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بخش اول

استخراج اسیدهای نوکلئیک



مقدمه 
سلول های موجودات علی رغم این که با یکدیگر تفاوت های بسیار دارند؛ اما 
در داشتن مولکول هایی که خصوصیات وراثتی را حفظ و منتقل می کنند یا همان 
DNA مشابه هستند. در بسیاری از مطالعات تجربی بر روی موجودات و سلول ها 
 ،DNA می باشد. به منظـور تهیـه ی DNA نیاز به جداسازی و خالص سازی
سلـول ها باید شکسته شده و پروتئـین هاي ساختماني و آنزیم هایی که با 
ساختـمان DNA تداخل پیدا مي کنند، حذف شوند. در سلول هاي یوکاریوتي، 
در   DNA پروکاریوتي،  سلـول هاي  در  اما  دارد؛  قرار  هسته  درون   DNA
 DNA معمـولًا با هدف تهیه ی DNA سیتوپلاسم شناور مي باشد. استخراج
جهت بررسی های بعدی، مانند تشخیـص های مولکـولی، ردیابـی بیماری های 
ژنتیکی و یا بررسی های پزشکی قانونی، انجام می شود. در واقـع دسترسی به 
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DNA خالص، نقطه ی شروع بررسی های مولکولی در سطح ژن ها می باشد. 
DNA حاوی اطلاعات بسیاری است و با استفاده از DNA استخراج شده 
می توان ابتلای یک جنین و یا نوزاد به بیماری های ژنتیکی و یا نقش یک 
ژن در ایجاد سرطان، جهش های سوماتیک، استعـداد ابتلا به بیماری ها یا نوع 
بیـماری های ژنتـیک را بررسی کرد. استفاده از DNA به مطالعات پزشکی 
و زیستی محدود نمی شود و در علوم بسیاری مانند کشاورزی، دامپزشکی، 

باستان شناسی و ... تأثیرگذار بوده است.  

 DNA 1-1( منابع استخراج
DNA را می تـوان با توجه به هدف مطالعه و نمونـه ی مـورد بـررسی و در 
دسـترس، از منابع گوناگونی استخراج کرد. از تمام سلول ها و بافت های مختلف 
انسانی و یا حیوانی مانند خون، مایع منی، بزاق، ادرار، مدفوع، مو، دندان و استخوان، 
می توان DNA را استخراج نمـود. همچنین از بافت های مختلف گیاهی شامل 

برگ، میوه  و چوب های سخت و نرم نیز می توان DNA را تهیه کرد.
در بررسی های جنایی و پزشکی قانونی، امکان استخراج DNA از ته سیگار، 
آدامس، ناخن، تمبر و حتی ذرات گرد و خاک موجود در فضای مورد بررسی، به 
علت احتمال حضور سلول های پوستی و موی مظنونان و یا متهمان وجود دارد. 
با توجه به تأکید این نوشتار بر مطالعات پزشکی، به معرفی نمونه های متداول 

آزمایشگاه های تشخیص پزشکی به عنوان منبع DNA پرداخته می شود. 
سلول های خونی: بیماری های ژنتیکی مانند کم خونی تالاسمی، دیستروفی 
یا تحلیل عضـلانی دوشن، هانتینگتون و سیستیک فیبروسیس با مطالعه بر 
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روی DNA بیماران قابل تشخیص و شناسایی هستند. برای بررسی این گونه 
اختلالات، DNA معمولًا از خون استخراج می شود.

سرم: استـخراج DNA از سـرم و پلاسـما، معمولًا برای بررسی وجود 
عفونت های ویروسی مانند CMV ، 1 HBV 2 و HIV 3 انجام می شود.

نمونه های پاتولوژی: نمونـه های پاتولوژی خارج شده از بدن در طی جراحی ها 
و یا نمونه هایی که به وسیله ی بیوپسی سوزنی و یا اتوپسی به دست می آیند، منبع 

مناسبی از DNA و RNA، برای بررسی بیان ژن ها و جهش ها می باشند. 
میتـوکندری: از آن جـایی کـه DNA میتـوکنـدری از DNA سلـولـی 
متفاوت می باشد، استـخراج و مطالـعه ی ایـن DNA انحـصاری، در تشخیص 
مهم  میتوکندری،  ژن هـای  جهـش های  شناسایی  و  ژنتـیکی  بیماری های 
 DNA اسـت. سندرم ملاس 4، بیماری ژنتیکی ای است که به دلیل جهـش در

میتوکندری اتفاق می افتد و در نتیجه تنفس سلولی دچار اختلال می شود.
مایع مغزی-  نخاعی (CSF)5: از مایع مغزی- نخـاعی نیز می توان 
DNA و RNA را استخراج نمود و در موارد عفونت ها و تورم مغزی )انسـفالیت(6، 
برای تشخیص علت بیماری، به عنوان مثال ردیابی حضور ویروس های هرپس، 

1. Hepatitis B Virus
2. CMV: Cyto Megalo Virus
3. HIV: Human Immune Deficiency Virus
4. MELAS: Mitochondrial myopathy, Encephalopathy, Lactic acidosis 
and Stroke like
5. CSF: Cerebro Spinal Fluid
6. Encephalitis
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استفاده کرد. 
ترشـحات دستگاه تناسلی: نمونه های سلولی برداشته شده از قسمت 
گردن رحم در خانم ها )پاپ اسمـیر(1، منبع مناسبی از  RNA و DNA برای 
بررسی آلودگی دستگاه تناسلی مربوط به ویروس هایی مانند خانواده ی پاپیلوما، 

تعیین نوع آن ها و احتمال سرطان زایی می باشند.
ترشحات دستگاه تنفسی: بـرای بررسـی عوامل بیماری زایی ماننـد 
 RNA ویـروس هـای آنفلوانـزا، باکتری سل و تعیین سویه ی آن ها، می توان

و DNA را از ترشحات ریه و بینی، استخراج کرد. 
بزاق: جهت جسـت وجوی آلـودگی های ویـروسی و باکتـریایی، بـزاق 

منبع خوبی از RNA و DNA می باشد.
اشک و ترشحات چشم: RNA و DNA موجـود در ترشحات چشم، 
به خصوص برای بررسی آلودگی های کلامیدیایی و یافتن عامل عفونت، مناسب 

می باشند.
ادرار: RNA و DNA ادرار، منـبع مناسبی برای بررسی وجود سلول های 
توموری مربوط به دستگاه دفع ادرار و عفونت های ویروسی و باکتریایی می باشند.

مدفوع: حضور سلول های توموری مربوط به دستگاه گوارش، باکتری هایی 
مانند هلیکوباکترپیلوری، ویروس هایی مانند انـواع روتـاویروس هـا و انگل هـا، 

بـا استخراج RNA و DNA از مدفوع بررسی می شوند.

1. Pop Smear
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2-1( نمونه های مورد بررسی در آزمایش های پیش از تولد
در مواردی مانند سقط های مکرر، وجـود فرزند مبتلا به بیماری ژنتیکی در 
خانواده، سابقه ی بیماری ژنتیکی در خانواده و حاملگی های بـالاتـر از 40 سال، 
بررسی DNA جنین، مورد توجه است. برای دست یابی به DNA جنین، 

می تـوان به نمونه ها و روش های نمونه گیری  زیر اشاره نمود:
v آمنیوسنتز1: در این روش به وسیله ی سوزن هـای بلند مخصـوص، 
مقـداری از مایع کیسه ی آمنیون در هفته 15 الی 18 بارداری گرفتـه 
شده و سلول های آن به وسیله ی سانتریفوژ جدا و جهت افزایش آن ها، 
کشت شده و در نهایت تکثیر می شوند. این سلول ها به عنوان منبع 
دیگر  آزمایش های  در  یا  و  کروموزومی  بررسی های  برای   ،DNA

استفاده می شوند )شکل 1-1(.

شکل 1-1: روش آمنیوسنتز. در ایـن روش به وسیـله ی سوزن های بلند، مقـداری از مایـع 
کیسه ی آمنیـون گرفته شده و سلول های آن جداشده و DNA استخراج می شود. 

1. Amniocentesis
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v پرزهای جنینی1: پرزهای جنینی رحم توسط پزشک جراح زنان در هفته 
12 بارداری از خانم باردار گرفته شده و از آن DNA استخراج می گردد.

v بلاستومر: زمانی که جنین در حد 8-6 سلولی  باشد با جدا کردن یک 
سلول آن، که بلاستومر نامیده می شود، بررسی های بیولوژی مولکولی و 
ژنتیکی انجام می شود. این بررسی ها به خصـوص در مراکز پزشکی درمان 
ناباروری برای اطمینان از سلامت جنینی که در شرایط آزمایشگاهی و 

لقاح مصنوعی قرار است به رحم مادر منتقل شود، انجام می گیرد.
v جداسازی سلول های جنینی از خون مادر: در دوره ی بارداری، مقدار 
کمی از سلول های جنین، وارد خون مادر می شوند. با خون گیری از مادر 
می توان سلول های جنین را جدا نمود و DNA آن ها را استخراج کرد و 

آزمایشات را بر روی DNA جنینی انجام داد. 
v نگه داری سلول های خونی نوزادان بر روی کاغذ فیلتر: کاغذ فیلترهای 
مخصوصی مانند کارت های 2FTA که حاوی مواد نگه دارنده هستند 
برای حفظ طولانی مدت و جابجایی آسان سلول های خونی استفاده می شوند.   

DNA 3-1( میزان بازیابی و میزان مورد نیاز
با توجه به نوع نمونه و سلول و نیز روش استخراج، میزان بازیابی و استحصال 
DNA، متفاوت می باشد؛ اما معمولًا سلول های دیپلوئید حاوی حدود  6 پیکوگرم و 
هر اسپرم حاوی 3 پیکوگرم از DNA می باشد. میـزان متوسط گلبول های سفید 

1. Chorionic Villus 
2. FTA: Flinders Technology Associates Filter Papers 



PCR الفبای 20

خون انسان، حدود 10- 5 میلیون سلول بوده و بنابـراین از نظر تئوری می توان از 
هر میکرولیتر خون، حدود 30 تا 60 نانوگرم DNA به دست آورد.

بستـه به نوع و تعداد آزمایش ها، میزان DNA مورد نیاز، متفاوت می باشد. 
معمولًا به طور متوسط، برای انجام انواع PCR به یک نانوگرم DNA تـک 
رشته ای و یا دو رشتـه ای نیاز است که این میزان معادل 0/05 یک میکرولیتر خون و 
یا 350 اسپرم است. بسیاری از کیت های تجاری PCR، دارای حساسیت بیشتری 

هستند و برای استفاده از آن ها فقط 100 تا 250 پیکوگرم از DNA لازم است.
جهت بررسی چند شکلی ژن ها )RFLP(1، حدود 50 نانوگرم از DNA دو 

رشته ای لازم است که معادل 2 میکرولیتر خون و یا 20000 اسپرم می باشد.

DNA 4-1( مراحل استخراج
گرچه می توان DNA را از منابع گوناگون و با روش های مختلف تهیه 
نمود، اما مراحل اصلی استخراج DNA با اهداف مشابهی انجام می شوند. در 
طی مراحل استخراج باید استحصال DNA با کیفیت مناسب، بازده، حذف 
عوامل ممانعت کننده در آزمایش های بعدی مانند نوکلئازها و یا ممانعت از 

عمل آن ها مورد توجه  باشد. مراحل استخراج DNA عبارتند از:
1. شکستن و لیز سلول  ها برای آزاد شدن DNA: در این مرحله تخریب 
سلول ها به روش های فیزیکی مانند خردکردن یـا آسیاب کردن و استفاده 

از امواج فراصوتی، به وسیله ی سونیکاتور انجام می شود.

1. RFLP: Restriction Fragment Lentgh Polymorphism
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2. خالص سازی DNA: شامل مراحل حذف چربی ها با استفاده از دترجنت ها 
و حذف پروتئین ها می باشد. پروتئین های سلولـی و هیستونی، که در سلول 
بـه DNA متصل هستند، با افزودن پروتئاز تجزیه شده و یا با استفاده 
از نمک های استات سدیم یا پتاسیم، جداشده و سپس با کمک مخلوط 

فنل–کلروفرم رسوب  داده شده و حذف می شوند.
با استفاده از  3. رسوب دادن، شستشو و تغلیظ DNA: این مرحله 
الکل هایی مانند اتانول و یا ایزوپروپانول انجام می شود. با توجه به این که 
DNA در الکل نامحلول می باشد معمولًا DNA به صورت تجمعاتی 
درآمده و در اثر سانتریفوژ رسوب می کند. در این مرحله نمک های محلول 

در آب نیز حذف می شوند. 
1-4-1( روش هـای تـهیـه لیـز سلـولی )عصـاره ی سلـولـی(1 و 

DNA آزاد سـازی ترکیـبات داخل سلول و
برای آزادسازی DNA از درون سلول، از روش های فیزیکی و شیمیایی 

ذیل استفاده می شود:
1-1-4-1) روش های فیزیکی

v استفاده از فشارهای فیزیکی و مکانیکی مانند خردکردن بافت در هاون های 
چینی و یا مخلوط کن های برقی؛

v استفاده از امواج صوتی با استفاده از دستگاه های اولتراسونیک؛ 

1. Crude Extract
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v استفاده از تغییر حرارت، انجماد و ذوب کردن های متوالی که سبب 
ترکیدن سلول ها و آزادشدن محتویات آن ها می شود.

2-1-4-1) روش های شیمیایی
v استفاده از آنزیم ها جهت تخریب و هضم غشای سلول ها 

v استفاده از دترجنت ها که سبب اختلال در آرایش مولکولی دیواره ها و 
غشـاهای سلولی و در نتیجه تخریب آن ها می شوند.

در نتیـجه ی این روش ها، سلول ها لیز شده و عصاره ی سلولی حاصـل 
می شـود که مخلـوط ناهمـگنی از قطعات دیواره ی سلولی، چربی ها، پروتئین ها 
و اسیدهای نوکلئیک می باشد. با استـفاده از فیلتراسیون و یا سانتریفوژ می توان 
ذرات درشت و نامحلول را حذف کرده و عصاره ی سلولی شفافی به دست آورد.

متوالی سبب شکستن  سانتریفوژهای  و  فیزیکی  از روش های  استفاده 
DNA می شود؛ بنابراین در روش های حساس که نیاز به قطعات سالم و کامل 
DNA است، استفاده از روش های شیمیایی و آنزیمی بهتر است. آنزیم های 
لیزوزیم و پروتئیناز K و دترجنت هایی مانند 1SDS از پراستفاده ترین مواد 

جهت تخریب سلول ها هستند. 

1. SDS: Sodium Dodecyl Sulfate
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پروتئیناز K: پروتئیناز K در واقع نوعی سرین پروتئاز است کـه از نوعی 
کپک1 به نام "تریتیکوم آلبوم نوع لیمبر"2 ترشح می شود. K در نام آنزیم اشاره 
به کراتین3 است که توسط ارگانیسم مذکور هیدرولیز شده و کربن و نیتروژن 
خود را تأمین می کند. این نوع پروتئاز، انواع زیادی از پیوندهای پپتیدی، به 
خصوص پیوندهایی که انتهای کربوکسی آن ها بـه آمینواسیدهای حلقوی 
و بدون بار، متصل هستند را هیدرولیز می کند. این آنزیم دارای 279 اسید 
آمینه و وزن تقریبی حدود 29 کیلو دالتون اسـت؛ دارای دو محـل اتصال به 
یون های دو ظرفیـتی کلسیم می باشد که در حفظ ساختمان فضایی آنزیم نقش 
دارند. با وجود آن که این یون ها، به طور مستقیم در فعالیت آنزیمی اثر ندارند، اما 
در صورت حذف آن ها، مقداری از فعالیت آنزیم کاهش می یابد. از آن جایی که این 
مقدار فعالیـت برای هضم بسیاری از پروتئین ها کافی است، واکنش در حضـور 
چلاتورهایی مانند 4EDTA نیز قابل انجام است. این آنزیم بر روی پروتئین های 
دناتوره شده، 10 برابر فعالیت بیشتری دارد؛ بنابراین بهتر است قبل از اثر آن ، 
پروتئین ها به وسیله ی حرارت و یا دترجنت ها، دناتوره شـوند. این آنزیم در 
حضـور اوره تا حد 4 مولار و دترجنت هایی که برای لیز سلول های پستانداران 
استفاده می شود؛ مانند SDS )0/5 درصد( یا تریتون 100X )1 %( فعال می باشد. 
ایـن آنزیم، همچنین آنزیم های DNase و RNase را غیرفعال مي کند و از 

1.  Mold
2.  Tritirachium Album Var. Limber
3.  Keratin
4.  EDTA: Ethylene Diamine Tetra Acetic acid
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تخریب DNA و RNA جلوگیري مي کند.
پروتئیناز K معمولًا به شکل لیوفیلیزه، به صورت تجاری در دسترس است 
که برای استفاده، بهتر است در بافری حاوی mM ،pH=8( Tris-HCl 50( و 
استات کلسیم استریل mM 1/5 حل شده و در غلظت mg/ml 20 تهیه گردد و 
سپس این محلول در حجـم های کمتر تقسیـم شده و در فریزر 20- نگه داری 
شود. در هر بار استـفاده، یک نمونه ذوب شـده و بهتر است باقی مانده حذف 
گردد. این آنزیم برخلاف آنزیم هایی مانند پروناز1 خاصیت خودهضمی ندارد. 

فعالیت این آنزیم در دمای ºC  50 چندین برابر فعالیت آن در ºC 37 است.
لیزوزیم ها: لیزوزیم ها دسـته ای از آنزیـم ها هستـند که پیـوند بیـن 
ــتیل گلوکز آمین و N- استیل مورامیک اسید در پروتئوگلیکان دیواره ی  N- اس
سلولی باکتری ها را هیدرولیز می کنند و اولین بار به وسیله ی فلمینگ2 کشـف 
ــتردگی زیادی در طبیعت هستند؛  ــته از آنزیم ها دارای گس گردیدند. این دس
ــح مخاط مهره داران و یا به وسیله ی باکتریوفاژها هنگام رهایی  مثلًا در ترش
ــوند. بین انواع گوناگون این لیـزوزیم ها، تفاوت های  از سلول ها، ترشح می ش
ساختـمانی زیادی وجود دارد. لیزوزیم مورد استفاده در بیولوژی مولکولی، نوع 

استخراج شده از سفیده ی تخم مرغ می باشد.
جدول 1-1 بهترین شرایط نگه داری و واکنش سه آنزیم پروتئیناز K و پروناز 

و لیزوزیم را نشان می دهد.

1.  Pronase
2.  Fleming
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جهت آماده سازی پروناز و انجام خودهضمی، که سبب حذف آلودگی های 
احتمالی با آنزیم های DNase و RNase نیز می شود، باید آنزیم در بافر حاوی  
نهایی  غلظـت  در   )10 mM(  NaCl mM 10( و   ،pH=7/5(Tris-HCl
mg/ml 20 حل گردد و در دمای ºC 37 به مدت یک ساعت نگه داری گردد. 

لیزوزیم در pH زیر 8 فعالیتی ندارد.
 )C12H25SO4Na( سدیم دودسیل سولفات یا سدیم لوریل سولفات :SDS
یک کاهش دهنده ی کشش سطحی )سورفکتانت(1 آنیونی است که در بسیاری از 
محصولات بهداشتی و شوینده کاربرد دارد. این مولکول دارای یک دم 12  کربنی 
است که به یک گروه سولفات چسبیده است و سبب می شود مولکول خصوصیات 
آمفی پاتیک داشته و در واقع دترجنت باشد. 2CTAB یا ساولن یک سورفکتانت 
 SDS از منـابع گیاهی به جای DNA کاتیونی است که بیشتر در استـخراج

استفـاده می شود و سبب حذف بهتر مواد آلی مانند پلی ساکاریدها می شود.
سورفکتانت ماده ای است که کشش سطحی مایعی را که در آن حل شده 

است؛ کاهش می دهد.

 DNA 2-4-1( انواع روش های استخراج و خالص سازی
هنگام تهیه ی عصاره ی سلولی به همراه DNA، مقادیر زیادی پروتئین، 
لیپید و RNA از سلول آزاد می گردد؛ پاک  نمودن DNA از وجود ایـن ترکیبات 
 DNA می گویند. روش های متنوعی برای خالص سازی DNA را خالص سازی

1. Surfactant
2. Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide 
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وجود دارد و روش مورد استفاده به نوع نمونه، مواد در دسترس و انتخاب کارشناس 
آزمایشگاه بستگی دارد. این روش ها را می توان در دو دسته ی کلی، روش های آلی 

و غیرآلی، گروه بندی نمود. 
 DNA 1-2-4-1) روش های آلی استخراج

v استفاده از فنل-کلروفرم )1:1(
 در این روش، مرحله ی اصلی استخراج )یعنی حذف پروتئین ها( با استفاده 

از فنل-کلروفرم انجام می شود. مراحل اصلی آن به این ترتیب است:
الف( تخریب یا لیز سلولی که در طی آن غشاهای سلولی تخریب می شوند؛ 

اما هسته دست نخورده باقی مانده و در نتیجه رسوب می کند.
ب( غشای هسته با استفاده از دترجنت هایی مانند SDS و پروتئینازهایی 

مانند پروتئیناز K تخریب می گردد.
ج( DNA به درون محلول رها می شود و به وسیله ی محلول آلی فنل-

کلروفرم از پروتئین های درون مخلوط جدا می گردد.
پس از مخلوط شدن فنل-کلروفرم با عصاره ی سلولی، دو فاز آبی و آلی به وجود 
می آید. DNA به فاز آبی که در بالا قرار می گیرد مهاجرت کرده، لیپیدها در فاز 
آلی و اکثر پروتئین ها در بین دو فاز قرار می گیرند. این مکانیسم جداسازی، بر 
لیت مولکول های مختلف است. مولکول های اسید  اساس تفاوت قطبیت و حلاّا

نوکلئیک به دلیل قطبیت در فاز قطبی آب وارد می شوند )شکل 1-2(.
د( DNA درون فـاز آبی به کمـک الکل سـرد 95% و نمـک، رسوب داده 

شده و جدا می شود.
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ه( DNA با استـفاده از الکل 70% شستشو داده شده و سپس با حرارت 
ملایم و یا با کمک خلأ خشک شده و در بافر یا آب خالص حل می گردد.

شکل 2-1: روش فنل-کلروفرم. این روش یکی از روش های آلی است که بسیار مورد استفاده 
قرار می گیرد؛ وقتی عصاره ی سلولی با فنل-کلروفرم مخلوط می شود دو فاز آبی و آلی به وجود می آید. 
بر اساس تفاوت در قطبیت، DNA به فاز آبی که در بالا قرار می گیرد مهاجرت کرده، لیپیدها در فاز 

آلی و پروتئین ها در بین دو فاز قرار می گیرند.

v فنل
فنلی که در بیولوژی مولکولی استفاده می شود باید شفاف و بدون رنگ 
باشد. فنل هایی که به رنگ صورتی و یا زرد هستند مناسب نیستند. فنل های 
کریستاله نیز به دلیل این که حاوی ترکیبات اکسیدشده مانند کوئینون ها هستند 
مناسب نمی باشند. این فنل ها، برای استفاده باید در ºC  160 تبخیر و دوباره 
تقطیر گردند که به دلیل سمی بودن و احتمال سرطان زایی آن ها، نیاز به کار در 
فضاهای خاص، برای تهویه و فیلتر می باشد. کوئینون ها سبب شکستن پیوندهای 
فسفودی استری موجود در اسیدهای نوکلئیک شده و یا سبب ایجاد اتصالات 
متقاطع بین مولکول های RNA و DNA می گردند. فنل دارای خاصیت خورندگي 

بسیار زیادی بوده و در صورت تماس و تنفس، سبب آسیب جدي می شود.
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v نحوه ی تهيه ي فنل متعادل1 
فنل قبل از استفاده، باید به pH بالاتر از 7/8 رسانده شود تا DNA به 
درون فاز اسیدی آلی منتقل شود. فنل مایع باید در دمای ºC 20- نگه داری شود؛ 
فقط در موقع استفاده، از فریزر خارج شود، تا دمای اتاق گرم شود. سپس ماده ی 
آنتی اکسیدان هیدروکسی کوئینولین تا غلظت نهایی 0/1 درصد اضافه گردد. این 
ماده، ممانعت کننده ی RNase و نیز یک چلاتور فلزات یونی است. ضمناً سبب 
ایجاد رنگ زردی می شود که می توان فاز آلی را به راحتی از فاز آبی تشخیص 
داد. به فنل مذاب، باید حجم برابری از بافر M ،pH=7/5( Tris-HCl 0/5( اضافه 
شود؛ سپس مخلـوط به مدت 15 دقیقـه در دمای اتاق هم زده شود و بعد 
هم زن خاموش شده و اجازه داده شود که دو فاز آبی و آلی تشکیل گردد و با یک 
پیپت شیشه ای، فاز آبی رویی حذف گردد. مجدداً مرحله ی افزودن بافر و حذف 
آن باید تکرار شود تا pH فاز فنلی، بالاتر از 7/8 شود. پس از آخرین تعویض 
  )0/1 M ،pH=8( Tris-HCl بافر و حذف فاز آبی، حدود 0/1 حجم آن از بافـر
حاوی 0/2 درصد بتا مرکاپتواتانول )ME-2( افزوده گردد. برای نگه داری فنل 
  )0/1 M ،pH=8( Tris-HCl به تعادل رسیده، می توان بر روی آن مقداری بافـر
اضافه کرد و در شیشه ی تاریک و در یخچـال به مدت یک ماه نگه داری نمود. 

مخلوط فنل- کلروفرم شامل قسمـت های برابری از فنل )25( با کلروفرم 
حاوی ایزوآمیل الکل )24:1( می باشد. کلروفرم سبب دناتوره شدن پروتئین ها و 
تسهیل جداشدن فازهای آبی و آلـی می شود و ایزوآمیل الکل سبـب ممانعـت 
از ایجاد کف در طی مراحل استخراج می شود. این مخلوط هم همانند فنل باید 
1. Equilibrated phenol
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در زیر بافر تریس در تاریکی و در یخچال نگه داری شود.
چلاتور ماده ای است که از طریق اتصال یون های خود، به فلزات متصل 	•

شده و آن ها را از محیط خارج می سازد.

DNA 2-2-4-1) روش های غیرآلی استخراج
در این روش ها از مواد آلی مانند فنل و یا کلروفرم استفاده نمی شود. چند 

نمونه از این روش ها عبارتند از:
ترسیب پروتئین توسط غلظت بالای نمک و pH پایین1: در این روش 
پروتئین ها با استفاده از غلظت  بالای نمک ها رسوب داده شده و از محلول خارج 
می شود. از نمک های مـورد استفاده می توان به استات سدیم و کلرید لیتیم اشاره 
نمود. به علت استفاده از نمک ها در غلظت های بالا، DNA استخراج  شده، باید 
به خوبی شسته شود. حضور نمک های اضافه، به خصوص در RFLP، سبب 
ایجاد پدیده ی جابه جایی باندها2 یا تغییر حرکت DNA شده و در نتیجه ی 

آزمایش تأثیر می گذارد. مراحل اصلی آن به ترتیب زیر است:
الف( تخریب یا لیز سلولی با استفاده از بافرهاي لیزکننده، که غشاهای 
سلولی را تخریب می کنند؛ اما هسته ها دست نخورده باقي مانده و در 

نتیجه رسوب می کنند.
ب( غشای هسته در بافر لیزکننده ي پروتئین ها و غلظت بالاي پروتئیناز 
در دماي ºC 65 در طی 2 ساعت تخـریب مي شود. حرارت به دناتوره 

1.  Salting Out
2.  Band Shift
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شدن پروتئین ها کمک کرده و سبب خودهضمي پروتئیناز مي شود.
ج( براي حذف پروتئین ها، کلرید لیتیم تا غلظت نهایي 2/5 مولار استفاده 
مي شود که در نتیجه، پروتئین ها رسوب کرده و با کمک سانتریفوژ از 

محلول حذف مي شوند.
v مکانیسم رسوب با نمک1: افزودن یک نمک خنثی مانند آمونیم سولفات 
سبب افزایش برهم کنش بین پروتئین ها می شود. با افزایش غلظت نمک 
در محلول، بیشتر مولکول های آب، اطراف یون ها را احاطه کرده و باعث 
تجمع پروتئین ها و رسوب آن ها می شوند. به عبارتی در غلظت های بالای 
نمک، از حلالیت پروتئین کاسته می شود. این اتفاق در هنگام استفاده از 

غلظت مناسب نمک به صورت خودبه خود، انجام می شود )شکل 1-3(.

شکل 3-1: روش غیرآلی رسوب DNA با نمک. افزودن یک نمک خنثی سبب افزایـش برهم 
کنش بین پروتئین ها می شود. با افزایش غلظت نمک در محلول، مولکول های نمک اطراف 
پروتئین ها را احاطـه کرده و باعث تجمع پروتئین ها و رسوب آن ها می شوند. دایره های 

کوچک، مولکول های نمک و دایره های بزرگ، پروتئین ها را نشان می دهند.

