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عنوان
سلول های گیاهیاز  RNAاستخراج 



کل از سلول های گیاهی با روش تریزول   RNAاستخراج . ۱

و پروتئین ها   DNAاز  RNAجداسازی . ۲

آزمایش های بعدی  برای  RNAحفظ کیفیت و کمیت . ۳

به کمک نانودراپ و  RNAارزیابی خلوص و غلظت . ۴
الکتروفورز ژل آگارز 

اهداف



RNA)قشنکهاستزیستیمولکول هایمهم ترینازیکی(اسیدریبونوکلئیک
. کندمیایفاپروتئین هاتولیدوسلولیفرآیندهایتنظیمژن ها،بیاندراساسی

تحقیقاتدرکلیدیمراحلازیکیگیاهیبافت هایازRNAاستخراج
RNA.استژنتیکیمطالعاتوبیوتکنولوژیمولکولی،زیست شناسی
نسلیتوالی یابکلونینگ،ژن،بیانالگوهایبررسیبرایمی توانداستخراج شده

.استفادهمورد((RT-PCRمعکوسPCRآزمایش هایو((NGSجدید

واریدیپلی ساکترکیباتحضورسلولی،دیوارهپیچیدهساختاردلیلبهگیاهان،
ترکیباتاین.می کنندایجادRNAاستخراجدرراخاصیچالش هایپلی فنولی،
ابانتخرو،ایناز.دهندکاهشراآنکیفیتوداشتهبرهم کنشRNAبامی توانند

بهقادرکه(Trizol)تریزولمانندشیمیاییمعرف هایازاستفادهومناسبروش
.داردویژه ایاهمیتاست،سلولیاجزایسایرازآنجداسازیوRNAحفظ

مقدمه 



بافتازکلRNAمایع،نیتروژنوتریزولروشازاستفادهباآزمایش،ایندر
ازRNAجداسازیسلولی،لیزپایهبرروشاین.می شوداستخراجگیاهی

DNAشستشویورسوب دهیپروتئین ها،وRNAنهایت،در.استاستوار
آگارزژلالکتروفورزونانودراپروش هایکمکبهRNAکمیتوکیفیت

.گرددحاصلاطمینانآنتخریبعدموخلوصازتامی شودارزیابی

باRNAاستخراجبرایاستانداردوکارآمدروشیکارائهآزمایش،اینهدف
موردیبیوتکنولوژومولکولیمطالعاتدربتواندکهاستگیاهانازبالاکیفیت

.گیردقراراستفاده





شیمیاییمواد 
(  حاوی فنول، گوانیدین ایزوتیوسیانات و کلروفرم)محلول تریزول . ۱
(RNAبرای رسوب دهی )ایزوپروپانول . ۲
(RNAبرای شستشوی )%۷۵اتانول . ۳
(RNAکردن حل برای ()(DEPC-treated waterآب دیونیزه . ۴
(  برای فریز کردن سریع نمونه گیاهی)نیتروژن مایع . ۵

آزمایشگاهیوسایل 
(  میلی لیتری۲یا ۱.۵)لوله های میکروسانتریفیوژ . ۱
  RNAse-freeپیپت و نوک پیپت . ۲
(  برای اندازه گیری دقیق حجم ها)میکروپیپت . ۳
(  برای آسیاب نمونه گیاهی در نیتروژن مایع)هاون چینی و دسته هاون . ۴
(  برای مخلوط کردن نمونه ها)ویورتکس . ۵
(  در برخی مراحل RNAبرای حفظ پایداری )حمام یخ . ۶
(۱۴،۰۰۰rpmتا ۱۲،۰۰۰با توانایی چرخش در )میکروسانتریفیوژ . ۷



ایمنیتجهیزات حفاظتی و 
(RNAبرای جلوگیری از آلودگی )دستکش یک بارمصرف . ۱
(  برای محافظت در برابر مواد شیمیایی)عینک ایمنی . ۲
(  برای حفظ ایمنی شخصی)روپوش آزمایشگاهی . ۳

