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جمع آوري، انتقال، آماده سازي و نگهداري  يراهنما

  مولکولي آزمايش هاينمونه ها براي 

  

   
لازم  ياطلاعات علمي و فن ارائهن راهنما به منظور يا

جهت جمع آوري ، انتقال ، آماده سازي و نگهداري 
. تهيه شده است نمونه ها براي آزمايش هاي ملكولي

در  بوده كه MM13-Aترجمه پروتكل اين مجموعه 
آزمايشگاه  يملكول يولوژيروس شناسي و بيته ويكم

  .قرار گرفته است تأييدو  يمورد بررس مرجع سلامت
  

 

   نمونهمديريت   ‐ ۱

ــاران    ــه بيم ــديريت نمون ــد م ــش فرآين ــحت جواب   نق ــت و ص ــي در دق ــاياساس ــاي  ه ــايش ه ــول آزم ــا   ع يملک ــاريزا  ايف ــل بيم وام

مراحــل . آوري و تيمــار نمونــه الزامــي اســت   ســتي در همــه مراحــل جمــع   ي ايمنــي زيدســتورالعمل هــا رعايــت . مــي نمايــد 

ــع ــال نمونــه  جم ــا اســتانداردهاي آزمايشــگاهي           آوري، نگهــداري و انتق ــه بايــد مطــابق ب ــه نــوع نمون ــاليني بــا توجــه ب هــاي ب

ل بيمـــاريزا و عوامـــ يکـــيمـــواد ژنت د موجـــب تجزيـــهمـــي توانـــهـــاي بـــاليني عـــدم مـــديريت صـــحيح نمونـــه. انجـــام پـــذيرد

  .دريافت جوابهاي غير قابل اعتماد گردد

  

  :گذاري و جمع آوري نمونه نشانه

ــار       ــي بيم ــات خصوص ــه، اطلاع ــديريت نمون ــل م ــام مراح ــددر تم ــا       باي ــراي اعض ــافي ب ــات ك ــي اطلاع ــد ول ــاقي بمان ــوظ ب محف

  .تيم پزشكي معالج جهت انجام تستهاي مهم و در نهايت درمان بيمار ارائه گردد

  :حاوي اطلاعات زير باشند بداراي برچس بايدگردند ارائه مي ملكولي آزمايش هاي هايي كه براينمونه
  شماره شناسايي -
 تاريخ جمع آوري -
 زمان جمع آوري -
 )به طور دلخواه(آوري كننده نمونه جمعنام مسئول  -
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 )د مشخص شوديبا يم بافت باشد نوع بافت ارسالينمونه در صورتي كه (نمونه نوع  -

  :عبارتند از مي گرددخواست آزمايش گنجانده در اطلاعاتي كه در فرم
  شماره شناسايي اختصاصي -
 نام بيمار -
 تاريخ تولد -
 تاريخ جمع آوري نمونه -
 )ژنتيكي آزمايش هايمخصوصا براي (جنس  -
 )بستگي به نوع تست(قوم /نژاد -
 )يوتيك و غيرهنخون، مايع آم(نوع نمونه  -
 بهتر اطلاعات باليني و آزمايشگاهي كمك كننده به تشخيص -
 نام پزشك معالج -
 محل يا بخش جمع آوري كننده نمونه -
 )در صورت نياز(اطلاعات مربوط به بيمه و حسابداري  -

ــه ــت     : توج ــاز اس ــورد ني ــري م ــات ديگ ــوارد، اطلاع ــي م ــثلا د. در بعض ــوص م ــاي ر خص ــايش ه ــر   آزم ــي، اگ ــورت ژنتيك درص

د نظـــر خـــود را در مـــورد منطقـــي انـــمـــي تو وي ،آزمـــايش خـــاص بـــراي مـــدير آزمايشـــگاهيـــك درخواســـت  روشـــن بـــودن 

   ژنتيكـــي ماننـــد  آزمـــايش هـــايدر بعضـــي . بـــودن درخواســـت مـــوردنظر بـــا توجـــه بـــه ســـن و وضـــعيت بيمـــار ابـــراز نمايـــد

Linkage analysisمي باشداي نيز مورد نياز ت شجره نامه، اطلاعا.  

  جمع آوري نمونه ‐ ۲

دســتكش از انتقــال پاتوژنهــاي خطرنــاك و    . ســتفاده گــردد از دســتكش ا بايــدهــاي بــاليني  كــار بــا نمونــه  در تمــام مراحــل  

ــون   ــال از راه خـ ــل انتقـ ــه    ) blood-borne(قابـ ــالي نمونـ ــدن احتمـ ــوده شـ ــين آلـ ــگاه و همچنـ ــادر آزمايشـ ــه كـ ــا  بـ ــا بـ هـ

  .بايد رعايت گردد تمام موارد ايمني زيستي. كندمي سلولهاي فرد آزمايش كننده جلوگيري

 مــي تــوان ي اختصاصــي خــود را داشــته باشــند كــه از آن جملــه      العمل هــادســتوراختصاصــي ممكــن اســت    آزمــايش هــاي 

  .را نام برد) HPV(انساني  يپيلومانمونه برداري از سرويكس براي انجام تست ويروس پا

ــواد م   ــوارد و م ــام م ــي تم ــن  معرف ــر در اي ــه گ ــتارداخل ــي نوش ــدنم ــگاه   .گنج ــئولين آزمايش ــدمس ــيم    باي ــراد ت ــاير اف ــكان و س پزش

در صــورت  و لــوده كننــده آگــاه ســازند   افــراد شــاغل در آزمايشــگاه را از ايــن عوامــل مداخلــه گــر و يــا آ        پزشــكي از جملــه 

  .ورهاي اختصاصي در اختيار كاربران قرار دهندبه روشارائه كارگاه يا تهيه  بصورتلزوم اطلاعات را 

كــامپيوتر بيمارســتان يــا   / ســانيبلافاصــله در سيســتم اطــلاع ر   بايــد مــي گــردد اي كــه وارد آزمايشــگاه بــاليني   هــر نمونــه 

هــا و اطــلاع رســاني بــه موقــع و     كــادر آزمايشــگاه بايــد حــداكثر ســعي خــود در اســتفاده از نمونــه       . آزمايشــگاه ثبــت شــود  

 ــ   ــوارد زي ــي در م ــد ول ــل آورن ــه عم ــت را ب ــهدرس ــول  ر، نمون ــل قب ــا غيرقاب ــنده ــي باش ــنظ م ــده  :ري ــوليز ش ــون هم ــز ، خ ــون فري خ

   .اندتي نشانه گذاري نشدههايي كه به درسنمونه و شده
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ــه ــه         : توج ــد نمون ــد، مانن ــته باش ــود نداش ــدد وج ــري مج ــه گي ــان نمون ــده و امك ــذ ش ــاص اخ ــي خ ــه از محل ــه نمون ــورتي ك -در ص

 .آزمايشگاه، موضوع قابل بررسي استهاي بيوپسي و بافتهاي خاص، با صلاحديد پزشك معالج و دستور مدير 

ــر تســـت   ــراي هـ ــر آزمايشـــگاه، بـ ــراي بايـــددر هـ ــا ،ط رد كـــردن نمونـــهشـ ــت يدر كتـــاب راهنمـ ــده و در آزمايشـــگاه نوشـ ه شـ

  . باشد دسترس كادر آزمايشگاه

  

   از بافت يريملزومات نمونه گ ‐۲‐۱

  : مي شودر استفاده يبافت در موارد ز ياز نمونه ها

  )ماريمثلا در صورت مرگ ب(در دسترس نباشند  ١يدهانحفره  يخون و سلولها ينمونه سلولها) الف

مــثلا  . (ش باشــنديپ متفــاوت از بافــت مــورد آزمــا   يــژنوت يدارا يا دهــان يــخــون   يبافــت و ســلولها  يکــه ســلولها يزمان )ب

  )سميا موزائيک ينئوپلاست يهايماريک در بيون سوماتيموتاس

  .بالقوه است يک عوامل عفونينوکلئ دياس يکه بافت تنها منبع شناسائيزمان) ج

 ــ  ــولا ب ــت معم ــب باف ــدار مناس ــا  ١ن يمق ــت  ٢ت ــرم اس ــه طب  . گ ــب ب ــدار مناس ــا مق  ــ يام ــته م ــت وابس ــت باف ــد ز يع ــباش ــدار ي را مق

ــ ــد DNAو  RNA يوزن ــافتيش ــت د  يدا از ب ــه باف ــر متغيب ــگ ــتي ــا . ر اس ــت ه ــده      يباف ــتخوان، غ ــز اس ــل مغ ــلول مث ــر س پ

ــاو ــب ته   يلنف ــابع مناس ــال من ــو طح ــر     ي ــت کمت ــه باف ــت ب ــن اس ــوده و ممک ــوم ب ــاحت يه ژن ــدي ــه با .اج باش ــاگرچ ــر ي د در نظ

ــاو   ــده لنف ــت غ ــائ يداش ــت يپ ــن دس ــور اولي ــک توم ــو   ،هي ــت محت ــن اس ــداد کمـ ـ يممک ــور  يتع ــلول توم ــه   ياز س ــند ک باش

کــم ســلول مثــل    ينمونــه هــا . نباشــند يک از تــک بــرش بافــت قابــل شناســائ    يکروســکوپيم آزمــايش هــاي ن در ينچنــيا

ــا  ــت ه ــله، ف يباف ــريعض ــ يب ــب  يو چرب ــع مناس ــت ته يمنب ــجه ــژنوم DNAه ي ــن  ي ــوده و ممک ــه بـ ـ ک نب ــت ب ــا  ١ش از ياس ت

ــت احت  ٢ ــرم باف ــگ ــدي ــور کلـ ـ . اج باش ــه ط ــا ب ــتره ا   يام ــود گس ــدم وج ــورت ع ــوذ چربـ ـ يدر ص ــافت  ياز نف ــابع ب ــر يدر من ، از ه

 يبدســـت مـــ DNAا يـــ RNAکـــرو گـــرم يم ١٠ش از يبـــ ،گـــرم وزن داشـــته باشـــد يلـــيم ١٥ش از يمقـــدار بافـــت کـــه بـــ

  . ديآ

ز يـــک نيدنوکلئياســـتخراج اســـهـــاي ، دســـتورالعمل يدر منـــابع بـــافت موجـــود ينهـــايو نـــوع پروتئ ر متفـــاوتيمقـــادبـــه علـــت 

و  RNA يص ســازلخــا يت تجــاريــســازنده ک يکمپــان يه هــايبــه توصـ ـ بايــدنــه ين زميــدر ا. بافــت هســتند  ياختصاصــ

DNA جهت بافت به خصوص توجه شود .  

ــا ــه بافتهـ ــزرگ  ينمونـ ــ(بـ ــا  ١ش از يبـ ــرم ٢تـ ــت ب) گـ ــيو بافـ ــت  يوپسـ ــان جهـ ــکان و جراحـ ــط پزشـ ــخ توسـ ــا صيتشـ  يهـ

 DNAو  RNA اگـــر. مـــي شـــودمنوفلورســـنس گرفتـــه يا ايـــو  ي، الکترونـــيکروســـکوپ نـــوريم يک بـــه روشـــهايـــپاتولوژ

ــافت  ــه ب ــزرگ  ياز نمون ــب ــيا بي ــتخراج مـ ـ يوپس ــود، تمه ياس ــش ــت    ي ــدن باف ــک نش ــت خش ــددات لازم جه ــذ  باي ــورت پ . رديص

  .دشو يل بسته بندين استريسال سانده شده در نرماليل خيا کاغذ استريف يدر پارچه تنظ بايدبافت 
                                                 

1  Bucal Cell 
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کس کـــردن، مطالعـــه يرا جهـــت فـــ يوپســـيا از بافـــت بيـــبـــزرگ  يبـــافت ياز نمونـــه هـــا يهـــائ ســـت بـــرشيمعمـــولا پاتولوژ

ــکوپيم ــگ آميکروسـ ــد از رنـ ــک بعـ ــخ يزيـ ــص پاتولوژيو تشـ ــک تهيـ ــده يـ ــي كنـ ــ. مـ ــن از ايهمچنـ ــرشيـ ــت  ن بـ ــا جهـ هـ

ه رده يـــمـــورد نظـــر در ته يبـــافت ينمونـــه هـــا. شـــود مـــيز اســـتفاده يـــن يص ملکـــوليدر تشـــخ DNAو  RNAاســـتخراج 

  .کاربرد دارد) نيو پروتئ RNA  ،DNA(ست ملکولها يز يابيا بازيو  يسلول

 يبافـــت در دمـــا ينگـــه دار عمومـــاً. مـــي باشـــدر يـــبســـته بـــه نـــوع بافـــت متغ يدر نمونـــه بـــافت DNAو  RNA يداريـــپا

ــا  ٢٢ ــانت  ٢٥ت ــه س ــيدرج ــود ه نيگراد توص ــي ش ــت ا. م ــجه ــاخ ــوب جيذ نت ــت  ،مطل ــدباف ــر باي ــا يعا در نيس ــروژن م ــد يت ع منجم

ــده و  ــش ــب نوکلئ ي ــده مناس ــه دارن ــواد نگ ــا در م ــي ــراردادد يک اس ــودق ــه ا. ه ش ــچنانچ ــدابي ــت  ير مين ت ــه باف ــد، نمون ــر نباش ــدس  باي

بـــر  اً، متعاقبـــRNAک بـــه خصـــوص يـــد نوکلئيو جهـــت حفاظـــت بهتـــر اســـ ه شـــودقـــراردادخ مرطـــوب يـــ يعا بـــر رويســـر

ل ين اســـتريل آغشـــته بـــه نرمـــال ســـاليف اســـتريـــکوچـــک در پارچـــه تنظ يبافتهـــا. دشـــگاه ارســـال گـــردياخ بـــه آزميـــ يرو

ــد  ــته بن ــ يبس ــوگ    ودش ــت جل ــدن باف ــک ش ــا از خش ــرد يريت ــولاً. دگ ــت بررسـ ـ  معم ــت جه ــه باف ــا ينمون ــ يه ــيآس  يب شناس

مـــي ش ريپـــذ DNAو  RNA يبررســـ بـــرايچنانچـــه نمونـــه . مـــي گيرنـــدقـــرار  يســـت هـــا مـــورد بررســـيتوســـط پاتولوژ

ه قـــرارداد در محلـــول هـــاي مناســـب تثبيـــت کننـــده بافـــت ســـريعاً بايـــدک، يدنوکلئيب اســـيـــاز تخر يريجهـــت جلـــوگ شـــود

ــود ــر محلول    . ش ــه اکث ــت ک ــر اس ــل ذک ــا قاب ــام ــده  ياه ــت کنن ــدازه ف   تثبي ــه ان ــود ب ــاتورهايموج ــوم بررسـ ـ يکس ــت  يمرس باف

  . نمي باشند مؤثربافت  يميمنوشيا اي يشناس

ــبا ــد ي ــه ع ي ــد ب ــت بادآور ش ــيل ــورد ن يهوش ــم ــام عملي ــاز در هنگ ــي ــوژ  يات جراح ــود تکنول ــا يو نب ــاز  يه ــات س ــتاندارد ثب  ياس

ــ  ــ  يدنوکئياس ــود اکس ــار کمب ــت دچ ــت باف ــن اس ــب تغ   يک، ممک ــود موج ــه خ ــه نوب ــه ب ــده ک ــژن ش ــطح بيي ــر در س ــي از  ياريان بس

ــا  ــود ژنه ــي ش ــود اکسـ ـ. م ــولانيکمب ــدت يژن ط ــع    pH، م ــور موض ــه ط ــت را ب ــث  يباف ــاهش داده و باع ــل و   ک ــاهش حاص ک

   .ک خواهد شديدنوکلئيمقدار اس

  

  ٢ناتالهاي پرنمونه ‐۲‐۲‐۱

كشـــت داده شـــده، مـــايع آمنيوتيـــك، ســـلولهاي كشـــت داده  CVS، ســـلولهاي  CVS٣هـــاي هـــا شـــامل نمونـــهايـــن نمونـــه

ــان           ــل از زايم ــده از جنــين قب ــدا ش ــلولي ج ــه نمونــه س ــك و هرگون ــايع آمنيوتي ــده از م ــي باشــد ش ــه . م ــن نمون ــا اي جهــت ه

ــي ژ  ــيش بين ــپ پ ــپ و فنوتي ــان و   نوتي ــل از زايم ــين قب ــه    جن ــه گرايان ــدامات مداخل ــي    اق ــا جراح ــاليني و ي ــرار   ب ــتفاده ق ــورد اس م

ــرد ــي گي ــه   . م ــن نمون ــراه اي ــه هم ــد ب ــادر باي ــون م ــه خ ــا  نمون ــردد ت ــال گ ــا ارس ــايه ــي ه ــوط   بررس ــدم مخل لازم در خصــوص ع

نگهـــداري يـــك كشـــت . بـــا نمونـــه جنينـــي انجـــام پـــذيرد مـــادر DNAاي از ســـلولها و يـــا شـــدن ميـــزان قابـــل ملاحظـــه

  .سلولي تا زمان اتمام آزمايشها ضروري است و از گرفتن نمونه مجدد حتي المقدور بايد پرهيز گردد

                                                 
2  Prenatal      
3  Chorionic Villus Sampling 
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ــه   ــك را از هفتـ ــايع آمنيوتيـ ــتقيم    ۱۵مـ ــور مسـ ــه طـ ــت دادن و بـ ــدون كشـ ــاملگي بـ ــوانحـ ــي تـ ــود مـ ــي نمـ ــزان . بررسـ ميـ

  .استميلي ليتر  ۱۰از حداقل يوتيك مورد نيناستاندارد مايع آم

ــه ــاي نمونـ ــادري        CVSهـ ــاي مـ ــاري از بافتهـ ــز و عـ ــايش، تميـ ــام آزمـ ــال و انجـ ــل از ارسـ ــد قبـ ــت  (را بايـ ــا بافـ خصوصـ

endometrial decidual (ــود ــه  . نمــ ــتاندارد نمونــ ــزان اســ ــداقل  CVSميــ ــت   ۱۵حــ ــد از برداشــ ــرم بعــ ــي گــ ميلــ

ــت   ــادري اس ــاي م ــه . بافته ــا    CVSنمون ــت ي ــيط كش ــد در مح ــالين  را باي ــتريل س ــتاد   اس ــگاه فرس ــه آزمايش ــاق ب ــاي ات . در دم

ــه    ــا نمونـ ــك يـ ــايع آمنيوتيـ ــده از مـ ــت داده شـ ــلولهاي كشـ ــاي سـ ــوص    CVSهـ ــتيكي مخصـ ــك پلاسـ ــد در دو فلاسـ را بايـ

ــلول  ــت س ــه كش ــد ۷۵داراي ک ــده   درص ــلولي زن ــه س ــد و لاي ــده  باش ــر ش ــت پ ــيط كش ــا مح ــد ب ــدن  (ان ــده ش ــاب از کن ــت اجتن جه

  .ارسال نمود) يه سلوليلا

ــادري     ــاي م ــود بافته ــدم وج ــي ع ــراي بررس ــه  ،ب ــد CVSنمون ــي     باي ــت بررس ــه دق ــكوپ ب ــط ميكروس ــرددتوس ــورت . گ در ص

ــودن   ــت ب ــايش   يكدس ــان روز آزم ــرا هم ــد آن ــه باي ــو نمون ــودن  نم ــوده ب ــورت آل ــدا    د و در ص ــا را ج ــادري،  آنه ــاي م ــه بافته و  ب

ــرد  ــايش ك ــد آزم ــت  . بع ــوان در روز درياف ــه را نت ــر نمون ــرد،  ،اگ ــي ك ــاي   بررس ــد در دم ــا  ۲باي ــان     ۸ت ــا زم ــراد ت ــانتي گ ــه س درج

  .دونمدر روز بعد نگهداري  DNAاستخراج 

DNA  در بايـــد در غيـــر ايـــن صـــورت نمونـــه  اســـتخراج نمـــود،در همـــان روز دريافـــت  بايـــدموجـــود در مـــايع آمنيوتيـــك را

  .شودنگهداري  DNAدرجه سانتي گراد تا زمان استخراج  ۸تا  ۲دماي 

بررســي  ٤معکــوست مناســب ســلولها توســط ميكروســكوپ    آمنيوتيــك، بايــد بــراي بررســي وضــعي     يــا مــايع  CVSكشــت 

ســاعت بعــد از دريافــت آزمــايش نمــود، آنهــا را بايــد        ۲در صــورتيكه ايــن گونــه كشــتها را نتــوان در فاصــله زمــاني       . شــوند

ايـــد از ســـلول درصـــد فلاســـك كشـــت ب ۷۵بطـــور كلـــي، حـــداقل . درجـــه ســـانتي گـــراد نگهـــداري كـــرد ۸تـــا  ۲در دمـــاي 

ــد  ــده باش ــيده ش ــلول را      . پوش ــت س ــگاه، كش ــدير آزمايش ــلاحديد م ــا ص ــورت، ب ــن ص ــر اي ــوان در غي ــي ت ــن    م ــه اي ــيدن ب ــا رس ت

را بـــه انجـــام  ملكـــولي آزمـــايش هـــايو ســـپس  نمـــود ينگهـــداردرجـــه ســـانتي گـــراد  ۳۷حـــد رشـــد ســـلولي در انكوبـــاتور 

  .ريافت نمونه بايد انجام پذيردهاي مناسب، آزمايش در همان روز ددر مورد نمونه. رسانيد

  

   يادرار يو مجار يدهانه رحم يهاسواب ‐۲‐۲‐۲

بـــا دســـته ) Polyester tipped(اســـتر  يســـر پلـــ يحـــاو يهاســـوابمـــردان بـــا اســـتفاده از  يادرار يمجـــار ينمونـــه هـــا

بـــا  کسينـــال و اندوســـرويواژ ينمونـــه هـــا. مـــي شـــوندر گرفتـــه يانعطـــاف پـــذ يکيا دســـته پلاســـتيـــل ضـــد زنـــگ ياســـت

نمونــه . مــي شــوند ه قــراردادمناســب  يط انتقــاليگرفتــه و در محـ ـ) Rayon(ون يــا رايــاســتر  يپلــ ســر يحــاو يهاســواب

