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 پیشگفتار
قبل از شروع لازم است چند نکته را با شما در ميان بگذاريم، هماانوور كاه   

می دانيد زيست فناوری دامنه وسيعی دارد و لزوما نيازی نيست هار فارد تماام    

را هاايی  آنرا بداند بلکه بر اساس علاقه و نياز خود مهارت يا مهارتهای مهارت

ورد استفاده قرار می دهد. بعنوان مثال كسی كه نشانگر مولکاولی  فرا گرفته و م

كار می كند ممکن است هرگز نياز به يادگيری كشت بافات ياا سالول نداشاته     

مهارت را بر اساس موضاوع از هام تفکياك    های باشد. به همين علت ما كتاب

ر نموده ايم. اما برخی مباحث مانند معرفی زيسات فنااوری، اخالاو  و ايمنای د    

مهاارت وجاود دارد. در پاياان ايان     هاای  پژوهش بوور مشترک در تمام كتااب 

بخشی بنام پيوست وجود دارد كه در اين بخاش باه معرفای ابزارهاا و     ها كتاب

 موادی كه در طی كتاب به آنها اشاره شده است می پردازد. 

مهارت های مهارت آموز عزیز  بخاطر داشته باشید، انجام آزمایشات کتاب

حتما ها تخصصی زیست فناوری دارد و آزمایشهای ز به آزمایشگاهنیا

در اینجا لازم از  باید با نظارت کارشناس متخصص هر موضوع انجام شود.

تشکر  آزمایشاتمارال مرعشی اجرا و تهیه تصاویر خانم از زحمات 

 .نمائیم

 موفق باشید

 

 های ارتباط با مؤلفین:راه

 nargessabdali6090@gmail.comآدرس ایمیل: 

 http://stbiotech.irوب سایت: 

mailto:nargessabdali6090@gmail.com


 

  سنی /زیست فناوری بر اساس مقطع تحصیلیهای جدول سطح بندی کتاب

های مهارت معرفی کتاب اهداف

 کسب شده

محل 

 برگزاری

گروه 

 هدف

عنوان 

 کتاب

 سطح

شناخت 

طبیعت و 

کشف جایگاه 

دات موجو

 زنده

 

نگاه هدفدار به 

بعضی 

موجودات زنده 

از طریق شعر 

 و موسیقی

آشنایی با 

طبیعت و نقش 

موجودات زنده 

در حفظ 

 طبیعت

مدارس و 

 پژوهشسراها

دانش 

آموزان 

پیش 

دبستانی 

و کلاس 

 اول

 

کتاب شعر 

 و موسیقی

 سطح اول

توجه به "

"طبیعت  

افزایش 

خلاقیت و 

 ابتکار 

 

ایجاد 

علاقمندی در 

ش آموزان دان

از طریق بازی 

 و نقاشی

آشنایی با 

موجودات زنده 

و نقش آنها در 

 زندگی انسانها

مدارس و 

 پژوهشسراها

دانش 

آموزان 

کلاس 

پایه دوم 

و سوم 

 دبستان

کودک، 

طبیعت، 

زیست 

 فناوری

 سطح دوم 

توجه به "

"طبیعت  

 

افزایش دقت 

در مشکلات 

و معضلات 

 پیرامون
 

آشنایی با 

بیوتکنولوژی 

و نقش  سنتی

زیست فناوری 

 در عصر حاضر

آشنایی با 

کاربردهای 

زیست فناوری 

از طریق 

های فعالیت

 عملی

مدارس و 

 پژوهشسراها

دانش 

آموزان 

پایه 

چهارم و 

 پنجم 

کتاب 

آشنایی با 

زیست 

 فناوری

 سطح اول 

زیست "

"فناوری  

 

افزایش 

روحیه 

پرسشگری و 

 کنجکاوی

توانمندی در 

ارائه  

های فرضیه

 کاربردی
 

کسب مهارت 

در ارائه 

های ایده

خلاقانه و 

 علمی

انجام 

های آزمایش

علمی و 

های فعالیت

 زیست فناوری

مدارس و 

 پژوهشسراها

دانش 

آموزان 

پایه ششم 

 و هفتم

کتاب مبانی 

زیست 

 فناوری

  

 سطح دوم

زیست " 

"فناوری  
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توانمندی در 

آزمایش 

و ها فرضیه

 نتیجه گیری
 

کسب توانایی 

در ارائه 

های ژهپرو

علمی و انجام 

 آن

آشنایی با 

آزمایش ها، 

ابزارهای 

مطالعه 

میکروبی  و 

اهمیت 

در ها میکروب

 زندگی انسانها

مدارس و 

 پژوهشسراها

دانش 

آموزان 

پایه هفتم 

و هشتم و 

 نهم

کتاب 

زیست 

فناوری 

 میکروبی

سطح سوم 

زیست "

 "فناوری

 

توانمندی در 

آزمایش 

و ها فرضیه

 نتیجه گیری
 

نایی کسب توا

در ارائه 

های پروژه

علمی و انجام 

 آن

آشنایی با 

محصولات 

 غذایی 

پروبیوتیک و 

 پری بیوتیک

مدارس و 

 پژوهشسراها

دانش   

آموزان 

پایه هفتم 

و هشتم و 

 نهم

زیست 

فناوری 

 غذایی

 سطح سوم

زیست " 

 "فناوری

 

توانمندی در 

آزمایش 

و ها فرضیه

 نتیجه گیری
 

کسب توانایی 

در ارائه 

های پروژه

تخصصی و 

 انجام آن

آشنایی با 

های تکنیک

 آزمایشگاهی

آزمایشگاه 

تخصصی با 

حضور 

 کارشناس

مدرسان 

و دانش 

آموزان 

پایه نهم، 

دهم و 

 یازدهم

 1مهارت 

کشت بافت 

 گیاهی

 الکتروفورز

 

 

 

سطح 

 چهارم 

زیست "

 "فناوری

 
کسب توانایی 

در ارائه 

های پروژه

تخصصی و 

 انجام آن

آشنایی با 

های تکنیک

 آزمایشگاهی

)در 

های آزمایشگاه

 تخصصی(

آزمایشگاه 

تخصصی با 

حضور 

 کارشناس

مدرسان  

و دانش 

آموزان 

پایه نهم، 

دهم و 

 یازدهم

 2مهارت 

استخراج 

DNA ،

PCR  و

 الکتروفورز

 

آشنایی والدین،  

معلمان، 

مدیران و عموم 

 علاقمندان

والدین و   ---------

 مدرسان

زیست 

فناوری به 

ده زبان سا

)ویژه 

 والدین(

------- 
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 2مهارت زیست فناوری
 

 DNAهای  مولکولی کار با تکنیک

 و الکتروفور( DNA  ،PCR)استخراج 

 عالی  سطح کتاب

 های مهارت()از مجموعه کتاب

، DNAهای استخراج آشنایی با تکنیک هدف

PCRالکتروفورز ، 

 های تخصصیمدرسان و کارگاه گروه مخاطب 

 زانآمودانش

 های تخصصیآزمایشگاه محل مجاز برگزاری

 ساعت )پیوسته( 8مقدماتی:  مدت دوره

انتظارات: مشاهده مسیر ستخراج 

DNA ،PCRالکتروفورز ، 

 و آشنایی با مفاهیم و تجهیزات

 ساعت )ناپیوسته( 24پیشرفته: 

انتظارات: اجرای عملی تمام مراحل 

توسط مهارت آموز و تسلط به 

 ه شده در کتاب حاضرهای ارائتکنیک

 

 

 



 

 

 مبحث اول

 زیست فناوریمعرفی 

 

اولاين باار در    كه معادل فارسی آن زيست فناوری اسات،  واژه بيوتکنولوژی

ه ايشاان با   ،و از آن پس كار گرفته شده ب 1توسط آقای كارل اركی  1919سال 

زی شوند.  آقای اركی يك مهندس كشاور شناخته می زيست فناوریعنوان پدر 

از فرآينادها كاه در ايان    ای بر روی مجموعه انی بود كه برای اولين بارستمجار

اما سابقه استفاده از   ؛كتاب با آنها بيشتر آشنا می شويد يك نام پر محتوا گذاشت

از فرآيند تخمير در  بشرزمانيکه  گردد،بر می  چند هزار سال قبل زيست فناوری

 .دو ... استفاده می كر ، نانتهيه سركه، الکل

قدرت برای حل مشکلات در تمام ی پربه ابزار زيست فناوریامروز  در دنيای

 كردشاخه های علوم زيستی و پزشکی تبديل شده است. به جرأت می توان ادعا 

سای  كه در حال حاضر هيچ شاخه ای از علاوم زيساتی بای نيااز از زيسات شنا     

ی بشار باشاد   ، علمی پاسخگوی نيازهاای زيسات  مولکولی نيست و اگر قرار باشد

 .  است و بعبارتی زيست فناوری بدون شك آن علم زيست شناسی مولکولی

                                                 
 

1 Karl Ereky 
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 تکنولوژی و  "زيست"به معنای  بیوواژه بيوتکنولوژی تركيبی از دو كلمه 

 " واژة بیوتکنولوووژیمعااادل فارساای   .اساات "فاان آوری"بااه معنااای  

و باه كلياه فرآينادهای حيااتی دلالات دارد       "زيست". است "وریافنزیست

به طيف وسيعی از ابزار، فنون، اصول و فرآيندها اشاره    "تکنولوژی يا فناوری"

 دارد.

 دياادگاه برحسااب ،مختلااف هااایشاااخه بااه زيساات فناااوری بناادیتقساايم

 ناام از  ،بندیتقسيم ترين در رايج .كندمی فرو مختلف و دانشمندان متخصصين

زيست از  ایشاخه كنند و ناممی ستفادها پيشوند زيست فناوری با  مختلف علوم

 از تلاقای  كه پزشکی زيست فناوریكنند. مانند می وضع ترتيب را بدينفناوری 

 كاه  كشااورزی  زيست فناوریيا  ،است بوجود آمده پزشکی با علم بيوتکنولوژی

 از انتاو مای  ترتياب  بادين  دهد.می را نشان در كشاورزی زيست فناوریكاربرد 

زيسات  ،  درياا  زيست فناوری،  ميکروبی زيست فناوری،  داروئی زيست فناوری

  ،صنعتی زيست فناوری، غذائی زيست فناوری،  قانونی يا پزشکی قضائی فناوری

 .برد و ... نام تشخيصی زيست فناوری، نفت زيست فناوری

كاه   اسات  یحاد ه با  و يکم بيست قرن در زيست فناوریكاربرد  گستردگی

و  ، تغذياه ، صانعت كشااورزی  ،، آماوز  زيست، محيط ، درماناقتصاد، بهداشت

 هماين به قرار خواهد داد.  تأثير شگرف خود بشر را تحت زندگی هایساير جنبه
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 نامگاذاری  بيوتکنولاوژی را قارن   و يکام  بيسات  قارن  جهان انديشمندان دليل

 .اندكرده

 

 یست فناوری با علوم مختلفارتباط ز -1شکل

 ؟زيست فناوریگوئيم علم نمی تاكنون دقت كرده ايد چرا

 تفاوت وجود دارد؟ تکنولوژی با علمآيا بين دو واژه 

مای   برخای باه اشاتباه    حتای اكثر مردم اين دو واژه را معادل هم می دانند. 

