون کامل ) برای پلیت  DNAتخلیص .ب( 3

 زیر:شود. جدول  استفاده μl40و  μl20، μl 30این روش می تواند برای حجم نمونه های خون 

 

 

 

 

 

 .تهیه شود موادی که باید توسط مصرف کننده

  خانه ای با انتهای  96پلیتV بتواند تا حجم  شکل کهμl300 در هر چاهک را در خود جا دهد 

 ایزوپروپانول، دمای اتاق 

 % دمای اتاق70اتانول ، 

  خانه ای )انتخابی: برای زمانی که نمونه خون انسان است( 96درب پوشش دهنده پلیت 

 اضافه کنید. هر چاهکمحلول لیز سلولی به  از μl150 مقدار .1

 .انعقاد سیتراته جمع آوری شود تا از منعقد شدن نمونه جلوگیری شود ، هپارین یا لوله ضدEDTAخون باید در  :توجه

 .یپت کنیدپ بار 2-3ونه خون را به چاهک هایی که حاوی محلول لیز سلولی است انتقال دهید و نم از μl50 مقدار  .2

 .لبول های قرمز لیز شوندگتا ( کنید هر چاهک را پیپتدر مدت زمان انکوباسیون  بار 2)در دمای اتاق انکوبه کنید  پلیت را دقیقه 10به مدت  .3

 .تا سلول ها تجمع پیدا کنند کنید، سانتریفوژ را در دمای اتاق پلیت دقیقه 5به مدت  g 800 ×در دور   .4

 ؛سیبی نیبندآ پلیتتهای در ان (ه بعلت وجود مقدار کمی گلبول قرمز صورتی استک)آنجایی که رسوب سفید رنگ تا را ( مایع رویی)سوپرناتانت  .5

ک به خارج کردن بیشتر مایع رویی ه میزان مایعی که در هر چاهک وجود دارد( کمب) بسته  درجه 50 -80°کج کردن پلیت به میزان . نیدخارج ک

 میکند.
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 لیز شوند حل و سپس گلبول های سفید برسوتا  ر پیپت کنیدبا 5-6 اضافه نموده و هر چاهک به را محلول لیز نوکلئیک اسید μl50  قداربه م .6

ین مرحله با چشم در ا DNAامکان دارد رسوب  حلول بسیار ویسکوز مشاهده می شود(.محلول لیز نوکلئیک اسید و پیپتینگ یک م فزودناپس از )

 .قابل مشاهده نباشد

 پیپت کنید. بار 5- 6 را هر چاهک واضافه کنید  ه هر چاهکب μl5/16  قداربه م را محلول رسوب دهی پروتئین .7

ا تجمع پید چاهکنتهای اباید در  ؛رسوب قهوه ای تیره پروتئین .کنید سانتریفوژ دقیقه در دمای اتاق 10به مدت  g 1.400 ×در دور  را پلیت .8

 راهنما مراجعه کنید. دفترچه( صفحه آخرین) چهارم بخش بهکند. اگر رسوبی مشاهده نکردید 

 :خانه ای ۹۶در پلیت   DNAرسوب دهی و رهیدراسیون   .۹

 .دمنتقل کنید و با پیپتینگ مخلوط کنی ،ایزوپروپانول می باشد μl50که حاوی چاهک تمیز سوپرناتانت را به  با دقتالف( 

د تا از ستفاده نکنیاانده را اولیه که حاوی رسوب پروتئین بود، باقی بماند. این سوپرناتانت باقیم چاهکمقداری از سوپرناتانت ممکن است در توجه:

را تسهیل رویی ایع خروج م ،و ضربه زدن به پلیت می تواند کج کردن 5مانند مرحله  .کنید رسوب شده جلوگیری یبه پروتئین ها DNAآلوده شدن 

 برای مخلوط کردن ایزوپروپانول مناسب نمی باشدد. استفاده از نوک سر سمپلر بلند ماین

 .نمایید با دقت ایزوپروپانول را با پیپت خارج. کنید سانتریفوژ دقیقه در دمای اتاق 10به مدت  g 1.400 ×در دور  را پلیت ب(

