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   مقاله پژوهشي  مجله دانشكده پزشكي اصفهان

 20/1/90: تاريخ پذيرش          11/10/89: تاريخ دريافت  1390 ماه خردادهفته اول /133شماره /منهسال بيست و 
  

  انساني منجمد يها از بافت RNAمختلف استخراج  يها روش سازي ينهو به ارزيابي

  
  3بايگي عمادي مجتبي دكتر ،2پور نيك پروانه دكتر ،1محمدهاشم فائزه

  

  

  خلاصه

 Real-time polymerase chain reaction هاي ژنتيك مولكولي مانند ميكرواري و سالم جهت به كارگيري در روش يRNAاستفاده از  :مقدمه

 تأثير تحت را RNA اين روي بر كار از حاصل بعدي نتايج است ممكن پايين، كيفيت با ييRNA با كار. رسد ميكمي، ضروري به نظر  RT-PCR يا

 آنزيم با تيمار و متفاوت ي ها كيت از استفاده با RNA استخراج مختلف هاي روش سازي بهينه و  مقايسه با شديم آن بر حاضر ي مطالعه در. دهد قرار

DNase، استخراج جهت استاندارد روشي به RNAيابيم دست انساني منجمد ي ها بافت از ي.  

 هاي بافت از كل يRNA استخراج ژن،كيا RNeasy Plus Mini و RNeasy Mini سيناژن، RNX plus ي ها كيت از استفاده با :ها روش

 DNase با تيمار از ژنومي، يDNA بردن بين از منظور به و گرفت صورت) عدد 15( پستان و) عدد 5( گليوما ،)عدد 40( معده شامل انساني منجمد

 ،cDNA سنتز از بعد. گرفت قرار بررسي ردمو الكتروفورز ژل و اسپكتروفوتومتري از  استفاده با آن كميت و كيفيت ،RNA استخراج از پس. شد استفاده

 قرار بررسي مورد آگارز ژل الكتروفورز از ي استفاده با نتايج و شد انجام TBP ژن براي شده طراحي اختصاصي پرايمرهاي از استفاده با RT-PCR روش

  .گرفت

 يRNA. نداد نشان RT-PCR واكنش در مناسبي نتايج DNase با تيمار از بعد سيناژن RNX plus كيت با شده استخراج يRNA: ها يافته

 دليل به نيز RNeasy Plus Mini كيت و RNA استخراج مراحل در DNase از ي استفاده دليل به كياژن RNeasy Mini كيت با استخراجي

  .داشتند RT-PCR واكنش براي خوب كيفيتي ژنومي DNA ي كننده حذف ستون داشتن

 RNAترين روش جهت استخراج  طي مراحل استخراج، مناسب DNaseاز  ي ، محلول كيازل و استفادهRNaesy Mini كيت تركيب :گيري نتيجه

 .ي مولكولي پايين دستي مورد استفاده قرار گيرد ها تواند با اطمينان جهت آزمايش  ي استخراجي ميRNAي منجمد انساني بوده و  ها از بافت

  .ان ژن، بافت انساني، بيRNAاستخراج : واژگان كليدي
  

 
  مقدمه

از  ينشـانگر خـوب   RNA يـان كـه سـطح ب   جايي آن از

 صـحت سـلول و بافـت اسـت،     فيزيولوژيك يتوضع

 و يـت كم از متـأثر  شدتژن به  بيان يزانم گيري اندازه

 تماميـت  و خلـوص . باشـد  يم ـ يآغاز يRNA كيفيت

RNA، ـ يزهايآنال كلي يتموفق براي مهم عناصر   ايينپ

شـروع كـار   . باشند يم RNA ي يههستند كه بر پا دستي

 يجاســت، نتــا پــاييني يفيــتك ايكــه دار يــي RNAبــا 

 قيمـت  گـران  و بـر  زمان سخت،كه  را يبعد آناليزهاي

ــأث هســتند، ــ يرتحــت ت ــرار م ــذا. )1-2( دهــد يق در  ل

ــات ز ــتمطالع ــي يس ــول شناس ــا يمولك  يو كاربرده

 عنـوان  بـه  بـالا  يفيـت بـا ك  ييRNAاز  بايد يصيتشخ

ــه. اســتفاده كــرد) Starting point( شــروع ي نقطــه  ب

 Real-time polymerase chain يـك تكن در خصوص

reaction يا RT-PCR هيبريديزاسـيون  ميكرواري، ي،كم 

 ي كتابخانه ،RNA يبردار رن بلات، نقشهنورت آناليز درجا،

cDNA تماميـت  اي، يهو هر نوع كاربرد آرا RNAكـل  ي 

اثـرات   يمطالعات مختلف ـ. شود كنترل يدبا استفاده شده
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 ژنـي  يـان ب يالگو يرا رو كل يRNA يتتمام يمجزا

