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 مقبله پژوهشي

 
 

 ّای قذیوی اس ًوًَِ استخَاى DNAساسی رٍش فٌَل كلزٍفزم سيليکا تزای استخزاج  تْيٌِ

 2، ٥ّ٣لٗب ٓجٛك1٢*ٔلت٣٘ ٓبؿل٣
 ؿاِ٘ز٢ٛ ؿوتلا. -ُٙب٣ً ٌلٜٚ م٤ٌت -ؿاِ٘ىـٜ ٣ّْٛ -ؿاٍِ٘بٜ آفٟبٖ -1

 مٔب٤ٍِب٣ٞ. آؿوتلا٢ ٣ّْٛ  -پنُى٣ لب٣٘ٛ٘ آفٟبٖ -2

 2/5/1392 تبریخ پذیزش:، 14/8/1391 تبریخ دریبفت:

 چکیذه
ّیبئي اػیت ویِ     ّبي لذيوي ّوَاسُ ثب هـىلات صيبدي ّوشاُ اػت. سٍؽ فٌَل ولشٍفشم ػيليىب يىي اص سٍؽ اص ًوًَِ اػتخَاى DNAاػتخشاج  مقذمه:

 ػبصي هشاحل ايي سٍؽ اػت. ؿَد. دس ايي هطبلؼِ ّذف ثشسػي ٍ ثْيٌِ طَس هؼوَل ثشاي ايي هٌظَس اػتفبدُ هي ثِ
ػبل( اثتذا ثب سٍؽ فٌَل ولشٍفشم هؼوَلي ٍ ػپغ ثب تغييش ثؼضیي پبساهتشّیب اػیتخشاج     11تب  3ًوًَِ اػتخَاى )داساي ػوش  DNA 62 هب: مواد و روش

تىثيیش   PCRتَػط ٍاوٌؾ  CD4, vWA, LPL, D5S818, D16S539, D13S317, F13, FESّبي  ثِ ًبم STRّـت هٌطمِ  حبكل دس DNA .ؿذ
 ؿذ ٍ ًتبيح حبكل ثشسٍي طل اوشيلاهيذ همبيؼِ ؿذ.

%، 85%، 76%، 81%، 78%، 75تشتيت  هَسفيه روش ؿذُ ثِ ، ثشاي سٍؽ خذيذ ٍ سٍؽ هؼوَلي دس ّـت هٌطمِ پليPCRثبصدّي ٍاوٌؾ  هيبًگيي نتبیج:
رسات ػيليىب(  µl35حبكل اص سٍؽ ثْيٌِ ؿذُ )دس غلظت  DNAهتَػط هيضاى  % ثَد.28 %،%71، %76، %68، %49، %70، %39، %64ٍ %86، %89، 71

 ثَد. 84/0ثب خلَف  µg/ml 76/192ٍ  12/1ثب خلَف  µg/ml 5/267تشتيت ثشاثش  ٍ هؼوَلي ثِ
يىي اص ػَاهل هؤثش حیزف ثْتیش ولؼیين ثبؿیذ ٍ ّوچٌیيي غلظیت        EDTAتش ثب  سػذ تيوبس طَلاًي ًظش هي ّبي ايي هطبلؼِ ثِ طجك يبفتِ گیزی: نتیجه

 داؿتِ ثبؿذ. PCRّبي  وٌٌذُ هْوي دس حزف هْبس تأثيشتَاًذ  هٌبػت رسات هحلَل ػيليىب هي
 

 ، سٍؽ اػتخشاج فٌل ولشٍفشم ػيليىب.STRهَسفيؼن  ، پليPCRٍاوٌؾ  هبی کلیذی: واژه

  Email: ms.sadeghi@yahoo.com،0311-7932465 تلفن:ؿٌبػي، ثخؾ طًتيه،  ، گشٍُ صيؼت2-اكفْبى، داًـگبُ اكفْبى، داًـىذُ ػلَم :مسئول نویسنذه*

. هدلِ ّبي لذيوي اص ًوًَِ اػتخَاى DNAػبصي سٍؽ فٌَل ولشٍفشم ػيليىب ثشاي اػتخشاج  ثْيٌِ. ػليشضبكجَسي هشتضي، كبدلي ارجبع: 
 .26-21(:2)9؛1393داًؾ ٍ تٌذسػتي 
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 مقذمه
٤ب  ٣DNA Typingٙٛاٖ  وٝ ألٚمٜ آٖ كا ثٝ DNAٍ٘بك٢  اٍِ٘ت

DNA Profiling ٞب٢ اًب٣ً ٚ ثـٖٚ ؽٜب ؿك  ُٙب٥ًٓ ٤ى٣ ام كٍٚ ٣ٔ
ؿكٓـ( ؿك ث٥ٗ  9/99) DNAت٥٥٤ٗ ٤ٛٞت اًت. لٌٕت ا٠٣ٓ ِٔٛىَٛ 

اٌ٘بٖ ؿاكا٢  DNA٘ٛاع٣ ؽب٣ٓ ام  ٕٞٝ افلاؿ ٤ىٌبٖ اًت ٚ تٟٙب
ا٘ـ ٚ ت٤ـاؿ ا٤ٗ  ٚ ثبكٞب پِت ًل ٞٓ تىلاك ُـٜ ٞب٣٤ اًت وٝ ثبكٞب تٛا٣ِ
ٞب٢ تىلاك٢ ام فلؿ٢ ثٝ فلؿ ؿ٤ٍل ٔتفبٚت اًت ا٤ٗ ٔٙبٛك  تٛا٣ِ
ٞل ٤ه ام ٔب كا ٔٙغٔل ثٝ فلؿ ًبؽتٝ اًت.  ٔٛكف٥ه ٤ب صٙـ ُىُ پ٣ّ

