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 چکیده 

استخراج   ب  کی  DNAامروزه  در  آنال  یمولکول  یولوژیروش مرسوم  به است.    یشناسجرم  یزهایو 

که در زمان کمتر، امکان استخراج و    وجود دارد    تیک  یانواع مختلف  ،دی ان ایاستخراج    منظور

  ودموج  یها  ی ناخالص  زانیاستخراج شده و م  DNA  تیفی. کدنکنیرا فراهم م   DNA  حیانتخاب صح

  نیبهتر  یشناسجرم  ی زهاید. در آنالنباش  ی م   ی قانون  ی پزشک  ی ها  زیمهم در آنال  اریدر آن از عوامل بس

با بازده استخراج   قیدق  اریبس  تی ک  ک ی  د یبه تول  از ین  نرویاز ا  بوده و  ازین  مورد  DNA  ن یو خالص تر

 .وجود دارد  اید،نم تخراجرا اس DNAمختلف  یاز انواع بافت ها دکه بتوان  بالا اریبس

مطابق    یبوم   یتیک،    DNAاستخراج    یروش ستون  یساز  نهیبر آن شده که با به  ی طرح سع  نیا  در

درصد    50  موجب  ها  تیک  نیا  از آن جا کهشود.  دیدر کشور تول  یقانون   یپزشک  ی ها  زیآنال  یها  ازیبا ن

 ی به خارج از کشور در حوزه پزشک  یازین  ی داخل و ب  دیبه عنوان تول  می شوند،   یارز  ییصرفه جو

اولیهند امعرفی شده    یقانون برا  تیک  نیا  . نمونه  آزما  100  یها  م  شیبار  تاریخ    شود  یاستفاده  و 

 ساله دارد.  2انقضای 

اصل  یقانون  ی سازمان پزشک استفاده کننده  ا  ی به عنوان  نظر گرفتن    ی شگاهیآزما  ت یک  نیاز  با در 

  یمشابه خارج  یها  تیآن با ک  سهیکننده و مقا   دیارائه شده توسط تول  یفیو ک  ی کم  یاستاندارد ها

  تین کیا دیاست با تول دیخواهد کرد. ام یابیمحصول را ارز نیا تی فیک اژنیککیت شرکت از جمله 

 در کشور بر داشته شود.   ییخود کفا یدر راستا یگام مهم
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Abstract 

Today, DNA extraction is a common method in molecular biology and 

criminological analysis. In order to extract DNA, there are different types of kits 

that allow the correct extraction and selection of DNA in less time. The quality 

of the extracted DNA and the amount of impurities in it are very important factors 

in forensic analysis. Criminological analysis requires the best and purest DNA, 

and therefore requires the production of a highly accurate kit with very high 

extraction efficiencies that can extract DNA from a variety of different tissues . 

In this project, we try to optimize the columnar method of DNA extraction to 

produce a native kit in accordance with the needs of forensic analysis in the 

country. Since these kits save 50% of currency, as a production Inside and 

without the need to go abroad have been introduced in the field of forensic 

medicine. The prototype of these kits is used for 100 tests and has an expiration 

date of 2 years . 

The forensic medicine organization as the main user of this laboratory kit will 

evaluate the quality of this product by considering the quantitative and qualitative 

standards provided by the manufacturer and comparing it with similar foreign 

kits, including the Kiagen company kit. It is hoped that with the production of 

this kit, an important step will be taken towards self-sufficiency in the country. 
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 مقدمه

