
مقدمه 

ــه از صحنه هاي جرم مي تواند در  ــود لكه هاي خون در هر نقط وج
بازسازي صحنه جرم مفيد باشد (1). با بررسي ژنتيكي و تعيين پروفايل 
لكه هاي خون موجود در اين صحنه ها مي توان نسبت به شناسايي قاتل 
ــت كه در  ــدام نمود. اين در حالي اس ــده اق ــا ضاربي كه مجروح ش و ي

ــياري از  صحنه هاي جنايت معمولاً رد خون از روي زمين و ديوارها  بس
ــو شده و محيط تميز گرديده  ــه و آلت قتاله شستش و نيز بر روي البس

است.
در سال هاي اخير تلاش بسياري از محققين اين بوده تا بتوانند با 
ــتفاده از برخي تركيبات شيميايي نسبت به شناسايي خون شستشو  اس
ــز آزمايش هاي  ــاس ني ــل جرم اقدام نمايند لذا بر اين اس ــده در مح ش

استفاده از محلول لومينول براي شناسايي خون شستشو شده و انجام
DNA Typing  DNA Typing  DNA Typing

* - دكتر مرجان صباغيان** - دكتر مجتبي سعادتي*** سعيد زنديه
* كارشناس ارشد بيولوژي مولكولي، مركز تشخيص هويت تهران بزرگ آزمايشگاه جنايي

** دكتراي بيوشيمي، مركز تحقيقات بيوشيمي و فيزيك دانشگاه تهران
*** دكتراي ميكروب شناسي، استاديار دانشگاه امام حسين (ع) ، دانشكده علوم و فنون، پژوهشكده زيست شناسي

خلاصه 

ــد ، زيرا در آزمايش هاي سرولوژي و DNA مي توان  ــازي لكه هاي خون در صحنه هاي جرم بسيار مهم مي باش ــايي و جداس ــد ، زيرا در آزمايش هاي سرولوژي و DNA شناس ــازي لكه هاي خون در صحنه هاي جرم بسيار مهم مي باش ــايي و جداس DNA شناس زمينه و هدف:
ــده و آثار خون تميز مي گردد و تشخيص اين لكه ها با چشم  ــته ش ــياري از موارد صحنه جرم شس ــتفاده نمود. در بس از خون هاي به جا مانده اس
غيرمسلح امكان پذير نمي باشد. در روش ارايه شده با استفاده از محلول شيميايي جديد كه داراي پايه لومينول است، مي توان آثار باقي مانده خون 

را با حساسيت و دقت زياد شناسايي نمود.
ــيميايي مختلف ميزان حساسيت محلول بهينه سازي شد و  ــرايط و استفاده از مواد ش روش بررســي: ابتدا محلول لومينول تهيه گرديد. با تغيير ش
سپس با نسبت ها و رقت هاي مختلف خون آزمايش انجام شده و با اضافه نمودن محلول لومينول به رقت هاي مختلف خون، شدت نور با استفاده 
ــطوح مختلف و شرايط نوري متفاوت بررسي شد و سرانجام نمونه خون ها  ــتگاه لومينومتر اندازه گيري گرديد. همچنين تأثير محلول در س از دس
سپس با نسبت ها و رقت هاي مختلف خون آزمايش انجام شده و با اضافه نمودن محلول لومينول به رقت هاي مختلف خون، شدت نور با استفاده 
ــطوح مختلف و شرايط نوري متفاوت بررسي شد و سرانجام نمونه خون ها  ــتگاه لومينومتر اندازه گيري گرديد. همچنين تأثير محلول در س از دس
سپس با نسبت ها و رقت هاي مختلف خون آزمايش انجام شده و با اضافه نمودن محلول لومينول به رقت هاي مختلف خون، شدت نور با استفاده 

جهت پروفايل DNA مورد استفاده قرار گرفت.
ــيار زياد به خون در سطوح مختلف محلول  ــيت بس ــه آن با محلول قديمي علاوه بر حساس ــتفاده از محلول جديد لومينول و مقايس ــيار زياد به خون در سطوح مختلف محلول يافته ها: با اس ــيت بس ــه آن با محلول قديمي علاوه بر حساس ــتفاده از محلول جديد لومينول و مقايس ــيار زياد به خون در سطوح مختلف محلول يافته ها: با اس ــيت بس ــه آن با محلول قديمي علاوه بر حساس ــتفاده از محلول جديد لومينول و مقايس با اس
ــد ، همچنين عدم نياز به محيط كاملاً تاريك و امكان تهيه عكس، فيلم بدون آسيب DNA، امكان  ــيت مي باش 10 داراي حساس
ــيار زياد به خون در سطوح مختلف محلول  ــيت بس ــه آن با محلول قديمي علاوه بر حساس ــتفاده از محلول جديد لومينول و مقايس با اس