 "علم"ی هاواژه در واقعاما  و يا علم نانوتکنولوژی!! زيست فناوریگويند علم 

 متفاوت هستند. "تکنولوژی"و 

حركت علم از مسائل خاص به طرف مسائل عام است و طی آن سعی دارد با 

 كشف ارتباطات گسترده تر به توضيح هر پديده بپردازد. 
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می کند، یعنی  حرکتدر جهت عکس )فناوری( در صورتی که تکنولوژی 

کل گیری و توسععه  با استفاده از قوانین و اصول عمومی )که در مرحله ش

 دست یافته است( سعی می کند مسائل خاص را حل کند. ها علم بدان

در قارن   «رابارت هاوک  »به عنوان مثال وقتی اولين بار دانشمند انگليسای  

هفدهم موفق به ديدن سلول بافت چوب پنبه در زير اولاين ميکروساکوپ شاد،    

  ین چیست؟ادانست چه می بيند و اين سئوال مورح شد كه نمی واقعا

 

 مشاهده اولین سلول -2شکل 

هوک سپس به بررسی ساير چيزهای زنده و غير زنده برای توجياه مشااهده   

ضلعی مشاهده شده در چوب پنبه ( به  6) يك  جزءخود پرداخت. به عبارتی از 

 وموجودات( حركت كرد. ها )وجود سلول در ساير بافت کلسمت 
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 شناسی سلولی بود. نتيجه اين حركت شکل گيری علم زيست

اما با گذشت زمان محققين متوجه شدند ياك بای نیمای در تکثيار برخای      

بايش از   ها بوجود می آيد. اين بی نیمی باعث می شود كه  اين سلولها سلول

اين  ،حد تکثير شوند، اين تکثير بی رويه را سرطان می نامند. بعد از اين مشاهده

 چه باید کرد؟اين تکثير بی رويه سئوال مورح شد كه برای جلوگيری از 

 

 

 سلول سرطانی -3 شکل

اين سئوال زمينه را برای ابداع يك تکنولوژی مثال شايمی درماانی فاراهم     

يك كل )علم زيست شناسی سلولی( بورف يك جزء )درمان  ازكرد. در اينجا ما 

يك گروه خاص از سلول ها( حركت كرده ايم.  به عبارت ديگر، شاناخت ماا از   

علم زيست شناسی سلولی را بوجود آورد و وقتای  موجودات زنده، ت سلولی ماهي
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در رشد و تکثير خود از قاوانين كلای تبعيات نکردناد،     ها يك گروه از اين سلول

 شيمی درمانی شکل گرفت.

 يك تکنولوژی نيست.شکل گيری نتيجه اين حركت چيزی جز 

 

   تکنولوژی تفاوت علم و -4شکل

توجه شده ايد كه زيسات فنااوری، علام نيسات بلکاه      با اين توضيح حتما م

تکنولوژی است كه با استفاده از قوانين علمی موجود سعی دارد مشکلات بشر را 

ارائه شده است. يکی از كامل  زيست فناوریبرای ای رفع نمايد. تعاريف گسترده

ی هايهر گونه استفاده از موجودات زنده )يا بخش "ترين اين تعاريف می گويد: 

از موجودات زنده مانند بافت و سلول( برای ايجاد يك فرآورده و ياا تغييار ياك    

و  برای اساتفاده بشار    1محصول، بهبود حيوان و گياه و يا ايجاد ريز سازواره ها

  "نام دارد. زيست فناوریرفاه وی  تأمين

                                                 
 

1  Microorganisms 
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 به زبان ساده تر:

يازهای انساانی را  كه نهايی استفاده از موجودات زنده برای ساخت فرآورده "

  "رفع كنند يا انسان را به اهداف خود برساند

  

از هايی ، آيا می توانيد مثالبيشتر آشنا شديد زيست فناوریحال كه با مفهوم 

 در محيط اطراف خود بيابيد؟   "و تکنولوژی "علم"



 

 دوممبحث 

 ی مولکولینشانگر ها

 

كه هر روزه  هستند هانشانگر، زيست فناوریيکی از بحث های بسيار جالب 

استفاده قرار می گيرند. كشف آنها گاام   و مورد انواع جديدتری از آنها ابداع شده

 در زمينه های مختلف علوم زيستی بوده است. مشکلات بلندی در راستای حل 

 نشانگر چیست؟

نخساتين،   هاای  استفاده از نشانگرها قدمتی برابر با تاريخ بشار دارد. انساان  

مورفولوژيك برای شناخت و تماايز اناواع   های خود بدانند از نشانگربدون اينکه 

 بذر و ميوه استفاده می كردند و برخی را به برخی ديگر ترجيح می دادند.  

ما معمولا با ظاهر اشخاص )مورفولوژی(،  نژاد آنها را حدس می زنيم. ماثلا  

قايی می دانايم،   فردی با پوست سياه و موی مجعد را  از نژاد سياه پوست و آفري

پنداريم  آسيا شرقی)چين ژاپن و..( میفردی با پوست زرد و چشمان بادامی را از 

را اروپايی و..... در واقع ما درحاال اساتفاده از    )پوست و موی روشن( افراد بلوند

ترين نوع نشانگر هستيم و اين كار حتی قبال   نشانگر مورفولوژيك بعنوان ساده

 وجود داشته است.  شناسی و زيست فناوریعلم زيست از شکل گيری 
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به عنوان مثال هيچگاه دقت كرده ايد كه موزهای دارای نقاط سياه رنگ بر 

روی پوست خود، چقدر خوشمزه هستند؟ در واقع نقاط ساياه نشاانگر رسايدن و    

شيرين بودن موز است. اين نشانگر مورفولوژيك به شما كمك مای كناد بادون    

ن باشيد موزی كه شما انتخاب كرده ايد ئدن آن مومشکافتن پوست موز و چشي

 شيرين است.

 

 رسیده ترین است. 7نارس  ترین و موز  1در شکل فوق موز  -1شکل 

هر صفتی كه با استفاده از آن بتوان صفات مشکل تر ديگر را بررسی كارد،   

 يك نشانگر بايد به سهولت قابل بررسی باشد.  نام دارد.  1نشانگر

تاا حادودی درسات    تنهاا  دانيد نشانگرهای موفولوژيك ر كه می اما همانوو

مثلا ما در كشور خودمان افراد با مشخصات نژاد سياه پوست يا اروپاايی   ،هستند

را داريم در حالی كه افرادی از نژاد آسيايی هستند!!!! پس نشاانگر مورفولوژياك   

                                                 
 

1markers  
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)بهتارين  هاا  هر چند بسيار مفيد است و قرن هاست به انسان در انتخاب بهترين

گندم جهت كشت، بهترين دام و...( كمك كرده است اما صددرصد قابل اطمينان 

 در اينجا به كمك آمده است. زيست فناورینيست. 

 پرسيد چگونه؟ با كمك نشانگرهای مولکولی.ب شايد 

و خصوصاا   هامی بينياد اناواع مختلفای از نشاانگر     2شکل  همانوور كه در

 و ...   DNAپروتئينی، های دارد مانند نشانگرمولکولی وجود های نشانگر

 

 نشانگرها  طبقه بندی -2شکل 

كمی موضوع را باز می كنيم، به عنوان مثال؛ برای اينکاه بتاوان ناژاد ياك     

سياه پوست با موی مجعد را شناسايی كرد، پاس از بررسای مورفولاوژی نوبات     

رفت. در  DNAمثل  مولکولیهای بررسی مولکولی است و بايد به دنبال نشانگر
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نوكلئوتيدی خاصی( وجود دارد كه خااص  های خاصی )توالیهای ژنهر نژادی 

ها شود. با بررسی و موالعه اين توالینمی ديگر يافتهای آن نژاد است و در نژاد

ياك  هاا  می توان با اطمينان بالايی نژاد را تشاخي  داد. در واقاع ايان تاوالی    

 محسوب می شوند.  DNAنشانگر مولکولی مبتنی بر 

 

بتواند بعنوان نشانگر مورد استفاده قرار گيرد. باياد حاداقل    برای آنکه صفتی

 واجد دو ويژگی زير باشد:

  :در بين دو فرد متفاوت باشد. 1

يك نشانگر بايستی چند شکل باشد يعنی به فرم های مختلفی وجود داشاته  

 ا بتوان آنرا نشانگر ناميد. ت باشد يا چند شکلی پلی مورفيسمبعبارتی دارای  باشد

 .به توارث برسد. 2

كه از نسلی به نسل بعد به  موجودهر های توالی نوكلئوتيدتفاوت موجود بين 

بکار گرفته شود. ايان  « نشانگر ژنتيکی»می تواند بعنوان نشانه يا ارث می رسد، 

  مختلفی تیاهر يابد.های شکلتفاوت می تواند به 

 وجود بر روی محصولات را ديده ايد. نا تاكنون باركد مئموم
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 DNAشباهت بارکد روی محصولات و توالی های  -3شکل 

باا اساتفاده از دساتگاه    ها هستند. فروشندهها مولکولی مانند باركدها نشانگر 

باركد خوان حتی بدون نياز به ديدن چيزی كه شما خريده ايد آنرا شناسايی و در 

دارند. بهتر اسات  ای هم كاربرد مشابهها . نشانگرفاكتور خريد شما ثبت می كنند

از هاايی  مانند يك باركد است، كه قسمتما   DNAبگوييم كل توالی موجود در

 (10و  3)مراجعه به شکل بعنوان نشانگرهای مختلف استفاده می شوند. آن 

بين دو موجاود ممکان اسات     DNAهای موجود در رديف  برخی از تفاوت

از طارو مختلاف    كاه  باروز كناد  ی با اندازه های مختلاف  بصورت پروتئين هاي

بيوشيميايی قابل رويت و موالعه می گردند. اين قبيل نشاانگرها را نشاانگرهای   

 . مولکولی در سوح پروتئين می نامند
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ی تیااهر گوناه   هيچ DNAاما دسته ای ديگر از تفاوتهای موجود در سوح 

خاصای را   رديف اسيدهای آمينهندارند، نه صفت خاصی را كنترل می كنند و نه 

هاا  می گذارند. ايان گوناه تفااوت   نبر جای  در نتيجه اثر پروتئينی بيان می كنند

قابل رويت هستند و بناابراين باه    DNAفقط از طريق تجزيه و تحليل مستقيم 

 می گردد. اطلاو DNAآنها نشانگرهای مولکولی در سوح 

،  موالعاات  1يت موجودات زناده امروزه از نشانگرها برای موالعه ساختار جمع

 تعياين زود هنگاام  ، شناسايی ژنهای مناسب، 2شجره نامه ای گياهان و جانوران

، پزشکی، پزشکی قانونی و گياهان و جانوران 4، اصلاح 3جنسيت، فسيل شناسی

 استفاده می شود. ...

مثالی از كاربرد نشانگر مولکولی در شناسايی زود هنگام بيمااران مباتلا باه     

 لاسمی:تا

در . تالاسمی يك نوع بيماری خونی است كه به صورت ارثی منتقل می شود

گلبولهای قرمز پروتئينی به نام هموگلوبين وجود دارد. وظيفه هموگلوبين، انتقال 

اكسيژن به سلولهای بدن است. در ساختمان هموگلوبين دو زنجياره وجاود دارد   

هاا  اختلال در هر يك از اين زنجياره  اند.كه به اسامی آلفا  و بتا  نامگذاری شده

                                                 
 

1 population studies 
2 pedigree analysis 
3 Archaeology 
4 Breeding 
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اكسيژن رساانی باه   ل هموگلوبين و انجام وظيفه آن كه مولکودر باعث اختلال 

اعضاء مختلف بدن است، می شود. در اين بيماری پروتئينی كه اكسايژن را باه   

 دچار نق  می باشد.مختلف بدن حمل می كند، های قسمت

 
 نحوه توارث بیماری تالاسمی -4شکل 

اجباری تست تالاسمی است. اگر هر های روزه قبل از ازدواج يکی از تستام

احتمال تولد فرزند  %25دو والد حامل يك آلل بيماری )تالاسمی مينور( باشند،  

 بيمار وجود )تالاسمی ماژور(  دارد.

حال اگر بعلت حامل بودن آلل بيماری توسط هر دو نفر، به رغم اخواار در   

كودک بيمار، بخواهناد ازدواج كنناد، چاه باياد كارد؟ در      خصوص احتمال تولد 
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شد يا در صورت ازدواج اجازه بچاه  نمی گذشته به اين افراد يا اجازه ازداواج داده

 دار شدن نداشتند!

اين مشکل رفع گرديده است. با استفاده از  زيست فناوریاما امروزه به لوف 

نين می توان با استفاده از نشانگرهای مولکولی در مراحل ابتدايی شکل گيری ج

 وجود بيماری را تشخي  داد. تست ژنتيکی

لازم جهات اساتفاده از   هاای  در مباحث بعدی اين كتااب شاما باا آزماايش    

 نشانگرها لازم است آشنا خواهيد شد.
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 تمرین:

امروزه يکای از كاربردهاای متاداول نشاانگرها اساتفاده در      

شايميايی ياا    تشخي  بيماريهاا از طرياق شناساايی تركيباات    

 نشانگر بيوشيميايی يا شيميايی. بيوشيميايی است. به عبارتی

ليستی از نشانگرهايی كه در اطراف خود می بينياد، مای    .1

 شناسيد و يا روزانه استفاده می كنيد  در جدول وارد كنيد.

