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Real-time PCR

)دانشجوي کارشناسی ارشد(شهرام شجاع

)استادیار دانشگاه-باکتریولوژیست(دکتر رضا میرنژاد

Real-time PCRي پیشرفت واکنش قفهوتکنیکی براي مشاهده بیPCRباشددر طول زمان می،

. گیري نمودازهرا نیز اند) RNAیا PCR)DNA،cDNAتوان مقادیر تولیدات همچنین با این روش می

باشد که در طول واکنش می) Reporter(تولیدي از مولکول گزارشگر این روش بر مبناي فلوروسنت

اي دو رشتهDNAباشند که به هایی میبه صورت رنگفلوروسنتي گزارشگر هامولکول. یابدافزایش می

®TaqManاص مانندهاي خرهاي توالیو یا بصورت شناساگSYBR® Greenشوند مانند باند می

Probesو مقدار تولید نهایی را با دقت شدهئیک آغازتواند با حداقل اسید نوکلاین تکنیک می. باشندمی

، به راحتی قابل اجرا است و دقت و نبودهمحدود به زمان و ذخیره منابع چنین هم. زیادي تعیین نماید

حل اولیه واکنش ارا در مرPCRتوسعهشخیص این روش توانایی ت. معمولی داردPCRحساسیت بالاتر از 

.باشدمعمولی در مرحله نهایی واکنش میPCRدر حالی که تشخیص در ،دارد

Real-Time PCRمعرفیوتاریخچه

تشـخیص امکـان کـه کردنـد ابـداع روشـی همکـاران وHiguchi،1993و 1992هـاي سـال در

انجـام واکـنش انتهـاي درکـه محاسـباتی بـا آنهـا ؛دادمـی واکـنش انجـام هنگـام راPCRمحصـول  

برومایـد مواتیـدی رنـگ ازسیسـتم ایـن در. کردنـد مـی اسـتخراج راهـا واکـنش اطلاعات کلیـه ،دادندمی

توانسـت مـی کـه بـود شـده ایجـاد ترموسـایکلر درتغییراتـی وشـد مـی اسـتفاده  PCRواکـنش  در

دوربـین  یـک ازاسـتفاده بـا راشـده بازتـاب فلوروسـنت تحریـک کـرده،  بـنفش مـاوراء نـور بـا راهانمونه
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Cooled CCDسـیکل  هـر درفلوروسـنس افـزایش مقایسـه بـا .بررسـی کنـد  کـامپیوتر یـک بهمتصل

PCRمحصول از بررسیبهتربسیارکهآمدمیدستبه، نموداريPCRبودواکنشانتهايدر.

اولین دستگاه 1996سال درApplied Biosystems (ABI)شرکت ابداعی،روشاینازگرفتنایدهبا

Real-time PCR7700مدلبارا SDSترینصحیحخودزماندردستگاهآن.)1شکل (کردبازاروارد

معمولی فایقPCRمشکلاتبربودتوانستهزیرا،بودنوکلئیکاسیدهايتشخیصدرروشترینحساسو

باهیبریداسیونوالکتروفورزبهنیازحالعینردو داشتراPCRروش بودنحساسواختصاصیتوآید

استفادهبهنیزهاي دیگريشرکتپسآناز.بودکردهحذفراکمینیمهتشخیصبرايرادیواکتیومواد

تواناییخاطربهReal-timeنام کنندمیفکربرخی.دادندارتقاءراآنوپیوستندروشاینکنندگان

افزار نرمچوننیستطوراینالبتهکهباشدمیPCRحین انجام واکنش،پیشرفتروندمنحنیمشاهده

ABI 7700 SDSپیشرفتمنحنیدادننشانبهقادررفتکاربهدستگاهدر اینکهافزارينرم، اولین

SDSافزار نرمکهشداطلاقآنبهخاطراینبهReal-timeاصطلاح . نبودبرنامهانجامحالدرواکنش،

ارائهوکردهمحاسبهواکنش،اتمامازپسبلافاصلهویکجابه صورتراهانمونهتمامنهاییاطلاعاتدبوقادر

کهبودحالیدراین.دنبواطلاعاتروياضافیکاربهنیازيکارهاي بعديبرايکهايگونهبه،نماید

وپردازشبهنیازکهکردندمیلیدتواطلاعاتی،واکنشاتمامازپسزمانآندر افزارهانرمترینپیشرفته

نهاییاطلاعاتتولیدتواناییدستگاه،اینبرايReal-timeوجه تسمیه روایناز.داشتگیرينتیجه

راReal-timeواقعی انـــــزمدرواکنشپیشرفتنمایشو قابلیتده بوواکنشاتمامازپسبلافاصله

Real-time PCRواقع در.نمودنداضافهسیستمبه،نصب شدنددستگاهدرکهبعديافزارهاينرم

یکمختلفهايسیکل، طیPCRواکنش چندینیااز یکفلوروسنتهايسیگنالمنظمآوريجمع

راآنکمکبهنمونهغلظتگیرياندازهوعدديبه مقدارهايهاسیگنالاینتبدیلوباشدمیواکنش
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qRT- PCR1به این نوع .گویندمیPCRچنین همkinetic polymerase chain reaction

(KPCR)گویند.