ــد ، همچنين عدم نياز به محيط كاملاً تاريك و امكان تهيه عكس، فيلم بدون آسيب  ــيت مي باش 10 داراي حساس
ــيار زياد به خون در سطوح مختلف محلول  ــيت بس ــه آن با محلول قديمي علاوه بر حساس ــتفاده از محلول جديد لومينول و مقايس با اس

،DNA ــد ، همچنين عدم نياز به محيط كاملاً تاريك و امكان تهيه عكس، فيلم بدون آسيب ــيت مي باش DNA،10 داراي حساس 6-لومينول تا رقت 6-لومينول تا رقت 6-

پروفايل از نمونه هاي نامريي نيز از مزاياي اين روش مي باشد. 
نتيجه گيري: اثبات وجود خون در يك صحنه جنايي اعم از قتل ، سرقت و آلات جرم از قبيل چاقو كه به دليل شسته شدن آثار خوني بر روي آن 
ــير تكميل پرونده و كمك به مقامات قضايي و انتظامي بسيار مؤثر است، يكي از وظايف تيم بررسي  ــات ژنتيكي در س قرار ندارد و انجام آزمايش
ــتفاده از نور فرابنفش (UV) اقدام به بررسي صحنه جرم مي شود كه در بسياري  ــت در حال حاضر با اس ــف اين گونه آثار اس صحنه هاي جرم كش
DNA ــد علاوه بر آناليز لكه ها موارد مثبت كاذب مورد تمايز قرار گيرد و با  انجام ــعي ش ــبي ندارد، لذا در اين تحقيق س ــد علاوه بر آناليز لكه ها موارد مثبت كاذب مورد تمايز قرار گيرد و با  انجام DNAاز  موارد كارآيي مناس ــعي ش ــبي ندارد، لذا در اين تحقيق س DNAاز  موارد كارآيي مناس
Typing ابزار قدرتمندي جهت كشف جرم در اختيار كاراگاهان و قضات محترم باشد، از مزاياي محلول جديد لومينول مي توان به استفاده آسان، 

آماده سازي راحت و همچنين وجود كمترين خطر براي سلامتي كاربر و عدم تأثير بر روي ماده ژنتيكي اشاره كرد.
 ابزار قدرتمندي جهت كشف جرم در اختيار كاراگاهان و قضات محترم باشد، از مزاياي محلول جديد لومينول مي توان به استفاده آسان، 

آماده سازي راحت و همچنين وجود كمترين خطر براي سلامتي كاربر و عدم تأثير بر روي ماده ژنتيكي اشاره كرد.
 ابزار قدرتمندي جهت كشف جرم در اختيار كاراگاهان و قضات محترم باشد، از مزاياي محلول جديد لومينول مي توان به استفاده آسان، 

خون نامريي، محلول لومينول، صحنه هاي جنايي، بررسي ماده ژنتيكيواژگان كليدي: خون نامريي، محلول لومينول، صحنه هاي جنايي، بررسي ماده ژنتيكيواژگان كليدي: خون نامريي، محلول لومينول، صحنه هاي جنايي، بررسي ماده ژنتيكي
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ــايي خون بر پايه  ــده كه در اكثر روش هاي، شناس متعددي طراحي ش
ــازي پروتئين ها  ــتقات آن و يا جدا س ــن و مش ــا  هموگلوبي ــش ب واكن
ــيميايي انجام مي شود  ــتفاده از مواد ش ــد. اين روش ها كه با اس مي باش
  DNAــته، با آسيب به علاوه بر اثرات مخربي كه روي ماده ژنتيكي داش
ــرات زيان آوري بر  ــع از DNA Typing مي گردند (2) مي توانند اث مان
ــين صحنه جرم داشته باشند. از جمله اين مواد: بنزدين  سلامت تكنس
ــينوژني هستند  و ارتوتولوييد را مي توان نام برد كه داراي خواص كارس
ــژه حفاظتي بوده و بطور  ــرايط وي ــراي كار با اين مواد نياز به ش (3). ب

