


واکنش زنجیره ای پلیمراز

Polymerase chain reaction

(PCR)



مقدمه

،هايروشتوسطتواندميهاميكروارگانيسمشناساييوتمايزتشخيص
انجامايمونولوژيكيوبيوشيمياييفنوتيپی،هايآزمايشجملهازمتعددي

.شود

دارندناستنادیقابلوواضحنتايجگاهیاينکهدليلبهروشهااينالبته
جديدیروشهاباتقريباباشندمیزيادیوقتصرفنيازمنداينکههمچنين,

گرديدهجايگزينميشوندانجاممولکولیهایتکنيکوسيلهبهکهشناسايی
.اند

روشايندرخطااحتمال,تشخيصاختصاصيفرآيندوحساسيتافزايش
.دهديمكاهشزيادیحدتابيوشيمياييوفنوتيپيهايروشبهنسبتراها



تاریخچه
 تکنيکPCR توسط کری موليس1984در سال(kary Mullis ) ارائه شده است در اين تکنيک

.ميليونها بار تکثير ميشودDNAيک مولکول 

ابتدا اين کار توسط سه بن ماری با حرات دهی مختلف انجام ميگرفت و از آنزيم کلنو بعنوانDNA 
POLYMERASEر اين آنزيم در اثر حرارت دناتوره ميشود و اجبارا با يد دوباره د. استفاده ميشد

.هر سيکل به واکنش اضافه شود

Saiki از آنزيمDNA POLYMERASE مقاوم به حرارت

گفته ميشود DNA POLYMERASE  Taqکه اصطلاحا 

بصورت اتوماتيک انجام PCRاستفاده کرد وامروزه واکنش 

.ميگيرد 



واکنش زنجیره ای پلیمراز

ررسی واکنش ارزان ،سريع و فراگير ، که به کمک آن محققين توانسته اند آنرا برای ب
رندمولکولی ميکروبها ، گياهان ، جانوران، نمونه های باستانشناسی و غيره به کار بب



PCRمکانیسم

مخلوطباآزمايشلولهيکدرسادگیبه(PCR)پليمرازایزنجيرهواکنش
درآزمايشلولهدادنقرارودهندهواکنشعواملازایمجموعهباDNAکردن

.ميشودانجامحرارتیسايکلريک

اسااس ايان روش بسايار سااده باوده و مانناد واکانش همانندساازی

DNA در موجودات زنده توسط آنازيمDNA  پليماراز صاورت

. می گيرد

در موجااودات زنااده، مجموعااه ای از چنااد پااروتئين و آناازيم در 

نقش دارند ،در حالی که در واکنش DNAفرآيند همانند سازی 

PCR تنهااا نااوص خاصاای آناازيمDNA   پليمااراز  مقاااوم  بااه

Taqحارارت  باه ناام polymerase  باه هماراه باافر، کلرياد

 DNAآب مقطاار جهاات تکثياار قطعااات,منياازيم و نوکلئوتياادها

.استفاده می شود



الگو DNAنمونه

، محصول  DNAاين نمونه می تواند، قطعه ای. انجام می شود DNAتکثير از روی نمونه
.  ديگری باشد PCRپلاسميدی يا حتی محصول DNAژنومی،  DNAاستخراج

ژنومی برای يک واکنش DNAپلاسميدی يا يک ميکروگرم از DNAمعمولاً حدود يک نانوگرم از
PCR کافی است.

ديگری غير  DNAقطعات)بيش از مقدارتعيين شده، باعث توليد محصولات غير اختصاصی 
يا عدم تکثير  PCRنيز باعث کاهش دقت واکنش DNAشده و مقدار کم نمونه( از قطعه مورد نظر

.قطعه مورد نظر می گردد

نيز مهم است به طوری که باقی ماندن ترکيبات مورد استفاده در مرحله DNAکيفيت نمونه
Taq، باعث کاهش فعاليت آنزيمEDTAمثل فنل و DNAاستخراج polymerase  و عدم حصول

از هر  DNAبا مقادير بسيار اندک PCRنتيجه مورد نظر می گرددو همچنين آلوده شدن واکنش
.منبع ديگری ممکن است به توليد قطعات غير قابل انتظار بيانجامد



