
  

  

  

  

  



 

  دعای ϐطاԾϨه
  

  الَلهم اَخرجِني من ظُلمُات الوهمِ واكَرِمني بِنوُرِ الفهَمِ 
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  برِحَمتك يا اَرحم الراّحمينَ
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  պࣶن ώܧ܊با॑ن ώܧ܊بان уو ای
  

  
تكثيـر و  . ي مؤلف، مترجم و ناشر آن است دوست عزيز، اين كتاب حاصل دسترنج چندين ساله
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  .گردد آمدهاي ناگوار در زندگي و محيط ناسالم براي خود و فرزندانمان مي جامعه و بروز پي

 گران احترام بگذاريمبياييد به حقوق دي
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  :ن ϋؤϨفԾ͗ҭه զϓ ط 
  

  

توانسـته اسـت جايگـاه خـود را در بسـياري از       Real Time PCRامروزه تكنيك 
ها در جامعه آزمايشگاهاي بـاليني و   ترين تكتيك يكي از پر كاربرد علوم پيدا كند و به

كتاب حاضر كه به اصول تئـوري و مبـاني كـاربردي ايـن     . پژوهشي تبديل شده است
هـاي اوليـه دانشـجويان و پژوهشـگران را در      تواند به خوبي نياز پردازد، مي تكنيك مي

بـا وجـود   . هـا مرتفـع سـازد    ي آشنايي و بكارگيري آن در مطالعـات و پـژوهش   زمينه
هاي فراوان اين تكنيك ، سعي شده است بـه تمـامي    محتواي بسيار زياد و پيچيدگي

ترين شكل ممكن اشـاره شـود تـا دانشـجويان و علاقـه منـدان        مفاهيم پايه در ساده
اميد اسـت كـه ايـن    . بتوانند به خوبي با اين تكنيك آشنا شوند و از آن استفاده كنند

هم بسـزايي را در پيشـرفت دانشـجويان در فراگيـري ايـن تكنيـك و       كتاب بتواند س ـ
  .رسيدن به نتايج درست و قابل قبول را ايفا كند

  

  

  تقدير و تشكر

  نيما محمدزاده



 

  فهرست مطالب

  صفحه  عنوان
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ن سـاختار    
ختار ايـن    

  PCR2راع   
ـت جـايزه     
رش داده و     
فلورسـنت    
 از يك يـا  

شـد كـه از   
سـتخدام او  
بـه دنبـال   

هـا   آن. ـود   
در اين . شد

سپس ايـن  
تي تـوالي  
. ده و ببـرد    

بـراي   سـي 
                
1. Kary M
2. Polyme
3. Russle H
4. Real Tim
5. Quantit
6. Erlich 
7. Oligome

 

رشته حلقـوي بـودن 
بـرداري از سـا ي پرده
بـا اختـر1ليسي مـو  

 كه منجـر بـه دريافـ
ن تكنيـك را گسـتر

PC   بـا مـواد فهمـراه
مر سيگنال فلورسنت

 كردن ژن، متوجه ش
ر اين باره منجر به اس
ب 6ه آزمايشگاه ارليش

 در مـواد ژنتيكـي بـ
ش PCRي براي ايده 

 خود جفت شده و س
گر اين پروب به درست
ن را شناسـايي كـرد

بررسموليس هنگـام   
                                

Mullis 
erase Chain Reaction
Higuchi 
me PCR 
ative PCR 

er Restriction 

RT-qPCRكنيك 

و كريك مبني بر دو
هاي زيادي براي تلاش

كـري نـام  بـه  شـمندي 
لابي در علم به پاكرد

و همكـارانش ايـن 3ل 
CRكيبي از تكنيـك  

مستم آوري جمعناي 
  .ا است

و كلون DNAز سنت
و شور و هيجان او در
ن سال بعد زماني كه
هاي تك نوكلئوتيدي

كه مبنايي ندكرده بود
ه توالي هدف مكمل

در حالي كه اگ. شد مي
توانسـت آ نزيم نمـي 

1983ت و در سال 
                                

n 

اي بر تكن خلاصه

اي از واتسون و نظريه 
از انتشار اين نظريه تلا

دانش در ايـن مسـير  . 
انقلا 1984در سال  

هـا روزل ر همين سـال 
واقع ترك كردند كه در

به معن RT-qPCRيا
ها طي چرخهدر  مراز 

 PCR  
سا موضوع سميناري ب

ده كرد وتوان استفا ي
چندين .شد Cetusد 

ه ي شناسايي جهش
ابداع ك 7مرينده اليگو

تيدي نشاندار شده به
حدود كننده بريده م

شد آ ت نميا آن جف
 اين روش وجود داشت

                                

 خچه
با انتشار تف راز حيا

پس ا. سان شروع شد
 وراثتي صورت گرفت

)مراز اي پلي ش زنجيره
در. شد 1993ر سال 

RT. PCR4 را ابداع ك
ي qPCR5در واقع . د

اي پلي كنش زنجيره

ن كشف اتفاقي
س حضور درس پس از 
مي DNA  براي توليد

ز سنتز اليگونوكلئوتيد
هاي جديدي برا روش

را به نام محدودكنن ي
ك پروب اليگونوكلئو

ه وسيله يك آنزيم مح
ا شناسايي نكرده و با
ت بسياري بر سر راه
                                

  

تاريخ
كشف
ژنوم انس

ي ماده
واكنش(

نوبل در
 Rروش
شدبا مي

چند واك

داستان
موليس

شيمي
در مركز
يافتن ر
تكنيكي

روش يك
دايمر به
هدف را
مشكلات

            



