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  مولکولي آزمايش هايجمع آوري، انتقال، آماده سازي و نگهداري نمونه ها براي  يراهنما

  
   

در ارتباط با لازم  ياطلاعات علمي و فن ارائهن راهنما به منظور يا
اين . ملکولي تهيه شده است آزمايش هاينمونه هايي که براي 

روس شناسي يته ويدر کم بوده که MM13-Aترجمه پروتکل مجموعه 
  .قرار گرفته است تأييدو  يمورد بررس يملکول يولوژيو ب
  

  
  :الفباحروف مترجمين به ترتيب 

  مرجع سلامت آزمايشگاهحاجيا عضو هيئت علمي مسعود  دکتر
  بخش بيولوژي ملکولي -انيستيتوپاستورشاهرخي عضو هيئت علمي نادر کتر د 

  دانشکده پزشکي –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 

  
  
  

  :الفبا عبارتند از ب حروفيبه ترت  يملکول يولوژيروس شناسي و بيته ويکم ءاعضا
  بخش هپاتيت و ايدز - اميني عضو هيئت علمي انيستيتوپاستور هيصف دکتر
  مرجع سلامت شگاهيآزماحاجيا عضو هيئت علمي مسعود  دکتر

  و آزمايشگاه مرجع سلامتسميعي عضو هيئت علمي معاونت دارو و غذا راب يامک ميسدکتر 
  بخش بيولوژي ملکولي - ورشاهرخي عضو هيئت علمي انيستيتوپاستنادر کتر د

  دانشکده پزشکي –صباحي عضو هيئت علمي دانشگاه تربيت مدرس فرزانه دکتر 
  عضو هيئت علمي دانشگاه علوم پزشکي تهران دانشکده بهداشتآزاد مختاري  طلعت  دکتر

   يوير ياهيماريپژوهشکده 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
 مهناز صارمي کارشناس اداره تضمين کيفيت: ويراستار ادبي
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   نمونهمديريت   - ١

ــاران  ــديريت نمونــــه بيمــ ــاياساســــي در دقــــت و صــــحت جواب  نقــــش فرآينــــد مــ ــول آزمــــايش هــــاي هــ وامــــل ع يملکــ

ــا   ــاريزا  ايفــ ــد بيمــ ــي نمايــ ــت . مــ ــا رعايــ ــتورالعمل هــ ــع  دســ ــل جمــ ــه مراحــ ــتي در همــ ــي زيســ ــار ي ايمنــ آوري و تيمــ

ــت  ــي اسـ ــه الزامـ ــع . نمونـ ــل جمـ ــه مراحـ ــال نمونـ ــداري و انتقـ ــد      آوري، نگهـ ــه بايـ ــوع نمونـ ــه نـ ــه بـ ــا توجـ ــاليني بـ ــاي بـ هـ

د مــــي توانــــهــــاي بــــاليني عــــدم مــــديريت صــــحيح نمونــــه. مطــــابق بــــا اســــتانداردهاي آزمايشــــگاهي انجــــام پــــذيرد

  .ل بيماريزا و دريافت جوابهاي غير قابل اعتماد گرددعوام يکيمواد ژنت هموجب تجزي

  

  :گذاري و جمع آوري نمونه نشانه

محفــــوظ بــــاقي بمانــــد ولــــي اطلاعــــات آــــافي  بايــــددر تمــــام مراحــــل مــــديريت نمونــــه، اطلاعــــات خصوصــــي بيمــــار 

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

حــــاوي اطلاعــــات زيــــر  بداراي برچســــ بايــــدگردنــــد ارائــــه مــــي ملكــــولي آزمــــايش هــــايهــــايي آــــه بــــراي نمونــــه
  :باشند
  شماره شناسايي -
 تاريخ جمع آوري -
 زمان جمع آوري -
 )به طور دلخواه(آوري آننده نمونه جمعمسئول  نام -
 )د مشخص شوديبا يم بافت باشد نوع بافت ارسالينمونه در صورتي آه (نمونه نوع  -

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

ژنتيكــــي، اگــــر  آزمــــايش هــــاير خصــــوص مــــثلا د. در بعضــــي مــــوارد، اطلاعــــات ديگــــري مــــورد نيــــاز اســــت : توجــــه

 ــ وي ،آزمـــايش خـــاص بـــراي مـــدير آزمايشـــگاه    يـــك درخواســـت  درصـــورت روشـــن بـــودن    د نظـــر خـــود را در  مـــي توانـ

ــد            ــار ابـــراز نمايـ ــعيت بيمـ ــن و وضـ ــه بـــه سـ ــا توجـ ــوردنظر بـ ــودن درخواســـت مـ ــي بـ ــورد منطقـ ــي . مـ  آزمـــايشدر بعضـ

  .مي باشداي نيز مورد نياز ت شجره نامه، اطلاعاLinkage analysis   ژنتيكي مانند  هاي

  جمع آوري نمونه - ٢

دســــتكش از انتقــــال پاتوژنهــــاي . از دســــتكش اســــتفاده گــــردد بايــــدهــــاي بــــاليني آــــار بــــا نمونــــهدر تمــــام مراحــــل 

همچنــــين آلــــوده شــــدن احتمــــالي    بــــه آــــادر آزمايشــــگاه و   ) blood-borne(خطرنــــاك و قابــــل انتقــــال از راه خــــون    

بايــــد رعايــــت  تمــــام مــــوارد ايمنــــي زيســــتي. آنــــدمــــي هــــا بــــا ســــلولهاي فــــرد آزمــــايش آننــــده جلــــوگيرينمونــــه

  .گردد

ي اختصاصــــي خــــود را داشــــته باشــــند آــــه از آن     دســــتورالعمل هــــا اختصاصــــي ممكــــن اســــت    آزمــــايش هــــاي 

ــانمونــــه بــــرداري از ســــرويكس بــــراي انجــــام تســــت ويــــروس پا   مــــي تــــوانجملــــه  را نــــام ) HPV(انســــاني  يپيلومــ

  .برد

پزشــــكان و  بايــــدمســــئولين آزمايشــــگاه  .گنجــــدنمــــي نوشــــتارداخلــــه گــــر در ايــــن معرفــــي تمــــام مــــوارد و مــــواد م

ــا آ          ــر و يـ ــه گـ ــل مداخلـ ــن عوامـ ــگاه را از ايـ ــاغل در آزمايشـ ــراد شـ ــه افـ ــكي از جملـ ــيم پزشـ ــراد تـ ــاير افـ ــده  سـ ــوده آننـ لـ

 ــارائـــه آارگـــاه يـــا تهيـــه     بصـــورتدر صـــورت لـــزوم اطلاعـــات را    و آگـــاه ســـازند  ورهاي اختصاصـــي در اختيـــار  بـــه روشـ

  .آاربران قرار دهند

ــه ــر نمونــ ــاليني  هــ ــگاه بــ ــه وارد آزمايشــ ــردداي آــ ــد مــــي گــ ــاني  بايــ ــلاع رســ ــتم اطــ ــله در سيســ ــامپيوتر / بلافاصــ آــ

و هــــا آــــادر آزمايشــــگاه بايــــد حــــداآثر ســــعي خــــود در اســــتفاده از نمونــــه. بيمارســــتان يــــا آزمايشــــگاه ثبــــت شــــود



٣ 
 

ــوارد زيـ ــ    ــد ولـــي در مـ ــل آورنـ ــه عمـ ــع و درســـت را بـ ــه موقـ ــاني بـ ــلاع رسـ ــهاطـ ــول  ر، نمونـ ــل قبـ ــا غيرقابـ ــندهـ  مـــي باشـ

   .اندهايي آه به درستي نشانه گذاري نشدهنمونه و خون فريز شده، خون هموليز شده :رينظ

ــه ــته          : توجـ ــود نداشـ ــدد وجـ ــري مجـ ــه گيـ ــان نمونـ ــده و امكـ ــذ شـ ــاص اخـ ــي خـ ــه از محلـ ــه نمونـ ــورتي آـ ــد،  در صـ باشـ

آزمايشــــگاه، هــــاي بيوپســــي و بافتهــــاي خــــاص، بــــا صــــلاحديد پزشــــك معــــالج و دســــتور مــــدير          ماننــــد نمونــــه 

 .موضوع قابل بررسي است

ــت     ــر تســ ــراي هــ ــگاه، بــ ــر آزمايشــ ــددر هــ ــه  بايــ ــردن نمونــ ــرايط رد آــ ــا  ،شــ ــاب راهنمــ ــت  يدر آتــ ــگاه نوشــ ه آزمايشــ

  . باشد شده و در دسترس آادر آزمايشگاه

  

   از بافت يريگ ملزومات نمونه -٢-١

  : مي شودر استفاده يبافت در موارد ز ياز نمونه ها

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

ــلولها يزمان) ب ــه ســ ــلولها  يکــ ــت و ســ ــون  يبافــ ــخــ ــانيــ ــژنوت يدارا يا دهــ ــا   يــ ــورد آزمــ ــت مــ ــاوت از بافــ ش يپ متفــ

  )سميا موزائيک ينئوپلاست يهايماريک در بيون سوماتيمثلا موتاس. (باشند

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

 ــ     ــ  يامـــا مقـــدار مناســـب بـــه طب   . گـــرم اســـت  ٢تـــا  ١ن يمقـــدار مناســـب بافـــت معمـــولا بـ  يعـــت بافـــت وابســـته مـ

 ــباشـــد ز  ــ يـ  ــگـــر متغ يبـــه بافـــت د   يدا از بـــافت يشـــد  DNAو  RNA يرا مقـــدار وزنـ پـــر ســـلول    يبافـــت هـــا  . ر اســـت يـ

ــاو   ــده لنفـ ــتخوان، غـ ــز اسـ ــل مغـ ــب ته  يمثـ ــابع مناسـ ــال منـ ــو طحـ ــر   يـ ــت کمتـ ــه بافـ ــت بـ ــن اسـ ــوده و ممکـ ــوم بـ  يه ژنـ

ــاحت ــديـ ــه با .اج باشـ ــاگرچـ ــاو  يـ ــده لنفـ ــت غـ ــر داشـ ــائ يد در نظـ ــت يپـ ــن دسـ ــور اوليـ ــک تومـ ــو  ،هيـ ــت محتـ ــن اسـ  يممکـ

 ــ ــداد کمــ ــور  يتعــ ــلول تومــ ــه ا  ياز ســ ــند کــ ــيباشــ ــاي ن در ينچنــ ــايش هــ ــکوپيم آزمــ ــت  يکروســ ــرش بافــ ــک بــ ک از تــ

ــائ  ــل شناسـ ــند يقابـ ــا . نباشـ ــه هـ ــا    ينمونـ ــت هـ ــل بافـ ــلول مثـ ــم سـ ــله، ف يکـ ــريعضـ ــ يبـ ــب  يو چربـ ــع مناسـ  يمنبـ

ــت ته ــجهـ  ــ   يـــژنوم DNAه يـ ــه بـ ــن اســـت بـ ــوده و ممکـ ــا  ١ش از يک نبـ ــرم بافـــت احت  ٢تـ ــگـ ــديـ ــه طـــور   . اج باشـ امـــا بـ

 ١٥ش از ي، از هــــر مقــــدار بافــــت کــــه بــــيدر منــــابع بــــافت ياز نفــــوذ چربــــ يدر صــــورت عــــدم وجــــود گســــتره ا يکلــــ

  . ديآ يبدست م DNAا ي RNAکرو گرم يم ١٠ش از يب ،گرم وزن داشته باشد يليم

ــت   ــه علـــ ــادبـــ ــاوتيمقـــ ــوع پروتئ ر متفـــ ــايو نـــ ــافت  ينهـــ ــابع بـــ ــود در منـــ ــتورالعمل يموجـــ ــاي ، دســـ ــتخراج هـــ اســـ

ــيــــک نيدنوکلئياســــ ــتند يز اختصاصــ ــدر ا. بافــــت هســ ــدنــــه ين زميــ ــ بــــه بايــ ــايتوصــ ــان يه هــ ــازنده ک يکمپــ ت يــــســ

  . جهت بافت به خصوص توجه شود DNAو  RNA يص سازلخا يتجار

ــا ــ(بــــزرگ  ينمونــــه بافتهــ ــا  ١ش از يبــ ــيو بافــــت ب) گــــرم ٢تــ  صيتوســــط پزشــــکان و جراحــــان جهــــت تشــــخ  يوپســ

ــا ــپاتولوژ يهــ ــهايــ ــه روشــ ــوريم يک بــ ــکوپ نــ ــيکروســ ــو  ي، الکترونــ ــه يا ايــ ــنس گرفتــ ــودمنوفلورســ ــي شــ ــر. مــ  اگــ

RNA  وDNA ــافت ــه بــ ــزرگ  ياز نمونــ ــبــ ــيا بيــ ــ يوپســ ــتخراج مــ ــود، تمه ياســ ــشــ ــدن  يــ دات لازم جهــــت خشــــک نشــ

ن يســــانده شــــده در نرمــــال ســــاليل خيا کاغــــذ اســــتريــــف يــــدر پارچــــه تنظ بايــــدبافــــت . رديصــــورت پــــذ بايــــدبافــــت 

  .دشو يل بسته بندياستر

کس کــــردن، يرا جهــــت فــــ يوپســــيا از بافـــت ب يــــبــــزرگ  يبــــافت ياز نمونـــه هــــا  يهــــائ ســــت بــــرشيمعمـــولا پاتولوژ 

ــه م ــد از رنـــگ آم يکروســـکوپيمطالعـ ــک بعـ ــک تهيـــص پاتولوژيو تشـــخ يزيـ ــد ه يـ ــن از ايهمچنـــ. مـــي آنـ هـــا  ن بـــرشيـ

مــــورد نظــــر  يبــــافت ينمونــــه هــــا. مــــي شــــودز اســــتفاده يــــن يص ملکــــوليدر تشــــخ DNAو  RNAجهــــت اســــتخراج 

  .کاربرد دارد) نيو پروتئ RNA  ،DNA(ست ملکولها يز يابيا بازيو  يه رده سلوليدر ته

ــپا ــافت DNAو  RNA يداريــ ــه بــ ــوع بافــــت متغ  يدر نمونــ ــه نــ ــته بــ ــبســ ــدر يــ ــاً. مــــي باشــ ــه دار عمومــ بافــــت در  ينگــ

ــا ــا  ٢٢ يدمــ ــانت  ٢٥تــ ــه ســ ــيدرجــ ــود ه نيگراد توصــ ــي شــ ــت ا. مــ ــجهــ ــاخــ ــوبيذ نتــ ــت  ،ج مطلــ ــدبافــ ــر بايــ عا در يســ

ن يـــچنانچـــه ا. ه شـــودقـــراردادد يک اســـيـــا در مـــواد نگـــه دارنـــده مناســـب نوکلئ   يـــع منجمـــد شـــده و  يتـــروژن مـــا ين

و جهــــت حفاظــــت بهتــــر  ه شــــودقــــراردادخ مرطــــوب يــــ يعا بــــر رويســــر بايــــدســــر نباشــــد، نمونــــه بافــــت ير ميتــــداب

ــ ــد نوکلئياســ ــوص  يــ ــه خصــ ــRNAک بــ ــر رو اً، متعاقبــ ــ يبــ ــه آزمايــ ــرد  يخ بــ ــال گــ ــگاه ارســ ــا. دشــ ــک در  يبافتهــ کوچــ

تــــا از خشــــک شــــدن بافــــت  ودشــــ يل بســــته بنــــدين اســــتريل آغشــــته بــــه نرمــــال ســــاليف اســــتريــــپارچــــه تنظ
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ســــت هــــا مــــورد يتوســــط پاتولوژ يب شناســــيآســــ يهــــا ينمونــــه بافــــت جهــــت بررســــ معمــــولاً. دگــــرد يريجلــــوگ

از  يريجهــــت جلــــوگ مــــي شــــودرش يپــــذ DNAو  RNA يبررســــ بــــرايچنانچــــه نمونــــه . مــــي گيرنــــدقــــرار  يبررســــ

امــــا قابــــل . ه شــــودقــــرارداد در محلــــول هــــاي مناســــب تثبيــــت کننــــده بافــــت ســــريعاً بايــــدک، يدنوکلئيب اســــيــــتخر

ــر محلول   ــه اکثــ ــت کــ ــر اســ ــذکــ ــده  ياهــ ــت کننــ ــدازه ف  تثبيــ ــه انــ ــود بــ ــاتورهايموجــ  ــ يکســ ــوم بررســ ــت  يمرســ بافــ

  . نمي باشند مؤثربافت  يميمنوشيا اي يشناس

ــبا ــد يـ ــت ب  يـ ــه علـ ــد بـ ــيادآور شـ ــورد ن يهوشـ ــمـ ــام عمليـ ــاز در هنگـ ــيـ ــوژ  يات جراحـ ــود تکنولـ ــا يو نبـ ــتاندارد  يهـ اسـ

ــاز  ــات سـ ــ يثبـ  ــ  يدنوکئياسـ ــود اکسـ ــار کمبـ ــت دچـ ــت بافـ ــن اسـ ــب تغ   يک، ممکـ ــود موجـ ــه خـ ــه نوبـ ــه بـ ــده کـ ــژن شـ ر ييـ

 يبافــــت را بــــه طــــور موضــــع pH، مــــدت يژن طــــولانيکمبــــود اکســــ. مــــي شــــوداز ژنهــــا  ياريان بســــيــــدر ســــطح ب

   .ک خواهد شديدنوکلئيکاهش داده و باعث کاهش حاصل و مقدار اس

  

  ٢ناتالهاي پرنمونه -٢-٢-١

ــن نمونــــه  ــا شــــامل  ايــ ــههــ ــايع آمنيوتيــــك، ســــلولهاي      CVS، ســــلولهاي  CVS٣هــــاي نمونــ ــت داده شــــده، مــ آشــ

ــان           ــل از زايمــ ــين قبــ ــده از جنــ ــدا شــ ــلولي جــ ــه ســ ــه نمونــ ــك و هرگونــ ــايع آمنيوتيــ ــده از مــ ــت داده شــ ــي آشــ مــ

ــد ــه . باشـ ــن نمونـ ــا ايـ ــي ژ  هـ ــيش بينـ ــت پـ ــپ جهـ ــپ و فنوتيـ ــان و   نوتيـ ــل از زايمـ ــين قبـ ــه    جنـ ــه گرايانـ ــدامات مداخلـ  اقـ

ــا ج ــاليني و يـ ــرار  راحـــي بـ ــتفاده قـ ــورد اسـ ــردمـ ــه   . مـــي گيـ ــن نمونـ ــراه ايـ ــه همـ ــد بـ ــادر بايـ ــون مـ ــه خـ ــال نمونـ ــا ارسـ هـ

ــا  ــردد تــ ــايگــ ــه   بررســــي هــ ــزان قابــــل ملاحظــ ــدن ميــ ــوط شــ ــدم مخلــ ــا لازم در خصــــوص عــ ــلولها و يــ  DNAاي از ســ

ــذيرد    ــام پـ ــي انجـ ــه جنينـ ــا نمونـ ــادر بـ ــت و      . مـ ــروري اسـ ــها ضـ ــام آزمايشـ ــان اتمـ ــا زمـ ــلولي تـ ــت سـ ــك آشـ ــداري يـ نگهـ

  .از گرفتن نمونه مجدد حتي المقدور بايد پرهيز گردد

ــه   ــك را از هفتــ ــايع آمنيوتيــ ــتقيم     ١۵مــ ــور مســ ــه طــ ــت دادن و بــ ــدون آشــ ــاملگي بــ ــوان حــ ــي تــ ــود  مــ ــي نمــ . بررســ

  .استميلي ليتر  ١٠رد نياز حداقل يوتيك مونميزان استاندارد مايع آم

ــه ــاي نمونــ ــادري     CVSهــ ــاي مــ ــاري از بافتهــ ــز و عــ ــايش، تميــ ــام آزمــ ــال و انجــ ــل از ارســ ــد قبــ ــا بافــــت (را بايــ خصوصــ

endometrial decidual (ــود ــه   . نمـــ ــتاندارد نمونـــ ــزان اســـ ــداقل  CVSميـــ ــت     ١۵حـــ ــد از برداشـــ ــرم بعـــ ــي گـــ ميلـــ

ــا ســـــالين را بايـــــد در محـــــيط آ CVSنمونـــــه . بافتهـــــاي مـــــادري اســـــت در دمـــــاي اتـــــاق بـــــه اســـــتريل شـــــت يـــ

ــتاد  ــگاه فرســـ ــه    . آزمايشـــ ــا نمونـــ ــك يـــ ــايع آمنيوتيـــ ــده از مـــ ــت داده شـــ ــلولهاي آشـــ ــاي ســـ ــد در دو  CVSهـــ را بايـــ

ــلول     ــت ســ ــوص آشــ ــتيكي مخصــ ــك پلاســ ــه فلاســ ــد ٧۵داراي کــ ــده    درصــ ــلولي زنــ ــه ســ ــد و لايــ ــيط  باشــ ــا محــ بــ

  .نمود ارسال) يه سلوليجهت اجتناب از کنده شدن لا(اند آشت پر شده

. گــــرددتوســــط ميكروســــكوپ بــــه دقــــت بررســــي  بايــــد CVSنمونــــه  ،بــــراي بررســــي عــــدم وجــــود بافتهــــاي مــــادري

ــودن   ــت بــ ــورت يكدســ ــايش  در صــ ــان روز آزمــ ــرا همــ ــد آنــ ــه بايــ ــو نمونــ ــودن نمــ ــوده بــ ــورت آلــ ــاي   د و در صــ ــه بافتهــ بــ

 ٢بررســـي آـــرد، بايـــد در دمـــاي     ،اگـــر نمونـــه را نتـــوان در روز دريافـــت   . و بعـــد آزمـــايش آـــرد   مـــادري،  آنهـــا را جـــدا  

  .دونمدر روز بعد نگهداري  DNAدرجه سانتي گراد تا زمان استخراج  ٨تا 

DNA  بايــــد در غيــــر ايــــن صــــورت نمونــــه  اســــتخراج نمــــود،در همــــان روز دريافــــت  بايــــدموجــــود در مــــايع آمنيوتيــــك را

  .شودنگهداري  DNAدرجه سانتي گراد تا زمان استخراج  ٨تا  ٢در دماي 

ــت  ــعي    CVSآشـــ ــي وضـــ ــراي بررســـ ــد بـــ ــك، بايـــ ــايع آمنيوتيـــ ــا مـــ ــكوپ   يـــ ــط ميكروســـ ــلولها توســـ ــب ســـ ت مناســـ

