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 مقدمه

و تکامل هر چه بیشتر  های دو دهه اخیر در زمینه بیولوژی مولکولی موجب ارتقاء کارایی پیشرفت

 ولیگینی گردیده است . استفاده از مارکرهای غیر رادیواکتیو و اودر علوم بال  DNAهای وابسته به آزمایش

پیشرفت های موثر در بهبود و از جمله  DNAو یا مترادف های ویژه بازهای آلی در تیدهای مکمل با ژن ها ئونوکل

در طیف تشخیص بالینی محسوب می شود . یکی از مهمترین  DNAبه ابسته بکارگیری روزافزون تست های و

، واکنش های زنجیره ای پلیمراز نیز دارد یبرد تشخیصربیولوژی مولکولی که در عین حال کا ها در زمینه فتپیشر

 DNA( می باشد . که علاوه بر سریع نمودن آزمایشهای وابسته به PCR) polymerase chain reaction یا

 گونه آزمایش ها گردیده است .  در موارد متعدد موجب افزایش حساسیت این

راه اندازی این روش و یا روشهای مشابه در زمینه بیولوژی مولکولی و بهره وری از آنها در مراکز آزمایشگاهی 

و تحقیقاتی، منجر به حصول نتایج چشمگیر و سودمند در زمینه تشخیص آزمایشگاهی و همچنین مطالعات 

 اپیدمیولوژیک خواهد شد . 

 

 چکیده 

PCR  به روش ازدیاد مقادیر جزییDNA ا یRNA  تا حد مشاهده آنها توسط روشهای ساده و

در ازدیاد اسیدهای نوکلئیک موجود در نمونه مورد  PCRرایج آزمایشگاهی اطلاق می شود. قابلیت 

آزمایش موجب شناسایی سریع و اختصاصی نوع سلول با میکرو ارگانسیم مورد نظر در نمونه مذکور می 

در تشخیص آزمایشگاهی بیماریها ، آن را بعنوان ابزاری  PCRیری گردد که این ویژگی علاوه بر بکارگ

 . مطمئن و حساس در زمینه پژوهش های علمی مطرح می سازد
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 PCR 

 PCR های آزمایشگاهی است که در تشخیص بیماریهای عفونی ، پزشکی  یکی از جدیدترین تکنولوژی

 است. قرار گرفته  قانونی و ناهنجاریهای ژنتیکی مورد استفاده و توجه

 شامل سه مرحله می باشد : PCRهر چرخه 

بوسیله  DNAهای دو رشته ای  که در این مرحله مولکول ( Denaturationمرحله تقلیب )  -1

 حرارت بالا

های تک رشته ای تبدیل می  درجه سانتی گراد ( از همدیگر جدا گردیده و به مولکول 14) حدود  

 شوند.

که در این مرحله کاهش دمای واکنش صورت می گیرد تا  ( Hybridizationی ) مرحله پیوند زن -1 

تک رشته ای پیوند زده شوند . درجه حرارت مورد استفاده برای این  DNAهای  اینکه پرایمرها بتوانند به مولکول

 درجه سانتی گراد متغیر باشد.  71درجه سانتی گراد تا  12مرحله می تواند از 

، پرایمرها را در روی DNAپلیمر از  Taqیم که در این مرحله آنز (Extension) مرحله توسعه -1

DNA  تک رشته ای امتداد می دهد تاDNA  71دو رشته ای جدید بسازد. درجه حرارت لازم برای این مرحله 

 درجه سانتی گراد می باشد. 
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 پرایمر چیست؟ 

تیدها ( بوسیله تکنیک های شیمیایی بصورت سریع ونوکلئ اولیگوتک رشته ای کوتاه )  DNA های مولکول

از آنها به عنوان  Taqپلیمراز  DNA ،می شوند دهب شده افزویتقل DNAو ارزان ساخته می شوند. اینها وقتی به 

دو نوع پرایمر مورد استفاده قرار  PCRجدید در داخل آزمایشگاه سنتز می شود. در  DNAپرایمر استفاده کرده و 

 هدف پیوند می شوند.  DNAرشته مکمل مولکول  ل های ویژه در دوهر کدام از آنها به محمی گیرد که 

از یک پرایمر را توسعه می دهد، یک پلیمر DNAده اند که زمانیکه پرایمر های مذکور بصورتی ساخته ش

ن رشته اتصال جدید برای پرایمر دیگر می شود. ایدارای یک محل  DNAبوجود می آورد که آن  DNAمولکول 

DNA  جدید تولید شده نیز همینطور قادر خواهد بود بعنوان الگو برای سنتزDNA  از پرایمر دیگر در جریان

 عمل نماید.  PCRچرخه های بعدی 

را اصلاح کرده است. اولین پیشرفت  PCRنکته : دو پیشرفت تکنیکی عمده بطور قابل توجهی روند 

( Thermal cyclerده و دومین پیشرفت بکارگیری ترمال سایکلرها ) حرارت بوبکارگیری پلیمرازهای مقاوم به 

 یس، دو نوع پرایمر، چهار نوع داکPCRکه عبارتند از بافر  PCRپیشرفت می توان تمامی اجزاء  وبا این داست. 

در  الگو با همدیگر در لوله های پلی پروپیلن مخلوط کرده و DNAپلیمراز و  Taqنوکلئوتید تری فسفات، آنزیم 

انجام شود. واکنش تکمیل شده روی ژل آگارز برده می شود و با  PCRترمال سایکلر برنامه ریزی شده قرار داد تا 

 یاد یافته امکان پذیر می شود. دهای از DNAروشهای مختلف رویت 

PCR  توسط آقایKary mullis برای این دست آوردش برنده ایشان اختراع شده است و  1111سال  در

 شد.  1111نوبل شیمی در  جایزه

PCR  غیر های  بی نظیر و راحتی استفاده از آن به آزمایشگاه سادگییک روش آزمایشگاهی رایج است که

 مولکولی اجازه دستیابی به قدرت مولکولی داده است. 

PCR  را یک دستگاه فتوکپیDNA    می نامند چرا که نسخه های بسیار زیادی را از یک قطعه مشخص

DNA یک لوله آزمایش می سازد. اگرچه مفهوم کلی آن ساده است، ولی فرآیندی پیچیده با تعداد زیادی  در

 واکنشگر می باشد. 

 



 

7 
 

 PCRاساس کار 

PCR   موجب سنتز  DNA  می شود  .PCR   ،DNA  را درون یک لوله آزمایش کپی می کند و از

  فاده می کند .است DNAعناصر اصلی و طبیعی فرآیندهای ساخت و همانند سازی 

برای همانند سازی ژنوم کامل در یک سلول زنده، سیستم بسیار پیچیده ای لازم است که مشتمل بر 

باز می شود  و هر رشته از مولکول اولیه ) مادر ( به عنوان  DNA ،به بیان ساده. زیادی می باشدهای پروتئین

سون وکریک ی برداری بر طبق قوانین شناخته شده واکالگویی برای ایجاد رشته مکمل دختری بکار می رود. این کپ

وانین همیشه با سیتوزین جفت می گ) آدنین همیشه با تیمین و  .در جفت شدن نوکلئوتیدها با هم، استوار است

 شود( 

نیاز داریم که پرایمر   DNAپلیمراز باید القاء شود لذا به توالی کوتاهی از  DNAبوسیله  DNAسنتز 

 و مکمل توالی الگو است.  نامیده می شود

نوکلئوتید هستند که بصورت مصنوعی ساخته  12با طولی حدود  DNAپرایمر ها، توالی هایی از جنس 

 شوند . می

 پلیمراز  DNAگسترش پرایمر توسط 

پلیمراز با استفاده از رشته الگو،  DNAپرایمر که مکمل توالی الگو است، روی رشته الگو جفت می شود و  

 نوکلئوتیدهای صحیح را بر طبق قوانین جفت شدن بازها به آن افزوده و پرایمر را گسترش می دهد.  یسدزوک

 

در  DNAفقط بعضی از اجزاء پیچیده ماشین همانند سازی برای کپی کردن قطعات کوتاه  PCRدر فرآیند 

 یک سیستم بافری ساده و درون یک لوله آزمایش نیاز است. 

پروتئین یک سلول نیازمند یک مجموعه چند جزئی شامل تعداد زیادی آنزیم و  در  DNAنکته : باز شدن 

که منجر به شکستن پیوندهای   Denaturationبه سادگی با یک مرحله حرارت دادن بنام  PCRاست ، اما در 

 دو رشته ای می شود . جایگزین شده است .  DNAبین جفت بازها در  یهیدورژن

تیدی با توالی اختصاصی به توالی های مکمل خود روی و، دو پرایمر الیگو نوکلئبعد از دناتوره شدن الگو 

 می شوند.  لالگو ، متص DNAرشته های 
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پلیمراز  DNAهای جدید دو رشته ای توسط  DNAبا اضافه شدن دزوکسی نوکلئوتیدهای صحیح ، تولید 

 آغاز می شود. 

از می شود، پرایمرها به توالی مکمل خود روی الگوی مولکول الگوی دو رشته ای ب ، PCRدر اولین چرخه 

پلیمراز مقاوم به حرارت آغاز می شود. نتیجه این چرخه از  DNAبا  DNAتک رشته ای می چسبند و ساخت 

PCR  .این است که به ازای هر کپی اولیه، دو کپی از توالی هدف تولید می شود 

) ناهمسان ( شامل یک رشته  Heteroduplexی در چرخه حرارت دادن بعدی مولکول های دو رشته ا

تولید شده اند، دناتوره می شوند.  DNAیک رشته ساخته شده جدید که طی اولین واکنش سنتز الگوی اصلی و 

 عمل می کنند .  DNAبه عنوان الگویی برای دور بعدی ساخت  DNAاکنون هر کدام از رشته های 

ای با طول صحیح تشکیل می شوند. در چرخه های بعدی  دو رشته PCRدر چرخه سوم اولین محصولات 

تعداد کپی های توالی هدف دو  PCRبصورت نهایی افزایش می یابند. در هر چرخه  ،هدف DNAتعداد کپی های 

یک در شروع واکنش به  درصد، هر الگوی موجود 122با کارایی  PCRچرخه  12برابر می شود یعنی بعد از 

 .خواهد شد رشته جدید تبدیل میلیون

  ختم  DNAبه مقدار زیادی محصول   PCR  تعداد ناچیزی از مولکول های الگوی اولیه در شروعنکته : 

چند مولکول از  اسیار بالا که اگر بصورت اتفاقی بمی شود که حدود یک میکروگرم است یعنی یک توانایی تکثیر ب

 باه منجر گردد. واکنش قبلی آلوده شود ممکن است به نتیجه اشت  DNAمحصول 
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  با حرارت دادن و سرد کردن PCRکنترل واکنش های 

PCR  گسترش(  کردن، جفت شدن و )دناتورهمرحله از واکنش  1مبتنی بر استفاده از دماهای مختلف برای

پس ساستفاده می شود. الگو   DNAدرجه برای دناتوره کردن رشته های  13می باشد. از دمای بالا و در حدود 

هش می یابد تا به پرایمرها امکان داده شود با توالی های ممکن خودشان روی رشته های الگو جفت شوند. دما کا

بودن واکنش به دمای جفت شدن پرایمرها وابسته است. هر  یمتغیر است. )اختصاص این دما بسته به نوع پرایمرها 

استفاده  سانتی گراد درجه 33از دمای  معمولا تر خواهد بود( یر باشد واکنش اختصاصتچه دمای جفت شدن بالا

افزایش می یابد  سانتی گراد درجه 71ر بهتر است و برای بعضی آزمایشها تا تموارد دمای بالا یمی شود، اما در خیل

 دو دمایی منجر می شود. PCRکه به 

احتی، از یک ( و برای ر بار 42تا  13هدف این چرخه دمایی چندین بار تکرار می شود )  DNAبرای تکثیر 

مناسب در  مدت زمانکلر استفاده می شود. این دستگاه می تواند بسرعت دما را تغییر دهد و نمونه ها را به ترموسای

از اختراع این دستگاه از سه محفظه آبی با دماهای  لاً قابل برنامه ریزی است. قبلدمای دلخواه نگه دارد یعنی کام

 های واکنش بصورت دستی بین این محفظه ها جابجا می شدند.  می شد و لولهاستفاده  71و  33و  13

PCR  رود. در سه مرحله مجزا که با دما کنترل می شود ، پیش می 

درجه سانتیگراد ( تا دناتوره شده و  14الگوی دو رشته ای حرارت داده می شود ) تا  DNAدناتوره شدن :  -1

 رشته های مکمل جدا شوند. 

شدن پرایمرهای الیگو  دت تا دمای جفت شدن ، سرد می شود تا امکان هیبریجفت شدن : واکنش به سرع -1

 نوکلئوتیدی با الگو فراهم شود . 

 DNAبه وسیله  DNAدرجه افزایش می یابد تا ساخت  71: معمولا دمای واکنش تا  DNAساخت  -1

 پلیمراز مقاوم به حرارت بهینه شود . 
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 PCRچرخه های 

ه الگو یک دو رشته ای جدید بوجود می آید که خود باعث مضاعف شدن از هر رشت PCRدر اولین چرخه 

یعنی در پایان هر چرخه ) پس از دناتوره شدن، جفت شدن و گسترده شدن(  ،تعداد کپی های ناحیه هدف می شود

 هدف به صورت تئوری مضاعف می شود.  DNAتعداد کپی های 

 رند . الگو طول معین ندا  DNA: محصولات حاصل از  1چرخه 

روی محصولات تک رشته ای : اولین محصولات تک رشته ای با طول معین در نتیجه اتصال پرایمر  1چرخه 

 تولید می شود.  1تولید شده در چرخه 

 : منجر به تولید اولین محصولات دو رشته ای با طول معین می شود.  1چرخه 

 ا طول معین می شوند . به تکثیر نمایی محصولات بو چرخه های بعدی : منجر  4چرخه 

به  DNAساخت استفاده می شوند و به عنوان محل هایی برای شروع  PCRدر  نوکلئوتیدیدو پرایمر الیگو 

الگو که باید کپی برداری شود را مشخص  DNAد . این پرایمرها منطقه ای از نپلیمراز عمل می کن DNAوسیله 

ه پرایمر نیاز دارند. لذا به منظور طراحی این پرایمرها لازم ب DNAبرای شروع ساخت  پلیمرازها DNAمی نمایند. 

 ناحیه هدف را بدانیم.   DNAاست که حداقل توالی بخش های کوچکی از 

چهار  ،ند وابسته به الگو پلیمراز در یک رو DNAالگو هستند.  DNAمکمل توالی رشته مخالف پرایمر ها 

 DNA، توالی  PCRن را گسترش می دهد. بنابراین در هر چرخه از کسی نوکلئوتید را به پرایمرها افزوده و آودز

 بین محل اتصال دو پرایمر همانند سازی خواهد شد. 

 PCRدرجه سانتی گراد به مدت دو تا پنج دقیقه، در شروع  14یک مرحله دناتوره کردن طولانی با دمای 

معمولاً بعد از آن سه مرحله کنترل شده . الگو اطمینان حاصل شود  DNAوجود دارد تا از دناتوره شدن موثر 

 دمایی وجود دارد :

 درجه سانتی گراد برای دناتوره کردن رشته های الگو 14 -1

 درجه سانتی گراد ( برای جفت شدن پرایمرها  33درجه سانتی گراد ) اغلب  71درجه سانتی گراد تا  42 -1

 پلیمرازهای مقاوم به حرارت  DNAتوسط بسیاری از  DNAدرجه سانتی گراد برای ساخت موثر  71 -1

 PCRکنیتیک 

 را در سه مرحله مجزا در نظر بگیریم .  PCRمی توانیم 
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الگو را برای توالی مکمل شان جستجو می کنند و  DNA: که طی آن پرایمرها، (E)چرخه های ابتدایی 

 اسیون عمل می کنند. دیرببسیاری شبیه پروب ها در آزمایش هی

ه فرایند تکثیر محصول با عملکرد همزمان دو پرایمر انجام می شود تا یک تجمع (: کMچرخه های میانی )

 د. زنمایی از قطعه محصول را ممکن سا

(: بعضی اوقات کفه نامیده می شود وقتی که میزان تکثیر بدلیل محدود بودن  Lچرخه های پایانی )

 ش پایین تر از حد بهینه شود . پلیمراز مقاوم به حرارت ( یا مهار واکن DNAواکنشگرها ) معمولا 

 یافزایش یابد ، بیشترین کارای Eاتصال پرایمرها در مرحله : باید کاری کنیم که اختصاصی بودن  1نکته 

 متوقف کنیم.  Lبدست آوریم و واکنش را قبل از مرحله   Eتکثیر را در مرحله 

  ( : Eچرخه های اولیه )

الگو و تعداد زیادی از دو پرایمر   DNAتا محدودی از ی ، نسخه های نسبمژنو DNAیک  PCRبرای  

تعیین کننده ناحیه هدف داریم. اگر این هدف یک ژن منحصر بفرد باشد ، آنگاه برای هر کپی از ژنوم، فقط یک 

یعنی اه ( کمحل اتصال اختصاصی برای هر پرایمر وجود خواهد داشت ) مثل جستجوی دو سوزن در یک انبار 

 به الگو بسیار زیاد است.نسبت پرایمرها 

اولین کار پرایمرها این است که توالی های مکمل شان را پیدا کنند و بصورت موقت به توالی های تصادفی، 

مکمل پرایمر نباشد به سرعت جدا شده و مجدداً با توالی دیگری جفت می شود و در  ،متصل خواهند شد. اگر توالی

پیدا خواهد کرد و به مدت زمان کافی بصورت کمپلکس دو تایی با الگو نهایت یک پرایمر توالی مکمل صحیح را 

به حرارت اتفاق افتد و کمپلکس سه تایی پلیمراز مقاوم   DNAبا مولکول  یمتصل خواهد ماند تا میان کنش بعد

 ناتوره نخواهد شد. ددرجه سانتی گراد  71تشکیل شود که با افزایش دما به 

ا افزایش می یابد از الگو جدا متصل شده به محض اینکه دم DNAوقتی با پرایمرهایی که فقط بصورت م

 شوند . می

 (Misprimingنکته  : جفت شدن نادرست پرایمر )

بعضی پرایمرها در مرحله جفت شدن ممکن است محل های دیگری را روی رشته الگو پیدا کند که بصورت 

شوند. زمان اتصال پرایمر به الگو آنقدر خواهد بود تا مولکول  ل باشند و می توانند به آنها متصلنسبی با آنها مکم

DNA قه دو رشته ای میان کنش دهد و ساخت طپلیمراز با منDNA به جفت شدن  که شروع شود. یک پدیده

راز نمی تواند بین دو رشته پلیم DNAا جفت شدن غیر اختصاصی پرایمر معروف است. در واقع ینادرست پرایمر 

بسیاری از موارد در ی کاملا منطبق و یا دو رشته حاوی تعدادی اتصال نادرست، تفاوتی قائل شود. الگو رپرایم

 .می شوند PCRمشکلاتی در  باعث ایجاد  پرایمراینگونه جفت شدن های نادرست 
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 مانع از جفت شدن نادرست پرایمر شد؟چگونه می توان 

 انتخاب وطراحی پرایمر ها با دقت زیاد  ـ1

 تا فقط با توالی کاملا مکمل جفت شده و دو رشته ای پایدار تشکیل دهند . دمای چسبیدن بالا  انتخاب ـ1

های بهبود دهنده  استفاده از روشهای اختصاصی تر کردن جفت شدن پرایمر ها مثل استفاده از افزودنی -1

(Enhancers ( شروع داغ )Hot start PCR و فرایند )touch down  . 

