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  )مقالۀ پژوهشی(

گیاه دارویی  از DNA برای تخلیص SDS و CTAB هایکیفی روش کمی و ۀمقایس

  (.Silybum marianum L) ماریتیغال

 ، 4منش، زهره هدایت3سعیدخلیل عالمی  ،2بخشمسعود شمس، *1حسینی امیر سید

 5احمد حیدری
 

 چکیده
عدم آلودگی  جمله:از  با عوامل مختلفی DNAکیفیت  معمولاً زمینه و هدف:

سایر ساختارهایی که برای آنزیم تک  ، پروتئین، لیپید وRNAناشی از 
-( و آنزیمPCRای پلیمراز )در واکنش زنجیره (Taq Polymerase) پلیمراز

 ۀشود. وجود ترکیبات فنلی و ترکیبات ثانویمیسنجیده  ،های برشی مزاحم
 Silybumریتیغال )از بافت برگ گیاه دارویی ما DNAدیگر، استخراج 

marianum L.) جهت استفاده در مطالعات ژنتیکی و بیوتکنولوژی را 
 مشکل ساخته است.

جهت استخراج از  DNAدر این مطالعه دو روش استخراج : بررسی روش
روش نخست بر  .ماریتیغال مورد مقایسه قرار گرفتتودۀ  11بافت برگ 

با انجام  CTABورالعمل دوم از دست انجام شد و در روش SDSاساس روش 
یک از  استخراج شده با تعیین میزان جذب هر DNAتغییراتی استفاده گردید. کمیت 

دستگاه اسپکتروفتومتر مشخص وسیلۀ بهنانومتر  082 و 062های ها در طول موجنمونه
 RNAنظر وجود شکستگی و مقدار  از DNAگردید. در این پژوهش کیفیت 

 تروفورز با ژل آگارز ارزیابی شد.الکوسیلۀ بهاستخراج شده 
از بافت برگ  DNAکار گرفته شده جهت استخراج ههای بدر میان روشها: یافته

استخراج شده  DNAاز نظر کمیت و کیفیت  CTABهای ماریتیغال، روش جمعیت
کارآیی مناسبی از نظر کمیت، کیفیت و  SDSکه روش در حالی ،کارآیی پایینی داشت

 راج شده نشان داد.استخ DNAخلوص 
و  RNAدهنده وجود نشان 0بیش از  082A/062Aکه نسبت آنجاییاز : گیرینتیجه

وجود آلودگی پروتئینی در دهندۀ نشان 8/1و نسبت کمتر از  DNAتخریب زیاد 
DNA  است، باید گفت که در مطالعات ژنتیکی و کارهای مهندسی ژنتیک روشی

با کیفیت و کمیت بالاتری تولید کند.  DNAتر است که مناسب DNAبرای تخلیص 
 ی کهدهد که در گیاهان دارویی و گیاهانبسیاری از مطالعات انجام گرفته نشان می

و  CTABکارگیری روش تخلیص هساکارید بالایی هستند بو پلیفنلی پلیحاوی مواد 
ان تری نشهایی که از نظر تکنیکی نزدیک به این روش هستند کارایی مناسبروش

تشکیل کمپلکس دهد  DNAتواند با به عنوان یک ماده شوینده می CTABدهند. می
-بههای باقیمانده نیز ساکاریدها جدا نماید. پلیها و پروتئینو آن را از کربوهیدرات

 .گردندغلیظ حذف می NaClوسیلۀ 
  

، گیاه دارویی ماریتیغال SDS، روش CTAB روش، DNAاستخراج  :واژگان کلید
.(Silybum marianum L ،)PCR. 
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 مقدمه

ژنتیک، در اکثر رشتۀ های اخیر با پیشرفت در سال

برای جدا کردن هایی آزمایشهای معتبر دنیا آزمایشگاه

رگانیسم جهت پی ژنوم ا یDNAای از  بخش ویژه

 .(0)شود  بردن به توالی و عملکرد آن، انجام می

های  یکی از مراحل مهم در روش DNAاستخراج 

های   گیری مولکولی بوده و نقش مهمی در سیستم اندازه

های مختلفی جهت  . روش(8)کند مبتنی بر ژل ایفا می

 ارائه شده است و هر DNAسازی  استخراج و خالص

 به بافت و ترکیبات مورد استفاده ها بسته شکدام از این رو

 با یکدیگر تفاوت دارند.

