
 

 

   
 

  

 

Plasmid Isolation Kit 
(50 mini preparations) 

 

Cat. No.: PS8405C                                                                                                                                             Store and 

Shipment: RT 

 

 پنج  قلیایی بالا و محلول شماره  pHدارای  دو محلول شماره. ستانداردهای ایمنی را رعایت کنیدا و نمایید از دستکش یک بار مصرف استفادهحین کار همیشه  :هشدار

 .باشد تماس آن با پوست، تنفس یا بلع آن مضر می. باشد حاوی گوانیدین می

 .پلاسمیدی طراحی شده است DNAاین کیت جهت استخراج  :اصول تست

 DNAب رسوب کریستالهای نمکک،  ببه همراه پتاسیم استات س  Lysateانکوباسیون  ،لیز شده alkaline methodبر اساس روش قلیایی  E.Coliهای باکتریایی سلول

ر مجکاورت گوانیکدین تیوسکیانات    د .گردد سبب افزایش دانسیته مواد رسوبی و جداسازی فازها می نمکهای معدنی نیز به نحو موثری .گردد میزبان و سایر اجزای سلولی می

DNA  بار شستشوی متوالی درالکل در نهایت  دوبه دنبال  .گردد می متصلموجود  ذرات سوربنتپلاسمیدی به طور انتخابی بهDNA   پلاسمیدی خالص در محیط آبکی

و   Restriction هایل اسکتفاده در واکنشک  میکک اسکت و قابک   ژنو DNAو فاقکد   Super Coiledبدسکت آمکده عمکدتاه بکه شککل       DNA .گکردد  ککم نمکک آزاد مکی   

Sequencing   وCloning و PCR باشد می. 

 .باشد می pBluescriptو  pUCمیکروگرم در هر میلی لیتر از کشت پلاسمید  3-5پلاسمید بدست آمده طی این روش دارای غلظت تقریباه  

   :محتویات کیت
 .  Tris-HClو  EDTAو   pH = 8 حاویمیلی لیتر و  5( بافر سوسپانسیون) محلول شماره یک -1

 . NaOHو  SDSو  pH=  21 میلی لیتر و حاوی 5( بافر لیز کننده) محلول شماره دو -2

 . pH=  5ک  5/5میلی لیتر و حاوی استات پتاسیم با  5( استات پتاسیم) سهمحلول شماره  -3

 .باشد میمیلی لیتر و حاوی املاح معدنی  21( بافر رسوب دهنده) چهارمحلول شماره   -4

 .باشد و حاوی گوانیدین و سوربنت میمیلی لیتر  01( Bindingبافر )پنج محلول شماره -5

  .باشد می  Tris-HClمیلی لیتر و حاوی 3در حجم ( Elutionبافر )شش محلول شماره  -6

در . هموژن شکدن کامکل ذرات سکوربنت بکه آرامکی تککان دهیکد        برایرا قبل از استفاده  محلول شماره پنج. دنباش سایر محلولها شفاف می ،به استثنای محلول شماره پنج

 .درجه سانتیگراد قرار دهید 33آن را مدتی در حرارت  ،صورت مشاهده کریستال در هر یک از محلولها

 :باشد سایر محلولهای مورد نیاز که در کیت موجود نمی
 (.استفاده کنید استریل از آب دیونیزه یا دو بار تقطیرجهت تهیه )درجه  31یا  51الکل  -

- Ribonuclease A (RNase A), Cat. No.: EN0531 
 :پروتکل کوتاه

 .باقیمانده محیط کشت را دور بریزید. تهیه کنید ml 1 تیوبمیلی لیتر رسوب سلولی را در  1 (g5111و  min 2)با استفاده از سانتریفوژ 

 بر روی پلت سلولی 

 .و با کمک ورتکس سلولها را کاملاه هموژن کنید .یداضافه کج 1میکرولیتر محلول شماره  111 -1

