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 DNAتقدير تركيز ونقاوة الـ : الخامس المختبر 

 المستخلص ونقاوته: DNAتقدير تركيز الـ 

بعددع لية ددت لاصددلدنا لانددعم  لددل لاتددل لانعية دد ه لانتلايدد  لايءلا تدد  نللا دد ل هودد  ي لية ددت لادصددلدنا تددت  لاددع ء  ءه دد  لانددعم  

 وملا و ه ولانلي لةى لاص صه  مسليء ب نعية  ه لاننحلات لانلي لل لايةه  لاصلدةص لانعم  لاو  لل لال دي لية ت لادصلدنا. 

 nanometers (nm) or  A260 260ص صد ت نةع ةدت لةدى  دتل لدتيي   دلل  لادع ء  ءه د  لاندعم  لدل سدنل  سدت   لادلل   

(A=Absorbance)     لددل سددنل لعةتلددت ه بلدده تددي لا لا ه مددO.D.A260=1 50فهدد لا  ددعل لانددى لاز  ءه دد  لانددعم  تددت لددل 

µg/ml pure dsDNA  لد  رءو ردءلاف فدي هد  لد  لدل لانيلةدتل لاند ي  دل    صدده  50)لاي لاز  ءه د  لاندعم  لد دول لانطدء   تدت 

 ب نل ني  يرل لاصلدءلال  ءه   لانعم  لل سنل لانيع دنت لانل ن ت:و

Concentration (µg/ml) = A260 reading × dilution factor × 50µg/ml 

 

 عطددي لانددعم  لافمدد  لاللص صدد ت فددي حدد ل  عطددي لانكءو  ةدد ه ولانيءهكدد ه لادصول   ددت لافمدد  لاللص صدد ت لةددع  A260 nm*لةددع 

A280 nm و ةددتده لافمدد  لاللص صدد ت لةددع فددي حدد ل  عطددي لادلددن  ولانA230 nm  ولددل سددنل تدد ل لانيعةتلدد ه ب نلدد ني

  يرةة  لعءفت ل  ةي:

هةيدد  هدد ز لافمدد   2لانددى  1.7هةيدد  ه مدد  تدد ل لانةسددكت  لددءلاو  بدد ل  A260/A280ملادد وي لانددعم  وهي ددت لانيةتهدد ه لددل سددنل :  

 . RNAب نـ  لال  لا لا  ة  لانةسكت لل لانيعى لالنل ف عل  نك لةى لانلةتث ب نكءو  ة ه ولا لا زلاده  عل لةى لانلةتث

مد  و عةدي هةيد  هد ز لاف 1.5هةيد  ه مد  تد ل لانةسدكت لاهكدء لاو  سد وي  A260/A230ملا وي لانعم  وهي دت لادلدن  لدل سدنل :  

 لاز هي ت لادلن  في ل ةت لانعم   ة ةت.

  يرل لايءلا  ت ل لانلا  ص ه بتلاصطت يه ز لانة مت دصوب نرل نروله لاني د ت د لتفء في ه  لانيدلكءلاه. 

 260/280يعول  تضح ملا وي لانعم  حس   ءلا ي لادللص ص ت لةى 

Quality 260 / 280 OD ratio 

Bad 1.2_1.4 

Poor 1.4_1.6 

Good 1.6_1.8 

Very good 1.8_2 
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 ددعل  1.4_1.2وبيدد  لاز لانلاددءلا لاه لالددنل  عليددع لةددى  ددءلا ي لادللص صدد ت نةكءو  ةدد ه ولانددعم  فدداز لانلاددءلا ي  لانلددي  لددءلاو  بدد ل 

 دعل لةدى لاز مسدكت لاندعم  ل ن دت يدعلا    صد  ب نكءو  ةد ه 2_1.8 لةى لاز مسكت لانكءو  ةد ه لالةدى لدل لاندعم  فدي لانيلةدتل لالد  لانلادءلا ي  

 لانلي  رتز يعلا  ة ةت و ر د  رتز لععولت في لانيلةتل.

