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Lab (4) :تحضیر الدنا البلازمیدي من خلایا البكتریا  

Isolation of Plasmid DNA  

هي عبارة عن دنا یقع خارج جزیئات الدنا الكروموسومیة له القابلیة على التضاعف بمعزل عن الدنا  :البلازمید 

  . الكروموسومي

  :هنالك طرق عدیدة لعزل الدنا البلازمیدي وهي 

  Alkaline lysis methodطریقة التحلل القاعدي  -١

  Boiling lysis methodطریقة التحلل بالغلیان -٢

٣-Phenol method  

٤-Ethidium bromide- Caesium chloride density gradient centrifugation method  

  :تحضیر الدنا البلازمیدي بواسطة طریقة التحلل القاعدي

ب مستعمرة مفردة من سلالة )  امبیسیلین LB broth  +50mg/mlمل من  500( لقح وسط مكون من . ١

حتى تصل  C 37ثم احضن في حاضنة هزازة على درجة  PBR 322حاویة على بلازمید  E. coliبكتریا 

  .  0.6للوسط الى   OD 600الكثافة الضوئیة

الى الوسط ومن ثم احضن في  chloramphenicol in ethanolمن  ml10% (w/v) 1.2اضف . ٢

  . حاضنة هزازة لمدة یوم كامل لیتحرر البلازمید في الخلیة

) مئویة ٤دقیقة على درجة حرارة  1دقیقة لمدة / دورة 6000سرعة (احصد الخلایا بواسطة الطرد المركزي  .٣

  ) .TEG buffer(من محلول واحد  ml 5ومن ثم اعد تعلیق الراسب في 

  ).mM of Tris + 10 mM of EDTA + 50 mM of Glucose 25( ن محلول واحد مؤلف م

  .ثنان و اخلطه بعنایةلامن محلول ا ml 10حلل معلق الخلایا باضافة  .٤
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  . ) M of NaOH + 1% OF SDS (Ph=12.5) 0.2( محلول اثنان مؤلف من 

  .دقیقة  15من المحلول الثالث المثلج و قلبه لخمس مرات و من ثم احفضه مثلج لمدة  5mlاضف  .٥

  ).3M of K-acetate (pH=4.8)(المحلول الثالث مؤلف من 

  .مئویة 4دقیقة على درجة حرارة  20دقیقة لمدة / دورة 1000قم باجراء طرد مركزي للمعلق المستحلببسرعة  .٦

  .ي على البلازمید الى انبوبة جهاز الطرد المركزي اخرى ولاحظ الحجمانقل الراشح الرائق المحتو  .٧

المبرد الى الراشح و اخلطه بالتقلیب ومن ثم قم باجراء طرد مركزي  isopropanolحجم من  0.7اضف  .٨

  .مئویة 4دقیقة على درجة حرارة  20دقیقة لمدة / دورة 1000بسرعة 

  .ایثانول لكن لاتعلق الراسب  %70تخلص من الراشح و قم بغسل الراسب ب  .٩

  . و جمده TE bufferمن  1mlاعد تعلیق دنا البلامید في  .١٠

 

  

  

 




