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یافته ینهبه یاز خون مرغ با استفاده از روش نمک  DNAاستخراج 

ٔؼئَٛ( یؼٙذٜ)٘ٛ آتادیجَاًزٍح ػل یػل               

  یشاٖوشج، ا ی،وـبٚسص یحآٔٛصؽ ٚ تشٚ یمبت،وـٛس،ػبصٔبٖ تحم یفّْٛ دأ یمبتٔٛػؼٝ تحم یفّٕ یئتٞ فضٛ

ًیارکیًیصاتز جلَخا  

  یشاٖوشج، ا ی،وـبٚسص یحآٔٛصؽ ٚ تشٚ یمبت،وـٛس،ػبصٔبٖ تحم یفّْٛ دأ یمبتٔٛػؼٝ تحم یفّٕ یئتفضٛ ٞ

چکیذُ:

 ـاّو اس یٍ اصـحح ًـضاد    یکیهٌاعة در هطالؼات هختلف صًت تیفیتا ک یصًَه DNA اعتخزاج . اعـت  تزخـَردار  ییتـا   تی

 ییهٌظَر کـارآ  تِ اهاتاؽذ،  یهؾاتِ ه ًغثتاً ییایتاکتز ٍ یجاًَر ،یاّیگ هختلف یّادر علَل DNA اعتخزاجاگزچِ اصَل 

 ـییتغ عـلَل ًَع گًَِ ٍ  ًَع ق،یتحق ّذف اعاطتز  سم اعت  ٌِیّش ٍدر سهاى  ییجَصزفِتا تز،  در رٍػ اعـتخزاج    یزات

DNA اعتخزاج  یّارٍػ اس یکی. گزدد جادیاDNA، ای یرٍػ ًوک Salting-Out ـتغتزخـی    اًجـام  تـا  کِ تاؽذیه   زاتیی

 ـارا حاضـز  پـضٍّؼ  اًجـام  اس ّذف. اعتؽذُ  یعاسٌِیتْ یاّل یّادام یّاگًَِ یتزا  ـ ِی  ـ کی ِ یتْ یرٍػ ًوک  یتـزا  ٌـ

-جوغ رٍػ شیتافزّا ٍ ً ٍ هَاد در حجن خَى، هقذار هصزف زاتییتغ تزخی هٌظَر، يیتذاس خَى هزؽ تَد.  DNAاعتخزاج 

 DNAاعـتخزاج    جْـت ًوًَِ خَى هـزؽ    400 تؼذاد ؽذُ، ٌِیتْرٍػ  یاتیهٌظَر ارس تِ. ؽذ جادیا ؽذُ ظیتغل DNA یآٍر

 تـز رٍی صل آگـارس    تا اعتفادُ اس الکتزٍفـَرس  اعتخزاج ؽذُ DNAکیفیت ٍ کویت . عپظ گزفت قزار اعتفادُ هَرد یصًَه

اعتخزاج ؽذُ کیفیت هطلَتی را   DNAّای ًتایج الکتزٍفَرس ًؾاى داد کِ ًوًَِ. ذیگزدٍ اعپکتَفتَهتزی تؼییي  درصذیک

 ًؾـاى ٍفتَهتز زتا اعتفادُ اس اعـپکت  DNA یّاًوًَِ یفیک یاتیارس جیًتا يیّوچٌداؽتِ ٍ کوتزیي هیشاى ؽکغتگی را داؽتٌذ. 

ِ  داؽتِ قزار 9/1 تا 7/1ّا در هحذٍدُ در اغلة ًوًَِ 280تِ  260داد کِ ًغثت جذب  ًؾـاى دٌّـذُ کیفیـت هطلـَب ٍ    کـ

 .تاؽٌذیه وزاسیپل یازُیسًج ٍاکٌؼ جولِ اس یتؼذ هزاحل اعتفادُ در یتزاهٌاعة آى 

DNA یفیتو یبثیاسص ی،، سٚؽ ٕ٘ىٔشك، اػتخشاج DNA: یذیکل ّایٍاصُ
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 هقذهِ     

-یٔ هی٘ٛوّئ ذیاػ ی٘ٛف (DNA) ذیاػ هیجٛ٘ٛوّئیس یدئٛوؼ

 یؼتیص یٞبتیفقبِ یثشا یىیط٘ت یٞبدػتٛساِقُٕ حبُٔوٝ  ثبؿذ

 اعلافبت یػبصشٜیٔؼئَٛ رخ یثٛدٜ ٚ ثٝ ٘ٛف ص٘ذٜ ٔٛخٛدات

ثٝ فٙٛاٖ ٔبدٜ  DNA. ِٔٛىَٛ ؿٛدیٔ ٔحؼٛة فشد ٞش یىیط٘ت

 سؿتٝ دٚ ِٔٛىَٛ كٛست ثٝ ٚ ٌشفتٝ لشاس ٞبدس ٞؼتٝ ػَّٛ یٚساثت

-ػَّٛتٕبْػبختٝ ؿذٜ اػت.  ٍشیىذیثٝ  ذٞبیاص اتلبَ ٘ٛوّئٛت یا

 بی ٚخٖٕٛ٘ٛ٘ٝاصٗیٞؼتٙذ. ثٙبثشا DNAیداساداسٞؼتٝیٞب

 ,Siden et alاػتخشاج ٕ٘ٛد ) DNA تٛاٖیٔیثبفتٕ٘ٛ٘ٝٞش

ٔختّفیٞباص ػَّٛ  DNAاػتخشاج(. اك1998َٛ

یثشخدستٟٙب ٚثبؿذیٔٔـبثٝ ٘ؼجتبًیخب٘ٛس ٚیٌیبٞ ،ییبیثبوتش

 اػتخشاج یثٝ عٛس وّ .داسدٚخٛدییٞبتفبٚتیخضئ ٔٛاسداص

DNA  ّٝٔٛسد یؼتیص یٞبٕ٘ٛ٘ٝ ٝیتٟ-1: ثبؿذیٔؿبُٔ پٙح ٔشح 

 ءٚ غـب یتٛپلاػٕیػ ءغـبء )غـب ٚ یػِّٛ ٛاسٜیٞضٓ د-2 ٘ؾش،

 DNAخبِق ػبصی  -3 ،یفلبسٜ ػِّٛ ٝیاعشاف ٞؼتٝ( خٟت تٟ

ٚ  RNA ٞب،ٗیٔٛاد ٔٛخٛد دس ػَّٛ )پشٚتئ شیزف ػبحثب 

-ٔحَّٛ-DNA ٚ 5ٚ سػٛة دادٖ ؼیتغّ-4 ،)ٍشید جبتیتشو

 ثبؿذیٔ TEثبفش  بیٚ  شیدس آة دٚ ثبس تمغ DNA یػبص

(Chacon-Corten & Griffiths, 2014 .) 

