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 :اهداف

 آزمایشات عفونی

  استخراجDNA  یاRNA 

 PCR  کیفی و کمی 

 الکتروفورز  

 : کاربرد دامنه

 آزمایشگاه 

 :کليدي کلمات و  واژگان تعريف

 یباکتر ای روسیو ژنوم یساز جدا: استخراج -

- PCR(Polymerase Chain Reaction ( :یمرازیپل یا رهیزنج یها واکنش 

 باز تعداد یمبنا بر شده ریتکث قطعات کیتفک: الکتروفورز -

 روش انجام  کار :

 

 .نیاز به ناشتا بودن ندارند آزمایشاتاین  -

فت در لوله و ظرف بدن، خلط و یا با( و یا نمونه از مایعات EDTAنمونه خون محیطی در لوله دارای ماده ضد انعقاد )  -

 اشند.بو سواپ داکرون  VTMنمونه های کووید و آنفولانزا در ظروف حاوی ،  استریل فاقد هرگونه مواد دیگر

  .گرم باشد 0.25باید کمتر از نسی سی  و میزان بافت و نمونه خلط  5تا  2خون و مایعات مورد نیاز برای تست از میزان   -

از به نمونه گیری مجدد درصد(، نمونه رد شده و نی 10) EDTAته بودن  و یا استفاده از ضد انعقادی غیر از در صورت لخ  -

 می باشد. نمونه فاقد تاریخ و مشخصات بیمار رد و غیر قابل قبول است.

 

 

 



   

 شامل بيترت به  انجام مراحل: 

 RNAو یا  DNAاستخراج   -

 DNAتعیین غلظت و کیفیت   -

  PCRانجام    -

     الکتروفورز   -

 نمونه کردن آماده و رشيپذ 

زمایش را آخواست کلیه نمونه های دریافتی بایستی از نظر شرایط فیزیکی و اطلاعات نوشته شده بر روی لوله و فرم در -

 بررسی کنید.

 به هر نمونه شماره بدهید. -

 مپیوتر را چک کنید.اطلاعات بیمار و درخواست کا کلیه اطلاعات مربوط به بیمار را وارد دفتر ثبت -

 در صورت نشت محتوی لوله آزمایش حتما دستکش بدست داشته باشید. -

 ک فتوکپی ازدید. یاگر برگه درخواست آلوده است آن را در پوشش پلاستیکی قرار داده و سرش را کاملا با نوار چسب ببن -

 تو کپی بنویسید.برگه بگیرید. تمام اطلاعات برای استفاده ی آزمایشگاه را بر روی برگه ی  ف

محفظه ی  وله یال تمام مشاهدات خود را در مورد نمونه بر روی برگه ی  درخواست آزمایش بنویسید. بطور مثال شکستگی  -

 ره.ه و غینمونه، نشست کردن محتوی، وجود لخته یا همولیز، رنگ نمونه، حرارت، تاخیر در انتقال، تحویل نمون

 اطلاعات دييتا 

 فرم درخواست آزمایش را بایستی به طور کامل پر کنید.  -

 تمام اطلاعات ناقص را بایستی از طریق تماس با پزشک و بیمار کامل کنید. -

 تمام نمونه های دریافتی را با شماره شماره گذاری کنید. -

 ماريب يها نمونه ينگهدار نحوه 

 ترین زمان استخراج انجام گیرید.درجه  نگهداری و در کم 4نمونه های دریافتی را داخل یخچال  -

ر فریز ر نمونه دتدرجه نگهداری کنید. در صورت نگهداری طولانی  4را حداقل تا زمان گزارش جواب در یخچال  نمونه -

 . )تمامی نمونه ها طبق جدول ارائه شده از مرجع سلامت نگهداری و بایگانی شود( گهداری شودن -70و یا  -20

 DNAتعیین غلظت و کیفیت  -

 در تست های عفونی منفی شده باشد نیاز به بررسی غلظت و کیفیت  PCRارزیابی توسط نانودراپ : در مواردی که واکنش 

DNA  استخراج شده با نانودراپ می باشد ، در مواردی هم که DNA  استخراج شده از کیفیت و کمیت مناسبی برخوردار نباشد

 باید از مرحله استخراج مجدد تکرار شود.

از  PCRحله مثبت بودن کنترل داخلی باعث ارزیابی اسید نوکلئیک استخراج شده و مر RT PCRت های عفونی  : در روش تس

 نظر وجود مواد مهارکننده می باشد.