ــا اســتفاده از   يبررســ يكــرواريو م يكمــ RT-PCRب

 يـزان كـه م  كلينيكي كاربرد درهمچنين . )3-5(اند  كرده

 نظيـر محدود و منحصر بـه فـرد اسـت،     يبافت ي نمونه

 ـ ي نمونه بـا   RNA ي،دسـت آمـده از عمـل جراح ـ   ه ب

سـاختار   دليل به. )6(است  نياز مورد قبول قابل يفيتك

وجــود گـــروه  ( DNAنســبت بــه    RNAمتفــاوت  

 ايـن  ،)2'در كربن شماره  يژناكس جاي به يدروكسيله

 يـدروليز تر بوده و نسـبت بـه ه   فعالبه نسبت مولكول 

 ي كننـده  تجزيـه  آنـزيم  يـن، علاوه بر ا. تر است حساس

RNA يعني RNase به وفور وجود داشـته و   يطدر مح

ــهباعــث تجز ــ RNA يعســر ي ي ــا RNase. شــود يم   ه

 يبـرا  اغلـب هستند كه  فعالي و پايدار ياربس هاي يمآنز

 دليـل  همين به ندارند، نياز فاكتورهاخود به كو عملكرد

 يدسـت ورز  يطشـرا  تمامي يدمراحل كار با تمامي در

 RNA تماميـت  و يفيـت بافت به دقت كنترل شود تـا ك 

از  ،RNAخلــوص  يصتشــخ بــراي. )7(حفــظ شــود 

ــور ــه  260 ينســبت جــذب ن ــانومتر ب ــانومتر  280ن ن

)(OD260/OD280 يـن ا حـال،  ينبا ا .شود يم استفاده 

 يـا فنـل   يدر رابطـه بـا آلـودگ    اطلاعـاتي  تنهـا  پارامتر

در  RNA يـت از تمام دقيقـي  اطلاعـات  و داده پروتئين

 ،RNA يـت تمام يبررس ـ بـراي . دهـد  يقرار نم ـ ياراخت

اسـتخراج   يRNAروش استفاده از الكتروفورز  ينبهتر

  .)8(است  آگارزژل  يشده بر رو

قابل اعتمـاد و حسـاس    يكمگيري  اندازه يك يبرا

 يكم RT-PCR تكنيك پايين، بيان يزانبا م mRNAاز 

 ياربس ـ تكنيك اين. است اولويت اولدر  انتخابي روش

 در RNA كـم  بسيار يرمقاد شناسايي به قادر و حساس

 كـل  يRNAغلظـت   يـق دق ييشناسـا . باشـد  يم نمونه

 بـوده  مهـم  ياربس mRNA كپيگيري تعداد  اندازه يبرا

 يجر به كممن تواند يم DNA آلودگي هر گونهاست و 

هـر   بنـابراين، . )9(شـود   RNA يـزان م يردقيـق كردن غ

 وباشـد   يم ـ مهـم  ياربس mRNA يدر تعداد كپ ينوسان

از سطوح  يناش تواند يم ژن بيان يزانم نتايج در تفاوت

رفع  يبرا. ها باشد نمونه يانم DNAبا  يمتفاوت آلودگ

اسـتفاده   DNase يمبـا آنـز   RNAيمار از ت مشكل، ينا

از محققان بـه خـاطر تـرس از     بسياري اگرچه شود، يم

RNase  موجود درDNase يهو تجز RNAاستخراج  ي

بـا   يمـار از ت ،مـدت  يطولان سازي ذخيره ينشده در ح

 مطالعـات  نتـايج . )7( كننـد  ياستفاده نم ـ DNase يمآنز

مـورد   يمرهـاي چـه پرا  كه چنان كنند يم پيشنهاد متعدد

 شده يدو اگزون متفاوت طراح يرو ،PCRر استفاده د

را در بـر   اينتـرون  يـك كـه حـداقل    يبه طـور  باشند،

 ي DNAبـه   پرايمرها اتصال با صورت يندر ا بگيرند،

 cDNAبا طـول متفـاوت نسـبت بـه      يمحصول يژنوم

 DNase يمآنـز  بـا  يمـار بـه ت  يـازي و ن شـود  يم ـ يجادا

 عـدم  از اطمينـان  خاطر به وجود، ينبا ا يول. باشد ينم

 RT-PCR يجنتـا  بر آن يرو تأث آلودگي گونه هر حضور

استفاده شود  DNase آنزيم با يماربهتر است از ت ي،كم

 كيفيــت و تماميـت  مهــم نقـش  بــه توجـه  بـا . )10-9(

 RNA يمراحــــل بعــــد يبــــر رو راجياســــتخ ي 

 مطالعه يندر ا هستند، RNA يكه بر مبنا هايي يشآزما

مختلف  يها روش يساز و بهينه يسهبا مقا يمبر آن شد

و  يمنجمـد انسـان   ي هـا  از بافت كل يRNAاستخراج 

 يينپـا  هـاي  يشآزمـا  روي DNase آنزيم با تيمار يرتأث

از بافـت را بـر    RNAروش اسـتخراج   بهتـرين  دستي،

قـرار   يـابي موجود در بـازار مـورد ارز   ي ها يتاساس ك

  .يمده

 
  ها روش

   گليوبلاستوما ،)عدد 40(از معده  يانسان يبافت يها نمونه

 ي كليـه  گـرفتن  نظـر  در با ،)عدد 15(پستان  و) عدد 5(
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 بـه  يتـروژن با استفاده از تانك ن RNaseاز  عاري شرايط

