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ABSTRACT

Background & Objectives: Today, major progress has been made in molecular 
experiments. The first step towards improving these experiments is the accurate 
extraction of nucleic acid. In this study, a protocol for DNA extraction was proposed 
in accordance with silica gel method. DNA purification, developed based on the 
silica-gel-membrane technology, is a simple method, which involves three stages of 
binding, rinsing, and recycling. Nucleic acids, unlike polysaccharides and proteins, 
are absorbed by silica gel in the presence of chaotropic agents and are removed 
through rinsing. Following the stage of rinsing, purified nucleic acids are extracted 
from silica gel through rinsing with buffer or distilled water. Accordingly, the aim of 
the present study was to introduce a simple, high-quality DNA extraction method.
Materials and Methods: In this study, eight bacterial samples, including three 
Gram-positive and five Gram-negative bacteria, were evaluated. DNA extraction 
of all specimens was performed, using dissolved silica gel. Optical density was 
measured by a spectrophotometer. Moreover, the quality of the samples was 
assessed through Agarose gel electrophoresis. The mean absorbance at 260/280 nm 
was estimated at 1.92. Also, electrophoresis of PCR products was performed on 
1.5% Agarose gel.  
Results: The mean DNA absorbance at 260/280 nm in Gram-negative and Gram-
positive DNAs, extracted from whole blood cells, was 1 and 1.25, respectively. 
Based on the findings, Agarose gel electrophoresis of PCR products was shown to 
have good quality.
Conclusion: According to the results of the present study, the proposed method 
showed higher efficacy for Gram-negative bacteria, compared to Gram-positive 
bacteria. Overall, gel silica method is recognized as a simple, cost-effective, and 
high-quality method. However, this method has several shortcomings, which can 
be resolved through increasing the assay time, improving the rinsing frequency, and 
altering the time of enzyme efficacy. 
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مقاله پژوهشی

بهینه سازی استخراج DNA ژنومی باکتریایی به روش سیلیکاژل

چکیده

سابقه و هدف:: در عصر حاضر، آزمایشات مولکولی گسترش بسیاری پیدا نموده است. اولین گام 
در موفقیت این آزمایشات استخراج صحیح اسید نوکلئیک می باشد. در این مطالعه، دستور کاری 
برای استخراج DNA براساس سلیکا ارائه گردیده است. خالص سازی DNA براساس تکنولوژی غشاء 
سیلیکاژل یک روش ساده و شامل سه مرحله اتصال، شستشو و بازیابی می باشد. اسیدهای نوکلئیک 
برخلاف پلی ساکاریدها و پروتئین ها، در حضور نمک های کائوتروپیک )Ciportoahc( جذب سلیکا 
نوکلئیک خالص سازی  اسیدهای  از مرحله شستشو،  با شستشو حذف می گردند. پس  و  می شوند 
شده، به وسیله شستشو با بافر یا آب مقطر از سیلیکا جدا و بازیابی می گردند؛ بنابراین هدف از این 

مطالعه معرفی یک روش استخراج DNA با کیفیت بالا و ساده است.
مواد و روش ها: در این مطالعه 8 نمونه باکتری شامل 3 باکتری گرم مثبت و 5 باکتری گرم منفی 
مورد بررسی قرار گرفت. استخراج  DNA  تمام نمونه ها براساس سلیکا محلول انجام گردید. مقدار 
چگالی نوری )DO( آن ها با استفاده دستگاه بایوفتومتر سنجیده شده و برای تعیین کیفیت هر نمونه 
پس از استخراج، نمونه ها بر روی ژل آگارز برده شدند. جذب نوری در mn 280/260 به طور میانگین 

1/29 بوده و الکتروفورز از محصولات PCR بر روی ژل آگارز 1/5 درصد انجام گردید.
یافته ها: متوسط جذب  DNA در mn 260/280 از DNA باکتری های گرم منفی و  باکتری های 
گرم مثبت استخراج شده از سلول های خونی، به ترتیب 1 و 1/25 بود. براساس نتایج به دست آمده  

الکتروفورز ژل آگارز از محصولات PCR بهره وری بالایی داشت.
نتیجه گیری: نتایج مطالعه حاضر نشان داد که این روش کاری برای باکتری های گرم منفی در 
روش  یک  محلول  سیلیکا  ژل  روش  و  دارد  بیشتری  بهره وری  مثبت  گرم  باکتری های  با  مقایسه 
ساده، ارزان و با کیفیت مناسب می باشد. با این حال این روش معایبی دارد که با تغییر در روش 
کار مانند: افزایش زمان، دفعات شستشو و تغییر در زمان اثردهی آنزیم ها و ... می توان کیفیت آن 

