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 چكيده

 از DNAاستخراج . هاي كلاسيك هستندتر از روشجذاب ،DNAهاي مبتني بر روش مطالعه تاكسونومي گياهان داروييدر 
جهت انتخاب يك روش مناسب براي  در اين مطالعه. با مشكلاتي مواجه است هاي ثانويه بيشتردليل متابوليت گياهان دارويي به

اصلي، دو روش  روش دويل و دويل شامل دستوركارپنج  ،ايراني هاي تازه و هرباريومي گياه گاوزباناز برگ DNAاستخراج 
 Gene All، روش تغييريافته موري و تامسون و كيت )است استات آمونيوممركاپتواتانول يا -2كه بدون (يافته دويل و دويل تغيير

 DNAقابليت استفاده . گرديدبررسي  يو اسپكتروفتومترالكتروفورز روي ژل هاي روش با DNA و كميت كيفيت .شدند ارزيابي
در . اي آزمايش شدمي هستهريبوزو DNAدر ) ITS( انداز رونويسي شونده داخليفاصله توالي PCRاز طريق خالص سازي شده 

) < p-value 05/0(تاثير معناداري  ،روشاين از مركاپتواتانول يا استات آمونيوم -2مقايسه با روش دويل و دويل اصلي، حذف 
هاي برگ از DNAاگرچه بيشترين غلظت . نداز گياه گاوزبان تازه و هرباريومي نداشت استخراج شده DNAروي كيفيت و كميت 

مورد انتظار از  PCR تمحصولا. تكثير نشد نمونهدر اين  ITS، ناحيه روش موري و تامسون تغييريافته به دست آمد با هرباريومي
مركپتواتانول يا -2تر با حذف ، روش دويل و دويل تغييريافته سادهدرنتيجه. ندتكثير شد DNAهاي ساير نمونه در ITSناحيه 

در  PCRاين تغيير اثر منفي روي مرحله . مفيد استهاي تازه و خشك گياه گاوزبان از برگ DNAاستات آمونيوم براي استخراج 
  .ادامه كار ندارد

 .ايراني گياه دارويي، گاوزبان ،DNAاستخراج ، CTAB :كليدي هايواژه

 farrokh@du.ac.ir :يكي، پست الكترون02335220223: مسئول، تلفن سندهينو* 

  مقدمه
به ) Echium amoenum Fisch. & C.A. Mey( ايراني گاوزبان
است  يانگياهيكي از تعلق دارد و  Boraginaceaeخانواده 

 ).5( باشد ميزيادي دارويي  ارزش غذايي و داراي كه
قفقاز در شمال ايران و آن منطقه محدودي طبيعي  رويشگاه

گل . )23( اي داردجايگاه ويژهايران  طب سنتي در و است
و از سه قرن قبل از ميلاد  استو برگ گاوزبان نشاط آور 

). 5،3(اين خصوصيات گياه گاوزبان شناسايي شده بود 

 هايكاربرد گاوزبان گل، برگ و سرشاخه گلدار گياه
، يهاي ضدالتهابگل گاوزبان با ويژگي ).3(د ندارويي دار

خوردگي و  براي درمان سرما ،تسكين دهنده و آرام بخش
ين از آن براي درمان همچن ،)23( رودگلودرد به كار مي
  ).3(شود ورم كليه استفاده مي

هاي ريخت شناسي در تاكسونومي سنتي  ويژگي اگرچه
كاربردي و  با ارزش ي گياهيها در شناسايي گونه همچنان



 1402، 3ره ، شما36جلد                                                                                     )       مجله زيست شناسي ايران(ي گياهمجله پژوهشهاي 

20.1001.1.23832592.1402.36.3.1.6 DOR:                   621-312مقاله پژوهشي، صفحات 

هاي اخير  استفاده از ماركرهاي مولكولي در سال است، اما
هاي تاكسونومي  محدوديتموجب رفع گسترش يافته و 

 .)25، 20(  ها شده است گونه از برخي اييشناس سنتي در
 ،ي مولكوليهانخستين مرحله براي استفاده از اين روش

فراواني  .)32 ،15 ،9( باشدمي DNAخالص سازي 
پلي ساكاريدها و  آلكالوئيدها، اي مانندهاي ثانويهمتابوليت
باكيفيت  DNAها در گياهان مشكلاتي را در تهيه پلي فنل
هاي فراواني اين متابوليت و )19 ،17 ،15(كند ايجاد مي

