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 مقاله پژوهشي
 

 جهت استفاده   در HBV DNAمطالعه سه روش خالص سازي 
 PCRتكنيك 
   

 ****، مسعود كوركي ***اشرف محمدخاني  ، ** مسعود حاجيادكتر  ، *نسرين شيخدكتر 
 

 :چكيده
در بـين   .  اسـت   با توجه به فراواني ميزان عفونت ناشي از آن از اهميت ويـژه اي برخـوردار                Bتشخيص هپاتيت             

گزارش هاي ارائه شده در مراكـزي       .  بيش از پيش مورد توجه قرار گرفته است        PCR تكنيك "روشهاي تشخيصي، اخيرا  
هـدف از انجـام ايـن مطالعـه         . كه از اين تكنيك استفاده مينمايند حاكي از وجود برخي از مـوارد منفـي كـاذب ميباشـد                  

ميباشد تا ضـمن آگـاهي از ميـزان كـارايي هـر يـك بهتـرين روش              بررسي مقايسه اي بين روشهاي خالص سازي رايج         
 . شناسايي گردد

كه مبتلا به هپاتيـت     تهران   نمونه دريافتي از بيماران مراجعه كننده به درمانگاه هپاتيت بيمارستان شريعتي             ٣٠از            
 با سه HBV DNAاستخراج . د آنتي ژن منفي بودند نمونه سرم تهيه گرديHBe آنتي ژن مثبت و HBsمزمن بوده و 

روش توسعه يافته جوشاندن بعنوان يك روش سريع، روش فنـل كلروفـرم بعنـوان يـك روش دقيـق، و روش خـالص                 
تشخيص  هپاتيـت از شـركت سـيناژن اسـتفاده       برايPCRكيت. سازي مبتني بر گوانيديوم هيدروكلرايد انجام گرديد

 مزبـور  PCRپروتكل .  و بافر واكنش بودdNTPكنشي متشكل از پرايمر پليمراز و مخلوط واtaqگرديد كه شامل آنزيم  
 تكثيـر گرديـد و   PCRسپس با چرخه گرمايي مناسب نمونه ها با واكنش .   بود٣٥٣ bpقادر به تكثير محصولي به طول      

 . دش در سه روش مقايسه PCRمحصول 
 در سـرم    B هپاتيـت    DNAاده شده در تشـخيص    نتايج بدست آمده در مرحلة اول مويد موفقيت پروتكل استف                   

 و  ٢٣ و   ١٩،١٦همچنين  ميزان موارد مثبت روش جوشاندن ، روش فنل كلروفرم و كيت خالص سازي به ترتيب                  . بود
 . مورد بود٧ و ١١، ١٤موارد منفي به ترتيب 

 توســط DNA   ســريعترين و دقيــق تــرتين روش جهــت شناســايي بيمــاران بــوده و روش تخلــيصPCRروش           
 .گوانيديوم هيدروكلرايد در ويروس ها موفقيت آميز ترين روش بكار رفته در اين بررسي است

  

  B هپاتيت  / پليمرازهواكنش زنجير/ اسيد نوكلئيك  : كليد واژه ها
 

 :مقدمه 
 نهمين بيمـاري شـايع عفـوني در دنيـا           Bهپاتيت            
م مردم دنيا    پنج درصد تما   WHOبر طبق گزارش    . ميباشد

  ٢٠٠٠  هستند كه اين تعداد در سال         HBSداراي آنتي ژن    
 
 
 

 
 ـ     .  ميليون نفر رسيد   ٤٠٠به    ويـروس   هدر ايـران آلـودگي ب

 شايعترين علت بيماريهاي كبدي بوده و ميـزان         Bهپاتيت  
). ١( درصـد گـزارش شـده اسـت        ٦/٣ تـا    ٥/٢آلودگي بين   

 ـ    HBVشاخص سرولوژيك ديگر عفونت       ل  كه به آساني قاب
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 HBSAg مي باشد كه همزمـان بـا         HBeAgشناسايي است   
پيدايش آن بطور موقـت     . يا كمي بعد از آن ظاهر مي شود       

همزمان با درجـات بـالاي همانندسـازي ويـروس اسـت و             
 در HBV DNAبيانگر وجود ويريونهاي دست نخورده و يا 

 كـه خودبخـود     HBVدر عفونـت هـاي      . گردش خون است  
 انـدكي بعـد از بـه اوج رسـيدن         HBeAgبهبود مـي يابنـد      