 نیز یک راهکار مناسب است. یان دمای جفت شدن با استفاده از یک دستگاه ترموسایکلر گرابهینه سازی د-4

 ایی ممرحله ن :( Mچرخه های میانی )

ایی در چرخه های میانی مری واکنشی شروع می شود. تکثیر نمرحله تکثی PCRدنبال چرخه های اولیه ه ب

PCR شوند.  طی چرخه های اولیه انتخاب شده اند دو برابر می الت ایده آل، توالی هدفی کهحدر  و اتفاق می افتد

محل های مکمل توسط پرایمرها آسان تر می شود زیرا تعداد   فرایند جستجوی ، PCR  با پیشرفت این مرحله از

تجمع سریع قطعات محصول ادامه رو به افزایش است.  ،کپی هایی که حاوی محل جفت شدن برای پرایمرها هستند

را قبل  PCRزمانی که کارایی این تکثیر مختل شود و نهایتاً واکنش به حالت کفه برسد. لازم است که  می یابد تا

 یم. یایی متوقف نمامرسیدن به مرحله کفه و در مرحله ناز 

 مرحله کفه :   ( Lیانی )چرخه های پا

ویژه همه مولکول های به  ،مرحله کفه در اثر تغییر غلظت های نسبی برخی از اجزاء واکنش، حاصل می شود

درگیر خواهند شد. اگر رشته های محصول نسبت به مولکول های  DNAپلیمراز مقاوم به حرارت در ساخت 

DNA  پلیمراز بیشتر باشند، همه رشته هایDNA ه نخواهند به عنوان الگو برای ساختن محصول بیشتر استفاد

، و کاهش نسبت پرایمر به محصول DNAاین با تجمع محصول ایی ادامه نمی یابد. علاوه بر مشد و بنابراین تکثیر ن

بین رشته های محصول تمایل بیشتری برای جفت شدن با خودشان بوجود می آید که مانع از جفت شدن آنها با 

که محصولات بلندتر از پرایمر هستند، جفت شدن رشته های مکمل محصول در دماهایی پرایمر می شود. از آنجایی 

بنابراین رشته های محصول از واکنش خارج می شوند. این مای جفت شدن پرایمر الگو آغاز می شود. بالاتر از د

احتمال نیز وجود دارد که بعضی محصولات غیر اختصاصی نیز تجمع یابند زیرا در نتیجه جفت شدن مجدد 

در غلظت های  محصولات صحیح با خودشان، میزان الگوی صحیح کاهش می یابد ولی محصولات غیر اختصاصی

ولات پائین تری نسبت به محصولات صحیح بوده و به عنوان الگوهای جایگزین برای تکثیر عمل می کنند. این محص

ند در ولات صحیح با سرعت کمتر زیاد می شایی افزایش یابند در حالی که محصومغیر هدف ممکن است با سرعت ن
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ی توانند به گونه ای با هم متصل شوند که محصولات بعضی موارد و در غلظت های بالا، رشته های محصول م

ر روی تبا جرم مولکولی بالاسمید پلیمری بوجود آورند که بلندتر از محصول مورد نظر هستند و می توانند بصورت ا

 ژل آگاروز ظاهر شوند. 

که مقادیر  د در موارد استثناییچرخه می باش 13الی  12بعد از  PCRنکته : در مجموع بهترین زمان توقف 

 دستور العمل هایی برای چرخه های بیشتر بکار می رود . ،الگو در دسترس است  DNA  کمی از

( استفاده می شود. افزایش تعداد proofreading enzymeقابل ذکراست حتی وقتی از آنزیم ویرایشگر )

 ایجاد جهش ها را بیشتر می نماید.  رچرخه ها خط

 DNAباشد . هر الگویی مثل  PCRنقطه شروع مناسبی برای انواع مختلف  می تواند PCRیک فرآیند پایه 

 فاژی را می توان بدین منظور استفاده کرد.  DNAحلقوی یا مید ، پلاسمید خطی ، پلاس ژنومی 

 

 PCRهای  کنترل

یکی الگو و   DNAند. بویژه باید یک لوله بدون ا شامل لوله هایی می باشند که فاقد یکی از اجزاء واکنش

بدون پرایمر در نظر گرفته شود. لوله های دیگر که فقط یکی از دو پرایمر به آنها اضافه شده می توانند از کنترل 

شوند تا هرگونه آلودگی که در طول آماده سازی لوله  تهیه در آخر کار های دیگر باشند. باید واکنش های کنترل

 های نمونه بوجود می آید قابل ردیابی باشد. 

 

 PCRیابی بعد از ارز

روی  DNAند، روش معمول برای این کار تعیین اندازه قطعه وشارزیابی  PCRمحصولات باید پس از پایان 

 real –time PCRژل آگاروز است. آزمایش روی ژل مدرکی دال بر موفقیت یا شکست است. روشهایی مثل 

می دهند که بتوان کینتیک تجمع محصول را در هر وجود دارند که به ارزیابی روی ژل نیاز ندارند و این امکان را 

 دنبال کرد.  PCRچرخه از 

 اولیه نتایج روی ژل آگاروز : تفسیر

 آیا یک تک باند از محصول وجود دارد ؟ -1

 آیا اندازه باند در حدود مورد انتظار است ؟
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مثل آنالیز  PCRاینها شاخصهای خوبی برای ارزیابی موفقیت هستند اما شما باید با ارزیابی بیشتر 

قبل و بعد از کلون سازی  DNA( یا توالی یابی restriction map محدود کننده )م با آنزیم ضنقشه ه

 این موضوع را تائید کنید. 

 آیا چند محصول وجود دارند ؟ -1

 آیا باند اصلی محصول شما است ؟

هینه باشد. اما این شکل ممکن است نشان دهنده پائین تر بودن دمای جفت شدن نسبت به دمای ب

گر احتمالا باند اصلی، محصول شما باشد می توانید آن را است . ا  PCRمطمئنا نشان دهنده مشکلی در 

م شرایط و با سخت با تنظی PCRاز ژل جدا کرده و همانند بالا آن را ارزیابی نمائید. راه حل دیگر تکرار 

 گیری بیشتر می باشد. 

 خیلی پائین وجود دارد ؟ند قوی با وزن مولکولی آیا یک با -1

این باند معمولاً دیمرپرایمر است که از جفت شدن یکی یا هر دو پرایمر با خودشان حاصل می شود 

محصول کوچک بصورت کار آمد تکثیر شده است. ولی اگر بتوانید مقادیر کافی از محصول تان را و این 

 نید، دیمر پرایمر مشکل ساز نخواهد بود. یروی ژل بب

ا ت باند محصول کم باشد، واکنش را با سخت گیری بیشتری تکرار کنید یا یکی  از پرایمرهاگر شد

خود کنترل  شریک ن آن را با خودش و با جفت شدن آن را به پرایمردورا مجدداً طراحی کنید و مکمل ب

 نمایید. 

 

 پایه  PCRانجام روش 

 تجهیزات : -9

  ظرف حاوی یخ 

 میکروسانتریفوژ 

 ر دستگاه ترموسایکل 

  تانک الکتروز 

 مواد و واکنش گرها  -2

 DNA پلیمراز مقاوم به حرارت به همراه بافر 

  میلی مولار  1محصولdNTP 

 1و 1یدی شماره تپرایمرهای الیگو نوکلئو 

 DNA  الگو 

  روغن معدنی 
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  ژل آگاروز 

 روش انجام -9

 ( و حجم نهایی را به میلی لیتری 3/2مواد و واکنش گرها را داخل یک لوله میکرو سانتریفوژ می ریزیم )32 

 می رسانیم . میکرولیتر 

 دهیم .  برای مخلوط کردن اجزاء واکنش ، لوله را در یک میکرو سانتریفوژ قرار می 

 32ول طی چرخه های دمایی محل ارد، به منظور جلوگیری از تبخیراگر ترموسایکلر در پوش حرارتی ند 

 اضافه می کنیم .  سبکر روغنی معدنی تمیکرولی

 له را داخل ترموسایکلر قرار داده و برنامه دمایی زیر را طراحی می کنیم . لو 

 دقیقه برای دناتوره کردن الگو  3درجه سانتی گراد به مدت  14 -1

 بار تکرار شود.  13تا  13دقیقه  1درجه سانتی گراد به مدت  14 -1

 بار تکرار شود .  13تا  13دقیقه  1درجه سانتی گراد به مدت  33 -1

 بار تکرار شود.  13تا  13دقیقه  1سانتی گراد به مدت درجه  71 -4

لکولها بطورکامل ساخته شده دقیقه برای اطمینان از اینکه همه مو 1به مدت  درجه سانتی گراد  71 -3

 اند .

  درجه سانتی گراد تا انجام فرایندهای  4نمونه ها را می توان در دمای اتاق )مناسب تر است ( یا در یخچال

 نمود.  بعدی نگهداری

  .لوله ها را از ترموسایکلر بر دارید و مواظب باشید روغن معدنی برداشته نشود 

  مقادیر مناسب از نمونه را با استفاده از مارکرهای مناسب تعیین اندازه مولکولیDNA  روی ژل آگاروز

 ید. یآنالیز نما

 اهمیت دارد.  DNAمی باشند که در ساخت  Mgcl2نکته : بافرها حاوی 

چرخه  13تا  12ی بین مژنو DNAچرخه کافی است و برای  13ه : بطور کلی برای الگوهای پلاسمیدی نکت

 لازم خواهد بود. 

را به یک ابزار رایج و قابل دسترس تبدیل کرده است. عبارتند  PCR در کل پیشرفت های تکنیکی اصلی که

 از : 

1- DNA  پلیمرازهای مقاوم به حرارت 

 دمایی  خودکار شدن فرایند چرخش -1
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از نظر تکنیک ، فرآیند ساده ای است که در آن واکنشگرها مخلوط می شوند و در دستگاه  PCRامروزه 

ترموسایگلر گرما گذاری می شوند ) ترمو سایکلر  بطور خودکار و براساس یکسری تنظیمات از پیش برنامه ریزی 

 .  (شده دمای چرخه های واکنش را تنظیم می کند

 در طراحی یک پرایمر باید مدنظر باشد. قوانین ساده که 

برای یک توالی هدف منحصر بفرد ، اختصاصی عمل کند و  نوکلئوتید باشد تا 12تا  11از نظر طول بین  -1

 انسان مناسب باشد.  ژنومی  DNAحتی برای الگوی پیچیده ای مثل 

 داشته باشد.  تقریبا تعداد مساوی از هر نوکلئوتید در آن وجود -1

طویل حاوی نوکلئوتیدهای یکسان اجتناب شود زیرا منجر به لغزش پرایمر ای تکراری یا مناطق از توالی ه -1

 روی الگو می شود. 

پریم جلوگیری شود زیرا منجر به اتصال نادرست  1در انتهای  Cیا  Gاز قرار گیری سه یا بیش از سه  -4

 می شود.  GCپرایمر به مناطق غنی از 

 ی ثانویه ناشی از وجود نواحی مکمل داخلی باشد. نباید قادر به ایجاد ساختارها -3

پریم توالی هایی داشته باشد که باعث جفت شدن پرایمر با خود یا با پرایمر دیگر مورد  1نباید در انتهای  -1

 شود. زیرا در این صورت ممکن است دیمرهای پرایمری تشکیل شوند.  PCRاستفاد در 

رایمر کاملا با توالی الگو مکمل باشد. منطقه ای از پرایمر که باید در خیلی از موارد نیاز نیست که توالی پ

پلیمراز  DNAاست که بوسیله  رزیرا که این قسمت انتهایی پرایمپریم است  1کاملا با الگو منطبق باشد، انتهای 

 3انتهای  طویل می شود و بنابراین برای اطمینان از جفت شدن اختصاصی با توالی هدف صحیح بسیار اهمیت دارد.

پریم در تعیین جفت شدن اختصاصی با توالی هدف اهمیت کمتری دارد و لذا می توان توالی آن را به دلخواه برای 

 PCR  دستکاری ، جهش زایی ، نوترکیبی یا بیان محصولهدف هایی مثل تسهیل کلون سازی بعدی محصول 

 تغییر داد. 

 PCRبافرهای  -4

بافر واکنش را نیز همراه آنزیم می فروشند . در غیر این صورت  ، زپلیمرا DNAبیشتر تامین کننده های 

 استفاده کرد.  Taqپلیمراز  DNAمیتوان از بافر زیر برای 

 Taqپلیمراز  DNAآن با دما تغییر می کند.  PHیک بافر یونی دو قطبی است و  تریس هیدروکلراید : -

 ی بالاتر حاصل می شود(در دماها PHپایین تر صحیح تر عمل می کند ) این  PHدر 

به جفت شدن پرایمرو الگو کمک می کند ولی در غلظت های بالا ، موجب  ( :KCLپتاسیم کلراید )  -

 تثبت اتصالات نادرست پرایمر به محل های غیر هدف و تولید محصولات ناخواسته می شود.
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و کارایی  بودنصی است که غلظت آن می تواند اختصا PCRیکی از حیاتی ترین اجزاء  (mgمنیزیم ) -

وابسته به حضور منیزیوم است وبالاترین  Taqپلیمراز  DNAواکنش را تحت تاثیر قرار دهد . فعالیت 

در حضور  Taqپلیمراز  DNAمیلی مولار آن نشان می دهد.  1/1تا  1/1فعالیت را در غلظتی حدود 

 ت. منیزیوم اضافه ، نسبت به غلظت های پائین تر آن به خطا مستعد تر اس

ا اتوکلاو کنید رل از اضافه کردن آنها باید با فر: قب NP – 42و  12-مثل توئین  دترجنت های غیر یونی -

 درجه سانتی گراد ذخیره نمائید.  -12و سپس آن را تقسیم بندی کرده و در 

 میلی گرم در میلی لیتر  1 ژلاتین -

 

 نوکلئوتیدها  -5

 workingند ومحلول کاربردی )وگراد ذخیره شدرجه سانتی  – 72پایه باید در دمای ها محلول 

solution میکرومولار از هر  122تا  32( باید با رقیق کردن محلولهای پایه بینdNTP  در آب استریل دوبار

درجه سانتیگراد  – 12هفته در دمای  1تا  1تقطیر تهیه شوند. محلولهای کاربردی در شرایط ایده آل به مدت 

در غلظت  dNTPمی شود که حجم های نسبتاً کم از این محلولها ساخته شوند. وجود چهار پایدارند . لذا توصیه 

 تحت تاثیر قرار می گیرد.  PCRضروری است در غیر این صورت صحت  PCRهای مساوی برای یک 

پلیمراز  DNAمیکرو مولار باشد. اگر غلیظ تر باشد ،  122تا  32ها همچنین باید حدود  dNTPغلظت 

Taq ا سرعت بیشتری نسبت به حالت طبیعی به سمت وارد کردن بازهای اشتباه سوق می دهد و صحت فرابند را ب

را تحت تاثیر  PCRکه اگر غلظت پایین تر استفاده شود ممکن است که کارایی  یتحت تاثیر قرار می گیرد. در حال

 قرار دهد. 

 (Modifiedتیدهای تغییر یافته )نوکلئو

 چیست ؟ PCRا طی تکثیر هدف از وارد کردن آنه

 حذف ساختار ثانویه  -1

 جلوگیری از آلودگی  -1

 PCRاستفاده از برچسب رادیواکتیو درمحصولات  -1

 PCRاستفاده از برچسب غیر رادیو اکتیو در محصولات  -4

 DNAتوالی یابی  -3

 جهش زایی تصادفی  -1
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 PCRمخلوط های اولیه 

 هایمرراالگو و پ DNAاشند که با افزون می ب Taqپلیمراز  DNAها و  dNTPاین مخلوطها شامل بافر ، 

ند ، درنتیجه باید با اضافه رنهایی واکنش فراهم می شود . در بعضی موارد بافرها هیچ منیزیمی ندا مامکان ایجاد حج

 کردن محلولهای پایه منیزیوم ، بهینه سازی انجام شود. 

  (Tmدمای ذوب )

Tm 12قه هدف می چسبند )برای پرایمرهایی که حدود دمایی است که در آن نیمی از پرایمرها به منط 

 دارند(نوکلئوتید طول 

  (Tpدمای بهینه جفت شدن )

 نوکلئوتید طول دارند (  12-13) برای پرایمرهایی که حدود درجه سانتی گراد  3-1

6- DNA  پلیمرازهایPCR 

DNA  اخت نوکلئوتید صحیح را انتخاب کرده و آنها را طی س، پلیمرازDNA    به پرایمر می افزاید تا

 (G: C, A: T)را بر طبق اصول استاندارد جفت شدن باز واستون و کریک طویل سازد  DNAزنجیره 

 از براساس الگوی مورد استفاده لازم هستند . پلیمر DNAمعمولا دو دسته 

1- DNA  پلیمرازهای وابسته بهDNA  

1- DNA  پلیمرازهای وابسته بهRNA که ترانس کری( تپازهای معکوسreverseنیز نامیده می ) .شوند 

 DNAپریم انجام می شود. بعضی  1پریم به  3پلیمراز ، همیشه در جهت  DNAبه کمک  DNAساختار 

پریم نیز دارند که فعالیت ویرایش گری نامیده می شود و اضافه شدن  3پریم به  1اگزو نوکلئازی  تپلیمرازها فعالی

 در حال رشد را کنترل می کند.  DNA رشتهباز صحیح به 

وقتی یک باز اشتباه متصل شود فعالیت ویرایشگری باز اشتباه را جدا خواهد کرد تا این که فعالیت پلیمرازی 

م تصحیح ، دقت و صحت کار پلیمراز در کپی کردن رشته الگو را سآنزیم باز صحیح را متصل کند ) این مکانی

 . (افزایش می دهد

( و کارایی  Fidelity زهای مختلف باهم مقایسه می شوند، دو مشخصه کلی صحت )پلیمرا DNAوقتی 

(Efficiency   ) ساخت برایPCR دار می شوند. ر، از اهمیت بالایی برخو 
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تداوم، معیاری از تمایل . ( و سرعت ساخت است Processivity ( نتیجه تداوم )Efficiency کارایی )

میان کنش قوی تر باشد، پلیمراز تداوم بیشتری دارد و بنابراین قبل از جدا شدن از  چهآنزیم به رشته الگو است. هر

 بیشتری را سنتز خواهد کرد.  DNAالگو 

DNA  پلیمرازهای مقاوم به حرارت 

( جدا شده است. این aquaticusاز باکتری گرما دوست ترموس آکواتیکوس ) Taqپلیمراز  DNAآنزیم 

دهد که با یک بار افزودن آنزیم در شروع  پایداری دارد و این امکان را به ما می PCRآنزیم در دماهای بالاتر 

درجه سانتی  71حدود  DNAواکنش، چرخه های تکثیر مکرری داشته باشیم )دمای بهینه آنزیم برای ساخت 

 .گراد است(

پریم  3پریم به  1زی پریم ولی فعالیت اگزونوکلئا 1پریم به  3پلیمرازی در جهت  DNAاین آنزیم خاصیت 

ند. این آنزیم با نامهای وسیله فعالیت پلیمراز تصحیح نمی شندارد. یعنی خطاهای ایجاد شده بو«  ویرایش گر» 

 داردرا  PCRکه امتیاز انحصاری استفاده از آنزیم برای   "رش" ، "ها فمن"  لیسانسحت ت تجاری متفاوت و

از این آنزیم بدست آمده که برای تولید محصول  Ecoliری فروخته می شود. پروتئین های نوترکیب در باکت

و  AmpliTaqGold  و AmpliTaqاختصاصی تر و ممانعت از تولید محصولات ناخواسته بکار می رود. از جمله 

  Stoffelقطعه 

  Taqپلیمراز  DNAصحت 

 برای ارزیابی این پدیده از سه روش استفاه می شود. 

پلیمراز  DNAبطور گسترده ای برای تخمین میزان خطای : (reversion assayسنجش برگشتی )  -1

 استفاده می شوند.