محدود در آزمايشگاه قابل استفاده است (4).
 (aminophthalhydrazine-3)خواص كيمولومينسانس لومينول
ــده است (5). وجود  ــال 1928 ميلادي گزارش ش براي اولين بار در س
محيط مايع با سيستم اكسيداسيون و شرايط قليايي، براي تهيه محلول 
ــزات، همچنين ليگاندهاي  ــت و انتقال يون هاي مثبت فل مورد نياز اس
ــيون لومينول را  ــده با مواد معدني مي تواند اكسيداس آزاد يا تركيب ش
ــيژن  كاتاليز نمايد (6). در اين ميان هموگلوبين كه وظيفه انتقال اكس
ــه اين آهن  ــت ك ــر عهده دارد حاوي آهن اس ــلول ها را ب ــه به س از ري
Fe) توانايي كاتاليزوري براي لومينول در حضور اكسيد كننده را دارا  3+)
مي باشد (7). پايداري انجام آزمايش بستگي به تهيه يك محيط اكسيد 
ــيت زيادي  Hكننده و نيز تنظيم دقيق Hكننده و نيز تنظيم دقيق pH دارد كه بايد با دقت و حساس
ــود. در حال حاضر دو فرمول براي تهيه محلول لومينول وجود  انجام ش
 (8) Weber توسط Weber توسط Weber II و لومينول II و لومينول II Gradsky  توسط Gradsky  توسط Gradsky I دارد كه لومينولI دارد كه لومينولI
ــت. در مطالعاتWalter Sprech نشان داده شده كه  ــده اس معرفي ش
ــيب مي رساند (10،9)، اين  DNAمواد موجود در اين محلول ها به  DNAمواد موجود در اين محلول ها به  DNA آس
Ruttyدر حالي است كه  Ruttyدر حالي است كه  Rutty گزارش نموده كه شدت و زمان درخشش آن 

نيز بسيار كم مي باشد (12،11). 

روش بررسي

ــديم  س ــيد،  پراكس ــدروژن  هي  ،3-aminophthalhydrazine
ــيد، پتاسيم هيدروكسيد و  ــيم كربنات، سديم هيدروكس كربنات، پتاس

سديم پربورات از شركت مرك تهيه گرديد.

ابزار اندازه گيري شدت كيمولومينسانس 
ــانس از دستگاه لومينومتر  جهت اندازه گيري شدت كيمولومينس
ــتفاده شد. به  ــگاه تهران اس ــيمي و فيزيك دانش مركز تحقيقات بيوش
ــيد  ــش، 90 ميكروليتر محلول لومينول (ماده اكس ــور انجام آزماي منظ
ــد و در  ــا و لومينول) به 10ميكروليتر خون كامل اضافه ش ــده، قلي كنن

محدوده 400 تا 800 نانومتر شدت نور اندازه گيري گرديد.
ــيت  ــد كه داراي حساس ــول جدي ــي محل ــه منظور بررس ب  
ــبت به تهيه رقت هايي در  ــتري در مقايسه با  روش قبل بوده ونس بيش
ــيون خون   1  اقدام گرديد. بدين منظور سوسپانس

 1 تا 10000
50 محدوده 

ــد و سپس 0/3 ميكروليتر از خون رقيق  در محلول ايزوتونيك تهيه ش

ــزودن محلول جديد لومينول،  ــده درون لوله هاي كوت ريخته و با اف ش
ــدت نور براي مدت 10 دقيقه توسط دستگاه لومينومتر اندازه گيري  ش

شد.

DNA Typing انجامDNA Typing انجامDNA Typing
ــراي اين منظور 5 ميكروليتر خون كامل بدون مواد ضد انعقادي  ب
ــك شدن محلول جديد  ــد و پس از خش بر روي كاغذ صافي ريخته ش
ــده از  ــاطع ش ــپري گرديد، پس از رؤيت نور س لومينول بر روي آن اس
ــص DNA نمونه ها، با روش  ــد و جهت تخلي ــص DNAآن عكس و فيلم تهيه ش ــد و جهت تخلي DNAآن عكس و فيلم تهيه ش
ــتاندارد ژني، توسط  فنل كلروفرم اقدام گرديد. تكثير در جايگاه هاي اس
Amp/STR Identifilerــتفاده از كيت دستگاه EBI 31300 و با اس

ــي قرار گرفت و نتايج بدست آمده توسط نرم  در 16 جايگاه مورد بررس
Gene Mapperافزار  Gene Mapperافزار  Gene Mapper تجزيه و تحليل شد.

