
     
  1388 پاییز و زمستان) 2شماره(مسو مجله علوم آزمایشگاهی، دوره 

 

                   

 

  تحقیقی

 
 
 
 
 

   از بافتهای پارافینه با استفاده از روش سنتی استفاده ازDNAمقایسه  روشهای استخراج 
   حرارت و روش تجاری استفاده از کیت

  
  

 
 

 
 
 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  
 

 
 
 
  
  
  
  

  

  چکیده
بلوکهای پارافینه بافتها و نمونه های کلینیکی منابع بسیار خوبی برای مطالعات  : زمینه و هدف

هدف از این .  باکیفیت بالا از این بافتها با مشکلاتی مواجه است DNAملکولی هستند اما استخراجژنتیک 
 و روش تجاری استفاده K با استفاده از حرارت و پروتئیناز DNAمطالعه مقایسه  دو روش سنتی استخراج 

ییت در تکثیر  استخراج شده و همینطور میزان موفقDNA و درصد خلوص هیاز کیت از نظرمیزان بازد
   .قطعات ژنی مورد نظر بوده است

تعـداد پنجـاه نمونـه از بافـت پارافینـه سـرطان کلـون کـه حـدود پـنج سـال از             : روش بررسی
 با روش سنتی استفاده از حرارت و پروتئیناز DNA.  ،مورد استفاده قرار گرفت نگهداری آ نها می گذ شت

K و روش تجاری استفاده از کیت )Qiagen Kit (    استخراج شد سـپس درصـد خلـوص و مقـدارDNA   
 کـه از  TLR4 تکثیـر دو قطعـه از ژن   بـرای نمونـه هـا    . نمونه ها با استفاده از اسپکتروفتومتر اندازه گیری شد        

 bp با طول SH-1 قطعه  . قرار گرفتندPCRمهمترین گیرندها در سیستم ایمنی ذاتی هستند مورد آزمایش 
 الکتروفـورز روی ژل     بـا  بررسـی    بـرای  تکثیر یافتـه     DNA.  تکثیر شدند  bp124 با طول    SH-2 و قطعه    188

  .قرار گرفت% 2آگاروز 
 ) ug/ml 297( استخراج شده با روش سنتی DNAنتایج حاصله نشان داد که بازده  یافته ها

اما ). p>0.01( صورت معنی داری  بیشتر است ه ب) ug/ml 176(نسبت به روش تجاری استفاده از کیت 
). p>0.01( بیشتر است   ) 2/1(در مقایسه با روش سنتی) 7/1( با استفاده از کیت DNA خلوص میزان

 با روش سنتی در مقایسه با روش کیت بیشتر بود  PCR در آزمایش DNAدرصد میزان موفقیت در تکثیر 
 )0.01<p .( طول قطعه بر موفقیت آزمایشPCRنی صورت معه که قطعه کوچکتر ب طوریه  موثر بود ب

  . داشتPCRدار نتایج مثبت بیشتری در آزمایش 
از آنجا که در روش سنتی قطعات ژنی مورد نظر درنمونه های بیشتری تکثیر :  نتیجه گیری

شود برای نمونه های  یافتند و این روش ساده تر و کم هزینه تر از روش استفاده از کیت است،  پیشنهاد می
در .  استفاده شودDNA استخراج برایگذرد از روش سنتی  ا میپارا فینی که چندین سال از تهیه آنه

 استخراج شده ازبلوکهای پارافینه بهتر است قطعات کوچکترانتخاب DNA تکثیر برایانتخاب قطعات ژنی 
  .شوند تا احتمال تکثیر موفق قطعه افزایش یابد

   PCR ،  شده ، بافت  پارافینهDNA استخراج : واژه های کلیدی
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   قدمهم 

بلوکهای پارافینه بافتهای فیکس شـده بـا فرمـالین یکـی از                    
مهمتــرین روشــهای نگهــداری و ذخیــره نمونــه هــای کلینیکــی 

شود که در دنیا بالغ بر یک بیلیون نمونـه           تخمین زده می  . است
صـورت  ه  بافت که اغلب آنها با فرمالین فیکس شده و سپس ب ـ          

بانکهای نگهداری بافتها و    بلوک پارافینه نگهداری شده اند در       
. بیمارســتانها و آزمایــشگاههای تحقیقــاتی وجــود داشــته باشــد 

 از بافتهای فیکس شده با فرمالین این امکـان را           DNAاستخراج  
دهد که بتواننـد بافتهـای ذخیـره شـده را            به پاتولوژیست ها می   

برای اهداف گوناگون از جمله مطالعات گذشـته نگـر ژنتیـک            
اهمیت اسـتفاده از بلوکهـای پارافینـه        ). 1(کنندملکولی استفاده   

