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خلاصه

اري ارثی و مادرزادي، اکنون امکان تشخیص مولکولی در بسیهايبیماريتشخیصی هايروشدرحاصل هايپیشرفتبه دنبال 
سنتی و نیز نوین تشخیص هايروشبا استفاده از . باشدمیول آن شناخته شده است، فراهم ئارثی که ژن مسهايبیمارياز 

برد تا بهره 2کاشتیپیشو تشخیص 1از نتایج حاصله در تشخیص قبل از تولدتوانمیژنتیک و حصول به تشخیص مولکولی،
.از تولد نوزاد معلول بعدي پیشگیري شود

بسیار مشکل و پرزحمـت بر هايروشکارگیريبتوســط پژوهشگران با 1970در اوایــل دهــه DNAهايتوالیاولــین 
آنالیز خودکار مبتنی بـر رنـگ، انجـام هايروشبـه دنبال پیشرفت تدریجبهدست آمـد و بعدي بهدواساس کروماتوگرافی 

عنوانبهژنتیک هايبیماريازاستفاده از تعیین توالی مستقیم ژنوم در بسیاري.]1[شدترسریعو ترآسانDNAتعیین توالیِ
.باشدمیمطرح بوده و هنوز نیز مورد استفاده 3طلاییاستاندارد

امکان استفاده امروزه5بـا تـوان عملیـاتی بـالا4ژنومتعیـین تـوالی هايروشجدیدنـسل به دنبال انجام پروژه ژنوم و معرفی 
نوین تشخیصی هايروشاین با استفاده از . ارثی فراهم گردیده استهايبیمارينوین ژنومیک در تشخیص هايروشاز 

به پزشک و خانواده بیمار جهت و دقیق،موقعبهنتایج ارائهدر کودکان مبتلا به اختلالات ژنتیک پیچیده با توانمیژنتیک 
.تشخیص و پیشگیري کمک نمود

ارثی مانند هايبیماريتعیین توالی براي بیماران مبتلا به هايروشانجام آزمایشات تشخیص ژنتیک با استفاده از نسل جدید 
:]2[استکنندهکمکدر موارد زیر ... و متابولیکهايبیماريعصبی عضلانی، هايبیماريذهنی، ناشنوایی، ماندگیعقب

به یک بیماري مشخص با ژن توانمییک بیماري ارثی بوده ولی آن را نمؤیدقویاًمواردي که فنوتیپ بیماري -1
.مشخص نسبت داد

بیماري به حدي بزرگ مسئولو یا ژن 6متعدد روبرو هستیمهايژندر مواردي که با یک بیماري مشخص با -2
براي حصول جواب نسبت به موردنیازهزینه بررسی و زمان ،نوین تشخیصیهايروشاستفاده از است که 

.یابدمیچشمگیري کاهش طوربهسنتی هايروش

نرسیده ولی همچنان مشکوك به یک بیماري اينتیجهاختصاصی یک بیماري ارثی به هايتستدر مواردي که -3
.باشیممیارثی با ظن قوي 

1 PND
2 PGD
3 Gold standard
4 NGS:Next Generation Sequencing
5 High Throughput
6 genetic heterogeneity
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:مقدمه

بسیار مشکل و پرزحمـت بر اساس هايروشکارگیريبتوســط پژوهشگران با 1970در اوایــل دهــه DNAهايتوالیاولــین 
آنالیز خودکار مبتنی بـر رنـگ، انجـام تعیین توالیِهايروشبـه دنبال پیشرفت تدریجبهدست آمـد و بعدي بهدوکروماتوگرافی 

DNAتعیینِ توالی کامل، تعیین توالیهاينمونهیکی از نخستین . ]1[شدترسریعو ترآسانRNAباکتریوفاژمربوط به ژنوم
MS2و همکـارانش در دانـشگاه7بود کـه توسـط والتـر فیـرزGhent قبل از .]3-5[انجام شد1976و 1972هايسالبـین

در 8بسیار پرزحمتـی توسـط فردریک سانگرهايروش، 1970، در اوایل دهه DNAتعیـین تـوالی هايروشپیشرفت سریع 
مثـال عنوانبه،]6[دکار گرفتـه شبهHarvardدر10امو آلـن ماکس9والتر گیلبـرتانگلستان و همچنین Cambridgeدانشگاه

جفت باز را گزارش 24تعیینِ توالی 11اينقطهشده آنـالیز روش شناختهکارگیريبگیلبـرت و ماکـسام توسـط 1973در سـال 
رادیواکتیو و برش واد و مبتنی بر استفاده از مپرزحمتیک روش که معروف شد12ایییایـن روش بـه روش بـرش شـیم.]7[دادند

