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 چکیده

. است برخوردار يخاص تياهم از دهد،يم قرار محققان ارياخت در که يديمف اطلاعات ليدلبه ياموزه يهانمونه DNA مطالعه امروزه 

 از گذشته تاکنون ،است اندک اريبسنيز  شانغلظت بعضا   و شکننده اريبسدليل مرور زمان به هانمونه نيا يکيژنت يمحتوا که جاآن از ،نيابرعلاوه

محققان بسته به گونه يا بافت هدف،  رونيا از. شديم احساس کمي و کيفي مطلوب استخراج يبرا يبالاتر يبازده با همراه موثرتر يهاروشبه ازين

 پارامترها يبعض رييتغ با مطالعه نيا در .هستند شاناهداف تحقق يبرا يمناسب روش افتني دنبالبه استخراج يهاپروتکل يسازنهيبه و اصلاح بااغلب 

 نيچنهم. ديگرد استخراج بودند ياموزه يهانمونه و تازه يهابافت شامل که يخزرفوک نمونه ۲۲ تعداد يکيژنت يمحتوا کلروفرمفنول روش در

  و ۹0/63۲±۹۱/۱۸۲ با برابر بيترتبه (M±SE) اشتباه معيار و نيانگيم براساس ياموزه يهانمونه و تازه يهابافت DNA غلظت نيانگيم

 محصول. بود ترکينزد ۸/۱ به تازه يهانمونه درنانومتر  ۲۸0 به ۲60 طول موج يجذب ن نسبتيانگيم و تريکروليم بر نانوگرم 6۲/۷۵±۸۷/۲۲6

DNA سپس. بودند برخوردار يبالاتر غلظت از يداريمعن طوربه تازهحاصل از بافت عضله  يهانمونه DNA آغازگر دو از استفاده با حاصل 

از  حاصل جينتا .شدندريتکثپس از رسيدن به گراديان دمايي مطلوب  مرازيپل يارهيزنج واکنش با (Hg8.9و  Hg6.3) يخزرفوک ياختصاص

هاي هاي تازه و نمونهاعم از بافت هانمونه همه ريتکث بودن زيآمتيموفق از يحاکدرصد،  ۸ ديآمليآکر ژل يرو مستندسازي باندهاي مولکولي بر

اي تحت هر شرايطي هاي موزهباتوجه به قابليت ژنوتايپ موفق براي مطالعات ژنتيک جمعيت، حفظ نمونه. بوددهه قدمت  ۲اي با حداقل موزه

  شود.توصيه مي

 مرازيپل يارهيزنج واکنش ،يخزر فوک کلروفرم، فنول روشاي، بافت موزه ،DNA غلظت کلمات کلیدی:

 ghasempm@modares.ac.ir پست الکترونیکی نویسنده مسئول:* 
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 مقدمه

 آناليز امكان، (PCR) مرازيپلي ارهيزنج واکنشظهور و پيداش        

 (،۱۹۹۱و همكاران،  De-Wit) حاصل از بافت، پوست DNAو تكثير 

 وRuane ي )باستاني هاو استخوان (2۰۰2 همكاران، و Bengtsson)مو 

Austin ،2۰۱۷ )مولكول  .است کرده فراهم راDNA ترين يكي از مهم

ي مهم وي کاربرد اطلاعاتي آن بررو مطالعهواکنش است و  اجزاي اين

ي پزشك علوم ،يسشناباستان ،يشناسانسان يهانهيزم در قيتحق يبرارا 

و همكاران،  Lassen) کنديم فراهم يتكامل علوم وي شناسستيز ،يقانون

 در ، DNAاي نيپروتئ بري مبتني مولكولي نشانگرها امروزه، (.۱۹۹۴

 کاربردنژاد  اصلاح و کيژنت ،شناسيبوم ،بنديرده ،يلوژنيف قاتيتحق

ي مولكولي نشانگرها ابداع .(۱۹۹۷و همكاران،  Callow) دارندي عيوس

 زين امروز به تا وشده  آغاز ۱۹۵۰ سال ازها، آن با مرتبطهاي ليتحل و

ي برش قطعات زيآنال و DNAي ابييتوالهاي روش ظهور با. دارد دامها

شد  جيرااي طورگستردهبه DNAي نشانگرها کاربرد ،۱۹۷۰ سال از

(Avise، 2۰۱2.) بخشتيرضا جينتا آوردن دستبهي براکلي طوربه 

ي مبتني هاروشي تمام وجانوران  دري مولكولي نشانگرها مطالعات در

 است بالا تيفيک و خلوص با DNAي اديز مقدار به ازين ،PCR بر

(Lemke  ،2۰۱۱و همكاران.) هاي شاخه تنوع زيستي دراز اولويت 

آوري نمونه نياز از طريق جمعمورد DNA آوردن دستنخستين گام، به

و همكاران،  Frankhamمورد نظر بدون آسيب رساندن به آن است )

