
  
   درماني شهيد صدوقي يزد–نشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي مجله دا

 149-157، صفحات 1388دوره هفدهم، شماره سوم، تابستان

 1388دوره هفدهم، شماره سوم ، تابستان             درماني شهيد صدوقي يزد–مجله دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي 

  
  

 مغز استخوان و هاي اسلايدو از نمونه خون DNAبررسي و مقايسه روشهاي استخراج 
  خون محيطي

 

  5*محمدحسن شيخهادكتر ، 4، حسين فضلي3مهدي ارجمنددكتر ، 2سيد محمدرضا مرتضوي زادهدكتر ، 1افروز اويسي    

  چكيده 
 بيماريهايي كه منشاء ژنتيـك  جهتر آزمايشات تشخيص طبي  براي انجام تحقيقات ژنتيك و همين طو DNAاستخراج روشهاي : دمهقم

بررسي ژني در طول مراحل درمان، بعنوان يكي از  و  DNAروشهاي استخراج استفاده از ها مورد سرطانرهمچنين د. اهميت استحائز دارند 
اي بهترين نتيجـه را مـي دهـد    ه نمونه  و استخراج از چ DNAحال بررسي آنكه كدام روش استخراج . باشدروشهاي آزمايشگاهي مطرح مي

  . بسيار مهم خواهد بود
 اسـلايد   -3مـسا   يرنگ شده بـه روش گ     آرشيوي   اسلايد مغز استخوان     -2 خون   -1 نمونه مختلف شامل     5 در اين تحقيق از      :روش بررسي 

 اسلايد خون محيطـي رنـگ   -5  ومساي رنگ شده به روش گ     تازه  اسلايد خون محيطي   -4مسا  ي به روش گ    رنگ شده   آرشيوي خون محيطي 
 Optimal(كيفيـت  در ايـن تحقيـق سـه پـارامتر     .  اسـتخراج شـد   DNA، كلروفـرم – فنل-3  و جوشاندن-2 نمك زدن-1شده، با سه روش ن

Density:OD( كميت ،) غلظتDNA  ( و بازدهي يا وضعيتPCR:Polymerase Chain Reactionمورد بررسي قرار گرفت  .  
هـاي مـورد بررسـي بـا روش جوشـاندن           در تمام نمونـه   كيفيت  و كمترين   ) 74/1(ر نمونه خون با روش نمك زدن        د كيفيت    بهترين :نتايج

 بيـشترين كميـت    DNAدر مورد كميت . كيفيت مشابهي داشت  DNAها روش نمك زدن و فنل كلروفرم نمونهاكثرحاصل شد و در مورد 
DNA 6.7(ندن بود ها مربوط به روش جوشا استخراج شده در تمام نمونهµg/ml(    و فقط در مورد نمونه اسلايد رنگ نشده بيـشترين كميـت

كلروفرم و در برخـي ديگـر روش نمـك زدن كمتـرين كميـت               –ها روش فنل   برخي نمونه   حاليكه در  در. كلروفرم بود –مربوط به روش فنل   
DNA در مورد وضعيت .  استخراجي را داشتندPCRيا بازدهي DNA در . بازدهي را داشت% 100ون با هر سه روش  استخراج شده نمونه خ

و تـازه   هاي ديگر اسلايد مغز استخوان آرشيوي، اسلايد خون محيطي رنگ شده آرشيوي، اسلايد خون محيطي رنگ شده                   نمونه حاليكه در 
   .%)72، % 84، % 88، % 100(اسلايد خون محيطي رنگ نشده تازه بهترين بازدهي مربوط به روش جوشاندن بود

هاي اسلايدهاي مختلف بـه غيـر از نمونـه اسـلايد خـون محيطـي رنـگ         از نمونه DNA كه استخراجتحقيق حاضر نشان داد :گيريجهنتي
كـه ايـن    نخواهـد داشـت    DNA در نتيجـه اسـتخراج  يثيرأو ذخيره سازي اسلايد خون محيطي رنگ شده ت ـ، نتايج خيلي مطلوبي دارد نشده

  . يت استنتيجه براي مطالعات بعدي حائز اهم
  

  مساي، اسلايد مغز استخوان، اسلايد رنگ شده به روش گDNA  ،PCR استخراج: كليديهايواژه
  

  شيميمهندسي  كارشناس ارشد گروه -1
  خون و انكولوژي -داخلي  استاديار گروه -2
  شيميمهندسي وه راستاديار گ -3
   كارشناس آزمايشگاه-4
  0351-8247085:  تلفن–دانشيار گروه ژنتيك : ده مسئول نويسن-5*

Email: sheikhha@yahoo.com 
   دانشگاه آزاد اسلامي واحد علوم و تحقيقات -3،1
   مركز تحقيقات درماني ناباروري دانشگاه علوم پزشكي شهيد صدوقي يزد-5-4
   دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي درماني شهيد صدوقي يزد-5-4-2

