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کاربرد کیت: 
کـــیت tBioMag™ Circulating DNA Extraction Kit بـــرای اســـتفاده در آزمـــایـــشهای بـــیولـــوژی مـــولـــکولـــی ســـاخـــته 
شــده اســت. ایــن کــیت بــرای تــشخیص، پــیشگیری و یــا درمــان بــیماری نیســت. ایــن مــحصول بــرای اســتخراج DNA آزاد از 

سرم و پلاسما طراحی شده است. 

محتوای کیت:

tBioMag™ Circulating DNA Extraction Kit (50) Catalog no.: 611300-50

نام محصول موجود در کیت تعداد یا مقدار

tBioBead CF 1 mL

Buffer CFDL 7 mL

Buffer CFDB 100 mL

Buffer CFDW 1 100 mL

Buffer CFDW 2 (concentrated) 21 mL

Buffer CFDE 30 mL

Proteinase K 1.5 mL

شرایط نگهداری: 
کــــیت tBioMag™ Circulating DNA Extraction Kit در دمــــای اتــــاق حــــمل مــــی گــــردد. بــــه مــــحض دریــــافــــت کــــیت، 
tBioBead CF را در یـــخچال نگهـــداری کـــنید. کـــلیه مـــواد در شـــرایـــط فـــوق و تـــا پـــایـــان تـــاریـــخ مـــصرف کـــه بـــر روی جـــعبه 

محصول درج شده است قابل استفاده می باشند. 

مواد و ابزارهایی که مصرف کننده باید تهیه کند: 
برای استخراج ccfDNA ازmL 1 پلاسما یا سرم به مواد و ابزار زیر نیاز است: 

اتانل ٪۱۰۰ •

رک مگنتیک برای جداسازی ذرات مگنت مناسب برای لوله های ۱/۵ یا ۲ میلی لیتری •

ورتکس •

شیکر و یا راکر •

انکوباتور ۶۰ درجه سانتیگراد •

میکرو تیوب ۱/۵ میلی لیتری •

تیوب ۱۵ میلی لیتری•
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بــرای اســتخراج ccfDNA از بــیش از mL 1 پــلاســما یــا ســرم بــه رک مــگنتیک بــرای جــداســازی ذرات مــگنت مــناســب بــرای 
لوله های ۱۵ میلی لیتری نیز نیاز است. 

آماده سازی مواد: 
قبل از استفاده از کیت، باید ۸۴ میلی لیتر اتانل ۱۰۰٪ به  بافر CFDW 2 اضافه نموده و به خوبی مخلوط نمایید. 

اطلاعات ایمنی: 
هــنگام کــار بــا مــواد شــیمیایــی حــتما روپــوش مــناســب پــوشــیده، از دســتکش نــیتریــل یــا ویــنیل اســتفاده کــرده و عــینک مــحافــظ 
چــشم اســتفاده کــنید. بــرای اطــلاعــات بیشــتر بــه بــرگ اطــلاعــات ایــمنی (MSDS) مــراجــعه نــمایــید. ایــن اطــلاعــات بــه صــورت 

آنلاین و در صفحه محصول در www.tbiodx.com  در دسترس شما قرار دارد.

بـافـرهـای CFDB و CFDW 1 حـاوی نـمکهای گـوانـیدیـن بـوده و مـی تـوانـند واکـنش شـدیـدی بـا محـلولـهای حـاوی هـیپوکـلریـت 
سدیم بدهند. 

اگـر محـلولـهای حـاوی بـافـرهـای فـوق بـر روی مـیز کـار ریـخت، آن را بـا محـلولـهای تـمیزکـننده آزمـایـشگاهـی و آب پـاک کـنید. 
اگــر احــتمال وجــود عــوامــل عــفونــی در محــلول ریــخته شــده بــر روی مــیز کــار مــیرود، ســطح فــوق را ابــتدا بــا محــلولــهای حــاوی 
دتــرجــنت و پــس از آن بــا آب تــمیز کــنید، ســپس از محــلول ٪۱ (v/v) هــیپوکــلریــت ســدیــم بــرای ضــد عــفونــی کــردن ســطح فــوق 

استفاده کنید. 

توصیه های عمومی: 
از آنـجایـی کـه در بـسیاری از آزمـایـشهایـی کـه بـر روی DNA یـا RNA اسـتخراج شـده از مـواد بـیولـوژیـکی انـجام مـی شـود 
از تـکنیک PCR اسـتفاده مـی شـود، بـه کـار گـیری و رعـایـت اصـول صـحیح انـجام آزمـایـش الـزامـی اسـت کـه بـه بـرخـی از آنـها 

اشاده می شود: 

۱- همیشه از دستکش های (وینیل یا نیتریل) یکبار مصرف و فاقد پودر استفاده کنید. 

۲- تـمام نـمونـه هـای بـیولـوژیـکی انـسانـی و یـا حـیوانـی مـی تـوانـند بـالـقوه حـاوی مـیکرو ارگـانـیسم هـای عـفونـی بـاشـد. هـنگام 
کــار بــا مــواد بــیولــوژیــکی حــتما عــینک مــحافــظ پــوشــیده و مــراحــل اســتخراج اســیدهــای نــوکــلئیک را زیــر هــود لامــینار کــلاس ۲ 

انجام دهید. 

 (RNAse و DNAse) ۳- نــمونــه ی مــورد آزمــایــش، کــیت هــا و محــلول هــای آزمــایــش را از آلــودگــی مــیکروبــی و نــوکــلئازهــا
محافظت کنید. نوکلئازها می توانند موجب تخریب و تجزیه الگوی واکنش (DNA یا RNA) شوند.

مراقب باشید که محلولهای سفید کننده (حاوی هیپوکلریت سدیم) یا اسیدی به مخزن حاوی 
بافرهای  CFDB و CFDW 1 اضافه نشود. احتیاط

http://www.tbiodx.com
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 PCR یـــــا مـــــحصول (cross contamination) نـــــمونـــــه هـــــای دیـــــگر DNA ۴- آز آلـــــودگـــــی نـــــمونـــــه ی مـــــورد آزمـــــایـــــش بـــــه
(carryover) محافظت کنید. برای این منظور: 

در حـین کـار بـا نـمونـه ی بـیولـوژیـک، از تـماس دسـتکش بـه دهـانـه لـولـه هـا هـنگامـی کـه درب لـولـه هـا بـاز اسـت، یـا هـنگامـی -
که درب لوله ها را باز می کنید، بپرهیزید. در صورت تماس، بلافاصله دستکش خود را تعویض کنید. 

در صـورت کـار بـر روی چـند نـمونـه ی بـیولـوژیـک بـه طـور هـمزمـان، فـاصـله فـیزیـکی مـناسـب بـین لـولـه هـا بـگذاریـد و تـرجـیحا -
درب لوله ها را به نوبت باز کرده و پس از انجام پیپتینگ درب آن را بسته و پیپتینگ نمونه ی بعدی را آغاز کنید. 

در صــــورتــــیکه بــــایــــد درب لــــولــــه هــــای نــــمونــــه در حــــین آزمــــایــــش بــــاز بــــاشــــند، در هــــنگام پــــیپتینگ مــــراقــــب بــــاشــــید تــــا «ذرات -
معلق» (aerosol) ایجاد نکنید. 

در صورت نیاز به سانتریفیوژ، مطمئن شوید که درب لوله های آزمایش کاملا بسته هستند. -
در صــورتــیکه در بــخشی از آزمــایــش، محــلول داخــل لــولــه هــا بــایــد بــا ســر-و-تــه کــردن لــولــه هــا یــا ورتــکس مخــلوط شــونــد، -

هیچگاه درب آنها را پیش از یک سانتریفیوژ کوتاه باز نکنید. 
در صـورتـیکه در بـخشی از آزمـایـش، محـلول داخـل لـولـه هـا بـایـد در دمـای بـالاتـر از اتـاق انـکوبـه شـونـد (مـثلا ۶۰ درجـه یـا -

بیشتر در مراحل استخراج اسیدهای نوکلئیک)، هیچگاه درب آنها را پیش از یک سانتریفیوژ کوتاه باز نکنید. 
در هـنگام کـار بـا محـلول هـای غـلیظ (viscous)، مـانـند بـافـرهـای لـیز کـننده و یـا محـلول هـای حـاوی دتـرجـنت، از پـیپتینگ -

معکوس (reverse pipetting) برای انتقال محلول استفاده کنید تا از تشکیل حباب و ذرات معلق جلوگیری شود. 
هـنگام کـار بـا محـلول هـایـی کـه غـلظت بـالایـی نـدارنـد، مـراقـب بـاشـید تـا در هـنگام پـیپتینگ (چـه مـکش و چـه تخـلیه ی نـوک -

سمپلر)، حباب هوا و یا ذرات معلق (aerosol) ایجاد نکنید. 
پــس از هــر پــیپتینگ محــلول حــاوی نــمونــه ی بــیولــوژیــک یــا اســید نــوکــلئیک، نــوک ســمپلر را بــه آرامــی در ظــرف مــخصوص -

دور بیاندازید.  
هیچگاه لوله های PCR را پس از اتمام آزمایش به اتاق استخراج و یا آماده سازی محلول ها منتقل نکنید. -

۴- همیشه از نوک سمپلر های فیلتر دار و یکبار مصرف عاری از نوکلئازها (DNase/RNase-Free) استفاده کنید. 

