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  دارویی ژنومی در گیاه DNAمقایسه پنج روش استخراج 

 (Echium amoenumایرانی ) گاوزبان

 3جواد قاسمیان و 2،1، آرزو رضایی2،1، عاطفه امیراحمدی*2،1، پریسا فرخ1زهرا علیدوستی شهرکی

 شناسیایران، دامغان، دانشگاه دامغان، دانشکده زیست 1

 هشکده علوم زیستیایران، دامغان، دانشگاه دامغان، پژو 2

 ایران، دامغان، دانشگاه دامغان، دانشکده ریاضی و علوم کامپیوتر 3

 07/09/1400تاریخ پذیرش:  02/06/1400تاریخ دریافت: 

 چکیده

 از DNAاستخراج های کلاسیک هستند. تر از روشجذاب ،DNAهای مبتني بر روش مطالعه تاکسونومي گیاهان دارویيدر 

جهت انتخاب یک روش مناسب برای  در این مطالعهبا مشکلاتي مواجه است.  های ثانویه بیشتردلیل متابولیتگیاهان دارویي به 

اصلي، دو روش  روش دویل و دویل شامل دستورکارپنج  ،ایراني های تازه و هرباریومي گیاه گاوزباناز برگ DNAاستخراج 

 Gene All، روش تغییریافته موری و تامسون و کیت (است ستات آمونیومامرکاپتواتانول یا -2که بدون )یافته دویل و دویل تغییر

 DNAقابلیت استفاده . گردیدبررسي  یو اسپکتروفتومترالکتروفورز روی ژل های روش با DNA و کمیت کیفیت شدند. ارزیابي

ای آزمایش شد. در ي هستهریبوزوم DNA( در ITS) انداز رونویسي شونده داخليفاصله توالي PCRاز طریق خالص سازی شده 

( < p-value 05/0)تاثیر معناداری  ،روشاین از مرکاپتواتانول یا استات آمونیوم -2مقایسه با روش دویل و دویل اصلي، حذف 

های برگ از DNA. اگرچه بیشترین غلظت نداز گیاه گاوزبان تازه و هرباریومي نداشت استخراج شده DNAروی کیفیت و کمیت 

مورد انتظار از  PCR ت. محصولاتکثیر نشد نمونهدر این  ITS، ناحیه روش موری و تامسون تغییریافته به دست آمد باهرباریومي 

مرکپتواتانول یا -2تر با حذف ، روش دویل و دویل تغییریافته سادهدرنتیجه. ندتکثیر شد DNAهای سایر نمونه در ITSناحیه 

در  PCR. این تغییر اثر منفي روی مرحله مفید استهای تازه و خشک گیاه گاوزبان از برگ DNAاستات آمونیوم برای استخراج 

 ادامه کار ندارد.

 .ایراني گیاه دارویي، گاوزبان ،DNAاستخراج ، CTAB :کلیدی هایواژه

 farrokh@du.ac.ir :يکی، پست الکترون02335220223مسئول، تلفن:  سندهی* نو

 مقدمه

به ( Echium amoenum Fisch. & C.A. Mey) ایراني گاوزبان

است  يانگیاهیکي از تعلق دارد و  Boraginaceaeخانواده 

 (.5) باشدميزیادی دارویي  ارزش غذایي و دارای که

قفقاز در شمال ایران و آن منطقه محدودی طبیعي  رویشگاه

گل . (23) ای داردجایگاه ویژهایران  طب سنتي در و است

و از سه قرن قبل از میلاد  ستو برگ گاوزبان نشاط آور ا

(. 5،3این خصوصیات گیاه گاوزبان شناسایي شده بود )

 هایکاربرد گاوزبان گل، برگ و سرشاخه گلدار گیاه

، يهای ضدالتهابگل گاوزبان با ویژگي (.3د )ندارویي دار

خوردگي و  برای درمان سرما ،تسکین دهنده و آرام بخش

ن از آن برای درمان همچنی (،23) رودگلودرد به کار مي

  (.3شود )ورم کلیه استفاده مي

های ریخت شناسي در تاکسونومي سنتي ویژگي اگرچه

کاربردی و  با ارزش ی گیاهيهادر شناسایي گونه همچنان
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های اخیر استفاده از مارکرهای مولکولي در سال است، اما

های تاکسونومي محدودیتموجب رفع گسترش یافته و 

 .(25، 20)  ها شده استگونه از برخي یيشناسا سنتي در

 ،ی مولکوليهانخستین مرحله برای استفاده از این روش

فراواني  .(32 ،15 ،9) باشدمي DNAخالص سازی 

پلي ساکاریدها و  آلکالوئیدها، ای مانندهای ثانویهمتابولیت

باکیفیت  DNAها در گیاهان مشکلاتي را در تهیه پلي فنل

های فراواني این متابولیت و (19 ،17 ،15کند )ایجاد مي

 استاز سایر گیاهان تر ثانویه در گیاهان دارویي قابل توجه

(15، 32.)  

