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چکیده
از ییبالايهاغلظتداشتنل یدلبهانیطور خاص درختان خانواده مخروطو بهیسخت چوبيهااز بافتRNAند استخراج یفرآ

ن منظور یايبرايت تجاریگونه کچیحال هبهار مشکل است و تاین، بسیگنیه و لیثانويهاتیدها، متابولیساکاریک، پلیبات فنولیترک
از بافت ساقه RNAاستخراج يبرايو اقتصادساده ،عیسریده و روشیمشکلات فوق برطرف گردن مطالعه یساخته نشده است. در ا

طول دريباشند، ارائه شده است. نسبت جذب نوریان میکه هر دو از خانواده مخروطAbies grandisو Cedrus deodaraهاي گونه
Abiesگونهيبرا9/0و 8/1و Cedrus deodaraگونهيبرا1/1و 88/1ب یترتبهنانومتر،230به 260و 280به 260يهاموج

grandisاستخراج يسازنهیرات صورت گرفته در جهت بهیی. تغآمددستبهRNAبافر يگرما روشیمار پیتاستفاده از شامل ز ین
با استخراج شده RNAبا استفاده از cDNAساخت . باشدیمDEPCحذف و DNAیحذف آلودگوژ یفیاستخراج، کاهش دور سانتر

يهااز بافتRNAاستخراج ين روش برایرسد ایمنظرلذا بهد نمود.یمورد انتظار را توليهاباندRT-PCRواکنش وت انجام یموفق
است.مناسب یچوب

.DEPC،نراددرخت ک، یبات فنولی، ترکیبافت چوبکلیدي: يهاواژه

مقدمه
 ـبرگ از جمله درختان خانواده مخروطیدرختان سوزن ان، ی

 ـدر برابر حشـرات گ یپاسخ دفاعیط هـا  مـارگر یخـوار و ب اهی
بـات  ین ترکیاز اياریکنند که بسید میتولد یترپنوئيادیر زیمقاد

ــ ــوع ســاختارهب ییایمیو شــیکــیزیفو خــواصيخــاطر تن
یسـت یدهنده و سـوخت ز حه، طعمید دارو، رایتولدر مختلفشان 

,Dean & Tanfordرند (یگیممورد استفاده قرار 1978.(

 ـ  ـد نوکلئیاستخراج اس  ـفیک سـالم و بـا ک  ی از یک ـیت، ی
باشـد یمیمولکولیشناسستیقات زیمهم تحقيازهاینشیپ

،یچـوب يهـا از بافـت RNAچالش بـزرگ اسـتخراج  یول
رسوب RNAدها که همراه با یساکاریاد پلیر زیحضور مقاد

 ـبـات فنول یانواع مختلـف ترک کنند، یم هـا و  ک ماننـد تـانن  ی
ن ی، غلظـت پـائ  RNaseيدها، سطوح بالاین ترپنوئیاولئورس

ار مشکل یکه شکستن آن بس(ن یگنیک و حضور لید نوکلئیاس
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 ـ)است Loomis(باشـد یم et al., 1974; Harsiah et al.,

هـا  تمـام گونـه  دربـا  یتقرRNAکه سـاختار  نی). با ا2012
 ـها و یناخالصیولمشابه است آنهـا بسـته  یا مقـدار نسـب  ی

ار یدر عمـل، عوامـل بس ـ  بوده وتشان متفاوت یزان حلالیمبه
 ـ RNAاسـتخراج  بريادیز  ـاز ایگذارنـد. بعض ـ یاثـر م ن ی

یاسـتخراج يRNAش درجـه خلـوص   یعوامل باعث افـزا 
 ـ بــات از خلــوص آن یترکیقابــل برخــدر میلــشــوند ویم
 ـاز نقـش ا یآگـاه نـرو،  یاز اکاهنـد.  یم و اثـرات  ن مـواد ی

-یها در مراحل مختلف استخراج، مآنیاحتمالیستیآنتاگون
 ـفینـه شـده و ک  یدر وقـت و هز ییتواند باعث صرفه جو ت ی
Kamaloddiniاستخراج را بالا ببرد ( et al.,2006.(

يهـا تیسلول توسط اسموليکه حفاظت اسمزیاز آنجائ
 ـنظیکوچک  ـیس ـیر گلای  ـن یائن بت جـاد  یدها ایگوسـاکار یا الی

مربوط به ین امکان وجود دارد که مشکلات اصلیشود، ایم
 ـدها و یگوسـاکار یل وجود الیدلبه،RNAاستخراج   ـی یا حت
& Robiu-Pinaموجود در سلول باشـد ( يدهایمونوساکار

Zapata-Perez, نـد اسـتخراج   یفرآيسازنهیبهي). برا2011
RNAمثلا.ارائه شده استیمختلفيز راهکارهاینClaros

ــراCanovas)1998و  ــه حــداقل رســاندن تخري) ب ــب ب ی
RNAـییهـا تغ نمونـه يساز، در مرحله برداشت و آماده  یرات
 ـب که پس از کشـت بافـت گ  ین ترتیدند به اکراعمال  اه در ی

 ـگ، از جوانه آن جهت نمونهیشگاهیط آزمایمح اسـتفاده  يری
بالا بردن يبرایدهها، مراحل رسوبروشیکردند. در برخ

