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PCR دهدیمنجمد ارائه م  یهاطول تلومر از خون  یمطالعات مولکول  یبرا  ی، راهکار موثر . 
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از   یبرا  DNAاستخراج    یساز نه یبه تلومر  طول  مطالعه 
 خون منجمد یهانمونه

 مقاله پژوهشی

2،1پرستساجده سبحان 
 * 1، نادر چاپارزاده2ی آفتاب ونسی، ۳یمان ی، جعفر سل1

 ران یا ز،ی تبر  جان،یآذربا یمدن دیدانشگاه شه ه،یدانشکده علوم پا ،یشناسست یگروه ز   1
 ران یا ز،یتبر   ز،یتبر   یدانشگاه علوم پزشک ه،یر  یهای مار یسل و ب قاتیمرکز تحق   2
 ، تبریز، ایران زیتبر  یدانشگاه علوم پزشک  ،ییدارو زیآنال  قاتیکز تحق مر   ۳
 

 دهیچک

راستا  DNAاستخراج    یساز نهیبه  نه:یزم به  یدر  تلومر  طول  ز حفظ  انواع    یر یپ  نشانگرستیعنوان  و 
  ی مهم  اریاند، منبع بسشده  یمدت نگهدار   یطور طولانکه به  یخون  یهامهم است. نمونه  اریبس  های مار یب

مختلف به همراه بافر    زیل  یمطالعه با استفاده از بافرها  نی. در اشوندیمحسوب م  یکیمطالعات ژنت  یبرا
در مطالعات   یکم  PCR  یهمراه آن بر رو  یهاو اثر بازدارنده   ی استخراج  DNA  تیفی، کCTABاستخراج  
 شد. ی تلومر بررس

. انجام شد  ،CTAB  ه ی بر پا  استخراج   بافر  و  قرمز   گلبول  زکننده یبافر ل  ۶  با  DNAاستخراج    ها:و روش  مواد
 ۸/۱نانومتر و خلوص آن با مقادیر مورد انتظار    ۲۶۰  ، کمّیت با جذب دربا ژل الکتروفورز  DNA  یکپارچگی

q-ارزیابی کمّی اثر هر بافر در واکنش    . دیگردی  ابیارز   ۲۳۰A/۲۶۰Aو    ۲۸۰A /۲۶۰Aهای  برای نسبت  ۲-۲/۲و  
PCR  واکنش  ازدهب  هبه ترتیب با محاسب   ی نتایجر یتکرارپذ   و ،  ( 2ضریب تعیینRو )    درصد ضریب تغییرات

(%CV) .محاسبه شد 
( با استفاده از :%۵۳/۱۱CV تر،یلیل ینانوگرم بر م ۹۳/۳۲۴استخراج شده )  DNAمقدار   نیتر شیب :هاافتهی

مطلوب    ری بافرها مقاد  یدست آمد. تمام( بهNaCl  مولاریلی م  Tris-HCL ۶/۷pH=  ،۵۰  مولاریلیم  ۱۰)  ۵بافر  
ژل،   جی. طبق نتاندنداشت (  <۰۵/۰p)  یتفاوت  DNAداشتند و از نظر خلوص    ۲۳۰A/۲۶۰Aو    ۲۸۰A/۲۶۰A  یبرا

DNA    بود. مولکول    یفاقد خردشدگ  ،یکیاستخراج شده همه بافرها به جزDNA    ۱استخراج شده با بافر 
(Cl 4NH۱۵۵3   مولار،یلیمKHCO۱۰  و    مولاریلیمEDTA ۵  بهتر مولار یل یم )عملکرد را در واکنش    ن ی-q

PCR ژن   یبراHBG  (۱۲۶/۰=E   2=۹۷/۰وR( و تلومر )2=۹۹/۰= بازده، ۹۹/۰R.داشت ) 
بافر    DNAمولکول    :یر یگجهینت با  تلومر کم  ۱استخراج شده    ن یتر از نمونه خون منجمد جهت مطالعه 

 .را نشان داد q-PCR یبازدارندگ

 

 
 ۱۳/۰۳/۱۴۰۳دریافت: 
 ۰۶/۱۴۰۳/ ۲۵پذیرش: 
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Optimizing DNA Extraction from Frozen Blood 
Samples for Studying Telomere Length 

Original Research 
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1  Department of Biology, School of Basic Sciences, Azarbaijan Shahid Madani University, Tabriz, Iran  
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Abstract 
Background: Optimizing DNA extraction for the preservation of telomere length – as a biomarker 
for ageing and vari-ous diseases – is highly important. Long-term stored blood samples are 
considered essential resources for genetic studies. In this study, different lysis buffers were used 
along with CTAB extraction buffer to inves-tigate the quality of extracted DNA and the effect of 
its accompanying inhibitors on quantitative PCR (q-PCR) in telomere studies. 
Materials and Methods: DNA extraction was performed using six RBC lysis buffers and CTAB-
based extraction buffer. DNA integrity was evaluated by gel electrophoresis, quantity by absorb-
ance at 260 nm and its purity with expected values of 1.8 and 2-2.2 for the ratios of A260/A280 and 
A260/A230. The quantitative effect of each buffer in q-PCR and the repeatability of the results were 
assessed by calculating the reaction efficiency, coefficient of determination (R2), and percentage 
of coefficient of variation (%CV). 
Results: Buffer number 5 (10 mM Tris-HCl, pH 7.6, 50 mM NaCl) yielded the highest amount of 
DNA extraction (324.93 ng/ml, %CV 11.53). All the extracted DNA samples were pure, as indi-
cated by the acceptable A260/A280 and A260/A230ratios (p>0.05). Gel analysis revealed that the ex-
tracted DNA of all the buffers ex-cept one was intact. The DNA molecule extracted with buffer 
number 1 (155 mM NH4Cl, 10 mM KHCO3, and 5 mM EDTA) showed the best performance in q-
PCR for HBG gene (efficiency=0.126, R2=0.97) and telomere (efficiency=0.99, R2=0.99). 
Conclusion: The DNA molecule extracted from frozen blood samples by buffer number 1 showed 
the least q-PCR inhibition for telomere study. 
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 مقدمه 

با   که  هستند  نوکلئوتیدی  توالی  از    محافظتتلومرها، 

کروموزوم نقش  انتهای  و همجوشی،  تخریب  برابر  در  ها 

کنند. طول تلومرها با حیاتی در حفظ ثبات ژنومی ایفا می

، رونیا  ازشود.  کوتاه میهای محیطی  افزایش سن و تنش

از   مطالعه بسیاری  درمان  و  پیری  درک  برای  تلومر  طول 

)بیماری است  مهم  از  ۱ها  وسیعی  طیف  مطالعه   .)

