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 یملکول هایشتر با استفاده از روش یرمختلف در ش یرهایش یصتشخ

هسئَل( یسٌذُ)ًَ یًجف یهحغي فتح                

  ضْزن غٌؼتي تَس -تَس هطْذسَرى ته یبىداًص ثٌ یطگبُضزوت ٍ آسهب، ضؼجِ ضوبل ضزق- یراس یٍ اوسي ٍ سزم سبس یمبتهَسسِ تحم
یتفقذ يحاًِر               

 ضْزن غٌؼتي تَس -تَس هطْذسَرى ته یبىداًص ثٌ یطگبُضزوت ٍ آسهب
يشیهٌظَرُ ػش  

 ضْزن غٌؼتي تَس -تَس هطْذسَرى ته یبىداًص ثٌ یطگبُضزوت ٍ آسهب
يذیبْجت هج  

 ضؼجِ ضوبل ضزق- یراس یٍ اوسي ٍ سزم سبس یمبتهَسسِ تحم
یًجف یفاطوِ فتح  

 ضْزن غٌؼتي تَس -تَس هطْذسَرى ته یبىداًص ثٌ یطگبُضزوت ٍ آسهب

 
 چکيذُ:

ّای هختلفی بزای هظزف در درهاى ٍ پيشگيزی اس ػٌَاى يک هحظَل غذائی ٍ درهاًی دارای جذابيتشيز شتز بِ

اعتفادُ بزای اختلاط اًَاع شيز با شيز شتز شذُ ٍ اطالت آى تَاًذ باػث ايجاد عَء باشذ. ايي اهز، خَد هیهی بيواری

ّای بيَاًفَرهاتيک ٍ بزرعی هٌابغ ٍ اًجام بلاعت، تاثيز قزار دّذ. در ايي تحقيق ابتذا با اعتفادُ اس رٍػرا تحت

َعفٌذ ّای در دعتزط، پزايوزّای اختظاطی جْت شٌاعايی شيز شتز، شيز گاٍ ٍ شيز گٍ تجشيِ تَالیّوتزاسعاسی 

اًَاع شيز با اعتفادُ رٍػ فٌل/کلزٍفزم اعتخزاج  ٍ پظ اس ارسيابی، با پزايوزّای طزاحی  DNAطزاحی گزديذ. ابتذا 

طَرت گزفت. با  PCRشذُ هَرد آسهَى قزار گزفت.  عپظ شيز گاٍ ٍ گَعفٌذ با شيز شتز هخلَط ٍ ارسيابی آى با 

ّای هذکَر شذُ ، قابليت تفکيک اًَاع شيز را در بيي گًَِتَجِ بِ ًتايج حاطل هشخض شذ کِ پزايوزّای طزاحی 

هی تَاى  PCRّای هختلف شيز گاٍ ٍ گَعفٌذ در شيز شتز هشخض شذ کِ با اعتفادُ اس رٍػ دارد ٍ  در بزرعی غلظت

 ػٌَاى يک رٍػ عزيغ ٍ هٌاعب بزایراحتی هقاديز کن شيز تذاخلی را در شيز شتز هشخض ًوَد. لذا ايي رٍػ، بِبِ

 تَاًذ هَرد اعتفادُ قزار گيزد. بزرعی اطالت شيز شتز هی
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 هقذهِ      

ػٌَاى یه  ًَضیذًي عجیؼي ثب خَاظ غذائي ٍ درهبًي،  ضیز ضتز ثِ

ّبی هختلف وبرگیزی آى در سهیٌِ تَخِ افزاد هختلفي را ثزای ثِ

 Shabo, et al., 2005, Sboui, et)خَد خلت ًوَدُ است ثِ

al., 2010) وبرثزدّب ٍ فَایذ ایي هبدُ در درهبى ٍ پیطگیزی اس .

 Mihic, et al., 2016; Zibaee, et)ّبی هختلف ثیوبری

al., 2015; Mohamed, et al., 2015; Al-Ayadhi 

and Elamin, 2013; Mohamad, et al., 2009).  سجت

ّبی تحمیمبتي ٍ دارٍیي ضذُ است. ػلاٍُ ثز ایدبد تَخِ درسهیٌِ

ایي، الجبل ػوَهي ایدبد ضذُ ًبضي اس آگبّي هزدم اس فَایذ ایي 

ّبی تملت در ثیي ثزخي افزاد ًَضیذًي، سجت پیذایص سهیٌِ

سَدخَ گزدیذُ است. 

