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Comparison of Different DNA Extraction and 
Preparation Methods of Blood Samples for 
Criminal Sciences and Forensic Application 

[1] Extraction of DNA from forensic biological samples for genotyping [2] Extraction of 
DNA from forensic biological samples for genotyping [3] Extraction of DNA from human 
remains [4] Extracting DNA from all forensic samples with KingFisher® technologies [5] 
Forensic implications of genetic analyses from degraded DNA—a review [6] Genomic 
DNA isolation from human whole blood samples by non enzymatic salting out method [7] 
Methods for extracting genomic DNA from whole blood samples: Current perspectives [8] 
The Rapid & Non-Enzymatic isolation of DNA from the Human peripheral whole blood 
suitable for Genotyping [9] Evaluation of salt-out method for the isolation of DNA from 
whole blood: A pathological approach of DNA based diagnosis [10] A rapid and efficient 
DNA extraction protocol from fresh and frozen human blood samples [11] Single lysis-
salting out method of genomic DNA extraction from dried blood spots [12] Modified 
salting-out method for DNA isolation from newborn cord blood nucleated cells [13] 
Simple salting–out method for genomic DNA extraction from whole blood [14] Modified 
salting-out method: High-yield, high-quality genomic DNA extraction from whole blood 
using laundry detergent [15] Chelex 100 as a medium for simple extraction of DNA for 
PCR-based typing from forensic material [16] DNA extraction from forensic samples using 
chelex. Cold Spring Harb Protoc [17] A study of the DNA extraction from bloodstain 
samples using chelex 100 [18] Rapid, simple alkaline extraction of human genomic DNA 
from whole blood, buccal epithelial cells, semen and forensic stains for PCR [19] Evaluation 
of an alkaline lysis method for the extraction of DNA from whole blood and forensic stains 
for STR analysis [20] Direct amplification of plant genomic DNA from leaf and root pieces 
using PCR [21] A rapid method for the purification of DNA from blood [22] High efficiency 
DNA extraction from bone by total demineralization [23] An inexpensive, automation-
friendly protocol for recovering high-quality DNA [24] Developmental validation of the 
PrepFilerTM forensic DNA extraction kit for extraction of genomic DNA from biological 
samples [25] Evaluation of a new experimental kit for the extraction of DNA from bones 
and teeth using a non-powder method

Aims DNA Extraction from forensic samples is the first and one of the most crucial steps of 
any genetic forensic tests. Hence, obtaining a suitable protocol of DNA extraction that is easy to 
extract, cheap, time-consuming, and qualified is essential in the forensic genetic research. The 
present study was carried out with the aim of achieving a suitable, faster, and low-cost method 
of DNA extraction from different sample for further molecular study in criminal sciences and 
forensic application.
Materials & Methods After preparation of samples, 3 different DNA extraction methods, 
including chelex, non-enzymatic, and modified rapid alkaline lysis were evaluated. In order to 
compare the above-mentioned methods for evaluation of being easy to extract, low-cost, and 
tim-consuming, the quality and quantity of DNA obtained from each method considering OD, 
DNA concentration, and PCR efficiency were investigated.
Findings The common 16S rRNA fragment was replicated in all tested samples.
Conclusion Given the ease of access to materials used in each of these methods, as well as their 
cost-effectiveness in terms of time and cost, these methods can be an appropriate alternative to 
DNA extraction kits.
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سازی و استخراج های مختلف آمادهمقایسه روش
DNA کارگیری در هبمنظور های خونی بهاز نمونه
  و پزشکی قانونی جناییعلوم 
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  چکيده

در  احلترین مراولین و مهمجز های جنایی از نمونه DNAاستخراج  :فاهدا
آوردن روشی مناسب دستاز این رو بهاست. ژنتیک جنایی  هایتستیک از هر

صرفه که از نظر سهولت استخراج، هزینه، زمان و کیفیت به DNAبرای استخراج 
 پژوهشهدف از این  اهمیت بسزایی در تحقیقات ژنتیک جنایی دارد. ،باشد

های از نمونه DNAاستخراج برای هزینه دستیابی به روشی مناسب، سریع و کم
  .بوددر علوم جنایی و پزشکی قانونی مطالعات مولکولی  درمختلف خونی 
های مورد نظر، سه روش مختلف استخراج پس از تهیه نمونه ها:مواد و روش

DNA  شامل چلکس، روش تغییریافته آلکالین و روش غیرآنزیمی مورد استفاده
های مذکور از نظر سهولت استخراج، هزینه و منظور مقایسه روشقرار گرفت. به

، غلظت OD میزان از طریقحاصل از هر روش  DNAزمان، کیفیت و کمیت 
DNA و بازدهی PCR  .مورد بررسی قرار گرفت  
 ریتکث شیمورد آزما یهادر همه نمونه ۱۶S rRNAقطعه مشترک ژن  ها:يافته

