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چکیده
)، هضم آنزیمی PCR(اي پلیمرازکنش زنجیرهاز جمله وامولکولی یکمطالعات ژنتاستخراج شده بر نتایجDNAکیفیت و کمیت 

استخراج DNAژنومیک علاوه بر کیفیت و کمیت هاي پژوهشبعلاوه در انتخاب نوع بافت جهت انجام تأثیر بسزایی دارد.و غیره
ها بایستی مد نظر قرار برداري و پیش فرآوري نمونه، ایمن بودن نمونههاي حمل و نقلآوري نمونه، هزینهده، راحت بودن جمعش

با کمیت وکیفیت مناسب DNAمو که مقادیر بالاي ياز بافت ریشهیافته بهینه نمکیگیرد. در این مطالعه روش کارآمد استخراج
ي خون گاومیش استفاده نمونه40ي مو و نمونه400ازDNAجهت استخراج در این آزمایش گردد. میآورد، معرفی را فراهم می

و %2/1و ژل آگارز )280OD- 260استفاده از نسبت جذب نوري (استخراج شده از هر دو بافت با DNAشد. کمیت و کیفیت 
میکروگرم و12/28ترتیب هاستخراج شده از مو بDNAلوص )، ارزیابی شد. میانگین میزان و خPCR(اي پلیمرازهواکنش زنجیر

ي آن با ي حاضر و مقایسهئه شده در مطالعهاگزارش شد. نتایج ار83/1میکروگرم و86/17این مقادیر براي خون بود.87/1
ن، کارآمد بوده و قابل ي ارائه شده در این بررسی یک روش اقتصادي، راحت، ایممطالعات قبلی نشان داد که روش ساده و بهینه

هاي بیوتکنولوژي است.توصیه به آزمایشگاه

)، استخراج نمکیPCR(اي پلیمراز، واکنش زنجیرهDNAکلیدي: استخراج هايواژه

مقدمه
یص مولکولی از قابلیت اطمینان و کارائی آزمایشات تشخ

، هضم آنزیمی و غیره )PCR(اي پلیمرازقبیل واکنش زنجیره
تخراج شده از اسDNAت و کمیت یکیفتأثیرشدت تحت به 

ت یت و کمیفینکه کیعلاوه بر ا). 1(نمونه مورد نظر است
روش استخراج بسیار مهم است، بدست آمده ازDNAيبالا

بایستی روش مورد استفاده اقتصادي بوده و قابلیت اجرایی در 
DNA). بخاطر کیفیت بالاي17(شرایط موجود را داشته باشد

ها در ون و مخاط دهانی معمولاً این روشدست آمده از خه ب
طور ه مولکولی مورد توجه بوده و بهاي ژنتیک پژوهش
رغم مزایاي علی). 17(انداي مورد استفاده قرار گرفتهگسترده

ها آوري و نگهداري این قبیل نمونهعملیات جمعاشاره شده، 
مواقعیدر ،نهمچنی). 10(است بر و مشکل نسبتاً هزینه
ي نمونه خون بسیار مشکل است، از قبیل تهیه امکان تهیه

هاي اهلی بزرگ از ) و دام1(ي خون از حیوانات وحشینمونه
قبیل گاو و گاومیش که در شرایط سنتی و در محیط روستایی 

وجود حیوانشوند و امکانات کافی جهت مهارنگهداري می
که هنگامی خصوص ه باست.ندارد، بسیار مشکل و خطرناك

هاي مورد نیاز زیاد باشد، عملاً غیرممکن است. تعداد نمونه
گیري ها عمل نمونهشرایطی از قبیل آبستنی دامدر ،همچنین

خون اغلب با ایجاد استرس براي حیوان همراه بوده و امکان 
گیري وجود دارد. همه این دلایل باعث میسقط در اثر نمونه

تر تر و سادهتر، عملیک روش اقتصاديشود که به دنبال ی
،بنابراینهاي مورد مطالعه باشیم.آوري نمونه از دامجهت جمع

بدست آمده از خون از لحاظ کیفیت و DNAرغم اینکه یعل
دنبال منابع دیگري ه بپژوهشگران ولی ،کمیت مناسب است

آوري و ي کمتري داشته باشد و جمعهستند که هزینه
هایی از بافتازDNAاستخراجباشد.آن راحت سازي ذخیره
ریشه،)7،17(اسپرم،)26(شدهخشکخون،)16(خونقبیل

هر. است) معمول1(کبدو، پوست)18(پر،)19(مويساقهو
و، مزایاDNAي هاي مورد استفاده جهت تهیهبافتازکدام

