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 مقدمه
  DNA  شده از خون، پایه ای برای مطالعات مولکولی،بیوتکنولوژی، ژنتیکی و پزشکی است و با پیشرفت استخراج

این روش، ابزار کلیدی برای درک بیماری ها، توسعه . فناوری های زیستی، اهمیت آن روزبه روز افزایش می یابد

  :آزمایشانجام این اهمیت .می روددرمان های هدفمند و کاربردهای قانونی و زیست فناوری به شمار 

خون برای شناسایی جهش های ژنتیکی، بررسی  از  DNAاستخراج :بیماری هاکاربرد در پزشکی و تشخیص  -1

پزشکی قانونی، در .می شودستفاده ا ) HIVو HPV مانند ویروس )عفونی بیماری های بیماری های ارثی، و تشخیص 

در استفاده .بیمارانساختار ژن ها و بررسی تغییرات ژنتیکی در مطالعه :مولکولیتحقیقات ژنتیکی و بیولوژی  -2

 .پروژه های ژنومیک برای مقایسه تنوع ژنتیکی بین جمعیت های مختلف

مکانیسم بررسی و زیستیژنتیکی، کلونینگ، و تولید داروهای اصلاح : کاربرد در بیوتکنولوژی و مهندسی ژنتیک -3

 .ژن هابیان 
رای تعیین هویت و اثبات ب  DNAاستخراج :و پزشکي قانوني خویشاوندیقرابت  تعیینو قضایي قانونیآزمایش های  -4

 .در موارد جنایی برای شناسایی مجرمان یا تشخیص بقایای انسانیاستفاده .خانوادگیروابط 



مولکولی شناسی زیست آزمایشگاه . فر فروهر فرزانه  

 DNAاساس روش های استخراج 
 .بر حلال و یا مبتنی بر فاز فاز جامد طراحی می شوندمبتنی  DNAروشهای استخراج  
 

Solution based method  : در روش های مبتنی بر حلال تکنیک نمک زدایی انجام می شوند(Salting Out.) 
 

Solid phase method  :راین تکنیک با استفاده از ذرات نامحلول بر پایه سیلیس، امکان خالص سازی دDNA فراهم

 .می گویند Silica column methodیا Column-based methodsمی شود و به آن  کالمن بیس متد 

را به وسیله فرآیندهای مانند جذب و شستشو از  DNAاز کیت های تجاری برای این روش استفاده می شود، که معمولاً 

سیلیکا جذب می شود و به  DNA.باشدستون استفاده شده در این تکنیک ستون سیلیکایی می .دیگر مواد جدا می کنند

 .مي گرددخالص پس از شستشو، 
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 نیازوسایل و مواد مورد 

 :ژنومی از خون انسان با استفاده از کیت عبارتند از  DNAوسایل استخراج  
  (Spin Columns)ستون های چرخشی

  (Collection tubes)لوله های جمع آوری

 K (K Proteinase)پروتئیناز آنزیم 

 (Lysis Buffer)بافر لیز 

 (Precipitation Buffer)بافر بارش 

 (Wash Buffer)بافر شستشوی یک 

 (Wash Buffer)بافر شستشوی دو 

  (Elution Buffer) بافر سشتشوی نهایی
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 (Wash Buffer)بافر شستشوی یک  (Precipitation Buffer)بافر بارش  (Lysis Buffer)بافر لیز 

 Kآنزیم پروتییناز   (Elution Buffer) بافر سشتشوی نهایی (Wash Buffer)بافر شستشوی دو 
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 :تجهیزات مورد نیاز
 

 )C°70)بلوک حرارتی یا حمام آب 

 (دور در دقیقه 12,000حداقل )میکروسانتریفیوژ 

 دقیقمیکروپیپت  یا سمپلرهای 

 سمپلررک 

 رک سر سمپلر

 میلی لیتری استریل 1.5لوله های میکروتیوب 

 نمونه خون تازه و تام
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 :هشدارها و اقدامات احتیاطی

  GLP (Good Loboratory Practice)هنگام انجام استخراج اسید نوکلئیک از نمونه های بیولوژیکی از قوانین 