هاي تازه حاصل از نمونه DNAکلي مقدار و کيفيت طور(. به2۰۰2

هاي ر از استخوانجانوران )بافت، پوست، مو و مدفوع( بسيار بيشت

اي است. افزايش گذر زمان هاي تاکسيدرمي و موزهقديمي و نمونه

چنين وجود عوامل غيراستاندارد و هم داريهاي نگهها، روشنمونه براي

آلي باعث سرعت ها، رطوبت و ترکيباتخارجي مانند ميكروارگانيسم

ها اين نمونه DNAقطعه شدن و کاهش کيفيت  بخشيدن به روند قطعه

هاي قديمي استخوان DNA(. اگرچه Pääbo ،۱۹۹۳و  Höss) گردندمي

اي داراي کيفيت نامطلوبي هستند ولي محققين به هاي موزهو نمونه

ها عبارت آن تريندلايل زيادي ناگزير به استفاده از آن هستند که مهم

يار نادر شده و يا بسنظر منقرضدر مواردي که گونه مورد -۱است از: 

در موارد ديگري که لازم  -2 .(Lifjeld  ،2۰۱۷و Anmarkrudاست )

ي پوشش خلاء اطلاعاتي تبارشناختي براي خيتار يهانمونه DNA باشد

هاي نمونه لذا چنين (.2۰۱۵ و همكاران، Hofreiter) شوند گونه استفاده

ي تكامل وي كيژنت راتييتغاي براي هيپا عنوانبهگسترده طوربهقادرند 

فيلوژني و اهداف مديريتي  -، مطالعات تبارشناسيزمان درطول گونه

جا از آن(. 2۰۱۵و همكاران،  Buerki) گردنديم استفادهو حفاظتي 

بازگشت هستند و از طرفي ها بسيار ارزشمند و غيرقابل که اين نمونه

 اصلاحباشد، لذا محققان با شان بسيار اندک ميمقدار محتواي ژنتيكي

استخراج  براي موثرتري هايروشبه دستيابي دنبالبه موجود يهاپروتكل

DNA ( هستندWood  ،به2۰۱۸و همكاران .) منظور انتخاب هريک از

هاي استخراج بايد کيفيت، کميت، سرعت، سادگي و هزينه آن روش

هاي اي روشدر مطالعه .(Vanderpuye ، 2۰۱۳و Mi) شود گرفتهنظردر

بر روي پوست، استخوان و و سيليكا  کلروفرمفنول DNAاستخراج 

اي مورد مقايسه قرار گرفت که نتايج حاصل نمونه پرنده موزه ۱۰پنجه 

هر سه بافت پوست، در  کلروفرمفنولدر روش  DNAنشان داد: مقدار 

 و همكاران، Tsai)تر بود اي بيشملاحظهطور قابلاستخوان و پنجه به

اي سه هاي موزهمطالعه ديگر بر روي نمونه چنين درهم(. 2۰۱۹

کلروفرم چنين روش فنولنوع کيت متفاوت و هم ۴پستاندار متفاوت از 

داري بين ياستفاده شد. نتايج حاصل از اين تحقيق هيچ تفاوت معن

در روش  DNAرغم کميت بالاي ها نشان نداد، ولي علياين روش

 تر بودها پائينکلروفرم، کيفيت آن در مقايسه با ساير روشفنول

(Singh وBahuguna ، 2۰۱۴). اي ديگر نيز به چنين در مطالعههم

 استها اشاره شدهاستخراج شده توسط کيت DNAخلوص بالاتر 

(Serrone  ،2۰۰۷و همكاران.) مقدار دليل دستيابي بهکلي بهطوربه

کلروفرم نسبت به ساير بالا و ارزان بودن روش فنول ماده ژنتيكي

 (.2۰۱۹ و همكاران، Tsaiشده است ) ها، استفاده از آن متداولروش

تر گير بودن و سميت شديد فنول، بيشسادگي، وقتدليل عدماما به

 و همكاران، Lickfeldt) دارند ها راروش ساير از به استفاده تمايل محققان

شود که امكان استخراج در مطالعه حاضر چنين فرض مي .(2۰۰2

هاي مورد اشاره وجود دارد و روش اصلاحي در از بافت DNAموفق 

آميز خواهد هاي ميكروستلايت موفقيتنيز بر روي جايگاه PCRانجام 

با کيفيت و  DNAدست آوردن هبود. لذا هدف از انجام اين مطالعه، ب

ويژه مطالعات جمعيتي لعات مولكولي بهکميت مناسب براي انجام مطا

منظور از که بدينبر پايه بخش ميكروستلايت ژنوم جانور بوده است 

  گونه فوک درياي خزر استفاده شد.