استخراج  تکنیک برای    عنوانبه ،  DNAهای  قدم  اولین 

داده نشان  تلومر،  استخراج  مطالعات  روش  که   DNAاند 

خلوص  می و  تلومر  نسبی  طول  بر  ذار تاثیرگ  DNAتواند 

 (.  ۲د )باش

ذخیرهنمونه  خون  طولانی    های  مدت  به   شده 

(LTS: Long Term Stored  وجود دلیل  به  طرفی  از   ،)

( و از طرف  g-DNAژنومی ) DNAغنی از  ،های سفیدگلبول

گیری  بر نمونه بر و هزینه دیگر به دلیل حذف دو مرحله زمان 

از نظر زمانی    صرفهبهمقرونها از منابع  بندی نمونه و طبقه

استخراج   برای  اقتصادی  مطالعاتDNA  (3و  جهت   ) 

(  ۴باشند )اپیدمیولوژیک ژنتیکی و مطالعات طول تلومر می

جد مطالعات  تعریف  امکان  فراهم  یو  را  کمتر  هزینه  با  د 

های تجاری موجود ها و کیتسازند. با این حال پروتکلمی

بر بودن، اختصاصیت  بر هزینهعلاوه  g-DNAبرای استخراج  

(؛ بنابراین 3را ندارند )  LTSکافی جهت استخراج از خون  

محدودیت  این  به  بهینه باتوجه  روشها،  های  سازی 

 استخراج دستی همچنان از اهمیت بالایی برخوردار است.  

ه طی مراحل تیمارهای شیمیایی و فیزیکی به کار برده شد

ثیر قرار  أرا تحت ت  DNAکمیت و کیفیت  ، مختلف استخراج 

توان به ترکیبات موجود می  این موارد   (. از جمله ۵دهند ) می 

نمک  انواع  مانند  لیز  بافرهای  شوینده در  یون ها،  و  ها،  ها 

( که بر  ۶، زمان و دمای انکوباسیون اشاره کرد ) pHهمچنین  

گذارند. استخراج اثر می   ند ی فرا روی غشا و اجزای سلولی طی  

چه بهتر    که این ترکیبات جهت استخراج هر   حال   ن ی ع   در 

DNA    ماندنی باق توجه داشت که    د ی هستند اما باضروری 

همراه آن  صحیح    DNAها  انجام  در  اختلال  سبب 

انواع  ندها ی فرا  همچون  آن می   PCRیی  از  که  ها شوند 

می بازدارنده   عنوانبه  یاد  بازدارنده ها  کاهش شود.  با  ها 

و با اثر بر فعالیت   Mg+2اختصاصیت پرایمرها، کلاته کردن 

DNA    پلیمراز تکثیرDNA    درPCR   دهند ثیر قرار می أ را تحت ت

( که در این مطالعه از  q-PCR)   ای کمی (. واکنش زنجیره 9-۷) 

به  است  شده  استفاده  حساس آن  و  سریع  روشی  عنوان 

کند. را فراهم می   DNAامکان تشخیص و تولید مقدار زیادی  

توانند بر مانده طی مراحل استخراج می های باقی مهارکننده 

با ایجاد اختلال در   q-PCRگیری نسبی طول تلومر در اندازه 

)   DNA  افته ی  ر ی تکث های  توالی  بگذارند  اثر  این ۱۰هدف   .)

مسئله منجر به عدم دقت در تعیین کمیت تکرارهای تلومر 

بازده واکنش   شود. با محاسبه ی می تک کپ نسبت به یک ژن  

 ( بازدارنده 2Rو ضریب تعیین  این  اثرگذاری  بر  (، میزان  ها 

لیز مناسب بررسی می   q-PCRعملکرد   شود. همچنین بافر 

ان تمام هموگلوبین موجود در نمونه باید بتواند تا حد امک 

های سفید حذف کند  گلبول   DNA  رساندن به   را بدون آسیب 

بدون شکستگی برای مطالعه طول   DNAترین مقدار  بیش تا 

تلومر استخراج شود. از این رو در این پژوهش ارتباط بین 

  استخراج شده   DNAمیزان حذف شدن هموگلوبین و مقدار  

 بررسی گردیده است.  نیز 

ترین عوامل اند که یکی از مهممطالعات مختلف نشان داده

با   تلومر  طول  سنجش  در  از   ژهیوبه   q-PCRاثرگذار 

  ۱۱، ۲)باشد می DNAهای خون، نوع روش استخراج نمونه 

 ندیفرا سازی طی این  های مختلف خالصزیرا روش   ؛(۱۲و  

(.  ۴شود )می  DNAباعث ایجاد تفاوت در کیفیت و اندازه  

از جمله عوامل دیگر توالی پرایمر تلومر، نوع ژن تک کپی،  

با    (.۱3باشد )می   q-PCRنوع مستر میکس و شرایط برنامه
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های موجود جهت  این عوامل روش  شدن  مشخص وجود  

کیت  تلومر  مطالعه حتی  نیزو  استخراج  دارای    های 

نتایج متضادی در  محدودیت ها و معایبی هستند و گاه 

دهند که ممکن است  گیری شده ارائه میطول تلومر اندازه

( باشند  نداشته  یکدیگر  با  چندانی  بررسی  ۴همخوانی   .)

ت بازدارنده کاهش  جهت  در  تلاش  و  آن أها  برای ثیر  ها 

و دقیق در مطالعات طول   اعتمادقابلنتایج    آوردندست به

مقدار زیادی    آوردندستبه و    q-PCRتلومر با استفاده از  

DNA  است مهم  بسیار  بنابراخالص  پژوهشگران   نی؛ 

همچنان در حال تلاش برای بهینه ساختن مراحل قبل و  

استخرا  تلومر    DNAج  بعد  در    .هستندبرای مطالعه طول 

اینکه بر  علاوه  مطالعه،  لیز    این  متفاوت  بافر  شش  اثر 

از نمونه   اختصاصا   -qدر    LTSهای  جهت استخراج تلومر 

PCR    شرایط بهینه    ،است شدهبررسیq-PCR   آمدهدستبه 

و    (Joglekar)  مطالعه جوگلکار از سایر تحقیقات از جمله

به کار    و همکاران  (Cawthon)  همکاران و مطالعه کاوتن

 نیتر دسترس  درترین، ساده ( تا۱۵ و ۱۴است ) گرفته شده

  امکان   حد  تاترین روش استخراج معرفی گردد و  و مطلوب 

عواملی که باعث ایجاد تفاوت در نتایج حاصل از تحقیقات  

 مختلف شده است به حداقل برسد. 