هااین بافتازنمونهتهیهودارنددیگريبهنسبتمعایبی
برداري است. مثلاً در نمونهنوع حیوان و شرایطبهوابسته

هر بافتی که مورد نیاز باشد، به راحتی حیوانشرایط کشتار
مورد استفادههايبافتيهمهمیاناز. باشدقابل تهیه می

تر راحتيتهیهدلیله، بافت مو بDNAاستخراج جهت
مواردسایربهتکمتر، نسبخطروهمچنین هزینه،)2(نمونه

هاي مو را مونهنتوان . در ضمن می)26(شودمیدادهترجیح
درو)12(درجه نگهداري کرد- 20سال در دماي چندینبراي 

DNAاستخراجبراي مناسب و بهینه روشیککهصورتی
بسیار کمیتوکیفیتباDNAاز این بافت استفاده گردد، 

دسته ولکولی بمهاي پژوهشجهت استفاده در مناسب
ه و ساقه تشکیل شده است. مو از دو قسمت ریشآید.می

ي مو، که اطراف مو را ي مو در ریشهDNAاي از بخش عمده
). در بررسی 18(داردقرار در ناحیه ابتداي ساقه پوشانده است، 

DNA) میزان 18(هیگوچی و همکارانصورت گرفته توسط
میکروگرم 5/0یه شده، موي تازه تهي بدست آمده از ریشه
تا50دیگر، این میزان در یک بررسی،گزارش شد. همچنین

در DNA. وجود مقادیر بالاي )25(گزارش شدنانوگرم1500
يزندهبخشي مو به این دلیل است که احتمال وجودریشه

هردروبالاستنسبتاًي مو،ساختمان مو در قسمت ریشه
فازیاآناگونمرحلهدرموايهفولیکولدرصد75- 95لحظه

دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساري
پژوهشهاي تولیدات دامی
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ي DNAکه میزان با وجود این).14(دارندقراررشدفعال
حاوي)، در عوض5،8(هسته در ساقه مو بسیار ناچیز است

حاضرحالدر).13(استمیتوکندریاییDNAبالاییمقادیر
ووالدینتستشناسی،باستانشناسی،جرمکارهايبراي

موازشدهاستخراجDNAازو اهلیوحشی حیواناتمطالعات
برايروشصدهااخیريدههچنددر).20(شودمیاستفاده
کلروفرم-لفن،)16(نمکیاستخراجقبیلازDNAتلخیص

ه بوشدهشناخته) 9(هاروشاینیافتهتغییرهايحالتو) 4(
هايکیت،همچنین. شوندمیاستفادهايگستردهطور

وبودهدسترسدرتجاريطوره بیز نمتنوعیاستخراج
زیرا.استافزایشحالهر روز درهاکیتاینازاستفاده
نیازکمتريکارنیرويوبودهآسانهاکیتاینازاستفاده

،آورندمیفراهمرابالاکیفیتباDNAاغلب محصول ودارند
هاي کیتتولیدکنندگانايحرفهملاحظاته دلیلبولی

برايهاکیتایندراستفادهموردموادازخیاستخراج، بر
حاوياغلبهاکیتاین. شودنمیمشخصکنندگانمصرف
ازعارييناشناختهبافرهاي،Kپروتئینازپایدارمحلول

وجداسازيبرايسیلیکونیغشايحاويستونل/کلروفرم،فن
براي انجام آزمایشاتبالاکیفیتباDNAسازيخالص
PCRدارنداستخراجبرايسادهدستورالعملیکوهستند

بودهبرهزینهتجاريهايکیتازاستفادهدر هر صورت.)15(
بخصوصقرار ندارند،پژوهشگران دسترسدرراحتیبهو

توسعهوتوسعهحالدرکشورهايدرکهپژوهشگرانیبراي
در هر ).11(هستندتحقیقبهمشغولجهانسراسردرنیافته

وداشتهاقتصاديصرفهکهسادهروشیکعهصورت توس
مولکولیمطالعاتجهتDNAاستخراجبراينباشدبرزمان

هاي استخراج توان اغلب پروتکلکلی میطورهاست. بضروري
کرد. فاز ي اصلی تقسیمرا به سه فاز یا مرحلهDNAتهیه 

هاي ضروري سازي مواد و محلولاول شامل تهیه و آماده
ي هسته ي سلولی و دیوارهمتلاشی کردن دیوارهاستخراج، 

باشد. میDNAهاي بافت مورد استفاده براي استخرج سلول
ي اصلی و حقیقی استخراج ها در واقع مرحلهفاز دوم پروتکل

