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چکیده:

برخـلاف بسـیاری از موجـودات، حشـرات منجمله زنبورعسـل 
دارای کوتیکـول سـخت و سـفت بـوده و همیـن موضوع اسـتخراج 
DNA از آنهـا را بـا مشـکل مواجـه کـرده اسـت. بـرای اسـتخراج 
گونه‌هـای  سـایر  و   )Apis mellifera( زنبورعسـل  از   DNA
جنـس Apis اکثـراً از دسـتورالعمل‌های عمومـی کـه بیشـتر بـرای 
اسـتخراج DNA از بافت‌هـای گیاهـی و خـون طراحـی و بهینـه 
زنبورعسـل  شـده  اسـتخراج   DNA می‌شـود.  اسـتفاده  شـده، 
بافت‌هـای  بـرای  شـده  بهینـه  دسـتورالعمل‌های  از  اسـتفاده  بـا 
گیاهـی و خـون اکثـراً دارای کیفیـت خیلـی پایینی بـوده و آلودگی 
حیـن  را  زیـادی  مشـکلات  کـه  دارد  بالایـی   RNA و  پروتئینـی 
تکثیـر در واکنـش زنجیـره‌ای پلی‌مـراز و مراحـل بعـدی آنالیزهـا 

تمـام  کار  اسـاس  و  شـروع  نقطـه  آنجاییکـه  از  می‌کنـد.  درسـت 
سـازی  جـدا  ژنتیـک،  مهندسـی  و  مولکولـی  ژنتیـک  تحقیقـات 
DNA  بـا کیفیـت عالـی اسـت و از طـرف دیگـر، بـا توجه بـه نتایج 
 DNA متفاوت دسـتورالعمل‌های اسـتفاده شـده جهت اسـتخراج
زنبورعسـل در آزمایشـگاه‌های خـارج و داخـل کشـور و اهمیـت و 
ضـرورت تحقیقـات مولکولـی روی زنبورعسـل ایرانـی، در ادامـه 
مطلـب نحـوی نمونه‌بـرداری، تعداد نمونه زنبورعسـل مـورد نیاز، 
بهینـه شـده  نمونه‌هـا، مراحـل دسـتورالعمل  نگهـداری  شـرایط 
اسـتخراج DNA از زنبورعسـل ایرانـی و روش تعییـن کیفیـت و 

کیمـت آن ارائـه خواهـد شـد.
کلیـدی: زنبورعسـل، اسـتخراج DNA، پروتـکل بهینه  کلمـات 

شـده، ژنتیـک مولکولی 
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مقدمه

از  یکـی   )Apis mellifera Linnaeus, 1758( زنبورعسـل 
زیـادی  اهمیـت  کـه  دنیاسـت  گرده‌افشـان  حشـرات  مهمتریـن 
دارد  غذایـی  امنیـت  تامیـن  و  پزشـکی  کشـاورزی،  بخـش‌  در 
)Rahimi et al., 2023(. تاکنـون 9 گونـه زنبورعسـل از جنـس 
Apis در دنیا شـناخته شـده اسـت که دو گونه از آنها، زنبورعسـل 
 Apis florea( کوچـک  زنبورعسـل  و   )A. mellifera( معمولـی 
Fabricius, 1787(، در ایـران وجـود دارنـد.  همچنیـن، تاکنـون 33 
زیرگونـه و تعـداد زیـادی اکوتیپ از زنبورعسـل معمولی براسـاس 
خصوصیـات رفتـاری، مورفولوژیکی و مولکولی در جهان شـناخته 
شـده اسـت )Rahimi et al., 2022( کـه یکـی از ایـن زیرگونه‌هـا 
 Apis mellifera meda( ایرانـی  زنبورعسـل  عنـوان  تحـت 
.)Ruttner et al., 1985( در ایران وجود دارد )Shorikov 1929
رشـته‌های  بـا  دنیـا  سرتاسـر  در  مختلفـی  محققـان  امـروزه 
تخصصـی متفـاوت بـه سـمت تحقیقـات روی زنبورعسـل به علت 
اهمیـت زیـاد آن گرایـش پیـدا کردنـد بـه ویـژه در دهه‌هـای اخیر 
از لحـاظ تحقیقـات ژنتیـک مولکولـی و مهندسـی ژنتیـک بسـیار 
مـورد توجـه قـرار گرفتـه اسـت. نقطـه شـروع و اسـاس کار تمـام 
سـازی  جـدا  ژنتیـک،  مهندسـی  و  مولکولـی  ژنتیـک  تحقیقـات 
 Evans et al.,( بـا کیفیـت عالـی و سـپس آنالیـز آن اسـت  DNA
Rahimi et al., 2014 ;2013(. پیشـرفت در هـر رشـته علمـی بـه 
آن  پیشـرفته  و  جدیـد  روش‌هـای  و  تکنیک‌هـا  بـودن  دسـترس 
سـال‌های  در   .)Holloway et al., 2013( دارد  بسـتگی  رشـته 
اخیـر بـا پیشـرفت رشـته ژنتیـک، در اکثـر آزماشـگاه‌های معتبـر 
 DNA دنیـا آزمایش‌هایـی برای جدا کـردن بخش‌های ویـژه‌ای از
ارگانیسـم‌ها جهـت پـی بـردن بـه خصوصیـات ژنتیکـی آن انجـام 
شـده اسـت )Kek et al., 2018(. مباحـث مولکولـی از اهمیـت 
روزافزونی در علوم زیسـتی برخودار اسـت و اسـتخراج اسـیدهای 
تحلیل‌هـای  و  بررسـی‌  در  نیـاز  مهمتریـن  و  اولیـن  نوکلئیـک 
 Berthomieu and Meyer,( می‌باشـد  مولکولـی  و  ژنتیکـی 
2018(. همچنیـن، مهندسـی ژنتیک براسـاس اطلاعـات ژنتیکی 
پایـه گـذاری شـده کـه بـه صـورت ژن‌هـای روی DNA کدگـذاری 
در   DNA سـاختمان  بـه  دسـتیابی  لـزوم  بنابرایـن،  شـده‌اند. 
مباحـث مهندسـی ژنتیـک و ژنتیک مولکولی موجب شـده اسـت 
چندیـن روش آزمایشـگاهی بـرای اسـتخراج DNA موجودات به 