 .کنید یرویپ

 .از تماس مواد و محلول های معرف کیت با پوست و چشم خودداری کنید

استفاده کنید هنگام کار با نمونه های بیولوژیکی از روش های توصیه  PPE1 قبل از استفاده از هر کیت استخراج از 

 .شده برای مواد خطرناک زیستی پیروی کنید

 :اصلی در این تکنیک عبارتند ازمراحل 

نمونه خون در طول انکوباسیون در دماهای مناسب و در دور و زمانهای مناسب سانتریفیوژ شده و در حضور بافر  -۱

 .لیز تجزیه میشود

 .کند.همزمان آنزیم پروتئیناز کی واکنش لیزشدن را تسریع می

 .محتویات پروتئینها و ترکیبات ناخواسته سلولها در شستشوهای مکرر حذف می شوند -2

۳- DNA  شده به غشای سیلیکایی متصل می شودآزاد. 

 . خالص سازی انجام می شودو  DNAبافر مخصوص شستشوی نهایی  سپس توسط  -4
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 .این تکنیک بر روی نمونه های خون تازه وفریز شده قابل اجرا می باشددر  DNAمراحل خالص سازی 

DNA  درجه سانتیگراد دیپ فریز شده و جهت انجام آزمایشات پایین دستی  -20استخراج شده در دمای منهای خالص

توالی و سایر تعیین  کلونینگ، ،تایم،ریل DNAتکثیر ، DNA،PCRبعدی از جمله بررسی و کنترل کیفی و کمی 

 .آزمایشات مولکولی مورد استفاده قرار می گیرد

 :جهت انجام این تکنیک بایستی شرایط زیر رعایت شود

 .ترجیحا از نمونه  تازه و تام خون استفاده کنید -

 .خون هپارینه توصیه نمی شود. جمع آوری شود EDTA(1mg/ml) خون باید درلوله های ضد انعقاد -

 .میتوان جهت استفاده در آزمایش نگهداری کرد -20°منفی  خون را در -

 .تمامی مراحل آزمایش را در دمای اتاق انجام دهید -

 .ستون های چرخشی استریل بوده و فقط قبل از استفاده بازشوند -

 



مولکولی شناسی زیست آزمایشگاه . فر فروهر فرزانه  

 

در ابتدا با روش فلبوتومی خون تازه و تام را در لوله حاوی ضد انعقاد 

قرار داده و چندین بار به آرامی لوله را سر و ته کنید تا مطمین شوید 

 :بافت خون هموژن می باشد سپس مراحل زیر را به دقت انجام دهید
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 کارروش 

را به  لوله  خالی کالکشن   kمیکرولیتر پروتئیناز 25 -1

 .اضافه کنید  (Collection tube)تیوب 

 .میکرولیتر خون تازه اضافه کنید 200 -2

 .میکرولیتر بافر لیز اضافه کنید 200 -3

مخلوط را به  DNAجهت تخریب سلولی و آزادسازی  -4

 .ثانیه ورتکس کنید 20مدت 

 دقیقه انکوبه کنید 10به مدت  C°70در  لوله را -5

 .دقیقه در دمای اتاق خنک کنید 2سپس به مدت  -6

میکرولیتر بافر بارش یا رسوب دهی اضافه کنید  200 -7

مرتبه مخلوط را اینورت یا سر و ته  5تا  3و به آرامی 

 .کنید



مولکولی شناسی زیست آزمایشگاه . فر فروهر فرزانه  

   spin columnمخلوط را سریعا به ستون چرخشی یا  -8

 1دور در دقیقه به مدت  12000انتقال دهید وبا سرعت 

 .دقیقه سانتریفیوژ کنید

میکرولیتر بافر  650:  جهت شستشوی ناخالصی ها -9 

پس از  .دقیقه سانتریفیوژ کنید 1اضافه کنید و  I شستشوی

سانتریفیوژبخش فیلتر شده را در ظرف  مشخص و با 

 .رعایت اصول بهداشتی اوت کنید

دقیقه  1اضافه  و  II میکرولیتر بافر شستشوی 600 -10

در دور و زمان قبلی سانتریفیوژ کنید و بخش فیلتر شده را 

 .دور بریزید

 12,000دقیقه با دور  3ستون چرخشی خالی را  -11

سانتریفیوژ کنید تا بافرشستشوی اضافی باقیمانده حذف 

 .شود و کالکشن تیوب را دور بریزید
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 5تا  3در این مرحله لوله ها را با درب بازبمدت  -12

