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 ي ثابت شده در فرمالینها بافتاز   DNA ي استخراج ها روشمقایسه 
 2، رضا عصاره1*فرزانه تفویضی

  

  چکیده
با   DNAجداسازي   ضرورت ،  مولکولی  بیولوژي  هاي از روش  بسیاري   نقطه شروع

  ناشی  آلودگی  عدم  از قبیل  عواملی با    DNAعالی است. معمولا کیفیت   کیفیت
مرازها   پلی و   برشی  هاي آنزیم  براي  که  ، پروتئین، لیپید و سایر ساختارهائی  RNAاز 

از بلوك هاي   شده استخراج   DNA. معمولا   شود می  سنجیده کنند  ایجاد می  مزاحمت
هاي فیکس شده در فرمالین بخاطر اثرات تخریبی وارد شده بر  پارافین و بافت

 DNAار نیستند. هدف از مطالعه، معرفی روش کارآمد در ، از کیفیت مطلوبی برخورد
باشد. جهت استخراج  هاي نگهداري شده در فرمالین می از بافت DNAاستخراج 

 DNA  هاي نگهداري شده در فرمالین، دو پروتکل مختلف از کیت  از بافتBioneer 
 توسط نویسندگان مقاله مورد  General Genomic Extractionو کیت طراحی شده 

هاي استخراج شده انجام   DNA مقایسه قرار گرفتند. ارزیابی کمی و کیفی بر روي 
با پرایمرهاي ژن   PCR استخراج شده، واکنش  DNAگرفت. جهت تایید و ارزیابی 

نتایج آزمایش کیفی و کمی نشان داد که   ها انجام شد. بر روي تمام نمونه بتاگلوبین
DNA ت استخراج شده با استفاده از کیGeneral Genomic Extraction  از کمیت و

ها با  برخوردار بود. میزان تکثیر نمونه Bioneerکیفیت مطلوبتري در مقایسه با کیت 
استخراج شده با کیت  DNAپرایمر بتاگلوبین، حاکی از غلظت و خلوص بیشتر 

در  بود. با توجه به آسیب ناشی از نگهداري بافت Bioneerمذکور در مقایسه با کیت 
 DNAکارایی بیشتري در استخراج  General Genomic Extractionفرمالین، کیت 

هاي نگهداري شده در  از بافت  DNA تواند براي استخراج  داشت. این روش می
هاي پارافین به صورت روتین در آزمایشات تحقیقاتی و بالینی مورد  فرمالین و بلوك

  استفاده قرار گیرد. 
  ، بافت، فرمالینDNA تخراج اس : واژگان کلیدي 

  
  25/11/94تاریخ پذیرش:     4/8/94تاریخ دریافت: 

  

  مقدمه
ها و  پیشرفت در هر رشته علمی به در دسترس بودن تکنیک

هاي جدید و کارآمد در آن رشته بستگی دارد. در  روش
هاي سلولی و مولکولی، در  اخیر با پیشرفت روش هاي  سال

 DNA  دنیا آزمایشاتی براي جدا کردنهاي معتبر  اکثر آزمایشگاه
  شود. ژنومی جهت پی بردن به سکانس و عملکرد آن انجام می

  هاي احث ملکولی از اهمیت روز افزونی در بررسیـروزه مبـام
  
  )farzanehtafvizi54@gmail.com، ایران (پرند  ،  اسلامی   آزاد   واحد پرند، دانشگاه   استادیار، گروه زیست شناسی، - 1*
  کارشناس ارشد، گروه زیست شناسی، واحد علوم و تحقیقات، دانشگاه آزاد اسلامی، تهران، ایران - 2

ژنومی خالص،  DNA باشد. استخراج علوم زیستی برخوردار می
پایدار و با کمیت و کیفیت مناسب، اولین و مهمترین گام در 

ویژه در واکنش  بسیاري از تحقیقات بیولوژیکی و ژنتیکی به
PCR،Restriction Fragment Length Polymorphism 