 .شده بود
این  رفته در هریک ازکاربهمواد  به سهولت دسترسیا درنظرگرفتن ب گیری:نتیجه
ها ، این روشاز نظر زمان و هزینه آنها بودنصرفهمقرون به و همچنینها روش
  باشند. DNAهای استخراج د جایگزین مناسبی برای کیتنتوانمی

  ، پزشکی قانونیغیرآنزیمی ،چلکس، تغییریافته آلکالین، DNA: استخراج هاکلیدواژه
  
  

  ۲۹/۰۳/۱۳۹۷ تاريخ دريافت:
  ۲۶/۰۶/۱۳۹۷ تاريخ پذيرش:

  jalili.shirin@yahoo.comنويسنده مسئول: *

  
  مقدمه

محققان و کارشناسان علوم جنایی و پزشکی قانونی متناسب با نوع 
های ای از نمونهدهند، همواره با طیف گستردهکاری که انجام می

امر باعث شده که محققان این بیولوژیکی مواجه هستند.  همین
استفاده نمایند. در حال  DNAهای مختلف استخراج حوزه از روش

توسط انجمن پزشکی قانونی  DNAحاضر، چندروش استخراج 
گیرد اما بسیاری از آنها توسعه یافته است که مورد استفاده قرار می

های هایی نظیر عدم توانایی برای حذف مهارکنندهدارای محدودیت
بعضی از آنها دارای مراحل طولانی هستند یا اینکه  PCRواکنش 

های جدید هستند که از سویی لولههستند که نیازمند انتقال به
شوند و از طرف دیگر احتمال باعث افزایش هزینه و زمان کار می

  . ]١- ٤[دهند آلودگی را نیز افزایش می
کار رفته در به PCR هایهریک از روشا توجه به اینکه ب

 ییهاجزء روشهای علوم جنایی و پزشکی قانونی آزمایشگاه
لذا برای انجام ، کنندرا تکثیر می DNAند که قطعه خاصی از هست

که  است DNA اینیاز به مولکول دورشتهها هریک از این آزمایش
های جنایی الی به آزمایشگاهبا توجه به نوع نمونه ارساین مولکول 

 ،باشندغیره و دندان، استخوان، ناخن که ممکن است خون، بافت، 
استخراج و  برایهای آزمایشگاهی مختلفی د. روششومیاستخراج 
به همین دلیل است . وجود داردها از اینگونه نمونه DNA تخلیص

های از ضرورت مناسببا کیفیت  DNAتوان گفت جداسازی که می
های عملی و موفقیت در کارهای آزمایشگاهی بسیاری از روش
خصوص در به ،های بیولوژی مولکولیکمرتبط با تکنی

 است. معمولا کیفیتهای علوم جنایی و پزشکی قانونی آزمایشگاه
DNA با عواملی از قبیل عدم آلودگی ناشی از RNA لیپید و سایر ،

مرازها مزاحمت ایجاد های برشی و پلیساختارهایی که برای آنزیم
]. ٦، ٥د [شوسنجیده می بودن از نظر زمان و هزینه،صرفه، بهکنندمی
های استخراجی باید ، روشDNA بودن اندازه مولکولعلت بزرگبه

از حداقل استرس مکانیکی را طی مراحل استخراج ایجاد نمایند. 
قرار  مورد استفاده DNA سازیخالص منظوربههایی که شیوهرو این
بر برخورداری از حداقل زمان و سرعت بالا، روش علاوهباید د نگیرمی

نمودن کلیه ها و خالصکنندهحذف ممانعت برایمطمئنی 
  د. ننیز باش کاسیدهای نوکلئی
های سفید خون گلبولهای خونی، از نمونهاز  DNA برای تخلیص
کلروفرم، –روش از جمله فنلشود. برای این کار چندیناستفاده می
و  (AGPC) کلروفرم–فنل–گوانیدیوم–، جوشاندن، اسیدK پروتئیناز
 سعی شده پژوهشدر این ]. ٧-١٠د [شوها استفاده میانواع کیت
های آزمایشگاهدر با توجه به شرایط و امکانات موجود  است که
 خصوص در مناطق مرزی و محروم که دسترسی بههب ایران،جنایی 
از  با مشکلات خاصی همراه است،یشگاهی ها و مواد آزماکیت
بر دارابودن کیفیت و کمیت علاوهی استفاده شود که یهاروش

جویی در بیشترین صرفهشده، استخراج DNAهای مناسب در نمونه
 نیهدف از اشامل شوند. نیز زمان، هزینه و مواد آزمایشگاهی را 

 یبرا نهیهزو کم عیمناسب، سر یبه روش یابیپژوهش دست
 یدر مطالعات مولکول یمختلف خون یهااز نمونه DNAاستخراج 
  بود. یقانون یو پزشک ییدر علوم جنا

  
	 هامواد و روش

های خونی ، از نمونهDNAمنظور استخراج در این پژوهش به
های مورد نظر در شرایط انسانی و حیوانی استفاده شد. نمونه

حیوانی از بیمارستان های نمونه تهیهبرای مختلف تهیه شدند. 
 و سگ، موش شامل مختلف حیواناتخون نمونه ،حیوانات خانگی