Ta  پليمراز
   Cetus  و

بابـا بـاغي      
 به بخـش  

و پـس   شده
س از ايجـاد      
ـگاه علـوم   

ي آشـكار   
كـه بـراي      
پرايمرهاي 
اكـنش در  

 تشـخيص   
تـر   عت بالا

ـك ژن يـا   
  .شد

كـاربرد   يت
 ،ص سـرطان    

ه درمـان و    
ن، سرطان 
 و رفتـاري  

                
1. Messen

 

aqآنزيم  1987و  19
PCR 1 بـا همكـاري

فيـع و از آسايشـگاه ب
 درمان شده از جذام
شن استنفورد منتقل 

س بـه مـرور و پـس
دانشـ حقيقـات سـل    

 .است ده

شود كه بـرا تفاده مي
ـن در حـالي اسـت ك

كه در آن نيز از پ. شود
 و همزمان با انجام وا

هـاي  در آزمايشـگاه   
شتن حساسيت و سرع

يـ هـاي  نسـخه عـداد  
داشته باش كپي از ژن 

پزشكي و صنعت ، غير 
ي ژنتيكـي، تشـخيص

اي مقـاوم بـهه ـ روس 
ري از پوسيدگي دندان

هاي شخصيتي يماري

                                
nger RNA 

 RT-qPCRكنيك 

985در . دست يافت 
1000 Thermal Cy

 توسط عبدالناصـر رف
هاي بيماران از نمونه

دن به سرپرستي جان
سـپس. گرفت صورت مي

 اليـه در مركـز تح شـار
يز و راه اندازي گرديد

رهاي اختصاصي است
ايـ. باشد اكت ميدژل 

Real  شو استفاده مي
كمك نور فلوروسنت

  .باشد ي

پـر كـاربرد هاي  ابزار
اين تكنيك با داش. ت

تري از ميزان تع  بيش
3 الي 1و حساسيت 

پزشكيهاي  حوزه  در
هـاي شـخيص بيمـاري  

ماني در تشخيص ويـر
گير ي تشخيص و پيش

شخص كردن برخي بيم

                                

اي بر تكن خلاصه

PCRكلات به نظريه
 PCR   به نـامycler

 .شدند
روش براي اولين بار
سي شروع شد در آغا

دانشگاه لند UCL ي
 ،PCR ها ص روي آن

توسط مش PCRشگاه 
رسماً تجهيشمسي  1

RT.P  
يك ژن از پرايمر يفي

كتروفورز و دستگاه ژ
Time PCRنام  ش به

 ولي آشكارسازي به ك
ده و قابل ملاحظه مي

qPCR   
Real Ti به يكي از

قاتي تبديل شده است
تواند اطلاعات بسيار

 mRNA1 (با دقت و
تحقيقاتي - شخيصي

تش بـراي در پزشـكي    
ارزيابي روند درم ،وني
پزشكي زا، در دندان ي

پزشكي براي مش  روان

                                

ردن راه حل اين مشك
ه دما و اولين ماشين

Perkin-E وارد بازار ش
ران به كارگيري اين ر

شمس 1370 در سال 
كده پزشكيدانش لوژي
از آن ها، DNAخراج 

ي لازم، اولين آزمايش
379در سال   تبريز

PCRبا  PCRت 
PCR  كيجهت بررسي

تيجه نياز به ژل و الك
از روش يك ژن كمي

شود صي استفاده مي
ر دستگاه مشخص شد

Rهاي   از كاربرد
me PCRه دستگاه 
هاي تحقيق  آزمايشگاه
ت مي PCRبه تكنيك 

تعداد(بيان آن ژن را 
تشعنوان ابزار  كنيك به

به طـور مثـال د.  دارد
هاي عفو ها و بيماري ي

هاي بيماري ص ميكروب
حتي در .باشد مي...  

  .شود  مي
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پيدا كر
مقاوم به
Elmer
در اير
تبريز و
باكتريول
از استخ

بسترهاي
پزشكي

تفاوت
Rدر 

كردن نت
كبرآورد 
اختصاص

افزار نرم

برخي
امروزه
طبي و
نسبت ب
ميزان بي
اين تك
فراواني

بدخيمي
تشخيص
دهان و
استفاده
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ص در مـورد  

ري نيست 
ر تغييـرات     
 .ماني باشد

ـر داروهـا   
 را افزايش 

ن تكنيـك  
ملي مثـل     

تشـخيص   
 از درمـان   

ـا بررسـي   
ن موفقيت 

و مـاني يـا       

 ٤يـر گونـه    

 ،رم داوند    

                
1. Drug Th

 cDNA. شـود    
هـا   ر پروكـاريوت  

2. Infection
3. Genotyp
4  . Subtype 

 

ي مختلف به خصوص
 .باشد  مي

ته اين ژن عامل بيمار
مـورد نظـر بـر يروي

ي وضعيت درم دهنده
بطور كلي اثـ: ي خاص

 تجزيه كننده داروها
 . شوند

ت به مراتب بالاي اين
ن ميـزان دقيـق عـوا

،ساسـيت ايـن روش  
بعـد يـا  حين و ،قبل

بـ. اي دارد هژيكي وي ـ
ها با هم ميزان يسه آن

ـورد نظـر در ژن درم
 .شود استفاده مي 
گزينـي و تعيـين زي ه 

ومـوزومي مثـل سـند

                                
erapy Efficacy  

به كار گرفتـه مـي cDNAليد 
هـا در كلون كردن ژن يوكـاريوت 

n Dose 
ing 
 

RT-qPCRكنيك 

هاي د بيان سايتوكاين
ليشمانياتك ياخته  

البت(ر يك ژن خاص 
شود و اثر دار رفته مي
تواند نشان د ن ژن مي

كردن داروي زهمتابولي
هاي وهي بيان آنزيم

ش يه كننده داروها مي
حساسيت: ٢مل عفوني

نتعيـي . يا كرده است
 .باشد ند مي

حس :هـا   بازگشـت آن  
تشخيص قاين ت كه 

هاي ايمونولوژ شاخص
 و بعد از پيوند و مقاي

وكتـور حـاوي ژن مـ
qPCRشده است از 

ص قبل از تولد لانـه

هـاي كرو  ناهنجـاري     
 .شد

                                