 

 هامواد و روش 

 های خون نمونه

با تجربی  تحقیق  یک  صورت  به  مطالعه    های نمونه  این 

توسط  که    آسم  به   مبتلا  مارانیب  به   مربوطمنجمد،  ی  خون

  ی دانشگاه علوم پزشک  هیر   یهایمار یسل و ب  قاتیمرکز تحق

-IR-NIMAD  -۱39۶.  ۰3۲  با کد اخلاق  ۱39۶در سال    زیتبر 

REC   امضا شده  آگاهانه  تیفرم رضا   و  بود  شده  یآور جمع 

گردید. انجام  داشتند،  متعاقب  ژنتیکی  مطالعات   برای 

 گرادیسانت  ةدرج  -۲۰  ی دما  در  سال  ۶  مدت  به  هانمونه 

 .ندبود شده ینگهدار 

 
 انواع بافرهاسازی آماده

  محصول   این پژوهشاستفاده در  یی مورد  ای میتمام مواد ش

در    مورد  یبافرها  .بودندآلمان    Merck  شرکت استفاده 

برا  کار    یهاروش   یمطالعات مختلف  به  استخراج  متنوع 

بسرفته  در  که  اصل  یار یاند  هدف  موارد،    ن یا   یاز 

بررساستخراج د  یها  اهداف  و  نبوده  دنبال   یگر یتلومر 

ا   ن،یبنابرا   ؛اندشده به  نیدر  اختصاصمطالعه    ر یتأث   یطور 

های  از نمونه  q-PCRبافرها بر استخراج تلومر و روش  نیا 

LTS  ۱بافر    قرار گرفته است.  یمورد بررس  (Cl4NH    با غلظت

و  میلی 3KHCO  ۱۰مولار،  میلی۱۵۵   EDTA  ۵مولار 

،  رمولای لیم ۱۰غلظت   با Tris-HCl) ۲بافر (، ۱۶مولار( )میلی

KCl  ۱۰  و  رمولای لیم  MgCl2  ۴  میلی( بافر  ۱۷مولار(   ،)3  

(NH4Cl  ۱۵۵و   مولارمیلیTris-HCl  ۱۰  میلی( (،  ۱۸مولار( 

(،  ۱۷مولار( )میلی  NaCl  ۱۰مولار و  میلی  Tris-HCl  ۱۰)  ۴بافر  

(  ۱۷مولار( )میلی  NaCl  ۵۰  ومولار  میلی  Tris-HCl  ۱۰)  ۵بافر  

بافر   )میلی   3CO2Na  ۱/۰)  ۶و  بافر  ۱9مولار(  تهیه شدند.   )

CTAB  (NaCl  ۴/۱   مولار،میلیTris-HCl   ۱۰۰  مولار،  میلی 

EDTA۲۰   و  میلی به   CTABمولار  درصد(  بافر  دو  عنوان 

 ۶/۷تمامی بافرها در    pH( به کار برده شد.  ۲۰استخراج )

 تنظیم گردید.

ی شرایط ساز کسانبافرهای لیز و ی  ماندهجهت حذف باقی

بررسی جذب هموگلوبین در طول  نمونه   برای همه در  ها 

 با مولار میلی  Tris-HCl ۲۰نانومتر، از بافر   ۵۷۰و  ۵۴۰موج 

۶/۷ pH=(۲۱ به )وشو استفاده شد. عنوان بافر شست 
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  DNAروند استخراج 

 بافر مختلف  ۶های قرمز با لیز گلبول

دقیقه در دمای اتاق قرار داده   ۱۵های خون به مدت  نمونه 

شدند تا ذوب شوند. سپس یک مخلوط یکنواخت با حجم  

به میلی  ۷ هر  لیتر  به  گردید.  تهیه  خون  منبع   3۰۰عنوان 

 ه شد.لیتر بافر لیز اضافمیلی   ۱میکرولیتر از این منبع خون،  

تکرار  سه  در  و  جداگانه  صورت  به  بافر  هر  برای  کار  این 

مخلوط این  نهایت  شد.در  انجام  مدت  تکنیکی  به   ۵ها 

( سانتریفیوژ  در   Centrifuge Universal 320Rدقیقه 

Hettich, Germany  با دور )g۶۰۰۰ .بعد از    قرار داده شدند

رسوب سانتریفیوژ محتوای رویی به آرامی دور ریخته شد و  

در  باقی شد.میلی   ۱مانده  حل  بافر  فرآیند   لیتر  این 

در    3شو  وشست حاصل  رسوب  و  شد  تکرار    ۵۰۰بار 

مولار، حل شد و میزان  میلی  Tris-HCl  ۲۰میکرولیتر بافر  

گلبول موج  حذف  طول  در  قرمز  نانومتر    ۵۷۰و  ۵۴۰های 

 NanoDropTMOne /OneC Microدستگاه  توسط

volume UV-Vis Spectrophotometer  (USA ،

TermoFisher Scientificها . تمامی نمونه ( بررسی گردید

مدت   دور    ۵به  با  سانتریفیوژ  در  داده    g۶۰۰۰دقیقه  قرار 

رویی با احتیاط دور ریخته شدند. پس از این مرحله مایع

ایجاد شده آسیبی وارد شود.   اینکه به رسوب  شد، بدون 

رس در  سپس  حاصل  بافر    ۵۰۰وب  حل    CTABمیکرولیتر 

گردید. این عمل با استفاده از پیپت کردن انجام شد. در 

نمونه دمای  نهایت  در  یک ساعت  مدت  به  درجه    ۶۵ها 

بلاک  سانتی هیتر  در   South Korea  ،Dihan)گراد 

Scientific )  ها در  قرار داده شدند. پس از این زمان، نمونه

  (.۲۲-۲۵)دمای اتاق خنک شدند. 

 
 تیمارکردن با کلروفرم

ها  میکرولیتر کلروفرم به هر نمونه اضافه و میکروتیوب  ۲۰۰

به خوبی تکان داده شدند تا مخلوط شیری رنگ تشکیل 

سانتریفیوژ    g۱۶۸۰۰درجه، با دور    ۲۱دقیقه در دمای    ۱۰شود.  

سپس  ندشد مخلوط   ۴۰۰.  بدون  رویی  فاز  از  میکرولیتر 

های جدید  میانی، به آرامی به میکروتیوبشدن با فاز آلی  

و حجم مساوی ایزوپروپانول به آن اضافه   (3انتقال یافت )

نمونه این  مدت  شد.  به  دمای    ۵ها  در  درجه    ۴دقیقه 

در  سانتی رسوب    g۱۶۸۰۰گراد  تا    DNAسانتریفیوژ شدند 

بدست آید. ایزوپروپانول را به آرامی دور ریخته و به رسوب  

از   اضافه شد. بعد  %۷۰میکرولیتر اتانول    ۲۰۰بدست آمده  

دقیقه در دمای    ۵ها  دقیقه انکوباسیون در دمای اتاق، آن  ۱۰

، سانتریفیوژ گردیدند. g۱۶۸۰۰گراد و با دور  سانتی   ة درج  ۴

مانده در  در مرحله بعد اتانول را دور ریخته و رسوب باقی

 . (۲۶-۲۸میکرولیتر آب دیونیزه حل گردید ) ۲۰

 
 DNAتعیین کیفیت و کمیت 

هر نمونه، در دو    ۲3۰A/۲۶۰Aو    ۲۸۰A/۲۶۰Aهای جذبی  نسبت 

استفاده   با  دستگاهتکرار،  شدند.  اندازه نانودراپ  از  گیری 

  ۸/۱ها به ترتیب  خالص برای این نسبت  DNAمقدار جذب  

این محدودهمی   ۲-۲/۲و   از   نشانها  باشد. مقادیر خارج 

، پروتئین، نمک،  RNAهایی همچون وجود آلودگی دهنده

در طول    DNAغلظت  همچنین    باشد.و سایر ترکیبات می

خود دستگاه با استفاده از قانون    له یبوسنانومتر    ۲۶۰موج  

 (.۱۰لامبرت محاسبه شده است ) -بیر

 
 ژل الکتروفورز 

  ژنومی با استفاده از دستگاه ژل الکتروفورز   DNAیکپارچگی  

(Iran  ،Payapajoohesh 40-1214  ) بررسی شد. ژل آگارز

  TBEدر بافر  (  Iran Pro:2023.7  ،DNAbiotech)  درصد ۱

(  EDTAگرم    93/۰گرم بوریک اسید و    Tris  ،۵/۵گرم    ۸/۱۰)