 .)Watson, 2004; Chen et al., 2010( وجـود آیـد
برخـلاف بسـیاری از موجودات، حشـرات منجمله زنبورعسـل 
دارای کوتیکـول سـخت و سـفت بـوده و همین موضوع اسـتخراج 
 Rahimi et al.,( از آنهـا را بـا مشـکل مواجـه کـرده اسـت DNA

Apis mel�( از زنبورعسـل DNA اکثـراً، بـرای اسـتخراج .)20188
دسـتورالعمل‌های  از   Apis جنـس  گونه‌هـای  سـایر  و   )lifera
عمومـی کـه بیشـتر بـرای اسـتخراج DNA از بافت‌هـای گیاهـی و 
خـون طراحی و بهینه شـده، اسـتفاده می‌شـود. در این شـرایط، 
DNA اسـتخراج شـده اکثـراً دارای کیفیـت خیلـی پایینـی بـوده 
بالایـی دارد کـه مشـکلات زیـادی   RNA و  و آلودگـی پروتئینـی 
را حیـن تکثیـر در واکنـش زنجیـره‌ای پلی‌مـراز و مراحـل بعـدی 
آنالیزهـا ایجـاد می‌کنـد. بنابرایـن، بـا توجـه بـه نتایـج متفـاوت 
از   DNA اسـتخراج  جهـت  شـده  اسـتفاده  دسـتورالعمل‌های 
زنبورعسـل در آزمایشـگاه‌های خـارج و داخـل کشـور و همچنیـن 
اهمیـت و ضـرورت تحقیقـات مولکولـی روی زنبورعسـل ایرانـی 
تعـداد  نمونه‌بـرداری،  نحـوی  مطلـب  ادامـه  در  اخیـر،  دهـه  در 
نمونه زنبورعسـل مـورد نیاز، شـرایط نگهـداری نمونه‌ها، مراحل 
دسـتورالعمل بهینه شـده اسـتخراج DNA  از زنبورعسل ایرانی و 

روش تعییـن کیفیـت و کیمـت آن شـرح داده خواهـد شـد.

تعـداد و نحوی جمـع آوری نمونه‌های زنبورعسـل 
از کلنی‌هـا

از آنجایـی کـه هـر کلنـی زنبورعسـل دارای یـک ملکـه اسـت و 
ایـن ملکـه در پـرواز جفتگیری به طور متوسـط بـا 15-12 زنبور نر 
جفـت گیری می‌کنـد، بنابرایـن از لحاظ ژنتیکی افـراد داخل یک 
کلنـی متفـاوت و تـک تـک آنهـا قابلیـت و ارزش بررسـی را دارنـد 
ولـی ایـن موضـوع از لحـاظ هزینه‌هـا و زمـان مقـرون بـه صرفـه 
نیسـت و لازم اسـت از هـر کلنـی تعـداد نمونـه‌ای خـاص بـا توجـه 
بـه محدودیـت زمـان و هزینه‌ها، از مـکان خاصـی در داخل کندو 
برداشـته شـود. متناسـب با نوع هدف مـورد بررسـی در مطالعات 
ژنتیکـی زنبورعسـل ایرانـی، لازم اسـت از 1 تـا 50 نمونـه‌ی زنبور 
از هـر کلنـی از محـل پرورش نـوزادان برداشـته شـود. لازم به ذکر 
اسـت، بهتـر اسـت که نمونه‌های انتخاب شـده از هـر کلنی از روی 
لارو کـه دارای بیشـترین تعـداد زنبـور  قاب‌هـای حـاوی تخـم و 
پرسـتار هسـتند، انتخـاب و بـه عنـوان نماینـده آن کلنـی بـرای 
در  می‌شـود  توصیـه  داد.  قـرار  اسـتفاده  مـورد  مطالعـات  انجـام 
فصـل غـارت، نمونه‌بـرداری از کلنی‌هـا انجام نگردد یـا در صورت 
پـرورش  قاب‌هـای محـل  از  بالایـی  بـا دقـت  نمونه‌هـا  ضـرورت، 
نـوزادان برداشـته شـوند. هنـگام برداشـتن نمونه‌هـای زنبـور از 
کندوهـا، بهتـر اسـت آنهـا را با اتر بیهـوش کرد زیـرا بیهوش کردن 
بـا اتر باعث می‌شـود کـه خرطوم زنبورهـا تا حدودی بیـرون آمده 
و صـاف و کشـیده باشـد کـه ایـن امـر، در بیـرون آوردن خرطـوم و 
انـدازه گیـری طـول آن را در بررسـی‌های مورفولوژیـک راحت‌تـر 
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می‌کنـد. لازم بـه ذکـر اسـت تمـام اطلاعات ضـروری مثل شـماره 
کندو، شـماره زنبورسـتان، اسـم شهرستان و اسـتان، مشخصات 
ظـرف  روی  جمـع‌آوری  سـال  و  کننـده  جمـع‌آوری  شـخص 

