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 مقدمه :

زمایش های پیشرفت های دو دههء اخیر در زمینه بیولوژی مولکولی موجب ارتقاء کارآیی و تکامل هر چه بیشتر آ

با  وتیدهای مکملدر علوم بالینی گردیده است. استفاده از مارکرهای غیر رادیواکتیو و اولیگونوکلئ DNAوابسته به 

وزافزون راز جمله پیشرفت های مؤثر در بهبود و بکارگیری  DNAژن ها و یا مترادف های ویژه بازهای آلی در 

 همترین پیشرفت ها در زمینهدر طیف تشخیص بالینی محسوب می شود. یکی از م DNAتست های وابسته به 

می  Polymerase Chain Reaction (PCRبیولوژی مولکولی که در عین حال کاربرد تشخیصی نیز دارد )

نگونه در موارد متعدد موجب افزایش حساسیت ای DNAباشد که علاوه بر سریع نمودن آزمایش های وابسته به 

 آزمایش ها گردیده است.

ساس، سریع بعنوان یک روش ح PCRن علوم پزشکی در جهان امروز و استفاده وسیع از با توجه به پیشرفت روزافزو

نی ساده و و مکانیسم آن به زبا PCRو دقیق تشخیصی در آزمایشگاههای بالینی، در این گفتار سعی شده است تا 

 سیار مفیدبتکنیک  بطور اجمالی بیان شود تا پزشکان و متخصصینی که در عرصه های آزمایشگاهی از نزدیک با این

ا ین روش و یاکار نکرده اند با چگونگی عملکرد آن آشنایی پیدا کنند. ذکر این نکته ضروری است که راه اندازی 

 لمنجر به حصو روش های مشابه در زمینه بیولوژی مولکولی و بهره وری از آنها در مراکز آزمایشگاهی و تحقیقاتی،

 خیص آزمایشگاهی و همچنین مطالعات اپیدمیولوژیک خواهد شد.نتایج چشمگیر و سودمند در زمینه تش

 

 :PCRتعریف 

)ازدیاد  RNAیا  DNA( به روش ازدیاد مقادیر جزیی PCR) Polymerase Chain Reactionبه طور کلی 

RNA  با روشRT-PCR آزمایشگاهی اطلاق  امکان پذیر است( تا حد مشاهدهء آنها توسط روش های ساده و رایج

و  در ازدیاد اسیدهای نوکلئیک موجود در نمونه مورد آزمایش موجب شناسایی سریع PCR. قابلیت می شود

 PCRکارگیری اختصاصی نوع سلول یا میکروارگانیسم مورد نظر در نمونه مذکور می گردد که این ویژگی علاوه بر ب

 مینه پژوهشری مطمئن و حساس در زدر تشخیص آزمایشگاهی بیماریها شناسایی انواع سلولها، آنرا به عنوان ابزا

 های علمی مطرح می سازد.

تغییرات  ، بکارگیری آن در تحقیقات بیولوژیکی پایه و کاربردی موجب ایجاد1985در سال  PCRاز زمان معرفی 

فونی، یکی از جدیدترین تکنولوژی های آزمایشگاهی است که در تشخیص بیماریهای ع PCRاساسی گردیده است. 

وش در رونی و ناهنجاریهای ژنتیکی مورد استفاده و توجه قرار گرفته است. در خصوص کارآیی این پزشکی قان

 تشخیص به عنوان مثال می توان تقلیل مدت زمان تشخیص آزمایشگاهی اختصاصی باسیل سل در نمونه های

شگاهی ذکر کرد. از نکات ساعت حتی با وجود تعداد اندک باسیل در نمونهء آزمای 6-7هفته به  6-7کلینیکی را از 

م و میکروارگانیسم هایی نظیر باسیل جذا PCR  ،DNAجالب توجه دیگر اینکه با استفاده از تکنیک حساس 

اصله گامی سال شناسایی و جدا گردیده است که نتایج ح 1000باسیل سل از نمونه های باستانی با قدمت بیش از 

ست خچه علم پزشکی بوده ضمن آنکه این موفقیت توانسته امهم در راه شناخت و مطالعه بیش از پیش تاری

 راهگشای ایجاد شاخه های دیگری از علوم نظیر پالئوباکتریولوژی باشد.

بسیار زیاد  بوسیله ی کری مولیس معرفی شد . به دلیل کاربردها و مزیت های 1980این تکن ِِیک در اواسط دهه ی 

اهها ی پیدا کرد . امروزه این روش تقریباً در تمامی آزمایشگآن به سرعت در زیست شناسی مولکولی گسترش 

 زیست مولکولی جزو کارهای متداول می باشد و به صورت اتوماتیک بوسیله ی کامپیوتر انجام می شود.
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کسان ی DNAاین تکنیک تمامی مشکلات قبلی در زیست مولکولی که ناشی  از عدم دسترسی به مقادیر زیاد از 

ه بژن را  ین رد . برای مثال قبلاً برای بدست آوردن نسخه های متعدد از یک ژن خاص می بایست ابود را برطرف ک

 PCRستفاده از داخل حامل مناسب وارد کرده و در یک باکتری تکثیر کنند ولی امروزه این کار را به سادگی و با ا

 انجام می دهند.