ٌّجَٛ ٞبی   ٛس،یخلاف پؼتب٘ذساٖ، دس پش٘ذٌبٖ اص خّٕٝ دس ع ثش

 دس دٝی٘ت دس. ثبؿٙذ یٔ DNA یٞؼتٝ ثٛدٜ ٚ حبٚ یلشٔض داسا

 سٚد یٔ ا٘تؾبس پؼتب٘ذساٖ، ثب ٔـبثٝخٖٛ  حدٓ اص اػتفبدٜ كٛست

 Khosravinia) اػتخشاج ٌشدد یـتشیث یّیخ DNAوٝ ٔمذاس 

et al, 2007.)ذیؿذٜ ثب ٝیخٖٛ تٟ یتٛخٝ ٕ٘ٛد وٝ ٕ٘ٛ٘ٝ ٞب ذیثب 

ثبؿٙذ  EDTA بیٚ  ٓیػذ تشاتیٔبدٜ ضذا٘قمبد خٖٛ ٔثُ ػ یحبٚ

 یشیخٌّٛپغ اص ٕ٘ٛ٘ٝ ٌیشی خٖٛ  یتب اص ِختٝ ؿذٖ ٕ٘ٛ٘ٝ ٞب

ٖ  DNAاػتخشاج  یثشا ٗیاص ٔبدٜ ضذ ا٘قمبد ٞپبس٘جبیذ ٌشدد. 
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Extraction of high-quality genomic DNA is of great importance in various genetic and breeding 

studies. Although the principles of DNA extraction from different plant, animal, and bacterial 

cells are relatively similar, but in order to make it more efficient, save the time and cost, there is 

a need to make some changes in the DNA extraction method based on the purpose of research, 

the species and cell kind. One of the DNA extraction methods is salting-out method, which is 

optimized to the livestock species by making some changes. The objective of this study was to 

present an optimized Salting-Out method for DNA extraction from chicken blood. For this 

purpose, some changes were made in the blood volume, the amount of consumed materials and 

buffers, and also the method of condensed DNA collection. To evaluate the optimized method, 

400 chicken blood samples were used for genomic DNA extraction. Then the quality and 

quantity of extracted DNA were determined by electrophoresis on 1% agarose gel and 

spectrophotometry methods. The results of electrophoresis showed that sharp DNA bands 

visualized in gel with the lowest fracture rate, indicating the desired quality of extracted DNA 

samples. Also, the results of quality assessment of DNA samples using spectrophotometry 

showed that the absorption ratio of 260 to 280 nanometer in most samples range from 1.7 to 1.9, 

indicating that they are appropriate for use in next steps including polymerase chain reaction. 

Key words: chicken, DNA extraction, Salting-Out method, DNA Qualitative evaluation 
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ٞپبسیٗ یه ٌّیىٛآٔیٌّٙٛیىبٖ ػِٛفبتٝ ثب ثبس ، صیشا  اػتفبدٜ وشد