  مختلــف  كيــت ســه از اســتفاده بــا و منتقــل آزمايشــگاه

RNX plus )Cat#RN7713C يناژنس( ،RNeasy Mini 

)Cat#74104 ــاژنك  RNeasy Plus Mini و) يـــ

)Cat#74134 اســتخراج ) يــاژنكRNAصــورتكــل  ي 

 يها با توجه به پروتكل شركت موارد، ي كليه در. گرفت

 بـردن  بـالا  منظـور  به كه تفاوت ينبا ا ؛سازنده عمل شد

بـه   ،RNeasy Mini كيت توسط استخراج ي بازده ميزان

ل از محلـو  يـت، همـراه ك  RLTاستفاده از محلـول   يجا

 اســتفاده) يــاژنك Cat#79306( يــازلك RNA اســتخراج

بـه    RNeasy Plus Mini كيـت  اسـت  ذكر به لازم. شد

بـه   يـازي ن DNA ي ستون جـدا كننـده   يكداشتن  يلدل

ــارت ــدي يم ــا  بع ــزيمب ــان  DNase آن ــته و در هم نداش

 كنـد،  يجدا م ـ RNAرا از  يژنوم يآلودگ ،اول ي مرحله

 بـا  تيمـار از  ديگـر،  اسـتخراج  يـت در رابطه با دو ك ولي

اسـتفاده   يژنـوم  يDNAبه منظور حذف  DNase آنزيم

 مراحـل  انجـام  از بعد ،RNX plus محلولدر مورد . شد

ــز يمــاراز ت ،cDNAو قبــل از ســنتز  اســتخراج ــا آن  يمب

DNase I )Cat#EN0521 ــاز ــورد در و) فرمنت ــت م  كي

RNeasy Mini ــز  RNase-Free DNase set يماز آن

)Cat#79254 تفاوت . شد استفاده) نياژكDNase   مـورد

 محلولبا  ي يسهدر مقا  RNeasy Mini يتاستفاده در ك

RNX plus يمكه آنز بود يندر ا DNase ـ   يدر مورد اول

 ييهـا  ستون يمراحل استخراج استفاده شده و بر رو يط

از  يمانـده و اثـر   بـاقي  دارنـد  وجـود  كيـت  ينكه در ا

DNase  ــد ــل بع ــاق يدر مراح ــ يب ــد ينم ــس. مان از  پ

 آن كيفيـت كميـت و   ،اول ي مرحله در ،RNAاستخراج 

 مـورد  الكتروفـورز  ژل و اسپكتروفوتومتري از استفاده با

 يرتـأث  بررسـي  منظـور  بـه  سـپس  و گرفـت  قرار بررسي

 دسـتي،  يينپا هاي يشدر آزما ياستخراج يRNA كيفيت

بــا اســتفاده از  RT-PCR روش انجــامو  cDNAســنتز  از

 يژن ســرا يشــده بــرا يطراحــ ياختصاصــ يمرهــايپرا

 بـا  يجو نتا گرديد استفاده House keeping (TBP(گردان 

. قرار گرفت بررسي مورد آگارز ژل الكتروفورز از استفاده

 ي نسـخه  SPSSافـزار   از نـرم   ها داده يآمار يبررس جهت

16 )version 16, SPSS Inc., Chicago, IL (  اسـتفاده

ــه منظــور مقايســه. شــد  يRNAيفيــت كميــت و ك ي ب

مختلـف از آزمـون    ي هـا  و كيـت   هـا  از بافت ياستخراج

محاسـبات    ميتمـا  يبـرا . استفاده شـد  ANOVA يآمار

بـه عنـوان    05/0كمتـر از   P مقـدار انجـام شـده،    يآمار

  .دار در نظر گرفته شد ياختلاف معن

  

  ها يافته

منجمـد   يهـا  كل از بافـت  يRNAفاز اول پروژه،  در

محصــول  RNX Plus محلــولبــا اســتفاده از  يانســان

 بـراي . گرديـد  استخراج) ايرانساخت ( يناژنشركت س

 ،اسـتخراج شـده از بافـت    يRNA كيفيـت  از يناناطم

 و غلظـت تعيـين  ( اسـپكتروفوتومتر  از اسـتفاده  بـر  علاوه

 نيـز  RNAاز  ميكروليتر 5 ،...) و پروتئين با آلودگي ميزان

 Gel docدرصــد بــرده و در دســتگاه  1ژل آگــارز  روي

مشـاهده   1ي  شمارهطور كه در شكل   همان. مشاهده شد

 قابـل  s28و  s18 يبـوزومي ر ي هـا  RNAباند  شود، يم

دو بانـد مربـوط بـه     ايـن  ميـان  اسمير و بوده تشخيص

mRNA مناسـب  يفيـت ك ي كه نشان دهنـده  باشد يم  ها 

RNAاستخراج شده است ي.  

 ي،ژنوم DNA آلودگي حضور عدم از يناناطم براي

RNA محلــولبــا  يســتخراجا RNX Plus، آنــزيم بــا 

DNase I تيمـار،  از پس. شد يمارت cDNA و در  يـه ته

حاصـل از واكـنش    يجنتـا . اسـتفاده شـد   PCRواكنش 

PCR ژن  پرايمرهاي باTBP تك  به جاي كه داد نشان
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مشـاهده   اسـمير  ،هـا  بافـت  يتمـام  يباند مورد نظر برا

 ي انـدازه  لازم به ذكر است). 2 ي شماره شكل( شود يم

ــرا  ــار ب ــل انتظ ــد قاب ــاز  TBP، 128ژن  يبان ــت ب جف

  .باشد يم

 انساني بافتي ي نمونه دو از شده استخراج يRNA الگوي .1 شكل

 شكل،ر د. درصد 1 آگارز ژل روي شده الكتروفورز پستان و معده

ابل ق، s18و  s28هاي ريبوزومي  RNAباندهاي مربوط به 

  .اند مشاهده

  

 RT-PCR محصولات الكتروفورز ژل از لحاص نتايج .2 شكل

 با مختلف هاي بافت از شده استخراج يRNA روي TBP ژن

  DNase I با شده تيمار و RNX Plus محلول

  