 

 

 



   

 

  RNA و DNA   استخراج العمل دستور -

شتباهات نیاز به جلوگیری از امی باشد، لذا برای   DNAو مطالعات مولکولی، تخلیص  PCRمرحله اساسی و مهم  در انجام  -

 می باشد.  وقت و دقت خاصی

 .استفاده از کیت های تجاری )رفرانس داده شده است( -

 : Zybio Extractor (EXM3000) دستگاه استخراج اسيد نوکلئيک 
 

 این دستگاه جهت انجام استخراج نوکلئیک اسید می باشد و نباید جهت موارد غیر مربوطه استفاده شود. -

 دقیقه در دمای محیط قرار می دهیم. 5تا  3را از یخچال خارج کرده و به مدت کیت  -

ا چسبیده ه دیواره هبپلیت  قبل از باز کردن ، چند مرتبه با کف پلیت ها روی میز ضربه می زنیم. با این کار در صورتیکه مواد داخل -

 باشند ، به داخل چاهک ها بر می گردند.

اضافه می  (Lysis) 7و  1به ستون های  Kمیکرولیتر از محلول پروتئیناز 15مقدارکیت انتخابی  در صورت لزوم با توجه به نوع -

 گردد.

ای لی درست مانند نمونه ه)برای استفاده از نمونه های کنتر اضافه می نماییم. 7و  1میکرولیتر از نمونه به ستون های  200مقدار  -

 به آن ها اضافه مینماییم( Kمیکرولیترازمحلول پروتئیناز 15حقیقی 

 د.پشت دستگاه را روشن نموده و سپس صفحه نمایشی لمسی نمایان می شو Power برای روشن نمودن دستگاه کلید  -

 جاگذاری می شود(Sleeve ها را به شکل صحیح درجایگاه مربوطه قرار داده.)به ازای هر پلیت دو Sleeve ابتدا پلیتها وسپس  -

بی  صرفی و انتخامبا توجه به نوع کیت از بین متدهای نمایش داده شده و تعریف شده در صفحه مانیتور، Run با فشردن کلید  -

 را برای شروع به کار دستگاه انتخاب می نماییم.  ZYBIO-FFPE-B-200یا   ZYBIO-B-200متد 

 دقیقه روشن نمایید. 5تا  3را به مدت پس از پایان عمل استخراج و قبل از باز کردن درب دستگاه و خارج نمودن پلیت ها ، فن  -

 ه.ها و پس از آن پلیت ها را خارج نمودSleeve پس از خاموش کردن فن ، برای خارج نمودن نمونه ها  ابتدا  -

از ظاهر  و بعد جهت خاموش نمودن دستگاه پس از پایان مرحله استریلیزه نمودن کلید خاموش)قزمز رنگ( روی صفحه را فشرده -

 پشت دستگاه  آن را خاموش می نماییم. Powerبا استفاده از کلید  Power offشدن 

 درصد تمیز گردد. 70پس از اتمام کار با دستگاه ، اگر لازم بود دستگاه با الکل  -

ت انجام به کی توجه : استخراج اسید نوکلئیک به روش دستی بسته به نوع کیت تغییر میکند و حتما طبق دستورالعمل مربوط -

 گیرد.

 

 (PCR) مراز پلي ايزنجيره واکنش -
 

 PCRمواد لازم برای واکنش  -

 استفاده از مستر میکس آماده )رفرانس داده شده است( -

 )رفرانس داده شده است(  Real timeاستفاده از کیت برای  -

 

 

 

 



   

  PCR انجام روش -

 طبق پروتوکل کیت مورد استفاده مواد مورد نیاز استفاده می شوند. -

 PCRای دهیم تا با تنظیم دستگاه و روشن نمودن آن واکنش زنجیرههای حرارتی قرار میها را در دستگاه مولد چرخهنمونه -

 مراز آغاز گردند.پلی

سالم، مبتلا  یک فرد DNAبرای اطمینان از صحت عمل، بخصوص در مورد مراحل بعدی، استفاده از نمونهای کنترل ، که   -

 و بلانک  ضروری است.

