
 

١ 
 

 

جمع آوري، انتقال، آماده سازي و نگهداري دستورالعمل 
  نمونه ها براي آزمايشات مولکولي

  

   
  
لازم  يه اطلاعات علمي و فنين راهنما به منظور ارايا

در ارتباط با نمونه هايي كه براي آزمايشات ملكولي 
ترجمه پروتكل اين مجموعه . تهيه شده است

MM13-A ناسي و روس شيته ويدر كم بوده و كهم
  .و تاييد قرار گرفته است يمورد بررس يملكول يولوژيب

  
  

  :مترجمين به ترتيب الفبا
  مرجع سلامت آزمايشگاهحاجيا عضو هيئت علمي مسعود  دکتر

  بخش بيولوژي ملکولي ‐شاهرخي عضو هيئت علمي انيستيتوپاستورنادر کتر د 

  نشکده پزشکيدا –صباحي عضو هيئت علمي دانشگاه تربيت مدرس فرزانهدکتر 

  پژوهشکده سل و بيماريهاي ريوي –ناجي عضو هيئت علمي دانشگاه علوم پزشکي شهيد بهشتي رضا يد عليسدکتر 
  
  
  

  :ب حروف الفبا عبارتند ازيبه ترت  يملكول يولوژيروس شناسي و بيته وياعضا كم
  بخش هپاتيت و ايدز ‐ اميني عضو هيئت علمي انيستيتوپاستور هيصف دکتر

  مرجع سلامت شگاهيآزماحاجيا عضو هيئت علمي ود مسع دکتر

  و آزمايشگاه مرجع سلامتسميعي عضو هيئت علمي معاونت دارو و غذا راب يامک ميسدکتر 

  بخش بيولوژي ملکولي ‐شاهرخي عضو هيئت علمي انيستيتوپاستورنادر کتر د

  دانشکده پزشکي –صباحي عضو هيئت علمي دانشگاه تربيت مدرس فرزانه دکتر 

  عضو هيئت علمي دانشگاه علوم پزشکي تهران دانشکده بهداشتآزاد مختاري  طلعت  کترد

   يوير يهايماريپژوهشکده سل و ب –ناجي عضو هيئت علمي دانشگاه علوم پزشکي شهيد بهشتي سيد علي رضا دکتر 

  

  

 شريفي  عضو هيئت علمي سازمان انتقال خونزهرا دکتر : ويراستار علمي
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   نمونهمديريت   ‐۱

وامـــل بيمـــاريزا  ايفـــا ع يملکـــولآزمايشـــهاي  هـــاياساســـي در دقـــت و صـــحت جواب نقـــش فرآينـــد مـــديريت نمونـــه بيمـــاران

مراحـــل . آوري و تيمــار نمونــه الزامـــي اســت   هـــاي ايمنــي زيســتي در همـــه مراحــل جمـــع   رعايـــت دســتورالعمل . نمايــد مــي 

ــع ــداري و انتقــال نمونــه  جم ــه نــوع نم     آوري، نگه ــه ب ــا توج ــاي بــاليني ب ــتانداردهاي آزمايشــگاهي      ه ــا اس ــابق ب ونــه بايــد مط

ــذيرد  ــام پ ــه  . انج ــحيح نمون ــديريت ص ــدم م ــي ع ــاليني م ــاي ب ــه ه ــب تجزي ــد موج ــواد ژنت توان ــيم ــ يک ــت  عوام ــاريزا و درياف ل بيم

  .جوابهاي غير قابل اعتماد گردد

  

  :گذاري و جمع آوري نمونه نشانه

يســتي محفــوظ بــاقي بمانــد ولــي اطلاعــات كــافي بــراي        در تمــام مراحــل مــديريت نمونــه، اطلاعــات خصوصــي بيمــار با      

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

  :حاوي اطلاعات زير باشند بگردند بايستي داراي برچسهايي كه براي آزمايشهاي مولكولي ارائه مينمونه
  شماره شناسايي -
 تاريخ جمع آوري -
 ريزمان جمع آو -
 )به طور دلخواه(آوري كننده نمونه جمعنام مسئول  -
 )در صورتي كه بافت باشد نوع بافت ارسالي(نوع نمونه  -

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

درصـــورت ر خصـــوص آزمايشـــهاي ژنتيكـــي، اگـــر مـــثلا د. رد نيـــاز اســـتدر بعضـــي مـــوارد، اطلاعـــات ديگـــري مـــو: توجـــه

ــودن   ــن ب ــت  روش ــك درخواس ــگاه   ي ــدير آزمايش ــراي م ــاص ب ــايش خ ــي وي ،آزم ــودن    م ــي ب ــورد منطق ــود را در م ــر خ ــد نظ توان

   در بعضـــي آزمايشـــهاي ژنتيكـــي ماننـــد    . درخواســـت مـــوردنظر بـــا توجـــه بـــه ســـن و وضـــعيت بيمـــار ابـــراز نمايـــد        

Linkage analysisمي باشداي نيز مورد نياز ت شجره نامه، اطلاعا.  
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  :جمع آوري نمونه ‐۲

ــل   ــام مراح ــه  در تم ــا نمون ــردد     كــار ب ــتفاده گ ــتكش اس ــتي از دس ــاليني بايس ــاي ب ــاك    . ه ــاي خطرن ــال پاتوژنه ــتكش از انتق دس

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

  .بايد رعايت گردد  تمام موارد ايمني زيستي . كندسلولهاي فرد آزمايش كننده جلوگيري مي

تــوان نمونــه  آزمايشــهاي اختصاصــي ممكــن اســت دســتورالعملهاي اختصاصــي خــود را داشــته باشــند كــه از آن جملــه مــي           

  .را نام برد) HPV(پيلوما انساني 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 ــي    .گنج ــگاه م ــئولين آزمايش ــاير   مس ــكان و س ــت پزش بايس

ــا آ         ــر و ي ــه گ ــل مداخل ــن عوام ــگاه را از اي ــاغل در آزمايش ــراد ش ــه اف ــكي از جمل ــيم پزش ــراد ت ــازند  اف ــاه س ــده آگ ــوده كنن در  و ل

  .بروشورهاي اختصاصي در اختيار كاربران قرار دهند صورت لزوم اطلاعات را به صورت ارائه كارگاه يا تهيه

ــه  ــر نمون ــي   ه ــاليني م ــگاه ب ــه وارد آزمايش ــاني    اي ك ــلاع رس ــتم اط ــله در سيس ــتي بلافاص ــردد بايس ــا   / گ ــتان ي ــامپيوتر بيمارس ك

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

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

   .اندهايي كه به درستي نشانه گذاري نشدهنمونه و شده

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 استپسي و بافتهاي خاص، با صلاحديد پزشك معالج و دستور مدير هاي بيو

در هـــر آزمايشـــگاه، بـــراي هـــر تســـت بايســـتي شـــرايط رد كـــردن نمونـــه در كتـــاب راهنمـــا آزمايشـــگاه نوشـــته شـــده و در    

  . دسترس كادر آزمايشگاهي باشد

  

  : از بافت يريملزومات نمونه گ ‐۲‐۱

  : شودير استفاده ميبافت در موارد ز يهااز نمونه 

  )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 دهــانيــخــون  يبافــت و ســلولها  يکــه ســلولها يزمان) ب

  )سميا موزائيک ينئوپلاست يهايماريک در بيون سوماتيموتاس

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

ــولا بـ ـ   ــت معم ــب باف ــدار مناس ــا  ١ن يمق ــت  ٢ت ــرم اس ــه طب  . گ ــب ب ــدار مناس ــا مق ــته م  يام ــت وابس ــت باف ــد زيع 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
                                                 

1  Bucal Cell 
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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

ــيا ــکوپيشــات مين در آزماينچن ــک بـ ـيکروس ــائ  ک از ت ــت قابــل شناس ــند يرش باف ــا . نباش ــه ه ــت     ينمون ــل باف ــلول مث کــم س

 ٢تــا  ١ش از يک نبــوده و ممکــن اســت بــه بـ ـ   يــژنوم DNAه يــجهــت ته يمنبــع مناســب  يو چربــ يبــريعضــله، ف يهــا

ــت احت ــرم باف ــگ ــدي  ــ. اج باش ــور کل ــه ط ــا ب ــتره ا  يام ــود گس ــدم وج ــورت ع ــ يدر ص ــوذ چرب ــافت ياز نف ــابع ب ــدار يدر من ــر مق ، از ه

  . ديآ يبدست م DNAا ي RNAکرو گرم يم ١٠ش از يگرم وزن داشته باشد ب يليم ١٥ش از يب بافت که

ــت   ــه علـ ــادبـ ــاوتيمقـ ــوع پروتئ ر متفـ ــايو نـ ــافت  ينهـ ــابع بـ ــود در منـ  ــيموجـ ــتخراج اسـ ــتورالعمل اسـ ــک نيدنوکلئي، دسـ ز يـ

 يص ســـازلخـــا يت تجـــاريـــســـازنده ک يکمپـــان يه هـــايبـــه توصـــ يســـتيباينـــه مين زميـــدر ا. بافـــت هســـتند ياختصاصـــ

RNA  وDNA جهت بافت به خصوص توجه شود .  

ــا ــ( بـــزرگ  ينمونـــه بافتهـ ــا  ١ش از يبـ ــيو بافـــت ب) گـــرم ٢تـ ــان جهـــت تشـــخ  يوپسـ ــا صيتوســـط پزشـــکان و جراحـ  يهـ

ــپاتولوژ ــهايـ ــه روشـ ــوريم يک بـ ــکوپ نـ ــيکروسـ ــو  ي، الکترونـ ــه ميا ايـ ــنس گرفتـ ــوديمنوفلورسـ ــر. شـ از  DNAو  RNAاگـ

صـــورت  يســـتيبايدات لازم جهـــت خشـــک نشـــدن بافـــت ميـــشـــود، تمه يتخراج مـــاســـ يوپســـيا بيـــبـــزرگ  ينمونـــه بـــافت

  .شوند يل بسته بندين استريسانده شده در نرمال ساليل خيا کاغذ استريف يدر پارچه تنظ يستيبايبافت م. رديپذ

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

هــا جهــت اســتخراج    ن بــرشيــن از ايهمچنــ. کنــديه ميــک تهيــص پاتولوژيو تشــخ يزيــک بعــد از رنــگ آم يکروســکوپيم

RNA  وDNA ا يـــو  يه رده ســـلوليـــمـــورد نظـــر در ته يبـــافت ينمونـــه هـــا. شـــوديز اســـتفاده ميـــن يص ملکـــوليدر تشـــخ

  .کاربرد دارد) نيو پروتئ RNA  ،DNA(ست ملکولها يز يابيباز

 ٢٢ يبافـــت در دمـــا ينگـــه دار عمومـــاً. باشـــدير ميـــبســـته بـــه نـــوع بافـــت متغ يدر نمونـــه بـــافت DNAو  RNA يداريـــپا

ع منجمــد يتــروژن مــا يعا در نيســر يســتيبايج مطلــوب بافــت م يذ نتــاخــجهــت ا. شــوديه نميگراد توصــيدرجــه ســانت  ٢٥تــا 

ــده و  ــش ــب نوکلئ  ي ــده مناس ــه دارن ــواد نگ ــا در م ــي ــود يک اس ــرار داده ش ــه ا. د ق ــچنانچ ــدابي ــت   يمر ين ت ــه باف ــد، نمون ــر نباش س

،  RNAک بـــه خصـــوص يـــد نوکلئيخ مرطـــوب قـــرار داده شـــده و جهـــت حفاظـــت بهتـــر اســـيـــ يعا بـــر رويســـر يســـتيبايم

ــ ــر رو اًمتعاقب ــ يب ــه آزماي ــود  يخ ب ــال ش ــگاه ارس ــا. ش ــه تنظ  يبافته ــک در پارچ ــکوچ ــتري ــال   يف اس ــال س ــه نرم ن يل آغشــته ب

ــتر ــد ياس ــته بن ــوگ     يل بس ــت جل ــدن باف ــک ش ــا از خش ــده ت ــود يريش ــولاً. ش ــت بررسـ ـ  معم ــت جه ــه باف ــا ينمون ــ يه ب يآس

رش يپـــذ DNAو  RNA يچنانچـــه نمونـــه جهـــت بررســـ. رنـــديگيقـــرار م يســـت هـــا مـــورد بررســـيتوســـط پاتولوژ يشناســـ

قــرار  در محلــول هــاي مناســب تثبيــت کننــده     ي بافــت ســريعاً ســتيبايک، ميدنوکلئيب اســيــاز تخر يريشــود جهــت جلــوگ  يم

ــود ــر ا . داده ش ــل ذک ــا قاب ــر محلول ام ــه اکث ــت ک ــس ــده  ياه ــت کنن ــدازه ف  تثبي ــه ان ــود ب ــاتورهايموج  ــ يکس ــوم بررس ــت  يمرس باف

  . باشنديبافت موثر نم يميمنوشيا اي يشناس

ــبا ــد ي ــت ب ي ــه عل ــد ب ــيادآور ش 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 ــود ا  يدنوکئياس ــار کمب ــت دچ ــت باف ــن اس ــک، ممک ــب تغ   يکس ــود موج ــه خ ــه نوب ــه ب ــده ک ــژن ش ــطح بيي ــر در س ــي از  ياريان بس
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کـــاهش داده و باعـــث کـــاهش حاصـــل و  يبافـــت را بـــه طـــور موضـــع pH، مـــدت يژن طـــولانيکمبـــود اکســـ. شـــوديژنهـــا م

   .ک خواهد شديدنوکلئيمقدار اس

  

  ٢ناتالهاي پرنمونه ‐۲‐۲‐۱

اده شـــده، مــايع آمنيوتيــك، ســلولهاي كشـــت داده    كشــت د  CVS، ســلولهاي   CVS٣هــاي  هــا شــامل نمونـــه  ايــن نمونــه  

ــي      ــان م ــل از زايم ــين قب ــده از جن ــدا ش ــلولي ج ــه س ــه نمون ــك و هرگون ــايع آمنيوتي ــده از م ــدش ــه. باش ــن نمون ــا اي ــيش ه ــت پ جه

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

ــرد ــه       .ميگي ــن نمون ــراه اي ــه هم ــد ب ــادر باي ــون م ــه خ ــوط       نمون ــدم مخل ــوص ع ــيهاي لازم در خص ــا بررس ــردد ت ــال گ ــا ارس ه

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

  .يد پرهيز گرددسلولي تا زمان اتمام آزمايشها ضروري است و از گرفتن نمونه مجدد حتي المقدور با

ــه    ــك را از هفت ــايع آمنيوتي ــي      ۱۵م ــتقيم م ــور مس ــه ط ــت دادن و ب ــدون كش ــاملگي ب ــود  ح ــي نم ــوان بررس ــتاندارد  . ت ــزان اس مي

  .استميلي ليتر  ۱۰يوتيك مورد نياز حداقل نمايع 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 (ميـــزان اســـتاندارد نمونـــه   . نمـــودCVS  ميلـــي گـــرم بعـــد از برداشـــت     ۱۵حـــداقل

ــت   ــادري اس ــاي م ــه . بافته ــالين     CVSنمون ــا س ــت ي ــيط كش ــد در مح ــتريل را باي 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 ــد در دو فلا CVSهـ ــوص  را بايـ ــتيكي مخصـ ــك پلاسـ سـ

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

ــه  ــرا  CVSنمون ــتيبا يم ــي           يس ــت بررس ــه دق ــكوپ ب ــط ميكروس ــادري توس ــاي م ــود بافته ــدم وج ــي ع ــراي بررس ــرددب . گ

د و در صــورت آلــوده بـــودن بــه بافتهــاي مـــادري،      نمـــو ايــد آنـــرا همــان روز آزمــايش    در صــورت يكدســت بـــودن نمونــه ب   

ــدا   ــا را ج ــردهآنه ــرد   ک ــايش ك ــد آزم ــت   . و بع ــوان در روز درياف ــه را نت ــر نمون ــاي     ،اگ ــد در دم ــرد، باي ــي ك ــا  ۲بررس ــه  ۸ت درج

  .دشودر روز بعد نگهداري  DNAسانتي گراد تا زمان استخراج 

DNA در غيـــر ايـــن صـــورت نمونـــه  اســـتخراج نمـــود، يســـتيبا يمـــك را در همـــان روز دريافـــت موجـــود در مـــايع آمنيوتيـــ

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

                                                 
2  Prenatal      
3  Chorionic Villus Sampling 
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بررســي  ٤معکــوست مناســب ســلولها توســط ميكروســكوپ    يــا مــايع آمنيوتيــك، بايــد بــراي بررســي وضــعي       CVSكشــت 

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

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

ــي   . پوشــيده شــده باشــد  ــلول را م ــدير آزمايشــگاه، كشــت س ــا صــلاحديد م ــن صــورت، ب ــر اي  ــدر غي ــه اي ــا رســيدن ب ــوان ت ــد ت ن ح

ــاتور    ــلولي در انكوب ــد س ــراد    ۳۷رش ــانتي گ ــه س ــود ينگهــداردرج ــام رســانيد      نم ــه انج ــولي را ب ــهاي مولك ــپس آزمايش در . و س

  .هاي مناسب، آزمايش در همان روز دريافت نمونه بايد انجام پذيردمورد نمونه

  

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

بــا دســته  )  Polyester tipped( اســتر  يســر پلـ ـ يحــاو يهاســوابســتفاده از مــردان بــا ا  يادرار يمجــار ينمونــه هــا 

ــت ــگ  ياس ــد زن ــل ض ــت ي ــته پلاس ــذ  يکيا دس ــاف پ ــه ميانعط ــوندير گرفت ــا . ش ــه ه ــرو يواژ ينمون ــال و اندوس ــا ين ــوابکس ب  يهاس

ــاو ــرپل يحـ ــتر  يسـ ــاسـ ــا رايـ  ــ)  Rayon( ون يـ ــه و در محـ ــاليگرفتـ ــرار داده م  يط انتقـ ــب قـ ــونديمناسـ ــت  . شـ ــه جهـ نمونـ

ش گرفتــه شــده و   يت آزمــا يـ ـســازنده ک  يه شــده توســط کمپــان   يتوصـ ـ يهاســواب بــا اســتفاده از    يســت يبايم HPVش يزمــا آ

  .ت ارسال شونديه شده  توسط سازنده کيا توصيافته يشگاه در مجموعه اختصاص يجهت انتقال به آزما