  4/4/1388 :پذيرشتاريخ       14/8/1387: تاريخ دريافت

   مقدمه
هـا و     پيشرفت در هر رشته علمي به در دسـترس بـودن تكنيـك            

هاي  سـال  در. ، بـستگي دارد   پيـشرفته آن رشـته     جديـد و  ي  ها  روش
هـاي معتبـر دنيـا         در اكثر آزمايشگاه   ، ژنتيك با پيشرفت رشته   اخير

ــشاتي  ــژه  آزمايـ ــش ويـ ــردن بخـ ــدا كـ ــراي جـ    از DNAاي از  بـ
   به سكانس و عملكرد آن، انجام  ي بردن جهت پ ژنوم ارگانيسم
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  ... ازDNAمقايسه روشهاي استخراج و بررسي     
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باشند كـه    ژنها واحدهاي اساسي اطلاعات ژنتيكي مي      .)1(شودمي

اختلال در ساختمان آنها باعث بـروز بيماريهـاي مختلـف ژنتيكـي             
در ضمن در موارد وجود چنـد شـكلي يـا پلـي مورفيـسم             . شودمي

اثـرات ژنهــا در تفــاوت فنوتيــپ در افــراد مــشاهده شــده و جهــت  
بررســي تفاوتهــا در افــراد ســاختمان ژنهــا مــورد آنــاليز قــرار        

  . )2(گيرد مي
مهندسي ژنتيك براساس اطلاعات ژنتيكي قرار دارد كه توسط         

DNA  لـزوم دسـتيابي    . شـود   ها منظم مي    شود و به شكل ژن       كد مي
 موجـب شـده اسـت كـه      در مهندسـي ژنتيـك  DNAبه سـاختمان    

 از ژنـوم    DNA خراجاست براي   زمايشگاهيآچندين روش مختلف    
  .)3 (بوجود آيد

ســازي مهندســي ژنتيــك جداســازي و خــالصاولــين قــدم در 
DNAاســتخراج .  اســتDNA   بــراي انجــام تحقيقــات ژنتيــك و

همين طور آزمايشات تـشخيص طبـي در پـاتولوژي و سـيتولوژي             
ــت  ــت اس ــائز اهمي ــلاوه.ح ــتخراج  بع ــشخيص  DNA اس ــراي ت  ب

هـا بـه      و همچنين انواع سـرطان    هايي كه منشأ ژنتيك دارند        بيماري
همچنـين  . باشـد  هاي آزمايشگاهي مطـرح مـي    عنوان يكي از روش   

 جناييمسائل   در مواردي چون تشخيص هويت و        DNAاستخراج  
  .)4-6 ( پزشك قانوني كاربرد بسياري داردو

DNAــي ــي       را م ــرد ول ــتخراج ك ــافتي اس ــوع ب ــر ن ــوان از ه   ت
چون در اكثر مواقع    . دشو   از نمونه خون استخراج مي     DNAعموماً  

ــاران،   ــورد بيم ــاندر م ــامك ــه ي دسترس ــسائل  ب ــا در م ــار و ي    بيم
پزشك قانوني و تشخيص هويت، امكان دسترسي بـه نمونـه خـون     
ــد     ــه رونـ ــرطاني كـ ــاران سـ ــورد بيمـ ــا در مـ ــدارد و يـ ــود نـ   وجـ

هـاي    شبهبود و مراحل درماني آنها توسط محققين براي يافتن رو         
هـاي ديگـر و حتـي          نيـاز بـه نمونـه      د،شـو   مفيدتر درمان بررسي مي   

  . آيــد  بــه وجــود مــيDNAهــاي آرشــيوي بــراي اســتخراج  نمونــه
ــتخراج  ــه اسـ   هـــاي لام خـــون   از نمونـــهDNAدر اينجاســـت كـ

و مغــز ) تــازه يــا آرشــيوي رنــگ شــده يــا رنــگ نــشده (محيطــي 
هاي مختلف ديگر مانند مـو، نـاخن اهميـت            استخوان و حتي بافت   

  .)7(يابد مي
 كـه   DNAهاي مختلف اسـتخراج       ه محدوديت روش  با توجه ب  

ــاً شــامل روش ــل. 3جوشــاندن،. 2نمــك زدن،. 1: هــاي عموم  -فن

 از نمونـه لام خـون   DNAباشد و نيز اهميت استخراج       كلروفرم مي 
هـاي مـورد      محيطي و مغز استخوان و نيز با توجـه بـه اينكـه نمونـه              

بـا در   شـوند و      استفاده از مقياس بسيار كوچك و محدود تهيه مـي         
نظر گرفتن اين مسئله كه امكان آزمون و خطـا و تكـرار آزمـايش               

باشـد   پـذير نمـي   براي هر نمونه براي يافتن جـواب مطلـوب امكـان        
ــه  ــتخراج از نمون ــرين روش اس ــافتن بهت ــر  ي ــاي ذك ــم ه ــسيار مه   ب