( Primer) آغازگرها

ساخته مي الگوDNAپرايمرها قطعات سنتز شده اي از بازهاي آلي اند كه بر اساس قطعه مورد نظر
 .طول پرايمرها بسيار مهم است و هر چه طول پرايمر بلند باشد اختصاصي تر عمل مي كند.شوند

ه اول اين كه محل ژني را كه بايد تكثير شود مشخص مي كنند و دوم اين ك. پرايمرها دو عمل انجام مي دهند
.  اندازه قطعات تكثير شونده را تعيين مي كنند

غلظت بيش. نانو مولار تا يک ميکرو مولار متغيير است 100از  PCRغلظت بهينه پرايمرها برای واکنش
.  از محدوده، منجر به توليد قطعات غير اختصاصی می شود

م نرم افزارهايی وجود دارد که طراحی پرايمر را انجام ميدهند بعد از طراحی پرايمر بهتر است توسط نر
.گردندAnnealآنها را چک نمود تا مشخص شود که با چه ژنهای ديگر ميتوانند Blastافزارهايی مانند 

بافر
Taqو آنزيم PCRمناسب واکنش pHتنظيم PCRمهمترين نقش بافر polymerase اجزای . می باشد

.اين بافر نقش های ديگری نيز دارند

د ميباشول ربافر داراي گليس. کمک می کند( نمونه)الگو  DNAاز جمله کلريد پتاسيم که به اتصال پرايمر به
.است DNAبراي مشهود سازيکه 



یون منیزیم: کاتیونهای دو ظرفیتی

الـگـاـو و  DNAاثار متقابال رشاتهمی باشاد و PCRيون منيزيم يکی از اساسی ترين اجزا واکنش
بارای فعاليات خاود باه  DNA polymeraseانواص مختلف آنزيم.آغـازگـر را افـزايـش مـي دهـد

Taqبرای تکثير با. لازم است DNAاين يون نياز دارند و اين يون برای اتصال پرايمر و قطعه
polymerase ايان ياون عمادتاً باه صاورت ترکياب کلرياد منيازيم در واکانشPCR  اساتفاده مای

قارار داده مای شاود ولای از آنجاا کاه بارای برخای  PCRايان ترکياب گااهی در هماان باافر. شاود
هياه و لازم است که غلظت اين يون تغيير نمايد، اين ترکيب باه طاور جداگاناه ت PCRواکنش های

.افزوده می شود PCRبه واکنش

 PCRغلظـت كلـريـدمنيـزيـم اثاـر زياـادي باـرروي اختصاصاي شادن و در نهايات باازده واكانش
. يک تا چهار ميلی مولار است PCRغلظت بهينه يون منيزيم در واکنش. دارد

غياار قطعااات)غلظات بااالاتر از مقاادارتعيين شااده، باعاث تکثياار قطعاااتی غياار از قطعاه مااورد نظاار 
ولياد شده و غلظت پايين اين يون نيز ممکن اسات باه کااهش کاارايی واکانش و ميازان ت )اختصاصی

.قطعااااااااااااااااااااااااااااااااااااه مااااااااااااااااااااااااااااااااااااورد نظاااااااااااااااااااااااااااااااااااار منجاااااااااااااااااااااااااااااااااااار شااااااااااااااااااااااااااااااااااااود



Taqآنزیم polymerase 

.اين آنزيم برای تکثير قطعات کمتر از سه هزار جفت باز توصيه شده  است

استفاده می  PCRميکرو ليتر از واکنش50به طور معمول حدود يک واحد از اين آنزيم در 
باشد، می توان مقدارتعيين شده را دو تا  PCRحاوی مواد ممانعت کننده DNAاگر نمونه. شود

.  ی می گرددسه برابر افزايش داد ، ولی مقادير بالاتر آنزيم باعث توليد محصولات غير اختصاص

درجه سانتيگراد می باشد ولی چون اين آنزيم در دمای 70گرچه دمای مناسب برای اين آنزيم 
ديگری روی معمولی نيز قادر به تکثير می باشد، برای جلوگيری از اتصال قطعات پرايمر به نقاط

اده و امکان توليد قطعات غير اختصاصی، توصيه می شود که تمامی مراحل آم DNAتوالی نمونه
چون واکنش زمانی به طور کارآمد انجام می شود .بر روی يخ صورت گيرد PCRسازی واکنش

پلی  DNAپژوهشگران از يک,پلی مراز بتواند در حين چرخه های گرم کردن پايدار بماند DNAکه
.پلی مراز استفاده می کنندTaqمراز مقاوم به حرارت تحت عنوان