DNAها بوده و در این مرحله سایر بقایاي سلولی و پروتئین
شود. فاز سوم شامل رسوب ورسوب داده میDNAغیر از هب

باشد، در این ها مییک از سایر ناخالصیئتخلیص اسید نوکل
DNAمرحله موادي که ممکن است در ادامه روند کار با 

مراحل بعدي يعنوان ممانعت کنندههاختلال ایجاد کرده و ب
گردندباشند، حذف میPCRآزمایشات بیوتکنولوژي از قبیل 

بهینهنمکیروش کارآمد استخراج حاضر). در مطالعه15(
با کمیت DNAاز بافت ریشه مو که مقادیر بالاي یافته

در این .گرددآورد، معرفی میوکیفیت مناسب را فراهم می
ي بیولوژیکی که در عنوان یک مادههي مو براستا ریشه

تر، برداري آسانهاي دیگر از قبیل خون، نمونهمقایسه با بافت
بودن، جهت تر و اقتصادي خطرتر، نگهداري راحتکم

دلیل هروش استخراج نمکی ب،انتخاب شد. همچنیناستخراج 
هاي تجاري هاي مبتنی بر کیتاینکه در مقایسه با روش

کلروفرم هاي مبتنی بر فنل/تر بوده و نسبت به روشاقتصادي
جهت ،باشد، کم خطرتر استکه یک ماده بسیار سمی می

هصلی که بانتخاب شد. البته منبع علمی اDNAاستخراج 

عنوان الگوي کار مورد استفاده قرار گرفت یک روش مبتنی 
دلیل نتایج قابل قبول به هبر استخراج فنل/کلروفرم بوده و ب

استخراج شده، انتخاب گردید. DNAلحاظ کیفیت و کمیت 
اي در در نهایت در راستاي یافتن روشی بهینه، تغییرات عمده

ر مواد مورد استفاده در هاي ذکر شده، انواع و مقادیزمان
پروتکل استخراج صورت گرفت. در نهایت نتایج مربوط به 

استخراج شده از روش معرفی شده DNAکیفیت و کمیت 
ي مو با نتایج استخراج صورت گرفته از خون براي بافت ریشه

و با نتایج مطالعات قبلی مقایسه شد.

ها مواد و روش
ي خون نمونه40ي مو و نهنمو400از حاضر در مطالعه 

به تعداد ارومیه و تبریز،(اردبیلهاي نژادهاي آذريگاومیش
(اهواز، شوش، شوشتر و سوسنگرد خوزستانینمونه مو)، 250

نمونه 40(بهشهر به تعداد و مازندرانینمونه مو)150به تعداد 
هایی از بدن دام که هاي مو از بخشاستفاده شد. نمونهخون)
ی کمتري داشت و در خلاف جهت رویش مو کشیده شد آلودگ

). سپس 3(هاي مو به همراه ریشه در دسترس باشندتا نمونه
هاي هاي تهیه شده بعد از ثبت مشخصات دام در بستهنمونه

که امکان اختلاط بین طوريهپلاستیکی قرار داده شدند ب
از اصله بعد هاي مو بلافها وجود نداشته باشد. نمونهنمونه

پس از انتقال به وبرداشته شدن، در مجاورت یخ قرار گرفتند
گراد سانتی- 20تا زمان استخراج در دماي آزمایشگاه

وداجی و زیر دمی وریدهاي خون نیز از نگهداري شدند. نمونه
- 20گاومیش تهیه شده و تا زمان استخراج در دماي 

هاي مو از نمونهDNAگراد نگهداري شدند. استخراج سانتی
ولی روش ، انجام شد)1روش آلبرت و همکاران (بر طبق

اي نسبت به نهایی ارائه شده در این بررسی تغییرات عمده
از DNAجهت استخراج .مرجع مورد استفاده داشتروش 

ي مو بوسیله یک عدد ریشه35الی 25ي مو ابتدا بافت ریشه
تریل شده، نمونه با الکل و شعله دادن اسبراي هر قیچی، که 

دار مو متر از انتهاي ریشهسانتی1الی 5/0تقریبا به طول 
5/1هاي برش داده شد. موها پس از برش به میکروتیوب

سی سی1ها با اضافه کردن لیتري انتقال داده شد. نمونهمیلی
دقیقه، شسته شدند. این 15الی 10% به مدت 96الکل اتانول 

م بوده و باعث حذف آلودگیشستشو در ابتداي کار بسیار مه
شود و احتمالاً در نرم کردن ساختار پروتئینی هاي بافت مو می