هنـگام  در  اسـت  لازم  همچنیـن،  شـود.  درج  نمونه‌هـا  حـاوی 
نمونه‌بـرداری اطلاعـات جغرافیایـی محـل نمونه‌بـرداری نیز ثبت 

گـردد )شـکل 1(.

شکل 1: شیشه حاوی محلول پامپل و نمونه‌های زنبورعسل برای بررسی‌های مورفولوژیکی  )رحیمی، 1395(

شرایط نگهداری نمونه‌های زنبورعسل

گیـری صفـات مورفولوژیـک-  نگهـداری نمونه‌هـا بـرای انـدازه     
ژئومتریـک:

در مطالعـات مورفولوژیـک و بخصـوص انـدازه گیـری صفـات 

شـکل  و  رنـگ  تغییـر  عـدم  به‌خاطـر  ژئومتریـک  مورفولوژیـک- 
اعضـای مختلـف بـدن زنبـور، بهتـر اسـت نمونه‌های جمـع آوری 
شـده از هـر کلنـی در داخـل ظرف حـاوی محلـول پامپل تـا زمان 
بررسـی نگهـداری شـود )شـکل1( کـه ایـن محلـول بـه شـرح ذیل 

تهیـه می‌شـود:

دستورالعمل تهیه محلول پامپل

30 قسمت آب مقطر

شش قسمت فرمالدئید 40 درصد

15 قسمت اتانول 96 درصد 

دو قسمت اسید استیک

   نگهداری نمونه ها برای مطالعات مولکولی:
بـرای مطالعـات مولکولـی بـا هـدف آنالیـز DNA، بهتـر اسـت 
یـا  اتانـول مطلـق  نمونه‌هـا را داخـل ظـروف درب بسـته حـاوی 

اتانـول 96 درصـد بـالا و در یخچال )بـرای دوره کوتاه مـدت( یا در 
فریـز 20 – درجـه سـانتی‌گراد )بـرای دوره طولانی مـدت( تا زمان 

اسـتخراج DNA نگهـداری کـرد )شـکل 2(.
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شکل 2: شیشه حاوی اتانول مطلق و نمونه‌های زنبورعسل برای بررسی‌های مولکولی )رحیمی، 1395(

DNA نحوی آماده سازی نمونه‌ها برای استخراج

بـا توجـه به اینکـه نمونه‌هـای زنبورعسـل از محل زنبورسـتان 
تـا زمـان اسـتخراج DNA در داخـل اتانـول نگهـداری می‌شـوند، 
 ،DNA لازم اسـت قبـل از اسـتفاده از آنهـا بـرای عمـل اسـتخراج
مدتـی روی یـک تکـه پارچـه سـفید رنـگ تمیـز قـرار گیرنـد تـا 
اتانـول از روی بـدن آنها تبخیر شـده و سـپس بـرای انجام مراحل 
آنجاییکـه  از  بگیرنـد )شـکل3(.  قـرار  اسـتفاده  مـورد  اسـتخراج 
افـراد داخـل یـک کلنـی از لحـاظ ژنتیکی متفـاوت هسـتند، لازم 
اسـت DNA زنبورهـا بـه صـورت انفـرادی از تـک تـک نمونه‌هـا 
بـرای  شـده  اسـتفاده  تکنیـک  و  هـدف  نـوع  گـردد.  اسـتخراج 
آنالیـز DNA مشـخص می‌کنـد کـه کل بـدن یـا قسـمتی از بـدن 

نمونـه زنبـور بـرای اسـتخراج DNA مورد اسـتفاده قرار گیـرد. از 
آنجاییکـه زنبورعسـل یـک حشـره گرده‌افشـان اسـت و روی پـای 
سـوم سـبد گـرده، روی پا اول شـاخک پاک‌کـن و همچنین دارای 
موهـای منشـعب اسـت، احتمـال دارد روی بـدن یـا درون ایـن 
اندام‌هـا گـرده یـا بره‌‌مـوم یـا دورن سیسـتم گوارشـی آنهـا گـرده 
و شـهد گیاهـان موجـود باشـد. بنابرایـن، بهتـر اسـت اسـتخراج 
DNA از اندام‌هایـی مثـل سـر و پیوسـت‌های آن، ماهیچه‌هـای 
قفسـه سـینه، بال‌هـا و پاهـای دوم صـورت گیـرد. براسـاس نتایج 
و  نشـانگرها  از  اسـتفاده  هنـگام  حتـی  شـده  انجـام  تحقیقـات 
آغازگرهـای اختصاصـی پیشـنهاد نمی‌گـردد کـه از قسـمت شـکم 
زنبـور جهـت اسـتخراج DNA اسـتفاده شـود زیـرا آلودگی‌هـا را 

