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 با ارائه يك روش تركيبي از بلوكهاي بافتي پارافيني DNA و تكثير استخراجبهينه سازي 

 1ناظم حبيب الهو  2*محمد مهدي يعقوبي ،1آزاده لهراسبي نژاد

  بيوشيميتهران، دانشگاه پيام نور، گروه  1
  بخش بيوتكنولوژي يطي،پژوهشكده علوم محكرمان، مركز بين المللي علوم و تكنولوژي پيشرفته و علوم محيطي،  2

  24/3/88: تاريخ پذيرش   13/6/87 :تاريخ دريافت

 چكيده

يي روشهاهاي انساني براي مطالعات مولكولي به  منبع بسيار غني از نمونه شناسي آسيببافتهاي پارافينه موجود در آرشيو بخشهاي 
كل موجود آن است كه اسيدهاي اما مش .شندبا در بيماريهايي همچون سرطان مي) PCR( مراز اي پلي واكنش زنجيره مانند

 استخراج شده براي DNA نمودن، آسيب ديده و در بسياري از موارد كيفيت و پارافينه شدن تثبيتنوكلئيك در اين بافتها در مسير 
PCR و تكثير در اين تحقيق سعي شد با بررسي چند روش متداول استخراج .باشد مناسب نمي DNA ه، نقاط از بافتهاي پارافين

 pwoو  Taq polymerase ،pfuهمچنين اثر آنزيمهاي مختلف  .معرفي شودجديد ضعف آنها برطرف شده و يك روش تركيبي 
ي روشهاروش تركيبي در مقايسه با استخراج بازدهي نتايج نشان داد . شد مقايسهبافت پارافينه  DNAو مخلوط آنها در تكثير

  .رددا PCR تكثير بهتري در واكنش ابليتحاصل از آن ق DNAقبلي بيشتر بوده و 

  راز، بافت سرطانيمواكنش زنجيره اي پلي  ،DNAبلوك پارافينه، استخراج  :كليدي واژه هاي

  yaghoobim@icst.ac.ir  ، پست الكترونيكي 03426226611: تلفننويسنده مسئول، *

  مقدمه
با جراحي يا  درمانياف دهايي كه براي اه بسياري از نمونه

از بدن افراد خارج  )Biopsy(برداري تشخيصي  نهنمو
تثبيت شده و در شناسي  در آزمايشگاههاي آسيبشوند  مي

ا ه توان نمونه در اين حالت مي. شوند پارافين نگهداشته مي
 اين .)14 و 5، 3(را براي مدت زمان طولاني حفظ كرد

اي براي مطالعات العاده بافتهاي بايگاني شده، منبع فوق
، اطلاعات ها و بيماريهاي متنوع، سرطانمولكوليژنتيك 

ها مربوط به عوامل ايجاد كننده عفونتها مثل هرپس ويروس
  .)16 و 9 ،4(هستند و پاپيلوما ويروسهاي انساني

فرمالين در  عاديبه طور  شناسي آسيباي ههبيشتر نمون
س براي و سپ شوندمينگهداشته تثبيت شده و در پارافين 

اگرچه ساختار بافت  .روند ناسي به كار ميش بافت مطالعات
حفظ شده و سلولها  در بافت پارافينههاي آن ينو پروتئ

تثبيت ولي مراحل ، كنندخود را حفظ مي و ريختكل ش

را با  آنهااستخراج  به اسيدهاي نوكلئيك آسيب زده و
را كاهش  PCR بازدهدر نتيجه و  مي كنددشواري همراه 

و  هاباعث ايجاد پيوستگي بين پروتئين زيرا فرمالين .دهندمي
  ).11 و  4، 1( شودمي DNAرشته 

روي نمونه  PCR عدم موفقيتباعث اصلي كه  عوامل
DNA  عبارت اند از شوندمياستخراج شده از اين بافتها :

ي كوچك مثل ها الگو در نمونه DNAمقدار  كافي نبودن-1
ه كمي از بافتهاي كوچك بازد DNAزيرا استخراج  بيوپسي،

حضور مواد - 2). 1(و همراه با آلودگي زيادي است دارد
 استخراج شده DNAهمراه با  مانند هموگلوبين كنندهمهار

كه مهمترين عامل شكست در انجام  الگو DNAتجزيه -3
PCR 12 و 2 ،1( هايي است روي چنين نمونه.(  

