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مولکولی شناسی زیست آزمایشگاه . فر فروهر فرزانه  

 عنوان

 Real-time PCR 

 (qPCR) 
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 اهداف

 qPCRروش ریل تایم یا ارزیابی کارایی و حساسیت • 

  Threshold Cycleیا CT آستانه  بررسی مفهوم سیکل • 

 بررسی وتعیین میزان بیان  ژن  •
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 مقدمه

.  هدف است DNA یک روش دقیق و حساس برای تعیین کمیت( (qPCRدر زمان واقعی  پلیمراز زنجیره ایواکنش 

گسترده در  به طورمختلف ،  نمونه هایاین روش به دلیل حساسیت بالا، سرعت زیاد و امکان بررسی بیان ژن در 

 .  می گیردمولکولی مورد استفاده قرار  زیست شناسی

پیوسته اقدام به تکثیر یک ناحیه از  دماییروشی کاربردی است که در آن با استفاده از سیکل های  PCR تکنیک

باز شده،  ازهمدرجه  90در دمای بالای  DNA به این ترتیب که ابتدا پیوندهای هیدروژنی دو رشته . ژن می گردد

.  در دو جهت مخالف متصل می شوند DNA رشته ایها به تک  پرایمردرجه پایین آمده و  60سپس دما تا حدود 

سه مرحله نام برده . را شناخته و اقدام به ساخت رشته مکمل می کند پرایمر 3سر  POLYMERASE سپس آنزیم

 .محصول ساخته می شود 40به توان  2سیکل تکرار شده و نهایتا از یک رشته الگوی اولیه  40

سنتی که حضور و یا عدم حضور ژن هدف را تنها در انتهای واکنش  PCR و یا Traditional PCRبرخلاف 

پیشرفت واکنش در روش . می کندکمی لحظه به لحظه پیشرفت واکنش را رصد  PCR تکنیک می کندمشخص 

qPCR از طریق  فلورسنت سیگنال های  . قابل تشخیص خواهد بود فلورسنتز طریق افزایش در میزان سیگنال ا

 .می شوندساطع  سایبرگرینهمچون رنگ   DNAمتصل شونده به رشته های  فلوئوروفوری رنگ های
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متصل  شود؛  رشته ایزمانی که به توالی دو  سایبرگریندر روش سایبر، رنگ 

بسیار قوی از خود ساطع خواهد کرد در  حالی که با اتصال آن  فلورسنتمیزان 

نهایتا نتیجه آن می . می شودبه توالی تک رشته سیگنال بسیار ضعیفی انتشار 

و  پرایمرو در ادامه اتصال  دناتوراسیونشود که با پیشروی سیکل ها از مرحله 

طویل سازی، محصولات دو رشته ای به تدریج افزایش یافته و سیگنال نوری 

 .حاصل از آن ها تشدید خواهد شد

نور به  تاباندنبا  فلوریمتربه همراه یک منبع نوری و  سایکلر ترمالدستگاه 

مانیتور کرده و  reaction های واکنش بازتابش رنگ را در هر میکروتیوب

 .را همگام با پیشرفت واکنش رسم می کند PCRمنحنی تکثیر 

 :تشکیل شده استسه فازاصلي از تکثیرمطابق شکل منحنی 

 Baseline phase  ⇐فاز پایه  

 Exponential/Log phase ⇐فاز تصاعدی 

 Plateau phase ⇐سکون فاز 
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در فاز تصاعدی هر . نمی باشد نویزدر فاز پایه میزان سیگنال به حدی ضعیف است که قابل تشخیص از سیگنال های 

در چنین شرایطی گفته می شود . محصول در هر سیکل دو برابر شده و سیگنال به طرز تصاعدی افزایش می یابد

در است و کارایی بالای واکنش در این فاز، به دلیل فراوانی و تازگی اجزای واکنش . درصد است ۱۰۰بازدهی واکنش 

نهایت در فاز سکون واکنش متوقف شده و دیگر محصولی تولید نمی شود و سیگنال حاصل از رنگ گزارشگر ثابت 

 .ماندمی 

به این منظور بالاتر از . و گزارش عددی از گراف استفاده می شود PCR از مرحله تصاعدی برای کمی کردن

سیگنال پایه و در مرحله تصاعدی می توان با رسم یک خط فرضی سیکلی را که در آن گراف تکثیر از حد آستانه 

می توان میزان فراوانی رونوشت های CT  به وسیله عدد . اندازه گرفت CT و یا cqعبور می کند به عنوان عدد 

RNA حاصل از یک ژن را به صورت نسبی بین دو و یا تعداد بیشتری از نمونه ها ارزیابی کرد  . 

