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  چکیده
استخراج . باشد هاي ژنومیکس ضروري می ژنومی با کمیت و کیفیت مناسب در آزمایشگاه DNA استخراج

DNA فنلی نیز روبرو است که بر  ها با مشکل مواد پلی د کربوهیدراتهاي گیاهان چوبی افزون بر وجو از بافت
بسیار  ،دنهاي استخراج که این مواد را بتواند به حداقل برسان روش ،بنابراین ؛گذارد اثر منفی می DNA کیفیت

 DNAهاي متفاوت استخراج  از گیاه چاي روش DNAبراي استخراج  ،در این دستورالعمل. مطلوب هستند
به این ترتیب بعد از استخراج با . ه شده و در نهایت مناسبترین روش براي این امر معرفی شده استتوضیح داد

و  به علت آلودگیبا کمی تغییر، ) 1983(دلاپورتا و همکاران  روش، PCRچندین روش و انجام آزمون 
ي تشخیص داده هاي بالغ و لطیف چا از برگ DNAب، براي استخراج به عنوان یک روش مناس شکستگی کمتر

  .شود در این دستورالعمل معرفی می خالص DNAاستخراج  شده و به عنوان روش
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  مقدمه 
هاي علوم زیستی برخوردار بوده و براي این کار، اولین  امروزه مباحث مولکولی از اهمیت روزافزونی در بررسی

استخراج  DNAیت مورد نیاز میزان خلوص و کیف. باشد می) RNAیا  DNA(گام استخراج اسیدهاي نوکلئیک 
با وزن مولکولی بالا و خیلی  DNAبه عنوان مثال براي کتابخانه ژنومی، . شده بسته به نوع کاربرد متفاوت است

هایی همراه است که تغییر در  در بسیاري از موارد، استخراج مواد ژنتیکی با محدودیت. خالص مورد نیاز است
 .ثر باشدؤاستخراج شده م RNA و DNA است در بهبود کمیت و کیفیتبافر استخراج توانسته  pH ترکیب و
هاي ثانویه  ساکاریدي زیاد حاوي متابولیت که علاوه بر ترکیبات پلی یچوب اهانیاز گ یژنوم يDNA استخراج
ن این مشکل در گیاها کهباشند، همیشه یک چالش براي دانشمندان بوده؛ در حالی ها می ها و تانن فنل مانند پلی

سانتریفیوژ دور بالا و شیب غلظت (هاي خاصی  اگرچه این مشکلات به وسیله روش. شود علفی کمتر مشاهده می
هاي  تا حدودي بر طرف شده؛ اما گاهی به دلیل عدم دسترسی به این امکانات، استفاده از روش) کلرید سزیم

استخراج شده، باعث  DNA در محلول هاي فنلی جود ترکیبو. رسد تر ضروري به نظر می هزینه تر و کم ساده
چنین  و هم 1اي پلیمراز پلیمراز در واکنش زنجیره Taqپلیمراز مانند  DNA هاي جلوگیري از فعالیت آنزیم

گران مختلف روي  هایی توسط پژوهش آزمایش ،به همین منظور. شود گر می هاي برشجلوگیري از کار آنزیم
  .)(Lodhi et al., 1998 گیاهان متفاوت صورت گرفته است

  اسیدهاي نوکلئیک
هاي زیستی هستند که به عنوان ماده ژنتیکی با ارزش،  بزرگترین مولکول) اي اسیدهاي هسته(اسیدهاي نوکلئیک 

بررسی ساختار شیمیایی اسیدهاي نوکلئیک در قرن . دارند) بیوتکنولوژي(فناوري  جایگاه خاصی در علم زیست
سال طول کشید تا نقش زیستی این  75آغاز شد و تقریباً  2ئیک توسط میشرمیلادي با کشف اسیدهاي نوکل 18

هاي گیاهی و جانوري وجود دارد، بلکه بخشی اسیدهاي نوکلئیک نه تنها در هسته سلول. ترکیبات روشن گردد
دو نوع اسید نوکلئیک به نام . دهد هاي پروکاریوت را نیز تشکیل میها و سلولاز ساختار ویروس

وجود دارد که از به هم پیوستن واحدهاي ساختاري به  4ریبونوکلئیک اسید و اکسی 3ریبونوکلئیک اسید داکسی
دار،  نوکلئوتیدها از سه ترکیب اصلی بازهاي نیتروژن. اند وجود آمده نام نوکلئوتید در یک ردیف منظم به

به  DNAاظهار داشتند که  1944آوري و همکاران در سال . اند کربنه و اسید فسفریک تشکیل شده قندهاي پنج
به عنوان بخشی از  RNAبا آنکه وجود . عنوان ماده ژنتیکی انتقال صفات را از نسلی به نسل دیگر به عهده دارد

 1957هاي  هاي عالی از سال ها شناخته شده بود، فعالیت اختصاصی آن در سنتز پروتئین در یاختهساختار ویروس
                                                        
1 Polymerase Chain Reaction 
2 Miescher 
3 DNA 
4 RNA 
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به  DNAکند، نقش اساسی  هاي زیستی متمایز می اي نوکئیک را از سایر مولکولچه اسیده آن. به بعد آغاز شد
. شناسی باز کرد عنوان ماده ژنتیکی است و از این رو مطالعه آنها افق جدیدي را در علم بیوشیمی و زیست

این کشف ساده باعث . )1شکل (کشف شد  1953توسط واتسون و کریک در سال  DNAساختمان سه بعدي 
 DNAکه  مدل پیشنهادي آنان چنین بود. هاي مختلف ژنتیکی را بررسی کننددانشمندان بتوانند سیستم شد تا

گرد پیچ  به صورت راست هاي آن به دور یک محور مرکزي، معمولاً اي است که رشته ک مارپیچ دو رشتهی
ن به دو قسمت خارجی هاي پلکا فسفات همانند نرده -هاي قند ستون ،طبق مدل واتسون و کریک. خورند می

بازهاي آلی پیچیده و به این ترتیب در معرض محیط آبکی داخل سلول هستند و بازهاي آلی که خاصیت 
ها به صورت موازي متقابل قرار  هنگام تشکیل مارپیچ رشته. گیرند گریزي دارند، در داخل مارپیچ قرار می آب
  ).1386ربانی، (د گیرن می
  

  
 DNAساختمان  - 1شکل 

  DNAخراج است
هاي فیزیکی  هاي مورد مطالعه به وسیله ترکیبی از روش از نمونه DNAسازي  به فرایند خالص DNAجداسازي 

تلاش انجام گرفت، که  5توسط فریدریچ میشر 1869در سال  DNAاولین جداسازي . شود و شیمیایی اطلاق می
دهنده  ها ماده اصلی تشکیل ن دهد که پروتئیناو توانست نشا. دهاي لنفاوي استخراج کن ها را از گره کرد سلول

هاي سلولی،  ر عصارهاز پروتئین موجود دDNA  جدا کردن میشر به منظور چفردری. باشند می  سیتوپلاسم سلول
هاي دیگري نیز به این منظور  پس از میشر تلاش. را جدا کند DNAو توانست  پروتکلی جدید طراحی کرد