ها خالی شده کورتکس مو نقش داشته باشد. سپس الکل نمونه
قل تمنگرادسانتیدرجه45ون با دماي آها به داخل و نمونه

300گردیدند تا الکل آنها خشک شود. در مرحله بعد 
;50mM Tris-HCl(کنندهیزمیکرولیتر بافر ل 100mM

NaCl; 6mM EDTA(pH= میکرولیتر 20علاوه ه ) ب(7.5
، CaCl2میکرولیتر 7لیتر)، گرم بر میلیمیلیK)10پروتئیناز

DTT)100میکرولیتر 30% و SDS10میکرولیتر 25
ها اضافه شد و بعد ترتیب روي نمونههلیتر) بگرم بر میلیمیلی

ها در حمام بن ماري با دماي ر نمونهاز یک ورتکس مختص
(در این ساعت قرار گرفتند24گراد به مدت ي سانتیدرجه58

-10بار به مدت مرحله در ساعات اولیه از هر یک ساعت یک
150ماري خارج شده و ها از بنثانیه تب زده شدند). نمونه20
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مولار) به محلول فوق اضافه 6(میکرولیتر نمک اشباع
دقیقه ورتکس شدید شدند. سپس 2و به مدت گردیده
دقیقه 12دور به مدت 13000(ها با دور بالا سانتریفیوژنمونه

گراد) شدند. مایع رویی به میکروتیوب درجه سانتی4در دماي 
جدید منتقل و رسوب بدست آمده دور ریخته شد. در صورت 

غیر وجود آلودگی یکبار دیگر این مرحله را تکرار کرده و در 
این صورت روي محلول بدست آمده اتانول مطلق سرد شده 

سی اضافه گردید و به آرامی سر و ته شد تا سی1به میزان 
DNAها سانتریفیوژبه حالت مجتمع درآید. سپس نمونه

گراد) درجه سانتی4دقیقه در دماي 10دور به مدت 13000(
کرار شدند، البته در صورت وجود رسوب این مرحله باید ت

گردد. محلول رویی را به آرامی خالی و روي رسوب باقیمانده 
% اضافه گردیده و یکبار دیگر با دور بالا 70الکل اتانول 

درجه 4دقیقه در دماي 10دور به مدت 13000(سانتریفیوژ
45باها در هواي آزاد یا آونگراد) شدند. سپس نمونهسانتی
آخرمرحلهدروشدندخشکگرادي سانتیدرجه
24محلولاینرقیق شدند.TEمیکرولیتر بافر 70باهانمونه

مایعدرخوبیبهDNAتا شددادهقرارآزادهوايدرساعت
برايگرادسانتیيدرجه-20دمايدرنهایتدروگرددحل

باخونازDNAاستخراج.شددادهقراربعديمطالعات
70دروشدهجامان) 6(نمکیبهینهروشازاستفاده

استخراج DNAکیفیت و کمیت .شدبافر حلTEمیکرولیتر
ها توسط دستگاه نانودراپي تمام نمونهشده

)Thermo 2000C(با نسبت جذبی)OD260/280 ( روي
تر شده است، تعیین شد. بار رقیق70اي که DNAمحلول 

ها بر ، نمونهDNAبراي اطمینان از عدم شکستگی و غلظت 
،همچنین. )1( شکل % الکتروفورز شدند2/1وي ژل آگارز ر

هاي ، جایگاهPCRهاي جهت بررسی فقدان ممانعت کننده
و جایگاه میکروستلایتی ATPA1DGAT1 ،ACACAژنی

CSSM033 ،CSSM047 ،BM1818 ،BM1824 ،
DRB3 ،ILSTS033 وILSDTS033.براي تکثیر شدند

جایگاه جفت بازي 898قطعه PCRمراحل مربوط به ،نمونه
ACACA.مورد نظر، يرشتهیرجهت تکثآورده شده است

Gennetشرکت PCRمواد مخصوص یلهبوسPCRواکنش 
Bioانجام یکرولیترم25واکنش ییبا غلظت نهایربه شرح ز

)، بافرmM5/1(یکرولیترم5/1) MgCl2(یزیممنیدشد: کلر
PCR5/2یکرولیترم)X1یدنوکلئوتیوکسآزاد دزي)، بازها

گر رفت آغاز)، mM2/0(یکرولیترم2)dNTPs(فسفاتيتر
یکرولیترم25/1)، آغازگر برگشت µM5/0(یکرولیترم25/1