 مراز در ظرف یخ قرار داشته باشند. باید میکروتیوبها و آنزیم پلی، PCRدر انجام تمامی مراحل تهیه نمونه برای   -

 

  :PCR هايسيكل -

 مرحله واسرشت  -

 موردنیاز است.  DNAهای بیشتر باشد دمای بالاتری جهت جدا کردن رشته G+Cهرچه درصد   -

 شود. ثانیه برای این مرحله درنظر گرفته می 30به مدت  C º95بطور معمول دمای  -

 ثانیه نیز مورداستفاده قرار می گیرد.  10ـ  15یا بالاتر به مدت  C º97در برخی موارد دمای  -

 مرحله اتصال   -

 دمای مورداستفاده در مرحله اتصال بسیار مهم است.  -

شوند و محصول رایمرها به صورت ضعیف متصل میخیلی بالا باشد، پ Annealingاگر دمای )اتصال پرایمرها( -

PCR  .خیلی ضعیف خواهد بود 

 ایجاد DNAافتد و قطعات غیراختصاصی اگر دمای خیلی پایین باشد اتصال غیراختصاصی پرایمرها اتفاق می -

 شود.می

 ود. بتر خواهد پرایمر، غلظت و طول آن بیشتر باشد، دما و زمان گرفته شده در این مرحله بیش GCهرچه مقدار   -

 شود.یسیکل اول( باعث افزایش اختصاصی بودن واکنش م 5های اولیه )بالا بودن دمای اتصال به ویژه در سیکل -

  :مرحله گسترش  -

 شود و زمان موردنیاز به هدف و غلظت آن بستگی دارد.درنظر گرفته می C º 72دما در این مرحله  -

  معمولاً برای قطعات کوچکتر از bp500  ثانیه جهت  30مدتExtension کافی است 

   برای قطعاتkb 1  ثانیه کافی خواهد بود.  60مدت زمان 

 برای مواردی که از کیت استفاده شده است برنامه طبق پروتکل کیت استفاده میشود 

باشد که باعث کامل شدن کلیه دقیقه می 5ـ7درنظر گرفته می شود که حدود  Final Extensionدر سیکل آخر یک 

 گردد.های تکثیر شده میمحصول

 

  روش انجامPCR کيفي 

ماده آمیتوانیم از مستر میکس های  ریزیم.می PCRاکنش ومیکرولیتر از مخلوط  24متری میلی 5/0ابتدا در هر میکروتیوب  -

 ه شود(استفاده کنیم )به پروتکل مراجع

 نماییم. ژنومی هر بیمار را به مخلوط واکنش اضافه کرده و کاملاً آنرا مخلوط می DNAسپس از    -



   

 PCRای دهیم تا با تنظیم دستگاه و روشن نمودن آن واکنش زنجیرههای حرارتی قرار میها را در دستگاه مولد چرخهنمونه  -

 راز آغاز گردند.یمپل

  روش انجامPCR کمي 
 :Quantstudio5 Real Time PCRدستگاه 

 ه شود.می باشد و نباید جهت موارد غیر مربوطه استفاد RT-PCRاین دستگاه جهت انجام آزمایشات  -

 شود.پشت دستگاه را روشن نموده و سپس صفحه نمایشی لمسی نمایان می Power برای روشن نمودن دستگاه کلید  -

د نظر برای وارد می شویم، با توجه به آزمایش مور Real Time PCR سیستم کامپیوتر را روشن نموده و سپس وارد برنامه  -

عات دمایی و کلیک کرده و طبق پروتکل کیت مورد نیاز اطلا Create New Expriment  نمودن برنامه جدید روی گزینه 

 دستگاه تعریف می نماییم. تعداد سیکل های مورد نظر و نکات مورد نظر برای

( را PCR شده و جایگاه )چاهک مربوط به گذاشتن میکروتیوب حاوی نمونه آماده شده جهت  Run سپس وارد پنجره  -

مچنین ده و هانتخاب نموده ، سپس اطلاعات مورد نیاز کیت مورد نظر شامل رنگ های خوانش و نوع ژن ها را مشخص نمو

 ینه های مربوطه را وارد می نماییم.اطلاعات مربوط به بیمار در گز

لگوی اه طبق سپس از روی صفحه نمایش دستگاه کلید باز شدن درب را می زنیم و نمونه های آماده شده را درون دستگا -

 پذیرششان قرار داده و درب دستگاه را می بندیم.

 م.شود ( کلیک می نماییدیده  Quantstudio5سمت راست پنجره را )حتما گزینه  Save در مرحله بعد گزینه  -

 پس از طی کردن پروتکل مربوطه ، دستگاه به صورت اتوماتیک وارد مرحله آنالیز می شود. -

ن ا و چک نمودجوابه در این مرحله به بررسی داده های مربوط به هر بیمار می پردازیم و پس از بررسی نتایج و اطمینان از -

 یمارستان می نماییم.سوابق بیماران آن ها را وارد سیستم جوابدهی ب

 در پایان کار نمونه ها را از دستگاه خارج نموده. -

 پشت دستگاه را می زنیم. Power را زده و سپس کلید  Shut Downجهت خاموش نمودن دستگاه کلید  -

