
مقدمه

DNA ــكلتي و انجام ــاي اس ــكلتي و انجام DNA از بقاي ــاي اس DNA از بقاي DNA ــول ــتخراج مولك ــول DNAاس ــتخراج مولك DNAاس
Typing بر روي استخوان ها، كاربردهاي زيادي در زمينه هاي مختلف 
ــتان شناسي، انسان شناسي، بيولوژي، تكوين مولكولي،  به خصوص باس

پزشكي قانوني و علوم جنايي (تعيين هويت اجساد و شناسايي قربانيان 
ــوانح هوايي، و ديگر بلاياي دسته جمعي و شناسايي  ــوزي ها، س آتش س
ــپري مي شود) دارد.  از اين رو  ــربازاني كه مدتها از زمان مرگشان س س
DNAاستخراج و تكثير موفقيت آميز DNAاستخراج و تكثير موفقيت آميز DNA از بقاياي اسكلتي اهميت بالايي 
ــات  ــب براي انجام آزمايش ــزان DNA با وزن مولكولي مناس ــزان DNAدارد.  مي DNAدارد.  مي
ــادي كه مدتي از مرگ آنها مي گذرد به علت  DNA Typing در اجس

مقايسه كارآيي روش استخراجي فنل كلروفرم سيليكا با روش گوانيدين 
تيوسيانات سيليكا در بازيابي DNA از بقاياي اسكلتي
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چكيده

ــاد و شناسايي قربانيان بلاياي دسته جمعي و اجساد سربازان  ــيار مهمي در تعيين هويت اجس ــت هاي DNA Typing نقش بس ــت هاي DNA Typingتس DNA Typingتس ــت هاي زمينه و هدف:  ــت هاي زمينه و هدف: تس تس
DNA Typing با وزن مولكولي مناسب براي انجام آزمايشات DNA Typing با وزن مولكولي مناسب براي انجام آزمايشات DNA Typing در اجساد سوخته، اجسادي كه مدتي طولاني  DNA جنگي دارند.  به دست آوردنDNA جنگي دارند.  به دست آوردنDNA
ــد.  هدف از اين بررسي، مقايسه  ــكلات زيادي همراه مي باش ــته يا مدتي در آب غوطه ور بوده اند به علت تجزيه DNA با مش ــته يا مدتي در آب غوطه ور بوده اند به علت تجزيه DNAاز مرگ آنها گذش DNAاز مرگ آنها گذش
ــيليكا به منظور بررسي DNA استخوان هاي  ــيليكا و گوانيدين تيوسيانات س ــتخراجي مختلف به نام هاي فنل-كلروفرم س ــيليكا به منظور بررسي DNAو ارزيابي دو روش اس ــيليكا و گوانيدين تيوسيانات س ــتخراجي مختلف به نام هاي فنل-كلروفرم س DNAو ارزيابي دو روش اس

قديمي مي باشد.
ــت نمونه استخواني از اجساد مجهول الهويه كه به طور تصادفي انتخاب شده بودند و به طور ميانگين هشت سال از زمان  روش بررســي: از بيس
DNA استخراج گرديد. كميت DNA استخراج گرديد. كميت DNA DNA ــت، با استفاده از روشهاي فنل كلروفرم سيليكا و گوانيدين تيوسيانات سيليكا، مولكول ــت، با استفاده از روشهاي فنل كلروفرم سيليكا و گوانيدين تيوسيانات سيليكا، مولكول DNAمرگ آنها مي گذش DNAمرگ آنها مي گذش
ــپكتروفتومتري تعيين شد.  سپس DNA استخراج شده درهشت منطقه پلي مورفيك كوتاه تكرارشونده متوالي (STRs)به  ــتفاده از روش اس ــپكتروفتومتري تعيين شد.  سپس DNAبا اس ــتفاده از روش اس DNAبا اس
ــرازي (PCR) تكثير گرديد.  نرخ  ــره اي پليم ــش زنجي ــاي CD4, vWA, LPL, D5S818, D16S539, D13S317, F13, FES در واكن نام ه
ــماره گذاري بر روي ژل اكريل آميد بعد از  الكتروفورز  ــبه تعداد آلل هاي قابل ش ــيله محاس DNAموفقيت در انجام DNAموفقيت در انجام DNA پروفايلينگ نمونه ها، به وس

در هر مورد اندازه گيري شد.
ميزان يافته ها: ميزان يافته ها: ميزان DNA استخراج شده و ميزان خلوص آن بوسيله روش فنل-كلروفرم به طور متوسط به ترتيب 27/ 256 ميكروگرم بر ميلي ليتر و 
1/07DNA به دست آمد؛ در مقايسه، غلظت و ميزان خلوص 1/07DNA به دست آمد؛ در مقايسه، غلظت و ميزان خلوص DNA استخراج شده با روش گوانيدين - تيوسيانات به طور متوسط به ترتيب  170/86 
PCRميكروگرم بر ميلي ليتر و 0/94 به دست آمد.  نتايج ما بر اساس نرخ موفقيت كلي تكثير در واكنش PCRميكروگرم بر ميلي ليتر و 0/94 به دست آمد.  نتايج ما بر اساس نرخ موفقيت كلي تكثير در واكنش PCR در هشت منطقه STRs اشاره شده در 

