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 مقدمه

 شده، شناسایی درگیر، ژن های یا ژن که است لازم بیماری ها مولکولی اساس فهمیدن منظور به

   روی بر ژن مکان بایستی لذا .گردد مشخص آن ها در نیز ژنتیکی تغییرات و آنالیز آن ها ساختمان 

 تشخیص جهت آزمایشات سری این .آید بدست آن نوکلدئوتیدی ترتیب و یافته تکثیر طریقی به مورد نظر ژن سپس و تعیین کروموزوم

 .بود خواهد کمک کننده می باشند؛ خاصی علامت بدون ولی بوده معیوب ژن حامل که افرادی

 توسط 1980 دهه ی اواسط در تکنیک این .می باشد PCR (Polymerase Chain Reaction) روش دنا قطعات تکثیر برای روش یک

 .کرد پیدا گسترش مولکولی علوم در آن زیاد مزیت و کاربرد دلیل به و شد معرفی (Kary Mulis) مولیس کری

PCR نوکلئیک ریبو داکسی از خصوصی به ناحیه ی می توان آن کمک به که است آطمایشگاهی تکنیک یک پلیمراز زنجیره ای واکنش یا  

(DNA) نام به اولیگونوکلئوتیدی پرایمر های از استفاده با دنا تکثیر .نمود تکثیر دار، قرار دنا شناخته شده ی قسمت دو بین که را 

 معین ناحیه ی یک مکمل که هستند (نوکلدئوتید 15-35) کوتاهی تک رشته ای دنای مولکول های دنا، پرایمر های .می پذیرد انجام «آمپلی مر»

 .می باشند الگو دنای از
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 متصل آمده اند، در منفرد زنجیره های شکل به و شده جدا هم از آن زنجیره های که الگو، دنای روی بر پرایمر ها مناسب، شرایط تحت

 هدایت را الگو دنای رشته ی با مشابه جدیدی دنای رشته ی سنتز ،(dNTPS) تری فسفات نوکلئوتید داکسی و دناپلیمراز حضور در و شده

 و می دهد قرار استفاده مورد الگو عنوان به  ’5 سمت به  ’3 جهت از را تک رشته ای ای ان دی دناپلیمراز که می شود یادآوری) .می کنند

 .دارد (شناساگر) اولیه رشته ی قطعه یک به احتیاج شروع برای و می سازد  ’3 سمت به ’5   جهت در را مکمل رشته ی

 و حرارت درجه کاهش کمک به دنا به پرایمر ها مجدد اتصال و حرارت وسیله ی به دنا رشته ی دو جداسازی با می توان را تکثیر عمل

 .نمود تکرار مناسب، حرارت یک در و  پلیمراز آنزیم با ای ان دی رشته  روی بر پرایمر گسترش سرانجام

 به شده سنتز تازه دنای از رشته هر .می باشد قدیمی تر رسته ی یک روی از جدید رشته ی یک مجدد سنتز شامل تکثیر چرخه یک

 .می کند عمل تکثیر بعدی چرخه ی برای الگویی عنوان
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 :از عبارتند PCR انجام مراحل کلی طور به

 :(Denaturation) حرارت کمک به ای ان دی رشته ی دو جداسازی :اول مرحله ی -1

 .می گیرد انجام سانتی گراد درجه 93-95 دمای در و حرارت به مقاوم دناپلیمراز ،PCR بافر و dNTP نوع چهار حضور در که

 :(Annealing) جداشده رشته ی به اولیگونوکلئوتیدی پرایمر های اتصال :دوم مرحله ی -2

 .دارد بستگی اولیگونوکلئوتیدی پرایمر های  Melting Temperature به که سانتی گراد درجه 35-65 حدود تا حرارت کاهش کمک به

 امتداد در جدید دنای سنتز .سانتی گراد درجه 72 در حرارت به مقاوم دناپلیمراز کمک به (Extension) پرایمر ها گسترش :سوم مرحله ی -3

 .می شود انجام پرایمر ها

 است ممکن سوم مرحله ی آخر چرخه ی در .می شود تکرار چرخه 20 حداقل برای مراحل این و می دهند تشکیل را PCR یک سوم تا اول مرحله ی

 شود، آسیب دچار حرارت اثر در دنا اول مرحله ی در اگر که شود توجه باید .گردند تکمیل شده سنتز رشته های تمام تا کند پیدا افزایش دقیقه ای چند

 شود؛ اجتناب  بالا حرارت از دارد دقت به نیاز که آزمایشاتی در است بهتر بنابراین می یابد، افزایش PCR انجام حین در نوکلئوتید ها ترکیب خطای

 ای ان دی رشته های کامل جداسازی جهت مورد نظر نمونه ی است لازم می باشد؛ کویل سوپر صورت به که پلاسمیدی دنای مانند مواردی در ولی

 .شود داده قرار سانتی گراد درجه 92-95 حرارت در دقیقه چند
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   :PCR کاربرد های

 در نامحدودی کاربرد های PCR تکنیک شود؛ تهیه می تواند مختلف منابع از PCR در شده گرفته کار به الگوی اینکه دلیل به