پّیٕشاص سا دس Taqٔٙفی صیبد ٔی ثبؿذ ٚ ٔی تٛا٘ذ فقبِیت آ٘ضیٓ 

فبُٔ  هیثٝ فٙٛاٖ  ٚاوٙؾ ص٘دیشٜ ای پّیٕشاص ٔختُ ٕ٘ٛدٜ ٚ 

 وٙذ یٔ فُٕ( PCR) ٕشاصیپّ یا شٜیٕٔب٘قت وٙٙذٜ ٚاوٙؾ ص٘د

(Al-Soud and Radstrom, 2001) .ٕٝ٘ٛ٘ ؿذٜ ٝیتٟ یٞب 

وٝ یكٛست دس ٚ ؿٛ٘ذ دادٜ ا٘تمبَ ـٍبٜیآصٔب ثٝ خی یسٚ ثش ذیثب

 4 یدس دٔب شد،یا٘دبْ DNAٌاػتخشاج  ثلافبكّٝاػت لشاس

ٔذت  یوٝ ثشا یدس كٛست یؿٛد. ِٚ یٍٟ٘ذاس ٍشادیدسخٝ ػب٘ت

ٚ ػپغ اػتخشاج ا٘دبْ  یثٝ كٛست خٖٛ وبُٔ ٍٟ٘ذاس یعٛلا٘

ٔٙتمُ  ٍشادیػب٘ت -20 یخٖٛ ثٝ دٔب یٕ٘ٛ٘ٝ ٞب یؼتیخٛاٞذ ؿذ، ثب

 ٝیٔشحّٝ ثقذ ثٝ ٔٙؾٛس تٟ . دس(Huang et al, 2017) ٌشدد

یػِّٛٛاسٜیدفمذاٖثقّتیخب٘ٛسیٞبػَّٛدس یفلبسٜ ػِّٛ

ؿىؼت. ساٞبػَّٛغـبءتٛاٖیٔػبدٜیاػٕضؿٛنهیثب

-یاػتفبدٜ ٔ ییبیٕیٚ ؿ یىیضیاصدٚ سٚؽ ف ٞبػَّٛؿىؼتٗ  یثشا

ٔتذاَٚ اػت.  ییبیٕیؿ یٞبسٚؽDNAاػتخشاج  یؿٛد وٝ ثشا

 هیٚ  یػِّٛ ٛاسٜیثش د ییبیٕیفبُٔ ؿ هی بصٔٙذی٘ ییبیٕیؿ ٝیتدض

 ٛاسٜید فیتضق یاػت. ٔقٕٛلا ثشا یػِّٛ یفبُٔ پبسٜ وٙٙذٜ غـب

 بی( ٚ EDTAتتشا اػتبت) ٗیآٔ ید ّٗیات ضٚصْٚ،یاص ِ یػِّٛ

 یٕشیپّ جبتیتشو ،ضٚصْٚیؿٛد. ِ یاص ٞش دٚ اػتفبدٜ ٔ یٔخّٛع

وٙذ. اص عشف یسا ٞضٓ ٔ یػِّٛ ٛاسٜیدچؼجیذٌی وٙٙذٜ  ٗیٔأت

 یحفؼ ػبختبس وّ یلاصْ ثشا ٓیضیٔٙ یٟٛ٘بی EDTA ٍشید

سا DNAوٙٙذٜ  ٝیتدض یٞبٓیػَّٛ سا حزف وشدٜ ٚ آ٘ض یغـب

 دتشخٙت بی ٙذٜیؿٛ جبتیاص تشو ،حزف غـبء یوٙذ. ثشایٟٔبس ٔ

 یاػتفبدٜ ٔ ضی٘  تٖٛی( ٚ تشػِٛفبت ُیدػ دٚ ٓی)ػذ  SDSٔثُ

 ٙذیػَّٛ ثٝ فشا یدس غـب یچشث یٞبثب حزف ِٔٛىَٛ  SDSؿٛد. 

