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Comparison of the Efficiency of Iron-Magnetic Nanoparticles 
with CTAB and Rapid Detection Methods for DNA Extraction 
of Rose petal (Rosa hybrida L. cv. Vendetta)

[1] Optimization of DNA extraction for ISSR studies in Tectona grandis L.f.-an important
forest tree species [2] Comparison of three genomic DNA extraction methods to obtain high 
DNA quality from maize [3] A rapid efficient method for DNA isolation from plants with 
high levels of secondary metabolites [4] DNA extraction protocol for plants with high levels 
of secondary metabolites and polysaccharides without using liquid nitrogen and phenol [5]
Validation of a simple and rapid method for isolating genomic DNA from medicinal and
aromatic plants for subsequent polymerase chain reaction [6] Plant genomic DNA isolation: 
An art or a science [7] DNA, RNA, and protein extraction: The past and the present [8] A
modified mini-prep method for economical and rapid extraction of genomic DNA in plants 
[9] Isolation and analysis of high quality nuclear DNA with reduced organellar DNA for 
plant genome sequencing and resequencing [10] A simple protocol for isolating genomic
DNA from chestnut rose (Rosa roxburghii Tratt) for RFLP and PCR analyses [11] An efficient 
protocol for genomic DNA extraction from Citrus species [12] Application of PCR-based
methods for rapid detection of corn ingredients in processed foods [13] A modified CTAB 
method for DNA extraction from soybean and meat products [14] A simple and rapid leaf
genomic DNA extraction method for polymerase chain reaction analysis [15] Magnetic
nano fluids for isolation of genomic DNA and total RNA from various prokaryote and 
eukaryote cells [16] An improved method for isolation of total DNA from the leaves of
Fragaria spp [17] Metabolite production and antibacterial activities of callus cultures from
rosa damascena mill [18] Comparison and improvement of different methods of RNA
isolation from strawberry (Fragria× ananassa) [19] Identification of superior reference 
genes for data normalisation of expression studies via quantitative PCR in hybrid roses
(Rosa hybrida) [20] Surface modification of magnetic silica microspheres and its application 
to the isolation of plant genomic nucleic acids [21] Magnetic nanoparticles: From design
and synthesis to real world applications [22] Magnetic particles for the separation and
purification of nucleic acids

The high quality and quantity of extracted DNA are necessary for a variety of molecular biology 
studies. Low yields and poor quality of genomic DNA extracted from petal due to high levels of 
secondary metabolites. Carotenoids, anthocyanins, phenolic acids, and flavonoids are the most 
effective secondary metabolites in petals, which are considered as contaminating compounds 
and could lead to interfering with DNA during extraction and purification. Considering that 
the basis of the most molecular research in genetic engineering and genomics is high-quality 
of DNA, therefore, it seems that finding an efficient method for reducing adverse effects of 
these contaminating compounds for the extraction is essential. In this regard, iron-magnetic 
nanoparticles have been used to improve the extraction of high yields and quality of DNA from 
rose petals in the present work. In the following, to compare the efficiency of DNA extraction, 
modified Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide (CTAB) and rapid detection methods were used. 
The results showed that petal’s extracted DNA quantification and qualification by iron-magnetic 
nanoparticles procedure was much more reliable than two other methods. In addition, this 
method could extract the optimal amount of DNA with the lowest amounts of samples within 
few minutes. Due to high qualification and quantification of DNA purification by iron-magnetic 
nanoparticles, the present procedure could be recommended as an efficient protocol for rose 
petal DNA extraction.
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  چکيده
بیولوژی  با کیفیت و کمیت عالی برای بسیاری از مطالعات DNAاستخراج 
از بافت گلبرگ به خاطر محتوای  شدهاستخراج DNAضروری است.  مولکولی
از کمیت و کیفیت مطلوبی برخوردار نیست.  های ثانویهمتابولیتفراوان 

و فلاونوئیدها، موثرترین  هااسیدیکفنولها، کاروتنوئیدها، آنتوسیانین
 وند وشعنوان آلودگی در نظر گرفته میموجود در گلبرگ به های ثانویهمتابولیت

نمایند. با توجه به این که اختلال ایجاد می DNAدر فرآیند استخراج و تخلیص 
 DNAد وجو، و ژنومیکسمهندسی ژنتیک  درتحقیقات مولکولی  مبنای بسیاری از

این  یاثرات منف برای کاهش کارآمدیافتن روشی است، بنابراین  بالابا کیفیت 
 نانوذرات . در همین راستارسدبه نظر می در فرآیند استخراج ضروریترکیبات 

