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 های قدیمیاز نمونه استخوان DNAسازی روش فنول كلروفرم سيليکا برای استخراج بهينه

 2، عليرضا صبوری1*مرتضي صادقي
 دانشجوی دکترا. -شناسيگروه زیست -دانشکده علوم -دانشگاه اصفهان -1

 زمایشگاهي. آدکترای علوم  -پزشکي قانوني اصفهان -2

 1/5/1991 تاریخ پذیرش:، 14/8/1991 تاریخ دریافت:

 چکیده
هائي است كه هاي قديمي همواره با مشکلات زيادي همراه است. روش فنول كلروفرم سيليکا يکي از روشاز نمونه استخوان DNAاستخراج  مقدمه:

 سازي مراحل اين روش است.شود. در اين مطالعه هدف بررسي و بهينهطور معمول براي اين منظور استفاده ميبه
سال( ابتدا با روش فنول كلروفرم معمولي و سپس با تغيير بعضي پارامترها استخراج  11تا  9نمونه استخوان )داراي عمر  DNA 61 ها:مواد و روش

تکثير  PCRتوسط واكنش  CD4, vWA, LPL, D5S818, D16S539, D13S317, F13, FESهاي به نام STRهشت منطقه  حاصل در DNA .شد
 شد و نتايج حاصل برروي ژل اكريلاميد مقايسه شد.

، %85، %76، %81، %78، %75ترتيب مورفيك ذكر شده به، براي روش جديد و روش معمولي در هشت منطقه پليPCRبازدهي واكنش  ميانگين نتایج:
ذرات سيليکا(  µl95حاصل از روش بهينه شده )در غلظت  DNAمتوسط ميزان  بود. %18 ،%71، %76، %68، %49، %72، %99، %64و 86%، 89%، 71%

 بود. 84/2با خلوص  µg/ml 76/191و  11/1با خلوص  µg/ml 5/167ترتيب برابر و معمولي به
يکي از عوامل مؤثر حذف بهتر كلسيم باشد و همچنیين غلظیت    EDTAتر با رسد تيمار طولانينظر ميهاي اين مطالعه بهطبق يافته گیری:نتیجه

 داشته باشد. PCRهاي كنندهمهمي در حذف مهار تأثيرتواند مناسب ذرات محلول سيليکا مي
 

 ، روش استخراج فنل كلروفرم سيليکا.STRمورفيسم ، پليPCRواكنش  های کلیدی:واژه

 ms.sadeghi@yahoo.com :Email ،2911-7991465 تلفن:شناسي، بخش ژنتيك، ، گروه زيست1-اصفهان، دانشگاه اصفهان، دانشکده علوم :مسئول نویسنده*

. مجله هاي قديمياز نمونه استخوان DNAسازي روش فنول كلروفرم سيليکا براي استخراج بهينه. عليرضاصبوري مرتضي، صادقي ارجاع: 
 .16-11(:1)9؛1999دانش و تندرستي 
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 مقدمه
یا  DNA Typingعنوان که امروزه آن را به DNAنگاری انگشت

DNA Profiling های اساسي و بدون خطا در شناسيم یکي از روشمي
درصد( در بين  1/11) DNAتعيين هویت است. قسمت اعظم مولکول 

انسان دارای  DNAنواحي خاصي از  همه افراد یکسان است و تنها
اند و تعداد این هایي است که بارها و بارها پشت سر هم تکرار شدهتوالي
مناطق  های تکراری از فردی به فرد دیگر متفاوت است اینتوالي
هر یك از ما را منحصر به فرد ساخته است.  مورفيك یا چند شکلپلي

 تعيين هویت بر اساس مولکول امکان ،DNAدر واقع این نواحي متغير 
DNA های طولي مورفيسم(. پلي3-1) سازندرا فراهم ميDNA  شامل

باشند که تعداد این واحدهای مينواحي تکرار شونده پشت سر هم 
باشند. ميباشد و شامل دو گروه عمده ميتکرار شونده متغير 

هر  (VNTR,Variable Number Tandem Repeat) هاتليتساميني
جفت باز تشکيل شده است و معمولاً در  65تا  15واحد تکرار شونده از 

دارد.  کيلو باز( 23تا ) ای در حدود چند کيلو بازمجموع اندازه
طول واحد تکرار  (Short Tandem Repeat, STR) هامایکروساتليت

جفت باز  433تا  133طور کلي باشد و بهميجفت باز  6تا  2شونده 
علت اندازه کوچکشان و قابليت تکثير به STRباشند. مارکرهای مي

