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مقايسه روش هاي مختلف استخراج DNA به 
منظور مطالعه مولکولي انگل هاي فاسيولا

چيكد‌ه 
     فاسيولوزيس كيي از مهم ترين بيماري هاي انگلي مشترك بين انسان و دام مي باشد كه به لحاظ مشكلات بهداشتي و خسارات 
اقتص�ادي ف�راوان، در مناطق مختلف دنيا مورد توجه قرار دارد. با توجه به ش�يوع فاس�يولوزيس، انج�ام مطالعات مختلف از جمله 
مطالعات مولكولي بر روي انگل هاي فاس�يولا داراي اهميت فراواني اس�ت. هدف از اين تحقيق دس�تيابي به روش مناسب استخراج 
DNA از انگل هاي فاس�يولا به منظور انجام مطالعات مولكولي مي باش�د. پس از جمع آوري انگل هاي فاس�يولا، پنج روش مختلف 
اس�تخراج DNA ش�امل فنل كلروفرم، Chelex، CTAB، Ish-Horowicz و يكت مورد استفاده قرار گرفتند. به منظور ارزيابي 
روش ه�اي مذك�ور، يكفيت و كميّت DNA حاصل از ه�ر روش با توجه به OD، غلظت DNA و بازدهي PCR مورد بررس�ي قرار 
گرفتند. طبق نتايج حاصله در اين مطالعه بيش�ترين غلظت DNA با اس�تفاده از روش Ish-Horowicz، بهترين يكفيت DNA و 
 Ish-Horowicz و فنل کلروفرم در مقايسه با روش Chelex، CTAB با اس�تفاده از يكت به دس�ت آمد. روش هاي PCR بازدهي
 Ish-Horowicz را داشتند. در اثر استفاده از روش  PCR و بازدهي DNA و نسبت به کيت کمترين کيفيت DNA کمترين غلظت
به لحاظ کمیت DNA بيشتري از انگل هاي فاسيولا در مقايسه با ساير روش ها حاصل مي شود اما وقت گير بودن روش، آلودگي و 
يكفيت پايين DNA و در نتيجه بازدهي پايين PCR مي تواند از معايب اين روش باشد. علي رغم اينكه مقدار DNA حاصله در اثر 
اس�تفاده از يكت نسبت به روش Ish-Horowicz كمتر مي باشد اما يكفيت بالاي DNA، آلودگي پايين، سريع تر بودن و بازدهي 

مناسب تر PCR در استفاده از يكت نسبت به ساير روش ها از مزاياي استفاده از يكت مي باشد. 

  كلمات كليد‌ي: استخراج DNA، انگل هاي فاسيولا، مطالعه مولکولي. 
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مقد‌مه
فاس��يولوزيس کيي از مه��م ترين بيماري هاي انگلي مش��ترک بين 
انسان و دام مي باشد که به لحاظ مشلاکت بهداشتي و خسارات اقتصادي 
 ف��راوان در مناطق مختل��ف دنيا مورد توجه ق��رار دارد )3، 12(. آلودگي 
دام ها به فاس��يولا در برخي نقاط ايران بس��يار ش��ديد اس��ت. بر اساس 
مطالعات انجام ش��ده در ايران، در اس��تان گلاين، شيوع فاسيولوزيس در 
حيوانات 21/5 درصد و در اس��تان مازندران 12 درصد بوده است)5(. در 
آزماي��ش 445 نمونه مدفوع جمع آوري ش��ده از گاوه��اي بومي منطقه 
گلاين در 32 درصد آنها تخم فاسيولا يافت شده است که حداكثر آلودگي 
)55/2 درص��د( مربوط به ناحيه تالش بوده اس��ت)7(. در يک مطالعه در 
کشتارگاه هاي استان مازندران به طور ميانگين 1/98 درصد گوسفندان و 
6/72 درصد گاوها به فاسيولا آلودگي داشتند)16(. انسان به طور تصادفي 
به فاسيولا مبتلا مي شود. در حدود 2/4 ميليون مورد فاسيولوزيس انساني 
و 180 ميليون انس��ان در معرض خطر ابتلاء به فاس��يولوزيس در جهان 
وجود دارند که اهميت فاس��يولوزيس انساني را مي رساند)13(. در شمال 
ايران دو اپيدمي بزرگ فاس��يولوزيس انس��اني با ابتلاء حدود 10000 نفر 
در هر مورد به وقوع پيوسته است )1، 19(. با توجه به اهميت بهداشتي و 
اقتصادي فاسيولوزيس در ايران انجام مطالعات مختلف از جمله مطالعات 
مولکولي به خصوص در جهت شناس��ايي و ژنوتايپينگ انگل هاي فاسيولا 
ضروري به نظر مي رس��د. روش هاي مبتني بر ژنوم انگل ها نقش مهمي 
در تش��خيص، اپيدميولوژي، ساخت واکسن، آناليز ساختارهاي ژنتکيي و 
ژنوتايپين��گ دارد. واکنش زنجيره اي پليمراز )PCR( روش حس��اس و 
مناس��بي در جهت تکثير ژن هاي مورد نظر به منظور رس��يدن به اهداف 
فوق مي تواند باش��د. ب��راي انجام هر واکنش مبتن��ي بر DNA در قدم 
اول ي��ک روش اس��تخراج DNA مناس��ب مورد نياز مي باش��د تا نتايج 