با کمیت و کیفیت عالی از بافت  DNAمغناطیسی آهن برای بهبود استخراج 
 ایسهمنظور مقگلبرگ گل سرخ در این پژوهش استفاده شده است. در ادامه به

 (CTAB) برومایدآمونیوماتیلمتیلتریستیل هایروش، از DNAکارآیی استخراج 
و  کمیتنتایج نشان داد که  .استفاده شد سریعتشخیص  روشبهینه شده و 

شده از گلبرگ با استفاده از روش نانوذرات مغناطیسی استخراج DNAکیفیت 
. علاوه براین، این روش قادر آهن در مقایسه با دو روش دیگر قابل اعتمادتر بود

 .، با کمترین میزان نمونه در طی چند دقیقه استDNAبه استخراج مقدار مطلوب 
نانوذرات مغناطیسی آهن، این  باشده استخراج DNAبا توجه به کیفیت وکمیت 

 یهتوصاز گلبرگ گل سرخ  DNAاستخراج برای عنوان یک پروتکل کارآمد روش به
  شود.می
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  مقدمه
ها بودن تکنیکشرط موفقیت در هر رشته علمی منوط به در دسترس

های جدید و کارآمد در آن رشته است. به لحاظ اهمیت و روش
ژنومی  DNAروزافزون مباحث مولکولی در جهان امروز، استخراج 

ام ترین گخالص، پایدار و با کمیت و کیفیت مناسب، اولین و مهم
یابی ویژه توالیدر بسیاری از تحقیقات بیولوژیکی و ژنتیکی به

. بنابراین در [1]ها استژنومی، تعیین ژنوتیپ و شناسایی موتاسیون
های های مولکولی، در اکثر آزمایشگاههای اخیر با پیشرفت روشسال

ژنومی  DNAسازی لوم زیستی دنیا تحقیقاتی برای خالصمعتبر ع

منظور بالابردن کمیت و کیفیت آن انجام شده است. اگرچه تنوع به
های ناشی از آن، مانع از کارآیی کاملاً موفق یک ژنتیکی و تفاوت

ها با توجه به نوع و بافت سازی روششیوه بوده و همچنان بهینه
ویژه عواملی از قبیل آلودگی رسد. بهگونه گیاهی ضروری به نظر می

 های ثانویه از جمله کاروتنوئیدها،ساکاریدها و متابولیتناشی از پلی
ها و فلاونوئیدها سبب کاهش کمیت و فنولپلیها، آنتوسیانین

آمدن کارآیی تحقیقات ژنومی استخراجی و پایین DNAکیفیت 
بر اثر اتصال  DNAشده بر مبنای آن شده و هنگام استخراج انجام

های ثانویه و قوی بین اسیدهای نوکلئیک با متابولیت
با اختلال مواجه  ساکاریدها، ادامه روند فرآیند استخراجپلی
فنولی . همچنین گزارش شده است ترکیبات پلی2]‐[5شودمی

سبب تغییر ، پیوند داده DNAالانسی با وصورت کواکسیدشده به
شدت داری نمونه را بهزمان نگهای شده و مدترنگ آن به قهوه

. مشاهده شده است که حضور این ترکیبات در [6]دهدکاهش می
های پلیمراز و آنزیمسبب ممانعت از فعالیت آنزیم تک DNAنمونه 

همراه با آن  DNAبرشی شده و نیز به هنگام تخلیص و استخراج 
  .7]‐[9شوندرسوب کرده و سبب ویسکوزیته بالای محلول می

از گیاهان دارای مقادیر  DNAهای متعددی برای استخراج روش
های ثانویه گزارش شده است که ساکارید و متابولیتبالای پلی

حاصله از کمیت و کیفیت مناسبی برخوردار است ولی  DNAاگرچه 
بر هستند و کارآیی این بر و زمانهایی هزینهدر عین حال روش

	,2]ابه به بررسی تکمیلی نیاز داردهای مشها در گیاهان و بافتروش

نیز از دسته گیاهان مذکور  )hybrida	Rosa	L.). گل سرخ [10	,6	,4
فنول و دیگر ساکارید، پلیبوده و حاوی مقدار زیادی پلی

های ثانویه است که دستیابی به اسیدهای نوکلئیک با متابولیت
. [10]است کردهویژه از بافت گلبرگ را بسیار محدود خلوص بالا به

نه هزیبنابراین هدف از این پژوهش معرفی روشی مناسب، آسان، کم
از  DNAمنظور استخراج باکیفیت مطلوب و پایداری بالا به

های منظور، روشهای گلبرگ گل سرخ بوده است. بدیننمونه
رسوبی با نانوذرات مغناطیسی آهن، با استفاده از هم DNAاستخراج 
CTAB 13]‐[11 مورد ارزیابی قرار گرفتند. [14]شخیص سریعو روش ت

