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چکیده
ینبه علت اتصال و رسوب اباشندیمفنلیو پلیدساکاریپلیباتترکیاديمقدار زيکه دارایاهانیاز گRNAيجداساز

قرار یمورد بررسیبسيهابرگاز RNAپروتکل مختلف استخراج11مطالعه یندر اینمشکل است. بنابراRNAبایباتترک
RNAو خلوصیت. کمیدگردی% بررس1,2با الکتروفورز ژل آگارزS28rRNAو S18ياز باندهاRNAیفیتگرفت. ک

ینشد. همچنیینتعA230/A260وA260/A280نانومتر و نسبت جذب280و 260، 230در طول موج يوفتومترربا اسپکتیاستخراج
نشان یجانجام گرفت. نتایبسینژن اکتیاختصاصیمربا پراRT-PCRیزو آنالcDNAسنتزیاستخراجRNAیفیتکیبررسيبرا

RNAاستخراجيهاروشینتر) مناسب2013و همکاران (یکانا) و راج2012و همکاران (ائو چات چیمداد که روش استخراج ج

و همکاران یکانا) و روش راج2012و همکاران (ئوچات چایجمکل استخراج شده با روش RNAبودند. عملکردیبساز
بدست آمد. در هر دو روش یکرولیترنانوگرم در م452,6تا 362,1و  یکرولیترنانوگرم در م800,2تا 152,4ینبیب) به ترت2013(

داشته و فاقد ییخلوص بالاRNAبود که نشان داد2,17تا 2,07و  2,03تا1,99ینبیببه ترت260به 230و 280به 260نسبت 
یفیتکینمشاهده شدند. همچنیدر الکتروفورز افقS28و S18يباشد. باندهایميیدساکاریو پلیینپروتئ،یفنلیپلیآلودگ

یمولکولهايیشجهت آزماینانبا اطمتواندیاستخراج شده مRNAکهدهدیدر هر دو روش نشان مRT-PCRواکنشيبالا
.یردمورد استفاده قرار گیدستینپائ

RT-PCR، یب، سRNAي: جداسازیديکلکلمات

مقدمه
هاي بالا فنلژنومی با کیفیت بالا از گیاهان دارویی و محصولات کشاورزي که حاوي آلکالوئیدها و پلیRNAاستخراج 

تواند ها میفنلها و پلیساکاریدها، تاننباشند همیشه یک چالش بزرگ براي دانشمندان بوده است. محتویات بالاي پلیمی
).2013، 1و همکارانیگردند (راجاکانRNAعملکرد در استخراج را مهار کند و منجر به ضعفRNAسازي استخراج و خالص

، mRNAسازي سازي نورتون ، خالصژن، دورگهیانبالا براي مطالعات بعدي از قبیل بیتبا کیفیت و کمRNAاستخراج همچنین
qRT-PCR ،RT-PCR و ایجاد کتابخانهcDNAدهدینشان مهایبررس). 2004، 2و همکارانیکگاسینجاباشد (کسضروري می

نسبت به گرما و ییبالایتبوده و حساسياتک رشتهRNAمولکول یرازباشدیدشوارتر میاربسDNAنسبت به RNAاستخراج 
فنلی،یپلیباتقدار و نوع ترکمختلف از نظر میاهیگيها. به علاوه بافتگرددیآن میبدارد که باعث تخرRNaseیمآنزیتفعال

یاو یاهیگیپبسته به نوع ژنوتیمختلفيهاروشینباهم فرق دارند، بنابراهاینو پروتئیهثانوهايیتو متابولیدهااکارسیپل
یدینیوم، گوآنCTAB ،SDSها معمولاً بر اساسروشینکل وجود دارد. اRNAاستخراج يبرایاهیمختلف گيهااندام

مانع فنلی در گیاهانی مانند سیب پلییباتترکوجود .باشندیاستوار مکلروفرمفنل و یدروکلراید،هیدینگوانیوسیانات،ت
متصل یکنوکلئیدهايشده و به اسیداکسینونبه شکل کوئیبه راحتیفنلیباتترکیرازگرددیبالا میفیتبا کRNAاستخراج

و cDNA ،RT-PCRسنتز يقابل استفاده برایرو غیابدیبه شدت کاهش مRNAیتو کمیفیتآن کیجهکه در نتدنگردیم
Real-time PCRهاي مختلف استخراج از این جهت روش.شودیمRNA روشی انتخاب شود که باید آزمایش و بهینه شوند و