ــا  ــت آزم ــد HPVش يجه ــتفاده از   باي ــا اس ــوابب ــ يهاس ــان  يتوص ــط کمپ ــازنده ک يه شــده توس ــس ــاي ــه شــده و  يت آزم ش گرفت

  .ت ارسال شونديوسط سازنده که شده  تيا توصيافته يشگاه در مجموعه اختصاص يجهت انتقال به آزما
                                                 

4 Inverted Microscope 
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  يمولکول آزمايش هايانجام  ها برايانتقال و نگهداري نمونه ‐۲‐۳

ــومي،   ــور عمـ ــه طـ ــابـ ــگاه هـ ــتورالعمل  آزمايشـ ــت دسـ ــه رعايـ ــف بـ ــواد و كيت  موظـ ــده مـ ــد كننـ ــركتهاي توليـ ــاي شـ ــاي هـ هـ

ــرف  ــگاهي مص ــودآزمايش ــال    ي خ ــع آوري و انتق ــراي جم ــتهاي    ب ــام تس ــت انج ــه جه ــولينمون ــي  ملك ــندم ــال  . باش ــين ح در ع

ــز     ــانوني ني ــوابط ق ــررات و ض ــاير مق ــدس ــد  باي ــت گردن ــه  . رعاي ــداري نمون ــال و نگه ــاي انتق ــا راهنم ــده ــط  باي ــگاههاتوس  آزمايش

مـــي هـــا را انتقـــال كـــه نمونـــه هـــا هســـتند و همچنـــين اشخاصـــيدر اختيـــار افراديكـــه مســـئول جمـــع آوري و انتقـــال نمونـــه

  .، قرار گيرددهند

  :زير نيز توسط پرسنل آزمايشگاه بررسي و ثبت گردندبايد موارد در مورد هر نمونه 
  تاريخ و زمان جمع آوري  ‐۱
 تاريخ ارسال نمونه ‐۲
 تاريخ دريافت نمونه ‐۳
 دماي تقريبي نمونه در زمان دريافت توسط آزمايشگاه ‐۴

  .مي باشدنيز بسيار با اهميت  ملكولي آزمايش هايدر ضمن، تجربيات هر آزمايشگاهي در زمينه 

ــي  ــه     يك ــداري نمون ــوه نگه ــحيح، نح ــق و ص ــواب دقي ــه ج ــيدن ب ــراي رس ــم ب ــوارد مه ــه از م ــاير نمون ــوني و س ــاي خ ــته ــا اس . ه

ــي           ــك م ــيدهاي نوكلئي ــه اس ــث تجزي ــه باع ــرد ك ــرار گي ــرايطي ق ــرض ش ــد در مع ــه نباي ــداري، نمون ــا نگه ــال و ي ــان انتق -در زم

ــد ــت     . گردنـ ــه، آناليـ ــوع نمونـ ــه نـ ــته بـ ــداري بسـ ــرايط نگهـ ــا  DNA(شـ ــ) RNAيـ ــي  و يـ ــورد بررسـ ــم مـ ا ميكروارگانيسـ

ــت  ــاوت اسـ ــحيح  . متفـ ــداري صـ ــال و نگهـ ــول انتقـ ــد اصـ ــايش در     بايـ ــورتيكه آزمـ ــا در صـ ــده و يـ ــركت توليدكننـ ــط شـ توسـ

  .، توسط آزمايشگاه تعيين گردد)home brewed(آزمايشگاه راه اندازي شده باشد 

RNA  شـــديدا بـــه تجزيـــه حســـاس اســـت و تشـــخيص آن از ،DNA  ــوارتر ــزان بـــه. مـــي باشـــددشـ  عـــلاوه، افـــزايش ميـ

ــري،     ــه گيـ ــد نمونـ ــي فرآينـ ــا در طـ ــي ژنهـ ــرداري از بعضـ ــخه بـ ــنسـ ــي توانـ ــالاي   مـ ــزان بـ ــاي ميـ ــخيص خطـ ــث تشـ د باعـ

mRNA  ــردد ــا گ ــن ژنه ــه     . اي ــا در نمون ــي ژنه ــان كم ــاليز بي ــان آن ــا در زم ــوع مخصوص ــن موض ــون   اي ــا خ ــافتي ي ــاي ب ــده  باي

  .مدنظر قرار گيرد

  

  ونهي كلي انتقال نمدستورالعمل ها ‐۲‐۴

ــوانين ــه      :ق ــال نمون ــدي و ارس ــته بن ــونگي بس ــوانين چگ ــوابط و ق ــاوت      ض ــر متف ــور ديگ ــه كش ــوري ب ــاليني از كش ــاي ب ــي ه م

  :اما در سايتهاي اينترنتي زير اطلاعات لازم در اين مورد وجود دارد. باشند

ohs/biosfty/biosfty.htmhttp://www.cdc.gov/od/ 

02.pdf-14-http://www.cdc.gov/od/ohs/pdffiles/DOTHAZMAT8 

o.int/csr/resources/publications/WHO_CDS_CSR_LYO_2004_9/en/http://www.wh 
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تـــوان از اشـــعه جهـــت  يمـــار رخ داده اســـت مـــيها در هنگـــام انتقـــال نمونـــه باز کشـــور يکـــه در برخـــ يعيل وقـــايـــدله بـــ

ــتر ــود  ياس ــتفاده نم ــه اس ــودن نمون ــا از . ل نم ــه آام ــا ک ــات نج ــدک تحقيق ــعه  يان ــرات اش ــورد اث ــا در م ــردن   گام ــتريل ك ــراي اس ب

در حـــال حاضـــر نيـــاز بـــه تحقيقـــات موضـــوع  نيـــباشـــد، ا يمـــ در دســـترس ملكـــولينتـــايج تســـتهاي بـــر روي  هـــانمونـــه

  .بيشتري دارد

  

  خالص شده DNAي كلي براي نگهداري دستورالعمل ها ‐۲‐۴‐۱

ــه ــاي نمونـ ــدگي      DNAهـ ــه كننـ ــايي تجزيـ ــا توانـ ــود تـ ــداري نمـ ــخ زدن آب نگاهـ ــه يـ ــر درجـ ــد در زيـ ــده را بايـ ــالص شـ خـ

DNase هرچـــه كمتـــر باشـــد .DNA تـــا از  قـــرار گيـــرددار اي درب واشـــريكي دارهـــاي پلاســـتدر لولـــه بايـــد خـــالص شـــده

ــتبخ ــوگ  ري ــه جل ــود يرينمون ــا. ش ــ تمطالع ــه  نش ــه لول ــت ك ــرو  ان داده اس ــي پ ــاي پل ــذب  په ــث ج ــوند  DNAيلين باع ــي ش . م

هــاي پلــي  لولــه. هــاي پلــي پروپيلينــي اســت   هــاي پلــي اتــيلن حتــي شــديدتر از لولــه     توســط جــداره لولــه   DNAجــذب 

  .اند، مناسب معرفي شدهDNAي پلي پرونيلين براي نگهداري هاآلومري و بعضي از انواع اختصاصي لوله

DNA  ــافر  مـــي تـــوانخـــالص شـــده را ــا  ۲هفتـــه، در دمـــاي  ۲۶در دمـــاي اتـــاق بـــه مـــدت  ) TE )Tris-EDTAدر بـ تـ

ســـال در دمـــاي  ۷و تـــا ) DNaseدر صـــورت عـــاري بـــودن محـــيط از (درجـــه ســـانتي گـــراد بـــراي حـــداقل يـــك ســـال  ۸

ــد   ‐۲۰ ــراد و ح ــانتي گ ــه س ــراي درج ــال در  ۷اقل ب ــا    ‐۷۰س ــراد ي ــانتي گ ــه س ــادرج ــايين يدم ــود  پ ــداري نم ــر نگه ــه. ت -نمون

ــاي        ــد در دم ــت را باي ــؤال اس ــورد س ــا م ــوص آنه ــزان خل ــه مي ــايي را ك ــايين    ‐۲۰ه ــا پ ــراد ي ــانتي گ ــه س ــظ   درج ــراي حف ــر ب ت

فاده اســــت DNAنبايـــد بــــراي نگهـــداري   " frost-free"از فريزرهـــاي بــــدون برفـــك   . نگهـــداري كــــرد  DNAثبـــات  

  .مي گردد DNAكرد چون تغييرات متناوب دمايي در آنها سبب آسيب رساندن به 

  

  RNAبر روي ي كلي براي مطالعات دستورالعمل ها ‐۲‐۴‐۲

هـــاي بافـــت و مايعـــات بـــدن بيـــان بعضـــي ژنهـــا بعـــد از جمـــع آوري نمونـــه خـــوني و حتـــي نمونـــه ءو القـــا RNA بيـ ـتخر

هـــا بطـــور مســـتقيم درون ويالهـــاي حـــاوي مـــواد ت كـــه اينگونـــه نمونـــهدر نتيجـــه توصـــيه شـــده اســـ. مـــي پـــذيردانجـــام 

ــده  ــوند  RNAپايداركنن ــه ش ــه. ريخت ــت را  نمون ــاي باف ــوان ه ــي ت ــرعت  م ــه س ــال داد    ب ــز انتق ــايع ني ــروژن م ــه نيت ــه .ب -نمون

ــال داد   ــخ خشـــك انتقـ ــد روي يـ ــده را بايـ ــز شـ ــاي فريـ ــي ريبونوكلئاز . هـ ــت بعضـ ــل فعاليـ ــه دليـ ــابـ ــاي ) RNases( هـ در دمـ

  .تر نگهداري كرد درجه سانتي گراد يا پايين ‐۷۰را بايد در  RNAدرجه سانتي گراد  ‐۲۰

  

  هاي خاصانتقال و نگهداري نمونه دستورالعمل نمونه گيري، ‐۲‐۴‐۳
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ــايج تســـتهاي   ــاد بـــودن نتـ ــال و بســـتگي بـــه عوامـــل مختلفـــي ماننـــد نمونـــه گيـــري، ان  ملكـــوليدرســـتي و قابـــل اعتمـ تقـ

، DNAيـــا  RNA(و محـــل اســـيد نوكلئيـــك هـــدف ت يـــماهروشـــهاي جمـــع آوري نمونـــه،  اينهـــا شـــامل. نگهـــداري دارد

  .، و نوع تست مورد استفاده دارد)هاي عامل عفوني ژنوم ميزبان يا اسيد نوكلئيك

، چرخــه زنــدگي عامــل عفــوني و    باشــد پــاتوژنيــك عامــل  هــاي  اســيدنوكلئيك شناســايي ،هــدف از انجــام آزمــايش   اگــر

ــلول  ــوع س ــط   ن ــه توس ــايي ك ــرار   ه ــه ق ــورد حمل ــد آن م ــي گيرن ــه      م ــه نمون ــه، طريق ــوع نمون ــوص ن ــري در خص ــميم گي در تص

  .مي باشدگيري و تيمار آن اثرگذار 

ــا  ــتورالعمل ه ــه     دس ــواع نمون ــورد ان ــر در م ــه در زي ــايي ك ــا و بحثه ــر گرده ــذک ــومي   ، دهي ــور عم ــه ط ــدوب ــت، در  ن يت ــده اس ش

 ــ   ــي كـ ــي آزمايشـ ــاليني و ويژگـ ــاليتيكي و بـ ــاي آنـ ــه متغيرهـ ــاً  نتيجـ ــرد، حتمـ ــام گيـ ــت انجـ ــرار اسـ ــن   ه قـ ــار ايـ ــد در كنـ بايـ

در ضـــمن چـــون آنچـــه در كتابچـــه راهنمـــاي كيتهـــاي مختلـــف آزمايشـــگاهي نيـــز . در نظـــر گرفتـــه شـــوند دســـتورالعمل هـــا

ــراآورده شـــده  ــرايط خـــاص يبـ ــد شـ ــت   ،مـــي باشـ ــه در طـــي اسـ ــاتي را كـ ــگاهي، تجربيـ ــر آزمايشـ فاده از ايـــن لازم اســـت هـ

آزمايشــگاه مربوطــه ثبــت و    يدر كتــاب راهنمــا  ،هــاي ضــروري مــوارد و نكتــه  ه،قــراردادمــدنظر  هــا بدســت آورده  آزمــايش

ــد ــه     .درج گردن ــف نمون ــواع مختل ــديريت ان ــونگي م ــر، چگ ــيد نو    در زي ــف اس ــتهاي مختل ــراي تس ــا ب ــكه ــولي/ كلئي ــرح  ملك ش

  .داده شده است

  

  

  هاي خون كامل، سرم و پلاسمامونهن ‐۲‐۲‐۳

ــاد  ــد انعقـ ــاده ضـ ــراي EDTAمـ ــام و جدا يجمـــع آور بـ ــون تـ ــازخـ ــما جهـــت  يسـ ــام پلاسـ ــايانجـ ــايش هـ ــولي آزمـ  ملكـ

همـــراه كيـــت يـــا كتـــاب راهنمـــاي  دســـتورالعملدر مراحـــل بعـــدي، آن  تـــأثيراحتمـــال دليـــل ه امـــا بـــ. مـــي گـــرددتوصـــيه 

اســـتفاده شـــود، تيوبهـــاي حـــاوي ) بـــدون ژل جداكننـــده( EDTAاگـــر از تيوبهـــاي حـــاوي . گـــرددرعايـــت د يـــباآزمايشـــگاه 

ــهن ــهاي    مونـ ــخيص ويروسـ ــت تشـ ــون جهـ ــاي خـ ــد RNAهـ ــله  HCVو  HIVدار ماننـ ــد در فاصـ ــد از   ۴، بايـ ــاعت بعـ سـ

ــانتريفيوژخـــونگيري  ــ. اي ديگـــر نگهـــداري شـــودجـــدا شـــده در لولـــه يگردنـــد و پلاســـما سـ هـــاي ورتي كـــه از لولـــهدر صـ

ــاوي ژل جدا ــردد حـ ــتفاده گـ ــده اسـ ــداكثر  ٥كننـ ــراي حـ ــما بـ ــاي  ۵، پلاسـ ــا  ۲روز در دمـ ــه ۸تـ ــراد و  درجـ ــانتي گـ ــوارد سـ در مـ

ــولاني ــردن در    ط ــز ك ــورت فري ــر در ص ــ ‐۲۰ت ــانت  ‐۷۰ اي ــه س ــا   يدرج ــراد ي ــاگ ــرييپ ــت   ن ت ــتفاده اس ــل اس ــه. قاب ــاي نمون ه

ــراي     ــت ب ــرار اس ــه ق ــوني ك ــد   DNAخ ــرار گيرن ــي ق ــورد بررس ــوان  ،م ــي ت ــا  م ــا    ۲۴ت ــاق و ت ــاي ات ــاعت در دم ــاعت  ۷۲س س

  .وددرجه سانتي گراد نگهداري نم ۸تا  ۲در دماي 

                                                 
ــه در      باشѧѧѧد  ين المللѧѧѧيرش بѧѧѧيکѧѧѧه مѧѧѧورد پѧѧѧذ   ييبѧѧѧا توجѧѧѧه بѧѧѧه عѧѧѧدم گѧѧѧزارش هѧѧѧا     ٥ ــردن نمونـ ــز كـ ــرات فريـ ــت اثـ ــف اسـ ــگاه موظـ ــر آزمايشـ هـ

 کـــه اعـــلام مـــي نمايـــد را نمونـــه را در نتـــايج آزمايشـــهاي مولكـــولي  ٥هـــاي فريـــز كـــردن و ذوب كـــردناوي ژل جـــدا كننـــده و چرخـــهتيوبهـــاي حـــ
   .دکنتعيين 
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جمـــع آوري و نگهـــداري . باشـــند RNAحـــاوي مـــواد نگهدارنـــده  بايـــدهـــاي خـــوني ســـلولي، نمونـــه RNAبـــراي آنـــاليز 

، چــون در مــي گــردد توصــيه ن )mRNAتوليــد (نســخه بــرداري ژنــي    بررســي هــاي خــون فاقــد مــواد نگهدارنــده بــراي     

  .مي گردد بيخرراحتي ته ب RNAاين صورت 

ــي   ــراي بررس ــد ،DNAو  RNAب ــور باي ــفر تبص ــر رو ي ــده ب ــ يز ش ــود   ي ــل ش ــه حم ــت مطالع ــک جه ــما . خ خش ــدپلاس  باي

  .ره گردديگراد ذخ يدرجه سانت  ‐۲۰درجه حمل شده و در  ۸ يال ۲ يدر دما

در صـــورت بـــه تعويـــق . ســـاعت بعـــد از خـــونگيري انجـــام پـــذيرد ۴بايـــد حـــداكثر  RNA اســـتخراج، RNAبـــراي بررســـي 

درجـــه  ‐۷۰ا يـــ ‐۲۰ســـرم، پلاســـما يـــا هســـته ســـلولهاي خـــوني در هـــاي ، فريـــز كـــردن نمونـــهRNAافتـــادن جداســـازي 

  .تر توصيه شده است پايين يدماسانتي گراد يا 

ــه ــنمون ــد در فريزر ه ــما را نباي ــااي پلاس ــک  يه ــدون برف ــود ٦ب ــز نم ــول     . ، فري ــا در ط ــا، دم ــن فريزره ــاگوني از اي ــواع گون در ان

ــدين   ــبانه روز چن ــدت ش ــارم ــر  ب ــد تغيي ــي نماي ــب ت   م ــر موج ــن ام ــخرو اي ــدف    بي ــك ه ــيدهاي نوكلئي ــردد اس ــي گ ــن . م در اي

ــي    ــور اختصاص ــه، بط ــدزمين ــري     باي ــدازه گي ــايش ان ــه آزم ــادب ــيمق ــروس ير كم ــراي  ٧وي ــه    HCV و HIVب ــود ك ــاره نم اش

  .ثر از چگونگي نگهداري نمونه استأبسيار مت

ــه  ــه نمونـ ــع آوري و تهيـ ــهاي جمـ ــردن روشـ ــتاندارد كـ ــتفاده ا اسـ ــگاه و اسـ ــر آزمايشـ ــوني در هـ ــاي خـ ــر در هـ ز يـــك روش برتـ

ــي ــور دراز    ح ــه ط ــي ب ــر ويروس ــي تيت ــژه    ن بررس ــت وي ــاران از اهمي ــن بيم ــدت در اي ــوردار م ــد اي برخ ــي باش ــت، بـ ـ. م ه در نهاي

ــارين و          ــاد و هپ ــد انعق ــاده ض ــدگي م ــت كنن ــرات ممانع ــر اث ــي ب ــهايي مبن ــل گزارش ــاد    "heme"دلي ــد انعق ــواد ض ــتفاده از م ، اس

EDTA  ــا ــام  Acid Citrate Dextrose (ACD)يـ ــراي انجـ ــايبـ ــايش هـ ــولي آزمـ ــون، ملكـ ــيه  در خـ ــي توصـ مـ

  .گردد

  

  )يلتر کاغذيف يرو بر(نمونه خون خشک شده  ‐۲‐۲‐۴

را بعـــد از  DBSيـــا  ٨هـــاي حـــاوي خـــون خشـــك شـــدهنمونـــه. دارنـــد دكـــاربر DNAهـــا فقـــط بـــراي آنـــاليز ايـــن نمونـــه

ــل    ــردن كامـ ــك كـ ــدخشـ ــي  بايـ ــرارداددر ظروفـ ــازه ور  قـ ــه اجـ ــد و كـ ــت را ندهـ ــد   ود رطوبـ ــواد ضـ ــاوي مـ ــا حـ رطوبت يـ

  .انديكاتورهاي نشان دهنده ميزان رطوبت باشد

بوســيله كاغــذهاي مخصــوص انــدازه گيــري      DBSتوســط پوشــاندن  بايــد  ،بــراي جلــوگيري از آغشــته شــدن چنــد نمونــه     

ــگاهي  ــا  )glassine(وزن آزمايش ــل ي ــرارداد، لام ــل          ق ــه عم ــوگيري ب ــديگر جل ــا يك ــا ب ــاط آنه ــه از ارتب ــوري ك ــه ط ــا ب ن آنه

ــد،  ــا آي ــاس آنه ــود  از تم ــوگيري نم ــي   DBS. جل ــال م ــاق انتق ــاي ات ــولا در دم ــدمعم ــه. ياب ــر   نمون ــورت ب ــن ص ــه اي ــه ب ــايي ك  ه

                                                 
6    Frost-free  
7  Viral load 
8  Dried Blood Spots 
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ــذ ــده  روي كاغـ ــع آوري شـ ــر جمـ ــراي  فيلتـ ــد، بـ ــدانـ ــاليز    ۱۹اقل حـ ــت آنـ ــد، جهـ ــاه بعـ ــام  DNAمـ ــب  PCRو انجـ مناسـ

  .اندتشخيص داده شده

   

   ٩برونکوآلوئولار  يتشوشس ‐۲‐۲‐۵

ــا  ــه ه ــوشس ينمون ــرونش  يتش ــدب ــتگاه و     باي ــازنده دس ــتورکار س ــق دس ــطب ــتورالعمل آزماي ــيا دس ــام   يش ــه انج ــود ک ــي ش  م

شـــگاه منتقـــل شـــده و مـــورد يبـــه آزما يســـاعت بعـــد از جمـــع آور ٢٤ يطـــ بايـــدنمونـــه هـــا . م شـــونديه شـــده و تقســـيـــته

ــا ــديش قرارگيآزم ــا. رن ــه ه ــا  يينمون ــام آزم ــه انج ــيک ــا يش در ط ــذ ي ــان پ ــدت امک ــت ير نين م ــدس ــا  باي ــام آزم ــا انج ــش يت ا در ي

 ‐٧٠ يا بصـــورت منجمـــد در دمـــايـــ، و )ســـاعت ٧٢تـــا حـــداکثر مـــدت (گراد يدرجـــه ســـانت ٨تـــا  ٢ يعنـــي يخچـــاليط يشـــرا

ــانت  ــه س ــگراد يدرج ــاي ــا يا دم  ــييپ ــر نگه ــوند يدارن ت ــا . ش ــه ه ــه ما  ينمون ــوط ب ــاکتريمرب ــدوم يکوب ــدن   باي ــد ش ــل از منجم قب

  .  وندش ييزدا يمدت،  آلودگ يطولان يا نگهداري

  