.)Rahimi et al., 2023( چنـد برابـر می‌کنـد

شکل 3: مراحل تبخیر اتانول  و جدا کردن قطعات بدن نمونه‌ی زنبورعسل قبل از عمل استخراج DNA )رحیمی، 1395(
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اصول و مراحل استخراج DNA از زنبورعسل 

مختلـف  موجـودات  روی   DNA اسـتخراج  اولیـن  زمـان  از 
تاکنـون پروتکل‌هـا و روش‌هـای مختلفـی معرفی شـده اسـت و به 
تدریـج اصلاحاتـی در هریـک از آنهـا صورت گرفته اسـت که منجر 
به سـاده شـدن فراینـد و افزایـش بـازده اسـتخراج DNA گردیده 
اسـت. بدیـن ترتیـب در ادامـه مطلـب، شـمایی کلـی از مراحـل 

اسـتخراج اسـیدهای نوکلیئـک ارائـه می‌شـود:

   شکستن سلول: 
جهـت  دارد،  قـرار  سـلول  داخـل  در   DNA کـه  آنجایـی  از 
جداسـازی آن بایـد سـلول را شکسـت. بـرای ایـن کار در مـورد 
هـر موجـود، بافـت و سـلول‌ بایـد روش خاصـی را بـه کار بـرد. بـا 
توجـه بـه اینکـه زنبورعسـل دارای کوتیکـول و بافت‌هـای کتینـی 
سـخت و سـفت اسـت از شـوینده‌های یونی به ویژه SDS )سـدیم 
دودسـیل سـولفات( برای شکسـتن سلول اسـتفاده می‌شود. لازم 
بـه ذکر اسـت که به دلیل شـکنندگی رشـته‌های DNA، شکسـتن 
شـامل  بافـر  ایـن  گیـرد.  انجـام  بافـر  داخـل  در  بایـد  سـلول‌ها 
Tris-HCL (Tris: هیدروکسـی اتیـل آمینواتیـل هیدروکلرایـد(، 
EDTA )اتیلـن دی آمیـن تترا اسـتیک اسـید( و SDS می‌باشـد. 
SDS دوتـا خاصیـت عمـده دارد: یکـی باعث حل شـدن چربی‌ها 
می‌شـود و دیگـر اینکـه بـا اتصـال بـه DNA باعـث پایـداری آن 
غشـای  شـدن  حـل  باعـث  نیـز   EDTA همچنیـن،  می‌گـردد. 

می‌شـود. سـلول‌ها  دیـواره  خارجـی 

   رسوب پروتئین‌ها:
 همزمـان بـا شکسـته شـدن سـلول، محتویـات آن کـه شـامل 
DNA، RNA، پروتئیـن، قنـد، چربـی و غیـره اسـت، آزاد مـی 
شـود. در ایـن مرحلـه برای خالص سـازی DNA بایـد پروتئین‌ها 
یـا  و  کلروفـورم  فنـل،  از  کار می‌تـوان  ایـن  بـرای  یابنـد.  رسـوب 
محلـول غلیـظ نمک‌هـای مختلـف اسـتفاده کـرد کـه ایـن مـواد 
نتیجـه  در  و   )Denaturation( پروتیئن‌هـا  شـکل  تغییـر  باعـث 

می‌شـوند. آنهـا  رسـوب 

:DNA رسوب دادن   
بـرای رسـوب DNA از الـکل مطلـق اسـتفاده می‌شـود. الـکل 
سـرد به سوسپانسـیون حاصل از شکسـتن سـلول اضافه می‌شـود 
و سـپس سوسپانسـیون حاوی الکل سـرد در فریزر قرار می‌گیرد. 
در ایـن مرحلـه در حدفاصـل آب و الـکل، DNA و RNA رسـوب 

می‌کنـد.

کردن DNA و RNA از یکدیگر:     جدا 
در ایـن مرحلـه بـا توجـه بـه هدفـی کـه مدنظـر اسـت )آنالیـز 
کـرد.  از یکدیگـر جـدا  بایـد  را   RNA و   DNA (RNA یـا   DNA
بـا توجـه بـه اینکـه هـدف ما، بررسـی DNA  اسـت بـا اسـتفاده از 

RNA هـا را تجزیـه کـرد. RNase، می‌تـوان  آنزیـم 

DNA مراحل  پروتکل بهینه شده استخراج

بـا توجـه بـه اینکـه نمونه‌هـای زنبـور از محـل زنبورسـتان تـا 
می‌شـوند،  نگهـداری  اتانـول  داخـل  در   DNA اسـتخراج  زمـان 
ضروریسـت قبـل از شـروع مراحـل اسـتخراج بـرای مـدت چنـد 
دقیقـه‌ای روی پارچـه‌ای سـفید رنـگ تمیـز قـرار گیرنـد تـا الـکل 
از روی بـدن آنهـا تبخیر شـده و سـپس بـرای اسـتخراج DNA که 
مراحـل آن بـه شـرح ذیـل می‌باشـد، مـورد اسـتفاده قـرار گیرند.

اتانـول  حـاوی  ظـرف  داخـل  از  را  زنبورکارگـر  یـک  ابتـدا   -1
مطلـق خـارج کـرده و بـرای مـدت چنـد لحظـه روی یـک پارچـه 
سـفید رنـگ تمیز قـرار داده تا اتانـول آن کاملاً جذب پارچه شـده 

و تبخیـر شـود )شـکل 3(.

