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 استخلاص الحامض النووي

 فً الحٌة الخلاٌا جمٌع فً توجد الجزٌئى الوزن كبٌرة جزٌئات عن عبارة هً النووٌة الأحماض•

 الأحادٌة النٌكلوتٌدات من عدٌدة وحدات من أساسا ،وتتكون البروتٌن مع متحدة أو طلٌمة صورة

 .البروتٌن لتخلٌك المعلومات نمل عن المسؤولة وهى الوراثٌة الصفات وتحمل بعضها مع المرتبطة

  حٌن مضت عام مائة حوالً منذ النووٌة الأحماض على أبحاثهم (الحٌوٌة الكٌمٌاء) علماء وبدأ

 لٌست أنها حٌث الحٌة الخلاٌا كل فً توجد النووٌة فالأحماض الخلاٌا أنوٌة من فصلها إستطاعوا

 التعلٌمات هذه ترجمة فً أٌضا   تتحكم ولكنها (الوراثٌة الصفات) وانتمال حمل عن مسؤولة فمط

 لكل الأمٌنٌة الأحماض وتتابع ترتٌب فً بتحكمها وذلن بالخلاٌا المختلفة البروتٌنات تكوٌن عند

 نٌوكلتٌدات عن عبارة وهً مرتفع جزٌئًٌ وزن لها النووٌة والأحماض خلٌة بكل ٌتكون بروتٌن

 .النٌوكلتٌدات هً البنائٌة وحداتها (نٌوكلتٌدات بولً)



 DNA النووىخواص الحامض 

 الفوق الأشعة النووٌة الأحماض فً الموجودة والبٌرمٌدٌن البٌورٌن نوع من الآزوتٌة المواعد تمتص•
 .نانومٌتر 260 طول ذات موجة عند كبٌرة بدرجة بنفسجٌة

 عن تبتعدان الحلزونٌتٌن السلسلتٌن فان ببطء كبٌرة بدرجة المبلمر  DNA النووي الحمض تسخٌن عند•

 تزداد الحرارة درجة وبزٌادة  .Melting السلسلتٌن انفصال بعملٌة هذه الابتعاد عملٌة وتسمى بعضهما

 فً الـمفـاجـئة الـزٌادة عـندها ٌحدث التً الحرارة درجة وتسمى , النوعً الامتصاص درجة
 Melting temperature Tmالانـفـصـال حرارة بـدرجة البـنفسجٌة فوق لـلأشـعـة الامـتـصـاص

 . به خاصة Tm درجة DNA النووي الحمض انواع من نوع ولكل , النووي للحمض

 اذا او 4 عن المحلول pH رلم انخفض إذا بعضهما عن DNA النووي الحمض سلسلتً فصل وٌمكن•

 وجود مع Polyelectrolytes عدٌدة الكترولٌتات عن عبارة النووٌة الأحماض أن حٌث . 11 عن ارتفع

 فً ( الاستر ثنائً الفوسفات تاٌن عن ناتجة الشحنة هذه ) نٌوكلٌوتٌدٌة وحدة لكل واحدة سالبة شحنة
 . 11 الى 4 من pH نطاق

 حدوث امكانٌة مع السلستٌن ذو الحلزونً الشكل لتكوٌن اعادة ٌحدث فانه ببطء المحلول تبرٌد اعادة عند•
 .Annealing العملٌة هذه وتسمى السلاسل بٌن تبادل



 استخلاص الحامض النووي

  لبل من 1869 عام فً النووي للحمض عزل أول إجراء تم•

 إجراء مجرد الحاضر الولت فً وٌعتبر .مٌشر فرٌدرٌن

 .الشرعً الطب تحلٌلات أو الجزٌئٌة البٌولوجٌا فً روتٌنً

 المختلفة الطرق من العدٌد فهنان ، الكٌمٌائٌة للطرٌمة بالنسبة

 الصحٌحة المجموعة واختٌار الاستخلاص، فً المستخدمة

 .التنمٌة الاستخلاص إجراءات فً الولت سٌوفر

 



 الخطوات الاساسية للاستخلاص
 .دراستها المراد الخلاٌا جمع ٌجب اولها•

 .(الخلٌة تحلل) داخل السٌتوبلازم مع النووي الحمض مزج لٌتم الخلاٌا أغشٌة تحطٌم•

 .السطحً للتوتر الخافضة الموادب والنواة الخلٌة غشاء من الدهون تكسٌر ٌتم•

 .(اختٌاري) البروتٌاز انزٌم إضافة طرٌق عن البروتٌنات تكسٌر•

 .(اختٌاري) RNase إضافة طرٌق عن الرٌبً النووي الحمض تحطٌم•

  الرٌبً النووي والحمض والدهون المكسورة البروتٌنات مثل الخلاٌا حطام لجعل (ملحً محلول) مركز ملح بمحلول العالق معالجة ٌتم•

RNA معاً تتكتل. 

