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یابی بلدرچین، استخراج شده با روش نمکی تغییر یافته و توالی DNAبررسی کمی و کیفی 

 ژنومی آن
 

Quantity and Quality Checking of Quail DNA Extracted by Modified Salting out 

Method and Genomic Sequencing 
 

 و  ، عباس پاکدل ، اردشیر نجاتی جوارمی ی آشتیانیی، سید رضا میرا ، حسن مهربانی یگانه*9احمد احمدی

   کریستین بندیکسن
 

 چکیده

در . باشدمیبیولوژیکی  هایپژوهش اجرای در مهمیگام  ،خالص، پایدار و با کمیت و کیفیت مناسب صورتهب DNAاستخراج 

بدون استفاده از آنزیم  و بلدرچین ژاپنی با روش نمکی تغییر یافته با پودر رختشویی 066 نمونه خونمربوط به  DNA، پژوهشاین 

 فلئورومتر، بیوآنالیزر، نانودراپ،با  ،سازی کتابخانه ژنومیدر مراحل آمادهآمده  دستبه DNAهای نمونه. شد استخراج Kپروتئیناز 

 .یابی کل ژنوم کنترل کمی و کیفی گردیدو در نهایت با توالی و آدابتور برچسب اتصال، آندونوکلئاز های، هضم با آنزیمPCR، الکتروفورز

و  میکروگرم 438 ترتیببه هر نمونه نانومتر برای 086به  006با متوسط میزان نسبت جذب نور در  استخراج شده DNAمقدار متوسط 

مورد استفاده با موفقیت کامل  DNAهای همه نمونهژنومی یابی و توالی و آدابتور چسبتکثیر، هضم، اتصال برفرآیندهای  .بود 88/4

 .برخوردار بودند م و حداقل آلودگیهای مذکور از کمیت، کیفیت، قابلیت و پایداری لازبر اساس نتایج مشخص شد که نمونه. همراه بود

 .انجام پذیرفتحداقل هزینه با ، سریع، ایمن و به سادگی DNAاین روش استخراج 
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 قدمهم

با کمیت و ژنومی خالص، پایدار و  DNAاستخراج 

بیولوژیکی  حقیقاتدر تترین گام مهم اولین و کیفیت مناسب

یابی ژنومی و تعیین توالیویژه در تکنولوژی هب و ژنتیکی

تا در این راستا (. Pietro et al. 2011)باشد ژنوتیپ افراد می

از  DNAهای متنوعی برای استخراج ها و کیتروش حالهب

دستی یا طور ههای مختلف بدن جانداران ابداع و ببافت

 محصول، رامقددر  هااین روش که اندشدهاستفاده  اتوماتیک

هر کدام  زیادی دارند و تنوعزمان استخراج  میزان آلودگی و

 معایب از دارای بعضی یی،رغم داشتن مزایاعلی هاروشاز 

کلروفرم، پیچیدگی  -استفاده از مواد خطرناک فنل مانند

یین، آلودگی بالا، زمان روش، محصول با کیفیت و کمیت پا

چنین با کارایی و قابلیت و هم استخراج طولانی و هزینه بالا

PCR باشندمی% 466تر از کم (Kalia et al. 1999; 

Palemora-Avalos et al. 2008; Viltrop et al. 2010) . در

ه عنوان شاهد مرجع در مقایسهبکلروفرم که  -روش فنل 

علاوه بر استفاده کار رفته است، ه ها در بعضی مقالات بروش

ی ها، همه نمونهاز مواد خطرناک، زمان طولانی و هزینه بالا

 .(Psifidi et al. 2010) داردن PCRبرای  را لازم کاراییحاصل 

هایی را در روش گرانپژوهشهای اخیر تعدادی از در سال

 اند معایب ذکر شده گزارش نمودهرابطه با حذف 

(Bailes et al. 2007 and Saremi et al. 2008)چنین ، هم

طور معمول سریع و با ههای تجاری ببا کیت DNAاستخراج 

شود های سنتی انجام مینسبت به روش تریکمآلودگی 

 استلیکن محصول تولیدی محدود با واریانس و هزینه بالا 

(Santos et al. 2010.) 