  نمونه آسپيره مغز استخوان ‐۲‐۲‐۶

DNA:   ــاوي ــرنگهاي حـ ــتخوان در سـ ــز اسـ ــيده  EDTAمغـ ــودكشـ ــي شـ ــد ( مـ ــردد نبايـ ــتفاده گـ ــارين اسـ ــنل ). از هپـ پرسـ

 يبـــرا. ش گردنـــديو آمـــاده انجـــام آز مـــا شـــدهطلـــع مبلافاصـــله بعـــد از دريافـــت نمونـــه مغـــز اســـتخوان   بايـــدآزمايشـــگاه 

درجــه ســانتي   ۸تــا  ۲بــراي مــدت كوتــاهي در دمــاي     مــي تــوان قبــل از پــردازش  ن مغــز اســتخوا  ياســتخراج نمونــه هــا  

ــا    ــود، ام ــداري نم ــراد نگه ــردازشگ ــه   پ ــن نمون ــا مرحاي ــلولي  ت ــز س ــه لي ــدل ــرض  باي ــام    ۷۲در ع ــع آوري انج ــد از جم ــاعت بع س

 يرا مــ ت هــا نمونــه مغــز اســتخوان   يروســتيمــدت باشــد، پــس از حــذف ار    يطــولان ياج بــه نگهــدار يــچنانچــه احت .پــذيرد

  .نمود يگراد نگهداريدرجه سانت ‐۲۰ماهها در  يتوان برا

ــه    ــردن نمون ــز ك ــل فري ــاي در ك ــون  يداراه ــاوي خ ــام،    EDTAح ــون ت ــه خ ــتخوان از جمل ــز اس ــو  مغ ــيا بي ــل  آن يوپس قب

در صـــورت حضـــور ســـلولهاي قرمـــز، فريـــز و ذوب كـــردن مجـــدد ايـــن  .شـــود يه نمـــيتوصـــاز ليـــز كـــردن ســـلولهاي قرمـــز 

ــه ــا مونمون ــدن  ه ــب آزاد ش ــردد  'Heme'ج ــي گ ــام    م ــراي انج ــه ب ــاي ك ــايش ه ــده    PCR آزم ــناخته ش ــده ش ــت كنن -ممانع

  .روداي به شمار مي

  

۷‐۲‐۲‐RNA   

ــي   ــراي بررس ــه RNAب ــالا،      در نمون ــوارد ب ــت م ــر رعاي ــلاوه ب ــتخوان، ع ــز اس ــاي مغ ــده ــت    باي ــايع ثاب ــله در م ــه بلافاص نمون

ــده  ــرارداد RNAكنن ــودق ــورت، بايـ ـ  . ه ش ــن ص ــر اي ــر    در غي ــله ب ــتخوان را بلافاص ــز اس ــپيره مغ ــگاه    د آس ــه آزمايش ــخ ب روي ي

                                                 
9  Bronchoalveolar Lavage (BAL) 
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قبــــل از حــــذف  آن را مـــي تــــوان را اســــتخراج نمــــود و ن RNAســــاعت  ۴انتقـــال داد و در فاصــــله زمــــاني يــــك تـــا   

  .فريز كرد  تيتروسيار

  

   (Buccal Cells) يحفره دهان يسلولها ‐۲‐۲‐۸

ــر دو  ــ DNAو  RNAهـ ــلولها يرا مـ ــوان از سـ ــان يتـ ــا. اســـتخراج کـــرد يحفـــره دهـ ــو ياز نمونـــه هـ  يحاصـــل از شستشـ

ــان ن ــده ــول بـ ـ ي ــور معم ــلوله  ه ز بط ــع س ــوان منب ــان ياعن ــتفاده مـ ـ يده ــد ياس ــت از  . کنن ــت محافظ ــلولها RNAجه  يدر س

ــان ــا يدهـ ــه هـ ــو يو نمونـ ــان  يشستشـ ــددهـ ــياز  بايـ ــل پا يکـ ــاز دارياز عوامـ ــرد RNAسـ ــتفاده کـ ــلولها. اسـ ــه سـ  يچنانچـ

خشـــک در  بصـــورتمناســـب نمونـــه را برداشـــته و  ســـوابتـــوان بـــا  يقـــرار دارنـــد مـــ DNAش يدر برنامـــه آزمـــا يدهـــان

قــرار  DNAش يدهــان کــه در برنامــه آزمــا    يشستشــو ينمونــه هــا . نمــودشــگاه منتقــل  يط بــه آزمايدرجــه حــرارت محـ ـ 

  .  دنمان يدار ميهفته پا ١اتاق تا حدود  يدر دما كهشگاه منتقل کرد يط به آزمايمح يتوان در دما يز ميدارند را ن

ــا  ــه آزمـ ــه در برنامـ ــزاق را کـ ــه بـ ــد  RNAش ينمونـ ــرار دارنـ ــدقـ ــدر  بايـ ــاده پايـ ــاز داريک مـ ــع آور RNAسـ  يمناســـب جمـ

  .شگاه انتقال دادينموده و به آزما

  

  

  

  

  

  :Buffy Coatنمونه  ‐۲‐۲‐٩

 رااســـيد نوكلئيـــك  نمونـــه، يتـــوان در عـــرض ســـه روز بعـــد از جمـــع آور ياگـــر نمـــ ،DNAبررســـي  آزمـــايش هـــايبـــراي 

تـــا انجـــام  ن تـــرييا پـــايـــدرجـــه ســـانتي گـــراد  ‐۷۰نمـــوده و در دمـــاي  جـــدا را  Buffy Coat ،دکـــر اســـتخراجاز خـــون 

  .١٠نگهداري نمود DNAآزمايش 

RNA         ــردد ــتخراج گ ــه اس ــع آوري نمون ــد از جم ــاعت بع ــار س ــا چه ــك ت ــرض ي ــد در ع ــلولها را    . باي ــورت، س ــن ص ــر اي در غي

ــوان  ــي تـ ــدار كن   مـ ــاده پايـ ــاوي مـ ــول حـ ــده در محلـ ــرارداد RNAنـ ــازي   قـ ــل از جداسـ ــا قبـ ــاق   RNAو تـ ــاي اتـ در دمـ

ــداري  ــودنگهـ ــار  . نمـ ــه دچـ ــاراني كـ ــدوژن    eosinophiliaدر بيمـ ــاز انـ ــالاي ريبونوكلئـ ــطوح بـ ــتند، سـ  ــهسـ ــي توانـ د در مـ

  .مشكل آفرين باشد Buffy coatهاي نمونه

  

                                                 
صورت ه گيرند بايد بمورد استفاده قرار مي (EBV)بار  ‐ويروس اپشتن با) immortalization(كه براي ناميرا كردن  Buffy Coatهاي نمونه ١٠

 ندبروي يخ خشك به آزمايشگاه انتقال يا فريز شده و بر
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  )CSF(نخاعي  ‐هاي مايع مغزينمونه ‐۲‐۲‐١٠

١‐۱۰‐۲‐۲‐DNA    

CSF ــد ــاي در  باي ــا  ۲دم ــد     ۸ت ــال ياب ــگاه انتق ــه آزمايش ــراد ب ــانتي گ ــه س ــود،    . درج ــي نم ــله بررس ــوان بلافاص ــه را نت ــر نمون اگ

، بايـــــد آن را در دمـــــاي HSVو  CMVو  EBVو  VZVدار ماننـــــد  DNAبـــــراي بررســـــي حضـــــور ويروســـــهاي 

  .قراردادتر  درجه سانتي گراد يا پايين ‐۷۰تا  ‐۲۰

۲‐۱۰‐۲‐۲‐RNA   

بلافاصـــله ســـرد نمـــود و در را  CSFهـــاي نمونـــهدار ماننـــد انتروويروســـها بايـــد RNAروســـهاي بـــراي بررســـي حضـــور وي 

ــاعت     ــار س ــا چه ــك ت ــله ي ــرد  RNAفاص ــتخراج ك ــه     . را اس ــز، نمون ــاي قرم ــردن گلبوله ــدا ك ــد از ج ــورت، بع ــن ص ــر اي -در غي

  .يخ خشك به آزمايشگاه ارسال نمودبر روي  مي توانرا  CSFهاي فريز شده 

  

  )Cultured cells(سلولهاي كشت داده شده نمونه  ‐۲‐۲‐١١

مـــي توصـــيه  RNAيـــا  DNAدرجـــه ســـانتي گـــراد تـــا هنگـــام اســـتخراج   ۳۷ادامـــه نگهـــداري ايـــن ســـلولها در دمـــاي  

در حجـــم مناســـب از  مـــي تـــواندر غيـــر ايـــن صـــورت، بعضـــي از انـــواع ســـلولها ماننـــد، آمينوســـيتها و لنفوبلاســـتها را . گـــردد

 ماننـــد سوسپانســـيونبعضـــي از انـــواع ديگـــر ســـلولها . دتـــاق بـــه آزمايشـــگاه انتقـــال دامحـــيط كشـــت ســـلولي و در دمـــاي ا

دســـتورالعمل . نيــاز داشــته باشــند    يخچـــاليط يو انتقــال در شــرا  هــاي كندروســيتهاي انســاني، ممكــن اســـت بــه نگهــداري       

   .رعايت گردد بايدها در مورد اين نمونه RNAو يا  DNAي نحوه پايدار كردن ها

    (FNA١١)ره با استفاده از سر سوزن نازکيه آسپنمون ‐۲‐۲‐۱۲ 

ــرا ــتخراج  يبـ ــپ  DNAاسـ ــتورالعمل آسـ ــابق دسـ ــل  يمطـ ــتخوان عمـ ــز اسـ ــودره مغـ ــي شـ ــش (  مـ ــه بخـ ــه  ٦‐٤‐٣١بـ مراجعـ

ــود ــه ). شـ ــدرا  RNA ،RNAجهـــت مطالعـ ــرده  بايـ ــله خنـــک کـ ــبلافاصـ ــول پايـ ــده يا در محلـ ــ RNAدارکننـ ــرار دهـ . ميقـ

دار کننـــده يـــگلبـــول قرمـــز قبـــل از اضـــافه کـــردن محلـــول پا يات پاکســـازيـــلگلبـــول قرمـــز باشـــد عم يحـــاو ،اگـــر نمونـــه

RNA رديصورت پذ بايد .  

. انجـــام شـــود يســـاعت پـــس از نمونـــه بـــردار ٤تـــا  ٢ظـــرف مـــدت  بايـــدخنـــک شـــده  ياز نمونـــه هـــا RNAاســـتخراج 

ــه در ا ــچنانچ ــاو ي ــه ح ــت نمون ــت   ين حال ــز اس ــول قرم ــدگلب ــز    باي ــول قرم ــه، گلب ــردن نمون ــد ک ــل از منجم ــه  قب ــذف از نمون ح

ــود ــا . ش ــه ه ــدود   ينمون ــد ح ــا  ٢منجم ــه پا ٤ت ــهفت ــي ــد يدار م ــا  . مانن ــتفاده از محلوله ــورت اس ــار يدرص ــپا يتج ــده ي دار کنن

RNA  توجه شود بايدسازنده  يکمپان يدستورالعمل هابه .  

 

                                                 
11     Fine Needle Aspirate 
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   بافت ‐۲‐۲‐١٣

 DNA :ــرا ــتخراج  يبـ ــت را DNAاسـ ــد، بافـ ــر بايـ ــر يسـ ــرده و بـ ــک کـ ــ يرو عا خنـ ــه آيـ ــوب بـ ــل يزماخ مرطـ ــگاه منتقـ شـ

 يآمـــاده ســـازات يـــش از شـــروع عمليگراد پـــيدرجـــه ســـانت ٨تـــا  ٢ســـاعت در  ٢٤تـــوان  يدر آزمابشـــگاه بافـــت را مـــ. کـــرد

ــه دار ــرد ينگ ــ. ک ــيهمچن ــردار     ين م ــه ب ــان نمون ــرعت در مک ــه س ــت را ب ــوان باف ــا يدر ن يت ــروژن م ــرد يت ــد ک ــه . ع منجم نمون

ــائ  ــ يهـ ــه بررسـ ــه در برنامـ ــا يکـ ــول يهـ ــل inSitu يملکـ ــد  FISH مثـ ــرار دارنـ ــدقـ ــ بايـ ــرش يدر محـ ــب بـ ــط مناسـ ا يـ

OCTدنمو ينگهدار يت منجمد تا پردازش آتيو در وضع قرارداد ١٢.  

گراد و يدرجـــه ســـانت ‐٢٠هفتـــه در  ٢، حـــداقل گراديدرجـــه ســـانت ٨تـــا  ٢ يســـاعت در دمـــا ٢٤در بافـــت تـــا  DNAعمومـــا 

اســـتخراج  هيمخـــواباگـــر . مي مانـــدداريـــر پان تـــيپـــائ يا دمـــايـــگراد يدرجـــه ســـانت ‐٧٠ســـال در  ٢مـــدت حـــداقل  يبـــرا

DNA   ــس از ــله پ ــتيدربلافاص ــذ    اف ــورت پ ــازه ص ــت ت ــه باف ــدرد، ينمون ــاخت   باي ــاه س ــئول را آگ ــرد مس ــام رسـ ـ  ف ــا هنگ دن يت

مــي از انــدونوکلئاز  ي، منبــع غنـ ـيجامــد خصوصــا بافــت تومــور    يبافتهــا. شــروع کنــد  عاًيات اســتخراج را ســر يــنمونــه عمل

ــند ــر  . باش ــان ش ــه امک ــوع عملچنانچ ــدارد   ي ــود ن ــتخراج وج ــدات اس ــت را در  باي ــانت  ‐٧٠باف ــه س ــگراد يدرج ــاي ــائ يا دم ــر يپ ن ت

ــام عمل   ــان انج ــا زم ــت ــگاهيات آزماي ــدار يش ــرد ينگه ــتخراج    . ک ــام اس ــت انج ــازه جه ــت ت ــه باف ــدهيدر آ  DNAنمون ــد ،ن  باي

ــو  ــد ش ــرعت منجم ــه س ــون. دب ــت خ ــردن   يباف ــد ک ــل از منجم ــدا قب ــدابت ــال  باي ــال س ــا نرم ــتريب ــوين اس ــته ش ــذ . دل شس ــت اخ جه

مـــي گراد بـــه ســـرعت منجمـــد يدرجـــه ســـانت ‐٧٠ن در يزوپنتيـــا در حمـــام ايـــع و يتـــروژن مـــايج مطلـــوب، بافـــت را در نينتـــا

ــد ــرا. کنن ــه دار يب ــولان ينگ ــا  يط ــدت، دم ــانت  ‐٧٠ يم ــه س ــگراد يدرج ــائي  ــيا پ ــر توص ــود ه ين ت ــي ش ــت ن . م ــه باف ــدنمون در  باي

ــايفر ــک" يزرهـ ــدون برفـ ــدار" بـ ــوند، ينگهـ ــز شـ ــه دوره ايـ ــائ يرا برنامـ ــب    يدمـ ــک موجـ ــردن برفـ ــت آب کـ ــتگاه جهـ دسـ

   .مي شودک يدنوکلئيب اسيتخر

ــعمل  ــاز ي ــا  يات آمــاده س ــازه کــه در محـ ـ   ينمونــه ه ــت يبافــت ت ــي شــوند ارســال  RPMI١٣ط کش ــد م شــروع  عايســر باي

. ه منتقــل شــود شــگايبــه آزماخ يــ يرو بــر بايــد، مــي باشــد ک يدنوکلئياســ يتنهــا جهــت بررسـ ـ  ياگــر نمونــه بــافت  . شــود

ارســال  يتومتريک و فلوســايتوژنتيســ بررســي هــاي جهــت  يملکــول آزمــايش هــاي چنانچــه نمونــه بافــت تــازه عــلاوه بــر      

  .مي پذيردط صورت يمح يشده است، جهت زنده نگه داشتن سلول انتقال آن در دما
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۱۴‐۲‐۲‐RNA    

ــتخراج  ــه اسـ ــافت RNAچنانچـ ــه بـ ــت،   ياز نمونـ ــر اسـ ــورد نظـ ــدمـ ــا ر بايـ ــه هـ ــل ازنمونـ ــذخ ا قبـ ــازيـ ــول  يره سـ در محلـ

ــاز داريپا  ۱مــدت کمتــر از  در ا حــداکثر يــو نمــود ن تــر، بــه ســرعت منجمــد    يپــائ ايــگراد يدرجــه ســانت  ‐۷۰در ه و قــراردادس

  .شروع شود RNAات استخراج يعمل بايد، يساعت بعد از نمونه بردار

RNA   ــور ــاد ف ــس از انجم ــدت     يپ ــه م ــداقل ب ــت ح ــال در  ٢باف ــانت  ‐٧٠س ــه س ــگراد يدرج ــاي ــائ يا دم ــر پايپ ــن ت ــي  يدار م

. مــي باشــد   RNAيمحتــو ينمونــه هــا  ينگهــدار يحــيترج ين تــر، دمــا يا پــائيــگراد يدرجــه ســانت  ‐٧٠ يدمــا. مانــد

ــا  ــه هـ ــد ينمونـ  ــ يمنجمـ ــه بررسـ ــه در برنامـ ــول يکـ ــل ( inSitu يملکـ ــد  ) FISHمثـ ــرار دارنـ ــدقـ ــ بايـ  OCTط يدر محـ

ــرارداد ــروع عمل ق ــا ش ــده و ت ــه ش ــي ــورت يات آت ــدار منج بص ــد نگه ــوند يم ــا . ش ــه ه ــافت ينمون ــط ن  يب ــه توس ــا يک ــروژن م ع يت

ــد     ــده ان ــد ش ــرعت منجم ــه س ــدب ــر رو باي ــ يب ــده و در   ي ــال ش ــک ارس ــانت  ‐٧٠خ خش ــه س ــگراد يدرج ــاي ــائ يا دم ــا  يپ ــر ت ن ت

نـــد، بلکـــه يد قبـــل از اســـتخراج از حالـــت منجمـــد درآيـــمنجمـــد نبا ينمونـــه هـــا. شـــوند ينگهـــدار RNAزمـــان اســـتخراج 

چنانچـــه . زه شـــونديمناســـب اســـتخراج همـــوژن يط هـــاير محـــيا ســـايـــ ١٤اناتيوســـيزوتيوم ايديـــگوان در بـــافر ماًيمســـتق بايـــد

ــاد  ــانجم ــا پاي ــازي ــور يدار س ــذ   يف ــان پ ــت امک ــيباف ــتخراج   ير نم ــد، اس ــد RNAباش ــدت   باي ــرف م ــاعت  ٤ظ ــا يترج(س  ١ح

ــاعت ــه گ) سـ ــد از نمونـ ــبعـ ــذ يريـ ــورت پـ ــر. رديصـ ــرايبهتـ ــدارين شـ ــده در  RNA يط نگهـ ــالص شـ ــاخـ ــه  ‐٧٠ يدمـ درجـ

  . مي باشدن تر يا پائيگراد يسانت

افـــت يســـاعت پـــس از در ٢خ خشـــک منتقـــل کـــرده و حـــداکثر يـــ يرو بـــر بايـــدرا  OCTط ينمونـــه بافـــت منجمـــد در محـــ

ــه، ذخ ــنمون ــازي ــا يره س ــانت  ‐٧٠ يدر دم ــه س ــگراد يدرج ــائي ــذ يا پ ــورت پ ــر ص ــر  . ردين ت ــد ب ــه منجم ــه نمون ــ يرو چنانچ ــه ي خ ب

ــو يآزما ــال ش ــگاه ارس ــدد ش ــر باي ــعا در فريس ــانت  ‐٧٠زر ي ــه س ــگراد يدرج ــاي ــائ يا دم ــر يپ ــراردادن ت ــه از   ق ــدن نمون ــاز ش ــا از ب ه ت

ات يـــعتر عمليهرچـــه ســـر بايـــد، ديـــن انتقـــال از حالـــت انجمـــاد درآيچنانچـــه نمونـــه در حـــ. شـــود يريحالـــت انجمـــاد جلـــوگ

ا يـــگراد يدرجـــه ســـانت ‐٧٠ يمـــاســـت بلافاصـــله در ديســـر نيم کـــه يدر صـــورتا يـــنمونـــه شـــروع شـــده  يرو اســـتخراج بـــر

  . ه شودقراردادزر ين تر در فريپائ يدما

ل و ياســـتر يکيپلاســـت يوبهـــايبافـــت را در ت ي، نمونـــه هـــامـــي شـــودب يـــهـــا تخر RNaseتوســـط  RNAکـــه  ياز آنجـــائ

ــذ ــدار ينفوذناپ ــه آب نگه ــبت ب ــکن ير نس ــو ي ــئن ش ــد    يد و مطم ــته ان ــورد نداش ــه برخ ــت برهن ــا دس ــا ب ــه ه ــه لول ــفر. د ک ــوري د زر م

را يـــباشـــند، ز" بـــدون برفـــک"د از نـــوع يـــک اســـتخراج شـــده نبايدنوکلئيا اســـيـــبافـــت و  ينمونـــه هـــا ياســـتفاده در نگهـــدار

  .مي شودک يدنوکلئيب اسين دستگاه ها جهت رفع برفک موجب شکست و تخريا يبرنامه دوره دمائ

ــور    ــت توم ــا باف ــد خصوص ــت جام ــع غنـ ـ يباف ــا  يمنب ــند از نوکلئازه ــي باش ــابرا. م ــيبن ــتخراج ن جه ــت  RNAت اس ــه باف ، نمون

ــازه  ــر  بايــدت ــع يتــروژن مــا يعتر در نيهرچــه س ــايزوپنتيــا در حمــام اي ــگراد يدرجــه ســانت  ‐٧٠ ين در دم ن تــر يپــائ يا دمــاي

                                                 
14    Guanidinium Isothiocyanate 
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ــان  ــور ناگه ــوند  يبط ــد ش ــائ  . منجم ــه ه ــمن نمون ــتخراج     يدرض ــت اس ــا جه ــه تنه ــد را    RNAک ــده ان ــه ش ــوان گرفت ــي ت در  م

  .ن شستشو داديبا نرمال سال يرا قبل از انجماد ناگهان ير است بافت خونبهت. قرارداد RNAدارکننده يمواد پا