 توضیحات کاربرد نوع نشانگر

   

   



 

 سوممبحث 

 DNA  استخراج

 

را  زيسات فنااوری در مدرساه   هاای  از سری كتابقبلی های كتاباگر شما 

آشنا  DNAمبتدی با استخراج  زيست فناوربعنوان يك شما  ،ه باشيدعه كردموال

را استخراج كنيد تا  DNAبخواهيد ای عنوان يك محقق حرفهه شديد. اما اگر ب

تخصصی استفاده كنياد.  های بتوانيد بر روی آن موالعه كنيد، حتما بايد از رو 

ايان  باه   باا هام   اشاره كنيم بهتر اسات  DNAاز اينکه به  رو  استخراج قبل 

 چيست؟ DNAسوال پاسخ دهيم: اصلا هدف ما از استخراج 

موجاودات زناده   هاای  را از سالول  DNAبه دلايال مختلاف مجباوريم    ما 

 استخراج كنيم:

ياك   بيمااری در  ياك  ماثلا  های نهفته ژنتیکی:یشناسایی بیمار  -

می توانناد قبال از باروز علايام در بقياه افاراد آن       پزشکان  خانواده شيوع دارد

و بارای ماداوای زود   شاوند   آگاه بيماری ظهورآنها از  DNAبا بررسی ، خانواده

 هنگام اقدام نمايند.
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بعنوان مثال يافتن خاانواده واقعای    خانوادگی:های شناسایی نسبت -

 ... وم جنگ ی گمناشهدااجساد كشف شده متعلق به ، هويت كودكان گمشده

مثلا مقداری از ترشحات بدن مجرم مانند خاون،   شناسایی مجرمین: -

بارای   وجاود دارد  هام  مینون چندبزاو و.. در محل يك جرم باقيمانده است و 

 .انجام داد DNAيافتن مجرم واقعی ابتدا بايد استخراج 

بعنوان مثال موالعات انسان شناسای بار     مطالعات باستان شناسی: -

 برای بررسی نژادها و... ها و موميايیها تخواناس روی

و پاروتئين   DNA  ،RNAو در موارد بسيار زياد ديگری نياز به ا ساتخراج  

برای موالعات و كاربردهای مختلف پيش می آيد. به عبارتی اولاين قادم بارای    

  ، استخراج آن است.DNAموالعه بر روی 
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 DNAاستخراج 

وجاود دارد اماا بارای آشانايی      DNAآماده برای استخراج های امروزه كيت
نوع سلول گيااهی، جاانوری و    3از  DNAآزمايش استخراج در زير  ،بيشتر شما

 گردد.ميکروارگانيسم ارائه می

 1آزمایش

 1باکتریسیانوباکتر یا از    DNAاستخراج 

،  قبال از  تریبااك با توجه به لزوم رعايت نکات ايمنای در كاار باا     •

مراجعه نمائيد. البته همانوور كاه   1به پيوست  شروع اين آزمايش 

در مقدمه كتاب اشاره گرديد اين آزمايشات تخصصی بود و بايد در 

اختصاصی و در حضاور كارشاناس مربوطاه انجاام     های آزمايشگاه

                                                 
 

1 Boiling method 

عالیت ف

 عملی
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از كارشناس آزمايشگاه  بخواهيد نمونه بااكتری كشات داده    گردد.

ستخراج را برای شما آماده كند. می توان بجای كار با شده و آماده ا

را از سايانوباكتر اساپيرولينا )ناوعی     DNAباكتری با همين رو  

  جلبك سبز آبی( خال  نمود.

 بريزد. 5/1درون ميکروتيوپ  را ميلی ليتر ازكشت حاوی باكتری 5/1 -1

 (1)شکل  نمائيد.سانتريفيوژ  1دور 7000دقيقه با سرعت  1به مدت  -2

 

 سانتريفيوژ كردن محيط حاوی باكتری -1شکل 

محلاول رويای را دور   باكتری در تاه ميکروتياوپ رساوب مای كناد،       -3

 (2)شکلبريزيد.

                                                 
 

1 7000 RPM 
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 5الای   4آب مقور به رسوب اضافه كارده باه مادت     ميکرو ليتر  100 -4

 (3)شکل.ثانيه ورتکس كنيد

 

 ر ريختن مايع رويی          اطمينان از حذف مايع رويیرسوب باكتری ها            دو         

 حذف محلول رويی پس از سانتريفيوژ -2شکل
 

 

 ورتکسر کردن -3شکل 

دقيقه  30درجه سانتيگراد به مدت  95درون بن ماری با دمای را نمونه -5

 (4)شکل  قرار دهيد.
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 قرار دادن نمونه در بن ماری -4شکل 

( اضاااافه pH=7/5 باااا ماااولار  1)  Tris-Hcl ميکروليتااار 20 -6
 (5)شکلكنيد.

 

 Tris-Hclافزودن  -5شکل 

 (6)شکل ثانيه ورتکس نمائيد. 5الی  4 -7

 
 ورتکسر نمونه -6شکل
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 كنيد.سانتريفيوژ  دور 10000سرعت  دقيقه 1به مدت  -8

باشاد را باه ياك     مای  DNAاز محلول رويی كه حااوی   ميکروليتر 100  -9
 ميکروتيوپ جديد منتقل كنيد.

 
 استخراج شده DNA -7شکل

10- DNA   درجاه   -20در دماای  استخراج شده را تا زمان استفاده، باياد

 (سانتيگراد، نگهداری كنيد.

 1خون از   DNAستخراج ا
 

خاونی،   هاای  لزوم رعايت نکات ايمنی در كار با خاون و فارآورده  با توجه به 

مراجعه نمائياد. البتاه هماانوور كاه در      2به پيوست  قبل از شروع اين آزمايش 

هاای  اره گرديد اين آزمايشات تخصصی بود و بايد در آزمايشگاهمقدمه كتاب اش

 اختصاصی و در حضور كارشناس مربوطه انجام گردد.

                                                 
 

1 Boiling method 
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 داخل يك ميکروتيوپ بريزيد.را  ميلی ليتر از خون   5/0 -1

 (3)رجوع به پيوست اضافه كنيد. نآ به  استخراجبافر يك ميلی ليتر  -2

 قرار دهيد. درجه سانتی گراد 4دقيقه در دمای  5به مدت  -3

 تريفيوژ كنيد.ندور سا 10000دقيقه با سرعت  1به مدت  -4

 اساتخراج باافر  ميکرو ليتر  300رويی را دور ريخته، به رسوب  محلول -5

 اضافه كنيد.

بوور كامل در باافر حال   سپس ميکروتيوپ را ورتکس كرده تا رسوب  -6

 شود.

ه )رجاوع با  . كنياد به ميکروتيوپ اضاافه   استخراجبافر  ميکروليتر 700 -7

 (3پيوست

 .كنيدتريفيوژ نسا دور 10000 سرعتدقيقه با  1به مدت  -8

 .كنيدتکرار  را مجدد 8تا  5مراحل  -9

برای اطمينان از حاذف   بريزيد)دور  با سمپلر برداريد و  محلول رويی را -10

 .كنيدته  و سر وور كاملب ميکروتيوپ را یكامل محلول روئ

لی مولار( اضاافه  مي 50) NaOH ميکرو ليتر 100به رسوب باقيمانده  -11

 .كنيد

ول حالات  لسفيد ليز شده و محهای گلبولبه ميکروتيوپ زدن  ضربهبا  -12

 گيرد. به خود میای ژله
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 .دهيدب جو  قرار دقيقه درون آ 20به مدت  -13

 .كنيد 1اسپينثانيه  4-3به مدت  -14

 .كنيداضافه (pH=7/5 بامولار  1)   Tris-Hcl ميکرو ليتر 20 -15

 .كنيدتريفيوژ نسا دور 10000 سرعتدقيقه با  1به مدت  -16

باشاد را باه    مای  DNAاز محلول رويی كه حااوی   ليترميکرو  100 -17

 .كنيدميکروتيوپ جديد منتقل 

18- DNA   درجاه   -20در دماای  استخراج شده را تا زمان استفاده، باياد

 سانتيگراد، نگهداری كنيد.

 

                                                 
 

1 Spin 



 

 

 3آزمایش

 

 1گیاه از   DNAاستخراج 

 

 .دهيدقرار  چينی درون هاون را (شده متر از برگ )شستهيك سانتي -1

ريخته و به مادت  ها روی برگ را بر 2از بافر استخراج ميکروليتر100   -2

 (4)رجوع به پيوست .بسابيدثانيه به سرعت  20تا  15

ثانيه  20تا  15از بافر استخراج را بدان افزوده و  ميکروليتر 300 مجددا  -3

 . منتقل كنيد ليتریميلی  5/1تيوپ ميکروبه را ، مواد بسابيدديگر هم 

و باه مادت    كنيدتيوپ اضافه ميکروبه   SDS  20%از ميکروليتر 20  -4

 (5)رجوع به پيوست  .دهيد تکانثانيه با دست  30

درجاه   65دقيقاه در بان مااری در دماای      10به مدت  را تيوپميکرو -5

 .قرار دهيدسانتيگراد 

باه  و  1كنياد اضاافه   "الف"هم حجم مواد داخل ميکرو تيوپ از باافر   -6

ساپس باه   (. 5)رجوع باه پيوسات    دهيد.ن تکا دست ثانيه با 30مدت 

                                                 
 

1 Kang &Yang method 
2 Extraction buffer 
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دور  10000درجاه ساانتيگراد باا سارعت      4دقيقاه در دماای    3مدت 

باه  اسات،    DNAرا كه حااوی  محلول روئی نهايتا . كنيد سانتريفيوژ

 .كنيدتيوپ جديد منتقل ميکرو

7- DNA  ،جاه  در 4در يخچال )دماای  استخراج شده را تا زمان استفاده

 ، نگهداری كنيد.(سانتيگراد

                                                                                                       
 

میکرو لیتر  کلروفرم اضافه کرد. اگر تیوپ نمونه  24میکرو لیتر ایزوآمیل الکل،  1یعنی یه ازای هر   1

 ل استفاده کرد.میکرولیتر ایزو آمیل الک 20میکرو لیتر کلروفرم و 480میکرو لیتر است  باید  500
  



 

 مبحث چهارم

 همانند سازی مصنوعی

 (PCR)معرفی فرآیند 
 

 همانند سازی مصنوعی )در خارج از سلول(

در درون  DNAدر درس زيست شناسای باا نحاوه همانناد ساازی طبيعای       

 DNA. حال اگر بنا به هر دليلی نياز به تکثير يك قوعاه از  شديدآشنا ها سلول

بيماری قبال از تولاد و.... باه     مثلا با هدف شناسايی وجود ژن يك داشته باشيم

  يد كرد؟نیر شما چه با

مومئنا تاكنون بارها نحوه كار ياك دساتگاه فتاوكپی معماولی را مشااهده      

مانند كاغاذ، جاوهر   ای ايد. برای تکثير توسط اين دستگاه نياز به مواد اوليهكرده

ند طول موج خاصی از ناور و حارارت   مختلف و عواملی مانهای مناسب در رنگ

يعنای صافحه ماتن ياا     الگو، . البته مهمترين عامل را نبايد فرامو  كارد  است

 تصويری كه قرار است تکثير گردد!!

