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با این . می در بیولوژي شدتوسط کري مولیس معرفی شد و باعث تحول مه1980در اواسط دهه PCRتکنیک 

هاي بیولوژیک مجهول و مشکوك، زنجیر مفرد هاي مختلف و نمونهاز سلولDNAتوان قطعات روش می

DNAهاي با ملکولRNA و حتیDNAاسیدهاي نوکلئیک این منابع به . از یک سلول تنها را تکثیر نمود

شناسی تشخیصی، اي در میکروب این روش جایگاه ویژه. کنندل میــــعمDNAعنوان الگو براي سنتز 

مفید است و DNAهاي شناسی و پزشکی قانونی براي مشاهده و تکثیر قطعات مهم تشخیص از ملکولویروس

هاي قابل کشت در آزمایشگاهجهت تشخیص عوامل میکروبی قابل کشت و غیرPCRهاي مختلف امروزه روش

توان موارد زیر را با این روش می. باشدمیگیرد و یک روش تشخیصی سریع عوامل میکروبیمدرن انجام می

:مورد بررسی قرار داد

هاي خاص پاتوژنDNAمشاهدات توالی خاصی از -1

مشاهدات تغییرات ژنتیکی -2

غربالگري اختلالات ژنتیکی -3

هاي متعدد از یک ژن تهیه نسخه-4

موجود زنده DNAدر این روش با استفاده از یک میکروگرم از کل ژنوم . بسیار حساس استPCRروش 

ر، درصد بسیار کمی از کل مورد نظDNAمورد نظر را ساخت، حتی اگر DNAگرم ازتوان یک تا دو میلیمی

DNAنیاز یر شرایطی نظیر غلظت کاتیون موردثتواند تحت تأآورده میدر هر حال تکثیر یک فر. بوده باشد

. قرار گیردPCRکار رفته در طی عمل هاي بمراز و تعداد چرخشهاي پلیي فعالیت آنزیم، وجود مهار کنندهبرا

.که بین دو منطقه از توالی شناخته شده قرار گرفته مفید استDNAاي از این روش به ویژه در تکثیر قطعه



پرایمرها، قطعات . اختصاصی بودن این روش به استفاده از پرایمرهاي الیگونوکلئوتید سنتزي بستگی دارد

ي توالی خاص بوده که براي تولید یک مولکول دارا) جفت باز30تا DNA)15کوتاهی از زنجیر تکی 

هاي ند که هر کدام توالیروبه کار میPCRمعمولاً در روش )F،R(دو پرایمر. اندز شدهنوکلئوتیدي سنت

.الگو قرار دارندDNAهایی هستند که در زنجیر ري که توالی پرایمرها مکمل توالیبه طو. متفاوتی دارند

:آل شامل موارد زیر استرهاي ایدهخصوصیات دیگر پرایم

.باشدATوGCمناطق غنی از تا آنجا که ممکن است فاقد-1

.باشد) هالوپ(فاقد ساختمان ثانویه داخلی -2

.باشد3فاقد پرایمر مکملی به ویژه در انتهاي -3

گذارد، حرارت اتصال پرایمر به توالی هدف به طور مؤثري تأثیر میPCRعامل دیگري که در انجام -4

(annealing)است.

نی که باید تکثیر شود را اول اینکه محل ژدهند؛دو عمل انجام میPCRمورد استفاده در روش دو پرایمر 

عمل اول کاملاً مشخص است، در . کننده قطعات تکثیر شونده را تعیین مینمایند و دوم اینکه اندازمشخص می

گیرند مت هم قرار میو به سDNAمورد عمل دوم باید گفت که وقتی این دو شناساگر به دو ناحیه مختلف 

DNAیب طول قطعات ساخته کند و به این ترتسازي میمراز تنها قطعات را در بین این دو ناحیه همانندپلی

.شودشده تعیین می

باشد و همانطورکه در بالا اشاره شد میPCRترین مراحل روش است که طراحی پرایمر یکی از اصلیلازم بذکر 

لذا بایستی براي عوامل میکروبی که آل دارد،گی به استفاده از پرایمرهاي ایدهتبسPCRاختصاصی بودن روش 

.شناسائی کردهاي بالینی وجود دارد پرایمرهاي مناسب طراحی گردد تا بتوان آن را سریعاًنمونهاحتمال آنها در 

دوست به نام باکتري گرماکه از) مرازپلی(Taqمراز پایدار در برابر حرارت پلیDNAبا استفاده از PCRروش 

Thermus aquaticusهایی که به طور اتوماتیک، حرارت ضروري براي هر چرخه اشینبدست آمده است و م

هاي حرارت آنزیمی مناسب است زیرا در چرخهمراز،پلیTaq. سازند تسهیل شده استفراهم میPCRرا در 



. سازدهاي کوتاه را فراهم میDNAهاي عالی و کافی از هماند و فرآوردفعال باقی می) درجه سلسیوس94(بالا 

.تواند به سادگی بوسیله این روش تکثیر یابدنیز می) کیلو باز2براي مثال (DNAهاي دراز ، توالیدر هر حال

،dCTP،dTTP(فسفات نمونه مجهول، پرایمرها و نوکلئوتیدهاي تري(الگو DNA PCRبراي شروع 

dATP،dGTP ( ساختن و تکثیر برايDNA ،Taqمراز براي تکثیر پلیDNAمنیزیم موردهاي جدید، یون

از هم DNAکنند تا دو رشته د، سپس لوله را گرم میشونیم در یک لوله با هم مخلوط مینیاز براي فعالیت آنز

