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از گياه آويشن و آناليز آنها با  DNAيند استخراج آهاي ثانويه طي فرجداسازي متابوليت
 GC-Massروش 

 1فرزانه مجيري و 1فيروزآبادي نفرهاد نظريا ،2حسن مداح عارفي ،*1احمد اسماعيلي ،1سيد محمود ضابطي

  دانشكده كشاورزي، گروه زراعت و اصلاح نباتات ،دانشگاه لرستانخرم آباد،  1
  و نهال و گواهي بذرتحقيقات ثبت موسسه كرج،  2

  5/3/92 :تاريخ پذيرش  25/9/91 :تاريخ دريافت

  چكيده

در بعضي تحقيقات به  .مختلف استزيستي ژنومي با كيفيت و كميت مطلوب از نيازهاي بنيادي فنهاي مولكولي  DNAاستخراج 
 DNAاستخراج  اين گياهان معمولاً خشبي بوده وشود كه آوري ميهاي گياهي مورد مطالعه از طبيعت جمعدلايل مختلفي نمونه

كه ويژه آنه ب .فنلي و پروتئينها با مشكلاتي روبرو استها، تركيبات پليبه علت وجود كربوهيدرات هااين نمونه از بافت گياهي
در اين تحقيق . ندكو جداسازي آنها را با مشكل مواجه مي شوندمي تركيباين تركيبات به شكل كمپلكس با اسيدهاي نوكلئيك 

DNA با چهار روش به گل رفته ژنومي از برگ گياه آويشن Doyle and Doyle ،Dellaporta،Kang and Yang   و
Khanuja در اين روش . دست آمده نشان داد كه روش خانوجا با اندكي تغييرات از بقيه روشها بهتر بودنتايج به. استخراج گرديد

بر اين اساس اين . دست آمد كه در روشهاي ديگر ديده نشدبه DNA ي رنگي در محلول حاويااستخراج، رسوب چسبناك قهوه
 مورد تجزيه و تحليل قرار گرفت و مشخص شد كه اين رسوب شامل UV و طيف GC-Mass ،IRرسوب توسط آناليزهاي 

روش  رواز اين ). درصد 65(دارا بود  بيشترين ميزان را ماده تيمول GC در طيف. تيمول، كارواكرول، نروليدول و بورنئول بود
جهت  توان پيشنهاد نمود كه اين روشهاي ثانويه عمده آويشن را جداسازي كرده و ميتوانست متابوليت خانوجا بهينه شده

  .باشدتر از ساير روشها مياند مناسبگياهاني كه به گل رفته  DNAاستخراج 

 GC-Mass ،IRهاي ثانويه، وليتمتاب ،DNAاستخراج  آويشن،: هاي كليدي واژه

 ismaili.a@lu.ac.ir:  ، پست الكترونيكي 06614200191: تلفن ،نويسنده مسئول* 

  مقدمه
 داروهاي شيميايي با وجود كارآيي كه دارند اما داراي

ث شده اثرات نامطلوب فراواني هم هستند، اين موضوع باع
كه داراي اثرات نامطلوب كمتري (محققين به مواد طبيعي 

امروزه در اكثر كشورها از . بيشتر توجه نمايند) هستند
هاي مختلفي يندهاي درماني استفادهآگياهان دارويي در فر

  ).12(شود مي

آويشن يكي از گياهان دارويي مهم در ايران است كه در 
جنس آويشن ). 20(د طب سنتي و مدرن كاربرد فراوان دار

)Thymus( يكي از جنسهاي خانواده نعناعيان ،

)Lamiaceae(  است كه در زيرخانوادهNepetoideae  قرار
با توجه به اهميت اين گياه در صنايع دارويي، ). 19(دارد 

آوريهاي باشند كه با استفاده از فنمحققان به دنبال آن مي
ها و شناسايي گونهاز قبيل (مطالعات پايه  علاوه برزيستي 

كاربردهاي زيستي توليد داروها و مهندسي  به ،)تاكسونومي
  .متابوليك آن بپردازند

راي دا فناوريزيستآوريهاي ديگر، همانند بسياري از فن
باشد و با توجه به نياز فراوان به اين مزاياي زيادي مي