 غير قابـل    HBSAgآمينوترانسفرازها و قبل از ناپديد شدن       
همزمان با  Anti HBe  از افزايششناسايي مي شود و پيش

 دوره اي از كاهش نسبي عفونت زايي قابـل انـدازه گيـري             
بررسيهاي سرولوژيك پروتئينهاي ويروسـي     ). ٢-٤(شود مي

 HBVمـاد بـراي مقـدار    نمي تواند يك شـاخص قابـل اعت  

DNA          باشد به دليل اينكه ممكنست ذرات ويروسي كمـي 
نباشـد  يـا ممكنسـت مقـدار         " وجود داشته باشد و يا اصلا     

 ويروسـي   DNAزيادي از ذرات تحـت ويروسـي كـه فاقـد            
 ). ١،٥(هستند در سرم بيمار وجود داشته باشد

در تشخيص و پيگيري بيماريهـاي      " اخيرا PCRروش        
روش . از اهميت ويـژه اي برخـوردار گرديـده اسـت          عفوني  

ــه وســيله DNAحســاس تعيــين مقــدار    PCR ويــروس ب
مي تواند معرف ميزان تكثير ويروس ، ميزان عفونت زايـي           

 ويروس در طي زمان عفونت يـا در         DNAو تغييرات مقدار    
 ). ٦(طي مطالعه سيكل زندگي ويروس باشد

تعيـين كننـده    سرعت يكي از عواملي است كه نقـش               
دارد لذا بايد زمان لازم براي تشخيص در مراحل سه گانـه            

و تعيــين ) Amplification(آمـاده نمـودن نمونــه ، تكثيـر    
قدور كاهش يابد ،    ممحصول موردتوجه قرار گفته و حتي ال      

به گونه اي كه از زمان دريافت نمونـه تـا اعـلام نتيجـه بـا                 
يكي قابـل   مدت لازم بـراي انجـام اكثـر تسـتهاي سـرولوژ           

 بـا  Rapid PCRكاهش زمان تكثير با طـرح  . مقايسه باشد
و ) ٧(بكارگيري از لوله هـاي مـوئين و ترموسـيكلر خـاص           

همچنين با استفاده از ترموسـيكلرهاي معمـولي پيشـنهاد          
ضروري است ، شيوه هـايي كـه جهـت خـالص            . شده است 

 مــورد اســتفاده قــرار مــي گيــرد عــلاوه بــر DNAســازي 
حداقل زمان و سرعت بـالا ، روش مطمئنـي          برخورداري از   

و خـالص   ) Inhibitors(جهت حـذف ممانعـت كننـده هـا          
ايـن ممانعـت    . نمودن كليه اسيدهاي نوكلئيك نيـز باشـد       

كننده ها گوناگون بوده و مي توانند در ارتباط با نوع نمونه            
 ).٨(باليني متفاوت باشند 

رگانيسـم  در نمونه هايي كه حاوي مقادير انـدكي از او               
 حساسيت ي درــــباشند ، روش خالص سازي تأثير بسزاي

 
 در  DNAدر صورتيكه خالص نمـودن      . تست خواهد داشت  

نمونه باليني از كيفيت پاييني برخوردار باشد ، بواسطه اثـر       
مهاركنندگي مواد موجود در نمونه و يـا اسـتفاده شـده در             

فـي  مراحل خالص سازي بر فعاليت پليمراز نتيجه تست من        
 .كاذب خواهد گرديد

 مورد اسـتفاده در  PCRبا توجه به مناسب بودن كيت            
 معهذا بايد توجه داشت     B در تشخيص هپاتيت     مطالعهاين  

علاوه بر مناسب بودن پرايمرها عوامل متعدد ديگـري نيـز           
. يـت تـأثير گـذار باشـند         كمي توانند در ميزان حساسيت      

ليـت بازيافـت    قاب يكي از مهمترين اين عوامل اينسـت كـه        
DNA    ــان ــازي يكس ــالص س ــاوت خ ــاي متف   در روش ه

ــا در روش  . نمــي باشــد ــه ه منفــي شــدن برخــي از نمون
جوشاندن حكايت از اين دارد كـه ايـن روش از حساسـيت             

 هـدف موجـود در نمونـه        DNAكافي براي بازيافت تمامي     
برخوردار نمي باشد و مي بايست از روشـهاي حسـاس تـر             

 . د كه به آن اشاره شده استديگري استفاده نمو
آنكه براي ارزيابي طرق متفاوت خالص سازي  توجه به با     