(RFLP)یابی ژنومی، تعیین ژنوتیپ افراد و  ، تکنولوژي توالی
  ).9باشد ( ها می شناسایی موتاسیون

  ، ضرورت مولکولی  بیولوژي  هاي از روش  بسیاري  نقطه شروع
با   DNAعالی است. معمولا کیفیت  با کیفیت DNAجداسازي 

، پروتئین، لیپید و RNAاز   ناشی  آلودگی  عدم  لاز قبی  عواملی
مرازها   و پلی  برشی  هاي آنزیم  براي  که  سایر ساختارهائی

  ). 4و 1شود ( می  کنند سنجیده ایجاد می  مزاحمت
هاي  ثابت  بسیاري از تحقیقات و مطالعات  بالینی بر روي بافت

گیرد.  نجام میشده در فرمالین و یا تهیه شده  در قالب پارافین ا
توان به دسترسی آسان به گنجینه غنی  ها می از مزایاي این نمونه

هاي بالینی در سالیان متوالی اشاره کرد. از سویی، جهت  از نمونه
انجام تحقیقات مستمر و متوالی بستر مناسبی براي محققین 

  باشد.  فراهم می
 در پستانداران،  ژنومی DNA اندازه  بودن  بزرگ  به علت

را در   مکانیکی  استرس  باید حداقل  DNA استخراج  هاي روش
ایجاد نمایند. از طرفی مشکلاتی نیز در خصوص   استخراج  طی

هاي تازه وجود  هاي  ثابت شده نسبت به بافت استفاده از بافت
به قطعات  DNAتوان به شکست  دارد که از آن جمله می

این بهینه سازي و اشاره کرد. بنابر DNAکوچکتر و تجزیه شدن 
اینگونه  DNAانتخاب روش استخراجی که کمترین آسیب را به 

). یکی از 6ها برساند از اهمیت بالایی برخوردار است ( بافت
ها، وجود  از اینگونه بافت DNAمشکلات اساسی در استخراج 
  باشد که بایستی در طی  می DNAپیوندهاي قوي بین پروتئین و 
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). همواره مطالعات و 14شوند (پروسه استخراج شکسته 
هاي  تحقیقات متعددي در دنیا با هدف به حداقل رساندن آسیب

DNA  ،طی فرآیند استخراج در حال انجام است. در این راستا
هاي مختلف عرضه  هاي متعددي توسط شرکت ها و کیت روش

شوند که معمولا گرانقیمت هستند و بعضی حتی بازده  می
اي کمیت و  این تحقیق، بررسی مقایسه مناسب ندارند. هدف از

) و Bioneerتوسط کیت بیونیر ( استخراج شده DNAکیفیت 
ابداع شده توسط   General Genomic Extraction (GGE)کیت

  باشد. نویسندگان می
  

 مواد و روش کار
برداري نمونه  

وماي کلورکتال نهاي بافتی شامل آدنوکارسی در این مطالعه، نمونه
در فرمالین از بخش پاتولوژي بیمارستان امام خمینی قرار گرفته 
  تهیه شدند. 
  Bioneerبر اساس کیت   DNAاستخراج 
 Bioneer کیت استخراج  روشبر اساس  DNAاستخراج 

  (شرکت بیونیر کره جنوبی) انجام شد.   
 GGE (General Genomicبر اساس کیت (  DNAاستخراج 

Extraction:  
 Generalتورالعمل کیتسلولی بر طبق دس DNAکل 

Genomic Extraction  ،(شرکت زیست دانش یاران)
هاي مورد  گرم از بافت 05/0استخراج شد. بطور خلاصه، 

بررسی با تیغ اسکالپل خرد شدند و با بافر لیز کننده 
)Solution A میکرولیتر پروتئیناز  30) مخلوط شدند، سپس

K (20 mg/ml) ساعت در  3، به مخلوط اضافه شد و بمدت
بار دقیقه یک 15ها هر  انکوبه شدند. میکروتیوپ C65˚دماي 

 Binding Buffer (Solution B) میکرولیتر از 6وارونه شدند. 
دقیقه  5بمدت  rpm 12000به مخلوط اضافه شد و در 

سانتریوفوژ شدند. فاز رویی جدا شد. این مرحله دوباره 
انتقال  هاي جدیدي تکرار شد. فاز رویی به میکروتیوپ

) اضافه Solution C(میکرولیتر از بافر رسوب دهنده  6یافت. 