براي  مشخصي آزمایشگاهی  اولین پروسه. در زمینه جداسازي شد هاي فراوان صورت گرفت و باعث پیشرفت
هاي بیشتري  بعد از آن روش .لی توسعه یافتندسانتریفیوژ بر اساس چگا هاي بر پایه استراتژي DNA استخراج

شناسی سلولی و  کار گرفته شد و امروزه این امر، فرآیندي معمول در آنالیزهاي زیست به DNAجهت استخراج 
  .مولکولی بوده و براي بسیاري از مطالعات مربوط مورد نیاز است

توان با قرار دادن آنها در  اردار هستند، میها ب و پروتئین DNAهاي زیستی مانند  به سبب اینکه ماکرومولکول
ها را بر اساس خواص فیزیکی مانند شکل فضایی، وزن مولکولی و بار الکتریکی،  یک میدان الکتریکی، آن

                                                        
5 Friedrich Miescher 
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هاي مختلف الکتروفورزي  روش. شود براي این منظور، از روشی به نام الکتروفورز استفاده می. تفکیک کرد
از دو  6الکتروفورز. ها ابداع شده است ها اعم از اسیدهاي نوکلئیک یا پروتئین کولبراي تفکیک و مطالعه بیومول

به معنی حرکت و انتقال ذره تشکیل شده است و در کل به معنی حرکت ذرات در  Phoresisو  Electroکلمه 
  ).1393ابراهیمی و همکاران، (یک مایع تحت میدان الکتریکی است 

  DNAهاي استخراج  روش
سازي اسیدهاي نوکلئیک با  هاي ژنتیک مولکولی و مهندسی ژنتیک، جداسازي و خالصدر اکثر پروژه قدم اول

دارد، انتخاب روش به نوع  وجود DNAاستخراج  براي متفاوتی هاي روش. هاي مناسب است کارگیري روش به
DNA یدهاي نوکلئیک از ها در اصل، جداکردن اس هدف نهایی این روش. جداشونده و کاربرد آن بستگی دارد

شود؛ خصوصاً میزان بالاي فسفات  ها است که به خاطر ویژگی شیمیایی متفاوت آنها به آسانی انجام می پروتئین
جداسازي انواع اسید . دوست محسوب شوند ها آب در اسیدهاي نوکلئیک باعث شده است تا نسبت به پروتئین

هاي جداسازي اسیدهاي  بیشتر روش. دشوارتر است نوکلئیک از هم به خاطر خصوصیات مشابهی که دارند،
مثلاً (، تیمارهاي آنزیمی، قابلیت حل متفاوت )از بین بردن دیواره سلول(ي لیز سلولی  نوکلئیک شامل مرحله

 طور به). 1393ابراهیمی و همکاران، (باشد  کردن می و رسوب) دارنده جامد تقطیر فنل یا جذب به یک نگه

  .شود تجاري انجام می و سنتی روش دو اب DNAاستخراج  کلی،

  روش سنتی -1
 هاي روش .شده است طراحی کیفیت و کمیت با DNAآوردن  دست به براي متعددي هاي ش رو زمان طول در

 جداسازي براي حلال ترکیبات آلی از ها آن در که اند توسعه یافته 1950هاي  سال در DNAاستخراج  سنتی

 هاي روش کلی، طور به. ها دارند سازي محلول آماده به نیاز ها روش این. شد می استفاده DNAاز  ها پروتئین

  ).Stulnig et al., 1994(شود  می ها اشاره آن به زیر در که باشند می اصلی مرحله پنج شامل سنتی

  آماده سازي نمونه - 1-1
. باشد می مناسب DNAاستخراج  ترین مواردمهم از یکی ها آن مناسب مدیریت و ها نمونه آوري جمع
مناسب و بدون آلودگی را  DNAها به ما امکان جداسازي  کارگیري صحیح نمونه برداري مناسب و به نمونه

 .باشد داري مخصوص به خود دارد که مستلزم رعایت آن براي استخراج مناسب می هر بافتی تهیه و نگه. دهد می

  

                                                        
6 Electrophoresis 
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  :ودهاي گیاهی باید رعایت ش نکاتی که براي تهیه نمونه

از  شود می توصیه هوایی، هاياندام از نمونه تهیه صورت در :نمونه انتقال و باغ از برداري نمونه -
 دارا هاي مسن بافت به نسبت بافت گرم هر ازاي به را بیشتري هاي سلول زیرا شود؛ انتخاب جوان هاي بافت

 مشکل DNA استخراج در معمولاً که(فنلی  پلی و ساکاریدي پلی ترکیبات مسن هاي نمونه به نسبت و هستند

 تشکیل از تا بگیرند قرار مایع نیتروژن در بلافاصله باید شده آوري جمع هاي نمونه. دارند کمتري) کند می ایجاد

 اگر. شود جلوگیري آز DNAآنزیم  فعالیت از همچنین و کنند ایجاد می را ثانویه هاي متابولیت که ها کریستال

 باید و نیست مایع نیتروژن داخل به ها نمونه انتقال به نیاز شوند، گرفته اي گلخانه هاي کشت یا گلخانه از ها نمونه

 جدا زمان است که ذکر به لازم و شود استفاده DNAاستخراج  براي آزمایشگاه به انتقال جهت یخ از ظرف

 .باشد طولانی نباید مادري پایه از نمونه کردن

 در را ها ها، آن نمونه کیفیت کاهش از جلوگیري به منظور :DNA استخراج از قبل نمونه داري نگه -

 توصیه. شود انجام ها آن از DNAاستخراج  مناسب فرصت در تا کنند می داري نگه سلسیوس درجه - 80فریزر

 پاکت چند در ها نمونه درجه، - 80 به فریزر مشابه ي ها نمونه چندباره انتقال از جلوگیري منظور به شود می

 منتقل فریزر به دوباره ترجیحاً و شود آورده بیرون ها از پاکت یکی نیاز هنگام در تا شوند؛ داري نگه کوچک

  .کرد داري نگه سلسیوس درجه 25تا  15دماي  در خلا شرایط توان در می را ها نمونه چنین هم. نشود

  ها از بین بردن دیواره سلولی یا لیز کردن سلول - 1-2
. است شده محاط سلولی دیواره و غشا توسط نیز آن که شده هسته حفاظت غشاي توسط هسته گیاهان، در

 این در. کند تخریب را سلولی غشاي و دیواره که است موادي به نیاز از سلول DNAجداسازي  براي بنابراین،

م دو سدی( 7اس دي اس چون هم صابونی هاي شوینده از چنین هم و مایع ازت از ها ساییدن نمونه براي مرحله
 تجاري و سنتی هاي روش در. شود می استفاده  ...و پی وي پی اي، تی دي اي تب، سی ،)دسیل سولفات

 نرم بافت با کوچک گیاهی هاي نمونه کردن پودر براي روش ترین ساده. باشد می مشابه ها سلول لیزکردن

 شود می توصیه مایع نیتروژن با خرد کردن فیبردار هاي بافت کردن پودر براي. باشد می هاون از استفاده
)Murray et al., 1980  وSambrook et al., 1989.(  

  DNAاز  غیر مواد اکردن جد یا دهی رسوب - 1-3
 شود؛ می استفاده پروتئین جداسازي براي کلروفرم و فنل از اول، در مرحله :است مرحله سه شامل قسمت این