مکانیسمی برای تخمین محدوده و فرکانس : (Forward mutation assayسنجش جهش پیشرو ) -1

 فراهم می کند. DNAپلیمراز درون توالی  DNAخطاهای ایجاد شده بوسیله 

بتنی بر سیستم ارزیابی روی ژل پلی آکریلامید است م: ( Gradient gel assayسنجش ژل گرادیانت )  -1

و حتی مولکولهایی را که فقط در یک نوکلئوتید دچار تغییر شده اند را نیز براساس حرکت متفاوت آنها در 

 دهد. ژل گرادیانت از هم تشخیص می

DNA  پلیمرازهای ویرایش گر مقاوم به حرارت 

ه داغلب به تغییرات شرایط بافر وحرارت نیز مقاوم ترند لذا استفاآنزیم های ویرایش گر علاوه بر صحت بالاتر 

زیاد فراهم   GCاز دماهای دناتوره کننده بالاتر و یا گرما گذاری طولانی تر در دماهای بالا را برای الگوهای حاوی 

    موجب    DNAاین آنزیم ها برای  پایین Km بدون آنکه فعالیت عمده ای از آنزیم از دست برود.  می کنند. 

 به صورت کارآمد تکثیر کنند.  را DNAمی شود که غلظت های بسیار پائین 
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 انتخاب آنزیم ویرایشگر 

 DNA  پلیمرازVent  یاTli  .از ترموکوکوس لیتورالیس بدست می آید 

تولید می کند و صحت  تردارد. محصولات بلند Taqپلیمراز  DNAپایداری حرارتی بیشتری نسبت به 

 است.  Taqپلیمراز  DNAبرابر  3آن حدود عملکرد 

 DNA پلیمراز Deep Vent به بالایی به حرارت مقاوم تر است.  نسبت 

 DNA پلیمراز Pfu برابر  11وس جدا شده است و صحت عملکرد این آنزیم سپیروکوکوس فیوریو از

DNA  پلیمرازTaq  .است 

 DNA  پلیمرازPwo برابر 12عملکرد  جدا شده است و صحت یزواپیروکوکوس و ازDNA  پلیمراز

Taq  ترجیحاًدارد(  ازMgso 4  بجایMgcl2 )استفاده می کند. 

 DNA  پلیمرازUlTma 

 DNA  پلیمراز Accuzyme  

 DNA  پلیمراز KOD HiFi 

 DNA  پلیمرازTth    جدا شده از ترموس ترموفیلوس یکDNA  پلیمراز مقاوم به حرارت با تداوم

گری ندارد و  فعالیت ویرایش ،مناسب می سازد PCRد محصولات بلند بالاست که آن را برای تولی

ی ب. با این حال فعالیت رونویسی معکوس مناساست Taqپلیمراز  DNAبنابراین صحت آن مشابه ِ

 ( مناسب است. RT- PCR ویسی معکوس )همراه با رون  PCRدارد و برای 

  پلیمرازها و واکنش گرهای سبز و قرمز

دارای رنگ می باشند که از اضافه شدن آنزیم یا  PCRآنزیمی یا مخلوط واکنشگرهای  تبعضی از ترکیبا

کمک می کند. به عنوان مثال،  PCRواکنشگرها و مخلوط شدن صحیح آنها اطمینان می دهد و در ارزیابی بعد از 

ولات واکنش روی ژل ( به نمونه قبل از ارزیابی محص Loading bufferمعمولا نیازی به افزودن بافر بارگیری )

این نمونه ها افزایش یافته و این رنگ ها در طول ژل حرکت می کنند و به عنوان  دانسیتهآگاروز نمی باشد چرا که 

 مارکری برای حرکت نمونه ها در طول ژل عمل می نمایند. 

  مخلوط های پلیمراز

تنها بهبود  Taq  پلیمراز DNAو آنزیم ویرایشگر صحت را در مقایسه با  Taq  پلیمرازDNAمخلوطی از 

 می بخشد و همچنین ساخت محصولات بلند را امکان پذیر می سازد. 

 اهداف استفاده از مخلوط های پلیمراز : 
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 تکثیر الگوهای طویل 

 ) بهبود صحت ) ایجاد صحت بالا 

  تکثیر الگوی غنی ازGC  بدلیل اینکه مناطق غنی از :GC  محسوب الگوهای سرسختی برای کپی برداری

 مطرح هستند .  PCRهای مشکل دار در  ژنوممی شوند و بعنوان 

 RT- PCR  مخلوطی از دو آنزیم رونویسی معکوس و :DNA  پلیمرازTaq  

 

 الگوهای اسید نوکلئیک  -7

ند که شامل واستفاده ش PCRمی توانند به عنوان الگوی  DNAو  RNAطیف وسیعی از نمونه های 

DNA  ژنومهای ،mRNA  ، هاcDNA  .ها ، پلاسمید ، فاژ ، کاسمید و غیره می باشد 

  منابع DNA  حیوانی یا انسانی و بافت گیاهی و باکتریایی و غیره باشد.  عالگو می تواند از هر منب 

  روشهای زیادی برای جداسازیRNA  جهت رونویسی معکوس وجود دارند . روشهای استاندارد شامل

 بگیری با اتانل است . وسو بدنبال آن ر RNAراخ خلیز سلولها و بافتها ، است

  : نمونه های آسیب شناسی و پزشکی قانونیDNA  معمولا به راحتی و با یک فرآیند هضم پروتینازK 

از بافتهای تثبیت  DNAاز بافت های تازه یا نمونه های خونی استخراج می شود . همچنین جداسازی 

 وزه ای نیز امکان پذیر است. شده روی لایه های میکروسکوپی و نمونه های م

  نمونه های باستان شناسی : چنین مطالعاتی اغلب رویDNA یایی یا کلرو پلاستی یا رهای میتوکند

RNA  .با گذشت زمان ، کیفیت ریبوزوی ژنوم متمرکز استDNA  الگو از بین می رود و فقط تکثیر

یادی از قطعات کوتاه تر می توان محصولات کوتاه ممکن می گردد اما با بررسی همپوشانی تعداد ز

  .ی کردزتوالی های بلندتر را بازسا

 PCRنوترکیب ، از روی محصولات  PCRروش دیگر بازسازی اولیه الگوی بلندتر ، بوسیله 

 .کوتاهی است که در مرحله اول خالص شده بودند

نوان مثال شکل زیر تاثیر خواهد گذاشت بع PCRنوع لوله ای که استفاده می شود روی الگوی دمایی 

مقایسه ای از یک سری چرخه دمایی روی یک دستگاه را نشان می دهد که علاوه بر دمای واکنش ، دمای 

 3بلوک را نیز نشان می دهد. دمای واکنش در دو نوع مختلف از لوله ها شامل لوله پلی پروپیلنی استاندارد 

ده است . علایم نشان می دهند که دمای دورن با دیواره نازک نشان داده ش PCRمیلی لیتری ولوله  2/

از پیش تنظیم شده نمی رسد. بعنوان مثال لوله معمولی قبل از انتقال به مرحله بعدی ، هرگز به دمای 

واکنش ها در دمای جفت شدن بالاتر از دمایی که تنظیم شده است ، انجام می شوند . در مقابل لوله های 

ثانیه در دمای تنظیم شده  12و  رسنده دماهای از پیش تنظیم شده می ثانیه ب12با دیواره نازک ظرف 

 نگهداشته می شوند. 
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 PCRخودکار کردن  -8

نسبتا ساده و معمولاً دارای یک بازوی مصنوعی بودند که برای انتقال جا لوله ای  PCRدستگاههای اولیه 

شدند. این دستگاهها عموما کارایی آب با دماهای مختلف استفاه می  های حمامحاوی لوله های واکنش بین 

جایگزین شدند. این  ،مناسبی نداشتند و لذا با بلوک های حرارتی قابل برنامه ریزی که ترموسایکلر نامیده می شوند

دستگاهها براساس مکانیسم های سردوگرم کردن سریع لوله های واکنشی به دمای تعیین شده و نگهداری دما تا 

 به دمای بعدی عمل می کنند . پس انتقال س مدت مشخص و

بوده و معروف است، قابل تنظیم  Rampingدر بعضی از این دستگاهها سرعت گرم و سرد شدن که به زمان 

برای برخی آزمایشات مثل استفاده از پرایمرهای بلند مهم است. برخی دستگاههای ممکن است . قابلیت های 

ن واکنش داز مخلوط واکنش یا افزو برداریداشته باشند که نمونه  اضافی نظیر توقف های از پیش برنامه ریزی شده

 4گرهای دیگر را بعد از تعداد چرخه مشخص ممکن می سازد. بعضی دستگاهها نمونه ها را در انتهای کار تا دمای 

ابد درجه سانتی گراد خنک می کنند. این مزیت زمانی مهم خواهد بود که واکنش ها به مدت یک شب ادامه ی 1تا 

 در دستگاه باقی بمانند. PCRو نمونه ها ممکن است چندین ساعت پس از اتمام 

( : بهتر است از ترموسایکلرهایی که دارای درپوش حرارتی می باشند  Heated lidsدر پوش های حرارتی )

قطره روغن حرارتی است یک استفاده شود زیرا که باعث تعادل حرارتی مناسب می گردد. اگر دستگاه بدون درپوش 

    حرارتی از تبخیر محلول واکنش جلوگیری  دمعدنی سبک به مخلوط واکنش اضافه می شود که با ایجاد یک س

 می کند . 

د و ترموسایکلرهای جدیدتر مجهز به نترموسایکلرهای قدیمی تر براساس سیستم بلوک حرارتی کار می کن

د که هوای نلامپ یا سیم پیچ حرارتی استفاده می کن دستگاههای هواگردان هستند که از یک منبع حرارتی مثل

هدایت می کند و مراحل سرد کردن توسط یک فن انجام می شود و هوای گرم را خارج محفظه گرم را به داخل 

تغییرات دمایی با کرده و هوای سرد را به محفظه وارد می کند تا به دمای جفت شدن مورد نظر برسند. سریع بودن 

  PCR  ین منجر به تغییر سریع دمای مخلوطئبالای سطح به حجم در لوله های مواز طرفی نسبت واسطه هوا و 

 می شود و زمان های چرخش تا حد زیادی کاهش می یابد. 

 PCRنشان دادن تجمع محصول و کنیتیک 

نشان   PCRرا انجام می دهند و هم تجمع محصول را درست بعد از چرخه  PCRدستگاههای جدید هم 

له اندازه گیری انتقال انرژی دو رشته ای یا بوسی DNAنس سبر پایه تشخیص فلور ها دهند. این سیستممی 

 د. ننس در توالی هدف عمل می کنسانس فلورنرزو
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 PCRبهینه سازی  -1

واکنش های کنترل : برای نشان دادن وجود مشکل در اختصاصی بودن و یا وجود آلودگی انجام آزمایشات 

 نمونه های مورد آزمایش اهمیت دارد.  کنترل به موازات

 و دیگری در غیاب پرایمرها ضروری است.  DNAحداقل دو کنترل یکی واکنش بدون 

 PCRتکنیک ها و روش های 

همه پرایمرها در شرایط واکنش یکسان عمل نمی کنند. مثلا یک جفت پرایمر در شرایط استاندارد با کارایی 

در همین زمان و در  جود می آورد. یک جفت پرایمر دیگری از محصول اصلی را بوبالا کار می کند و مقادیر زیاد

شرایط یکسان واکنش با همان رشته الگو ، هیچ محصولی نمی دهد یا الگوی پیچیده ای از محصولات بی ربط ایجاد 

 می کند. 

( ، یکی از stringencyبهینه نباشد، باید برای افزایش یا کاهش شرایط سخت گیری )  PCRوقتی که 

باندی مشاهده نشود ممکن است سخت گیری خیلی شدید  هیچ  به مقدار مناسب تغییر داد. اگرعوامل واکنش را 

 درحالی که اگر باندهای متعددی دیده شود باید میزان سخت گیری را شدیدتر کرد. ، بوده است

یر صی بودن واکنش را تحت تاثدمای جفت شدن، روش کار و اجزاء بافر مهمترین عواملی هستند که اختصا

 قرار می دهند.

 : PCRاختصاصی کردن  

 با عملیات ذیل حاصل می شود :  PCRاختصاصی بودن بالای 

 پلیمراز  DNAتیدها و ووکلئغلظت بهینه یون منیزیوم ، سایر یونها ، پرایمرها ، دزدکسی ن -1

 ایی بین چرخه ها دناتوره کردن کارآمد ، دماهای بالای جفت شدن و سرعت بالای جابج -1

1- PCR Touchown  

4- PCR  ( با شروع داغHot start  ) 

3- PCR  ( تقویت کنندهBooster PCR ) 

 محدود کردن تعداد و زمان چرخه ها  -1

 کارایی ترمو سایکلر -7

 PCRافزودنی های  -1

 کیفیت رشته الگو -1

12- PCR  ( لانه گزینNested PCR  ) 
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پلیمراز را تحت تاثیر  DNAارد . این یون فعالیت غلظت این یون بسیار اهمیت د (: Mg+2یون منیزیوم ) 

بازده نیز پائین خواهد بود، در حالی که غلظت اضافی آن  یون خیلی کم باشد احتمالاًقرار می دهد. اگر غلظت این 

 تصاصی می شود. خو در نتیجه تکثیر محصولات غیر ا پلیمراز DNAموجب کاهش صحت 

روی خصوصیات ذوب و خنثی سازی بار منفی  اید از طریق تاثیرلظت پتاسیم کلرافزایش غ سایر یونها:

، منجر به کاهش سخت گیری و لذا اهمیت پیدا کردن نقش باندهای  DNAگروههای فسفات روی اسکلت 

 هیدروژنی بین بازها می گردد. 

اگر در نهایت هیچ باندی ندارید یا باندهای شما ضعیف هستند ممکن است که  پلیمراز: DNAغلظت 

غیر فعال می  بالا مقاوم به حرارت در دماهای پلیمرازهای DNAپلیمرازتان خیلی کم بوده است.  DNAمقدار 

ناتوره شدن دشوند که خود منجر به کاهش میزان محصول می گردد. بنابراین سعی کنید با بکارگرفتن زمان کوتاه  

 درجه سانتی گراد می گذراند. 12ر دمای بالای درجه سانتی گراد، مدت زمانی که آنزیم د 14ثانیه( در  13حدود )

 درجه سانتی گراد کاهش دهید.  11به  14ید یا دما را از ینما محدود

، دناتوره کردن  PCRبرای بدست آوردن الگوهای تک رشته ای مورد نیاز برای  دناتوره کردن کارآمد :

درجه  14دقیقه ( در دمای حدود  3دادن نمونه )  کارآمد الگو از اهمیت فراوانی برخوردار است. این هدف با حرارت

سانتی گراد حاصل می شود. اگر این مرحله کارآمد نباشد مولکولهای دو رشته ای که بطور نسبی دناتوره شده اند ، 

 GCخواهند شد. اما نمونه های غنی از  DNAخیلی سریع بهم خواهند پیوست و مانع از اتصال پرایمرها و تکثیر 

به دماهای بالاتر نیز نیاز داشته باشند )بهتر است از پائین ترین دمای موثر و کوتاهترین زمان مناسب ممکن است 

 .واکنش استفاده شود(در پلیمراز  DNAبرای حفظ حداکثر فعالیت 

این که یک پرایمر فقط به ناحیه کاملا مکمل خودش متصل می شود یا این که به توالی هایی  جفت شدن :

به دمای جفت شدن بستگی دارد. در کل هرچه  ( بچسبد ، شدیداً  Mismatchد جفت باز اشتباه ) با یک یا چن

تر به الگوی کاملا منطبق خود می چسبد و بنابراین شانس تکثیر  دمای جفت شدن پرایمر بالاتر باشد اختصاصی

بین الگو و پرایمر که منجر به  توالی هدف بیشتر خواهد بود. هر چه دما کمتر باشد، تعداد اتصالات غیر اختصاصی

تکثیر توالی های غیر هدف می شود، بیشتر می گردد. زمان جفت نباید خیلی طولانی باشد چون خطر تکثیر 

ثانیه گزارش  12تا  12محصولات غیر اختصاصی افزایش می یابد. بهترین زمان جفت شدن در روشهای عمومی 

 شده است. 

Touchdown PCR: 

پس در چرخه سبا دمای جفت شدن بالاتر از نقطه ذوب پرایمرها شروع می شود  PCRتدا در این روش، اب 

این موضوع از جفت شدن دمای جفت شدن به تدریج به زیر نقطه ذوب کاهش داده می شود.  PCRهای اولیه 

 اختصاصی پرایمرها به توالی هدف شان، قبل هرگونه جفت شدن غیر اختصاصی اطمینان می دهد.
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Hot start PCR:  

و کمک کردن   پرایمر –پرایمر   و الگو  -راحت ترین روش برای جلوگیری از جفت شدنهای نادرست پرایمر 

روش شروع داغ می باشد که بر اساس جداسازی فیزیکی واکنشگرها تا به جفت شدن صحیح پرایمر، استفاده از 

 رسیدن به دمای بالا استوار شده است. 

پلیمراز و گرما گذاری لوله ها در دمایی  DNAازی همه اجزای واکنش بدون آماده س ارزانترین روش:

درجه سانتی گراد در ترموسایکلر برای مرحله دناتوره شدن اولیه است. سپس در حالی که لوله ها در  12بالاتر از 

     ت به واکنش افزودهبا پیپ پلیمراز  DNAدرجه سانتی گراد نگهداری می شوند، مقادیر مناسب از  72دمای بالاتر از 

 نیست:  می شود. این روش بدلایل زیر برای انجام نمونه های زیاد ، مناسب

 زمان زیاد لازم برای اضافه کردن جداگانه آنزیم به هر یک از لوله ها  -1

 ممکن است به یک یا چند لوله اضافه کردن آنزیم فراموش شود.  -1

 احتمال وقوع آلودگی بدلیل باز کردن لوله ها  -1

است که فعالیت پلیمرازی آن و  پلیمرازی DNAکه برای شروع داغ استفاده می شود.  متداولترین روشی

مهار ، مونوکلونال غیر فعال کننده تی بادیحتی در مواردی فعالیت اگزو نوکلئازی آن بوسیله اتصال فیزیکی یک آن

امی اجزاء واکنش در غیاب فعالیت شده و موجب جلوگیری از واکنش آن با سوبسترا می شود. در این روش تم

پلیمراز  DNAفعال  مدناتوره شده و فر دیپلیمرازی مخلوط می شوند، زمانی که دمای واکنش بالا می رود. آنتی با

 آزاد می شود. 

باعث جداسازی فیزیکی  Dynawax , Ampliwaxدانه های موم مثل  روش استفاده از دانه های موم:

مان رسیدن تمامی واکنش به دمای بالا می باشد . بنابراین پدیده جفت شدن اشتباه برخی از اجزاء واکنش تا ز

 اتفاق نخواهد افتاد . 

محافظت کننده در مقابل تبخیر در طی  دیجاد یک سا همانند روغن معدنی موم هات دیگرلاوه براین مزیع

ودگی در جریان نگهداری و چرخه های دمایی است . همچنین یک سد فیزیکی برای محافظت نمونه ها از آل

 عملیات بعدی ایجاد می کند . 

