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 عنوان

PCR 

POLYMERASE CHAIN REACTION 

DNA  پلیمرازواکنش زنجیره ای بررسی   



مولکولی شناسی زیست آزمایشگاه . فر فروهر فرزانه  

 اهداف

  DNAمشخص از  ناحیه یک اختصاصی تکثیر1.

 ژنتیکی آنالیزو  شناساییجهت 

 PCR کاربردهای بررسی2.



مولکولی شناسی زیست آزمایشگاه . فر فروهر فرزانه  

 مقدمه
PCR  مولکولی است که برای تکثیر قطعات مشخصی  زیست شناسییک روش قدرتمند سریع و مقرون بصرفه در

  DNAتوسط آنزیم  DNA همانندسازیاین روش بر مبنای . بدون نیاز به سیستم زنده طراحی شده است DNAاز 

 .می شوداجرا  ترموسایکلردر دستگاه  کنترل شده دمایی چرخه هایو با استفاده از  می کندعمل  پلیمراز

، DNAبعنوان واحدهای ساختاری پلیمراز،نوکلئوتیدها  DNA هدف،آنزیمالگو یا  DNA: شاملPCR اجزا 

و سپس، یک چرخه متناوب  می شوندکوچک، جمع  تیوبمناسب در یک  وپرایمرهایمورد نیاز آنزیم  کوفاکتورهای

 . می شود، بارها و بارها تکرار سرمایشو  گرمایشاز 

. بار تکرار خواهند شد 35تا  25فوق،  بین  سه گانهو طی آن، مراحل  می کشدساعت طول  4تا  2هر واکنش، بین 

.  ناحیه هدف، از یک یا تعدادی معدود، به میلیاردها نسخه خواهد رسید کپی هایباشد، تعداد  موفقیت آمیز PCR اگر 

اولیه نیستند که به  مولکول هایبه این دلیل است که در هر بار تکرار، این تنها  نسخه هااین رشد تصاعدی تعداد 

پیشین نیز به این مجموعه  تکرارهایساخته شده در  مولکول های، بلکه در هر دور، می روندعنوان الگو به کار 

متصل  رشته هاو آنزیم است که به این  پرایمرآزمایش، حاوی مقادیر فراوانی  تیوباز طرفی، . می شونداضافه 

 . می کنند کاتالیزجدید را  رشته هایو سنتز  می شوند
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 PCR اجزای
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 :از عبارتندآر   سی  پی کلیدی ویژگی های
 

 

 DNAامکان تکثیر مقادیر بسیار کم  ✔

 

 (چند ساعت برای تکثیر میلیون ها کپی)سرعت بالا  ✔

 

 حساسیت و دقت بالا ✔

 

 تحقیقاتی و تشخیصی آزمایشگاه هایقابلیت اجرا در  ✔
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به طور کلی انجام واکنش زنجیره ای پلیمراز با  اهداف 

مختلفی صورت می گیرد که برخی از پرکاربردترین آنها 

 :عبارتند از

 DNAمقادیر بسیار کم تکثیر .    

و تغییرات بیان ژن ها و مقایسه شرایط نرمال بررسی •

 .بیماری های مختلف

تهیه نسخه  های متعدد از یک ژن جهت کلون کردن آن در •

 .دیگر ارگانیسمیو بیان ژن مورد نظر در  پلاسمید

بررسی حضور یا عدم حضور یک ژن خاص در یک قطعه •

DNA 

 .تشخیص بیماری های ژنتیکی قبل از تولد•

 .تعیین جنسیت •

 .باکتریایی و ویروسی عفونت هایبررسی •
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PCR  از مهمترین ان ها عبارتند از دونوعانواع مختلفی دارد که: 

Traditional PCR 

این . قابل شناسایی خواهند بود آگارزبر روی  ژل  الکتروفورزاستفاده از روش   PCRدر این تکنیک، محصولات 

  .تکثیر شده  می باشد  DNAروش کیفی بوده و حضور باند بر روی ژل تنها بیانگر حضور ژن یا قطعه
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می توان به  traditional PCR از محدودیت های روش

 :موارد زیر اشاره کرد

مشاهده نتایج بر مبنای اندازه باند مشاهده شده روی ژل •

 .است که ممکن است دقیق نباشد

ژل آگارز ممکن است قدرت تفکیک باندهایی با اندازه  •

 .باشدهای کوچک و نزدیک به هم را نداشته 

جهت مشاهده نتایج حاصل متعدد  PCR پس ازومراحل  •

، رنگ آمیزی آگارزبر روی ژل  الکتروفورزبوده و شامل 

یا رنگهای مشابه و مشاهده ژل با  برماید اتیدیومژل با 

 .می شوند UVاستفاده از دستگاه 
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 Real-Time PCR یاqPCR  