 ت٥٥٤ٗ ٤ٛٞت ثل اًبى ِٔٛىَٛ أىبٖ ،DNAؿك ٚال٢ ا٤ٗ ٘ٛاع٣ ٔتغ٥ل 
DNA ٞب٢ ٣ِٛٛ  ٔٛكف٥ٌٓ ٣(. پ3ّ-1) ًبم٘ـ كا فلاٞٓ ٣ٔDNA  ُُٔب

ثبُٙـ وٝ ت٤ـاؿ ا٤ٗ ٚاعـٞب٢  ٣ٔ٘ٛاع٣ تىلاك ُٛ٘ـٜ پِت ًل ٞٓ 
ثبُٙـ.  ٣ٔثبُـ ٚ ُبُٔ ؿٚ ٌلٜٚ ٣ٕـٜ  ٣ٔتىلاك ُٛ٘ـٜ ٔتغ٥ل 

ٞل  (VNTR,Variable Number Tandem Repeat) ٞب ت٥ّتًب  ٣ٙ٥ٔ
رفت ثبم تِى٥ُ ُـٜ اًت ٚ ٤ٕٔٛلاً ؿك  65تب  15ٚاعـ تىلاك ُٛ٘ـٜ ام 

و٥ّٛ ثبم( ؿاكؿ.  20تب ) ا٢ ؿك عـٚؿ صٙـ و٥ّٛ ثبم ٔز١ٕٛ ا٘ـامٜ
َٛٛ ٚاعـ تىلاك  (Short Tandem Repeat, STR) ٞب ٔب٤ىلًٚبت٥ّت

رفت ثبم  400تب  100ٛٛك و٣ّ  ثبُـ ٚ ثٝ ٣ٔرفت ثبم  6تب  2ُٛ٘ـٜ 
٣ّت ا٘ـامٜ وٛصىِبٖ ٚ لبث٥ّت تىخ٥ل  ثٝ STRٔبكولٞب٢  ثبُٙـ. ٣ٔ

اكرغ٥ت ؿاك٘ـ ٚ ألٚمٜ ام  VNTRثل ٔبكولٞب٢  ٥ًٚPCRّٝ ٝ تل ث آًبٖ
ُٛؿ. تبوٖٙٛ  ٣ٔؿك تِؾ٥ْ ٤ٛٞت لب٣٘ٛ٘ اًتفبؿٜ  STRٔبكولٞب٢ 

 13ا٘ـ ٚ ٔغمم٥ٗ ام ث٥ٗ آٟ٘ب  ُٙبًب٣٤ ٚ حجت ُـٜ STRٞناكاٖ ِ٘بٍ٘ل 
 ٣STRٙٛاٖ ِ٘بٍ٘لٞب٢ ا٣ّٓ  وبكثلؿ كا ؿاك٘ـ ثِٝ٘بٍ٘ل وٝ ثٟتل٤ٗ 

 (.6-4) وٙٙـ ٣ٔثلا٢ آمٔب٤ِبت تِؾ٥ْ ٤ٛٞت اًتفبؿٜ 
ٞب٢ لـ٣ٕ٤ ثلا٢ ا٘زبْ  ٔٛرٛؿ ؿك ٕ٘ٛ٘ٝ اًتؾٛاٖ ٥ٔDNAناٖ 
٣ٛأُ ؽبكر٣  ثبُـ. ٣ٔ، ا٘ـن ٤ٕٔٛلاً DNA Typingآمٔب٤ِبت 

 DNAثب٣ج وبَٞ ٞب، كٛٛثت ٚ تلو٥جبت آ٣ِ  ٕٞضٖٛ ٥ٔىلٚاكٌب٥ٌ٘ٓ
٣ّت  ٞب ثٝ ُٛ٘ـ ام ٛلف ؿ٤ٍل اًتؾٛاٖ ٣ٔٞب  لبثُ ؿًتلى ؿك ا٤ٗ ثبفت

ٚ ؿك ؽ٣ّ٥  ٣DNAٕل ٛٛلا٣٘ ٔـتِبٖ، ٔٙج٢ ثب اكم٣ُ ثلا٢ اًتؾلاد 
٣ ٤ٛٞت فلؿ ٌٞتٙـ وٝ ا٤ٗ ٤ٔب٘ـٜ ثلا٢ ُٙبًب ام ٔٛاكؿ تٟٙب ثبفت ثبل٣

٣ ثبلا ٤ٞب٢ اًتؾلاد ثب وبكا ١ٛٗٛٔ ؽٛؿ ؿ٣ّ٥ِ ثل ا٥ٕٞت ا٤زبؿ كٍٚ
 DNA Typingتل٤ٗ ٔلعّٝ ؿك  ؿك ٚال٢ اًب٣ً DNA اًت. اًتؾلاد

٣ ٔٙبًت كٍٚ ٤ثبُـ ٚ ٔٛفم٥ت ؿك ٔلاعُ ث٤ـ٢ ثٌت٣ٍ ثٝ وبكا ٣ٔ
 (.11-7) اًتؾلار٣ ؿاكؿ

ٞب٢ ث٥ٌبك و٣ٕ  ٞب٢ اًتؾلار٣، ثغج ٥ّ٣لغٓ ا٥ٕٞت م٤بؿ تى٥ٙه
اًتلاتو٢ ٣ٕـٜ  4اًتؾلار٣ ٚرٛؿ ؿاكؿ.  كٍٚتل٤ٗ  ؿك ٔٛكؿ ٔٙبًت

ٞب٢ فلًٛؿٜ ٣جبكتٙـ ام كٍٚ  ام اًتؾٛاٖ DNAًتؾلاد ثلا٢ ا
 ، كٍٚ وّلٚفلْ(Silica) كٍٚ ٥ّ٥ًىب ،(Boiling) رُٛب٘ـٖ