یه هَخَد ثزای  ّبی اختػبغي DNAوبرگیزی ثخص ثِ

تزیي  ضٌبسبئي آى ٍ یب حضَر آى در تزویجبت دیگز یىي اس هتذاٍل

 PCRثبضذ. در رٍش هلىَلي، استفبدُ اس ّبی تطخیع هيرٍش

تَاًذ حضَر ٍ یب ػذم حضَر آلَدگي احتوبلي را اػلام ًوبیذ.  هي

صًَهي در دٍ هزحلِ، تخزیت  استخزاج DNAایي رٍش، ضبهل 

ّب اس ٍ خذاسبسی ًبخبلػي سبسی DNA هٌظَر آساد ثِ سلَل

وبر اثتذا ثبفت وبهلا یىٌَاخت  ثبضذ. ثزای ایيهي DNAهحلَل 

1پزٍتئیٌبس ضَد ٍ سپس ثِ هخلَط  هخلَط هي TEضذُ ٍ ثب ثبفز 
K 

درخِ سلسیَس  33اضبفِ ضذُ ٍ در  2سَلفبتدٍ دسیل   سذین   ٍ 

                                          
1

Proteinase K :ّب اس آًشین پزٍتئیٌبس ثزای دًبتَرُ وزدى پزٍتئیيK 

ضَد. دارد، استفبدُ هيسدایي پزٍتئیيًمص کِ
  )عذين SDSّبی خبًَری اس تزویجبت دتزخٌت هثل ثزای حذف غطبء سلَل2

ضَد، وِ ثب پبییي آٍردى وطص سغحي، غطبء  استفبدُ هي عَلفات(دٍ دعيل   

ثزای ایي تزویجبت ثبفز لیشوٌٌذُ ّستٌذ..ضَد سلَل ٍ ّستِ پبرُ هي

ّب ٍ سبیز تزویجبت هَخَد در  ، دًبتَرُ ضذى ٍ ًبثَدی پزٍتئیيDNAخذاسبسی

 رٍد. وبر هي ثِالىل ایشٍآهیل،  ولزٍفزمهاًٌذ، فٌل ، سلَل اس تزویجبت آلي 
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Camel milk is a very important drink with different increasing medicinal and 

pharmaceutical applications. According to its low accessibility and yield of production, 

there is a high potent field for adulteration in this valuable drink. So it is necessary to 

develop rapid, cost effective and sensitive methods to identify milk type. Here we develop a 

polymerase chain reaction (PCR) method on the basis of designed specific primers. The 

designed primers were confirmed by the primer blast (NCBI). DNA of different animal 

milks were isolated by phenol/chloroform method. To determine the identification ability of 

designed method, different type of milk were mixed with camel milk and the PCR test was 

accomplished. The results show that designed primers have the ability to detect camel milk 

and differentiate milk types. This technique is sensitive method for distinguish of any milk 

adulteration in camel milk.   

Key words: Adulteration, Sequence alignment, Specific primers. 
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پس اس لیش  گیزد. يدلیمِ خْت لیش سلَلي لزار ه 20ثزای هذت 

ضجبع ٍ ولزفزم استخزاج خَاّذ ثب استفبدُ اس فٌل ا DNAسلَلي، 

درغذ سزد،  100حدن اتبًَلدّي دٍ  ثب رسَة DNAضذ. سپس 

استخزاج ، ضستطَ ٍ ثزای اداهِ وبر هَرد استفبدُ لزار 

  خَاّذگزفت.

در ایي تحمیك ثب استفبدُ اس پزایوزّبی اختػبغي حیَاًبت هَرد 

احتوبل حضَر ضیزّبی هختلف در ضیز ضتز هَرد ارسیبثي ثزرسي، 

 لزار گزفت.