قابل قبولي در PCR حاصل گردد)17(. هدف از اين مطالعه دس��ت يابي 
به روش مناس��ب اس��تخراج DNA از انگل هاي فاسيولا به منظور انجام 

مطالعات مولکولي مي باشد.

جمع آوري نمونه
در اين بررسي، پس از هماهنگي با ادارة دامپزشکي شهرستان هاي رباط 
کريم و ش��هريار جهت مراجعه به کش��تارگاه، تعداد 30 ترماتد فاسيولا از 
کبدهاي آلوده گاوي و گوسفندي جمع آوري گرديده و پس از جداسازي 
و شستش��وي انگل ها در آزمايش��گاه جهت انجام مطالع��ات مولکولي در 

فريزر 70 درجه سانتی گراد نگهداري شدند.

:DNA استخراج
 Chelex، CTAB، ،در اين مطالعه پنج روش مختلف فنل کلروفرم
Ish-Horowicz و يكت جهت اس��تخراج DNA از انگل هاي فاسيولا 

مورد استفاده قرار گرفتند.
روش فنل کلروفرم: بر روي بافت هاي له ش��ده انگل فاس��يولا 800 
مکيروليت��ر باف��ر لي��ز و 40 مکيروليتر پرتئينازK اضاف��ه نموده و پس از 
مخلوط نمودن در بن ماري 56 درجه سانتی گراد به مدت 3 ساعت انکوبه 
مي ش��وند. س��پس يک ميلي ليتر مخلوط فنل کلروفرم )500 مکيروليتر 
فن��ل + 500 مکيروليتر کلروفرم( اضافه ش��ده و پ��س از مخلوط نمودن 
ب��ه مدت 5 دقيقه ب��ا دور  rpm 5000 س��انتريفوژ مي ش��وند. پس از 
سانتريفوژ، فاز رويي را برداشته و معادل حجم آن کلروفرم اضافه نموده و 
دوباره به مدت 5 دقيقه با دور  rpm 5000 س��انتريفوژ انجام مي گيرد. 
س��پس مايع رويي را برداشته و دو برابر حجم آن الکل مطلق سرد و 0/1 
حجم آن اس��تات س��ديم 3 مولار اضافه نموده و به مدت نيم س��اعت در 
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Comparison of different DNA extraction methods for molecular study of Fasciola parasites
By: AM Mahami-Oskouei, Department of  Medical Parasitology, Tarbiat Modares University, Tehran, Iran. A 
Dalimi (Corresponding Author; Tel:+982182883838) M Forouzandeh-Moghadam, Department of Medical 
Biotechnology, Tarbiat Modares University, Tehran, Iran.MB. Rokni, Department of Medical Parasitology and 
Mycology, Tehran University of Medical Sciences, Tehran, Iran.
Fasciolosis is an important parasitic disease common among humans and livestock. It is considered as a health 
problem and causes great economic losses in several regions of the world. Considering the prevalence of fascioliasis, 
study on molecular aspect of the parasite is so much important. The present study was carried out to achieve a suitable 
method of DNA extraction from Fasciola for further molecular study.After collection of Fasciola, five different 
DNA extraction methods, including phenol chloroform, Chelex, CTAB, Ish-Horowicz and kit were evaluated. In 
this evaluation, the quality and quantity of DNA obtained from each method considering OD, DNA concentration 
and PCR efficiency were investigated. The results indicated that, the highest concentration of DNA, and efficiency 
of PCR were obtained by using Ish-Horowicz, and the kit respectively. Chelex, CTAB and phenol chloroform 
methods in comparison with Ish-Horowicz had lower concentration of DNA and the lower PCR efficiency.The 
method of Ish-Horowicz showed higher DNA quantity in comparison with other methods. But in term of time 
consuming, DNA contamination and quality and efficiency of PCR is not so favorite method. 

