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دو با  لايشيا كياشراز باكتري  شده استخراجاسيد نوكلئيك اي  بررسي مقايسه
  مغناطيسي نانو ذراتاستفاده از  كلروفرم و تكنيك-روش استخراج با فنل

  
  

  18/9/98 :پذيرش ؛ تاريخ 19/6/98 :مقاله دريافت تاريخ

بهينـه در اسـتخراج   هـاي   اسـتفاده از روش مولكولي و مهندسي ژنتيـك،  هاي  در زمينهها  از موضوعات مهم پژوهش :مقدمه
كه با استفاده از آن بتوان با صرف كمترين زمـان و هزينـه، بـه بيشـترين      استها  و سلولها  ارگانيسمميكروي ژنومي امحتو

جـود دارد كـه از   وهـا   بـاكتري  DNAاسـتخراج   متعـددي در راسـتاي  هاي  روش .يافت دستخلوص  ترين مناسبمقدار و 
هـدف از ايـن مطالعـه،    . مغناطيسي اشـاره نمـود   نانو ذراتتوان به استفاده از  مي نوين جداسازي اسيد نوكلئيكهاي  روش

 مغناطيسـي  نانو ذراتكلروفرم و استفاده از  -با دو تكنيك فنل  اشريشيا كلاياز باكتري  DNAمقايسه دو روش استخراج 
  .است

 DNAمقايسـه دو روش اسـتخراج   جهـت   25922ATCC سـويه  كـلاي  اشريشياه از باكتري در اين مطالع: روش بررسي
مغناطيسي با  نانو ذراتو نيز تكنيك استفاده از كلروفرم -روش فنلژنومي از  DNAجهت استخراج . استفاده گرديدژنومي 

نجش جذب نوري با دستگاه جهت س آمده دست بههر دو محصول . استفاده گرديد SiO2/Fe3O4ه نانوذره دولاي بكارگيري
  .ندوفورز روي ژل آگارز بررسي گرديدو سپس از طريق روش الكترقرائت  پآنانودر
 -بـا روش فنـل   شـده  اسـتخراج  DNAبا استفاده از دستگاه نـانودرآپ ميـزان غلظـت     جذب نوريدر بررسي ميزان : نتايج

 ليتـر  ميليميكروگرم بر  531 مغناطيسي نانو ذراتخراج با با استفاده از تكنيك است و ليتر ميليميكروگرم بر  4/761 كلروفرم
  . آمد به دست
هـاي   بـا گـروه  اي  نوري دو محصول و نيز ارزيابي مقايسههاي  و با مقايسه جذب آمده دست بهبا توجه به نتايج : گيري نتيجه

، هـا  هزينـه ، موردنيـاز ر ميزان زمان مغناطيسي و نيز با مقايسه فاكتورهاي مختلفي نظي نانو ذراتكنترل در استخراج به روش 
 نـانو ذرات كلروفرم، روش استفاده از  - و خطرآفرين بودن روش فنل زمانبربه دليل توان نتيجه گرفت كه  مي كاربري آسان

  . است مغناطيسي يك روش مناسب براي استخراج محتوي ژنومي
  

  كلاياشريشيا ، نانو ذراتكلروفرم،  - ، فنلDNAاستخراج : كلمات كليدي
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  مقدمه
 تـرين  ضـروري و  تـرين  ابتدايياستخراج اسيد نوكلئيك يكي از  
كه كاربردهاي فراواني در تشخيص  است مطالعات مولكوليهاي  گام

، ويـرايش ژنتيكـي و   ها ارگانيسم بندي طبقه، ها ارگانيسمو ها  بيماري
ي مختلف ـهاي  تاكنون، روش DNAاز زمان كشف  1.داردحتي درمان 

و  شـده  اسـتفاده ابـداع و  ها  نيسمي ژنومي ارگاااستحصال محتوبراي 
در زمان استخراج،  سازي بهينهغييراتي در راستاي دچار ت مرورزمان به

هـا   استخراجي و نيز كاهش آلودگي اين روش DNAكيفيت و مقدار 
و ها  و عدم آلودگي به پروتئين DNAكيفيت خلوص  2.گرديده است
آلـودگي بـه مـواد     به دليل آنكهاست،  بااهميتيار بسها  پلي ساكاريد

 واكـنش زنجيـره پلـي مـراز     در آزمـايش  مهاركننده عنوان بهمذكور، 
)Polymerase chain reaction (PCR     ايفاي نقـش نمـوده و مـانع از