سی سی۲تا  ۱شد. از هر حیوان بین  گرفته کتوسط دامپزش گربه
های مخصوص حاوی ماده شده در لولهخون گرفته شد و خون گرفته

ها ریخته شد. این نمونههای بدون ماده ضدانعقاد و لولهضدانعقاد 
چندقسمت تقسیم شد. بخشی از این آزمایشگاه بهانتقال بهبعد از 
های یک هفته، در زمان - C°۷۰ و -۳۰، -۲۰ها در دماهای نمونه

ذخیره شدند. DNAماه برای استخراج  هفته و یکدوهفته، سه
آزمایشگاه تهیه  یهای خونی انسانی مورد نیاز نیز از اعضانمونه

های حیوانی در دماهای مختلف و ها نیز مانند نمونهشد. این نمونه
کرولیتر یم۵مقدار بر این، بهعلاوههای مورد نظر ذخیره شدند. زمان

روی  ،های انسانی و حیوانی مورد آزمایشاز هر کدام از نمونه
ها در دمای اتاق این نمونه .های تنظیف نخی ریخته شدپارچه

بعد از گذشت ترتیب ها نیز بهخشک و نگهداری شدند. از این نمونه
  انجام شد. DNA  استخراج ،ماههفته و یکهفته، دوهفته، سهیک

به سه روش متفاوت های خونی از تمامی نمونه DNA استخراج
  انجام شد.

  غیرآنزیمیبا روش  DNAاستخراج ) ۱
که  ]١١-١٤، ٦[ظ های نمكی غلیدر این روش با استفاده از محلول

های مورد نظر نمونه DNA، همگی در آزمایشگاه تهیه شده بودند
  شامل سه مرحله زیر است.این روش استخراج شد. 



 ۱۶۹  یقانون یو پزشک ییدر علوم جنا یریکارگهمنظور ببه یخون یهااز نمونه DNAو استخراج  یسازمختلف آماده یهاروش سهیمقاـــــ  ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
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 پبه میکروتیو های مورد نظر را جداگانهابتدا نمونه :مرحله اول
شده روی های خون خشکها شامل نمونه. این نمونهکنیدمنتقل 
و  خونی است که در ماده ضدانعقاد هاینمونههای نخی و تنظیف

های مختلفی از خون آوری شده است. حجمجمع بدون ماده انعقاد
های خونی برای این روش انتخاب شد. سپس به نمونه

ایکس اضافه میکرولیتر تریتون یک۵۰و  TKM 1میکرولیتر بافر ۱۰۰
خوبی مخلوط شوند. ها را سروته کرده تا بهنموده و چندبار فالكون

انکوبه کرده، در  C°۳۷ه در دمای دقیق ۵مدت ها را بهسپس نمونه
ها شوند. سپس میکروتیوپهای قرمز خون لیز میاین مرحله گلبول

بعد از و  کردهسانتریفیوژ  rpm۸۰۰۰سرعت  دقیقه با ۳مدت را به
 استهای قرمز لیز شده سانتریفیوژ محلول رویی را كه حاوی گلبول

تریتون  و TKM 1 كردن بافرمرحله اضافه نموده،آرامی خارج به
در هر مرحله مقدار تریتون یک  داده،را سه بار انجام  ایکسیک

های قرمز کاملا لیز در پایان این مرحله گلبول نموده،ایکس را کم 
  اند.خوبی جدا شدههای سفید بهشده و گلبول
آمده از مرحله دستدر این مرحله به رسوب سلولی به :مرحله دوم

اضافه  SDS۱۰%  میکرولیتر ۲۰و  TKM 2 میکرولیتر بافر۵۰ ،اول
 ،نمودهآهستگی) حل دادن (بهو رسوب سفیدرنگ را با تكان کرده

بعد از  کرده،دقیقه انکوبه  ۵مدت به C°۳۷ این محلول را در دمای
هر به NaCl مولار۶میکرولیتر از محلول ۵۰ ،پایان انکوباسیون

 کاملاكردن میكروتیوپ مواد را میكروتیوپ افزوده و با سروته
توان از ورتكس كوتاه نیز استفاده در این مرحله می نموده.مخلوط 

توان های موجود رسوب کنند. برای استخراج بهتر میكرد تا پروتئین
دقیقه روی یخ گذاشت. این محصول  ۵مدت به ها رامیكروتیوپ

د. شور محیط مید DNAغلیظ نمكی در این دما سبب آزادشدن 
 rpm۸۰۰۰دقیقه با سرعت  ۵مدت ها را بهمیكروتیوپ سپس

های جدید منتقل محلول فوقانی را به میكروتیوپ سانتریفیوژ و
  . کنید

از  میکرولیتر١٠٠به محلول حاصل از مرحله قبل  :سوممرحله 
آهستگی آنها را ایزوپروپانول سرد به هر میكروتیوپ اضافه كرده و به