(Chloroform) َٛٙكٍٚ ف ٚ (Phenol)ٍٚٞب اثتـا  ، ؿك ٕٞٝ ا٤ٗ ك

اًتؾٛاٖ پٛؿك ُـٜ ٚ ًپي ؿك ثبفلٞب٢ اًتؾلار٣ ٔؾتّف ا٘ىٛثب٥ًٖٛ 
ثب فُٙ ٚوّلٚفلْ  DNAٛٛك ولا٥ًه ؿك ٔلعّٝ ث٤ـ  ٌلؿؿ. ثٝ ٣ٔ

 Tris-HClٚ ٔغَّٛ ثبفل٢  EDTAُٛؿ ٚ ٤ب اًتؾلاد ؿك  اًتؾلاد ٣ٔ
٥ًّٚٝ اتبَ٘ٛ ٤ب ا٤نٚپلٚپبَ٘ٛ ٝ ٌلؿؿ. ث٤ـ ام اًتؾلاد، فبم آث٣ ث ٣ٔؿ٤ب٥ِن 

ٚ ٤ب ثب  ٌلؿؿ تغ٥ّٞ ٣ٔ (microconcentrators)ٞب  وٙٙـٜ ٤ب ك٤ن تغ٥ّٞ
-glassثب  ٢DNA ا٘ىٛثب٥ًٖٛ،  اًتفبؿٜ ام كاٞىبك ؿ٤ٍل٢ ث٤ـ ام ٔلعّٝ

milk  ُٛؿ ٚ ًپي ٕ٘ٛ٘ٝ  ٤٣ٔب ًًٛپب٥ٌٖ٘ٛ ٥ّ٥ًىب رـاPCR ُٛؿ.  ٣ٔ
ٞب تٟٙب ثبفت  تٛرٝ ثٝ ا٤ٙىٝ ؿك ثلك٣ً ٤ٛٞت ث٣٘٤ ام ارٌبؿ ٚ ٕ٘ٛ٘ٝ ثب

ؿ٥ُِ ٚرٛؿ  ثبُـ ٚ ام ٛلف٣ ٤ٕٔٛلاً ثٝ ٣ٔؿك ؿًتلى ثبفت اًتؾٛاٖ 
ٞب٢ لـ٣ٕ٤  ٛؿ ؿك اًتؾٛاٖٞب ٚ تلو٥جبت ٘بُٙبؽتٝ م٤بؿ ٔٛر وٙٙـٜ ٟٔبك

ام ا٤ٗ  PCRثب و٥ف٥ت ّٜٔٛة ٚ ٔٙبًت ثلا٢ ا٘زبْ  DNAاًتؾلاد 
ٔٛارٝ اًت ٚ عت٣ ؿك ث٣٘٤ ٔٛال٢ ٞب ثب ِٔىلات م٤بؿ٢  ثبفت

ًبم٢ كٍٚ  غ٥لٕٔىٗ اًت، ٔب ؿك ٜٔب٤ِٝ عبٗل ت٥ٕٔٓ ثٝ ث٥ٟٙٝ
ٞب٢  غ٠ّت تأح٥ل٥ّ٥ًىب ٚ ثلك٣ً  -وّلٚفلْ -فُٙ DNAاًتؾلاد 

ٞب٢  وٙٙـٜ ؿك عقف ٟٔبك EDTAٔتفبٚت فكات ٥ّ٥ًىب ٚ مٔبٖ ت٥ٕبك ثب 
PCR ٔٛرٛؿ ؿك DNA ٖٞب٢ فلًٛؿٜ، پلؿاؽت٥ٓ. ثمب٤ب٢ اًتؾٛا 

 هب مواد و روش

 ٥ٌDNAل٢ ٚ اًتؾلاد  ٕ٘ٛ٘ٝ
ًبَ ثٛؿ٘ـ ام ًلؿؽب٘ٝ  11تب  3ٕ٘ٛ٘ٝ اًتؾٛاٖ وٝ ؿاكا٢ ٣ٕل  62

ؿكرٝ  -20مٔبٖ اًتفبؿٜ ؿك پنُى٣ لب٣٘ٛ٘ ت٥ٟٝ ٚ پي ام ت٥ٕن ُـٖ تب 
 -وّلٚفلْ-ًب٘ت٥ٍلاؿ ٍٟ٘ـاك٢ ُـ. ًپي ثب اًتفبؿٜ ام كٍٚ فُٙ

ه٣ٔٛ٘  ٥ّ٥ًDNAىب اًتب٘ـاكؿ ٚ كٍٚ فُٙ وّٛكٚفلْ ث٥ٟٙٝ ُـٜ، 
ٌلْ پٛؿك اًتؾٛاٖ ٤ه تب ؿٚ ثبك ثب وّلٚفلْ ٚ  4/0(. 12) اًتؾلاد ُـ

آٍ٘بٜ ٔٛلاك ٌُتِٛ ؿاؿٜ ُـ.  ٤NaOH 05/0ه تب ؿٚ ثبك ثب ٔغَّٛ 
 ٞب ؿك م٤ل ٞٛؿ لا٥ٔٙبك للاك ؿاؿٜ ُـ٘ـ تب وبٔلاً ؽِه ٌلؿ٘ـ.  ِِٛٝ

 ٔٛلاك ٥ِEDTA 5/0تل  ٣ّ٥ٔ 5/4ًپي ثلا٢ تز٢ٕ و٥ٌّٓ ثبفت ؿك 
(pH:8.3)  ٚ ؿل٥مٝ للاك  120كٚتبتٛك ثٝ ٔـت  ثلك٢ٚؿك ؿٔب٢ اتبق