 

 هامواد و روش

 قرمز ستيل درخزر است که خزري تنها پستاندار دريايکوف     

رده  در (IUCN)ي عيطب منابع و عتيطب از حفاظت يالمللنيب هياتحاد

تخريب جا که زيستاز آن. (IUCN ،2۰۱۷) دارد قرار انقراض خطردر 

چنين استخراج هاي چربي اين گونه بسيار بالاست و همپذيري بافت

DNA عنوان گونه هدف اي آن دشوار است، لذا بههاي موزهاز بافت

سازي روش استخراج فنولي انتخاب شد. براي بررسي کارايي و بهينه

محيط زيست و مرکز حفاظت هاي لازم از سازمان پس از کسب مجوز

خزري که شامل نمونه از فوک 2۱تحقيقات فوک خزري، تعداد 

هاي پودرشده قديمي، بافت و پوست از اي، استخوانهاي موزهنمونه

 ديد. سپسآوري و به آزمايشگاه منتقل گرهاي تازه بود، جمعلاشه

شستشو داده شده و  %۷۵ الكل بااي و موزه بافتهاي نمونه
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شدند. براي استخراج  يدارنگه DNAتا زمان استخراج  %۹6 الكل در

نشده  خوبي پودرهايي که بهها ابتدا استخوانمحتواي ژنتيكي نمونه

خوبي شدند تا به ازت قرار داده مخزنمدت يک ساعت درون بودند به

ها از يک هاون اختصاصي و ند، سپس براي هريک از نمونهسست شو

گرديد. لازم به مجزا براي به حداقل رساندن آلودگي ژنومي استفاده

شده، بافت پودر  هاي استخوانذکر است که ابتدا ماده ژنومي از نمونه

اي )پوست تاکسيدرمي شده( و بافت تازه لاشه فوک با روش موزه

( Clegg ،۱۹۹۱و Hagelberg استخراج گرديد )کلروفرم معمولي فنول

ها در نانودراپ مطلوب نبود. لذا اين که نتايج حاصل از برخي نمونه

  مولار EDTA  ۰۵/۰ روز درونمدت يک شبانهطور مجزا بهبه هانمونه

 STEو  K ،SDS ها پروتئينازمنظور هضم نمونهسرانجام به قرار گرفتند.