موجود در  DNA ایزوپروپانول سرد در این مرحلهسروته نموده، 
قابل رویت  ،همبه DNAشدن محیط را آبگیری كرده و با فشرده

گذاشته دقیقه روی یخ  ۱۵مدت د. محلول حاصل را بهشومی
 rpm۰۰۰/۱۰ر دو محلول فوق را با سپس(ترجیحا داخل فریزر) 

را  یروی آرامی محلولبه سپسدقیقه سانتریفیوژ کرده،  ۱۰مدت به
اضافه و  %۷۰الكل  لیترمیلی۱دست آمده به رسوب به ،دور ریخته

سانتریفیوژ  rpm۰۰۰/۱۰دقیقه با دور  ۵مدت محلول حاصل را به
ها در ی دور ریخته شود، سپس میكروتیوپیآرامی الكل رو، بهکرده

شدن بعد از خشك. شوندزیر هود یا در هوای آزاد خشك 
مقطر یا آب میکرولیتر۲۵ دست آمده،بهها، به رسوب وپیتمیکرو
آرامی تكان داده شود تا رسوب حل و به کردهاضافه  TE 1X بافر
   .دشو
  
  روش چلکسا ب DNAاستخراج  ) ۲

ترتیب زیر عمل به] ۱۵-۱۷س [روش چلکبه DNA برای استخراج
  شود.می
شده و شده، لختههای خونی که شامل خون خشکنمونه -۱

به  میکرولیتر۱۰و  ۵، ۳، ۱ های مختلفرا در حجم است منجمدشده
لیتر منتقل کرده. به هر میکروتیوپ میلی۵/۱های میکروتیوپ

آرامی تکان داده و ها را بهلیتر آب دیونیزه اضافه نموده. نمونهمیلی۱
چنددقیقه  هر و دقیقه در محیط اتاق انکوبه کرده ۳۰الی  ۱۵مدت به

های قرمز این عمل باعث لیز سلول .ا را ورتکس کردههیکبار نمونه

دقیقه  ۳مدت ها را بهنمونه ،شود. بعد از اتمام انکوباسیونخون می
کردن آب و مرحله اضافه .کردهسانتریفیوژ  ۱۴۰۰۰rpmدر 
در صورت  است.های قرمز خون مبردن گلبولکردن برای از بینانکوبه

ی که یهاهای پروندهدر بررسی کمبود وقت و فوریت کار که معمولا
نظر  توان از این مرحله صرفدر محل حادثه هستند وجود دارد، می

دهد که حذف این مرحله در مواقع کرد. نتایج آزمایشات نشان می
  شده ندارد.استخراج DNAضروری تاثیر چندانی روی کیفیت 

با دقت مایع رویی را خالی کرده. در صورتیکه  ،بعد از سانتریفیوژ -۲
شده روی پارچه یا هر مورد دیگری نمونه مورد استفاده خون خشک

فقط محلول رویی دور ریخته شود و پارچه حاوی نمونه  ،باشد
  خونی باید ته میکروتیوپ برای مراحل بعدی باقی بماند.

ز محلول میکرولیتر ا۱۰۰ ،مانده از مرحله قبلبه رسوب باقی -۳
های در این مرحله دقت شود که چون رزین .اضافه کرده %۵چلکس 

کند، هنگام استفاده سرعت رسوب میشده بهچلکس در محلول تهیه
کردن تا حد امکان پیپت یا مخلوط از این محلول باید آن را با

  همگون کرد سپس از آن به رسوب اضافه کرد.
دقیقه  ۳۰الی  ۱۵ت مدمحلول فوق را ورتکس کرده سپس به -۴

  .کنیدانکوبه  C°۵۶این محلول را در دمای 
 ۵مدت بعد از اتمام انکوباسیون محلول را ورتکس کرده و به -۵

دقیقه در فریز روی یخ نگهداری شود. در صورت کمبود وقت نیز این 
  نظرکردن است. مرحله قابل صرف

 ۱۴۰۰۰rpmبا دقیقه  ۵مدت محلول حاصل از مرحله قبل را به - ۶
سلولی های در اثر سانتریفوژ ، چلکس و همه خردهسانتریفیوژ کرده. 

محلول رویی که حاوی کنند. در ته لوله رسوب می DNA به جز
DNA های جدید آرامی به میکروتیوپاستخراج شده است را به

هنگام استفاده در آزمایشات بعدی در  معمولا تا ، کهمنتقل کرده
  شود. نگهداری  باید -C°۸۰یا  -۲۰دمای 

  
	نبا روش تغییریافته آلکالی DNAاستخراج ) ٣

های مورد نظر با این روش به طریق نمونهDNAبرای دستیابی به  
  .]۱۹، ۱۸[ شودزیر عمل می

میکرولیتر را در ۵و  ۳، ۱ هایهای مختلف خون در حجمنمونه -۱
میکرولیتر از ۲۰ها ریخته. سپس به هر میکروتیوپ میکروتیوپ

