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 پلاسمید زیست فناوران رنا کیت استخزاج

 طزاحی شذُ LBکشت شباًِ باکتزی اکَلای در هحیط کشت  ml 10-5 پلاسویذ اس  DNAایي پزٍتکل بِ هٌظَر خالص ساسی با کیفیت هطلَب 

. اًجام گیزد ml 15-10در هَرد پلاسویذّای با تعذاد کپی کن بایذ هیشاى استخزاج اس . است 

: ًکتِ

.  تواهی هزاحل در دهای اتاق اًجام هیگیزد .1

  بِ بافز در یخچال RNase  ًیش تْیِ شذُ است پس اس اضافِ کزدى ّوِ هحتَای تیَپ RNase تیَپ حاٍی  RBP1ّوزاُ با بافز  .2

 .ًگْذاری شَد

ّزچٌذ ٍجَد .  درجِ اس بیي هیزٍد37 بِ شکل ًاهحلَل هشاّذُ هیشًَذ کِ با گزها دّی  RBP3هعوَلا در گذر سهاى هَاد هَجَد در بافز  .3

. هَاد غیز هحلَل ٍ یا رسَبی در ایي بافز تاثیز بز رًٍذ ًتایج ًخَاّذ داشت ٍ هحمك هیتَاًذ ٍجَد ایي هَاد غیز هحلَل را ًادیذُ بگیزد

 :مراحل کار

 اًجام rpm  4500 دلیمِ دٍر 3-5ساًتزیفیَص بزای رسَب گیزی اس کشت شباًِ بِ هذت ) بِ پلیت باکتزی RBP1 هیکزٍلیتز اس بافز 250 .1

 .  دلیمِ در هحیط بزاٍرد شذُ است2سهاى اًکَبِ شذُ بزای ایي بافز . اضافِ ٍ هیکس شَد (گزفت

 . هزتبِ بِ آراهی ایٌَرت شَد4 -6 اضافِ ٍ RBP2 هیکزٍلیتز اس بافز 300 .2

 . در ایي هزحلِ ٍرتکس اًجام ًویگیزد تا اس هخلَط شذى هٌابع ٍراثتی هواًعت بعول آیذ: ًکتِ

 هزتبِ بِ صَرت آّستِ ایٌَرت 4-6بِ هحض اضافِ کزدى بافز هَرد ًظزتیَپ را .   بِ تیَپ اضافِ هیشَدRBP3  هیکزٍلیتز اس بافز 250 .3

 .هیکٌیذ در ایي هزحلِ هیکس بِ شکل ابزی ٍ تَدُ ای هشاّذُ هیشَد (سزٍ تِ هیشَد )

 .ساًتزیفیَص هیشَد rpm 12000 دلیمِ در دٍر 10تیَپ در داخل ساًتزیمیَص لزار گزفتِ ٍ بِ هذت  .4

پس اس ساًتزیفیَص هایع .  ثاًیِ ساًتزیفیَص اًجام گیزد30-60ٍ سپس بزای .  بِ ٍسیلِ سوپلز بِ ستَى اًتمال دادُ شَد4فاس رٍیی هزحلِ  .5

 .جوع آٍری شذُ در داخل تیَپ سیزیي ستَى دٍر ریختِ شَد

 . ثاًیِ اًجام هیشَد60ٍ سپس ساًتزیفیَص آى بِ هذت    شستشَ RB wp  هیکزٍلیتز اس بافز750شستشَی ستَى با اضافِ کزدى  .6
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 . دلیمِ ساًتزیفیَص تکزار هیشَد1هحلَل سیزی دٍر ریختِ ٍ هجذداً بِ هذت  .7

-10 هیکزٍلیتز آب دٍبار تمطیز استزیل بِ هزکش ستَى اضافِ ٍ پس اس گذشت 30-40 استزیل اًتمال ٍ سپس ml5/1ستَى بِ یک اپٌذرف  .8

بِ هٌظَر افشایش کیفیت هیتَاى آب خارج شذُ اس ستَى .  دلیمِ طبك هزحلِ لبل ساًتزیفیَص هیگزدد1 دلیمِ اًکَبیشي در هحیط بِ هذت 5

 هیکزٍلیتز اس پلاسویذ استخزاجی را بز 3-5بِ هٌظَر تعییي کیفیت هیتَاى .  را دٍبارُ بِ هزکش ستَى هٌتمل کزد ٍ ساًتزیفیَص را تکزار کزد

   .رٍی صل آگارس یک درصذ الکتزٍفَرس اًجام داد


