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  پژوهشي مقاله

    DNA استخراج  بر قرمز گلبول زکنندهيل بافر چند اثر سهيمقا
 qPCR روش به تلومر طول سنجش   در منجمد خون يها نمونه از يژنوم
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 يده چک

  منجمد   خون يهانمونه  از  DNA استخراج يسازنه يبه  . است مهم   اريبس هاي ماريب از  ير يشگيپ و  ي ريپ ند يفرآ درک ي برا تلومر  طول   مطالعه  : هدف و  زمينه پيش
  در  منجمد  خون  ينمونه¬ها  از  يژنوم  DNA  استخراج  بر  قرمز  گلبول  زکنندهيل  بافر  چند  اثر  سهي مقا  مطالعه  نيا   از  هدف  دارد.  تي اهم  تلومر  طول  حفظ  يبرا

  بود. qPCR روش  به   تلومر طول  سنجش
  DNA  قدارم  شد.  استفاده  CTAB  استخراج  بافر همراه  به  قرمز  گلبول  زيل  مختلف  بافر  شش  از  DNA  استخراج  يبرا  ،يتجرب  مطالعه  ني ا  در  :کار  روش   و  مواد 

  يبررس  زآگار   ژل الکتروفورز  توسط DNA ي کپارچگي شد.  ي ابيارز  ۲۳۰/۲۶۰A و  ۲۶۰A/ ۲۸۰ يهانسبت   و  جذب يريگاندازه  از   استفاده با  آن  خلوص  و ي استخراج
  )Ct( چرخه آستانه يبررس با PCR يي کارا  ن،يهمچن شد. يابيارز DNA تي کم يبرا راتييتغ )CV(%  بي ضر درصد از استفاده با بافرها عملکرد  يريتکرارپذ .شد
  p> ۰/ ۰۵ سطح  در  هاتفاوت  شد.  گزارش v10 Prism GraphPad افزارنرم  در  )2R( نييتع ب ي ضر و  ي خط ون يرگرس  معادله  از  استفاده  با  نمونه  هر  ي برا qPCR در

  شد.  گرفته نظر  در داريمعن
  ژل  جينتا .شد )DNA )ng/µL ۰۱/۳۶۱ مقدار ني شتريب استخراج به منجر ،KCl مولاريليم  ۱۰ و Tris-HCl ۶/۷ pH مولاري ليم ۱۰ بيترک با زيل بافر :هايافته

  بافر   با  ياستخراج  DNA  نيهمچن ندادند. نشان را يچندان  تفاوت  بافرها  نيب سهيمقا  در  يجذب   ي هانسبت نداد.  نشان  را  هانمونه  در  DNA  ي خردشدگ  گونهچيه
  ي برا رات ييتغ  بي ضر  درصد   بافرها  ريسا  با   ي استخراج  DNA  سهيمقا  در  EDTA  مولار يليم KHCO3،  ۵  مولار يليم  NH4Cl،  ۱۰  مولاريليم  ۱۵۵  ب ي ترک  با  زيل

  داشت.  تلومر يبرا   )۹۹Efficiency=،  %۶/۹۹=2R(%  و  36B4  در )۱۰۳Efficiency=،  %۷/۹۹=2R(%  يبهتر PCR ييکارا زانيم و )=DNA )۷/۶%CV تيکم
  از  DNA  استخراج   در  را عملکرد  نيمؤثرتر  ،EDTA  مولار يليم ۵  و  KHCO3  مولاريليم  NH4Cl،  ۱۰  مولاريليم  ۱۵۵  ب يترک  با   زيل  بافر   : گيرينتيجه   و   بحث
  شود.  استفاده  هايي کارآزما در تواند يم  شتري ب مطالعات توسط  يينها  دييتأ  از پس  خود، نه يبه عملکرد   با  بافر  ني ا داشت.  تلومر  مطالعه جهت منجمد  خون  يهانمونه 

 تلومر  طول   قرمز، گلبول زکنندهيل بافر ،PCR ييکارا منجمد، خون ،DNA استخراج ها:کليدواژه 
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  مقدمه

 يهاهيآرا   از  متشکل  يني بونوکلئوپروتئير  ي ساختارها  تلومرها
  که  هستند   کروموزوم  ي انتها  در  TTAGGG يتوال  از   هم  سر  پشت 

  ند کنيم  ي ريجلوگ  ي همانندساز  طول   در   DNA  شدن   کوتاه  از
  يبينوترک  ،ي ا هسته   ب يتخر   برابر  در  ژنوم  از  تلومرها  .)۱,۲(
  طول   .کننديم  محافظت   يکروموزوم  نيب  يهمجوش  و  ي رضروريغ

  با  ،دارد   ي ريپ   نديفرآ  و  هاسلول   ي بقا  در  يمهم  اريبس  نقش   تلومرها

 
   راني ا تهران،  ،ياسلام آزاد دانشگاه قات،يتحق و  علوم  واحد ،يشناخت علوم  گروه  ، يميوشيب ارشد ي کارشناس ي دانشجو  ١
 ران يا تهران، ، ياسلام آزاد  دانشگاه قات، يتحق و  علوم  واحد  ،يشناخت علوم   گروه  ،يميوشيب ار ياستاد ٢
 مسئول)  سندهي(نو راني ا ز،ي تبر ز،ي تبر  يپزشک  علوم  دانشگاه  ،ييدارو ز يآنال قات يتحق مرکز  ،ييدارو علوم  ار ي استاد ٣

  حد  به  تلومرها  يوقت  .شونديم  ترکوتاه   تلومرها  ،يسلول  ميتقس  بار  هر
  يسلول  ي ريپ   نام  به  ي ا مرحله   وارد  هاسلول   شوند،ي م  کوتاه  يبحران

)senescence(  ستندين  م يتقس  به  قادر   گر ي د  آن  در  که  شوندي م .  
  و، يداتياکس  استرس   يتجمع  بار  کننده   منعکس   تلومر   شدن   کوتاه
  ک ي  عنوان  به  تلومر  طول  رو،  نيا   از  .)۳(  است   يکيمکان  و  يالتهاب

 استشده  يمعرف  سن  ش يافزا   و  هاي ماريب   انواع  ي برا   يستيز  نشانگر



 ۱۴۰۳ تير ،۴ شماره ،۳۵ دوره  پزشکي   علوم مطالعات مجله
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  هاي ماريب   از  ي اريبس   درمان  و  ي ريپ   درک   ي برا   تلومرها  ي مطالعه  و
  .)۴,۵( است  مهم

  بالا  ت يفيک   با  DNA  وجود   ،DNA  با  مرتبط   ش يآزما  هر   ي برا 
  شامل  ک ينوکلئ  دياس  ي جداساز  ي معمول  پروتکل  کي  است.  ي ضرور

  يمختلف  ي هات يک  .)۶(  است   کينوکلئ   دي اس  صيتخل   و  رسوب   ز، يل
 يمحدود اريبس تعداد اما دارند  وجود خون از DNA استخراج ي برا 
  ف يط  هستند.  منجمد   خون  از  DNA  استخراج  مناسب   آنها  از

  استفاده   تلومر   مطالعات  در  DNA استخراج  ي هاروش   از  ي ا گسترده 
  بر   تواندي م  مختلف  ي هاروش  دهند يم  نشان   که  است   شده

  که  يروش  افتني  باشد.  رگذاري تأث  تلومر   ينسب  طول  ي ريگاندازه
  از  شود   حفظ  تلومر   طول  تا  کند  وارد   DNA  به  را   ب يآس  ن يکمتر

