
 (Malus domesticaسیب )برگ در  RNAهای مختلف استخراج  مقایسه روش
 2، شهاب سادات*1شهرام منتظری

 گروه اصلاح نباتات، پردیس علوم و تحقیقات خوزستان، دانشگاه آزاد اسلامی، اهواز، ایران .1
 گروه اصلاح و نباتات، واحد اهواز، دانشگاه آزاد اسلامی، اهواز، ایران .2

 
 چکیده

به علت اتصال و  باشند یم فنل یو پل ساکارید یپلهای ترکیب یادیمقدار ز یکه دارا یاهانیاز گ RNA یجداساز :هدف و سابقه 

 غنی از  یبس یها از برگ  RNAپروتکل مختلف استخراج 11مطالعه بنابراین در این  مشکل است.  RNA باهای ترکیب ینرسوب ا
 قرار گرفت. یمورد بررسفنلی های ترکیب

و  262، 232در طول موج  ی نانودراپوفتومترراسپکتو % 2/1 با الکتروفورز ژل آگارزRNA یفیت و کمیت ک: هااد و روشمو

 انجام گرفت. یبس ینژن اکت یاختصاص یمربا پرا  RT-PCR یزو آنال cDNA سنتز و شد ییننانومتر تع 282

 ینتر ( مناسب2213و همکاران ) یکانا( و راج2212کاران )چائو و هم چات ینشان داد که روش استخراج جم یجنتا: هایافته

      و   2/822 تا 4/152 ینب رتیبها به ت در این روشکل استخراج شده  RNA عملکرد بودند. یبسبرگ از   RNAاستخراج یها روش
 هده شدند.مشا یدر الکتروفورز افق S28و  S18ی دست آمد. باندهاه ب یکرولیترنانوگرم در م  6/452 تا 1/362

 دهندهبود که نشان  10/2 تا  20/2 و 23/2 تا 99/1 ینب یببه ترت 232به  262و  282به  262در هر دو روش نسبت   بحث:

 باشد.  یم ساکاریدی یو پل ینیپروتئ فنلی، یپل ی بهآلودگ عدم و  RNAیخلوص بالا

جهت  ینانبا اطم تواند یاستخراج شده م RNA که داددر هر دو روش نشان  RT-PCR واکنش یبالا یفیتک گیری: نتیجه

 .یردمورد استفاده قرار گ یدست ینپائ یمولکول های یشآزما

.RT-PCR، یب، سRNA یجداساز: یدیکل هایهواژ

 
 مقدمه
 ژنومی با کیفیت بالا از گیاهان دارویی و  RNAاستخراج 

های  فنل کشاورزی که حاوی آلکالوئیدها و پلی های محصول
باشند همیشه یك چالش بزرگ برای دانشمندان بوده  بالا می
 حاوی مقادیر زیادی از سیب از جمله گیاهانی است کهاست. 
فنلی از قبیل فلاونوئیدها و  پلیید و ساکار پلیهای ترکیب

  (.4،16) باشد لیك اسیدها میفن

د نتوان ها می فنل ها و پلی ساکاریدها، تانن محتویات بالای پلی
د و منجر به ضعف نرا مهار کن RNAسازی  لصاستخراج و خا

استخراج  چنین هم (.15گردند ) RNAعملکرد در استخراج 
RNA بالا برای مطالعات بعدی از قبیل  یتبا کیفیت و کم

-mRNA ،qRTسازی  سازی نورتون، خالص ژن، دورگه یانب
PCR ،RT-PCR  و ایجاد کتابخانهcDNA باشد  ضروری می

 DNAنسبت به   RNAاستخراج  دهد ینشان م ها ی(. بررس0)
بوده  یا تك رشته  RNAمولکول  یراز باشد یدشوارتر م یاربس

دارد  RNase یمآنز یتنسبت به گرما و فعال ییبالا یتو حساس
 یاهیگ یها . به علاوه بافتگردد یآن م یبکه باعث تخر

 فنلی، یپلترکیب های  مختلف از نظر مقدار و نوع
 باهم فرق ها ینو پروتئ یهثانو های یتلمتابویدها، اکارس یپل

 یاهیگ یپبسته به نوع ژنوت یمختلف یها روش یندارند، بنابرا
کل وجود  RNAاستخراج  یبرا یاهیمختلف گ یها اندام یاو 
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مجله تازه های بیوتکنولوژی سلولی - مولکولی
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، CTAB  ،SDSبر اساس ها معمولا روش یندارد. ا
 کلروفرمفنل و  یدروکلراید،ه یدینگوان یوسیانات،ت یدینیومگوآن