Key words: DNA extraction, Fasciola, Molecular study.   



32   )پژوهش‌وسازند‌گی(

فريزر 70 درجه سانتی گراد مي مانند و پس از آن به مدت نيم ساعت با 
دور  rpm 12000 س��انتريفوژ ش��ده و فاز رويي دور ريخته مي شود. بر 
روي رس��وب حاصله 100 مکيروليتر اتانول 70 درصد سرد اضافه شده و 
به مدت 5 دقيقه با دور rpm 13000 س��انتريفوژ انجام مي گيرد و پس 
از خشک شدن کامل نمونه ها 30-25 مکيروليتر آب مقطر اضافه نموده 

و در فريزر 20 درجه سانتی گراد نگه داري مي شوند.
روش Chelex: ابت��دا ب��ر روي بافت  له ش��ده انگل فاس��يولا 500 
مکيروليتر از محلول Chelex 5 درصد به اضافه  20 مکيروليتر پروتئيناز

K به غلظت mg/ml 10 اضافه مي گردد. س��پس بر روي ش��کير در 56 
درجه س��انتی گراد به مدت يک شبانه روز انکوباسيون انجام  مي پذيرد. 
پس از انکوباس��يون، مخلوط گرديده و در 95 درجه سانتی گراد به مدت 
 5000 rpm 15-10 دقيقه قرار گرفته و س��پس به مدت 5 دقيقه با دور
سانتريفوژ مي شوند. 400-200 مکيروليتر از محلول فوق را برداشته و بر 
روي آن يک مکيروليتر اتانول مطلق سرد و 50 مکيروليتر استات سديم 3 
مولار اضافه شده و در فريزر 70 درجه سانتی گراد به مدت 15 دقيقه قرار 
داده مي شوند. پس از سانتريفوژ به مدت 5 دقيقه با دور rpm 14000 و 
خارج نمودن اتانول، 500 مکيروليتر اتانول 70 درصد اضافه گرديده و به 
مدت 1 دقيقه با دور rpm 12000 ساتريفوژ و محلول رويي دور ريخته 
مي ش��ود. سپس رس��وب حاصله خش��ک گرديده و 100-50 مکيروليتر 
بافر  )Tris Hcl, EDTA (TEيا آب مقطر اضافه و در فريزر 70 درجه 

سانتی گراد نگهداري مي شود.
روش CTAB: بر روي بافت له ش��ده انگل فاس��يولا 150 مکيروليتر 
از باف��ر TE 10 mM) PH=8( و 60 مکيروليت��ر از SDS 10 درص��د 
و 10-5 مکيروليت��ر پروتئين��از 20mg/ml(K( اضافه و پس از ورتکس 
نم��ودن در 65-55 درجه س��انتی گراد به ص��ورت Overnight انکوبه 
مي ش��ود. س��پس 100 مکيروليتر 5M NaCl اضافه و مخلوط نموده و 
در مرحله بعد از محلول CTAB/NaCl گرم ش��ده در 65 درجه سانتی 
گ��راد به مکيروتيوب اضافه و مخلوط کرده و ب��ه مدت 10 دقيقه در 65 
درجه سانتی گراد انکوبه مي شود. پس از انکوباسيون، 700 مکيروليتر از 
کلروفرم-ايزوآمي��ل الکل)24:1( اضافه کرده و پس از 20 ثانيه ورتکس به 
مدت 8 دقيقه در rpm 11000 سانتريفوژ مي نماييم. سپس مايع رويي 
را به مکيروتي��وب ديگري منتقل و 0/6 حجم )ح��دود 420 مکيروليتر( 
ايزوپروپان��ول ي��ا الکل مطلق اضاف��ه و به آرامي مخلوط مي ش��ود و 30 
 دقيقه در 20 درجه س��انتی گراد ق��رار داده و بعد به مدت 15 دقيقه در