رشته، هر روز شاهد ظهور فنون جديد آزمايشگاهي يا 
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قبلي در مطالعات و پژوهشهاي اين رشته بهبود فنون 
ترين تكنيكهاي پايه در علوم  يكي از مهم .توان بود مي

DNA  نوتركيب و مهندسي ژنتيكي و ساير مطالعات
و شايد بتوان گفت استخراج  است DNAژنتيكي، استخراج 

 مطالعات گونهاسيدهاي نوكلئيك اولين گام در انجام اين
اكثر فنون آزمايشگاهي از از آنجايي كه در  ).1(است 

 DNAبراي آناليز ) PCR( اي پليمرازتكنيك واكنش زنجيره
شود و با توجه به حساسيت زياد استخراج شده استفاده مي

نياز ) 7(اين سيستم به يك الگو با كيفيت و كميت مناسب 
وجود  .شودسازي روش استخراج احساس ميبه بهينه

استخراج شده باعث  DNAتركيبات بازدارنده در محلول 
جلوگيري از فعاليت آنزيمهاي تك پليمراز در واكنش 

و همچنين مانع عمل آنزيمهاي ) PCR(اي پليمراز زنجيره
روشهايي كه نياز به تجهيزات پيشرفته ). 9(شود برشگر مي

 DNAآزمايشگاهي نداشته باشد و با هزينه كمتري بتوان 
آورد، بسيار  دستقابل استفاده از لحاظ كمي و كيفي به

با وجود اينكه ايده اصلي پشت . مورد اهميت است
خيلي پيچيده نيست، دستورالعملهاي  DNAاستخراج 

شنهاد هاي خاصي پيبراي گونه DNAمختلف استخراج 
و دستورالعملهاي منتشر شده لزوماً قابل استفاده شده است 

مشكلي كه عمدتاً در طي  ).21(ها نيست براي همه گونه
- دهد اين است كه تركيباتي از قبيل پليج رخ مياستخرا

ساكاريدها و تركيبات فنلي به شكل كمپلكس با اسيدهاي 
و تركيب  pHكه تغيير در ، )23(شوند نوكلئيك باند مي

بافر استخراج توانسته است در بهبود كميت و كيفيت 
DNA 18( استخراج شده تا حدودي موثر باشد .(  

سازي روش استخراج هتحقيقات متعددي جهت بهين
شلفرد و همكارانش  طور مثالصورت گرفته است به

دستورالعملهاي استخراج را در سه گونه مختلف با ) 2002(
بافتهاي تازه و فريز شده مقايسه نمودند و دريافتند كه 

بيشتري هستند  DNAبافتهاي فريز شده داراي غلظت 
، چهار روش )2006( امام جمعه و همكاران .)22(
با هم  Agaricus bisporusژنومي را در  DNAستخراج ا

مقايسه كردند، اين محققين هر چهار روش را مناسب 
دانستند و پيشنهاد دادند كه هر پژوهشگر براساس امكانات 

يكي از روشها را انتخاب نمايد  ،آزمايشگاهي دردسترس
 DNAسازي استخراج در تحقيقي ديگر جهت بهينه ).14(

كنند ويي كه در مناطق مختلف تركيه رشد مياز گياهان دار
گرفته شد  نتيجهو ورد آزمون قرار گرفت چهار روش م

كدام از هيچمي شود هنگامي كه از گياهان بالغ استفاده 
و اين به علت  دهد دست نمي بهروشها نتيجه مطلوبي را 

باشد هاي ثانويه در اين نوع گياهان ميوجود متابوليت
)25.(  

ابعي كه مورد بررسي قرار گرفت مشخص شد در اكثر من
كه استخراج از بافتهاي جوان به مراتب نتايج بهتري را 

و  17 ،10(دهد ارائه مي نسبت به وقتي كه بافت پير بوده
؛ اما در مواقعي محقق براساس نوع تحقيق و يا به )26

برداري كند كه نمونه اجبار بايد از سطح طبيعت و يا مزرعه
هاي ثانويه لت اكثر گياهان به گل رفته و متابوليتدر اين حا

شود اين موضوع سبب مي. اندزيادي در گياه توليد شده
. مشاهده نشود DNAكيفيت مطلوبي در حين استخراج 

