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چکيده

زمينه و هدف: واکنش زنجيره‌ای پليمراز )PCR( يکي از مهم‌ترين ابزارهاي تشخيصي ملکولي مدرن مي‌باشد که ما را قادر مي‌سازد تا به بررسي 
ابع��اد مختل��ف ملکولي ي��ک ياخته بپردازيم. از اصلي‌ترين اجزاء آزمون واکنش زنجيره‌ای پليمراز، DNA مي‌باش��د که با اس��تفاده از آن و تکثير 
بخش‌هاي اختصاصي آن قادر خواهيم بود تا ابعاد مختلف حياتي يک ياخته را مورد بررس��ي قرار دهيم. در اين مطالعه ما با اس��تفاده از بررس��ي 
گروهي از نمونه‌هاي باستاني متعلق به 3600 سال پيش شامل نمونه‌هاي استخوان و دندان باستاني کشف شده در منطقه بهشهر استان مازنداران، 
به بررس��ي و بهينه س��ازي روش اس��تخراج DNA پرداختيم تا بتوانيم با کسب حداکثر ژنوم استخراج شده سالم به بررسي‌های باليني و ژنومي بر 

روي آن‌ها بپردازيم.
روش بررسي: در اين مطالعه با استفاده از پروتکل تخليصي قبل از استخراج و حذف مهارکننده‌هاي واکنش زنجيره‌ای پليمرازو سپس استخراج 

با استفاده از ذرات سيليکا بيد به بررسي نتايج  استفاده از اين روش بهينه شده پرداختيم.
، 18ng/µl ، 32ng/µl ، 7ng/µl ،25ng/µl ، 37ng/µl در نمونه‌هاي مورد مطالعه در مطالعه حاض��ر به ترتي��ب DNA يافته‌ه��ا: نتاي��ج اس��تخراج 
42ng/µl بودن��د ک��ه در 67% م��وارد داراي خلوص عالي و ميزان جذب نوري 1/8 بودند. همچنين ژنوم اس��تخراج ش��ده در اين مطالعه جهت 

بررسي‌های ژنوميک واکنش زنجيره‌ای پليمراز مورد استفاده قرار گرفتند که در تمامي نمونه‌ها نتايج قابل قبولي را ارائه نمودند.
نتيجه‌گيري: نتايج حاصل نشان از استخراج مناسب و خالص و قابليت استفاده از اين ژنوم در مطالعات ژنومي می‌داد. لذا اين روش براي استخراج 

از انواع نمونه‌های استخواني، دنداني و غيره که بافت قابل استخراج به سادگي در دسترس نمی‌باشد توصيه می‌گردد.  
واژگان کليدي: استخراج DNA، استخوان، دندان، باستاني، سيليکا، ژنوم، واکنش زنجيره‌ای پليمراز. 

kafilhs@tbzmed.ac.ir    +984113364661 :نويسنده پاسخگو: گروه ميكروب شناسي دانشكده پزشكي دانشگاه علوم پزشكي تبريز، تبريز، ايران. شماره تماس

مقدمه

واکنش زنجيره‌ای پليمراز )PCR( کيي از مهم‌ترين ابزارهاي تشخيصي 
ملکولي مدرن می‌باشد که ما را قادر می‌سازد تا به بررسي ابعاد مختلف 
ملکولي ک��ي ياخته بپردازيم )1(. اين ابزار با اس��تفاده از تکثير بخش 
اختصاص��ي ژنوم پروکاريوتي و يوکاروتي امک��ان تعيين گونه، نژاد و به 
نح��وي تاريخچه ياخت��ه را فراهم می‌نما��يد )1،2(. از اصلي‌ترين اجزاء 
آزمون واکنش زنجيره‌ای پليمراز DNA می‌باش��د که با استفاده از آن و 
تکثير بخش‌های اختصاصي آن قادر خواهيم بود تا ابعاد مختلف حياتي 

