BÀI 2: TÁCH CHIẾT DNA TỪ TẾ BÀO
I.  NGUYÊN LÍ TÁCH CHIẾT DNA TỪ TÊ BÀO
	1: Quan sát hình 2.1 hãy mô tả quy trình cơ bản tách chiết DNA từ tế bào. Từ đó hãy cho biết nguyên lí của phương pháp tách chiết DNA. 


	1. Quy trình cơ bản tách chiết DNA: gồm …. bước 

- Bước 1: 


Mẫu sinh phẩm có thể được thu nhận từ

- Bước 2 : 


là quá trình 

- Bước 3: 


Các thành phần cần loại bỏ là 


có thể được loại bỏ bằng ............................................................................
- Bước 4: 


Tiến hành 


DNA tinh khiết được bảo quản 

* Nguyên lý tách chiết DNA từ tế bào 





	2. Quan sát hình 2.2, cho biết mục đích và cơ chế của quá trình li giải tế bào.

	- Mục đích: 


- Cơ chế: 





	3. Quá trình li giải các loại tế bào có đặc điểm gì khác nhau?
	Do 
nên quá trình li giải có thể sử

 dụng


Đối với tế bào vi khuẩn


Đối với tế bào mô thực vật và động vật





	KIẾN THỨC GHI NHỚ

	I. Nguyên lý tách chiết DNA từ tế bào
* Nguyên lí của phương pháp tách chiết DNA < Phần trả lời câu 1>
* Quy trình cơ bản để tách chiết DNA < Phần trả lời câu 1>


II. MỘT SỐ PHƯƠNG PHÁP TÁCH CHIẾT DNA TỪ TẾ BÀO
	4. Quan sát hình 2.3 kết hợp nghiên cứu mục II.1 SCĐ trang 16, 17, hãy mô tả các bước loại bỏ protein
5. Bước cuối cùng (thu nhận DNA) của phương pháp tách chiết DNA bằng phương pháp tủa được tiến hành thế nào?
6. tại sao việc tách DNA bằng dung môi hữu cơ thường được tiến hành cùng với li tâm? 

7. Hãy cho biết nguyên lí của phương pháp tủa là gì?
	4. các bước loại bỏ protein:
- Bước 1: cho hỗn hợp dung môi hữu cơ 

để gây


- Bước 2: Lắc mạnh cho đồng nhất


- Bước 3: Li tâm để

- Bước 4: dùng proteinase K để


- Bước 5: dùng pipette


5. Gây kết tủa nhằm mục đích tinh sạch và cô đặc các phân tử DNA được tiến hành:

Bổ sung muối vào dịch chiết để 

tiếp theo bổ sung alcohol để ..........................................................................

-> tiến hành li tâm để ..................................... -> cặn DNA được rửa sạch trong .................................................................................................để thu được DNA tinh khiết.

6. Việc tách DNA bằng dung môi hữu cơ thường được tiến hành cùng li tâm vì: 

Li tâm dùng để phân tách hỗn hợp thành 


các thành phần có tỉ trọng khác nhau sẽ


nhờ đó loại bỏ các thành phần 
 và thu nhận DNA……
7. Nguyên lí của phương pháp tủa



	8. Quan sát hình 2.4 hãy mô tả quy trình tách chiết DNA bằng phương pháp cột silica. Từ đó, hãy cho biết nguyên lí của phương pháp này là gì?

	Quy trình tách chiết DNA bằng phương pháp cột silica gồm 4 bước:

- Bước 1: 

- Bước 2: Gắn cột
Hỗn hợp chứa DNA sau quá trình li giải


- Bước 3: 


Mẫu lấy từ vi khuẩn


Mẫu từ thực vật, động vật 

- Bước 4: 


Sau khi rửa bằng ethanol người ta tiến hành

để làm khô cột silica, sau đó tách chiết DNA khỏi

* Nguyên lí của phương pháp cột silica




	KIẾN THỨC GHI NHỚ

	II. MỘT SỐ PHƯƠNG PHÁP TÁCH CHIẾT DNA TỪ TẾ BÀO

1. Tách chiết DNA bằng phương pháp tủa
 * nguyên lí:  <Phần trả lời câu 7>

* Cách tiến hành

- Bước 1: Chuẩn bị mẫu sinh phẩm

- Bước 2: ........................................................................

