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 و کاربردهای آن PCR اصول

 مقدمه

 

كردند و يا براي بدست آوردن  در گذشته براي توليد قطعات نوكلئوتيدي معمولا از روش هاي شيميايي استفاده مي 

باكتري تکثير مي   از يک ژن خاص، اين ژن را به داخل حامل مناسب وارد كرده و در يک  نسخه هاي متعدد 

واكنش زنجيره اي  و يا   PCR بوده و نياز به مدت زمان طولاني داشتند. تکنيکنمودند. اين روش ها پر زحمت  

تکثير يک قطعه (Polymerase Chain Reaction) پليمراز توسط كري   ۱۹۸۴ در سال DNA به منظور 

مزاياي بسياري داشت )از جمله بررسي    PCR تارائه شده اس  Cetus كارمند شركت (Kary Mullis) موليس

نمونه ها، ارزان بودن نسبي، آساني انجام و فوق العاده اختصاصي بودن( و انقلابي در تشخيص كلينيکي  يک روزه  

بيماري ها، پزشکي، علوم جنايي و پليسي، ميکروبيولوژي و بسياري صنايع ايجاد كرد. اين تکنيک تمامي مشکلات  

يکسان بود را برطرف كرد و امروزه   DNA قبلي در زيست مولکولي كه ناشي از عدم دسترسي به مقادير زياد از

تقريباً در تمامي آزمايشگاههاي زيست مولکولي جزو كارهاي متداول بوده و به صورت اتوماتيک بوسيله ي كامپيوتر  

 .، جايزه نوبل به كري موليس اهداء گرديد ۱۹۹۳ انجام مي شود. به دليل همين كشف در سال

PCR  كه بوسيله آن مي توان صفحاتي از كتاب ژنوم هر موجود    همانند يک دستگاه فتوكپي عمل مي كند

را به تعداد دلخواه و مشابه نسخه اصلي )البته در مواردي همراه با خطاهاي جزئي( تکثير نمود. با اين روش مي  

ک تار  هايي مانند الکتروفورز مشاهده كرد. شما يتوان يک ژن را به اندازه اي تکثير كرد تا بتوان با استفاده از روش 

 .متري نمي توانيد ببينيد اما يک دسته ميلياردي از مو كنار هم به خوبي مشاهده مي شوند  6مو را از فاصله 

همانندسازي واكنش  مانند  و  بوده  ساده  بسيار  روش  اين  توسط   DNA اساس  زنده  موجودات  در 

ين و آنزيم در فرآيند همانند پليمراز صورت مي گيرد. در موجودات زنده، مجموعه اي از چند پروتئ  DNA آنزيم

پليمراز مقاوم به حرارت   DNA تنها نوع خاصي آنزيم PCR نقش دارند در حالي كه در واكنش DNA سازي

به همراه بافر، كلريد منيزيم و نوكلئوتيدها استفاده مي شود. در اين تکنيک    Taq DNA polymerase به نام

پرايمراز مي    DNA ابتدا  طراحي  ازموردنظر،  استفاده  با  بعدا  و  توسط   PCRشود  و  كرده  تکثير  را  هدف   ،

 .الکتروفورز در مقابل يک كنترل مي سنجند 

 PCR   مواد و وسايل لازم براي

1) DNA  الگو 

PCR   از يک رشته توان  به واسطه آن مي  به   DNA الگو، تعداد زيادي رشته DNA تکنيکي است كه 

كه قصد تکثيرش را داريم كاملا شناخته شده باشد. قطعه  DNA  دست آورد به شرطي كه دو انتهاي رشته ي
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ديگري باشد.  PCR  پلاسميدي يا حتي محصول  DNAژنومي، DNA مي تواند محصول استخراج DNA ي

پلاسميدي    DNA هدف بصورت مالتي كپي در ژنوم باشد بهتر است. معمولاً حدود يک نانوگرم از DNA چنانچه

كافي است. بيش از اين مقدار، باعث توليد   PCR ژنومي براي يک واكنش DNA ازيا فاژي يا يک ميکروگرم  

نيز باعث   DNA شده و مقدار كم نمونه (ديگري غير از قطعه مورد نظر DNA قطعات) محصولات غير اختصاصي

نيز مهم است به طوري   DNA يا عدم تکثير قطعه مورد نظر مي گردد. كيفيت نمونه PCR كاهش دقت واكنش

استخراج  كه  مرحله  در  استفاده  مورد  تركيبات  ماندن  و DNA باقي  فنل  فعاليت  EDTAمثل  كاهش  باعث   ،

شدن   Taq DNA polymerase آنزيم آلوده  همچنين  گردد.  مي  نظر  مورد  نتيجه  حصول  عدم  و 

ن  از هر منبع ديگري، به دليل حساسيت فوق العاده اين تکنيک، ممک DNA با مقادير بسيار اندک PCR واكنش

 است به توليد قطعات غير قابل انتظار بيانجامد.  

 (dNTPs) دزوکسي نوکلئوتيد تری فسفات  (2

پليمراز براي   DNA ، بلوک هاي ساختماني هستند كه توسط  DNAچهار نوكلئوتيد تشکيل دهنده قطعه

ند. غلظت  ي جديد بکار ميروند و بايد كنار هم چيده شوند تا رشته مکمل را ايجاد كنDNA ساختن رشته هاي

مي باشد. براي اين منظور    نانو مولار   200يکسان و برابر   PCR مورد نياز از هر يک از نوكلئوتيدها براي واكنش

ميلي مولار و    ۱0از مخلوط هاي آماده، واجد هر چهار نوكلئوتيد كه با غلظت هاي مختلف مثل دو ميلي مولار،  

واكنش    25 يک  در  مثال،  طور  به  شود.  مي  استفاده  است،  موجود  مولار  ليتر  50ميلي    5بايد      PCRميکرو 

 .يدها براي دستيابي به مقدار مورد نياز در واكنش استفاده كردميکروليتر از مخلوط دو ميلي مولار نوكلئوت

  Reverse و Forward پرایمرهای (3

پرايمرها قطعات كوچک پلي نوكلئوتيدي هستند و در آزمايشگاه به گونه اي طراحي و سنتز شده اند كه  

ناحيه َ با  مکمل  نوكلئوتيدي  سکانس  هاي ۳داراي  رشته  از  يکي  هستنDNA در  نظر  مورد  چون  ي  د. 

ي هدف، همانند سازي و  DNA پليمراز به قطعات پرايمر متصل مي شود، در نتيجه فقط مولکول DNA آنزيم

مورد نياز است. پرايمرها دو عمل  PCR دو رشته اي است، دو نوع پرايمر در DNA تکثير مي گردد. از آنجائيکه

كنند و دوم اين كه اندازه قطعات تکثير  مي  انجام مي دهند؛ اول اين كه محل ژني را كه بايد تکثير شود مشخص

بستگي به انتخاب پرايمر مناسب دارد. طول پرايمرها نيز بسيار مهم   PCR شونده را تعيين مي كنند. صحت نتايج

است و هر چه طول پرايمر بلند باشد اختصاصي تر عمل مي كند. بهتر است دو پرايمر داراي نقطه ذوب نزديک به  

نانو مولار تا يک ميکرو مولار متغير است. غلظت    ۱00از   PCR هينه پرايمرها براي واكنشهم باشند. غلظت ب

بيش از اين، منجر به توليد قطعات غير اختصاصي مي شود. طراحي پرايمر نيازمند دقت فراواني است و نقش بسيار  

 .مهمي در امکان پذير شدن و صحت تکثير قطعه مورد نظر دارد
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 : پرايمرطراحي 

 .هدف طراحي ميگردند  DNA اختصاصي و مکمل ناحيه مورد نظر "بصورت كاملا PCR پرايمرهاي

باز دارند .اگر پرايمرها خيلي كوتاه باشند ممکن است با بخشهاي غير هدف هيبريد شوند    20- ۳0پرايمرها  

توليد محصول اختصاصي ميشوند ولي  و سبب تکثير محصولات ناخواسته شوند. پرايمرهاي بلند با اينکه موجب  

مي شود. به همين دليل در عمل از پرايمرهايي با طول بيش   DNA باعث كاهش سرعت هيبريد شدن آن با

  بايد   پرايمر.  ميشود  استفاده  كردن  كلون   از  بزرگ  تواليهاي  تکثير   براي.  شود  مي   استفاده  بندرت  نوكلئوتيد   ۳0  از

  تر  پايين درجه  2 تا  ۱ وپرايمر الگو  صحيح  هيبريدهاي  تشکيل  براي  مناسب اي دم. باشد  داشته   بالا آنيلينگ  دماي 

ذوب (Tm) شدن  ذوب  دماي   از دماي  محاسبه  فرمول   (A+T)  .است  Tm=4(G+C)+2(A+T)است. 