Le-Provastافـت ( یش یافـزا RNAت یفیک et al., 2007 .(
) و1993و همکــاران ( Changماننــد روش  ییهــاروش

Steele) ـز که در آنها از فنـل  ی) ن1998و همکاران  -ا بتـا ی
اسـتخراج اسـتفاده شـده،   يسـاز نـه یمرکاپتواتانول جهت به

ه ین دو مــاده، توصــیــایــیزاتیت و حساســیل ســمیــدلبــه
,Budavariگردند (ینم 1996; Warner & Harper, 1985;

Baker,  ـ بـه .)2001 بـات موجـود در بــافر   ی، ترکیطـور کل
-یکل ميRNAها از یاستخراج موجب حذف انواع آلودگ

د موجود در بافر یدروکلرایس هیمثال تريکه برایشوند طور
pHم یکرده و موجب تنظک تامپون عمل یعنوان بهاستخراج

عملکـرد  يز روینیبات اضافیترکیشود. وجود برخیبافر م

RNAچون ساختن ییهاندیدر فرآcDNAدارد، یر منفیتاث
حسـاس  RNAمعکـوس بـه خلـوص    یسیم رونویرا آنزیز
نداشـته باشـد،   یت خوبیفیکRNAکهیو در صورتباشدیم

cDNAشود (یساخته نمKlosava et al., 2004.(
ــاکنون روش ــات ــزيه ــرايادی ــتخراج يب از RNAاس

 ـارائه شده است، اما ایچوبيهابافت هـا غالبـا بـا    ن روشی
Rubio-Pinaکنند (یر مییط و نوع بافت تغیتوجه به شرا et

al., ــر، ). 2011 ــال حاض ــاربردتردر ح ــان روشیپرک يه
و همکـاران  Paulaروش یاهان چـوب یاز گRNAاستخراج 

باشـند  ی) م2004و همکاران (Kolosava) و روش 2012(
CTAB)Cetyl Trimethylبر اسـتفاده از یکه هر دو مبتن

Ammonium Bromide(ــ ــا.باشــندیم ک یــب، یــن ترکی
 ـتجزيبرايقویونینده کاتیشو  ـه دی و حـذف یواره سـلول ی
يهـا از بافتRNAاستخراج يو براباشدیمدها یساکاریپل
Kyار مناسب است (ید بسیساکاریاز پلیغن et al., 2012 .(

ــتورالعمل ــادس ــيه ــتفاده از گوانياریبس ــد اس ــمانن وم یدی
ــیت ــل/یوســـ ــزSDSانات، فنـــ ــم کلرای، ســـ د و یـــ

ياند امـا بـاز هـم بـرا    ز ارائه شدهیدون نیرولیپیپللینیویپل
 ـاز به اصـلاح و تغ یمختلف نيهاگونه  ـشـتر ا یر دارد. بیی ن ی

بر هستند و در هـر  زمانبر وياد، انرژیاس زیمقها در روش
 ـ يتنها از تعـداد محـدود  يروز کار RNAتـوان  ینمونـه م

-Leاستخراج نمود ( Provast et al., 2007.(
يهــاتیــت در اســتفاده از کیــزان موفقیــدر مجمــوع، م

بـات  یمختلف ارائه شده بسته بـه ترک يهاا روشیو يتجار
متفـاوت اسـت. لـذا بـا توجـه بـه       ، یاهیموجود در بافت گ

وجود یدرختيهااز نمونهRNAکه در استخراج یمشکلات
 ـک روش موفقییمعرفبا هدفقین تحقیدارد، ا  ـآمتی ز و ی

 ـفیت و کیبا کمRNAاستخراج يبراامدکار ت مطلـوب در  ی
.شدجرااو یطراحانیدرختان خانواده مخروط

هامواد و روش
ن یست فناوران نـو یشرکت زشگاه یش در آزماین آزمایا

 ـيست فناوریژن واقع در مرکز رشد زیتیگ یپژوهشگاه مل
د.یانجام گرديست فناوریک و زیژنتیمهندس
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هال و محلولیوسایضدعفون
ها و بافرها از آب مقطر دو بـار  ه محلولیه کلیمنظور تهبه
ه ظروف ی) اتوکلاو شده استفاده شد. کلDEPCل (بدون یاستر

يل فلـز یدو بار اتوکلاو شـده و وسـا  یکیو پلاستياشهیش
گراد سانتیدرجه180ين در دماساعت درون آو4مدت به

قرار گرفتند.

یاهیمواد گ
يهـا بافت پوست درخـت، از نهـال  يریگمنظور نمونهبه

Cedrusشش ساله يهانهالوAbies grandisچهار ساله 

deodaraساقه با استفاده از یرونیاستفاده شد. ابتدا پوست ب
 ـده شد و سـپس لا یاسکالپل تراش  ـاز زیه نـازک ی ر پوسـت  ی

گرم برداشت شد.یلیم100زان یمبهیرونیب

استخراجيهابافر و محلول
ل دهنـده آن را  یات بافر و غلظت مواد تشکیمحتو1جدول 
ــ ــرادهــد.ینشــان م ــتهيب ــدا ترکی ــافر، ابت ــریه ب ــات ت س، یب