)µM5/0آنز ،(یمDNAمرازیپلTaq3/0یکرولیترم)5/1
یونیزهدآب مقطریکرولیتر،مDNA2واحد در هر واکنش)،

)ddH2O (2/14و آغازگر اختصاصی . با استفاده از دیکرولیترم
44جفت بازي از جایگاه اگزون 840يقطعهACACAژن 

با استفاده از واکنش یلازآلفاکربوکسکوآیلاست45و 
آغازگرها به صورت زیر توالیشد. یرمراز تکثیپلايیرهزنج
بود:

):Forward(رفتآغازگر
5´-CCTACGACGAGATCATCACC-3´

):Reverse(برگشتآغازگر
5´-TTTCGACCTGGATGGTTCTCT-3´

توسط PCRبار واکنش ینو چندییدمایباستفاده از شبا
حالت ینترآلیدهعنوان ابهیرزیطشرایکلردستگاه ترموسا
یهاوليسازواسرشتيدمایدگردیاهمPCRانجام واکنش 

درجه 94دماي واسرشت یقه،دق4يبراگرادیدرجه سانت95
گراد درجه سانتی61اتصاليثانیه، دما50گراد براي سانتی

گراد به مدت درجه سانتی72بسط يثانیه، دما60به مدت
7گراد به مدت درجه سانتی72دماي بسط نهایی یه،ثان70

BIOER XPترموسایکلر مدلگاهدر دستیطشرایندقیقه. ا
براي اطمینان از تکثیر PCRانجام شد. پس از انجام واکنش

تکثیر شده در واکنش، الکتروفورز DNAمیزان و صحت و
%) انجام شد2/1(ژل آگارزيروPCRمحصولات حاصل از 

.)1شکل (

نتایج و بحث 
مقادیر مختلف مواد مورد استفاده، بررسی حاضر در 

هاي انکوباسیون و زمان و تعداد دورهاي سانتریفیوژ زمان
اي با کیفیت و DNAجهت پیدا کردن حالت بهینه استخراج 

کمیت بالا، تغییر داده شد و در نهایت حالت بهینه بدست آمده 
و فقط نتایج مربوط به حالت بهینه در این مطالعه گزارش 

DNAت مربوط به یگردید. نتایج مربوط به کمیت و کیف
آورده شده 1استخراج شده از مو و خون گاومیش در جدول 

DNAه است کمیت طور که در جدول آورده شداست. همان
ولی این ،بافت خون استبدست آمده از بافت مو بیشتر از 

<Pدار (تفاوت معنی هاي صورت ) نبود. کمیت استخراج0.05
ها در حدود گرفته از هر دو بافت مطلوب بوده و اکثر نمونه

0/2الی 8/1بوده و در دامنه OD260/280= 8/1نسبت جذبی 
خارج از این ها درکمی از نمونهاند و تنها تعداد قرار گرفته

ي مو این دامنه هاي ریشهدر مورد نمونهاند.دامنه قرار گرفته
دلیل هتواند ببیشتر بوده که البته بیشتر بودن این دامنه می

ها باشد و شاید نتوان استدلال کرد که تعداد بیشتر نمونه
هاي رغم وجود روشیاست. علبهترهاي خون کیفیت نمونه

از بافت مو روش ارائه شده DNAتلف براي استخراج مخ
ه دلیل اینکه نتایج قابل قبولی به) ب1(توسط آلبرت و همکاران

ولی این روش در ،عنوان مرجع انتخاب شدهدست آورده بود ب
اي طی کار در آزمایشگاه و بهینه کردن روش، تغییرات عمده

ت گرفت.در مراحل انجام کار و مواد مورد استفاده صور
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، ACACAجفت بازي ژن 840جایگاه PCRمحصول (از سمت چپ) 3تا 1ستخراج شده. چاهک شماره اDNAکمیت و کیفیت -1شکل 
کیلوباز فرمنتاز10اندازهنشانگر 11استخراج شده و چاهک DNAمربوط به 10تا 5هاي و چاهکخالی 4چاهک 

)Thermo Scientific Fermentasder Mix,dDNA LaTMGeneRuler(.
Figure 1. Quantity and quality of extracted DNA. Lane 1-3 (from left) PCR product 840 bp ACACA gene, Lane 4

ThermoDNA Ladder Mix,TMGeneRulerkb (10size marker11extracted DNA and lane10-5empty, and Lane
)Scientific Fermentas

اي نش زنجیرهواکدرهاي مورد استفاده موفقیت روش
از قبیل استفاده از مقادیر اندك بافت مو یعواملبهپلی مراز