 .  کنید نگهداریدقیقه در حرارت اتاق  3.  بار وارونه کردن مخلوط کنید 5را با  تیوب .اضافه کجید 2لیتر محلول شماره ومیکر 111 -2

 .سه دقیقه در حرارت اتاق نگهداری کنید. بار وارونه کردن مخلوط کنید 5با را  تیوب  .اضافه کجید 3میکرولیتر محلول شماره  111 -3

 .سانتریفوژ کنید g 20111دقیقه در  3.بار وارونه کردن مخلوط کنید 5را با  تیوب .اضافه کجید 4میکرولیتر محلول شماره  211 -4



 

 

ثانیه ورتکس کنید و سکپس بکه    3 افه کجید،به آن اض 5میکرولیتر محلول شماره  011لیتری کجید، میلی  5/1 تیوبمیکرولیتر از فاز آبی را وارد یک  411 -5

 .سانتریفوژ کنید  g 5111ثانیه  21ثانیه ورتکس و  3مجدداه .  کنید نگهداریدقیقه در حرارت اتاق  3مدت 

 .خالی کنید تیوبمحلول رویی را با وارونه کردن  -6

 .ثانیه سانتریفوژ کنید 21به مدت  g 5111ثانیه ورتکس و سپس در  21تا  5درصد اضافه کنید و  51یک میلی لیتر اتانول  -7

 .را  مجددا تکرار کنید 3مرحله . محتویات آن را خارج کنید تیوببا وارونه کردن  -0

 .تیوب را بصورت وارونه به مدت یک دقیقه بر روی دستمال کاغذی قرار دهید – 9

 .را کاملاه خشک کنید تیوبدرجه  05طی سه دقیقه یا با استفاده از حرارت   Speed Vacبا استفاده از  -11

، یکک دقیقکه در   دهیددرجه سانتی گراد قرار  05دقیقه در حرارت  5مدت ه را ب تیوبنمائید،  Resuspend  مجدداه پلت را 6میکرولیتر محلول شماره  31با افزودن  -11

g 20111  را به آرامی بردارید بالاییمیکرولیتر از مایع  15سانتریفوژ کنید و سپس. 

 :راهجمای استفاده و اصول استخراج پلاسمید

 کشت و تهیه پلت سلولی
 .ادامه دهید( 5حداکثر تا )یا بالاتر  OD260=2 1کشت سلول های حاوی پلاسمید را تا دستیابی به 

 

 

ایع رویکی را ککاملا دور ریختکه، سکپس تیکوب را      با وارونه کردن تیوب مک  .دقیقه سانتریفوژ کنید 2به مدت  g5111حاوی سلول را در  میلی لیتر از محیط کشت 0حداقل 

از تخلیکه کامکل سکانتریفوژ را     در صکورت نیکاز و جهکت اطمینکان    . درویی را کاملا تخلیه نمای مایعبصورت وارونه بر روی دستمال کاغذی قرار دهید یا با استفاده از سمپلر 

 .مجددا تکرار نمایید
 لولا کمک گرفت به طوری ککه انتهکای  توان از جهت  می snape  capدر تیوبهای . جهت تیوبها در سانتریفوژ یکسان باشد به یاد داشته باشید در تمامی مراحل سانتریفوژ

 .در صورت استفاده از تیوبهای در پیچ دار با مارکر علامت گذاری کنید آن رو به بیرون باشد و

ورتککس را تکا هنگکامی ککه سوسپانسکیون ککاملا       . باکتری اضافه کنید و کاملا ورتکس کنید به پلت  Suspension Bufferاز محلول شماره یک یا میکرولیتر  211 -1

در صورت وجود هر گونه کلامپ یا توده سلولی به ورتکس ادامه دهید، جهت تسریع در ککار  تیوب را نگاه کنید،  ورتکس انتهایحین . هموژن و یکنواخت گردد ادامه دهید