هامواد و روش
بریده رقم های سرخ شاخههای یکساله گلها از پایهگل مواد گیاهی:

"Vendettaهای علمی و " از گلخانه پژوهشی سازمان پژوهش
با دوره نوری  %۷۰±۵و رطوبت نسبی  C۲±۲۵°صنعتی ایران با دمای 

  ساعت روشنایی تهیه شدند.۱۶
ژنومی با کاربرد نانوذرات مغناطیسی آهن از  DNAسازی خالص

با شماره ثبت اختراع  GABITطبق دستورالعمل کیت  بافت گلبرگ:
۸۹۴۵۷ ،DNA گرم از بافت تر میلی۱۰. [15]ژنومی استخراج شد

گلبرگ در هاون به کمک نیتروژن مایع کاملاً آسیاب شده و به 
پس مطابق با پروتکل بافر های استریل انتقال داده شد. ستیوب

هیدروکلراید، تیوسیانات، تریسلیزکننده (گوانیدین
کلراید، ، سدیمX‐100اسید، تریتون تترا استیکآمیندیاتیلن
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تات، اسسیترات، سدیملوریل سارکوزیل، سدیماستات، انپتاسیم
برابر با  Phپیروکربنات، میزان اتیلپیرولیدون، گلوکز، دیوینیلپلی
لیتر)، گرم بر میلیمیلی۲( K) اضافه شد. به دنبال آن پروتئیناز ۵/۳

بتامرکاپتواتانول به مخلوط اضافه و ورتکس شد. در ادامه  -۲همراه با 
دقیقـه با سرعت ۱۰مدت انکوبه و سپس به C۶۵°ها در دمای نمونه
	Centric) سانتریفیوژ C۴°دور در دقیقه در دمای  ۱۰۰۰۰

CF108GR)  شدند. پس از اتمام سانتریفیوژ محلول رویی به
نانوذرات مغناطیسی آهن منتقل شد. منظور از نانوذرات مغناطیسی، 

است.  ۲۰در حضور اسیداولئیک و تووین  4O3(Fe(نانوذرات آهن 
طور آرامی مخلوط شده تا بهدر ادامه نانوذرات مغناطیسی آهن به

ه بافر اتصال کامل در محلول معلق شوند. در این مرحل
 پیروکربنات) اضافه واتیلکلراید، دیگلیکول، سدیماتیلن(پلی
طور کامل نانوذرات مغناطیسی آهن در شدت مخلوط شد تا بهبه

دور در  ۸۰۰۰دقیقـه با سرعت ۵مدت محلول پخش شوند. سپس به
و فاز رویی دور ریخته  صورت گرفتسانتریفیوژ  C۴°دقیقه در دمای 

هیدروکلراید، وشو (گوانیدینبافر شست شد. در ادامه
ق، اسید، اتانول مطلآمین تترا استیکدیهیدروکلراید، اتیلنتریس
) به نانوذرات ۶/۵برابر با  pHپیروکربنات، با میزان اتیل دی

مغناطیسی آهن اضافه و خوب مخلوط شد. پس از سانتریفیوژ مجدد 
، فاز C۴°در دمای دور در دقیقه  ۸۰۰۰دقیقـه با سرعت ۵مدت به

رویی دور ریخته شد و ویال حاوی نانوذرات مغناطیسی آهن به 
دقیقه قرار داده شد تا اتانول آن خشک ۱۰مدت حالت برعکس به

هیدروکلراید، شود. در این مرحله بافر جداکننده (تریس
 pHن پیروکربنات، با میزا اتیلاسید، دیآمین تترا استیکدیاتیلین

طوری که به ،) به نانوذرات مغناطیسی آهن اضافه شد۹/۸برابر با 
 C۶۰°طور کامل معلق شده و سپس تیوب در دمای نانوذرات در آن به

ربای خارجی، نانوذرات مغناطیسی انکوبه شد و با استفاده از یک آهن
آوری، بود، جمع DNAحرکت شد و فاز رویی که حاوی آهن بی

نگهداری  -C۲۰°ل و در دمای های استریل جدید منتقسپس به تیوب
  ).۱شد (شکل 

  

	
  آهن مغناطیسی ذراتبا کاربرد نانو DNAمسیر شماتیک استخراج و تخلیص  )۱شکل 

  

گرم میلی۴۰: با استفاده از روش تشخیص سریع DNAاستخراج 
های شده درون تیوببافت تر گلبرگ در دمای اتاق با سمبه استریل

