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چکيده

زمينه و هدف: واکنش زنجيره ای پليمراز )PCR( يكي از مهم ترين ابزارهاي تشخيصي ملكولي مدرن مي باشد که ما را قادر مي سازد تا به بررسي 
ابع��اد مختل��ف ملكولي ي��ک ياخته بپردازيم. از اصلي ترين اجزاء آزمون واکنش زنجيره ای پليمراز، DNA مي باش��د که با اس��تفاده از آن و تكثير 
بخش هاي 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 نمونه هاي باستاني متعلق به 3600 سال پيش شامل نمونه هاي 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 بررسي های باليني و ژنومي بر 

روي آن ها بپردازيم.
روش بررسي: در اين مطالعه با استفاده از پروتكل تخليصي قبل از استخراج و حذف مهارکننده هاي واکنش زنجيره ای پليمرازو سپس استخراج 

با استفاده از ذرات سيليكا بيد به بررسي نتايج  استفاده از اين روش بهينه شده پرداختيم.
، 18ng/µl ، 32ng/µl ، 7ng/µl ،25ng/µl ، 37ng/µl در نمونه هاي مورد مطالعه در مطالعه حاض��ر به ترتي��ب DNA يافته ه��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 

بررسي های ژنوميک واکنش زنجيره ای پليمراز مورد استفاده قرار گرفتند که در تمامي نمونه ها نتايج قابل قبولي را ارائه نمودند.
نتيجه گيري: نتايج حاصل نشان از استخراج مناسب و خالص و قابليت استفاده از اين ژنوم در مطالعات ژنومي می داد. لذا اين روش براي استخراج 

از انواع نمونه های استخواني، دنداني و غيره که بافت قابل استخراج به سادگي در دسترس نمی باشد توصيه می گردد.  
واژگان کليدي: استخراج DNA، استخوان، دندان، باستاني، سيليكا، ژنوم، واکنش زنجيره ای پليمراز. 
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مقدمه

واکنش زنجیره ای پلیمراز )PCR( یكي از مهم ترین ابزارهاي تشخیصي 
ملكولي مدرن می باشد که ما را قادر می سازد تا به بررسي ابعاد مختلف 
ــتفاده از تكثیر بخش  ــك یاخته بپردازیم )1(. این ابزار با اس ملكولي ی
ــكان تعیین گونه، نژاد و به  ــي ژنوم پروکاریوتي و یوکاروتي ام اختصاص
ــد )1،2(. از اصلي ترین اجزاء  ــه را فراهم می نمای ــوي تاریخچه یاخت نح
ــد که با استفاده از آن و  آزمون واکنش زنجیره ای پلیمراز DNA می باش
تكثیر بخش های اختصاصي آن قادر خواهیم بود تا ابعاد مختلف حیاتي 

یك یاخته را مورد بررسي قرار دهیم )3(. از ابعاد کاربردي و تشخیصي 
آن می توان به تشخیص گونه، اصالت، جنسیت، ناسازگاري هاي ژنومي، 
موتاسیون ها، بیماري ها و تشخیص انواع عوامل عفوني حاضر در نمونه ها 
پرداخت )4،5(. توالي ژنومي یا همان DNA در فرآیند تشخیص با این 
ــود هرگونه مهار  ــي دارد به نحوي که وج ــژه و اساس ــت وی روش اهمی
ــتخراج شده با توجه به  کننده به همراه DNA، کیفیت پایین DNA اس
 pH باستاني، عدم رعایت دماي استخراج و یا شرایط DNA ــكنندگي ش
ــتخراج DNA نقش بسیار مهمي در یك آزمون موفق ایفاء می نماید  اس
ــتخراج DNA براي استخراج  )5،6(. در واقع غالب روش های موجود اس
ــته با وزن  ــي و یا DNA به هم پیوس ــت طبیع ــای باف DNA از نمونه ه
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 DNA ملكولي بالا می باشند در حالي که نمونه های باستاني غالبا حاوي
ــته با وزن ملكولي پایین و به مقدار بسیار پایین و به همراه انواع  شكس
ــند  مختلفي از مهار کننده های آزمون واکنش زنجیره ای پلیمراز می باش
)8-6( لذا روش استخراج مناسب براي استخراج این نوع از DNA باید 
ــوینده قوي، دماهاي بالا یا پایین و بسیار  به دور از انواع محلول های ش
حساس باشد، به خوبي بتواند حداکثر DNA ژنومي را جذب نماید، قادر 
به حذف حداکثر مهارکننده های آزمون واکنش زنجیره ای پلیمراز باشد 
و فارغ از مراحل متكي به حرکت های سریع و تند باشد )9،10(. لذا در 
این مطالعه ما با استفاده از بررسي گروهي از نمونه هاي باستاني متعلق 
به 3600 سال پیش شامل نمونه هاي استخوان و دندان باستاني کشف 
ــده در منطقه به شهر استان مازندران، به بررسي و بهینه سازي روش  ش
ــب حداکثر ژنوم استخراج  ــتخراج DNA پرداختیم تا بتوانیم با کس اس
شده سالم به بررسي های بالیني و ژنومي بر روي آن ها بپردازیم. در این 
مطالعه ما با استفاده از روش استخراج سیلیكا ژل با استفاده از پروتكل 
تخلیصي قبل از استخراج به بررسي نتایج با استفاده از این روش بهینه 