 DNAترین بخش برای استخراج مناسبدر مطالعات گیاهي 

های ثانویه میزان متابولیت که البته های گیاهان هستندبرگ

یاهان های برخي گمتابولیت .(15 ،9) ها بالا استدر آن

و ( 32)کنند له لیز سلول تداخل ایجاد ميمرح دردارویي 

یا DNA (9، 32 )تخریب  اکسیداسیون و موجببرخي 

 مهار یادر هضم آنزیمي های اندونوکلئاز فعالیت آنزیم مهار

 ،14 ،9) دگردنمي PCRپلیمراز در واکنش  DNAفعالیت 

های همین مسئله موجب شده که پژوهشگران روش. (32

 .را برای گیاهان مختلف بهینه سازی کنند DNAخراج است

از  DNAهایي برای استخراج های گذشته روشدر سال

 .(37، 34 ،10 ،8معرفي شده است ) گیاهان دارویي مختلف

رسیدن به یک برخي از مطالعات هم توجه از سوی دیگر 

 DNAاستخراج  برای یا کم هزینه ساده و سریع موثر روش

 ،21 ،18که از کیفیت نسبي برخوردار باشد ) بودهاز گیاهان 

در هرباریومي هم  هایاز نمونه DNAاستخراج . (28 ،26

به ویژه زماني که ت خاصي دارد. میمطالعات گیاهي اه

گیاهي نادر باشد و یا رویشگاه آن به راحتي در دسترس 

های خشک شده از نمونه DNAمعمولا جداسازی نباشد. 

-و با توجه به تفاوت دشوارتر استنسبت به گیاهان تازه 

های ترکیبات شیمیایي گیاهان مختلف و روش خشک 

 است تا نیاز ،ها در هرباریومو زمان نگهداری آن کردن گیاه

با کیفیت  DNAدر روش استخراج برای داشتن را  تغییراتي

 . (31 ،13) ایجاد کرد و کمیت مناسب

گیاه  از DNAدر زمینه استخراج  مطالعات انجام شده

حسین پور آزاد و در یک مطالعه، محدود است.  گاوزبان

را برای ( EDTA -تریس -)ساکارز STEهمکاران روش 

های تازه گیاه گاوزبان بهینه سازی از برگ DNAاستخراج 

هزینه است چون به موادی بسیار پرکردند. ولي این روش 

 به(. 1نیاز دارد ) PVPو  SDSهمچون لیتیم کلرید، ساکارز، 

با هدف  این مطالعه ،ل کاربردهای دارویي گیاه گاوزباندلی

و استفاده از مواد شیمیایي  ترهکم هزین یک روش رسیدن به

استخراج شده از  DNAمقایسه کیفیت و کمیت به  کمتر

های دویل و با روش گیاهاین  های تازه و هرباریوميبرگ

یافته روش تغییر  ،لیو دو لیدودو روش تغییر یافته  ،دویل

در دو روش  .پردازدمي Gene Allموری و تامسون و کیت 

پتواتانول یا امرک-2تغییر یافته دویل و دویل، اثر حذف 

  .نداستات آمونیوم بررسي شد

 هامواد و روش

 گیاه گاوزبان :اهانیگ یو نگهدار یآورجمع

(E. amoenum)  ازو در مرحله گلدهي  1397سال  بهاردر 

(  N: 36.3751172, E: 53.2519149)ان استان مازندر طبیعت

ترین تازه جمع آوری شده در کوتاه گیاهانجمع آوری شد. 

با استفاده از و  شدند منتقلبه آزمایشگاه زمان ممکن 

 ،بر اساس خصوصیات ریخت شناسيکلیدهای شناسایي 

های جوان و سالم انتخاب برگ ها انجام شد.شناسایي آن

ها به ، بخشي از آنمقطر شدند و پس از شستشو با آب

درجه سانتي گراد قرار داده  -70 رفریزدر صورت تازه 

در  در دمای اتاق خشک شدند که بخش دیگر و شدند

( Amirahmadi 2664; DU 001120هرباریوم دانشگاه دامغان )

در زمان انجام این مطالعه تقریبا یک شود. نگهداری مي

 بود.  ها گذشتهسال از زمان خشک کردن نمونه

روش دویل و  :دویل و دویلبا روش  DNAاستخراج 

. (12) است DNAهای قدیمي استخراج یکي از روش دویل

گرم  125/0 یاگرم برگ گیاه تازه  25/0به طور خلاصه، 

 CTAB (2%میلي لیتر بافر  3همراه ب برگ گیاه هرباریومي
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CTAB ،4/1  مولارNaCl ،20  میلي مولارEDTA ،100  میلي

