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 نگهداری شود دمای اتاق در  •
 سال پس از تولید سهتاریخ انقضاء:  •

For Manual Isolation of High Concentration of 

Genomic DNA Based on Spin Column. 
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 محتویات کیت 

 

 شرایط پایداری و نگهداری 
کستون در  دماشده  یبند  بسته  دار   پیز  یهاسهیها  در  و  )  یاند  تا  C° 25-18اتاق   )

 خواهند داشت.  یدار یپا تیانقضاء ک خیتار انیپا
 . از آنها استفاده کرد دیرسوب نبا لیها شفاف هستند و در صورت تشکمحلول همه

پایین  درصورت رویت رسوب دمای  نگهداری در  دما  هامحلول ،  حاصل از  اتاق     یرا در 
(18-25 °C و  )37در حمام آب    ای °C تا رسوبات حل شوند. د یگرم کن 

CAT.NO. محتویات 
 واکنش 10

(BP112R010) 
 واکنش 50

(BP112R050) 
 واکنش 100

(BP112R100) 
 شرایط نگهداری 

 
Spin 

Column 
10 pcs 50 pcs 100 pcs دمای اتاق 

 
Collection 

Tube 
40 pcs 200 pcs 400 pcs دمای اتاق 

BR150 G1 Buffer 4mL 16 mL 32 mL دمای اتاق 

BR151 B1 Buffer 4mL 20mL 40ml دمای اتاق 

BR102 
WB1 

Buffer 
7 mL 30 mL 58 mL دمای اتاق 

BR103 
WB2 

Buffer 
13 mL 62 mL 125 mL دمای اتاق 

BR104 EB Buffer 3 mL 11 mL 22 mL دمای اتاق 

BR105 
Proteinase 

k 
4 mg 20 mg 40 mg دمای اتاق 

BR106 PK Buffer 2 mL 2 mL 2 mL دمای اتاق 

BR147 
RC buffer 

10x  
6mL 30mL 60mL دمای اتاق 
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در عملکرد آنها نخواهد    یریتأث  چ یزرد رنگ باشند که ه  یممکن است تا حدود  بافرها
 داشت. 

 . دیبافرها را بلافاصله بعد از استفاده ببند درب
 ل یتشک  ل ی( به دلزری)فر   C° 25-تا     C° 15-     ای(  خچالی)  C° 8-2  یدر دما  ی: نگهدارتوجه

 خواهد گذاشت.   DNA صیتخل یبر رو یمنف  ریها، تأثرسوب در محلول

 معرفی 
و غلظت    ر بالایدادر مق  DNA جهت استخراج     BehPrep High gDNAکیت استخراج  

  DNA.  طراحی و بهینه سازی شده است(  ng/µl 1000  تا غلظتو    µg 70تا مقدار  )  بالا  
شده کیت  استخراج  این  نظیر    توسط  مولکولی  کاربردهای   Southernو    PCRجهت 

Blot      با توجه به غلظت بالای    باشد.میمناسبDNA    ،استخراج شده توسط این کیت
 DNAکه نیازمند مقدار بالایی از     HLA-typingاستفاده از آن جهت تست هایی مانند  

 است، پیشنهاد می شود.  

 حیطه کاربری 
از نمونه   ژنومیک  DNA  استخراج دستیجهت     BehPrep High gDNAاستخراج   کیت

   خون در مقادیر  و غلظت بالا  به روش ستونی طراحی و بهینه سازی شده است.

 : لطفا قبل از استفاده مطالعه شود. نکات مهم 
 شود. ( انجام میC° 25-18تمامی مراحل سانتریفیوژ در دمای اتاق ) •
 .ذوب خودداری شود-از چرخه انجماد •
 ها را به دمای اتاق برسانید.ها و بافر قبل از استفاده، تمامی نمونه •
 .قبل از استفاده، بافرها را کاملًا همگن نمایید •
 را قبل از استفاده ورتکس نمایید.  Kپروتئیناز  •
ها به مرکز غشاء ستون  دیواره و لبه ها را با دقت بدون تماس با ها و نمونهمحلول •

 اضافه نمایید. 
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از   • باید تعویض گردد. استفاده  انتقال مایع به وسیله سمپلر، سرسمپلر  بعد از هر 
 گردد. دار برای کاهش آلودگی احتمالی توصیه میسرسمپلر فیلتر

 از تماس نوک سرسمپلر با غشاء ستون خودداری کنید.  •
می • از  توصیه  بعد  تا  تیوب  Pulse-vortexingشود  کنید  سانتریفیوژ  اندکی  را  ها 

 ها جدا شوند. قطرات مایع از درب تیوب 
آئروسل • تشکیل  از  جلوگیری  منظور  ستونبه  درب  سانتریفیوژ  ،  طول  در  را  ها 

 ببندید.
تبدیل    rpmعدد   • جهت  باشد.  مختلف ممکن است متفاوت  سانتریفیوژهای  برای 

 behgene.com، می توانید از ماشین حساب موجود در سایت  rpmبه    gدقیق عدد  
 استفاده نمایید. 