را پیشنهاد نمودنـد که بعدها به 13سانگر و همکارانش روش تعیین تـوالی بـر مبناي ختم زنجیره1977در سال .دشیمیایی بو
اسـاس ایـن روش بر . ]9،8،6[دلیل آسان بـودن نـسبی و قابـل اطمینـان بـودنش تبدیل به روش انتخابی تعیین توالی شد

و جداسـازي قطعات DNAمختلـفدر حال تکثیـر در نقـاط DNAبر اساس ختم سـنتزDNAمبناي تعیین توالی بازهاي
گیلبرت، ختم زنجیره و ختم زنجیره با استفاده از رنگ -تعیـین تـوالی ماکـسامهايروشدر مقاله حاضـر .استDNAکوچک

و14ن عملیـاتی بـالاتعیـین تـوالی بـا تـواهايروشجدیدسـپس نـسل ،شودمیموجود در این زمینه بررسی هايچالشمعرفی و 
.]10[شودمیمعرفی اختصاربهتجـاري در دنیاي ژنتیک کاربرد بیشتري دارد صورتبهمواردي که امـروزه 

تعیین توالیهايروش

گیلبرت- ماکسام.1
)روش سانگر(زنجیرسازيختم.2
15رنگازاستفادهبازنجیرسازيختم.3

انبوهتوالیتعیین.4
ایلومیناروشبهتوالیتعیین- الف
SOLiDروشبهتوالیتعیین-ب

7 Walter Fiers
8 Frederick Sanger
9 Walter Gilbert
10 Allan Maxam
11 Wandering Spot Analysis
12 Chemical cleavage
13 Chain-termination
14 High Throughput
15 Dye-termination
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16حرارتیتوالیتعیینروش-ج

SMRTروش- د

مطرحولیکاربردکمهايروش-5
17منفذنانو-الف

Helioscope-ب

:گیلبرت-ماکسام-1

روش این .]6[باشدمیو متعاقب آن ایجاد شکاف در بازهاي خاص DNAتغییر شیمیاییبر اساس DNAیک روش تعیین توالی
زک واکـنش کینـاز و بـا استفاده ایـواسطهبهمعمول طوربه-رادیواکتیووسیلهبه5DNA'کردن انتهايدارنشاننیازمند 

Gamma-32P ATP-قطعـهابتدا. اسـتDNA تحت تیمار شیمیایی قرار وشودمیاستخراج و تخلیصبراي تعیین توالی
. شودمینوکلئوتید 4نوکلئوتیـد از مجمـوع 2یـا 1شکست در نـسبت کـوچکی از باعث ایجادتیمار شیمیاییاین . گیردمی

اکنونهم). گوانین+سیتوزین(پیریمیدین و)گوانین+آدنین(ها گوانین، سیتوزین، پورین: رتند ازقطعات حاصل از این تیمار عبا
:مثالعنوانبه. ند تحت اثر مواد شیمیایی تغییر شکل دهند تا جهت ردیابی آماده شوندتوانمیقطعات حاصله 

.شوندمی18زدایـیفرمیک اسید، پورینبا استفاده از (A+G)هاپورین) 1

.شوندمیسـولفات، متیله متیـلبـا دي) هـاو تا حدي آدنین(ها گوانین)2

.شوندمیبا هیدرازین متیله (C+T)هاپیریمیدین) 3

فقـط حـاوي سـیتوزین مهار هايواکنشبه واکنش هیدروژنی که متیله شدن تیمین را در ) کلرایدسدیم(اضافه نمودن نمک )4
.کندمی

غلظت مواد شیمیایی .شودمیبرش داده تغییریافتهداغ در مکان باز 19پیپریــدینِواسطهبهیافتــه تغییــرشــکلDNAســپس
یـک درنتیجه. شودایجادDNAمتوسط یـک تغییـر در هـر مولکـولطوربهکه شودمی، طـوري کنتـرل شودمیکه باعث تغییـر 

. شودمیشده و اولین محـلِ بـرش در هر مولکول تولید دارنشانشـده بـا فاصله متفاوت بین انتهاي دارنشانسـري از قطعـات 
20شدهدادهآمیـد تغییرماهیتزي بر اساس اندازه روي ژل آکریـلواکنش در کنـار یکدیگر براي جداسا4قطعات حاصل از 