هاي تشکیل دهنده آنو قسمتABI 7500مدل Real-time PCRدستگاه : 1شکل

Real-time PCRکاربردهاي مهم 

:مقدار یا لود ویروسگیرياندازه-1

1 ) Quantitative Real-Time PCR
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از این لذا،شدبامقدار ژن به صورت کمی قابل جداسازي میReal-timeکه ذکر شد در روشهمانطور

در بیماري که بطور مثال ؛توان بخوبی بهره گرفتمیتکنیک جهت پیگیري اثرات درمانی داروهاي خاص 

HBS Ag+ است استفاده از متدهایی مانندPCRباشند رهگشا هایی کیفی مییا الیزا که روشمعمولی و

توانمیReal-timeفاده از متد ولی با است،شودگزارش میبیمار مثبتHBS Agدر عین حال ویستن

Lodeباشدارو رصد کرد که بسیار ارزشمند مییا مقدار ویروس را پس از دریافت د.

داروها کنترل غذاها و-2

ن ژبیان بررسی -3

ها آگهی در مورد سرطانپیش-4

DNAانگشت نگاري -5

ژن تراپی -6

موفقیت پیوندها -7

خونی يارزیابی کانسرها-8

:معایبها وزیتم

Real-time PCRهاي متداول نسبت به سایر روشPCRها شاملترین آنمزایایی دارد که مهم:

هاي سنتی پس از پایان میزان محصول در هر چرخه قابل ردیابی است در حالی که محصول روش-1

.شودواکنش و الکتروفورز مشخص می

.امکان بررسی و آنالیز چند رونوشت متفاوت در یک تیوپ امکان پذیر است- 2

-RTبرابر 1000حساسیت و دامنۀ دینامیکی آن -3 PCR)Reverse transcription PCR(معمولی

.است
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.توان ارزش گذاري کمی انجام داده و میزان الگوي اولیه را دقیقاً تخمین زدمییک به کمک این تکن-4

توان به ناتوانی این تکنیک در برآورد اندازة محصول تکثیر شده و پرهزینه بودن آن کنار این مزایا میاما در

.اشاره کرد

Real-timeاساس تکنیک 

یـک ازواکـنش برنامـه .باشـد مـی معمـولی PCRشـبیه  جهـات بسـیاري ازReal-timeتکنیـک  

پرایمـر و ، اتصـال DNAشـدن تواسرش ـشـامل ايزنجیـره سـیکل 40تـا  30تعـداد  سـیکل آغـازي و  

انجـام بـراي اسـتفاده مـورد مـواد .اسـت شـده تشـکیل DNAگسـترش  یـا جدیـد رشتهشدنپلیمریزه

PCRمشـابه  واکـنش مکانیسـم .داردمعمـولی PCRکـه واکـنش   دارنـد راترکیبـی همـان واکـنش 

دردوآنفـاوت ت.شـود مـی برابـر دوشـده تکثیـر هـاي نسـخه تعـداد سـیکل هـر درکهايگونهبهاست

خـلال درآنهـا پیگیـري وفلوروسـنت هـاي با بـه کـار بـردن رنـگ    Real-timeسیستم درکهاستاین

دنبـال لحظـه بـه لحظـه راواکـنش تـوان پیشـرفت  مـی فلوروسـنت جـذب تغییـرات مشـاهده وواکـنش 

معمـولی، PCRواکـنش  درکـه در صـورتی نمـود، مشـاهده راهـا واکـنش نتـایج برنامـه، پایاندروکرد

تشـخیص سیسـتم .کـرد تـوان مشـاهده  مـی ژلرويبـر هـا نمونـه انتقـال بارانتایجواکنش،اتمامازبعد

آزمـایش صـحت ییـد أبـراي ت PCRواکـنش  ازبعـد کـه مراحلـی حـذف بـر عـلاوه ،Real-timeدر

تکثیـر شـده را نیـز   DNAمیـزان  بتـوان کـه سـازد مـی فـراهم راامکـان ایـن گیـرد، مـی صـورت 