رخـي از  ب 3.شـوند  مـي  PCRدخيـل در  هـاي   عملكرد درست آنـزيم 
هـاي   ده از محلـول باكتريايي بر پايه استفا DNAاستخراج هاي  روش

، اســتفاده از حــرارت، اســتفاده از )كلروفــرم –نظيــر فنــل(مختلــف 
دستورالعمل استخراج مبتني بر هاي  استفاده از كيت نيزسانتريفيوژ و 

، نيازمنـد  يادشـده هـاي   برخـي از روش  4.است شركت سازنده كيت
د و در برخي ديگـر از  نباش مي براي استخراج توجهي قابل زمان مدت
تواند پروسه اسـتخراج   مي سميهاي  استفاده از مواد و محلول ،ها آن

DNA  تـرين  محبـوب ز ا 5.براي سلامتي افراد، خطرناك جلوه دهدرا 
تـوان اسـتفاده از روش دسـتي     مـي  استخراجهاي  روش ترين رايجو 
  . آماده را نام بردهاي  كلروفرم و كيت -فنل

مواد سـمي   زماني و وجود ازنظر باوجوداينكهموجود هاي  كيت
ــه ــورد كــاهش را شــده و د ســازي بهين ــد داشــتهر هــر دو م ــاان  ؛ ام

هـاي   روژهبوده و پ قيمت گران ها آناكثر  و نيز داشتههايي  محدوديت
  .نمايد مي بر هزينهتشخيصي را بسيار  تحقيقاتي و

بـودن و بـازده    تـر  هزينـه  كـم  بـاوجود نيـز  كلروفرم -روش فنل
 ، معـايبي چـون  شـده  ستخراجا DNAدر كيفيت و خلوص  قبول قابل

طولاني براي  زمان مدتنياز به  و نيزدارد بودن آن  زا سرطانسمي و 
استخراج، نياز به تكنسين مجرب و بالا بـودن احتمـال آلـودگي بـه     

  6.برشمرد از ساير معايب آن توان مي اين روش رادليل دستي بودن 
رند بر پايه فاز جامد وجود دا DNAديگري براي استخراج مواد 

 نـانو ذرات كربنـي و  هـاي   نـانوتيوب به سيليكا، توان  مي ها آناز  كه

استفاده از مواد و  در اين ميان 7.داشاره كرها  ساير روش مغناطيسي و
در  هـا  آن تأمل قابلمزاياي به جهت  ،در مقياس نانو ذرات مغناطيسي

در دهه اخيـر  بسياري را  توجهات ،ها باكترياز  DNAاستحصال امر 
ايـن روش نسـبت   هـاي   مزيت ازجمله 9و8.ود جلب نموده استبه خ

، بـودن  صرفه به مقرون ،كاربري آسانتوان به  مي مرسومهاي  به روش
ي كمتر، محدود نمودن استفاده از مـواد شـيميايي و   زمان مدتنياز به 

توانـد   مـي  كه برشمردرا  DNAپايين بودن احتمال آسيب و آلودگي 
ه بـه خـدمت گرفت ـ   ، توسـط محققـين  اسـتخراج كارآمـدتر   منظور به

   11و10.شود
كلروفـرم   -در مطالعه حاضر به مقايسه دو روش استفاده از فنل

هـاي   پرداختـه و جنبـه   DNAمغناطيسي براي استخراج  نانو ذراتو 
  . مثبت و منفي هر يك بررسي گرديده است

  
  ها مواد و روش

 25922اسـتاندارد   سويه لايك اشريشيامطالعه از باكتري  در اين
ATCC از انستيتو پاستور ايران جهت استخراج شده خريداري DNA 

  .استفاده گرديد
  

بـا   كـلاي  اشريشـيا ژنـومي بـاكتري    DNAروش كار استخراج 
 كلروفرم -استفاده از فنل

ابتـدا   ،كلروفـرم  -استفاده از روش فنل با DNAجهت استخراج 
 25922 اسـتاندارد  سـويه  كـلاي  اشريشياباكتري ساعته  16كشت از 

ATCC محيط در )Merck, Germany( )Tryptic soy broth( TSB، 
سـانتريفيوژ   10000در دور دقيقه  10به مدت و  برداشته ليتر ميلي 2