استفاده می شود که امکان پایش پیوسته  فلورومتریمجهز به سیستم  ترموسایکلرهایدر این تکنیک از 

متصل شونده  فلورسانتدر این روش از رنگ های . را فراهم می کنند PCRساطع شده از محصول  فلورسانس

که  می شوداستفاده  ۳´به  ۵´در انتهای  فلورسانس رنگ هاینشان  دار شده با  پروب هایدو رشته ای یا   DNAبه

را فراهم  پلی آکریل آمیدیا  آگارزدر ژل  الکتروفورز روش هایرا بدون نیاز به  PCR امکان پایش پیوسته محصول

 .می آورد

 آشکارسازیحساس  روش هایحذف مرحله و  ،PCR سیکل هایاین روش به دلیل قابلیت هایی نظیر کاهش زمان  

 .تابشی، به سرعت مورد استقبال و استفاده گسترده قرار گرفت

 :عبارتنداز  Real-Time PCRاز استفاده وفواید کاربردها

 PCR فرآیندانجام  حیندر  نتایجدر لحظه  مانیتورینگ یامشاهده 1.

 بالا حساسیت2.

 PCRاز  پس فرآیندهایبه  نیازعدم 3.
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 پلیمرازاصول انجام واکنش زنجیره ای 

 :باشد می زیرشامل موارد  کهاست  سیکل ۴۰ الی ۳۰در  شونده تکرارشامل سه مرحله  دمایی برنامه یک مبنایبر 

 (Denaturation) دناتوراسیون: ۱مرحله 

 .می شونداز هم جدا  حرارتبه واسطه اعمال  رشته ایدو  DNA مرحله  این طیدر 

 سانتی گراددرجه  ۹۶-۹۰:مورد نیاز دمای ��

 ثانیه  ۶۰-۳۰: مدت زمان ��

 جدا کردن دو رشته دی  انِ  ایِ الگو به صورت تک رشته ای: هدف ��

 شکسته (C-G)گوانین-سیتوزینو   (A-T)تیمین-آدنین جفت بازهای بینهیدروژنی  پیوندهایبالا،  دمایدر  :فرایندشرح  ��

و  ثانویه ساختاردر آن  کهاست  پروتئین ها دناتوراسیون فرآیندمرحله مشابه  این. می شونداز هم جدا  DNAشده و دو رشته 

 .می شود تخریبسوم 

 :مرحلهاین  ��

 .شوندمتصل  آن هابه  بتوانند پرایمرها که الگو تک رشته های کردنبرای فراهم  ✔

به  نادرست نتایجمختل شده و  DNA تکثیرمرحله ناقص انجام شود،  این اگر ✔

 .دست می آید
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 (Annealing) پرایمرهااتصال : ۲مرحله  

متصل  الگورشته  رویدر محل مناسب خود  پرایمرهاتا  رسیده سانتی گراددرجه  ۶۵ الی ۵۰مرحله، دما به  ایندر 

 .شوند

 سانتی گراددرجه  ۶۵-۵۰: نیازمورد  دمای ��

 ثانیه ۴۵-۳۰: مدت زمان ��

 الگو رشته های رویبه نقاط هدف  اختصاصی پرایمرهایاتصال : هدف ��

  :فرایندشرح 

 توالی های) پرایمرها. فراهم شود پرایمرهابرای اتصال  شرایطتا  می یابد کاهش واکنش دمای، دناتوراسیوناز  پس

 .می شوندمتصل  الگو رشته های رویخود  مکملبه نقاط ( سنتزی DNA کوتاه
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 :مرحله اینعوامل موثر در 

و  شوندهدف متصل  توالیبه  اختصاصی به طور پرایمرها کهشود  تنظیم طوری باید: پرایمرهادمای بهینه اتصال  ✔

 .یابد کاهش غیراختصاصیاتصالات 

 .نوکلئوتید است و باید از ایجاد دایمر جلوگیری شود ۲۵-۱۸طول پرایمرها معمولاً بین : طراحی مناسب پرایمرها ✔