میکرولیتر بافر استخراجی ۵۰۰استریل له شد و سپس 
کلرید مولار، سدیممیلیEDTA ۲۵، %۵/۰سولفات دودسیل(سدیم
) ۵/۷برابر با  pHبا میزان  HCl -مولار تریسمیلی۲۰۰مولار، میلی۲۵۰

ها حاوی نمونه و بافر در دمای . در ادامه تیوب[14]به آنها افزوده شد
°C۶۰ حجم آن کلروفرمدقیقه انکوبه شدند. سپس هم۳۰مدت به- 

ها ) به عصاره افزوده شد. به دنبال آن نمونه۲۴:۱الکل (ایزوآمیل
 C۴°دور در دقیقه در دمای  ۱۵۰۰۰دقیقـه با سرعت ۵مدت به

تریفیوژ و فاز رویی به میکروتیوب جدید منتقل شد. در ادامه سان
ها برای حجم آن ایزوپروپانول افزوده و مخلوط شد. سپس نمونههم

مجدداً سانتریفیوژ  انکوبه شدند. -C۲۰°دقیقه در دمای ۳۰مدت 
صورت  C۴° دور در دقیقه در دمای ۱۵۰۰۰ه با سرعت دقیق۵مدت به

. در شدحل  TEمیکرولیتر بافر ۱۰۰ و رسوب ایجادشده درپذیرفت 
و در این  ندداری شددقیقه روی یخ نگه۵مدت ها بهادامه نمونه

دور در  ۱۵۰۰۰ه با سرعت دقیق۲مدت سانتریفیوژ به مرحله مجدداً 
است  DNA انجام و محلول رویی را که حاوی C۴° دقیقه در دمای

  داری شد.نگه -C۲۰° در دمای

بافر افزودن 
ه ب شووشست
 نانوذرات

انتقال فاز رویی به 
نانوذرات مغناطیسی 
ر آهن و افزودن باف

 اتصال

ریختن فاز رویی و دور
ه ده بکننبافر جداافزودن 

پس از نانوذرات 
 شدن اتانول خشک

	

آوری فاز رویی جمع
 DNA که حاوی
 است.خالص 

در  کردنسپس انکوبه ،ورتکس
  دقيقـه١۰ و C۶۵° دمای

سانتریفیوژ با سرعت 
rpm۱۰۰۰۰  در دمای°C۴	

ا سانتریفیوژ بدقيقـه ۵
در  rpm۸۰۰۰سرعت 

	C۴°دمای 
 	

سانتریفیوژ با دقيقـه ۵
در  rpm۸۰۰۰سرعت 

	C۴°دمای 
	

استفاده  و C۶۰° در دمایکردن انکوبه
 ربای خارجیآهن از

گرم میلی۱۰
بافت تر گلبرگ 

شده در پودر
 نيتروژن مایع

افزودن بافر 
  لیزکننده و

به  K روتئینازپ
همراه 

   بتامرکاپتواتانول۲
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در این روش برای : CTABبا استفاده از روش  DNAاستخراج 
شده گرم بافت تر گلبرگ از شیوه بهینهمیلی۱۰۰استخراج از 

. 11]‐[13شداستفاده  (CTAB)بروماید آمونیوممتیل اتیلتریستیل
نیتروژن مایع طور خلاصه بافت گیاهی مذکور در هاون به کمک به

های استریل انتقال داده شد. سپس کاملاً آسیاب شده و به تیوب
ها افزوده و در ادامه استخراج به به نمونه CTABمیکرولیتر بافر ۷۰۰

 C۵۵° ها در دمایمیکرولیتر بتامرکاپتواتانول انجام و نمونه۲۰کمک 
دقیقه یکبار ۵و در این مدت هر شدند دقیقه انکوبه ۶۰برای مدت 

ها از حمام آب گرم و شدند. سپس خروج تیوبسر و ته می
. در ادامه استخراج به صورت گرفتکردن آنها در دمای اتاق خنک

. شد) تکمیل ۲۴:۱الکل (ایزوآمیل -میکرولیتر کلروفرم۷۰۰کمک 
دور در دقیقه  ۱۲۰۰۰دقیقـه با سرعت ۱۵مدت سپس سانتریفیوژ به

(امکان تکرار سانتریفیوژ، وابسته به  صورت پذیرفت C۴° در دمای
میکرولیتر ایزوپروپانول ۷۰۰). سپس استدرجه شفافیت فاز رویی 

 C۴° ساعت در یخچال۲مدت ها بهسرد به فاز رویی افزوده و تیوب
 ۱۲۰۰۰دقیقـه با سرعت ۱۵مدت داری شدند. سپس سانتریفیوژ بهنگه

فاز رویی دور ریخته . نهایتاً صورت گرفت C۴° دور در دقیقه در دمای
شسته شدند. سپس  ۷۰%ها دو مرتبه با اتانول شد و سپس تیوب

