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Aims: Suspected blood stains are among common forms of trace evidence found at crime scenes. 

Therefore, discriminating between human and animal origin for blood stains is one of the 

fundamental analyses in forensic laboratories. Currently, tests for determining the origin of 

bloodstains, such as serology and presumptive tests, are time-consuming and destructive to the 

sample. However, different polymerase chain reaction (PCR) methods can be used as highly 

sensitive and specific techniques for determining a bloodstain’s origin. 

Materials & Methods: This experimental study was performed to evaluate conventional, nested, 

and multiplex PCR for discriminating between human and animal bloodstains, and using them in 

criminal investigations. These methods were designed based on the PCR amplification of 

cytochrome b and 16S ribosomal mitochondrial DNA fragment. 

Findings: The presence of a single band 157 and 170 base pair (bp) in nested and conventional 

PCR, respectively, as well as two bands 157 and 359 in multiplex PCR, indicates a human blood 

sample. However, the presence of a single band 359 bp in multiplex PCR and multiple bands in 

conventional PCR points to the sample’s non-human origin. 

Conclusion: This study demonstrated that a multiplex PCR assay designed based on the 

identification of mitochondrial ribosomal 16S gene has high accuracy in differentiating between 

human and non-human bloodstains, in addition to being affordable in terms of time and cost. This 

assay can be useful for forensic purposes because the 16S ribosomal mitochondrial fragment is a 

small human-specific fragment that is easily amplifiable, even in degraded DNA samples from 

biological materials. 

  
KEYWORD: Blood Stains; Diagnosis; Polymerase Chain Reaction (PCR); Nested PCR;  

       Multiplex PCR. 
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 یانسان ای یوانیمنشاء ح نییتع رونیاست که در صحنه جرم وجود دارد، از ا یمدارک نیترجیمشکوک به خون، جزو را یهالکهاهداف: 
 یهاروش سهیو مقا یری. مطالعه حاضر با هدف بکارگشودیمحسوب م ییجنا یهاشگاهیدر آزما زهایآنال نیتریها از اساسنمونه نیبودن ا
PCR خون انجام شد یهابودن نمونه یانسان ای یوانیمنشأ ح صیو چندگانه در تشخ یاانهیآش ،یمعمول. 

 یهایها در بررسآن یریو بکارگ یخون یهابودن نمونه یانسان ای یوانیمنشأ ح صیبه منظور تشخ یمطالعه تجرب نیدر اها: و روش مواد
از  یقطعات ریبر اساس تکث PCR یهاقرار گرفت. روش یابیمورد ارز یچندگانه و معمول ،یاانهیآش PCRمختلف  یهاروش ،ییجنا

 .شدند یطراح یتوکندریم یبوزومیر 16Sو قطعه  b توکرومیس

دهنده در واکنش چندگانه نشان 359و  157و دو باند  یو معمول یاانهیآش PCRدر  بیبه ترت یجفت باز 170و  157حضور تک باند : هاافتهی
 یخون یهادهنده نمونهنشان یمعمول PCRدر  ییچندتا یدر واکنش چندگانه و باندها 359بود. حضور تک باند  یانسان یخون یهانمونه

 .بود یرانسانیبا منشأ غ

 یطراح یتوکندریم یبوزومیر 16Sژن  ییشناسا هیچندگانه که بر پا PCRکه روش  دهدیمطالعه حاضر نشان م یهاافتهی: یریگجهینت
ست و ها ابودن نمونه یانسان ای یوانیمنشأ ح صیدر تشخ ییدقت بالا یدارا نه،یشده، علاوه بر مقرون به صرفه بودن از لحاظ زمان و هز

 DNAکه  ییهادر نمونه یکه به راحت باشدیم یانسان ژهیقطعه کوچک و کی 16Sقطعه  رایباشد. ز دیار مفیبس ییاهداف جنا یبرا تواندیم
 .است ریروش قابل تکث نیشده است با ا بیها تخرآن

 چندگانهپی سی آر  ،یاانهیآشپی سی آر  ،یآر معمول یس یپ ص،یخون، تشخ یهالکهها: کليدواژه 
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 مقدمه
طه مربوهای کلیدی که در کشف جرم به کارشناسان نخیکی از سر
متعددی است که از صحنه جرم  های زیستیکند، نمونهکمک می

حداقل  ،افتدآید. معمولًا در محلی که جرم اتفاق میدست میبه
های خونی وجود دارد. این خصوص نمونهه چندین نمونه زیستی ب

ترین مدرک و شاهد برای مهم ،شده از صحنه جرمکشف هاینمونه
. به همین دلیل تشخیص نوع مایعات هستندحل پرونده موردنظر 

های خونی که در صحنه جرم باقی مانده خصوص نمونهه زیستی ب
سیار ب ،یا حیوان استها مربوط به انسان است، از این نظر که نمونه

حائز اهمیت است. به ویژه زمانی که در محل وقوع حادثه حیوانات 
 خانگی هم وجود داشته باشند. 

های ناشناخته و همچنین ونه نمونهاز سوی دیگر تعیین گ
تعیین منشاء حیوانی یا انسانی بودن یک نمونه برای پژوهشگران 
حوزه ژنتیک و بیولوژی سلولی ملکولی بسیار مهم است. به عنوان 

د به توانمثال، در پزشکی قانونی و علوم جنایی، تعیین گونه می
اء منشجمله شناسایی گوناگون از هایتحقیقات پلیس در زمینه

[، حل 1شده در صحنه جرم ]کشف هایحیوانی یا انسانی بودن لکه
[، 2شود ]و پیگیری مواردی که در آنها شکار غیرقانونی دیده می

های که در معرض خطر انقراض کمک به محافظت و شناسایی گونه
فیت و [، پیگیری کی3هستند و مبارزه با تجارت قاچاق حیوانات ]

جمله تعیین نوع گوشت قرمز یا سفید گوشتی ازاصالت مواد غذایی 
شناسی باستان [،4-6ها در صنایع غذایی ]و گوشت انواع ماهی

 هایشده و بررسی بقایای انسانی از نمونهکشف هاینمونه
بدین ترتیب استفاده از روشی مناسب  [، کمک کند.7انسانی ]غیر

ها هونجهت تشخیص منشاء انسانی یا حیوانی بودن این گونه نم
 ضروری است. 