 :مرحلهاین 

 .شود تکثیر DNAبخش از  کدام که می کندمشخص  ✔

 .می یابد کاهش آزمایششده و دقت  ایجاد غیراختصاصی باندهای، نشوند طراحی به درستی پرایمرها اگر ✔
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 ((Extension تکثیر یا گسترش: ۳مرحله  

 دمایدر . می گیردهدف صورت  DNA  تکثیراست،  پلیمراز DNA آنزیم فعالیتآن مناسب  دمای کهمرحله  ایندر 

 ،dATP، dGTP، dTTPنوع نوکلئوتید  چهار مصرف با حرارتمقاوم به  پلیمراز آنزیم سانتی گراددرجه  ۷۲حدود 

dCTP  جفت شده به  پرایمرهای حاویبافری  محیطموجود درDNA  و در حضورMgCl  آنزیم کوفاکتوربه عنوان ،

 .می گردد جدید  DNAشدن رشته   طویلو سبب  می نماید کاتالیزرا  پلیمریزاسیون واکنش

 .شود می ساخته  DNAصدها هزار نسخه   DNA کم بسیار، از مقدار سیکل ۴۰ الی ۳۰از حدود  پس 

 سانتی گراددرجه  ۷۲: نیازمورد  دمای ��

 جفت باز ۱۰۰۰برای هر  ثانیه ۶۰-۳۰: مدت زمان ��

 پلیمراز تک آنزیم کمکبه  ایِانِ    دی جدیدرشته  سنتز: هدف ��

 :فرایندشرح 

  به صورترا  (dNTPs) آزاد نوکلئوتیدهاینقطه شروع،  به عنوان پرایمراز  استفاده با پلیمراز تک آنزیممرحله،  ایندر 

 .می سازد’ ۳’ → ۵را در جهت  جدیدرشته  یکو  می کنداضافه  الگوبه رشته  مکمل
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 :مرحلهاین 

 DNA تکثیرمرحله برای  مهم ترین ✔

 (سانتی گراددرجه  ۹۵از  بیش)بالا  دمایآن به  مقاومت دلیلبه  پلیمراز تکاز  استفاده ✔

 

 

 

 

 :پی  سی  آرچرخه های 

 .افزایش یابد DNA نسخه هایتا تعداد  می شوند تکراربار  ۳۵-۲۵سه مرحله فوق 

 :ویژگی‌های‌کلیدی‌پی‌‌سی‌‌آر‌عبارتند‌از

 DNAامکان تکثیر مقادیر بسیار کم  ✔

 (چند ساعت برای تکثیر میلیون ها کپی)سرعت بالا  ✔

 بالاحساسیت و دقت  ✔

 قابلیت اجرا در آزمایشگاه های تحقیقاتی و تشخیصی ✔
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 وسایل و مواد مورد نیاز

DNA  الگو یا هدفTemplate DNA)) 

 یا باکتریایی، انسانی سلول هایاز  استخراج شده DNAنمونه 

 .شود تکثیرقرار است  که ویروسی

 ۵۰-۱۰: غلظت معمول)باید مناسب باشد  DNA کمیتو  کیفیت

 (.نانوگرم در هر واکنش

 :شامل PCRمیکس مستر 

 (:Forward & Reverse Primers) اختصاصی پرایمرهای

 توالی که( نوکلئوتید ۲۵-۱۸) مصنوعی الیگونوکلئوتیدهای

 .می کنندهدف را مشخص 

 .میکرومولار ۱-۰.۱: غلظت معمول
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 ( (Taq DNA Polymeraseحرارتمقاوم به  پلیمراز DNAآنزیم 

 .بالا دمایدر  DNA جدیدرشته  سنتزبرای  اصلی آنزیم

  

 ((dNTPs - dATP, dTTP, dGTP, dCTPآزاد نوکلئوتیدهای 

 .DNA جدیدبرای ساخت رشته  اولیهمواد 

 .میلی مولار ۰.۴-۰.۲: غلظت معمول

 

 :PCRواکنش بافر 

 :لمعمولاً شام که پلیمراز تک آنزیم فعالیتمناسب برای  محیط

:Tris-HCl  حفظpH مناسب  (pH 8.3-9.0) 

MgCl₂ :غلظت معمول) پلیمراز تک عملکردبرای  ضروری کوفاکتور  :

 (میلی مولار ۱.۵-۳

KCl :  پرایمرها اختصاصیت افزایشو  آنزیم فعالیت تنظیمبرای. 
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 ((Nuclease-Free Waterفوق خالص آب 