سال    نینخست  یبرا DNA استخراج در  توسط 1۸۶۹بار 

تلاش کرد    اوانجام گرفت.    ،یسیپزشک سوئ  شر،یم  شیفردر

  ی لنفاو  ی هاها را از گرهخود، سلول  شاتیکه به منظور آزما

  اریبس  هات یاز لنفوس  یغلظت مناسب  نیاستخراج کند، اما تام

سلول موردنظر او به  جه،ی بود. درنت رممکنیغ  یدشوار و حت

تجمع    افتی  رییتغ  هات یلوکوس چرک  از  در    افته یکه 

م   یجراح  ی هاپانسمان تمرکز   یبه دست  ابتدا،  آمدند. در 

  ها ت یبود که لوکوس  ییهان یانواع مختلف پروتئ  یرو  شریم

ماده    هانیو توانست نشان دهد که پروتئ  دهند یم  لیرا تشک

  ن ی. در حباشند یم   سلول   توپلاسمیس  دهنده لیتشک  یاصل

 د یمتوجه شد که در صورت افزودن اس  یو  شات،ین آزمایا

شده و با افزودن باز دوباره حل    نینشته  یابه محلول، ماده

  ی بار، رسوب ناخالص  نینخست  یبرا  بیترت  نی. به اگرددیم

   .به دست آمد  DNA از

جدا    شریم منظور  پروتئ DNA سازیبه  در   نیاز  موجود 

جدا کردن هسته   با هدف  دیجد   یپروتکل  ،یسلول  یهاعصاره

را استخراج نمود.   DNA کرد و سپس   یطراح  توپلاسمیاز س

تو  نینخست به  نتوانست  کاف  زانیم  دیل پروتکل    ی محصول 

ن و  شود،  دوم  ازیمنجر  پروتکل  نوکلئ  ی به  که    ن یبود 

بخالص ته  یشتریشده  نوکلئ  هیرا  توسط    ن،یکند.  بعدها 

نوکلئآلت  چاردیر م  دیاسکیمن  از  پس  گرفت.   شرینام 

منظور صورت گرفت و باعث    نیبه ا  زین  یگرید  ی هاتلاش

د  یهاشرفتیپ  فرا  یگریفراوان    DNA استخراج  ندیدر 

 .[1]شد

 استخراج  یبرا  نیروت  ی شگاه یآزما  یهاپروسه   نینخست

DNAپا   یبر اساس چگال  وژیفیسانتر  یهای استراتژ  هی، بر 

  ن یاز ا  1۹5۸در سال    Stahlو     Meselson.افتندیتوسعه  

 DNA شده  حفاظت   مه ی ن  یهمانندساز  حیتوض  یمتد برا

پروسه تفاوت  یبعد  ی هااستفاده کردند.  موجود در    ی هااز 

کروموزوم  یاهDNA   تیحلال و    دهایپلاسم  ،یبزرگ 

قل  هانیپروتئ بافر  متدها  ییا یدر  اکنون  هم  بردند.    ی بهره 

ا DNA استخراج  یبرا  ی فراوان  یاختصاص   جاد یخالص 

 .[2]موجودند یتجار یهاتیاند و اکثرا به صورت کشده

  صیمورد اسخفزده جهت تشر  یروش هز 

 ی کی ژنخ تی هو

به   ،یکیژنت  تیهو  صیمورد استفاده جهت تشخ  های  روش

اول دسته  هی صورت  دو  روش RFLP روش  ی  به    های   و 

که با گذشت زمان    شدند،   یم   بندی   میتقس   PCR بر  یمبتن

  ک یمختلف ژنت  های  نهیصورت گرفته در زم   های  یو بررس

ژنت  یمولکول بالاخص  روش   ؛یقانون   یپزشک   کیو   امروزه، 

دلPCR بر  یمبتن  های به  بالا  لی،  و    دهی جواب  یسرعت 

ته نمونه  هیامکان  از    ی ندیفرآ  ف،یضع  اریبس  های   پاسخ 

 .[3]شود یمتخصصان محسوب م د ییمقبول و مورد تا

سر  نیدتریجد  ان،یم  نیا  در مورد    ینشانگرها  نیعتریو 

تشخ در  کوتاه    های  یتوال  یکیژنت   تیهو  صیاستفاده 

روش (STR) یتکرار بالا،  موارد  بر  علاوه    های   هستند. 

  نسخه  یرا دارند که به راحت  تیقابل  ن یها اSTR بر  یمبتن

شده و متعاقبا امکان بدست آوردن پاسخ  از تعداد   برداری

  گر،ید  ی. از سوند نمایدر واحد زمان را فراهم    نهنمو  یادیز
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به تعداد کاف  ی ، به خصوص هنگامSTR ینشانگرها   ی که 

بررس گ  یمورد    قیدق  یجداساز  ییتوانا  یدارا  رند،ی قرار 

هستند و    شاوند یدو فرد خو  ن یب  زیتما  ی افراد و حت  تیهو

  ی مبتن  های  به دست آمده در روش  ی آلل  های  ه دادهبالاخر

 انه یرا  های   و با کمک سامانه  ی، به راحت STRیرهابر نشانگ

جست و جو دارند. در   تی شده و قابل  رهیو ذخ  یگان یبا  ای

فرآ  نیع  با  RFLP بر  یمبتن  های  بالا در روش  ندیحال،   ،

 .[4]ستین   رپذی امکان تیفیسرعت و ک نیا

 STR یمخوال یتکاار  یهز  یتوال زی  

STRیها  یها، توال  DNA که در ژنوم اند   یمتوال  یتکرار

. این  هستند  کمورفی  یپل  تیخاص  یبوده و دارا  عیانسان شا

ها، مارکرها  ل تبدی  را  ها   STRویژگی    ی مهم  یکیژنت  یبه 

بردار  یبرا نقشه  و    یماریب  ییشناسا  ،یکی ژنت  یمطالعات 

شناسا م  یی تست  هاکند.    ی انسان  توالی  شامل  این   ،

 توانند با ی هستند و م bp ۶تا   2با طول  یتکرار یواحدها

PCR شوند  ریتکث.STR  آزما در    ی پزشک  های  شگاهیها 

به   ی، حتDNA از ی کم زانیم رایمشهور شده اند، ز ی قانون

م  فیشکل ضع موفق  یآن،  به طور    ن یمع  یزیآم  تیتواند 

نسبت به   STR جینمونه با استفاده از نتا های خته یشود. آم

به طور  DNA یو گروه بند  نییتع  نیشیپ   یها  یلوژتکنو

 کروموزوم  نگیپیهاپلوتا  .توانند حل شوند  یم  یراحت تر 

Y ،زیو تما صیکه جهت تشخ  یروش DNA   مذکر استفاده

 Y-STRهمان  ا ی STR یبا استفاده از مارکرها  ،شود  ی م

  ی هاSTR زیعلم اصول همگام با آنالهمچنین  .  انجام گرفت.

در    افتیتوسعه    یانسان  یی شناسا  هداف ا  یبرا  ،اتوزومال و 

برا  اریبس  ریمس  کی   ی قانون  یپزشک  یزهایآنال  یمشابه 

 یفراوان  نیاول  یاب یو ارز  صیبعد از تشخ  ی شد. کم  یابیارز

STR کروموزوم Y یی قضا  ی آن در پرونده ها  ی، سودمند  

سوآب با  شده    هیته   نمونه  کیشد که    انیب  یمجرمانه زمان

که مورد تجاوز و قتل واقع شده بود،    زنی قربانیاز    نالیواژ

مرد به اشتباه محکوم،    کی و    یبررس Y-STR زیتوسط آنال

     .[ 5]دیو تبرئه گرد یمستثن

 

 STR یها   ی: توال  1  شکل

  SNP زی ید یتک نوکلئوت یهز سمیمورف یپل

  هایی   تیموقع (SNP) ید یتک نوکلئوت  یها  سممورفی  یپل

هستند که ممکن است بر اساس     تیجمع  کیدر ژنوم افراد  

برا  دینوکلئوت  کی تقر  یفرق کنند.  انسان  ژنوم   3  بایمثال 

 یکی  شاملکه هر جفت    رد،یگیجفت باز را در برم  میلیارد

 ای (C)نیتوزی، س(G)نی،گوان(A)نی: آدندیاز چهار نوکلئوت

، DNA ای  دو رشته  چیدر ساختار مارپ می باشد.     (T)نیمیت

 G .با C ، و T با  A به صورت جفت هستند؛  دهاینوکلئوت

  ک ی، تنها  DNA یتوال  مگویی  یکه م  یسهولت، زمان  یبرا

.  شودیاستفاده م  گرید  ی  رشته به عنوان اطلاعات در رشته 

  ک ت  یبه عنوان توال DNA یپس ما از توال  نیاز ا  نیبنابرا

امکنی  یم  اد ی  ای  رشته  اغلب    ت یموقع  میلیارد   3  نی.  در 

هستند، و    کسانیباز    یانسان ها دارا  ی  همه  بایتقر  ،یباز

. به  شود یداده م ش یمرجع نما  یوالباز به اصطلاح در ت نیا
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فرآ فرد    کیدر    تواند  یم   دینوکلئوت  کیجهش،    ند یعلت 