بالا نشان مي دهد كه روش فنل كلروفرم (76٪) نسبت به روش گوانيدين تيوسيانات سيليكا (64٪) كارآتر مي باشد.
ــيانات سيليكا در STR Typing   از نمونه هاي  ــبت به روش گوانيدين تيوس ــيليكا نتايج بهتري را نس ــيانات سيليكا در STR Typing هرچند روش فنل كلروفرم س ــبت به روش گوانيدين تيوس ــيليكا نتايج بهتري را نس STR Typing هرچند روش فنل كلروفرم س نتيجه گيري:
ــتخوان قديمي براي بهبود تفسير نتايج  ــتفاده همزمان از هر دو روش را در آناليز بافت هاي اس ــده ارايه مي دهد، وليكن ما اس ــتخوان تجزيه ش اس

پيشنهاد مي كنيم.
واژگان كليدي:  استخوان، DNA پروفايلينگ، واكنش زنجيره اي پليمرازي ، توالي كوتاه تكرار شونده
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ــاق مي افتد، اندك  ــه بلافاصله پس از مرگ اتف ــه مواد ژنتيكي ك تجزي
ــتخوان ها نسبت به فرسايش فيزيكي  مي باشد.  وليكن ازآنجايي كه اس
ــند، منبع با ارزشي براي استخراج  ــيميايي محيط مقاوم تر مي باش و ش

DNA مي باشند (1-3).
DNA و انجام DNA و انجام DNA DNA ــي ــراي بازياب ــكل عمده ب ــه مش ــي DNAالبته س ــراي بازياب ــكل عمده ب ــه مش DNAالبته س

Typing روي بقاياي اسكلتي قديمي و يا سوخته وجود دارد كه عبارتند 
DNA وجود آلودگي هاي DNA وجود آلودگي هاي DNA  و3-  DNA ، 2- از : 1- ميزان بالاي تجزيه
ــتخراج فاكتورهاي مهاركننده همزمان با استخراج DNA .  وجود  اس
ــره اي پليمرازي  ــزان كم آن در واكنش زنجي ــده و مي DNA تجزيه ش
ــه عدم تكثير هر دو آلل و ايجاد هموزيگوت  1(PCR) مي تواند منجر ب

ــراز مولكول هاي  ــلاوه، آنزيم DNA پلي م ــردد (6-4).  به ع ــلاوه، آنزيم DNAكاذب گ ــردد (6-4).  به ع DNAكاذب گ
DNA خارجي (كامل وتجزيه نشده) را به مولكول هايDNA شكسته 
ــد، و در بهترين حالت باعث تكثير  ــده نمونه موردنظر ترجيح مي ده ش
ــول DNA خارجي و مولكول DNA نمونه موردنظر  هر دو نوع مولك
ــود در تكرار واكنش هايPCR  از يك  مي گردد، كه اين امر باعث مي ش

نمونه نتايج ظاهراً متفاوتي بدست آيد (7-9).
ــده در بالا،  بهينه سازي و انتخاب  بنابراين با توجه به نكات ذكر ش
ــتخراجي كه قادر به استخراج DNA با كميت و كيفيت  ــتخراجي كه قادر به استخراج DNAيك روش اس DNAيك روش اس
ــد، يك مرحله اساسي در  ــب و حذف مهاركننده هاي PCR باش ــب و حذف مهاركننده هاي PCRمناس PCRمناس

تعيين هويت موفقيت آميز از بقاياي اسكلتي مي باشد (10).  
DNA ــتخراج ــر روي مقالات با موضوع اس ــا يك مرور كوتاه ب ــتخراج DNAب ــر روي مقالات با موضوع اس ــا يك مرور كوتاه ب DNAب

ــده  ــه تقريباً به تعداد مقالات چاپ ش ــتخوان مي توان دريافت ك از اس
ــاس راهكار  ــتخراجي وجود دارد؛ كه البته اين تفاوت ها در اس روش اس
ــد. هرچند ارايه  ــت بلكه در جزييات چگوني انجام پروتكل مي باش نيس
ــتخراجي براي همه نمونه هاي  يك پروتكل به عنوان بهترين پروتكل اس
ــتخوان قابل توجيه و امكان پذير نمي باشد؛ وليكن مقايسه و ارزيابي  اس
ــتراتژي هاي اساسي استخراج DNA اهميت زيادي دارد.  پروتكل- ــتراتژي هاي اساسي استخراج DNAاس DNAاس

ــتخراج  ــورت موفقيت آميزي قادر به اس ــا مي كنند به ص ــي كه ادع هاي
ــده اند را مي توان به طور اساسي به  ــتخوان ها ش ــب از اس DNA مناس
چهار استراتژي عمده تقسيم بندي كرد. اين استراتژي ها با نام هاي فنل، 
ــوند (1). هدف مطالعه ما  ــيليكا، جوشاندن و كلروفرم شناخته مي ش س
ــه نمودن روش هاي استخراجي فنل كلروفرم سيليكا و گوانيدين  مقايس
DNAتيوسيانات سيليكا در بدست آوردن DNAتيوسيانات سيليكا در بدست آوردن DNA با كميت و كيفيت مناسب 
ــام DNA Typing روي بقاياي  ــام DNA Typing قابل تكرار و انج DNA Typing قابل تكرار و انج PCR ــراي انجام ــراي انجام PCRب PCRب

اسكلتي انساني مي باشد.