5مو، يوابسته است. در بررسی حاضر مقادیر مختلف ریشه
مو مورد بررسی قرار گرفت و نتایج نشان داد يریشه50الی

1الی 5/0مو که به طول يریشه35الی 25که تعداد 
دار مو برش داده شده بودند، بالاترین متر از انتهاي ریشهسانتی

دردترین کیفیت را داشتند. این تعداو مناسبDNAغلظت 
متر مو به ازاي هر سانتی10ي مو بود که مجموعاً ریشه3- 2

مطالعه. این تعداد در)1(شدنمونه یا استخرج را شامل می
عدد ریشه 50و 30، 10، 2007در سال )21(السعید صلاح و 

، 2004،10در سال )19(ي پفیفر و همکاران، در مطالعهمو
، مترسانتی5/1طول حدوداً هعدد ریشه مو ب100و 50، 30

ي عدد ریشه10) 12(کومار و همکارانمطالعه این تعداد در
ي مو بود. عدد ریشه5)26(تاي و همکاراندر تحقیق مو و
فاده قرار گرفتند هاي مویی که در این بررسی مورد استریشه

ماهه تهیه شده بودند و تفاوتی از لحاظ 3در یک بازه زمانی 
ها تازه تهیه شده باشند و یا به مدت طولانی که نمونهاین

برداري شده باشند، مشاهده نشد. احتمالاً به این خاطر نمونه
است که موها بلافاصله بعد از تهیه نمونه از دام زنده به دماي 

ال داده شده و سپس این موها تا زمان استخراج زیر صفر انتق
نگهداري شده بودند. این نتایج با - 20در فریزر و در دماي 

تاي ولی با نتایج،مطابقت داشت) 1(آلبرت و همکاراننتایج
در DNAداد کیفیت که نشان می)26(و همکاران

بافري .اختلاف داشتاست، هاي تازه تهیه شده بیشتر نمونه

) 1(روشاساس راي لیز کردن بافت مو استفاده شد بر که ب
% به مدت 70هاي مو با الکل اتانول ولی شستشوي نمونه،بود
15- 10% به مدت 96ساعت به شستشو با الکل اتانول 56

56زمان انکوباسیون از دماي ،دقیقه کاهش یافت. همچنین
اد گري سانتیدرجه58ساعت به 48گراد به مدت درجه سانتی

با این تغییر زمان ،ساعت تغییر یافت. بنابراین24به مدت 
ساعت کاهش یافت که یک مزیت 80مدت هانجام آزمایش ب

آید. البته در عمده نسبت به روش مرجع به حساب می
و 2004در سال )19(پفیفر و همکارانمطالعاتی که توسط 

DNAروي استخراج 2007در سال )21(صلاح و السعید
ها بعد از اضافه کردن زمان انکوباسیون نمونه،ورت گرفتص

DNAولی میزان ، ساعت عنوان شده5-2بافر هضم 
90الی 7در دامنه و ها بسیار کم استخراجی از این روش

نانوگرم در میکرولیتر بود. یکی 58طور میانگین ه نانوگرم و ب
به استخراجی این مطالعات نسبت DNAاز علل مقادیر پایین 

تواند به دلیل زمان کم روش مورد استفاده در مطالعه حاضر می
ي دیگر شامل استفاده از تغییرات اعمال شدهانکوباسیون باشد.

مرکاپتواتانول است. جاي استفاده از ديه) بDTT(تریولتیودي
سولفیدي ساختار بافت را ي شیمیایی پیوندهاي ديهر دو ماده

ي شیمیایی در اده از این مادهشکنند و در حالت استفمی
تري مقایسه با عدم استفاده از آن در بافر هضم، نتایج مطلوب

مربوط به استخراج پژوهش هاي ). در اکثر 1(بدست آمد
DNAشود ولی با اتانول استفاده میمرکاپتواز بافت مو از دي

ي زا بودن این مادهتوجه به بوي بسیار زننده و مسمومیت

میکرولیتر 75ي مو و خون گاومیش (ریشهنمونه هاياستخراج شده با روش استخراج نمکی ازDNAمیانگین خلوص و کمیت -1جدول 
حجم محلول)

Table 1. Average of purity and quantity of extracted DNA using salting out method from Buffalo hair root and
blood samples

)OD260/280(ي کمیتدامنه)OD260/280(کیفیت)ng/µL(ي کمیتدامنه)ng/µL(کمیتتعدادنوع بافت
63/1-3/10083/198/1-2/2385/426±407/150خون