ا  رییتغ و  ط  رییتغ  نیکند،  سرانجام  و  است    ر گذ  یممکن 

 . منجر شود تیبرجسته در جمع یفراوان  کی به ها نسل

نوکلئوت  ی ها  سممورفی  یپل -Y (Yکروموزوم  یدیتک 

SNPs) بیترک  ی سنج  تیکم  یبرا   یبا ارزش  ی، مارکرها  

 ای  متحده هستند. دانش گسترده  الاتیا  تیجمع  انیدر م

ر مورد  اساس  Y-SNP ییایجغراف  های  شهیدر  بر  ها 

جمع دل  ی جهان  های  تیمطالعات  به  بنا  دارد.    ل یوجود 

 های  ها، هاپلوگروپY-SNs یبالا  ییایجغراف  تیاختصاص

SNP ارز  مایمستق  توانند  یم اندازه  یابیجهت   یرگی  و 

 سازی  متنوع و بدون مرتب  های  تیجمع  انیدر م  بیترک

مدل ترک  های  در  ا  بیمختلف  شوند.  گرفته  کار    ن یبه 

به دست آوردن منشاء    یبرا  یجهان  یلوژئوگرافیچارچوب ف

  تحده م  الاتیا  تیجمع  رای مهم است ز   SNPهای هاپلوگروه

  از نقاط جهان مشتق شده   یاریکه از بس  یاز افراد با اجداد

 . [ ۶]شده است لتشکی اند،  کرده مهاجرت  و اند

 SNP یها ی: توال 2لشک

 جهت انگشت نگزری ژنخیک  ینمونه بادار 

کارها  یتمام  در دستور  جهان،  سطح  در  مجهز    یمراکز 

از شواهد و مدارک موجود    ینمونه بردار  به منظور  ،استاندارد

 شبردپی جهت  که  اند   شده نیو تدو   هیجرم، ته  ی  در صحنه

ناخواسته، مورد استفاده   یاز خطاها  یریبهتر کارها و پشگ

 .رندگی یقرار م

اول  ییآنجا  از تشخ  نیکه  در  و    یپزشک  تیهو  صیحلقه 

  باشد،   یم  یبردار-نمونه  یی و جنا  ی قانون  ی مطالعات پزشک

در    یمهم و اساس  یمبحث  ،یو علم  حیصح  برداری  لذا نمونه

ها.  باشد  یم  نهیزم  نیا نمونه    های  روش   کمک  به  ،این 

تجز  یکینتژ  تیهو  صیتشخ قابل  دقت  تحل  هیبه    لیو 

  منشا نمونه  صیگونه شواهد، تشخ  ن یا  یدر بررس  .هستند

  ا ی  متهمان  با  ها  نآ  یکی ژنت  پیتا  ایالگو    سهمقای  با   ها، 

 بودن ماده   کسانی. با توجه به  شود  یم   رپذی  امکان  ن،یمظنون

تمام  یوراثت  ی ک  ی  به   متعلق  دار  هسته  های  سلول  ی در 

  دار   سلول هسته  یکه شامل تعداد  یستیز  ی  فرد، هر نمونه

  ی قانون  ی در پزشک  کیژنت  شات یدر انجام آزما  تواند  می  باشد، 

خون   های  نمونه  نیمطابقت ب  یبه بررس  یبه کار رود و الزام

خون   ن  ایبا  اسپرم  با  نمونهستیاسپرم   یستیز  های  . 

آزما  گوناگونی مورد    ی قانون  پزشکی  کی ژنت  شیجهت 

 خون:  از  عبارتند  ها  آن  نی، که مهمتراستفاده قرار میگیرند

  گار یبزاق، ته س  ، یمن  های  و لکه  ی من  ع یما  ،ی خون  های  لکه  و

دار، استخوان و ادرار. در عمل -شهیر  یآغشته به بزاق، مو

 ی مورد توجه متخصصان و کارشناسان قرار م  شتریآنچه که ب

  که به صورت لکه بوده   یمن   ع یخون و ما  ی  دو نمومه  رد،گی

. در  شوند  یم  افتیوقوع جرم    های  در صحنه  یمتنوع   های

  ی م  افتیجرم    ی  که در صحنه   یمختلف  های  ارتباط با نمونه

 ها  نمونه   آوری  جمع  ندیدقت در فرآ  ت،یاولو  تیرعا  شوند،
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مقصد، از    شگاهآزمای  به  ارسال  تا  ها  آن  از  کامل  حفاظت  و

 .برخوردارند  ییضرورت بالا

مرسوم  یک ی  امروزه؛ بردار  های  روش  نتری  از  در    ینمونه 

داخل  های  استفاده از سوآب  ،ی قانون  کیژنت  های  شگاهیآزما

مخاط دهان    های  از سلول  یتعداد  آوری  جمع  یبرا  یدهان 

به سبب وارد   ،برداری  روند نمونه  لیکه ضمن تسه  باشد،  یم

آس حداقل  اخلاق  یجسم  بیکردن  لحاظ  به  افراد،    ی به 

 . دآی یبه نظر م  تر دهیو پسند تر مناسب

 های  نمونه  ستبای  یم  ر،یبدست آوردن پاسخ قابل تفس  یبرا

ارسال گردند.    شگاهیو به آزما  هیته  شیجهت آزما  زیمرجع ن

متهمان   ی جرم، نمونه  ی  صحنه یمرجع در بررس ی  نمونه

زندان   ای   شگاه یاست که در محل آزما  یاحتمال  نیمضنون  ای

آن  نهاگردد  یم  هتهی  ها  از  در  مقا   تی .  با    ی الگو  ی  سهیو 

در مورد   توان  یجرم، م  ی  صحنه  ی  متهم و نمونه  یکیژنت

 .[7]دو نمونه اظهار نظر نمود  نیعدم مطابقت ا  ای مطابقت و  

  اسخراا  یباا ینمونه بادار یروش هز 

DNA 

 DNA بخش جهت استخراج  نیکه در ا  یماده ا  نیشتریب

م قرار  استفاده  م  ردیگ  یمورد  ها  یخون  روش    ی باشد. 