فیلم در نقاطی تیـره و روشـن خواهـد . گیرندمیمشاهده قطعات، ژل و فیلم رادیولوژي کنـار هـم قرار جهتوشودمیالکترفـورز
این روش که ). 1شکل (شودمیاستنباط DNAاست که توسـط آن توالیDNAدارنشانبـود کـه باندهاي تیره نشانگر یک قطعه 

16 Pyrosequensing 454
17 Nanopore
18 Depurinated
19 Piperidine
20 Denaturing Acrylamide
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هايمکانشد که در پیدا کردن 21متیلاسـیون تـداخلیابـداع سـنجش، بعدها منجـر بـهشودمیتعیین توالی شیمیایی نامیده 
.شودمیاستفادهDNAبـههاپروتئیناتـصال 

گیلبرت-روش تعیین توالی ماکسام-1شکل 

):روش سانگر(زنجیرسازيختم.2

قایسه با روش ماکسام و کمتر در مکارآمدي بیشتر، استفاده کمتر از مواد شیمیایی سـمی و میزان رادیواکتیو داراي این روش 
روش . استDNAکنندة زنجیرهختمعنوانبه22فسفاتنوکلئوزید تريدئوکسیمبناي روش سانگر کـاربرد دي. باشدمیگیلبرت

دئوکـسی نوکلئوتیـد ، ديپلیمـرازDNAالگـو، آغـازگر، عنوانبهايرشتهتکDNAکلاسیک خـتم زنجیـرسـازي نیاز به
دئوکـسی نوکلئوتیـد ديدر ایـن روش. داردDNAبراي خـتم طویـل شـدن رشـته23تغییریافتهو نوکلئوتیدهاي فـسفاتتـري
ايشیشهروي ژل اکریل آمیـد الکتروفورز و در خاتمه ژل از لایه وS35)معمولاً با(شدهدارنشانرادیواکتیووسیلهبهفـسفاتتـري
گیردمیو بعـد از اثـرگـذاري رادیواکتیو روي فیلم تفسیر نتایج صورت گیردمیو یک فیلم رادیولـوژي روي ژل قـرار شودمیجدا 

شـده بـا فلورسنس براي تعیین دارنشانفـسفاتدئوکـسی نوکلئوتیـد تـريديبعـدها بـا اسـتفاده از روش). الـف و ب2شکل (

21 Methylation Interference Assay
22 ddNTP
23 dideoxyNTPs
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براي واکنش DNAدر ایـن روش نمونه. شـدخودکارنیمهآمیـد روي دستگاه، تعیین تـوالی توالی و الکتروفورز روي ژل اکریل
dTTP(استانداردنوع دئوکـسی نوکلئوتیـدهـاي پلیمـرازچهار که شامل تمام شودمیتعیین توالی بـه چهـار گـروه مجـزا تقسیم 

دئوکـسی نوکلئوتیــدديچهارسپس در هر لوله واکنش فقـط یکـی از . استمراز پلیDNAو )dATPو dGTPو dCTPو 
)ddTTP وddCTP وddGTP وddATP(کـه ایـن نوکلئوتیدها شودمیکننده زنجیره هستند اضافه نوکلئوتیدهاي ختمکه

نکته مهم در این روش استفاده بسیار کم از هر . نوکلئوتید استدواستر بین زم براي تـشکیل پیونـد فـسفوديلاOH'3فاقد گروه 
دئوکـسی نوکلئوتیـد دياتفاقیطوربهدر هر لوله بود تا زنجیره در حال ساخت هافسفاتنوکلئوتیـد تـريدئوکـسیديیک از
هايمحلبنابراین تکثیر در ،تکثیر متوقف شوددرنتیجهاستفاده کرده و فـسفاتدئوکـسی نوکلئوتیـد تـريجايبهرا فـسفاتتـري

(بازمثلاًمختلفی که  dATPدر لوله حاوي(ddATP ترتیب طویل شـدن رشـتهبدین. شدمیقرار دارد متوقفDNA متوقـف
گرمـا واسرشت واسطهبهشده و تازه ساختهدارنشانDNAقطعات.شودمیبا طول متفاوت DNAشده و منجر به تشکیل قطعات

فورز والکتر،یافتـهاوره تغییـرشـکل- یـدآمروي ژل آکریـل) نوکلئوتیـد1فقـطپذیريتفکیکبـا (و براساس انـدازه شودمی
و سـپس شودمیجداگانـه الکتروفـورز طوربهTوA،C،Gچاهک4یکی از واکـنش در4از هرکدامترتیب کـه بدین،شودمی