 آب بین هیدروژنی باندهاي کردن جدا براي که شود می تفادهاس) سدیم مانند کلرید(ها  نمک از دوم، مرحله در

سایر  از DNAجداسازي  براي پروپانول ایزو از استفاده شامل سوم مرحله و دارد کاربرد DNAفسفات  گروه و
  ).Stulnig et al., 1994(است  ها ناخالصی

                                                        
7 Sodium Dodecyl Sulphate (SDS) 
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  ها ناخالصی از DNAسازي  خالص و شستشو -1-4
  .باشد می آن کردن خشک سپس و اتانول اب DNAشستشوي  شامل قسمت این

  DNAمحلول کردن مجدد رسوب  - 1-5
 آب از کار این براي. درآورد محلول صورت به را مجدداً شده استخراج DNAباید  کامل شدن خشک از پس

  .شود می استفاده 8اي تی محلول یا تقطیر دوبار مقطر

  روش تجاري -2
قابلیـت   هـا  کیـت  ایـن  کـه  اسـت  شـده  بـازار  وارد DNAخراج اسـت  تجـاري  هـاي  ، کیـت 1990هـاي   سال از پس

 از عـاري  هاي سنتی روش خلاف بر معمولاً DNAهاي  نمونه و داراست را ها نمونه از بسیاري DNAجداسازي 

 در کـه  شود می سیلیکونی استفاده غشاهاي شامل تجاري هاي کیت از روش این در .باشد می بازدارنده ترکیبات

 بافرهـا  بـه  اتـانول  ستون، از طریق لیزکننده مواد انتقال از قبل که دارد وجود لیزکننده ترکیبات ها آن از بسیاري

 .شـوند  می حذف شستشو هاي طریق محلول از و کرده عبور غشا از ها پروتئین و لیپیدي ترکیبات .شود می اضافه
 مرحلـه  چند از پس و شود می گیري آب هاي شستشو محلول با غشا کیت، از استفاده با DNAجداسازي  جهت

 هاي لوله در DNAو  گرفته قرار غشا وسط در بافرهاي مناسب یا آب تبخیر، طریق از اتانول حذف و سانتریفیوز

هـا   نمونـه  نـوع  اسـاس  بـر  امـا  بـوده؛  مشـابه  هـا  کیـت  اکثـر  در کلی استخراج اصول. شود می آوري جمع غشا زیر
 اختصاصـی  صـورت  بـه  هـا  آن در مراحـل  از بعضـی  اسـت  مکـن م است که متفاوت) انسانی یا حیوانی گیاهی،(

 اسـتفاده ) هـا ربات(خودکار  هايدستگاه از جدید هاي روش ها، در کیت از استفاده بر علاوه. باشد شده طراحی

 از زیـادي  تعـداد  اسـتخراج  و اسـتخراج  زمـان  کـاهش  موجـب  و داشـته  را کاربرها دخالت که کمترین شود می

  ).Dundass et al., 2008و  Tang et al., 2005(شود  ها می نمونه

  مزایا و معایب دو روش سنتی و تجاري
در حالی که . بر بوده و گاهی با آلودگی همراه است به روش سنتی داراي هزینه کمتر ولی زمان DNAاستخراج 

باشد  به روش تجاري با سرعت بیشتر و آلودگی کمتر بوده ولی پر هزینه میاستخراج 
)www.publicaciones.inecc.gob.(  

                                                        
8 Tris-EDTA 
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  DNAنقش مواد مختلف در استخراج 

  متلاشی کردن سلول یا از بین بردن دیواره سلولی -1

  ازت مایع - 1-1
شود،  می سلول سیتوپلاسم داخل DNAبخصوص  هسته محتویات ریختن بیرون و سلولی دیواره تخریب سبب
یعنی  DNAکننده  تخریب آنزیم فعالیت نعما )درجه سلسیوس 196منفی (دما  بودن پایین چنین بعلت و هم

DNA شود  آز می)Doyle & Doyle, 1990.(  

. باشد گیاهی می DNAهاي بزرگ و مناسب بهترین اندام براي استخراج  برگ به علت دارا بودن سلول: نکته
هستند، به ساکاریدي و مواد ثانویه کمتري  هاي گیاه داراي مواد پلی هاي جوان نیز نسبت به سایر قسمت برگ

 ,Doyle & Doyle(شود  هاي جوان استفاده می از برگ DNAهمین علت در بیشتر موارد براي استخراج 

1990.(  
: شامل معمولا ها استخراح بافر .شود می اضافه استخراج بافر نظر مورد هاي نمونه به کردن پودر مرحله از بعد

  .باشند می اتانول مرکاپتو وEDTA تریس،  سدیم، ها،کلرید شوینده
  

  هاي صابونی شوینده 1-2
 هاي یون جداسازي سبب این ماده. شود می استفاده DNAاستخراج  در که است شوینده یک SDS) الف

 تخریب و داده دست از را خودش پروتئین، ساختار آن اثر در و شده سلولی غشاي در موجود پروتئین از مثبت

 ,.Bushra et al(شود  می سلول سبب شکستن و یدهد آسیب هم سلول آن، غشاي به موجب که شود می

1999.(  

 کمپلکس تشکیل داده و آن را از DNAمولکول  با که است شوینده ماده یک عنوان به: 9CTAB) ب

  .کند می شود، جدا می  DNAکیفیت  کاهش سبب که پروتئین و ها کربوهیدرات همچون موادي

 از دیگر یکی است که) منفی بار با(آنیونی  سورفکتانت یک: 10لاریول سارکوسین سدیم-ان) پ

 ها، پروتئین هاي مثبت یون جذب با و شود می استفاده DNAآن در استخراج  از که است صابونی هاي شوینده

  ).Bushra et al., 1999(شود  می سلولی غشاي شدن متلاشی و آن تخریب سبب

 منیزیوم یون خصوص به سلول خلدا فلزي هاي یون جذب که سبب هست کلاته عامل یک: EDTA11) ج

 آز DNAآنزیم  فعالیت در را کوفاکتور نقش که است سلول داخل موجود در عناصر از یکی منیزیوم. شود می
                                                        
9 Cetyltrimethylammonium bromide 
10 N-Lauroylsarcosine sodium 
11 Ethylene Diamine Tetraacetic Acid (EDTA) 
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 شدن غیرفعال سبب منیزیوم با EDTAاتصال  واقع در. شود می سلول در DNAساختمان  تخریب سبب و دارد

  ).Brown, 2001(شود  آز می DNAآنزیم 

 ،DNAسازي  مراحل خالص طی در. شود می استفاده نیز PVPاز  استخراج هاي روش از بعضی در: PVP) د
PVP سبب ها، فنل با کمپلکس با ایجاد و شده ها فنل پلی جذب سبب هیدرژنی پیوندهاي از استفاده با 

 باشند؛ می رحمط گیاهان در اصلی عنوان مشکل به ها تانن و ساکاریدها پلی. شود می DNAاز  ها آن جداسازي

فعالیت  انجام مانع است ممکن نشوند، جدا سلول اگر از ها فنل پلی. است مشکل DNAاز  ها آن جداسازي زیرا
PCR  1980و موري و تامسون،  1382کدخدایی، (شوند.(  

 جمله از استخراج مراحل طی در مانده باقی ساکاریدهاي پلی دانیم می که طور همان: نمک کلرید سدیم) ه