1. Salting out
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v شیب کلرید سزیـوم (CsCl): در این روش از CsCl در تکنیک 
"سانتریفوژ ایزوپیکنیک1" استفاده می شود. نیروهای سانتریفوژ و انتشار، 
شیب دانسیته ای را ایجاد می کنند که سبب جداسازی مولکول های 
مخلوط بر اساس دانسیته ی مولکولی آن ها می شود. یک شیب غلظت 
بر اساس رسوب تعادلی خودبه خودی، به صورت لایه ای ایجـاد می شود 
و سپس مولکول ها در لایه هایی که با آن ها دانسیته ی برابر دارند قرار 

می گیرند. 
اصطلاح ایزوپیکنیک به معنی دانسیته ی برابر است. برای خالص سازی 
DNA، مخلوط کلرید سزیم و DNA برای چندین ساعت در سانتریفوژ در 
سرعت بـالا حدود g 100000 قرار می گیرد. علت استفاده از کلرید سزیم، تشابه 
دانسیته ی آن در غلظت g/ml 1/7 با دانسیته ی DNA است. بعد از مدتی 
که شیب کلرید سزیم ایجاد می شود دو نیروی مخالف هم، انتشار و سانتریفوژ، 
ایجاد می شوند که نزدیک انتهای لوله متمرکز می شوند. نیروی انتشار با توجه 
به شیب غلظت کلریدسزیم حل شده، افزایش می یابد و به سمت مرکز دستگاه 
سانتریفوژ متمایل می شود. توازن میان این دو نیروی تولیدشده، سبب ایجاد شیب 
دانسیته ی پایداری می گردد که در انتهای لوله، دارای دانسیته ی بیشتری است و در 
بالای لوله، دانسیته ی کمتری دارد. مولکول های DNA سپس بر اساس نسبت 
AT )آدنین و تیمین( به GC )گوانین و سیتوزین( جدا می شوند. یک AT دارای 
وزن مولکولی کمتری نسبت به GC می باشد؛ بنابراین از دو مولکول DNA با 

1.  Isopycnic
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طول برابر، مولکولی که دارای نسبت AT بیشتری است؛ دانسیته ی کمتری دارد. 
پروتئین ها دارای دانسیته ی کمتر هستند و RNA و پلاسمیدهای سوپرکویل از 
مولکول های خطی DNA، دارای دانسیته ی بیشتری می باشند )شکل 1-4(. 
برای مشاهده ی باندهای DNA از اتیدیوم برماید استفاده می شود که با تابش 
اشعه ی نور ماورای بنفش )UV( قابل دیدن می گردند. این روش بسیار دقیق 
است؛ اما برای کارهای معمول آزمایشگاهی مقرون به صرفه نیست؛ ضمن 

آن که استفاده از اتیدیوم برماید خطرات ایمنی خاص خود را دارد.

شکل 4-1: روش استفاده از کلرید سزیم: مولکول های مختلف در شیب نمک کلرید سزیم بر 
اساس دانسیته جدا می شوند. دانسیته ی DNA در غلظت  mg/ml 1/7 با دانسیته ی DNA برابر است. 

اتیدیوم برماید به واسطه ی ساختمان مسطحی که دارد در بین بازهای متصل 
 DNA بین دو رشته قرار گرفته و سبب بازشدن مختصر دو رشته ی مارپیچ
 0/125 g/cm3 می شود. حاصل این بـازشدن پیچش، کاهش دانسیته در حد
اسـت. DNA سوپرکویل که دو انتهای آن بسته است آزادی کمی برای باز شدن 
دارد و به مقدار کمی از کلرید سزیم متصل می شود. کاهش دانسیته ی مـولکول 
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سوپـرکویل کمتر و حدود g/cm3 085/ 0است؛ در نتیجه مولکول های سوپرکویل 
در شیب در مکان متفاوتی از DNA خطی و حلقوی بدون پیچش قرار می گیرند 

)شکل 1-5(. 

شکـل 5-1: اتیدیوم برماید. این ماده به واسطه ی ساختمان مسطحی که دارد، در بین بازهای 
متصل بین دو رشته ی DNA، خود را جای می دهد و در اثر تابیدن نور UV، به صورت فلورسنس 

دیده می شود. اتیدیوم برماید با همین مکانیسم سبب ایجاد جهش می شود.

موقعیت باندهای DNA با تاباندن نور UV، که سبب می شود اتیدیوم برماید 
به صورت فلورسنس دیده شود، قابل مشاهده است. لوله ی حاوی سزیم کلرید 
به وسیله ی یک سرنگ سوراخ شده و DNA بیرون کشیده می شود. اتیدیوم 
برمایـد متصل شده به DNA با استفاده از بوتانول از محیط خارج شده و کلرید 
 DNA ،سزیم به وسیله ی دیالیز حذف می شود )شکل 6-1(. حاصل این روش

با خلوص 100% می باشد. 
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شکل 6-1: نحوه ی خالص سازی DNA جدا شده از شیب کلرید سزیم. نمک به وسیله ی دیالیز 
و اتیدیوم برماید به وسیله ی بوتانول حذف می شوند.

v کـروماتوگرافی بـا اسـتفاده از رزیـن های مبـادله ی یونـی یا 
ماتریکس های متصل شونده به DNA: استـفاده از ذرات سیلیکا 
 DNA است.   DNA خالص سازی  راه های  ساده ترین  از  شیشه  یا 
در حـضور ترکیبات نمک های کائوتروپیک1 به ذرات سیلیکا متصل 
متصل  سیلیکا  ذرات  به  لیپیدها  و  پروتئین ها  حالی که  در  می شود؛ 
نمی شوند. علت اتصال DNA به ذرات سیلیکا وجود بارهای منفـی 
در سطح آن ها و حضور بارهای مثبت در سطح ذرات سیلیکاست. پس 
از شستشوی ذرات سیلیکا، مولکول های DNA آزاد شده و به صورت 

خالص جمع آوری می شوند )شکل 1-7(.
1. Chaotropic Salt
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یک ماده ی کائوتروپ1 به ماده ای اطلاق می شود که ساختمان سه بعدی 	•
ماکرومولکول هایی مانند پروتئین ها، DNA و RNA را تخـریب و آن ها 
را دناتوره می کند. مواد کائوتروپ با پیوندهای بین  مولکولی غیرکووالان، 
ــس و هیدروفوب تداخل می کنند.  ــای هیدروژنی، واندروال مانند پیونده
ــن مواد و نمک های کائوتروپ عبارتند از: اوره ، تیواوره 2، کلرید  مهم تری

گوانیدیم و پرکلرات لیتیم. 

به ذرات  منفی  بار  دارای   DNA این روش در  از ذرات سیلیکا.  روش استفاده  شکل 1-7: 
سیلیکای دارای بار مثبت متصل می شود؛ در حالی که پروتئین ها و لیپیدها به ذرات سیلیکا متصل نمی شوند.

1. Chaotrope
2. Thiourea
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v ذرات چلکس1: ذرات آنیونی مصنوعی یا رزین هایی با قابلیت تعویض یونی 
بوده که حاوی یون هایی با بار منفی2 هستند. این ذرات به صورت گروه های 
جاذب یون های فلزی چند ظرفیتی مانند منیزیم عمل می کنند. حذف 
هیدرولیزکننده ی  آنزیم های  غیر فعال شدن  و  تخریب  سبب  منیزیم 
DNA می شود )حضور یون منیزیم برای فعالیت آنزیم DNase ضروری 

می باشد(.  
بوده که تمایل زیادی   Bio-Rad از شرکت Chelex-100 محصولی 
به جذب یون های کلسیم، منگنز و منیزیم دارد و آن ها را از DNA دور نگه 
مي دارد. ذرات فلزات سنگین در صورت حضور در محلول حاوی DNA در 

دماهای بالا، حدود ºC 100، سبب آسیب رساندن به DNA می شوند.

5-1( حذف RNA از DNA خالص 
مولکول هاي RNA در طـی روش های خالص سازی به همراه DNA نیز جدا 
می شود. چنانچه RNA موجود در DNA استخراج شده، سبب ایجاد خطا در 
آزمایش ها شود، بنابراین می بایست آن را از محلول DNA خالص شده حذف 
نمود. حذف RNA، توسط آنزیم لیز کننده ی آن، یعنی RNase انجام می گیرد 

که در واقع به واسطه ی عمل آن، RNA تجزیه می شود. 

1. Chelex 
2. Styrene Divinylbenzene Copolymers Containing Paired Iminodiacetate Ions 
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DNA 6-1( جداسازی انواع
اندازه ها و  انواع DNA در  در طی روش های استخراج شرح داده  شده، 
شکل های مختلف به دست می آید. هنگام استخراج DNA از یک باکتری، 
پلاسمیدهای حلقوی نیز به همراه انواع کروموزومی جدا می شوند. برای جداسازی 
انواع DNA، از تفاوت های فیزیکی مانند اندازه و شکل آن ها استفاده می شود. 
به  کروموزوم ها  دارند،  کوچک  حلقوی  ساختارهای  پلاسمیدها  حالی که  در 

صورت خطی یا حلقوي بزرگ می باشند )شکل 1-8(.
برای جداسازی DNAهای متفاوت، می توان از شیب کلرید سزیم، الکتروفورز 

و کروماتوگرافی استفاده کرد.

 :DNA شکل 8-1: استفاده از تفاوت های فیزیکی مانند اندازه و شکل برای جداسازی انواع
پلاسمیدها ساختارهای حلقوی کوچکي دارند اما کروموزوم ها اندازه هاي بزرگ دارند.
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جداسازی DNA از سلول های گیاهی و جانوری با جداسازی آن از باکتری ها، 	•
متفاوت است. این تفاوت ها مخصوصاً در مرحله ی شکستن سلولی وجود 
دارد. مـواد شیمیایی مؤثر بر دیواره ی باکتری ها، معمولًا بر انواع سلول های 
دیگر اثر ندارند. به عنوان مثال لیزوزیم بر سلول های گیاهی اثر ندارد؛ 
آنزیم های تجزیه کننده ی خاصی برای سلول های گیاهی مانند پکتولیاز و 
سلولاز در دسترس هستند و روش های فیزیکی مانند له کردن نیز مؤثرترند. 
سلول های حیوانی، دیواره ی سلولی ندارند و به سادگی با استفاده از دترجنت ها 

لیز می شوند. 
نکته ی مهم دیگر، توجه به محتویات بیوشیمیایی سلول هایی است که 
DNA از آن ها استخراج می شود. در سلول های باکتریایی، مهم ترین مـواد 
شیمیـایی، پروتئین ها، DNA و RNA هستند؛ بنابراین استفاده از روش های 
این روش ها برای  از پروتئازها، کافی می باشد.  یا استفـاده  فنل-کلروفرم و 
سلول هایی که حاوی مقادیر زیادی مـواد بیوشیمیایی دیگر هستند، کارآمد 
نمی باشند. سلول های گیاهی دارای مقادیر زیادی کربوهیدرات هستند که به 
روش فنل-کلروفرم استخراج نمی شوند و روش های دیگری باید استفاده شوند.

با اسیدهای نوکلئیک، 	• از CTAB که نوعی دترجنت است و   استفاده 
کمپلکس نامحلول می دهد، روشی مناسب برای سلول های گیاهی است. 
کمپلکس  می شود،  افزوده  گیاهی  سلولی  بـه عصاره ی   CTAB وقتی
تشکیل شده، رسوب می کند؛ در حالی که بقیه ی مواد مانند کربوهیدرات ها و 
پروتئین ها رسوب نمی کنند )شکل 9-1(. سپس رسوب به وسیله ی سانتریفوژ 
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جمع آوری شده و با محلول نمک طعام 1 مولار شسته می شود که این عمل 
سبب شکسته شدن کمپلکس و آزاد شدن DNA می شود. اسیدهای نوکلئیک 
به وسیله ی اتانول رسوب داده شده و تغلیظ می گردند و RNA نیز با استفاده 

از RNase حذف می شود.

شکل 9-1: استفاده از CTAB جهت خالص سازی DNA از سلول های گیاهی. CTAB با 
DNA، کمپلکس تشکیل داده که در نتیجه رسوب می کنند.

روش دوم استفاده از ترکیبی به نام گوانیدیم تیوسیانات است که دارای دو 	•
خاصیت ویژه است که در خالص سازی DNA به کار می رود. خاصیت اول این 
است که همه ی مواد بیوشیمیایی، به غیر از اسیدهاي نوکلئیک را دناتوره و 
نامحلول می کند و بنابراین برای جداسازی DNA از هر سلول و بافتی به کار 



41بخش اول                          استخراج اسیدهای نوکلئیک

می رود. خاصیت دوم این که در حضـور این ماده، DNA بـه ذرات سیلیکا 
متصل می شود. با استفاده از کروماتوگرافی با ذرات سیلیکا، همان طور که در 
شکل 10-1 دیده می شود، تنها DNA متصل شده به ذرات سیلیکا خالص 

مي شود که با شستشو به وسیله ی آب جدا مي شود.

شکل 10-1: روش استفاده از گوانیدیم تیوسیانات. این ماده، همه ی مواد بیوشیمیایی به غیر از 
اسیدهاي نوکلئیک را دناتوره و نامحلول می کند و بنابراین برای جداسازی DNA از هر سلول و بافتی 

به کار می رود؛ ضمناً در حضور این ماده، DNA به ذرات سیلیکا متصل می شود. 
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7-1( جداسازی DNA از اندامک هاي سلولي
 DNA اندامک هاي سلولي مانند میتوکندري و کلروپلاست در گیاهان، داراي
هستند که از DNA ژنومي متفاوت مي باشند. در DNA میتوکندري جهش هایي 
اتفاق مي افتد که این جهش ها با بیماري هاي خاصي مانند دیابت، آلزایمر و 
اختلالات ماهیچه اي مرتبط مي باشند. براي جداسازي DNAی میتوکندري 
و کلروپلاست، ابتدا این اندامک ها با استفاده از سانتریفوژ جدا شده و سپس 

DNA آن ها جدا مي شود.

 DNA 8-1( تغلیظ
تغلیظ  زیر  شرح  به  اتانول  وسیله ی  به   RNA و   DNA محلول های 
می شوند: حجم DNA اندازه گیری شده و حدود 2/5-2 برابر حجم آن اتانول 
یا ایزوپروپانول خالص افزوده می شود. مخلوط به خوبی هم زده شده و روی 
یخ یا در 20ºC- به مدت 20 دقیقه تا یک ساعت نگه داری می شود. پس از 
سانتریفوژ، DNA رسوب می کند که با افزودن مقداری اتانول70% جهت حذف 
نمک های همراه با DNA، شستشوی مجدد انجام می شود. پس از حذف الکل 
و خشک کردن DNA، می توان آن را در حجم مناسبي از بافر تریس حاوی 

EDTA و یا آب عاری از DNase حل نمود.

 بهتر است قبل از افزودن الکل 100% ، غلظت کاتیون های تک ظرفیتی 
در این حجم تنظیم گردد. جدول 2-1 غلظت مناسب نمک ها و علت افزودن 

آن ها را بیان می کند.
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جدول 2-1: نمک هاي مورد استفاده در تغلیظ DNA که در صورت عدم حذف، سبب مشکلاتی 
می شود.

 استات آمونیم در اتانول خیلی پایدار است و معمولًا با شستشو در اتانول 	•
70%، حذف می شود. قابلیت حذف نمک های استات سدیم و کلرید سدیم 

با این روش کمتر است. 
 معمولًا استفاده از اتانول نسبت به ایزوپروپانول بهتر است؛ زیرا در هنگام 	•

استفاده از ایزوپروپانول، مقداری از نمک ها رسوب می کنند؛ همچنین قابلیت 
تبخیر آن از اتانول کمتر است. اما چون مقدار کمتری ایزوپروپانول مصرف 
می شود در موارد استخراج حجم های بسیار بالایی از DNA، مانند استخراج
 1. Klenow
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پلاسمید، استفاده از ایزوپروپانول مقرون به صرفه تر می باشد.
برای حذف اتانول از DNA خالص شده، می توان DNA را به وسیله ی قرار دادن 
در هوای آزاد و در دمای اتاق خشک نمود. با حرارت دادن ملایم یا قرار دادن در 
دستگاه درای بلاک1 نیز می توان DNA را خشک کرد. با استفاده از پمپ های خلأ 
 DNA ،را حذف کرد؛ اما به دلیل این که در این روش DNA می توان اتانول همراه

بسیار خشک شده و حل کردن مجدد آن در بافر سخت است، توصیه نمی شود. 
برای نمک زدایی و خالص سازی بیشتر DNA از کیسه های دیالیز استفاده 
می شود. برای این منظور باید از کیسه دیالیز با اندازه 8000-6000 استفاده 

شود؛ این کیسه ها باید قبل از استفاده، آماده و مرطوب شوند.
مراحل خالص سازی DNA با استفاده از کیسه های دیالیز عبارتند از:

الف( شستشوي کیسه دیالیز در ºC 60 به مدت 30 دقیقه در حجم بالایی از 
.%1 EDTA سدیم بی کربنات 2% )حدود یک لیتر( حاوی

ب( شستشوی غشاهای دیالیز با آب مقطر.
ج( نگه داری غشا در ºC 4 و در محلول فرمالدئید 1% یا سدیم بنزوات %1 

یا سدیم آزید 1% در آب مقطر دیونیزه یا اتانول %100.
د( حرارت دادن غشاهای دیالیز در دماهای بالاتر از ºC 80 سـبب کاهـش 

تراوایی غشاها می شود.
ه( برای ممانعت از چسبندگی پروتئین های باردار به غشا، بهتر است غشای 

1. Dry Block
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 %0/05 1 )BSA( دیالیز در بافر تریس حاوی آلبومین سرم گاوی
خیسانده شوند.

کیسه های دیالیز نوعی غشای نیمه تراوا هستند که از سلولز یا سلوفان 	•
قابل  تجزیه درست شده اند و برای انتشار یا اسمز استفاده می شود. در 
حالت انتشار، مولکول های کوچک مانند نمک، از محل دارای غلظت 
زیاد به محل با غلظت کم نمک منتقل می شوند. اندازه ی سوراخ های 
این غشاها متفاوت بوده و بسته به اندازه ی مولکول های هدف انتخاب 
می شوند. اندازه ی این حفره ها با میزان cut-off بیان می شود. این عدد 
نشانگر حد پایین عبور مولکول ها در آن اندازه هستند. به عنوان مثال 
یک غشای دیالیز با cut-off 6000 فقط اجازه ی عبور به مولکول هایی 
با اندازه ی کمتر از 6000 دالتون را می دهد. با توجه به آبگیری مولکول ها 

معمولًا cut-off دو برابر اندازه ی مولکول انتخاب می شود.

DNA 9-1( نگه داری و ذخیره سازی
 RNA و DNA در نظر گرفتن نکات زیر در ذخیره سازی مولکول های

مهم هستند: 
فلزات سنگین سبب شکستن پیوندهای فسفو دی استر نوکلئوتیدها می شوند. 	•

در غیاب فلزات سنگین، اتانول به DNA آسیبی نمی رساند.
EDTA، چلاتور فلزات دو ظرفیتی می باشد.	•

1. BSA: Bovine Serum Albumin
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رادیکال های آزاد که از شکستن مواد شیمیایی و نیز تشعشعات، حاصل 	•
می شوند سبب شکستن پیوندهای فسفودی استرنوکلئوتیدها می شوند.

نور UV در 260 نانومتر سبب ایجاد ضایعاتی از قبیل ایجاد دایمرهای 	•
تیمینی و پیوندهای متقاطع و ازدست رفتن خصوصیات بیولوژیکی می شود. 
تشعشع UV در 320 نانومتر نیز، با قدرت کمتری، سبب این پیوندهای 

متقاطع می شود.
 اتیـدیوم برماید با استفـاده از نور مرئـی و اکسـیژن، سبـب پدیـده ی 	•

فتواکسیداسیون می شود. محصولات اکسیداسیون سبب شکستن پیوندهای 
فسفودی استری می شوند.

 نوکلئازها روی پوست انسان یافت می شوند؛ بنابراین از تماس مستقیم یا 	•
غیرمستقیم بین دست و اسیدهای نوکلئیک باید جلوگیری شود.

بیشتر DNaseها خیلی پایدار نیستند؛ اما اکثر RNaseها دارای پایداری 	•
بالایی بوده و در سطح دست کش و وسایل پلاستیکی، فعال باقی می مانند. 

نگه داری DNA در دمای ºC 4 یکی از بهترین و ساده ترین روش ها است. 	•
•	 DNA 20 سبب شکستن و آسیب به ºC در دمای DNA  نگه داری طولانی

می شود و برای نگه داری طولانی مدت، دمای C◦70- مناسب تر است.
بهترین راه برای نگه داری طولانی مدت DNA، ذخیره سازی در غظت 	•

بالای نمکی ) بالاتر از یک مولار( و در حضور غلظت بالای EDTA  بالاتر 
از mM 10 و در pH=8/5 است.
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نگه داری DNA در کلرید سزیم بدون اتیدیوم برماید، در تاریکی و دمای 	•
º C 4 بهترین راه نگه داری DNA است.

نگه داری DNA درون فاژ، بهتر از نگه داری آن به صورت خالص است.	•
متداول ترین راه نگه داری DNA، ذخیره سازی در بافر TE و در دمای 	•

º C 20- است.
(TE) Tris-EDTA اهمیت بافر

بافر تریس از پرمصرف ترین بافرها در بیولوژی مولکولی می باشد. تریس 
یک بافر مناسب بوده و EDTA نیز با جذب یون منیزیم مانـع فعالیت آنزیم 
DNase می شود؛ در واقع این بافر، DNA و RNA را از تجزیه حفظ می کند. 
برای نگه داری RNA، مناسب ترین بافر TE، با pH =7/5 و برای DNA با 
pH =8 است. برای تهیه ی این بافر ابتدا محلول تریس بازی mM 10 را با 
اسید کلریدریک به pH=8 رسانده و سپس mM 1 از EDTA افزوده  شود. 

بهتر است این محلول قبل از استفاده استریل گردد. 

10-1( استخراج DNA در خانه
به دلیل این که گریگور مندل، پدر علم ژنتیک، مطالعات خود را بر روی 
آلودگی های  از  انجام داد، و این منبع، در دسترس و عاری  دانه های نخود 
احتمالی و دارای بافتی نرم می باشد، در آزمایشگاه های زیست شناسی، جهت 
استخراج DNA از دانه های نخود سبز تازه استفاده می شود. این روش را می توان 
برای سایر میوه ها و نیز گوشت به کار برد. این روش صرفاً جنبه ی آموزشی داشته 
و به دلیل کیفیت پایین آن جهت بررسی های آزمایشگاهی استفاده نمی شود. 
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مراحل این روش، به شرح زیر است:
• مرحله ی اول: مخلوط کردن و خرد کردن بافت ها	

حدود نصف فنجان نخود سبز به همراه یک فنجان آب سرد و کمی نمک 
طعام )در حد یک هشتم قاشق چای خوری( را در یک آسیاب ریخته و به مدت 
15 ثانیه با دور بالا مخلوط کنید که در نتیجه سوپی به دست آمده که با عبور از یک 

صافی نرم مانند چای صاف کن، مایعی یکنواخت حاصل می شود.
• مرحله ی دوم: افزودن دترجنت	

حدود 2 قاشق از دترجنت های در دسترس، مانند مایع ظرف شویی و یا 
پودر رخت شویی را به مایع افـزوده و مخلوط کنید. به مخلوط اجازه دهید که 

حدود 10-5 دقیقه در محیط بماند.
در مرحله ی آسیاب کردن، سلول ها به روش فیزیکی از همدیگر جدا می شوند 
بـه  واقع  در   DNA می باشد.  محبوس  سلول ها  درون  همچنان   DNA اما 
واسطه ی دو غشـای سلولی و هسته، درون سلول حفظ می شود. برای استخراج 
DNA، این دو غشا باید تخریب شوند. دترجنت ها مانند صابون دارای خاصیت 
آمفی پاتیک بوده و سبب تخریب ساختار مولکول های چربی و پروتئین موجود 

در غشاها می شوند.
• مرحله ی سوم: افزودن یک آنزیم	

می توان از آنزیم های موجود در خانه، مانند آب میوه های کیوی و آناناس 
که حاوی آنزیم های پروتئاز می باشند استفاده نمود. محلول های شستشوی 
لنزهای تماسی نیز حاوی آنزیم می باشند. تنها استفاده از یک تا دو قطره کافی 
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است. پس از افزودن آنزیم، مخلوط را به آرامی هم بزنید. این پروتئازها سبب 
تجزیه ی سریع پروتئین های هیستونی شده و DNA رها می گردد.

• مرحله ی چهارم: رسوب با الکل	
 DNA هم حجم مخلوط، الکل طبی را به آرامی به آن افزوده که در نتیجه
رها  شده و به صورت کلاف هایی سفید رنگ دیده می شود که آن ها را با یک 
میله ی شیشه ای یا چوبی می توان جمع نمود. چون چگالی آب از الکل بیشتر 

است، آب در پایین لو له قرار می گیرد که پروتئین ها و چربی ها را نیز در خود دارد.

DNA 11-1( تعیین غلظت
جهت استفاده از DNA در آزمایش های مختلف بعد از استحصال، اغلب 
باید غلظت آن تعیین گردد. روش های طیف سنجی و سنجش با نور فلورسنس 

از مهم ترین روش های تعیین غلظت اسیدهای نوکلئیک هستند.
v روش طیـف سـنجی: برای محلول های خالص DNA، ساده ترین 
 1OD روش تعیین غلظت؛ خواندن جذب در 260 نانومتر است. میزان جذب یا
برابر 1 در طول مسیر 1 سانتی متري برای DNA دو زنجیره ای معادل 50، 
برای RNA و DNA تک زنجیره ای 40 و برای الیگونوکلئوتیدها 20-33 
می باشد. جذب نسبی 260 به 280، تخمینی از خلوص محلول را نشان 
می دهد. این نسبت برای محلول های خالص RNA و DNA به ترتیب 
ــم RNA و DNA )یعنی  ــن روش برای مقادیر ک ــت. ای 2 و 1/8 اس

1. OD: Optical Density
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کمتر از 1μg/ml( مناسب نیست. استحصال مقادیر کمتر از 1/8، بیانگر 
ــت. دستگاه نانودراپ1، طیف سنج  آلودگی نمونه با پروتئین و یا فنل اس
بسیار دقیقی است که به منظور سنجش اسیدهای نوکلئیک در مقادیر 

کم طراحی شده است.  
میزان جذب در 260 × فاکتور رقت × )DNA μg/ml( = 50)μg/ml( غلظت

 DNA ــنس با استفاده از اتیدیوم برماید: میزان v روش سنجش فلورس
موجود در یک محلول با میزان فلورسنس ساطع شده به وسیله ی اتیدیوم 
ــبت دارد. رقت های نامعلوم DNA در حضور  برماید در آن محلول نس
μg/ml 2 اتیدیوم برماید با رقت های معلوم یک DNA استاندارد در ژل 

آگارز مقایسه و محاسبه می شود.

DNA 12-1( روش های عملی استخراج
1-12-1( اسـتـخـراج DNA از خـون تـام بـه روش نـمـکی2 و 

غیرآنزيمي
در این روش در ابتدا گلبول های قرمز و سفید، لیز شده و سپس به وسیله ی 
ــوند. DNA توسط اتانول استخراج و  بافرهای نمکی، پروتئین ها حذف می ش
نمک زدایي شده و در نهایت به صورت محلول نگه داري مي شود. جدول 1-3 
ــان می دهد. این  ــکیل دهنده ی مورد نیاز به این روش را نش بافرها و مواد تش

بافرها در آب مقطر دوبار تقطیر )ddH2O( تهیه شده و استریل می شوند.

1. Nano Drop
2. Salting Out 
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جدول 3-1: بافرها و مواد لازم جهت استخراج DNA از خون تام به روش نمکی

1. CLB: Cell Lysis Buffer
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روش کار: 
براي جلوگیري از انعقاد خون، ml 1 از EDTA 10% به ml 10 خون اضافه 
 CLB 9 از محلول ml 3 خون تام، ابتدا ml از DNA مي شود. براي استخراج
را در یک لوله آزمایش ریخته و خـون تـام را به آن اضافه مي کنیم )این مرحله 
دور  با  را  نمونه ها  انجام مي شود(، سپس  قرمز  لیزکردن سلول هاي  جهت 
RPM 2500 به مدت 10 دقیقه سانتریفوژ مي کنیم. پس از آن محلول رویي 
را سریعاً دور ریخته و رسوب انتهاي لوله را نگه مي داریم. در صورت لیزنشدن 
گلبول هاي قرمز، مرحله فوق را با مقدار ml 2 از CLB، که به رسوب اضافه 

مي شود، تکرار مي کنیم. 
در مرحـله بعد بر روي رسـوب مقدار ml 5 از محـلول TKM1 اضـافه 
مي کنیم تا دیواره ی هسته لنفوسیت ها پاره شده و محتویات آن جهت استخراج 
DNA آزاد شود. این لوله را به مدت 10 دقیقه در دور RPM 500 سانتریفوژ 
رسوب  بار  این  که  مي ریزیم  دور  را  آن  رویي  محلول  سپس  و  مي کنیم 

سفید رنگي، در انتهاي لوله باقي خواهد ماند.
در این مرحله بر روي رسوب مقدار TKM2 1/5 ml اضافه کرده و مقدار 
µl 100 از SDS 10% اضافه مي کنیم و لوله را به مدت نیم ساعت در دماي 
C°65 درون حمام آب گرم )بن ماري(، حرارت مي دهیم. در این مرحله پروتئین ها 
از محیط حذف شده و DNA خالص تري به دست مي آید. در صورت حل 
نشدن رسوب، انکوباسیون را ادامه مي دهیم تا رسوب کاملًا حل شود. این مرحله 
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را مي توان در C°37 به صورت طولانی و انکوباسیون شبانه1 نیز انجام داد.
پس از این که محلول داخل لوله تقریباً شفاف شد، مقدار µl 570 از 
6M NaCl را به آن افزوده و مخلوط می کنیم و در دور RPM 2900، به مدت 

10 دقیقه سانتریفوژ مي کنیم. 
در مرحله ی بعد، ابتدا در یک لوله آزمایش استریل، مقدار ml 4 الکل %96 
سرد مي ریزیم. پس از اتمام سانتریفوژ، محلول رویي آن را به لوله حاوي الکل 
96% اضافه مي کنیم. درب لوله را با پارافیلم مسدود کرده و به آرامي آن را تکان 

مي دهیم تا ابر DNA در آن تشکیل شود.
 DNA 1 الکل 70% مي ریزیم و ml 1/5، مقدار ml در یک میکروتیوب
تشکیل شده در لوله را با نوک سمپلر به آرامي به میکروتیوب منتقل مي کنیم. 
در این مرحله، میکروتیوب ها را در دور RPM 1400به مدت 5 دقیقه 
سانتریفوژ مي کنیم. از الکل 70% براي شستشوي محیط از ناخالصي ها استفاده 
مي کنیم. پس از اتمام سانتریفوژ، رسوب سفیدرنگي در انتهاي میکروتیوب دیده 
مي شود. محلول رویي آن را دور ریخته و میکروتیوب را با درب باز به مدت 
15-10 دقیقه مي گذاریم تا در محیط خشک شود و الکل آن تبخیر شود؛ البته 
DNA نباید خیلي خشک شود. چون ساختمان مولکولی آن شکسته مي شود. 