درجه انكوبه شدند. در  ۵۵ساعت در دماي  ۱2اضافه گرديد و بهمدت 

مدت اضافه و به اتانولاستخواني مرکاپتو هايبعدي فقط به نمونه مرحله

نشين گردد. شان تهتا کلسيم درجه قرار گرفتند 6۰ سي دقيقه در دماي

به  phenol: chloroform: isoamilic alcoholسپس پس از افزودن 

آن که حاوي  ، لايه روييدقيقه ۱۰مدت ها و سانتريفيوژ بهونههمه نم

DNA هاي قبلي دور انداختهبود درون ويال ديگري قرار گرفت و ويال 

ها اضافه گرديد و پس ايزوميل به نمونهچنين دوباره کلروفرمشد. هم

از سانتريفيوژ، محلول رويي آن به ويال جديدي منتقل گرديد. سپس 

شان الكل استات و نصف حجميک پنجم حجم نمونه ها سديم به اندازه

درجه قرار  -2۰ساعت درون فريزر  ۵/۱ مدتاضافه گرديد و به % ۹6

آن  درجه سانتريفيوژ و الكل ۴ها در دماي شد و پس از آن نمونه داده

ميزان هم حجم نمونه، اتانول در مرحله آخر به آرامي تخليه گرديد.را به

ها و پس از سانتريفيوژ، دوباره الكل آن تخليه گرديد. ويال اضافه%  ۷۰

طور کامل تبخير شد تا الكل به دقيقه قرار داده ۱۵مدت درون هيتر به

در  اضافه نموده و TEها بافر شدن، به همه ويالگردد و پس از خشک

 (.۱شدند )شكلانتقال داده -2۰داري به فريزرها براي نگهنهايت ويال

( Primer) شده با استفاده از دو آغازگرهاي استخراجDNAسپس 

مراز اي پليبا واکنش زنجيره( Hg8.9 و Hg6.3خزري )اختصاصي فوک

و همكاران،  Gemmell) (۱)جدول شدند ( تكثيرPCR)اختصاصي

ميكروليتر بود که شامل:  2۰شده، انجام PCRحجم واکنش   (.۱۹۹۷

شده، يک رقيق DNAميكروليتر مسترميكس، يک ميكروليتر  ۱۰

ميكروليتر  ۷و Reverse و forwardميكروليتر از هر جفت آغازگرهاي 

. اين واکنش با استفاده از (2)جدول شدآب دو بار تقطير شده مي

چرخه بود انجام  ۴۰دستگاه ترموسايكلر و با برنامه دمايي که شامل 

 (Deneturation) کردن اوليهواسرشته -۱گرفت، که مراحل آن شامل: 

 ۹۴سازي در دماي واسررشته -2دقيقه  ۵مدت درجه به ۹۵در دماي 

 ۴۸در دماي  (Annealing) اتصال آغازگرها -۳ثانيه  ۳۰مدت درجه به

نظر در دماي مورد (Extention) تكثير ژنوم -۴ثانيه  ۵۰مدت درجه به

مدت درجه به ۷2تكثير نهايي در دماي  -۵ثانيه  ۳۰مدت درجه به ۷2

ميكروليتر  ۳مقدار  PCR دقيقه بود. در نهايت براي مشاهده محصول ۵

ولت  ۱۷۰ساعت با ولتاژ  ۳مدت درصد به ۸آميد از آن در ژل آکريل

آميزي نگباندهاي حاصل از روش ر الكتروفورز گرديد و براي مشاهده

 شد.نيترات نقره استفاده
 

 تحقيق اين در شده استفاده آغازگرهاي اختصاصي فوک خزري، :۱ جدول

 دماي نقطه ذوب توالي نوکلئوتيدي آغازگرنام 

Hg6.3 F: CAGGGGACCTGAGTGCTTATG 
R: GACCCAGCATCAGAACTCAAG 

۵6 

Hg8.9 F: TGTTAACTATCTGGCACAGAGTAAG 
R: TTTCCTATGGGTTCTACTCTC 

۵2 

 هاي حجميبا نسبت PCR: مواد لازم جهت واکنش ۲جدول 

 حجم براي يک واکنش )ميکروليتر( غلظت پايه مواد واکنش
 X2 ۱۰ مسترميكس

 ۱ پيكومول FORWARD ۱۰آغازگر 
 ۱ پيكومول REVERSE ۱۰آغازگر 

DNA  ۱ ميكروليتر نانوگرم بر ۴۰ ژنومي 
 ۷ ـ شدهآب دوبار تقطير

 2۰ ـ حجم کل واکنش

 

 نتایج
 2۸۰و 26۰موج هاي و جذب آن در طول DNAميزان غلظت        

 Thermoدستگاه نانودراپ  با استخراج مراحل اتمام از پسنانومتر 

Scientific NanoDrop هاي ستون .(۳جدول) گرفت قرار يابيارز مورد

ترتيب از راست به چپ شامل نوع بافت، غلظت ماده ژنومي، به ۳جدول 

 نانومتر، 2۸۰موجطول در جذب نانومتر، 26۰ موجطول در جذب

 2۳۰به  26۰جذبي  هاينانومتر و نسبت 2۸۰ به 26۰جذبي  هاينسبت

نمونه بافت تازه و استخواني  ۴نمودار جذب  2شكل . باشدنانومتر مي

هاي ترين جذب در طول موجترين و کمکه داراي بيش دهدرا نشان مي
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هاي تازه در نمونه DNAميانگين غلظت  نانومتر هستند. 2۳۰و  26۰