مستقیم از روي تصویر ژل طوربهDNAشـده و تـوالیمشاهدهقابلتـصویربـرداري خودکار رادیوایزوتوپی وسیلهبهDNAبانـدهاي
یک قطعه از تـوالیکنندهتعیینوجود هر خط یا قطعه یا باند تیره در یک خط عمودي . شودمیخواندنقابلیا فیلم رادیولوژي 

DNAدئوکـسی نوکلئوتیـدز تلفیـق یـک ديـتم زنجیره بعد ااسـت کـه نتیجـه خ)ddTTP وddCTP وddGTP وddATP(
DNAبراي خواندن توالی) از انتهـا بـه سمت بالا(مـسیر عمـودي 4در این روش موقعیـت نسبی باندهاي متفاوت در بـین . است

ترینپایینمثال اگر طوربه،آن دیـده شده استاست که در مسیر مربوط به همان بازي ،باندترینپایینیعنـی ؛شودمیاستفاده 
دهدمیکه شروع با این باز اسـت و اگـر دومـین باز نیز بالاتر از این باز باشد نشان دهدمیباشد نشان Aباند مربوط به مسیر رشته 

بنابراین براي سه باز خـواهیم ،خواهد بودTباشـد بـاز بعـديTبـهمربوطاگر باز بعدي در خانه . استAکه دومین باز نیـز
شـود و حد امکـان خوانـده تا توالی تاکندمیو بـه همین ترتیب خواندن به سمت بالا بین چهار خانـه ادامـه پیـدا AATداشـت

تیــو یــا یواکاز برچـسب نوکلئوتیــدهاي حــاوي فــسفر رادتوانمیبراي تعیین توالی ختم زنجیره ،از سوي دیگر. معلـوم شـود
تعیـین تـوالی بـا . کردن نیز استفاده کرددارنشانـا رنــگ فلورســنس بــراي ب5'در انتهــايدارنشان24راز یــک آغــازگ

که سـبب آوردمیکرده و امکان انجام خودکار را فراهم ترسریعآغـازگر داراي رنگ فلورسنس، خواندن در یک سیستم نوري را 
کارگیريبهمکارانش بـا و25بعدي توسط لروي هوودهايپیشرفت. شودمیصرفهبهمقرونروشی عنوانبهمعرفـی ایـن روش 

و تعیـین هادستگاهو آغازگرها، زمینـه را بـراي انجـامِ خودکار این روش توسط دارنشانيهافسفاتدئوکـسی نوکلئوتیـد تـريدي
و بعدهـا شـرکتشدمیاستفاده رادیواکتیودر ایـن روش در ابتـدا از مواد ). ج-2شکل (انبوه فراهم کرد در حجم DNAتـوالی

Pharmacia)اتوماتیکدر دستگاه تعیین توالی نیمه) سوئدALF و در دســتگاه26فلوئورســینرنگتکازALF Express از
اسـازي بـا اسـتفاده از ژل چهار خانه جداگانه ریخته شـود و جددرهانمونهدر هر دو دستگاه لازم بود . استفاده کردCY5رنگ

دستگاهی را وارد بازار کرد ) آمریکا(Applied Biosystemsمیلادي شـرکت90ابتدایی هايسالدر . شدمیآمید انجام اکریل

24 Primer
25 Leroy Hood
26 Fluorescein



7

چهـار جايبهدر ایـن روش . کردمیتعیین توالی مختلفموجطولکه با استفاده از چهار رنگ فلورسنتی و دستگاه لیزر متفاوت با 
. نمونه را تعیین توالی کنندتوانستندمیALF؛ بنـابراین چهـار برابر بیشتر از روششدمیخانه براي یک نمونه از یک خانه استفاده 

مثال در عنوانبه،کردترسادهرا DNAتا حد زیادي تعیین تـوالیهاروشاین .آمید وابسته بوداین دستگاه نیز به ژل اکریل
براي موردنیازهايمعرفآماده داراي صورتبهتجاري در دسترس است که صورتبهبـر اسـاس خـتم زنجیره هاییکیتحاضر حال

یا ساختار دومDNAبـودن محـل اتصال آغازگر بهغیراختصاصیمثـل هاییمحدودیتتعیینِ توالی اسـت؛ اگرچـه در این روش 
DNAاز توالیآمدهدستبهمیـزان صحیح بودن نتایج تواندمیDNA10[تـأثیر قرار دهدتحترا[.

