
)GA-EX-01 (   از بزاق زیستا DNA مشخصات کیت استخراج
 توضیحات:

ایــن کیــت، بهتریــن روش جایگزیــن خونگیــری جهت انجام تســت هــای ژنتیــک و مولکولــی بــوده و در بیمارانی 
کــه بــه علــت هــای مختلــف ماننــد دریافــت خــون، شــیمی درمانــی و یــا برخــی ســرطان هــای خــون و بدخیمــی 
هــای خونــی، اوتیســم و همچنیــن در افــراد بــالای 60 ســال و کــودکان زیــر 3 ســال کــه خونگیــری از آنهــا دشــوار 

اســت، اســتفاده از نمونــه بــزاق بهتریــن انتخــاب خواهــد بود.
لازم بذکــر اســت کــه DNA اســتخراج شــده می توانــد در بســیاری از واکنــش هــا و آنالیزهــای مولکولــی 
پائین دســت1  از جملــه PCR2 ، تعییــن توالــی3 ، تعییــن ژنوتایــپ4  و انــواع هیبریدیزاســیون از جملــه

 Southern blotting مورد استفاده قرار گیرد.
 قبل از استفاده از این کیت لطفا به نکات ذیل توجه کنید:

1- کلیــه محلول هــای موجــود در ایــن کیــت بایــد در دمــای اتــاق)℃ 25-15( و حداکثــر بــه مــدت یــک ســال بعــد 
از بــاز شــدن نگهداری شــوند.

2- میکروتیوب محتوی آنزیم پروتئیناز Kموجود در کیت را در دمای ℃ 20- نگهداری کنید.
 مواد و وسایل لازم:

 بافر فسفات یا )PBS )Phosphate-buffered Saline ، ایزوپروپانول مطلق ، اتانول 70درصد
 میکروتیوب 2میلی لیتری ، فالکون 15میلی لیتری ، سر سمپلر

 نحوه نمونه گیری:
 جهــت نمونــه گیــری از فــرد موردنظــر بخواهیــد کــه قبــل از انجــام نمونــه گیــری، مســواک زده و بــه مــدت 
یــک ســاعت از خــوردن، آشــامیدن، سیگارکشــیدن و جویــدن آدامــس خــودداری کنــد. نمونــه بــزاق تــازه را در 

فالکــون اســتریل 15میلی لیتــری جمــع آوری کنیــد. 
 دقــت کنیــد کــه بــرای انجــام اســتخراج بــا اســتفاده از ایــن کیــت، حداقــل بــه 1میلی لیتــر از بــزاق فــرد بدون 

کــف نیــاز دارید.
 بعد از انجام نمونه گیری:

مقدار2 میلی لیتر از بافر شماره یک را به 1میلی لیتر از بزاق تازه اضافه کرده و کاملاً باهم مخلوط کنید.

1- Down Stream Reactions
2- Polymerase chain reaction
3- Next-Generation Sequencing
4- Genotyping

زیستاژن آفرین



*نکتــه مهــم 1 : می توانیــد نمونــه را در دمــای ℃ 4 تــا حداکثــر یــک مــاه نگهــداری کنیــد. در غیــر اینصــورت 
می توانیــد بعــد از افــزودن بافــر شــماره یــک بــه نمونــه بــزاق، ادامــه مراحــل اســتخراج را انجــام دهیــد.

*نکتــه مهــم 2 : پــس از رســیدن نمونــه بــه آزمایشــگاه توصیــه می شــود کــه نمونه هــای جمــع آوری شــده تــا 
زمــان اســتخراج، در دمــای  ℃ 20- نگهــداری شــوند.

:DNA نحوه انجام استخراج 
1- جهــت اســتخراج نمونــه، پــس از ذوب شــدن آن 1.5 میلــی لیتــر از مخلــوط بــزاق و بافــر شــماره یــک را بــه 
میکروتیــوب 2 میلــی لیتــری منتقــل کنیــد. ســپس نمونــه را ترجیحــا روی یــخ قــرار داده و بــه آن 0.5میلی لیتــر 

PBS ســرد اضافــه کــرده و خــوب مخلــوط کنیــد.
2- میکروتیوب حاوی نمونه را با شرایط )8000g، 4℃ ، 10min( سانتریفوژ کنید.

 8000g،(ســرد اضافه کنیــد و با شــرایط PBS 3-محلــول رویــی را دور ریختــه و بــه رســوب باقیمانــده 1 میلــی لیتر
5min، ℃4( سانتریفوژ کنید.

4- محلــول رویــی را دور ریختــه و بــه رســوب باقیمانــده 500 میکرولیتــر از بافــر شــماره دو را اضافــه کــرده و بــا 
پیپتــاژ کامــلاً مخلــوط کنیــد. )توصیــه مــی شــود کــه تمامــی ایــن مراحــل روی یــخ انجــام شــوند(.

5- بــه مخلــوط حاصــل 50 میکــرو لیتــر از بافــر شــماره ســه را اضافــه کــرده و بــه مــدت 30 ثانیــه ورتکــس کنید. 
)پــس از افــزودن بافــر شــماره ســه نمونــه را روی یــخ قــرار ندهید(.

6- میزان 5 میکرولیتر از آنزیم پروتئینازK را به هر میکروتیوب اضافه و کاملاً مخلوط کنید.
7- مخلوط بدست آمده را در بن ماری ℃55 به مدت یک تا دو ساعت انکوبه کنید.

8- پــس از انکوباســیون بــه میکروتیــوب محتــوی نمونــه، 400میکرو لیتــر از بافــر شــماره چهــار را اضافــه کــرده و 
بــه مــدت 30 ثانیــه ورتکــس کنیــد تــا مخلــوط شــیری رنگ شــود.

9- میکروتیوب را با شرایط )10000g، 4℃ ،10min( سانتریفوژ کنید.
10- محلــول رویــی را بــه میکروتیــوب 2میلی لیتــری جدیــد منتقــل کــرده و بــر روی یــخ قــرار دهیــد. ســپس بــه 

هــر میکروتیــوب، 1میلی لیتــر ایزوپروپانــول ســرد )کــه قبــلاً در دمــای ℃20- ســرد شــده اســت( اضافــه کنیــد.
11- هــر میکروتیــوب را بــه آرامــی ده مرتبــه ســر و تــه کنیــد تــا کلاف رشــته ای ســفید رنــگ DNA نمایــان شــود. 
)در صورتــی کــه کلاف رشــته ای ســفید رنــگ DNA را مشــاهده نکردیــد، نمونــه را در فریــزر ℃20- بــه مــدت یک 

ســاعت قــرار داده و ســپس مرحلــه بعــدی را انجــام دهیــد(.
12- نمونه را با شرایط )10000g، 4℃، 15min( سانتریفوژ کنید.

13- محلول رویی را دور ریخته و رسوب DNA حاصل را با 500 میکرو لیتر اتانول 70 درصدشستشو دهید.
14- اتانــول 70 درصــد را کامــل خــارج کنیــد و رســوب DNA را بــه مــدت پنــج الــی ده دقیقــه در دمــای اتــاق 

انکوبــه کنیــد تــا خشــک شــود، ســپس  DNA را در مقــدار دلخــواه از آب یــا بافــر TE حــل کنیــد.