دقیقه  10ها بمدت  دقیقه وارونه شدند. نمونه 20شد و بمدت 
سانتریوفوژ شدند و فاز رویی دور ریخته شد. rpm 12000در 

) شستشو Solution Dبا بافر شستشو دهنده ( DNAرسوب 
 C4˚قیقه در د 10بمدت  rpm 12000داده شد و سپس در 

   خشک شدند. C37˚در دماي  DNAسانتریوفوژ شد. رسوب 
  DNAبررسی کیفیت و کمیت 

استخراج شده با دو روش، از  هاي   DNA براي بررسی کیفیت 
% رنگ آمیزي شده با ژل رد استفاده شد. جهت 1ژل آگارز 

استخراج شده از نانودراپ  DNAتعیین کمیت و کیفیت 
NanoDrop™ ND-2000  گیري میزان جذب نوري  اندازهبا

260/230 nm  260/280و nm  غلظتDNA خلوص و ،
  استخراج شده تعیین شد.  DNAآلودگی پروتئینی 

  
PCR ژن بتاگلوبین به عنوان کنترل  

بافر  µl5/12 شامل،  µl 25در حجم نهایی  PCRواکنش 
از پرایمر اختصاصی ژن  میکرومولار)  µl   5/0 )4/0 آمپلیکون، 

 GH20 (5' GAA GAG CCA AGG ACA GGTوبین بتاگل

AC 3') ،PC04 (5' CAA CTT CAT CCA (CGT TCA CC 

3'  ،ng 50   ازDNA هاي استخراج شده، جهت اثبات  نمونه
با استفاده از  DNAها انجام شد. تکثیر از نمونه DNAاستخراج 

) مطابق Bio Rad PCR System, USAدستگاه ترموسایکلر (
 3به مدت  C95˚مرحله دناتوراسیون ابتدایی در برنامه دمایی 

به  C95˚چرخه اتصال پرایمر شامل اعمال دماي  45دقیقه، 
به  C72˚ثانیه و دماي  40به مدت  C53˚ثانیه، دماي  30مدت 
ثانیه صورت گرفت و در پایان مرحله گسترش نهایی  40مدت 

دقیقه انجام گردید.  5به مدت  C72˚پرایمر با اعمال دماي 
بر روي ژل  gel red، پس از رنگ آمیزي با PCRمحصولات 

 ,TBE )Tris Baseدر تانک الکتروفورز حاوي بافر  ٪2آگارز 

Boric acid, Na EDTA, Deionized Water با ولتاژ (V100  به
ساعت مورد بررسی کیفی قرار گرفتند که نتایج به  1مدت 

  مشاهده گردید. UVوسیله دستگاه ژل داك و با اشعه 
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  نتایج
استخراج شده از هر نمونه با الکتروفورز  DNAکیفیت و کمیت  

و سنجش نانودراپ بررسی شد. میزان جذب  ٪1ژل آگارز 
  1.8-0.06در محدوده Bioneerتوسط کیت  260/280نوري 

 GGEقرار داشت در حالیکه همین جذب نوري توسط کیت 
ده استخراج ش DNAمحاسبه شد. در بررسی غلظت  2-1.8بین 

نتایج بهتري داشت، بطوریکه میزان غلظت GGE نیز کیت 
DNA  3500-124هاي استخراج شده بین ng/μl  برآورد شد در