DNA بايد با نمونه هاي كلينيكي اقدام نمود ضروريست 
در بررسي حاضر روشهاي خالص سازي بكار گرفته شده 

جوشاندن و استخراج با درجه خلوص بالا  ، فنل ، كلروفروم(
با نمونه هاي ) ديم هيدروكلرايدبا استفاده از تركيب گواني

 . مثبت مورد آزمايش و مقايسه قرار گيردHBVكلينيكي 
 :روش كار

 نمونـه سـرم از بيمـاران        ٣٠ تعـداد    :نمونه هاي كلينيكي        
مراجعــه كننــده بــه درمانگــاه هپاتيــت بيمارســتان دكتــر 

  مبتلا به هپاتيـت مـزمن بـوده از نظـر           كه  تهران  شريعتي  
  بودند تهيـه      منفي HBe  و آنتي ژن       مثبت HBs ژن   آنتي

  با سه روش مورد HBV DNAبه منظور استخراج . گرديد
نظر هر نمونه پس از تهيه به سه قسـمت مسـاوي تقسـيم              

ــد ــيص  . گردي ــاران و تخل ــرداري از بيم ــه ب  در DNAنمون
آزمايشگاه مركـز تحقيقـات گـوارش بيمارسـتان شـريعتي           

مل آمـاده سـازي     انجام گرفت و ساير مراحل مورد نياز شـا        
ــورز در   ــيون و الكتروفـ ــنش و امپليفيكاسـ ــوط واكـ مخلـ

  .آزمايشگاه تحقيقاتي دانشكده پزشكي همدان انجام شد
  بـه منظـور      : ويروس با روش جوشـاندن     DNAاستخراج  ) الف

عمل  نحو زير  بهDNAكاستن اثرات منفي حرارت جوش بر  
وپ   از هر نمونه سرم در ميكروتي      µl١٠٠ابتدا مقدار    .گرديد

ــه مــدت  ــو ٥ب ــاكرو وي ــرار حــرارت تحــت  دقيقــه در م  ق
 رـــ بار تقطي٢ آب ١٠ µlسپس به هر ميكروتيوپ . گرفت
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هـا را كـاملاً ورتكـس          و ميكروتيـوپ   گرديـد استريل اضافه   
 . يـم دادقـرار   دقيقـه    ٥ بـه مـدت      C٦٩°نموده و در دماي     

هـا را مجـدداً ورتكـس نمـوده و بـه              پس از آن ميكروتيوپ   
  در حجـم  نمـوديم تـا   سانتريفوژ  g٧٥٠٠در  قه  دقي ١مدت  

µl ٩( بافر شناور شد٣٠.( 
بـراي   : ويروس بـا روش فنـل ـ كلروفـرم    DNAاستخراج ) ب

 سـيناژن   DXPTM در اين روش از محلـول        DNAاستخراج  
باشـد     و سديم دودسيل سولفات مي     Kكه حاوي پروتئيناز    

م  سر١٠٠ µlدر يك ميكروتيوپ   . به نحو زير استفاده شد 
ــه  ــول µl٨را ب ــاملاً آن را  DXPTM محل ــوده ك ــافه نم  اض
 قرار C٦٠°دماي  دقيقه در ٣٠كرده و ابتدا به مدت  ورتكس

. نموديم دقيقه سرد    ٥ براي مدت    C٤°دماي در سپس يمداد
كلروفـرم  / فنـل  ١٠٠ µlدر مرحله بعد به هـر ميكروتيـوپ         
 g١٢٠٠٠ دقيقـه در  ٢٠اضافه و ورتكس نموده و به مـدت         

فاز آبـي را بـه يـك ميكروتيـوپ جديـد            .  كرديم سانتريفوژ
ايزواميـل الكـل    /منتقل  نمـوده و هـم حجـم آن كلروفـرم           

 دقيقه در   ٥اضافه كرده، پس از ورتكس و به مدت         ) ٢٤:١(
gمجددا فـاز بـالايي را بـه يـك          .  سانتريفوژ كرديم  ١٢٠٠٠

 حجـم آن سـديم   ١٠/١ميكروتيوپ جديد منتقل نموده  و       
% ٩٦و سه حجم اتانل     ) بر روي يخ  موجود  ( مولار   ٣استات  

