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 عنوان

 يکاربردهامراحل، اصول و 

 پروکاریوت ها از  DNA استخراج
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 اهداف

 آن هاDNA  اهمیت و پروکاریوت ها سلولی ساختار با آشنایی

 پروکاریوت ها ازDNA  استخراج روش های ررسيب

 ازDNA استخراج در ملاحظات و چالش ها بررسی

  پروکاریوت ها

 استخراج شده  DNAکمیت و کیفیت بررسی و نتایج تحلیل
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 مقدمه

DNA  در سلول های پروکاریوتی به صورت یک حلقه واحد و بدون غشای

 Nucleoidدر منطقه ای به نام نوکلئوتید  DNAاین . هسته ای موجود است

. قرار دارد و برخلاف سلول های یوکاریوتی، فاقد کروموزوم های خطی است

را حمل می کنند و  DNAپروکاریوت ها معمولاً یک یا چند پلاسمید نیز دارند که 

 .نقش مهمی در انتقال ژن های مقاومت به آنتی بیوتیک دارند

  از پروکاریوت ها مهم است؟ DNAچرا استخراج 

  مطالعه ژنوم پروکاریوت ها برای تعیین ویژگی های ژنتیکی و مقاومتی آن ها

در تکنیک های مهندسی ژنتیک، مانند کلونینگ، تولید پروتئین ها و  DNAاستفاده از 

  اصلاح ژنتیکی

  و سایر آزمایش های مولکولی PCRشناسایی و تعیین نوع باکتری ها از طریق 

 بررسی تغییرات ژنتیکی در جمعیت های پروکاریوتی
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 وسایل، مواد و تجهیزات مورد نیاز

 سلولیبرای جدا کردن اجزای مختلف  –سانتریفیوژ . 

مایعاتبرای برداشت  –پیپت و سمپلر .     

نمونه هابرای گرمادهی  –بن ماری .     

سلولیبرای جداسازی اجزای  –لوله های سانتریفیوژ .     

سلول هابرای بررسی وضعیت  –میکروسکوپ .     

برای خشک کردن نمونه ها (اختیاری)فریزدرایر .   
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 مواد شیمیایی مورد نیاز
  

 سلول هابرای شستشوی  –( فسفات بافر سالین) PBSبافر . 

 سلولیبرای انهدام دیواره  – (NaOHیا  SDSسودا، ) Lysisبافر . 

 پروتئین هابرای حذف  –کلروفرم -فنل. 

 DNAبرای رسوب  –%( 100)ایزوپروپانول . 

 DNAبرای شستشوی  –% 70اتانول . 

   

 RNAبرای حذف  – RNase (اختیاری) 
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 آماده سازی سلول های پروکاریوتی  :ه اولمرحل
  

.یک کشت باکتریایی تازه از محیط کشت انتخابی خود تهیه کنید.   

   

.میلی لیتری استفاده کنید 15میلی لیتری یا  1.5از یک لوله سانتریفیوژ .   

   

را در لوله سانتریفیوژ ( میلی لیتر 2-1معمولاً )یک حجم معین از کشت باکتریایی . 

.بریزید  

   

 ۱۰-۵دور در دقیقه به مدت  ۸،۰۰۰-۶،۰۰۰لوله را سانتریفیوژ کنید با سرعت . 

.دقیقه  

   

.را از فاز مایع جدا کنید( رسوب سلولی)پس از سانتریفیوژ، پلت باکتری ها .   
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 DNAلیز سلولی و آزادسازی : دوم مرحله

  

 باکتری های مانند سخت دیواره با سلول های برای) لیز بافر با را باکتریایی سلول های .

 حل باعث محلول این .کنید مخلوط است، NaOH یا SDS شامل معمولاً  که (منفی گرم

 .می شود DNA آزادسازی و سلولی دیواره شدن

  

 .(نیاز صورت در) برود بین از باقی مانده RNA تا کنید اضافه RNase نمونه به .

  

 .کنید انکوبه دقیقه ۱۵ مدت به سانتی گراد درجه ۴۷ بن ماری در را محلول .