  :عبارت اند ازالگو  DNAبر تجزيه  عوامل مؤثر مهم ترين
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سازي بافتها به كار مادهكه براي آ اي كننده تثبيتنوع  -1
مخلوط ، فرمالين الكلي، Omnifixاتانول، استن، ( روندمي

هرچه تثبيت  .)...و  Bouni’sاستيك اسيد، /الكل/فرمالين
تر باشد آسيب بيشتري به  كننده بكار رفته اسيدي

هايي  كننده رو تثبيت از اين. كند وارد مي DNAمولكولهاي 
. مدت زمان تثبيت شدن -2. د اتانل و استن بهتر هستندمانن

ساعت  24دهد كه پس از  نتايج يك بررسي نشان مي
هاي تثبيت  موفق روي نمونه PCRاحتمال انجام  ،تثبيت

ها به جز اتانل و استن كاهش  شده در تمام تثبيت كننده
ها در  اين در حالي است كه برخي نمونه . يابد مي

ب شناسي تا چند روز در محلول تثبيت آزمايشگاههاي آسي
با  DNAمانند و اين خود احتمال استخراج  كننده باقي مي

 قدمت -3. دهد كيفيت خوب را به شدت كاهش مي
ها بيشتر  هرچه از زمان تثبيت نمونه. بلوكهاي پارافينه

بزرگتر كاهش  DNAگذشته باشد احتمال تكثير قطعات 
از  درصد 60در تنها كه د مطالعه نشان داهمان در . يابد مي

گذشت تكثير  سال مي 5شان  هايي كه از زمان تثبيت نمونه
اما در  ،جفت باز امكان پذير است 536قطعات به طول 

قابليت تكثير  درصد 45سال تنها  20 قدمتهايي با  نمونه
DNA  9 و 8(جفت باز را داشتند 267به طول( .  

كه در فرآيند از آنجا . آمده به دست DNAطول قطعات  -4
بينند هرچه طول قطعه  آسيب مي DNAتثبيت مولكولهاي 

بزرگتر باشد احتمال تكثير آن كاهش  PCRمورد مطالعه در 
هايي بايد به  بنابراين در مطالعه روي چنين نمونه. يابد مي

  ).12 و 9 ،8( قطعات حتي الامكان كوچكتر بسنده نمود

شامل سه  DNAدر استخراج هاي مورد استفاده روشبيشتر 
 ،با پروتئاز پارافين زدايي، هضم :مرحله هستند

زدايي از در روشهاي سنتي براي پارافين .سازي خالص
هاي اما امروزه روش .)4 و 2( شود اده مياتانول استف- زايلن

و يا حل  حرارتثل ذوب كردن پارافين به كمك ديگري م
 ندرو مي بكار pHكردن آن در حلالهاي آلي به كمك تغيير 

 Kهضم بافتهاي پارافينه به كمك پروتئيناز  .)15و  13 ،4(

م كلروفر-در نهايت از فنل. دهدبازده واكنش را افزايش مي
كه زحمت زيادي داشته  شود سازي استفاده مي براي خالص

را  DNAمرحله شستشو خطر آلودگي  و بعلت چند
 روشهاعلاوه بر اين در اين   ).14 و 4 ،2(دهد  فزايش ميا

مانند فنل، هموگلوبين  PCRممكن است عوامل مهاركننده 
به . را بگيرند PCRدر نمونه وارد شده و جلوي انجام ... و 

شود از روشهاي مبتني بر ستون  همين دليل توصيه مي
دهند  تري به دست مي خالص DNAكروماتوگرافي كه 

براي  روشهاتغيير اين  تحقيق حاضر هدف. استفاده شود
 PCRبا بازده بالا و كيفيت مناسب براي  DNAبازيافت 

     .باشدمي

  هامواد و روش
بلوك تثبيت شده در فرمالين و نگهداري  53در اين مطالعه 

سرطان  مربوط به بيماران مبتلا به شده در پارافين
در  86تا  73روده بزرگ كه طي سالهاي كارسينوماي 
وري آجمعكرمان بستري شده بودند  شهر بيمارستانهاي

و  طبيعياي حاوي مقدار كافي از بافته كه هاييبلوك .شد
 ندبود) IIIAكارسينوماي مرحله  در(توموري هر بيمار 

 .ندبراي مقايسه روشهاي مختلف مورد استفاده قرار گرفت
، 6، 5( از يك پروتوكل تركيبي از منابع زداييبراي پارافين

  .ستفاده شدا) 16 و 9، 7

گرم از نواحي مربوط به  ميلي 25حدود  :پارافين زدايي
هر بيمار به كمك تيغ جراحي جدا  طبيعيتوموري و بافت 