بهينه سازي مواد موجود در محلول جديد
پربورات و هيدروژن پراكسيد به عنوان مواد اكسيدكننده استفاده 
گرديد، از آنجا كه اين مواد پايدار نبوده لذا براي هر بار آزمايش محلول 
ــدت نور در  ــت ايجاد حداكثر ش ــد. جه ــتفاده ش تازه تهيه و از آن اس
ــه ماده قليا و  ــتگي ب ــا 13 اقدام گرديد كه بس 5/ 10 ت ،PH ــدوده ــدوده PHمح PHمح
ــتفاده از كربنات و نيز  ــت. محيط قليايي با اس ــيد كننده داش ماده اكس
نمك هاي سديم يا پتاسيم و يا يك باز قوي همچون سديم هيدروكسيد 
ــيد تهيه گرديد و pH آن به گونه اي تنظيم شد،  ــيم هيدروكس ــيد تهيه گرديد و Hيا پتاس ــيم هيدروكس Hيا پتاس
ــايي شده توسط ماده  ــايي شده توسط ماده DNA Typing در مورد لكه هاي شناس ــايي شده توسط ماده DNA Typing در مورد لكه هاي شناس در مورد لكه هاي شناس كه امكان
ــد به همين دليل pH محلول مورداستفاده در  ــانس داشته باش ــد به همين دليل Hلومينس ــانس داشته باش Hلومينس
ــب لومينول و  ــراي تنظيم غلظت مناس ــد. ب ــدوده 11/5 تنظيم ش مح
ــام گرفت، تا غلظت 25  ــيد آزمايش هاي متعددي انج هيدروژن پراكس
ــولار ازNaOH  و محدوده اي از غلظت هاي 10- 1 ميلي مولار  ميلي م
ــيد هيدروژن به عنوان غلظت  ــول و 100- 5  ميلي مولار پراكس لومين

مطلوب انتخاب گرديد. 

طريقه كاربرد محلول لومينسانس
ــيد كننده- قليا و لومينول) در  پودر محلول جديد لومينول (اكس
ــپس داخل يك ظرف اسپري  125 ميلي ليتر آب ديونيزه حل گرديد س
ريخته شد و از فاصله 50 سانتي متري بر روي ناحيه اي كه قبلاً آغشته 
ــو شده بود اسپري گرديد. به منظور  به خون بوده و بعد آثار آن شستش
ــامل كنترل مثبت (كه شامل سه رقت  دقت در آزمايش از دو كنترل ش
) و كنترل منفي (يك كاغذ صافي  1 

10000  1 و 
100 ، 1 

10 از خون بصورت 
بدون هيچ گونه ماده بيولوژيكي) استفاده شد.

براي شناسايي حجم هاي بسيار جزيي خون بوسيله محلول جديد 
ــبت به تهيه  ــي ژنتيكي DNA Typing نس ــتفاده از آن در بررس ــي ژنتيكي DNA Typingو اس ــتفاده از آن در بررس DNA Typingو اس
ــدام گرديد و در حجم هاي  ــاي  1-10، 2-10، تا  8-10 از خون اق رقت ه
ــد و  ــي ريخته ش ــذ صاف ــر روي كاغ ــر ب 0/1، 0/5 ، 2/5 و 5 ميكروليت

DNA Typing استفاده از محلول لومينول براي شناسايي خون شستشو شده و انجام
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ــاعت در دماي اتاق نگهداري گرديد تا ورقه هاي  مدت 24 س
ــك شوند، سپس توسط محلول جديد  كاغذ صافي كاملاً خش
ــاط نوراني از روي كاغذ صافي  ــايي و نق لومينول لكه ها شناس