گری موليس كه ياك بيوشيميسات عصاب شاناس باود در       1983در سال 

حاليکه در يك نيمه شب تابستانی در حال رانندگی بود فکری به ذهنش خواور  

پديد آورد. او  زيست فناوریه انقلابی عیيم در زيست شناسی مولکولی و كرد ك

ابداع نمود. روشی كه موليس ابداع نمود مانند  ( PCRپی سی آر )روشی بنام 
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فرآيندی است كه در يك دستگاه فتوكپی معمولی رخ می دهد. در اين رو  باا  

نسخه ها يليونمی توان در عرض چند ساعت مم آوردن مواد اوليه ضروری، فراه

DNA  .واژهتکثير نمود PCR  است. در  1پلیمرازای واکنش زنجیرهمخفف

 گفتاه مای شاود كاه در درون  دساتگاه      هاايی  به مجموعه واكانش  PCRواقع 

رخ می دهد. دستگاه ترموسايکلر مانند دستگاه فتوكپی معماولی   2ترموسایکلر

 كند.  ی الگو فراهم میDNAشرايط دمايی لازم را برای تکثير 

 
 تصویر واقعی ِ یک دستگاه ترموسایکلر تصویر واقعی ِ یک دستگاه فتوکپی معمولی

 مقایسه دستگاه ترموسایکلر و دستگاه فتوکپی 1شکل

                                                 
 

1  Polymerase Chain Reaction 
2  Thermal cycler 
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مقایسه اجزای مورد نیاز در دستگاه فتوکپی معمولی و  -1جدول

 ترموسایکلر

در دستگاه فتوکپی  اجزا

 معمولی

 ترموسایکلردر 

الگععوی کععه 

باید تکثیعر  

 شود

متنی که می خعواهیم تکثیعر   

 کنیم

کععه مععی خععواهیم ای DNAقطعععه  

 تکثیر کنیم

 

مواد جهعت  

 تکثیر

 (A,T,C,Gانواع نوکلئوتید ها) مختلفهای جوهر در رنگ

سععایر فاکتورهععا )آنععزیم، پرایمرهععا،    کاغذ  

 محیط آبی، یون ها(

 یط دمایی مناسبشرا شرایط نوری و دمای مناسب

 

 

مثلا در صحنه يك جنايت چند قوره خون از مجرم باقيماناده اسات و چناد    

نفر مینون وجود دارد، به منیور موالعه بر روی اين نمونه كوچك بارای ياافتن   

موجود در اين خون  DNAمجرم اصلی با كمك نشانگرهای ژنتيکی ، اول بايد 

 را تکثير نمود.
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اين ژن را به  ،نسخه های متعدد از يك ژن خاص ردنقبلاً برای بدست آو   

وارد كارده و در ياك بااكتری تکثيار مای       1پلاسميدمانند  داخل حامل مناسب

رو  ولی امروزه تکثير نسخه های متعدد را به ساادگی و باا اساتفاده از     د.كردن

PCR  .انجام می دهند 

 :به قرار زير است PCRحداقل عوامل مورد نياز جهت يك واكنش 

1- DNA استخراج شده از سلول  الگو 

 تکثير شروع جهت  DNAيا قوعات كوچك  2پرايمرها -2

 ,dNTps (dATP, dCTP, dGTPيا  DNAچهار بازسازنده  -3

dTTP) 

 Taq-DNAپلیمعراز مقعاوم بعه حعرارت مثعل       DNAآنعزیم   (1

Polymerase 

 2Mg+مناسب و يون  )محيط مايع( وجود شرايط بافری -4

                                                 
 
ها است که حاوی اطلاعات ژنتیکی مهمی برای رشد باکتری DNAی حلقوی کوچک از یک قطعه 1  

 است.
 
نوکلئوتیدی( است که با نشستن بر روی 50تا 10)معمولا   DNAکوچکی از پرایمر یا آغازگر، قطعه  2

کند. اگر امکان تکثیر  قطعه هدف را توسط آنزیم پلیمراز فراهم می  DNAش  در توالی مکمل خود

 تواند تکثیری انجام دهد.پرایمر نباشد آنزیم نمی
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 PCRل کار یک واکنش مراح

در دساتگاه  هاا  پس از تركيب نمودن مواد فوو تحت شرايط مناساب نموناه  

بواور  ترموسايکلر قرار داده شده تا شرايط دمايی ويژه برای تکثير فراهم گاردد.  

 : 1مرحله می باشد 3شامل  PCRحرارتی  چرخهكلی هر 

 2( مرحله باز شدن يا واسرشت شدن دو رشته 1

 3  ی الگوDNAن پرايمر به ( مرحله چسبيد2

   4  ی الگوDNAبا  ( مرحله ساخت رشته مکمل3

 مکمل باز شدن یا واسرشت شدن دو رشتهمرحله اول : 

از هم باز  DNA دو رشته ینقاط خاص در DNAدر درون سلول برای تکثير 

شده و تکثير شروع شده و كم كم در حاليکه تکثير ادامه دارد باز شدن دو رشاته  

DNA  رف جلو پيش می رود.بو 

                                                 
 
 

 
2 Denatuing step 
3 Annealing step 
4 Extention step 
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 همانندسازی طبیعی  -2شکل

اما در شرايط خارج از سلول بجای بااز كاردن گاام باه گاام )مانناد زيا (         

DNA الگو، دو رشته یDNA       با قرار گرفتن در حارارت باالا بواور كامال از

ناه تنهاا    C˚100- 93در دماای   DNAهمديگر جدا می شوند. با قرار گارفتن  

دو   ، بلکهفراهم می شود DNAشکستن پيوندهای موجود در  انرژی لازم برای

 (.3ر كامل از يکديگر جدا می شوند)شکل بوو DNAرشته 
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 مکمل باز شدن یا واسرشت شدن دو رشتهمرحله اول :  -3شکل

   ی الگویDNAچسبیدن پرایمر به  دوم :  مرحله

ايمار ماورد   )بسته به ناوع پر  C  ˚ 65- 37در مرحله دوم  با كاهش دما به 

پليمراز  DNAالگو فراهم نموده تا  ی DNAاستفاده( امکان اتصال پرايمر را به 

 (.4شکلبتواند با اتصال به آن تکثير را آغاز نمايد)

 

 ی الگویDNAچسبیدن پرایمر به  دوم :  مرحله  -4شکل

   ی الگویDNAِ  ساخت رشته مکمل سوم : مرحله

 DNAرسيده تاا آنازيم    C ˚72فته و به در اين مرحله مجددا دما افزايش يا

پرايماار رشااته الگااو را تکثياار  3́پليمااراز بتوانااد بااا افاازودن نوكلئوتيااد بااه ساار 

  (.5كند)شکل



43 
 

 

 ی الگویDNAِ  ساخت رشته مکمل سوم : مرحله -5شکل 

و چناد   ناميده مای شاود   PCRنکته:   سه مرحله فوو يك چرخه يا سيکل 

بايد به خاطر داشات كاه در طای ياك چرخاه،      اما  ،كشدنمی دقيقه بيشتر طول

DNA دو برابر می شود پس لازم است كه اين چرخه چنادين باار تکارار     فقط

ی DNAنسخه از ها بار( تا تکثير، فرم تصاعدی يافته و ميليون 35تا  30گردد )

 مد نیر بدست آيد. 

دماا   PCRيك مشکل وجود داشت، چون در واكنش  PCRدر ابتدای ابداع 

پليماراز   DNAتاوان از آنازيم   نمای  درجه سانتيگراد بالا می رود، 100ود تا حد

معمولی به حرارت حساس بوده و از بين می های زيرا آنزيم كردمعمولی استفاده 

در مرحله سوم  هر بار پليمراز معمولی بصورت دستی  DNAد. در ابتدا، آنزيمنرو

به حرارت در تکنياك   پليمرازهای مقاوم DNAشد. ورود به واكنش اضافه می 

PCR        يکی از پيشرفت های مهم در ايان زميناه باود. پرمصارف تارين آنازيم

DNA  پليمراز مقاوم به حرارت كه درPCR  استفاده می شودTaq  می باشد كه
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 وباكتری حرارت دوسات اسات    اين است 1منبع آن باكتری ترموس اكواتيکوس

 شد.آب گرم جدا های اولين بار از چشمه

 

 

  آب گرمهای کشف باکتری مقاوم به حرارت در چشمه -6شکل 

                                                 
 

1 Thermus aquaticus 
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  1آزمایش

 )پرایمر تصادفی( خونو برای نمونه گیاه    PCRاجرای آزمایش 

 يا گياه )فعاليات عملای   خوناستخراج شده از  DNAدر اين آزمايش نمونه 

 .مورد استفاده قرار می گيرد قبل( جهت تکثير مبحث

بهتر است تركيب نمودن ماواد در  كنيد.  زير را تهيه PCRتركيبات واكنش  -1

 (6)برای اطلاعات بيشتر رجوع به پيوست زير هود لامينار صورت گيرد.

 فعالیت عملی
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بارای   PCR مخلوط واكانش تركيبات شيميايی بکار رفته در هر  - 2جدول

  1RAPDپرايمر 

 حجم مد نظر

 )میکرولیتر(

 

ام مادهن  

5/2  PCR buffer 

75/0  Mgcl 2 

5/0  dNTPs 

 پرایمر 1

25/0  Taq DNA 

Polymerase 

1 DNA 

19 ddH2O 

 حجم کل 25

 

 

                                                 
 
 مراجعه کنید. 6برای اطلاعات بیشتر در خصوص پرایمرها به مبحث  ۱
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 DNAرا به دساتگاه داده تاا   )مانند برنامه زير( دمايی مناسب  برنامه  -2

 شما را تکثير نمايد.

 نمونه خون و گياه ،RAPDبرای پرايمر : PCR  برنامه دمايی -3ول جد

درجه  94دقیقه  در دمای   5 رنامه واسرشت  اولیه( ب1

 سانتیگراد

 درجه سانتیگراد 94دقیقه در دمای  1 چرخه ای 30 -35( برنامه 2

 درجه سانتیگراد 36دقیقه در دمای  1

 درجه سانتیگراد 72دقیقه در دمای  2

( برنامه نهایی تکمیل توسعه 3

DNA 

درجه  72دقیقه در دمای  10

 سانتیگراد
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 ها حاوی مخلوط واکنش در دستگاه ترموسایکلرقرار دادن ویال -7شکل 

 -اتصاال  -مرحلاه )واسرشات  3معماولا  د، قبلا خوانديا همانوور كه : 1نکته

قبل از  ،مرحله ای 3تکثير( فوو بارها و بارها تکرار می گردند اما بجز اين برنامه 

ساپس   ،ه رساانده شاود  درجا  100-93يکبار دما به  چند دقيقه، شروع بايد برای

تايی شروع و تکرار گردند. به اين عمل واسرشت اوليه گفته می شاود.   3مراحل 

ای بايد يك مرحله چند دقيقه چرخه ای، 35تا  30برنامه پايان  از همچنين پس

 بعنوان تکثير نهايی در نیر گرفته شود.
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ده است بهينه ش RAPDبرای پرايمر  3 ارائه شده در جدولهای : دما2نکته

اما معمولا در هر آزمايشگاهی بسته به محيوی بهينه سازی مجدد بايد صاورت  

 در اعداد جدول فوو می گردد. اتیگيرد كه گاه موجب تغيير

در مای نامناد را    يا مخلاوط  1ری اكشنتركيب تهيه شده فوو كه اصولاحا  -1

 و دستگاه را روشن كنيد. دستگاه ترموسايکلر قرار دهيد

را تاا زماان    PCRر دستگاه ترموسايکلر، محصاولات  پس از اتمام كا -2

 درجه سانتيگراد( نگهداری كنيد. 4استفاده در يخچال )در دمای 

 

 

                                                 
 

1 reaction 
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2آزمایش   

 (16srRNAبرای نمونه باکتریایی)پرایمر    PCRاجرای آزمایش 

 مبحاث  استخراج شده از باكتری)فعاليت عملی DNAدر اين آزمايش نمونه 

 فاده قرار می گيردقبل( جهت تکثير مورد است

 آمادهزير را به صورت  PCRتركيبات واكنش با كمك كارشناس آزمايشگاه  -1

 بهتر است اين مرحله از  آزمايش را در زير هود لاميناار انجاام دهياد.   كنيد. 

 (7)برای اطلاعات بيشتر رجوع به پيوست

 ( جهت نمونه باكتريايیPCR)اجزای مخلوط  -4جدول 

 حجم مد نظر)میکرولیتر(

 باکتری

 نام ماده

5/2  PCR buffer 

75/0  Mgcl2 

5/0  dNTPs 

 پرایمر جلویی 1

 پرایمر عقبی 1

25/0  Taq DNA Polymerase 

5 DNA 

14 ddH2O 

 حجم کل 25
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شما  DNAرا به دستگاه داده تا ( 5جدول )مانند دمايی مناسب  برنامه -2

 را تکثير نمايد.