روش بررسي

ــت قطعه استخوان از  ــامل تعداد بيس مواد و نمونه ها: نمونه ها ش
ــاني بودند كه در طي ساليان متمادي  ــكلتي شده انس بقاياي كاملاً اس
ــتان اصفهان ارسال گرديده و  ــكي قانوني اس ــته به اداره كل پزش گذش
ــت.   ــال از فوت آنها مي گذش ــت س تقريباً به طور ميانگين بيش از هش

ــديم  ــا محلول هيپوكلريد س ــده ابتدا ب ــتخواني انتخاب ش قطعات اس
(bleach)  شستشو داده شد و سطح آنها با استفاده از تيغ بيستوري و 
ــمباده ساييده و عاري از انساج و ساير آلودگي هاي محيطي (از  كاغذ س
قبيل خاك و گل ....) شد. تكه هاي برداشت شده با آب مقطر استريل و 
دو بار تقطير، آبكشي و سپس در دماي اتاق خشك شدند. آنگاه نمونه ها 
در پليت هاي يكبار مصرف و به مدت 20 دقيقه در زير اشعه UV قرار 
70 -  و ذوب  °C ــدند. نمونه ها پس از چندبار انجماد در دماي ــدند. نمونه ها پس از چندبار انجماد در دماي Cداده ش Cداده ش
ــه روش مكانيكي و در  ــگاه (freeze & thaw) ،  ب ــاي آزمايش در دم

شرايط كاملاً استريل پودر گرديدند.
جلوگيري از آلودگـي: مهم ترين نكته در فرآيند كار اجتناب از 
آلودگي محلول ها و لوازم به ذرات DNA خارجي است كه مي تواند از 
ــت، عطسه و سرفه به نمونه ها انتقال يابد.  لذا كار با دستكش،  راه پوس
ــايل و محلول ها اتوكلاو  ــك دهان و صورت الزامي است. كليه وس ماس
شده و در مواردي كه محدوديت براي اتوكلاو وجود داشت تحت تابش 

اشعه UV قرار داده شدند.

روش1 - گوانيدين تيوسيانات سيليكا
(11) به  (Höss & Pääbo Method) روش استاندارد سيليكا
ــد و سپس تغييراتي براي حصول نتيجه  ــاس كار قرار داده ش عنوان اس

بهتر اعمال شد.

ساخت محلول ها
ــيانات  ــودر گوانيدين تيوس ــرم پ - معـرف شـماره 1: 1/05 گ
ــي ليتر آب مقطر دو بار  (guanidinium thiocyanate) + 3 ميل

تقطير + 2/ 2 ميلي ليتر از معرف شماره 4.
- معرف شـماره 2: 1/05 گرم پودر گوانيدين تيوسيانات + 0/6 
ــتات آمونيوم يك مولار + 5/4 ميلي ليتر آب مقطر دو بار  ميلي ليتر اس

تقطير استريل
- معرف شـماره 3: 0/1 ميلي ليترتريس (Tris) يك مولار + 1 
ميلي ليتر EDTA يك مولار + 0/5 ميلي ليتر SDS ده درصد + 8/4 

ميلي ليتر آب مقطر دو بار تقطير استريل.
ــول محل ــر  ليتـــــ ــي  ميلــــــ  2  :4 شـماره  معـرف   -
ــولار م  0/5 EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid)
Triton X 0/01 مولار +  1/2 ميلي ليتر ازTriton X 0/01 مولار +  1/2 ميلي ليتر ازTriton X Tris ــي ليتر + 5/ 0 ميل

6/3 + ميلي ليتر آب مقطر دو بار تقطير استريل.

روش استخراج
ــتخوان  ــوب جداگانه حدود 50 ميلي گرم پودر اس در دو ميكروتي
NaOH ــا دو بار با محلول ــك تا دو بار با كلروفرم و يك ت ــه و ي ــا دو بار با محلول NaOHريخت ــك تا دو بار با كلروفرم و يك ت ــه و ي NaOHريخت

ــدند. آنگاه لوله ها در زير هود لامينار قرار  ــو داده ش 0/05 مولار شستش
ــدند تا كاملاً خشك گردند. سپس 0/5 ميلي گرم پودر پروتئيناز  داده ش