 هی٘ٛوّئ یذٞبیاػ یذاسیػَّٛ وٕه وشدٜ ٚ ثٝ پب یغـب ٝیتدض

وـؾ  آٚس٘ذٜ ٗییپب هیثٝ فٙٛاٖ  تٖٛیتش ٗیوٙذ. ٕٞچٙیوٕه ٔ

ٌشدد. یػَّٛ ٔ یؿذٖ غـب یٔتلاؿ ثبفث ،غـبء ػَّٛ یػغح

 ٛطیفیثب ا٘دبْ ػب٘تش شٔحَّٛیغ یػِّٛ یبیٞب، ثمبػَّٛ ٝیپغ اص تدض

ثذػت  ییسٚ ـیثٝ كٛست ٔب یسػٛة دادٜ ؿذٜ تب فلبسٜ ػِّٛ

 یؿبُٔ ٔمذاس لبثُ تٛخٟ ،DNAفلاٜٚ ثش  یفلبسٜ ػِّٛ ٗی. اذیآ

 ,Sambrook and Russel) ثبؿذ یRNAٔٚ  ٗیپشٚتئ

ٚخٛد  یٔختّف یٞبسٚؽDNA ی(. دس ٔشحّٝ خبِق ػبص2001

 فجبستٙذ اص: یخبِق ػبص یػٝ سٚؽ فٕذٜ ثشا .داسد

ٚ سٚؽ Salting-out بی یوّشٚفشْ، سٚؽ ٕ٘ى -فُٙ سٚؽ

سٚؽ اػتب٘ذاسد اػتخشاج  .یٛ٘ی ضیتقٛ یاػتفبدٜ اص وشٚٔبتٌٛشاف

DNAُٙٞب ٕ٘ٛ٘ٝ ث1:1ٝثبؿذ وٝ ثٝ ٘ؼجت  یوّشٚفشْ ٔ-، سٚؽ ف

-یٔ ٞبٗیثبفث سػٛة پشٚتئ یآِ یٞباضبفٝ ؿذٜ ٚ ثٝ فٙٛاٖ حلاَ

ٚ دس لؼٕت ثبلا  یؿبُٔ فبص آث ٝیػٝ لا ٛط،یفیؿٛد. ثب ا٘دبْ ػب٘تش

ٚػظ ٔشثٛط ثٝ  ٝی، لاDNA ٚRNA یٞبِٔٛىَٛ یحبٚ

فُٙ ٚ  دس لؼٕت تحتب٘ی ٚ حبٚی یٚ فبص آِ یٙیپشٚتئ یٞبیآِٛدٌ

(. دس Green and Sambrook, 2017)ثبؿذیوّشٚفشْ ٔ

-ٗیپشٚتئ ٝیخٟت تدضK ٙبصیپشٚتئ ٓیفُٙ اص آ٘ض یثدب یسٚؽ ٕ٘ى

ٔٛلاس(،  6ثب اػتفبدٜ اص ٕ٘ه فٛق اؿجبؿ ) ػپغاػتفبدٜ ؿذٜ ٚ  ٞب

 Miller et) ذیآیخبِق ثذػت DNAٔسػٛة ٚ  ٞبٗیپشٚتئ

al, 1988ثش  یٛ٘ی ضیتقٛ ی(. سٚؽ اػتفبدٜ اص وشٚٔبتٌٛشاف

 سٚؽ  ٗیؿذٜ اػت. دس ا یعشاح یىیاػبع اختلاف ثبس اِىتش

ثٝ رسات ثبسداس DNA ٚRNAٔثُ  یثبس ٔٙف یداساٞبی ِٔٛىَٛ

ؿٛ٘ذ. ثب اضبفٝ وشدٖ یٚ آٞٗ ٔتلُ ٔ غیّیػ ٗ،یٔثجت ٔثُ سص

سفتٝ ٚ ثب ا٘دبْ  ٗیاص ث حیثٝ تذس یىیاِىتش یٛ٘ذٞبیپ ،ٕ٘ه

تٛاٖ خبسج وشد. یاص ػتٖٛ ٔشثٛعٝ ٔ ٗ،ییثب ػشفت پب ٛطیفیػب٘تش

اص ػتٖٛ فجٛس  ٞبٗیٚ پشٚتئRNAٕ٘ه،  ٗییثب غّؾت پب ٔقٕٛلاٌ

ثب رسات ثبسداس داس٘ذ( ٚ  یفتشیضق ٛ٘ذیؿٛ٘ذ )پیدادٜ ؿذٜ ٚ خذا ٔ

ثب رسات ثبس DNAِٔٛىَٛ  تشیلٛ ٛ٘ذیپ ُیدس ٔشحّٝ ثقذ ثٝ دِ

اص ػتٖٛ فجٛس DNA یٞبغّؾت ٕ٘ه ِٔٛىَٛ ؾیداس،  ثب افضا

(. Budelier & Schorr, 1998) ؿٛدیدادٜ ؿذٜ ٚ اػتخشاج ٔ

ثبؿذ، یاػتخشاج ٔ یب٘یوٝ ٔشحّٝ پبDNAدادٖ  سػٛةدس ٔشحّٝ 

ثب اتبَ٘ٛ  یاص سٚؽ سػٛة دDNAٞٔتشاوٓ ػبختٗ  یٔقٕٛلا ثشا

ؿٛد. اتبَ٘ٛ ٔغّك دس حضٛس ٕ٘ه یاػتفبدٜ ٔ ضٚپشٚپبَ٘ٛیا بیٚ 

Na یٟٛ٘بیحضٛس وبت ُی)ثٝ دِ ٓیاػتبت ػذ
( ثبفث سػٛة +

DNAٔؿٛد ٚ ولاف یDNAٔ ٚ ٜتٛاٖ ثب اػتفبدٜ اص یؽبٞش ؿذ

ٞضاس دٚس دس  12) ثب دٚس ثبلا ٛطیفیا٘دبْ ػب٘تش بیٚ  یا ـٝیؿ ّٝیٔ

سا اػتخشاج ٕ٘ٛد. ثٝ ٔٙؾٛس DNA(، مٝیدل 10ثٝ ٔذت  مٝیدل

ٞب سا ثب اِىُ ٕ٘ٛ٘ٝ ٔقٕٛلاDNAٌٔتلُ ثٝ  ٓیػذ یٞبٖٛیحزف 
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-تٛاٖ ٕ٘ٛ٘ٝیDNAٔدسكذ ؿؼتـٛ ٚ پغ اص خـه وشدٖ  70

 یحُ ٕ٘ٛد. ثشا شیآة دٚثبس تمغ بیٚ TEسا دس ثبفش DNA یٞب

 یٞبحزف ِٔٛىَٛ یثشا ٗیٚ ٕٞچDNAٙحُ ؿذٖ ثٟتش پّت 

RNAیوٝ احتٕبلا ٕٞشاٜ ثب ِٔٛىِٟٛب DNA ،اػتخشاج ؿذٜ ا٘ذ

ٌشاد دس ثٗ یدسخٝ ػب٘ت 37 یػبفت دس دٔب 2ٞب ثٝ ٔذت ٕ٘ٛ٘ٝ

دسخٝ ٔٙتمُ  - 20ثٝ DNA یٞبٚ ػپغ ٕ٘ٛ٘ٝ شدیٌیلشاس ٔ یٔبس

اٌشچٝ  یعٛس وّ ثٝ (.Vaibhavi et al, 2014)ٌشددیٔ

ٔـبثٝ اػت،  جبًیتمش ٔختّف یٞبدس ػDNAَّٛاكَٛ اػتخشاج 

 یشاتییتغ یؼتیثبفت ٔٛسد ٘ؾش ٚ ٘ٛؿ ٌٛ٘ٝ ثب تیثب تٛخٝ ثٝ ٔبٞ یِٚ

دس  یىیافٕبَ ٕ٘ٛد تب ٔـىلات تىDNAٙسا دس ٔشاحُ اػتخشاج 

 تیفیثب و یطDNAٔٛ٘ٚ  ذٜیعَٛ ٔشاحُ اػتخشاج ثٝ حذالُ سػ

ثب تٛخٝ ثٝ ٞؼتٝ داس ٔٙبػت اػتحلبَ ٌشدد.  ییٔغّٛة ٚ ثب وبسا

ٚ ٔـىلات ٔشثٛط ثٝ ثٛدٖ ٌّجَٛ ٞبی لشٔض خٖٛ پش٘ذٌبٖ 

ٔمبِٝ  ٗیااص  فٞذاص خٖٛ ٔشك وٝ اؿبسٜ ؿذ، DNAاػتخشاج 

 پبیٝاص خٖٛ ٔشك ثش DNAاػتخشاج  ذیخذ سٚؽ هی یٔقشف

 ثبؿذ. یثٟتش ٔ ییثب وبسآ یسٚؽ ٕ٘ى

 

 ّارٍػ ٍ هَاد    

 DNA اعتخزاجًوًَِ ٍ  ِیتْ
ٕ٘ٛ٘ٝ خٖٛ ٔشك خٟت اػتخشاج  400تقذاد  اص كیتحم ٗیا دس

DNAٜتٛػظ  یػ یػ 1خٖٛ ثٝ حدٓ  یٞب ٕ٘ٛ٘ٝ. ؿذ اػتفبد

 ثلافبكّٝ ٚ ؿذ ٝیتٟثبَ پش٘ذٜ  شیص یٔثّث ٝی٘بح بٞشيیػشً٘  اص ػ

 ید ّٗیٔبدٜ ضذ ا٘قمبد ات یحبٚ یتشیِ یّیٔ 5/1 یٞبٛحیىشٚتیٔ ثٝ

 ؿذٖ ٔخّٛط اص پغ ٚ ٔٙتمُ( EDTA) ذیاػ هیتتشا اػت ٗیآٔ

 ـٍبٜیآصٔب ثٝ خـه خی داخُ دس ا٘قمبد ضذ ٔبدٜ ثب خٖٛ

وـٛس ا٘تمبَ دادٜ ؿذ.  یفّْٛ دأ مبتیٔٛػؼٝ تحم یٛتىِٙٛٛطیث

 خٖٛ وٙٙذٜاص ٔٛاد ضذ ا٘قمبد  یىیEDTAثٝ روش اػت وٝ  لاصْ

-ید ،(Na2EDTA) ٓیػذید یٞبٕ٘ه كٛست ثٝ وٝ ثبؿذیٔ

( ٔٛسد اػتفبدٜ K3EDTA) ٓیپتبػیتش ٚ( K2EDTA) ٓیپتبػ

-یّیٔ ٞش یاصا ثٝ. ؿٛدیٔ حُ آة دس یساحت ثٝ وٝ شدیٌیلشاس ٔ

 2/1ٚ  ٓیپتبػید بیٚ  ٓیػذ یدEDTA ٌشْیّیٔ 5/1 خٖٛ، تشیِ

 اص دس ایٗ تحمیكاػت.  بصیٔٛسد ٘ ٓیپتبػ یتشEDTAٌشْ  یّیٔ

Na2EDTA   ٔیّی ٌشْ دس ٞش ٔیّی ِیتش ثٝ فٙٛاٖ  5/1ثب ٔمذاس

DNAتب صٔبٖ اػتخشاج  ٞبٕ٘ٛ٘ٝٔبدٜ ضذ ا٘قمبد خٖٛ اػتفبدٜ ؿذ. 