 

 ّا هَاد ٍ رٍػ      

DNA  تْيِ اًَاع  

چْت ارسیبثي حضَر ضیزّبی هختلف در ضیز ضتز، سِ ًَع ضیز 

ضبهل ضیز گبٍ ، ضیز گَسفٌذ ٍ ضیز ضتز اس هٌبثغ هَرد تبییذ تْیِ 

لیتز ضیز را ثب استفبدُ اس سبًتزیفیَص ثب دٍر  هیلي 10گزدیذ. اثتذا 

دلیمِ سبًتزیفیَص ًوَدُ ٍ اس  15در دلیمِ ثزای هذت  10000

  تفبدُ اس رٍش فٌل ٍ ولزٍفزم، DNAدست آهذُ ثب اس رسَة ثِ

DNA .دست آهذُ ثب استفبدُ اس آگبرس  ثِ هَخَد استخزاج گزدیذ

 الىتزٍفَرس ثزرسي ٍ هَرد تبییذ لزار گزفت. 

 

DNA تْيِ هخلَط شيزّا ٍ اعتخزاج 

درغذ ثِ ضیز  20ٍ  10، 5ّبی اثتذا ضیز گبٍ ٍ گَسفٌذ ثب ًسجت

ّبی ضیزّبی تْیِ ضذُ ثب ًسجت DNAضتز اضبفِ ضذُ ٍ سپس 

هختلف ثز اسبس رٍش استخزاخي ثبلا تْیِ ٍ ثزای هزاحل ثؼذی 

 هَرد استفبدُ لزار گزفتٌذ. 

 

ٍ طزاحی پزايوزّای اًجام هطالؼات بيَاًفَرهاتيک

 اختظاطی 

 اثتدددددددددددددددددددددددددددددددددذا، اس عزیدددددددددددددددددددددددددددددددددك  

تَالي ، NCBI،(https://www.ncbi.nlm.nih.gov)بیتس

اًددبم    3ّب گزفتِ ضذ ٍ ّوتزاسسبسی تَالي B(cytB)صًي سیتَوزٍم

ّددب، ضددذ ٍ ثزاسددبس ًتددبیح ّوتزاسسددبسی ٍ ًمددبط اخددتلاف تددَالي   

پزایوزّدددبی هٌبسددت عزاحددي گزدیدددذ ٍ ًتددبیح ثلاسددت پزایوزّددبی   

                                          

3
Sequence alignment 

عزاحي ضذُ ًطبى داد ودِ ایدي پزایوزّدبی عزاحدي ضدذُ، لبثلیدت   

ّدب را دارد. در   ّبی ضیز ٍ تفىیده آى ًوًَِضٌبسبیي اًَاع هختلف 

ًْبیدددت تدددَالي پزایوزّدددبی عزاحدددي ضدددذُ خْدددت سدددٌتش ثدددِ ضدددزوت 

 . سیٌبولَى ایزاى ارسبل گزدیذ ٍ پزایوز هَرد ًیبس سٌتش ضذ

 

    PCR اًجام 

ثب استفبدُ  هزاس،  هخلَط PCRای پليخْت اًدبم ٍاوٌص سًدیزُ

ثِ ٍسیلِ  ػولیبت PCRهیىزٍلیتز تْیِ ٍ  20اس ویت آهبدُ ثزای 

ٍ ثب سیىل حزارتي عزاحي  Eppendorfدستگبُ تزهَسبیىلز  

،  PCRضذُ ثزای تْیِ لغؼِ هَردًظز اًدبم گزدیذ. پس اس اًدبم

 ٍسیلِ الىتزٍفَرس هَرد ثزرسي لزار گزفت. هحػَل تْیِ ضذُ ثِ

درغذ اًدبم ٍ پس اس اتوبم  1آگبرس  الىتزٍفَرس ثز رٍی صل

هَرد  UVٍسیلِ دستگبُ تزاًس لَهیٌبتَر  الىتزٍفَرس، صل ثِ

 ثزرسي لزار گزفت.