مجموع نوكلئوتيدهاي گوانين وسيتوزين موجود  (C+G)  مجموع نوكلئوتيدهاي آدنين و تيمين موجود در پرايمر

پرايمر است. بهتر است تعداد بازهاي دوپرايمر مساوي باشند و از پلي پورين يا پلي پيريميدين نباشند، همچنين  در  

بصورت تکراري و پشت سرهم باشند پرايمر بصورت   C يا G نواحي تکرار شونده نداشته باشند. چنانچه بازهاي

پرايمر نبايد مکمل باشد زيرا پرايمر دايمر تشکيل  دو    `پريم۳كند. انتهاي    سيستم كار نمي  "لوپ در مي آيد و عملا

كمتر  kb ۳بيش از   PCR ارآيي همانند سازي براي محصولك .باشد  kb ۱0مي شود. فاصله دو پرايمر بايد كمتر از  

طراحي ميگردند   PCR براي پرايمرهايي كه براي ايجاد موتاسيون در يک ژن و ايجاد تغيير در محصول  .(است

جايگاه اتصال ريبوزوم تعبيه نمود،   Ribosom Binding Site پرايمر يک پروموتور و يا  `5درسمت پايه  ميتوان  

بين پروموتور و ژن قرار داد تا ناحيه براي شروع سنتز پروتئين   Non tanslated leader همچنين مي توان يک

هايي وجود دارد كه طراحي پرايمر  گفته مي شود. نرم افزار  Expression PCR مناسب باشد. اين كاربرد بنام 

آنها را چک نمود تا مشخص   Blast نرم افزارهايي مانند  را انجام مي دهند. بعد از طراحي پرايمر بهتر است توسط 

 .گردند  Annealشود كه با چه ژن هاي ديگري مي توانند 

4) DNA Polymerase 

DNA   نوكلئوتيدها، رشته از  با استفاده  آنزيمي است كه  و يک قطعه    ي مورد مطالعهDNAالگو پليمراز 

  عنوان   به   پريم 5پريم به    ۳ تک رشته اي را از جهت DNA پليمراز  .است  DNAپرايمر قادر به همانند سازي  

 .سازد مي پريم۳ به  پريم5 جهت در  را مکمل  رشته و دهد  مي  قرار  استفاده  مورد الگو

رشته  دو  نمودن  جدا  براي  سازي،  همانند  مرحله  ابتداي ،  DNA در  در  باشد.  بالا  محلول  دماي  بايد 

پليمراز PCR طراحي كلينو  آنزيم  به   (E.coli پليمراز DNA) I از  آنزيم  اين  كه  آنجا  از  ولي  ميشد  استفاده 

درجه ي سانتي گراد، افزودن دوباره    ۹۴حرارت حساس است، پس از هر بار حرارت دادن محيط واكنش تا دماي  

يکي از مهم ترين كشفيات در اين زمينه را انجام داد و متوجه شد كه   Saiki .ودي آنزيم تازه به محيط لازم ب 

آكواتيکوس  ترموس  باكتري  مثال  )براي  گرم  آب  هاي  چشمه   (Thermus aquaticus)باكتريهاي 
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دارند.   DNA داراي بهتري  فعاليت  بالا  دماي  در  و حتي  بوده  مقاوم  به حرارت  نسبت  كه  پليمرازهايي هستند 

درجه ي سانتي گراد كاملاَ پايدار  ۹۴پليمراز ناميده مي شود در دماي  Taq ليمراز كه بطور خلاصهپ DNA اين

پليمراز   Taq درجه ي سانتي گراد مي باشد. بنابراين با افزودن يکبار آنزيم  72است و دماي اپتيمم عمل آن نيز  

و نيست  آن  مجدد  كردن  اضافه  به  نيازي  اتو  PCR ديگر  صورت  به  و  حال  براحتي  در  شود.  مي  انجام  ماتيک 

آنزيم مورد    Taq حاضر ترين  پر مصرف  و  باز توصيه شده  از سه هزار جفت  براي تکثير قطعات كمتر  پليمراز 

در در   PCR استفاده  آنزيم  اين  از  واحد  يک  حدود  معمول  طور  به  باشد.  از    50مي  ليتر  ميکرو 

باشد، مي توان اين مقدار را   PCR مانعت كنندهحاوي مواد م DNA استفاده مي شود. اگر نمونه  PCRواكنش

دو تا سه برابر افزايش داد ولي مقادير بالاتر آنزيم باعث توليد محصولات غير اختصاصي مي گردد. مزيت بسيار  

درجه سانتي گراد كه   30) مي باشد. در دماي پايين PCR پليمراز افزايش حساسيت و دقت Taq مهم ديگر

پرايمرها ممکن است به جايگاههايي كه توالي تا حدودي مشابه دارند   (بکار مي رفت E.coli پليمراز DNA براي

بنابراين  است.  نياز  پرايمرها  اتصال  براي  هيدروژني  پيوند  كمتري  تعداد  پايين  دماي  در  زيرا  شوند،  متصل  نيز 

مي شوند. ولي وقتي كه واكنش   PCR پرايمرها با اتصال به نواحي نسبتاَ مشابه، باعث ايجاد اشتباه در انجام مراحل

پليمراز انجام شود اتصال پرايمرها به نواحي غير از ناحيه ي اصلي   Taqدرجه )دماي اپتيمم فعاليت  72در دماي  

 .كاملاَ مشابه و خالص بدست خواهد آمد  DNA رشته هاي PCR كاهش مي يابد. به اين صورت پس از پايان

 بافر (5

از نظ را  ايجاد مي  pH ربافر شرايط محيطي مناسبي  يونهاي مختلف  پايداري  و  تا  و   DNA كند  پليمراز 

فعاليت بهينه آن تامين شود. اجزاي اين بافر نقش هاي ديگري نيز دارند از جمله كلريد پتاسيم كه به اتصال پرايمر  

 .ساخته مي شود   10Xالگو )نمونه( كمک مي كند. بافر به صورت   DNA به

 ظرفيتي)یون های منيزیم یا منگنز( و کاتيون های یک ظرفيتي)یون پتاسيم( کاتيون های دو  (6

واكنش اجزا  ترين  اساسي  از  يکي  منيزيم  مختلف   PCR يون  انواع  باشد.  مي 

براي فعاليت خود به اين يون نياز دارند و اين يون )عمدتاً به صورت تركيب كلريد   DNA  polymerase آنزيم

قرار داده   PCR لازم است. اين تركيب گاهي در همان بافر DNA پرايمر و قطعهبراي اتصال   ((Mgcl2)منيزيم

لازم است كه غلظت اين يون تغيير نمايد، اين تركيب به   PCR مي شود ولي از آنجا كه براي برخي واكنش هاي

هار يک تا چ PCR افزوده مي شود. غلظت بهينه يون منيزيم در واكنش PCR طور جداگانه تهيه و به واكنش

پلي مراز دارد و موجب تکثير    Taq ميلي مولار است. غلظت بالاتر از اين مقدار اثر بازدارندگي برروي فعاليت آنزيم

قطعاتي غير از قطعه مورد نظر )قطعات غير اختصاصي( مي گردد و غلظت پايين اين يون نيز ممکن است به كاهش  

 .نجر شودكارايي واكنش و كاهش ميزان توليد قطعه مورد نظر م

 (mineral oil)  روغن معدني  (7
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براي جلوگيري از تبخير محلول در دستگاه چرخش حرارتي و در نتيجه افزايش غلظت در بخش هاي بالائي  

معمولا   دستگاههاي  محلول،  )معمولا  قديمي  در  روغن  لايه  واكنش    60تا    50يک  محلول  به    ۱00ميکروليتر 