شده و پس از اينكه به صورت برشهاي نازكي درآمد به 
   .گرديدليتري استريل منتقل  ميلي 5/1اي هلوله

ا سه مرتبه به كمك زايلن همونهن ،براي حذف پارافين
پس از پايان  ه وده شددقيقه شستشو دا 15به مدت خالص 

رسوب  rpm14000  در دستگاه سانتريفوژ با دورهر مرحله 
  .داده شد
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اتانول  دو بار باا هبراي حذف زايلن نمونه: حذف زايلن
همان با شستشو داده شده و دقيقه  15به مدت مطلق 

   .شرايط مرحله قبل سانتريفوژ انجام شد

. ر رفتكاه از اين به بعد دو روش مختلف ب :مرحله آبدهي
ها صورت روش الف بر روي نمونهمرحله آبدهي در 

  .نگرفت

دقيقه در  10مدت  ترتيب به به هاهريك از نمونه :روش ب
با همان شرايط و داده  شستشو درصد 40 و 60 ،80اتانول 

  .كندرسوب  هاتا نمونه هشد مرحله قبل سانتريفوژ

درجه  37دقيقه در دماي  15ها به مدت لوله: خشك شدن
 تا اتانول موجود در بافتها كاملاً دقرار داده شسانتي گراد 
  .خارج شود

  DNAثير اين مرحله در كيفيت أبراي نشان دادن ت  :هضم
  :گرديد ستفادهزير ادو روش  ازآمده  به دست

بافر هضم كننده به هريك از  ميكروليتر از 180 :الف روش
 Kوتئيناز ميكروليتر آنزيم پر 20ها افزوده شد و سپس لوله

با  به هريك از آنها اضافه و كاملاً) Qiagen DNeasyكيت (
 56در دماي  در طول شبها و لوله يكديگر مخلوط شدند

طبق دستورالعمل شركت (قرار گرفتند درجه سانتي گراد
  ).سازنده كيت

افر هضم كننده به هر يك از ميكروليتر از ب180 : ب روش
درجه  98ه در دماي دقيق 15 ها افزوده و به مدتلوله

به روي يخ  ها سريعاًسپس لوله .قرار داده شدند سانتي گراد
لوله ي ابه محتو Kيتر پروتئيناز لميكرو 20منتقل شدند و 
درجه سانتي  56در دماي در طول شب  هااضافه شد و لوله

  .قرار گرفتند گراد

  تكي روشراحل استخراج بر طبق بقيه م:  DNAاستخراج
DNeasyمك ستونهاي كروماتوگرافي اختصاصي و با ك

در پايان براي اطمينان از كيفيت . دنبال شدموجود در كيت 
DNA در هاي خالص شده جذب نمونه ،استخراج شده

وسيله دستگاه ه بنانومتر  280و  260طول موجهاي 

دقت لازم صورت اين مرحله در .خوانده شد سنج طيف
پس از يمار با هر ب طبيعيتوموري و  هاي گرفت تا نمونه

مطابقت با لام هر نمونه درست انتخاب شده و با ساير 
و همچنين آلودگي با سلولهاي خود  مخلوط نشوندها نمونه

كليه وسايل مصرفي استريل شده و . محقق هم بوجود نيايد
  .شدندفقط براي يكبار مصرف مي

پس از انجام مراحل فوق براي  : DNAز ورالكتروف
را  آناز ر ليتميكرو 7 استخراج شده DNAمشاهده كيفيت 

 تهيه شده در( درصد 1آگارز ل ژ رز افقيوالكتروف روي
يديوم برمايد ميزي با اتآبرده و پس از رنگ ) 1X TBEبافر 

عكس )Syngeneشركت ( GBOX HRبا كمك دستگاه 
 .)15( برداري شد

زير به صورت اختصاصي براي  هايپرايمر : PCRواكنش 
و توسط طراحي  tp53ژن  8و  7 ، 5شماره  هاياگزون

 PCRطول محصول  .ندشدهلند ساخته  Isogenكمپاني 
جفت باز  158و  202، 193براي اين اگزونها به ترتيب 

  .باشد مي
EXON 5 F:  GTACTCCCCTGCCCTCAACA      
EXON 5 R:  CTGCTCACCATCGCTATCTG     
EXON 7 F: GGCTCTGACTGTACCACCAT       
EXON 7 R: GGAAGAAATCGGTAAGAGG        
EXON 8 F: GGTAATCTACTGGGACGGAAC      
EXON 8 R: GCTTCTTGTCCTGCTTGCTT       