ــه دار     ــان نگ ــدت زم ــر از م ــرف نظ ــا، توصـ ـ  يص ــه ه ــود ه ينمون ــي ش ــا م ــدار يدم ــت در  ينگه ــانت  ‐٧٠باف ــه س ــگراد يدرج ا ي

  . ت استيقادر به فعال زيگراد نيدرجه سانت ‐٢٠ يدر دما يحت RNaseرا ين تر باشد زيپائ

  

  (Oral Fluids) يعات دهانيما ‐۲‐۲‐۱۵ 

مشـــابه نمونـــه   RNAو  DNA آزمـــايش هـــاي عـــات دهـــان جهـــت انجـــام    يو انتقـــال ما يره ســـازيـــذخ يبطـــورکل

نظرگرفتــه شــده اســت   در RNAش ين اســتثناء کــه اگــر نمونــه جهــت آزمــا     يــبــا ا ،مــي باشــد ) يدهــان(بوکــال  يســلولها

گراد بـــه آزمابشـــگاه يدرجـــه ســـانت ٨تـــا  ٢ يخچـــالي يدمـــاا در يـــو دارکننـــده يا محلـــول پايـــ يط انتقـــاليمحـــنمونـــه در  بايــد 

  .رنديش قرار گيمورد آزما يساعت از نمونه بردار ٢٤ظرف مدت  بايد يعات دهانينمونه ما. منتقل شود

  

  (FFPET١٥)ن يکس شده با فرمالينه فيپاراف يبافتها ‐۲‐۲‐۱۶

ــه  ــورت FFPETنمونـ ــت را   بصـ ــوک بافـ ــوانبلـ ــي تـ ــا مـ ــدود  يدر دمـ ــدون محـ ــاق بـ ــانياتـ ــال  يت زمـ ــت آنـ ــز يجهـ  يآتـ

DNA ،ــدار ــرد ينگهـ ــتخراج . کـ ــان اسـ ــول DNAامکـ ــا وزن ملکـ ــه  يبـ ــالا از نمونـ ــه روش FFPETبـ ــردن  بـ ــک کـ خشـ

مثـــل (وه يـــج يکســـاتور حـــاو ياز اســـتفاده از هرگونـــه ف . ن وجـــود دارديبافـــت در نقطـــه بحـــران جهـــت زدودن فرمـــال    

  . کرد يخوددار بايد) B5کساتور يف

ن گونـــه يـــا از RNA، امـــا امکـــان اســـتخراج مـــي شـــوده نيتوصـــ RNAجهـــت مطالعـــه  FFPET ياگرچـــه نمونـــه هـــا

ــا   ــه ه ــافت   نمون ــوک ب ــک بل ــورت ي ــه بص ــو  يچ ــر رو اي ــک يب ــلا ي ــگ آمياس ــد رن ــود دارد  يزي ــده وج ــه . نش  FFPETنمون

ــا    ــودن س ــترس نب ــورت در دس ــا درص ــتفاده  يتنه ــا اس ــه ه ــود ر نمون ــي ش ــز م ــت  ي ــب جه ــه مناس ــاي را نمون ــايش ه ــول آزم  يملک

 .   داشب ينم

  Semenنمونه  ‐۲‐۲‐١٧

ــه  ــن نمونـ ــدايـ ــتخراج     بايـ ــان اسـ ــا زمـ ــال داده و تـ ــگاه انتقـ ــه آزمايشـ ــع آوري بـ ــان روز جمـ ــردد و در همـ ــرد گـ ــله سـ بلافاصـ

DNA  ــين ــاي بـ ــا  ۲در دمـ ــداري   ۸تـ ــراد نگهـ ــانتي گـ ــه سـ ــردددرجـ ــاليز . گـ ــوانرا  semenدر  DNAآنـ ــي تـ ــر روي  مـ بـ

ــده     ــيكس شـ ــاي فـ ــين لامهـ ــده و همچنـ ــك شـ ــه خشـ ــهاي      نمونـ ــتفاده از روشـ ــا اسـ ــا بـ ــيتولوژيكي و يـ ــاليز سـ ــراي آنـ بـ

hybridization in situ انجام داد.   

  

                                                 
15 Formalin- Fixed Paraffin Embedded Tissue  
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  خلط ‐۲‐۲‐۱۸

شـــگاه منتقـــل ياتـــاق بـــه آزما يشـــده و در دمـــا يل جمـــع آوريدر ظـــروف اســـتر بايـــد DNA ينمونـــه خلـــط جهـــت بررســـ

ــائيدر شـــرا بايـــدقـــه، نمونـــه يدق ٣٠ش از ير در ارســـال نمونـــه بـــيخأدر صـــورت تـــ. شـــود ــالي يط دمـ ــا  ٢( يخچـ درجـــه  ٨تـ

قــه يدق ٣٠ش از يز بــيــشــگاه نيچنانچــه طــول زمــان انتقــال نمونــه بــه آزما     . شــود يتــا زمــان ارســال نگهــدار   ) گراديســانت

  . مي پذيردخنک صورت  يط دمائيز در شرايباشد، انتقال ن

 ــ ــض رس ــه مح ــه آزما يب ــط ب ــه خل ــور   يدن نمون ــام ف ــان انج ــه امک ــگاه چنانچ ــا يش ــدا يآزم ــود ن ــدرد ش وج ــرا باي ــائيدر ش  يط دم

 يزمــان يتــا دوره هــا  دمــي توانـ ـ اســت، وميکوبــاکتريماملکــولي  يچنانچــه نمونــه جهــت بررسـ ـ   .دشــو يخچــال نگهــدار ي

 يمـــورد نظـــر اســـت مراحـــل آمـــاده ســـاز يملکـــول يکه هـــردو روش کشـــت و بررســـيدار بمانـــد، امـــا درصـــورتيـــپا يطـــولان

مايکوبــاکتريوم  يت جوابــدهيــقابل(م يابيــدســت  يزمــان جوابــده عتر انجــام شــود تــا بــه حــداقل     يهرچــه ســر  بايــدنمونــه 

  ).افت نمونهيروز پس از در ٢١ تا ١٤زمان  يدر ط کمپلکس

ــولان   ــان ط ــط در زم ــه خل ــر نمون ــر ياگ ــا  يت ــام آزم ــا انج ــداريت ــود يش نگه ــي ش ــوان، آن را م ــي ت ــداقل   م ــدت ح ــه م ــال  ١ب س

ت يـــر نمونـــه هـــا، در صـــورت اســـتفاده از کيهماننـــد ســـا .کـــرد ين تـــر نگهـــداريا پـــائيـــگراد و يدرجـــه ســـانت ‐٧٠ يدر دمـــا

و  يره ســازيــ، ذخيط نگهــداريت در مــوارد شــرا يــه هــا و دســتورالعمل ســازنده ک  يبــه توصـ ـ بايــدجهــت اســتخراج   يتجــار

  .انتقال نمونه ها توجه شود

   

  نمونه مدفوع ‐۲‐۲‐١٩

ــه   ــن نمون ــداي ــه       باي ــا كتابچ ــاب ي ــده در كت ــت ش ــوابط در خواس ــت ض ــا رعاي ــاي رب ــردد   ه ــال گ ــگاه ارس ــه آزمايش ــا ب در . اهنم

ــده         ــواد نگهدارن ــاوي م ــروف ح ــتفاده از ظ ــه اس ــاز ب ــها، ني ــي روش ــد بعض ــي باش ــده      م ــيه ش ــر توص ــهاي ديگ ــي روش و در بعض

درجــه ســانتي   ۸تــا  ۲اســت كــه مــدفوع در ظــرف درپــيچ دار بــدون مــواد نگهدارنــده جمــع آوري گــردد و در دمــاي بــين            

  .گراد به آزمايشگاه انتقال يابد

  

   يادرار يو مجار يدهانه رحم يهاسواب ‐۲‐۲‐۲۰ 

 يمخروطــ يا ســلولهايــک و يمتاپلاســت يســلولها يکس، کــه حــاو ياندوســرو يت نمونــه مناســب و مکفـ ـ يــفيک يبطــور کلـ ـ

ــتون ــرو يو س ــها   ياندوس ــه روش ــته ب ــت، وابس ــه گ  يکس اس ــب نمون ــمناس ــت يري ــواب. اس ــرسها، س ــ ب ــه   يا دي ــوازم نمون ــر ل گ

ــگ ــا ( يريـ ــد جاروهـ ــد) Broomsماننـ ــايدر مح بايـ ــال يطهـ ــه آزما  يانتقـ ــه و بـ ــرار گرفتـ ــوند يقـ ــل شـ ــگاه منتقـ ــه . شـ چنانچـ

ــل     ــته منتق ــه درب بس ــک در لول ــورت خش ــوند بص ــي ش ــد م  ــ باي ــه توص ــايب ــازنده ک يه ه ــس ــ وت ي ــده  يا آزماي ــام دهن ــگاه انج ش

بـــه نـــوع بســـته . مـــي شـــوند يملکـــول آزمـــايش هـــاياز  يها موجـــب تـــداخل در بعضـــســـواباز انـــواع  يبعضـــ. دشـــوتوجـــه 
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ه بـ ـ. دار بمانــديــروز در نمونــه پا ١٠گراد تــا حــداکثر  يدرجــه ســانت  ٨تــا  ٢ممکــن اســت در   DNAن دســت، يش پــائيآزمــا

ــض ــ محـ ــه يرسـ ــوابدن نمونـ ــه آزما سـ ــگاهيبـ ــ ،شـ ــاليآن را در محـ ــد   يط انتقـ ــل بعـ ــه مراحـ ــت ادامـ ــرده و جهـ ــق کـ  يمعلـ

ــا ــ ،شيآزمـ ــوانا يـ ــي تـ ــا مـ ــاليمـ ــا يع انتقـ ــل را در  دمـ ــا ‐٧٠ يحاصـ ــه سـ ــگراد و ينتدرجـ ــرا يـ ــدار کمتـ ــرد و  ينگهـ ــکـ ا يـ

ــانتر   ــس از سـ ــله پـ ــا    يفيبلافاصـ ــت آزمـ ــله را جهـ ــوب حاصـ ــردن، رسـ ــورد  DNAو  RNAش يوژ کـ ــتفاده مـ ــرارداداسـ . قـ

ذکـــر شـــده در نمونـــه تـــازه مـــورد اســـتفاده  شوژ کـــرده و هماننـــد رويفيســـانتر ذوب کـــردن،منجمـــد را پـــس از  ينمونـــه هـــا

  .مي دهيمقرار 

 يممکـــن اســـت حـــاو مـــي شـــونده يـــته يملکـــول آزمـــايش هـــاي يکـــه بـــرا يانتقـــال يهـــا طيد توجـــه داشـــت محـــيـــبا

  . مي گردد ياز جهت مطالعات سلول شناسيمورد ن يشدن سلولها يباعث متلاش باشند که يدترجنتهائ

) کيـــد نوکلئيظ اســـيو تغلـــ ي، جداســـازيمحصـــول بـــدون خـــالص ســـاز(ه ســـلول يـــم محصـــول تجزيجهـــت اســـتفاده مســـتق

ن چنانچــه يهمچنــ. ميداشــته باشـ ـتوجــه هــدف مــورد نظــر    يط مطلــوب شناســائ يبــه شــرا  بايــد، PCR در واکــنش هــاي 

ــوم م  ــدف ژنـ ــيهـ ــبت   يکروبـ ــت، نسـ ــلول م DNAاسـ ــور  يسـ ــان، حضـ ــزبـ ــا يـ ــور سـ ــدم حضـ ــدار  ير ارگانيا عـ ــمها و مقـ سـ

  . بگذارد تأثيرش ين دست آزمايت مراحل پائيترشحات، ممکن است بر موفق

  

  نمونه ادرار ‐۲‐۲‐٢١

ــم ادرا ــيدهاي           حج ــود اس ــايي وج ــر شناس ــل ب ــاير عوام ــاب و س ــود الته ــرين ادرار، وج ــد از آخ ــري بع ــه گي ــاني نمون ــله زم ر، فاص

) گراد و بــالاتردرجــه ســانتي  ۲۵(اي اتــاق و بــالاتر  از نگهــداري نمونــه ادرار تــازه در دمـ ـ  . گذارنــد تــأثيرنوكلئيــك مــورد نظــر   

تيمـــار ادرار . مـــي نمايـــدرا بـــه ســـرعت تجزيـــه  DNAره، پـــايين و وجـــود مقـــادير بـــالاي او pHبايـــد پرهيـــز نمـــود چـــون 

كيــت  يراهنمــابســتگي بــه مــوارد پيشــنهاد شــده در كتابچــه       ملكــولي آزمــايش هــاي بــراي آمــاده ســازي جهــت انجــام     

 ۸تــا  ۲هــا بايــد در دمــاي بــين    بعــد از تيمــار خــاص، نمونــه   . آزمايشــگاه دارد يــياجرا يدســتورالعمل هــا توليــد كننــده يــا   

 ــ ــانتي گـ ــه سـ ــددرجـ ــداري گردنـ ــات . راد نگهـ ــراي مطالعـ ــز،  RNAبـ ــانيـ ــتورالعمل هـ ــال و  دسـ ــع آوري، انتقـ ــاص جمـ ي خـ

  .موردنظر قرار گيرند بايدطريقه نگهداري مكتوب شده 

ــه     ــازي نمون ــيظ س ــه غل ــاز ب ــورت ني ــا، در ص ــوان ه ــي ت ــانتريف م ــانترووژ، اياز س ــا    يفيلتراس ــود، ام ــتفاده نم ــيون اس ــا فيلتراس وژ و ي

احتمـــالي ممانعـــت كننـــده، جداســـازي اســـيدهاي نوكلئيـــك بلافاصـــله بعـــد از انجـــام عمـــل تغلـــيظ  وجـــود مـــواد  بـــه دليـــل

   .مي گرددپيشنهاد 
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     LCM١٦بافت با استفاده از ليزر ) جداسازي تکه اي از(خرد جداسازي  ‐۲‐۲‐۲۲

. محققـــين را قـــادر بـــه اســـتخراج اســـيدنوکلئيک از ســـلولهاي بخصوصـــي از نمونـــه بافـــت کـــرده اســـت           LCMروش 

ــاده   ــبتا سـ ــا نمونـــه بافـــت بـــر روي اســـلايد شيشـــه اي خوابانـــده شـــده، پـــس از   . مـــي باشـــداســـاس ايـــن روش نسـ عمومـ

ــرار         ــه ق ــورد مطالع ــوري م ــکوپ ن ــا ميکروس ــتيکي، ب ــفاف پلاس ــيلم ش ــا ف ــدن ب ــانده ش ــر پوش ــي گي ــين  . دم ــه محقق ــامي ک هنگ

ــاد     ــزر م ــو لي ــتفاده از پرت ــا اس ــد، ب ــائي کردن ــود را شناس ــر خ ــورد نظ ــلولهاي م ــود را    س ــر خ ــورد نظ ــت م ــه باف ــز تک ــز متمرک ون قرم

. مــي شــود گرمــاي پرتــو موجــب آب شــدن فــيلم پلاســتيکي شــفاف و چســبيدن ســلول منتخــب بــه آن          . مــي کننــد جــدا 

امــروزه . مــي مانــد  کنــده شــده و مــابقي بــرش بافــت دســت نخــورده بــاقي        بــه راحتــي بــدين صــورت آن تکــه از بافــت    

ابـــزار مفيـــدي جهـــت جداســـازي ســـلولهاي بخصـــوص و مطالعـــه و بازيـــابي   ،انه هـــاي تجـــاري موجـــود از ايـــن روشـسامـــ

  . مي باشندي آن ها زيست ملکول

DNA   رنـــگ آميـــزي ) فـــروزن(از تکـــه هـــاي حاصـــل از ايـــن روش از نمونـــه هـــاي فريـــز شـــده   مـــي تـــوانژنوميـــک را

ــردازش     ــوم پ ــهاي مرس ــا روش ــه ب ــده ک ــوند ش ــي ش ــد    م ــيکس ش ــه ف ــافتي پارافين ــهاي ب ــين از برش ــور  و همچن ــالين، بط ــا فرم ه ب

ــرد   ــتخراج کـ ــز اسـ ــت آميـ ــل  . موفقيـ ــتخراج کـ ــا      mRNAو  RNAاسـ ــده بـ ــا نشـ ــده و يـ ــزي شـ ــگ آميـ ــهاي رنـ از برشـ

  . يا کيتهاي تجاري استخراج شرح داده شده است و RNAاستفاده از انواع روشهاي استخراج 

ــاي  ــکي   LCMکاربرده ــات پزش ــرعت در تحقيق ــه س ــت و    ب ــزايش اس ــال اف ــوان در ح ــي ت ــا م ــر    در ح ــوارد زي ــه م ــر ب ل حاض
  : اشاره کرد

 تحقيق رابطه بين ژن و بيماري .۱
 تحقيقات سرطان شناسي از طريق مورفولوژي و بررسي ژن .۲
 بيان ژن بخصوص در طي دوره اوليه تولد .۳
 مطالعات پروتئوميکس  .۴

LCM   ــ  ه واحـــد مـــا را قـــادر بـــه مقايســـه ميـــزان تکثيـــر ژن و بيـــان پـــروتئين در ســـلولهاي نرمـــال و بيمـــار در يـــک نمونـ

جهـــت تخمـــين الگـــوي واقعـــي  مـــي تـــوانرا  LCMاز تکـــه بافـــت حاصـــل از روش  cDNAکتابخانـــه . مـــي كنـــدبـــافتي 

ــان ژن در جمعيـــت ــتفاده    بيـ ــورد اسـ ــر در بافـــت واقعـــي مـ ــورد نظـ ــلولهاي مـ ــالص سـ ــاي خـ ــراردادهـ ــا  LCMتلفيـــق . قـ بـ

، تخمـــين پـــيش آگهـــي بيمـــاري، را در دســـتيابي بـــه تشـــخيص ملکـــولي تمـــامي روش هـــاي ملكـــولي توانـــائي بـــالقوه مـــا 

  .مي دهدانتخاب درمان و پايش پاسخهاي درماني در دسته هاي باليني مختلف افزايش 

  و غني سازي عوامل بيماريزا روشهاي افزايش غلظت ‐۲‐۵ 

 . مي باشده ننياز به غني سازي يا غليظ نمودن نمون ، عموماًملكوليبا توجه به حساسيت بالاي روشهاي آمپليفيكاسيون در تستهاي 

اسيدنوكلئيك ابتدا در مرحله اول  که يمولکول يدر تستها Nested نظير آمپليفيكاسيون يروش ها يگيرتوان با بکار يهمچنين م

ش يافزا ي، ميزان حساسيت را بطور قابل ملاحظه امي شود، آمپليفاي PCRدوم  آمپليفيكاسيون غني سازي شده و به دنبال آن توسط ران
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طي مراحل ند درتوان مياشاره به فرآيندي دارد كه با انجام آن، مواد ممانعت كننده كه  PCRوقات غني سازي در گاهي ا .داد

  .گردندهاي اختصاصي كار با نمونه، حذف مي كلن تداخل ايجاد نمايند، توسط پروتآمپليفيكاسيو

 ي، مخون، مواد مخاطي، مايعات بافتي محل التهاب مثل ييونه هازا در نميمارياز عوامل ب مواد مداخله کننده يجداساز يبرا در آزمايشگاه، 

  .استفاده نمود سانتريفيوژو ) کليفا( با استفاده از وزن مخصوص يجداساز ياز روشها يبيتوان از ترک

   

  در مايعات بيولوژيكي فاقد سلول (DNA/RNA)غليظ اسيدهاي نوكلئيك ت ‐۲‐ ۵‐ ۱

بعلاوه، مقدار . مي شودنجاريهاي گوناگوني مثل سرطان، بيماريهاي خودايمني و عفونتها ديده سلول ميزبان در ناه DNAميزان بالاي  

 DNAبهتر  يياموجب شناس ملكولياخيرا، تكامل در تكنيكهاي . سرم خانمهاي حامله مشاهده شده است/ جنيني در پلاسما DNA ناچيز

اند كه توسط در گردش به محققين داده DNA اي درخصوصعلمي تازه هاي جديد نيز ديديافته. در حال گردش در اين شرايط شده است

  .مي باشدو رديابي انواع ناهنجاريها امكان پذير   DNAآن شناسايي 

يي با كم نهاغليظ ت. مي باشدكردن پلاسما يا مايعات فاقد سلول در سرعت بالا، امكان پذير  اولتراسانتريفيوژغليظ اسيدهاي نوكلئيك بوسيله ت

  . ، امكانپذير استمي شوده قرارداد يجدا ساز اي كه در آن اسيدنوكلئيك بعد ازحجم نهايي ماده كردن

  

   غليظ پاتوژنها در سرم و پلاسما توسط سانتريفيوژ كردن در سرعت بالات ‐۲‐۵‐ ۲  

، مي گيردي پاتوژن خاص مورد استفاده قرار اي كه براي تشخيص يا ارزيابي كماي كم باشد، بهتر است نمونههنگاميكه تعداد پاتوژنها در نمونه

ميلي ليتر از نمونه بوسيله سانتريفيوژ  ۱تا  ۵/۰حدود . كاربرد دارد HBVو  HIVكمي تشخيصي  آزمايش هاياين اصول در بعضي . غني گردد

مي ميزان كمي بافر دوباره حل  يش درو قبل از آزما هويروس رسوب داده شد. مي گردددقيقه غليظ  ۶۰براي )  ۲۴۰۰۰gحدود (كردن در دور بالا 

تداخل ايجاد  ملكوليبراي پروتئينها و يا ساير مواد ماتريكس كه در روشهاي  مي تواننظر داشت كه روشهاي غني سازي نمونه را بايد در. گردد

  .نمايند بكار بردمي

  

   غليظ پاتوژن توسط فيلتراسيونت‐۲‐ ۵‐ ۳

ن روش به دو يا. مي گرددوجود دارند، استفاده  سم هايکرواورگانيمولي كه در آن تعداد اندكي از غليظ محلتاز روش الترافيلتراسيون براي 

  .مي پذيردصورت  سانتريفيوژو  (Vacuum)صورت مکش 

  هاي مدفوعغليظ سازي پاتوژن در نمونهت ‐۲‐ ۵‐ ۴

سپس نمونه براي جدا كردن قطعات اضافي . دندگررقيق شده و سانتريفيوژ مي (PH 7/4)هاي مدفوع در محلولهاي بافري ابتدا نمونه 