های از خون، بافت DNAروش استخراج نمکی 

های خاک در جهت کاهش تی از نمونهسیتولوژیکی و ح

و تا حدودی کاهش کلروفرم  -پیچیدگی آزمایش و حذف فنل

علاوه بر نیاز  ،این روش در ولی توسعه یافته استزمان لازم 

استخراج  DNAهای نمونه درصدی از ،K به آنزیم پروتئیناز

 .Miller et al) نبوده استقابل استفاده  PCR، برای شده

1988 and Riveroa et al. 2006) . و همکاراننصیری 

روش نمکی تغییر از خون انسان را به DNAاستخراج ( 0662)

یافته با استفاده از پودرهای رختشویی مختلف با کمیت و 

 .اندگزارش نموده ترکیفیت بالا

گسترده از روش نمکی  استفاده ،پژوهشاین  هدف از

با  DNAبا حداقل هزینه ممکن، برای استخراج تغییر یافته 

های خون بلدرچین نژاد ژاپنی کیفیت و کمیت بالا از نمونه

 .بود

 هامواد و روش

 DNAاستخراج ها و نمونه

دو لاین و )ژاپنی  نمونه خون بلدرچین 066تعداد 

مربوط  (هاحاصل از تلاقی بین آن F2و  F1 فرزندان دو نسل

گله تحقیقاتی گروه علوم دامی در مزرعه آموزشی و  به

پژوهشی پردیس کشاورزی و منابع طبیعی دانشگاه تهران 

-نمونه خونای از بخش عمده. واقع در کرج استفاده گردید

 نژاد و همکارانرضوانتوسط که طرح دیگری از های مذکور 

و در زمان استفاده در این  هاخذ شد باشد؛در خال اجرا می

گراد ذخیره درجه سانتی -06ماه در دمای  نهتحقیق بیش از 

 .شده بودند
نمکی تغییر  با روشها از نمونه خون DNAاستخراج 

با اندکی تغییرات به شرح  با استفاده از پودر رختشوییو یافته 

 :(0662، نصیری و همکاران) شد انجام زیر

انعقاد  ضد) EDTAمیکرولیتر خون حاوی  466مقدار 

های کهنه در نمونه)سی نیم سی در میکروتیوب یک و( خون

میکرولیتر بافر  4066قرار داده شد و ( سیسی دومیکروتیوب 

مولار، تریس  3/6ساکارز با ترکیب ) Aلیز کننده 

کلرید ، 2/8مولار و اسیدیته  64/6با غلظت  اسیدکلریدریک

 (X466تریتون مولار و یک درصد میلی پنجبا غلظت  منیزیم

سپس با دستگاه  .خوبی مخلوط شدبهاضافه و به آن 

 دور 0266 دقیقه با سرعت پنجمدت میکروسانتریفیوژ به

سانتریفیوژ شد و بعد قسمت محلول آن حذف شد و بر روی 

در میکروتیوب دوباره  باقیماندهصورتی سفید متمایل بهپلت 

بعد بر روی پلت . اضافه و مراحل فوق تکرار گردید Aبافر 

تریس اسید میکرولیتر محلول  266مانده سفید مقدار باقی

اضافه شد و با  هشتمولار با اسیدیته میلی 46کلریدریک 

طور هدستگاه ورتکس به شدت مخلوط شد تا پلت در محلول ب

دور  3666 با سرعت سانتریفیوژپس از  .یکنواخت پخش شد

مانده محلول آن حذف و روی پلت باقی دقیقه چهارمدت به

میکرولیتر محلول تریس اسید کلریدریک و  336دوباره مقدار 

میکرولیتر محلول پودر رختشویی  336 چنین مقدارهم

با ( های آمیلاز، پروتئاز، سلولاز و لیپازحاوی آنزیم)تاژ  تجاری

 06مدت بهاضافه گردید و لیتر میلی درگرم میلی 36غلظت 

 026با ورتکس به شدت مخلوط شد و سپس مقدار  ثانیه

مولار اضافه و دوباره به  ششمیکرولیتر محلول کلرید سدیم 

 46به مدت  بعد از آن. ه با ورتکس مخلوط شدیثان 06مدت 

ها سانتریفیوژ شدند و نمونهدور  41666 دقیقه با سرعت

میکروتیوب د به بو DNAبخش لایه بالایی محلول که حاوی 

 00 میکرولیتر الکل اتانل 826جدید منتقل و با اضافه کردن 
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و با سانتریفیوژ کردن  (درجه سیلیسیوس -06) سرددرصد 