را افزایش داد.
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نموده  پیدا  بسیاری  گسترش  مولکولی  آزمایشات  امروزه 
است. اولین گام در موفقیت این آزمایش ها استخراج صحیح 
اسید نوکلئیک می باشد. استخراج ژنوم از موجودات زنده اولین 
مرحله ی آزمایشات مولکولی در تحقیقات ژنتیکی مانند: هضم 
آنزیمی، طبقه بندی، تشخیص بیماری ها و عوامل عفونی بوجود 
مطمئن،  و  مناسب  شیوه  انتخاب   .)1،2( است  آن ها  آورنده 
تخریب  سبب  که  فیزیکی  و  شیمیایی  عوامل  حضور  عدم 
ماکرومولکول های DNA می گردد و به دست آوردن محصول 
اسید نوکلئیک با کیفیت و کمیت بالا و با قابلیت نگهداری برای 
مدت طولانی ضروری می باشد)5-3(. روش های فراوانی برای 
استخراج ژنوم توسط محققین ابداع شده که همواره در جهت 
بهبود کیفیت محصول، مقرون به صرفه بودن و صرفه جویی در 
زمان بوده است. به طور معمول استخراج ژنوم شامل سه مرحله 
کلی: لیز دیواره یا غشای سلول، حذف ناخالصی های پروتئینی 

و کربوهیدراتی و بازیابی DNA خالص می باشد.
 DNA خالص سازی  برای  روش ها  معمول ترین  از  یکی 
سیلیس  به   DNA سلولی، جذب  و  پلاسمیدی  کروموزومی، 
اکثر  اساس  امروزه  که  است  کائوتروپیک  نمک  تأثیر  تحت 

کیت های استخراج اسید نوکلئیک می باشد.
میل  به علت  ژل  سلیکا  پایه  بر  استخراج  عملکرد  اساس 
بالای DNA با بار منفی برای اتصال به سلیکا با بار یونی مثبت 
در حضور نمک های کائوتروپیک )Chaotropic( می باشد. در 
استخراج به روش سلیکا از بافر حاوی نمک های کائوتروپیک 
مانند: گوانیدین تیوسیانات، گوانیدین هیدروکلراید و ... )11-

6( با غلظت بالا استفاده می گردد که باعث شکست پیوندهای 
به  آن  اتصال  و   DNA بی آب شدن  و  هیدروژنی، کوالانسی 
سلیکا در شرایط یونی بالا )pH ≤ 7( می شود. سپس می توان 
مولکولDNA را توسط بافر شستشو که حاوی نمک با غلظت 
بالا و اتانول است، شستشو داده و در نهایت DNA خالص شده 
تحت شرایط یونی پایین )pH ≥ 7( توسط آب مقطر یا بافر 
شسته و از سلیکا جدا می گردد. در این مطالعه سعی شده است 
روشی آسان و کم هزینه با کیفیت بالا و مناسب جهت استخراج 

DNA ارائه گردد )2،9،10،12(. به طور کلی دو شیوه استخراج 

از  استفاده  روش  اولین  دارد:  وجود  سیلیکا  پایه ی  بر   DNA

فاز جامد یا غشای سیلیکا می باشد که امروزه بسیار مرسوم 
بوده و اکثر کیت های تجاری براساس آن ساخته شده است 
)13(. روش دوم استفاده از پودر سیلیکا یا همان روش محلول 
می باشد که هر کدام معایب و مزایایی دارند. از معایب روش 
محلول، آلودگی پروتئینی و نیازمندی به آماده سازی سیلیکا را 
می نوان نام برد که در این مرحله به خاطر تأثیر پودر سیلیکا 
بر سیستم تنفسی باید مسائل ایمنی رعایت شود. استفاده از 
 DNA فاز جامد آسان، سریع، بدون مواد سمی و ارزان است و

خالص سازی شده کیفیت بالایی دارد.