بريده و از آنها جهت انجامDNA Typing  استفاده شد.
ــون و انجام آزمايش بر  ــايي لكه هاي خ به منظور شناس
ــطوح مختلف، آنها به دو بخش جاذب رطوبت شامل  روي س
ــه هاي مختلف،  ــتر البس كاغذ ديواري، انواع كاغذ، چوب، آس
ــم، قالي و انواع موكت و مواد غير جاذب  ــكناس، انواع پش اس
ــامل چوب پنبه، انواع لوله پوليكا، انواع مختلف پلاستيك،  ش
بطري شيشه اي، انواع برگ گياهان، كاغذ روغني، روي فلزات 
ــده، فلز زنگ زده، خرد سنگ تقسيم شدند. همچنين  رنگ ش
ــفالي، شكر  ــش س بر روي مواد داراي خلل و فرج مانند: پوش
ــد و در  ــون با رقت هاي مختلف ريخته ش ــته صدف خ و پوس

ــاعت نگهداري گرديد و سپس توسط محلول  دماي اتاق به مدت 24 س
ــمت  ــطوح مورد آزمايش به دو قس ــول آزمايش انجام گرفت. س لومين
ــيم شدند و بر روي يك قسمت از آن با 20 ميكروليتر از رقت هاي  تقس
ــمت دوم هيچ  مختلف خون آلوده گرديد (كنترل مثبت) و بر روي قس
خوني ريخته نشد (كنترل منفي). پس از انجام آزمايش از موارد مثبت 
ضمن تهيه عكس توسط سواب از روي سطوح نمونه برداري شد و از آنها 

جهت انجام تست ژنتيك استفاده گرديد.

يافته ها

ــتفاده از تأثير  ــه توليد حداكثر نور با اس ــبت ب در اين تحقيق نس
ــدام گرديد. همانطور كه در جدول  ــيدكننده مختلف اق مواد قليا و اكس
NaOHشماره يك نشان داده شده، NaOHشماره يك نشان داده شده، NaOH با بيشترين شدت نور (39700) و 
با كمترين شدت نور (26420) مشخص گرديد. آزمايش با اين  K2CO3

ــان مي دهد كه ساير مواد نيز با قليايي كردن محيط مي توانند  مواد نش
ــبب ايجاد نور شوند ولي سديم هيدروكسيد با غلظت يكسان نسبت  س

به ديگر مواد بيشترين شدت نور را توليد نمود. 
ــده با غلظت 5 ميلي مولار از هيدروژن  حداكثر نور اندازه گيري ش
پراكسيد و غلظت 10ميلي مولار از لومينول مشاهده شد كه با  افزايش 
ــه 10ميلي مولار تنها باعث افزايش  ــت لومينول از 5 ميلي مولار ب غلظ
8٪ شدت نور گرديد، كه در آخر غلظت بهينه براي انجام واكنش به اين 
، 5 ميلي مولار لومينول و  NaOH ــد: 25 ميلي مولار صورت معين ش

50 ميلي مولار هيدروژن پراكسيد وpH  محلول بر روي 11 تنظيم شد 
و در زمان هاي مختلف شدت نور اندازه گيري گرديد (نمودار 1).

واكنش هاي مثبت كاذب 
ــيميايي باعث ايجاد واكنش مثبت با محلول  ــفيدكننده ش مواد س
لومينول شد كه شدت نور توليد شده براي هر كدام متفاوت و با چشم 
غير مسلح به راحتي اختلاف آن با لكه هاي خون قابل تشخيص بود. در 
ــفيد كننده، نور آن براي مدت كوتاهي ظاهر و فوراً ناپديد  مورد مواد س
ــد در حالي كه در مورد لكه هاي خون نور براي مدت بيشتري داراي  ش
ــفيد  ــبت هاي مختلف ماده س ــدگاري بود. پس از مخلوط كردن نس مان
ــاطع شده از شدت بيشتري نسبت به  كننده و خون (جدول 2)  نور س
خون كامل برخوردار بود، همانند واكنش با مواد سفيد كننده ولي مدت 
ــفيد كننده كوتاه نبود و مدت زمان  زمان واكنش مانند اثر تركيبات س

رويت مانند خون طولاني بود.