فنلی در گیاهانی مانند  پلیهای ترکیب وجودباشند.  یاستوار م
 یراز گردد یبالا م یفیتبا ک RNA مانع استخراجسیب برگ 

شده و به  یداکس ینونبه شکل کوئ یبه راحت یفنلهای ترکیب
 یفیتک ،آن یجهکه در نت گردند یمتصل م یكنوکلئ یدهایاس

 قابل استفاده یرو غ یابد یبه شدت کاهش م RNA یتو کم
. شود یم Real-time PCRو  cDNA ،RT-PCRسنتز  یبرا

 یتک یول باشد، یم یتروش متداول استفاده از ک یادر دن
 به صورت اختصاصی یاهیهر گ یاست و برا یمتقگران معمولا

 یپروتکل برا ینچه چند . اگریردقرار گ یمورد بررس یدبا
و  فنل یپلهای ترکیب با یاهانیدر گ RNA یجداساز

و عملکرد  یفیتبالا گزارش شده است، اماّ ک کاریدسا یپل
RNA از این (. 8) باشد یها مطلوب نم آن راستخراج شده د
باید آزمایش و بهینه  RNAهای مختلف استخراج  روش ،جهت

که سریع، ساده و اقتصادی بوده و  گرددشوند و روشی انتخاب 
 آلودگی آن به مواد شیمیایی مورد استفاده کم باشد.

 یكارائه های مختلف و  کلمقایسه پروت یقتحق یناز ا هدف 
 سیب یاهگبرگ از  RNAاستخراج   یروش مناسب برا

 یآلودگ تر،یشب یتمطلوب و کم یفیتکه علاوه بر ک باشد یم
 ها ینهداشته و در زمان و هز یتر کم ساکاریدی یو پل فنلی یپل
 .یدنما ییصرفه جو یزن

 ها مواد و روش
در  عادلنامت یتصادفکمابیش ب طرح این تحقیق در قال

دانشگاه آزاد  یآزمایشگاه ژنتیك مولکولی دانشکده کشاورز
های  نمونهانجام گرفت.  1393واحد اهواز در سال  یاسلام

زی و منابع طبیعی برگی از درختان سیب دانشگاه کشاور
وژن مایع منجمد شدند و تا و بلافاصله در نیتر رامین تهیه

 .گراد قرار گرفتند درجه سانتی -82دمای تفاده در زمان اس
. اتوکلاو شدندبار دو ظروف پلاستیکی قبل از استفاده،   کلیه
 222 یساعت در دما 4به مدت  ای یشهظروف ش چنین هم

های  همه محلولدرون آون قرار گرفتند.  گراد درجه سانتی
به وسیله آب تیمار شده  RNAمورد استفاده جهت استخراج 

روش استخراج  یازده یقتحق یندر اه شدند. تهی DEPCبا 
RNA  :لوژائو و  -2( 2213و همکاران ) ینکاراجا -1شامل

 -4( 2224و همکاران ) یكگاس -3( 2212همکاران )
و همکاران  یافه یلاه -5( 2212و همکاران ) ئوچا چات یجم

و  کاینن یآنت یمرو -0( 2226و همکاران ) یفآص -6( 2212)
آرون دِو شارما  -9( 2212) یرا ینتاو -8( 1994همکاران )

و  ینگس -11( 2220و همکاران ) یمالور -12( 2223)

به منظور انتخاب بهترین روش استخراج  (2223همکاران )
RNA و  یت. کمهای سیب مورد ارزیابی قرار گرفتند از برگ

 یوفتومترراسپکتاستفاده از با  یاستخراج RNAکیفیت 
های  و نسبت نانومتر 282و  262در طول موج  1نانودراپ

A260/A280  وA260/A230 فنلی،  های پلی جهت بررسی آلودگی
  یبرا. های ثانویه انجام شد ساکاریدی، پروتئینی و متابولیت پلی

تر از  و کم 2بالاتر از  یدبا A260/A230نسبت  RNA یها نمونه
به  ینشان دهنده آلودگ تر یینپا A260/A230باشد. نسبت  2.4

چنین نسبت جذب  هم .باشد یم ها فنل یو پل ساکاریدها یپل
A260/A280 غلظت قرار گیرد.  2±1بایست در محدوده  می
A260/A280 ینشان دهنده آلودگ طور کلیبه 8/1تر از ینپائ 

 .باشد یمراحل استخراج م یدر ط ینپروتئ
الکتروفورز استحصالی از  RNAچنین جهت بررسی کیفیت  هم

 آلودگی حذف .استفاده گردید %2/1آگارز  ژلافقی بر روی 
DNA  کیت با ژنومی DNase І  شرکت از شده تهیه 

Fermentas  های آماری با نرم افزار تجزیه داده گرفت. انجام 
SAS  انجـام گردید و با توجه به نتایج مقایسه  3/9نسخه