سریع، ساده و اقتصادي بوده و آلودگی آن به مواد شیمیایی مورد استفاده کم باشد.
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هامواد و روش
یدانشگاه آزاد اسلاميدر آزمایشگاه ژنتیک مولکولی دانشکده کشاورزعادلنامتیکاملاً تصادفاین تحقیق در قالب طرح

- 2) 2013و همکاران (ینکاراجا-1شامل: RNAاستخراج روش یازدهیقتحقینانجام گرفت. در ا1393واحد اهواز در سال 
و همکاران یافهیلاه-5) 2012و همکاران (ئوچات چایجم-4) 2004و همکاران (یکگاس-3) 2012لوژائو و همکاران (

) 2003آرون دو شارما (-9) 2010(يراینتاو-8) 1994و همکاران (کایننیآنتيمرو-7) 2006و همکاران (یفآص-6) 2012(
هاي سیب از برگRNAبه منظور انتخاب بهترین روش استخراج )2003و همکاران (ینگس-11) 2007و همکاران (يمالور-10

و 260، 230در طول موج نانودراپ يوفتومترراسپکتاستفاده از با یاستخراجRNAکیفیت و یت. کممورد ارزیابی قرار گرفت
و با انجام گردید9,3نسخه SASهاي آماري با نرم اقزارتجزیه داده.تعیین شد%1,2ژل آگارز بر روي الکتروفورز و نانومتر280

به در نهایت . استخراجی، دو پروتوکل انتخاب شدRNAو کیفیت T-Testبا استفاده از آزمون هانتایج مقایسه میانگینتوجه به 
کیت با استفاده از RT-PCRشواکنو cDNAسنتز،در دو پروتکل برتراستخراج شدهيهاRNAییو کارایفیتکیمنظور بررس

Vivantis یدانجام گردینژن اکتیاختصاصيآغازگرهاو.
و بحثیجنتا

به علت )RNA(کیفیت ینداشتن شکستگی،استحصالRNAدرجه خلوص مورد بررسی با توجه به پروتکلیازدهیاناز م
هاي بین پروتکلنتایج تجزیه واریانس داده ها نشان داد انتخاب شدند.یندو پروتکل به عنوان برترRNAیتو کميRNaseهضم 

) و کمترین یکرولیترنانوگرم در مRNA)772,23بیشترین مقدار درصد وجود دارد.1در سطح داري آماري معنیمختلف، اختلاف 
ود.ب5و  پروتکل 4) به ترتیب مربوط به  پروتکل نانوگرم در میکرولیترRNA)6,33مقدار 

RNAپروتکل استخراج 11نتایج حاصل از مقایسه میانگین دانکن، براي - 1شکل

) نانومتر به ترتیب 2,03تا 1,99(A260/A230)و 2,03تا A260/A280)1,99هاي موجهاي جذب نور در طول نسبت، 4در پروتکل 
و S18وجود باندهایی مجزا براي باشند. همچنین ساکاریدي میلی، پلیفنعدم آلودگی پلینشان دهنده عدم آلودگی پروتئینی و 

S28rRNA بسیار خوبکیفیتبدون شکستگی روي ژل آگارزRNAکه توسط آزمون پروتکل دوم دهد.را نشان میاستخراجی
هر چند که این پروتکل از نظر وضوح باندهاي ریبوزومی و عملکرد کلبود.10مقایسه میانگین دانکن معرفی شد، پروتکل شماره 

و فنلی )، پلی1,94-1,47هاي پروتئینی(ف آلودگیباشد ولی از لحاظ حذمییداراي شرایط مناسب)نانوگرم در میکرولیتر462,25(
شود ها باعث میکه وجود این آلودگیباشدراي مقادیر زیادي آلودگی میو داهشرایط لازم را نداشت)1,17-0,5(ساکاریديپلی

RNA.1ره معرفی شده توسط آزمون دانکن، پروتکل شمان پروتکلسومیاستحصالی براي کارهاي متعدد مولکولی مناسب نباشد
S28و S18بدست آمد. همچنین وضوح باندهاي نانوگرم در میکرولیتر452,6تا 362,1محدودهکل در RNAعملکرد بود که 
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RNA مقدار نتایج بدست آمده براي .% کاملاً مشهود بود1,2ریبوزومی در ژل آگارزA260/A230و2,32تا 1,94ر دامنه دنیز
.باشدیمیاستحصالRNAو خلوص ینیپروتئیبود که نشان دهنده عدم آلودگ2,13تا 2,06ینبA260/A280نسبت ینهمچن