در این مرحله بر روي رسوب، مقدار µl 300 از TE که مایع نگه دارنده 
 37°C است اضافه مي کنیم؛ سپس میکروتیوب را یک شب در دماي DNA
در انکوباتور قرار مي دهیم تا DNA  کاملًا حل شود. در مواردي که میزان خون 
1. Overnight 
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کم است، مي توان با کاهش مقادیر بالا به نسبت مشخص استخراج را انجام 
داد. ممکن است حین انجام این روش با اشکالاتی روبرو شویم. در ادامه به 

این مشکلات و روش حل آن ها پرداخته می شود.
مشکل 1: در مرحله 1 رسوب زیاد و قرمز پُر رنگ مشاهده می شود.

راه حل: احتمالًا گلبول های قرمز به طور کامل لیز نشده اند. در مواردی 
که نمونه ی خون مدت زمان طولانی در یخچال یا فریزر نگه داری شده است، 
بروز این مشکل غیرمنتظره نیست و معمولًا با تکرار مرحله 1 مشکل برطرف 
می شود؛ اما اگر خون تازه تهیه شده است، علت تشکیل این لخته، خوب 

مخلوط نکردن خون با CLB است.
مشکل 2: رسـوب مرحله 2 سفید رنگ نیست.

راه حل: محلول رویی از مرحله قبل کاملًا خالی نشده است و بـقایای 
 1/5 ml گلبول های قرمز هنوز باقی مانده است. می  توانید مرحله 2 را بـا

TKM1 تکرار کنید.

مشکل 3: مـحلول رویی در مرحله 5 کاملًا از رسوب جدا  نشده است و 
برداشتن محلول رویی به سختی امکان پذیر است.

 SDS و TKM2 به خوبی با محلول NaCl راه حل: در مرحله 4 محلول
مخلوط نشده است. بهتر است برای اطمینان از خـوب مخلوط شدن، آن ها را 

چند بار با سمپلر پیپت کنید و بعد سانتریفوژ نمایید.
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2-12-1( استخراج DNA از خون به روش جوشاندن
مواد مورد نیاز در جدول 4-1 نشان داده شده است.

جدول 4-1: مواد لازم جهت استخراج DNA از خون به روش جوشاندن
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روش انجام کار:
به میزان ml  0/5 از محلول EDTA= 0/5 M را به 5ml خون اضافه کرده 
خوب تکان دهید تا مخلوط شود. سپس ml 0/5 از مخلوط را به میکروتیوب 1/5 
منتقل کنید. ml 1 از بافر A اضافه کرده، ورتکس کنید. به مدت 2 دقیقه در 
دور 12000RPM سانتریفوژ کنید. محلول رویی را دور بریزید. اضافه کردن 
بافر A و شستشو را یک بار دیگر تکرار کنید. به رسوب سفید، 100µl محلول 
C اضافه کرده و ورتکس کنید. میکروتیوب را در حالت شناور و در بسته، 
بجوشانید. جهت لیز مؤثرتر گلبول هاي قرمز، می توان در ابتدا آب مقطر به 

سلول ها اضافه کرد.
میکروتیوب ها را از آب جوش خارج کرده و µl 20 از بافر D به آن اضافه 
کنید. به مدت 30 ثانیه در میکروسانتریفوژ، سانتریفوژ کنید. NaOH موجود در 
بافر D سبب تخریب دیواره هسته شده و محتویات آن بیرون می ریزد و ضمناً 
سبب رسوب پروتئین ها می شود. جوشاندن نیز سبب تخریب و لیز بیشتر می شود.

محلول رویی حاوی DNA است. ml 0/5 از محلول رویی را به لوله 
جدیدی منتقل کرده و با دو حجم )ml 1( اتانول 95% سرد، DNA را رسوب 
دهید. لوله ها را به مدت 10 دقیقه در RPM 12000 سانتریفوژ کنید. محلول 
رویی را دور ریخته و رسوب را با الکل 70% شسته و خشک نمایید. رسوب 

DNA را در µl 50 بافر TE حل کنید.

3-12-1( استخراج DNA از خون با استفاده از سیلیکا ژل
مواد و محلول های مورد نیاز در جدول 5-1 نشان داده شده است که پس 
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از تهیه بهتر است در دمای اتاق نگه داری شوند.

جدول 5-1: مواد لازم جهت استخراج DNA از خون به روش سیلیکا
روش کار:

در لوله ای به ml 0/5از خون حاوی EDTA 50 mM به عنوان ضد 	•
انعقاد، ml 1 از مخلوط اتصال دهنده1 افزوده و خوب مخلوط کنید.

در دمای اتاق به مدت 3 دقیقه نگه داری کنید.	•
•	.)5000 g ،لوله را به مدت کوتاهی سانتریفوژ نمایید )3 ثانیه

1. Binding buffer
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محلول رویی را دور ریخته و شستشوی ژل را با محلول گوانیدین انجام دهید.	•
ژل را دو مرتبه با محلول ایزوپروپانول شستشو دهید.	•
ژل را یک مرتبه با اتانول مطلق شستشو دهید. اتانول را به طور کامل با 	•

حرارت یا خلأ حذف نمایید و ژل را خشک کنید.
µl 100 بافر TE را به ژل سیلیکا افزوده و آن را مخلوط کنید و به مدت 	•

3 دقیقه در C°65 گرم نمایید.
مخلوط را دوباره به هم زده و سپس برای 10 ثانیه سانتریفوژ کنید.	•
محلول رویی حاوی DNA است که به لوله ی جدیدی منتقل می شود.	•

4-12-1( استخراج DNA از ژل آگارز
استفاده  مختلفی  روش های  از  آگارز  ژل  از   DNA خالص سازی  برای 
می شود. در همه ی آن ها ابتدا قسمتی از ژل رنگ آمیزی شده با اتیدیوم برماید 
که در زیر نور UV دیده می شود و حاوی باند مورد نظر است، بـا استفاده از 
تیغ جدا می گردد و تا جایی که ممکن است، قسمت های اضافه ي ژل حذف 
می شوند. از آن جایی که نور UV سبب شکستن DNA می شود باید سعی شود 
مواجهه ی DNA با نور UV به حداقل برسد. جهت استخراج DNA از ژل از 

جریان الکتریکی و سیلیکا ژل استفاده می شود.

1-4-12-1) روش الکتروالوشن1 (جداسازي بر اساس جریان الکتریکي)
در این روش قطعه ی ژل مورد نظر )با مقدار کمي از بافر الکتروفورز تازه( 

1. Electroelution 
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در کیسه ی دیالیز قرار می گیرد و دو طرف کیسه دیالیز مسدود شده و کیسه 
درون تانک الکتروفورز قرار می گیرد. جریان الکتریسیته سبب خروج DNA از 
ژل شده، اما درون کیسه محبوس می ماند. قبل از خروج کیسه از تانک برای 
مدت کوتاهی جریان برق معکوس شده تا مولکول های DNA از دیواره ی 
کیسه جدا شوند و به درون بافر کیسه وارد شوند. سپس بافر کیسه جمع آوری 
شده و DNA با استفاده از اتانول رسوب داده می شود. ایـن روش نسبت به 
اما بازده ی  آن مناسب بوده و بهترین روش  روش های دیگر زمان بر است 

جمع آوری قطعات بزرگ DNA بزرگ تر از Kb 5 می باشد.

2-4-12-1) استخراج DNA از ژل آگارز با استفاده از سیلیکا ژل
دارد،  پایین   pH یا بالای نمک که خنثی است  با غلظت  در محیطي 
DNA به ژل سیلیکا )پودر شیشه( یا خاک دیاتومه )بقایای حاصل جلبک های 
دیاتومه که غنی از سیلیس است(، به طور محکمی متصل می شود. از این پدیده، 
که در واقع اتصال مولکول های با بار منفی DNA به ذرات سیلیکا با بار 
مثبت می باشد، برای خالص سازی DNA از ناخالصی ها استفاده می شود. این 
روش برای قطعات کوچک زیر bp 100 مناسب نمی باشد. زیرا جداسازی این 
قطعات کوچک از ذرات شیشه به سختی انجام می شود. ذرات شیشه یا سیلیکا 
را می توان در آزمایشگاه تهیه کرده یا به صورت تجاری خریداری نمود. مواد و 

محلول های مورد نیاز در جدول 6-1 نشان داده شده است.



PCR الفبای 60

جدول 6-1: مواد لازم جهت استخراج DNA به روش سیلیکا

روش کار:
 از این روش برای پاک سازی نمونه های حاوی DNA، مانند حذف  مواد 
واکنش PCR و واکنش های هضم آنزیمی و نیز به منظور تغلیظ آن ها استفاده 

می شود. این روش شامل مراحل عملی زیر است:
v مرحله ی آماده سازی نمونه: قطعه ی ژل حاوی DNA به مدت 5 
دقیقه در C°55 حرارت داده شده تا ذوب شود. اگر نمونه محلول است 
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در حد 10:1 حجم آن، باید محلول هیدروکسیدسدیم 3 مولار افزوده 
شود تا pH آن به زیر 7 برسد.

v مرحله ی اتصال به سیلیکا: حجم مناسبی از سوسپانسیون سیلیکا، به 
نمونه افزوده شود. حدود ng 200 از DNA به هر µl از سوسپانسیون 
سیلیکا متصل می شود. پس از افزودن سیلیکا، سوسپانسیون خوب هم زده 
می شود. سپس رسوب سیلیکا با سانتریفوژ سریع و در دور حداکثر جدا شده 
و سه مرتبه با µl 500 محلول شستشو، شسته می شود و با برگرداندن 
تیوب، محلول شستشو کاملًا از رسوب حذف می شود و با خشک کردن 

در هوا، اتانول آن کاملًا تبخیر می شود.
v مرحله ی جداسـازی DNA از سیلیکا: مقدار کمي از بافر تریس 
 mM 10 یا بافر TE ) یا بافر آنزیم های محدودکننده در صورت این که 
قرار است DNA توسط آنزیمی هضم رسوب سیلیکا شود(، به رسوب 
سیلیکا اضافه شود. مخلوط به مدت 5 دقیقه در C°60 گرم شده؛ سپس 
با سانتریفوژ به مدت 2 دقیقه در حداکثر دور، سیلیکا رسوب داده شده و 
محلول رویی که حاوی DNA است به یک تیوب جدید منتقل شود.

5-12-1( جداسازی مقادير بسیار کم DNA از مقاطع بافتی به 
روش سیلیکا ژل

DNA را می توان از هر بافتی استخراج و تهیه نمود که البته با توجه به 
محتویات اصلی بافت ها، روش ها متفاوت می شوند. جهت مطالعات ژنتیکی، 
DNA معمولًا از نمونه خون جدا می شود. در مواردی که دسترسی به بیمار 
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نباشد، می توان خالص سازي را از نمونه های آرشیوی که معمولًا پارافینه و یا 
اسلایدهای رنگ شده هستند، انجام داد. 

برای بازیابی DNA در حد کمتر از یک میکروگرم از بافت هایی که به 
مواد شیمیایی متفاوتی مانند پارافین، چسب های اسلاید آغشته شده اند، ابتدا 
بافت باید در معرض حلال های آلی مانند تولوئن و گزیـلن قرار گیرد تا آن 
عوامل حذف و پاک شوند. گزیلن، اکثر مواد شیمیایی در چسب ها و پارافین 

را حل می کند. 
به این منظور، بافت را در حداقل 10 حجم گزیلن قرار داده و در دمای اتاق به 
 10000 RPM مدت 30 دقیقه با ورتکس متناوب، مخلوط نمایید. با سانتریفوژ در
به مدت 30 ثانیه، بافت رسوب می کند. بافت را مجدداً در گزیلن تازه قرار داده 
و دوباره ورتکس و سانتریفوژ کنید. بافت را در اتانول 95% قرار داده و مجدد 
سانتریفوژ نمایید. شستشو با اتانول را حداقل یک بار دیگر تکرار کنید. بافت را با 

استفاده از خلأ، خشـک نمایید. 
حداقل μl 100 از محلول M( GuSCN Gu-HCl 6( به بافت اضافه 
شود و مخلوط گردد. مخلوط به مدت 15-10 دقیقه در دمای اتاق و اگر بافت 
حاوی مقدار زیادی کراتین است )مانند ناخن( در دمای ºC 60 نگه داری شود 
تا پروتئین ها حـل شوند. μl 10 از پودر سیلیکا را اضافه کرده و برای 5 دقیقه 
در C° 57 نگه داری کنید و گاه گاهی مخلوط نمایید تا ذرات سیلیکا با محلول 
در تماس کامل باشند. بقیه ی مراحل مانند آنچه در قسمت های قبل گفته 
شد، ادامه می یابد. ترکیبات گوانیدین مانند گوانیدین هیدروکلرید یا گوانیدین 
تیوسیانات سبب حل شدن ژل آگارز )چه از نوع استاندارد و چه آگارز با نقطه 
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ذوب پایین( می شوند. روش های استفاده از سیلیکا ژل بسیار سریع بوده )حدود 
20 دقیقه( و از سایر روش ها آسان تر است. 

وقتی از روش سیلیکا استفاده می شود، نباید از بافر تریس بورات1 استفاده 
شود؛ زیرا مانع اتصال DNA به سیلیکا می گردد. با استفاده از سیلیکا می توان 
البته باید در مورد قطعات بسیار بزرگ  قطعات بزرگ DNA را جدا نمود. 
)بالاتر از Kb 20(، به دلیل احتمال شکستن آن ها، احتیاط نمود. از آن جا که 
سایر مولکول ها مانند RNA و پروتئین ها به ذرات سیلیکا نمی چسبند، این 
روش برای خالص سازی DNA از مخلوط های واکنش، بسیار مناسب می باشد. 
قطعات کوچک DNA )حدود زیر bp 50( بـه ذرات سیلیکا نمی  چسبند و 
نوکلئوتیدهای  یا  الیگونوکلئوتیدها  برای جداسازی  سیلیکا  ذرات  از  بنابراین 
کوچک استفاده نمی شود. پرایمرها، نوکلئوتیدهای آزاد، اضافات لینکرها، آنزیم ها 
و نمک ها، بقایای فنل، کلروفرم و اتیدیوم برماید از DNA جدا می شوند. این 
روش برای جداسازی یک محصول PCR، وقتی فقط یک باند تکثیر می شود، 
مناسب است؛ اما برای جداسازی چند محصول باید ابتدا از روش الکتروفـورز 
بیولوژی مولکولی مانند  استفاده کرد. DNA خالص شده برای هر واکنش 
هضم آنزیمی، کلونینگ، تعیین توالی و ... مناسب است. ذرات ریز سیلیکا 
واکنش ها را منع نمی کنند و بنابراین می توان از ذرات سیلیکای متصل شده 

به DNA برای واکنش های مختلف، بدون جداسازي DNA استفاده کرد.
از روش سیلیکا می توان در اهداف زیر استفاده نمود:

حذف هر نوع آگارز	•
1. Tris-Borate-EDTA
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تغلیظ DNA یا تعویض بافر و یا حذف نمک ها.	•
حذف پروتئین ها بعد از واکنش های هضم آنزیمی یا دفسفریلاسیون.	•
حذف نوکلئوتـیدهای آزاد، پرایـمرها، پرایمر دایـمر و آنزیـم های استفاده 	•

شده در واکنش PCR و یا واکنش های نشان گذاری1.  
حذف لینکرهای اضافه.	•
حذف بقایای فنل، کلروفرم و اتیدیوم برماید.	•
خالص سازی DNA و پلاسمید آزاد از لیز باکتریایی.	•

اگر سوسپانسیون پودر سیلیکا، آب خود را از دست داده و خشک شده بود 
تنها با افزودن آب مقطر هم حجم پودر سیلیکا می                توان آن را استفاده نمود.

پودر سیلیکا باید در یخچال نگه داری شود.

 DEAE 13-1( الکتروفورز بر روی غشاهای سلولزی
مولکول های DNA در غلظت های کم نمک، با اتصالات قوی به غشاهای 
سلولزی DEAE می چسبند. قطعات DNA بر روی ژل آگارز، الکتروفورز می شوند 
تا کاملًا جداسازی انجام شود. سپس قطعه کاغذ نیترو  سلولزی را جلوی قطعه 
ثابت کرده تا حرکت نکند. در طی الکتروفورز DNA مورد  نظر، روی کاغذ 
نیترو  سلولز قرار می گیرد و سپس کاغذ برداشته  شده و در بافر نمکی با غلظت 
کم قرار گرفته و شسته می شود. بعد از این مرحله، کاغذ در محلول نمکی با 
غلظت بالا به مدت 30 دقیقه در دمای ºC 60 نگه داری می شود تا DNA از کاغذ 
 UV به غشا و خروج آن را می توان در زیر نور DNA خارج شود. پیشرفت اتصال
1. Labellling 



65بخش اول                          استخراج اسیدهای نوکلئیک

بررسی نمود. DNA درون محلول به وسیله ی اتانول رسوب داده می شود. این 
روش بسیار ساده است و DNA بسیار تمیز و خالصی حاصل می شود؛ اما 
برای قطعات بزرگ تر از Kb 5 مناسب نمی باشد؛ زیرا جداسازی آن ها از غشا 

به راحتی انجام نمی شود.
در زیر بافرهای مورد نیاز جهت انتقال DNA به روی غشا، در طی الکتروفورز 

نشان  داده شده است. )جدول 1-7(

جدول 7-1: بافرهای مورد نیاز جهت انتقال DNA به غشاء در طی الکتروفورز 
1)LM( روش استفاده از ژل آگارز با نقطه ذوب پایین )14-1

آگارز با نقطه ذوب پایین نسبت به آگارزهای استاندارد، نقطه ی ذوب پایین تری 
داشته و در دمای ºC 65 ذوب می شود که پایین تر از نقطه ذوب بسیاری از مولکول ها، 
به جـز مولکول های دو رشته ای کوچک DNA می باشد. بعد از الکتروفورز روی این 
نوع ژل، قطعه ی ژل بریده شده و پس از افزودن مقدار کمی بافر در دمای ºC 65 ذوب 
می شود. سپس DNA را می توان به روش هایی با استفاده از فنل و کلروفرم و 
1. LM: Low Melting Point 
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یا سیلیکاژل خالص نمود و یا با استفاده از اتانول رسوب داد. این نوع آگارز نیز 
از واحدهای مکرر گالاکتوز ساخته شده است، اما پیوندهای متقاطع آن کمتر از 

آگارز معمولی است و در نتیجه در دمای پایین تری ذوب می شود. 

15-1( استخراج DNA از ژل اکریل آمید
در این روش، نمونه ی حاوی DNA بر روی ژل های اکریل آمید الکتروفورز 
شده و قسمتی که DNA مورد نظر در آن است برش داده شده و در یک میکروتیوب، 
با نوک سمپلر پلاستیکی خرد می شود. محلول جداسازي نمکی با غلظت بالا 
به میکروتیوب افزوده شده و میکروتیوب در دمای ºC 37 برای چندین ساعت 
نگه داری می گردد. قطعات ژل به وسیله ی سانتریفوژ یا با عبور از فیلتر حذف 
می گردند و DNA به واسطه ی اتانول و یا روش سیلیکا ژل رسوب داده می شود.

16-1( استخراج DNA از اسپرم و ریشه ی مو
استخراج DNA از اسپرم با روش های متداول ذکرشده امکان پذیر است؛ 
اما به جهت این که اسپرم مقدار زیادی کلسترول و نمک دارد، با استفاده از بافر 
فسفات نمکی، کلسترول و نمک از رسوب شستشو داده می شود و سپس با 
استفاده از روش های ذکرشده می توان استخراج را ادامه داد. در مورد ریشه مو 
قبل از استفاده از روش های ذکر شده، باید مو با اتانول 70% چربی زدایی شود 
و سپس بر روی یک کاغذ صافی در دمای ºC 65 خشک گردد. 0/5 سانتی متر 
از قسمتی که حاوی ریشه های مو است را با قیچی جدا می کنیم و به محتویات 
داخل تیوب 100μl بافر )NaOH 200mM( و )DTT 50 mM(  افزوده و 15 
دقیقه در دمای ºC 97 حرارت می دهیم. ادامه ی مراحل، طبق روش های قبلی، 
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انجام می شود. این نمونه ها به خصوص در پزشکي قانوني و مطالعات دامپزشکي 
اهمیت زیادی دارند.

PCR از واکنش های DNA 17-1( بازیابی
اگر واکنش PCR حاوی روغن معدنی باشد، برای حذف آن ابتدا باید هم حجم 
واکنش، کلروفرم افزود و تیوب را به مدت 15-10 ثانیه ورتکس نمود تا لایه ها 
خوب مخلوط شوند. سانتریفوژ تیوب واکنش به مدت 2 دقیقه در یک میکـروفیوژ 
در دور حدود 7000g سبب جداسازی دو فاز آبی و آلی از هم می شود. فاز بالایی 
حاوی DNA یا محصول PCR است و به یک لوله ی جدید منتقل شده و برای 
ادامه ی خالص سازی DNA می توان از روش های مختلف مانند سیلیکا ژل و یا 

فنل-کلروفرم استفاده نمود.

18-1( استخراج پلاسمید
یکی از مهمترین روش های جداسازی پلاسمید DNA، در مقیاس  کم 
آزمایشگاهی روش های لیز قلیایی است. این روش ها شامل مراحل لیز قلیایی 
سلول های میزبان حاوی پلاسمید، خنثی سازی به وسیله ی نمک های استات 
که منجر به رسوب DNA ژنومی و پروتئین ها می گردد و سانتریفوژ برای 
 DNA حذف رسوب می باشند. بعد از این مراحل، فاز آبی حاوی پلاسمیدهای

بوده که به وسیله ی الکل رسوب داده می شوند. 
در روش لیز قلیایی، سوسپانسیون های باکتریایی در معرض دترجنت های 
آنیونی با pH بالا قرار می گیرند که در نتیجه دیواره ی سلولی آن ها شکسته و 
کروموزوم ژنومی و پروتئین ها دناتوره می شوند و پلاسمید به درون محلول 
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رویي رها می گردد. بعد از تغییر pH و خنثی شدن آن، زنجیره های پلاسمید که 
از هم باز شده اند، مجدداً شکل اولیه ی خود را باز می یابند.

می کند،  متفاوت   DNA از  را  پلاسمید  استخراج  که  اساسی  نکته ی 
مرحله ی جداسازی DNA ژنومی از پلاسمیدهای حلقوی است. برای این 
مرحله از تفاوت در خصوصیات فیزیکی بین مولکول های DNA ژنومی و 

پلاسمیدها مانند شکل، اندازه و موقعیت مکانی در سلول استفاده می شود.
v جداسـازی پلاسـمید بر اسـاس شکـل: در روش لیـز قلـیایی، 
تمام شکل های پلاسمید شامل سوپرکویل1، حلقوی فاقد پیچش2 و 
خطی شده3 با هم رسوب کرده و برای جداسازی آن ها می توان از روش های 
مختلفی مانند الکتروفورز بر روی ژل آگارز و خالص سازی از روی ژل، 
استفاده از شیب سزیم-کلرید و سانتریفوژ ایزوپیکنیک، کروماتوگرافی بر 

اساس اندازه، تعویض یون و کروماتوگرافی فاز معکوس استفاده کرد. 
v جداسازی بر اساس اندازه: اگر سلول ها در شرایط کنترل شده و با 
احتیاط لیز شوند، فقط مقدار اندکی از DNA کروموزومی شکسته می شود. 
قطعات DNA حاصل، معمولًا به اندازه ای بزرگ هستند )بزرگ تر از 
پلاسمیدها( که پس از سانتریفوژ به همراه بقایای سلولی حذف  شوند. 
این پروسه با این واقعیت که کروموزوم های باکتریایی به طور فیزیکی 
به غشای سلولی متصل می باشند نیز تشدید می شود. روش استفاده از 

1. Supercoiled 
2. Nicked Circle 
3. Linearized 
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اندازه، همیشه به تنهایی مناسب نیست و بهتر است از راه های دیگر 
مانند تفاوت های شکلی استفاده شود. 

شکل 11-1: شکل های مختلف یک پلاسمید. پلاسمیدها در صورتی که دارای پیچش های زیاد 
در رشته های خـود باشند سوپـرکویل نامیده می شـوند و در صـورتی که یک رشته آن ها بریده شود 
پیچش ها باز شده و در صورتی که در هر دو رشته برشی ایجاد شود پلاسمید به صورت خطی در 
می آید. از تفاوت در شکل پلاسمید می توان در جداسازی آن ها بهره جست. حرکت این شکل های 

متفاوت پلاسمید، در الکتروفورز نیز متفاوت است.
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v جداسازی بر اساس موقعیت مکانی DNA ژنومی و پلاسمید 
در سلول: با توجه به این که DNA ژنومی به دیواره ی سلول متصل 
است و پلاسمیدها به صورت حلقه هایی در سیتوپلاسم سلول آزاد 
 DNA می باشند با لیز کنترل شده ی باکتری ها می توان این دو نوع
را از یکدیگر تفکیک نمود. تخریب سلولی اگر به آرامی و کنترل شده 
صورت گیرد از شکستن DNA ممانعت می شود. تیمار کردن باکتری 
E.coli با EDTA و لیزوزیم در حضور سوکروز از تخریب انفجاری 
که  می شوند  اسفرو پلاست ها1 حاصل  و  می کند  ممانعت  باکتری ها 
در واقع سلول هایی با دیواره های سلولی نیمه تخریب شده و غشای 
سلولی کامل و دست نخورده هستند. سپس لیز سلولی بـا استفاده 
مـی شود.  انجام   X-100 تریتون  مانند  غیریونی،  دترجنت های  از 
کروموزوم ها  شکسته شدن  سبب   ،SDS مانند  یـونی  دترجنت های 
می شوند. در این روش، DNA کروموزومی شکسته نمی شود و در 
نتیجه عصاره ی بسیار شفافی به دست می آید که حاوی پلاسمیدهای 

سلولی می باشد )شکل 1-12(.

1. Spheroplast
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شکل 12-1: لیز کنترل شده ی باکتری ها. تیمارکردن باکتری E. coli با EDTA و لیزوزیم در 
حضور سوکروز از تخریب انفجاری باکتری ها ممانعت می کند و اسفروپلاست ها حاصل می شوند که 
در واقع حاوی دیواره های سلولی نیمه تخریب شده و غشای سلولی کامل و دسـت نخورده هستند. 
سپس لیز سلولی با استفاده از دترجنت های غیریونی مانند تریتون X-100 انجام می گردد. در این 

روش عصاره ی بسیار شفافی به دست می آید که حاوی پلاسمیدهای سلولی می باشد.
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شکل 13-1: روش لیز قلیایی جهت جداسازی DNA پلاسمیدی

1-18-1( استخراج پلاسمید به روش لیز قلیايی در مقیاس کم
بازده استحصال پلاسمید با این روش به تعداد کپی آن در باکتری بستگی 
دارد و حدود µg 5-3 از هر ml کشت اولیه ی باکتری می باشد. بازده ی پلاسمیدهای 
نوترکیب با توجه به اندازه و نوع قطعه ای که وارد پلاسمید شده است، معمولاً کمتر 
است. بازده  کمتر از µg/ml 0/1، نشانگر سمی بودن پلاسمید برای باکتری است. 
در مواردی که پلاسمید دارای اندازه ی بزرگ باشد احتمال رسوب و حذف آن 

به همراه DNA نیز وجود دارد. 
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جدول 8-1: مواد لازم جهت استخراج و خالص سازی پلاسمید

1. Tryptone
2. Yeast Extract
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در صورتی که مراحل شستشوی پلاسمید به دقت انجام نشود، احتمال 
به هضم  مقاومت  مانند  مولکولی  بیولوژی  آزمایش های  در  بروز مشکلات 
توسط آنزیم ها زیاد است. پلاسمیدها، مستعد هضم در برابر DNase می باشند 
برای  روش  ایـن  باشند.  استریل  و  آن  از  عاری  باید  محلول ها  کلیه ی  و 

خالص سازی پلاسمید از حدود ml 2-1 محیط کشت مناسب است.
مواد مورد نیاز در جدول 8-1 نشان داده شده است.

روش کار:
 باکتری مورد نظر را روی پلیت محیط کشت جامد کشت دهید.	•
تک کلنی از کشت مورد نظر را در ml 1/5 محیط کشت مایع LB کشت 	•

دهید. ظرف حاوی محیط کشت را به مدت 18-16 ساعت در ºC 37 در 
حالی که به آرامی تکان داده می شود، قرار دهید.

هود را روشن کنید و وسایل لازم را به زیر هود منتقل کنید. ml 1/5 از 	•
کشت شبانه را در میکروتیوب ml 1/5 بریزید.

میکروتیوب را به مدت 30 ثانیه در سانتریفوژ یخچال دار )ºC 4( با حداکثر 	•
سرعت سانتریفوژ کنید. سپس مایع بالایی را دور ریخته و رسوب را نگه دارید.

ml 500 از محلول سرد STE را به رسوب اضافه کنید. میکروتیوب را 	•
به مدت 30 ثانیه در سانتریفوژ یخچال دار، با حداکثر سرعت، سانتریفوژ 

کنید. مایع بالایی را دور بریزید و رسوب را نگه دارید.
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µl 100 از محلول سرد شماره 1 را به رسوب اضافه کنید. رسوب را در این 	•
محلول ورتکس کنید.

µl 200 از محلول تازه  تهیه شده ی شماره 2 را به مخلوط فوق اضافه 	•
کنید. 5 مرتبه میکروتیوب را وارونه کنید و میکروتیوب را روی یخ نگه دارید.

µl 150 محلول سرد شماره 3 را به میکروتیوب اضافه کنید. چند مرتبه 	•
میکروتیوب را وارونه کنید و میکروتیوب را به مدت 5-3 دقیقه روی یخ 
قرار دهید و سپس به مدت 5 دقیقه در سانتریفوژ یخچال دار با حداکثر 

سرعت، سانتریفوژ کنید.  
ــری منتقل کنید و یک حجم 	• ــی را به میکروتیوب تمیز دیگ مایع بالای

فنل-کلروفرم ایزوآمیل الکل به آن اضافه کنید.
مخلوط فوق را خوب تکان دهید و سپس میکروتیوب را 10 دقیقه روی 	•

یخ نگه دارید و بعد از آن به مدت 10 دقیقه در سانتریفوژ یخچال دار، با 
حداکثر سرعت، سانتریفوژ کنید. 

فاز مایع بالایی را به میکروتیوب تمیز دیگری منتقل کنید و یک حجم 	•
کلروفرم ایزوآمیل الکل به آن اضافه کنید.

به مدت 5 دقیقه در سانتریفوژ بدون یخچال با حداکثر سرعت، سانتریفوژ 	•
کنید و فاز مایع بالایی را به میکروتیوب تمیز دیگری منتقل کنید.