ــکولایاکســيدمیســد ــیت، لی ــکلرامیت ــی ــيدلنید، ات ــرا نیآم تت
تون مخلوط و اتوکلاو یو ترسولفاتلیم دودسی، سددیاسکیاست
 ـواوره، اوریبات تیسپس ترکند.شد د یاس ـکیلیکربوکس ـيتـر نی

(ATT)،اتول يترویتيد)(DTTـندون یرولیپیپللینیویو پل  زی
قبل از استفاده از بافر، بـه  PVPPب ی. ترکنددشمحلول اضافه به

د.  شآن اضافه 

بات و غلظت بافر استخراجیترک-1جدول 
غلظت باتیترک

Tris-Hcl (pH=8)200mM

Sodium Dodecyl Solfate2% w/v

LiCl300mM

EDTA10 mM

Sodium deoxycholate1% w/v

Triton 10-X1% w/v

ThioureamM5
Aurintricarboxylic acid (ATT)1 mM

Dithiothritol (DTT)10 mM

Polyvinylpirolidone(PVPP)2% w/v

RNAاستخراج 

:بودر یشرح زبهمراحل استخراج
گرم از نمونه بافت یلیم200یال100زان یمبهابتدا- 1

تروژن ینبا استفاده از و شد خته یرینیدرون هاون چیاهیگ
تر از یکرولیم1000ع در حداقل زمان پودر شد. سپس یما

ه یثان10مدت بهبافر استخراج به پودر حاصله اضافه شده و
د. شورتکس 

5مدت بهمواد فوقيحاويتریلیلیم2يهاوبیت- 2
گراد قرار گرفته یدرجه سانت65يبا دمايقه در بن ماریدق

دور در 7000قه با سرعت یدق20مدت بهو پس از آن
ین مرحله تا زمانیوژ شدند. ایفیاتاق سانتريقه و در دمایدق

د. سپس فاز یشفاف مشاهده شود، تکرار گردییکه فاز رو
2/0یکیپلاستلتریفبا استفاه از برداشته شده و ییشفاف رو

شد. لتریف)وا آلمانیچرساخت شرکت (یکرونیم
م یتر سدیکرولیم20زان یبه فاز شفاف حاصله م- 3

درصد (با 100تر اتانول یلیلیک میمولار و3استات 
قه یدق2مدت بهد ویگراد) اضافه گردیدرجه سانت-20يدما

درجه - 20يها در دماوبیبا دست تکان داده شد. سپس ت
درجه- 80يا در دمایک ساعت و یمدت بهگرادیسانت

قه با یدق10مدت بهقه قرار گرفتند و سپسیدق30مدت به
وژ یفیاتاق سانتريقه و در دمایدور در دق12000سرعت 

د. شحذف ییشده و فاز رو
درجه -20يزوپروپانول (با دمایتر ایلیلیک می- 4
قه با یدق5مدت بهاضافه شده وهاوبیگراد) به تیسانت

ییوژ شد و فاز رویفیقه سانتریدور در دق12000سرعت 
حذف شد.

حل شده و TEتر بافر یلیلیک میرسوب حاصله در - 5
CTABتر یلیلیک می به آن افزوده شده و با دست 10%

تکان داده شد. 
ک مولار به آن اضافه یNaClتر یکرولیم300مقدار - 6

قه در یدور در دق12000با سرعت قهیدق5مدت بهشده و
د.یحذف گردییع رویوژ و سپس فاز مایفیاتاق سانتريدما

تر یکرولیم200له یوسآمده بهدستبهرسوب - 7
وژ مثل یفی) شستشو داده شد و سانترییکلروفرم (به تنها
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م یتیک چهارم حجم، لیزان یمبهمرحله قبل صورت گرفت.
ساعت در 2مدت بهده وشاضافه ییع روید به فاز مایکلرا
هاوبیگراد قرار داده شد. سپس تیدرجه سانت-20يدما
قه و در یدور در دق12000م ساعت با سرعت یمدت نبه

وژ شدند.یفیگراد سانتریدرجه سانت4يدما
100تر اتانول یلیلیک میزان یبه رسوب حاصله م- 8

درصد اضافه شده و با دست تکان داده شده و سپس 
خ قرار گرفتند. یيم ساعت رویمدت نبههاوبیت

% شستشو داده 70اتانول تریلکرویم200ها بارسوب- 9
رت واژگون قرار صوبهيدستمال کاغذيشد و سپس رو

تر آب یکرولیم50ود، سپس داده شدند تا رسوب خشک ش
د. شها اضافه به آن) RNaseاز يل (عاریبار استرمقطر دو
آمده با استفاده از دستبهRNAتیفیت و کیکم-10

و )لبومد آلمانساخت شرکت ،2000دستگاه نانودراپ (مدل
الکتروفورز درصدو انجام1ژل آگارز يآن رويبارگذار

قرار گرفت. یابیمورد ارز

:cDNAساخت 
يRNAکروگرم یک میبا استفاده از cDNAساخت 

ت (شرکت یاستخراج شده و دستورالعمل شرکت سازنده ک
، M-MLVمعکوس یسیم رونویبا استفاده از آنزر) یونیبا
گراد انجام یدرجه سانت42يقه در دمایدق60مدت یط

