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Lab (2) : طرق تحضیر المحالیل وانواع المحلیل المنظمة المستخدمة في تجارب

  البایولوجي الجزیئي

المذیب هو المكون الاكبر للمحلول بینما . هو خلیط متجانس من المذیب و المذاب  :Solutionالمحلول 

  .المذاب هو المكون الاصغر

  طرق التعبیر عن تركیز المحالیل

  هنالك طرق عدیدة للتعبیر عن تركیز المحالیل و هي 

  المولاریة  -٣النسبة المئویة الحجمیة                 -٢                 النسبة المئویة الوزنیة -١

  الجزء بالملیون -٦العیاریة                                -٥المولالیة                              -٤

  . مللتر من المحلول ١٠٠في ) بالغرام(هي عبارة عن كتلة المذاب  - :الوزنیه النسبة المئویة ا/ اولا

Concentration solute(w/v%) = ( mass of solute / volume of solution) x 100  

مل من المحلول  ١٠٠فھذا یعني ان كل ) وزنا%  ٥(فلو فرضنا ان محلول مائي لكلورید الصودیوم یبلغ تركیزه 
  ). المذاب(غرام من ملح كلورید الصودیوم ٥تحوي 

احسب ، مللتر 160ة كافیة من الماء بحیث اصبح حجم المحلول في كمی NaClغرام من  1.2تم اذابة  //مثال
  ).وزنا% تركیز المحلول (النسبة المئویة الوزنیة 

Nacl (w/v%) =( w (Nacl g) / v( solution ml)) x 100 

= ( 1.2 g / 160 ml ) x 100 = 0.75 % g/ml  

  .مللتر من المحلول 100ھي عبارة عن حجم المذاب الموجود  -:النسبة المئویة الحجمیة/ ثانیا

Concentration (v/v %)=( volume solute (ml) / total volume of solution (ml) )X 100  

وحدة (مللتر  100في المذاب موجودة في ) وحدة حجمیة( مللتر   2حجما یعني كل  %2فالمحلول البالغ تركیزه 
  . من المحلول) حجمیة مثالیة

  مللتر من المحلول؟  100مللتر من الایثانول في  12احسب تركیز محلول یتالف من  //مثال

( 12 ml ethanol / 100 ml ) X 100 = 12 % v/v 

  .من المحلول) مللتر 1000(هي عدد مولات المذاب الموجودة في واحد لتر  -: Molarityالمولاریة / ثالثا

Molarity M = moles of solute / liter of solution  

  ) مل  1000(واحد لتر / عدد المولات = المولاریة 

  Mwالوزن الجزیئي / Wtالوزن  =عدد المولات 
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  1000/ )الحجم المطلوب  Xالوزن االجزیئي للمادة  Xالمولاریة المطلوبة (  = Wtالوزن 

  مجموع الاوزان الذریة للمادة =  Mwالوزن الجزیئي 

 145في كمیة كافیة من الماء لیصبح حجم المحلول ) NH4Cl(غرام من كلورید الامونیوم  23تم اذابة  //مثال
  53.5ھو  NH4Clعلما ان الوزن الجزیئي ل احسب مولاریة المحلول؟ . مللتر 

  مول 43 .0=  ٥٣.٥/  ٢٣= نحسب عدد مولات كلورید الامونیوم . ١

  لتر  0.145=  ١٠٠٠/ مل  ١٥٤= حجم المحلول . ٢

  2.97M NH4Cl= لتر  0.145/ مول  o.43= المولاریة . ٣

وھي . غم من المذیب 1000ھي عبارة عن عدد مولات المذاب المذابة في  -:Molalityالمولالیة / رابعا 
لكنھا مفیدة في موضوع تحدید طریقة غیر شائعة كثیرا في التعبیر عن تراكیز المحالیل في الوقت الحالي و 

  . الاوزان الجزیئیة للمواد بالطرق العلمیة التقلیدیة

  وزن المذیب بالكغم/ عدد مولات المذاب =المولالیة 

  وزن المذیب بالغرام) /  X1000عدد مولات المذاب = ( او المولالیة

  غم من الماء؟ 500احسب مولالیة محلول محضر من اذابة كلورید الصودیوم في  //مثال 

  مول  0.1=  58.5/  5.85= الوزن الجزئیئ / الوزن بالغرام = نوجد اولا عدد مولات الملح 

  مولال  0.1X1000  /500 =0.2= المولالیة 

  . ھي عدد المكافئات الغرامیة من المذاب الموجودة في واحد لتر من المحلول -:Normalityالعیاریة / خامسا 

  حجم المحلول باللتر/ عدد المكافات الغرامیة للمذاب =  Nالعیاریة 

  .العیاریة ھي من الطرق للتعبیر عن تراكیز المحالیل وھي تعتمد على ما یعرف ب المكافيء الغرامي

