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عنوان
سلول های پروکاریوتی از RNAاستخراج 



از سلول های پروکاریوتی   RNAبا روش های استخراج آشنایی .۱

RNAمراحل لیز سلولی و خالص سازی بررسی .۲

 RNAاستخراجبرای Trizolبا روش آشنایی .۳

استخراج  شده  RNAنحوه ارزیابی کیفیت و غلظت یادگیری .۴

اهداف



مانندپروکاریوتی،سلول‌هایازRNAاستخراج
بیولوژیمطالعاتدراساسیمراحلازیکیباکتری‌ها،
کلیدینقشRNA.استژنتیکیتحقیقاتومولکولی

زسنتوژنبیانتنظیمجملهازسلولی،فرآیندهایدر
کیفیتباRNAخالص‌سازیبنابراین،.داردپروتئین،

RT-PCRمانندتکنیک‌هاییبرایبالا
ازیکیتریزولروش.استضروریRNAوتوالی‌یابی
ازترکیبیکهاستRNAاستخراجبرایرایجروش‌های

وولیسللیزبرایراایزوتیوسیاناتگوانیدینوفنول
فرآیند،ایندر.می‌گیردکاربهRNAجداسازی
حفظوپروتئین‌هاوDNAازRNAدقیقجداسازی

ایندر.استبرخوردارویژه‌ایاهمیتازآنکیفیت
باپروکاریوت‌هاازRNAاستخراجآموزشی،تکنیک
شرحکاملبه‌طور(Trizol)تریزولروشازاستفاده

.استشدهداده

مقدمه





شیمیاییمواد‌
(‌‌فنول‌و‌گوانیدین‌ایزوتیوسیاناتحاوی‌)Trizolمحلول‌.‌۱
RNA)رسوب‌دهی‌برای‌)ایزوپروپانول‌.‌۲
(RNAشستشوی‌برای‌)%۷۵اتانول‌.‌۳
(RNAحل‌کردن‌برای‌)(DEPC-treated water)دیونیزه‌آب‌.‌۴
(‌‌برای‌جداسازی‌فازهای‌آلی‌و‌آبی)کلروفرم‌.‌۵
(‌‌رشد‌باکتری‌هابرای‌(‌)LB brothمانند‌)محیط‌کشت‌مایع‌.‌۶

آزمایشگاهیوسایل‌
(‌میلی‌لیتری۲یا‌۱.۵)لوله‌های‌میکروسانتریفیوژ‌.‌۱
  RNAse-freeپیپت‌و‌نوک‌پیپت‌.‌۲
(‌‌برای‌اندازه‌گیری‌دقیق‌حجم‌ها)میکروپیپت‌.‌۳
(‌‌برای‌مخلوط‌کردن‌نمونه‌ها)ویورتکس‌.‌۴
(‌‌برخی‌مراحلدر‌ RNAبرای‌حفظ‌پایداری‌‌)حمام‌یخ‌.‌۵
(۱۴،۰۰۰rpmتا‌۱۲،۰۰۰با‌توانایی‌چرخش‌در‌)میکروسانتریفیوژ‌.‌۶



ایمنی‌‌تجهیزات‌حفاظتی‌و‌
RNA)برای‌جلوگیری‌از‌آلودگی‌)دستکش‌یک‌بارمصرف‌.‌۱
(‌‌برای‌محافظت‌در‌برابر‌مواد‌شیمیایی)عینک‌ایمنی‌.‌۲
(‌‌برای‌حفظ‌ایمنی‌شخصی)روپوش‌آزمایشگاهی‌.‌۳

 RNAتجهیزات‌ارزیابی‌
(RNAبرای‌اندازه‌گیری‌غلظت‌و‌خلوص‌)نانودراپ‌یا‌اسپکتروفوتومتر‌.‌۱
(RNAبرای‌بررسی‌کیفیت‌)دستگاه‌الکتروفورز‌ژل‌آگارز‌.‌۲

از‌سلول‌های‌پروکاریوتی‌ RNAاین‌تجهیزات‌و‌مواد‌برای‌استخراج‌موفقیت‌آمیز‌
ضروری‌هستند‌و‌رعایت‌اصول‌ایمنی‌و‌استریل‌بودن‌محیط‌کار‌از‌اهمیت‌بالایی

.برخوردار‌است





(باکتری‌ها)نمونه‌پروکاریوتی‌جمع‌آوری‌
از‌پروکاریوت‌ها،‌ابتدا‌باید‌سویه‌ RNAبرای‌استخراج‌:‌انتخاب‌سویه‌مناسب.‌۱