کل استخراج شده در گیاه سیبRNAعملکرد -1جدول

Yield(ng/µl) A260/A230 A260/A280 A280 A260 پروتکل
450,2 1,94 2,06 5,472 11,256 1
452,6 2,32 2,11 5,369 11,316 1
396 2,25 2,13 4,642 9,899 1

753,6 2,07 1,99 9,49 18,84 4
800,2 2,17 2,03 9,864 20,005 4
762,9 2,1 2,01 9,469 19,072 4
519,2 0,59 1,59 8,185 12,981 10
432,5 1,17 1,94 5,56 10,812 10
509,9 0,50 1,47 8,645 12,748 10

با کمیت بالا بود، RNAهر چند نتایج حاصل از تجزیه واریانس، جداگانه تنها نشان دهنده یک پروتکل برتر جهت استخراج 
پروتکل موثر بر تواند بیانگر برتري یک به تنهایی نمینتایج حاصل از نانودراپ لکن این نکته نباید از نظر دور نگه داشته شود که 

که از نظر ق دو پروتکلی لذا در این تحقیباشددر انتخاب پروتکل برتر حائز اهمیت می،RNAاز آنجائیکه کمیت وکیفیت
تولیدتواناییاز نظر) ،1و 4ان دادند (پروتکل شماره ها برتري محسوسی نشنسبت به سایر پروتکلاردهاي تعریف شده،استاند

ه از پرایمرهاي اختصاصی ژن اکتین، با استفادcDNAپس از سنتز موفقیت آمیزارزیابی شدند .RT-PCRفراورده هاي 
وجود تک ). 5% رویت شد (شکل 1,2ژل آگارز با الکتروفورزجفت باز1023انجام و قطعه مورد نظر به طول PCRواکنش

RNAيبالایفیتمعرف کیتدر نهاو سنتز شده cDNAتأیید کننده کیفیت مطلوبباندهاي مربوط به قطعات ژن مربوطه

باشد.یمدهشتخراج اس

18S rRNA
28S rRNA

5S rRNA

توسط استخراج شدهRNAکیفیت - 2شکل 
، )2013(راجاکانی و همکاران، 1پروتکل شماره 

% 1,2رگیري شده بر روي ژل آگارز با

استخراج شده توسط RNAکیفیت - 3شکل 
جمی چات چائو و همکاران، (4پروتکل شماره 

% 1,2، بارگیري شده بر روي ژل آگارز )2012

28S rRNA

18S rRNA
5S rRNA

استخراج شده توسط RNAکیفیت - 4شکل 
، )2007و همکاران، يمالور(10پروتکل شماره 

% 1,2بارگیري شده بر روي ژل آگارز 



) و =2013A،(پروتکل راجاکانی و همکاران1براي دو پروتکل شماره RT-PCRنتایج حاصل از .5شکل 
)=2012B(پروتکل جمی چات چائو و همکاران، 4نیز پروتکل شماره 
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Abstract

RNA isolation is difficult in plant that contain large amounts of polysaccharides and polyphenol
compounds that bind and co-precipitate with RNA. Therefore, in this study eleven different methods
were evaluated to extract RNA from leaves of apple. The integrity of the RNA was checked from 28 s
and 18 s rRNA bands by 1.2% agarose gel electrophoresis with ethidium bromide (EB) staining. The
purity and quantity of extracted RNA from all samples were tested by determining the
spectrophotometric absorbance at 230, 260 and 280nm and the ratios of A260/A280 and A260/A230.
cDNA synthesis and RT-PCR analysis  by specific primer for  apple Actin and  cotton GH-E6 genes
were performed with the objective of determining if the extracted RNAs possess good enough quality
to be submitted to more sensitive analysis. The results indicated that methods of Djami-Tchatchou et
al., (2012) and Rajakani et al.,(2013) were the most suitable methods for RNA extraction from  apple
leaves. The yield of total RNA extracted by method of Djami-Tchatchou et al., (2012)  and Rajakani et
al., (2013) varies from 753.6 ng/µl to 800.2  and  362.1 to 452.6ng/µl in apple leaves , respectively.
While, Yield of RNA was in apple  by method of Rajakani et al., (2013). In two protocols, their
A260/A280 ratios ranged from 1.99 to 2.03 and A260/A230 ratios ranged from 2.07 to 2.17. This is
indicative of a high RNA purity and the absence of contamination with polyphenolic, protein and
polysaccharide compounds. Distinct bands of 28S and 18S ribosom¬al RNA were also observed in
electrophoresis picture. The high quality for RT-PCR reaction by two methods showed the extracted
RNA can be used with assurance in downstream molecular techniques.

Key words: RNA isolation, Apple , RT-PCR.