٥ِ٘ٗ  ث٤ـ ام ًب٘تل٤ف٥ٛه، ًٛپل٘بتب٘ت ؿٚك ك٤ؾتٝ ُـ ٚ تٝ ٌلفت.
 lysis buffer (n-luryl×2ؿك ٔغَّٛ  C °56ٔب٘ـٜ ثب ا٘ىٛثب٥ًٖٛ ؿك  ثبل٣

sarcosin 2%, NaCl 100mM, Tris HCl 10mM, EDTA 10mM, 

pH:8.0)  پلٚتئ٥ٙبم ٚK  ٥ِتل  ٣ّ٥ٔ 3ًپي  ًب٣ت ٥ِن ٌلؿ٤ـ. 3ثٝ ٔـت
ا٤نٚآ٥ُٔ اِىُ اٗبفٝ ُـ ٚ ثٝ آكا٣ٔ ٔؾّٛٙ  وّلٚفلْ: ام تلو٥ت فُٙ:

ًب٘ت٥ٍلاؿ،  56°ؿل٥مٝ ؿك  10ثٝ ٔـت  ٞب ا٘ىٛثب٥ًٖٛ ٌِِٛٝلؿ٤ـ، ٚ ث٤ـ ام 
٢ رـ٤ـ ٔٙتمُ ٞب فبم آث٣ ٚ آ٣ِ ام ٤ىـ٤ٍل رـا ٌلؿ٤ـ. فبم آث٣ ثٝ ِِٛٝ

٥ِتل وّلٚفلْ اٗبفٝ ُـ ٚ ثٝ آكا٣ٔ ٔؾّٛٙ ُـ٘ـ، ًپي  ٣ّ٥ٔ 5/4ُـ ٚ 
فبم آث٣ ٚ آ٣ِ ام  ،C °56ؿل٥مٝ ؿك  10ثٝ ٔـت  ٞب ثب ا٘ىٛثب٥ًٖٛ ِِٛٝ

٢ رـ٤ـ ٔٙتمُ ٚ ٞب ا ٌلؿ٤ـ. ؿك ٔلعّٝ ث٤ـ فبم آث٣ ثٝ ٤ِِٝٛىـ٤ٍل رـ
 3/3ٚ ( pH: 4.5) ٔٛلاك ٥ٔ2ىل٥ِٚتلاًتبت ًـ٤ٓ  100تلت٥ت ثٝ آٟ٘ب  ثٝ
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ٔغَّٛ فكات  ٥ٔىل٥ِٚتل 30-50 % ٥ِ100ٚتل ا٤نٚپلٚپبَ٘ٛ اِىُ  ٣ّ٥ٔ
( shake) ؿل٥مٝ ؿك علاكت اتبق ٥ُه ٥ّ٥ً10ىب اٗبفٝ ٚ ثٝ ٔـت 

ًب٘تل٤فٛه، ٔغَّٛ ك٣٤ٚ ؿٚك ك٤ؾتٝ ُـ ٚ ًپي پ٥ّت ٌلؿ٤ـ. پي ام 
ٚ ؿك ٟ٘ب٤ت اربمٜ ؿاؿٜ ُـ  ٌُتِٛ ؿاؿٜ ُـ %80 ثبك ثب اتبَ٘ٛ 2عبّٓٝ 

ؿل٥مٝ ؿك علاكت اتبق ثٕب٘ـ تب ؽِه ُٛؿ.  60تب  30كًٛة ثٝ ٔـت 
تؾ٥ّْ  DNAو٥ٕت  آة ٔمٜل اٗبفٝ ٌلؿ٤ـ. ٥ٔىل٥ِٚتل 100ًپي 

Specgene (England, Techne )ٞب٢ فٛق ثب ؿًتٍبٜ  ُـٜ ام ٕ٘ٛ٘ٝ
٥ٌل٢ ُـ ٚ ٥ٔناٖ ؽّّٛ ٚ و٥ف٥ت آٖ ثلآٚكؿ ُـ. تغ٥٥لات ؿك  ا٘ـامٜ

پبكأتلٞب٢ ٔؾتّف پلٚتىُ اًتب٘ـاكؿ ٚ ٔمب٤ٌٝ ٘تب٤ذ آٖ ثب ٘تب٤ذ 
ٞب٢ ِٔبثٝ وٝ ٔٙزل ثٝ ت٥٥٤ٗ  پلٚتىُ اًتب٘ـاكؿ عبُٓ ام ٕ٘ٛ٘ٝ

 ؽلآٝ ُـٜ اًت. 1پبكأتلٞب٢ اًتب٘ـاكؿ ُـ ؿك رـَٚ 
 

 عیلیکا -کلزٍفزم -ؽذُ در پزٍتکل اعتخزاخی فٌل پاراهتزّای تْیٌِ -1 خذٍل

 تغ٥٥لات ا٣ٕبَ ُـٜ ُبؽْ

 ؿل٥مٝ 120 (1)ٔلعّٝ  EDTAا٘ىٛثب٥ًٖٛ ثب 

 ٥ِتل ٣ّ٥ٔ 5/4 (1)ٔلعّٝ  ٥ٔEDTAناٖ 
 كًٛة ا٤زبؿ ُـٜ پي ام ًب٘تل٤ف٥ٛه  3ٔبؿٜ ٔٛكؿ آ٘ب٥ِن ؿك ٔلعّٝ 

 ًب٣ت 3( 6)ٔلعّٝ  Kا٘ىٛثب٥ًٖٛ ثب پلٚتئ٥ٙبم 
 تلو٥ت آٔبؿٜ فُٙ: وّلٚفلْ: ا٤نٚپلٚپبَ٘ٛ اِىُ 7ٔبؿٜ ٔٛكؿ اًتفبؿٜ ؿك ٔلعّٝ 