PCR  از نظر اصول عملی تشابه زیادی به همانند سازیDNA د آوری می دارد و در واقع برگرفته از آن است . یا

 تک رشته ای را از جهت  DNAپلیمراز  DNAشود که 

 5َ      3َبه عنوان الگو مورد استفاده قرار می دهد ورشته مکمل را در جهت  3َ     5َ 

 .پلیمراز برای شروع احتیاج به یک قطعه اولیه ) شناساگر ( دارد  DNAمی سازد . همچنین 

دو رشته  DNAپلیمراز ، نوکلئوتید تری فسفات ها و پرایمر لازم هستند . از آنجائیکه  PCR  ،DNAبرای انجام 

نکه محل ژنی که مورد نیاز است . این دو پرایمر دو عمل انجام می دهند ، اول ای PCRای است ، دو نوع پرایمر در 

 لاَعمل اول کام .ه ی قطعات تکثیر شونده را تعیین می کنند باید تکثیر شود را مشخص می نمایند و دوم اینکه انداز

ت و به سم DNAمشخص است ، در مورد عمل دوم باید گفت که وقتی این دو شناساگر به دو ناحیه ی مختلف 

ن ترتیب طول پلیمراز تنها قطعات را در بین این دو ناحیه همانند سازی می کند و به ای DNAهم قرار می گیرند 

 اخته شده تعیین می شود .قطعات س

هم مخلوط  پلیمراز در یک لوله با DNAالگو ، پرایمر ها و نوکلئوتید تری فسفات ها و  PCR  ،DNAبرای شروع 

تا پرایمر  از هم جدا شوند . سپس لوله را سرد می کنند DNAمی شوند . سپس لوله را گرم می کنند تا دو رشته 

ز مدت ابنماید . بعد  DNAپلیمراز شروع به همانند سازی از روی  DNAها به نواحی مورد نظر متصل شوند و 

قبل رشته  یزمان لازم برای همانند سازی بار دیگر پرایمر ها به نواحی مکمل خود متصل شوند . چون در مرحله 

DNA د و دار در ناحیه مورد نظر مضاعف شده است ، در این مرحله چهار رشته ی الگو برای همانند سازی وجود

صاعدی تعداد نسخه و به همین صورت بطور ت 16در نتیجه در پایان این مرحله بوجود می آید ، و در مرحله ی بعد 

 نسخه های ژن ها زیاد می شود . 

ی باشد و استفاده شد ولی این آنزیم به حرارت حساس م E.coliپلیمراز  DNAاز آنزیم   PCRدر ابتدای طراحی 

آنزیم تازه به  یدرجه ی سانتی گراد ، افزودن دوباره  94رارت دادن محیط واکنش تا دمای بنابراین پس از هر بار ح

 DNAارای دمحیط لازم بود . یکی از مهم ترین کشفیات در این زمینه این بود که باکتریهای چشمه های آب گرم 

کتری  ای مثال باتری دارند . برپلیمراز هایی هستند که نسبت به حرارت مقاوم بوده و حتی در دمای بالا فعالیت به

Thermus  aquaticus  دارایDNA  ست و درجه ی سانتی گراد کاملاَ پایدار ا 94پلیمرازی است که در دمای

 Taqه پلیمراز که بطور خلاص DNAدرجه ی سانتی گراد می باشد ، این  72همچنین دمای اپتیمم عمل آن نیز 

 Taqنزیم آبه صورت اتوماتیک انجام شود و با افزودن یکبار  PCRتی پلیمراز نامیده می شود باعث شد که براح

 پلیمراز دیگر نیازی به اضافه کردن مجدد آن نباشد .

درجه سانتی  30می باشد . در دمای پایین )  PCRپلیمراز افزایش حساسیت و دقت  Taqمزیت بسیار مهم دیگر 

پرایمر ها ممکن است به جایگاههایی که توالی تا حدودی  بکار می رفت ( E.coliپلیمراز  DNAگراد ( ) که برای 

مشابه دارند نیز متصل شوند ، زیرا در دمای پایین تعداد کمتری پیوند هیدروژنی برای اتصال پرایمر ها نیاز است . 

ولی وقتی  می شوند . PCRبنابراین پرایمر ها با اتصال به نواحی نسبتاَ مشابه ، باعث ایجاد اشتباه در انجام مراحل 

پلیمراز (  انجام شود اتصال پرایمر ها به نواحی غیر از  Taqدرجه ) دمای اپتیمم فعالیت  72که واکنش در دمای 
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کاملاَ مشابه و خالص بدست  DNAرشته های  PCRناح یه ی اصلی کاهش می یابد . به این صورت پس از پایان 

 خواهد آمد .

یوم بروماید ن براحتی از الکتروفورز برای ژل آگاروز و رنگامیزی اتیدمی توا DNAبرای دیدن قطعات تکثیر شده 

 استفاده کرد . 
 

 :PCRمکانیسم 

ر جهت ، یک مولکول مارپیچی دو رشته ای پلی نوکلئوتیدی است که این دو رشته دDNAهمانطوریکه می دانیم 

دیگر متصل ان بازهای آلی مکمل بیکمقابل هم قرار گرفته اند و بطور ویژه ای بوسیلهء پیوندهای هیدروژنی می

یدا ین اتصال پهستند )سیتوزین بوسیله سه پیوند هیدروژنی به گوانین و آدنین بوسیله دو پیوند هیدروژنی به تیم

اد کند تک رشته ای ایج DNAدورشته ای می تواند بوسیله حرارت از هم جدا شده و دو مولکول  DNAمی کند(. 

ریق تک رشته ای از ط DNAتغییر ماهیت )تقلیب( شناخته می شود. مولکولهای که این مرحله بنام مرحلهء 

ه بنام مرحل واکنش های متقابل ویژه بین بازهای مکمل به همدیگر متصل شده که حاصل آن ایجاد و آغاز مرحله ای

و  Probe technologyمی باشد. دو مرحلهء فوق الذکر برای  hybridization( و یا )annealingپیوندزنی 

مولکولی  بوده و این روش را از سایر تکنیک های PCRبکار می رود. مرحله بعدی یا سوم که برای  PCRهمچنین 

 DNAتک رشته ای بوسیله  DNA( می باشد که طی آن یک قطعه extensionمتمایز می سازد مرحله توسعه )

 DNAل ( به یک مولکوprimerکوتاه ) تک رشته ای DNAپلیمراز توسعه پیدا می کند. در این مرحله یک قطعه 

 کوتاهتر ولمولک 3¢( پلیمراز( قادر می شود به انتهای Taqپلیمراز  DNAتک رشته ای طویل تر پیوند زده شده و 

نماید که  عه ای سنتزیا پرایمر متصل گردیده و با استفاده از داکُسی نوکلئوتید تری فسفات ها آنرا امتداد داده و قط

 دو رشته ای جدید ساخته می شود . DNAتک رشته ای طویل تر باشد و بدین ترتیب  DNAآن قطعه مکمل 