یع‌در‌محیط‌های‌ماکشت‌شده‌معمولاً‌از‌باکتری‌های‌.‌مناسب‌باکتری‌را‌انتخاب‌کنید
به‌طور‌رایج‌برای‌آزمایش‌های‌بیولوژی‌ E. coliسویه‌هایی‌مانند‌.‌استفاده‌می‌شود

.مولکولی‌استفاده‌می‌شوند
محیط‌اختصاصی‌یا‌ LBمانند‌)باکتری‌ها‌باید‌در‌محیط‌کشت‌مایع‌:‌کشت‌باکتری‌ها.‌۲

‌ای‌مانند‌بسته‌به‌نوع‌باکتری،‌ممکن‌است‌نیاز‌به‌شرایط‌ویژه.‌کشت‌داده‌شوند(‌دیگر
.خاص‌برای‌رشد‌مناسب‌داشته‌باشید pHدما‌یا‌

جمع‌آوری‌(‌ (log phaseباکتری‌ها‌باید‌در‌فاز‌لگاریتمی‌رشد‌:‌جمع‌آوری‌سلول‌ها.‌۳
.به‌اوج‌خود‌می‌رسد RNA،‌چراکه‌در‌این‌فاز،‌تولید‌شوند

۱.۵ولاً‌معم.‌پس‌از‌کشت‌باکتری‌ها،‌آن‌ها‌باید‌از‌محیط‌کشت‌با‌سانتریفیوژ‌جدا‌شوند
.در‌نظر‌می‌گیرند RNAمیلی‌لیتر‌از‌محلول‌کشت‌را‌برای‌استخراج‌۲تا‌

دقیقه‌انجام‌می‌شود‌تا‌۱۰تا‌۵برای‌ ۸۰۰۰rpmتا‌۶۰۰۰سانتریفیوژ‌با‌سرعت‌
.سلول‌ها‌در‌ته‌لوله‌جمع‌شوند



آماده سازی مواد و تجهیزات
این محلول حاوی فنول،  (Tri reagent) :تریزومحلول . ۱

یری از برای جلوگ. گوانیدین ایزوتیوسیانات و کلروفرم است

.باید از محلول تریزول تازه استفاده کرد،RNAتخریب 

برای حل کردن (DEPC-treated water):دیونیزه آب . ۲

RNA پس از استخراج.

تریل، از یک سانتریفیوژ، پیپت های اس: و تجهیزاتآسیاب . ۳

اده لوله های سانتریفیوژ و مواد شیمیایی در دسترس استف

.می شود

شال دستکش، عینک ایمنی و : شیمیایی ایمنیمواد . ۴

ایی روپوش آزمایشگاهی برای جلوگیری از تماس با مواد شیمی

.خطرناک



(روش مرحله به مرحله)از باکتری ها  RNAاستخراج 

:سلول هالیز کردن . ۱
بی پس از جمع آوری سلول ها، باکتری ها باید در محلول تریزول به خو: رزولوشن سلولی

.گرددآزاد  RNAهم زده شوند تا لیز شوند و 
مثل )هستند RNAseباکتری هایی که دارای آنزیم های از  RNAاگر : پاسخ به آنزیم ها

رای استخراج می شود، ممکن است نیاز به استفاده از مواد خاص ب( باکتری های گرم مثبت
.باشدRNAseغیرفعال کردن 

به طور کامل  RNAباید استفاده شود تا  RNAse-free conditionsدر این مرحله از 
.شودمحافظت RNAseاز آنزیم های 

.دقیقه انجام شود10تا 5لیز کردن سلول ها باید در دمای اتاق و به مدت : دما

:Trizolترکیب با محلول . ۲
میلی لیتر 1معمولاً )پس از لیز شدن سلول ها، حجم معین از محلول تریزول : مخلوط کردن
.به نمونه اضافه می شود( میلی گرم سلول100به ازای هر 

نمونه باید به خوبی هم زده شود تا تمام اجزای سلولی از هم جدا شوند و: همزدن نمونه
RNA دقیقه در دمای اتاق صورت 5همزدن به مدت . از دیگر اجزای سلولی آزاد شود
.می گیرد



:فازهاسانتریفیوژ و جداسازی . ۳
سانتریفیوژ شود  ۱۲۰۰۰rpmدقیقه در ۵نمونه باید به مدت : سانتریفیوژ اولیه