م بوسيله سانتريفيوژ آنرا باز ه مي توانالبته . هاست حاوي ميكروارگانيسم مي ماند بعد از فيلتر كردن، اغلب آنچه باقي. مي شودسلولي فيلتر 

 . ي باشندمقابل جداسازي  داستاندار يها اسيدهاي نوكلئيك توسط پروتكل. غليظ نمود بالا كردن با دور
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  سلول يعات بدن حاوير مايو سا CSFظ پاتوژنها در يتغل ‐۲‐۵‐۵

CSF ،ادرار ،bronchoalveolar lavageــا ــع زجاجي، مـ ــا هيـ ــت و سـ ــت     ير ماي، کشـ ــه علـ ــت بـ ــن اسـ ــدن ممکـ ــات بـ عـ

ــه در     ــده ک ــت کنن ــواد ممانع ــتن م ــاي داش ــايش ه ــول آزم ــتلال ا يملک ــاد ياخ ــد ج ــي کنن ــها م ــه روش ــف احت ي، ب ــمختل ــه ي اج ب

ــاريت ــند  مـ ــته باشـ  ــ. داشـ ــس از تغلـ ــيپـ ــاز يظ و غنـ ــا يسـ ــانتر  يـ ــط سـ ــا توسـ ــه هـ ــيوژ و فيفين نمونـ ــتخريلتراسـ ج اون، اسـ

   .مي پذيردصورت  ۷‐۳شرح داده شده در بخش  يک به روشهايدنوکلئياس

  
   يوپسيب بافت و يثابت کردن نمونه ها ‐٢‐٥‐٦

ــد ‐٢‐٥‐٦‐١ ــال( فرمالدئيــ ــد :)نيفرمــ ــورت فرمالدئيــ ــ بصــ ــافر خنثــ ــال يبــ  NBF; Neutral% (١٠ نيفرمــ

Buffered Formalin ( ــر ــرف تـ ــاتور ين فيپرمصـ ــد کسـ ــي باشـ ــ. مـ ــها  يت يحتـ ــدت برشـ ــاه مـ ــار کوتـ ــافت يمـ ــا  يبـ بـ

بـــا وزن  DNA اســـتخراج مطالعـــه بـــازده يتعـــداد. مـــي دهـــدرا کـــاهش  DNAت يـــن نشـــان داده اســـت کـــه حلاليفرمـــال

ن عمومــا يمــار بافــت بــا فرمــال   يداده انــد کــه ت  کــرده و نشــان  ين را بررســيبــا فرمــال  ثابــت شــده بــالا از بافــت   يملکــول

ــتخر ــه ا يـ ــل ملاحظـ ــابرا را دربر DNAدر  يب قابـ ــته و بنـ ــتفاده از ايداشـ ــن اسـ ــوان   يـ ــه عنـ ــاده بـ ــده  ن مـ ــت کننـ در ثابـ

 .مي شوده نيدر بافت توص يمطالعات ملکول

  

  بافت  يثابت کننده هار يسا

  ديگلوتارآلدئ ‐٢‐٥‐٦‐ ٢

امـــا  ،مـــي شـــوداســـتفاده  يکروســـکوپ الکترونـــياتور اســـتاندارد در مطالعـــات مکســـيبـــه عنـــوان ف يعياگرچـــه بـــه طـــور وســـ 

ن مــاده را بــه  يــت خــود، اســتفاده از ا ين مــاده در اعمــال خاصـ ـ يــن مــاده و زمــان لازم جهــت اســتفاده از ا   يــنفــوذ آهســته ا 

ــوان ف ــاتور بيعنـ ــولوژيکسـ ــت يـ ــرده اسـ ــدود کـ ــا. ک محـ ــان ين درحاليـ ــه نشـ ــت کـ ــت گلوتارآلدئ سـ ــده اسـ ــداده شـ ــا  %١د يـ بـ

٧=pH  از  يحفاظت بهتر% ١٠ن ينسبت به فرمالDNA بالا دارد يبا وزن ملکول.   
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  اتانول و متانول ‐۲‐۵‐۶‐ ۳

ــانول ا  ــاتورهايف% ۱۰۰تـــانول و متـ ــا DNA ار خـــوب جهـــت حفـــظ يبســـ يکسـ ــا وزن ملکـــول يهـ  و بـــالا  يبـ RNA مـــي

نشـــان  يائيميشـــ ‐يکـــيزيف يهـــا ســـنجش. مـــي شـــوندک يـــد نوکلئيدر اســـ يکـــوچک يائيمير شـــييـــرا باعـــث تغيـــ، زباشـــند

ــه   ــد کـ ــد DNAداده انـ ــر فيشـ ــيزيدا از نظـ ــان يکـ ــان% v/v ۶۵ل ودر اتـ ــل وو متـ ــده  يمتلاشـ ــاده اشـ ــت   يو مـ ــز جهـ نيـ

  .مجدد وجود دارد يهنگام آبدهدر  يتخريب شده به فرم اصل  DNAبرگشت 

  

  Carnoy's fixative يکساتور کارنويف ‐۲‐۵‐۶‐ ۴

ــا  ــوط ين فيـ ــاتور مخلـ ــانو يکسـ ــرم %)۶۰(ل از اتـ ــ%) ۳۰(، کلروفـ ــتيو اسـ ــيد اسـ ــت%) ۱۰(ال يک گلاسـ ــا  يدر مقا. اسـ ــه بـ سـ

 ــ ــت فـ ــال يبافـ ــا فرمـ ــده بـ ــارنو ين، فيکس شـ ــاتور کـ ــرده و    RNAاز  يکسـ ــت کـ ــر حفاظـ ــت بهتـ ــر   RNAدر بافـ ــت تـ راحـ

  .مي شوداستخراج 

  

   Methacarnکساتور متاکارن يف ‐۲‐۵‐۶‐ ۵

ــوط  يف ــارن مخلـ ــاتور متاکـ ــانول  يکسـ ــ%)۶۰(از متـ ــ%) ۳۰(رم ، کلروفـ ــتيو اسـ ــيد اسـ ــت%) ۱۰(ال يک گلاسـ ــان داده .  اسـ نشـ

کس شــده بــا متاکــارن قابــل    ياســتخراج شــده از بافــت فـ ـ   RNA يت ســاختمانيــاســتخراج و تمام يشــده اســت کــه کــارائ   

  .مي باشدکس نشده ياستخراج شده از سلول منجمد ف RNAسه با يمقا

  

  استون  ‐٢‐٥‐٦‐ ٦

اســـتفاده مـــي شـــود، کـــه مراحـــل آن شـــامل انکوباســـيون بافـــت در   AMeX١٧اســـتون بـــه عنـــوان فيکســـاتور در تکنيـــک  

ــاي   ــتون در دمـ ــانتيگر  ‐٢٠اسـ ــه سـ ــزوا  درجـ ــل بنـ ــوي آن در متيـ ــپس شستشـ ــردن   اد و سـ ــه کـ ــل از پارافينـ ــول قبـ ت و گزيلـ

ــد ــي باشـ ــه  AMeXروش . بافـــت مـ ــوبي در تهيـ ــازده خـ ــا DNAبـ ــين   بـ ــته و همچنـ ــالا داشـ ــولي بـ ــوانوزن ملکـ ــي تـ  مـ

mRNA اســــتفاده از  بريداســــيون نقطــــه اي بــــارا بــــا روش هيRNA  اســــتخراج شــــده از بافــــت فــــيکس شــــده بــــا

AMeX شناسائي کرد . 
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   Hope١٨کساتور هوپ يف ‐۲‐۵‐۶‐ ۷

از  يمخلـــوط يشـــب در محلـــول محافظـــت کننـــده محتـــو يـــکون بافـــت تـــازه بـــه مـــدت يشـــامل انکوباســـ ک هـــوپيـــتکن

  . مي باشد ۴/۶تا  pH ۸/۵نه در يآم يهادياس

گراد يدرجــه ســانت  ٨تــا  ٢ يک شــب در محلــول هــوپ در دمــا   يــون بــه مــدت  يک، انکوباسـ ـيــن تکنيــدر ا ياتيــمرحلــه ح

ــد  ــي باش ــدف  . م ــول ه ــر ملک ــد  RNAاگ ــدباش ــاعت اول    باي ــلال س ــا در خ ــلول ه ــه س ــود ک ــاه ب ــآگ ــي ــده  يه انکوباس ــوز زن ون هن

ان يـــد بـــر نمـــودار بتوانـــمـــي ن روش يـــاســـتفاده از ا ،مـــي باشـــد RNA يســـيان و رونويـــز بيبـــوده و چنانچـــه مقصـــود آنـــال

RNA ــد تأثير ــذار باش ــس از انکوباسـ ـ. گ ــد     يپ ــل بع ــرر، مراح ــدت مق ــه م ــوپ ب ــول ه ــا ت يون در محل ــتون   يب ــت در اس ــار باف م

ــا ــا  ٠ يدر دمـ ــانت ٤تـ ــه سـ ــت آبگيدرجـ ــگراد جهـ ــه پ يريـ ــادامـ ــت پاراف يـ ــا بافـ ــرده و متعاقبـ ــه يدا کـ ــودنـ ــي شـ و  DNA. مـ

RNA  يهــا کيــبــا تکن يملکــول يهــا يکس شــده بــا هــوپ جهــت بررسـ ـ   يحاصــل از بافــت فـ ـ PCR،RT_PCR   و

  . مي باشدمناسب  inSituون يساديبريه

  

  و يکروويابا م يتابش ده‐۲‐۵‐۶‐ ۸

ــاط  ــواج الکترومغن ــانس بـ ـ يام ــا فرک ــاهرتز ٣٠٠ن يس ب ــا  مگ ــواج م   يگ ٣٠٠ت ــوان ام ــت عن ــاهرتز تح ــد  يگ ــه بن ــرو طبق ــي  يک م

اطــراف نمونــه در خــلال    يائيميط شــيهمچــون محـ ـ يو وابســته بــه عــوامل  يکرووياکس کــردن نمونــه هــا بــا مـ ـ   يفــ. شــوند

 يکـــيزيو ف يائيميشـــ يگـــر روش هـــايکرو و ديابـــا امـــواج مـــ يتـــابش دهـــ ي، تـــواليري، طـــول زمـــان پرتـــوگيتـــابش دهـــ

  :و شرح داده شده انديکروويانمونه با استفاده از م يکس سازيروش ف پنج. مي باشدکس کردن يف

ــپا • ــازي ــاب   : يدار س ــت ت ــا تح ــه ه ــه در آن نمون ــک ــورتو يکرووياش م ــ inSitu بص ــامي ــه در  يا هنگ ــک ــول ي ک محل

ســاختمان بافــت بــدون در    مــي شــود تــلاش  در ايــن روش. رنــديغوطــه ور اســت قــرار گ   يک نمکــيــولوژيزيف

 .حفظ شود يائيميش يهاکساتوريمعرض قرار گرفتن ف

ــ • ــواد شـ ـ يف ــردن در م ــا  يائيميکس ک ــاريتب ــدت اول  م ــاه م ــکوت ــراه مـ ـ ي ــه هم ــدر ا: ويکرووياه ب ــا در   ني ــه ه روش نمون

 يتحــت تــابش انــرژ  ) هيــه تــا چنــد ثان يــهــزارم ثان(کوتــاه  اريمــدت زمــان بسـ ـ  يبــرا يائيميط شــيک محــيــ

 .رنديگمي  و قراريکروويام

ن بافـــت بـــا قـــرارداد تـــأثيرن روش بعـــد از تحـــت يـــدر ا: ييايميبـــا مـــواد شـــ يقبـــل از ثابـــت ســـاز يپرتـــو دهـــ •

 يائيميشـــ يکســـاتورهايا غوطـــه ور کـــردن بافـــت در ف، بـــيکس ســـازيفـــ يکنـــواختيو، جهـــت بهبـــود يکروويامـــ

 .مي كنددا يات ادامه پين عمليالمثل فرم

 .کساتورها در نمونه خواهد شديل اثرات فيکه موجب تسه: ييايميبا مواد ش يبعد از ثابت ساز يپرتوده •
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ــعه مـ ـ  • ــابش اش ــراه فـ ـ يکروويات ــه هم ــازيو ب ــنع    يکس س ــرات تص ــه اث ــاد ک ــا انجم ــاد ر (artifact) يب ــدود انجم ا مح

 .مي سازد

گراد و حجـــم محلـــول يدرجـــه ســـانت ٥٥تـــا  ٥٠ن يتـــابش بـــ ينهـــائ يه، دمـــايـــثان ٦٠زمـــان تـــابش کمتـــر از  يبطـــور کلـــ  

کس کــردن يفــ. مــي شــود ه يمتر باشــد توصـ ـيســانت ١ک بعــد آن حــدود  يــکــه حــداقل   يدر ظرفــ تــريل يلــيم ٥٠کمتــر از 

 ــ ــا مـ ــت بـ ــافر يکروويابافـ ــان PBSو در بـ ــه از ث نشـ ــت کـ ــازداده اسـ ــت سـ ــال يابـ ــتيدر فرمـ ــت دسـ ــه  يابين جهـ  DNAبـ

  .ت بالا بهتر استيفيبا ک يروسيک ويژنوم

ــا  ــتگاه هـ ــتفاده از دسـ ــايکروويو ياسـ ــانگ مـ ــر امن يخـ ــاز نظـ ــيـ ــذيت و همچنـ ــدود يدارا يرين تکرارپـ ــايمحـ ــد يت هـ  يجـ

ــت ــر ا   . اس ــدن ب ــائق آم ــت ف ــجه ــدودي ــاين مح ــگاهيآزما يتها، ابزاره ــاز   يش ــتاندارد س ــت اس ــد  يجه ــه بن ــا يو درج  يآون ه

ــايکروويو ــرا م ــ يب ــد  يف ــده ان ــاخته ش ــت س ــردن باف ــزار تنظ. کس ک ــياب ــواح  يم ــون ن ــپ نئ ــا يلام ــائ  ب ــالا و پ ــدرت ب ن در آون يق

کنواخــــت يط ين شــــرايمدر تــــأ Agar-Saline-Giemsa يبــــافت يجعبــــه هــــا. مــــي کننــــد يرا شناســــائ مــــايکروويو

  . مي کنندبه بافت کمک  يگرماده

  

   ١٩FFPETن يکس شده با فرمالينه فيبافت پاراف ‐۲‐۵‐۶‐ ۹

 FFPET ــ ــت تع ااساسـ ــيجهـ ــن ژنوتيـ ــرطانيـ ــت سـ ــانيبا يپ بافـ ــرار   يگـ ــتفاده قـ ــورد اسـ ــده مـ ــردشـ ــي گيـ  FFPET.  مـ

ن بافتهـــا جهـــت يـــن ايهمچنـــ. اســـت يشناســـ يقـــات ســـرطانيجهـــت انجـــام تحق DNAاز  يشـــده منبـــع بزرگـــ يگـــانيبا

ــيتع ــن ژنوتي ــورد اســتفاده ا      ي ــع م ــه تنهــا منب ــده ک ــراد فــوت ش ــا پ اف ــا بافته ــت کــاربرد    يگــانيبا FFPET يز آنه ــده اس ش

ا منجمـــد در دســـترس يـــکـــه در آن بافـــت تـــازه  يتيا در مـــوقعيـــجهـــت مطالعـــه گذشـــته نگـــر  FFPETاز نمونـــه . دارنـــد

ــتفاده  ين ــت اس ــود س ــي ش ــه ا. م ــب ــن ترتي ــولا اي ــب  معم ــول     ي ــات ملک ــتفاده در مطالع ــت اس ــل جه ــا از قب ــه ه ــر  ين نمون در نظ

را نشــان دهنــد نمونــه    ير منتظــره ايــغ يافتــه هــا يک يســتوپاتولوژيکــه مطالعــات ه  يا در صــورتتنهــ. مــي شــوند گرفتــه ن

FFPET ک يـــدن بـــه يجهـــت رســـ يآتـــ يملکـــول يهـــا ين بررســـينچنـــيو ا مـــي گيـــردقـــرار  يملکـــول يتحـــت بررســـ

  . مي شود يضرور يص قطعيتشخ

در  يدن بــه حــداکثر کــارآئ  يرســ يبــرا. ط منتقــل کــرد يمحــ يبــدون اشــکال در دمــا   مــي تــوان را  FFPET ينمونــه هــا 

شــتر از  يمتر و نــه ب يســانت ٢/٠دآل بــه ضــخامت  يـ ـبطــور ا (نــازک  يدر برشــها  بايــد، بافــت تــازه را   يملکــول يهــا  يبررســ

ــانت ٣/٠ ــال يس ــه فرم ــد در يمتر ک ــي ن بتوان ــه راحت ــوب    ب ــه خ ــرده و ب ــوذ ک ــت نف ــت را فـ ـ يدر باف ــديباف ــرده و در  ) کس کن ــع ک قط

ــال  ــافر فرم ــيب ــداکثر   ين خنث ــا ح ــاعت فـ ـ ١٢ت ــرديس ــواه . کس ک ــر بخ ــازک  ياگ ــت ن ــم باف ــل از  ي ــزرگ را قب ــه ب ــام  ا نمون انج

ن بتوانــد از درز يبافــت را شــکاف داده تــا فرمــال    مــي تــوان م، ينــه کنـ ـيکس کــرده و بافــت را پاراف يمتعــدد فـ ـ آزمــايش هــاي 

ــه راحتـــ  ــ  يشـــکافها بـ ــور مطلـــوب فـ ــه طـ ــرده و بافـــت بـ ــوذ کـ ــودينفـ ــاتوريف. کس شـ ــاو يهاکسـ ــديـــج يحـ و  B5 وه ماننـ
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مـــي را کــاهش   DNAت يـ ـت و کميـ ـفيبــه طــور بــارز ک    مــي شـــوند از بافــت   يريـ ـم گيکــه موجــب کلسـ ـ   يکســاتورهائ يف

  . دهند

ــ ــور کلـ ــا يبطـ ــه هـ ــب ته، FFPET ينمونـ ــع مناسـ ــمنبـ ــژنوم RNAو  DNAه يـ ــا کيـ ــفيک بـ ــالا يـ ــت (ت بـ ــثلا جهـ مـ

ــتفاده در  ــند) Southern Blottingاسـ ــي باشـ ــود   DNA. نمـ ــFFPET موجـ ــه بـ ــت فـ ــديعلـ ــالکس شـ ــا فرمـ ن ين بـ

ــا ــدود ت ــتخر يح ــه  ي ــه قطع ــود ب و قطع ــي ش ــات .  م ــر از  DNAقطع ــاز را   ٢٠٠کمت ــت ب ــوان جف ــي ت ــوب  م ــه خ ــه  از يب نمون

ــا ــتکث FFPET يهـ ــرر يـ ــواقع . دكـ ــدار  يمطلـــوب آن اســـت بخصـــوص در مـ ــه مقـ ــد، DNAکـ ــم باشـ ــ هـــدف کـ  يطراحـ

  . فت باز باشندج ٢٠٠تا  ١٠٠ن يب PCRرد تا قطعات حاصله از يصورت پذ يمر به گونه ايپرا

 RT-PCRو انجـــام  RNAجهـــت اســـتخراج  مـــي تـــوان FFPETدســـترس نباشـــد از  چ نمونـــه بافـــت تـــازه درياگـــر هـــ

  . جفت باز نباشد ١٣٠ش از يکون بياندازه آمپل مي شوده يتوص ياستفاده کرد، ول

ــه    ــا از نمونـ ــرش هـ ــب بـ ــخامت مناسـ  ــ FFPETضـ ــتخراج اسـ ــت اسـ ــلول يدنوکلئيجهـ ــدازه و پرسـ ــه انـ ــت  ک بـ ــودن بافـ بـ

ــتگ ــور کلـ ـ. دارد يبس ــرش  يبط ــريم ٢٠ب ــا  يکرومت ــت ه ــزرگ  ياز باف ــع عرضـ ـ (ب ــا مقط ــ يب ــانت ١ش از يب ــعيس ــ)  متر مرب ا ي

ــها ــا  ٤٠ يبرشـ ــا يم ٨٠تـ ــر از بافتهـ ــتفاده در   يکرومتـ ــت اسـ ــک جهـ ــاف PCRکوچـ ــت يکـ ــرا. اسـ ــتخراج  يبـ ، DNAاسـ

ــخامت     ــه ض ــا ب ــرش از بلوکه ــر يم ٢٠ب ــکرومت ــده و در لولـ ـ يا بي ــتر زده ش ــاش ــت يه ه ــاًي، ترجيکيپلاس ــدر ح ــرار يپ ــي چ دار ق م

ــيم ــه ميت. ده ــوم يغ ــدکروت ــان  باي ــله زم  ــ يدر فاص ــرش ب ــانول   يب ــا ات ــا ب ــه ه ــوند % ١٠٠ن نمون ــاک ش ــرش از  . پ ــل از ب ــت  قب درس

ــر،    ــورد نظ ــوک م ــبل ــوک پارافي ــه يک بل ــدونن ــداقل    ب ــدا ح ــت را ابت ــرش زده و در  ٢باف ــت ٢ب ــت بررسـ ـ وبي ــودن   يجه ــاک ب پ

ــوگ  يت ــا و جل ــه ه ــودگ  يريغ ــال آل ــااز بلوک ياز انتق ــ يه ــرار  يقبل ــيم ق ــي ده ــداقل . م ــيح ــاز ا يک ــت بررسـ ـ ي ــا جه ــه ه  ين لول

  . مي گيردر نمونه ها جهت استخراج مورد استفاده قرار يبه همراه سا يآلودگ

 ي، در هـــوابافـــت حاصـــله را در اتـــانول شستشـــو دادهده، كـــر ين زدائـــيلـــول پـــارافيتوســـط گزرا بافـــت  يســـپس بـــرش هـــا

 يدســـت يجـــدا ســـاز يبـــرا. مـــي کنـــيمهضـــم  DNAجهـــت اســـتخراج "   K" نـــازيخشـــک کـــرده و توســـط پروتئ طيمحـــ

  .مي شوداستفاده  .L.C.Mاز آن، از روش  DNAاز بافت و استخراج  يقسمت مشخص

 