ؿذ٘ذ. ثٝ ٔٙؾٛس اػتخشاج  یٍٟ٘ذاس ٍشادیػب٘ت  -20 یدس دٔب

DNAٕٝ٘ٛ٘ ثب تٛخٝ  ،یخٖٛ ٔشك ثب اػتفبدٜ اص سٚؽ ٕ٘ى یٞباص

 یٔب٘ذٖ ِختٝ حبٚ یٚ ثبل بدیص بسیسػٛة ثؼ لجیُاص  یثٝ ٔـىلات

 اػتخشاج ٝیاِٚ ٔشاحُ تىشاس ،ٔىشس ٚستىغٌّجَٛ لشٔض، ا٘دبْ 

 یبدیثٝ ٔمذاس ص بصی٘ ٞب،ٞؼتٝ یحبٚ ذیػف سػٛة اػتحلبَ خٟت

اص سؿتٝ  یؼتٛ٘یٞ یٞبٗیپشٚتئ ٛ٘ذیخٟت ؿىؼتٗ پK ٙبصیپشٚتئ

DNA، ٗیٔشثٛط ثٝ پشٚتئ یٔب٘ذٖ آِٛدٌ یثبل  ٚRNA دس

 ّٝیٔ اص اػتفبدٜ ثٛدٖ صٔب٘جش ،DNA ؼیٚ لجُ اص تغّ ییٔشاحُ ا٘تٟب

 تیٚ دس ٟ٘بDNA یٞبٕ٘ٛ٘ٝ وشدٖ حُ ٚ ؿذٖ خـه ،یاـٝیؿ

 یشاتییتغ یدس سٚؽ ٕ٘ى ،اػتخشاج ؿذDNAٜ ٗییپب تیفیو

 اسائٝ ؿذٜ اػت: . ٔشاحُ اػتخشاج ثٝ تشتیتؿذ دبدیا

 آٖا٘تمبَ  ٚخٖٛ وبُٔ حبٚی ٔبدٜ ضذ ا٘قمبد  تشیىشِٚیٔ 50ٝیتٟ -1

 یتشیِیّیٔ 2 ٛةیىشٚتیٔ ثٝ

 خذاوٙٙذ1ٜ ثبفش تشیىشِٚیٔ 1000 ٕ٘ٛدٖ اضبفٝ -2

 (5mM Mgcl2, 0.32M Sucrose, Triton X-100  

1%, 10mMTris-Hcl-  pH=7.5) 

ٔحَّٛ فٛق ( 1k15ٔذَ Sigma)ػبخت ؿشوت  ٛطیفیػب٘تش -3

دسخٝ  4دس دٔبی )دٚس دس دلیمٝ  7500دلیمٝ ثب ػشفت  5ثٝ ٔذت 

 ػب٘تیٍشاد(

 سػٛة حبكّٝ  یٍٟ٘ذاسٔبیـ سٚیی ٚ  ٝیتخّ -4

 ،ثٝ سػٛة حبكّٝ خذاوٙٙذٜ ثبفش تشیىشِٚیٔ 1000 ٕ٘ٛدٖ اضبفٝ -5

یه سػٛة  وٝ یصٔب٘، تب 5تب  3تىشاس ٔشاحُ  ٚ ٚستىغ ا٘دبْ

 ؿٛد حبكُػفیذ 

ٚ  حبكّٝثٝ سػٛة ِیضوٙٙذ2ٜ ثبفش تشیىشِٚیٔ  500ٕ٘ٛدٖ اضبفٝ -6

 ا٘دبْ ٚستىغ

(400mM Nacl, 2mM Na2EDTA, 10mM Tris-

Hcl - pH=8.2)

ٔیىشِٚیتش  150دسكذ ٚ SDS10ٔیىشِٚیتش  100وشدٖ اضبفٝ -7

ِیتش( ثٝ ٔحَّٛ  ٔیىشٌٚشْ ثش ٔیّی 50)ثب غّؾت  Kآ٘ضیٓ پشٚتئیٙبص

 حبكّٝ

                                          
1 - Separate buffer 

2 - Lysis  buffer 
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 ٌشْ آة حٕبْ دس ٞبٕ٘ٛ٘ٝ دادٖ لشاس ٚ ٞبٕ٘ٛ٘ٝ وشدٖ ٍٕٞٗ -8