 

 ًتايج      

ّبی هَرد استفبدُ پس اس ًوًَِاًدبم ضذُ   DNAدر استخزاج 

ضذًذ. در ایي آسهَى پزایوزّبی ػٌَاى وٌتزل در ًظز گزفتِ  تبییذ ثِ

ثبس،  242ّبی هختلف ضبهل لغؼِ گبٍی اسُتْیِ ضذُ دارای اًذ

(. در ایي 1ثبس ثَدًذ )ضىل 293ثبس ٍ لغؼِ ضتز 183لغؼِ گَسفٌذی

ّبی هختلف آهبدُ صل اًذاسُ ثبًذّبی لبثل تطخیع ثزای ًوًَِ

است. لذا ثزاسبس اختلاف ثبًذّبی هَخَد ٍ تغبثك ّزخفت 

در  تَاى ثزای ارسیبثي احتوبل حضَر ضیزّبی هختلفپزایوز هي

 ضیز ضتز هَرد استفبدُ لزار گیزد.
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ًوًَِ هثجت گبٍ، ضتز، PCRدرغذ ّوزاُ ثب 1: صل آگبرٍس 1ضىل 

گَسفٌذ.

(Co=Cow ،Ca=Camel ،Sh=sheep،M=marker - 

100bp) 

 10، 5ثزاسبس ثزرسي اًدبم ضذُ اس تذاخل ضیزّبی هختلف ضبهل 

درغذ ضیز گبٍ ٍ ّویي ًسجت ضیز گَسفٌذ هخلَط ثب ضیز  20ٍ

ّبی هختلف، هطخع ضذ، ّوزاُ ثب DNA PCRضتز ٍ استخزاج 

DNA پزایوزّبی هَرد استفبدُ  لبدر ّستٌذ ثب رٍش استخزاخي  

در ضیز ضتز  تذاخل دٍ ًَع ضیز گبٍ ٍ گَسفٌذ رااس ضیز، 

 (.3ٍ  2)ضىلتطخیع دٌّذ 

 
اس ضیز هخلَط حبٍی ضیز گبٍ، ضیز ضتز ٍ   PCR: ًتیدِ 2ضىل 

 ضیزگَسفٌذ. ّوزاُ ثب هبروز 

 
درغذ ضیز گبٍ ٍ  10ٍ  5اس ضیز ضتز هخلَط ثب  PCR: ًتیدِ 3ضىل 

 ضیز گَسفٌذ 

 بحث

ّبی  در راستبی پیطگیزی اس ثزٍس تملجبت هخلَط هَاد ثب ّن، رٍش

هختلفي خْت ضٌبسبیي ٍ تؼییي ویفیت ایي هَاد ثب ارسش هخلظ ثب 

ّبی هختلفي عزاحي ٍ ارائِ ضذُ است  تز رٍش تزویجبت ون ارسش

(Mabood, et al., 2017; Agrawal, et al., 2011; 

Ke, et al., 2016; Lopez-Calleja, et al., 2005) در .

وزٍهبتَگزافي ٍ ّبی سزٍلَصی، ایي سهیٌِ،استفبدُ اس رٍش

 Dvorak, et)تَاًذ وبرثزدّبی هختلفي داضتِ ثبضذهلىَلي هي

al., 2016; Boughattas, 2015; Ren, et al., 2014; 

Pizzano and Salimei, 2014; Dubey and Jones, 

2014; Hurley, et al., 2004; Golinelli, et al., 

2014; Rodrigues, et al., 2012).  

یه هَخَد ثزای  DNAّبی اختػبغي وبرگیزی ثخص ثِ

تزیي  ضٌبسبئي آى ٍ یب حضَر آى در تزویجبت دیگز یىي اس هتذاٍل

ثبضذ. در یه تحمیك خْت تْیِ ّبی تطخیع هيرٍش

DNAثبفت حیَاًبت هختلف ضبهل ضتز، گبٍ، استبًذارد ،

سن )است/ الاؽ( استخزاج ضذ  ,Sambrook فٌذ، تهگَس

Fritschi and Maniatis, 1989).)  

وبر گزفتِ ضذ ٍ ًتبیح حبغل  ایي رٍش ثزای ثزرسي وًٌَي ًیش ثِ

DNA اس ضیز ضتز ٍ  ًطبى داد وِ در غَرت استخزاج هٌبست

تَاى ًسجت ثِ تبییذ عَر اختػبغي هي اًدبم ثزرسي هلىَلي ثِ

ّب در هخلَط اظْبرًظز ًوَد.  حضَر ٍ یب ػذم حضَر ضیز سبیز دام
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