به . گراف در مرحله نمایی یا صعودی با میزان فراوانی رونوشت هدف در شروع واکنش رابطه مستقیم داردصعود 

 گرافبا رسم خط آستانه روی . سریعتر خواهد بود گرافاین صورت که هرچه میزان الگوی اولیه بیشتر باشد صعود 

می سیکل استانه یا سیکل ترشلد یا   CTاین کمیت را . که در آن واکنش به آستانه می رسد به دست می آید سیکلی

 . نامیم

 .کمتر خواهد بود و بالعکس CT به بیان بهتر هرچه میزان الگوی اولیه بیشتر باشد میزان
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 وسایل و مواد مورد نیاز

 Real-time PCRدستگاه • 

 استریل نوک هایو  میکروپیپت •

 هدف یا الگو DNAو کیت استخراج مناسب نمونه • 

 پرایمرهای اختصاصی برای ژن هدف • 

 نوکلئازآب فاقد  •

 میلی لیتری 0.2 میکروتیوب های• 

 و ورتکسسانتریفیوژ • 

 ، dNTPs/انزیم تک پلیمراز : مسترمیکس ریل تایم که دارای

 TaqManیا پروب  SYBR Green و/ ,mgcl2بافر

 .جهت انجام واکنش است

 

  

 



• Master Mix Components 

• DNA Polymerase. 

• dNTPs. 

• MgCl2. 

• Buffer. 

• SYBR Green dye or TaqMan probe. 

• ROX (Passive Reference Dye in some systems) /انتخابي  . 

• Note: No need for dark conditions while preparing SYBR Green master 
mix unless it's exposed for a long time. 
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• Master Mix Components and Their Roles: 

• DNA Polymerase: 

• Function: Enzyme that synthesizes new DNA strands by adding dNTPs 
complementary to the template strand. 

• Type: Heat-stable (like Taq polymerase) to survive high denaturation 
temperatures. 

• dNTPs (Deoxynucleotide Triphosphates): 

• Function: Building blocks of new DNA strands (A, T, G, C bases). 

• Importance: Provide the raw materials needed for DNA strand elongation. 

• MgCl₂ (Magnesium Chloride): 

• Function: Essential cofactor for DNA polymerase activity. 

• Role: Stabilizes the DNA-DNA and DNA-enzyme interactions; affects primer 
binding and enzyme efficiency. 

• Note: Concentration is critical — too much or too little Mg²⁺ can reduce 
specificity and yield. 

 شناسی زیست آزمایشگاه . فر فروهر فرزانه
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• Buffer: 

• Function: Maintains stable pH and ionic environment. 

• Importance: Optimal enzyme activity depends on pH and salt concentration. 

• SYBR Green dye or TaqMan Probe: 

• Function: Fluorescence detection system. 

• Importance: Allows real-time monitoring of DNA amplification. 

• ROX (Passive Reference Dye): 

• Function: Internal normalization dye. 