 ػبفت 3 ٔذت ثٝ ٍشادیػب٘ت دسخٝ 56 یدٔب دس

 6)تمشیجبً  اؿجبؿفٛق   NaCl ٔیىشِٚیتش 600 وشدٖ اضبفٝ -9

 ٝیثب٘ 15ثٝ ٔذت  ٞبٕ٘ٛ٘ٝ ذیؿذ تىبٖ ٚٔٛلاس( ثٝ ٔحَّٛ 

دٚس دس  2500دلیمٝ ثب ػشفت  15ٔحَّٛ ثٝ ٔذت  ٛطیفیػب٘تش -10

دلیمٝ 

 اضبفٝ ٚاػتشیُ دیٍش  ٛةیىشٚتیٔٔبیـ سٚیی ثٝ یه  ا٘تمبَ -11

ٞبٕ٘ٛ٘ٝ وشدٖ ٔخّٛط ٚ وّشٚفشْ ٔحَّٛ حدٓ ٞٓ وشدٖ

دٚس دس  3000 ػشفت ثبدلیمٝ  10ثٝ ٔذت  ٛطیفیػب٘تش ا٘دبْ -12

دلیمٝ

 اػتشیُ ٛةیىشٚتیٔ یه ثDNAٝفبص آثی حبٚی  ا٘تمبَ  -13

 خذیذ 

 ٚ ٔٛلاس 3 ػذیٓ اػتبتحدٓ ٔحَّٛ فٛق  1/0 وشدٖ اضبفٝ -14

DNAتب ؽبٞش ؿذٖ ولاف  ٞبٕ٘ٛ٘ٝ ثٝ ػشد ٔغّك اتبَ٘ٛ ثشاثش 5/1

دٚس دس  12000 ػشفتثب  مٝیدل 10ثٝ ٔذت  ٛطیفیا٘دبْ ػب٘تش -15

 ییسٚ ـیٔب حزف DNAٚ تیٌشفتٗ پّ خٟت مٝیدل

-تیپّ ثٝ دسكذ 70 اِىُ تشیىشِٚیٔ 700-800 ٕ٘ٛدٖ اضبفٝ -16

ثب ػشفت  مٝیدل 5ٔذت  ثٝ ٛطیفیحبكّٝ خٟت ؿؼتـٛ ٚ ػب٘تش یٞب

  مٝیدٚس دس دل 12000

 ٞبٕ٘ٛ٘ٝ وشدٖ خـه ٚ ٞبتیپّ یٍٟ٘ذاس ،ییسٚ ـیٔب حزف -17

 اتبق یدٔب ٔدبٚست دس

ثبفش  بی شیآة دٚثبس تمغ تشیىشِٚیٔ 200تب  100اضبفٝ وشدٖ   -18

TE ی حبٚی پّیت ٞباص ٕ٘ٛ٘ٝ هیثٝ ٞش 

(10mM Tris Hcl, 0.2mM Na2EDTA- pH=7.5) 

دسخٝ  37 یدس دٔب یثٝ ثٗ ٔبسDNA یٞبٕ٘ٛ٘ٝ ا٘تمبَ -19

 ثٝ ػپغ ٚ ٞبتیػبفت خٟت حُ ؿذٖ پّ 2ثٝ ٔذت  ٍشادیػب٘ت

ٍشادیػب٘ت دسخٝ -20 ضسیفش

لاصْ ثٝ تٛضیح اػت وٝ ٔٛاد ؿیٕیبیی ٔٛسد اػتفبدٜ ٔشثٛط ثٝ 

إِٓبٖ ٚ ػب٘تشیفیٛط ٔٛسد اػتفبدٜ ػبخت ؿشوت Merckؿشوت 

Sigma ٖ1ٔذَ  إِٓبk15ثبؿذ.ٔی 

 

 اعتخزاج ؽذُ DNA تیفیک یاتیارس    

ثب دٚ سٚؽ اِىتشٚفٛسص ثش  آٖ تیفیو ،DNAاص اػتخشاج  پغ

 ثٝ. ٌشفت لشاس یبثیاسص ٔٛسد یٚفتٛٔتششطَ آٌبسص ٚ اػپىت یسٚ

اػتخشاج ؿذٜ ثب اػتفبدٜ اص سٚؽ DNA تیفیو یبثیاسص ٔٙؾٛس

 5ػپغ ٔمذاس  ٚ ؿذ ٝیتٟ دسكذ یه آٌبسص طَ اثتذا ،اِىتشٚفٛسص

ٔیىشِٚیتش ثبفش ِٛدوٙٙذٜ  3ثب ٔمذاس DNA  ٕ٘ٛ٘ٝ ٔیىشِٚیتشاص ٞش

ثٝ  80ٚ ثب ِٚتبط  ؿذٜ یثبسٌزاس ٔشثٛعٝ یٞبچبٞه دسٔخّٛط ٚ 

. ػپغ ثب اػتفبدٜ اص ٔحَّٛ ذ٘ذیٌشدػبفت اِىتشٚفٛسص  هیٔذت 

ا٘دبْ ٚ پغ اص ؿؼتـٛ ثب اػتفبدٜ اص  یضیسً٘ آٔ ،ذیثشٚٔب ْٛیذیات

لبثُ DNA یثب٘ذٞبUVٚ ثب ٘ٛس  ٙبتٛسیّٛٔایدػتٍبٜ تشا٘غ 

 .ذیٌشد تیسٚ

اػتخشاج ؿذٜ ثب DNA تیفیو یبثیٔٙؾٛس اسص ثٝ ك،یتحم ٗیا دس

DNA یٞبٕ٘ٛ٘ٝ اص دسكذ 10،یاػتفبدٜ اص سٚؽ اػپىتٛفتٛٔتش

ND-1000اػتخشاج ؿذٜ ثب اػتفبدٜ اص دػتٍبٜ ٘ب٘ٛدساح ٔذَ 

 ٘ؼجتاػبع  ثش تٛاٖیٔسٚؽ،  ٗیا دس. ٌشفتٙذ لشاس یبثیاسص ٔٛسد

 ث260nmٝعَٛ ٔٛج  دسDNA ِٔٛىَٛ ی٘ٛس خزة حذاوثش

دس عَٛ ٔٛج  یٙیپشٚتئ یٞبیآِٛدٌ یحذاوثش خزة ٘ٛس

280nmٝتیفیدسخٝ خّٛف ٚ و یبثیاسص یثشا یبسیفٙٛاٖ ٔق ث 

DNA.اػتخشاج ؿذٜ اػتفبدٜ ٕ٘ٛد 

تحث ٍ جیًتا    

 سٚؽ دس یشاتییتغ ا٘دبْ ثب تٛاٖیٔ وٝ، داد ٘ـبٖ كیتحم ٗیا حی٘تب

 ٔشك،اص خٖٛ   DNAاػتخشاج  یثشا بفتٝیٙٝیثٟ یٕ٘ى اػتخشاج

 ؾیاػتخشاج ؿذٜ سا افضاDNA تیفیسا ثٟجٛد ٚ و سٚؽ ییوبسآ

ٚ Millerثبس تٛػظ  ٗیوٝ اِٚ یسٚؽ اػتب٘ذاسد ٕ٘ى دسداد. 