شود  در مطالعات ژنتیک ملکولی روز به روز بیشتر احساس می       
 در این نمونه هـا      PCRاما تکثیر قطعات ژنی با استفاده از روش         
  .)2(به چند دلیل با مشکل مواجه بوده است

وپــسی بــه دلیــل کوچــک بــودن نمونــه هــا و بافتهــای بی) 1                    
 هدف در آنهـا وجـود       DNAپارافینه مقدار قابل ملاحظه ای از       

          . )3(ندارد 
وجود بعضی مـواد ممانعـت کننـده در نمونـه هـا مثـل               ) 2                   

  ) . 4(هموگلوبین 
 تکثیـر   بـرای  کـه    DNAاحتمال تخریـب قطعـه ای از        )  3                   

) . 7 و 6 و 5و2(دن نمونه ها    مورد نظر است در مراحل فیکس کر      
در  PCRاین عوامل استفاده از نمونه های پارافینه را برای آنـالیز            

خـاطر ایـن    ه  ب ـ. مطالعات ژنتیک ملکـولی محـدود کـرده اسـت         
ــهای ــشکلات روش ــفم ــتخراج  مختل ــای DNA اس ــرای بافته  ب

کلروفرم، رسـوب   ل  پیشنهاد شده است از جمله روش فن      پارافینه  
 اتـانول، روش سـنتی اسـتفاده از حـرارت و            با آمونیوم استات یـا    

و کیت های تجارتی که اساس کار آنهـا بـر           ) 9 و K) 8پروتئیناز  
لذا شناسایی روشهای   .   است  Silica به یک غشاء       DNAاتصال  

 از ایـن بافتهـا در زمینـه تحقیقـات ژنتیـک        DNAبهتر اسـتخراج    
هـدف ایـن مطالعـه      . ملکولی از اهمیت خـاص برخـوردار اسـت        

ــسه ــاز   مقای ــرارت و پروتئین ــتفاده از ح ــنتی اس  و K دو روش س
 از بلـوک هـای   DNAاستفاده از کیتهـای تجـاری در اسـتخراج          

  .پارافینه بوده است
  

        

  
  

  روش بررسی  
در این مطالعه تعداد پنجاه بلـوک پارافینـه بافـت سـرطان                     

کلــون کــه بــیش از پــنج ســال از نگهــداری آنهــا مــی گذشــت 
 بــا مقــاطع پــنج تــا ده میکــرون از ایــن بلوکهــا انتخــاب شــدند،

ــه شــده،  ــوم تهی ــا اســتفاده از دو روش ســنتی   DNAمیکروت  ب
 و روش تجـاری اسـتفاده از        Kاستفاده از حـرارت و پروتئینـاز        

  . استخراج شد(Qiagen DNA Extraction Kit)کیت 
سـه مرحلـه بـه شـرح ذیـل            با روش سـنتی در     DNA استخراج  
  :  انجام شد

پارافین زدائی با استفاده ازگزیلن و اتانول ؛ یک سی سی                   
گزیلن به مقاطع برش داده شده اضافه شد و در دمـای اتـاق بـه        

 رسوب بافت نمونـه هـا       برای دقیقه قرار داده شد،سپس      5مدت
، عمل پارافین زدایـی     )  دقیقه 5(با سرعت زیاد سانتریفوژ شدند    

 سـی   1ضـافه کـردن   با گزیلن برای بار دوم تکرار شد سپس با ا         
 دقیقه سانتریفوژ با سرعت بالا بافتهـا        5 درصد و    100سی اتانل   

که به عنوان مـایع روی بافـت    الکل. دو بار  شستشو داده شدند
 تـسریع در تبخیـر الکـل        برای.گیرد از بافت جدا شده       قرار می 

در مرحلـه بعـد جهـت       . یک قطره استون بـه بافتهـا اضـافه شـد          
  K) ug/ml بافرحاوی آنـزیم پروتئینـاز       lµ100تجزیه پروتئینها     

 ساعت اسـتفاده  4 درجه سانتیگراد به مدت   55و حرارت   ) 200
 درجـه سـانتی     95 در حـرارت     Kسـپس آنـزیم پروتئینـاز       . شد  

 پس از سانتریفوژ مـایع رویـی بـه عنـوان             ، گراد خنثی گردیده  
 درجــه نگهــداری -20 جهــت مطالعــات بعــدی درDNAمنبــع 
  ).9(شد

 میکرونی از بافتها تهیـه  10 -5ر روش تجاری ، مقاطع     د          
 مراحل اسـتخراج .  قرار گرفتml 5/1 شد و در میکروتیوبهای

DNA ی با اسـتفاده از گـزیلن و اتـانول  بـه     یپس از پارافین زدا
 Qiagen DNA)ترتیـــب بـــر اســـاس دســـتورالعمل کیـــت

Extraction Kit)صورت گرفت  .DNA  برای   استخراج شده
      . درجه نگهداری شد-20 بعدی در هایآزمایش

 استخراج شده از نمونه ها بـا         DNAمیزان خلوص و بازده            
 نمونه ها   ODمیزان    . استفاده از اسپکتروفتومتر اندازه گیری شد     

    نشان دهنده 280/260نسبت.   تعیین شدnm 280 و nm 260در
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دهنده غلظت  نشان   nm 260 در   ODمیزان خلوص و مقدار         
DNAدر نمونه هاست   .  