به حالت  DNAهای حاوی حذف کامل اتانول، تیوب منظوربه
تا کاملاً خشک  گرفتنددقیقه در دمای اتاق قرار ۱۰مدت برعکس به

در انتها  وحل  TEمیکرولیتر بافر ۱۰۰و رسوب ایجادشده در شوند 
DNA ر حاصله د°Cنگهداری شد. -٢٠  

های DNA برای بررسی کیفیت :DNA بررسی کیفیت و کمیت
داک و برداری در دستگاه ژلو عکس %۱ شده، از ژل آگارزاستخراج

	Eppendorfاسپکتروفتومتر  تعیین کمیت آن ازمنظور به

BioPhotometer	®D30 ۲۶۰گیری میزان جذب نوری با اندازه 
نانومتر استفاده و غلظت براساس نانوگرم در ۲۳۰به  ۲۶۰و  ۲۸۰ به

 AlleleID افزارنرم از در ادامه با استفاده خوانده شد.میکرولیتر 
 طراحی آغازگرهای مناسب رفت منظوربه

(CCACCTACACCAATCTCAATC) و برگشت 
CTGAATGTGGATGTGACTGAG) ۲۱نوکلئوتیدی از بانک ژن 

NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)  برای تکثیر ژن
 AF394915 با لوکوس شناسایی باز)جفت۹۸( دار آلفاتوبولینخانه

ای واکنش زنجیره ).۲ای پلیمراز انجام شد (شکل واکنش زنجیره
دقیقه، ۲مدت به C۹۴° سازی اولیه درپلیمراز شامل مرحله واسرشت

ثانیه، اتصال ۳۰دت مبه C۹۴°سازی، سیکل شامل واسرشت ۳۵
ثانیه ۳۰مدت به C۷۲° ثانیه و بسط پرایمر،۳۰مدت به C۵۹°پرایمر، 

  دقیقه بود.۵مدت به C۷۲° و مرحله بسط نهایی
براساس  SAS 9.1 افزارهای حاصل توسط نرمداده: های آماریتجزیه

مورد تجزیه قرار گرفتند و همچنین مقایسه طرفه یک واریانس
ای دانکن انجام شد. قابل ذکر از آزمون چنددامنه میانگین با استفاده
 افزارها در سه تکرار انجام و نتایج با استفاده از نرماست کلیه آزمایش

  شد.رسم  ۲۰۱۶اکسل 

  

 
شده از ژنومی استخراج PCR ،DNAالکتروفورز ژل آگارز محصول آزمون  )۲شکل 

" با استفاده از روش نانوذرات مغناطیسی آهن با Vendettaرقم " گل سرخ
 -: کنترل منفی (آب)۱چاهک ؛ %۱پرایمرهای ژن کنترل داخلی روی ژل آگارز 

  بازجفت۹۸: آلفاتوبولین، ۵-۲ یهاچاهک
  

  نتایج و بحث
گلبرگ گل سرخ  هایحاصل از نمونه DNA سنجش کمی و کیفی
رز توسط اسپکتروفتومتر و الکتروفوشده کاربردههبراساس سه روش ب

در  .اندشده ذکر ۳و  ۱نمودار ترتیب در آنالیز و نتایج به %۱ژل آگارز 
 هایاستخراجی سه روش مذکور نمونههای DNA سنجش کیفی

DNA رسوبی با نانوذرات مغناطیسی آهن حاصل از روش هم
 هایکه باند حالی در را نشان دادند، باندهای واضح و بدون اسمیری

حاصل از دو روش دیگر از وضوح خوب و مطلوبی برخودار  هاینمونه
یری گتنهایی برای نتیجه). اگرچه تصویر ژل آگارز به۳(شکل  نبودند

. با این حال، وضوح وکیفیت باندهای استخراج یستصحیح گویا ن
DNA  در روش تشخیص سریع در مقایسه با روشCTAB  .بهتر بود

 هاتیجه قابل اعتمادتر از سنجش کمی دادهدر ادامه برای حصول ن
های DNAاز روش اسپکتروفتومتری استفاده شد. سنجش کمی 

 شده توسط اسپکتروفتومتر نشان دادند که بیشترین میزاناستخراج
DNA آمده از گلبرگ گل سرخ توسط روش نانوذرات دستبه

آمده توسط دو دستبه DNA مغناطیسی آهن است که با میزان
 -۱نمودار و  ۱داری را نشان داد (جدول دیگر اختلاف معنیروش 

 در روش ۲۳۰به  ۲۶۰های جذب نوری الف). همچنین نسبت
) و ۳۸/۱)، با روش تشخیص سریع (۹۹/۱رسوبی با نانوذرات (هم