شد. 
آغـازگر  با اسـتفاده از دو  مراز:یپليارهیواکنش زنج

یر قطعه کـوچک یتکثيبراF2) (که آغازگر F2و F1رفت (
با اسـتفاده  ی)، که همگRک آغازگر برگشت (یاز ژن بود) و 
کامـل و  يmRNAیبر اساس توالو Primer3از نرم افزار 

یابیبا شـماره دسـت  NCBIموجود در ag1BISژن ناقص
AF006195.1واکـنش  )،2جـدول  ده بودنـد ( یدگریطراح

PCRییو در حجم نهايتریلیلیم2/0يهاوبیکروتیدر م
).4و 3تر انجام شد (جداول یکرولیم50

مشخصات آغازگرها -2جدول 
اتصاليدما

گراد)ی(درجه سانت GCدرصد یتوال آغازگر

56 8/58 5`- ATGGCTGGCGTTTCTGC -3` F1

72 50 5`- GTT CTC ACA GAG CTG AAT AGC CTC -3` F2

54 5/55 5`- TTA CAG TGG CAGCGGTTC -3` R

PCRیچرخه حرارت-3جدول 

تعداد چرخهه)یزمان (ثانگراد)یدما (سانتمرحله
ییابتدايواسرشت ساز
يواسرشت ساز

اتصال
ریتکث
ییر نهایتکث

-
94

5/48
72
72

240
60
60
150
600

1
-

45
-
1
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PCRبات یمقدار و غلظت ترک-4جدول 

ییغلظت نها)lμ50(حجم کل باتیحجم ترکباتیترک
DNA) الگوμl/ng(2ng150

2pm5/0آغازگر برگشت
2pm5/0آغازگر رفت

dNTP21/0mmol/L

MgCl213mmol/L

Taq Polymerase15/2U

10X buffer PCR5-
-35لیآب مقطر استر

جینتا
يهاقرائت شده در طول موجيغلظت و جذب نور

قرائت ينوريهانانومتر و نسبت جذب230و 260، 280
هر دو يبرایاستخراجيRNAت یفین کییتعيشده برا
ده یارائه گرد5شده در جدول یبا روش معرفیاهینمونه گ

با یاستخراجيRNAت یفیت و کیکم1است. در شکل 
يق، روین تحقیشده در ایمختلف و روش معرفيهاروش

يدرصد نشان داده شده است. وجود باندها1ژل آگارز 
S18 وS28ک وعدم مشاهده حالت یصورت قابل تفکبه

استخراج شدهRNAت مناسب یفیر، نشان دهنده کیاسم
و، ز). يهاژل آگارز است (چاهکيروش حاضر بر روبه

دهد یها نشان مگر چاهکیدر دیر و شکستگیوجود اسم
موردنظر موفق عمل يRNAها در استخراج ر روشیکه سا
اند. نکرده

قرائت شدهيغلظت و جذب نور-5جدول 
280به 260نسبت  230به 260نسبت  )تریکرولینانوگرم در مغلظت ( اهینام گ

8/1 9/0 9/435 Abies grandis

88/1 1/1 8/468 Cedrus deodara

،(ب) از ) 2005(و همکاران، Tattersallبا روش Cedrus deodaraساقه یاستخراج شده(الف) از بافت چوبيRNA-1شکل 
با استفاده از Cedrus deodaraساقه ی، (ج) از بافت چوب)Canovas،)1998و Clarosبا روش Cedrus deodaraساقه یبافت چوب

Cedrusساقه ی،(ه) از بافت چوب) 2010(و همکاران،Lorenzبا روش Cedrus deodaraساقه ی، (د) از بافت چوبRNX-Plusت یک

deodara با روشSambrook ،ساقه ی،(و) از بافت چوب) 1991(و همکارانCedrus deodara با استفاده از روش حاضر و(ز) از بافت
روش حاضربهAbies grandisساقه یچوب
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با استفاده از RT-PCRج واکنش ینتا2شکل
دهد. یرا نشان مag1EαBISژن یاختصاصيرهاگآغاز

ر یتکثیخوببهباند موردنظرشود، یهمانطور که مشاهده م
ت قابل یفیت و کیبا کمcDNAد یدهنده تولشده که نشان

هم یراختصاصیدو باند غ"ب". در ستون باشدیمقبول 
گراد باند یدرجه سانت48اتصال يبا دمایشود ولیده مید
د نشد.یتولیر اختصاصیغ

يرهاگبا استفاده از آغازRT-PCRج واکنش ینتا-2شکل 
ک ییر وزن مولکولگنشان، ag1EαBISژنیاختصاص

را با گراد یدرجه سانت48اتصاليدما، ستون الفيلوبازیک
و Abies grandisسنتز شده از يcDNAيبر روF1ر گغازآ

بر F2رگغازآراد را با گیدرجه سانت64اتصال يدماستون ب 
Cedrus deodaraسنتز شده از يcDNAيرو

بحث
ــدر ا ــدا از کن ی ــه ابت ــمطالع RNX-PLUSيتجــارتی

يهـا با وجـود گـزارش  ین) استفاده شد ولناکلوی(شرکت س
در RNAاسـتخراج  يبراتین کیبر کارا بودن ایفراوان مبن

ق ین تحقیاهان مورد مطالعه در ایاهان مختلف، در مورد گیگ
دسـت بـه آن مقدار رسـوب  ياجرایز نبوده و طیآمتیموفق