:نمونه به سه فاز مختلف تقسیم شودتا 

.این فاز قرار دارددر  RNA:( RNAفاز )فاز آبی • 

.این فاز شامل پروتئین ها و چربی ها می باشد(: پروتئین ها)فاز آلی • 

.این فاز قرار دارددر  DNA:( DNAرسوب )پلیسه • 

پلیسه جدا باید به دقت از فاز آلی و ( است RNAکه حاوی )فاز آبی : کردن فاز آبیجدا 
.و در لوله جدید منتقل گرددشود 



:RNAرسوب.۴

بهایزوپروپانولآبی،فازبه:ایزوپروپانولافزودن

.می‌شوداضافهآبیفازحجمبرابر۰.۵معادلحجم

دردقیقه۱۰مدتبهنمونه:نگهداریوکردنمخلوط

تامی‌شودنگهداریسانتی‌گراددرجه۲۰-دمای

RNAکندرسوب.

:RNAجمع‌آوریوسانتریفیوژ.۵

۱۰مدتبهبایدنمونهدقیقه،۱۰ازپس:سانتریفیوژ

تاشودسانتریفیوژ۱۲،۰۰۰rpmسرعتدردقیقه

RNAکندرسوب.

:RNAجمع‌آوری RNAبایدلولهتهدررسوب‌شده

کهاستRNAحاویرسوباین.شودجدادقتبا

.شودحلبعدیمراحلدرباید



:  RNAشستشوی. ۶
شسته شود تا هرگونه %۷۵رسوب شده باید با اتانول  RNA:  %۷۵شستشو با اتانول 

.آلودگی از بین برود
سانتریفیوژ  ۷،۵۰۰rpmدقیقه در ۵نمونه باید دوباره به مدت : سانتریفیوژ مجدد

.شود

:  RNAکردنخشک . ۷
خشک . باید به طور کامل در دمای اتاق خشک شود RNAپس از شستشو با اتانول، 

ه باید توج. برای جلوگیری از آلودگی و حفظ کیفیت آن ضروری است RNAکردن 
اجتناب شود، زیرا در این صورت ممکن  RNAداشت که از خشک شدن بیش از حد 

.است حل کردن آن در بافر یا آب دیونیزه مشکل شود

:RNAحل کردن . ۸
RNA باید در بافر آب دیونیزه شده با رسوب شدهDEPC  آب دیونیزه حل شودیا .

. شود به طور کامل در مایع حل باید  RNAاین مرحله باید با دقت انجام گیرد و 
درجه سانتی گراد نگهداری شود تا از تخریب ۸۰در دمای منفی باید  RNAهمچنین، 

.آن جلوگیری گردد





RNAکیفیت غلظت و اندازه گیری 
 RNAاندازه گیری غلظت برای RNA :غلظت اندازه گیری 

استخراج شده، از دستگاه نانودراپ یا اسپکتروفوتومتر
یزان این دستگاه ها به شما کمک می کنند تا م. استفاده می شود

نانومتر را اندازه گیری کرده و ۲۶۰جذب نور در طول موج 
.را محاسبه کنید RNAغلظت 

: نانومتر۲۶۰/۲۸۰جذب نسبت RNA :کیفیت تحلیل 
RNA  ۱.۸نانومتر بین ۲۶۰/۲۸۰خالص باید نسبت جذب

این نسبت نشان دهنده کیفیت بالای. داشته باشد۲.۰و 
RNA است.

از تکنیک ،RNAبررسی کیفیت برای RNA :الکتروفورز 
باندهای واضح و . الکتروفورز ژل آگارز استفاده می شود

.کیفیت بالا هستندبا  RNAبدون شکستگی نشان دهنده 



احتیاط هامهم و نکات 
تمامی ،RNAseآنزیم های به  RNAبرای جلوگیری از آلودگی : استریلمحیط 

.مراحل باید در محیط استریل و با استفاده از تجهیزات استریل انجام شود

تمامی مراحل آسیاب کردن و مخلوط کردن باید در دمای پایین: در دمای پایینکار 
.شودجلوگیری  RNAانجام شود تا از تخریب 

وفرم باید از مواد شیمیایی سمی مانند فنول و کلر: در استفاده از مواد شیمیاییاحتیاط 
.یدبا دقت استفاده شود و از تجهیزات ایمنی مانند دستکش و عینک استفاده کن

با کیفیت بالا از پروکاریوت ها استخراج  RNAبا استفاده از این روش می توانید 
،RT-PCRاستخراج شده از باکتری ها می تواند در آزمایش هایی مانند  RNA. کنید

.مورد استفاده قرار گیرد RNAتعیین بیان ژن ها و توالی یابی 