 DNA   ( با شروع داغ : این دانه های کروی موم هایی هستند که Taq Beadبید )  گنکته : پلیمراز ت

درجه سانتی گراد برسد آنرا آزاد می  12را در درون خود جای داده اند و هنگامی که دمای واکنش به   Taqپلیمراز 

ایجاد نمی کند لذا استفاده از روغنی معدنی در دستگاه  م کم است سد محافظتی بالای محلولند. چون حجم موساز

 ضروری بنظر می رسد. 
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PCR  تقویت کننده 

میان کنش بین پرایمرها و الگو در غلظت های خیلی پائین الگو کمتر اتفاق می افتد ولی در عوض بین خود 

ایش می یابد که ممکن است موجب تولید ناخالص های پرایمری نظیر دیمر پرایمر پرایمرها به نحو چشمگیری افز

  PCR، باید روشی بنام  DNAمی گردد. برای بهبود اختصاصی بودن اتصال پرایمر به الگو در غلظت های پائین 

. م می شود لظت پائین پرایمر انجابا غ PCRتقویت کننده به خدمت گرفته شود . در این روش اولین چرخه های 

این فرآیند موجب جفت شدن اختصاصی تر پرایمر می شود و نهایتاً می توان غلظت پرایمرها را در جریان فاز تکثیر 

 افزایش داد. 

 تعداد و طول چرخه 

 بهره یا آنالیزهای بعدی برای تولید محصول لازم جهت دستکاری PCRل چرخه های قدر کل باید از حدا

بوجود محصولات غیر اختصاصی را کاهش می دهد. اگر مقدار کافی از محصول  و تجمعا روی گرفت که احتمال خط

را  PCRنیامد در اولین قدم سعی کنید میزان الگو را افزایش دهید. در مرحله بعدی می توان تعداد چرخه های 

ییرات دما در طول موثر است زمان لازم برای تغ PCRافزایش داد. عامل قابل توجه دیگری که روی اختصاص بودن 

هرچرخه می باشد. بطور کلی هر چه سرعت تغییر دما بیشتر باشد اختصاصی بودن بیشتر است و واکنش ها زودتر 

 کامل می شوند. 

 کارایی ترموسایکلر 

 هایتان جواب ندادند باید بررسی کنیم ترموسایکلر به دماهای صحیح می رسد یا خیر .  PCRاگر 

سیستم های کنترل دمایی به زارهای تشخیص داخلی دارند ولی قدیمی ترها نیاز ترموسایکلر های جدید اب

مجزا دارند. یک روش ساده استفاده از ترموکوپلی است که به دماسنج دیجیتال متصل شده است و داخل لوله 

در لوله  استفادهحاوی آب قرار گرفته است. روش کم هزینه تر دیگر استفاده از یک دماسنج باریک قابل آزمایش 

 آزمایش حاوی آب است. 

  و افزودنی ها PCRبهینه سازی 

تولید  Failsafeاپتی پرایم تولید شرکت استراتاژن و کیت  تمی توان کی PCRاز کیت های بهینه سازی 

 .شرکت اپیژن را نام برد )اینها دارای بافرها و افزودنی های زیادی هستند(

Enhancer که موجب اختصاصی تر و کاراتر شدن  با تشدید کننده های مختلف هاPCR  می شدند

گزارش شده اند. این ترکیبات شامل مواد شیمیایی افزایش دهنده کارایی جفت شدن دمایی واکنش ، پروتئین های 

و واکنش گرهای تجاری قابل دسترسی می باشند. این افزودنی ها را می توان برای تقویت جفت  DNAمتصل به 

        برد. ر، کاهش خطای اتصال پرایمر و همچنین بهبود راندمان و طول محصول بکارشدن اختصاصی پرایم
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سخت نظیر توالی های  سرافزودنی هایی که منجر به ناپایداری جفت شدن بازها می شوند. خصوصاً در الگوهای 

نادرست،  ند و همچنین ممکن است با ناپایدارتر کردن جفت شدن هایومی ش PCRموجب بهبود  CGغنی از 

 ند .وشدن کمپلکس های پرایمر با الگو شموجب اختصاصی تر 

کساید و بتائین هستند که اولی باعث باز شدن و وبقیه مفیدتر باشند دی متیل سولف دو افزودنی که شاید از

  در پایداری دو رشته ای  AT , GC  پیوند بین بازها می گردد و دومی موجب مساوی شدن نقش جفت بازهای

 گردد. می 

کیاژن را نام برد که موجب بهبود رفتار ذوب شدن ساخت شرکت  Qاز افزودنیهای دیگر می توان محصول 

DNA  .الگو می شود و با یک غلظت خاص برای هر مخلوط پرایمر و الگویی قابل استفاه است و اثر سمی ندارد 

 DNAویل سازی آنزیم ساخت شرکت استراتاژن که موجب افزایش ظرفیت ط Taq Extenderهمچنین 

ساخت شرکت استراتاژن که موجب ناپایداری   Perfect Matchمی شود و تشدید  کننده    Taqپلیمراز 

   ) جایی که جفت شدن نادرست بوجود می آید(   یمپر1کمپلکس های نادرست پرایمر و الگو در نزدیکی انتهای 

پریم تاثیری ندارند و بنابراین محصول با راندمان  3تهای می شود ولی روی کمپلکس های صحیح پرایمر و الگو در ان

 خوب بوجود خواهد آمد. 

 PCRالگو و مهار کننده های  DNAتهیه 

استفاده می شوند از بافتهای حیوانی، گیاهی، باکتریایی تا نمونه  PCRنمونه های زیستی متداول که برای 

که حاوی مهار  DNAنسبتاً خام ها روی مخلوط های  PCRهای جنایی و باستان شناسی می توانند باشند. اغلب 

 کننده های نامشخص هستند انجام می پذیرد. 

 در بسیاری موارد موجب رفع مهار می شود.  DNAرقیق کردن نمونه 

 PCRالگو و هم مهارکننده رقیق می شوند. اگر مهار کننده تا زیر غلظت تداخل با  DNAبا این عمل هم 

 الگو بدست می آیند.   DNAاز روی  PCRت رقیق گردد. محصولا

 EDTAانعقاد آن از لوله های حاوی انسان است که برای جلوگیری از  DNAخون یک منبع متداول برای 

متداول است ولی چون روی  به ازای هر میلی لیتر آن استفاده می شود. هپارین نیز یک ضد انعقاد mg1به مقدار 

PCR ین نیز ممکن رفیورموجود در خون مثل ترکیبات پ د بکار نمی رود. سایر مواداثر مهار کنندگی شدید دار

می توان آنها را با تخریب گلبولهای قرمز و جمع آوری سلولهای  DNAرا مهار کنند که به هنگام تهیه  PCRاست 

 .ه سانتریفوژ از نمونه خارج کردسفید به وسیل
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هم است ) در بیشتر دستورالعمل های عصاره گیری از م PCRبرداشتن یا غیرفعال کردن پروتئاز قبل از 

ا ت 12د( برای حذف این پروتئاز نمونه را تا دمای وبرای هضم پروتئین های دناتوره شده استفاده می ش Kپروتئاز 

 پس با فنل عصاره گیری و با اتانل رسوب گیری می نمایند. ه سدرجه سانتی گراد حرارت داد 13

 

PCR  لانه گزین 

 دریاییدهد یک محصول تکثیر شده اختصاصی را از میان  ای برای افزایش حساسیت بوده و اجازه میوسیله 

ند تا به توالی های ومحصولات غیر اختصاصی خارج نمایید. پرایمرهای لانه گزین به گونه ای طراحی می شاز 

ایمر لانه گزین خواهند بچسبند. محصولات صحیح دارای توالی های هدف برای پر PCRموجود در محصول صحیح 

 دوم  PCRبود در حالی که توالی های غیر هدف آن را ندارند. بنابراین با استفاده از پرایمرهای لانه گزین و طراحی 

ند که باید موجب افزایش ده هزار برابری محصولات صحیح در مقابل محصولات غیر ومحصولات اصلی تکثیر می ش

 اختصاصی گردد. 

 مشکلات آلودگی 

مزیت مهم آن برای شناسایی توالی هدف است اما امکان  DNAدر تکثیر مقادیرکم الگوی  PCRوانایی ت

 آلوده نیز از معایب آن بشمار می آید.  DNAتکثیر مقادیر کم از 

  منابع مختلف آلودگیDNA  :ت ها ، ذرات معلق پیشگاه ، تجهیزات آزمایشگاهی ، پیسطح میز آزما

 سلولهای مرده پوست یا محلولهای آلوده.  در هوا نظیر میکروبها ،

 

  . عمومی ترین منشاء های آلودگی به شرح ذیل است 

 اصلی  DNAالگوی  -1

 مولکولهای کلون شده که ژن هدف را حمل می کنند.  -1

 قبلی  PCRمولکولهای تکثیر شده از  -1

د که برای جلوگیری از در کل برای جلوگیری از انواع آلودگی ها قوانین یکسانی بکار برده می شود. هر چن

توان اخته می شود، مراحل اضافه تری می( شن carry overنوع سوم آلودگی که معمولاً بنام آلودگی انتقالی ) 

  اتخاذ کرد. 

 آلودگی در آزمایشگاه بالینی خیلی راحت تر بوجود می آید تا یک آزمایشگاه تحقیقاتی. 

 اصلی آلودگی باشد.پیشین مهمترین منبع  PCRشاید باقی مانده های 
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بهتر است که نمونه های کنترل بعنوان آخرین سری تهیه شدند. به عنوان مثال، اگر  واکنش های کنترل :

آلودگی در مخلوط اولیه اتفاق بیفتد، آنگاه ممکن است نمونه های اول آلوده نباشند  PCRدر حین آماده سازی 

 ی خواهد بود.ینمونه های کنترل در آخر کار قابل شناسا ولی آخری ها آلوده شوند و این امر با آماده سازی

تبعیت می « جداسازی به ممانعت از آلودگی کمک می کند » از قاعده  : PCRانتخاب محل راه اندازی 

یا استفاده از میز آلودگی زدایی می شود.  UVکند. استفاده از اتاقهای جداگانه یا اتاقی که در هر مرحله با 

هیپوکلریت سدیم یک درصد ا پوشیدن دستکش تازه و یا شستن سطوح کار با یگانه در هر مرحله آزمایشگاهی جدا

کمک می  PCRبا محیط عملیات پس از  PCRو اتانل. همه اینها به جلوگیری از یکسان بودن محل راه اندازی 

 کند. 

دستکاری محصولات و هم برای  PCRاگر فقط یکسری سمپلر دارید که هم برای  سمپلرها و سرسمپلرها:

PCR  از آنها استفاده می کنید مشکل عمده شما آلودگی سمپلرها خواهند بود بنابراین یک سری سمپلر اختصاصی

ضروری می باشد. استفاده از سرسپملرهای مخصوص حاوی فیلتر و سمپلرهای جابجایی مثبت  PCRبرای انجام 

یا اتانل داخل آنها کشیده شود بلکه بایستی با یک دستمال  هستند. سرسپملر نباید در اتانل غوطه ور شود خوبنیز 

 آغشته به اتانل آنها را پاک کنیم. 

و سپس در حجم  اتوکلاوهمه محلولها را در صورت امکان  DNAبرای انجام هر کاری مرتبط با  محلول ها:

از فریزر خارج  PCRرا برای ید. با این عمل فقط لازم است که یک لوله یمیلی لیتری ذخیره نما 1/2تا  1/2های 

 ماند.  کنید در حالی که مابقی محصول بصورت دست نخورده یخ زده باقی می

یک قطعه  انسان وجود دارند. DNAمنابع آلودگی خاصی در ارتباط آنالیز  سایر منابع آلودگی:

به نتیجه نادرست  کافی است که بصورت بالقوه منجر PCRمیکروسکپی از پوست یا حتی شوره برای آلوده کردن 

 استفاده کرد.  PCRدستکش پوشید یا از هود مناسب  PCRمی گردد. بنابراین باید هنگام انجام 

 جلوگیری از آلودگی 

 PCRگلیکوزیداز مجاور می کنیم تا محصولات قبلی  Nاوراسیل با  PCRمخلوط واکنش را قبل از  -1

حرارت  PCRدر طول  DNAو هنگامی که می شود  اوراسیلتخریب کردند این آنزیم موجب آزادسازی 

که روزانه نمونه های مشابه  یشکسته می شود. چنین عملی خصوصاً در آزمایشگاههای تشخیصمی بیند، 

 از نتایج مثبت کاذب جلوگیری  و  تکثیر می شوند و احتمال آلودگی متقابل زیاد می باشد حیاتی است 

 می نماید.

عمل  این فرابنفش مجاور می کنیم تا آلودگی احتمالی برطرف شود. با نور PCRمخلوط واکنش را قبل از  -1

در عمل کردن بعنوان الگو در طول  DNAعمدتا موجب جفت شدن دو تایی تیمیدن و در نتیجه ناتوانی 

PCR  .می شود 
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 DNAمجاور می کنیم. اینها بین دورشته  لنراو ایزو سو لنبا سورا PCRمخلوط واکنش را قبل از انجام  -1

دناتوره نشده و بنابراین چنین  PCRند که حین ومتقاطع بین دو رشته می ش لگرفته و موجب اتصاجا 

 هایی بعنوان الگو عمل نمی کنند.مولکول

 بکار می رود.  PCRنیز در مهار آلودگی انتقالی محصولات  PCRمجاور کردن مخلوط پس از 

 ه خواهد داشت. نتیجه بهتری را به همرا 1با مورد  1نکته : همراهی مورد 

 راهنمای حل مشکلات 

 یالگو، پرایمرها، پلیمراز یا شرایط انتخاب DNAاحتمالاً یکی از اجزاء واکنش شامل   ،انجام نشود PCRاگر 

کنید تا مطمئن شوید هیچ اشتباه ساده ای منجر مشکل دارند. بهتر است در ابتدا آزمایش را در همان شرایط تکرار 

 باشند.  نشده  PCRبه شکست در 

استفاده از کنترل ها اهمیت دارند. کنترل مثبت که حاوی الگویی با قدرت تکثیر خوب می باشد، و از اضافه 

الگو و  DNAشدن تمامی واکنش گرها و عملکردی بودن آنها اطمینان ایجاد می کند. کنترل منفی ) یکی فاقد 

ند، احتمال تشکیل دیمر پرایمر را روشن ساخته و ما را دیگری فاقد پرایمر ( و جود هر گونه آلودگی را آشکار می ک

 از وقوع پدیده جفت شده غیر اختصاصی مطمئن می سازد. 

 PCRآنالیز محصولات 

 است .  PCRفورز استاندارد معمول ترین و سریع ترین راه ارزیابی محصولات  الکتروژل 

مشاهده یک نوار قوی و باریک در اندازه  به ردوده و خوب کار کرده باشد باید قابهینه ب PCRاگر شرایط 

مورد انتظار باشید . اگر یک محصول اختصاصی بدست نیاید ممکن است محصولات کوچک دیمرپرایمر را در انتهای 

 ژل مشاهده کنید . 

نوارهای اضافی ممکن است در اثر پدیده جفت شده غیر اختصاصی پرایمر باشد. دلیل معمول ایجاد اینگونه 

دماهای پایین جفت شدن غلظت های بالای یون منیزیم و یا وجود توالی های مشابه برای جفت شدن در محصولات 

 یک الگوی پیچیده میباشد . 

 تأیید محصول تکثیر شده اولیه

اغلب برای آزمایشهای بعدی مورد استفاده قرار می گیرند و بنابراین ضروری است که از  PCRمحصولات 

 قطعه تکثیر شده اطمینان یابیم این روشها شامل : وجود توالی مورد نظر در

از ژل آگاروز به غشاء  DNAمؤینه قطعات مستلزم انتقال  (: Southernآنالیز لکه گذاری ساترن )  -1

       ن آن با یک پروب ویژه شناسایی می شوددکر ریدبسپس با هی هدف  DNAنایلونی می باشد. قطعه 
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لکه گذاری ساترن، لکه  روش جایگزین و سریع تر از آنالیزادیو اکتیو ( یک ) پروب های رادیو اکتیو یا غیر ر

( می باشد. در اینجا یک نمونه از واکنش، مستقیماً به غشاء منتقل می شود و  Slotگذاری صفحه ای ) 

با یک پروب مخصوص انجام می پذیرد. این کار مستلزم الکتروفوزر روی  DNAبدنبال آن هیپریداسیون 

 روز یا انتقال مؤینه نیست بنابراین بسیار سریع تر است . ژل آگا

1- PCR  یک راه مطمئن و سریع برای تأیید محصول  گزین:لانهPCR  .است 

  اول استفاده می شود و محصول  PCRدر این روش معمولا از دو پرایمر داخلی برای تکثیر محصول 

PCR   اول به عنوان الگویی برای دومینPCR .محصول دوم در مقایسه با محصول اولیه  بکار می رود

حساسیت شناسایی محصول صحیح را ده هزار  لانه گزین PCRکوتاه تر است . پیش بینی می شود که 

ضعیف و همراه زمینه ای از محصولات غیر اختصاصی باشد،  PCRبرابر می نماید. حتی اگر محصول اولیه 

لانه گزین تنها تکثیر کارآمد الگوی اختصاصی را  PCRی در مرحله دوم بهبود خواهد یافت. زیرا پرایمرها

 فراهم می آورند. 

 به کمک آنزیم محدود کننده  PCRآنالیز محصول  -9

آنزیم محدود کننده و گرما گذاری آن  ،بافر محدود کننده PCRبا مخلوط کردن ساده محصول 

به نتایج روشن و  ،کمک الکتروفروز برای انجام واکنش هضم و در نهایت آشکار سازی آنها روی ژل آگاروز به

نسبتا سریعی بدست می آید ) البته این کار فقط زمانی مفید است که یک نقشه از محل های اثر آنزیم 

 .(تکثیر شده وجود داشته باشد DNAمحدود کننده روی 

 PCRتوالی یابی مستقیم محصولات 

( شانگرهای رادیو اکتیو یا فلورسنتبرای آنکه محصولات واکنش قابل شناسایی باشند باید آنها را ) معمولا با ن

نشان دار نمائیم . معمولا نشانگرهای رادیواکتیو برای توالی یابی های دستی بکار می روند اما روش هایی که امروزه 

 یستم های شناسایی خودکار می باشد. بیشتر متداول هستند بکار بردن رنگهای فلورسنت و س

 رهای بکار رفته در توالی یابی مستقیم : برای این منظور یکی از پرایمرهای اولیه پرایمPCR   و یا

بهتر است یک پرایمر لانه گزین که به قسمت داخلی قطعه تکثیر شده متصل می شود مورد استفاده 

 قرار گیرد. 

  تهیه الگوی تک رشته ایDNA ش ساده ، استفاده از : یک روPCR  نامتقارن است که یکی از

 12برابر ( نسبت به دیگری اضافه می شود. در طول  32تا  12بسیار بیشتر )  پرایمرها به مقادیر

محصول دو رشته ای تجمع می یابد ، اما در چرخه های بعدی با کاهش شدید  PCRچرخه اول 

 ع می پیوندد. کم غلظت، تجمع یکی از رشته ها به وقوپرایمر 
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  یک روش کارآمدتر این است که محصولPCR  به صورت دو رشته ای تکثیر شده و سپس قسمتی

 از آن به همراه یکی از پرایمرها برای تهیه محصول تک رشته ای بکار رود. 

 و اندازه گیری های هموجنوس PCRنشان دار کردن مستقیم محصولات 

نشان دار یا پرایمرهای نشان دار  dNTPیر با اضافه کردن در حین تکث PCRنشان دار کردن محصولات 

 می شوند.  PCRشده با مواد رادیو اکتیو، فلور سنت یا بیو تینه شده امکان پذیر است که وارد محصلو 

باید مستقیما نشان دار  Insitu PCRو    DNA foot printingدر برخی موارد مثل  PCRمحصولات 

خصوصا هنگامی که میزان تکثیر پایین باشد، حساسیت آشکار  PCRمحصولات  شود. نشان دار کردن مستقیم

سازی را افزایش می دهد. این روش در مقایسه با روشهای لکه گذاری ساترن و هیبریداسیون ساده تر و سریع تر 

 است. 