  .)۷,۸( است  برخوردار ييبالا ت ياهم
  زي ل  مختلف  ي بافرها  از  خون،  ي هانمونه   از  DNA  استخراج  ي برا 
  نيا   .باشندي م  م يآنز  اي  نمک   نده،ي شو  مواد   ي حاو  که   شودي م  استفاده

 که   شونديم  شامل  زي ن  را   EDTA  مانند  کننده  شلات  عوامل  بافرها
  مولکول   مثبت   بار  از   استفاده   . کنندي م  کمک  DNA  ت يتثب   به

CTABبه   منجر  استخراج،  بافر  به  نمک   ي بالا  غلظت   افزودن   و   ١  
  .شودي م  آن  از  هان يپروتئ  و  هاد يپ يل   جداشدن  و  DNA  ساختار  حفظ

  شده   استخراج  DNA  خلوص   و   ت يف يک  بهبود   باعث   ند يفرا   نيا 
  .)۹,۱۰( شوديم

  مقدار  توانيم  آن  توسط  که  است   يروش  qPCR  ک يتکن
  يبررس  ي برا   و  کرد  نييتع  واکنش   ي لحظه  هر  در  در  را   PCR  محصول

  که  است   نيا   qPCR  ي هات يمز  جمله  از  است.  دي مف  ار يبس  ژن   انيب
  ست ين  يمتک  الکتروفورز  جمله  از  دست   نييپا  ي هاليتحل  و  هيتجز  به
  نيا  کند.يم فراهم همزمان طور به را   هدف نيچند يابيارز امکان و

  جفت   ک ي  به  که  باشد  TaqMan PCR  بر   يمبتن  توانديم  کيتکن
  و   گزارشگر  فلورسنت   رنگ  با   ي ديگونوکلئوت يال  پروب   ک ي  و   مريپرا 

  استفاده مطالعه نيا  در  که گريد  روش دارد.  ازين  کننده خاموش کي
  تازه  ي دورشته  به  رنگ  نيا   باشد.يم  SYBR Green  بر  يمبتن  شده
  ک يتکن  کند.يم  جاديا   فلورسانس   و  شوديم  متصل  DNA  شده  سنتز
PCR،  ي اديز   ريمقاد   ديتول   و  صيتشخ  امکان  DNA   يم  فراهم  را -

  مطالعات  انجام  ي برا   محققان   توسط  گسترده  طور   به  ک يتکن  نيا   ند.ک
  گسترده   استفاده  ليدل   به   شود.يم  استفاده   ده ي چيپ   يژنوم  و  يکم
  را يز است  مهم اريبس  آن بازده در گذار ريتأث عوامل کردن نهيبه آن،

  ح، يصح   ي هاليتحل  و   هيتجز  ي کننده  محدود   عوامل  جمله  از
  . )۱۱( است  DNA ي نمونه همراه مانده يباق ي هايآلودگ
  در  است   ممکن   DNA  استخراج  در   استفاده   مورد  بات يترک 

  بات، يترک   نيا   شوند.  اختلال  موجب   PCR  مانند  يمهم  ي ندهايفرآ
  شامل  شوند،ي م  شناخته  PCR  ي هابازدارنده   عنوان  به  که

  که   هستند   ن يهموگلوب   و   IgG٣  ،EDTA٢  ،يوني  ي هابازدارنده
  نيا   .)۱۲,۱۳(  دارند  PCR  در  DNA  ر يتکث   ي رو  بر   يمختلف  راتيأثت

  DNA  افتهيريتکث   ي هايتوال  در   اختلال   جاد يا   با  توانند يم  بات يترک
  ق يدق  يابيارز   ي برا   بگذارند.  ر يتأث   زي ن  تلومر   طول محاسبات   بر  هدف

  qPCR  کيتکن   از  ،PCR  عملکرد  بر  ماندهي باق  باتيترک   نيا   ريتأث
  و   هيتجز  ت يقابل  و  بالا  صيتشخ  قدرت  کيتکن  نيا   که  شد  استفاده

داده   ليتحل   و  هيتجز   ي هاروش  اکثر  .)۱۴(  داراست   را   ق يدق  ليتحل
  ي برا   PCR  نراندما  که  رند يگيم  ن يا   بر  را   فرض   PCR  ي اه

  هاروش  يبعض  مورد   در   ي حت  ا ي  ثابت   نظر  مورد  ) کونيآمپل(  محصولات
  باعث   نمونه  نيا   ي سازق يرق  حال،  نيا   با  .است   )۱۰۰درصد(  ۲  با  برابر

  در  و  شوديم  PCR  واکنش   بر  آن  اثر  کاهش  و  يآلودگ  شدن  قيرق
 دهد يم  ش يافزا   ي سازرقت   مرحله  هر  با  را   PCR  راندمان  جهينت
  خون   ي هانمونه  در  تلومر  ي رو  بر   مطالعه  ت ياهم  به  توجه   با  .)۱۵(

  گلبول  زيل  مختلف بافر شش  سهيمقا حاضر مطالعه از هدف منجمد،
  يمنحن  ،qPCR  ي هاداده  از  استفاده   با  DNA  استخراج  در  قرمز

  بود.  PCR عملکرد نييتع ب يضر  و واکنش  بازده استاندارد،
  

  کار روش و مواد
  شد  استفاده  استخراج   ي برا   بافر  شش   از  ،يتجرب  مطالعه  نيا   در

  مورد   شيميايي  مواد  تمام  .است   آمده  ۱  جدول  در  هاآن  مشخصات  که
  Merck  شركت   از  شده،اشاره  موارد  در  جز  ،تحقيق  اين  در  استفاده

  سال   در  مطالعه  نيا   در   شده  يبررس  يخون  ي هانمونه  . شد  تهيه  آلمان
-IR  اخلاق  کد  تحت   کنندگانشرکت   از  آگاهانه  ت يرضا  اخذ  با  ۱۳۹۶

NIMAD-REC-1396-032   ۹۵۷۶۶۷  يقاتيتحق   طرح  قالب   در  
  ي آورجمع   ران يا   يپزشک  علوم   قات يتحق  توسعه  يمل  موسسه  مصوب

  در   - ºc۲۰  خچالي  در   EDTA  ي دارا   CBC  يومي وک  ي هالوله  در   و
  نيا   در   بودند.  شده  رهيذخ  هير  ي هاي ماريب  و  سل  قاتي تحق  مرکز

  و  سالم  مردان  از  نفر  ۲۰  منجمد  خون  يهانمونه  از  مطالعه
  شد. استفاده  ي گاري سريغ

 DNA استخراج در  استفاده مورد  ي بافرها باتيترک و مشخصات ):۱( جدول
  منابع  بافرها* باتيترک  بافرها 

  )EDTA  )۱۶ مولاريليم 3KHCO، ۵ مولار يليم  Cl4NH، ۱۰ مولاريليم ۱۵۵  ۱ بافر
  )EDTA  )۱۷ مولار يليم 3NaHCO، ۵ مولار يليم  Cl4NH، ۱۰ مولاريليم ۱۵۵  ۲ بافر

 
1 Cetyltrimethylammonium bromide 
2 Ethylenediaminetetraacetic acid 

3 Immunoglobulin G 



 همکاران  و هريسچی عليرضا  qPCR روش به تلومر طول  سنجش در منجمد خون نمونه¬هاي از ژنومي DNA استخراج بر قرمز گلبول ليزکننده بافر چند اثر مقايسه
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  منابع  بافرها* باتيترک  بافرها 
  )١٦( افتهيرييتغ  EDTA مولار يليم  HCl-Tris ۶/۷ pH، ۵ مولار يليم  Cl4NH، ۱۰ مولاريليم ۱۵۵  ۳ بافر
 )Tris-HCl ۶/۷ pH )۱۸ مولار ي ليم ۱۰  ۴ بافر