)مطالعات  های مولکولینخستین گام در بررسی

استخراج اسیدهای غیره(  ژنتیکی، بیوتکنولوژی و

باشد. با توجه به حجم نوکلئیک با کیفیت مطلوب می

های مورد بررسی و ، میزان زیاد نمونههاآزمایش

  pHواز قبیل ترکیب  DNAخراج های استمحدودیت

استخراج و همچنین ترکیبات متابولیک موجود در  بافر

های رغم دستورالعملها باعث شده که علینمونه

زمان زیادی را در محققان ، DNAکارآمد استخراج 

های سازی روش های زیستی صرف بهینهآزمایشگاه

 .(11(نمایند  DNAاستخراج 

 DNAسازی خالصمشکلاتی که در جداسازی و 

-های دارویی و معطر با آنبا وزن مولکولی بالا از گونه

بندی توان دستهرا در دو گروه می شویمها مواجه می

های آنزیم وجود به علت DNA میزان ( کاهش1: کرد

-پلیشدن همزمان تخلیصو نیز اندونوکلئاز، 

هنگام جداسازی، و  در بالاویسکوزیتۀ ساکاریدهای با 

ها فنولهای مرکب از قبیل پلی کنندهممانعت ( وجود0

طور مستقیم یا غیر ههای ثانویه دیگر که بو متابولیت

کنند های آنزیمی ایجاد مزاحمت می مستقیم در واکنش

از برخی گیاهان که علاوه بر  DNAاستخراج  .(15)

های ثانویه ساکاریدی زیاد، حاوی متابولیتترکیبات پلی

ها هستند از گذشته با ها تاننفنلفراوان مانند پلی

 ها که اکسیدفنولپلی .(5)مشکلاتی همراه بوده است 

استخراج  DNAهای بسیار قوی هستند، مقدار کننده

و  (15و  11)دهند و خلوص آن را کاهش می شده

واسطۀ به  ،استخراج شده DNAساکاریدها که در پلی

-هی را با ، ترکیب چسبندهدارندبالایی که ویسکوزیتۀ 

آورند که می را به شکلی در DNAآورند و وجود می

 .(0) را نداشته باشد قابلیت کشیده شدن با سمپلر

توان از غلظت ها میساکاریدبرای حذف پلی

 PVP (Polyها از فنولبالای نمک و برای حذف پلی

Vinyl Pyrrolidone)  (15)استفاده کرد. 

مکن است های گیاهی متفاوت شیمیایی بین گونه

غیر مناسب را با یک پروتکل مشترک  DNAاستخراج 

های با ارتباط خیلی سازد، و بنابراین حتی گونهممکن 

به پروتکل  DNAبرای استخراج  ،هم  نزدیک به

 .(11)از خواهند داشت متفاوتی نی

-ای که بر گونهدر مطالعه (1)اعلائی و همکاران 

 (Cyclamen persicumهای سیکلامن ایرانی )

که در بین چهار روش  ندانجام دادند به این نتیجه رسید

 & Murry، روشDNAمختلف تخلیص 

Thompson از مواد بتامرکاپتواتانول و  که در آن

PVP  وCTAB  استفاده شده است بیشترین و با

زمانی و  استحصال شده است. DNAترین کیفیت

شش روش مختلف؛ ورابی و همکاران،  (1) همکاران

ا و همکاران، زیگن هاگن و همکاران، دویل و دلاپورت

دویل، لودهی و همکاران و موری و تامپسون را برای 

کار هگ جوان و بالغ انار باز بر DNAاستحصال 

دهد که بهترین گرفتند. نتایج این تحقیق نشان می

های جوان متعلق تخلیص شده از برگ DNAکیفیت 

به روش  به روش موری و تامپسون )روش بسیار شبیه

CTABباشد با آنکه از نظر کمیت روش بسیار ( می

خوبی ارزیابی نگردید. همچنین نتایج این پژوهش 

های روش ورابی و همکاران هم در برگنشان داد که 

بیشتری را فراهم  DNAهای جوان بالغ و هم در برگ

  کند. می
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شامل چهار مرحله  DNAاصول کلی استخراج  