های سرولوژی اشاره نمود توان به روشبرای این منظور می
. در این روش اگر از استها بادیکه اساس آن استفاده از آنتی

اخلی های تدکلونال استفاده شود، بخاطر واکنشهای پلیبادیآنتی
شود. استفاده از دهد، نتایج قابل قبولی حاصل نمیکه رخ می

های منوکلونال جایگزینی برای این مشکل است اما هزینه بادیآنتی
جمله موارد محدودیت استفاده از آنها از هابادیبالای تهیه این آنتی

شود. به همین دلیل در کارهای تشخیصی در آزمایشگاه تلقی می
های ملکولی، بسیار مورد توجه ها با روشجایگزین شدن این روش

 PCR (Polymerase Chainش قرار گرفته است. امروزه رو

Reactionهای مختلف مهندسی ( جایگاه بسیار مهمی را در جنبه
شناسی تشخیصی، شناسی مولکولی، میکروبژنتیک، زیست

های ژنتیک، تشخیص هویت، جرم تشخیص سرطان و بیماری
شناسی )پزشکی قانونی جهت تشخیص منشأ نمونه اسپرم، خون و 

دات موجو شناسی، مطالعات تکاملی(، تعیین ترادف، باستانغیره
در  PCRتر روش پیدا کرده است. کاربرد بیشتر و دقیق غیرهو 

 PCRای از جمله یافتههای تکاملتشخیص، منجر به توسعه روش
های شده است که در انواع تست غیره ای، چندگانه وآشیانه

تشخیصی از جمله تشخیص منشأ حیوانی یا انسانی بودن 
یستی کشف شده از صحنه جرم بسیار کارا هستند. در های زنمونه

 از چندین جفت پرایمر اختصاصی در یک محلولروش چندگانه 
PCR ود شجهت تکثیر چندین توالی هدف در یک زمان استفاده می
زمان چندین جایگاه را مورد بررسی قرار داد. بنابراین توان همو می

تر اطلاعات بیشتری توان با آزمایشات کمتر و زمان کوتاهمی
 آوری کرد.جمع

 PCRحلی برای افزایش حساسیت و دقت راه ایروش آشیانه
است و جداسازی محصول اختصاصی موردنظر را از بین انبوه 

سازد. در این روش از دو جفت محصولات غیراختصاصی میسر می
شود، به طوری که جفت دوم در بین جفت اول پرایمر استفاده می

ری تد. با استفاده از جفت پرایمر داخلی ترادف کوچکگیرجای می
شود. احتمال اولی است، تکثیر می PCRکه درون محصول  DNAاز 

بسیار ضعیفی وجود دارد که محصولات غیراختصاصی برای جفت 
پرایمر داخلی نیز دارای محل شناسایی باشند. این امر باعث افزایش 

 خواهد شد. نسبت محصول واقعی به محصول غیراختصاصی
های متمایزکننده بین انسان و حیوانات مختلف رو ژناز این

ود های موج. توالی تعدادی از ژنهستندگزینه کلیدی بسیار مهمی 
داران یکسان است. در ژنوم میتوکندری تا حد زیادی در اکثر مهره

-cox1،Dهای موجود در ژنوم میتوکندری مانند اما تعدادی از ژن

Loop، cob  وsRNA 16  هستند که توالی نوکلئوتیدی آنها در
ها در های زیادی دارند و از همین ژنداران مختلف تفاوتمهره

های نوین مولکولی در ها با روشمربوط به تعیین گونه مطالعات
[. برای این 9،8شود ]پزشکی قانونی و علوم جنایی استفاده می

جمله انواع  های متعدد مولکولی ازتوان از روشمنظور می
بر اساس وجود یک نشانگر ژنی مانند ژن  PCRهای واکنش

SrRNA 16 ناحیه ،D-Loop  میتوکندری، ژن سیتوکرومb  
(Cyt b و )بهره برد. لذا هدف مطالعه حاضر بکارگیری و  غیره

در تشخیص منشأ حیوانی یا  PCRهای مختلف مقایسه روش
س تکثیر قطعاتی از های مورد آزمایش بر اساانسانی بودن نمونه

 .بودریبوزومی میتوکندری  16Sو قطعه  bهای سیتوکروم ژن
 

 هامواد و روش
 هانمونه هیته

 شگاهیآزما در 1397 تا 1396 یزمان فاصله در یتجرب مطالعه نیا
 یبرا. شد انجام رانیا تهران، مدرس، تیترب دانشگاه یقاتیتحق

 مارستانیب سه از لوت،یپا صورت به یوانیح یهانمونه یآورجمع
. شد هیته یخون نمونه 19 مرحله چند یط در یخانگ واناتیح

 و سگ موش، وانیح نوع سه از مربوطه دامپزشک توسط هانمونه
 نیب وانیح هر از. شد هیته وانیح 6 و 6 ،7 تعداد به بیترت به گربه

 ماده یحاو مخصوص یهالوله در و گرفته خون یسیس دو تا کی
 هب شگاهیآزما به انتقال از بعد هانمونه نیا. شد ختهیر انعقاد ضد
 ،-20 یدماها در هانمونه نیا از یبخش. شد میتقس قسمت چند
 دو هفته، کی مختلف یهازمان در گرادیسانت درجه -70 و -30

. شدند رهیذخ DNA استخراج یبرا ماه کی و هفته سه هفته،
( نفر 8) شگاهیآزما اعضاء از زین ازین مورد یانسان یخون یهانمونه

 رنظ در و یاخلاق ملاحظات یتمام تیرعا و افراد یشخص تیرضا با
 یهاونهنم مانند زین هانمونه نیا. شد هیته ینکیهلس نیمواز گرفتن

 10 حجم. شدند رهیذخ موردنظر یهازمان و مختلف یدماها در یوانیح
 یور شیآزما مورد یوانیح و یانسان یهانمونه از کدام هر از تریکرولیم

 خشک اتاق، یدما در هانمونه نیا. شد ختهیر ینخ فیتنظ یهاپارچه
 هفته، کی گذشت از بعد بیترت به زین هانمونه نیا از. شدند ینگهدار و

 .شد انجام DNA استخراج ماه، کی و هفته سه هفته، دو
 DNA استخراج

  با شده،هیته یهانمونه از DNA استخراج
 چلکس روش و نیآلکال افتهیرییتغ یهاروش از استفاده