، Iran)  (Safe Stainخطر )میکرولیتر رنگ بی  ۱تهیه شده و  

SinaClon)    .گردید اضافه  آن  از   ۵به   میکرولیتر 
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g-DNA    ساعت نیم  از  پس  و  ریخته  ژل  چاهک  داخل 

UV   (UK  ،Syngene )زیر نور    DNAبرقراری جریان، کیفیت  

مولکول   شد.  هم  DNAبررسی  توسط  شده    ة استخراج 

، یکپارچه و فاقد شکستگی بود. جهت  ۲بافرها به جز بافر  

قطعات   اندازه  ازبر    DNAتعیین  ژل  )  روی   (Ladderلدر 

Iran 1 250-10000  ،500 ul-SL7052  ،bp  ،SinnaClon 

Ladder  .استفاده گردید 

 
 ( q-PCR) ای کمّیواکنش زنجیره

ارزیابی   q-PCRتکنیک   برای  معتبر  و  پرکاربرد  روش  یک 

تواند حتی  طول تلومر است که به دلیل حساسیت بالا می

ژن   یک  با  مقایسه  در  را  تلومر  در طول  کوچک  تغییرات 

ارائه اثر    مرجع  کمّی  بررسی  امکان  تکنیک  این  دهد. 

کند.  ه بازده واکنش فراهم میمحاسبها را از طریق  بازدارنده

  ۱۰ دو تکرار برای هر بافر و حجم نهایی، در  q-PCRواکنش  

دستگاه  میکرولیتر   ( USA،Applied Biosystem)  توسط 

Step OneTM q-PCR   از سیگنال نتایج حاصل  و  انجام 

 افزارنرم ( با  SYBR Green)فلورسانس مبتنی بر سایبر گرین  

v.2.1 ™Step One  واکنش طی  گردید.  های بررسی 

از   جداگانه استفاده  وپرایمربا  تلومر  کپی    های  تک  ژن 

HBGبخش ایجاد  مسئول  که  پروتئین  ،  بتای  های 

اندازه تلومر  نسبی  طول  است،  از  هموگلوبین  شد.  گیری 

-q  سازی در نتایج عنوان فاکتور نرمالکپی به   های تک ژن

PCR   ژن استفاده می در  شود. چنین  تلومر  برخلاف  هایی 

تک سلول  ةهم به صورت  داشت  ها  وجود  و  کپی  دارای  ه 

مشخصی   بههستندطول  بنابراین  نظر  ؛  در  مرجع  عنوان 

   شوند.گرفته می 

دت زمان و دمای مربوط به هر یک از مراحل اصلی در  م

واسرشت   q-PCRواکنش   مرحله  و شامل  اتصال  سازی، 

ارائه شده است. همچنین، زمان و    ۱طویل شدن در جدول  

( و  Hold stageدمای مورد نیاز برای انجام مرحله توقف )

( نیز در این  Melt curveمرحله مربوط به منحنی مذاب )

می مشاهده  مذاب  جدول  منحنی  تحلیل  و  تجزیه  شود. 

چرخه  اتمام  از  میپس  انجام  تکثیر  نشان های  و  شود 

دهد که سیگنال فلورسانس مشاهده شده حاصل یک می

 محصول منفرد اختصاصی است یا خیر. 

 q-PCR یشده برا فیعر ت ییو دما  یبرنامه زمان .1جدول 

 زمان )ثانیه(   مرحله 
دما )درجه  

 گراد( سانتی 

HBG 
 9۵ 3۰ سازی واسرشت
 ۶۰ 3۰ اتصال 

 ۷۲ 3۰ طویل شدن 

 تلومر 
 9۵ ۱۵ ی ساز واسرشت 
 ۶۵ ۱۵ اتصال 

 ۷۲ ۱۵ طویل شدن 
 9۵ دقیقه(  ۱۰)  ۶۰۰ مرحله توقف  

 9۵ ۱۵ منحنی مذاب 
 

  ۰۱۵/۰و    DNA  ۱۵  ،۵/۱  ،۱۵/۰های  غلظتبرای هر پرایمر،  

میلی بر  حجم  نانوگرم  شد.  تهیه  مورد    DNAلیتر  الگوی 

غلظت پرایمرهای    میکرولیتر بود.  3استفاده در هر واکنش  

ترتیب ، به HBGی  تک کپبرای ژن    (Rرو )پس و  (Fرو )پیش

میکرومولار بود که از هر    ۱میکرومولار و برای تلومر    ۷و    3

میکرولیتر در هر واکنش مورد استفاده قرار    ۱کدام به حجم  

(  Iran  ،Zist Fanavari Pishgam)گرفت. توالی پرایمرها  

 (. ۱۴) آورده شده است ادامهدر 
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  2X Q-PCR Master(  Taiwan  ،SMOBIO)  کسیممستر  

(No ROX  ،SYBER  )Mix  ExcelTaqTM    حجم   ۵به 

 . است شدهبرده  به کارمیکرولیتر در هر واکنش 

 
 آماری   تجزیه و تحلیل

پژوهش   این  با  ها لیوتحلهیتجز در  آماری   افزارنرم ی 

GraphPad Prism    مقایسه انجام شده است.  9ویرایش 

بافرها با یکدیگر،   های جذبیو نسبت   DNAهای کمی  داده

از   استفاده  انجام    Tukeyو تست    One-way ANOVAبا 

شده است. ارتباط بین میزان حذف هموگلوبین با مقدار 

DNA    همبستگی از طریق  بافر  هر  توسط  استخراج شده 

(Correlation( خطی  رگرسیون  و   )Simple Linear 

Regression تکرا بررسی  برای  شد.  بررسی  بودن (  رپذیر 

  CV ( محاسبه گردید.CV%نتایج، درصد ضریب واریانس )

از   و  درصد    ۱۰کمتر  است  مناسب   ۱۰-۲۰بین    CVبسیار 

از    قبول   قابله  محدود درصد   قابل   ریغدرصد    3۰و بیش 

 (. ۲9باشد )می قبول

  DNAبین غلظت    منحنی استاندارد، نمایش گرافیکی رابطه

از واکنش    آمدهدست به(  Ctآستانه )  الگو و مقادیر چرخه

تهیه،    DNAهای مختلف  باشد. سری مشخص از غلظت می

خطی بین    و سپس منحنی استاندارد با یک رابطه   تکثیر

تعیین شیب    پس ازو غلظت الگو ایجاد شد.    Ctمقادیر  

محاسبه    ۱۰+۱ =E(-slope/1)  ( واکنش با فرمولEنمودار، بازده )

طور کلی بازده قابل  درصد است اما به  ۱۰۰آل  بازده ایدهشد.  