rpm 12000 س��انتريفوژ مي نماييم. بعد از اين مرحله مايع رويي را دور 
ريخته و 1ml اتانول 70 درصد س��رد اضافه و به آرامي مخلوط شده و 5 
دقيقه در rpm 12000 س��انتريفوژ مي گردد. سپس مايع رويي را خالي 
ک��رده و به منظور تبخير اتان��ول، مکيروتيوب حاوي Pellet به مدت 15 
دقيق��ه در ح��رارت اتاق قرار گرفته و در نهايت رس��وب حاصله در حدود  

100 مکيروليتر آب مقطر استريل ديونيزه حل مي شود. 
روش Ish-Horowicz: در اي��ن روش پ��س از ل��ه ش��دن کام��ل 
  Grinding Mix  ان��گل فاس��يولا، مق��دار 100 مکيروليتر از محل��ول
[Grinding buffer(NaCl, EDTA, Tris-HCl), Spermine/

Spermidine, Sucrose 10درصد[ به اضافه 10 مکيروليتر از محلول 
SDS Mix [SDS buffer(EDTA, Tris-HCl), SDS 10درص��د، 

Sucrose 10درصد، Diethylpyrocarbonate[ را داخل مکيروتيوب 
اضاف��ه و ورتکس مي نماييم. س��پس مکيروتيوب به مدت 45-30 دقيقه 
در   بن ماري 65 درجه س��انتی گراد قرار گرفته و پس از رس��يدن دماي 
نمونه به دماي آزمايش��گاه، مقدار 30 مکيروليتر از محلول استات پتاسيم 
8 مولار به مکيروتيوپ اضافه مي شود. پس از ورتکس نمونه، مکيروتيوب 
به مدت 120-45 دقيقه داخل يخ خرد ش��ده قرار گرفته و سپس با دور 
rpm 13000 به مدت 3 دقيقه س��انتريفوژ مي ش��ود. محلول رويي جدا 
و ب��ه مکيروتي��وب جديد منتق��ل گرديده و 300  مکيروليت��ر اتانول 96 
 درصد س��رد اضافه ش��ده و نمونه به صورت Overnight در 20 درجه

 13000 rpm س��انتی گراد نگهداري مي شود. سپس مکيروتيوب با دور
به مدت 30 دقيقه س��انتريفوژ و محلول رويي دور ريخته مي شود. مقدار  
500  مکيروليت��ر اتان��ول 75 درص��د را به رس��وب اضاف��ه و  به مدت 5 
دقيقه با دور rpm 13000 س��انتريفوژ مي نماييم. الکل رويي موجود در 
مکيروتيوب را دور ريخته و اين مرحله 3 بار تکرار مي گردد. سپس درب 
مکيروتي��وب را باز نموده و به مدت 30-20 دقيقه به منظور تبخير کامل 
الکل موجود در داخل مکيروتيوب در دماي آزمايشگاه قرار مي گيرد. پس 
از تبخي��ر کامل الکل، مق��دار 25-15 مکيروليتر بافر TE به مکيروتيوب 