ش در رو ۲۸۰به  ۲۶۰) و جذب نوری CTAB )۹۸/۰همینطور روش 
) و ۳۳/۱یع ()، با روش تشخیص سر۹۸/۱رسوبی با نانوذرات (مه

) را نشان ≥۰۱/۰pداری () اختلاف معنیCTAB )۹۶/۰همینطور روش 
د اج). شایان ذکر است که اعد ب و -۱نمودار و  ۱دادند (جدول 

رسوبی با نانوذرات هم شده بیانگر آن است که روشگزارش
ها مغناطیسی آهن تا حد قابل توجهی توانسته است میزان آلودگی

 DNAکاهش دهد و درنهایت کیفیت  را به هنگام استخراج
  .استاستخراجی بسیار مطلوب 

۵        ۴         ١         ٢         ٣  
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  سریع یصو ج) تشخ CTABآهن، ب)  یسیمختلف الف) نانوذرات مغناط یهاگلبرگ گل سرخ با روش DNAالکتروفورز ژل آگارز ) ۳شکل 
  

و نسبت  DNA غلظتمیزان  تجزیه واریانس اثر نوع روش استخراج بر )۱جدول 
	"Vendettaنانومتر در گلبرگ گل سرخ رقم "۲۸۰به  ۲۶۰ و ۲۳۰به  ۲۶۰ جذب

  درجه آزادی  منابع تغییر
  میانگین مربعات

  DNA غلظت
نسبت جذب 

  ۲۳۰ به ۲۶۰
نسبت جذب 

  ۲۸۰ به ۲۶۰
	۷۶۸/۰**	۰۱۶۹/۰**۶/۱۰۰۵۳۱۴۰۶*  ۲ نوع روش استخراج

  ۰۰۰۷/۰  ۰۱۴۹/۰  ۵/۱۲۱۷۵۷۱۱  ١٢  خطا
  ۰۰۵/۲  ۴۸/۷  ۲۰/۱۴  -  تغییراتضریب 

  است. ۱٪ احتمال سطح اختلاف در داربودنیمعن دهندهنشان**
  

  الف)

  ب)

  ج)
 ،"Vendetta"شده از گلبرگ گل سرخ رقم استخراج DNAمقایسه کمیت  )۱نمودار 

به  ۲۶۰الف) براساس غلظت (نانوگرم بر میکرولیتر)، ب) نسبت جذب نوری 
نانومتر با استفاده از سه روش ٢٣٠به  ۲۶۰نانومتر و ج) نسبت جذب نوری ۲۸۰

 ندهدهنشان. حروف متفاوت ها نماینده سه تکرار مستقل هستنداستخراجی؛ داده
  است. ≥٠١/٠p در سطحبودن تفاوت داریمعن

های بیولوژیکی با کمیت ژنومی از نمونه DNAتخلیص و استخراج 
های و کیفیت مطلوب یک مرحله اساسی در بسیاری از زمینه

در پژوهش حاضر نیز استخراج  .[2]استتحقیقاتی در علوم زیستی 
DNA م انجامنظور بههای گل سرخ مطلوب و با کیفیت از گلبرگ
های آتی از های ژنتیکی و تایید مولکولی در پژوهشورزیدست

و سپس انجام  DNAای برخوردار بود. استخراج اهمیت ویژه
آنالیزهای مولکولی از بافت گلبرگ منظور بههای متعاقب آن، واکنش

های ثانویه (کاروتنوئیدها، علت داشتن متابولیتگل سرخ به
اوان ساکاریدهای فر ا و فلاونوئیدها) و پلیهفنولها، پلیآنتوسیانین

با  DNA استخراج برایبنابراین روشی  .16]‐[18معمولاً مشکل است
کیفیت و کمیت بالا از بافت گلبرگ مورد نیاز است که میزان اتلاف 

به حداقل برساند.  DNA زمان، هزینه و انرژی را در استخراج
لیمراز، ای پزنجیرههمچنین بررسی کیفیت بیان ژن به کمک واکنش 

دار و ژن خانهاست ترین تکنیک تا به امروز شدهاز شناخته
 مطالعات مولکولی در گلمنظور بهها آلفاتوبولین، از بهترین گزینه

سازی مطالعات پایه در این ترتیب بهینهبدین .[19]سرخ بوده است
. در این مطالعه علاوه بر مقایسه شدپژوهش بر مبنای این ژن انجام 

و روش تشخیص  DNA ،CTAB 13]‐[11دو روش متداول استخراج 
منظور بهرسوبی با نانوذرات مغناطیسی آهن ، روش هم[14]سریع