 ي مشــاهده دلايـل از  شـايد يكــي كــه  جـايي  آن از

 باشـد،  در واكنش  MgCl2 ي اضافه ميزانوجود  ير،اسم

 يطشـرا  ير،بـه منظـور حـذف اسـم     يبعد ي مرحله در

 كـاهش  منظـور  بـه  و شد داده ييرتغ RT-PCRنش واك

مورد استفاده در واكـنش   MgCl2(كل  يMgCl2 ميزان

از  cDNAســنتز  ي در مرحلــه ،)PCRو  cDNAســنتز 

MgCl2 پس از انجام واكنش . استفاده نشدRT-PCR  و

ــولات، هـ ـ  ــورز محص ــولي يچالكتروف ژل  يرو محص

  ).3ي  شماره شكل(مشاهده نشد 
  

 RT-PCR محصولات الكتروفورز ژل از صلحا نتايج .3 شكل

  cDNA سنتز واكنش در MgCl2 حذف با TBP ژن روي

  

  

مشـكل از دو   يـن حل ا براي بعدي، ي مرحله در

 cDNAواكــنش ســنتز  در MgCl2غلظــت مختلــف 

 يـن ا يرو PCRوجـود، بعـد از    ينبا ا. استفاده شد

cDNA ــا ــاره،  ه ــم دوب ــاهده يراس ــد مش ــكل( ش  ش

  ).4ي  شماره
  

  

  

  

  

  

  

  
 RT-PCR محصولات الكتروفورز ژل از حاصل نتايج .4 شكل

 واكنش در MgCl2 متفاوت غلظت دو از استفاده با TBP ژن روي

  cDNA سنتز
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حاصل  اسمير بردن يناز ب براي بعدي، ي مرحله در

 گراديـان  از ،MgCl2از دو غلظت مختلف  ي از استفاده

اسـتفاده   PCRدر واكـنش  ) Annealingمرحله ( دمايي

حاصـل از   يجدر نتـا  تغييـري  يچه ـ حـال  ايـن  بـا . شد

 ي كليـه  در چنـان  هـم  و يامـد به وجـود ن  PCRواكنش 

 شـكل ( شـد  يمشـاهده م ـ  اسمير ،Annealing دماهاي

  ).5 ي شماره

  RT-PCR محصولات الكتروفورز ژل از حاصل نتايج .5 شكل

  Annealing دمايي گراديان از ي استفاده با TBP ژن روي

  

و  RNeasy Mini  يـت از دو ك پـروژه،  دوم فاز در

RNeasy Plus Mini به منظور استخراج  ياژن،شركت ك

RNAداسـتفاده ش ـ  يمنجمد انسان يها كل از بافت ي .

ــتك ــت و يفي ــل يRNA كمي ــا ك ــتفاده ب از ژل  ي اس

 يمـورد بررس ـ  يالكتروفورز و دستگاه اسـپكتروفتومتر 

 بـالاي  كيفيـت  از نشـان  حاصـل،  يجقرار گرفت كه نتا

RNAمـذكور  ي هـا  يـت از ك ي با استفاده ياستخراج ي 

؛ با اين تفـاوت كـه كميـت و    )6ي شماره شكل(داشت 

ــوص  ــتخراج يRNAخل ــت    ياس ــتفاده از كي ــا اس ب

RNeasy Mini 03/0( بالاتر بود =P( .طـور كـه     همان

منظور بالا بردن ميـزان بـازده    بهاشاره شد،  پيش از اين

ــه ، RNeasy Miniاســتخراج توســط كيــت  جــاي  ب

همــراه كيــت، از محلــول  RLTاز محلــول  ي اســتفاده

اسـتفاده  ) كياژن Cat#79306(كيازل  يRNAاستخراج 

 يـك داشـتن   يـل به دل  RNeasy Plus Mini كيت. شد

 بعـدي  يمـار بـه ت  نيازي يچه DNA ي ستون جدا كننده

ــا  ــزيمب ــه DNase آن اول  ي نداشــته و در همــان مرحل

ــتخراج  ــودگ ،RNAاس ــوم يآل ــدا  RNA را از يژن ج

همان  در نيز RNeasy Mini كيتو در رابطه با  كند يم

 آنـزيم  جداگانـه  سـت با  تيمار ،RNAاواسط استخراج 

DNase I بـه  گيـرد؛  يانجـام م ـ  يستون مخصوص يرو 

مخصـوص   يبا بافرها يبعد يكه با شستشوها طوري

  .شود يخالص از ستون خارج م يRNA كيت، ينا

  