دقیقه در  ۱۰تا  ۶مدت اضافه کرده و به NaoHمولار ۲/۰محلول 
  .شوددمای اتاق انکوبه 

میکرولیتر از محلول ۱۸۰محلول فوق بعد از اتمام انکوباسیون به -۲
اضافه کرده و سپس محلول  ۵/۷حدود  pHبا  Tris-HClمولار ۰۴/۰

بعد از انجام ورتکس محلول حاصل حاوی . حاصل را ورتکس نموده
DNA های مورد نظر است. ازاستخراج شده از نمونهDNA  

توان در کلیه کارهای مولکولی از شده به این روش میاستخراج
  استفاده کرد.   PCRجمله 

  
   DNAخلوص  تعیین غلظت و
، در مقدار هاكردن آنکو خش DNAها بعد از استخراج تمامی نمونه

های مناسبی از آنها شدند، سپس رقتحل  TEمشخصی از بافر 
غلظت آنها با استفاده از دستگاه اسپكتروفتومتر تعیین  د وشتهیه 
 برای. شدكردن استفاده كالیبرهبرای  کعنوان بلانهب TEابتدا از  .شد
 و دستگاه نانودراپ از شده،استخراج هاینمونه غلظت گیریاندازه
 با ابتدا منظوراین  راید. بش استفاده نانومتر۲۸۰ و ۲۶۰ موج طول
 استخراج روشبه توجه با سپس و كرده تمیز را نانودراپ ،الکل

DNA بافر یا مقطرآب از TE بافر شاهد برای صفركردن  عنوانبه
شده میکرولیتر از نمونه استخراجدستگاه نانودراپ استفاده شد. یک



 ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ رزادیش یهادو  یلیجل نیریش  ۱۷۰

   ۱۳۹۷ پاییز، ۴، شماره ۷دوره                        پژوهشی طب انتظامی- علمینامه صلف

نانومتر ۲۸۰و  ۲۶۰ را روی دستگاه قرار داده و غلظت آن در طول موج
   .گرفت مورد بررسی قرار

  
  شدهاستخراج DNAبررسی کیفیت 

حاوی استخراج شده های برای اطمینان از اینکه تمامی نمونه
DNA های منظور استفاده در واکنشمناسب و با کیفیتی به

ای پلیمراز آزمایش واکنش زنجیره ،ندبود PCRمولکولی از جمله 
های روی نمونه جفت بازی ۳۰۰برای تکثیر قطعه  16S rRNAن ژ

توالی پرایمرهای مورد استفاده در این واکنش مورد نظر انجام شد. 
PCR  ۱به شرح زیر بود (جدول( :  

Forw L16S 300: 5′-GCCTGTTTACCAAAAACATCAC-3′  
Revs H16S 300: 5′-CTCCATAGGGTCTTCTCGTCTT-3′  

 
کلر برای یمراز در ترموسیپل یاییرهواکنش زنجط و چگونگی انجام یشرا )۱جدول 

  16S rRNAجفت بازی از توالی ژن  ۳۰۰ر قطعه یتكث
	چرخه	زمان	حرارت	مراحل

 ۱ دقیقه C۹۵ ۸°  كردن اولیهدناتوره
  كردندناتوره
  شدن پرایمرهاجفت
	شدنمریزهپلی

°C۹۴  
°C۶۴  
°C۷۲ 

 ثانیه ۳۰
  ثانیه ۳۵
 ثانیه ۳۵

۳۰ 

 ۱ دقیقه C۷۲ ۱۰°	شدن نهاییمریزهپلی
  

منتقل و آماده  C°۴بلافاصله به  ،هاپس از اتمام واكنش لوله
تکثیر  PCRدند. محصول حاصل از این واکنش شالكتروفورز 

 DNAکه در صورت وجود  استجفت بازی  ۳۰۰قطعه یک
، PCRشده در هر نمونه قابل مشاهده است. بعد از انجام استخراج

 مشاهده شد. %۵/۱روی ژل آگارز  PCRمحصولات حاصل از 
  

  هایافته
 های مورد آزمایشنمونهدر همه  16S rRNAقطعه مشترک ژن 

   ).۱ شکل( تکثیر شده بود

جفت بازی از  ۳۰۰مربوط به تکثیر قطعه  PCRژل الکتروفورز محصول  )۱شکل 
. ستون یک %۲های حیوانی و انسانی روی ژل آگارز نمونه 16S rRNAژن 

 ۷تا  ۴های انسانی، ستون نمونه ۳ و ۲، ستون DNAاستاندارد وزن مولکولی 
  های حیوانات مختلفمربوط به نمونه

  
ها روشکارگیری این بهبه با توجه پژوهش، در این  DNAاستخراج 

های روی نمونه، های علوم جنایی و پزشکی قانونیدر آزمایشگاه
صورت گرفت. این  ،مختلفی که شرایط نگهداری متفاوتی داشتند

های تنظیف شده روی پارچههای خونی خشکها شامل نمونهنمونه
های ، نمونهمختلفی هاهای فریزشده در دمانخی، نمونه خون