 ۸۷/226و  ۹۰/6۳2ترتيب برابر برابرهاي استخوان قديمي بهو نمونه

نسبت  ميانگين چنينهم (.۴)جدول شد گيريميكروليتر اندازه نانوگرم بر

تر بود که بيانگر نزديک ۸/۱ هاي تازه بهدر نمونه 2۸۰ به 26۰ جذبي

نسبت ها تر ماده ژنتيكي آنعدم وجود آلودگي فنولي و خلوص بيش

چنين پس از اطمينان از نرمال بودن هاي قديمي است. همبه استخوان

پارامتريک مقايسه  آزمون ،شده استخراج DNA غلظت به مربوط يهاداده

در  DNAشد که ميانگين مقادير غلظت ها بين دو گروه انجامميانگين

هاي ( از ميانگين بافت>۰۵/۰P-value) داريطور معنيتازه به هايبافت

منظور تكثير ماده ژنومي به(. ۵و جدول  ۳تر بود )شكل اي بيشموزه

 مراز با دو آغازگر اختصاصياي پليشده از واکنش زنجيرهاستخراج

Hg6.3  وHg8.9 همه استفاده شد که حاکي از تكثير موفقDNA  هاي

شان هاي مجزا براساس وزن ملكوليطور باندشده بود، که بهاستخراج 

چنين پس از قرار هم (.۴شدند )شكل  آميد تفكيکژل آکريل بر روي

 EDTAاي مدت يک شبانه روز در هاي استخواني و موزهدادن نمونه

ها کيفيت و کميت پنج صدم مولار، و اضافه کردن مرکاپتواتانول به آن

در شرايط پياده  .اي بهبود يافتطور قابل ملاحظهشان بهماده ژنومي

مرکاپتواتانول  افزودن و روز(شبانه )يک EDTA در سازيآماده تيمار کردن

گراد( ميزان متوسط غلظت درجه سانتي 6۰دقيقه در  ۳۰مدت )به

DNA نانوگرم بر  ۵۰۷به  26ها از متوسط استخراج شده نمونه

 ميكروليتر افزايش يافت.

 

 خزري با استفاده از نانودراپاي فوکهاي تازه و موزهدر بافت DNA:  نتايج سنجش کميت و کيفيت ۳جدول 

۲۳۰/۲۶۰  ۲۸۰/۲۶۰ )نانومتر( ۲۸۰جذب   )نانومتر( ۲۶۰جذب    نوع بافت نانوگرم بر ميکروليتر()  DNAغلظت 

۸۴/۱  ۱6/۱  ۳/۰۳ ۵/۵6 2۷۸/ ۰۱  عضله 

 عضله 2۱۰/۱ ۴/2۰ ۳/۰۳ ۰/۵۴ ۱/۳۸

 عضله ۳۹/2 ۰/۷۸ ۰/۴۱ ۱/۰۷ ۱/۸۷

 عضله ۵2۱/۷ ۱۰/۴۳ ۷/۳۱ ۰/۵۵ ۱/۴۳

 عضله ۱۰۹6/۴ 2۱/۹2 ۱۱/۷۳ ۱/۷۹ ۱/۸۷

 عضله 62۰/۸ ۱2/۴۱ 6/6۰ ۱/۹۳ ۱/۸۸

 عضله 6۱۱/۷ ۱2/2۳ 6/۴۷ ۱/۹۳ ۱/۸۹

 عضله ۱۳۸۴/۸ 2۷/6۹ ۱۴/6۷ ۱/۸۱ ۱/۸۹

 عضله ۱۰۰۴/۵ 2۰/۰۹ ۱۰/۹۱ ۱/۷ ۱/۸۴

 عضله ۱۵۳۹ ۳۰/۷۸ ۱6/۴۴ ۱/۹ ۱/۸۷

 عضله 2۴۵/۱ ۴/۹۰ 2/6۰ ۱/2۹ ۱/۸۹

 عضله ۴۳/۵ ۰/۸۷ ۰/۴۳ ۱/6۵ ۱.۹۹

۱/۸۴ ۱/2۳ ۵۷/۵  تاکسيدرمي ۵۱۳ ۱۰/26 
۱/۸۱ ۱/۰۴ ۹۴/2  تاکسيدرمي 266/۱ ۵/۳2 
۱/2۹ ۰/۵6 ۴۰/2  پودر استخوان ۱۵۵/۹ ۳/۱۱ 
۱/۳۵ ۰/۴6 ۷۱/۰  پودر استخوان ۴۸/۱ ۰/۹6 
۱/۷2 ۱/2۱ ۹2/۷  پودر استخوان 6۸۱/۳ ۱۳/62 
۱/۷۹ ۱/6۸ ۳6/۱  پودر استخوان ۱22/۳ 2/۴۴ 
۱/۷۹ ۱/۹۴ 2۹/۱  پودر استخوان ۱۱6 2/۳2 
۱/۵۳ ۰/۵2 ۵2/۰  پودر استخوان ۴۰/۳ ۰/۸۰ 
۱/2۴ ۱/۱۳ ۵۹/۱  پودر استخوان ۹۹ ۱/۹۷ 

 