  آماده سازي اسيدهاي نوكلئيك  ‐ ۲‐ ۶

. اي باشـند  اي يـا تـك رشـته    هـاي دو رشـته  DNA ا ي RNAه فرم ند بمي توانتركيب بسيار متغير بوده و  هاي ويروسي در سايز و ژنوم 

  چرخه تكثير آنها متغير بوده و بعضي از آنها در ژنـوم . آنها بسيار متغير است   ي ويريون ژنوم بفرم خطي يا حلقوي بوده و اندازه يروسها دارايو

 مي توانها را  ويروس .ابندي ير ميزبان تکثيم يولمشان در مراحل مختلف چرخه سلونشده و بعضي فقط با وارد نمودن ژ سلول ميزبان داخل

  .هاي بيولوژيك جدا كرد لولي نمونهاز اجزاء سلولي و خارج س

روش جداسـازي نـوع خـارج     ژنـومي اسـت در صـورتيكه    DNAژنومي درسـت شـبيه جداسـازي     ويروس داخل DNAروش جداسازي  

فقـط در بعضـي    ،مشـابه اسـت   ها ارج ژنومي در تمامي ويروسويروس خ DNAجداسازي . مي باشد RNAكروموزومي شبيه جداسازي 
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هاي ويروس ها قبل از جداسازي   نياز به تغليظ پارتيكل  انتخاب نمونه اوليه،: اين موارد عبارتند از. مي باشدموارد نياز به رعايت نكات خاصي 

ويـروس بسـيار     توجه داشت كه در مواقعي كـه انـدازه ژنـوم   بعلاوه بايد  .هاي داخل سلولي و متدهاي ليز سلولي به منظور آزادسازي ويريون

  .باشيم جداسازي روبرو مي با مشكلاتي در هاي خاصي پوشيده شده،  و يا بوسيله پروتئين مي باشدكوچك 

قدار كمي كار داريم كه حاوي موهاي بيولوژيكي سر با نمونه ويروسي غالبا كاري مشكل مي باشد چون معمولا جداسازي اسيدهاي نوكلئيك 

نهـايي از لحـاظ      ها را حذف كرده و نمونه روش جداسازي بايد بتواند اين آلودگي. ويروس و مقادير متنابهي از پروتئين و تركيبات ديگر است

  .ويروس مناسب باشد) گيري كمي دازهان (تيتراسيون 

  

  ها  روش

  کيهاي جداسازي با استفاده از مواد ارگان روش ‐۲‐۶‐۱

  و يـا خـالص سـازي ژنـوم      ،هاي ليز شـده  مي و ويروسي از سلولازي آلي جهت خالص سازي اسيدهاي نوكلئيك كروموزوهاي جداس روش 

هاي  د محلولمي توانايزوآميل الكل  ‐كلروفرم  ‐فنل يا مخلوطي از فنل . مي گيرندهاي عاري از سلول مورد استفاده قرار  ويروسي از نمونه

ک كند و سپس اسيدهاي نوكلئيـك محلـول   يفاز آبي حاوي اسيدهاي نوكلئيك و آلي حاوي پروتئين تفک حاوي اسيدهاي نوكلئيك را به دو

  .مي شوندتوسط الكل رسوب داده  در فاز آبي

ايـن   ،توضـيح داده شـد   RNAبراي جداسازي    Chomezynski & Sacchiروش تغيير يافته جداسازي آلي براي اولين بار بوسيله 

  .مي شوندويروسي استفاده  RNAاي به منظور جداسازي  يافته آن بطور گستردهر يهاي تغي روش و روش

ها هموژنيزه و بعد بـاكلروفرم   ابتدا نمونه. مي باشدن تيوسيانات در دسترس يهاي تجاري يك فازي از فنل و گوانيد بطور مثال تعدادي معرف

موجود در فـاز آبـي    RNAدر مرحله بعد . مي شودلي و آبي تفكيك كردن، به فاز آ سانتريفيوژاين محلول سپس بوسيله  .مي شوندمخلوط 

  .مي شودحل  RNAبوسيله ايزوپروپانول رسوب داده شده و بعد از شستشو در آب عاري از 

  

                                                                                                                                             Target Captureروش  ‐۲‐۶‐۲

از آنجائيكـه  . مـي شـود  هومولوگ که به بستر جامد متصل شده است هيبريـد  ) نشانگر(در اين روش اسيد نوكلئيك ويروسي هدف با پروب  

ولـي از آنجائيكـه ايـن    . هايي اسـت  اين روش داراي محدوديت استفاده از ،طراحي و توليد شود  ويروس، بايد پروب اختصاصي ويژه براي هر

. مـي شـود  ، در آناليزهايي كه نياز به تشخيص دقيق و معتبر تكرارپذير دارند، روش مناسبي قلمداد مي باشدروش بسيار اختصاصي و حساس 

نوكلئوتيـدهاي بيوتينـه كـه بـه ذرات     اسـتفاده از اليگو  هـاي سـرمي   ويروسي در نمونه DNAي و خالص سازي يك روش رايج در جداساز

بـا   ،RNAaseو  DNAase غيرفعـال كـردن   هاي سرمي به منظور  نمونه. مي باشدد، نمي شو مغناطيسي پوشيده از استرپتاويدين متصل 

ن محلول يا. مي شودحرارت داده co96و در كرده وتيدهاي بيوتينه اختصاصي اضافه سپس به آن اوليگونوكلئ ،ن تيوسيانات تيمار شدهيگوانيد
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 در آلودگيها طي مراحل شستشـو حـذف شـده و   . مي شودن مخلوط يدي، با استرپتاويخ، با ذرات مغناطيسي پوشيده شدهپس از سرد کردن در 

  .مي شوندجدا  هاي اسيدهاي نوكلئيك از پروب اختصاصي نهايت ژنوم

  .مي باشندقابل اتوماسيون  راحتيببوده و  مؤثرهايي بسيار  چنين پروتكل 

  

  Silica Technologyكا يتكنولوژي سيل ‐۲‐۶‐۳

سريع و  ،اين روش بسيار ساده. استفاده شد هاي باليني جهت جداسازي اسيدهاي نوكلئيك از نمونه Boomذرات سيليكا نخستين بار توسط 

اساس . بدست مي دهد ،مي باشندلكولي بعدي هاي حساس م قابل استفاده در روش بوده و اسيدهاي نوكلئيك با خلوصي بالا كهقابل اعتماد 

هـاي   آن اتصال اسيدهاي نوكلئيك موجود در ليز سلولي يا عصاره عاري از سلول بـا ذرات سـيليكا تحـت شـرايط غلظتهـاي بـالاي نمـك       

محلـول ليـز كننـده سـبب تقليـب و      هاي كائوتروپيك موجود در  نمك. ستهاي گوانيديوم ا ا نمكي، كائوتروپيك نظير يديد سديم، پركلرات

  .مي گرددموجود در نمونه  RNAaseفعال شدن غير

، قابل تنظيم بوده بطوريكه سبب اتصال اسـيدهاي  (lysis and binding buffer)اتصال هاي ليز كننده و محلول pHقدرت يوني و  

، يليكامراحل شستشوي س مانند و بعد از هاي موجود در نمونه در محلول باقي مي ها و ساير متابوليت ليكا شده و پروتئينيسنوكلئيك به ذرات 

  .مي شوندظت نمكي پايين از آن جدا اسيدهاي نوكلئيك تحت شرايط غل

ي قوي قـرار گرفتـه سـپس     ايط تقليب كنندهها ابتدا تحت شر نمونه. مي باشندهاي تجاري در دسترس  كيتاساس اين متد مقدار زيادي  بر 

هاي حاوي فيلترهاي  ي اتصال به سيليكا باشند كه با عبور نمونه از ستون كند كه اسيدهاي نوكلئيك آماده ير پيدا مييشرايط بافري طوري تغ

جـدا  (ط محلول بافري حل كننده هاي شستشو حذف و اسيدهاي نوكلئيك توس مرحله بعد آلودگيها بوسيله محلول در. مي گيردليكا انجام يس

  .مي باشندي مستقيم و يا ذخيره سازي  ي استفاده مناسب، آزاد شده و آماده) كننده

  

  هاي اوليه  غليظ نمونهت ‐۲‐۶‐۴

مي ويروس ، مايع نخاع و ساير مايعات بدن اغلب حاوي تعداد بسيار پاييني از سلول يا هاي باليني مثل مدفوع، پلاسما، ادرار ي از نمونهبسيار

قبل از شروع خالص سازي در افزايش ميزان جداسازي بسـيار حـائز اهميـت    ) يا فيلتر  سانتريفيوژبوسيله ( ها  در اين موارد تغليظ نمونه باشند

  .مي باشد

   

  كردن  سانتريفيوژ ‐۲‐۶‐۵

هـاي كوچـك    براي اين منظور تغلـيظ كننـده  مايعات بدن استفاده شده و  در تغليظ اسيدهاي نوكلئيك ويروسي در كردن معمولا سانتريفيوژ 

(Micro Concentrator) موقـع جداسـازي   . ستاندارد جداسازي قابل انجـام اسـت  ا يروشها ،بعد از تغليظ. تجاري وجود دارند بصورت
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ي هـا  كننـده هـار  چـون ادرار حـاوي م   ،هاي كائوتروپيك ضروري اسـت  ، استفاده از بافرهاي واجد نمكاسيدهاي نوكلئيكي ويروس از ادرار

  .ناشناخته زيادي است

قبـل از   سـانتريفيوژ اضـافه كـردن مرحلـه    . استفاده كرد مي تواندر افزايش حساسيت جداسازي ژنوم ويروسي از پلاسما  سانتريفيوژاز اولترا 

يز كننده يا يك محلول ل PBSاين رسوب سپس در  .مي شودسبب بدست آوردن يك رسوب از ذرات ويروسي در ته لوله  RNAاستخراج 

  .مي گرددمراحل بعدي جداسازي دنبال  مناسب حل شده و

  

  فيلتراسيون  ‐۲‐۶‐۶

سـديم حـل كـرده و    محلـول كلريد  بـراي ايـن منظـور، مـدفوع را در     .ها در نمونه مدفوع استفاده مي شـود  فيلتراسيون براي تغليظ ويروس 

سـلولي از آن   DNAهاي آن گرفته شـوند و   نومتري عبور داده تا سلولنا ۲۲/۰را از يك فيلتر  يسپس مايع شفاف روئ .كنند مي سانتريفيوژ

  .مي شودويروسي از فيلتر جدا  ئيكسپس اسيدهاي نوكلنو. حذف گردد

آب كـه حـاوي تعـداد بسـيار      ينمونه ها يدر بررس (Micro Concentrator)ظ کننده يتغلزينمونه در يك ر سانتريفيوژ فيلتراسيون و 

و بررسي وجـود ويـروس در    مي شوداگر چه آب بصورت روتين جهت آلودگي باكتريايي آزمايش . مي شودد استفاده پاييني ويروس مي باشن

  .مي باشندمعمولاً پيچيده و گران  اين منظور حساس نبوده و يرا متدهاي مورد استفاده برايآن رايج نيست، ز

  

  هاي كاتيونيك  دترجنت ‐۲‐۶‐۷

ايـن پديـده ناشـي از    . مي شودبه نمونه در شروع كار سبب افزايش پايداري و تغليظ اسيدهاي نوكلئيك هاي كاتيوني  اضافه كردن دترجنت 

ي  دنبالـه . مـي باشـد  با گروههاي فسفات با بار منفي اسـيدهاي نوكلئيـك    ها صال بين سرهاي كاتيوني دترجنتتشكيل كمپكس بواسطه ات

ها اتصال برقـرار نكـرده و محلـول     ها با دترجنت پروتئين. مي شودتغليظ آنها  ب وتركي  صل سببحا  ها در خارج كمپكس آبگريز اين دترجنت

هـاي داراي   نمونـه . مي شـود ها و پايداري بيشتر اسيدهاي نوكلئيك يها سبب حذف يكسري آلودگ بنابراين استفاده از دترجنت. مانند باقي مي

  .داشته باشندپايداري اسيدهاي نوكلئيك  هاي بيشتري جهت پروتئين بالا نظير خون، ممکن است نياز به روش

اي در هنگام جداسازي اسيده .، اسيدهاي نوكلئيك بايد از اين كمپلكس جدا شوندکيونيکات يبعد از تغليظ و افزايش پايداري با دترجنت ها 

  .مي شودهاي مورد استفاده در تخليص بوسيله سيليكا مهيا  ويروس اين عمل بوسيله استخراج آلي يا روش نوكلئيك

  

  ) پستانداران و يوكاريوت ها(ژنومي  DNAجداسازي  ‐۲‐۶‐۸

  ژنوميك  DNAنكات كلي هنگام جداسازي 

كـه   مي باشـد از بافت  DNAشبيه جداسازي  ، مخمر و باكتريايي اساساهاي حيواني، انساني از ليزسلول DNAمتدهاي رايج در جداسازي 

  .پيشتر توضيح داده شد
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هـا و حـذف محتويـات     بـويژه ليـز نمونـه    ،مي دهـد قرار  تأثيررا تحت  DNAيات متفاوتي داشته كه جداسازي هاي مختلف خصوص نمونه 

در زيـر نكـات كلـي    . گـذارد   مـي  تـأثير قابل جداسازي  DNAبعلاوه كيفيت نمونه و چگونگي نگهداري نمونه بر ميزان . اختصاصي سلولها

  .ژنومي ذكر شده است DNAاستخراج 

  

  : ي اوليهها نمونه ‐۲‐۶‐۹

، ذخيره شده و يا پزشكي قانوني و هاي تازه به عبارتي نمونه. وع نمونه اوليه مورد استفاده استي ن تعيين كننده ي و اصول آزمايش غالباطراح

مـي  رار ق تأثيراستخراج شده را تحت  DNA، ميزان و كيفيت كيفيت نمونه اوليه. ن در اين انتخاب تعيين كننده استنيز نوع بافت و عمر آ

ب يجدا شده ممكن است تخر DNAيابد و  ، كاهش ميري نمونه اوليه در شرايط نامناسباستخراجي در صورت نگهدا DNAميزان . دهد

هـاي   ژنـومي شـده و در نمونـه    DNAن عمل سبب كاهش انـدازه  يچون ا ،بعلاوه از انجماد و ذوب مكرر نمونه نيز بايد اجتناب شود.  شود

محتوي اسـيد  . دارد ياستخراج همچنين به اندازه، نوع و عمر نمونه اوليه بستگ DNAميزان  .يابد توژن كاهش مي پا DNAباليني ميزان 

تشكيل شده است به مراتب بيشتر از حجـم   هاي ريز در بافت سلولي كه از سلولبطوريكه اين ميزان  ،به نوع سلول نيز بستگي دارد نوكلئيك

هاپلوئيدي و پلوئيدي  يك نمونه همچنين به سايز ژنوم  DNAمحتوي . ي بزرگتري تشكيل شده باشدها سلولمساوي از بافتي است كه از 

  .سلول ها بستگي دارد

  

   نمودن نمونه يليز و متلاش ‐۲‐۶‐۱۰

  زان يهاي بافتي ضروري است و ناكافي بودن آنها سبب كاهش م از نمونه DNAآزاد سازي  از نمودن کامل سلول بعد يليز و متلاش

DNA  از نو يك پروتئي) جهت شكستن غشاهاي سلولي (هاي ليز كننده حاوي دترجنت  بوسيله محلول اين فرايند عموما. مي گرددتخليصي

نياز به تيمارهاي اضافي  ،ها براي اينكه بصورت كافي ليز شوند بعضي نمونه. مي پذيردصورت ) هاي سلولي و پاتوژن براي هضم پروتين (

، در بخش ها هاي اختصاصي براي انواع نمونه ، دراين بخش آورده شده است و توصيهها انيكي نمونهش هاي تخريب مكراهنماي رو .دارند

  . مي گيردبعدي مورد بحث قرار 

  

  هموژنيزه كردن بوسيله سرنگ و سوزن  ‐۲‐۶‐۱۱

مـي  بـالا را   ملكوليهايي با وزن DNA. كرد) هموژنيزه(کنواخت يبوسيله سرنگ و سوزن،  مي توانهاي ليز شده سلول و بافتي را  محلول 

كننده زيافزايش حجم بافر ل. رسد ه انجام دادن كافي به نظر ميمرتب ۵‐۱۰براي اين كار . كرد خرد ۲۰با عبور نمونه از يك سوزن نمره  توان

  .مي شودسبب تسهيل در كاركردن با نمونه وكاهش ميزان از دست دادن آن 
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  ها  روش

بـراي ايـن   . لكـولي بـالا و خـالص دارد   ژنومي با وزن م DNAلكولي نياز به هاي بيولوژي م با استفاده از روشهاي پيچيده  آناليز ارگانيسم 

هـا و   ني، پـروتئ و ليز شـده  يها نمونه اوليه متلاش در تمامي اين روش و عموما مي باشدآوريهاي گوناگوني در دسترس  ها و فن  منظور روش

  .مي شودبازيافت  DNA ايتاو نهساير آلودگيها از آن حذف 

  

  کيهاي استخراج با استفاده از مواد ارگان روش ‐۲‐۶‐۱۲

يـك   هـا بوسـيله   سـلول . مي گرددجدا  يهاي آلي آلودگيها از ليز سلول استخراج آلي يك روش كلاسيك است كه در طي آن بوسيله محلول 

تـا   مـي شـود  سـبب    pHاستفاده از غلظت مناسـب نمـك و   . مي گردد آميل الكل مخلوطو ايزو ، كلروفرمدترجنت ليز شده و سپس با فنل

بـي رسـوب داده   بوسيله الكل از فـاز آ  DNA معمولا. باقي بمانددر فاز آبي  DNAآلودگيهاي موجود در ليز سلولي در فاز آلي حل شده و 

 ـاشد كه جدا شده در اين روش ممكن است حاوي مقداري فنل يا كلروفرم ب DNA. مي گرددشده و خالص  د واكنشـهاي آنزيمـي   مي توان

. مـورد اسـتفاده قـرار گيـرد     PCRبعدي را مهار كند و بنابراين ممكن است آنقدر خالص نباشد كه در فرآيندهاي حساس پايين دستي مثـل  

  .زيادي دارد تأثيرد روشي حساس و وقت گير بوده كه تركيبات توكسيك مورد استفاده در آن در ميزان كارايي آن مي توان، اين روش بعلاوه

  

   Salting – outهاي  روش ‐۲‐۶‐۱۳

رسوب توليدي بوسـيله  . مي شوندهاي بالاي نمك رسوب داده  ، با كمك غلظتو ساير آلودگيهاي موجود در نمونه ها ، پروتئيندر اين روشها

، بـا  حذف پروتئين و ساير آلودگيهـا . مي شودباقي مانده در محلول با استفاده از رسوب دهي با الكل بازيافت  DNAجدا شده و  سانتريفيوژ

 DNAخلوص و ميـزان    .الكل غالباً ضروري مي باشدنيز تكرار رسوبگذاري با  دياليز و  ،RNaseد ناكافي بوده و تيمار مي تواناين روش 

  .مي باشدبسيار متغير  جدا شده با اين روش غالبا

  

  ٢٠کلرايد سزيم يشيب غلظت ‐۲‐۶‐۱۴

DNA ليـز شـده و    ،ها بـا كمـك دترجنـت    در اين متد سلول. سزيم خالص كردكلريد يبا كمك شيب غلظت توان مي ژنومي راDNA   بـا

 سـانتريفيوژ وم برومايد مخلوط و چندين ساعت يديو ات CsClبصورت محلول درآمده و با  مجددا DNA. مي شودكمك الكل رسوب داده 

وم برومايد موجود در آن با كمك ايزوپروپانول حذف، سپس با الكـل  يديه و سپس اتجمع آوري شد سانتريفيوژاز لوله  DNAباند . مي گردد

و   خسته كننـده بسيار  ،بدست آمده با اين روش داراي خلوص بالايي است ولي روش DNA. آن بازيافت شود DNAرسوب دهي شده تا 

  .نگيرد سبب شده تا بطور روتين مورد استفاده قرار ،و اين معايب وقت گير و گران است

  

                                                 
20     Cesium Chloride Density Gradients 
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   ٢١  هاي بر پايه سيليكا روش  ‐۲‐۶‐۱۵

 هـا بـر   ايـن روش . مـي باشـند  كيفيت باDNA   يهايي ساده براي جداساز ، روشمي باشندتكنولوژيهايي كه اساس آنها استفاده از سيليكا  

 ـي ـنظ( اساس جذب انتخابي اسيدهاي نوكلئيك به سيليكا در حضور غلظت بالاي نمكهاي كائوتروپيك  ن ي، گوانيـد دي ـوراهيدوكل دينر گواني

بـه سـيليكا    DNAكه تنها  مي شوداستفاده از بافرهاي مناسب در مرحله ليز سبب . مي باشد) پركلرات سديم ايزوتيوسيانات ، يديد سديم و

سـپس   و شـده و ها در مراحل بعد شستش اين محلول .مانند فرم محلول باقي ميه هاي سلولي ب ساير متابوليت ها و پروتئين  ،RNAمتصل و 

DNA اين . در غلظت پايين نمك از ذرات يا غشاهاي سيليكا جدا مي گرددDNA  مي باشدآماده استفاده در فرايندهاي بعدي.  