65/1-2/13087/107/2-03/3758/950±40017/188ریشه مو
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اتانول مرکاپتوبجاي ديDTTر این بررسی از شیمیایی، د
) CaCl2(در این بررسی از کلریدکلسیم،استفاده شد. همچنین

در بافر استخراج استفاده شد. این ماده با فعال کردن آنزبم 
). در 19(کندها کمک میبه فرایند هضم پروتئینKپروتئیناز 

جاي هبCaCl2)، وقتی از 19(ي پفیفر و همکارانمطالعه
EDTA استفاده شده کمیت و کیفیتDNA بدست آمده

و CaCl2بیشتر شد. در بررسی حاضر هر دو ماده شیمیایی 
EDTA .اکثر همچنین، در ترکیب بافر هضم استفاده شد
)1،21،23،24،26از مو (DNAاستخراج براي هاپژوهش

از بافت مو DNAیا استخراج مبتنی بر استخراج فنل/کلروفرم
باشد. در این ) می19،22،23(هاي تجاريی بر کیتمبتن

بررسی با در نظر گرفتن خطرناك بودن استفاده از فنل، 
جاي استخراج فنل/کلرورم ترجیح داده شد.هاستخراج نمکی ب

1998در سال )16(اي که توسط تاي و همکاراندر مطالعه
ي هااستخراجی با استفاده از روشDNAانجام گرفت غلظت 

ترتیب هل/کلروفرم براي موهاي تازه تهیه شده، بکی و فننم
نانوگرم بر 87میکروگرم) و 1/2(نانوگرم بر میکرولیتر42

هایی که یک هفته میکروگرم) براي نمونه35/4(میکرولیتر
1/2(8ترتیبهتهیه شده بودند، بDNAقبل از استخراج 

روگرم) میک85/0نانوگرم بر میکرولیتر (17و میکروگرم)
گزارش شد. خلوص بدست آمده در این بررسی براي روش 

بود که 7/1کلروفرم /و براي روش فنل1برابر استخراج نمکی 
ل/کلروفورم بر استخراج نمکی ي برتري روش فندهندهنشان

) 22(ي دیگر که توسط سوناگا و ناکامورااست. در یک مطالعه
شده و هم مقایسهصورت گرفت سه نوع کیت تجاري با

الی 120ر دامنه در سه روش انجام گرفته دDNAغلظت 
ي تولیدي در روش DNAمیزان یر بود.نانوگرم متغ150

ISOHAIR نانوگرم براي روش 150بیش از
Chelex120 -140نانوگرم و براي روشDNA Mini Kit

QIAamp نانوگرم بود. در بررسی دیگري که 120کمتر از
،) انجام شده بود1(2010در سال انتوسط آلبرت و همکار

18(نانوگرم بر میکرولیتر599استخراجی از DNAکمیت 
5/1نانوگرم بر میکرولیتر (54میکروگرم) در گربه خانگی تا 

ي DNAمیزان ،میکروگرم) در روباه متفاوت بود. همچنین
ي که توسط درکومار و همکارانااستخراج شده در مطالعه

میکروگرم قرار 2الی 5/0فته است، در دامنه صورت گر)12(
) براي سه 23(داشت. این میزان توسط سوزان و همکاران

ي مو از بافت ریشهDNAروش مورد استفاده براي استخراج 
دست همیکروگرم ب03/2±80/4، 92/1±84/2، 34/0±22/0

در مطالعه حاضري استخراجیDNAغلظتآمد. میانگین
75/9الیمیکروگرم25/71دامنهبامیکروگرم12/28

دستهب07/2الی65/1دامنهبا87/1خلوصمیکروگرم و
PCRاندکی که براي هر بار DNAآمد. با توجه به میزان 

بدست DNAنانوگرم)، میزان 100الی 50(مورد نیاز است
رسد و مقدار ظر میني حاضر قابل قبول بهآمده از مطالعه

DNAز این روش، براي صدها مورد استخراج شده اPCR
مورفیسم وتیپی از قبیل تجزیه و تحلیل پلیجهت تحلیل ژن

هاي میکروستلایتی کافی است.هاي ژنی و جایگاهجایگاه
دهد که کمیتي این نتایج با مطالعات قبلی نشان میمقایسه
DNAي ي حاضر نسبت به همهي استخراجی در مطالعه

ر بوده و همچنین کیفیت قابل قبول و مطالعات ذکر شده بالات
PCRي استخراجی در DNAمیز آکثیر موفقیتت