۵- از رقـــیق کـــردن مـــواد مـــوجـــود در کـــیت tBioMag™  Circulating DNA Extraction Kit بـــپرهـــیزیـــد چـــون مـــوجـــب 
عدم کارایی کیت خواهد شد. 

۶- مــواد مــوجــود در کــیت tBioMag™  Circulating DNA Extraction Kit را بــا مــواد مــشابــه از کــیت دیــگر جــا بــه 
جا نکنید. 

 tBioMag™  Circulating DNA Extraction Kit ۷- از تــــغییر دمــــاهــــا یــــا زمــــان هــــای مــــراحــــل اســــتخراج در کــــیت
بپرهیزید زیرا موجب عدم کارایی یا کاهش عملکرد آن خواهد شد. 

۸- از کیتی که تاریخ آن گذشته است استفاده نکنید. 

۹- در صـــورتـــیکه حجـــم پـــلاســـما یـــا ســـرم مـــورد آزمـــایـــش کـــمتر از ۱ یـــا ۲ مـــیلی لـــیتر بـــود، حجـــم آن را بـــا بـــافـــر CFDE  و یـــا 
PBS بــه حجــم ۱ یــا ۲ مــیلی لــیتر بــرســانــید در غــیر ایــنصورت، غــلظت لازم بــرای بــافــر لــیزکــننده (CFDL) تــغییر کــرده و نــه 

تنها کارایی لیز را کاهش می دهد بلکه ممکن است تخریب نوکلئازها را نیز ناکارآمد کند.
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کنترل کیفی: 
 tBioMag™ از کــیت (Lot) شــرکــت زیســت تــشخیص فــردا، هــر ســری تــولــید (ISO) مــطابــق بــا سیســتم مــدیــریــت کــیفیت
Circulating DNA Extraction Kit بـا آزمـایـشهای خـاص و از پـیش تـعریـف شـده مـورد ارزیـابـی قـرار مـی گـیرنـد تـا 

از کیفیت آنها اطمینان حاصل شود. 

مقدمه: 
قـطعات DNA خـارج سـلولـی اخـتصاصـی تـومـورهـا در خـون و DNA جـنین در خـون مـادر مـعمولا بـه صـورت قـطعات کـوچـک 
زیـر ۱۰۰۰ بـاز وجـود دارنـد. از آنـجایـی کـه ccfDNA مـی تـوانـد انـعکاسـی از کـل تـومـور بـاشـد، تـوجـه ویـژه ای بـه پـتانـسیل آن 
 Liquid) «در مــصارف کــلینیکی را بــه خــود جــلب کــرده و امــروزه بــسیاری از مــحققین و آزمــایــشگاه هــا از «بــیوپــسی مــایــع
biopsy) جهــت شــناســایــی جــهش هــا، فــیوژن هــا و … اســتفاده مــی کــنند. مــقدار DNAی آزاد در پــلاســما، ســرم و ســایــر 
 tBioMag™ Circulating DNA Extraction مــایــعات بــدن مــعمولا کــم بــوده و جــداســازی آن یــک چــالــش اســت. کــیت
Kit قـادر بـه جـداسـازی و خـالـص سـازی مـقادیـر کـم ccfDNA از سـرم و پـلاسـما مـی بـاشـد. بـا تـوجـه بـه مـقدار بـسیار کـم 
اســـیدنـــوکـــلئیک آزاد در ســـرم و پـــلاســـما (بـــه طـــور مـــعمول بـــین ۱ تـــا ۱۰۰ نـــانـــوگـــرم از ccfDNA در هـــر مـــیلی لـــیتر ســـرم یـــا 
پـــلاســـما)، ایـــن کـــیت امـــکان اســـتخراج ccfDNA از ۱ تـــا ۴ مـــیلی لـــیتر ســـرم یـــا پـــلاســـما و elute کـــردن آن در ۳۰ تـــا ۱۰۰ 

میکرولیتر فراهم کرده که بیشترین تغلیظ ممکن را به ارمغان می آورد. 

اصول و روش کار: 
کـــیت tBioMag™ Circulating DNA Extraction Kit شـــامـــل چـــهار مـــرحـــله لـــیز، اتـــصال، شســـتشو و ایـــلوت (حـــل 
کـــردن DNA در بـــافـــر مـــخصوص) مـــی بـــاشـــد. روش کـــار بـــسیار آســـان و بـــدون نـــیاز بـــه اســـتفاده از سیســـتم وکـــیوم و پـــمپ 
اسـت. در ایـن کـیت مـی تـوان از نـمونـه هـای مـتعددی بـه طـور هـمزمـان DNA اسـتخراج کـرد. در ایـن کـیت مـی تـوان از ۱ تـا ۴ 

میلی لیتر پلاسما به عنوان نمونه ی آغازین آزمایش استفاده کرد.

کار با نمونه ی بیولوژیک

تمام نمونه های بیولوژیک باید به طور بالقوه مواد عفونی تلقی شوند. احتیاط
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پلاسما یا سرم

اسیدنوکلئیک خالص

لیز

اتصال

شستشو

ایلوت
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قـــطعات آزاد DNA در محـــلولـــهای بـــیولـــوژیـــکی چـــون پـــلاســـما و ســـرم مـــعمولا بـــه پـــروتـــئین هـــا مـــتصل و یـــا در وزیـــکولـــهایـــی 
مــحصور شــده انــد، بــنابــرایــن بــرای آزاد کــردن آنــها بــه یــک مــرحــله ی لــیز مــوثــر نــیاز اســت کــه هــمزمــان بــتوانــد DNaseهــا و 
RNaseهـا را غـیر فـعال کـند. بـه هـمین مـنظور مـرحـله ی لـیز در حـضور پـروتـئیناز K و بـافـر CFDL و در دمـای بـالا صـورت 

میگیرد که علاوه بر آزادسازی DNA از پروتئینها، لیپیدها و وزیکولها، اثر نوکلئازها را نیز مهار میکند.  

بـا افـزودن بـافـر CFDB شـرایـط اتـصال اسـیدهـای نـوکـلئیک بـه tBioBead CF فـراهـم مـیشود. ایـن لـیزت بـه رک مـگنتیک 
مـنتقل مـی گـردد تـا ذرات مـگنت کـه ccfDNA بـه آن مـتصل اسـت را جـذب کـرده و شـرایـط شسـتشوی ذرات فـراهـم گـردد. بـا 
شســتشوی ذرات در شــرایــطی کــه در مــیدان مــغناطــیسی داخــل رک قــرار دارنــد، نــمکها، پــروتــئینها و ســایــر مــهارکــننده هــا 
شســتشو و از ذرات مــکنتیک جــدا مــی شــونــد. و در نــهایــت بــا افــزودن بــافــر CFDE مــی تــوان ccfDNA را از ذرات مــگنت 
 CFDE جــدا و بــرای آزمــایــش هــای بــعدی اســتفاده کــرد. ایــن مــرحــله ی ایــلوت را مــیتوان در ۳۰ تــا ۱۰۰ مــیکرولــیتر از بــافــر
انـجام داد. ایـلوت کـردن در ۳۰ مـیکرو لـیتر از بـافـر CFDE، بیشـتریـن حـالـت تـغلیظ ccfDNA را بـه دسـت مـی دهـد کـه در 
آزمـایـشهایـی کـه حجـم کـمی از ccfDNA بـایـد بـه آنـها اضـافـه شـود اهـمیت پـیدا مـی کـند. در آزمـایـشهایـی کـه حجـم زیـادی 
از ccfDNA لازم اسـت، مـی تـوان مـرحـله ی ایـلوت را در حجـمهای بیشـتری از بـافـر CFDE انـجام داد. بـرای اسـتفاده ی 
کـمتر از ۲ سـاعـت، مـیتوان ایـلوت را در شـرایـط ۲-۸ درجـه سـانـتیگراد نگهـداری کـرد، در غـیر ایـنصورت، بـایـد DNA ایـلوت 

شده را در ۲۰- درجه سانتیگراد نگهداری کرد. 