 .DNA النووي الحمض عن المتكتل الخلوي الحطام فصل ٌسهل الذي ، للمحلول المركزي الطرد•

 :هً شٌوعًا الأكثر الإجراءات .الخلٌة تحلل خطوة أثناء المستخدمة والكواشف والأملاح البروتٌنات من النووي الحمض تنقٌة•

 الكحولٌات هذه فً للذوبان قابل غٌر النووي الحمض لأن نظرًا .الأٌزوبروبانول أو المثلج الإٌثانول بواسطة ٌتم عادة بالإٌثانول ترسٌب -1 

 ، الأٌونٌة القوة زٌادة طرٌق عن النووي الحمض ترسٌب تحسٌن ٌتم .المركزي الطرد عند حبٌبات بشكل وتتكون ، معاً ٌتجمع سوف فإنه ،

 .الصودٌوم أسٌتات إضافة طرٌق عن عادة

  البروتٌنات تبقى ، للعٌنة المركزي الطرد بعد .العٌنة فً البروتٌنات الفٌنول فٌه ٌمسخ الذي الكلوروفورم - الفٌنول استخلاص -2 

 من الفٌنول بقاٌا لإزالة الكلوروفورم مع النووي الحمض على المحتوي المائً الطور خلط ٌتم بٌنما العضوي الطور فً الممسوخة

   .المحلول

 (غٌرها أو السٌلٌكا) الصلب بالطور (بالامتزاز) ترتبط النووٌة الأحماض أن حقٌقة على ٌعتمد الذي Minicolumn بواسطة تنقٌة -3 

 .المحلول فً الملح وتركٌز الهٌدروجٌنً الرقم على اعتمادًا

أو عن طرٌق ترسٌب البروتٌنات مع  البروتٌازالمرتبطة بالحمض النووي إما عن طرٌق إضافة  والهٌستونٌمكن إزالة البروتٌنات الخلوٌة 

 .الصودٌوم أو الأمونٌوم ، أو استخلاصها بمزٌج الفٌنول وكلوروفورم قبل ترسٌب الحمض النووي أسٌتات

 .أو فً ماء شدٌد النقاء ، TEبعد العزل ، ٌتم إذابة الحمض النووي فً محلول قلوي قلٌلًا ، عادةً فً محلول 



 النباتيةالانسجة استخلاص الحامض النووي من – 1
 بعد وذلن (م درجة 40من ألل) منخفضة حرارة درجة على منها النووٌة الأحماض إستخلاص المراد الأنسجة تطحن•

 مناسبة اخرى مادة أي أو  Sodium dodecyl sulfate سلفات دودٌساٌل وصودٌوم المركز للفٌنول مائً محلول إضافة

 ذائبة غٌر وتصبح بالأنسجة الموجودة للبروتٌنات الطبٌعً التركٌب ٌتغٌر المعاملة هذه بعد . إلٌها السطحً الجذب لتملٌل

 المتجانس المطحون وبترن .المائً المحلول فً ذائبة تظل النووٌة الأحماض أن نجد بٌنما وترسب المائً المحلول فً

 حرارة درجة على مركزي طرد عملٌة بإجراء الطبمتٌن بفصل الإسراع وٌمكن سائلتٌن طبمتٌن إلى ٌنفصل الناتج

 السفلى الطبمة عن (جمٌعها النووٌة الأحماض على والمحتوٌة) المائٌة العلٌا الطبمة فصل بعدها ٌتم حٌث . منخفضة

 .عنها ٌستغنى والتً بالفٌنول الغنٌة الأخرى

 المتكون الراسب ٌفصل ذلن بعد الٌها الإثٌل كحول بإضافة وذلن المفصولة المائٌة الطبمة من النووٌة الأحماض ترسب•

 بالطرد وفصله سبك كما بالكحول ترسٌبه إعادة ثم الماء فً بإذابته به النووٌة الأحماض وتنمى . المركزي الطرد بواسطة

 .نمٌة صورة على المركزي

  رٌبونٌوكلٌز بإنزٌم بمعاملته إما ذلن بعد حدة على كل  RNA و DNA النووٌن الحمضٌن من كل فصل وٌمكن•

Ribonucleasa  النووي الحمض لتكسٌر وذلن RNA  النووي الحمض ترن مع ذائبة صغٌره جزٌئات إلى وتحوٌله  

DNA  رٌبونٌوكلٌز دٌؤكسً بإنزٌم الخلٌط بمعاملة أو .علٌه التأثٌر بدون هو كماDeoxyribonuclease  تتكسر حٌث 

 النووٌٌن الحمضٌن أحد من التخلص وبعد . تأثر بدون  RNA النووي الحمض تاركا    DNA النووي الحمض جزٌئات