(modified alkaline and chelex) روش در[. 10] شد انجام 
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 و ختهیر هاوپیکروتیم در موردنظر یهانمونه نیآلکال افتهی رییتغ
 NaoH مولار 2/0 محلول از تریکرولیم 20 وپیکروتیم هر به سپس
. مینمود انکوبه اتاق یدما در قهیدق 10 تا 6 مدت به و کرده اضافه

 محلول از تریکرولیم 180 فوق، محلول به ونیانکوباس اتمام از بعد
 محلول سپس و کرده اضافه 5/7 حدود pH با Tris-HCl مولار 04/0

 حاصل محلول ورتکس، انجام از بعد. مینمود ورتکس را حاصل
 DNA از. است موردنظر یهانمونه از شده استخراج DNA یحاو

 از یمولکول یکارها همه در توانیم روش نیا به شده استخراج
 .کرد استفاده PCR جمله

 مورد یهانمونه یحاو یهاوپیکروتیم به چلکس روش در
 بعد و کرده اضافه درصد 5 چلکس محلول از تریکرولیم 200 شیآزما

 درجه 56 یدما در قهیدق 30 یال 15 مدت به را آن مخلوط ورتکس از
 ردنظرمو محلول ونیانکوباس اتمام از بعد. میکرد انکوبه گرادیسانت

 محلول سپس و کرده وژیفیسانتر دور 14000 با قهیدق 5 مدت به را
 یبعد یکارها یبرا را است شده استخراج DNA یحاو که ییرو

 .مینمود یجداساز
 شده استخراج DNA تیفیک و تیکم یبررس

 فیط از استفاده با شده استخراج DNA تیفیک و تیکم
 نیهمچن و نانودرآپ اسپکتروفتومتر دستگاه کمک با یسنج

 .شد یبررس درصد کی ژل یرو الکتروفورز
 PCR یهاواکنش

PCR 16 ژن یتوال از یباز جفت 300 قطعهS rRNA  
 در شدهیریبکارگ که یهانمونه یتمام که نیا دأییت یبرا

 ژن یتوال از یاقطعه هستند، DNA یحاو PCR مختلف یهاروش
16S rRNA (وانیح و انسان نیب مشترک )مخصوص یمرهایپرا با 

 نیا در استفاده مورد یمرهایپرا یتوال. شد داده ریتکث قطعه نیا
 :از عبارتند PCR واکنش

Forward = L16S 300: 5′-GCCTGTTTACCAAAAACATCAC-3 
Revers = H 16S 300: 5′-CTCCATAGGGTCTTCTCGTCTT-3′ 

 جفت 300 قطعه PCR در رفته کار به مواد مقدار 1 جدول
 نیا انجام طیشرا. دهدیم نشان را 16S rRNA ژن یتوال از یباز

 هالوله واکنش، اتمام از پس .است آمده 2 جدول در PCR مرحله
. شدند الکتروفورز آماده و منتقل گرادیسانت درجه 4 به بلافاصله
 بود یباز جفت 300 قطعه کی ریتکث PCR نیا از حاصل محصول

 مشاهده قابل نمونه هر در شده استخراج DNA وجود صورت در که
 آگارز ژل یرو PCR از حاصل محصولات ،PCR انجام از بعد. است

 .شد مشاهده درصد 5/1
 

 16Sجفت بازی از توالی ژن  300قطعه  PCRترکیبات موردنیاز در  (1جدول 

rRNA 
 مواد (μl) مقدار

5/0  dNTPs 

1/1 MgCl2 

5/2 1× PCR buffer 

4/0 Taq DNA polymerase 

 Forward(10 pmol)پرایمر  7/0

 Reverse(10 pmol)پرایمر  7/0

7/0 DNA  نانوگرم( 10-5الگو )با غلظت 

4/13 ddH2O 

 300در ترموسایکلر برای تکثیر قطعه  PCRشرایط و چگونگی انجام  (2جدول 
 16S rRNAجفت بازی از توالی ژن 

 (Cycleچرخه ) زمان (C°)حرارت مراحل

 1 دقیقه 8 95 دناتوره کردن اولیه

 ثانیه 30 94 دناتوره کردن

 ثانیه 35 64 جفت شدن پرایمرها 30

 ثانیه 35 72 پلی مریزه شدن

 1 دقیقه 10 72 پلی مریزه شدن نهایی

 
 با یخون یهانمونه بودن یانسان ای یوانیح منشاء صیتشخ

 b توکرومیس یژن قطعه PCR از استفاده
 مثبت آنها DNA استخراج که یانسان و یوانیح یهانمونه از

 عنوان به بود، شده ریتکث آنها در یباز جفت 300 قطعه و بود
 یهانمونه در. شد استفاده روش نیا در شیآزما مورد یهانمونه

 b توکرومیس ژن از یقسمت یبرا که یمرهایپرا با PCR منتخب،
 نیا در استفاده مورد یمرهایپرا یتوال.دیگرد انجام بود، شده یطراح
PCR از عبارتند: 

Forward =B3cytb: 5′-ATGATGGTAAAAGGGTAGCT-3′ 
Revers = F3cytb: 5′-AACTAGGAGGCGTCCTTG-3′ 

 قطعه به مربوط PCR در رفته کاربه مواد مقدار 3 جدول
 طیشرا. دهدیم نشان را b توکرومیس ژن یتوال از یباز جفت 170

 .است آمده 4 جدول در PCR نیا انجام
 

جفت بازی از توالی ژن  170قطعه  مربوط به PCRترکیبات موردنیاز در  (3جدول 
 bسیتوکروم 

 مواد (μl) مقدار

5/0 dNTPs 

3/1 MgCl2 

5/2 1× PCR buffer 

4/0 Taq DNA polymerase 

 Forward(10 pmol)پرایمر  6/0

 Reverse(10 pmol)پرایمر  6/0

6/0 DNA  نانوگرم( 10-5الگو )با غلظت 

5/13 ddH2O 

 
رای مراز در ترموسایکلر بایی پلیشرایط و چگونگی انجام واکنش زنجیره (4جدول 

 bجفت بازی از توالی ژن سیتوکروم  170تکثیر قطعه 

 زمان (C°) حرارت مراحل
چرخه 

(Cycle) 