 
 است( ينه سازيدر سمت راست مربوط به به ياستخوان يهامار نمونهيت يها)حلقه DNAنه شده استخراج يخلاصه مراحل به :۱شکل 
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  نمودارهاي جذب مربوط به دو نمونه بافت تازه  -شكل ب                              نمودارهاي جذب مربوط به دو نمونه پودر استخوان   -شكل الف

 دستگاه نانودراپ: سمت راست شامل قديمي )الف(، سمت چپ شامل بافت تازه )ب(گيري ميزان جذب حاصل از :  نمودارهاي اندازه۲شکل 

 خزريهاي قديمي فوکهاي تازه و نمونه: مقايسه غلظت و کيفيت بافت۴جدول 

 

 ايهاي تازه و موزهبين دو گروه بافت DNAغير جفتي براي مقايسه ميانگين غلظت  t: نتايج آزمون ۵جدول 

 

دامنه غلظت  
DNA 

ميانگين نسبت 

۲۳۰/۲۶۰ 

انحراف معيار از 

 ۲۸۰/۲۶۰نسبت 

ميانگين نسبت 

۲۸۰/۲۶۰ 

انحراف معيار از 

 DNAغلظت 

 DNA ن غلظتميانگي

 ليترميکروگرم بر ميلي

تعداد 

 نمونه

 نوع

 هانمونه 

 بافت تازه ۱2 ۹۰/6۳2 ۸۰/۵۱۴ ۸۱/۱ ۱۹/۰ ۴۴/۱ ۱۵۳۹-2/۳۹

 ايبافت موزه ۹ ۸۷/226 ۹۷/22۳ ۵۹/۱ 2۴/۰ ۸۰/۱ ۳/6۸۱-۳/۴۰

 t-testمقايسه ميانگين دو گروه از طريق 
نتايج آزمون همگني 

 Levenواريانس 

 

مقايسه تفاوت 

 هاغلظت
 حد بالا

حد 

 پايين

تفاوت 

 اشتباه معيار

ميانگين 

 اختلاف

Sig   دو

 دامنه

درجه 

 آزادي
 Tمقدار 

سطح معني 

 داري
مقدار 

F 

۱6/۷۹۱ 

۴2/۷۵۸ 

۸۹۹/2۰ 

6۳2/۵۳ 

۰۰۷/۱۸۴ 

۱2۵/۱66 

۰۳۰/۴۰6 

۰۳۰/۴۰6 

۰۴۰/۰ 

۰2۷/۰ 

۱۹ 

۸۷۴/۱۵ 

2۰۷/2  

۴۴۴/2  

۰2۵/۰ 

 

۹۳2/۵ 

 

 با واريانس معادل

 با واريانس غيرمعادل
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 ايهاي تازه و موزهدست آمده از نمونههب DNA:  نمودار تفاوت ميانگين غلظت ۳شکل 

 

 
 ۲۱۱-۲۰۱ نيب يباند دامنه با Hg8.9 مريپرا -ب شکل۲۲۵-۲۲۱ يباند دامنه با Hg6.3 مريپرا -الف شکل

)ب( Hg8.9و )الف(  Hg6.3هاي فوک خزري با استفاده از پرايمرهاي هاي نمونهPCR: تصاوير باندهاي محصول ۴شکل 

  بحث    

هاي هاي کمياب يا در معرض تهديد که در ردهمطالعات نمونه       

هاي جدي محققين و دست اندرکاران حفاظتي قرار دارند از چالش

حفاظت شده، بلكه براساس هاي باشد. نه تنها گونهحفاظت مي

خطر اي که موجب بهاستانداردهاي اخلاق در تحقيق، هر گونه مطالعه

شدت افتادن بقاي يک گونه يا تلف شدن فردي از آن جمعيت شود به

هاي هاي اخير کميتهگيرد. در طول سالمورد نقد و حساسيت قرار مي

وند که شهايي ميپژوهشي مانع نشر پژوهش-اخلاق و مجلات علمي

خارج از قوانين استاندارد وضع شده باشند. در همين راستا، توجه به 

هاي جانوري يا تاريخ طبيعي ها قبل در موزههايي که از سالنمونه

و همكاران،  Tsai) است طور محسوسي رو به افزايشهشود بمي دارينگه

 انقراض بسياري بشري باعث هايهاي حاصل از فعاليتآلودگي (.2۰۱۹

. (2۰۱6 همكاران، و Khazaee) است شده در جهان هاي ارزشمندگونه از

جمعيت آن  خزر است که مانده دريايخزري تنها پستاندار باقي فوک

 طوربه هاي درياييي مانند آلودگيگوناگون ليدلابه رياخ يهاسال در

 ستيل در اکنون گونه نيا کهطوريبه، است کاهش يافته يمحسوس

 Kennedy) است گرفته قرار انقراض خطر در گونه طبقه در IUCN قرمز

لذا براي حفاظت موثر از اين گونه ارزشمند نياز  (.2۰۰۰ همكاران، و

هاي به بررسي تنوع ژنتيكي و ساختار جمعيتي آن با استفاده از روش
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 استخراج به ازينهاي ژنتيک ملكولي طورکلي روشبه .باشدملكولي مي