دو حجم اتانول 100% به آن اضافه کنید و ورتکس کنید، دو دقیقه در 	•
دمای اتاق نگه دارید و سپس به مدت 5 دقیقه در سانتریفوژ یخچال دار با 
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حداکثر سرعت، سانتریفوژ کنید.
مایع بالایی را دور بریزید و رسوب را نگه دارید و ml 1 اتانول 70 درصد 	•

به رسوب اضافه کنید.
به مدت 2 دقیقه در سانتریفوژ بدون یخچال با حداکثر سرعت، سانتریفوژ 	•

کنید.
مایع بالایی را دور بریزید و رسوب را نگه دارید.	•
•	 20µg/ml رسوب را در مقدار کمی آب دو بار تقطیر استریل که حاوی

RNase A باشد، حل کنید و سپس در فریزر C◦20- نگه دارید.

19-1( خالص سازی DNA از ذرات فاژ
که  است  این  پلاسمید  استخراج  از  فاژ   DNA استخراج  اصلی  تفاوت 
فاژها در واقع از یک عصـاره ی سلولی جدا نمی شوند؛ بلکه از محیط کشت 
جدا می شوند بنابراین باکتری ها با سانتریفوژ رسوب داده شده و ذرات فاژ از 
سوسپانسیون جدا شده و DNA با یک مرحله ی حذف پروتئینی، پروتئین های 
کپسید فاژ، خالص می شوند. خالص سازی DNA از فاژها نسبت به روش های 
خالص سازی پلاسمید و DNA آسان تر می باشد ولی مشکل اصلی، کشت 
فاژهاست. ذرات فاژ به اندازه ای هستند که می توان آن ها را با سانتریفوژ در 
سرعت های بالا رسوب داد. با استفاده از پلی اتیلن گلیکول )PEG(1 نیز می توان 
فاژها را رسوب داد. PEG یک پلیمر است که در حضـور نمک آب را جذب 
می کند و سبب ایجاد تجمع ماکرومولکول ها مانند ذرات فاژ می شود. فاژهای 
1. PEG: Poly Ethylene Glycol
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رسوب داده  شده سپس با سانتریفوژ جمع آوري شده و می توان در حجم کمی 
 DNA بافر حل کرد. معمولًا رسوب، حاوی مقدار کمی از بقایای سلول ها و نیز
باکتریایی هستند. برای خالص سازی بیشتر می توان از شیب سزیم کلرید استفاده 
از روش  فنـل-کلروفرم استفاده  کرد. جهت حذف پروتئین های کپسید فاژ 

می شود.

RNA 20-1( استخراج
استخراج RNA همانند خالص سازی DNA به چند مرحله ی اصلی مانند 
و  نوکلئوپروتئینی  کمپلکس های  دناتوراسیون  بافت ها،  و  سلول ها  تخریب 

غیرفعال کردن نوکلئازها )RNase برای RNA( وابسته است.
RNA مولکولی ناپایدار است و نیمه عمر کوتاهی دارد، بنابراین باید از نمونه های 
تازه استخراج شود. RNA در مقابل آنزیم هایی چون RNase ناپایدار است و 
بنابراین روش های آزمایشگاهی استخراج RNA باید مبتنی بر روش های عاری 
  RNaseباشند. دناتورانت های قوی برای جلوگیری از فعالیت های RNase از
همچنین  ندارند.  چندانی  مخرب  تأثیر   RNA روی  که  می شوند  استفاده 
RNaseها مقاوم به حرارت اند و اگر تحت دناتوراسیون قرار بگیرند دوباره 
می توانند فعالیت خود را به دست آورند، نیاز به کوفاکتور ندارند و به سختی 
غیرفعال می شوند. در استخراج RNA حذف مواد زائد اهمیت زیادی دارد و 
استفاده از ترکیباتی چون تریزول1، کلروفرم و ایزوپروپانول باعث حذف لیپیدها، 
کربوهیدرات ها، پروتئین ها، DNA و سایر ناخالصی ها می شود. روش های متفاوتی 

1. Trizol
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برای استخراج RNA وجود دارد که بسته به نوع بافت )بافت پارافینه یا تازه(، 
نوع RNA استخراج شده )RNA ویروسی( و استفاده از کیت های تجاری، 

متنوع می شوند.
در صورت آلودگی RNA استخراج شده با  DNA و انجام نسخه برداری 	•

  PCR نیز می تواند به عنوان الگویی برای DNA ،PCR معکوس و سپس
عمل کند و سبب کسب نتایج نادرست گردد. 

در صورتی که یک ژن شناخته شده بررسی می شود می توان پرایمرها را 	•
به صورتی طراحی کرد که یک اینترون را در بر بگیرند، لذا در صورتی که 
آلودگی DNA وجود داشته باشد محصول به دست آمده حاوی اینترون 
 mRNA خواهد بود، ولی محصولات تکثیر شده از روی نسخه های
فاقد آن می باشند. به این ترتیب DNA محصول بزرگ تری از محصول 
حاصل از mRNA را تولید خواهد کرد. این روش RT-PCR تمایزی 

اینترون1 نامیده می شود.
در صورتی که نسخه های یک mRNA با فراوانی کم مورد بررسی است، 	•

استفاده از mRNA خالص شده، سبب افزایش موفقیت کار می شود؛ زیرا 
غلظت نسبی mRNA هدف، بسیار بیشتر از RNA تام سیتوپلاسمی 
خواهد بود. کیت هایی تجاری که اساس آن ها اتصال oligo-dT به دم 
پلی A موجود در انتهای ΄mRNA 3 یوکاریوت ها می باشد را می توان 

برای خالص سازی mRNA استفاده نمود.

1. Intron differential RT-PCR
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1-20-1( استخراج RNA از خون
روش کار: ابتدا ml 1 از تریزول را به 100µl خون اضافه می کنیم. پس 
از اضافه کردن تریزول بهتر است چند بار پیپتینگ انجام دهیم و 5 دقیقه 
لوله را دمای محیط بگذاریم. اضافه کردن 200µl کلروفرم باعث ایجاد سه 
فاز می شود که شامل RNA در بالا و لایه سفید میانی پروتئین های دناتوره 
می باشد. DNA در همان فازی قرار می گیرد که RNA قرار می گیرد؛ اما چون 
سبک تر است در قسمت پایین فاز بالایی قرار می گیرد. بهتر است پس از اضافه 
کردن کلروفرم، لوله تکان داده شود و به مدت 5 دقیقه در محیط گذاشته شود 
 4 ºC تا فاز بالایی تشکیل شود. سپس به مدت 5 دقیقه سانتریفوژ در دمای
سانتریفوژ شده و لایه ی بالایی را با احتیاط به تیوب جدیدی منتقل نموده و 
به آن 600µl ایزوپروپانول اضافه کنید. مایع را چند بار وارونه کنید. لوله ی 
واکنش به مدت 30 دقیقه در فریزر قرار داده شود. ایزوپروپانول به رسوب 
RNA و شستشوی آن کمک می کند. پس از سانتریفوژ در دمای ºC 4 به مدت 
15 دقیقه رسوب سفید رنگ RNA در پایین لوله قابل دیدن است. مایع رویی 
را دور بریزید و به آن ml 1 اتانول 70% اضافه کنید. اتانول جهت شستشو 
اضافه می شود. 8- 5 دقیقه سانتریفوژ کنید و سپس لایه رویی را تا حد ممکن 
 DEPC 100 آب تیمار شده با µl جدا کنید و رسوب را خشک کنید. به رسوب

اضافه کنید )شکل 1-14(.
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تریزول، ماده ای است که از ترکیباتی چون فنل گوانیدیوم ایزوتیوسیانات1 	•
 RNase تشکیل شده است که دناتوره کننده ی قوی پروتئین ها و به خصوص
است و فنل هم به همراه کلروفرم ایجاد فاز می کند. ml 1 تریزول تقریباً 
برای 10 میلیون سلول استفاده می شود. همچنین تریزول به لیز سلولی 

کمک می کند.
DEPC یا دی اتیل پیروکربنات2، این ماده به عنوان غیرفعال  کننده ی 	•

RNAse شناخته می شود که با ایجاد تغییرات کووالانسی در رزیجوهای 
بافرهای تریس و  ناکارآمد می کند. DEPC توسط  را  هیستیدین آن ها 
HEPES غیرفعال می شود؛ اما می توان آن را با بافرهایی مانند فسفات 
نمکی PBS یا 3MOPS استفاده نمود. یک نکته ی کلی این که جهت 
حذف RNase از بافرها یا آنزیم هایی که دارای گروه های فعال اکسیژن، 
نیتروژن یا سولفور باشند، نمی توان از DEPC به دلیل واکنش با آن ها 
استفاده کرد. در نتیجه ی واکنش با این گروه ها مواد حد واسطی درست 

می شوند که سبب منع واکنش های رونویسی و نسخه برداری می شود.
در حین استخراج RNA ممکن است با مشکلات احتمالی زیر مواجه شد:

مشکل 1: عدم تشکیل رسوب.
راه حل: احتمالًا در یکی از مراحل اشتباهی رخ داده و یا تعداد سلول های 

خونی کم بوده است. بهتر است از حجم بیشتری خون استفاده شود.
1. Phenol guanidinium isothiocyanate
2. DEPC: Diethylpyrocarbonate
3. 3-(N-morpholino) propanesulfonic acid
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مشکل 2: رسوب تشکیل شده سفید نباشد.
راه حل: احتمالًا در برداشت لایه ی رویی، از فاز میانی هم برداشت شده 

است و باید در برداشتن لایه ی میانی دقت شود. 
مشکل 3: لایه ی رویی به سختی قابل تفکیک است. 

راه حل: تعداد سلول های خونی در نمونه زیاد است این در مورد نمونه های 
سرطانی بیشتر صدق می کند. بهتر است نمونه ی خون با آب مقطر استریل 

رقیق شود.

2-20-1( روش های حذف و غیرفعال کردن ريبونوکلئازها
اتوکلاو کردن بافرها و محلول ها سبب غیرفعال کردن ریبونوکلئازها . 1

نمی شود و حتی ممکن است با رها شدن این آنزیم ها از باکتری ها، 
سبب تشدید آلودگی شوند. نپوشیدن دستکش باعث ورود باکتری ها و 
نیز RNaseهای سلولی انسانی به درون محیط های واکنش می گردد. 
آلودگی ها و غبارهایی که بر سطح محلول های بافرها می نشیند نیز 
این  آلودگی  کاهش  برای  می باشند. بنابراین  آنزیم ها  این  حاوی 
آنزیم ها همیشه هنگام کار با RNA، دستکش پوشیده، محدوده ی 
مکانی خاصی، برای کار با RNA در نظر گرفته و مجموعه ی مستقل 
و جداگانه ای برای پیپت ها، وسایل و مواد مخصوص کار با RNA که 
عاری از RNA باشند، استفاده شود. به خصوص اگر در حین کار از 
RNase استفاده شود )مانند هنگام تهیه ی پلاسمید( احتمال آلودگی 

افزایش می یابد. 
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بهتر است از وسایل یکبار مصرف عاری از RNase و در اتاق با شرایط 2. 
تمیز استفاده شود. 

وسایل فلزی مانند قاشک ها با شعله تمیز شده و وسایل شیشه ای با . 3
قرار دادن در حرارت 180ºC یا بالاتر به مدت 8 ساعت عاری از آنزیم ها 
 %0/1 DEPC می شوند. برای وسایل شیشه ای باید وسایل در محلول
تازه یا اتانول به مدت 1 ساعت قرار داده شوند، سپس خشک شده و 
اتوکلاو گردند. از آن جایی که DEPC سبب خوردگی وسایل پلاستیکی 
ساخته شده از پلی کربنات و پلی استیرن مانند لوله های سانتریفوژ و 
میکروپلیت ها می شود، می توان آن ها را در محلول پراکسید هیدروژن 
3% به مدت 10 دقیقه قرار داد و سپس با آب حاوی DEPC شست. 
همچنین می توان در محلول سود 1 نرمال به مدت 1 ساعت به مدت 

ºC 37 قرار داد و بعد با آب حاوی DEPC شستشو داد.

برای برداشتن تیپ های سمپلرها از پنس استریل و حرارت داده شده . 4
استفاده شود.

پراکسید . 5 با  سپس  و  شوند  شسته  اتانول  با  الکتروفورز  تانک های 
 RNase هیدروژن 3% به مدت 10 دقیقه پر گردیده و با آب عاری از

شسته شوند.
v تهیه ی آب فاقد RNase: آب های فاقد DNase و RNAse خالص 
به صورت تجاری موجود هستند؛ اما می توان در آزمایشگاه نیز به روش 

زیر تهیه نمود. 



83بخش اول                          استخراج اسیدهای نوکلئیک

افزودن 0/1% حجمی از DEPC به آب و هم زدن محلول.. 1
نگه داری کردن آب به مدت حداقل 1 ساعت در ºC 37 و البته نگه داری . 2

در زمان طولانی تر بر روی همزن حتی به مدت یک شب بهتر است.
•	 ،DEPC اتوکلاو کردن آب به مدت 15 دقیقه به منظور غیرفعال کردن

اتوکلاو کردن DEPC سبب تولید آب، CO2 و اتانول می شود. استفاده از 
غلظت های بالای DEPC و باقی ماندن بقایای احتمالی آن سبب توقف 
واکنش های بیوشیمیایی مانند ترجمه می شود. ضمناً تغییرات شیمیایی 

RNA مانند کربوکسی متیلاسیون نیز انجام می شود.

برای تهیه ی بافرهای تریس باید از آب حاوی DEPC اتوکلاو شده 	•
استفاده کرد و بهتر است از پودر تریسی استفاده کرد که به طور مجزا 
برای کار با RNA در نظر گرفته شده است و pH نیز با الکترودی تنظیم 
گردد که برای کار با RNA در نظر گرفته شده است. پس از تهیه ی بافر 

مجدداً اتوکلاو انجام شود تا استریل گردد.
و 	•  DTT نوکلئوتیدها،  مانند  نیستند  حرارت  به  مقاوم  که  موادی  کلًا 

استریل  به جای  اما  به همین روش تهیه می گردند  نمک های منگنز 
کردن با اتوکلاو از فیلترهای μm 0/2 استفاده می شود.
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v استفاده از ممانعت کننده های ریبونوکلئازها 
از انواع متداول ممانعت کننده های ریبونوکلئازها می توان به دو نوع زیر 	•

اشاره نمود:
RIP .1 1 یک پروتئین غیرانسانی است که به صورت غیرکووالان به 
ریبونوکلئازها چسبیده و انواع محدودی را غیرفعال می کند. معمولًا در 
دامنه های متفاوت pH و دما فعال می باشند و حدود 50% فعالیت 

آن ها را در واکنش ها منع می کند.
2HPRI .2 با منشأ انسانی است که انواع ریبونوکلئازهای C, B, A را 

غیرفعال کرده و بیش از 90% فعالیت آن ها را ممانعت می کند.

3-20-1( بررسی RNA استخراج شده 
کیفـیت و کمیت RNA استـخراج شـده با روش هـای الکتـروفـورز و 

طیف سنجی سنجیده می شود.
v الکتروفورز ژل آگارز: RNA استخراجی از نمونه های انسانی پس از 
الکتروفورز به صورت دو قطعه )18S و 28S( دیده می شود. در صورتی 
که RNA در حین کار تجزیه شده باشد به صورت یک لکه ی گسترده 

دیده می شود )شکل 1-14(.

1. RNase Inhibitor Prime
2. HPRI: Human Placental RNase Inhibitors
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شکل 14-1: پس از الکتروفورز RNA استخراج شده از سلو ل های انسانی به صورت دو قطعه ی 
مشخص دیده می شوند. اگر در حین کار RNA تجزیه شود به صورت یک لکه در سطح ژل دیده می شود.

v طیف سنجی:  نسبت طول موج 260 به 280 برای یک RNAی با 
کیفیت مناسب کمتر از 2 حاصل می شود.

21-1( نکات ایمني
رعایت نکات ایمنی زیر در آزمایشگاه های استخراج DNA و بیولوژی 
مولکولی برای به حداقل رساندن خطرات الزامی است. عمومی ترین توصیه ها 

و احتیاطات به شرح زیر می باشند: 
آگـار و آگـارز استفاده شـده نبایـد در فاضـلاب وارد شـوند و در ظـرف 	•
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مخصوصی حذف گردند.
 تمام مواد آلوده جهت رفع آلودگی باید قبل از حذف اتوکلاو شوند.	•
 کار با مواد آلی مانند فنل باید در زیر هود انجام شود و آلودگی نباید به 	•

فاضلاب راه یابد.
 اتیدیوم برماید یک ماده ی سرطان زاست. هنگام کار با آن حتماً از دستکش 	•

استفاده شود. مواد و وسایل آلوده به آن باید قبل از حذف غیرفعال شوند.



بخش دوم

PCR
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مقدمه
ارتقاء  بیولوژي مولکولي موجب  زمینه  اخیر در  پیشرفت هاي سال های 
کارآیي و تکامل هر  چه بیشتر آزمایش های وابسته به DNA در علوم تجربی 
و بالیني گردیده است. "واکنش زنجیره ای پلی مراز )PCR(1" یکي از مهم ترین 
پیشرفت ها در زمینه بیولوژي مولکولي مي باشد که علاوه بر سرعت بخشیدن 
به آزمایش هاي وابسته به DNA، موجب افزایش حساسیت در این آزمایش ها 

گردیده است.
 PCR با تـوجه به پیشرفت روزافزون علوم در جهان امروز و استفاده ی وسیع از
به عنـوان یک روش حساس، سریع و دقیق تشخیصي در آزمایشگاه ها، در این 
کتاب سعي شده است تا PCR و مکانیسم آن به زباني ساده و به طور اجمالي 
1. PCR: Polymerase Chain Reaction  
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بیان شود تا متخصصین و کارشناسان علوم مختلف تجربی با این تکنیک 
بسیار مفید آشنایي پیدا کنند. راه اندازي این روش و یا روش هاي مشابـه در 
زمیـنه بیولـوژي مولکـولي و بهـره وري از آن هـا در مراکـز آزمایشـگاهي و 

تحقیقاتي، منجر به حصول نتایج چشم گیر و سودمند گردیده و خواهد شد.

)PCR( واکنش زنجیره ای پلی مراز )1-2
واکنش زنجیره ای پلی مراز روشی است که به طور گسترده در بیولوژی 
مولکولی به کار برده شده و برای تکثیر یک یا چند کپی از قطعه DNA اولیه 
 DNA به کار می رود. در نتیجه ی این عمل هزاران تا میلیون ها کپی از توالی

به دست می آید. 
 PCR زودتر از DNA روش های کلونینگ مولکولی برای تکثیر قطعات
در مطالعات بیولوژی استفاده می شده اند. این روش ها مبتنی بر همانندسازی 
DNA پلاسمیدها یا حامل های 1DNA در طی تقسیم میکروارگانیسم ها می باشد 

که روشی بسیار زمان بر و مشکل هستند.  
روش PCR نام خود را از یکی از ترکیبات کلیدی مورد استفاده در واکنش، 
آنزیم DNA پلی مراز، گرفته است که کپی و تکثیر یک رشته DNA را انجام 
 DNA می دهد. این آنزیم نوکلئوتیدهای مخـتلف را مطابق با ترتیب الگوی
اولیه و با استفاده از الیگونوکلئوتیدهای اولیه )پرایمر( که برای شروع سنتز 
DNA مورد نیاز است، در کنار هم قرار داده تا رشته ی جدید DNA به  وجود آید.

واکنش تکثیر و کپی برداری DNA متکی بر چرخه های حرارتی مکرر 
1. Vector
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 DNA شامل مراحل گرمایشی و سرمایشی به ترتیب متناسب با نقطه ی ذوب
و فعالیت آنزیمی DNA پلی مراز می باشد. این چرخه ها به صورت زنجیره وار 

انجام می شوند.
همچنین از ترکیبات ضروری این واکنش می توان به الیگونوکلئوتیدها 
یا پرایمرها1 اشاره نمود. پرایمرها  نام آغازگرها  یا قطعات کوتاه DNA به 
شامـل توالی های نوکلئوتیدی مکمل با نواحـی هدف جهت تکثیر می باشند. 
توالی های مکمل  به  پرایمرها  اتصال  از محل  را  کار خود  پلی مراز   DNA
هدف آغاز کرده و با اتصال نوکلئوتیدهای مکمل توالی هدف به یکدیگر، 
محصـول PCR حاصل می شود. به محصول نهایی PCR آمپلیکون2 نیز 

اطلاق می شود. آمپلیکون به معنی ماده تقویت شده یا تکثیر شده می باشد.
در بیشتر روش های PCR از چرخه های حرارتی3 یعنی گرمایش و سرمایش 
متناوب استفاده می شود. مراحل چرخه های حرارتی در ابتدا برای جداسازی دو 
رشته DNA در درجه حرارت های بالا و در نقطه ی ذوب DNA الگو انجام 
 DNA می شود و در درجه حرارت های پایین تر هر رشته به عنوان الگو در سنتز
برای تکثیر انتخابی DNA هدف به وسیله ی DNA پلی مراز مورد استفاده 
قرار می گیرد. هر چرخه ی کامل حرارتی که زمان های مشخصی نیز دارد را یک 
سیکل4 گویند. به طور معمول هر عمـل PCR به حدود 40-20 سیکل نیاز دارد. 

1. Primer
2. Amplicon 
3. Thermal Cycling 
4. Cycle 
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این چرخه ها جهت جدا شدن دو رشته DNA از همدیگر، اتصـال پلی مراز و سپس 
انجام عمـل پلی مراز ضروری هستند. اختصاصیت PCR نتیجه ی استفـاده از 
پرایمرهـایی است که با نـواحی DNAی الگو مکمل بوده و تحـت شرایط 

حرارتی مناسب، از DNA الگو کپی برداری می شود. 
هم اکنون این روش در اکثر آزمایشگاه ها جهت اهداف مختلف به کار گرفته 
می شود که برخی از آن ها شامل کلونینگ DNA برای تعیین توالی1، بررسی های 
تکاملی و فیلوژنی بر پایه DNA، بررسی  عملکردی ژن ها، تشخیص بیماری های 
ارثی، شناسایی و انگشت نگاری ژنتیکی و تشخیص بیماری های عفونی می باشد.

PCR 2-2( تاریخچه ی
در سال 1971 دو دانشمند به نام های خورانا2 و کلپ3 ایده ای مبنی بر 
تکثیر قطعات کوتاه DNA در لوله ی آزمایش را توصیف کردند. ایده ی آن ها 

به دلیل رویاپردازنه بودن و غیرممکن نمودن آن مورد توجه قرار نگرفت. 
در سال 1983، آقای مولیس4 بر اساس تجربیات و ایده های مطرح شده 
و نیز به گفته ی خودش یک الهام شبانگاهی، اولین آزمایش PCR را طراحی 
و انجام داد. مولیس در یک شرکت  بیوتکنولوژی در کالیفرنیا به نام شرکت 
ستوس5، کار می کرد. او در این شرکت مسئول سنتز زنجیره های کوتاهی از 

1. Sequencing 
2. Khorana
3. Kleppe
4. Mullis
5. Cetus
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انجام  DNA بود که به روش های شیمیایی و بسیار زمان بر و طاقت فرسا 
می گرفت، ایده ی انجام واکنش در هنگام رانندگی شبانه در جاده ای ساحلی 
به ذهنش متبادر شد. " گاهی یک ایده ی خوب زمانی به ذهن شما می رسد 
که انتظارش را ندارید". این اولین جمله ی گزارش علمی PCR توسط مولیس 
می باشد. اولین آزمایش های عملی PCR در شرکت ستوس انجام شد، که 
مولیس برای آن کار می کرد و پس از اختراع PCR، یکی از اصلی ترین منابع 
 PCR درآمد این شرکت بود، تا این که در سال 1991 این شرکت امتیاز استفاده از

را به قیمت 300 میلیون دلار واگذار کرد.
اختراع دریافت  این  برای  را  نوبل شیمی  مولیس در سال 1993 جایزه ی 
نمود. کشف روش PCR باعث ایجـاد روشی شد که هم اکنون جهت تکثیر 
قطعات DNA استفاده می گردد. امروزه این تکنیک بیشتر مشکلات قبلی در 
 DNA زیست شناسی مولکولی که ناشی از عدم دسترسی به مقادیر زیاد از
همسان بود را برطرف کرده است. این روش که برخلاف روش های کلونینگ 
به سلول وابسته نمی باشد و هیجان بسیاری به مطالعه ی علوم زیستی بخشیده 
است. اکنون که حدود 30 سال از این انقلاب علمی می گذرد این هیجان همچنان 
ادامه دارد. تا سال 1992، تنها 7 سال پس از گزارش علمی مولیس در سال 
1985، بیش از 5000 مقاله ی علمی با استفاده از این روش منتشر گردیده است. 
روش ابتدایی که توسط آقای مولیـس توصیف گردید با استفاده از مجموعه ای 
از حمام های آب گرم، جهت تأمین دماهای مناسب مراحل و نیز قطعه ی کلنوی1 

1. Klenow fragment
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آنزیم پلی مراز باکتری E. coli بود. لوله ی واکنش حاوی دو پرایمر مکمل دو 
 DNA ،110 از ژن کلون شده ی بتاگلوبین انسانی bp انتهای یک قطعه ی
انسانی، دی اکسی نوکلئوتیدها و قطعه ی کلنوی آنزیم پلی مراز E. coli بود. 
جهت تأمین دمای مناسب هر مرحله، لوله ی آزمایش به صورت دستی و 
متوالی وارد حمام های آب گرم می شد. جهت دناتوره کردن DNA، لوله در 
حمام آب گرم ºC 95 قرار می گرفت که سبب غیرفعال شدن آنزیم می گردید. 
بنابراین پس از هر سیکل، به صورت دستی مقدار اندکی آنزیم به لوله ی واکنش 
افزوده می شد. این روش ابتدایی، زمان بر بوده که در ضمن به مقدار زیادی 
آنزیم نیاز داشت. جهت مرتفع نمودن این مشکلات، به دنبال آنزیمی بودند 
که بتـواند درجـه حرارت هـای بالای 90ºC، جهت تفکیک دو رشته مارپیچ 

DNA بعد از هر چرخه ی همانند سازی را تحمل نماید.

در سال 1976 کشف آنزیم پلی مراز 1Taqبـه وسیله سایکی2 از باکتری 
گرما دوست "ترموس اکوآتیکوس"3 تحول بزرگی در تکثیر DNA به روش 
PCR را ایجاد نمود. وی مشغول مطالعه بر روی موجودات زنده در چشمه های 
جوشان پارک ملی آمریکا4 بود. این باکتری به طور طبیعی در چشمه های 
جوشان و دمای بالای ºC 80-58 زندگی می کند. پلی مراز استخراج شده از 
این باکتری در درجه حرارت های بالا پایدار است و حتی بعد از دناتوره شدن 

1. Taq DNA Polymerase
2. Saiki
3. Taq: Thermus Aquaticus 
4. Yellostone National Park
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DNA فعال باقی می ماند و بنابراین با استفاده از این نوع آنزیم، به اضافه 
کردن DNA پلی مراز بعد از هر چرخه نیازی نمی باشد.

مهندسین شرکت ستوس برای اتوماسیون روشی که مولیس ابداع نموده 
بود ابتدا دستگاهی به نام Dr. cycle را ساختند که به طور اتوماتیک آنزیم را 
پس از هر سیکل به لوله ی واکنش اضافه می نمود و لوله را به دماهای مناسب 
می رساند. اما پس از وارد شدن ایده ی استفاده از آنزیم های مقاوم به حرارت، 
طراحی دستگاه فقط به تأمین چرخه های حرارتی محدود گردید. در سال 1985 
شرکت ستوس با همکاری شرکت المر1، دستگاه ترمال سایکلر را طراحی نمودند. 
با مرتفع شدن این دو مشکل جدی، در مدت زمان اندکی، PCR به یک روش 
کارآمد، آسان و سریع مبدل گردید و جای خود را در گستره ی وسیعی حتی در 
علوم خارج از حیطه ی زیست شناسی مانند باستان شناسی و پزشکی جنایی باز 

کرد. 

 PCR 3-2( اساس و مواد مورد نیاز واکنش
PCR 1-3-2( اساس

PCR در واقع تقلیدی از فرآیند همانندسازی DNA درون سلول ها می باشد 
که در محیط خارج سلول، درون لوله ی آزمایش و در حضور مواد اولیه ی مورد 

نیاز انجام می شود. این مواد شامل موارد زیر می باشند:
DNA الگو، شامل توالی از DNA است که تکثیر می شود.. 1

دو پرایمر که مکمل انتهاهای ΄3 هر یک از زنجیره های سنس و . 2
1. Elmer
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آنتی سنس DNA الگو می باشند.
 آنزیم DNA پلی مراز مقاوم به حرارت.. 3
دی اکسی نوکلئوتیـدهای تری فسـفات )dNTPs(1 یا نوکلـئوتیدهای . 4

حاوی گروه های سه فسفاته که واحدهای  سازنده ی زنجیره ی جدید 
می باشند که توسط آنزیم پلی مراز ساخته می شود.

محلول بافر که محیط شیمیایی مناسبی برای فعالیت بهینه و پایداری . 5
آنزیم پلی مراز فراهم می نماید.