  ش یبه نوع پرونده و نوع آزما  ، باتوجهاز خون DNA استخراج

  ی باشد. خون  می تواند متفاوت آن پرونده    از یمورد ن  یمولکول

ا در  م  ن یکه  قرار  استفاده  مورد  با یگ  یبخش  حتما    د یرد 

اگر  باشد. البته    تراتیس  ای و   EDTA ماده ضد انعقاد  یدارا

انجام   میمستق   به صورت FTA یدر کاغذ هانمونه برداری  

انعقاد  یازین  گیرد،شود   ی نم  تراتیس  ای و   EDTA به ضد 

    د.باش

اپ استفاده از سو  ،نمونه بزاق   یجمع آور  یراه برا  نیتر  ساده

از سلول   ل،یسواب استر  کی روش با استفاده از    نیاست. در ا

داخل گونه و اطراف آن ) به جز    یداخل دهان در نواح  یها

  ی ریخراش هستند( نمونه گ  ای که دچار زخم    ییقسمت ها

ها  یم سواب  بد   یی شود.  خرا  نیکه  اثر  در   دن یشصورت 

دهان داخل  حاو  یسطوح  اند،  آمده    ی م DNA یبدست 

  ی بزاق از کودکان کوچک م  یجمع آور   لیتسه  یباشند. برا

نمود استفاده  اسفنج  از   استخراج  جهتهمچنین    .توان 

DNA ینیجن  یتوان از پرزها  ی م  ،ینیجن  یاز نمونه ها 

(CVS)   ینمونه ها  استفاده کرد.  کیوتیآمن  عیما  ایو CVS 

باشد که در اطراف جفت وجود دارند و   یم   ییشامل پرزها 

زمان    نیباشند بهتر  ی م  نیبا جن  ی مشابه  یکیده ژنتما  یدارا

گ جن   یرینمونه  از   CVS  ،70نمونه  یبرا  نیاز  پس  روز 

باشد. روش   یم یباردار 12تا  11هفته  نیب یعنی ،یباردار

باشد.. پس از انجام    ی نمونه ها متفاوت م  نیا  یبرا  صیتخل

از نمونه    ینیجن  ی با دقت پرزها  دی از پرزها، با  یرینمونه گ

حاصل شود نمونه    نانیشوند و اطم  یجداساز  یمادر  یها

ها نمونه  شامل  تنها  آمده  دست  جن  یبه    .است  ینیپرز 

روش   ن یاست . در ا  یوپسی روش ب  ی نوع   یسوزن  ونی راسیآسپ

  ی بدن وارد م عیما  ایاز بافت  هیناح کیسوزن نازک به  کی

سا ب  ریشود.همانند  ا  ، یوپسیانواع  ط  ینمونه  روش    یکه 

آور  ،یسوزن  ونی راسیآسپ م   یم  ی جمع  به    یشود  تواند 

شرا  ا ی و    صیتشخ کردن  کمک    یطیرد  سرطان  مانند 

  باشد یم  یجزئ  یجراح  یاز روش ها  یکی  کیتکن  نیکند.ا
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  یوپسیب  یکم است. از نمونه ها  اریکه احتمال خطر آن بس

ا توسط  شده  م  نیاستخراج  استخراج  DNA توان یروش 

 .  [۸]قرار داد  یبررسنموده و مورد 

 DNA استخراج  یبرا ینمونه بردار ی: روش ها 3شکل

 ی اسخراا  مزده وراثخ  

  چه   و  ها  بدست آمده، چه به صورت بافت  یستیز  های  نمونه

  ی ، شامل انواع مختلفDNA علاوه بر  ره، یخون و غ   های  لکه

قبل از انجام    نیهستند. بنابرا  زین  گرید   باتیاز مواد و ترک

آزما گونه  سا DNA ستبای  یم  ش،یهر  از   باتیترک  ریرا 

 یاجدا نموده و استخراج نمود. بر  ییایمیو مواد ش  یسلول

باق  پروتئ  یمثال  کنار  یسلول  های  نیماندن   DNA در 

 DNA لیو تحل  هیاستخراج شده، سبب تداخل در روند تجز

بازدارنده خواهد    ینقش DNA ریتکث  ی  شده و در مرحله

از   DNA جهت استخراج   یمتفاوت های داشت. امروزه روش

 انیم  نیکه از ا  شوند  یمختلف به کار گرفته م   های  نمونه

و   Chelex  ،FTA Paper   سه روش مهم و متداول شامل

 .  [۹]باشند یم ،کیاستخراج ارگان

را   یدو هدف اساس DNA استخراج ندیفرآ ی حالت کل در

 :کند یدنبال م 

 کیاز   DNA شتر یهدف اول، استخراج هر چه ب .1

  ی برا  ازیغلظت مناسب و مورد ن  نینمونه جهت تام

 .یبعد  یها- انجام واکنش

استخراج شده با حداکثر    یهدف دوم، فرآهم آور .2

 .ممکن تیفیک

 :باشد یشامل سه مرحله مخود  DNA استخراج ندیفرآ

  ی سلول  یغشا  ختنیاول، با از هم گس  ی  در مرحله .1

ل اصطلاح  در  م  ی سلول  زیکه    شود،   یخوانده 

  .شود  یم  ریپذ  سلول امکان  ی  به هسته  یابیدست

  ، ها  نیو انعقاد پروتئ  بیدوم، با تخر  ی  در مرحله .2

  شیآزما  ریمس  ی   مواد زائد و مزاحم از ادامه  نیا

 .گردند یحذف م 

را از   یوراثت  ی  ماده  ، ییسوم و نها  ی  در مرحله .3

و سا  های  نیپروتئ  یسلول  یاجزا  ر یمنعقد شده 

 . میکن  یجدا کرده و خالص م 

 کزی لیروش اسخراا  س

به   DNA استخراج  یکه امروزه برا  ییروش ها  نیدتریجد 

استخراج با فاز ثابت   آوری بر فن یاغلب مبتن ی روند،کار م

ا   های   شرکت  یتجارت  های  تکی  در  ها  روش  نیهستند. 