شده پرداختیم. 

روش بررسي

ــتخوان و دندان اجساد کشف شده در سایت مطالعاتي در  نمونه هاي اس
ــب مجوز هاي لازم به  ــهر مازندران )گوهر تپه( پس از کس منطقه بهش
آزمایشگاه مرکز مطالعاتي انتقال داده شد. این اجساد متعلق به اجساد 
ــتفاده دندان  ــكل 1(، دندان های مورد اس ــش AH2XX1 بودند )ش بخ
ــاد و همچنین  First premolar, First Molar, Second Molar از اجس

ــتخوان لگن و استخوان بازو مورد استفاده قرار گرفتند )جدول 1( و  اس
ــتفاده مطالعات رادیوکربني که توسط دانشگاه کمبریج انگلستان  با اس
انجام گرفته است متعلق به 3550 سال پیش مي باشند. تمامي نمونه ها 
براي جلوگیري از هرگونه آلودگي ژنومي و یا سایر آلودگي ها با استفاده 
ــدا از هم انتقال یافتند.  ــتیكي درب زیپ دار و کاملا ج ــروف پلاس از ظ
ــتفاده از سوهان و سر  ــطح رویي تمامي دندان ها و استخوان ها با اس س

ــال ژنوم بین  ــد تا از هرگونه انتق ــته ش ــای یكبار مصرف برداش دریل ه
ــه برداري و حذف  ــود )11(. ترجیحا  محل روی ــا جلوگیري ش نمونه ه
ــته سطحي در مكان هاي متفاوت نیز انجام گرفت تا امكان آلودگي  پوس
ژنومي به حداقل برسد. همچنین جهت هرکدام از نمونه ها از یك هاون 
ــتفاده می شدند ،استفاده  کاملا اختصاصي و مجزا که براي اولین بار اس
ــتفاده از آن بخش داخلي دندان ها و یا استخوان ها پودر  گردید تا با اس
ــده و مورد استفاده قرار گیرد. در این مرحله نیازمند به دست آوردن  ش
یك پودر یك دست و کاملا منفك شده می باشیم تا بتوان از آن حداکثر 

ژنوم DNA را استخراج نمود. 
ــواد زاید همراه  ــراي حذف م ــدا مرحله ای ب ــتخراج ژنوم ابت ــت اس جه
ــاوي 0,45M از EDTA و ــري ح ــرح که باف ــتفاده گردید بدین ش  اس

mg ml 0,25-1 از پروتئیناز K با pH:8  تهیه گردید. سپس 10 میلي 
ــر از این بافر با 500 میلي گرم از پودر حاصل از مراحل بالا مخلوط  لیت
ــتفاده از پارافیلم به مدت 24  ــتن درب لوله با اس گردیده و پس از بس
ــته در دماي اتاق قرار داده شد و  ــاعت بر روي همزن با سرعت آهس س
سپس براي 1 الي 3 ساعت در دماي 56 درجه سانتي گراد قرار داده و 
ــانتریوفوژ شدند. در  پس از آن نمونه ها به مدت 2 دقیقه در 5000g س
ــده و با  ــطحي حل ش این مرحله تمامي  DNA مورد نیاز ما در مایع س
حذف رسوبات مایع سطحي براي مراحل تخلیص DNA مورد استفاده 
ــود که نمونه مورد استفاده باید در مرحله قبل از  قرار گرفتند. توجه ش
سانتریوفوژ کامل سفید شفاف باشد و کدورت بیش از حد نشان آلودگي 
بالاي نمونه است که امكان استخراج را کاهش و داراي مهار کننده های 