تخليص شده بوسيله اين كيتها به كيفيـت كيـت مـورد     DNAاند كه كيفيت  كيتهاي مختلفي بر اين اساس توليد كرده كمپانيهاي متفاوت،

شـدن، اسـتفاده    سـانتريفيوژ سيليكا بصورت ذرات ژل يا فيلترهاي تعبيه شده در ستونهاي مخصـوص   ،اين كيت ها در. استفاده بستگي دارد

ي معمولاً بسـيار  سانتريفيوژاستفاده از ستونهاي   .ي اتوماتيك را دارنددر دستگاههااي آن قابليت استفاده  هاي چند حفره گردند كه فرمت مي

از  مي تـوان همچنين   .كاربرد دارد ،ارد محصول نهايي شودو DNA، بهمراه از آن DNAد موقع جداسازي انمي توبيشتر از سيليكاژل كه 

كه  DNAسايز متوسط . ر كاربرد دارد، نيز استفاده كردهاي اتوماتيك بيشت ذرات مغناطيسي كه بوسيله سيليكاژل پوشيده شده، كه در روش

ايـن    ،بطـور كـل  . و ساترن بلات مناسب است PCRبراي  DNAكه اين  مي باشدكيلو باز  ۲۰‐۵۰بين  غالبا مي شودبوسيله سيليكا جدا 

  .مناسب نيست) kb۱۰۰قطعات بالاتر از (بالا  ملكوليژنوميك با وزن  DNAروش براي جداسازي 

  

   ٢٢هاي بر پايه تبادل آنيوني روش ‐۲‐۶‐۱۶

ملكولهـاي   هاي فسفات اسيدهاي نوكلئيك و بار مثبت سـطحي نفي گروهكنش بين بار م اساس كروماتوگرافي تبادل آنيوني فاز جامد برهم

هـاي   هـا و متابوليـت   ، پـروتئين RNAهايي نظير  با سوبسترا باند شده و ناخالصي DNAدر شرايط غلظت نمكي پائين . مي باشدسوبسترا 

 ب ويترس ـ ،جدا شده با كمك الكل DNA. مي شودخالص در شرايط نمكي بالا جدا  DNAو  مي شوندشستشو حذف   سلولي طي مرحله

  .مي گيردتعيين توالي و ژن درماني مورد استفاده قرار  ،هاي بعدي نظير ترانسفكشن، ميكرواينجکشن ي واكنشبعد از حل شدن برا

ر تخليص شود ولـي د سزيم كلريداست كه دوبار بوسيله  يا DNAكند كه خلوص آن معادل  توليد مي يا DNAتكنولوژي تبادل آنيوني  

مناسب نيازهـاي مختلـف بـوده و در مقيـاس هـاي       ،تخليص شده DNAاستفاده نشده و  ،در اين روش از هيچ نوع ماده سمي .زمان كمتر

، كـه از نظـر زمـان    مـي گـردد  بوده و توسط چندين كمپاني عرضه  kb۱۵۰تا اندازه  DNAقادر به خالص سازي  ،مختلف قابل اجراء است

  .جدا شده با هم متفاوتند DNAي  اندازه ، وانجام، كيفيت محصول نهايي

  

  

  

                                                 
21    Silica- Based Methods 
22   Anion – Exchange Method 
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   بر پايه فيلتر كاغذي  يمبتن يروشها ‐۲‐۶‐۱۷

از اين  DNAهاي بيولوژيكي و سپس جداسازي  استفاده از ابزارهاي جمع آوري خون با فيلتر كاغذي راهي است متداول جهت ذخيره نمونه

. مي دهندهاي جنسي مورد بحث قرار  را جهت غربال نمونهDBS ده از روش متون زيادي وجود دارد كه استفا. PCRها جهت انجام  نمونه

و يا نمونـه   مي گرددنمونه بعد از شستشوي فيلتر كاغذي آن جدا  DNA. گردند ه شده و خشك ميقراردادنمونه بصورت نقاطي روي كاغذ 

از آنهـا اسـتفاده    مي تـوان اين منظور  يد كه براهمچنين كيتهاي تجاري وجود دار. مي شودآن آزاد  DNAبوسيله متانول فيكس و سپس 

اين فيلترها حـاوي مـوادي هسـتند كـه       .توسط تركيبات مختلف روي فيلتر كاغذي تثبيت و سپس از آن جدا كرد مي توانرا  DNA. كرد

آن  DNAبـدون اينكـه    ،نگهداري كرد مي توانرا براي سالها  ههاي خشك شد نمونه. مي شودبه آنها متصل  DNAنمونه را ليز كرده و 

ماه در درجه حرارت اتـاق   ۱۹شده و تيمار نشده قادرند حداقل  تيمار ترهايلن داده شده است كه استفاده از فيدر يك مطالعه نشا. خراب شود

DNA را نگهداري نمايند .  

  RNAحذف  ‐۲‐۶‐۱۸

RNA  بسته به نوع روش جداسازيDNA د همراه آن تخليص گرددمي توان .RNA   انجـام   آزمـايش هـاي  بعضـي   يرواسـت  ممكـن

قـادر اسـت كـه     RNase Aتيمار نمونه بـا  . اثري نداردچنين  PCR شيآزما روي يداشته باشد ول يرکنندگااثر مه  DNAگرفته روي 

RNA د در ضمن جداسـازي  مي توانلوده كننده را حذف نمايد كه اين عمل آDNA    و يـا بـر رويDNA   ه انجـام پـذيرد  خـالص شـد .

RNase ري از عاDNase  مي باشد خريدبصورت تجاري قابل.  

  

  از بافت حيواني و انساني  DNAجداسازي  ‐۲‐۷

ليز  Kناز يكننده و پروتئبوسيله بافر ليز مي توانبيشتر بافتهاي انساني وحيواني را : نمودن بافت انساني وحيواني يمتلاش ‐۲‐۷‐۱

، مخلـوط  دن مكانيكي به وسيله هموژنايزرهاخرد کر. مي شودزايش ميزان ليز آنها نمودن بافتهاي تازه يا منجمد شده سبب اف يمتلاش .كرد

ها حـاوي   ، ماهيچهقلب  ،بافتهاي پوست. زمان ليز شدن شود ند سبب كاهشمي توان، و هاون ميليمتر ۳‐۷رات مغناطيسي به قطر كردن با ذ

و پروتئاز هضم  Kناز يها بطور كامل بوسيله پروتئ داشت كه اين نمونه، پيوندي و كلاژن بوده و بايد دقت يهاي کشش مقادير زيادي پروتئين

  .گردند

  

  Rotor Stator Homogenize نمودن با استفاده از   يمتلاش ‐۲‐۷‐۲

  .ثانيه با توجه به سفتي و سختي آن تخريب كنند ۵‐۹۰اين نوع هموژنايزرها مي تواند بافتهاي انساني وحيواني را در مدت 

ن پروانـه روتـور در زيـر سـطح نمونـه و      قراردادبا  .مي شودتور با كمك برش مكانيكي و توربولانس سبب تخريب نمونه چرخش سريع رو 

ي متفاوتي هسـتند كـه قادرنـد بـا      اين هموژنايزرها داراي اندازه .انتخاب اندازه ظرف مناسب بايد از تشكيل كف تا حد ممكن جلوگيري كرد



٣٢ 
 

متـر و   ميلـي  ۵‐۷هاي با قطر  ، پروبميكروليتر ۳۰۰هاي حدود  براي حجم. با سايز مختلف استفاده نمايند ييها توجه به حجم نمونه از پروب

  .متر نياز به ظرفهاي بزرگتر دارند ميلي ۱۰پروبهاي با قطر بيش از . مي باشندليتري مناسب  ميلي ۵/۱ميكروتيوبهاي 

  

  خرد كردن با آسياب  ‐۲‐۷‐۳

شكستن و خرد شدن بوسـيله ذرات مخلـوط    .شكست ذرات بيدليز كننده و  حضور بافر بوسيله آسياب كردن در نمي تواها را  بافتها و سلول 

، زمان آسياب بيدخرد شدن به عواملي چون اندازه و شكل ذرات، سرعت و نوع آسياب و نسبت بافر به ذرات  .مي گيردها انجام  شده با سلول

  .ترها در هر مورد بايد معلوم شوندين پاراما. و ميزان نمونه اوليه بستگي داردكردن 

  

  ژنومي از خون DNAجدا كردن  ‐۲‐۷‐۴

ند فراينـدهاي پـايين   مي تواناست كه  يهاي آنزيم كنندهخون حاوي مهار. مي شوندجهت آناليزهاي باليني استفاده  هاي خون معمولا نمونه 

نيز مي توانند بعنـوان مهـار کننـده عمـل      EDTAي رايج مثل هپارين و انعقادهابعلاوه، ضد. قرار دهند تأثيررا تحت  DNAدستي کار با 

د كه فاقد هر گونه آلودگي با مهار يبا كيفيت بالا نما DNAاز خون بايد توليد  DNAهاي مورد استفاده در جداسازي  بنابراين روش. ندينما

  . آنزيمي باشد يكننده ها

  تاندارانهاي خون پس رمز از نمونههاي ق حذف گلبول ‐۲‐۷‐۵

ستانداران فاقـد  هاي قرمز بالغ پ گلبول مي باشدژنومي  DNAداراي هسته و بنابراين  ،، ماهيها و قورباغههاي قرمز پرندگان درحاليكه گلبول

برابر گلبـول سـفيد اسـت، سـبب افـزايش بـازدهي        ۱۰۰۰ هاي قرمز كه تعدادشان تقريبا بولبنابراين جدا كردن و حذف گل. مي باشندهسته 

  .ه طرق مختلف انجام دادب مي توانكه اين عمل را  مي گردد DNAاسازي جد

كـه نسـبت بـه گلبولهـاي سـفيد بـه شـوك هيپوتونيـك بسـيار           مي باشـد هاي قرمز بوسيله بافر هيپوتونيك  يك روش ليز انتخابي گلبول 

اي و  هـاي سـفيد تـك هسـته     كـردن گلبـول  با كمك گراديان غلظتي است كـه سـبب جـدا     سانتريفيوژ، استفاده از روش ديگر. ترند حساس

  .مي شودها نيز  اين روش سبب برداشتن گرانولوسيت. مي شودهاي قرمز  ها از گلبول لنفوسيت

بعـد از  . سـفيد اسـت   هـاي  دقيقه و توليد لايـه بـافي كـوت حـاوي گلبـول      ۱۰بمدت  g ۳۳۰۰كردن نمونه خون در  سانتريفيوژروش سوم،  

مـي  هـاي قرمـز    گلبـول  ،نيريهمان بافي كوت است و لايه زحد وسط   بالايي پلاسما است، لايه لايه .ايز استسه لايه قابل تم سانتريفيوژ

  .باشد

  

  هاي خون  تخريب نمونه ‐۲‐۷‐۶

  .ليز كرد بطور كامل Kئيناز تكننده پروتئاز يا پروبوسيله بافر ليز مي تواناند را  هاي خون، از جمله آنهايي كه گلبول قرمز آنها جدا شده نمونه
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  هاي خون از نمونه DNAهاي جداسازي  روش ‐۲‐۸

هاي بالقوه خون و نيـز ضـدانعقادها    ر كنندههايي باشد كه سبب حذف مها از خون بايد حاوي روش DNAهمانطور كه اشاره شد جداسازي  

از بافي كـوت اسـتوار   پايه استفاده ، بر (Home Made) يتجارريبيشتر متدهاي غ. با كيفيت مطلوب خالص نمايد DNA، تا بتواند باشد

  .مي گرددآنها استخراج  DNA، مي گيرنداز بافت مورد استفاده قرار  DNAجداسازي  يهايي كه برا توسط روش بوده كه بعدا

 اسـازي ايـن روش جد  در. مي باشـد فرم تجاري موجود ه ون تام بباكيفيت از خ DNAهاي مبتني بر فيلترهاي سيليكا براي جداسازي  كيت

  .مي باشدهاي مختلفي در دسترس  كيت ،مورد نياز DNAكيفيت  باتوجه به ميزان و. هاي قرمز ضروري نيست گلبول

   

  هاي باليني  ژنومي از ساير نمونه DNAجداسازي  ‐۲‐۹

بعضـي  . مـي گيرنـد  قرار  هاي مدفوع بطور روتين براي آناليزهاي باليني مورد استفاده ، سواب و نمونهعلاوه بر خون، ساير مايعات بيولوژيك 

. كيفيت بايد از نمونـه حـذف شـوند   با DNA كه براي بدست آوردن مي باشندادي هاي زي كنندههاي مدفوع حاوي مهار بويژه نمونهها  نمونه

يه شـب  مـي تـوان  بيشتر مايعات بيولوژيك را . مي شودها از مدفوع   كنندهي موادي است كه سبب حذف اين مهاركيتهاي تجاري موجود حاو

  .قراردادنمونه خون مورد استفاده 

  

  از عوامل بيماريزا  DNAجداسازي  ‐۲‐۱۰

 DNA هاي باليني جدا كرد از نمونه مي توانها را  ها و ويروس ، انگلباكتريها، قارچها. DNA ه شده در ژنـوم ميزبـان   رگهاي اينت ويروس

از مايعـات   هاي ويروسـي عمـدتا   پارتيكل DNA .مي شوده جدا ژنومي در بالا توضيح داده شد DNAبا همان روشي كه براي جداسازي 

هـاي ويروسـي بـا     گـاهي نيـاز اسـت تـا پارتيكـل      .مي شـوند روس پائين است جدا يكه در آنها تيتر و CSFعاري از سلول نظير پلاسما و 

مـواردي   در) DNA)Carries حـاملين    نندهاضافه ك. اسيون تغليظ گردديت، و يا پرسي پ، اولترافيلتراسيونسانتريفيوژهايي نظير اولترا روش

باليني  هاي عوامل بيماريزا كه از نمونه RNAيا  DNAبايد توجه كرد . نمونه كم است نيز كمك كننده است موجود در DNAزان يكه م

  .هاي جداسازي اختصاصي استفاده گردد مگر اينكه از روش ،ژنومي همراه است DNAجدا مي شوند هميشه با 

ر جداسازي از ينظ ،DNA جداسازي ، ابتدا اين باكتريها بايد رسوب داده شود و سپسباكتريايي از مايعات بيولوژيك DNAازي براي جداس

  .هاي باكتريايي انجام شود شت سلولك

   

  ، مخمر و باكتريايي از كشت سلولهاي حيواني، انساني DNAجداسازي  ‐۲‐۱۱

هـاي مخمـر    كشت سـلول  .بطور قابل قبولي ليز كرد Kاز نه و پروتئي كننداستفاده از بافر ليز با مي توانهاي انساني و حيواني را  كشت سلول

كردن جمـع   سانتريفيوژهاي توليدي بوسيله  اسفروبلاست. ددرگمار يي سلولي آنها ت ابتدا بايد بوسيله ليتيكاز يا زيمولاز به منظور هضم ديواره

را بايد قبل از ليزكـردن بوسـيله   ) يا ساير تك سلولهاي جانوري(هاي مخمري  سلول. مي شودليز  Kكننده و پروتئيناز آوري و بوسيله بافر ليز
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 Kاز ن ـكننده و پروتئييز، با بافر لبطور قابل قبولي هاي باكتريايي نيز بيشتر سلول. ميليمتر خرد كرد ۵/۰قطر ه اي ب مخلوط كن و ذرات شيشه

دارنـد  نيـاز  ي نظير ليزوستافين يها ه با آنزيميانكوباسيون اول ژه باكتريهاي گرم مثبت نيز به يكها بوي بعضي باكتري. مي باشندقابل ليز شدن 

از مخلوط كردن آنها بـا ذرات   مي توانهاي باكتريايي نيز  براي تسهيل در ليز شدن سلول .و چند لايه آنها ليز شود يي سخت سلول تا ديواره

  .كار آماده شوند ضروري است كه ذرات شيشه با شستشوي آنها در اسيد نيتريك غليظ براي اين .ميليمتر استفاده كرد ۵/۰به قطر  اي شيشه

 

 RNA يجدا ساز ‐۲‐ ۱۲ 

  RNA يجداساز يه برايو هموژن نمودن مواد اول يمتلاش ‐ ۲‐۱۲‐ ۱

ص يهموژن نمودن تخل و يدر ادامه متلاش. باشد يم يضرور RNA  يجداساز يتمام روشها يه برايو هموژن نمودن مواد اول يمتلاش

RNA   کــيوتروپئل کاـوامـا عي يـلال آلـک حيور ـوژن نمودن در حضـو هم يلاشـمت .رديپذتواند انجام  يل ميذ يهادـاز مت يکيبا 

)(Chaotropic  جهت ممانعت ازRNase  ان يب يرات در الگويين وجود تغيبا ا. مي شودمراحل آزاد  يکه در ط مي گيردها انجام

RNA ت يد ابتدا تثبيان ژن، نمونه بايق بيز دقيآنال يلذا برا. تواند رخ دهد يآن و با هموژن نمودن م يا در طينمودن و  يل از متلاشقب

 ياز روش ها يبرخ .باشد يممکن است ضرور RNaseشده، افزودن ممانعت کننده  يمتلاش يدرصورت حجم اندک نمونه ها. شود

د نباش يهموژن نمودن م يبرا يک مرحله اضافيازمند يگر نيد يکه برخيدر حال ،دينما يز ميرا هموژن ن همزمان نمونه ، بطورکننده يمتلاش

  . گردد يح ميشتر تشريات آن بيل جزئيکه در ذ

  

  Rotor-Stator Homogenizerو هموژن نمودن با استفاده از  يمتلاش ‐ ۲‐۱۲‐ ۲

ز کننده ياز در حضور بافر ليزمان مورد ن .ندينموده و همزمان هموژن نما يرا متلاشند بصورت کامل سلول ها مي توانها رزين نوع از هموژنايا

روتور در . دينمارا هموژن  يز سلوليل ندمي توانرها زين نوع از هموژنايا .باشد يه ميثان ۹۰ يال ۵ يو سخت يبسته به سفت يوانيح يبافتها

مناسب با حجم نمونه بوده و نوک  ،لوله بايدد حباب يبه حداقل رساندن تول يبرا. شود يژن شدن نمونه موو هم يباعث متلاش سرعت بالا

  .غوطه ور باشد )ظرف ک طرفيدر (نمونه ظرف پروب در داخل 

از نمونه  ياحتمال انتقال آلودگمي توان زر، يز نمودن هموژنايتم يق برايدق يکبار مصرف و با اتخاذ روشهاي يبا استفاده از نوک ها: تذکر 

 .درا کاهش داگر ينه دبه نمو

  

  Bead Millsو هموژن نمودن با استفاد ه از  يمتلاش ‐ ۲‐۱۲‐ ۳

 يمتلاش. گردند يز کننده متلاشيد و بافر ليب ٢٣ع در حضور ذراتيبا استفاده از به همزدن سر به سرعتد مي توانن روش سلولها و بافت يدر ا

ب ذرات، سرعت و يبه اندازه و ترک ،مؤثرنمودن  يمتلاش .مي دهدسلول رخ د با يش مداوم ذرات بيو هموژن نمودن در اثر برخورد و سا
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ها، ذرات  ياستفاده باکتر يذرات مناسب برا .باشد يمرتبط مه ي، مقدار مواد اوليدگيهمزن، نسبت بافر به ذرات، زمان از هم پاش يشکل بند

و بافت  يوانيح يسلولها يبرا. باشد يم يمتر برا يليم ۵/۰ها  ياخته ايها و تک مخمر يمتر بوده و برا يليم ۱/۰ به قطر يشه ايش

  .باشد ياز ميمتر مورد ن يليم ۷ يال ۳با قطر   يزنگ فولادذرات ضد ياهيگ

ه يته يتوان بصورت تجارت يد را ميشسته شده با اس يشه ايش يهاديب. ظ شسته شوديک غليترينديابتدا توسط اس بايد يشه ايش يهاديب

کننده انجام زيبدون بافر ل بايدنمودن  يع سرد شده، و متلاشيتروژن مايقبل از استفاده در ن بايد) ها و ظروفدين بيهمچن( ياهيمواد گ. نمود

  .  درنظر گرفته شود بايدنمودن متناسب با نوع نمونه  ير پارامتر ها متلاشيسا. گردد

  

  با استفاده از هاون نمودن يمتلاش ‐ ۲‐۱۲‐ ۴

پودر (ون را يسوسپانس .نديآ يمع خرد شده و بصورت پودر دريتروژن مايع منجمد شده و تحت نيتروژن مايا در نن منظور نمونه ها فوريبد

نکه يبدون ا ودر شيتروژن تبخيد نيد و اجازه دهيدهاسب انتقال سپس به  لوله متنسرد نموده،  ع،يتروژن مايدر داخل ن) عيتروژن مايبافت و ن

د، ادامه ينما يل را فراهم ميذ يهااز متد يکيزه شدن با يکه احتمال هموژن يعا بصورتي، سراضافه نموده کنندهزيبافر ل. دگردنمونه ذوب 

. تواند آنرا هموژن کند ياما نم د،ينما يد نمونه را متلاشمي تواند که خرد کردن نمونه با استفاده از هاون و دسته آن ييتوجه نما. ديده

  .ابديانجام جداگانه بطور ن يقبل از ا بايدهموژن نمودن 

  

  Spin-Columnزر يهموژن نمودن با استفاده از هموژنا ‐ ۲‐۱۲‐ ۵

هموژن  يبرا مؤثرع و يک روش سرين يا. کنند يشنهاد ميکا را پيليبا غشاء س spin-columnزر يک هموژناياز شرکت ها تکن يبرخ

ن مجموعه در داخل يمنتقل شده و ا spin-columnز شده به ينمونه ل .باشد ينمونه ها م متقاطع يز بافت بدون آلودگينمودن سلول و ل

  .مي گردد سانتريفيوژ، يجمع آور يلوله ها

  

  يجدا ساز يروش ها ‐ ۲‐۱۲‐ ۶

مي ک در دسترس يماتيآنز يآن از واکنش ها  (clean up)ز نمودنيا تميو  RNA يجدا ساز يبرا يگوناگون يک ها و روشهايتکن

. ابدي يگر آلوده کننده ها ادامه ميو د DNAن، يباشند که با حذف پروتئ يه ميز مواد اولينمودن و ل يلاشروشها شامل مت يبطور کل. باشد

انتخاب . کنند يک استفاده مياز چند تکن يبيدلخواه از ترک يپروتکل ها. مي گيردبحث قرار متفاوت مورد  يک هاين بخش تکنيدر ا

، خلوص )نييپا يبا وزن ملکول mRNA ،RNAک، يتو پلاسميس RNA ،کامل (RNA RNAبه نوع  يدستورالعمل بخصوص بستگ

  .ا نه، داردياز باشد يدست نخورده مورد ن RNAنکه  ينه هر نمونه و ايدلخواه و هز ، زمانين دستييپا يهااز در کاربرديمورد ن
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  يميهضم آنز ‐ ۲‐۱۲‐ ۷

ل يسم دوديدر حضور سد Kنار ينها با استفاده از پروتئيئو هضم پروت يز سلولياز سلول شامل ل RNA يسازجدا يک متد ساده براي

   )يخالص ساز يا مواد آليتوسط حرارت و ( Kناز يفعال نمودن پروتئريپس از غ. باشد يم RNase ک مهار کنندهيو ) SDS(سولفات 