  .)9،8(باشدمي
هــت مقايــسه  و همكــاران ج Vinceاي كــه توســطدر مطالعــه

 اسـلايدهاي مغــز اســتخوان رنــگ   ازروشـهاي مختلــف اســتخراج 
آميزي شده بوسيله گيمسا انجام گرفت بهترين روش نمك زدن و           

ليكه در ادر ح. )7 (همچنين استفاده از كيتهاي تجاري گزارش شد  
 و همكاران بر روي اسلايدهاي مغز  Boyleمطالعه اي كخ توسط 

  روش به كـار    5مي انجام شد از بين      س بيمار مبتلا به لو    17استخوان  
كلرفـرم بهتـرين نتيجـه را      -گرفته شده روشـهاي جوشـاندن و فنـل        

  .)10(داد
با توجه به آنكه نتايج مطالعات قبلي با هم هماهنـگ نبـود و بـه      

ــي ــه   نظــر م ــاوت نمون ــواد مختلــف و تف ــه م ــا توجــه ب ــا رســد ب   ه
ــد   ــاوتي بدســت مــي آي ــايج متف ــذا )11-14 (نت ــق  ل ــن تحقي در اي

  هـاي مختلـف   نمونـه بـر روي    DNAروشـهاي مختلـف اسـتخراج   
خون و مغز استخوان امتحان و كـارآيي آنهـا بـا همـديگر مقايـسه                

 .گرديد

 روش بررسي

اي اي مقايـسه  هاين مطالعه به صورت مقطعـي و از نـوع مـشاهد           
 اسـلايد   -2 خـون    -1 نمونه مختلف شـامل      25تعداد  . انجام گرفت 

 اسلايد خون   -3مسا  يمغز استخوان آرشيوي رنگ شده به روش گ       
 اسـلايد خـون   -4مـسا  يطي آرشـيوي رنـگ شـده بـه روش گ          محي

 اسلايد خون محيطي    -5مسا و   يمحيطي تازه رنگ شده به روش گ      
رنگ نشده از بيماران مختلف مبتلا به بيماريهاي خوني تهيه و هـر             

سپس از هر كـدام     .  قسمت مساوي تقسيم شد    3ها به   كدام از نمونه  
 جوشـاندن و    -2دن نمـك ز   -1از اين قسمتها با يكـي از روشـهاي          

 DNA جهـت اسـتخراج   . استخراج شد DNA كلروفرم، – فنل-3
 اسلايد از هـر نمونـه       3هاي خون محيطي و مغز استخوان         از اسلايد 

انتخاب و ابتـدا اسـلايد را بـه وسـيله تيـغ اسـتريل تراشـيده داخـل                   
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   و همكاراني زاده، دكتر مهدي ارجمندافروزاويسي، دكتر سيد محمدرضا مرتضو  
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طبـق  ليتر ريختـه و سـپس مراحـل اسـتخراج      ميلي 5/1ميكروتيوپ  

  .مراحل زير انجام گرفت
  (Boiling) با روش جوشاندن DNAاستخراج / 1

  :جهت اين روش مراحل زير انجام شد
   RBCبافر ليزكننده آب مقطر بعنوان  اضافه كردن -1
  جهـت )NaOH 98.5 wt.%, Merck( اضافه كـردن سـود   -2
و همچنــين محتويــات هــسته  ريخــتن بيــرون  و سيتوپلاســمهــضم

  هارسوب پروتئين
ــالا  -3 ــرارت ب ــو ( ح ــاي ج ــدن   ،)شدم ــاره ش ــه پ ــرارت ب  ح

  . سيتوپلاسم سلولي كمك مؤثر مي كند
همراه با سانتريفوژ با دور  Tris (Boehringer) اضافه كردن -4

 بـاقي   DNAبالا باعث رسوب پروتئين ها مي شود در نتيجـه فقـط             
 .مي ماند

B(  استخراجDNAبا روش نمك زدن ) Salting out( 

لول با يك دتر جنـت    اين روش به طور كلي شامل ليز كردن س        
 و سـرانجام    kيا شوينده، حذف پـروتئين هـا بـا نمـك و پروتئينـاژ               

  .مراحل به شرح زير است. )13 (ميباشدرسوب با اتانل 
 RBCبافر ليز كننده آب مقطر بعنوان  اضافه كردن -1

از ايـن بـافر    )WBC Lysing( اضافه كردن بافر ليـز كننـده   -2
شـودكه  ديواره هسته استفاده مـي    جهت ليز كردن و يا از بين بردن         

هـاي خـاص    بـا غلظـت  Tris, EDTA, NaClاز تركيب سـه مـاده   
  .آماده مي شود

 جهـت دنـاتوره كـردن    SDS%10 (Merck)  اضافه كـردن -3
  پروتئين 

  K (Merck) اضافه كردن پروتئيناز -4
هـا بـا    ضـمن حـذف پـروتئين      اشباع كـه   Nacl اضافه كردن    -5