DNA درصد، پلت  00پس از حذف الکل . رسوب داده شد

DNA درصد شستشو و پس از حذف  86اتانل  بار با الکل دو

 DNA لتپ به TEمیکرولیتر محلول  466کامل الکل، مقدار 

کردن ور پس از غوطه DNA برای حل شدن کامل .اضافه شد

در دمای اتاق یک یا دو روز رها ها نمونه ،TEپلت در محلول 

oدقیقه در دمای  46و سپس به مدت  شدند
C02  قرار

 .گرفتند

 

 DNA هایکمی وکیفی نمونه بررسی
ی برای بررسی کمیت متعددهای روش در حال حاضر

های مختلف استخراج شده در آزمایشگاه DNAو کیفیت 

در این  .شودمنطبق بر نیاز و امکانات موجود استفاده می

 در مراحل مختلف آزمایش، DNAبرای بررسی  پژوهش

 متر، بیوآنالیزرروفلئو ،PCR های نانودراپ، الکتروفورز،دستگاه

کار هب کنندهمحدودهای آندونوکلئاز وسیله آنزیمهو هضم ب

 .گرفته شد

 اولیه برای بررسی DNAپس از استخراج  :نانودراپ

از دستگاه پروتئین  و RNAبه  و میزان آلودگی آن تکمی

 میکرولیتر دوبا تزریق . استفاده شد ND-1000نانودراپ 

 اسپکتروفتومتریچشمی مخصوص،  در صفحه DNA محلول

شد که دستگاه میزان جذب نور را انجام  UVبا اشعه  نمونه

و  صورت نمودارهب DNAبرای  نانومتر 326تا  006در فاصله 

 036به  006و  086به  006 در طول موج نسبت جذب نور

و در نهایت ( DNAنشان دهنده میزان خلوص و آلودگی )

 .دکرگزارش  ng/µl را DNA غلظت

های بررسی کیفیت نمونه برای :الکتروفورز روی ژل

DNA به  آلودگی خردشدگی و از طریق کنترل میزانRNA ،

به  یکرقیق شده به نسبت  DNAمیکرولیتر نمونه  سه مقدار

مخلوط کرده  رنگی میکرولیتر بافر سهرا با  TEبا محلول  41

یک  با% 4ژل آگارز  در مترمیلی 2هایی با عرض در چاهک و

و به  بارگذاری شد 1Kb اندازه با نشانگر DNAنمونه شاهد 

در موقع تهیه . شد تروفورزولت الک 406مدت یک ساعت با 

ژل  سیسی 366میکرولیتر اتیدیم بروماید در  12 ژل مقدار

با دستگاه  پس از الکتروفورزبنابراین بلافاصله  ،ه بوداضافه شد

UVP  عکس برداری شداز ژل. 

 DNAجهت تعیین قابلیت تکثیر  :PCRبا تکثیر 

نشانگر  از ،حضور ممانعت کننده عدم و استخراج شده

 06های آغازگربا ADL0237 (GUQ0005 )ریزماهواره 

 PCRدر دستگاه  باز 436 قطعهبرای تکثیر زیر  نوکلئوتیدی

  (:www.ncbi.nlm.nih.gov)شد استفاده 
F: 5’-GCTTGTGCCTAAGAATGAAC-3’ 
R: 5’-TGTATGGAGTCTCAGCAAAT-3’  