ارجحيت دارند و امروزه از  VNTRبر مارکرهای  PCRوسيله هتر بآسان
شود. تاکنون ميدر تشخيص هویت قانوني استفاده  STRی مارکرها

 13اند و محققين از بين آنها شناسایي و ثبت شده STRهزاران نشانگر 
 STRعنوان نشانگرهای اصلي نشانگر که بهترین کاربرد را دارند به
 (.6-4) کنندميبرای آزمایشات تشخيص هویت استفاده 

های قدیمي برای انجام موجود در نمونه استخوان DNAميزان 
عوامل خارجي  باشد.مي، اندک معمولاً DNA Typingآزمایشات 

 DNAباعث کاهش ها، رطوبت و ترکيبات آلي همچون ميکروارگانيسم
علت ها بهشوند از طرف دیگر استخوانميها قابل دسترس در این بافت

ي و در خيل DNAعمر طولاني مدتشان، منبع با ارزشي برای استخراج 
ي هویت فرد هستند که این یمانده برای شناسااز موارد تنها بافت باقي

ي بالا یهای استخراج با کاراموضوع خود دليلي بر اهميت ایجاد روش
 DNA Typingترین مرحله در در واقع اساسي DNA است. استخراج

ي مناسب روش یباشد و موفقيت در مراحل بعدی بستگي به کارامي
 (.11-7) استخراجي دارد

های بسيار کمي های استخراجي، بحثعليرغم اهميت زیاد تکنيك
استراتژی عمده  4استخراجي وجود دارد.  روشترین در مورد مناسب
های فرسوده عبارتند از روش از استخوان DNAبرای استخراج 

 ، روش کلروفرم(Silica) روش سيليکا ،(Boiling) جوشاندن
(Chloroform) و روش فنول (Phenol)ها ابتدا ، در همه این روش

استخوان پودر شده و سپس در بافرهای استخراجي مختلف انکوباسيون 
با فنل وکلروفرم  DNAطور کلاسيك در مرحله بعد گردد. بهمي

 Tris-HClو محلول بافری  EDTAشود و یا استخراج در استخراج مي
اتانول یا ایزوپروپانول  وسيلههگردد. بعد از استخراج، فاز آبي بميدیاليز 

و یا با  گرددتغليظ مي (microconcentrators)ها کنندهیا ریز تغليظ
-glassبا  DNAی انکوباسيون، استفاده از راهکار دیگری بعد از مرحله

milk  شود و سپس نمونه ميیا سوسپانسيون سيليکا جداPCR شود. مي
ها تنها بافت اجساد و نمونهتوجه به اینکه در بررسي هویت بعضي از با

دليل وجود باشد و از طرفي معمولاً بهميدر دسترس بافت استخوان 
های قدیمي ها و ترکيبات ناشناخته زیاد موجود در استخوانکنندهمهار

از این  PCRبا کيفيت مطلوب و مناسب برای انجام  DNAاستخراج 
ي مواقع مواجه است و حتي در بعضها با مشکلات زیادی بافت

سازی روش غيرممکن است، ما در مطالعه حاضر تصميم به بهينه
های غلظت تأثيرسيليکا و بررسي  -کلروفرم -فنل DNAاستخراج 

های کنندهدر حذف مهار EDTAمتفاوت ذرات سيليکا و زمان تيمار با 
PCR موجود در DNA های فرسوده، پرداختيم.بقایای استخوان 

 هامواد و روش

 DNAگيری و استخراج نمونه
سال بودند از سردخانه  11تا  3نمونه استخوان که دارای عمر  62

درجه  -23پزشکي قانوني تهيه و پس از تميز شدن تا زمان استفاده در 
 -کلروفرم-سانتيگراد نگهداری شد. سپس با استفاده از روش فنل

ژنومي  DNAسيليکا استاندارد و روش فنل کلوروفرم بهينه شده، 
گرم پودر استخوان یك تا دو بار با کلروفرم و  4/3(. 12) ستخراج شدا

مولار شستشو داده شد. آنگاه  NaOH 35/3یك تا دو بار با محلول 
 ها در زیر هود لامينار قرار داده شدند تا کاملاً خشك گردند. لوله

 مولار EDTA 5/3ليتر ميلي 5/4سپس برای تجمع کلسيم بافت در 
(pH:8.3)  دقيقه قرار  123روتاتور به مدت  بررویدر دمای اتاق و