PCR د دارد كه براي تولنيز وجو
اغلب براي ك cDNAس كريپتاز 

اي بر تكن خلاصه

  :qPCR تكنيك 
رد وسيع آن در مورد

نظيرهايي  ي و پاتوژن
براي اين منظور: ١دارو
در نظر گر .)شود  مي

تغيير بيان اين. شود ي
هاي كبدي براي مت يم

گرو.  دو صورت است
هاي تجزي  مهار آنزيم

يي و تعيين دوز عوام
يق يك پاتوژن را مهي
ن افراد آلوده ارزشمن
وني و تعيين ريسـك

سالم استي ها  سلول

هر فرد ش: پيوند اعضا
دهنده و گيرنده قبل

 . 
ت براي تعيين دوز و

هاي بافتي ش رد سلول
رين كاربرد آن تشخيص

 .باشد مي
ل تشـخيص نـاقلين

باش و غيره ميها  ز آلل

                                

Rيا همان ريورس ترانس كريپتاز 
با آنزيم ريورس ترانس. شته است

ي از موارد استفاده از
كاربر :ها ژن بيـان رسي 
خود ايمنيهاي  ماري

زيابي ميزان كارايي د
به عنوان ماركر تلقي
ن اين ژن بررسي مي
رسي بيان ميزان آنزي
 روي آنزيم كبدي به
ده و گروه ديگر باعث
ربرد در جهت شناسا
كان تعيين ميزان دقي

HI  وHBV در درما
هاي خو رسي سرطان

لول سرطاني از ميان
 .ل انجام است
فقيت پيين ميزان مو

ها در فرد د ن شاخص
.شود وند مشخص مي

در اين حالت: ن درماني
كه وكتور وار زيابي اين
تر متداول: ٣وتايپينگ

ها م و باكتريها  روس
خي موارد ديگـر مثـل

تمايز, SNP١شخيص 

                                

ي RT-PCRنيك ديگري با نام 
DN  سنتز شده ازRNA تك ر

 .شود ي

  
برخي

برر. 1
بيم

ارز. 2
و ب
بيا

برر. 3
بر
داد

كار. 4
امك
V

برر. 5
سل

قابل
تعي. 6

اين
پيو

ژن. 7
ارز

ژنو. 8
وير

برخ .9
تش

            

تكن: پانويس
NAكه يك 

استفاده مي



/ ن آرگـون      

در . ي كنـد    
و  DNAي  
 . گيرد ي

هـاي   تفاده    
ي بـه طـور    

        
 ژنتيكي در 

2  . Genetica
در صورت  .ست

4. Source L
5  . Detection

 

  

ي از جملـه ليـزر يـون
 گزنون

روسـنت را شناسـايي
هـاي ارسازي مولكول

ملكردشان صورت مي

ي مختلـف بـراي اسـت
باشد ولـي بيه هم مي

  

              
ه بهترين ماركرهاي اختصاصي

ally Modified Organism
 دليل داشتن آلل غالب سالم اس

Light 
n System 

 RT-qPCRكنيك 

  ر پزشكي 
  ها يا مواد گياهي 

و گياه  با انسان، دام

  .ست
امل منـابع مختلفـي

گ هاي لامپ/ تنگستن
تواند بازجـذب فلور ي

راي شناسايي و آشكا
 مولكول بر اساس عم

هـاي يي بـا عملكـرد  
ها تقريبا شب  دستگاه
: كرد بندي ه تقسيم

               
گويند كه اي از ژن را مي  منطقه

 .د
ms 

برقرار باشد فرد هتروزيگوت به
L شود گفته مي  

اي بر تكن خلاصه

كنيك در موارد غير
لود ميكروبي در غذاه

  قانوني و جنايي 

هاي مرتبط ر بيماري

  يم 
بخش تشكيل شده اس

تواند شا ر دستگاه مي
هاي كوارتز هالوژن تن

ه ميناساگر در دستگا
هاي فلورسانت بر كول
بندي نوع تقسيم. شود

(Thermal C 

  هاي ريل تايم
ها اند دستگاه  توانسته

ند كه اساس كار اين
يل تايم را به دو دسته

 

              
Singl .اي در هاي نقطه جهش

باشند در جامعه مي% 1ي حداقل 

ي برفتي كه رابطه غالب و مغلوب
LOHكند به آن بيماري  روز مي

هاي اين تك ي كاربرد
نعت بررسي كميت ل
ده در علوم پزشكي ق

  ٢ GMOيص 
ها در يص انواع پاتوژن

L٣  
ي دستگاه ريل تاي

ب 4از  qPCRستگاه 
منبع نور در: 4نبع نور
لامپ / LEDزرهاي 

شن: 5يستم آشكارساز
از مولك qPCRنيك 

 RNA ش استفاده مي
(Cyclerمال سايكلر 
  افزاري ك بسته نرم

ه مختلف دستگاه
هاي زيادي ه شركت

ي طراحي و توليد كنن
هاي ريل توان دستگاه ي

 هاي چرخشي ستگاه
  .هاي پليتي ستگاه

               
le Nucleotide Polymorp

مورفيسم با فراواني كه داراي پلي

Loss of Heterozyg .در صف
هش در آلل غالب كه در فرد بر
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برخي
در صن
استفا
تشخي
تشخي