DNA دارد بالا خلوص و مناسب عملكرد با يژنوم (Ghaheri  و

 بابافت  نمونه کرود يطور طبيعي انتظار ميبه (.2۰۱6همكاران، 

 شته باشددا ييبالا جذب نانومتر 26۰ در تنها DNA خلوص نيترشيب

 و Abdel-Latif) باشد ۸/۱ برابر آن 2۸۰ به 26۰ جذب نسبت و

Osman، 2۰۱۷)  علاوه بر کميت و کيفيتDNA   معيار اصلي براي

شده استخراج  DNAآميز، تكثير موفقسنجش استخراج موفقيت

از طرف ديگر خلوص و کيفيت  .(. 2۰۰۰و همكاران،  Poljakباشد )مي

DNA کننده تكثير موفق آن نخواهد شده به تنهايي تضميناستخراج

اسيد نيز بود، لذا بررسي فاکتورهاي ديگري مانند غلظت نوکلئيک

 با حاضر مطالعهبنابراين (. 2۰۰۳و همكاران،  Holden) داردضرورت 

 يسع يميقد استخوان يهانمونه يبرا کلروفرم فنول پروتكل اصلاح

منيزيم و  اشت. کلسيم،د يژنوم DNA استخراج روش يسازنهيبه در

در   DNAها از جمله عوامل مهم اختلال و عدم تكثير ساير کاتيون

 منظور حذف اين محدودهستند. لذا در اين مطالعه به PCRواکنش 

 EDTAو به حداکثر رساندن کميت و کيفيت ماده ژنومي از  کننده

دهي ها با رسوباستخوان مولار استفاده شد تا کلسيم و منزيم ۰۵/۰

شده سازيحاصل از استخراج بهينه PCRحذف گردد. در نهايت نتايج 

 روي فرآيند بر هاکنندهمحدود دخالت اين عدم موفق و تكثير دهندهنشان

هاي استخوان DNA استخراج هايروش بين در کليطوربه بود. تكثير

 DNAهاي استخراج ، سيليكا و کيتکلروفرمقديمي سه روش فنول

تاکنون مطالعات متعددي بر تر هستند. ها متداولنسبت به ساير روش

است که صورت گرفته اي باستانيههاي استخراج ژنوم نمونهروي روش

شان سازيها باعث بهبود و بهينهبا تغيير و افزودن مراحلي به اين روش

(. از طرفي در انتخاب استراتژي 2۰۱۹و همكاران،  Tsai)اند گرديده

دليل موجودي به و باستاني ايموزه هاينمونه ژنوميک بين مواد استخراج

دليل مرور ها که بهپذيري بالاي آنبسيار اندک اين ترکيبات و تخريب

 (.2۰۱۹و همكاران،  Tsaiهايي وجود دارد )زمان رخ داده است تفاوت

اي به باستاني داري نمونه مورد مطالعه از حالت موزههر چقدر عمر نگه

اهميت دوچندان  دست آمدههب DNAنزديک شود، خلوص مقدار اندک 

براي محققين داخلي  هاي کيتخواهد يافت. در شرايط حاضر روش

 (.2۰۱۷ همكاران، و Yari)و تهيه کيت مناسب اغلب دشوار است  گران

( انجام گرفت، ژنوم ۱۹۹۸) و همكاران Yangاي که توسط در مطالعه

 ۵۰۰۰تا  ۱۵هاي باستاني مربوط به انسان که قدمت بين استخوان

کلروفرم، کيت و سيليكا سال داشت، با استفاده از چندين روش فنول

داد، ماده ژنومي حاصل استخراج گرديد. که نتايج حاصل از آن نشان

هاي و با کيت هضم شده Kهاي آن ابتدا با پروتئيناز از روشي که نمونه

QIAquick  برمبناي روش سيليكا استخراج شده بودند، داراي خلوص

است که براي حالين دراي ها هستند.تري نسبت به ساير روشبيش

اي اعم از مو، پوست و تمامي موارد قابل استخراج از بافت موزه

هاي اصلاحي و بهينه شده تنها با افزايش کار بستن روشاستخوان با به

خواهد آمد. در روش  دستهتري بروز به زمان استخراج نتايج مطلوب ۱

( روش مناسب 2۰۰۷)  Hofreiterو Rohlandکار بسته شده توسط هب

دليل هاي قديمي، محققين بهاز پودر استخوان DNAبراي استخراج 

، استفاده از روش سيليكا در PCRهاي تر محدودکنندهحذف بيش

گوانيدين تيوسيانات را لازمه روش اصلاحي خود حضور مقدار زياد 

سازي شده که در تحقيق حاضر اين روش مشابه با روش بهينه دانستند.