غلظت یک تا دو و نیم مولار جهت  با سدیم کلرید از .شوند می DNAکیفیت  کاهش سبب که ي هستندمواد
 و شود می سلولی دیواره تجزیه و هضم باعث سدیم کلرید چنین هم. شود رسوب و حذف این مواد استفاده می

 بهتر نزدیکی بسب و نموده خنثی را RNAو  DNAبارهاي  مانند سلول داخل در الکتریکی موجود بارهاي

  ).Ziegenhagen, 1998(شد  خواهد بهتر دهی رسوب به و منجر شده هم به ها آن
 در pHحفظ  باعث و دارد وجود استخراج بافر در عموماً آمینومتان، متیل هیدروکسی یا تریس: 12تریس) و

 غشاي در دهاي موجودساکاری لیپوپلی با متقابل اثر یک اساساً. شود می سلولی دیواره هضم و استخراج محلول

 تریس اثر که است ذکر قابل. شود می سلول غشاي نفوذپذیري سبب ها، آن کردن حل با که دارد سلول بیرونی

  ).Bushra et al., 1999(شود  می تشدید EDTAحضور  با

افزودن  از بعد عموماً. است ضروري استخراج بافر در تریس و مذکور هاي شوینده از بعضی حضور: 1نکته 
 ها شکستن سلول به دادن حرارت این که) گراد سانتی درجه 65تا  60(دهند  می حرارت را محلول استخراج بافر

از  بیش دادن شود حرارت دقت باید البته .شود می آز نیز DNAهاي  آنزیم شدن غیرفعال سبب و کرده کمک
 در علت همین به. اهد شدخو نیز DNAخود  تجزیه سبب زیاد دادن حرارت زیرا نکشد؛ طول دقیقه  15

 سپس و داد قرار گرم آبحمام  در را عصاره دقیقه 15حداکثر  باید شود، می استفاده حرارت از که هایی روش

  .داد قرار دقیقه 15مدت پنج تا  به سرد آب حمام در را عصاره DNAانهدام  از جلوگیري جهت بلافاصله
 سلول جدا از ها فنل پلی و ساکاریدها پلی ها، پروتئین که شود می سبب صابونی هاي شوینده از استفاده: 2نکته 

. رسوب کنند) 2شکل (ها  میکروتیوب ته در و گرفته قرار محلول پایینی فاز در سانتریفیوژ از پس و شده
 گرفته خواهد آن از بیشتري هاي ناخالصی بعدي مراحل در که گیرد می قرار رویی فاز در نوکلئیک اسیدهاي

  .شد
  

                                                        
12 Hydroxymethyl aminomethane (TRIS) 
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  ها شوینده از استفاده از بعد مختلف فاز دو تشکیل - 2ل شک

 

 مواد اکسید شدن از و کرده عمل قوي اکسیدان آنتی یک عنوان به مرکاپتواتانول بتا: 13بتا مرکاپتو اتانول) ز

  ).Porebski et al., 1997(کند  می جلوگیري فنلی پلی

  DNAدهی یا جدا کردن مواد غیر از  رسوب -2

  فنل -2-1
از  را پروتئین و شود می استفاده DNAاز  پروتئین جداسازي براي معمولاً استخراج، مراحل طی رد فنل

محلول  به فنل افزودن از بعد  .کند می جدا هستند نابودي و فساد حال در استخراج مراحل طی در که هایی سلول
از . باشد می غیرمحلول آب در فنل چون شود، می ایجاد فاز دو سانتریفیوژ عمل انجام از بعد DNAحاوي 
 پایینی فاز در سانتریفیوژ از بعد بنابراین، دارد؛ بالاتري چگالی و تراکم آب به نسبت فنل که آنجایی

 عمل انجام حین در. گیرد می قرار رویی فاز در باشد می DNAحاوي  که آبی فاز و قرار گرفته میکروتیوب

شود  می نشین ته پایینی فاز در فنل با اتصال با و داده دست از ار خود ساختار آبی فاز پروتئین در سانتریفیوژ،
  ).Sambrook et al., 1989) (3شکل (

  

      
  استخراج مراحل طی در عصاره به فنل افزودن - 3شکل

  

                                                        
13 β-Mercaptoethanol 
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  ایزوآمیل/کلروفرم- 2-2
 ساختمان سبب تخریب کلروفرم. شود می استفاده DNAاز  پروتئین جداسازي براي ایزوآمیل /کلروفرم محلول

شود  تشکیل ها در میکروتیوب آبی و آلی فاز دو سانتریفیوژ عمل از بعد شود می باعث چنین هم و شده پروتئین
 گرفته قرار زیرین قسمت در که ها است اندامک سایر و ها پروتئین و غشا قطعات حاوي آلی فاز ، که)4شکل (

 این فاصل حد در. گیرند می قرار فاز آبی در نوکلئیک اسیدهاي که حالی در شوند؛ می جداسازي راحت و

 ,Doyl & Doyle(دارد  قرار اًعموم باشند، ها می پروتئین و نشده هضم قطعات واقع در که لایه یک نیز دوفاز

1990.(  

  
  کلروفرم افزودن از بعد مختلف فاز سه جداسازي - 4شکل 

  

است؛  نیاز مورد باشد می RNAو  DNAحاوي  که آبی فاز فقط دیگر یک از فاز دو شدن جدا از پس
  .ریزیم می دور را آلی فاز و برداشته را بنابراین آن

  استات آمونیوم یا استات سدیم - 2-3
 آمونیوم افزودن استات یا پروتئاز توسط توانند می هستند متصل DNAبه  که سلولی و هیستون هاي پروتئین

 ترکیب افزودن با را هاي مذکور پروتئین توان می نینهمچ. شوند جدا DNAاز  و شده نشین ته سدیم استات یا

  ).Matsudaira, 2005(کرد  جدا DNAاز  کلروفرم- فنل

 دور به DNAهاي  رشته  هستند؛ یوکاریوت هاي سلول ي هسته در موجود هاي پروتئین 14ها هیستون: نکته

 کروموزوم تشکیل در چنین هم ،ها هیستون. دهد می تشکیل را نوکلئوزوم و خورد می پیچ هیستون هاي پروتئین

  ).Matsudaira, 2005(روند  می شمار به هاي ساختاري پروتئین جمله از ها هیستون. دارند نقش

  دراتانول یا ایزوپروپانول سرد DNAتغلیظ  -3
نمودن  جدا براي آورند؛ می در رسوب صورت به را آن و شوند می DNAاز  گیري آب باعث ها الکل چون

DNA سازي  خالص و کردن غلیظ براي. شود می اضافه الکل آن به بیآ فاز ازDNA استفاده  پروپانول ایزو از
 از را خود آب شدت به DNAباشد،  غلیظ خیلی الکل اگر که است این شود توجه باید که اي نکته. شود می

                                                        
14 Histone 
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 حرارت تولید باعث لالک افزودن زیرا شود، استفاده سرد باید الکل. رود می بین از نهایت در و دهد دست می

منفی  دماي(سرد  صورت به باید را ها الکل بنابراین رساند؛ آسیب DNAبه  است ممکن حرارت که این شود می
 ایزو که هنگامی. نماید خنثی را شده ایجاد گرماي اثر ها آن سرماي تا کنیم استفاده) درجه سلیسیوس 20