 .نوکلئازهابه  آلودگیبدون  واکنشمخلوط  تهیهو  رقیق سازیبرای 

  

 : PCR Machine یا Thermocycler ترموسایکلر دستگاه 

 .PCR دمایی چرخه هایدما و انجام  تنظیمبرای 

  

 :و سرسمپلرهای استریلمیکروپیپت 

 .شیمیاییو مواد  نمونه ها دقیقبرای انتقال 

  

 ((PCR PCR Tubes - 0.2 mLمخصوص لوله های 

 .واکنشبرای انجام  حرارتمقاوم به  کوچک لوله های
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 ((MicroCentrifugeمیکروتیوبسانتریفیوژ 

 .آزمایشقبل از شروع  PCR لوله هایدر ته  نمونه ها کردنبرای جمع 

  

 :ترانس ایلومیناتور UV دستگاه+ ژل آگارز الکتروفورز 

 .DNA باندهایمشاهده  طریقاز  PCR نتایج تفسیرو  بررسیبرای 

 

 .برای انجام الکتروفورز: آگارزژل 

 

 .DNAقطعات  اندازه مقایسهبرای  (DNA Ladder): اندازهمارکر 

  

برای رنگ آمیزی و : بروماید یا رنگ های جایگزین سایبر سیفاتیدیوم 

 .DNAمشاهده 
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 روش کار

 .آماده کنید میکسبایستی مستر ( PCR) پلیمراز زنجیره ایابتدا برای انجام واکنش 

PCR Master Mix:  شامل تمام اجزای ضروری برای انجام واکنش  میکسمسترPCR  یکجا آماده  به صورتاست که

 . می شودشده و به هر واکنش اضافه 

 .می شودروند آزمایش  وتسریع، افزایش دقت، پیپت کردناین روش باعث کاهش خطای 

 .استفاده میشود PCR یک محلول آماده و از پیش ترکیب شده است که برای انجام واکنشهای PCR میکسمستر 

 :موفق است، از جمله PCRاین محلول شامل تمام اجزای لازم برای انجام یک واکنش 

 برای سنتز  : پلیمرازDNA آنزیم • 

• dNTP نوکلئوتیدیمولکولهای : ها  DNA تری فسفات نوکلئوزید دئوکسیبرای تشکیل. 

 .مناسب برای فعالیت آنزیم را فراهم میکند یونیو  pH شرایط: بافر واکنش• 

•:MgCl2   برای فعالیت آنزیم  کوفاکتوربه عنوانDNA عمل میکند پلیمراز. 

 .هدف  می باشد DNAرو به جلو و معکوس مخصوص توالی  پرایمرهایشامل : پرایمرها•
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 :میکستهیه مستر 

 : کنید استفادهاز دو روش  میتوانید، مسترمیکس تهیهبرای 

غلظت  باو  کنید تهیهرا  نیازمواد مورد   کهاست  اینروش اول •

 .  کنیدمناسب مخلوط  های

در بازار  کهآماده  های مسترمیکساز  کهاست  اینروش دوم •

 .کنید استفاده، هستندموجود 

  

 .مهم است بسیار مسترمیکس تهیهدر  برداریدقت حجم 

است غلظت مواد مورد  ممکن، نشودانجام  صحیح برداریحجم  اگر

 آزمایشو دقت  کارایی کاهشو باعث  کند تغییر PCR برای تست نیاز

 .شود

را انتخاب و  سمپلرمناسبوسر  سمپلر، باید، برداریبرای دقت حجم  

آماده، دقت  مسترمیکساز  استفاده با. کنید جلوگیری آلودگی تشکیلاز 

 .یابد می افزایش
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 PCRهای  میکسشرایط نگهداری مستر 

خود را حفظ  اجزای پایداریتا  شوند می ذخیره سانتیگراددرجه  -80 یا -20 دمایمعمولاً در  PCR  های میکسمستر 

 24تا  سانتیگراددرجه  4 دمایدر  یا شوند استفاده بلافاصله بایداز ذوب، مسترها  پس. کنند جلوگیری تخریبو از  کرده

 برساند آسیببه معرف ها  تواند می زیرااجتناب شود،  بایدانجماد و ذوب  های چرخه تکراراز . شوند نگهداریساعت 

 .بگذارد تأثیر PCR  واکنش عملکردو بر 

 