ســـــاعت بعـــــد از  ٢در صـــــورتيكه ايـــــن گونـــــه آشـــــتها را نتـــــوان در فاصـــــله زمـــــاني  . بررســـــي شـــــوند ٤معکـــــوس

ــاي      ــد در دمـ ــا را بايـ ــود، آنهـ ــايش نمـ ــت آزمـ ــا  ٢دريافـ ــرد     ٨تـ ــداري آـ ــراد نگهـ ــانتي گـ ــه سـ ــداقل   . درجـ ــي، حـ ــور آلـ بطـ

ــد  ٧۵ ــد    درصــ ــده باشــ ــيده شــ ــلول پوشــ ــد از ســ ــت بايــ ــك آشــ ــدير    . فلاســ ــلاحديد مــ ــا صــ ــورت، بــ ــن صــ ــر ايــ در غيــ

ــلول را    ــت سـ ــگاه، آشـ ــوان آزمايشـ ــي تـ ــاتور       مـ ــلولي در انكوبـ ــد سـ ــد رشـ ــن حـ ــه ايـ ــيدن بـ ــا رسـ ــانتي   ٣٧تـ ــه سـ درجـ

هــــاي مناســــب، در مــــورد نمونــــه. را بــــه انجــــام رســــانيد ملكــــولي آزمــــايش هــــايو ســــپس  نمــــود ينگهــــدارگــــراد 

  .همان روز دريافت نمونه بايد انجام پذيرد آزمايش در

  

                                                 
2  Prenatal      
3  Chorionic Villus Sampling 
4 Inverted Microscope 
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   يادرار يو مجار يدهانه رحم يهاسواب -٢-٢-٢

بــــا ) Polyester tipped(اســــتر  يســــر پلــــ يحــــاو يهاســــوابمــــردان بــــا اســــتفاده از  يادرار يمجــــار ينمونــــه هــــا

ــت ــته اســ ــد زنــــگ يدســ ــتيــــل ضــ ــته پلاســ ــذ يکيا دســ ــه يانعطــــاف پــ ــوندر گرفتــ ــا. مــــي شــ ــه هــ ــال ويواژ ينمونــ  نــ

ــا ياندوســــرو ــاو يهاســــوابکس بــ ــر يحــ ــ ســ ــتر  يپلــ ــا رايــــاســ ــ) Rayon(ون يــ ــاليگرفتــــه و در محــ مناســــب  يط انتقــ

ه شـــــده توســـــط يتوصـــــ يهاســـــواببـــــا اســـــتفاده از  بايـــــد HPVش ينمونـــــه جهـــــت آزمـــــا. مـــــي شـــــونده قـــــرارداد

ا يــــافتــــه يشــــگاه در مجموعــــه اختصــــاص يش گرفتــــه شــــده و جهــــت انتقــــال بــــه آزمايت آزمــــايــــســــازنده ک يکمپــــان

  .ت ارسال شونديه شده  توسط سازنده کيتوص

  

  يمولکول آزمايش هايانجام  ها برايانتقال و نگهداري نمونه -٢-٣

ــومي،   ــور عمــ ــه طــ ــابــ ــگاه هــ ــتورالعمل  آزمايشــ ــت دســ ــه رعايــ ــف بــ ــواد و    موظــ ــده مــ ــد آننــ ــرآتهاي توليــ ــاي شــ هــ

مــــي  ملكــــولينمونــــه جهــــت انجــــام تســــتهاي بــــراي جمــــع آوري و انتقــــال  ي خــــودهــــاي آزمايشــــگاهي مصــــرفآيت

راهنمــــاي انتقــــال و نگهــــداري . رعايــــت گردنــــد بايــــددر عــــين حــــال ســــاير مقــــررات و ضــــوابط قــــانوني نيــــز  . باشــــند

ــه ــا نمونــ ــدهــ ــط  بايــ ــگاههاتوســ ــه    آزمايشــ ــال نمونــ ــع آوري و انتقــ ــئول جمــ ــه مســ ــار افراديكــ ــتند و  در اختيــ ــا هســ هــ

  .، قرار گيرددهندمي ها را انتقال آه نمونه همچنين اشخاصي

  :زير نيز توسط پرسنل آزمايشگاه بررسي و ثبت گردنددر مورد هر نمونه بايد موارد 
  تاريخ و زمان جمع آوري  -١
 تاريخ ارسال نمونه -٢
 تاريخ دريافت نمونه -٣
 دماي تقريبي نمونه در زمان دريافت توسط آزمايشگاه -۴

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

هــــاي خــــوني و ســــاير يكــــي از مــــوارد مهــــم بــــراي رســــيدن بــــه جــــواب دقيــــق و صــــحيح، نحــــوه نگهــــداري نمونــــه 

ــه ــت نمونـ ــا اسـ ــه       . هـ ــث تجزيـ ــه باعـ ــرد آـ ــرار گيـ ــرايطي قـ ــرض شـ ــد در معـ ــه نبايـ ــداري، نمونـ ــا نگهـ ــال و يـ ــان انتقـ در زمـ

و يـــــا ) RNAيـــــا  DNA(نـــــوع نمونـــــه، آناليـــــت شـــــرايط نگهـــــداري بســـــته بـــــه . گردنـــــداســـــيدهاي نوآلئيـــــك مـــــي

توســـــط شـــــرآت  بايـــــد اصـــــول انتقـــــال و نگهـــــداري صـــــحيح . ميكروارگانيســـــم مـــــورد بررســـــي متفـــــاوت اســـــت 

ــد      ــده باشـــ ــدازي شـــ ــگاه راه انـــ ــايش در آزمايشـــ ــورتيكه آزمـــ ــا در صـــ ــده و يـــ ــط )home brewed(توليدآننـــ ، توســـ

  .آزمايشگاه تعيين گردد

RNA     ــخيص آن از ــت و تشــ ــاس اســ ــه حســ ــه تجزيــ ــديدا بــ ــوارتر  DNA، شــ ــد دشــ ــي باشــ ــزايش   . مــ ــلاوه، افــ ــه عــ بــ

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

ــالاي  ــردد  mRNAبـ ــا گـ ــن ژنهـ ــه     . ايـ ــا در نمونـ ــي ژنهـ ــان آمـ ــاليز بيـ ــان آنـ ــا در زمـ ــوع مخصوصـ ــن موضـ ــافتي  ايـ ــاي بـ ــا هـ يـ

  .مدنظر قرار گيرد بايدخون 

  

  ي آلي انتقال نمونهدستورالعمل ها -٢-۴

هــــاي بــــاليني از آشــــوري بــــه آشــــور ديگــــر  ضــــوابط و قــــوانين چگــــونگي بســــته بنــــدي و ارســــال نمونــــه  :قــــوانين

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

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/ 

 ــ يعيل وقـــايـــدله بـــ  ــ يها در هنگـــام انتقـــال نمونـــه ب  از کشـــور يکـــه در برخـ تـــوان از اشـــعه   يمـــار رخ داده اســـت مـ

 گامــــا در مــــورد اثــــرات اشــــعه يانــــدک تحقيقــــات نجــــا کــــهآامــــا از . ل نمــــودن نمونــــه اســــتفاده نمــــوديجهــــت اســــتر

ــتريل آــــردن نمونــــه  ــابــــراي اســ ــر روي  هــ ــتهاي بــ ــايج تســ ــولينتــ ــ در دســــترس ملكــ ــد، ا يمــ ــباشــ در ن موضــــوع يــ

  .حال حاضر نياز به تحقيقات بيشتري دارد

  

  خالص شده DNAي آلي براي نگهداري دستورالعمل ها -٢-۴-١
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خــــالص شــــده را بايــــد در زيــــر درجــــه يــــخ زدن آب نگاهــــداري نمــــود تــــا توانــــايي تجزيــــه آننــــدگي  DNAهــــاي نمونــــه

DNase هرچـــــه آمتـــــر باشـــــد .DNA ــرار دار يكي داراي درب واشـــــرهـــــاي پلاســـــتدر لولـــــه بايـــــد خـــــالص شـــــده قـــ

يلين باعــــث پهــــاي پلــــي پــــروان داده اســــت آــــه لولــــهنشــــ تمطالعــــا. شــــود يرينمونــــه جلــــوگ ريــــتــــا از تبخ گيــــرد

هـــاي پلـــي  هـــاي پلـــي اتـــيلن حتـــي شـــديدتر از لولـــه     توســـط جـــداره لولـــه   DNAجـــذب . مـــي شـــوند  DNAجـــذب 

ــت  ــي اســ ــه. پروپيلينــ ــه    لولــ ــي لولــ ــواع اختصاصــ ــي از انــ ــومري و بعضــ ــي آلــ ــاي پلــ ــراي   هــ ــرونيلين بــ ــي پــ ــاي پلــ هــ

  .اند، مناسب معرفي شدهDNAنگهداري 

DNA  ــده را ــالص شــ ــوانخــ ــافر  مــــي تــ ــدت  ) TE )Tris-EDTAدر بــ ــه مــ ــاق بــ ــاي اتــ ــاي  ٢۶در دمــ ــه، در دمــ ــا  ٢هفتــ تــ

ــال      ٨ ــك ســ ــداقل يــ ــراي حــ ــراد بــ ــانتي گــ ــه ســ ــيط از   (درجــ ــودن محــ ــاري بــ ــورت عــ ــا ) DNaseدر صــ ــال در  ٧و تــ ســ

ــاي  ــراي     -٢٠دمــ ــداقل بــ ــراد و حــ ــانتي گــ ــه ســ ــال در  ٧درجــ ــا    -٧٠ســ ــراد يــ ــانتي گــ ــه ســ ــادرجــ ــايين يدمــ ــر  پــ تــ

ــود  ــداري نمــ ــه. نگهــ ــوص   نمونــ ــزان خلــ ــه ميــ ــايي را آــ ــاي    هــ ــد در دمــ ــت را بايــ ــؤال اســ ــورد ســ ــا مــ ــه  -٢٠آنهــ درجــ

نبايـــد " frost-free"از فريزرهـــاي بـــدون برفـــك   . نگهـــداري آـــرد  DNAتـــر بـــراي حفـــظ ثبـــات     ســـانتي گـــراد يـــا پـــايين   

ــداري  ــاندن بــــه     DNAبــــراي نگهــ ــا ســــبب آســــيب رســ ــايي در آنهــ ــرات متنــــاوب دمــ ــرد چــــون تغييــ ــتفاده آــ  DNAاســ

  .مي گردد

  

  RNAبر روي ي آلي براي مطالعات دستورالعمل ها -٢-۴-٢

هــــاي بافــــت و مايعــــات بيــــان بعضــــي ژنهــــا بعــــد از جمــــع آوري نمونــــه خــــوني و حتــــي نمونــــه ءو القــــا RNA بيــــتخر

هــــا بطــــور مســــتقيم درون ويالهــــاي در نتيجــــه توصــــيه شــــده اســــت آــــه اينگونــــه نمونــــه. مــــي پــــذيردبــــدن انجــــام 

ــده   ــواد پايدارآننـ ــاوي مـ ــوند  RNAحـ ــه شـ ــه. ريختـ ــاي نمونـ ــت را هـ ــوان بافـ ــي تـ ــرعت  مـ ــه سـ ــز    بـ ــايع نيـ ــروژن مـ ــه نيتـ بـ

ــال داد ــال داد      نمونـــه .انتقـ ــد روي يـــخ خشـــك انتقـ ــاي فريـــز شـــده را بايـ ــت بعضـــي ريبونوآلئاز   . هـ  هـــابـــه دليـــل فعاليـ

)RNases ( ــراد   -٢٠در دمــــاي ــانتي گــ ــه ســ ــد در  RNAدرجــ ــايين  -٧٠را بايــ ــا پــ ــراد يــ ــانتي گــ ــه ســ ــداري  درجــ ــر نگهــ تــ

  .آرد

  

  هاي خاصانتقال و نگهداري نمونه نمونه گيري،دستورالعمل  -٢-۴-٣

بســــتگي بــــه عوامــــل مختلفــــي ماننــــد نمونــــه گيــــري،   ملكــــوليدرســــتي و قابــــل اعتمــــاد بــــودن نتــــايج تســــتهاي  

ــداري دارد ان ــال و نگهــ ــامل . تقــ ــا شــ ــه،    اينهــ ــع آوري نمونــ ــهاي جمــ ــماهروشــ ــدف    ت يــ ــك هــ ــيد نوآلئيــ ــل اســ و محــ

)RNA  ياDNAو نوع تست مورد استفاده دارد)هاي عامل عفوني ، ژنوم ميزبان يا اسيد نوآلئيك ،.  

، چرخـــه زنـــدگي عامـــل   باشـــد پـــاتوژنيـــك عامـــل  هـــاي  اســـيدنوآلئيك شناســـايي ،هـــدف از انجـــام آزمـــايش   اگـــر

در تصـــميم گيـــري در خصـــوص نـــوع     مـــي گيرنـــد هـــايي آـــه توســـط آن مـــورد حملـــه قـــرار       عفـــوني و نـــوع ســـلول  

  .مي باشدنمونه، طريقه نمونه گيري و تيمار آن اثرگذار 

ــا  ــتورالعمل هـ ــه    دسـ ــواع نمونـ ــورد انـ ــر در مـ ــه در زيـ ــايي آـ ــا و بحثهـ ــر گردهـ ــذکـ ــومي  ، دهيـ ــور عمـ ــه طـ ــدوبـ ــده ن يتـ شـ

بايـــد  حتمـــاًاســـت، در نتيجـــه متغيرهـــاي آنـــاليتيكي و بـــاليني و ويژگـــي آزمايشـــي آـــه قـــرار اســـت انجـــام گيـــرد،           

ــن   ــار ايــ ــا در آنــ ــتورالعمل هــ ــوند   دســ ــه شــ ــر گرفتــ ــاي     . در نظــ ــاي آيتهــ ــه راهنمــ ــه در آتابچــ ــون آنچــ ــمن چــ در ضــ

لازم اســـــت هـــــر آزمايشـــــگاهي،  ،مـــــي باشـــــد شـــــرايط خـــــاص يبـــــرامختلـــــف آزمايشـــــگاهي نيـــــز آورده شـــــده 

ــت   ــي اســ ــه در طــ ــاتي را آــ ــايش تجربيــ ــن آزمــ ــت آورده  فاده از ايــ ــا بدســ ــدنظر  هــ ــراردادمــ ــه  ه،قــ ــوارد و نكتــ ــاي مــ هــ

ــروري ــا ،ضــ ــاب راهنمــ ــگاه مربوطــــه ثبــــت و درج گردنــــد  يدر آتــ ــواع مختلــــف   .آزمايشــ ــديريت انــ ــونگي مــ ــر، چگــ در زيــ

  .شرح داده شده است ملكولي/ آلئيكها براي تستهاي مختلف اسيد نونمونه

  

  

  هاي خون آامل، سرم و پلاسمامونهن -٢-٢-٣

 آزمــــايش هــــاي  انجــــام  پلاســــما جهــــت    يســــاز خــــون تــــام و جدا   يجمــــع آور بــــراي   EDTAمــــاده ضــــد انعقــــاد   

همــــراه آيــــت يــــا  دســــتورالعملدر مراحــــل بعــــدي، آن  تــــأثيراحتمــــال دليــــل ه امــــا بــــ. مــــي گــــرددتوصــــيه  ملكــــولي

ــگاه   ــاي آزمايشــ ــاب راهنمــ ــباآتــ ــرددرعايــــت د يــ ــاوي  . گــ ــاي حــ ــر از تيوبهــ ــده( EDTAاگــ ــدون ژل جداآننــ ــتفاده ) بــ اســ

، بايـــــد در HCVو  HIVدار ماننـــــد RNAهـــــاي خـــــون جهـــــت تشـــــخيص ويروســـــهاي شـــــود، تيوبهـــــاي حـــــاوي نمونـــــه
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اي ديگــــر نگهــــداري  جــــدا شــــده در لولــــه   يگردنــــد و پلاســــما  ســــانتريفيوژســــاعت بعــــد از خــــونگيري    ۴فاصــــله 

ــود ــه از لولــــه در صــــ. شــ ــاي حــــاوي ژل جدا ورتي آــ ــتفاده گــــردد  هــ ــما بــــراي حــــداآثر   ٥آننــــده اســ روز در  ۵، پلاســ

 يدرجـــه ســـانت  -٧٠ ايـــ -٢٠تـــر در صـــورت فريـــز آـــردن در    طـــولاني در مـــوارد ي گـــراد و درجـــه ســـانت  ٨تـــا  ٢دمـــاي 

ــا   ــراد يـ ــاگـ ــرييپـ ــت   ن تـ ــتفاده اسـ ــل اسـ ــه. قابـ ــراي     نمونـ ــت بـ ــرار اسـ ــه قـ ــوني آـ ــاي خـ ــرار    DNAهـ ــي قـ ــورد بررسـ مـ

ــد ــوان  ،گيرنــ ــي تــ ــا  مــ ــا    ٢۴تــ ــاق و تــ ــاي اتــ ــاعت در دمــ ــاي   ٧٢ســ ــاعت در دمــ ــا  ٢ســ ــراد    ٨تــ ــانتي گــ ــه ســ درجــ

  .نگهداري نمود

جمـــــع آوري و . باشـــــند RNAحـــــاوي مـــــواد نگهدارنـــــده  بايـــــدهـــــاي خـــــوني ســـــلولي، نمونـــــه RNAبـــــراي آنـــــاليز 

مـــي توصـــيه ن )mRNAتوليـــد (نســـخه بـــرداري ژنـــي    بررســـي هـــاي نگهـــداري خـــون فاقـــد مـــواد نگهدارنـــده بـــراي      

  .مي گردد بيخرراحتي ته ب RNA، چون در اين صورت گردد

 ــ يز شــــده بــــر رو يــــفر بصــــورت  بايــــد ،DNAو  RNAبــــراي بررســــي   . خ خشــــک جهــــت مطالعــــه حمــــل شــــود    يــ

  .ره گردديگراد ذخ يدرجه سانت  -٢٠درجه حمل شده و در  ٨ يال ٢ يدر دما بايدپلاسما 

ــي   ــراي بررســ ــتخراج، RNAبــ ــداآثر   RNA اســ ــد حــ ــذيرد    ۴بايــ ــام پــ ــونگيري انجــ ــد از خــ ــاعت بعــ ــه  . ســ ــورت بــ در صــ

 -٢٠هــــاي ســــرم، پلاســــما يــــا هســــته ســــلولهاي خــــوني در  ، فريــــز آــــردن نمونــــهRNAتعويــــق افتــــادن جداســــازي 

  .تر توصيه شده است پايين يدمادرجه سانتي گراد يا  -٧٠ا ي

در انـــواع گونـــاگوني از ايـــن فريزرهـــا، دمـــا     . ، فريـــز نمـــود ٦بـــدون برفـــک  يهـــااي پلاســـما را نبايـــد در فريزر هـــنمونـــه

اســـيدهاي نوآلئيـــك هـــدف    بيـــخرو ايـــن امـــر موجـــب ت   مـــي نمايـــد تغييـــر  بـــاردر طـــول مـــدت شـــبانه روز چنـــدين    

ــردد  ــي گـ ــي    . مـ ــور اختصاصـ ــه، بطـ ــن زمينـ ــددر ايـ ــري     بايـ ــدازه گيـ ــايش انـ ــه آزمـ ــادبـ ــيمقـ ــروس ير آمـ ــراي  ٧ويـ  HIVبـ

  .ثر از چگونگي نگهداري نمونه استأاشاره نمود آه بسيار مت HCV و

ــه   ــه نمونــ ــع آوري و تهيــ ــهاي جمــ ــردن روشــ ــتاندارد آــ ــر  اســ ــوني در هــ ــاي خــ ــك روش  هــ ــتفاده از يــ ــگاه و اســ آزمايشــ

ــي ــر در حــ ــور دراز برتــ ــه طــ ــر ويروســــي بــ ــژه ن بررســــي تيتــ ــاران از اهميــــت ويــ ــوردار مــــدت در ايــــن بيمــ مــــي اي برخــ

ــد ــ. باشــ ــت، بــ ــارين و     ه در نهايــ ــاد و هپــ ــد انعقــ ــاده ضــ ــدگي مــ ــرات ممانعــــت آننــ ــر اثــ ــهايي مبنــــي بــ ــل گزارشــ دليــ

"heme" اســـــتفاده از مـــــواد ضـــــد انعقـــــاد ،EDTA  يـــــاAcid Citrate Dextrose (ACD)  آزمـــــايش بـــــراي انجـــــام

  .مي گرددتوصيه  در خون، ملكولي هاي

  

  )يلتر کاغذيف يرو بر(نمونه خون خشک شده  -٢-٢-۴

ــه  ــن نمونـ ــاليز   ايـ ــراي آنـ ــط بـ ــا فقـ ــاربر DNAهـ ــد دآـ ــه. دارنـ ــده   نمونـ ــك شـ ــون خشـ ــاوي خـ ــاي حـ ــا  ٨هـ ــد از  DBSيـ را بعـ

ــرارداددر ظروفــــي  بايــــدخشــــك آــــردن آامــــل  ــازه ور قــ ــواد ضــــد آــــه اجــ ــا ود رطوبــــت را ندهــــد و حــــاوي مــ رطوبت يــ

  .انديكاتورهاي نشان دهنده ميزان رطوبت باشد

بوســــيله آاغــــذهاي مخصــــوص    DBSتوســــط پوشــــاندن  بايــــد  ،بــــراي جلــــوگيري از آغشــــته شــــدن چنــــد نمونــــه     

ن آنهــــا بــــه طــــوري آــــه از ارتبــــاط آنهــــا بــــا يكــــديگر  قــــرارداد، لامــــل يــــا )glassine(انــــدازه گيــــري وزن آزمايشــــگاهي 

ــد،    ــل آيـ ــه عمـ ــوگيري بـ ــا جلـ ــاس آنهـ ــود  از تمـ ــوگيري نمـ ــي    DBS. جلـ ــال مـ ــاق انتقـ ــاي اتـ ــولا در دمـ ــدمعمـ ــه. يابـ -نمونـ

ــر    ــورت بـ ــن صـ ــه ايـ ــه بـ ــايي آـ ــذ هـ ــده  روي آاغـ ــع آوري شـ ــر جمـ ــراي  فيلتـ ــد، بـ ــدانـ ــاليز    ١٩اقل حـ ــت آنـ ــد، جهـ ــاه بعـ مـ

DNA  و انجامPCR اندده شدهمناسب تشخيص دا.  