 استاز ساير گياهان تر ثانويه در گياهان دارويي قابل توجه
)15، 32.(   

 DNAترين بخش براي استخراج مناسبدر مطالعات گياهي 
هاي ثانويه ميزان متابوليت كه البته هاي گياهان هستندبرگ

گياهان هاي برخي متابوليت .)15 ،9( ها بالا استدر آن
و ) 32(كنند له ليز سلول تداخل ايجاد ميمرح دردارويي 
يا ) DNA )9، 32تخريب  اكسيداسيون و موجببرخي 

 مهار يادر هضم آنزيمي هاي اندونوكلئاز فعاليت آنزيم مهار
 ،14 ،9( دگردنمي PCRپليمراز در واكنش  DNAفعاليت 

هاي همين مسئله موجب شده كه پژوهشگران روش. )32
 .را براي گياهان مختلف بهينه سازي كنند DNAتخراج اس

از  DNAهايي براي استخراج هاي گذشته روشدر سال
 .)37، 34 ،10 ،8(معرفي شده است  گياهان دارويي مختلف

رسيدن به يك برخي از مطالعات هم توجه از سوي ديگر 
 DNAاستخراج  براي يا كم هزينه ساده و سريع موثر روش

 ،21 ،18(كه از كيفيت نسبي برخوردار باشد  هبوداز گياهان 
در هرباريومي هم  هاياز نمونه DNAاستخراج . )28 ،26

به ويژه زماني كه . ت خاصي داردميمطالعات گياهي اه
گياهي نادر باشد و يا رويشگاه آن به راحتي در دسترس 

هاي خشك شده از نمونه DNAمعمولا جداسازي . نباشد
-و با توجه به تفاوت دشوارتر است نسبت به گياهان تازه

هاي تركيبات شيميايي گياهان مختلف و روش خشك 
است  نياز ،ها در هرباريومو زمان نگهداري آن كردن گياه

با  DNAدر روش استخراج براي داشتن را  تغييراتي تا
 . )31 ،13( ايجاد كرد كيفيت و كميت مناسب

ز گياه ا DNAدر زمينه استخراج  مطالعات انجام شده
حسين پور آزاد و در يك مطالعه، . محدود است گاوزبان

را براي ) EDTA -تريس -ساكارز( STEهمكاران روش 
هاي تازه گياه گاوزبان بهينه سازي از برگ DNAاستخراج 

هزينه است چون به موادي بسيار پرولي اين روش . كردند
ه ب). 1(نياز دارد  PVPو  SDSهمچون ليتيم كلريد، ساكارز، 

با هدف  اين مطالعه ،ل كاربردهاي دارويي گياه گاوزباندلي
و استفاده از مواد شيميايي  تر هكم هزين يك روش رسيدن به

استخراج شده از  DNAمقايسه كيفيت و كميت به  كمتر
هاي دويل و با روش گياهاين  هاي تازه و هرباريوميبرگ
يافته  روش تغيير ،ليو دو ليدودو روش تغيير يافته  ،دويل

در دو روش  .پردازد مي Gene Allموري و تامسون و كيت 
پتواتانول يا امرك-2تغيير يافته دويل و دويل، اثر حذف 

   .نداستات آمونيوم بررسي شد

  هامواد و روش
  گياه گاوزبان :اهانيگ يو نگهدار يآور جمع

)E. amoenum(  ازو در مرحله گلدهي  1397سال  بهاردر 
)  N: 36.3751172, E: 53.2519149(ران استان مازند طبيعت

ترين  تازه جمع آوري شده در كوتاه گياهان. جمع آوري شد
با استفاده از و  شدند منتقلبه آزمايشگاه زمان ممكن 

 ،بر اساس خصوصيات ريخت شناسيكليدهاي شناسايي 
هاي جوان و سالم انتخاب برگ .ها انجام شد شناسايي آن

ها به  ، بخشي از آنب مقطرشدند و پس از شستشو با آ
درجه سانتي گراد قرار داده  - 70 رفريزدر صورت تازه 

در  در دماي اتاق خشك شدند كه بخش ديگر و شدند
) Amirahmadi 2664; DU 001120(هرباريوم دانشگاه دامغان 

در زمان انجام اين مطالعه تقريبا يك . شودنگهداري مي
  . ه بودها گذشتسال از زمان خشك كردن نمونه

روش دويل و  :دويل و دويلبا روش  DNAاستخراج 
. )12( است DNAهاي قديمي استخراج يكي از روش دويل