  

  :يمولکول يشهايانجام آزما ها برايانتقال و نگهداري نمونه ‐۲‐۳

هـــاي ، آزمايشـــگاهها موظـــف بـــه رعايـــت دســـتورالعملهاي شـــركتهاي توليـــد كننـــده مـــواد و كيت       بـــه طـــور عمـــومي  

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

بايســـتي توســـط  هـــاراهنمـــاي انتقـــال و نگهـــداري نمونـــه. ســـاير مقـــررات و ضـــوابط قـــانوني نيـــز بايســـتي رعايـــت گردنـــد

ــه  ــار افراديكـــه مســـئول جمـــع آوري و انتقـــال نمونـ ــه آزمايشـــگاهها در اختيـ ــين اشخاصـــيكه نمونـ ــتند و همچنـ ــا را هـــا هسـ هـ

  .دهند، قرار گيردانتقال مي

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

  .باشددر ضمن، تجربيات هر آزمايشگاهي در زمينه آزمايشهاي مولكولي نيز بسيار با اهميت مي

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

ــ ــي         در زم 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 -ان انتق

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

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

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

RNA  ــت و تشـــخيص آن از ــاس اسـ ــه حسـ ــه تجزيـ ــديدا بـ ــي DNA، شـ ــوارتر مـ ــددشـ ــزان  . باشـ ــزايش ميـ ــلاوه، افـ ــه عـ بـ

ــي       ــري، م ــه گي ــد نمون ــي فرآين ــا در ط ــي ژنه ــرداري از بعض ــخه ب ــاي ميـ ـ  نس ــخيص خط ــث تش ــد باع ــالاي توان  mRNAزان ب

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 ــدنظر    اي ــتي م ــون بايس ــا خ ــافتي ي ــاي ب ه

  .قرار گيرد

  

  :دستورالعملهاي كلي انتقال نمونه ‐۲‐۴

ــوانين ــه      :ق ــال نمون ــدي و ارس ــته بن ــونگي بس ــوانين چگ ــوابط و ق ــاو     ض ــر متف ــور ديگ ــه كش ــوري ب ــاليني از كش ــاي ب ــيه -ت م

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

http://www.cdc.gov/od/ohs/biosfty/biosfty.htm 

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

http://www.who.int/csr/resources/publications/WHO_CDS_CSR_LYO_2004_9/en/ 
تـــوان از اشـــعه جهـــت  يمـــار رخ داده اســـت مـــيدر هنگـــام انتقـــال نمونـــه ب ياز کشـــور هـــا يکـــه در برخـــ يعيل وقـــايبـــدل

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

در حـــال حاضـــر نيـــاز بـــه تحقيقـــات ن موضـــوع يـــباشـــد، ا يمـــ بـــرروي نتـــايج تســـتهاي مولكـــولي در دســـترس هـــانمونـــه

  .بيشتري دارد

  

  :خالص شده DNAدستورالعملهاي كلي براي نگهداري  ‐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    هرچــه كمتــر باشــد .DNA   تـــا از بــوده  دار  يكي كــه داراي درب واشــر  هــاي پلاســت  در لولـــه بايــد  خــالص شــده

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 ــي DNAيلين باع ــوندم . ش

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

  .اندسب معرفي شده، مناDNAهاي پلي پرونيلين براي نگهداري آلومري و بعضي از انواع اختصاصي لوله

DNA ــافر خـــالص شـــده را مـــي ــوان در بـ ــه مـــدت  ) TE )Tris-EDTAتـ ــه، در دمـــاي  ۲۶در دمـــاي اتـــاق بـ ــا  ۲هفتـ تـ

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

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



 

٨ 
 

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

اســـتفاده  DNAنبايـــد بـــراي نگهـــداري   " frost-free"از فريزرهـــاي بـــدون برفـــك   . نگهـــداري كـــرد  DNAثبـــات 

  .گرددمي DNAآنها سبب آسيب رساندن به  كرد چون تغييرات متناوب دمايي در

  

  :RNAستورالعملهاي كلي براي مطالعات برروي د ‐۲‐۴‐۲

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

ويالهـــاي حـــاوي مـــواد  هـــا بطـــور مســـتقيم دروندر نتيجـــه توصـــيه شـــده اســـت كـــه اينگونـــه نمونـــه . پـــذيردانجـــام مـــي

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

در دمـــاي ) RNases( هـــابـــه دليـــل فعاليـــت بعضـــي ريبونوكلئاز. هـــاي فريـــز شـــده را بايـــد روي يـــخ خشـــك انتقـــال داد 

  .تر نگهداري كرد رجه سانتي گراد يا پاييند ‐۷۰را بايد در  RNA" درجه سانتي گراد ‐۲۰

  

  :هاي خاصدستورالعمل نمونه گيري، انتقال و نگهداري نمونه ‐۲‐۴‐۳

درســـتي و قابـــل اعتمـــاد بـــودن نتـــايج تســـتهاي مولكـــولي بســـتگي بـــه عوامـــل مختلفـــي ماننـــد نمونـــه گيـــري، انتقـــال و   

، DNAيـــا  RNA(حـــل اســـيد نوكلئيـــك هـــدف و مت يـــماهاينهـــا شـــامل، روشـــهاي جمـــع آوري نمونـــه، . نگهـــداري دارد

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

، چرخــه زنــدگي عامــل عفــوني و نــوع     باشــد پــاتوژن يــك عامــل  اســيدنوكلئيكهاي  شناســايي ،هــدف از انجــام آزمــايش  اگر

ــرار مـ ـ    ــه ق ــورد حمل ــط آن م ــه توس ــلولهايي ك ــديس ــميم  گيرن ــري و     در تص ــه گي ــه نمون ــه، طريق ــوع نمون ــوص ن ــري در خص گي

  .باشدتيمار آن اثرگذار مي

شــده اســت، در  ن يتــدوبــه طــور عمــومي   ده ، يــذکــر گردهــا دســتورالعملها و بحثهــايي كــه در زيــر در مــورد انــواع نمونــه      

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

ــوند  ــه شـ ــر گرفتـ ــتورالعملها در نظـ ــز    . دسـ ــگاهي نيـ ــف آزمايشـ ــاي مختلـ ــاي كيتهـ ــه راهنمـ ــه در كتابچـ ــون آنچـ ــمن چـ در ضـ

ــده  ــراآورده شـ ــاص  يبـ ــرايط خـ ــد،يم شـ ــن      باشـ ــتفاده از ايـ ــي اسـ ــه در طـ ــاتي را كـ ــگاهي، تجربيـ ــر آزمايشـ ــت هـ لازم اسـ

در كتـــاب راهنمـــا آزمايشـــگاه مربوطـــه ثبـــت و  ،ريهـــاي ضـــرومـــوارد و نكتـــه ، دادهآزمايشـــها بدســـت آورده  مـــدنظر قـــرار 

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 ــرح  / كلئي ــولي ش مولك

  .داده شده است
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  :هاي خون كامل، سرم و پلاسمامونهن ‐۲‐۲‐۳

ــاد  ــد انعقـ ــاده ضـ ــراي  EDTAمـ ــع آوربـ ــاز  يجمـ ــدا سـ ــام و جـ ــما يخـــون تـ ــولي جهـــت  پلاسـ ــهاي مولكـ ــام آزمايشـ انجـ

ــي  ــيه م ــرددتوص ــدليل  . گ ــا ب ــاث ام ــال ت ــدي،  ر آن ياحتم ــل بع ــتورالعملدر مراح ــگاه    دس ــاي آزمايش ــاب راهنم ــا كت ــت ي ــراه كي   هم

هــاي اســتفاده شــود، تيوبهــاي حــاوي نمونــه    ) بــدون ژل جداكننــده ( EDTAاگــر از تيوبهــاي حــاوي   . گــرددرعايــت د يــبا

ســـاعت بعـــد از خـــونگيري    ۴، بايـــد در فاصـــله  HCVو  HIVدار ماننـــد RNAخـــون جهـــت تشـــخيص ويروســـهاي    

هـــاي حـــاوي ژل جـــدا در صـــورتي كــه از لولـــه . اي ديگـــر نگهـــداري شـــودســانتريفوژ گردنـــد و پلاســـما جـــدا شـــده در لولــه  

تـــر در طـــولانيدر مـــوارد درجـــه ســـانتي گـــراد و  ۸تـــا  ۲روز در دمـــاي  ۵، پلاســـما بـــراي حـــداكثر ٥كننـــده اســـتفاده گـــردد

ــردن در   ــز ك ــورت فري ــ ‐۲۰ص ــانت  ‐۷۰ ا ي ــه س ــا   يدرج ــراد ي ــاگ ــرييپ ــت  ن ت ــتفاده اس ــل اس ــه. قاب ــرار   نمون ــه ق ــوني ك ــاي خ ه

ــراي   ــت ب ــي    DNAاس ــد را م ــرار گيرن ــي ق ــورد بررس ــا  م ــوان ت ــا    ۲۴ت ــاق و ت ــاي ات ــاعت در دم ــاي   ۷۲س ــاعت در دم ــا  ۲س ت

  .درجه سانتي گراد نگهداري نمود ۸

جمـــع آوري و . باشـــند RNAهـــاي خـــوني بايســـتي حـــاوي مـــواد نگهدارنـــده      ســـلولي، نمونـــه  RNAبـــراي آنـــاليز  

گـــردد، ، توصـــيه نمـــي)mRNAتوليـــد (نگهـــداري خـــون فاقـــد مـــواد نگهدارنـــده بـــراي بررســـيهاي نســـخه بـــرداري ژنـــي  

  .گرددمي بيخربراحتي ت RNAچون در اين صورت 

ــي   ــراي بررس ــ ،DNAو  RNAب ــبا يم ــورت فري ــد بص ــر رو ي ــده ب ــ يز ش ــت م ي ــک جه ــود  خ خش ــل ش ــه حم ــما . طالع پلاس

  .ره گردديگراد ذخ يدرجه سانت ۲۰ يدرجه حمل شده و در منف ۸ يال۲ يدر دما يستيبا يم

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

درجـــه  ‐۷۰ا يـــ ‐۲۰لهاي خـــوني در هـــاي ســـرم، پلاســـما يـــا هســـته ســـلو، 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

ــي    ــر م ــدت تغيي ــدين م ــبانه روز چن ــدت ش ــب ت  م ــر موج ــن ام ــد و اي ــخرنماي ــد  بي ــك ه ــيدهاي نوكلئي ــياس ــرددف م ــن . گ در اي

اشــاره نمــود   HCVو  HIVبــراي  ٧ويــروس ير کمــيمقــادزمينــه، بطــور اختصاصــي بايســتي بــه آزمــايش انــدازه گيــري        

  .كه بسيار متاثر از چگونگي نگهداري نمونه است

ــه  ــر در  اســـتاندارد كـــردن روشـــهاي جمـــع آوري و تهيـــه نمونـ ــتفاده از يـــك روش برتـ ــوني در هـــر آزمايشـــگاه و اسـ هـــاي خـ

در نهايـــت، . باشـــداي برخـــوردار مـــيبررســـي تيتـــر ويروســـي بـــه طـــور دراز مـــدت در ايـــن بيمـــاران از اهميـــت ويـــژه  حـــين

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

 کـــه اعـــلام مـــي نمايـــد را نمونـــه را در نتـــايج آزمايشـــهاي مولكـــولي  ٥هـــاي فريـــز كـــردن و ذوب كـــردنتيوبهـــاي حـــاوي ژل جـــدا كننـــده و چرخـــه
   .دکنتعيين 

 
6    Frost-free  
7  Viral load 
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، اســـتفاده از مـــواد ضـــد "heme"بـــدليل گزارشـــهايي مبنـــي بـــر اثـــرات ممانعـــت كننـــدگي مـــاده ضـــد انعقـــاد و هپـــارين و  

مولكــــولي در خــــون، بــــراي انجــــام آزمايشــــهاي  Acid Citrate Dextrose (ACD)يــــا  EDTAانعقــــاد 

  .گرددتوصيه مي

  

   :)يلتر کاغذيف يبررو(نمونه خون خشک شده  ‐۲‐۲‐۴

را بعــد از   DBSيــا  ٨هــاي حــاوي خــون خشــك شــده    نمونــه. دارنــد دكــاربر DNAهــا فقــط بــراي آنــاليز    ايــن نمونــه 

وبـــت يـــا خشـــك كـــردن كامـــل بايســـتي در ظروفـــي قـــرار داد كـــه اجـــازه ورود رطوبـــت را ندهـــد و حـــاوي مـــواد ضـــد رط 

  .انديكاتورهاي نشان دهنده ميزان رطوبت باشد

ــاندن     ــط پوشـ ــا توسـ ــاس آنهـ ــه از تمـ ــد نمونـ ــدن چنـ ــته شـ ــوگيري از آغشـ ــراي جلـ ــوص   DBSبـ ــذهاي مخصـ ــيله كاغـ بوسـ

، لامـــل يـــا قـــرار دادن آنهـــا بـــه طـــوري كـــه از ارتبـــاط آنهـــا بـــا يكـــديگر  )glassine(انـــدازه گيـــري وزن آزمايشـــگاهي 

ــد، با   ــل آي ــه عم ــوگيري ب ــود  جل ــتفاده نم ــد اس ــي    DBS. ي ــال م ــاق انتق ــاي ات ــولا در دم ــدمعم ــه. ياب ــن   نمون ــه اي ــه ب ــايي ك ه

 PCRو انجـــام  DNAمـــاه بعـــد، جهـــت آنـــاليز  ۱۹انـــد، بـــراي لااقـــل صـــورت بـــرروي كاغـــذ فيلتـــر جمـــع آوري شـــده 

  .اندمناسب تشخيص داده شده

   

   ٩برونکوآلوئولار  يتشوشس ‐۲‐۲‐۵

ــا ــو ينمونـــه هـ ــتگاه و   يســـتيبايمبـــرونش  يشستشـ ــازنده دسـ ــيا دســـتورالعمل آزمايـــطبـــق دســـتورکار سـ ــام  يشـ کـــه انجـ

ــود تهيم ــش  ــي ــده و تقس ــونديه ش ــا م . م ش ــه ه ــتيباينمون ــ يس ــع آور  ٢٤ يط ــد از جم ــاعت بع ــه آزما يس ــده و  يب ــل ش ــگاه منتق ش

ــا  ــورد آزم ــديش قرارگيم ــائ . رن ــه ه ــا   ينمون ــام آزم ــه انج ــيک ــا يش در ط ــذ  ي ــان پ ــدت امک ــت مير نين م ــتيبايس ــا ا يس ــام ت نج

ا بصــورت منجمــد  يــ، و )ســاعت  ٧٢تــا حــداکثر مــدت   ( گراد يدرجــه ســانت  ٨تــا  ٢ يعنــي يخچــاليط يا در شــرايــش يآزمــا

ــا ــانت  ‐٧٠ يدر دم ــه س ــگراد يدرج ــاي ــائ يا دم ــه دار يپ ــر نگ ــوند ين ت ــا . ش ــه ه ــه ما  ينمون ــاکتريمربــوط ب ــتيبايوم ميکوب  يس

  .  شوند يزدائ يمدت،  آلودگ يطولان يا نگهداريقبل از منجمد شدن 

  

  :نمونه آسپيره مغز استخوان ‐۲‐۲‐۶

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

 يبــرا. ش گردنــديو آمــاده انجــام آز مــا   شــدهطلــع مآزمايشــگاه بايســتي بلافاصــله بعــد از دريافــت نمونــه مغــز اســتخوان        

ــا  ــه ه ــتخراج نمون ــز ا ياس ــتخوان مغ  ــس ــردازش م ــل از پ ــاي   يقب ــاهي در دم ــدت كوت ــراي م ــوان ب ــا  ۲ت ــراد   ۸ت ــانتي گ ــه س درج

                                                 
8  Dried Blood Spots 
9  Bronchoalveolar Lavage (BAL) 
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ــا   ــود، ام ــداري نم ــردازشنگه ــه   پ ــن نمون ــا مرحاي ــلولي  ت ــز س ــه لي ــتباييمل ــرض  يس ــام    ۷۲در ع ــع آوري انج ــد از جم ــاعت بع س

 ياســتخوان را مـ ـ ت هــا نمونــه مغــز  يروســيمــدت 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 ســلولهاي قرمـــز، فريـــز و ذوب كــردن مجـــدد ايـــن    .شــود  يه نمـــيتوصـــاز ليــز كـــردن ســـلولهاي قرمــز   

اي ممانعــت كننــده شــناخته شــده    PCRگــردد كــه بــراي انجــام آزمايشــهاي     مــي  'Heme'هــا موجــب آزاد شــدن   نــهنمو

  .رودبه شمار مي

  

۷‐۲‐۲‐RNA:  بـــراي بررســـيRNA هـــاي مغـــز اســـتخوان، عـــلاوه بـــر رعايـــت مـــوارد بـــالا، بايســـتي نمونـــه در نمونـــه

صــورت، بايــد آســـپيره مغــز اســتخوان را بلافاصـــله      در غيـــر ايــن . قــرار داده شــود   RNAبلافاصــله در مــايع ثابــت كننـــده    

 تــوان آن رارا اســتخراج نمــود و نمــي   RNAســاعت  ۴بــرروي يــخ بــه آزمايشــگاه انتقــال داد و در فاصــله زمــاني يــك تــا         

  .فريز كرد  تيتروسيقبل از حذف ار

  

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

ــر دو  ــلولها يرا م DNAو  RNAهـ ــوان از سـ ــان ح يتـ ــره دهـ ــرد  يفـ ــتخراج کـ ــا . اسـ ــه هـ ــو  ياز نمونـ ــل از شستشـ  يحاصـ

ــان ن ــدهـ ــلوله يـ ــع سـ ــوان منبـ ــول بعنـ ــور معمـ ــان ياز بطـ ــتفاده م يدهـ ــدياسـ ــت از . کننـ ــت محافظـ ــلولها RNAجهـ  يدر سـ

ــان ــا  يدهـ ــه هـ ــو يو نمونـ ــان م يشستشـ ــتيابيدهـ ــياز  يسـ ــل پا يکـ ــاز عوامـ ــاز يـ ــرد  RNAدار سـ ــتفاده کـ ــه . اسـ چنانچـ