میکرولیتر بافر  2/0ترکیب با  PCRمحلول واکنش 

X46 حاوی MgCl2، 2/6  میکرولیترdNTP ، از یک میکرولیتر

میکرولیتر  8/48پلیمراز،  Taqمیکرولیتر آنزیم /. 0، هر آغازگر

حجم محلول با در مجموع  الگو DNAیک میکرولیتر و  آب

 مورد استفاده PCRواکنش و برنامه میکرولیتر آماده شد  02

به انتخاب شده تصادفی  DNAنمونه  466در تکثیر آن 

درجه سیلیسیوس  02صورت واسرشت سازی اولیه در دمای 

واسرشت مرحله دور که در هر دور  32در پنج دقیقه سپس 

مرحله اتصال درجه سیلیسیوس،  02ثانیه در دمای  36سازی 

 06درجه سیلیسیوس و مرحله تکثیر  20ثانیه در دمای  12

نهایی  بسطدرجه سیلیسیوس و پس از آن  80ثانیه در دمای 

محصول و درجه سیلیسیوس بود  80ر دقیقه در دمای چها

 %8روی ژل اکریل آمید  ها، برآمده از تکثیر نمونه دستبه

الکتروفورز شد و پس از رنگ آمیزی با نیترات نقره، از 

  .برداری شدعکسباندهای مشاهده شده روی ژل 

یابی ها برای توالینمونه کهبا توجه به این :DNAهضم 

و انتخاب  DNAدن خرد کر برای ،ندشدمی ژنومی آماده

های آنزیم از ،هانمونهدر تمام یکسان ی از ژنوم بخش

برای بررسی  بنابراین .دشآندونوکلئاز محدودکننده استفاده 

 DNAتعدادی نمونه  هضم و انتخاب آنزیم، چگونگیامکان و 

با  DNAمیکروگرم  پنجمقدار  .صورت تصادفی انتخاب شدهب

به شرح جدول  ختلفم کنندهآندونوکلئاز محدود هایآنزیم

 066با حجم نهایی  هر آنزیم و با شرایط اختصاصی یک

°در دمای  میکرولیتر محلول
C 38  هضم  ساعت 40به مدت

 .(www.neb.com) ندشد

های هضم شده بدون خالص نمونه حجم محلول

میکرولیتر  36تا  02به  Freeze dryerبا کمک دستگاه  سازی

حاوی اتیدیم بروماید % 0در ژل آگارز  وتقلیل داده شد 

 .ها تصویربرداری شداز آن UVPالکتروفورز شدند و با دستگاه 

 

 ها برای توالی یابی ژنومیآماده سازی نمونه
با تکنولوژی نسل  DNA 4یابی چندگانهتوالیمنظور به

 قطعات) هضم شدند PstIبا آنزیم ها نمونه ،0یابیجدید توالی

 متقارن و انتهای دو با طول چند باز تا چند کیلو باز با حاصل

 .(بودندآویزان ای باز تک رشته چهار

                                                 
1. Multiplex Sequencing 

2. Next Generation Sequencing Technology 
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روی ژل آگارز زدایی پس از نمکمحصول هضم شده 

 طولبه DNA قطعاتبخشی از ژل حاوی  .شدالکتروفورز % 0

برش  از روی ژل DNA شد وش داده بر جفت باز 266تا  366

QIAquikبا کیت  یافته
R
 Gel Extraction Kit شرکت کیاژن 

هر  DNAقطعات  .(Anonymous, 2008) دوباره استخراج شد

جفت باز  ششبه طول )الیگونوکلئوتید  جفت یکاتصال با نمونه 

به ( DNAنوکلئوتید مکمل انتهای آزاد قطعات  چهارعلاوه هب

 T4 Polynucleotideو  T4 DNA Ligaseهای کمک آنزیم

Kinase جفت  40نمونه با  40هر ) دار شدندچسبرب

نمونه با  40هر بعد از این مرحله . (الیگونوکلئوتید مختلف

براساس سپس  .شد برابر مخلوط مقادیرهای مختلف با برچسب

 ×40)مخلوط  مونهن 40کتابخانه ژنومی  4روش سولکساپروتکل 

که پس از  آماده شد طی مراحل مختلف( نمونه 008برابر  40

 سهنمونه در  40هر از  DNA پیکوگرم 02مقدار  0اتصال آدابتور

 هشتهر فلوسل )شد  1کلاسترمخصوص ای شیشه 3فلوسل

نمونه آزمایشی و یک نمونه شاهد  هفتکانال دارد که برای 

 Illuminaبا دستگاه  هادر نهایت نمونه. (شوداستفاده می

HiSeq
TM

صورت دو طرفه هب( هر فلوسل)روز  0در طی  2000

 شدیابی توالی( نوکلئوتیدی 0 × 464هر قطعه )

(www.illumina.com). 