:رنگازاستفادهبازنجیرسازيختم.3

-دهدمیراواحـدواکـنشیـکدرتـوالیتعیینامکانکهزنجیرهکنندهختموتیدنوکلئدزوکسیديکردندارنشانازروشایندر
وتیدنوکلئدزوکـسیديچهـارازیـکهرروشایندر. شودمیاستفاده-دارنشانآغـازگرروشدرواکـنشچهـارجايبه

توجهبا. کندمیمنتشرنورهاآنازیکهرمختلفهايموجطولدرکـهشودمیدارنشانفلورسنترنگیکباکنندهختم
حالدرعین. اسـتخودکـارتوالیتعییناصلیروشحاضرحالدرروشایـنرنگـی،زنجیرسـازيختمروشبیشترسرعتبه

قطعاتبهشدهدارنشانکنندهختماتصالدرتفاوتباعثکهکرداشارهرنگاثـربهتوانمیروشاینهايمحدودیتازجمله
شکل(شودمیمویینالکتروفورزازحاصل27نگاررنگدرنابرابراشکالونابرابرارتفاعسـببدرنهایتکـهشودمیDNAمختلف

؛)د-2

27 Chromatogram
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رادیواکتیویافلورسنتباآغازگرها) ب(دار نشانشدهتوالیتعیینقطعاتژلرادیوگرافیازقسمتی) الف(-2شکل
فلورسنس(Peaks)اوج نقاط)شود جمیدارنشانdNTPیاddNTPباDNAقطعه درنهایتوشوندمیگذارينشانه

ايمویینهالکتروفورز) رادیواکتیو دباندهايبامقایسهدر

درتنوعرساندنحداقلبهموجبکاراین. استشدهبرطـرفرنگوپلیمرازDNAآنزیمغلظتدرتغییربامشکلایـنهرچند
آنـالیزباهمراهزنجیرسازي،ختمتوالیتعیینروش. است»رنـگحبـاب«بـردنبـینازبرايروشینیزوDNAزنجیرهبهاتصال
.شودمیاستفادهتوالیتعیینهايپروژهاتفاقبهقریباکثریتدرحاضرحالدربالاعملیاتیتوانوخودکارصورتبهDNAتـوالی
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:)نسل جدید تعیین توالی(انبوهتوالیتعیین.4

هاییهزینهدر سراسر دنیا و کثیري دانشمندتلاش گروه هاسالنتیجه) رفرنس(تعیین توالی ژنوم مرجع انسان در پروژه ژنوم 
هايروشو تعیین توالی از کار گردیدروشدرباعث ایجاد تغییرات زیادي از کار در پروژه ژنومتجربیات حاصل . میلیون دلاري بود

از پسهامدتتا . رفت29تعیین توالی کل ژنوماستفاده از به سمت 28مصنوعی باکتریاییکروموزومیهايکلوناستفاده از مبتنی بر
هايروشموسوم به هايروشامروزه اما ،الکتروفورز کاپیلري بودوسیلهبهنوین نیز مبتنی بر تعیین توالی هايروشپروژه ژنوم، 

آن استفاده در حال تجاري شدن هستند و در موارد تعیین توالی کل ژنوم و یا قسمت بزرگی ازسرعتبهنوین تعیین توالی 
اصلیسه روش . اندساختهرویکرد جدیدي همراه با هزینه و زمان کمتر در رسیدن به نتیجه نهایی را ممکن هااین روش. گردندمی

34تایمو ریل33دو روش هلیکوس. باشندمی32و بیوسیستم سولید31نا، ایلومی45430مورد استفاده در تعیین توالی انبوه شامل روش 

.باشدمینیز در حال مطرح شدن و رواج 

:ایلومیناروشبهتوالیتعیین- الف

شکل . (باشدمیهادادهتعیین توالی و آنالیز کتابخانه ژنی، ایجاد کلاستر ژنی،سازيآمادهچهار مرحله اصلی شامل روشاین 
ابتدا . شده استطراحی35پذیربرگشتدهنده ولی پایانهايرنگروش تعیین توالی با استفاده از خاصیت این.]11[)3

متمرکـز هايکلونیدرنهایت. شودمیبه آغازگرهاي متصل به اسلاید وصل و سپس تکثیر DNAقطعات شکسته شده مولکول
سپس ،دهدمیتشکیل36هاییپلایجـاد شـده و 

