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 عنوان
به روش طیف سنجي  DNAکمیت و غلظت تعیین 

 استفاده از اسپکتروفوتومتر نوري با 



 اهداف
 DNAخلوص و کميت ارزیابی . 1
 DNAتعيين غلظت . 2
 
 
 
 



 مقدمه
 اسپکتروفوتومتری از استفاده با DNA  وجود بررسی

DNA برای .می کند ذخيره زنده موجودات در را ژنتيکی اطلاعات که است مولکولی 

 یا PCR   مانند بعدی آزمایش های در شده استخراج  DNA  از استفاده و بررسی

 از یکی .شود اندازه گيری دقت به آن خلوص و غلظت که است ضروری توالی یابی،

 موج  طول در جذب اندازه گيری و اسپکتروفوتومتر از استفاده کار، این برای رایج روش های

 .است DNA  برای نانومتر ۲۶۰ مشخص

 روش به آن خلوص و غلظت ميزان از آگاهی و DNA کميت ارزیابی منظور به

 DNA  الي بازهای توسط UV اشعه جذب ميزان دقيق، و ساده بصورت اسپکتروفتومتری

 و سيتوزین تيمين، آدنين، بازهای حضور علت به DNA مولکول های .می شود اندازه گيری

 جذب اندازه گيری بنابراین .می باشند بنفش ماوراء محدوده در نوری جذب دارای گوانين

   .می باشد آن خلوص درجه تعيين برای خوبی شاخص DNA  هاي مولکول نوری

  محلول های معمولا  طرفی از .است nm ۲۶۰ موج طول در  DNA مولکول جذب حداکثر

DNA  علت به نيز پروتئينی محلول های جذب حداکثر که دارند پروتئينی آلودگی مقداری 

 .می باشد nm ۲۸۰ موج طول در آلنين و تيروزین فنل، تریپتوفان، مانند اسيدهایي حضور

  نسبت تعيين برای مناسبی معيار ۲۶۰/۲۸۰ موج هاي طول در نوري جذب نسبت بنابراین

Protein/DNA  بود خواهد خلوص درجه عبارتی به و نمونه یک در.  

 





 نيازمواد و وسایل مورد 
 (خون، بافت گياهی یا حيوانی)نمونه زیستی •

 DNA) کيت استخراج مانند ) DNA معرف استخراج •

 (TEبافر )بافر •

 (برای اندازه گيری جذب)اسپکتروفوتومتر •

 آزمایشلوله های •

 پيپتپيپت و نوک •

 برای کاليبراسيون  DNAمحلول های استاندارد •

 شيشه های پتری و لوازم جانبی•

 نيازتجهيزات مورد 
 سانتریفيوژدستگاه •

 UVاسپکتروفوتومتر •

 بن ماری•

 (برای نگهداری نمونه ها)یخچال •

 لوله های کووت برای اسپکتروفوتومتر•





 کار روش

 DNA استخراج
 در را  DNA استخراج، از پس .کنيد استفاده استاندارد DNA  استخراج کيت یک از

 .کنيد حلTE بافر

 

 DNA محلول تهيه
 .شود آماده درستی به  DNA محلول باید ،DNA غلظت دقيق اندازه گيری برای

 استخراج شده DNA  محلول از نياز مورد مقدار :آزمایش لوله به DNA  انتقال .۱

 .کنيد منتقل آزمایش لوله به دقت با را (ميکروليتر ۱۰ معمولا )

 مثلاا ) معينی حجم به TE بافر از استفاده با را  DNAمحلول حجم :محلول حجم تنظيم .۲

 .کنيد تنظيم (ميکروليتر ۱۰۰

 



  به  DNA تا بزنيد هم آرامی به پيپت از استفاده با را محلول : کردن مخلوط .۳

 .شود حل یکنواخت طور

 نگهداری یخچال در را محلول ،DNA تجزیه از جلوگيری برای :نمونه حفظ .۴

 .کنيد

   DNA غلظت اندازه گيری
 خلوص بررسی و DNA  غلظت اندازه گيری برای اسپکتروفوتومتر از مرحله، این در

 .می شود استفاده آن

 کرده روشن را اسپکتروفوتومتر دستگاه :اسپکتروفوتومتر دستگاه کاليبراسيون1.

