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الهه فلفلي، شهره سليمي، غلامحسين رستگارنسب
دانش آموزان: زهرا حسيني، حميده حيدري، زهرا صمدي، نازنين السادات هاشمي، مهسا اعتصامي راد، محدثه ساكي

پژوهش سراي دانش آموزي محمدبن زكرياي رازي ناحيه  يك شهرري
Salimi_sh@yahoo.com

چكيده
پروژة استخراج DNA خون انسان توسط دانش آموزان در قالب چهار مرحلة اصلي استخراج عصاره و هستة سلول، تخليص 
ــد. مراحل كار و مواد به گونه اي انتخاب و طراحي شد كه انجام اين  ــايي اختصاصي DNA انجام ش DNA، تغليظ DNA و شناس
آزمايش در دبيرستان ها قابل اجرا باشد و با رنگ آميزي اختصاصي DNA كارايي مواد و روش به وسيلة دبير انجمن زيست شناسي 

و استادان ژنتيك دانشگاه تهران تأييد شد.

روش كـاربـردي
استخراج  DNA  از

خـون انسـان 

مقدمه 
ــلول ها، مولكولي دو رشته اي است كه از اتصال ميليون ها جفت نوكلئوتيد به  ــتة س DNA مادة وراثتي موجود در هس
ــده اند و بازهاي آلي در دو رشته به فاصله  ــت. نوكلئوتيدها مانند نردبان پشت سر هم رديف ش ــاخته شده اس يكديگر س
ــكيل داده اند. DNA به علت داشتن گروه هاي فسفات داراي بارالكتريكي منفي است.  ــخص پله هاي اين نردبان را تش مش
ــود. نمك هاي دو ظرفيتي مثل نمك هاي حاوي يون منيزيم به عمل  ــيلة آنزيم DNA آز تجزيه مي ش مولكول DNA به وس
ــديم باعث حفاظت DNA در مقابل آنزيم  تجزيه كمك مي كنند، اما نمك هاي يك ظرفيتي مثل نمك هاي حاوي يون س

تجزيه كننده مي شوند.
همة سلول هاي هسته دار، DNA دارند. بنابراين، در بافت هايي مثل خون فقط گلبول هاي سفيد DNA دارند و گلبول هاي 
قرمز و پلاكت ها كه فاقد هسته اند DNA ندارند. در عصارة سلولي، سلول هاي خون علاوه بر DNA، مقادير زيادي پروتئين 

دارند، مثل آنتي بادي ها در گلبول هاي سفيد، هموگلوبين در گلبول هاي قرمز، پروتئين هاي انعقادي در پلاكت ها.
ــلول هاي خون جزء سلول هاي جانوري هستند و به خلاف سلول هاي گياهي ديوارة سلولي ندارند. براي استخراج  س
ــاي سلول و هسته، تجزيه و كافت شود. معمولاً از روش هاي فيزيكي،  ــته،  در اولين مرحله بايد غش DNA از عصارة هس
مكانيكي و شيميايي براي اين كار استفاده مي شود. كاربرد DNA استخراج شده و نوع سلول هدفي كه DNA از آن استخراج 

مي شود، روش تجزيه كردن سلول را تعيين مي كنند.

كليدواژه ها: استخراج DNA، مواد شوينده، نمك اشباع، آكريدين اورنج.

تجربه
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ــت غشا با انجماد، شوك گرمايي و در روش هاي  در روش هاي فيزيكي و مكانيكي از روش هايي مثل له كردن، شكس
شيميايي از آنزيم ها و بعضي مواد شوينده استفاده مي شود. محلول هاي نمكي با ايجاد تورژسانس و مواد شوينده با حذف 
ميان كنش هاي قطبي بين پروتئين ها و ليپيدهاي غشا يا حذف ليپيدها باعث از هم گسيختگي  مواد شوينده مي شوند. انتخاب 
نوع مادة شوينده اي كه كمترين آسيب را به DNA برساند و هم چنين DNA را از اثر آنزيم هاي نوكلئازي حفظ كند، بسيار 
اهميت دارد. از اين تركيبات مي توان EDTA يا اتيلن دي آمين تترااستيك اسيد را نام برد. اين تركيب با حذف يون منيزيوم 

مانع فعاليت DNA آز مي شود.
مرحلة اساسي دوم: جداسازي DNA از ساير تركيبات عصارة سلولي و هسته است. در سلول هاي جانوري RNA و 