 اضافه کنید. دمای اتاق رسیده است، به هر چاهککه به  70اتانول % μl100 به مقدارپ( 

 کنید. سانتریفوژ دقیقه در دمای اتاق 10به مدت  g 1.400 ×در دور را پلیت  ت(

نی ممکن است وارد نوک شل می باشد و به آسا DNAبه آرامی خارج کنید. این مرحله بسیار حساس است زیرا رسوب  اتانول را توسط پیپتج( با دقت 

 .شود خشکقرار داده تا  عرض هوامدر  دقیقه 15-10 به مدت را نمونه و دهید قراردرجه  30 -45° زاویه در را پلیت سپس. سر سمپلر شود

 .اندبم باقی  C 4°دمای محلول رهیدراسیون اضافه کنید. اجازه دهید یک شب در دمای اتاق یا  μl25 به هر چاهک به میزان  چ(

 .نگهداری کنید C 8-2°استخراج شده را در دمای  DNA  ح(

 کرد.با سانتریفوژ جمع آوری به راحتی  را می توانشکل  Vدر انتهای چاهک  DNA حجم کم توجه:

 

 

.  
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 و بافت حیوانی کشت بافت ژنومی از DNAاستخراج .پ( 3

 موادی که باید توسط مصرف کننده تهیه شود:

 میکروتیوب ml  5/1  استریل 

  فالکونml 15 (بافت حیوانی استریل )برای نمونه 

  حیوانی(هموژنایزر کوچک )برای نمونه بافت 

 )تریپسین )فقط برای سلول ها ی کشت بافت چسبنده 

  PBS )برای سلول ها ی کشت بافت( 

  :به جای  ؛.ب3حله مر ،برای خرد کردن نمونه بافت حیوانی ؛ب.۲ه مرحلبرای سلول های کشت بافت،  ؛.ت1مرحله نیتروژن مایع )انتخابی

 برای نمونه دم موش( هموژنایزر

  به جای هموژنایزر کوچک، و برای نمونه دم موش( ؛ب.۲هاون )انتخابی: برای خرد کردن نمونه بافت حیوانی مرحله 

  ،حمام آب°C 95 ( ؛.ت1انتخابی: برای سلول های کشت بافت مرحله) 

  ،حمام آب°C 37 

 ایزوپروپانول، دمای اتاق 

 % دمای اتاق70اتانول ، 

  ،حمام آب°C 65  انتخابی، برای(اسیون سریع تر ررهیدDNA) 

   (pH 8.0) 0.5M EDTAانتخابی: برای دم موش() 

 Proteinase K (20mg/ml in water) )برای دم موش( 

  ،حمام آب°C 55 )برای دم موش( 

 سلول های کشت بافت .1

سپس  ،تریپسینه شوند ها از قبلانتقال دهید. برای سلول های چسبنده، باید سلول  ml  5/1میکروتیوبسپس به  ابتدا سلول ها را کشت دادهالف( 

 .شوند انتقال

 تا سلول ها رسوب کنند.نید، ک سانتریفوژنمونه را ثانیه  10به مدت  g 16.000-13.000 ×در دور ب( 

 دور بریزید. بماندباقی روی رسوب سلولی  بر μl10- μl50تا جایی که   را مایع روییپ( 

. شودنجام اتا سلول ها حل شده و شستشو به خوبی  نمودهورتکس  میکروتیوب را به سلول ها اضافه کنید سپس باشدت PBS μl200 مقدار ت(

 .را خارج کنید PBS در انتها سانتریفوژ مرحله )ب( را تکرار کنید و
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ول ها  قبل از مرحله )ج( (، باید سلPC12 های مثل سلول  هایی لیز نمی شوند )برای سلول هایی که در محلول لیز کننده نوکلئیک اسید به تن توجه:

. C 95°لول ها در حمام آب دفریز کردن س.3 یز کردن سلول ها در نیتروژن مایعفر.2شستشو سلول ها مانند مرحله )ت( .1تدا فریز و دفریز شوند: اب

 .تکرار کنید ابار مجدد 4اینکار را تا 

ا دیگر دامه دهید تا تا جایی اتا سلول ها لیز شوند. پیپتینگ ر اضافه نموده با عمل پیپتینگ را محلول لیز کننده نوکلئیک اسید از μl600 مقدار ج(