 RNAو کیفیت  T-Testبا استفاده از آزمون  ها میانگین
به منظور در نهایت . وتکل برتر انتخاب شداستخراجی، دو پر

در دو  استخراج شده یهاRNA ییو کارا یفیتک یبررس
 با استفاده از  RT-PCR واکنشو   cDNAسنتز پروتکل برتر،

( 1ین )جدولژن اکت یآغازگر اختصاصو  Vivantisکیت 
  .یدانجام گرد

 ینژن اکت یآغازگر اختصاص ی. توال1جدول 

 

                                                 
1Thermo Scientific NanoDrop 2000 spectrophotometer; 
Software NanoDrop 2000/2000c v1.4.0.1 

 آغازگر توالی آغازگر
(5ʹ-

CTACAAAGTCATCGTCCAGACAT-
3ʹ) 

Actin - 
forward 

(5ʹ-
TGGGATGACATGGAGAAGATT-3ʹ) 

Actin - 
reverse 
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 ها یافته
با توجه به درجه خلوص  یپروتکل مورد بررس یازده یانم از

RNA ک ینداشتن شکستگ ی،استحصال(یفیت RNA به علت )
 یندو پروتکل به عنوان برتر RNA یتو کم RNaseهضم 

 ینها نشان داد ب داده یانسوار یهتجز یجانتخاب شدند. نتا
در سطح  داری یمعن یمختلف، اختلاف آمار یها پروتکل

 (.2دارد )جدول  وجوددرصد 1
پروتکل استفاده شده جهت استخراج  11. تجزیه واریانس 2جدول 

RNA در گیاه سیب 

 منابع تغییرات درجه آزادی میانگین مربعات )سیب(

 تیمار )پروتکل( 12    52/102991**

 خطای آزمایشی 20 28/908

 کل تصحیح شده 30 19/40468

 
یکرولیتر( و نانوگرم در م 23/002) RNAترین مقدار بیش

نانوگرم در میکرولیتر( به ترتیب  33/6) RNAترین مقدار  کم
 (. 1بود )شکل  5و  پروتکل  4مربوط به  پروتکل 

 
پروتکل استخراج  11نتایج حاصل از مقایسه میانگین دانکن، برای  -1شکل

RNA 
، در انتخاب پروتکل برتر RNA یفیتوک یتکم کهیی از آنجا

که از نظر  یدو پروتکل یقتحق ینلذا در ا باشد یم یتحائز اهم
 یها برتر پروتکل یرشده، نسبت به سا یفتعر یاستانداردها

 ییتوانا از نظر (،1و  4نشان دادند )پروتکل شماره  یمحسوس
شدند. پس از سنتز  یابیارز RT-PCR یها فراورده یدتول

(، با استفاده از پرایمرهای 4)جدول  cDNAموفقیت آمیز 
انجام و قطعه مورد نظر به    PCRاختصاصی ژن اکتین واکنش

% رویت شد 2/1جفت باز با الکتروفورز ژل آگارز  1223طول 
ژن  های قطعه مربوط به  ی(. وجود تك باندها3)شکل 

 رسنتز شده و د cDNA ید کننده کیفیت مطلوبئمربوطه تأ
 .باشد یاستخراج شده م RNA یبالا یفیتمعرف ک یتنها

 پروتکل اجرا شده 11کل استخراج شده در  RNA. عملکرد 3جدول 

Yield(ng/µl) A260/A230 A260/A280 A280 A260 پروتکل 

225/415 10/2 1/2 93/4 38/12 1 

64/118 28/1 31/1 28/2 96/2 2 

105/225 14/2 29/2 69/2 62/5 3 

233/002 11/2 21/2 6/9 3/19 4 

333/6 20/2 06/2 2/2 15/2 5 

5/244 32/2 22/2 21/3 11/6 6 

233/8 63/2 66/2 35/2 2/2 0 

3/181 36/2 29/2 45/2 15/5 8 

3/10 20/2 24/1 42/2 46/2 9 

25/462 04/2 65/1 28/0 55/11 12 

85/150 83/2 15/1 42/3 94/3 11 

های استحصالی  RNAاستفاده از  با cDNA. نتایج حاصل از سنتز 4جدول 
 4و  1از دو پروتکل شماره 