مناســب نمونــه را برداشــته و بصــورت خشــک      ســوابتــوان بــا  يقــرار دارنــد م  DNAش يآزمــادر برنامــه  يدهــان يســلولها

 DNAش يدهـــان کـــه در برنامـــه آزمـــا يشستشـــو ينمونـــه هـــا. نمـــودشـــگاه منتقـــل يط بـــه آزمايدر درجـــه حـــرارت محـــ

ــد را ن  ــرار دارن ــق ــا يز مي ــوان در دم ــرد و    يمحــ يت ــل ک ــگاه منتق ــه آزمابش ــا ط ب ــاآنه ــدود    يدر دم ــا ح ــاق ت ــ ١ات ــه پاهفت دار ي

  .  مانديم

ــا     ــه آزم ــه در برنام ــزاق را ک ــه ب ــد مـ ـ  RNAش ينمون ــرار دارن ــتيبا يق ــدر  يس ــاده پاي ــک م ــاز ي ــع   RNAدار س ــب جم مناس

   .شگاه انتقال دادينموده و به آزما يآور
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  :Buffy Coatنمونه  ‐۲‐۲‐٩

از  رااســـيد نوكلئيـــك  ه نمونـــ يتـــوان در عـــرض ســـه روز بعـــد از جمـــع آور ياگـــر نمـــ ،DNAبـــراي آزمايشـــهاي بررســـي 

تـــا انجـــام  ن تـــر ييا پـــايـــدرجـــه ســـانتي گـــراد  ‐۷۰نمـــوده و در دمـــاي  جـــدا را  Buffy Coat  ،دکـــر اســـتخراجخـــون 

  .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

ــي  ــمـ ــول حـ ــوان در محلـ ــده  تـ ــدار كننـ ــاده پايـ ــازي    RNAاوي مـ ــل از جداسـ ــا قبـ ــرار داد و تـ ــاق   RNAقـ ــاي اتـ در دمـ

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

  .مشكل آفرين باشد Buffy coatهاي نمونه

  

  ):CSF(نخاعي  ‐هاي مايع مغزينمونه ‐۲‐۲‐١٠

١‐۱۰‐۲‐۲‐DNA: CSF  ــاي ــتي در دمـ ــا  ۲بايسـ ــد   ۸تـ ــال يابـ ــگاه انتقـ ــه آزمايشـ ــراد بـ ــانتي گـ ــه سـ ــه . درجـ ــر نمونـ اگـ

 CMVو  EBVو  VZVدار ماننــــد  DNAرا نتــــوان بلافاصــــله بررســــي نمــــود، بــــراي بررســــي حضــــور ويروســــهاي 

  .تر قرار داد درجه سانتي گراد يا پايين ‐۷۰تا  ‐۲۰، بايد آن را در دماي HSVو 

۲‐۱۰‐۲‐۲‐RNA: ــه ــاي نمونــ ــهاي    CSFهــ ــور ويروســ ــي حضــ ــراي بررســ ــها را  RNAبــ ــد انتروويروســ دار ماننــ

ــاعت        ــار س ــا چه ــك ت ــله ي ــود و در فاص ــرد نم ــله س ــد بلافاص ــرد  RNAباي ــتخراج ك ــدا    . را اس ــد از ج ــورت، بع ــن ص ــر اي در غي

  .مودتوان برروي يخ خشك به آزمايشگاه ارسال نرا مي CSFهاي فريز شده كردن گلبولهاي قرمز، نمونه

  

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

ــاي     ــلولها در دم ــن س ــداري اي ــه نگه ــتخراج      ۳۷ادام ــام اس ــا هنگ ــراد ت ــانتي گ ــه س ــا  DNAدرج ــي  RNAي ــيه م ــرددتوص . گ

تـــوان در حجـــم مناســـب از محـــيط در غيــر ايـــن صـــورت، بعضـــي از انـــواع ســـلولها ماننـــد، آمينوســـيتها و لنفوبلاســـتها را مـــي 

ــال داد    ــگاه انتقـ ــه آزمايشـ ــاق بـ ــاي اتـ ــلولي و در دمـ ــت سـ ــيونهاي   . كشـ ــد سوسپانسـ ــلولها را ماننـ ــر سـ ــواع ديگـ ــي از انـ بعضـ

ــداري   ــه نگهـ ــت بـ ــاني، ممكـــن اسـ ــيتهاي انسـ ــراكندروسـ ــال در شـ ــاليط يو انتقـ ــند يخچـ ــته باشـ ــاز داشـ ــتورالعملهاي . نيـ دسـ

   .ايت گرددها بايستي رعدر مورد اين نمونه RNAو يا  DNAنحوه پايدار كردن 

                                                 
گيرند بايد بصورت مورد استفاده قرار مي (EBV)بار  ‐ويروس اپشتن با) immortalization(اميرا كردن كه براي ن Buffy Coatهاي نمونه ١٠

 فريز شده و برروي يخ خشك به آزمايشگاه انتقال يابند
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    : (FNA١١) ره با استفاده از سر سوزن نازکينمونه آسپ ‐۲‐۲‐۱۲ 

مراجعـــه شـــود  ٦‐٤‐٣١بـــه بخـــش ( شـــود يره مغـــز اســـتخوان عمـــل ميمطـــابق دســـتورالعمل آســـپ DNAاســـتخراج  يبـــرا

قــــرار  RNAدارکننــــده يا در محلــــول پايــــبلافاصــــله خنــــک کــــرده  يســــتيبايرا م RNA  ،RNAجهــــت مطالعــــه ). 

ــ ــ. ميده ــاو اگ ــه ح ــد عمل  ير نمون ــز باش ــول قرم ــگلب ــازي ــول پا    يات پاکس ــردن محل ــافه ک ــل از اض ــز قب ــول قرم ــگلب ــده ي دار کنن

RNA رديصورت پذ يستيبايم .  

ــتخراج  ــا  RNAاس ــه ه ــده م  ياز نمون ــک ش ــتيبايخن ــدت   يس ــرف م ــا  ٢ظ ــردار    ٤ت ــه ب ــس از نمون ــاعت پ ــود  يس ــام ش . انج

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

دار يــپا يتجــار يدرصــورت اســتفاده از محلولهــا  . ماننــديدار ميــهفتــه پا ٤تــا  ٢منجمــد حــدود   ينمونــه هــا . شــودحــذف 

  . توجه شود يستيبايسازنده م يکمپان يبه دستورالعملها RNAکننده 

 

  : بافت ‐۲‐۲‐١٣

 DNA :اســتخراج   يبــراDNA شــگاه منتقــل   يخ مرطــوب بــه آزما يـ ـ يعا خنــک کــرده و بــررو  يســر  يســتيبايرا م ، بافــت

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

نــه نمو. ع منجمــد کــرد يتــروژن مــا يدر ن يتــوان بافــت را بــه ســرعت در مکــان نمونــه بــردار      ين ميهمچنــ. کــرد ينگــه دار

ا يـــط مناســـب بـــرش يدر محـــ يســـتيبايقـــرار دارنـــد م FISHمثـــل  inSitu يملکـــول يهـــا يکـــه در برنامـــه بررســـ يهـــائ

OCTشود ينگهدار يت منجمد تا پردازش آتيقرار داده و در وضع ١٢.  

ــا  ــا  DNAعمومـ ــا ٢٤در بافـــت تـ ــاعت در دمـ ــا  ٢ يسـ ــانت ٨تـ ــه سـ ــداقل يدرجـ ــه در  ٢گراد ، حـ ــانت ‐٢٠هفتـ ــه سـ گراد يدرجـ

ــرا ــداقل   يو ب ــدت ح ــال در  ٢م ــانت  ‐٧٠س ــه س ــگراد يدرج ــاي ــائ يا دم ــر پايپ ــن ت ــديدار مي ــته باشـ ـ . مان ــر خواس ــتخراج ياگ م اس

DNA   تــا هنگــام   فــرد مســئول را آگــاه ســاخت    يســتيبايرد، مينمونــه بافــت تــازه صــورت پــذ     افــتيدربلافاصــله پــس از

ــ ــه عمليرسـ ــدن نمونـ ــر يـ ــتخراج را سـ ــد  عاًيات اسـ ــروع کنـ ــا. شـ ــا  يبافتهـ ــد خصوصـ ــور  جامـ ــت تومـ  ــيبافـ ــع غنـ از  ي، منبـ

درجـــه  ‐٧٠بافـــت را در  يســـتيبايات اســـتخراج وجـــود نـــدارد م  يـــچنانچـــه امکـــان شـــروع عمل  . باشـــنديانـــدونوکلئاز م

نمونــه بافــت تــازه جهــت انجــام     . کــرد ينگهــدار يشــگاهيات آزمايــن تــر تــا زمــان انجــام عمل   يپــائ يا دمــايــگراد يســانت

ــتخراج ــدهيدر آ  DNAاس ــتيبايم ،ن ــرعت  يس ــه س ــوند  ب ــد ش ــون . منجم ــت خ ــردن م   يباف ــد ک ــل از منجم ــدا قب ــتيبايابت ــا  يس ب

ن در يزوپنتيــا در حمــام ايــع و يتــروژن مــا يج مطلــوب، بافــت را در ن يجهــت اخــذ نتــا  . ل شســته شــوند ين اســترينرمــال ســال 

ا يـــگراد يدرجـــه ســـانت ‐٧٠ يمـــدت، دمـــا يطـــولان ينگـــه دار يبـــرا. کننـــديگراد بـــه ســـرعت منجمـــد ميدرجـــه ســـانت ‐٧٠

                                                 
11     Fine Needle Aspirate 
12  Optimal Cutting Temperature 
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 يرا برنامـــه دوره ايـــشـــوند، ز ينگهـــدار" بـــدون برفـــک" يزرهـــايدر فر يســـتينمونـــه بافـــت نبا. شـــوديه مين تـــر توصـــيئپـــا

  . شوديک ميدنوکلئيب اسيدستگاه جهت آب کردن برفک موجب تخر يدمائ

 عاًيســـر يســـتيبايشـــوند ميارســـال م  RPMI١٣ط کشـــت يبافـــت تـــازه کـــه در محـــ ينمونـــه هـــا يات آمـــاده ســـازيـــعمل 

ــود  ــروع ش ــافت  . ش ــه ب ــر نمون ــت بررسـ ـ  ياگ ــا جه ــ يتنه ــد، ميک ميدنوکلئياس ــتيبايباش ــررو يس ــ يب ــه آزماخ ي ــل  يب ــگاه منتق ش

ارســـال  يتومتريک و فلوســـايتوژنتيســـ يهايجهـــت بررســـ يشـــات ملکـــوليچنانچـــه نمونـــه بافـــت تـــازه عـــلاوه بـــر آزما. شـــود

  .رديپذيط صورت ميمح يشده است، جهت زنده نگه داشتن سلول انتقال آن در دما

  

۱۴‐۲‐۲‐RNA  :   ــتخراج ــه اسـ ــافت  RNAچنانچـ ــه بـ ــت، م   ياز نمونـ ــر اسـ ــورد نظـ ــتيبايمـ ــل    يسـ ــا را قبـ ــه هـ نمونـ

ــازذخ ــازي ــول پا يره س ــدر محل ــرار داده و  ي ــاز ق ــانت  ‐۷۰در دار س ــه س ــگراد يدرج ــائي ــد   يا  پ ــرعت منجم ــه س ــر، ب ــود ن ت ــو نم ا ي

  .شروع شود RNAات استخراج يعمل يستيباي، ميساعت بعد از نمونه بردار ۱مدت کمتر از در حداکثر 

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

. باشـــديم  RNAيمحتـــو ينمونـــه هـــا ينگهـــدار يحـــيترج ين تـــر، دمـــايا پـــائيـــگراد يدرجـــه ســـانت ‐٧٠ يدمـــا. مانـــد

ــا  ــه هـ ــد ينمونـ  ــ يمنجمـ ــه بررسـ ــه در برنامـ ــول يکـ ــل (  inSitu يملکـ ــد م ) FISHمثـ ــرار دارنـ ــتيبايقـ ــ يسـ ط يدر محـ

OCT    کــه توســط   يبــافت ينمونــه هــا . شــوند يبــه صــورت منجمــد نگهــدار    يات آتــيــقــرارداده شــده و تــا شــروع عمل

ــا ين ــروژن م ــد م   يت ــده ان ــد ش ــرعت منجم ــه س ــتيبايع ب ــر رو يس ــ يب ــده و در   ي ــال ش ــک ارس ــانت  ‐٧٠خ خش ــه س ــگراد يدرج ا ي

د قبـــل از اســـتخراج از حالـــت يـــمنجمـــد نبا ينمونـــه هـــا. شـــوند ينگهـــدار RNAخراج ن تـــر تـــا زمـــان اســـتيپـــائ يدمـــا

مناســـب اســـتخراج  يط هـــاير محـــيا ســـايـــ ١٤اناتيوســـيزوتيوم ايديـــگوان در بـــافر ماًيمســـتق يســـتيباينـــد، بلکـــه ميمنجمـــد درآ

 يســتيبايم RNAباشــد، اســتخراج   ير نمــيبافــت امکــان پــذ   يفــور يدار ســازيــا پايــچنانچــه انجمــاد  . زه شــونديهمــوژن

ــدت  ــرف مـ ــاعت  ٤ظـ ــا يترج(سـ ــاعت ١حـ ــه گ) سـ ــد از نمونـ ــبعـ ــذ يريـ ــورت پـ ــر. رديصـ ــرايبهتـ ــدارين شـ  RNA يط نگهـ

  . باشدين تر ميا پائيگراد يدرجه سانت ‐٧٠ يخالص شده در دما

 ــ ــد در محـ ــت منجمـ ــه بافـ ــتيبايرا م OCTط ينمونـ ــررو يسـ ــ يبـ ــداکثر  يـ ــرده و حـ ــل کـ ــک منتقـ ــس از  ٢خ خشـ ــاعت پـ سـ

چنانچـــه نمونـــه منجمـــد . ردين تـــر صـــورت پـــذيا پـــائيـــگراد يدرجـــه ســـانت ‐٧٠ يدر دمـــا يره ســـازيـــافـــت نمونـــه، ذخيدر

ــررو ــ يب ــه آزماي ــود م يخ ب ــال ش ــگاه ارس ــتيبايش ــر يس ــعا در فريس ــانت  ‐٧٠زر ي ــه س ــگراد يدرج ــاي ــائ يا دم ــا  يپ ــرار داده ت ــر ق ن ت

 يســتيباي، مديــز حالــت انجمــاد درآ ن انتقــال ايچنانچــه نمونــه در حـ ـ . شــود يرياز بــاز شــدن نمونــه از حالــت انجمــاد جلــوگ     

 ‐٧٠ يســـت بلافاصـــله در دمـــايســـر نيم کهيدر صـــورتا يـــنمونـــه شـــروع شـــده  يات اســـتخراج بـــررويـــعتر عمليهرچـــه ســـر

  . زر قرارداده شودين تر در فريپائ يا دمايگراد يدرجه سانت

                                                 
13     Roswell Park Memorial Institute 
14    Guanidinium Isothiocyanate 
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ــه ياز آنجائ ــط  RNAکـ ــا تخر RNaseتوسـ ــهـ ــا  يب ميـ ــه هـ ــود، نمونـ ــت را در ت يشـ ــايبافـ ــت يوبهـ ــتر يکيپلاسـ ل و ياسـ

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 ــورد ي زر م

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

  .شوديک ميدنوکلئيب اسيرفک موجب شکست و تخرن دستگاه ها جهت رفع بيا يبرنامه دوره دمائ

، نمونــه بافــت  RNAن جهــت اســتخراج  يبنــابرا . باشــندياز نوکلئازهــا م  يمنبــع غنـ ـ يبافــت جامــد خصوصــا بافــت تومــور    

ــازه م ــتيبايت ــر  يس ــه س ــا يعتر در نيهرچ ــروژن م ــع يت ــام اي ــا در حم ــايزوپنتي ــانت  ‐٧٠ ين در دم ــه س ــگراد يدرج ــاي ــائ يا دم ن يپ

ــان   ــور ناگه ــر بط ــوند  يت ــد ش ــائ  . منجم ــه ه ــمن نمون ــتخراج    يدرض ــت اس ــا جه ــه تنه ــد را م   RNAک ــده ان ــه ش ــوان در يگرفت ت

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

ا يـــگراد يدرجـــه ســـانت ‐٧٠بافـــت در  ينگهـــدار يشـــود دمـــايه مينمونـــه هـــا، توصـــ يصـــرف نظـــر از مـــدت زمـــان نگـــه دار

  . ت استيز به قادر به فعاليگراد نيدرجه سانت ‐٢٠ يدر دما يحت RNaseرا ين تر باشد زيپائ

  

  : Oral Fluids) (يعات دهانيما ‐۲‐۲‐۱۵ 

ــورکل ــذخ يبطـ ــازيـ ــال ما يره سـ ــام آزما يو انتقـ ــت انجـ ــان جهـ ــات دهـ ــات يعـ ــلولها  RNAو  DNAشـ ــه سـ ــابه نمونـ  يمشـ

 يســتيبايدر نظرگرفتــه شــده اســت م   RNAش ين اســتثناء کــه اگــر نمونــه جهــت آزمــا     يــا باشــد بــا يم)  يدهــان( بوکــال 

ــه در  ــنمون ــاليمح ــ يط انتق ــده يا محلــول پاي ــو دارکنن ــاي ــالي يا در دم ــانت  ٨تــا  ٢ يخچ ــه س ــگاه منتقــل   يدرج ــه آزمابش گراد ب

  .رنديگش قرار يمورد آزما يساعت از نمونه بردار ٢٤ظرف مدت  يستيبايم يعات دهانينمونه ما. شود

  

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

ــه  ــت را م  FFPETنمونـ ــوک بافـ ــورت بلـ ــه صـ ــايبـ ــوان در دمـ ــدود  يتـ 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 ــردن   FFPETبـ ــک کـ ــروش خشـ بـ

ــران جهــ ـ   ــه بحـ ــت در نقطـ ــالبافـ ــود دارديت زدودن فرمـ ــه ف . ن وجـ ــتفاده از هرگونـ ــاو ياز اسـ ــاتور حـ ــج يکسـ مثـــل ( وه يـ

  . کرد يخوددار يستيبايم) B5کساتور يف

ــا  ــه هـ ــه نمونـ ــه   FFPET ياگرچـ ــت مطالعـ ــ RNAجهـ ــتخراج   يه نميتوصـ ــان اسـ ــا امکـ ــود، امـ ــا از RNAشـ ــه يـ ن گونـ

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 م  يتنه ــا اس ــه ه ــود زير نمون ــش ــت آزما  ي ــب جه ــه مناس ــول يرا نمون ــات ملک ــ يش  ينم

 .   باشند

                                                 
15 Formalin- Fixed Paraffin Embedded Tissue  
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  :Semenنمونه  ‐۲‐۲‐١٧

ج ايـــن نمونـــه بايســـتي بلافاصـــله ســـرد گـــردد و در همـــان روز جمـــع آوري بـــه آزمايشـــگاه انتقـــال داده و تـــا زمـــان اســـتخرا 

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

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

hybridization in situ انجام داد.   