  

  

  

  

  

  
 مختلف انساني هاي بافت از شده راجاستخ يRNA الگوي .6شكل

  RNeasy plus Miniو RNeasy Mini كيت دو از استفاده با

 باندهاي شكل، در. درصد 1 آگارز ژل روي شده الكتروفورز و

  مشاهده قابل s8/5 و s28، s18 ريبوزومي هاي RNA به مربوط

  .هستند

  

ــراي ــاناطم ب ــب   ين ــرد مناس ــا RNAاز عملك  ي ه

و  RNeasy Plus Mini ي ها يتك استخراج شده توسط

RNeasy Mini ــا ــاي يشدر آزم ــا ه ــتي، يينپ  دس

cDNA  ــنتز ــتفاده  وسـ ــا اسـ ــا ي بـ  ياز پرايمرهـ

ــ ــنش  ،TBPژن  ياختصاص ــد  PCRواك ــام ش . انج

 اختصاصـي  باند تك يكبه صورت  PCR محصول

 مشـاهده ژل الكتروفـورز   يباز بـر رو  128با طول 

  ).7 ي شماره شكل( گرديد
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  )B و A (RNeasy Miniاستخراج شده با استفاده از كيت  يRNAبر روي  TBPژن  RT-PCRحاصل از  ي يجهنت .7شكل

RNeasy Plus Mini.  

  

  بحث

نشـانگر   ،RNA يـان طور كـه اشـاره شـد سـطح ب      همان

سـلول و بافـت اسـت و     فيزيولوژيك ضعيتاز و يخوب

 از متـأثر  شـدت  بـه  ژن بيـان  يـزان مگيري  اندازه صحت

ــت ــت و كمي ــاز يRNA كيفي ــ يآغ ــد يم . )1- 2( باش

 يبـرا (است  RNAكه بر اساس  آناليزي هر در يتموفق

 خلـوص،  بـه  وابسـته  ،...) و ميكرواري ،RT-PCRمثال 

استخراج شـده اسـت    يRNA يتو تمام مناسب كميت

از  يبخـش مهم ـ  RNA يزآنـال  اخير، سال چند در. )11(

متفاوت  يها مطالعات را به خود اختصاص داده و روش

متفـاوت را بـه    كميت و يفيتبا ك يي ها RNA ،استخراج

 روش تغييــرعنــوان مثــال،   بــه. دهنــد يدســت مـ ـ

بـا   هـايي RNA توانـد  يم تنهايي به بافت، يزاسيونهموژن

 ياستخراج يRNAمنشأ . )3(كند  ايجاد متفاوت يفيتك

 گيـري  نمونـه  رونـد  ،)گيـاه  يـا  يوانمثال انسان، ح يبرا(

ــار روش  ــت، در كن ــتخرباف ــي ،RNA اجاس  يرو همگ

. هسـتند اثرگـذار   ياسـتخراج  يRNA كيفيـت  و يتكم

ــراي ــال اســتفاده ب ــرا Trizol يتجــار محلــولاز   مث  يب

بـر   يمبتن ـ هـاي  يكبا تكن ي يسهدر مقا ،RNAاستخراج 

 ،12( دهد  مي دست به تر يينپا كيفيتبا  ييRNA ،ستون

هـاي بافـت    از نمونه RNAيي كه استخراج آن جا از. )4

شـروع در   ي انساني، كه بسيار ارزشـمند هسـتند، نقطـه   

مطالعات پايين دستي نظيـر بررسـي بيـان ژن محسـوب     

هـاي   شود؛ در ايـن مطالعـه بـر آن شـديم كـه روش      مي

را مقايسـه   RNAمختلف در دسـترس بـراي اسـتخراج    

راي استخراج بهينه و استاندارد ب يكنيم تا بتوانيم به روش

RNA هاي منجمد انساني دست يابيم از بافت .  