 .کنيد کاليبره را دستگاه TE بافر یک از استفاده با و

 .دهيد نجام را کاليبراسيون  ریخته کووت لوله در را بافر ميلی ليتر 2۱.

 را آماده شده DNA  محلول از ميلی ليتر یک :اسپکتروفوتومتر در نمونه دادن قرار .۲

 .دهيد قرار اسپکتروفوتومتر دستگاه در را لوله و دهيد قرار کووت لوله در
 

 



 نانومتر ۲۶۰ موج طول روی را اسپکتروفوتومتر دستگاه :موج ها طول انتخاب .۳

 ۲۸۰ موج طول همچنين .است DNA جذب به مربوط موج طول این زیرا کنيد، تنظيم

 آلودگی های بررسی برای نانومتر ۲۳۰ و پروتئينی آلودگی بررسی برای نانومتر

 .باشد مي اندازه گيری ارگانيک

 

 ۲۳۰ و نانومتر ۲۸۰ نانومتر، ۲۶۰) مختلف موج های طول در را نمونه جذب دستگاه

 .می دهد نمایش را نتایج و کرده اندازه گيری (نانومتر

 

 را ،۲۶۰/۲۳۰ و ۲۶۰/۲۸۰ جذب نسبت های و DNA  غلظت شامل داده ها، تمامی

 .کنید ثبت

 

 نتایج خواندن
 .می شود استفاده  DNA غلظت محاسبه برای نانومتر ۲۶۰ جذب از :  DNA غلظت

 .می کند گزارش (  (ng/μL ميکروليتر بر نانوگرم صورت به راا  غلظت نتيجه دستگاه

 

 گزلرش و  اندازه گيری ۲۶۰/۲۸۰ جذب نسبت خلوص، بررسی برایDNA:  خلوص

 .می شود



 نتایجو تفسير تحليل 
  غلظت به مستقيم طور به نانومتر ۲۶۰ موج طول در جذب ميزان :DNA غلظت .۱

DNA  غلظت محاسبه برای زیر فرمول از .دارد بستگی DNA  بير قانون براساس 

 در میکروگرم ۵۰ با معادل (A) جذب یا ،OD260 واحد هر. می شود استفاده لمبرت

 .باشد مي استاندارد ضریب یک که است رشته ای دو اي ان دي یا  dsDNAلیتر میلی

 :بنایراین

 (استاندارد ضریب) ۵۰× نانومتر ۲۶۰ در جذب  = dsDNA (ng/μL) غلظت

 .دهد مي نمایش اتوماتيک طور به و کرده محاسبه دستگاه که

 استفاده DNA  غلظت محاسبه برای آزمایش نتایج تحليل در دقيق به طور فرمول این

 .شود ضرب نهایي نتایج در باید نيز رقت فاکتور.می شود

 آلودگی ميزان ارزیابی برای نانومتر ۲۶۰/۲۸۰ جذب نسبت : DNA خلوص یا کميت .۲

  .می شود استفاده پروتئينی

 اگر .است خالص  DNA نشان دهنده که است ۲/۰ تا ۱/۸ بین معمولا  مناسب نسبت یک

  نشان۲/۰ بیشتراز و است پروتئینی آلودگی دهنده نشان  باشد، ۱/۸ از کمتر نسبت این

 .است RNA با اي ان دي  الودگي دهنده

 

۱/۸A < است بال پروتئین غلظت یعني جذب. 

۲/۰A > غلظت یعني جذب RNA است بال. 

 



 آلودگی های شناسایی برای نانومتر ۲۶۰/۲۳۰ جذب نسبت :دیگر مواد به آلودگی  .۳

 این برای مناسب نسبت .می شود استفاده شیمیایی مواد سایر و فنول ها مانند ارگانیک

 .است ۱/۸ از بالتر معمولا  پارامتر

 

 برای و اندازه گیری دقت با استخراج شده  DNA خلوص و غلظت آمده بدست نتایج با

 .می شود آماده تحقیقاتی بعدی مراحل

 

 

 