28 BAC clone
29 Whole genome sequencing
30 Roche/454
31 Illumina/Solexa Genome Analyzer
32 Applied Biosystem SOLiD TM System
33 Helicos Heliscope
34 Single molecule real time sequencing
35 Reversible Dye-Terminators
36 Bridge Amplification
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ایلومیناتوالیتعیینروشدرشدهطیمراحل- 3شکل

. 5شدهايدورشتهقطعات. 4پلروشبهتکثیر. 3فلوسل سطحبهژنینمونهاتصال. 2کتابخانهکردنفراهم. 1
مرحلهاولین. 8توالیتعیینمرحلهاولین. 7هاخوشهتولیداتمام. 6ايدورشتههايمولکولشدنواسرشته

. 12برداريعکسچرخهچندین. 11برداريعکسدوممرحله. 10توالیتعیینمرحلهدومین. 9برداريعکس
برداريعکسازحاصلاطلاعات

محـل کهدرصورتیو هر باز شودمیواکنش افزوده بـه37پذیربرگشتدهنده ولـی پایانهايرنگبه چهار نوع بـاز متـصل
و سپس نوکلئوتیدهاي آزاد شسته شده و از محیط شودمیمناسـبی براي اتصال وجود داشته باشد، به آن ناحیه متـصل 

در این لحظه دوربینی از نوکلئوتیدهـاي . شودمیاضـافه DNAو تنها یک نوکلئوتید در هر مرحلـه بـهشود میواکنش حـذف 
شیمیایی هايواکنشتوسط 3'از سر DNAکننـده رشددر پایـان متوقـف. نمایدمیشـده با فلورسنت تصویربرداري دارنشان
ابداع شد و با توجه به ) آمریکا(Solexaاین روش توسـط شرکت). 3شکل (]12[شودمیو چرخه بعدي آغاز شودمیجدا 
.معروف شد38انوالی ایلومیـــــــاست، بـه روش تعیین ت) آمریکا(Illuminaبخشی از شرکتاکنونهمایـن شرکت کهاین

SOLiD:روشبهتوالیتعیین-ب

ایـن روش . شودمیتکثیر 39روغنیهايحبابپوشیده از آغازگر در هايدانهتوسط DNAدر این روش پیش از تعیین توالی،
که بر سطح مـشابه اسـتDNAهايمولکولحاوي یک نسخه از هاحباباز ایـن هرکدام. شودمینامیده40PCRامولـسیون

مشابه براي اتصال پیدا کند به هايجایگاهکهدرصورتیو شودمیباز ايرشتهالیگونوکلئوتیدهاي دو.قرار داردايشیشهاسلاید 
با روش مقایسهقابللازم به ذکر است که نتیجه تعیین توالی، کیفیت و طول قطعـات در این روش، .شودمیآن متـصل 
.)4شکل(ایلومینا است

37 RT-bases
38 Illumina (Solexa) Sequencing
39 Aqueous droplets within an oil phase
40 Emulsion PCR



12

SOLIDروش تعیین توالی -4شکل 

متصل به قطعات نمونه ژنی مجهولبه منظور تعیین توالی پرایمر براي همانندسازي بهات قطع)الف(
اند تا باعث تثبیت تمامی وصل شدههابه دانهلازم به ذکر است که آداپتورها از قبل .شوندمیوصل قطعات آداپتور

خاصفلوئورسنسرنگیکبههرکدامکهیابیتوالیمنظوربهکاررفتهبهپروبنوع4.ها گردندقطعات بروي دانه
منظور بهچرخه ادامهوها را برش داده دهنده انتهاي پروبعامل برشباشند که پس از اتصال هرکدام میمتصل

شود تا توسط میمختلف خوانده پرایمر2بار توسط 2سیستمدرهر باز )ب(.کندمیسر میتعیین توالی را
.عنوان خوانشی از آن جایگاه در نظر گرفته شوددستگاه به

:)454(حرارتیتوالیتعیینروش- ج
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پیشنهاد ) آمریکا(Life Sciences 454شرکت توسط41تیحرارروش تعیـین تـوالیموازاتبهاسـت کـه هاییروشیکی از 
در داخل قطرات آب در DNAدر این روش قطعات. خریداري شد) سوئیس(Rocheشد و این روش بعدها توسط شرکت

قـرار دارد که به یک DNAاز این قطرات آب یک الگويهرکدامدرPCR)امولـسیون (شودمییک محیط روغنـی تکثیـر 
خوان حاوي لیدسـتگاه توا. شودمیبر اثر تکثیر آن یـک کلـونی فـشرده ایجـاد درنهایتو شودمیدانه حاوي آغازگر متصل 