 16srRNAمر برای پرای  PCR  برنامه دمایی -5جدول 

 سانتیگراد درجه 94دقیقه  در دمای   4 ( برنامه واسرشت  اولیه1

 درجه سانتیگراد 94ثانیه در دمای  45 چرخه ای 35( برنامه 2

 درجه سانتیگراد  57دقیقه در دمای  1

 درجه سانتیگراد 72دقیقه در دمای  1

( برنامه نهایی تکمیل 3

 DNAتوسعه 

 جه سانتیگراددر 72دقیقه در دمای  10

 

)جهات كساب    در تشخي  باكتريها كاربرد دارد. 16srRNAپرايمر : نکته

 مراجعه كنيد.( 6اطلاعات بيشتر به مبحث 

در دساتگاه  می نامند را  ری اكشنتركيب تهيه شده فوو كه اصولاحا  -3

 و دستگاه را روشن كنيد. ترموسايکلر قرار دهيد

را تاا زماان    PCRولات پس از اتمام كار دستگاه ترموسايکلر، محصا  -4

 درجه سانتيگراد( نگهداری كنيد. 4استفاده در يخچال )در دمای 



 



 

 پنجممبحث 

 PCRآشکارسازی محصول  
 )معرفی فرآیند الکتروفورز(

 

 ،اسات  شدهتکثير  مورد نیر  DNAژن يا قوعه PCRپس از اتمام واكنش 

كاه   PCRقوعات حاصال از  قوعه يا اما هنوز قابل مشاهده نيست. برای ديدن 

. بادين منیاور   كارد هساتند باياد آنهاا را از يکاديگر جادا       یدارای طول متفاوت

هاای  قرار می دهناد چاون محايط   ای روی يك محيط ژله را بر PCRمحصول

را فاراهم مای كنناد تاا      DNAامکان حركت  ريزی هستند، دارای منافذای ژله

و از يکاديگر  كنناد  يار  بسته به طول خاود در منافاذ مختلاف گ    DNAقوعات 

خودماان تهياه   تقريبا مانند همان ژله خوراكی ای اين محيط ژله  تفکيك شوند.

ناوع   ياك ! ندخوردنی نيستها اين  نوع از ژلهياد داشته باشيد ه می شود.  فقط ب

است كه از جلبك دريايی استخراج و تهيه می  «آگارز»ژل متداول برای اين كار 

   .وعات بر روی ژل  بار الکتريکی آنهاستق تعامل محرک حرك گردد.

می بينيد، برای تهيه ژل آگارز،  ابتدا پاودر ژل را باا    1 همانوور كه در شکل

و قبل از سرد شدن درون يك  دهندمی حرارت  كرده،د نیر تركيب رمحلول مو

 می ريزند.ظرف تخت كه اصولاحا سينی ناميده می شود 
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 تهیه ژل -1شکل

خود را وارد ژل كارد، باياد بار روی آن     PCRمحصولات  برای اينکه بتوان

. پس بايد قبل از اينکه ژل سفت شود با قارار دادن ياك   كردايجاد هايی چاهك

. حاال بارای    (2)شاکل كردشی كه مانند شانه دندانه دارد چندين چاهك ايجااد  

شاانه   ،سرد و سفت شدن به ژل فرصت داده می شود. پس از سافت شادن ژل  

 . شودخارج می 

نکته: دقت شود شانه بايد طوری روی ژل قرار داده شود كاه فقاط روی ژل   

 چاهك ايجاد كند و به سمت ديگر ژل نرسد.

 
 در سینی و ایجاد چاهک با قرار دادن شانه ریختن ژل -2شکل
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 بر روی اين ژل هاست اما چگونه؟!  DNAمرحله بعدی حركت دادن 

با قرار گرفتن در معارض جرياان    دارای بار منفی است  DNAهاز آنجايی ك

وااب مثباات كشاايده ماای شااود. اياان فرآينااد را ق الکتريکاای مناسااب، بواارف 

. به منیور اجرای فرآيند الکتروفورز بايد ابتدا ژل را درون گويندمی  الکتروفورز

)باافر(   يك محفیه كه تانك الکتروفورز ناميده می شود و حاوی ياك محلاول   

 .(3)شکلاست، قرار داداسب من

 
 ژل درون تانك الکتروفورز -3شکل

د. می شو ريختهها درون چاهك  PCRمحصول ،قبل از برقراری جريان برو

. باا برقاراری جرياان    كنناد مای  وصال  دو سر تانك را به يك منبع برو سپس 

متفاوت شروع به حركت می های الکتريکی قوعات بر اساس سايزشان با سرعت

 كنند. 
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 الکتروفورز منبع برق - 4شکل

 فراهم می کند. DNA جریان الکتریکی لازم را برای حرکت قطعاتاین منبع 

 
تانک الکتروفورز  -5شکل  

محل قرار دادن ژل که دارای محیط آبی )بافری( مناسب می باشد.(این تانک   

 

پس از اين مرحله هرچند تفکيك صورت گرفته است، اما قوعات هنوز قابال  

ای لازم بين رنگ محيط زميناه  هده نيستند. برای مشاهده بايد تفاوت رنگمشا

هاا  . بدين منیور ژلشوندايجاد شود تا قوعات قابل رويت  DNAژل و قوعات 

 بايد رنگ آميزی شوند. 
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اتياديوم   رنگ آميازی مای شاود.    يا ژل رد اتيديوم برومايدآگارز با رنگ ژل 

ای دو رشاته  DNAنايی وارد شدن در برومايد يك رنگ فلوئورسنس است و توا

 . (6)شکلرا دارد

 

 DNAقرار گرفتن اتیدیوم بروماید درون دو رشته  -6شکل 

قارار   (  7)شاکل  بعد از رنگ آميزی ، ژل بر روی دستگاه ترانس ايلومينيتور

 دنمای شاو   ) فرا بنفش( قابل مشااهده  UVبا نور  DNA و باندهای  داده شده

بعلت خورات رنگ اتيديوم برومايد بر سلامت محققين از  البته امروزه. (8)شکل 

 .استفاده می شود "ژل رد"جديد كم خور مانند های رنگ
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 ترانس ایلومینیتوریک مدل دستگاه  -7شکل 

 

 
 رویت باند – 8شکل 
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  1آزمایش

 تهیه ژل آگارز:

 : %2تهيه ژل آگارز  مراحل

 آگارز را وزن كرده، داخل ارلن بريزيد.گرم از پودر  2 -1

 100اضافه نموده و به حجام   TBE (1X)سپس به پودر آگارز، بافر  -2

 (8  )رجوع به پيوست برسانيد.

ارلن حاوی اين مخلوط حدود يك دقيقه درمايکروويوو قارار دهياد تاا     -3

 د و محلول شفاف و يکدستی حاصل گردد.بجوش

 فعالیت عملی
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ميکروليتار   5/2درجه رسايد،   50-60زمانی كه دمای محلول به حدود  -4

 .1ن اضافه كنيدآژل رد به  رنگ

سپس محلول را در سينی ژل كه قبلا شانه در آن قرار داده شده بود،   -5

 بريزيد تا ژل بسته شود. 

 فرآیند الکتروفورز

 . دهيدقرار  TBE  (X1) بافر در تانك حاوی  آنراپس از بستن ژل،  -1

 2لودينگ باافر  ميکروليتر 1 بارا  PCRمحصول ميکروليتر از 5تا  4هر -2

 (10)پيوست بريزيد.ها چاهكو در  نمودهمخلوط 

                                                 
 

تعوان یعا رنعگ را در هنگعام تهیعه ژل  در آن ریخعت یعا بععد از اتمعام فرآینعد           برای رنگ آمیزی می 1

 الکتروفورز، ژل را در رنگ قرار داد.

بر روی ژل) قبل از رنگ آمیزی    DNAلودینگ بافر یک ترکیب رنگی است برای مشاهده حرکت  2

دهد.  ر روی ژل در مرحله الکتروفورز نشان میرا ب DNAشود و فقط جایگاه اصلی( استفاده می

 (10)مراجعه به پیوست
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 مراحل فرايند الکتروفوز -9شکل 

جريااان لازم جهاات حركاات  ،ولاات  90-100سااپس بااا ولتاااژ ثاباات  -3

 .كنيدرا فراهم  DNAمولکولهای 

 

 برقرار کردن جریان برق – 10شکل 

، جريان برو را قواع  پس از نزديك شدن نمونه به نزديك انتهايی ژل -4

 كنيد. 

ژل داک قارار داده و عکاس    ياا   ترانس ايلومينيتاور  ژل را در دستگاه -5

 گرفته و سپس تفسير نمائيد. 
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 نمونه یک ژل آگارز بعد از آشکار سازی -11شکل 

 

بار روی ژل   DNAرا بياد داريد. در واقاع بانادهای    2در مبحث 3آيا شکل 

 .می آورد ما را بياد باركد محصولات سريعا باندهای موجود الکتروفوورز

 

  

 روی ژل  DNAشباهت بارکد و قطعات  -12شکل 



 

 ششممبحث 

 DNAآشنایی با نشانگرهای مبتنی بر 

 

به دودساته تقسايم    PCRبر حسب استفاده از  DNAنشانگرهای مولکولی 

 می شوند:

 PCRمبتنی بر  -

 PCRغير مبتنی بر  -

معماولا از   PCRجاای اساتفاده از   ب  PCRنشانگرهای غيار مبتنای بار    در 

استفاده می   DNAموجود در توالی های برای شناسايی تفاوت برشیهای آنزيم

 شود. 

است كه در  PCRدر كتاب حاضر تمركز بر نشانگرهای مبتنی بر  از آنجا كه

 از آن ارائه می گردد.های زير مثال

 اختصاصی. دو دسته اند تصادفی و PCRرهای مبتنی بر بوور كلی نشانگ

رود. به زبان ساده در واقاع  واژه نشانگر مترادف با پرايمر بکار می هاًنکته: گا

هايی هستند كه باه ماا در شناساايی و تکثيار نشاانگرها كماك       پرايمرها توالی

كنند نشانگر مد نیر تکثيار و روئيات   كنند. بعبارت ديگر پرايمترها كمك میمی

 .شوند میاژه بجای هم بکار برده شود. اما متداول شده است كه اين دو و
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 )پرایمرهای( تصادفی هانشانگر

هاای  بارای نشاانگر   از آنجايی كه هميشه توالی لازم برای طراحای پرايمار  

در دسترس نيست، محققين پرايمرهايی را طراحی كردناد كاه    DNAمولکولی 

ژنوم كه تاوالی   تواليشان بوور اختياری انتخاب شده و بوور تصادفی هر جايی از

و باعاث مای    نند و تکثير از آنجا آغاز مای شاود  مکملش را داشته باشد می نشي

و افراد مختلف  يمدر مورد كل ژنوم بدست آورد )نشانگرهايی( گردد ما اطلاعاتی

را بوور كلی نه از نیر يك ژن خاص با هم مقايسه نمائيم. مثلا بارای بررسای   

ن از اين پرايمار اساتفاده   می تواها تنوع ژنتيکی موجود در يك جمعيت از گوزن

نمود. هرچه افراد قوعات متفاوت تری روی ژل توليد نمايند نشان دهنده تفاوت 

پرايمار )ياا    ، هاا بيشتر درون افراد اين جمعيت اسات.  معروفتارين ايان پرايمر   

نوكلئوتيد است كه بوور  10است. اين پرايمر دارای توالی از   1RAPD  نشانگر(

 د.تصادفی انتخاب شده ان

باندهای بسيار زيادی توليد می شود بووريکه پرايمرهای تصادفی معمولا در 

 .موالعه آنها بسيار سخت بوده و تنها با نرم افزارهای خاص امکان پذير است

                                                 
 

1 RAPD = Random Amplified Polymorphic DNA  
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 تصادفیهای باندهای حاصل از پرایمر -1شکل 

 تصادفی وجود دارد كه عبارتند از:های انواع ديگری از نشانگر  

 

نوكلئوتيد  8تا  5( : دف پرايمر اختياری با 1DAF) نشانگر دف -

 است.

(: پرايمری باا تاوالی   2PCR-AP)پی سی آر  -نشانگر ا پی -

 نوكلئوتيدی( می باشد. 20نوكلئوتيد )اكثرا  50تا  10اختياری

 

                                                 
 

1 DAF=DNA Amplification finger printing 
2 AP-PCR=Arbitrarily Primed PCR         واکنش زنجیرهای پلیمراز با آغارگر(

  اختیاری(  
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 اختصاصی:نشانگرها )پرایمرهای( 

رای تفکيك دقيق در مواردی مانند  شناسايی گوناه  بنشانگرهای اختصاصی 

بيماريها، تعيين هويت اشخاص، پزشکی قانونی و... بکار می روناد. از جملاه   ها، 

 و... اشاره كرد. 16srRNAاين نشانگرها می توان به 

ژن  بار اسااس تاوالی   ، پرايمری اسات كاه    16S rRNAپرايمر  بعنوان مثال

RNA  ريبوزومیs16   و  دارد طراحای شاده اسات   وجود ها در تمام باكتریكه

ايان   ه مشترک ثابت در بين تمام گونه های باكترياايی اسات.   دارای يك منوق

كه  s16 (16S rRNA)ريبوزومی  RNAناحيه ثابت موجود در توالی ژن  پرايمر

يکی از كاربردهای اين پرايمر  ثابت است را تکثير می نمايند. ها در تمام باكتری

 در تشخي  منشاء بيماريهای ميکروبی استفاده می شود 

 

باندهای حاصل از پرایمرهای اختصاصی  -2شکل 



 

 هفتممبحث 

 اخلاق و ایمنی در پژوهش 
  

جديد و نو ظهور رعايات اصاول   های فناوریخصوصا  فناوریدر هر علم و  

نه تنها موجب پيشرفت و ارتقاء ما  فناوریايمنی و اخلاو الزامی است، وگرنه آن 

دد. در مبحث حاضار  نخواهد شد بلکه ممکن است منجر به نابودی نسل بشر گر

 بوور مختصر در خصوص اخلاو در پژوهش موالبی خواهيد خواند.