 یٞبػَّٛ یخذاػبص یثشا ؿذ، اسائ1988ٕٝٞىبساٖ دس ػبَ 

 یٞبػَّٛ یخذاػبص. ذیٌشداػتفبدٜ  ٛطیفیخٖٛ اص ػب٘تش داسٞؼتٝ

 كٛست ثٝ( وٝ ٞبپلاوت ٚ ذیػف یٞبخٖٛ )ؿبُٔ ٌّجَٛ داسٞؼتٝ

 یٞب)ٌّجَٛ تیخٖٛ ٚ ٕٞبتٛوش یپلاػٕب ٗیث دس٘بصن  ٝیلا هی

 ثبفش اص ٔـىُ ٗیا حُ یثشا. ثبؿذیٔ ٔـىُ ٘ذ،لشٔض( لشاس داس

خٖٛ،  ثٝآٖ  ٕ٘ٛدٖوٝ ثب اضبفٝ  یعٛس ثٝ ؿذ، اػتفبدٜ خذاوٙٙذٜ

 ٞبٞؼتٝ ػَّٛ ٛط،یفیػب٘تش ا٘دبْ ثب ٚ ذیٌشد تیتخش یػِّٛ ٛاسٜید

 پش٘ذٌبٖ دس ٙىٝیا ثٝ تٛخٝ ثب. ٕ٘ٛد٘ذسػٛة  ٛةیىشٚتیٔ یدس ا٘تٟب

7



 