ارزان  وتک رشته ای کوتاه )اولیگونوکلئوتیدها( بوسیله تکنیک های شیمیایی به صورت سریع  DNAمولکولهای 

د، به عنوان می شون تغییر ماهیت داده )تقلیب شده( افزوده DNAساخته می شوند. اولیگونوکلئوتیدها وقتی که به 

بنا به  جدید در داخل آزمایشگاه سنتز شود. DNAپلیمراز عمل نموده و اجازه می دهند تا  DNAپرایمر برای 

ستفاده قرار می دو نوع پرایمر مورد ا PCR( می نامند. در primerدلیل فوق الذکر اولیگونوکلئوتیدها را پرایمر )

(. 2ل هدف پیوند می شوند )شک DNAیژه در دو رشتهء مکمل مولکول گیرد که هر کدام از آنها به محل های و

ک مولکول یپلیمراز یک پرایمر را توسعه می دهد،  DNAپرایمرهای مذکور به صورتی ساخته شده اند که زمانیکه 

DNA  بوجود می آورد که آنDNA  دارای یک محل اتصال جدید برای پرایمر دیگر می شود. این رشتهءDNA 

دیگر در  از پرایمر DNA( برای سنتز templateلید شده نیز همینطور قادر خواهد بود به عنوان الگو )جدید تو

 ، عمل نماید.PCRجریان چرخه های بعدی 

 شامل سه مرحله می باشد . PCRبنابراین تا اینجا معلوم می شود که هر چرخهء 
 

 (:Denaturation Stepمرحله تقلیب یا تغییر ماهیت) -1
گر جدا درجه سانتیگراد( از همدی 94بوسیلهء حرارت بالا )حدود  DNAمرحله مولکولهای دو رشته ای  در این

 گردیده و به مولکولهای تک رشته ای تبدیل می شوند.
 

 مرحله پیوند زنی -2
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(Annealing or Hybridization Step ) 

ته ای تک رش DNAانند به مولکولهای در این مرحله کاهش دمای واکنش صورت می گیرد تا اینکه پرایمرها بتو

درجه سانتیگراد  72درجه سانتیگراد تا  30پیوند زده شوند. درجه حرارت مورد استفاده برای این مرحله می تواند از 

 متغیر باشد.

 

 (:Extension Stepمرحله توسعه )-3 
قاوم مپلیمرازی است  DNA پلیمراز )که Taqمی باشد، آنزیم PCRدر این مرحله که آخرین مرحلهء یک چرخهء 

استفاده  استخراج می شود( با Thermus aquaticusبه حرارت و از یک باکتری ترموفیل بنام ترموس آکواتیکوس 

شته ای دو ر DNAتک رشته ای امتداد می دهد تا  DNAاز داکُسی نوکلئوتید تری فسفاتها، پرایمر را در روی 

باشد که این درجه حرارت برای آنزیم های درجه سانتیگراد می 72مرحلهجدید بسازد. درجه حرارت لازم برای این 

 مقاوم به حرارتی که به طور عادی مورد استفاده قرار می گیرند مناسب می باشد.

ات زیاد هدف همراه است که تکرار چرخه بدفع DNAنهایتاً با دو برابر شدن تعداد ترادف های  PCRهر چرخهء 

ه میزان هدف ب DNAهدف و در نتیجه ازدیاد  DNAافزایش توانی در تعداد ترادف های  بار( منجر به 50تا  20)

 یک میلیون برابر یا بیشتر خواهد شد.

ولین را اصلاح کرده است. ا PCR، دو پیشرفت تکنیکی عمده به طور قابل توجهی روند PCRاز زمان اختراع 

یم توانایی پلیمراز بوده است که این آنز Taqهمانند پیشرفت، بکارگیری و ترویج پلیمرازهای مقاوم به حرارت 

عنی است که در مدرجه سانتیگراد را دارد. این بدان  94مقاومت در برابر مرحله تغییر ماهیت یا تقلیب یعنی حدود 

، PCRله های حال حاضر می توان بدون افزودن آنزیم پلیمراز تازه بعد از هر مرحله تغییر ماهیت )تقلیب( به لو

ی می باشد را انجام داد. دومین پیشرفت عمده، توسعهء تجارتی بلوک های حرارتی قابل برنامه ریز PCRمایش آز

 PCRانجام  ( معروف هستند. استفاده از ترمال سایکلر درThermal cyclerکه این بلوک ها به ترمال سایکلرها )

ر می شود ، زیرا یک بن ماری به بن ماری دیگ از PCRهای باعث حذف مرحلهء خسته کننده و وقت گیر انتقال لوله

زم را رارتهای لااین دستگاه که قبلاً بوسیله خود آزمایش کننده تنظیم و برنامه ریزی شده است به طور اتوماتیک ح

و ازدیاد  PCRتولید می نماید ضمن اینکه تعداد چرخه های مورد نیاز نیز برای انجام  PCRبرای مراحل سه گانه 

DNA اتوماتیک در این دستگاه بوقوع می پیوندد. بطور 

ع پرایمر، چهار ، دو نوPCRرا که عبارتند از بافر  PCRبا دو پیشرفت فوق الذکر اکنون ما می توانیم تمامی اجزاء 

که الگو ) DNAپلیمراز و  Taq، آنزیم dGTP( و )dCTP , dTTP , dATPنوع داکُسی نوکلئوتید تری فسفات 

 ( و پس از3 قابل استخراج می باشد(، با همدیگر در لوله های پلی پروپیلن مخلوط کرده )شکلبا روش های مختلف 

دت را به م PCRافزودن یک قطره روغن معدنی بر سطح مخلوط ها، بدون حضور شخص آزمایش کننده لوله های 

شده بر روی  ش های تکمیلانجام شود. واکن PCRچند ساعت در ترمال سایکلر برنامه ریزی شده از قبل قرار داد تا 

یناتور های ازدیاد یافته در روی ترانسیلومDNAیا به عبارت دیگر  PCRژل آگارز برده شده و سپس محصولات 

 نانومتر قابل رویت می شوند. 302ماوراء بنفش 

جمله . از داده شده است PCRدر سالهای اخیر در زمینه اپیدمیولوژی و تشخیص میکروارگانیسم ها تغییراتی در 

ن ریبوزومی است. ای RNAیکی از انواع  16S RNAباکتری است.  DNAبجای  RNA 16Sاین تغییرات، تکثیر 

 میکروارگانیسم دارای برتری هایی است که عبارتند از: DNAروش نسبت به تکثیر 
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گاه ترمال سایکلر رتیب نیازی به استفاده از دستگیرد. بدین تاکنش ایزوترمال است یعنی در یک دما انجام میو -1

 نیست.

