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 RNAاستخراج 
این بیومارکرها می توانند و پروتئین تکنیک پایه ای و اساسی در زیست شناسی مولکولی است.  RNA ،DNAاستخراج    

،  RNAاستخراج و درمانی بیماریها جداسازی گردند.  از نمونه های بیولوژیکی برای اهداف مختلف تحقیقاتی و تشخیصی

 های بدن، سلولها، مایعات بدن، خون و غیرهاز جمله بافت  از نمونه های مختلف بیولوژیکی RNAجداسازی و خالص سازی 

جهت اطمینان از صحت آنالیز بیان ژن و دیگر استخراج شده فاکتورهای بسیار مهم  RNAکیفیت و کمیت می باشد. 

در بافت ها و سلولها به عنوان  (Ribonuclease) آنزیم ریبونوکلئازحضور   در تحقیقات مولکولی می باشد.کاربردهای آن 

   های تک رشته ای را تجزیه می کند.RNAاست. چون آنزیم ریبونوکلئاز به سرعت  RNAبزرگترین مانع در استخراج 

 

 RNAچگونگی انجام استخراج 
 DNAاستفاده نمود. چون از نظر ساختاری بسیار متفاوت از  RNAرا نمی توان جهت استخراج  DNAروشهای استخراج         

 DNA ،RNAنسبت به  می باشد. همچنیندو رشته ای  DNAیک مولکول زیستی تک رشته ای است ولی  RNAاست. 

تحت شرایط ویژه می  RNAدارد بنابراین مراحل استخراج و ریبونوکلئازها  عوامل محیطی مانند دماحساسیت بالایی نسبت به 

 بایست انجام شود.

اما تفاوت های جزئی در پروتکل بر اساس زیستی مختلف تقریبا یکسان می باشد. از نمونه های  RNAاستخراج  پروتکل      

رسوب سلولی دارد چرا که   از بافت مراحل بیشتری نسبت به استخراج از RNAاست. به عنوان مثال استخراج نوع نمونه هدف 

سلولهای از  RNAباید چند مرحله آماده سازی انجام داد. نمونه ای دیگر از این تفاوت ها، استخراج می بایست روی نمونه بافتی 

 با کیفیت بالا سخت می باشد.  RNAعصبی و بافت مغز است چون این بافت غنی از لیپیدها است بنابراین استخراج از 

 RNA :که عبارتند از در نظر گرفته شودمی بایست  فاکتور، چند با کیفیت و درصد خلوص بالا RNAاستخراج جهت         

 DNAو  cDNAسنتز یا بازدارنده های آنزیم و ژنومی  DNAهر گونه آلودگی، شامل پروتئین، نهایی می بایست عاری از 

استخراج  RNA عدم وجود نوکلئازها در همچنینشامل فنل، کلروفرم و اتانول می باشند. پلیمرازها باشند که این بازدارنده ها 

و دیگر تکنیک های مولکولی بسیار  PCRواکنش های ها بسیار با اهمیت می باشد.  RNAشده جهت جلوگیری از تجزیه 
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ون کلسیم و غیره قرار می گیرند. ، یمختلف از جمله هموگلوبین، چربیو حضور آلودگیهای  RNAمراحل استخراج  تحت تاثیر

 از سلول و بافت در روند کسب نتایج قابل قبول مهم می باشد. RNAستاپ پروتکل استخراج بنابراین 

 (RNA) یاستخراج آر ان ا یانواع روش ها

 :مورد استفاده قرار می گیرد که عبارتند از( RNAسه تکنیک اساسی جهت استخراج آر ان ای )      

  فنل ) -استخراج بر اساس کلروفرمروشbased -Guanidine Isothiocyanate (GITC)-phenol

solutions) 

  ه روش ستون چرخشی مبنی بر غشای سیلیکاتکنیک استخراج ب (silica-membrane based spin 

column technology ) 

  یمغناطیسذرات  با استفاده ازسومین روش (magnetic particle ) 

فنل متداول ترین روش -بر اساس کلروفرم مایع -مایع تکنیک استخراج :فنل -روش استخراج بر اساس کلروفرم     

ثر کیت های استخراج مورد استفاده، همین روش استفاده می شود و اساس اکاز بافت و سلول  RNAاست که جهت استخراج 

لی و حلال های دیگر مزایا و معایبی دارد. بزرگترین عیب این روش آلودگی با اجزای سلو RNAمی باشد. این روش استخراج 

نیاز دارد. عمده مزیت این  هود شیمیاییمانند دسترسی به در آزمایشگاه است. همچنین این روش به شرایط محافظتی استاندارد 

 با کیفیت و کمیت بالا است و نیز می توان این روش را به راحتی ستاپ کرد.  RNAاستخراج روش، 

 

 با روش کلروفرم RNA: استخراج 1 شکل
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بر پایه ستون  RNAتکنیک استخراج  :نیک استخراج به روش ستون چرخشی مبنی بر غشای سیلیکاتک       

استخراج شده با این روش کمتر  RNAمیزان آلودگی با اجزای دیگر نمونه هدف در سیلیکا نیازی به حلال های سمی ندارد و 

 pHتحت متصل می شود.  RNAستونهای اسپین خالص سازی نوکلئیک اسید ها شامل رزین سیلیکا می باشد که به می باشد. 