 طريقة العمل:    

 . شغ   لانته ز ولاملظء حلى  يء لانته ز بإيءلا لاه بع  لانلطغ  .1

 . لافلح لانغط   لانيتيتد ألةى لانته ز. لاسلء ح ل  لانرتف   لانصغ ء وضعه في لانل ل  أل ف لصعص لانمت .2

وست ت نلطغ   لالأشعت فتق لانكةوست ت.  سلغءق  سد ل لصك   لالأشعت فتق . لاملاء فتق لول   ضت  لالأشعت فتق لانكة3

 . 280و  260لانكةوست ت حتلاني د  لات. لةعل   ظهء   ئيت  لة   لالأحي ض لانةتو ت ،  اهع لل أز   ل لادللص ا لانيلا صت تي 

.  اهع لل إزلانت ه  لانرلتل  % 70 . لاصلدعف وصق لانععصت نلةظ ف أصطح لانرتف  . لارس  حتءي لانرتف   هلتل لاد ث متل4

 RNAأو  DNA، لهي  ه م  ل ةت  TE،  ل رءونلء لل ل ةت ف صرت )ل   للاطءلاو 1000بعع لانغس  ب ني   لانيلاطء. ضع 

 لاند صت بك لاني لابت  في حتءه لانرتف  . ضع لانرتف   في لانل ل  وضع لانغط   لةى لانل ل .

 . أرةق رط   لانته ز.5

  لال  لا لا ه م  لانةي  ل ل لابت ب ني   TEل رءونلء لل 10ل رءونلء لل لاني   لانيلاطء+  990. لاملاء فتق  ءلا ي ف صرت )6

ل رءونلء لل  1980ل  لل لاني   لانيلاطء فلا  , لاح ة  مم لف لانري ت في ح ل هتز حتل لانرتف   هك ء) 1لانيلاطء  م ف 

 ي   لانيلاطء.ل  لل لان 2  لاو TEل رءونلء لل 20لاني   لانيلاطء+  

  +  TEل رءونلء لل للةتل لاد لابت )لاني   لانيلاطء لاو  990نةع ةت لانلي  ء ع  ءلا  ه . إض فت  100: 1.  ل بإلعلاد  دو ف 7

ل رءونلء ل ةت  TE  +  20ل رءونلء لل للةتل لاد لابت )لاني   لانيلاطء لاو  1980لاو إض فت  DNAل رءونلء ل ةت  10

DNA. 

  ةت لانكنمك )لانس طءي  ، لاسءل لانرتف   لاند ا ب نكنمك لل لانته ز.لاز  لاءأ لانته ز لانع . بعع8

 . لاملاء فتق " ءلا ي لانع ة ه" في لانت   لانعةتي لالأ سء لل لانط شت.9

. بعع أز  لاتف لانته ز بلاءلا ي لانع ةت لاند صت بك ، صلظهء لانك  م ه لةى لانط شت. لا لا  ست  لانك  م ه ع لانطتل لانيتيي 10

OD260 / OD280 نر  ل ةت. 

 . ب ل لانع ة ه  ل بلةظ ف لانرتف   ولةع لادمله   لل  ءلا ي لانع ة ه ،  ل بإزلانت و ةظ ف لانرتف   وضعه بع عًلا.11

 حس  لانيع دنت لادم ل  OD260 / OD280و  DNA. لاحس   ءه   ل ةت 12

Concentration (µg/ml) = A260 reading × dilution factor × 50µg/ml 

لةددى  ددءلا ي لادللص صدد ت مدد متل لء   260لددل ح صدد   سدديت  ددءلا ي لادللص صدد ت لةددع لانطددتل لانيددتيي ) ألدد  لانةلادد وي ف ددلل  لاددع ءت 

 . 2001وآسءوز, Maniatis  م متل لء. )280لةع لانطتل لانيتيي )
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, بلطك ددق لانيعدد دي  A260لةددى  0.32لددءي وه مدد   ددءلا ي يهدد ز لانيط دد ف لانمددتئي  DNA  100: لا لا سوودد  ل ةددت لانددـ تمرررين

   :DNA يرل لعءفت  ءه   لانـ 

Concentration (µg/ml) = A260 reading × dilution factor × 50µg/ml 

Concentration (µg/ml) = 0.32 × 100 × 50µg/ml = 1600 µg/ml 

في ه    DNA يرل لعءفت هي ت لانـ  1000لانةل تت لالنل  يث  هي ت لانعم  في ه  ولاحع ل  وب نللاس ل لةى 

 .ng/µl 16ل  رءون لء لل لانع ةت ولانلي  ع دل 

. لاز لانته ز لانيسلدعف في لدلكءلا ة  Nano drop يرل لايءلا  ت ل لانلا  ص ه بتلاصطت يه ز لانة مت دصوب 

لانع ني ت. لادم ل  FBIتت لل لاحعث لاديه ي لاني م ت لانصةع ولان ي  سلدعف برثءي في لءلاه  لانط  لانععني ولال 

 نةته ز: صتصي
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for listening 
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