2- سـر و قفسه‌سـینه هـر زنبورکارگـر بـه همـراه پیوسـت‌های 
اختصاصـی(  آغازگرهـای  و  نشـانگر  بـا  کـردن  کار  )هنـگام  آنهـا 
)شـکل 3( یـا سـر و پیوسـت‌های آن، ماهیچه‌های قفسـه سـینه، 
پاهـای دوم و بالهـا )در صـورت اسـتفاده از نشـانگر یـا آغازگرهای 
عمومـی یـا نیمـه اختصاصی( هـر  نمونه زنبـور را با پنس اسـتریل 
قـرارداده  اسـتریل  چینـی  هـاون  داخـل  در  را  آن  و  کـرده  جـدا 
)شـکل a 4( و بـا اسـتفاده از دسـته هـاون و در حضـور ازت مایـع 
نمونـه را به‌خوبـی سـائیده بـه طوری که کاملاً پودر شـود. سـپس، 
بـا یـک قاشـقک کوچـک مواد پودر شـده را جمـع آوری‌کـرده و در 

.)b 4 2 اسـتریل بریزیـد )شـکل ml داخـل یـک میکروتیـوب
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شکل 4: مراحل خرد و پودر کردن و برداشتن نمونه‌ی زنبور و اضافه کردن بافر استخراج DNA به آن )رحیمی، 1395(

بـه  اسـتخراج   بافـر  از  میکرولیتـر   500 الـی   400 حـدود   -3
میکروتیـوب حـاوی نمونـه پـودر شـده اضافـه گـردد )دمـای بافـر 
اسـتخراج بایـد حـدود 60 – 50 درجـه سـانتی‌گراد باشـد( )شـکل 
c 4(. سـپس، پنـج میکرولیتـر پروتئینـاز K و ده میکرولیتـر ماده 
2- مرکاپتـو اتانـول را بـه میکروتیـوب حـاوی نمونه اضافـه کرده و 

بـه آرامـی ترکیـب را ورتکـس کنیـد تـا کامـلاً مخلـوط شـود.

4- میکروتیـوب حـاوی نمونـه را به مـدت یک الی 1/5 سـاعت 
سـانتی‌گراد  درجـه   65 دمـای  بـا  بن‌مـاری  یـا  ترموبـلاک  درون 
گذاشـته و در طـول ایـن زمـان هـر نیم‌سـاعت یـک بـار بـه آرامـی 
میکروتیـوب را سـر و ته کـرده تا محلـول داخل میکروتیـوب کاملاً 

شـود. مخلوط 

5- بعـد از سـپری شـدن ایـن زمـان، میکروتیـوب را از درون 
کـرده و 300 میکرولیتـر  یـا ترموبـلاک خـارج  دسـتگاه بن‌مـاری 
بـار  چنـد  گـردد.  اضافـه  آن  بـه  مـولار(  )پنـج  پتاسـیم  اسـتات 
کامـلاً مخلـوط  تـا محتویـات آن  کـرده  تـه  و  را سـر  میکروتیـوب 
شـود. سـپس، به مدت 15 دقیقه میکروتیوب را روی یخ خشـک 

شـود.  داده  قـرار  سـانتی‌گراد  درجـه   -20 فریـزر  درون 

6- بعـد از انجـام مرحلـه پنـج، بـه میکروتیـوب 400 الـی 500 
اضافـه   )1:24( الـکل  آمیـل  ایـزو  کلروفـورم  محلـول  میکرولیتـر 
کـرده و سـپس میکروتیـوب را هفت الی هشـت بار به آرامی سـر و 

تـه کنیـد تـا یـک سوسپانسـیون یک دسـت تشـکیل شـود. 

7- سـپس، میکروتیـوب را بـه مـدت ده دقیقـه بـا دور 11000 
ناخالصی‌هـا رسـوب  بیشـتر  ایـن مرحلـه  در  کنیـد.  سـانتریفیوژ 
کـرده و داخـل میکروتیـوب دو فـاز جـدا تشـکیل خواهـد شـد کـه 

فـاز بالایـی آن حـاوی محلـول DNA اسـت.

رعایـت  بـا  و  برداشـته  آرامـی  بـه  را  بالایـی  فـاز  محلـول   -8
احتیـاط کامـل جهـت مخلـوط نشـدن مجـدد محلـول DNA بـا 
ناخالصی‌هـای رسـوب کـرده در فـاز زیریـن، به تدریـج محلول فاز 
بالایـی بـه میکروتیـوب ml 1/5 اسـتریل منتقل شـود. در صورتی 
کـه مایـع جـدا شـده از شـفافیت کافـی برخـودار باشـد، مرحلـه 
بعـدی اسـتخراج را انجـام دهیـد و در غیـر ایـن صـورت مراحـل 
شـش، هفت و هشـت مجدداً تکرار شـود تـا محلولی کاملاً شـفاف 

آید. بدسـت 

9- هـم حجـم مایـع زلال بالایـی، ایزوپروپانـول سـرد )یـا دو 
برابـر حجـم مایـع زلال رویـی که در مرحله هشـت بـه میکروتیوب 
جدیـد منتقـل شـده اتانـول سـرد مطلـق( اضافه‌کنید و سـپس به 
آرامـی میکروتیـوب را حـدود هشـت الـی نـه بـار سـر و ته کـرده تا 

کلاف  DNA تشـکیل شـود وکـم کـم رسـوب کنـد. 