به طور اختصاصی به غشای سیلیکا متصل شده و پروتیئن ها و پلی ساکاریدها از آن عبور می کنند.  RNAمولکولهای پایین، 

ها از غشا جدا شده و قابل نگهداری می RNAکی پایین، شرایط نمسپس ناخالصی ها با شستشو حذف می شوند و نهایتا در 

 باشد. 

 

 
 RNA: مدلی از ستون استخراج 2شکل 
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 تکنیک استخراج به روش ستون چرخشی مبنی بر غشای سیلیکا  :3شکل 

 

است  و کارآمد ساده یروش RNA یسیمغناط یجداساز: با استفاده از ذرات مغناطیس RNAاستخراج  روش  

و تعبیه شده در  یبه صورت تجار یسیمغناط یاز حامل ها یاریبسدر حال حاضر . یردگ یکه امروزه مورد استفاده قرار م

به  یبیترک یلکه م یستیز یمرهایشده از پل یهته یگاندهایلدارای  یسیمغناط یدر دسترس هستند. حامل ها کیت ها

 Magneticبا کمک بید مگنتی ) RNAاستخراج شوند.  یاستفاده م یجداساز یندفرآ یبرا دارند هدف یکنوکلئ هاییداس

Bead ) .بیدهای مغناطیسی اندازه ای بسیار از نمونه های مختلف علی الخصوص ویروس، باکتری و خون انجام می شود

متصل شوند. هنگامی که بیدهای مغناطیسی  RNAاست که می توانند به مواد باردار آنها پوشیده شده با ریز دارند و سطح 

یدان مغناطیسی، به سمت قطب ها جذب وژیکی مورد نظر اضافه می شود. اجزای سلولی لیز شده با عبور از مبه نمونه بیول

های متصل شده به بیدهای مغناطیسی در بافرهای  RNAو   می شوندجدا  RNAشده و در نتیجه اجزای دیگر سلول از 

استخراج شده با این تکنیک بالا است، روشی  RNAاگرچه درصد خلوص  ها از بیدها جدا شود.RNAی دهند تا نمکی قرار م

 تبدیل نشده است. گران است بنابراین هنوز به متدی روتین در آزمایشگاه 
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 بید مگنتی با استفاده از RNA: روش استخراج 4شکل 

 

 با کلروفرم RNAپروتکل استخراج 

ی حضور به واسطه تکنیکشود. این انجام می RNA ، استخراج بافت و ولیسل هایاز نمونه  RNA  به منظور تخلیص     

ی وسایل با شود قبل از شروع کار همههای ریبونوکلئاز بسیار حساس و پیچیده است، به همین منظور توصیه میآنزیم

  RNase-freeیا از مواد و وسایل استریل  شستشو داده شده و DEPC مانند محلول RNase یهای خنثی کنندهمحلول

 .می دهیمانجام  و روی یخ شیمیاییزیر هود  استریل و تمامی مراحل با دستکشاستفاده می کنیم. همچنین 

بوده که برای خالص سازی  مایع-استخراج مایع این روش، .کلروفرم است _فنل ،  RNA روش استخراج مهمترین   

RNAها و لیپیدها کاربرد دارد، حذف پروتئین. 

 کلروفرم می پردازیم.-به روش فنل RNAدر اینجا به پروتکل استخراج 

گرم از میلی 100ه آماده سازی نمونه مورد نظر است. اگر نمونه ما بافت باشد ابتدا مقدار کوچکی حدود اولین مرحل .1  

اده شده، ابتدا سلول ها را جمع آوری و رسوب می مایع هموژن می کنیم. برای نمونه های سلولی کشت د بافت را در نیتروژن

 را به نمونه اضافه می کنیم تا پس از انکوبه سلولها لیز شوند.سپس محلول حاوی مواد لیز کننده دهیم. 

حجم مساوی از فنل و کلروفرم ترکیب  های محلول باهای لیز شده و نمونههای هموژن، سلولدر این روش بافت. 2  

گیرد. پروتئین و لیپیدهای هیدروفوب در فاز آلی پایینی قرار شکل می فاز مجزای آبی و آلی شده، پس از سانتریفوژ دو

 و کردن پیپت هنگام. دارند قرار …ها مانند نمک، قند وگیرند و در فاز آبی )بالایی( اسیدهای نوکلئیک و سایر آلایندهمی
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ه حاوی پروتئین است وارد فاز آبی ک آن فوقانی قسمت خصوصا ،آلی فاز از تا گیرد صورت دقت نهایت باید آبی فاز داسازیج