ميكروليتر با شرايط زير صورت  25در حجم   PCRواكنش 
  :گرفت

MgCl2 5/1 مخلوط مولار، ميلي dNTP 200  ،ميكرومولار
، ،ميكرومولار4/0پرايمرهاي رشته پايه و پيرو هر كدام 

DMSO  واكنش،  حجم درصد 3به ميزانDNA  الگو به
 Taq DNAواحد آنزيم 25/1 .نانوگرم 900تا  200ميزان 

polymerase )يا آنزيم  )سيناژنpfu  شركتFermentas ،
و يا مخلوط آنها به نسبت هاي   Rocheشركت  pwoآنزيم 
  .مختلف
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ه استخراج شده از بافت خون تاز DNAرز ژل آگارز والكتروف -1شكل 

با كيت ) 2-7چاهكهاي (و بافت پارافينه ) چاهك شماره يك(
DNeasy .DNA  به صورت يك نوار  كهاستخراج شده از خون سالم

 DNAاما . ماند مشخص با وزن مولكولي بالا در ابتداي چاهك باقي مي
بافتهاي پارافينه چون تجزيه شده است به صورت نواري كشيده ديده 

  .شود مي
درجه  94دقيقه در دماي  5ش به مدت واكن ابتدا مخلوط
شرايط  با PCRسيكل  35قرار گرفت و سپس  سانتي گراد

  :زير ادامه پيدا كردند

درجه سانتي  56ثانيه،  30به مدت  درجه سانتي گراد 94
ثانيه، و در پايان  45درجه سانتي گراد  72ثانيه،  35گراد 

 درجه سانتي 72 دقيقه در دماي 5مخلوط واكنش به مدت 
نمونه افراد مختلف در زمانهاي متفاوتي  .قرار گرفت گراد

. ها پيشگيري شودتكثير شد تا از انتشار آلودگي بين نمونه
، منيزيوم، dNTPمانند  PCRتمام اجزاي مشترك واكنش 

تهيه شده و بين نمونه ها  master mixآنزيم و بافر آن در 
درب  ).pwoبه جزء موقع كار كردن با آنزيم (توزيع شد 

تنها هنگام ضرورت باز شده و  DNAلوله هر نمونه 
از نمونه كنترل  PCRدر تمام واكنشهاي . بلافاصله بسته شد

خون هم به عنوان كنترل مثبت   DNA. منفي استفاده گرديد
محصولات . نمونه هاي پارافينه به كار رفت PCRبراي 

روي  DNAبه همراه نشانگر اندازه ها نمونه  PCRحاصل از
دقيقه با  90به مدت درصد  1ژل آگارز الكتروفرز افقي 

  اندازه برداريعكس از الكتروفرز شد و پس 70ولتاژ 
  .قرار گرفتبررسي مورد  تكثير شدهباندهاي 

  نتايج و بحث
DNA هاي مختلف بافت توموري و نرمال پارافينه به نمونه

ه و روي الكتروفرز استخراج شد  DNeasyكيتكمك 
نتايج نشان داد كه اين روش براي استخراج از  .بررسي شد

خون و بافتهاي تازه روده از بازدهي بالايي برخوردار بوده 
 DNA .باشدحاصل از آن بالا مي DNAو كيفيت و كميت 

استخراج شده از خون يا بافتهاي تازه توموري و طبيعي كه 
بلافاصله از اتاق عمل جراحي بيمارستانها اخذ شده بود به 

با وزن  DNAيك نوار مشخص كه حاكي از  صورت
شد  مولكولي بالاست در نزديكي چاهك ژل ديده مي

از بافتهايي كه  DNAدر استخراج اين روش اما . )1شكل (
به طوري كه . اند بازدهي بالايي ندارددر فرمالين ثابت شده

DNA  بافتهاي پارافينه حاصل با اين كيت به صورت نوار
متفاوتي روي ژل آگارز مشاهده  كشيده اما با شدتهاي

ها در اغلب نمونه. است  DNAكه حاكي از تجزيه دگردي
بافت توموري بيشتر از بافت نرمال همان فرد  DNAميزان 

  ).1شكل ( هاي نرمال بودو يا ساير نمونه

 Qiagenشركت  DNeasyدر روش تغيير يافته از كيت 
داده شده و در مرحله آبدهي تغيير كوچكي اما . استفاده شد