  

  خلط ‐۲‐۲‐۱۸

 ــ ــه خلـــط جهـــت بررسـ ــتيبايم DNA ينمونـ ــتر يسـ ــروف اسـ ــا يل جمـــع آوريدر ظـ ــده و در دمـ ــه آزما يشـ ــاق بـ ــگاه ياتـ شـ

تــا  ٢( يخچــالي يط دمــائيدر شــرا يســتيبايقــه، نمونــه م يدق ٣٠ش از ير در ارســال نمونــه بـ ـ يدر صــورت تــاخ . منتقــل شــود 

ــانت  ٨ ــه س ــدار   ) گراديدرج ــال نگه ــان ارس ــا زم ــود يت ــه آزما    . ش ــه ب ــال نمون ــان انتق ــول زم ــه ط ــگاه نيچنانچ ــش ــي  ٣٠ز ش ايز ب

  . رديپذيخنک صورت م يط دمائيز در شرايقه باشد، انتقال نيدق

ــض رسـ ـ  ــه مح ــه آزما  يب ــط ب ــه خل ــور   يدن نمون ــام ف ــان انج ــه امک ــگاه چنانچ ــا يش ــدارد م يآزم ــود ن ــتيبايش وج ــرا يس ط يدر ش

 يزمـــان يتـــا دوره هـــا ميتوانـــد وم يکوبـــاکتريماملکـــولي  يچنانچـــه نمونـــه جهـــت بررســـ.شـــوند يخچـــال نگهـــداري يدمـــائ

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

ــه م ــتيباينمونـ ــر  يسـ ــه سـ ــده   يهرچـ ــان جوابـ ــداقل زمـ ــه حـ ــا بـ ــود تـ ــام شـ ــت  يعتر انجـ ــدسـ ــقابل( م يابيـ ــدهيـ  يت جوابـ

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

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

ــا ــانت  ‐٧٠ يدم ــه س ــگراد و يدرج ــائي ــدار يا پ ــر نگه ــرد ين ت ــا . ک ــد س ــتفاده از ک  يهمانن ــورت اس ــا، در ص ــه ه ــر نمون ــاري  يت تج

و  يره ســـازيـــ، ذخيط نگهـــداريد شـــرات در مـــواريـــه هـــا و دســـتورالعمل ســـازنده کيبـــه توصـــ يســـتيبايجهـــت اســـتخراج م

  .انتقال نمونه ها توجه شود

   

  نمونه مدفوع ‐۲‐۲‐١٩

ــه       ــا كتابچ ــاب ي ــده در كت ــت ش ــوابط در خواس ــت ض ــا رعاي ــتي ب ــه بايس ــن نمون ــردد   اي ــال گ ــگاه ارس ــه آزمايش ــا ب ــاي راهنم در . ه

شــهاي ديگــر توصــيه شــده    باشــد و در بعضــي رو بعضــي روشــها، نيــاز بــه اســتفاده از ظــروف حــاوي مــواد نگهدارنــده مــي        

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

 يمخروطــ يا ســلولهايــک و ياپلاســتمت 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 ــتيبايم)  Broomsماننـ ــايدر مح يسـ ــال يطهـ ــه آزما  يانتقـ ــه و بـ ــرار گرفتـ ــوند يقـ ــل شـ ــگاه منتقـ . شـ

شــگاه يا آزمايــ وت يــســازنده ک يه هــايبــه توصـ ـ يســتيبايشــوند ميقــل مچنانچــه بصــورت خشــک در لولــه درب بســته منت    

ــرد   ــه ک ــده توج ــام دهن ــ. انج ــواع  يبعض ــواباز ان  ــ س ــداخل در بعض ــب ت ــول ياز آزما يها موج ــات ملک ــونديم يش ــوع   . ش ــه ن ــته ب بس

ــا ــائيآزمـ ــن اســـت در  DNAن دســـت، يش پـ ــا  ٢ممکـ ــانت ٨تـ ــه سـ ــداکثر يدرجـ ــا حـ ــه پا ١٠گراد تـ ــروز در نمونـ ــديـ . دار بمانـ

ــرد رسـ ـب ــه يمج ــوابدن نمون ــه آزما س ــگاه آن را در محـ ـيب ــاليش ــد     يط انتق ــل بع ــه مراح ــت ادام ــرده و جه ــق ک ــا يمعل ش يآزم

ا بلافاصــله پــس از  يــکــرد و  ينگهــدار کمتــرا يــگراد و يدرجــه ســانت  ‐٧٠ يحاصــل را در  دمــا  يع انتقــاليتــوان مــا يا ميــ

ــانتر ــا يفيسـ ــله را جهـــت آزمـ ــردن، رســـوب حاصـ ــورد  DNAو  RNAش يوژ کـ ــتفاده امـ ــرار داسـ ــا. دقـ ــه هـ ــد  ينمونـ منجمـ

  .ميدهيه ذکر شده در نمونه تازه مورد استفاده قرار ميوژ کرده و همانند رويفيسانتر ذوب کردن،را پس از 

 يدترجنتهــائ يشــوند ممکــن اســت حــاو   يه ميــته يشــات ملکــول يآزما يکــه بــرا  يانتقــال يط هــايد توجــه داشــت محـ ـ يــبا

  . گردديم ياز جهت مطالعات سلول شناسيمورد ن يشدن سلولها يباعث متلاش باشند که

) کيــد نوکلئيظ اســيو تغلــ ي، جداســازيمحصــول بــدون خــالص ســاز   ( ه ســلول يــم محصــول تجزيجهــت اســتفاده مســتق  

ن يهمچنـــ. ميهـــدف مـــورد نظـــر داشـــته باشـــ يط مطلـــوب شناســـائيتوجـــه لازم را بـــه شـــرا يســـتيباي، مPCRدر واکنشـــات 

ــوم م   ــدف ژن ــه ه ــيچنانچ ــت، ن يکروب ــبت اس ــلول م DNAس ــور  يس ــان، حض ــزب ــور ســا  ي ــدم حض ــدار  ير ارگانيا ع ــمها و مق س

  . ر بگذارديش تاثين دست آزمايت مراحل پائيترشحات، ممکن است بر موفق

  

  نمونه ادرار ‐۲‐۲‐٢١

ــيدهاي             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 ــم ادرار، فاص حج

درجـــه ســـانتي گـــراد و  ۲۵(از نگهـــداري نمونـــه ادرار تـــازه در دمـــاي اتـــاق و بـــالاتر  . يـــك مـــورد نظـــر تـــاثير گذارنـــد نوكلئ

ــالاتر ــون    ) ب ــز نمــود چ ــود مقــادير بــالاي اوره،     pHبايــد پرهي ــي    DNAپــايين و وج ــرعت تجزيــه م تيمــار . نمايــدرا بــه س

ــه        ــتگي ب ــولي بس ــهاي مولك ــام آزمايش ــت انج ــازي جه ــاده س ــراي آم ــه     ادرار ب ــده در كتابچ ــنهاد ش ــوارد پيش ــام ــت  يراهنم كي

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

نيـــز، دســـتورالعملهاي خـــاص جمـــع آوري، انتقـــال و طريقـــه  RNAبـــراي مطالعـــات . درجـــه ســـانتي گـــراد نگهـــداري گردنـــد

  .ده بايستي موردنظر قرار گيرندنگهداري مكتوب ش
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ــه     ــازي نمون ــيظ س ــه غل ــاز ب ــورت ني ــي در ص ــا، م ــانتريفوژ، ا ه ــوان از س ــانتروت ــا    يفولتراس ــود، ام ــتفاده نم ــيون اس ــا فيلتراس وژ و ي

ــيظ       ــل تغلـ ــام عمـ ــد از انجـ ــله بعـ ــك بلافاصـ ــيدهاي نوكلئيـ ــازي اسـ ــده، جداسـ ــت كننـ ــالي ممانعـ ــواد احتمـ ــود مـ ــدليل وجـ بـ

   .دگردپيشنهاد مي

   

      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 

ــد     ــاده ميباش ــبتا س ــن روش نس ــاس اي ــانده        . اس ــس از پوش ــده، پ ــده ش ــه اي خوابان ــلايد شيش ــر روي اس ــه بافــت ب ــا نمون  عموم

ــد         ــرار ميگيرن ــه ق ــورد مطالع ــوري م ــکوپ ن ــا ميکروس ــتيکي، ب ــفاف پلاس ــيلم ش ــا ف ــدن ب ــلولهاي   . ش ــين س ــه محقق ــامي ک هنگ

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

ــد ــبيد  . ميکننـ ــفاف و چسـ ــتيکي شـ ــيلم پلاسـ ــدن فـ ــو موجـــب آب شـ ــاي پرتـ ــود گرمـ ــه آن ميشـ ــلول منتخـــب بـ ــدين . ن سـ بـ

ــد           ــاقي ميمان ــورده ب ــت نخ ــت دس ــرش باف ــابقي ب ــده و م ــده ش ــي کن ــت براحت ــه از باف ــورت آن تک ــروزه سامـ ـ. ص ــاي ـام انه ه

ــول            ــت ملک ــه و بازيــابي زيس ــوص و مطالع ــلولهاي بخص ــدي جهــت جداســازي س ــن روش ابــزار مفي ــاري موجــود از اي هــا  تج

  . ي آن ميباشند

DNA   رنــگ آميــزي شــده   ) فــروزن(ن از تکــه هــاي حاصــل از ايــن روش از نمونــه هــاي فريــز شــده        ژنوميــک را ميتــوا

کـــه بـــا روشـــهاي مرســـوم پـــردازش ميشـــوند و همچنـــين از برشـــهاي بـــافتي پارافينـــه فـــيکس شـــده بـــا فرمـــالين، بطـــور    

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 RNAه از انواع روشهاي استخراج استفاد

ــاي  ــر     LCMکاربردهـ ــوارد زيـ ــه مـ ــر بـ ــال حاضـ ــوان در حـ ــت و ميتـ ــزايش اسـ ــال افـ ــرعت در حـ ــکي بسـ ــات پزشـ در تحقيقـ
  : اشاره کرد

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

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

ــد  ــافتي ميکنـ ــه . بـ ــل از روش    cDNAکتابخانـ ــت حاصـ ــه بافـ ــي     LCMاز تکـ ــوي واقعـ ــين الگـ ــت تخمـ ــوان جهـ را ميتـ

تمــامي بــا  LCMتلفيــق . تهــاي خــالص ســلولهاي مــورد نظــر در بافــت واقعــي مــورد اســتفاده قــرار داد         بيــان ژن در جمعي

روش هـــاي ملكـــولي توانـــائي بـــالقوه مـــارا در دســـتيابي بـــه تشـــخيص ملکـــولي، تخمـــين پـــيش آگهـــي بيمـــاري، انتخـــاب    

  .درمان و پايش پاسخهاي درماني در دسته هاي باليني مختلف افزايش ميدهد
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  و غني سازي عوامل بيماريزا تافزايش غلظروشهاي  ‐۲‐۵ 

 . باشدنياز به غني سازي يا غليظ نمودن نمونه نمي با توجه به حساسيت بالاي روشهاي آمپليفيكاسيون در تستهاي مولكولي، عموماً

دا در مرحله اول اسيدنوكلئيك ابت که يمولکول يدر تستها Nested: نظير آمپليفيكاسيون يروش ها يتوان با بکار گير يهمچنين م

ش يافزا ي، ميزان حساسيت را بطور قابل ملاحظه اشود، آمپليفاي ميPCRدوم  آمپليفيكاسيون غني سازي شده و به دنبال آن توسط ران

توانند در طي مراحل اشاره به فرآيندي دارد كه با انجام آن، مواد ممانعت كننده كه مي PCRگاهي اوقات غني سازي در  .داد

  .گردنداسيون تداخل ايجاد نمايند، توسط پروتوكلهاي اختصاصي كار با نمونه، حذف ميآمپليفيك

 ي، مخون، مواد مخاطي، مايعات بافتي محل التهاب مثل ييزا در نمونه هايمارياز عوامل ب مواد مداخله کننده يجداساز يبرا در آزمايشگاه، 

  .فوژ استفاده نموديو سانتر) کليفا(مخصوص  با استفاده از وزن  يجداساز ياز روشها يبيتوان از ترک

   

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

/ ماجنيني در پلاس DNA بعلاوه، مقدار ناچيز. شودميزبان در ناهنجاريهاي گوناگوني مثل سرطان، بيماريهاي خودايمني و عفونتها ديده مي

در حال گردش در اين شرايط  DNAبهتر  يѧѧѧѧيااخيرا، تكامل در تكنيكهاي مولكولي موجب شناس. سرم خانمهاي حامله مشاهده شده است

و   DNAاند كه توسط آن شناسايي در گردش به محققين داده DNA اي درخصوصهاي جديد نيز ديد علمي تازهيافته. شده است

  .باشدپذير مي رديابي انواع ناهنجاريها امكان

يي با كم نهاغليظ ت. باشدغليظ اسيدهاي نوكلئيك بوسيله التراسانتريفيوژ كردن پلاسما يا مايعات فاقد سلول در سرعت بالا، امكان پذير ميت

  . شود، امكانپذير استقرار داده مي يجدا ساز اي كه در آن اسيدنوكلئيك بعد ازكردن حجم نهايي ماده

  

اي كم هنگاميكه تعداد پاتوژنها در نمونه: اتوژنها در سرم و پلاسما توسط سانتريفيوژ كردن در سرعت بالاغليظ پت ‐ ۲‐ ۵‐۲  

اين اصول در بعضي آزمايشهاي . گيرد، غني گردداي كه براي تشخيص يا ارزيابي كمي پاتوژن خاص مورد استفاده قرار ميباشد، بهتر است نمونه

 ۶۰براي ) ۲۴۰۰۰gحدود (ميلي ليتر از نمونه بوسيله سانتريفيوژ كردن در دور بالا  ۱تا  ۵/۰حدود . دكاربرد دار HBVو HIVكمي تشخيصي 

بايد در نظر داشت كه روشهاي غني . گرددو قبل از آزمايش در  ميزان كمي بافر دوباره حل مي هويروس رسوب داده شد. گردددقيقه غليظ مي

  .نمايند بكار برديا ساير مواد ماتريكس كه در روشهاي مولكولي تداخل ايجاد مي توان براي پروتئينها وسازي نمونه را مي

  

سم يکرواورگانيمغليظ محلولي كه در آن تعداد اندكي از تاز روش الترافيلتراسيون براي : غليظ پاتوژن توسط فيلتراسيونت‐ ۲‐۵‐۳

  .رديپذيفوژ صورت ميو سانتر (Vacuum)ن روش به دو صورت مکش يا. گرددوجود دارند، استفاده مي ها
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رقيق شده و  (PH 7/4)هاي مدفوع در محلولهاي بافري ابتدا نمونه: هاي مدفوعغليظ سازي پاتوژن در نمونهت ‐ ۲‐۵‐۴

 ماند حاويبعد از فيلتر كردن، اغلب آنچه باقي مي. شودسپس نمونه براي جدا كردن قطعات اضافي سلولي فيلتر مي. گردندسانتريفيوژ مي

 يها اسيدهاي نوكلئيك توسط پروتكل. غليظ نمود بالا م بوسيله سانتريفيوژ كردن با دورآنرا باز ه توانالبته مي. هاست ميكروارگانيسم

 . دنباشقابل جداسازي مي داستاندار

  

ــ ‐۲‐۵‐۵ ــا در يتغلـــ ــا CSFظ پاتوژنهـــ ــاوير مايو ســـ ــات بـــــدن حـــ ــلول يعـــ ، ادرار، CSF : ســـ

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

ــه در آزما   ــده ک ــت کنن ــول يممانع ــات ملک ــتلال ا يش ــاد مياخ ــها  يج ــه روش ــد، ب ــف احت يکنن ــمختل ــه تي ــند  ياج ب ــته باش ــار داش . م

 يک بـــه روشـــهايدنوکلئيج اســـاون، اســـتخريلتراســـيوژ و فيفين نمونـــه هـــا توســـط ســـانتريـــا يســـاز يظ و غنـــيپـــس از تغلـــ

   .رديپذيصورت م ۷‐۳شرح داده شده در بخش 

  
   يوپسيبافت وب يثابت کردن نمونه ها ‐٢‐٥‐٦

ــفرمآلدئ ‐٢‐٥‐٦‐١ ــال(د يـ ــفرمآلدئ :) نيفرمـ ــافر خنثــ ـ يـ ــورت بـ ــه صـ ــال يد بـ  NBF; Neutral% (١٠ن يفرمـ

Buffered Formalin (ن يبـــا فرمـــال يبـــافت يمـــار کوتـــاه مـــدت برشـــهايت يحتـــ. باشـــديکســـاتور مين فيپرمصـــرف تـــر

ــه حلال  ــت کـ ــان داده اسـ ــنشـ ــاهش م DNAت يـ ــديرا کـ ــداد. دهـ ــازده يتعـ ــه بـ ــتخراج مطالعـ ــول DNA اسـ ــا وزن ملکـ  يبـ

ــت   ــالا از باف ــده ب ــت ش ــال  ثاب ــا فرم ــيب ــه ت   ين را بررس ــد ک ــانداده ان ــرده و نش ــال  يک ــا فرم ــت ب ــار باف ــا تخريم ــن عموم ــل ي ب قاب

 يدر مطالعـــات ملکـــولثابـــت کننـــده ده بـــه عنـــوان ن مـــايـــن اســـتفاده از ايرا در بـــر داشـــته و بنـــابرا DNAدر  يملاحظـــه ا

 .شوديه نميدر بافت توص

  