.  اند  به کار گرفته شده Promega و Qiagene مثل  یمعتبر

 شهیذرات ش  یعیطب  تخاصی  از  استفاده  با   ها،   روش  نای  در

براکایلی)س غلظت DNA جذب  ی(  حضور    ی بالا  های  در 

  بات یترک  ریرا از سا DNA  ش،یآزما  طمحی  در   ها  نمک  یبرخ

 مجددا ط،یشرا رییجدا کرده و با تغ یسلول های نیو پروتئ

DNA ی ای. از فوائد و مزارندی گیپس م  شهیرا از ذرات ش  
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توان  ها،  روش  نیا توانا  می    ی اببازی   در  ها  آن  ییبه 

 . [10]مناسب اشاره نمود تیفیو ک لظتبا غ   DNAبهتر

 هز آمزر و محزسبزت داده 

از    یآلل  های  و داده   جینتا  لیو تحل  هیتجز  در بدست آمده 

  ن یانتساب ا  یجرم  و به منظور بررس  ی  صحنه  های  نمونه

نتا  یزچی  متهمان،  به  ها  نمونه انطباق  با    جیکه  حاصله 

است. به    یآمار  ایی ه بررس  ی کند، م  ی داررا معن  گریکدی

ا  گر، ی د  انیب از  ب   نکهیپس  بدست    های  ل یپروفا  نیانطباق 

 ییروا  زانیم  د،یمختلف ، مشاهده گرد  ی  از دو نمونه  دهآم

  .ی گرددم یابیارز یمحاسبات آمار ی لهیانطباق بوس نیا

  ن ییتا تع ی کند به محقق کمک م یواقع محاسبات آمار در

بدست آمده از متهم که به طور کامل با    ل یکه پروفا  د ینما

صحنه  ی  نمونه  یکیژنت  لیپروفا از  آمده  جرم    ی  بدست 

  ی هیمنطبق شده است، تا چه حد منحصر به فرد است. بد

زمان تنها  توم  ی است،  به    ی  صحنه  ی  نمونه   انی  را  جرم 

آن فرد کاملا   یکیژنت لیکرد که پروفا  منتسبخاص   یفرد

  ی کیژنت  های  که تفاوت  ییآنجامنحصر به خود او باشد. از  

  ی نژادها  نیدر ب  یو ظاهر  یپیبارز فنوت  های  همانند تفاوت 

منحصر بفرد    زانیم  یوجود دارد، لذا بررس  ی مختلف انسان

محل    یتیجمع  های  با توجه به داده  د یبا  لیپروفا   کیبودن  

 .ردیصورت گ العهمورد مط

 ماواد و روش هاز 

استفاده شد و در دو گروه   یمطالعه از بافت کبد نیدر ا

انجام گرفت. در گروه    DNA و کنترل  استخراج یاصل

و در گروه   د یشده استفاده گرد یطراح تیاز ک یاصل

  یاستفاده شد. در ط اژنیشرکت ک تیکنترل از ک

از اسکالپ   یسلول زیل ندیجهت انجام بهتر فرا ،یریگنمونه 

استفاده شد. به   یکردن بافت کبد زهیهموژن یبرا 10

  یفوق در دما یهانمونه  مدت،یطولان یمنظور نگهدار

 .قرار داده شدند گرادیدرجه سانت  -20

 DNA اسخراا  تی روش سزخت ک

باعث    ت یک  نیکننده  و ستون استفاده شده در ا  زیل  ماده 

 یبرا  تیک  نیاز اشده است .     تیک  نیا  ی بالا  اریبس  تیفیک

ها   نمونه  جانور  مانند  یمتنوع   یاستخراج  سلول یبافت   ،

د  ، شده  داده  ا  یکشت  باکتر  یروسیو  یان  خون،  ، یاز 

  میتوان   و بزاق    نیمخمر، لکه خون خشک شده، بافت پاراف

از    تیک. کرد  هاستفاد  ز ی ل  یبرا  وبیکروتیم  کیاستخراج 

  ل یتشک  یان ا  ی د  یجدا ساز  یبرا  وبیکروتیم  کیو    یسلول

بافر    در مجاورتاول نمونه بافت    وبیکروتیشده است. در م

  ی لیم  10جداساز    وبیکروتی. در مقرار می گیرد  یسلول  زیل

موجود    یی کایلیس  ی غشا  ش ی وجود دارد. گنجا  لکاژلیگرم س

محلول    2باشد.    ی گرم م  کرویم  ۶0تا     Spin columnدر

  ت یک  نیادرمحلول جدا ساز    1محلول شستشو و    1و    یبافر

 .  استفاده شده است

 شستشوو    جدا ساز،  یبافر ی  محلول ها   غلظت:   1جدول  

Guanidinium 

thiocyanate 

4 M 

Sodium citrate 

25 mM 

N-

laurosylsarcosine 

(Sarkosyl) 0.5% 

(wt/vol) 

NaOH 

16mM 

Beta-

mercaptoethanol 

0.1 M 

Ethanol 75% or 

Isopropanol 75% 
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 بزفت  یسلول هز زیلپاوتکل  

ابتدا سلول ها را شمارش نموده و بافت مورد نظر   .1

 .دیینما نیرا توز

 ،سلول  1×610  ا ی بافت و    mg 100- 50یبه ازا .2

1 ml دیاضافه کن زولیترا. 

 .دیبافت را هموژن کن  ایسلول و  .3

اتاق انکوبه    یدر دما  قهیدق  5نمونه هموژن شده را   .4

 .دیکن

کلروفرم اضافه     µl 200  زول،یترا ml 1 ی به ازا .5

 .کنید  ورتکس هیثان 15نموده و به مدت 

 .د یاتاق انکوبه کن یدر دما قهیدق 6 .6

در    g 12000با دور  قهیدق  15نمونه را به مدت   .7

 .دیینما وژیفیسانتر C˚4یدما

 لیرود که سه فاز تشک  یمرحله انتظار م  نیدر ا .8

% از حجم کل  50که شفاف است و    یی فاز رو  شود.

فاز را    نیاست. ا   RNA یشود حاو  یرا شامل م

پروسه   د ی جد  الی و  کیبه   و  نموده  منتقل 

  ی دو فاز باق  دیرا با آن دنبال کن  RNA استخراج

درون   RNA مراحل استخراج  یمانده را تا انتها

 .دیکن یگهدارن خچالی

 RNA راا اسخ پاوتکل

به    زوپروپانولیا     µl 500  زول،ی ترا  ml 1  یبه ازا .1

 .دییاضافه نما  یی فاز رو

 .دیاتاق قرار ده یدر دما قهیدق 10نمونه را  .2

مدت   .3 دور   قهیدق  10به  ر د  g 12000  با 

 .دیکن وژیفیسانتر  C˚4یماد

  RNA  ،1 mlرسوب   و به  ریختهرا دور    یی فاز رو .4

 .دی% اضافه کن75اتانول 

سپس به    و   نمونه را به طور مختصر ورتکس کرده .5

دور  قهیدق  10مدت    یدمادر   g 12000 با 

4˚Cدیکن وژیفیسانتر. 