سازي روشي بنابراين در اين تحقيق به بررسي و بهينه
تا  مناسب و مطلوب براي گياه بالغ آويشن پرداخته شد

آن دست  DNAمناسب جهت استخراج  بتوان به يك روش
در اين  .يافت و آن را به ديگر گياهان بالغ هم تعميم داد

. از چهار روش مختلف استخراج استفاده گرديد مطالعه
دست آمده در روشهاي مختلف جهت همچنين رسوبهاي به

مورد آناليز  هادرك بهتر از ماهيت مواد موجود در آن
    .فيتوشيميايي قرار گرفت

  د و روشهاموا
 هاي مورد بررسي از مزرعه تحقيقاتينمونه :مواد گياهي

. آوري شدجمع و مراتع كشور جنگلهاسسه تحقيقات ؤم
. گرديدگل رفته انتخاب  ها همه از گياهان بالغ و بهنمونه
ي گياهان پس از شستشو با آب مقطر توسط ازت برگها

رزي مايع پودر و به آزمايشگاه تحقيقاتي دانشكده كشاو
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 - 80دانشگاه لرستان منتقل و درون ميكروتيوپ در دماي 
  . گراد تا زمان استخراج نگهداري شددرجه سانتي

، روشهاي مختلف استخراج تحقيق در اين :DNAاستخراج 
، كانگ و يانگ )11(، دلاپورتا )13(شامل، دويل و دويل 

 DNAكيفيت  كميت و با توجه به )17(خانوجا  و )15(
در ادامه يك روش ديگر كه  .قرار گرفتند مورد مقايسه

بود هم مورد مشابه روش خانوجا ولي با كمي تغييرات 
در روش خانوجاي تغييريافته، تعداد  .آزمون قرار گرفت

دورهاي سانتريفيوژ متفاوت از دستورالعمل اصلي انتخاب 
؛ )دور 10000دور، مرحله دوم  8000مرحله اول ( گرديد

 80دست آمده، با الكل به DNAرسوب همچنين اولين 
دور در دقيقه به مدت  1000درصد همراه با سانتريفيوژ در 

گراد شستشو داده شد و درجه سانتي 4دقيقه در دماي  3
با نمك بالا،   TEبعد از خشك كردن رسوب به جاي بافر
از آنجا كه انجام . در آب مقطر دو بار استريل حل گرديد
يل رسوب ژلاتيني مراحل بعدي پروتكل موجب تشك

DNA ها، سنجي نمونهاي كه پس از غلظتگونهشد به
مطلوبي  دست آمده كمتر و از كيفيتبه DNAمقدار 

 له به پايان رسانده شددر اين مرح برخوردار نبود استخراج
تر شدن مدت زمان استخراج  كه اين كار موجب كوتاه

 خالص DNAدر استخراج  NaClبا توجه به نقش . گرديد
در اين روش علاوه بر بافر استخراج كه شامل  ،)26و  3(

NaCl  بود، در مرحله افزودن ايزوپروپانول ) مولار 5(غليظ
  . استفاده گرديد) مولار 5(غليظ  NaClهم مجدداً از 

با استفاده از : استخراج شده DNAبررسي كميت و كفيت 
مقايسه و  درصد 8/0بر روي ژل آگارز  DNAالكتروفورز 

هر نمونه با تراكم نوارهاي نشانگر  DNAنوارهاي  تراكم
 8براي هر نمونه . هر نمونه مشخص شد DNAكيفيت باند 
ميكروليتر بافر  2استخراج شده با  DNAميكروليتر 

بارگذاري مخلوط شد و در چاهكهاي ژل آگارز در شرايط 
  ولت 90 و با اعمال ولتاژ ثابتتخليه گرديد  TAEي بافر

  ه الكتروفورز گرديددقيق 60به مدت 

استخراج شده از دستگاه  DNAبه منظور بررسي كميت 
در ابتدا جهت بالا بردن دقت . بيوفتومتر استفاده گرديد

بدين منظور . ها كاهش داده شدنمونه DNAدستگاه غلظت 
آب مقطر استريل تنظيم  195به  5ها با نسبت غلظت نمونه

ر استريل، نسبت گرديد و بعد از بلانك دستگاه با آب مقط
بر اساس نانوگرم در  DNAو غلظت  280به  260جذب 