Yield(ng/µl) A260/A230 A260/A280 A280 A260 پروتکل 

3/146 98/1 68/1 421/10 346/29 1 

5/1516 21/2 69/1 915/10 331/32 1 

1190 93/1 65/1 322/14 58/23 1 

2/1509 22/2 0/1 564/18 586/31 4 

2/1244 90/1 60/1 919/14 885/24 4 

8/1023 26/2 0/1 236/22 200/34 4 

 ؛(2213و همکاران ) ینکاراجا -1%؛ 1.2. الکتروفورز ژل آگارز 2شکل 
 -4 ؛(2224و همکاران ) یكگاس -3 ؛(2212لوژائو و همکاران ) -2
 ؛(2212و همکاران ) یافه یلاه -5 ؛(2212و همکاران ) ئوچا چات یجم

 ؛(1994و همکاران ) کاینن یآنت یمرو -0 ؛(2226مکاران )و ه یفآص -6
و  یمالور -12 ؛(2223آرون دِو شارما ) -9 ؛(2212) یرا ینتاو -8

 .(2223و همکاران ) ینگس -11 ؛(2220همکاران )
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 بحث
 جذب نور در طول یها ، نسبت4در پروتکل 

تا  A260/A230 1/2 (و (23/2تا  99/1)  A260/A280یها موج
و  ینیپروتئ ینشان دهنده عدم آلودگ یب( نانومتر به ترت10/2

(. 3)جدول  باشند یم ساکاریدی یپل فنلی، یپل یعدم آلودگ
 S28 rRNAو  S18 یمجزا برا ییوجود باندها ینچن هم

 RNAخوب  یاربس یفیتژل آگارز ک روی یبدون شکستگ
(. پروتکل دوم که توسط 2)شکل  دهد یرا نشان م یاستخراج

 12شد، پروتکل شماره  یدانکن معرف یانگینم یسهآزمون مقا
و  یبوزومیر یپروتکل از نظر وضوح باندها ین. هر چند که ابود

 یطشرا ی( دارایکرولیترنانوگرم در م 25/462عملکرد کل )
 ینیپروتئ های یاز لحاظ حذف آلودگ یباشد ول یم یمناسب

( 10/1تا  5/2) ساکاریدی یو پل فنلی ی(، پل94/1تا  40/1)
 باشد یم یدگآلو یادیز یرمقاد یلازم را نداشته و دارا یطشرا
 یبرا یاستحصال RNA شود یباعث م ها یآلودگ ینوجود ا که

 یپروتکل معرف ینمناسب نباشد. سوم یمتعدد مولکول یکارها
بود که عملکرد  1آزمون دانکن، پروتکل شماره  سطشده تو
RNA  نانوگرم در میکرو 6/452تا   1/362کل در محدوده 
 S28و  S18چنین وضوح باندهای  دست آمد. همه لیتر ب

rRNA یجمشهود بود. نتا % کاملا2/1 ریبوزومی در ژل آگارز 
تا   94/1در دامنه  نیز A260/A230مقدار  یدست آمده برا  هب

بود  13/2تا  26/2  ینب  A260/A280نسبت  ینچن و هم 32/2
 RNAو خلوص  ینیپروتئ یکه نشان دهنده عدم آلودگ

 .باشد یم استحصالی
 262نسبت جذب در  یداستپ 4 گونه که از جدول همان

 یكنزد 0/1موارد به عدد  تریشنانومتر در ب 282نانومتر به 

شده  یرتکث cDNAقابل قبول  یفیتاست که نشان دهنده ک
سنتز شده با استفاده از واکنش  cDNAباشد. مقدار  یم

و  یكشده نزد یرتکث یها % نمونه05در  یزمعکوس ن یسیرونو
 یعدد برا یناست که ا یکرولیترر منانوگرم د 1522 یبالا یا

بالا و قابل  یارعدد بس یپتومیکسترانس کر هایهانجام مطالع
 است. یتوجه

مد نظر قرار  عالاز زغال ف یبه علت برخوردار 1پروتکل شماره 
ها  ها، حذف آن های حذف ناخالصی گرفت. یکی از بهترین روش
ذب باشد. زغال فعال یك نوع جا به شیوه جذب سطحی می

باشد و در هیچ حلال  قوی با جذب سطحی فوق العاده می
شود. زغال فعال خاصیت جذب  ای حل نمی شناخته شده

را دارد.  زرگهای آلی ب ها و مولکول ی مانند رنگیزههایترکیب
ها به زغال فعال متصل  فنل ثانویه از جمله پلی هایترکیب

طور کامل  ها به همراه ذرات زغال فعال به شوند و آلودگی می
 یج(. نتا15گردند ) پس از اولین دور سانتریفیوژ حذف می

پروتکل منجر به  ینبا استفاده از ا یقتحق ینحاصل از ا
 یاربس یفیتک یزو ن RNAاز  یبه مقدار قابل قبول یابیدست

 ینتوسط ا یشینپ هایگزارش یج. هر چند نتایدمناسب گرد
نانوگرم در  028استخراج شده را تا  RNAمقدار  ینمحقق