  بافت  يثابت کننده هار يسا

ــگلوتارآلدئ ‐٢‐٥‐٦‐ ٢  ــ : ديـ ــور وسـ ــه طـ ــه بـ ــوان ف  يعياگرچـ ــه عنـ ــات م يبـ ــتاندارد در مطالعـ ــاتور اسـ ــکوپ يکسـ کروسـ

ــ ــتفاده م يالکترون ــته ا  ياس ــوذ آهس ــا نف ــود ام ــش ــتفاده از   ي ــت اس ــان لازم جه ــاده و زم ــان م ــال خاصـ ـ ي ــاده در اعم ــود، ين م ت خ

ــتفاده از ا ــاس ــوان ف  ي ــه عن ــاده را ب ــاتور بين م ــولوژيکس ــت  ي ــرده اس ــدود ک ــا. ک مح ــت     ين درحالي ــده اس ــانداده ش ــه نش ــت ک س

   .بالا دارد يبا وزن ملکول DNAاز  يحفاظت بهتر% ١٠ن ينسبت به فرمال  pH=٧با % ١د يگلوتارآلدئ
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 DNA ار خــــوب جهــــت حفــــظ يبســــ يکســــاتورهايف% ۱۰۰تــــانول تــــانول و ما:  اتــــانول و متــــانول ‐۲‐۵‐۶‐ ۳

ســنجش . شــونديک ميــد نوکلئيدر اســ يکــوچک يائيمير شــييــرا باعــث تغيــباشــند، زيمRNAو بــالا  يبــا وزن ملکــول  يهــا

ــا ــيزيف يهـ ــ ‐يکـ ــه  يائيميشـ ــد کـ ــان داده انـ ــد DNAنشـ ــر ف داًيشـ ــيزياز نظـ ــانول % v/v ۶۵در اتانـــل  يکـ ــو متـ  يمتلاشـ

  .جود دارد مجدد و يهنگام آبدهدر  يتخريب شده به فرم اصل  DNAهت برگشت نيز ج يو ماده اشده 

  

ــارنو يف ‐۲‐۵‐۶‐ ۴ ــاتور کــ  Carnoy's يکســ fixative  :ــا ــوط ين فيــ ــاتور مخلــ ــانول  يکســ ، %)۶۰(از اتــ

ــرم  ــ%) ۳۰(کلروفـ ــتيو اسـ ــيد اسـ ــت%) ۱۰(ال يک گلاسـ  ــيدر مقا. اسـ ــت فـ ــا بافـ ــه بـ ــال يسـ ــا فرمـ ــده بـ ــاتور ين، فيکس شـ کسـ

  .شوديراحت تر استخراج م RNAدر بافت بهتر حفاظت کرده و  RNAاز  يکارنو

  

ــارن  يف ‐۲‐۵‐۶‐ ۵ ــاتور متاکـــ ــوط  يف:  Methacarnکســـ ــارن مخلـــ ــاتور متاکـــ ــانول  يکســـ ، %)۶۰(از متـــ

ــرم  ــ%) ۳۰(کلروفـ ــتيو اسـ ــيد اسـ ــت%) ۱۰(ال يک گلاسـ ــارائ   .  اسـ ــه کـ ــت کـ ــده اسـ ــان داده شـ ــتخراج و تمام ينشـ ــاسـ ت يـ

اســتخراج شــده از ســـلول    RNAســه بــا   يکس شــده بــا متاکــارن قابــل مقا    يز بافــت فـ ـ اســتخراج شــده ا   RNA يســاختمان 

  .باشديکس نشده ميمنجمد ف

  

ــتون  ‐٢‐٥‐٦‐ ٦ ــک   : اسـ ــاتور در تکنيـ ــوان فيکسـ ــه عنـ ــتون بـ ــل آن    AMeX١٧اسـ ــه مراحـ ــود، کـ ــي شـ ــتفاده مـ اسـ

بنـــزوآت و  درجـــه ســـانتيگراد و ســـپس شستشـــوي آن در متيـــل     ‐٢٠شـــامل انکوباســـيون بافـــت در اســـتون در دمـــاي     

بـــاوزن ملکـــولي بـــالا  DNAبـــازده خـــوبي در تهيـــه  AMeXروش . گزيلـــول قبـــل از پارافينـــه کـــردن بافـــت مـــي باشـــد 

ــوان   ــين ميتــ ــته و همچنــ ــتفاده از   mRNAداشــ ــه اي بااســ ــيون نقطــ ــا روش هيبريداســ ــده از  RNAرا بــ ــتخراج شــ اســ

 . شناسائي کرد AMeXبافت فيکس شده با 

  

ــوپ يف ‐۲‐۵‐۶‐ ۷ ــاتور هـ ــتکن:   Hope١٨کسـ  ــيـ ــامل انکوباسـ ــوپ  شـ ــدت  يک هـ ــه مـ ــازه بـ ــت تـ ــب  ۱ون بافـ شـ

  . باشديم ۴/۶تا  pH ۸/۵نه در يآم يد هاياز اس يمخلوط يدر محلول محافظت کننده محتو

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

ون هنــوز يه انکوباســيــآگــاه بــود کــه ســلول هــا در خــلال ســاعت اول       يســتيباباشــد  RNAاگــر ملکــول هــدف   . باشــديم

ان يـــتوانـــد بـــر نمـــودار بين روش ميـــباشـــد اســـتفاده از ايم RNA يســـيان و رونويـــز بيزنـــده بـــوده و چنانچـــه مقصـــود آنـــال

RNA ــاث ــد يت ــذار باش  ــ. ر گ ــس از انکوباس ــد    يپ ــل بع ــرر، مراح ــدت مق ــه م ــوپ ب ــول ه ــا ت يون در محل  ــيب ــت در اس ــار باف تون م

                                                 
17  Acetone– Methylbenzoate- Xylen 
18  Hepes-glutamic acid buffer- mediated Organic solvent Protection Effect 
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 RNAو  DNA. شـــودينـــه ميبافـــت پاراف دا کـــرده و متعاقبـــاًيـــادامـــه پ يريـــگراد جهـــت آبگيدرجـــه ســـانت ٤تـــا  ٠ يدر دمـــا

ــت فــ ـ  ــل از بافـ ــت بررســ ـ   يحاصـ ــوپ جهـ ــده بـــا هـ ــا يکس شـ ــول يهـ ــا تکن يملکـ ــايبـ و  PCR،RT_PCR  يکهـ

  . باشد يمناسب م inSituون يزساديبريه

  

  و يکروويبا م يتابش ده‐۲‐۵‐۶‐ ۸

ــواج الک ــاطامـ ــيترومغنـ ــانس بـ ــا فرکـ ــاهرتز ٣٠٠ن يس بـ ــا  مگـ ــواج م يگ٣٠٠تـ ــوان امـ ــاهرتز تحـــت عنـ ــديگـ ــه بنـ  يکـــرو طبقـ

ــونديم ــ. ش ــا م   يف ــا ب ــه ه ــردن نمون ــکروويکس ک ــوامل  ي ــه ع ــته ب ــون محـ ـ يو وابس ــيهمچ ــلال    يائيميط ش ــه در خ ــراف نمون اط

 يکـــيزيو ف يائيميشـــ يگـــر روش هـــايکـــرو و ديبـــا امـــواج م يتـــابش دهـــ ي، تـــواليري، طـــول زمـــان پرتـــوگيتـــابش دهـــ

  :و شرح داده شده انديکرووينمونه با استفاده از م يکس سازيروش ف پنج . باشديکس کردن ميف

ک يـــکـــه در  يا هنگـــاميـــ inSituو بـــه صـــورت يـــکروويکـــه در آن نمونـــه هـــا تحـــت تـــابش م: يدار ســـازيـــپا •

ــول ف ــولوژيزيمحل ــي ــرار گ   يک نمک ــه ور اســت ق ــديغوط ــيا. رن ــاختمان با ين تــلاش مينچن ــود س ــت بــدون در  ش ف

 .حفظ شود يائيميش يکساتور هايمعرض قرار گرفتن ف

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

 يتحـــت تـــابش انـــرژ) هيـــه تـــا چنـــد ثانيـــهـــزارم ثان(ارکوتاه يمـــدت زمـــان بســـ يبـــرا يائيميط شـــيک محـــيـــ

 .رنديو قرارگيکروويم

ر قـــرار دادن بافـــت بـــا ين روش بعـــد از تحـــت تـــاثيـــدر ا: ييايميبـــا مـــواد شـــ يقبـــل از ثابـــت ســـاز يو دهـــپرتـــ •

 يائيميشـــ يکســـاتورهاي، بـــا غوطـــه ور کـــردن بافـــت در فيکس ســـازيفـــ يکنـــواختيو، جهـــت بهبـــود يـــکروويم

 .کنديدا ميات ادامه پين عمليالمثل فرم

 .کساتورها در نمونه خواهد شديل اثرات فيتسه که موجب: ييايميبا مواد ش يبعد از ثابت ساز يپرتوده •

ــعه م  • ــابش اش ــکروويت ــراه فـ ـ ي ــه هم ــازيو ب ــنع    يکس س ــرات تص ــه اث ــاد ک ــا انجم ــدود   (artifact) يب ــاد را مح انجم

 .سازديم

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

ــر از  ــيم ٥٠کمت ــريل يل ــت ــداقل   يدر ظرف ــه ح ــک ــدود  ي ــد آن ح ــانت ١ک بع ــد توصـ ـيس ــوديه ميمتر باش ــ. ش ــت  يف ــردن باف کس ک

ــا م ــکروويبـ ــافر يـ ــاز   PBSو در بـ ــت سـ ــه از ثابـ ــت کـ ــانداده اسـ ــال ينشـ ــتيدر فرمـ ــت دسـ ــه  يابين جهـ ــژنوم DNAبـ ک يـ

  .ت بالا بهتر استيفيبا ک يروسيو

ــا  ــتگاه هـ ــتفاده از دسـ ــکروويم ياسـ ــانگيـ ــر امن يو خـ ــاز نظـ ــيـ ــذن يت و همچنـ ــدود يدارا يريتکرارپـ 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
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ــکروويم ــراي ــ يو ب ــد   يف ــده ان ــاخته ش ــت س ــردن باف ــزار تنظ. کس ک ــياب ــواح   يم ــون ن ــپ نئ ــائ   يلام ــالا و پ ــدرت ب ن در آون يباق

ــکروويم ــائيــ ــديم يو را شناســ ــا  .کننــ ــه هــ ــافت يجعبــ ــام Agar-Saline-Giemsa يبــ ــرايدر تــ ــت يط ين شــ کنواخــ

  . کننديبه بافت کمک م يگرماده

  

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

 FFPET ــ ــت تع اًاساسـ ــيجهـ ــن ژنوتيـ ــرطان يـ ــت سـ ــانيبا يپ بافـ ــرار م   يگـ ــتفاده قـ ــورد اسـ ــده مـ ــگيشـ  FFPET.  رد يـ

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

ــيتع ــن ژنوتي ــا        ي ــا بافته ــتفاده از آنه ــورد اس ــع م ــا منب ــه تنه ــده ک ــوت ش ــراد ف ــانيبا FFPET يپ اف ــاربرد    يگ ــت ک ــده اس ش

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

در نظــر  ين نمونــه هــا از قبــل جهــت اســتفاده در مطالعــات ملکــول      يــب  معمــولا ايــن ترتيــبــه ا. شــوديت اســتفاده مســين

را نشـــان دهنـــد نمونـــه  ير منتظـــره ايـــغ يافتـــه هـــايک يســـتوپاتولوژيکـــه مطالعـــات ه يتنهـــا در صـــورت. شـــونديگرفتـــه نم

FFPET ــ ــت بررسـ ــول يتحـ ــرار م يملکـ ــگيقـ ــيرد و ايـ ــينچنـ ــا ين بررسـ ــول يهـ ــآ يملکـ ــ يتـ ــت رسـ ــه يجهـ ــدن بـ ک يـ

  . شوديم يضرور يص قطعيتشخ

در  يدن بـــه حـــداکثر کـــارآئيرســـ يبـــرا. ط منتقـــل کـــرديمحـــ يتـــوان بـــدون اشـــکال در دمـــايرا م FFPET ينمونـــه هـــا

ــول يهـــا يبررســـ ــازه را ميملکـ ــبطـــور ا( نـــازک  يدر برشـــها يســـتيباي، بافـــت تـ ــانت ٢/٠دآل بـــه ضـــخامت يـ متر و نـــه يسـ

قطــع  ) کس کنــد يبافــت را فـ ـ يدر بافــت نفــوذ کــرده و بــه خــوب     ين بتوانــد در براحتـ ـيفرمــالمتر کــه يســانت ٣/٠شــتر از يب

ــال   ــافر فرم ــرده و در ب ــيک ــداکثر   ين خنث ــا ح  ــ ١٢ت ــاعت ف ــرديس ــواه . کس ک ــر بخ ــازک  ياگ ــت ن ــم باف ــل   ي ــزرگ را قب ــه ب ا نمون

ن بتوانــد از درز يه تــا فرمــال تــوان بافــت را شــکاف داد  يم، مينــه کنـ ـيکس کــرده و بافــت را پاراف يشــات متعــدد فـ ـ يازانجــام آزما

و  B5وه ماننـــد يـــج يحـــاو يکســـاتور هـــايف. کس شـــودينفـــوذ کـــرده و بافـــت بـــه طـــور مطلـــوب فـــ يشـــکافها بـــه راحتـــ

  . دهنديرا کاهش م DNAت يت و کميفيشوند به طور بارز کياز بافت م يريم گيکه موجب کلس يکساتورهائيف

ــ ــور کلـ ــا يبطـ ــه هـ ــع مناســـب ته،  FFPET ينمونـ ــمنبـ ــژنوم RNAو  DNAه يـ ــا کيـ ــالا يـــفيک بـ ــثلا جهـــت ( ت بـ مـ

ن يکس شــــدن بــــا فرمــــاليبعلــــت فــــFFPET موجــــود   DNA. باشــــندينم)  Southern Blottingاســــتفاده در 

 ينمونــه هــا  از يتــوان بــه خــوب  يجفــت بــاز را م  ٢٠٠کمتــر از  DNAقطعــات .  شــوديب و قطعــه قطعــه م يــتخر يتاحــدود

FFPET ــتکث ــواقع . ر داديـ ــوص در مـ ــت بخصـ ــوب آن اسـ ــدار  يمطلـ ــه مقـ  ــ DNAکـ ــد،  طراحـ ــم باشـ ــدف کـ ــر يپرا يهـ مـ

  . جفت باز باشند ٢٠٠تا  ١٠٠ن يب PCRرد تا قطعات حاصله از يصورت پذ يبه گونه ا

 ــ ــر هـ ــد از    ياگـ ــترس نباشـ ــازه دردسـ ــت تـ ــه بافـ ــتخراج  يم FFPETچ نمونـ ــت اسـ ــوان جهـ ــام  RNAتـ  RT-PCRو انجـ

  . جفت باز نباشد ١٣٠ش از يکون بيشود اندازه آمپليه ميتوص ياستفاده کرد، ول
                                                 

19     Formalin Fixed Paraffin- Embedded Tissue     
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ــه    ــا از نمونـ ــرش هـ ــب بـ ــخامت مناسـ  ــ FFPETضـ ــتخراج اسـ ــت اسـ ــت   يدنوکلئيجهـ ــودن بافـ ــلول بـ ــدازه و پرسـ ــه انـ ک 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 کريم ٨٠تـ ــر از بافتهـ ــتفاده در   يومتـ ــت اسـ ــک جهـ ــاف PCRکوچـ ــت يکـ ــرا. اسـ ــتخراج  يبـ ، DNAاسـ

چ دار قــرار يدرب پــ حــاًي، ترجيکيپلاســت يشــتر زده شــده و در لولــه هــا   يا بيــکرومتــر يم ٢٠بــرش از بلوکهــا بــه ضــخامت    

ــم ــه ميت. ميدهي ــوم ميغ ــتيبايکروت ــان  يس ــله زم ــرش بـ ـ  يدر فاص ــانول   يب ــا ات ــا ب ــه ه ــوند % ١٠٠ن نمون ــاک ش ــل  . پ ــت  قب درس

ــر،     ــورد نظ ــوک م ــرش از بل ــاز ب ــوک پارافي ــه يک بل ــدونن ــداقل    ب ــدا ح ــت را ابت ــرش زده و در  ٢باف ــت ٢ب ــت بررسـ ـي  يوپ جه

ــودن ت  ــاک ب ــوگ يپ ــا و جل ــه ه ــودگ  يريغ ــال آل ــا  ياز انتق ــ ياز بلوکه ــرار م يقبل ــق ــداقل . ميدهي ــيح ــاز ا يک ــت  ي ــا جه ــه ه ن لول

  . رديگيتخراج مورد استفاده قرار مر نمونه ها جهت اسيبه همراه سا يآلودگ يبررس

ــا   ــرش ه ــپس ب ــط گز  يس ــت توس ــاراف يباف ــول پ ــيل ــوا     ين زدائ ــو داده ، در ه ــانول شستش ــله در ات ــت حاص ــده، باف ــ يش ط يمح

ــط پروتئ  ــرده و توسـ ــک کـ ــازيخشـ ــتخراج "   K" نـ ــت اسـ ــم م DNAجهـ ــيهضـ ــرا. ميکنـ ــاز يبـ ــدا سـ ــت يجـ ــمت  يدسـ قسـ

  .شودياستفاده م .L.C.Mاز آن، از روش  DNAاز بافت و استخراج  يمشخص

 

  آماده سازي اسيدهاي نوكلئيك  ‐۲‐۶

روسها يو. اي باشند اي يا تك رشته هاي دو رشته DNA ا ي , RNAهاي ويروسي در سايز وتركيب بسيار متغير بوده و ميتوانند بفرم  ژنوم 

سـلول    ه تكثير آنها متغير بوده و بعضي از آنهـا در ژنـوم  چرخ. آنها بسيار متغير است   ي ويريون ژنوم بفرم خطي يا حلقوي بوده و اندازه يدارا

تـوان از   هـا را مـي   ويروس.  ابندي ير ميزبان تکثيم يميزبان داخل شده و بعضي فقط با وارد نمودن ژونمشان در مراحل مختلف چرخه سلول

  .هاي بيولوژيك جدا كرد  اجزاء سلولي و خارج سلولي نمونه

ژنـومي اسـت در صـورتيكه  روش جداسـازي نـوع خـارج        DNAژنومي درست شبيه جداسـازي   ويروس داخل DNAروش جداسازي  