ماكروليتر از  600 شده و به رسوب آندور ريخته  مايع رويي .گرديد
 )EDTA رمـولا  HCl - Tris، 5/0مـولار   NaCl ،1 مولار 1(بافر ليز 
و  )K )Qiagen, Germany ماكروليتر آنزيم پروتئيناز 3. ديگرداضافه 
 %25 )دسيل سولفات سديم دو( SDSماكروليتر از محلول  13 سپس

درجه در بن ماري  55ساعت در دماي  1 زمان مدتبه . ديگرداضافه 
–فنـل مـاكروليتر از مخلـوط    600 كوباسـيون ازآن پس. گرديدانكوبه 

 10 شـد و به آن اضافه  25:24:1و آميل الكل با نسبت و ايز كلروفرم
بـر  و  جداشـده  فـاز رويـي   .سانتريفيوژ گرديـد  10000با دور دقيقه 

پـس از  . ريختـه شـد  اتانول مطلـق   ماكروليتر 1000 آن روي رسوب
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 دقيقه بـا  10سانتريفيوژ به مدت و % 70الكل  ماكروليتر 200 افزودن
رسـوب در دمـاي اتـاق     و شـده  دور ريخته مايع رويي 10000دور 

 TE ماكروليتر بـافر  50براي شست و شوي نهايي از . خشك گرديد
نمونه استخراجي  Optical Density( OD(يا  جذب نوريو استفاده 

 منظـور  بـه ATCC 25922سـويه اسـتاندارد   اشريشـياكلاي از باكتري 
 ـ شـده  استحصـال سنجش ميزان و كيفيت اسيد نوكلئيـك   ا دسـتگاه  ب

 DNA همچنـين  .قرائت شـد  )Boeco N_1C, Germany(نانودرآپ 
 )شـركت ژن فنـاوران  (پس از الكتروفورز روي ژل آگاروز  محصول

  12.قرار گرفت موردبررسيدرصد  5/1
  

بـا اسـتفاده از    كـلاي  اشريشياباكتري  از ژنومي DNAاستخراج 
 مغناطيسيهاي  نانوپارتيكل

ابتدا از  مغناطيسي نانو ذراتبا استفاده از  DNAجهت استخراج 
 25922 سـويه اسـتاندارد   اشريشـيا كـلاي  ساعته بـاكتري   16كشت 

ATCC ــيط  در ــي Merck, Germany( TSB ،3(محـ ــر ميلـ  ليتـ
 سـانتريفيوژ  10000دور  بـا دقيقـه   5 زمـان  مـدت و بـه   شده برداشته
 NaCl ،1 مولار1(ماكروليتر بافر ليز  600 ه رسوب باقيماندهب .گرديد
 3 ازآن پـس . اضـافه گرديـد   )EDTAمولار  HCl - Tris ، 5/0مولار 

 و شـده  اضافهبه آن % SDS 25ماكروليتر  13و  K ماكروليتر پروتئيناز
در دور  سـپس  .درجه انكوبه گرديـد  55ساعت در دماي  1به مدت 
 .درجه سانتريفيوژ شـد  4دماي  در هدقيق 10 زمان مدتو به  10000

و  NaClميلي مولار 25/1(بافر بايندينگ  ماكروليتر 200به مايع رويي
بـه ازاي هـر    .اضـافه گرديـد   )و آب %80گليكـول   اتـيلن  پلـي پودر 
 SiO2/Fe3O4دولايه  ذرهنانو گرم ميلي 2/0از بافر بايندينگ  ليتر ميلي

دسـتگاه  توسـط  . شـد دقيقه در دماي اتـاق انكوبـه    15و  شده اضافه
دور ريختـه  و مايع رويـي   جداشده ايجادشدههاي  مگنتيك راك دانه

به مـدت  سانتريفيوژ و % 70اتانول  ماكروليتر200 پس از افزودن. شد
رسـوب   شـده و دور ريختـه  مـايع رويـي    10000دقيقه بـا دور   10
به مقدار  pH=8با  TEبافر . در دماي اتاق خشك گرديد آمده دست به

در انكوباتور شيكردار در دماي  و شده اضافهبه رسوب  ماكروليتر 50
پس از سانتريفيوژ بـا دور  . قيقه قرار داده شدد 15به مدت درجه  55

رويـي   با اسـتفاده از مگنتيـك راك مـايع   دقيقه،  1و به مدت  5000
 DNAسـنجش كيفيـت و كميـت     منظور به .جدا گرديد DNAحاوي