های گل سرخ با کیفیت و کمیت بالا از گلبرگ DNAاستخراج 
استخراجی  DNA است. همانطور که نتایج نشان دادندشده معرفی 
رسوبی با هم وش پیشنهادی این مقاله که بر پایه روشتوسط ر

 رد.داتری نانوذرات مغناطیسی آهن است، کیفیت و کمیت مطلوب
ها و حذف ، گسیختن سلولCTABاگرچه در روش مرسوم 

 صورتدر محلول  CTABهای پروتئینی و لیپیدی توسط آلودگی
آنها  صل وساکاریدها متگیرد و نیز در غلظت بالای نمک، به پلیمی

کارگیری اما دارای مشکلاتی همچون به کند؛را از محلول جدا می
ل)، الکترکیبات شیمیایی سمی (مثل فنول، کلروفرم و ایزوآمیل

مزیت روش تشخیص  .[20]استبربودن فرآیند استخراج سخت و زمان
از مواد گیاهی  ، قابلیت استفادهCTABبه روش مرسوم  [14]سریع

منظور کاهش مواد بازدارنده همچون گرم) بهمیلی۴۰اندک (
ها، فلاونوئیدها و فنولها، پلیکاروتنوئیدها، آنتوسیانین

که سبب حذف بهتر این ترکیبات به هنگام است ساکاریدها پلی
توانایی  روش این همچنین شود.می هانمونه از DNA استخراج
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  ج)  ب)  الف)
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ر کوتاه را از تعداد زیادی نمونه در مدت زمان بسیا DNA استخراج
های های اخیر روشبدون استفاده از نیتروژن مایع دارد. در سال

رسوبی با نانوذرات براساس فاز جامد (روش هم DNAاستخراج 
های استخراج براساس فاز مایع مغناطیسی آهن) جایگزین روش

  .[21	,20]اندشده و روش تشخیص سریع) CTAB(روش 
رسوبی با نانوذرات مغناطیسی از مزایای روش استخراج براساس هم

توان به عدم استفاده از ی، مکاررفتهبهآهن در مقایسه با دو روش 
ندک ا ترکیبات شیمیایی سمی، قابلیت استفاده از مواد گیاهی بسیار

گرم)، اندازه یکنواخت نانوذرات و ظرفیت بالای اتصال میلی۱۰(
ناطیسی دلیل پوشش خاص و بار مغبه DNAمستقیم نانوذرات به 

و در نتیجه حذف  DNAهای مثبت، کاهش میزان شکستگی رشته
سایر مواد بازدارنده، همچنین پاسخ مغناطیسی بسیار سریع 

یی آدلیل اندازه بسیار کوچک آن و افزایش کار ربا بهنانوذرات به آهن
همچنین، پوشش  .[19]اشاره نمود DNAکمی و کیفی استخراج 

رات مغناطیس، موجب حفظ هسته و روی نانوذکاررفته پلیمری به
زمان . مدتشودیگراکردن نانوذرات مخواص مغناطیسی آن و عمل

های این سازی از دیگر مزیتکوتاه استخراج و هزینه اندک خالص
  .20]‐[22استروش نسبت به دو روش دیگر مورد استفاده 

رسوبی با نانوذرات به روش هم DNAدر استخراج و تخلیص 
عنوان سطح جامد از ذرات نانو با پوشش خاص به مغناطیسی آهن

از سایر مواد در محیط استفاده  DNAبرای جداسازی و جذب 
اربردن کهشود. به این صورت که در ابتدا دیواره و غشای سلول با بمی

شوند. سپس ذرات نانو به محیط اضافه بافرهای مناسب شکسته می
 DNAکردن بافر اتصال شرایط محیطی برای اتصال شده و با اضافه

 DNAشوی و. درنهایت شستشودمیبه سطح ذرات نانو فراهم 
شود. پس از شو انجام میومتصل به ذرات به کمک بافر شست

ط . شرایشودیشدن رسوب ذرات نانو، بافر جداکننده اضافه مخشک
جدا شده  از ذرات نانو DNAشود که موجود در این بافر موجب می

صورت روشناور به DNAربا، و با حذف ذرات نانو از محیط توسط آهن
مزیت عمده نانوذرات آهن قابلیت  .[15]خالص در دسترس قرار گیرد

مرتبه) و  ۹-۸استفاده مجدد آنها پس از چندین بار تکرار (حدوداً 
ای که با یک گونهه، باستدارابودن همان درصد تخلیص اولیه 

سازی پیدا یی اولیه را برای خالصآاده همان کار شوی سوشست
رسوبی با نانوذرات مغناطیسی آهن هم بنابراین روش .[15]کنندمی