 تجهیزات و مواد مورد نیاز که باید فراهم شوند: 
 (RNase, DNase-free)و سرسمپلر  µL 1000-100و   µL 100-10سمپلر  •
 mL (RNase, DNase-free) 2و mL 1.5 میکروتیوب  •
 mL 15فالکون  •
 ورتکس  •
 ترموبلاک •
 میکروسانتریفیوژ  •
 mL 2کالکشن تیوب  •
 سترونآب مقطر  •

 نکات ایمنی 
باشند، از این رو هنگام استفاده  های گوانیدین میحاوی نمک  WB1و    G1بافرهای   •

آن نمک از  نمایید.  احتیاط  محلولها  با  گوانیدین  واکنش  های  سفیدکننده  های 
 دهند. نشان می
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تماس بین دستکش و نمونه، آن را در تمام مراحل دستکش بپوشید و در صورت   •
 فوراً عوض کنید. 

 ها با چشم و پوست خودداری کنید. از برخورد بافر  •
شده برای کار با مواد زیستی خطرناک پیروی  های توصیههنگام کار، از دستورالعمل •

 کنید. 

 آماده سازی بافرها 
  Proteinase K 

نگهدارنده   بافر  از  مناسب  به    PK (PK Buffer)میزان  زیر  جدول  مطابق  را 
پروتئیناز   حاوی  به مدت    Kمیکروتیوب  و  کرده  ورتکس    20اضافه  خوبی  به  ثانیه 

 باشد.  آماده مصرف می Kکنید. آنزیم پروتئیناز 

 نگهداری شود.   C° 20-توجه داشته باشید آنزیم آماده شده باید در دمای  •
 

 K 4 mg 20 mg 40 mgمقدار پروتئیناز  
  PK 200 µL 1 mL 2 mLمقدار بافر  

RC buffer 
در داخل کیت قرار داده شده است. لطفاً میزان مورد نیاز را    10Xبه صورت   RC بافر  

 آماده کنید   1xبه صورت  سترونبا استفاده از آب مقطر 
 (. آب مقطر استفاده کنید mL 9میزان  mL RC buffer 10x 1به ازای هر )

 باشند. توجه: سایر بافرهای این کیت آماده مصرف می

 از خون   DNAاستخراج 
 خونی که بیشتر از یک هفته نگهداری شده است استفاده نکنید. در این روش از 

تا    DNAاین روش جهت استخراج    ( بالا  شده  بهینه میکروگرم(    70با میزان  سازی 
 است.
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این روش بر اساس نمونه های دارای شمارش لکوسیتی نرمال بهینه سازی شده  
نمونه  غلظت  نرمال،  میزان  از  تر  پایین  یا  بالاتر  شمارش  با  های  نمونه  برای  است. 

 استخراج شده می تواند بالاتر یا پایین تر باشد.   
و   ها  واکنش  مهار  باعث  اولیه  نمونه  برای  شده  توصیه  میزان  از  بیشتر  مقادیر 

 کاهش غلظت می شود. 
با     (Cell/μL 3000-1000)های خون کم لوکوسیت این روش برای استخراج نمونه 

 باشد.  نیز مناسب می    خون    2mlاستفاده از مقدار 

 آماده سازی   فرآیند
 خون کامل   500استفاده از  

 ریخته سه برابر حجم خون میکروتیوب خون کامل را درون  µL 500میزان   .1
 (ml  1.5  بافر )RC buffer 1x    دمای محیطدقیقه در    5و به مدت    نمودهاضافه  

 انکوبه کنید. 
با  میکروتیوب   .2 مدت    x g 3000سرعت  را  و    3به  کنید  سانتریفیوژ  دقیقه 

   سپس بدون جدا شدن رسوب سلولی، مایع رویی را خارج کنید.
 در ادامه مطابق با فرایند استخراج، عمل نمایید. .3

 خون کامل و مقدارهای بالاتر   mL1 استفاده از  
( بافر  ml 3خون کامل را درون فالکون ریخته سه برابر حجم خون )  ml 1میزان   .1

RC buffer 1x    مدت به  و  نموده  در    5اضافه  محیط  دقیقه  انکوبه دمای 
  RC 1xبافر    mL 6کنید،میزان  خون استفاده می  mL 2)درصورتی که از  کنید.