 µl 50-30 (٥ٔ15ناٖ ٔغَّٛ فكات ٥ّ٥ًىب )ٔلعّٝ 
 

  PCRٚاوَٙ 
رفت پلا٤ٕل  26ٞب٢ ٔٛكؿ٠٘ل  ٠ٙٔٛك ثلك٣ً َٛٛ تٛا٣ِ ثٝ

 ٓٛكت: ثٝ PCR ٔؾّٔٛ ا٤ٗ ٘ٛاع٣ اًتفبؿٜ ٌلؿ٤ـ ٚاوَٙ و٣ّ

DNA  ٥ِتل ٚ٘بٌ٘ٛلْ ؿك ٥ٔىل 120-700ٞب٢  ثب غ٠ّتDNA ،25 
 X10 PCR ،10، ثبفل ٣ّ٥ٔMgcl2 ٔٛلاك  ٥ٔ50ىلٚ ٔٛلاك ام ٞل پلا٤ٕل، 

ؿكرٝ  94ؿك ُلا٤ٚ  Smar taq آ٘ن٤ٓ ٚاعـ dNTP  ٚ5ٔٛلاك  ٣ّ٥ٔ
ؿكرٝ  59تب  53حب٥٘ٝ،  30ؿكرٝ ًب٘ت٥ٍلاؿ  94ؿل٥مٝ،  5ًب٘ت٥ٍلاؿ 

ؿكرٝ ًب٘ت٥ٍلاؿ  72حب٥٘ٝ،  45ًب٘ت٥ٍلاؿ ثلا٢ ل٤ٜبت ٔؾتّف ثٝ ٔـت 
 ، تىخ٥ل ُـ. ٚرٛؿ ٔغٔٛلات٥ًPCRىُ  30ؿل٥مٝ ٚ ؿك  45ثٝ ٔـت 

PCR ٝ٥ـ ٌلؿ٤ـ. ٤أت %٥ًٚ2ّٝ هَ آٌبكم  ث 
 ٥ًّٚٝ هَ پ٣ّ اول٤لا٥ٔـ: ثٝ PCR ثلك٣ً ٔغٔٛلات

٥ٔىل٥ِٚتل ام  ٠ٙٔ10ٛك ثلك٣ً َٛٛ ل٤ٜبت تىخ٥ل ُـٜ،  ثٝ
عب٢ٚ فلٔب٥ٔـ،  ٥ٔTBEىل٥ِٚتل ثبفل  10ثٝ ٕٞلاٜ  PCRٔغٔٛلات 

ؿكرٝ ًب٘ت٥ٍلاؿ ٚ  4% ثلؿٜ ُـ. هَ ؿك ؿٔب٢ 10ك٢ٚ هَ آول٤ُ آ٥ٔـ  ثل
كٍٚ ٥٘تلات ٘ملٜ  ٌلؿ٤ـ ٚ ًپي ثٝ ًب٣ت ارلا 18ٔـت  ثٝ 175ثب ِٚتبه 

 .آ٥ٔن٢ ُـ كً٘

 نتبیج

عبُٓ ام كٍٚ فُٙ وّلٚفلْ ٥ّ٥ًىب اپت٥ٕب٤ن  DNAٔتًٛٚ ٥ٔناٖ 
ٚ ٥ٔناٖ ٔتًٛٚ  µg/ml 5/267فكات ٥ّ٥ًىب ثلاثل  µl35ُـٜ ؿك غ٠ّت 

عبُٓ ام كٍٚ ٣ِٕٛ٤ٔ  DNAثبُـ. ٔتًٛٚ ٥ٔناٖ  ٣ٔ 12/1ؽّّٛ آٖ 
 ثبُـ. ٣ٔ 84/0ٚ ٥ٔناٖ ٔتًٛٚ ؽّّٛ آٖ  µg/ml 76/192ثلاثل 
 

ًوًَِ  11در  اعتخزاج ؽذُ DNAغلظت ٍ هیشاى خلَؿ  -3خذٍل 
ؽذُ ٍ رٍػ اعتخزاج فٌل  تقادفی تا دٍ رٍػ فٌل کلزٍفزم عیلیکا تْیٌِ

 کلزٍفزم هعوَلی

 ٞب ٕ٘ٛ٘ٝ

 كٍٚ ٣ِٕٛ٤ٔ ٥ّ٥ًىب ث٥ٟٙٝ ُـٜ-وّلٚفلْ-فُٙ

 DNA  غ٠ّت

DNA 
µg/ml)280) 

 ؽّّٛ
(OD260/OD) 

 DNA غ٠ّت

µg/ml)) 

 DNA ؽّّٛ

(OD260/OD 

280) 

1 515 32/1 5/106 03/1 

2 1/59 07/1 6/148 92/0 

3 76/140 08/1 414 98/0 

4 52/488 05/1 48/132 84/0 

5 92/115 14/1 7/20 59/0 

6 8/496 01/1 414 98/0 

7 92/322 01/1 4/248 02/1 

8 92/115 06/1 22/95 02/1 

9 68/256 05/1 24/273 62/0 

10 6/165 08/1 52/74 75/0 

عبّٓٝ ام اًتؾلاد  DNA٘ٛاع٣ ٔٛكؿ٠٘ل ثب  PCR٘تب٤ذ عبُٓ ام 
  .ؿٚ كٍٚ ٔٛكؿ

اعتخزاج ؽذُ تا دٍ رٍػ فٌل کلزٍفزم عیلیکا هعوَلی  DNAتکثیز  -1ؽکل 
(Aٌِرٍػ تْی ٍ ) ُؽذ(Bدر هٌطقِ پلی ) هَرفیکCD4 