RNAتجهیزات ارزیابی 
(RNAبرای اندازه گیری غلظت و خلوص )اسپکتروفوتومتر نانودراپ یا . ۱
(  RNAکیفیتبرای بررسی )دستگاه الکتروفورز ژل آگارز . ۲

از سلول های  RNAاین لیست شامل تمامی مواد و تجهیزات موردنیاز برای استخراج 
.استگیاهی 





گیاهیجمع آوری نمونه 
از گیاه،  RNAبرای استخراج : انتخاب نمونه. ۱

، معمولاً از بخش های تازه و سالم گیاه مانند برگ ها
ید این بخش ها با. ساقه ها یا ریشه ها استفاده می شود
.بدون آسیب یا آلودگی به دست آید

گیاه باید بلافاصله پس از : آماده سازی نمونه. ۲
تا ( عدر فریزر یا در نیتروژن مای)برداشت فریز شود 

RNA  از تخریب توسط آنزیم هایRNAse
.جلوگیری شود

میلی گرم از ۱۰۰حدود : اندازه گیری مقدار نمونه. ۳
.کافی است RNAنمونه گیاهی برای استخراج 



تجهیزاتآماده سازی مواد و 
Trizol:محلول . ۱ (Tri reagent) ت این محلول حاوی فنول، گوانیدین ایزوتیوسیانا

.و کلروفرم است

.برای فریز کردن نمونه های گیاهی: یخ خشک و نیتروژن مایع. ۲

د استریل پیپت ها، لوله های سانتریفیوژ، دستکش و تجهیزات دیگر بای: لوازم استریل. ۳
.باشند تا از آلودگی نمونه جلوگیری شود

در دمای  RNAبرای مراحل جداسازی فازها و نگهداری : سانتریفیوژ و یخچال. ۴
.مناسب



گیاهیاز نمونه  RNAاستخراج 
:آسیاب کردن نمونه گیاهی. ۱

جلوگیری از تخریب آن، نمونه و  RNAبه منظور سهولت در استخراج : نمونهآسیاب 
کی برای این کار از آسیاب های دستی یا مکانی. گیاهی باید به صورت پودر شده درآید

.همراه با نیتروژن مایع استفاده می شود
جلوگیری  RNAآسیاب کردن نمونه باید در دمای پایین انجام شود تا از تخریب : احتیاط

.اضافه شوندTrizolپس از آسیاب، نمونه ها باید فوراً به محلول . شود

:Trizolاختلاط نمونه با محلول . ۲
میلی لیتر محلول ۱به نمونه پودر شده گیاهی حدود Trizol:کردن با محلول مخلوط 

Trizol میلی گرم از ماده گیاهی اضافه می شود۵۰به ازای هر.
به طور کامل از  RNAدقیقه در دمای اتاق هم زده شود تا ۵نمونه باید به مدت : همزدن

.سلول ها آزاد شود

:سانتریفیوژ و جداسازی فازها. ۳
سانتریفیوژ  ۱۲،۰۰۰rpmدقیقه در ۵پس از همزدن، نمونه به مدت : سانتریفیوژ

:می شود تا نمونه به سه فاز تقسیم شود
.در این فاز قرار دارد RNA: فاز آبی• 
.پروتئین ها و چربی ها در این فاز باقی می مانند: فاز آلی• 
.این فاز پلت رسوب می کنددر  DNA: رسوب• 

.ودفاز آبی به آرامی از فاز آلی جدا شده و در لوله جدید منتقل می ش: جدا کردن فاز آبی



:RNAرسوب . ۴
اضافه ( برابر حجم محلول۰.۵حدود )به فاز آبی ایزوپروپانول : ایزوپروپانولافزودن 
.می شود
دقیقه ۱۰محلول به مدت : درجه سانتی گراد۲۰منفیکردن و نگهداری در دمای مخلوط 