بـا   DNA حـاوی  زلال  محلـول  کـردن  مخلـوط  از  پـس   -10
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ایزوپروپانـول سـرد بـا نسـبت ذکـر شـده، ایـن محلول را بـه مدت 
1/5 الـی دو سـاعت روی یـخ خشـک در داخـل فریزر بـا دمای 20 
– درجـه سـانتی‌گراد گذاشـته و بعـد از سـپری شـدن ایـن زمـان، 
سـرعت  بـا  ایزوپروپانـول  و   DNA محلـول  حـاوی  میکروتیـوب 

11000 دور بـه مـدت 15 دقیقـه سـانتریفیوژ کنیـد.

11-  مایـع رویـی را بـه آرامـی دور ریختـه و به رسـوب تشـکیل 
 8000 دور  بـا  و  کنیـد  اضافـه   %  70 الـکل  میکرولیتـر   300 شـده 
بـه مـدت پنـج دقیقـه میکروتیـوب مـورد نظـر سـانتریفیوژ گـردد 
)زمانیکـه رسـوب حاصلـه تیره بـود این مرحلـه 2 بار تکـرار گردد( 
در  را   DNA کـرده  رسـوب  پلیـت  حـاوی  میکروتیـوب  سـپس  و 
مجـاورت هـوا قـرار دهید تـا الـکل آن به طـور کامل حـذف گردد.

12- سـپس، 70 الـی 80 میکرولیتـر بافر TE یـا آب‌مقطر دوبار 
اسـتریل به کلاف رسـوب کـرده DNA در ته میکروتیـوب به آرامی 
 12 مـدت  بـه  یخچـال  دمـای  در  را  میکروتیـوب  و  کنیـد  اضافـه 
سـاعت قـرار دهیـد تاکلاف رسـوب کـرده DNA بـه آرامـی در بافر 

TE یـا آب‌مقطـر دوبـار اسـتریل حل شـود. 

13- بعـد از حـل شـدن کلاف DNA در بافـر TE یـا آب‌مقطـر 
طولانـی  اسـتفاده  بـرای   DNA اصلـی  اسـتوک  اسـتریل،  دوبـار 
مـدت در فریـزر 20 – یـا 80 – درجـه سـانتی‌گراد نگهـداری کنید.

		 DNA طرز تهیه 100 سی‌سی بافر استخراج
	

PH=8) EDTA(                50 میلی‌مولار                1/461 گرم
Tris-HCL                     100 میلی-مولار                1/576 گرم
NaCl                             500 میلی-مولار               2/922 گرم
SDS                                   2/5 درصد                      2/5 گرم

طرز تهیه TE )100 سی‌سی(	
		

Tris-Base                      10 میلی‌مولار               0/0121 گرم
 PH=8) EDTA(                1 میلی‌مولار             0/00372 گرم

			 
		 طرز تهیه بافر )TBE (10X )1000 سی‌سی(

	
Tris- Base                           1 مولار                      121/1 گرم
Boric acid                           1 مولار                        61/8 گرم
EDTA                                 1 مولار                          7/4 گرم

تعیین کمیت و کیفیت DNA استخراج شده 

بـا توجـه بـه اینکـه اکثریـت تکنیک‌هـای مولکولـی اسـتفاده 
شـده جهـت آنالیـز DNA نیاز بـه غلظت مشـخصی از DNA برای 
انجـام واکنـش رنجیـره‌ای پلی‌مـراز دارنـد، بنابرایـن لازم اسـت 
 DNA و خلـوص  کیفیـت، کمیـت  واکنش‌هـا  از شـروع  قبـل  کـه 

اسـتخراج شـده، مشـخص گـردد.

تعییـن کیفیت نمونه‌های DNA اسـتخراج شـده 
با اسـتفاده از دسـتورالعمل بهینه شـده بالا