های خونی بدون ماده ضدانعقاد نمونه ،خونی حاوی ماده ضدانعقاد
مدت یک، دو و سه هفته در دمای اتاق تربیت بهکه به یهایو نمونه

تری در دمای مدت طولانیکه به یهای. نمونهبودند ،نگهداری شده
کمتری نسبت به  ایDNAاتاق نگهداری شده بودند مقدار 

 DNAت و غلظ ODبیشترین  د.شهای دیگر از آنها استخراج نمونه
 PCRبا استفاده از روش غیرآنزیمی حاصل شد. بازدهی و کیفیت 

برابر بود. از نظر بازه زمانی، روش تغییریافته  در هر سه روش تقریباً 
توان گفت طوریکه میتر بود، بهصرفهها بهآلکالین از تمامی روش

. همچنین بوددقیقه قابل انجام  ۲۰این روش در بازه زمانی کمتر از 
تا  بودتر روش از نظر سهولت و سادگی از دو روش دیگر مناسباین 

  .بودترین وسایل در هر آزمایشگاهی قابل انجام جایی که با ساده
  

  بحث
های بیولوژی مولکولی و تشخیصی، نقطه شروع بسیاری از روش

از نظر درجه خلوص، میزان مناسب  کیفیتیبا  DNAجداسازی 
از طرفی  .استانجام کارهای مولکولی  منظورآلودگی و غیره، به

باید کمترین استرس  DNAکار رفته در استخراج های بهروش
مکانیکی را طی مراحل استخراج به نمونه وارد کرده و تا حد امکان 

صرفه دارای مراحل کمتری بوده که از نظر آلودگی و بازه زمانی به
یار های بسروش ،طور که مشخص است همان]. ٢٠- ٢٢باشد [

-از نمونه DNAهای متعددی برای استخراج متفاوتی و نیز کیت
 وجود دارداز جمله علوم جنایی در موارد مختلف های آزمایشگاهی 

که با توجه به امکانات و شرایط هر آزمایش توسط کاربر  ]٢٣- ٢٥[
ها کارگیری این روشه. در این پروژه با توجه به باستقابل استفاده 
 سعی شده ایران،های علوم جنایی و پزشکی قانونی در آزمایشگاه
 تخلیصاستخراج و های کاربردی مناسبی برای روش است که

DNA سازی شود که سه نکته مورد نظر های خونی بهینهز نمونها
بودن مواد نبودن به کیت و دردسترسوابسته ،جویی در زمان(صرفه

توجه به کیفیت با های مناطق محروم) مورد نیاز در آزمایشگاه
  در آنها رعایت شده باشد.   DNA مناسب

های مورد نظر از نمونه DNA های مختلف استخراجدانستن روش
 استز اهمیت و ضروری یهای مختلف کاری بسیار حادر زمینه

های مختلف که کارشناس مربوطه با دانستن انواع روش طوریهب
اهی که در استخراج با توجه به امکانات و شرایط آزمایشگ

که در  یهایخصوص آزمایشگاهههای جنایی کشور بآزمایشگاه
های اند و دسترسی آسانی به کیتمناطق محروم واقع شده

ها و با استفاده از آگاهی از این روش ، باندارند DNAاستخراج  
های نمونه DNAد تواننترین امکانات موجود در آزمایشگاه میکم

های . ویژگیاستخراج نمایندصحنه جرم را  ازشده کشفبیولوژی 
ها این است که بدون استفاده از هر نوع کیتی انجام بارز این روش

ی برای استخراج استفاده یهاشده روشسعی ،از سوی دیگر .اندشده
شوند که کمترین وابستگی به مواد آزمایشگاهی داشته باشند و از 

ها به آنها ر آزمایشگاهموادی استفاده شود که امکان دسترسی اکث
ها زمان مورد نیاز شده در این روشپذیر باشد. همچنین سعیامکان

که در یکی از این  طوریهترین زمان ممکن باشد باستخراج کوتاه
ترین مواد مورد کمدقیقه با  ۲۰در زمانی کمتر از (آلکالین)، ها روش

  شود. های مورد نظر انجام میاز نمونه DNAنیاز، استخراج 
 ،DNAاز سوی دیگر در انتخاب روشی مناسب برای استخراج 

که با کمترین مقدار نمونه  استفاده شود یهایروشاز شده سعی
های اکثرا نمونه زیرا مورد نظر را استخراج کرد DNAبتوان 
یکی دیگر  ،بر اینشده از صحنه جرم مقادیر کمی دارند. علاوهکشف

کارشناسان جنایی، بحث محدودیت زمانی های کاری از اولویت
زمان به های استخراجی که به همین دلیل ایجاد روش ،است