گرم  125/0 ياگرم برگ گياه تازه  25/0به طور خلاصه، 
% CTAB )2ميلي ليتر بافر  3همراه ب برگ گياه هرباريومي
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CTAB ،4/1  مولارNaCl ،20  ميلي مولارEDTA ،100  ميلي
 2/0 در هاون سابيده شد و) :pH 8با  Tris-HClر مولا

 سپس .دگرديبه آن اضافه  مركاپتواتانول-v/v( 2( درصد
ميكروليتر از اين مخلوط همگن به ميكروتيوب منتقل  400

درجه سانتي گراد در حمام  60دقيقه در دماي  30شد و 
- دو برابر حجم به هر نمونه كلروفرم .خشك قرار داده شد

 rpm 13000و سپس در  اضافه شد) 24:1(لكل ايزوآميل ا
 با دو برابر مايع رويي .دقيقه سانتريفيوژ گرديد 15به مدت 

يزر ردقيقه در ف 30ايزوپروپانول سرد مخلوط شد و  حجم
 rpm 13000دقيقه در  10به مدت سپس  .قرار گرفت

و % 70حاصل با اتانول  DNAرسوب . سانتريفيوژ شد
ولار شسته شد و پس از دور ميلي م 10استات آمونيم 

ريختن مايع رويي در دماي محيط خشك گرديد و در آب 
  .مقطر ديونيزه حل شد

-2بدون  ليو دو ليدوبا روش  DNAاستخراج 
تغييريافته مشابه با  DNAاستخراج اين روش  :مركاپتواتانول

پتواتانول از آن امرك-2و تنها  بود ليو دو ليدو روش
  .حذف شد
بدون استات  ليو دو ليدوروش  با DNAاستخراج 

يك بار هم استات آمونيوم از بافر شستشوي  :آمونيوم
DNA حذف گرديد و استخراج  ليو دو ليدوروش  در
DNA هاي تازه و هرباريومي گاوزبان انجام شداز برگ.  

 :و تامسون يمور افتهي رييتغبا روش  DNAاستخراج 
 بر اساس تغيير يافته موري و تامسون DNAاستخراج  روش

مراحل كار به . )28( گرفت نجامو همكاران ا رياحيروش 
 ياگرم برگ گياه تازه  25/0  :صورت خلاصه عبارتند از

 ميكروليتر 1875همراه گرم برگ گياه هرباريومي ب 125/0
ميلي مولار  NaCl ،50مولار  CTAB )2 %CTAB ،4/1بافر 

EDTA ،100  ميلي مولارTris-HCl  8با pH: (ن در هاو
مركاپتواتانول به آن اضافه - v/v (2% ( 4/0سابيده شد و 

به  ميكروليتر از مخلوط همگن 750سپس  .گرديد
 60دقيقه در دماي  60ميكروتيوب منتقل شد و به مدت 

در ادامه،  .درجه سانتي گراد در حمام خشك قرار گرفت
به هر نمونه ) 24:1(ايزوآميل الكل - ميكروليتر كلروفرم 700

شد و  سانتريفيوژ rpm 10000دقيقه در  15و  اضافه شد
حجم مايع رويي ايزوپروپانول سرد به هر نمونه  33/0

براي . دقيقه در فريزر قرار گرفت 60اضافه گرديد و 
 rpm دردقيقه  15ها به مدت ميكروتيوب ،DNAرسوب 
سانتريفيوژ شدند و پس از دور ريختن مايع رويي،  10000

 EDTAميلي مولار و  TE )Tris-HCl 10ميكروليتر بافر  100
 سديم اگزالواستات مايع روييحجم  1/0، )ميلي مولار 1

سرد به هر  95%اتانول  آن برابر حجم 2مولار و  5/2
دقيقه در  30ها به مدت  ميكروتيوب اضافه شد و نمونه

ها  نمونه سپس. گراد قرار داده شدند درجه سانتي -20فريزر 
سانتريفيوژ شدند و  rpm 10000دقيقه با سرعت  5به مدت 

شسته شد و با تكرار % 70رسوب حاصل با اتانول 
به دست آمده  DNAسانتريفيوژ در شرايط قبلي، رسوب 

  .خشك شد و در آب مقطر ديونيزه حل گرديد
 DNAاستخراج  :Gene Allبا روش كيت  DNAاستخراج 