آزمون واکنش زنجیره ای پلیمراز می باشد )شكل 2(. 
براي حداکثر تخلیص DNA موجود در محلول رویي از دانه هاي سیلیكا 
استفاده شد که بدین منظور از کیت سیلیكا بید شرکت فرمنتاس تحت 
ــرکت فرمنتاس- آلمان( استفاده  عنوان GenejetTM silica bead ) ش
شد بدین شرح که محلول رویي به یك لوله جدید منتقل شد به آن 30 
ــیلیكابید   میلي لیتر از بافر اتصال موجود در کیت و 20 میكرولیتر از س
ــدیم استات استفاده شد تا از  ــد. براي تنظیم pH از محلول س اضافه ش
ــپس لوله ها  براي یك  ــود. س کاهش یا افزایش بیرویه pH جلوگیري ش
ــانتي گراد و در شرایط تاریكي نگهداري  ــاعت در دماي 55 درجه س س
ــدند. پس از آن نمونه ها براي 15 ثانیه در 16000g سانتروفوژ شدند  ش
ــد و به سیلیكابید های باقیمانده  و محلول رویي باقیمانده دور ریخته ش
ــد افزوده شد .  ــو که در فریزر نگهداري می ش 1 میلیلیتر از بافر شستش
سیلیكا بید ها از نظر وجود هرگونه ناخالصي یا مهارکننده شستشو داده 
ــپس در  ــد . س ــده و این فرآیند براي تمامي نمونه ها دو بار تكرار ش ش
دماي اتاق با استفاده از باز ماندن درب تیوب ها کاملا خشك شدند. در 
ــن که به همراه سیلیكا بیدها در کیت  نهایت 50 میكرولیتر از بافر الوش
ــده است، افزوده شده و به مدت 5 دقیقه در 55 درجه سانتي  عرضه ش
ــود سپس براي مدت  ــد تا DNA به داخل بافر رها ش گراد نگهداري ش
30 ثانیه در 16000g سانتروفوژ شد و محلول رویي به تیوب 1/5 میلي 
لیتري جدید انتقال یافت که حاوي DNA تخلیص شده بود. همچنین  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 دندان هاي باستاني
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ــتفاده  ــده بودند با اس ــب ش ــار نمونه که نتایج آن با روش بالا کس چه
ــیناژن مورد استخراج قرار  ــتخراج DNA شرکت س از کیت معمولي اس
ــاي کاربرد کیت انجام گردید.  ــد که تمامي مراحل مطابق راهنم گرفتن
جهت بررسي کیفیت و میزان DNA استخراج شده از دستگاه نانودراپ 
استفاده شد و همچنین بر روي ژل آگارز 1/2% الكتروفورز انجام گردید 
و رنگ آمیزي نمونه با استفاده از رنگ GelRed انجام گردید. همچنین 
ــتخراج جهت آزمون Realtime PCR اختصاصي ژن بتا  DNA مورد اس

 Realtime ــتفاده از دستگاه ــتفاده قرار گرفت که با اس اکتین مورد اس
ــتفاده از  ــرکت Applied Biosystems  و با اس ــدل 7500 ش PCR  م

پرایمرها و پروتكل ارائه شده توسط لي و همكاران انجام گردید )12(. 

يافته ها

ــه در مطالعه حاضر  ــتخراج DNA در نمونه هاي مورد مطالع ــج اس نتای
،  18ng/µl  ،  32ng/µl  ،  7ng/µl  ،25ng/µl  ،  37ng/µl ــب  ترتی ــه   ب
ــوارد داراي خلوص عالي و  ــدول 1( که در 67% م ــد )ج 42ng/µl بودن

ــكل 3( و در دو مورد دیگر دلیل عدم  میزان جذب نوري 1/8 بودند )ش

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

راست به چپ(.  

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

ج��دول 1- نمونه های م��ورد مطالعه و جذب ن��وري آن ها 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

دكتر حسين صمدي كفيل  و همکاران
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ــب بهترین جذب نوري وجود آلودگي خاکي مختصر و یا کم بودن  کس
ــتخراج شده بر روي ژل  مقدار 500 میلي گرم بود. آزمون نمونه های اس
ــتخراج شده باند قابل مشاهده ایجاد  آگارز در هیچكدام از نمونه های اس
نكرد در حالیكه نمونه کنترل مثبت رنگ آمیزي به خوبي رنگ آمیزي 
شده بود. نمونه هایي که با استفاده از روش معمولي استخراج DNA با 
ــیناژن انجام شد هیچ ژنوم قابل شناسایي  استفاده از کیت استخراج س
ــتخراج شده در  ــتخراج ننموده بودند. همچنین ژنوم اس با نانودراپ اس
این مطالعه جهت بررسي های ژنومیك واکنش زنجیره ای پلیمراز مورد 
ــج قابل قبولي را ارایه  ــتفاده قرار گرفتند که در تمامي نمونه ها نتای اس
ــكل 4(. هرچند به دلیل محدودیت نمونه های مورد بررسي  نمودند )ش
ــتر  ــتر با حجم نمونه های بیش ــي های بیش در این مقاله، نیازمند بررس

می باشیم. 