 .هیچ کلامپ سلولی مشاهده نشود

 ؛.ب3مرحله دامه ادر  ،مرحله چهارمچ( 

 

 بافت حیوانی ) کبد و مغز موش(  .۲

 سرد شود.  بگذارید تادر یخ  فالکون را واضافه نمایید  ml 15به فالکون  را از محلول لیز کننده نوکلئیک اسید μl600 مقدارالف( 

ک استفاده یزر کوچثانیه از هموژنا 10مدت  سرد اضافه کنید و به محلول لیز کننده نوکلئیک اسیدبافت تازه یا دفریز شده را به  از mg 20-10ب( 

 انتقال دهید. ml  5/1میکروتیوب هکنید. سپس لیزات را ب

ز خرد شدن اد شود(. بعد مایع سرن می توانید بافت را در نیتروژن مایع و با استفاده از هاون خرد کنید )هاون باید از قبل در نیتروژ بعنوان جایگزین 

 .اسید سرد اضافه کنید کننده نوکلئیکرا به محلول لیز از بافت  mg 20-10ر کنید تا نیتروژن مایع بخار شود سپس به طور تقریبی صب

 .وبه کنیدلیزات را انک C65°دقیقه در دمای  30-15پ( به مدت 

 ؛.ب3مرحله دامه ادر  ،مرحله چهارمت( 

 بافت حیوانی )دم موش(  .3

 ب اضافه کنید ومیکروتیومحلول لیز کننده نوکلئیک اسید در  μl500 به 0.5M EDTA solution (pH 8.0)از  μl120برای هر نمونه به میزان الف( 

 .تا سرد شودبگذارید در یخ  میکروتیوب را

 محلول پس از سرد شدن حالت ابر مانند پیدا میکند. توجه:

 .از دم موش تازه یا دفریز شده اضافه کنید cm1-5/0به اندازه  ml  5/1میکروتیوبب( به 

نید می توا ود(.ن مایع سرد شاز قبل در نیتروژ)هاون باید  تبدیل شودبه صورت پودر نیتروژن مایع و هاون  با استفاده از ممکن است بافت دم توجه:

 انتقال دهید. ml  5/1میکروتیوببه این پودر را 

 .مرحله )الف( را به میکروتیوب اضافه کنیدپ( محلول تهیه شده از 

 را به میکروتیوب اضافه کنید. 20mg/ml Proteinase Kاز  μl5/17 مقدارت( 
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با  C55° ساعت در دمای 3را به مدت یک شب با انکوباتور شیکردار، انکوبه کنید. بعنوان جایگزین می توانید، به مدت  نمونه C55°در دمای  ج(

 نید.ان حاصل کاز هضم بافت دم حتما اطمیندر آخر . انکوباتور شیکردار، انکوبه کنید؛ و هر یک ساعت یک بار نمونه را ورتکس نمایید

ید تا سر و ته کن 2-5سپس نمونه را  ؛اضافه کنید به لیزات نوکلئیک اسیدرا  RNaseمحلول از  μl3  مقدار برای بافت دم موش:انتخابی  .۴

 تاقابه دمای  دقیقه 5ت به مد نمونه اجازه دهید پس از اتمام زمان انکوباسیون، انکوبه کنید C 37°دقیقه در دمای  15-30مخلوط شود و به مدت 

 .رحله بعد را انجام دهیدسپس م ،برسد

تکس کنید. برای مدت ثانیه ور 20محلول رسوب دهی پروتئین را اضافه کنید سپس با شدت نمونه را به مدت  μl200  . در دمای اتاق، به میزان5

 دقیقه نمونه را درون یخ قرار دهید تا سرد شود. 5زمان 

 تا پروتئین ها به صورت رسوب سفید در انتها قرار بگیرند. کنید سانتریفوژرا  نمونهدقیقه  4به مدت  g 16.000-13.000 ×در دور . 6

 هید.دانتقال  است، ایزوپروپانول μl600دارای که تمیز  ml  5/1میکروتیوب می باشد به DNA. با دقت سوپرناتانت را که حاوی 7

