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LAB(5) 
  تحضیر الدنا من خلایا حقیقیة النواة: 

 DNA extraction from Calfمن غدة ثایمس العجل  DNAاستخلاص // اولا 
Thymas Gland  

  : المواد و المحالیل

  محلولo.85% )مولاري سترات الصودیوم 0.01+ كلورید الصودیوم ) حجم/وزن 

، غرام من سترات الصودیوم في كمیة من الماء المقطر 0.3غرام من كلورید الصودیوم و  o.85یحضر باذابة 

  .ویحفظ في الثلاجة، دقائق  10مللتر بالماء المقطر ویعقم بالموصدة لمدة  100ویكمل الحجم الى 

  محلولSDS5% )حجم/وزن( 

 100ایثانول ویكمل الحجم الى ) حجم/حجم( %45في كمیة من محلول  SDSغرام من مادة  5یحضر باذابة 

  .بالمحلول نفسهمللتر 

 ملح كلورید الصودیوم الصلب 

  تجمد قبل عملیة الاستخلاص(غدة ثایمس العجل( 

  جهاز خلاط مختبري مبردBlender 

  مبرد %96ایثانول 

  70ایثانول% 

  محرك میكانیكي 

  زجاجیات مختلفة 

  :طریقة العمل 

دقائق  3غرام من الغدة و تقطع الى قطع صغیرة و توضع في خلاط مبرد و یجري مجانستها لمدة  25یؤخذ  .١

ینبذ المزیج بالمنبذة المبردة . سترات الصودیوم المبرد  -مللتر من محلول كلورید الصودیوم 100بعد اضافة 

  . مرتین بالاسلوب ذاته یهمل الراشح و یعاد مجانسة الراسب، دقیقة 15دورة بالدقیقة لمدة  3000بسرعة 

كلورید الصودیوم المبرد مع التحریك  %0.85مللتر من محلول  500یوضع الراسب في بیكر یحوي على  .٢

ویستمر التحریك لمدة ،  SDS %5مللتر من محلول  50یضاف للمزیج ، المستمر باستعمال محرك میكانیكي

  .ساعة واحدة بدرجة حرارة الغرفة

لضمان ذوبان الملح (دقیقة  15حریك لمدة تغرام من كلورید الصودیوم و یستمر ال 27.5یضاف للمزیج  .٣

یهمل الراسب . دقیقة  30دورة بالدقیقة لمدة  10000ینبذ المزیج بالمنبذة المبردة بسرعة ، ) بصورة تامة

. لذائبا DNAایثانول مبرد لغرض ترسیب  %96ویضاف للطافي حجم مساوي من ) الابیض اللون ( البروتیني 

ثم یغسل ثلاث مرات و یوضع في فرن ،  Spoolingالمترسب وذلك بلفه على قضیب زجاجي  DNAیجمع 

  .مئویة حتى یجف بصورة تامة  40كهربائي بدرجة حرارة 

  :الكروموسومي الخام المستخلص یجرى الاتي DNAلتنقیة  :خطوة اختیاریة

  یذوبDNA  3-2المعقم مع التحریك المستمر لمدة  مللتر من الماء المقطر 350الخام الجاف في 

 SDS) حجم / وزن ( %5مللتر من محلول  32ثم یضاف للمزیج ، ساعات بدرجة حرارة الغرفة 

ینبذ المزیج بالمنبذة . غراما من كلورید الصودیوم 22.5ویستمر التحریك لمدة ساعة واحدة ثم یضاف 
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یرسب و یجفف . یهمل الراسب البروتیني ، دقیقة  30دورة بالدقیقة لمدة  13000المبردة بسرعة 

DNA  الذائب كما مبین اعلاه. 

  

  من الموز  DNAاستخلاص // ثانیا 

  : طریقة العمل

من الماء المعقم ثم یتم سحقهما الى ان یصبح المحلول  ml 250یتم تقشیر موزتین ثم یضاف الیهما  .١

  ).  Aمحلول ( مستحلب 

ثم تضاف ،ملعقة شاي من الشامبو مع كمیتین باطراف الاصابع من ملح الطعام ) كلا على حدا( یتم مزج  .٢

  ) . Bمحلول ( ویتم مزج الخلیط مع تجنب الفقاعات ، اربعة ملاعق شاي من الماء المقطر 

  ). Cمحلول ( دقائق  10وتمزج لمدة ،  Bمع جمیع محلول  Aتضاف ملعقتي شاي من محلول  .٣

  . و یحفظ في مكان بارد C2و  C1یتم تقسیم المحلول الناتج الى قسمین  .٤

خلال طبقتین من المنادیل الورقیة او عبر قماش في قدح صغیر ثم یوضع الراشح  C1یتم ترشیح محلول  .٥

  .في انبوبة اختبار اخرى C2في انبوبة اختبار و یوضع 

  .وبدون رج الى كل الانبوبة) isopropanolاو ( ة یضاف كحول اثیلي بارد برفق و مع میل الانبوب .٦

بشكل الیاف مخاطیة بیض اللون بین  DNAتعاد كل انبوبة الى وضعها الطبیعي العمودي و یلاحظ ضهور  .٧

  .الطبقتین

  .دقیقة وفي الامكان جمعه بواسطة قضیب زجاجي  15على الكحول الاثیلي خلال  DNAسیطفو  .٨

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

 