 ـیتيااد و قهوهیزيرعادیطور غآمده به گونـه  چیره بود که ه
نانومتر نشـان نـداد   280و 260يهارا در طول موجیجذب

موجـود همچـون   يهااز گزارشياریج). در بس-1(شکل 

 ـ1993و همکاران ( Changمطالعه  بـافر  يگرمـا شی)، از پ
 ـاستخراج استفاده شده کـه ا   ـمـار در روش حاضـر ن  ین تی ز ی

و همکـاران  Kolosavaبـرخلاف آنچـه کـه    یاعمال شد ول
 ـاز قبیتیگونـه فعـال  چیاند، ه) گزارش کرده2004( ل فعـال  ی

نشان نداد، در واقع RNAه یجه تجزیشدن نوکلئازها و در نت
واره یه دیت و تجزیش حلالیافزايبافر برايگرماشیمار پیت

PVPPب یق حاضر از ترکیشود. در تحقیها استفاده مسلول

و همکـاران  Lewinsohnز استفاده شد. بر اساس گزارش ین
جهـت حـذف و رسـوب    PVPPب ی) استفاده از ترک1994(

 ـموثر است امـا اسـتفاده از آن در   یبات فنولیدادن ترک ک ی
وClarosمرحله جداگانـه ماننـد آنچـه کـه در پـژوهش      

Canovas)1998ـل عدم حلالیدلبه) ذکر شده، هم  ت آن و ی
 ـیهـا توص ـ RNaseش احتمال حضور یهم افزا شـود و  یه نم

تـر اسـت چراکـه در آن    افزودن آن به بافر استخراج مناسب
 ـیلیکربوکسين تریزمان وجود اور  ـد مـانع از فعال یک اس ت ی

RNase .ها خواهد شد
گرم بافت استفاده شد چـرا  یلیم100ش از ین آزمایدر ا

 ـهمـان م بهشتر باشد،یبیزان بافت برداشتیکه هر قدر م زان ی
شتر یدها و..) بیساکارپلیویبات فنولیها (از نظر ترکیآلودگ

همچـون  ییهـا تر خواهد بود. روشبوده و حذف آن مشکل
و همکاران Lorenz)، 2005و همکاران (Tattersallروش 

ــت گ1998(Canovasو Claros) و 2010( ــ) وق ــر ی ر و پ
استخراج در دو يها استفاده از بافرهان روشیاند، در انهیهز

ر بالا از بافـت  یمتعدد و برداشت مقاديوژهایفیمرحله، سانتر
يRNAو کاهش داده را یاستخراجيRNAت یفی، کیچوب

ب)، لذا در -1دهد (شکلیمندستبهرا یتیفیبا کخالص و 
ده و در ش ـش تا حد امکان مراحل استخراج کوتاه ین آزمایا

در شـد. ییجوصرفهزینییایمیشيهامصرف مواد و محلول
ــمن ــزارش Canovas)1998و Clarosض ــه  کر) گ ــد ک دن

بـات  یگر ترکیديجابههانیه پروتئیتجزياستفاده از فنل برا
 ـهیتجز  ـ، ییایمیکننده ش اسـتخراج  يک روش مناسـب بـرا  ی

 ـج ای، نتاباشدیم ن مطالعـه نشـان داد کـه اسـتخراج بـدون      ی
دن کـر است چرا کـه اشـباع   موفقیز روشیاستفاده از فنل ن

زاسـت و  تیافراد حساسیبرخيفنل خود دشوار بوده و برا



از بافت ...RNAسازي روش استخراجبهینه108

 ـدر حـذف ا یسـع يتجاريهاتیدکنندگان کیامروزه تول ن ی
Mousazadeمـاده دارنـد (   Moghadam,  ـ2012 ن ی). همچن

ام رسان، با یپيRNA، مخصوصا RNAيهامولکولیبرخ
,Brownشوند (یمار فنل خارج میت گـر،  یاز طرف د). 2006

ان یمخروطيهااز بافتRNAاستخراج ياستفاده از فنل برا
)Sambrook & Russel., رسـوب  ل ی) منجر به تشـک 2001

 ـفیصـورت عملکـرد و ک  نیشود که در ایرنگ مياقهوه ت ی
RNAه). کـاربرد فنـل  -1ن خواهد آمـد (شـکل   یار پائیبس

 ـيانات، عملکرد بالاتریوسیزوتیوم ایدیهمراه گوانبه دهـد  یم
 ـن یت همچنان پائیفیاما ک Chang(باشـد یم et al., 1993 .(

 ـدلبـه طـور عمـده  ن بـه یت پائیفیت و کیکم  ـیل اکسی ون یداس
ر بـه  یناپـذ طور برگشتبهتوانندیک است که میبات فنولیترک
هـا رسـوب   ک متصل شوند و همزمان بـا آن ینوکلئيدهایاس
Schneiderbauerند (ینما et al., منظور غلبـه بـر   به).1991

 ـنیوین مشکل، از پلیا  ـی  ـرولیپیل پل ) در بـافر  PVPPدون (ی
جـاد کمـپلکس بـا    یب با این ترکیشود. ایماستخراج استفاده

 ـ ، آنیدروژنیهيوندهایق پیها از طرفنولیپل د یهـا را از اس
 ـ ینوکلئ Wangکنـد ( یک جـدا م et al., ). اسـتفاده از  2005