مـــقدار ccfDNA جـــدا شـــده از نـــمونـــه هـــای بـــیولـــوژیـــک مـــعمولا کـــمتر از ۱ مـــیکرو گـــرم بـــوده و بـــنابـــرایـــن انـــدازه گـــیری آن بـــا 
اسـپکتروفـتومـتر مـشکل مـی بـاشـد. بـرای انـدازه گـیری مـقدار ccfDNA ایـلوت شـده بهـتر اسـت از روش کـمی انـدازه گـیری 
DNA ژنـومـیک انـسان بـا real-time PCR اسـتفاده کـرد. در غـیر ایـن صـورت روشـهای فـلوریـمتری کـه رنـگ هـای خـاص 
بــــــرای اتــــــصال بــــــه DNA را بــــــه کــــــار مــــــی بــــــرنــــــد اســــــتفاده کــــــنید. مــــــقدار ccfDNA اســــــتخراج شــــــده بــــــا اســــــتفاده از کــــــیت 
tBioMag™  Circulating DNA Extraction Kit در نـمونـه هـای مـختلف بـا تـوجـه بـه عـوامـل مـختلفی چـون مـرحـله ی 

بیماری متفاوت است. 

در ایــن کــتابــچه ی راهــنما، پــروتــکلهای اســتخراج و خــالــص ســازی ccfDNA از ۱ و ۲ مــیلی لــیتر پــلاســما و ســرم تشــریــح 
شــده اســت. بــرای اســتخراج از حجــم بیشــتر از ۲ مــیلی لــیتر پــلاســما یــا ســرم (تــا ۴ مــیلی لــیتر) بــه بــخش پشــتیبانــی شــرکــت 
تـماس بـگیریـد. از آنـجایـی کـه ایـن پـروتـکلها قـابـلیت خـودکـار سـازی بـر روی بـسیاری از دسـتگاه هـای اسـتخراج اتـومـاتـیک را 

دارند، می توانید از بخش فنی شرکت زیست تشخیص فردا در این خصوص مشاوره بگیرید. 

نکات مهم: 
قــبل از اولــین اســتفاده از کــیت، حــتما بــه بــافــر CFDW 2 بــه مــقدار ۴۲ مــیلی لــیتر اتــانــل ۱۰۰٪ اضــافــه نــمایــید و بــه خــوبــی 

مخلوط کنید. پس از هر بار استفاده از این بافر، از بسته بودن کامل درب آن اطمینان پیدا کنید.
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پرتکل استخراج از ۱ میلی لیتر سرم/پلاسما 
قبل از شروع: 

انکوباتور را بر روی ۶۰ درجه سانتیگراد تنظیم کنید. •
بافر CFDW 2 را طبق دستورالعمل آماده سازی مواد در صفحه ۴ آماده کنید. •
تیوب حاوی tBioBead CF را قبل از استفاده شیک و یا ورتکس کنید تا به طور کامل یکنواخت شوند.  •

پروتکل: 
۱- مقدار ۱ میلی لیتر پلاسما یاسرم را به یک لوله ی ۱۵ میلی لیتری اضافه کنید. 

نکته مهم:  اگر مقدار سرم یا پلاسما کمتر از ۱ میلی لیتر است، با اضافه کردن بافر CFDE حجم آن را به ۱ میلی 
لیتر برسانید. 

۲- مقدار ۱۵ میکرو لیتر پروتئیناز K به لوله اضافه کنید. 
۳- مقدار ۶۷ میکرو لیتر از بافر CFDL اضافه کنید. 

۴- با ورتکس کردن لوله در حد اکثر سرعت،  محتوای آن را به خوبی مخلوط کنید. 
۵- لوله را در ۶۰ درجه سانتیگراد به مدت ۲۰ دقیقه انکوبه کنید. 

نکته مهم: هر ۱۰ دقیقه یکبار لوله را ورتکس کنید و یا از انکوباتور شیکردار استفاده کنید. 

۶- لوله را از انکوباتور خارج و به مدت ۱۰ دقیقه در دمای اتاق قرار دهید. 

نکته مهم: این مرحله بسیار اهمیت دارد تا دمای نمونه کاهش یافته و به دمای اتاق برسد. 

۷- مقدار ۱ میلی لیتر بافر CFDB به نمونه اضافه کنید. نمونه را با حداکثر سرعت و به مدت ۳۰ ثانیه ورتکس کنید. 
۸- مقدار ۱۰ میکرو لیتر tBioBead CF به نمونه اضافه کنید. نمونه را با سر و ته کردن لوله حداقل ۱۰ بار به خوبی 

مخلوط کنید. 
۹- نمونه را به مدت ۱۰ دقیقه در دمای اتاق قرار داده و به طور مداوم مخلوط کنید. مخلوط کردن در این مدت ۱۰ دقیقه 

باید یا با شیکر و یا باراکر انجام شود. 

نکته مهم: به هیچ عنوان از ورتکس استفاده نکنید زیرا با تشکیل کف، موجب کاهش اثربخشی استخراج می شود. 
سرعت مخلوط کردن در شیکر و یا راکر باید به گونه ای تنظیم شود که ذرات مگنتیک در محلول باقی مانده و رسوب 

نکنند. 

۱۰- مقدار ۱ میلی لیتر از لیزت را به یک لوله ی ۱/۵ میلی لیتری منتقل کنید. 
۱۱- لوله را بر روی رک مگنتیک قرار دهید تا ذرات مگنت از محلول جدا شده و به جدار لوله جذب شوند. تا زمانی که 

محلول کاملا شفاف شود، صبر کنید. 
۱۲- درب لوله را بدون خارج کردن لوله از رک مگنتیک باز کرده و محلول شفاف شده را با پیپت خارج و دور بریزید. 

مراقب باشید تا ذرات مگنتیک متصل به جداره لوله را لمس نکنید.
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۱۳- بدون برداشتن لوله از روی رک مگنتیک، باقیمانده لیزت از مرحله ۱۰ را به لوله ی ۱/۵ میلی لیتری مرحله ی قبل 
منتقل کنید و تا زمانی که محلول کاملا شفاف شود، صبر کنید. 

۱۴- درب لوله را بدون خارج کردن لوله از رک مگنتیک باز کرده و محلول شفاف شده را با پیپت خارج و دور بریزید. 
مراقب باشید تا ذرات مگنتیک متصل به جداره لوله را لمس نکنید. 

۱۵- مقدار ۵۰۰ میکرو لیتر بافر CFDW 1  به نمونه اضافه کنید و لوله ی حاوی ذرات مگنتیک را از روی رک بردارید. 
۱۶- ذرات مگنتیک را به مدت ۲ دقیقه با ورتکس یکنواخت کنید. 

نکته مهم: برای بهترین نتیجه، ضروری است که ذرات مگنتیک در این مرحله به خوبی یکنواخت شوند. 

۱۷- لوله را بر روی رک مگنتیک قرار دهید تا ذرات مگنت از محلول جدا شده و به جدار لوله جذب شوند. تا زمانی که 
محلول کاملا شفاف شود، صبر کنید. 

۱۸- درب لوله را بدون خارج کردن لوله از رک مگنتیک باز کرده و محلول شفاف شده را با پیپت خارج و دور بریزید. 
مراقب باشید تا ذرات مگنتیک متصل به جداره لوله را لمس نکنید. 

۱۹- مراحل ۱۵ تا ۱۸ را ( شستشو با بافر CFDW 1) تکرار کنید. 
۲۰- مقدار ۵۰۰ میکرو لیتر بافر CFDW 2 به لوله اضافه کنید. 
۲۱- ذرات مگنتیک را به مدت ۲ دقیقه با ورتکس یکنواخت کنید. 

۲۲- لوله را بر روی رک مگنتیک قرار دهید تا ذرات مگنت از محلول جدا شده و به جدار لوله جذب شوند. تا زمانی که 
محلول کاملا شفاف شود، صبر کنید. 

۲۳- درب لوله را بدون خارج کردن لوله از رک مگنتیک باز کرده و محلول شفاف شده را با پیپت خارج و دور بریزید. 
مراقب باشید تا ذرات مگنتیک متصل به جداره لوله را لمس نکنید. 

۲۴- مراحل ۲۰ تا ۲۳ را ( شستشو با بافر CFDW 2) تکرار کنید. 
۲۵- درب لوله را بسته و به مدت ۳۰ ثانیه از روی رک مگنتیک بردارید. 