  .دكنها جدا مياير قسمتآن را از س، DNAاتصال به 
 و  DNA بـراي كريـستاله كـردن          اضافه كردن اتانـل مطلـق      -6

   DNAهاي ظاهر شدن رشته
   DNAجهت حل شدن رسوب  TE اضافه كردن بافر -7
ــتخراج  )3 ــل DNAاسـ ــا روش فنـ ــرم - بـ  Phenol( كلروفـ

Chloroform(  
   با اين روش تا مرحله DNAمكانيسم اثر مواد در استخراج 

  زدن ، مـشابه روش نمـك     )5( يعنـي تـا مرحلـه        ردن نمك اضافه ك 
  :باشدمياز اين مرحله به بعد به شرح زير . است

  ها حذف پروتئينجهت كلروفرم – اضافه كردن محلول فنل-6   
 شستشوي فنـل احتمـالي بـاقي        جهت اضافه كردن كلروفرم     -7

  مانده 
 و ظـاهر    DNA اضافه كردن اتانل مطلق براي رسـوب دادن          -8
   DNAهاي  رشتهشدن
   DNA جهت حل شدن رسوب TE اضافه كردن بافر -9

  DNAاندازه گيري غلظت 
ــين غلظــت  ــپكترفتومتر DNAتعي ــيله اس ــه وس  ,Eppendorf ب

Germany ) (   دقيـق انجـام   با جذب اشعه ي ماوراء بنفش به طـور
مقدار پرتو مـاوراء بـنفش جـذب شـده بـه وسـيله محلـول                . گرفت
DNA بــا يــك نمونــه . دشــتر انــدازه گيــري  نــانوم280 و 260 در

ــالص ــسبت جــذب در  DNA خ ــه  260 ن ــانومتر ب  نــانومتر 280 ن
)A260/A280( 8/1هــاي كمتــر ازنــسبت .باشــد مــي8/1 برابــر بــا 

 كه نمونه استخراج شده از لحاظ پـروتئين وغيـره           بودنگر اين   نمايا
  .ناخالصي دارد

  (PCR)واكنش زنجيره اي پلي مراز
 polymerase chain Reaction PCR: ــشگاهي  روش آزماي

 .باشـد  ناحيـه ي معـين از مولكـول مـي          جهت تكثير انتخـابي يـك     
  استخراج شده در اين تحقيق از تكثير ژن  DNAجهت كنترل 

  طبق روشـهاي اسـتاندارد       PCRمراحل  . بتا گلوبين استفاده شد   
ــد  ــام ش ــي انج ــا   .)15 (قبل ــده ب ــد بدســت آم ــپس بان روش ژل  س

  .مشاهده گرديد% 2ل آگاروز بر روي ژالكتروفورز 
  نتايج

   استخراج شده DNAبررسي كيفيت 
در مــورد . نــشان داده شــده اســت 1 جــدول نتــايج كيفيــت در

DNA    كمتـرين    هـا  كليـه نمونـه     استخراج شـده ازOD     مربـوط بـه 
و نمونـه اسـلايدخون   ) BL(نمونـه خـون   در . روش جوشاندن بـود   

به روش نمـك     مربوط   ODبهترين  ) PU(محيطي تازه رنگ نشده     
و نمونه اسلايد خون رنگ     ) PA(زدن و در نمونه اسلايد آرشيوي       

 از ODبهتــرين ) BM(و نمونــه اســلايد مغــز اســتخوان ) PS(شــده 
ــد  ــرم بدســت آم ــل كلروف ــين . روش فن ــسه ب  OD DNA در مقاي
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 از نظـر  روش نمك زدن و فنل كلروفوم تفـاوت    استخراج شده در    

  . نبودآماري معنادار 
   استخراج شده DNAبررسي كميت 

بـراي مقايـسه    .  نشان داده شـده اسـت      2نتايج كميت در جدول     
-mannاز تست  هاي مختلف  استخراج شده از نمونه    DNAكميت  

whitney چــون كميـت از توزيــع نرمــال تبعيــت  .  اسـتفاده گرديــد
اسـتفاده شـده   ) نـا پـارامتري   (Npaكند به ناچار از تست هـاي      نمي

  . بود استخراجي DNA هاي ها ميانهكه مبناي مقايسه
كليه نمونه ها بهترين كميت مربوط به روش جوشاندن بـود            در

كـه  ) PU(بجز در نمونه اسلايد خـون محيطـي تـازه رنـگ نـشده               
  .بهترين كميت در روش فنل كلروفرم مشاهده شد

و ) BL(در نمونـه خـون       استخراج شـده     DNAكمترين كميت   
 در. بـود  فنـل كلروفـرم      شوراز  ) BM(نمونه اسلايد مغز استخوان     