1 - Polymerase Chain Reaction

ي از بقاياي اسكلتي از بقاياي اسكلتي DNA مقايسه كارايي روش استخراجي فنل كلروفرم سيليكا با روش گوانيدين تيوسيانات سيليكا در بازيابي
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ــد و به هر ميكروتيوپ  ــماره 3 حل ش K در هزار ميكروليتر از معرف ش
ــبانه روز  ــد. نمونه ها به مدت 2 ش ــه گردي ــر از آن اضاف 500 ميكروليت
ــدند.  37 با حركت يكنواخت قرار داده ش °C  ــاري ــن م ــتگاه ب ــاري  Cدر دس ــن م ــتگاه ب Cدر دس
ــد. و  ــاز رويي به ميكروتيوب هاي جديد منتقل ش ــانتريفيوژ ف بعد از س
ــد و به  ــماره 1 افزوده ش به هر يك از لوله ها يك ميلي ليتر از معرف ش
ــرار گرفت. آنگاه به هر  ــاعت در دماي اتاق روي روتاتور ق ــدت 24 س م
ــيليكا اضافه و به مدت  ــيون س ميكروتيوپ 40 ميكروليتر از سوسپانس
ــدند سپس فاز رويي پس  20 دقيقه در حرارت اتاق به آرامي روتاتور ش
از سانتريفيوژ دور ريخته شد. و رسوب ذرات سيليكا در سه نوبت و هر 
ــو داده شد. رسوب  ــماره (2) شستش بار با 300 ميكروليتر از معرف ش
ــيون درآورده شد و با 400 ميكروليتر اتانول  مجدداً به حالت سوسپانس
ــد. درآخرين مرحله به رسوب،  ــو داده ش 70 درجه در 4 نوبت شستش
400 ميكروليتر اتانول 70 درجه اضافه و به مدت يك ساعت در دماي

20 - قرار داده شد. آنگاه با خالي كردن فاز رويي و قرار دادن لوله ها  ° C
در زير هود (air flow laminar) به مدت 30 دقيقه اجازه داده شد 
تا اتانول از محيط خارج گردد.  يكبار شستشو با 400 ميكروليتر استون 
ــانتريفيوژ، استون از محيط عمل خارج گرديد. و  ادامه يافت، و بعد از س
ــدند تا  55 قرار داده ش °Cميكروتيوپ ها به مدت 5 دقيقه در بن ماري
ــك گردند. در مرحله بعد به هر ميكروتيوپ 50 ميكروليتر از  كاملاً خش
ــيون به  10 ميلي مولار با pH= 8  اضافه و انكوباس Tris HClمحلول
°60 انجام گرفت.  و بعد از سانتريفيوژ، فاز رويي  C مدت 10 دقيقه در

PCRبراي انجام PCRبراي انجام PCR به ميكروتيوب هاي جديد منتقل گرديد.

روش 2- فنل كلروفرم سيليكا
ــه عنوان پايه  ــتاندارد فنل (12) ب ــتخراج DNA اس پروتكل اس
ــد. سپس با تغييراتي در پارامترهاي اصلي روش زير بهينه  قرار داده ش

گرديد.
ــتخوان يك تا دو بار با كلروفرم و يك تا دو بار  3/ 0 گرم پودر اس
ــو داده شد. آنگاه لوله ها در زير  0/05 مولار شستش NaOH با محلول

هود لامينار قرار داده شدند تا كاملاً خشك گردند. 
0/5 مولار  EDTA ــيون در 4/5 ميلي ليتر ــپس دكلسيفيكاس ــيون در 4/5 ميلي ليتر EDTAس ــپس دكلسيفيكاس EDTAس
ــور به مدت 120  ــتگاه روتات ــاي اتاق و روي دس ــا pH = 8/3 در دم ب
ــاعت انجام شد. بعد از سانتريفيوژ، محلول رويي دور ريخته شد و ته  س
°56 در محلول بافري ليزكننده  C ــين باقي مانده با انكوباسيون در نش
HCl كلريد سديم 100 ميلي مولار، تريس ،HCl كلريد سديم 100 ميلي مولار، تريس ،HCl (ان- لوريل ساركوزين ٪2

ــولار[ pH= 8]) و  پروتئيناز  ــولار و EDTA 10 ميلي م ــي م 10 ميل
ــاعت قرار داده شد. سپس 3 ميلي ليتر از تركيب فنل-  K به مدت 3 س
ــه آرامي مخلوط گرديد، و بعد  ــد و ب كلروفرم- ايزوآميل الكل اضافه ش
ــانتيگراد، فاز آبي و  ــيون لوله ها به مدت 10 دقيقه در °56 س ــيون لوله ها به مدت 10 دقيقه در °از انكوباس °از انكوباس
ــاي فالكون جديد منتقل  ــي از يكديگر جدا گرديد. فاز آبي به لوله ه آل
ــدند،  ــد و به آرامي مخلوط ش ــد و 4/5 ميلي ليتر كلروفرم اضافه ش ش
°56 ، فاز آبي و  C ــيون لوله ها به مدت 10 دقيقه در ــپس با انكوباس ــيون لوله ها به مدت 10 دقيقه در Cس ــپس با انكوباس Cس

ــدا گرديد. در مرحله بعد  فاز آبي به لوله هاي فالكون  ــي از يكديگر ج آل
ــتات سديم 2 مولار جديد منتقل و به ترتيب به آنها 100 ميكروليتراس

ــكل 100٪ و30  ــول ال ــر  ايزوپروپان ــي ليت (pH = 4/ 5) و 3/3 ميل
ــيليكا اضافه و به مدت 10 دقيقه در حرارت  ميكروليترمحلول ذرات س

اتاق با حركات يكنواخت مخلوط گرديد.
ــد.  و سپس پليت  ــانتريفوژ، محلول رويي دور ريخته ش پس از س
ــد. و در نهايت اجازه داده  ــو داده ش حاصله 2 بار با اتانول 80٪ شستش
ــوب به مدت 30 تا 60 دقيقه در حرارت اتاق بماند تا خشك  ــد رس ش

شود. سپس 100 ميكروليتر آب مقطر اضافه گرديد.
Specgeneتخليص شده از نمونه هاي فوق با دستگاهDNA  كميتDNA  كميتDNA

ــزان خلوص و كيفيت  ــد و مي (England, Techne) اندازه گيري ش
آن برآورد شد.