دقیقه جهت تبخیرقطرات احتمالی الکل اتانل که در 

محلولهای قبلی استفاده شده وجود داشته بر روی هیتر 

 .بلوک یا در دمای محیط قرار دهید

 1.5ستون های چرخشی را بدقت به لوله های  -13

 .میکرولیتری تمیز انتقال دهید

میکرولیتر  DNA 70 -100سازی  جهت خالص -14

بافرگرم شده ایلوشن را از قسمت مرکزی به ستون 

 .چرخشی  اضافه کنید

پس DNAایلوشن به مرحله ای اطلاق می شود که در آن 

از شستشوی ناخالصی ها توسط بافر، از ستون جدا شده و 

این فرایند شرایط . به یک محلول انتقال داده می شوند

مناسبی را برای جدا شدن از سطح ستون و خالص سازی 

 .فراهم می کند

دقیقه در دمای  7تا  5درب لوله را بسته و حدود  -15

 .آزمایشگاه انکوبه کنید
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 جهت خالص سازی نهایی دی ان ای لوله را به مدت -16

 .سانتریفیوژ کنید 12000دقیقه با دور  1
 

در پایان سانتریفیوژ ستون چرخشی را دور ریخته و لوله 

زیرین که حاوی در ان ای خالص شده است را در دمای 

 .درجه سانتیگراد نگهداری کنید 20منهای 
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 تفسیر و تحلیل نتایج بدست آمده
 

 (DNA quality control) کنترل کیفیت دی ان ای

ماده ژنتیکی استخراج شده در این تکنیک  قابل نگهداری به روش استاندارد بوده و جهت کنترل و بررسی کیفیت و 

 .کمیت آن در جلسات آینده با روشهای استاندارد مورد بررسی قرار می گیرد

(Electrophoresis ) DNA quality control   

 :بررسی کیفیت به روش الکتروفورز ژل آگارز 

میکرولیتر دی ان  5تا  3با این تکنیک . جهت بررسی کیفیت و اندازه دی ان ای، الکتروفورز ژل آگاروز انجام می شود 

 .ای خالص شده، بر روی ژل آگاروز یک درصد الکتروفورز می گردد

 (Photometric determination of DNA concentration  )DNA quantity control 

جهت بررسی کمیت و غلظت دی ان ای توسط روش طیف سنجی نوری، با دستگاه اسپکتروفوتومتر یا نانودراپ تحت 

نانومتر، اندازه گیری شده وبا روش استاندارد و محاسبه  280و  260امواج ماورا بنفش ، میزان جذب در طول موج 

عدد بدست آمده برای دی ان ای . غلظت و میزان خلوص دی ان ای تعیین می گردد, 280به  260میزان جذب درنسبت 

 .قابل قبول می باشد 2تا  1.7خالص شده در محدوده 
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 از خون DNAترکیبات احتمالی موجود در بافرها و نقش آن ها در استخراج 
 PH=8با ( Lysis Buffer)بافر لیز  -1

 :ترکیبات احتمالی

SDS(سدیم دودسیل سولفات):  جهت تخریب و دناتوره کردن پروتیینها 

Triton X-100 : غشاهای سلولی و هسته ای چربیاي حل کردندترجنت جهت تخریب و 

EDTA : از فعالیت نوکلئازها با مهار یون های فلزی موردنیاز برای آنزیم های تخریب کننده جلوگیریDNA 

NaCl (کلرید سدیم)  : به پایداری کمکDNA  دناتوراسیونو جلوگیری از DNA و  گلبول هاغشاهای تخریب و

 آزادسازی محتویات سلولی

Mgcl2 : نوکلئازها برای حفظ یکپارچگی مهارDNA پس از تخریب غشا 

 و نفوذپذیري غشا PHتریس حفظ 

 هستندمتصل DNAپروتئین های سلولی و هسته ای که به هضم :Kآنزیم پروتئیناز  -2

 افزایش بازدهی استخراج با کاهش آلودگی پروتئینی
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 7تا  PH  6با  ((Precipitation Bufferبافر بارش  -3