موادوروشها
استخراجDNAباکتریایی

از  باکتریایی   DNA استخراج   جهت  مطالعه  این  در 
 E.coli, Bacillus cereus, شامل:  مثبت  گرم  باکتری های 
 Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Proteus,

از  بعد  شد.  استفاده   Serratia, Salmonella, Klebsilla

آماده سازی سلیکا )3( جهت استخراج، DNA 300 µl از کشت 
24 ساعته حاوي باکتري را به یک میکروتیوب منتقل نموده 
و پس از اضافه نمودن µl 10 آنزیم لیزوزیم )به باکتری های 
گرم منفی( به مدت 30 دقیقه در دمای 37 درجه سانتیگراد 
قرار گرفت. سپسM( 200  µl Binding buffer 6 گوانیدین 
 20 ،:pH 4/4 ،Tris-HCl 10 mM ،10 اوره mM،هیدروکلراید
درصد تریتون X-100( افزوده شد )نقش لیز دیواره و اتصال 
 µl اسید نوکلئیک به سیلیکا را دارد( و پس از اضافه نمودن
10 پروتئیناز، به مدت 15 دقیقه در دمای 70 درجه سانتیگراد 
 100  µl انکوباسیون،  زمان  شدن  سپری  از  بعد  گرفت.  قرار 
 200  µlسپس گردید.  اضافه  مجموعه  به  سرد  ایزوپروپانول 
به  ورتکس شدید  از  )آماده شده( پس  از سوپانسیون سلیکا 
مجموعه افزوده شد و به مدت دو دقیقه ورتکس گردید. پس 
از سانتریفوژ نمودن با دور rpm 10000 به مدت دو دقیقه، 
محلول رویی دور ریخته شد و به رسوب حاصله بافر مهارکننده 
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 ،10 :mM Tris-HCL, pH 6/6 ،5 گوانیدین هیدروکلراید M(
mL 30 اتانول مطلق( اضافه و برای یک دقیقه ورتکس انجام 

شد. سپس به مدت یک دقیقه با دور rpm 10000 سانتریفوژ 
 µl با  بار  )هر  دوبار  آمده  به دست  سلیکای  رسوبات  گردید. 
500 محلول شستشو یک دقیقه ورتکس، به مدت یک دقیقه 
سانتریفیوژ( شستشو داده شد. در ادامه میکروتیوپ ها به مدت 
دو دقیقه با دور rpm 14000 به منظور حذف باقی مانده بافر 
شستشو، سانتریفوژ و محلول باقی مانده به کمک سمپلر خارج 
شد و رسوب سلیکا در دمای 65-60 درجه سانتیگراد خشک 
گردید. پس از اضافه نمودن µl 100 بافر TE به رسوب حاصله، 
به مدت 5 دقیقه در دمای اتاق قرار گرفت و برای یک دقیقه 
 10000 rpm ورتکس گردید و در نهایت به مدت یک دقیقه در
سانتریفوژ شد و فاز آبی که حاوی DNA بوده توسط سمپلر 
به میکروتیوپ جدید انتقال یافت و جهت استفاده در مراحل 

بعدی در دمای 70- درجه سانتیگراد ذخیره گردید.

بررسیفرآینداستخراج
استخراج شده،   DNA خلوص  درجه  بررسی  به منظور 
  nm260/280 و جذب نوری  nmجذب نوری براساس نسبت
ارزیابی  قرار گرفت. همچنین جهت  بررسی  مورد   260/230
کیفیت DNA استخراجی از نمونه ها، بر روي ژل آگارز 0/8 

درصد الکتروفورز انجام شد.

تأییدکیفیتDNAاستخراجشدهباکتریهایگرممنفیاز
طریقواکنشزنجیرهپلیمراز

واکنش  طریق  از  استخراج شده   DNA کیفیت  تأیید 
زنجیره پلیمراز )PCR( تحت شرایط زیر برای ژن 16S انجام 
گردید. مخلوط واکنش PCR برای انجام یک واکنش با حجم 
 12  µl سمپلر،  از  استفاده  با  می باشد:  شرح  این  به   25  µl

ریخته   0/2  ml میکروتیوب  در   )5X-فرمنتاز( مسترمیکس 
شد. سپس µl 1 پرایمر رفت و µl 1 پرایمر برگشت به هر 
 DNA  5  µl سپس   .)1 )جدول  گردید  اضافه  میکروتیوب 
آب   6  µl نهایت  در  و  میکروتیوب  محتویات  به  استخراجی 
مقطر استریل اضافه گشت. فرآیند پلیمریزاسیون در دستگاه 
ترمال سایکلر )بیو رد، آلمان( شامل تقلیب اولیه به مدت پنج 
دقیقه در دمای 95 درجه سانتیگراد تنظیم گردید. سپس 45 
سیکل به صورت 45 ثانیه در دمای 95 درجه سانتیگراد، 40 
ثانیه در دمای 56 درجه سانتیگراد و یک دقیقه در دمای 72 
درجه سانتیگراد اجرا شد. در پایان عمل طویل سازی نهایی 
گشت.  تنظیم  دقیقه   10 مدت  به  سانتیگراد  درجه   72 در 
بر  الکتروفورز  کمک  به   PCR محصولات  بررسی  همچنین 

روی ژل آگارز 0/8 درصد انجام شد.