. استهای جنایی های آزمایشگاهکوتاهی نیازمند باشند جز ضرورت

٣١ ۴٢ ۶ ٧ 

قطعه  PCRمحصول 
 16Sجفت بازی ژن ۳۰۰

rRNA   

۱۰۰۰bp 
۷۵۰bp 
۵۰۰bp 
۲۰۰bp 

۵



 ۱۷۱  یقانون یو پزشک ییدر علوم جنا یریکارگهمنظور ببه یخون یهااز نمونه DNAو استخراج  یسازمختلف آماده یهاروش سهیمقاـــــ  ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
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ترین مواد موجود ها وابسته به کیت نباشند و با سادهاگر این روش
مشکل بسیاری  ،دها را انجام داها بتوان این استخراجدر آزمایشگاه

ها دسترسی ندارند که به کیت ایراناز مراکز جنایی مناطق محروم 
  د.شوبرطرف می

کار رفته ههای استخراجی بالبته شایان ذکر است هر یک از روش
 .دارای یکسری معایب و محاسن هستند پژوهششده در این 

روش جوشاندن با رزین چلکس دارای معایب و طور مثال هب
از جمله، این روش یا روش استخراجی تغییریافته  ؛ستمحاسنی ا

سازی صددرصد ای تحت عنوان خالصآلکالین اصولاً دارای مرحله
های مورد آزمایش را در کمترین نمونه DNA توانمی اما، یستن

از سوی دیگر  .استخراج کردترین مواد مصرفی کمفاصله زمانی و با 
شده، آسانی از خون تازه، لختهبهتوان ها میاین روش با استفاده از

های و سایر نمونه DNA زاکهنه و خشک و همچنین عوامل بیماری
 استخراج ،توان گفتمی .استخراج کرد مورد نظر را DNAبیولوژیکی 

DNA ترین و ترین، ارزانیکی از ساده روش تغییریافته آلکالینبه
. است د نظری مورهااز نمونه DNA ترن روش برای استخراجسریع

شود از کیفیت ای که با این روش استخراج میDNAدر عین حال 
بسیار  PCRمناسبی برخوردار است که در کلیه کارهای مربوط به 

توان دهد. به همین دلیل میخوبی جواب میو به استمناسب 
های از نمونه DNAعنوان یک روش مناسب برای استخراج به

خصوص در هب ایرانهای جنایی اهمختلف بیولوژیکی در آزمایشگ
ای با DNAاما اگر در مواردی به  .مناطق محروم جایگزین شود

تواند غلظت بالا و خلوص بیشتری نیاز باشد، روش نمکی می
استفاده شود. این روش نسبت به دو روش آلکالین و چلکس زمان 

بر این مواد مورد نیاز آن بیشتری برای استخراج نیاز دارد. علاوه
نسبت به دو روش مذکور بیشتر است اما همان طور که گفته شد با 

بیشتر با درصد خلوص  DNAمیزان توان بهاین روش می
  تری دست یافت.مناسب

  
  گیرینتیجه
 سه نکته پژوهش،کار رفته شده در این ههای استخراجی بدر روش

نبودن به وابسته ،جویی در زمان(صرفهمورد هدف در این تحقیق 
های مناطق بودن مواد مورد نیاز در آزمایشگاهکیت و دردسترس

عنوان یک روش استخراجی رعایت شده که بتوانند بهمحروم) 
از کار گرفته شوند. ههای جنایی بهزینه در آزمایشگاهمناسب و کم

ها، ارزان و قابل تکراربودن آنهاست که های دیگر این روشویژگی
مطالعات پژوهشی و هم کاربردی استفاده  توانند هم درراحتی میبه

 توان برای استخراجها را با کمی تغییر میشوند. همچنین این روش
DNA های بیولوژیکی نیز بکار برداز سایر نمونه.  

  
از تمام عزیزانی که در اجرای این پروژه همکاری  تشکر و قدردانی:

عضو هیات  نیاصادق حسنخصوص جناب آقای دکتر اند بهداشته
  علمی دانشگاه تربیت مدرس، کمال تشکر و قدردانی را دارم. 

  .است نشده گزارش نویسندگان توسط موردیتضاد منافع: 
  .است نشده گزارش نویسندگان توسط موردی اخلاقی: تاییدیه

 نگارنده جلیلی (نویسنده اول)، شیرینسهم نویسندگان: 
 ،)دوم سندهینو( شیرزاد هادی ؛)%٥٠( یاصل پژوهشگر/مقدمه
 )%٥٠( بحث نگارنده/شناسروش