۲۶- لوله را مجددا بر روی رک مگنتیک قرار دهید و تا جذب کامل ذرات مگنتیک به جداره لوله صبر کنید. 
۲۷- درب لوله را بدون خارج کردن لوله از رک مگنتیک باز کرده و باقیمانده محلول شفاف شده را با پیپت خارج و دور 

بریزید. مراقب باشید تا ذرات مگنتیک متصل به جداره لوله را لمس نکنید. 
۲۸- درب لوله را باز گذاشته و به مدت ۲۵ دقیقه صبر کنید تا ذرات مگنتیک کاملا خشک شوند. 

۲۹- بدون برداشتن لوله از روی رک مگنتیک، مقدار ۳۰ تا ۶۰ میکرو لیتر بافر CFDE به لوله اضافه کنید. درب لوله را 
بسته و آن را از روی رک مگنتیک بردارید. 
۳۰- لوله را به مدت ۵ دقیقه ورتکس کنید. 

۳۱- لوله را بر روی رک مگنتیک قرار دهید تا ذرات مگنت از محلول جدا شده و به جدار لوله جذب شوند. تا زمانی که 
محلول کاملا شفاف شود، صبر کنید. 

۳۲- محلول شفاف حاوی ccfDNA را به یک لوله ۱/۵ میلی لیتری منتقل کنید. 
۳۳- نمونه را در ۲۰- درجه سانتیگراد ذخیره کنید. 
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پرتکل استخراج از ۲ میلی لیتر سرم/پلاسما 
قبل از شروع: 

انکوباتور را بر روی ۶۰ درجه سانتیگراد تنظیم کنید. •
بافر CFDW 2 را طبق دستورالعمل آماده سازی مواد در صفحه ۴ آماده کنید. •
تیوب حاوی tBioBead CF را قبل از استفاده شیک و یا ورتکس کنید تا به طور کامل یکنواخت شوند.  •

پروتکل: 
۱- مقدار ۲ میلی لیتر پلاسما یاسرم را به یک لوله ی ۱۵ میلی لیتری اضافه کنید. 

نکته مهم:  اگر مقدار سرم یا پلاسما کمتر از ۲ میلی لیتر است، با اضافه کردن بافر CFDE حجم آن را به ۲ میلی 
لیتر برسانید. 

۲- مقدار ۳۰ میکرو لیتر پروتئیناز K به لوله اضافه کنید. 
۳- مقدار ۱۳۵ میکرو لیتر از بافر CFDL اضافه کنید. 

۴- با ورتکس کردن لوله در حد اکثر سرعت،  محتوای آن را به خوبی مخلوط کنید. 
۵- لوله را در ۶۰ درجه سانتیگراد به مدت ۲۵ دقیقه انکوبه کنید. 

نکته مهم: هر ۱۰ دقیقه یکبار لوله را ورتکس کنید و یا از انکوباتور شیکردار استفاده کنید. 

۶- لوله را از انکوباتور خارج و به مدت ۱۰ دقیقه در دمای اتاق قرار دهید. 

نکته مهم: این مرحله بسیار اهمیت دارد تا دمای نمونه کاهش یافته و به دمای اتاق برسد. 

۷- مقدار ۲ میلی لیتر بافر CFDB به نمونه اضافه کنید. نمونه را با حداکثر سرعت و به مدت ۳۰ ثانیه ورتکس کنید. 
۸- مقدار ۲۰ میکرو لیتر tBioBead CF به نمونه اضافه کنید. نمونه را با سر و ته کردن لوله حداقل ۱۰ بار به خوبی 

مخلوط کنید. 
۹- نمونه را به مدت ۱۰ دقیقه در دمای اتاق قرار داده و به طور مداوم مخلوط کنید. مخلوط کردن در این مدت ۱۰ دقیقه 

باید یا با شیکر و یا باراکر انجام شود. 

نکته مهم: به هیچ عنوان از ورتکس استفاده نکنید زیرا با تشکیل کف، موجب کاهش اثربخشی استخراج می شود. 
سرعت مخلوط کردن در شیکر و یا راکر باید به گونه ای تنظیم شود که ذرات مگنتیک در محلول باقی مانده و رسوب 

نکنند. 

۱۰- لوله را بر روی رک مگنتیک مناسب لوله های ۱۵ میلی لیتری قرار دهید تا ذرات مگنت از محلول جدا شده و به جدار 
لوله جذب شوند. تا زمانی که محلول کاملا شفاف شود، صبر کنید. 

۱۲- درب لوله را بدون خارج کردن لوله از رک مگنتیک باز کرده و محلول شفاف شده را با پیپت خارج و دور بریزید. 
مراقب باشید تا ذرات مگنتیک متصل به جداره لوله را لمس نکنید.
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۱۳- مقدار ۱ میلی لیتر بافر CFDW 1  به نمونه اضافه کنید و لوله ی حاوی ذرات مگنتیک را از روی رک بردارید. 
۱۴- ذرات مگنتیک را به مدت ۲ دقیقه با ورتکس یکنواخت کنید. 

نکته مهم: برای بهترین نتیجه، ضروری است که ذرات مگنتیک در این مرحله به خوبی یکنواخت شوند. 

۱۵-ذرات یکنواخت شده ی tBioBead CF را به یک لوله ی ۱/۵ میلی لیتری تمیز منتقل کنید. 
۱۶- لوله را بر روی رک مگنتیک مناسب لوله های ۱/۵ و یا ۲ میلی لیتری قرار دهید تا ذرات مگنت از محلول جدا شده و 

به جدار لوله جذب شوند. تا زمانی که محلول کاملا شفاف شود، صبر کنید. 
۱۷- درب لوله را بدون خارج کردن لوله از رک مگنتیک باز کرده و محلول شفاف شده را با پیپت خارج و دور بریزید. 

مراقب باشید تا ذرات مگنتیک متصل به جداره لوله را لمس نکنید. 
۱۸- مراحل ۱۵ تا ۱۸ را ( شستشو با بافر CFDW 1) تکرار کنید. 

۱۹- لوله را بر روی رک مگنتیک مناسب لوله های ۱/۵ و یا ۲ میلی لیتری قرار دهید تا ذرات مگنت از محلول جدا شده و 
به جدار لوله جذب شوند. تا زمانی که محلول کاملا شفاف شود، صبر کنید. 

۲۰- درب لوله را بدون خارج کردن لوله از رک مگنتیک باز کرده و محلول شفاف شده را با پیپت خارج و دور بریزید. 
مراقب باشید تا ذرات مگنتیک متصل به جداره لوله را لمس نکنید. 

۲۱- مقدار ۱ میلی لیتر بافر CFDW 2 به لوله اضافه کنید. 
۲۲- ذرات مگنتیک را به مدت ۲ دقیقه با ورتکس یکنواخت کنید. 

۲۳- لوله را بر روی رک مگنتیک قرار دهید تا ذرات مگنت از محلول جدا شده و به جدار لوله جذب شوند. تا زمانی که 
محلول کاملا شفاف شود، صبر کنید. 

۲۴- درب لوله را بدون خارج کردن لوله از رک مگنتیک باز کرده و محلول شفاف شده را با پیپت خارج و دور بریزید. 
مراقب باشید تا ذرات مگنتیک متصل به جداره لوله را لمس نکنید. 

۲۵- مراحل ۲۱ تا ۲۴ را ( شستشو با بافر CFDW 2) تکرار کنید. 
۲۶- درب لوله را بسته و به مدت ۳۰ ثانیه از روی رک مگنتیک بردارید. 

۲۷- لوله را مجددا بر روی رک مگنتیک قرار دهید و تا جذب کامل ذرات مگنتیک به جداره لوله صبر کنید. 
۲۸- درب لوله را بدون خارج کردن لوله از رک مگنتیک باز کرده و باقیمانده محلول شفاف شده را با پیپت خارج و دور 

بریزید. مراقب باشید تا ذرات مگنتیک متصل به جداره لوله را لمس نکنید. 
۲۹- درب لوله را باز گذاشته و به مدت ۲۵ دقیقه صبر کنید تا ذرات مگنتیک کاملا خشک شوند. 

۳۰- بدون برداشتن لوله از روی رک مگنتیک، مقدار ۵۰ تا ۱۰۰ میکرو لیتر بافر CFDE به لوله اضافه کنید. درب لوله را 
بسته و آن را از روی رک مگنتیک بردارید. 
۳۱- لوله را به مدت ۵ دقیقه ورتکس کنید. 

۳۲- لوله را بر روی رک مگنتیک قرار دهید تا ذرات مگنت از محلول جدا شده و به جدار لوله جذب شوند. تا زمانی که 
محلول کاملا شفاف شود، صبر کنید. 

۳۳- محلول شفاف حاوی ccfDNA را به یک لوله ۱/۵ میلی لیتری منتقل کنید. 
۳۴- نمونه را در ۲۰- درجه سانتیگراد ذخیره کنید. 