استفاده    (Lead)شود. در دستگاه هاي جديدتر از درپوش هاي حرارتيميکروليتري( بر سطح محلول اضافه مي  

 .مي شود

 ترموسایکلر  (8

دستگاه ترموسايکلر )ايجاد كننده چرخه هاي دمايي( قابل برنامه ريزي براي ايجاد دماهاي مختلف در مدت  

م آب گرم با دماهاي  از سه حما PCR زمان مورد نظر مي باشد. قبل از توليد اين دستگاه، دانشمندان براي انجام

 .مختلف استفاده مي كردند كه كار بسيار پر زحمتي بود

 ظروف مورد استفاده   (9

، ظرف يخ و  (در مقياس ميکروليتر PCR براي برداشتن مقادير اندک مورد نياز براي واكنش) ميکرو پيپت

ل به ميکرو پيپت متصل  جز پلاستيکي كه براي كشيدن محلو-وسايل يکبار مصرفي مانند سمپلر، سر سمپلر( تيپ  

ميکرو ليتر،    500و    200مي شود(، ويال )لوله هاي درب دار كوچک، در دو اندازه بر اساس گنجايش آنها يعني  

واكنش محلول PCR كه  آنها.  نگهداري  ظروف  و  شود(  مي  انجام  آنها  به   PCRدر  معمولا 

تهيه مي شود. اين لوله ها در بلوكهاي  ميلي ليتر    5/0تا    2/0ميکروليتر در لوله هاي كوچک   200 تا ۱0 حجم

 .مخصوصي در دستگاه ترموسايکلر قرار داده مي شوند 

 PCR  مراحل

 (Denaturation step) مرحله واسرشت -1

به   محلول  دادن  حرارت  شامل  و  است  منظم  حرارتي  هاي  سيکل  از  قسمت  اولين  مرحله  اين 

دماي ۳0 تا 20 مدت در  است.   ۹۸ تا ۹۴ ثانيه  دمايدرجه  و  به   Denaturation زمان  بستگي 

كشد تا دماي مبدا دستگاه به دماي مقصد برسد(    )زماني كه طول مي Ramp دارد. هرچه زمان C و G تعداد

كمتر باشد نتيجه كار بهتر است و واكنش، زمان كمتري در دماي ناخواسته قرار مي گيرد. در اين مرحله بعلت  

نو )بين  هيدروژني  پيوندهاي  رشته  DNA كلئوتيدها(،گسستن  تک  و  شوند  مي  هم جدا  از  پرايمرها  و  الگو  ي 

 .حاصل مي گردد DNA هاي

  (Annealing step) مرحله اتصال -2
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درجه كاهش مي يابد. در اين دما دو رشته هر مولکول   65 تا ۳0ثانيه به   ۴0 تا 20 دماي محلول به مدت

ميتوانند دوباره به يکديگر متصل شوند ولي اين اتفاق نمي افتد زيرا مخلوط حاوي مقدار بيشتري مولکول هاي  

ي تک  DNA باز آلي تشکيل شده اند و به  ۱۸-25است كه معمولا از   (Primer)به نام پرايمر  DNA كوچک

از  PCR .درجه پائين تر از نقطه ذوب پرايمرها است 5 الي ۳ شوند. دماي اتصال در حدود  رشته اي الگو متصل مي

كريک دارد و در واقع    - بر اساس قوانين معروف واتسون DNA نظر اصول عملي تشابه زيادي به همانند سازي

از آن است. هميشه پ C با G و T با A برگرفته  بنابراين پيوندهاي هيدروژني  ايدار فقط زماني  جفت مي شود. 

شکل مي گيرد كه سکانس پرايمر و رشته الگو مکمل يکديگر باشند و رشته الگو هميشه توالي بازي رشته مقابل  

 .را تعيين ميکند 

 (Extension/Elongation step) مرحله پليمریزاسيون یا طویل شدن  -3

هـاي نـوكـلـئـوتـيـد تـري فـسـفـات  الگو، با اضافه كردن   - آنزيم پليمراز پس از اتصال به هيبريد پرايمر

ي جديد را  DNA را آغاز كرده و رشته DNA پرايمرها همانند سازي OH  َ۳-موجود در محلول بر روي عامل

پليمراز   DNA و در مقابل رشته هاي الگو ميسازد. دماي محلول در اين مرحله بايد متناسب با نوع ۳به َ 5در جهت َ

باشد.   استفاده  آنزيممورد  براي  اپتيمم  كه   ۸0 الي 75 حدود Taq DNA polymerase دماي  است  درجه 

با نوع 72 معمولا دماي بايد متناسب  نيز  انتخاب مي شود. مدت زمان اين مرحله  پليمراز، تعداد   DNA درجه 

با DNA باشد. در دماي بهينه، DNA بازهاي بين دوپرايمر و طول رشته ز را  پليمراز در هر دقيقه، يک هزار 

در   DNA پليمريزه مي نمايد. در مرحله طويل شدن در صورت وجود سوبستراي كافي و تامين شرايط بهينه، مقدار

 .دو برابر مي شود PCR محلول

 بعد از چرخه اول  PCR ادامه  -4

هاي بعدي تکرار چرخه اول است. چون در مرحله  شود و چـرخـه  مرحله، چرخه اول تمام مي   ۳بعد از اين  

در ناحيه مورد نظر مضاعف شده است، در اين مرحله چهار رشته ي الگو براي همانند سازي   DNA بل رشتهي ق

نسخه و   ۱6وجود دارد. بار ديگر سيستم گرم مي شود و در اينجا هشت نسخه بوجود مي آيد، و در مرحله ي بعد  

افزايش مي   n2دي و به نسبتمورد نظر به طور تصاع DNA هاي متعدد قطعهبه همين صورت به دنبال چرخه

كه مولکول n يابد  يک  مثال  طور  به  است.  دمايي  هاي  سيکل  ازDNA تعداد  پس  سيکل   20 ، 

ي اوليه، شرايط آزمايش و مقدار  DNA مولکول تکثير مي شود. تعداد سيکل ها با توجه به مقدار ۱٫0۴7٫5۸6 به

يعني   (Short target product) هاي كوتاه DNA محصول مورد نياز انتخاب مي شود. لازم به ذكر است كه 

 long) هاي بلند  DNA و (exponential) رشته هايي كه بين دوپرايمر محصور هستند بصورت تصاعد هندسي

target product)   يعني رشته هايي كه از يک طرف توسط يک پرايمر محدود هستند و از سمت ديگر نامحدود

 .زياد مي شوند  (linearly) مي باشند بصورت تصاعد حسابي
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 (Final elongation) مرحله طويل شدن نهايي   -5

درجه انجام مي شود،   7۴ الي 70 دقيقه در دماي ۱5 الي 5 ، به مدتPCR اين مرحله، پس از آخرين سيکل

همانند سازي شده اند. دماي لوله ها و فواصل زماني تابع   DNA تا اطمينان حاصل شود كه همه تک رشته هاي

پرايمرهاع ذوب  نقطه  جمله  از  مختلفي  نوع(Tm) وامل   ، DNA   و ظرفيتي  دو  يونهاي  غلظت  پليمراز، 

 .ها استdNTP غلظت

 (Final hold) نگهداری نهایي  -6

 .درجه قابل نگهداري است ۱5 الي ۴ در اين مرحله، محلول نهايي به مدت كوتاهي در دماي

 PCR محصول (detect) ردیابي  -7

مي   انجام نهايتا  صحت  آگارز را PCR توان  ژل  در  الکتروفورز  طريق  شدن   از  هيبريد  اكريلاميد،  پلي  يا 

مولکولي  PCR محصول وزن  ماركر  با  همراه  نمودن  الکتروفورز  )پروب(،  نشاندار  نوكلئوتيد  اليگو   DNA)با 

ladder)  كه حاوي قطعات DNA بررسي نمودو يا رنگ آميزي اتيديوم برومايد  با اندازه هاي مشخص است. 