  .ميكروليتر قرائت گرديد

در روش خانوجاي تغييريافته گياهاني  :آناليز فيتوشيميايي
تر بودند، بلافاصله بعد از كه بافت پودر شده آنها خشبي

افزودن نمك در مرحله انكوبه كردن با ايزوپروپانول، در 
اي رنگي ، رسوب چسبناك قهوهDNAل ويال حاوي محلو

بنابراين، . شد كه در ساير روشها مشاهده نگرديدتشكيل مي
اين رسوب مورد بررسي قرار گرفت، تا تركيبات موجود 

  .در آن شناسايي شوند

اي رنگ به دست آمده از به دليل اينكه رسوبهاي قهوه
لحاظ رنگ و نمونه مورد بررسي با هم متفاوت بودند، هر 

 10ابتدا  در .طور جداگانه نگهداري گرديدوب بهرس
رسوب مختلف از لحاظ رنگ به طور تصادفي انتخاب 

 حلال مختلف 10وسيله ه تست حلاليت براي آنها ب. گرديد
، اتر، كلروفرم، پروپانول، دي متيل فرم آميد، اتانول، متانول(

انجام ) و آب مقطر تولوئن، تترا هيدرو فوران، اتيل استات
با وجود اينكه تمام اين حلالها تا حدودي توانستند  .شد

از رسوب را در خود حل كنند اما جهت بررسيهاي بعدي 
 .بود ترسادهحلال آب مقطر استفاده شد كه كار با آن 

ليتر رسانده و ميلي 25با آب مقطر به حجم  هابنابراين نمونه
-SHIMADZU (UV(آنها با استفاده از دستگاه  UVطيف 

Visible سپس براي تعيين كيفي و گروههاي  .گرفته شد
آنها با استفاده از  IRعاملي موجود در اين رسوبها، طيف 

براي اين منظور . به دست آمد SHIMADZU (IR(دستگاه 
گرم از ميلي 02/0گرم از رسوب همراه با ميلي 01/0ابتدا 
در هاون به خوبي با هم مخلوط گرديد، سپس  KBRماده 

اه پرس به صورت قرص درآورده و از قرص توسط دستگ
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در انتها براي تعيين نوع مواد و . حاصل طيف گرفته شد
 GC-Massها طيف ميزان مواد موجود در رسوب از نمونه

گرم از رسوب را ميلي 001/0براي اين كار ابتدا . گرفته شد
ميكروليتر از محلول  2در متانول حل كرده و به ميزان 

به دستگاه تزريق گرديد و طيف آن  توسط سرنگهاي خاص
  .به دست آمد

  نتايج و بحث

از بين روشهاي مورد آزمون روش خانوجا با اندكي 
استخراج  DNAكيفيت  .تغييرات نتايج بهتري را نشان داد

 .)1شكل ( هاي ديگر بالاتر بودشده در اين روش از روش
اين روش بهينه شده به نوعي تركيبي چند روش متداول 

تواند نتايج بهتري استفاده از روشهاي تركيبي مي .شدبامي
  ).5( را نسبت به روشهاي متداول داشته باشد

  

  
) CTAB c روش) Dellporta bروش ) a): از چپ به راست(ژنومي استخراج شده از گياه آويشن به كمك روشهاي متفاوت  DNA -1شكل

  .1kbنشانگر اندازه ) Mير يافته  روش خانوجاي تغي )eروش خانوجا )Kang and Yang  dروش

  

 DNAدهنده آن است بود كه نشان 8/1- 2بين  ODمقدار 
 تاستخراجي از كيفيت و خلوص بالايي برخوردار اس

به كار رفته در استخراج با تشكيل يون  NaCl .)1جدول (
Na+  و اتصال با فسفات موجود در ساختمانDNA  سبب
. م جمع شوندبه دور ه DNAشود كه مولكولهاي مي

 ايشود، روش خانوج ديده مي 1جدول  درطور كه همان
نتايج  NaClتغيير يافته، به دليل استفاده از غلظت بالاي 

نشان  DNAسنجي چشمگيري از نظر كيفيت پس از غلظت
اي از نمك در تحقيقات ديگر هم كه استفاده دو مرحله داد