• Importance: Corrects for non-PCR related signal fluctuations (like pipetting 
errors or machine variability). 
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 روش کار

توجه به تعداد نمونه،  با بنابراین. شود می تکرار دوبار حداقلبرای هر نمونه  آزمایش، تکنیکبه جهت حساس بودن 

  واکنشتوجه به حجم  بامناسب  میزانو به  کرده ترکیب دستورالعملرا طبق  پروبو  پرایمر مسترمیکساز آب  مخلوطی

دقت شود . کنیم میرا به هر لوله اضافه  آزمایشمورد  DNA هاینمونه  نهایتدر . کنیم می تقسیمها  میکروتیوب بین

 خواهدقابل قبول  نتیجه آزمایشاز هر دو  یکسان  ctو در صورت حصول گیرد میقرار  آزمایشهر نمونه دو بار مورد 

 .بود

 برنامه و دهید قرار  Real-time PCR دستگاه درو کرده  اسپین پوشاندهمناسب  سرپوش باها را  میکروتیوب روی

 :کنید اجرا را زیر حرارتی

 دقیقه ۵ مدت به  C° 95 :اولیه دناتوراسیون  •

 :شامل سیکل ۴۰ •

•  95 °Cثانیه ۱۵ مدت به 

• 60 °C ثانیه ۳۰ مدت به  (Annealing & Extension)   

 . و دکمه ران دستگاه را بزنید 

 .از گذشت چند دقیقه گراف تکثیر در نمایشگر کامپیوتر ظاهر شده و پیشرفت لحظه به لحظه واکنش را نشان می دهدبعد 
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 نتایجتفسیر و تحلیل 

 real time PCRآنالیز داده های 

می باشد و در ریل PCR بسیار شبیه به روش  Real Time PCR تکنیک 

با استفاده از پرایمرهای اختصاصی، یک توالی تکثیر  PCR تایم نیز همانند 

معمولی در سنجش کمی توالی تکثیر  PCRاما تفاوت ریل تایم با . می گردد

در روش ریل تایم با به کار گرفتن یک نشانگر فلورسنت در . شده می باشد

این نشانگرهای فلورسنت به . واکنش، میزان تکثیر محصول ردیابی می گردد

 DNA با اتصال آن ها به DNAگونه  ای طراحی می شوند که در صورت تکثیر 

بنابراین نور بیشتر برابر است با تکثیر محصول و افزایش شدت . نور تولید کنند

  .نور ثبت شده در دستگاه با میزان محصول بدست آمده نسبت مستقیم دارد

منحنی تکثیر نمایانگر . نتایج به  صورت منحنی های تکثیر نمایش داده می شوند

اگر واکنش اختصاصی باشد، . میزان افزایش فلورسانس در طی سیکل ها است

کمتر نشان دهنده بیان   Ctمقادیر . تنها یک پیک در منحنی  مشاهده خواهد شد

 .استبالاتر ژن موردنظر
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سنجش میزان بیان ژن ها با تکنیک ریل  Real time pcr اصول

 تایم به چه صورت می باشد؟

 :روش ریل تایم به دو دسته تقسیم بندی می شود

 استفاده از رنگ های باند شده بهبا استفاده از نشانگرهای فلورسنت : روش اول

DNA مانندSYBR Green مي باشد. 

دو رشته ای، به عنوان  DNA این روش از رنگ های متصل شوند بهدر 

رنگ این . استفاده می شود  PCR  برای مشاهده واکنش فلوروسنتگزارشگر 

باند می شود و سبب ایجاد نور  DNA به شکاف کوچک مارپیچ دو رشته ای

باند نشده اند  DNA می گردند، اما رنگ هایی که به رشته فلورسنت

 .خیلی کمی را نشان می دهند  فلوروسنت

 .باشد می DNAفلورسنت به  های رنگاتصال  قابلیت بیانگر شکل این 
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قطعات دو رشته ای  DNA بنابراین در روش ریل تایم، با تکثیر

به آن ها میزان نور  فلورسنتافزایش می یابند و با اتصال رنگ های 

در سیکل  فلوروسنتو این انتشار نور . انتشار شده نیز بیشتر می گردد

افزایش می یابد  PCR های متوالی بر اثر مضاعف شدن محصول 

بنابراین با ثبت مقدار فلوروسنت ساطع شده در هر سیکل، می توان 

روند پیشرفت مراحل در طول را  پیشرفت تکثیر محصولات واکنش

 .نمودمشاهده 

 DNA اتصال بهقابلیت  (SYBR Green)سایبر گرینرنگ : نکته

 .ندارند و یا اتصال ضعیف مي باشدتک رشته را 

 

فلورسنت سایبر گرین در عملکرد رنگ های 

 ایدورشته  DNAاتصال به 
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استفاده از نشانگرهای فلورسنت : روش دوم

ژن ( پروب)یا  شناساگرهااختصاصی با استفاده از 

 .مي باشد هدف

  الیگونوکلئوتیدی شناساگر تعدادیروش از  ایندر 

((probe  بنام تک من TaqMan Probes  

 .می شوداستفاده 

  

Fluorescence Detection: 

•SYBR Green binds to any double-

stranded DNA (dsDNA). 