 

افزایش می یابد.  PCRریبوزومی است، حساسیت  RNAکپی  2000ز آنجائیکه هر باکتری دارای بیش از ا -2

 در میکروارگانیسم، هزاران هدف در یک باکتری وجود دارد. DNAبنابراین به جای یک 

 

 .ن استپایدار نیستند. در نتیجه خطر آلودگی به مراتب پائی PCRمحصولات  -3

ایپینگ در تحقیقات اپیدمیولوژیک، شناسایی دقیق سوش عامل بیماری با روش های مختلفی از جمله روش ریبوت

(Ribotyping که در آن( )RNA  یا با تعیین الگوی انگشت نگاری )ریبوزوم تکثیر می یابدDNA  ی مانجام

 گیرد.

 

  "واکنش زنجیره ی پلیمراز 

 :PCRانواع  
 

جمالی ارائه شده است که به صورت ا PCRمعمولی روش های جدیدی از  PCRیری بهتر، غیر از بمنظور نتیجه گ

 به برخی از آنها اشاره می شود.

 
 

 ( Reverse Transcriptase-PCR) (RT-PCRپی سی آر ) _آر تی  -1

ستفاده از پلیمراز قادر به ا DNAتک زنجیره ای است. از آنجائیکه  RNA، مولکول RT-PCRالگوی اولیه در 

RNA  بعنوان الگو نمی باشد، مرحله دیگری بهPCR  اضافه شده است. طی این مرحله، با استفاده از آنزیم رورس

 DNAC (complementary، مکمل آن RNA، از الگوی  RT (Reverse Transcriptaseترانس کریپتاز )

DNA) 

ناسی و شن گونه و حساسیت دارویی در ویروس تکثیر می یابد. بمنظور تعیی PCRسنتز می شود و بوسیله تکنیک 

 ریبوزومی استفاده می شود. RNAمایکوباکتریولوژی، از این روش برای تکثیر 

 

 (Nested-PCRی سی آر )پ –نستد  -2
مر اول در از دو جفت پرایمر استفاده می شود. ابتدا با یک جفت پرای PCRدر این روش بمنظور افزایش حساسیت 

حاصل به لوله دیگری  PCRحصول مهدف تکثیر می یابند. سپس  DNAقطعات مشخصی از  چرخه، 15-30طول 

 ود.انجام می ش PCRمنتقل شده و بعنوان الگو استفاده می شود و بوسیله جفت پرایمرهای دوم مرحله دوم 

 

 (Multiplex-PCR) ی سی آرپ –مالتیپلکس  - 3
الینی، با ای مختلف استفاده می شود. در میکروب شناسی بدر این روش از چند جفت پرایمر اختصاصی برای هدف ه

ت توان عفون استفاده از این روش امکان شناسایی چندین عامل بیماری در یک نمونه بطور همزمان وجود دارد و می

 های مخلوط را تشخیص داد.
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 ( Amplification Refractory Mutation System-PCR) (ARMS-PCRی سی آر )پ –آرمز -4

د و از دو جفت ( برای تشخیص موتاسیون های نقطه ای بکار می روARMS-PCRپی سی آر ) _وش آرمز ر

های اوی پرایمرپرایمر استفاده می شود. در این روش، واکنش در دو لوله جداگانه انجام می شود که یکی از آنها ح

 ر موتاسیونثیر در لوله حاوی پرایمنوع موتاسیون یافته و دیگری حاوی پرایمرهای نوع معمولی است. چنانچه تک

، نشان دهنده هدف، موتاسیون اتفاق افتاده است و تکثیر در لوله حاوی پرایمر معمولی DNAیافته انجام شود، در 

ر دمت دارویی آن است که موتاسیونی اتفاق نیفتاده است. از این متد می توان در تشخیص موتاسیون های مولد مقاو

 رد.ها استفاده کباکتری
 

  RT-PCRاکنش زنجیره ی پلیمراز نسخه برداری معکوس :  و -5
( ( برای  PCRراز ( تعدیلی از واکنش زنجیره پلیم RT-PCRواکنش زنجیره پلیمراز نسخه برداری معکوس ) 

 .و سپس تقویت آن می باشد  DNA( توسط تبدیل آن به  RNAتقویت اطلاعات محتوی اسید ریبو نوکلئیک )

مکمل نسخه برداری می شود و با  DNAخود یا  DNAدر ابتدا به صورت معکوس به مکمل  RNAرشته ی 

حله مر 2یا  1 حاصله با استفاده از واکنش زنجیره پلیمراز دنبال می گردد . این می تواند یک فرآیند DNAتقویت 

 ای باشد .

لیمراز ار می رود ، از طریق پبک DNAواکنش زنجیره پلیمراز خودش فرآیندی است که برای تقویت نمونه های 

DNA . با واسطه ی حرارت 

PCR  نسخه برداری معکوس نباید با واکنش زنجیره پلیمراز زمان واقعی که غالباَ به صورتRT-PCR  خرید و

 فروش می شود ، اشتباه شود .
 