  .نشود

انتقال  فاز آلی به DNA در شرایط اسیدی .تعیین کننده است DNA از RNA محلول برای خالص سازی pH مقدار. 3

 .شرایط بازی هر دو در فاز آبی باقی خواهند ماندماند، در در فاز آبی میRNA  یابد ومی

تیوب ها کرده و به آرامی اضافه  سردایزوپروپانول  در این مرحله،. شودرسوب داده میRNA با استفاده از ایزوپروپانول،  .4

 . کنیمیمانکوبه در فریز به مدتی آن را  ممی توانی RNA. در این مرحله برای افزایش میزان رسوب را سروته می کنیم

در حجم  RNA در نهایت رسوب حاصل از .گیردسازی صورت میشستشو و خالص %۸0-%۷0ی آخر با اتانول در مرحله.5      

 ۸0برای مدت کمتر از دو ماه و برای طولانی مدت در دمای منفی  20کرده و در دمای منفی حل  RNase معینی از آب فاقد

 کنیم.نگهداری می

 RNA کلروفرم در استخراجنقش 
یابد، اضافه کردن کلروفرم باعث کاهش می RNA درصد آب را حفظ کند و به دنبال آن 15تا  10تواند فنل به تنهایی می   

ها را شدت با فنل روند تخریب پروتئین ترکیب کلروفرم .شوداتصال متراکم آن با فنل شده و منجر به رهاسازی آب می

 .کندرا حل میبخشد و لیپید می

، بعد از اضافه کردن کلروفرم DNA شود برای تفکیک بهتر فاز آبی از آلی و جلوگیری از آلودگی آن با پروتئین وپیشنهاد می  

را تکرار کرد.  %۷5توان شستشو با اتانول برای کاهش آلودگی فنولی می .ثانیه به شدت تکان دهید 20میکروتیوب را به مدت 

 زند و قابل چشم پوشی استهای پایین دست آسیب چندانی نمیه آلودگی با ترکیبات فنولی به برنامهنشان داده شده ک

 

 شود؟موجود در بافت و یا سلول مورد استخراج غیرفعال می RNase چطور
ها است پروتئینهای مختلف مانند ترایزول یک ترکیب موثر در غیرفعال سازی ایزوتیوسیانات گوانیدین موجود در معرف          

 .های ریبوزومی نقش دارداز پروتئین rRNA شود. علاوه بر این در جداسازیمی RNase سازی آنزیمکه منجر به غیرفعال
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 RNA غلظتفزایش ا

توان با اضافه کردن گلیکوژن مقدار آن را افزایش داد. گلیکوژن در الکل نامحلول است، می RNA ا کم بودن غلظتب         

روش دیگر اضافه کردن محلول لیتیم کلراید در  .را با آن افزایش داد RNA پذیریها رسوبتوان در زمان اضافه کردن الکلمی

   را افزایش دهد. RNAرسوب مرحله اضافه کردن ایزوپروپانول است تا 

بخشد. باید به این نکته توجه شود می را از آن بافت بهبود RNA برخی از بافت ها دارای گلیکوژن هستند که روند استخراج     

کار یک میکرولیتر از  شود. مقدار مناسب برای ایناستخراج شده می RNA افزایش بیش از حد گلیکوژن باعث افزایش آلودگی

۲۰mg/mlگلیکوژن با غلظت   .است 

 جمع بندی
مانند های مولکولی تکنیکبسیاری از با کیفیت بالا اولین قدم و اساسی ترین مرحله جهت انجام  RNAاستخراج         

Reverse Transcription real-time PCR (RT-qPCR)آنالیز یابی، آنالیز ترنسکریپتوم با استفاده از توالی ،

array تکنیک ،Northern blot  و سنتزcDNA  .علاوه بر پروتکل استخراج استRNA ، فیت کیعوامل مختلفی در

استخراج  RNAروش نگهداری این بیومارکر زیستی موثر است که می توان به کیفیت نمونه بیولوژیکی و مواد مورد استفاده، 

می بایست  RNAنکات مهم در استخراج برخی علاوه بر انتخاب صحیح روش استخراج و ستاپ روش کار، شده اشاره کرد. 

 ایی که استخراج می شود از نظر کمی و کیفی قابل قبول باشد.  RNAدر نظر گرفته شود تا 

  سوالات متداول
  است  DNAاز نظر ساختاری متفاوت از  RNAبیومارکر دشوارتر است؟  DNAنسبت به  RNAچرا استخراج  .1

جهت غیر فعال  DEPC-Treated water آب دپسچیست؟  RNAدر استخراج  DEPCمحلول نقش  .2

 استفاده می شود.  RNaseکردن آنزیم های 

 RNAاستخراج شده کدام است؟ دو روش برای سنجش کیفیت  RNAروش های سنجش کیفیت  .3

استخراج شده در ژل الکتروفورز و دوم سنجش با روش جذبی و  RNAلود کردن مقداری از است یکی با 

 محاسبه خلوص است. 
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