حـاوي یـک دانـه و آنـزیم مخصوص تعیین هاچاهکاز این هرکدامتعداد زیادي چاهک با حجم در حد پیکولیتر است که 
تـازه DNAبـراي تـشخیص هر نوکلئوتید که بـه رشـتهکندمیکه تولید نور 42ایـن سیـستم از آنـزیم لوسـیفراز. توالی است

این روش نسبت بـه روش تعیـین توالی سانگر، دقت خوانش بیشتر و . ]13[کندمیاستفاده ،شودمیشـده افـزوده تـشکیل
).5شکل(]14[از ایـن نظـر داراي برتـري هستندSOLiDوSolexaهايروشکه هرچندهزینه کمتري دارد؛ 

Pyrosequensing)454(حرارتیتوالیتعیینروش- 5شکل 

. گیردروغنی صورت میمحیطیکدرآبقطراتداخلدرژنیقطعاتپس از تشکیل کتابخانه از قطعات، تکثیر
بهمتصلژنیگیرد و سپس نمونهژنی قرار مینمونهیکپرایمر به همراهازپوشیدهايقطره آب دانههرداخل

دارايخوانتوالیدستگاه. کندمیدانهرويژنینمونهازکلونیایجادPCRروشبادانهرويپرایمرهاي
هر.باشدپلیمراز میآنزیمزیاديبه همراه تعدادلوسیفرازآنزیمزیاديو تعداددانه1حاويکهاستهاییچاهک

41 Pyrosequencing
42 Luciferase Enzyme
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کمکبهکهآزادppتولیداتصال،وتوالیباهمخوانیصورتدرمشخصنوکلئوتیدهايشدناضافهبابار
.نمایدمشخص میراتوالیدستگاهوشدهلوسیفرازآنزیمتوسطنورتولیدباعثسولفوراز

(Single Molecular Real Time)روش-د SMRT:

همانندسازياساسِ فرآیند طبیعی براین روش .است43SMRTروش تعیـینِ تـوالیکنندهابداع) کانادا(PacBioشرکت
DNAآوريفن. طراحی شده کـه از کارآیی و درستی بالایی برخـوردار اسـتSMRT ساخت(مشاهده سنتز(DNA را در

،شودمینامیــده44ZMWچاهــک کــهپلیمـراز در تـه DNAدر این روش آنـزیم. سازدمیپذیرامکانهمان زمان وقوع 
نوکلئوتیـد ،شده بـا فلورسـنتدارنشانسـپس بـر اسـاس رشـته الگـو، از میـان انبوهی از نوکلئوتیدهاي ،دگردمیثابت 

تعیین توالی بر . ]15[شودمیشده توالی خوانده اسـاس فلورسنت آزادو بـرشودمیمناسـب انتخـاب شـده و سـنتز انجـام 
:اساس این روش داراي مزایاي زیر است

و تشخیص تنوع توالی خاص از یک سلول به سلول دیگرDNAتک مولکولفردمنحصربهامکان تجزیه و تحلیل )1

43 Single Molecular Real Time
44 Zero-Mode Waveguide
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جفـت باز که امکانِ تعیین نقش ژنی و جمع کردن کلیه اطلاعات توالی 1000طولانی بیشتر از هايتوالیامکان خوانش )2
.کندمیرا تسهیل موردنظر

.در یک روز آماده شوددتوانمینتیجه تعیین توالی )3

:مطرحولیکاربردکمهايروش.5

:)Nanopore(نانومنفذ - الف

پوشیده از 45همـولزینئوتیدها از منافذ آلفاالکتریکـی ناشـی از عبور نوکلهايپیاماین روش بر اساس بازخوانی 
این تغییرات . کندمیجریـان یـونی آن تغییر کندمیعبور هاحفرهاز DNAهنگامی که. طراحـی شـده است46دکـسترینسـیکلو

هايدورههر نـوع از ایـن نوکلئوتیـدهـا هنگام عبور از حفره، با . متفاوت استDNAهايتوالیبر اسـاس شـکل، انـدازه و طـول 
ایـن ). 6شـکل (کندمیرا قطع هایونزمانی متفاوت جریان 

45 Alpha Hemolysin
46 Cyclodextrin
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نانومنفذDNAتوالی تعیینروش-6شکل

همولزینآلفاهايپروتئینبینازعبورباژنیمنافذ، نمونهازنوکلئوتیدهاعبورازناشیالکتریکیهايپیامبازخوانی
عبورباکند، همزمانعبور میغشاخلالازمیکروسکوپیسوراخیبینباز و ازسیکلودکسترین هلیکسشازپوشیده