دقيقه در  15ها به مدت نمونه  Kقبل از افزودن پروتئيناز 
قرار داده شده و سريعاً روي درجه سانتي گراد  98دماي 

نتايج نشان داد كه با اين روش ميزان . يخ منتقل شدند
 PCRبا قابليت تكثير در واكنش  DNAبيشتري از 
از بلوكهاي  DNAپس از استخراج . شوداستحصال مي

استخراج شده اي هجذب نمونهارافينه به دو روش فوق، پ
نتايج . نانومتر خوانده شد 280و  260در طول موجهاي 

جذب حاكي از آن است كه هر دو روش در بافت توموري 
DNA  خالص داده و آلودگي با پروتئين وجود ندارد

اما غلظت ). است 2نانومتر حدود  280به  260نسبت (
DNA  از بافت نرمال و چه از بافت  چه(استخراج شده

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

 1389 ،1، شماره 23جلد                    مجله زيست شناسي ايران                                                       

136 
 

 باشدبه روش معمولي بيشتر از روش تركيبي مي) توموري
هاي بافت تازه،  در اينجا نيز همچون نمونه. )1جدول (

نسبت پارافينه استخراج شده از بافت توموري  DNAميزان 
حاصل از بافت  DNA. بيشتر بود معادلش به بافت طبيعي

كشيده شده در ژل  توموري در هر دو روش به صورت
حاصل از بافت پارافينه طبيعي  DNAاما . جاري شده است

  ).2شكل (  شودديده مي ضعيف ترينوار  به صورت
استخراج شده از  DNAاطلاعات حاصل از اسپكتروفوتومتر  - 1جدول 

و بافت  Tبافت توموري با . يك نمونه به دو روش متفاوت الف و ب
  .تنشان داده شده اس Nنرمال با 

DNA 
μg/μl  

OD 
260/280  

OD 280 
nm 

OD 260 
nm 

052/0  797/1  012/0  021/0   N4
روش الف

580/0  2 >  102 /0  232/0  T4  

030/0  196/1  010/0  012/0  N4 
 روش  ب

275/0  2 >  046/0  110/0  T4  

  
استخراج شده با روش تركيبي و  DNAرز ژل آگارز والكتروف - 2شكل 
، سپس DNAراست به ترتيب ماركر اندازه از چپ به . DNeasyكيت 

و توموري ) 1چاهك (استخراج شده از بافت نرمال  DNAبه ترتيب 
استخراج شده از بافت  DNAمتعلق به يك بيمار و در ادامه ) 2چاهك (

همانطور . متعلق به  بيماري ديگر) 4چاهك (و توموري ) 3چاهك (نرمال 
موري اسمير پررنگتري حاصل از نمونه بافت تو DNAكه مشخص است 

  .دهدنسبت به بافت نرمال همان فرد به دست مي

آن است كه در بافت سرطاني تكثير احتمالاً علت اين يافته 
و به تبع آن مقدار (سلولها بيشتر بوده و مقدار سلول 

DNA ( نسبت به بافت طبيعي در واحد حجم بيشتر
 به دستبيشتري از بافت سرطاني  DNAلذا . باشد مي
  .آيد     يم

نشان داد اين آنزيم  Taq polymeraseنتايج تكثير با آنزيم 
 DNAرا روي  8و  7، 5توانايي تكثير هر سه اگزون 

 حاصل از بافت خون و يا بافت تازه روده بزرگ را دارد
 DNAاما توانايي آن در تكثير . )اندنتايج نشان داده نشده(

استخراج  DNPحاصل از بافتهاي پارافينه كه به روش كيت 
 DNAهاي جذب  براساس داده. شده بود بسيار پايين است

حاصل  DNAكه  مي رفتنانومتر انتظار  260در طول موج 
از روش الف نسبت به روش ب بازدهي تكثير بيشتري 
داشته باشد چراكه نتيجه جذب وجود مقدار بيشتري از 

DNA اما عملاً كيفيت مطلوب براي انجام . داد يرا نشان م
كار بردن غلظتهاي ه حتي با ب. مراحل بعدي را نداشت

. نيامد به دستنانوگرم نتيجه دلخواه  840متفاوت تا ميزان 
در  DNAشود يكي از دلايل بالاتر بودن جذب  يادآور مي

به طوري . تواند تجزيه آن باشد نانومتر مي 260طول موج 
باشد، اما  سالم مي DNAيه يافته بيشتر از تجز DNAجذب 