CD4, vWA, ــامي ــك STRs به اس ــت منطقه پلي مورفي هش
ــتفاده  ــا اس LPL, D5S818, D16S539 D13S317, f13, FES  ب
ــايكر (England, Gradiant: Touchgen) تكثير شدند.  از ترموس
تكثير هر يك از هشت لوكوس ذكر شده در حجم 50 ميكروليتر شامل 
مواد با غلظت هاي زير و پرايمر اختصاصي هر محل (13) در 40 سيكل  

انجام گرفت:
ــيم 500  ــر PCR (تريس10 ميلي مولار، كلريد پتاس ــر PCR- 10 × باف PCR- 10 × باف

8/ 4 ميكروليتر  (MgCl2 داراي) (pH= 8/3 ،ميلي مولار
0/96 ميكروليتر  (dNTP 10 ميلي مولار هر ) dNTP Mix-

50 ميلي مولار 1/5ميكروليتر MgCl2 -
ــر  ــرم ب BSA  160ميكروگ (Bovine Serum Albumin) -

ميلي ليتر
STRپرايمر رو به جلوبراي لوكوس STRپرايمر رو به جلوبراي لوكوس STR مورد نظر 0/2 ميكرومولار  _

ــر 0/2  ــورد نظ ــوس STR م ــراي لوك ــب ب ــه عق ــر رو ب ــوس STRپرايم ــراي لوك ــب ب ــه عق ــر رو ب STRپرايم ــوس _  ــراي لوك ــب ب ــه عق ــر رو ب ــوس _ پرايم ــراي لوك ــب ب ــه عق ــر رو ب پرايم
ميكرومولار

واحد 2  Taq DNA polymerase_
_ DNA هدف 20 ميكروليتر

ــيله آب مقطر دو بار تقطير استريل به  ــپس حجم واكنش بوس س
حجم 50 ميكروليتر رسانده شد.

ــازي قطعات تكثير شده بر روي ژل پلي آكريل آميد 8٪ به  جداس
Allelic ــبانه روز و در كنار ــانتي متر به مدت زمان يك ش ــبانه روز و در كنار Allelicطول 35 س ــانتي متر به مدت زمان يك ش Allelicطول 35 س

ــام گرفت و حاصل كار با رنگ آميزي نيترات  Ladder هر لوكوس انج
نقره نمايان گرديد.

يافته ها

DNA نتايج حاصل از اين مطالعه نشان مي دهد كه متوسط ميزانDNA نتايج حاصل از اين مطالعه نشان مي دهد كه متوسط ميزانDNA
حاصل از روش فنل كلروفرم سيليكا 256/27 ميكروگرم بر ميلي ليتر و 
DNAميزان متوسط خلوص آن 1/07 مي باشد. متوسط ميزان DNAميزان متوسط خلوص آن 1/07 مي باشد. متوسط ميزان DNA حاصل 
از روش گوانيدين تيوسيانات سيليكا 170/86 ميكروگرم بر ميلي ليتر و 

دكتر عليرضا صبوري و همكاران
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ميزان متوسط خلوص آن 0/94 مي باشد (جدول 1).
همانطور كه در نمودار 1 مشاهده مي شود، نرخ موفقيت در تكثير 
ــتخواني با  روش استخراجي  ــتخراج شده از بيست نمونه اس DNA اس
F13, D13S317,فنل كلروفرم سيليكا در هشت منطقه پلي مورفيك

D16S539, D5S818, LPL, vWA, CD4 و FES به ترتيب 70، 
درصد مي باشد؛ و با روش استخراجي  75، 70، 70، 85، 75، 85 و 75
ــيانات سيليكا به ترتيب 55، 35، 65، 45، 95، 90، 65  گوانيدين تيوس
STRدرصد مي باشد. بعضي از نمونه ها در بعضي از مناطق STRدرصد مي باشد. بعضي از نمونه ها در بعضي از مناطق STR (توالي  و 65
ــونده) با هر دو روش استخراجي جواب مي دهند (تصوير  كوتاه تكرار ش
1). بعضي از نمونه ها در بعضي از مناطق با يك روش نتايج قابل قبولي 
ــت  ــه مي دهند در حالي كه با روش ديگر نتايج قابل قبولي بدس را اراي

نمي آيد (تصوير2،3،4) (جدول 2).