شکل 1: بررسی DNA استخراج شده در باکتری های گرم منفی بر 
روی ژل آگارز 

 ،Serrati  :3 چاهک   ،E.coli  :2 چاهک   ،Proteus  :1 چاهک 
 M: چاهک   ،Klebsiella  :5 چاهک   ،salmonella  :4 چاهک 

DNA سایز مارکر 100

PCR جدول 1: پرایمرهای به کار رفته جهت انجام واکنش

پرایمر توالی نوکلئوتیدی)ʹ3→ʹ5( منبع
27F Forward 5’AGAGTTTGATCMTGGCTCAG3’ (14)

1492 R Reverse 5’TACGGYTACCTTGTTACGACTT3’ (14)
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نتایج
بررسیفرآینداستخراج

نتایج به دست آمده از ارزیابی جذب نوری پس از انجام 
که  است  شده  داده  نشان   2 جدول  در  استخراج  فرآیند 
 ،1/22 به ترتیب   260/230 و   260/280 در  میانگین جذب 

0/8 به دست آمد. 

بررسیکیفیتوسلامتDNAاستخراجشده
در شکل 1 )باکتری های گرم منفی( و شکل 2 )باکتری های 

گرم مثبت(، بررسی کیفی DNA استخراج شده با استفاده از 
داده شده  نشان  روی ژل 0/8 درصد  بر  الکتروفورز  تکنیک 
استخراج شده   DNA است. همان طور که مشاهده می گردد، 
در باکتری های گرم منفی نسبت به باکتری های گرم مثبت 

کیفیت بهتری دارد.

PCR

استخراج شده   DNA کیفیت  تأیید  برای  نهایت  در 
 )PCR( پلیمراز  زنجیره  واکنش  منفی،  گرم  باکتری های 

بر  مثبت  گرم  باکتری های  استخراج شده   DNA بررسی   :2 شکل 
روی ژل آگارز 

 ،Bacillus subtilis  :2 چاهک   ،Bacillus cereus  :1 چاهک 
چاهک Staphylococcus aureus:3 ، چاهک M: DNA سایز 

مارکر 100

شکل 3: بررسی نتایج PCR ژن 16S DNA بر روی ژل آگارز 
1/5 درصد

      1    2      3      4     5   M1500Bp/ L
منفی،  ؟؟کنترل  چاهک   ،100 مارکر  سایز   M: DNA چاهک 
 ،Klebsiella :3 چاهک ،E.coli :2 چاهک ،Proteus :1 چاهک

salmonella :5 چاهک ،Serrati :4 چاهک

جدول 2: بررسی کیفی DNA به وسیله UV در جذب نوری 260/280 و 230/260 

نمونه جذب نوری 230/260  جذب نوری 260/280
Serratia 99/0 89/1
E.coli 98/0 73/1

Klebsiella 88/0 80/1
proteus 97/0 98/1

Salmonella 96/0 77/1
Staphylococcus aureus 87/0 73/1

Bacillus cereus 82/0 85/1
B.subtilis 86/0 96/1

Total 33/7 00/2
Median 91/0 92/1
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 DNA برای   PCR قابلیت  که  داشت  توجه  باید  شد.  انجام 
اسید  می دهد  نشان  که  است  مهم  بسیار  استخراج شده 
و  تکنیک های  دیگر  انجام  برای  آمده  به دست  نوکلئیک 
آزمایشات مولکولی مناسب می باشد. نتایج حاصله در شکل 3 

نشان داده شده است.