 2/0 در هاون سابیده شد و( :pH 8با  Tris-HCl مولار

 سپس د.گردیبه آن اضافه  مرکاپتواتانول-2 (v/v) درصد

میکرولیتر از این مخلوط همگن به میکروتیوب منتقل  400

درجه سانتي گراد در حمام  60دقیقه در دمای  30شد و 

-دو برابر حجم به هر نمونه کلروفرم خشک قرار داده شد.

 rpm 13000و سپس در  ( اضافه شد24:1کل )ایزوآمیل ال

 با دو برابر مایع رویي دقیقه سانتریفیوژ گردید. 15به مدت 

یزر ردقیقه در ف 30ایزوپروپانول سرد مخلوط شد و  حجم

 rpm 13000دقیقه در  10به مدت سپس  .قرار گرفت

و  %70حاصل با اتانول  DNAسانتریفیوژ شد. رسوب 

لار شسته شد و پس از دور میلي مو 10استات آمونیم 

ریختن مایع رویي در دمای محیط خشک گردید و در آب 

 مقطر دیونیزه حل شد.

-2بدون  لیو دو لیدوبا روش  DNAاستخراج 

تغییریافته مشابه با  DNAاستخراج این روش  :مرکاپتواتانول

پتواتانول از آن امرک-2و تنها  بود لیو دو لیدو روش

 حذف شد.

بدون استات  لیو دو لیدوروش با  DNAاستخراج 

یک بار هم استات آمونیوم از بافر شستشوی  :آمونیوم

DNA حذف گردید و استخراج  لیو دو لیدوروش  در

DNA های تازه و هرباریومي گاوزبان انجام شد.از برگ 

 :و تامسون یمور افتهی رییتغبا روش  DNAاستخراج 

 بر اساستغییر یافته موری و تامسون  DNAاستخراج  روش

. مراحل کار به (28) گرفت نجامو همکاران ا ریاحيروش 

 یاگرم برگ گیاه تازه  25/0  صورت خلاصه عبارتند از:

 میکرولیتر 1875همراه گرم برگ گیاه هرباریومي ب 125/0

میلي مولار  NaCl ،50مولار  CTAB (2% CTAB ،4/1بافر 

EDTA ،100  میلي مولارTris-HCl  8با pH:در هاون ) 

مرکاپتواتانول به آن اضافه -2( v/v% ) 4/0سابیده شد و 

به  میکرولیتر از مخلوط همگن 750سپس  گردید.

 60دقیقه در دمای  60میکروتیوب منتقل شد و به مدت 

در ادامه،  درجه سانتي گراد در حمام خشک قرار گرفت.

( به هر نمونه 24:1ایزوآمیل الکل )-میکرولیتر کلروفرم 700

شد و  سانتریفیوژ rpm 10000دقیقه در  15و اضافه شد 

حجم مایع رویي ایزوپروپانول سرد به هر نمونه  33/0

برای دقیقه در فریزر قرار گرفت.  60اضافه گردید و 

 rpm دردقیقه  15ها به مدت میکروتیوب ،DNAرسوب 

سانتریفیوژ شدند و پس از دور ریختن مایع رویي،  10000

 EDTAمیلي مولار و  TE (Tris-HCl 10میکرولیتر بافر  100

 سدیم اگزالواستات مایع رویيحجم  1/0میلي مولار(،  1

سرد به هر  95%اتانول  آن برابر حجم 2مولار و  5/2

دقیقه در  30ها به مدت میکروتیوب اضافه شد و نمونه

ها نمونه سپس. گراد قرار داده شدنددرجه سانتي -20فریزر 

سانتریفیوژ شدند و  rpm 10000دقیقه با سرعت  5به مدت 

شسته شد و با تکرار  %70رسوب حاصل با اتانول 

به دست آمده  DNAسانتریفیوژ در شرایط قبلي، رسوب 

 .خشک شد و در آب مقطر دیونیزه حل گردید

 DNAاستخراج  :Gene Allبا روش کیت  DNAاستخراج 

)کره  Gene Allبرگ تازه و هرباریومي گاوزبان با کیت از 

به طور خلاصه، بي( طبق دستورالعمل کیت انجام شد. جنو

( برای PLمیکرولیتر بافر لیز ) 400در این روش ابتدا از 

 025/0هرباریومي ) ( یاگرم 1/0تازه ) یهاسابیدن برگ

استفاده شد و سپس مخلوط به دست آمده در حدود ( گرم

درجه سانتي گراد )حمام خشک(  65دقیقه در دمای  10

میکرولیتر بافر  140در مرحله بعد، به هر نمونه قرار گرفت. 