 :(11) است

 غشای سلولی و لول برای از بین بردن. شکستن س1

ها دترجنت هسته با استفاده از شوک اسمزی ودیوارۀ 

 (Tris) تریسبا استفاده از یا  و (Triton) مانند تریتون

البته تریس برای ثابت نگه ( گیردصورت می  EDTAو

 .شود(استفاده می pHداشتن 

های یونی، ها با استفاده از دترجنت. هضم پروتئین0

که سبب تخریب  ،(SDS) مانند سدیم دودسیل سولفات

به  شونده متصل هایسلولی و پروتئین هایپروتئین

DNA شود.می 

ها از فنل ها، که جهت رسوب آنپروتئین ترسیب. 3

 شود.و کلروفرم استفاده می

اده از اتانول با استف ، که معمولاDNAً ترسیب. 4

 شود.مطلق سرد انجام می

رفت روز افزون ژنتیک و بیوتکنولوژی امروز با پیش

ها های این رشتهبهبود فنون قبلی در مطالعات و پژهش

تخلیص و استحصال بیش از پیش اهمیت پیدا کرده است. 

DNA سازی و با کیفیت یکی از اولین ملزومات همسانه

 با توجه به اهمیترود. ژنومی به شمار میکتابخانۀ ایجاد 

های ات دارویی و متابولیتدر مطالع مارتیغال گیاه

با استفاده از فارماکولوژیک، محققان در صدد هستند 

ای در این های جدید علاوه بر مطالعات پایهتکنولوژی

در  های جدید نیز بپردازند.گیاه به اعمال فنون و تکنیک

این پژوهش سعی شده یک روش کارا از نظر کمی و 

رویی از برگ گیاه دا DNAسازی جهت خالصکیفی 

های موجود ارائه ماریتیغال با در نظر گرفتن محدودیت

 شود.

 

 بررسی روش
گیاه دارویی ماریتیغال که تودۀ  11 در این مطالعه از

 کشور، شامل: خارج از مناطق مختلف داخل و مربوط به

 (، عرب اسدC) (، مجارستانB) (، شوشترA) اصفهان

(Dنجف ،)آباد (Eمبارکه ،) (Fاهواز ،) (G ،)ملاثانی 

(Hبابل ،) (Iساری ،) (Jو آمل ) (K )و از  است بوده

ها و مراتع جنگلمؤسسۀ شرکت پاکان بذر اصفهان، 

گیاهان دارویی جهاد دانشگاهی تهران پژوهشکدۀ تهران، 

 اند، استفاده شد. مزارع استان خوزستان تهیه شده و

، بذر تهیه DNA: جهت استخراج DNAاستخراج 

خانه طور جداگانه در گلهب ،تلفهای مخشده از توده

 3-5مرحلۀ ها تا کشت شدند. و پس از رشد گیاهچه

بوته به طور تصادفی  5-6برگی، از درون هر توده تعداد 

به محل آزمایشگاه  DNAانتخاب و جهت استخراج 

شوی ومنتقل شدند. عملیات استخراج پس از شست

 CTABها با آب مقطر برای هر نمونه با دو روش نمونه

 انجام گرفت. SDS و

اصلاح  CTABبا روش  DNAالف( استخراج 

 :(18و  15) شده

برگ گرم نمونه برگی تازه )بدون رگ 0/2. توزین 1

 برگ(،و دم

منجمد شده با ازت مایع در نمونۀ . خرد کردن 0

 ،هاون چینی که از قبل اتوکلاو و سرد شده بود

دو های ها به میکروتیوبپودر نمونه . انتقال3

لیتر از بافر استخراج  میکرو 622لیتری و اضافه کردن  میلی

 ها، ( به آن1)جدول

مرکاپتواتانول به  میکرولیتر بتا 1-0. اضافه کردن 4

دقیقه در دمای  62ها به مدت هر لوله و قرار دادن نمونه

ها که در این مدت نمونه (آبگراد )حمام درجۀ سانتی 65

 دقیقه سر و ته شدند، 5هر 

و خنک  ها از حمام آبمیکروتیوبخارج کردن . 5

 ،در دمای اتاقکردن آنها 

میکرو لیتر(  022معادل حجم آن )اضافه کردن . 6

و مخلوط ( 1به  04ایزوآمیل الکل )به نسبت  -کلروفرم

 دقیقه در  12سانتریفیوژ به مدت  کردن آرام آن و

rpm12222 درجۀ )بسته به  ،گرادسانتیدرجۀ  4دمای  و

افیت مایع رویی ممکن است این عمل چندین مرتبه شف

 تکرار شود(،
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 های جدید وبه میکروتیوب مایع رویی. انتقال 0