از دیگر  شود.  درصد در نظر گرفته می  ۱۱۰تا    9۰قبول بین  

)شاخص تعیین  بررسی، ضریب  مورد  می 2Rهای  باشد.  ( 

های تجربی  میزان تناسب داده  دهنده  نشاناین ضریب  

  ی خطها(.  داده  بودن  ی خط با خط رگرسیون است )میزان  

مورد   ،بودن تکرارهای  بین  در  تغییرپذیری  برای  معیاری 

از یکسان بودن بازده تکثیر برای   سنجش است و حاکی 

 است.  DNAمقادیر مختلف 

بر   DNAهمراه    مانده  های باقی میزان بازدارندگی آلودگی

ی  بررس  قابلبازده واکنش    از طریق محاسبه   q-PCRیرو

 باشد. می

 

 هایافته 

خلوص   و  مقدار  بررسی  در  نمونه  هر  تکرارهای  میانگین 

DNA    از استفاده  با  بافر  هر شش  توسط  شده  استخراج 

( در جدول  SD)  و انحراف معیار  CV%نانودراپ با احتساب  

،  نانوگرم بر میکرولیتر   ۲۰۵  /۴۵)  ۶. به جز بافر  است آمده  ۲

۷۱/3۵%CV: طور معناداری  (، که به(۰۵/۰p<  )  مقدارDNA 

باشد، مقدار استخراج استخراج شده با آن کمتر از بقیه می

معنی  تفاوت  هم  با  بافرها  سایر  در  نداشتند شده  دار 

(۰۵/۰p>)بیش بافر  .  به  مربوط  مقدار    93/3۲۴)  ۵ترین 

میکرولیتر  بر  می:CV%۱۱/ ۵3،  نانوگرم  )جدول(  (.  ۲  باشد 

نظر خلوص   از  بافرها  ی  DNAهمه   بوده  کسانبا یکدیگر 

(۰۵/۰p>)    های  را برای نسبت  ۲-۲/ ۲و    ۸/۱و مقادیر مطلوب

۲۸۰A /۲۶۰A   ۲3۰وA/۲۶۰A  (.۲نشان دادند )جدول 

شکل   گلبول  ۱طبق  لیز  افزایش  حذف  با  و  قرمز  های 

بیشینه دو  در  )  هموگلوبین،  شاخص    ۵۷۰و    ۵۴۰جذب 

( آن  مقدار  3۰نانومتر(   )DNA  می مطابق  کاهش  یابد. 

همبستگی هموگلوبین  حذف  میزان  و    =۴۱/۰r)  شکل، 

   مرینام پرا                                           یدی نوکلئوت یتوال 
5`CGGTTTGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTT 3` Telomere (F) 
5`GGCTTGCCTTACCCTTACCCTTACCCTTACCCTTACCCT 3` Telomere (R) 
5`GCTTCTGACACAACTGTTCACTAGC 3` HBG (F) 
5` CACCAACTTCATCCACGTTCACC 3` HBG (R) 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 is

m
j.b

pu
m

s.
ac

.ir
 o

n 
20

24
-1

1-
22

 ]
 

                             7 / 16

http://ismj.bpums.ac.ir/article-1-1984-en.html


   ۱۴۰3/ فروردین و اردیبهشت ۱طب جنوب                                                               سال بیست و هفتم/ شماره  /۴۴

Iran South Med J 2024; 27(1): 37-52 [Open Access Policy]                                                     www.ismj.bpums.ac.ir 

۴۵/۰r=  معناداری  )(۰۱۴/۰ =p  ،۰۰۶۱/۰ =p  )  مقدار  DNAبا 

خون این  در  دارد.  شده  غشای  استخراج  بر  علاوه  ها 

های سفید نیز در اثر انجماد گلبولهای قرمز، غشای  گلبول

آن  سلولی  محتوی  و  دیده  سایر  آسیب  با  تماس  در  ها 

اجزای خون از جمله هموگلوبین قرار گرفته است. در نتیجه  

شود.  حذف می  DNAهنگام استفاده از بافر لیز بخشی از  

آنالیزهای آماری برخلاف سایر بافرها، بافر   طور به   ۶طبق 

مقدار  معنی کمترین  بیش  DNAداری  و  بود  دارا  ترین  را 

های قرمز را نسبت به بقیه از خود نشان  میزان لیز گلبول

 (.>۰۵/۰p)داد 

 
 مختلف زکنندهیل  یبا بافرها CTABاستخراج شده به روش   DNA ت یکم  سهیمقا .۲جدول 

افر
ب

 

ین
نگ

میا
 n

g/
m

l
 

ف  
حرا

ان
ار  

عی
م

(
ST

DE
V

ب  ( 
ضری

د 
ص

در
ت )

ییرا
تغ

%C
V

 ) 

ن  
گی

یان
م 2۸
۰

/
2۶

۰
A یار
مع

ف 
حرا

ان
  

(
ST

DE
V

ب  ( 
ضری

د 
ص

در
ت )

ییرا
تغ

%C
V

 ) 

ن  
گی

یان
م 2۳
۰

/
2۶

۰
A یار
مع

ف 
حرا

ان
  

(
ST

DE
V

ب  ( 
ضری

د 
ص

در
ت )

ییرا
تغ

%C
V

 ) 

۱ ۸3/۲۵۱ ۰9/۱۵ 99/۵ ۸۶/۱ ۰۲/۰ ۰9/۱ ۲۰/۲ ۲۴/۰ 9۲/۱۰ 
۲ 9۶/۲3۶ 9۲/۴۲ ۱۱/۱۸ ۸۷/۱ ۰۱/۰ ۵9/۰ 33/۲ ۰۷/۰ 99/۲ 
3 ۵۰/3۰۸ ۴۷/۴۵ ۷۴/۱۴ ۸۸/۱ ۰۱/۰ ۴۸/۰ 33/۲ ۰۵/۰ ۱۲/۲ 
۴ ۱۷  /3۱۵ ۲۴/۴۵ 3۵/۱۴ ۸۷/۱ ۰۱/۰ ۵۰/۰ ۲۲/۲ ۰۶/۰ ۴۶/۲ 
۵ 93/3۲۴ ۶۶/3۷ ۵9/۱۱ ۸۸/۱ ۰۱/۰ ۵9/۰ 3۶/۲ ۰۶/۰ ۵۴/۲ 
۶ ۴۵/۲۰۵ 3۷/۷3 ۷۱/3۵ ۸۷/۱ ۰۰/۰ ۲۰/۰ 3۶/۲ ۰۴/۰ ۵۸/۱ 