- Bước 3: Loaị bỏ các thành phần không mong muốn <phần trả lời câu 4>

- Bước 4: ...................................................................... <phần trả lời câu 5>
2. Tách chiết DNA bằng phương pháp cột silica

* Nguyên lí: <phần trả lời câu 7>

* Cách tiến hành:

- Bước 1:......................................................................

- Bước 2: Li giải tế bào

- Bước 3: Loại bỏ các thành phần không mong muốn <phần trả lời bước 2, 3 của câu 8>

- Bước 4: ........................................................................ <phần trả lời bước 4 của câu 8>




ĐÁP ÁN PHẦN VỞ GHI
I.  NGUYÊN LÍ TÁCH CHIẾT DNA TỪ TÊ BÀO
	1: Quan sát hình 2.1 hãy mô tả quy trình cơ bản tách chiết DNA từ tế bào. Từ đó hãy cho biết nguyên lí của phương pháp tách chiết DNA. 


	1. Quy trình cơ bản tách chiết DNA: gồm 4 bước 

- Bước 1: Chuẩn bị mẫu sinh phẩm
Mẫu sinh phẩm có thể được thu nhận từ  nhiều nguồn khác nhau: tế bào vi khuẩn, mô thực vật hoặc động vật.
- Bước 2 : Li giải tế bào
là quá trình phá vỡ màng sinh chất và màng nhân (ở tế bào nhân thực) bằng tác nhân vật lí, hóa học → để giải phóng DNA vào dung dịch chiết xuất (cần đảm bảo DNA không bị phân huỷ bởi các enzyme).
- Bước 3: Loại bỏ các thành phần không mong muốn
Các thành phần cần loại bỏ là carbohydrate, lipid, protein... có thể được loại bỏ bằng dung môi hữu cơ, gắn DNA lên cột silica, dùng các hạt từ...
- Bước 4: Thu nhận DNA
Tiến hành rửa dịch chiết DNA để loại bỏ tạp chất còn sót lại. Sau đó
DNA tinh khiết được bảo quản trong dung dịch đệm
* Nguyên lý tách chiết DNA từ tế bào 
giải phóng DNA còn nguyên vẹn vào dung dịch tách chiết, loại bỏ các tạp chất để thu nhận DNA tinh sạch.

	2. Quan sát hình 2.2, cho biết mục đích và cơ chế của quá trình li giải tế bào.

	- Mục đích: giải phóng DNA vào dịch chiết
- Cơ chế: phá vỡ màng tế bào và màng nhân bằng các chất tẩy, enzyme; cần sử dụng thêm các biện pháp cơ học hoặc sử dụng enzyme để phá vỡ thành tế bào; mô động vật cần xử lí bằng enzyme để phá hủy các mô liên kết, cắt bỏ phần mô chết, phần thừa.

	3. Quá trình li giải các loại tế bào có đặc điểm gì khác nhau?
	Do cấu trúc của các loại tế bào khác nhau nên quá trình li giải có thể sử

 dụng kết hợp phương pháp vật lí
Đối với tế bào vi khuẩn quá trình tách chiết thường đơn giản
Đối với tế bào mô thực vật và động vật phải nghiền trong môi trường chứa nitrogen lỏng thành các hạt mịn.

	KIẾN THỨC GHI NHỚ

	I. Nguyên lý tách chiết DNA từ tế bào

* Nguyên lí của phương pháp tách chiết DNA < Phần trả lời câu 1>
* Quy trình cơ bản để tách chiết DNA < Phần trả lời câu 1>


II. MỘT SỐ PHƯƠNG PHÁP TÁCH CHIẾT DNA TỪ TẾ BÀO

	4. Quan sát hình 2.3 kết hợp nghiên cứu mục II.1 SCĐ trang 16, 17, hãy mô tả các bước loại bỏ protein

5. Bước cuối cùng (thu nhận DNA) của phương pháp tách chiết DNA bằng phương pháp tủa được tiến hành thế nào?

6. tại sao việc tách DNA bằng dung môi hữu cơ thường được tiến hành cùng với li tâm?