PD  دقیقه روی یخ قرار  5)بافر دناتوره کننده( اضافه شد و

های موجود در کیت منتقل گرفت و محلول رویي به ستون

سانتریفیوژ گردید. به اندازه  rpm 13000دقیقه در  2شد و 

)بافر متصل  BDبرابر حجم محلول زیر ستون، بافر  5/1

 دیگرهای ه( اضافه شد و مخلوط حاصل به ستونشوند

 rpm 8000ثانیه در  30موجود در کیت انتقال داده شد و 

دو مرتبه با  متصل شده به ستون، DNAسانتریفیوژ گردید. 

 100( شسته شد و در نهایت با CWشستشو دهنده ) محلول
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، rpm 8000دقیقه سانتریفیوژ در  1و  AEمیکرولیتر بافر 

DNA د.گردی ن جدا و جمع آوریاز ستو 

تمام  :استخراج شده DNAبررسی کیفیت و کمیت 

DNA 20های استخراج شده تا زمان استفاده در فریزر- 

برای بررسي کیفیت  درجه سانتي گراد نگهداری شدند.

DNA و  280/260در  هااستخراج شده نسبت جذب نمونه

بر  گیری شد واندازه اسپکتروفتومتر با نانومتر 230/260

نانومتر،  260های استخراج شده در اساس جذب نمونه

کیفیت  ،محاسبه شد. همچنین μg/mlها بر حسب غلظت آن

DNA  8/0استخراج شده با الکتروفورز روی ژل آگارز 

 تقریبا ثابت ها به میزاناز همه نمونه .گردیددرصد بررسي 

 های ژل قرار گرفت.در چاهک (نانوگرم 150)

استخراج های DNAظور بررسي کیفیت منب :PCRواکنش 

 ITSبخشي از ناحیه ، PCRها با و امکان تکثیر ژن شده

  nrDNA)ناحیه فاصله انداز رونویسي شونده داخلي( در

(DNA ریبوزومي هسته )جدول)پرایمرهای عمومي با ای 

  .تکثیر گردید (1

 

 .ایهسته ITSتوالي پرایمرهای مورد استفاده در تکثیر قطعه  -1جدول 

 نام پرایمر 5´         3´توالی  منبع

29 GGAAGGAGAAGTCGTAACAAGG ITS5m (F) 

38 TCCTCCGCTTATTGATATGC ITS4 (R) 

 

 لیدوهای گاوزبان تازه که با روش یهادر برگ ITSناحیه 

بدون استات  لیو دو لیدو ،پتواتانولامرک-2بدون  لیو دو

 Gene Allکیت و ن روش تغییر یافته موری تامسو ،آمونیوم

-هب .استاندارد تکثیر شدند PCRاستخراج شده بودند، با 

برگ گیاه خشک گاوزبان  استخراج شده از DNA ،علاوه

 استاندارد تکثیر شد. PCRبا  Gene Allکیت  هم در روش

میکرولیتر مستر میکس  10شامل  PCRمخلوط واکنش 

ا غلظت میکرولیتر از هر یک از پرایمرها ب 5/0مپلیکون، آ

استخراج شده و  DNAنانوگرم  700تا  500پیکومولار،  10

دمای اتصال  میکرولیتر بود. 20آب مقطر استریل تا حجم 

  .بود 2جدول  استاندارد طبق PCRواکنش  پرایمرها در

 

 .ITSبرای ژن  PCRدمای اتصال پرایمرها در واکنش استاندارد  -2جدول 

 دمای اتصال پرایمر

 نتی گرادبراساس درجه سا
 DNAروش استخراج 

55 
DNA  پتواتانول و امرک-2بدون  لیو دو لیدواستخراج شده به روش

CTAB بدون استات آمونیوم در گیاه تازه 

56 DNA  استخراج شده با کیتGene All در گیاه تازه و هرباریومي 

58 DNA  استخراج شده به روش تغییریافته موری و تامسون در گیاه تازه 

 

ها آن DNA هرباریومي کههای گاوزبان در نمونه ITSحیه نا

-2بدون  لیو دو لیدو، لیو دو لیدو هایبا روش

بدون استات آمونیوم استخراج  لیو دو لیدو، پتواتانولامرک

 لیو دو لیدوبا روش که و گاوزبان تازه  شده بودند

 Touch-down PCR با بود شده آن انجام DNA استخراج

مشابه  Touch-down PCRخلوط مواد واکنش م .تکثیر شدند

و شرایط دمایي به کار رفته  تهیه شداستاندارد  PCRبا 

 1روی ژل آگارز  PCRمحصولات  .بود 3مطابق جدول 

درصد الکتروفورز شدند و باندهای مورد انتظار بررسي 

 شدند.
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 .Touch-down PCRشرایط دمایي واکنش  -3جدول 