 اخلاق در پژوهش

نقوه عوف تاريخ اخلاو در پژوهش، به موالعات غيار اخلاقای تعادادی از    

پزشکان نازی طی جنگ جهانی دوم بر می گردد كه منجر به آسيب جادی  باه   

 نزندانيان را مجبور به قرار گرفتها شد. در اين اردوگاهها سلامت اسرای اردوگاه

در معرض سرمای شدی مانند قرار گرفتن در آب يخ برای ساعات طاولانی باه   

منیور بررسی اثر سرمازدگی، ريختن سم در غذای اسرا و كالبدشکافی آنها بعاد  

، در 1946-1947های در سالمرگ، عقيم كردن و.. كرده بودند. پس از جنگ از 

 رنبرگ در كشور آلمان به اين پرونده رسيدگی شد. دادگاهی در شهر نو

)خصوصا موالعاه بار روی    آن محاكمه منجر به وضع قوانينی برای پژوهش

انسان( گرديد كه به نام كدهای نورنبرگ معروفند. بواور كلای مفهاوم كادهای     

 نورنبرگ عبارت است از:
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 . شركت افراد در پژوهش بايد داوطلبانه باشد.1

 بايد با رضايت كامل در پژوهش شركت كنند. . شركت كنندگان2

 . سود و منفعت حاصل از پژوهش بايد بيشتر از مضرات آن باشد.3

توسط انجمن جهانی پزشاکی در شاهر هلساينکی در كشاور     ای ها بيانهبعد

لاند برای موالعه بر روی انسان تصويب شد كه  بنام بيانيه هلسينکی معروف نف

پژوهشی و بررسی رعايت اصول اخلاو های رحاست در آن بر ضرورت داوری ط

كميته اخالاو   "بنام ای قبل از اجرای پژوهش تاكيد شده است. در ايران كميته

 اين داوری را بر عهده دارد. "در پژوهش

كسب رضايت از افراد يکی از مهمترين نکات پژوهش در انسان هاست. باه  

كند باياد از افاراد اجاازه    عنوان مثال اگر محققی بخواهد چربی خون را بررسی 

تواند با مراجعه به يك مركز خون گيری چند نمونه خون تهيه كند. نمی بگيرد و

اما اگر محققی بخواهد با استفاده از نشانگرهای مولکولی احتمال ابتلا باه ياك   

بيماری ژنتيکی را در آينده در تعدادی از افراد بررسی كند نه تنها بايد از خود فرد 

عه اجازه بگيرد بلکه چون اگار در فارد ماورد موالعاه وجاود ژن ايان       مورد موال

بيماری مشخ  گردد احتمال وجود آن در بستگان او نيز مشخ  مای گاردد،   

 برای چنين آزمايشی بايد از تمام خانواده او اجازه و رضايت آگاهانه كسب گردد.
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 احترام به حقوق حیوانات آزمایشگاهی:

 
 در پژوهش ها استفاده از موش -1شکل 

علمی خود را مديون موالعات بار روی حيواناات   های ما بسياری از پيشرفت

داروها قبل از ورود به بازار بر روی حيواناات   آزمايشآزمايشگاهی هستيم مانند 

و... اما لازم است در حين كار با حيوانات به حقوو آنها احترام گذاشات. بعناوان   

 :مثال 

گاهی ما تا حد ممکن باياد كمتارين تعاداد حياوان     در كار با حيوانات آزمايش -

 استفاده شود. البته تاحدی كه به تحقيق آسيب نزد.

 حيوانات در شرايط مناسب نگهداری و حمل و نقل گردند. -

پس از هر نوع عمل جراحی از داروهاای لازم جهات ممانعات از عفونات و      -

 كاهش درد استفاده شود.
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 ر محل مناسب دفن نمود.پس از مرگ حيوانات بايد آنها را د  -

 
 

نماد تشکر از حیوانات آزمایشگاهی بخاطر خدماتشان در جهت  -2شکل 

که در نزدیکی  موسسه سیتولوژی و ژنتیک نووسیبریسک  پیشرفت علم

 نصب شده است. 1در روسیه
 

 ایمنی زیستی:

عملای  هاای  با توجه به اينکه شما در مسير آموختن زيست فنااوری فعاليات  

تخصصی در دانشگاه های کن است برحسب نياز وارد برخی آزمايشگاهداريد و مم

                                                 
 

1 Institute of Cytology and Genetics in Novosibirsk, Russia 
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شويد، در اين مبحث ابتادا شاما را باا اناواع     ها ها، مراكز تحقيقاتی و پژوهشگاه

 مختلف درجات ايمنی آشنا می كنيم. 

 
 

 نماد ایمنی زیستی -3شکل

 

علامت فوو به معنای رعايت اصول ايمنی زيساتی اسات. ايان علامات در     

كه با موجودات زنده و يا اجزائی از موجودات سر وكار دارند بکار هايی يشگاهآزما

 می رود. 

دبيرستان خوانده ايد، زماانی  شناسی همانوور كه بياد داريد در كتاب زيست  

محققين قصد داشتند از تلاقی دو گياه كلم و هويج باا كماك زيسات فنااوری     

های ز زمينان كلم باشد تا بتوان گياهی توليد كنند كه ريشه آن هويج و ساقه آ

كشاورزی بهره برداری بيشتری كرد. اما نتايج تحقيق آنها برعکس شد و گياهی 

مانناد كلام داشات!!!  و ياا اتفااو      ای مانند هويج  و ريشهای كه توليد شد ساقه

ور عسال  نبا ديگری كه از تلاقی زنبور عسل با يك زنباور درشات هيکال تار ز    
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بتواند عسل بيشتری توليد كند اما باز هام بارعکس شاد     درشتی توليد كنند كه

زنبور بزرگی توليد شد اما قابليت توليد عسل را نداشت و برعکس قادرت تولياد   

 سم بسيار زيادی داشت!!! 

از اين اتفاقات در دنيای زيست فناوری بسيار رخ می دهاد، بعباارتی در هار    

اما محقق نبايد دلسارد  آزمايشی امکان پاسخ نگرفتن و به هدف نرسيدن هست 

يافتنی است. اما در حاوزه زيسات فنااوری     شود. هميشه با پشتکار  هدف دست

اين تحقيقات های چون احتمال چنين خواهايی بالاست بايد مواظب بود دستاورد

ن به محايط طبيعای   ددر شرايط ايمن نگهداری شوند تا قبل از تائيد بی خور بو

 وارد نگردند.

ناكی كه در مثال بالا بدان اشاره شد متاسفانه عدم رعايت در مورد زنبور خور

اصول ايمنی باعاث فارار تنهاا چناد عادد از آن زنبورهاای بسايار خورنااک و         

ورودشان به طبيعت گرديد. اين زنبور در طبيعت تکثير شد و سالانه جان صادها  

 انسان را به خور می اندازد.

آنهاا باه طبيعات مای تواناد       بی خور باشاند ورود ها حتی اگر اين دستاورد 

اكوسيستم را بهم بزند پس قبل از رها كردن هر موجاودی در طبيعات باياد باه     

كرد. يك مثال ساده و حتای غيار زيسات     توجهدقت به جنبه هابی مختلف آن 

زيبا و كوچکی است كه طی چناد ساال اخيار در    های فناوری همين لاک پشت

پشت گوشت خوار است و  متعلاق   عيد نوروز فروخته می شوند.  چون اين لاک
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به اين محيط نيست، باا رهاا شادنش در طبيعات باعاث گردياده نسال برخای         

 موجودات زنده به خور بيفتد.

محصول زيست فناوری نيستند اما باه اكوسيساتم   ها هرچند اين لاک پشت

د دقت كرد به ويژه در خصاوص  يآسيب زده اند. پس برای حفظ محيط زيست با

 ت فناوری.دستاوردهای زيس

هرچند تاكنون اثرات زيان آوری از محصولات مهندسای ژنتياك و زيسات    

فناوری از نقوه نیر علمی به اثبات نرسيده است، اما آثاار احتماالی آن نيااز باه     

بررسی مداوم دارند. از آنجا كه در طول تاريخ اهداف سودجويانه و برتری طلبانه 

تجاری و مقاصد اقتصادی خود،  ابعاد كه به منیور نيل به اهداف ها برخی انسان

ايمنی، معيارهای انسانی و منافع عماومی را نادياده مای گيرناد. احتماال ساوء       

 استفاده از زيست فناوری وجود دارد. 

لذا لازم است قوانين و مقرراتی برای كار باا ايان موجاودات تراريخات كاه      

تای باياد باه    ناميده می شوند وضع گردد. هر موجود تراريخ  1GMOاصولاحا 

درستی بررسی و از نیر ريسك خور ارزيابی گردناد تاا پاس از تائياد ايمنای و      

 سلامت وارد محيط زيست و سبد دارويی يا غذايی ما گردد. 

                                                 
 
۱Genetically Modified Organism  
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های به منیور اطمينان از محصولات توليد شده  و جلوگيری از سوء استفاده 

ری نيز تدوين زيست فناوهای احتمالی، پروتکلی برای رعايت اخلاو در پژوهش

معروف اسات.  در اياران كميتاه ملای      "پروتکل كارتاهنا"گرديده كه تحت نام 

 .شکل گرفته است  1379ايمنی زيستی از سال 

 اصول ایمنی در آزمایشگاه  

زيست فناوری، در اين مبحاث  های به علت  اهميت اخلاو و ايمنی پژوهش

 يست فناوری می پردازيم. زهای ه معرفی قوانين و مقرارت كار در آزمايشگاهب

آزمايشات زيست فناوری بايد در شرايط ايمنی خاصای در آزمايشاگاه انجاام    

آنها را برحساب شادت و ساختی قاوانين و     ها م بندی آزمايشگاهسيگردد. در تق

دسته تقسيم مای كنناد    4مقررارت ايمنی كار بعبارتی خورات موجود در آنها به 

ست. كم خورترين و سااده تارين قاوانين    سوح ايمنی زيستی ا 4كه اصولاحا 

است و خورناكترين و سختگيرانه ترين قوانين  1سوح های متعلق به آزمايشگاه

ساوح   4است. در زير بوور مختصار شاما باا     4سوح های متعلق به آزمايشگاه

 ايمنی مذكور آشنا می شويد:
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 :1سطحهای مقرارت ایمنی زیستی  کار در آزمایشگاه

ايمنی زيستی برای كار با عواملی است كه حداقل ميازان خوار   اين مقرارت  -

برای افراد و محيط را دارند، می باشد. از جمله اين آزمايشگاه می تاوان باه    

 مدارس اشاره كرد .های آزمايشگاه

 محدود نيست.ها عبور و مرور در اين آزمايشگاه -

 آزمايشات  بر روی ميزهای معمولی آزمايشگاه انجام می شود. -

 خاص مانند هود بيولوژيك نيست.های معمولا نيازی به استفاده از دستگاه -

 :2سطح های مقرارت ایمنی زیستی کار در آزمایشگاه

يشااتی كاه در ايان    ااسات اماا آزم   1مقرارت ايان آزمايشاگاه مانناد ساوح     -

جملاه ايان    هساتند. از  1كار می شود كمی خورناكتر از سوح ها آزمايشگاه

 تشخي  طبی معمولی اشاره كرد .های آزمايشگاهبه  آزمايشگاه می توان

حضور در اين آزمايشگاه فقط در زمان انجام كار مجاز است و تردد بی مورد  -

 ممنوع است.

آلوده در محيط، آزمايشات حتما باياد در زيار هاود    های بعلت ايجاد آئروسل -

 بيولوژيك انجام شود.