پژوهشگاه علوم انتظامی حمایت مالی این پژوهش را  منابع مالی:
  است. بر عهده داشته

 منابع
1- Stray JE, Liu JY, Brevnov MG, Shewale JG. Extraction of 
DNA from forensic biological samples for genotyping. 
Forensic Sci Rev. 2010;22(2):159. 
2- Willard JM, Lee DA, Holland MM. Recovery of DNA for 
PCR amplification from blood and forensic samples using 
a chelating resin. Methods Mol Biol. 1998;98:9-18. 
3- Stray JE, Shewale JG. Extraction of DNA from human 
remains. Forensic Sci Rev. 2010;22(2):177-85. 
4- Delefosse T, Hienne R. Extracting DNA from all 
forensic samples with KingFisher® technologies. Int 
Congr Ser. 2004;1261:577-9. 
5- Alaeddini R, Walsh SJ, Abbas A. Forensic implications 
of genetic analyses from degraded DNA—a review. 
Forensic Sci Int Genet. 2010;4(3):148-57. 
6- Suguna S, Nandal D, Kamble S, Bharatha A, Kunkulol R. 
Genomic DNA isolation from human whole blood 
samples by non enzymatic salting out method. Int J 
Pharm Pharm Sci. 2014;6(6):198-9. 
7- Chacon-Cortes D, Griffiths LR. Methods for extracting 
genomic DNA from whole blood samples: Current 
perspectives. J Biorepository Sci Appl Med. 
2014;2014(2):1-9. 
8- Madhad VJ, Sentheil KP. The Rapid & Non-Enzymatic 
isolation of DNA from the Human peripheral whole blood 
suitable for Genotyping. Eur J Biotechnol Biosci. 
2013;1(3):1-16. 
9- Maurya R, Kumar B, Sundar S. Evaluation of salt-out 
method for the isolation of DNA from whole blood: A 
pathological approach of DNA based diagnosis. Int J Life 
Sci Biotechnol Pharma Res. 2013;2(2). 
10- Guha P, Das A, Dutta S, Chaudhuri TK. A rapid and 
efficient DNA extraction protocol from fresh and frozen 
human blood samples. J Clin Lab Anal. 
2018;32(1):e22181. 
11 Shaik M, Shivanna DK, Kamate M, Ab V, Tp KV. Single 
lysis-salting out method of genomic DNA extraction from 
dried blood spots. J Clin Lab Anal. 2016;30(6):1009-12. 
12- Noguera NI, Tallano CE, Bragós IM, Milani AC. 
Modified salting-out method for DNA isolation from 
newborn cord blood nucleated cells. J Clin Lab Anal. 
2000;14(6):280-3. 
13- Gaaib JN, Nassief AF, Al-Assi AH. Simple salting–out 
method for genomic DNA extraction from whole blood. 
Tikrit J Pure Sci. 2011;16(2):9-11. 
14- Nasiri H, Forouzandeh M, Rasaee MJ, Rahbarizadeh F. 
Modified salting-out method: High-yield, high-quality 
genomic DNA extraction from whole blood using laundry 
detergent. J Clin Lab Anal. 2005;19(6):229-32. 
15- Walsh PS, Metzger DA, Higuchi R. Chelex 100 as a 
medium for simple extraction of DNA for PCR-based 
typing from forensic material. Biotechniques. 
1991;10(4):506-13. 
16- Butler JM. DNA extraction from forensic samples 
using chelex. Cold Spring Harb Protoc. 
2009;2009(6):pdb.prot5229. 
17- Im CB, Lee JK, Kim JW, Kwon KC, Koo AH, Park JW, et 
al. A study of the DNA extraction from bloodstain 
samples using chelex 100. Korean J Clin Pathol. 
1993;13(2):311-20. [Korean] 
18- Rudbeck L, Dissing J. Rapid, simple alkaline 



 ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ رزادیش یهادو  یلیجل نیریش  ۱۷۲

   ۱۳۹۷ پاییز، ۴، شماره ۷دوره                        پژوهشی طب انتظامی- علمینامه صلف

extraction of human genomic DNA from whole blood, 
buccal epithelial cells, semen and forensic stains for PCR. 
Biotechniques. 1998;25(4):588-90. 
19- Klintschar M, Neuhuber F. Evaluation of an alkaline 
lysis method for the extraction of DNA from whole blood 
and forensic stains for STR analysis. J Forensic Sci. 
2000;45(3):669-73. 
20- Berthomieu P, Meyer C. Direct amplification of plant 
genomic DNA from leaf and root pieces using PCR. Plant 
Mol Biol. 1991;17(3):555-7. 
21- Jeanpierre M. A rapid method for the purification of 
DNA from blood. Nucleic Acids Res. 1987;15(22):9611. 
22- Loreille OM, Diegoli TM, Irwin JA, Coble MD, Parsons 
TJ. High efficiency DNA extraction from bone by total 

demineralization. Forensic Sci Int Genet. 2007;1(2):191-
5. 
23- Ivanova NV, Dewaard JR, Hebert PD. An inexpensive, 
automation-friendly protocol for recovering high-quality 
DNA. Mol Ecol Resour. 2006;6(4):998-1002. 
24- Brevnov MG, Pawar HS, Mundt J, Calandro LM, 
Furtado MR, Shewale JG. Developmental validation of the 
PrepFilerTM forensic DNA extraction kit for extraction of 
genomic DNA from biological samples. J Forensic Sci. 
2009;54(3):599-607. 
25- T. Kitayama, Ogawa Y, Fujii K, Nakahara H, Mizuno N, 
Sekiguchi K, et al. Evaluation of a new experimental kit 
for the extraction of DNA from bones and teeth using a 
non-powder method. Leg Med (Tokyo). 2010;12(2):84-9. 


	5
	Text