نوکلئوتید ها

می باشند که به عنوان واحد های  PCRاز اجزا واکنش DNAچهار نوکلئوتيد تشکيل دهنده قطعه
غلظت مورد نياز از هر يک از . استفاده می شوند DNAساختمانی مورد نياز در ساخت قطعه

برای اين منظور از . نانو مولار می باشد200يکسان و برابر  PCRنوکلئوتيدها برای واکنش
ميلی 10مخلوط های آماده واجد هر چهار نوکلئوتيد که با غلظت های مختلف مثل دو ميلی مولار، 

به طور. ميلی مولار موجود است، استفاده می شود25مولار و 

Thy mine Adenine

Cy tosine

Guanine

Adenine

Guanine

Thymine

Cytosine



 :Mineral Oilروغن معدنی

يك قطره روي مخلوط واكنش اضافه مي شود تا از تبخير نمونه در
معمولا . جلوگيري مي شود Thermal Cyclerدستگاه چرخش حرارتي

ميكروليتري اضافه مي شود100ميكروليتر به محلول واكنش 60تا 50
.





PCRمراحل اصلی در یک واکنش 

Denaturation ):مرحله اول ( 1 ) 

(ثانيه30-60)DNAoC95-94جدا شدن دو رشته  

:مرحله دوم( 2 (Annealing) 

و تعيين محدوده  DNAاتصال پرايمرها به نواحی مکمل روی
(ثانيه30-60)DNAoC40-60تکثير قطعه

:مرحله سوم ( 3 (Elongation)

(دقيقه15تا 5)oC74-70مورد نظر DNAتکثير قطعه







PCRبرنامه واکنش  اساس واکنشPCR براي تكثير توالیDNA  ،می باشدتغييرات دمايی دو رشته ای  .

در ابتدا پيوندهای هيدروژنی دو رشته توالیDNA  شکسته و دو رشته از ( درجه سانتيگراد95-94)با حرارت
.  يکديگر جدا می شوند

 در اين مرحله، دو قطعه کوتاه (. درجه سانتيگراد60تا 50معمولاً )سپس دمای واکنش پايين آورده می شود
DNA  که دقيقاً مشابه دو طرف قطعه( نوکلئوتيد30تا 18معمولاً بين )تک رشته ایDNA  مورد نظر برای تکثير

.  متصل می گردند DNA، به توالی های مکمل خود در دو رشته باز شده(با نام پرايمر يا آغازگر)طراحی شده اند 
در اين دما دو رشته هر مولکول .پليمراز را فراهم می نمايد DNAآزاد جهت فعاليت آنزيم’ 3اين دو قطعه انتهای 

کولهای کوچک ميتوانند دوباره به يکديگر متصل شوند ولی اين اتفاق نمی افتد زيرا مخلوط حاوی مقدار بيشتری مول
DNAبه نام پرايمر(Primer) است که درمحلهای ويژه ای به مولکولهایDNAاتصال ميابند.

 اين مناسبترين دما برای عملکرد آنزيم . درجه سانتيگراد افزايش يافته 72در مرحله بعد، دمای واکنش تا
DNAپليمرازTaqعمل تکثير قطعه. موجود در مخلوط واکنش استDNA  مورد نظر بين دو پرايمر با استفاده از

Taqنوکلئوتيدهای موجود، توسط آنزيم polymerase درطی اين مرحله اين . مقاوم به حرارت انجام می پذيرد
.مبا اين رشته ها ميتوانيم واکنش ديگری را شروص کني.را ميسازدDNAآنزيم به هر پرايمر ميچسبد و رشته جديدی از

 بار تکرار می شود که به آن چرخه های40تا 25مرحله بين 3اينPCR می گويند.