بحث

مطالعه حاضر بر روي آناليز دو راهكار استخراجي فنل- كلروفرم- 
سيليكا و گوانيدين تيوسيانات سيليكا براي بهبود ارايه خدمات متداول 
ــتخواني به منظور  ــكي قانوني در آناليز نمونه هاي اس ــگاه پزش آزمايش
تشخيص هويت افراد مجهول الهويه انجام شده است. موفقيت در تكثير 
ــي هاي  STRمناطق پلي مورفيك STRمناطق پلي مورفيك STR به عنوان يك پارامتر اصلي در بررس
ــد؛ ما در مطالعه خود علاوه بر  ــكي قانوني مطرح مي باش جنايي و پزش
DNAميزان DNAميزان DNA استخراج شده و ميزان خلوص آن، نرخ موفقيت تكثير را 

براي ارزيابي روش هاي استخراجي مذكور انتخاب نموديم.
ما در بررسي خود، ابتدا دو روش فنل-كلروفرم- سيليكا و گوانيدين 
ــيانات سيليكا را با ايجاد تغييراتي نسبت به روش استاندارد بهينه  تيوس
نموديم. در اين بررسي، تعيين غلظت و خلوص DNA از بيست نمونه 
ــده با دو روش فنل كلروفرم سيليكا و گوانيدين  استخواني استخراج ش
ــط ميزان DNA و متوسط  ــان داد كه متوس ــيليكا نش ــيانات س ــط ميزان DNAتيوس ــان داد كه متوس ــيليكا نش ــيانات س DNAتيوس
ــت آمده از نمونه هاي اسكلتي با روش فنل  ميزان خلوص DNA بدس
ــط ميزان خلوص  ــط ميزان DNA و متوس ــيليكا از متوس ــط ميزان DNAكلروفرم س ــيليكا از متوس DNAكلروفرم س
DNA بدست آمده از نمونه هاي اسكلتي با روش گوانيدين تيوسيانات 
ــد (جدول 1).  به علاوه، نرخ كلي موفقيت در  ــتر مي باش ــيليكا بيش س
ــت منطقه پلي مورفيك مورد بررسي با به كار  DNAتكثير DNAتكثير DNA در هر هش
ــيليكا (76٪) نسبت به به كارگيري روش  گيري روش فنل كلروفرم س

گوانيدين تيوسيانات سيليكا (64٪) بيشتر مي باشد. 

ــتخراج شــده با دو  نمودار 1- نرخ موفقيت تكثير DNA اس
ــيليكا و گوانيدين تيوسيانات  روش فنل كلروفرم س

STR سيليكا در 8 منطقهSTR سيليكا در 8 منطقهSTR

ــيليكا (Ph-Ch) و گوانيدين  ــتخراج شــده نمونه هاي 12 و 13 با دو روش فنل كلروفرم س DNAتصوير 1- نتايج تكثير DNAتصوير 1- نتايج تكثير DNA اس
vWA و  D5S818 در مناطق پلي مورفيك (GuSCN) تيوسيلنات سيليكا

Allelic ladder             Ph-Ch            GuSCN                                      Ph-Ch     GuSCN              Allelic Ladder
 D5S818                            13 نمونه12                                                         نمونه                            vWA

ي از بقاياي اسكلتي از بقاياي اسكلتي DNA مقايسه كارايي روش استخراجي فنل كلروفرم سيليكا با روش گوانيدين تيوسيانات سيليكا در بازيابي
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ــيليكا نتايج بهتري را در رابطه  به طور كلي، روش فنل كلروفرم س
ــكلتي نسبت به روش  ــده اس STR Typingبا STR Typingبا STR Typing از نمونه هاي تجزيه ش

گوانيدين تيوسيانات سيليكا نشان مي دهد.
Hummel نتايج ما با نتايج بدست آمده از مطالعات وسيعي كه
DNA آلمان روي استخراج Göttingen و همكارانش در آزمايشگاه

ــت. آنها  ــكلتي در طي يك دهه انجام دادند، مطابقت داش از بقاياي اس
STR Typingاعلام نمودند كه پروتكل فنل كلروفرم در ايجاد STR Typingاعلام نمودند كه پروتكل فنل كلروفرم در ايجاد STR Typing  كامل 

بسيار بهتر از روش گوانيدين تيوسيانات سيليكا عمل مي كند (1).
ــه دو  ــه Davoren و همكارانش با مقايس ــت ك ــه Davorenاين در حالي اس ــت ك Davorenاين در حالي اس
ــت نمونه  ــيانات كه بر روي بيس ــل كلروفرم و گوانيدين تيوس روش فن

GuSCN      Ph-Ch          GuSCN     Ph-Ch     كنترل منفي   كنترل مثبت    Allelic ladder
      CD4                                                              نمونه6                             نمونه18   

Ph-) ــتخراج شــده نمونه هاي 6 و 18 با دو روش فنل كلروفرم سيليكا DNAتصوير 2- نتايج تكثير DNAتصوير 2- نتايج تكثير DNA اس
CD4 در منطقه پلي مورفيك (GuSCN) و گوانيدين تيوسيانات سيليكا Ch)

      Ph-Ch      GuSCN             Ph-Ch        uSCN                Ph-Ch      GuSCN                                             LPL
        كنترل منفي    كنترل مثبت                  نمونه  15                                نمونه9                                نمونه 2

ــتخراج شــده از نمونه هاي 2،9 و15 با دو روش فنل كلروفرم سيليكا (Ph-Ch) و گوانيدين  DNAتصوير 3- نتايج تكثير DNAتصوير 3- نتايج تكثير DNA اس
LPL در منطقه پلي مورفيك (GuSCN)تيوسيانات سيليكا

دكتر عليرضا صبوري و همكاران
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ــيانات  ــد، اعلام نمودند كه روش گوانيدين تيوس ــتخوان  انجام دادن اس
نسبت به روش فنل كلروفرم نتايج بهتري را نشان مي دهد (14).