میزانهایونعبورجریانکردنسدبانمونهدربازجریان هرمیانآنازنیزهایون،پروتئینخلالازژنینمونه
.نمایدمشخص میرابازنوعکنند کهمیایجادجریانتغییرمتفاوتی
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در حد یک یافته ندارد، قابلیـت توسـعه را دارد ولـی هنوز قدرت تشخیص ه نیـاز بـه نوکلئوتید تغییرشکلروش از آنجـا کـ
.نوکلئوتید را ندارد

:Heliscope-ب

باآداپتورهاییبهمتصلDNAقطعاتاز "47درست مولکـولیتـوالی"آوريفناسـاسبرHeliscopeتوالیتعیینروش
بـاسـازي،طویـلبرمبتنیتوالیتعیینشاملبعـدمرحلـه. نمایدمیاسـتفاده48فلوسلسطحبهاتـصالبرايAپلیدنباله

وتیدنوکلئنوعیک-سانگرروشمشابه(اسـتدارنشانوتیـدهـاينوکلئافـزودنباجریان،درهايسلولايدورهشستـشوي
هايپیشرفتبــاامــابخوانـد،راباز55خوانشهردرتواندمیHelioscopeدستگاه. )7شکل()زمـانیمقطـعهـردر

.استیافتهافـزایشRNAتـوالیتعیینو49هوموپلیمرهاخــوانشدرســتیآوريفنایــنجدیــد

47 True Single Molecule Sequencing
48 Flow Cell
49 Homopolymer
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Heliscopeتوالی تعیینروش- 7شکل 

) 2دهنده واکنش حاوي رنگ فلئورسنس و خاتمهنوکلئوتیدهاي اضافه شدهها با تکهمانندسازي رشته) 1
هاي قطعات تکثیرشده که به علت خوشهبرداري از عکس) 3شستشوي نوکلئوتیدهاي متصل نشده و اضافی 

دهنده واکنش از انتهاي نوکلئوتیدها جداسازي مواد خاتمه) 4شناسایی هستند اتصال رنگ فلئورسنس خاص قابل
و ادامه همانندسازي و تعیین توالی
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:نسل جدید تعیین توالی در پزشکی امروزکاربردهاي

درهاروشسنتی ژنتیک تشخیصی قابلیت این هايروشژنتیک نسبت به هايبیمارينوین تشخیص هايروشاز مزایاي 
کلی آن مانند علائمتشخیص مواردي از بیماري است که در آن تشخیص دقیق بیماري مشخص نیست و تنها برخی 

متعددي در بروز بیماري دخیل هستند، باهايژنی که هایبیماريهمچنین در . و معلولیت مشخص استماندگیعقب
طوربهسنتی هايروشبراي حصول جواب نسبت به موردنیازهزینه بررسی و زمان ،نوین تشخیصیهايروشاستفاده از 

.یابدمیچشمگیري کاهش 
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:ارثیهايبیماريمورد استفاده جهت بررسی هايروش

1.	Targeted exome sequencing : شناخته شدههايژناز ايمجموعهبررسی

2.	Whole exome sequencing:نسل جدید تعیین هايروشکننده ژنوم با استفاده از بررسی کل نواحی کد
.گیردمیقرار موردبررسینیز اندنگردیدهمعرفی موردنظری که تاکنون براي بیماري هایژندر این روش . توالی

3.	Whole genome sequencing : در این . ینسل جدید تعیین توالهايروشبررسی کل ژنوم با استفاده از
.گرددمیبررسی موردنظرهاي عامل بیماري وجود واریانتازنظرکننده پروتئین، نواحی تنظیمی نیز روش علاوه بر نواحی کد

روش تعیین توالی مستقیمبررسی کامل ژن با استفاده از	.4

با استفاده از 51پانل ژنیتوسط 50اختلالات ژنتیکی هتروژن مندلیتشخیصی براي بررسیهايپانلدر حال حاضر 
امکان ،در صورت عدم امکان استفاده از پانل اختصاصی براي یک بیماري. باشدمیارائهقابل52نوین تعیین توالیهايروش

همراه با بررسی )Whole Exome Sequencing(ها و نواحی کدکننده با تعیین توالی همه اگزونهاژنبررسی همه 
.باشدمیفراهم 53با روش تعیین توالی مستقیمتأییدبیوانفورماتیک تغییرات ژنومی حاصله، تفسیر بالینی و 
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