بحث
فوق جهت  دستورالعمل  داد،  نشان  آمده  به دست  نتایج 
مرحله  دارد.  اساسی  مرحله  باکتری سه  از   DNA استخراج 
باکتری های گرم  آنجا که دیواره  از  لیز سلول می باشد؛  اول 
نتایج  در  امر  این  است  متفاوت  هم  با  منفی  گرم  و  مثبت 
مرحله اول )لیز سلول( تأثیرگذار است. لیز باکتری های گرم 
مثبت به علت پپتیدوگلیکان ضخیم تر، مشکل تر است و انجام 
 DNA استخراج  روی  بر  بسزایی  تأثیر  مرحله  این  صحیح 
می گذارد و این مسأله باعث تفاوت در کیفیت باندهای ایجاد 
شده بر روی ژل آگارز گشته؛ بنابراین باندهای قوی تری در 
بررسی DNA استخراجی از باکتری های گرم منفی مشاهده 
از  استفاده  با   )OD( نوری  جذب  بررسی  در  همچنین  شد. 
 260/280  nm نوری  جذب  از  حاصل  میانگین  بایوفتومتر، 
برابر 1/8 مشاهده شد که نشان دهنده آلودگی پروتئینی است. 
با افزایش زمان شستشو و تکرار استخراج، این رقم به 1/45 
افزایش یافت که حاکی از بالا رفتن کیفیت و کم شدن آلودگی 
پروتئینی و آماده سازی DNA برای انجام فرآیندهای پایین 
دستی می باشد. هرچند این مرحله زمان استخراج را طولانی تر 
کرد و این از معایب این روش می باشد. با وجود آسان بودن 
استخراج براساس ستون سیلیکا، به علت گران بودن کیت های 
تجاری، هنوز روش های دستی استخراج جایگاه خود را حفظ 
نموده اند و در این بین روش استخراج بر پایه فنل–کلروفورم 
Cheng و همکاران  نام گرفته است )11,15(.  روش طلایی 
)16( روش فنل کلروفورم را روشی مناسب ارزیابی نمودند. 
مطالعه  در  کردستان  در  سال 1393  در   )17( شهبازی  اما 
خود تحت عنوان مقایسه چهار روش استخراج DNA )شامل 
کیت تجاری )تهیه شده از شرکت سیناژن(، جوشاندن، فنل-

گرم  باکتری های  از  رختشویی(  دترجنت  روش  و  کلرفورم 
دستورالعمل  حساسیت  اگرچه  نمود؛  اعلام  مثبت  و  منفی 
کیت تجاری سیناژن در مقایسه با سه روش دیگر بالاتر است؛ 
اما با توجه به زمان و هزینه کمتر و بازده تقریباً مشابه دو 
روش فنل کلروفرم و جوشاندن )به ویژه جوشاندن(، می توان 
از این روش برای استخراج DNA در باکتری های گرم منفی 
و مثبت استفاده کرد؛ اما برخلاف مطالعه میرنژاد و همکارن 
)18( در سال 1391 در تهران که از دترجنت های رختشویی 
مثبت  گرم  باکتری  یک  در  ژنومیک   DNA استخراج  جهت 
اورئوس( استفاده کردند، این روش دارای  )استافیلوکوکوس 
خلوص پایین تری برای کارهای پایین دستی داشت که علت 
تشکیل دهنده  پایه  مواد  متفاوت  نسبت  و  نوع  می تواند  آن 
این پودرها و نوع آنزیم های موجود در آن ها باشد. استخراج 
بر مبنای سلیکاژل نیز مانند روش های دیگر دارای محاسن 
و معایبی است. از جمله محاسن این روش خلوص و غلظت 
بالای DNA استخراج شده و استفاده برای طیف گسترده ای 
از نمونه ها و از معایب آن سمی بودن و اثر مهارکنندگی فنل 
در واکنش PCR را می توان نام برد. همچنین اتانول که در 
ممانعت کننده  یک  رسوب می دهد،  را   DNA نهایی،  مرحله 
PCR است و اگر مرحله خشک کردن DNA از اتانول به طور 

کامل انجام نشود، در انجام PCR مشکل ایجاد می شود.

نتیجهگیری
روش  از  می توان  که  شد  داده  نشان  تحقیق  این  در 
گرم  باکتری های   DNA استخراج  برای  محلول  سیلیکای 
مثبت و منفی استفاده کرد؛ به طوری که DNA استخراجی 

دارای کیفیت مناسب برای انجام PCR دارا می باشد.

حمایتمالی
این مطالعه حمایت مالی نداشته است.

ملاحظاتاخلاقی
کلیه اقدامات جهت رعایت اخلاق در تهیه و استفاده از 
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س اطلاعات مقالات دیگر جهت بکارگیری در این مقاله توسط 
نویسندگان  انجام گردید. این مقاله کد اخلاقی ندارد.

تعارضمنافع
در بین نویسندگان این مقاله هیچ گونه تضاد و تعارضی 

وجود ندارد.

تشکروقدردانی
آزاد  دانشگاه  زیست شناسی  گروه  در  مطالعه  این 
مقاله  نویسندگان  بنابراین  شد؛  اجرا  تنکابن  واحد  اسلامی 
از همکاری هاي کارکنان آن واحد دانشگاهی کمال تشکر را 

دارند.
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