هرچند، در مطالعه ما روش فنل كلروفرم نتايج بهتري را نشان مي-
DNA دهد، ليكن به دلايل زير ما انجام هر دو روش را براي استخراجDNA دهد، ليكن به دلايل زير ما انجام هر دو روش را براي استخراجDNA

ــده اند را پيشنهاد  ــال ش ــكلتي كه براي تعيين هويت ارس از بقاياي اس
مي كنيم:

ــراي برخي از نمونه ها و در بعضي از مناطق مولكولي در روش  - ب
ــد وليكن در روش فنل كلروفرم  ــيانات نتيجه حاصل ش گوانيدين تيوس
جوابي بدست نيامد و بالعكس در مواردي در روش فنل كلروفرم جواب 
ــيانات جوابي به دست نيامد.  ــد ولي در روش گوانيدين تيوس حاصل ش
ــه LPL با روش فنل  ــماره 2 در منطق ــتخوان ش ــه LPLبراي مثال، نمونه اس ــماره 2 در منطق ــتخوان ش LPLبراي مثال، نمونه اس
ــيانات جواب نداده  ــا روش گوانيدين تيوس ــرم جواب داده ولي ب كلروف

است (تصوير3). 
ــاد آلل هاي كاذب  ــولات PCR در يك روش ايج ــي محص ــولات PCR- گاه ــي محص PCR- گاه
مي نمايند كه در روش ديگر اين آلل هاي كاذب وجود ندارد. براي مثال 
ــتخوان شماره 5 در منطقه D13S317 با روش فنل كلروفرم داراي  اس
ــيانات  ــار آلل 8،9،11،12 بود در حالي كه با روش گوانيدين تيوس چه
تنها آلل هاي 8 و 12 ديده شد (تصوير4). و يا بالعكس، نمونه شماره 9 
LPLدر منطقه LPLدر منطقه LPL با روش گوانيدين تيوسيانات داراي آلل هاي 6،7،8 بود 

وليكن با روش فنل كلروفرم تنها آلل هاي 6 و 8 ديده شد (تصوير4).
DNA- گاهي اوقات به دليل تجزيه و تخريب مولكول DNA- گاهي اوقات به دليل تجزيه و تخريب مولكول DNA، تكثير هر 
ــل در واكنش PCR صورت نمي گيرد، كه اين امر منجر به ايجاد  ــل در واكنش PCRدو آل PCRدو آل
ــاي هتروزيگوت مي گردد. اين وضعيت را  هموزيگوت كاذب در نمونه ه
ــاهده نمود كه در  ــه 18 در منطقه CD4 مش ــورد نمون ــوان در م مي ت

ــوند در حالي  روش فنل كلروفرم آلل هاي 4 و 10 به خوبي ديده مي ش
ــيانات تنها آلل 4 ديده مي شود (تصوير2) كه در روش گوانيدين تيوس

(جدول 2). 

نتيجه گيري

ــري را در رابطه با  ــيليكا نتايج بهت ــد روش فنل كلروفرم س هرچن
ــبت به روش  ــكلتي نس ــده اس STR Typing از نمونه هاي تجزيه ش
گوانيدين تيوسيانات سيليكا نشان مي دهد، وليكن با توجه به يافته ها و 
نتايج حاصله به كليه آزمايشگاه هايي كه در زمينهDNA Typing از 
بقاياي اسكلتي بويژه استخوانهاي قديمي فعاليت دارند توصيه مي شود 
ــج از هر دو روش فنل  ــير بهتر نتاي ــراي نيل به نتايج قطعي تر و تفس ب
DNA ــيليكا و گوانيدين تيوسيانات سيليكا براي استخراج ــيليكا و گوانيدين تيوسيانات سيليكا براي استخراج DNAكلروفرم س DNAكلروفرم س

ــده از  ــتخراج ش ــتفاده نمايند. ضمناً از آنجايي كه حجم DNA اس ــتفاده نمايند. ضمناً از آنجايي كه حجم DNAاس DNAاس
ــد، توصيه مي شود براي كار بر روي  ــتخواني زياد نمي باش نمونه هاي اس
STRمناطق مولكولي بيشتر (13 يا 16 منطقه پلي مورفيك STRمناطق مولكولي بيشتر (13 يا 16 منطقه پلي مورفيك STR) از كيت-
ABI و دستگاه ژنتيك اتوآناليزر PCR ــتاندارد تكثير ــتاندارد تكثير PCRهاي تجاري اس PCRهاي تجاري اس

ــرعت و كاهش ميزان آلودگي  ــتفاده شود. همچنين براي افزايش س اس
در مرحله پودر نمودن قطعات استخوان بهتر است از دستگاههاي ويژه 
ــيكل هاي فشاري بهره مي- Barocyclerهمچون Barocyclerهمچون Barocycler  كه از تكنولوژي س

گيرد،  براي اين امر استفاده شود.