LOH
اجزاي
هر دس

من. 1
ليز

سي. 2
تكن
يا

ترم. 3
يك. 4
م نواعا

امروزه
متنوعي
كلي مي

دس. 1
دس .2

      
1. phism

فرد است ك

3. gosity
حذف يا جه
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 .باشـد  مـي 
يرنـد نـور   
بيـه شـده   
رار گرفتـه  

ستگاه بـه  
هـا   نش آن   

 

م QIAGEN تشـرك 
گي صفحه گرد قرار مي

ه در كنار دستگاه تعب
در وضعيت خوانش قر

 
  هـاي مخصـوص  

  
 QIAGENكت  

A كاركرد د. باشد مي
و تـابش نـور و خـوان

  .شوند رزيابي مي

  
  شـركت   پليتـي 

RT-qPCRكنيك 

هاي ش ها دستگاه  آن
ها بر روي يك ص مونه

آن توسط فيلتري كه
ها د تك تك نمونه ،ه

 
ه گيـري ميكروتيـوپ  ار

  .باشد ه مي

Rotor Gen 6 از شـرك
  مختلف آن

ABIهاي  ها دستگاه ن
وخصوص قرار گرفتـه  

ها قرار گرفته است ار 

ي ريل تايم در دستگاه

اي بر تكن خلاصه

ترين خشي كه معروف
باشد كه نم صورت مي

شود و جذب آ يده مي
رخيدن روتور دستگاه

ور دستگاه كه محل قر
دستگاه) ميكروليتري 0

6000ـتگاه ريـل تـايم    
لكرد دستگاه و اجزاي م

ترين آن ي كه معروف
ا درون يك پليت مخ
 در بالاي پليت نمونه

هاي ت قرار گيري نمونه
ABI step 

  هاي چرخشي گاه
هاي چرخ دل دستگاه

ص  اين دستگاه به اين
بيتاها   پايين به نمونه

با چر. شود خوانش مي
 .شوند ي مي

وتور: 1شكل 
1/0استريپ (

دسـ :2شكل
مكانيسم عمل

  هاي پليتي گاه
هاي پليتي دل دستگاه

ها نمونهورت است كه 
هايي كه ليزر و فيلتر

پليت :3شكل
p one plus 

  
دستگ
در مد
كاركرد
ليزر از

است، خ
و ارزيابي

دستگ
در مد
اين صو
توسط ل



ل واكـنش   
. شان دهـد 

  

 

  
ABI step on 

 
و  ABIشــركت 

ز است كه در محلـول
ه را به ما نشر هر مرحل

.است پروب يا وسنت

 RT-qPCRكنيك 

neهاي پليتي دستگاه  

 Step one plus از ش

RT-qP   
نيا PCRاه ريل تايم 

ميزان دقيق تكثير در
  :ها شامل ترين آن م

فلوروهاي  رنگ با شده

اي بر تكن خلاصه

كانيسم عملكرد دستگاه

اي مختلــف دســتگاهز
  لكرد آن

PCRستفاده در 
دستگا در تكثير ميزان

ورسنت قرار بگيرد تا م
د كه مهمنشو سيم مي

  آزاد؛هاي  رنگ
ش دار نشانهاي  رايمر

مكا :4شكل

جــزا :5شــكل
مكانيسم عمل

مورد اسهاي  رنگ
م ظور مشخص كردن

انگر يا همان رنگ فلو
ها به چند دسته تقس گ
ر بر مبتنيهاي  روش 

پر بر مبتنيهاي  وش
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رانواع 
به منظ
يك نشا
اين رنگ

)الف
رو) ب
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سـاس ايـن   
گ آزاد بـه   
 مرحلـه از  
لـف قابـل        

چـرا كـه    
ه هـم نيـز     
  ،ـايبرگرين 

ه مولكـول     
ـزان رنـگ   
ستگاه قابل 
ميـزان آن      
  رنـگ بـه   
  است كـه 

د و نتـايج   
ه صـورتي   
ظور آنـزيم  

                
1. EVA Gre
2  . Maximum
3. Maximum
4. Free Dye

 

اس. شـود   استفاده مي
رنـگ ،هـاي الگـو   شـته  

ساگر دستگاه در هر
ثيـر در مراحـل مختل
.مبتني بر پـروب دارد 

هـا بـه ز اتصال پرايمر
سـ ماننـد  )ختصاصـي   

  د 
 4هاي آزاد گ

SYBR GREE
EVA GREE 

BOXT 

در هنگـام اتصـال بـه
ميـ PCRه ابتـدايي   

شد و در واقع براي دس
ـدن نـور فلورسـنت م

ايـن. باشـد  ثيـر مـي    
 معايب بزرگ آن اين

شـود مر نيز متصل مي
كردن آن بايد بـه ينه

به اين منظ. دنجاد شو

                                
een 
m Emission 
m Absorption 
es 

RT-qPCRكنيك 

 DNA اي دو رشته
ي جديـد از روي رش

سيستم شنا. كند مي
ن ترتيـب ميـزان تكث

هاي مب نسبت به روش
 و محصولات ناشي از

هـاي غيـر اخ رنگ( د

فلورست پر كاربردهاي  
رنگ )نانومتر(3جذب 
497  EN
497  EN
515  TO

د شـود و  حسوب مـي 
در چرخـه .كنـد  دا مي

باش  بسيار ضعيف مي
حله با زيـاد شـن مر

در هـر مرحلـه از تكث
يكي از .شود صل مي

متصاصي و پرايمر داي
بهي دهد، بنابراين  مي
غير اختصاصي ايج ت

                                