 Real time PCR. روش 6
در طول زمان می  PCRواکنش تکنیکی برای مشاهده بی وقفه ی پیشرفت  Real Time PCRبه طور کلی 

 مود.( را نیز اندازه گیری نRNAیا  DNA,cDNA) PCRباشد. همچنین با این روش می توان مقادیر تولیدات 

ایش می ( می باشد که در طول واکنش افزReporterاین روش بر مبنای فلوروسنت تولیدی از مولکول گزارشگر )

می شوند  دو رشته ای باند DNAصورت رنگ هایی می باشند که به یابد. مولکول ها ی گزارشگر فلوروسنت یا به 

می باشند. این  TaqMan® Probesو یا بصورت شناساگرهای توالی های خاص مانند  SYBR® Greenمانند 

د به ماید. محدوتکنیک می تواند با حداقل اسید نوکلئیک آغاز شود و مقدار تولید نهایی را با دقت زیادی تعیین ن

رد. این روش معمولی دا PCRزمان و ذخیره منابع نمی باشد، به راحتی قابل اجرا است و دقت و حساسیت بالاتر از 

ه معمولی در مرحل PCRولیه واکنش دارد در حالی که تشخیص در را در مرحله ا PCRتوانایی تشخیص بسط 

 نهایی واکنش می باشد.

 Real Time PCRکاربردهای 

ای هDNAدر ژنوم یا  DNAاندازه گیری میزان همانند سازی  -mRNA . 2تحقیقات میزان بیان  -1

 -6یماری زا. عوامل ب تشخیص -DNA 5سنجش آسیب های . -4میزان تأثیر دارو درمانی.  -3ویروسی. 

 سنجش تفکیک شدن آللی.-7تعیین ژنوتیپ افراد. 
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  : PCRکاربردهای 
ست که اکاربردهای نا محدودی در عرصه های مختلف زیست مولکولی دارد ، علت اصلی این امر این  PCRتکنیک 

DNA  الگوی بکار رفته درPCR اد .را می توان از منابع مختلف تامین کرده و مورد استفاده قرار د 

 به دو منظور اصلی بکار می رود :  PCRبطور کلی 

 یه ی  نسخه های متعدد از یک ژن ته – 1

  DNAی حضور یا عدم حضور یک ژن خاص در یک قطعه بررس – 2
 

 تهیه ی نسخه های متعدد از یک ژن :         • 

ه کنند ، یکی از به محیط واکنش اضافرا به یک میزان  PCRبرای این کار بجای اینکه هر دو پرایمر مورد نیاز برای 

، در ابتدا هر دو  PCRپرایمر ها را به تعداد کمتر پرایمر دیگر را به تعداد بیشتر اضافه می کنند . در هنگام انجام 

رایمر آن پرشته با هم همانند سازی می کنند ولی پس از تمام شدن یکی از پرایمر ها فقط رشته دیگر که هنوز 

 PCRان ه می شود و به همین دلیل نسخه های بیشتری از این رشته بوجود می آید. پس از پایوجود دارد ساخت

جر بکار دو رشته ای از ژن مورد نظر ایجاد خواهد شد که می توان به طور مستقیم در روش سان DNAچند نسخه 

 برد .

 

ی انسان ا بر روی کروموزومهابررسی پیوستگی ژنها و تعیین فاصله ی بین ژنه PCRمثال دیگری از کاربردهای 

ی استفاده م است . در ژنتیک برای تعیین فاصله ی بین ژنها از بررسی تعداد نوترکیبها به نسبت فنوتیپ والدین

ست به اشود . این روش برای مگس سرکه که زادآوری آن در هر نسل بسیار زیاد و دوره ی رشد آن نیز کوتاه 

ی ممانی زیاد زانسان که زاده های آن در هر نسل بسیار محدود و با فاصله ی  راحتی قابل انجام است ولی در مورد

 PCRفاده از باشد ، این بررسی هابه سختی و با محدودیت بسیار انجام می گیرد . ولی امروزه دانشمندان با است

شود .  ستفاده میسپرم اروش جدیدی را برای این کار پیدا کرده اند . برای این کار از بررسی آللهای موجود در یک ا

و ژن بر ی همزمان داز آنجائیکه اسپرمها هاپلوئید بوده و در هر اسپرم از هر کروموزوم یک عدد وجود دارد ، با بررس

در  عیین کرد .تروی یک کروموزوم و تعیین میزان نوترکیبی بین این دو ژن می توان فاصله ی ژنتیکی بین دو ژن را 

از این روش ثابت  فرزند یک خانواده برابر است . با استفاده 1000اسپرم با بررسی  1000ی واقع از نظر ژنتیکی بررس

 شده است که میزان نوترکیبی کروموزومها در مردها با میزان نوترکیبی در زنها متفاوت است . 
 

 :  DNAبررسی حضور یا عدم حضور یک ژن خاص در مخلوطی از     •

 مهمترین کاربرد آن و علت اصلی PCRاربرد دوم به جرات می توان گفت که این ک

 ند از : گسترش روزافزون آن در کلیه ی شاخه های علوم زیست مولکولی است . تعدادی از این کاربردها عبارت

 ( تشخیص قبل از تولد بیماریهای ژنتیکی :   الف

برای یک ژن بیماری مجاور می کنند در این روش تعدادی از سلولهای جنین را استخراج کرده و با پرایمر اختصاصی 

تفسیر  PCRانجام می دهند . پس از پایان  PCR، همچنین بطور جداگانه با پرایمر ژن سالم نیز مجاور می کنند و 

انجام شود ، جنین یک ژن سالم و یک ژن بیمار دارد  DNAآزمایش چنین خواهد بود : اگر در هردو لوله سنتز 

فقط در لوله ای که شناساگر مخصوص ژن بیمار وجود دارد  DNAیست . اگر سنتز یعنی حامل است ولی بیمار ن
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فقط در لوله ای که حاوی شناساگر ژن سالم است  DNAانجام شود جنین بیمار است و باید سقط شود . اگر سنتز 

 انجام شود ، جنین کاملاَ سالم است .