   

   ٩برونکوآلوئولار  يتشوشس -٢-٢-۵

                                                 
ا  ٥ زارش ه دم گ ه ع ه ب ا توج ذ ييب ورد پ ه م د  ين الملليرش بيک هــــر آزمايشــــگاه موظــــف اســــت باش

ــه       ــده و چرخ ــدا آنن ــاوي ژل ج ــاي ح ــه در تيوبه ــردن نمون ــز آ ــرات فري ــاي اث ه
کـــه  نمونـــه را در نتـــايج آزمايشـــهاي مولكـــولي  ٥فريـــز آـــردن و ذوب آـــردن

  .دکنتعيين  اعلام مي نمايد را
 

6    Frost-free  
7  Viral load 
8  Dried Blood Spots 
9  Bronchoalveolar Lavage (BAL) 
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ــا ــو ينمونــــه هــ ــدبــــرونش  يشستشــ ــتگاه و   بايــ ــازنده دســ ــتورکار ســ ــتورالعمل آزمايــــطبــــق دســ ــيا دســ ــه  يشــ کــ

ــام  ــودانجــ ــته مــــي شــ ــيــ ــده و تقســ ــونديه شــ ــا . م شــ ــه هــ ــدنمونــ ــ بايــ ــع آور  ٢٤ يطــ ــد از جمــ ــاعت بعــ ــه  يســ بــ

ــا يآزما ــورد آزمــ ــده و مــ ــگاه منتقــــل شــ ــا. رنــــديش قرارگيشــ ــه هــ ــا  يينمونــ ــام آزمــ ــه انجــ ــيکــ ــا يش در طــ ن مــــدت يــ

ــذ  ــان پـ ــت ير نيامکـ ــدسـ ــا  بايـ ــام آزمـ ــا انجـ ــش يتـ ــرايـ ــاليط يا در شـ ــي يخچـ ــا  ٢ يعنـ ــانت  ٨تـ ــه سـ ــداکثر  (گراد يدرجـ ــا حـ تـ

 ــييپـــا يا دمـــايـــگراد يدرجـــه ســـانت  -٧٠ يا بصـــورت منجمـــد در دمـــا  يـــ، و )ســـاعت ٧٢مـــدت  . شـــوند يدارن تـــر نگهـ

ــا  ــه هـ ــه ما  ينمونـ ــوط بـ ــاکتريمربـ ــد وميکوبـ ــدن    بايـ ــد شـ ــل از منجمـ ــقبـ ــداريـ ــولان يا نگهـ ــودگ  يطـ ــدت،  آلـ ــزدا يمـ  ييـ

  .  شوند

  

  نمونه آسپيره مغز استخوان -٢-٢-۶

DNA:  مغـــــز اســـــتخوان در ســـــرنگهاي حـــــاويEDTA  از هپـــــارين اســـــتفاده گـــــرددنبايـــــد ( مـــــي شـــــودآشـــــيده .(

ش يآمـــاده انجـــام آز مـــا   و شـــدهطلـــع مبلافاصـــله بعـــد از دريافـــت نمونـــه مغـــز اســـتخوان       بايـــدپرســـنل آزمايشـــگاه  

ــد ــرا. گردنـ ــا   يبـ ــه هـ ــتخراج نمونـ ــتخوان   ياسـ ــز اسـ ــردازش  مغـ ــل از پـ ــوان قبـ ــي تـ ــاي     مـ ــاهي در دمـ ــدت آوتـ ــراي مـ بـ

ــا  ٢ ــا     ٨تـ ــود، امـ ــداري نمـ ــراد نگهـ ــانتي گـ ــه سـ ــردازشدرجـ ــه   پـ ــن نمونـ ــا مرحايـ ــلولي  تـ ــز سـ ــه ليـ ــدلـ ــرض  بايـ  ٧٢در عـ

مــــدت باشــــد، پــــس از حــــذف  يطــــولان ياراج بــــه نگهــــديــــچنانچــــه احت .ســــاعت بعــــد از جمــــع آوري انجــــام پــــذيرد 

  .نمود يگراد نگهداريدرجه سانت -٢٠ماهها در  يتوان برا يت ها نمونه مغز استخوان را ميروستيار

ــه    ــز آـــردن نمونـ ــل فريـ ــاي در آـ ــاوي خـــون  يداراهـ ــام،    EDTAحـ ــه خـــون تـ ــز اســـتخوان از جملـ ــو  مغـ  آن يوپســـيا بيـ

در صــــورت حضــــور ســــلولهاي قرمــــز، فريــــز و ذوب آــــردن  .شــــود يه نمــــيتوصــــقبــــل از ليــــز آــــردن ســــلولهاي قرمــــز 

ــه  ــدد ايــــن نمونــ ــدن  مجــ ــا موجــــب آزاد شــ ــردد 'Heme'هــ ــام   مــــي گــ ــراي انجــ ــه بــ ــايآــ ــايش هــ ممانعــــت  PCR آزمــ

  .روداي به شمار ميآننده شناخته شده

  

٢-٢-٧-RNA   

ــراي بررســــي  ــه RNAبــ ــالا،    در نمونــ ــوارد بــ ــر رعايــــت مــ ــلاوه بــ ــتخوان، عــ ــز اســ ــاي مغــ ــدهــ ــله در  بايــ ــه بلافاصــ نمونــ

روي  در غيـــر ايـــن صـــورت، بايـــد آســـپيره مغـــز اســـتخوان را بلافاصـــله بـــر        . ه شـــودقـــرارداد RNAمـــايع ثابـــت آننـــده   

 آن را مــــي تــــوانرا اســــتخراج نمــــود و ن RNAســــاعت  ۴يــــخ بــــه آزمايشــــگاه انتقــــال داد و در فاصــــله زمــــاني يــــك تــــا 

  .فريز آرد  تيتروسيقبل از حذف ار

  

   (Buccal Cells) يحفره دهان يسلولها -٢-٢-٨

ــر دو  ــ DNAو  RNAهـــ ــلولها  يرا مـــ ــوان از ســـ ــان  يتـــ ــره دهـــ ــرد  يحفـــ ــتخراج کـــ ــا . اســـ ــه هـــ ــل از  ياز نمونـــ حاصـــ

ــو ــان ن يشستشــ ــدهــ  ــ يــ ــول بــ ــور معمــ ــلوله  ه ز بطــ ــع ســ ــوان منبــ ــان ياعنــ  ــ يدهــ ــتفاده مــ ــد ياســ ــت . کننــ جهــ

ــت از  ــلولها RNAمحافظــ ــان يدر ســ ــا  يدهــ ــه هــ ــو يو نمونــ ــان  يشستشــ ــددهــ ــياز  بايــ ــل پا يکــ ــاز دارياز عوامــ ســ

RNA  ــرد ــتفاده کــ ــلولها . اســ ــه ســ ــان يچنانچــ ــا  يدهــ ــه آزمــ  ــ DNAش يدر برنامــ ــد مــ ــرار دارنــ ــا   يقــ ــوان بــ ــوابتــ  ســ

ــته و   ــه را برداشــ ــب نمونــ ــورتمناســ ــرارت محــ ــ بصــ ــه حــ ــه آزمايخشــــک در درجــ ــل  يط بــ ــگاه منتقــ ــودشــ ــه . نمــ نمونــ

ــا ــو يهــ ــا   يشستشــ ــه آزمــ ــه در برنامــ ــان کــ ــد را ن  DNAش يدهــ ــرار دارنــ ــقــ ــيــ ــوان يز مــ ــا تــ ــ يدر دمــ ــه يمحــ ط بــ

  .  دنمان يدار ميهفته پا ١اتاق تا حدود  يدر دما آهشگاه منتقل کرد يآزما

 يمناســــب جمــــع آور RNAســــاز داريک مــــاده پايــــدر  بايــــدقــــرار دارنــــد  RNAش ينمونــــه بــــزاق را کــــه در برنامــــه آزمــــا

  .شگاه انتقال دادينموده و به آزما

  

  

  

  

  

  :Buffy Coatنمونه  -٢-٢-٩



٩ 
 

ــراي  ــايش بــ ــايآزمــ ــي  هــ  ــ ،DNAبررســ ــر نمــ ــع آور    ياگــ ــد از جمــ ــه روز بعــ ــرض ســ ــوان در عــ ــه، يتــ ــيد  نمونــ اســ

ن ييا پــــايــــدرجــــه ســــانتي گــــراد  -٧٠نمــــوده و در دمــــاي  جــــدا را  Buffy Coat ،دکــــر اســــتخراجاز خــــون  رانوآلئيــــك 

  .١٠نگهداري نمود DNAتا انجام آزمايش  تر

RNA      ــردد ــتخراج گــ ــه اســ ــع آوري نمونــ ــد از جمــ ــاعت بعــ ــار ســ ــا چهــ ــك تــ ــرض يــ ــد در عــ ــورت،  . بايــ ــن صــ ــر ايــ در غيــ

در  RNAو تـــــا قبـــــل از جداســـــازي  قــــرارداد  RNAدر محلـــــول حــــاوي مـــــاده پايـــــدار آننـــــده   مـــــي تـــــوانســــلولها را  

ــوددمــــاي اتــــاق نگهــــداري  ــار  . نمــ ــاراني آــــه دچــ ــا  eosinophiliaدر بيمــ ــتند، ســــطوح بــــالاي ريبونوآلئــ ز انــــدوژن هســ

  .مشكل آفرين باشد Buffy coatهاي د در نمونهمي توان

  

  )CSF(نخاعي  -هاي مايع مغزينمونه -٢-٢-١٠

٢-٢-١٠-١-DNA    

CSF ــد ــاي  بايــ ــا  ٢در دمــ ــد    ٨تــ ــال يابــ ــگاه انتقــ ــه آزمايشــ ــراد بــ ــانتي گــ ــه ســ ــله  . درجــ ــوان بلافاصــ ــه را نتــ ــر نمونــ اگــ

، بايــــــد آن را در HSVو  CMVو  EBVو  VZVدار ماننــــــد  DNAبررســــــي نمــــــود، بــــــراي بررســــــي حضــــــور ويروســــــهاي 

  .قراردادتر  درجه سانتي گراد يا پايين -٧٠تا  -٢٠دماي 

٢-٢-١٠-٢-RNA   

ــور ويروســـــهاي    ــها بايـــــد RNAبـــــراي بررســـــي حضـــ ــرد را  CSFهـــــاي نمونـــــهدار ماننـــــد انتروويروســـ بلافاصـــــله ســـ

ــاعت      ــار ســ ــا چهــ ــك تــ ــله يــ ــود و در فاصــ ــرد  RNAنمــ ــتخراج آــ ــردن     . را اســ ــدا آــ ــد از جــ ــورت، بعــ ــن صــ ــر ايــ در غيــ

  .يخ خشك به آزمايشگاه ارسال نمودبر روي  مي توانرا  CSFهاي فريز شده گلبولهاي قرمز، نمونه

  

  )Cultured cells(نمونه سلولهاي آشت داده شده  -٢-٢-١١

ــاي    ــلولها در دمــ ــن ســ ــداري ايــ ــه نگهــ ــتخراج     ٣٧ادامــ ــام اســ ــا هنگــ ــراد تــ ــانتي گــ ــه ســ ــا  DNAدرجــ ــيه  RNAيــ توصــ

ــتها را   . مــــي گــــردد ــيتها و لنفوبلاســ ــلولها ماننــــد، آمينوســ در  مــــي تــــواندر غيــــر ايــــن صــــورت، بعضــــي از انــــواع ســ

ــال دا    ــگاه انتقــ ــه آزمايشــ ــاق بــ ــاي اتــ ــلولي و در دمــ ــيط آشــــت ســ ــر بعضــــي از ا. دحجــــم مناســــب از محــ ــواع ديگــ نــ

ــلولها  ــيون ســـ ــد سوسپانســـ ــداري     ماننـــ ــه نگهـــ ــت بـــ ــن اســـ ــاني، ممكـــ ــيتهاي انســـ ــاي آندروســـ ــال در هـــ و انتقـــ

ــرا ــاليط يشــ ــند  يخچــ ــته باشــ ــاز داشــ ــا. نيــ ــتورالعمل هــ ــردن  دســ ــدار آــ ــوه پايــ ــا  DNAي نحــ ــن   RNAو يــ ــورد ايــ در مــ

   .رعايت گردد بايدها نمونه

    (FNA١١)ره با استفاده از سر سوزن نازکينمونه آسپ -٢-٢-١٢ 

ــرا ــتخراج  يبــ ــپ   DNAاســ ــتورالعمل آســ ــابق دســ ــل   يمطــ ــتخوان عمــ ــز اســ ــود ره مغــ ــي شــ ــش  (  مــ ــه بخــ  ٦-٤-٣١بــ

 RNAدارکننـــــده يا در محلـــــول پايـــــبلافاصـــــله خنـــــک کـــــرده  بايـــــدرا  RNA ،RNAجهـــــت مطالعـــــه ). مراجعـــــه شـــــود

ــ ــرار دهــ ــاو ،اگــــر نمونــــه. ميقــ ــازيــــگلبــــول قرمــــز باشــــد عمل يحــ ــافه کــــردن   يات پاکســ ــز قبــــل از اضــ گلبــــول قرمــ

  . رديصورت پذ بايد RNAدار کننده يمحلول پا

ــتخراج  ــا RNAاســ ــده  ياز نمونــــه هــ ــا  ٢ظــــرف مــــدت  بايــــدخنــــک شــ ــردار  ٤تــ ــه بــ ــاعت پــــس از نمونــ ــام  يســ انجــ

ــود ــه در ا. شـ ــچنانچـ ــاو يـ ــه حـ ــت نمونـ ــت   ين حالـ ــز اسـ ــول قرمـ ــدگلبـ ــز     بايـ ــول قرمـ ــه، گلبـ ــردن نمونـ ــد کـ ــل از منجمـ قبـ

ــه  ــذاز نمونــ ــودف حــ ــا . شــ ــه هــ ــدود   ينمونــ ــد حــ ــا  ٢منجمــ ــه پا ٤تــ ــهفتــ ــيــ ــد يدار مــ ــتفاده از  . ماننــ ــورت اســ درصــ

  . توجه شود بايدسازنده  يکمپان يدستورالعمل هابه  RNAدار کننده يپا يتجار يمحلولها

 

   بافت -٢-٢-١٣

 DNA :اســــتخراج  يبــــراDNA منتقــــل شــــگاه يخ مرطــــوب بــــه آزمايــــ يرو عا خنــــک کــــرده و بــــريســــر بايــــد، بافــــت را

 ــ . کــــرد  ــيدرجــــه ســــانت  ٨تــــا  ٢ســــاعت در  ٢٤تــــوان   يدر آزمابشــــگاه بافــــت را مــ  ــش از شــــروع عمليگراد پــ ات يــ

تــــروژن يدر ن يتــــوان بافــــت را بــــه ســــرعت در مکــــان نمونــــه بــــردار  ين مــــيهمچنــــ. کــــرد ينگــــه دار يآمــــاده ســــاز

                                                 
 (EBV)بار  -ويروس اپشتن با) immortalization(آه براي ناميرا آردن  Buffy Coatهاي نمونه ١٠

روي يخ خشك به آزمايشگاه  صورت فريز شده و بره گيرند بايد بمورد استفاده قرار مي
 ندبانتقال يا

11     Fine Needle Aspirate 
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 ــ   ينمونـــه هـــائ  . ع منجمـــد کـــرد  يمـــا  در  بايـــد قـــرار دارنـــد    FISHمثـــل   inSitu يملکـــول  يهـــا  يکـــه در برنامـــه بررسـ

  .دنمو ينگهدار يت منجمد تا پردازش آتيو در وضع قرارداد OCT١٢ا يط مناسب برش يمح

ــا  ــا  DNAعمومـــ ــا ٢٤در بافـــــت تـــ ــا  ٢ يســـــاعت در دمـــ ــانت ٨تـــ ــداقل گراديدرجـــــه ســـ درجـــــه  -٢٠هفتـــــه در  ٢، حـــ

ــانت ــرايســ ــانت -٧٠ســــال در  ٢مــــدت حــــداقل  يگراد و بــ ــايــــگراد يدرجــــه ســ ــائ يا دمــ اگــــر . مي مانــــدداريــــن تــــر پايپــ

فـــرد مســـئول را آگـــاه    بايـــدرد، ينمونـــه بافـــت تـــازه صـــورت پـــذ     افـــتيدربلافاصـــله پـــس از   DNAاســـتخراج  هيمخـــواب

جامــــد خصوصــــا بافــــت  يبافتهــــا. شــــروع کنــــد عاًيات اســــتخراج را ســــريــــدن نمونــــه عمليتــــا هنگــــام رســــ ســــاخت

 بايــــدات اســــتخراج وجــــود نــــدارد يــــلچنانچــــه امکــــان شــــروع عم. مــــي باشــــنداز انــــدونوکلئاز  ي، منبــــع غنــــيتومــــور

. کــــرد ينگهــــدار يشــــگاهيات آزمايــــن تــــر تــــا زمــــان انجــــام عمليپــــائ يا دمــــايــــگراد يدرجــــه ســــانت -٧٠بافــــت را در 

ــتخراج     ــام اسـ ــت انجـ ــازه جهـ ــت تـ ــه بافـ ــدهيدر آ  DNAنمونـ ــد ،نـ ــو   بايـ ــد شـ ــرعت منجمـ ــه سـ ــون . دبـ ــت خـ ــدا  يبافـ ابتـ

ج مطلـــوب، بافـــت را در  يجهـــت اخـــذ نتـــا  . دشســـته شـــو ل ين اســـتريبـــا نرمـــال ســـال   بايـــدقبـــل از منجمـــد کـــردن   

ــانت -٧٠ن در يزوپنتيــــا در حمــــام ايــــع و يتــــروژن مــــاين نگــــه  يبــــرا. مــــي کننــــدگراد بــــه ســــرعت منجمــــد يدرجــــه ســ

ــولان يدار ــا  يطــ ــدت، دمــ ــانت  -٧٠ يمــ ــه ســ ــگراد يدرجــ ــائيــ ــر توصــ ــيا پــ ــود ه ين تــ ــي شــ ــت ن . مــ ــه بافــ ــدنمونــ در  بايــ

دســــتگاه جهــــت آب کــــردن برفــــک     يدمــــائ يرا برنامــــه دوره ايــــشــــوند، ز ينگهــــدار" بــــدون برفــــک " يزرهــــايفر

   .مي شودک يدنوکلئيب اسيموجب تخر

ــعمل  ــاز يـ ــاده سـ ــا  يات آمـ ــه هـ  ــ  ينمونـ ــه در محـ ــازه کـ ــت تـ ــت يبافـ ــال  RPMI١٣ط کشـ ــوند ارسـ ــي شـ ــد مـ ــر بايـ  عايسـ

ــود  ــروع شــ ــافت . شــ ــه بــ ــر نمونــ  ــ ياگــ ــت بررســ ــا جهــ ــ يتنهــ ــد ک يدنوکلئياســ ــي باشــ ــد، مــ ــر بايــ ــ يرو بــ ــه خ يــ بــ

 بررســـي هـــاي جهـــت  يملکـــول آزمـــايش هـــاي چنانچـــه نمونـــه بافـــت تـــازه عـــلاوه بـــر      . شـــگاه منتقـــل شـــود  يآزما

 يارســــال شــــده اســــت، جهــــت زنــــده نگــــه داشــــتن ســــلول انتقــــال آن در دمــــا         يتومتريک و فلوســــايتوژنتيســــ

  .مي پذيردط صورت يمح

  

١۴-٢-٢-RNA    

ــتخراج   ــه اسـ ــافت  RNAچنانچـ ــه بـ ــر اســـت،    ياز نمونـ ــورد نظـ ــدمـ ــه  بايـ ــل از نمونـ ــا را قبـ ــذخ هـ ــازيـ در محلـــول  يره سـ

مــــدت در ا حــــداکثر يــــو نمــــود ن تــــر، بــــه ســــرعت منجمــــد يپــــائ ايــــگراد يدرجــــه ســــانت -٧٠در ه و قــــراردادســــاز داريپا

  .شروع شود RNAات استخراج يعمل بايد، يساعت بعد از نمونه بردار ١کمتر از 

RNA   ــور ــاد فـ ــس از انجمـ ــدت    يپـ ــه مـ ــداقل بـ ــت حـ ــال در  ٢بافـ ــانت  -٧٠سـ ــه سـ ــگراد يدرجـ ــايـ ــائ يا دمـ ــر پايپـ ــن تـ دار يـ

  RNAيمحتـــو ينمونـــه هـــا  ينگهـــدار يحـــيترج ين تـــر، دمـــا يا پـــائيـــگراد يدرجـــه ســـانت  -٧٠ يدمـــا. مانـــد يمـــ

ــا. مــــي باشــــد ــول يکــــه در برنامــــه بررســ ــ يمنجمــــد ينمونــــه هــ ــرار دارنــــد ) FISHمثــــل ( inSitu يملکــ ــدقــ در  بايــ

 يبــــافت ينمونــــه هــــا. شــــوند يمنجمــــد نگهــــدار بصــــورت يات آتــــيــــه شــــده و تــــا شــــروع عملقــــرارداد OCTط يمحــــ

ــط ن  ــه توسـ ــا يکـ ــروژن مـ ــد   يتـ ــده انـ ــد شـ ــرعت منجمـ ــه سـ ــدع بـ ــر رو بايـ ــ يبـ ــده و در  يـ ــال شـ ــک ارسـ ــه  -٧٠خ خشـ درجـ

د قبــــل از يــــمنجمــــد نبا ينمونــــه هــــا. شــــوند ينگهــــدار RNAن تــــر تــــا زمــــان اســــتخراج يپــــائ يا دمــــايــــگراد يســــانت

ــ ١٤اناتيوســــيزوتيوم ايديــــگوان در بــــافر ماًيمســــتق بايــــدنــــد، بلکــــه ياســــتخراج از حالــــت منجمــــد درآ ط ير محــــيا ســــايــ

 ير نمـــيبافـــت امکـــان پـــذ   يفـــور يدار ســـازيـــا پايـــچنانچـــه انجمـــاد  . زه شـــونديمناســـب اســـتخراج همـــوژن   يهـــا

ــتخراج  ــد، اســ ــد RNAباشــ ــرف مــــدت  بايــ ــاعت  ٤ظــ ــا يترج(ســ ــاعت ١حــ ــه گ) ســ ــد از نمونــ ــبعــ ــذ يريــ ــورت پــ . رديصــ

  . مي باشدن تر يا پائيگراد يدرجه سانت -٧٠ يخالص شده در دما RNA يط نگهدارين شرايبهتر

 ــ  ــد در محــ ــت منجمــ ــه بافــ ــدرا  OCTط ينمونــ ــر بايــ ــ يرو بــ ــداکثر   يــ ــرده و حــ ــل کــ ــک منتقــ ــاعت پــــس از   ٢خ خشــ ســ