 رسوب DNAسانتریفیوژ،  عملیات از بعد شود، می افزوده استخراج از حاصل مواد تیوب حاوي در پروپانول

 حل ایزوپروپانول در DNAجز  چیزي هر .گیرد می قرار ها میکروتیوب انتهاي در لایه نازکی صورت به و کرده

 ها میکروتیوب ته در که چیزي آن رویی، فاز ریختن دور از بعد و گیرد می قرار یا رویی آبی فاز در و شود می

  ).Matsudaira, 2005(باشد  می DNAماند  می

  مجدد کردن محلول و کردن خشک شستشو، -4
 ،ندارد وجود آبی فاز دیگر مرحله این در چون. شود می استفاده اتانول الکل از DNAهاي  رشته شستشوي براي
 اگر .کنند می استفاده) درصد 70معمولاً (کمتر  غلظت با را آن معمولاً الکل گیري آب قدرت کاهش براي

 صورت سرد درمحیط آبگیري چون باشد سرد باید الکل. رود می بین از DNAباشد،  خیلی غلیظ الکل

 و شده آزاد DNAمحلول،  به الکل افزودن محض به نیست محلول الکل در DNAکه  از آنجایی. گیرد می
 در شدن جمع با نیز محلول عمق در موجود هاي DNAهمچنین  و شوند می جمع محلول در سطح بلافاصله

 الکل ریختن دور و سانتریفیوژ عملیات از بعد .شوند می رویت قابل و شده رانده محلول از سمت بیرون به الکل

شکل (است  مشاهده قابل ها میکروتیوب انتهاي در رنگ سفید اي هاله صورت هب DNAهاي  کامل رشته بطور
 کامل بطور تا گیرند می قرار تمیز دستمالی وير وارونه بصورت ها میکروتیوب الکل دور ریختن از بعد). 5

 براي .دآور در محلول صورت به مجددا را شده استخراج DNAباید  کامل شدن از خشک پس. شوند خشک

 حل ماده افزودن از پس. شود می استفاده) آ تی دي تریس اي(اي  محلول تی یا تقطیر بار مقطر دو آب از کار این

 تا شوند می داده قرار سلسیوس درجه چهار دماي در بسته درب با خود حال به اعتس 12به مدت  تیوبها کننده

هاي  نمونه توان، می مدت طولانی داري نگه براي. شود حل افزوده آب یا بافر در شده استخراج DNA کاملاً
DNA مقدار  و ذوب را ها آن نیاز زمان در و داري نمود نگه سلسیوس درجه 20دماي منفی  در راDNA مورد 

  .است شده داده نشان) 6شکل (در  کار کامل مراحل. کرد برداشت را نظر

  

  

  
  

  اتانول ریختن دور از بعد ها تیوب میکرو انتهاي در رنگ سفید يا هاله – 5شکل
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  مقطر آب در DNAکردن  حل و نوکلئیک اسیدهاي شستشو مرحله - 6شکل 

  

 شدن حل براي آب، pH مناسب مقدار که باشد می مهم بسیار DNAسازي  رقیق جهت آب اسیدیته: نکته

  .باشد هفت باید اسیدها، هیدرولیز از جلوگیري و DNAکامل 

 خودداري دور بالا در سانتریفیوژ و اضافی کردن پیپت از است محلول صورته ب DNAکه  هنگامی: نکته 

  .شود می DNAمولکول  شکستن سبب زیرا ؛شود

 درجه در DNAداري  نگه، کرد جلوگیري DNAتخریب  از توان می که هایی حالت از دیگر یکی: نکته

 .باشد شیکر می روي آرام حرکت با ساعت دو تا یک مدت به سلسیوس درجه 55حرارت 

 آب جاي هب شود می یهآز، توص DNAفعالیت  از جلوگیري جهت DNAمدت  طولانی داري نگه براي: نکته

  .شود استفاده اي تی بافر از

  در گیاه چاي DNAاستخراج 

  مواد گیاهی
شکل ) (بدون هر گونه علائم ظاهري ناشی از بیماري(هاي برگی  از گیاه چاي، ابتدا نمونه DNAجهت استخراج 

ترین زمان ممکن  یعیله یخ خشک در سروس بهتهیه کرده و ) 8شکل (هاي جوان درختچه چاي  را از سرشاخه) 7
بایستی در فریزر  DNAبه آزمایشگاه منتقل نموده و جهت جلوگیري از فعالیت اندونوکلئاز تا زمان استخراج 

جهت بررسی مولکولی  ها برگژنومی از این  DNAدر مرحله بعد . گراد نگهداري شوند درجه سانتی - 80
 چهار ي برگی جمع آوري شده بر اساسها ژنومی از نمونهي DNAمراحل استخراج . شود استخراج می
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و ) 1996(، ورابی و همکاران )1998(، موري و تامسون )1983(دلاپورتا و همکاران  دستورالعمل معرفی شده
  .استخراج گردید) 1990(دویل و دویل 
 15در نهایت روش دلاپورتا و همکاران استخراج شده از لحاظ کمی و کیفی سنجش شد DNAکه  بعد از این

  .با اندکی تغییر بهترین روش شناخته شد) 1983(

  
  هاي جوان چاي سرشاخه - 7شکل 

  

  
  درختچه چاي - 8شکل 

  :ها و مواد شیمیایی مورد نیاز محلول
  ازت مایع .1
  لیتري یلیم 5/1ي ولیتر میلی دو رفوهاي اپند تیوپ .2
  )1(بافر استخراج مطابق جدول  .3
  C˚65 حمام آب گرم با دماي .4
  مولار 5 استات سدیم .5
  1 :24ایزوآمیل الکل - وط کلروفورممخل .6
  دار یخچال یوژیفسانتر .7
  )- C˚20( ایزوپروپانول سرد .8
  TEبافر  .9

                                                        
15 Dellaporta  
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  -C˚20فریزر  .10
 درصد 75اتانل  .11

این محلول باعث از بین . شود استفاده می DNAاین محلول از اتانل مطلق تهیه شده و براي شستشوي 
  .رود کار می هدعفونی بض برايمانده از مراحل مختلف استخراج شده و  بردن نمک باقی

  )Tris-HCl pH=8(دو مولار  16محلول تریس هیدروکلراید .12
 800ید را در کلرا یدروهگرم از تریس  28/242براي تهیه یک لیتر محلول استوك تریس، مقدار 

سپس  ؛تنظیم شده )8(هشت آن روي  pHیدکلریدریک یک نرمال، اسلیتر آب مقطر حل کرده و با  یلیم
  .شود داري می نگه) C˚4(لیتر رسانده، و بعد از اتوکلاو در یخچال  یلیم 1000ه حجم محلول را ب

13. EDTA17  نیم مولار)pH=8( 

گرم اتیلن دي آمین تترا استیک اسید  12/186مقدار  EDTAبراي تهیه یک لیتر محلول نیم مولار 
)EDTA ( ودن هیدروکسید زن مغناطیسی حل کرده و با افز لیتر آب مقطر به کمک هم یلیم 800را در

تنظیم شده، سپس حجم محلول را به یک لیتر رسانده و بعد از اتوکلاو  )8(هشت آن روي  pHسدیم، 
  .کند را غیر فعال می DNAaseآنزیم  ++Znبا باند کردن  EDTA. شود داري می در یخچال نگه