نشين بعد از سانتریفيوژ، سوپرناتانت دور ریخته شد و ته گرفت.
 lysis buffer (n-luryl×2در محلول  C °56مانده با انکوباسيون در باقي

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

pH:8.0)  و پروتئينازK  ليتر ميلي 3سپس  ساعت ليز گردید. 3به مدت
ایزوآميل الکل اضافه شد و به آرامي مخلوط  کلروفرم: از ترکيب فنل:

سانتيگراد،  56°دقيقه در  13به مدت  هاگردید، و بعد از انکوباسيون لوله
ی جدید منتقل هافاز آبي و آلي از یکدیگر جدا گردید. فاز آبي به لوله

تر کلروفرم اضافه شد و به آرامي مخلوط شدند، سپس ليميلي 5/4شد و 
فاز آبي و آلي از  ،C °56دقيقه در  13به مدت  هابا انکوباسيون لوله

ی جدید منتقل و هایکدیگر جدا گردید. در مرحله بعد فاز آبي به لوله
 3/3و ( pH: 4.5) مولار 2ميکروليتراستات سدیم  133ترتيب به آنها به
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محلول ذرات  ميکروليتر 33-53 و %133ایزوپروپانول الکل ليتر ميلي
( shake) دقيقه در حرارت اتاق شيك 13سيليکا اضافه و به مدت 

گردید. پس از سانتریفوژ، محلول رویي دور ریخته شد و سپس پليت 
و در نهایت اجازه داده شد  شستشو داده شد %83 بار با اتانول 2حاصله 

يقه در حرارت اتاق بماند تا خشك شود. دق 63تا  33رسوب به مدت 
تخليص  DNAکميت  آب مقطر اضافه گردید. ميکروليتر 133سپس 

Specgene (England, Techne )های فوق با دستگاه شده از نمونه
گيری شد و ميزان خلوص و کيفيت آن برآورد شد. تغييرات در اندازه

نتایج آن با نتایج پارامترهای مختلف پروتکل استاندارد و مقایسه 
های مشابه که منجر به تعيين پروتکل استاندارد حاصل از نمونه
 خلاصه شده است. 1پارامترهای استاندارد شد در جدول 

 

 سیلیکا -کلروفرم -شده در پروتکل استخراجی فنلپارامترهای بهینه -1 جدول

 تغييرات اعمال شده شاخص

 دقيقه 123 (1)مرحله  EDTAانکوباسيون با 

 ليترميلي 5/4 (1)مرحله  EDTAميزان 
 رسوب ایجاد شده پس از سانتریفيوژ  3ماده مورد آناليز در مرحله 

 ساعت 3( 6)مرحله  Kانکوباسيون با پروتئيناز 
 ترکيب آماده فنل: کلروفرم: ایزوپروپانول الکل 7ماده مورد استفاده در مرحله 

 µl 53-33 (15ميزان محلول ذرات سيليکا )مرحله 

 

  PCRواکنش 
جفت پرایمر  26های موردنظر منظور بررسي طول تواليبه

 صورت:به PCR مخصوص این نواحي استفاده گردید واکنش کلي

DNA  ليتر ونانوگرم در ميکر 123-733های با غلظتDNA ،25 
 X13 PCR ،13، بافر Mgcl2ميلي مولار  53ميکرو مولار از هر پرایمر، 

درجه  14در شرایط  Smar taq آنزیم واحد 5و  dNTPمولار ميلي
درجه  51تا  53ثانيه،  33درجه سانتيگراد  14دقيقه،  5سانتيگراد 

درجه سانتيگراد  72ثانيه،  45ت سانتيگراد برای قطعات مختلف به مد
 ، تکثير شد. وجود محصولاتPCRسيکل  33دقيقه و در  45به مدت 

PCR يد گردید. یأت %2وسيله ژل آگارز به 
 وسيله ژل پلي اکریلاميد:به PCR بررسي محصولات

ميکروليتر از  13منظور بررسي طول قطعات تکثير شده، به
حاوی فرماميد،  TBEميکروليتر بافر  13به همراه  PCRمحصولات 

درجه سانتيگراد و  4برده شد. ژل در دمای  %13روی ژل آکریل آميد بر
روش نيترات نقره گردید و سپس به ساعت اجرا 18مدت به 175با ولتاژ 

 .آميزی شدرنگ

 نتایج

حاصل از روش فنل کلروفرم سيليکا اپتيمایز  DNAمتوسط ميزان 
و ميزان متوسط  µg/ml 5/267ذرات سيليکا برابر  µl35شده در غلظت 