7. Hãy cho biết nguyên lí của phương pháp tủa là gì?
	4. các bước loại bỏ protein:

- Bước 1: cho hỗn hợp dung môi hữu cơ phenol: chloroform (tỉ lệ 1:1) để gây biến tính và kết tủa protein
- Bước 2: Lắc mạnh cho đồng nhất dung môi và dịch chiết
- Bước 3: Li tâm để tách protein và lipid ra khỏi hỗn hợp DNA, RNA và thu được một hỗn dịch gồm pha nước và pha dung môi hữu cơ
- Bước 4: dùng proteinase K để phân giải các phân tử protein còn sót lại
- Bước 5: dùng pipette hút pha nước để thu nhận hỗ hợp DNA và RNA, tiếp tục loại bỏ RNA bằng các enzyme ribonuclease
5. Gây kết tủa nhằm mục đích tinh sạch và cô đặc các phân tử DNA được tiến hành:

Bổ sung muối vào dịch chiết để trung hòa điện tích âm của DNA, tiếp theo bổ sung alcohol để gây kết tủa DNA -> tiến hành li tâm để thu cặn chứa DNA -> cặn DNA được rửa sạch trong  ethanol 70% vài lần để thu được DNA tinh khiết.

6. Việc tách DNA bằng dung môi hữu cơ thường được tiến hành cùng li tâm vì: 

Li tâm dùng để phân tách hỗn hợp thành các phần riêng biệt, các thành phần có tỉ trọng khác nhau sẽ được tách thành các lớp khác nhau, nhờ đó loại bỏ các thành phần không mong muốn và thu nhận DNA tinh sạch
7. Nguyên lí của phương pháp tủa

Tách chiết DNA bằng phương pháp tủa dựa trên tác dụng của các chất hóa học như gây biến tính protein và làm bất hoạt các enzyme phân giải DNA để tách DNA ra khỏi các thành phần khác của tế bào và tiến hành thu nhận DNA.

	8. Quan sát hình 2.4 hãy mô tả quy trình tách chiết DNA bằng phương pháp cột silica. Từ đó, hãy cho biết nguyên lí của phương pháp này là gì?


	Quy trình tách chiết DNA bằng phương pháp cột silica gồm 4 bước:

- Bước 1: Li giải tế bào

- Bước 2: Gắn cột: Hỗn hợp chứa DNA sau quá trình li giải chuyển lên màng silica thông qua li tâm, các muối chaotropic hỗ trợ liên kết DNA với các hạt silica và giữ lại, các thành phần khác chuyển xuống đáy

- Bước 3: Rửa: 

Mẫu lấy từ vi khuẩn chỉ cần rửa bằng ethanol

Mẫu từ thực vật, động vật được rửa hai lần bằng dung dịch chứa ít muối chaotropic và lần hai bằng ethanol 70%

- Bước 4: Thu nhận DNA
Sau khi rửa bằng ethanol người ta tiến hành li tâm để làm khô cột silica, sau đó tách chiết DNA khỏi màng silica

	KIẾN THỨC GHI NHỚ

II. MỘT SỐ PHƯƠNG PHÁP TÁCH CHIẾT DNA TỪ TẾ BÀO

1. Tách chiết DNA bằng phương pháp tủa
 * nguyên lí:  <Phần trả lời câu 7>

* Cách tiến hành

- Bước 1: Chuẩn bị mẫu sinh phẩm

- Bước 2: Li giải tế bào

- Bước 3: Loaị bỏ các thành phần không mong muốn <phần trả lời câu 4>

- Bước 4: Thu nhận DNA  <phần trả lời câu 5>

2. Tách chiết DNA bằng phương pháp cột silica

* Nguyên lí: <phần trả lời câu 7>

* Cách tiến hành:

- Bước 1: Chuẩn bị  mẫu sinh phẩm

- Bước 2: Li giải tế bào

- Bước 3: Loại bỏ các thành phần không mong muốn <phần trả lời bước 2, 3 của câu 8>

- Bước 4: Thu nhận DNA   <phần trả lời bước 4 của câu 8>