 1 دقیقه 5 95 دناتوره کردن اولیه

 ثانیه 30 96 دناتوره کردن

 ثانیه 40 59 جفت شدن پرایمرها 35

 ثانیه 60 72 پلی مریزه شدن

 1 دقیقه 10 72 پلی مریزه شدن نهایی

 
 یباز جفت 170 قطعه کی ریتکث PCR نیا از حاصل محصول

 صورت در که بود یانسان یهانمونه به مربوط باندتک صورت به
 .است مشاهده قابل یانسان نمونه هر در شده استخراج DNA وجود

 هب متفاوت یهاطول با یقطعات یوانیح یهانمونه در که یحال در
 .ابدییم ریتکث لدر باند کی صورت
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 با یخون یهانمونه بودن یانسان ای یوانیح منشاء صیتشخ
 16S rRNA و b توکرومیس یژن قطعات چندگانه PCR از استفاده
 16S rRNA و b توکرومیس ژن دو از مانزهم PCR نیا در

 یخون یهانمونه بودن یانسان ای یوانیح منشاء صیتشخ یبرا
 هک شد یطراح یطور ژن دو نیا به مربوط یمرهایپرا. شد استفاده

 استخراج ایآ که دیفهم توانیم هم زمانهم بطور PCR کی در
DNA که نه، ای است شده انجام یخوب به شیآزما مورد یهانمونه 

 چه یانسان چه هانمونه یتمام در مناسب DNA استخراج صورت در
مه نیا بر علاوه. است مشاهده قابل افتهی ریتکث قطعه یوانیح

 یپ هانمونه بودن یانسان ای یوانیح منشاء به توانیم آن با زمان
 قطعه دو ریتکث PCR نوع نیا توسط افتهی ریتکث محصولات. برد
 که است b توکرومیس ژن به مربوط باز جفت 359 طول به یکی یژن
 یتمام در قطعه نیا هانمونه یتمام از DNA استخراج صورت در

 ژل یرو بر روش نیا در که یگرید و است مشاهده قابل هانمونه
 که است باز جفت 157 طول به یاقطعه بود، مشاهده قابل آگارز

 صرفاً  یتوال نیا به مربوط مریپرا. است 16S rRNA ژن به مربوط
 . است شده یطراح انسان در شده حفظ کاملاً  ینواح از

 یژن قطعات نیا به مربوط PCR در رفته کار به مواد مقدار 5 جدول
. است آمده 6 جدول در زین PCR نیا انجام طیشرا. دهدیم نشان را

 16S rRNA ژن و b توکرومیس ژن دو به مربوط یمرهایپرا یتوال
 :از عبارتند PCR نیا در استفاده مورد

Forward = cytb: 5¶-CCATCCAACATCTCAGCATGATGAAA-3¶ 

Reverse =cytb:5¶-GCCCCTCAGAATGATATTTGTCCTCA-3¶9 
Forward =16S rRNA: 5¶-CAATTGGACCAATCTATCACC-3¶ 

Reverse =16S rRNA: 5¶-GTGAGGGTAATAATGACTTGT-3¶ 

 
قطعات ژنی سیتوکروم  چندگانه مربوط به PCRترکیبات مورد نیاز در  (5جدول 

b  16وS rRNA 
 مواد (μl) مقدار

5/0 dNTPs 

3/1 MgCl2 

5/2 1× PCR buffer 

4/0 Taq DNA polymerase 

 Forward cytb (10 pmol)پرایمر  6/0

 Reverse cytb (10 pmol)پرایمر  4/0

 Forward 16S (10 pmol)پرایمر  4/0

 Reverse 16S (10 pmol)پرایمر  6/0

6/0 DNA  نانوگرم( 10-5الگو )با غلظت 

7/0 ddH2O 

 حجم نهایی 6/12

 
قطعات  چندگانه مربوط به PCRشرایط و چگونگی انجام واکنش در  (6جدول 

 16S rRNAو  bژنی سیتوکروم 

 (Cycleچرخه ) زمان (C°) حرارت مراحل

 1 دقیقه 1 94 دناتوره کردن اولیه

 ثانیه 5 94 دناتوره کردن

 ثانیه 30 50 پرایمرها جفت شدن 40

 ثانیه 40 72 پلی مریزه شدن

 1 دقیقه 10 72 پلی مریزه شدن نهایی

 

 با یخون یهانمونه بودن یانسان ای یوانیح منشاء صیتشخ
 b توکرومیس ژن یاانهیآش PCR از استفاده

 ریتکث یبرا. است b توکرومیس روش نیا در استفاده مورد ژن
 PCR روش از واکنش تیاختصاص شیافزا منظور به و ژن نیا

 عنوان به نخست PCR محصول روش نیا در. شد استفاده یاانهیآش
 در که یژن قطعه. گرفت قرار استفاده مورد دوم PCR یبرا الگو

 اب قطعه افت،ی ریتکث مربوطه یمرهایپرا توسط اول PCR واکنش
 الگو عنوانبه PCR نیا محصول. است باز جفت 1200 یبیتقر طول

 PCR به مربوط یمرهایپرا. گرفت قرار استفاده مورد دو PCR یبرا
 حفاظت کاملاً  ینواح و b توکرومیس ژن یداخل بخش یبرا دوم
 قطعه کی ریتکث آن جهینت که بود شده یطراح انسان مختص و شده
 ریتکث یانسان یهانمونه در منحصراً  که است یباز جفت 157

 .ابدییم
PCR هیاول 

 جهت الگو عنوان به شدهاستخراج DNA هیاول PCR در
. گرفت قرار استفاده مورد b توکرومیس ژن از هیاول قطعه ساخت
. دهدیم نشان را هیاول PCR در رفته کار به مواد مقدار 7 جدول

 .است آمده 8 جدول در PCR مرحله نیا انجام طیشرا
 قطعه ریتکث یبرا اول PCR در شده استفاده یمرهایپرا یتوال

 b توکرومیس ژن هیاول
Forward = 1Ncytb: 5ʹ -AACCATCGTTGTATTTCAACT-3 ʹ ¶  

Reverse = 1Ncytb:5ʹ¶-ATTTGAGTATTTTGTTTTC-3 ʹ¶  

 
 اول PCRترکیبات مورد نیاز در  (7جدول 

 مواد (μl) مقدار

5/0 dNTPs 

1/1 MgCl2 

5/2 1× PCR buffer 

4/0 Taq DNA polymerase 

 Forward(10 pmol)پرایمر  6/0

 Reverse(10 pmol)پرایمر  6/0

6/0 DNA  نانوگرم( 10-5الگو )با غلظت 

7/13 ddH2O 

 
در ترموسایکلر برای تکثیر اولیه ژن  PCRشرایط و چگونگی انجام  (8جدول 

 bسیتوکروم 
 (Cycleچرخه ) زمان (C°) حرارت مراحل

 1 دقیقه 8 95 کردن اولیهدناتوره 

 ثانیه 30 96 دناتوره کردن

 ثانیه 40 50 جفت شدن پرایمرها 35

 ثانیه 60 72 پلی مریزه شدن

 1 دقیقه 10 72 پلی مریزه شدن نهایی

 
 PCR محصول یابیارز

 ه،یثانو PCR یبرا آن از استفاده و PCR محصول یابیارز یبرا
 مؤثر جینتا شدن بهتر در آن صیتخل تینها در و محصول، الکتروفورز