اضافه شده و در 20 درجه سانتی گراد نگهداري مي گردد.
روش يك�ت )Bioneer AccuPrep®(: در اي��ن روش پس از اينکه 
باف��ت انگل فاس��يولا به ط��ور کامل له ش��د، مق��دار 200 مکيروليتر از 
 K به هم��راه 20 مکيروليتر پروتئيناز Tissue Lysis buffer محل��ول
ب��ه مکيروتيوب ح��اوي نمونه اضافه نموده و به مدت يک س��اعت در بن 
ماري 60 درجه س��انتی گراد انکوبه مي ش��ود. پس از Spin، مقدار 200 
مکيروليتر از محلول Binding buffer به مکيروتيوب اضافه و بلافاصله 
ورتکس شده و در بن ماري 60 درجه سانتی گراد به مدت 10 دقيقه قرار 
مي گيرد. س��پس 100 مکيروليتر ايزوپروپانول به نمونه اضافه ش��ده و به 
وس��يلة س��مپلر به آرامي مخلوط مي گردد. تمامي محتويات مکيروتيوب 
را ب��ه تي��وب مخصوص ح��اوي Binding column منتقل نموده و به 
 Binding .8000 س��انتريفوژ مي نماييم rpm م��دت يک دقيقه با دور
column ب��ه مکيروتي��وب 2ml جديد منتقل ش��ده و 500 مکيروليتر 
Washing buffer 1 اضاف��ه و ب��ا دور rpm 8000 ب��ه مدت 1 دقيقه 
سانتريفوژ مي شود. پس از خالي نمودن محلول شستشو، 500 مکيروليتر 
  8000 rpm 2 اضاف��ه و ب��ه مدت 1 دقيقه ب��ا دور Washing buffer
س��انتريفوژ مي نماييم. س��پس به منظور خارج نم��ودن اتانول موجود در 
محلول شستشو کيبار نيز مکيروتيوب با دور rpm 12000    به مدت يک 
 1/5 ml به مکيروتيوب Binding column .دقيقه سانتريفوژ مي گردد
منتق��ل و 200 مکيروليتر از محلولElution buffer  اضافه مي ش��ود. 
در نهايت به مدت 1 دقيقه مکيروتيوب با دور rpm 12000 س��انتريفوژ 
ش��ده و پس از جداس��ازي Binding column، DNA حاصل در 20 
درجه سانتی گراد نگهداري مي شود. در اين مطالعه به علت اينکه با روش 
کيت نتايج مناس��بي جهت استخراج DNA از انگل هاي فاسيولا حاصل 
نش��د، بنابراين تغييراتي در روش يكت از جمله افزايش زمان انکوباس��ون 
اول از يک س��اعت به حداقل 4 ساعت و افزايش مقدار پروتئيناز K از 20 
مکيروليتر به 40 مکيروليتر ايجاد گرديد )روش بهينه س��ازي شده کيت( 
که با لحاظ اين تغييرات نتايج مناس��ب و قابل قبولي با اس��تفاده از کيت 
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براي استخراج DNA از انگل هاي فاسيولا به دست آمد. 
 ,ITS1 براي تكثير ناحيه )PCR( واكنش زنجيره اي پليمراز :PCR
 BD1 (forward; 5 5.8 ب��ا اس��تفاده از پرايمرهايS rDNA, ITS2
 BD2 و  درصد-GTCGTAACAAGGTTTCCGTA-3درصد( 
TATGCTTAAATTCAGCGGGT--درص��د(reverse; 5

3درص��د( انجام گرف��ت )10(. ب��راي واكنش PCR، ي��ک مکيروليتر از 
  Taq DNA Polymerase، استخراج ش��ده، كي واحد آنزيم DNA
 Mµ250 dNTP ،10 mM Tris-HCl(PH=9) ،30 mM KCl
 Forward 1/5 و كي ميكروليتر از هر كي از پرايمرهاي mM MgCl2
و Reverse با غلظت Pmol 10 به ميكروتيوب استريل افزوده شده و با 
آب مقطر دو بار تقطير حجم نهايي به 20 مکيروليتر رسانده مي شود. پس 
از بهينه سازي ش��رايط مطلوب براي PCR بهترين شرايط به شرح ذيل 
به دست آمد: Initial Denaturation با دماي 95 درجه سانتی گراد 
به مدت 5 دقيقه، 30 سيكل بعدي به صورت Denaturation با دماي 
95 درجه س��انتی گراد به مدت 30 ثاني��ه، Annealing با دماي 61/5 
درجه س��انتی گراد به مدت 30 ثاني��ه، Extension با دماي 72 درجه 
سانتی گراد به مدت 30 ثانيه و Final Extension با دماي 72 درجه 
س��انتی گراد به مدت 7 دقيقه. براي مشاهده نتيجه PCR، 5 ميكروليتر 
از محص��ول PCR ب��ا 2 ميكروليت��ر Loading dye مخلوط گرديده و 
در چاهك ه��اي ژل يک درصد در کنار مارکر bp 100 به همراه كنترل 
مثبت )محصول PCR نمونه تعيين توالي ش��ده فاسيولا( و كنترل منفي 
)حاوي تمام مواد لازم براي تكثير ژن مورد نظر به جز DNA( قرار داده 
مي ش��ود. براي رن��گ آميزي ژل از Ethydium bromide اس��تفاده 
گرديد. قطعات تكثير ش��ده )bp 1000(،کنت��رل مثبت، کنترل منفي و 
مارکر bp 100با ولتاژ 80 به مدت 45 دقيقه الكتروفورز شده و سپس با 