با خلوص بالا، با حفظ تمامیت و  DNA علاوه بر توانایی استخراج
زمان کوتاه با هزینه اندک و نیز مقدار کمترین شکستگی، در مدت

 نمودن آن و به حالتنیاز به فعالبسیار کم نانورزین مورد نیاز، عدم 
جذب اسیدهای نوکلئیک، منظور بهسوسپانسیون درآوردن نانورزین 

ت کارگیری ترکیبادلیل عدم بههمچنین سازگار با محیط زیست به
های منظور استفاده ایمن و بسیار کارا در آزمایشگاهسمی به

  .[15]شودیتحقیقاتی توصیه م
در انتها قابل ذکر است که اهمیت این روش بیشتر بومی بودن آن 

ت ست. ساخا هاو این مهم گامی بزرگ در مسیر قطع وابستگی است
دهنده تلاش نانوذرات مغناطیسی آهن در شرایط تحریم، نشان

محققان ایرانی در راستای تولید مواد مورد نیاز کشور و تلاش در 
  .تاسقدس جمهوری اسلامی ایران مسیر پیشرفت و اعتلای کشور م

توان به ساخت نانوذرات یمطالعه حاضر م یهاتیاز محدود
ه شود کیم شنهادیاشاره نمود. پ میتحر طیآهن در شرا یسیمغناط

منظور استخراج آهن به یسیبا نانوذرات مغناط یرسوبروش هم
DNA ک،یژنت یها همچون مهندسحوزه ریبا خلوص بالا در سا 
 یهایمار یب صیتشخ ت،یهو صیتشخ ،یقانون یپزشک ،یپزشک

در سطح کشور مورد استفاده  یو کشاورز  ییدارو ،ییغذا عینادر، صنا
  .ردیقرار گ

  

  گیرینتیجه
هن علاوه بر آ یسیبا نانوذرات مغناط یرسوبروش هم نیبنابرا
 نیو کمتر تیبا خلوص بالا، با حفظ تمام DNAاستخراج  ییتوانا

کم  اریمقدار بس زیاندک و ن نهیدر مدت زمان کوتاه با هز ،یشکستگ
ن و به حالت آنمودن به فعال ازیعدم ن از،یمورد ن نینانورز

 ک،ینوکلئ یدهایمنظور جذب اسن بهیوردن نانورزآدر  ونیسوسپانس
 باتیترک یر یکارگعدم به لیبه دل ستیز طیسازگار با مح نیهمچن
 یهاشگاهیدر ازماا کار  اریو بس منیمنظور استفاده ابه یسم
 تیدر انتها قابل ذکر است که اهم. [15]شودیم هیتوص یقاتیتحق
 ریسم دربزرگ  یمهم گام نین است و اآبودن یبوم شتریروش ب نیا

 طیهن در شراآ یسیست. ساخت نانوذرات مغناطا هایقطع وابستگ
ورد مواد م دیتول یدر راستا یرانیدهنده تلاش محققان انشان م،یتحر
کشور مقدس  یو اعتلا شرفتیپ ریکشور و تلاش در مس ازین

  است. رانیا یاسلام یجمهور 
  

و سازمان  یاز دانشگاه خوارزم لهیوسنیبدتشکر و قدردانی: 
از پژوهش حاضر  تیحمابرای ايران  یصنعت و یعلم یهاپژوهش
ها و کمک ییاز راهنما نیشود. همچنیو تشکر م یقدردان

تان، طبرس یکشاورز  یفناور ستیو ز کیکارشناسان پژوهشکده ژنت
  .میکمال تشکر را دار یسار  یعیو منابع طب یدانشگاه کشاورز 

در  وه شد دییتا سندگانیمقاله حاضر توسط همه نواخلاقی: تاییدیه
نشده  چاپ یگر یزبان د ای یسیانگل ،یبه زبان فارس یگر ید هینشر
  .ارسال نشده است یگر ید هینشر یطور همزمان برابه ای

 یگونه تعارض منافعچیدارند هیاعلام م سندگانینوتعارض منافع: 
	وجود ندارد.
 یاول)، پژوهشگر اصل سندهی(نو یفائزه خاتم: سندگانیسهم نو

شناس دوم)، نگارنده مقدمه/روش سندهی(نو ی؛ فرزانه نجف)۲۵%(
؛ )%۲۵( یمار آ لگریسوم)، تحل سندهی(نو یار ی؛ فتانه )۲۵%(

  )%٢٥( چهارم)، نگارنده بحث سندهینژاد (نو یخاور  یرمضانعل
 و یدانشگاه خوارزم یمال یهاتیپژوهش حاضر با حما: یمال منابع

  ايران انجام شد. یصنعت و یعلم یهاسازمان پژوهش
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