کي ياخته را مورد بررسي قرار دهيم )3(. از ابعاد کاربردي و تشخيصي 
آن می‌توان به تشخيص گونه، اصالت، جنسيت، ناسازگاري‌هاي ژنومي، 
موتاسيون‌ها، بيماري‌ها و تشخيص انواع عوامل عفوني حاضر در نمونه‌ها 
پرداخت )4،5(. توالي ژنومي يا همان DNA در فرآيند تشخيص با اين 
روش اهم��يت و��يژه و اساس��ي دارد به نحوي که وج��ود هرگونه مهار 
کننده به همراه DNA، کيفيت پايين DNA اس��تخراج شده با توجه به 
 pH باستاني، عدم رعايت دماي استخراج و يا شرايط DNA شک��نندگي
اس��تخراج DNA نقش بسيار مهمي در کي آزمون موفق ايفاء می‌نمايد 
)5،6(. در واقع غالب روش‌های موجود اس��تخراج DNA براي استخراج 
DNA از نمونه‌ه��ای باف��ت طبيع��ي و يا DNA به هم پيوس��ته با وزن 
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 DNA ملکولي بالا می‌باشند در حالي که نمونه‌های باستاني غالبا حاوي
شکس��ته با وزن ملکولي پايين و به مقدار بسيار پايين و به همراه انواع 
مختلفي از مهار کننده‌های آزمون واکنش زنجيره‌ای پليمراز می‌باش��ند 
)8-6( لذا روش استخراج مناسب براي استخراج اين نوع از DNA بايد 
به دور از انواع محلول‌های ش��وينده قوي، دماهاي بالا يا پايين و بسيار 
حساس باشد، به خوبي بتواند حداکثر DNA ژنومي را جذب نمايد، قادر 
به حذف حداکثر مهارکننده‌های آزمون واکنش زنجيره‌ای پليمراز باشد 
و فارغ از مراحل متکي به حرکت‌های سريع و تند باشد )9،10(. لذا در 
اين مطالعه ما با استفاده از بررسي گروهي از نمونه‌هاي باستاني متعلق 
به 3600 سال پيش شامل نمونه‌هاي استخوان و دندان باستاني کشف 
ش��ده در منطقه به‌شهر استان مازندران، به بررسي و بهينه‌سازي روش 
اس��تخراج DNA پرداختيم تا بتوانيم با کس��ب حداکثر ژنوم استخراج 
شده سالم به بررسي‌های باليني و ژنومي بر روي آن‌ها بپردازيم. در اين 
مطالعه ما با استفاده از روش استخراج سيلکيا ژل با استفاده از پروتکل 
تخليصي قبل از استخراج به بررسي نتايج با استفاده از اين روش بهينه 

شده پرداختيم. 

روش بررسي

نمونه‌هاي اس��تخوان و دندان اجساد کشف شده در سايت مطالعاتي در 
منطقه بهش��هر مازندران )گوهر تپه( پس از کس��ب مجوز‌هاي لازم به 
آزمايشگاه مرکز مطالعاتي انتقال داده شد. اين اجساد متعلق به اجساد 
بخ��ش AH2XX1 بودند )شک��ل 1(، دندان‌های مورد اس��تفاده دندان 
First premolar, First Molar, Second Molar از اجس��اد و همچنين 

اس��تخوان لگن و استخوان بازو مورد استفاده قرار گرفتند )جدول 1( و 
با اس��تفاده مطالعات راديوکربني که توسط دانشگاه کمبريج انگلستان 
انجام گرفته است متعلق به 3550 سال پيش مي‌باشند. تمامي نمونه‌ها 
براي جلوگيري از هرگونه آلودگي ژنومي و يا ساير آلودگي‌ها با استفاده 
از ظ��روف پلاس��تکيي درب زيپ دار و کاملا ج��دا از هم انتقال يافتند. 
س��طح رويي تمامي دندان‌ها و استخوان‌ها با اس��تفاده از سوهان و سر 

دريل‌ه��ای کيبار مصرف برداش��ته ش��د تا از هرگونه انتق��ال ژنوم بين 
نمونه‌ه��ا جلوگيري ش��ود )11(. ترجيحا  محل رو��يه برداري و حذف 
پوس��ته سطحي در مکان‌هاي متفاوت نيز انجام گرفت تا امکان آلودگي 
ژنومي به حداقل برسد. همچنين جهت هرکدام از نمونه‌ها از کي هاون 
کاملا اختصاصي و مجزا که براي اولين بار اس��تفاده می‌شدند ،استفاده 
گرديد تا با اس��تفاده از آن بخش داخلي دندان‌ها و يا استخوان‌ها پودر 
ش��ده و مورد استفاده قرار گيرد. در اين مرحله نيازمند به دست آوردن 
کي پودر کي دست و کاملا منفک شده می‌باشيم تا بتوان از آن حداکثر 