 :ترکیبات احتمالی

 DNAو رسوبدهي  ناخالصی هاکمک به ته نشینی پروتئین ها و سایر : ایزوپروپانول یا اتانول

بدلیل  افزایش پایداری آنو    DNAبدهي بهبود فرایند رسو: گوانیدینیوم ویا نمک هاي  استات سدیم یا استات آمونیوم

و ستون سیلکایي بار منفي   DNAچون . در ماتریس سیلیکایي  DNAایجاد بار مثبت توسط یون سدیم و بدام انداختن 

 .دارند

 ((Wash Buffer I 1بافر شستشوی  -4

 :ترکیبات احتمالی

 کماتانول + نمک های سبک 

 و نمک هاي اضافي ناخواستهحذف ترکیبات %(: 70حدود )اتانول 

 .باقی ماندهچربی ها و پروتئین های حذف و شستشوبه ستون در حین   DNAاتصال حفظ و 
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 ((Wash Buffer II 2بافر شستشوی  -5

 :ترکیبات احتمالی 

آلودگی نمکی که ممکن است در مراحل کاهش و   باقی ماندهحذف نهایی نمک ها و آلاینده های %: 100-80اتانول 

 .کندتداخل ایجاد  PCRپایین دستی مانند 

 بالا   PHبا ( Elution Buffer)بافر شستشو  -6

 :ترکیبات احتمالی 

 Tris HCL(10 میلی مولار - ph 8-8/5:)  پایداریDNA   با حفظ  آنو جلوگیری از تخریبPH  جهت جداسازي آن

 از ستون

EDTA :برای نگهداری طولانی مدت  ينوکلئاز آنزیم هايمهارDNA با کلات کردن یونهاي مورد نیاز انزیمها 

بازیابی و بعدیاز ستون چرخشی و حل کردن آن برای استفاده در آزمایش های  DNA آزادسازی Rnase:عاري از ب آ

DNA   یيسیلیکااز ستون خالص 
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 کلیجمع بندی  
 DNAتخریب سلول ها و آزادسازی  =بافر لیز 

 تجزیه پروتئین های مزاحم = Kپروتئیناز 

 DNAحذف ناخالصی ها و رسوب  =بافر بارش 

 حذف پروتئین ها، نمک ها و آلاینده ها =بافرهای شستشو 

 ر محیط پایداردDNAو شستشوي نهایي   بازیابی =بافر شستشو نهایی 
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 DNAنقش و تأثیر در استخراج  عملکرد/ترکیبات احتمالی تجهیزات/ماده/نام بافر

 Triton X-100، EDTA، NaClیا   Lysis Buffer)) SDSبافر لیز
تخریب غشاهای سلولی و هسته ای، آزادسازی 

DNA، مهار نوکلئازها 

 Kآنزیم پروتئیناز  Kپروتئیناز  
هضم پروتئین های سلولی و هسته ای، افزایش 

 DNAخلوص 

 اتانول، استات سدیم/ایزوپروپانول ((Precipitation Bufferبافر بارش  
حذف پروتئین ها و سایر ناخالصی ها، رسوب 

DNA و افزایش غلظت آن 

 Guanidine-HClنمک های ، (٪۷۰)اتانول  ((Wash Buffer I 1بافر شستشوی 
حذف چربی ها و پروتئین های باقی مانده، 

 RNAجلوگیری از آلودگی 

 (٪۱۰۰-۸۰)اتانول   ( Wash Buffer II) ۲بافر شستشوی  
حذف نهایی نمک ها و آلاینده های باقی مانده از 

 مرحله قبل

 (اختیاری) Elution Buffer)) Tris-HCl، EDTAبافر شستشوی نهایی  
از ستون سیلیکا و حفظ  DNAآزادسازی 

 پایداری آن برای استفاده های بعدی

 غشای سیلیکا ((Spin Columnستون چرخشی 
از ناخالصی ها در  DNAاتصال و جداسازی 

 حضور نمک بالا

 اعمال نیروی گریز از مرکز ((Centrifugeسانتریفیوژ  
عبور مایعات از ستون و جداسازی لایه های 

 مختلف



مولکولی شناسی زیست آزمایشگاه . فر فروهر فرزانه  