رد می تواند مو PCR: روشهای الایزا برای شناسایی محصولات  PCRشناسایی ایمونولوژیکی محصولات 

پیکوگرم مقدور می  12استفاده قرار گیرد. این روشها حساسیت بالایی دارند و شناسایی محصولات را تا حدود 

 سازند. 

 

 PCRجهش زایی با 

هدف را به آسانی و با کارایی بالا تغییر داده و دست کاری کنیم و   DNAاین امکان را فراهم می آورد که 

 یم . برای موارد مختلف ذیل استفاده نمای

 Domainتعویض  تحذف یا اضافه کردن یک توالی شامل بازسازی ژن ها با آزمایشا -1

 تغییر یک یا چند نوکلئوتید خاص -1

 جهش دادن تصادفی یک منطقه از توالی نوکلئوتیدی شامل یک منطقه کدگذار کامل  -1

ل به توالی مکمل الگو برای واکنش جهش زایی تک رشته ای شود تا امکان اتصا  DNAدر اکثر موارد باید 

 عمل کند.  DNAالیگونوکلئوتیدی فراهم شود واین الیگونوکلئوتید بعنوان یک پرایمر ساخت 

 DNAتکنولوژی 

 DNAو روشهای بررسی  DNAبه دو بخش تقسیم می شود : کلونینگ 

آن  خاص به منظور تولید مقادیر نسبتاً زیاد از DNA: تکثیر انتخابی یک قطعه یا توالی  DNAکلونینگ 

DNA  .می باشد تا بتوان ساختار و عملکرد آن را بطور مفصل بررسی نمود 
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 و در داخل سلول  invivoبصورت  DNAکلونینگ -9

 مرحله اساسی دارد.  1این روش 

 تتولید قطعا DNA  قطعات با اندازه متفاوت حاصل : با روشهای مکانیکی خرد کردن و بریدن    

            از یک منبع خاص توسط یک آنزیم محدوده کنندهتهیه شده  DNA  می شود ولی هضم

 (restriction enzym  مشخص همواره یک نوع مجموعه قطعات )DNA  بدست خواهد آمد. این

توالی  .نوکلئوتید دارند را شناسایی می کنند 1تا  4را که بین  DNA پالیندرمیآنزیم ها توالی 

 1پریم به  3ی را درهر یک از رشته ها در یک جهت مثلاً به این معنی است که اگر توال پالیندرمی

آنزیم محدود کننده  122پریم بخوانیم توالی هر دو رشته در این محل یکسان خواهد بود. بیش از 

نام باکتری که از آن جدا شده اند نام مختلف از باکتریهای مختلف جداسازی شده اند و براساس 

 استخراج شده است. Ecoliباکتری که از  EcoRIگذاری شده اند. مثل 

  نوترکیبی قطعاتDNA  :DNA  از هر منبعی بدست آید هنگامی که توسط یک نوع آنزیم محدود

 DNAکه تولید می کند دارای انتهاهای مکمل خواهند بود. اگر  DNAکننده هضم گردد قطعات 

، شود قطعات حاصلهاهای چسبیده ایجاد می کند بریده تنا ، بوسیله آنزیمی که در محل برش

  قطعات چسبیده نامیده میشوند. ابتدا انتهاهای چسبیده بوسیله پیوندهای هیدروژنی بهم متصل 

 DNAلیگاز بصورت کووالان بهم متصل می شوند. اتصال قطعات آنزیم می شوند، سپس توسط 

 م است. نوترکیب مرسو DNAبدست آمده از منابع مختلف، به مولکولی می انجامد که به مولکول 

  ( ناقل هاVector  ناقل اصطلاحی است که به مولکول :)DNA  ناقل مورد استفاده در فرآیند

کلونینگ که با همانند سازی مستقل خود در سلول میزبان کپی های فراوانی ایجاد می کند، اطلاق 

ه را فراهم هدف یا بیگانه به درون ناقل امکان تولید تصایر زیادی از این قطع DNAمی شود. الحاق 

روموزوم های می کند پنج نوع اصلی ناقل های رایج شامل پلاسمید ها، باکتریوفاژها، کازمید ها، ک

( می باشند. بعضی وکتورهای اولیه نظیر پلاسمیدها و YACs , BACs) مخمرمصنوعی باکتری و 

ودیت داشتند. نسل باکتریوفاژها از لحاظ اندازه قطعه هدف که باید در ناقل وارد شود ، به شدت محد

را در خود جای دهند. با ساختار  kb32رند قطعاتی تا دهای بعدی ناقل ها نظیر کازمیدها قا

 kb 1222تا  DNA  kb122ری امکان کلونینگ قطعات خمکروموزمهای مصنوعی باکتری و م

 فراهم شده است. 

  ترانسفورماسیون موجود میزبان: پس از وارد کردن قطعهDNA قل، ناقل نوترکیب را خارجی به نا

. غشاء سلولی دنری که تغییراتی روی آن انجام شده است وارد می کنخمبه سلول باکتریایی یا م

       نفوذناپذیر است ولی DNAی نسبت به مولکولهای بزرگ مثل قطعات باکتری بصورت طبیع
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ژ بالا آن را نفوذ می توان با روشهای گوناگون نظیر قرار دادن در معرض نمک های خاص و با ولتا

معمولا فقط یک  ( گویند.Becoming compo tentپذیر کرد. به این پدیده مستعد شدن )

اگر به  جذب می شود.، بوسیله سلول میزبان که متحمل ترانسفورماسیون شده است DNAمولکول 

مولکول ی ترانسفورم شده اجازه تکثیر داده شود مقادیر زیادی از کپی های یکسان از این سلولها

DNA دش هدف اولیه یا کلون ها تولید خواهد . 

 

 :وقتی که سلولهای ترانسفورم شده در محیط کشت تکثیر شدند آنها را  غربالگری ناقل های نوترکیب

روی محیط کشت آگار مغذی کشت می دهند. ناقل های نوترکیب را می توان با یک روش تشخیص 

در آگار  Replicaبه آنتی بیوتیک را می توان با کشت غربالگری کرد. مثلا از دست رفتن مقاومت 

 حاوی آنتی بیوتیک مناسب غربالگری کرد. 

  انتخاب کلون های خاص: چند تکنیک برای شناسایی کلون های حاوی قطعاتDNA  هدف خاص

 نکلونی های باکتری میزبا .رایج ترین آنها هیبریداسیون اسید نوکلئیک می باشد .، بوجود آمده اند

پلیکا بکار برده، سپس آنها را لیز کرده و روی یک فیلتر ررا برای تهیه کشت  انسفورم شده تر

 DNAنیتروسلولزی که اسیدهای نوکلئیک به آن متصل می شوند لکه گذاری می کنند. سپس 

تک رشته ای گردد که می تواند به پروب های تک  DNAروی این فیلتر واسرشت می شود تا 

روی فیلتر بوسیله  DNAشده با رادیو اکتیو متصل شود. اتصال پروب به رشته ای نشان دار 

نوترکیب  DNAرا می توان برای تهیه  DNAمنابع مختلفی از  اتورادیوگرافی آشکار می شود.

که به  DNAنامند. می  ژنومیتام یا  DNAدار را  هستهاز سلولهای  حاصل DNAاستفاده کرد. 

 cDNAمکمل یا  DNAساخته می شود را  mRNAس از روی بردار معکووسیله آنزیم رونوشت 

می  DNAنوترکیب حاصل از یک منبع معین را یک کتابخانه  DNAمجموعه مولکولهای گویند. 

 (.cDNAنامند ) مثل کتابخانه ژنومی یا کتابخانه 

 بدون نیاز به سلول  DNAکلونینگ  -2

PCR تواند برای تولید مقادیر عظیمی از یک قطعه  میDNA  هدف در صورت معین بودن توالی

برای طراحی دو پرایمر ) آمپلی مر (   DNAاز اطلاعات توالی  عه بکار برده شود.نوکلئوتیدی آن قط

استفاده می شود. در  ،هدف هستند DNAکه مکمل دو انتهای توالی  bp12الیگونوکلئوتیدی با طول تقریبی 

مکمل خود در  DNAپس پرایمرها به توالیهای سی شوند. به کمک حرارت واسرشت م DNAمرحله اول دو رشته 

پلیمراز در حضور دئوکسی نوکلئوتیدتری  DNAمتصل می شوند.  ،الگو که تک رشته ای شده است DNA هرشت

پریم پرایمرها شروع کرده آنها را طویل می  1( سنتز را از انتهای dTTp, dGTP, dCTP, d ATPفسفاتها )
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مجدد مولکولهای دو رشته ای سنتز شده توسط حرارت و متعاقب آن اتصال پرایمرها به سازد. با واسرشت کردن 

 13تا  12الگو ایجاد می شوند. با تکرار تقریباً  DNAمولکولهای تک رشته ای ایجاد شده، کپی های بیشتری از 

ر برای قابل هدف بوجود می آید. این مقدا DNA( از  Ampliconsچرخه متوالی بیش از یک میلیون کپی ) 

تیدیوم برمایه کافی  1رویت شدن توسط انعکاس فلورسانسی در اثر تابش اشعه ماورای بنفش پس از رنگ آمیزی با 

 است و نیازی به روشهای غیر مستقیم جهت آشکار سازی نیست . 

PCR  امکان آنالیزDNA  ن از هسته را فراهم می کند. علاوه برخون می تواحاصل از هر منبع سلولی حاوی

نمونه هایی که با تهاجم کمتر بدست می آیند، نظیر خراشیدن بافت پوشش دهان یا نمونه های پاتولوژیک بایگانی 

یک سلول کم باشد نظیر آنچه در  DNAالگوی اولیه می تواند به اندازه  DNAشده استفاده کرد. همچنین مقدار 

 تشخیص های پیش از لانه گزینی انجام می گیرد. 

مورد نظر نظیر  DNAاز منابع دیگر غیر از  DNAباید زیاد دقت شود زیرا ممکن است  PCR در انجام

فرد آزمایش کننده هم تکثیر شده و ایجاد آلودگی کند . این موضوع باعث نتیجه مثبت  پوستسلولهای شاخی 

 باشد. کاذب خواهد شد مگر اینکه کنترل های مناسبی جهت تشخیص چنین خطاهایی در نظر گرفته شده 

پلیمراز مقاوم  Taq DNAبا استفاده از  . زمان کوتاه مورد نیاز برای بررسی نمونه هاست PCRمزیت دیگر 

ساکن چشمه های آب گرم استخراج شده است . می توان تکثیر  aquaticusبه حرارت که از باکتری گرما دوست 

DNA هدف را طی چند ساعت توسط PCR   کلونینگ انجام داد . در حالیکه جهتDNA  روشهای بوسیلهin 

vivo  باید چند روز یا چند هفته زمان صرف کرد.  هستندکه برپایه استفاده از سلولها 

زمان را به کمتر از یک ساعت تقلیل داده اند که در آنها از فن آوری این  Real-tim PCRدستگاههای 

الکتروفورز شود، در نتیجه نیازی به  اه میاستف PCRسیکل هر  در PCRفلورسانس برای کنترل تولید محصولات 

 روی ژل وجود ندارد. 

 DNAروشهای بررسی 

تک رشته ای هستند که بصورت رادیو اکتیو یا  DNAاینها معمولاً  پروب های اسید نوکلئیک : -

. روند یمدارای همولوژی با آنها بکار  RNAیا  DNAغیررادیواکتیو نشاندار شده اند و برای آشکار سازی قطعات 

،  DNAژنومی ژنهای خاص ، توالیهای  DNAرا میتوان از منابع مختلف نظیر توالیهای تصادفی  DNAپروبهای 

به روشهای  DNAپروب های  سنتز شده از روی توالی اسید آمینه ای پروتئین ها تهیه کرد. الیگونوکلئوتیدهاییا 

نت که برای آشکار کردن اولی اتورادیو گرافی و دومی می شوند مثلا مواد رادیو اکتیو یا فلورسمختلف نشاندار 

 بکارگیری طول موج مناسب لازم است. 

 قلیاحاصل از دو منبع را که قبلاً بوسیله حرارت یا  DNAبرای اینکار  هیبریداسیون اسید نوکلئیک : -

ناسب براساس رابطه واسرشت شده و به شکل تک رشته ای در آمده اند ، با هم مخلوط می کنند که تحت شرایط م
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به طریقی نشاندار شده  DNAولوگ ، با هم تشکیل جفت باز می کنند . اگر یکی از منابع ممکملی بین توالیهای ه

ن بلات و ردو روش اصلی و رایج ساتباشد ) پروب ( می توان وجود توالیهای خاص در منبع دیگر را آشکار نمود. 

 نورترن بلات هستند . 

وش که به افتخار کاشف آن ادوین ساترن نام گذاری شده است به شرح زیر می باشد. این ر ساترن بلات:

قطعات آگاروز ،  قطعات حاصل از برش برروی ژل رزالکتروفوتوسط آنزیم محدود کننده و  DNAپس از برش 

قطعات براساس اندازه روی ژل از هم جدا می شوند . قطعات بزرگتر چون آهسته تر حرکت می کنند بالاتر از 

روی ژل بوسیله تیمار با قلیا واسرشت و به شکل تک رشته ای در می آیند  DNAکوچکتر قرار می گیرند . قطعات 

بآن متصل می شوند  DNAرو سلولوزی که . نسخه دائمی از این قطعات تک رشته با انتقال آنها روی فیلتر نیت

 بدست می آید که به آن ساترن بلات گفته می شود. 

خاص مورد نظر از میان مجموعه قطعات متصل به فیلتر را می توان با پروب نشاندار شده رادیو  DNAقطعه 

اکتیو که تک رشته ای شده است و برای هیبریداسیون در مجاورت قطعات موجود روی فیلتر قرار داده می شود و 

پروب  DNAو اکتیو با استفاده از روشهای ساترن بلات غیر رادی متعاقب آن با انجام اتورادیوگرافی آشکار نمود .

 های نشاندار شده با مواد کمی لومینسانس نیز مطرح هستند . 

 به عنوان اسید نوکلئیک هدف در همان mRNAتفاوت این روش با ساترن بلات استفاده از  نورترن بلات:

اده از مهار کننده های بسیار ناپایدار است . استف mRNAوکلئازهای سلولی فرآیند می باشد . بعلت وجود ریبون

ژل الکتروفورز شود می تواند روی  mRNAرا فراهم می کند که اگر این  mRNAریبو نوکلئازها امکان استخراج 

نشاندار شده با رادیو اکتیو امکان تعیین   DNAروی فیلتر منتقل شود. هیبریداسیون فیلتر حاوی بلات با پروب 

با  .روی فیلتر را فراهم می کند به این روش نورترن بلات گفته می شودموجود در  mRNAاندازه و مقدار رونوشت 

 و فن آوری ریز آرایه برای مطالعات بیان ژن نورترن بلات کمتر استفاده می شود.  Real-time PCRابداع 

  تشخیص جهش ها

خیص انتخاب روش بستگی به این موضوع دارد که آیا هدف ، تشخیص جهش های شناخته شده است یا تش

هر نوع جهش در یک ژن خاص ، روشهای مختلفی را می توان بکار برد که تفاوت آنها در سادگی استفاده آنها و 

میزان قابل اعتماد بودن نتایج حاصل از آنهاست . انتخاب روش آزمایش به عوامل مختلفی نظیر حساسیت لازم ، 

لی ها ( بستگی دارد. اگر یک واریانت از یک توالی توسط هزینه ، ابزار،  اندازه و ساختمان ژن ) شامل تعداد چند شک

 تایید شود.  DNAیکی از روشهای غربالگری جهش شناسایی شود باید آن جهش توسط تعیین توالی 

( Amplification – refractory mutation systemسیستم جهش مقاوم به تکثیر )  PCR  نکته :

معمولترین شیوه آن سنجش دو تیوبی است که در یکی از آنها  نامیده می شود. ARMS- PCRکه بطور مخفف 

پرایمرهای اختصاصی توالی طبیعی و در دیگری پرایمرهای ویژه توالی جهش یافته همراه با پرایمرهای کنترل که 
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بکار می روند می باشد. از مهمترین کاربردهای این روش تشخیص جهش  PCRجهت اطمینان از انجام واکنش 

 فیبروز کیستیک است . های عامل 

نکته: یک روش دیگر برای شناسایی جهش های عامل فیبروز کیستیک سنجش اتصال الیگو نوکلئوتیدها 

 است . 

روشی برای شناسایی جهش ها است به عنوان مثال تشخیص جهش فاکتور پنج  Real – time PCRنکته: 

Leiden  

( شامل الیگو  DNA chips)  DNAشه های ( یا تراDNA microarray) DNAنکته: ریز آرایه های 

طبیعی و جانشینی های تک نوکلئوتیدی  DNAجفت بازی طراحی شده برای توالی  13تا  12نوکلئوتیدهای 

شناخته شده و یا احتمالی موجود در یک ژن می باشند آنها به یک تراشه و با آرایش مشخص متصل می شوند که 

 به ریز آرایه موسوم است  .

DNA که باید جهت جهش غربالگری شود ، بوسیله  نهنموPCR  تکثیر شده و با فلورسانس نشاندار گشته و

با الیگونوکلئوتیدهای ریز آرایه هیبریداسیون انجام می گیرد. الگوی رنگ ریز آرایه پس از هیبریداسیون با کامپیوتر 

خیص جانشینی های بازی شناخته بررسی شده و امکان تشخیص سریع جهش ها فراهم می گردد. این روش در تش

 ( بسیار موفق بوده است . Single nucleotide polymorphismها )  SNPشده یا 

 Conformation – sensitive capillary نکته: الکترو فورز موئینه حساس به شکل فضایی )

electrophoresis  که بطور خلاصه )CSCE ابلکس به کمک فن نامیده می شود برای آشکار سازی وجود هترود

را  PCRآوری فلورسانس بکار می رود . می توان با استفاده از رنگ های فلورسانس متعدد چندین نوع محصول 

باعث ایجاد شکل فضایی متفاوت می گردد که حرکت  DNAهمزمان بررسی کرد وجود یک تغییر در توالی 

شناسایی استفاده کرد. نکته : بررسی منحنی ذوب با  الکتروفورزی متفاوتی دارد و میتوان از یک پلیمر مناسب برای

( این روش گروه جدیدی از رنگ های   High- resolution melt curve analysisقدرت تفکیک بالا ) 

تک رشته نیستند را به کار می  DNAجای می گیرند اما قابل اتصال به  DNAفلورسنت را که بین دو رشته 

بوسیله حرارت  PCRجای می گیرد . پس محصولات  PCRمحصول  DNAرشته گیرند . رنگ فلورسنت بین دو 

کاهش می یابد و این الگوی  DNAبصورت تک رشته ای در می آیند . سطح فلورسانی به موازات واسرشت شدن 

 بستگی دارد.  PCRذوب شدن به توالی و طول محصول 

با روش خاتمه  DNAی جهش ، تعیین توالی نکته: توالی یابی سانگر روش استاندارد طلایی برای غربال گر

توسط فرد سانگر ابداع شده است. در ابتدا نشاندار  1172سنتز زنجیره توسط دی دئوکسی نوکلئوتیدهاست که در 

کردن با مواد رادیو اکتیو و تفسیر دستی بود ولی حالا استفاده از فلورسانس و سیستم های کامپیوتری جای آن را 
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 PCRالگوی تک رشته ای مثلاً محصولات  DNAتوالی دی دئوکسی شامل استفاده از یک گرفته است. تعیین 

 پلیمراز و یک پرایمر مناسب می باشد.  DNAواسرشت شده برای سنتز رشته های مکمل توسط 

( با یک روش سنتزی عمل می کند که در آن نوکلئوتیدهای  Pyro sequencingنکته: توالی یابی پایرو ) 

ه یک به یک به واکنش اضافه شده و در آن واحد متعاقب آن از واکنش خارج می شوند در این فرآیند بعد تغییر یافت

از افزایش هر نوکلئوتید سیگنالهای کمی لومینسانس تولید می شود. این فناوری به سرعت اطلاعات کمی از توالی 

در بیماران مبتلا به سرطان کلورکتال  KRASها ایجاد می کند و نمونه ای از کاربرد آن در شناسایی جهش های 

نشان داده شده است ) لازم به ذکر است فناوری توالی یابی پایرو توسط پروفسور رونقی دانشمند  14در شکل 

 ایرانی مقیم امریکا ابداع شده است .(

والی تقاضا برای ت :( Next – generation clonal sequencingنکته: توالی یابی کلونال نسل بعدی ) 

یابی کم هزینه باعث شده است تا فناوری های توالی یابی ظرفیت بالا که قادرند میلیونها توالی را بطور همزمان 

تولید کنند، بوجود آیند. توالی یاب های کلونال نسل بعدی یک مرحله کلونینگ در لوله آزمایش را به کار می گیرند 

کلون شده یا بوسیله توالی یابی  DNAند. سپس مولکولهای تکثیر ده PCRخاص را بوسیله  DNAتا مولکولهای 

  توالی یابی به روش لیگاسیون به موازات هم توالی یابی  با  یا   پایرو با استفاده از پایان دهنده های قابل برگشت و

 می شدند. 