ــه، ذخيدر ــافــــت نمونــ ــازيــ ــا يره ســ ــانت -٧٠ يدر دمــ ــه ســ ــگراد يدرجــ ــائيــ ــذ يا پــ ــورت پــ ــر صــ ــه . ردين تــ ــه نمونــ چنانچــ

ن يپـــائ يا دمـــايـــگراد يدرجـــه ســـانت  -٧٠زر يـــعا در فريســـر بايـــدشـــگاه ارســـال شـــود   يخ بـــه آزمايـــ يرو منجمـــد بـــر 

ــر  ــراردادتـ ــوگ     قـ ــاد جلـ ــت انجمـ ــه از حالـ ــدن نمونـ ــاز شـ ــا از بـ ــود يريه تـ  ــ . شـ ــه در حـ ــه نمونـ ــت  يچنانچـ ــال از حالـ ن انتقـ

ــاد درآ ــانجمـ ــد، ديـ ــر  بايـ ــه سـ ــعتر عمليهرچـ ــر يـ ــتخراج بـ ــده    يرو ات اسـ ــروع شـ ــه شـ ــنمونـ ــورتا يـ ــه يدر صـ ــر يم کـ سـ

  . ه شودقراردادزر ين تر در فريپائ يا دمايگراد يدرجه سانت -٧٠ يست بلافاصله در دماين

                                                 
12  Optimal Cutting Temperature 
13   Roswell Park Memorial Institute 
14    Guanidinium Isothiocyanate 
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 يکيپلاســــت يوبهــــايبافــــت را در ت ي، نمونــــه هــــا مــــي شــــود ب يــــهــــا تخر RNaseتوســــط  RNAکــــه  ياز آنجــــائ

د کـــه لولـــه هـــا بـــا دســـت برهنـــه برخـــورد       يد و مطمـــئن شـــو يـــکن ير نســـبت بـــه آب نگهـــدار  يل و نفوذناپـــذياســـتر

 ــفر. نداشـــته انـــد   ــک اســـتخراج شـــده نبا يدنوکلئيا اســـيـــبافـــت و   ينمونـــه هـــا  يزر مـــورد اســـتفاده در نگهـــدار  يـ د يـ

ــوع  ــک "از نـ ــدون برفـ ــند، ز" بـ ــباشـ ــائ يـ ــه دوره دمـ ــا يرا برنامـ ــت و     يـ ــب شکسـ ــک موجـ ــع برفـ ــت رفـ ــا جهـ ــتگاه هـ ن دسـ

  .مي شودک يدنوکلئيب اسيتخر

ــا   ــد خصوصــ ــوربافــــت جامــ ــ يبافــــت تومــ ــع غنــ ــا  يمنبــ ــنداز نوکلئازهــ ــابرا. مــــي باشــ ــتخراج يبنــ ، RNAن جهــــت اســ

ــازه    ــت تـ ــه بافـ ــدنمونـ ــر  بايـ ــه سـ ــا يعتر در نيهرچـ ــروژن مـ ــع يتـ ــام ايـ ــا در حمـ ــايزوپنتيـ ــانت  -٧٠ ين در دمـ ــه سـ گراد يدرجـ

ــ ــايـ ــائ يا دمـ ــان يپـ ــور ناگهـ ــر بطـ ــوند ين تـ ــد شـ ــائ . منجمـ ــه هـ ــمن نمونـ ــتخراج   يدرضـ ــا جهـــت اسـ ــه تنهـ ــه  RNAکـ گرفتـ

را قبـــــل از انجمـــــاد  يبهتـــــر اســـــت بافـــــت خـــــون. قـــــرارداد RNAدارکننـــــده يدر مـــــواد پا مـــــي تـــــوانشـــــده انـــــد را 

  .ن شستشو داديبا نرمال سال يناگهان

ــه دار    ــان نگــ ــدت زمــ ــر از مــ ــرف نظــ  ــ يصــ ــا، توصــ ــه هــ ــود ه ينمونــ ــي شــ ــا مــ ــدار يدمــ ــت در  ينگهــ ــه  -٧٠بافــ درجــ

  . ت استيقادر به فعال زيگراد نيدرجه سانت -٢٠ يدر دما يحت RNaseرا ين تر باشد زيا پائيگراد يسانت

  

  (Oral Fluids) يعات دهانيما -٢-٢-١۵ 

ــورکل ــذخ يبطــ ــازيــ ــال ما يره ســ ــام    يو انتقــ ــت انجــ ــان جهــ ــات دهــ ــاي عــ ــايش هــ ــه   RNAو  DNA آزمــ ــابه نمونــ مشــ

ــلولها ــال  يســ ــان(بوکــ ــد) يدهــ ــا ا ،مــــي باشــ ــبــ ــا  يــ ــه جهــــت آزمــ ــر نمونــ ــه اگــ ــتثناء کــ ــه در RNAش ين اســ نظرگرفتــ

ــت   ــده اســ ــدشــ ــه در  بايــ ــنمونــ ــاليمحــ ــ يط انتقــ ــول پايــ ــده يا محلــ ــو دارکننــ ــايــ ــالي يا در دمــ ــا  ٢ يخچــ ــه  ٨تــ درجــ

ــانت ــود   يسـ ــل شـ ــگاه منتقـ ــه آزمابشـ ــه ما. گراد بـ ــان ينمونـ ــات دهـ ــد يعـ ــدت   بايـ ــرف مـ ــردار   ٢٤ظـ ــه بـ ــاعت از نمونـ  يسـ

  .رنديش قرار گيمورد آزما

  

  (FFPET١٥)ن يکس شده با فرمالينه فيپاراف يبافتها -٢-٢-١۶

ــا مــــي تــــوانبلــــوک بافــــت را  بصــــورت FFPETنمونــــه  ــانياتــــاق بــــدون محــــدود يدر دمــ ــال يت زمــ  يآتــــز يجهــــت آنــ

DNA ،امکــــان اســــتخراج  . کــــرد ينگهــــدارDNA  بــــالا از نمونــــه   يبــــا وزن ملکــــولFFPET خشــــک کــــردن   بــــه روش

ــال  وه يـــــج يکســـــاتور حـــــاوياز اســـــتفاده از هرگونـــــه ف. ن وجـــــود دارديبافـــــت در نقطـــــه بحـــــران جهـــــت زدودن فرمـــ

  . کرد يخوددار بايد) B5کساتور يمثل ف(

ن گونــــه يــــا از RNA، امــــا امکــــان اســــتخراج مــــي شــــوده نيتوصــــ RNAجهــــت مطالعــــه  FFPET ياگرچــــه نمونــــه هــــا

نمونــــه . نشــــده وجــــود دارد يزيــــد رنــــگ آمياســــلا يــــک يبــــر رو ايــــو  يچــــه بصــــورت يــــک بلــــوک بــــافتنمونــــه هــــا 

FFPET را نمونــــه مناســــب جهــــت يــــز مــــي شــــودر نمونــــه هــــا اســــتفاده يتنهــــا درصــــورت در دســــترس نبــــودن ســــا

 .   دباش ينم يملکول آزمايش هاي

  Semenنمونه  -٢-٢-١٧

بلافاصــــله ســــرد گــــردد و در همــــان روز جمــــع آوري بــــه آزمايشــــگاه انتقــــال داده و تــــا زمــــان          بايــــدايــــن نمونــــه  

مـــــي را  semenدر  DNAآنـــــاليز . گـــــردددرجـــــه ســـــانتي گـــــراد نگهـــــداري  ٨تـــــا  ٢در دمـــــاي بـــــين  DNAاســـــتخراج 

ــوان ــر روي  تــ ــا         بــ ــا بــ ــيتولوژيكي و يــ ــاليز ســ ــراي آنــ ــده بــ ــيكس شــ ــاي فــ ــين لامهــ ــده و همچنــ ــك شــ ــه خشــ نمونــ

   .انجام داد hybridization in situاستفاده از روشهاي 

  

  خلط -٢-٢-١٨

ــ شــــگاه ياتــــاق بــــه آزما يشــــده و در دمــــا يل جمــــع آوريدر ظــــروف اســــتر بايــــد DNA ينمونــــه خلــــط جهــــت بررســ

 يخچــــالي يط دمــــائيدر شــــرا بايــــدقــــه، نمونــــه يدق ٣٠ش از ير در ارســــال نمونــــه بــــيخأدر صــــورت تــــ. منتقــــل شــــود

ــا  ٢( ــانت  ٨تـ ــه سـ ــدار   ) گراديدرجـ ــال نگهـ ــان ارسـ ــا زمـ ــود يتـ ــه آزما    . شـ ــه بـ ــال نمونـ ــان انتقـ ــول زمـ ــه طـ ــگاه يچنانچـ شـ

  . مي پذيردخنک صورت  يط دمائيز در شرايقه باشد، انتقال نيدق ٣٠ش از يز بين
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ــ در  بايــــدش وجــــود نــــدارد يآزمــــا يشــــگاه چنانچــــه امکــــان انجــــام فــــور يدن نمونــــه خلــــط بــــه آزمايبــــه محــــض رســ

مــــي  اســــت، وميکوبــــاکتريماملکــــولي  يچنانچــــه نمونــــه جهــــت بررســ ــ .دشــــو يخچــــال نگهــــداري يط دمــــائيشــــرا

ــ ــا  دتوانــ ــا دوره هــ ــان يتــ ــولان يزمــ ــپا يطــ ــورت يــ ــا درصــ ــد، امــ  ــيدار بمانــ ــت و بررســ ــردو روش کشــ ــول يکه هــ  يملکــ

ــاز   ــاده سـ ــل آمـ ــر اســـت مراحـ ــورد نظـ ــه  يمـ ــدنمونـ ــر بايـ ــه سـ ــده   يهرچـ ــان جوابـ ــداقل زمـ ــه حـ ــا بـ ــود تـ ــام شـ  يعتر انجـ

ــدســـــت  ــقابل(م يابيـــ ــدهيـــ ــاکتريوم  يت جوابـــ ــپلکسمايکوبـــ ــ کمـــ ــان  يدر طـــ ــا ١٤زمـــ افـــــت يروز پـــــس از در ٢١ تـــ

  ).نمونه

بــــه مــــدت  مــــي تــــوان، آن را مــــي شــــود يش نگهــــداريتــــا انجــــام آزمــــا يتــــر يان طــــولاناگــــر نمونــــه خلــــط در زمــــ

ر نمونــــه هــــا، در يهماننــــد ســــا. کــــرد ين تــــر نگهــــداريا پــــائيــــگراد و يدرجــــه ســــانت -٧٠ يســــال در دمــــا ١حــــداقل 

 ــصـــورت اســـتفاده از ک   ــ  بايـــد جهـــت اســـتخراج   يت تجـــار يـ  ــه هـــا و دســـتورالعمل ســـازنده ک  يبـــه توصـ ت در مـــوارد  يـ

  .و انتقال نمونه ها توجه شود يره سازي، ذخينگهدارط يشرا

   

  نمونه مدفوع -٢-٢-١٩

ــه   ــن نمونـ ــدايـ ــه       بايـ ــا آتابچـ ــاب يـ ــده در آتـ ــت شـ ــوابط در خواسـ ــت ضـ ــا رعايـ ــال    بـ ــگاه ارسـ ــه آزمايشـ ــا بـ ــاي راهنمـ هـ

و در بعضـــــي  مـــــي باشـــــددر بعضـــــي روشـــــها، نيـــــاز بـــــه اســـــتفاده از ظـــــروف حـــــاوي مـــــواد نگهدارنـــــده . گـــــردد

روشـــهاي ديگـــر توصـــيه شـــده اســـت آـــه مـــدفوع در ظـــرف درپـــيچ دار بـــدون مـــواد نگهدارنـــده جمـــع آوري گـــردد و             

  .درجه سانتي گراد به آزمايشگاه انتقال يابد ٨تا  ٢در دماي بين 

  

   يادرار يو مجار يدهانه رحم يهاسواب -٢-٢-٢٠ 

ــ ــور کلـــ ــفيک يبطـــ ــرو يت نمونـــــه مناســـــب و مکفـــ ــيـــ ــاوکس، کـــــه ياندوســـ ــلولها يحـــ ــت يســـ ا يـــــک و يمتاپلاســـ

ــلولها ــ يســ ــتون يمخروطــ ــرو يو ســ ــها  ياندوســ ــه روشــ ــته بــ ــت، وابســ ــه گ  يکس اســ ــب نمونــ ــمناســ ــت يريــ . اســ

قـــرار گرفتـــه   يانتقـــال يطهـــايدر مح بايـــد ) Broomsماننـــد جاروهـــا  ( يريـــگـــر لـــوازم نمونـــه گ  يا ديـــ بـــرسها، ســـواب

ــه آزما ــوند يو بــ ــل شــ ــگاه منتقــ ــه درب . شــ ــورت خشــــک در لولــ ــه بصــ ــل  چنانچــ ــته منتقــ ــوندبســ ــد مــــي شــ ــه  بايــ بــ

ــ ــايتوصــ ــازنده ک يه هــ ــســ ــ وت يــ ــه   يا آزمايــ ــده توجــ ــام دهنــ ــگاه انجــ ــوشــ ــ. دشــ ــواع  يبعضــ ــواباز انــ ــب ســ ها موجــ

 ــ ممکـــن  DNAن دســـت، يش پـــائيبســـته بـــه نـــوع آزمـــا   . مـــي شـــوند  يملکـــول آزمـــايش هـــاي از  يتـــداخل در بعضـ

ــت در  ــا  ٢اسـ ــانت  ٨تـ ــه سـ ــداکثر  يدرجـ ــه پا ١٠گراد تـــا حـ ــروز در نمونـ ــد داريـ ــضبـــ. بمانـ ــ ه محـ ــه يرسـ  ســـوابدن نمونـ

ــگاهيبــــه آزما ــ ،شــ ــاليآن را در محــ ــرده و جهــــت ادامــــه مراحــــل بعــــد   يط انتقــ ــا يمعلــــق کــ ــ ،شيآزمــ ــوانا يــ  مــــي تــ

ــا ــاليمــ ــا  يع انتقــ ــل را در  دمــ ــانت  -٧٠ يحاصــ ــه ســ ــگراد و يدرجــ ــرا يــ ــدار کمتــ ــرد و  ينگهــ ــکــ ــس از  يــ ــله پــ ا بلافاصــ

ــانتر ــا يفيســـ ــله را جهـــــت آزمـــ ــردن، رســـــوب حاصـــ ــورد  DNAو  RNAش يوژ کـــ ــتفاده مـــ ــرارداداســـ ــا. قـــ  ينمونـــــه هـــ

ــس از   ــد را پــ ــردن،منجمــ ــانتر ذوب کــ ــد رو يفيســ ــرده و هماننــ ــتفاده      شوژ کــ ــورد اســ ــازه مــ ــه تــ ــده در نمونــ ــر شــ ذکــ

  .مي دهيمقرار 

 ــ يـــبا ممکـــن اســـت   مـــي شـــوند ه يـــته يملکـــول آزمـــايش هـــاي  يکـــه بـــرا  يانتقـــال يط هـــايد توجـــه داشـــت محـ

از جهـــــت مطالعـــــات ســـــلول يـــــمـــــورد ن يشـــــدن ســـــلولها يشـــــباعـــــث متلا باشـــــند کـــــه يدترجنتهـــــائ يحـــــاو

  . مي گردد يشناس

د يظ اســــيو تغلــــ ي، جداســــازيمحصــــول بــــدون خــــالص ســــاز(ه ســــلول يــــم محصــــول تجزيجهــــت اســــتفاده مســــتق

داشــــته توجــــه هــــدف مــــورد نظــــر    يط مطلــــوب شناســــائ يبــــه شــــرا  بايــــد، PCR در واکــــنش هــــاي ) کيــــنوکلئ

ا عـــدم حضـــور  يـــزبـــان، حضـــور  يســـلول م DNAاســـت، نســـبت   يکروبـــين چنانچـــه هـــدف ژنـــوم م  يهمچنـــ. ميباشـــ

  . بگذارد تأثيرش ين دست آزمايت مراحل پائيسمها و مقدار ترشحات، ممکن است بر موفقير ارگانيسا

  

  نمونه ادرار -٢-٢-٢١

ــايي        ــر شناســ ــل بــ ــاير عوامــ ــاب و ســ ــود التهــ ــرين ادرار، وجــ ــد از آخــ ــري بعــ ــه گيــ ــاني نمونــ ــله زمــ ــم ادرار، فاصــ حجــ

 ٢۵(اي اتــــاق و بــــالاتر از نگهــــداري نمونــــه ادرار تــــازه در دمــ ــ. گذارنــــد تــــأثيروجــــود اســــيدهاي نوآلئيــــك مــــورد نظــــر  

را بــــه ســــرعت  DNAبــــالاي اوره، پــــايين و وجــــود مقــــادير  pHبايــــد پرهيــــز نمــــود چــــون ) گراد و بــــالاتردرجــــه ســــانتي

بســــتگي بــــه مــــوارد  ملكــــولي آزمــــايش هــــايتيمــــار ادرار بــــراي آمــــاده ســــازي جهــــت انجــــام . مــــي نمايــــدتجزيــــه 
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بعــــد . آزمايشــــگاه دارد يــــياجرا يدســــتورالعمل هــــاآيــــت توليــــد آننــــده يــــا  يراهنمــــاپيشــــنهاد شــــده در آتابچــــه 

بــــراي مطالعــــات . درجــــه ســــانتي گــــراد نگهــــداري گردنــــد ٨تــــا  ٢هــــا بايــــد در دمــــاي بــــين از تيمــــار خــــاص، نمونــــه

RNA  ،مــــوردنظر قــــرار  بايــــدي خــــاص جمــــع آوري، انتقــــال و طريقــــه نگهــــداري مكتــــوب شــــده دســــتورالعمل هــــانيــــز

  .گيرند

ــه     ــازي نمونــ ــيظ ســ ــه غلــ ــاز بــ ــورت نيــ ــا، در صــ ــوان هــ ــي تــ ــانتريف مــ ــانترووژ، اياز ســ ــي يفيلتراســ ــا فيلتراســ ون وژ و يــ

وجـــــود مـــــواد احتمـــــالي ممانعـــــت آننـــــده، جداســـــازي اســـــيدهاي نوآلئيـــــك   بـــــه دليـــــلاســـــتفاده نمـــــود، امـــــا 

   .مي گرددبلافاصله بعد از انجام عمل تغليظ پيشنهاد 

   

     LCM١٦بافت با استفاده از ليزر ) جداسازي تکه اي از(خرد جداسازي  -٢-٢-٢٢

ــرده         LCMروش  ــت کـــ ــه بافـــ ــي از نمونـــ ــلولهاي بخصوصـــ ــيدنوکلئيک از ســـ ــتخراج اســـ ــه اســـ ــادر بـــ ــين را قـــ محققـــ

عمومــــا نمونــــه بافــــت بــــر روي اســــلايد شيشــــه اي      . مــــي باشــــد اســــاس ايــــن روش نســــبتا ســــاده    . اســــت

خوابانــــده شــــده، پــــس از پوشــــانده شــــدن بــــا فــــيلم شــــفاف پلاســــتيکي، بــــا ميکروســــکوپ نــــوري مــــورد مطالعــــه  

مي کـــه محققـــين ســـلولهاي مـــورد نظـــر خـــود را شناســـائي کردنـــد، بـــا اســـتفاده از پرتـــو          هنگـــا. دمـــي گيـــر قـــرار 

ــدا       ــود را جـ ــر خـ ــورد نظـ ــت مـ ــه بافـ ــز تکـ ــز متمرکـ ــادون قرمـ ــزر مـ ــد ليـ ــي کننـ ــيلم    . مـ ــدن فـ ــب آب شـ ــو موجـ ــاي پرتـ گرمـ

 بــــه راحتــــيبــــدين صــــورت آن تکــــه از بافــــت . مــــي شــــودپلاســــتيکي شــــفاف و چســــبيدن ســــلول منتخــــب بــــه آن 

 ــ. مـــي مانـــد  کنـــده شـــده و مـــابقي بـــرش بافـــت دســـت نخـــورده بـــاقي        انه هـــاي تجـــاري موجـــود از   ـامـــروزه سامـ

ــول    ،ايــــن روش ــابي زيســــت ملکــ ــه و بازيــ ــلولهاي بخصــــوص و مطالعــ ــازي ســ ــزار مفيــــدي جهــــت جداســ ــا ابــ ي آن هــ

  . مي باشند

DNA   رنـــگ آميـــزي  ) وزنفـــر(از تکـــه هـــاي حاصـــل از ايـــن روش از نمونـــه هـــاي فريـــز شـــده         مـــي تـــوان ژنوميـــک را

ــردازش      ــوم پـ ــهاي مرسـ ــا روشـ ــه بـ ــده کـ ــوند شـ ــي شـ ــا       مـ ــده بـ ــيکس شـ ــه فـ ــافتي پارافينـ ــهاي بـ ــين از برشـ و همچنـ

ــرد   ــتخراج کــ ــز اســ ــور موفقيــــت آميــ ــالين، بطــ ــتخراج کــــل . فرمــ ــده و   mRNAو  RNAاســ از برشــــهاي رنــــگ آميــــزي شــ

ــتخراج     ــهاي اســ ــواع روشــ ــتفاده از انــ ــا اســ ــده بــ ــا نشــ ــتخر   و RNAيــ ــاري اســ ــاي تجــ ــا کيتهــ ــده  يــ ــرح داده شــ اج شــ

  . است

ــاي  ــکي  LCMکاربردهــ ــات پزشــ ــرعتدر تحقيقــ ــه ســ ــزايش اســــت و   بــ ــال افــ ــواندر حــ ــه   مــــي تــ ــر بــ ــال حاضــ در حــ
  : موارد زير اشاره کرد

 تحقيق رابطه بين ژن و بيماري .١
 تحقيقات سرطان شناسي از طريق مورفولوژي و بررسي ژن .٢
 بيان ژن بخصوص در طي دوره اوليه تولد .٣
 مطالعات پروتئوميکس  .۴

LCM           ــه ــک نمونــ ــار در يــ ــال و بيمــ ــلولهاي نرمــ ــروتئين در ســ ــان پــ ــر ژن و بيــ ــزان تکثيــ ــه ميــ ــه مقايســ ــادر بــ ــا را قــ مــ

جهـــــت تخمـــــين  مـــــي تـــــوانرا  LCMاز تکـــــه بافـــــت حاصـــــل از روش  cDNAکتابخانـــــه . مـــــي آنـــــدواحـــــد بـــــافتي 

ــت    ــي بيــــان ژن در جمعيــ ــوي واقعــ ــورد اســــتفاده         الگــ ــت واقعــــي مــ ــر در بافــ ــلولهاي مــــورد نظــ ــاي خــــالص ســ هــ