 ینا یقتحق ینا یجگزارش نموده است، لکن نتا یزن یکرولیترم
 یلاز دلا یکیقرار داده است.  452تا  352مقدار را در دامنه 

 یاهیبه نوع گونه گ یاستحصال RNAن اختلاف در مقدار یا
 یاهگ یكاز  یشینگزارش پ یج. نتاگردد یاستفاده شده بر م

دست آمده  به Azadirachtaهندوستان با نام   یبوم ییدارو
ظ ااز لح اتیقتحق ینمورد استفاده در ا یاهکه گ یاست، در حال

متفاوت و به طور کلی اشاره شده  یاهجنس و گونه نسبت به گ
 یزاشاره شده ن یچیدهپهای ترکیب حتم از لحاظطوره ب

 ینا یتدر موفق یگردارند. نکته د یریگچشم هایاختلاف
 RNA یبالا یفیتو ک یتکم به یابیپروتکل در دست

متفاوت  یها با غلظت یاجزاء بافر استخراج یربه سا صالی،استح
از  Tris-HCLغلظت  ییر. تغگردد ینسبت به استانداردها بر م

که دارای گیرنده  PVPمولار، استفاده از یلیم 222به  122
( و 9باشد ) فنل می هیستونی  بسیار قوی و از بین برنده پلی

% جهت 4% تا 3 یبا غلظت بالا بتامرکاپتواتانوله از استفاد یزن
از  یریجهت جلوگ یقو یکاهش یطمح یكفراهم نمودن 

( در کنار زغال فعال 12ها ) ها به کوئین فنل تبدیل شدن پلی
گرد هم  RNA یبافر استخراج یكثر را در ؤم یا مجموعه

تحت عنوان روش   یزاستفاده از پروتکل دوم ن آورده است.
CTAB  یافتهبهبود (یا CTAB استیوماستات آمون ).  نکته

پنبه انجام  یاهگ یکه، گزارش منتشر شده بر روجالب آن

)پروتکل  1برای دو پروتکل شماره  RT-PCRنتایج حاصل از  .3شکل 
)پروتکل  4شماره  ( و نیز پروتکل =2213Aراجاکانی و همکاران، 

 (=2212Bچائو و همکاران،  چات جمی
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فنلیك و  پلی با توجه به روتکلپ ینگرفته بود لذا انتخاب ا
 یدهفا یدمف یاربس توانست یم ساکارید بودن پنبه و سیب پلی

 باشد. 
و  DNAای برای استخراج  به طور گسترده CTAB روش

RNA های گیاهی مورد استفاده قرار گرفته است  از بافت
های پنبه به خصوص تخمك، غنی از  (. با این حال، بافت21,6)

های ثانویه هستند.  فنل و سایر متابولیت ساکارید، پلی پلی
 RNAتوان به  نمی CTABسنتی مانند  های روشبنابراین با 

(. 22یافت )کل دست  RNAبا کیفیت خوب و عملکرد بالا از 
پروتکل و رسوب  ینشده در ا یجادا هایییرتغ رسد یبه نظر م

RNA ساعته  2تا  1مدت زمان کوتاه  یوم،توسط استات آمون
استفاده  مورداندک مواد  ینههز یزدر کل مرحله استخراج و ن

 پروتکل باشد.    ینموجه جهت استفاده از ا یلاز دلا تواند یم
 ی( برا2212ژائو و همکاران ) گزارش منتشر شده توسط نتایج
و 85/1تا   82/1نانودراپ را در محدوده   یجها نتا نمونه یتمام

قرار داد، که  33/2تا   93/1را در محدوده  A260/A230نسبت 
ها بوده است. به علاوه  نشان دهنده حذف قابل قبول پروتئین

 یكتا پ ینمحقق یندست آمده توسط اه ب RNAمقدار 
. این در حالی یددر میکرولیتر گزارش گرد نانوگرم 12/229

پژوهش  ینگیری شده از ا کل اندازه RNAاست که  عملکرد 
لیتر قرار داشت. هر چند  نانوگرم در میکرو 2/626  یكدر پ

دست ه ب یباندها یفیتحاصل از الکتروفورز ژل آگارز ک یجنتا
لکن  دهد یمتوسط نشان م یفیترا با ک S28و  S18آمده 
 یجنسبت به نتا یقتحق ینگیری شده ا خلوص اندازه یها نسبت

قابل  های یتر و نشانگر آلودگ یینپا یاربس یشینمنتشر شده پ
 بود.   RNAبه همراه  یاستحصال یها توجه در نمونه

( 2224و همکاران ) یكکه متعلق به گاس 3شماره  پروتکل
به  RNAثر در استحصال ؤم یها از پروتکل یکی یزن باشد یم