  )EDTA  )۱۸ مولاريليم Tris-HCl ۶/۷ pH، ۱۰ مولار ي ليم ۱۰  ۵ بافر
  )١٠( افتهيرييتغ  KCl مولاريليم Tris-HCl ۶/۷ pH، ۱۰ مولار ي ليم ۱۰  ۶ بافر

  اند.شده ميتنظ pH ۶/۷ به بافرها يتمام * 
  

 ExcelTaq™ 2X  از:   عبارتند  qPCR  ي برا   استفاده  مورد  مواد

Q-PCR Master Mix (SYBR, no ROX)  )SMOBIO, 

Taiwan ،(   36  و  تلومر   مر يپراB4   به)   و   )ري ز  ي هايتوال  شرح  gDNA  
  ر يز  شرح  به  که  )Zist Fanavari Pishgam, Iran(  الگو  عنوان  به
  : )۱۹,۲۰( باشديم

Tel(F): 

5`CGGTTTGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTTGGG

TTTGGGTT3` 
Tel(R): 

5`GGCTTGCCTTACCCTTACCCTTACCCTTACC

CTTACCCT3`  
36B4(F): 

5`CAGCAAGTGGGAAGGTGTAATCC3` 
36B4(R): 

5`CCCATTCTATCATCAACGGGTACAA3`  
  : DNA استخراج
  ذوب  قهي دق  ۱۵ مدت  به  اتاق  ي دما  در   منجمد   خون  ي هانمونه

 يي هاتفاوت  است   ممکن  افراد  خون  ي هانمونه  نيب که  ييآنجا  از  شد.
  کردن   مخلوط  با  کنواخت ي  و  کدست ي   نمونه  کي  باشد،  داشته  وجود
  منتسب   جهينت   تا  شد   هيته  mL۵۰  فالکون  يک   در  مختلف  ي هانمونه

  مخلوط   نمونه  از  تري کروليم  ۳۰۰  انتقال  با  نباشد.  خون   ي نمونه  کي  به
  ز يل   بافر  هر   از  تر ي ل  يليم   ۱ ،ي تري ل  يليم   ۲ وبي تکرويم  ک ي  به  شده

  به  هانمونه  و  شد   اضافه  )۱  (جدول  )RBC(  خون  قرمز  ي هاگلبول
  قه يدق  نج پ  مدت   به   g۶۰۰۰  در  و  شدند   مخلوط  بافرها  با  همراه  يآرام

  دادن   دست   از   بدون  ييرو  ع يما  وژ، ي في سانتر  از   پس   شدند.   وژ يف يسانتر
  از  پس   شد.  تکرار   بار   سه  روش  نيا   شد.  انداخته   دور  )pellet(  پلت 

  مولار يليم  ۲۰(  شستشو  بافر  µL۵۰۰  با  بار  کي  پلت   وژ،يف يسانتر
Tris-HCl  ۶/۷pH)  ز ي ل  بافر   تا  شد   شسته  RBC  حذف   مانده ي باق  

  قه يدق  ۵ مدت  به  g۶۰۰۰  در   گر يد کباري  شدن   شسته  از   بعد  و   شود
  شدن  حل  ي برا   .شد  انداخته  دور  ييرو   عيما  سپس   شد،  وژيف يسانتر
  NaCl ،  ۱۰۰  مولار يليم   CTAB  )۴/۱  بافر   تر يکرول يم   ۵۰۰  در   پلت 

  ۲%  و  EDTA  مولار يليم  Tris-HCl  ۶/۷  pH،  ۲۰  مولاريليم

CTAB (  کردن   پت ي پ  از  )pipetting(   ي دما  در   سپس   و   شد   استفاده  
  طول   در   شد.  ه داد  حرارت  ساعت   کي  مدت   به   گراديسانت   درجه  ۶۵

  کلروفرم   µL۲۰۰  سپس   شدند.   هداد  تکان  بار  چند  هانمونه  مدت،  نيا 
  ي ري ش مخلوط تا شدداده تکان يخوب به و کرده اضافه هانمونه به را 

  داده   انتقال   وژ يف يسانتر  به  هانمونه  نيا   سپس   رد.ي بگ  خود  به  يرنگ
  ييرو   عيما  ).c۲۱°  ي دما  در   g۱۶۸۰۰  دور  و  قهي دق  ۱۰  مدت  (به  شد

 از   ي مساو  حجم  به  شد.  تکرار  کلروفرم  از  گريد  کباري  زدن  با  همراه
  ديجد  ي هاوبيکروت يم  به  DNA  ي حاو  شده  منتقل  محلول

  وژ يف يسانتر  از  استفاده   با  و  کند   رسوب  DNA  تا  شد   اضافه  زوپرپانول يا 
  ته  به  c۴(  DNA°  ي دما  در  g۱۶۸۰۰  دور  و  قهيدق  ۵  مدت  (به

  از  را   رسوب   ي بالا  در  موجود  زوپروپانوليا   چسبد.يم  وب ي کروتيم
  هاوبيکروتيم  به   ۷۰درصد  اتانول  آن   از   پس   و   کرده  خارج   وب ي کروتيم

  کبار ي  سپس   م)يدهيم  زمان  آن   به  قهي دق  ۱۰  مدت  (به  شد   منتقل
  ي دما  در  g۱۶۸۰۰  دور  و  قهي دق  ۵  مدت  به(  وژي فيسانتر  هانمونه  گريد

ºc۴(   .کرده   خارج   را   رسوب   ي بالا  در   موجود   ۷۰درصد   اتانول   شدند  
  اضافه DNA شدن  خشک  از بعد  زهيون يد  آب  µL۲۰ آن  به آخر  ودر
  شد.

  : DNA تيفيک و تيکم سنجش
 ي فيک  و  يکم  ي ريگاندازه  ي برا   نانودراپ  از  مطالعه،  نيا   در
DNA  ق يدق  و  عي سر  صورتبه  است   قادر  نانودراپ  .شد  استفاده  
  )تريکرول ي م  چند  (فقط  کم  اريبس  نمونه   حجم   با  را   DNA  غلظت 
  به  از ين   بدون  تا   دهديم  امکان   ما  به  ي ژگيو  ن يا   کند.   ي ريگاندازه

  نانودراپ   .ميابي  دست   از ين  مورد  جينتا  به  بزرگ،  ي هانمونه  ي سازق يرق
  را  ۲۳۰/۲۶۰ و ۲۸۰/۲۶۰ جذب نسبت  غلظت، ي ريگاندازه بر علاوه

  ت يف يک تا کننديم کمک ما به هانسبت  نيا  که کندي م محاسبه زين
DNA  به  از ين  نانودراپ   از   استفاده  .ميکن   يابيارز  را   آن   خلوص   و  

  قابل  پژوهشگران  توسط  يراحت  به  و  ندارد  برزمان  و  دهيچيپ   زاتيتجه
  ز ين   گريد   روش   ن يندچ  ن، يگزيجا  ي هاروش   مورد   در   است.  استفاده

  به  تواني م  که  دارد  وجود  DNA  يفي ک  و  ي کم  ي ريگاندازه  ي برا 
  زيآنال  از  خاص   نوع  کي  نيا   کرد.  اشاره  ت يوب يک   فلورومتر  روش