برای پرتکل استخراج از ۲ میلی لیتر بیشتر سرم/پلاسما (تا ۴ میلی لیتر پلاسما/سرم) با ما تماس 
بگیرید 
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 (Carrier RNA با) پرتکل استخراج از ۱ میلی لیتر سرم/پلاسما

مــاده Carrier RNA در کــیت  tBioMag™  Circulating DNA Extraction Kit مــوجــود نیســت و بــایــد جــداگــانــه 
تـهیه شـود. غـلظت نـهایـی مـورد نـیاز بـرای هـر نـمونـه حـداکـثر یـک مـیکروگـرم مـی بـاشـد. مـاده Carrier RNA بـایـد در دمـای 
۲۰- درجــه ســانــتیگراد نگهــداری شــود. از فــریــز و دفــریــز کــردن ایــن محــلول بــیش از ســه بــار خــودداری نــمایــید. بــنابــرایــن ایــن 

ماده را به مقادیر کوچکتر تقسیم و در دمای ۲۰- درجه سانتیگراد نگهداری کنید. 

مـمکن اسـت مـقدار Carrier RNA کـمتر از یـک مـیکروگـرم بـه ازای هـر نـمونـه نـتایـج بهـتری بـه دسـت دهـد. بـه هـمین مـنظور 
 qPCR و یـــا PCR بهـــتر اســـت مـــقادیـــر کـــمتر از یـــک مـــیکروگـــرم نـــیز آزمـــایـــش شـــود تـــا اگـــر نـــتایـــج بهـــتری در آزمـــایـــش هـــای

داشت، مقدار مناسب از این ماده به بافر CFDL اضافه شود. 

یــکی از مــزایــای اســتفاده از Carrier RNA بهــبود اتــصال اســید هــای نــوکــلئیک بــه ذرات مــگنتیک پــوشــده شــده بــا ســیلیکا 
اســـت، بـــخصوص در نـــمونـــه هـــایـــی کـــه مـــقدار اســـید نـــوکـــلئیک هـــدف کـــم و یـــا قـــطعات DNA کـــوچـــک بـــاشـــد. از آنـــجایـــی کـــه 
مـقادیـر زیـادی از Carrier RNA هـمراه اسـیدنـوکـلئیک هـدف اسـتخراج مـی شـود روشـهای اسـکتروفـتومـتری بـرای ارزیـابـی 
 qPCR بـایـد از روش DNA مـقدار اسـیدهـای نـوکـلئیک اسـتخراج شـده مـناسـب نیسـت. بـرای ارزیـابـی کـمی و کـیفی مـقدار

استفاده شود. 

قبل از شروع: 
انکوباتور را بر روی ۶۰ درجه سانتیگراد تنظیم کنید. •
بافر CFDW 2 را طبق دستورالعمل آماده سازی مواد در صفحه ۴ آماده کنید. •
بـه مـقدار حـداکـثر یـک مـیکروگـرم بـه ازای هـر نـمونـه، carrier RNA بـه بـافـر CFDL اضـافـه کـنید. ایـن مخـلوط هـمیشه •

باید به صورت تازه و به تعداد نمونه های مورد آزمایش آماده شود. 
تیوب حاوی tBioBead CF را قبل از استفاده شیک و یا ورتکس کنید تا به طور کامل یکنواخت شوند.  •

پروتکل: 
۱- مقدار ۱ میلی لیتر پلاسما یاسرم را به یک لوله ی ۱۵ میلی لیتری اضافه کنید. 

نکته مهم:  اگر مقدار سرم یا پلاسما کمتر از ۱ میلی لیتر است، با اضافه کردن بافر CFDE حجم آن را به ۱ میلی 
لیتر برسانید. 

۲- مقدار ۱۵ میکرو لیتر پروتئیناز K به لوله اضافه کنید. 
۳- مقدار ۶۷ میکرو لیتر از بافر CFDL اضافه کنید. 
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۴- با ورتکس کردن لوله در حد اکثر سرعت،  محتوای آن را به خوبی مخلوط کنید. 
۵- لوله را در ۶۰ درجه سانتیگراد به مدت ۲۰ دقیقه انکوبه کنید. 

نکته مهم: هر ۱۰ دقیقه یکبار لوله را ورتکس کنید و یا از انکوباتور شیکردار استفاده کنید. 

۶- لوله را از انکوباتور خارج و به مدت ۱۰ دقیقه در دمای اتاق قرار دهید. 

نکته مهم: این مرحله بسیار اهمیت دارد تا دمای نمونه کاهش یافته و به دمای اتاق برسد. 
۷- مقدار ۱ میلی لیتر بافر CFDB به نمونه اضافه کنید. نمونه را با حداکثر سرعت و به مدت ۳۰ ثانیه ورتکس کنید. 

۸- مقدار ۱۰ میکرو لیتر tBioBead CF به نمونه اضافه کنید. نمونه را با سر و ته کردن لوله حداقل ۱۰ بار به خوبی 
مخلوط کنید. 

۹- نمونه را به مدت ۱۰ دقیقه در دمای اتاق قرار داده و به طور مداوم مخلوط کنید. مخلوط کردن در این مدت ۱۰ دقیقه 
باید یا با شیکر و یا باراکر انجام شود. 

نکته مهم: به هیچ عنوان از ورتکس استفاده نکنید زیرا با تشکیل کف، موجب کاهش اثربخشی استخراج می شود. 
سرعت مخلوط کردن در شیکر و یا راکر باید به گونه ای تنظیم شود که ذرات مگنتیک در محلول باقی مانده و رسوب 

نکنند. 

۱۰- مقدار ۱ میلی لیتر از لیزت را به یک لوله ی ۱/۵ میلی لیتری منتقل کنید. 
۱۱- لوله را بر روی رک مگنتیک قرار دهید تا ذرات مگنت از محلول جدا شده و به جدار لوله جذب شوند. تا زمانی که 

محلول کاملا شفاف شود، صبر کنید. 
۱۲- درب لوله را بدون خارج کردن لوله از رک مگنتیک باز کرده و محلول شفاف شده را با پیپت خارج و دور بریزید. 

مراقب باشید تا ذرات مگنتیک متصل به جداره لوله را لمس نکنید. 
۱۳- بدون برداشتن لوله از روی رک مگنتیک، باقیمانده لیزت از مرحله ۱۰ را به لوله ی ۱/۵ میلی لیتری مرحله ی قبل 

منتقل کنید و تا زمانی که محلول کاملا شفاف شود، صبر کنید. 
۱۴- درب لوله را بدون خارج کردن لوله از رک مگنتیک باز کرده و محلول شفاف شده را با پیپت خارج و دور بریزید. 

مراقب باشید تا ذرات مگنتیک متصل به جداره لوله را لمس نکنید. 
۱۵- مقدار ۵۰۰ میکرو لیتر بافر CFDW 1  به نمونه اضافه کنید و لوله ی حاوی ذرات مگنتیک را از روی رک بردارید. 

۱۶- ذرات مگنتیک را به مدت ۲ دقیقه با ورتکس یکنواخت کنید. 

نکته مهم: برای بهترین نتیجه، ضروری است که ذرات مگنتیک در این مرحله به خوبی یکنواخت شوند. 

۱۷- لوله را بر روی رک مگنتیک قرار دهید تا ذرات مگنت از محلول جدا شده و به جدار لوله جذب شوند. تا زمانی که 
محلول کاملا شفاف شود، صبر کنید. 
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۱۸- درب لوله را بدون خارج کردن لوله از رک مگنتیک باز کرده و محلول شفاف شده را با پیپت خارج و دور بریزید. 
مراقب باشید تا ذرات مگنتیک متصل به جداره لوله را لمس نکنید. 

۱۹- مراحل ۱۵ تا ۱۸ را ( شستشو با بافر CFDW 1) تکرار کنید. 
۲۰- مقدار ۵۰۰ میکرو لیتر بافر CFDW 2 به لوله اضافه کنید. 
۲۱- ذرات مگنتیک را به مدت ۲ دقیقه با ورتکس یکنواخت کنید. 

۲۲- لوله را بر روی رک مگنتیک قرار دهید تا ذرات مگنت از محلول جدا شده و به جدار لوله جذب شوند. تا زمانی که 
محلول کاملا شفاف شود، صبر کنید. 

۲۳- درب لوله را بدون خارج کردن لوله از رک مگنتیک باز کرده و محلول شفاف شده را با پیپت خارج و دور بریزید. 
مراقب باشید تا ذرات مگنتیک متصل به جداره لوله را لمس نکنید. 