شده در هاوا آئروسال گويناد.    تعريف آئروسل: به ذرات جامد يا مايع پراكنده 

 شيميايی يا ميکروب باشند.های اين ذرات ممکن است حاوی آلودگی
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 :3سطح های مقرارت ایمنی زیستی کار در آزمایشگاه

سختگيرانه تر از دو سوح قبلی است زيارا عوامال   ها مقرارت اين آزمايشگاه -

وجود ها هورناكی كه ممکن است مرگبار باشند در اين آزمايشگابيماريزای خ

 دارند.

مقرارت زيار نياز رعايات مای      ،2و 1سوح های علاوه بر مقرارت آزمايشگاه -

 گردد.

 كاركنان جهت كار با عوامل بيماريزا و خورناک آموز  می بينند. -

علاوه بر اينکه تمام آزمايشات زير هود بيولوژيك انجام می شود، افراد باياد   -

 پوشش حفاظتی خاص داشته باشند.

 دارای فضای با طراحی خاص است.آزمايشگاه  -

 :4سطح های مقرارت ایمنی زیستی کار در آزمایشگاه

سوح های اين نوع مقررات سختگيرانه ترين مقررات است زيرا در آزمايشگاه -

 و .. كار می شود. Aبا عوامل مرگباری مانند تب كنگو، آنفلونزا  4

ی ماوارد زيار نياز    سوح قبلا  3علاوه بر رعايت مقرارت ها در اين آزمايشگاه -

 رعايت می گردد.

 مخصوص حق ورود دارند.های افراد با لباس -

 فضای كل آزمايشگاه مانند يك هود بيولوژيك تهويه می شود. -
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افراد قبل از خروج از آزمايشگاه بايد با مواد شيميايی خاصی دو  بگيرند تاا   -

 آلودگی را از آزمايشگاه خارج نکنند.

 
 4 مایشگاه سطحآز واقعی از یک عکس -4شکل

 دفع پسماند

توان به نمی چه زيست فناوری و چه غير زيست فناوریها در تمام آزمايشگاه

خانگی پسماندها را دور ريخت مثلا ريختن يك محايط كشات   های راحتی زباله

درون سينك كار بسيار خورناكی است. بايد تمام پساماندها قبال از دور ريختاه    

بسته به نوع پسماند بوور مناسب دفاع گردناد.    شدن، غيرفعال شوند و سپس به 

بعنوان مثال يك محيط كشت حااوی بااكتری باياد قبال از دور ريختاه شادن       

كشته شوند. اين رو  در مورد پسماندهای زيستی های اتوكلاو گردد تا باكتری

نوتركياب(   DNAحااوی  های و خصوصا دستاوردهای زيست فناوری )ارگانيسم

 عايت شود. بسيار بايد به شدت ر



 

 پیوست ها

 
 1پیوست 

 E. coliباکتری مقررات ایمنی کار با 

مورد های باکتریمرسومترین  از اشرشیاکلی یا E. coliباکتری 

برای می باشد. در صورتی که از این باکتری ها استفاده در آزمایشگاه

برای  1استفاده گردد، ایمنی سطح  تحقیقات غیر از مهندسی ژنتیک

ری فوق در آزمایشگاه کافی است که نکات کلیدی آن به کار با باکت

 صورت زیر است:

فوق روی میزهای معمولی آزمایشگاه و کنار شعله  باکتریکار با  -1

 امکانپذیر است.

سطوح کاری روزی یکبار و بعد از هر بار کار با این میزبان باید ضد  2

 %10 کسیا وایت %10عفونی گردد. عمل ضد عفونی کردن توسط ساولن 

 صورت می گیرد.

را پس از  و سر سمپلرها آلودهها در هنگام کار با باکتری فوق، تیوپ -3

 انتقال دهید %10ظرف حاوی ساولن مصرف به 

وسایل آلوده  %10بعد از ضد عفونی کردن مواد آلوده و حذف ساولن  -4

 اتوکلاو  شوند. 

 رت گیرد.پی پت کردن محلول باکتری توسط سمپلرهای خودکار صو -5
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فوق شستشوی دستها حتما انجام شود. های مبعد از کار با ارگانیس -6

 ثانیه کافی به نظر می رسد. 20برای این کار صابون  مایع وشستشو 

در صورتی که از این میزبان برای تولید مواد توکسیک مضر برای  •

انسان و یا کلون سازی ژنومهای ویروسی استفاده گردد، در این 

 .بایستی رعایت گردد 2نی زیستی سطح صورت ایم
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 2پیوست

 

 

 مقررات ایمنی کار با خون و فرآوردهای آن

انواع  آلوده بودن به بعلت امکانخونی مورد آزمایش های نمونهکار  با 

بسیار خطرناک )مانند ایدز، هپاتیت بی و..(  بیماریزای انسانیهای ویروس

قادرند  ایدز ذرات ویروسی  برخلاف هپاتیت بی است. این ذرات ویروسی 

در خارج از بدن موجود زنده به مدت چندین روز زنده باشند. مسلما 

رعایت نکات ایمنی در آزمایشگاههای فوق ضروری بوده و هر گونه بی 

 احتیاطی می تواند خطرات بالقوه جبران ناپذیری را در برداشته باشد.

اید در مکان خونی بهای آزمایشگاه تحقیقاتی مربوط به نمونه -1

 مشخص و جدا از سایر بخشهای آزمایشگاهی ساخته شود.

بایستی واکسینه شده و در مواقع ها افراد در ارتباط با این نمونه -2

بروز حادثه فرمهای مخصوصی را پر کنندو در فرمهای مذکور 

 علل حادثه ذکر گردد.

پوشیدن دستکش، لباسهای مناسب آزمایشگاهی، شستشوی  -3

دم استفاده از کفشهای روباز و عدم استفاده از مداوم دستها، ع

 لنز و لوازم آرایشی به شدت توصیه می گردد.
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استفاده از هودهای بیولوژیک در حین کار توصیه می گردد.  -4

)که متشکل از یک لایه  bench-cover سطح کاری توسط 

پلاستیک و بخش جاذب رویی( پوشیده شود تا بعد از اتمام کار 

 وری شده و اتوکلاو گردد.پوشش فوق جمع آ

در صورت آلوده شدن میزهای آزمایشگاه توسط خون ، میز و یا  -5

 ضد عفونی کننده آب ژاول یکی از موادجایگاه آلوده توسط 

ضد عفونی  SDS 5/0%یا مولار، و  5/0سود  یا%10 )وایتکس(

 شده و سپس با آب آبکشی گردد.

 ردند.آلوده پس از علامت گذاری اتوکلاو گهای نمونه -6

فوق بایستی انجام های در محوطهای پاکسازی منظم و دوره -7

 گیرد.
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3پیوست  

 

 از  خون DNAبافر استخراج 

 

را که آزمایش لازم است بافر استخراج  این قبل از شروع -

 اجزای آن در جدول زیر ارائه شده، آماده کنید.

 

 بافر استخراجطرز تهیه  

 مقادیر اجزا

Sucrose 76/54گرم 

Tris-HCl 787/0 گرم 

Mgcl2 507/0 گرم 

Triton 100x 5 میلی لیتر 

1O2ddH  میلی لیتر 495حدودا 

 میلی لیتر 500 حجم نهایی

 رسانیدبمیلی لیتر  500با آب مقطر استریل محلول را به حجم بعابرتی باید 

                                                 
 
 آب مقطر دو بار تقطیر استریل ۱
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 4پیوست 

 

 گیاهاز   DNAبافر استخراج 

ا که تخراج رآزمایش لازم است بافر اس این قبل از شروع -

 اجزای آن در جدول زیر ارائه شده، آماده کنید.

 بافر استخراجطرز تهیه  

 مقادیر اجزا

 Nacl (1)مولار ml5/2 

Triss Hcl (5/0  5/7مولار با pH=) ml1 

EDTA (5/0  5/7مولار با pH=) ml5/0 

1O2ddH ml1 

 ml 5 حجم نهایی

 

                                                 
 
 آب مقطر دو بار تقطیر استریل ۱
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 5پیوست 

 

 : %20با غلظت  SDSروش تهیه 

 .آب مقطر حل شود ml 100در  SDSگرم از پودر  20

 :الفبافرروش تهیه 

می  1:24به نسبت ترکیبی ازکلروفرم:ایزو آمیل الکل شامل   الففر با

 باشد.
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 6پیوست 

 

 گیاه و خون:های برای نمونه PCR ترکیبات لازم جهت  واکنش  غلظت 
غلظت نهایی در 

 واکنش

حجم مد 

نظر)میکرول

 یتر(

 خون

 نظر حجم مد 

 )میکرولیتر(

 گیاه

 نام ماده غلظت ماده

X1 5/2  5/2 X10 PCR buffer 

 Mgcl 2 میلی مولار 50 75/0  75/0 میلی مولار 5/1

 dNTPs میلی مولار 10 5/0  5/0  میلی مولار 2/0

 پرایمر پیکو مول 10 1  1 پیکو مول 4/0

 Taq DNA واحد 5 25/0  25/0 واحد 25/1

Polymerase 

نانو گرم 10 1  1 نوگرمنا 4/0

 درمیکرولیتر

DNA 

----- 19  19 ------- ddH2O 

 حجم کل ------- 25  25 -----
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 7پیوست 

 برای نمونه باکتری: PCR ترکیبات لازم جهت  واکنش غلظت 

غلظت نهایی 

 در واکنش

حجم مد 

 نظر)میکرولیتر(

 باکتری

 نام ماده غلظت ماده

1X 5/2  10X PCR buffer 

میلی مولار 5/1  75/0 میلی مولار 50   Mgcl 2 

میلی مولار 2/0  5/0 میلی مولار 10   dNTPs 

پیکو مول 4/0 پیکو مول 10 1   پرایمر جلویی 

پیکو مول 4/0 پیکو مول 10 1   پرایمر عقبی 

واحد 25/1  25/0 واحد 5   Taq DNA 

Polymerase 

نانوگرم 4/0 نانو گرم 10 5 

 درمیکرولیتر

DNA 

----- 14 -------  ddH2O 

 حجم کل ------- 25 -----
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8پیوست   

TBE ترکیبات بکار رفته در آن یعنی مخفف  Tris/Borate/EDTA 

 است  

   (10X )استوک TBEبافر  تهیه

 مقادیر اجزا

 Triss- base 8/10گرم 

Boric acid 5/5 گرم 

EDTA 928/0 

2OdH  میلی لیتر برسانید 100با آب مقطر به حجم 

              

است یعنی غلظت بالایی دارد و برای استفاده  استوک بافراین : 1نکته

 رقیق شود.  N1V1=N2V2فرمول  باید بر حسب نیاز با استفاده از

استوک سازی در مواردی که یک محلول کاربرد زیادی دارد انجام می 

 شود. 

 X1 با غلظت TBE بافر   برابر رقیق کردن از آن 10مثلا در اینجا  با  

 به حجم مورد نیاز خود تهیه کنید.

تحرک الکتروفورزی تحت تاثیر ترکیب و قدرت یونی بافر است. اگر بجای 

به کندی حرکت می کند و برعکس اگر  DNAبافر از آب استفاده شود 
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استفاده شود سرعت حرکت بالا می رود.   X 10از بافر  X 1بجای بافر 

،گرمای زیادی تولید می شود که  اما در غلظت بالای بافر و سرعت بالا

 حتی می تواند ژل را ذوب کند. 

: نوع و غلظت محلول بکار رفته جهت تهیه ژل آگارز  باید با نوع و 2نکته 

 د.غلظت محلول موجود در تانک همخوانی داشته باش

تحرک الکتروفورزی تحت تاثیر ترکیب و قدرت یونی بافر است. اگر بجای 

به کندی حرکت می کند و برعکس اگر  DNAود بافر از آب استفاده ش

سرعت حرکت بالا می رود.  استفاده شود  X 10از بافر  X 1بجای بافر 

اما در غلظت بالای بافر و سرعت بالا ،گرمای زیادی تولید می شود که 

 حتی می تواند ژل را ذوب کند. 

نوع و  : نوع و غلظت محلول بکار رفته جهت تهیه ژل آگارز  باید با2نکته 

 د. غلظت محلول موجود در تانک همخوانی داشته باش
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 9پیوست 

 معرفی ابزارها و دستگا هها

 

 اسکالپل

ها ممکن است اسکالپل. جراحی است تیغ نوعی یا پیستوری اسکالپل

ها را میشگی باشند. تیغه برخی از آنیک بار مصرف یا با کاربرد ه

توان توان تعویض کرد ولی برخی دیگر قابلیت تعویض ندارند ولی میمی

 آنها را تیز کرد. 