 

•TaqMan Probes emit fluorescence 

after cleavage during amplification. 
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   Real time PCR تایم ریل تکنیکدر  پایه مفاهیم با آشنایی real time pcr هایداده  آنالیز

 Real time تایم ریلدر (Ct)  تی سیمفهوم 

 
توان  می، گردد ترسیم PCR  های سیکلرا بر حسب  PCR  یا Real time محصول در تکثیر میزان منحنی اگر

 :است از عبارت کهباشد  میشامل سه فاز   منحنی اینبه  که دریافت

 

 افزایشسبب  که نیست قدریمحصولات به  تکثیر میزانفاز  ایندر . باشدمی  Baseline region فاز : مرحله اول

های فلورسنت آزاد در محیط واکنش نشر می یابد رنگ نور فلورسنت مشاهده در این فاز از . گرددنور فلورسنت 

 .بنابراین در این فاز میزان نور ساطع شده به صورت خطی می باشد

 

در هر  ایمحصول دو رشته  میزانفاز  ایندر : Log liner phaseیا   Exponential phase فاز: مرحله دوم

 .یابد می افزایش نماییمحصولات به صورت  میزان بنابراینشود  میدو برابر  چرخه

 

در این فاز، ترکیبات واکنش از بین می روند و دیگر محصولی تکثیر نمی شود   : plateau phaseفاز : مرحله سوم

اصطلاح ریل تایم در این مرحله اشباع شده به گفته مي شود . بنابراین افزایشی در میزان فلورسنت مشاهده نمی شود

 .است
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 سیکلبر حسب  تایم ریلمحصولات در  تکثیر نمودار 
 

اول در  سیکل 15تا  گردد میمشاهده  که گونههمان 

 دیده محسوسی تغییرشده  تکثیرمحصولات  میزان

فاز  یکوارد  واکنش، 16 سیکلنمی شود اما از 

 Exponentialبه آن فاز  که گردد می افزایشی

وارد فاز  واکنشدر آن  که سیکلی. گویند می

Exponential  میزانبه  گردد می DNA  گوی لا

 اولیه الگوی میزان چههر  یعنی. اولیه بستگی دارد

 Real time واکنش بنابراینباشد  بیشتر تکثیربرای 

وارد فاز   پایینتری سیکلدر  PCR یا 

Exponential گردد می. 
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 real time فسیر منحنی ت

 

به عنوان )را در دو نمونه مختلف  YHZ2  ژن تکثیر منحنی شکل این

 .نشان می دهد Real time pcr واکنشدر ( نرمالو  سرطانیمثال 

 آبیفوق نسبت به نمونه  ژناز  بیشتر الگوی دارای رنگنمونه قرمز  

 وارد فاز  زودتر بنابراینباشد  می واکنشدر شروع  رنگ

exponential ابیو نمونه  15 سیکلدر  رنگنمونه قرمز . شود می 

نمونه  چون. شوند می  exponentialوارد فاز  17 سیکلدر  رنگ

 بیشتری الگوی دارایو  رسیده  exponentialبه فاز  زودتر رنگقرمز 

 بیشتر رنگمورد نظر در نمونه قرمز  ژن بیان که گفتتوان  میاست 

وارد  تایم ریلمحصول  میزاندر آن  که سیکلیقدر  هرچه بنابراین. است

و به ) اولیه الگوی میزان یعنیباشد  کمتر گردد می  exponentialفاز 

 .بوده است بیشتر( ژن بیان عبارتی
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