 DNAبرای کنترل درستی طول قطعات  :بیوآنالیزر

 آدابتورهااتصال موفق کنترل  یافته، برش ژل استخراج شده از

که ( اتصال یافتههای آدابتورعلاوه طول هبر اساس طول قطعات ب)

و  انجام تمام مراحل قبلی است کیفیت و کمیتنشان دهنده 

از دستگاه بیوآنالیزر  ،دیگر مراحل آماده سازی برای توالی یابی

Agilent 2100  با کیت مخصوصAgilent DNA 1000 Assay 

 .http://www.corelabs.cgrb) استفاده شد

oregonstate.edu/sites/default/files/Qubit%2protocol.pdf). 

 Invitrogen Qubitدستگاه  با :فلئورومتر
TM 

Fluorometer  با و

 Quanti-iT کیت
TM

 dsDNA HS Assay (0.2 – 100 ng/ul) 

آماده سازی کتابخانه  در مراحل مختلف هر نمونه DNAمقدار 

 .دتعیین گردی ژنومی

 

 و بحث نتایج

های تازه از نمونه خون DNAزمان لازم برای استخراج 

های نمونه بود ولی در نمونه 01دقیقه به ازای  06در حدود 

نتیجه بررسی کمی و کیفی خلاصه آماری  .کهنه بیشتر بود

                                                 
1. Solexa 
2. Adaptor 

3. Flowcell 

4. Cluster 

DNA  ارائه شده  دواستخراج شده با دستگاه نانودراپ در جدول

استخراج شده  DNAشود مقدار ملاحظه میطور که همان. است

میکروگرم  366ها بیش از که حتی در بعضی نمونه بالا بود،

-استخراج شده مربوط به نمونه خون DNAحداقل  و برآورد شد

میکروگرم  08/42 ها نیز ازهای لخته شده کهنه بود که مقدار آن

آمده از نمونه  دستبهی DNAولی حداقل مقدار  به بالا بود

میزان نسبت جذب  .میکروگرم بود 466های تازه بیش از خون

 0تا  8/4ها در فاصله نانومتر در اکثر نمونه 086 به 006نور در 

-و بیشتر از دو باشد به 8/4اگر این شاخص کمتر از )قرار داشت 

 (.باشدمی RNAدهنده آلودگی به پروتئین و ترتیب نشان

نانومتر در  086به  006متوسط نسبت میزان جذب نور در 

 و همکارانرو پیهاستخراج شده از خون را  DNAهای نمونه
(Pietro et al. 2011 )کلروفرم، نمکی با –های فنلبه روش

 10/6، 08/4 ± 304/6ترتیب و کیت سیلکاژن را به Kپروتئیناز 

با روش ( 2008)، صارمی و همکاران 08/4 ± 38/6و  00/4 ±

RGDE  و همکاران ویل تروپ ، 04/4 ± 43/6را(Viltrop et al. 

، PAXgenهای تجاری کلروفرم و کیت–های فنلبا روش( 2010

Fermentas ،QIAgen،Oragen  وSaligen ترتیب در دامنه را به

 08/4، 00/4تا  21/4، 0/4تا  8/4، 00/4تا  21/4، 00/4تا  00/4

 .Santos et al)و همکاران سانتوز ، 33/0تا  28/4و  00/4تا 

و  که نصیری، در حالی68/0را  Invitrogenبا کیت ( 2010

 44/6با روش نمکی به کمک پودر رختشویی ( 0662)همکاران 

بنابراین مجموع اطلاعات حاصل از . اندرا گزارش نموده 88/4 ±

استخراج  DNAکرد که نانودراپ در ارزیابی اولیه مشخص می

شده در این پژوهش با مقدار بالا و حداقل آلودگی به پروتئین و 

RNA باشدمی. 