 الحمض على المحتوٌة المائٌة الطبمة تفصل ثم بروتٌن من ماتبمى وإزالة لترسٌب وذلن للفٌنول مائً محلول ٌضاف

 .النووي الحمض لترسٌب الإٌثاٌل كحول ذلن بعد لها بضاف حٌث . المركزي بالطرد علٌه الحصول المراد النووي

 إلٌه الإٌثاٌل كحول إضافة فإن طوٌل حلزونً لولب عن عبارة الطبٌعٌة صورته على DNA النووي الحمض أن وحٌث•

 .المحلول من علٌه الحصول ٌمكن حٌث لٌفً طوٌل راسب هٌئة على DNA ترسٌب عنه ٌنتج

 عن جافا   إزالته ٌسهل حٌث لتجفٌفه الأسٌتون مثل مناسب مذٌب فً ذلن بعد ٌوضع حٌث زجاجً محرن حول بلفه•

 .م درجة 20 – حرارة درجة على زجاجات فً جافا   وٌحفظ الزجاجً المحرن



من البكتزيا  DNAاستخلاص الحامض النووي  -2

 .E.coliالسالبة لصبغة غزام 
 :تنمٌة الخلاٌا•

 صلب وسط على منها النووٌة الاحماض استخلاص المراد البكترٌا تنشر .1

 منفردة مستعمرة تؤخذ بعدها ساعة، 24 لمدة م 37 بدرجة وتحضن ملائم

  بدرجة وتحضن  Luria brothالسائل لورٌا وسط من مل 50لتلمٌح وتستعمل

 .ساعة 24 لمدة م37

  4000 بسرعة ٌنبذ و معممة اثٌلٌن بولً أنبوبة إلى السائل المزروع ٌنمل .2

 .دلائك 10 لمدة دلٌمة/دورة

  بسرعة الأنابٌب تنبذ ثم  TEدارئ من مل 5فً الراسب وٌعلك الرائك ٌزال .3

 . دلٌمة/دورة 4000

  الراسب ٌعلك بعدها لمرتٌن  Washing)الغسل عملٌة) السابمة الخطوة تكرر  .4

 . الاستعمال لحٌن م 4 بدرجة الانابٌب وتحفظ الدارئ من مل 5 فً



 الدنا من البكترٌااستخلاص •
 . ابندروفانمل المزروع البكتٌري الى انبوبة  -1

 .دورة لمدة دلٌمة واحدة  16000-14000ضعها فً جهاز الطرد المركزي بسرعة  -2

 الانبوبة ثم رجها بموةالى ( pHمحلول ٌستعمل لتنظٌم )  GT bufferمن محلول  200l µاضف  -3

 .دلائك 5احضنها بدرجة حرارة الغرفة لمدة  -4

 .ثوان  5رج بموة لمدة ثم ( لتحلٌل مكونات الخلٌة)  GBمن محلول بفر  µl 200اضف  -5

 .دلائك 10لمده م  70احضن بدرجه  -6

 . الانبوبهالى  Rnaseمن محلول ٌ µl 5اضف  -7

 .دلائك 5احضن بدرجة حرارة الغرفة لمدة  -8

 .بموة الانبوبهمن محلول الاٌثانول المركز ثم رج  µl 200اضف  -9

 .الٌها  الانبوبهانمل محتوٌات ثم   collection tubeداخل انبوبة جمع فً   spin column GDضع انبوبة  -10

 .دلٌمة  2دورة لمدة  16000-14بسرعة  السنترفٌوجضع الانبوبة فً جهاز  -11

 .استبدل انبوبة الجمع بواحدة جدٌدة  -12

 .GDالى انبوبة  µl 400اضف  -13
 .ثانٌة 30دورة لمدة  16000-14بسرعة  السنترفٌوجضع الانبوبة فً جهاز   -14

 . Wash bufferمن محلول الغسل  µl 600اضف  -15
 .ثانٌة 30دورة لمدة  16000-14بسرعة  السنترفٌوجضع الانبوبة فً جهاز   -16

 .لتخزٌن الدنا فٌها  ابندروف بانبوبةاستبدل انبوبة الجمع  -17

 . Elution bufferمن محلول  µl 100اضف  -18
 .السٌلٌكادلائك حتى ٌمتص المحلول من لبل اغشٌة  5-3اترن الانبوبة لمدة  -19

 الابندروفخذ انبوبه ثم , ثانٌة 30دورة لمدة  16000-14بسرعة  السنترفٌوجضع الانبوبة فً جهاز  -20
 .م لحٌن استعمالها لاحما فً الفحوصات المطلوبة ? 4-واحكم اغلاها واخزنها فً درجة حرارة 



 الذممن   DNAالنووياستخلاص الحمض  -3

 الدم تجمٌع أنابٌب بواسطة الدم تجمٌع•
 .دلٌمة 15 لمدة الدلٌمة فً دورة300 المركزي الطرد جهاز بواسطة لها فصل عمل•
  أنابٌب فً وضعها و البلازما  وهً العلٌا الطبمة سحب الفصل عملٌة بعد طبمات 3 تظهر•

 صغٌرة

 RBC Lysis الحمراء الدم كرٌات تكسٌر محلول بإضافة وذلن والسفلى الوسطى الطبمة على نعمل•
Solution. 