پروتئين ها و در سلول هاي گياهي كربوهيدرات ها از مواد ناخالصي اصلي همراه DNA هستند كه بايد حذف شوند.
اين مواد در روش هاي اندازه گيري مقدار DNA با دستگاه اسپكتروفتومتر خطا ايجاد مي كنند و مانع فعاليت آنزيم هاي 
محدودكننده در روش انتقال سادرن و كلون كردن ژن مي شوند. براي تخليص DNA از حلال ها و آنزيم هاي تجزيه كننده 
پروتئين و RNA استفاده مي شود. مثلاً، پروتئين ها در فنل حل مي شوند، اما DNA حل نمي شود يا نمك هاي اشباع باعث 

رسوب پروتئين ها و جداشدن آن ها از DNA مي شوند.
مرحلة سوم استخراج DNA: تغليظ DNA به معناي بالابردن غلظت DNA در حجم محلول است. معمولاً براي تغليظ 
DNA از اتانول و استات سديم و دماي 20- و يا استون و ايزوپروپانل در دماي پائين استفاده مي شود. با استفاده از اتانل 
RNA حذف مي شود و ارزان تر از ايزوپروپانل است. در ضمن ايزوپروپانل به DNA آسيب مي رساند، اما ايزوپروپانل بهتر 

از اتانل اليگو نوكلئوتيدها را تغليظ مي كند.
ــايي اختصاصي DNA در محلول است. اگر مقدار DNA زياد باشد، يا DNA با وزن ملكولي بالا استخراج  مرحلة آخر: شناس
شود، توده هاي دراز و سفيدرنگ DNA در محيط سرد تشكيل مي شوند. اگر محلول سانتريفيوژ شود، رسوب سفيد نشان مي دهد، در 
حين كار DNA را از دست نداده ايم. براي تأييد بيشتر مي توانيم از معرف هاي رنگي براي تشخيص DNA در محلول استفاده كنيم. 
معرف هايي مانند اتيديوم برومايد در حضور پرتو DNA، U.V را به رنگ بنفش و فنل رد DNA و پروتئين هاي اسيدي را به رنگ 

قرمز نشان مي دهد. مادة آكريدين اورنج، DNA را به رنگ سبز فسفري و RNA را به رنگ قرمز آجري نشان مي دهد.

مواد
1. مواد لازم براي تجزيه كردن غشــاي سلول: سوكروز 
ــك قطره مايع  ــوم كلرايد 5 ميلي مولار و ي ــولار، منيزي 0/32م
ظرفشويي. مايع ظرفشويي درست در هنگام اضافه كردن محلول 
ــود. در اين مرحله از بافر تريس HCL و  به خون اضافه مي ش

مواد شوينده اي مثل X-100 استفاده نكرديم.
ــن بافر براي ثبات  ــواد لازم براي تهية بافر PBS: اي 2. م
ــتفاده مي شود. سديم كلرايد  DNA و عدم تغيير pH محيط اس
ــيم كلرايد 2/7 ميلي مولار، فسفات هيدروژن  0/14 مولار، پتاس
ــديم 0/01 مولار، در اين مرحله ما از KH2PO4 كه براي  دي س

تهية اين بافر استفاده مي شود، استفاده نكرديم.
ــديم  ــته: س 3. مواد لازم براي تجزيه كردن غشــاي هس
هيدروكسيد 50 ميلي مولار و يك قطره مايع ظرفشويي. در اين 

مرحله ما از EDTA و بافر تريس استفاده نكرديم.
4. مواد لازم براي جدا كردن DNA از پروتئين ها: سديم 
كلرايد 6 مولار. در اين مرحله از موادي مانند فنل ـ كلروفرم يا 

پروتئيناز K استفاده نكرديم.

مواد و روش 
ــي  نمونه هاي ما نمونه هاي خون دبير انجمن زيست شناس
ــان اطمينان به عدم ابتلاي ايشان به ايدز  بود. معيار انتخاب ايش
ــازمان انتقال خون پس از خون دادن  و هپاتيت بود. گزارش س
ــتفاده از دستكش هاي  ــان و رعايت نكات ايمني، مانند اس ايش
ــر در مقابل  ــوزان باعث اطمينان خاط ــط دانش آم لاتكس توس

خطرات كار با خون بود.