PCRنكات مهم در 

در طول پرایمرPCRاگر .بسيار مهم است
های ممکن است با بخشپرايمرها خيلی کوتاه باشند 

ت نا غير هدف هيبريد شوند و سبب تکثير محصولا
.خواسته شوند

 با اينکه موجب توليد محصول پرایمرهای بلند
ريد اختصاصی ميشوند ولی باعث کاهش سرعت هيب

به همين دليل در عمل از .ميشودDNAشدن آن با 
نوکلئوتيد بندرت 30پرايمرهايی با طول بيش از 

.استفاده ميشود



 پرايمرها کليد موفقيت يا عدم موفقيت واکنشPCR اگر پرايمرها بطور صحيحی .هستند
.ر خواهد شدطراحی نشوند يا اصولا هيچ قطعه ای تکثير نخواهد شد و يا قطعاتی اشتباهی تکثي

 ایمرپرپرايمرها بايد با توالی دو سر ناحيه هدف روی مولکول الگو مطابقت داشته باشد،هر
.تا هيبريد شدن صورت گيردباید مکمل رشته الگو باشد



PCR
 دمااااای اتصااااال(60-50C ) يکاااای ازنقاااااط

بساايار مهاام اساات کااه ميتوانااد در اختصاصاای
سايار باگر دما . بودن واکنش تاثير داشته باشد

ت باشاااد هيچگوناااه هيبريداسااايونی صاااورباااالا 
الگااو جاادا از هاام DNAنميگياارد و پرايماار و 

.باقی ميمانند

 اگاااار دمااااا بساااايار پااااايين باشااااد هيبرياااادهای
که اختصاصای غيار پايادار تشاکيل خواهاد شااد
ل در آنها همه جفت بازها بطور صحيح تشاکي

.نشده اند



PCR
 از دمايي که در آن هيبريد های دارای جفت ب)تعيين دمای ذوب شدن دمای اتصال را ميتوان با

ل دمای مناسب برای تشکي.پرايمر محاسبه نمود–هيبريد الگو (صحيح از هم جدا ميشوند 
.باشد(Tm)پايين تر از دمای ذوب شدن 2C-1هيبريدهای صحيح الگو وپرايمر بايد 

:فرمول محاسبه دمای اتصال ويک مثال  

Tm=4(G+C)+2(A+T) 

(A+T)مجموص نوکلئوتيدهای آدنين و تيمين موجود در پرايمر

(C+G)مجموص نوکلئوتيدهای گوانين وسيتوزين موجود در پرايمر



.ميباشدتصاعديروشيكروشاين

آميزیرنگوآگاروزدرژلالکتروفورزازبراحتیتوانمیDNAشدهتکثيرقطعاتديدنبرای
.کرداستفادهبرومايداتيديوم



PCR انواع

RT-PCR (Reverse Transcriptase-PCR)

بهپليمرازقادرDNAآنجائيكهاز.استايزنجيرهتكRNAمولكول،RT-PCRدراوليهالگوي
استفادهبامرحله،اينطي.استشدهاضافهPCRبهديگريمرحلهباشد،نميالگوبعنوانRNAازاستفاده
Reverse)ازآنزيم Transcriptase-RT)،الگويازRNA،آنمكملCDNAوشودميسنتز
.يابدميتكثيرPCRتكنيكبوسيله



PCR

Nested-PCR:

يكباابتدا.شودمياستفادهپرايمرجفتدوازPCRحساسيتافزايشبمنظورروشايندر
.يابندميتكثيرهدفDNAازمشخصيقطعاتچرخه،15-30طولدراولپرايمرجفت
وشودمياستفادهالگوبعنوانوشدهمنتقلديگريلولهبهحاصلPCRمحصولسپس

.شودميانجامPCRدوممرحلهدومپرايمرهايجفتبوسيله



PCR

Multiplex-PCR:

ادهاستفمختلفهايهدفبراياختصاصيپرايمرجفتچندازروشايندر
.شودمي

ندينچشناساييامكانروشاينازاستفادهباباليني،شناسيميكروبدر
هايعفونتتوانميوداردوجودهمزمانبطورنمونهيكدربيماريعامل

دادتشخيصرامخلوط



PCR

PCRHOT-START:

. استفاده می شودPCRهای ناخواسته مخصوصا در مراحل اوليه DNAبرای جلوگيری از تکثير 
.بدين منظور قبل از افزودن پليمراز، دمای محلول به نقطه ذوب رسانده می شود



:PCRکاربردهای 

 تهيه ی نسخه های متعدد از يک ژن

 تشخيص بيماريهای ژنتيکی قبل از تولد

بررسی  حضور يا عدم حضور يک ژن در سلول

تعيين جنسيت جنين

باستان شناسي

 تعيين تواليDNA

تشخيص اختلالات كرموزومي

انگشت نگاری ژنتيک

رطان هاا تشخيص جهش هاا و سا:امروزه بسياری از بيماريهای ژنتيکی مانند :تشخيص بيماريها
، تالاسامی ( Cystic Fibrosis)هموفيلی ،ايادز، کام خاونی داسای شاکل ، سيساتيک فيبروزياز ،

PCRرا مای تاوان باه کماک ...،سل، ديستروفی عضلانی دوشن ، فاويسام ، فنيال کتاون اوری و 
.حساسيت اين روش ده هزار برابر روش معمول است.تشخيص داد

مطالعات تكاملي موجودات و....