 PCR مرحله از شده الکتروفورز DNA یحاو آگارز قطعات. است
 پروتکل مطابق Bioneer شرکت ژل صیتخل تیک از استفاده با اول

 .شد صیتخل شرکت،
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PCR هیثانو 
 PCR مشابه راتییتغ یسر کی با هیثانو PCR انجام مراحل

 ،شیآزما مورد نمونه در قطعه نیا ریتکث صورت در. باشدیم هیاول
 صورت در و دارد یانسان منشاء موردنظر نمونه که شودیم مشخص

 نمونه گرددیم مشخص هیثانو PCR در موردنظر قطعه ریتکث عدم
 .دارد یوانیح منشاء موردنظر

 قطعه ریتکث یبرا هیثانو PCR در شده استفاده یمرهایپرا یتوال
 b توکرومیس ژن یداخل

Forward = 2Ncytb: 5- TAGCAATAATCCCCATCCTCCATATAT-3¶ 

Reverse =2Ncytb:5¶- ACTTGTCCAATGATGGTAAAAGG-3¶9 
 نشان را هیثانو PCR در رفته کار به مواد مقدار 9 جدول

 .است آمده 10 جدول در PCR مرحله نیا انجام طیشرا. دهدیم
های خونی با تشخیص منشاء حیوانی یا انسانی بودن نمونه

 bای از ژن سیتوکروم یک مرحله PCRاستفاده 
ثانویه را بر روی  PCRتوان مستقیماً ، میوقتدر صورت کمبود 

DNA هایی که از وجود استخراج استخراج شده از نمونهDNA  در آنها
و مقادیر مواد موردنیاز برای  PCRمطمئین هستیم انجام دهیم. شرایط 
ثانویه است.  PCRدقیقاً شبیه به  bتکثیر قطعه موردنظر از ژن سیتوکروم 

جفت باز در نمونه مورد آزمایش  157ای به طول در صورت تکثیر قطعه
گردد که نمونه موردنظر منشاء انسانی دارد و در صورت عدم مشخص می

مونه مورد آزمایش مربوط به گردد که نتکثیر قطعه موردنظر مشخص می
 .حیوان است

 
 ثانویه PCRدر  bبرای تکثیر قطعه داخلی سیتوکروم  PCRمخلوط  (9جدول 

 مواد (μl) مقدار

5/0 dNTPs 

4/1 MgCl2 

5/2 1× PCR buffer 

4/0 Taq DNA polymerase 

 Forward(10 pmol)پرایمر  6/0

 Reverse(10 pmol)پرایمر  6/0

6/0 DNA  نانوگرم( 10-5الگو )با غلظت 

3/13 ddH2O 

 
در ترموسایکلر برای تکثیر قطعه داخلی  PCRشرایط و چگونگی انجام  (10جدول 

 ثانویه PCRدر  bژن سیتوکروم 
 (Cycleچرخه ) زمان (C°) حرارت مراحل

 1 دقیقه 8 95 دناتوره کردن اولیه

 ثانیه 30 96 دناتوره کردن
 
20 

 ثانیه 40 59 جفت شدن پرایمرها

 ثانیه 60 72 پلی مریزه شدن

 1 دقیقه 10 72 پلی مریزه شدن نهایی

 
 هایافته

 استخراج شده DNAنتایج بررسی کمیت و کیفیت 
 روش الکتروفورز

درصد( نشان  1بر روی ژل آگارز ) DNA باندهایبررسی شدت 
های مورد آزمایش از کمیت و استخراج شده از نمونه DNAداد که 

 PCRهای مختلف کیفیت قابل قبولی برای استفاده در آزمایش
استخراج شده  DNAهایی از نمونه 2شکل و  1شکل برخوردار است. 

نشان  به سه روشی که ذکر شد، بر روی ژل آگارز یک درصد را
 دهد.می

جفت  300برای تکثیر قطعه  16S rRNAژن  PCRنتایج آزمایش 
 بازی

هایی که در انواع برای اطمینان از اینکه تمامی نمونه
 DNAشوند حاوی که در این مطالعه استفاده می PCR هایروش

ژن  ای از توالیهستند و برای جلوگیری از نتایج منفی کاذب، قطعه
16S rRNA  که در تمامی موجودات مشترک است با پرایمرهای

مربوط  PCRمخصوص این قطعه تکثیر داده شد. بررسی محصول 
های مورد آزمایش، بر روی نمونه 16S rRNAبه قطعه مشترک ژن 

دهنده تکثیر قطعه مارکر، نشان DNAدرصد به همراه  2ژل آگارز 
ایی که برای هبود. در تمامی نمونه جفت باز 300واحدی به طول 

مراحل بعدی کار انتخاب شدند، این قطعه تکثیر شده بود و 
دارای کمیت و کیفیت خوبی  PCRهمچنین محصول تکثیر شده 

 (.3شکل بود )
 

 
های مختلف خونی )نمونه خون نمونه DNAنتایج حاصل از استخراج ( 1شکل 

 به روش نمک اشباع بر روی ژل آگارز یک درصد.  فریز شده و غیره( -لخته شده -منجمد

 

 
( با روش چلکس از 10و  9، 8های استخراج شده )ستون DNAالکتروفورز  (2شکل 

 استاندارد وزن مولکولی. 1های خونی مختلف بر روی ژل آگارز یک درصد، ستون نمونه

 

 
جفت بازی از ژن  300مربوط به تکثیر قطعه  PCRژل الکتروفورز محصول  (3شکل 

16S rRNA درصد. ستون یک  2های حیوانی و انسانی بر روی ژل آگارز نمونه
مربوط به  7تا  4های انسانی، ستون نمونه 3و  2، ستون DNAاستاندارد وزن مولکولی 