نکنید تا از  را استفاده اقیماندهباولیه که حاوی رسوب پروتئین بود، باقی بماند. این سوپرناتانت  میکروتیوبمقداری از سوپرناتانت ممکن است در توجه:

 به پروتئین ها رسوب شده جلوگیری شود.  DNAآلوده شدن 

 شود. تشکیل مشاهده قابل توده به صورت یک DNAتیوب را سر وته کنید رشته های نخ مانند میکروبه آرامی  .8

 DNA ا یک رسوب سفید رنگ کوچک که هماندر انته. کنید سانتریفوژدقیقه در دمای اتاق  1به مدت  g 16.000-13.000 ×در دور نمونه را . 9

 به آرامی مایع رویی را دور بریزید.. می باشدقابل مشاهده  ؛استاستخراج شده 

را سرو ته کنید و اینکار را  تیوبمیکرواضافه کنید. به آرامی  DNAبه رسوب  که به دمای اتاق از قبل رسیده استرا  70اتانول %، μl600 مقداربه . 10

دقیقه در دمای اتاق  1ت به مد g 16.000-13.000 ×در دور  تیوب با الکل شسته شود سپسمیکرویواره های و د DNAچند بار انجام دهید تا 

 نجام دهید.را ا سانتریفوژ

شل می باشد و به  DNAبه آرامی خارج کنید. این مرحله بسیار حساس است زیرا رسوب  را توسط پیپت اتانول ،مرحله قبل پس از سانتریفوژ. 11

 آسانی ممکن است وارد نوک سر سمپلر شود.

 .دقیقه خشک شود 10-15تیوب را بر روی یک کاغذ جاذب سر و ته کنید تا رسوب بعد از میکروسپس  .12

دقیقه یک بار  15ید. هر انکوبه کن C65°و برای یک ساعت در دمای اضافه نموده تیوب میکروبه  μl100 به میزانرا  DNAهیدرات کننده رمحلول  .13

 شبانهبه صورت  C 4°دمای  تیوب محلول را مخلوط نمایید. به طور جایگزین می توانید انکوباسیون را در دمای اتاق یامیکروبه صورت ضربه زدن به 

 .انجام دهید

14 .DNA  استخراج شده را در دمای°C 8-2 نگهداری کنید. 
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 ژنومی از بافت گیاه DNAاستخراج .ت( 3

 :موادی که باید توسط مصرف کننده تهیه شود

 میکروتیوب ml  1.5  استریل 

 نیتروژن مایع 

 میکرو سانتریفوژ 

  هاون 

  ،حمام آب°C 65  

  ،حمام آب°C 37 

 ایزوپروپانول، دمای اتاق 

 % اتاق، دمای 70اتانول 

از خرد شدن  بعد(. رد شودن مایع سهاون باید از قبل در نیتروژ)بافت برگ را در نیتروژن مایع و با استفاده از هاون خرد کنید تا کاملا پودر شود  .1

 .دهید انتقال ml5/1 میکروتیوببه را  برگ از بافت mg 40 ر کنید تا نیتروژن مایع بخار شود سپس به طور تقریبیبص

 .رتکس کنید تا بافت مرطوب شودو ثانیه 1-3 سسپ به میکروتیوب اضافه کنید را محلول لیز کننده نوکلئیک اسیداز  μl600 مقدار .2

 .انکوبه کنید را نمونه C65°دقیقه در دمای  15به مدت  .3

دقیقه در  15به مدت  سپسسر و ته کنید تا مخلوط شود ار ب 2-5سلولی اضافه کنید سپس نمونه را لیزات را به  RNaseمحلول  μl3 ر مقدا .4

 .پس مرحله بعد را انجام دهیدس ،به دمای اتاق برسدنمونه  دقیقه 5مدت اجازه دهید به  پس از اتمام انکوباسیون،. نمونه را انکوبه کنید C 37°دمای 

 رتکس کنید. ثانیه و 20با شدت نمونه را به مدت  محلول رسوب دهی پروتئین را اضافه کنید سپسدر دمای اتاق،  μl200  مقداربه  .5