كره ( Gene Allبرگ تازه و هرباريومي گاوزبان با كيت از 
به طور خلاصه، . طبق دستورالعمل كيت انجام شد) وبيجن

براي ) PL(ميكروليتر بافر ليز  400در اين روش ابتدا از 
 025/0(هرباريومي  يا) گرم 1/0(تازه  يهاسابيدن برگ

استفاده شد و سپس مخلوط به دست آمده در حدود ) گرم
) حمام خشك(درجه سانتي گراد  65دقيقه در دماي  10

ميكروليتر  140در مرحله بعد، به هر نمونه  .قرار گرفت
دقيقه روي يخ  5اضافه شد و ) بافر دناتوره كننده( PDبافر 

هاي موجود در كيت قرار گرفت و محلول رويي به ستون
به . سانتريفيوژ گرديد rpm 13000دقيقه در  2منتقل شد و 

بافر ( BDبرابر حجم محلول زير ستون، بافر  5/1اندازه 
هاي اضافه شد و مخلوط حاصل به ستون) دهمتصل شون

 rpmثانيه در  30موجود در كيت انتقال داده شد و  ديگر
دو  متصل شده به ستون، DNA. سانتريفيوژ گرديد 8000

شسته شد و در ) CW(شستشو دهنده  مرتبه با محلول
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دقيقه سانتريفيوژ در  1و  AEميكروليتر بافر  100نهايت با 
rpm 8000 ،DNA دگردي ون جدا و جمع آورياز ست.  

تمام  :استخراج شده DNAبررسي كيفيت و كميت 
DNA 20هاي استخراج شده تا زمان استفاده در فريزر - 

براي بررسي كيفيت  .درجه سانتي گراد نگهداري شدند
DNA و  280/260در  هااستخراج شده نسبت جذب نمونه
و بر گيري شد اندازه اسپكتروفتومتر با نانومتر 230/260

نانومتر،  260هاي استخراج شده در اساس جذب نمونه
كيفيت  ،همچنين. محاسبه شد μg/mlها بر حسب غلظت آن

DNA  8/0استخراج شده با الكتروفورز روي ژل آگارز 
 تقريبا ثابت ها به ميزان از همه نمونه .گرديددرصد بررسي 

  .هاي ژل قرار گرفتدر چاهك )نانوگرم 150(
استخراج هاي DNAنظور بررسي كيفيت مب :PCRواكنش 

 ITSبخشي از ناحيه ، PCRها با و امكان تكثير ژن شده
  nrDNAدر) ناحيه فاصله انداز رونويسي شونده داخلي(
)DNA جدول(پرايمرهاي عمومي با ) ايريبوزومي هسته 
   .تكثير گرديد )1

  
  .اي ههست ITSتوالي پرايمرهاي مورد استفاده در تكثير قطعه  -1جدول 

 نام پرايمر 5´        3´توالي منبع
29 GGAAGGAGAAGTCGTAACAAGG  ITS5m (F) 

38 TCCTCCGCTTATTGATATGC  ITS4 (R) 
  

 ليدوهاي گاوزبان تازه كه با روش يهادر برگ ITSناحيه 
بدون استات  ليو دو ليدو ،پتواتانولامرك- 2بدون  ليو دو

 Gene Allكيت و ون روش تغيير يافته موري تامس ،آمونيوم
-هب .استاندارد تكثير شدند PCRاستخراج شده بودند، با 

برگ گياه خشك گاوزبان  استخراج شده از DNA ،علاوه
 .استاندارد تكثير شد PCRبا  Gene Allكيت  هم در روش

ميكروليتر مستر ميكس  10شامل  PCRمخلوط واكنش 
با غلظت ميكروليتر از هر يك از پرايمرها  5/0مپليكون، آ

استخراج شده و  DNAنانوگرم  700تا  500پيكومولار،  10
دماي اتصال  .ميكروليتر بود 20آب مقطر استريل تا حجم 

   .بود 2جدول  استاندارد طبق PCRواكنش  پرايمرها در

  
  .ITSبراي ژن  PCRدماي اتصال پرايمرها در واكنش استاندارد  -2جدول 
 دماي اتصال پرايمر

  انتي گرادبراساس درجه س
 DNAروش استخراج 

55  
DNAپتواتانول و امرك-2بدون  ليو دو ليدواستخراج شده به روش

CTAB بدون استات آمونيوم در گياه تازه  
56 DNAاستخراج شده با كيتGene All در گياه تازه و هرباريومي  
58  DNA  استخراج شده به روش تغييريافته موري و تامسون در گياه تازه  