 استخراج شـده در نمونـه اسـلايد         DNAكه كمترين كميت     حالي
و نمونه اسـلايد خـون محيطـي تـازه          ) PA(خون محيطي آرشيوي    

) PS(و نمونه اسلايد خون محيطـي رنـگ شـده      ) PU(رنگ نشده   
  .در روش نمك زدن مشاهده شد

   استخراج شده DNA يا بازدهي، PCRبررسي وضعيت 
  .  نشان داده شده است3در جدول به اين بررسي، وط نتايج مرب

، PCR با هـر سـه روش،        DNAدر مورد نمونه خون، استخراج      
  .جواب داد% 100

ــت در   ــي مثب ــشترين فراوان ــده DNAبي ــتخراج ش ــه  اس    در كلي
  . بود مربوط به روش جوشاندن هانمونه

هــاي اســتخراج شــده در نمونــه DNAكمتـرين فراوانــي مثبــت  
، اسـلايد خـون محيطـي تـازه رنـگ           ) BM( اسـتخوان    اسلايد مغز 

مربوط به  ) PS(و اسلايد خون محيطي تازه رنگ شده        ) PU(نشده  
نمونـه اسـلايد خـون محيطـي          در حاليكه در   بودنمك زدن   روش  

 اسـتخراج شـده در      DNAكمترين فراوانـي مثبـت      ) PA(آرشيوي  
  . روش فنل كلروفرم بدست آمد

  
  هاي مختلفهاي تهيه شده به روشخراج شده از انواع نمونه استOD DNA  ميانگين-1-جدول

  روش    Nacl  تعداد  گروه
  ميانگين) انحراف معيار(

Boiling روش   
  ميانگين) انحراف معيار(

Phenolروش   
  ميانگين) انحراف معيار(

BL  
  

25  )062/0(746/1  
P1=0.000 

)082/0(994/0  
P2=0.000  

)058/0(694/1  
P3=0.026  

PA  
  

25  )141/0(254/1  
P1=0.000  

)054/0(995/0  
P2=0.000  

)114/0(38/1  
P3=0.000  

PS  
  

25  )145/0(408/1  
P1=0.000  

)033/0(884/0  
P2=0.000  

)073/0(433/1  
P3=0.000  

PU  
  

25  )151/0(517/1  
P1=0.000  

)076/0(110/1  
P2=0.000  

)148/0(385/1  
P3=0.002  

BM  
  

25  )138/0(397/1  
P1=0.000  

)072/0(993/0  
P2=0.000  

)141/0(633/1  
P3=0.635  

BL :  نمونه خون  
PA : مسا ياسلايد خون محيطي آرشيوي رنگ شده به روش گ  
PS : مسا ياسلايد خون محيطي تازه رنگ شده به روش گ  
PU :  اسلايد خون محيطي تازه رنگ نشده  

BM :  اسلايد مغز استخوان  
P1 :  p-value  مقايسه دو به دو ميانگين  OD DNAاستخراج شده به روشهاي Nacl و   Boiling    
P2 :  p-value  مقايسه دو به دو ميانگين  OD DNAاستخراج شده به روشهاي    Boilingو    Phenol  
P3 :  p-value  مقايسه دو به دو ميانگين  OD DNAاستخراج شده به روشهاي  Phenol  و   Nacl  
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  اي مختلفههاي تهيه شده به روش استخراج شده از انواع نمونهDNAكميت  ميانگين: 2جدول

  روش    Nacl  تعداد  گروه
  ميانگين) انحراف معيار(

Boiling روش   
  ميانگين) انحراف معيار(

Phenolروش   
  ميانگين) انحراف معيار(

BL  
  

25  )331/219(84/239  
P1=0.000 

)404/256(32/594  
P2=0.000  

)519/41(28/82  
P3=0.026  

PA  
  

25  )941/35(68/64  
P1=0.000  

)119/252(96/499  
P2=0.000  

)577/205(88/181  
P3=0.031  

PS  
  

25  )349/24(08/50  
P1=0.000  

)496/181(8/415  
P2=0.000  

)965/65(24/127  
P3=0.000  

PU  
  

25  )404/8(84/28  
P1=0.000  

)351/34(56/60  
P2=0.000  

)577/140(24/194  
P3=0.000  

BM  
  

25  )579/188(28/211  
P1=0.000  

)697/303(2/744  
P2=0.000  

)17/222(36/198  
P3=0.327  

BL :  نمونه خون  
PA : مسا ياسلايد خون محيطي آرشيوي رنگ شده به روش گ  
PS : مسا ياسلايد خون محيطي تازه رنگ شده به روش گ  
PU :  اسلايد خون محيطي تازه رنگ نشده  

BM :  اسلايد مغز استخوان  
P1 :  p-value  مقايسه دو به دو ميانگين  OD DNAاستخراج شده به روشهاي Nacl و   Boiling    
P2 :  p-value  مقايسه دو به دو ميانگين  OD DNAاستخراج شده به روشهاي    Boilingو    Phenol  
P3 :  p-value  مقايسه دو به دو ميانگين  OD DNAاستخراج شده به روشهاي  Phenol  و   Nacl  