را در دســـــتيابي بـــــه تشـــــخيص  تمـــــامي روش هـــــاي ملكـــــولي توانـــــائي بـــــالقوه مـــــا بـــــا  LCMتلفيـــــق . قـــــرارداد

ملکــــولي، تخمــــين پــــيش آگهــــي بيمــــاري، انتخــــاب درمــــان و پــــايش پاســــخهاي درمــــاني در دســــته هــــاي بــــاليني   

  .مي دهدمختلف افزايش 

  و غني سازي عوامل بيماريزا افزايش غلظتروشهاي  -٢-۵ 

نياز به غني سازي يا غليظ نمودن نمونه  ، عموماًملكوليبا توجه به حساسيت بالاي روشهاي آمپليفيكاسيون در تستهاي 

اسيدنوآلئيك  که يمولکول يدر تستها Nested نظير آمپليفيكاسيون يروش ها يگيرتوان با بکار يهمچنين م . مي باشدن

، ميزان حساسيت مي شود، آمپليفاي PCRدوم  ابتدا در مرحله اول آمپليفيكاسيون غني سازي شده و به دنبال آن توسط ران

اشاره به فرآيندي دارد آه با انجام آن، مواد ممانعت  PCRگاهي اوقات غني سازي در  .ش داديافزا يرا بطور قابل ملاحظه ا

- هاي اختصاصي آار با نمونه، حذف مي كلن تداخل ايجاد نمايند، توسط پروتمراحل آمپليفيكاسيو طيند درتوان ميآننده آه 

  .گردند
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خون، مواد مخاطي، مايعات بافتي  مثل ييزا در نمونه هايمارياز عوامل ب مواد مداخله کننده يجداساز يبرا در آزمايشگاه، 

  .استفاده نمود سانتريفيوژو ) کليفا( استفاده از وزن مخصوصبا  يجداساز ياز روشها يبيتوان از ترک ي، ممحل التهاب

   

  در مايعات بيولوژيكي فاقد سلول (DNA/RNA)غليظ اسيدهاي نوآلئيك ت -٢-۵- ١

. مي شودسلول ميزبان در ناهنجاريهاي گوناگوني مثل سرطان، بيماريهاي خودايمني و عفونتها ديده  DNAميزان بالاي  

 ملكولياخيرا، تكامل در تكنيكهاي . سرم خانمهاي حامله مشاهده شده است/ جنيني در پلاسما DNA بعلاوه، مقدار ناچيز

 DNA اي درخصوصهاي جديد نيز ديد علمي تازهيافته. در حال گردش در اين شرايط شده است DNAبهتر  يياموجب شناس

  .مي باشدناهنجاريها امكان پذير  و رديابي انواع  DNAاند آه توسط آن شناسايي در گردش به محققين داده

. مي باشدآردن پلاسما يا مايعات فاقد سلول در سرعت بالا، امكان پذير  اولتراسانتريفيوژغليظ اسيدهاي نوآلئيك بوسيله ت

  . ، امكانپذير استمي شوده قرارداد يجدا ساز اي آه در آن اسيدنوآلئيك بعد ازيي با آم آردن حجم نهايي مادهنهاغليظ ت

  

   غليظ پاتوژنها در سرم و پلاسما توسط سانتريفيوژ آردن در سرعت بالات -٢- ۵- ٢  

اي آه براي تشخيص يا ارزيابي آمي پاتوژن خاص مورد استفاده اي آم باشد، بهتر است نمونههنگاميكه تعداد پاتوژنها در نمونه

ميلي ليتر از  ١تا  ۵/٠حدود . آاربرد دارد HBVو  HIVآمي تشخيصي  آزمايش هاياين اصول در بعضي . ، غني گرددمي گيردقرار 

و قبل از  هويروس رسوب داده شد. مي گردددقيقه غليظ  ۶٠براي )  ٢۴٠٠٠gحدود (نمونه بوسيله سانتريفيوژ آردن در دور بالا 

براي پروتئينها و يا  انمي تونظر داشت آه روشهاي غني سازي نمونه را بايد در. مي گرددميزان آمي بافر دوباره حل  آزمايش در

  .نمايند بكار بردتداخل ايجاد مي ملكوليساير مواد ماتريكس آه در روشهاي 

  

   غليظ پاتوژن توسط فيلتراسيونت-٢- ۵-٣

ن يا. مي گرددوجود دارند، استفاده  سم هايکرواورگانيمغليظ محلولي آه در آن تعداد اندآي از تاز روش الترافيلتراسيون براي 

  .مي پذيردصورت  سانتريفيوژو  (Vacuum)روش به دو صورت مکش 

  هاي مدفوعغليظ سازي پاتوژن در نمونهت -٢- ۴-۵

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

آنرا  مي توانالبته . هاست حاوي ميكروارگانيسم مي ماند آردن، اغلب آنچه باقيبعد از فيلتر . مي شوداضافي سلولي فيلتر 

مي قابل جداسازي  داستاندار يها اسيدهاي نوآلئيك توسط پروتكل. غليظ نمود بالا م بوسيله سانتريفيوژ آردن با دورباز ه

 . باشند

  

  سلول يعات بدن حاوير مايو سا CSFظ پاتوژنها در يتغل -٢-۵-۵

CSF ،ادرار ،bronchoalveolar lavageــا ــع زجاجي، مــ ــا هيــ ــت و ســ ــت     ير ماي، کشــ ــه علــ ــت بــ ــن اســ ــدن ممکــ ــات بــ عــ

ــده کـــه در      ــت کننـ ــواد ممانعـ ــتن مـ ــاي داشـ ــايش هـ ــول آزمـ ــتلال ا يملکـ ــد جـــاد ياخـ ــي کننـ ــها مـ ــه روشـ مختلـــف  ي، بـ

 ــ. مــــار داشــــته باشــــند  ياج بــــه تيــــاحت وژ و يفين نمونــــه هــــا توســــط ســــانتر   يــــا يســــاز يظ و غنــــيپــــس از تغلــ

   .مي پذيردصورت  ٧-٣شرح داده شده در بخش  يک به روشهايدنوکلئيج اساون، استخريلتراسيف

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

 NBF; Neutral% (١٠ن يفرمــــــال يبــــــافر خنثــــــ بصــــــورت فرمالدئيــــــد :)نيفرمــــــال( فرمالدئيــــــد -٢-٥-٦-١

Buffered Formalin (ــر ــرف تــ ــاتور ين فيپرمصــ ــدکســ ــ. مــــي باشــ ــها يت يحتــ ــدت برشــ ــاه مــ ــار کوتــ ــافت يمــ ــا  يبــ بــ

ــال ــه حلال يفرمــ ــت کــ ــان داده اســ ــن نشــ ــاهش  DNAت يــ ــد را کــ ــي دهــ ــداد. مــ ــازده  يتعــ ــه بــ ــتخراج مطالعــ  DNA اســ

ــول  ــا وزن ملکـ ــت   يبـ ــالا از بافـ ــت شـــده بـ ــال  ثابـ ــا فرمـ ــيبـ ــرده و نشـــان  ين را بررسـ ــه ت  کـ ــد کـ ــت بـــا   يداده انـ ــار بافـ مـ

ــال ــا تخريفرمــ ــابرارا دربر DNAدر  يب قابــــل ملاحظــــه ايــــن عمومــ ــتفاده از ايداشــــته و بنــ ــوان  يــــن اســ ــاده بــــه عنــ ن مــ

 .مي شوده نيدر بافت توص يدر مطالعات ملکولثابت کننده 

  

  بافت  يثابت کننده هار يسا

  ديگلوتارآلدئ -٢-٥-٦- ٢
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 ــ    ــور وســ ــه طــ ــه بــ ــه عنــــوان ف  يعياگرچــ ــات م  يبــ ــتاندارد در مطالعــ ــاتور اســ  ــيکســ ــکوپ الکترونــ اســــتفاده  يکروســ

 ــ يـــن مـــاده و زمـــان لازم جهـــت اســـتفاده از ا   يـــامـــا نفـــوذ آهســـته ا   ،مـــي شـــود  ت خـــود،  ين مـــاده در اعمـــال خاصـ

ــتفاده از ا ــاســ ــوان ف يــ ــه عنــ ــاده را بــ ــاتور بين مــ ــولوژيکســ ــرده اســــت يــ ــدود کــ ــا. ک محــ ــان ين درحاليــ ــه نشــ  ســــت کــ

ــت گلوتارآلدئ  ــده اســـ ــداده شـــ ــا % ١د يـــ ــال   pH=٧بـــ ــه فرمـــ ــبت بـــ ــر % ١٠ن ينســـ ــت بهتـــ ــا وزن  DNAاز  يحفاظـــ بـــ

   .بالا دارد يملکول

  اتانول و متانول -٢-۶-۵- ٣

 و بــــالا  يبــــا وزن ملکــــول  يهــــا DNA ار خــــوب جهــــت حفــــظ   يبســــ يکســــاتورهايف% ١٠٠تــــانول و متــــانول  ا 

RNA ــند ــي باشــ ــ، زمــ ــث تغيــ ــرا باعــ ــييــ ــوچک يائيمير شــ ــ يکــ ــد نوکلئيدر اســ ــوند ک يــ ــي شــ ــا . مــ ــنجش هــ  يســ

ل وو متــــــان% v/v ۶۵ل ودر اتــــــان يکــــــيزياز نظــــــر فدا يشــــــد DNAنشــــــان داده انــــــد کــــــه  يائيميشــــــ -يکــــــيزيف

ــ ــت برگشـــت    يو مـــاده اشـــده  يمتلاشـ ــرم اصـــل      DNAنيـــز جهـ مجـــدد  يهنگـــام آبـــده در  يتخريـــب شـــده بـــه فـ

  .وجود دارد

  

  Carnoy's fixative يکساتور کارنويف -٢-۶-۵- ۴

. اســـــت%) ١٠(ال يک گلاســـــيد اســـــتيو اســـــ%) ٣٠(، کلروفـــــرم %)۶٠(از اتـــــانول  يکســـــاتور مخلـــــوط ين فيـــــا 

ــا بافــــت فــ ــيدر مقا ــه بــ ــال يســ ــا فرمــ ــده بــ ــارنوين، فيکس شــ ــاتور کــ ــرده و   RNAاز  يکســ ــر حفاظــــت کــ در بافــــت بهتــ

RNA  مي شودراحت تر استخراج.  

  

   Methacarnکساتور متاکارن يف -٢-۶-۵- ۵

 ــ%) ٣٠(، کلروفــــــرم  %)۶٠(از متــــــانول   يکســــــاتور متاکــــــارن مخلــــــوط   يف %) ١٠(ال يک گلاســـــــيد اســــــت يو اســــ

ــارائ .  اســـــت اســـــتخراج شـــــده از  RNA يت ســـــاختمانيـــــاســـــتخراج و تمام ينشـــــان داده شـــــده اســـــت کـــــه کـــ

 ــ ــت فـ ــل مقا  يبافـ ــارن قابـ ــا متاکـ ــده بـ ــا  يکس شـ ــه بـ  ــ   RNAسـ ــد فـ ــلول منجمـ ــده از سـ ــتخراج شـ ــده ياسـ ــي کس نشـ مـ

  .باشد

  

  استون  -٢-٥-٦- ٦

ــک     ــاتور در تکنيــ ــوان فيکســ ــه عنــ ــتون بــ ــامل      AMeX١٧اســ ــل آن شــ ــه مراحــ ــود، کــ ــي شــ ــتفاده مــ ــيون اســ انکوباســ

ــاي    ــتون در دمــ ــت در اســ ــانتيگر  -٢٠بافــ ــه ســ ــزوا   درجــ ــل بنــ ــوي آن در متيــ ــپس شستشــ ــل  اد و ســ ــول قبــ ت و گزيلــ

ــد   ــي باشــ ــت مــ ــردن بافــ ــه کــ ــه   AMeXروش . از پارافينــ ــوبي در تهيــ ــازده خــ ــا DNAبــ ــته و   بــ ــالا داشــ ــولي بــ وزن ملکــ

ــين  ــوان همچنـــ ــي تـــ ــا   mRNA مـــ ــه اي بـــ ــيون نقطـــ ــا روش هيبريداســـ ــتفاده از  را بـــ ــده از   RNAاســـ ــتخراج شـــ اســـ

 . شناسائي کرد AMeXبافت فيکس شده با 

   Hope١٨کساتور هوپ يف -٢-۶-۵- ٧

ــتکن ــوپيــ  ــ ک هــ ــامل انکوباســ ــدت    يشــ ــه مــ ــازه بــ ــت تــ ــکون بافــ ــو    يــ ــده محتــ ــت کننــ ــول محافظــ ــب در محلــ  يشــ

  . مي باشد ۴/۶تا  ۵/٨ pHنه در يآم يهادياز اس يمخلوط

ــه ح ــمرحلــ ــدر ا ياتيــ ــن تکنيــ ــيــ ــدت يک، انکوباســ ــه مــ ــون بــ ــا  کيــ ــوپ در دمــ ــول هــ ــا  ٢ يشــــب در محلــ ــه  ٨تــ درجــ

ــانت ــد گراد يسـ ــي باشـ ــدف   . مـ ــول هـ ــر ملکـ ــد  RNAاگـ ــدباشـ ــاعت اول      بايـ ــلال سـ ــا در خـ ــلول هـ ــه سـ ــود کـ ــاه بـ ــآگـ ه يـ

ــال  يانکوباســــ ــود آنــ ــوده و چنانچــــه مقصــ ــوز زنــــده بــ ــز بيون هنــ ــيان و رونويــ ــتفاده از ا ،مــــي باشــــد RNA يســ ــاســ ن يــ

 ــروش   ــد بـــر نمـــودار ب مـــي توانـ  ــ. باشـــد گـــذار  تأثير RNAان يـ ون در محلـــول هـــوپ بـــه مـــدت مقـــرر،     يپـــس از انکوباسـ

ــد  ــل بعـ ــا ت يمراحـ ــا   يبـ ــتون در دمـ ــت در اسـ ــار بافـ ــا  ٠ يمـ ــانت  ٤تـ ــه سـ ــت آبگيدرجـ ــگراد جهـ ــه پ يريـ ــادامـ ــرده و يـ دا کـ

 ــ  RNAو  DNA. مـــي شـــود نـــه يمتعاقبـــا بافـــت پاراف   ــ   يحاصـــل از بافـــت فـ  يهـــا يکس شـــده بـــا هـــوپ جهـــت بررسـ

  . مي باشدمناسب  inSituون يساديبريو ه  PCR،RT_PCR يها کيبا تکن يملکول

                                                 
17  Acetone– Methylbenzoate- Xylen 
18  Hepes-glutamic acid buffer- mediated Organic solvent Protection Effect 
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  و يکروويابا م يتابش ده-٢-۶-۵- ٨

ــاط ــواج الکترومغنــ ــانس بــ ــيامــ ــا فرکــ ــاهرتز ٣٠٠ن يس بــ ــا  مگــ ــواج م يگ ٣٠٠تــ ــوان امــ ــاهرتز تحــــت عنــ ــه يگــ ــرو طبقــ کــ

 يائيميط شــــيهمچــــون محــــ يو وابســــته بــــه عــــوامليکرووياکس کــــردن نمونــــه هــــا بــــا مــــيفــــ. مــــي شــــوند يبنــــد

گــــر يکرو و ديابــــا امــــواج مــــ يتــــابش دهــــ ي، تــــواليري، طــــول زمــــان پرتــــوگياطــــراف نمونــــه در خــــلال تــــابش دهــــ

نمونــــه بــــا اســــتفاده از  يکس ســــازيروش فــــ پــــنج. مــــي باشــــدکس کــــردن يفــــ يکــــيزيو ف يائيميشــــ يروش هــــا

  :و شرح داده شده انديکروويام

 ــ    : يدار ســـازيـــپا  ک يـــکـــه در  يا هنگـــاميـــ inSitu بصـــورتو يکرووياکـــه در آن نمونـــه هـــا تحـــت تـــابش مـ

 ــولوژيزيمحلـــول ف  ــيـ ســـاختمان   مـــي شـــود  تـــلاش   در ايـــن روش . رنـــد يغوطـــه ور اســـت قـــرار گ    يک نمکـ

 .حفظ شود يائيميش يهاکساتوريبافت بدون در معرض قرار گرفتن ف

 ن روش يــــدر ا: ويکرووياه بــــه همــــراه مــــيــــکوتــــاه مــــدت اول مــــاريتبــــا  يائيميکس کــــردن در مــــواد شــــيفــــ

ــا در   ــه هـ ــنمونـ ــيـ ــيک محـ ــرا يائيميط شـ  ــ  يبـ ــان بسـ ــدت زمـ ــاه  اريمـ ــزارم ثان(کوتـ ــهـ ــد ثان يـ ــا چنـ ــه تـ ) هيـ

 .رنديگمي  و قراريکروويام يتحت تابش انرژ

 ــ ــو دهــ ــاز  يپرتــ ــواد شــ ــ يقبــــل از ثابــــت ســ ــا مــ ــدر ا: ييايميبــ ــد از تحــــت يــ ــأثيرن روش بعــ ــرارداد تــ ن قــ

بافـــــت در ، بـــــا غوطـــــه ور کـــــردن يکس ســـــازيفـــــ يکنـــــواختيو، جهـــــت بهبـــــود يکروويابافـــــت بـــــا مـــــ

 .مي آنددا يات ادامه پين عمليالمثل فرم يائيميش يکساتورهايف

 ــوده ــاز  يپرتــ ــت ســ ــد از ثابــ  ــ يبعــ ــواد شــ ــا مــ ــه : ييايميبــ ــب تســ ــه موجــ ــرات فيکــ ــاتورها در يل اثــ کســ

 .نمونه خواهد شد

  ــ  ــابش اشـــعه مـ  ــ يکرووياتـ ــازيو بـــه همـــراه فـ انجمـــاد  (artifact) يبـــا انجمـــاد کـــه اثـــرات تصـــنع     يکس سـ

 .مي سازدرا محدود 

گراد و حجــــم يدرجــــه ســــانت ٥٥تــــا  ٥٠ن يتــــابش بــــ ينهــــائ يه، دمــــايــــثان ٦٠زمــــان تــــابش کمتــــر از  يبطــــور کلــــ  

ــر از  ــول کمتــ ــيم ٥٠محلــ ــريل يلــ ــ تــ ــداقل  يدر ظرفــ ــه حــ ــکــ ــدود يــ ــد آن حــ ــانت ١ک بعــ ــيســ ــد توصــ مــــي ه يمتر باشــ

ــود ــ. شــ  ــ يفــ ــا مــ ــت بــ ــردن بافــ ــافر يکرووياکس کــ ــان PBSو در بــ ــاز   نشــ ــت ســ ــه از ثابــ ــت کــ ــال يداده اســ ن يدر فرمــ

  .ت بالا بهتر استيفيبا ک يروسيک ويژنوم DNAبه  يابيجهت دست

ــا   ــتگاه هــ ــتفاده از دســ ــايکروويو ياســ ــانگ مــ ــر امن يخــ ــاز نظــ ــيــ ــذيت و همچنــ ــدود يدارا يرين تکرارپــ ــايمحــ  يت هــ

ــد ــت يجــ ــر ا  . اســ ــدن بــ ــائق آمــ ــت فــ ــجهــ ــدوديــ ــاين محــ ــگاهيآزما يتها، ابزارهــ ــاز  يشــ ــتاندارد ســ ــت اســ و  يجهــ

لامــــپ نئــــون  يمــــيابــــزار تنظ. کس کــــردن بافــــت ســــاخته شــــده انــــديفــــ يبــــرا مــــايکروويو يآون هــــا يدرجــــه بنــــد

ــواح ــا ينــ ــائ  بــ ــالا و پــ ــدرت بــ ــايکروويون در آون يقــ ــائ مــ ــد  يرا شناســ ــي کننــ ــا . مــ ــه هــ ــافت يجعبــ -Agar-Saline يبــ

Giemsa مي کنندبه بافت کمک  يکنواخت گرمادهيط ين شرايمدر تأ .  

  

   ١٩FFPETن يبا فرمالکس شده ينه فيبافت پاراف -٢-۶-۵- ٩

 FFPET مــــي گيــــرد شــــده مــــورد اســــتفاده قــــرار     يگــــانيبا يپ بافــــت ســــرطان يــــن ژنوتيــــيجهــــت تع ااساســــ  .