 .گردد وجود هر گونه توده سلولی در این مرحله سبب در امان ماندن سلولها از لیز سلولی در مرحله بعدی می. توانید دو تیوب را همزمان ورتکس کنید می

یکوب حکاوی محلکول    میکروگرم در میلکی لیتکر بکه ت    211مرحله و در غلظت نهایی  این را در RNase Aتوان  در طی مرحله بعدی یا لیز سلولی می  RNAجهت حذف 

 .اختیاری است RNAدر این کیت مرحله حذف . در شرایط بسیار قلیایی نیز پایدار است RNase A. شماره یک اضافه نمود

ارت اتکاق قکرار   دقیقه در حر 3بار وارونه کنید و سپس مدت  5تیوب را  .به تیوب اضافه کنید Lysis buffer، 1یا محلول شماره میکرولیتر از محلول لیز کننده  211 -2

 (. درجه سانتی گراد قرار دهید 33را مدتی در انکوباتور  1شماره محلول  ،در صورت مشاهده کریستال) دهید

ی ا نیز دنکاتوره و تکک زنجیکره    DNA. گردد سبب لیز سلولهای باکتری و دناتوراسیون پروتئینهای غشایی می SDSبسیار قلیایی محلول لیز کننده و   pHدر این مرحله  

 RNase Aدر صکورت افکزودن   . گردنکد  پلاسمیدی نیز بکه یککدیگر متصکل مکی     DNAبه علت طویلتر بودن به قطعات سلولی متصل شده و  باکتریایی DNA. گردد می

دقیقکه نیکز سکبب     3افزایش زمان بکیش از  . ژنومیک از ورتکس استفاده نکنید DNAاجتناب از شکستگی  جهتدر این مرحله . گردد می حذفموجود نیز  RNAتمامی 

 .گردد یم برشیمقاومت نسبی پلاسمید به آنزیم های 

اسکیدی   pH .ق نگهداری کنیدادر حرارت ات تیوب دقیقه 3اضافه کنید، پنج بار تیوب را وارونه کنید و  Potassium acetateسه یا میکرولیتر از محلول شماره 211 -3

امکا پلاسکمید بکه آسکانی سکاختمان دو       ردشکدن دا  renatureهکای موجکود تمایکل بکه      DNAی حالت تمکام  ازی محلول شده، در اینسبب خنثی س سهمحلول شماره 

میزبکان و سکایر اجکزا     DNAسبب ایجاد رسوب پتاسیم دودسیل سولفات به همکراه   SDSگردد، از سوی دیگر استات پتاسیم و  می reformای خود را باز یافته و  زنجیره

 .گردد سلولی می

 .سانتریفوژ کنید g20111دقیقه در  3بار وارونه کنید  5تیوب را . اضافه کنید Co- Precipitationچهار یا لیتر از محلول شماره میکرو 111 -4

ککاملا   فازهکا طولانی مدت و با سرعت زیاد نیز در جکدا سکازی    میزبان تمایل به شناور ماندن در محلول داشته و حتی سانتریفوژ DNAرسوب پتاسیم دودسیل سولفات و 

های سکنگین امکلاح معکدنی و تسکریع     ده شده است که سبب تشکیل کریسکتال و جهت افزایش دانسیته مواد رسوبی از نمک مکمل دیگری استفا 0در مرحله . موفق نیست

 .باشد میپس از سانتریفوژ فاز آبی کاملا جدا شده و حاوی پلاسمید باکتریایی . گردد های سلولی می  ژنومیک و باقیمانده DNAرسوب 



 

 

کرولیتکر از محلکول   یم 811. میلکی لیتکری بریزیکد    5/2از محلول رویی برداشته و درون یک تیوب میکرولیتر  011بدون تماس نوک سمپلر با پلت سفید رنگ انتهایی  -5

 سکانتریفوژ کنیکد   g5111ثانیکه در   21یه ورتکس کنیکد و  ثان 5تا  3دقیقه در حرارت اتاق قرار دهید و مجددا  3ثانیه ورتکس کنید،  5تا  3. به آن اضافه کنید پنجشماره 