۲۴- مراحل ۲۰ تا ۲۳ را ( شستشو با بافر CFDW 2) تکرار کنید. 
۲۵- درب لوله را بسته و به مدت ۳۰ ثانیه از روی رک مگنتیک بردارید. 

۲۶- لوله را مجددا بر روی رک مگنتیک قرار دهید و تا جذب کامل ذرات مگنتیک به جداره لوله صبر کنید. 
۲۷- درب لوله را بدون خارج کردن لوله از رک مگنتیک باز کرده و باقیمانده محلول شفاف شده را با پیپت خارج و دور 

بریزید. مراقب باشید تا ذرات مگنتیک متصل به جداره لوله را لمس نکنید. 
۲۸- درب لوله را باز گذاشته و به مدت ۲۵ دقیقه صبر کنید تا ذرات مگنتیک کاملا خشک شوند. 

۲۹- بدون برداشتن لوله از روی رک مگنتیک، مقدار ۳۰ تا ۶۰ میکرو لیتر بافر CFDE به لوله اضافه کنید. درب لوله را 
بسته و آن را از روی رک مگنتیک بردارید. 
۳۰- لوله را به مدت ۵ دقیقه ورتکس کنید. 

۳۱- لوله را بر روی رک مگنتیک قرار دهید تا ذرات مگنت از محلول جدا شده و به جدار لوله جذب شوند. تا زمانی که 
محلول کاملا شفاف شود، صبر کنید. 

۳۲- محلول شفاف حاوی ccfDNA را به یک لوله ۱/۵ میلی لیتری منتقل کنید. 
۳۳- نمونه را در ۲۰- درجه سانتیگراد ذخیره کنید. 

 (Carrier RNA با) پرتکل استخراج از ۲ میلی لیتر سرم/پلاسما
قبل از شروع: 

انکوباتور را بر روی ۶۰ درجه سانتیگراد تنظیم کنید. •
بافر CFDW 2 را طبق دستورالعمل آماده سازی مواد در صفحه ۴ آماده کنید. •
بـه مـقدار حـداکـثر یـک مـیکروگـرم بـه ازای هـر نـمونـه، carrier RNA بـه بـافـر CFDL اضـافـه کـنید. ایـن مخـلوط هـمیشه •

باید به صورت تازه و به تعداد نمونه های مورد آزمایش آماده شود. 
تیوب حاوی tBioBead CF را قبل از استفاده شیک و یا ورتکس کنید تا به طور کامل یکنواخت شوند.  •

پروتکل: 
۱- مقدار ۲ میلی لیتر پلاسما یاسرم را به یک لوله ی ۱۵ میلی لیتری اضافه کنید. 

نکته مهم:  اگر مقدار سرم یا پلاسما کمتر از ۲ میلی لیتر است، با اضافه کردن بافر CFDE حجم آن را به ۲ میلی 
لیتر برسانید. 
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۲- مقدار ۳۰ میکرو لیتر پروتئیناز K به لوله اضافه کنید. 
۳- مقدار ۱۳۵ میکرو لیتر از بافر CFDL اضافه کنید. 

۴- با ورتکس کردن لوله در حد اکثر سرعت،  محتوای آن را به خوبی مخلوط کنید. 
۵- لوله را در ۶۰ درجه سانتیگراد به مدت ۲۵ دقیقه انکوبه کنید. 

نکته مهم: هر ۱۰ دقیقه یکبار لوله را ورتکس کنید و یا از انکوباتور شیکردار استفاده کنید. 

۶- لوله را از انکوباتور خارج و به مدت ۱۰ دقیقه در دمای اتاق قرار دهید. 

نکته مهم: این مرحله بسیار اهمیت دارد تا دمای نمونه کاهش یافته و به دمای اتاق برسد. 
۷- مقدار ۲ میلی لیتر بافر CFDB به نمونه اضافه کنید. نمونه را با حداکثر سرعت و به مدت ۳۰ ثانیه ورتکس کنید. 

۸- مقدار ۲۰ میکرو لیتر tBioBead CF به نمونه اضافه کنید. نمونه را با سر و ته کردن لوله حداقل ۱۰ بار به خوبی 
مخلوط کنید. 

۹- نمونه را به مدت ۱۰ دقیقه در دمای اتاق قرار داده و به طور مداوم مخلوط کنید. مخلوط کردن در این مدت ۱۰ دقیقه 
باید یا با شیکر و یا باراکر انجام شود. 

نکته مهم: به هیچ عنوان از ورتکس استفاده نکنید زیرا با تشکیل کف، موجب کاهش اثربخشی استخراج می شود. 
سرعت مخلوط کردن در شیکر و یا راکر باید به گونه ای تنظیم شود که ذرات مگنتیک در محلول باقی مانده و رسوب 

نکنند. 

۱۰- لوله را بر روی رک مگنتیک مناسب لوله های ۱۵ میلی لیتری قرار دهید تا ذرات مگنت از محلول جدا شده و به جدار 
لوله جذب شوند. تا زمانی که محلول کاملا شفاف شود، صبر کنید. 

۱۲- درب لوله را بدون خارج کردن لوله از رک مگنتیک باز کرده و محلول شفاف شده را با پیپت خارج و دور بریزید. 
مراقب باشید تا ذرات مگنتیک متصل به جداره لوله را لمس نکنید. 

۱۳- مقدار ۱ میلی لیتر بافر CFDW 1  به نمونه اضافه کنید و لوله ی حاوی ذرات مگنتیک را از روی رک بردارید. 
۱۴- ذرات مگنتیک را به مدت ۲ دقیقه با ورتکس یکنواخت کنید. 

نکته مهم: برای بهترین نتیجه، ضروری است که ذرات مگنتیک در این مرحله به خوبی یکنواخت شوند. 

۱۵-ذرات یکنواخت شده ی tBioBead CF را به یک لوله ی ۱/۵ میلی لیتری تمیز منتقل کنید. 
۱۶- لوله را بر روی رک مگنتیک مناسب لوله های ۱/۵ و یا ۲ میلی لیتری قرار دهید تا ذرات مگنت از محلول جدا شده و 

به جدار لوله جذب شوند. تا زمانی که محلول کاملا شفاف شود، صبر کنید. 
۱۷- درب لوله را بدون خارج کردن لوله از رک مگنتیک باز کرده و محلول شفاف شده را با پیپت خارج و دور بریزید. 

مراقب باشید تا ذرات مگنتیک متصل به جداره لوله را لمس نکنید. 
۱۸- مراحل ۱۵ تا ۱۸ را ( شستشو با بافر CFDW 1) تکرار کنید. 

۱۹- لوله را بر روی رک مگنتیک مناسب لوله های ۱/۵ و یا ۲ میلی لیتری قرار دهید تا ذرات مگنت از محلول جدا شده و 
به جدار لوله جذب شوند. تا زمانی که محلول کاملا شفاف شود، صبر کنید. 
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۲۰- درب لوله را بدون خارج کردن لوله از رک مگنتیک باز کرده و محلول شفاف شده را با پیپت خارج و دور بریزید. 
مراقب باشید تا ذرات مگنتیک متصل به جداره لوله را لمس نکنید. 

۲۱- مقدار ۱ میلی لیتر بافر CFDW 2 به لوله اضافه کنید. 
۲۲- ذرات مگنتیک را به مدت ۲ دقیقه با ورتکس یکنواخت کنید. 

۲۳- لوله را بر روی رک مگنتیک قرار دهید تا ذرات مگنت از محلول جدا شده و به جدار لوله جذب شوند. تا زمانی که 
محلول کاملا شفاف شود، صبر کنید. 

۲۴- درب لوله را بدون خارج کردن لوله از رک مگنتیک باز کرده و محلول شفاف شده را با پیپت خارج و دور بریزید. 
مراقب باشید تا ذرات مگنتیک متصل به جداره لوله را لمس نکنید. 

۲۵- مراحل ۲۱ تا ۲۴ را ( شستشو با بافر CFDW 2) تکرار کنید. 
۲۶- درب لوله را بسته و به مدت ۳۰ ثانیه از روی رک مگنتیک بردارید. 

۲۷- لوله را مجددا بر روی رک مگنتیک قرار دهید و تا جذب کامل ذرات مگنتیک به جداره لوله صبر کنید. 
۲۸- درب لوله را بدون خارج کردن لوله از رک مگنتیک باز کرده و باقیمانده محلول شفاف شده را با پیپت خارج و دور 

بریزید. مراقب باشید تا ذرات مگنتیک متصل به جداره لوله را لمس نکنید. 
۲۹- درب لوله را باز گذاشته و به مدت ۲۵ دقیقه صبر کنید تا ذرات مگنتیک کاملا خشک شوند. 