  
ها آن DNA هرباريومي كههاي گاوزبان  در نمونه ITSاحيه ن

- 2بدون  ليو دو ليدو، ليو دو ليدو هايبا روش
بدون استات آمونيوم استخراج  ليو دو ليدو، پتواتانولامرك

 ليو دو ليدوبا روش كه و گاوزبان تازه  شده بودند
 Touch-down PCR با بود شده آن انجام DNA استخراج

مشابه  Touch-down PCRمخلوط مواد واكنش  .تكثير شدند
و شرايط دمايي به كار رفته  تهيه شداستاندارد  PCRبا 

 1روي ژل آگارز  PCRمحصولات  .بود 3مطابق جدول 
درصد الكتروفورز شدند و باندهاي مورد انتظار بررسي 

  .شدند
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  .Touch-down PCRشرايط دمايي واكنش  -3جدول 
  زمان )اددرجه سانتي گر(دما مرحله

  ثانيه 30دقيقه و  2 94 واسرشت شدن اوليه

  چرخه 10

  ثانيه 50 94 واسرشت شدن

  60-69  اتصال پرايمرها
ثانيه، دما يك درجه كاهش  30هر 
  يابدمي

  ثانيه 50 72 تكثير

  چرخه 25
  ثانيه 50 94 واسرشت شدن
  ثانيه 30 58 اتصال پرايمرها

  ثانيه 50 72 تكثير
  دقيقه 7 72  تكثير نهايي

  
و بررسي مربوط به كيفيت  DNAاستخراج  :آماري تحليل

. ها با سه بار تكرار انجام شدها در همه روشو كميت آن
 16نسخه  SPSSآماري در اين مطالعه با نرم افزار  تحليل

براي مقايسه ها، با توجه به تعداد كم داده. انجام شد
اوزبان تازه و در گياه گ DNAهاي پنج روش استخراج  داده

استفاده  واليس -كراسكال ناپارامتري هرباريومي از آزمون
در  هرباريوميهاي دو نمونه تازه و  شد و براي مقايسه داده

ويتني -من ناپارامتري از آزمون DNAاستخراج هر روش 
 .استفاده گرديد

  نتايج
نسبت جذب  :هاي استخراج شدهDNAكيفيت و كميت 

هاي DNAتر و همچنين غلظت نانوم 230/260و  280/260
. شودديده مي 4در جدول  از گياه گاوزبان استخراج شده

جداسازي شده در ميان گياه  DNAغلظت  بين هاييتفاوت
- روشه شد كه در ديدتازه و خشك گاوزبان در هر روش 

هاي دويل و دويل بدون استات آمونيوم و موري تامسون 
به ز برگ خشك استخراج شده ا DNAتغيير يافته، غلظت 

با ). > p-value 05/0( بيشتر از برگ تازه بودطور معناداري 
روش به كار برده  5در ميان  DNAاينكه بيشترين غلظت 

 شد براي گياه تازه، در روش موري و تامسون ديده شد
)μg/ml 00/31±00/105( ، نتايج غلظتDNA  5در ميان 

  روش در گياه تازه اختلاف معناداري نداشتند
)05/0 p-value > .(آماري غلظت  تحليلDNA  5در ميان 

اختلاف معنا داري را نشان داد هرباريومي روش در گياه 
)05/0 p-value < ( وDNA هاي استخراج شده با روش

 μg/ml ترتيب باب Gene Allكيت تجاري موري و تامسون و 
 و كمترين بيشترين 50/39±50/1و  66/57±00/318

   .مقادير بودند
نانومتر، نشان دهنده  230/260و  280/260ت جذب نسب

نسبت جذب . دنباشاستخراج شده مي DNAكيفيت 
خلوص  DNAباشد يعني  2تا  8/1نانومتر اگر  280/260

نسبت جذب . استها خوبي دارد و فاقد پروتئين و فنل
ها و نانومتر هم نشان دهنده باقيمانده نمك 230/260

 5/1از  است است و بهتر DNAدر  آلودگي پلي ساكاريدي
  ).8 ،7(نزديكتر باشد  8/1و به  بيشتر

به دست آمده در اين  نانومتر 280/260نسبت جذب 
اختلاف معناداري بين بود كه  63/0-  71/1بين  مطالعه
در گياهان تازه و  DNAهاي مختلف استخراج روش