روز زمان داشته اما از نظر مواد مصرفي  2کار بسته شد نياز به به

 Sadeghiکه توسط  ايمطالعه در باشد.مي اخيراصلاحي  تر از روشگران

کلروفرم انجام سازي استخراج فنولمنظور بهينه( به2۰۱۴) Sabouri و

تري درون مدت بيشبه استخواني هايکه هرچه نمونه شد تصريح گرفت،

EDTA اخيردر روش اصلاحي  گردد.شان بهتر حذف ميبمانند کلسيم 

گونه دارد افزودن مرکاپتواتانول هيچضمن تائيد اين موضوع، اذعان مي

براي انجام مطالعات ژنتيک جمعيت و  PCRپيامد منفي بر فرآيند 

که پس از طوريهژنوتايپ کردن نشانگرهاي ريزماهواره نداشته است ب

هاي مورد آميزي نيترات نقره و ظهور باندهاي مولكولي در دامنهرنگ

وضوح قابل مشاهده انتظار، باندهاي هموزيگوت و هتروزيگوت هر دو به

 DNAشده استخراج روش بهينهتوان گفت (. در خاتمه مي۵)شكل  بود

ويژه تحقيقات به آن اشاره شده در مطالعات مولكولي به ۱که در شكل 

هاي هاي کميابي که نمونهمرتبط با ژنتيک جمعيت جانوري و گونه

عنوان باشد قابل استفاده است. اين روش بهاي آن در دسترس ميموزه

هاي حمايتي و در ويژه گونهيک روش غيرتهاجمي که به بقاي گونه به

 شود.ميکند توصيه معرض خطر آسيبي وارد نمي

 

 تشکر و قدرداني
ت مدرس صورت يدانشگاه ترب يت ماليکمک حماق بهين تحقيا       

 يدانند از آقاين، نگارندگان مقاله بر خود لازم ميچنگرفته است. هم

اداره  يعيط طبيمسئول معاونت مح ، کارشناسيعيمهندس کوروس رب

 يزيست استان مازندران، سرکار خانم مهندس سمانه فايط زيکل مح

رضا يدکتر عل يره آشوراده( و آقاي)جز يدر مرکز حفاظت فوک خزر

 يداخل يهاآب يپرور يپژوهشكده آبز يات علميعضو ه يرزاجانيم

ه نمونه و اطلاعات يارزشمندشان در ته يهمكار بابت يدر بندرانزل واقع

 ند.يمانه تشكر نمايتلف شده فوک صم يهالاشه يمكان
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Abstract 
 The study of museum specimens' DNA, is so important today because of the useful 

information it provides researchers. In addition, because of the genetic content for these samples 

is very fragile over time and sometimes low in their concentration, they need to more efficient 

methods with higher yields for optimal quantitative and qualitative extraction needed from the 

past. Therefore, depending on the target species or tissues, researchers often search to find a 

suitable way to achieve their goals by modifying and optimizing extraction protocols. In this 

study, by changing some parameters in the phenol chloroform method, the genetic content of 22 

Caspian Seal samples containing fresh tissues and museum specimens was extracted. Also, the 

average of DNA concentration of fresh tissues and museum specimens according to the mean 

and standard error (M±SE) was 632.90±75.62 and 222.87±182.91 respectively and the mean  

of 260/280 wavelength ratio was closer to 1.8 nm in fresh tissue samples, then the DNA product 

of fresh muscle tissue samples had significantly higher concentration (P-value<0.05). The 

extracted DNA was amplified using two specific non-universal primers (Hg6.3 and Hg8.9) by 

polymerase chain reaction upon achievement to suitable temperature gradient. The results of 

molecular band documentation on 8% acrylamide gel indicated that all specimens, both fresh 

tissue and museum specimens with at least two decades, were successfully amplified. Given the 

ability of a successful genotype for population genetic studies, preservation of museum 

specimens under any circumstances is recommended.   
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