 زمان د()درجه سانتی گرا دما مرحله

 ثانیه 30دقیقه و  2 94 واسرشت شدن اولیه

 چرخه 10

 ثانیه 50 94 واسرشت شدن

 60-69 اتصال پرایمرها
ثانیه، دما یک درجه کاهش  30هر 

 یابدمي

 ثانیه 50 72 تکثیر

 چرخه 25

 ثانیه 50 94 واسرشت شدن

 ثانیه 30 58 اتصال پرایمرها

 ثانیه 50 72 تکثیر

 دقیقه 7 72 تکثیر نهایي

 
و بررسي مربوط به کیفیت  DNAاستخراج  :آماری تحلیل

ها با سه بار تکرار انجام شد. ها در همه روشو کمیت آن

 16نسخه  SPSSآماری در این مطالعه با نرم افزار  تحلیل

برای مقایسه ها، با توجه به تعداد کم دادهانجام شد. 

وزبان تازه و در گیاه گا DNAهای پنج روش استخراج داده

استفاده  والیس -کراسکال ناپارامتری هرباریومي از آزمون

در  هرباریوميهای دو نمونه تازه و شد و برای مقایسه داده

ویتني -من ناپارامتری از آزمون DNAاستخراج هر روش 

 استفاده گردید.

 نتایج

نسبت جذب  :های استخراج شدهDNAکیفیت و کمیت 

های DNAر و همچنین غلظت نانومت 230/260و  280/260

. شوددیده مي 4در جدول  از گیاه گاوزبان استخراج شده

جداسازی شده در میان گیاه  DNAغلظت  بین هایيتفاوت

-روشه شد که در دیدتازه و خشک گاوزبان در هر روش 

های دویل و دویل بدون استات آمونیوم و موری تامسون 

به برگ خشک  استخراج شده از DNAتغییر یافته، غلظت 

با (. > p-value 05/0) بیشتر از برگ تازه بودطور معناداری 

روش به کار برده  5در میان  DNAاینکه بیشترین غلظت 

 شد برای گیاه تازه، در روش موری و تامسون دیده شد

(μg/ml 00/31±00/105) ، نتایج غلظتDNA  5در میان 

 روش در گیاه تازه اختلاف معناداری نداشتند

(05/0 p-value > .)آماری غلظت  تحلیلDNA  5در میان 

اختلاف معنا داری را نشان داد هرباریومي روش در گیاه 

(05/0 p-value < و )DNA های استخراج شده با روش

 μg/ml ترتیب باب Gene Allکیت تجاری موری و تامسون و 

 و کمترین بیشترین 50/39±50/1و  66/57±00/318

  مقادیر بودند.

نانومتر، نشان دهنده  230/260و  280/260جذب  نسبت

نسبت جذب د. نباشاستخراج شده مي DNAکیفیت 

خلوص  DNAباشد یعني  2تا  8/1نانومتر اگر  280/260

. نسبت جذب استها خوبي دارد و فاقد پروتئین و فنل

ها و نانومتر هم نشان دهنده باقیمانده نمک 230/260

 5/1از  است است و بهتر DNAدر  آلودگي پلي ساکاریدی

 (.8 ،7نزدیکتر باشد ) 8/1و به  بیشتر

به دست آمده در این  نانومتر 280/260نسبت جذب 

اختلاف معناداری بین بود که  63/0- 71/1بین  مطالعه

در گیاهان تازه و  DNAهای مختلف استخراج روش

هرباریومي و همچنین بین گیاه تازه و خشک در هر روش 

نسبت جذب  (.< p-value 05/0) نداشتوجود استخراج 

اختلاف بود که  25/0 -50/1بین هم نانومتر  230/260

روش به کار رفته در میان گیاهان خشک  5معناداری میان 

میان گیاهان تازه روش به کار رفته در  5میان و همچنین 
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استخراج شده با روش  DNA (.> p-value 05/0) ه شددید

هم در گیاه گاوزبان  آمونیومبدون استات  لیو دو لیدو

 230/260از نظر نسبت جذب تازه و هم هرباریومي 

 تر بود و آلودگي کمتری را نشان دادنانومتر قابل قبول

 .(4)جدول 

 

 روش مختلف. 5 با از گیاه گاوزبان های استخراج شدهDNAمقایسه کیفیت و کمیت  -4 جدول

 در گیاه گاوزبان DNAاستخراج  هایروش
جذب نسبت 

280/260 

نسبت جذب 

230/260 
 DNA (μg/ml)غلظت 

 50/29±50/7 92/0±14/0 71/1±10/1 لیو دو لیدوتازه با روش برگ 

 00/100±55/15 88/0±02/0 28/1±07/0 لیو دو لیدوهرباریومي با روش  برگ

 50/81±70/0 10/1±00/0 64/1±10/0 پتواتانولامرک-2بدون  لیو دو لیدوتازه با روش  برگ

 66/77±50/22 02/1±10/0 45/1±09/0 پتواتانولامرک-2بدون  لیو دو لیدوهرباریومي با روش رگ ب