 

 الكتروفورز -
 

 الکتروفورز ژل آگارز  -

 شود. برای تفکیک اسیدهای نوکلئیک در صورت امکان از ژل آگارز استفاده می  -

 جفت باز( از ژل آگارز استفاده می شود. 500تر از )بزرگ DNAمعمولاً برای تفکیک قطعات بزرگ  -

 شود.استفاده می%  8/0جفت باز از آگارز  2000و برای قطعات حدود  %3جفت باز از آگارز  100برای تفکیک قطعاتی به اندازه  -

 رزها و بافرهای مورد نیاز برای الکتروفورز آگامحلول -

 آگارز -

  TAE1Xمحلول  -
 رنگ  -

 50bpیا  100bpمارکر  -

 PCRمحصول  -

 

 



   

 

 

  وسایل مورد نیاز: 

 تانک الکتروفورز  -

 پلیت -

 شانه ژل    -

 دستگاه تولید کننده نور ماوراءبنفش )ژل داکت( -

 کننده جریان الکتریسیتهتامین  -

  روش کار: 

 گرم پودر آگارز را با ترازو وزن میکنیم  8/0سی سی، مقدار  40، برای حجم   %2جهت تهیه آگارز  -

 می ریزیم.TAE 1Xسی سی بافر  40در ارلن حاوی -

هم ترکیب  دقیقه( تا این مجموعه با 2شود )حدود ارلن حاوی این مواد درون مایکروویو تا مرز جوشیدن حرارت داده می  -

 گردند.

 داخل پلیت ریخته شود.  (C º40زمانیکه خنک شد ) -

 تراز باشد.باید توجه داشت که سطح قالب کاملاً  -

 باشد. متر کافی میمیلی 5قطر ژل تا   -

 کنیم.های پلاستیکی حفراتی ایجاد میدرون قالب با استفاده از شانه -

 پوشاند.ب سطح آنرا م. تا این که محلول کاملاًگذاریژل را همراه با قالب آن در تانک الکتروفورز، که حاوی است، می -

ب منفی به کنیم. در این حالت بایستی توجه داشت که جهت حرکت از قطدستگاه مولد برق را به تانک الکتروفورز متصل می -

 ولت تنظیم میکنیم 50 – 100وی ولتاژ رباشد. سپس دستگاه را روشن نموده و بر مثبت 

ه ژل داک بررسی در دستگا UVهنگامیکه رنگ یک سوم طول ژل را طی کرد ژل را از تانک خارج و آنرا با استفاده از نور   -

 نماییم. می

 

 (PAGE) اکریل آمیدپلیالکتروفورز ژل  -

فته به کار گر دارای قدرت تفکیک بسیار بالائی بوده و برای تفکیک پروتئین ها و اسید های نوکلئیک PAGEالکتروفورز  -

 شودمی

 شود. ای از ژل پلی اکریل آمید استفاده میتک رشته DNAقطعات ای و دو رشته DNAبرای تفکیک قطعات کوچک   -

 شود.استفاده می DNAها و تعیین توالی برای بررسی جهش PAGEاز روش  -

 محلولهای لازم در الکتروفورز ژل پلی آکریل آمید -

آکریل آمید از پودر بیس gr1آمید را با  از پودر آکریل gr 30لیتر از این محلول، میلی 100: برای تهیه %30 آکریل آمید  -

 رسانیملیتر میمیلی 100مقطر به مخلوط کرده و حجم آنرا با آب 

- TBE5X لیتر از این محلول ،میلی 1000: برای تهیهgr54  از پودرTris  را باgr5/27  20بوریک اسید مخلوط کرده و 

 رسانیم. لیتر میمیلی 1000را به حلول کنیم و با آب مقطر حجم مبه آن اضافه می)M) EDTA5/0لیتر میلی

http://fa.wikipedia.org/w/index.php?title=%D9%BE%D9%84%DB%8C%E2%80%8C%D8%A7%DA%A9%D8%B1%DB%8C%D9%84_%D8%A2%D9%85%DB%8C%D8%AF&action=edit&redlink=1


   

- TEMED د باشد. بنابراین هنگام استفاده بایستی زیر هوزا میبصورت آماده وجود دارد که این محلول بسیار بد بو و جهش

 کار شود و خیلی سریع کار انجام گیرد
 ی کنیم مبرومو فینول بلو را مخلوط  mg3گزیلن سیانول و   PH 8   ،mg15با   μl200  EDTA  M5/0بافر لود: ،  -

 

 وسایل لازم برای الکتروفورز   -

 تانک  -

 های ساخت ژل  شیشه -

 های مخصوص برای ایجاد چاهکهایی در ژل شانه -

 های ژلگیره برای نگهداری شیشه -

-  Spacer 

 : cc 30 در حجم PAGEبرای  %5-8طرز تهیه ژل  -

کل تفاده از البا اس در این روش ابتدا شیشه های مورد استفاده جهت تهیه ژل عمودی را با آب مقطر به خوبی شستشو داده و -

 به خوبی تمیز می کنیم . 