 

 
 استخراج شده  DNA زانینانومتر با م  ۵۴۰نانومتر و ب( ۵۷۰بر اساس جذب در الف(  ماندهی باق   نیمقدار هموگلوب  نیب  یهمبستگ  یبررس  .1شکل 

Fig 1. Evaluation of the correlation between remained hemoglobin and the amount of extracted DNA based on absorbance of 
A) 570 nm and B) 540 nm 

 

 ژل الکتروفورز 

  DNAشود کیفیت  مشاهده می  ۲شکل  طور که در  همان

، لدر استخراج شده توسط همه بافرها بالا است و مطابق 

است. آلودگی همراه   آمدهدست به   DNAقطعات بزرگی از  

DNA  نانودراپ  همان نتایج  که  دیده    نشانهمطور  داد، 

برخلاف    ۲استخراج شده در بافر    DNAشود. مولکول  نمی

سایر بافرها دچار شکستگی زیاد و در نتیجه اسمیر بر روی  

م حفظ  یژل  نظر  از  بافر  این  بنابراین    و   DNAباشد؛ 

 است.   نکرده  عملآن خوب  جلوگیری از تجزیه

 (B، ب) ( A)الف،  
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 ژل الکتروفورز   یمختلف رو زیاستخراج شده توسط شش بافر ل  g-DNA ریتصو . ۲شکل 

Fig 2. Image of extracted g-DNA on gel electrophoresis, using six different lysis buffers 

 
و    2R= 99/۰و    E= 99/۰  ۱بافر   تلومر  و    E= ۱۲۶/۰برای 

9۷/۰ =2R    برایHBG   می )شکل  نشان  بنابراین 3دهد  (؛ 

استخراج شده به   DNAکمترین میزان بازدارنده را همراه  

شکل   طبق  است.  گذاشته  مولکول    -3جای    DNAالف، 

برای ژن    2R= 99/۰و    E= 9۱/۰  دارای  ۵استخراج شده با بافر  

HBGتری از مطلوب   نتیجه  ۱  ، نسبت به بافر انتخاب شده

تلومر، عملکرد مناسبی نداشته   یاما برا   دهد؛یمخود نشان  

  PCR-qنتایج    ( لذا با مقایسه2R= 9۴/۰و    E= ۸۵/۰است )

هم  DNAبرای   بافر  هر شش  توسط  استخراج شده  های 

 DNAشود که  گیری می و هم برای تلومر، نتیجه   HBGبرای  

بافر   با  شده  به  بازدارنده  ۱استخراج  خود  با  کمتری  های 

  مطالعات بعدی از جمله محاسبه همراه دارد. این بافر برای  

ژن   همراه  به  تلومر  نسبی  کپطول  مناسب   HBGی  تک 

ها از جمله هموگلوبین بر بازده  مهارکننده  باشد. وجودمی

های قرمز  گذارند؛ در نتیجه بافری که گلبولواکنش اثر می

را بهتر حذف کند از اهمیت زیادی برخوردار است. اجزای 

ای باشد که ده باید به گونه بافر انتخاب ش  ةتشکیل دهند

ایجاد   PCRهای  کمترین تداخل و بازدارندگی را در چرخه 

( تلومر و   ۴(. شکل  3۱کند  پرایمرهای  تکثیر  اختصاصیت 

HBG  های استخراج شده با هر بافر را نشان را برای نمونه

دهد. طبق این شکل تکثیر همگی اختصاصی بوده و  می

 شود. دایمر دیده نمی -پرایمر
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HBG        تلومر 

 
 

رسم شده است. با استفاده از   q-PCR  جی نتا یبرا  یخط  ونیاستخراج شده با هر بافر با استفاده از رگرس   DNAاستاندارد مربوط به  ی منحن  .۳شکل 
 استاندارد مربوط به تلومر.  یهای ب( منحن   HBGاستاندارد مربوط به ژن  یهای بازده واکنش محاسبه شده است. الف( منحن  خط،بیش

 
Fig 3. The Standard curves related to extracted DNA with each buffer are plotted using simple linear regression for the q-PCR 
results. The efficiency of each reaction is calculated using slope of the line A) Standard curves related to the HBG gene B) 
Standard curves related to telomeres . 

 

 ( A)الف،  
 

 (B، ب)
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ذوب    ی. )الف( منحنباشدی م  q-PCRاستخراج شده توسط هر بافر در واکنش    DNA  ریتکث  تیدهنده اختصاص. نشان q-PCR  ریذوب تکث  یمنحن  .۴شکل  

 تلومر ریذوب تکث ی )ب( منحن HBGژن  ریتکث
Fig. 4. Melting curve of q-PCR. This demonstrates specificity of extracted DNA from each buffer in a single q-PCR reaction.    
A) Melt curve of HBG. B) Melt curve of Telomere . 

 

 بحث 

شش نوع بافر   انیکه از م های این مطالعه نشان دادداده

شماره  ز یل بافر  ترک  ۱،  غلظت    NH4Cl  بیبا    ۱۵۵به 

  مولار، ی لیم  EDTAو    مولار ی لیم   3KHCO  ۱۰  مولار،یلیم

استخراج    نیبهتر  در  را  نمونه   DNAعملکرد  خون    یهااز 

ا  دارد.  توجه  بیترک  نیمنجمد  قابل  طور  و    تی فیک  یبه 

  نه یدر زم  ندهیمطالعات آ  یاستخراج شده را برا   DNA  تیکم

از    یبررس   بخشد ی بهبود م  q-PCRطول تلومر با استفاده 

قبول  را یز  قابل  حد  تکرارپذبه   یتا  حذف    ریطور  به  موفق 

 شد. نیاز جمله هموگلوب PCR هایبازدارنده

خون  نمونه  تغییرات LTSهای  ردیابی  و  مطالعه  امکان   ،

کنند. این  تسهیل می   بودن  دسترس   درژنتیکی را به دلیل  

 ( A)الف،  
 

 (B، ب)
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کنند که محققان به بررسی فاکتورهای  ها کمک مینمونه

های مختلف نشانگرهای مرتبط با بیماری  ژنتیکی و زیست

-ها و درماناز جمله طول تلومر، با هدف توسعه آزمایش

(. انتخاب یک روش استخراج  3۲های تشخیصی بپردازند )

