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Time PCR–Realهاي عملی در روش

:نویسندگان

)دانشجوي کارشناسی ارشد(شهرام شجاع 

)استادیار دانشگاه-باکتریولوژیست(دکتر رضا میرنژاد 

هاي عملی روشلاحات متداول و ــــــــــــاصط،متدهاي گوناگونکلیات،تعاریف،در سه قسمت گذشته 
تفسیر عملی انجام تست وتا به صورت کاملاًن مبحث سعی شده در ای،گردیدارائه Real-Time PCRدر

.ورده شودآThreshold LineوBaselineی در مورد تنظیمهمچنین نکاتو نتایج 

ABI7500دستگاه در Absolute Quantitationاندازي یک پلیت به روشراه

باز Quick start documentه برنامه کلیک کنید تا پنجرروي نرم افزار برstartابتدا از منوي -1
)1شکل (.گردد

Startباز کردن منوي : 1شکل 
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جره ــــتا پنکردهکلیک Create New Documentسپس در همین پنجره بر روي باکس -2
New Document Wizardشودباز.

آزمونوع ـــــــــــــــــــنAssayاز قسمت New Document Wizardپنجره سپس در -3
)Absolute Quantitation (در قسمت . را انتخاب کنیدCommentتوانید هرگونه می

.نمائیدباشید را مرقوم یاداشتی که داشته
.را کلیک کنیدNextخود یک نام انتخاب و سپس آزمونبراي Plate Nameدر قسمت -4

)2شکل(

آزموننوع انتخاب نام و:2شکل

باکس متـدر قس،شودکه باز میجدیدي New Document Wizardدر پنجره -5
Reference dyeبر روي . خود را انتخاب کنیدآزمونده در رنگ مرجع مورد استفاDetector

مورد نظرتان براي Detectorرا کلیک کنید تا Addو کلمه لایت کرده مورد نظرتان را هاي
جدید به Detectorد مورد نظر وجود ندارد براي ایجاDetectorچنانچه . انتخاب گرددآزمون
)3شکل (.دیرا کلیک نمایNextدر پایان این مرحله کلمه وبعد رفته قسمت
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Detectorانتخاب نحوه: 3شکل 

نوع آزمونچاهکشود براي هرجدیدي که باز میNew Document Wizardدر پنجره -6
Detectorکردانتخاب توان میو وظیفه آن را.

سپس نام ). 6a(دکنیانتخاب ctrl-clickهاي مورد نظر را با چاهکو یا چاهکمنظور اینبراي 
Detector6(نموده انتخاب را هاي انتخاب شده چاهکبراي هاb(، سپس از گزینهTask نوع

غلظت Quantityدر باکس). 6c(شودانتخاب می) NTCیا standardیا Unknown(نمونه 
)4شکل (. را کلیک کنیدFinishیان کلمه و در پاوارد را نمونه استاندارد 
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ها وتعیین غلظت استانداردها چاهکوظیفه هر کدام از انتخاب:4شکل 
plateوي کلمه ررا انتخاب کرده و برSetupشود کلمه سپس در پنجره جدیدي که باز می-7

ا ـو بنمودهظرتان را انتخابـهاي مورد نچاهکو یا چاهک. ن باز شودآکلیک کنید تا پنجره 
Right click بر روي دکمه موس گزینهwell Inspectorسپس . دیرا انتخاب کرده و کلیک نمای

ن را بزنید و آتیک Detectorدر قسمت .نام نمونه را انتخاب کنیدsample nameدر باکس
referenceدر قسمت باکس  day پایان را انتخاب کنید و در آزموننام رنگ مرجع بکار رفته در

.نمائیدکلیکCloseوي ربر
و در این صفحه کلیک کردهInstrumentهاي حرارتی بر روي براي بکار انداختن سیکلدر پایان -8

-One step RTشماآزمونبر حسب اینکه  PCRیاTwo stepهاي حرارت را در باشد سیکل
و در قسمت حجم واکنش Sample Volumeسپس در قسمت وتنظیم کرده هقسمت مربوط

Data Collection مشخص کنید که فلورسانس تابشی در کدامStage@ stepآوري جمع
.افتدبرنامه به کار میSaveرا بزنید که دستگاه ضمن درخواست Startکلیددر پایان . گردد

)5شکل (
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هاي حرارتی انتخاب سیکل: 5شکل