تقدير و تشكر
ــماره 1/2/18367 مصوب  ــي ش ــه حاصل طرح پژوهش ــن مقال اي

Ph-) استخراج شده نمونه هاي 5 و 11 با دو روش فنل كلروفرم سيليكا DNA تصوير4- نتايج تكثيرDNA تصوير4- نتايج تكثيرDNA
D13S317 در منطقه پلي مورفيك  (D13S317 در منطقه پلي مورفيك  (D13S317 GuSCN) و گوانيدين تيوسيانات سيليكا (Ch

h-Ch         GuSCN                 Ph-Ch        GuSCN                                             D13S317
              كنترل منفي    كنترل مثبت                 نمونه 11                                نمونه 5     

ي از بقاياي اسكلتي از بقاياي اسكلتي DNA مقايسه كارايي روش استخراجي فنل كلروفرم سيليكا با روش گوانيدين تيوسيانات سيليكا در بازيابي
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ــور مي باشد كه در  ــازمان پزشكي قانوني كل كش ــي س معاونت پژوهش
آزمايشگاه ژنتيك اداره كل پزشكي قانوني استان اصفهان انجام گرديده 
ــي و معاونت محترم  ــت. بنابراين در پايان از معاونت محترم پژوهش اس

اداري مالي سازمان پزشكي قانوني كشور در خصوص تأمين مالي طرح 
ــكر و  ــز ناظر طرح جناب آقاي دكتر كاظمي فر تش ــي فوق و ني پژوهش

قدرداني مي نمائيم.

1- Hummel S. Ancient DNA Typing.  Berlin: Springer; 
2003: 57-80.

2- Parsons Tj, Huel R, Davoren J, Katzmarzyk C, 
Milos A, Selmanovic A, et al. Application of novel 
“mini-amplicon” STR multiplexes to high volume 
casework on degraded skeletal remains. Forensic 
Science International. 2007;1:175-9.

3- Holland MM, Cave CA, Holland CA, Bille TW. 
Development of a quality, high throughput DNA 
analysis procedure for skeletal samples to assist 
with the identification of victims from the world 
trade center attacks. Croat Med J. 2003;44(3):246-
72.

4- Hochmeister MN, Budowle B, Borer UV, 
Eggmann V, Comey CT, Drinhofer R. Typing of 
Deoxyribonucleic Acid (DNA) extracted from 
compact bone from human remains. Journal of 
Forensic Sciences. 1991;36(6):1649-61.

5- Pancorbo MM, Castro A, Alonso S, Fernandez I, 
Barbero C, Garcia-Orad A, et al. Genetic typing 
with HUMTHO1, HUMvWA31A and HUMFES/
FPS short tandem repeat loci, D1S80 variable 
number tandem repeat locus and HLA-PQα of 
recent and from XII-XIII centuries spongy bone. 
Electrophoresis, 1995;16:1612-16.

6- Hänni C, Brousseau T. Laudet V, Stehelin D. 
Isopropanol precipitation removes PCR inhibitors 
from ancient bone extracts. Nucleic Acids 
Research, 1995;23(5):881-2.

7- Anzai T, Naruse TK, Tokunaga K, Honma T, Baba 
H, Akazawa T, et al. HLA genotyping of 5000-
and 6000-year-old ancient bones in Japan. Tissue 

Antigens. 1999;54:53-8.
8- Yoder AD. Ancient DNA in sub fossil lemurs: 

methodological challenges and their solutions. In: 
Rakotosamimanana E. New directions in Lemur 
studies. New York: Kluwer Academic/Plenum 
publishers;1999.

9- Schmerer WM, Hummel S, Hermann B. Optimized 
DNA extraction to improve reproducibility of short 
tandem repeat genotyping with highly degraded 
DNA as target. Electrophoresis. 1999;20:1712-
16.

10-  Cattaneo C, Craig OE, James NT, Sokol RJ. 
Comparison of three DNA extraction methods 
on bone and blood stains up to 43 years old and 
amplification at three different gene sequences. J 
Forensic Sci. 1997;42:1126-35.

11- Höss M, Pääbo S. DNA extraction from 
Pleistocene bones by a silica-based purification 
method. Nucleic Acids Res, 1993;21:3913-14.

12- Baron H, Hummel S, Herrmann B. Mycobacterium 
tuberculosis complex DNA in ancient human 
bones. J Archaeol Sci. 1996;23:667-671.

13- Butler JM, Reeder DJ. Short Tandem Repeat 
DNA Internet Database. 1997;[STR Fac tSheets]. 
Available from: http://www.cstl.nist.gov/biotech/
strbase.06 28,2006.

14-  Davoren J, Vanek D, Konjhodzic R, Crews J, 
Huffine E, Parsons TJ. Highly effective DNA 
extraction method for nuclear short tandem repeat 
testing of skeletal remains from mass graves. 
Croat Med J. 2007;48(4):478-85.

دكتر عليرضا صبوري و همكاران

References

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 s

jf
m

.ir
 o

n 
20

25
-1

1-
18

 ]
 

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

                               7 / 7

https://sjfm.ir/article-1-101-en.html
http://www.tcpdf.org