 Cysticخونی داسی شکل ، سیستیک فیبروزیز )امروزه بسیاری از بیماریهای ژنتیکی مانند هموفیلی ، کم 

Fibrosis  یهان ، دیستروفی عضلانی دوشن ، فاویسم ، فنیل کتون اوری و غیره را می ن –( ، تالاسمی ، سندرم لش

 تشخیص داد.  PCRتوان به کمک 

 ( تعیین جنسیت جنین :  ب

می دهند و  آزمایشگاهی با اسپرمها آمیزشبرای این کار تعدادی از تخمک های زن را خارج می کنند و در شرایط 

ولی برسد . سل 10هر یک از سلولهای تخم تشکیل شده را بطور جداگانه کشت می دهند تا اینکه جنین به مرحله ی 

وارد می  PCRدر لوله  yسپس از هر جنین یک سلول را جدا کرده و همراه با پرایمرهای اختصاصی برای کروموزوم 

(  yروموزوم پایان الکتروفورز انجام می شود . در هر یک از لوله ها که جنین نر ) یعنی کو در  PCRکنند.سپس 

ص می صورت می گیرد و در لوله ی دیگر نه . حال جنسیت تمامی جنین ها مشخ DNAوجود داشته باشد ، سنتز 

زه تکنیک اد . امرودادر انتقال باشد و می توان به اختیار خود پسر یا دختر را انتخاب کرده و جنین مورد نطر را به م

وفیلی ( ) مانند هم Xفوق علاوه بر تعیین جنسیت برای خانواده هایی که در معرض خطر بیماریهای وابسطه به 

یمر اده از پراهستند نیز استفاده می شود . به این صورت که جنین ها ی اولیه را از نظر وجود ژن بیمار با استف

 ار می دهند و جنین سالم را به مادر منتقل می کنند .اختصاصی  آن مورد بررسی قر

نتقال مجدد به او  PCRشاید باورنکردنی باشد که تمامی مراحل بالا یعنی استخراج تخمک از مادر ، لقاح ، تکثیر ، 

 مادر در مدت زمان یک روز قابل انجام است .

 جنین وارد ران بارداری مقداری از سلولهایراه دیگر تعیین جنسیت جنین استفاده از خون مادر است . در طی دو

 نسخه از این قطعه بر روی 5000) در حدود  DYZlبرای قطعه ی     PCRخون مادر می شوند . حال اگر 

د پس این ژن ندار yقرار دارد ( بر روی خون مادر انجام شود و جواب مثبت باشد چون مادر کروموزوم  yکروموزوم 

 است و جنس جنین نر تعیین می شود .  جنین yمربوط به کروموزوم 

 بررسی عفونت های باکتریایی و ویروسی :          • 

ون محیطی برای تشخیص ایدز استفاده می کنند. برای این کار از خ PCRهم اکنون در بعضی از آزمایشگاهها از 

سنتز  ،ستفاده می کنند نیز به عنوان شناساگر ا HIVنمونه گیری می کنند و از توالی های اختصاصی ویروس 

DNA .نشان دهنده ی عفونت ایدز است 

د رشد در تشخیص بیماری سل می باشد . مایکوباکتریوم توبرکلوزیس یک باکتری بسیار کن PCRاستفاده دیگر 

رد فبیماری سل از نمونه ی خلط  PCRروز طول می کشد. در  20است و رشد معمولی آن در آزمایشگاه حدود 

یرد . قرار می گ ه پرایمرهایی که برای توالی خاص مایکوباکتریومهای مکمل می باشند ، مورد استفادهبیمار به همرا

بدست آمده در مجاورت شناساگرهای اختصاصی برای سوشهای مختلف  DNAقطعات  PCRپس از انجام 

 مایکوباکتریومها قرار می گیرد و به این صورت گونه و سوش آن تشخیص داده می شود .

 تشخیص جهش ها و سرطان ها :          • 

سی این در هر سلول معمولاَ از یک ژن فقط یک نسخه وجود دارد ، و در صورتی که این ژن دچار جهش شود برر

 مانند پیداهجهش بسیار مشکل خواهد بود ، زیرا در سلولهای انسان پیدا کردن یک ژن در میان کل ژنوم انسان ، 

ای این ژن هاهد بود و پس از پیدا کردن ژن جهش یافته نیز به دلیل محدودیت نسخه کردن سوزن در انبار کاه خو

 بررسی کمیت و کیفیت جهش در آن مشکل خواد بود .
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جداگانه  کار را بسیار راحت نموده است . کافی است که یک سالم و یک سلول جهش یافته بطور PCRولی امروزه 

تی می حصولات حاصل با هم مقایسه شوند . به این ترتیب به راحقرار گیرند و م  PCRبرای یک ژن خاص تحت 

 توان محل جهش ، نوع جهش و هر نوع اطلاعات لازم دیگر را به دست آورد .

ن داروهای در بررسی مراحل درمانی سرطان می باشد . داروهای مورد استفاده در درمان سرطا PCRاستفاده دیگر 

د ان مایل انبسیار زیادی به همراه دارند. به همین دلیل نیز سرطان شناس سیتوتوکسیک می باشد که عوارض جانبی

 ف نمایند ،که از مراحل بهبودی سرطان اطلاع داشته باشند تا به محض از بین رفتن سلول بدخیم درمان را متوق

تفاده از اسولی در صورتی که بهبودی کامل حاصل نشده باشد ، احتمال عود مجدد بیماری وجود خواهد داشت. با 

PCR  دقت تعیین سلولهای سرطانی بسیار بالا می رود که اهمیت آن ناگفته پیداست و به همین دلیلPCR  منفی

 را می توان به معنای بهبودی کامل در نظر گرفت .