در همچنين  .)16(نتيجه مطلوبي را ارائه داده است 

با غلظت بالا توانست كيفيت  NaClتحقيقات ديگر كاربرد 
  ).24(را به دست آورد  DNAتري از مطلوب

استفاده از استات آمونيوم   Doyle and Doyleدر روش
سنجي باعث تشكيل رسوب ژلاتيني شد كه پس از غلظت

دست آمده كمتر و ميزان آلودگي به DNAمقدار  ،هانمونه
روش دلاپورتا به علت عدم اتصال بهينه در  .)13(بودبيشتر 
SDS  280/260بافر استخراج با پروتئينها در نتيجه نسبت OD 
 Kangدر روش . )11(سنجي بالا گزارش شدغلظت پس از

and Yang حتي فنل هم نتوانست نتيجه قابل قبولي بدهد ،
 بود ي تغييريافتهكمتر از روش خانوجا DNAو مقدار 

)15 .(  
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  .مورد مطالعه در اين تحقيق DNAيسه كمي و كيفي پنج روش استخراج مقا -1جدول 

   انواع روشها    

 

(ng/µl)غلظت 
OD260/280 

CTAB 
320 

7/1  

Dellporta 
180 

5/2  

Kang and Yang  
410 

4/1  

Khanuja  500  

3/1  

modified Khanuja  
800 

9/1  

      

 نمونه، 10شود، تمامي ديده مي 2گونه كه در شكلهمان
؛ اين امر مبين اين دادندالگوي منحني يكساني را نشان 
هاي مورد آزمون داراي موضوع است كه تمام نمونه

آنها متفاوت است؛  باشند و تنها غلظتتركيبات مشابه مي
سوبها هم همين تفاوت در دليل متفاوت بودن رنگ ر

  .باشدميها غلظت
  

  
  .باشدها مينمايانگر نمونه kتا  aحروف . نمونه تصادفي 10از  UVطيف  -2شكل

  

با توجه به اين موضوع، تمام رسوبهاي حاصل با هم 
مخلوط شده و در آناليزهاي بعدي از مخلوط اين رسوبها 

دهنده گروههاي تا حدودي نشان IRطيف  .استفاده گرديد
پيكهاي ظاهر شده . باشدعاملي موجود در ماده ناشناخته مي

آروماتيك ) C-C(به كربنهاي  مربوط 1550تا  1400در 
-مي EDTAمربوط به گروه كربونيل  1649باشد و پيك مي

شكل ( باشد كه يكي از تركيبات اوليه بافر استخراج است
فنل  OHمربوط به  3600تا  2300همچنين پيك ناحيه . )3

هاي آروماتيك CHمربوط به  2900باشد و پيك ناحيه مي
هاي آليفاتيك CHبه  مربوط 3200تا  3000پيكهاي . است
يگانه  COمربوط به  1290پيك ظاهر شده در . باشدمي

با . باشد EDTAاست كه ممكن است مربوط به فنل و يا 
توجه به اين اطلاعات، نمونه مجهول شامل بخش عظيمي 

  .باشد از تركيبات آروماتيكي و آليفاتيكي مي

مشخص كننده تعداد تركيبات پايدار در نمونه  GCطيف 
باشد، كه هرچه ميزان جذب يك پيك بيشتر ول ميمجه

دهنده آن است كه، آن تركيب در نمونه مجهول باشد نشان
همچنين هرچه پيك در زمان بازداري . درصد بيشتري دارد

دهنده جرم مولكولي بيشتر آن تري ظاهر شود، نشانطولاني
به دست آمده مشخص شد  GCاز روي طيف . ماده است

دار در اين رسوب وجود دارند و ترتيب كه پنج ماده پاي
 .نشان داده شده است 4ظهور آنها نيز در شكل 
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  DNA، مربوط به رسوب حاصل از استخراج IRطيف  -3شكل

مشخص شد كه اولين طيف كه در  Massبا توجه به طيف 
ظهور كرده متعلق به ماده مركاپتواتانول است  83/3دقيقه 

باشد؛ دومين طيف در اج ميكه از مواد اوليه بافر استخر
مربوط به ماده بورنئول بوده و در چرخه بيوسنتز  8/5دقيقه 