  مولار 5کلرید سدیم  .14
لیتر آب مقطر  میلی 800را در  NaClگرم  2/292مولار مقدار  )5(پنج براي تهیه یک لیتر کلرید سدیم 

حل کرده، حجم محلول را به یک لیتر رسانده و بعد از اتوکلاو جهت تهیه بافر استخراج مورد استفاده 
  .گیرد قرار می

  TEبافر  .15
لیتر  میلی 100براي تهیه . آید دست می دارنده و حلال، از مخلوط دو محلول زیر به نگه عنوان بهاین بافر 

به را  EDTA 0.5M pH=8میکرولیتر  200مولار و  دو Tris –HCl pH=8میکرولیتر  500قدار بافر م
 100تقطیر به ر ب مقطر دوباآ حجم را با میلی لیتر آب مقطر دوبار تقطیر اضافه کرده و سپس 90

  .)1396چراغی، ( داري شود در دماي اتاق نگه و دهکر، اتوکلاو هرساندلیتر  یلیم
  
  
  
  
  
  

                                                        
16Trishydroxy Methyl Amino Ethan 
17Ethylenediaminetetraacetic Acid 
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  به روش دلاپورتا DNAبافر استخراج - 1جدول 
  

  کار رفته همواد ب
غلظت 
  استوك

غلظت 
  نهایی

میزان لازم براي 
  لیتر میلی 100

قابلیت 
  اتوکلاو

Tris-HCl pH 8.0  2M 100mM 5ml دارد  
Sodium EDTA  0.5M 20mM 4 ml دارد 

NaCl  5M 1.4M 28 ml دارد 

CTAB --- --- 2gr ندارد  
ß- 

mercaptoethanol   2 ml ندارد  
  .رسد می لیتر میلی 100ب مقطر دوبار تقطیر استریل به آبا  در نهایت حجم بافر

درست قبل از مصرف به بافر اضافه  رکاپتواتانول بعد از اتوکلاو کردن ومبتا : توجه
  .شود می
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  از برگ چاي به روش دلاپورتا DNA استخراجروش 
  

داخل نیتروژن مایع  هاون چینی در چاي راي جوان تهیه شده از گیاه ها برگ - 1
 دو رفوهاي اپند از این پودر به تیوپ گرم 5/0ه و حدود دکرطور کامل پودر  به

 ها، یوپدلیل خنک کردن ت( شودمنتقل ، که توسط نیتروژن مایع خنک شده يلیتر میلی
  .)استها  جلوگیري از آب انداختن پودر برگ در زمان انتقال به تیوپ

  

  

  

ها اضافه شوند  هاي حاوي نمونه به تیوپ C˚65 دمايبافر استخراج با لیتر  یمیل کی - 2
چند بار سروته  ها تیوپ ).شودتکان داده  یخوب ها به اضافه کردن به نمونه از قبل بافر استخراج(

  .توده تشکیل نشودتا  شده

  

  

  

لازم به ذکر (شوند داده قرار  دقیقه 15به مدت  C˚65 با دماي حمام بخارها در  تیوپ - 3
طور  ها به تشکیل نشده و نمونه  شود تا تودهسروته به فواصل متناوب ها  تیوپاست که 

  ).یکنواخت با بافر تماس داشته باشند

  

  

  



١٧ 
 

هـا را چنـد بـار     به هـر لولـه اضـافه و لولـه    ) C˚4(مولار سرد  5 یتر استات سدیمرو لیکم 200 -4
  .شوندسروته 

  

  

 

  .قرار داده شوند دقیقه 10به مدت  فر درجهدر دماي ص ها تیوپ - 5

  

 

 )زیر هود در( 1 :24ایزوآمیل الکل -مخلوط کلروفرم لیتر یلیبه هر تیوپ یک م - 6
  .شوند سروتهکرده و چند بار اضافه 

  

  

  

  .شوندیوژ یفدقیقه سانتر 15به مدت  g12000در  C˚4در دماي ها  تیوپ - 7

  

  

  

  

جدید انتقال  لیتري یلیم 5/1هاي  یوپشده به داخل تجدا  حاصل با دقت فاز بالایی - 8
  .داده شوند
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کرده و اضافه  )-C˚20( ایزوپروپانول سرد ها یوپبه ت ،شدهه برداشت حجم فاز رویی  هم - 9
  ).هستند قابل مشاهده DNAيها در این زمان رشته(شوند  سروتهها چند بار  تیوپ

  

  

 

  .g 12000ه در دقیق 5ها به مدت  سانتریفیوژ تیوپ - 10

  

و رسوب ) استبه ته تیوپ چسبیده  DNAدر این مرحله رسوب ( دور ریخته شود فاز رویی - 11
دقیقه  دوها ریخته و به مدت  لیتر اتانل در تیوپ توان یک میلی می(درصد شستشو داده شود  75با اتانل 

  ).سانتریفیوژ کرد g12000در 

  

 

ن مرحله باید دقت شود چون ممکن است نمونه در ای(ی خارج شود آرام  به اتانل - 12
  ).همراه اتانل دور ریخته شوند

  

  

  

  .ها در دماي محیط خشک شوند تیوپ - 13

 

  

 

اضافه کرده و  TEیا بافر ) C˚4(میکرولیتر آب مقطر دو بار تقطیر استریل سرد  200به هر تیوپ مقدار  - 14
  .حل شود DNAوب شب گذاشته تا رس  به مدت یک C˚4ها در یخچال  نمونه
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داري شود  تري نگه یطولانلازم به یادآوري است که در صورتی که نیاز باشد نمونه استخراج شده به مدت 
  .)1396چراغی، (داري شوند  نگه -C˚80فریزر  در DNAهاي حاوي  یوپتباید 

  ١٨تامسون و موري روش به ژنومی DNAاستخراج 
 گرم نمونه برگ 5/0توزین  - 1

 شده سرد فریزر در قبل از و شده اتوکلاو چینی هاون در مایع ازت حضور در برگی نمونه کردن پودر - 2

 هاي لوله به ها نمونه سریع انتقال و نمونه هر به استخراج بافر از لیتر پنج میلیمقدار  کردن اضافه - 3

 )فالکون(لیتري  میلی 15سانتریفیوژ 

ها  ؛ در حین این مدت لولهدقیقه 30به مدت  سلیسیوسدرجه  65گرم  آب حمام در نمونه دادن قرار - 4
 .دنچند بار تکان داده شو

 ته و سر بار چندین و لوله هر به 1به  24الکل  آمیل ایزو کلروفرم مخلوط از لیتر میلی سه کردن اضافه - 5

 .انجام شوددقیقه  در دور 1000در  دقیقه سانتریفیوژ 15مدت  و به ها آن کردن

 سمپلر از استفاده با جدید متري میلی 15سانتریفوژ  لوله به شناوررو انتقال - 6

 شده برداشته که روشناور حجم(حجم محلول   6/0مقدار  به سرد خالص ایزوپروپانول کردن اضافه - 7

 پنجمدت  به ها نمونه دادن قرار و ته کردن به آرامی و سپس و سر) لیتر است میلی دواست که معمولاً 
  .است مشاهده قابل DNAرنگ  بی اي ژله ودهت مرحله این در. آزمایشگاه دقیقه در شرایط