 10را به مدت  رسوب   و  ریختهرا دور    ییفاز رو .6

قرار ده  ریز  قهیدق اجازه   تا خشک شود.  دیهود 

  ت یامر قابل  نیا  رایخشک شود ز  اد یز RNA دینده

 .دهد ی را در آب کاهش م RNA حل شدن

نما RNase free آب  µl 50مقدار   .7 و    دیی اضافه 

  د یاتاق قرار ده  ی در دما  قهیدق  30را به مدت    الیو

 .حل شود RNA تا

 DNA اسخراا  پاوتکل

رو .1 به  یاز  فازمربوط  هر   Protein و DNA دو 

و دور    دیمانده جدا کن  یکه باق  RNA مقدار از فاز

 .دیزیبر

2. 300 µl    1 یازا   به   %100اتانول ml  ترایزول

 .دیینما هاضاف

 .دیینما مخلوط یو به آرام دی را ببند الیدرب و .3

 انکوبه کنید. اتاق  یدر دما قهیدق 4را  الیو .4

 یو دما g 2000 با دور قهیدق 5را به مدت  الیو .5

4˚C دیکن وژیفیسانتر. 

و به منظور   دیمنتقل کن  دی جد  ال یرا به و   یی فاز رو .6

 .دینگه دار نیپروتئ یجداساز
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با DNA رسوب      .7 سدml 1 را    م یمحلول 

   .د یشو ده تشس M 0.1 اتانول /تراتیس

  C˚4 یدر دما  g 2000 با دور  قهیدق  5به مدت   .8

 .دیکن وژیفیسانتر

رو .9 بر  ییفاز  دور  را    دیزیرا  شو  شست  مرحله  و 

 .دیدوباره تکرار کن

10. 1 ml    1 یبه ازا   %75اتانول ml اضافه   زولیترا

 .دیکن

انکوبه کن  یدر دما  قهیدق  20 .11 و هر چند    دیاتاق 

 .دیکن مخلوط یبه آرام کباری قهیدق

 C˚4 یو دما g 2000 با دور  قهیدق  5به مدت   .12

 .دیکن وژیفیسانتر

بر  ییفاز رو .13  30را به مدت   رسوب و  دیزیرا دور 

 .تا خشک شود  دیهود قرار ده ریز قهیدق

و    دییاضافه نما رسوب به  NaOH 100 lµمقدار   .14

 .تا حل شود د یاتاق قرار ده ی در دما قهیدق 30

 ن یپاوتئ اسخراا  پاوتکل

پروتئ .1 فاز  جا  ینیبه  و  ییتا  شود    الیکه  پر 

نما   DTTاستون آرام  د ییاضافه  به   مخلوط یو 

 .دیکن

قرار   C˚20- زری در فر  قهیدق  15را به مدت    الیو .2

سپس    دیده دور   قهیدق  15و  در   g 16000 با 

 .دیکن وژیفیسانتر C˚4 یدما

 1.5 نیپروتئ رسوب  و به  دیزیرا دور بر  ییفاز رو .3

ml استونDTT   و مرحله قبل را    دیی اضافه نما

 .دیتکرار کن

رو .4 بر  یی فاز  دور  ده  دیزیرا  اجازه   رسوب دیو 

 .خشک شود نیپروتئ

پروتئ   RNase free آب  µl 100مقدار   .5   نیبه 

  د ی اتاق قرار ده  ی در دما  قهیدق  30اضافه نموده و  

 .تا حل شود

 یژنوم DNA خلو  و غلظت یبارس 

 شده اسخراا   

  5و شاهد،    ماریخون افراد ب DNA پس از اتمام استخراج

ژل    یآن بر رو  تیفیک  یمنظور بررس به  DNA از  تریکرولیم

الکتروفورز    1آگارز   از  الکتروفورز شد .پس  باند    کیدرصد 

اسم بدون  و  بالا  ریشارپ  د   ی در  که   شودیم   ده یژل 

کننشا شده    استخراج  DNA مناسب  تیفیدهنده 

  .[11]است

  PCR کی روش انجزم تکن

 یمرهایپرا Master mix (1X) شامل  هیابتدا مخلوط اول

Reverse, Forward آب د و  طبق جدول    زهیونیمربوطه 

شد   هیته ش یمورد آزما یها چند عدد از نمونه ی(، برا3-3)