 دقيقه بـه روي     ٣٠اضافه نموده، مخلوط مذكور براي مدت       
 دقيقـه   ١٥پس از سانتريفوژ به مدت      . نموديمنگهداري  يخ  
اضافه نمـوده و    % ٧٠ اتانل   µl٥٠٠به ته نشين    g١٢٠٠٠در  
 دقيقـه در    ٥ميكروتيوپ را به مدت     .  مرتبه وارونه كرديم   ٥
gدكانتـه نمـوده و تـه نشـين را      سانتريفوژ، سپس    ١٢٠٠٠

 دقيقـه در    ٥ يـا    يـم  دقيقه قرار داد   ٣٠تحت خلاء به مدت     
 آب دوبار تقطيـر     µl٣٠مقدار  . يمود خشك نم  C٦٥°دماي  

 -C٢٠°دمـاي   اتوكلاو شده بـه نمونـه اضـافه نمـوده و در             
 ).١٠،١١(يمكردنگهداري 

 High Pure Nucleic ويروس بـا اسـتفاده از   DNAاستخراج ) ج

Acid Kit:  بافرهاي كيت تهيه شده از شركت سيناژن حاوي
 سـرم،   µl٢٠٠در ابتدا به    . باشد  گوانيديوم هيدروكلرايد مي  

µlباشـد و      محلول كار كه حاوي بـافر باينـدينگ مـي          ٢٠٠
µlپروتئيناز   ٥٠ K         اضافه نموده به سرعت مخلوط كـرده و 

در مرحلة بعـد    . داديم   قرار   C٧٢° دقيقه در دماي     ١٠براي  
ــه ــاي لول ــه  ه ــت را در لول ــود در كي ــردار موج ــاي   فيلت ه
 باشـد قـرار      كننده كه آنها نيـز در كيـت موجـود مـي             جمع
ــ ــهدادي ــالايي     م و نمون ــة ب ــل لول ــرم را در داخ ــاي س  ه

  g٨٠٠٠ دقيقه در ١وده و براي ـــــــاضافه نم) فيلتردار(

 
هاي جمـع كننـده را دور ريختـه و            لوله. نموديمسانتريفوژ  

ار كـه اسـيدهاي نوكلئيـك بـه فيبرهـاي           هاي فيلتـرد    لوله
هـاي جمـع كننـده        را به لوله  بود  اي آن متصل شده       شيشه

 بافر خارج كننده    µl٥٠٠جديد منتقل نموده و به هر كدام        
اضافه ) Inhibitor Removal Buffer(تركيبات مهار كننده 

. نمـوديم    سـانتريفوژ    g٨٠٠٠ دقيقه در    ١نموده و به مدت     
 بـه   و نموديم بافر شستشو    µl٤٥٠سط  ته نشين را دوبار تو    

 g١٣٠٠٠منظور اطمينان از خروج تمـام بـافر از فيلتـر در             
كننـده را     هاي جمـع    يم، لوله كرد دقيقه سانتريفوژ    ١٠براي  

هــاي  هــاي فيلتــردار را بــه ميكروتيــوپ دور ريختــه و لولــه
mlتميز و عاري از نوكلئاز منتقل نموده و به هر كـدام             ٥/١ 
µlبافر   ٥٠ Elution  هـاي فيلتـردار اضـافه نمـوده و            به لوله

 سـانتريفوژ نمـوده اسـيدهاي       g٨٠٠٠براي يك دقيقـه در      
 ٦٠ µlو در حجـم     نوكلئيك به ميكروتيوپ منتقـل كـرده        

 ).١٢(دبو قابل نگهداري -C٢٨° دمايكه در  نموديمشناور 
 از  PCRبراي انجام واكنش      :HBVاي پليمراز     واكنش زنجيره 

 شـركت سـيناژن     B ويروس هپاتيـت     PCRكيت تشخيص   
پرايمرهاي مورد استفاده در اين كيـت جهـت      . استفاده شد 

 در  PCR بوسـيلة روش     B ويروس هپاتيت    DNAتشخيص  
هـاي انسـاني      سرم و پلاسماي خون انسـان و ديگـر نمونـه          

طراحي گرديده است كه قادر به توليد محصولي بـه طـول            
bp  خيص توانـد جهـت تش ـ      ايـن كيـت مـي     .  ميباشد ٣٥٣

HBV DNAهاي كلينيكي و ارزيابي بازده درمان   در نمونه
 .  ذكر گرديده استزيرمحتويات كيت در جدول . كار رود به

 