ژنوم DNA را استخراج نمود. 
جه��ت اس��تخراج ژنوم ابت��دا مرحله‌ای ب��راي حذف م��واد زايد همراه 
 اس��تفاده گرديد بدين ش��رح که باف��ري ح��اوي 0.45M از EDTA و

mg ml 0.25-1 از پروتئيناز K با pH:8  تهيه گرديد. سپس 10 ميلي 
ليت��ر از اين بافر با 500 ميلي گرم از پودر حاصل از مراحل بالا مخلوط 
گرديده و پس از بس��تن درب لوله با اس��تفاده از پارافيلم به مدت 24 
س��اعت بر روي همزن با سرعت آهس��ته در دماي اتاق قرار داده شد و 
سپس براي 1 الي 3 ساعت در دماي 56 درجه سانتي گراد قرار داده و 
پس از آن نمونه‌ها به مدت 2 دقيقه در 5000g س��انتريوفوژ شدند. در 
اين مرحله تمامي  DNA مورد نياز ما در مايع س��طحي حل ش��ده و با 
حذف رسوبات مايع سطحي براي مراحل تخليص DNA مورد استفاده 
قرار گرفتند. توجه ش��ود که نمونه مورد استفاده بايد در مرحله قبل از 
سانتريوفوژ کامل سفيد شفاف باشد و کدورت بيش از حد نشان آلودگي 
بالاي نمونه است که امکان استخراج را کاهش و داراي مهار کننده‌های 

آزمون واکنش زنجيره‌ای پليمراز می‌باشد )شکل 2(. 
براي حداکثر تخليص DNA موجود در محلول رويي از دانه‌هاي سيلکيا 
استفاده شد که بدين منظور از کيت سيلکيا بيد شرکت فرمنتاس تحت 
عنوان GenejetTM silica bead ) ش��رکت فرمنتاس- آلمان( استفاده 
شد بدين شرح که محلول رويي به کي لوله جديد منتقل شد به آن 30 
ميلي ليتر از بافر اتصال موجود در کيت و 20 مکيروليتر از سي��لکيابيد  
اضافه ش��د. براي تنظيم pH از محلول س��ديم استات استفاده شد تا از 
کاهش يا افزايش بيرويه pH جلوگيري ش��ود. س��پس لوله‌ها  براي کي 
س��اعت در دماي 55 درجه س��انتي گراد و در شرايط تارکيي نگهداري 
ش��دند. پس از آن نمونه‌ها براي 15 ثانيه در 16000g سانتروفوژ شدند 
و محلول رويي باقيمانده دور ريخته ش��د و به سيلکيابيد‌های باقيمانده 
1 ميليليتر از بافر شستش��و که در فريزر نگهداري می‌ش��د افزوده شد . 
سيلکيا بيد‌ها از نظر وجود هرگونه ناخالصي يا مهارکننده شستشو داده 
ش��ده و اين فرآيند براي تمامي نمونه‌ها دو بار تکرار ش��د . س��پس در 
دماي اتاق با استفاده از باز ماندن درب تيوب‌ها کاملا خشک شدند. در 
نهايت 50 مکيروليتر از بافر الوش��ن که به همراه سيلکيا بيدها در کيت 
عرضه ش��ده است، افزوده شده و به مدت 5 دقيقه در 55 درجه سانتي 
گراد نگهداري ش��د تا DNA به داخل بافر رها ش��ود سپس براي مدت 
30 ثانيه در 16000g سانتروفوژ شد و محلول رويي به تيوب 1/5 ميلي 
ليتري جديد انتقال يافت که حاوي DNA تخليص شده بود. همچنين  شکل 1- نمونه جسد مورد استفاده در اين مطالعه

بهينه سازي روش استخراج  DNA از استخوان براي به دست آوردن ماده ژنتيکي از استخوان و دندان‌هاي باستاني

www.sid.ir


www.SID.ir

Arc
hive

 of
 S

ID

9

مجله علمي پزشكي قانوني / دوره 20، شماره  2،   تابستان 93

چه��ار نمونه که نتايج آن با روش بالا کس��ب ش��ده بودند با اس��تفاده 
از کيت معمولي اس��تخراج DNA شرکت سي��ناژن مورد استخراج قرار 
گرفتن��د که تمامي مراحل مطابق راهنم��اي کاربرد کيت انجام گرديد. 
جهت بررسي کيفيت و ميزان DNA استخراج شده از دستگاه نانودراپ 
استفاده شد و همچنين بر روي ژل آگارز 1/2% الکتروفورز انجام گرديد 
و رنگ آميزي نمونه با استفاده از رنگ GelRed انجام گرديد. همچنين 
DNA مورد اس��تخراج جهت آزمون Realtime PCR اختصاصي ژن بتا 

 Realtime اکتين مورد اس��تفاده قرار گرفت که با اس��تفاده از دستگاه
PCR  م��دل 7500 ش��رکت Applied Biosystems  و با اس��تفاده از 

پرايمرها و پروتکل ارائه شده توسط لي و همکاران انجام گرديد )12(. 