  DNA  ت يکم  نييتع  ي برا   ت يوبي ک  ابزار  از  آن  در  که  است   ي فلورومتر
  کم  غلظت   با  DNA  ي هانمونه  ي برا   روش   ن يا   .شودي م  استفاده
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  استفاده   ز ين   آگارز  ژل  الکتروفورز   روش   از   مطالعه،  نيا   در   است.  کارآمد
  ي برا   ژل   س يماتر   کي  قيطر   از  DNA  ي هانمونه   آن  در  که  است   شده

  توانديم  روش  نيا   .کننديم  عبور  اندازه  اساس  بر  هاآن  ي جداساز
  ن يتخم  ي برا   ن يهمچن  و   دهد  ارائه  را   DNA  يکپارچگي  يفيک  يابيارز

  مورد   استاندارد  نردبان  ک ي  با  باندها  شدت  سهيمقا  با  DNA  غلظت 
  . ردي گ قرار استفاده
  مدل  نانودراپ  توسط  شده  استخراج   DNA  ت يف يک  و  ت يکم

NanoDrop™ One/OneC Microvolume UV-Vis 

Spectrophotometer  )ThermoFisher Scientific, USA(  
  مورد   ۲۶۰A/ ۲۳۰  و  ۲۸۰/۲۶۰A  يجذب  ي ها نسبت   شد.  يابيارز

  يخوب  ت يف يک  ۹/۱  و  ۱/ ۸  نيب   ۲۸۰/۲۶۰A  نسبت   گرفت.  قرار  يبررس
  با  RNA  و  نيپروتئ  ي هاي آلودگ  .شودي م  گرفته  نظر  در  DNA  ي برا 

  ي برا   شد.  ن ييتع  نانومتر  ۲۸۰  و  ۲۶۰  در  جذب  نسبت   از  استفاده
  ه يثانو  اريمع  عنوان   به  ۲۳۰/۲۶۰A  نسبت   از  ، DNA  خلوص   نييتع

  .)۲۱,۲۲(  شد  گرفته  نظر  در  خالص  ۲- ۲/۲  نسبت   و  شد  استفاده
  تر ي کروليم  ۵  شد.  يبررس  ورزالکتروف  ژل  با  gDNA  يکپارچگي

gDNA  ۱درصد  الکتروفورز   ژل  ي ساز  آماده  ي ا بر  شده،   استخراج  
  گرم   Tris،  ۵/۵  گرم   TBE  )۸/۱۰  بافر  تر ي ل  يليم   ۱۰۰  در  آگارز

  تر ي کروليم  ۱  سپس   و  شده   حل  ) EDTA  گرم   ۹۳/۰  و   دي اس  کيبور
safe-stain  بافر  ي حاو  الکتروفورز  دستگاه  تانک  .دي گرد  اضافه  آن  به  

TBE  ت يف يک  ان، يجر  ي برقرار  ساعت   مين   از  پس   و   بوده  DNA  با  
  شد. يبررس UV نور از استفاده
 : qPCR انجام مراحل
  عنوان  به  36B4  مرجع  ژن  انتخاب   تلومر،  طول  محاسبه  ي برا 
  DNA  غلظت   .)۲۳(دارد  ت ياهم  qPCR  ج ينتا  در  سازنرمال   فاکتور

  غلظت   سه  ي برا   و   شده  شروع  ng/µL(  ۱۵(  از   qPCR  انجام  ي برا 
 يهاحجم  واکنش   هر  ي برا   اند.شده   ق يرق  برابر   ۱۰  ب يترت   به  گريد

DNA   ،ي مرهاي پرا   الگو  )F(  و  )R(  و   ۱  ، ۳  ب يترت   به  کس يمسترم   و  
  ۱۰  واکنش  حجم ،۳۵ کل، يس تعداد شد. درنظرگرفته  کرومولاري م ۵
  : شد ميتنظ  ري ز برنامه طبق   کليس هر  زمان و  دما و کرومولاريم

  :36B4 ي برا  هاچرخه طيشرا 
 denaturation ي برا  گراد ي سانت درجه  ۹۵ ي دما  در  هيثان ۱۵
 annealing ي برا  گرادي سانت درجه ۶۰ در  هيثان ۳۰
 extension ي برا  گرادي سانت درجه ۷۲  در  هيثان ۳۰

 melt curve ي برا  گرادي سانت درجه ۹۵  در  هيثان ۱۵
 تلومر:  ي برا  هاچرخه طيشرا 
 denaturation ي برا  گراد ي سانت درجه  ۹۵ ي دما  در  هيثان ۱۵
 annealing ي برا  گرادي سانت درجه ۶۵ در  هيثان ۱۵
  extension ي برا  گرادي سانت درجه ۷۲  در  هيثان ۱۵
  melt curve ي برا  گرادي سانت درجه ۹۵  در  هيثان ۱۵

  : يآمار زيآنال
  زي آنال  با   يجذب  ي هانسبت   و   DNA  ت يکم  ي هاداده  ي سهيمقا

One-way ANOVA  تست   و  Tukey   افزار نرم  در  GraphPad 

Prism v10   را   خط   معادله  بافرها  از   کيهر   ي برا   است.  گرفته  انجام  
  ييکارا  زانيم  خط ب يش از  استفاده با و  درآورده يخط ون يرگرس  در
-)Efficiency = (10  ميکرد  حساب  بافرها  از  کيهر  ي برا   را 

1/slope)-1)*100.   درصد   بافر،  عملکرد  ي ري تکرارپذ  نييتع  جهت  
 .دي گرد ن ييتع DNA  ت يکم ي برا  )%CV( راتيي تغ ب يضر
  

  هايافته
  به  RBC  زي ل  مختلف   بافر  ۶  توسط  خون  از  DNA  استخراج

  نيا   در   شد.  داده   قرار  استفاده   مورد   تکرار  ۳  در   CTAB  بافر   همراه
  توسط  DNA  استخراج  طول  در  بافرها  از  کيهر  عملکرد  مطالعه
  (جدول   ۲۸۰/۲۶۰A،۰۳۲ /۲۶۰A  نسبت   شده،   استخراج   DNA  مقدار

  )Efficiency(  ييکارا   زاني م  و   نانودراپ   دستگاه   از   استفاده  با  )۲
  گرفت. قرار  يابيارز مورد )۳ (شکل qPCR در هاآن

  ۶  شماره  بافر   DNA  استخراج  يط  در   ، ۲  جدول   به  باتوجه
  را   )درصد۲۲ /۷۱(  CV  و  )DNA  )ng/µL  ۰۱/۳۶۱  ت يکم   نيشتر يب

  در   تنوع   زاني م  CV  است.  داشته  RBC  زي ل  ي بافرها  با  سهيمقا  در
  انحراف   )CV(  راتييتغ  ب يضر  دهد.يم  نشان  را   آزمون  کي  جينتا
  )CV(% درصد با که دهديم نشان ما به را  نيانگ يم بر ميتقس اريمع

  درصد   ۳۰  از  کمتر   ۱۰۰CV= (SD/Mean)*.  CV  شوديم  انيب
  ng/µL(  با  ۱  شماره   بافر  ن يب  نيا   در  .)۲۴,۲۵(  است   قبول  قابل
  ي ري تکرارپذ  نظر  از  را   عملکرد   نيبهتر   )۷/۶درصد(  CV و  ) ۸۳/۲۵۱