کاتیون های دوظرفیتی شامل یون های منیزیم یا منگنز، معـمولًا از . 6
یون منیزیم استفاده می شود، اما در روش های "جهش زایی به واسطه ی 
PCR "2 از یون منگنز استفاده می شود؛ زیرا میزان وارد شدن خطا و 

در نتیجه جهش زایی در سنتز DNA جدید را افزایش می دهد. 
کاتیون های تک ظرفیتی مانند یون پتاسیم.. 7

واکنش PCR معمولًا در لوله های کوچک واکنش به نام میکروتیوب3 با 
 10-200 μl 500-200 انجام می شود. حجم واکنش معمولًا حجم μl حجم
می باشد. جنس این میکروتیوب ها از پلاستیک شفاف پلی استیرن می باشد. به 
دلیل استفاده از مقادیر کم مواد در واکنش PCR، به میکروپیپت ها یا سمپلرهای 
ظریف با دقت بالا نیاز است. خطاهای اندک در برداشتن مواد واکنش سبب 

ایجاد خطا در واکنش می گردد.  
1. dNTP: Deoxynucleoside triphosphates
2. PCR-mediated DNA mutagenesis
3. Microtube
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2-3-2( دستگاه ترمال سايکلر1 
واکنش PCR به صورت چرخه ای در دماهای متناوب انجام می شود. دستگاه 
ترمال سایکلر، به صورت خودکار، لوله های واکنش را طبق برنامه ی تنظیم شده، 
سرد و گرم می کند. در دستگاه های جدیدتر، سرعت رسیدن به دمای تنظیم شده 
بسیار بالاست. هر چه زمان رسیدن دمای مبدأ به دمای مقصد یا زمان "پرش"2 
کوتاه تر باشد، واکنـش برای مدت زمان کم تري در دماي ناخواسته قرار مي گیرد 

و نتیجه ی واکنش PCR مطلوب تر است. 
اکثر این دسـتگاه ها از اثر پلتییر3 یعنی تغییر جهت جریان سرد و گرم شدن 
متوالی میکروتیوب ها با استفاده از صفحات مخصوص، استفاده می کنند. دیواره ی 
میکروتیوب ها نیز معمولًا به قدری نازک هستند که انتقال گرما را به راحتی 
فراهم می نمایند. اکثر این دستگاه ها دارای درب های گرم کننده هستند که 
مانع میعان آب موجود واکنش، در بالای میکروتیوب می شود. برای حل این 
مشکل در هنگام استفاده از دستگاه های قدیمی که فاقد این درب ها هسستند، 
افزودن قطره ای )حدود  حجم واکنش( از روغن معدنی4 مانع تبخیر آب 

واکنش می شود و از به  هم خوردن حجم واکنش جلوگیری می گردد. 

DNA )2-3-3 الگو 
الگو شامل قطعه ای از DNA است که باید تکثیر شود. نمونه هایی که 
1. Thermal Cycler 
2. Ramp
3. Peltier effect 
4. Mineral oil



PCR                                                        97بخش دوم

جهت تکثیر استفاده می شوند، ممکن است DNA یا RNA دو رشته ای یا 
تک رشته  ای باشند. چنانچه DNA ژنومی با وزن مولکولی بالا استفاده شود، 
جهت آنالیز بهتر است که با یک آنزیم برشی به قطعات کوچک تر تقسیم شود. 
DNA الگو باید به اندازه ی کافی خالص باشد. بسیاری از ناخالصی ها مانند 
فنل، EDTA، پروتئیناز K و نمک ها که از مرحله ی استخراج DNA باقی 
می مانند، سبب منع واکنش PCR و یا تکثیرهای غیراختصاصی می شوند. 
شستشوی DNA با الکل اتانول معمولًا سبب حذف این آلودگی ها می شود. 

کافی   PCR واکنش  در یک  الگو   DNA از   1 ng استفاده ی  معمولًا 
است. برای DNA ژنومی مقادیر بیشتر )g 1( و DNA خالص شده، پلاسمیدی 
یا ویروسی مقادیر کمتری نیاز است. در صورت تکثیر ضعیف می توان میزان 
 DNA استفاده نمود. در صورتی که از غلظت های بالای DNA بیشتری از
استفاده شود ممکن است واکنش تکثیری به دلیل عدم انتشار کارآمد آنزیم در 

میکروتیوب منع گردد و یا تکثیرهای غیراختصاصی افزایش یابد. 

4-3-2( پرايمر 
5́ رشته های  پرایمرهاي PCR به صورت کاملًا اختصاصي و مکمل با انتهای 
سنس و آنتی سنس DNA الگو طراحی و سنتز می شوند. معمولًا طراحی و انتخاب 
پرایمرها بسته به هدف توسط محقق، طراحی و انتخاب می گردند و سپس توسط 
شرکت های سنتز کننده ی DNA سنتز می شوند. سنتز پرایمر به روش های 
شیمیایی انجام می شود و سفارش آن ها به شرکت های تخصصی سازنده، بسیار 

ارزان و مقرون به صرفه می باشد. 
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 پرایمرهایی که به انتهاهای΄5 و سمت΄3 توالی هدف متصل می شوند 
به ترتیب به نام های پرایمر پیش برنده )F(1 و معکوس )R(2 خوانده می شوند. 
این دو پرایمر دو عمل انجام می دهند، اول این که محل ژنی که باید تکثیر 
شود را مشخص می نمایند و دوم این که اندازه ی قطعات تکثیرشونده را تعیین 
می کنند. وقتی این دو شناساگر به دو ناحیه ی مختلف DNA و به سمت هم 
قرار می گیرند، DNA پلي مراز تنها قطعات را در بین این دو ناحیه همانند سازی 

می کند و به این ترتیب طول قطعات ساخته شده تعیین می شود. 
پرایمرهایی که به صورت کاملًا مکمل و اختصاصی با توالی هدف طراحی 
می شوند، پرایمر اختصاصی گفته می شود. پرایمرهایی که برخی از بازهای آن 
به صورت N طراحی می شوند و به عبارتی با نسبت مساوی از 4 نوع نوکلئوتید 
در ساخت آن استفاده شده است پرایمر دژنره3 نام دارند. این نوع پرایمرها وقتی 
استفاده می شوند که یک ژن مشابه از موجودات مختلف تکثیر می شوند که 
مشابه هستند اما همسان نیستند. استفاده ی دیگر از این پرایمرها، طراحی آن ها 
بر اساس سکوئنس پروتئینی است. از آن جایی که کدون های مختلفی برای یک 
اسید آمینه وجود دارند اکثراً حدس توالی دقیق نوکلئوتیدی از پروتئین مشکل 
است. استفاده از این نوع پرایمرها، اختصاصیت واکنش را کم می کند و بهتر 

است برای رفع مشکل از روش PCR کاهشی4 استفاده کرد.  

1. Forward
2. Reverse
3. Degenerate
4. Touchdown PCR
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جدول 1-2: علائم اختصاری برای بازهای مختلف در اسیدهای نوکلئیک

جدول 1-2 علائم اختصاری که توسط "اتحادیه ی بین المللی شیمی محض 
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و کاربردی انجمن )IUPAC("1 برای بازهای مختلف و پرایمرهای دژنره انتخاب 
شده اند را نشان می دهد.

v طراحی پرایمر
طراحی پرایمر با استفاده از نرم افزارهای مختلفی انجام می شود. در هنگام 

طراحی پرایمر باید شرایط زیر را در نظر گرفت: 
طول پرایمر حدود 30-20 نوکلئوتید باشد. طول بیشتر نه تنها سبب 	•

افزایش اختصاصیت نمی شود، بلکه سبب افزایش دمای مورد نیاز در 
مرحله ی اتصال پرایمرها به الگو یا انلینگ2 می گردد. 

محتویات GC پرایمر حدود 60-40 درصد باشد.	•
پرایمرها دارای تعداد برابری از هر کدام از 4 نوکلئوتید باشند.	•
پرایمرها بر اساس نواحی مثل ساختارهای پلی پورین، پلی پیریمیدین و یا 	•

ترادف های تکراری طراحی نشده باشند.
پرایمر نباید ساختارهای ثانویه مانند سنجاق سری3 یا حلقه4 را در داخل 	•

خودش ایجاد کند و جفت پرایمرها نوکلئوتیدهای مکمل در انتهای ΄3 
خود نداشته باشند. چنانچه این مورد رعایت شود، احتمال جفت شدن 

پرایمرها با یکدیگر یا ایجاد پرایمر-دایمر5 کاهش خواهد یافت. 

1. (IUPAC) International Union of Pure and Applied Chemistry 
2. Annealing
3. Hairpin
4. Loop
5. Primer-dimer



PCR                                                        101بخش دوم

بازهاي G یا C به صورت تکراري و پشت سرهم در پرایمر وجود نداشته 	•
باشند و به صورت مناسب در سراسر پرایمر توزیع گردند. به دلیل این که 
با داشتن توالی تکراری پرایمر به صورت حلقه در آمده و عملًا سیستم 

کار نخواهد کرد.
در انتهای ΄3 پرایمر بیشتر از 3 نوکلئوتید G یا C وجود نداشته باشد. 	•

چنانچه این مورد رعایت نشود، جفت شدن غیراختصاصی اتفاق خواهد افتاد.
درجه حرارت ذوب پرایمرها )Tm( 1 بیشتر از 5 درجه نباید با یکدیگر 	•

اختلاف داشته باشد. 
همه جایگاه های مکمل ممکن بین DNA الگو و پرایمرها باید در نظر 	•

گرفته شوند.
 فاصله ی بین پرایمرها هنگامی که با DNA الگو مکمل می شود بیشتر 	•

از kbp 10 نباشد.
در مورد پرایمرهایي که لازم است محصول PCR آن ها داراي پروموتر 	•

 10 kb باشد و براي بیان یک ژن به کار روند، فاصله دو پرایمر باید کم تر از
باشد.

در بعضی موارد، پرایمرها عمداً به طور کامل مکمل با الگو طراحی نمی شوند. 
این موارد شامل:

پرایمرهایي که براي ایجاد جهش در یک ژن طراحي مي گردند، بازهای . 1
تشخیص  جایگاه های  و  پرایمر  مرکز  نـزدیک  معمولًا  جهش یافته 

1. Tm: Melting temperature
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5́ طراحی می شود.  اندونوکلئازهای برشی و یا توالی پروموتر در انتهای 
بهتر است به انتهای΄3 پرایمر توجه بیشتری شود، به دلیل این که یک 

اشتباه در این انتها باعث می شود تکثیر انجام نشود. 
5 آن ها جایگاه شناسایي یک آنزیم نوکلئاز تعبیه . 2 پرایمرهایي که سمت́ 

مي شود، به دلیل این که بتوان محصول PCR را توسط آن آنزیم برش 
داد. این کار معمولًا براي کلون کردن محصول PCR انجام مي شود.

 زمانی که پرایمر دژنره1 استفاده می شود، دژنرنسی طراحی شده در . 3
انتهای΄3 باید در حداقل باشد و حداقل سه نوکلئوتید حفاظت شده2 

در انتهای΄3 قرار گیرد.

 3)Tm( دمای ذوب پرایمر v
Tm پرایمر برای یک جفت پرایمر با استفاده از فرمول زیر و در غلظت 

نمک برابر M 1 جهت مکمل شدن محاسبه می شود:
4 × )G + C ( × 2 + )تعدادT + A تعداد(

در حال حاضر برنامه ها و نرم افزارهای کامپیوتـری ویژه ای وجود دارند که 
 GC اثر عوامل مختلفی مانند واکنش بین بازهای مجاور، غلظت نمک، درصد

و طول پرایمر بر روی Tm را محاسبه می کنند.

1. Degenerate
2. Conservative 
3. Melting Temperature 
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v محاسبه ی غلظت پرایمر
جهـت محاسبه غلظت پرایمر در ابتدا لازم است ضریب مولاریته پرایمر 

با استفاده از فرمول زیر محاسبه شود:
)8400×T( + )15200×A( + )12010×G( + )7050×C(

C, G, T, A در این فرمول ها تعداد دفعاتی است که به ترتیب هر کدام 
از بازهای آدنین، تیمین، گوانین و سیتوزین در پرایمر وجود دارنـد و ضریـب 

مولاریته1 برابر با جذب یک محلول M 1 پرایمر در nm 260 می باشد. 
 2OD 260 یا nm شرکت های سازنده ی پرایمرها معمولًا جذب نوری در
پرایمرها را به مشتریان اعلام می کنند و دستور رقیق سازی پرایمرها در غلظت 
μm/μl 100 که معمولًا به صورت خشک شده یا لیوفیلیزه ارسال می گردند، نیز 
 20 μm/μl پرایمرها تا حد ،PCR ضمیمه می گردد. جهت استفاده در واکنش

رقیق می گردند.
از نکات عملی برای حفظ پرایمرها، بهتر است که میکروتیوب حاوی 
پرایمر غلیظ در فریزر 70ºC- نگه داری شود و پرایمر رقیق شده در حجم های 
کمتر تقسیم گردد. این عمل سبب ممانعت از آلودگی و تجزیه ی احتمالی پرایمرها 

می شود.

1. Molar Extinction Coefficient 
2. OD: Optical Dencity
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5-3-2( آنزيم پلی مراز
DNA پلي مراز، آنزیمی است که DNA تک  رشته ای را به عنوان الگو 
3 با واحدهای  5 به́  مورد استفاده قرار می دهد و رشته ی مکمل را در جهت́ 
مونومر دزوکسی نوکلئوتید تری فسفات می سازد. DNA پلي مراز برای سنتز 

DNA احتیاج به پرایمر دارد. 

 انتخاب DNA پلی مراز مناسب، عامل مهمی در تکثیر مطلوب قطعه هدف 
می باشد. قبل از معرفی و کشف آنزیم های پایدار در حرارت،  DNA پلی مرازهای 
حساس به حرارت مثل قطعه ی کلنوDNA 1 پلی مراز I باکتری E. coli و 

DNA پلی مراز فاژ T4 استـفاده می شـد. 

در یک واکنش با حجم PCR 25 μl، تقریباً به 1- 0/5 واحد آنزیم پلی مراز 
نیاز است. استفاده از مقدار کم آنزیم سبب ایجاد قطعات ناقص DNA می شود 
و استفاده از مقادیر زیادتر از حد مطلوب ممکن است منجر به ایجاد تکثیر قطعات 
ناخواسته و در نتیجه ایجاد یک لکه یا اسمیر2 در ژل الکتروفورز و یا حتی ممانعت 

از انجام واکنش شود.
تعدادی از انواع DNA پلی مرازهای تجاری موجود، نقش و فعالیت و 
همچنین منشأ آن ها در جدول 2-2 معرفی شده اند. با توجه به هدف PCR و 

نیز خصوصیات آنزیم ها، آنزیم انتخاب می شود. 

1. Klenow 
2. Smear
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 Taq/Amplitaqv
Taq، آنزیم DNA پلی مراز مقاوم در برابر حرارت می باشد که از باکتری 
 PCR ترموس اکواتیکوس"1 به  دست آمده و رایج ترین آنزیمی است که در"
استفاده می شود. این آنزیم دارای سرعت گسترش 100-35 نوکلئوتید در هر 
 5 ثانیه و فعالیت بهینه در دامنه دمایی C°80-70 می باشد. این آنزیم دارای فعالیت́ 
به ΄3 اگزونوکلئازی می باشد که باعث حذف نوکلئوتید اشتباه در حین تکثیر 
می شود. Amplitaq آنزیم نوترکیب مربوط به Taq می باشد که خالص شده 
و نسبت به Taq بیشتر مورد استفاده قرار می گیرد. اما هنگامی که هدف تکثیر 
ژن های باکتریایی باشد، بهتر است که از Taq استفاده شود، زیرا برای تهیه و 
تولید آنزیم نوترکیب از میزبان E. coli استفاده می شود و ممکن است به دلیل 
توالی های DNA مشابه موجود در الگو با ژنوم E. coli و حضور آلودگی های 

جزیی از DNA باکتری میزبان در آنزیم، نتایج مثبت کاذب حاصل شود.
یکی از معایب Taq، فقدان فعالیت تصحیح کنندگی2 اگزونوکلئازی از سمت 
'3 به '5 است که منجر به ایجاد "میزان خطای"3 بالا در ساخته شدن رشته ی 
وارد رشته ی  اشتباه  نوکلئوتید  نوکلئوتید، 1  از هر 9000  و  مکمل می شود 
DNAی جدید می شود. به عبارتی میزان کم درستی عمل و وفاداری4 آنزیم، 
منجر می شود که از این آنزیم در کلونینگ، تعیین توالی قطعات DNA و 

بررسی جهش ها با احتیاط استفاده نمود. 
1. Thermus Aquaticus
2. Proofreading
3. Errore rate
4. Fidelity
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سرعت عمل1 آنزیم Taq یا افزوده شدن نوکلئوتیدها در یک ثانیه به رشته ی 
جدید، نسبت به سایر آنزیم های تجاری موجود بالاست و می تواند در حدود 32 
ثانیه در C° 72، یک رشته با طول bp 1000 را بسازد. گرچه نیمه عمر2 آن 

حدود 40 دقیقه است.   
Taq باعث ایجاد محصولات PCR دارای تک رشته ی آویزان3 از یک 
نوکلئوتید آدنین در انتهای '3 می شود. از این خاصیت در روش TA کلونینگ 
بهره برداری می شود. در این روش کلونینگ، وکتور مانند پلاسمید دارای باز 
تیمیدین در سمت '3 می باشد که با آدنین محصول PCR مکمل می شود و 

واکنش ادغام4 دو قطعه DNA را سبب می شود.
 Vent TM v

این آنزیم از باکتری" ترموکوکوس لیتورالیس"5 استخراج شده که نوعی 
باکتری گرمادوست می باشد و در آب های با درجه حرارت بالای C°98 زندگی 
می کند. ژن کدکننده این آنزیم کلون شده و در E. coli بیان گردیده است. این 
آنزیم نسبت به Taq پایدارتر می باشد و قادر است قطعات حدود 8 تا 13 کیلو 
5 اگزونوکلئازی می باشد  3 به́  جفـت بـاز را تکثیر دهد. Vent دارای فعالیت́ 

که سبب می شود درستی عمل آن 5 تا 10 برابر بیشتر از Taq باشد. 

1. Extension rate
2. Half life
3. Overhang
4. Ligation
5. Thermococcus Litoralis
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Pfuv
این پلی مراز از باکتری "پیروکوکوس فوریوسوس"1 استخراج  شده و دارای 
5 می باشد و در نتیجه دقت آنزیم در  3 به́  3 و́  5 به́  فعالیت اگزونوکلئازی́ 
3 انتهایی اشتباه، از ترکیب الگو- سنتز DNA بسیار بالاست. نوکلئوتیدهای́ 

پرایمر جدا شده و سپس نوکلئوتید مناسب قرار می گیرد. دقت و حساسیت این 
آنزیم 12 برابر بیشتر از Taq می باشد و برای اهداف تعیین توالی قطعات و بیان 

ژن ها بهتر است از این آنزیم استفاده شود. 

Tth v
این آنزیم از باکتری "ترموس ترموفیلوس"2 استخراج  شده، و یک پلی مراز 
 Tth .تولید می شود E. coli مقاوم به حرارت است که به صورت نوترکیب در
در حضور یون منگنز و در درجه حرارت حدود C°70 می تواند برای "رونویسی 
معکوس از 3RNA" استفاده شود. به عبارتی می تواند از RNA به عنوان الگو 
جهت PCR استفاده کند. Tth جهت تکثیر RNAهای دارای نواحی غنی از 
 RNA و یا ساختارهای ثانویه و برای تشخیص و آنالیز بیان ژن در سطح G-C

بسیار مناسب می باشد. 

UITma TM v

این آنزیم از باکتری "ترمولوگا ماری تایم"4 به صورت نوترکیب تهیه شده 

1. Pyrococcus Furiosus
2. Thermus Thermophilus
3. Reverse Transcribe RNA 
4. Thermologa Maritime
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است. این باکتری در درجه حرارت های بالای C°90 رشد می کند و بنابراین 
پایداری گرمایی بیشتری نسبت به Amplitaq دارد. 

 )dNTPs( دزوکسی نوکلئوتیدهای سه فسفاته )6-3-2
dNTPs شامل بازهای A, T, G و C می باشد که واحدهای سازنده ی 
DNA بوده و برای سنتز رشته ی جدید توسط DNA پلی مراز مورد نیاز هستند. 
این ترکیبات با خلوص بالا به وسیله شرکت های مختلف به صورت جداگانه و 
یا به صورت مخلوط در غلظتی برابر در اختیار مصرف کنندگان قرار می گیرد. جهت 
 dNTPs باید از غلظت مناسبی از PCR به دست آوردن کارآیی بهینه از واکنش
استفاده شود. غلظت مناسب dNTPs بین μM 40 تا μM 200 از هر نوع 
نوکلئوتید در یک واکنش PCR است. استفاده از غلظت های بیشتر از حد مطلوب 
از dNTPs سبب ممانعت از عمل آنزیم پلی مراز و عدم تکثیر DNA می شود. 

غلظت کمتر از حد مطلوب نیز سبب تولید محصولات ناقص می شود. 
اگر طول قطعه ی هدف، بلندتر و تعداد سیکل های واکنش بیشتر باشد 
بهتر است از غلظت های بالاتری از dNTPs استفاده نمود. هنگام استفاده 
از غلظت های بالاتر dNTPs، برای حفظ کارآیی واکنش باید از غلظت های 
بیشتری از یون منیزیم نیز استفاده نمود. توصیه ی کلی جهت بهینه کردن واکنش، 

تعیین بهترین غلظت dNTP است. 
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v نوکلئوتیدهای تغییریافته1 
نوکلئوتیدهای تغییریافته دارای تغییرات ساختاری نسبت به dNTPs بوده 
و در واکنش های PCR جهت اهداف خاصی استفاده می شوند. بعضی از این 

نوکلئوتیدها در ادامه معرفی می شوند.
Deaza-dGTP-7 ,1: استفاده از این نوکلئوتید به جای dGTP سبب 
کاهش ساختار ثانویه در DNA تکثیر شده، می شود. این نوکلئوتید برای تکثیر 
و تعیین توالی قطعات حاوی نواحی غنی از G-C استفاده می گردد. به این 
منظور از مخلوطی از Deaza-dGTP-7 ,1 و dGTP به نسبت 1:3 در بافر 

استفاده می شود.
dUTP: استفاده از dUTP سبب جانشین شدن بازهای dTTP به وسیله 
 N یوراسیل  آنزیم  واکنش،  به  ضمناً  می شود.   PCR فرآیند  در   dUTP
گلیکوزیلاز )UNG ،2 UDG 3( افزوده می شود که باعث جلوگیری از آلودگی 
 dUTP آمپلیکون می شود؛ زیرا تمام قطعات تکثیر شده، حاوی باز تغییریافته ی
هستند. اگر آمپلیکون به عنوان منبع آلودگی باشد، استفاده از UDG قبل از 
PCR بعدی، سبب حذف یوراسیل می شود که در واقع مکان های فاقد باز در 
قطعات تکثیر شده ایجاد می گردند که به عنوان الگو برای PCR بعدی استفاده 

نخواهند شد.  

1. Analogue
2. UDG: Uracil-DNA-Glycosylase
3. UNG: Uracil Nucleotide Glycosylase
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ddNTPs: دی دی اکسی نوکلئوزید تری فسفات1 فاقد گروه هیدروکسیل 
5 با نوکلئوتید قبلی  2 دی اکسی ریبوز است. کربن́  3 و نیز کربن́  در کربن́ 
در زنجیره ی DNA در حال رشد، یک پیوند فسفودی استری درست می کند 
3́ نمی تواند dNTP دیگری به رشته اضافه کند و در نتیجه رشد  در حالی که کربن 
و طویل شدن زنجیره متوقف می شود. از این نوکلئوتیدها در واکنش های تعیین 
توالی استفاده می شود و به این منظور معـمولًا با نشان های 2رادیواکتیوی یا 

غیررادیوکتیوی نشاندار می شوند. 
ddNTPهای  dCTP [α35S]  از   [α35S] dATP,  [α32p] dNTPs  
رادیواکتیوی هستند. از نشان های غیررادیواکتیوی مانند نشان های بیوتین، 

دیگوکسی ژنین3 و نشان های فلورسنت نیز استفاده می شوند.

7-3-2( بافر PCR و افزودنی های آن
محتویات بافر PCR محیط مناسبی را جهـت فعالیت و پایداری آنزیم 
پلی مراز فراهم می کند. معمولًا همراه آنزیم خریداری شده، بافر آنزیم نیز دریافت 
می شود. این بافر به صورت غلیظ، معمولًا شامل ترکیباتی با 10 برابر غلظـت 
)10x( ارسال می شود که باید قبل از استفاده به نسبت 1/10 با آب مقطر دیونیزه 
رقیق شود. بهتر است قبل از انجام PCR، توضیحات لازم برای استفاده از بافر 

که در ضمیمه ی همراه بافرها یافت می شود به دقت مطالعه گردد. 

1. ddNTPs: Dideoxy nucleoside triphosphates 
2. Labels
3. Digoxigenin
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 KCl و Tris-HCl ترکیبات بافر معمولًا شامل
و pH=8/3 می باشد. بافرهای با pH بالاتر )8/8( برای تکثیر قطعات بلندتر به 
منظور تسهیل دناتوره شدن DNA الگو و کاهش آسیب به آن استفاده می شود.  
بافرها معمولًا حاوی آلبومین سرم گاوی )BSA(1 نیز می باشند که اتصال 
الگو   DNA نتیجه DNA به دیواره های میکروتیوب را کاهش داده و در 
به راحتی در دسترس آنزیم قرار می گیرد. ضمناً احتمال ایجاد پرایمر- دیمر را 
کاهش می دهد و می تواند هدفی برای پروتئازهایی باشد که در محیط وجود دارند. 
برای تکثیر قطعات DNA از نمونه های باستانی و نمونه های دارای آلودگی و 
ممانعت کننده های PCR، از BSA به منظور خنثی سازی آن ها استفاده می شود.  

در بعضی بافرها ژلاتین نیز موجود است که نقشی مشابه آلبومین دارد.
از سولفات آمونیم2 نیز در بافر به منظور افزایش اختصاصیت و بازده واکنش 
استفاده می شود. احتمالًا برهم کنش یون های آمونیم و پتاسیم، سبب افزایش 

اختصاصیت در اتصال پرایمرها به جایگاه های مکمل در الگو می شود. 
دی متیل سولفوکسید )DMSO(3 برای تکثیر توالی های DNA غنی از 
G-C و دارای ساختمان های ثانویه استفاده می شود و در حد 10-2% به بافر 
افزوده می شود؛ گرچه فعالیت آنزیم پلی مراز را تا حد 50% کاهش می دهد. بتائین4 

افزودنی دیگری است که به همین منظور استفاده می شود.

1. BSA: Bovine Serum Albumin
2. (NH4)2SO4

3. DMSO: Dimethyl Sulfoxide
4. Betaine
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 340-NP 1، توئین-20 2 وX-100 از دترجنت های غیریونی مانند تریتون
در حد 1-0/1% برای پایداری آنزیم پلی مراز در بافرها استفاده می شود. ضمن 
آن که از ایجاد ساختمان ثانویه در DNA جلوگیری می کند. ضمناً دترجنت ها 
می توانند آلودگی احتمالی DNA با SDS که در استخراج DNA استفاده 

می شود را خنثی نمایند. 
 15 -100  mM در غلظت PCR 4 در بافر)TMAC( از کلرید تترامتیل آمونیوم

برای حذف اتصالات غیراختصاصی پرایمرها به الگو استفاده می شود.
 6)DTT( 5 و دی تری تیول  )2-ME( مواد احیاکننده ای مانند 2- مرکاپتواتانول
نیز به بافرها افزوده می شود که مانع اکسید شدن آنزیم پلی مراز و غیرفعال 
 PCR شدن آن می شوند. گلیسرول نیز جهت پایداری بیشتر آنزیم بافرهای

افزوده می گردد.
مواد دیگری مانند فرمامید7 و پلی اتیلن گلیکول )PEG( 8 6000 نیز از 

تشدید کننده های دیگر واکنش PCR می باشند. 
به طور معمول، بافرهای PCR ممکن است حاوی این مواد افزودنی نباشند 

1. Triton X-100
2. Tween-20
3. NonideP40
4. TMAC: Tetramethylammonium Chloride
5. 2-ME: 2-mercaptoethanol
6. DTT: Dithiothreitol
7. Formamide
8. PEG: Poly Ethylene Glycol 6000 
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و می توان به طور جداگانه با نام "تشدید کننده ی PCR"1 از شرکت های فروشنده ی 
مواد بیولوژی مولکولی تهیه نمود. 

8-3-2( کاتیون های دو ظرفیتی 
در واکنش PCR، به طـور معمول از یون منیـزیم به صورت کلرید منیزیم 
استفاده می شود. منیزیم کوفاکتوری برای آنزیم های پلی مراز می باشد. ضمناً 
 Tm و افزایش )dsDNA( دو رشته ای DNA یون منیزیم سبب پایداری
می گردد، به عبارتی کنترل کننده ی اختصاصیت واکنش PCR می باشد. یون 
 dNTP تشکیل می دهد که بـرای الـحاق dNTP کمپلکس محلولی با Mg2+

ضروری است. بنابراین استفاده از غلظت های بالاتری از dNTP در واکنش 
به استفاده از مقادیر بالاتری از کلرید منیزیم نیاز دارد. استفاده از کلرید منیزیم 
در غلـظت کم باعث تولید محصول کم و در غلظت زیاد باعث ایجاد باندهای 
غیراختصاصی می شود. غلظت مناسب یون منیزیم در واکنش PCR حدود 

mM 4-1 تعیین شده است. 
یون منگنز نیز در روش های "جهش زایی بر اساس PCR" استفاده می شود. 
غلظت بالای میزان منگنز باعث افزایش میزان جهش و در نتیجه ایجاد خطا 

در قرار دادن نوکلئوتیدها توسط پلی مراز می شود.

9-3-2( کاتیون های تک ظرفیتی 
از کاتیون های تک ظرفیتی مهم در PCR، پتاسیم است که به صورت 
کلرید پتاسیم )KCl(، در غلظت نهایی mM 50 در بافر PCR استفاده می شود.
1. PCR enhancer
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 100-1000 bp به خصوص در اندازه ی بین DNA برای بهبود تکثیر قطعات
غلظت بالاتری از KCl، حدود mM 100-70 مورد نیاز است. برای تکثیر 
قطعات بزرگ تر، استفاده از غلظت های کمتر KCl، مناسب تر است. احتمالًا 
افزایش غلظت نمک سبب دناتوره شدن قطعات کوتاه تر DNA و تکثیر بهتر 
آن ها می شود. البته باید در نظر داشت که یون پتاسیم در غلظت های بالاتر از 

mM 50، سبب کاهش فعالیت آنزیم پلی مراز می شود. 

PCR 10-3-2( مهارکننده های
واکنش PCR در حضور موادی مهار می شود. منشأ این مهار کننده ها، 
غالباً از نمونه ای است که به عنوان منبع DNA مورد استفاده قرار گرفته شده 
است. استفاده از مواد شیمیایی در مرحله ی استخراج و خالص سازی DNA نیز 
منجر به ورود ممانعت کننده ها به DNA و در نتیجه واکنش PCR می گردد.