بر  یمبتن یزپروتکل ن یناست. ا یبس یاهگ یبر رو خصوص
 یدیناست. افزوده شدن اسپرم ییرتغ یبا اندک  CTABروش 

توانسته  کند یم یكنوکلئ یدبه رسوب اس یانیکه کمك شا
 RNAموثر در استخراج  یها پروتکل را جزء پروتکل یناست ا

 -182نانوگرم در میکرولیتر برای جوانه،  5/388قرار دهد. 
-322نانوگرم در میکرولیتر برای ساقه و میان گره،  5/345

نانوگرم  5/494  - 5/12نانوگرم در میکرولیتر برای گل و  342
از  یاستحصال RNA یکم یجلیتر برای میوه نتا در میکرو
است که عملکرد  یدر حال ینبوده است. ا یشینگزارش پ

RNA تا 8/182پژوهش در دامنه  ینشده ا گیری دازهکل ان 
 cDNAسنتز  ینانوگرم در میکرولیتر بوده است که برا 246
های  دست آمده از نسبته چنین، مقادیر ب . همکند یم یتکفا

A260/A280  وA260/A230  با مقادیر گزارش شده توسط
حاصل از  یج( یکسان بودند. نتا2224گاسیك و همکاران )

 RNAدست آمده ه ب یمطلوب باندها یفیتک یزالکتروفورز ن
. با این حال گزارش شده است مقدار کند یم یدأئرا ت یبوزومیر

RNA برای ساخت کتابخانه  یدهبافت میوه رسcDNA  مربطه
 RNA( و برای به دست آوردن مقدار مطلوب 0ناکافی است )

   (.0باشد ) می زگرم وزن تر آن نیا 36تا  24از گوشت میوه به  
رانشان توسط جمی چات چائو و همکا 4شماره  پروتکل

که  مشکلاتی ( بر روی گیاه آووکادو انجام شده است.2212)
ساکارید بالا  فنل و پلی از گیاهان حاوی پلی RNAدر استخراج 

، PVP40وجود دارد در این روش از طریق اضافه کردن 
 یدهبر طرف گرد یبه بافر استخراج CTABبتامرکاپتواتانول و 

الکل به  ایزوآمیلچنین در این روش از کلروفرم و  است. هم
گردیده که خطر کار  دهها استفا جای فنل برای حذف پروتئین

)جمی چات  کاهد یمی پروتکل را به نحو محسوس ینکردن با ا
ساکاریدی با  (. مشکل آلودگی پلی2212چائو و همکاران، 

مولار در بافر  1تر از  مولار به جای کم NaCl  2استفاده از 
-SDS ،Trisمولار در بافر  NaCl  1حضور  یزاستخراج و ن

HCL ،EDTA ساکاریدها و حل رسوب  منجر به حذف پلی
RNA  شده است. افزایش غلظتNaCl  در بافر استخراجی به

( و حل کردن 1992ساکاریدها )فانگ و همکاران ،  حذف پلی
دهد  اجازه می یراکند. ز کمك می CTAB-RNAکمپلکس 

CTAB حله استخراج با تری در مرساکاریدهای بیش و پلی
دهی یك شب در  کلروفرم حذف گردند. علاوه بر این، رسوب

 تبا کیفی RNAباعث شده که  C˚4 به جای -C˚22دمای 
حاصل از نانودراپ نشان داد که  یجبالاتری به دست آید. نتا

نانوگرم  822 یكبا پ یبس یاهگ یپروتکل توانسته است برا ینا
 RNAان دهد. مقدار را نش RNAاز  یا قابل ملاحظه یتکم

روش بالاتر از مقدار استحصال شده از  یناز ا یاستحصال
 یزن ودست آمده ه در خلوص ب ینچن است. هم یشینگزارش پ

پروتکل  یكپروتکل توانست به عنوان  ینژل آگارز، ا یفیتک
و همکاران  یافه یلاتوسط ه 5.  پروتکل شماره یدثر عمل نماؤم
پسیس انجام گرفت. امکان دارد آرابیدو یاهگ ی( بر رو2212)

که دلیل جواب نگرفتن از این پروتکل نسبت به هیلا یافه این 
و مقادیر بسیار  باشد میفنلیك  گیاه پلی یكباشد که سیب 

دارد ولی  دش وجوهایساکارید در ترکیب فنل و پلی زیادی پلی
فنل و  پلی هایگیاه آرابیدوپسیس فاقد این ترکیب

و  یدروکلرایده یدینپروتکل از گوان یندر ا .استساکاریدی  پلی
MES نتایج گزارش شده یداستفاده گرد یدر بافر استخراج .