DNA    د اعتما  قابلیک نتیجه    آوردندستبه مناسب برای  

ی  دست  نییپاهای  ضروری است و باید با توجه به هدف

روش  PCRهمانند   همه  شود.  استخراجانجام   های 

 ها، دناتورهثر سلول ؤی مراحل مشترک از جمله لیز مسر کی

های سلولی و  ی پروتئینی، حذف آلودگیهاکمپلکس کردن  

نهایت   از   DNAبه    کردن  دا یپ   دستدر  دارند.  خالص 

های توان به روشمی DNAهای استخراج ترین روشرایج

ها مکانیکی، شیمیایی و آنزیمی و یا ترکیبی از این روش

کیت از  بسیاری  کرد.  جهت  اشاره  موجود  تجاری  های 

شیمیایی روش  به  تمامی   استخراج  و  هستند  گران 

ها دست پیدا کنند  ی به آنراحتبهتوانند ها نمیآزمایشگاه

در مطالعه طول  خصوصبه  PCRو از طرف دیگر در نتایج 

(. همچنین  ۴دهند )تلومر تضاد زیادی با یکدیگر نشان می

های مختلف  با روش  DNAاز آن جایی که نتیجه استخراج  

با یکدیگر متفاوت هستند ) در  ۱۲  و   ۱۱متعارف  بنابراین  (؛ 

اده از بافرهایی  استف  علاوه براین مطالعه سعی شده است  

تر در راستای معرفی  با ترکیب شیمیایی ساده و در دسترس

اثر   بررسی  به  تلومر  استخراج  برای  بهینه  لیزکننده  بافر 

  DNAترکیبات موجود در شش بافر مختلف بر روی کیفیت  

در   شده  بپردازد  q-PCRاستخراج  استخراج  .نیز   هنگام 

DNA که اطمینان گیری طول تلومر، مهم است  برای اندازه

استخراج شده با کیفیت بالا و عاری   DNA حاصل شود که 

تأثیر    PCRبازده تکثیر  توانند بر  هایی است که میاز آلاینده

بگذارند. برخی از بافرها ممکن است حاوی موادی باشند 

در   DNA کنند یا در تعیین کمیتمهار می  را    PCRتکثیر  که

 (.33)  نندکاختلال ایجاد می q-PCR طول

شار  فمنجر به    NH4Clباشند.  می  Cl4NHحاوی    3و    ۱بافر  

شود. به  ها میهای قرمز و ترکیدن آن اسمزی روی گلبول

کانال آنیونی دلیل عدم وجود  در غشای   3Cl‐/HCO-  های 

گلبوللوکوسیت خلاف  بر  سلولها  این  قرمز،  از های  ها 

می  امان  در  اسمزی  فشار  اثر  در  حضور  ترکیدن   مانند. 

3KHCOهای قرمز را افزایش داده و میسرعت تورم گلبول-

(. به دلیل حضور  ۱۶عنوان یک جزء بافر عمل کند )واند بهت 

عمل    9تا    ۷های  pH، این بافر بین  3تریس در ترکیب بافر  

تنظیم شود، حاوی مخلوطی از    HClکند و زمانی که بامی

شود. هنگامی که  باز ضعیف و اسید ضعیف مزدوج آن می 

می آسیب  سلولی  دیواره  و  محتوی غشاها  و  بینند 

می آزاد  می  pHشود،  سیتوپلاسمی  پایداری تغییر  و  کند 

-Trisشود. بافر  مختل می  DNAهای زیستی مانند  مولکول

HCl    در چنین شرایطیpH   (.  3۴کند )محلول را حفظ می

 هستند.  Tris-HClحاوی   ۵و ۴، 3، ۲بافرهای 

  را   ها از سلول   DNAها توانایی استخراج  ها و نمک شوینده 

ترتیب به   ۲در بافر    2MgClو    KClدهند. نمک  افزایش می 

یک محیط هیپوتونیک در راستای افزایش لیز    باعث ایجاد 

  (. هر 3۵شود ) بیشتر از خون می   DNAسلولی و جداسازی  

است اما بر استخراج شده با این بافر زیاد  DNAچند مقدار  

آن خرد شده   DNAدهد و  روی ژل از خود اسمیر نشان می 

-q(. این بافر در نتایج  ۲و شکل    ۲شود )جدول  محسوب می 

PCR    طبق ژن    3شکل  هم  اساس    HBGبرای    2Rبر 

رود  دهد که احتمال می ی خوبی از خود نشان نمی ر ی تکرارپذ 

مولار( در ترکیب این  میلی   ۴)   2MgClبه علت غلظت بالای  

 DNAباشد. مقدار  می   3CO2Naحاوی    ۶(. بافر  3۶بافر باشد ) 

،  نانوگرم بر میکرولیتر   ۲۰۵/ ۴۵استخراج شده و تکرارپذیری ) 

۷۱ /3۵%CV: طور چشمگیری نسبت به سایر ( در این بافر به

تواند به دلیل  . علت این امر می (p< ۰/ ۰۵) بافرها کمتر است  
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2-و    3CO2Na   (-3HCOهای تشکیل شده توسط  آنیون 
3CO )