FFPET ــ  يگــــانيبا  ن يهمچنــــ. اســــت يشناســــ يقــــات ســــرطان يجهــــت انجــــام تحق  DNAاز  يشــــده منبــــع بزرگــ

 FFPET يبافتهــــاپ افــــراد فــــوت شــــده کــــه تنهــــا منبــــع مــــورد اســــتفاده از آنهــــا   يــــن ژنوتيــــين بافتهــــا جهــــت تعيــــا

ــانيبا ــاربرد دارنــــد  يگــ ــر   FFPETاز نمونــــه . شــــده اســــت کــ ــته نگــ ــوقعيــــجهــــت مطالعــــه گذشــ ــه در آن  يتيا در مــ کــ

ــازه  ــبافـــت تـ ــترس نيـ ــد در دسـ ــتفاده يا منجمـ ــودســـت اسـ ــه ا. مـــي شـ ــبـ ــولا ايـــن ترتيـ ــل  يـــب  معمـ ــا از قبـ ــه هـ ن نمونـ

ــول    ــتفاده در مطالعـــــات ملکـــ ــت اســـ ــر گرفتـــــه ن  يجهـــ ــوند در نظـــ ــي شـــ ــورتتنهـــــا در . مـــ ــه مطالعـــــات   يصـــ کـــ

ــتوپاتولوژيه ــا يک يســ ــه هــ ــغ يافتــ ــره ايــ ــه   ير منتظــ ــد نمونــ ــان دهنــ  ــ FFPETرا نشــ ــت بررســ ــول يتحــ ــرار  يملکــ قــ

مــــي  يضــــرور يص قطعــــيک تشــــخيــــدن بــــه يجهــــت رســــ يآتــــ يملکــــول يهــــا ين بررســــينچنــــيو ا مــــي گيــــرد

  . شود
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ــا  ــه هــ ــوان را  FFPET ينمونــ ــي تــ ــا  مــ ــکال در دمــ ــدون اشــ ــ يبــ ــرد يمحــ ــل کــ ــرا. ط منتقــ ــ يبــ ــداکثر   دنيرســ ــه حــ بــ

ــارآئ ــ يکــ ــا يدر بررســ ــول يهــ ــازه را  يملکــ ــت تــ ــد، بافــ ــها بايــ ــازک  يدر برشــ ــور ا(نــ ــبطــ ــخامت  يــ ــه ضــ  ٢/٠دآل بــ

 يدر بافــــت نفــــوذ کــــرده و بــــه خــــوب بــــه راحتــــين بتوانــــد در يمتر کــــه فرمــــاليســــانت ٣/٠شــــتر از يمتر و نــــه بيســــانت

 ــ ــت را فـ ــديبافـ ــال  ) کس کنـ ــافر فرمـ ــرده و در بـ ــع کـ ــيقطـ ــداکثر   ين خنثـ ــا حـ ــا ١٢تـ ــسـ ــرديعت فـ ــواه . کس کـ ــر بخـ م ياگـ

م، ينــــه کنــــيکس کــــرده و بافــــت را پارافيمتعــــدد فــــ آزمــــايش هــــايانجــــام  ا نمونــــه بــــزرگ را قبــــل ازيــــبافــــت نــــازک 

نفــــوذ کــــرده و بافــــت بــــه طــــور   ين بتوانــــد از درز شــــکافها بــــه راحتــــيبافــــت را شــــکاف داده تــــا فرمــــال مــــي تــــوان

 ــ ــوب فــ ــوديمطلــ ــاتوريف. کس شــ ــاو يهاکســ ــج يحــ ــد يــ ــاتورهائيو ف B5وه ماننــ ــب کلســ ــ يکســ ــه موجــ ــم گيکــ  يريــ

  . مي دهندرا کاهش  DNAت يت و کميفيبه طور بارز ک مي شونداز بافت 

 ــ ــور کلــ ــا  يبطــ ــه هــ ــب ته ، FFPET ينمونــ ــع مناســ ــمنبــ ــژنوم RNAو  DNAه يــ ــا کيــ ــفيک بــ ــالا يــ ــت  (ت بــ ــثلا جهــ مــ

ــتفاده در  ــند) Southern Blottingاســ ــود   DNA. نمــــي باشــ ــFFPET موجــ ــه بــ ــيعلــــت فــ ــدن بــ ــالکس شــ ن يا فرمــ

ــا ــدود تـ ــتخر يحـ ــه  يـ ــه قطعـ ــود ب و قطعـ ــي شـ ــات .  مـ ــر از  DNAقطعـ ــاز را   ٢٠٠کمتـ ــت بـ ــوان جفـ ــي تـ ــوب  مـ ــه خـ  يبـ

 هــــدف کــــم باشــــد، DNAکــــه مقــــدار  يمطلــــوب آن اســــت بخصــــوص در مــــواقع. دآــــرر يــــتکث FFPET ينمونــــه هــــا از

  . جفت باز باشند ٢٠٠تا  ١٠٠ن يب PCRرد تا قطعات حاصله از يصورت پذ يمر به گونه ايپرا يطراح

ــ ــازه درياگــــر هــ ــام  RNAجهــــت اســــتخراج  مــــي تــــوان FFPETدســــترس نباشــــد از  چ نمونــــه بافــــت تــ  RT-PCRو انجــ

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

 ــ  FFPETضــــخامت مناســــب بــــرش هــــا از نمونــــه      و پرســــلول بــــودن   ک بــــه انــــدازه يدنوکلئيجهــــت اســــتخراج اســ

ــتگ ــور کلــ ــ. دارد يبافــــت بســ ــرش  يبطــ ــريم ٢٠بــ ــا  يکرومتــ ــت هــ ــزرگ  ياز بافــ ــع عرضــ ــ(بــ ــا مقطــ ــ يبــ  ١ش از يبــ

ــانت ــعيســـ ــ)  متر مربـــ ــهايـــ ــا  ٤٠ يا برشـــ ــا يم ٨٠تـــ ــر از بافتهـــ ــتفاده در   يکرومتـــ ــت اســـ ــک جهـــ ــاف PCRکوچـــ  يکـــ

 يو در لولــــه هــــا شــــتر زده شــــدهيا بيــــکرومتــــر يم ٢٠، بــــرش از بلوکهــــا بــــه ضــــخامت DNAاســــتخراج  يبــــرا. اســــت

ــت ــاًي، ترجيکيپلاسـ ــدر حـ ــرار يپـ ــيم چ دار قـ ــي دهـ ــه ميت. مـ ــوم يغـ ــدکروتـ ــان  بايـ ــله زمـ  ــ يدر فاصـ ــرش بـ ــا  يبـ ــه هـ ن نمونـ

بافــــت را  بــــدوننــــه يک بلــــوک پارافيــــدرســــت  قبــــل از بــــرش از بلـــوک مــــورد نظــــر،  . پــــاک شــــوند% ١٠٠بـــا اتــــانول  

ــ وبيــــت ٢بــــرش زده و در  ٢ابتــــدا حــــداقل  از  ياز انتقــــال آلــــودگ يريهــــا و جلــــوگغــــه يپــــاک بــــودن ت يجهــــت بررســ

ر يبــــه همــــراه ســــا يآلــــودگ ين لولــــه هــــا جهــــت بررســــيــــاز ا يکــــيحــــداقل . مــــي دهــــيمقــــرار  يقبلــــ يهــــابلوک

  . مي گيردنمونه ها جهت استخراج مورد استفاده قرار 

، بافــــت حاصــــله را در اتــــانول شستشــــو دادهده، آــــر ين زدائــــيلــــول پــــارافيتوســــط گزرا بافــــت  يســــپس بــــرش هــــا

ــ يهــــوادر  ــازيط خشــــک کــــرده و توســــط پروتئيمحــ ــرا. مــــي کنــــيمهضــــم  DNAجهــــت اســــتخراج "   K" نــ ــدا  يبــ جــ

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

 

  آماده سازي اسيدهاي نوآلئيك  -٢-۶

اي  اي يـا تـك رشـته    هـاي دو رشـته  DNA ا ي ـ RNAه فـرم  ب ـنـد  مي توانترآيب بسيار متغير بوده و  هاي ويروسي در سايز و ژنوم 

چرخه تكثير آنها متغيـر بـوده و   . آنها بسيار متغير است   ي ويريون ژنوم بفرم خطي يا حلقوي بوده و اندازه يروسها دارايو. باشند

زبـان  يم يمختلـف چرخـه سـلول   مشان در مراحل ونشده و بعضي فقط با وارد نمودن ژ سلول ميزبان داخل  بعضي از آنها در ژنوم

  .هاي بيولوژيك جدا آرد لولي نمونهاز اجزاء سلولي و خارج س مي توانها را  ويروس .ابندي ير ميتکث

روش جداسازي نوع خـارج   ژنومي است در صورتيكه DNAژنومي درست شبيه جداسازي  ويروس داخل DNAروش جداسازي  

فقط در  ،مشابه است ها ويروس خارج ژنومي در تمامي ويروس DNAي جداساز. مي باشد RNAآروموزومي شبيه جداسازي 

هاي ويـروس    نياز به تغليظ پارتيكل  انتخاب نمونه اوليه،: اين موارد عبارتند از. مي باشدبعضي موارد نياز به رعايت نكات خاصي 

بعـلاوه بايـد توجـه داشـت آـه در       .هـاي داخـل سـلولي    ها قبل از جداسازي و متدهاي ليز سلولي به منظور آزادسـازي ويريـون  

 بـا مشـكلاتي در   هـاي خاصـي پوشـيده شـده،      و يـا بوسـيله پـروتئين    مـي باشـد  ويروس بسـيار آوچـك     مواقعي آه اندازه ژنوم

  .باشيم جداسازي روبرو مي

ريـم آـه   آار داوهـاي بيولـوژيكي سـر    با نمونه ويروسي غالبا آاري مشكل مي باشد چون معمولا جداسازي اسيدهاي نوآلئيك 

ها را حذف  روش جداسازي بايد بتواند اين آلودگي. حاوي مقدار آمي ويروس و مقادير متنابهي از پروتئين و ترآيبات ديگر است

  .ويروس مناسب باشد) گيري آمي دازهان (نهايي از لحاظ تيتراسيون    آرده و نمونه
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  ها  روش

  کيهاي جداسازي با استفاده از مواد ارگان روش -٢-۶-١

و يـا خـالص     ،هاي ليـز شـده   مي و ويروسي از سلولهاي جداسازي آلي جهت خالص سازي اسيدهاي نوآلئيك آروموزو روش 

ايزوآميـل   -آلروفـرم   -فنل يا مخلـوطي از فنـل   . مي گيرندهاي عاري از سلول مورد استفاده قرار  ويروسي از نمونه  سازي ژنوم

ک آند ينوآلئيك را به دو فاز آبي حاوي اسيدهاي نوآلئيك و آلي حاوي پروتئين تفکهاي حاوي اسيدهاي  د محلولمي توانالكل 

  .مي شوندتوسط الكل رسوب داده  و سپس اسيدهاي نوآلئيك محلول در فاز آبي

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

  .مي شوندويروسي استفاده  RNAاي به منظور جداسازي  ر يافته آن بطور گستردهيهاي تغي و روشروش 

هـا همـوژنيزه و    ابتـدا نمونـه  . مي باشـد ن تيوسيانات در دسترس يهاي تجاري يك فازي از فنل و گوانيد بطور مثال تعدادي معرف

در مرحلـه  . مـي شـود  آردن، به فاز آلي و آبـي تفكيـك    ژسانتريفيواين محلول سپس بوسيله  .مي شوندبعد باآلروفرم مخلوط 

  .مي شودحل  RNAموجود در فاز آبي بوسيله ايزوپروپانول رسوب داده شده و بعد از شستشو در آب عاري از  RNAبعد 

  

                                                                                                                                                        Target Captureروش  -٢-۶-٢

. مي شودهومولوگ که به بستر جامد متصل شده است هيبريد ) نشانگر(ي هدف با پروب در اين روش اسيد نوآلئيك ويروس 

. هايي است اين روش داراي محدوديت استفاده از ،طراحي و توليد شود  از آنجائيكه براي هر ويروس، بايد پروب اختصاصي ويژه

آه نيـاز بـه تشـخيص دقيـق و معتبـر تكرارپـذير       ، در آناليزهايي مي باشدولي از آنجائيكه اين روش بسيار اختصاصي و حساس 

 هـاي سـرمي   ويروسـي در نمونـه   DNAيـك روش رايـج در جداسـازي و خـالص سـازي      . مي شـود دارند، روش مناسبي قلمداد 

. مــي باشــدد، نمــي شــو نوآلئوتيــدهاي بيوتينــه آــه بــه ذرات مغناطيســي پوشــيده از اســترپتاويدين متصــل   اســتفاده از اليگو

ــا گوانيــد ،RNAaseو  DNAase غيرفعــال آــردن بــه منظــور هــاي ســرمي  نمونــه ــه آن  ،ن تيوســيانات تيمــار شــده يب ســپس ب

يـخ، بـا   ن محلـول پـس از سـرد کـردن در     ي ـا. مي شودحرارت داده c96و در آرده اوليگونوآلئوتيدهاي بيوتينه اختصاصي اضافه 

نهايـت   در آلودگيهـا طـي مراحـل شستشـو حـذف شـده و      . مي شودط ن مخلويدي، با استرپتاوذرات مغناطيسي پوشيده شده

  .مي شوندهاي اسيدهاي نوآلئيك از پروب اختصاصي جدا  ژنوم

  .مي باشندقابل اتوماسيون  راحتيببوده و  مؤثرهايي بسيار  چنين پروتكل 

  

  Silica Technologyكا يتكنولوژي سيل -٢-۶-٣

ايـن روش  . اسـتفاده شـد   هـاي بـاليني   جهـت جداسـازي اسـيدهاي نوآلئيـك از نمونـه      Boomذرات سيليكا نخستين بار توسط 

لكـولي  هـاي حسـاس م   قابـل اسـتفاده در روش   سريع و قابل اعتماد بوده و اسيدهاي نوآلئيك با خلوصي بالا آه ،بسيار ساده

اساس آن اتصال اسيدهاي نوآلئيك موجود در ليز سلولي يا عصاره عاري از سلول با ذرات . بدست مي دهد ،مي باشندبعدي 

هـاي   نمـك . سـت هـاي گوانيـديوم ا   ا نمـك ي، آائوتروپيك نظير يديد سديم، پرآلراتهاي  سيليكا تحت شرايط غلظتهاي بالاي نمك

  .مي گرددموجود در نمونه  RNAaseل شدن فعامحلول ليز آننده سبب تقليب و غيرآائوتروپيك موجود در 

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

مراحـل   ماننـد و بعـد از   هاي موجـود در نمونـه در محلـول بـاقي مـي      ها و ساير متابوليت ليكا شده و پروتئينينوآلئيك به ذرات س

  .مي شوندظت نمكي پايين از آن جدا ، اسيدهاي نوآلئيك تحت شرايط غليليكاشستشوي س

ي قـوي قـرار    ها ابتدا تحت شرايط تقليب آننـده  نمونه. مي باشندهاي تجاري در دسترس  آيتاساس اين متد مقدار زيادي  بر 

ي اتصال به سيليكا باشند آه با عبور نمونـه از   آماده آند آه اسيدهاي نوآلئيك ير پيدا مييگرفته سپس شرايط بافري طوري تغ

هـاي شستشـو حـذف و اسـيدهاي      مرحله بعد آلودگيها بوسيله محلول در. مي گيردليكا انجام يهاي حاوي فيلترهاي س ستون

مـي  ي مستقيم و يا ذخيـره سـازي    ي استفاده مناسب، آزاد شده و آماده) جدا آننده(نوآلئيك توسط محلول بافري حل آننده 

  .باشند

  

  هاي اوليه  غليظ نمونهت -٢-۴-۶
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ايع نخـاع و سـاير مايعـات بـدن اغلـب حـاوي تعـداد بسـيار پـاييني از          ، مهاي باليني مثل مدفوع، پلاسما، ادرار ي از نمونهبسيار

قبل از شروع خالص سـازي در افـزايش   ) يا فيلتر  سانتريفيوژبوسيله ( ها  در اين موارد تغليظ نمونه مي باشندسلول يا ويروس 

  .مي باشدميزان جداسازي بسيار حائز اهميت 

   

  آردن  سانتريفيوژ -٢-۵-۶

مايعــات بــدن اســتفاده شــده و بــراي ايــن منظــور تغلــيظ  در تغلــيظ اســيدهاي نوآلئيــك ويروســي در آــردن معمــولا ســانتريفيوژ 

سـتاندارد جداسـازي قابـل انجـام     ا يروشـها  ،بعد از تغلـيظ . تجاري وجود دارند بصورت (Micro Concentrator)هاي آوچك  آننده

چون  ،هاي آائوتروپيك ضروري است استفاده از بافرهاي واجد نمك، اسيدهاي نوآلئيكي ويروس از ادرارموقع جداسازي . است

  .ي ناشناخته زيادي استها هار آنندهادرار حاوي م

اضـافه آـردن مرحلـه    . اسـتفاده آـرد   مـي تـوان  در افزايش حساسيت جداسازي ژنـوم ويروسـي از پلاسـما     سانتريفيوژاز اولترا 

ايـن رسـوب سـپس در     .مي شودك رسوب از ذرات ويروسي در ته لوله سبب بدست آوردن ي RNAقبل از استخراج  سانتريفيوژ

PBS مي گرددمراحل بعدي جداسازي دنبال  يا يك محلول ليز آننده مناسب حل شده و.  

  

  فيلتراسيون  -٢-۶-۶

سـديم حـل   محلـول آلريد  براي اين منظور، مـدفوع را در  .ها در نمونه مدفوع استفاده مي شود فيلتراسيون براي تغليظ ويروس 

هـاي آن گرفتـه شـوند و     نانومتري عبور داده تا سلول ٢٢/٠را از يك فيلتر  يسپس مايع شفاف روئ .آنند مي سانتريفيوژآرده و 

DNA مي شودويروسي از فيلتر جدا  ئيكسپس اسيدهاي نوآلنو. سلولي از آن حذف گردد.  

آب آه حاوي تعداد بسيار  ينمونه ها يدر بررس (Micro Concentrator)ظ کننده يتغلزينمونه در يك ر سانتريفيوژ فيلتراسيون و 

و بررسـي   مـي شـود  اگر چه آب بصورت روتين جهت آلودگي باآتريـايي آزمـايش   . مي شودپاييني ويروس مي باشند استفاده 

  .مي باشندگران  معمولاً پيچيده و اين منظور حساس نبوده و يرا متدهاي مورد استفاده برايوجود ويروس در آن رايج نيست، ز

  

  هاي آاتيونيك  دترجنت -٢-۶-٧

ايـن  . مـي شـود  هاي آاتيوني به نمونه در شروع آار سبب افزايش پايـداري و تغلـيظ اسـيدهاي نوآلئيـك      اضافه آردن دترجنت 

با گروههاي فسفات بـا بـار منفـي اسـيدهاي      ها صال بين سرهاي آاتيوني دترجنتپديده ناشي از تشكيل آمپكس بواسطه ات

هـا بـا    پـروتئين . مـي شـود  تغليظ آنهـا   ترآيب و  صل سببحا  ها در خارج آمپكس ي آبگريز اين دترجنت دنباله. مي باشدنوآلئيك 

هـا و پايـداري   يها سبب حذف يكسـري آلودگ  بنابراين استفاده از دترجنت. مانند ها اتصال برقرار نكرده و محلول باقي مي دترجنت

 هـاي بيشـتري جهـت    هاي داراي پروتئين بالا نظير خون، ممکن اسـت نيـاز بـه روش    نمونه. مي شودبيشتر اسيدهاي نوآلئيك 

  .داشته باشندپايداري اسيدهاي نوآلئيك 

در هنگـام   .، اسـيدهاي نوآلئيـك بايـد از ايـن آمـپلكس جـدا شـوند       کي ـونيکات يبعد از تغليظ و افزايش پايـداري بـا دترجنـت هـا     

هاي مـورد اسـتفاده در تخلـيص بوسـيله سـيليكا       عمل بوسيله استخراج آلي يا روش ويروس اين اي نوآلئيكجداسازي اسيده

  .مي شودمهيا 

  

  ) پستانداران و يوآاريوت ها(ژنومي  DNAجداسازي  -٢-۶-٨

  ژنوميك  DNAنكات آلي هنگام جداسازي 

از بافـت   DNAشـبيه جداسـازي    ، مخمر و باآتريايي اساساهاي حيواني، انساني از ليزسلول DNAمتدهاي رايج در جداسازي 

  .آه پيشتر توضيح داده شد مي باشد

هـا و حـذف    بـويژه ليـز نمونـه    ،مـي دهـد  قـرار   تـأثير را تحـت   DNAهاي مختلف خصوصيات متفاوتي داشته آه جداسـازي   نمونه 

در . گـذارد   مـي  أثيرت ـقابل جداسازي  DNAبعلاوه آيفيت نمونه و چگونگي نگهداري نمونه بر ميزان . محتويات اختصاصي سلولها

  .ژنومي ذآر شده است DNAزير نكات آلي استخراج 

  

  : هاي اوليه نمونه -٢-۶-٩

، ذخيره شـده و يـا   هاي تازه به عبارتي نمونه. وع نمونه اوليه مورد استفاده استي ن تعيين آننده ي و اصول آزمايش غالباطراح

اسـتخراج   DNA، ميزان و آيفيـت  آيفيت نمونه اوليه. تعيين آننده استن در اين انتخاب پزشكي قانوني و نيز نوع بافت و عمر آ
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يابد و  ، آاهش ميري نمونه اوليه در شرايط نامناسباستخراجي در صورت نگهدا DNAميزان . مي دهدقرار  تأثيرشده را تحت 

DNA ن عمـل سـبب   ي ـچـون ا  ،ودبعلاوه از انجماد و ذوب مكرر نمونـه نيـز بايـد اجتنـاب ش ـ    .  ب شوديجدا شده ممكن است تخر

اسـتخراج همچنـين بـه     DNAميزان  .يابد پاتوژن آاهش مي  DNAهاي باليني ميزان  ژنومي شده و در نمونه DNAآاهش اندازه 

در بافـت  بطوريكه اين ميـزان   ،به نوع سلول نيز بستگي دارد محتوي اسيد نوآلئيك. دارد ياندازه، نوع و عمر نمونه اوليه بستگ

هـاي بزرگتـري    سـلول تشكيل شده است به مراتب بيشتر از حجم مساوي از بافتي اسـت آـه از    هاي ريز لولسلولي آه از س

  .هاپلوئيدي و پلوئيدي سلول ها بستگي دارد يك نمونه همچنين به سايز ژنوم  DNAمحتوي . تشكيل شده باشد

  

   نمودن نمونه يليز و متلاش -٢-۶-١٠

هاي بافتي ضروري است و ناآافي بودن آنها سبب آاهش  از نمونه DNAآزاد سازي  از نمودن کامل سلول بعد يليز و متلاش

جهت شكستن غشاهاي  (هاي ليز آننده حاوي دترجنت  بوسيله محلول اين فرايند عموما. مي گرددتخليصي  DNA  زان يم

ها براي اينكه بصورت آافي  مونهبعضي ن. مي پذيردصورت ) هاي سلولي و پاتوژن براي هضم پروتين (از نو يك پروتئي) سلولي

، دراين بخش آورده شده است و ها انيكي نمونهراهنماي روش هاي تخريب مك .نياز به تيمارهاي اضافي دارند ،ليز شوند

  . مي گيرد، در بخش بعدي مورد بحث قرار ها هاي اختصاصي براي انواع نمونه توصيه

  

  هموژنيزه آردن بوسيله سرنگ و سوزن  -٢-۶-١١

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

. رسـد  ه انجـام دادن آـافي بـه نظـر مـي     مرتب ـ ۵-١٠بـراي ايـن آـار    . آرد خرد ٢٠با عبور نمونه از يك سوزن نمره  مي توانبالا را 

  .مي شوددر آارآردن با نمونه وآاهش ميزان از دست دادن آن  آننده سبب تسهيلزيافزايش حجم بافر ل

  

  

  ها  روش

. لكـولي بـالا و خـالص دارد   ژنـومي بـا وزن م   DNAلكولي نيـاز بـه   هاي بيولوژي م با استفاده از روشهاي پيچيده  آناليز ارگانيسم 

و  يها نمونه اوليـه متلاش ـ  در تمامي اين روش و عموما مي باشدآوريهاي گوناگوني در دسترس  ها و فن  براي اين منظور روش

  .مي شودبازيافت  DNA ايتاها و ساير آلودگيها از آن حذف و نه ني، پروتئليز شده

  

  کيهاي استخراج با استفاده از مواد ارگان روش -٢-۶-١٢

هـا   سلول. مي گرددجدا  يهاي آلي آلودگيها از ليز سلول استخراج آلي يك روش آلاسيك است آه در طي آن بوسيله محلول 

  pHاستفاده از غلظت مناسب نمك و . مي گرددآميل الكل مخلوط و ايزو ، آلروفرميك دترجنت ليز شده و سپس با فنل بوسيله