 شیشه ها را به شکل عمودی توسط گیره به هم متصل کرده و آنها را برای تهیه ژل آماده می کنیم    -

 ( استفاده می کنیم .      (Spacerصله دهنده هاجهت پرکردن شکافهای موجود بین فا -

قه صبر م را بین شیشه ها میریزیم و چند دقییاضافه کرد TEMEDماکرولیتر  15سی سی محلول ژل که به آن  1.5 -

 میکنیم

 اضافه کرده و آنرا بین شیشه ها می ریزیم  TEMEDمیکرولیتر  30سپس به بقیه محلول مقدار   -

 ی دهیم . باید دقت داشته باشیم که حباب هوا درون ژل وجود نداشته باشد.شانه را درون ژل قرار م -

ره تفاده از گیبا اس پس از بستن ژل شانه و فاصله دهنده پایین را به دقت از درون آن خارج می کنیم و شیشه  حاوی ژل را -

 روی تانک محکم می کنیم

 یشه حباب هوا وجود نداشته باشد. باید توجه داشته باشیم که در قسمت پایین تانک و در زیر ش  -

 .به عنوان بافر استفاده می کنیم 1X TBEاز   -

 μl3 را به  Loading  bufferاز  μl3 محصول هضم آنزیم را درون چاله های بدست آمده می ریزیم . در این مرحله مقدار -

له ا درون هر چارهضم آنزیمی اضافه می کنیم . پس از مخلوط کردن بافر با محتویات هرتیوپ  PCRاز هر یک از محصولات 

 لود می کنیم .

 می کنیم.  Runولت  200-180ز باندهای خود، با ولتاژ یبر اساس سا -

 :ژل داک دستگاه

 می باشد و نباید جهت موارد غیر مربوطه استفاده شود. DNAاین دستگاه جهت مشاهده وتائید تکثیر  -

 را از صفحه دستگاه روشن مینمائیم.  POWER ابتدا برای روشن نمودن دستگاه دکمه  -

 .راباز کرده و ژل خود را وارد دستگاه مینمائیم IVMS24سپس بعد از بالا آمدن ویندوز دستگاه برنامه  -

 دستگاه را روشن  مینمائیم.  UVسپس  -

ته رده و عکس گرفکاندازه موجود اندازه مورد نظر را انتخاب کرده  و برروی دوربین کلیک  4برای عکس گرفتن از  ژل در  -

 میشود.



   

یتوانیم پیدا کلیک کرده و کد عکس مربوطه را م PISCASC3 برای دیدن عکس و ذخیره و یا انتقال عکس بر روی برنامه  -

 کنیم.

 درصد ضدعفونی می نماییم. 70کل در انتهای کار ژل داک را با ال -

 نام و نام خانوادگي تهيه کنندگان و سمت :

 : مسئول فنی آزمایشگاهحسامی مهشید دکتر  -

 : سوپروایزر آزمایشگاهخلج  هادی -

  مسئول بخش مولکولی :حیدری  سمانه -

 

 (:لازم امكانات و منابع)

  Real Timeستگاه د -دستگاه استخراج  -کلریترموسا دستگاه -یمار بن -بلاک تریه -وژیکروفیم -وژیفیسانتر -دو کلاس هود 

  -ریمتغهای سمپلر -PCR (Work Station) کار زیم -الکتروفورز تانک -(برق انیجر مولد) ساپلای پاور -ناتوریلوم ترانس دستگاه

 زریفر و خچالی

1( Simple Method of Genomic DNA Extraction from Human Samples for PCR-RFLP Analysis Souvik 

Gated, Journal of Bimolecular Techniques 24:224–231 © 2013 ABRF 

2( Agarose Gel Electrophoresis for the Separation of DNA Fragments Pei Yun Lee1, John 

Costumbrado1, Chih-Yuan Hsu1, Yong Hoon Kim1Department of Molecular, Cell, and 

Developmental Biology, University of California Los Angeles 

3( Saiki R.K. et al. )1985(. Science. 230, 1350-1354. 

4( Powell, L.M. et al. )1987(. Cell. 50, 831-840. 
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