  
  ختلف در انواع نمونه هاي تهيه شده به روش هاي مPCR توزيع فراواني وضعيت -3-جدول

  روش   Nacl  تعداد  گروه
  )در صد(تعداد موارد مثبت 

Boiling روش   
  )در صد(تعداد موارد مثبت 

Phenolروش   
  )در صد(تعداد موارد مثبت 

BL  25  %)100 (25 %)100 (25  %)100 (25  
PA  25  %)84 (21  %)88 (22  %)56 (14  
PS  25  %)40 (10  %)84 (21  %)52 (13  
PU  25  %)36 (9  %)72 (18  )%68 (17  

BM  25  %)84 (21  %)100 (25  %)92 (23  
BL :  نمونه خون  
PA :  گيسمااسلايد خون محيطي آرشيوي رنگ شده به روش   
PS :  گيسمااسلايد خون محيطي تازه رنگ شده به روش   
PU :  اسلايد خون محيطي تازه رنگ نشده  

BM :  اسلايد مغز استخوان  
  

  بحث 
. باشـد داراي اهميت فراواني مي   هاي مختلف   استخراج از نمونه  

بـه پيـدا كـردن روش مناسـب         جهت انجام تحقيقات مختلف نيـاز       
اي پيـدا   تا كنون مطالعـات متعـددي بـر       . شوداحساس مي استخراج  

) 17،16(هـايي ماننـد بافـت       از نمونه كردن روش مناسب استخراج     

و حتـي از تـك      ) 7-10(اسلايدهاي خون محيطي و مغز استخوان       
  .انجام شده است) 19،18(سلول 

هـا كمتـرين    در تمـام نمونـه    نتايج مطالعه حاضـر نـشان داد كـه          
)OD (DNA كه منطقي هم است بود  مربوط به روش جوشاندن  
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  هـــا ماننـــد پـــروتئين درزيـــرا در روش جوشـــاندن ناخالـــصي

شـود و در پايـان      هاي مختلـف بـه طـور كامـل حـذف نمـي             نمونه
DNA     بـا  . اي مختلف مي باشد   ه خالصي نداريم و همراه ناخالصي

   5/1-8/1 بـين    DNA مطلـوب بـراي بررسـي        ODتوجه بـه اينكـه      
دهـد  باشد در نمونه مغز استخوان روش فنل بهترين نتيجه را مي          مي

ــشتر از      ــا بي ــصي ه ــتخوان ناخال ــز اس ــلايد مغ ــه اس ــون در نمون   چ
 در نمونه مغز    و نيز باشد  هاي اسلايد خون محيطي و خون مي      نمونه

  از گلبول قرمز و سـفيد و پلاسـماي خـون تركيبـات             استخوان غير 
ــي    ــد چرب ــاد ديگــر هــم مانن ــسيار زي ــلب  -وجــود دارد و روش فن

  . كندكلروفرم به بهترين نحو اين مواد اضافي را حذف مي
 كلروفـرم و نمـك   - حاصـل از روش فنـل   ODدر نمونه خـون 

زدن بــسيار مطلــوب اســت و تفــاوت چنــداني بــا هــم ندارنــد و بــا 
هاي در مورد نمونه  .  كلروفرم بهتر است   -مي روش فنل  اختلاف ك 

ديگــر شــامل اســلايد خــون محيطــي تــازه رنــگ شــده و نــشده و  
 كلروفرم و نمك زدن وجـود       -آرشيوي تفاوتي بين دو روش فنل     

 خيلي مطلوبي بدسـت نيامـد و علـت     OD،ندارد و در هر دو مورد
  . باشدآن حجم بسيار كم نمونه خون روي اسلايدها مي

 را بـه تنهـايي      OD، DNAتـوان    توجه به توضيحات فوق نمي     با
 استخراج شـده قـرار داد و فقـط        DNAمعيار مناسبي براي سنجش     

در تحقيقات مشابهي هم كه روش هاي مختلـف         . به آن تكيه كرد   
ــتخراج  ــرار داده DNAاس ــي ق ــورد بررس ــد  را م  را OD DNA,ان

  . )7-9(اندبررسي نكرده
هاي مـورد    در تمام نمونه   شدهج   استخرا DNAدر مورد كميت    

بررسي به غير از اسلايد خون محيطي رنگ نشده بيشترين كميـت            
DNA           زيـرا در   .  استخراج شده مربـوط بـه روش جوشـاندن اسـت

ــه را      ــتن نمون ــدر رف ــرين ه ــا كمت ــاندن م ــل درروش جوش  مراح
 استخراجي بيشترين مقدار DNAدر نتيجه غلظت م جداسازي داري