 یکی از منابع مهم DNA، خون می باشد و بهتر است اگر خون به عنوان 
منبع DNA مورد استفاده قرار می گیرد با استفاده از EDTA از لخته شدن آن 
جلوگیـری شود. استفاده از هپارین1 به عنوان ماده ی ضد انعقاد به دلیل اثر 

مهار کنندگی آن در واکنش PCR توصیه نمی شود.
در طی مراحل استخراج برای لیزسلولی و دناتوره کردن DNA از دترجنت های 
 ،X-100 مختلف استفاده می شود. استفاده از دترجنت های غیرآنیونی مانند تریتون

توئین 20 2 و 40NP بر دترجنت های یونی مثل SDS ارجح است. 

1. Heparin
2. Tween 20  
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 معمولًا استفاده از دترجنت های غیرآنیونی در غلظت بالا تا 5% از واکنش 
حتی   SDS مثل یونی  دترجنت های  مورد  در  نمی کنند.  جلوگیری   PCR
 ،PCR الامکان باید از غلظت های کم آن ها استفاده شود و نیز قبل از واکنش

بقایای احتمالی آن ها به  روش استخراج با فنل و رسوب اتانول حذف شوند. 
یکی دیگر از مهارکننده های PCR، پروتئیناز K می باشد. بیشتر روش های 
استخراج DNA در حضور این ماده انجام می شود و پروتئازی است که پروتئین های 
یا  باید حذف و  یا  این ماده   PCR را هضم می کند. در هنگام دناتوره شده 
غیرفعال گردد. دناتوره کردن اولیه در C°95 برای غیرفعال کردن آن کافـی 
می باشد. همچنین تیمار حرارتی که هنگام استخراج با فنل انجام می شود، نیز 
پروتئیناز K را دناتوره خواهد کرد. فنل یکی دیگر از ممانعت کننده های PCR می باشد 
که با استفاده از کلروفرم- ایزوآمیل الکل )1:49( یا در مرحله ی رسوب با اتانول 

از بین خواهد رفت. 
نمونه های محیطی مانند زباله ها، رسوبات، کود، مدفوع و خاک و یا نمونه های 
آغشته به خاک حاوی موادی به نام اسیدهای هومیک1 هستند. این اسیدها، مواد 
آلی تشکیل دهنده ی اصلی خاک هستند که حاصل تجزیه ی بیولوژیک مواد 
آلی می باشند. این اسیدها مخلوطی از اسیدهای حاوی گروه های کربوکسیل 
و فنولات هستند که می توانند با یون های موجود در واکنش PCR واکنش 
داده و آن را منع می کنند. اعمال مراحل اضافه تر برای حذف این ترکیبات در 

مرحله ی خالص سازی DNA از نمونه های آلوده به خاک ضروری است.

1.  Humic acid
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در جدول 3-2 نمونه ای از یک واکنش PCR استاندارد نشان داده شده 	•
است. توجه داشته باشید که این مقادیر ممکن است در PCRهاي مختلف 
جهت بهینه سازي PCR در یک دامنه مشخص تغییر کند. از آن جایی که 
حجم واکنش ها بسیار کم بوده بهتراست که در ابتدا مخلوطی از مواد 
مشترک تهیه کرده و سپس تقسیم نموده و مواد متفاوت به میکروتیوب ها 
یکسان شدن  نیز  و  کار  در  دقت  افزایش  کار سبب  این  افزوده شود. 
غلظت های موجود در میکروتیوب ها می شود. ضمن آن که زمان و سر 

سمپلر کمتری استفاده می شود و منجر به صرفه جویی می گردد.
معمولًا در یک واکنش PCR باید یک کنترل منفی که فاقد DNA الگو 	•

است و به جای آن آب افزوده می شود تا حجم واکنش ثابت باشد و یک 
کنترل مثبت، حاوی DNA الگویی که قبلًا با پرایمرهای به کار رفته، 
تکثیر قطعات اختصاصی دیده شده، در نظر گرفته می شود. کنترل منفی 
جهت بررسی آلودگی مواد به کار رفته در واکنش و کنترل مثبت برای 

تایید کارآیی مواد واکنش به کار رفته و برنامه ی تکثیر می باشد.
به دلیل احتمال خطای سمپلینگ و پیپتینگ، معمولًا هنگام تهیه ی مخلوط، 	•

به جای محاسبه ی تعداد نمونه )ضرب کردن تعداد میکروتیوب های واکنش در 
مقدار لازم برای یک میکروتیوب(، مقدار بیشتری، حداقل 0/1، در نظر گرفته 

می شود.
در مثال جدول 3-2 با احتساب یک نمونه، یک کنترل مثبت و یک کنترل 

منفی )3 میکروتیوب( مقادیر در 3/1 ضرب شده است.   



PCR الفبای 118

جدول 3-2: مثالی از یک واکنش PCR استاندارد

   PCR 4-2( مراحل واکنش 
به طور معمول PCR شامل مجموعه ای از 40-20 چرخه حرارتی یا سیکل 
و هر چرخه شامل 3 مرحله1 با درجه حرارت مشخص است. درجه حـرارت و 
مدت زمان انتخاب شده در هر چرخه به عوامل مختلفی از قبیل نوع آنزیم مورد 
استفاده، غلظت یون های دوظرفیتی، دزوکسی نوکلئوتیدها و درجه حرارت 

1. Step
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ذوب شدن پرایمرها بستگی دارد. در طی واکنش PCR در هر چرخه با فرض 
100 درصد بازده ی واکنش میزان محصول دو برابر می شود. به عبارتی تکثیر 

قطعات DNA به صورت تصاعدی1 است )شکل 2-1(. 
مراحل تکثیر در هر چرخه عبارتند از: 

مرحله دناتوراسیون یا واسرشتی2. 1
مرحله اتصال یا انلنیگ3. 2
مرحله گسترش یا طویل شدن4. 3

 PCR 1. مرحله دناتوراسیون یا واسرشتی: این مرحله اولین مرحله ی
بوده و شامل گرم کردن واکنش به میزان 98ºC-94 درجه به مدت 
 DNA الگو و DNA 30-20 ثانیه است. این عمل باعث ذوب شدن
پرایمر )جدا شدن دو رشته DNA از همدیگر( از طریق از بین رفتن 
 DNA و تولید DNA باندهای هیدروژنی بین نوکلئوتیدهای دو رشته
 ،DNA تک  رشته ای می شود. آنزیم پلی مراز برای انجام عمل سنتز

به DNA تک  رشته ای نیاز دارد.
 50-65ºC 2. مرحله اتصال یا انلنیگ: در این مرحله دمای واکنش به
به مدت 40-20 ثانیه کاهش می یابد تا امکان اتصال DNA پلی مراز و 
پرایمر به DNA الگوی تک  رشته ای فراهم شود. به طور معمول درجه ی 
1. Exponential
2. Denaturation Step 
3. Annealing Step 
4. Extension/Elongation Step
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حرارت اتصال حدود 5-3 درجه کمتر از Tm پرایمر انتخاب می شود. 
3. مرحله گسترش یا طویل شدن: انتخاب درجه حرارت این مرحله به 
نوع آنزیم پلی مراز مورد  استفاده و درجه حرارت بهینه مورد نیاز برای عمل 
آن بستگی دارد. به عنوان مثال در هنگام استفاده از آنزیم Taq پلی مراز از 
درجه حرارت 72ºC استفاده می شود. در این مرحله پلی مراز، نوکلئوتیدهای 
3 در کنار هم قرار داده  5 به́  مکمل را بر اساس رشته الگو در جهت́ 
و در نهایت رشته ی مکمل رشته الگوی اولیه را تولید می کند. مدت 
زمان این مرحله به نوع پلی مراز، سرعت عمل آن و طول رشته ی 

DNA الگو بستگی دارد. 

جهت آماده سازی واکنش، قبل و بعد از این چرخه ها، یک مرحله ی گرم 
کردن )مرحله ی آغاز( که معمولًا بالای 90ºC است و در انتها یک مرحله 
برای تکمیل رشته های ناقص DNA سنتز شده )مرحله ی طویل شدن نهایی(، 

افزوده می شود که این مراحل اضافی "مراحل نگه داری"1 نامیده می شوند.
• 	-96ºC مرحله آغاز2: این مرحله شامل گرم کردن مواد به دمای حدود

94 )یا 98ºC در زمانی که از پلی مراز فوق العاده مقاوم به حرارت استفاده 
می شود( بوده و معمولًا 9-1 دقیقه به طول می انجامد. در برخی از کیت های 
PCR که مخلوط واکنش به صورت آماده و معمولًا خشک و لیوفیلیزه 
وجود دارند، آنزیم پلی مراز به یک پروتئین متصل شده تا فعالیت آن متوقف 

1. Hold
2. Initialization Step 
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شده باشد. جهت فعال کردن این نوع پلی مراز حتماً به مرحله ی گرم کردن 
آغازی نیاز است تا پروتئین متصل به آنزیم، از آن جدا و یا تجزیه شود که به 

"PCR با شروع داغ"1 معروف است.
• مرحله ی طویل شدن نهایی2: این مرحله فقط یک  بار و پس از آخرین 	

سیکل PCR و در دمای ºC 74-70 به مدت 15-5 دقیقه صورت می گیرد و 
جهت اطمینان از کامل شدن همه ی قطعات DNA تکثیر شده انجام می شود.

• این مرحله در ºC 15-4 جهت نگه داری 	 مرحله نگه داری نهایی3: 
کـوتاه در دستگاه ترمال سایکلر مدت محصولات واکنش انجام می گیرد.  
این سه مرحله در دستگاه PCR به عنوان "چرخه ی یک مرحله ای"4 تعریف 

می شوند. جدول 4-2 مثالی از یک برنامه ی PCR را نشان می دهد.  

1. Hot-Start PCR
2. Final Elongation 
3. Final Hold 
4. One cycle with one step
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PCR در واکنش DNA شکل 1-2: تکثیر تصاعدی
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PCR جدول 4-2: مثالی از یک برنامه ی زمانی و دمایی

PCR 5-2( کاربردهای
ضریب تأثیر روش PCR چنان گسترده و عمیق بوده است که ردپای این 
روش را می توان در حوزه های مختلف علوم دید. در این جا با تأکید بر کاربردهای 

پزشکی، تعدادی از آن ها عنوان می شوند. 
• 	 DNA باعث جداسازی اختصاصی قطعات PCR :DNA جداسازی قطعات

پرایمرهای  وسیله ی  به  عبارتی  به  می شود.  ژنومی   DNA از  موردنظر 
اختصاصی قطعه ی خاصی از DNA به صورت انتخابی تکثیر می شود. از 
این قطعات تکثیر شده می توان جهت تعیین توالی و یا کلونینگ استفاده نمود. 

• شناسایی میکروارگانیزم ها: به وسیله ی PCR می توان عوامل عفونی 	
و حتی بیماری زا یا غیربیماری زا بودن آن ها را شناسایی نمود. در بسیاری 
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موارد جداسازی میکروب ها از بافت ها، کشت و رشد دادن آن ها مشکل 
و یا حتی غیرممکن است. PCR امکان شناسایی و تشخیص سریع و 
دقیق میکروارگانیزم های با رشد آهسته، مانند مایکوباکتریوم عامل سل، 
را فراهم نموده است. حساسیت بالای PCR اجازه ی سنجش ویروس ها 
را بلافاصله بعد از آلودگی و حتی قبل از شـروع بیماری را ممکن می سازد و 
در درمان بسیار کمک می کند. حتی تعداد ویروس ها در یک بیمار به وسیله 

ی PCR نیز تخمین زده می شود.  روش های کمّا
• تشخیص جهش های ژنتیکی: بسیاری از بیماری های مادرزادی ناشی از 	

وجود جهش های ژنتیکی می باشند. شناسایی این جهش ها در تشخیص و 
شـناسایی زودهنـگام این گونـه بیمـاری ها به وسیـله ی PCR انـجام 
می شود. ضمناً PCR باعث تشخیص زودهنگام بیماری های بدخیمی مانند 

سرطان های خون می شود. 
• پزشکی قانونی: در پزشکی قانونی زمانی که DNA بسیار کمی به عنوان 	

مدرک موجود است )مثلًا درون یک تار مو(، می توان با PCR آن را 
تکثیر نمود و مطالعات بعدی مانند تشخیص هویت را انجام داد. ضمناً از 
PCR در تشخیص روابط خویشاوندی مانند والد- فرزند یا موارد دیگر 

بهره برداری می شود. 
• باستان شناسی: با استفاده از PCR بر روی نمونه هایی که ده ها یا هزاران 	

سـال عمر دارند، می توان قطعات DNA را تکثیر نموده و مطالعات بعدی 
را انجام داد. این روش با موفقیت در مورد حیواناتی از قبیل ماموت های 

40 هزار ساله و DNA انسان های مومیایی شده انجام شده است.
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PCR 6-2( انواع
شناسایی  پایه ی  بر   ،PCR نوع  این  آلل1:  اختصاصی   PCR  .1
"جهش های تک نوکلئوتیدی )SNPs("2 است و برای انجام آن به 
نیاز می باشد.  اطلاعاتی شامل توالی DNA و اختلاف بین آلل ها 

انتهاهای΄3 پرایمرهای مورد استفاده باید حاوی SNP باشند. 
PCR .2 نامتقارن3: در این روش یک رشته DNA بیشتر از رشته ی 
دیگر تکثیر می شود. این روش در توالی یابی DNA و دو رگه سازی 
با استفاده از پروب که تکثیر فقط یکی از دو رشته مورد نیاز است، 
کاربرد دارد. در این روش PCR به صورت معمولی انجام می شود، ولی 
پرایمر برای رشته مورد هدف برای تکثیر به میزان زیاد وجود دارد. به 
عبارتی پرایمر در غلظت کمتر، عامل محدود کننده ی رشد و طویل 

شدن رشته ی دیگر DNA می شود.
PCR .3 مجتمع کننده4: محصول این نوع PCR، قطعه ی بلندی از 
DNA است که در نتیجه ی به هم پیوستن قطعات الیگونوکلئوتیدی 

کوتاه )پرایمرها( دارای قسمت های هم پوشاننده می باشد.  
PCR .4 وابسته به آنزیم هلیکاز5: در این نوع PCR از آنزیم هلیکاز 

1. Allele-Specific PCR 
2. SNPs: Single Nucleotide Polymorphisms
3. Asymmetric PCR
4. Assembly PCR
5. Helicase-Dependent Amplification PCR
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که بازکننده ی مارپیچ های DNA به جای DNA می باشد استفاده 
می شود. بنابراین می توان از درجه حرارت ثابت استفاده نمود و نیازی 

به دستگاه ترمال سایکلر نمی باشد. 
PCR .5 با شروع داغ1: روشی است که تکثیر باندهای غیراختصاصی 
را کاهش می دهد. این کار به وسیله گرم کردن ترکیبات واکنش تا درجه 
حرارت ذوب )90ºC( قبل از اضافه کردن آنزیم پلی مراز انجام می شود. 

انجام PCR با شروع داغ به روش های مختلفی انجام می شود:
 )MgCl2( پلی مراز و یا کوآنزیم آن DNA روش دستی2: در این روش v

موقعی که درجه حرارت واکنش به 70ºC برسد، اضافه می گردد.
v روش جدایی فیزیکی3: در این روش ترکیبات واکنش به صورت دو مخلوط 
مجزا تهیه شده و سپس به وسیله یک غشا از هم جدا می شوند. این 
غشا در درجه حرارت های بالای ºC 75 ذوب و حل  شده، سپس ترکیبات 

دو مخلوط در تماس با هم قرار گرفته و واکنش انجام می شود.
v روش با استفاده از آنتی بادی های علیه پلی مراز: آنتی بادی های حساس 
به حرارت به آنزیم DNA پلی مراز متصل شده اند که این آنتی بادی ها 
باعث غیرفعال شدن آنزیم می شوند. با بالا رفتن درجه حرارت و رسیدن 
به 70ºC، آنتی بادی غیرفعال شده و آنزیم فعالیت خود را شروع می کند 

 .Platinum Taq مانند آنزیم پلی مراز نوع
1. Hot-strat PCR 
2. Manually 
3. Physical separation 
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v روش استفاده از تغییرات شیمیایی در آنزیم پلی مراز: در این روش 
گروه های شیمیایی بلوکه کننده به بعضی از اسیدآمینه های آنزیم پلی مراز 
متصل شده و در نتیجه آنزیم در درجه حرارت های معمولی غیرفعال 
می شود. در درجـه حرارت های بالا، این گروه ها حذف شده و آنزیم فعال 

 .AmpliTaq Gold می شود؛ مانند آنزیم پلی مراز
v روش استفاده از الیگونوکلئوتیدهای باندشده با پلیمر1: این ترکیبات 
به واکنش اضافه می شوند و از عملکرد آنزیم جلوگیری می کنند. این 
الیگونوکلئوتیدها به وسیله حرارت بالا از بین رفته و آنزیم فعال می گردد.

PCR  .6 طولانی2: این نوع PCR طولانی تر از PCRهای معمولی 
است و برای تکثیر قطعات بلندتر از kb 5 به کار می رود. در این نوع 
PCR باید از آنزیم های پلی مراز با نیمه عمر و دقت بالا استفاده شود.

یافتن کلون های  و  ردیابی  برای   PCR نوع این  PCR  .7 کلونی3: 
باکتریایی یا مخمر که دارای پلاسمیدهای صحیح و مورد نظر هستند 
انجام می شود. به این منظور با خلال دندان یا میکروپیپت های استریل، 
کلونی ها از روی پلیت جدا شده و مستقیماً به درون میکروتیوب حاوی 
مواد PCR وارد می شود. در صورتی که تکثیر قطعه ی هدف با موفقیت 
انجام شود نشان دهنده ی کلونی مثبت یا حاوی قطعه ی ژنی مورد نظر 

و موفقیت کلونینگ می باشد.
1. Polymer Binding Oligo Nucleotides
2. Long PCR
3. Colony PCR
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PCR  .8 سـلول منفـرد1: ایـن روش PCR کاربرد بسیار زیادی در 
تشخیص های جنین شناسی دارد. با استفاده از یک سلول جنینی موجود 
در خون مادر می توان بررسی های ژنتیکی جنین را انجام داد و پی به 

وجود ناهنجاری های ژنتیکی در جنین برد. 
PCR .9 در محل (ISH)2: تکثیر درون یک سلول بافت یا سلول های 

تثبیت شده بر روی یک اسلاید انجام می شود.
PCR .10 آشیانه ای3: در این روش اختصاصیت تکثیر DNA به دلیل 
کاهش تکثیرهای غیراختصاصی DNA افزایش می یابد. PCR آشیانه ای 
متشکل از انجام دو واکنش PCR متوالی با استفاده از دو مجموعه پرایمر 
 DNA می باشد. در واکنش اولیه یک جفت پرایمر برای تولید محصولات
استفاده می شود که علاوه  بر منطقه ی مورد نظر ممکن است شامل قطعات 
DNA غیراختصاصی نیز باشد. در واکنش دوم، پرایمرهای با قطعه ای 
کوچک تر از درون قطعه ی تکثیر شده ی اولیه مکمل می شوند. به 
عبارتی محصول واکنش دوم کوتاه تر از محصول واکنش اول است 

)شکل 2-2(.

1. Single cell PCR
2. ISH: In Situ Hybridisation
3. Nested PCR
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شکل 2-2: مراحل مختلف واکنش PCR آشیانه ای
PCR .11 چندتایی1: در این نوع PCR دو یا چند قطعه به طور همزمان 
تکثیر می شوند. به عبارتی واکنش حاوی چندین جفت پرایمر می باشد. دمای 
Tm همه ی پرایمرها باید تقریباً یکی بوده و اندازه ی محصولات متفاوت در 
نظر گرفته شوند تا تشخیص به وسیله ی الکتروفورز امکان پذیر باشد. هدف از 

این نوع روش صرفه جویی در زمان و مواد مصرفی است.
نوع تغییر یافته و پیشرفته تری از PCR چندتایی به نام "ادغام چندتایی 

1. Multiplex PCR 
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وابسته به تکثیر پروب" )MLPA(1 ابداع شده است که براي تشخیص تعداد 
کپي هاي بالاي 40 کپي از DNA ژنومي و یا RNA و همچنین حذف و 
الحاق ژني )یک یا چند اگزون( استفاده مي شود. با استفاده از این روش چند 
نوع از قطعات DNA را مي توان با استفاده از یک جفت پرایمر تکثیر داد و 
قادر به تشخیص اختلافات توالي حتي در یک نوکلئوتید مي باشد. در واکنش 
PCR چندتایی استاندارد، جهت تکثیر هر قطعه نیاز به یک جفت پرایمر ویژه 
مي باشد. این پرایمرها هنگامي که در میزان زیاد استفاده شوند باعث مشکلات 
زیادي مانند دایمر شدن و یا جفت شدن نادرست مي شوند. ولي در واکنش 
MLPA، پروب ها تکثیر مي گردند. هر پروب شامل دو الیگونوکلئوتید است که 
باعث تشخیص مجاور هدف مي شود. یکي از پروب هاي الیگونوکلئوتیدي 
شامل توالي تشخیص داده شده به وسیله پرایمر پیش برنده و توالي دیگر به 
وسیله پرایمر معکوس تشخیص داده مي شود. فقط هنگامي که هر دو پروب 
الیگونوکلئوتیدي با هدف مربوطه هیبرید شوند، مي توانند به صورت یک پروب 
کامل متصل شوند. مزیت دو بخشي کردن و از هم جدا کردن پروب این است 
که فقط الیگونوکلئوتیدهاي متصل شده تکثیر گردند. اگر پروب ها از هم جدا 
نشوند، توالي هاي پرایمر در هر انتها باعث مي شود که پروب ها بدون هیبرید 

شدن با DNA الگوي خود تکثیر شوند. 
ــده اند، فقط شامل یک توالي  پروب هاي الیگونوکلئوتیدي که متصل نش
پرایمر هستند و قادر به تکثیر و تولید سیگنال نخواهند بود. پرایمر پیش برنده ی 

1. MLPA: Multiplex Ligation Dependent Probe Amplification
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ــتفاده شده براي تکثیر پروب با نور فلورسانس نشاندار شده است و هنگام  اس
تکثیر به علت نشاندار بودن با نور فلورسانس، توسط دستگاه های مخصوص 
سنجش نور فلورسانس شناسایي مي شود و سپس با مقایسه ی الگوي به دست 
آمده روي یک نمونه با نمونه مرجع، تعداد هر آمپلیکون مشخص مي شود. در 
این روش حذف پروب هاي غیرباند شده لازم نیست و این باعث سهولت انجام 

این تکنیک مي شود )شکل 2-3(.  

MLPA شکل 3-2: مراحل روش
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PCR .12 اختصاصی جایگاه های متیلاسیون (MSP)1: این روش 
برای تشخیص وجود متیلاسیون در CpG در DNA ژنومی استفاده می شـود. 
در این روش، DNA ابتدا به وسیله سدیم بی سولفات تیمار می شود و در نتیجه 
بازهای سیتوزین غیرمتیله شده به یوراسیل تبدیل می شود. سپس دو نوع PCR با 
استفاده از دو مجموعه پرایمر خاص بر روی DNA تغییریافته انجام می شود. یک 
مجموعه پرایمر با DNA و با سیتوزین ها مکمل می شود و DNA متیله شده 
را تکثیر می دهد. مجموعه دیگر پرایمر، DNA یوراسیل دار یا تیمیدین دار را 

تشخیص می دهد تا DNA غیرمتیله شده را تکثیر دهد )شکل 2-4(.  

)MSP( اختصاصی جایگاه های متیلاسیون PCR :2-4 شکل
PCR .13 کمی (qPCR)2: این نوع PCR برای اندازه گیری محصولات 
PCR استفاده می شود. از این روش برای تعیین حضور یک توالی DNA خاص 
و یا تعداد کپی های آن در نمونه استفاده می شود. در این روش از رنگ های 
فلـورسنس مانند سایبر گرین و یا پروب های متصل به فلوئوروکروم هایی مانند 
TaqMan استفاده می شود که به توالی های پرایمرها متصل شده اند. به این 

1. MSP: Methylation-Specific PCR
2. Quantitative PCR
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 Real Time PCR پرایمرهای نشاندار پروب1 گفته می شود. این روش به نام
نیز شناخته می شود )شکل 2-5(.

شکل 5-2: سه مرحله از نحوه ی عمل پروب های Taq در PCR کمی: وقتی پلی مراز، نوکلئوتیدها 
را به زنجیره ی الگو متصل می کند، سبب جدا شدن فلوئوروفور و سبب آشکار شدن رنگ آن می شود.

PCR .14 درهم آمیخته ی نامتقارن حرارتی (TAIL - PCR)2: این 
روش برای جداسازی یک توالی ناشناخته که در اطراف یک توالی شناخته شده 
و درجه  نوع لانه ای  پرایمر  از یک  این روش  در  استفاده می شود.  دارد  قرار 

1. Probe
2. TAIL-PCR: Thermal Asymmetric Interlaced PCR 
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حرارت های انلینگ مختلف استفاده می شود. پرایمرهای دژنره برای تکثیر در 
جهت دیگر توالی ناشناخته استفاده می شود.

PCR .15 بـا دمـای کاهـشی1: نوعـی PCR اسـت که از بانـدهـای 
 PCR غیراختصاصی به وسیله ی کاهش تدریجی درجه انلینگ در طی چرخه  های
می کاهد. درجه ی حرارت انلینگ در چرخه های اولیه معمولًا چند درجه بالاتر 
از Tm پرایمر مورد استفاده )5ºC-3( می باشد و در چرخه های بعدی پایین تر از

 Tm پرایمر می شود. درجه حرارت بالاتر اختصاصیت اتصال پرایمر را افزایش 
می دهد و درجه ی حرارت پایین باعث تکثیر کافی تولیدات اختصاصی در طی 

چرخه های اولیه می گردد.
 PCR 2 : روش آرمس به عنوان(ARMS-PCR) نوع آرمس PCR  .16
مخصوص آلل )ASPCR(3 و یا تکثیر آلل ویژه )PASA(4 نیز شناخته می شود 
که برای تشخیص جهـش هاي نقطه اي استفاده می گردد. این روش، قدرت 
تشخیص یک کپی از آلل جهش یافته در بین 40 کپی از آلل نرمال را دارد. 

سرعت، قابلیت تکرار پذیری و ارزان بودن از فواید این روش می باشد. 
پرایمرهای مورد استفاده برای این روش، بر اساس تشخیص و تمایز قائل 
شدن بین نمونه هایی که تنها در یک نوکلئوتید ویژه با هم تفاوت دارند، طراحی 
می شوند. پرایمرهای آرمس به طور ویژه ای قادر به تکثیر یک آلل در بین یک 

1. Touch down
2. ARMS:Amplification Refractory Mutation System 
3. ASPCR: Allele-Specific PCR
4. PASA: PCR Amplification of Specific Allele
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 Taq سیستم چند آللی می باشند. به عبارتی در این روش از این خاصیت آنزیم
5 ندارد، بهره برداری می شود. حضور  پلی مراز که فعالیت اگزونوکلئازی΄3 به́ 
یک اشتباه بین انتهای΄3 پرایمر و الگو باعث ناتوانی آنزیم در ادامه ی تکثیر 
خواهد شد. روش آرمس استاندارد شامل دو واکنش PCR در دو میکروتیوب 
جداگانه و استفاده از 3 پرایمر می باشد. یکی از پرایمرها ثابت و مکمل با الگو 
در هر دو واکنش می باشد. پرایمر دیگر بر اساس نوکلئوتید انتهای΄3 است که 
در فرد طبیعی سالم با جهش یافته متفاوت می باشد )نوکلئوتید جهش یافته(. 
بنابراین یکی از پرایمرها مخصوص توالی DNA فرد طبیعی سالم و دیگری 

مخصوص توالی فرد جهش یافته در نوکلئوتید معین می باشد. 
انجام شود،  پرایمر طبیعي  لوله حاوي  پلیمریزاسیون فقط در  اگر عمل 
نشان دهنده عدم جهش نقطه اي در باز مورد نظر است و اگر عمل پلیمریزاسیون 
در لوله  حاوي پرایمر جهش یافته انجام شود، نشان دهنده حضور جهش نقطه اي 

در باز مورد نظر است )شکل 2-6(. 
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ARMS - PCR شکل 6-2: مراحل مختلف واکنش
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PCR .17 چندشکلی تصادفی (RAPD–PCR)1: این نوع PCR با 
پرایمرهایی به نام RAPD یا پرایمرهاي اختیاري انجام می گردد. پرایمرهاي 
10 جفت بازي با توالي تصادفي طراحي مي شوند و در PCR مورد استفاده 
قرار مي گیرند. توالي و اندازه محصولات مشخص نیست. با این روش می توان 
چند شکلی بودن ژن ها در موجـودات، بدون شناخت توالي نوکلئوتیدي آن ها 

را ردیابي کرد.
فلورسنس  پروب های  اساس  بر  که  است  روشی  فلش2:   PCR .18
طراحی شده و مشابه روش Real-Time PCR می باشد؛ اما در این روش 
میکروارگانیزم  یا عدم حضور  و  فقط حضور   Real-Time PCR برخلاف 

مدنظر می باشد و برای تعیین کمیت نمونه طراحی نشده است.
برای انجام فلش PCR از دستگاهی به نام Gene و همچنین از ماده 
فلورسنس برای مرحله ی آنالیز بعد از PCR استفاده می شود. این دستگاه قادر 
است با استفاده از سنجش فلورسنس در نقطه ی پایانی3، کیفیت نمونه موردنظر 
و همچنین حضور ویروس یا میکروارگانیزم های دیگر را در نمونه تشخیص دهد. 
این دستگاه بر خلاف دستگاه های دیگر نیاز به میکروتیوب ویژه بـرای سنجش 
فلورسنس ندارد و تمام سنجش های آن در میکروتیوب های معمولی قابل انجام 
می باشد. کاربری آسان و عملیات ساده این دستگاه باعث شده تا به طور وسیعی 

از آن در آزمایشگاه های تشخیصی و بیولوژی مولکولی استفاده شود. 
1. RAPD: Random Amplified Polymorphic DNA 
2. Flash PCR
3. Endpoint-PCR
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مزایای این روش را می توان در موارد زیر خلاصه نمود:
تعیین کمیت نمونه، حساسیت بالا، سادگی انجام کار، عدم نیاز به مراحل 
بعد از PCR، صرفه جویی در مصرف مواد به دلیل عدم نیاز به ژل آگارز، عدم 

نیاز به اتیدیوم برماید و قابلیت ذخیره سازی نتایج حاصل در کامپیوتر.
PCR .19 معکوس1: این روش PCR برای تشخیص توالی های اطراف 
یک توالی شناخته شده استفاده می شود. پرایمرها بر اساس توالی شناخته شده 
طراحی می شوند و واکنش PCR شامل مجموعه ای از برش های DNA با 

آنزیم های نوکلئاز و کلونینگ می باشد.      
PCR .20 نسخه برداری معکوس (RT-PCR)2: در این روش برای 
 RNA ،3استفاده می شود. آنزیم رونویسی معکوس RNA از الگوی DNA تکثیر
)cDNA(4 تبدیل کرده و سپس cDNA به وسیله ی  را به DNA مکمل 
PCR تکثیر می یابد. RT-PCR برای تعیین بیان ژن و یا برای شناسایی توالی 
یک RNA شامل ناحیه شروع و پایان رونویسی استفاده می شود )شکل 2-7(.