 مورد نیاز است.(
دقیقه سانتریفیوژ کنید و سپس    3به مدت    x g 3000فالکون را با سرعت   .2

بدون جدا شدن رسوب سلولی، مایع رویی را خارج کنید. با استفاده از سمپلر  
رسوب سلولی با    را،   باقی مانده مایعی که بر روی رسوب سلولی مانده است

انتقال دهید. با سرعت    mL 1.5کاملا حل کنید و سپس محتویات را به تیوب  
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3000 x g    مدت شدن    3به  جدا  بدون  سپس  و  کنید  سانتریفیوژ  دقیقه 
 رسوب سلولی، مایع رویی را  کاملا خارج کنید. 

 عمل نمایید. ،در ادامه مطابق با فرایند استخراج .3

 بافی کوت 
بافی کوت وابسته به نحوه برداشت آن می    نکته: از  اینکه میزان سلول جداشده  با توجه به 

موجود در لایه بافی کوت  باشد، می تواند متفاوت باشد و امکان جداسازی تمام سلول های  
وجود ندارد به این دلیل غلظت به دست آمده در نمونه های بافی کوت عموما کمتر از نمونه 
مستقیم   خون  نمونه  از  امکان  صورت  در  شود  می  پیشنهاد  رو  این  از  است  مستقیم  خون 

 استفاده شود.

دقیقه سانتریفیوژ کنید.    10به مدت    x g 3000خون را با سرعت    mL 10-2مقدار   .1
از لایه بافی کوت را جدا کنید و به میکروتیوب   µL 500سپس با استفاده از سمپلر 

  منتقل کنید.
را به نمونه بافی کوت     RC Buffer1x( از بافر  (ml 1.5برابر حجم بافی کوت      3مقدار   .2

به مدت   نمایید. سپس  ورتکس  و  کرده  انکوبه   5اضافه  محیط  دمای  در  دقیقه 
 کنید تا ظاهر محلول از کدر به شفاف تبدیل شود. 

سانتریفیوژ کنید تا    x g 3000دقیقه در    3نمونه بافی کوت لایز شده را به مدت   .3
 رسوب سلولی تشکیل شود. سپس مایع رویی را دور بریزید.

 در ادامه مطابق با فرایند استخراج، عمل نمایید .4

 فرآیند استخراج 
و به  را به تیوب نمونه اضافه کنید    G1بافر    µl 300و    Kپروتئیناز   µL 15 میزان  .1

را  Pulse-vortexثانیه    20مدت   میکروتیوب  شوند.  مخلوط  کاملًا  تا   نمایید 
  .اندکی سانتریفیوژ کنید تا قطرات مایع از درب تیوب جدا شوند
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انکوبه نمایید. در طول زمان    C°56دقیقه در دمای    10  به مدت تیوب را  میکرو .2
 کنید. Pulse-vortexمرتبه در فواصل زمانی مختلف  5انکوباسیون، تیوب را 

مدت    B1بافر    µL 350میزان   .3 به  و  کنید  اضافه  نمونه  به  -Pulseثانیه  10را 
vortex   اندکی سانتریفیوژ کنید تا   نمایید تا کاملًا مخلوط شوند. میکروتیوب را

 درب تیوب جدا شوند.قطرات مایع از 
لبه .4 با دیواره و  را بدون تماس  مرحله قبل  از  ستون به  ها  تمام محلول حاصل 

دقیقه سانتریفیوژ نمایید.    1به مدت  6000 x g( rpm 8000) دراضافه کنید و 
 کالکشن تیوب و مایع عبوری را دور بریزید. 

  1به مدت  6000 x g( rpm 8000) دررا اضافه کرده و  WB1بافر  µL 500میزان  .5
دقیقه سانتریفیوژ کنید. کالکشن تیوب و مایع عبوری را دور ریخته و ستون را  

 کالکشن تیوب جدید قرار دهید.  بر روی
به مدت    6000 x g(  rpm 8000)  دررا اضافه کرده و    WB2بافر    µL 600میزان   .6

کنید. کالکشن تیوب و مایع عبوری را دور ریخته و ستون   دقیقه سانتریفیوژ   1
 کالکشن تیوب جدید قرار دهید.  دررا 

 را تکرار نمایید. 6بار دیگر مرحله  .7
دقیقه سانتریفیوژ کنید تا    3به مدت   (rpm 13000)ستون را با حداکثر سرعت   .8