هاي خون و اسـلايد مغـز اسـتخوان كمتـرين           هدر نمون . خواهد بود 
 در حاليكـه   كلروفرم مي باشد     - مربوط به روش فنل    DNAكميت  

هاي اسلايد خون محيطي رنگ شده و آرشيوي كمتـرين          در نمونه 
زيـرا در روش نمـك      . باشـد كميت مربوط به روش نمك زدن مي      

كلروفرم مراحل استخراج تكرار مـي شـوند و حـذف           -زدن و فنل  
 هم بـه طـور      DNA خودبخود حذف    ،مطلوب بيشتر است  عناصر نا 

 اسـتخراجي   DNA در نهايت غلظت     .دهدناخودآگاه بيشتر رخ مي   
در مـورد نمونـه اسـلايد    . يابـد اي كـاهش مـي    به طور قابل ملاحظه   

بيـشترين  . ي بدسـت آمـد    خون محيطي رنـگ نـشده نتـايج متفـاوت         
 كلروفرم است كه    - استخراجي مربوط به روش فنل     DNAكميت  

توان نتيجه گرفت كه در مورد نمونه اسلايد رنگ نـشده روش            مي
  . دهد را ميDNAفنل كلروفرم بهترين كميت 

معيار نمي تواند  DNAطبق نتايج بدست آمده كميت يا غلظت   
هـاي مختلـف    اسـتخراج شـده از روش      DNAدقيقي براي مقايـسه     

 به تنهـايي    DNAدر تحقيقات مشابه انجام شده چون كميت        . باشد
 DNA استخراجي نيست كميـت      DNAمعيار كاملي براي سنجش     
  . )8-11 (اندرا مورد بررسي قرار نداده

هـاي   اسـتخراج شـده از نمونـه       DNAمعيار اصلي براي سنجش     
 DNAبـازدهي   PCRهاي مختلـف وضـعيت    مختلف توسط روش  

گويـد   است كه بـه مـا مـي        PCRباشد زيرا نتايج    مياستخراج شده   
DNAا چــه حــدي ســالم مانــده و طــي مراحــل  اســتخراج شــده تــ

حــال بــراي اينكــه بفهمــيم نتــايج . اســتخراج تخريــب نــشده اســت
 استخراج شـده چـه مقـدار ارزش         OD DNA,حاصل از كميت و     

طبق نتـايج  .  را بررسي كنيمPCRدارد و كاربردي است بايد نتايج      
 استخراج شده توسـط هـر       DNAبدست آمده درمورد نمونه خون      

هــاي در مــورد نمونــه .جــواب داده اســت% PCR 100 ،ســه روش
 كـه   با روش جوشاندن بدسـت آمـده    PCRديگر هم بهترين نتيجه     

 -در مـورد روش فنـل     . نتيجه مثبـت داشـته اسـت      % 72-% 100بين  
و در روش نمـك زدن نتـايج        % 52-%92 بين   PCRكلروفرم نتايج   

PCR يابازدهي DNA بود%36-%84 استخراج شده بين  .  
 نمونـه  120 و همكـاران بـر روي   Vinceه توسـط  اي ك در مطالعه 

 نتـايج   .انجـام شـد   مـسا   ياسلايد مغز استخوان رنگ شده بـه روش گ        
 - فنـل  و جوشـاندن    ، نمك زدن   با سه روش   DNAبازدهي استخراج   

 مقايـسه ايـن     بـا . )7 (بوده است % 85،  % 50،  % 95كلروفرم به ترتيب    
% 92،  %100،  % 84ه از تحقيق حاضر يعنـي       نتايج با نتايج بدست آمد    

شود بجز روش نمك زدن دو روش ديگـر نتـايج خيلـي             مشاهده مي 
 در مورد روش نمك زدن علت كمتر شدن بازدهي          .اندبهتري داشته 

 مواد مصرفي و يـا تفـاوت در         ODتواند متفاوت بودن    با روش ما مي   
ODتهيه اسلايد مغز استخوان و يا رنگ آميزي آن باشد  .  
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 و همكــاران صــورت Yokolaط در تحقيــق ديگــري كــه توســ

 از اسلايد مغز استخوان رنگ نشده       DNAگرفته بازدهي استخراج    
% 74و % 57 جوشـاندن بـه ترتيـب       -2 فنل كلروفرم    -1با دو روش    

بوده است كه در مقايسه با نتايج بدست آمـده از تحقيـق مـا نتـايج           
 علـت داشـته     3توانـد   اين اختلاف نتايج مي   . )9 (تري است ضعيف
مـاران مـورد     نـوع بي    متفـاوت باشـد،    نحوه و كيفيت تهيه لام     :باشد

  .  كيفيت مواد مصرفي متفاوت باشدمطالعه متفاوت باشد و
در مورد اسلايدهاي خون محيطي رنگ نشده كه نتـايج خيلـي            

توان اين گونه علت را بيـان كـرد كـه چـون در                ضعيفي داشتند مي  
ــشده  ــابراين تحليــل مــي رودDNAاســلايدهاي رنــگ ن ــايج   بن نت