I مقايسه محلول جديد با محلول لومينول
t0شدت نور در زمان t0شدت نور در زمان t0، بلافاصله بعد از اسپري كردن محلول جديد  
ــد. اين  143500 اندازه گيري ش au آن au آن au I 3446000 و براي محلولI 3446000 و براي محلولI au
ــت مدت زمان يك دقيقه، شدت نور  ــان داد كه بعد از گذش نتيجه نش
ــدت  ــول I نزديك صفر بود در حالي كه با محلول جديد، ش ــراي محل ــول Iب ــراي محل Iب

ــت 7 دقيقه هنوز ٪10 ــدت نور در زمان t0  و بعد از گذش ــدت نور در زمان t0 ش t0 ش نور ٪83
شدت اوليه مشاهده شد. بعد از 10 دقيقه 1٪ شدت نور قابل تشخيص 
3100. نسبت نور با رقت خون رابطه مستقيم دارد و تا رقت (au)  بود

I نمودار 1- مقايسه شــدت نور اندازه گيري شده نشان مي دهد محلول
(محلول لومينول با فرمول قديمي) در زمانهاي مختلف داراي 

شدت نور كمتري نسبت به محلول جديد لومينول مي باشد

جدول 1- اندازه گيري شدت نور توسط دستگاه لومينومتر با مواد قليايي مختلف روي لكه هاي خون - بيشترين شدت نور ساطع 
شده با رقت 25 ميلي مولار مربوط به هيدروكسيد سديم مي باشد-

مواد قليايي
   K2CO3
  0.47mM

    Na2CO3
   0.47mM

    KOH
   25mM

   NaOH
   25mM

PH11111111 اندازه گيري شده در محلول نهايي

(au) 26420309303440039700شدت نور

و همكاران سعيد زنديه
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4-10 شدت نور در حدود au 1730 قابل اندازه گيري بود. محلول جديد 

ــر از 4-10 نيز  امكان پذير  ــخيص لكه هاي خون با رقت بالات قادر به تش
مي باشد (نمودار 1).

ــي اقدام به  ــتفاده از روش هاي ژنتيك ــت با اس ــت تعيين هوي جه
STRپروفايلينگ در جايگاه هاي STRپروفايلينگ در جايگاه هاي STR شد و با بررسي محصول توليد شده و 
پيك هاي مربوط به آن  استنباط شد كه مواد موجود در محلول جديد 
ــده واكنش PCR  نبوده و ارتفاع تمامي پيك ها در جايگاه هاي  ــده واكنش PCRمهاركنن PCRمهاركنن
STR در حد مطلوب بود. اين در حالي است كه محلول لومينول جديد 
ــتفاده از آن  ــت و با اس هيچ گونه اثر مخربي بر روي ماده ژنتيكي نداش
ــه DNA Typing  اقدام  ــبت ب ــه DNA Typingمي توان پس از جمع آوري نمونه ها، نس ــبت ب DNA Typingمي توان پس از جمع آوري نمونه ها، نس

نمود (جدول 3 و تصاوير 1-4).

STR   براي جايگاه هاي STR   براي جايگاه هاي STR  توسط دستگاه  الكتروفتوگرام PCR جدول 3- بررسي محصولPCR جدول 3- بررسي محصولPCR

آلل 2 آلل 1 Dye نشانگر پنل نام نمونه فايل نمونه

15 14 B D8S1179 Identifier_V1 90 fas.90-5.30-86 1

30 28 B D21S11 Identifier_V1 90 fas.90-5.30-86 2

12 12 B D7S820 Identifier_V1 90 fas.90-5.30-86 3

11 10 B CSF1PO Identifier_V1 90 fas.90-5.30-86 4

18 17 G D2S1338 Identifier_V1 90 fas.90-5.30-86 5

11 9 G D16S539 Identifier_V1 90 fas.90-5.30-86 6

12 10 G D13S317 Identifier_V1 90 fas.90-5.30-86 7

3/9 8 G THO1 Identifier_V1 90 fas.90-5.30-86 8

16 12 Y D18S51 Identifier_V1 90 fas.90-5.30-86 9

11 11 Y TPOX Identifier_V1 90 fas.90-5.30-86 10

19 17 Y VWA Identifier_V1 90 fas.90-5.30-86 11

14 14 Y D19S433 Identifier_V1 90 fas.90-5.30-86 12

16 14 G D3S1358 Identifier_V1 90 fas.90-5.30-86 13
Y X R AMEL Identifier_V1 90 fas.90-5.30-86 14

11 10 R D5S818 Identifier_V1 90 fas.90-5.30-86 15

13 20 R FGA Identifier_V1 90 fas.90-5.30-86 16

نمودار 2- اندازه گيري شــدت نور، در طول موج 600 تا 400 با 
ــاي 20،40،60،100   6-خون داراي رقت 6-خون داراي رقت 6-10 در ثانيه ه

توسط دستگاه لومينومتر. پيك شماره 2 ثانيه 20، پيك 
شماره 3 ثانيه 40، پيك شماره 4 ثانيه 60، پيك شماره 
5 ثانيه 80 و پيك شماره 6 ثانيه 100 كه در طول موج 
440 نانومتر حتي بعد از گذشت يك دقيقه نور ساطع 

شده قابل اندازه گيري مي باشد.