را کلیک کرده و سپسResultراي مشاهده لحظه به لحظه پیشرفت واکنش قسمت ـــــــــب
Plotamplification را ه به لحظه پیشرفت واکنش بر روي صفحه مانیتور لحظرا کلیک کنید و

توان منحنی لیه موجود در نمونه چقدر باشد میبر اساس اینکه تعداد کپی اوعمولاًم. کنیدمشاهده 
در نمونه بیشتر باشد درعامل مورد نظرهرچه تعداد کپی اولیه. مشاهده کردتکثیري نمونه را

)6شکل (.گرددکاهش یافته و منحنی زودتر رؤیت میCtنتیجه 
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هاي مختلف آزمایش از روي صفحه مانیتور مشاهده قسمت: 6شکل 

:هاها و گزارش جوابآنالیز داده
با ویژگی و تعاریف ) Amplification plot(نی تکثیرت باید داراي منحثببطور کلی هر نمونه م

)7شکل (: زیر باشد
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) Amplification plot(منحنی تکثیر: 7شکل 
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فازهاي مختلف منحنی تکثیر: 8شکل 

صورت جواب در غیر این،باشدplateauوBaseline ،Exponentialهر منحنی باید داراي سه فاز
.)8شکل (قابل قبول نیست

.گرددعمل می1شماره نمودارها طبق براي آنالیز داده

هانالیز دادهآنحوه : 1شماره نمودار



9

.

:Baselineتنظیم 
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ن تفسیر همچنییک نتیجه درست وکسبدر ThresholdوBaselineهمانگونه که ذکر شد تنظیم 
.ددقت کنی) 9شکل (به براي این منظور، دباشصحیح نتایج بسیار مهم می

به خوبی تنظیم baselineدر شکل مقابل 
شده و بلافاصله چند سیکل بعد از 

Baselineهاي تکثیري شروع شده منحنی
.است

خیلی پائین baselineدر شکل مقابل 
که در این حالت باید انتخاب شده است 

End cycleرا افزایش داد.

خیلی بالا انتخاب Baselineدر شکل مقابل 
را End cycleکه در این حالت باید شده 

.  کاهش داد

Baselineتنظیم نحوه : 9شکل 
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Threshold Lineتنظیم

:نشان داده شده است10در شکل شماره Threshold Lineروش تنظیم

Threshold Lineبه خوبی تنظیم شده
است 

Threshold Lineبالا کشیده شود.

Threshold Lineپائین کشیده شود .
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Threshold Lineتنظیمنحوه : 10شکل 

:سایر پارامترها که باید ملاحظه گردد

کنترل کنید اگر نمودار ،Component Tabقسمت - 1
.طبیعی است،باشد11شماره به شکل آزمونهاي فلورسانس مورد در رنگ

آزمونهاي فلورسانس مورد در نمودار رنگ: 11شکل 

ROXو FAM creepد غیر طبیعی ممکن است ر موارد drop12شکل (.اتفاق بیفتد(
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12شکل 

2-Rn vs. Cycle (Linear) View

که با مشاهده دـــــــــــــــــــــــــــــــــــــباش13ی باید به شکل عیرهاي واقثتشخیص تک
Rn vs. Cycle (Linear) Viewآنکه مغایرت باگردد و هرگونه نمودار تکثیريمشخص می

. داشته باشد باید غیر طبیعی در نظر گرفته شود

بی تکثیر در آن اتفاق افتاده استمنحنی تکثیري که به خو: 13شکل 
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1-Rn vs. Cycle (Linear) View
نمونه ما فاقد چاهکدهد در کدام شود و نشان میمشخص میOutlierبا تنظیم این پنجره 

)14شکل (.ی بوده استعتکثیر واق

ی تکثیر در آن اتفاق نیفتاده استمنحنی تکثیري که به خوب: 14شکل 

.)15شکل (زیر بدست آیدطبیعیو در پایان بعد از کنترل و تنظیم موارد بالا باید منحنی استاندارد به فرم 
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منحنی استاندارد: 15شکل 

تا 3.3-یا شیب منحنی باید Slopو ر گرفته باشند ها و استـــــانداردها روي یک خط قرایعنی اینکه نمونه
.باشد0.98بالاي آزمونRاست و 3.32-باشد و بهترین شیب 3.6-

Ctهاي استاندارد که یک لگاریتم اختلاف غلظت دارند اختلاف نرمال بایستی نمونهآزمونهمچنین در یک 

.باشد3.3آنها 