 ( Dosage analysisبررسی دوز ) 

ش های نقطه ای حذف ها و درج های کوچک را اغلب روشهایی که در بالا شرح داده شده اند می توانند جه

وشن رایج است بوسیله انجام پسران مبتلا به دیستروفی عضلانی دشناسایی کنند. حذف یک یا چند اگزون که در 

قابل تشخیص می باشد ) اما این جهش ها در  PCRچندگانه و عدم وجود یک یا چند تا از محصولات  PCRیک 

 .نرمال ، بسیار سخت تر تشخیص داده می شوند(  xر ژن طبیعی بر روی کروموزوم افراد مونث ناقل به علت حضو

جهش های از نوع حذف ها یا درج های بزرگ در تعدادی از بیماریها گزارش شده اند وممکن است شامل 

 یک اگزون، چند اگزون و یا یک ژن کامل باشند. چندین روش برای شناسایی چنین جهش هایی ایجاد شده است.

 Multiplex ligation dependent probeروش تکثیر پروب وابسته به اتصال بصورت چندگانه ) 

amplification  که بطور خلاصه )MLPA  نامیده می شود یک روش جدید با قدرت تفکیک بالاست که برای

با فلورسانس  شامل دو الیگونوکلئوتید نشاندار شده MLPAشناسایی حذف ها و درج ها بکار می رود. هر پروب 

است که میتوانند مجاور هم با توالی ژن هدف دو رگه شوند . پس از دورگه شدن ، دو الیگو نوکلئوتید بوسیله لیگاز 

پروب تکثیر می شود .پروب ها حاوی یک قطعه توالی با طول متغیر  PCRبهم متصل می شوند و سپس بوسیله 

پروب می توانند  42الکترو فورز موئینه فراهم می کند . تا را بوسیله  PCRهستند که امکان جداسازی محصولات 

 در یک واکنش تکثیر شوند. 
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 QF- PCR( که بطور خلاصه  Quantitative fluoresentفلورسانس کمی ) PCRبررسی دوز بوسیله 

،  نامیده می شود بطور روزمره برای غربالگری آنیلوپلوئیدی بکار می رود . مثلا جهت تشخیص پیش از تولد

چندگانه تکثیر شوند و  PCRمی توانند در یک آزمایش  11و11و11میکروستلایت های واقع در کروموزوم های 

تریزومی ها از طریق وجود سه آلل یا بوسیله اثر دوز که در آن یک آلل حضور قوی تری نسبت به حالت معمول 

 دارد، تشخیص داده شوند . 

قایسه ای ، روشی برای تشخیص حذف ها و مضاعف شدگی ها در یا آرایه دورگه سازی ژنومی م CGHآرایه 

سطح کل ژنوم مهیا می کنند . آرایه هایی که در آزمایشگاههای تشخیص طبی بکار می روند در بردارنده  هم پروب 

های کل ژنوم برای تشخیص جهش های جدید و هم پروب های اختصاصی سندرم های حذف و مضاعف شدگی 

بعنوان الگوی اولیه در تکثیر کلون ها بکار  PCRژنومی بجای محصول  DNAدر صورتی که  شناخته شده هستند.

 رود . امکان به دست آوردن اطلاعات مربوط به تعداد کپی از توالی یابی های نسل بعدی نیز وجود دارد. 

 SNP( که بطور خلاصه Single nucleotide polymorphism چند شکلی های تک نوکلئوتیدی ) 

در  SNPمیده می شوند اغلب دوآللی بوده هم در توالی های کد کننده و هم غیر کد کننده وجود دارند. اگر یک نا

محل شناسایی یک آنزیم محدود کننده قرار گیرد. طول قطعات حاصل از برش با آن آنزیم در افراد مختلف متفاوت 

کلتروفورز قابل شناسایی است لذا به آن چند خواهد بود. این تفاوت با تغییر تحرک قطعات هضم شده روی ژل ا

( گفته می شود. در   Ristrection fragment length polymorphismشکلی طول قطعات هضم شده )

ها استفاده می شد اما فن آوری کنونی  RFLPمطالعات اولیه تعیین نقشه ژنتیکی، از ساترن بلات برای تشخیص 

 است.  را میسر ساخته  SNPامکان تشخیص هر 

ها به شدت  VNTR(:  Variable number tandem repeatsتکرارهای پشت سر هم با تعداد متغیر ) 

کوتاه  DNAچند شکل هستند و این چند شکلی به خاطر وجود تعداد متغیر از تکرارهای پشت سر هم یک توالی 

 ( به ارث می رسند.  Co-dominantمی باشد و به روش مندلی هم بارز ) 

 SNPدر مقایسه با  VNTRها تعداد زیاد آلل های هر  SNPها نسبت به  VNTR: مزیت استفاده نکته 

 ها که معمولا دو آللی هستند می باشد. 

مینی ساتلایت ها: توالیهای تکراری با اندزه مختلف که بوسیله یک توالی مرکزی کوتاه شناخته می شوند 

ا بشدت چند شکل هستند  و الگوی منحصر به فرد مربوط به هر مینی ساتلایت نامیده می شوند. مینی ساتلایت ه

 DNA( توصیف شده است. ) روش انگشت نگاری  DNA (DNA fingerprintنفر تحت عنوان انگشت نگاری 

 .فرزندی و موارد جنایی ) پزشکی قانونی ( بطور گسترده استفاده می شود( –در شناسایی رابطه پدر 

هزار قطعه از تکرارهای پشت سرهم با تعداد متغیر از توالی  122تا  32سان حدود میکرو ساتلایت ها: ژنوم ان

، میکرو ساتلاست نامیده می شوند. تفاوت در تعداد تکرارهای CAدارد که تکرارهای  CA:GTدی نوکلئوتیدی 



 

41 
 

CA لی به ارثدر هر جایگاه بین افراد مختلف، بسیار چند شکل است و این توالی ها با الگوی هم بارزی مند       

بررسی کرد و استفاده از روشهای آشکار سازی فلورسانس  PCRرسند. این میکرو ساتلایت ها را می توان با  می

امکان بررسی همزمان تعداد زیادی نمونه را فراهم کرده است . در نتیجه بررسی میکروساتلایتها در موارد تشخیص 

 DNAتخمکی بودن تا حد زیادی جایگزین روش انگشت نگاری  فرزندی واثبات تک تخمکی با دو –رابطه پدر 

 شده است. 

کاربردهای بالینی ردیابی ژنی: اگر یک ژن بوسیله مطالعات پیوستگی تعیین نقشه شده ولی شناسایی نشده 

. از این باشد ، میتوان با استفاده از مارکرهای پیوسته به آن ، هاپلوتیپ جهش یافته در یک خانواده را ردیابی نمود 

روش همچنین برای شناسایی جهش ناشناخته مورد بررسی در یک خانواده ، در یک ژن شناخته شده هم استفاده 

می شود . معمولا میکرو ساتلایت های واقع دردو طرف ژن مورد نظر و یا میکرو ساتلایتهای درون ژن استفاده می 

 ( درون خانواده ها پائین است.  informativeهای آگاهی دهنده )  SNPشوند ، زیرا احتمال یافتن 

 

PCR Insitu (PCR )داخلی سلولی 

و هیبریداسیون در داخل سلول است . با استفاده از این تکنیک  PCRاین تکنیک ترکیبی از آزمایش 

DNA  ویروس و ژن های تک رشته ای و ژنهایrearrangement  با سازماندهی مجدد ( و (RNA  ( ویروسی

 ( قابل کشف و ارزیابی می باشد.  RT- PCRبه روش 

ی وفیکس نمودن آنها همراه با ، تهیه نمونه های سلولی یا بافتمشکل ترین و بحرانی ترین قسمت آزمایشات 

 زیر همچنین باید مواردرا موفق می گرداند.  PCRاست که رعایت آنها انجام  یپروسه نیمه تراوا نمودن غشاء سلول

 را رعایت نمود :

 مرفولوژی سلولی را تخریب نماید.  نبایستیو چرخه حرارتی  PCRمراحل انجام  -1

 بایستی بتواند از دیواره نیمه تراوا عبور و به داخل سلول نفوذ نماید. PCRمواد لازم برای کنش  -1

  .در درون سلول نبایستی از طریق غشاء نیمه تراوا به بیرون راه پیداکند PCRمحصولات  -1

انجام عملیات ارزیابی ژن ، چسبندگی سلول ها یا بافت ها به لام نبایستی از بین و یا  PCRدر حین انجام  -4

حرارتی در اسلاید بر روی جایگاه مخصوص  نبا قرار داد PCRواکنش های  .رفته و خشک شود

بصورت مستقیم و یا غیر مستقیم انجام می گیرد. در  PCRترموسایکلر انجام شده و ردیابی محصولات 

  PCRنس های تکثیر یافته با نوکلئوتیدهای غیر ایزوتوپیک نشان دار شده باشد، محصول صورتی که سکا

به روش مستقیم ایمونو هیستو شیمیایی قابل ارزیابی خواهد بود. در روشی غیر مستقیم کشف و ارزیابی 

ب های و استفاده از پرو insituبا استفاده از یک مرحله اضافی انجام هیبریداسیون در  PCRمحصولات 

حساسیت بیشتری دارد ولی سرعت این روش اولیگونوکلئوتیدی مخصوص آمپلی کون امکان پذیر است. 
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دسترسی به نتایج کمتر از روش مستقیم است. در روش مستقیم مواد اختصاصی و غیر اختصاصی هر دو 

پیدا می کند. این تکثیر می یابند در صورتی که در روش غیر مستقیم تنها مواد اختصاصی مورد نظر تکثیر 

ه و اساس کشف و ارزیابی ژنتیکی به تین یا غربالگری ممکن است پایروش آنالیز جهت آزمایش های رو

 ویژه ای برخوردار است.  تطریقه مستقیم قرار گیرد که از اهمی

 سیستم جهش مقاوم به تکثیر : ARMSتکنیک 

(Amplification Refractory Mutation system   )ده وسریع برای کشف یک متد سا

مورد آزمایش می باشد.  این روش  DNAموتاسیون های نقطه ای و حذف یا اضافه شدن نوکلئوتیدهای کوچک در 

 سیستیکو کشف ناقلین  تریپسین و سپس جهت تشخیص قبل از تولدآنتی  1ابتدا در بیماران با کمبود آلفا 

بیماران مذکور با افراد سالم شرح داده  DNAد اختلاف در و بتا تالاسمی به منظور آزمایش تک باز مور فیبروزیس

و  م ها ، موتاسیون ها در رده ای از سلولها سشده است. این تکنیک بطور موفقیت آمیزی برای آنالیز پلی مورفی

 موتاسیون های سوماتیک قابل انجام است. 

ARMS ز وجود عامل بیماری در کشف ناقلین و تشخیص بیماریهای ارثی جنین قبل از تولد و نی جهت

 حین و پس از درمان کانسر کاربرد دارد. 

 ( هم گفته می شود.  ASP)  Allele – specific PCR , ARMSبه 

راز جفت پرایمر ویژه برای یک واکنش با یک نوع پرایممی باشد   PCRش شامل دو واکن ARMSتکنیک 

 . شودبرای آلل دیگری انجام می دیگر با پرایمر دیگر از جفت پرایمر ها  یک آلل و واکنش

پلیمراز عمل کند که نوکلئوتید  DNAدر شرایط صحیح وقتی یک پرایمر می تواند به عنوان یک الگو برای 

ژنومیک موتان و یا بر  DNAهدف مکمل باشد بنابراین اگر پرایمر نرمال با  پریم آن بطور کامل با سکانس 1های انت

قرار  DNAل جفت گردد نمی تواند به عنوان یک الگوی صحیح برای تکثیر نرما DNAعکس پرایمر موتانت با 

 محصولی مشاهده نخواهد شد.   PCRگیرد. لذا در پایان واکنش 

  ( Multiplex methodتکنیک چند تایی ) 

هدف مورد تکثیر واقع گردد. بنابراین با  DNAممکن است که چندین قطعه    PCRدر یک آزمایش 

 ن جفت پرایمر در یک آزمایش توانایی تشخیص ژنتیکی بصورت مولتی پلاس فراهم می آید . استفاده از چندی

 پذیر است .تکنیک چند تایی در سه مسیر اصلی امکان 

 روش دات بلات معکوس -1

 وشن شاخص است.ین مورد بیماری دیستروفی عضلانی دروش تهیه نقشه ژنی نقاط حذف شده که در ا -1
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اسیون های نقطه ای ، جایی که تعداد متنوعی از فریم شیفت ها و موت ای کوچک ژنی ،آنالیز حذف ه -1

مورد مثال آن  سموتاسیون ها منجر به فنوتیپ کلینیکی مشخصی می شود که بیمار سیستیک فیبروزی

 می باشد. 

 (  Reverse Transcription PCR)  اسیون معکوس واکنش زنجیره ای پلیمراز تپس کریتران

 mRNAوان بصورت ترکیب با واکنش ترانس کریتپاسیون معکوس جهت تکثیر یک را می ت  PCRواکنش 

اختصاصی بکار برد. محصول بدست آمده می تواند برای تشخیص سکانس و یا ترانسفر نمودن ژن استفاده شود. 

از تپجدا شده آنزیم ترانس کری RNAاست که با کمک  cDNAسنتز    RT- PCRاولین مرحله در واکنش 

با همان تکنیکی که  و PCRحاصل به کمک انجام  CDNAمناسب امکان پذیر می باشد. پرایمرهای معکوس و 

 1مخصوص ، پرایمر بایستی مکمل پایانه  cDNAبکار می رود تکثیر می شود. برای تکثیر یک  DNAبرای تکثیر 

های مکمل برای پایانه باشد و برای ادامه عمل تکثیر می بایست پرایمر DNAبرای اولین دور سنتز  cDNAپریم 

 پریم وجود داشته باشد.  3پریم و  1های 

تر بوده و احتمال کمتری  یو پرایمرها اختصاص cDNAهر چه پرایمرها طویل تر باشند هیبریداسیون بین 

 نامربوط تکثیر گردد.  cDNAاست که یک 

 DMD( Duchene Muscular Dystrophyوشن ) چند تایی در دیستروفی عضلانی د  PCRآزمایش 

ایی ی باشد. معمولاً مرگ در اثر نارسو یک بیماری تحلیل برنده عضلات م xیک بیماری وابسته به کروموزوم 

تاسیون های وسالگی رخ می دهد. ژن معیوب در این بیماری ژن دیستروفین می باشد. عمده م 12ن و تا س یفستن

یافت می شوند. در روش انالیز مولتی  hot-spot ناحیه 1ژن دیستروفین حذف های می باشند و بطور عمده در 

هایی از ژن دیستروفین که دچار حذف شده اند قرار  نبرای تکثیر هم زمان در نزدیک اگزو  PCRپلکس، پرایمر 

 می گیرند. 

ز ژل آگارز مشخص می رونتواند تکثیر شود با کمک الکتروفبیمار که بعلت نقص  DNAهر ناحیه ای در 

بعنوان کنترل  DNAمرد سالم بعنوان کنترل مثبت و نمونه فاقد  DNAل های مناسبی مانند گردد. اگر کنتر

نواحی دارای حذف های  % 11منفی وارد آزمایش شود مانع از تشخیص اشتباه می گردد . این روش به کشف سریع 

DMD است.  ترن بلات فراهم نمودهکمک کرده و یک تشخیص سریع را در مقایسه با روشهای قبلی سا 

PCR-RFLP( : Restriction Fragment Length polymorphism ) 

در ابتدا با استفاده از روش ساترن بلات انجام می گرفت که در این صورت به یک هفته  RFLPآزمایش 

قابل انجام است و جهت انجام آن نیاز است که   PCRحاضر این آزمایش به روش حال زمان نیاز داشت. در 

ورد نظر شناخته شده باشد . در صورتی که سکانس مورد نظر شناخته نباشد. لازم است بوسیله م DNAسکانس 

مورد نظر که با پروب آشکار شده اند سکانس قطعه کلون شده تعیین گردد. سکانس  DNAکلون کردن قطعات 
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طراحی گردد. بر آن مبنا   PCRاطراف قطعه مورد نظر بایستی مشخص شده و متعاقباً پرایمرهای  DNAهای 

محصول بدست آمده با آنزیم برش دهنده مناسبی هضم شده و سپس با جدا کردن قطعات   PCRپس از انجام 

تکثیر شده بوسیله الکتروفورز، با در نظر گرفتن محل اثر آنزیم ها ، وجود و یا عدم وجود قطعه مورد نظر مشخص 

 می گردد. 
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 PCRکاربرد های 

 بیماری های بدخیم

 PCR که مشخصه  1: 11تواند به تشخیص لتوم ها ، لوسمی ها با شناسایی جابجایی ها مثلا جابجایی می

گویای آن است که  PCRاست کمک کند. حساسیت فوق العاده  (CML)بیماری لوسمی میلوئیدی مزمن 

ان آشکار کرد و همچنین امک PCRحداقل بیماری باقیمانده پس از درمان این بیماریها را می توان با 

امکان انتخاب روش درمان را فراهم می آورد. بعنوان  PCRتشخیص زود هنگام عود احتمالی بیماری توسط 

که باز دارنده تیروزین کیناز است . بطور  Imatinibدرمان شده با داروی  CMLمثال تمام بیماران مبتلا به 

. پس از انجام پیوند مغز مرتب جهت بررسی بوجود آمدن کلون های مقاوم به درمان کنترل می شوند

یا میکرو ساتلایت ها می توانند برای کنترل موفقیت پیوند بوسیله بررسی آلل  SNPاستخوان مارکرهای 

 های اختصاصی فرد بیمار و فرد اهدا کننده مورد استفاده قرار گیرند. 

 بیماریهای عفونی

ت زا قبل از یافتن شواهد معمول ، ارگانیسم عفون DNAبرای تشخیص وجود توالی های  PCRمی توان از  

مثلا بررسی پاسخ آنتی بادی یا نتایج کشت ، استفاده کرد. مثلا غربالگری فرآورده های خونی برای وجود 

اختصاصی باکتریها و   DNAو مثال دیگر شناسایی توالیهای  HIVاختصاصی  DNAتوالی های 

وس وصا در مورد مبارزه با استاف اورئخص Real-time PCRویروسهای عامل بیماریهای عفونی حاد . روش 

مقاوم به متی سیلین می تواند بسیار مفید باشد و بیماران ناقل در بیمارستان به سرعت شناسایی شده ، از 

را می توان جهت یافتن طیف  PCR بقیه جدا گشته ، خطر سرایت بیماری به سایرین را به حداقل برساند .