DNA Typing استفاده از محلول لومينول براي شناسايي خون شستشو شده و انجام

جدول 2- رقت هاي مختلف خون در نسبت هاي متفاوت با مواد سفيدكننده كه توسط دستگاه لومينومتر قابل اندازه گيري بوده است.

( Bleach) 48 /0 ٪6/ 9 ٪درصد سفيد كننده شيميايي

1 نسبت خون به مواد سفيد كننده شيميايي
1

 1
2

 1
3

 1
1

 1
2

 1
3
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بحث 

ــتفاده از  ــت هاي فوري) با اس ــام آزمايش در صحنه جرم (تس انج
ــي را به پردازش صحنه  ــيميايي اغلب كمك هاي با ارزش معرف هاي ش
ــر و مفيد بودن  ــگاهي ارايه مي دهد. جهت مؤث ــي آزمايش جرم و بررس
ــي اين معرف ها در صحنه بايد بتوان آنها را به راحتي در محيط- كارآي

ــگاهي، بدون نياز به تجهيزات خاص استفاده كرد و تا  هاي غير آزمايش
حد امكان هم بايد حساسيت زيادي داشته باشند و مقادير بسيار كمي 
از آنها را در طي آزمايش به نمونه افزود. بايد توجه داشت كه تست هاي 

ــده اند و نبايد بجاي  فوري در صحنه جرم با اهداف غربالگري طراحي ش
تجزيه و تحليل آزمايشگاهي و آزمون هاي تأييدي به كار روند (13).

تست هاي شيميايي براي شناسايي مقادير جزيي خون يا مشتقات 
ــن در هموگلوبين خون  عموماً در  ــبيه خون بكار مي روند، عنصر آه ش
حالت احيا مي باشد و تست هاي احتمالي، جهت شناسايي مولكول آهن 
كاهش طراحي شده اند، كه در – كاهش طراحي شده اند، كه در – كاهش طراحي شده اند، كه در  ــايش  ــده در يك واكنش اكس احيا ش
ــود. اما  اين گونه واكنش ها معرف بي رنگ به محلول رنگي تبديل مي ش
ــود، جواب  ــكيل ش با معرف لومينول، به جاي آنكه يك رنگ بصري تش

مثبت توسط فلوئورسانس و نور ساطع شده نمايان مي گردد.

D8S1179 , D21S11 , D7S820 , CSF1PO تصوير 1- بررسي در جايگاه هاي

D3S1358 , THO1 , D13S317 , D16S539 , D2S1338 تصوير 2- بررسي در جايگاه هاي

و همكاران سعيد زنديه
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لومينول (aminophthalazine-3) براي اولين بار در سال 1853 
ــد و در واكنش هاي كيمولومينسانس مورد استفاده قرار گرفت  توليد ش
ــط Albrecht تجربه  ــش آن با خون توس ــال 1928 واكن ــز در س ــط Albrechtو ني ــش آن با خون توس ــال 1928 واكن ــز در س Albrechtو ني
ــا لومينول  ــود در هموگلوبين ب ــن واكنش آهن موج ــه در اي گرديد،ك
ــپس الكترون ها در بازگشت از لايه  ــود س واكنش داده و تحريك مي ش
بالاتر نور ساطع مي نمايند. نور ايجاد شده در محدوده طول موج 452- 
ــفيد، شبيه نور كرم شب تاب قابل رؤيت است،  441 نانومتر، نور آبي/س
ــك   Luciferase (آنزيمي كه در  ــد ي ــن واكنش مانن ــول در اي ــك   Luciferaseلومين ــد ي ــن واكنش مانن ــول در اي Luciferaseلومين
سلول هاي برخي از موجودات زنده وجود دارد و سبب كاتاليز لوسيفرين 

مي گردد) عمل مي كند (14). 
ــد،  ــر، فرمول جديدي از محلول لومينول ارايه ش ــه اخي در مطالع