اي بر تكن خلاصه

 هاي آزاد ر رنگ
متصل شونده به آزاد

ي ه پس از سنتز رشته
شود و نور گسيل م مي

بـدين كند و زيابي مي
تري ن ختصاصيت كم

هاي غيراختصاصي ه
درنگ آزا. سيل نمايد

انواع رنگ -1جدول 
حداكثر ج )نانومتر(2
5  
5  
5  

مح PCRدر نگ آزاد 
پيد بالايي فلورسنت 

ط سايبرگرين معمولا
پس از چندين. باشد ي

نومي قابل محاسبه د
 DNA (Minor متص

ند محصولات غيراخت
ف را تحت تأثير قرار

تدايمر و محصولا -مر

                                

هاي مبتني بر روش 
هاي آ ن روش از رنگ

ه اين صورت است كه
اي متصل م دو رشته 

نور گسيل شده را ارز
اين روش ا .باشد  مي

تواند به دورشته اد مي
شده و از خود نور گس

   .BOXTO/ 1ن 

2حداكثر نشر 

525
525
552

  ايبرگرين
ول سايبرگرين يك ر

خاصيتاي  دو رشته 
ت گسيل شده توسط
ص به عنوان تكثير نمي
شخيص تعداد اوليه ژ

 (grooveي كوچك
اي مانن والي دو رشته

 آمده براي توالي هدف
پرايمميزان ه حداقل 

                                

  
)الف

در اين
روش به
DNA

ن ،تكثير
ارزيابي
رنگ آز

متصل ش
اوا گرين

سا. 1
مولكو
DNA

فلورسنت
تشخيص
براي تش
شيارهاي
به هر تو
بدست

باشد كه

            



چند دليل 
ـك جفـت     

تـري    بيش

محصـولات   
مزيـت  . ود 

بـر  يمرهـا  
 PCR ي از

 5امـروزه   
TaqMan ،
 2دي قفل

ي تترامتيل 

                
1. Minor G
2  . Locked N

 

چ .رود افي به كار ميض
م آزمايش تنهـا بـا يـك

 .باشد مي ش

  
DN اي  تك رشته

  
DN 2  اي  رشـته

تر بوده و كارايي قاوم

دايمـر و مح -پرايمر د
شـو مـي  qPCRسيت 

داي -ناشـي از پرايمـر  
يد و تنهـا محصـولات   
.ـال بـه آن هسـتند     

n هـاي  پـروب : يرنـد 
هاي نوكلئيك اسيد ب

كربوكسي 6 مولكول 
  .كنيم مي

                                
Groove Binder MGB
Nucleic Acid LNA  

 RT-qPCRكنيك 

هاي اض اهش سيگنال
R انجام ،قيمت ارزان

مشابه براي هر آزمايش

NAدهد كه به  ان مي

NAبـه  دهـد كـه     مـي 
   .كند شر مي

ست در دماي بالا مقا

يجااقادر به  و(ستند 
 اختصاصيت و حساس

هاي فرعي ن  سيگنال
گيرنـد نش قـرار نمـي   

مزمان قـادر بـه اتصـ
گي سـتفاده قـرار مـي   

، پروب1ه شيار كوچك
گر مانند ه يا خاموش

ها اشاره م ترين آن هم

                                
B 

اي بر تكن خلاصه

جهت حذف يا كا رت
Real Time PCR ر

ده از روش شناسايي م

رنگ سايبرگرين را نشا
  .شود

گ سايبر گرين را نشان
منتشو نور فلورسنت را 

تر اس  سايبرگرين گران
qP دارد.  

صاصي توالي هدف هس
وب منجر به افزايش
ست كه در اين روش

مورد خـوان ،نگ آزادر
ها به طور هم  و پروب

بتني بر پروب مورد ا
ونده بههاي متصل ش 
هاي پذيرنده مولكول( 

مهترين و  رايج زير به 

                                

استار -پلي مراز هات 
از رنگ سايبرگرين د
و سهولت كار، استفاد

كه ر :6شكل 
ش متصل نمي

رنگ :7شكل 
متصل شده و

   گرين
رنگ فلورسنت كه از

PCRهاي انتهايي  خه

   پروب
اختصرايمر نوعي پها  

پرو. )تصاصي نيستند
بتني بر پروب اين اس

ر بر هاي مبتني روش
شود كه پرايمرها  مي

م متفاوت در روش مب
، پروبBeaconsاي 

هاي هيبريدي  پروب
در .)TAMRAن يا 
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DNA
كاربرد ا
پرايمر و

اوا. 2
اين ر
در چرخ

پ) ب
پروب
غير اخت
روش مب
ر خلاف
خوانده
سيستم
ها پروب

شده و 
رودامين
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ابتـداي   در
 لورسـانس 

 15تـوالي  
  .تـه اسـت   

ي   بوسـيله  
  .ندا نيسـت  

هـا را   ز آن 
ار گرفته و 
ـه پرايمـر   
شـر شـده    

                
1. Forward 
2  . Reverse 

 

د كـه  شوند مي راحي
فل ديگـر آن يـك   اي 

ي بين اين دو رنگ، ت
قـرار گرفت 2و ريـورس 

شـود ر منتشـر مـي    
هـا  بـه شناسـايي آن     

پليمـراز Taq آنـزيم   
صل بين دو پرايمر قرا

زماني كـ. دهد ش مي
و نور فلورسـانت منتش

  .باشد صاصي مي

  
 )ها پروب(ه 

                                