،  A260/A280توسط هیلا یافه و همکاران در مقدار جذب نسبت 
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. عملکرد کل نیز  دبو A260/A230  ،29/2  تو در نسب28/2
کل این پروتگیری شد. نتایج  نانوگرم در میکرولیتر اندازه 0/28

نمود. پس از تکرار چندین بار  خلاف این ادعا را ثابت می
 (.2 )شکلدیده نشد.  باند پروتکل مذبور و روی ژل بردن 

 یاهگ ی( بر رو2226و همکاران ) یفتوسط مهر آص 6 پروتکل
 و یفتوسط مهر آص یاستخراج RNA .انجام شد یبس

بود و مقدار نسبت  ییبالا یفیتک ی( دارا2226همکاران )
A260/A280 بود و عملکرد 1/2تا   8/1  ینبRNA 44 ینکل ب 

دست آمده ما ه ب یجگزارش شد. نتا یکرولیترنانوگرم در م 82تا 
( در نسبت 2226و همکاران ) یفاز پروتکل مهر آص

A260/A280 در نسبت  چنین همبر خوردار بود  یاز عملکرد خوب
A260/A230 و  فنلی یپل یآلودگ و فاقدبود  یدر حد عال

در  یبس کل در RNAعملکرد  بود. یهثانو های یتمتابول
قرار  لیتر یکرونانوگرم در م 591تا  5/233 233.5محدوده 

از عملکرد  یدست آمده حته کل ب RNAداشت. عملکرد 
RNA ( 2226و همکاران ) یفکل گزارش شده توسط مهر آص

 بالاتر بود. یزن
چاودار  ی( بر رو1994و همکاران ) یتوسط مرو 0 پروتکل

کل گزارش شده توسط  RNAزمستانه انجام شد. عملکرد 
 یکرونانوگرم در م 335تا  252 ین( ب1994و همکاران ) یمرو
 ینها گزارش نشد. از ا توسط آن یرمقاد یربود. متاسفانه سا لیتر

. یستن ستدر د یاحتمال های یدر مورد آلودگ یرو اطلاعات
بخش نبود و  یترضا روش چندان یندست آمده از اه ب یرمقاد

 .باشد ینم یکاف cDNAسنتز  یبرا یاستحصال RNAاندک 
  ( انجام2212و همکاران  ) یرا ینتاتوسط و 8شماره  پروتکل

از بافت  RNA(، 2212و همکاران ) یرا ینتاگرفت. در روش و
گره( استخراج  یانم ینو دهم ینپنجم ین،سخت بامبو )دوم

و نسبت  89/1تا  90/1در محدوده   A260/A280شد. نسبت 
A260/A230 دهندهشد که نشان  یریگ اندازه 12/2تا  9/1  ینب 

در  یبه عنوان آلودگ یو نمك حلال ینپروتئ یچاست که ه ینا
دست آمده توسط ه کل ب RNA(. عملکرد 14آن وجود ندارد )

تا  02/158( در محدوده  2212و همکارانشان ) یرا ینتاو
و  یرا ینتاآمده ما از پروتکل ودست ه ب یجبود. نتا 88/186

از  A260/A230و  A260/A280 ت( در نسب2212همکاران )
کل  RNAعملکرد  ین،چن بر خوردار بود. هم یعملکرد خوب

 RNAدست آمده عملکرد ه ب یجبود. نتا 219تا 4/142  ینب
  .( بود2212و همکاران ) یرا ینتاو یجکل مشابه نتا

 RNA(، 2223و همکاران ) توسط دِو شارما 9شماره  پروتکل
استخراج شد. مقدار  یااز بافت برگ و بذر سورگوم، نخود و سو

دست آمده توسط آرون دِو شارما در ه ب A260/A280نسبت 

کل  RNAعملکرد  ین،چن بود. هم 2/2تا  8/1محدوده  
  ین( ب2223گزارش شده توسط آرون دِو شارما و همکاران )

دست آمده ما از ه ب یجنتاقرار داشت.  85/122تا   03/60
نسبت  یر( در مقاد2223پروتکل آرون دِو شارما و همکاران )

A260/A280 عملکرد  ینچن نبودند هم یدر حد مطلوبRNA 
( 2)شکل  rRNA یباندها تشکیلکل با توجه به عدم 

 یاهانگ دهد ینشان م یجاختلاف نتا یننبود. ا بخش یترضا
 ( از نظر2223همکاران ) انتخاب شده توسط آرون دِو شارما و

 هستند. یرفق ساکاریدی یو پل فنلی یپلترکیب های 
 ی( معرف2220همکاران )و  یوتوسط مالور 12پروتکل شماره 

بافر  یبه عنوان ماده اصل SDSروش تنها از  ین. در ایدگرد
همکاران  و  یوپروتکل توسط مالور یناستخراج استفاده شد. ا