تر و ها روی ژل آگارز، نتایج دقیقبا الکتروفورز نمونه

میکرولیتر از  0/6جودی که با و. مشابه نانودراپ مشاهده شد

بر روی ژل بارگذاری شده بود  DNAمیکرولیتر  466مجموع 

بر روی ژل آگارز به  هانتایج الگوی الکتروفورز همه نمونه ولی

 46 ،هاتصویر الکتروفورز تعدادی از نمونه)استاندارد  DNAهمراه 

 هادر اکثر نمونه نشان می داد (0شکل  در ماه پس از استخراج

، واضح و (در مقایسه با باند شاهد) مشاهده شده غلیظ DNA باند

ها از کمیت مبین این است که نمونهبا حداقل کشیدگی بود که 

 .برخوردار بوده است و کیفیت مناسب

-نشانگر ریزماهوارهآغازگرهای  با PCRواکنش 

 نظر انجام شده بود وی مورد هانمونهدر همه  ADL0237ای

جفت باز  436باندهای مشخص و واضح با طول قطعات حدود 

 (. دوشکل )مشاهده شد بر روی ژل اکریل آمید بدون باند اضافه 

http://www.corelabs.cgrb/
http://www.corelabs.cgrb/
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 مترهای نانودراپ و فلئوروتوسط دستگاه DNAهای خلاصه نتایج بررسی نمونه: 0جدول 
Table 2. The results of DNA measurements by Nanodrop and Fluorometer equipments. 

Devices - Measurement 

process 

Number of 

samples 
Volume 

)µl( 
Concentrate  ) ng / µl ( 260/280 absorption 

ratio 
Min Max Avrage Min Max Avrage 

Nanodrop-after extraction 

of blood 
600 100 159.8 3723.7 1379.99 1.77 2.01 1.87 

Fluorometer-after 

extraction of gel 
240 30 2.06 10.26 4.67  

 

 

 
بلدرچین، استخراج شده به روش نمکی با کمک پودر رختشویی و سه  DNAنمونه  00تصویر الکتروفورز : 4شکل 

 .اندازه یک کیلو بازی روی ژل یک درصد آگارز DNAنمونه 

Figure 1: The electrophoresis image of 96 quail DNA samples extracted by salting out method using 

washing powder on 1% agarose gel and 3 samples of DNA ladder (1kb). 

 

قطعات خرد شده  PCRچنین چندین مرحله هم

DNA های استفاده شده در مراحل آماده ژنومی همه نمونه

برای )یابی ژنومی به درستی انجام شده بود سازی جهت توالی

د؛ مرحله پس از اتصال آدابتور، با  –نمونه شکل چهار

در (. سیکل 40به تعداد  PCRآغازگرهای خاص آدابتور؛ 

در بررسی ( Riveroa et al. 2006) و همکارانورو ریکه حالی

کلروفرم، استات آمونیوم و –های فنلوشبا ر DNAاستخراج 

 به دستهای یک کیت تجاری اعلام کردند که برخی نمونه

چنین هم. اندنداشته PCRآمده در هر سه روش قابلیت 

و سانتوز استخراج شده توسط  DNAهای نمونه PCRقابلیت 

و با روش % 8/22را  Invitrogenبا کیت ( 2010) همکاران

با ( 2010) و همکارانویل تروپ ، %4/01را  کلروفرم–فنل

ولی با پنج کیت تجاری را % 466کلروفرم را –های فنلروش

با ( D’angelo et al. 2007) دآنجلو و همکارانو % 00تا  23

 .اندگزارش نموده% 82را  Kروش نمکی پروتئیناز 

هضم  DNAای از الکتروفورز پنج میکروگرم شکل سه، نمونه

های آندونوکلئاز محدودکننده شده از یک نمونه با آنزیم

 هضم شده با آنزیم DNA. مختلف را به تصویر کشیده است

NotI  با محل تشخیص هشت نوکلئوتید با کمترین تعداد

و  BseRI ،PstI ،BbsI ،HindIII ،BamHIهای برش و آنزیم

EcoRV یص شش نوکلئوتید و تعداد برش با محل تشخ

 و MseI ،Sau3AIهای متنوع به ترتیب از زیاد به کم و آنزیم

AluI با محل تشخیص چهار نوکلئوتید بیشترین تعداد برش را

ها در بین هم گروهی هایشان بعضی از آنزیم. نشان دادند

DNA علت هاند که برا با تعداد قابل توجه کمتری برش زده

نظیر )های بیوشیمیایی به برخی واکنشها حساسیت آن

به هنگام اتصال و برش بوده است ( CpGمتیلاسیون 

(www.neb.com.)
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درصد  8روی ژل  ADL0237بلدرچین با نشانگر ریزماهواره  DNAشده  PCRهای از نمونه تصویر الکتروفورز تعدادی :0شکل 

 .اکریل آمید

Figure 2. The electrophoresis image of some amplified quail DNA samples using ADL0237 microsatellite marker 

on 8% acryl amide gel. 