RT-qPCRكنيك 

اي طر ها به گونه پروب
Reporter انتهـا و در

ي در فاصله. گيرد ر مي
و1يمرهـاي فـوروارد   

 كه توسـط گزارشـگر
صـي دسـتگاه قـادر

شـوند و  متصـل مـي  
ن دار شده در حد فاص

كلئازي خود آن را برش
ش كننده جدا شده و

ي تكثير اختص دهنده

هاي نشان دار شد رايمر
                                

اي بر تكن خلاصه

T  
Hydrolys  

ي نشان دار شده يا پر
rه نام گزارش گر يـا  

قرار Quencherه يا 
ي بين پراي در فاصله ي

ست كه تمامي نوري
ود و فيلترهاي تشخيص

وداه اختصاصـي خ ـ  
كه اين پروب نشان ن

يم با خاصيت اگزونوك
گر از خاموش شد، گزار
شود كه نشان د ي مي

پرحل و مكانيسم عمل 
                                

Tag man يها 
sis Probe Techni

ايه پرايمر مكانيسم ن
فلورسنت به رنگ ك

خاموش كنند نام به 
ي اختصاصي وكلوتيد

صله به قدري كوتاه اس
شو ش كننده جذب مي

ها به جايگـا كه پرايمر
كند به دليل آن ي مي
مراز بوده، آنزي راه پلي

شود ر شده تجزيه مي
دستگاه قابل شناسايي

مراح :8شكل 
                                

  
پروب
ique

اين در
يك پروب

ديگري
نو 18تا 

اين فاص
خاموش
زماني ك
شناسايي
بر سر ر

دار نشان
توسط د

            



. ROXيـا  
ف سـيگنال  
ر دسـتگاه   
ي خطـاي   
نگ مرجع 
سـين يـك    

 و يد نمايد

(R  مـــورد

اي   رشـته 
ه بـا  ـد ك ـ 

وس داراي  

خه بــردار 
  ومرازي 

ز انتهـــاـي 
ي يوكاريوتي 

  .د

                
1. Reverse 

 

رودامين ي Xي بوكس
هش يا حذف انحراف
را كه زاويه تابش نـور

سـازي ن بـراي نرمـال  
رن .ستگاه استفاده كرد

كربوكسـي فلئورس 6  
ه و سيگنال قوي تولي

RT) Reverse tra

تك RNAم از روي 
باشـ مـي  RNAته به 

بردار معكـو زيم نسخه
  .كند ي

ه بــردار   
MM  

آنــزيم نســخ
معكوس تلو

 ــــروس
molon

leu 

حفاظــــت از
هاي كروموزوم

را به عهده دارد
درجــه  

 ل است 
  

  

  

                                
transcriptase (RT) 

 RT-qPCRكنيك 

كرب 6مولكول / رسين
ل است و به خاطر كاه

چر ،باشد مي يپليتي 
نتـوا  يمو از آن  .باشد

سد هاي متفاوت در ه
مولكـولچنين  هم. د

كلئوتيدها متصل شده
 . است

١anscriptaseـوس   

اين آنزيم. باشد س مي
DNA مراز وابست پلي

ها آنز در رتروويروس 
 DNA را تجزيه مي

آنــزيم نســخهوس 
MLVعكوس م

وس 
avi 

از ويـــــــــــ
ney murine 
ukemia virus

37در دمــاي جــه 
راد فعالسانتي گ

  امل 

    ´5ه 

                                

اي بر تكن خلاصه

كربوكسي فلئور 6ند 
ها متداول مه واكنش

هاي دستگاههاي  اهك
با ها يكسان نمي نمونه

ها در جايگا ش نمونه
دهد ش واكنشي نمي

تواند به اليگونك كه مي
نانومتر 488ول موج 

بــرداري معكــ ســخه 

برداري معكوس م نسخه
Aاين آنزيم يك  .كند ي

DNA همكاري دارد.
متصل به RNA كه 

Revers  
م نســخه بــردار معكــو

AM  

ــــــــــــــــــــــرو
ianmyloblastosis v

درج 45تــا  42مــاي 
  ي گراد فعال است 

هاي كا  ساخت مولكول
cD شود استفاده مي.  

به 3́ فعاليت اگزونوكلئازي

                                

  مرجع 
رفرانس مانن مرجع يا 

ه از رنگ مرجع در هم
تي گسيل شده از چا

براي ن) ها خي دستگاه
يري دستگاه در خوانش
يك از تركيبات آزمايش
سيار پركاربرد است كه
ين تحريك آن در طو

  ها آنزيم
نسهــاي   آنــزيم  واع 

 RT.PCRه در 
RT-PC بر پايه آنزيم

DN مكمل سنتز مي
Aمراز وابسته به  پلي 

است RNase Hحيه 
 e transcriptase

 نســخه بــردار 
  HIV-1س

RNA 

آنــزيم
MV

از ويـ HIV-1وس 
virus

در دم
سانتي
براي

DNA
فاقد ف
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رنگ
رنگ
استفاده
فلورسنت

در برخ(
گي اندازه
ي با هيچ

رنگ بس
تري بيش

آانواع 
انــو
استفاده
CR

NAيك 
DNA
يك ناح
انواع
آنــزيم

معكوس
Ase H
از ويرو

  

  

  

            



17 

  در) تكثيـر        
 را به سـه  

ري نيسـت  
ثيـر بـراي       

  .  است
به حدي ي 

و  يابد ش مي
  .شـود   مـي   
  . رند

ـدن مـواد   
 در ميـزان     
ن مرحلـه   

ـا منحنـي     

                
1. Absolute
2  . Amplico

 

ع شـده بـر حسـب ت
توان منحني حاصل ي

ثير محصولات به قدر
سـنت بـا افـزايش تكث

صورت خطي  ن فاز به
اي ن محصول دو رشته

افزايشتصاعدي صورت 
ي دسـتگاه خـوانش 

گير رد استفاده قرار مي
و يا به دليل توليد شـ
د بنـابراين افزايشـي

در ايـن. باع شده است

  
  