 (.شماره پنج را قبل از استفاده کاملا هموژن کنید لمحلو)

های سکوربنت موجکود    هپلاسمیدی به آسانی به دان DNAمولار تمایل به اتصال به ذرات سوربنت دارد، طی این مرحله  1در شرایط نمکی بیش از  DNAبا توجه به آنکه 

 .کوتاه جهت رسوب آن کافی است micro spinگردد وتنها یک  متصل می

 .وارونه کردن تیوب محتویات آن را کاملا خالی کنیدبا  -6

 .ثانیه سانتریفوژ کنید 21به مدت  g 5111ثانیه ورتکس کنید، در  21تا  5درصد به آن اضافه کنید،  51یک میلی لیتر اتانول  -7

درصکد   01غلظت پائین تر از . گردد های سوربنت می از دانه RNAباشد، کاهش غلظت الکل بطور انتخابی سبب خروج  قابل استفاده مییز درصد ن 31اتانول در این مرحله 

 .شود می لسبب افت قابل توجهی در محصو

 را مجدداه تکرار کنید( 3)مرحله  محتویات تیوب را کاملاه خالی کنید، -0

 .قه بر روی دستمال کاغذی قرار دهیددقی 2تیوب را بصورت وارونه به مدت  -9

 .درجه سانتی گراد تیوب را کاملاه خشک کنید 05دقیقه یا در حرارت  3طی  Speed vacا استفاده از ب  -11

 .شود ژل می چاهکهایاز  Loadingو  DNAهای آنزیمی و خارج شدن مهار واکنش باقی ماندن مقدار کمی اتانول در محصول سبب

. درجه سکانتی گکراد قکرار دهیکد     05دقیقه در حرارت  5تیوب را با در بسته به مدت . ثانیه ورتکس کنید 3-5محلول شماره شش به تیوب اضافه کنید میکرولیتر  31 -11

 .دقیقه زمان کافی است 3درجه سانتی گراد  65درصورت استفاده از حرارت 

 .گردد ائین بلافاصله از ذرات سوربنت جدا شده و وارد محلول میپلاسمیدی در آب مقطر یا محلولی با غلظت نمکی پ DNAدر این مرحله 

از تماس نوک سکمپلر بکا ذرات سکوربنت    . جدیدی بریزیدرا بردارید و در تیوب  بالاییحلول میکرولیتر از م 15سانتریفوژ کنید و  g 20111تیوب را به مدت یک دقیقه در  

 اجتناب کنید 
و درصورت حضور ذرات سوربنت فکاز آبکی را بکه تیکوب جدیکد       و مجدداه سانتریفوژ نمائید نیدآمده را در یک تیوب جمع آوری کست بهتر است ابتدا تمامی فازهای آبی بد

 .گردد میآنزیمی های واکنش ت در محصول نهائی سبب مهارذرات سوربن. دیگری منتقل کنید

 :پلاسمیدی بدست آمده DNAکیفیت و میزان 
 .باشد می pBluescriptو  pUCمیکروگرم در هر میلی لیتر از محیط کشت در مورد پلاسمیدهای  3-5ش تقریباه پلاسمیدی طی این رو DNAغلظت 

  :کجترل کیفی
 .درجه سانتی گراد فعالیت نوکلئازی مشاهده نشد 33م و در پلاسمیدی در حضور یون منیزی DNAساعت انکوباسیون  21طی  -

 .برش داده شددرجه سانتیگراد  33طی یک ساعت در  پلاسمیدی  DNA( RE)مورد نظر  استفاده از آنزیم های با -

DNA -   پلاسمیدی در شرایط متعارفPCR  به عنوانTemplate مشکاهده نظکر بکرروی ژل الکتروفکورز     ورده موردآاضافه گردید و در حضور پرایمرهای اختصاصی فر 

 .گردید