 05حجم به آنها اتانول  دو برابراندازۀ به  اضافه کردن

 کردن آنهادرجه( و به آرامی سر و ته  -02درصد سرد )

ها به لولهقرار دادن  ،ظاهر شود DNAتا زمانی که کلاف 

به صورت غیر   DNAدقیقه در دمای اتاق تا  32 مدت

 د،یآ محلول در

  دردقیقه  5ها به مدت نمونهوژ یسانتریف. 8

rpm12222 پلت حاصل  ،هافاز محلول آن دور ریختن و

 شو گردید،وسه بار شست 02با اتانول %

در  رسوب کرده DNAسفید تودۀ  خشک کردن. 0

اضافه  سپس ،آزاددقیقه در هوای  15مدت  بهها ته لوله

در  نگهداری به آن و TEمیکرولیتر  122-022 کردن

 ،گراد در یخچالدرجۀ سانتی 4دمای 

 :SDS (10)با روش  DNAاستخراج  ب(

برگ( را برگ و دمگرم برگ )بدون رگ 0/2ابتدا  .1

و به  کردهپودر سرد  ازت مایع و با هاون چینی ۀوسیلهب

 .کنیممیمنتقل میکرولیتری  5/1میکروتیوب 

 ر استخراجفسی از باسی 422-522به میزان  .0

(100 mM Tris-HCl, 20 mM EDTA, 1.4 M 

NaCl, 2% SDS )یمینما به آن اضافه می. 

به  β-Mercapto Ethanol 1%پس از آن . 3

  .کنیممیها اضافه به نمونهمیکرولیتر  1-0میزان 

 32به مدت  آبدر حمام را  هادر ادامه نمونه. 4

 5و هر  دهیممیقرار  گرادسانتیدرجۀ  65یقه در دمای دق

 .کنیممی دقیقه به آرامی سر و ته

در  حمام آب،ها از بعد از بیرون آوردن نمونه .5

 .کنیمدقیقه خنک می 5-12به مدت دمای اتاق 

 M5 استات پتاسیم  میکرولیتر 322ن به میزا .6

 .کنیممیاضافه  هانمونهبه  العاده سردفوق

ایزوآمیل -کلروفورم میکرولیتر 522-622حدود  .0

و به آرامی کنیم میاضافه  هانمونه( سرد به 04:1الکل )