حاصل از روش معمولي  DNAباشد. متوسط ميزان مي 12/1خلوص آن 
 باشد.مي 84/3و ميزان متوسط خلوص آن  µg/ml 76/112برابر 

 

نمونه  11استخراج شده در  DNAغلظت و میزان خلوص  -3جدول 

شده و روش استخراج فنل تصادفی با دو روش فنل کلروفرم سیلیکا بهینه
 کلروفرم معمولی

 هانمونه

 روش معمولي سيليکا بهينه شده-کلروفرم-فنل

 DNA  غلظت

DNA 
µg/ml)280) 

 خلوص
(OD260/OD) 

 DNA غلظت

µg/ml)) 

 DNA خلوص

(OD260/OD 

280) 

1 515 32/1 5/136 33/1 

2 1/51 37/1 6/148 12/3 

3 76/143 38/1 414 18/3 

4 52/488 35/1 48/132 84/3 

5 12/115 14/1 7/23 51/3 

6 8/416 31/1 414 18/3 

7 12/322 31/1 4/248 32/1 

8 12/115 36/1 22/15 32/1 

1 68/256 35/1 24/273 62/3 

13 6/165 38/1 52/74 75/3 

حاصله از استخراج  DNAنواحي موردنظر با  PCRنتایج حاصل از 
  .دو روش مورد

استخراج شده با دو روش فنل کلروفرم سیلیکا معمولی  DNAتکثیر  -1شکل 
(Aو روش بهینه ) شده(Bدر منطقه پلی ) مورفیکCD4 

استخراج شده با دو روش فنل کلروفرم سیلیکا  DNAنتایج تکثیر  -2شکل 

STD)) شدهو روش بهینه (O PTمورفیک ( در منطقه پلیD16S539 
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 بحث
نمونه تصادفي  15در  PCR مورفيسم توسطدر بررسي نواحي پلي

حاصل از روش بهينه همگي باندهای مناسبي دادند.  DNAنمونه  15
های استخراج شده توسط روش معمولي نتایج قابل نمونه از نمونه 4در 

نمونه  PCR 1( در 1شکل ) دست نيامدبه CD4قبولي برای منطقه 
به روش بهينه باندهای مناسب و قابل تفکيکي روش معمولي نسبت

 (.2شکل ) مشاهده نشد
 62استخراج شده از  DNA، برای PCRميانگين بازدهي واکنش 

شده های استخراجي فنل کلروفرم سيليکا بهينهنمونه استخواني با روش
 ,F13, D13S317, D16S539 مورفيكو معمولي در هشت منطقه پلي

D5S818, LPL, vWA, CD4  وFES 76، %81، %78، %75ترتيب به% ،
 و 71%، 76%، 68%، 41%، 73%، 31%، 64% ،86% ،81% ،71%، 85%
  باشد.ميدرصد  28%

کلروفرم و -سازی روش استخراجي فنلبهينه بررویمطالعه حاضر 
های های مختلف ذرات سيليکا در حذف مهارکنندهغلظت تأثيربررسي 

PCR  و افزایش کيفيتDNA ی استخوان قدیمي هاحاصل از نمونه
های آزمایشگاهي در آناليز نمونه معمولبرای بهبود ارائه خدمات 

 STRمورفيك استخواني انجام شد. موفقيت در تکثير مناطق پلي
های جنایي و پزشکي قانوني اصلي در بررسي شاخصعنوان یك به

استخراج شده و  DNAبر ميزان باشد؛ ما در مطالعه خود علاوهميمطرح 
را برای ارزیابي روش استخراجي  شاخصاین لذا ميزان خلوص آن، 

 مذکور انتخاب نمودیم.
DNAهای استخواني قدیمي برای های موجود در بافت       

DNA Typing  توان به ن جمله ميآدارای مشکلاتي هستند که از
نها آی کوتاه شده ها و به اندازهاین بافت DNAشکستگي زباد قطعات 

کند. در ميغيرقابل استفاده  PCRنها را برای واکنش آاشاره کرد که 
دپورینه شده باشد که این عامل خود  DNAمکن است مبعضي موارد 

توان گردد. با این وجود ميباعث توقف پيش از موعد واکنش تکثير مي
از بقایای اسکلتي تا حد زیادی به  DNAگفت موفقيت در تکثير 

 (.1-7) بستگي دارد DNAکار گرفته شده در استخراج ههای بروش
و تشخيص هویت،  DNAهای های اخير، آزمایشگاهدر سال

های مختلف را در جهت تلاش برای مشکلات ذکر شده در بالا تکنيك
ها شامل دکلسيفيکاسيون، اند. این تکنيكمورد آزمون قرار داده

سازی مجدد، آزمودن روش استخراجي جدید و ارزیابي خالص
باشد. با وجود مشکلات اقتصادی و ميير ی مختلف تکثهاسيستم

های پيشرفته استخراج در کشور ما همواره با سياسي تهيه کيت
سازی به روش دستي مشکلاتي مواجه است از این رو ما به بهينه

 مذکور پرداختيم.