  نسبت   نيانگيم  از  يقبول  قابل  محدوده  بافرها  يتمام   است.داشته
)۵۷۰ /۰P=(  ۲۸۰/۲۶۰A  و  )۳۵۶/۰P=(  ۲۳۰/۲۶۰A   به  ازخود  را  

  شده   استخراج  ي ها  gDNA  از  آگارز  ژل  الکتروفورز  در  اند.گذاشته  جا
  ). ۱ شکل( نشد  دهيد  )smear( يخردشدگ گونهچ يه بافرها توسط

 مختلف  ي بافرها توسط )%CV( راتييتغ ب يضر و  شده استخراج DNA  ت يکم خلوص، نيانگ يم ):۲( دولج
  ۲۳۰/۲۶۰A نسبت  نياگيم  ۲۸۰/۲۶۰A نسبت ن يانگيم  %CV راتييتغ بيضر  )DNA )ng/µL تي کم ن يانگيم  بافر 
۱  ۸۳/۲۵۱  ۷/۶  ۸۶/۱  ۲۰/۲  
۲  ۲۸/۲۳۷  ۰۱/۲۰  ۸۷/۱  ۳۷/۲  
۳  ۲۲/۲۶۵  ۳۲/۲۱  ۸۷/۱  ۳۴/۲  
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  ۲۳۰/۲۶۰A نسبت  نياگيم  ۲۸۰/۲۶۰A نسبت ن يانگيم  %CV راتييتغ بيضر  )DNA )ng/µL تي کم ن يانگيم  بافر 
۴  ۱۸/۳۳۱  ۵۴/۸  ۸۷/۱  ۳۳/۲  
۵  ۸۸/۳۲۶  ۰۲/۲۶  ۸۸/۱  ۳۵/۲  
۶  ۰۱/۳۶۱  ۷۱/۲۲  ۸۷/۱  ۲۶/۲  

  پس  .RBC  زي ل مختلف  ي افرهاب و بافر CTAB روش  از استفاده با منجمد خون ي هانمونه از شده  استخراج gDNA  ژل  الکتروفورز ):۱شکل(
  DNA ي باندها در يتوجه قابل ي ه يتجز چ يه و  گرفتند قرار هي تجز بدون و کامل صورت  به  ژل  در DNA ي باندها ،يکيالکتر  انيجر اعمال از

  .نشد مشاهده
 

  هاداده  ز ي آنال  از  قبل   )Melting Curve(  ذوب  يمنحن  نمودار 
  آمد  دست   به  36B4 cDNA  و  تلومر  ي مرهايپرا   از  کدامهر  ي برا 
  مورد  ژن به مربوط پيک صحت  هامنحني اين بررسي با و )۲ شکل(

 يي کارا   زاني م  محاسبه  .گرديد  تأييد  دايمر  پرايمر  فقدان  و  نظر
)Efficiency(  qPCR   36  و   تلومر  ي براB4 cDNA  از  استفاده   با  

  GraphPad Prism  افزار نرم  در  Simple linear regression  ز يآنال
  ). ۳ شکل( گرفت  صورت

  
  (ب)  (الف)

    
  ش يآزما انجام از پس  باشد.يم 36B4 cDNA  به مربوط (ب) تلومر،  به مربوط (الف) که )Melting Curve( ذوب  يمنحن نمودار ).۲( شکل

PCR شروع  و melt curve، جينتا نيا  اند.گرفته  شکل مريپرا   دو هر ي برا  گريکدي با تداخل بدون و قله تک صورت به هاک يپ که داد  نشان جي نتا  
  عنوان به روش نيا  از و اندافته ي دست  آن فاز راتيي تغ و DNA يابيارز ي برا  ازين مورد  صحت  و دقت   به melt curve ي هاک يپ که دهديم نشان

  . دش تفادهاس DNA ليتحل در  مؤثر  ابزار کي
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  (ب) (الف)

  که RBC  زي ل ي بافرها از کيهر ي برا  GraphPad Prism افزارنرم در يخط ون يرگرس  زي آنال با آمده دست  به استاندارد يمنحن ):۳( شکل
  شماره بافر که شد محاسبه واکنش  ييکارا  زانيم  خط ب يش از استفاده با .باشديم 36B4 cDNA مربوط  (ب) و  تلومر ي مرهايپرا   به مربوط (الف)

  است. داشته يقبول قابل 2R و ييکارا  زاني م ۱
  

 يهاواکنش  ي برا  درصد  ۱۱۰ تا  ۹۰ ن يب واکنش  ر يمقاد يبازده
qPCR  2(  نييتع  ب يضر  .)۲۶(  شوديم  گرفته  نظر  در  قبول  قابلR،(  

  ارائه  مدل  ک ي  برازش   بودن   خوب   مورد   در   ياطلاعات  که  است   ي اريمع
  نشان  که  است   ي آمار  اريمع  ک ي  نيا   ون، ي رگرس  نه يزم   در  دهد.يم
 . کنديم  ب يتقر  يواقع  ي هادهدا   به  چقدر  ونيرگرس  خط  دهديم

  ار يمع  بالاتر  نييتع  ب يضر  به  توجه  با  qPCR  ييکارا   زاني م  نيبنابرا 
 شکل  به  توجه  با  .باشديم  DNA  استخراج  ي برا   مناسب   بافر  انتخاب

  Efficiency  و  )۶/۹۹درصد(  2R  با  تلومر  ي برا   ۱  شماره  بافر  ،۳
  Efficiency  و  )۹۹/ ۷درصد(  cDNA 36B4،  2R  ي برا   و  )درصد۹۹(

  گر ي د  با  سه يمقا  در  را   عملکرد  نيبهتر   )درصد۱۰۳(  ۱۰۰  به   کينزد
  است.  داشته بافرها
  يري گ يجهنت و بحث

  ييبالا  ت ياهم  از  شده   ره ي ذخ  منجمد  يخون  ي هانمونه 
  استخراج   ي برا   ي معتبر  منابع   تواننديم  هانمونه   ن يا   را ي ز  برخوردارند 

DNA  .ي برا   ارزشمند   منبع   کي  عنوان  به  معمولاً   هانمونه  نيا   باشند  
  ت ياهم   از  .رنديگي م  قرار  استفاده  مورد  يمولکول  و  يکيژنت  ي هاليتحل

  مانند  يکي ژنت ي هال يتحل به توانيم هانمونه  نيا  از  DNA  استخراج
PCR ،  يکيژنت  ي هاانت يوار  مطالعه  و   نگ يپ يژنوت  نگ، يکوئنس يس،  

  ارتباط   يبررس  ،يکيژنت  ي هاي ماري ب  ص يتشخ  مانند  يپزشک  قاتيتحق
  ي هانمونه  کرد.   اشاره  ي ماريب   ينيبش يپ  و  هاي ماريب   و  کيژنت   نيب

  منبع   کي  عنوان  به  تلومر  طول  به   مربوط  مطالعات  در منجمد  خون
  باشد.يم  استفاده  قابل  هاي ماري ب  از   يبرخ  يبررس  و  ق يتحق  ي برا 

  منجمد   يخون  ي هانمونه   از  DNA  استخراج   و   ي نگهدار  ن،يبنابرا 
 .)۲۹–۲۶( است  برخوردار ييبالا ت ياهم از شده  رهيذخ