  

 تعیین توالیهای کروموزومی انسان در سلولهای هیبریدی ) هتروکاریونها ( :          •

 ای حیواناتی ژنوم انسان ، تلفیق ) هیبرید کردن ( هسته های سلولهای انسانی با سلولهیکی از تکنیکهای بررس

یتاَ اتا اینکه نه دیگر مثلاَ موش است . پس از انجام تلفیق دو هسته ، کروموزومهای انسان به تدریج حذف می شوند ،

شود که  سی های بیشتر لازم مییک کروموزوم در درون هسته هیبریدی باقی می ماند . حال گاهی به منظور برر

زنوع ای این کار این قسمتهای ژنوم انسان تکثیر شوند ، مثلاَ وقتی که یک ژن خاص مورد بررسی قرار می گیرد . برا

 معروف است استفاده می شود. Alu-PCRکه به  PCRخاصی از 

ای ین توالی هنوم ها می باشد ، ادر این روش از پرایمرهایی استفاده می شود که مکمل توالیهای بسیار تکراری ژ

می  Aluای بار در ژنوم انسان و دیگر پستانداران تکرار می شود را تکراره 900000جفت بازی که گاهی تا  300

ه همین بت است و بنامند . این توالی ها بسیار متغیر می باشند ولی در انسان قسمتی از این توالی ها اختصاصی و ثا

فاده کرد . قرار دارند است Aluکه بین دو تکرار توالی  DNAن از آن برای تکثیر قطعات دلیل به راحتی می توا

رار قورد بررسی را می توان خارج نمود و از نظر نوع پروتئین مورد سنتز و یا تعیین توالی و غیره م DNAسپس این 

ز ه تا قبل اومهای انسان است کداد . مهمترین استفاده روش فوق تعیین مکان ژنتیکی ژنهای مختلف برروی کروموز

 این روش تقریباَ 

 نا ممکن ویا بسیار مشکل بود . 
 

 :  PCR مشکلات         •

 آلودگی نمونه های مورد PCRمشکلات خاص خود را دارد . مهمترین مشکل  PCRبا تمامی مزیت های فوق 

ط خارجی که وارد محی DNAعه هر قط PCRبررسی است . به دلیل حساسیت فوق العاده و قدرت تکثیر زیاد 

PCR رد ثال در موشود ، مورد تکثیر قرار گرفته و نتایج عجیب و دور از واقعیتی به وجود خواهد آورد . برای م

رای ثبت کاذب بمتحقیقی که در تعیین جنسیت با استفاده از خون مادران باردار بیان شد ، در بین جوابها یک مورد 

عداد تلوم شد که به عنوان شاهد منفی استفاده شده بود ، وجود داشت . پس از بررسی مع یکی از زنان غیر باردار که

قیمانده ی شده است . گاهی نیز با PCRناچیزی از سلولهای پوست یکی از کارکنان مرد آزمایشگاه وارد لوله ی 

تشوی زیاد و می شود که در این مورد شس PCRهای قبلی باعث آلودگی  DNAحاصل از تکثیر  DNAقطعات 

 دقیق مشکل گشا است . 
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 :الکتروفورز

ی وشی کفته مرالکتروفورز از دو کلمه الکترو به معنای برق و فورز به معنای حمل تشکیل شده است. بطور کلی به 

ن ها و ودن پروتئیبشود که به کمک آن مواد باردار ، در یک میدان الکتریکی از هم جدا می شوند. با توجه به باردار 

ری یبات بارداسید های نوکلئیک ، از این روش برای جدا سازی انواع آن ها استفاده می شود. اسیدهای آمینه ترکا

ود و شسازی آنها هستند و لی به دلیل کوچکی اندازه تنها عمل الکتروفورز در ولتاژ بسیار بالا می تواند باعث جدا

رز را ل الکتروفوگرافی استفاده می کنند. علیرغم این که عممعمولا برای جدا کردن آنها از انواع روش های کروماتو

ر ن عمل را بمیتوان در مایع هم انجام داد ولی چون پس از قطع جریان ، نمونه ها جدا شده مخلوط می شوند ، ای

ا به یلز باشد و روی پایه ی جامد یا نیمه جامد انجام می دهند. پایه ی فوق می تواند لایه ی نازکی از استات سلو

ورت صجدا شوند  صورت ژل نشاسته ، اگارز یا اکریل آمید و ... باشد. انتخاب نوع پایه بر حسب موادی که قرار است

ست انجام می گیرد. به هر حال عمل نمونه گذاری معمولا در چاهک هایی که به همین منظور در ژل ایجاد شده ا

که  یی باید باشده شود که بیشترین تفاوت در بار پروتئین هاهایی برای الکتروفورز باید در نظر گرفت pH .می گردد

الکتروفورز  بطور تجربی بدست می آید. با توجه به انجام گرفتن pH هدف جداسازی آنهاست را به وجود آورد. این

ین که ادر یک میدان الکتریکی باید محیط واجد مقدار کافی یون جهت هدایت الکتریکی باشد و همچنین برای 

ا توجه به حضور بمعیین و ثابت قرار گیرند که این دو خواسته  pH نه بار مناسبی داشته باشد باید در محیطی بانمو

 .عملی است بافرها

 

 :الکتروفورز در ژل اگارز

 

 DNA الکتروفورز به وسیله ی ژل آگارز در حرارت اتاق در حالت افقی ، روشی استاندارد برای جداسازی قطعات

در مقایسه با ژل پلی آکریل آمید ، قدرت تفکیک کمتری داشته اما محدوده ی جداسازی بیشتری  است. ژل آگارز

را می توان در غلظت های متفاوت ژل آگارز از هم جدا نمود.  kbp 60 تا bp 200 به اندازه ی DNA دارد. قطعات

ست ریخته و حرارت می دهند ، تا ا EDTA برای ساخت ژل آگارز ، ابتدا پودر آگارز را در بافر مناسبی که دارای

محلول شفاف و روشنی حاصل گردد. این عمل را می توان با گذاشتن مخلوط بافر و آگارز در ماکروویو انجام داد. 

درجه ی سانتی گراد سرد کرده و بعد به درون قالب ژل الکتروفورز یا روی لام می ریزند تا  65سپس محلول را تا 

آگارز یک شانه ی پلاستیکی را روی لام یا درون قالب ژل آگارز قرار می دهند. این عمل سفت گردد. قبل از ریختن 

بدان جهت انجام می شود تا دندانه های شانه ، چاهک های کوچکی را در آگارز قبل از سفت شدن تشکیل دهد. 