 ـپیهـا و ل نیحذف پـروتئ يفنل برايجابهکلروفرم  ـدها نی ز ی
RNAکند.یاستخراج شده را بدون رنگ مي

ــاربردتر ــان روشیپرک ــان یاز گRNAاســتخراج يه اه
ــوب ــد روشیچ ــامانن )،Canovas )1998و Clarosيه

Chang) ــاران ــاران ( HarSiah)، 1993و همکــ و همکــ
2012،(Robiu-Pina وZapata-Perez،)2011 ،(Le

Provast) 2007و همکاران ،(Yang) و 2008و همکاران (
Rodrigues) بـر اسـتفاده   یمبتنی)، همگ2007و همکاران

ازیغنــيهــابافــتيهســتند کــه بــراSDSو CTABاز
انـد، در روش  م شدهیک تنظیفنولیبات پلید و ترکیساکارپلی

Yang) ب ی) از ترک2008و همکارانCTAB ـتجزيبـرا  ه ی
از هر يریمرکاپتو اتانول جهت جلوگ-بتاسلول و ازيغشا

در روش یون نامطلوب استفاده شد ولیداسیگونه واکنش اکس
ــط    ــده توس ــه ش ــون روش ارائ ــر همچ و Kolosavaحاض

يادرصـــد در مرحلـــهCTAB10) از2004همکـــاران (
 ـدها اسـتفاده و ترک یساکاریحذف پليجداگانه برا -ب بتـا ی

ن پـژوهش بـا  یت حذف شد. ایسمل یدلبهزیمرکاپتو اتانول ن
جـاد  یمـذکور و ا يهـا روشيدیکليهایژگیاز ويریگبهره

 ـیفیبا کيRNAمثبت در روند کار، یراتییتغ دسـت بـه رایت
دهد.یم

Aegicerasاه یــــگيبــــر رويامطالعــــهیطــــ

corniculantum    گزارش شـد کـه افـزودن ،LiCl   بـه بـافر
 ـ  ـدرگيدهایسـاکار یاستخراج موجب حذف پل RNAر بـا  ی

Fuشود (یم et al., اهان مورد یر در مورد گیین تغیا.)2004
بـر خـلاف مطالعـه    ز مناسب بوده و یق نین تحقیدر ایبررس

Chang) که به کم شدن کمیت و کیفیـت  1993و همکاران (
RNA ،چ گونـه  یهو ایجاد ناخالصی در آن اشاره کرده بودند
.نشان ندادیتیمحدود

و Tattersallاستخراج شده بـا روش  يRNAدر ضمن 
 ـ) تجز2005همکـاران (  الـف) و رنــگ  -1ه شــد ( شـکل  ی

کـردن آن در آب مشـکل   و حلياآمده قهوهدستبهرسوب
توان به رسـوب همزمـان  یرا مRNAن یت پائیفین کیبود، ا

 ـیدها و اکسیساکارپلی  ـ یون ترکیداس طـور  بـه کـه یبـات فنل
ــا یبرگشــت ناپــذ دهنــد، نســبت داد یواکــنش مــRNAر ب

)Robiu-Pina and Zapata-Perez, يا)، رنـگ قهـوه  2011
 ـون ترکیداسیل اکسیدلبهزینییع رویدر فاز ما زه یب همـوژن ی

 ـیشـده سـلول   Vasanthaiah(باشـد یم et al., در .)2008
ن، ینشان دهنده حضـور پـروتئ  رسوبياکه رنگ قهوهیحال

اسـت  RNAمخلوط شـده بـا   یبات فنلیدرات و ترکیکربوه
)Robiu-Pina and Zapata-Perez, ). در روش 2011

 ـیو آلـودگ رسـوب ياحاضر رنگ قهـوه  بـا افـزودن   یفنل
PVPPافـت.  یکاهش يداریصورت معنبهبه بافر استخراج

) 2010و همکاران ( Lorenzروش ارائه شده توسط ياجرا
د) و -1ژل آگارز نشـان داد (شـکل   يرا رویظیر غلیاسم

 ـن230بـه  260و 280بـه  260يجذب نوريهانسبت ز ی
 ـج تحقین بود. نتـا یو پروتئDNAيبالایاز آلودگیحاک ق ی

در دو مرحلـه،  بافراسـتخراج حاضر نشان داد که استفاده از
هـا رنـگ   رسوبشده و ینمکیزان آلودگیش میموجب افزا

قرائـت  ين جذب نـور یرند، همچنیگیخود مبهد و کدریسف
بالا بود.ير عادیطور غز بهیشده توسط دستگاه نانودراپ ن
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و همکـاران  Kolosavaطبق روش ارائـه شـده توسـط    
م استات یب سدیدها، از ترکیساکاریحذف پلي)، برا2004(

ن مرحلـه اسـتفاده   یدرصد به تناوب و در چند100و اتانول 
دن به رونـد  یق حاضر جهت سرعت بخشیشود که در تحقیم

ن مراحل ادغام شدند.یکار، ا
280بـه  260يهـا در طـول مـوج  ينسبت جذب نـور 

ینیپروتئیبودن نمونه از آلودگيعاردهنده ) نشان3(جدول 
نشـان  زین230به 260، نسبت جذب در طول موج باشدیم
استخراج شده توسـط روش حاضـر بـدون    يRNAدهد یم