 ,Boeco N_1C(نـانودرآپ   دسـتگاه استخراجي، جذب نوري آن با 

Germany( همچنين. قرائت شد DNA ز پس از الكتروفـور  محصول
ــاروز  ــاوران(روي ژل آگ ــركت   1) ژن فن ــد ش ــيدرص  موردبررس

  13.قرارگرفت
  

  ها يافته
از قرائت جـذب نـوري اسـيد نوكلئيـك      آمده دست بههاي  يافته
 غلظـت ميـزان   داد كه هر دو روش به تفكيك نشان به شده استخراج

DNA 4/761 كلروفـرم -بـا روش فنـل   آمـده  دسـت  بهµg/ml  و  بـوده
 µg/mlمغناطيسـي  نـانو ذرات بـا روش   شده استخراج DNA غلظت

  ).1جدول ( است 531
ــايج  ــينت ــتخراج  DNA بررس ــس از حاصــل از دو روش اس پ

  .آمده است 1در شكل درصد  5/1 الكتروفورز روي ژل آگاروز

 
 
  

 اشريشـيا  ر بـاكتري و استخراج با استفاده از نـانو ذرات مغناطيسـي د   كلروفرم -با دو روش فنل شده استخراج DNAغلظت و كيفيت  :1جدول 
  ATCC 25922سويه استاندارد  كلاي

 DNAغلظت  DNAروش استخراج 

 (µg/ml) 
  جذب

(260 nm)

  جذب در
nm) (280  

260/280 
  

  8/1  8  15  4/761   كلوفرم-فنل
  7/1  7  12  531  نانو ذرات مغناطيسي
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نمونـه   2و  1هـاي شـماره    تصوير ژل الكتروفـورز، سـتون  : 1شكل 
DNA  2مغناطيسي نانو ذراتتوسط  شده راجاستخهاي/SiO4O3Fe   و

 كلروفرم-با روش فنل شده استخراج DNA، 3نمونه شماره 

  
  بحث 
 بـا  كـلاي  اشريشيا باكتري از DNA استخراج حاضر، مطالعه در

مـورد   مغناطيسـي  نـانوذرات  از استفاده و كلروفرم - فنل تكنيك دو
ط پروتوكل جداسـازي  شراي ترين له آايددر . است قرارگرفتهمقايسه 

DNA  ،و بـا اسـتفاده از مـواد ايمـن      سادگي بهبايستي در زمان كوتاه
به غلظت كافي و كيفيـت مناسـب    كارآمد DNAمنجر به دستيابي به 

پـژوهش   14.مولكـولي باشـد  هـاي   جهت كاربرد در مطالعات و آناليز
ز نشان داد كه با اسـتفاده ا و همكاران،  Ketakiمطالعه  مانند بهحاضر 

نسـبت بـه بقيـه     تـري  كوتـاه تـوان در زمـان    مي مغناطيسي نانوذرات
كلروفـرم، بـه   -با روش فنـل  DNAرايجي نظير استخراج هاي  روش
DNA-  15. يافت دستكميت و خلوص  ازنظرمطلوبي   

صـورت   2009و همكاران كـه در سـال    Intorasootدر مطالعه 

هاي  گر روشپذيرفت نيز، با صرف زمان و هزينه اندكي نسبت به دي
و  اشريشـــيا كـــلايهـــاي  از بـــاكتري DNAمرســـوم، اســـتخراج 

ــتافيلوكوكوس ــوس اس ــتفاده از ذرات مغناطيســي   اورئ ــا روش اس ب
انجام و با بهبود ذرات مذكور، با استفاده از پوشش ژلاتينـي   آساني به

  16.افزايش يافت آمده دست بهكميت و كيفيت محصول 
 نـانو ذرات بـا اسـتفاده از   و همكاران نشان داد كـه   Minمطالعه 

 ،اند شدهمغناطيسي كه با ماده دي مركاپتو سوكسينيك اسيد پوشانيده 
و كارآمـدي از   قبـول  قابـل را بـه ميـزان    DNAهاي  توان مولكول مي

در پـژوهش مـذكور نيـز    . خام بيولوژيكي استخراج نمـود هاي  نمونه
نـانو  ه از بر ساده و سريع بـودن اسـتفاد   تأكيدمطالعه حاضر،  مانند به

نـانو  نمـودن ذرات   دار پوششهمچنين  ،داشته نانو مغناطيسي ذرات
با برخي مواد مانند سوكسينيك اسيد را عامل افزايش ميل  مغناطيسي