 در انتها قرار بگیرند. محکم یتئین ها به صورت رسوبتا پروکنید سانتریفوژ میکروتیوب را  g 16.000-13.000 ×در دور دقیقه  3 به مدت  .6

 انتقال دهید. ،ایزوپروپانول μl600دارای  ml5/1  میکروتیوببه  ؛می باشد DNAبا دقت سوپرناتانت را که حاوی  .7

نکنید تا از  را استفاده اقیماندهباولیه که حاوی رسوب پروتئین بود، باقی بماند. این سوپرناتانت  میکروتیوبمقداری از سوپرناتانت ممکن است در توجه:

 ، جلوگیری شود.رسوب شده یبه پروتئین ها DNAآلوده شدن 

 شود.می تشکیل مشاهده قابل توده به صورت یک DNAرشته های نخ مانند  .تیوب را سر وته کنیدمیکروبه آرامی  .8

 DNA در انتها یک رسوب سفید رنگ کوچک که همان. کنید سانتریفوژ ،دقیقه در دمای اتاق 1به مدت  g 16.000-13.000 ×در دور نمونه را  .9

 به آرامی مایع رویی را دور بریزید. .می باشدقابل مشاهده  ،است

ا سرو ته کنید و اینکار را رتیوب میکرواضافه کنید. به آرامی  DNAبه رسوب  ؛که به دمای اتاق از قبل رسیده است 70اتانول %، μl600 مقداربه   .10

دقیقه در دمای اتاق  1ت به مد g 16.000-13.000 ×در دور  تیوب با الکل شسته شود سپسمیکرویواره های و د  DNAچند بار انجام دهید تا 

 .کنید سانتریفوژ
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شل می باشد و به  DNAبه آرامی خارج کنید. این مرحله بسیار حساس است زیرا رسوب  مرحله قبل اتانول را توسط پیپت پس از سانتریفوژ .11

 آسانی ممکن است وارد نوک سر سمپلر شود.

 .دقیقه خشک شود 15تیوب را بر روی یک کاغذ جاذب سر و ته کنید تا رسوب بعد از  مکیرو .12

دقیقه یک  15د. هر انکوبه کنی C65°و برای یک ساعت در دمای اضافه نموده تیوب میکروبه  μl100به میزان را  DNAات کننده هیدررمحلول  .13

شبانه رت به صو C 4°ی ق یا دماتیوب محلول را مخلوط نمایید. به طور جایگزین می توانید انکوباسیون را در دمای اتامیکروبار به صورت ضربه زدن به 

 ویدانجام ده

14. DNA  استخراج شده را در دمای°C 8-2 نگهداری کنید 
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 ژنومی از مخمر DNAاستخراج .ج( 3

 مصرف کننده تهیه شود:موادی که باید توسط 

 میکروتیوب ml  1.5  استریل 

 YPD broth  
 50mM EDTA (pH 8.0)  
 (75 units/μl ) Lyticase 

  ،حمام آب°C 37 

 ایزوپروپانول، دمای اتاق 

 % دمای اتاق70اتانول ، 

  ،حمام آب°C 65  
 

  ml  1.5 میکروتیوببه  رشد داشته،ساعت  20که مخمر در آن  YPD broth از محیط کشت ml1اضافه کردن  .1

 .رناتانت را خارج کنیدسوپ .کنندرسوب سلول ها دقیقه تا  2 به مدت g 16.000-13.000 ×سانتریفوژ در دور  .2

 EDTA 50mMاز  μl293 حل کردن سلول ها در  .3

 .بار پیپت کنید 4به نمونه و به آرامی  lyticaseآنزیم  μl5/7اضافه کردن  .4

تاق به دمای ا تا دقیقه 5ه مدت باجازه دهید  تا دیواره سلول ها هضم شوند سپس نکوبه کنیدنمونه را  C 37°دقیقه در دمای  30-60به مدت  .5

 .برسد 

 .رناتانت را خارج کنیدسوپ. کنندرسوب سلول ها دقیقه تا  2 به مدت g 16.000-13.000 ×سانتریفوژ در دور  .6