 هپاتيت   براي تشخيصPCRمواد تشكيل دهنده كيت 
 

 مقادير مواد تشكيل دهنده

1 x PCR MIX )dNTP  ،MgCl2شامل پرايمرها( 
Tag DNA Polymerase 

 

Mineral Oil 
Positive Control 

DNX TM)  مخلوط پروتئينازK و SDS( 

1 cc 
2.5µl 

(SU/UL)
1 ml 
50 µl 
0.5ml 

 
 
 
 
 
 
 
 

پس از آماده نمودن لوله هـاي آزمـايش و اضـافه نمـودن
وسيكلر مدل با استفاده از يك ترم     PCRنمونه جهت انجام    

 شـد عمـل  ارائه شدهاپندورف آلمان بر طبق برنامه جدول    
حـاوي% ٢در آگـارز     تكثير ، نمونـه هـا      و در انتها پس از      

mg/mlدر و ندشـــدالكتروفـــورز  اتيـــديوم برومايـــد ٥/٠
بررسـيترانس ايلوميناتور  توسط ladder 100 brمجاورت 

 ).٩،١١(ندگرديد



١٣  ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ٣٢ ، شماره مسلسل  ١٣٨٣تابستان ،  ٢دهم ، شماره يازسال 
 

  سيكل٣٦برنامه آمپليفيكاسيون براي تكثير در 
 

 مرحله )سانتيگراد(درجه حرارت  )ثانيه(زمان 

) ثانيه٦٠در سيكل اول (٢٠
٢٠ 
٤٠ 

٩٣ 
٦١ 
٧٢ 

 جداسازي
 اتصال

پليمريزه نمودن

 
 براي سه روش بصورت زير      µl٢٥ واكنش در حجم     مخلوط

 آماده گرديد
µl١٥ PCR Mix ، µl ١ DNA ، خالص شده µl ٩ DDW 
  پليمرازTag ٤/٠ µlو 

 :نتايج 
 كيت تهيه شده ابتدا با كنتـرل        :آزمايش كارايي سيستم        

 مويـد   PCRمثبت مورد آزمايش قرار گرفت ونتيجه انجام 
 را داشـت    ٣٥٣   bp بـا    تكثير محـول مـورد نظـر مطـابق        

 ).١وير تص(
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 و بررسي نمونه ها  *100bp Ladderبا استفاده از : ١تصوير 
 داراي ٥و٤و٢همانگونه كه در شكل مشخص است نمونه هاي 

 . مي باشد٣٥٣ bpباند 
 Fermentas شركت *

 
نتايج حاصل از آزمايش نمونه ها با روشهاي سـه گانـه خـالص              

 هاي سرم جمع آوري شده مطابق روش اتخاذ          نمونه :سازي
 مـورد بررسـي     DNAشده با هر روش براي خالص سـازي         

 DNAبـه منظـور ارزيـابي كـارايي هـر روش            . قرار گرفـت  
 PCRخالص شده با پرايمر هاي موجود در كيت تشخيصي 

تعـداد مـوارد مثبـت در روش ،         .  مورد آزمايش قرار گرفت   
 هــــب يوم هيدروكلرايدگوانيدو  كلروفرم -فنل،  جوشاندن

 
 ١١،  ١٤ ترتيـب    موارد منفي نيز به     و    ٢٣ و   ١٩،١٦ترتيب  

 .)١ جدول( مورد بود٧و 
 

  بررويHBV DNAنتايج سه روش استخراج :  ١ جدول
 (Cochran)  نمونه سرم براساس آزمون كوكران٣٠ 
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٣٠ 
)١٠٠( 

١٤ 
)٧/٤٦( 

١٦ 
)٣/٥٣( PCR1*** 

 

      PCR3*نتايج حاصل از روش گوانيديوم هيدروكلرايد  
      PCR2**نتايج حاصل از روش فنل ـ كلروفرم  
      PCR1***نتايج حاصل از روش جوشاندن  

 

 :بحث
 با سه روش خالص سازي      PCRنتايج حاصل از آزمايش        

مشخص نمود كه روش خالص سازي مبتني  بر استفاده از           
مـوفقتر  در نمونه هاي بررسي شده      گوانيديوم هيدروكلرايد   

ــب و    ــاندن داراي معاي ــود روش جوش ــر ب از دو روش ديگ
 ــ ــددي اسـ ــن متعـ ــولا داراي .  تمحاسـ ــن روش اصـ  ايـ