هرباريومي و همچنين بين گياه تازه و خشك در هر روش 
نسبت جذب  ).< p-value 05/0( نداشت وجوداستخراج 

اختلاف بود كه  25/0 - 50/1بين هم نانومتر  230/260
روش به كار رفته در ميان گياهان خشك  5معناداري ميان 

ميان گياهان تازه روش به كار رفته در  5ميان و همچنين 
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استخراج شده با روش  p-value <.( DNA 05/0( ه شدديد
هم در گياه گاوزبان  آمونيوم بدون استات ليو دو ليدو

 230/260از نظر نسبت جذب تازه و هم هرباريومي 

 تر بود و آلودگي كمتري را نشان دادنانومتر قابل قبول
 .)4جدول (

  
  .روش مختلف 5 با از گياه گاوزبان هاي استخراج شدهDNAمقايسه كيفيت و كميت  -4 جدول

  در گياه گاوزبان DNAاستخراج  هايروش
جذب نسبت
280/260 

نسبت جذب 
230/260  

  )DNA )μg/mlغلظت 

  50/29±50/7  92/0±14/0  71/1±10/1  ليو دو ليدوتازه با روش برگ 
  00/100±55/15  88/0±02/0  28/1±07/0 ليو دو ليدوهرباريومي با روش برگ
  50/81±70/0  10/1±00/0  64/1±10/0 پتواتانولامرك-2بدونليو دو ليدوتازه با روش برگ
  66/77±50/22  02/1±10/0  45/1±09/0 پتواتانولامرك-2بدونليو دو ليدوهرباريومي با روش برگ
  33/59±91/28  50/1±22/0  56/1±09/0 بدون استات آمونيومليو دو ليدوتازه با روش برگ
  00/136±06/23  04/1±01/0  39/1±04/0 بدون استات آمونيومليو دو ليدوهرباريومي با روش برگ
  00/105±00/31  25/0±04/0  63/0±14/0 موري و تامسونتغيريافته تازه با روش برگ
  00/318±66/57  84/0±07/0  32/1±06/0 موري و تامسونتغيير يافته هرباريومي با روشبرگ
  Gene All 09/0±45/1  33/0±87/0  04/24±00/84تازه با روش كيت برگ
  Gene All 44/0±37/1  37/0±91/0  50/1±50/39هرباريومي با روش كيت برگ

  .ميانگين گزارش شده است ±و به صورت انحراف معيار نتايج از تكرار سه بار آزمايش به دست آمده 

  
پس از  زه گاوزبانااستخراج شده گياه ت DNAوضعيت 

روش دويل و دويل تقريبا  سهبا  ژل آگارز الكتروفورز در
در . رسيدهاي ديگر به نظر ميبهتر از روشمشابه بود و 

هاي استخراج شده با روش DNA گياه خشك گاوزبان هم

و  پتو اتانولامرك- 2، دويل و دويل بدون دويل و دويل
تر از ساير ، ظاهر مشابهي داشتند و مناسبGene Allكيت 
اسمير هاي استخراج شده DNA بيشتردر  .ها بودندروش
 ). 1شكل (است  DNAد كه نشانه تخريب شدن شديده 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

اي استخراج شده از هDNAنشان دهنده  10تا  6و  5تا  1هاي شماره. استخراج شده از گياه تازه و هرباريومي گاوزبان DNAالكتروفورز  -1شكل 
آمونيوم، تغيريافته  بدون استات ليو دو ليدو پتواتانول،امرك-2بدون  ليو دو ليدو، ليو دو ليدوهاي ترتيب با روشكه ب هستندهرباريومي گياه تازه و 

  . اندجداسازي شده Gene Allموري و تامسون و كيت 

10         9           8           7           6           5           4           3            2           1  
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 bp 700باندي با اندازه مورد انتظار  :PCRنتايج واكنش 
هاي استخراج شده از گياه DNAروي ژل آگارز در تمام 

هاي DNA از ميان ).2شكل (شد  ديدهتازه گاوزبان، 

نمونه به در ا هرباريومي، تنه گاوزبان استخراج شده از گياه
محصول دست آمده از روش تغيير يافته موري و تامسون 

PCR  2شكل ( به دست نيامدحتي با تغيير شرايط(.  