  

  

 PCR كاربردهاي

 های قبل از تولد تشخيص بيماری   (1

و به كار گرفتن پرايمرهاي مربوط به يک ژن بيمار و پرايمرهاي مربوط به ژن سالم آن،   PCR با استفاده از

آزمايشگاه  هاي ژنتيکي جلوگيري كرد. براي اين كار بعد از لقاح تخمک در  توان از تولد كودكان داراي بيماري مي 

سلولي، تعدادي از سلولهاي جنين را استخراج كرده و با پرايمر اختصاصي    ۱0و بعد از رسيدن تخمک به حالت  

انجام   PCR براي يک ژن بيماري مجاور مي كنند، همچنين بطور جداگانه با پرايمر ژن سالم نيز مجاور مي كنند و

انجام شود، جنين   DNA بود : اگر در هردو لوله سنتز  تفسير آزمايش چنين خواهد  PCR مي دهند. پس از پايان

اگر سنتز نيست.  بيمار  ولي  يعني حامل است  دارد  بيمار  و يک ژن  لوله اي كه   DNA يک ژن سالم  فقط در 

فقط در   DNA شناساگر مخصوص ژن بيمار وجود دارد انجام شود جنين بيمار است و بايد سقط شود. اگر سنتز

ر ژن سالم است انجام شود، جنين كاملاَ سالم است. امروزه بسياري از بيماريهاي ژنتيکي  لوله اي كه حاوي شناساگ

  نيهان، – ، تالاسمي، سندرم لش( Cystic Fibrosis)مانند هموفيلي، كم خوني داسي شکل، سيستيک فيبروزي 

  .تشخيص داد PCR كمک به توان  مي  را  غيره و  اوري كتون   فنيل  فاويسم،  دوشن،  عضلاني ديستروفي
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 تعيين جنسيت جنين   (2

يابند و هر يک از سلولهاي تخم تشکيل  به طور معمول چند تخمک با چند اسپرم در آزمايشگاه لقاح مي  

سلولي برسد. سپس از هر جنين يک سلول    ۱0شده را بطور جداگانه كشت مي دهند تا اينکه جنين به مرحله ي  

منحصرا   y وارد مي كنند. كروموزوم PCR در لوله y ي براي كروموزومرا جدا كرده و همراه با پرايمرهاي اختصاص

نر ديده مي در سلول  باهاي  توليدشده  قطعه  دقيق  PCR شود.  به طور  و  الکتروفورز  وسيله  ساترن  به  توسط  تر 

نر جنين  كه  لوله  هر  در  فقط  شود.  مي  داده  تشخيص  كروموزوم ) بلوتينگ  باشد،   (y يعني  داشته  وجود 

صورت مي گيرد. با اين روش مي توان به اختيار جنسيت جنين را انتخاب كرده و تخم مورد نظر را   DNA سنتز

و انتقال مجدد به مادر در    PCRبه مادر انتقال داد. تمامي مراحل بالا يعني استخراج تخمک از مادر، لقاح، تکثير، 

اده از خون مادر است. در طي دوران  مدت زمان يک روز قابل انجام است. راه ديگر تعيين جنسيت جنين استف

در حدود  ) DYZl  براي قطعه ي PCR بارداري مقداري از سلولهاي جنين وارد خون مادر مي شوند. حال اگر

بر روي خون مادر انجام شود و جواب مثبت باشد چون   (قرار دارد y نسخه از اين قطعه بر روي كروموزوم  5000

  .جنين است و جنس جنين نر تعيين مي شود y مربوط به كروموزومندارد پس اين ژن   y مادر كروموزوم

 تشخيص بيماری ها   (3

براي شناسائي عوامل عفونت زا و تشخيص گونه هاي پاتوژن از   PCR در مطالعات ميکروبيولوژي از روش 

اه ها  هاي عفوني در بيشتر آزمايشگ غير پاتوژن نيز استفاده مي شود. كشت ميکروب ها كه جهت تشخيص بيماري 

افزايش تعداد ميکروب  رود زمان  به كار مي  باعث  بوده و همچنين  بيماري زا و غير بر  زا در شرايط  بيماريهاي 

)حساسيت اين روش ده هزار برابر روش هاي معمول است(   PCR آزمايشگاهي مي شود. بدليل حساسيت بالاي

يکروارگانيسم ها را بررسي و اقدامات درماني را  مي توان بلافاصله پس از عفونت و قبل از ظهور بيماري، وجود م

 .آغاز كرد

 تشخيص سرطان و بررسي مراحل درمان آن  (4

تشخيص  لنفوم  (leukemia) لوسمي  نظير   هايي بدخيمي در  ،  (lymphomas) و 

ي ژنومي انجام مي شود. در هر سلول معمولاَ از يک ژن فقط يک نسخه  DNA مستقيما بر روي PCR سنجش

دارد، و در صورتي كه اين ژن دچار جهش شود بررسي اين جهش بسيار مشکل خواهد بود، زيرا در سلول  وجود  

هاي انسان پيدا كردن يک ژن در ميان كل ژنوم انسان، همانند پيدا كردن سوزن در انبار كاه خواهد بود و پس از  

كميت و كيفيت جهش در آن مشکل  پيدا كردن ژن جهش يافته نيز به دليل محدوديت نسخه هاي اين ژن بررسي  

كار را بسيار راحت نموده است. كافي است كه يک سلول سالم و يک سلول جهش   PCR خواهد بود. ولي امروزه

قرار گيرند و محصولات حاصل با هم مقايسه شوند. به اين   PCR يافته بطور جداگانه براي يک ژن خاص تحت

جهش   نوع  جهش،  محل  توان  مي  راحتي  به  استفاده  ترتيب  آورد.  دست  به  را  ديگر  لازم  اطلاعات  نوع  هر  و 
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داروهاي   PCR ديگر سرطان  درمان  در  استفاده  مورد  داروهاي  باشد.  مي  سرطان  درماني  مراحل  بررسي  در 

سيتوتوكسيک مي باشد كه عوارض جانبي بسيار زيادي به همراه دارند. به همين دليل نيز سرطان شناسان مايل  

بودي سرطان اطلاع داشته باشند تا به محض از بين رفتن سلول بدخيم درمان را متوقف نمايند،  اند كه از مراحل به

ولي در صورتي كه بهبودي كامل حاصل نشده باشد، احتمال عود مجدد بيماري وجود خواهد داشت. با استفاده  

عناي بهبودي كامل در  منفي را مي توان به م  PCRدقت تعيين سلولهاي سرطاني بسيار بالا مي رود و PCR از

 .نظر گرفت

شناسائي ميکروارگانيسم هایي که قابل کشت نيستند و یا سرعت رشد آنها در محيط کشت  (5

 خيلي کند است 

روش  از  استفاده  مي    PCRبا  ژن  يک  حضور  عدم  يا  حضور  بررسي  با  ميکوباكتريهاو  وجود   توان 

(mycobacteria)باكتريهاي غير هوازي ، (anaerobic bacteria) و ويروسها (viruses)   را بررسي نمود و

نه؟  يا  وجود  بدن  داخل  در  ايدز  ويروس  آيا  كه  داد  تشخيص  مثال  يک    بطور  به  شما  بيمار  كنيد  فرض 

  به   شود  نمي   را  ويروس   اين.  است  ويروس   بيماري  عامل  كه  دهيد   مي   احتمال  شما  و  است   گرفتار  شناختهنا بيماري

ساعت كنترل كرد. يعني    ۱مي توان احتمال اين ويروس را در عرض  PCR روش   با.  داد  كشت  آزمايشگاه  در  راحتي

اي از ژن اين ويروس كه پرايمر نام دارد را به دستگاه مي دهيم. اگر حتي  نمونه اي از بدن بيمار و همچنين قطعه 

ند. سپس مي توان  عدد از اين ويروس در نمونه بيمار باشد دستگاه از ژن آن ميلياردها كپي تهيه مي ك  ۱فقط  

روي ژن   DNAاين حجم زياد ژن را در صفحه فيلم فلورسنت حاصل از الکتروفورز مشاهده كرد. اگر باند هاي

 .ديده شد مطمئن مي شويم كه بيمار ناقل اين ويروس است

در تشخيص بيماري سل مي باشد. مايکوباكتريوم توبركلوزيس يک باكتري بسيار كند   PCR استفاده ديگر

بيماري سل از نمونه ي خلط   PCR روز طول مي كشد. در  20ست و رشد معمولي آن در آزمايشگاه حدود  رشد ا