مرحلـه اي تحــت عنـوان خــالص سـازي  نميباشــد، بلكــه    
 DNAمهم ميباشد كه ميتوانـد      نظر  اين  از  توانايي آن تنها    

علاوه بر اين مواد مصرفي در ايـن        . را در دسترس قرار دهد    
روش كمتر بوده و در زمان كوتاه امكان كار با نمونـه هـاي              

. بود خواهد كمتر نيز آزمايشگاه در آلودگي وجود داشته و   انبوه
از معايب اين روش هم عدم حذف كامل مهـار كننـده هـا              
مي باشد و ديگر اينكه روش جوشاندن قـادر بـه  اسـتفاده              

با وجـود  .   نمي باشدHBV DNAنمونه هاي با مقادير كم 
در معايب متعدد آن بواسـطه سـرعت مطلـوب ايـن روش،             

   PCRكـه از  بسـياري از آزمايشـگاه هـا تشـخيص طبـي      
 از آن اسـتفاده     DNAاستفاده ميگردد براي آمـاده نمـودن        

 .مي نمايند
روش فنل كلروفرم كـه عمومـا بعنـوان يـك روش            در        

 بدسـت آمـده     DNAتحقيقاتي شـناخته ميگـردد، ميـزان        
نسبت به روش جوشاندن بيشتر خواهد بـود و در مقايسـه            

از . دبــا آن از  قــدرت تخلــيص بــالاتري برخــوردار ميباشــ
 "اــــمعايب اين روش اينست كه روش فنل كلروفرم تقريب

bp ٣٥٣

Ladder        ١         ٢        ٣      ٤         ٥  



  همدان ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــمجله علمي دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي درماني 

 

١٤
 

علاوه بر اينكه به وسـايل يكبـار        و  پيچيده و وقت گير بوده      
 امكان آلودگي در ضـمن كـار در       استمصرف بيشتري نياز    

همچنين مقدار كم فنل باقي     . اين روش نيز بيشتر ميباشد    
ه داشته  مانده در محلول خالص شده ميتواند اثر مهار كنند        

جداســازي اســيدهاي نوكلئيــك ويــروس ). ١١،١٣(باشــد 
توسط كيت خالص سـازي مـورد اسـتفاده كـه مبتنـي بـر           
استفاده از گوانيديوم هيدروكلرايد بود در مقايسـه بـا روش           

. كلروفرم از سرعت بمراتب بالاتري برخوردار ميباشـد       -فنل
ــاز    ــر پروتئين ــواد نظي ــتفاده از م ــا اس ــن روش ب  و Kدر اي

 جدا شده، سپس توسط بافر      DNAديوم هيدروكلرايد   گواني
در مجموع در   . اختصاصي مهاركننده ها نيز خارج ميگردند     

اين روش بواسطه آنكه وسـايل كمتـري اسـتفاده ميشـود،            
نتايج بدست آمـده در     . احتمال آلودگي نيز كاهش مي يابد     

 حاضر مشخص نمود كه در عمل علاوه بر  سـرعت            مطالعه
از هـم    ويـروس    DNAميزان بازيافت    اين روش در  مطلوب  

اسـتفاده از بـافر هـاي       . دو روش ديگر موفق تر بوده اسـت       
حاوي گوانيديوم نيز قبلا مكرر بصـورت موفقيـت آميـز در            

حتـي در ارتبـاط بـا       ). ١٤(ويروس ها گـزارش شـده اسـت       
باكتري ها نيز گزارش شـده كـه بـافر ليـز كننـده حـاوي                

 ).١٣،١٥(تيوسيانات رضايت بخش بوده است
نتايج بررسي حاضـر نشـان داد كـه روش گوانيـديوم                   

هيدروكلرايد در نمونه هاي مـورد اسـتفاده حسـاس تـرين            
 متر بواسطه جابجايي ك   "اباشد ضمن مي  روش خالص سازي    

محلول ها در پروسه خالص سـازي احتمـال آلـودگي نيـز             
 .كمتر خواهد بود

  :سپاسگزاري
نـد جنـاب آقـاي      مارجاز زحمات اسـتادان     بدينوسيله        

از  و مهنـدس مـاني كاشـاني و همچنـين            هدكتر ملـك زاد   
پرسنل آزمايشگاه تحصيلات تكميلـي و درمانگـاه هپاتيـت          

كه در انجام اين تحقيق ما      تهران  بيمارستان دكتر شريعتي    
 .را ياري نموده اند تشكر ميگردد
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