 سپس کالکشن تیوب و مایع عبوری را دور بریزید.   کاملًا خشک شود. ءغشا
ریخته و ستون را به    7در مرحله  شود  توصیه می • کالکشن تیوب و مایع عبوری را دور 

 کالکشن تیوب جدید )باید توسط کاربر فراهم شود( انتقال دهید.  
بافر   • انتقال  می   WB2هرگونه  مرحله  این  فرآیندهای در  در  بازدارنده  بعنوان  تواند 

 مولکولی بعد از استخراج عمل کند.  
 کند. به مرحله الوشن جلوگیری می WB2انجام این مرحله از انتقال بافر   •
دقیقه در دمای اتاق    5برای خشک شدن بهتر فیلتر می توانید درب ستون را به مدت   •

 بازگذاشته و سپس مراحل بعد را انجام دهید. 
         از بافر 140µL-70 . میزانتمیز قرار دهید  mL 1.5ستون را در یک میکروتیوب   .9

EB     60را که از قبل در دمای°C  غگرم شده ستون اضافه    شایاست، به مرکز 
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در دمای اتاق انکوبه نمایید. دقیقه    5آن را به مدت  کنید. درب ستون را ببندید و  
 دقیقه سانتریفیوژ کنید.   1به مدت    6000 x g(rpm 8000) درسپس 

در مایع عبوری    DNAباعث افزایش قابل توجه غلظت    EBبافر    µL  70استفاده کمتر از   •
 دهد.استخراج شده را اندکی کاهش می  DNAشود، اما میزان می

های سفید خونی بستگی دارد. به طور  استخراج شده به تعداد گلبول  DNAمیزان   •
نهایی   بازده  شده    DNAکلی  هر    µg 50-20استخراج  کیفیت  خون    ml 1از  با 

A260/280 ratio = 1.8 - 1.9 باشد. می 
کلی   • طور  با  به  انکوباسیون  زمان  از    EBبافر  افرایش  بیشتر  از   5تا  قبل  دقیقه 

 شود. DNAتواند باعث افزایش میزان استخراج  سانتریفیوژ کردن می
افزایش راندمان     C°60انکوبه کردن ستون با درب بسته در دمای  در مرحله الوشن،   •

 خواهد داشت.را به همراه   DNAاستخراج  
 ،تکرار شودبرای بار دوم رد شده از ستون  EBبافر با  مرحله الوشن اگر •
 را افزایش خواهد داد.  DNAمیزان استخراج    20-50% •
• DNA  20-استخراج شده را در دمای°C .ذخیره نمایید 
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 ها و راه کارها چالش 
 راه کارها  دلایل محتمل  مشاهدات 

استخراج   DNA نییغلظت پا
 شده

 کافی نبودن نمونه

بافر الوشن حتما باید به مرکز غشاء  •
 ستون اضافه شود. 

 زمان انکوباسیون الوشن را بیشتر کنید.  •
انکوباسیون با بافر الوشن را در دمای  •

60 °C انجام دهید. 
برای نمونه های خون کم لکوسیت از  •

 بافی کوت استفاده کنید. 

 لایز نامناسب نمونه

را رعایت   G1زمان انکوباسیون با بافر   •
 کنید. 

برای افزایش بازده، نمونه را به وسیله  •
ورتکس به طور کامل با بافر لایز مخلوط  

 نمایید. 

نگهداری نمونه در 
 شرایط نامناسب 

منجمد و ی ادیکه دفعات ز یااز نمونه  •
 .دیذوب شده است، استفاده نکن

 یدر دما یادیکه مدت ز ایاز نمونه خون  •
قرار  زریفر ایو  خچالیاتاق، درون 

   .دیاند، استفاده نکنگرفته 
، از DNase تیاز فعال ی ر ی جلوگ یبرا •

منجمد درست تا  یهاذوب کردن نمونه 
 .دیینما ی خوددار  ندیقبل از شروع فرآ

 . دیرا تکرار کن ی ر یگ  نمونه •

 
ور  ه طمحلول لایز شده ب

کامل از ستون عبور 
 . نکرده است

 زمان سانتریفیوژ کردن را افزایش دهید.  •
حداکثر سرعت سانتریفیوژ را اعمال   •

 کنید. 
مقدار زیادی از نمونه خون را استفاده   •

 کرده اید. 
قبل از منتقل کردن محلول لایز شده به   •

ستون، آن را با حداکثر سرعت سانتریفیوژ 
کنید و از انتقال رسوب آن به ستون  

 خودداری نمایید. 