 33/59±91/28 50/1±22/0 56/1±09/0 بدون استات آمونیوم لیو دو لیدوتازه با روش برگ 

 00/136±06/23 04/1±01/0 39/1±04/0 بدون استات آمونیوم لیو دو لیدوهرباریومي با روش  برگ

 00/105±00/31 25/0±04/0 63/0±14/0 موری و تامسونتغیریافته تازه با روش برگ 

 00/318±66/57 84/0±07/0 32/1±06/0 موری و تامسون تغییر یافته هرباریومي با روش برگ

 Gene All  09/0±45/1 33/0±87/0 04/24±00/84تازه با روش کیت برگ 

 Gene All 44/0±37/1 37/0±91/0 50/1±50/39هرباریومي با روش کیت برگ 

 .میانگین گزارش شده است ±و به صورت انحراف معیار نتایج از تکرار سه بار آزمایش به دست آمده 

 
پس از  زه گاوزبانااستخراج شده گیاه ت DNAوضعیت 

روش دویل و دویل تقریبا  سهبا  ژل آگارز الکتروفورز در

رسید. در های دیگر به نظر ميبهتر از روشمشابه بود و 

های استخراج شده با روش DNA گیاه خشک گاوزبان هم

و  پتو اتانولامرک-2، دویل و دویل بدون دویل و دویل

تر از سایر ، ظاهر مشابهي داشتند و مناسبGene Allکیت 

اسمیر های استخراج شده DNA بیشتردر  .ها بودندروش

 (. 1است )شکل  DNAد که نشانه تخریب شدن شدیده 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
ای استخراج شده از هDNAنشان دهنده  10تا  6و  5تا  1های استخراج شده از گیاه تازه و هرباریومي گاوزبان. شماره DNAالکتروفورز  -1شکل 

آمونیوم، تغیریافته بدون استات  لیو دو لیدو پتواتانول،امرک-2بدون  لیو دو لیدو، لیو دو لیدوهای ترتیب با روشکه ب هستندهرباریومي گیاه تازه و 

 . اندجداسازی شده Gene Allموری و تامسون و کیت 

10         9           8           7           6           5           4           3            2           1  

https://dorl.net/dor/20.1001.1.23832592.1402.36.3.1.6


 1402، 3ره ، شما36جلد                                                                                     ي )مجله زیست شناسي ایران(       گیاهمجله پژوهشهای 

20.1001.1.23832592.1402.36.3.1.6 DOR:                          432-442مقاله پژوهشي، صفحات 

240 

 bp 700باندی با اندازه مورد انتظار  :PCRنتایج واکنش 

های استخراج شده از گیاه DNAروی ژل آگارز در تمام 

های DNA از میان (.2شد )شکل  دیدهتازه گاوزبان، 

نمونه به در  اهرباریومي، تنه گاوزبان استخراج شده از گیاه

محصول دست آمده از روش تغییر یافته موری و تامسون 

PCR  (2)شکل  به دست نیامدحتي با تغییر شرایط.  

 

 

 

 

 

 

 

 
ترتیب در هر ژل ب 5تا  1های شمارهدر الف( گیاه تازه و ب( گیاه هرباریومي گاوزبان.  DNAدر  ITSقطعه  PCRالکتروفورز محصول  -2شکل 

پتواتانول، دویل و دویل بدون استات آمونیوم، موری و تامسون تغییر امرک -2های دویل و دویل، دویل و دویل بدون با روش DNAج مربوط به استخرا

 ( است. SMOBIO, DM2300) DNAنشانگر وزن مولکولي است.  Gene Allیافته و کیت 

 بحث

مطالعات ژنتیک گیاهي  دراساسي  ایمرحله DNAاستخراج 

کمیت و با کیفیت  DNAجداسازی  همیشه ، ولياست

 7) استبوده هایي همراه دشواریاز گیاهان با مناسب 

در جوامع مختلف  است که هاسالگیاهان دارویي  (.17،

و  (24)شوند استفاده مي هابرخي بیماری برای درمانجهان 

های متابولیتوجود ها به واسطه از آن DNAاستخراج 

با توجه به کاربردهای . (32) استتر سختثانویه بیشتر، 

 DNAدر این مطالعه پنج روش استخراج  ،گیاه گاوزبان

 از ترو کم هزینه مناسب شیوهبرای رسیدن به یک  ژنومي

   .مقایسه شدندیکدیگر با گیاه این  برگ

-قدیمياز دویل و دویل موری و تامسون و روش روش 

 ،12) هستنددر گیاهان  DNAهای استخراج روشترین 

در تغییراتي  ،بسته به نوع گیاهپژوهشگران بسیاری که  (22

از و همکاران  Sumitha ،نمونهبرای اند. ایجاد کرده هاآن

 مولار CTAB ،5 %5روش تغییر یافته موری و تامسون با 

NaCl  1و% ( پلي وینیل پیرولیدونPVP ) برای استخراج

DNA های گیاه از برگGeophila repens L. ه کردنداستفاد 

را روش دویل و دویل  ،و همکاران ریاحيهمچنین  .(35)