مارپیچ   ناپایداری  باعث  که  شوند. می   DNAدوگانه  باشد 

یک به   CTABمولکول   دارای  کاتیونی،  شوینده  یک  عنوان 

است و به    دوست آب و یک سر    ز ی گر آب هیدروکربنی    زنجیره 

  CTAB دهد. مولکول  همین دلیل در آب تشکیل میسل می 

 رفتن  ن ی ب   از ساکاریدها و لیپیدها را جذب کرده و باعث  پلی 

محتوی داخلی    شدن   آزاد ها و  غشا، واسرشته شدن پروتئین 

به دلیل   CTAB شود. با این حال می   DNAها از جمله سلول 

کمپلکس تشکیل داده و   DNAتواند با  داشتن بار مثبت، می 

در محلول بافر   NaClآن را رسوب دهد. با افزایش غلظت  

کمپلکس   تشکیل  و   CTAB-DNAاستخراج،  شده  مختل 

DNA   می   صورت به باقی  و  محلول  با   CTABماند 

دهد. غلظت و لیپیدها کمپلکس تشکیل می   دها ی ساکار ی پل 

استخراج   بافر  در  تریس  حفظ    CTABبالای  و   pHباعث 

 EDTA  بعلاوه شود.  می   DNAجلوگیری از آسیب رسیدن به  

به کاتیون  استخراج  بافر  در    مانند ی  ت ی ظرف   دو های  موجود 

و از این طریق باعث از بین  شود کلسیم و منیزیم متصل می 

 (. 3۵  و   ۱۶)   شود ها می رفتن یکپارچگی غشای لوکوسیت 

از کلروفرم استفاده    DNAها از  برای جداسازی بهتر آلودگی

حاوی   آلی  فاز  یک  ایجاد  باعث  کلروفرم  است.  شده 

  DNAها و لیپیدهای غشایی و یک فاز آبی حاوی پروتئین

مشاهده شده به این صورت است که   (. نتیجه3شود )می

بافر   جز  ساختاری ۶به  ترکیبات  برخلاف  بافرها  سایر   ،

یفیت  نانومتر(، و ک  ۲۶۰متفاوت، از نظر کمیت )جذب در  

نسبت اساس  جذبی  بر  ژل    ۲3۰A/۲۶۰Aو    ۰A/۲۶۰Aهای  و 

آماری تفاوت  همدیگر  با   نداشتند  (p>۰۵/۰)  الکتروفورز 

این است که با توجه    توجهقابل   نکته   .(۲و شکل    ۲)جدول  

شکل   جدول    ۱به  تمامی به    ۲و  غشاهای  آسیب  دلیل 

نگهداری  سلول اثر  در  خونی  دمای    مدتیطولانهای  در 

سانتی   ۲۰منفی   حذف  گراد  درجه  در  لیز  بافر  هرچه 

استخراج    DNAهموگلوبین ضعیف عمل کرده است مقدار  

بیش آن  با  استشده  بوده  سلولی   زیرا    ؛تر  محتوی 

در خارج از سلول در تماس با   DNAها از جمله  لکوسیت 

به   توجه  با  است.  هموگلوبین  ازجمله  خون  اجزای  سایر 

عنوان ترکیب بافرها، عملکرد موفق در حذف هموگلوبین به

بازدارنده از  رفتن  q-PCRهای  یکی  دست  از  به  منجر   ،

از   نمونه  نظر  مورد  DNAبخشی  این  از  استخراج  های  در 

  (.p<۰۵/۰)شود خونی می 

اثر   PCRها از جمله مواردی هستند که در عملکرد  هبازدارند

از   DNA، مهار تکثیر  DNAها باعث تخریب  گذارند. آنمی

 DNAبا مولکول    کنشبرهمپلیمراز و    DNAطریق اتصال به  

)می بازدارنده3۶شوند  ت (.  تحت  با  دادن  أها  قرار  ثیر 

مطالعات تلومر بر اساس یک    ، q-PCRسیگنال فلورسنت در  

کنند. کپی را برای رسیدن به هدف دچار خطا می   ژن تک

بازدارنده می از  باقی  استخراج  فرآیند  طی  که  مانند، ها 

ها، اتانول و ایزوپروپانول  ، شویندهKCl  ،NaClتوان به  می

(  2R= 99/۰و  E= 9۱/۰) ۵، بافر  3اشاره کرد. با توجه به شکل

یزان بازدارندگی و در نتیجه قابل  کمترین م  HBGبرای ژن  

های  را طی فرآیند استخراج از نمونه 2Rترین بازده و  قبول

LTS  شکل  است  داشته طبق  واکنش  - 3.  در   q-PCRب 

نمی قبول  قابل  بافر  این  عملکرد  )تلومر،  و    E= ۸۵/۰باشد 

9۴/۰ =2R  بافر ترین مطلوب   2R= 99/۰و    E= 99/۰با    ۱(. 

استخراج   در  را  نمونه  DNAعملکرد  جهت  LTSهای  از   ،

ژن   برای  بافر  این  است.  داده  تلومر نشان    HBGمطالعه 

دهد. با  را نشان می  2R= 9۷/۰و    E= ۱۲۶/۰الف(،  -3)شکل  

در   بافر  هر شش  عملکرد  ژن  q-PCRمقایسه  برای  هم   ،

HBG  نسبت    ۱کنیم که بافر  و هم برای تلومر، مشاهده می

غلظت به   در  دیگر  مختلف  بافرهای  استخراج   DNAهای 

بر تکرارپذیری کمّی علاوه  PCRشده و تکثیر یافته توسط  

 دهد. ( بازده بهتری نیز از خود نشان می2R)بر اساس 
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اهداف   DNA  تهیه جمله  از  آلودگی  از  عاری  و  خالص 

پژوهش از  میبسیاری  هر ها  و  در    باشد  آلودگی  گونه 

در   مورد  این  به  توجه  بود.  خواهد  اثرگذار  نتایج  ارزیابی 

تلومر   طول  به  مربوط  زیرا می  دوچندانمطالعات  شود؛ 

در  ناخالصی موجود  به  می  DNAهای  منجر  تواند 

با  اندازه مطالعه  این  در  شود.  تلومر  نادرست طول  گیری 

بهینه شد  سعی  مختلف،  لیز  بافرهای  اثر  ترین بررسی 

استخراج   نمونه   DNAترکیب جهت  منجمد  از  خون  های 

اندازه بعدی  مطالعات  در  تا  شود  نسبی ارائه  طول  گیری 

ژن   همراه  به  کپتلومر  اطمینان  HBGی  تک  ترین  قابل 

جمله   از  دهد.  ارائه  را  خطا  کمترین  با  نتیجه 

کیت محدودیت به  دسترسی  عدم  مطالعه  این  های  های 

  کاربهبودن تعداد بافرهای    تجاری استخراج تلومر و محدود

 بوده است.  آمده دستبه جهت مقایسه بهتر نتایج  رفته

 

 گیری نتیجه 

خون  از  به استفاده  مطالعات  انواع  در  منجمد  عنوان های 

و همچنین مطالعه    DNAاستخراج    صرفه  به  مقرونمنبع  

به تلومر  زیستطول  بیماریعنوان  از  بسیاری  ها، نشانگر 

دارند.   مولکولی  پزشکی  تحقیقات  در  وافری  اهمیت 

ل  نیا   یر یگجه ینت بافر  که  داد  نشان  فرمول    زی مطالعه  با 

Cl4NH ۱۵۵  3مولار، میلیKHCO ۱۰  مولار و میلیEDTA ۵  

)میلی پذیری  تکرار  نظر  از  هم  نظر   (CV%مولار  از  هم  و 

ترکیب q-PCRعملکرد   پنج  با  مقایسه  در  بهتری  نتایج   ،

و    ت یبه بهبود کمو توانسته است    هدیگر از خود نشان داد

بر  علاوه  .در حفظ طول تلومر کمک کند  ژهیوبه   DNA  تیفیک

استخراج  نیا   ن،یا  بافر    روش  بر  به    CTABمبتنی  منجر 

م است.  q-PCR  یهابازدارنده  زانیکاهش    ن یا   گردیده 

 ندیرا در فرا   زیبافر ل   نهیبه  بیاستفاده از ترک  تیها اهمافتهی

م  ندنکی م  دییتأ  DNAاستخراج    یراهکارها  دنتوانی و 

 د.نفراهم آور یمطالعات آت  یبرا  یموثر 

 

 سپاس و قدردانی 

 ارشد  یکارشناس  نامهانیاز پا  یعنوان بخشبه  گزارش  نیا 

شه  یدانشجو  پرست،سبحان  ساجده   ی مدن  دیدانشگاه 

 سل   قاتیتحق  مرکز  محترم  یاعضا  از  .شد  منتشر  جانی آذربا

قدردانی    زیتبر   یپزشک  علوم  دانشگاه  هیر   یهایمار یب  و

اين پروژه پژوهشي با حمايت مالي کامل مرکز   .گرددمی

بیماری و  سل  پزشکی تحقیقات  علوم  دانشگاه  ریه،  های 

شماره   مجوز  با  اخلاق:  با    ۷۲۰۲۴تبریز  .  ۱۴۰۲.  ۵۸۰کد 

IR.TBZMED.REC .اجرا شد 
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