  . مطلوب نبودند
در مورد اسلايدهاي خون محيطي رنگ شـده و آرشـيوي كـه             

توانـد مربـوط بـه آن باشـد كـه           نتايج خيلـي مطلـوبي نداشـتند مـي        
 مطلوبي برخـوردار نبودنـد      ODاسلايدها تهيه شده مورد مطالعه از       

البته بايد خاطر نشان كرد كه آرشيو كردن اسلايدهاي رنگ شـده            
  . )9( استخراج شده نخواهد داشتDNAثيري در نتايج أت

بهترين نتايج هم از نمونه خون و اسلايد مغز اسـتخوان حاصـل             
 اســتخراج شــد قابــل DNAگرديــد چــون حجمــي كــه از خــون  

ملاحظه بود و در مورد اسلايد مغـز اسـتخوان چـون حجـم نمونـه                
 OD لــذا  بيــشتر بــودهروي اســلايدهاي مغــز اســتخوان تهيــه شــده

تخوان تهيه شده در مقايسه با اسلايدهاي ديگـر         اسلايدهاي مغز اس  
  . تر بودبسيار بيشتر و مطلوب

 بـا توجـه بـه هـدف و          دهـد كـه   نتايج مطالعه حاضـر نـشان مـي       
ــتخراج    ــه از اس ــاربردي ك ــد روش   DNAك ــت باي ــواهيم داش  خ

  DNAاگـر هـدف از اسـتخراج        .  را انتخاب كنـيم    DNAاستخراج  
) طالعـه بتـا گلـوبين     در اين م  ( وجود يك ژن مشخص      فقط بررسي 

 كنيم چون هم خيلي ارزان تـر      اشد از روش جوشاندن استفاده مي     ب
باشد و  كلروفرم مي -وش ديگر مخصوصا فنل   تر از دو ر    كم خط  و

  . گيري استهم نياز به مدت زمان خيلي كوتاهتري براي نتيجه

 بالا باشد ماننـد وقتـي       ODتر و با     خالص DNAولي اگر نياز به     
 انجام دهيم و يا هدف سكانس DNAسازي خالصخواهيم  كه مي 
 مـد نظـر باشـد چـون بايـد           Recombinant باشد و يا     DNAكردن  

OD DNA   يي باشـد از روش دقيـق تـر يعنـي      در سطح خيلـي بـالا
  . كنيمكلروفرم استفاده مي -فنل

  گيرينتيجه
كـي آنـان در     يري بيماران نياز بـه اطلاعـات ژنتي       چون براي پيگ  
 كه به اين    شود احساس مي  DNAم نياز به بانك     زمان طولاني داري  

 اسـتخراج   DNAتوان از بيماران خون گرفت و از خون          مي منظور
 بـه مـدت طـولاني       -70 استخراج شـده را در دمـاي         DNAكرد و   

راه ديگـر آن  .  نيـاز بـه وقـت و هزينـه زيـادي دارد          ذخيره كرد كه  
 و هـر  است از بيماران خون تهيه كرد و خون آنهـا را ذخيـره كـرد            

ــه بررســي   ــاز ب ــره شــده  DNAوقــت ني  DNA شــد از خــون ذخي
هـاي خـون    استخراج كرد كه اين روش هم بـه علـت آنكـه نمونـه             

در ضمن بـا توجـه      . گيرند مقرون به صرفه نيست    حجم بسياري مي  
باشـد و در مـواردي جهـت بررسـي          به اينكه اين روشها جديد مـي      

لايدهاي آرشـيوي   هاي در دسترس اس ـ   تر تنها نمونه  بيماران قديمي 
اسـلايد  تـرين روش    دسـترس در  باشد لذا   خون يا مغز استخوان مي    

مغز استخوان و يا خون محيطي رنگ شده از بيمـاران اسـت چـون         
حــت اســـت و  ار نـــسبتا از اســلايدها  DNAتكنيــك اســـتخراج  

كند و هم اينكه    نگهداري اسلايدها هم حجم زيادي را اشغال نمي       
تـوان اسـتفاده    هاي پاتولوژي هـم مـي     از اين اسلايدها براي بررسي    

از بيمـاران سـرطاني در مراحـل        در صورتيكه   به عنوان نمونه    . كرد
مخلتف درمان و حتي بعد از بهبودي و يا بعد از عود بيماري خون              
گرفته شود و اسلايد آنها تهيه شود و ذخيره گردد در اين صورت             

د در  هـاي مختلـف اسـلاي     در مراحل مختلف از يـك بيمـار نمونـه         
بـا ايـن ذخيـره سـازي اسـلايدها مـي تـوان              . دسترس خواهـد بـود    

مختلف اوليه، درمان، بهبودي و     ها را در مراحل     تركيب ژني سلول  
  .د مورد بررسي دقيق قرار دادعو
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