دس  ِزا ثبؿٙذ،یٔٞؼتٝ  یداسا ضیلشٔض ٘ یٞبٌّجَٛ ٔشك، خّٕٝ اص

اص  تش،یىشِٚیٔ 80تب  50پظٚٞؾ حبضش ثب وبٞؾ حدٓ خٖٛ ثٝ 

ثٝ اػتفبدٜ  بصیٚ ٘ ؿذ یشیخٌّٛ ٛةیت یٞؼتٝ دس ا٘تٟب بدیسػٛة ص

 ثٝ لاصْ. ذیٌشد ٔشتفـ ضی٘ تشیِیّیٔ 2اص  ؾیث حدٓ ثب یٞبٛةیاص ت

 ؾ،یاص خّٕٝ ٌبٚ، ٌبٚٔ یاّٞ یٞبٌٛ٘ٝ شیػب دس وٝ اػت حیتٛض

 ٞؼتٝ یداسا ذیػف یٞبٌّجَٛ تٟٙب ٙىٝیا ُیدِ ٝاػت، ٌٛػفٙذ ٚ ثض ث

 خٟتخٖٛ(،  یػیػ 1 اص ؾی)ث یـتشیث خٖٛ حدٓ ثبؿٙذ،یٔ

 ٞبی ثضسي فبِىٖٛ اص اغّتٚ  اػت بصیٔٛسد DNA٘اػتخشاج 

وٝ ٘ؼجت ثٝ  ؿٛدیٔ اػتفبدDNAٜاػتخشاج  یثشاػی ػی  14

 دػتٍبٜ ثٝ بصی٘ ٚ داؿتٝ یثبلاتش ٙٝیٞض یػیػ 2 ٛةیىشٚتیٔ

دس عَٛ ٔشاحُ  ٗی. ٕٞچٙثبؿذیٔ خچبِذاسی ثضسي ٛطیفیػب٘تش

 ضوٙٙذٜ،یِ ثبفش وٙٙذٜ،ثبفش خذا یٔمذاس وٕتشDNAاػتخشاج 

خٛاٞذ ثٛد  بصی، ٕ٘ه، وّشٚفشْ ٚ اتبَ٘ٛ ٔغّك ٔٛسد K٘ ٙبصیپشٚتئ

 اػتخشاج دس. ثبؿذیٔ تشكشفٝ ثٝ ٔمشٖٚ یالتلبد ِحبػ ثٝٚ 

DNAوّشٚفشْ-فُٙ ٚاِىُ  ُیضٚأیا-وّشٚفشْ-فُٙ ٞبی ثب سٚؽ 

ٚ 1989ٚ ٕٞىبساٖ دس ػبَ Sambrookتٛػظ ثٝ تشتیت وٝ 

Green ٚSambrookَپغ اص  ،اسائٝ ؿذتٛػقٝ ٚ 2017 دس ػب

اص فُٙ اؿجبؿ ؿذٜ خٟت  ، k ٙبصیپشٚتئ ٓیآ٘ضثب  یٕیافٕبَ ٞضٓ آ٘ض

 یٔ اػتفبدٜ هی٘ٛوّئ یذٞبیاػ اص ٞبٗیپشٚتئ یٚ خذاػبصٚاػشؿتٗ 

 Sambrook et al, 1989; Green and)                ؿذ

Sambrook, 2017) .ُٙث اػت یػٕ بسیثؼ ٔبدٜ هی ف ٚ ٝ

وبس  ضیٚ اؿجبؿ وشدٖ فُٙ ٘ ؿذٜ ثذٖ خزة پٛػت ػغح اص یساحت

 دس. ثبؿذیٔ یٕٙیأٛاسد  تیثٝ سفب بصیٚ ٘ ثٛدٜصٔب٘جش ٚ پشخغش 

 یٔبدٜ ػٕ ٗیاص ا اػتفبدٜ ثٝ یبصی٘اسائٝ ؿذٜ ،  سٚؽ دس ىٝیحبِ

 ٗیٕٞچٙ .ثبؿذیاػتخشاج ؿذٜ ٔغّٛة DNAٔ تیفی٘جٛدٜ ٚ و

 ٞبیٌّجَٛ ٔب٘ذٖ یثبل ثٝ ٔشثٛط ٔـىلاتاص ا٘دبْ ؿذٜ  شاتییثب تغ

 یبدیص حذ تب اػتخشاج ییاثتذا ٔشاحُ دس سػٛة ٕٞشاٜ ثٝ لشٔض

 ٔىشس یٞبثٝ ا٘دبْ ٚستىغ بصی٘ ىٝیعٛس ثٝ ثٝ فُٕ آٔذ یشیخٌّٛ

-كشفٝدس صٔبٖ اػتخشاج  ٘جٛدٜ،  ِزا اػتخشاج ٝیاِٚ ٔشاحُ تىشاس ٚ

اػتحلبَ سػٛة  ُیثٝ دِ ،ٍشی. اص عشف دآیذٔیثٝ فُٕ  ییخٛ

  K ٙبصیپشٚتئ ٓیٚ آ٘ضSDS ضوٙٙذٜ،یثبفش ِتبثیش  ،ٚ وٛچىتش ذتشیػف

ٚ دس ٔشحّٝ اضبفٝ وشدٖ ٕ٘ه  ثٟتش یٙیپشٚتئ یٛ٘ذٞبیدس ؿىؼتٗ پ

 ٔشحّٝ دس ٚ یخذاػبص ٞبیاص آِٛدٌ یبدیفٛق اؿجبؿ، ثخؾ ص

اص فبص  یٙیپشٚتئ یٞبیآِٛدٌ ٔب٘ذٜ یثبل ضی٘ وّشٚفشْ وشدٖ اضبفٝ

-خٕـ ، یلجّ یٞبسٚؽ دس ٕٞچٙیٗ. ؿذ خبسجDNA یحبٚ یآث

 ٔشاحُ ؿذٖ یعٛلا٘ ثبفث ، یاـٝیؿ ّٝیثب DNAٔ یآٚس

، ؿذٔی اتبق یدس ٞٛاDNA یٞبٕ٘ٛ٘ٝ ؿذٖ خـه ٚ اػتخشاج

احتٕبَ ٚخٛد  ٗیا ضیؿٛ٘ذ ٚ ٘ یدچبس آِٛدٌٞب ٕٔىٗ ثٛد ٕ٘ٛ٘ٝوٝ 

 یساحت ٝث یاـٝیؿ ّٝیثٝ ٔ ذٜیچؼجDNA ؿذٖداؿت وٝ حُ 

 ثٝ ٚ خذا یاـٝیؿ ّٝیاص DNAٔاص  یٚ ثخـ ٘ـذٜ ا٘دبْ

ثذٖٚ  ك،یتحم ٗیٔٙتمُ ٍ٘شدد. دس اTEثبفش  یحبٚ ةٛیىشٚتیٔ

 یثٝ كٛست پّت دس ا٘تٟبDNA یٞبٕ٘ٛ٘ٝ ،یاـٝیؿ ّٝیثٝ ٔ بصی٘

 70 َٛوٝ پغ اص ؿؼتـٛ ثب اتب٘ ٘ذؿذ دادٜ سػٛةٔیىشٚتیٛة 

دس دس ٟ٘بیت  ،ةٛیىشٚتیٔ ٕٞبٖ داخُ دس ؿذٖ خـه ٚدسكذ

 1دس ؿىُ  وٝ ٕٞب٘غٛس. ؿٛ٘ذیحُ ٔ شیآة دٚثبس تمغ بیTEثبفش 

 یثب٘ذٞب یداسا ٜ،اػتخشاج ؿذDNA یٞبٕ٘ٛ٘ٝ ؿٛد،یٔ ٔـبٞذٜ

 ثٛدٜ طَ یسٚ ثش  4یذٌیوـ ٚ یؿىؼتٍ ٗیوٕتش ثب 3لٛی وبٔلاً

اػتخشاج ؿذٜ ٔٙبػت DNA یٞبٕ٘ٛ٘ٝ تیفیو دٞذیٔ ٘ـبٖ وٝ

 .ثبؿذیٔ

                                          
3- Sharp

2- Smear 
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 یٞبٕ٘ٛ٘ٝ تیفیو یبثیاسص حی٘تبٕٞچٙیٗ دس پظٚٞؾ حبضش، 

DNA٘ ٘ـبٖ داد وٝ ٘ؼجت  ضیثب اػتفبدٜ اص دػتٍبٜ ٘ب٘ٛدساح

 9/1 تب 7/1دس ٔحذٚدٜ  ٞبدس اغّت ٕ٘ٛ٘ٝ ٘ب٘ٛٔتش 280ثٝ  260خزة 

 یاشٜیص٘د ٚاوٙؾ خّٕٝ اص یثقذ ٔشاحُ ا٘دبْ یثشا ٚ داؿتٙذ لشاس

لاصْ ثٝ روش اػت وٝ ٞش چٝ  .(2)ؿىُ  ثبؿٙذیٔ ٔٙبػت ٕشاصیپّ

ثبؿذ ٘ـب٘ذٞٙذٜ  8/1٘ب٘ٛٔتش وٕتش اص فذد  280ثٝ  260٘ؼجت خزة 

RNA٘ـبٖ دٞٙذٜ ٚخٛد 9/1آِٛدٌی پشٚتئیٙی ٚ افذاد ثبلاتش اص 

٘ـبٖ دادٜ  2ٕٞب٘غٛسیىٝ دس ؿىُ ٔی ثبؿذ. DNAدس ٕ٘ٛ٘ٝ ٞبی 

خزة ٘ٛسی 280تب  240ٔحذٚدٜ عَٛ ٔٛخٟبی  دس ت،ؿذٜ اػ

ٚخٛد داسد، ِٚی DNAاػیذٞبی ٘ٛوّئیه اص خّٕٝ ِٔٛىَٛ 

٘ب٘ٛٔتش ثٛدٜ ٚ  260یـتشیٗ ٔیضاٖ خزة ٘ٛسی دس عَٛ ٔٛج ث

 280ثٝ  260اػتخشاج ؿذٜ ثش اػبع ٘ؼجت خزة DNAویفیت 

٘ب٘ٛٔتش، دس ٔحذٚدٜ روش ؿذٜ لشاس داسد.

 

 اعتفادُ اس دعتگاُ ًاًَدراج اعتخزاج ؽذُ اس یک ًوًَِ خَى هزؽ تاDNA: گزاف هزتَط تِ کیفیت ٍ هقذار 2ؽکل 
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 یجیتزٍ ِیتَص   

  دسDNAاػتخشاج  یثشا یٔختّف یٞبسٚؽ ثب ٚخٛد ایٙىٝ

 كیتحم ٗیا دس ؿذٜ اسائٝ پشٚتىُ ،ثبؿذٔی ٛخٛدٔ یىیط٘ت ٔغبِقبت

ثٝ ٔٙؾٛس  یػبدٜ ٚ التلبد ،یسٚؽ وبسثشد هیثٝ فٙٛاٖ  تٛا٘ذیٔ

 . ٔقشفی ٌشددٔشك  اص خDNAٖٛاػتخشاج 
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