پروتئینـی  و   RNA آلودگی‌هـای  شکسـتگی،  بررسـی  بـرای 
 0/9( آگارز  ژل  از  بایسـتی  شـده،  اسـتخراج   DNA نمونه‌هـای 
کار،  ایـن  بـرای  شـود.  اسـتفاده    )TBE(1X( بافـر  در  درصـد 
بـا  DNA اسـتخراج شـده را  از اسـتوک اصلـی  چهـار میکرولیتـر 
چاهـک  یـک  درون  در  و  مخلـوط  بارگـذاری  بافـر  میکرولیتـر  دو 
یـک  از  همچنیـن،  کنیـد.  بارگـذاری  درصـد   0/9 آگارز  ژل  روی 
سـایز مارکـر )DNA بـا وزن مولکولـی bp1500( بـه عنـوان کنتـرل 
جهـت تخمیـن غلظـت DNA اسـتفاده شـود. الکتروفـورز ژل بـه 
مـدت یـک سـاعت بـا ولتـاژ 70 ولـت ران گـردد )عکـس 5(. بعـد از 
سـپری شـدن این زمان و اتمـام الکتروفـورز، ژل آگارز را با اتیدیوم 
برومایـد )0/5 میکروگرم بـر میکرولیتر( رنگ‌آمیزی کرده و توسـط 
دسـتگاه تصویربـرداری )Gel documentation( از ژل آگارز رنـگ 
آمیـزی شـده عکس‌بـرداری و سـپس آنـرا مشـاهده کنیـد. کیفیت 
نمونه‌هـای DNA را می‌تـوان از طریـق مقایسـه موقعیـت و شـدت 
بانـد حاصـل از DNA هـای بارگـذاری شـده بـا الگـوی نواربنـدی 
حاصـل از سـایز مارکـر مـورد اسـتفاده، تعییـن نماییـد. در مـورد 
 DNA نـوار اسـمیر معیـاری بـرای تعییـن کیفیـت ،DNA کیفیـت
اسـت و وجـود آن نشـان دهنده‌ی کیفیت نامطلـوب DNA و وجود 
هالـه در انتهای محصول الکتروفورز نشـان دهنده‌ی وجود آلودگی 
به‌ویـژه آلودگی RNA اسـت )شـکل 6( و در صورتـی که باند حاصل 
بـر روی ژل آگارز کامـلاً تیـز1 ، منفـرد و بـدون هیـچ پـس زمینـه‌ای 
باشـد )شـکل 7(، نشـان دهنـده‌ی مرغوبیـت، عـدم شکسـتگی، 
آسـیب دیده‌گـی و عـدم آلودگـی DNA اسـتخراج شده‌اسـت. بـا 
توجـه بـه تقریبـی و نسـبی بـودن ایـن روش و همچنیـن نیـاز بـه 
تجربـه بـالا بـرای تعییـن غلظـت DNA، لازم اسـت از داده‌هـای 
حاصـل از روش طیـف جذبی )اسـپکتروفتومتری( نیز برای تعیین 
کمیـت DNA اسـتخراج شـده اسـتفاده گـردد  )رحیمـی، 1395(.

 1- Sharp
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شکل5: بارگیری DNA استخراج شده زنبورعسل روی ژل آگارز برای تعیین کیفیت آن  )رحیمی، 1395(

 )RNA با آلودگی زیاد DNA سایز مارکر، چاهک‌های 1 و 3 نمونه‌های :M چاهک(  RNAاستخراج شده با آلودگی بالای DNA شکل 6: کیفیت

)رحیمی، 1395(
 :M استخراج شده زنبورعسل ایرانی روی ژل آگارز 0/9 درصد با دستورالعمل بهینه شده مطالعه حاضر )چاهک DNA شکل 7: کیفیت نمونه‌های
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سایز مارکر، چاهک‌های 1 تا 5 نمونه‌های DNA زنبورعسل با پروتکل 
بهینه شده برای زنبورعسل ایرانی( )رحیمی، 1395(

تعییـن کمیـت نمونه‌های DNA اسـتخراج شـده 
بـا اسـتفاده از دسـتورالعمل بهینه شـده بالا

شـده  اسـتخراج   DNA نمونه‌هـای  غلظـت  تعییـن  جهـت 
 ))Cary Scan  100( جذبی)اسـپکتروفتومتری  طیـف  روش  از 
طـول  در  پروتئیـن  و   DNA نـوری  جـذب  می‌گـردد.  اسـتفاده 
موج‌هـای 260 و 280 نانومتـر انجـام می‌گیـرد. ظرفیـت کـووت2  
مـورد اسـتفاده معمـولا در بیشـتر دسـتگاه‌های اسـپکتروفتومتر 
1000 میکرولیتـر اسـت. قبـل از اندازه‌گیـری غلظـت نمونه‌هـای 
DNA، باید دسـتگاه کالیبره شـود. برای کالیبره نمودن دسـتگاه 
از 1000 میکرولیتـر آب‌مقطـر دو بار اسـتریل اسـتفاده می‌شـود. 
ایـن عمـل بـه ایـن طریـق انجـام می‌گـردد کـه ابتـدا کـووت را سـه 
بـار بـا آب‌مقطر شستشـو داده، سـپس 1000 میکرولیتر آب‌مقطر 
دو بـار اسـتریل بـه آن اضافـه و درون دسـتگاه قـرار دهیـد. زمانی 
کـه دسـتگاه بـا فشـردن کلیـد کالیبـره کـردن در طـول موج‌هـای  
A260 و A280، عـدد صفـر را نشـان داد، نشـانگر کالیبـره شـدن 
دسـتگاه می‌باشـد. پـس از کالیبره شـدن دسـتگاه، بـرای ارزیابی 
اسـتریل  دوبـار  آب‌مقطـر  میکرولیتـر   995 نمونـه،  هـر  کمیـت 
 DNA اصلـی  اسـتوک  محلـول  از  میکرولیتـر  پنـج  همـراه  بـه  را 
اسـتخراج شـده درون کـووت ریختـه و کـووت را درون دسـتگاه 
اسـپکتروفتومتر قـرار دهیـد تـا دسـتگاه میـزان جـذب نـور آن را 
 DNA و نیـز غلظت محلـول )OD( در طـول موج‌هـای مـورد نظـر
بـر حسـب میکروگرم بـر میکرولیتـر را قرائـت کنـد. در صورتی که 
نسـبت قرائت شـده )OD280/OD260( در محـدوده 2-1/8 بود، 
نشـان دهنـده‌ی کیفیت مناسـب DNA جهت واکنـش زنجیره‌ای 
پلی-مـراز اسـت. نسـبت‌های کمتر از 1/8 نشـانه حضـور پروتئین 
و سـایر ناخالصی‌هـا در DNA اسـتخراج شـده می‌باشـد، در ایـن 
حالـت توصیـه می‌شـود DNA مجـدداً توسـط کلروفـورم رسـوب 
 RNA داده شـود. نسـبت‌های بالاتـر از دو نشـان دهنـده‌ی وجود
اسـت، در ایـن وضعیـت بهتـر اسـت در صـورت مشـاهده چنیـن 
دوبـاره  نمونـه  آن   DNA اسـتخراج  دو(،  از  )بالاتـر  نسـبت‌هایی 
واکنـش  در  اختـلال  موجـب  ناخالصی‌هـا  وجـود  گیـرد.  انجـام 
رنجیره‌هـای پلـی مـراز، واکنش‌هـای هضـم آنزیمـی و اشـکال در 
عمـل بـرش DNA توسـط آنزیم‌های بـرش دهنده می‌شـود. پس 
از انتخـاب نمونه‌هـای DNA اسـتخراج شـده کـه نسـبت جذبـی 
بـه  آنهـا در محـدوده 2-1/8 باشـد، لازم اسـت از اعـداد مربـوط 