دستگاه  UVITEC عكسبرداري از ژل انجام گرفت )شکل 1(.     
     

نتايج
استخراج DNA از نمونه هاي فاسيولا با استفاده از پنج روش مذكور 
 DNA انجام گرفت. به منظور ارزيابي روش هاي مذکور، کيفيت و کميت
حاصل از هر روش با توجه به OD، غلظت DNA، و بازدهي PCR مورد 

بررسي قرار گرفتند )جدول 1(. 
در اي��ن مطالع��ه بيش��ترين OD و غلظ��ت DNA با اس��تفاده از 
روش Ish-Horowicz، بهتري��ن کيفيت و بازدهي PCR با اس��تفاده 
از کيت به دس��ت آم��د. روش ه��اي CTAB، Chelex و فنل کلروفرم 
در مقايس��ه ب��ا روش Ish-Horowicz کمتري��ن غلظ��ت DNA و 
نس��بت به کيت کمترين کيفي��ت DNA و بازدهي PCR را داش��تند. 
براي ارزياب��ي بازدهي PCR، ناحي��ه ITS1,5/8S rDNA ,ITS 2 به 
 ط��ول bp 1000 م��ورد تقويت قرار گرفت. DNA اس��تخراج ش��ده به 
روش ه��اي CTAB، Chelex و فن��ل کلروفرم بانده��اي ضعيف تري 
نس��بت به روش ه��اي Ish-Horowicz و کيت در ش��رايط مس��اوي 
PCR ايج��اد کردن��د. اس��تفاده از روش تغيير يافته کيت در مقايس��ه با 
س��اير روش ها کيفيت بالا و بدون آلودگ��ي از DNA را حاصل نموده و 
 نتيجه مناسب تري را نسبت به ساير روش ها در PCR از خود نشان داد 
 DNA ،در مقايسه با ساير روش ها Ish-Horowicz شکل 1(. روش(

بيش��تري را به لحاظ کميت حاصل نمود اما داراي آلودگي و اسمير بوده 
که به نظر مي رس��د اين روش در حذف آلودگ��ي هاي پروتئيني و غيره 
توانايي بالايي را نداش��ت به طوري که اس��تفاده از DNA حاصل از اين 

روش در PCR نيز کيفيت بالايي را حاصل نکرد.

بحث
معم��ولاً کيفي��ت DNA با عوامل��ي از قبيل عدم آلودگي ناش��ي از 
RNA، پروتئين، ليپيد و س��اير س��اختارهايي که مان��ع عملکرد صحيح 
آنزيم هاي برش��ي و پليمرازها و از جمله مهارکننده هاي PCR هس��تند 
سنجيده مي ش��وند. از طرفي روش هاي اس��تخراج DNA بايد حداقل 
اس��ترس مکانکيي در طي اس��تخراج ايجاد نمايند)2، 8(. در اين مطالعه 
 Chelex، CTAB، Ish-Horowicz ،پنج روش مختلف فنل کلروفرم
و يك��ت جهت اس��تخراج DNA از انگل هاي فاس��يولا م��ورد ارزيابي و 
 مقايس��ه ق��رار گرفتند. ش��ايد بتوان گفت ک��ه در اس��تخراج DNA از 
انگل هاي فاسيولا دو مشکل عمده وجود دارد کيي بافت سخت و محکم 
انگل که نيازمند يک روش مناس��ب براي هضم بافت مي باش��د و ديگري 