شود که به ق به پرایمرها این اجازه داده میبا سرد کردن لوله حاوي محتویات فوجدا شوند و در مرحله بعد

الگوي DNAسازي از روي شروع به همانند) Taqآنزیم (مراز پلیDNAنواحی مورد نظر متصل شده و 

. دنشویمرها به نواحی مکمل خود متصل میسازي بار دیگر پرابعد از مدت لازم براي همانند. اي بنمایدشتهرتک

در ناحیه مورد نظر مضاعف شده است، در این مرحله چهار رشته الگو براي DNAچون در مرحله قبل رشته 

شود، بار دیگر سخه از ژن مورد نظر حاصل میهمانند سازي وجود دارد و در نتیجه در پایان این مرحله چهار ن

بطور مین صورتنسخه و به ه16آید و در مرحله بعد و در اینجا هشت نسخه به وجود میشودسیستم گرم می

نسخه از ژن مورد نظر 2nتکرار مادر محلول nبطور کلی پس از . شودها زیاد میهاي ژنتصاعدي تعداد نسخه

268435456بار تکرار 30نسخه و پس از 262144یعنی 2nبار تکرار ما 20مثلاً پس از . خواهیم داشت

باشدام کارهاي زیست شناسی مولکولی مینسخه ایجاد خواهد شد که خیلی بیشتر از نیازهاي معمولی براي انج

) .1شکل(



PCRسیکل هاي مختلف : 1شکل

شد، ولی این شیا کلی استفاده مییمراز اشرپلیDNAاز آنزیم PCRلازم بذکر است که در ابتداي طراحی 

فزودن ا،درجه سلسیوس94واکنش تا دماي آنزیم به حرارت حساس بوده  و پس از هر بار حرارت دادن محیط

مراز از پلیTaqترین کشفیات در این زمینه این بود که آنزیم یکی از مهم. دوباره آنزیم تازه به محیط لازم بود

درجه سلسیوس پایدار است 94این آنزیم در . باشدده و این آنزیم مقاوم به گرما میباکتري گرمادوست جدا ش

به صورت PCRین آنزیم باعث شد که به راحتی ا. باشدمیدرجه سلسیوس 72ولی درجه حرارت اپتیم آن

.مراز دیگر نیازي به اضافه کردن مجدد آن نباشدپلیTaqاتوماتیک انجام شود و با افزودن یکبار آنزیم 

درجه 30(در دماي پائین . باشدمیPCRمراز افزایش حساسیت و دقت پلیTaqمزیت بسیار مهم دیگر 

ی که توالی تایهاپرایمرها ممکن است به جایگاه) رفتشیا کلی بکار مییمراز اشرپلیDNAسلسیوس که براي 

نی براي اتصال پرایمرها حدودي مشابه دارند نیز متصل شوند، زیرا در دماي پائین تعداد کمتري پیوند هیدروژ

. شوندمیPCRحل بنابراین پرایمرها با اتصال به نواحی نسبتاً مشابه، باعث ایجاد اشتباه در انجام مرانیاز است،

انجام شود اتصال ) پلی مرازTaqدماي اپتیم فعالیت (درجه سلسیوس 72ولی وقتی که واکنش در دماي 

کاملاً DNAهاي رشتهPCRبه این صورت پس از پایان . یابدرها به نواحی غیراختصاصی کاهش میپرایم

به راحتی از ژل الکترفورز و توانمیDNAبراي دیدن قطعات تکثیر شده . مشابه و خالص بدست خواهد آمد



. دهدهی و زمان حرارت دهی را نشان میددر شکل زیر مراحل حرارت. اده کردآمیزي اتیدیوم بروماید استفرنگ

.تواند متفاوت باشدبه عوامل مختلف مانند پرایمر میهرچند که این دماها و مدت زمان، بیشتر

PCRاي هکلهاي مختلف سیدما و زمان: 2شکل

براي مثال . باشدبه ویژه در میکروب شناسی تشخیصی مفید میPCRهمانطور که یادآوري شد، روش 

زاي باسیلوس آنتراسیس را مقدور ساخته هاي توسعه یافته است که مشاهده وجود میکروارگانیسم بیماريروش

ه وجود ژن براي مثال ژل که نشان دهند) نمونهDNA)DNAها تکثیر از یک قطعه در این روش. است

کند که ی تولید میاین ژن نوعی کپسول پروتئین. باشده کپسول این باکتري است مقدور میپلاسیمد کد کنند

. شودزا بیان میباسیل آنتراکس بیماريتوسط

ي هاتوان براي چرخشاین ماشین را می. شودانجام می)ترموسایکلر( در ماشین حرارتی PCRامروزه واکنش 

در اولین مرحله چرخش. ریزي کردنشان داده شده است برنامه2پی که در شکل درهاي پیحرارت

(Denaturation) زنجیره مضاعفDNA شوند که در مرحله از هم جدا میدرجه سلسیوس 94مورد نظر در

رهاي اختصاصی براي سپس پرایم.گرددثانیه انجام می30دي این عمل در دقیقه ولی براي مراحل بع5اول در 



DNA هدف، اتصال(Annealing) درجه سلسیوس 55درجه سلسیوس و متوسط 30-65به الگوها را در

از انتهاي DNA)سنتز (Extension، تکرار (Annealing)که پرایمرها متصل شدندهنگامی. سازدمیمقدور

3 این عمل به تشکیل دو مولکول از زنجیره مضاعف .دهدرخ میدرجه سلسیوس 72از پرایمرها درDNA

.هاي مورد نظر را بدست آوردتوان تعداد نسخهشود که با تکرار مراحل فوق میمنجر می