مواد بیولوژیک یا بافت ها استفاده  ،واد غذایی ، مواد موجود در محیط زندگی وسیعی از ارگانیسم ها در م

کشف ارگانیسم های بیماری زا در صنعت غذایی ، بررسی آلودگی های محیطی در پزشکی یا نمود. 

 مطرح است .  PCRدامپزشکی و یا علوم گیاهی به عنوان کاربردهای اساسی 

می باشد که بایستی قبلا در  DNAارف تشخیصی ، قسمتی از جهت مص PCRاولین محدودیت در کاربرد 

باعث ایجاد  DNAی مشابه شابهی نداشته باشد زیرا سکانس هاارگانیسم های مورد نظر شناسایی شده و مورد م

در کشف پاتوژنها، قابلیت کشف حتی یک عدد سلول یا یک  PCRپاسخ های مثبت کاذب می شود. ویژگی اساسی 

مورد آزمایش می باشد. روش های معمولی کشت ارگانیسم های پاتوژن به چند هفته زمان نیاز ویروس در نمونه 

در چند ساعت قابل انجام است . بعضی از ارگانیسم ها قابل کشت در آزمایشگاه  PCRدارد ولی سنجش با روش 

 اتوژن هایی است . راهی برای کشف چنین پ PCRنمی باشند و بعضی دارای شرایط کشت بسیار مشکل هستند لذا 

کشف و شناسایی قارچ ها بعلت مشخص نبودن سیستم ژنتیکی تمامی آنها هنوز در مرحله ابتدایی است . به 

ی کشنده در افرادی که پنومونس و گاهی ایجاد سیهر حال آسپرژیلوس فومیگاتوس که ایجاد آسپرژیلو
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 آلبیکانسجهت شناسایی کاندیدا  PCRاز قابل کشف می باشد .  PCRایمونوساپرس هستند می کند به طریقه 

 در مطالعات اپیدمیولوژی و بیماری های سیستماتیک کاندیدایی استفاده می گردد . 

 : ویروسها

تکثیر پیدا می  RNAاز طریق  1و 1تیپ  HTLVو  1و 1تیپ  HIVرتروویروسهای انسانی : مانند  -1 

 DNAاده از آنزیم ترانس کریتپاز معکوس یک رشته در نمونه بایستی ابتدا با استف RNAکنند . جهت کشف 

( نسخه برداری بی اثر است با وجود آن  Latencyتهیه نمود . در مرحله مخفی عفونت )  PCRمکمل برای 

عفونت های پنهان بارتروویروسها در حالت سیکل تکثیر رتروویروس قابل کشف است . این چرخه تکثیر شامل 

در داخل سلول  DNAویروس به یک مولکول دو رشته ای حلقوی پروویروس  تک رشته ای ژنوم RNAتبدیل 

سلول میزبان ادغام می شود و بنابراین عفونت های مخفی از  DNAپروویروس به داخل  DNAمیزبان می باشد. 

یری عفونت های در حال پرو لیفراسیون قابل تمیز بوده و این اجازه را میدهد که مراحل پیشرفت بیماری قابل پیگ

در مرحله  RT PCRبا  RNAتشخیص بین مرحله مخفی با پرولیفراسیون عفونت به کمک سنجش باشد. 

و پرولیفراسیون قابل انجام است.  Latentمرحله دوویروسی در هر   DNAپرولیفراسیون عفونت و سنجش 

ده وتحت درمان ویروسی در افرادی که دچار عفونت بو DNAاین امکان را فراهم نموده که  PCRسنجش کمی 

 می باشند قابل پیگیری و ارزیابی باشد. 

مشابه  RNAاست که توسط یک  hepadnaیک ویروس  HBVسایر ویروسهای مهم از لحاظ بالینی :  -1

ژنوم سلولی ادغام می  DNAویروس در داخل  DNAرتروویروس ها رپلیکاسیون انجام می دهد. در این عفونت 

 را دارد.  HBVقابلیت کشف مارکرهای  PCRوژی منفی هم شود . حتی در نمونه های سرول

HPV  ها ویروس های واجدDNA  نوع از آنها  42و متعلق به گروه پاپووا ویروسها هستند که تاکنون

این ویروس ها با طیف وسیعی از نمونه های پاتولوژیک مانند زگیل ها ، تومورهای خوش خیم و است. شناخته شده 

یسپلازی های سرویکس و کارسینوم آن در دبا  11و  11ا در ارتباط می باشند . تیپ های تعدادی از بدخیمی ه

حاصل از  HPVدر آنالیز انواع  PCRباکوندیلومای خوش خیم رابطه دارد .  11و  1ارتباط هستند و تیپ های 

 نمونه های پاتولوژیک بکار می رود. 

 باکتریها : 

 PCRیگلا و همچنین لژیونلاپنوموفیلا ) در آب برج های خنک کننده ( شوبطور مثال سالمونلا ، ویبریو کلرا 

جهت باکتریهای پاتوژن خاک مثل باسیلوس آنتراسیس و ارگانیسم عامل  PCRقابل شناسایی هستند . آزمایش 

سیاه زخم )آنتراکس ( نیز قابل انجام است . در ضمن جهت تشخیص عامل توبرکلوزیس ) مانند مایکو باکتریوم 

قابل استفاده است. همچنین جهت تشخیص استاف اورئوس و استرپتوکوکوس پیوژن نیز  PCRبرکلوزیس ( نیز تو

 در تشخیص و طبقه بندی سرو تایپ های ارگانیسم ها بسیار مفید است.  PCRکاربرد دارد . استفاده از 
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  آنالیز نمونه های بافتی

فرمالین فیکس شده اند درنگ آمیزی می شوند و اغلب ائوزین ر –مقاطع بافتی که به روشهای هماتوکسیلین 

موجود در این نمونه ها را میتوان  DNAو در بلوک های پارافینی نگهداری می شوند هدف آنالیز می توانند باشند . 

را برای نمونه های فیکس شده در فرمالین  RNAجهت استفاده از  PCRاخیرا بکارگیری نمود.  PCRاستخراج و 

این امکان را فراهم نموده که تعداد زیادی از نمونه های  PCRی پارافینی گزارش نموده اند . تکنیک و بلوک ها

 سال پیش بررسی گردد.  42بافتی و عامل عفونت موجود درنمونه ها را . حتی متعلق به 

طع بافتی در ابتدا مقاطع بافتی از بلوک های پارافینی بافت ها برش داده شده و سپس پارافین اطراف مقا

ذوب و نمونه رنگ آمیزی شده و روی لام زیر لامل قرار می گیرد ) لامل با رزین روی لام نگهداری می شود ( جهت 

 1تا 1ازچنین نمونه هایی ابتدا بایستی رزین های نگهداری کننده لامل برروی لام را برای مدت  DNAاستخراج 

برای  Kافتی را در لوله میکرو سانتریفوژ تراشیده و با پروتئناز روز در گزیلن بصورت محلول در آورد . سپس مقاطع ب

روز انکوبه نمود متعاقباً نمونه  دپروتئینه شده و بقایای تجزیه شده پروتئین را با اتانول رسوب داده و برای  3حداکثر 

PCR  آماده نمود . این روش تنها راه استخراجDNA  از این نمونه ها می باشد. امکان تخریبDNA  در مقاطع

حاصل از نمونه های رنگ آمیزی شده با هماتوکسیلین و ائوزین وجود دارد . با این حال اگر بلوک پارافینی نمونه 

 پاتولوژیک غیر قابل دستیابی باشد روش فوق تنها راه حل میباشد. 

شان نمی دهد واکنشی ن DNAئید با رمالین بدلیل اینکه محلول فرم آلددر مقاطع بافتی فیکس شده در ف

دناتوره شده باشد یا مدت زیادی در فرمالین باقی مانده باشد از  DNAخوب است مگر اینکه  PCRبرای انجام 

 مراحل شبیه آن درمقاطع بافتی در بلوک های پارافینی است .  PCRو انجام  DNAنظر استخراج 

ن را عوامل آلوده ساز احتمالی جدا شده در این روش به خوبی قابل تکثیر نمی باشد و علت آ DNAگاهی 

 در نمونه ها می شود را می دانند.  taqپلیمراز  DNAکه باعث مهار 

مواد سلولی اگزفولیتیو : نمونه های حاصل از آسپیراسیون ، شستشو یا خراشیدن لایه های سلولی مثل ) 

ه اندازه کافی باشد ، استخراج تست اسمیرسرویکال ( را مواد اگزفولیتیو گویند. در صورتی که تعداد سلول ها ب

DNA  شبیه روش گفته شده در بالا انجام می شود ولی اگر تعداد سلول ها کم باشد اطراف سلول ها را برروی

را برای  kاسلاید بالاک ناخن بصورت دایره ای شکل محدود نموده و ایجاد یک چاهک مینمایند. سپس پروتئیناز 

نموده و متعاقباً پس از انجام پروسه و گذشت زمان لازم محتوای داخل چاهک هضم پروتئین در روی اسلاید اضافه 

 آماده مینمایند.  PCRرا با یک پی پت به یک لوله میکروسانتریفوژ انتقال داده و جهت انجام 
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 آشکار نمودن بقایای بیماری بعد از درمان سرطان :

ی باشد که با بدخیمی های هماتولوژی کشف نوترکیبی های کروموزومی م PCRیکی ازکاربردهای مفید  

 11و  1با کروموزوم غیر عادی فیلادلفیا که از ترانس لوکیشن متقابل کروموزوم های  CMLهمراه است. مثلا 

   تشکیل شده و منجر به یک ترکیب ژنی می شود همراه است. این ترکیب ژنی از نظر نسخه برداری فعال بوده و 

و  122222به  1حاصل از چنین ترکیب ژنی در یک رقت  MRNAکشف گردد.  RNA PCRمی تواند به وسیله 

که داری ریسک بالایی برای برگشت به  (remission)که در فاز بهبودی  CMLهمچنین در نمونه های بیماران 

 بیماری هستند می دهد. 

   Pre implantationآزمایش یک سلول برای تشخیص در مرحله 

می تواند روی جنین انسان که بوسیله لقاح درمحیط خارج تولید  PCRط تشخیص بیماری ژنتیکی توس

شده است قبل از جایگزینی داخل رحمی انجام گیرد . آزمایشات نشان می دهند که بلاستومرها می توانند از جنین 

برای تشخیص  PCRسلولی است حذف شوند . همچنین تعیین جنسیت با روش  1یا  1انسانی که در مرحله 

ریهای مادرزادی وابسته به جنس بسیار مهم می باشند. تشخیص قبل از کاشت داخل رحمی در بیماریهای بیما

ه متقارن پیدا شد می تواند به یک آلل نرمال اووسیت یرا اگر آلل موتان در تودمغلوب مادرزادی نیز مفید است . ز

 منجر شود و سپس اووسیت را لقاح داده و داخل رحم کاشته شود. 

  ص قبل از تولد بیماریهای ژنتیکیتشخی

امروزه بسیاری از بیماریهای ژنتیکی را می توان قبل از تولد در جنین از طریق تکنیک هایی همچون 

ARMS- PCR    و یاPCR-RFLP  تشخیص داد. در روشARMS- PCR    ابتدا تعدادی از سلولهای

ر موتان ( مجاور می کنند. همچنین میماری ) پراییک ژن ب برای یجنینی را استخراج کرده و با پرایمر اختصاص

تفسیر    PCRانجام می گردد. پس از پایان  PCR  بطور جداگانه با پرایمر ژن سالم ) پرایمر نرمال ( نیز مجاورو

 آزمایش چنین خواهد بود: 

 ست وک ژن بیمار دارد یعنی حامل انین یک ژن سالم و یانجام شود. ج DNAاگر در هر دو لوله سنتز 

فقط در لوله ای که شناساگر مخصوص ژن بیمار وجود دارد انجام شود. جنین بیمار  DNAبیمار نیست. اگر سنتز 

فقط در لوله ای که حاوی شناساگر ژن سالم است انجام شود. جنین  DNAاست و باید سقط شود . اگر سنتز 

استفاده نمود به تنوعات طولی ایجاد  PCR-RFLPاز روش  می توان برای تشخیص قبل از تولدکاملا سالم است. 

گفته می شود.  RFLPتوسط آنزیمهای محدود کننده و آشکار سازی آنها در بین افراد مختلف  DNAشده در 

مورد نظر از ژن را تکثیر می  بخشژن یا    PCRشکل ، ابتدا بوسیله  داسیبرای مثال در مورد بیماری کم خونی 

استفاده می  MSt IIی شکل . از آنزیم د . بطور مثال در آنمی داسبکار می برنرا  RFLPنمایند و سپس تکنیک 

 بین قرار دارد.  گلو –شود که محل اثر آن دقیقا در محل جهش ژن بتا 
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فاویسم ، ،  ستیک فیبروزیسنکته: بسیاری از بیماریهای ژنتیکی در جنین ، مانند هموفیلی ، تالاسمی ، سی

 وران حاملگی قابل تشخیص می باشد. ون اوری و ... در دفنیل کت

 تجزیه و تحلیل مولکولی نمونه های تاریخی 

میتوکندریایی ماموت ها و پیدا کردن قرابت آنها با فیل های آسیایی و تجزیه و تحلیل  DNAمثل آنالیز 

د که گونه مولکولی انسانهای نئاندرتال از طریق نمونه های استخوان بسیار موفقیت آمیز بوده است و نشان دا

 DNAس با انسان فعلی از گونه نئاندرتالها مشتق نشده اند . همچنین مطالعات زیادی روی نیموساپه

 میتوکندریایی بدنهای مومیایی کشف شده در نقاط مختلف بعمل آمده است. 

د در بررسی نمونه های تاریخی می توان به نتابج کاذب آن اشاره کر  PCRازمحدودیت های روشهای  :نکته

جدید ) ناشی از حضور محققین یا محیطی که نمونه در آن یافت شده است ( بر روی  DNAناشی از حضور  که

 نمونه های تاریخی است. 

 تعیین جنسیت جنین 

له را جداگانه می دهند و هر تخم حاصتعدادی از اووسیت های زن را خارج می کنند و با اسپرم ها آمیزش 

پس از هر جنین یک سلول را جدا کرده و همراه با پرایمرهای سسلول برسند.  12کشت می دهند تا به حدود 

و در پایان نیز الکتروفورز انجام می شود   PCRپس سوارد می کنند .   PCRدر لوله  Yاختصاصی برای کروموزوم 

ر سنتز انجام صورت می گیرد و در لوله های دیگ DNA. در هر یک از لوله ها که جنین نر وجود داشته باشد سنتز 

مانند هموفیلی  xبیماریهای وابسته به  رن تکنیک برای خانواده هایی که در معرض خطنمی شود . همچنین از ای

هستند نیز استفاه می شود . بدین صورت که جنین های اولیه را از نظر وجود ژن بیمار با استفاده از پرایمر 

 م را به مادر منتقل می کنند . اختصاصی آن مورد بررسی قرار می دهند و جنین سال

 در وجود دارد :ما برای تعیین جنسیت جنین در رحم  دو راه دیگر

 سقط جنین یا آسیب به جنین دارد .  رتکنیک آمنیو سنتز که گاهی خط -1

بدلیل اینکه در دوران حاملگی مقداری از سلولهای جنین وارد خون مادر می شوند . استفاده از خون مادر :  -1

جنس جنین را تعیین کرد . چون مادر  Yو پرایمرهای اختصاصی برای کرومزوم   PCRا میتوان ب

جنین است و جنس مذکر تعیین می  Yندارد اگر جواب مثبت باشد پس مربوط به کروموزم  Yکروموزوم 

 گردد. 
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 جهش ها و سرطانها تشخیص 

قرار گیرند   PCRت یک سلول سالم و یک سلول جهش یافته بطور جداگانه برای یک ژن خاص تح

ومحصولات حاصل با هم مقایسه شوند. به این ترتیب می توان محل جهش ، نوع جهش و هر نوع اطلاعات لازم 

 دیگر را بدست آورد. 

هر سلول بدن انسان بطور بالقوه دارای ژنهای سرطانی ) انکوژن ها ( می باشد و تنها یک تغییر جهش در 

 RASد . گروهی مهمی از سرطانهای انسان به دلیل جهش در انکوژنهای این ژنها منجر به سرطان خواهد ش

 .( لنفوئیدی سلولهای) مثلا انواع مختلفی از بدخیمی های  بوجود می آیند

دروان کودکی در ما می باشد که یک سرطان زودرس چشمی است و رتینوبلاستومثال دیگر بیماری 

بیاید. بررسی  واند در اثر جهش خود بخودی بوجودو هم میت بوجود می آید. این بیماری هم زمینه ارثی دارد

این نکته به این صورت است که برای بروز این بیماری هر دو آلل باید جهش یافته باشند. حال اگر فرد یک آلل 

یک جهش در آلل دیگر برای ایجاد بیماری کافی خواهد بود ولی اگر در را بطور ارثی دریافت کرده باشد فقط 

ن مورد نیاز است. پس افرادی که یک ژ د هردو آلل سالم باشند. برای ایجاد بیماری دو جهش در هر دویک فر

سلولهای ژن بیمار در ژنوم خود دارند. در معرض خطر بیشتری قرار دارند. برای بررسی این نکته، سلول سالم و 

ی برای ژن بیماری ایمر اختصاصمی کنند پرایمر مورد استفاده پر  PCRه را یکسالم و سلولهای بیمار شب

 ا می باشد. رتینوبلاستوم

رخ دهد مشخص می شود که فرد   DNAحال اگر هم در سلولهای سالم و هم در سلولهای بیمار سنتز 

روی دهد نشان می دهد که فرد از نظر ارثی سالم   DNAحامل است. ولی اگر فقط در سلولهای بیمار سنتز 

 مبتلا شده است.  است و در اثر جهش به بیماری

این بررسی برای وجود احتمال بیمار شدن فرزندان بعدی خانواده دارای ارزش می باشد. پیشرفته ترین 

لاتینگ است که وجود سلولهای سرطانی را تا حد یک ، روش ساترن ب PCRتکنیک بررسی بهبود سرطان بجز 

ل سلولهای بدن سلولهای سرطانی هنوز به با توجه به کدرصد نشان می دهد. این نسبت بسیار بالا ست چون 

 سلول های سرطانی تا تعیین ،  دقت  PCRمقدار زیاد ممکن است وجود داشته باشند. ولی با استفاده از 

 منفی به معنای بهبودی کامل در نظر گرفته می   PCRحدود یک در یک میلیون بالا می رود . یعنی یک 

 شود. 
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 زمایشگاه تضمین کیفیت در بخش مولکولی آ

 اقدامات بهینه جهت اطمینان از اعتبار نتایج آزمایش:

 ارزیابی کیفیت داخلی: -9

 پایش تمام فرآیندهای آزمایشگاه از دریافت نمونه تا گزارش نتیجه شامل موارد زیر انجام گیرد:

  تدوین دستورالعمل مکتوب در مورد نوع نمونه مورد نیاز، زمان گرفتن نمونه، جزئیات حمل

و تایید هویت بیمار )نمونه باید از حجم کافی برخوردار باشد، تمام اطلاعات لازم برای نمونه 

و نحوه  انجام تست را داشته باشد بر روی آن باید زمان جمع آوری نمونه نوشته شده باشد

 (نگه داری نمونه باید بررسی شود.