يافته‌ها

نتا��يج اس��تخراج DNA در نمونه‌هاي مورد مطالع��ه در مطالعه حاضر 
،  18ng/µl  ،  32ng/µl  ،  7ng/µl  ،25ng/µl  ،  37ng/µl ترت��يب   ب��ه 
42ng/µl بودن��د )ج��دول 1( که در 67% م��وارد داراي خلوص عالي و 

ميزان جذب نوري 1/8 بودند )شک��ل 3( و در دو مورد ديگر دليل عدم 

ش��کل 2- نمونه غير قابل قبول و نمونه قابل قبول در مرحله 
حذف کلس��يم و س��اير مهارکننده‌ها ) به ترتيب از 

راست به چپ(.  

شکل 3- نمودار آزمون اندازه گيري خلوص DNA با استفاده 
از دستگاه نانودراپ

ج��دول 1- نمونه‌های م��ورد مطالعه و جذب ن��وري آن‌ها با 
استفاده از دستگاه طيف سنجي نانودراپ

جذب نوري  محوطه باستاني شماره جسد استخوان يا دندان
25ng/µl AH2XX1 F5AH2XX1-1 First Molar
37ng/µl AH2XX1 F5AH2XX1-2 Second Molar
32ng/µl AH2XX1 F18AH2XX1 First Molar
42ng/µl AH2XX1 F12AH2XX1 First Molar
18ng/µl AH2XX1 F4AH2XX1 Femur bone
7ng/µl AH2XX1 F9AH2XX1 Humeus bone

ش��کل 4- آزمون Realtime PCR ژن بتا اکتين با اس��تفاده از 
نمونه DNA استخراج شده در اين مطالعه

دکتر حسين صمدي کفيل  و همکاران
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کس��ب بهترين جذب نوري وجود آلودگي خاکي مختصر و يا کم بودن 
مقدار 500 ميلي گرم بود. آزمون نمونه‌های اس��تخراج شده بر روي ژل 
آگارز در هيچکدام از نمونه‌های اس��تخراج شده باند قابل مشاهده ايجاد 
نکرد در حالکيه نمونه کنترل مثبت رنگ آميزي به خوبي رنگ آميزي 
شده بود. نمونه هايي که با استفاده از روش معمولي استخراج DNA با 
استفاده از کيت استخراج سي��ناژن انجام شد هيچ ژنوم قابل شناسايي 
با نانودراپ اس��تخراج ننموده بودند. همچنين ژنوم اس��تخراج شده در 
اين مطالعه جهت بررسي‌های ژنومکي واکنش زنجيره‌ای پليمراز مورد 
اس��تفاده قرار گرفتند که در تمامي نمونه‌ها نتا��يج قابل قبولي را ارايه 
نمودند )شک��ل 4(. هرچند به دليل محدوديت نمونه‌های مورد بررسي 
در اين مقاله، نيازمند بررس��ي‌های بيش��تر با حجم نمونه‌های بيش��تر 

می‌باشيم. 

بحث و نتيجه گيري

اس��تفاده از ابزارهاي ملکول��ي به عنوان کي انقلاب در ش��ناخت ما از 
گذش��ته می‌باش��د. در اين ميان واکنش زنج��يره‌اي ملکولي کي روش 
بسيار حس��اس و مناسب جهت شناس��ايي ژنتکيي و ترسيم گذشته و 
حال و حتي آينده می‌باش��د )1(. اين روش با اس��تفاده از حتي کي تار 
مو، قادر به شناس��ايي پيشي��نه ژنتکيي موجودات می‌باشد. اما در اين 
م��يان ماده اول��يه و اصلي مورد نياز براي اين گ��روه از مطالعات وجود 
ژنوم DNA می‌باش��د تا بتوانيم با بررس��ي بخش‌ه��ای مختلف آن پي 
به پيشي��نه ژنتکيي موجودات ببريم )10،11(. در نمونه‌هاي باس��تاني 
مهمترين مشک��ل از ميان رفتن اکث��ر DNA و عدم وجود DNA قابل 
اس��تفاده در آزمون زنجيره‌ای پليمراز می‌باشد )9(. اين امر می‌تواند به 
دليل از ميان رفتن اکثريت ژنوم موجود زنده بر اثر فرسايش و يا وجود 
مهارکننده‌های متعدد واکنش زنجيره‌ای پليمراز می‌باش��د لذا پروتکل 
بهينه استخراج ژنومي از اهميت بالايي برخوردار است تا بتوان به طبع 
آن ابع��اد مختل��ف ژنومي نمونه مورد مطالعه را بررس��ي نمود )11(. تا 
حال روش‌های متعددي براي اس��تخراج ژنوم باس��تاني ارائه شدند که 
غالبا بر اساس روش ‌هايي مي‌باشند که باعث صدمه به DNA می‌شوند 