اعتخزاج ؽذُ تا دٍ رٍػ فٌل کلزٍفزم عیلیکا  DNAًتایح تکثیز  -2ؽکل 
STD)) ٌِؽذٍُ رٍػ تْی (OPTدر هٌطقِ پلی ) هَرفیکD16S539 
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 بحث
ٕ٘ٛ٘ٝ تٔبؿف٣  15ؿك  PCR ٔٛكف٥ٌٓ تًٛٚ ؿك ثلك٣ً ٘ٛاع٣ پ٣ّ

15  ٕٝ٘ٛ٘DNA  .عبُٓ ام كٍٚ ث٥ٟٙٝ ٣ٍٕٞ ثب٘ـٞب٢ ٔٙبًج٣ ؿاؿ٘ـ
ٞب٢ اًتؾلاد ُـٜ تًٛٚ كٍٚ ٣ِٕٛ٤ٔ ٘تب٤ذ لبثُ  ٕ٘ٛ٘ٝ ام ٕ٘ٛ٘ٝ 4ؿك 

ٕ٘ٛ٘ٝ  PCR 1( ؿك 1ُىُ ) ؿًت ٥٘بٔـ ثٝ CD4لج٣ِٛ ثلا٢ ٜٔٙمٝ 
ثٝ كٍٚ ث٥ٟٙٝ ثب٘ـٞب٢ ٔٙبًت ٚ لبثُ تفى٥ى٣  كٍٚ ٣ِٕٛ٤ٔ ٌ٘جت

 (.2ُىُ ) ِٔبٞـٜ ِ٘ـ
 62اًتؾلاد ُـٜ ام  DNA، ثلا٢ ٥ٔPCRب٥ٍ٘ٗ ثبمؿ٣ٞ ٚاوَٙ 

ُـٜ  ٞب٢ اًتؾلار٣ فُٙ وّلٚفلْ ٥ّ٥ًىب ث٥ٟٙٝ ٕ٘ٛ٘ٝ اًتؾٛا٣٘ ثب كٍٚ
 ,F13, D13S317, D16S539 ٔٛكف٥ه ٚ ٣ِٕٛ٤ٔ ؿك ِٞت ٜٔٙمٝ پ٣ّ

D5S818, LPL, vWA, CD4  ٚFES ٝ76، %81، %78%، 75تلت٥ت  ث ،%
85% ،71،% 89%، 86%، 64% ،39% ،70 ،%49 ،%68% ،76% ،71ٚ % 
  ثبُـ. ٣ٔؿكٓـ  28%

وّلٚفلْ ٚ -ًبم٢ كٍٚ اًتؾلار٣ فُٙ ث٥ٟٙٝ ثلك٢ٜٚٔب٤ِٝ عبٗل 
ٞب٢  ٥ّ٥ًىب ؿك عقف ٟٔبكوٙٙـٜٞب٢ ٔؾتّف فكات  غ٠ّت تأح٥لثلك٣ً 

PCR  افنا٤َ و٥ف٥ت ٚDNA ٕٝ٘ٛ٘ ٢ اًتؾٛاٖ لـ٣ٕ٤ ٞب عبُٓ ام
ٞب٢  آمٔب٤ٍِب٣ٞ ؿك آ٘ب٥ِن ٕ٘ٛ٘ٝ ٤َٕٔٛثلا٢ ثٟجٛؿ اكائٝ ؽـٔبت 

 STRٔٛكف٥ه  اًتؾٛا٣٘ ا٘زبْ ُـ. ٔٛفم٥ت ؿك تىخ٥ل ٔٙبٛك پ٣ّ
ٞب٢ رٙب٣٤ ٚ پنُى٣ لب٣٘ٛ٘  ا٣ّٓ ؿك ثلك٣ً ُبؽ٣ْٙٛاٖ ٤ه  ثٝ

اًتؾلاد ُـٜ ٚ  DNAثل ٥ٔناٖ  ثبُـ؛ ٔب ؿك ٜٔب٤ِٝ ؽٛؿ ٣لاٜٚ ٣ٜٔٔلط 
كا ثلا٢ اكم٤بث٣ كٍٚ اًتؾلار٣  ُبؽْا٤ٗ ِقا ٥ٔناٖ ؽّّٛ آٖ، 

 ٔقوٛك ا٘تؾبة ٕ٘ٛؿ٤ٓ.
DNA ٞب٢ اًتؾٛا٣٘ لـ٣ٕ٤ ثلا٢  ٞب٢ ٔٛرٛؿ ؿك ثبفت       

DNA Typing  تٛاٖ ثٝ  ٖ رّٕٝ ٣ٔآؿاكا٢ ِٔىلات٣ ٌٞتٙـ وٝ ام
ٟ٘ب آ٢ وٛتبٜ ُـٜ  ٞب ٚ ثٝ ا٘ـامٜ ا٤ٗ ثبفت DNAُىٌت٣ٍ مثبؿ ل٤ٜبت 

وٙـ. ؿك  ٣ٔغ٥للبثُ اًتفبؿٜ  PCRٟ٘ب كا ثلا٢ ٚاوَٙ آاُبكٜ ولؿ وٝ 
ؿپٛك٤ٙٝ ُـٜ ثبُـ وٝ ا٤ٗ ٣بُٔ ؽٛؿ  DNAٕىٗ اًت ٔث٣٘٤ ٔٛاكؿ 

تٛاٖ  ٌلؿؿ. ثب ا٤ٗ ٚرٛؿ ٣ٔ ثب٣ج تٛلف پ٥َ ام ٣ٛٔـ ٚاوَٙ تىخ٥ل ٣ٔ
ام ثمب٤ب٢ اًىّت٣ تب عـ م٤بؿ٢ ثٝ  DNAٌفت ٔٛفم٥ت ؿك تىخ٥ل 