بوسـيله   DNA معمـولا . بـاقي بمانـد  در فاز آبي  DNAتا آلودگيهاي موجود در ليز سلولي در فاز آلي حل شده و  مي شودسبب 

جدا شده در اين روش ممكن است حاوي مقـداري فنـل يـا آلروفـرم      DNA. مي گرددرسوب داده شده و خالص بي الكل از فاز آ

د واآنشهاي آنزيمي بعدي را مهار آند و بنابراين ممكن است آنقدر خالص نباشد آـه در فرآينـدهاي حسـاس    مي توانباشد آه 

د روشـي حسـاس و وقـت گيـر بـوده آـه ترآيبـات        مـي توان ـ ، ايـن روش  بعـلاوه . مورد استفاده قرار گيـرد  PCRپايين دستي مثل 

  .زيادي دارد تأثيرتوآسيك مورد استفاده در آن در ميزان آارايي آن 

  

   Salting – outهاي  روش -٢-۶-١٣

رسـوب  . مـي شـوند  هاي بـالاي نمـك رسـوب داده     ، با آمك غلظتو ساير آلودگيهاي موجود در نمونه ها ، پروتئيندر اين روشها

حذف . مي شودباقي مانده در محلول با استفاده از رسوب دهي با الكل بازيافت  DNAجدا شده و  سانتريفيوژتوليدي بوسيله 

الكل غالبـاً ضـروري   نيز تكرار رسوبگذاري با  دياليز و  ،RNaseد ناآافي بوده و تيمار مي توان، با اين روش پروتئين و ساير آلودگيها

  .مي باشدبسيار متغير  جدا شده با اين روش غالبا DNAخلوص و ميزان   .مي باشد

  

  ٢٠کلرايد سزيم يشيب غلظت -٢-١۴-۶

                                                 
20     Cesium Chloride Density Gradients 
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DNA ليـز شـده و    ،ها با آمك دترجنت در اين متد سلول. سزيم خالص آردآلريد يبا آمك شيب غلظت مي توان ژنومي راDNA 

وم برومايـد مخلـوط و چنـدين سـاعت     يدي ـو ات CsClبصورت محلـول درآمـده و بـا     مجددا DNA. مي شودبا آمك الكل رسوب داده 

وم برومايد موجود در آن بـا آمـك ايزوپروپـانول    يديجمع آوري شده و سپس ات سانتريفيوژاز لوله  DNAباند . مي گردد سانتريفيوژ

روش داراي خلـوص بـالايي اسـت    بدست آمده بـا ايـن    DNA. آن بازيافت شود DNAحذف، سپس با الكل رسوب دهي شده تا 

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

  

   ٢١  هاي بر پايه سيليكا روش  -٢-١۵-۶

اين . مي باشندآيفيت باDNA   يهايي ساده براي جداساز ، روشمي باشندتكنولوژيهايي آه اساس آنها استفاده از سيليكا  

 ر گوانيـدين ي ـنظ( اساس جذب انتخابي اسيدهاي نوآلئيك بـه سـيليكا در حضـور غلظـت بـالاي نمكهـاي آائوتروپيـك         ها بر روش

اسـتفاده از بافرهـاي مناسـب در مرحلـه ليـز      . مـي باشـد  ) پرآلرات سديم ن ايزوتيوسيانات ، يديد سديم وي، گوانيدديوراهيدوآل

 .مانند فرم محلول باقي ميه هاي سلولي ب ساير متابوليت ها و پروتئين  ،RNAبه سيليكا متصل و  DNAآه تنها  مي شودسبب 

. در غلظت پايين نمك از ذرات يا غشـاهاي سـيليكا جـدا مـي گـردد      DNAسپس  ها در مراحل بعد شستشو شده و اين محلول

  .مي باشدآماده استفاده در فرايندهاي بعدي  DNAاين 

تخليص شده بوسـيله ايـن آيتهـا بـه آيفيـت       DNAاند آه آيفيت  آيتهاي مختلفي بر اين اساس توليد آرده نيهاي متفاوت،آمپا

سـيليكا بصـورت ذرات ژل يـا فيلترهـاي تعبيـه شـده در سـتونهاي مخصـوص          ،اين آيت هـا  در. آيت مورد استفاده بستگي دارد

  .ي اتوماتيـك را دارنـد  در دسـتگاهها اي آن قابليـت اسـتفاده    هـاي چنـد حفـره    گردنـد آـه فرمـت    شدن، استفاده مـي  سانتريفيوژ

 DNA، بهمـراه  از آن DNAد موقـع جداسـازي   مـي توان ـ ي معمولاً بسيار بيشتر از سيليكاژل آه سانتريفيوژاستفاده از ستونهاي 

از ذرات مغناطيسـي آـه بوسـيله سـيليكاژل پوشـيده شـده، آـه در         انمي تـو همچنين   .آاربرد دارد ،ارد محصول نهايي شودو

 ٢٠-۵٠بين  غالبا مي شودآه بوسيله سيليكا جدا  DNAسايز متوسط . ر آاربرد دارد، نيز استفاده آردهاي اتوماتيك بيشت روش

ژنوميـك بـا    DNAسـازي  ايـن روش بـراي جدا    ،بطور آل. و ساترن بلات مناسب است PCRبراي  DNAآه اين  مي باشدآيلو باز 

  .مناسب نيست) kb١٠٠قطعات بالاتر از (بالا  ملكوليوزن 

  

   ٢٢هاي بر پايه تبادل آنيوني روش -٢-١۶-۶

هـاي فسـفات اسـيدهاي نوآلئيـك و بـار مثبـت       آـنش بـين بـار منفـي گروه     اساس آروماتوگرافي تبادل آنيوني فاز جامد بـرهم 

هـايي نظيـر    بـا سوبسـترا بانـد شـده و ناخالصـي      DNAدر شرايط غلظت نمكي پـائين  . مي باشدسوبسترا ملكولهاي  سطحي

RNAو  مي شوندشستشو حذف   هاي سلولي طي مرحله ها و متابوليت ، پروتئينDNA    مـي  خالص در شرايط نمكي بـالا جـدا

ترانسفكشـــن، هــاي بعـــدي نظيــر    ي واآـــنشبعــد از حــل شـــدن بــرا    ب ويترســـ ،جــدا شـــده بــا آمـــك الكــل    DNA. شــود 

  .مي گيردتعيين توالي و ژن درماني مورد استفاده قرار  ،ميكرواينجکشن

تخلـيص شـود   سـزيم  آلريداست آه دوبار بوسيله  يا DNAآند آه خلوص آن معادل  توليد مي يا DNAتكنولوژي تبادل آنيوني  

مناسب نيازهاي مختلف بوده و  ،ص شدهتخلي DNAاستفاده نشده و  ،در اين روش از هيچ نوع ماده سمي .ولي در زمان آمتر

مـي  بوده و توسط چندين آمپاني عرضـه   kb١۵٠تا اندازه  DNAقادر به خالص سازي  ،در مقياس هاي مختلف قابل اجراء است

  .جدا شده با هم متفاوتند DNAي  ، و اندازه، آه از نظر زمان انجام، آيفيت محصول نهاييگردد

  

  

  

   بر پايه فيلتر آاغذي  يمبتن يروشها -٢-۶-١٧

هاي بيولوژيكي و سپس جداسازي  استفاده از ابزارهاي جمع آوري خون با فيلتر آاغذي راهي است متداول جهت ذخيره نمونه

DNA ها جهت انجام  از اين نمونهPCR . متون زيادي وجود دارد آه استفاده از روش DBSهاي جنسي مورد  را جهت غربال نمونه

نمونـه بعـد از شستشـوي فيلتـر      DNA. گردنـد  ه شده و خشك ميقراردادنمونه بصورت نقاطي روي آاغذ . ندمي دهبحث قرار 

همچنين آيتهاي تجاري وجـود دارد  . مي شودآن آزاد  DNAو يا نمونه بوسيله متانول فيكس و سپس  مي گرددآاغذي آن جدا 

توسط ترآيبات مختلف روي فيلتر آاغذي تثبيت و سـپس از   توانمي را  DNA. از آنها استفاده آرد مي تواناين منظور  يآه برا
                                                 

21    Silica- Based Methods 
22   Anion – Exchange Method 
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را  ههاي خشك شـد  نمونه. مي شودبه آنها متصل  DNAاين فيلترها حاوي موادي هستند آه نمونه را ليز آرده و   .آن جدا آرد

آـه اسـتفاده از    ن داده شـده اسـت  در يـك مطالعـه نشـا   . آن خـراب شـود   DNAبدون اينكه  ،نگهداري آرد مي توانبراي سالها 

  . را نگهداري نمايند DNAماه در درجه حرارت اتاق  ١٩شده و تيمار نشده قادرند حداقل  تيمار ترهايلفي

  RNAحذف  -٢-۶-١٨

RNA  بسته به نوع روش جداسازيDNA د همراه آن تخليص گرددمي توان .RNA  انجـام   آزمـايش هـاي  بعضي  يروممكن است

قادر است آه  RNase Aتيمار نمونه با . اثري نداردچنين  PCR شيآزما روي يداشته باشد ول يرکنندگااثر مه  DNAگرفته روي 

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

RNase  عاري ازDNase  مي باشد خريدبصورت تجاري قابل.  

  

  از بافت حيواني و انساني  DNAجداسازي  -٢-٧

آننـده و  بوسـيله بـافر ليز   مـي تـوان  بيشتر بافتهاي انساني وحيواني را : نمودن بافت انساني وحيواني يمتلاش -٢-٧-١

دن مكانيكي بـه  خرد کر. مي شودنمودن بافتهاي تازه يا منجمد شده سبب افزايش ميزان ليز آنها  يمتلاش .ليز آرد Kناز يپروتئ

زمـان ليـز شـدن     ند سـبب آـاهش  مي توان، و هاون ميليمتر ٣-٧رات مغناطيسي به قطر ، مخلوط آردن با ذهموژنايزرهاوسيله 

، پيوندي و آلاژن بوده و بايد دقت داشت آـه  يهاي کشش ها حاوي مقادير زيادي پروتئين ، ماهيچهقلب  ،بافتهاي پوست. شود

  .وتئاز هضم گردندو پر Kناز يها بطور آامل بوسيله پروتئ اين نمونه

  

  Rotor Stator Homogenize نمودن با استفاده از   يمتلاش -٢-٧-٢

  .ثانيه با توجه به سفتي و سختي آن تخريب آنند ۵-٩٠اين نوع هموژنايزرها مي تواند بافتهاي انساني وحيواني را در مدت 

ن پروانـه روتـور در زيـر سـطح     قـرارداد با  .شودمي چرخش سريع روتور با آمك برش مكانيكي و توربولانس سبب تخريب نمونه  

ي متفـاوتي   ايـن هموژنايزرهـا داراي انـدازه    .نمونه و انتخاب اندازه ظرف مناسب بايد از تشكيل آف تا حد ممكن جلـوگيري آـرد  

، يكروليتـر م ٣٠٠هـاي حـدود    براي حجم. يي با سايز مختلف استفاده نمايندها هستند آه قادرند با توجه به حجم نمونه از پروب

متـر نيـاز    ميلـي  ١٠پروبهاي با قطر بيش از . مي باشندليتري مناسب  ميلي ۵/١متر و ميكروتيوبهاي  ميلي ۵-٧هاي با قطر  پروب

  .به ظرفهاي بزرگتر دارند

  

  خرد آردن با آسياب  -٢-٧-٣

شكسـتن و خـرد شـدن     .شكسـت  ذرات بيـد ليـز آننـده و    حضـور بـافر   بوسـيله آسـياب آـردن در    مي توانها را  بافتها و سلول 

خرد شدن به عواملي چون اندازه و شكل ذرات، سرعت و نوع آسياب و  .مي گيردها انجام  بوسيله ذرات مخلوط شده با سلول

  .ترها در هر مورد بايد معلوم شونداين پارام. و ميزان نمونه اوليه بستگي دارد، زمان آسياب آردن بيدنسبت بافر به ذرات 

  

  ژنومي از خون DNAآردن جدا  -٢-٧-۴

نـد  مـي توان اسـت آـه    يهاي آنزيم ـ آنندهخون حاوي مهار. مي شوندجهت آناليزهاي باليني استفاده  هاي خون معمولا نمونه 

نيـز مـي تواننـد     EDTAانعقادهاي رايـج مثـل هپـارين و    بعـلاوه، ضـد  . قرار دهند تأثيررا تحت  DNAفرايندهاي پايين دستي کار با 

د ي ـبا آيفيت بـالا نما  DNAاز خون بايد توليد  DNAهاي مورد استفاده در جداسازي  بنابراين روش. نديبعنوان مهار کننده عمل نما

  . آنزيمي باشد يآه فاقد هر گونه آلودگي با مهار آننده ها

  هاي خون پستانداران رمز از نمونههاي ق حذف گلبول -٢-٧-۵

هـاي قرمـز بـالغ     گلبـول  مـي باشـد  ژنـومي   DNAداراي هسـته و بنـابراين    ،، ماهيها و قورباغههاي قرمز پرندگان گلبولدرحاليكه 

برابـر گلبـول سـفيد     ١٠٠٠ هاي قرمز آه تعدادشـان تقريبـا   بولبنابراين جدا آردن و حذف گل. مي باشندستانداران فاقد هسته پ

  .ه طرق مختلف انجام دادب مي توانآه اين عمل را  مي گردد DNAاست، سبب افزايش بازدهي جداسازي 

آه نسبت بـه گلبولهـاي سـفيد بـه شـوك هيپوتونيـك        مي باشدهاي قرمز بوسيله بافر هيپوتونيك  يك روش ليز انتخابي گلبول 

يد تـك  هاي سف با آمك گراديان غلظتي است آه سبب جدا آردن گلبول سانتريفيوژ، استفاده از روش ديگر. ترند بسيار حساس

  .مي شودها نيز  اين روش سبب برداشتن گرانولوسيت. مي شودهاي قرمز  ها از گلبول اي و لنفوسيت هسته
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. سـفيد اسـت   هـاي  دقيقه و توليد لايه بافي آوت حاوي گلبـول  ١٠بمدت  ٣٣٠٠ gآردن نمونه خون در  سانتريفيوژروش سوم،  

 ،نيري ـهمـان بـافي آـوت اسـت و لايـه ز     حـد وسـط     يي پلاسما است، لايهبالا لايه .سه لايه قابل تمايز است سانتريفيوژبعد از 

  .مي باشدهاي قرمز  گلبول

  

  هاي خون  تخريب نمونه -٢-٧-۶

بطـور   Kئينـاز  تآننـده پروتئـاز يـا پرو   بوسيله بافر ليز مي تواناند را  هاي خون، از جمله آنهايي آه گلبول قرمز آنها جدا شده نمونه

  .آامل ليز آرد

  

  هاي خون از نمونه DNAهاي جداسازي  روش -٢-٨

هاي بالقوه خـون و نيـز    ر آنندههايي باشد آه سبب حذف مها از خون بايد حاوي روش DNAهمانطور آه اشاره شد جداسازي  

از ، بر پايـه اسـتفاده   (Home Made) يتجارريبيشتر متدهاي غ. با آيفيت مطلوب خالص نمايد DNA، تا بتواند ضدانعقادها باشد

آنهـا   DNA، مـي گيرنـد  از بافـت مـورد اسـتفاده قـرار      DNAجداسازي  يهايي آه برا توسط روش بافي آوت استوار بوده آه بعدا

  .مي گردداستخراج 

ايـن روش   در. مـي باشـد  فرم تجاري موجود ه ون تام بباآيفيت از خ DNAهاي مبتني بر فيلترهاي سيليكا براي جداسازي  آيت

  .مي باشدهاي مختلفي در دسترس  آيت ،مورد نياز DNAآيفيت  باتوجه به ميزان و. ضروري نيستهاي قرمز  اسازي گلبولجد

   

  هاي باليني  ژنومي از ساير نمونه DNAجداسازي  -٢-٩

مـي  هاي مدفوع بطور روتين براي آناليزهـاي بـاليني مـورد اسـتفاده قـرار       ، سواب و نمونهعلاوه بر خون، ساير مايعات بيولوژيك 

آيفيت بايد با DNA آه براي بدست آوردن مي باشندادي هاي زي آنندههاي مدفوع حاوي مهار بويژه نمونهها  بعضي نمونه. گيرند

بيشـتر  . مـي شـود  ها از مدفوع   آنندهي موادي است آه سبب حذف اين مهارآيتهاي تجاري موجود حاو. از نمونه حذف شوند

  .قراردادورد استفاده شبيه نمونه خون م مي توانمايعات بيولوژيك را 

  

  از عوامل بيماريزا  DNAجداسازي  -٢-١٠

 DNA هاي باليني جدا آرد از نمونه مي توانها را  ها و ويروس ، انگلباآتريها، قارچها. DNA  ه شـده در ژنـوم   رگ ـهـاي اينت  ويـروس

هـاي ويروسـي    پارتيكـل  DNA .مـي شـود  ژنومي در بالا توضيح داده شده جـدا   DNAميزبان با همان روشي آه براي جداسازي 

گـاهي نيـاز اسـت تـا      .مـي شـوند  روس پائين اسـت جـدا   يآه در آنها تيتر و CSFاز مايعات عاري از سلول نظير پلاسما و  عمدتا

  اضـافه آننـده  . اسـيون تغلـيظ گـردد   يت، و يا پرسـي پ ، اولترافيلتراسيونسانتريفيوژهايي نظير اولترا هاي ويروسي با روش پارتيكل

 RNAيـا   DNAبايد توجه آرد . نمونه آم است نيز آمك آننده است موجود در DNAزان يمواردي آه م در) DNA)Carries حاملين 

هـاي جداسـازي    مگر اينكه از روش ،ژنومي همراه است DNAباليني جدا مي شوند هميشه با  هاي عوامل بيماريزا آه از نمونه

  .اختصاصي استفاده گردد

ر ي ـنظ ،DNA جداسـازي  ، ابتدا اين باآتريهـا بايـد رسـوب داده شـود و سـپس     ايي از مايعات بيولوژيكباآتري DNAبراي جداسازي 

  .هاي باآتريايي انجام شود شت سلولجداسازي از آ

   

  ، مخمر و باآتريايي از آشت سلولهاي حيواني، انساني DNAجداسازي  -٢-١١

آشـت   .بطـور قابـل قبـولي ليـز آـرد      Kاز ن ـه و پروتئي آننـد با استفاده از بـافر ليز  مي توانهاي انساني و حيواني را  آشت سلول

هـاي   اسفروبلاسـت . ددرگ ـمـار  يي سـلولي آنهـا ت   هاي مخمر ابتدا بايد بوسيله ليتيكاز يا زيمـولاز بـه منظـور هضـم ديـواره      سلول

يا ساير تك (هاي مخمري  سلول. مي شودليز  Kز آننده و پروتئيناآردن جمع آوري و بوسيله بافر ليز سانتريفيوژتوليدي بوسيله 

بيشــتر . ميليمتــر خــرد آــرد ۵/٠قطــر ه اي بــ را بايــد قبــل از ليزآــردن بوســيله مخلــوط آــن و ذرات شيشــه ) ســلولهاي جــانوري

بـويژه  هـا   بعضـي بـاآتري  . مـي باشـند  قابـل ليـز شـدن     Kاز نآننده و پروتئييز، با بافر لبطور قابل قبولي هاي باآتريايي نيز سلول

و چند لايه  يي سخت سلول دارند تا ديوارهنياز ي نظير ليزوستافين يها ه با آنزيميانكوباسيون اول باآتريهاي گرم مثبت نيز به يك

 ۵/٠بـه قطـر    اي از مخلوط آردن آنها با ذرات شيشـه  مي توانهاي باآتريايي نيز  براي تسهيل در ليز شدن سلول .آنها ليز شود

  .آار آماده شوند ضروري است آه ذرات شيشه با شستشوي آنها در اسيد نيتريك غليظ براي اين. ردميليمتر استفاده آ

 



٢٤ 
 

 RNA يجدا ساز -٢-١٢ 

  RNA يجداساز يه برايو هموژن نمودن مواد اول يمتلاش -٢-١٢- ١

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

ا ي يـلال آلـک حيور ـوژن نمودن در حضـو هم يلاشـمت .رديپذتواند انجام  يل ميذ يهادـاز مت يکيبا   RNAص ينمودن تخل

ن وجود يبا ا. مي شودمراحل آزاد  يکه در ط مي گيردها انجام  RNaseجهت ممانعت از  Chaotropic)( کــيوتروپئل کاـوامـع

ق يز دقيآنال يلذا برا. تواند رخ دهد يآن و با هموژن نمودن م يا در طينمودن و  يقبل از متلاش RNAان يب يرات در الگوييتغ

ممکن  RNaseشده، افزودن ممانعت کننده  يمتلاش يدرصورت حجم اندک نمونه ها. ت شوديد ابتدا تثبيان ژن، نمونه بايب

گر يد يکه برخيدر حال ،دينما يز ميهمزمان نمونه را هموژن ن ، بطورکننده يمتلاش ياز روش ها يبرخ .باشد ياست ضرور

  . گردد يح ميشتر تشريات آن بيل جزئيد که در ذنباش يهموژن نمودن م يبرا يک مرحله اضافيازمند ين

  

  Rotor-Stator Homogenizerو هموژن نمودن با استفاده از  يمتلاش -٢-١٢- ٢

از در حضور يزمان مورد ن .ندينموده و همزمان هموژن نما يکامل سلول ها را متلاشند بصورت مي توانها رزين نوع از هموژنايا

ز يل ندمي توانرها زين نوع از هموژنايا .باشد يه ميثان ٩٠ يال ۵ يو سخت يبسته به سفت يوانيح يز کننده بافتهايبافر ل

د يبه حداقل رساندن تول يبرا. شود يم ژن شدن نمونهوو هم يباعث متلاش روتور در سرعت بالا. دينمارا هموژن  يسلول

  .غوطه ور باشد )ظرف ک طرفيدر (نمونه ظرف مناسب با حجم نمونه بوده و نوک پروب در داخل  ،لوله بايدحباب 

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

 .درا کاهش داگر ياز نمونه به نمونه د يآلودگ

  

  Bead Millsو هموژن نمودن با استفاد ه از  يمتلاش -٢- ١٢-٣

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

به اندازه  ،مؤثرنمودن  يمتلاش .مي دهدد با سلول رخ يمداوم ذرات بش يو هموژن نمودن در اثر برخورد و سا يمتلاش. گردند

 .باشد يمرتبط مه ي، مقدار مواد اوليدگيهمزن، نسبت بافر به ذرات، زمان از هم پاش يب ذرات، سرعت و شکل بنديو ترک