)8-6( يا قادر به حذف کامل مهارکننده‌ها نيس��تند، پرهزينه هستند و 
يا پروتکل ش��امل مراحل سخت و طاقت فرس��ا می‌باشد )11(. در اين 
مطالعه ما با استفاده از سيلکيا بيدهاي ارزان قيمت قابل تهيه در کشور 
که به همراه خود بافرهاي آزادسازي را نيز به همراه خود دارند استفاده 
نموده و در ابتدا با اس��تفاده از بافرهايي مواد مهارکننده و مضر آزمون 
را حذف نموديم. نتايج بررس��ي نمونه‌ها با استفاده از نانودراپ نشان از 
خلوص مناس��ب نمونه‌های مورد استفاده بودند )جدول 1(. اين روش را 
می‌توان به عنوان کي روش ساده و کاربردي که در عين سادگي اجراء 
حداکثر ژنوم را اس��تخراج نموده و ‌DNAهای موجود در نمونه را جمع 
آوري می‌نمايد، محس��وب نمود. همچن��ين محصولات ژنومي حاصل از 
اس��تخراج با اين روش براي اس��تفاده در آزمون RealTime PCR براي 
آزمودن ژن بتا اکتين مورد اس��تفاده قرار گرفتند )شک��ل 4( که نتايج 
حاصل ، اس��تخراج مناس��ب و خالص و قابليت اس��تفاده از اين ژنوم را 
در مطالعات ژنومي نش��ان می‌داد. لذا اين روش براي اس��تخراج از انواع 
نمونه‌های استخواني، دنداني و ... که بافت قابل استخراج به سادگي در 
دس��ترس نمی‌باشد توصيه می‌گردد.  همچنين مطالعات با حجم بيشتر 

براي تاييد اين روش توصيه می‌گردد. 

پيشنهادات

بر اس��اس نتايج مطالعه حاضر توصيه می‌ش��ود از اين روش براي انواع 
مطالعات بر روي ژنوم‌های باس��تاني و اجس��ادي ک��ه بافت نرم به طور 

کامل تخريب شده است، استفاده گردد. 

تقدير و تشکر
ا��ين مطالعه با حمايت مالي مرکز تحقيقات کاربردي دارويي دانش��گاه 
علوم پزشکي تبريز و طي طرح تحقيقاتي مصوب اين مرکز اجرا گرديده 
اس��ت. بدينوسيله از تمامي کارکنان س��ايت باستان شناسي گوهر تپه، 
همکاران س��ازمان ميراث فرهنگي و گردش��گري، گروه باستان شناسي 
دانش��گاه تربيت مدرس و همکاران آزمايش��گاه مکيروب شناسي مرکز 

تحقيقات دارويي تبريز کمال تقدير و تشکر را داريم. 
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Abstract
 

Background: Polymerase chain reaction (PCR) is one of important molecular methods that let us to understand 
more about molecular aspects of cells. DNA is the most important part of PCR reaction, that its quality and amount 
has direct effect on final results. In this study, we aimed to develop a protocol for extracting DNA from samples of tooth 
and bone belong to 3600 years ago.

Method: After grilling and cleaning all surface parts of bones and teeth we used buffers for removing calcium and 
other PCR inhibitors; then, we used Silica beads for collecting all DNA in our samples. 

Findings: DNA extraction amounts were 37ng/µl, 25ng/µl, 7ng/µl, 32ng/µl, 18ng/µl, 42ng/µl. In 67% of samples, 
we had extractions with high purity according to nano-drop results. Extracted DNA were examined for Real Time 
PCR, beta-actin gene that we had good results.

Conclusion: Results of this study showed that this developed protocol has a good yield of DNA with enough purity 
and removing PCR inhibitors. We recommend this protocol for applying in same samples and studies. 

Keywords: DNA Extraction, Polymerase Chain Reaction, Ancient, Bone, Teeth, Silica. 
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