 2- Cuvette

طـول مـوج 260 نانومتر جهت محاسـبه غلظت DNA رقیق شـده 
طبـق فرمـول زیـر اسـتفاده گـردد )رحیمـی، 1395(.:

DNA غلظت = OD260 × 50 × ضریب رقت
)غلظت DNA به نانوگرم در میکرولیتر(

 OD260 عـدد 50 بـه ایـن دلیل نوشـته می‌شـود کـه اگر جـذب
نانوگـرم برابـر بـا یـک باشـد یعنـی تقریبـاً معـادل 50 نانوگـرم در 
میکرولیتـر DNA دو رشـته‌ای اسـت. ضریـب رقـت هـم در ایـن 
اسـتوک  محلـول  مقطـر:  )آب   50  :1000 نسـبت  طبـق  فرمـول 
نمـودن  یکسـان  و  رقیق‌سـازی  بـرای  می‌باشـد.   250  )DNA
اسـتوک‌های  تهیـه  و  شـده  اسـتخراج   DNA نمونه‌هـای  غلظـت 
اسـتفاده  زیـر  فرمـول‌  از  تعییـن شـده  بـا غلظـت  آمـاده مصـرف 

کنیـد:

N2V2=N1V1

 در این فرمول: 
N1= غلظت DNA در استوک اصلی 

V1= حجمی از DNA  که از استوک پایه بایستی برداشته شود.

N2= میزان غلظت DNA مورد نظر در استوک آماده مصرف

V2= حجم کل استوکی که بایستی تهیه شود.

پس از مشـخص شـدن کمیت و کیفیت DNA استخراج شده، 
لازم اسـت غلظـت DNA مـورد اسـتفاده را تعییـن و بـا اسـتفاده 
اسـتوک‌های  سـپس،  کنیـد.  رقیـق  اسـتریل  دوبـار  آب‌مقطـر  از 
DNA رقیـق شـده و اسـتوک‌های اصلـی )پایه( را جهت اسـتفاده 
طولانـی مـدت و انجـام آزمایشـات بعدی بـه ترتیـب در فریزر 20- 

و 80- درجـه سـانتی‌گراد نگهـداری کنیـد.
زنبورعسـل  نمونه‌هـای   DNA کیفیـت  و  کمیـت  ارزیابـی 
اسـتخراج شـده بـا دسـتورالعمل بـالا، نشـان داد کـه نمونه‌هـای 
DNA اسـتخراج شـده از کمیـت و کیفیـت بالایی برخـوردار بودند 
ng/ 2629 اسـتخراج شـده از 917 تـا DNA شـکل 7(. غلظـت(
µl متغییـر بـود. نسـبت جـذب در طول مـوج 260 بـه 280 به‌طور 
متوسـط بیـن 1/8 تـا 2/01 و نسـبت جـذب در طـول مـوج 260 
 DNA بـه 230 بـه طـور متوسـط بیـن 1/9 تـا 2/4 بـود. حصـول
مناسـب و ایـده‌آل، بیانگـر کارآمـدی دسـتورالعمل بهینـه شـده 

فـوق الذکـر اسـت  )رحیمـی، 1395(. 
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An optimized DNA extraction protocol for Iranian 
honey bee

Abstract
Unlike many organisms, insects, especially honey bees, have hard cuticles, which makes it difficult to 

extract DNA from them. The optimized general protocols for extracting DNA from plant tissues and blood are 
mostly used for extracting DNA from honey bees (Apis mellifera) and other species of the Apis genus. In these 
conditions, the extracted DNA is mostly of very low quality and has high protein and RNA contamination, 
which causes many problems during amplification in the polymerase chain reaction and subsequent stages 
of analysis. Considering the importance of DNA quality, the different results of the protocols used to extract 
DNA from honey bees in different laboratories, and the necessity of molecular research on Iranian honey 
bees, we will present the sampling method, the number of honey bee samples required, the storage conditions 
of the samples, steps of the optimized protocol for extracting DNA from Iranian honey bees, and the methods 
for the quantity and quality of the extracted DNA in this article.

Key words: Honey bee, DNA extraction, Optimized protocol, Molecular genetics
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