نمونه گيري
ابتدا سرنگ را براي منعقد نشدن خون هپارينه كرديم. آمپول 
هپارين تهيه شده از داروخانه را شكستيم سرنگ را درون آمپول 
و هپارين را درون سرنگ كرديم و دوباره آن را خالي كرديم و 
سپس از ايشان خون گرفتيم. هپارين مانع عمل PCR مي شود، اما 
در كار تحقيقي ما چون فقط هدف استخراج DNA بود، مانعي 
به حساب نمي آمد. چون دانش آموزان در كتاب زيست شناسي و 
آزمايشگاه 1 اين ماده را خوانده بودند، استفاده از آن در طراحي 

آزمايش توسط دانش آموزان براي ما خيلي مهم بود.

نموونه گيري

مواددموادد و روش
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ــظ DNA: اتانل 97 درصد كه از  ــواد لازم براي تغلي 5. م
شب قبل در فريزر يخچال گذاشته شده بود.

6. مواد لازم براي رنگ آميزي DNA: آكريدين اورنج، در 
اين مرحله ما از موادي چون اتيديوم برومايد استفاده نكرديم.

ــتفاده  ــمارة 1 و 2 و 3 را اتوكلاو و بعد اس محلول هاي ش
كرديم. محلول شمارة 2 را پس از اتوكلاو در يخچال گذاشتيم. 
در اين آزمايش بعضي از موادي كه در استخراج DNA استفاده 
مي شود، توسط ما استفاده نشد. مهم ترين دليل براي عدم استفاده 
ــگاه هاي  ــوادي مثل تريس، EDTA اين بود كه در آزمايش از م
ــه از مواد موجود  ــود و براي ما مهم بود ك ــدارس موجود نب م
ــواد مثل پروتئيناز  ــتفاده كنيم.  بعضي از اين م ــدارس اس در م
ــتند و خريد آن ها از نظر  ــيار گران قيمت هس k يا RNA آز بس
ــت. بعضي از اين  اقتصادي براي مدارس مقرون به صرفه نيس
مواد مثل اتيديوم برومايد سمي و سرطان زا هستند و استفاده از 
مواد ايمن تر داراي اهميت بود. بعضي مواد مثل فنل رد ويژگي 
اختصاصي موردنظر ما را، نداشتند. در اين روش pH هيچ يك 

از محلول ها را به علت نداشتن pHسنج تنظيم نكرديم.

وسايل لازم 
ــر، چراغ گازي،  ــانتريفيوژ، بش ــرنگ، لولة آزمايش، س س

اتوكلاو، ترازو، استوانة مدرج، ارلن
همة لوله هاي آزمايش و سانتريفيوژ اتوكلاو شدند. در اين 
ــده درصد خلوص بالا مثل  ــتفاده ش روش هيچ يك از مواد اس
مواد شركت هاي سيگما و مرك نداشتند. مواد استفاده شده مواد 
ارسال شده توسط صنايع آموزشي به مدارس بود. اضافه كردن 

محلول ها نيز با سرنگ هاي استريل انجام شد.

روش كار 
ــي محلول  ــون هپارينه، 5 سي س ــي خ ــه يك سي س 1. ب
ــلول و يك قطره مايع ظرفشويي اضافه  تجزيه كنند ة غشاي س
ــت سروته كرديم. اين  كرديم و لوله را به مدت 15 دقيقه با دس

عمل را به اين علت انجام داديم كه دستگاه شيكر نداشتيم.
2. لوله را به مدت 5 دقيقه روي يخ گذاشتيم و لوله را چند 

بار سروته كرديم.
ــانتريفيوژ  ــدت 15 دقيقه با دور 3000 س ــه را به م 3. لول

كرديم.
ــي را دور ريختيم و به  ــانتريفيوژ محلول روي 4. پس از س
ــي بافر PBS سرد اضافه كرديم و به  رسوب ته لوله 55 سي س

رسوب ضربه زديم تا رسوب معلق شود.
ــانتريفيوژ  ــه با دور 1200 س ــه مدت 30 ثاني ــه را ب 5. لول

كرديم.

6. محلول رويي را دور ريختيم.
7. مراحل 6-1 را 3 بار تكرار كرديم تا همة رسوب ته لوله 
سفيد شد. به كمك مراحل 7-1 غشاي گلبول هاي قرمز و سفيد 
و پلاكت ها پاره شده و سيتوپلاسم سلول ها و اندامك هاي آن ها 
آزاد مي شود. با عمل سانتريفيوژ هسته هاي گلبول هاي سفيد از 

ساير اجزاي سيتوپلاسم جدا شد.
8. به رسوب ته لوله 0/2 هيدروكسيد سديم اضافه كرديم.
9. لوله را به مدت 20 دقيقه در آب جوش قرار مي دهيم.