داشته باشد  PCRبا كيفيتي كه قابليت  DNAعملاً ميزان 
تغيير روش استخراج و استفاده از كيت ). 14(كمتر است

DNeasy  با استفاده از روش تركيبي منجر به تكثير موفق
 440به ميزان ( بافت پارافينه DNAهاي روي برخي نمونه

 به دستبر اساس نتايج . )3شكل (دنيز ش )نانوگرم
رغم  علي(هاي استخراج شده به روش تركيبي   DNAآمده

شدت باند كمرنگ تر برروي ژل آگارز و جذب پايين تردر 
داراي توانايي بيشتري در تكثير ) نانومتر 260طول موج 

هاي استخراج شده با  DNAقطعات مورد نظر نسبت به 
قطعات مربوط به در اين مقايسه . بود DNeasyكيت 

 تكثير شد PCRبه كمك   p53ژن  8و 5اگزونهاي 
ها از روش بقيه نمونه DNAلذا براي استخراج ). 3شكل(

ها نيز به  نتايج مشابهي روي ساير نمونه .تركيبي استفاده شد
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دست آمد به طوري كه اختلاف بازدهي دو روش كاملاً 
  . مشهود بود

  

 
در  p53ژن  8و 5نهـــاي  اگزو PCRمقايســـه محصـــولات   - 3شـــكل
در ژل . 100bpماركر مولكـولي   M. درصد 5/1رز ژل آگاروز والكتروف

نرمال و توموري بيمار مبتلا  DNAمربوط به  8سمت چپ قطعات اگزون 
و ) سـه چاهـك سـمت چـپ    (به سرطان روده بزرگ كه به روش تركيبي 

ــادي ــدي (روش ع ــه جاهــك بع ــزيم   ) س ــا آن ــده و ب ــتخراج ش  Taqاس

polymerase در ژل ســمت راســت . شــودانــد مشــاهده مــيتكثيــر شــده
نرمال و توموري  DNAمربوط به  )193bp( 5قطعات تكثير شده اگزون 

. همان بيمار كه با روش عادي استخراج شده بودند نشـان داده شـده اسـت   
همانطور كه پيداست روش تركيبي بازدهي بـالاتري بـراي تكثيـر قطعـات     

  .نسبت به روش عادي دارد
  

استخراج  DNAروي  pfuايشهاي اوليه تكثير با آنزيم آزم
شده از خون نشان داد اين آنزيم با برنامه و شرايطي كه 

- نمود قادر به تكثير نميعمل مي Taq polymeraseآنزيم 

 5/1به ميزان  DNAتنها افزايش همزمان غلظت . باشد
برابر و افزايش مدت زمان تطويل از چرخه پانزدهم به بعد 

ژنومي خون  DNAثانيه در هر چرخه توانست  5زان به مي
اما همچنان توانايي اين آنزيم در تكثير . را تكثير نمايد

DNA نتايج نشان داده نشده(بافتهاي پارافينه ضعيف بود -

كه ضمن داشتن خاصيت  يتكثير رايلذا ب ).اند
 ازاز قدرت بيشتري برخوردار باشد  ′3→′5اگزونوكلئازي 

  .ده گرديداستفا pwoآنزيم 

 
ژن  8اگزون  PCRمحصولات  درصد 1رز ژل آگارز والكتروف -4شكل
p53 .100ماركر مولكولي: ژل بالا از چپ به راست bp)M(،NC 

استخراج شده از  DNA  4،3،2،1كنترل منفي بدون الگو، چاهكهاي 
  ).كنترل مثبت(خون  DNAقطعه تكثير شده   PCبافت پارافينه،

 1، چاهك )bp)M 100ماركرمولكولي: ستژل پايين از چپ به را 
 DNAمربوط به  5،4،3،2بافت تازه، چاهكهاي DNAمربوط به 

خون  DNAقطعه تكثير شده   PCاستخراج شده از بافت پارافينه و 
همانگونه كه پيداست آنزيم . كنترل منفي بدون الگو NC،)كنترل مثبت(

pwo بعضي از . را ندارد هابا برنامه جديد هم توانايي تكثير همه نمونه
از طرفي . شودنمونه هاي بافت پارافينه تكثير نشده و تنها اسمير تشكيل مي

شدت بالاتر محصول بافت تازه نسبت به بافت پارافينه بيانگر عملكرد بهتر 
  .ها مي باشدآنزيم روي اين نمونه

 pwoبافت پارافينه با آنزيم  DNAآزمايشهاي اوليه تكثير 
سازيهايي كه از نظر مدت و بهينه PCRه نشان داد برنام