و در  م   لیاستر  2/0  ی هاالی و   تریکرولیم  5/13  زانیبه 

به هر    د یگرد  میتقس و  کی.سپس  مقدار    ،ها الیاز    5/1به 

منظور اضافه شد .به  ش یهدف مورد آزما DNA از   تریکرولیم

آزما منف  شاتیکنترل  شاهد  .شاهد  استفاده    زین  ی از  شد 

هدف بوده و در   DNA به جز PCR شامل مخلوط  یمنف

هم آن،  به  اضافه     dH2Oهدف،   DNA  حجمعوض 

 .  [12]دیگرد
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 ژل الکخاوفور  

لات  واژه کلمه  از  معن Electrocus نیالکتروفورز   یبه 

حمل کردن   یبه معن Phoresis یو کلمه آلمان تهی سیالکتر

د پس  است.  شده  قطعاتگرفته  الکتروفورز  به   DNAر   ،

جر تفک  یکیالکتر  انیکمک  هم   .مولکول  شوندیم  کیاز 

DNA به سمت    یکیالکتر  دانیاست و در م  یبار منف  یدارا

آگارز    قی.الکتروفورز از طر  کندیآند( حرکت م)قطب مثبت  

شده   نیعج   یمولکول  یبا همسانه ساز  دیآم  لیآکر  یپل   ای

 DNA قطعات  صیو تخل  تیهو  نییتع  ،یجداساز  یو برا

 . ردیگیمورداستفاده قرار م

جابه رو  DNA  گاهی علاوه  به   یبر   یزیآمرنگ   لهیوسژل 

مثل  یهابارنگ آسان Safe View فلورسنت  قابل    یبه 

است. ب  Safe Viewرنگ    تعیین   DNA یبازها  نیدر 

با  شده  نیگزیجا معرض  و  در  گرفتن  رنگ ،   UVنور  قرار 

، با   DNAیباندهاهمین دلیل  به  ..کندیم  جادیفلورسنت ا

مستق ز  میمشاهده  ماورا  ریژل  آشکارساز  یاشعه   یبنفش 

ها  شودیم باند  ن  این  صورت  ژل قابل  ازیدر  از  استخراج 

 .هستند

 تا  5قطعات کوچک    کیتفک  یبرا  دیآم  لیآکر  یپل  یهاژل 

bp 500 ها بالاست  آن  کیهستند،  قدرت تفک  دیکاملاً مف

قطعات  حت DNA از  یو  اندازه  به  با    د،ینوکلئوت  کی  یکه 

ن  گریکدی دارند  طول    ک یتفکقابل  گریکدیاز    زیاختلاف 

.ته جابجا   هیهستند  به   د یآم  لیآکر  ی هاژل  یی و  نسبت 

   د یآم  لیآکر  یپل  یها. ژل باشدیتر ممشکل   ارزآگ  یهاژل 

آگارز    ی ها. ژلرندیگیمورداستفاده قرار م  یبه شکل عمود

 یکمتر  کیقدرت تفک   د یآم  لیآکر  ی پل  یهانسبت به ژل 

ها قادرند  ژل  نیدارند. ا  یتربزرگ  کیدارند اما محدوده تفک

  .[13]دکنن کیجفت باز تا چند مگاباز را تفک 50قطعات 

که در  یخط  مریپل  کی  آگارز مشتقات  است   L و D آن 

گل اتصالات  با  شده  ی دیکوزیگالاکتوز  متصل  هم  اند.  به 

که    دهندیم  لیرا تشک  یچیمارپ   یبرهایآگارز ف  یهاره یزنج

 نانومتر   30-20با شعاع   چیابر مارپ   یصورت ساختارهابه

  ی بعدشبکه سه  کیشدن آگارز،    ای   .ژله شوندیم  زهیمریپل

   200-50 نیها بکه قطر آن   آورد یرا به وجود م  ها از کانال

پل  ریمتغ نانومتر به  یآگارز  یمرهایاست.  تجارکه    ی طور 

 رهیدر هر زنج  یواحد قند  ۸11  یدارا  احدود  ،شوندیم  هیته

طول    نیانگیو م  ستین  کنواختیو    کدست یآگارز    .هستند

مختلف    یهاها و شرکتدر بسته  یدساکاری   یپل   یهاره یزنج

.به ک  آگارزهای   علاوه   متفاوت است  ممکن    نییپا  تیفیبا 

پل با  پروتئنمک  ا یو    گر ید  ی دهایساکار  ی است  و    ها نیها 

باشند. دما  تفاوت  ن یا  آلوده شده  است  ممکن  ژل    یهاها 

 DNA افتی باز  یی و توانا DNA شدن و ذوب شدن، عبور

مورد    یمیآنز  یهارا در واکنشعنوان سوبستکه به )  از ژل را

به حداقل    یقرار دهند. برا  ری( تحت تأثردیگیماستفاده قرار  

احتمال آگارزها  ،یرساندن مشکلات   یکه دارا  یاژهیو  یاز 

زم رنگ  نهیحداقل  از  پس  ات  یزیآمفلورسانس    وم یدیبا 

پلشودیهستند، استفاده م   د یبروما   دهنده لیتشک  یمرهای. 

  ی هادر ژل  نی. بنابراشوندیم  زیدرولیو ه  هیتجز  ی پس از مدت

  .[11]داب ییکاهش م جیتدربه کیکهنه قدرت تفک
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  روش الکخاوفور 