كمیة من المادة ذات العلاقة بالمول تم اصطلاحھ بالاساس لغرض عملیات التعادل بین  - :المكافيء الغرامي
  .ثم شمل بعد ذلك غیره من التفاعلات  الاحماض و القواعد

  درجة الحامض او القاعدة / عدد المولات = المكافيء الغرامي 

غم من حامض الكبریتیك في كمیة من الماء بحیث اصبح  9.8احسب عیاریة محلول محضر من اذابة  //مثال 
  مل ؟  800حجم المحلول 

  مول  0.1=  98/  9.8= الوزن الجزیئي / الوزن = عدد مولات الحامض 

  H2So4  =2درجة الحامض 

  مكافيء غرامي  0.05=  2/  0.1= عدد مكافئات الحامض 

  عیاري  N  =0.05  /0.8  =0.0625العیاریة 

 - : Part Per Billion (ppb)او الجزء بالبلیون  Part Per Million (ppm)الجزء بالملیون / سادسا 
ھي طریقة من طرق التعبیر عن تراكیز المحالیل المعتمدة على كتلة المادة و تستخدم لتقدیر تراكیز الصغیرة جدا 
فعندما نقول محلول تركیزه واحد في الملیون فھذا یعني ان كل ملیون غرام من المحلول مثلا یحوي واحد غم من 

  . المذاب 
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Concentration (ppm) = (mass of solute / mass solution) X 106  

Concentration (ppb) = (mass of solute / mass solution) X 109  

غم من الفوسفات ما ھو تركیز مX 10-4 1.7غم وجد انھا تحتوي  155.3عینة لمحلول مائي تزن  //مثال 
  الفوسفات بالجزء بالملیون؟

  X 10-4/1.553 X 102 (X 106  =1.1ppm 1.7= (تركیز الفوسفات 

   -:قانون التخفیف 

Percentage(%) you have X Unknown volume (ml) = Percentage(%) you want X 
Volume (ml) wanted 

  % . 95من محلول ایثانول تركیزه % 70مل من  ایثانول تركیزه  1000حضر محلول  //مثال 

  التخفیف من خلال تطبیق قانون% 95لتحضیر المحلول یجب معرفة حجم المحلول بتركیز 

95 × X = 70 × 1000 

X = 70000 / 95= 736.8 ml of 95% ethanol    

  Buffersالمحالیل الدارئة 

Buffer:-  یكون لھ ھو عبارة عن محلول مكون حامض او قاعدة ضعیفة مع ملح ذلك الحامض او تلك القاعدة
عند اضافة كمیات قلیلة من حامض قوي او قاعدة قویة مثالھ  pHالقابلیة على مقاومة التغییر في قیمة ال 

Phosphate buffer ،Tris buffer  .  

  -:خصائص المحلول الدارىء

  .معروفة  pHان تكون لھ قیمة  .١

  .للمحلول الدارىء عند مرور فترة طویلة علیھ او تخفیفھ pHلاتتغیر قیمة  .٢

  . للمحلول الدارىء ثابتة عند اضافة كمیات قلیلة من حامض قوي او قاعدة قویة الیھ pHتبقى قیمة  .٣

  -:بعض انواع المحالیل الدارئة المستخدمة في البایولوجي جزیئي *

TBE buffer:  مؤلف منTris-borate + EDTA .  

TSE buffer:  مؤلف منTris-sucrose + EDTA .  

STET buffer : مؤلف منTris-sucrose + EDTA + TritonX-100.  

  .المحالیل الدارئة یستفاد منھا في تجارب تنقیة الدنا و البایولوجي جزیئي فمثلا تستخدم كمولدة للشحنات

Tris-acid:-  ھي محالیل دارئة فعالة في توفیر ضروف اساسیة جیدة في المحافظة على جزیئة الدنا من التحطم
  .و الذوبان في الماء

EDTA : - تعتبر عامل مخلبيھي مادةchelator agent  ثنائي التكافىء شبیھ بایون المغنیسیومMg+2   یعمل
  .كعامل مساعد في حمایة جزیئة الدنا من الانزیمات المحطمة لھا 
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Triton X-100  : ھو من المنظفات و ھو منظف لا ایوني ولا یمتلك شحنة في تركیبھ الكیمیائي وھي مفیدة في
  .للماء ویتمیز بقدرتھ على اذابة الدھون و الاغشیة السایتوبلازمیة دون مسخ البروتین كسر التاصر غیر المحب

SDS ( Sodium Dodecyl Sulfate )  : ھي من المنظفات الایونیة التي تمتلك شحنة و ھي قویة في تاثیرھا
تینات الى تركیب حیث باستطاعتھا كسر كثیر من الاواصر غیر المحبة للماء و یؤدي الى فتح انطواءات البرو

  . شبیھ بالقضیب

  )Saline- EDTA )0.15 M NaCl + 0.1 M EDTA (pH=8)محلول *

مللتر من الماء المقطر ثم یعدل  90في  NaClغرام من  0.86و  EDTAغرام من مادة  2.92یحضر باذابة 
  . مللتر بالماء المقطر 100و یكمل الحجم الى  8الرقم الھیدروجیني الى 

