


Referenceالمصادر 
1- gSYNC™ DNA Extraction Kit : http://www.geneaid.com/sites/default/files/GS15_0.pdf

2- Innis, M.A., Gelfand, D.H., Sninsky, J.J. and White, T.J. eds., 2012. PCR protocols: a guide to 

methods and applications. Academic press.

http://www.geneaid.com/sites/default/files/GS15_0.pdf


.  في جميع الخلايا التي تحتوي على نواة، ومن ثم فانه يتواجد في جميع المواد الحيويةDNAيوجد الـ

نقية من العينة البيولوجية DNAجزيئة ( استخراج)اي دراسة وراثيه للكائنات الحيه تتطلب استخلاص ان 

لطرق لغرض استخدامها في الدراسات الوراثية المختلفة لذلك فقد قام العلماء والباحثين بتطوير عدد من ا

.لاستخلاص الدنا تختلف في اسسها ومتطلباتها 



الجسمسوائلاوخلايامناستخلاصهبعد،DNAالنوويالحمضمنقليلةجزيئاتتضخيمالىPCRالتقنيةتهدف

.عليهاالتحليلاجراءيمكنبحيثمنهكبيرةكمياتعلىالحصولوبالتالي



DNA templateقالب الحمض النووي : أولا

DNAالاوكسجينمنقوصالرايبوزيالنوويالحمضقالبعلىللحصول templateبمرحلةالمروريجبالدمعينةمن

المرتبطةوتيناتالبرمنالتخلصوالنوويوالغشاءالسايتوبلازميالغشاءمنللتخلصالموادبعضتضافحيث.الاستخلاص

.(Kit)جاهزةمحاليلباستعمالاوالمحاليلبتحضيراماوذلك.نقيDNAقالبعلىللحصولDNAالـمع



النقي من عينة دم الانسان DNAاستخلاص الـ



RBCتحليل -1

تحليل الاغشية السايتوبلازمية والنووية-2

تنقية الاحماض النووية-2

تجميع الاحماض النووية-3



* Blood sample

* gSYNC DNA Extraction Kit

* GSB Buffer

* W1 Buffer

* Wash Buffer (dilute ratio 1/5 by ethanol) e.g. 1ml + 4 ml ethanol, Mix

* Proteinase K2 (dissolve ratio 1%) e.g.  1 mg + 100 µl ddH2O (7-8.5 pH), Vortex then centrifuge, 4C 

* Elution Buffer

* GS Columns

* 2 ml Collection tubes

* Prepare Phosphate Buffer Saline (PBS pH 7.2)

* 1.5 microcentrifuge tubes.



طريقة العمل 
من عينة الدم خطوات استخلاص الـ

Sample Preparationالعينة تحضير : اولا

الاستخداملحينتخثرمانعةانبوبةفييحفظاومباشرةويستعملالانسانمندممل5-2اسحب.

200ضع μl20اضفثم.مل1.5المركزيالطردانبوبةفيالدمعينةمن μl Proteinase K(تحطيمعلىيساعد

حرارةدرجةفيالانبوباحضنثم،Pipetالماصةباستخدامالخليطامزج.(التحللمنDNAالعلىوالحفاظالبروتينات

60ºCدقائق5لمدة.

10استعماليفضلالاسماكاوالطيوردمعلىالتجربةاجراءحالةفي:ملاحظة μl200الىتكملثم μlفي

PBS.



Cell Lysisالخلايا تحلل : ثانيا

200اضف μlمنGSB Buffer(الـماعداالخليةمحتوياتتذويبوظيفتهDNA)درجةفياحضنهثم،بقوةامزجه

(دقيقتينكلالانبوبامزج).دقائق5لمدة60ºCحرارة

GSBالامزج Bufferعلىيساعدالحضنخلالمتناوبةبشكلالعينةمزج.متجانسمحلوليتكونانالىالعينةمع

Proteinaseفاعليةزيادة Kالبروتيناتوتحطيموالخلاياتحللفي.

مل، ثم ضعها على 1.5في انبوبة الطرد المركزي  Elution Bufferمن μl 200خلال فترة الحضن ، ضع : ملاحظة

(.الخطوة الخامسة)لحين الاستعمال  60ºCدرجة حرارة 

،  GSB Bufferمع 60ºCبعد انتهاء مدة الحضن في :  RNA Removalحمض النووي الرايبوزي التخلص من الـ

. دقائق5، امزج الانبوب بقوة ثم اتركه في درجة حرارة الغرفة لمدة RNase A)  ،(50 mg/mlمن μl 5اضف 



DNA:ثالثا Binding

200اضف μlالمطلقالايثانولمن(الـوتنظيفغسلوظيفتهDNAالشوائبمن)امزجهاوالعينةالى

تصبحانالى،pipetteالماصةباستخداممزجهاممكنجيداتمتزجلمان.ثواني10لمدةبقوةمباشرة

.متجانسةعينة

ضعGS Column2حجمانبوبةفي ml،الى1.5الانبوبةمنالخليطكلانقلGS Column،ثم

16,000-14قوةعلىالمركزيالطردجهازفيتوضع x gواحدةدقيقةلمدة.

دبع.المحلولكليرشحانالىالمركزيالطردوقتزيادةيمكنالمرشحخلالالمحلوليمرلمحالةفي

GSانقلذلك Column2جديدةمركزيطردانبويةالى ml



Wash solutionالغسل  محلول : رابعا

 400اضف μl من محلول الغسلW1 Buffer الىGS Column . 16,000-14ثم ضع الانبوب في جهاز الطرد المركزي على قوة x g  لمدة

.ثانية30

 ال ثم يعاد الراشح يسكبGS Column 2الى انبوبة ml.

 600اضفμl من محلول الغسلWash buffer 16,000-14ثم توضع في جهاز الطرد المركزي على قوة . الى العينة x g  ثانية، ثم 30لمدة

.اسكب الراشح

 اعدGS Column  2الى انبوب ml 16,000-14دقائق على قوة 3ثم ضعه في جهاز الطرد المركزي لمدة x g لكي يجفف عامود الترشيح

دقائق سوف يساعد 5لمدة 60ºCثم الحضن في درجة حرارة x g 16,000-14دقائق على قوة 5عملية الطرد المركزي لفترة : ملاحظة

.للتخلص من كل اثار الايثانولGS Columnعلى تجفيف 



Elution: خامسا

ينقلGS Column1.5مركزيطردانبوبةالىالجاف ml،100يضافثمنظيفة μlمحلولمنElution

ºC2510)مسبقاسخن ml Tric-HCl, pH8.5,)،TE Buffer(10 mM Tris-HCl, 1mM EDTA,

pH ddH2O)مقطرماءاو(8 7-8.5 pH)70-60حرارةبدرجةتسخنالتيºCالترشيحعمودمركزالى

.دقائق3لمدةيتركثم،بالكاملتمتصلكي

16,000-14قوةعلىالمركزيالطردجهازفيالانبوبيوضعذلكبعد x gعلىللحصولثانية30لمدة

.النقيDNAالـ

50-30اضافيمكنمركزDNAعلىللحصول:ملاحظة μl))المحلولمنelution.حالةفياما

.μl200الىالحجمتصلانالىالازالةمحلولاضافةاعادةيمكنDNAالمنكميةاكبرتجميع





PCRنقي يستخدم كقالب في الخطوات اللاحقية في تقنية الـDNAالحصور على 

 C 20-مباشرة او يحفظ في درجة حرارةDNAيستعمل مستخلص ال 