 يدارا   DNA استخراج ي برا  منجمد خون ي هانمونه  از استفاده
  منجمد   خون  ي هانمونه  است.  ي متعدد  ي ها چالش   و  هات يمحدود
  يشکستگ به منجر و شوند ب يتخر دچار زمان طول در است  ممکن
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  DNA  کمتر   د يتول  به  منجر   توانديم  ن يا   شود.   DNA  ي هامولکول  در
  يدست نييپا ي کاربردها بر توانديم که شود DNA نييپا ت يفيک و

  ممکن   منجمد   خون  ي هانمونه  بگذارد.  ري تأث  يابي  يتوال  و   PCR  مانند
  به  باشند،   داشته  DNA  استخراج  ي برا   ي محدود  نمونه  حجم  است 

-يم  نيا   باشد.  شده  ميتقس   متعدد  ي زهايآنال  ي برا   نمونه  اگر  خصوص 
  ي کاربردها  ي برا   يکاف  DNA  آوردن   دست   به  در  را   يچالش  تواند

  .)۲۷,۳۰( کند  جاديا  يدست نييپا
  را   )۱  (جدول  مختلف  RBC زيل  بافر  ۶  عملکرد  مطالعه  نيا   در

  م يشد  متوجه  و  ميکرد   سهيمقا  هم  با  DNA مقدار  و  خلوص   نظر  از
  )KCl  مولار يليم  Tris-Hcl  ۶ /۷  pH ،  ۱۰  مولاريليم   ۱۰(  ۶  بافر  که

  ۱  بافر  و   )%CV(  بزرگتر   راتيي تغ  ب يضر   يول  شتريب  DNA  مقدار
  ب يضر   )KCl  مولار يليم   Tris-Hcl  ۶/۷  pH،  ۱۰  مولار يليم  ۱۰(

  . ندکرد جاد يا  را  )%CV( ي کمتر راتييتغ

  شده  مشاهده  ي هاتفاوت  مسئول  بافرها  مختلف  ييايميش  ب يترک
  با  )ليمت  يدروکسي (ه  متان  نويآم   کي  س يتر  است.  آنها  عملکرد  در

  کي  و  الکل  سه  ي دارا   که  است   )2CNH3)2HOCH  يمولکول  فرمول 
  عمل  ۹pH تا  ۷pH در  مؤثر  بافر  در  و  است   ۸pKa/ ۱  با  نيآم  گروه

  باز  از   مخلوط  کي ،HCl  از  استفاده   با  و   ۸  به   pH ميتنظ  با  کند.يم
  که  شوديم  ليتشک  بافر  عنوان  به  مزدوجش   دياس  و   فيضع

  يسلول  ي غشا  ي ختگيگس  عث با  نيا   کند.يم  شتر يب  را   غشا  ي رينفوذپذ 
  و   کنديم  ر يي تغ  pH  شوند،يم  آزاد  يتوپلاسمي س  مواد  شود،يم
  قرار  ريتأث  تحت   کينوکلئ  دياس  مانند  يستيز  ي هامولکول   ي داريپا
  در  ياتيح  نقش   ط،يشرا   نيا   در  Tris-HCl  بافر  ،نيبنابرا   .رنديگيم

 به   مطالعه،  نيا   ي بافرها  تمام  .)۳۱(  کند يم  فايا   محلول  pH  حفظ
  ). ۱ (جدول بودند Tris-HCl  ي حاو ،۲  و ۱ ي بافرها جز

  ري نفوذپذ  Cl4NH  به  نسبت   ي مؤثر  طور  به  RBC  ي غشاها
  آنها ي دهايکلوئ  نامتعادل ي اسمز فشار ليدل  به يسلول ز يل  و هستند

  م، يکرد  ز ي آنال  ما   که  ييبافرها  تمام   انيم   در  .)۳۲,۳۳(  دهد يم  رخ
  و   3KHCO  کنار  در  که  بودند  Cl4NH  ي حاو  ۲  و  ۱  ي بافرها

3NaHCO 3 انتشار ليدل به ).۱  (جدول کنندي م کار ب يترت بهNH  
  مبدل   ليدل   به  3HCO  و  Cl  نيب  ييغشا  تبادل  غشاء،  سراسر  در

3HCO/Cl يم اتفاق ها)ت يلکوس  ي رو نه (و قرمز  ي هاگلبول ي رو -
-يم  سلول  وارد  ميپتاس  ي هاکانال  قيطر  از  K+  ن،يا   بر  علاوه  فتد.ا 

  هاسلول  که  يزمان  تا  شود يم  ي اسمز  فشار  ش يافزا   به   منجر  ن يا   ود.ش
  . )۳۴,۳۵( شوند  منفجر آب  هجوم از

  ييتوانا  نمک   و   هادترجنت   ب يترک   که  است   شده   گزارش
  مانند  ييهانمک را ي ز دهد يم ش يافزا  هاسلول در را  DNA استخراج

KCl ت يتقو   را   ي سلول  زي ل  که  کند يم  جاديا   ک يپوتوني ه  طيمح   کي  
  ).۱  (جدول است  KCl ي دارا   ۱ شماره  بافر .)۳۶( کنديم

EDTA  ز يل  ي بافرها  در  مهم  ييايم يش  مواد  از  گريد  يکي  RBC  
  ه يتجز به قادر RNase  و DNase مانند ييهاميآنز سلول، در است.

DNA  .افزودن  با  هستند  EDTA   استخراج  محلول   به  DNA ،  
  باشنديم نوکلئازها ي کوفاکتورها که 2Ca+ و 2Mg+ دمانن ييهاون ي
  DNA  به  هاميآنز  رساندن  ب يآس  از  و  کرد  شلات  توانيم  را 

  ليتشک   از  ي ريجلوگ  با  توانديم  ن يهمچن  EDTA  . کرد  ي ريجلوگ
  ب يآس   DNA  ي هامولکول   به  تواننديم  که  ژنياکس  فعال  ي هاگونه

  DNA  يکپارچگي  جه ينت  در  کند.   کمک   DNA  ت يتثب   به  برسانند،
  ۵  و  ۳،۲،۱  شماره   ي بافرها  .)۳۷,۳۸(  .شوديم  حفظ  شده   استخراج

  ).۱  (جدول باشند يم EDTA ي دارا 
CTAB  زي آبگر  دم  ي دارا   که  است   يوني کات  ندهي شو  ماده  کي  

 ن يا   است.  وم)ي آمون  ليمت  ي ترگروه(  آبدوست   سر  و  ل)يست  (گروه
 يغشاها  ي ديپي ل   هيدولا  با   تا  دهديم  اجازه   آن  به  ک يليفيآمف  ساختار

  ه يدولا  وارد  را   خود  CTAB  زي آبگر  دم   باشد.  داشته  تعامل  ي کيولوژيب
  نيا  کند.يم مختل را  غشاء ساختار و کنديم يسلول ي غشا ي ديپ يل

  و   غشاء  ي ديپي ل  ي هادم  نيب  زي آبگر  انفعالات  و  فعل  توسط  اختلال
  وم ي آمون  ليمت  ي ترمثبت   سر  شود.يم  ليتسه  CTAB  ليست  گروه

CTAB  دهايپ يفسفول   مانند  يسلول  ي غشا  ي منف  بار  ي دارا   ي اجزا   با  
  يکيالکترواستات  انفعالات  و  فعل  نيا   است.  تعامل  در  هانيپروتئ   و

 يغشا  ،يسلول  ي غشا  همانند   شود.يم  غشا  شتريب  يثبات  يب  باعث 
  CTAB  است.  شده  ليتشک  ي ديپ يل   هيدولا  ي غشا  ک ي  از   زي ن  هسته