  17.شود مي در استخراج متذكر وري بهرهبه اتصال و افزايش 
بـه اسـتخراج   اي  و همكاران طـي مطالعـه   Shan، 2011در سال 

DNA نـانو ذرات از ر انساني پرداختند كه طي آن، ادراهاي  از نمونه 
 همچنين .مغناطيسي كربوكسيله شده براي اين منظور استفاده نمودند

 كــار آيــيبــراي افــزايش ) pH(و تنظــيم اســيديته  EDTAاز مــاده 
در ايـن مطالعـه بـر سـازگاري زيسـتي،       .گرديـد استخراج اسـتفاده  

ــتفاده     ــودن روش اس ــان ب ــريع و آس ــيت، س ــانو از حساس  ذراتن
   11.است پژوهش حاضر تأييدشد كه در  تأكيدمغناطيسي 

خلـوص   دهنده نشان نتايج بررسي الكتروفورز بر روي ژل آگارز
ايـن ميـزان    اگرچـه  اسـت  در هر دو روش اسـتخراج  DNAمناسب
ــل درروش ــرم –فن ــالاتر كلروف ــت ب ــت  . اس ــين غلظ  DNAهمچن

نـانو   از اسـتفاده  روش كلروفرم بـالاتر از  –فنل با روش آمده دست به
 نـانو ذرات حاصـل از   DNAغلظـت   اگرچـه مغناطيسي بود،  ذرات

هــاي  مناســب بــوده و نســبت بــه بســياري از روش مغناطيســي نيــز
در . است قبول قابلتجاري مناسب و هاي  مانند كيت DNAاستخراج 

توسط شهبازي و همكاران ميزان غلظت و خلوص  شده انجاممطالعه 
DNA روش كيت تجاري،  4با استفاده از ها  باكترياز  شده استخراج
مـورد مقايسـه قـرار     رختشـويي ر ددن و پـو كلروفرم، جوشـان  –فنل

بـه ترتيـب مربـوط بـه      DNAگرفت و بالاترين غلظت اسـتخراجي  
 بـا كلروفرم بودنـد، كـه در مقايسـه     –كيت تجاري و فنلهاي  روش
   18.داشتند تري پايينو خلوص  حاضر غلظت مطالعه
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  گيري نتيجه
 مغناطيســـي نـــانو ذرات بـــا ژنـــومي DNA اســـتخراج روش

SiO2/Fe3O4 آسـان  و سريع روشي مرسوم،هاي  روش با مقايسه در 
 بـاكيفيتي  DNA محصـول  تـا  آورد مـي  فـراهم  را امكان اين و است

 سـازي  بهينـه  و دستكاري با توان مي همچنين. كرد استخراج مطلوب
 ذرات اين كارآيي افزايش راستاي در مغناطيسي مختلفهاي  نانوذره

  .برداشت گام ،ها ارگانيسم ديگر وها  باكتري DNA استخراج در
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Background: The most important researches in molecular and genetic engineering fields 
are the finding of optimal methods for extraction of the genomic content of 
microorganisms and cells using them, can achieve the most amount and purity with the 
least time and cost. There are several methods for the extraction of bacterial DNA and the 
use of magnetic nanoparticles is one of the novel methods of nucleic acid isolation. The 
aim of this study  is to compare DNA extracted from Escherichia coli using two 
techniques including phenol-chloroform and magnetic nanoparticles. 
Methods: In this study, Escherichia coli strain ATCC25922 was used to compare the two 
extraction methods. For genomic DNA extraction the phenol-chloroform methods as well 
as the technique of using bilayer SiO2/Fe3O4 magnetic nanoparticles were used. Both 
products were analyzed by nanodrop and following agarose gel electrophoresis. 
Results: The results of optical density (OD) evaluation with nanodrop spectrophotometer 
showed that the concentration of extracted DNA with conventional phenol-chloroform 
method and magnetic nanoparticle extraction technique were 761.4 µg/ml and 531 µg/ml 
respectively.  
Conclusion: According to the obtained results by comparing the optical absorption of the 
two products and comparative evaluation with control groups in magnetic nanoparticle 
extraction method, also by comparing different factors such as the amount of time 
required, costs, ease of use, it can be concluded that due to the time-consuming and 
dangerous nature of the phenol-chloroform method, the using magnetic nanoparticles is an 
appropriated method for extracting the genomic content. 
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