در بافر استخراج برای چند گونه گیاهي  PVP %2همراه ب

در مطالعه  (.28) به کار بردند Papilionideae زیرخانواده

و همکاران چند روش تغییریافته دویل و  Sari دیگری،

-2و  CTAB ،NaClدویل را که شامل تغییر میزان 

از برگ گیاه  DNAپتواتانول بود برای استخراج مرکا

Sapodilla از روش دویل و دویل برای (. 30) استفاده کردند

و کهور  (.Nicotiana rustica L) در توتون DNAاستخراج 

، 2) ( هم استفاده شده استProsopis juliflora) پاکستاني

4). 

با حسین پور آزاد و همکاران در ارتباط با گیاه گاوزبان، 

به  μg/ml 845 DNAبه طور میانگین  STEروش استخراج 

 .(1) آوردندتازه و جوان به دست  گرم برگ 5/0ازای 

به دست آمده  DNAهای از میانگین غلظت اگرچه این عدد

 روشاین پژوهشگران در این مطالعه بیشتر است، اما 

 استفاده نکردندرا برای برگ خشک گاوزبان  STE استخراج

)مانند در این روش  بیشترنیاز به مواد شیمیایي  و همچنین

5       4        3      2      1    M   5      4       3      2      1    M   
لفا  ب 

bp 30000 
bp 1500 
bp 1000 

bp 500 
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را  امکان استفاده از آنو ساکارز(  SDS ،PVPلیتیم کلرید، 

 . سازدمحدودتر مي

، با هدف رسیدن به یک روش استخراج حاضر مطالعه در

DNA  با هزینه و مواد از گیاه تازه و هرباریومي گاوزبان

استات آمونیوم از  پتواتانول و یک بارامرک-2کمتر، یک بار 

همراه استات آمونیوم بروش دویل و دویل حذف شدند. 

ها برای حذف بهتر نمک DNAاتانول در شستشوی رسوب 

یک ترکیب احیا کننده مرکاپتواتانول -2 (.6کنند )عمل مي

موجب دناتوره شدن  است و باندهای دی سولفیدی

پلي  ها وحذف تانندر شود و علاوه بر این ها ميپروتئین

 تحلیلو نتایج به دست آمده (. 16ها هم موثر است )فنل

پتواتانول یا استات امرک-2نشان داد که حذف ماری آ

روش در برابر  روش استخراج دویل و دویلاز آمونیوم 

)بر اساس  در غلظت و یا کیفیت تاثیر معناداری ،اصلي

های DNA نانومتر( 230/260و  280/260نسبت جذب 

 p-value 05/0) ایجاد نکرد تازه و هرباریوميحاصل از گیاه 

 230/260و  280/260های جذب با وجود اینکه نسبت .(<

برده شده برای گیاه  های استخراج به کارروشبیشتر در 

های پروتئیني/پلي ترتیب نشان دهنده آلودگيگاوزبان، ب

از  ITS، اما تکثیر ناحیه ندساکاریدی/نمکي بودفنلي و پلي 

DNAهای دویل و دویل در ستخراج شده با روشهای ا

گیاه تازه و خشک گاوزبان با موفقیت انجام شد که 

بودند ن یدر حد PCRکند، ترکیبات مهارکننده مشخص مي

توان ميبنابراین  شوند.این ناحیه ژنومي که مانع از تکثیر 

در مورد گیاه گاوزبان تازه و هرباریومي بر اساس دسترسي 

پتواتانول امرک-2اهي از استات آمونیوم یا به مواد آزمایشگ

 در روش دویل و دویل استفاده نکرد.