  
 
  
  
  
  
  
  

ترتيب در هر ژل ب 5تا  1هاي شماره. گياه هرباريومي گاوزبان) گياه تازه و ب) در الف DNAدر  ITSقطعه  PCRالكتروفورز محصول  -2شكل 
پتواتانول، دويل و دويل بدون استات آمونيوم، موري و تامسون تغيير امرك -2هاي دويل و دويل، دويل و دويل بدون با روش DNAاج مربوط به استخر

  . است) DNA )SMOBIO, DM2300نشانگر وزن مولكولي . است Gene Allيافته و كيت 

 بحث

مطالعات ژنتيك گياهي  دراساسي  ايمرحله DNAاستخراج 
كميت و با كيفيت  DNAجداسازي  هميشه ، ولياست

 7( استبوده هايي همراه دشوارياز گياهان با مناسب 
در جوامع مختلف  است كه هاسالگياهان دارويي  ).17،

و  )24(شوند استفاده مي هابرخي بيماري براي درمانجهان 
هاي متابوليتوجود ها به واسطه از آن DNAاستخراج 

با توجه به كاربردهاي . )32( استتر سختثانويه بيشتر، 
 DNAدر اين مطالعه پنج روش استخراج  ،گياه گاوزبان

 از تر و كم هزينه مناسب شيوهبراي رسيدن به يك  ژنومي
    .مقايسه شدنديكديگر با گياه اين  برگ

- قديمياز دويل و دويل موري و تامسون و روش روش 

 ،12( هستنددر گياهان  DNAهاي استخراج روشترين 
در تغييراتي  ،بسته به نوع گياهپژوهشگران بسياري كه  )22
از و همكاران  Sumitha ،نمونهبراي . اندايجاد كرده هاآن

 مولار CTAB ،5% 5روش تغيير يافته موري و تامسون با 
NaCl  پلي وينيل پيروليدون % 1و)PVP ( براي استخراج

DNA هاي گياه از برگGeophila repens L. ه كردنداستفاد 
را روش دويل و دويل  ،و همكاران رياحيهمچنين  .)35(
در بافر استخراج براي چند گونه گياهي  PVP% 2همراه ب

در مطالعه  ).28( به كار بردند Papilionideae زيرخانواده
و همكاران چند روش تغييريافته دويل و  Sari ديگري،

- 2و  CTAB ،NaClدويل را كه شامل تغيير ميزان 
از برگ گياه  DNAپتواتانول بود براي استخراج مركا

Sapodilla از روش دويل و دويل براي ). 30( استفاده كردند
و كهور  ).Nicotiana rustica L( در توتون DNAاستخراج 
، 2( هم استفاده شده است) Prosopis juliflora( پاكستاني

4(. 

با حسين پور آزاد و همكاران در ارتباط با گياه گاوزبان، 
به  μg/ml 845 DNAبه طور ميانگين  STEروش استخراج 

 .)1( آوردندتازه و جوان به دست  گرم برگ 5/0ازاي 
به دست آمده  DNAهاي  از ميانگين غلظت اگرچه اين عدد

 روشاين پژوهشگران در اين مطالعه بيشتر است، اما 
 استفاده نكردندرا براي برگ خشك گاوزبان  STE استخراج

مانند (در اين روش  بيشترنياز به مواد شيميايي  و همچنين

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  امكان استفاده از آن) و ساكارز SDS ،PVPليتيم كلريد، 
  . سازد محدودتر مي

، با هدف رسيدن به يك روش استخراج حاضر مطالعه در
DNA  با هزينه و مواد از گياه تازه و هرباريومي گاوزبان

استات آمونيوم از  پتواتانول و يك بارامرك- 2كمتر، يك بار 
همراه استات آمونيوم ب. روش دويل و دويل حذف شدند

ها براي حذف بهتر نمك DNAاتانول در شستشوي رسوب 
يك تركيب احيا كننده مركاپتواتانول -2 ).6(كنند عمل مي

موجب دناتوره شدن  است و باندهاي دي سولفيدي
پلي  ها وحذف تانندر شود و علاوه بر اين ها ميپروتئين

 تحليلو نتايج به دست آمده ). 16(ها هم موثر است فنل
پتواتانول يا استات امرك- 2نشان داد كه حذف ماري آ

روش در برابر  روش استخراج دويل و دويلاز آمونيوم 
بر اساس ( در غلظت و يا كيفيت تاثير معناداري ،اصلي

هاي DNA )نانومتر 230/260و  280/260نسبت جذب 
 p-value 05/0( ايجاد نكرد تازه و هرباريوميحاصل از گياه 