 ۵/٠ها  ياخته ايها و تک مخمر يمتر بوده و برا يليم ١/٠ به قطر يشه ايها، ذرات ش ياستفاده باکتر يذرات مناسب برا

از يمتر مورد ن يليم ٧ يال ٣با قطر   يزنگ فولادذرات ضد ياهيو بافت گ يوانيح يسلولها يبرا. باشد يم يمتر برا يليم

  .باشد يم

توان  يد را ميشسته شده با اس يشه ايش يهاديب. ظ شسته شوديک غليترينديابتدا توسط اس بايد يشه ايش يهاديب

 يع سرد شده، و متلاشيتروژن مايقبل از استفاده در ن بايد) ها و ظروفدين بيهمچن( ياهيمواد گ. ه نموديته يبصورت تجارت

  .  درنظر گرفته شود بايدنمودن متناسب با نوع نمونه  ير پارامتر ها متلاشيسا. کننده انجام گرددزيبدون بافر ل بايدنمودن 

  

  با استفاده از هاون نمودن يمتلاش -٢- ١٢-۴

ون يسوسپانس .نديآ يمع خرد شده و بصورت پودر دريتروژن مايع منجمد شده و تحت نيتروژن ماين منظور نمونه ها فورا در نيبد

تروژن يد نيد و اجازه دهيدهاسب انتقال سپس به  لوله متنسرد نموده،  ع،يتروژن مايدر داخل ن) عيتروژن مايپودر بافت و ن(را 

از  يکيزه شدن با يکه احتمال هموژن يعا بصورتي، سرکننده اضافه نمودهزيبافر ل. دگردنکه نمونه ذوب يبدون ا ودر شيتبخ

د نمونه مي تواند که خرد کردن نمونه با استفاده از هاون و دسته آن ييتوجه نما. ديد، ادامه دهينما يل را فراهم ميذ يهامتد

  .ابديانجام بطور جداگانه ن يقبل از ا بايدهموژن نمودن . تواند آنرا هموژن کند ياما نم د،ينما يرا متلاش

  

  Spin-Columnزر يهموژن نمودن با استفاده از هموژنا -٢- ١٢-۵

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

ن يمنتقل شده و ا spin-columnز شده به ينمونه ل .باشد ينمونه ها م متقاطع يز بافت بدون آلودگيهموژن نمودن سلول و ل

  .مي گردد سانتريفيوژ، يجمع آور يمجموعه در داخل لوله ها
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٢٥ 
 

  يجدا ساز يروش ها -٢- ١٢-۶

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

گر آلوده کننده يو د DNAن، يباشند که با حذف پروتئ يه ميز مواد اولينمودن و ل يروشها شامل متلاش يبطور کل. مي باشد

ک ياز چند تکن يبيدلخواه از ترک يپروتکل ها. مي گيردبحث قرار متفاوت مورد  يک هاين بخش تکنيدر ا. ابدي يها ادامه م

با  mRNA ،RNAک، يتو پلاسميس RNA کامل، (RNA RNAبه نوع  يانتخاب دستورالعمل بخصوص بستگ. کنند ياستفاده م

دست نخورده  RNAنکه  ينه هر نمونه و ايدلخواه و هز ، زمانين دستييپا يهااز در کاربردي، خلوص مورد ن)نييپا يوزن ملکول

  .ا نه، داردياز باشد يمورد ن

  

  

  يميهضم آنز -٢- ١٢-٧

م يدر حضور سد Kنار ينها با استفاده از پروتئيو هضم پروتئ يز سلولياز سلول شامل ل RNA يسازجدا يمتد ساده براک ي

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

ا ممکن آلوده کننده ه. مي گرددک ساعت هضم ي يقه اليدق ٣٠به مدت  DNase Iآلوده کننده توسط  DNA   )يخالص ساز

ز با يرا ليز رد،يبافت مورد استفاده قرار گ يتواند برا ين متد نميا. شوند ين دستييپا يهااست سبب ممانعت از کاربرد

  .مي باشدشکل م ،يخود RNaseتوسط  RNAب يبوده و ممانعت از تخر تأثيرآهسته و کم  Kنار ياستفاده از پروتئ

توسط  و ز شده يمواد ل يق سازيرقمتعاقب  که ،است ٢٤کيوتروپئمواد کاسلول با استفاده از  نمودن يمتلاش ،نيگزيراه جا

  .ش دهديافزا يميمار آنزيت يب شدن در طيرا بدون تخر RNAزان يتواند م يمرد و يپذ يصورت م) Kناز ير پروتئينظ(م يک آنزي

 DNaseمار بايمتعاقب ت. مي گيردمورد استفاده قرار   DNase Iهضم توسط  DNAدن هر وخارج نم يپروتکل برا ياغلب در انتها

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

 يقا برايدقDNase I خروج کامل ). يونيض يا متد تعويو  silicaبر  يمبتن يهامتد از ص با استفاده يانجام رسوب با الکل، تخل

RNA ح يز صحيو آنالRT-PCR از  يمانده ا يهر باق. است يضرورDNase I د مي توانcDNA ب نموده و به يسنتز تخر يرا در ط

   .داشته باشد ييبسزا تأثيرت آن يد آن و کميشدت در تول

  

  ياستخراج آل -٢- ١٢-٨

ا ي، رسوب با الکل يقو  (denaturant)ي، استخراج با دناتوره کننده هاKناز ياست که اغلب با هضم پروتئ يکيتکن ياستخراج آل

فنل . مي شودب يبا فنل ترک يدياسpH ، نمونه در بطور نمونه. گردد يب ميم ترکيسزکلرور يب غلظتيا شيم و يتيکلرور ل

 .  دينما يدناتوره من ها را يز نموده و پروتئيسلول را ل

. مي شود يبا قرار گرفتن در فاز آل RNAاز  آن يسازشده و باعث جدا يآن خنث ، شارژنمونه پروتونه شده DNA يدياس pHدر 

RNA رم مجددا فع توسط مخلوط فنل کلرويوژ جدا شده و فاز مايفن دو فاز توسط سانترييا. ماند يم يع آبيشارژ شده در فاز ما

ل و وع توسط اتانيموجود در فاز ما RNA. مي شودمانده فنل جدا يو سپس با استفاده از کلروفرم از باق مي گرددص يتخل

  .  مي نمايدم رسوب يکلرور سز يب غلظتيا شيل و وزوپروپانيا

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

استفاده  هن روش بواسطيا. داشته باشد ياصل تأثيرزان ژنوم يم ييتر نهايتواند در خواندن ت يرا مهار نموده و م ين دستييپا

  .باشد يع ميانتقال فاز ما يمند وجود مهارت براازينر بودن، يگت بوده و علاوه بر وقتيمحدود يک دارايو تراتوژن ياز مواد سم

  

  يقو ياز دناتوره کننده ها  ستفادهاص با يتخل -٢- ١٢-٩

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

RNase يجداساز ينان لازم برايفعال نموده و اطمريرا غ RNA ب يتخر يوم برايدينمک گوان. دينما يدست نخورده را فراهم م

م يسزا کلروريو رسوب توسط الکل و  يک معمولا با استخراج آلياستخراج با استفاده از مواد کائوتروپ. باشد يم يکاف يسلول

  .باشد يهمراه م يديبرينش هيا گزي و يونيض يکا، تعويليبر س يمبتن يهام، متديسزکلرور يب غلظتيش
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٢٦ 
 

  ميتيا کلرور ليرسوب با الکل و  -٢- ١٢- ١٠

 يجداساز ياز روش ها ياريدر بس. باشد يک ميد نوکلئياس  salting outبر يم مبتنيتيلا کلروريدو روش رسوب با الکل و  هر

RNAمي شودم استات استفاده يمونآا يم و يل در حضور سدوزوپروپانيا اي ي، از رسوب الکل .RNA  يقبل از رسوب ابتدا تاحدود 

درصد جهت خارج نمودن  ٧٠ن رسوب سپس با استفاده از الکليا. مي آندز رسوب ينDNA و  ن هايرا پروتئيز ،ص شدهيتخل

 RNAکه  مي دهدن اجازه را ين روش به ما ايا .مي گرددو مجددا حل  مي شودمانده شسته شده، خشک  يباق ينمک ها

 RNAص حجم فراوان يتخل يبرا ن روشيا يبطور کل. باشد ير ميگن روش وقتيالبته ا ،مييظ نموده و نمک ها را خارج نمايرا تغل

ا در مرحله خشک نمودن از يالکل و  مرحله خارج نمودن يداده شده ممکن است در ط پلت رسوب. کند يار خوب عمل ميبس

مانده يباق يآل يکه حلال هايا زماني و مي باشدپلت کوچک وقتي ا يو   RNAاندک  يژه در حجم هاين حالت بويا. دست برود

  .مي شودده يد، دندر پلت وجود دار) ر کلروفرمينظ(

ن روش يا. رديقرار گ همورد استفاد RNA يرسوب افتراق يد برامي توانم يتيلمانده، کلرور يدر محلول باق DNAکه يدر زمان

سه با روش يرا در مقا ياز دارد، معهذا خلوص بالاترياجرا ن ين ساعت زمان برايبه چند يسه با رسوب الکلياگرچه در مقا

ن ييپا يميد در واکنش آنزمي تواناز دارد که يم نيسزاز کلرور ييبعلاوه رسوب به غلظت بالا. دينمامي فراهم  يآل صيتخل

  .شود يکار گرفته مه م بيتيلمعمولا در ادامه رسوب با کلرور يرسوب الکل .ديتداخل نما RT-PCR رينظ يدست

  

  م و سوکروزيسزکلرور يب غلظتيش -٢- ١٢- ١١

RNA  ص گردديم تخليسزکلرور يب غلظتيق شيوژ از طريفتوسط سانتريد مي توان.  RNA ص شده با يتخل يکه تاحدود يا

 يفوژ ميسانترو )ساعت ١٢ يال ١۴(ک شب ين ساعت و معمولا يبه مدت چند د مخلوط شده دريوم برمايديم و اتيسزکلرور

در ته لوله    RNA .قرار دارند  (supernatant)ن ها در فاز محلول يو پروتئ DNAکه  يدر حال. x g)  36000-(40000 شود

م يسزمانده کلروريشده و توسط الکل جهت خارج نمودن باق يجمع آور ،RNAپلت  .مي شودوژ  بصورت پلت جدا يفيسانتر

، ريگار وقتيآنکه بساگرچه بواسطه .  دينما يت بالا را فراهم ميفيدر ک RNA ين روش امکان جداسازيا. مي شودرسوب داده 

ن يا هاي تيگر محدودياز د. متعدد مشکل است ينمونه ها يآماده ساز يبرا، استفاده از آن مي باشدپر زحمت و گران 

، 5s rRNAو tRNA ر ينظ RNAکوچک  يملکول ها. دارد يت سميم است که خاصيسزد و کلروريماووم بريدياستفاده از ات ،روش

که  يا ژل آگارزيان سوکروز و يق گراديند از طرمي توانکوچک  ين ملکول هايا. گردند ين نميم ته نشيسزکلرور انيدر گراد

لذا استفاده از آن  ،ک و فرار بودهيدا توکسيک شديلن مرکوريمتديدروکسيه. باشد جدا شوند يک ميلن مرکوريشامل مت

  .مشکل است ييايميو دفع آن به همراه مواد ش باشد يخطرناک م

  

   يونيض يتعو يروماتوگرافآ -٢- ١٢- ١٢

 يو شارژ مثبت ملکول ها ک،يد نوکلئيفسفات اس ين شارژ منفيبر واکنش ب يمبتن يونيض يتعو يفاز جامد کروماتوگراف

، DNAر يگر آلوده کننده ها نظين متصل شده، ديمع يط نمکيبه سوبسترا تحت شرا  RNA. باشد يسوبسترا م يسطح

 يص موازيتخل ،ن روشيا). مي شوند يپاک ساز( مي شوندشسته  يمتفاوت نمک يغلظت هات ها با ين ها و متابوليپروتئ

RNA ،DNA کوچک  يگر ملکول هايو دRNA توسط ) ه شدهيتصف(ک شسته شده ينوکلئدياس. مي نمايدر ياز نمونه را امکان پذ

  .باشد يادامه کار مناسب م يافت شده که برايبا الکل باز ،رسوب

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

ا يم و يسزان کلروريکوچکتر، که در گراد يجدا شده شامل ملکول ها RNA. باشد يقابل انجام م يترار کوتاهيزمان بس

علاوه . جدا شوند يند بصورت انتخابمي توان RNAکوچک  يملکول ها.  ز هستين ،دآي يکا بدست نميليبر س يمبتن يروشها

ص يگوناگون تخل ياس هاين مقياجات گوناگون و همچنياحت يد برامي تواناجتناب نموده و  يک مذکور از مواد سمين،  تکنيبر ا

  .رديمورد استفاده قرار گ

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

جدا   RNA،گوناگون يت و اندازه هايفيمتفاوت و ک يگوناگون در مراحل زمان يت توسط شرکت هايکه بصورت ک ييروش ها

  .د عرضه شده استينما يم

  کايليبر س يروش مبتن -٢-١٢-١٣

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

وم يديد و گوانيکلرادرويوم هيدير گوانيک نظيپوکائوتر ينمک ها يکا در حضور غلظت بالايليک به سيد نوکلئياس يانتخاب
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 يمنان را فراهم ين اطميز ايدر روش ل ياستفاده بافر اختصاص. مي باشد ديم پرکلرايدار و سدديم، نمک يانات سديوسيزوتيا

ن آلوده کننده يا. ماند يم يت ها در محلول باقيو متابول يسلول ين هاي، پروتئDNAکه يحال، درشود جذب  RNAد تا تنها ينما

با استفاده . مي شودک بافر کم نمک شسته ي ت بالا با استفاده ازيفيبا ک RNAو  مي شوندها با شستشو پاک شده و خارج 

  .مي گرددآماده  ين دستييپا يواکنش ها يبرا هشسته شد RNAت ها يک ايمواد مناسب و از 

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

DNA باشد يادامه کار ضرور يک ممکن است برايژنوم.  

بعنوان  .است يريگباشد، در حال بکار يجدا شده متفاوت م يRNAت يکا که در روش و کميليبر س يمبتن ين تکنولوژيچند

از  ٢٥يچند حفره ا يهاا واحديو  spin columnدر شکل  ءا در غشايون و يکا ممکن است در شکل سوسپانسيليمثال ذرات س

راحت تر بوده و از  spin columnهرحال استفاده از ه ب. گردد يطراح يزان بازدهيحداکثر م يک براياتومات يجمله روشها

  .دينما ياجتناب م مي شوددر مرحله آخر جدا آه  RNAکا به يليانتقال ذرات س

  

  ٢٦گويل به اوليمتما يبا استفاده از کروماتوگراف  mRNA يجداساز -٢-١٢-١۴

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

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

به سلولز متصل نموده  يرا بطور کووالان (dT)گو يافته ترادف اوليه الحاق ياول يروش ها .مي دهدجامد مورد استفاده قرار 

، ذرات يسيمتصل به ذرات مغناط )dT( گويز از اولين يدر دسترس تجارت يت هاي، کواجد سلولز يهاگو يعلاوه بر اول. است

جدا شده  يکينيکامل از نمونه کل mRNAبطور نمونه . مي گيرندتر بهره يکروتاياسترن م يپل يت هايا پلي لاتکس- استرن يپل

ع در يپس از سرد نمودن سر .مي گرددص يقه تخليدق ۵گراد بمدت يدرجه سانت ۶۵توسط حرارت در  يص کششيتخل يو برا

گو، بکار گرفته يکس مجتمع شده از اوليماتر يآماده شده سپس برا RNA. مي گردده آماده يحذف ساختمان ثانو يخ براي يرو

ز شسته ين mRNA. متصل شده اند، خارج گردد ير اختصاصيکه بطور غ ين بار شسته شده تا مواديکس چنديماتر. مي شود

 يروشها. شودمي ظ ي،  تغل٢٧يوژيفيسانتر ييظ کننده خلأير در تغليا تبخيسپس با استفاده از رسوب توسط الکل  .مي شود

  .باشد يله مناسب نميآدن ير پليغ mRNAص يتخل يبرا (dT)گو ياول يص کششيتخل

  

  متفاوت ياز منابع نمونه ا RNA يجدا ساز يبرا يملاحظات اختصاص - ٢-١٣

ز يجدا شده و آنال RNAدر  يد سبب مشکلاتمي توانآه د نباش يات آن متفاوت ميو محتو RNAدر مقدار  ينيبال ينمونه ها

 ياز نميت آن مورد نياستاندارد رعا يبوده که معمولا در نمونه ها يازمند ملاحظات اختصاصين نوع نمونه ها نيا. دشده شو

  .مي گيردد مورد بحث قرار يآ يگوناگون بدست م يکه از منشاء ها يين ملاحظات در نمونه هاين بخش ايدر ا. باشد

  

  بافت قلب، عضله و پوست -٢- ١٣- ١

د مي توانو کولاژن  يوندي، بافت پيانقباض ين هايو بافت پوست بواسطه وفور پروتئ ياز عضلات اسکلت RNA يسازجدا

ن يا. شوند هقرارداد تأثيرتحت  Kناز يبا پروتئ بايد ها ن نمونهيا. ديتداخل نما RNA يکه در جداساز يمشکل باشد، به گونه ا

  ).٧.٣.٣.٢.١رجوع به (نگردد  RNAب ير فعال شده تا سبب تخريدر ادامه واکنش غ بايدها پروتئاز

  خون-٢- ١٣- ٢

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

د در مي توانن يو  هپار EDTAر يانعقاد معمول نظن مواد ضد يعلاوه بر ا. ديتداخل نما RNAز يد در ادامه آنالمي توانباشد که 

ا يو  يبدون حضور هر آلوده کننده ا ت بالايفي، با کRNAاست که  يروشازمند ياز خون ن RNA يسازجدا. دينما تأثيرادامه کار 

  . ديمهار کننده را فراهم نما يم هايآنز

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

ت ها يلکوس. برخوردار باشد يت کمترياز اهم RNA يسازبوده و در جدا) globin RNAاکثرا ( mRNAد که واجد نشده باش

  .مي باشندت يت و گرانولوسيت، منوسيفوسنل ياسشامل سه نوع سلول اس
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که ت ها يتروسيار يز انتخابيد با لمي توانن مهم يا. را ساده گرداند RNA يسازت ها ممکن است جدايتروسيخارج نمودن ار

 کيپوتونيدر حضور بافر ه به سرعتآنها  .رددباشند، انجام گ يت ها حساس تر ميسه با لکوسيک در مقايپوتونيه به شک

متد . گردد يانجام م  RNAوژ جدا شده و استخراج يفيدست نخورده، سپس توسط سانتر يت هايلکوس. شوندمي  يمتلاش

 يب غلظتيش يوژفيت، سانتريتروسيز اريبر ل يمبتن يخلاف روشهابر. است ٢٨يب غلظتيش  سانتريفيوژگر ين متداول ديگزيجا

تک  يسلولها. دينما ي، خارج مت ها رايو گرانولوس مي گردد) تيمنوست و يفوسنل(منونوکلئر  يافت سلولهايتنها سبب باز

ر هر يکه نظ يبا استفاده از همان روش RNA يسازجدا يد برامي توان يب غلظتيش فيوژيسانترجدا شده توسط  يهسته ا

رد، يانجام نگ يريخونگ لافاصله پس ازت نمودن نمونه بيتوجه نمود که اگر مراحل تثب بايد. ابديگر است، ادامه ينوع سلول د

نمونه  يبرا يت کننده اختصاصيتثب يمعرف ها. ابدير ييد تغمي توانره شده يدر نمونه خون تام ذخ يژن يل نسخه برداريپروفا

  .انجام شودبايد در نظر است  rRNAو  mRNAت يباشند و اگر تثب يدر دسترس م يخون تام بصورت تجارت

  

  ها يباکتر - ٢-١٣-٣

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

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

مورد استفاده  cDNAسنتز  يد برامي توانن  (dT)گويمر اوليپران يعلاوه بر ا. باشد ير نميامکان پذ (dT)گو يد اوليبريروش ه

  . استفاده شود ٢٩راندوم يمر هاياز پرا بايدرد و يقرار گ

. باشد يدار ميناپا ينده ايبصورت فزا ،يع باکتريرشد سر يقه برايدق ٣معادل  يبا طول عمر ييايباکتر mRNAن يعلاوه بر ا

ان يل مطالعات بين دليبه ا. دينما يه ميباشد شروع به تجز ياز ميترجمه مورد ن يبراکه يزمان ييايباکتر mRNAاوقات  يگاه

پس از جدا نمودن و قبل از انجام  بايدن اساس نمونه ها يا بر. وت ها مشکل تر استيوکاريسه با يوت ها در مقايژن در پروکار

  . ت شونديتثب به سرعتنمونه  يمراحل کار بر رو

  

۴-٢-١٣- RNA  در سرم ٣٠آزاد در حال گردش  

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

DNA ن يا. باشد يم يانسان يشناور آزاد در پلاسماRNA يدار ميبطور متوسط دو روز در خون تام نسبتا پا يبا طول عمر 

عات يدر ما يروسيو RNAر ينظ. ه گردديتجز يذوب و انجماد متوال يکل هايس يد در طمي توان RNAن يا حالن يبا ا. باشد

  .باشد يضرور RNAن نوع از  يا يجدا ساز يممکن است برا  RNAن يفاقد سلول، افزودن حامل يبدن

  

  چرب يبافتها- ٢-١٣-۵

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

صورت گردند، لذا در يز نميع ليکننده مازيل يهابطور کامل توسط بافر يچرب يواجد حجم بالا يبافت ها. مشکل باشد

تخراج ن اسييجه سبب مسدود شدن آن غشا شده و بازده پاينتو در  spin column يبافت و انباشت در غشا يات بالايمحتو

RNA  ز يچرب را بطور کامل ل ين نمونه هايد امي توانرا فنل ياست ز يبافت چرب ضرور ين استخراج آليبنابرا. مي شود

  .دينما

ر حضور فنل، و کلروفرم ينظ( يف شده روش آليتوص يت هايد از محدودمي توانکا يليبر س يبا روش مبتن يب استخراج آليترک

هموژن شده،  GTC٣١ا مخلوط فنل و يبافت در فنل و  .دينما يريجلوگ) رسوب يدر ط RNAا احتمال از دست دادن يو  RNAدر 

کا يليس ءما به غشايد مستقمي توان يط اتصال، فاز آبيم شرايپس از تنظ. ابدي يتوسط کلروفرم ادامه مفاز  يکه با  جداساز

   .ابديافزوده شده و مراحل استخراج ادامه 
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