سيليکا استاندارد را با -کلروفرم-در این مطالعه خود، روش فنل
( بهينه تغيير 1 جدول) ها به متدلولایجاد تغييراتي در غلظت مواد و مح

نمونه  62حاصل از  DNAی حاصل از تعيين غلظت هادادیم. یافته
استخواني استخراج شده با دو روش مورد مطالعه نشان داد که متوسط 

-کلروفرم-حاصل از روش فنل) DNA (µg/ml53/267  ميزان غلظت
حاصل  DNA (µg/ml 76/112)سيليکا بهينه شده در مقایسه با ميزان 

از روش معمولي بسيار بيشتر است. و ميزان کلي موفقيت در واکنش 
PCR کارگيری روش همورفيك مورد بررسي با بدر هر هشت منطقه پلي
( %67) کارگيری روش معموليهبه ب( نسبت%82) سيليکا-کلروفرم-فنل

 باشد. ميبيشتر 
کامل در  DNA Profilingهمانطور که در قسمت نتایج ذکر شد، 

طور تصادفي نمونه به 15مورد بررسي برای  STRهر هشت منطقه 
های حاصل از روش بهينه باندهای قابل انجام شد که همگي نمونه

نمونه حاصل از روش معمولي باندهای منطقه  4تفکيکي دادند ولي در 
CD4 رسد به خاطر کيفيت بد نظر ميقابل تفکيك نبود که بهDNA 

های این مطالعه روش فنل کلروفرم طبق یافته استخراج شده باشد.
    ذرات سيليکا نتایج بهتری را در رابطه با µl35سيليکا در غلظت 

STR Typing به روش معمولي های تجزیه شده اسکلتي نسبتاز نمونه
 دهد.مينشان 

Hummel روی استخراج ای که برو همکارانش در مطالعهDNA  از
ی اسکلتي انجام دادند گزارش کردند که پروتکل فنل کلروفرم بقایا
نگاری سازی روشي بسيار مناسب برای انگشتتواند با مقداری بهينهمي

DNA خصوص این روش را برایباشد و بهSTR Typing  پيشنهاد
و  Butlerهای ما در یك راستا است. ( که این نتایج با یافته13) کردند

ای دیگر با مقایسه دو روش فنل کلروفرم و همکارانش در مطالعه
نمونه استخوان انجام دادند، اعلام  45روی گوانيدین تيوسيانات که بر

به متد فنل کلروفرم برای نمودند که متد گوانيدین تيوسيانات نسبت
(. در 14) دهدميتری را نشان های استخوان پوسيده نتایج ضعيفنمونه

با روش استاندارد  CD4 استخواني که در منطقهنمونه  4مطالعه ما، 
قبلي جواب نداده بودند با روش فنل کلروفرم بهينه جواب دادند و در 

های کاذب کمتری نسبت در یك روش ایجاد آلل PCRکل محصولات 
ثر حذف ؤرسد یکي از عوامل ممينظر کنند که بهميبه روش استاندارد 

و مهمتر از ان حذف  EDTAتر بهتر کلسيم با تيمار طولاني
ز غلظت مناسب ذرات محلول سيليکا با استفاده ا PCRهای کنندهرمها

وردن آدستهدر روش بهينه شده باشد که این خود عاملي مهم در ب
طور خلاصه طبق است. به DNAنگاری تر در انگشتنتایج مطلوب

وفرم های استخواني قدیمي روش فنل کلرهای ما در مطالعه نمونهیافته
های ارائه شده در این مقاله نتایج بهتری را سيليکا بهينه شده با غلظت

های دهد و برای استفادهميها این نمونه STR Typingدر رابطه با 
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های خارجي وجود ي که امکان استفاده از کيتیهازمایشگاهآبعدی در 
 شود. ميندارد پيشنهاد 
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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. 
 

Keywords: PCR reaction, STR polymorphism, Phenol chloroform silica extraction 
method. 
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