PCRياونيستندکشتقابلکهبردکاربههايیميکروارگانيسمشناسائیمنظوربهتوانمیرا
هوازیرغيباکتريهایمايکوباکتريها،جملهازاستکندخيلیکشتمحيطدرآنهارشدسرعت

ويروسهاو

ديگراستفادهPCRباشدمیسرطاندرمانیمراحلبررسیدر.

شدهيفضعياکشتهباکتری)سيتوتوکسيکداروهایسرطاندرماندراستفادهموردداروهای
انشناسسرطاننيزدليلهمينبه.دارندهمراهبهزيادیبسيارجانبیعوارضکهباشدمی(

دخيمبسلولرفتنبينازمحضبهتاباشندداشتهاطلاصسرطانبهبودیمراحلازکهمايلند
گشتبراحتمال،باشدنشدهحاصلکاملبهبودیکهصورتیدرولی،نمايندمتوقفرادرمان
بالابسيارسرطانیسلولهایتعييندقتPCRازاستفادهبا.داشتخواهدوجودبيماریمجدد

.گرفتنظردرکاملبهبودیمعنایبهتوانمیرامنفیPCRدليلهمينبه.رودمی



:رنگ آمیزی 

ل با ساده ترين راه برای مشاهده نتيجه يک آزمايش در الکتروفوروز باژل رنگ کردن ژ
ن ابزار اتيديوم برومايد، سايبر گرين به عنوا. را قابل رويت ميسازدDNAماده ای است که 

در ژل است DNAمشاهده 

 وضعيت دسته های قطعات ( نوارها ) باندهاDNA با اندازه های مختلف را نشان ميدهند
وجود دارد در برابر نور ماورای بنفش به DNAتا آنجائيکه EtBrکه بعد از رنگ شده با 

.راحتی قابل رويت ميباشد



:الکتروفورز

معماولا ياک.) الکتروفورز را در دمای اتاق و در ولتااژ و شادت بارق مناساب انجاام دهياد
(ولاات برسااانتی متاار بااا توجااه بااه فاصااله بااين الکترودهااا 5ولتاااژ ثاباات، حااداکثر براباار بااا 

که دارای بار منفی اسات از کاتاد باه طارف آناد DNAتحت اين شرايط ، . توصيه می شود
شاده توساط مدت زمان الکتروفورز بستگی به فاصله انتقاال، جرياان تولياد. حرکت می کند

.منبع برق بافر مورد استفاده ،وغلظت آگارز در ژل دارد

 دقيقاه در محلاول اتياديوم بروماياد و در 50-15از اتمام الکتروفورز، ژل را به مادت پس
بااا ( ترجيحاا در ظااروف اسااتيل در پااوش دار) دماای اتاااق، در صااورت امکااان در تاااريکی 

دقيقاه 30-10تکان دادن آرام نگهداری کنيد و در صورت لزوم با نگهداری ژل  به مادت 
.رنگ پس زمينه را حذف کنيد



:الکتروفورز

 در الکتروفورز وقتایDNA بار روی ياک غرباال  مولکاولی مثال  ژل آگاارز در حضاور
کولی اس بافر و تحت تاثير يک ميدان الکتريکی قرار داده می شودبر اساس بار و جرم مول

قارار گرفتاه و هنگاامی کاه توساط پرتاو فارا DNAجدا می شود اتياديوم بروماياد باين زنجيار
زان ناور بنفش برانگيخته می شود نور فلور سانت نارنجی سااطع مای کناد از آنجاائی کاه ميا

موجاود در نموناه را باا DNAمی توا ن ميازان . استDNAفلورسانت متناسب با جرم کلی 
مای نور فلورسانت سااطع شاده توساط ياک نموناه ناشاناخته  باا ياک سارس اساتاندارد هاای ک

.برآورد کرد