حذف آلودگي هايي که به نحوي مهارکننده PCR مي توانند باشند.
 DNA روش مناس��بي ب��راي اس��تخراج Ish-Horowicz روش
از بافت هاي س��خت و محکم به خصوص حش��رات معرفي ش��ده اس��ت 
 و بخاط��ر همين در اس��تخراج DNA از حش��رات کاربرد زي��ادي دارد

 Ish-Horowicz 14، 15(. در اي��ن مطالع��ه در اثر اس��تفاده از روش(
به لحاظ کميت، DNA بيش��تري از انگل هاي فاس��يولا در مقايس��ه با 
س��اير روش ها حاصل ش��د اما وقت گي��ر بودن اي��ن روش، آلودگي بالا 
و کيفي��ت پايي��ن DNA حاصله و در نتيجه بازده��ي پايين PCR مي 
توانند از معايب اين روش باش��ند. هرچند ک��ه روش هاي فنل کلروفرم، 
CTAB و Chelex در مطالع��ات مختلف به عنوان روش هاي مناس��بي 
براي استخراج DNA از مکيروارگانيسم ها و سلول هاي مختلف معرفي 

شده اند )6، 9، 11(.
 ام��ا بر اس��اس مطالعة حاض��ر، اين روش ها در اس��تخراج DNA از 
 Ish-Horowicz انگل هاي فاسيولا به خصوص در مقايسه با روش هاي
و کيت )بهينه س��ازي ش��ده( چندان موفق نبودند. امروزه در بسياري از 
مطالعات مولکولي، کيت هاي مختلف اس��تخراج DNA مورد اس��تفاده 
قرار مي گيرند. س��هولت کار با کيت، حصول نتايج مناسب، کيفيت بالاي 
DNA، آلودگي بس��يار پايين و بازدهي مناسب PCR از مزاياي استفاده 
از کيت هاي اس��تخراج DNA مي باشند )4، 18، 20(. بر اساس مطالعه 
حاض��ر در ابتدا با اس��تفاده از کيت نتايج مناس��بي حاص��ل نگرديد اما با 
تغيير برخي پارامترها از جمله افزايش مدت انکوباس��يون و افزايش مقدار 
پروتئيناز K و بهينه سازي کيت نتايج قابل توجه و مناسبي براي استخراج 
DNA از انگل هاي فاس��يولا با اس��تفاده از کيت به دست آمد. علي رغم 
 DNA گران تر بودن کيت نسبت به ساير روش هاي مذکور در استخراج
از انگل هاي فاس��يولا و کمتر بودن مقدار DNA حاصل در اثر اس��تفاده 
 ،DNA ام��ا کيفيت بالاي Ish-Horowicz از کيت نس��بت ب��ه روش
آلودگي پايين س��ريع تر بودن و بازدهي مناسب تر PCR در اثر استفاده 
از کيت نسبت به ساير روش ها از مزاياي استفاده از کيت جهت استخراج 

DNA از انگل هاي فاسيولا مي باشد.  
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تشکر و قدرداني
اين تحقيق به عنوان بخشي از رساله دکتراي تخصصی انگل شناسي 
پزشکي مصوب دانش��كدة علوم پزشكي دانشگاه تربيت مدرس با حمايت 
مالي دانش��گاه مذكور انجام شده اس��ت. از كليه همكاران محترم معاونت 

پژوهشي دانشكده تشكر و قدرداني مي نماييم.
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 DNA روش استخراج )μg/ml( غلظت نسبت 260/280

Ish-Horowicz 435 1/48

DNA Extraction Kit 217/9 1/82

Phenol-chloroform 238 1/54

Chelex 115/6 1/42

CTAB 44/2 1/18

جدول1- ميانگين كميت و يكفيت DNA استخراج شده از انگل هاي فاسيولا با استفاده از روش هاي مختلف 

شکل 1- الكتروفورز محصول PCR با استفاده از DNA استخراج شده نمونه هاي مختلف فاسيولا با روش بهينه سازي شده يكت. )7-1( قطعات تكثير 
.bps 100 مارکر)M( ،كنترل منفي)8( كنترل مثبت، )9( ،BD2 و  BD1با استفاده از پرايمرهاي ITS1,5.8S rDNA,ITS2 ناحيه )bp 1000( شده