  ي هابرهمکنش   مشابه  ي هاسميمکان  قيطر  از  را   ي ا هسته  ي غشا
  . )۳۱,۳۹( کنديم مختل ي کيالکترواستات و  زي آبگر

  ي برا   يمنبع  عنوان  به  تواندي م  منجمد  خون  ي هانمونه  مطالعه
  امکان  و  رندي گ  قرار  استفاده  مورد  يولکولم  و  يکيژنت  ي هايبررس
  .)۴۰(  سازند  فراهم  را   هاي ماريب   وجود  يبررس  و  ژنوم   ليتحل
 ن يا   ييکارا   و  يژگي و  بر  توانديم  PCR  واکنش   طيشرا   ي سازنه يبه

  سيكل  هر  در  DNA  ميزان  تئوري   نظر  از  بگذارد.  ريتأث  هايبررس
PCR  فرمول  از   دليل  همين  به  و   شودمي  برابر  دو n2   محاسبة  براي  
  ز يآنال  ي متدها  شتريب  در  و  شودمي  استفاده  DNA  تكثير  ميزان
  ۱۰۰(%  ۲  آن   ييکارآ  که  شوديم  فرض   qPCR  ي هاداده

Efficiency(   نيست   استفاده  قابل  فرمول  اين  عمل  در  اما  است  )۱۵(.  
  ر يمقاد با ي قو يخط برازش دهنده نشان ديبا استاندارد ي هاي منحن

2R  .2  مقدار  باشندR  دقت   ريتأث  تحت   استاندارد  يمنحن  کي  
  نشان  2R  کمتر   ريمقاد   .رديگيم  قرار  Cq  استاندارد  ي هاي ريگازهاند
  رات ييتغ  در  زي ن  يکنترل  مواد  يکپ  تعداد  از  ريغ  يمنابع  که  دهديم

  .)۴۱( هستند ليدخ
  ۲۰۱۵ سال در همکاران و زيرو نيمارت توسط که  ي ا مطالعه در

  تلومر،   مر ي پرا   يتوال  همچون  يعوامل  که  شد   داده  نشان  شد،  انجام
  طيشرا   کس،يمسترم  نوع  ،يکپتک   ژن  انتخاب  مرها،يپرا   غلظت 



 ۱۴۰۳ تير ،۴ شماره ،۳۵ دوره  پزشکي   علوم مطالعات مجله
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  يهمگ  هاداده   ليتحل  و   هيتجز  ي هاروش   و  PCR  ي زيربرنامه
 مطالعات   يبررس  .)۴۲(  اشندب  رگذاريتأث  سنجش   جينتا  بر  تواننديم

  مطالعه  و  ۲۰۱۴  سال  در   همکاران   و   بواردمن  قيتحق   جمله  از   مختلف،
 يهاروش  که  دهديم  نشان  ،۲۰۱۵  سال  در  همکاران  و  س يتول

  عوامل  ن يرگذارتريتأث  از  ،يخون  ي هانمونه   در  ژه يو  به  DNA  استخراج
  نشان  مطالعات  نيا   .ستنده  qPCR  لهيوس  به  تلومر   طول  سنجش   در

  از  استفاده   با  qPCR  با   شدهي ريگاندازه   تلومر   طول   که  اندداده
  طور به  تنها  نه  مختلف  ي هات يک  با  شدهاستخراج   DNA  ي هانمونه 

  دارد   زي ن  ي فيضع  يهمبستگ  بلکه  است،  متفاوت   ک يستماتيس
 از   بعد  و  قبل  مراحل  ي سازنهي به  ي برا   تلاش  ن،يبنابرا   .)۴۳,۴۴(

  ييبالا  ت ياهم  از  همچنان   تلومر  ي ريگاندازه   جهت   DNA  استخراج
  افتن ي  دنبال  به  مختلف   مطالعات  در  پژوهشگران  و  است   برخوردار

  نهيبه  طيشرا   ادغام  با  مطالعه،  نيا   در  هستند.  هاروش   نيبهتر
 ل سا  در  کاوتن  مطالعه  جمله  از  ن،يشيپ   قاتيتحق   در  شدهفيتعر

  ج ينتا  نيهمچن   و  ۲۰۲۰  سال   در  همکاران  و  جوگلکار   مطالعه  و  ۲۰۰۲
  ، qPCR  ند يفرآ   در   مختلف   زي ل  ي بافرها  اثر  از   آمدهدست به  يتجرب

  نوسانات  بتواند  که  است   ن يانگيم   روش  ک ي  به  يابيدست  ما  هدف
  جينتا  ي هافاوت ت  و   رسانده  حداقل  به   را   نديفرآ  نيا   در   موجود 

  .)۱۹,۴۵( دهد کاهش  را  مختلف ي هاشگاه يآزما
  کردن  مسدود  اي  کاهش   با  است   ممکن  PCR  ي هامهارکننده 

  ر يتکث   بر  کينوکلئ  ي دهاياس  با  برهمکنش   با  اي  مرازيپل   DNA  ت يفعال
  DNA .شوند PCR ييکارا  کاهش  اي ش يافزا  به منجر و بگذارند اثر
  باشد.  مهار  هدف  توانديم  که  دارند  ي کوفاکتور  ي ازهاين  مرازهايپل
  بودن   دسترس  در  که  يعوامل  و  است   ياتيح  کوفاکتور   ک ي  ميزي من

+2Mg 2+  اتصال  با   اي  دهند يم  کاهش   راMg  به  DNA   تداخل  مرازيپل  
  هامهارکننده  از  يبعض  .)۴۶(  کنند.  مهار  را   PCR  تواننديم  کنند،يم
  انواع   با  اي  ، SYBR Green I  مانند  فلورسنت   ي هارنگ   با  تواننديم

 يهاواکنش   نيا   در  که  کيفلوروژن  يتوال  خاص   ي هاپروب   مختلف
 ها مهارکننده   . باشند  داشته   تداخل  شوند،ي م  استفاده   ده ي چيپ
  به  خود   و  شده  وارد  هانمونه   از  DNA  استخراج   ند يفرآ   در   تواننديم

  مثال،   عنوان  به  کنند.  عمل  PCR  واکنش   در  مزاحم  ي ماده   عنوان
  انسان  خون  در  موجود  ي هامهارکننده   نيمهمتر  از  IgG  و  نيهموگلوب
  است   هِم  گروه  چهار  ي حاو  نيهموگلوب  مولکول   هر   .)۴۷,۴۸(  هستند.

 يبرا   يليدل  آهن  ي آزادساز  ييتوانا  رو  نيا   از  و  است   آهن  ي حاو  که
  ، ۱۹۷۹  سال در   .)۴۷( است  خون  و  ن يهموگلوب طريق  از  PCR مهار

  شودي م  متصل  ssDNA به  IgG  از   يکوچک  ش خب  که  شد  مشخص
  ن يچند  از  توانيم  ، PCR  ي هامهارکننده  اثرات  کاهش   ي برا   .)۴۹(

  کاهش  به تواند يم DNA  نمونه کردن  ق يرق  کرد. استفاده  ي استراتژ
  را   آنها ريتأث   بالقوه  طور به  و  کند  کمک  موجود  ي هابازدارنده  غلظت 

  ي هاروش  اي  هات يک  از  استفاده  برساند.  حداقل  به  PCR  واکنش   بر

  نمونه  از  هابازدارنده   و  هانده يآلا   حذف   به   توانديم  DNA  هيتصف
DNA  ي الگو  ت يفيک   و  کند  کمک  PCR   م يتنظ  بخشد.  بهبود   را  

  مر يپرا   يطراح  و   2Mg+  غلظت   بازپخت،  ي دما  مانند   PCR  طيشرا 
  گنجاندن   کند.  کمک  هانده يآلا   بازدارنده  اثرات  بر  غلبه  به  توانديم

  ييشناسا  به  توانديم  PCR  ي هاواکنش   در   يمنف  و  مثبت   ي هاکنترل 
  با  کند.  کمک  PCR  ي هامهارکننده   به  مربوط  مسائل  يابي  ب يع  و

 يهامهارکننده   ريتأث  تواننديم  محققان  ،هاي استراتژ  نيا   ي اجرا 
PCR   يهاواکنش   نان ياطم   ت يقابل  و  ييکارا   و   برسانند   حداقل  به   را 
PCR  ۵۰( بخشند بهبود را  خود(. 