۳۰- بدون برداشتن لوله از روی رک مگنتیک، مقدار ۵۰ تا ۱۰۰ میکرو لیتر بافر CFDE به لوله اضافه کنید. درب لوله را 
بسته و آن را از روی رک مگنتیک بردارید. 
۳۱- لوله را به مدت ۵ دقیقه ورتکس کنید. 

۳۲- لوله را بر روی رک مگنتیک قرار دهید تا ذرات مگنت از محلول جدا شده و به جدار لوله جذب شوند. تا زمانی که 
محلول کاملا شفاف شود، صبر کنید. 

۳۳- محلول شفاف حاوی ccfDNA را به یک لوله ۱/۵ میلی لیتری منتقل کنید. 
۳۴- نمونه را در ۲۰- درجه سانتیگراد ذخیره کنید. 

برای پرتکل استخراج از ۲ میلی لیتر بیشتر سرم/پلاسما (تا ۴ میلی لیتر پلاسما/سرم) با ما تماس 
بگیرید 

پرتکل استخراج از ۱ میلی لیتر سرم/پلاسما 
 (DNA برای جداسازی قطعات بسیار کوچک) 

بـرای اسـتخراج ccfDNA ا1ز یـک مـیلی لـیتر پـلاسـما یـا سـرم در ایـن پـروتـکل بـه ایـزوپـروپـانـل مـطلق (٪۱۰۰)  نـیاز مـی بـاشـد 
که در محتوای کیت نیست و باید جداگانه تهیه شود. 

قبل از شروع: 
انکوباتور را بر روی ۶۰ درجه سانتیگراد تنظیم کنید. •
بافر CFDW 2 را طبق دستورالعمل آماده سازی مواد در صفحه ۴ آماده کنید. •
تیوب حاوی tBioBead CF را قبل از استفاده شیک و یا ورتکس کنید تا به طور کامل یکنواخت شوند. •
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پروتکل: 
۱- مقدار ۱ میلی لیتر پلاسما یاسرم را به یک لوله ی ۱۵ میلی لیتری اضافه کنید. 

نکته مهم:  اگر مقدار سرم یا پلاسما کمتر از ۱ میلی لیتر است، با اضافه کردن بافر CFDE حجم آن را به ۱ میلی 
لیتر برسانید. 

۲- مقدار ۱۵ میکرو لیتر پروتئیناز K به لوله اضافه کنید. 
۳- مقدار ۶۷ میکرو لیتر از بافر CFDL اضافه کنید. 

۴- با ورتکس کردن لوله در حد اکثر سرعت،  محتوای آن را به خوبی مخلوط کنید. 
۵- لوله را در ۶۰ درجه سانتیگراد به مدت ۲۰ دقیقه انکوبه کنید. 

نکته مهم: هر ۱۰ دقیقه یکبار لوله را ورتکس کنید و یا از انکوباتور شیکردار استفاده کنید. 
۶- لوله را از انکوباتور خارج و به مدت ۱۰ دقیقه در دمای اتاق قرار دهید. 

نکته مهم: این مرحله بسیار اهمیت دارد تا دمای نمونه کاهش یافته و به دمای اتاق برسد. 

۷- بافر CFDB را با توجه به جدول زیر به نمونه اضافه کنید:

مقدار کل به ازای هر ایزوپروپانل مطلقمقدار بافر CFDBپروتکل ۱ میلی لیتر پلاسما
نمونه ی پلاسما

mL1 mL2 mL 1قطعات کوچک

mL0.5 mL2 mL 1.5قطعات کوچک (بهبود عملکرد)

mL-2 mL 2قطعات کوچک (بهترین عملکرد)

۸- نمونه را با حداکثر سرعت و به مدت ۳۰ ثانیه ورتکس کنید. 
۹- مقدار ۱۰ میکرو لیتر tBioBead CF به نمونه اضافه کنید. نمونه را با سر و ته کردن لوله حداقل ۱۰ بار به خوبی 

مخلوط کنید. 
۱۰- نمونه را به مدت ۱۰ دقیقه در دمای اتاق قرار داده و به طور مداوم مخلوط کنید. مخلوط کردن در این مدت ۱۰ دقیقه 

باید یا با شیکر و یا باراکر انجام شود. 

نکته مهم: به هیچ عنوان از ورتکس استفاده نکنید زیرا با تشکیل کف، موجب کاهش اثربخشی استخراج می شود. 
سرعت مخلوط کردن در شیکر و یا راکر باید به گونه ای تنظیم شود که ذرات مگنتیک در محلول باقی مانده و رسوب 

نکنند. 

۱۱- مقدار ۱ میلی لیتر از لیزت را به یک لوله ی ۱/۵ میلی لیتری منتقل کنید. 
۱۲- لوله را بر روی رک مگنتیک قرار دهید تا ذرات مگنت از محلول جدا شده و به جدار لوله جذب شوند. تا زمانی که 

محلول کاملا شفاف شود، صبر کنید.
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۱۳- درب لوله را بدون خارج کردن لوله از رک مگنتیک باز کرده و محلول شفاف شده را با پیپت خارج و دور بریزید. 
مراقب باشید تا ذرات مگنتیک متصل به جداره لوله را لمس نکنید. 

۱۴- بدون برداشتن لوله از روی رک مگنتیک، باقیمانده لیزت از مرحله ۱۰ را به لوله ی ۱/۵ میلی لیتری مرحله ی قبل 
منتقل کنید و تا زمانی که محلول کاملا شفاف شود، صبر کنید. 

۱۵- درب لوله را بدون خارج کردن لوله از رک مگنتیک باز کرده و محلول شفاف شده را با پیپت خارج و دور بریزید. 
مراقب باشید تا ذرات مگنتیک متصل به جداره لوله را لمس نکنید. 

۱۶- مقدار ۵۰۰ میکرو لیتر بافر CFDW 1  به نمونه اضافه کنید و لوله ی حاوی ذرات مگنتیک را از روی رک بردارید. 
۱۷- ذرات مگنتیک را به مدت ۲ دقیقه با ورتکس یکنواخت کنید. 

نکته مهم: برای بهترین نتیجه، ضروری است که ذرات مگنتیک در این مرحله به خوبی یکنواخت شوند. 

۱۸- لوله را بر روی رک مگنتیک قرار دهید تا ذرات مگنت از محلول جدا شده و به جدار لوله جذب شوند. تا زمانی که 
محلول کاملا شفاف شود، صبر کنید. 

۱۹- درب لوله را بدون خارج کردن لوله از رک مگنتیک باز کرده و محلول شفاف شده را با پیپت خارج و دور بریزید. 
مراقب باشید تا ذرات مگنتیک متصل به جداره لوله را لمس نکنید. 

۲۰- مراحل ۱۵ تا ۱۸ را ( شستشو با بافر CFDW 1) تکرار کنید. 
۲۱- مقدار ۵۰۰ میکرو لیتر بافر CFDW 2 به لوله اضافه کنید. 
۲۲- ذرات مگنتیک را به مدت ۲ دقیقه با ورتکس یکنواخت کنید. 

۲۳- لوله را بر روی رک مگنتیک قرار دهید تا ذرات مگنت از محلول جدا شده و به جدار لوله جذب شوند. تا زمانی که 
محلول کاملا شفاف شود، صبر کنید. 

۲۴- درب لوله را بدون خارج کردن لوله از رک مگنتیک باز کرده و محلول شفاف شده را با پیپت خارج و دور بریزید. 
مراقب باشید تا ذرات مگنتیک متصل به جداره لوله را لمس نکنید. 

۲۵- مراحل ۲۰ تا ۲۳ را ( شستشو با بافر CFDW 2) تکرار کنید. 
۲۶- درب لوله را بسته و به مدت ۳۰ ثانیه از روی رک مگنتیک بردارید. 

۲۷- لوله را مجددا بر روی رک مگنتیک قرار دهید و تا جذب کامل ذرات مگنتیک به جداره لوله صبر کنید. 
۲۸- درب لوله را بدون خارج کردن لوله از رک مگنتیک باز کرده و باقیمانده محلول شفاف شده را با پیپت خارج و دور 

بریزید. مراقب باشید تا ذرات مگنتیک متصل به جداره لوله را لمس نکنید. 
۲۹- درب لوله را باز گذاشته و به مدت ۲۵ دقیقه صبر کنید تا ذرات مگنتیک کاملا خشک شوند. 

۳۰- بدون برداشتن لوله از روی رک مگنتیک، مقدار ۳۰ تا ۶۰ میکرو لیتر بافر CFDE به لوله اضافه کنید. درب لوله را 
بسته و آن را از روی رک مگنتیک بردارید. 
۳۱- لوله را به مدت ۵ دقیقه ورتکس کنید. 