ــرد شود. مراحل 10-8 را براي  10. صبر مي كنيم تا لوله س
تجزيه كردن غشاي هستة گلبول هاي سفيد انجام داديم.

11. به لوله سديم كلرايد اشباع اضافه مي كنيم (6 مولار) و 
چندين بار لوله را سروته مي كنيم.

12. لوله را به مدت 30 ثانيه با دور 1200 سانتريفيوژ كرديم 
(مرحلة يازده و 12 را براي رسوب كردن پروتئين ها و جدا شدن 

از DNA انجام داديم).
ــه درون لولة ديگر ريختيم، 2 برابر  ــول رويي را ب 13. محل
حجم آن اتانل سرد اضافه كرديم و در حمام يخ به شكل دوراني 

حركت داديم تا ملكول هاي دراز DNA جمع و تغليظ شوند.
14. به نمونة معرف رنگي آكردين اورنج اضافه كرديم.

روشش كار 

وساايل لازم 
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اشاره
هر سال روز نخست شهريورماه روز پزشك 
و روز بزرگداشــت ابن سيناست. فصل نامة رشد 
آموزش زيست شناسى به مناسبت اين روز ضمن 
عرض تبريك به همة پزشكان زحمتكش، بويژه 
پزشــكانى كه در كســوت معلم زيست شناسى 
ــوزش نوجوانان و جوانان ما مشــغول اند،  به آم
مرور مختصرى دارد به شــرح علائم، روش هاى 
تشخيص و درمان شكســتگى هاى استخوان در 

كتاب قانون ابن سينا.

نتايج 
ــده از نمونه هاي تهيه شده،  با توجه به عكس هاي گرفته ش
با روش اجرا شده، با مواد توضيح داده شده، توانستيم DNA را 
استخراج كنيم. دانش آموزاني كه مراحل 7-1 را يك بار و بعضي 
2 بار انجام دادند و دانش آموزاني كه يك قطره مايع ظرفشويي 
را اضافه نكرده بودند، رسوب سفيدي به دست نياورده بودند و 

هسته هاي آن ها با گلبول هاي قرمز و هموگلوبين آلوده بود.
ــا آكردين اورنج  ــده هنگامي كه ب ــتخراج ش نمونه هاي اس
رنگ آميزي شدند، آلودگي با RNA را نشان ندادند. از آن جا كه 
سرعت دستگاه سانتريفيوژ ما مشخص نبود، بهترين سرعت هاي 
موردنظر به طور تجربي با اين دستگاه تعيين شد، با اين سرعت ها 

توانستيم بهترين حالت استخرج DNA را داشته باشيم.

بحث و نتيجه گيري 
با حذف موادي مانند تريس يا فسفات دي هيدروژن پتاسيم 
ــتن كنترل بر pH محلول ها نگران بوديم كه  DNAهاي  يا نداش
خارج شده از هسته در طي كار تجزيه شوند، اما عملاً نتيجه نشان 
ــتفاده شده از مواد، pH در محدوده اي قرار  داد با غلظت هاي اس
 DNA ندارد. ما محلول هاي حاوي DNA مي گيرد كه اثري روي
ــه داري نكرديم. چنانچه مايل به نگهداري آن بوديم، بايد  را نگ
از محلول هايي كه پيشنهاد شده، مثل بافر تريس اسيدي استفاده 
مي كرديم، كه ما نداشتيم و بايد روي اين ماده كار مي كرديم و از 
بافرهاي ديگري استفاده مي كرديم. مزيت روشي كه ما استفاده 
ــتان ها بود. يافتن و استفاده  كرديم قابل اجرا بودن آن در دبيرس
از آكردين اورنج به عنوان معرف رنگي نقطة مهمي براي كار ما 
بود. اين ماده از يك طرف داراي ايمني بيشتر نسبت به اتيديوم 
 DNA برومايد است و از طرف ديگر با رنگ آميزي اختصاصي
به رنگ سبز فسفري، نسبت به فنل رد كه پروتئين ها و DNA را 

هر دو به رنگ قرمز درمي آورد، ارجحيت دارد.

منابع __________________________________________�
 

1. www.life.uiuc.edu/hughes/footlooker
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قانون 
و شكستگى 

استخوان
عبدالناصر كعدان
ترجمه: محمدعلى ـ ابوعلى

ا از نموونه هايي تهييه ششده، ــده با توجه به عكس هاي گرفته ش

با حذف موادي مانندد تريس ييا فسفاتت ديي هيدرروژنن پتاسسيم

كليدواژه ها: ابن سينا، شكستگى استخوان، قانون فى الطب.
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