مشابه است فقط در بعضي موارد  ها ويروس خارج ژنومي در تمامي ويروس DNAجداسازي . باشد مي RNAكروموزومي شبيه جداسازي 

هاي ويروس هـا قبـل از جداسـازي و      نياز به تغليظ پارتيكل  ه،انتخاب نمونه اولي: اين موارد عبارتند از . باشد نياز به رعايت نكات خاصي مي

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

  .باشيم  برو ميبا مشكلاتي درجداسازي رو هاي خاصي پوشيده شده،  باشد و يا بوسيله پروتئين كوچك مي

كار داريم كه حاوي مقدار كمي وهاي بيولوژيكي سر ويروسي غالباً كاري مشكل مي باشد چون معمولاً با نمونه جداسازي اسيدهاي نوكلئيك 

ي از لحـاظ  نهاي   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 اندازه (تيتراسيون 
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  ها  روش

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

  و يـا خـالص سـازي ژنـوم      هاي ليز شده ، هاي جداسازي آلي جهت خالص سازي اسيدهاي نوكلئيك كروموزومي و ويروسي از سلول روش 

هـاي   تواند محلـول  ايزوآميل الكل مي ‐كلروفرم  ‐فنل يا مخلوطي از فنل . گيرنديي از سلول مورد استفاده قرار مهاي عار ويروسي از نمونه

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

  .دشون توسط الكل رسوب داده مي در فاز آبي

ايـن   ،توضيح داده شد RNAبراي جداسازي    Chomezynski & Sacchiروش تغيير يافته جداسازي آلي براي اولين بار بوسيله   

  .شوند ويروسي استفاده مي RNAاي به منظور جداسازي  هاي تغير يافته آن بطور گسترده روش و روش

ها هموژنيزه و بعـد بـاكلروفرم    ابتدا نمونه. باشد ن تيوسيانات در دسترس مييدهاي تجاري يك فازي از فنل و گواني بطور مثال تعدادي معرف

موجـود در فـاز آبـي     RNAدر مرحلـه بعـد   . شـود يشوند اين محلول سپس بوسيله سانتريفوژ كردن، به فاز آلي و آبي تفكيك م مخلوط مي

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

  

                                                                                                                                           Target Captureروش  ‐۲‐۶‐۲

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

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

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

اسـتفاده از اليگـو نوكلئوتيـدهاي بيوتينـه كـه بـه ذرات        هاي سرمي ويروسي در نمونه DNAيك روش رايج در جداسازي و خالص سازي 

بـا   RNAase , DNAaseغير فعـال كـردن    هاي سرمي به منظور  نمونه. باشد  ميمي شود،  متصل  مغناطيسي پوشيده از استرپتاويدين

ن محلول پس از يا. شود حرارت داده ميco96گوانيدن تيوسيانات تيمار شده سپس به آن اوليگونوكلئوتيدهاي بيوتينه اختصاصي اضافه و در 

آلودگيها طي مراحل شستشـو حـذف شـده ودرنهايـت     . شود ن مخلوط مييديي پوشيده شده ، با استرپتاوسرد کردن در يخ، با ذرات مغناطيس

  .شوند هاي اسيدهاي نوكلئيك از پروب اختصاصي جدا مي ژنوم

  .باشند  هايي بسيار موثر بوده و براحتي قابل اتوماسيون مي چنين پروتكل 

  

  Silica Technology تكنولوژي سيلكا  ‐۲‐۶‐۳

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

اساس . باشند بدست مي دهد هاي حساس مولكولي بعدي مي قابل اعتماد بوده و اسيدهاي نوكلئيك با خلوصي بالا كه قابل استفاده در روش

هـاي   لئيك موجود در ليز سلولي يا عصاره عاري از سلول بـا ذرات سـيليكا تحـت شـرايط غلظتهـاي بـالاي نمـك       آن اتصال اسيدهاي نوك
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هاي كائوتروپيك موجود در محلول ليز كننـده سـبب تقليـب و     نمك. هاي گوانيديوم است  ا نمكيكائوتروپيك نظير يديد سديم ، پركلرات ، 

  . گردد موجود در نمونه مي RNAaseغير فعال شدن 

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

مانند و بعد ازمراحل شستشـوي سـليكا ،    هاي موجود در نمونه در محلول باقي مي ها و ساير متابوليت نوكلئيك به ذرات سليكا شده و پروتئين

  .شوند ظت نمكي پايين از آن جدا ميك تحت شرايط غلاسيدهاي نوكلئي

ي قـوي قـرار گرفتـه سـپس      ها ابتدا تحت شرايط تقليب كننده نمونه. باشند هاي تجاري در دسترس مي كيتبراساس اين متد مقدار زيادي  

هاي حاوي فيلترهـاي   بور نمونه از ستوني اتصال به سيليكا باشند كه با ع كند كه اسيدهاي نوكلئيك آماده شرايط بافري طوري تغير پيدا مي

جـدا  ( هاي شستشو حذف و اسيدهاي نوكلئيك توسط محلول بافري حل كننـده   درمرحله بعد آلودگيها بوسيله محلول. گيرد  سليكا انجام مي

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

  

  ي اوليه ها غليظ نمونهت ‐۲‐۶‐۴

هاي باليني مثل مدفوع ، پلاسما ، ادرار ، مايع نخاع و ساير مايعات بدن اغلب حاوي تعداد بسيار پاييني از سلول يا ويـروس   بسياري از نمونه

ر حائز اهميت قبل از شروع خالص سازي در افزايش ميزان جداسازي بسيا) فوژ يا فيلتر يبوسيله سانتر( ها  باشند در اين موارد تغليظ نمونه مي

  .باشد  مي

   

  فوژ كردن يسانتر ‐۲‐۶‐۵

هـاي كوچـك    فوژ كردن معمولاً در تغليظ اسيدهاي نوكلئيك ويروسي درمايعات بدن استفاده شده و براي اين منظـور تغلـيظ كننـده   يسانتر 

(Micro Concentrator) موقـع جداسـازي   . انجام اسـت  استاندارد جداسازي قابل  يبعد از تغليظ ،روشها. بصورت تجاري وجود دارند

اي ناشناخته  هار كنندههاي كائوتروپيك ضروري است چون ادرار حاوي م اسيدهاي نوكلئيكي ويروس از ادرار ، استفاده از بافرهاي واجد نمك

  .زيادي است

ردن مرحلـه سـانتريفوژ قبـل از    اضـافه ك ـ . توان اسـتفاده كـرد   از اولتراسانتريفوژ در افزايش حساسيت جداسازي ژنوم ويروسي از پلاسما مي 

يا يك محلول ليز كننـده   PBSشود اين رسوب سپس در  سبب بدست آوردن يك رسوب از ذرات ويروسي در ته لوله مي RNAاستخراج 

  .گردد  مناسب حل شده ومراحل بعدي جداسازي دنبال مي

  فيلتراسيون  ‐۲‐۶‐۶

اده مي شود براي اين منظور، مدفوع را درمحلول كلريد سديم حل كرده و سانتريفوژ ها در نمونه مدفوع استف فيلتراسيون براي تغليظ ويروس 

سلولي از آن حذف گردد  DNAهاي آن گرفته شوند و  نانومتري عبور داده تا سلول 0.22را از يك فيلتر  يكنند سپس مايع شفاف روئ مي

  .شود ئيكي ويروسي از فيلتر جدا ميسپس اسيدهاي نوكلنو. 
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آب كـه حـاوي تعـداد بسـيار      ينمونه هـا  يدر بررس (Micro Concentrator)ظ کننده يز تغليون وسانتريفوژ نمونه در يك رفيلتراسي 

شود و بررسي وجود ويروس در آن  اگر چه آب بصورت روتين جهت آلودگي باكتريايي آزمايش مي. شود پاييني ويروس مي باشند استفاده مي

  .باشند معمولاً پيچيده و گران مي اين منظور حساس نبوده و يفاده برارا متدهاي مورد استيرايج نيست، ز

  

  هاي كاتيونيك  دترجنت ‐۲‐۶‐۷

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

ي  دنبالـه . باشـد   ها  با گروههاي فسفات با بار منفي اسـيدهاي نوكلئيـك مـي    ي دترجنتتشكيل كمپكس بواسطه اتصال بين سرهاي كاتيون

ها اتصال برقرار نكرده و محلول باقي  ها با دترجنت پروتئين. تركيب وتغليظ آنها ميشود  صل سببحا  ها در خارج كمپكس آبگريز اين دترجنت

هاي داراي پـروتئين   نمونه. شود ها و پايداري بيشتر اسيدهاي نوكلئيك مييي آلودگها سبب حذف يكسر بنابراين استفاده از دترجنت. مانند مي

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

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

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

  

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

  ژنوميك  DNAنكات كلي هنگام جداسازي 

باشـد كـه    از بافت مي DNA، مخمر و باكتريايي اساساً شبيه جداسازي هاي حيواني، انساني يزسلولاز ل DNAمتدهاي رايج در جداسازي 

  .پيشتر توضيح داده شد 

هـا و حـذف محتويـات     دهـد بـويژه ليـز نمونـه     را تحت تاثير قرار مـي  DNAهاي مختلف خصوصيات متفاوتي داشته كه جداسازي  نمونه 

در زيـر نكـات كلـي    . گـذارد    قابل جداسازي تاثير مـي  DNAو چگونگي نگهداري نمونه بر ميزان بعلاوه كيفيت نمونه . اختصاصي سلولها

  .ژنومي ذكر شده است  DNAاستخراج 

  

  : هاي اوليه نمونه ‐۲‐۶‐۹

يا پزشكي قانوني هاي تازه ، ذخيره شده و  به عبارتي نمونه. ي نوع نمونه اوليه مورد استفاده است  طراحي و اصول آزمايش غالباً تعيين كننده

استخراج شده را تحـت تـاثير قـرار     DNA، ميزان و كيفيت كيفيت نمونه اوليه. ن در اين انتخاب تعيين كننده استو نيز نوع بافت و عمر آ

جـدا شـده ممكـن اسـت      DNAيابد و  ، كاهش ميري نمونه اوليه در شرايط نامناسباستخراجي در صورت نگهدا DNAميزان . دهد مي

 ـبعلاوه از انجماد و ذوب مكرر نمونه نيز بايد اجتناب شود چون ا.  ب شوديتخر ژنـومي شـده و در    DNAن عمـل سـبب كـاهش انـدازه     ي

. دارد  ياستخراج همچنين به اندازه، نوع و عمر نمونـه اوليـه بسـتگ    DNAميزان  .يابد پاتوژن كاهش مي  DNAهاي باليني ميزان  نمونه
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تشكيل شده است به مراتـب   هاي ريز در بافت سلولي كه از سلولنيز بستگي دارد بطوريكه اين ميزان محتوي اسيد نوكلئيكي به نوع سلول 

يـك نمونـه همچنـين بـه سـايز ژنـوم        DNAمحتوي . هاي بزرگتري تشكيل شده باشد سلولبيشتر از حجم مساوي از بافتي است كه از 

  .هاپلوئيدي و پلوئيدي سلول ها بستگي دارد 

  

   نمودن نمونه يتلاشليز و م ‐۲‐۶‐۱۰

  زان ي ـهاي بافتي ضروري است و ناكـافي بـودن آنهـا سـبب كـاهش م      از نمونه DNAنمودن کامل سلول بعد آزاد سازي  يليز و متلاش

DNAو يك پروتئياز ) جهت شكستن غشاهاي سلولي  (هاي ليز كننده حاوي دترجنت  اين فرايند عموماً بوسيله محلول. گردد  تخليصي مي

ها براي اينكه بصورت كافي ليز شوند نيـاز بـه تيمارهـاي اضـافي      بعضي نمونه. پذيرد صورت مي) هاي سلولي و پاتوژن  هضم پروتينبراي  (

ها ، در بخـش   هاي اختصاصي براي انواع نمونه ها ، دراين بخش آورده شده است و توصيه دارند راهنماي روش هاي تخريب مكانيكي نمونه

  . گيرد  بعدي مورد بحث قرار مي

  

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

هـايي بـا وزن مولكـولي بـالا را     DNA. كرد ) هموژنيزه(کنواخت يتوان بوسيله سرنگ و سوزن،  هاي ليز شده سلول و بافتي را مي محلول 

 ـافزايش حجم بـافر ل . رسد  افي به نظر ميمرتبه انجام دادن ك ۵‐۱۰براي اين كار . خردكرد ۲۰توان با عبور نمونه از يك سوزن نمره  مي ز ي

  .شود  كننده سبب تسهيل در كاركردن با نمونه وكاهش ميزان از دست دادن آن مي

  

  ها  روش

بـراي ايـن   . ژنومي با وزن مولكولي بالا و خـالص دارد  DNAهاي بيولوژي مولكولي نياز به  هاي پيچيده با استفاده از روش آناليز ارگانيسم 

هـا و   نيو ليز شـده ، پـروتئ   يها نمونه اوليه متلاش باشد و عموماً در تمامي اين روش آوريهاي گوناگوني در دسترس مي ها و فن  منظور روش

  .شود  بازيافت مي DNAساير آلودگيها از آن حذف و نهايتاً 

  

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

يـك   هـا بوسـيله   سلول. گردد  جدا مي يهاي آلي آلودگيها از ليز سلول كه در طي آن بوسيله محلولاستخراج آلي يك روش كلاسيك است  

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

بـي رسـوب داده   بوسيله الكل از فـاز آ  DNAمعمولاً . باقي بماندر فاز آبي د DNAآلودگيهاي موجود در ليز سلولي در فاز آلي حل شده و 

توانـد واكنشـهاي آنزيمـي     جدا شده در اين روش ممكن است حاوي مقداري فنل يا كلروفرم باشد كه مـي  DNA. گردد شده و خالص مي

. مـورد اسـتفاده قـرار گيـرد     PCRيين دستي مثل بعدي را مهار كند و بنابراين ممكن است آنقدر خالص نباشد كه در فرآيندهاي حساس پا
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تواند روشي حساس و وقت گير بوده كه تركيبات توكسيك مورد استفاده در آن در ميزان كارايي آن تاثير زيادي  ن ، اين روش مييعلاوه بر ا

  .دارد 

  

   Salting – outهاي  روش ‐۲‐۶‐۱۳

رسوب توليـدي بوسـيله   . شوند هاي بالاي نمك رسوب داده مي نمونه ، با كمك غلظتها و ساير آلودگيها موجود در  در اين روشها ، پروتئين

حذف پروتئين و سـاير آلودگيهـا ، بـا    . شود باقي مانده در محلول با استفاده از رسوب دهي با الكل بازيافت مي DNAسانتريفوژ جدا شده و 

 DNAخلـوص و ميـزان     .الكل غالباً ضروري مي باشدرار رسوبگذاري با دياليز ونيز تك  ، RNaseتواند ناكافي بوده و تيمار  اين روش مي

  .باشد جدا شده با اين روش غالباً بسيار متغير مي

  

  ٢٠کلرايد سزيم يشيب غلظت ‐۲‐۶‐۱۴

DNA ها با كمك دترجنت ليز شده و  در اين متد سلول. كلريد سزيم خالص كرد يتوان با كمك شيب غلظت ژنومي راميDNA  با كمك

 ـو ات CsClمجدداً بصورت محلول درآمـده و بـا    DNA. شود  كل رسوب داده ميال وم برومايـد مخلـوط و چنـدين سـاعت سـانتريفوژ      يدي

وم برومايد موجود در آن با كمك ايزوپروپانول حذف، سپس بـا الكـل   يدياز لوله سانتريفوژ جمع آوري شده و سپس ات DNAباند . گردد مي

و   بدست آمده با اين روش داراي خلوص بالايي است ولي روش بسيار خسته كننـده  DNA. افت شودآن بازي DNAرسوب دهي شده تا 

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

  

   ٢١  هاي بر پايه سيليكا روش  ‐۲‐۶‐۱۵

 هـا بـر   ايـن روش . باشـند  با كيفيت مـي DNA   يهايي ساده براي جداساز شباشند، رو تكنولوژيهايي كه اساس آنها استفاده از سيليكا مي 

ن ير گوانيـدين هيـدوكلرويك، گوانيـد   ينظ( اساس جذب انتخابي اسيدهاي نوكلئيك به سيليكا در حضور غلظت بالاي نمكهاي كائوتروپيك 

بـه سـيليكا    DNAشود كه تنهـا   ر مرحله ليز سبب مياستفاده از بافرهاي مناسب د. مي باشد) ايزوتيوسيانات ، يديد سديم وپركلرات سديم

سـپس   ها در مراحـل بعـد شستشـو شـده و     اين محلول .مانند هاي سلولي بفرم محلول باقي مي ها وساير متابوليت پروتئين ، RNAمتصل و 

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

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

دراين كيت ها سيليكا بصورت ذرات ژل يا فيلترهاي تعبيه شـده در سـتونهاي مخصـوص سـانتريفوژ شـدن، اسـتفاده       . استفاده بستگي دارد

استفاده از ستونهاي سانتريفوژي معمولاً بسـيار    .در دستگاههايي اتوماتيك را دارنداي آن قابليت استفاده  هاي چند حفره د كه فرمتگردن مي

تـوان از   همچنين مـي   .ارد محصول نهايي شود كاربرد داردو DNA، بهمراه از آن DNAتواند موقع جداسازي  بيشتر از سيليكاژل كه مي
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ي DNAسايز متوسط . هاي اتوماتيك بيشتر كاربرد دارد ، نيز استفاده كرد  بوسيله سيليكاژل پوشيده شده، كه در روش ذرات مغناطيسي كه

ايـن    ،بطور كل. و ساترن بلات مناسب است PCRبراي  DNAباشد كه اين  كيلو باز مي ۲۰‐۵۰شود غالباً بين  كه بوسيله سيليكا جدا مي

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

  

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

ي هاي فسفات اسيدهاي نوكلئيك و بار مثبت سـطحي مولكولهـا   اساس كروماتوگرافي تبادل آنيوني فاز جامد برهمكنش بين بار منفي گروه

هـاي   هـا و متابوليـت   ، پـروتئين  RNAهايي نظير  با سوبسترا باند شده و ناخالصي DNA در شرايط غلظت نمكي پائين. باشد سوبسترا مي

ب و يجدا شده با كمك الكـل ترس ـ  DNA. شود  خالص در شرايط نمكي بالا جدا مي DNAو  شوند شستشو حذف مي  سلولي طي مرحله

  .گيرد  ن توالي و ژن درماني مورد استفاده قرار ميتعيي هاي بعدي نظير ترانسفكشن ، ميكرواينجکشن ، بعد از حل شدن براي واكنش

است كه دوبار بوسيله سزيم كلرايد تخليص شـود ولـي    يا DNAكند كه خلوص آن معادل  توليد مي يا DNAتكنولوژي تبادل آنيوني  

بوده و در مقيـاس هـاي   تخليص شده مناسب نيازهاي مختلف  DNAدر اين روش از هيچ نوع ماده سمي استفاده نشده و .  در زمان كمتر

كه از نظر زمان انجام . گردد  بوده و توسط چندين كمپاني عرضه مي kb۱۵۰تا اندازه  DNAمختلف قابل اجراء است قادر به خالص سازي 

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

  

   بر پايه فيلتر كاغذي  روشهای مبتنی ‐۲‐۶‐۱۷

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

. دهند هاي جنسي مورد بحث قرار مي را جهت غربال نمونهDBS متون زيادي وجود دارد كه استفاده از روش . PCRها جهت انجام  نمونه

گردد و يا نمونه  نمونه بعد از شستشوي فيلتر كاغذي آن جدا مي DNA. گردند ار داده شده و خشك مينمونه بصورت نقاطي روي كاغذ قر

تـوان از آنهـا اسـتفاده     اين منظور مـي  يهمچنين كيتهاي تجاري وجود دارد كه برا. شود آن آزاد مي DNAبوسيله متانول فيكس و سپس 

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

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

ماه در درجه حرارت اتـاق   ۱۹و تيمار نشده قادرند حداقل  در يك مطالعه نشان داده شده است كه استفاده از فيتلرهايي تيمارشده. خراب شود

DNA را نگهداري نمايند .  

