
PCRانواع مختلف 

گردد که این روش استفاده میPCRهاي مختلف در کارهاي تشخیصی در آزمایشگاههاي بالینی از روش
:ازعبارتند

-Touchdown PCR
-Degenearte PCR

-Heminested PCR

-RT–PCR

-ARMS-PCR

-Nested-PCR

-Hot-Start PCR

-Alu-PCR

-PCR-ELISA

-Real –Time PCR

-Multiplex PCR

....و -

:.گرددها اشاره کوتاه میPCRادامه به بعضی از این نوع در

Multiplex-PCR

Multiplex PCR یک نوع تغییر یافته ازPCRباشد که در آن دو یا بیش از دو لوکوس از ژن می

که براي اولین بار این روش توصیف شد بطور 1988از سال . شودطور همزمان در یک واکنش آمپلی میبه 

مورفیسم یا سنجش ها، پلیها شامل آنالیز جهش ناشی از حذف، سایر جهشآمیزي در خیلی از تستتقیموف

، مطالعات Linkageها، اسکرین جنسیت، آنالیز امروزه از این روش در شناسایی پاتوژن. کمی بکار رفته است

بطورکلی در . گرددده میها و تشخیص بیماریهاي ژنتیکی استفاشناسی، بررسی کیفیت و کمیت نمونهجرم



یان دیگر باکتریها یا تمایز باکتریها نشان دهنده یک پاتوژن خاص در مMultiplex PCRها، شناسائی پاتوژن

عمولی مPCRصرف زمان و معرف نسبت به Multiplex PCRدر.ها در یک جنس می باشدها یا سویهگونه

پلکس براي استفاده کم از آنزیم و مین دلیل واکنش مولتیهباشد بهشود کمتر میکه در چندین لوله انجام می

. مناسب استالگوها بسیار

Multiplex PCRطراحی و اجراي 

توان دو مجموعه از پرایمرها که شرایط واکنش آنها بطور جداگانه ارزیابی میMultiplex PCRدر 

وجه به ملاحظات دقیق براي نواحی با تMultiplex PCRهرچند در بعضی . شده است را با هم مخلوط کرد

با چندین قطعه PCRشوند، اندازه نسبی قطعات، دینامیک پرایمرها و اپتمایز کردن تکنیک که آمپلی می

اهداف را مشخص کرد و Multiplex PCRباید در PCRمانند تمام انواع . مناسب تغییراتی داده شده است

اي باشند، این پرایمرها بایستی داراي کنتیک واکنش مشابه. )1شکل (با توجه به آنها پرایمرها را طراحی نمود

متوسط داشته annealingنوکلئوتید و درجه حرارت 23- 28طول آنها ،%40- 60پرایمرها حدود C/Gمقدار 

انتوکه این شرایط را میارزیابی شوند، هرچنداولیه و غلظت مواد باید ابتدا annealingدرجه حرارت . باشند

بایستی به همین دلیل شرایط براي هر مجموعه پرایمر می. بصورت تجربی بدست آوردMultiplex PCRدر 

. بطور جداگانه طراحی شود و اگر در مجموعه هاي پرایمر نیاز به اصلاح بود تغییرات اعمال گردد

روند ورت ترکیبی بکار میکنند مشکلی ندارند، ولی وقتی به صپرایمر در هنگامی که جدا کار میهايجفت

. ر استفاده کردمولا3/0توان از اتانول مناسب در استات سدیمآید که براي رفع مشکلات میمشکل بوجود می

. کندها در اضافه کردن هر مجموعه پرایمر افزایش پیدا میهاي غیراختصاصی و آرتیفکتاحتمال تشکیل جفت

، اضافه کردن مواد آلی، بالا بردن Hot-start PCRتوان ازمیMultiplex PCRبراي رفع باندهاي نامناسب 

استفاده کرد و همچنین اگر از موارد فوق استفاده شد و باندهاي نامناسب هنوز Annealingدرجه حرارت 

.اشت بایستی پرایمر جدید طراحی شودوجود د



فیکاسیون صورت نگرفت، بایستی ست نیامد و براي همه قطعات آمپلیمولار محصول بدهاي اکیاگر در غلظت

بیش از دیگر هائی که یک هدف این تغییر به خصوص در نمونه. غلظت بعضی از جفت پرایمرها را کاهش داد

و مقدار Multiplex PCRارتباط معکوسی بین غلظت الیگونوکلئوتید مورد نیاز در . باشداهداف دارند مفید می

ATP موارد فوق با طول الیگونوکلئوتید و آنها وجود دارد، اما ارتباطی بینTmوجود ندارد.