 واهد همولیز ،نمونه تعیین معیار های رد نمونه ) مانند موارد مشکوک به آلودگی، وجود ش

 هپارینه و ...( و نظارت بر اجرای آن ها

  تدوین دستورالعمل مکتوب در مورد نحوه نگه داری نمونه ها و مواد) نگهداری نمونه های

DNA  درجه و در بافر  -12تا  -12و الیگونوکلئوتید ها در دمایTE   یا درآب با درجه

درجه، نگهداری نمونه های حاوی   -12تا  -12نیز در  PCRمولکولار، نگهداری محصولات  

RNA  درجه(. -72حتما در دمای 

 تهیه دستورالعمل نحوه ارجاع صحیح و ایمن نمونه ها در صورت نیاز به ارجاع 

  ثبت اطلاعات مربوط به درخواست تست مورد نظر در سیستم اطلاعات آزمایشگاه هنگام

 مربوطه SOPس گردش کار و ورود نمونه به آزمایشگاه و انجام فرآیند بر اسا

  تهیه دستورالعمل صحیح انجام آزمایش های مختلف 

  استفاده از نمونه های تضمین کننده کنترل کیفی داخلی برای پایش و بررسی خطا در

در صد از    3 – 12که به طور تصادفی گردش کاری آزمایشگاه مولکولی، به این صورت 

ه و مجددا آزمایش شوند. در صورت وجود هرگونه نمونه های بالینی آزمایشگاه انتخاب شد

 تفاوت بین دو نتیجه همه نمونه ها بررسی و اقدامات اصلاحی انجام شود.

 کنترل کیفیت داخلی: -2

  استفاده از کنترل های داخلی موجود در کیت های تجاری در هر سری کاری به منظور

 تایید نتایج حاصل از انجام آزمایش
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 آزمایشگاه طراحی شده است آزمایشگاه بایستی برنامه کنترل  در مواردی که تست توسط

 کیفیت داخلی را تعیین و محدوده آن را مشخص کند.

  صرف نظر از اینکه تست با کیت تجاری انجام می شود یا آنکه در آزمایشگاه طراحی شده

است بایستی مواد کنترل خارجی در هر سری کاری گنجانده شوند تا امکان بررسی توافق 

عملکرد بین سری ساخت متفاوت مربوط به کیت های یک تست و واکنش گرهای آن و 

 ( و رانش بالقوه یک سنجش را فراهم سازد.Driftرانش )

 جنینگ برای تمام آنالیت های کمی رسم شود و در هر -نمودار های کنترل کیفی لوی

ترل، روی نمودار سری کاری خوانده های به دست آمده از انجام آزمایش بر نمونه های کن

 های کنترل کیفی ثبت شود.

 ارزیابی کیفیت خارجی: -9

شرکت در برنامه های ارزیابی کیفیت خارجی ترجیحا از نوع پانل های جامع کنترل کیفی خارجی در  

صورت اجرایی شدن در کشور، به منظور ارزیابی جنبه های مختلف یک تست مولکولی. به عنوان مثال 

نمونه با غلظت های نزدیک به غلظت نمونه های بالینی و دو نمونه با غلظت های استفاده از حداقل دو 

در محدوده تصمیم گیری بالینی  Duplicateخیلی پایین برای ارزیابی حساسیت آنالیتیکال، یک نمونه 

سنجش برای بررسی تکرار پذیری، وجود یک نمونه غیر مرتبط برای بررسی اختصاصیت و همین طور 

 نفی برای ارزیابی مثبت کاذب و آلودگی احتمالی.یک نمونه م

 :صحه گذاری و تصدیق -4

راه اندازی یک روش جدید با یک کیت یا روش جدید یا اصلاح شده نیازمند بررسی صحه گذاری و 

تصدیق است که شامل بررسی خصوصیات ذیل است: صحت، دقت، محدوده قابل گزارش، محدوده 

 صیت آنالیتیکال.مرجع، حساسیت آنالیتیکال و اختصا

  ارزیابی صحت: با استفاده از مواد مرجع یا استاندارد یا محاسبه آن به صورت کیفی از طریق میزان

 (Recoveryبازیابی)

  ارزیابی دقت: با استفاده از انحراف معیار یا ضریب تغییرات. برای بررسی میزان دقت درPCR 

رای این کار باید انحراف معیار یک نمونه که کمی می توان از انحراف معیار نسبی استفاده کرد. ب

ضرب کنیم. با  %122بار یا بیشتر به دستگاه دادهایم را از میانگین آن حساب کرده و در  1

 کاهش دقت، میزان انحراف معیار نسبی افزایش می یابد.
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 213/2از قابل ذکر است که اگر انحراف معیار بیش  Real Time PCRنکته: این مورد درباره مقادیر  

 است. %13باشد توانایی افتراق رقت های ده برابری کمتر از 

  صحت آنالیتیکال: تعیین این پارامتر برای بسیاری از روش های سنجش کمی مولکولی مشکل

است چون استاندارد مرجعی وجود ندارد. بنابراین برای روش های راه اندازی شده در سطح یک 

باید به رفرانس داخلی به عنوان یک راهنما برای ارزیابی آزمایشگاه، آزمایشگاه کلینیکال 

آنالیتیکال اعتماد کند و آن معیاری برای مقایسه خودش با سایر آزمایشگاههای همکار قرار 

 دهد.

  خطی بودن و محدوده قابل گزارش: برای تعیین محدوده خطی یک سری رقت های یک یا نیم

کاری در یک ماتریس مناسب تهیه می شود. هر نمونه لگاریتمی از یک ماده مرجع یا استاندارد 

چندین بار تست می شود)معمولا سه تا شش بار( و میانگین و انحراف معیار تعیین می شود. 

نمودار نتایج رسم می شود و خطی بودن و محدوده اندازه گیری با استفاده از آنالیز رگرسیون 

 خطی اندازه گیری می شود.

در برابر  CTمی گذارند همراه با بررسی خطی بودن، نمودار مقادیر  PCRتست  در آزمایشگاه هایی که

لگاریتم( ماده مرجع که حاوی اسید نوکلئیک هدف است رسم       3-7غلظت لگاریتمی )در محدوده 

یا کارایی  Efficiencyاستفاده شود.   PCRمی شود و منحنی دینامیک و همچنین محاسبه کارایی 

. کارایی پایین به این معناست که یق شیب منحنی استاندارد استفاده می شونداز طر PCRواکنش 

 پرایمر ها و یا پروب ها به خوبی عمل نکرده اند.

  کمترین حد تشخیص یا کمترین حد قابل اندازه گیری: می توان با رقت های سریال یک استاندارد

اسب)ماتریکس های استاندارد با کیفیت یا ماده مرجع افزوده شده به یک ماتریکس طبیعی من

 PROBITشده( اندازه گیری کرد. رقت ها دو بار اندازه گیری می شوند و با استفاده از آنالیز 

 تحلیل می شوند.

     حساسیت آنالیتیکال: کمترین میزان اسید نوکلئیک هدف است که یک تست را مثبت واقعی

اد نمونه های واقعا مثبت تشخیص می کند. برای تست های کیفی حساسیت عبارت است از تعد

داده شده توسط تست تقسیم بر تعداد کل نمونه های واقعا مثبت که به صورت در صد بیان  می 

شود. حساسیت آنالیتیکال در سنجش های کمی معادل حد تشخیصی است که در یک محدوده 

 به کند. اطمینان قابل محاسبه باشد تا شانس دستیابی به نتیجه مثبت واقعی را محاس

  اختصاصیت آنالیتیکال: به صورت توانایی ارئه یک نتیجه منفی واقعی در غیاب یک هدف اسید

نوکلئیک تعریف می شود. اختصاصیت با تقسیم تعداد نمونه های منفی حقیقی که توسط تست 



 

53 
 

است و به صورت  منفی قابل محاسبه است بر کل نمونه های شده به درستی تشخیص داده

محدوده گزارش شده باید به  می شود. برای روش های مولکولی کمی نتایج زیردرصد گزارش 

 گزارش شود و از نظر آنالیتیکی منفی است. "Below the Limit of Detection"صورت 

 کنترل کیفیت و نگه داری تجهیزات در بخش مولکولی آزمایشگاه 

است که توسط شرکت سازنده و بررسی کیفیت شامل آموزش و ملزومات کالیبراسیون اولیه  روند

پشتیبان می شود. بررسی کیفیت تجهیزات در آزمایشگاه مولکولار اغلب در فرآیند صحه گذاری و 

تصدیق روش های آزمایشگاهی پوشش داده می شود. برای شایع ترین تجهیزات مولکولی مثل پیپت و 

جهیزات تخصصی مولکولی مثل میکرو سانتریفیوژ پیروی از توصیه شرکت های سازنده ضروری است. ت

ترمال سایکلرها گستره کاربردی وسیعی دارند و می توانند با انواع پروتکل های استخراج، کیت ها و 

تست های متفتوت به کار برده شوند. در این موارد توصیه می شود آزمایشگاه معیار کفایت دستگاه را با 

کاربردی آزمایشگاه و الزامات قانونی مشخص توجه به مشخصات و توصیه های شرکت سازنده، مقاصد 

کند. تمامی وسایل و تجهیزات باید کالیبر شده باشند و اطلاعات مربوط به زمان کالیبراسیون روی آن ها 

 ثبت شده باشد. هر دستگاهی که برای تعمیر فرستاده می شود بعد از بازگشت باید مجددا کالیبر شود.

 

 

 ترمال سایکلر 

 نگه داری : 

بینی چاهک ها پیش از شروع استفاده از تجهیز برای اطمینان از عدم وجود آلودگی و اجسام  باز -

 خارجی

تمیز کردن بلوک، چاهک ها، سینی ها و پوشش حرارتی با احتیاط، با استفاده از محلول رنگ بر  -

درصد و سواب و سپس استفاده از ایزوپروپیل برای تمیز کردن هیپو کلریت سدیم باقی  12

 ده از محلول رنگ برمان

 کالیبراسیون و کنترل کیفی:

اثر می گذارد از جمله صحت، یکنواختی دمایی، خارج  PCRکنترل خصوصیاتی که بر نتیجه   -

از حد خارج  Hold Time.شدن دما بالاتر یا پایین تر از حد تنظیم شده، سرعت تغییر دما و 

ثانیه  12اد بیشتر و مدت آن نباید از درجه سانتیگر 3نباید از  Plateauشدگی دمایی در فاز 
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بیشتر شود. کنترل از حد خارج شدگی دمایی در ترمال سایکلر های سریع به دلیل شایعتر بودن 

 این امر اهمیت بیشتر دارد.

آزمون صحه گذاری کالیبراسیون دمایی با استفاده از کیت سامانه صحه گذاری دما بر اساس  -

 دفترچه راهنمای سازنده تجهیز

زمون نایکنواختی دما بین چاهک ها با استفاده از دماسنج دیجیتال بر اساس دفترچه تجهیز و آ -

 تماس با شرکت مربوطه در صورت عدم تطابق با مشخصات ذکر شده توسط شرکت.

 نکته: در آزمایشگاه مولکولی دو نوع ترمال سایکلر وجود دارد:

 ک شودکه دمای آن باید دوبار در سال چ End-Point( نوع 1

که بایستی کالیبراسیون زمینه ماهیانه، بررسی طول موج دو بار در سال و  QPCR( نوع 1

RNase Verification Run .سالیانه انجام شود 

 

  تجهیز هایReal Time PCR کمی 

 نگه داری :

باز بینی چاهک ها از نظر عدم وجود آلودگی و اجسام خارجی و تمییز نمودن تجهیز مانند شرایط  -

 شده در مورد نگه داری تجهیز ترمال سایکلر ذکر

 خارج کردن تجهیز از بسته بندی و نصب نرم افزار ارائه شده توسط شرکت در هنگام راه اندازی -

 بررسی حجم و فضای باقی مانده حافظه سامانه در فواصل منظم و تعریف شده -

 تعویض لامپ هالوژن و یا فیوز ها در موارد لزوم و طبق توصیه سازنده -

 تهیه نسخه پشتیبان از فایل ها، به روز رسانی سامانه عامل ویندوز -

عدم استفاده از برخی شوینده های آلی در برخی از تجهیز ها و استفاده از شوینده های مجاز هر  -

 تجهیز قید شده در دفترچه راهنما

 کالیبراسیون

یک بار و نیز پس از تعویض یا نقاط مورد نظر در زمان راه اندازی، هر شش ماه  ROIکالیبراسیون  -

 لامپ هالوژن
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کالیبراسیون زمینه به صورت ماهیانه و پس از تعویض لامپ هالوژن و آلودگی زدایی در صورت  -

 وجود آلودگی در زمینه و تکرار فرآیند پس از رفع آلودگی

 کالیبراسیون رنگ خالص هر شش ماه یکبار -

  Fast ABI 7500/7500کالیبراسیون نوری )اپتیکال( در سامانه های   -

 RNase Pصحه گذاری عملکرد دستگاه توسط 

معادل ژنومی از ژن  12222و    3222این کار برای تعیین اینکه آیا تجهیز می تواند بین  -

RNase P  فرقی قائل شود یا خیر، پس از جابجایی تجهیز یا هر  % 1197با فاصله اطمینان

 د.زمان که نیاز به صحه گذاری عملکرد تجهیز باش

 کیفیت لکنتر

استخراج شده )اطمینان از یکپارچگی اسید نوکلئیک و عدم  DNAیا  RNAکیفیت  بررسی -

با استفاده از کنترل های مثبت و منفی، کنترل  PCRحضور مهار کننده ها ( و کار آمدی 

 داخلی و استاندارد ها 

 تمام نمونه های کنترل منفی باید در زیر حد آستانه پیک بدهند.

 را پیک بدهند. 11کمتر از   CTمونه های کنترل مثبت باید در تمام ن

پیک    CTپیک بدهند. اگر خارج از این   11تا  17بین   CTنمونه های کنترل داخلی باید در 

 بدهند احتمالا مشکل در خالص سازی نمونه وجود دارد.

ز برنامه اجرایی مشخص اطمینان از یکنواختی دما و سامانه نوری در سرتاسر بلوک با استفاده ا  -

در تمام  PCRمطابق دفترچه راهنمای هر تجهیز مانند توزیع واکنش گر ها و مواد لازم برای  

چاهک ها و مشخص کردن موارد عدم انطباق در نتیجه ها با محاسبه انحراف معیار، بازه  

Inter-Quartile  و حداکثر اختلافCT   در سرتاسر بلوک 

محاسبه حداقل تفاوت چند برابر شدن تعداد نسخه ای که توسط تجهیز تعیین قدرت تفکیک، با  -

 قابل شناسایی است.
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 ( سامانه مستند سازی ژلGel Doc) 

 نگه داری :

 انجام مراحل راه اندازی توسط شرکت پشتیبان -

ارائه برنامه ای برای نظافت و تمییز کردن منظم تجهیز پس از راه اندازی، بسته به میزان استفاده  -

تجهیز و شرایط محیطی هر آزمایشگاه که شرایط مواجهه با کیفیت بالا و ثابت پرتو فرابنفش  از

 را فراهم می کند.

تمییز کردن اجزای تجهیز با دستمال مرطوب و در صورت وجود آلودگی زیاد، آغشته کردن  -

 دستمال با مقداری متانول

 ستون، بنزیناستفاده نکردن از مصرف شوینده های قوی و مواد خورنده، ا -

 عدم استفاده از ایزوپروپانول روی شیشه فیلتر فرابنفش به علت امکان ایجاد خوردگی -

دوری از قرار داد ن اجسام تیز روی شیشه فیلتر به علت امکان آسیب عبور دهنده نور و عدم  -

 یکنواختی مواجهه فرابنفش

دفترچه راهنمای هر  رعایت دما و رطوبت مطلوب محیط برای کارکرد بهینه تجهیز بر اساس -

 تجهیز

 کیفیت لکنتر

درخواست از شرکت پشتیبان برای بررسی و اعمال تنظیمات مربوط به کنترل کیفی شامل بررسی  -

کیفیت تابش، مواجهه و تصویر که معمولا توسط کاربر عادی قابل انجام نیست و باید توسط 

 کارشناس فنی انجام شود.

 

 هود 

 هود وجود دارد:در آزمایشگاه مولکولی دو نوع 

 هود بیولوژیکی  .1

 از قبیل آماده سازی نمونه و....(  PCR)محل انجام   Work Stationهود   .1

کارایی هود ها باید سالانه توسط یک فرد ماهر چک شود و مهر کنترل کیفی زده شود. در هنگام استفاده از 

کالیبره شده را نشان دهند. این عدد نزدیک به عدد های فشار  Gaugeدقت شود که   Biosafetyهود های  
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هود را تایید می کند. افزایش قابل توجه در آن نشان دهنده کثیف شدن فیلتر هاست و کاهش  میزان کاراییفشار 

بیشتر باید از نظر ضد عفونی و عاری  Work Stationزیاد فشار نشان دهنده یک اختلال الکتریکی است. اما هود 

 از میکروب بودن چک شود.

 

 من(بع تغذیهPower Supply) 

 نگه داری، الزامات نصب و راه اندازی

 در نظر گرفتن فضای کافی در اطراف و پشت تجهیز برای جریان مناسب هوا -

 توجه به دما و رطوبت مناسب تعریف شده برای عملکرد صحیح تجهیز -

 قرار دادن تجهیز باید بر روی سطح صاف -

و فرکانس متناسب با تجهیز قید شده در کتابچه راهنما  وصل کردن تجهیز به پریز برق دارای ولتاژ -

 یا در پشت تجهیز

 تامین ولتاژ بدون نوسان توسط مبدل -

دوری از استفاده از مدار برق مشترک با سایر تجهیز های پر مصرف مانند یخچال، سانتریفیوژ و از  -

 این قبیل

 کنترل کیفیت

 ایشگاه از لحاظ اتصالاتبررسی منابع انرژی و برق دستگاههای موجود در آزم -

بررسی و انجام تنظیمات مربوط به کنترل کیفی شامل بررسی درستی زمان سنج و خروجی ولتاز  -

 توسط کارشناس فنی که معمولا توسط کاربر عادی قابل انجام نیست.

استفاده از نمونه های کنترل که برخی شرکت ها در اختیار مصرف کننده ها قرار می دهند در هر  -

 کاری به همراه سایر نمونه هانوبت 

 سانتریفیوژ 

صحت   به اهمیت  با توجه  جدا باشد.   Post PCRو   Pre PCRمراحل   برای باید  سانتریفیوژ 

 Absorption       مخصوصا   استخراج  عملکردی سانتریفیوژ و دور بالا در فرایند های

Chromatography  بایستی به صورت ماهیانه انجام در بخش مولکولار بررسی دور با تاکومتر

 شود.
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   کیت های استخراجDNA  وRNA 

 نگه داری شوند. Lysisنمونه های بیولوژیکی باید در محلول   -

مواجه  Kنمونه های بافتی را ترجیحا حتما قبل از ریختن در تیوپ های حاوی غشا با پروتئیناز  -

افت می توانند در غشاها گیر کنند و کنید چرا که  موکوپلی ساکاریدها  و مواد فیبروزی داخل ب

 خالص سازی را دچار اختلال کنند.

 آب مصرفی در تمامی مراحل شست و شو باید آب با درجه بیولوژیکی باشد. -

میکرولیتر کمتر  122اگر حجم نمونه ای که در چاهک های خالص سازی می خواهید بریزید از  -

ید.)در مورد دستگاه های استخراج برسان 122به حجم  FBSاست می توانید آنها را با 

 اتوماتیک(

در دستگاه از آب گرم استفاده نکنید. می توانید از  برای تمیز کردن مواد پلاستیکی موجود -

دقیقه استفاده کنید. صفحه جدا کننده باید شسته  12آن هم به مقدار کمتر از  % 1هیپوکلریت 

 ده آن ها پاک می باشد.و مواد تجزیه کنن RNAو  DNAشود تا مطمئن شویم از 

اگر قرار است روی نمونه با تاخیر یک روزه کار کرد باید آن ها را در محلول لیز به صورت هموژنیزه  -

اگر نیاز به نگه داری نمونه به مدت طولانی تری است، باید درجه  نگه داری کرد.  4و در دمای 

 درجه فریز کرد. -12تا  -12آن را در دمای 
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