1. Inverse PCR
2. RT-PCR: Reverse Transcription PCR 
3. RT: Reverse Transcriptase 
4. cDNA: Complementary DNA
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)RT-PCR( نسخه برداری معکوس PCR :2-7 شکل

برای انجام واکنش RT-PCR به الگو )RNA(، پرایمر، dNTPs و یک 
آنزیم DNA پلی مراز وابسته به RNA یا آنزیم رونویسی معکوس نیاز است. در 
اولین مرحله، پس از نگه داری کردن این مواد در C° 37 به مدت حدود 1 ساعت، 
cDNA تک رشته ای از الگوی RNA ساخته می شود. محصول در ابتدا یک 
 ،RNA از cDNA است که برای جدا کردن RNA-DNA مولکول هیبرید
از آنزیم هضم کننده ی RNase H( RNA( استفاده می شود که در نتیجه 



PCR الفبای 140

 PCR هضم و حذف می شود. در مرحله ی دوم مانند یک واکنش RNA
استاندارد، از cDNA به عنوان الگو استفاده شده و توسط آنزیم پلی مراز وابسته 
به DNA، پرایمرهای اختصاصی و cDNA ،dNTPsهای تک رشته ای به 

DNA دو رشته ای تبدیل شده و تکثیر می گردد. 

از سه نوع پرایمر برای انجام واکنش های RT-PCR استفاده می شود: 
 mRNA مربوط به A 1. پرایمر "الیگو دی تی"1: این نوع پرایمر به دم پلی
یوکاریوت ها متصل شده و ساخت cDNA را از روی مولکول های 
معکوس  نسخه برداری  آنزیم  توسط  واکنش  در  موجود   mRNA

فراهم می سازد. 
2. پرایمر "شش تایی های تصادفی" 2: این نوع پرایمرها الیگودی 
اکسی ریبونوکلئوتیدهای تصادفی شش تایی می باشند. با استفاده از 

این پرایمرها مکمل DNA همه ی انواع RNA سنتز می شود. 
3. پرایمرهای اختصاصی: پرایمرهای اختصاصی برای ناحیه ی خاصی 
از ژنوم طراحی می شوند و از ساخته شدن cDNAهای اضافی جلوگیری 

می شود.
مهمترین آنزیم های نسخه برداری معکوس شامل موارد زیر می باشند:

آنزیم Tth که از باکتری ترموس ترموفیلوس به دست می آید و در حضور یون 
 DNA منگنز فعالیت نسخه برداری معکوس و در حضور یون منیزیم فعالیت

1. Oligo-dT
2. Random Hexamer
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پلی مرازی دارد. 
- آنـزیم AMV کـه از یـک نـوع ویـروس پرنـدگان بـه نـام ویـروس 
میلوبلاستوسیس پرندگان1 استخراج می گردد و دارای فعالیت RNase H نیز 
می باشد. دمای مطلوب فعالیت آن ºC 42 است و برای تهیه cDNAهای 

با طول کمتر از bp 500 استفاده می گردد.
لوکمی  عامل  ویروس  نوع  یک  از   MuLVs یا MMLV آنزیم  -
آنزیم  از  آن کمتر   RNase H فعالیت  استخراج می شود.  جوندگان2 

AMV می باشد و در 37ºC درجه فعالیت می کند.

آنزیم MMLV است که دستکاری  واقع  آنزیم سوپر اسکریپت3 در   -
ژنتیکی شده و ژن قسمت کد کننده ی RNase H آن حذف گردیده 

است. این آنزیم برای تهیه cDNAهای طویل استفاده می گردد.

 cDNA 7-2( مراحل ساخت
 65 ºC با پرایمرها مخلوط شده و به مدت 5 دقیقه در RNA معمولًا در ابتدا
نگه داری می شوند. سپس بقیه ی مواد به میکروتیوب اضافه می شود و به مدت 
60 دقیقه در ºC 42 نگه داری می گردد. در جدول 5-2 مواد واکنش ساخت 
cDNA نشان داده شده است. از آن جایی که RNA ناپایدار است و مستعد 
تجزیه توسط آنزیم های ریبونوکلئازهای محیطی می باشد، باید از آب تیمارشده 

1. AMV: Avian Myeloblastosis Virus
2. MMLV: Mouse Moloney Leukemia Virus
3. Superscript
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با DEPC و نیز وسایل فاقد RNase استفاده گردد. به واکنش نیز معمولًا یک 
ممانعت کننده ی آنزیم RNasin( RNase(1 افزوده می شود.

cDNA جدول 5-2: مواد لازم در ساخت

مزایا و کاربردهای روش RT-PCR را می توان در زیر خلاصه نمود:
راهی سریع، متنوع و فوق العاده حساس برای بررسی بیان ژن های موردنظر؛ 	•
امکان انجام آزمایشات مولکولي متعدد با مقادیر اندک RNA؛ 	•
فراهم ساختن اطلاعات نیمه کمی درباره ی میزان بیان ژن ها؛	•
تشخیص رونوشت های خاص با استفاده از پرایمرهای اختصاصی؛	•
بررسی و تشخیص آلودگی های ویروسی با ژنوم RNA مانند ویروس 	•

عامل ایدز؛

1. Ribonuclease inhibitor, RiboLock
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کلون کردن cDNAهای با بیان متفاوت و بررسی تفاوت های بیانی آن ها 	•
.cDNA و ایجاد کتابخانه های ژنتیکی1 از

 PCR 8-2( بهینه کردن2 واکنش
انجام یک PCR موفق و مطلوب، مستلزم دقت نظر در تأمین فضای مناسب 
آزمایش در آزمایشگاه برای اجتناب از آلودگی در واکنش PCR، تهیه ی مخلوط 
واکنش با غلظت های مناسب و صحیح از مواد، تعیین دماهای مناسب برای 

تکثیر و تعداد مناسب از چرخه ها و تعریف مراحل آن می باشد.  
بهتر است جهت انجام PCR از کابینت های مخصوص 3PCR که مجهز 	•

به لامپ UV می باشد و نسبت به هودهای آزمایشگاهی لامینار فضای 
کمی را اشغال می کنند، استفاده نمود. در صورت عدم دسترسی به چنین 
وسایلی می توان محلی از آزمایشگاه که دور از جریان هوا بوده و رفت و 
آمد کمتری در آن قسمت است را انتخاب نمود. بهترین کار، اختصاص 
فضاهای مجزا برای استخراج DNA، استخراج RNA، تهیه ی واکنش 
PCR و آنالیز نتایج واکنش PCR و الکتروفورز است تا از آلودگی های 

احتمالی اجتناب شود.
سطوح کار باید قبل و بعد از کار ضدعفونی شوند. بهترین ضد عفونی کننده 	•

برای حذف DNA و RNAهای محیط، استفاده از سفید کننده های رقیق 
شده مانند آب ژاول است. البته باید به اثر خورندگی این مواد توجه کرد. استفاده 
1. cDNA library
2. Optimization  
3. PCR work station
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از الکل به تنهایی برای پاک سازی سطوح از DNA کافی نمی باشد. استفاده 
از لامپ های UV تنها سبب ممانعت از رشد میکروب ها می شوند. 

استفاده از سمپلرهای جداگانه برای کار استخراج، PCR و الکتروفورز 	•
باعث کاهش آلودگی ها می شوند. پیپت ها می توانند منشأ عمده ی آلودگی ها 
در PCR باشند. آموزش صحیح استفاده، نگه داری و تمیز کردن این پیپت ها 
به دانشجویان و کارکنان مبتدی، کمک بسیاری در گرفتن نتایج صحیح و 
قابل اعتماد می کند. از آن جا که حجم کلی واکنش های PCR کم است 
خطاهای به ظاهر جزئی در پیپت نمودن، سبب بهم خوردن غلظت آن ها 
در واکنش می شود. کالیبره کردن منظم و دوره ای پیپت ها جهت بررسی 

دقت آن ها الزامی است.    
استفاده از میکروتیوب ها و نوک سمپلرهای یک بار مصرف، با کیفیت 	•

و استریل جهت PCR الزامی است. استفاده از میکروتیوب های "عاری 
از DNA و RNA"1 گرچه گران قیمت تر هستند؛ اما تضمین کننده ی 
حفظ نمونه ها به خصوص در مواردی که مقادیر آن ها بسیار کم است، 
می باشد. در میکروتیوب هایی که درب آن ها به خوبی بسته نمی شود در 
طی چرخه های حرارتی آب درون واکنش تبخیر شده و در اثر تغییر حجم، 

غلظت مواد درون واکنش بهم می خورد.
استفاده از ماسک و دستکش های تمیز و یک بار مصرف سبب کاهش 	•

آلودگی ها می شوند. بزاق و سلول های پوستی ریزش شده از پوست انسان 
منبع RNase می باشند و در حین کار کردن با RNA، سبب تجزیه ی 

1. DNase, RNase free
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RNA می شوند. 

برای ممانعت از آلودگی های احتمالی متقاطع، بهتر است مواد در حجم های 	•
کوچک تقسیم شده1 و هر فرد از یک مجموعه ی کار2 مجزا و اختصاصی 
به کار خود استفاده نماید. در اختیار قرار دادن مواد ذخیره3 جهت کار 
می تواند سبب هدر رفتن آن ها، تحمیل هزینه ی اضافه و ایجاد خطا در 
نتایج واکنش گردد. ضمن آن که انجماد و ذوب کردن های4 مکرر مواد 

ذخیره، سبب کاهش فعالیت آن ها می شود. 
در نظر گرفتن کنترل های مثبت و منفی در واکنش PCR به تفسیر و 	•

تأیید نتایج کمک بسیاری می کند. 
•	 MgCl2 ،بهتر است ابتدا مخلوطی از مواد مشترک )مانند آب، بافر، آنزیم

و dNTP( در واکنش های مختلف تهیه شود و سپس در میکروتیوب ها 
تقسیم گردد. این روش احتمال خطا در حجم مواد را کاهش داده و همچنین 

زمان و وسایل مورد نیاز جهت آماده سازی واکنش را کاهش می دهد. 
برای دقت عمل، تمام مواد مورد نیاز پس از ذوب شدن، باید به آرامی 	•

با ورتکس هم زده شده و با استفاده از میکروفیوژ، در پایین میکروتیوب 
جمع آوری شوند. ورتکس شدید باعث تولید کف و کاهش فعالیت آنزیم 

پلی مراز می گردد. 

1. Aliquote
2. Working
3. Stock
4. Freeze- thow
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توصیه می شود مواد واکنش بعد از خروج از فریزر بر روی یخ نگه داری 	•
شوند تا از کاهش فعالیت آن ها جلوگیری شود. از نگه داشتن طولانی 

مدت مواد در خارج از یخچال و فریزر جلوگیری شود. 
میکروتیوب ها با ماژیک با رنگ پایدار شماره گذاری و یا نشانه گذاری 	•

شوند. چسباندن برچسب هایی که در حرارت ذوب می شوند سبب آلودگی 
دستگاه ترمال سایکلر می شود.

سرسمپلرها و میکروتیوب های آلوده در محلول حاوی مواد سفید و ضدعفونی 	•
کننده ی رقیق، غیرفعال و سپس حذف شوند. بهتر است یک ظرف کوچک 
مخصوص پسماند حاوی مواد سفید کننده بر روی محل کار پیش بینی 

شده و به طور روزانه تخلیه شود.

 PCR 9-2( بهینه کردن شرایط چرخه های
انتخاب دما و مدت زمان مناسب در مراحل و چرخه های PCR و تعداد 
تکرار آن ها، سبب تکثیر صحیح قطعات مورد نظر در واکنش PCR می گردد.

v مرحله دناتوراسیون: جهت باز شدن DNAی الگو معمولًا دمای 
C°95-94 به مدت 2-0/5 دقیقه کافی می باشد. اگر محتوای GC در 
DNA خیلی بالا باشد، زمان دناتوره شدن را می توان تا 4-3 دقیقه 
افزایش داد. مواد افزوده کننده ای مانند گلیسرول، DMSO یا فرمامید 
جهت تسهیل دناتوراسیون DNA استفاده می شود. روش دیگر جهت 
کاهش درجه حرارت ذوب تولیدات PCR، جانشین کردن dGTP با 

deaza-dGTP-7 در مخلوط واکنش می باشد.
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 Tm مرحله انلینگ: معمولًا درجه ی حرارت انلینگ 5 درجه پایین تر از v
پرایمر است. این مرحله برای مدت 2-0/5 دقیقه کافی می باشد. چنانچه 
باندهای غیراختصاصی به دست آید، بهتر است درجه حرارت انلینگ حدود 

C°2-1 افزایش یابد.

v مرحله ی طویل شدن: معمولًا این مرحله در C°75-70 انجام می شود. 
دما و مدت زمان بر اساس نوع آنزیم پلی مراز و اندازه ی قطعه ی هدف 
تعیین می شود. زمان معمولًا 1 دقیقه به ازای هر bp 1000 در نظر می شود.

تمام   PCR این که سیکل های از  بعد  نهایی:  v مرحله ی گسترش 
شد، نمونه ها معمولًا در C°72 برای 15-5 دقیقه قرار می گیرند تا 
ساخته شدن تولیدات PCR سنتز شده تکمیل گردد. همچنین در طی 
 A نوکلئوتیدهای ،Taq این مرحله فعالیت ترانسفراز انتهایی پلی مراز
3 تولیدات PCR اضافه می کند. بنابراین چنانچه  اضافی را به انتهای́ 
قطعات PCR بخواهد در وکتور T/A کلون شوند، این مرحله تا 30 

دقیقه می تواند ادامه یابد. 
v تعداد چرخه های PCR: به میزان DNA الگو در مخلوط واکنش 
بستگی دارد. اگر کیفیت DNA الگو در شروع واکنش مناسب باشد، 
معمولًا 30-25 سیکل کافی می باشد. اگر میزان DNA الگو کم باشد 
تعداد چرخه ها را می توان تا 40 سیکل نیز افزایش داد. معمولًا افزایش 
تعداد چرخه ها بر روی میزان محصول تأثیر زیادی نمی گذارد که احتمالًا 
به دلیل کاهش فعالیت آنزیم پلی مراز و یا مصرف شدن مواد مورد نیاز 
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برای واکنش می باشد.
1 PCR 10-2( مشکلات شایع در

مشکل 1: محصول واکنش PCR، قطعات غیراختصاصی بزرگ تر از 
قطعه ی مورد نظر است.

راه حل: 
- کاهش زمان انلینگ؛

- افزایش دمای انلینگ؛
- کاهش زمان طویل شدن؛

- کاهش دمای مرحله ی طویل شدن به حدود 68ºC-62؛
- افزایش غلظت KCl یا بافر تا حد 2 برابر بدون تغییر غلظت MgCl2؛
- افزایش غلظت MgCl2 تا حد 4/5-3 برابر بدون تغییر غلظت dNTP؛

- استفاده ی پرایمر در غلظت کمتر؛
- استفاده ی DNA الگو در غلظت کمتر؛

- استفاده از آنزیم پلی مراز در غلظت کمتر؛
اگر این تغییرات مؤثر واقع نشدند باید سکوئنس پرایمر مجدداً بررسی شده 

و سکوئنس پرایمرها تغییر داده شوند.
مشکل 2: محصول واکنش PCR، قطعات غیراختصاصی کوچکتر از 

قطعه ی مورد نظر است.
1. Troubleshooting 
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راه حل: 
- افزایش دمای انلینگ؛
- افزایش زمان انلینگ؛

- افزایش زمان طویل شدن؛
- افزایش دمای طویل شدن به ºC 78-74؛

- کاهش غلظت KCl یا بافر به حد 0/8-0/7 برابر در حالی که غلظت 
MgCl2 در حد mM 2-1/5 باقی بماند.

dNTP تا حد 4/5-3 برابر بدون تغییر غلظت MgCl2 افزایش غلظت -
- کاهش میزان پرایمر؛

- کاهش میزان الگو؛
- کاهش میزان آنزیم پلی مراز؛ 

اگر این تغییرات مؤثر واقع نشدند باید سکوئنس پرایمر مجدداً بررسی شده 
و سکوئنس پرایمرها تغییر داده شوند.

مشکل 3: از واکنش PCR که قبلًا محصول به دست می آمد، محصولی 
به دست نمی آید.

راه حل:
- بررسی تمامی مواد واکنش که افزودن موردی فراموش نشده باشد.

- تغییر محلول dNTP، زیرا به انجماد و ذوب های مکرر حساس می باشد.

اگر از پرایمرهای جدیدی استفاده می شود باید از صحت سنتز آن مطمئن شد.
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- افزایش میزان پرایمر؛
- افزایش میزان الگو؛

- کاهش دمای انلینگ تا حد 10ºC-6 ؛
مشکل 4: محصول واکنش ضعیف است.

راه حل:
- کاهش تدریجی دمای انلینگ تا حدی که ممکن است؛

- افزایش میزان پرایمر؛
- افزایش میزان الگو؛

- افزایش میزان آنزیم پلی مراز؛
 1000 bp یا بافر )اگر اندازه ی محصول کمتر از KCl تغییر غلظت -
باشد، افزایش غلظت و اگر اندازه ی محصول بیشتر از bp 1000 باشد، 

کاهش غلظت بافر پیشنهاد می شود(.
- افزودن مواد تشدید کننده مانند BSA یا DMSO یا گلیسرول

- بررسی سکوئنس پرایمر برای بررسی درستی سکوئنس یا افزایش طول 
پرایمر تا 5 نوکلئوتید.

مشکل 5: دو پرایمر طراحی شده دارای دمای ذوب )Tm( بسیار متفاوتی 
هستند و نمی توان سکوئنس دیگری در نظر گرفت.

راه حل:
- افزایش طول پرایمری که دارای Tm پایین تری است. اگر اندازه ی 
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3 اضافه شود و اگر اندازه ی قطعه  قطعه باید ثابت بماند، بازها به سمت́ 
مهم نیست، می توان بازها را به هر دو انتهای پرایمر افزود.
مشکل 6: کنترل منفی نیز دارای محصول تکثیر شده است.

راه حل:
- باید از درستی انجام واکنش مطمئن شد.

- از عدم آلودگی تمام مواد واکنش مطمئن شد و یا شاید نیاز به استفاده 
از مواد جدید باشد.

مشکل 7: تنظیم یک واکنش PCR چندگانه 
راه حل:

- ابتدا باید هر قطعه را با یک جفت پرایمر به صورت جداگانه و با استفاده از 
یـک برنامه ی PCR مشـابه تکثیر نمـود. اگر در واکنـشی، محصـولات 
غیراختصاصی به دست آمد بهتر است برنامه ی PCR را ثابت نگه داشت 

و سایر متغیرهایی که در مشکلات قبل عنوان شد تغییر داد. 
- مقادیر برابری از پرایمرها را با یکدیگر مخلوط نمود و سپس PCR در 
شرایط ابتدایی انجام شود و فقط دمای انلینگ را تا حد 4ºC کاهش داد. 
اگر یکی از محصولات ضعیف بود یا دیده نمی شد می توان غلظت جفت 
پرایمرهای مربوطه را افزایش داد و یا میزان سایر پرایمرها را کاهش داد. 
- احتمال برهم کنش سکوئنس پرایمرها با یکدیگر نیز باید بررسی شود و 

تا حد ممکن از آن اجتناب گردد. 
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مقدمه
متداول ترین راهکار مشاهده ی قطعات DNA و بررسی کیفیت و کمیت 
آن ها پس از استخراج و تکثیر، الکتروفورز1 می باشد. در الکتروفورز از تفاوت 
در خصوصیات فیزیکی مانند بار و اندازه ی قطعات DNA استفاده می شود. 
ماکرومولکول های زیستی مانند DNA و پروتئین ها باردار بوده و می توان با 
قرار دادن آن ها در یک میدان الکتریکی و بر اساس خواص فیزیکی مانند شکل 

فضایی، وزن مولکولی و بار الکتریکی، آن ها را تفکیک کرد.

1. Electrophoresis
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1-3( الکتروفورز  
حرکت ذرات در یک میدان الکتریکی را الکتروفورز گویند. الکتروفورز براي 
جداسازي مولکول هاي بزرگي چون پروتئین ها و اسیدهاي نوکلئیک به کار برده 
مي شود، اما در مواردي نیز براي جداسازي مولکول هاي باردار کوچک تري نظیر 
قندها، اسیدهاي آمینه، پپتیدها و حتي یون هاي ساده مورد  استفاده قرار مي گیرد. 
معمولًا براي الکتروفورز از یک بستر دارای شبکه ي متخلخل که محلولي را درون 
خود محبوس کرده است، استفاده می شود و به اصطلاح به آن ژل گفته می شود. 
نمونه های مورد بررسی درون حفرات یا چاهک ها1 در این شبکه قرار داده می شوند 
)بارگذاری(2. پس از برقراري میدان الکتریکي با ایجاد اختلاف پتانسیل در دو 
سوي این شبکه، مولکول هاي موجود در نمونه ها با سرعت هاي متفاوتي درون 
شبکه متخلخل و لابه لای حفرات این شبکه به صورت موازی در مسیرهای 
مستقیم3 حرکـت مي کنند. اختـلاف سرعت، مبناي جداسازي در الکتـروفورز 
است که عوامل متعددی بر این سرعت تأثیر می گذارند. جهت بررسی معمولًا 
این شرایط طوری تنظیم می شوند که تمام این عوامل تأثیرگذار، ثابت باشند 
و تفاوت در یک عامل باعث جداسازی مولکول ها می شود. اسیدهای نوکلئیک 
به دلیل داشتن بار منفی در میدان الکتریکی به سمت الکترود مثبت )آند( 
حرکت می کنند. همچنین قطعات DNA کوچک تر نسبت به قطعات بزرگ تر 
سریع تر حرکت می کنند و در نتیجه جداسازی بر اساس اندازه صورت می گیرد. 

1. Well
2. Loading
3. Lane



PCR الفبای 156

به عبارتی نوعی عمل غربالگری صورت می پذیرد.
با توجه به تعداد مولکول های متفاوت موجود در یک نمونه ی بارگذاری 
شده، در هر مسیر خط هایی به شکل نوار یا باندها1 دیده می شوند. اگر نمونه 
حاوی فقط یک جزء باشد، فقط یک باند دیده می شود. اگر جداسازی به خوبی 
انجام نشود همپوشانی در باندها اتفاق می افتد و اجزای نمونه به صورت یک 

لکه ی گسترده ظاهر2 می شوند. 
جهت تشخیص اندازه ی دقیق مولکول های اسید نوکلئیکی جداشده، همزمان 
بر روی ژل از نشانگرها یا مارکرهای3 اندازه ی وزن مولکولی استفاده می شود. 
این مارکرها حاوی مخلوطی از مولکول های با وزن مولکولی و اندازه ی مشخص 
هستند و جهت مشخص نمودن و اطمینان از اندازه قطعات DNA و نیز تعیین 
غلظت آن ها مورد استفاده قرار می گیرد. فاصله ی حرکت یک باند با لگاریتم 

اندازه ی مولکول نسبت معکوس دارد )شکل 3-1(.   

1. Band
2. Smear
3. Marker, Ladder
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شکل 1-3: نشانگر اندازه  یا مارکر 100bp از شرکت فرمنتاس را نشان می دهد. 

روش های الکتروفورز دارای محدودیت ها و مشکلاتی می باشد. به عنوان 
مثال از آن جایی که عبور جریان الکتریسیته از ژل سبب ایجاد گرما می شود، ممکن 
است ژل ها در اثر حرارت ایجاد شده ذوب شوند. بنابراین الکتروفورز در محلول های 
بافری انجام می شود که تا حد ممکن تغییرات pH را در میدان الکتریکی کاهش 
 RNA و DNA دهد. اهمیت این موضوع به این دلیل است که بار مولکول های
به pH بستگی دارد. ضمناً انجام الکتروفورز طولانی مدت و استفاده ی مجدد از 
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بافرها، سبب از دست رفتن قدرت بافری محلول می شود.   

2-3( عوامل مؤثر بر حرکت مولکول ها در الکتروفورز
عوامل مختلفی بر سرعت حرکت مولکول ها مؤثر است که شامل موارد 

زیر می باشند:
v بار الکتریکي و شدت جریان الکتریکی: در الکتروفورز سرعت حرکت 
مولکول ها رابطه ی مستقیم با اختلاف پتانسیل یا ولتاژ اعمال شده دارد. 
قانون اهم در الکتروفورز از اهمیت زیادي برخوردار است. هر چه ولتاژ 
کوچک تر  قطعات  به  نسبت   DNA بزرگ تر  قطعات  یابد،  افزایش 
سریع تر حرکت می کنند. به همین دلیل، بهترین تفکیک شدن قطعات 
حدود kb 2 در به کارگیری ولتاژ حدود 5 ولت به ازای هر سانتی متر 

ژل )منظور فاصله ی بین دو الکترود و نه طول ژل( حاصل می شود. 
� در قانون اهم (V=IR)؛ V ولتاژ یا اختلاف پتانسیل برحسب ولت، 
I شدت جریان برحسب آمپر و R مقاومت بر حسب اهُم است. معادله 
فیزیکي دیگر که از اهمیت برخوردار است، معادله توان )P( است. این 
معادله )P=VI( مقدار حرارت ایجادشده در حین الکتروفورز را مشخص 

مي کند. 
این حرارت ایجادشده بر اثـر مقاومـت الکترودها، بافر مورد اسـتفاده و 
ژل می باشد و به گرماي ژول موسوم است. منابع الکتریکي1 مورد استفاده 
در الکتروفورز، ایجاد جریان مستقیم مي کنند و معمولًا یکي از پارامترهاي 
1. Power Supply 
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الکتریکي، یعني جریان، اختلاف پتاتسیل یا توان را ثابت نگاه مي دارند. بر 
اساس نوع بافر به کار رفته و پارامتر الکتریکي که ثابت نگاه داشته مي شود، 
گرماي ژول در حین انجام الکتروفورز ممکن است کاهش یا افزایش یابد. 
انتخاب نوع پارامتر ثابت در منبع الکتریکي در حین الکتروفورز، با در نظر 
گرفتن متغیرهاي مختلفي صورت مي پذیرد. معمولًا پروتئین ها با جریان ثابت 
الکتروفورز مي شوند، در حالي که الکتروفورز اسیدهاي نوکلئیک با ولتاژ ثابت 
انجام مي شود. اصولًا براي حفظ تکرارپذیري، ثابت نگاه داشتن حرارت در تمام 
مراحل الکتروفورز بسیار مهم است. وقتي که حرارت در تمام نقاط ژل به صورت 
یک دست نباشد، حرکت یک نمونه به صورت مستقیم و صاف نیست و حالت 
انحنا به خود می گیرد. ضمناً به دلیل تفاوت دمایی در سطح بستر، نمونه هایی 

که در میانه ی ژل قرار دارند از نمونه های کناری ژل سریع تر حرکت می کنند.
� در الکتروفورز نوع پالسی (PFGE) 1 جریان در محفظه ی الکتروفورز 
به صورت متناوب و دوره ای عکس می شود. این کار سبب جداسازی 
قطعات بزرگ DNA در حد 50 هزار تا 5 میلیون باز می شود که در 
الکتروفورز معمولی صورت نمی گیرد. این روش به دو صورت تک جهتی 

و دوجهتی انجام می شود.
� در الکتروفورز پالسی تک جهتی، میدان الکتریکی در فواصل زمانی 
معین قطع  شده و دوباره برقرار می شود. هنگامی که میدان برقرار 
است مولکول DNA در جهت میدان حرکت می کند. بـا قطع شدن 

1. PFGE: Pulsed Field Gel Electrophoresis
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جریان الکتریکی، حرکت DNA متوقف شده و DNA فرصت می یابد 
تا به شـکل فضایی خاص خود درآید، ولی با برقراری مجدد جریان 
حرکت مولکول آغاز می شود. در زمانی که میدان الکتریکی برقرار نیست 
همه ی مولکول ها فرصت نمی کنند به طور کامل به شکل فضایی خود 
درآیند. هرچه مولکول کوچک تر باشد سریع تر می تواند به شکل فضایی 
خود درآید و از آن خارج شود. بر این اساس می توان مولکول های 
نسبتاً بزرگ را از هم تفکیک کرد. با استفاده از این روش می توان 
مولکول هایی تا اندازه 400 کیلو جفت باز را از هم تفکیک کرد. از 
این روش الکتروفورز در آنالیز ژن های بزرگ نظیر ژن کدکننده پروتئین 
دیستـروفین که در پیـدایش بیـماری دیـستروفی عـضلانی نقـش دارد، 

استفاده می شود.
�  در روش پالـسی دوجـهتی، از دو مـیدان الکتریـکی که برهـم عمـود 
هستند، در فواصل زمانی معین به طور متناوب اسـتفاده می شود. یکی 
از این میدان ها در جهت بالا به پایین و دیگری در جهت چپ به راست 
قرار دارد. مولکول های DNA پس از آن که تحت تأثیر میدان اول حرکت 
کردند، در اثر میدان دوم 90 درجه تغییر جهت داده و حرکت می کنند. در 
اثر این روش مولکول های DNA با یک حـرکت چرخشی خود، در 
طول ژل به صورت زیگزاگ حرکت می کنند. در این روش هم می توان 
مولکول های بسیار بزرگی در اندازه بین 20 هزار تا 2 میلیون جفت باز 

را از هم تفکیک کرد.
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 ،1 )FIGE(در روش دیگری به نام الکتروفورز در میدان الکتریکی معکوس
جهت میدان الکتریکی در فواصل زمانی معین، معکوس می شود. در این روش 
برای تفکیک مولکول های کوچک از دامنه های زمانی کم استفاده می شود، یعنی 
میدان الکتریکی به طور متناوب به مدت 0/5 ثانیه در جهت مستقیم و به مدت 
0/25 ثانیه در جهت مخالف برقرار می شود. در مورد مولکول های بزرگ تر از 
زمان های بیشتر، 3 ثانیه به جلو و 1 ثانیه در جهت مخالف استفاده می شود. با این 
روش می توان مولکول هایی تا اندازه 800 کیلو جفت باز را از هم تفکیک کرد.

v اندازه و وزن مولکولي: هر چه اندازه ی مولکول کمتر و یا مولکولی 
سبک تر باشد، با سهولت بیشتری می تواند از لابه لای مولکول های 
شبکه ی بستر عبور نماید و در نتیجه سریع تر حرکت می کند. بنابراین 
قطعات DNA کوچک تر نسبت به قطعات بزرگ تر، سریع تر حرکت 

می کنند.
v شکل فضایي مولکول ها: هر چه مولکول پیچیدگی کمتری داشته باشد 
سریع تر در میدان الکتریکی حرکت می کند. یک مولکول پلاسمید حلقوی 
باز شده نسبت به پلاسمید، دارای پیچش کمتری است و در نتیجه 
آهسته تر حرکت می کند. به عبارتی گرچه این پلاسمیدها دارای وزن 
مولکولی مشابه و یکسانی هستند اما به دلیل تفاوت شکل فضایی، سرعت 
حرکت متفاوتی دارند. شکل 2-3 حرکت پلاسمید در شکل های مختلف 

در ژل گار را نشان می دهد.