 .دهیممیتکان 

 rpm5222 با  هانمونه دقیقه 15به مدت  .8

 .کنیممی سانتریفیوژ 

فاز مایع بالایی را با سمپلر کشیده و به  .0

 .کنیممیجدید منتقل  هایمیکروتیوب

 تا 5 ۀمرحل شفافیت مایع بالایی،درجۀ به بسته  .12

 .کنیممیتکرار را  0

 M21/2 استات آمونیوم  میکرولیتر 322 . حدود11

 هابه نمونهایزوپروپانول سرد  میکرولیتر 622 همراه با

 .کنیممیاضافه 

 .ودشمیتکرار  6 ۀمرحلمجدداً  .10

 02-05با الکل  ها رارسوب ته میکروتیوب .13

 .دهیممیو شودرصد شست

در هوای اتاق دقیقه  15رسوب را به مدت  .14

-DNA 022و بعد بسته به میزان غلظت  کنیممیخشک 

 کنیم.میاضافه  TEبه آن آب مقطر یا میکرولیتر  122

تخلیص  DNAپس از استخراج، کمیت و کیفیت 

های مختلف تخلیص، های مختلف و روششده از نمونه

 082و  062هایر در طول موجبا استفاده از اسپکتروفتومت

به عنوان  082A/062Aگیری و از نسبت نانومتر اندازه

گیری برای اندازه (19)شاخص کیفیت و از فرمول زیر 

 ی مورد بررسی، استفاده شد: DNAغلظت )کمیت( 

( غلظت ng/µl= ) 082A×  52× ضریب رقت 
DNA 

همچنین برای اطمینان از نتایج حاصله، کمیت و 

بررسی شد  1استخراجی روی ژل آگارز % DNAکیفیت 

های استخراج   DNA(. در نهایت با استفاده از 1)شکل 

انجام  PCRشده و یک جفت آغازگر عمومی، واکنش 

آمید تفکیک شد تا بهینه اکریلآن روی ژل نتیجۀ شد، و 

استخراجی برای واکنش  DNAبودن کمیت و کیفیت 

PCR .بررسی شود 

 هایافته

های تخلیص شده نس کمیت نمونهواریاتجزیۀ 

ها و اثر متقابل آنها توده ،مشخص کرد که روش تخلیص

نشان داد که روش  د و همچنینباشدار می معنابسیار 

 DNAها و اثر متقابل آنها بر کیفیت ، تودهتخلیص

مقایسۀ پس از  .(0)جدول  تأثیر داشتند شدهتخلیص
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 شد کهمشاهده  LSDها برای کمیت به روش میانگین

تفاوت  از نظر غلظت 8و 0، 6، 3های  با توده 1تودۀ 

 0و  5های با توده 8و  0، 3های  و توده .داری داشت معنا

ها با میانگینمقایسۀ (. همچنین 3)جدول  تفاوت داشتند

 1تودۀ ( نشان داد که 4روش مذکور برای کیفیت )جدول 

 8و 0، 3، 0های با توده 5تودۀ ، 12و  0، 5، 4های با توده

های با توده 0تودۀ و  11 و 12، 6، 4های با توده 8تودۀ ، 

 داری داشتند.اتفاوت معن 11و  8، 0، 6، 3، 0

با استفاده از دستگاه اسپکتروفتومتر میزان جذب 

 062های در طول موج DNAشده رقیقهای محلول

 082های نوکلئیک( و موج جذب اسیدطولنانومتر )

گیری و نسبت ذب پروتئین( اندازهموج جطولنانومتر )

 082به  062موج طولهای در جذب نوری محلول

 نانومتر به دست آمد.

 

 CTAB: بافر استخراج 2جدول 

cc 122 اتوکلاو شیمیاییمادۀ  غلظت استوک 

cc 5 M 0 Tris-Hcl pH=8.0 بله 

cc 4 M 5/2 EDTA بله 

cc 42 M 5 NaCl بله 

g 3  w/v%0 CTAB خیر 

µl 122  w/v%0/2 β-mercaptoethanol خیر 

g 5/0  w/v%3 PVP خیر 

 نیم. رسا سی میسی 122در نهایت حجم بافر را با آب مقطر دوبار تقطیر استریل به 

 

 اساس غلظت( ) بر  DNAواریانس برای تعیین کمیت و کیفیتتجزیۀ  :1جدول 

 
  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 منابع
 کیفیت کمیت

 میانگین مربعات زادیآدرجۀ  میانگین مربعات آزادیدرجۀ 

84/0300823 1 روش ** 1 124/1 ** 

5/404000 12 توده * 12 243/2 ** 

00/502451 12 توده×  روش * 12 230/2 ** 

 214/2 125 300/048460 124 خطا

 105 کل
 

106  

CV %2124/2 %0185/0 
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 برای کمیت LSDها به روش میانگینمقایسۀ  :3جدول 