 حیوانات مختلف.های نمونه
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به منظور  bمربوط به ژن سیتوکروم  PCRنتایج آزمایشات 
 هاتشخیص منشاء حیوانی یا انسانی بودن نمونه

آنها، از طریق تکثیر  DNAهایی که استخراج بر روی نمونه
تأیید شده بود،  sRNA 16جفت بازی مربوط به ژن  300قطعه 

انجام شد. این واکنش با پرایمرهای اختصاصی که  PCRواکنش 
شود، انجام شد منحصراً به قطعه خاصی از ژنوم انسانی متصل می

جفت باز است. بررسی  170که نتیجه آن تکثیر یک باند به طول 
که روی  در این آزمایش bژن سیتوکروم  PCRمحصولات حاصل از 

 2ر روی ژل آگارز های انسانی و حیوانی انجام شده بود، بنمونه
دهنده تکثیر قطعه واحدی به مارکر، نشان DNAدرصد به همراه 

های انسانی مورد آزمایش بود. جفت باز برای تمامی نمونه 170طول 
از سوی دیگر الگوی باندی ایجادشده بر روی ژل آگارز برای تمامی 

های حیوانی مورد آزمایش به صورت چندین باند بود که در نمونه
نتایج مربوط به این آزمایش آمده است. قطعه تکثیر یافته  4شکل 

که توسط پرایمرهای اختصاصی ویژه انسان  bاز ژن سیتوکروم 
هایی جفت باز برای نمونه 170ای به طول طراحی شده است، قطعه

 است که منشاء انسانی دارند.
 

 
 2، بر روی ژل آگارز bژن سیتوکروم  PCRژل الکتروفورز محصول ( 4شکل 

، 8،4، 3، 2های های انسانی. ستونمربوط به نمونه 11و  7، 1های درصد. ستون
و  15،16، 5های های حیوانی مختلف. ستونمربوط به نمونه 14و  13،12، 10، 9

 DNAاستاندارد وزن مولکولی  17و  6های کنترل منفی. ستون 18

 
و  bچندگانه قطعات ژنی سیتوکروم  PCR ینتایج مربوط به بررس

16S rRNA  به منظور تشخیص منشاء حیوانی یا انسانی بودن
 های مورد آزمایشنمونه

، تکثیر دو قطعه PCRمحصولات تکثیر یافته توسط این نوع 
جفت باز مربوط به ژن سیتوکروم است که  359ژنی یکی به طول 

ها این قطعه در تمام مناسب از نمونه DNA استخراجدر صورت 
ها قابل مشاهده است و دیگری که در این روش بر روی ژل نمونه

 16Sجفت بازی مربوط به ژن  157آگارز قابل مشاهده است، قطعه 

rRNA  است. پرایمر مربوط به این توالی صرفاً از نواحی کاملًا حفظ
های یر فقط نمونهشده در انسان طراحی شد. به طوری که بعد از تکث

جفت بازی در آنها  157که حاوی منشاء انسانی هستند این باند 
 2قابل مشاهده بود. بررسی محصولات حاصل، بر روی ژل آگارز 

دهنده تکثیر قطعاتی به طول به مارکر، نشان DNAدرصد به همراه 
جفت بازی  359باشد. تکثیر قطعه جفت باز می 157و  359طول 

ها قابل مشاهده بود در تمامی نمونه DNAاج در صورت استخر
 (.5شکل )

های طبق نتایج حاصل از این آزمایش برای تمامی نمونه
جفت بازی قابل  359و  157انسانی مورد آزمایش هر دو قطعه 

دیگر الگوی باندی ایجاد شده بر روی ژل  سویمشاهده است. از 
های مورد آزمایشی که منشاء حیوانی آگارز برای تمامی نمونه

 جفت بازی بود. 359داشتند به صورت یک تک باند در ناحیه 
به  bای مربوط به ژن سیتوکروم آشیانه PCRنتایج آزمایشات 

 هامنظور تشخیص منشاء حیوانی یا انسانی بودن نمونه
 اول PCRنتایج الکتروفورز محصول 

در این  bژن سیتوکروم  PCRبررسی محصولات حاصل از 
های انسانی و حیوانی انجام شد، بر روی ژل که روی نمونه آزمایش

دهنده تکثیر قطعه واحدی مارکر، نشان DNAدرصد به همراه  1آگارز 
های مورد آزمایش جفت باز برای تمامی نمونه 1200به طول حدود 

 PCRلین مرحله از آزمایش نتایج مربوط به او 6شکل بود. در 
آمده است. این قطعه ژنی بعد از استخراج از ژل به عنوان  ایآشیانه

 دوم مورد استفاده قرار گرفت. PCRالگو در در 
 

 
و  bچندگانه قطعات ژنی سیتوکروم  PCRژل الکتروفورز محصول  (5شکل 

16SrRNA  های مربوط به نمونه 8و  1های درصد. ستون 2بر روی ژل آگارز
های حیوانی مختلف. مربوط به نمونه 11و  10، 9، 4، 3، 2های انسانی. ستون

 .DNAاستاندارد وزن مولکولی  7و  6های کنترل منفی. ستون 12و  5های ستون

 

 
 2 وناول بر روی ژل آگارز یک درصد، ست PCRبررسی محصول  (6شکل 

اول، باندی با وزن  PCRمحصول  4و  3، 1ستون  DNAاستاندارد وزن مولکولی 
 دهد.جفت باز را نشان می 1200مولکولی حدود 

 
PCR دوم 

جفت بازی پس از جداسازی و تخلیص از ژل آگارز  1200قطعه 
دوم با پرایمرهایی که منحصراً برای متمایز کردن  PCRتوسط 

 های انسانی از حیوانی طراحی شده بود تکثیر شد.نمونه
جفت باز بود و  157ژنی با طول  قطعهدوم  PCRمحصول 

ابد. یهای انسانی تکثیر میدارای توالی است که منحصراً در نمونه
 دوم است. CRPدهنده نتایج نشان 7شکل 
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به منظور  bای از ژن سیتوکروم یک مرحله PCRنتایج مربوط به 
 های مورد آزمایشتشخیص منشاء حیوانی یا انسانی بودن نمونه

ثانویه را بر  PCRتوان مستقیماً در صورت کمبود وقت، می
 DNAهایی که از وجود استخراج استخراج شده از نمونه DNAروی 