فرد بيمار به همراه پرايمرهايي كه براي توالي خاص مايکوباكتريوم هاي مکمل مي باشند، مورد استفاده قرار مي  

انجام از  پس  اخت DNA قطعات PCR گيرد.  شناساگرهاي  مجاورت  در  آمده  هاي  بدست  سوش  براي  صاصي 

 .مختلف مايکوباكتريوم ها قرار مي گيرد و به اين صورت، گونه و سوش آن تشخيص داده مي شود

 (forensic analysis) تحقيقات جنایي  (6

معمولا مقدار  روش  DNA در صحنه جرم،  با  بنابراين  است.  كم  تکثير PCR بسيار  توان  را   DNA مي 

 .بررسي مي شود DNA ل هاي ژنتيکي بدست آيد. سپس ماهيتانجام داد تا مقادير كافي از مولکو

 (genetic fingerprinting) انگشت نگاری ژنتيک  (7
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به هويت اشخاص پي برد. بعنوان مثال والدين را شناسائي  DNA مي توان با توجه به ماهيت PCR با روش 

ت زنده نيز با روش انگشت نگاري  كرد و يا رابطه ژنتيکي افراد را بررسي نمود. همچنين رابطه تکاملي موجودا

 .ژنتيکي قابل مطالعه است

 (ancient DNA) قدیمي DNA بررسي  (8

مولکولهايPCR با روش    ، DNA   قرار قبل مورد مطالعه  به ده ها هزار سال  قديمي حتي متعلق  بسيار 

مثلا است.    تکنيک  اين  با روسيه  تزار و  مصري   هاي موميايي قبل،  سال   هزار  چهل  از ماموت يک DNA گرفته 

 .است شده بررسي

 ی ژنوميDNA جداسازی  (9

ي ژنومي را انتخاب و پس از جداسازي تکثير نمود. مثلا براي  DNA مي توان بخش هايي از PCR با روش  

سازي DNA كلونينگ دورگه  هاي  شاخص  توليد  يا  روش   (hybridization probes) و  در 

زيادي  Northern و Southern هاي مقادير  روش  DNA از،  با  كه  است  نياز  است.  PCR مورد  تهيه  قابل 

ي موجود را تکثير كرد  DNA مي توان PCR همچنين در مواردي كه حجم نمونه اوليه بسيار كم باشد، با روش 

 .و سپس مورد مطالعه قرار داد 

 DNA تعيين توالي  (10

تعيين كرد و در صورت لزوم به پلاسميد  ، مي توان توالي نوكلئوتيدي را  PCR با روش  DNA پس از تکثير

يا ترتيبDNA باكتري  بدين  و  نمود  الحاق  ها  يوكاريوت  در  كروموزومي  نوتركيب DNA ي   ي 

(recombinantDNA) ايجاد كرد. حتي در مرحله بعد مي توان سريعا با استفاده از PCR  كلني هاي باكتري ،

 .دادي نوتركيب مورد بررسي قرار DNA را از نظر وجود اين

 تعيين توالي های کروموزومي انسان در سلول های هيبریدی هتروکاریوتها   (11

يکي از تکنيک هاي بررسي ژنوم انسان، تلفيق )هيبريد كردن( هسته هاي سلول هاي انساني با سلول هاي   

شوند، تا  حيوانات ديگر مثلاَ موش است. پس از انجام تلفيق دو هسته، كرومزوم هاي انسان به تدريج حذف مي  

اينکه نهايتاَ يک كروموزوم در درون هسته هيبريدي باقي مي ماند. حال گاهي به منظور بررسي هاي بيشتر لازم  

مي شود كه اين قسمت هاي ژنوم انسان تکثير شوند، مثلاَ وقتي كه يک ژن خاص مورد بررسي قرار مي گيرد.  

استفاده مي شود. در اين روش از پرايمرهايي    معروف است Alu-PCR كه به  PCRبراي اين كار از نوع خاصي

جفت بازي كه گاهي   ۳00استفاده مي شود كه مکمل توالي هاي بسيار تکراري ژنوم ها مي باشد، اين توالي هاي  

مي نامند. اين توالي ها بسيار   Alu بار در ژنوم انسان و ديگر پستانداران تکرار مي شود را تکرارهاي  ۹00000تا  
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ند ولي در انسان قسمتي از اين توالي ها اختصاصي و ثابت است و به همين دليل به راحتي مي توان  متغير مي باش 

را مي    DNA قرار دارند استفاده كرد. سپس اين Alu كه بين دو تکرار توالي DNA از آن براي تکثير قطعات

ورد بررسي قرار داد. مهمترين استفاده  توان خارج نمود و از نظر نوع پروتئين مورد سنتز و يا تعيين توالي و غيره م 

روش فوق تعيين مکان ژنتيکي ژن هاي مختلف برروي كروموزوم هاي انسان است كه تا قبل از اين روش تقريباَ  

  .ناممکن و يا بسيار مشکل بود 

 زوم های انسانو بررسي پيوستگي ژن ها و تعيين فاصله ی بين ژن ها بر روی کروم  (12

ن فاصله ي بين ژن ها از بررسي تعداد نوتركيب ها به نسبت فنوتيپ والدين استفاده مي  در ژنتيک براي تعيي

شود. اين روش براي مگس سركه كه زادآوري آن در هر نسل بسيار زياد و دوره ي رشد آن نيز كوتاه است به  

فاصله ي زماني زياد  راحتي قابل انجام است؛ ولي در مورد انسان كه زاده هاي آن در هر نسل بسيار محدود و با  

استفاده   با  دانشمندان  امروزه  ولي  گيرد.  مي  انجام  بسيار  محدوديت  با  و  سختي  به  ها  بررسي  اين  باشد،  مي 

روش جديدي را براي اين كار پيدا كرده اند. براي اين كار از بررسي آلل هاي موجود در يک اسپرم    PCR از

د بوده و در هر اسپرم از هر كروموزوم يک عدد وجود دارد، با بررسي  استفاده مي شود. از آنجائيکه اسپرم ها هاپلوئي

همزمان دو ژن بر روي يک كروموزوم و تعيين ميزان نوتركيبي بين اين دو ژن مي توان فاصله ي ژنتيکي بين دو  

ست. با  فرزند يک خانواده برابر ا  ۱000اسپرم با بررسي    ۱000ژن را تعيين كرد. در واقع از نظر ژنتيکي بررسي  

استفاده از اين روش ثابت شده است كه ميزان نوتركيبي كرومزوم ها در مردها با ميزان نوتركيبي در زن ها متفاوت  

  .است

 PCR کلونينگ با (13

سکانس پرايمر: اين روش مشکلاتي نيز    پريم5قرار دادن جايگاه شناسايي آنزيم هاي برش دهنده در طرف   

است روي قطعه همانند سازي شده نيز وجود داشته باشد. استفاده از جايگاه دو آنزيم  دارد. اين جايگاه ممکن  

پراپمر اضافه    پريم 5كند كه براي رفع اين مشکل بايد تعدادي باز به انتهاي    متفاوت در هضم اشکال ايجاد مي 

 .شود

:Blunt end ligation    د يشده با  يقطعه همانند ساز  يدو انتها  نکار يا  يبرا  Polish  م يكار توسط آنز  ن يشود. ا  

 Mongو    S1 nuclease  ي ها  مي آنز  اي( و  over hang)پركردن قسمت    DNA polymerase  4كلنو و    يها

bean nuclease  شود.  يانجام م 

:T vector  پلاسميد ناقل را با آنزيم EcoRV ويا هر آنزيم ديگركه DNA را بصورت Blunt برش مي  

به انتهاهاي   T تعدادي Taq poly يا آنزيم Terminal transferase مكنند، سپس توسط آنزي  دهد هضم مي

داراي خاصيت   Taq poly لازم به ذكراست كه آنزيم ). كنند   رشته هاي پلاسميد خطي شده اضافه مي  پريم۳
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تعدادي و  است  ترانسفرازي  انتهاي   A ترمينال  مي   تکثيرمحصول    پريم۳به  اضافه  انجام   .(كند   شده  با 

 .كنند  را بهم متصل مي  PCR پلاسميد و محصول Ligation واكنش

طرف   در  دهنده  برش  آنزيم  يک  شناسايي  جايگاه  نيمه  با  مپري5توليد  قطعات   T4 polyپرايمر. 