DNA  آلوده کننده توسطDNase I  است سبب ممانعت از  ا ممکنآلوده کننده ه. مي گرددک ساعت هضم ي يقه اليدق ۳۰به مدت

 تأثيرآهسته و کم  Kنار يز با استفاده از پروتئيرا ليز رد،يبافت مورد استفاده قرار گ يتواند برا ين متد نميا. شوند ين دستييپا يهاکاربرد

  .مي باشدمشکل  ،يخود RNaseتوسط  RNAب يبوده و ممانعت از تخر

ر ينظ(م يک آنزيتوسط  و ز شده يمواد ل يق سازيرقمتعاقب  که ،است ٢٤کيوتروپئد کامواسلول با استفاده از  نمودن يمتلاش ،نيگزيراه جا

  .ش دهديافزا يميمار آنزيت يب شدن در طيرا بدون تخر RNAزان يتواند م يمرد و يپذ يصورت م) Kناز يپروتئ

،  DNaseمار بايمتعاقب ت. گيردمي مورد استفاده قرار   DNase Iهضم توسط  DNAدن هر وخارج نم يپروتکل برا ياغلب در انتها

و انجام  ير استخراج آلينظ(، خارج نمود مي كندک جدا يد نوکلئين ها را از اسيکه پروتئ يکيرا توسط هر تکن DNaseم ينزآ مي توان

و  RNA يقا برايدقDNase I خروج کامل ). يونيض يا متد تعويو  silicaبر  يمبتن يمتد هااز ص با استفاده يرسوب با الکل، تخل

ب نموده و به شدت در يسنتز تخر يرا در ط cDNAد مي توان DNase Iاز  يمانده ا يهر باق. است يضرور RT-PCRح يز صحيآنال

   .داشته باشد ييبسزا تأثيرت آن يد آن و کميتول

  

  ياستخراج آل ‐ ۲‐۱۲‐ ۸

ا کلرور ي، رسوب با الکل يقو  (denaturant)يده ها، استخراج با دناتوره کننKناز ياست که اغلب با هضم پروتئ يکيتکن ياستخراج آل

ز نموده و يفنل سلول را ل. مي شودب يبا فنل ترک يدياسpH ، نمونه در بطور نمونه. گردد يب ميم ترکيسزکلرور يب غلظتيا شيم و يتيل

 .  دينما ين ها را دناتوره ميپروتئ

 RNA. مي شود يبا قرار گرفتن در فاز آل RNAاز  آن يسازباعث جداشده و  يآن خنث ، شارژنمونه پروتونه شده DNA يدياس pHدر 

و  مي گرددص يرم مجددا تخلفع توسط مخلوط فنل کلرويوژ جدا شده و فاز مايفن دو فاز توسط سانترييا. ماند يم يع آبيشارژ شده در فاز ما

کلرور  يب غلظتيا شيل و وزوپروپانيل و اوع توسط اتانيما موجود در فاز RNA. مي شودمانده فنل جدا يسپس با استفاده از کلروفرم از باق

  .  مي نمايدم رسوب يسز

RNA را  ين دستييپا يم باشد که واکنش هاروفرا کلياز فنل، و  يمانده ايباق يممکن است حاو يص آليجدا شده با از استفاده روش تخل

 يک دارايو تراتوژن ياستفاده از مواد سم هن روش بواسطيا. داشته باشد ياصل تأثيرزان ژنوم يم ييتر نهايتواند در خواندن ت يمهار نموده و م

  .باشد يع ميانتقال فاز ما يمند وجود مهارت براازينر بودن، يگت بوده و علاوه بر وقتيمحدود
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  يقو ياز دناتوره کننده ها  ستفادهاص با يتخل ‐ ۲‐۱۲‐ ۹

را  RNaseباشند که به سرعت  يم يقو يوم دناتوره کننده هايديد گوانيدروکلرايوم و هيديانات گوانيوسيزوتير ايک نظيمواد کائوتروپ

 يم يکاف يب سلوليتخر يوم برايدينمک گوان. دينما يدست نخورده را فراهم م RNA يجداساز ينان لازم برايفعال نموده و اطمريغ

م، يسزکلرور يب غلظتيم شيسزا کلروريسوب توسط الکل و و ر يک معمولا با استخراج آلياستخراج با استفاده از مواد کائوتروپ. باشد

  .باشد يهمراه م يديبرينش هيا گزي و يونيض يکا، تعويليبر س يمبتن يهامتد

  

  ميتيا کلرور ليرسوب با الکل و  ‐۲‐۱۲‐۱۰

، RNA يجداساز يش هااز رو ياريدر بس. باشد يک ميد نوکلئياس  salting outبر يم مبتنيتيلا کلروريدو روش رسوب با الکل و  هر

 ،ص شدهيتخل يقبل از رسوب ابتدا تاحدود  RNA. مي شودم استات استفاده يمونآا يم و يل در حضور سدوزوپروپانيا اي ياز رسوب الکل

مانده  يباق يدرصد جهت خارج نمودن نمک ها ۷۰ن رسوب سپس با استفاده از الکليا. مي كندز رسوب ينDNA و  ن هايرا پروتئيز

ظ نموده و نمک ها را خارج يرا تغل RNAکه  مي دهدن اجازه را ين روش به ما ايا .مي گرددو مجددا حل  مي شودده، خشک شسته ش

 پلت رسوب. کند يار خوب عمل ميبس RNAص حجم فراوان يتخل يبرا ن روشيا يبطور کل. باشد ير ميگن روش وقتيالبته ا ،ميينما

اندک  يژه در حجم هاين حالت بويا. ا در مرحله خشک نمودن از دست بروديالکل و  مودنمرحله خارج ن يداده شده ممکن است در ط

RNA   مي شودده يد، دندر پلت وجود دار) ر کلروفرمينظ(مانده يباق يآل يکه حلال هايا زماني و مي باشدپلت کوچک وقتي ا يو.  

ن روش اگرچه در يا. رديقرار گ همورد استفاد RNA يوب افتراقرس يد برامي توانم يتيلمانده، کلرور يدر محلول باق DNAکه يدر زمان

. دينمامي فراهم  يص آليسه با روش تخليرا در مقا ياز دارد، معهذا خلوص بالاترياجرا ن ين ساعت زمان برايبه چند يسه با رسوب الکليمقا

رسوب  .ديتداخل نما RT-PCR رينظ ين دستييپا يميد در واکنش آنزمي تواناز دارد که يم نيسزاز کلرور ييبعلاوه رسوب به غلظت بالا

  .شود يکار گرفته مه م بيتيلمعمولا در ادامه رسوب با کلرور يالکل

  

  م و سوکروزيسزکلرور يب غلظتيش ‐۲‐۱۲‐۱۱

RNA  ص گردديم تخليسزکلرور يب غلظتيق شيوژ از طريفد توسط سانتريمي توان.  RNA م يسزص شده با کلروريتخل يکه تاحدود يا

-36000  (x g شود يفوژ ميسانترو )ساعت ۱۲ يال ۱۴(ک شب ين ساعت و معمولا يبه مدت چند د مخلوط شده دريوم برمايديو ات

وژ  بصورت پلت يفيدر ته لوله سانتر   RNA .قرار دارند  (supernatant)ن ها در فاز محلول يو پروتئ DNAکه  يدر حال. 40000)

ن روش امکان يا. مي شودم رسوب داده يسزمانده کلروريشده و توسط الکل جهت خارج نمودن باق يجمع آور ،RNAپلت  .مي شودجدا 

 يبرا، استفاده از آن مي باشد، پر زحمت و گران ريگار وقتياگرچه بواسطه آنکه بس.  دينما يت بالا را فراهم ميفيدر ک RNA يجداساز

ت يم است که خاصيسزد و کلروريماووم بريدياستفاده از ات ،ن روشيا هاي تيگر محدودياز د. متعدد مشکل است ينمونه ها يآماده ساز

 ين ملکول هايا. گردند ين نميم ته نشيسزکلرور اني، در گراد5s rRNAو tRNA ر ينظ RNAکوچک  يملکول ها. دارد يسم
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ک يلن مرکوريمتديدروکسيه. ا شوندباشد جد يک ميلن مرکوريکه شامل مت يا ژل آگارزيان سوکروز و يق گراديند از طرمي توانکوچک 

  .مشکل است ييايميو دفع آن به همراه مواد ش باشد يلذا استفاده از آن خطرناک م ،ک و فرار بودهيدا توکسيشد

  

   يونيض يتعو يروماتوگرافك ‐۲‐۱۲‐۱۲

سوبسترا  يسطح يثبت ملکول هاو شارژ م ک،يد نوکلئيفسفات اس ين شارژ منفيبر واکنش ب يمبتن يونيض يتعو يفاز جامد کروماتوگراف

ت ها با ين ها و متابولي، پروتئDNAر يگر آلوده کننده ها نظين متصل شده، ديمع يط نمکيبه سوبسترا تحت شرا  RNA. باشد يم

 يگر ملکول هايو د RNA ،DNA يص موازيتخل ،ن روشيا). مي شوند يپاک ساز( مي شوندشسته  يمتفاوت نمک يغلظت ها

ادامه  يافت شده که برايبا الکل باز ،توسط رسوب) ه شدهيتصف(ک شسته شده ينوکلئدياس. مي نمايدر ينه را امکان پذاز نمو RNAکوچک 

  .باشد يکار مناسب م

در زمان  يم بوده وليسزان کلروريص در گراديمعادل حداقل دو نوبت تخل يکيولوژيت بيبا خلوص و فعال RNA يونيض يتعو يتکنولوژ 

بر  يمبتن يا روشهايم و يسزان کلروريکوچکتر، که در گراد يجدا شده شامل ملکول ها RNA. باشد يابل انجام مق يترار کوتاهيبس

ک مذکور از مواد ين،  تکنيعلاوه بر ا. جدا شوند يند بصورت انتخابمي توان RNAکوچک  يملکول ها.  ز هستين ،دآي يکا بدست نميليس

  .رديص مورد استفاده قرار گيگوناگون تخل ياس هاين مقيجات گوناگون و همچناياحت يد برامي تواناجتناب نموده و  يسم

روش . باشد يم يونيض يک تعويبر تکن يند که مبتنينما يشنهاد ميپ DNAو  RNA يجدا ساز يبرا ييت هاياز شرکت ها ک يبرخ

د عرضه ينما يجدا م  RNA،گوناگون يها ت و اندازهيفيمتفاوت و ک يگوناگون در مراحل زمان يت توسط شرکت هايکه بصورت ک ييها

  .شده است

  کايليبر س يروش مبتن ‐۲‐۱۲‐۱۳

د ياس يبر جذب انتخاب ين روش مبنيا. ديرا فراهم نما RNA يع و مطمئن جداسازيک روش سريد مي توانکا يليبر س يمبتن يتکنولوژ 

م، نمک يانات سديوسيزوتيوم ايديد و گوانيکلرادرويوم هيدير گوانيک نظيپوکائوتر ينمک ها يکا در حضور غلظت بالايليک به سينوکلئ

که يحال، درشود جذب  RNAد تا تنها ينما ينان را فراهم مين اطميز ايدر روش ل ياستفاده بافر اختصاص. مي باشد ديم پرکلرايدار و سددي

DNAو  مي شوندبا شستشو پاک شده و خارج  ن آلوده کننده هايا. ماند يم يت ها در محلول باقيو متابول يسلول ين هاي، پروتئRNA 

 يواکنش ها يبرا هشسته شد RNAت ها يک ايمواد مناسب و با استفاده از . مي شودک بافر کم نمک شسته ي ت بالا با استفاده ازيفيبا ک

  .مي گرددآماده  ين دستييپا

به  RNA يآلودگ يلذا آزمون برا. ددجذب گر RNAعوض در  DNA ممکن است RNAر اندک يواجد مقاد يدر نمونه ها :توجه

DNA باشد يادامه کار ضرور يک ممکن است برايژنوم.  
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بعنوان مثال ذرات  .است يريگباشد، در حال بکار يجدا شده متفاوت م يRNAت يکا که در روش و کميليبر س يمبتن ين تکنولوژيچند

 ياز جمله روشها ٢٥يچند حفره ا يهاا واحديو  spin columnدر شکل  ءا در غشايون و يکا ممکن است در شکل سوسپانسيليس

کا به يليراحت تر بوده و از انتقال ذرات س spin columnهرحال استفاده از ه ب. گردد يطراح يزان بازدهيحداکثر م يک براياتومات

RNA  دينما ياجتناب م مي شوددر مرحله آخر جدا كه.  

  

  ٢٦گويل به اوليمتما يوگرافبا استفاده از کرومات  mRNA يجداساز ‐۲‐۱۲‐۱۴

باشد منجر به  يم `3 يدر انتها [poly(A)] ديک اسيليآدن يمتصل به پل يک شامل ترادف کووالانيوتيوکاري mRNAنکه يکشف ا 

کس جامد يمجتمع در ماتر  (dT) گويرا به ترادف اول poly A شنيزيدايبرين روش ها هيا. ديگرد يليص تمايتخل يروشها يريبکارگ

گو يعلاوه بر اول. به سلولز متصل نموده است يرا بطور کووالان (dT)گو يافته ترادف اوليه الحاق ياول يروش ها .مي دهداستفاده قرار مورد 

 يپل يت هايا پلي لاتکس‐استرن ي، ذرات پليسيمتصل به ذرات مغناط )dT( گويز از اولين يدر دسترس تجارت يت هاي، کواجد سلولز يها

 ۶۵توسط حرارت در  يص کششيتخل يجدا شده و برا يکينيکامل از نمونه کل mRNAبطور نمونه . مي گيرندتر بهره يکروتاياسترن م

 RNA. مي گردده آماده يحذف ساختمان ثانو يخ براي يع در رويپس از سرد نمودن سر .مي گرددص يقه تخليدق ۵گراد بمدت يدرجه سانت

ر يکه بطور غ ين بار شسته شده تا مواديکس چنديماتر. مي شودگو، بکار گرفته ياولکس مجتمع شده از يماتر يآماده شده سپس برا

ظ کننده ير در تغليا تبخيسپس با استفاده از رسوب توسط الکل  .مي شودز شسته ين mRNA. متصل شده اند، خارج گردد ياختصاص

  .باشد يله مناسب نميآدن ير پليغ mRNAص يتخل يبرا (dT)گو ياول يص کششيتخل يروشها. شودمي ظ ي،  تغل٢٧يوژيفيسانتر ييخلأ

  

  متفاوت ياز منابع نمونه ا RNA يجدا ساز يبرا يملاحظات اختصاص ‐۲‐۱۳

. دز شده شويجدا شده و آنال RNAدر  يد سبب مشکلاتمي توانكه د نباش يات آن متفاوت ميو محتو RNAدر مقدار  ينيبال ينمونه ها

ن ين بخش ايدر ا. باشد ياز نميت آن مورد نياستاندارد رعا يبوده که معمولا در نمونه ها يت اختصاصازمند ملاحظاين نوع نمونه ها نيا

  .مي گيردد مورد بحث قرار يآ يگوناگون بدست م يکه از منشاء ها ييملاحظات در نمونه ها

  

  بافت قلب، عضله و پوست ‐ ۲‐۱۳‐ ۱

د مشکل باشد، به مي توانو کولاژن  يوندي، بافت پيانقباض ين هايپروتئو بافت پوست بواسطه وفور  ياز عضلات اسکلت RNA يسازجدا

در ادامه  بايدها ن پروتئازيا. شوند هقرارداد تأثيرتحت  Kناز يبا پروتئ بايد ن نمونه هايا. ديتداخل نما RNA يکه در جداساز يگونه ا

  ).۷.۳.۳.۲.۱رجوع به (نگردد  RNAب ير فعال شده تا سبب تخريواکنش غ

                                                 
25 Multiwell units 
26 Oligo Affinity Chromatography 
27 Centrifugal vacuum concentrator 
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  خون‐ ۲‐۱۳‐ ۲

مي باشد که  يمهار کننده م يم هاياز آنز يخون واجد مجموعه ا. مي گردد يجمع آور ينيبال يها يبررس ينمونه خون بطور معمول برا

. دينما تأثيرد در ادامه کار مي توانن يو  هپار EDTAر يانعقاد معمول نظن مواد ضد يعلاوه بر ا. ديتداخل نما RNAز يد در ادامه آنالتوان

مهار کننده را  يم هايا آنزيو  يبدون حضور هر آلوده کننده ا ت بالايفي، با کRNAاست که  يروشازمند ياز خون ن RNA يسازاجد

  . ديفراهم نما

د که واجد نل شده باشيتشک) نابالغ گلبول قرمز يسلول ها( ييت هايکولوسيممکن است از رت) دهيگلبول قرمز رس يسلول ها(ت ها يتروسيار

mRNA )کثرا اglobin RNA (يسازبوده و در جدا RNA يت ها شامل سه نوع سلول اساسيلکوس. برخوردار باشد يت کمترياز اهم 

  .مي باشندت يت و گرانولوسيت، منوسيفوسنل

 که به شکت ها يتروسيار يز انتخابيد با لمي توانن مهم يا. را ساده گرداند RNA يسازت ها ممکن است جدايتروسيخارج نمودن ار

. شوندمي  يک متلاشيپوتونيدر حضور بافر ه به سرعتآنها  .رددباشند، انجام گ يت ها حساس تر ميسه با لکوسيک در مقايپوتونيه

  سانتريفيوژگر ين متداول ديگزيمتد جا. گردد يانجام م  RNAوژ جدا شده و استخراج يفيدست نخورده، سپس توسط سانتر يت هايلکوس

ت و يفوسنل(منونوکلئر  يافت سلولهايتنها سبب باز يب غلظتيش يوژفيت، سانتريتروسيز اريبر ل يمبتن يوشهاخلاف ربر. است ٢٨يب غلظتيش

 يد برامي توان يب غلظتيش فيوژيسانترجدا شده توسط  يتک هسته ا يسلولها. دينما ي، خارج مت ها رايو گرانولوس مي گردد) تيمنوس

ت نمودن نمونه يتوجه نمود که اگر مراحل تثب بايد. ابديگر است، ادامه ير هر نوع سلول ديکه نظ يبا استفاده از همان روش RNA يسازجدا

ت يتثب يمعرف ها. ابدير ييد تغمي توانره شده يدر نمونه خون تام ذخ يژن يل نسخه برداريرد، پروفايانجام نگ يريلافاصله پس از خونگب

انجام بايد در نظر است  rRNAو  mRNAت يباشند و اگر تثب يسترس مدر د ينمونه خون تام بصورت تجارت يبرا يکننده اختصاص

  .شود

  

  ها يباکتر ‐ ۲‐۱۳‐ ۳

 mRNA. باشد يمتفاوت م يضرور ياز جنبه ها يوت ها در تعداديوکاري mRNA سه بايدر مقا ييايباکتر mRNA يژگيو

توسط روش  mRNA ين است که جداسازيا يمعن باشند که به يم A يدنباله پل يبوده و به ندرت دارا `5وت ها فاقد سر يپروکار

 بايدرد و يمورد استفاده قرار گ cDNAسنتز  يد برامي توانن  (dT)گويمر اولين پرايعلاوه بر ا. باشد ير نميامکان پذ (dT)گو يد اوليبريه

  . استفاده شود ٢٩راندوم يمر هاياز پرا

 يگاه. باشد يدار ميناپا ينده ايبصورت فزا ،يع باکتريرشد سر يبراقه يدق ۳معادل  يبا طول عمر ييايباکتر mRNAن يعلاوه بر ا

وت يان ژن در پروکاريل مطالعات بين دليبه ا. دينما يه ميباشد شروع به تجز ياز ميترجمه مورد ن يکه برايزمان ييايباکتر mRNAاوقات 

                                                 
28 Density –Gradian Centrifugation 
29 Random Primer 
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به نمونه  يز جدا نمودن و قبل از انجام مراحل کار بر روپس ا بايدن اساس نمونه ها يا بر. وت ها مشکل تر استيوکاريسه با يها در مقا

  . ت شونديتثب سرعت

  

۴ ‐۱۳‐۲‐ RNA  در سرم ٣٠آزاد در حال گردش  

RNA  ش از يب ده برابر بيغلظت آن بطور تقر. مي گردد ييشناسا يماران سرطانياز ب يها در سرم برخديپيهمراه با پروتئولDNA  شناور

ن يا ن حاليبا ا. باشد يدار ميبطور متوسط دو روز در خون تام نسبتا پا يبا طول عمر RNAن يا. باشد يم يانسان يآزاد در پلاسما

RNA ر ينظ. ه گردديتجز يذوب و انجماد متوال يکل هايس يد در طمي توانRNA ن يفاقد سلول، افزودن حامل يعات بدنيدر ما يروسيو

RNA  ن نوع از  يا يجدا ساز يممکن است براRNA باشد يضرور.  

  

  چرب يبافتها‐ ۲‐۱۳‐ ۵

. د مشکل باشديپيتداخل حجم ل هد بواسطمي توانز کننده يل يهابا بافر...) بطور مثال بافت، مغز و (چرب  ياز بافت ها RNA يجداساز

فت و انباشت در با يات بالايصورت محتوگردند، لذا در يز نميع ليکننده مازيل يهابطور کامل توسط بافر يچرب يواجد حجم بالا يبافت ها

بافت  ين استخراج آليبنابرا. مي شود  RNAن استخراج ييجه سبب مسدود شدن آن غشا شده و بازده پاينتو در  spin column يغشا

  .ديز نمايچرب را بطور کامل ل ين نمونه هايد امي توانرا فنل ياست ز يچرب ضرور

 RNAر حضور فنل، و کلروفرم در ينظ( يف شده روش آليتوص يت هايمحدودد از مي توانکا يليبر س يبا روش مبتن يب استخراج آليترک

 يهموژن شده، که با  جداساز GTC٣١ا مخلوط فنل و يبافت در فنل و  .دينما يريجلوگ) رسوب يدر ط RNAا احتمال از دست دادن يو 

کا افزوده شده و مراحل استخراج يليس ءما به غشايد مستقمي توان يط اتصال، فاز آبيم شرايپس از تنظ. ابدي يتوسط کلروفرم ادامه مفاز 

   .ابديادامه 

  

                                                 
30 Free Circulating  RNA 
31 Guanidium Thiocyanate 