مدي این روش بهینه یافته است. در مرور آي کاردهندهنشان
ي از بافت ریشهDNAمنابع مطالعات مربوط به استخراج 

صورت گرفته براي هاي پژوهششود که اکثر مشخص می
هاي مبتنی بر کیتي مو یا از بافت ریشهDNAاستخراج 

اند و تنها مطالعات تجاري و یا مبتنی بر فنل/کلروفرم بوده
ي روش استخراج نمکی با معدود و فقط براي مقایسه

) 26(هاي مبتنی بر استخراج فنل/کلروفرم صورت گرفتهروش
ي برتري روش استخراج دهندهها نشانو نتایج بررسی

DNAکمیت کلروفرم نسبت به روش نمکی بوده و/فنل
دست آمده براي روش استخراج نمکی بسیار پایین بوده که هب
رسد روش نمکی استفاده شده در این بررسی بهینه نظر میهب

عنوان یک روش مورد تأیید ارائه شود و هتواند بنبوده و نمی
در روش استخراج نمکی ،بنابراینبگیرد.رمبناي قضاوت قرا

تر بودن مو هم به لحاظ ایمنمعرفی شده در این مطالعه از
ي نمونه خون و هم به لحاظ استفاده نسبت به تهیهآوريجمع

خطرتر در آزمایشگاه، حداکثر ایمنی در نظر گرفته از مواد کم
روش مورد بررسی به لحاظ عملیات ،شده است. همچنین

هاي ، نسبت به روشکاربراجرایی در آزمایشگاه توسط 
تر کلروفرم و نمکی از خون راحتاستخراج مبتنی بر فنل/

است. این روش یک روش اقتصادي است و نسبت به 
صرفه و ههاي تجاري بسیار بهاي مبتنی بر کیتروش

هاي دلیل کاهش هزینههچنین باقتصادي است. هم
هاي مبتنی بر برداري و نگهداري نسبت به روشنمونه

-نمونهخصوص در مورد حیواناتی کههاستخراج از خون، ب
باشد. هر چند شاید ها سخت است، اقتصادي میبرداري در آن

هاي بر بودن مزیتی نسبت به روشاین روش به لحاظ زمان
نیزنکوباسیون در این روش رایج براي استخراج ندارد و زمان ا

توان در ریزي دقیق میبا برنامهولی،ساعت)24(بالاست
،بنابراین.آماده نمودهاي دیگر را زمان انکوباسیون نمونه

-نمیمحسوباي بر بودن این روش، عیب عمدهمسئله زمان
ي جوانب کار، مزایا و . در نهایت با در نظر گرفتن همهشود
هي نتایج بیب روش معرفی شده، و مقایسهمعا

توان نتیجه گرفت ن روش با مطالعات قبلی میدست آمده از ای
در این بررسی یک روش ي ارائه شده که روش ساده و بهینه

اقتصادي، راحت، ایمن و کارآمد بوده و قابل توصیه به 
هاي بیوتکنولوژي است.آزمایشگاه

و قدردانیتشکر
از مرکز اصلاح نژاد و بهبود تولیدات دامی کشور و مراکز 

هاي آذربایجان شرقی، آذربایجان غربی، امور دام استان
جهت مساعدت در که بیل خوزستان، گیلان، کرمانشاه و ارد

گردد. ها همکاري نمودند، تشکر میبرداري از دامنمونه
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Abstract
The reliability and performance of the molecular diagnostic assays such as polymerase chain

reaction (PCR), enzyme digestion and other applications are influence by quantity and quality of
the extracted DNA strongly. Furthermore, to choose suitable and optimal tissue for genomic
experiments nevertheless consider quantity and quality of the extracted DNA, we need to
consider the comfort of sample collecting, transporting costs, storing costs, safety of sampling
and pre-processing. I this study an efficient salting out-modified procedure for extracting DNA
from hair roots, introduced. This procedure yield high quantity of DNA with adequate quality.
Four hundred Hair roots and blood samples were obtained from buffalo units experiment. The
yield of extracted DNA and the purity of the DNA samples were evaluated by absorbance
(A2260/A280) ratio. 1% agar gel electrophoresis and PCR amplification. Mean DNA yields and
the 260/280 nm absorbance ratio for buffalo hair roots and blood were 27.67 μg and 1.85 and
17.86 μg and 1.83, respectively. Comparing this results with previous studies demonstrate that
our modified procedure is cost-effectiveness, comfortable, safe, efficient and recommendable
procedure to carry out in biotechnology laboratories.

Keywords: DNA extraction procedures, Polymerase chain reaction (PCR), Modified salting out
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