سـاخت  ( RNX Plusدر فاز اول مطالعه، از محلـول  

ــركت ايرانـ ـ ــيناژن يش ــتخراج  ) س ــت اس از  RNAجه

ــزيم  بافــت ــا آن    هــاي مختلــف انســاني و ســپس تيمــار ب

 DNase I   براي حذف آلـودگيDNA    ژنـومي اسـتفاده

ــود. شــد ــا وج ــف  ب ــرايط مختل ــر دادن ش ــت  تغيي جه

هاي پـايين دسـتي    سازي شرايط استخراج و واكنش بهينه

استفاده از ايـن محلـول    ،RT-PCRو  cDNAنظير سنتز 

لـذا در فـاز   . دست آورده نتوانست نتايج قابل قبولي را ب

 ي ها دوم مطالعه، از دو كيت تجاري شركت كياژن به نام

RNeasy Plus Mini  وRNeasy Mini    كـه تكنولـوژي

مبتني   ها ژنومي در آن يDNAو حذف  RNAاستخراج 

باشـد، اسـتفاده    مـي  RNeasy Mini Spinهـاي   بر ستون

 ،RNeasy Mini كيـت  تركيـب نتايج نشان داد كـه  . شد

 ـ) Qiazol( كيازل بافت ليز محلول از   همـراه اسـتفاده  ه ب

RNase-Free DNase set كميت نظر ازنتايج را  بهترين 

 ،RT-PCR  نشو نيـز واك ـ  ياستخراج يRNAكيفيت  و

ــه ــار بـ ــي بـ ــه در. آورد  مـ ــال  يا مطالعـ ، 2009در سـ

A 
B 
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Jakovljevic تماميـت  و يفيتك ي يسهو همكاران به مقا 