 Bioneerاستخراج شده توسط کیت  DNAحالیکه غلظت 
  ).23.78-1.01تر بود ( بسیار پایین

 2و  1 نگارهاستخراج شده با دو کیت مورد نظر در  DNAکیفیت 
استخراج شده با کیت  DNA، کیفیت 1 نگارهارائه شده است. در 

Bioneer  کیفیت 2 نگارهو در ،DNA  استخراج شده با کیت
GGE شود  نمایش داده شده است. همانطور که مشاهده می
DNA  استخراج شده با کیتBioneer  از کیفیت مناسبی

  برخوردار نیست و بسیار شکسته شده و حالت اسمیر دارد. 
  

    
، نتیجه 1-10. چاهک    Bioneer استخراج شده با کیت  DNA  -1نگاره 

   . bp 100: مارکر Mنمونه.  10مربوط به  DNAاستخراج 
  

   
   . bp 100: مارکر GGE    .M استخراج شده با کیت DNA  -2نگاره 

  
و مقایسه کارایی دو کیت نامبرده از  DNAجهت تایید استخراج 

PCR 3 نگارهفاده شد. در ژن بتاگلوبین (ژن کنترل داخلی) است ،
PCR هاي استخراج شده با کیت  نمونهBioneer  نشان داده شده

شدند. در  PCRنمونه با باند ضعیف  3نمونه،  10است.  از 
نمونه استخراج شده با کیت  10 انجام شده  PCR،4 نگاره
GGE ها تمامی نمونه .ارائه شده استPCR  اند. لازم به  شده

براي  DNAماکرولیتر از  GGE ،1ذکر است در روش کیت 
PCR   میکرولیتر  8استفاده شده است ولیDNA  استخراج شده

استفاده شده است که با این   PCRبراي انجام  Bioneerاز کیت 
  نشدند.  PCRها موفق به انجام  حال تمامی نمونه

  

    
) با استفاده از کیت bp268ژن بتاگلوبین (قطعه  PCR محصول  - 3نگاره 

Bioneer محصول  10-1، چاهک هايPCR ي ثابت شده در ها بافت
   . bp 100: مارکر M   فرمالین، 

  

    
) با استفاده از کیت bp268ژن بتاگلوبین (قطعه  PCR محصول  -4نگاره 

GGEمحصول  5- 1هاي  . چاهکPCR ي ثابت شده در فرمالین، ها بافت   
M مارکر :bp 100 .   

  
  بحث

هاي بیولوژیک، مرحله  ژنومی خالص از نمونه DNAاستخراج 
هاي  آمیز سایر روش ابتدایی و البته بحرانی براي انجام موفقیت
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، بررسی PCR ،Real Time PCR ،RFLPمولکولی همچون 
پلی مورفیسم، ژنوتایپینگ، توالی یابی، کلونینگ و غیره 

هاي بافتی  از نمونه DNA). از طرفی استخراج 13و 8باشد ( می
هاي پارافینی جهت بررسی سیتوژنتیکی، ژنتیک  قالبو 

پزشکی، پلی مورفیسم ها، ویروس شناسی و باکتري شناسی 
کلیدي  عامل). چندین 5پزشکی و غیره بسیار ارزشمند است (

، بایستی در DNAدر انتخاب روش مناسب جهت استخراج 
توان به مقرون به صرفه  نظر گرفته شود که از آن جمله می

م هزینه بودن)، سریع بودن و سهولت انجام روش و بودن (ک
هاي در  توانایی تکنیک مورد نظر در حذف ممانعت کننده

هاي پایین دستی اشاره کرد. همچنین روش انتخابی  واکنش
بایستی به سهولت قابل اجرا در تمامی آزمایشگاه ها با حداقل 

هاي مختلف و کیت هاي  امکانات باشد. همواره روش
گردد ولی متاسفانه یک  دستورالعمل جامع  عرفی میمتعددي م