و مقادیر مواد  PCRهستیم نیز انجام داد. شرایط  مطمئندر آنها 
دقیقاً شبیه  bمورد نیاز برای تکثیر قطعه موردنظر از ژن سیتوکروم 

 157ای به طول باشد. در صورت تکثیر قطعهثانویه می PCRبه 

گردد که نمونه موردنظر جفت باز در نمونه مورد آزمایش مشخص می
تکثیر قطعه موردنظر نتیجه منشاء انسانی دارد و در صورت عدم 

 باشد.شود که نمونه مورد آزمایش مربوط به حیوان میگیری می
آمده است. تفاوت نتایج این روش با  8شکل در  PCRنتایج این 

ای فقط بر روی باندهای غیراختصاصی است که یانهآش PCRروش 
جفت بازی  157قطعه که مستقیماً برای تکثیر  PCRممکن است در 

 شود، مشاهده شود.استخراج شده استفاده می DNAاز 
 PCRطور که در تصویر ژل الکتروفورز مربوط به محصول همان

جفت بازی که در  157شود علاوه بر باند این واکنش مشاهده می
شود یکسری باند غیراختصاصی نیز های انسانی تکثیر مینمونه

گر )به طور مثال در ستون سه، این باند های دیممکن است در نمونه
غیراختصاصی در این نمونه تکثیر شده است( تکثیر شود که در 

PCR به علت ویژگی و حساسیتی که دارد این باندهای  ایآشیانه
 .شونددوم تولید نمی PCRغیراختصاصی در محصول 

 

 
بر  bدوم قطعه داخلی ژن سیتوکروم  PCRژل الکتروفورز محصول  (7شکل 

جفت بازی  157مربوط به نمونه تکثیر قطعه  2روی ژل آگارز دو درصد. ستون 
مربوط به  5و  4، 3های که منحصراً در نمونه انسانی تکثیر شده است. ستون

 استاندارد 1کنترل منفی. ستون  6باشد. ستون های حیوانی مختلف مینمونه
 .DNAوزن مولکولی 

 
 بحث

امروزه شاهد این  PCRهای انواع روش یبه تنوع و گستردگ توجهبا 
وص خصه ها در پزشکی قانونی و علوم جنایی بهستیم که این روش

هر کدام  [.11-13اند ]ای یافتهدر حوزه تشخیص هویت جایگاه ویژه
ها به نوبه خود مزایا و معایبی دارند که محققین و از این روش

ه ها متناسب بروشتوانند از این کارشناسان مربوط به هر رشته می
نیاز خود بهره ببرند. در مطالعه حاضر با توجه به هدف اصلی و 

هایی متناسب با امکانات موجود در اندازی روشکاربردی آن که راه
های جنایی کشور است، سعی شده که از چند روش آزمایشگاه
جهت تعیین منشاء حیوانی یا انسانی بودن  PCRمتفاوت 

فاده شود، که کارشناسان بتوانند با امکانات و های موجود استنمونه

موادی که در آزمایشگاه در دسترس دارند به این هدف نائل شوند. 
 PCRچندگانه و  PCRمتداول،  PCRهای در این مطالعه از روش

 ای استفاده شد.آشیانه
 

 
مستقیم بر روی قطعه داخلی ژن  PCRژل الکتروفورز محصول  (8شکل 

 157مربوط به تکثیر قطعه  2بر روی ژل آگارز دو درصد. ستون  bسیتوکروم 
 5و  4، 3های جفت بازی که منحصراً در نمونه انسانی تکثیر شده است. ستون

 1کنترل منفی. ستون  6باشد. ستون های حیوانی مختلف میمربوط به نمونه
 .DNAاستاندارد وزن مولکولی 

 
PCR فته یاهای تکاملچندگانه یکی از روشPCR  است که

معمولی که تنها یک جایگاه ژنی در آن مورد بررسی  PCRبرعکس 
توان چندین گیرد، با استفاده از پرایمرهای مختلف میقرار می

جایگاه را همزمان بررسی کرد و از چندین جفت پرایمر اختصاصی 
تکثیر استفاده نمود. یکی از مزایای عمده این روش که موجب  جهت

 سریع نمونه موردنظر مطالعه انتخاب گردد، تشخیص شد برای این

از  DNAاز استخراج  پس که ایگونه است، به کوتاه زمان مدت در
توان از هم می ساعت، سه از کمتر عرض در های مورد بررسی،نمونه

ها مطمئن شد و هم اینکه در نمونه DNAصحت استخراج 
ها ن نمونهمنشاء حیوانی و یا انسانی بود و تعیین شناسایی

چندگانه به عنوان یکی از  PCRرو از این است. پذیرامکان
در علوم جنایی بخصوص در زمینه  PCRهای روش پرکاربردترین

 [.14شود ]های حیوانی تلقی میتشخیص گونه
انجام  PCRاز سوی دیگر چون این دو واکنش در یک مرحله 

گردد. همچنین ها کمتر میشود احتمال آلودگی و خطاء در نمونهمی
مطمئن  DNAتوان از نتیجه استخراج با یک مرحله ژل آگارز هم می

ها را مشخص نمود که این خود موجب شد و هم منشاء نمونه
ها در یک مرحله کاهش زمان از طریق الکتروفورز کردن نتایج نمونه

. کندجویی میصرفه نیزر مصرف مواد ژل آگارز شود. همچنین دمی
آمیزی ژل آگارز از هایی که برای رنگاز طرف دیگر در آزمایشگاه

شود، سبب کاهش خطرهای احتمالی اتیدیوم بروماید استفاده می
شود. طی مقایسه نتایج گذاری میکار با این ماده در یک مرحله ژل

مشخص شد که این  PCRهای حاصل از این واکنش با سایر روش
استخراج شده و هم  DNAای )که هم برای تأیید روش یک مرحله

ار های مورد آزمایش بکتعیین منشاء انسانی یا حیوانی بودن نمونه
ها رود( از اختصاصیت صددرصدی برخوردار است و تمامی نمونهمی

شوند. این مطلب تشخیص داده می PCRبه درستی در یک مرحله از 
ین است که نواحی انتخاب شده برای اتصال آغازگرها و بیانگر ا