بحث و نتيجه گيري

ــناخت ما از  ــي به عنوان یك انقلاب در ش ــتفاده از ابزارهاي ملكول اس
ــره اي ملكولي یك روش  ــد. در این میان واکنش زنجی ــته می باش گذش
ــایي ژنتیكي و ترسیم گذشته و  ــاس و مناسب جهت شناس بسیار حس
ــتفاده از حتي یك تار  ــد )1(. این روش با اس حال و حتي آینده می باش
ــینه ژنتیكي موجودات می باشد. اما در این  ــایي پیش مو، قادر به شناس
ــروه از مطالعات وجود  ــه و اصلي مورد نیاز براي این گ ــان ماده اولی می
ــای مختلف آن پي  ــي بخش ه ــد تا بتوانیم با بررس ژنوم DNA می باش
ــتاني  ــینه ژنتیكي موجودات ببریم )10،11(. در نمونه هاي باس به پیش
ــر DNA و عدم وجود DNA قابل  ــكل از میان رفتن اکث مهمترین مش
ــتفاده در آزمون زنجیره ای پلیمراز می باشد )9(. این امر می تواند به  اس
دلیل از میان رفتن اکثریت ژنوم موجود زنده بر اثر فرسایش و یا وجود 
ــد لذا پروتكل  مهارکننده های متعدد واکنش زنجیره ای پلیمراز می باش
بهینه استخراج ژنومي از اهمیت بالایي برخوردار است تا بتوان به طبع 
ــي نمود )11(. تا  ــف ژنومي نمونه مورد مطالعه را بررس ــاد مختل آن ابع
ــتاني ارائه شدند که  ــتخراج ژنوم باس حال روش های متعددي براي اس
غالبا بر اساس روش  هایي مي باشند که باعث صدمه به DNA می شوند 

ــتند، پرهزینه هستند و  )8-6( یا قادر به حذف کامل مهارکننده ها نیس
ــا می باشد )11(. در این  ــامل مراحل سخت و طاقت فرس یا پروتكل ش
مطالعه ما با استفاده از سیلیكا بیدهاي ارزان قیمت قابل تهیه در کشور 
که به همراه خود بافرهاي آزادسازي را نیز به همراه خود دارند استفاده 
ــتفاده از بافرهایي مواد مهارکننده و مضر آزمون  نموده و در ابتدا با اس
ــي نمونه ها با استفاده از نانودراپ نشان از  را حذف نمودیم. نتایج بررس
ــب نمونه های مورد استفاده بودند )جدول 1(. این روش را  خلوص مناس
می توان به عنوان یك روش ساده و کاربردي که در عین سادگي اجراء 
ــتخراج نموده و DNA های موجود در نمونه را جمع  حداکثر ژنوم را اس
ــن محصولات ژنومي حاصل از  ــوب نمود. همچنی آوري می نماید، محس
ــتفاده در آزمون RealTime PCR براي  ــتخراج با این روش براي اس اس
ــكل 4( که نتایج  ــتفاده قرار گرفتند )ش آزمودن ژن بتا اکتین مورد اس
ــتفاده از این ژنوم را  ــب و خالص و قابلیت اس ــتخراج مناس حاصل ، اس
ــتخراج از انواع  ــان می داد. لذا این روش براي اس در مطالعات ژنومي نش
نمونه های استخواني، دنداني و ... که بافت قابل استخراج به سادگي در 
ــترس نمی باشد توصیه می گردد.  همچنین مطالعات با حجم بیشتر  دس

براي تایید این روش توصیه می گردد. 

پيشنهادات

ــود از این روش براي انواع  ــاس نتایج مطالعه حاضر توصیه می ش بر اس
ــه بافت نرم به طور  ــادي ک ــتاني و اجس مطالعات بر روي ژنوم های باس

کامل تخریب شده است، استفاده گردد. 

تقدير و تشكر
ــگاه  ــن مطالعه با حمایت مالي مرکز تحقیقات کاربردي دارویي دانش ای
علوم پزشكي تبریز و طي طرح تحقیقاتي مصوب این مرکز اجرا گردیده 
ــایت باستان شناسي گوهر تپه،  ــت. بدینوسیله از تمامي کارکنان س اس
ــگري، گروه باستان شناسي  ــازمان میراث فرهنگي و گردش همكاران س
ــگاه میكروب شناسي مرکز  ــگاه تربیت مدرس و همكاران آزمایش دانش

تحقیقات دارویي تبریز کمال تقدیر و تشكر را داریم. 
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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. 
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