 از طريـق مقايسـه بـ

                                
e Quantification 
n 

RT-qPCRكنيك 

ـور فلورسـنت سـاطع
PC ترسيم گردد، مي

B در اين فاز ميزان تكث
زان افزايش نـور فلورس
نور ساطع شده در اين

Log- در اين فاز ميزا
ص  ميزان محصولات به

يت حاصـله بـه وسـيله     
 و ارزيابي آزمايش مور
ت واكنش تمام شده و

شـود ولي تكثير نمـي 
يم در اين مرحله اشب

  .شود

حل و فازهاي ريل تايم

هاي مجهول ر نمونه
  ).كپي ويروس

   PCR   فرايند
                                

اي بر تكن خلاصه

 تايم
ميـزان نـو(  محصـول  

CRهاي  حسب سيكل

Baseline regionيا 
در واقع ميز .ت گردد
پس ميزان ن. ص نيست

Exp  وliner Phase
بنابراين م. رسيده است

شـود و فلورسـنت  مي
ست آمده براي تفسير

P در اين فاز تركيبات
 ندارند و ديگر محصو
 و به اصطلاح ريل تاي
ش ه و نزديك صفر مي

مراحنمودار  :9شكل 

سازي مطلق مقدار مي
مثلا در تعيين تعداد ك

در DNAكثير شده 
                                

م اصلي در ريل ت
نحني ميزان تكثيـر

Real   ياPCR را برح
  .ي تقسيم كرد

يا Linear phase: ل
ب افزايش نور فلورسنت
 در حد قابل تشخيص

ponential Phase: وم
شخيص براي دستگاه ر

برابر 2 در هر چرخه 
هاي به دس داده مرحله

Plateau Phase: سوم
گر كارايي مناسب را

شود ت مشاهده نمي
ير بسيار كم شدهث تك

در كم: ١سازي مطلق
م( گردد يين ميرد تع
توالي تك: PCR٢ول 

                                

  
مفاهيم
اگر من

Time
فاز اصلي

اول فاز
كه سبب
دستگاه

دو فاز
قابل تش
در واقع
در اين م

س فاز
د ديگئزا

نتفلورس
سرعت

س كمي
استاندار
محصو

            



 نسـبي در       

سنت قابـل  
 به حـدي  

  .كنـد   مـي  
محل . ست

ر واقع يك 
 هر تكثيـر  

                
1. Calibrato
2. Cycle T

 

ـاي ميـزان افـزايش
  ).واكنش

 حداقل ميزان فلورس
ست كه نور فلورسنت

قطـع ـاز لگـاريتمي  
نس قابل تشخيص اس

آستانه در. ظيم گردد
براي Ct ارز آن مقد

  

  
  ن

                                
or 

Threshold 

 RT-qPCRكنيك 

ز آن بـه عنـوان مبنـ
ض ثابت بودن بازده و
 شروع شده است و با
 سيكلي از واكنش اس

منحني تكثير را در فـ
ر اول سيگنال فلورسا

تنظ PCRول صي مح
شود تا با استفاده از ي

نآو آجزاي  ctنده خط
                                

اي بر تكن خلاصه

جع منفرد است كه از
با فرض( گردد تفاده مي

ه تكثير در آن نقطه
، همان شمارهCTد 

  . شود شناسايي مي
تانه خطي است كه م

شود كه براي بار ق مي
بوط به تكثير تصاعدي
 هر آزمايش تعيين مي

نشان دهن :10شكل 
                                

يك نمونه مرج :١راتور
ه بيان استفت مربوط ب

CTآستانه، كه حد :٢
واحددر واقع . ص است

 كه توسط دستگاه شن
آست :Thresholdه 
اي از نمودار اطلاق قه

ي مربو  بايد در منطقه
عددي است كه براي

  . ه گردد
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كاليبر
تمطالعا
Tخط 

تشخيص
رسيده

آستانه
به منطق
آستانه
مقدار ع
محاسبه
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ر دسـتگاه  
نـوان نـور      
سـت كـه    

ر طبيعـي  
بـه عنـوان   

سـازي   مال

DNA   يـا
 زاد بـراي     

تـوان   ز مي
ROX-6 (

ها، در  ر آن
سـتفاده از   
ظر هستند 

اجزاء مورد 
  . شود

بنـد را بـا   
  .س

                
1  . Endogen
2. Exogeno
3. Houseke
4. Minus R
5. Multiple

 
analysis افزار در نرم

هـايي كـه بـه عن نـور   
خطـي ا Ctرين خط 

نترل درون زاد به طو
بـزاد تغييـر ناپـذير    ن 

ده به هر واكنش، نرم
  
ايـن كنتـرل   . شود ي

ز يـك مرجـع بـرون
نيز) cDNA(مكمل  

-carboxy-X-rhod

  .ند، استفاده شود
ت بودن ميزان بيان در

بـراي اس. رونـد  ار مـي 
يا بافت هدف مورد نظ

.  
RNA ابتدايي و تمام ا

ش جود دارند گفته مي
يا  واكنش تكثير مـي 

 آزمايش مالتي پلكس

                                
nous Control 
ous Control 
eeping Gene 

Reverse Transcriptase C
exing 

RT-qPCRكنيك 

Thresh  را در بخشs

كنيم كـه تمـامي ن ي
بهتر. تانه قرار بگيرند

  RNA كن .اي است
ه از يك كنتـرل درون

 RNA تام افزوده شد
RT-P تصحيح كرد.