هنگامی که بین همه جفت پرایمرها سازگاري وجود ندارد، بایستی آنها را در چندین واکنش

Multiplex PCRجفت پرایمر و سپس با اپتیمایز 18بتدا مثلاً در یک مطالعه در ا. کوچکتر بررسی کرد

. استفاده شدMultiplex PCRجفت پرایمر براي شناسائی ژن دیستروفی در 26کردن شرایط واکنش با 

Multiplex PCRنماي شماتیک از ): 1(شکل 

:تیتراسیون اجزاي واکنش

اکنش براي هاي مختلف اجزاي وضروري است که غلضتMultiplex PCRبه خصوص در PCRدر 

مراز و آنزیم پلیdNTPو +Mg2غلظت . متناسب شوندبا همدیگرPCRبدست آوردن بالاترین کارآئی روش 

ها بایستی معمولی، غلظتPCRگذارند، لذا مانند روش پلکس اثر میکون در مالتیاغلب روي تعداد آمپلی

هاي بافري بطور سیستم. متفاوت باشنداپتیمایز شوند، چراکه جفت پرایمرها ممکن است داراي نیازمندیهاي



توان به عنوان بازدارنده یا اجزاي مفید در میDMSOاز . فیکاسیون موثر هستندخیره کننده در آمپلی

Multiplex PCRمواد افزودنی که سبب کاهش باندهاي غیر اختصاصی در. استفاده کرد

Multiplex PCR100تون ، تری20توئین: د عبارتندازنشومی-X،ßمرکاپتواتانول و کلرید تترامتیل آمونیم .

:شرایط ترموسایکلر

عموماً هرچه تعداد اهداف بیشتر . شودهاي پرایمر تعیین میرهاي ترموسایکلر با سکانس مجموعهپارامت

ر نظر هرچند که در اینجا بایستی این نکته را د. در نظر گرفته شودPCRباشد زمان بیشتري باید براي انجام

یکاسیون غیراختصاصی تر شود فرصت براي آمپلیفطولانیExtensionو Annealingداشت که هرچه زمان

.یابدهم افزایش می

PCR-ELISA

Realتوان این روش را جایگزین می –Time PCRمحصولات . استفاده کردPCR بوسیله مواد نشاندار

سپس این محصول نشاندار با یک پروپ . شوددار میدر طی آمپلی کردن نشان) digoxigeninمانند (

بادي متصل به در مرحله بعد آنتی. شودکه در دیواره میکروپلیت متصل است باند میPCRاختصاصی محصول 

توان بجايمی. گیردمورد استفاده قرار میPCRبراي ارزیابی مقادیر محصول digoxigeninآنزیم ضد

digoxigeninاین روش در  مقایسه با. فاده کرداز بیوتین استPCRتر تر، ارزانمعمولی حساستر، اختصاصی

).2شکل(باشدتر میو سریع



PCR-ELISAسنجش ): 2(شکل

Nested-PCR

اساس این . باشدمیPCRروش موفقی جهت از بین بردن محصولات ناخواسته و افزایش همزمان حساسیت 

باشد که در مرحله بعد با دو پرایمر اولیه میمورد نظر تحت شرایط استاندارد DNAاي تکثیر قطعهروش ابتدا

گرددمیPCRتر نسبت به جایگاههاي دو پرایمر اولیه اولیه با استفاده از پرایمرهاي داخلیPCRمحصول 

صولمحسپس،شودمیتکثیرچرخه30-15طولدرهدفتوالیبیرونیپرایمرابتداروشایندر.)3شکل (

PCRبا استفاده از جفت پرایمر داخلی مرحله دوم شود و به عنوان الگو واي دیگر منتقل میل به لولهحاص

PCR انجام شده و ترادف کوچکتري ازDNA که درونPCRتکثیرچرخه40-15اندازهبه،اولی است

. شوندمیرقیقهازدارندهبا،دور اول به لوله جدیدPCRدر این روش به دلیل انتقال محصول .گرددمی

DNAبراي مثال اگر پرایمرها در یک مخلوط بزرگ . کنندرا ویژگی پرایمرها تعیین میPCRاختصاصیت 



به همین جهت . تکثیر خواهد شدDNAقطعهیکازبیشتر،ژنومی به بیشتر از یک لوکوس متصل شوند

Nestedکنند که از محققان سعی می Primersتصاصیت استفاده کنندبخاطر تأمین اخ.

Nested-PCRنماي شماتیک از ): 3(شکل 

Alu-PCR

شود از هاي کروموزومی انسان در سلولهاي هیبریدي استفاده میدر این روش که بیشتر براي تعیین توالی

ا نهصد جفت بازي که گاهی ت300این توالیهاي (باشد هاي بسیار تکراري ژنومها میپرایمرهایی که مکمل توالی

.گردداستفاده می) نامندمیALuشوند را تکرارهاي نسان و دیگر پستانداران تکرار میهزار بار در ژنوم ا