.رسوب کند RNAدرجه سانتی گراد قرار داده می شود تا ۲۰منفیدر دمای 

:RNAسانتریفیوژ و جمع آوری . ۵
۱۰دقیقه، نمونه دوباره سانتریفیوژ می شود به مدت ۱۰بعد از مدت : مجددسانتریفیوژ 

. ۱۲،۰۰۰rpmدقیقه با سرعت 
این رسوب باید با دقت . رسوب شده در ته لوله جمع می شود RNA RNAجمع آوری 

.از محلول جدا شود

:RNAشستشوی . ۶
شسته می شود %۷۵میلی لیتر اتانول ۱رسوب شده با  RNA: %۷۵با اتانول شستشو 

.تا هرگونه آلودگی باقی مانده حذف شود
سانتریفیوژ  ۷،۵۰۰rpmدقیقه در سرعت ۵نمونه مجدداً به مدت : سانتریفیوژ

.می شود



:RNAخشک کردن . ۷
باید در دمای اتاق یا در هواکش  RNAبا اتانول، رسوب  RNAاز شستشوی پس 

مهم است زیرا حتی وجود مقادیر کم بسیار  RNAخشک کردن کامل . خشک شود
.اختلال ایجاد کند RNAاتانول می تواند در اندازه گیری دقیق 

:RNAحل کردن . ۸
. در آب دیونیزه یا بافر خاص حل می شودرسوب شده  RNA: RNAکردن حل 

یا بافرهای مخصوص  DEPC-treated waterمعمولاً برای این کار از بافر 
RNA  می شوداستفاده.

RNA  درجه سانتی گراد ذخیره شود تا از تخریب ۸۰باید به سرعت در دمای منفی
.آن جلوگیری شود





RNAاندازه گیری غلظت و کیفیت 
:RNAاندازه گیری غلظت . ۱

ر استخراج شده از دستگاه نانودراپ یا اسپکتروفوتومت RNAبرای اندازه گیری غلظت 
نانومتر برای اندازه گیری غلظت ۲۶۰خواندن جذب در طول موج . استفاده می شود

RNA انجام می شود.
نانوگرم در میکرولیتر باشد تا ۵۰۰تا ۵۰باید بین معمولاً RNAغلظت : غلظت مناسب

.برای آزمایش های بعدی مناسب باشد

:RNAتحلیل کیفیت . ۲
نانومتر بین ۲۶۰/۲۸۰خالص باید نسبت جذب  RNA: نانومتر۲۶۰/۲۸۰نسبت جذب 

.داشته باشد۲.۰و ۱.۸
و وجود آلودگی های احتمالی از  RNAبررسی کیفیت برای :  RNAالکتروفورز 

ی باندهای واضح و بدون شکستگ. تکنیک الکتروفورز ژل آگارز استفاده می شود
.کیفیت بالا هستندبا  RNAنشان دهنده 



احتیاط هانکات مهم و 
تمامی ،RNAseبه آنزیم های  RNAبرای جلوگیری از آلودگی : محیط استریل. ۱

.مراحل باید در محیط استریل و با استفاده از تجهیزات استریل انجام شود

ین تمامی مراحل آسیاب کردن و مخلوط کردن باید در دمای پای: کار در دمای پایین. ۲
.شودجلوگیری  RNAانجام شود تا از تخریب 

لروفرم از مواد شیمیایی سمی مانند فنول و ک: احتیاط در استفاده از مواد شیمیایی. ۳
.ده کنیدباید با دقت استفاده شود و از تجهیزات ایمنی مانند دستکش و عینک استفا



نتیجه گیری
 RNAاین . با کیفیت بالا از گیاه استخراج کنید RNAاستفاده از این روش می توانید با 

RNA-Seqتحلیل بیان ژن و ،RT-PCRبرای استفاده در تکنیک های مختلف مانند 
.استفاده قرار می گیردمورد 