؛ سومين طيف )4(شود بعد از تيمول و كارواكرول توليد مي
هاي ماده تيمول است كه يكي از متابوليت 16/6در دقيقه 

ثانويه عمده آويشن بوده و تحقيقات نشان داده است كه 
ه تا حدود زيادي بستگي به وجود اثر آرام بخشي اين گيا

؛ طيف چهارم متعلق به ماده )27(اين متابوليت دارد 

ظهور كرده اين ماده  38/6كارواكرول است كه در دقيقه 
و آخرين طيف در دقيقه ) 8(خاصيت آنتي اكسيداني دارد 

  ).5شكل( ظهور كرد كه مربوط به ماده نروليدول بود  43/9

- يكسري از مهمترين متابوليتشود همانطور كه مشاهده مي

توانند مواد مزاحم در استخراج هاي ثانويه در آويشن كه مي
DNA  از گياهان مسن باشند، توسط روش استخراجDNA 

اند؛ كه اين مواد جداسازي شده) با اندكي تغييرات(خانوجا 
  .شوندوفور يافت ميدر گياهان بالغ و مسن به

  

  
  DNAحاصل از استخراج  ، مربوط به رسوبGCطيف  -4شكل
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  به ترتيب زمان ظهور پيك GCحاصل از آناليز پيكهاي مهم نمونه هاي  Massطيف  -5شكل

روشهايي كه در اين تحقيق مورد بررسي قرار گرفتند بارها 
بخشي را نشان دادند به در مطالعات قبلي نتايج رضايت

 Kang andتوانست با روش) 2003(طور مثال كاراكوسيس 

Yang  ،DNA  ؛ )16(خالص و مطلوبي را استخراج كند
با استفاده از روش ) 1385(همچنين اعلائي و همكاران 

CTAB  توانستندDNA  اي با كميت و كيفيت مناسب از

باقرزاده و همكاران  ).1(گياه سيكلامن جداسازي نمايند 
با استفاده از روش خانوجا موفق به استخراج ) 1388(

DNA معصومي  ؛)2(شدندرويي آويشن خالص از گياه دا
توانستد با روش دلاپورتا جهت ) 1388(اصل وهمكاران 

   ).6(نمونه هاي با كيفيتي را استخراج كنند PCRآناليز 

  
  مراحل دستورالعمل روش استخراج بهينه شده -2جدول

  1مرحله
  2مرحله

  
  

  3مرحله
  

  4مرحله
  

  5مرحله
  

  6مرحله
  7مرحله

  .ليتري انتقال داده شودميلي 2بافت گياهي پودر شده در نيتروژن مايع به داخل ميكروتيوپگرم ازميلي250تا  200حدود 
 M5/1؛ %)CTAB )w/v20% 5/2نيم مولار؛  mM25 EDTAيك مولار؛  mM100 Tris-Hcl(ميكروليتر از بافر استخراج  800 

NaCl 5  مولار؛v/v2/0 % مركاپتواتانول وw/v1 % ازPVP (ماري گراد بندرجه سانتي 60ها را در دماي وتيوپاضافه كرده و ميكر
  .دهيم به مدت يك ساعت قرار مي

دقيقه با سروته كردن ميكروتيوب، مخلوط و سپس در  15اضافه كرده و به مدت ) 24:1(ايزوآميل -هم حجم محلول فوق، كلروفرم
  .گراد سانتريفيوژ گردددرجه سانتي 25-30دقيقه در  10به مدت  8000دور 
  مولار افزوده و سپس NaCl 5ميكروليتر  400يع فوقاني را به ميكروتيوب جديد منتقل كرده و به فاز رويي ما

  .اضافه كرده و پس از سروته كردن به مدت يك ساعت در دماي محيط قرار داده شود 100%حجم محلول، ايزوپروپانل  6/0ميزان 
در اين مرحله يك رسوب شيري رنگ در ته . گراد انجام گيرددرجه سانتي 25-30دقيقه در  10به مدت  10000سانتريفيوژ در دور 

  ).مايع فوقاني حذف شود(گردد لوله تشكيل مي
  .شود و سپس در مجاورت هوا تا حدودي خشك گرددشستشو داده  80%رسوب حاصله با الكل سرد 