  ن یا  یدرصد استفاده شد. برا  کیاز ژل آگارز    قیتحق  نیا  در

 ml100مقدار    یبشر حاو  ک یگرم پودر آگارز در    1منظور،  

حل شدن پودر آگارز   یشد. سپس برا  ختهیر  TBE 1X بافر

قرار داده شد تا پودر    وی، بشر در ماکروو  TBE 1Xدر بافر

  ی آگارز کاملاً حل شود. پس از خنک شدن محلول و زمان

د متصاع   یبخار  گر یکه  آن  نشد،  از   Safe تریکرولیم  ۸د 

view   مخصوص قالب  درون  حاصل  محلول  شد.  اضافه 

آن قرار داده شد. پس    یانتها  کیبه    کیو شانه نزد  ختهیر

از   یشدن ژل، شانه به آرام زهیمریاز سرد شدن محلول و پل

ژل در درون دستگاه    ی. سپس ظرف حاوگردید ژل خارج  

به و    یافق  صورتالکتروفورز  شد  داده  دستگاه  قرار  مخزن 

آرام به  بافر  یالکتروفورز  گرد  TBE(1X) با     د، یپر 

  دهیپوش TBE(1X) ژل کاملاً با بافر  یسطح بالا   کهی طوربه

  PCR،۶   شود. در مرحله بعد جهت لود کردن محصولات

حاو  تریکرولیم محصول  از    نگیلود   یاز  استفاده  با  بافر 

 5  نی. همچندیژل منتقل گرد  ی هابه داخل چاهک  ،مپلرس

برا  تریکرولیم  اندازه محصول  نیتخم  یاز مارکر موردنظر 

PCR  به داخل آنگاه    یها از چاهک  ی کی،  منتقل شد.  ژل 

تغذ منبع  به  الکتروفورز  دستگاه    هی دستگاه  ولتاژ  و  متصل 

  که   هنگامی که  سپس   .دی گرد  میولت تنظ  120ولتاژ    یرو

رنگ را  کینزد  یماده  ژل  سوم  دو  دستگاه    یط  به  کرد، 

 .[14]خاموش شد

  زفخهی ای تکث DNA قطعه یآشکزرسز   

س  پس و  تانک  از  ژل  الکتروفورز،  اتمام  الکتروفورز   ینیاز 

  شن یومنتیدستگاه ژل داکاستفاده از  با    سپس  خارج شد و

دستگاه    نیهم  به وسیلهو هر بار، از ژل    دیمشاهده گرد   جینتا

 .عکس گرفته شد

 ی نخزیج بدست آمده و گزارش ده  ایتفس

جداساز  جینتا از  مرحله  DNA قطعات  یحاصل  در 

موئ ژنوت  نه،یالکتروفورز  قالب  بررس  پیدر  مورد   ی فرد 

م ژنوت  ی مشخص  جا  کی  پیگردد.  در  خاص    ی گاهیفرد 

نا همسان )    ای(  گوتی)هموز  کسانیعبارت است از دو آلل  

پروفاگوتیهتروز حاصل    یکیژنت  هینما  ا ی  لی(.  فرد،  هر 

جا  یتعداد  یبررس در  STR  یگاههایاز  و  است  فرد  آن 

 .گردد یمحسوب م ی ویکیاثرانگشت ژتت قتیحق

الکتروفورز، عمل شناسا  پس  اتمام مراحل  قطعات بر    یی از 

که با    یرنگ فلوروسنت  زانیو م  یوزن ملکول  ،اساس اندازه  

م صورت  است،  شده  نشاندار  نتاردیگ  یآن  حاصله   جی. 

همراه دستگاه ارسال   انهیبه را  یمخصوص  یگنالهایس  بصورت

داده    شی نما  ، یقله ا  یبه شکل نمودارها  تیشده و در نها

و    ی آلل  یروش با الکتروفورز همزمان نردبانها  ن ی. اشود  یم

باشند    یآلل م  کی  انگریاز قله ها که نما   کیهر    ،یاندازه ا

 .  می کند کرده و ثبت  ییرا شناسا

  ی نرم افزار ها  نیتر  دیاز جدGene mapper IDX  نرم افزار

  ی بوده که با الگو قرار دادن نردبانها  نهیزم  نیبکار رفته در ا

استاندارد الکتروفورز،   طیو با احتساب شرا   یو آلل  یااندازه  

مقا  یداده ها بصورت خودکار  را  آمده  و    سهیبدست  کرده 
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اس کارشن  ریو تفس  یینها  د ییخام حاصل را جهت تا  جینتا

 .  [15]دهد یمربوطه ارائه م

  هزداده  لیو تحل  هیتجز

ا  جینتا  زیآنال از  نرم  نیحاصل  از  استفاده  با  افزار پژوهش 

آمار SPSS V.23 یآمار تست    ک یلجست  ونی رگرس  یبا 

ارتباط ژنوت   ل یمختلف مربوط به پروفا  یهاپیانجام شد و 

  05/0در سطح کمتر از     ابتی د   یماریمورد نظر با بروز ب

 .قرار گرفت یمورد بررس

اسخراا  شده بز دسخگزه  DNA نخزیج بارسی

 نزنودراپ 

استخراج    DNA این مرحله جهت اندازه گیری میزان  در

استخراج شده داخل    یها  DNAمیکرولیتر از نمونه  5شده  

توسط   و  شد  ریخته  دراپ  نانو  دستگاه  به  مربوط  منفذ 

نانومتر اندازه    2۶0دستگاه میزان جذب محلول در طول موج  

در طول موج  DNA گیری گردید. با توجه به ضریب جذب

برحسب نانوگرم توسط نرم افزار  DNA نانومتر مقدار  2۶0

 شد.   محاسبهدستگاه  

جذب   نسبت  جذب  ن   2۶0همچنین  به    2۸0انومتر 

آلودگی (A260/A280)نانومتر میزان  بررسی  منظور   به 

RNA  یا پروتئین تعیین گردید. نسبت حاصله در صورتیکه

این تحقیق نمونه   2تا  ۸/1بین   باشد مطلوب است که در 

نسبت   DNA های  استفاده  مورد  7/1  –  ۸/1با 

   .[1۶]قرارگرفت

 

 

 DNA : نمودار غلظت و خلوص 4 شکل

پلی   ینخزیج حزصل ا  واکن   نجیاه ا

 (PCR)ماا 

استخراج شده، براساس    یها DNA  از بررسی کیفیت  پس 

  ی برا (PCR)مراز  پلی یواکنش زنجیره ا  ،پروتکل ذکر شده  

  ی نش از مخلوط آغازگرها. در این واکگردیدنمونه ها انجام  

مختلف   گاهی جا  1۶استفاده شد که   Y کروموزوم  یاختصاص

 را تکثیر  Y کروموزوم یکوتاه تکرار شونده بر رو یهای توال

در دستگاه ژن    یتوال  نییجهت تع PCR . محصولکردند.

 .قرار گرفت نهیتحت الکتروفورز موئ زریآنالا

 نه یبدست آمده ا الکخاوفور  موئ  ج ینخز

 3130با نرم افزار   DNA شده  ریاین مرحله قطعات تکث  در

Data collection  بند تفک  یدسته  . سپس  دیگرد  کیو 

   Gene Mapperنتایج تعیین توالی سکانس ها با برنامه

 .دیگرد لیو تحل هیتجز

 ی ایگ جهینخ

را   اهیگ کیژنوم DNA تمام توانیم تیک نیاستفاده از ا با

  ن یبالا استخراج کرد. در ا  تیفیزمان و با ک  ن یدر کوتاهتر

سرعت استخراج   کا،یلیس  یهاعلت استفاده از ستونه  روش ب
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د  افتهی  شیافزا و  روش   یازین  گریاست    ی طولان  یهابه 

استخراج شده . DNA ستین CTAB استخراج مانند روش

 دست از جمله  نیپائ  یاز واکنش ها   یاریدر بس  اندتو  یم

PCRون یزاسیدیبریو انواع ه  پ،ی ژنوتا  نییتع  ،یتوال  نیی، تع  

  .ردیمورد استفاده قرار گ Southern blotting از جمله

 :یروش سخون  دیهز و فوا   یژگیو

 کم   اریبس یبا دقت بالا و آلودگDNA استخراج .1

از انواع سلول ها و نمونه   DNA امکان استخراج .2

 مختلف  یستیز یها

 استخراج شدهDNA یبالاخلوص  .3

 مضر یآل ی عدم استفاده از حلال ها .4

برا .5 در    یآماده  - PCR   ،Real-timeاستفاده 

PCR   ،Southern Blotting ،RFLP 

،RFLP،AFLP،RADP 
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