nucleotidkinase  و ATP  گردند، بعد توسط يک آنزيم هضم شده    فسفريله ميشوند و سپس بهم متصل مي

 .و كلونينگ انجام مي گيرد

محصول کردن  رو  PCR کلون  كه T-A cloning:  شبه  آنزيمي  يک  با    را  DNA پلاسميد 

يک   dTTP پليمراز و Taq كند هضم مي شود. سپس توسط آنزيم ترمينال ترانسفراز يا قطع مي blunt بصورت

انتهاهاي T باز واكنش `OH- 3  به  ميگردد.  اضافه  محصول Ligation آن  با  وكتور  اين  در   PCR از  كه 

 .ار دارد انجام مي گيرد و پلاسميد در يک باكتري ترانسفرم مي شودقر A آن باز `OH- 3 انتهاهاي

  

  

  PCR انواع

گردد كه اين روش  استفاده مي PCR هاي مختلفدر كارهاي تشخيصي در آزمايشگاههاي باليني از روش 

 :عبارتند از

• Touchdown PCR 

• Degenearte PCR 

• Heminested PCR 

• RT–PCR 

• ARMS-PCR 

• Nested-PCR 

• Hot-Start PCR 

• Alu-PCR 

• PCR-ELISA 

• Real –Time PCR 

• Multiplex PCR 

 .… و •
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بطور    PCRاز انواع    ي شده است. بعض  جاد يا  يعيكاربرد وس   ي ها  نهي، زمPCR  ک يدر تکن  يرات ييتغ  جاديبا ا

 است: ري خلاصه بشرح ز

Allele-specific PCR 

در تشخيص   (single-nucleotide polymorphisms) به منظور بررسي تغيير در فقط يک نوكلئوتيد  

 .بکار مي رود DNA بيماري ها و كلونينگ

Assembly PCR یا (Polymerase Cycling Assembly: PCA) 

ي بزرگ است. بدين منظور از اليگونوكلئوتيدهايي  DNA يک روش آزمايشگاهي براي سنتز مولکول هاي

 .استفاده مي شود كه همپوشاني دارند 

Asymmetric PCR 

تکثير مي شود. پلي نوكلئوتيدهاي حاصل بمنظور تعيين توالي يا   DNA در اين روش فقط يکي از دو رشته

 .توليد شاخص هاي دو رگه مورد استفاده قرار مي گيرند 

Helicase-dependent amplification 

استفاده   (DNA Helicase) ، بجاي حرارت از آنزيم هليکازDNA در اين تکنيک براي جدا كردن دو رشته

 .مي شود

Hot-start PCR 

تکثير  از  جلوگيري  اوليهDNA براي  مراحل  در  مخصوصا  ناخواسته  بدين   PCR هاي  شود.  مي  استفاده 

به نقطه ذوب )مثلا افزودن پليمراز، دماي محلول  از  از   ۹5 منظور قبل  درجه( رسانده مي شود و بلافاصله بعد 

 .(و آنتي بادي آنزيم پليمراز PCR gem استفاده از) ي شودهدف به واكنش اضافه م DNA دناتوراسيون

Hot start   به كمک آنتي بادي: مونوكلونال آنتي بادي ضد آنزيم پليمراز را به واكنش اضافه ميکنند درنتيجه

درجه مي رسد آنتي بادي دناتوره مي شود   ۹۴فعاليت پليمرازي آنزيم را مهار ميکند. هنگاميکه دماي واكنش به 

 .وباره پليمراز فعال مي شودو د 

Hot start به كمک Ampliwax:   به ديواره لوله هاي مخصوص اينکاربه نوعي واكس آغشته است كه بعد

از مختصري گرم كردن ذوب شده و روي واكنش را ميپوشاند. آنزيم پليمراز را روي واكس قرار مي دهند. در دماي  

 .راز با واكنش تماس پيدا ميکند درجه اين واكس بخار مي شود و آنزيم پليم  ۹۴

Intersequence-specific PCR 
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 .از طريق تکثير مناطق بين سکانس هاي تکراري بکار مي رود DNA براي انگشت نگاري

Inverse PCR 

 .كاربرد اين تکنيک زماني است كه فقط يک سکانس داخلي شناسايي شده است

Ligation-mediated PCR 

ي مورد نظر متصل شده  DNA كه به (small DNA linkers) رابط كوچکهاي  DNA در اين روش از

توالي تعيين  در  روش  اين  كاربرد  شود.  مي  استفاده   DNA (DNA sequencing)، genome اند، 

walkingو DNA footprinting است. 

Methylation-specific PCR 

انشگاه جان هاپکينز ابداع  در دانشکده پزشکي د Jim Herman و Stephen Baylin اين تکنيک توسط 

 .ي ژنوميک بکار مي رودDNA در CpG (CpG islands) شده است و بمنظور بررسي متيلاسيون در قطعات

Miniprimer PCR 

بنام جديد  پليمراز  نوع  يک  از  روش  اين  پرايمرهاي   (S-Tbr)در  به  است  قادر  كه  شود  مي  استفاده 

به پرايمرهاي بزرگتري متصل مي شود   Taq متصل شود. در حاليکه (smalligos) نوكلئوتيدي ۱0 يا ۹ كوچک

 .، پرايمرهاي كوچکتري را مي توان طراحي كردS-Tbr نوكلئوتيد دارند. بنابراين با استفاده از 20 كه حدود

Multiplex-PCR  

تهيه   (amplicons) استفاده مي شود و آمپليکونهايي PCR در اين تکنيک از چند پرايمر در يک محلول

هاي مختلفي هستند. با هدف قرار دادن چندين ژن در  DNA مي شود كه اندازه هاي متفاوتي دارند و مختص

 .، مي توان با آزمايشات كمتر و زمان كوتاهتر، اطلاعات بيشتري جمع آوري كردPCR يک محلول

Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification 

 .ي مختلف را تکثير كردDNA استفاده از يک جفت پرايمر، مي توان چند نوعدر اين روش با 

Nested PCR 

تکثير از  روش  اين  مواقعي  DNA در  شود.  مي  كم  اي  زمينه  اثرات  شده  جلوگيري  ناخواسته  ي 

و مهار واكنش توسط   DNA هدف در نمونه مورد آزمايش كم باشد براي جلوگيري از بالابردن مقدار DNA كه

هدف همانند   DNA اول كه بيشتر PCR پرايمرهاي خارجي، قطعه طويلتري همانند سازي مي شود و از محصول
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ي  DNA سازي شده است يک واكنش ديگر با پرايمرهاي داخلي انجام مي گيرد. بدين ترتيب در فرآيند تکثير

 .افزايش مي يابد  (specificity) هدف، اختصاصي بودن

  ن ي. اساس اباشد ي م  PCR  تيهمزمان حساس   شيدن محصولات ناخواسته و افزابر   ن يجهت از ب  ي روش موفق

كه در مرحله بعد    باشد ي م هي اول  مر ياستاندارد  با دو پرا  ط يمورد نظر تحت شرا  DNA ياقطعه   ر يروش ابتدا تکث

)شکل    گردد ي م  PCR  هياول  مريدو پرا  يگاههاينسبت به جا  تري داخل  يمرهايبا استفاده از پرا  هي اول  PCRمحصول  

  PCRسپس محصول    شود،ي م   ريچرخه تکث۱5-۳0هدف در طول    ي توال  يرونيب  مر يروش ابتدا پرا  نيدر ا(.  ۳

انجام   PCRمرحله دوم  يداخل  مر يو به عنوان الگو و با استفاده از جفت پرا شود ي منتقل م گر يد  ياحاصل به لوله 

  ن ي. در اگرددي م  ريچرخه تکث  ۱5-۴0است، به اندازه    ياول   PCRكه درون    DNAاز    ي شده و ترادف كوچکتر

دل به  لوله جد   PCRانتقال محصول    ليروش  به  اول  رقبازدارنده  د،يدور  را    PCR  تي. اختصاصشوند ي م  ق يها 

  ک ياز    شتريبه ب  ي ژنوم  DNAمخلوط بزرگ    ک يدر    مرهايمثال اگر پرا  ي. براكنند ي م  ن ييتع  مرهايپرا  ي ژگيو