 .مخلوط شود و به آرامی پیپت کنید تا رسوب سلولی. از محلول لیز کننده نوکلئیک اسید به میکروتیوب اضافه کنید  μl300میزان  .7

  .محلول رسوب دهی پروتئین را اضافه کنید μl100  به میزان .8

 دقیقه سرد شود 5اجازه دهید نمونه بر روی یخ تا  .9

 کننددقیقه تا سلول ها رسوب  2به مدت  g 16.000-13.000 ×سانتریفوژ در دور  .10

 ایزوپروپانول انتقال دهید. μl300تمیز دارای  ml  1.5می باشد به میکروتیوب  DNAبا دقت سوپرناتانت را که حاوی  .11

ه نکنید تا از ه را استفاداقیماندبمقداری از سوپرناتانت ممکن است درمیکروتیوب اولیه که حاوی رسوب پروتئین بود، باقی بماند. این سوپرناتانت  توجه:

 به پروتئین ها رسوب شده جلوگیری شود.  DNAآلوده شدن 

 شود. تشکیل مشاهده قابل هتود به صورت یک DNAبه آرامی تیوب را سر وته کنید رشته های نخ مانند  .12

 DNAدر انتها یک رسوب سفید رنگ کوچک که همان  انجام شود . دقیقه در دمای اتاق  2به مدت  g 16.000-13.000 ×سانتریفوژ در دور  .13

 است قابل مشاهده می باشد و به آرامی مایع رویی را دور بریزید.
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ته کنید و اینکار را چند  اضافه کنید. به آرامی تیوب را سرو DNAکه به دمای اتاق از قبل رسیده است به رسوب  70اتانول %، μl300به میزان  .14

 و دیواره های تیوب با الکل شسته شود   DNAبار انجام دهید تا 

 فوژ راانجام دهید.دقیقه در دمای اتاق سانتری 2به مدت  g 16.000-13.000 ×در دور   .15

شل می باشد و به  DNAسانتریفوژ مرحله قبل اتانول را توسط پیپت به آرامی خارج کنید. این مرحله بسیار حساس است زیرا رسوب  پس از  .16

 شود دقیقه خشک 10-15آسانی ممکن است وارد نوک سر سمپلر شود. سپس تیوب را بر روی یک کاغذ جاذب سر و ته کنید تا رسوب بعد از 

 اضافه نمودهبه تیوب  μl50به میزان را  DNAمحلول هیدرات کننده   .17

نیه سانتریفوژ کوتهای ثا 5ثانیه نمونه را ورتکس کنید سپس برای  1برای . اضافه کنید استخراج شده  DNAبه را   RNaseمحلول  μl5/1  مقدار .18

 انکوبه کنید C 37°دقیقه در دمای  15-به مدت  انجام دهید تا مایع در انتها تجمع پیدا کند سپس

یید. به طور جایگزین دقیقه یک بار به صورت ضربه زدن به تیوب محلول را مخلوط نما 15انکوبه کنید. هر  C65°ساعت در دمای  و برای یک  .19

 به صورت یک شب انجام دهید C 4°می توانید انکوباسیون را در دمای اتاق یا دمای 

20. DNA  استخراج شده را در دمای°C 8-2 نگهداری کنید 
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 ژنومی از باکتری گرم مثبت و باکتری گرم منفی DNAاستخراج .د( 3

 موادی که باید توسط مصرف کننده تهیه شود:

 میکروتیوب ml  1.5  

  ،حمام آب°C 80 

  ،حمام آب°C 37 

 ایزوپروپانول، دمای اتاق 

 % دمای اتاق70اتانول ، 

  ،حمام آب°C 65  

 50mM EDTA (pH 8.0)  
 lysozyme 10mg/ml (باکتری گرم منفی )برای 

 lysostaphin 10mg/ml (ثبت)برای باکتری گرم م 

 

  ml  1.5 میکروتیوببه  شب درآن رشد داشته،یک  باکتری که  از محیط کشت ml1اضافه کردن  .1

 رناتانت را خارج کنید. برایباکتری گرم مثبت به مرحلهسوپ .کنندرسوب سلول ها دقیقه تا  2 به مدت g 16.000-13.000 ×سانتریفوژ در دور  .2

 سوم مرجعه کنید و برای باکتری گرم منفی مستقیم به مرحله ششم مراجعهکنید.

