
معرفی و کاربردها:
این کیت برای استخراج سریع و ساده پلاسمید از کشت مایع باکتری طراحی شده است. با استفاده از این کیت بسته به نوع پلاسمید، نوع باکتری و شرایط 
کشت، می توان DNA پلاسمیدی را با غلظت ۵00 تا ۱۵00 نانوگرم در هر میکرولیتر از ۱.۵ میلی لیتر کشت به دست آورد. در حین استخراج، RNA نمونه 

حذف می گردد. خلوص و کیفیت بالای پلاسمید استخراج شده امکان انجام کلیه آزمایش های پائین دست را فراهم می سازد. 

قبل از اولین استفاده: 
در کیت های ۵ عددی به محلول DP4 به میزان 2/4 میلی لیتر، 2۵ عددی به میزان ۱2 میلی لیتر، ۵0 عددی به میزان 24 میلی لیتر، و  به هر ویال در کیت 

های 2۵0 عددی به میزان 60 میلی لیتر اتانول 96 تا ۱00 درصد اضافه کنید.

پروتکل استخراج:
مطمئن شوید که ظرف حاوی DP4 حاوی اتانول می باشد. 

یک و نیم میلی لیتر از کشت مایع باکتری حاوی پلاسمید با تعداد کپی . ۱
تعداد کپی  با  باکتری حاوی پلاسمید  مایع  از کشت  )یا ۵ میلی لیتر  بالا 
کم(  را که به مدت ۱4 ساعت رشد داده  شده است را در یک میکروتیوب 
سانتریفیوژ  دقیقه   ۱ مدت  به  و   ۱3.000rpm سرعت  با  ۱/۵میلی لیتری 
کرده و رسوب دهید. رسوب حاصله حاوی باکتری خواهد بود. مایع رویی 

را دور بریزید. 

رسوب را در 2۵0 میکرولیتر محلول DP1 با پی پت کردن به خوبی همگن . 2
این مرحله به قرمز روشن یا صورتی کدر  انتهای  سازید. رنگ محیط در 

تغییر می کند. 

بار . 3 با چند  و  کنید  اضافه   DP2 محلول  میکرولیتر  قبلی 2۵0  محلول  به 
 3 مدت  به  را  مخلوط  سازید.  همگن  را  آن  محتوای  لوله  کردن  وارونه 
موجود  کدورت  که  کنید  توجه  کنید.  انکوبه  آزمایشگاه  دمای  در  دقیقه 
در محلول در انتهای این مرحله از بین می رود و محلول قرمز یا صورتی 

شفاف می گردد.

بار وارونه کردن میکروتیوب . 4 DP3 اضافه کنید و با چند  ِ 3۵0 میکرولیتر 
محتوای آن را همگن سازید. محلول زرد رنگ خواهد شد. میکروتیوب را 
به مدت ۱0 دقیقه با سرعت ۱3.000rpm در دمای آزمایشگاه سانتریفیوژ 
کنید. پس از اتمام سانتریفیوژ یک رسوب شیری رنگ در ته میکروتیوب 
تشکیل خواهد شد. اگر مایع رویی غیر شفاف به نظر می رسد، آن را به یک 

میکروتیوب جدید منتقل و سانتریفیوژ را تکرار کنید.

با دقت و . ۵ را  از سانتریفیوژ را )تقریبا 7۵0 میکرولیتر(  مایع رویی حاصل 
بدون تماس با رسوب به میکروتیوب ۱/۵ میلی لیتری جدید انتقال داده و 
هم حجم آن اتانول 96 تا ۱00 درصد اضافه کنید و با چند بار وارونه کردن 

میکروتیوب محتوای آن را همگن سازید. 

توجه: در هنگام برداشت و انتقال مایع رویی دقت کنید که رسوب ته 
لوله مورد تماس قرار نگیرد و از آن برداشتی انجام نشود. 

 -------DNA BINDING TO THE COLUMN------
)ستون . 6 ستون  داخل  به  را  همگن شده  محلول  میکرولیتر   7۵0 سپس 

مخصوص سانتریفیوژ همراه با لوله جمع کننده در کیت فراهم شده است( 
منتقل کنید. ستون و لوله جمع کننده اش را به مدت 2 دقیقه با سرعت 
۱0.000rpm سانتریفیوژ کنید. مایع جمع شده در لوله جمع کننده را دور 

بریزید و ستون را به داخل لوله جمع کننده برگردانید.

توجه: دقت کنید که در این مرحله مایع رویی کاملا از ستون عبور کرده باشد 
و در محفظه بالای ستون مایعی دیده نشود. 

ستون . 7 داخل  به  را  میکرولیتر(   7۵0( اتانول  با  همگن شده  محلول  مابقی 

اضافه و مرحله 6 را تکرار کنید.
در یک لوله میکروتیوب، ۵ میکرولیتر RNae A را با 2۵ میکرولیتر آب . 8

مخلوط کنید و سپس به مرکز ستون اضافه کنید. ستون را به مدت ۵ تا 
۱۵ دقیقه در دمای اتاق انکوبه کنید. 

-------WASHING------
ستون . 9 کنید.  اضافه   DP4 محلول   از  میکرولیتر   700 ستون  داخل  به 

با سرعت ۱0.000rpm در  لوله جمع کننده اش را به مدت ۱ دقیقه  و  
جمع کننده  لوله  در  جمع شده  مایع  کنید.  سانتریفیوژ  آزمایشگاه  دمای 

را دور بریزید. 

هیچ . ۱0 نمودن  اضافه  بدون  دیگر  بار  را  جمع کننده اش  لوله  و   ستون 
در دمای آزمایشگاه   ۱3.000rpmبا سرعت محلولی به مدت 3 دقیقه 

سانتریفیوژ کنید.

-------ELUTION-------
ستون را از لوله جمع کننده جدا کرده و آن را در داخل یک میکروتیوب . ۱۱

۱/۵ میلی لیتری قرار دهید.

ترانسفکشن . ۱2 که  مواردی  در  استریل  مقطر  آب  )یا   DP5 محلول  از 
پلاسمید مد نظر می باشد(  ۵0 تا ۱00 میکرولیتر به مرکز ستون اضافه 
کنید. لوله را به مدت 3 دقیقه در دمای آزمایشگاه انکوبه کنید. ستون 
دمای  در   ۱3.000rpm سرعت  با  دقیقه   3 مدت  به  را  میکروتیوب  و 

آزمایشگاه سانتریفیوژ کنید. 

مایع جمع شده در میکروتیوب ۱/۵ میلی لیتری حاوی پلاسمید خواهد . ۱3
y .بود. نمونه را در دمای منفی 20 درجه سانتی گراد نگهداری کنید
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حمل:  دمای محیط
نگهداری:  دمای محیط )به جز RNase A  که باید در منفی 20 نگهداری شود(  

استفاده:  فقط برای مصارف تحقیقاتی

این محصول موازین کنترل کیفی را گذارنده است. 

Kit components 5 app. 25 app. 50 app. 250 app.

DP1 1.5 ml 7.5 ml 15 ml 75 ml

DP2 1.5 ml 7.5 ml 15 ml 75 ml

DP3 1.8 ml 9 ml 18 ml 90 ml

DP4 1.8 ml 9 ml 18 ml 90 ml

DP5 0.6 ml 3 ml 6 ml 30 ml

RNase A 28 ml 138 ml 275 ml 1375 ml

Spin column 5 25 50 250

www.denazist.ir
Cat. No.: S-1040-5; 5 applications
Cat. No.: S-1040; 25 applications
Cat. No.: S-1040-1; 50 applications
Cat. No.: S-1040-250; 250 applications