 (.9-7) ثٌت٣ٍ ؿاكؿ DNAوبك ٌلفتٝ ُـٜ ؿك اًتؾلاد ٝ ٞب٢ ث كٍٚ
٤ت، ٚ تِؾ٥ْ ٞٛ DNAٞب٢  ٞب٢ اؽ٥ل، آمٔب٤ٍِبٜ ؿك ًبَ

ٞب٢ ٔؾتّف كا ؿك رٟت تلاٍ ثلا٢ ِٔىلات فول ُـٜ ؿك ثبلا  تى٥ٙه
ٞب ُبُٔ ؿو٥ٌّف٥ىب٥ًٖٛ،  ا٘ـ. ا٤ٗ تى٥ٙه ٔٛكؿ آمٖٔٛ للاك ؿاؿٜ

ًبم٢ ٔزـؿ، آمٔٛؿٖ كٍٚ اًتؾلار٣ رـ٤ـ ٚ اكم٤بث٣  ؽبِْ
ثبُـ. ثب ٚرٛؿ ِٔىلات التٔبؿ٢ ٚ  ٢٣ٔ ٔؾتّف تىخ٥ل ٞب ٥ًٌتٓ

اًتؾلاد ؿك وِٛك ٔب ٕٞٛاكٜ ثب ٞب٢ پ٥ِلفتٝ  ٥ًب٣ً ت٥ٟٝ و٥ت
ًبم٢ ثٝ كٍٚ ؿًت٣  ِٔىلات٣ ٔٛارٝ اًت ام ا٤ٗ كٚ ٔب ثٝ ث٥ٟٙٝ

 ٔقوٛك پلؿاؽت٥ٓ.

٥ّ٥ًىب اًتب٘ـاكؿ كا ثب -وّلٚفلْ-ؿك ا٤ٗ ٜٔب٤ِٝ ؽٛؿ، كٍٚ فُٙ
( ث٥ٟٙٝ تغ٥٥ل 1 رـَٚ) ٞب ثٝ ٔتـ ا٤زبؿ تغ٥٥لات٣ ؿك غ٠ّت ٔٛاؿ ٚ ٔغَّٛ

ٕ٘ٛ٘ٝ  62عبُٓ ام  DNAٗ غ٠ّت ٢ عبُٓ ام ت٥٥٤ٞب ؿاؿ٤ٓ. ٤بفتٝ
اًتؾٛا٣٘ اًتؾلاد ُـٜ ثب ؿٚ كٍٚ ٔٛكؿ ٜٔب٤ِٝ ِ٘بٖ ؿاؿ وٝ ٔتًٛٚ 

-وّلٚفلْ-عبُٓ ام كٍٚ فُٙ) DNA (µg/ml50/267  ٥ٔناٖ غ٠ّت
عبُٓ  ٥ّ٥ًDNA (µg/ml 76/192)ىب ث٥ٟٙٝ ُـٜ ؿك ٔمب٤ٌٝ ثب ٥ٔناٖ 

ام كٍٚ ٣ِٕٛ٤ٔ ث٥ٌبك ث٥ِتل اًت. ٚ ٥ٔناٖ و٣ّ ٔٛفم٥ت ؿك ٚاوَٙ 
PCR وبك٥ٌل٢ كٍٚ ٝ ٔٛكف٥ه ٔٛكؿ ثلك٣ً ثب ث ؿك ٞل ِٞت ٜٔٙمٝ پ٣ّ
%( 67) وبك٥ٌل٢ كٍٚ ٣ِٕٛ٤ٔٝ ثٝ ث %( ٌ٘جت82) ٥ّ٥ًىب-وّلٚفلْ-فُٙ

 ثبُـ.  ٣ٔث٥ِتل 
وبُٔ ؿك  DNA Profilingٕٞبٜ٘ٛك وٝ ؿك لٌٕت ٘تب٤ذ فول ُـ، 

ٛٛك تٔبؿف٣  ٕ٘ٛ٘ٝ ثٝ 15ٔٛكؿ ثلك٣ً ثلا٢  STRٞل ِٞت ٜٔٙمٝ 
ٞب٢ عبُٓ ام كٍٚ ث٥ٟٙٝ ثب٘ـٞب٢ لبثُ  ا٘زبْ ُـ وٝ ٣ٍٕٞ ٕ٘ٛ٘ٝ

ٕ٘ٛ٘ٝ عبُٓ ام كٍٚ ٣ِٕٛ٤ٔ ثب٘ـٞب٢ ٜٔٙمٝ  4تفى٥ى٣ ؿاؿ٘ـ ٣ِٚ ؿك 
CD4 ٝكًـ ثٝ ؽبٛل و٥ف٥ت ثـ  ٠٘ل ٣ٔ لبثُ تفى٥ه ٘جٛؿ وٝ ثDNA 

ٞب٢ ا٤ٗ ٜٔب٤ِٝ كٍٚ فُٙ وّلٚفلْ  ٤بفتٝٛجك  اًتؾلاد ُـٜ ثبُـ.
    فكات ٥ّ٥ًىب ٘تب٤ذ ثٟتل٢ كا ؿك كاثٜٝ ثب ٥ّ٥ًµl35ىب ؿك غ٠ّت 

STR Typing ٕٝ٘ٛ٘ ثٝ كٍٚ ٣ِٕٛ٤ٔ  ٞب٢ تزن٤ٝ ُـٜ اًىّت٣ ٌ٘جت ام
 ؿٞـ. ٣ِٔ٘بٖ 

Hummel ٝك٢ٚ اًتؾلاد  ا٢ وٝ ثل ٚ ٕٞىبكاَ٘ ؿك ٜٔب٤ِDNA  ام
اكٍ ولؿ٘ـ وٝ پلٚتىُ فُٙ وّلٚفلْ ثمب٤ب٢ اًىّت٣ ا٘زبْ ؿاؿ٘ـ ٌن