عملکرد نامناسب آنزیم  
 K پروتئیناز 

پروتئیناز  سازی آنزیممجدداً مراحل آماده •
K  را انجام دهید و استخراجDNA   را با

 نمونه تازه تکرار کنید. 
سازی باید  پس از آماده Kآنزیم پروتئیناز  •

 شود.  نگهداری  C°20-در دمای 
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را مستقیماً به بافر لایز  Kآنزیم پروتئیناز  •
 اضافه نکنید. 

به نمونه   Kپس از اضافه کردن پروتئیناز  •
 فوراً عمل ورتکس را انجام دهید. 

غشاء شدن مسدود  
 ستون

رسوب در بافرها،   لیدر صورت تشک •
 از آنها استفاده کرد.  دینبا

  یبافرها را به دما ندیاز شروع فرآ قبل •
 . دیاتاق برسان

 هی از مقدار توص  شتر یب هینمونه اول  از •
 . د یشده استفاده نکن

کوت، غلظت   یاز باف DNAاستخراج   در •
از    شتریب دیدر نمونه نبا هات ی لوکوس

Lµ200 /6 5x10  باشد. نمونه را باPBS  
استخراج را تکرار  ندینموده و فرآ قیرق
 . دیکن

شده به    زیاز منتقل کردن محلول لا  قبل •
 وژ یفی ستون، آن را با حداکثر سرعت سانتر

و از انتقال رسوب آن به ستون   دیکن
 . دیینما ی خوددار 

•  

 آلودگی پروتئینی 
پایین بودن نسبت 

A260/A280 

بافرها،   • صحیح  عملکرد  از  اطمینان  برای 
قبل از شروع فرآیند بافرها را به دمای اتاق 

 برسانید. 
استفاده   • پایین  خلوص  درصد  با  اتانول  از 

 نکنید. 
بافر   • با  ها  نمونه  شدن  مخلوط    B1از 

 اطمینان حاصل نمایید.
به مایع   WB2برای جلوگیری از انتقال بافر   •

عبوری از ستون، انجام مرحله خشک کردن  
 شود. مطابق فرآیند مربوطه توصیه می

عدم تماس غشا • ستون با مایع عبوری    ءاز 
الوشن   مرحله  از  قبل  تیوب،  کالکشن  در 

 اطمینان حاصل کنید. 
بافرهای شستشو را به ترتیب ذکر شده در  •

 . فرآیند استفاده نمایید. 
به   Kکاهش عملکرد آنزیم پروتئیناز  •

دلیل عدم رعایت شرایط نگهداری آنزیم.  
 Kبه یاد داشته باشید آنزیم پروتئیناز 
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 C°20-  سازی باید در بعد از آماده
 نگهداری شود. 

پایین بودن نسبت 
A260/A230 

 
 آلودگی نمکی 

ها را به آرامی جا به  در حین فرآیند ستون •
 جا کنید.

ها را به آرامی باز و بسته درب ستون •
 نمایید. 

های تشکیل شده در از انتقال حباب •
 مرحله لایز به ستون خودداری نمایید. 

از تماس نوک سرسمپلر با بدنه ستون  •
 خودداری نمایید. 

 ورتکس پیاپی  DNAقطعه قطعه شدن 

ورتکس را در مرحله مخلوط کردن نمونه   •
، به حداقل رسانده و برای  B1بافر  با 

سر  آرامیبار به  10مخلوط کردن تیوب را 
 نمایید.  و ته

 

 کنترل کیفیت 
ساخت سری  و  اجزاء  )تمام  شرکت  .LOT NOهای  کیفیت  کنترل  واحد  در  کیت  هر   )

زیست به ویستا  معیارفناوری  اساس  بر  جهت ژن  شده،  تعیین  پیش  از  مدون  های 
 است. گرفتهاطمینان از صحت محصول مورد ارزیابی قرار
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 تاریخچه ویرایش پروتکل 
 

 

 

 تاریخ توضیحات شماره ویرایش

 1402/08 نسخه جدید 00

وتئیناز   • 01   PKو افزایش حجم  Kافزایش  عملکرد پر
buffer 

1403/04 

 L500µ 06/1403به  ر حجم نمونه خونیتغی • 02

03 

ی  • زمان انکوباسیون در مراحل  تغییر و بهینه ساز
 فرآیند استخراج 

ی  • ی بافی کوت تغییر و بهینه ساز  فرآیند آماده ساز
ی   تغییر •  در چالش ها و راهکارها و بهینه ساز

 

08/1403 

 WB1 1404/07افزایش حجم  • 04
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