كه از    كنند ي م   يجهت محققان سع  نيخواهد شد. به هم  ريتکث  DNAقطعه    کياز    شتريمتصل شوند، ب  س لوكو

Nested Primers استفاده كنند. تياختصاص نيبخاطر تأم 

 

Quantitative PCR  

و همچنين تعيين غلظت آنها بکار مي رود. يکي   RNA يا DNA، cDNA اين تکنيک براي بررسي وجود 

تکنيکاز شاخه هاي   اين  نظر صحت Quantitative real-time PCR مهم  از  در   (accuracy) است كه 

براي   Q-PCR بالاترين سطح قرار دارد و در آزمايشگاه هاي تشخيص باليني كاربرد وسيعي يافته است. در روش 

غلظت فلورسانس DNA تعيين  رنگهاي  هاي (SYBR Green نظير) از  شاخص  فلورسانسDNA يا   ي 

 .استفاده مي شود (TaqMan) نظير
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RT-PCR 

از نمونه هاي سلول يا بافت مورد استفاده قرار   RNA بمنظور شناسايي، استخراج يا تکثير PCR اين نوع از 

معکوس  كريپتاز  ترانس  از  تکنيک  اين  در  گيرد.  براي   (reverse transcriptase) مي 

 .استفاده مي شود cDNA به RNA تبديل

Touchdown PCR 

كاذب و پرايمر دايمر مي شود. در اين روش  است كه موجب كاهش محصول   PCR يک نوع تغيير يافته از

اتصال PCR برنامه مرحله  دماي  بتدريج  متوالي،  هاي  سيکل  طي  در  كه  گردد  مي  طراحي  اي  گونه   به 

(Annealing step) درجه بالاتر   5 الي ۳ كاهش مي يابد. بدين ترتيب كه در سيکل هاي ابتدائي، دما در حدود

 .پرايمر تنظيم مي شود Tm درجه پائينتر از 5 تا ۳ ي در حدودپرايمر و در سيکل هاي انتهاي Tm از

 RT-PCR اکنش زنجيره ی پليمراز نسخه برداری معکوسو

براي تقويت اطلاعات   PCR ي از واكنشتعديل (RT-PCR) واكنش زنجيره پليمراز نسخه برداري معکوس 

در   RNA و سپس تقويت آن مي باشد. رشته ي DNA توسط تبديل آن به (RNA) محتوي اسيد ريبو نوكلئيک

حاصله   DNA مکمل نسخه برداري مي شود و با تقويت DNA خود يا DNA ابتدا به صورت معکوس به مکمل

نسخه  PCR  .مرحله اي باشد   2يا    ۱ردد. اين مي تواند يک فرآيند  با استفاده از واكنش زنجيره پليمراز دنبال مي گ 

 .اشتباه شود   RT-PCRبرداري معکوس نبايد با واكنش زنجيره پليمراز زمان واقعي كه غالباَ به صورت

 ها در شناسايي و درمان و كاربرد اين روش  PCRهاي تغييريافته  روش 

كه نخستين بار در    DNA( روشي است براي تکثير اختصاصي قطعات  PCRاز ) هاي پليمرواكنش زنجيره 

كارگيري دو پرايمر اوليگونوكلوئوتيدي  به طور انتخابي با به   DNAاي از  گزارش شد. در اين روش قطعه   ۱۹۸5سال  

هاي مخالفشان در روي  شته توان تا ده هزار برابر تکثير كرد. هريک از اين دو پرايمر به رمي   Tagو آنزيم پليمراز 

DNA   اي است كه سنتز زنجيره گونه هدف متصل شده و مکان آنها بهDNA    توسط آنزيم پليمراز تنها در ميان

 .گيرددو پرايمر انجام مي 

تواند پس از يک مرحله  هاي تازه ساخته شده خود مکمل پرايمرها است، اين چرخه مي از آنجا كه زنجيره  

اي مشتمل  روشي است براي يک برنامه دوره   PCRاز هم تکرار شود. به عبارتي    DNAهاي  واسرشته شدن زنجيره 

پليمراز مقاوم به گرما و يک جفت پرايمر تحت   DNAكمک يک آنزيم  به  DNAبراي تکرار گرم و سرد كردن و  

انتخابي قرار مي  از طريق اين روش  تکثير  امروزه روش  تصاعد هندسي زياد مي   به صورت  DNAگيرد و  شود. 

PCR   شناسي تشخيصي  هاي مختلف مهندسي ژنتيک، بيولوژي مولکولي، ميکروب جايگاه بسيار مهمي را در جنبه

هاي ژنتيک، تشخيص هويت، جرم شناسي )پزشکي قانوني جهت تشخيص منشأ نمونه  تشخيص سرطان و بيماري 
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شناسي، مطالعات تکاملي موجودات و ... پيدا كرده است. كاربرد بيشتر و  تان اسپرم، خون و ...( تعيين ترادف، باس 

اي از آن به وجود آمده است كه به تعدادي از آنها اشاره  هاي تغيير يافته در تشخيص، روش   PCRتر تکنيک  دقيق 

 .شودمي 

 (Multiplex-PCRمالتيپلکس پي سي آر ) 

 

گيرد، با استفاده از  ت كه در آن تنها يک جايگاه ژني مورد بررسي قرار مي اس  PCRهاي تغييريافته  يکي از روش  

توان چندين جايگاه را مورد بررسي قرار داد و از چندين جفت پرايمر اختصاصي جهت تکثير  پرايمرهاي مختلف مي 

از دو لوكوس    شيب  ايكه در آن دو    باشد ي م  PCRاز    افتهي  ريينوع تغ   کي    Multiplex PCR  شود.استفاده مي 

شد بطور   ف يروش توص ني بار ا نياول يكه برا  ۱۹۸۸. از سال شودي م  ري واكنش تکث ک ياز ژن به طور همزمان در 

  ي سنجش كم  اي  سميمورفيها، پلجهش  رياز حذف، سا  ي جهش ناش   زيها شامل آنالاز تست  يل يدر خ  يز يآمتيموفق 

  ،يشناس مطالعات جرم   ،يوستگ ي پ   زيآنال  ت،يجنس  نييها، تعپاتوژن   ييروش در شناسا  نيبکار رفته است. امروزه از ا

ها،  پاتوژن   يدر شناسائ ي. بطوركلگرددي استفاده م  يکيژنت   ي هايماريب  ص يها و تشخنمونه   ت يو كم ت يفيك يبررس 

Multiplex PCR  در    هاه ي سو  ايها  گونه   زيتما ا ي  هايباكتر  گريد ان يپاتوژن خاص در م  ک ينشان دهنده    هايباكتر

لوله    نيكه در چند   ي معمول  PCRصرف زمان و معرف نسبت به    Multiplex PCRباشد. در    ي جنس م  کي

مناسب   اريو الگوها بس مي استفاده كم از آنز يبرا پلکسي واكنش مولت  ل يدل نيبه هم باشد ي كمتر م شودي انجام م

مي   .ستا روش  اين  باشد:  كاربردهاي  زير  موارد  شامل   تواند 

تواند بررسي شود. براي مثال كشف  وجوي تغييرات مي )هدف(، جهت جست  DNAهاي بزرگي از يک  ( بخش ۱

در مايکروباكتريوم    IS986و   IS6110هاي مختلف ها در بيماري ديستروفي عضلاني روشن يا كشف بخشنقص 

 عامل بيماري سل،توبر كلوزيس 

 تواند مورد آزمايش واقع شود و هاي غيرمربوط به هم در ژنوم هدف مي ( بخش 2

وجوي عوامل مختلف پرداخت، مانند شناسايي  توان از طريق اين روش با پرايمرهاي مختلف به جست( مي ۳

رود كه انواع زيادي از جهش  كار مي ها به هايي از ژن عوامل شايع مننژيت. اين روش بيشتر براي شناسايي جايگاه

 پيوندد.در آنها به وقوع مي 

 

 Real-Time PCR 

 

به علت ورود نسل جديدي از ترموسايکلرها با سيستم فلورومتري كه اجازه پايش پيوسته خاصيت فلوئورسانس    