  .گراد نگهداري شوددرجه سانتي 4ميكروليتر آب مقطر دو بار تقطير حل گردد و سپس در  200رسوب خشك شده در 
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هاي ثانويه اما درخصوص گياهان بالغ كه داراي متابوليت
ها چندان كارساز نيستند كه اين زيادي هستند اين روش

كه بر ) 2009(دست آمده توسط ورال مطلب با نتايج به
روي گياهان دارويي بالغ صورت گرفته بود، مطابقت 

  ). 25(داشت 

، )2جدول(كه در اين مطالعه بهينه گرديد بنابراين روشي 
تواند به عنوان يك دستورالعمل پايه براي مطالعات مي

- مختلف بر روي گياهان دارويي مسن كه داراي متابوليت

) به ويژه با تركيبات مشابه اين گياه(هاي ثانويه زيادي 
  .بوده، پيشنهاد گردد

   منابع
 سلامي .ع. س وزوائي و. ع، .خليقي. ا، .نادري. ر، .اعلائي، م -1

ژنومي  DNAبررسي اجزاي موثر در كميت و كيفيت . )1385(
مجله . هاي سيكلامن موجود در ايراناستخراج شده از گونه

  .16-11: 73شماره . پژوهش و سازندگي در زراعت و باغباني
تنوع  بررسي .)1388( مرعشي. ح شهرياري و. ا. ف، .باقرزاده، ف -2

اي آويشن و تعيين روابط گونهاي و درون هژنتيكي بين گون
ششمين . RAPDخويشاوندي با استفاده از ارزيابي مولكولي 

  .همايش ملي بيوتكنولوژي جمهوري اسلامي ايران، تهران
انتشارات دانشگاه . هاي گياهيمباني كشت بافت. )1376( ، عباقري -3

  . فردوسي مشهد
انتشارات موسسه . ايران هايآويشن و مرزه). 1388( زاد، زجم -4

  .ها و مراتع كشورتحقيقات جنگل

سازي بهينه. )1389( ناظم. يعقوبي و ح. م. م، .لهراسبي نژاد، ا -5
هاي بافتي پارافيني با ارائه يك از بلوك DNAاستخراج و تكثير 

  .140- 132): 1(23. شناسي ايرانمجله زيست. روش تركيبي
 عليزاده. هو  مهبودي. ف ،.ارانجلالي جو. م، .معصومي اصل، ا -6

كننده پلاسمينوژن بافتي سازي وانتقال ژن فعالهمسانه .)1388(
)tPA (مجله . با منشاء انساني به گياه توتون  

  . 525- 516): 3(22. شناسي ايرانزيست
 PCRمراز اي پليواكنش زنجيره. )1381( گراهام. او . نيوتن، ك -7

و امام . شهرياري، ف: ترجمه. يهاي ملكولاي بر تكنيكمقدمه
  ).ع(انتشارات دانشگاه امام رضا . صفحه 223.  جمعه، ع
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Separation of secondary metabolites in DNA extraction process of 
Thymus and analysis of them by GC mass 
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Abstract 

One of the basic needs of different techniques in molecule biology is the production of 
genomic DNA with desired quality and quantity. In some researches the plant samples 
are collected from nature and these plant tissues are usually adult and due to presence of 
carbohydrate, polyphenols complex and proteins in their components, we cannot extract 
DNA with high quality and quantity. In other hand, these complexes are bond with 
nucleic acids and separation of them from acid nucleic is difficult. In this study, 
genomic DAN extraction from the leaf of adult Thymus plant was carried out by Doyle 
and Doyle, Dellaporta, Kang and Yang and Khanuja methods. The results showed that 
Khanuja method with some modifications is better than others. In this extraction 
method, brown-sticky sediment was separated from DNA. Analysis by GC-Mass, IR 
and UV revealed that this sediment contain Thymol, Carvacrol, Nerolidol and Borneol. 
Thymol substance has the greatest amount in GC (%65). So, the improved Khanuja 
method can separate the main secondary metabolites of Thymus and this method could 
be advised for DNA extraction from adult and mature plant. 

Key words: Thymus, DNA extraction, secondary metabolites, GC-Mass, IR        

  
 

www.sid.ir