 :دهیدرا انجام  زیر نکات ،PCR اصلی میکس عملکردو  کیفیتاز  اطمینانبرای 

پیپت  یکاز . شوند محافظت رطوبتتا در برابر نور و  کنید نگهداریخود  اصلی بندیرا در بسته  اصلی های میکس

از حد  بیش کردناز پیپت  آلودگیخطر  رساندن حداقلبرای به . کنید استفاده اصلیمخلوط  پخشبرای  استریلو  تمیز

در  تواند می کههوا شود  هایحباب  ایجادباعث  تواند می زیرا، کنید خودداری میکسمستر  ورتکساز . کنید خودداری

  کوچکتر های، آن را به حجم داریدذوب شده  اصلیاز مخلوط  بخشی ذخیرهبه  نیاز اگر. کند ایجاداختلال  PCR واکنش

از  اطمینان با توانید میها،  دستورالعمل ایناز  پیروی با. کنید نگهداری گراد سانتیدرجه  4 دمایو در  کنید تقسیم

شناسی مولکولی  زیست های آزمایشدر  تکرارقابل اعتماد و قابل  نتایج آوردنبرای به دست  PCR اصلی هایمخلوط 

 .کنید استفادهخود 
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 :PCRمحصول  نگهداری

تا از  می شوند نگهداری سانتی گراددرجه  ۴ دمایمعمولاً در  نمونه ها  ،PCRاز اتمام  پس

 مانند، بیشتر آنالیزبرای  می توانند PCR ، محصولات سپس. شود جلوگیری DNA تخریب

  .شوند استفاده دیگرموارد  یا کلونینگ،و یا توالی یابی، آگارز ژل الکتروفورز

 

  PCRدر هر لوله  دستورالعملرا بر اساس  میکسمستر  ترکیباتمقدار مناسب از 

 .کنید توزیع

 DNA کنیددر لوله ها اضافه  واکنشرا به هر  الگو. 

 .برسانید نهاییبه حجم  نوکلئازاب بدون  وبا

بدون حباب هوا  همگن اصلی ترکیب یکتا از  کنیدهم مخلوط  با آرامیاجزاء را به 

 .  شویدمطمئن 

 .کنید آغازرا  واکنشمناسب  برنامه دادن باقرار داده و  دستگاهلوله ها را در 
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 PCRنکات کلیدی در انجام 

  پلیمراز تک آنزیمتا  کنید کار یخ روی همیشه ✔

 .نشود تخریب

 سمپلرهای نوکو  استریل پیپت هایاز  ✔

 .یابد کاهش آلودگیتا  کنید استفاده فیلتر دار
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 PCRبررسی نتایج 

 تحلیلو  تجزیهبرای  کلیدی روش هایاز  یکی ژل الکتروفورز

 .است PCRمحصولات 

 

با  PCR محصولات مقایسه باDNA : قطعات   اندازه تعیین•

 اندازه می توان  DNA Ladder))مولکولی  مارکریک 

 .کرد بررسیشده را  تکثیرقطعات 

 

، باندها الگویمشاهده تعداد و  با: تکثیر اختصاصیت بررسی•

 اطمینان PCR واکنش اختصاصیتاز صحت و  می توان

 .کردحاصل 
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 به روش الکتروفورز PCRبررسی کیفی محصولات 

 :انجام شود زیربه روش  آگارز ژل الکتروفورز بایستی PCRمحصولات  کیفی بررسیجهت  

 ٪۲-۱ آگارزتهیه ژل . ۱

 تعیین اندازه مارکرهمراه با  PCRمحصولات  بارگذاری. ۲

 (دقیقه ۴۵-۳۰ولت برای  ۱۰۰)اعمال ولتاژ . ۳

 ترانس ایلومیناتور UV مشاهده نتایج در دستگاه. ۴

 :نتایج محتمل

 .تکثیر موفق بوده است: باند در محل مورد انتظار ✔

هدف یا  DNA، عدم وجود پرایمرمشکلاتی مانند غلظت نامناسب : عدم مشاهده باند ✔

 .خرابی آنزیم ممکن است رخ داده باشد

 .متصل شده باشند نامربوط توالی هایبه  پرایمرهاممکن است : غیراختصاصیباندهای  ✔

 :تحلیل و تفسیر نهایی

✔ PCR  و مطالعه  ژن هاروشی سریع، دقیق و حساس برای آنالیزDNA است. 

، شرایط بهینه واکنش و کنترل دقیق پرایمرموفقیت آزمایش وابسته به طراحی مناسب  ✔

 .مراحل است
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