ها روي و تعداد چرخه DNAزمان، درجه حرارت، غلظت 
انجام شده بود براي تكثير با آنزيم  Taq polymeraseآنزيم 
pwo سازي مجدد شرايط بهينه بنابراين براي. مناسب نيست

با تغيير در مدت  نياز به برنامه ايي جديد بود كهاين آنزيم 
استخراج شده از  DNAتكثير   pwoليت آنزيم زمان فعا

اين تغيير به اين صورت در برنامه . به دست آيدبافت خون 
PCR  چرخه اول مدت زمان فعاليت  15اعمال شد كه در

  35به بعد تا چرخه  15ثانيه باشد و از چرخه  45آنزيم، 
ثانيه به مدت زمان اين مرحله از واكنش  5در هر چرخه، 
ثانيه  145ا در آخرين چرخه اين زمان به افزوده شود ت

با اين برنامه جديد  GC-richهمچنين اثر بافر . برسد
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ها حاكي از آن بود كه تنها در حضور بررسي شد و يافته
 DNAبا برنامه جديد . شونداين بافر قطعات تكثير مي

شد ولي برخي از استخراج شده از خون به راحتي تكثير مي
DNA فينه تكثير شده و برخي همچنان تنها هاي بافت پارا

-و يا محصول محسوسي ديده نمي دادنداسمير تشكيل مي

 DNAبه منظور پيدا كردن بهترين غلظت از ). 4شكل (شد
و با برنامه  pwoبافت پارافينه كه قابليت تكثير با آنزيم 

- 900جديد را داشته باشد، غلظتهاي مختلف در محدوده 
تا بهترين جواب بدون تشكيل نانوگرم مقايسه شد  200

نتايج نشان داد غلظت بهينه براي هر . آيد به دستاسمير 
توان محدوده مشخصي را تعيين نمونه متفاوت بوده و نمي

  .نمود

شرايط مناسب براي تكثير قطعات مورد نظر از  با توجه به
DNA  بافت پارافينه با آنزيمpwo ها تكثير برخي نمونه

عدم تكثير . آمدمي به دستيفي نشده و يا محصول ضع
در  DNAتواند در اثر آسيب شديد ها ميروي برخي نمونه

مراحل تثبيت، باقي ماندن نمونه به مدت چند روز در 
از آنجا كه . ها باشدفرمالين و يا كهنه بودن برخي نمونه

داراي خاصيت اصلاح نوكلئوتيدهاي  pwoو  pfuآنزيمهاي 
به همين ميزان . ارد شده هستندو (Proofreading) اشتباهي

رو تكثير در حضور  از اين. يابدنيز سرعت آنها كاهش مي
هايي از نمونه. ضروري بود Taqو   pwoمخلوط دو آنزيم

كه با هريك از دو آنزيم فوق به تنهايي قادر به تشكيل 
محصولات تك نواري قوي نبودند در حضور دو آنزيم 

 به دستل اسمير  باندهاي قوي و مشخصي بدون تشكي
از ميان نسبتهاي بررسي شده تنها نسبت  ). 5شكل (آمد مي
هاي سخت در تكثير نمونه Taqبه  pwoاز آنزيم  5/2به  1

  .موفق بود

بافتهاي  بررسييك ابزار قدرتمند براي  PCRروش 
همه روشهاي  اما. باشدشده در پارافين مي تعبيهشده و  تثبيت
. دهند ارائه نمي PCRبراي  مناسببا كيفيت  DNAتثبيت،

كار دشواري است و  PCRبه همين دليل تكثير آن به روش 

 DNAتحقيقات زيادي براي افزايش احتمال تكثير قطعات 
  .)8(موجود در بافتهاي پارافينه انجام شده است 

 
اگزون هفت يكي از  PCRرز ژل آگارز محصول والكتروف - 5شكل 

از چپ به . 5/2به  1به نسبت  Taqو  pwoبيماران با مخلوط دو آنزيم 
با آنزيم  PCR، دو چاهك بعدي محصول bp 100ماركر اندازه : راست
pwo  به تنهايي و دو چاهك سمت راست محصولPCR  همان نمونه با

همانطور كه پيداست . ساير شرايط مشابه بوده است. مخلوط دو آنزيم
  .تمخلوط دو آنزيم سبب تشكيل محصول قويتري شده اس