 230/260و  280/260هاي جذب با وجود اينكه نسبت .)<
برده شده براي گياه  هاي استخراج به كارروشبيشتر در 

پلي /هاي پروتئينيترتيب نشان دهنده آلودگيگاوزبان، ب
از  ITS، اما تكثير ناحيه ندنمكي بود/ساكاريديفنلي و پلي 

DNAهاي دويل و دويل در ستخراج شده با روشهاي ا
گياه تازه و خشك گاوزبان با موفقيت انجام شد كه 

بودند ن يدر حد PCRكند، تركيبات مهاركننده مشخص مي
توان ميبنابراين  .شونداين ناحيه ژنومي كه مانع از تكثير 

در مورد گياه گاوزبان تازه و هرباريومي بر اساس دسترسي 
پتواتانول امرك- 2اهي از استات آمونيوم يا به مواد آزمايشگ

 .در روش دويل و دويل استفاده نكرد

گياه خشك گاوزبان استخراج شده از  DNAاگرچه غلظت 
به صورت معناداري  ،روش تغيير يافته موري و تامسونبا 
)05/0 p-value < ( ديگراز DNA هاي استخراج شده از گياه

كيفيت مناسبي براي  DNAاما اين  ،هرباريومي بيشتر بود
PCR حتي با تغيير شرايط واكنش  نداشت وPCR ز هم ا

نسبت جذب  .نشد ريتكث ITS هيمحصول ناح DNAاين 
به دست آمده از گياه خشك  DNAنانومتر در  230/260

 ديگرگاوزبان با روش تغيير يافته موري و تامسون از 
DNA هاي استخراج شده از گياه خشك كمتر بود و آلودگي

در عين بيشتري را نشان داد، ولي  نمكي/ي ساكاريديپل
 05/0( تفاوت معناداريحال اين كاهش در حدي نبود كه 

p-value >( آن با  بينDNA  به دست آمده از گياه خشك با
كه بايد به  اينكته .روش دويل و دويل وجود داشته باشد

عوامل مختلفي در ميزان جذب  اين است كه آن توجه شود
تاثير  DNAنانومتر و در نهايت در غلظت و كيفيت  260در 
تك رشته و دو رشته  DNAنسبت ، نمونهبراي . گذارندمي

و  RNAموجود در محلول و حضور تركيباتي مانند 
نانومتر اثرگذار هستند  260نوكلئوتيدهاي آزاد بر جذب 

نانومتر كه  280/260و  230/260هاي نسبت، بنابراين ).11(
و همچنين  آيندوفتومتري به دست ميبا روش اسپكتر

د بيان نتواننمي بر اين اساس محاسبه شده DNAغلظت 
از آنجايي كه . دنباش DNA و كميت كننده دقيق كيفيت

- آزاد مي DNAاستخراج  در روندهاي ثانويه گياه متابوليت

گذارند، تكثير يك ژن با تاثير مي PCRشوند و روي واكنش 
PCR ده كيفيت تواند نشان دهنميDNA  علت  ).36(باشد

در يك شرايط دمايي ثابت در واكنش  ITSعدم تكثير ناحيه 
PCR  كيفيتدر تفاوت تواند به ميدر اين مطالعه DNA هاي

 .مربوط باشد هاي استخراج مختلفبه دست آمده با روش
ر اتصال توانند ب مي DNAهاي موجود در   زيرا مهاركننده

تاثير بگذارند  PCRر واكنش د DNAپرايمرها به الگوي 
)27 ،33.(  

هاي تجاري همواره كه كيت با در نظر گرفتن اين موضوع
ها هزينه بالايي دارد و در دسترس نيستند و استفاده از آن

ممكن است براي  DNAاين يك كيت استخراج  علاوه بر
پيدا هاي گياهي نتيجه قابل قبولي نداشته باشد، همه گونه

تر براي گياهان تخراج ساده و كم هزينههاي اسروشكردن 
هاي مجموع آزمايش ،به طور كلي. ضروري است ،پركاربرد

-از ميان روش دهد كهياين پژوهش نشان م كيفي و كمي
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جايگزين خوبي براي روش استخراج تواند مي آمونيوم
گياه  خشكتازه و برگ كلاسيك دويل و دويل براي 

استخراج  توان امكان استفاده از اين روشمي. گاوزبان باشد

DNA گاوزبان هم در  قديمي هرباريومي هايبراي نمونه را
   .مطالعات آينده بررسي كرد
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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. 

 