 :از عبارتند آن اصلی و مهم کاربرد دو .دارد مولکولی علوم مختلف عرصه های

 ژن یک از متعدد نسخه های تهیه ی -1

 دنا قطعه یک در خاص ژن یک حضور عدم یا حضور بررسی -2

 باستان شناسی، مطالعات خویشاوندی، رابطه ی تعیین یا رد مجرم، هویت تعیین برای جنایی کاربرد های ژن ها، پیوستگی بررسی

 بیماری های عامل تشخیص جنین، جنسیت تعیین نوزادان، تولد از قبل ژنتیکی بیماری های تشخیص زنده، وجودات تکاملی مطالعات

 .(ایدز جمله از) ویروسی و باکتریایی عفونی
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   :PCR مشکلات

 دلیل به .است بررسی مورد نمونه های آلودگی  PCRمشکل مهم ترین .دارد را خود خاص مشکلات PCR فوق مزیت های تمامی با

 عجیب نتایج و گرفته قرار تکثیر مورد شود؛ PCR محیط وارد که خارجی دنای قطعه هر PCR زیاد تکثیر قدرت و فوق العاده حساسیت

 از حاصل دنای قطعات ماندن باقی یا و PCR لوله در دست پوست سلول های ورود مثلا .آورد خواهد وجود به را واقعیتی از دور و

 .است مشکل گشا آزمایشات انجام در زیاد دقت و دقیق شست و شوی موارد این در که می شود؛ PCR آلودگی باعث قبلی دنا های تکثیر

 چون و می شود اشتباهاتی مرتکب همانند سازی هنگام دناپلیمراز .است همانند سازی در اشتباهات وجود PCR مشکلات از دیگر یکی

 .داشت خواهند وجود نیز بعدی قطعات بین اشتباهات این هستند؛ بعدی رشته های الگوی حاصل، رشته های

  نمک غلطت و دما شرایط در پلیمراز Tag آنزیم) .بود خواهند متفاوت زیاد میزان به اصلی ژن به نسبت نهایی قطعات که طوری به

PCR می شود اشتباه یک مرتکب تقریبا نوکلئوتید 2*10^4 هر در). 

 اشتباهات کاهش نتیجه در و PCR چرخه های تعداد کاهش و اولیه الگوی رشته های بیشتر تعداد از استفاده مشکل این با مقابله راه تنها

 .است نموده مرتفع را مشکل این حدودی تا بالا دقت با خوب آنزیم های از استفاده همینطور .است
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 PCR واکنش جهت لازم محلول های

 :حاوی 10 * بافر -1

KCl 500 mM 

Tris-HCl 200 mM pH=8.4 

2-MgCl2 50 or 25 mM 

3- dNTP(از مخلوطی dGTP، dTTP، dCTP، dATP) نوکلئوتید چهار از یک هر از میلی مولار 10 غلظت با. 

 .می شود استفاده میکرو لیتری 25 واکنش هر در آن از میلی مولار 5 و تهیه استوک صورت به میلی مولار 100 غلطت در :پرایمر ها-4

 (حرارت به مقاوم) Tag دناپلیمراز آنزیم-5
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 :لازم وسایل و مواد

 :شامل PCR واکنش مخلوط -1

 ،Tag دناپلیمراز منیزیم،آنزیم کلرید ،PCR بافر

 DNA استریل، شده تقطیر بار دو پرایمر ها،آب

 (الگو) ژنومی

 ترموسیکلر دستگاه -2

 استریل سر سمپلر و سمپلر -3

 PCR لوله های -4

Farzaneh Forouharfar 



 :کار روش

 درجه 94-95 دمای دنادر رشته ی دو ابتدا .می گیرد صورت چرخه یک صورت به هم سر پشت مرحله ی سه در PCR تکثیر فرآیند

 ناحیه ی به آن هاست نوکلئوتیدی توالی به وابسته که (anniling دمای) خاص دمایی در پرایمر ها سپس شده؛ جدا هم از سانتی گراد

 تکثیر فرآیند ،(سانتی گراد درجه 72) دناپلیمراز فعالیت برای مناسب دمای در سوم مرحله ی در و می شوند هیبرید دنا در مکملی

 .می گیرد صورت

 بالا تصاعدی صورت به تکثیر لذا می گیرند؛ قرار الگو عنوان به قبل چرخه ی محصولات بار هر چون و می شود تکرار بار 35-+5

 .می رود
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 :کنید عمل زیر ترتیب به بتاگلوبین ژن PCR برای جلسه این در

 .نمایید اضافه PCR مخصوص اپندرف لوله یک در را PCR واکنش مورد نیاز زیرمواد جدول مطابق -1

 .شوند منتثل لوله ها ته به مواد تا نموده سانتریفیوژ را لوله ها -2

 .(است شده برنامه ریزی قبل از دستگاه) نمایید شروع را PCR واکنش دهیدو قرار PCR دستگاه در را لوله ها -3

 .نمایید نگهداری یخچال در آنالیز جهت را PCR محصولات PCR انجام از پس -4

 :سوالات

 .برشمارید را PCR کاربرد های -1

 چیست؟ PCR برای 10* بافر نقش -2

3-MgCl2 واکنش در نقشی چه pcr دارد؟ 

 می شناسید؟ ای ان دی د تکثیر برای دیگری راه های چه -4
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 :کار روش

 .نمایید مشخص را شده توالی تعیین ای ان دی ترادف می گیرد؛ قرار شما اختیار در که آماده اتورادیوگراف از استفاده با
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