از مهمترین  "  TLR4 تکثیر دو قطعه از ژن       براینمونه ها سپس    
 قـرار   PCR مـورد آزمـایش        "گیرنده ها در سیستم ایمنی ذاتی     

 بـا طـول     SH-2 و قطعـه     bp188 بـا طـول      SH-1قطعه  . گرفتند  
bp124ــر شــدند ــه DNA.  تکثی ــر یافت ــرای تکثی ــر رســی ب ــا  ب  ب

محــصو لات . قــرار گرفــت% 2 ژل آگــاروز الکتروفــورز روی
PCR              نمونه های منفی و یا دارای نا خالصی زیاد برای بـار دوم 

 لیست پرایمر هـای     1جدول  .   قرار گرفتند   PCRمورد آزمایش   
نتایج .  دهد استفاده شده و طول قطعات تکثیر یافته را نشان می         

زیه  مورد تج   SPSS 11.5حاصل با استفاده از نرم افزار آماری        
 مقایـسه میـزان خلـوص و        بـرای  Tآزمـون   .آماری قرار گرفتنـد   

 بررسی تاثیر طـول قطعـه       برای و آزمون کای مربع      DNAبازده  
  . استفاده گردید PCRبر موفقیت آمیز بودن آزمایش

  یافته ها 
 اسـتخراج شـده بـا       DNAنتایج حاصل نشان داد که بازده               

 در ug/ml 176 بــل در مقاug/ml 297 روش ســنتی بــا میــانگین
میزان ). p>0.01( صورت معنی دار بیشتر است    ه  روش کیت ب  

 در 1,7 در روش اســتفاده از کیــت بــا میــانگین DNAخلــوص 
ــانگین    ــا می ــنتی ب ــل روش س ــود  1,2مقاب ــشتر ب ) p>0.01(  بی

از تعـداد پنجـاه نمونـه در روش کیـت بـرای قطعـه       ). 2جدول  (
SH-1    با طول bp 188  ،42 %   وSH-2      بـا طـول bp 124  ،70 %

از نمونه هـا و     % 56 در   SH-1در روش سنتی قطعه     . مثبت شدند 
درصـد موفقیـت    . از نمونه ها تکثیر شدند     % 96 در   SH-2قطعه  

صورت معنی داری بیـشتر از    ه   در روش سنتی ب    DNAدر تکثیر   
  بـا طـول کمتـر در         SH-2و قطعـه  )p >0.01( روش کیت بود  

تکثیر قطعه  ) . 3جدول  (ر شد ند  درصد بیشتری از نمونه ها تکثی     
صـورت معنـی دار     ه   با روش سـنتی ب ـ     bp 124کوچکتر با طول    

 اما برای تکثیر قطعه      )p>0.01( موفقییت آمیز تر از کیت بود     
نمونـه   ). 4جـدول   (بزرگتر نوع روش تـأثیر معنـی دار نداشـت           

 اول تکثیر نشده بودند ویا ناخالـصی زیـادی          PCRهایی که در    
 دوم بانــدهای قــوی و PCR فــورز داشــتند در روی ژل الکتــرو

  .خالص تولید کردند
  
  

  
   

  بحث 
بلوکهای پارافینه منابع بـسیار غنـی بـرای مطالعـات گذشـته                 

نگر ژنتیک ملکولی هستند اما گزارشـها یـی مبنـی بـر کـاهش               
 در نمونـه هـایی کـه        DNAاحتمال موفقییت آمیز بـودن تکثیـر        

روشـهای  ).7(گذرد وجـود دارد     سال از عمر آنها می     5بیش از   
 از بافتهای پارافینه ذکر شـده امـا         DNAمختلفی برای استخراج    

در زمینه مقایـسه ایـن روشـها و پیـشنهاد روشـهای کارآمـد تـر                 
کمتر مطالعه شده است  لذا پیشنهاد روشهای موفق تر استخراج           

DNA        مطالعه حاضر نـشان داد     . است  از این بافتها حائز اهمیت
ــنت  ــه روش س ــتخراج ک ــرارت و   DNAی اس ــتفاده از ح ــا اس  ب