ای بوده که شرایط اتصال آنها به طراحی خود آغازگرها به گونه
ها موردنظر رعایت شده است، در غیر این صورت هر دو واکنش توالی
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با یک شرایط دمایی و زمانی واحد  PCRتوانست در یک مرحله نمی
از سوی دیگر این اتصال نشان  در دستگاه ترموسایکلر انجام شود،

ها دهد که نواحی ژنی انتخاب شده قادر به شناسایی دقیق نمونهمی
 باشند.می

 یک در ژن چند زمانهم و سریع طور که ذکر شد، تکثیرهمان

 چندگانه PCRروش  در که است اهدافی از واکنش یکی مخلوط

 و مقرون سریع بر علاوه روش این از استفاده مزیت شود.دنبال می

بررسی  مورد آلودگی نمونه احتمال رساندن حداقل به بودن، صرفه به
. به همین دلیل محققین علوم جنایی از این روش در استنیز 

 نمایند. در این خصوصهای جنایی بسیار استفاده میبررسی پرونده
اشاره داشت  2018و همکارانش در سال  Ewartتوان به مطالعه می

، قادر به شناسایی bچندگانه ژن سیتوکروم  PCRاده از که با استف
های مختلف کرگدن شدند که به منظور شناسایی سریع و دقیق گونه
[. در 14های قاچاق شده کرگدن توسط این گروه طراحی شد ]گونه

و همکارانش در مرکز  Meganathanمطالعه دیگری که توسط 
انه موفق به چندگ PCRجنایی هند انجام شد، با طراحی یک 

 توان گفت[. با این تفاسیر می15شناسایی سه گونه کروکودیل شدند ]
تعیین سریع و دقیق منشاء حیوانی یا  توان جهتاز این روش می

 های موردنظر استفاده کرد.انسانی بودن نمونه
 شود،ای از دو جفت پرایمر استفاده میآشیانه PCRدر روش 

گیرد. در این روش ول جای میطوری که جفت دوم در بین جفت ا
شود، چرخه تکثیر می 15-30ابتدا پرایمر بیرونی توالی هدف در طول 

شود و ای دیگر منتقل میحاصل به لوله PCRسپس محصول 
 PCRالگو و با استفاده از جفت پرایمر داخلی مرحله دوم  عنوانبه

اولی است،  PCRکه درون  DNAتری از انجام شده و ترادف کوچک
شود. مزایای این روش تغییریافته چرخه تکثیر می 15-40به اندازه 

PCR  حساسیت در این روش به میزان زیادی بالاتر  -1عبارتند از
ر های غیراختصاصی بسیابا این روش احتمال تکثیر توالی -2است 

ای ژن یک مرحله PCRشود که حتی نتایج این تست با کم می
آورده شده است گواه این مطلب  که در بخش نتایج bسیتوکروم 

دور اول به لوله جدید،  PCRبه دلیل انتقال محصول  -3است. 
 شوند.ها رقیق میکنندهممانعت
غیراختصاصی  تکثیر رساندن حداقل به در این مطالعه جهت 

شده است که نتیجه آن  طراحی PCRکاذب، این نوع  محصولات و
 و نشده بینیپیش هایجایگاه به آغازگرها کاهش احتمال اتصال

که  های غیراختصاصی بودناخواسته و نهایتاً ممانعت از تکثیر توالی
 نکهیا هب توجه بانتایج به دست آمده تأییدکننده این مطلب است. 

 هب افتهیریتکث یاقطعه داخل در مرها،یپرا دوم دسته اتصال گاهیجا
 کاذب یتوال که است دیبع اریبس ،است اول دسته یمرهایپرا لهیوس

دو مجموعه آغازگرها را داشته  هر برای اتصال جایگاه ناخواسته، یا
 PCRای که باید به آن توجه داشت این است که در باشد. اما نکته

ای بودن واکنش، امکان آلودگی ای به علت دو مرحلهآشیانه
ها در حین کار وجود دارد. از این رو کارشناسان مربوطه حین نمونه

 .باید دقت بیشتری داشته باشند کار
 

 گیرینتیجه
 چندگانه و یاانهیآش متداول، PCR روش سه نیب که یاسهیمقا در

 فت،گر صورت هانمونه نیا یانسان ای یوانیح منشأ صیتشخ جهت
 DNA دییتأ یبرا هم که، یامرحلهکی روش که شد مشخص
 بودن یوانیح ای یانسان منشاء نییتع هم و شدهاستخراج

 با است، شده یطراح چندگانه PCR در شیآزما مورد یهانمونه
 لیدل به) یآلودگ زانیم کاهش با نیهمچن و نهیهز و زمان کاهش

 نشأم صیتشخ به قادر ییبالا اریبس دقت با( بودن یامرحله کی
 هیاپ بر واکنش نیا چون گرید یسو از. بود شیآزما مورد یهانمونه
 شده یطراح یانسان یتوکندریم یبوزومیر 16S ژن از ژهیو قطعه
 در یراحت به و است یکوچک اریبس قطعه نکهیا لحاظ به است
 ریتکث قابل روش نیا با است شده بیتخر آنها DNA که ییهانمونه
 از. است سودمند اریبس هانمونه از دسته نیا ییشناسا جهت است،

 بالا دقت با و صرفه به مقرون روش کی عنوان به روش نیا رونیا
 در یتسیز یهانمونه بودن یانسان ای یوانیح منشأ ییشناسا جهت

 .شودیم هیتوص ییجنا شگاهیآزما خصوص به هاشگاهیآزما
 

ه هشگاوپژی معنوو هش با حمایت مالی وین پژا تشکر و قدردانی:
سیله وشد که بدین م نجااجتماعی ناجا ت امطالعاو نتظامی م اعلو

 شود.نی میرداقدو تشکر  لکمااز مسئولین ذیربط 
 که ندینمایم حیتصر مقاله سندگانینو لهیوس نیبد تعارض منافع:

 .ندارد وجود حاضر مطالعه قبال در یمنافع تعارض گونهچیه
 مطالعه، یطراح و دهیا ارائه شیرین جلیلی، سهم نویسندگان:

د با تأیی ه؛ نویسندداده یآمار لیتحل داده، ریتفس داده، یآورجمع
مطالب مندرج در آن را  نهایی مقاله حاضر، مسئولیت دقت و صحت

 .پذیردیم
نتظامی م اعلوه هشگاوهش با حمایت مالی پژوین پژا منابع مالی:

.شدم نجااجتماعی ناجا ت امطالعاو 
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