  
رده شده در انجام مراحل با توجه به اينكه فرمالين به كار ب

با پروتئينها   DNAباعث اتصال مولكول تثبيت
اه رمشكل همبا ا ربر روي آن  PCR، انجام )11(شود مي
در انجام اين نيز ها بعنوان مهارگر گاهي پروتئين. كند مي
 روشبه كمك  حال اگر بتوان .كنند يند تداخل ايجاد ميآفر

مورد باند  ردت رها كرا از اين نوع اتصالا DNA مؤثري
رسد كه تيمار دماي  به نظر مي .دشو مي تكثيرنظر به راحتي 

منجر به  Kگراد قبل از افزودن پروتئيناز  درجه سانتي 98
از پروتئينها و در دسترس  DNAآزادسازي مولكولهاي 

 .شودمي PCRآميز واكنش بودن آن براي انجام موفقيت
از اتصالات مهاركننده، حتي با  DNAنابراين با آزاد شدن ب

اما اگر . موفقي داشت PCRتوان  نيز مي  DNAمقادير كم 
درگير اتصالات با پروتئينها باشند حتي  DNAمولكولهاي 

 .تكثير شود PCRتواند در واكنش  مقادير بالاي آنها هم نمي
روي  PCRروش تركيبي فوق بازدهي  به هر حال

استخراج شده از بافت پارافينه را بالا  DNAهاي  نمونه
  .برد مي
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-ثير آنزيمهاي مختلف پليأت PCRدر بخش ديگر مرحله 

 Taq  polymeraseآنزيم  .مراز در تكثير قطعات بررسي شد
خون و يا بافت تازه را  DNA هايتوانايي تكثير روي نمونه

ح و اصلا ′3→′5خاصيت اگزونوكلئازي اما اين آنزيم . دارد
نوكلئوتيدهاي اشتباهي وارد شده را ندارد و براي بررسي 

از  DNAاز طرف ديگر براي تكثير  .جهش مناسب نيست
بافتهاي پارافينه بايد از آنزيم قدرتمندي استفاده نمود كه 

و يا الگوي با كيفيت پايين  DNAتوانايي تكثير مقادير كم 
قدرت  pfu نتايج اين تحقيق نشان داد آنزيم. را داشته باشد

 pwoلازم براي اين كار را ندارد و قدرت تكثيري آنزيم 
اما هر دوي اين آنزيمها نياز به مدت زمان . بيشتر است

در برخي . بيشتري در مرحله تطويل براي تكثير دارند
و  Taq polymeraseمطالعات قبلي نيز از مخلوط دو آنزيم 

pwo هاي نهبراي تقويت و افزايش احتمال تكثير روي نمو
در اين تحقيق نيز از اين ايده . )10(اندسخت استفاده كرده

كمك گرفته شد و نتايج نشان داد در حضور دو آنزيم 
اين بدان ). 5شكل (شود تري تشكيل ميمحصول قوي

 Taq polymeraseآنزيم  تكثير علت است كه سرعت
است و تكثير توسط اين آنزيم انجام  pwoبيشتر از آنزيم 

سئوليت اصلاح نوكلئوتيدهاي اشتباهي وارد شده شده و م
در مجموع با روش  .َگيردقرار مي pwoبه عهده آنزيم 

هاي از نمونه DNAتركيبي فوق بازدهي استخراج و تكثير 
هايي كه با بافت پارافينه بالا رفته و احتمال تكثير نمونه

در ادامه اين  .شدند بالا مي رودروش عادي تكثير نمي
هاي سرطان روده بزرگ در نمونه p53هشهاي ژن تحقيق ج

  .باشددر دست بررسي مي
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Optimization of amplification and extraction of DNA from 
paraffin embedded tissues By a combinatory procedure 
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Abstract 
Paraffin embedded tissue found in archives of the pathology departments are valuable 
resources of human specimens for molecular studies of diseases such as cancer. 
However, fixation and parafination steps of tissue damage nucleic acids seriously and 
give rise to DNA with low quality, which is unsuitable for PCR method. In this 
research, we investigated some usual methods of extracting and amplifying DNA from 
paraffin-embedded tissue in order to identify and improve their weaknesses and propose 
a new combined method. The efficiency of different enzymes including Taq, pfu and 
pwo polymerases or their mixtures in amplifying DNA extracted from paraffin 
embedded tissues were also compared. The results shows the efficiency of combined 
method is higher than previous methods and gives DNA that could be amplified more 
during PCR reaction. 

Keywords: paraffin block, DNA extraction, polymerase chain reaction, cancerous 
tissue 
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