انگین تفاوت می ها توده

 بین دو توده

تفاوت میانگین  ها توده

 بین دو توده

تفاوت میانگین بین  ها توده

 دو توده

تفاوت میانگین  ها توده

 بین دو توده

1،0 255105/2 0،8 268102/2- 4،8 115164/2-  0،8 230652/2- 

1،3 241540/2 0،0 
*100283/2  4،0 280200/2 0،0 

*164611/2 

1،4 
*120160/2  0،12 250400/2 4،12 225436/2 0،12 280055/2 

1،5 
*154010/2 0،11 231403/2 4،11 215502/2- 0،11 260222/2 

1،6 286002/2 3،4 262605/2 5،6 268222/2- 8،0 
*100056/2 

1،0 210648/2 3،5 
*113105/2 5،0 

*135260/2 8،12 
*102622/2- 

1،8 213222/2 3،6 245100/2 5،8 
*160014/2- 8،11 

*200645/2 

1،0 
*184058/2 3،0 201802/2- 5،0 200540/2 0،12 206662/2- 

1،12 
*120620/2  3،8 254542/2- 5،12 240112/2- 0،11 

*200611/2- 

1،11 286648/2 3،0 
*140010/2 5،11 268202/2- 12،11 202062/2- 

0،3 213632/2- 3،12 266261/2 6،0 260202/2- - - 

0،4 246000/2 3،11 245126/2 6،8 
*200018/2- - - 

0،5 
*200540/2 4،5 250552/2 6،0 

*200538/2 - - 

0،6 231545/2 4،6 215452/2- 6،12 202880/2 - - 

0،0 235532/2- 4،0 280502/2- 6،11 
*222203/2- - - 

 
 برای کیفیتLSD ها به روش میانگینمقایسۀ  :4جدول

تفاوت میانگین بین  هاتوده

 دو توده

هاتوده تفاوت میانگین بین  

 دو توده

هاتوده تفاوت میانگین بین  

 دو توده

هاهتود تفاوت میانگین بین  

 دو توده

1،0 - 4010/068  0،0 28/358-  4،6 201/104-  6،0 6314/008  

1،3 3163/541- * 0،8 508/302-  4،0 606/303-  6،12 0041/06  

1،4 8050/030-  0،0 1563/142  4،8 104/426-  6،11 555/100-  

1،5 4504/08-  0،0 4811/61-  4،0 5623/124  0،8 448/10-  

1،6 0401/406- * 0،11 2008/01-  4،12 200/00-  0،0 0361/408 * 

1،0 5510/606- * 3،4 4423/328  4،11 5116/14-  0،12 5080/006  

1،8 0000/638-  3،5 8560/460 * 5،6 488/348  0،11 1500/300  

1،0 3156/108-  3،6 3600/114  5،0 2004/548-  8،0 6841/512 * 

1،12 053/300-  3،0 0355/85-  5،8 5423/562- * 8،12 2460/320  

1،11 3001/040-  3،8 6834/00-  5،0 8560/40  8،11 6206/301  

0،3 8444/000-  3،0 2226/413 * 5،12 404/051-  0،12 630/021-  

0،4 500/35  3،12 3633/011-  5،11 033/168-  0،11 206/110-  

0،5 2105/102-  3،11 0040/003  6،0 625/100-  12،11 5620/80  

6،0 4050/158-  5/4  4166/154  6،8 - 253/010  -   - 
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( روی SDSبا روش  6-1ای هو چاهک CTABبا روش  2-5ای هاستخراجی )چاهک  DNAتفکیک باندهای حاصل از :2شکل 

 (Kb2کش مولکولی ) : خط. 2Mژل آگارز %

   

 
 از روش  2-3ای ه)چاهک تخلیص شدهDNA ی پلیمراز با استفاده از ایک باندهای حاصل از واکنش زنجیرهتفک :1شکل 

CTABاز روش  4-6ای هو چاهکSDS% برده شد.  8( روی ژل اکریل آمیدM: کش مولکولی خط bp)55( 

 

بحث 
 0بیش از   082A/062Aاز آنجایی که نسبت 

و نسبت  DNAو تخریب زیاد  RNAوجود دهندۀ نشان

وجود آلودگی پروتئینی در دهندۀ نشان 8/1کمتر از 

DNA  است، باید گفت که در مطالعات ژنتیکی و

 DNAکارهای مهندسی ژنتیک روشی برای تخلیص 

با کیفیت و کمیت بالاتری  DNAتر است که مناسب

را  CTABروش  (15)تولید کند. پوربسکی و همکاران 

که دارای سطوح بالایی از گیاهانی  DNAبرای استخراج 

معرفی  ،ساکاریدی هستندفنلی و پلیاز ترکیبات پلی

 CTABروش  (11)کردند. همچنین سومان و همکاران 

از  DNAرا برای جداسازی سریع و ارزان قیمت 

مقادیر بالای کنندۀ های تازه و خشک گیاهان تولید  نمونه

 ترکیبات ثانویه معرفی کردند. 