  ) TE buffer pH= 8 )0.01 M Tris- HCl + 0.001M EDTAمحلول * 

من الماء المقطر ثم مللتر  90في  Tris-HClغرام من  0.15و  EDTAغرام من مادة  0.092یحضر باذابة 
  . مللتر بالماء المقطر 100و یكمل الحجم الى  8یعدل الرقم الھیدروجیني الى 

  SDS 25%محلول * 

  .مللتر بالماء المقطر 100في كمیة من الماء المقطر و یكمل الحجم الى  SDSغرام من مادة  2.5یحضر باذابة 
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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

من سلالة ب مستعمرة مفردة )  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( محلول واحد مؤلف من 
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  .من محلول اثنان و اخلطه بعنایة ml 10حلل معلق الخلایا باضافة  .٤

  . ) 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

  .انقل الراشح الرائق المحتوي على البلازمید الى انبوبة جهاز الطرد المركزي اخرى ولاحظ الحجم .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  1mlدنا البلامید في اعد تعلیق  .١٠
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Lab (5)  

 

 

Lab (9) : تحضیرRNA من خلایا حقیقیة النواة  

Extraction of RNA  

  : RNAانواع 

١ .mRNA  : یقوم بعملیة نقل المعلومات الوراثیة من الدنا الى مكان صناعة البروتین في السایتوبلازم و هو

  .الرایبوسوم

٢ .tRNA :  یحمل الاحماض الامینیة لترتیبها على شریط ، هذا النوع موجود في السایتوبلازمmRNA  ، یوجد

20 tRNA في الخلیة الواحدة.  

٣ .rRNA : و له دور في عملیة صناعة البروتین یسمى بالرنا الرایبوسومي لانه یدخل في تركیب الریبوسومات

  .في السایتوبلازم

  :تقوم بالخطوات التالیةلعزل جزیئات الرنا یجب ان 

  Lysis of the cellتحلل الخلیة  -١

  اخلط مع معلق خلایاE. coli)0.5 O.D at 600 nm ( حجم مساوي منDiethyl 

pyrocarbonate )DEPC (جانس الخلیط ومن ثم ، الذي یعمل كمثبط للانزیمات الهاضمة للرنا

 . مئویة 4احضنه على درجة حرارة 

  0.4اضف ml  5من% SDS  الى معلق الخلایا)SDS  یعمل على اذابة الغشاء الدهني في جدار

لتحطم جار من الوصول الى طبقة الببتیدوكلایكان  Lysozymeالخلایا لیسمح لانزیمات المحللة 

 .RNaseكمثبط لىنزیمات الهاضمة للرنا  SDSكذلك یعمل ، الخلیة 

   2استخدمml  من بفر حاوي على انزیمLysozome )400 µg/ml ( 10لكل ml  من خلیط

  . دقیقة 20-5جانس الخلیط و احضنه في درجة حرارة الغرفة لمدة ، E. coliخلایا

  Purification of RNAتنقیة الرنا  -٢

  دقائق 10دورة بالدقیقة و لمدة  3000قم باجراء الطرد المركزي لمعلق الخلایا المتحللة على سرعة. 
  علق الراسب مع حجم مساوي منguanidinium thiocynate  التي تعمل على تقویة مثبطات

غیر قاعدي وھذا یعود الى تعلیم  pHیحب ان یكون . الانزیمات الھاضمة للرنا و كذلك یمسخ البروتین
 .الرنا

  جزیئات الدنا یجب ان تزال باستخدام انزیمDNase 1 للتخلص من الحد الادنى للتلوث الدنا الجینومي. 
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 الملوثة باضافة خلیط من  تزال البروتینات)phenol: chloroform: isoamyl alcohol 
 .وتعاد ھذه الخطوة مرات عدیدة ) 25:24:1)

  انقل الطبقة العلیا الى انبوبة اخرى واضف حجم واحد منisopropanol  المطلق المثلج لغرض
 .ترسیب الرنا

  مئویة 4قة بدرجة حرارة دقی 20دورة بالدقیقة لمدة  1000قم باجراء طرد مركزي على سرعة. 
  70اھمل الراشح و اغسل الراسب ب% Ethanol. 
  مئویة 4دقیقة بدرجة حرارة  5دورة بالدقیقة لمدة  1000قم باجراء طرد مركزي على سرعة. 
  100اعد تعلیق الرنا المعزول فيµl  منTE buffer و جمده. 

  Calculate the concentration of RNAحساب تركیز الرنا 

Concentration of RNA (µg/ml) = O.D 260 nm x 40 x dilution factor 

1 O.D 260nm = 40(µg/ml) of RNA   

Purity of RNA   

O.D 260 nm / O.D 280 nm = Should be 2  

  