RNAــتخراج ي ــده اسـ ــه شـ ــا از نمونـ ــون و  يهـ خـ

 يلوئيـد ما لوكمي به مبتلا يمارانمربوط به ب ي ها يتلكوس

- فنـل - تيوسـيونات  گوانيـديوم : روش سـه با استفاده از 

و  TRI Reagent(، 6100 PrepStation®( لروفــرمك

®QIAamp نشان مطالعه يناز ا حاصل نتايج. پرداختند 

- فنـل - تيوسـيونات  يـديوم بـر گوان  يمبتن ـ روشكـه   داد

 از يگـر د كيتنسبت به دو ) TRI Reagent®( كلروفرم

ــارايي ــالاتر ك ــه در. )13(برخــوردار اســت  يب  ي مطالع

 بررسـي  بـا  همكـاران  و Muyal، 2009در سال  يگريد

 سـه شده و  منجمدبافت  ي نمونه سه از RNAاج استخر

ــه ــت  ي نمون ــازهباف ــه ي ت ــه ري ــه ب  روش دو ي مقايس

 سـتون  و) GTC( كلروفـرم  - فنل- تيوسيونات گوانيدين

ه ب ـ يRNA يافتندها در آن. پرداختند) SGC( سيليكا ژل

ــر دو روش    ــده از ه ــت آم ــر  SGC و GTCدس از نظ

ده برخـوردار بـو   خـوبي  كيفيـت  از يـت خلوص و تمام

اسـتخراج شـده بـا روش     يRNA يـت تمام يول ؛است

SGC  ــر ــظ تماماز نظ ــتحف ــر ي ــه ه ــوع  س  يRNAن

ــه روش  يبــوزومير  GTCموجــود در ســلول نســبت ب

ــتمز يدارا ــت  ي ــين. )14(اس ــال در همچن  ،2010 س

Abdel Nour استخراج  يساز ينهو همكاران به منظور به

RNA اسـتخراج روش مختلـف   پنج خرگوش، خون از 

RNA  ي هـا در مطالعـه   آن. قـرار دادنـد   بررسي موردرا 

 TRIzol - LS Reagentشامل  تجاري هاي يتخود از ك

(# 10296-010, Invitrogen)،QIAamp RNA Blood 

Mini (#52304, Qiagen) ،RiboPure- Blood 

(#AM1928, Applied Biosystems)،RNeasy 

Protect Animal Blood (#73224, Qiagen)  و

RNeasy Lipid Tissue   هـا   آن نتـايج . نمودنـد اسـتفاده

  RNeasy Lipid Tissue يـت از ك  نشان داد كه اسـتفاده 

ــر مناســب از خــون  RNAروش جهــت اســتخراج  ينت

 بـا حاضـر   ي مطالعه در. )15( شود يم محسوبخرگوش 

 يRNA يفيـت ك بررسـي  و آمـده  به دست نتايج ي مقايسه

 رسـد  يبـه نظـر م ـ   ،مختلـف  ي هـا  يتتوسط ك ياستخراج

 بـه همـراه   كيـازل  محلـول  ،RNaesy Mini كيـت  تركيـب 

ــتفاده ــي RNase-Free DNase set از ي اس ــل  ط مراح

 از RNAج جهـت اسـتخرا   روش ينتر استخراج، مناسب

 اسـتخراجي  يRNAبـوده و   يمنجمـد انسـان   ي ها بافت

 پـايين  مولكـولي  ي هـا  آزمايش جهت اطمينان با تواند  مي

 قـرار  اسـتفاده  مـورد  ژن بيـان   كمـي   بررسي نظير دستي

  . گيرد

 ايـن  ي هـا  از محـدوديت  يكيبه ذكر است كه  لازم

نوع متفـاوت بافـت منجمـد     سه تنهااز  استفادهمطالعه 

 يمشابه ي صورتي كه بتوان مطالعه در. باشد  مي يانسان

نمود و به انجام  يطراح يانسان ي ها ساير بافت يبر رو

كيـت  "تـوان تركيـب     مـي  يرسانيد، با اطمينـان بيشـتر  

RNaesy Mini ،  ـ  از   همـراه اسـتفاده   همحلول كيـازل ب

RNase-Free DNase set"   را جهت اسـتخراجRNA 