و کلی که تمامی معیارهاي فوق الذکر را برآورده سازد وجود 
ها براي هضم آنزیمی از  ). معمولا در بیشتر  روش2ندارد (

شود. همچنین  استفاده می overnightبصورت  Kپروتئیناز 
شود. از  استفاده می RNAجهت تجزیه  RNAase Aآنزیم 

توان به وقت گیر بودن و  ها می ایب بکارگیري این روشمع
). از مزایاي روش بکار رفته توسط 7پرهزینه بودن اشاره کرد (

اشاره نمود  RNAase Aتوان به عدم استفاده از  می GGEکیت 
و میزان خلوص آن  DNAکه خللی نیز در فرآیند استخراج 

در زمان سه  Kسازي پروتئیناز  ایجاد نکرد. از سویی با بهینه
، در زمان نیز صرفه جویی شد. در overnightساعت به جاي 

هاي اخیر بکارگیري ستون هاي کروماتوگرافی یا جاذب  سال
DNA جهت استخراج متداول شده است. لازم به ذکر است ،

شود  ها دیده می که اشکالاتی در خصوص استفاده از این ستون
استخراج شده  DNAتوان به غلظت کم  که از آن جمله می

در فیلتر به دام  DNAاشاره کرد، چرا که همواره مقداري از 
افتد که قابل جداسازي نیست. بنابراین در مواردي که به  می

هاي پایین دستی  جهت انجام فعالیت DNAهاي زیاد  غلظت

). 7شود ( باشد، استفاده از روش ستونی توصیه نمی نیاز می
نیز  Bioneerکیت  نتایج حاصل از تحقیق حاضر توسط

استخراج شده  DNAباشد. بطوري که  تاییدي بر این یافته می
توسط این کیت هم از نظر خلوص و هم از نظر غلظت از 

جهت  GGEبازده و کارایی پایینی برخوردار بود. از  کیت 
هاي بالینی  ثابت شده در فرمالین در  از نمونه DNAاستخراج 

  ).12و 11و 10( چندین  مطالعه استفاده شده است
ین و بلوك پارافینی ممانعت هاي  ثابت شده در فرمال در بافت

 PCRشود. با توجه به نتایج  به وفور یافت می PCRهاي  کننده
استخراج شده توسط دو  DNAژن بتاگلوبین با استفاده از 

ها  )، حذف کامل ممانعت کننده4و 3کیت مورد نظر (نگاره 
مشهود است. چرا که  GGEتوسط روش بکار رفته با کیت 

در واکنش  GGEهاي استخراج شده توسط کیت  تمامی نمونه
PCR  تکثیر شدند در حالیکه توسط کیتBioneer  این چنین

براي تکثیر بسیار کم بود و هم از  DNAنبود. هم غلظت 
هاي کم  خلوص مناسبی برخوردار نبود. از سویی در غلظت

DNA ر در واکنش استخراج شده تشکیل پرایمر دایمPCR  به
الگو رقابت  DNAچشم می خورد که این پرایمر دایمرها با 

 PCRو ایجاد محصول  PCRکرده و در نهایت مانع از انجام 
  ).3خواهند شد (

 DNAبا توجه به نتایج این تحقیق در کارایی بالاي استخراج 
، خلوص بالاي DNA، از نظر غلظت GGEبا استفاده از کیت 

DNAجویی در هزینه و زمان،  جام کار، صرفه، سهولت ان
هاي فیکس  از بافت DNAاستفاده از این کیت جهت استخراج 

  شود. هاي پارافین توصیه می شده در فرمالین و یا بلوك
  

  سپاسگزاريتشکر و 
از دانشگاه آزاد اسلامی واحد پرند جهت تأمین هزینه تحقیق 

در اختیار و دانشگاه آزاد اسلامی واحد علوم تحقیقات جهت 
                        شود. گذاشتن امکانات جهت انجام طرح قدردانی می
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