  .ها رسوب کند در کف لوله DNAدقیقه تا  15دور به مدت  10000در  ها لوله سانتریفیوژ - 8

 .بماند باقی لوله در DNAکه توده رسوب  بالایی به آرامی طوري مایع کردن خالی - 9

لوله هنگام  از رسوب جخرو عدم به توجه درصد با 75دو بار با اتانول  DNAشستشوي رسوب محتوي  - 10
روي  وارونه صورت به هوا جریان معرض در دقیقه 30مدت  به ها لوله دادن قرار ؛خالی کردن اتانول

 .شود خشک حاصله رسوب تا کاغذي دستمال

یک  مدت به نمونه دادن قرار و ها لوله به استریل تقطیر بار دو مقطر آب میکرولیتر 500کردن  اضافه - 11
  .شود حل مقطر آب در داخل DNAتا توده  سلیسیوس درجه چهاري شب در یخچال در دما

                                                        
18 Murry&Thompson 
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 CTAB به روش ورابی یا DNAاستخراج 
  برگی نمونه گرم یکتوزین  - 1

  سرد و شده اتوکلاو قبل از چینی هاون در مایع ازت حضور در نمونه کردن خرد - 2

  ها آن به استخراج بافر از لیتر لیمی 5/7کردن  اضافه و لیتري میلی 15فالکون  لوله به ها نمونه انتقال - 3

  آرامی به کردن مخلوط و برگ گرم هر ازاي به فعال کربن گرم میلی 25کردن  اضافه- 4

دماي  در دقیقه 60مدت  به ها نمونه دادن قرار و لوله هر به تواتانول مرکاپ بتا میکرولیتر 500کردن  اضافه - 5
  .شوند می داده کانت مرتبه چندین ها نمونه مدت این در درجه که 65

  .شود خنک اتاق دماي در تا شود می داده اجازه و خارج گرم آب حمام از ها فالکون - 6

به  ها نمونه و مخلوط آرامی به ،هشد اضافه) 1به  24نسبت  به(ایزوآمیل الکل  - کلروفرم آن حجم معادل - 7
دور در دقیقه و دماي  6000دقیقه در  25سانتریفیوژ به مدت . دقیقه در دماي محیط قرار داده شوند 10مدت 
  .سلیسیوس انجام شوددرجه  چهار

از حجم آن ایزوپروپانول سرد اضافه شده و به آرامی مخلوط  0/7شناور به لوله جدید و به اندازه انتقال رو - 8
  .به صورت غیر محلول در آید DNAدقیقه در دماي اتاق تا رسوب  30ها به مدت  قرار دادن نمونه. شود

لیتر اتانول  میلی 10سپس  و شده ریخته دور محلول فاز ،دور در دقیقه 5000در  پنج دقیقهسانتریفیوژ به مدت  - 9
  .دقیقه اتانول دور ریخته شود 10درصد به آن اضافه و بعد از  70

اجازه داده شود که در هواي اتاق خشک شود و سپس  ،که در ته لوله رسوب کرده DNAبه توده سفید  - 10
  .داري شود در یخچال نگه سلیسیوسدرجه  چهاربه آن اضافه شده و در دماي  TEمیکرولیتر  500

  ژنومی به روش دویل دویل DNAاستخراج 
 گرم نمونه برگی نیمتوزین  - 1

 مایع نیتروژن کمک به شده اتوکلاو قبل از چینی هاون داخل برگی نمونه کردن خرد - 2

 تر بافر استخراج اضافه کرده لی پنج میلیها بلافاصله  نمونه به - 3

دقیقه  30درجه به مدت  65دماي  در دادن قرار لیتري فالکون و میلی 15هاي  لوله در هاون محتوي ریختن - 4
  .شود می داده تکان مرتبه چندین ها نمونه مدت این حین در که
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 24نسبت  به الکل یزوآمیلا  :لیترکلروفرم میلی پنجکردن  و اضافه سلیسیوسدرجه  چهارکاهش دادن دما به - 5
  .شودانجام دقیقه  15دور در دقیقه به مدت  10000 درها و سانتریفیوژ  بار سر و ته کردن لوله چند و 1به 

  .جدید لوله به انتقال و بریده تیپ روشناور با برداشت - 6

لوله و سر و ته  به هر) مولار NaCl 7/0درصد و  5XCTAB )CTAB 5/0لیتر از بافر  میلی یکاضافه کردن  - 7
  .ها کردن لوله

  .دور 10000دقیقه در  15ایزوآمیل و سانتریفیوژ به مدت :  لیتر محلول کلروفرم میلی پنجاضافه کردن  - 8

 و لیتر ایزوپروپانول سرد و سر میلی 5/3کردن  اضافه و جدید لوله به وانتقال بریده تیپ با روشناور برداشت - 9
  .ساعت دومدت  به آزمایشگاه محیط در دادن قرار ها و سپس ته کردن لوله

  .DNAبراي رسوب دادن  سلیسیوس درجهچهار و دماي دور  500دقیقه در  15سانتریفیوژ به مدت  - 10

لیتر بافر  پنج میلیو سپس اضافه کردن ) توجه شود که رسوب خارج نگردد(خالی کردن ایزوپروپانول  - 11
 محیط در دادن قرار ته کردن و سپس و سر ،سرد) استات آمونیوم مولار میلی 10درصد اتانول و  76(شستشو 

  .دقیقه 30به مدت  آزمایشگاه

  .سلیسیوس درجه چهاردقیقه در دماي  10به مدت  دور  3200سانتریفیوژ در  - 12

لوله  برگرداندن بدون شود، می خالی محلول که صورت همان به شود توجه (شستشو بافر کردن خالی - 13
  .)شود خشک رسوب تا دهید قرار کاغذي دستمال روي وارونه صورت به را آن اپندروف

  .)هود زیر کاغذي دستمال روي وارونه صورت به ها لوله(کردن رسوب با جریان هواي ملایم  خشک - 14

 اضافه کرده و به TEلوله بافر  هر به میکرولیتر 500میزان  به) شدن کامل خشک(دقیقه  30حدود  از بعد - 15

  .گیردقرار سلیسیوس درجه چهار دماي  در در یخچال DNAشدن  حل براي شب کی مدت

  استخراج شده يDNAهاي  کیفیت سنجی نمونه تعیین کمیت و
 بنابراین، .بگیرد قرار بررسی مورد کیفی و کمی لحاظ از نظر مورد DNAباید  استخراج، مراحل اتمام از بعد

دست  به DNA و تعیین کیفیت) 9شکل (کتروفتومتر نانو دراپ از دستگاه اسپ DNAیا کمیت  سنجی براي غلظت
  .)10شکل ( استفاده شد TBE (1X)با بافر ٪8/0الکتروفورز ژل آگارز  ازآمده 

.  
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  )نانودراپ(اسپکتروفتومتر  - 9شکل 

  

  
  ژل الکتروفورز - 10شکل 

  DNAگیري کمیت  اندازه -1
توان از روش  یزان غلظت و خلوص آن میو آگاهی از م DNAبه منظور ارزیابی کمیت و کیفیت 