 برای بلوکهایی که چنـدین سـال از عمـر آنهـا مـی               Kپروتئیناز  
در روش  . گذرد مناسبتر از روش تجاری استفاده از کیت است        

 استخراج شده بیشتر از کیت بـود امـا میـزان            DNAسنتی مقدار 
نتـایج  .  در روش کیت بیشتر از روش سنتی بـود         DNAخلوص  

 و Cao ازدسـت آمـده   ه  از این مطالعه با نتـایج ب ـ به دست آمده  
آنهـا نـشان دادنـد کـه روش         . مطابقـت دارد  ) 2003(همکاران،  

در تکثیر ) Boiling Method( سنتی و ساده استفاده از حرارت 
DNA  موفــق تــر از کیــت بــوده امــا درجــه خلــوص DNA در 

در مطالعـه حاضـر     ). 6(صورت استفاده از کیت بیشتر می باشـد       
بـر موفقیـت در    DNAن نشان داده شد که طول قطعـات    همچنی
که قطعـه کـوچکتر بـا درصـد          طوریه   موثربوده ب  DNAتکثیر  

ــایش   ــشتری در آزم ــت بی ــر شــدPCRموفقی ــوع روش .  تکثی ن
 موثر بـود  DNAدر تکثیر موفق قطعه کوچکتر DNA استخراج

دریـک  . اما روی تکثیر قطعـه بزرگتـر تـاثیر معنـی دار نداشـت             
نـشان داده شـد کـه روش        ) 1994( و همکـاران   Sepp ازمطالعه  

 مناسـب   bp 400استفاده از حرارت تنها بـرای قطعـات کمتـر از          
. است امابرای قطعات بزرگتر بهتر است از کیت اسـتفاده شـود             

 احتمـال   ،قطعات بزرگتر احتمالاً در اثر حرارت تخریـب شـده           
از آنجـا کـه در      .  کـاهش مـی یـا بـد        PCRتکثیر موفق آنها در     

اضـافه  ) 9و6و2( کـم اسـت    DNA سنتی درجـه خلـوص       روش
 DNAکردن یک مرحله خـالص سـازی بـه مراحـل اسـتخراج              

در این مطالعه برای حل این مشکل و همینطور         . شود توصیه می 
افزایش قابل ملاحظه مقدار بازده ، نمونه هـا ی تکثیـر یافتـه دو               

  .  شدندPCRباره 
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  طول قطعه نام پرایمر توالی پرایمر

5’- AGCATACTTAGACTACTACCTCCATG-3' 
5’- GAGAGATTTGAGTTTCAATGTGGG-3’ 

(SH-1) 188bp 

5’GGTTGCTGTTCTCAAAGTGATTTTGGGAGAA3’ 
5’GGAAATCCAGATGTTCTAGTTGTTCTAAGCC3’ 

 (SH-2) bp124  

 لیست  پرایمرهای استفاده شده وطول قطعه.1جدول

 )خطای معیار±میانگین( از نظر خلوص و بازده DNAمقایسه دو روش استخراج.2جدول

  میانگین  روش استخراج  پارامتر
  خلوص  K b025/0±23/1روش سنتی  استفاده از حرارت و پروتئناز 

  a024/0±71/1 روش تجاری استفاده از کیت
  بازده  K 44/7±304aروش سنتی  استفاده از حرارت و پروتئناز 

  b33/6±158 روش تجاری استفاده از کیت

 ).p<0.01(در هر ستون تفاوت بین دو میانگین که حروف غیر مشترک دارند در سطح احتمال خطای یک درصد معنی دار  است 

 PCR دو روش از نظر میزان موفقیت در آزمایش مقایسه.3جدول

 SH-1  نتیجه  روش استخراج
  )درصد(تعداد 

SH-2 
  )درصد(تعداد 

P -value 

 Kروش سنتی  استفاده از حرارت و پروتئناز   48%) 96(  28%) 56( مثبت
  2%)4(  22%) 44( منفی

01/0<  

  روش تجاری استفاده از کیت  35%) 70(  21%) 42( مثبت
  15%)30(  29%) 58( منفی

01/0<  

 DNA ر قطعات مختلف بر تکثی DNAبررسی تأثیر روش استخراج.4جدول

  DNAقطعات مختلف  نوع روش
 روش سنتی  نتیجه

 تعداد 
  ) درصد(

  روش تجاری
  )درصد( تعداد 

P -value 

 SH-1  21%) 42(  28%) 56( مثبت

  29%) 58( 22%)44( منفی
161/0<  

  SH-2  35%) 70(  48%) 96( مثبت
  15%) 30( 2%)4( منفی

01/0<  
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   و همکارانهما داودی
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