  توسط  ياستخراج  ي ها  DNA  از  کيهر  ي برا   مطالعه  نيا   در
  36B4 cDNA  و  تلومر  ي مرهايپرا   ي برا   RBC،  PCR  زيل  ي بافرها

  ن ييتع  2R  همراه  به  PCR  ييکارا   زانيم  نيهمچن  و  شد  گذاشته
  و   شتريب  2R  با  ۱  شماره  بافر  آمده،  بدست   ج ينتا  به  باتوجه  د.يگرد

Efficiency  36  و   تلومر  ي مرهاي پرا   ي برا   ۱۰۰  به  ک ينزدB4 

cDNA   ۹۹(%  ب يترت   به=Efficiency ،  %۶ /۹۹=2R،(  
)۱۰۳٪=Efficiency،  %۷ /۹۹=2R(  با  سهيمقا  در  را   عملکرد  نيبهتر  
  با  ز يل   بافر  گفت   توان يم  جي نتا  نيا   به   توجه  با  داشت.  بافرها  گريد

-يليم  3KHCO ،  ۵  مولار يليم   Cl4NH ،  ۱۰  مولاريليم  ۱۵۵  ب يترک
  در   ي شتريب   PCR  ي هامهارکننده  حذف   ييتوانا  EDTA  ولارم

  R2  مقدار   ن يهمچن   و   است   داشته  RBC  ز ي ل  ي بافرها  ر يسا  با  سهيمقا
  در   PCR  ي هانمونه  از  ي قو  ي خط  برازش  دهنده  نشان  تربزرگ 
-يليم  ۱۵۵  ب يترک  با  ز يل   بافر  جه ينت  در  باشد.يم  استاندارد   يمنحن

  ي برا   EDTA  مولار يليم  3KHCO ،  ۵  مولار يليم  Cl4NH،  ۱۰  ولارم
  در   منجمد   خون  از  شده   استخراج  ي ها  DNA  از  تلومر   طول  محاسبه
  مناسب  اريبس بود خواهد مرجع ژن کي با همراه که ندهيآ مطالعات

 شامل   توانديم  ج ينتا  نيا   ينيبال  ي کاربردها  ن،يهمچن  باشد.يم
  يطراح  ها،ي ماريب   به  ابتلا   خطر  ي برا   ي نيب شيپ  ي هاروش  توسعه

 ها ي ماريب   از  ي ريشگ يپ  ي هاي استراتژ  ارتقاء   و  د،يجد  ي هااندرم
 نقش  از  ي ترق يعم  درک  به  توانديم  مطالعه  نيا   ت،ينها  در  باشد.

 و   افزارهانرم   توسعه  به  و  کند  کمک  ي ريپ  و  هاي ماريب   در  تلومرها
  ي هات يمحدود  به   توجه  با   شود.  منجر  ي نيبال   و  يعلم  ديجد  ي هاروش

  ي برا   قرمز   گلبول  زي ل  ي بافرها  تنوع  بودن  کم  درخصوص   ما  مطالعه
  ي هانمونه  کم   تعداد  و   منجمد  خون  ي هانمونه  از   DNA  استخراج

  شتر يب  ي آمار  جامعه  با  شتريب  مطالعات  ،دسترس  در  منجمد  خون
 .شودي م هيتوص ج ينتا ت يتثب ي برا 

  
  يقدردان و تشکر

 ارشد   يکارشناس  نامهانيپا  از  يبخش  عنوان  به  گزارش  نيا 
  و   علوم  واحد  ياسلام  آزاد  دانشگاه  ي دانشجو  ،يسچيهر  رضايعل



 همکاران  و هريسچی عليرضا  qPCR روش به تلومر طول  سنجش در منجمد خون نمونه¬هاي از ژنومي DNA استخراج بر قرمز گلبول ليزکننده بافر چند اثر مقايسه
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  و   سل  قاتي تحق  مرکز   محترم  ي اعضا  از  شد.   منتشر   تهران  قات يتحق
  گردد.يم يقدردان زي تبر يپزشک علوم دانشگاه هير ي هاي ماريب

  :قيتحق يت ماليحما
  اعلام نشده است.

  :منافعتضاد 
ن مطالعه تضاد منافع وجود  يدر ا که  دارنديمسندگان اعلام ينو

  ندارد.
  يملاحظات اخلاق

 کد   تحت   کنندگانشرکت   از  آگاهانه  ت يرضا  اخذ  با  مطالعه  نيا 
  يقاتيتحق   طرح  قالب   در  IR-NIMAD-REC-1396-032  اخلاق

  راني ا   يپزشک  علوم   قاتيتحق  توسعه  يمل  موسسه  مصوب  ۹۵۷۶۶۷
  انجام شده است.
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Abstract 
Background & Aim: Studying telomere length is very important for understanding the aging process 
and disease prevention. The aim of this study was to study the effects of several erythrocyte lysing 
buffers on the extraction of genomic DNA from frozen blood samples in evaluation of telomere length 
by qPCR method. 
Materials & Methods: In this experimental study, six different erythrocyte lysis buffers along with 
CTAB extraction buffer were used for DNA extraction. The quantity and purity of the extracted DNA 
were assessed through absorbance measurements at A260/280 and A260/230 ratios. DNA integrity was 
evaluated using agarose gel electrophoresis. The consistency of buffer performance was analyzed using 
the coefficient of variance (CV%) for DNA quantity. Also, the efficiency of PCR was reported by 
checking the cycle threshold (Ct) in qPCR for each sample using the linear regression equation and 
coefficient of determination (R2) in GraphPad Prism v10 software. Differences were considered 
significant at the p>0.05 level. 
Results: The lysis buffer with the combination of 10 mM Tris-HCl pH 7.6 and 10 mM KCl resulted in 
the extraction of the highest amount of DNA (361.01 ng/µL). The results of the gel did not show any 
fragmentation of DNA in the samples. Absorption ratios did not show much difference between buffers. 
DNA extracted using a lysis buffer containing 155 mM NH4Cl, 10 mM KHCO3, 5 mM EDTA showed 
lower variance in DNA quantity (CV = 7.6%) and better PCR efficiency (Efficiency = 103%, R2 = 
99.7%) for 36B4 and (Efficiency = 99%, R2 = 99.6%) for telomeres compared to other buffers. 
Conclusion: The lysis buffer containing 155 mM NH4Cl, 10 mM KHCO3, and 5 mM EDTA had the 
most effective performance in extracting DNA from frozen blood samples for telomere study. This 
buffer with its optimal performance can be used in trials after the final result by further studies. 
Keywords: DNA Extraction, Frozen Blood, PCR Efficiency, Red Blood Cell Lysing Buffer, Telomere 
Length 
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