گرفت. در  امو تنباکو انج پسیسیدوآراب یاهگ ی( بر رو2220)
همکاران و  یودست آمده توسط مالوره ب یجپروتکل نتا ینا
دست آمده ما از نسبت ه ب یج( گزارش نشد. نتا2220)

A260/A280 بودند. هر چند نسبت  یدر حد مطلوبA260/A230 
 2/519 تا 4/380 محدودهکل در  RNAبود. عملکرد  یینپا

در  یهر چند که از عملکرد خوب پروتکل یناگیری شد.  اندازه
 یكبا اضافه کردن  یاز خود نشان نداد ول A260/A230نسبت 

 از یادیز یرمقاد توان یالکل م یزوآمیلفاز شستشو با کلروفرم/ا
را  یهثانو های یتمتابول یرو سا ساکارید یپل فنل، یپلهای ترکیب

 نسبت در حد مطلوب شد. ینحذف کرد و منجر به بالا آمدن ا
و همکاران  ینگس یتکه توسط گورپر 11پروتکل شماره  رد
 یراز بذر گندم و سا RNA ید،( انجام گرد2223)

 A260/A280دست آمده ه استخراج شد. نسبت ب ها یدراتکربوه
 85/1تا  35/1(، از  2223و همکاران ) ینگس یتتوسط گورپر

. عملکرد باشد یم ینیپروتئ یبود که نشان دهنده آلودگ یرمتغ
RNA و همکاران  ینگس یتدست آمده توسط گورپره ب کل

دست آمده ما ه ب یجقرار داشت. نتا 148تا  8/32  ین( ب2223)
( مشابهت 2223و همکاران ) ینگس یتگورپر یجبا نتا یزن

 )جدول A260/A280دست آمده ما از نسبت ه ب یرداشت. مقاد
 یکسان ینگس یتگزارش داده شده توسط گورپر یر( با مقاد2
 یلدل ید. شاباشد یم ینیپروتئ ینشان دهنده آلودگ هودند کب
 یجاه ب یهدر بافر اول DDTاستفاده از  ینیپروتئ یآلودگ ینا

 یبالاتر یزانکل ما از م RNAبتامرکاپتواتانول باشد. عملکرد 
 قرار داشتند. 109تا  2/138برخوردار بود و در محدوده  

 گیری نتیجه
 هعمدبه طور پژوهش  یندر اپروتکل گزارش شده 11 انتخاب

ها در  بوده است که حضور آن یهاییبترک یابر اساس مواد و 
 منجر به حذف یتوانسته است تا حدود یبافر استخراج
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 های یتمتابول یاو  ساکاریدی یپل فنلی، یپل یچیدهپهای ترکیب
 یتعداد یانتا از م یدگرد یپژوهش سع ینگردد. در ا یهثانو

 ینثرترؤو م ینبهتر یشین،پ هایاز گزارششده  یپروتکل معرف
 یاه سیب که دارایگبرگ در  RNAاستخراج  یپروتکل برا

انتخاب  باشد، می بالا فنل یپل یاو  ساکاریدی یپلهای ترکیب
 یناز ا یبه علت برخوردار یزن یبس یاهگردد. علت انتخاب گ

 یمهم یاربس نکتهمنظور بوده است.  ینبد یچیدهپهای ترکیب
به  یابیاز نظر دور نگه داشت، آن است که دست یدباکه ن

RNA یكبا استفاده از  یاهگ یك یبالا برا یفیتو ک یتبا کم 
 یرسا یبودن آن پروتکل برا یافته یمتعم یپروتکل، به معنا

 یزراع یاهگ یك یبر رو تر یشکه پ ی. پروتکلیستن یاهانگ
 تواند ینم به احتمال فراوان استثر بوده ؤو م یدمانند گندم مف

بالا  یفیتو ک یتبا کم RNAمنجر به حصول  یثرؤطور مهب
 فنلی یپلهای ترکیب با یاهیگ یاو  یروغن یی،دارو یاهگ یكدر 
 یو گاه ها یپژنوت یبالا گردد. حت ساکاریدی یپل یاو 
ممکن است از  یاهیگونه گ یاجنس و  یكمختلف  های یپاکوت

 یهثانو های یتمتابول یاو  فنلیك یپلهای ترکیب یرمقاد لحاظ
 یفیتو ک یتبر کم یمتفاوت یراتتاث تواند یمتفاوت باشند که م

RNA به همراه داشته باشد.  یاستحصال 
 اریزسپاسگ

از خانم دکتر مریم بروجردنیا که در انجام این کار ما را یاری 
 کنیم. دادند قدردانی می
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