ه هر نمونه افزوده مي
از. است in vitroازه 

DNAمونه يا سنتز 

damine(ع غيرفعـال    

ندارن PCRي با روند 
 معمولا با فرض ثابت

سازي به كا مالرهت ن
دار مناسب سلول ي نه

زي به كارگرفته شود
Aي كنترلي كه در آن 

س كريپتاز معكوس و
ين هدف كه در يك

اند، را ر شده نشان دا

                                

Control (-RTC) 

اي بر تكن خلاصه

holdخط  سبه كنيم

اي رسم مي  را به گونه
در زير خط است ارند،
  .شند

يا DNAي كه شامل 
با استفاده .وجود دارد

 اختلافات موجود در
PCRها را در واكنش 

 كه با غلظت معلوم به
زاد معمولا يك سا ون

ط به بازده استخراج نم
 از يك رنـگ مرجـع
لورسانسي كه ارتباطي
 به وفور بيان شده و

هاي مرجع جه ان ژن
هاي خان كدام ژن كه 
ساز ها براي نرمال  ژن

ي به نمونه :٤ز معكوس
انساي به غير از تر رحله

ررسي هم زمان چندي
ي كه با مواد متفاوتي

                                

را محاس Ct بخواهيم 
در واقع خطكنيم  ي

وجود د noiseينه يا 
noisها در زير آن باش

كنترلي: ١ل درون زاد
هاي آزمايش و م نمونه

توان از نظر فعال، مي
ه  اختلافات بين نمونه

كنترلي :٢زاد ل برون
ال برومرجع فع. است 

سازي اختلافات مربوط
لازم است كه. ه نمود
لسازي نوسانات ف مال
هايي كه ژن :٣دار خانه

Real-Time  به عنو
يد ابتدا بررسي شود
س بيش از يكي از اين
ل فاقد ترانس كريپتاز

مر - ي يك واكنش تك
بر: ٥ش مالتي پلكس

ها يا پرايمرهايي پروب

                                

  
وقتي

رسم مي
زمين پس

seتمام 

كنترل
در تمام
مرجع ف
كرده و

كنترل
RNA

س نرمال
استفاده
براي نرم
ژن خ

PCR

ها باي آن
و سپس
كنترل
نياز براي

آزمايش
كمك پ

            



ش تـا بـه       
ـاي خانـه   
وش بـراي   

ـك نمونـه     

R   رانشـان
را نمـايش  
ك منحنـي   

ي   دهنـده  
بـه آن  . ـد 

بـوده   38  
ني اين ژن 

ـورتي كـه   
در  .ر شـود    

م اخـتلاف  
  . شود ه مي

ن گرفتـه و   

                
1. Normaliz
2. Relative 
3. Slope 

 

ون تغييـر در واكـنش
هـ اسـتفاده از ژن  .د  

تـرين رو د، مطلـوب 

ده در بيـان ژن در يـك

Real-Time PCRي 

تاندارد رك نمونـه اس ـ     
يـك. شـود  تفاده مـي    

شد، اين شيب نشـان
باشـ مي در هر سيكل

ها بـالايCtال همه 
ابل قبول هستند يعني

  .بيان دارد ايش
در صـ. تكـرار شـود   )
باشـد و بايـد تكـرار ي

C بود ولي تكرار سوم
 ديگر ميانگين گرفته
ي هر نمونه ميـانگين

                                
zation 
Quantification 

 RT-qPCRكنيك 

اثـر و بـدو تاندارد بي
م كرد يا از بـين بـر

دهند  هدف نشان مي

شـد ي تغييرات ايجاد
  . گردد ه مي

ايي و راندمان منحني
لگـاريتم غلظـت يـك

هـاي مجهـول اسـت نه
باش) 6/3تا  1/3( 3/3
د) 0092/2يا دقيقا ( 

 ولي اگر در گروه نرما
ها قاCtد اين نباش 3
يا گروه مورد آزما ني

)بـار  2و يـا حـداقل   
زمون مورد قبول نمي

Ct 1تر از  اختلاف كم

تكرار 2شود و از   مي
هاي حاصله برايCtز 
   

                                

اي بر تكن خلاصه

بكارگيري يك است ي
مراحل آزمايش را كم
 را با بافت يا سلول

آزمايش جهت بررسي
ه مرجع ديگر استفاده
نحني استاندارد، كارا

در مقابـل ل Ctتعداد 
ي تخمين غلظت نمون
3ه و خط پايه معادل 

يا تكثير دوبرابر) 0/1
 

  Ctط 
qP قابل قبول نيست

8ير مايش زز مورد آ
اما در گروه سرطا رد

و(بار  3 ،ا بايد آزمون
آز ،باشد 1تر از   بيش

نه با اتكرار يك نمو 3
ي سوم حذف نمونه 

 غيرقابل قبول بايد از
.جام دادحاسبات را ان

                                

سازي نرمال :١سازي ل
آن بتوان خطاهاي م

ترين تناسب كه بيش
  .باشد سازي مي

اين آ: ٢ سازي نسبي
ص نسبت به يك نمونه

شيب يا انحراف من :٣
منحني استاندارد تع. د

د و از اين نمودار براي
رد خوب شيب آستانه

0092يا دقيقا % (10
 .شود ن نيز گفته مي

ي مهم در مورد خط
C  در  38بالايPCR

يا در گروه سرطاني 
 گروه نرمال بيان ندا
ها ي هر يك از نمونه

ها در تكرار Ctتلاف 
3مورد از  2ورتي كه 

،داشت Ct 1تر از  ش
هاي د از حذف نمونه

Ct  ديگر محميانگين
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نرمال
كمك آ
داري ك
س نرمال
س كمي
مشخص
شيب

دهد مي
دهد مي

استاندار
0بازده 

گراديان
نكاتي

1 .Ct

اما
در

برا. 2
اخت
صو

بيش
بعد. 3

tبا 

            