 ـفیاست. کیفنولپلیويدیساکاري پلیهایآلودگ RNAت ی

يرواحدهایشد که زیز بررسیک الکتروفورز نیق تکنیاز طر
S18 وS28RNAطور واضـح نشـان داد   بهرایبوزومیري

و، ز).-1(شکل 
شـتر از  یمراتـب ب بـه RNAت کار با ی، حساسیطور کلبه
DNAار یج بس ـیت نتایفیکيرويبردارک نمونهیبوده و تکن
د حـداقل تـنش   یمراحل استخراج باین طی، همچنبودموثر 
 ـفیسـالم و بـا ک  يRNAجاد نمود تا بتوان یرا ایکیمکان ت ی

ن کوتاه کردن مراحل استخراج و حـذف  یآورد، بنابرادستبه
 ـیتـاث ير ضروریغییایمیبات شیترکیبرخ يبـر رو یر مثبت

یتوان جهـت حـذف برخ ـ  یدارد و مRNAت یت و کمیفیک
ــودگ ــا نظیآل ــه ــودگی ــائDNAیر آل ن آوردن دور یاز پ

درشـده لیتشـک يفازهـا يجداسازدردقتوژ ویفیسانتر
ی ا جهـت حـذف آلـودگ   یاستخراج و عملهنگامدروبیت

(همانند روش ارائـه شـده   یمار سرمادهیاز تيدیساکارپلی
د. روش کـر ) اسـتفاده  2004و همکاران،Kolosavaتوسط 

 ـیکـه از نظـر تکن  ییهاسه با روشیحاضر در مقا ار یبس ـیک
Cara)، 2000و همکـاران ( Asifيهااند (مثل روشدهیچیپ

-تیاز به استفاده از کیکه نییها))، روش2007و همکاران (
در مراحل مختلف استخراج دارند (مثـل  يخالص سازيها

ــاران ( Gelrigروش  ــا)) و روش2000و همک ــه در ییه ک
 ـآن  ـنیویها از پل  ـلی  ـرولیپیپل بـافر  ن دریدین و اسـپرم یدی

و همکاران ( Reidيهاشود (مثل روشیاستخراج استفاده م
ــاران (Gasic) و 2006 ــاظ کم))2004و همک ــاز لح ت و ی

ــفیک ــری ــدر تهDEPCدارد. در روش حاضــر از يت برت ه ی

ج یزات اســتفاده نشــد و نتــایــتجهیهــا و ضــدعفونمحلــول
در یر چنـدان یاز آن تأثنکردنش نشان داد که استفادهیآزما

ــاینت ــه آزم ــداردیج ــقش ن Canovasو Celaros. در تحقی

 ـبر اساس ااند.نکردهاستفاده DEPCاز ماده ز ی) ن1998( ن ی
مـدت  است کهيضروریزمانDEPCاستفاده ازگزارشات 

 ـن مـاده  یاگر،ی. از طرف دنباشدیاتوکلاو کافزمان طـور  هب
 ـهـا را RNaseدرصد 1/0فقط باشد فعالکامل هم  ن یاز ب

ياریبسياجزااز یکیس که یتوسط ترز یخودش نبرد و یم
دار اسـت  ین ماده در آب ناپایا.شودیه میاز بافرهاست، تجز

در ودهدیتروژن و فسفر واکنش میژن و نیاکسيهاونیو با 
پوست و چشم ضرر يزاست و براچون سرطاننکه،یت اینها

دارد، تلاش در جهت حذف آن لازم است. 
ــدر ا ــانتر ن ی ــرعت س ــه س ــه اول یفیمطالع وژ در مرحل

ن سرعت یافت در ایکاهش قهیدور در دق7000استخراج به 
شـتر نسـبت بـه    یبیل جـرم مولکـول  یدلبهDNAن و یپروتئ

RNAکـاملا  ین فاز آبیند بنابراکنیتر رسوب منیدر فاز پائ
-یوب مشاهده میمحلول موجود در تییشفاف، در سطح رو

بـراي گـر  یديشـد. از سـو  بایمRNAيشود که فقط حاو
و ییع رویبرداشت فاز ماي، براDNAیاز آلودگيریجلوگ
یچ ـیاسـتخراج، نـوك سرسـمپلر بـا ق    يمراحل بعدياجرا
تر شود و امکـان آلـوده   ده شد تا سطح مقطع بزرگیل بریاستر
 ـبه حداقل برسـد. بـه  DNAيحاویانیبه فاز مشدن ن یهم

ــدل ــل در پای ــاســتخراج نان مراحــل ی ــه اســتفاده از يازی ب
DNAaseز نبود.ین

cDNAساخت ، یاستخراجيRNAت یفیکیبررسيبرا

ژن مـورد نظـر واکـنش    يجداسـاز يانجام و سپس بـرا زین
PCR انجـام واکـنش   يانجام شد. اگرچه بـراPCR ر یمقـاد

ــراDNAاز ياســتاندارد ــا ب ــتکثيلازم اســت، ام ــر ی ک ی
ناخواسـته و  يبانـدها جـاد یاز ايریمحصول خاص و جلوگ