  RNAحذف  ‐۲‐۶‐۱۸

RNA  بسته به نوع روش جداسازيDNA تواند همراه آن تخليص گردد مي .RNA  بعضي آزمايشـات انجـام گرفتـه     يروممكن است

 RNAقادر است كـه   RNase Aتيمار نمونه با . اثري ندارد چنين  PCR شيآزما روي يداشته باشد ول ياثر مهرکنندگ  DNAروي 
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 RNase. خـالص شـده انجـام پـذيرد      DNAو يا بـر روي   DNAتواند در ضمن جداسازي  لوده كننده را حذف نمايد كه اين عمل ميآ

  .مي باشد  خريدبصورت تجاري قابل  DNaseعاري از 

  

  از بافت حيواني و انساني  DNAجداسازي  ‐۲‐۷

 Kنـاز  يتوان بوسيله بافر ليز كننـده و پروتئ  بيشتر بافتهاي انساني وحيواني را مي: نمودن بافت انساني وحيواني  يمتلاش ‐۲‐۷‐۱

، دن مكـانيكي بـه وسـيله هموژنايزرهـا    خرد کـر . شود نمودن بافتهاي تازه يا منجمد شده سبب افزايش ميزان ليز آنها مي يمتلاش.  ليز كرد

ها  ، ماهيچهقلب  ،بافتهاي پوست. زمان ليز شدن شود توانند سبب كاهش ميليمتر ، و هاون مي ۳‐۷اطيسي به قطر مخلوط كردن با ذرات مغن

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

  .هضم گردند

  

  :Rotor Stator Homogenizer ودن با استفاده از  نم 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 

ر زيـر سـطح نمونـه و    با قرار دادن پروانـه روتـور د   .شود چرخش سريع روتور با كمك برش مكانيكي و توربولانس سبب تخريب نمونه مي 

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

متر و  ميلي ۵‐۷هاي با قطر  ميكروليتر ، پروب ۳۰۰هاي حدود  براي حجم. هايي با سايز مختلف استفاده نمايند  توجه به حجم نمونه از پروب

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

  

  خرد كردن با آسياب  ‐۲‐۷‐۳

رات مخلـوط  شكستن و خـرد شـدن بوسـيله ذ    .شكست ذرات بيدتوان بوسيله آسياب كردن درحضور بافرليز كننده و  ها را مي بافتها و سلول 

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

  .ترها در هر مورد بايد معلوم شونداين پارام. كردن و ميزان نمونه اوليه بستگي دارد 

  

  :ژنومي از خون DNAجدا كردن  ‐۲‐۷‐۴

تواننـد فراينـدهاي پـايين     است كه مي يهاي آنزيم خون حاوي مهار كننده. شوند هاي خون معمولاً جهت آناليزهاي باليني استفاده مي نمونه 

نيز مي توانند بعنوان مهار کننـده عمـل    EDTAبعلاوه ، ضد انعقادهاي رايج مثل هپارين و . را تحت تاثير قرار دهند DNAدستي کار با 

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

  . آنزيمي باشد يكننده ها
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  :هاي خون پستانداران  هاي قرمز از نمونه حذف گلبول ‐۲‐۷‐۵

سـتانداران فاقـد   هاي قرمز بالغ پ باشد گلبول ژنومي مي DNAبراين ، ماهيها و قورباغه داراي هسته و بناهاي قرمز پرندگان درحاليكه گلبول

برابر گلبـول سـفيد اسـت، سـبب افـزايش بـازدهي        ۱۰۰۰هاي قرمز كه تعدادشان تقريباً  بنابراين جدا كردن و حذف گلبول. باشند هسته مي

  .توان بطرق مختلف انجام داد  گردد كه اين عمل را مي مي DNAجداسازي 

باشـد كـه نسـبت بـه گلبولهـاي سـفيد بـه شـوك هيپوتونيـك بسـيار            هاي قرمز بوسيله بافر هيپوتونيك مـي  انتخابي گلبوليك روش ليز  

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

  .شود  ها نيز مي روش سبب برداشتن گرانولوسيتاين . شود  هاي قرمز مي ها از گلبول لنفوسيت

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

هاي قرمـز   ن كه گلبوليريزي حد وسط كه همان بافي كوت است و لايه  سانتريفوژ سه لايه قابل تمايز است لايه بالايي پلاسما است، لايه

  .باشد  مي

  

  : هاي خون  تخريب نمونه ‐۲‐۷‐۶

  .بطور كامل ليز كرد  Kتوان بوسيله بافر ليز كننده پروتئاز يا پروئيناز  اند را مي هاي خون، از جمله آنهايي كه گلبول قرمز آنها جدا شده نمونه

  

  هاي خون از نمونه DNAهاي جداسازي  روش ‐۲‐۸

هاي بالقوه خون و نيز ضد انعقادهـا   هايي باشد كه سبب حذف مهار كننده از خون بايد حاوي روش DNAاشاره شد جداسازي همانطور كه  

، بـر پايـه اسـتفاده از بـافي كـوت       (Home Made) ير تجاريبيشتر متدهاي غ .با كيفيت مطلوب خالص نمايد DNAباشد ، تا بتواند 

  .گردد آنها استخراج مي DNAگيرند،  از بافت مورد استفاده قرار مي DNAجداسازي  يه براهايي ك استوار بوده كه بعداً توسط روش

اسـازي  درايـن روش جد . باشـد  ون تام بفرم تجـاري موجـود مـي   باكيفيت از خ DNAهاي مبتني بر فيلترهاي سيليكا براي جداسازي  كيت

  .باشد هاي مختلفي در دسترس مي ز كيتمورد نيا DNAباتوجه به ميزان وكيفيت . هاي قرمز ضروري نيست گلبول

   

  هاي باليني  ژنومي از ساير نمونه DNAجداسازي  ‐۲‐۹

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

. با كيفيت بايد از نمونه حـذف شـوند   DNA باشند كه براي بدست آوردن ادي ميهاي زي دههاي مدفوع حاوي مهار كنن ها بويژه نمونه نمونه

تـوان شـبيه    بيشتر مايعات بيولوژيك را مـي . شود ها از مدفوع مي  كيتهاي تجاري موجود حاوي موادي است كه سبب حذف اين مهار كننده

  .نمونه خون مورد استفاده قرار داد 
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  مل بيماريزا از عوا DNAجداسازي  ‐۲‐۱۰

 DNAهاي باليني جدا كـرد  توان از نمونه   ها را مي ها و ويروس ي باكتريها ، قارچها ، انگل. DNA  هـاي اينترگـه شـده در ژنـوم      ويـروس

هاي ويروسـي عمـدتاً از    پارتيكل ي DNA.شود ژنومي در بالا توضيح داده شده جدا مي DNAميزبان با همان روشي كه براي جداسازي 

هـاي ويروسـي بـا     شوند گاهي نياز است تا پارتيكل روس پائين است جدا مييكه در آنها تيتر و CSFعاري از سلول نظير پلاسما و مايعات 

درمواردي ) DNA )Carriesحاملين   اضافه كننده. هايي نظير اولتراسانتريفوژ ، اولترافيلتراسيون ، و يا پرسي پستياسيون تغليظ گردد روش

هـاي ،   عوامل بيمـاريزا كـه از نمونـه    RNAيا  DNAبايد توجه كرد . نمونه كم است نيز كمك كننده است ود درموج DNAزان يكه م

  .هاي جداسازي اختصاصي استفاده كرد  ژنومي همراه است مگر اينكه از روش DNAباليني جدا مي شوند هميشه با 

 ـنظ DNAتريها بايد رسوب داده شود و سپس ، ابتدا اين باك، باكتريايي از مايعات بيولوژيكDNAبراي جداسازي  ر جداسـازي از كشـت   ي

  .هاي باكتريايي انجام شود  سلول

   

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

هـاي مخمـر    كشت سلول    .يز كردبطور قابل قبولي ل Kه و پروتئياز  توان با استفاده از بافر ليز كننديهاي انساني و حيواني را م كشت سلول

هاي توليدي بوسيله سـانتريفوژ كـردن جمـع     اسفروبلاست. مار كرديي سلولي آنها ت ابتدا بايد بوسيله ليتيكاز يا زيمولاز به منظور هضم ديواره

را بايد قبل از ليزكردن بوسيله ) يا ساير تك سلولهاي جانوري ( هاي مخمري  سلول. شود ليز مي Kآوري و بوسيله بافر ليز كننده و پروتئيناز 

 Kهاي باكتريايي نيزبطور قابل قبولي ، با بافر ليـز كننـده و پروتئيـاز     بيشتر سلول. ميليمتر خرد كرد ۵/۰اي بقطر  مخلوط كن و ذرات شيشه

هاي نظيـر ليزوسـتافين دارنـد تـا      يمه با آنزيانكوباسيون اول ها بويژه باكتريهاي گرم مثبت نيز به يك بعضي باكتري. باشند  قابل ليز شدن مي

توان از مخلوط كـردن آنهـا بـا ذرات     هاي باكتريايي نيز مي براي تسهيل در ليز شدن سلول .و چند لايه آنها ليز شود  يي سخت سلول ديواره

  .براي اينكار آماده شوندضروري است كه ذرات شيشه با شستشوي آنها در اسيد نيتريك غليظ . ميليمتر استفاده كرد  ۵/۰اي به قطر  شيشه

 

 RNA يجدا ساز ‐ ۲‐۱۲ 

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

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

RNA   ل ـوامـا عي يـلال آلـک حيور ـوژن نمودن در حضـو هم يلاشـمت .رديم بپذتواند انجا يل ميذ يد هاـاز مت يکيبا

 يرات در الگويين وجود تغيبا ا. شوديمراحل آزاد م يرد که در طيگيها انجام م RNaseجهت ممانعت از  Chaotropic) (کــيکاوتروپ

د ابتدا يان ژن، نمونه بايق بيز دقيآنال يلذا برا. دهدتواند رخ  يآن و با هموژن نمودن م يا در طينمودن و  يقبل از متلاش RNAان يب

از روش  يبرخ . باشد يممکن است ضرور RNaseشده، افزودن ممانعت کننده  يمتلاش يدرصورت حجم اندک نمونه ها. ت شوديتثب

باشد  يهموژن نمودن م يبرا يک مرحله اضافيازمند يگر نيد يکه برخيد در حالينما يز ميکننده همزمان نمونه را هموژن ن يمتلاش يها

  . گردد يح ميشتر تشريات آن بيل جزئيکه در ذ
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  Rotor-Stator Homogenizerو هموژن نمودن با استفاده از  يمتلاش ‐۲‐ ۱۲‐۲

ز کننده يلاز در حضور بافر يزمان مورد ن.  دينموده و همزمان هموژن نما يتوانند بصورت کامل سلول ها را متلاشيزور ها مين نوع از هموژنايا

رجوع به (د يرا هموژن بنما يز سلوليتوانند  ليزورها مين نوع از هموژنايا.  باشد يه ميثان ۹۰ يال۵ يو سخت يبسته به سفت يوانيح يبافتها

ناسب د لوله ميبا يد حباب ميبه حداقل رساندن تول يبرا. شود يژن شدن نمونه موو هم يروتور در سرعت بالا  باعث متلاش). ۷.۳.۲.۶.۱.۱

  .ک طرف ظرف غوطه ور باشديبا حجم نمونه بوده و نوک پروب در داخل نمونه در 

از نمونه به نمونه  يزر، احتمال انتقال آلودگيز نمودن هموژنايتم يق برايدق يکبار مصرف و با اتخاذ روشهاي يبا استفاده از نوک ها: تذکر 

 .تواند کاهش داده شوديگر ميد

  

  :Bead Millsنمودن با استفاد ه از  و هموژن يمتلاش ‐۲‐ ۱۲‐۳

و  يمتلاش. گردند يز کننده متلاشيد و بافر ليب ٢٣ع در حضور ذراتيتواند بسرعت با استفاده از به همزدن سرين روش سلولها و بافت ميدر ا

ب ذرات، سرعت و شکل يرکنمودن موثر به اندازه و ت يمتلاش .دهديد با سلول رخ ميش مداوم ذرات بيهموژن نمودن در اثر برخورد و سا

ها، ذرات  ياستفاده باکتر يذرات مناسب برا .باشد يمرتبط مه ي، مقدار مواد اوليدگيهمزن، نسبت بافر به ذرات، زمان از هم پاش يبند

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

  .باشد ياز ميمتر مورد ن يليم ۷ يال ۳با قطر   يذرات ضد زنگ فولاد ياهيگ

 يتوان بصورت تجارت يد را ميشسته شده با اس يشه ايش يد هايب. ظ شسته شوديک غليتريد نيد ابتدا توسط اسيبا يم يشه ايش يد هايب

د بدون بافر يبا ينمودن م يع سرد شده، و متلاشيتروژن ماياستفاده در ن د قبل ازيبا يم) د ها و ظروفين بيهمچن( ياهيمواد گ. ه نموديته

  .  د در نظر گرفته شوديبا ينمودن متناسب با نوع نمونه م ير پارامتر ها متلاشيسا. ز کننده انجام گردديل

  

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

پودر (ون را يسوسپانس.  نديآ يع  خرد شده و بصورت پودر در ميتروژن مايده و تحت نع منجمد شيتروژن مايدر ن ن منظور نمونه ها فوراًيبد

نکه ير شده بدون ايتروژن تبخيد نيد و اجازه دهيع،  سرد نموده، سپس به  لوله متناسب انتقال بدهيتروژن مايدر داخل ن) عيتروژن مايبافت و ن

. ديد، ادامه دهينما يل را فراهم ميذ ياز متد ها يکيزه شدن با يکه احتمال هموژن يعتز کننده اضافه نموده و به سريبافر ل. نمونه ذوب شود

هموژن نمودن . تواند آنرا هموژنه کند ياما نم. دينما يتواند نمونه را متلاشيد که خرد کردن نمونه با استفاده از هاون و دسته آن مييتوجه نما

  .ابدين انجام يد جداگانه قبل از ايبا يم
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  Spin-Columnزر يهموژن نمودن با استفاده از هموژنا ‐۲‐ ۱۲‐۵

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

ن مجموعه در يمنتقل شده و ا spin-columnز شده به ينمونه ل .باشد ينمونه ها م متقاطع يآلودگهيچ ز بافت بدون ينمودن سلول و ل

  .گردديفوژ مي، سانتريجمع آور يداخل لوله ها

  

  :يجدا ساز يروش ها ‐۲‐ ۱۲‐۶

. باشديک در دسترس ميماتيآنز يآن از واکنش ها  (cleanup)ز نمودن يا تميو  RNA يجدا ساز يبرا يگوناگون يک ها و روشهايتکن

ن يدر ا. ابدي يگر آلوده کننده ها ادامه ميو د DNAن، يباشند که با حذف پروتئ يه مياولز مواد ينمودن و ل يروشها شامل متلاش يبطور کل

انتخاب دستورالعمل . کنند يک استفاده مياز چند تکن يبيدلخواه از ترک يپروتکل ها. رديگيمتفاوت مورد بحث قرار م يک هايبخش تکن

از ي، خلوص مورد ن)نييپا يبا وزن ملکول mRNA ،RNAک، يتو پلاسميس RNAکامل،    RNA )RNAبه نوع  يبخصوص بستگ

  .ا نه، داردياز باشد يدست نخورده مورد ن RNAنکه  ينه هر نمونه و اي، زمان  دلخواه و هز ين دستييپا يدر کاربرد ها

  

  : يميهضم آنز ‐۲‐ ۱۲‐۷

ل يم دودوسيدر حضور سد Kنار يه از پروتئنها با استفاديو هضم پروتئ يز سلولياز سلول شامل ل  RNA يجدا ساز يک متد ساده براي

   )يخالص ساز يا مواد آليتوسط حرارت و (  Kناز ير فعال نمودن پروتئيپس از غ. باشد يم RNaseک مهار کننده  يو ) SDS(سولفات 

DNA  آلوده کننده توسطDNase I  نعت از آلوده کننده ها ممکن است سبب مما. گردديک ساعت هضم مي يقه اليدق ۳۰به مدت

ر يآهسته و کم تاث Kنار يز با استفاده از پروتئيرا ليز. رديبافت مورد استفاده قرار گ يتواند برا ين متد نميا. شوند ين دستييپا يکاربرد ها

  .باشديمشکل م يخود RNaseتوسط  RNAب يبوده و ممانعت از تخر

ک يکه توسط  يک غلظت نمکيز شده به يمواد ل يق سازيرقعاقب مت  که باشد، يم ٢٤کينمودن توسط مواد کاوتروپ ين متلاشيگزيراه جا