 دلاٌك 5 لمده بالٌد ٌرج•

  ونتركها رج لها نعمل Protein Precipitation Solution البروتٌن ترسٌب محلول نضٌف•
 .الغرفة حرارة درجة فً دلائك 10

 بالرائك نحتفظ طبمتٌن ٌظهر سوف   centrifugeالمركزي الطرد جهاز فً العٌنات نضع•
 .جدٌدة لأنابٌب الرائك بنمل وذلن الراسب من ونتخلص

  وٌتم المركزي الطرد جهاز فً العٌنات نضع دلٌمه 15 لمده بالٌد وتخلط %70 اثانول اضافه•
 .دلٌمه 15 تترن و ماص ورق على الانبوبه للب ثم ومن الرائك ازاله

 بالثلاجه تحفظ بعدها و المؤٌن الماء اضافه•

 الطٌف بجهاز التركٌز نمٌس ثم لتذوب كامل ٌوم لمدة  DNA الدنا النووي الحمض عٌنة تترن•
 .Spectrophotometer المرئً

 .الدم من المستخلص   DNAالـ خٌوط فصل لنا تظهر•

 

 

 

 

 



من بذور  DNAخطوات استخلاص الحمض النووي ال 

 CTABالنبات بطزيقة 
 CTAB منظم محلوول من مٌكرولتر ٥٠٠ إضافة ثم ومن (السائل النتروجٌن بوجود) النباتٌة البذور من ملغم ٢٠٠ - طحن -1
. 

 دلٌمة 15 لمدة مئوٌة درجة ٥٥ مائً حمام فً ٌحضن ثم صغٌرة لأنبوبة الخلٌط ٌنمل  -2

 .دلائك ٥ لمدة دلٌمة/دورة ١٢٠٠٠ المركزي الطرد جهاز فً المركزي لطرد تنمل التحضٌن بعد  -3

  كحول او الكلوروفورم خلٌط من مٌكرولتر ٢٥٠ ٌضاف أنبوبة ولكل دلٌمة مركزي طرد أنابٌب إلى الرائك ٌنمل  -4
 . الاٌزوامٌل

 .دلٌمه لمدة دلٌمه/دورة ١٣٠٠٠ المركزي بالطرد ٌطرد ثم ,مستحلب ٌتكون أن إلى بالتملٌب ٌخلط  -5

 مٌكرولتر 500 مباشرة و الصودٌوم خلات من مٌكرولتر ٥٠ لها وٌضاف نظٌفة أنبوبة إلى فمط العلٌا المائٌة الطبمة تنمل  -6
 .المبرد المطلك الاثٌلً الكحول من

 للحموض - الخٌطً الراسب رؤٌة ٌمكن وعندها تكسٌره دون النووي الحامض لترسٌب بخفه مرات عدة الأنابٌب تملب  -7
 .DNA ال لترسٌب السابك الكحول إضافة بعد م 20 - ثلج فوي ساعة لمدة الانابٌب وضع ٌمكون او .النووي

  الكحول من مٌكرولتر 500 وٌضاف الرائمة الطبمة من ٌتخلص ثم مركزي طرد باستخدام ٌرسب النووي الحمض لغسل -8
 ٌتكون حتى دلٌمه لمدة دلٌمه/دورة ١٣٠٠٠ المركزي بالطرد الخطوة هذه وتعاد بخفه الأنبوبة وتملب ٪ ٧٠ الثلجً الاثٌلً
 .الأنبوبة لاع فً ابٌض الراسب

 ,معممة عزل كابٌنة فً العملٌة تتم )تمرٌبا دلٌمة ١٥ بالهواء لٌوف النووي الحامض راسب وٌترن الرائك من التخلص ٌتم  -9
 .الكحول من الخطوة بهذه نتخلص

 . TE puffer - او الممطر الماء فً النووي الحمض إذابة ٌعاد  -10
 ( الماء فً النووي الحموض محلول إذابة لبول المواء إلى ٌضاف )مل/مٌكروغرام ١٠ ) Rnase - إنزٌم توفر حال فً -11
 .الماء من مل/ مٌكرولتر ١٠

 spectrophotometer - باستخدام الحمض نماوة تمدٌر ٌتم 12
 العمٌك تجمٌد فً  DNA النووي الحمض من العٌنة تخزٌن 12-
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