 عـلاوه . توصيه نمـود  يسانمنجمد ان ي ها از ساير بافت

 هرا ب RNAيي كه كيفيت  ها استفاده از نانوچيپ اين، بر

ــه    كمــيصــورت  ــت " شــكلو ب ــدد تمامي    "RNAع

)RIN = RNA Integrity Number (  دهنـد،    مـي نشـان

بـه مـا    RNAاز وضعيت  يتر دقيقو    كميتواند تصوير   مي

 Agilent Bioanalyzerدر حال حاضر دسـتگاه  . ارائه نمايد

باشـد كـه     مـي  "RNAعدد تماميت " ي قادر به محاسبه

مـذكور   ي هـا  از نانوچيـپ  استفاده امكان هنوزمتاسفانه 

 .ندارد وجوددر ايران 

  

  تشكر و قدرداني

ــاب از ــاي جن ــد آق ــرام وحي ــه بيگــي به ــه در ك  ي تهي

 و تشـكر  نمودنـد،  مشـاركت  انسـاني  منجمد ي ها بافت

  .گردد  مي قدرداني
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Abstract 

Background: Utilizing an intact RNA is essential while performing molecular genetics methods like 
microarray and quantitative Real-time polymerase chain reaction (RT-PCR). Using RNA with poor 
quality may affect the results of downstream manipulations. Our aim in the current study was to com-
pare and optimize various procedures for RNA extraction by using different kits and DNase treatment 
to find a standard method for RNA extraction from human frozen tissues. 

Methods: Using Cinnagen RNX plus solution, Qiagen RNeasy Mini Kit and Qiagen RNeasy Plus 
Mini Kit, total RNA was extracted from human frozen tissues comprising stomach (#40), glioma (#5) 
and breast (#15). For genomic DNA elimination, extracted RNA was treated with DNase enzyme. Af-
ter RNA extraction, its quantity and quality was assessed by spectrophotometry and gel electrophore-
sis. After cDNA synthesis, RT-PCR technique by specific primers designed for TBP gene was per-
formed and results were assessed by agarose gel electrophoresis. 

Findings: Extracted RNA by Cinnagen RNX plus solution did not show good results in RT-PCR after 
DNase treatment. Extracted RNAs by Qiagen RNeasy Mini Kit and Qiagen RNeasy Plus Mini Kit 
were of high quality for RT-PCR reaction because of using DNase treatment during the extraction 
procedure and an additional genomic DNA elimination column respectively. 

Conclusion: Combining Qiagen RNeasy Mini Kit, Qiazol solution and DNase treatment during the 
extraction procedure is the most suitable method for RNA extraction from human frozen tissues and 
the extracted RNA can be used with assurance in downstream molecular techniques. 

Key words: RNA extraction, Human tissue, Gene expression. 
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