ج  PCRمحصول   زمان  مي در  را  پروبمع شدن  يا  كاوشگرها  از  روش  اين  در  شد.  ابداع  روش  اين  هاي  دهد، 

شود. كه امکان پايش پيوسته  استفاده مي   ۳يا    5هاي فلورسانس در انتهاي  دار شده با رنگ هيبريداسيون نشان 
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دهد. اين  يد مي هاي الکتروفورز در ژل آگاروز يا ژل پلي آكريل آمرا بدون جداسازي آنها در روش   PCRمحصول 

 Post-PCR، حذف مرحله  PCRهاي كشف شد. اين روش به دليل كاهش زمان سيلک   ۱۹۹2سيستم در سال 

هاي حساس آشکارسازي تابش آنها باعث افزايش سرعت اين سيستم نسبت  و كاربرد نشانگرهاي فلوروژنيک و روش 

اين    PCRبه سيستم   و كاربران  تر  كوچک   PCRكنند محصول  روش سعي مي معمولي شده است. سازندگان 

را بهينه    PCRطراحي كنند تا سرعت افزايش يابد اما تجربه نشان داده كه كاهش اندازه محصول لزوماً بازده  

توان به عدم ناتواني در مشخص كردن اندازه محصول  كند. البته اين روش داراي معايبي نيز است از جمله مي نمي

هاي فلورژنيک اشاره كرد. براي  ها با شيمي برخي رنگ و ناسازگار بودن برخي پلت فرم   بدون باز كردن سيستم 

 .هاي انسان از اين روش استفاده شده استهاي عامل بيماري شناسايي بسياري از ويروس 

  

  PCR مشکلات 

آنها  محدوديت هايي نيز وجود دارد كه مهمترين   PCR با روش  DNA با تمامي مزيت هاي فوق در تکثير

معمولي تکثير مي   PCR مي باشد به طوري كه حداكثر اندازه قطعه هايي كه با روش   اندازه قطعات قابل تکثير 

 مي باشد.  (kb 20) هزار نوكلئوتيد  20و در روش هاي بهينه شده تا  (kb 5) هزار نوكلئوتيد  5گردد، 

است. به دليل حساسيت فوق العاده و قدرت    آلودگي نمونه هاي مورد بررسي PCR  مشکل اساسي ديگر

شود، مورد تکثير قرار گرفته و نتايج عجيب و   PCR خارجي كه وارد محيط  DNA هر قطعه  PCR تکثير زياد

دور از واقعيتي به وجود خواهد آورد. براي مثال در مورد تحقيقي كه در تعيين جنسيت با استفاده از خون مادران  

ن جواب ها يک مورد مثبت كاذب براي يکي از زنان غير باردار كه به عنوان شاهد منفي  باردار بيان شد، در بي

استفاده شده بود، وجود داشت. پس از بررسي معلوم شد كه تعداد ناچيزي از سلولهاي پوست يکي از كاركنان مرد  

هاي قبلي   DNA رحاصل از تکثي DNA شده است. گاهي نيز باقيمانده ي قطعات PCR آزمايشگاه وارد لوله ي

شود. كليه ظروف قبل  مي شود. براي رفع مشکل، امروزه از ظروف يک بار مصرف استفاده مي  PCR باعث آلودگي

شوند. يـکــي ها و مولکول هاي موجود در آن ها، تا حد ممکن غير فعال مي شوند تا سلول از استفاده اتوكلاو مي 

اسـت. از ايـن روش بـا استفـاده از دو   Nested PCR ــي يـاداخـل PCR هــاي پـيـشـنهـادي انجـاماز روش 

قطعه  ازپرايمر  مــي  DNA اي  تکثير  قـطـعــهرا  سـپــس  و  داخـلدهـنــد  در  ديـگــر  هــاي  DNA اي 

 يابد.  شــود. بــديــن صورت احتمال آلودگي كاهش مي مــي PCR تـکـثـيــر شــده

سيکل بعلت    ۳0تا    25دناتوره و غير فعال شدن آنزيم بعد از    ، PCR يکي ديگر از محدوديت هاي روش 

آنها شده و باعث مي شود آنها با   Reannealing  حرارت است، همچنين غلظت زياد رشته هاي هدف موجب

پرايمرها رقابت كنند.حضور چربي ها، پروتئين ها، آنزيم ها، افزوني هاي شيميايي، تركيبات فيبري و محدوده هاي  

فرايند  pH متفاوت غذايي   PCR بر  هاي  فراورده  در  موجود  بيماريزاي  غير  هاي  ارگانيسم  گذارند.  مي  تاثير 

رقابتي به    DNA تخميري، ارگانيسم هاي موجود در خاک و كودهاي مصرفي، آلودگي مدفوعي گوشت، نوعي
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نند به نحوي كه مانع  متصل شده و آنها را تخريب مي ك PCR وجود خواهد آورد. گاهي تركيباتي به واكنشگرهاي

شوند   ناميده مي PCR  ميگردند اين تركيبات بازدارنده PCR  و انجام واكنش DNA از مشاركت آنها در سنتز

الگو آنها را كاهش مي   DNA  و عمدتا شامل گيرنده هاي كاتيوني و تركيباتي هستند كه با اتصال به پليمراز يا

اده غذايي ازجمله گوشت، شير، پنير، فراورده هاي غذايي تازه و ادويه  دهند. بازدارنده هاي اختصاصي در هر نوع م

، پروتئاز نوكلئاز، اسيدهاي   aC+2شوند. به عنوان مثال شير داراي مقدار بالايي كاتيون هاي جات و ... يافت مي

هستند   PCR است. هم، نمکهاي صفراوي، اسيدهاي چرب، آنتي بادي و كلاژن بازدارنده هاي  DNA چرب و

براي كاهش تاثير اين عوامل جداسازي مناسب عامل بيماري زا از بافت ماده   كه در گوشت و جگر وجود دارند.

شود.   غذايي و يا استفاده از پليمرازي كه نسبت به اثرات مواد بازدارنده حساسيت كمتري داشته باشد پيشنهاد مي

براي پليمرازهPCR  مثلا  از  تعدادي  پنير  يا  مانند گوشت  از  rTth و   Tfl ا  تر  راحت   Taq بساير 

polymerase  مانند   ها  كننده   تسهيل  برخي  از  استفاده  با  كنند. فعاليت پليمراز در حضور بازدارنده  عمل مي  

و بتايين بهبود مي يابد. بعضا يک مرحله غني سازي   Tween 20 سيد سولفوك  متيل  دي   گاوي،   سرم   آلبومين 

عامل   افزايش  ايمنيبراي  گيرنده  پروتوزواها  و  ها  ويروس  ها،  باكتري  براي  بود.  خواهد  موثر  زا   بيماري 

(Immunocapture)   عوامل تغليظ  براي  مايع  هاي  نمونه  فيلتراسيون  گيرد.  قرار  استفاده  مورد  تواند  مي 

 .ر واقع شودميکروني عبور ميکنند )كامپليوباكتر و اجزاي ويروسي( ميتواند موث۴5/0بيماريزايي كه از صافي  

 PCR باید ها و نباید ها در

 .هنگام تهيه واكنش نمونه كنترل مثبت را آخر كار تهيه كنيد  (۱

 .جدا از همديگر انجام گيرند  PCR اعمال قبل و بعد از   (2

 .هر ماده از پيپت جدا گانه و اختصاصي استفاده كنيد  اي استفاده ازبر    (۳

 .يکبار مصرف استفاده كنيد  سرسمپلرهاي فيلتر دارپي پت ها و از    (۴

 .مواد ذخيره آزمايشگاه را تقسيم كرده و فريز كنيد و هرچند وقت صحت آنها راكنترل كنيد    (5

 .كنيد تا موادي كه به اطراف درب لوله چسبيده اند رسوب كنند  اسپين هنگام استفاده، هرلوله را   (6

 .كنيد  Run چندين كنترل منفي حين آزمايش  (7

 .فريز شده استفاده كنيد   آزمايشهاي تاييدي ازموادبراي انجام    (۸

 .را خارج از محل آماده كردن نمونه نگهداري كنيد  ( PCR)محصول شده تکثير  DNA يشهمه   (۹

 .مقداري از آن را جداگانه نگهداريد   PCR محصول هنگام كار با    (۱0

 