ــد، در  ــبت به فرمول هاي قديمي داراي مزاياي متعددي مي باش كه نس
ــت هاي شناسايي سريع خون،  ــاير تس فرمول قديمي لومينول و نيز س
ــي از پاك كننده هاي  ــت كاذب وجود دارد (15)، برخ واكنش هاي مثب
ــيدكننده قوي مي باشند، به علاوه حضور  خانگي حاوي عامل هاي اكس
ــد داد. بعضي از ميوه ها  ــواب مثبت كاذب خواه ــيداز گياهي، ج پراكس
ــند (16)، كه به اين  ــيداز مي باش ــبزي ها داراي مقدار كافي پراكس و س
تست ها جواب مثبت مي دهند، بطور مثال: سيب، ترب كوهي، گل كلم 
ــكل رفع گرديده  ــره. اما در فرمول جديد (محلول جديد) اين مش و غي
ــاطع شده، مثبت كاذب  ــدت و مدت زمان رؤيت نور س و با توجه به ش
ــون داراي مدت  ــد. اين محلول در واكنش با خ ــخيص مي باش قابل تش
ــدت نور آن با يك روند ثابت كاهش مي يابد  ــتر بوده و نيز ش زمان بيش

D5S818 , FGA , AMEL تصوير 4- بررسي در جايگاه هايD5S818 , FGA , AMEL تصوير 4- بررسي در جايگاه هايD5S818 , FGA , AMEL

D19S433 ,VWA ,TPOX , D18S51 تصوير 3 - بررسي در جايگاه هاي

DNA Typing استفاده از محلول لومينول براي شناسايي خون شستشو شده و انجام
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ــط دوربين عكاسي عكس تهيه نمود و به تاريكي  كه مي توان از آن توس
ــد، اما در موارد مثبت كاذب نور در كسر ثانيه و  مطلق نيز نياز نمي باش

با شدت زياد رؤيت و سپس محو مي شود.

نتيجه گيري 

ــگاه هاي مراكز تشخيص هويت و پزشكي قانوني سراسر  در آزمايش
ــود، اين تركيب در شكل احيا،  ــتفاده مي ش ــور از تست بنزدين اس كش
بي رنگ و در شكل اكسايش و در حضور كاتاليزور (نظير هم موجود در 
ــت كه  ــبز تيره در مي آيد (16)، بايد توجه داش هموگلوبين) به رنگ س
بنزدين تركيب بسيار خطرناك و سرطان زايي بوده و تنفس بخارات اين 
تركيب و تماس پوستي آن منجر به سرطان مي گردد، (در سال 1974 
انجمن بهداشت و ايمني شغلي (OSHA) استفاده از اين مواد و ساخت 
آن را منع نموده است)، ولي در فرمول جديد لومينول از موادي استفاده 

شده كه خطر كمتري براي سلامتي افراد دارد (17).  

ــرايط در محلول جديد و افزايش حساسيت آن،  با بهينه كردن ش
ــه در صحنه هاي جرمي كه آثار  ــت 6-10 خون واكنش مي دهد ك تا رق
خون شستشو شده مفيد خواهد بود (18)، تست هاي شيميايي ديگر به 
ــتفاده از آن ديگر از نمونه خون  اجزاي خون صدمه زده و در صورت اس
ــرولوژي و DNATyping  نمي توان استفاده  ــت هاي س ــرولوژي و DNATypingبراي انجام تس ــت هاي س DNATypingبراي انجام تس
ــتفاده از محلول جديد لومينول علاوه  كرد (19) در حالي كه پس از اس
ــات تعيين هويت قابل انجام  بر نمايان كردن لكه خون نامريي، آزمايش
ــبب مهار  واكنش PCR نيز نمي گردد (21). در  ــبب مهار  واكنش PCRخواهد بود (20) و س PCRخواهد بود (20) و س
ــي و تجاري لومينول به دليل وجود  ــتفاده از محلول قديم حالي كه اس
ــيميايي مانند پربورات سديم سبب تداخل در تخليص  برخي از مواد ش
ماده ژنتيكي شده و از طرفي حذف آنها جهت انجام واكنشPCR  نيز 
ــيار سخت و هزينه بر مي باشد ولي استفاده از محلول جديد علاوه بر  بس
ــرعت نمونه برداري  ــيميايي تداخل كننده در تخليص س حدف مواد ش
ــار كننده واكنش PCR نيز حدف گرديده  ــز افزايش يافته و مواد مه ــار كننده واكنش PCRني ــز افزايش يافته و مواد مه PCRني

است .
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