را با استفاده از جذب  DNAتوان غلظت  این روش یک روش کمی بوده و می. اسپکتروفتومتري استفاده کرد
توسط بازهاي  UVدر این روش ساده و دقیق، میزان جذب اشعه . نانومتر محاسبه کرد 260نوري در طول موج 

DNA هاي مولکول. شود اندازه گرفته می DNA  به علت حضور بازهاي آروماتیک آدنین، تیمین، سیتوزین و
گیري جذب نوري  ، اندازهبنابراین. باشند داراي جذب نوري زیاد در محدوده ماوراء بنفش می ؛گوانین
  .باشد شاخص خوبی براي درجه خلوص آن می DNAهاي  محلول

مقداري  DNAهاي  معمولاً محلول از طرفی. نانومتر است 260در طول موج  DNAحداکثر جذب مولکول 
هاي پروتئینی نیز به علت حضور اسیدهاي آروماتیک مانند  آلودگی پروتئینی دارند که حداکثر جذب محلول

هاي  نسبت جذب در طول موج ،بنابراین. باشد نانومتر می 280تریپتوفان فنیل، تیروزین و آلانین در طول موج 
به پروتئین در یک نمونه و به  DNAي معیار مناسبی براي تعیین نسبت جذب نور. کنند را، مشخص می 280/260

محلول، باید جذب آن را در طول  DNAتعیین غلظت  براي ،به همین علت. عبارتی درجه خلوص خواهد بود
نانومتر در  280به  260هاي جذب در طول موج  وجود نسبت. نانومتر مشخص نمود 280و  260هاي  موج

 DNAگر جذب حداکثري نور توسط اسیدهاي نوکلئیک بوده و نشان از کیفیت بالاي  انبی 7/1- 2محدوده 
نشانه  8/1ر از نسبت پایینت. دست آمده خالصتر است هب DNAیعنی  ،تر باشد نزدیک 8/1هرچه این نسبت به  ؛دارد

  .هاست آلودگی به پروتئین



٢٣ 
 

  DNA گیري کیفیت اندازه -2

یـک   در ذرات حرکـات  بـه  الکتروفورز. شود می استفاده الکتروفورز تگاهدس از DNAکیفیت  گیري براي اندازه
 جداسـازي  بـراي  کـه  اسـت  آزمایشـگاهی  روشـی  یـک  الکتروفـورز، . گوینـد  الکتریکـی  میـدان  تحـت  مـایع 

 بـار  و انـدازه  اسـاس  بـر  جداسـازي  ایـن . شـود  می استفاده پروتئین و DNA ،RNAچون  هایی هم ماکرومولکول

 بـه  توجـه  بـا  الکتریکـی  میدان در گرفتن قرار با نوکلئیک اسید هاي مولکول. گیرد می ذرات صورت الکتریکی

. کنـد  مـی  حرکـت  هـا  محـیط  سـایر  یـا  آگـاروز  چـون  هـم  هـادي  محـیط  یـک  در ها الکتریکی آن بار بودن منفی
 ازیـر  ؛کننـد  مـی  حرکت سنگینتر و بزرگ هاي مولکول از سریعتر وزن سبکتر و کوچک اندازه با هایی مولکول

 دو بـه  شـده  گرفتـه  به کار ژل نوع برحسب الکتروفورز. کنند می ژل عبور منافذ از بیشتري سرعت با و راحتی هب

 تقسـیم  )الکتروفـورز عمـودي  (آمیـد   اکریـل  پلی ژل الکتروفورز و) افقی الکتروفورز(آگارز  ژل الکتروفورز نوع

 قدرت که شود می استفاده آمید آکریل پلی ژل بیشتر دارند، کمی مولکولی وزن که هایی مولکول براي. شود می

  .شود می استفاده آگارز ژل از اغلب نوکلئیک اسیدهاي تفکیک براي. دارند تفکیک بالایی
بافر  lµ3با  DNAاز نمونه  lµ5 مقداربه این صورت که . شود در اینجا از الکتروفورز ژل آگارز استفاده می

در ژل آگارز  از مخلوط حاصل lµ10و حجم  مخلوط شد Dye حلولم lµ2و  مقطرآب  lµ5و  بارگذاري
  .شد الکتروفورز 100 ولتاژ ژل به مدت نیم ساعت در. شدبارگذاري 

جهت  برداري عکس UVدر زیر نور که  شدداك استفاده  مشاهده باندهاي تشکیل شده از دستگاه ژل براي
 ).11شکل (صورت گرفت  سازي اطلاعاتمستند

  

  
  شده استخراجکه خوب  DNAهاي  نمونه تعدادي از - 11شکل 

  

 هر. استفاده شد 8YA(AG)و  8T(GA)هاي  با توالی ISSRاز دو آغازگر  PCRبراي بررسی واکنش 
 با PCR تیک lµ8 و µM10 غلظت با آغازگر از DNA، lµ5/1الگوي  ng40 شامل PCR واکنش مخلوط
  .یدرس lµ16 به واکنش مخلوط جمح لیاستر مقطر آب کردن اضافه با تینها در که بود X2 غلظت

بر اساس دستورالعمل کارخانه  EcoRIتوسط آنزیم محدودگر استخراج شده  DNAهضم و برش 
واحد آنزیم  X10( ،20(بافر هضم  lµ2، استخراج شده DNAاز  lµ5برش به شرح . تولیدکننده صورت گرفت
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 گرفتقرار  h10به مدت  c°37 برش در دماي خلوط واکنشم. صورت گرفت ،lµ31برشی در حجم نهایی 
  .)2جدول (

  

 

  

  

  

  

  

 

  

  گیري نتیجه
دست آمده روي ژل آگارز الکتروفورز گردید و با مقایسه ضخامت باندهاي به  هي بDNAها  در تمام روش

در طی مراحل  DNAشکستگی قطعات . ي استاندارد، غلظت آنها تخمین زده شدDNAدست آمده با باندهاي 
تلقی  DNAبه عنوان معیاري براي کیفیت پایینتر  ؛شود صورت دنباله در روي ژل دیده می هاستخراج که ب

 اًها، نتایج تقریب استخراجی از برگ DNAهاي مساوي از  دست آمده از بارگذاري حجم مشاهده ژل به. گردد می
ها داراي غلظت بسیار  مونهبه علت آنکه برخی ن. مشابهی با بررسی اسپکتروفتومتري نشان داد و آن را تایید نمود

ها با یک  ي استخراجی در ژل آگارز، تمام نمونهDNAراحتی حرکت  برايي استخراجی بودند، DNAبالاي 
بر . غلظت یکسان رقیق سازي گردیدند و به این طریق امکان مقایسه با نتایج اسپکتروفتومتري فراهم گردید

تومتري روش استخراج دلاپورتا و همکاران روش اسپکتروفاج با یکدیگر مشابه اساس مقایسه چهار روش استخر
  .داراي بالاترین غلظت و کیفیت بود) 1983(

  ISSRدر آزمایش  DNAتکتیر  دستورالعمل -2جدول 

  مراحل انجام واکنش
دما 

)ºC(  

زمان 
  )دقیقه(

  تعداد چرخه

  1  4  94  واسرشته شدن ابتدایی

  1  94  واسرشته شدن چرخه اصلی

  1  54  اتصال آغازگر  36

  2  72  بسط چرخه اصلی

  1  7  72  سط نهاییب

  5  4  نگهداري پایانی
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