ٍ٘بك٢  ًبم٢ ك٣ُٚ ث٥ٌبك ٔٙبًت ثلا٢ اٍِ٘ت تٛا٘ـ ثب ٔمـاك٢ ث٥ٟٙٝ ٣ٔ
DNA ٝؽّٔٛ ا٤ٗ كٍٚ كا ثلا٢ ثبُـ ٚ ثSTR Typing  پ٥ِٟٙبؿ
ٚ  Butlerٞب٢ ٔب ؿك ٤ه كاًتب اًت.  ( وٝ ا٤ٗ ٘تب٤ذ ثب ٤بفت13ٝ) ولؿ٘ـ

ٍٚ فُٙ وّلٚفلْ ٚ ا٢ ؿ٤ٍل ثب ٔمب٤ٌٝ ؿٚ ك ٕٞىبكاَ٘ ؿك ٜٔب٤ِٝ
ٕ٘ٛ٘ٝ اًتؾٛاٖ ا٘زبْ ؿاؿ٘ـ، ا٣لاْ  45ك٢ٚ  ٌٛا٥٘ـ٤ٗ ت٥ًٛ٥ب٘بت وٝ ثل

ثٝ ٔتـ فُٙ وّلٚفلْ ثلا٢  ٕ٘ٛؿ٘ـ وٝ ٔتـ ٌٛا٥٘ـ٤ٗ ت٥ًٛ٥ب٘بت ٌ٘جت
(. ؿك 14) ؿٞـ ٣ٔتل٢ كا ِ٘بٖ  ٞب٢ اًتؾٛاٖ پ٥ًٛـٜ ٘تب٤ذ ٥٤ٗف ٕ٘ٛ٘ٝ

ثب كٍٚ اًتب٘ـاكؿ  CD4 ٕ٘ٛ٘ٝ اًتؾٛا٣٘ وٝ ؿك ٜٔٙمٝ 4ٜٔب٤ِٝ ٔب، 
لج٣ّ رٛاة ٘ـاؿٜ ثٛؿ٘ـ ثب كٍٚ فُٙ وّلٚفلْ ث٥ٟٙٝ رٛاة ؿاؿ٘ـ ٚ ؿك 

ٞب٢ وبفة وٕتل٢ ٌ٘جت  ؿك ٤ه كٍٚ ا٤زبؿ آُِ PCRوُ ٔغٔٛلات 
حل عقف ؤكًـ ٤ى٣ ام ٣ٛأُ ٔ ٠٘٣ٔل  وٙٙـ وٝ ثٝ ٣ٔثٝ كٍٚ اًتب٘ـاكؿ 

ٚ ٟٕٔتل ام اٖ عقف  EDTAتل  ثٟتل و٥ٌّٓ ثب ت٥ٕبك ٛٛلا٣٘
م غ٠ّت ٔٙبًت فكات ٔغَّٛ ٥ّ٥ًىب ثب اًتفبؿٜ ا PCRٞب٢  وٙٙـٜكٟٔب

ٚكؿٖ آ ؿًتٝ ؿك كٍٚ ث٥ٟٙٝ ُـٜ ثبُـ وٝ ا٤ٗ ؽٛؿ ٣ب٣ّٔ ٟٔٓ ؿك ث
ٛٛك ؽلآٝ ٛجك  اًت. ثٝ DNAٍ٘بك٢  تل ؿك اٍِ٘ت ٘تب٤ذ ّٜٔٛة

ٞب٢ اًتؾٛا٣٘ لـ٣ٕ٤ كٍٚ فُٙ وّلٚفلْ  ٞب٢ ٔب ؿك ٜٔب٤ِٝ ٕ٘ٛ٘ٝ ٤بفتٝ
ٞب٢ اكائٝ ُـٜ ؿك ا٤ٗ ٔمبِٝ ٘تب٤ذ ثٟتل٢ كا  غ٠ّت٥ّ٥ًىب ث٥ٟٙٝ ُـٜ ثب 

ٞب٢  ؿٞـ ٚ ثلا٢ اًتفبؿٜ ٣ٔٞب  ا٤ٗ ٕ٘ٛ٘ٝ STR Typingؿك كاثٜٝ ثب 
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ٞب٢ ؽبكر٣ ٚرٛؿ  ٣ وٝ أىبٖ اًتفبؿٜ ام و٥ت٤ٞب مٔب٤ٍِبٜآث٤ـ٢ ؿك 
 ُٛؿ.  ٣ٔ٘ـاكؿ پ٥ِٟٙبؿ 
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Abstract: 
 

Introduction: DNA extraction from the ancient bones tissues is currently very difficult. Phenol chloroform silica 
method is one of the methods currently used for this aim. The purpose of this study was to optimize the 
assessment method.  
Methods: DNA of 62 bone tissues (average 3-11 years) was first extracted with phenol chloroform silica 
methods and then with changing of some parameters of the methods the extracted DNA was amplified in eight 
polymorphisms area including FES, F13, D13S317, D16, D5S818, vWA and CD4. Results from samples gained 
by two methods were compared in acrylamide gel. 
Results: The average of PCR yield for new method and common method in eight polymorphism regions was 
75%, 78%, 81%, 76%, 85%, 71%, 89%, 86% and 64%, 39%, 70%, 49%, 68%, 76%, 71% and 28% respectively. 
The average of DNA in optimized (in 35l silica density) and common method were 267.5 µg/ml with 1.12 purity 
and 192.76 g/ml with 0.84 purity respectively. 
Conclusions: According to the findings of this study, it is estimated that longer EDTA attendance is an efficient 
agent in removing calcium and also adequate density of silica particles can be efficient in removal of PCR 
inhibitors. 
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