1. FIGE: Field Inversion Gel Electrophoresis
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شکل 2-3: پلاسمید دارای پیچش دارای سرعت حرکت بیشتر از پلاسمید خطی شده و حلقوی 
فاقد پیچش می باشد.

v سیستم های بافری و pH: با توجه به اساس الکتروفورز بر پایه ی تفاوت 
بارها، pH محیطی که مولکول ها در آن حرکت می کنند باید ثابت نگه 
داشته شود. تغییر در pH سبب تغییر در بارهای الکتریکی مولکول ها و 
در نتیجه تغییر در حرکت مولکول ها در یک میدان الکتریکی می شود. 
بنابراین باید از محلول هایی با قدرت بافری بالا و قدرت یونی مناسب 
استفاده کرد تا pH ثابت بماند. اگر از آب به عنوان محلول الکتروفورز 
استفاده شود چون آب الکترولیز شده در آند یون هاي +H و در کاتد یون هاي 
-OH ایجاد مي کند، pH متغیر خواهد بود و ممکن است حتی حرکت 

مولکول ها انجام نشود. ضمناً اگر از بافرهای با مولاریته ی بالا استفاده 
شود به دلیل گرمای ایجاد شده، منجر به مشکلاتی مانند خراب شدن 
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بستر )ذوب شدن ژل( می شود.
v غلظت ژل: غلظت های بالای ژل سبب جداسازی بهتر مولکول های 
DNA کوچکتر می شود در حالی که ژل های با غلظت کمتر سبب جداسازی 

قطعات بزرگ تر می شود.

3-3( بسترهای1 ژلی جهت الکتروفورز
دو نوع رایج ژل برای الکتروفورز شامل ژل های آگارز و پلی اکریل آمید 

می باشند.
1-3-3( ژل های آگارز2

آگارز پراستفاده ترین بستر برای جداسازی قطعات اسید نوکلئیکی است؛ 
زیرا آگارز غیرسمی است، به سرعت تهیه می شود و برای جداسازی مولکول ها 
با اندازه های متفاوت استفاده می شود. با استفاده از غلظت های متفاوت آگارز 
می توان اندازه ی حفرات ژل را کنترل نمود و جداسازی مولکول ها در اندازه های 
مختلف را تسهیل نمود. مهاجرت اسیدهای نوکلئیک بر روی ژل های آگارز 

همچنین متأثر از نوع بافر به کار رفته و نیز ولتاژ است.  
آگارز از جلبک هاي دریایي استخراج مي شود که به صورت پودر خشک 
تجاري قابل تهیه است. آگارز یک ترکیب پلی ساکاریدی خطی است که از 
واحـدهای قنـدی آگاروبیـوز3 که شامـل واحـدهای مکرر مشـقات قنـد 

1. Matrix
2. Agarose
3. Agarobiose
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گالاگتوز1 می باشد، تشکیل شده است. آگارز در آب سرد نامحلول است اما به 
آسانی در آب جوش حل می شود و موقع سرد شدن یک شبکه ی سه بعدی با 

پبوندهای غیرکووالان را می سازد. 
دو نوع اصلی آگارز عبارتند از آگارز استاندارد و آگارزهای با دمای ذوب 
پایین )LM(2 . آگارز استاندارد در دمای بالای حدود C° 85 ذوب می شود. این 
 PCR و بررسی محصولات DNA نوع ژل ها برای شناسایی اندازه ی قطعات
استفاده می شود. آگارزهای LM برای بازیابی قطعات DNA پس از الکتروفورز 
استفاده می شود. دمای ذوب آن ها C° 65/5 است که پایین تر از نقطه ی ذوب 

بیشتر اسیدهای نوکلئیک است و مانع تخریب این مولکول ها می شود.
جهت تهیه ی ژل آگارز، درصد مناسبی از پودر آگارز را در بافر مناسب ریخته 
و به وسیله گرما ذوب مي کنند. تهیه ژل مزبور به مراتب سریـع تر و آسان تر از ژل 
پلی اکریل آمید بوده و هزینه کمتری را در بر  می گیرد. معمولًا برای تفکیک قطعات 
بزرگ DNA )بزرگ تر از 500 جفت باز( در صورتی که هدف صرفاً بررسی کیفی 
و تفکیک باشد، استفاده از ژل آگارز انتخاب اول است. قدرت تفکیک ژل های 
مزبور ارتباط مستقیمی با غلظت آن ها دارد. برای مثال، برای تفکیک قطعاتی 
به اندازه 100 جفت باز از آگارز 3 درصد و برای قطعات حدود 2000 جفت 
باز از آگارز 0/8 درصد استفاده می شود. جدول 1-3 قدرت جداسازی قطعات 

DNA در ژل های آگارز با درصدهای مختلف را نشان می دهد.

1. 1,3-linked -D-galactopyranose, 1,4-linked 3,6-anhydro- -L-galactopyranose
2. LM: Low Melting Point Agarose
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جدول 1-3: قدرت جداسازی مولکول های DNA در غلظت های مختلف آگارز

2-3-3( ژل های پلی اکريل آمید1
پلی اکریل آمید یک پلیمر از مولکول های آکریل آمید است که قدرت تفکیک 
 .)10-3000  bp( را ایجاد می کند DNA پذیری بسیار بالایی برای مولکول های
در این ژل می توان حتی تفاوت اندازه در حد یک جفت باز را تشخیص داد. 
الکتروفورز ژل پلی اکریل آمید )PAGE( 2 برای پروتئین ها نیز استفاده می شود. 
اندازه ی حفرات در این گونه ژل ها با غلظت های اکریل آمید و بیس اکریل آمید 

کنترل می گردد.
1. Polyacrylamide
2. PAGE: Poly Acrylamide Gel Electrophoresis
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اکریل آمید یک ماده ی سمی تأثیر گذار بر سیستم عصبی1 می باشد و در 
هنگام تهیه ی آن باید احتیاطات لازم را رعایت نمود.

مونومرهای اکریل آمید به واسطه ی مونومرهای بیس اکریل آمید که پیوندهای 
عرضی بین آن ها را می سازند پلیمر می شوند. با استفاده از درصدهای مختلف 
این مواد می توان درصد پلیمریزاسیون را کنترل نمود. واکنش پلیمر شدن و ایجاد 
ژل اکریل آمید نیاز به فعال کننده و شروع کننده دارد که تیمید )TEMED( 2 و 

آمونیوم پرسولفات )APS( 3 به ترتیب این نقش ها را ایفا می کنند.
در روش های قدیمی تعیین توالی DNA )مانند ماکسام- گیلبرت4 یا سنگر5( 
از ژل های پلی اکریل آمید برای جداسازی قطعات DNA که حتی در یک باز 
متفاوت بودند استفاده می شد. در روش های جدید تعیین توالی معمولًا از ژل های 
آگارز استفاده می شود. از ژل های اکریل آمیدی بیشتر در ایمنی شناسی و یا بررسی 
پروتئین ها استفاده می شود. پس از PAGE، پروتئین ها به یک غشای نایلونی 
یا نیتروسلولزی منتقل می شوند و بررسی های بعدی مانند وسترن بلاتینگ6 

)واکنش با یک آنتی بادی( بر روی غشا انجام می شود.     

1. Neurotoxin
2. TEMED: N,N,N’,N’-Tetramethylethylenediamine
3. APS: Amonium Persulfate 
4. Maxam-Gilbert
5. Sanger
6. Western blot
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4-3( بافرها
رایج ترین بافرهای الکتروفورز جهت اسیدهای نوکلئیک بافرهای تریس 
استات )TAE( 1 و تریس بورات )TBE( 2 می باشند. TAE نسبت به TBE دارای 
 DNA قدرت بافری کمتری است؛ اما امکان بیشتر تفکیک قطعات بزرگ تر
را فراهم می کند. به عبارتی در ولتاژ پایین و زمان بیشتر، به نتیجه ی بهتری 
منجر می شود. بورات موجود در TBE می تواند پلی مریزه شده و یا با مولکول های 
RNA واکنش دهند. بنابراین بهتر است از بافرهای تازه استفاده کرد. جدول 3-2 
مقایسه ی خصوصیات دو بافر TAE و TBE را نشان می دهد و در جدول 3-3 

ترکیبات این دو بافر آورده شده است.
استفاده از بافرهای لیتیم بورات )LB(3 برای جداسازی قطعات بر روی ژل 
آگارز که حتی در یک باز متفاوت هستند پیشنهاد می شوند. برای الکتروفورز از 

همان بافری استفاده می شود که ژل در آن تهیه شده است. 
ژل های آگارز قلیایی4 با افزودن هیدروکسیدسدیم به بافر تهیه می شوند 

که برای بررسی قطعات DNA تک  رشته ای مناسب می باشند.

1. TAE: Tris Acetate EDTA
2. TBE: Tris Borate EDTA
3. Lithium borate
4. Alkaline agarose gels
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 TBE و TAE جدول 2-3: خصوصیات بافرهای

TBE و TAE جدول 3-3: مواد تشکیل دهنده ی بافرهای

5-3( مشاهده و آشکارسازی ژل ها
پس از اتمام الکتروفورز، مولکول های ژل باید رنگ آمیزی شوند تا قابل 
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مشاهده شوند. رایج ترین رنگ های مورد استفاده شامل موارد زیر هستند:
 DNA 1: این رنگ وارد ساختار مولکول های(EtBr) 1. اتیدیوم برماید
شده و در نور فرابنفش به صورت فلورسنس دیده می شود. معمولًا 
DNA در حد ng 20 قابل مشاهده است. البته EtBr به عنوان یک 
ماده ی سرطان زا شناخته شده است و استفاده از مواد ایمن تر ارجحیت 

دارد. 
2. سایبرگرین2: رنگی بسیار گران است که حدود 25 برابر اتیدیوم 
برماید حساس تر است و دارای ایمنی خوبی است و اثرات سرطان زایی 
آن گزارش نشده است. نوع دیگری از این رنگ به نام سایبر سیف3 است 
که دارای بی خطری بیشتری می باشد. سایبرگرین با تمایل کمتری به 

مولکول های اسیدنوکلئیک تک رشته مانند RNA متصل می شود.
از آن جایی که DNA رنگ شده با EtBr در نور مرئی قابل مشاهده نیست، 
DNA با یک بافر دارای بار منفی )بافر بارگذاری(4 مخلوط می شود و سپس در 
حفرات ژل ریخته می شود. این بافرها دارای رنگ های نشانگر5 و قابل مشاهده 
در نور مرئی هستند و می توان حرکت مولکول ها در ژل را ردیابی نمود. ضمناً 
 DNA حاوی گلیسرول و یا ساکاروز که سبب افزایش دانسیته ی مولکول های

1. EtBr: Ethidium Bromide
2. SYBR Green
3. SYBR Safe
4. Loading buffer
5. Tracking dye
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شده که سبب می شود نمونه در کف حفرات قرار گیرند و از پخش شدن آن ها 
در بافر ژل ممانعت می کنند. 

در صورتی که نیاز بـه تفکیک DNA به صورت تک  رشته ای باشد، از مواد 
واسرشت کننده نظیر اوره، فرمالدئید یا فرمامید و یا هیدروکسیدسدیم در بافرهای 
الکتروفورز و بارگذاری استفاده می شود. به این نوع ژل ها، ژل واسرشت کننده 
یا دناتوره  گفته می شود. چنین ژل هایی پیچ و تاب های اسیدهای نوکلئیک را 
از هم باز کرده و بنابراین تفکیک مولکول ها فقط بر اساس طول و مستقل از 
ساخـتار فضایی انجـام می شـود. در این ژل ها مولکـول های کوچـک تر در 
مقایسـه با مولکول های بزرگ تر سریع تر حرکت کرده و مسافت بیشتری را 

طی می کنند. 
مهم ترین رنگ های مورد استفاده در بافر بارگذاری شامل زایلن سیانول1 و 
بروموفنل بلو2 می باشند. این رنگ ها دارای سرعت مشابه با DNA به ترتیب 
در اندازه های bp 5000 و 300 می باشند. رنگ های دیگر شامل کرزول رد3 و 
ارنج جی4 هستند که در اندازه ی حدود bp 125 و 50 قرار می گیرند. جدول 
4-3 ترکیبات تشکیل دهنده ی بافر بارگذاری DNA را نشان می دهد. میزان 
پایین آمدن رنگ ها و DNA در مقایسه با مارکـر به درصـد ژل بسـتگی دارد. 

جدول 5-3 حرکت رنگ های نشانه را روی ژل های مختلف نشان می دهد.

1. Xylene cyanol
2. Bromophenol blue
3. Cresol Red
4. Orange G
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DNA جدول 4-3: ترکیبات تشکیل دهنده ی بافر بارگذاری
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جدول 5-3: حرکت تقریبی رنگ های بروموفنل بلو و زایلن سیانول در مقایسه با مارکر 
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از ژل رنگ شده با استفاده از دستگاه ژل داک 1 می توان عکس تهیه نمود 
و نتایج را بررسی کرد )شکل 3-3(.

شکل 3-3: یک نوع سیستم ژل داک را نشان می دهد.

برای رنگ آمیزی می توان، رنگ را حین ساختن ژل به آن افزود و یا پس 
از اتمام الکتروفورز، ژل را در محلول رنگ )به مدت 30-15 دقیقه( قرار داد. 
استفاده از روش اول، آسان تر است اما از آن جایی که رنگ سبب تغییر جزیی در 
حرکت مولکول ها می شود روش دوم در تعیین اندازه ی قطعات دقیق تر است.  
اگر مولکول های اسید نوکلئیکی جداشده دارای رادیواکتیویته باشند می توان 
 ،DNA با تهیه ی رادیوگرام نتایج را حفظ نمود. یکی دیگر از راه های مشاهده ی

1. Gel Doc
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ساترن بلاتینگ1 یا انتقال DNA به یک غشای نیتروسلولزی و استفاده از 
پروب های نشاندار است. رنگ آمیزی ژل های اکریل آمید با نیترات نقره نیز 

یکی از روش های آشکارسازی DNA می باشد.

6-3( بررسی الکتروفورز
 DNA .تابانده می شود )UV( پس از الکتروفورز، به ژل نور ماورای بنفش
رنگ آمیزی شده به صورت درخشان دیده می شوند )شکل 4-3(. معمولًا ابزار 
تأمین نور، مجهز به دستگاه های عکس برداری نیز می باشد. با توجه به احتمال 
آسیب رسانی نور UV برای انسان، نوردهی باید در محفظه های بسته انجام 
شود و برای نگاه کردن از ماسک و عینک مخصوص استفاده نمود. اگر قرار 
است بعد از مشاهده، DNA از ژل جدا شده و برای کارهای دیگری مانند 
کلونینگ استفاده گردد باید زمان تابش نور به آن در حداقل ممکن باشد تا از 

تخریب مولکول DNA جلوگیری شود.  

شکل 4-3: قطعات DNA الکتروفورز رنگ آمیزی شده با EtBr در زیر نور UV به صورت 
نوارهای درخشان دیده می شوند.

1. Southern blotting
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7-3( تهیه ژل آگارز
1-7-3( ابزار و مواد لازم جهت تهیه ی ژل آگارز و الکتروفورز 

1. منبع مولد برق1.
2. تانک یا محفظه ی الکتروفورز افقی )شکل 3-5(.

3. سیـنی قالب بندی )قالب( ژل2: در اندازه هـای مختلف و از جنـس 
پلاستیک شفاف که نور UV را عبور می دهد، وجود دارند و به صورت 
یک سطح مسطح است که دو دیواره مقابل دارد و برای قالب زدن 
ژل، دو دیواره ی باز آن با چسب نواری موقتاً مسدود می شود و پس از 
ریختن و بستن ژل، قبل از الکتروفورز حذف می شوند )شکل 3-6(. 

4. شانه های نمونه3: برای ایجاد حفره یا چاهک در ژل استفاده می شود 
)شکل 3-6(.

5. بافر الکتروفورز.
6. بافر بارگذاری.

.EtBr 7. رنگ مانند
8. منبع نور UV 4 یا ژل داک )شکل 3-7(.

1. Power supply
2. Gel casting trays
3. Sample combs
4. Transilluminator
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شکل 5-3: محفظه ی الکتروفورز افقی

شکل 6-3: سینی و شانه برای تهیه ی ژل

UV شکل 7-3: منبع نور
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2-7-3( طرز تهیه ی ژل آگارز
قالب ژل را با تنظیف بدون پرز و آغشته به اتانول 70% تمیز کرده و دو 

انتهای باز آن را با چسب نواری مسدود نمایید.
شانه ای با دنده های مناسب روی قالب قرار دهید. دقت شود که راستای 
شانه عمود بر دیواره ی قالب باشد و قالب بر روی یک سطح صاف تراز شده 

قرار گیرد.
بر اساس درصد و حجم قالب از پودر آگارز به بافر الکتروفورز اضافه نمایید. 
به عنوان مثال اگر قرار به تهیه ی ژل 1% در قالبی به گنجایش ml 40 باشیم 

باید g 0/4 از پودر آگارز را به ml 40 بافر اضافه نماییم.
مخلوط آگارز در بافر را به صورت غیرمستقیم حرارت داده تا آگارز در بافر 
ذوب شود و مخلوط به صورت شفاف درآید. می توان از میکرو ویو نیز استفاده 

کرد.
قبل از انجماد ژل و بعد از کمی سرد شدن، رنگ به ژل افزوده شده و مخلوط 
 10 mg/ml 1 از محلول µl ،10 ژل ml شود )به عنوان مثال به ازای هر

اتیدیوم بروماید کافی است(. 
بلافاصله مخلوط در قالب ریخته شود. سعی شود که حباب در ژل ایجاد 
نشود. بهتر است تا انجماد ژل، جهت حفظ فعالیت رنگ، دور از نور قرار گیرد. 
پس از منجمد شدن ژل، چسب های دو طرف جدا شده و ژل درون تانک 
پر از بافر الکتروفورز قرار داده شود. دقت شود که سطح ژل باید با بافر پوشانده 
شود. ژل را می توان درون یک کیسه ی پلاستیکی برای ممانعت از خشک 
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شدن برای مدتی در یخچال نگه داری نمود و بعد استفاده نمود.  
بارگذاری مخلوط نموده و به مقدار  بافر  با  بارگذاری  نمونه ها را جهت 
مناسب )با توجه به حجم چاهک و غلظت نمونه ها( در چاهک های ژل بریزید. 
جهت مخلوط نمودن باید به غلظت و نسبت پیشنهادی برای بافر بارگذاری 
توجه کرد. معمولًا این بافرها به صورت 6X تهیه می شوند. بنابراین می توان 
µl 5 نمونه را با µl 1 از بافر بارگذاری مخلوط کرد. مخلوط نمودن را می توان 

درون میکروتیوب و یا بر روی یک نوارچسب و یا پارافیلم تمیز انجام داد. 
تانک الکتروفورز را به منبع مولد برق وصل نموده و ولتاژ را تنظیم نمایید. 
به جهت قرار دادن نمونه ها توجه شود. نمونه ها باید در سمت قطب منفی قرار 

گیرند که معمولًا با رنگ سیاه مشخص می شود.
وقتی رنگ نشانگر حدود  طول ژل را پیمود، ژل را از بافر خارج نموده 
و نتیجه را با نور UV مشاهده و بررسی کنید. در صورت عدم استفاده از رنگ 
در مرحله ی درست کردن ژل، می توان ژل را در آخر در ظرف حاوی بافر دارای 

رنگ به مدت 30-15 دقیقه به آرامی تکان داد تا رنگ آمیزی انجام شود. 
شکل 8-3 مراحل تهیه ی ژل آگارز را نشان می دهد.
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تهیه ی بافر 
   

توزین آگارز
  

افزودن آگارز به بافر و حرارت دادن

    

افزودن رنگ به ژل
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ریختن ژل درون سینی و قالب ژل

   گذاشتن شانه جهت درست کردن 
چاهک ها

   برداشتن شانه پس از منجمد شدن ژل

   ریختن بافر در محفظه ی الکتروفورز
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   بارگذاری نمونه های مخلوط شده با 
بافر بارگذاری

   اتصال جریان برق

   جداشدن رنگ های نشانگر

   مشاهده ی ژل در زیر نور UV و 
تهیه ی عکس

شکل 8-3: مراحل تهیه ژل آگارز
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8-3( تهیه ی ژل پلی اکریل آمید
و  پلی اکريل آمید  ژل  تهیه ی  جهت  لازم  مواد  و  ابزار   )3-8-1

الکتروفورز
1. تانک یا محفظه ی الکتروفورز عمودی )شکل 3-9(.

2. منبع مولد برق.
3. صفحات شیشه ای، شانه و فضاسازهای1 مخصوص قالب بندی )قالب( 

ژل )شکل 3-10(.
4. بافر الکتروفورز.
5. بافر بارگذاری.

6. بافر 30% آکریل آمید: بیس اکریل آمید )1:29(.
7. آمونیوم پرسـولفات )APS( 10% )تازه تهیه شده(.

)TEMED( 8. تیمید
9. اوره )برای ژل دناتوره(.

شکل 9-3: محفظه ی الکتروفورز عمودی

1. Spacer 
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شکل 10-3: صفحات شیشه ای، شانه و فضاسازهای مخصوص قالب بندی )قالب( ژل

جدول6-3: درصد پیشنهادی درصد آکریل آمید براي جداسازی DNA با اندازه هاي مختلف

2-8-3( طرز تهیه ی ژل اکريل آمید
 صفحات شیشه ای، شانه ها و فضاسازها را با آب و مایع ظرفشویی . 1

بشویید و سپس با تنظیف بدون پرز و آغشته به اتانول 70 % تمیز کنید.



PCR الفبای 184

 قالب ژل را آماده کرده و جهت جلوگیری از نشت، با گیره محکم . 2
کنید و اطراف آن را با آگارز 1% به دقت درزگیری نمایید.

 حجم ژل را با اندازه گیری طول وعرض قالب مشخص نمایید )قطر . 3
ژل وابسته به قطر فضاسازها است(. 

 بسته به درصد ژل موردنظر، آکریل آمید و بیس آکریل آمید و آب . 4
مقطر را داخل لوله تمیز بریزید )جدول 3-6(. 

 اگر قرار باشد الکتروفورز به صورت دناتوره انجام شود باید ماده ی . 5
دناتوره کننده، مانند اوره )8-6 مولار( یا فرمامید )70%( به این مخلوط 

اضافه شود. 
 تیمید و APS را به لوله ی واکنش اضافه کنید.. 6
 مخلوط را به آرامی در قالب ریخته و سعی کنید که حباب هوا وارد آن . 7

نشود. 
 به آرامی شـانه را داخـل قالـب قرار دهـید تـا بعد از پلـی مریزه شدن . 8

ژل، درون آن چاهک هایی جهت نمونه گذاری ایجاد شود. 
 بعد از پلی مریزه شـدن به آرامی شانه را درآورده و چاهک ها را با آب . 9

بشویید تا اگر مونومرهای پلی مریزه نشده هنوز وجود دارد شسته شوند.
 گیره پایینی را باز کنید و فضاساز پایینی را از قالب خارج کنید.. 10
گیره های طرفین را باز کرده و دستگاه را طوری داخل تانک مخصوص . 11

قرار دهید که قسمت بریده شده ی شیشه رویی به سمت محفظه بالایی 
)تانک فوقانی( قرار گیرد. 
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شیشه های قالب را با نصب گیره های مخصوص به طرفین تانک، ثابت . 12
نمایید. 

 محفظه های بالا و پایین تانک را با بافر )TAE یا TBE( پر نمایید، . 13
به طوری که بافر روی چاهک ها را بپوشاند. چنانچه بین دو شیشه ی 
قالب که در محفظه پایینی تانک قرار دارد حباب هوا مشاهده می شود، 
با یک سرنگ پر از بافر که دارای سر سوزن کج است حباب هوا را بیرون 

کنید تا مانع جریان الکتریکی نشود و الکتروفورز به خوبی انجام گیرد.
 نمونه ی DNA را بـا بافـر بار گـذاری مخلوط کرده و توسط سرنگ . 14

هامیلتون یا سر سمپلر بلند در حفرات بریزید. برای الکتروفورز دناتوره؛ 
به بافر بارگذاری ماده ی دناتوره کننده )اوره 8 مولار( افزوده می شود و 
جهت دناتوراسیون کامل، نمونه ها برای مدت 5 دقیقه تا C°90 حرارت 

داده می شوند.  
 محفظه بالایی تانک را به قطب منفی و محفظه پایینی را به قطب مثبت . 15

منبع تغذیه وصل کرده و جریان برق )ولتاژ ثابت، V/cm 5( را برقرار کنید. 
 بعد از خاتمه الکتروفورز )وقتی رنگ نشانه به پایین ژل رسید( جریان . 16

برق را قطع کرده و شیشه را از تانک جدا کنید. با یک تیغه ی فلزی 
نازک به آرامی بین دو شیشه فشار آورید تا دو شیشه از هم جدا شوند. 

 ژل به یکی از دو شیشه می چسبد. سپس ژل را رنگ آمیزی نمایید.. 17
ــان  ــکل 11-3 نحوه ی بارگذاری نمونه ها بر روی ژل اکریل آمید را نش ش

می دهد.
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شکل 11-3: بارگذاری نمونه ها در حفرات ژل عمودی

3-8-3( رنگ آمیزی ژل اکريل آمید
1-3-8-3) رنگ آمیزی با اتیدیوم برماید

رنگ آمیزی ژل اکریل آمید با EtBr مانند روشی است که برای رنگ آمیزی 
ژل آگارز پس از الکتروفورز توضیح داده شد. ژل را به آرامی داخـل بافر حاوی 
10μg/μl اتیدیوم بروماید قرار دهید و پس از 15 دقیقه ژل را با نور UV بررسی 

نموده و نوارهای DNA را مشاهده کنید.
در حین کار با این رنگ باید به نکات ایمنی زیر توجه نمود.

این ماده موتاژن و سرطان زاست و از طریق پوست، چشم و دستگاه تنفسي 	•
مي تواند نفوذ کند. بنابراین هنگام کار با اتیدیوم بروماید باید از دستکش هاي 

پلاستیکي و عینک هاي محافظ و ماسک استفاده کرد. 
توزین اتیدیوم بروماید حتماً باید در مکان بسته بدون جریان شدید هوا با 	•
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استفاده از ماسک و دست کش دو لایه انجام شود. 
زباله هاي آلوده به اتیدیوم بروماید، بافرها، ژل هاي آلوده، دست کش و سایر 	•

لوازم آلوده به طور مجزا دفع شوند. 
در صورتي که لباس یا پوست به اتیدیوم بروماید آغشته شود، باید فوراً لباس 	•

آلوده را از تن خارج کرد و پوست را با مقدار فراوان آب و صابون شستشو داد. 
در صورت آلوده شدن چشم باید آن را با آب فراوان به مدت حداقل 15 	•

دقیقه شستشو داد. 

2-3-8-3) رنگ آمیزی با نیترات نقره
این روش دارای حساسیت بالاتری نسبت به رنگ آمیزی با اتیدیوم برماید 

می باشد.

مواد لازم:
محلول تثبیت کننده: اتانول 10% ؛. 1
محلول اسید نیتریک 0/65% ؛. 2
محلول نیترات نقره 0/2% ؛. 3
4 . 2 μl( محلول ظاهر کننده: 3% کربنات سدیم و 0/020 فرمالدئید

فرمالدئید 37%(؛
محلول متوقف کننده: محلول 3% اسید استیک؛. 5
 تمام محلول های فوق در آب مقطر دوبار تقطیر و ترجیحاً دیونیزه تهیه شود.	•
 محلول نیترات نقره دور از نور نگه داری شود. 	•
 اکثر مواد به کار رفته سمی هستند و باید احتیاط لازم را رعایت نمود.	•
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روش کار:
ژل را به مدت 10 دقیقه در محلول تثبت کننده قرار دهید.. 1
ژل را به مدت 2 دقیقه در محلول اسیدنیتریک قرار دهید.. 2
ژل را 3 مرتبه با آب مقطر شستشو دهید.. 3
ژل را به مدت 4 دقیقه در محلول نیترات نقره قرار دهید و در این . 4

مدت دور از نور قرار دهید.
ژل را یک بار با آب مقطر بشویید. برای شستشوی بهتر به مدت 2 . 5

دقیقه ژل را در آب مقطر قرار دهید.
ژل را در محلول ظهور رنگ تا ظاهر شدن نوارهای سیاه رنگ )معمولًا . 6

بین 20-5 دقیقه( DNA  قرار بدهید. 
ژل را به مدت 3 دقیقه در محلول متوقف کننده قرار دهید. نوارهای . 7

DNA در نور معمولی به رنگ سیاه قابل دیدن هستند )شکل 3-12(.

شکل 12-3: رنگ آمیزی ژل اکریل آمید با نیترات نقره
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