را برای  CTABروش  (18) شکرپور و همکاران

از گیاه دارویی ماریتیغال به عنوان روشی  DNAاستخراج 

های حاصل مناسب معرفی کردند. در این تحقیق طبق داده

برای گیاه  CTABو  SDSدو روش استخراج مقایسۀ از 

به عنوان  CTAB(، روش 0دارویی ماریتیغال )شکل 

ۀ مقایسگردد. با تر و کاراتر معرفی میروشی مناسب

های استاندارد، دست آمده با باندههای بضخامت باند

دست آمده هها برآورد گردید. مشاهدات ژل بغلظت نمونه

شده تخلیص DNAهای مساوی از از بارگذاری حجم

کند. مشاهده گردید که میتأیید نتایج اسپکتروفتومتر را 
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DNA  استحصال شده به روشCTAB  تغییر یافته

(. اعلائی و 0ر را نشان داد )شکل بیشترین ضخامت نوا

 DNAبیان داشتند که کمیت و کیفیت  (1)همکاران 

تخلیص شده به روش استخراج و نوع برگ از لحاظ سن 

 فیزیولوژیک برگ بستگی دارد. 

نتایج تحقیقات مختلف بر روی انواع گیاهان نشان 

دهد که روش موری و تامپسون از کارایی بالایی می

. روش موری و تامپسون شبیه به (1)برخوردار است 

با  PVPمادۀ تغییر یافته است که در آن  CTABروش 

تواند باعث ها میهای هیدروژنی با فنلتشکیل پیوند

به عنوان  CTAB. (1)گردد  DNAجداسازی آنها از 

تشکیل کمپلکس دهد  DNAتواند با شوینده میمادۀ یک 

-دا نماید. پلیها جها و پروتئینو آن را از کربوهیدرات

غلیظ حذف  NaClوسیلۀ بههای باقیمانده نیز ساکارید

-آنتی. بتا مرکاپتواتانول نیز به عنوان یک (5)گردند می

ها جلوگیری نماید و از اکسید شدن فنلاکسیدان عمل می

گردد که عوامل یاد شده باعث می .(15و  1)کند می

-مناسبتخلیص شده  DNAکیفیت  کمیت و مخصوصاً

 باشد.رت
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Abstract 
Background and Objective: Quality of DNA is usually 
determined by multiple factors such as pollution 
especially caused by RNA, protein, lipid and other 
structures that inhibit Taq polymerase enzyme in 
polymerase chain reaction (PCR) and inhibit the cutting 
enzymes. The existence of phenolic compounds and other 
secondary metabolites has many effects on the quantity 
and quality of the purified DNA. At this investigation, in 
terms of quality and quantity with an efficient method for 
purification of DNA from S. marianum L. plant leaves, 
taking into account existing limitations to be provided.   
Subjects and Methods: In this study quantitative and 
qualitative comparison between two DNA extraction 
methods namely sodium dodecyl sulfate (SDS) and a 
modified cetyl trimethylammonium bromide (CTAB), 
were undertaken. The quantity of extracted DNA was 
determined by measurement of the absorption rate in 
wavelengths of 260 and 280 nm and their ratios by 
spectrophotometer. For investigate DNA quality the existence of 
RNA fracture was evaluated by agarose gel. 
Results: In terms of quantity and quality, for DNA 
extraction from S. marianum Populations, CTAB method 
had low performance While, SDS method showed appropriate 
performance in terms of quantity, quality and purity of extracted 
DNA. 
Conclusion: ANOVA of samples revealed that the purification 
method, races and their interaction is very significant and 
showed that the purification of the races and their interaction 
had an impact on the quality of purified DNA. The 280A/260A 
ratio that is more than 2 indicates the presence of RNA and 
DNA degradation. Also if this ratio is less than 1.8 Indicating 
the presence of protein contamination in DNA. In genetic 
engineering researches and genetic studies, the suitable methods 
for DNA purifying are those that get higher quantity and quality 
of net DNA. Many studies carried out on medicinal plants and 
plants which contain high level of polyphenol and 
polysaccharide compounds showed that CTAB method and 
other methods that are technically same to CTAB have better 
efficiency. CTAB as a detergent can form complex with the 
DNA and can separate it from carbohydrates and proteins. The 
remaining polysaccharides are removed by concentrated NaCl. 
Keywords: DNA extraction, DNA quantity and quality, 
CTAB method, SDS method, Medicinal plant, Silybum 
marianum, PCR. 
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