بخـش تولیـد  یـک داشـتن بـر عـلاوه Real-timeهـاي  دسـتگاه منظـور ایـن بـراي . نمـود گیـري انـدازه 

.هستندنیزنورسنجشوتولیدبخشیکدارايگرما،کننده

یـک بخـش چرخاننـده    : از دو بخـش مختلـف تشـکیل شـده اسـت     Real-timeدسـتگاه کلـی طـور بـه 

وطراحـی شـده  PCRواکـنش  یعسـر اجـراي بـراي چرخاننـده بخـش .فلـوریمتر بخـش یـک گرمایی و

سیسـتم  درشـد کمـی طـول سـاعت چنـد آنهـا درواکـنش کـه PCRمعمـول  هـاي هدسـتگا بـرخلاف 

Real-time واکــنش ،PCR بخــش فلــوریمتر شــامل یــک . گیــرددقیقــه صــورت مــی60تــا 45ظــرف
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درهک ـمحلـولی بـه ابتـدا آنکمـک بـا کـه باشـد مـی نـور سنجشتجهیزاتونوريفیلترهايمنبع نور، 

ودشـو مـی فلوروسـنت مـاده تحریـک باعـث داده،تـابش نـور اسـت انجـام حـال درPCRواکـنش  آن

کنـار درايگونـه بـه بخـش دوایـن .نـد کمـی گیـري انـدازه راشـده فلوروسـنت منتشـر  میـزان سـپس 

بررسـی محصـول، تشـخیص مثـل ايویـژه کارکردهـاي قـادر هسـتند  کـه انـد شـده دادهقـرار یکـدیگر 

نمـایی افـزایش حالـت اسـت قـادر Real-timeدسـتگاه .دهنـد انجـام راهـا جهـش اییشناس ـوکمـی 

ایـن .کنـد اسـتفاده DNAسـنجی  کمیـت آن بـراي ازداده،تشـخیص راPCRواکـنش  پیشـرفت 

کـه ترتیـب ایـن بـه . دهنـد مـی Real-timeدسـتگاه  بـه فلوروسـنت هـاي رنـگ رافـرد بهمنحصرتوان

تبـدیل باعـث کننـد، مـی خـود سـاطع  ازکـه یفلوروسـنت تـابش ازطریـق DNAسـازي  آشـکار بـا آنها

ایـن کـه شـوند مـی PCRواکـنش  سـیکل هـر درفلوروسـنت تـابش افـزایش بـه DNAنمایی افزایش

افـزار کـامپیوتري  نـرم کمـک بـا شـده، ثبـت وگیـري انـدازه دسـتگاه فلـوریمتري سیسـتم بـا افـزایش 

).2شکل (شودمیتبدیلDNAسنجش برايکمیاطلاعاتیبهمجدداً
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نمودارو فازهاي مختلف یکReal-time PCRهاي تکثیر در نمودار:)2(شکل

Real-time PCRاصول کار 

معمولی نیاز است درPCR-RTگرهایی که براي یک د تمامی اصول و واکنشــهمانگونه که گفته ش

time PCRReal این .اکنش حضور داردنیز در وفلوروسنتاما یک گزارشگر ،رودهم بکار می-

لذا افزایش شدت نور ،نور تولید کنند،شوند که در صورت تکثیر محصولاي طراحی میرها به گونهگگزارش

معمولاً اگر واکنش خود را بهینه . ثبت شده در دستگاه با میزان محصول بدست آمده نسبت مستقیم دارد

به این منطقه خط کهبینید نمیفلوروسنتشدت چرخۀ ابتدایی تغییر چندانی در15تا 3کرده باشید در 

Base(پایه line(هایی که شدت به اولین چرخه. گذاردرو به افزایش میفلوروسنتدر ادامه شدت . گویند
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با مقدار CTعدد . گویندCTیا )Threshold cycle(آستانهسیکل،بیشتر از خط پایه باشدفلوروسنت

هر چه مقدار . اولیه را تخمین زدmRNAتوان مقدار دارد و از روي آن میدار الگوي اولیه رابطۀ معنی

با کمک این تکنیک یک برآورد کمی از مقدار داگر بخواهی. شودکم میCTالگوي اولیه بیشتر باشد مقدار 

،ماز یک نمونه معلوابتدا بدین منظور . نمائیدباید یک نمودار استاندارد رسم دالگوي اولیه داشته باشی

با تکثیر و ادامهدر . هاي استاندارد رسم نمائیدمنحنی،دستگاهبه کمکهاي مشخصی تهیه کرده و غلظت

.تعیین کنیدغلظت رونوشت اولیۀ آن را ،هاي استانداردو مقایسه آن با منحنینمونۀ مجهول CTارزیابی 