 

 

 

 
 های آندونوکلئاز محدودکننده مختلفهضم شده با آنزیم( میکروگرم 2) DNAتصویر الکتروفورز نمونه  :3شکل 

(NotI ،PstI ،BseRI ،BbsI ،HindIII ،EcoRV ،BamHI ،MseI ،Sau3AI  وAluI)  آگارز% 2در ژل. 
Figure 3: The electrophoresis image of digested quail DNA samples (5µg) using different restriction 

enzymes on 2% agarose gel. 

 
 

 فلئورومتر مقداردستگاه خلاصه اندازه گیری با  

DNA انتخاب استخراج شده از روی ژل برش یافته برای 

ارائه در جدول دو نیز جفت باز  266تا  366 به طول قطعات

 40هضم شده اولیه  DNAها مقدار در این نمونه .شده است

 جفت باز 266تا  366قطعات با  DNAمیکروگرم بود و مقدار 

 8/368تا  8/04انتخاب شده پس از استخراج در دامنه 

 .نانوگرم بود

150bp 

100bp
bp 
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نتایج بررسی  ،لفنمودارهای مخت ،چهارشکل در  

جفت  266تا  366با قطعات  DNAهای کمی و کیفی نمونه

باز را بوسیله دستگاه بیوآنالیزر در مراحل مختلف آماده سازی 

نمودارهای . دهندیابی را نشان میبرای توالی DNAکتابخانه 

تا  366انتخاب قطعات )پس از مرحله استخراج از ژل  الف

به دو  پس از اتصال بارکد و آدابتور ب، (جفت بازی 266

تا  366 + 0 + 86=  080تا  180به طول )سمت قطعات 

، ج پس از مرحله حذف کردن (جفت باز 86+  0 + 266

پس از الکتروفورز روی ژل، انتخاب ) آدابتورهای اتصال نیافته

د  نمودار و (و برش منطقه مورد نیاز و استخراج دوباره از ژل

را ( جفت باز 080تا  180قطعات ) PCRپس از غنی سازی با 

بنابراین نمودارها نشان می دهند که مراحل  .نشان می دهد

 .مذکور با موفقیت انجام شده است

صورت عکس بود که ابتدا به یابینتایج حاصل از توالی

های نوکلئوتیدی تبدیل شد و پس از عبور از به توالی

نمونه بر اساس  40های هر فیلترهای کنترل کیفیت، توالی

 ،های غیر قابل تفکیکتوالیپس از حذف  .برچسب جدا شدند

پس  نوکلئوتیدی 0 × 02) های خوانده شدهتوالیتعداد جفت 

و سوم بدون دوم  ،اول هایدر فلوسل (از حذف توالی برچسب

 346و  828، 232ترتیب به در نظر گرفتن نمونه شاهد

 به ازای هر نمونه طور متوسطهکه ب، قطعهجفت میلیون 

 ،18/80 ± 14/40تعداد  ترتیبهب( در یک کانال)مخلوط 

 جفت قطعهمیلیون  08/04 ± 62/06و  08/468 ± 08/41

های کاریپس از دست DNA یهاهمه نمونه .دحاصل ش

ماه، در نهایت با تهیه کتابخانه ژنومی  40مکرر و مختلف طی 

پایداری  که این نشان دهندهند، ه بودیابی شدتوالیبا موفقیت 

در طولانی مدت برای  DNA هایاین نمونه و حفظ حساسیت

 .باشدهای مولکولی میآزمایش

در این روش، هزینه لازم جهت استخراج هر نمونه  

DNA  جهت تهیه بافرها، الکل و ) بودتومان  426کمتر از

-های دیگر علاوه بر هزینهدر روش کهدر حالی. (میکروتیوب

یا کیت تجاری در  Kفقط هزینه تهیه پروتئیناز های مذکور 

محققین . تومان بود 266ایران به ازای هر نمونه بالاتر از 

در اکثر  DNAهای استخراج در مورد هزینهنیز مختلف 

دلار  03تا  یکهای تجاری استفاده شده بین ها و کیتروش

 .Nawrot et al)ازای هر نمونه گزارش نموده اند یا یورو به 

2010; Santos et al. 2010; Viltrop et al. 2010.) 
 