۳۲- لوله را بر روی رک مگنتیک قرار دهید تا ذرات مگنت از محلول جدا شده و به جدار لوله جذب شوند. تا زمانی که 
محلول کاملا شفاف شود، صبر کنید. 

۳۳- محلول شفاف حاوی ccfDNA را به یک لوله ۱/۵ میلی لیتری منتقل کنید. 
۳۴- نمونه را در ۲۰- درجه سانتیگراد ذخیره کنید. 
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توصیه هایی برای جداسازی و نگهداری پلاسما  

برای استخراج و خالص سازی ccfDNA از پلاسما می توانید از پروتکل زیر استفاده کنید: 

۱- لوله ی حاوی ۱۰ میلی لیتر خون تام رادر سانتریفیوژ swing-out قرار دهید. 
۲- نمونه ی خون را به مدت ۱۰ دقیقه و در ۲۰۰۰g و یا ۳۵۰۰rpm و در مای ۴ درجه سانتیگراد سانتریفیوژ کنید. 

۳- بـدون بـر هـم زدن Buffy coat، پـلاسـما را (حـدود ۴ تـا ۵ مـیلی لـیتر) بـا پـیپت بـرداریـد و بـه یـک لـولـه ی ۱۵ مـیلی لـیتری 
تمیز منتقل کنید. 

۴- لــــولــــه ی حــــاوی پــــلاســــما را بــــه مــــدت ۱۰ دقــــیقه در ۱۶۰۰۰g تــــا ۱۸۰۰۰g (در روتــــور بــــا زاویــــه ثــــابــــت) و در دمــــای ۴ درجــــه 
سانتیگراد سانتریفیوژ کنید. 

۵- پلاسما را بدون تماس با رسوب ته لوله، به یک لوله ی تمیز منتقل کنید. 
۶- اگــر پــلاســما در هــمان روز بــرای اســتخراج ccfDNA اســتفاده مــی شــود،  مــیتوانــید آن را در ۲ تــا ۸ درجــه ســانــتیگراد 

نگه دارید، در غیر این صورت پلاسمار ا در دمای ۲۰- و یا ۸۰- درجه سانتیگراد ذخیره کنید. 
۷- بـرای آزمـایـشهای بـعدی، پـلاسـما را در دمـای اتـاق دفـریـز کـنید. در صـورت بـروز cryoprecipitation، ایـن مـراحـل را 

انجام دهید: 
الــف- لــولــه ی حــاوی پــلاســما را بــه مــدت ۱۰ دقــیقه در ۱۶۰۰۰g تــا ۱۸۰۰۰g (در روتــور بــا زاویــه ثــابــت) و در دمــای ۴ درجــه 

سانتیگراد سانتریفیوژ کنید. 
ب- پلاسما را بدون تماس با رسوب ته لوله، به یک لوله ی تمیز منتقل و مراحل استخراج را شروع کنید. 
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اطلاعات عملکرد وکارایی  

بــرای ارزیــابــی عــملکرد و کــارایــی کــیت tBioMag™ Circulating DNA Extraction Kit، تــعداد ۱۹ نــمونــه پــلاســما 
 QIAamp DNA از پــــــــلاســــــــما بــــــــا کــــــــیت ccfDNA از افــــــــراد ســــــــالــــــــم، بــــــــاردار و بــــــــدون عــــــــلامــــــــت تــــــــهیه و در اســــــــتخراج
Circulating NA Kit شــــرکــــت QIAGEN مــــورد مــــقایــــسه قــــرار گــــرفــــت. اســــتخراج ccfDNA بــــا اســــتفاده از پــــرتــــکل 
اسـتخراج ۲ مـیلی لـیتر پـلاسـما/سـرم از هـر دو کـیت انـجام شـد. بـرای ارزیـابـی مـقدار و کـیفیت ccfDNA اسـتخراج شـده 
از کـیتهای فـوق، مـقدار DNA ژنـومـی انـسان در یـک آزمـایـش کـمی qPCR کـه در آن دو نـاحـیه ژنـومـیک انـسان بـا  انـدازه 
 tBioMag™ کــوچــک (۹۰ بــاز) و یــک قــطعه بــزرگ  (۳۵۰ بــاز) تــکثیر مــی شــونــد مــورد آزمــایــش قــرار گــرفــت تــا تــوانــایــی کــیت
Circulating DNA Extraction Kit در اسـتخراج و خـالـص سـازی قـطعات کـوچـک DNA مـوجـود در پـلاسـما/سـرم 

ارزیابی شود. نتایج این آزمایش در نمودارهای زیر، تایید کننده ی عملکرد بسیار نزدیک دو کیت فوق می باشد:
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راهنمای حل مشکلات 
لــطفا از اطــلاعــات جــدول زیــر بــرای رفــع مــشکلات احــتمالــی اســتفاده کــنید. بــرای دریــافــت پشــتیبانــی بیشــتر لــطفا بــه آدرس 

https://www.tbiodx.com/ticketing مراجعه کنید. 

مشکلات احتمالی و راه حل ها

راه حل علت  مشکل

ذرات tBioBead CF را قبل از استفاده با ورتکس کردن 
کاملا یکنواخت کنید

 tBioBead عدم یکنواخت سازی کامل
CF

مقدار کم DNA استخراج شده

مطمئن شوید که نمونه ی پلاسما به دمای اتاق رسیده 
باشد

 tBioBead به DNA اتصال غیر موثر
CF

مطمئن شوید که هر نمونه در زمان انکوباسیون اتصال به 
ذرات مگنتیک، به خوبی مخلوط می شوند

 tBioBead به DNA اتصال غیر موثر
CF

مراقب باشید که در جریان پیپت کردن محلول شفاف، نوک 
سمپلر به ذرات مگنتیک برخورد نکند

از دست دادن ذرات tBioBead CF در 
حین آزمایش

حجم ایلوت را افزایش دهید و قبل از جدا سازی، به خوبی 
مخلوط کنید

 tBioBead بر روی DNA باقیماندن
CF

مطمئن شوید که اتانل ۱۰۰٪ به بافر CFDW 2 اضافه 
شده است

DNA از دست دادن

ذرات tBioBead CF را قبل از ایلوت کردن DNA، به 
مدت ۲۵ دقیقه خشک کنید

آلودگی به اتانل

زمان باقیماندن لوله بر روی رک مگنتیک را افزایش دهید کوتاه بودن زمان باقیماندن لوله بر روی 
رک مگنتیک

ذرات tBioBead CF به طور 
کامل شفاف نمی شوند

مراحل شستشو با بافر CFDW 1 را طبق دستورالعمل 
کیت انجام دهید. در صورت نیاز حجم بافر CFDW 1 را 

افزایش دهید

مراحل شستشو با CFDW 1 کامل 
نبوده

استخراج همزمان DNA با وزن 
ملکولی بالا

استفاده از بافر CFDW 2 باید در دمای اتاق انجام شود آلودگی با نمکها مشکل در آزمایشهای پس از 
استخراج

https://www.tbiodx.com/ticketing
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اطلاعات سفارش 
جهـــــت ســـــفارش کـــــیت tBioMag™  Circulating DNA Extraction Kit بـــــه آدرس www.tbiodx.com و یـــــا بـــــا 
شـماره تـلفن ۸۸۲۱۸۱۲۰-۰۲۱ و ۸۸۰۶۰۳۳۶-۰۲۱ از روزهـای شـنبه تـا چـهارشـنبه بـین سـاعـت ۸ صـبح تـا ۴:۳۰ دقـیقه بـعد 

از ظهر تماس بگیرید.

شماره کاتالوگ محصول

611300-50 tBioMag™ Circulating DNA Extraction Kit (50)

MagRack-1.5-2 tBioRack™ - 1.5/2.0 mL

MagRack-15 tBioRack™ - 15 mL

Trademarks: QIAGEN®, QIAamp®, (QIAGEN Group), tBioDx™, ExtendScreen™, tBioCare™, 
tBioMag™, tBioSpin™ (Zist Tashkhis Farda - tBioDx Co.). Registered names, trademarks, etc. 
used in this document, even when not specifically marked as such, are not to be considered 
unprotected by law. 


http://www.tbiodx.com
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RUO

REF

Tests Per Kit

Research Use Only

In Vitro Diagnostic Use Only

Catalogue Number

Lot Number (Batch Code)

Global Trade Item Number

Temperature Limitations (Storage Temperature)

Use By (Expiration Date)

Attention

Consult Instructions for Use

Date of Manufacture

Manufacturer

علائم 
لیست علائمی که ممکن است بر روی لیبل و یا جعبه محصول باشد:
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