 
 اسکالپل - 1شکل

 

 پنس 

کوچک ت است که به محقق اجازه می دهد وسایل و ذرای پنس وسیله

 .یا جابجا کند درا محکم نگهدار

https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%AA%DB%8C%D8%BA
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 پنس -2شکل

 

 سمپلر

شتن مایعات از پیپت استفاده می شود اما برای مایعات کم برای بردا

 حجم از میکروپیپت استفاده می گردد. سمپلر یک نوع میکروپیپت است. 

 
 سمپلر -3شکل

حداقل و حداکثر حجم ) محدوده مجاز بر روی بدنه هر سمپلر -

از هر نوع نوشته شده است. دقت کنید  (مجاز قابل برداشت

 .استفاده نکنید آن مجازخارج از محدوده سمپلر 



92 
 

قبل از معرفی انواع سمپلر بر اساس محدوده مجاز استفاده، بهتر است 

( لیتر است بعبارتی یک 000001/0بدانید یک میکرولیتر یک میلیونم )

 معمولا شامل انواع زیر هستند:ها هزارم میلی لیتر.  سمپلر

 میکرولیتر 10کمتر از  -

 میکرولیتر 100تا  10بین  -

 میکرو لیتر  1000تا  100بین  -

انواع مختلفی از سرسمپلر)تیپ( وجود دارد. برای هر سمپلر از  -

 سر سمپلر مناسب استفاده کنید.

 
 سرسمپلر -4شکل

 هر یک از این سر سمپلرها برای یک نوع سمپلر بکار می رود، مثلا 

 1000تا 100برای سمپلر رنگ سر سمپلر آبی معمولا  -

 میکرولیتری

 میکرولیتری 100تا  10 برای سمپلررنگ  زرد سر سمپلرمعمولا  -
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 10کمتر از  برای سمپلررنگ  کریستالیسر سمپلر معمولا  -

 میکرولیتری 

 میکرو تیوپ یا ویال

آزمایش درب دار کوچکی برای نگهداری و های لولهها میکرو تیوپ

 آزمایشات بر روی حجم کم محلول استفاده می شود.

 
 میکرو تیوپ -5شکل

 پین ورتکس و اس

( و گاه با 6ورتکس دستگاه کوچکی است که گاه بصورت مجزا )شکل

 ( است.7دستگاه اسپین بصورت یک دستگاه مرکب )شکل

 
 اسپین -ورتکس -7شکل                  ورتکس -6شکل
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حاوی های کاربرد ورتکس مخلوط کردن بافرهاست. اما برای محلول

 DNAبزرگ مناسب نیست چون ممکن است   یDNAقطعات  

 شکسته شود.

اسپین باعث می گردد قطرات پراکنده شده بر روی بدنه میکروتیوپ 

یکجا در کف میکروتیوپ جمع گردد. معمولا پس از اتمام تهیه محلول و 

 یا بعد از ورتکس حتما باید اسپین کرد.

 هود 

 دو نوع اصلی عبارتند از

د شیمیایی بکار می روند. ردن با مواهود شیمیایی: برای کار ک .1

دف اصلی استفاده از این هودهای حفاظت کاربر )محقق( از ه

 استنشاق مواد شیمیایی است.

زیستی : این نوع هود که با نام هود لامینار معروفند های هود .2

برای کار با موجودات زنده )کشت سلول، بافت گیاهی و 

هدف اصلی از استفاده، میکروب( بکار می روند در این نوع هود 

برعکس هود شیمیایی حفاظت از نمونه مورد آزمایش است. 

بعبارتی جلوگیری از ورود آلودگی به محیط کشت است. البته 

گاه هدف هود لامینار دوجانبه است یعنی حفاظت از کاربر و 

لامینار براساس سطح ایمنی مد های نمونه بطور همزمان. هود

 ارند.نظر خود انواع مختلفی د
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 هود لامینار هود شیمیایی

 هود -8شکل

 انکوباتور

با شرایط دمایی و رطوبتی مناسب هستند که هایی دستگاهها انکباتور

براساس امکانات آنها برای کشت میکروب یا سلول استفاده می شوند. 

 باشد. 2COبرای کشت سلول حتما باید دستگاه مجهز به تنظیم کننده 

 
 

 انکباتور کشت سلول                انکباتور کشت میکروب         

 انکباتور -9شکل
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 اتوکلاو

اتوکلاو دستگاهی است که با استفاده از بخار آب تحت فشار، عمل 

 استریلیزسیون را انجام می دهد.  

 
 

 
 

 اتوکلاو ایستاده اتوکلاو رو میزی

  10شکل

 بن ماری

ا حمام آب گرم یک دستگاه با محفظه آب است که قابلیت بن ماری ی

گرم کردن آب در آن وجود دارد و زمانی 

که نیاز به حرارت دادن مواد بصورت 

 غیرمستقیم داریم از آن استفاده می شود.

 

 

 بن ماری -11شکل 
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 الایزا ریدر

ت نتایج تست که به منظور قرائ استاسپکتروفتومتر تخصصی  نوع یک

و بخصوص الایزاریدر ها .در واقع اسپکتروفتومترحی شده استالیزا طرا

نمونه  توسطنور  با استفاده از میزان اندازه جذب هستند کههایی دستگاه

 ند.کنآن را تعیین می ، غلظتمورد مطالعه

 
 الایزا ریدر -12شکل 
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 10پیوست 

 معرفی برخی مواد شیمیایی 
EDTA 

EDTA    در واقع مخففEthylenedinitrilo Tetraacetic Acid 

Disodiumsalt dihyrate   است و فرمول شیمیایی آن

O2H.28NaO2N14H10C .می باشد 

سلول لیز می گردد )تجزیه می شود(، در   DNAاولین مرحله استخراج 

 DNAاین زمان غشاء حذف می شود و به همین دلیل ممکن است  

تجزیه کننده ای هوجود آنزیم DNAمعمول آسیب به آسیب ببیند. علت 

DNA  ( بنام  نوکلئازDNAse)   درون سلوال است که  با تجزیه سلول

برای فعالیت  ها را پیدا کرده اند. نوکلئاز DNAفرصت نزدیک شدن به 

( بعنوان یک کوفاکتور نیاز دارند. اما 2Mg+منیزیم )های خود به یون

م شده و در بافر استخراج موجب شلاته شدن یون منیزی EDTAافزودن 

ماده مورد نیاز برای فعالیت نوکلئازها زا از محیط حذف می کند.  شلاته 

 شدن به معنی ترکیب شدن و رسوب دادن است.

می تواند با یونهای فلزی دو ظرفیتی   EDTAاز سویی دیگر چون 

در دیواره سلول ها یون ترکیب شود این در حالی است که  برخی از این

در   EDTAا مستحکم می کنند. پس نقش دیگر وجود دارند و دیواره ر

و  ها از سلول هی دارای دیواره خارج کردن این یون DNAاستخراج 

 کمک به شکستن دیواره سلولی است. 
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SDS 

SDS در واقع مخففSodium dodecyl sulfate  است و فرمول شیمیایی

 می باشد. CH3(CH2)11OSO3Naآن

ها را از غشاء سلول یا اندامک DNAدر مرحله لیز کردن سلول بایستی 

)دترجنت ها( صورت می گیرد. از ها آزاد نمود. این عمل به کمک شوینده

مورد استفاده قرار  DNAکه برای استخراج هایی عمومی ترین شوینده

 اشاره نمود.  CTABو  X-100، تریتون SDSمی گیرد می توان به 

 
Triton x 100  

 Triton x100 م تجاری برای ترکیبی بنام در واقع  یک ناPolyethylene 

glycol tert-octylphenyl etherاست و فرمول شیمیایی آن  t-Oct-

C6H4-(OCH2CH2)xOH.می باشد 

هم یک  x100توضیح داده شد، تریتون SDSهمانطور که در خصوص 

 می گردد.  DNAشوینده است  باعث حذف غشاء در مرحله استخراج 
 

 ایزوآمیل الکل

 C5H12O با  فرمول شیمیایی آن Isoamyl alcohol میل الکل یا ایزو آ

 می باشد.

مثل هایی و تشکیل کلاف از الکل DNAبرای تغلیظ  DNAدر  استخراج 

ایزوپروپانول و ایزو آمیل الکل استفاد می شود. ایزوپروپانل سرد اغلب 

برای ایجاد رسوب اولیه استفاده می شود . ایزو آمیل الکل به عمل 
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اسازی کمک می کند. ایزو آمیل الکل مقدار موادی که در فاز آلی و جد

مایی )آبی( یافت می شوند را کاهش داده و مانع کف کردن شدید 

 بکار رفته می شود.های حلال

 کلروفرم

 می باشد.  3CHClفرمول شیمیایی آن کلروفرم دارای 

از ها از مواد زائد یا سایر ماکرومولکول DNAمعمولا برای جداسازی 

)دترجنت ها( و ها کلروفرم استفاده می کنند. موادی مانند شوینده

هستند، توسط کلروفرم )به تنهایی ها پروتئازها که از بین برنده پروتئین

یا همراه با سایر ترکیبات( جدا می شوند. پس از  افزودن کلروفرم و انجام 

رم  به همراه سانتریفیوژ، دو فاز جدا از هم پدیدار می شود که کلروف

در فاز بالایی قرار دارد. کلرفروم در  DNAپروتئین در پائین قرارگرفته و 

 از بین بردن لیپیدها نیز موثر است. 

مشکل ایجاد کند. به  DNAبقایای کلرفرم نیز می تواند در تخلیص 

    DNAمنظور اطمینان از حذف بقایای کلرفرم    می توان یک مرحله 

د در حلال مد نظر  )مثلا آب مقطر استریل( حل را خشک نمود  و مجد

  نمود.

 16srRNAپرایمر 

 s16 (16Sریبوزومی  RNAناحیه ثابت موجود در توالی ژن  این پرایمر

rDNA) ثابت است را تکثیر می نمایند.  از این ها که در تمام باکتری

پرایمر در تشخیص منشاء بیماریهای میکروبی استفاده می شود بعیارتی 

 ئید باکتریایی بودن یک بیماری. تا
TBE 1x 
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 مراجعه گردد. 8جهت توضیحات کامل به پیوست 

 لودینگ بافر

معمولا آنها ر با  DNAمانند هایی برای انجام الکتروفورز بیومولکول

هدف انجام می  3لودینگ بافر مخلوط می کنند. افزودن لودینگ بافر با 

 شود:

از  سنگین شدن و  افزودن دانسیته نمونه بری اطمینان .1

 قرارگرفتن در چاهک و پخش نشدن در محیط.

لودینگ بافر ب رنگی کردن نمونه مشاهده آن را در زمان  .2

 ریختن در چاهک راحت تر  می کند.

استفاده شذه در لودینگ بافر در یک میدان الکتریکی های رنگ .3

به سمت آند )قطب مثبت( حرکت می کنند و در نتیجه به 

 می کنند. حرکت نمونه کمک

انواع مختلفی از لودینگ بافرها وجود دارد که در زیر به روش تهبه یک 

نمونه از آنها اشاره  می شود. البته لودینگ بافر بصورت آماده شذه نیز 

 قابل تهیه است

 روش تهیه لودینگ بافر:

Bromophenol blue 25/0%  +xylene cyanol FF  25/0%  +

sucrose in H2O40%(w/v) 



 

 بعمنا
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کارتاهنا. انتشارات مرکز ملی تحقیقات مهندسی ژنتیک و تکنولوژی 

 1380زیستی.  
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. انتشارات خانه DNAو آنالیز ها بر کلون سازی ژنای عبدا... مقدمه

 (.  2006)بروان تی ای.  1386زیست شناسی پائیر 

عبدالکریم زاده محمدرضا. آموزش کشت بافت گیاهی در منزل. انتشارات  -

 .1384مرسل. 

چه نسترن، مرادپور زهرا و شریف راده فرامرزی محمدعلی، نفیسی ور -

 .1386محمد. ایمنی زیستی در آزمایشگاه. انتشارات نویسه. 

کمال الدینی حسین، سلوکی محمود، ریگی نژاد نفیسه و حدادی فاطمه.  -

 .1385آزمایشگاهی. انتشارات گلبن. های مبانی روش -بیوتکنولوژی گیاهی
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