,Rouxد (شـو نـه  یش بهیط آزمـا ید شـرا یبایراختصاصیغ

اتصـال  ي، دمـا PCRيسازنهین عامل در بهیتر). مهم2015
,Rouxاسـت ( DNAيآغازگر به رشـته الگـو   ) کـه 2015

خـاطر  بـه د، امـا در عمـل  شوین مییتعیمختلفيهاروشبه
بات بافر، آغازگرهـا و  یر ترکیشدت تحت تأثبهن دماینکه ایا
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طـور  بهیاتصاليرد، هر دمایگیالگو قرار ميDNAغلظت 
گـراد  یدرجـه سـانت  5معمـولاً در نظر گرفته شده و یبیتقر
,Rouxرنـد ( یگیمحاسبه شده را در نظر ميتر از دمانیپائ

، بـا  Tmي). در پژوهش حاضر پس از محاسـبه دمـا  2015
مشـخص شـد.   یواقعي، دمایب حرارتیروش شيریبکارگ

هـا  کند حضور مهارکنندهیرا محدود مPCRکه یگر عاملید
 ـدر رشته الگو   ـاز قبيمتعـدد يهـا . مهارکننـده باشـد یم ل ی

Sarkosyl) ،(Weyantو SDS(ماننـد  یونیيهاندهیشو et

al., ــار1990 ــول و هپ Beutlerن (ی)، فن et al., 1990 ،(
 ـیبرموفنل بلو و زا Hoppeانول (یلن س et al.,  ـ1992 -ی) م

ن عوامل نشان یبه این پژوهش حداقل آلودگیباشند که در ا
 ـتوان با یمینحال در صورت وجود الودگیداده شد، با ا ک ی

 ـوژ ایفیتوسط اتـانول و انجـام سـانتر   یدهمرحله رسوب ن ی
,Rouxد (کرمشکل را رفع  -نـه یگـر در به ی). عامـل د 2015

 ـهـا  تعداد چرخهPCRواکنش يساز  ـکـه در ا باشـد یم ن ی
ش یت باند مورد نظر افزایمنظور تقوبهچرخه45ش تا یآزما

گـزارش  1991در سـال  DeMariniو Bellافت. اگرچـه ی
 ـتولممکن است منجـر بـه   ش تعداد چرخه یکردند که افزا د ی

ــدها ،Kanizد، امــا مطالعــاتشــویر اختصاصــیــغيبان
)2000 ،(Sullivan و همکاران)2006 ،(Saikiو همکاران
)1985(،Powell ــاران ــاران Sun)،1987(و همک و همک
انـد کـه   نشـان داده ) 1990(و همکاران Sarkarو ) 1993(

 ـ  ی، زمـان 45ها تا ش تعداد چرخهیافزا يهـا یکـه تعـداد کپ
در اثـر  یبوده و اثر مهارکنندگيضروررشته الگو کم است،

دهد کـه  یرخ ميفقط در موارد نادرPCRش محصول یافزا
باشد.45شتر از یها بتعداد چرخه

آنکه روش ارائه شده در پژوهش حاضـر بـر   یجه کلینت
بـات یسرشـار از ترک يهااز بافتRNAمشکلات استخراج 

آمـده  ه فائق یثانويهاتیو متابوليدیساکارپلیک،یفنولپلی
 ـقابـل اجراسـت. از مزا  یبه آسانیشگاهیو در هر آزما يای

نه بودن آن یمن و کم هزیع، آسان، ایتوان به سرین روش میا
ییایمیش ـيهـا و محلـول کمیاهیمواد گچرا کهکرد،اشاره 

چون فنل و بتا يبات مضریو استفاده از ترکداردازینيکمتر
ن، یبنـابرا در آن محدود شده است.DEPCمرکاپتو اتانول و 

 ـیسـت مح یخطر از نظر زیبیروشیاز طرف از بـوده و  یط
و در باشـد یمصرفه بهمقرونيلحاظ اقتصادگر ازیدطرف

با امکانات محدود قابل اجراست.یشگاهیهر آزما

يسپاسگزار
 ـبنشـرکت دانـش  ين مقالـه از همکـار  یسندگان اینو ان ی

ژن واقع در مرکـز رشـد پژوهشـگاه    یتیگنیفناوران نوستیز
ران کمـال تشـکر را   یايست فناوریک و زیژنتیمهندسیمل

دارند.
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Abstract
RNA extraction from hard wood tissues, especially in coniferous family trees, is very hard

because they have high concentrations of phenolic compounds, polysaccharides, secondary
metabolites and lignin. Moreover, up to now, no commercial kit is made for the mentioned
purpose. In this study, the problems were resolved and a rapid, simple, and economic protocol is
presented for RNA extraction from bark tissue of Cedrus deodara and Abies grandis, which
belong to conifer family. Ratios of optical density of 260/280 nm and 260/230 nm were
respectively obtained as 1.88 and 1.1 for Cedrus deodara and 1.8 and 0.9 for Abies grandis.
Modifications for optimization of RNA extraction were preheating treatment of extraction
buffer, and decreasing centrifuge rounds to eliminate DNA contaminations and DEPC.
Synthesis of cDNA was performed using extracted RNA. RT-PCR successfully produced
expected bands. Therefore, it seems that the presented protocol is suitable for RNA extraction
from woody tissues.

Keywords: Abies grandis, bark tissue, DEPC, phenolic compounds.