  .ش دهديافزا يميمار آنزيت يب شدن در طيرا بدون تخر RNAزان يتواند م يم) Kناز ير پروتئينظ( م يآنز

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

و انجام رسوب با  ير استخراج آلينظ(کند، خارج نمود يک جدا ميد نوکلئين ها را از اسيکه پروتئ يکيرا توسط هر تکن DNaseم ينزآتوان يم

ح يز صحيو آنال RNA يقا برايدق  DNase I خروج کامل ). يونيض يا متد تعويو  silicaبر  يمبتن يص با استفاده متد هايالکل، تخل

RT-PCR از  يمانده ا يهر باق. است يضرورDNase I تواند يمcDNA د آن و يب نموده و به شدت در توليسنتز تخر يرا در ط

   .داشته باشد يير بسزايت آن تاثيکم
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  : ياستخراج آل ‐۲‐ ۱۲‐۸

ا کلرور يرسوب با الکل  ،يقو  (denaturant)ي، استخراج با دناتوره کننده ها Kناز ياست که اغلب با هضم پروتئ يکيتکن ياستخراج آل

ز نموده و يفنل سلول را ل. شوديب ميبا فنل ترک يدياسpHبطور نمونه ، نمونه در . گردد يب ميم ترکيکلرور سز يب غلظتيا شيوم و يتيل

 .  دينما ين ها را دناتوره ميپروتئ

. شوديم يبا قرار گرفتن در فاز آل RNAآن  از  يشده و باعث جدا ساز يآن خنث نمونه پروتونه شده ، شارژ DNA  يدياس pHدر 

RNA ص يتخل ع توسط مخلوط فنل کلروفورم مجدداًيوژ جدا شده و فاز ماين دو فاز توسط سانتروفيا. ماند يم يع آبيشارژ شده در فاز ما

 يب غلظتيا شيزوپروپانل و ياع توسط اتانل و يموجود در فاز ما RNA. شوديمانده فنل جدا م يگردد و سپس با استفاده از کلروفرم از باقيم

  .  دينمايم رسوب ميکلرور سز

RNA ين دستييپا يا کلروفروم باشد که واکنش هاياز فنل، و  يمانده ا يباق يممکن است حاو يص آليجدا شده با از استفاده روش تخل 

ک يو تراتوژن يروش بواسط استفاده از مواد سم نيا. داشته باشد ير اصليزان ژنوم تاثيم ييتر نهايتواند در خواندن ت يرا مهار نموده و م

  .باشد يع ميانتقال فاز ما ياز مند وجود مهارت براير بودن  نيت بوده و علاوه بر وقت گيمحدود يدارا

  

  : يقو يص با ستفاده از دناتوره کننده هايتخل ‐۲‐ ۱۲‐۹

را  RNase    باشند که به سرعت يم يقو يم دناتوره کننده هاويديد گوانيدروکلرايوم و هيديانات گوانيوسيزوتير ايک نظيمواد کائوتروپ

 يکاف يب سلوليتخر يدوم براينمک گوان. دينما يدست نخورده را فراهم م RNA يجداساز يبرا ينان لازم براير فعال نموده و اطميغ

م، يکلرور سز يب غلظتيم شيا کلرور سزيلکل و و رسوب توسط ا يمعمولا با استخراج آل  کياستخراج با استفاده از مواد کائوتروپ. باشد يم

  .باشد يهمراه م يديبرينش هيا گزيو يونيض يکا، تعويليبر س يمبتن يمتد ها

  

  : وميتيا کلرور ليرسوب با الکل و  ‐ ۲‐ ۱۲‐ ۱۰

، RNA يجداساز يااز روش ه ياريدر بس. باشد يک ميد نوکلئياس  salting outبر  يوم مبتنيتيا کلرور ليهردو روش رسوب با الکل و 

را يص شده زيتخل يقبل از رسوب ابتدا تاحدود  RNA. شوديوم استات استفاده ميا امونيم و يزوپروپانل در حضور سديا اي ياز رسوب الکل

مانده شسته شده،  يباق يدرصد جهت خارج نمودن نمک ها۷۰ن رسوب سپس با استفاده از الکل يا. کنديز رسوب مين DNA ن هاو يپروتئ

ن يم البته اييظ نموده و نمک ها را خارج نمايرا تغل RNAدهد که ين اجازه را مين روش به ما ايا.. گردديشود و مجددا حل ميک مخش

پلت رسوب داده شده ممکن . کند يار خوب عمل ميبس RNAص حجم فراوان يتخل ين روش  برايا يبطور کل. باشد ير ميروش وقت گ

ا پلت يو   RNAاندک  يژه در حجم هاين حالت بويا. ا در مرحله خشک نمودن از دست بروديلکل و مرحله خارج نمودن  ا ياست در ط

  .دشويده ميدر پلت وجود دارد، د) ر کلروفرمينظ(مانده  يباق يآل يکه حضور حلال هايا زمانيباشد ويکوچک م
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ن روش اگرچه در يا. رديمورد استفاد قرار گ RNA يرسوب افتراق يتواند برايوم ميتيمانده کلرور ل يدر محلول باق DNAکه يدر زمان

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

.   ديتداخل نما RT-PCR  ر  ينظ ين دستييپا يميتواند در واکنش آنزياز دارد که ميم نياز کلرور سز ييبعلاوه رسوب به غلظت بالا

  .شود يوم بکار گرفته ميتيمعمولا در ادامه  رسوب با کلرور ل يرسوب الکل

  

  : م و سوکروزيکلرور سز يب غلظتيش ‐ ۲‐ ۱۲‐ ۱۱

RNA ص گردديوم تخليکلرور سز يب غلظتيق شيفوژ از طريتواند توسط سانترويم .RNA وم يص شده با کلرور سزيتخل يکه تاحدود يا

 يفوژ ميسانترو)ساعت ۱۲ يال ۱۴(ک شب ين ساعت و معمولا يبه مدت چند  x g  36000 -40000د مخلوط شده در يوم برمايديات و

فوژ  بصورت پلت جدا يدر ته لوله سانترو  RNA .قرار دارند  (supernatant)ن ها در فاز محلول يو پروتئ DNAکه  يدر حال. شود

ن روش امکان يا. شوديوم رسوب داده ميمانده کلرور سز يتوسط الکل جهت خارج نمودن باق شده و يجمع آور RNAپلت .  شوديم

 يباشد، استفاده از آن را براير ، پر زحمت و گران ميار وقت گياگرچه بواسطه آنکه بس.  دينما يت بالا را فراهم ميفيدر ک RNA يجداساز

 يت سميوم است که خاصيد و کلرور سزيوم برمايدين روش استفاده از اتيت ايگر محدودياز د. متعدد مشکل است ينمونه ها يآماده ساز

کوچک  ين ملکول هايا. گردند ين نميوم ته نشيان کلرور سزي، در گراد 5s rRNA و tRNAر ينظ RNAکوچک  يملکول ها. دارد

 داًيک شديلن مرکوريد متيدروکسيه. شوندباشد جدا  يک ميلن مرکوريکه شامل مت يا ژل آگارزيان سوکروز و يق گراديتوانند از طريم

  .مشکل است ييايميباشد  و دفع آن به همراه مواد ش يلذا استفاده از آن خطرناک م ،ک و فرار بودهيتوکس

  

   يونيض يتعو يگروماتوگراف ‐ ۲‐ ۱۲‐ ۱۲

سوبسترا  يسطح يها يمثبت ملکول ک،  و شارژيد نوکلئيفسفات اس ين شارژ منفيبر واکنش ب يمبتن يونيض يتعو يفاز جامد کروماتوگراف

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

کوچک  يها يگر ملکوليو د RNA ،DNA يص موازين روش تخليا). شونديم يپاک ساز(شوند يشسته م يمتفاوت نمک يغلظت ها

RNA ادامه کار  يافت شده که برايتوسط رسوب با الکل باز) ه شدهيتصف(ک شسته شده يد نوکلئياس. دينماير ميمونه را امکان پذاز ن

  .باشد يمناسب م

در زمان  يوم بوده وليان کلرور سزيص در گراديمعادل حداقل دو نوبت تخل يکيولوژيت بيبا خلوص و فعال RNA، يونيض يتعو يتکنولوژ 

بر  يمبتن يا روشهايوم و يان کلرور سزيکوچکتر، که در گراد يجدا شده شامل ملکول ها RNA. باشد يرا قابل انجام م يترار کوتاه يبس

ک مذکور از مواد ين،  تکنيعلاوه بر ا. جدا شوند يتوانند بصورت انتخابيم RNAکوچک  يملکول ها.  ز هستيآمد ن يکا بدست نميليس

  .رديص مورد استفاده قرار گيگوناگون تخل ياس هاين مقياجات گوناگون و همچنياحت يتواند براياجتناب نموده و م يسم
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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  RNAگوناگون ياندازه ها ت ويفيمتفاوت 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. ديتواند فراهم نمايرا م RNA يع و مطمئن جداسازيک روش سريکا يليبر س يمبتن يتکنولوژ 

د يم، نمک يانات سديوسيزوتيوم ايديد و گوانيدرو کلرايوم هيديگوانر يک نظيکائوترپ ينمک ها يکا در حضور غلظت بالايليک به سينوکلئ

که يجذب  شود در حال  RNAد تا تنها ينما ينان را فراهم مين اطميز ايدر روش ل ياستفاده بافر اختصاص. باشديد  ميم پرکلرايدار و سد

DNA شوند و يکننده ها با شستشو پاک شده و خارج من آلوده يا. ماند يم يت ها در محلول باقيو متابول يسلول ين هاي، پروتئRNA  با

 يواکنش ها يشسته شد برا  RNAت ها ياکيبا استفاده از و مواد مناسب و . شوديک بافر کم نمک شسته ميت بالا با استفاده از  يفيک

  .گردديآماده م ين دستييپا

به  RNA يآلودگ يلذا آزمون برا. جذب گردد RNAدر عوض   DNA ممکن است RNAر اندک يواجد مقاد يدر نمونه ها :توجه

DNA باشد يادامه کار ضرور يک ممکن است برايژنوم.  

بعنوان مثال ذرات .  است يريباشد، در حال بکار گ يجدا شده متفاوت م RNAت يکا که در روش و کميبر سل يمبتن ين تکنولوژيچند

 ياز جمله روشها ٢٥يچند حفره ا يا واحد هايو  spin columnا در غشا در شکل يون و يکا ممکن است در شکل سوسپانسيليس

 RNAکا به يليراحت تر بوده و از انتقال ذرات س spin columnبهرحال استفاده از . گردد يطراح يزان بازدهيحداکثر م يک براياتومات

  .دينما يشود اجتناب ميدر مرحله آخر جدا م

 :  ٢٦گويل به اوليمتما يتوگرافبا استفاده از کروما  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 Aشنيزيدايبرين 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.  دهدياستفاده قرار م مورد

 يت هايا پليلاتکس  ‐استرن ي، ذرات پليسيمتصل به ذرات مغناط) dT( گويز از اولين يدر دسترس تجارت يت هايواجد سلولز ، ک يها

 ۶۵توسط حرارت در  يص کششيتخل يجدا شده و برا يکينياز نمونه کل  کامل mRNAبطور نمونه . رنديگيتر بهره ميتاکروياسترن م يپل

 RNA. گردديه آماده ميحذف ساختمان ثانو يخ براي يع در رويگردد پس از سرد نمودن سريص ميقه تخليدق ۵گراد بمدت يدرجه سانت

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

                                                 
25 Multiwell units 
26 Oligo Affinity Chromatography 
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 يظ کننده خلايير در تغليا تبخيسپس با استفاده از رسوب توسط الکل .  شوديز شسته مين mRNA. متصل شده اند، خارج گردد ياختصاص

  .باشد يله مناسب نميآدن ير پليغ mRNAص يلتخ يبرا (dT)گو ياول يص کششيتخل يروشها. ظ شودي،  تغل٢٧يوژيفيسانترو

  

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

ن يا. ز شده شونديجدا شده و آنال RNAدر  يتواند سبب مشکلاتيباشد م 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 يصازمند ملاحظات اختصاينوع نمونه ها ن

  .رديگيد مورد بحث قرار ميآ يگوناگون بدست م يکه از منشاء ها ييملاحظات در نمونه ها

  : بافت قلب، عضله و پوست ‐۲‐ ۱۳‐۱

تواند مشکل باشد، به يو کولاژن م يوندي، بافت پيانقباض ين هايو بافت پوست بواسطه وفور پروتئ ياز عضلات اسکلت RNA يجدا ساز

د در يباين پروتئاز ها ميا. ر قرار داد شونديتحت تاث Kناز يد با پروتئيبا ين نمونه ها  ميا. ديتداخل نما RNA يکه در جداساز يگونه ا

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

  :خون‐۲‐ ۱۳‐۲

باشد که  يمهار کننده م يم هاياز آنز يک مجموعه ايخون واجد . گردديم يجمع آور ينيبال يها يبررس ينمونه خون بطور معمول برا

. دير بنمايتواند در ادامه کار تاثين ميو  هپار EDTAر ين مواد ضد انعقاد معمول نظيعلاوه بر ا. ديتداخل نما RNAز يتواند در ادامه آناليم

را   مهار کننده يم هايا آنزيو  يت بالا  بدون حضور هر آلوده کننده ايفي، با ک RNAاست که  يازمند متدياز خون ن RNA يجدا ساز

  . ديفراهم نما

ل شده باشد که واجد يتشک) نابالغ گلبول قرمز يسلول ها( ييت هايکولوسيممکن است از رت) دهيگلبول قرمز رس يسلول ها( ت ها يتروسيار

mRNA ) اکثراglobin RNA (يبوده و در جدا ساز RNA ت ها شامل سه نوع سلول يلکوس. برخوردار باشد يت کمترياز اهم

  .باشنديت ميت و گرانولوسيت، منوسيلمفوس ياساس

به شک ت ها که يتروسيار يز انتخابيتواند با لين مهم ميا. را ساده گرداند RNA يت ها ممکن است جدا سازيتروسيخارج نمودن ار

ت يلکوس. شوند يک متلاشيپوتونيآنها بسرعت در حضور بافر ه.  باشند، انجام گردد يت ها حساس تر ميسه با لکوسيک در مقايپوتونيه

ب يوژ  شيگر سانتروفين متداول ديگزيمتد جا. گردد يانجام م  RNAوژ جدا شده و استخراج يدست نخورده، سپس توسط سانتروف يها

ت و يمفوسيل(منونوکلئر  يافت سلولهايتنها سبب باز  يب غلظتيفوژ  شيت،  سانترويتروسيز اريبر ل يمبتن يف روشهابر خلا. است ٢٨يغلظت

جدا  يتواند برايم يب غلظتيفوژ  شيجدا شده توسط سانترو يتک هسته ا يسلولها. دينما يت ها را ، خارج ميگردد و گرانولوسيم) تيمنوس

ت نمودن يد توجه نمود که اگر مراحل تثبيبا يم. ابديگر است، ادامه ير هر نوع سلول ديکه نظ يشبا استفاده از همان رو RNA يساز

تثبت  يمعرف ها. ابدير ييتواند تغيره شده ميدر نمونه خون تام ذخ يژن يل نسخه برداريرد، پروفايانجام نگ يرينمونه بالافاصله پس از خونگ

                                                 
27 Centrifugal vacuum concentrator 
28 Density –Gradian Centrifugation 
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در نظر است انجام  rRNAو  mRNAت يد اگر تثبيباشند و با يدر دسترس م يجارتنمونه خون تام بصورت ت يبرا يکننده اختصاص

  .شود

  :ها يباکتر ‐۲‐ ۱۳‐۳

 mRNA. باشد يمتفاوت م يضرور ياز جنبه ها يوت ها در تعداديوکاري mRNAسه با  يدر مقا ييايباکتر mRNA  يژگيو

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

 يرد و ميمورد استفاده قرار گ cDNAسنتز  يتواند براينم  (dT)گويمر اولين پرايعلاوه بر ا. باشد ير نميامکان پذ (dT)گو يد اوليبريه

  . استفاده شود ٢٩راندوم يمر هايد از پرايبا

 يگاه. باشد يدار ميناپا ينده اي،  بصورت فزايع باکتريرشد سر يقه برايدق 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 

نمونه  يد پس از جدا نمودن و قبل از انجام مراحل کار بر رويبا يه ها من اساس نمونيبرا. وت ها مشکل تر استيوکاريسه با يها در مقا

  . ت شونديبسرعت تثب

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

RNA  ش از يب ده برابر بيغلظت آن بطور تقر. گردديم ييشناسا يماران سرطانياز ب يد ها در سرم برخيپيهمراه با پروتئولDNA  شناور

ن ين حال  ايبا ا. باشد يدار ميپا  بطور متوسط دو روز در خون تام نسبتا يبا طول عمر RNAن يا. باشد يم يانسان يسماآزاد در پلا

RNA ر ينظ. ه گردديتجز يکل ها ذوب و انجماد متواليس يتواند در طيمRNA ن يفاقد سلول، افزودن حامل يعات بدنيدر ما يروسيو

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

  : چرب يبافتها‐۲‐ ۱۳‐۵

. د مشکل باشديپيتواند بواسط تداخل حجم ليز کننده ميل يبا بافر ها...) بطور مثال بافت ، مغز و ( چرب  ياز بافت ها RNA يجداساز

بافت و انباشت  يات بالايورت محتوگردند، لذا در ص يز نميع ليز کننده مايل يبطور کامل توسط بافر ها يچرب يواجد حجم بالا يبافت ها

 ين استخراج آليبنابرا. شوديم  RNAن استخراج ييجه سبب مسدود شدن آن غشا شده و بازده پايو در نت , spin column يدر غشا

  .ديز نمايچرب را بطور کامل ل ين نمونه هايتواند ايرا فنل مياست ز يبافت چرب ضرور

و  RNAر حضور فنل، و کلروفرم در ينظ( يف شده روش آليتوص يت هايتواند از محدوديکا ميليس بر 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 ي

کا افزوده شده و مراحل استخراج ادامه يما به غشا سليتواند مستقيم ي، فاز آبط اتصاليم شرايپس از تنظ. ابدي يفاز باتوسط کلروفرم ادامه م

   .ابدي

  
                                                 

29 Random Primer 
30 Free Circulating  RNA 
31 Guanidium Thiocyanate 