 EDTA 50mMاز  μl480 حل کردن سلول ها در  .3

4. μl120  بار پیپت کنید چندو به آرامی اضافه کنید  لیتیک و هضم کننده به رسوب سلولی آنزیم. 

 به مقدار lysostaphin 10mg/mlو  μl60 مقداربه  lysozyme 10mg/mlاستافیلوکوکوس مخلوطی از دو آنزیم   برای گونه هایی خاص از: توجه

μl60 یا ئوس، نوکاردکروکوکوس لوتباسیلوس سوبتیلیس، می: مانند) اگرچه بیشتر سویه های باکتری های گرم مثبت . برای لیز دیواره سلولی نیاز است

 .با آنزیم لیزوزیم به تنهایی لیز می شوند( رودوکوکوس رودوکروس و برویباکتریوم آلبیدیوماوتیدیس کاویاروم، 

رسوب سلول ها دقیقه تا  2 ه مدتب g 16.000-13.000 ×سانتریفوژ در دور دقیقه نمونه را انکوبه کنید. سپس  30-60به مدت  C37°در دمای  .5

 و سوپرناتانت را خارج کنید.. کنند

 .مخلوط شود و به آرامی پیپت کنید تا رسوب سلولی. از محلول لیز کننده نوکلئیک اسید به میکروتیوب اضافه کنید  μl600میزان  .6

 برسد نمونه را انکوبه کنید تا سلول ها لیز شوند؛ سپس بگذارید تا نمونه به دمای اتاق C80° دقیقه در دمای  5به مدت  .7

 بار سروته کنید. 2-5سپس تیوب را  اضافه کنید.لیزات سلولی  بهرا  RNaseمحلول  μl3مقدار  .8

 و صبر کنید تا نمونه به دمای اتاق برسد نمونه را انکوبه کنید C37° دقیقه در دمای  15-60به مدت  .9

با  ب دهی پروتئینمحلول رسوتا  را ورتکس کنیدثانیه نمونه  20برای  رسوب دهی پروتئین را اضافه کنید سپس محلول μl200  به میزان   .10

 لیزات سلولی مخلوط شود

 نمونه را روی یخ قرار دهید دقیقه 5به مدت  .11
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 کننددقیقه تا سلول ها رسوب  3به مدت  g 16.000-13.000 ×سانتریفوژ در دور  .12

 تقال دهید.ان )دمای اتاق( ایزوپروپانول μl600تمیز دارای  ml  1.5می باشد به میکروتیوب  DNAبا دقت سوپرناتانت را که حاوی  .13

 ه نکنید تا ازه را استفاداقیماندبمقداری از سوپرناتانت ممکن است درمیکروتیوب اولیه که حاوی رسوب پروتئین بود، باقی بماند. این سوپرناتانت  توجه:

 به پروتئین ها رسوب شده جلوگیری شود.  DNAآلوده شدن 

 شود. تشکیل مشاهده قابل توده به صورت یک DNAبه آرامی تیوب را سر وته کنید رشته های نخ مانند  .14

 است قابل DNAدر انتها یک رسوب سفید رنگ کوچک که همان  نجام شود . ادقیقه  2به مدت  g 16.000-13.000 ×سانتریفوژ در دور  .15

 مشاهده می باشد و به آرامی مایع رویی را دور بریزید.

ته کنید و اینکار را چند  اضافه کنید. به آرامی تیوب را سرو DNAکه به دمای اتاق از قبل رسیده است به رسوب  70اتانول %، μl600به میزان  .16

  .و دیواره های تیوب با الکل شسته شود  DNAبار انجام دهید تا 

 فوژ راانجام دهید.دقیقه در دمای اتاق سانتری 2به مدت  g 16.000-13.000 ×در دور   .17

د و به آسانی ممکن شل می باش DNAپس از سانتریفوژ اتانول را توسط پیپت به آرامی خارج کنید. این مرحله بسیار حساس است زیرا رسوب   .18