گیاه خشک گاوزبان استخراج شده از  DNAاگرچه غلظت 

به صورت معناداری  ،روش تغییر یافته موری و تامسونبا 

(05/0 p-value < از )دیگر DNA های استخراج شده از گیاه

کیفیت مناسبي برای  DNAاما این  ،هرباریومي بیشتر بود

PCR حتي با تغییر شرایط واکنش  نداشت وPCR ز هم ا

نسبت جذب  .نشد ریتکث ITS هیمحصول ناح DNAاین 

به دست آمده از گیاه خشک  DNAنانومتر در  230/260

 دیگرگاوزبان با روش تغییر یافته موری و تامسون از 

DNA های استخراج شده از گیاه خشک کمتر بود و آلودگي

در عین بیشتری را نشان داد، ولي  ي ساکاریدی/نمکيپل

 05/0) تفاوت معناداریحال این کاهش در حدی نبود که 

p-value >) آن با  بینDNA  به دست آمده از گیاه خشک با

که باید به  اینکته روش دویل و دویل وجود داشته باشد.

عوامل مختلفي در میزان جذب  این است که آن توجه شود

تاثیر  DNAنانومتر و در نهایت در غلظت و کیفیت  260در 

تک رشته و دو رشته  DNAنسبت ، نمونهگذارند. برای مي

و  RNAموجود در محلول و حضور ترکیباتي مانند 

نانومتر اثرگذار هستند  260نوکلئوتیدهای آزاد بر جذب 

نانومتر که  280/260و  230/260های نسبت، بنابراین (.11)

و همچنین  آیندوفتومتری به دست ميبا روش اسپکتر

د بیان نتواننمي بر این اساس محاسبه شده DNAغلظت 

از آنجایي که . دنباش DNA و کمیت کننده دقیق کیفیت

-آزاد مي DNAاستخراج  در روندهای ثانویه گیاه متابولیت

گذارند، تکثیر یک ژن با تاثیر مي PCRشوند و روی واکنش 

PCR ده کیفیت تواند نشان دهنميDNA ( 36باشد.)  علت

در یک شرایط دمایي ثابت در واکنش  ITSعدم تکثیر ناحیه 

PCR  کیفیتدر تفاوت تواند به ميدر این مطالعه DNA های

 .مربوط باشد های استخراج مختلفبه دست آمده با روش

ر اتصال توانند بمي DNAهای موجود در زیرا مهارکننده

تاثیر بگذارند  PCRر واکنش د DNAپرایمرها به الگوی 

(27 ،33.) 

های تجاری همواره که کیت با در نظر گرفتن این موضوع

ها هزینه بالایي دارد و در دسترس نیستند و استفاده از آن

ممکن است برای  DNAاین یک کیت استخراج  علاوه بر

پیدا های گیاهي نتیجه قابل قبولي نداشته باشد، همه گونه

تر برای گیاهان تخراج ساده و کم هزینههای اسروشکردن 

های مجموع آزمایش ،به طور کليضروری است.  ،پرکاربرد

-از میان روش دهد کهياین پژوهش نشان م کیفي و کمي
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، به کار رفته در این مطالعه DNAاستخراج  های غیرتجاری

یا بدون استات  پتواتانولامرک-2بدون دویل و دویل  روش

جایگزین خوبي برای روش استخراج تواند مي آمونیوم

گیاه  خشکتازه و برگ کلاسیک دویل و دویل برای 

استخراج  توان امکان استفاده از این روشميگاوزبان باشد. 

DNA گاوزبان هم در  قدیمي هرباریومي هایبرای نمونه را

  مطالعات آینده بررسي کرد.
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Abstract 

DNA-based techniques are more interesting for the taxonomic study of medicinal plants 

than the classical methods. DNA isolation from medicinal plants due to the higher 

secondary metabolites is faced with some difficulties. In this study, five protocols, 

including the original Doyle and Doyle method, two modified Doyle and Doyle 

methods in which 2-mercaptoethanol or ammonium acetate were removed, modified 

Murray and Thompson method, and Gene All kit were assayed to select an appropriate 

method for the DNA extraction of fresh and herbarium leaves of Echium amoenum 

Fisch. & C.A. Mey. The quality and quantity of the DNA were examined by gel 

electrophoresis and spectrophotometric analysis. The applicability of the purified DNA 

was checked by the PCR of nuclear ribosomal DNA internal transcribed spacer (ITS) 

sequence. Compared to the original Doyle and Doyle method, the elimination of 2-

mercaptoethanol or ammonium acetate had no significant effects (p-value > 0.05) on the 

quantity and quality of the extracted DNA from fresh and herbarium E. amoenum. 

Although the highest DNA concentration was obtained by the modified Murray and 

Thompson method from herbarium leaves, the ITS region was not amplified in this 

sample. The expected PCR products of the ITS region were amplified from the other 

DNA samples. In conclusion, the easier modified Doyle and Doyle method by 

eliminating 2-mercaptoethanol or ammonium acetate is beneficial for DNA extraction 

from both fresh and herbarium leaves of E. amoenum. This modification does not 

negatively effect on the following PCR step. 

Keywords: CTAB, DNA extraction, Medicinal plant, Echium amoenum. 
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