 

 

  

  

و محور عمودی تراکم آنها را  DNAمحور افقی طول قطعات )بوسیله دستگاه بیوآنالیزر  DNAهای نمونهنتایج بررسی  :1 شکل

پس از اتصال برچسب و  – b، (جفت بازی 266تا  366انتخاب قطعات )پس از مرحله استخراج از ژل  – a(. دهدنشان می

در همه نمودارها امواج کناری . PCRپس از غنی سازی با  – dپس از مرحله حذف کردن آدابتورهای اتصال نیافته و  – c آدابتور،

 .شاخص را نشان می دهند DNAجفت باز  4266و  42در محدوده 
Figure 4: The result of Bioanalyzer assay of DNA samples (Vertical and horizontal axes show the DNA 

fragments concentrate and length, respectively): a. After extraction from the gel (300-500 bp DNA pieces 

selection), b. After barcode and adapter ligation, c. After deletion of free adapters and d. After enrichment by 

PCR. The 15 and 1500 signs are DNA size marker. 

a b 

c d 
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 گیری نتیجه

گسترش کلان تحقیقات و کاربردهای دانش 

بیوتکنولوژی و ژنتیک مولکولی باعث شده تا محققین نه تنها 

طی مراحل مختلف  ،های مورد استفادهDNAدنبال تهیه هب

کنترل کمی و کیفی، تکثیر، هضم، تهیه کتابخانه و در نهایت 

استخراج  یDNAنشان دادند که  ،موفقژنومی توالی یابی 

-هب ،هابا حداقل آلودگی و ممانعت کننده شده با مقدار بالا و

های آزمایشطور کامل از پتانسیل لازم جهت انجام 

 DNAاستخراج  در این روش و چونبیولوژیکی برخوردار بود 

با حداقل هزینه ممکن انجام می شود، به سادگی و از خون 

گسترده و حتی اتوماتیک از این روش رسد استفاده ینظر مبه

و کاربردهای از خون برای تحقیقات  DNAدر استخراج 

 .بیولوژیکی قابل توصیه باشد

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

  گزاریسپاس

ای است که با بخشی از پروژه وط بهباین گزارش مر 

حمایت گروه علوم دامی پردیس کشاورزی و منابع طبیعی 

دانشگاه تهران و گروه ژنتیک و بیوتکنولوژی دانشگاه آرهوس 

همه آنانی که ما تلاش بنابراین . دانمارک در حال انجام است

نژاد لهام رضوانا دکترویژه هاند، برا در این تحقیق یاری نموده

قرار دادند و مهندس ی که در اختیار ما هایخاطر نمونه خونهب

و  Mette Jeppesen ،Hanne Jorgensen امیر سبحانی،

Mahesha Kumari Perera ها های بیدریغ آنخاطر کمکبه

شایسته نهایت های ژنتیک دو گروه مذکور در آزمایشگاه

 .گزاری استسپاس
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Abstract 

Pure, sensitive and high quantity and quality extracted DNA is very important in biological research. In this 

research, the whole blood samples of 600 quails (Quturnix japonica) were used to extract genomic DNA by modified 

salting out method (with washing powder and without Proteinase K enzyme). Quantity and quality of extracted DNA 

samples were assayed by Nanodrop, Fluorometer, Bioanalyzer, electrophoresis on gel, digestion with endonuclease 

enzymes, PCR, barcode and adapter ligation in library making processing and genome sequencing at the end. The 

averages of extracted DNA per sample and 260/280 OD ratio were 138µg and 1.87 respectively. All of the used DNA 

samples were successful in amplification, digestion, barcode and adapter ligation and genomic sequencing processes. 

The results showed that DNA samples were high quantity and quality, sensitive, stable and minimum contamination. In 

conclusion, DNA extraction by using this method is fast, safe, low cost and simply practical in any lab. 

 
Keywords: DNA Assay, Washing Powder and Multiplex Sequencing 
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