 دقیقه خشک شود 10-15است وارد نوک سر سمپلر شود. سپس تیوب را بر روی یک کاغذ جاذب سر و ته کنید تا رسوب بعد از 

دقیقه یک بار به  15 انکوبه کنید. هر C65°و برای یک ساعت در دمای  اضافه نمودهبه تیوب  μl100به میزان را  DNAمحلول هیدرات کننده   .19

به صورت یک شب انجام  C 4°صورت ضربه زدن به تیوب محلول را مخلوط نمایید. به طور جایگزین می توانید انکوباسیون را در دمای اتاق یا دمای 

 دهید

20. DNA  استخراج شده را در دمای°C 8-2 نگهداری کنید 
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 :که ممکن است در حین کار مواجه شوید DNA استخراج  راه حلمشکلات و 

 علامت تفسیر

نمونه به صورت نامناسب نگهداری شده   تیوب

است؛ و خون به طور کامل مخلوط نشده است 

یا تیوب مناسبی برای نگهداری خون استفاده 

نشده است. خون لخته شده را دور ریخته و 

، EDTA نمونه جدید را در تیوب  حاوی

 هپارین یا لوله ضد  انعقاد سیتراته جمع آوری

 .مونه جلوگیری شودشود تا از منعقد شدن ن

 وجود لخته های خون در نمونه های خون

ممکن است خود نمونه خون دارای گلبول های 

 کمی بوده باشد. نمون جدیدی را امتحان کنید

رسوب گلبول های سفید به طور کامل در 

Step 5 of Section 3.A or B.  حل نشده

است. رسوب گلبول های سفید حتما باید با 

 شدت ورتکش شود

نمونه خون بسیار فدیمی است. بهترین بازدهی 

برای نمونه جدید خون است. نمونه خونی که 

نگهداری  C8-2°بیشتر از پنج روز در دمای 

 شده است بازدهی استخراج را کاهش میدهد.

در مرحله رسوب دهی با  DNAرسوب 

 ایزوپروپانول از دست رفته است. در این مرحله

باید دقت کافی را داشته باشید تا رسوب از 

 دست نرود

 با بازدهی و مقدارکم DNAاستخراج 

 باز( <50دگرده شده ) با طول  DNA جمع آوری و نگهداری نامناسب نمونه خون

 کشت دادن باکتری در زمان بیشتر باعث تجمع

بالای سلول های باکتری در محیط کشت می 

شود که در زمان تیمار با لیزوزستافین به 

راحتی دیواره سلولیشان لیز می شود. استخراج 

دیگری را با محیط کشت سالم و مناسب 

 امتحان کنید.

در  مقدارکم و بازدهی با DNA استخراج

 باکتری گرم مثبت

نمونه قبل از افزودن محلول رسوب دهی 

 پروتئین به دمای اتاق نرسیده بود. حداقل مدت

دقیقه برای سرد شدن نمونه و رسیدن  5زمان 

خ یبه دمای اتاق در نظر بگیرید ) می توانید در 

 20.هم قرار دهید تا زودتر به دمای اتاق برسد(

 g ×در دور  ثانیه ورتکس کنید سپس 

مای دقیقه در د 3به مدت  16.000-13.000

        g ×دور  راانجام دهید) اتاق سانتریفوژ

( و ادامه پروتکل ml 3 برای نمونه خون  2000

 را انجام دهید.

 

 عدم تشکیل رسوب پروتئینی
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محلول رسوب دهی پروتئین به طور کامل با 

 لیزات نوکلئیک اسید مخلوط نشده است.

نمونه ها بیشتر از حد معمول خشک شده اند. 

محلول رهیدرات کننده اضافه  DNA مجدد به 

انکوبه کنید  C65°کنید و یک ساعت در دمای 

قرار دهید. هرگز  C4°سپس در دمای اتاق یا  

 را قرار ندهیدC65  DNA°یک شب در دمای 

 

نمونه با محلول رهیدرات کننیده به خوبی 

مخلوط نشده. به یاد داشته باشید به صورت 

نمونه را دوره ای در مرحله رهیدرات کننده 

 مخلوط کنید

 به سختی DNA حل شدن رسوب 
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