ای شانه قرار داد و پس از برای تعیین فاصله ی دندانه های شانه تا کف ظرف قالب می توان لامی را در زیر دندان ه

تنظیم ، لام را برداشته و آگارز را اضافه کرد. زمانی که آگارز سفت شد ماتریکس ضخیمی را تشکیل می دهد که به 

مورد نظر به درون چاهک ها وارد می شود. هنگامی که جریان برق از  DNA مقدار غلظت آگارز بستگی دارد. سپس

 DNA خنثی دارد به طرف کاتد حرکت می کند. میزان مهاجرت pH فی درکه بار من DNA میان ژل عبور کند

 :در ژل به عوامل زیر بستگی دارد

 

 .مولکولهای بزرگتر ، آهسته تر از مولکول های کوچکتر در زمان یکسان عبور می کنند : DNA اندازه -1

وتی در غلظت های مختلفی از با سرعت های متفا DNA غلظت آگارز: اندازه های مساوی از مولکول های خطی -2

 .ژل آگارز حرکت می کند

با اندازه های یکسان در ژلی با  DNA مولکلول های سوپر هیلیکال ، حلقوی و خطی : DNA شکل فضایی -3
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غلظت مشخص با سرعت های متفاوتی حرکت می کند. اشکال مختلف به ترتیب متفاوتی حرکت می کنند که به 

نگامی که ژل سفت شد نمونه ها به آن اضافه گردد. دستگاه تنظیم برق را وصل کرده شرایط موجود بستگی داردو ه

در جهت اشتباه  DNA تا جریان برق بر قرار گردد. ضروری است که جهت صحیح الکترود ها رعایت شود وگرنه

 .حرکت خواهد کرد

انجام گیرد.  (EtBr) دیو برومایدباید رنگ آمیزی ژل با اتی DNA . پس از انجام عمل الکتروفورز برای مشاهده ی

نارنجی فلورسنس -نفوذ می کند و در زیر نور التراویولت به رنگ قرمز DNA این رنگ بین بازهای دو زنجیر

بستگی دارد. بعد از انجام الکتروفورز  DNA مشاهده می گردد. مقدار اتیدیوم بروماید مورد استفاده در ازای قطعه ی

وماید ، رنگ آمیزی شده و سپس با آب مقطر شست و شو داده می شود تا رنگ متصل ، ژل در محلول اتیدیوم بر

 .که به درون ژل وارد شده ، حذف گردد. سپس از آن ژل ، عکس برداری می شود DNA نشده به

 

  :روش

 

ی لیتر میل 30گرم را در  3/0ژل آگارز را با غلظت مورد نیاز جهت انجام الکتروفورز تهیه کنید. برای مثال  -1

ریخته بعد آن را وزن کرده و درون ماکروویو گذاشته تا خوب حل شود. دوباره  TAE درصد( از محلول 1)غلظت 

وزن کرده و مقدار آب بخار شده را با افزودن آب مقطر جبران کنید. سپس آن را درون قالب ژل الکتروفورز که حاوی 

 .ف ظرف قالب و در یک طرف باشدشانه می باشد بریزید. شان باید مختصری بالاتر از ک

درجه ی سانتی گراد  50برای تهیه ی ژل کوچک می توان از لام استفاده کرد. برای انجام آن محلول آگارز را تا  -2

سرد کرده و به آرامی و با دقت آن را روی سطح لام بریزید. توجه داشته باشید که شانه مختصری از سطح لام بالاتر 

 .باشد

  .دقیقه می باشد 30تا  20شود که حباب هوا ایجاد نشود. مدت زمان بستن ژل حدو باید دقت  -3

. میکروگرم در میلی لیتر از /5برخی از پژوهشگران ، قبل از ریختن ژل در روی لام یا درون قالب ژل ، مقدار  -4

وفورز ، رنگ را به خود می در هنگام الکتر DNA اتدیوم بروماید را به آن اضافه می کنند. در این حالت ، باندهای

گیرد. این عمل به علت آلودگی ظروف با اتدیوم بروماید که ماده ی خطرناکی است مورد تایید قرار نگرفته و بهتر 

 .است که انجام نشود

دقیقه بعد ) زمانی که ژل بسته شد( ژل  30تا  20هنگامی که ژل به درون قالب ژل الکتروفورز ریخته شد حدود  -5

 .بپوشانید و سپس شانه را بردارید TAE قدار کمی از بافررا با م

می باشد آن را (Loding Buffer) پس از این که اطمینان حاصل شد که نمونه مورد نظر حاوی ماده ی نشانگر -6

در درون یک  LB میکرولیتر از 2میکرولیتر از نمونه را با  20به درون چاهک های ژل وارد کنید. در این حالت ، 

ه اپندروف یا در روی سطح کیسه ی پلاستیکی مخلوط کنید. سپس ، مواد اضافه را در یخچال قرار دهید. در لول

موجود در نمونه باشد. لودینگ بافر دارای  DNA ضمن ، سعی شود که اندازه ی مارکر متناسب با اندازه ی

 .ومو فنیل یا گزیلن سیانول( استبه همراه یک رنگ ردیابی کننده )بر SDS گلیسرول یا ساکارز یا فایکول یا

 
 

 یدااتیدیوم بروم λ2پودر آگار ، TCR ،gr4/0باز  cc20:   مواد لازم ساخت ژل
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 مورد بالا :  6 تفسیر

طی تشکیل که در صورت درستی آزمایش باید خ  c+انجام نشده است زیرا  pcr : آزمایش اشتباه ،  به طور کلی 1

 دهد خالی مانده.

 ی کرده است. شده و آن را آلوده به بیمار c-: آزمایش اشتباه زیرا آلودگی در هنگام آماده سازی آزمایش وارد 2

3 :pcr  1شده و به درستی انجامt  .بیمار است 

4 :pcr  به درستی انجام نشده است و جای+c  و-c .عوض شده 

 عوض شده. c-و  c+: آزمایش اشتباه زیرا  جای 5

 .بیمار نیستند 2tو  1t: آزمایش به درستی انجام شده و 6

 

 

 

 
 

    1  --- 
 

2---        ---          ---       ---      ---      
          

      3   ----         ----                      --- 
 
      4   ----                         ---- 
 
       5  ----                         ----                 --- 
 
      6  -----       -----                