  

 .می شود باکتری ها از DNA شدن آزاد باعث مرحله این
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 از سایر اجزا DNAجداسازی : سوم  مرحله 
  

 .اضافه کنید( ۲۵:۲۴:۱)کلروفرم -پس از انکوباسیون، به نمونه مقدار فنل. 

  

دور در دقیقه به  ۸،۰۰۰لوله ها را به آرامی مخلوط کنید و سپس در سانتریفیوژ   .

 .دقیقه قرار دهید ۱۰مدت 

  

که حاوی پروتئین ها )و فاز آلی ( است DNAکه حاوی )فاز آبی : دو فاز تشکیل می شود

 (.و مواد دیگر است

 

 .فاز آبی را با دقت به یک لوله جدید منتقل کنید. 11
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 DNAرسوب دهی و خالص سازی : چهارم مرحله 
  

اضافه ( حجم ایزوپروپانول به حجم فاز آبی 0.6)به فاز آبی، ایزوپروپانول سرد . 

 .کنید

 ۳۰به مدت ( درجه سانتی گراد -۲۰)محلول را به آرامی مخلوط کنید و در فریزر . 

 .دقیقه قرار دهید

  

دور در دقیقه به  ۸،۰۰۰-۶،۰۰۰)پس از انکوباسیون، لوله را سانتریفیوژ کنید . 

 تا ( دقیقه ۱۰مدت 
DNA رسوب کند. 

  

 .را با دقت از محلول جدا کنید DNAرسوب . 
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 DNAشستشوی : پنجم  مرحله
  

 .شستشو دهید %۷۰را با اتانول  DNAرسوب . 

  

دوباره سانتریفیوژ کنید تا شستشوی کامل انجام شود و اتانول اضافی از بین . 

 .برود

  

 .یا آب مقطر استریل حل کنید TEرا خشک کرده و در بافر  DNAرسوب . 
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 DNAبررسی کیفیت و کمیت . مرحله ششم 
  

 با استفاده از اسپکتروفتومتر DNAبررسی کیفیت . 

  

نانومتر  260/280از اسپکتروفتومتر برای اندازه گیری نسبت  ،DNAپس از استخراج 

 .استفاده کنید

  

 .باشد 2.0تا  1.8باید بین  260/280خالص، نسبت  DNAبرای 

  

نانومتر استفاده کنید که باید  260/230در نمونه، از نسبت  RNAبرای بررسی وجود 

 .باشد 2.0حداقل 
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 با استفاده از ژل الکتروفورز DNAبررسی یکپارچگی . 

 

 .برای بارگذاری استفاده کنید DNAتهیه کرده و از ( %۱)یک درصد ژل آگارز 

  

را روی ژل بارگذاری کرده و پس از رنگ آمیزی با اتیدیوم  DNAنمونه های 

 .بروماید یا سایر رنگ ها، الکتروفورز کنید

  

DNA با کیفیت خوب باید یک باند روشن و واضح در ژل نشان دهد. 
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 تحلیل نتایج
  

 DNAتحلیل کیفیت 
  

آلودگی پروتئینی یا شیمیایی  DNAممکن است : باشد 1.8کمتر از  260/280اگر نسبت 

کلروفرم اضافی یا شستشوی بیشتر با -در این صورت، می توان از فنل. داشته باشد

 .استفاده کرد %۷۰اتانول 

  

احتمال وجود آلاینده های ارگانیک مانند فنل : باشد 2.0کمتر از  260/230اگر نسبت 

است که باید با شستشوی بیشتر با اتانول یا استفاده از روش های تصفیه دیگر رفع 

 .شود

  

است که ممکن است  DNAنشان دهنده تخریب : باشنداگر باندهای ژل الکتروفورز محو 

 .ناشی از استفاده از مواد شیمیایی نادرست یا دمای بالای انکوبه باشد
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 DNAتحلیل کمیت 
  

نانوگرم در  200تا  50و سایر آزمایش ها باید بین  PCRبرای  DNAغلظت مناسب 

 .میلی لیتر باشد

  

اگر غلظت پایین باشد، ممکن است نیاز به استخراج مجدد یا افزایش حجم نمونه ها 

 .باشد
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