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 PCRتاریخچه 

  H.G.   Khorana توسط آزمایشگاه، محيط در  DNA كوتاه قطعات ساخت ایده 1970 دهه اوایل•

   همكاران و

 مراز پلي DNA  آنزیم Klenow  قطعه از استفاده با همكاران و  Kary Mullisبعد سال 15•

 كرد عملي را ایده این گرفت مي قرار نظر مورد قطعه طرف دو در كه پرایمر دو و  E.coli باكتري

 به نمودند، پيشنهاد را حرارت به مقاوم مراز پلي   DNA از استفاده همكاران، و  Saiki 1988 سال•

 معرفي سال ملكول بعنوان 1988 سال در  Taq DNA Polymeraseتوسط شده ایجاد تحول سبب

  .شد

2
 



 PCRكاربردهاي 

 

 

 بیماری یا اختلال یک در دخیل ژن های شناسایی

 عفونی بیماری عامل شناسایی

 مناسب پزشکی تشخیص

 Reverse Transcriptase PCR ژن رونوشت از قطعه یک تکثیر

 هویت احراز

 نظر مورد قطعه کلونینگ

 Real-Time PCR ژن یک رونوشت نسخه های تعداد دقیق تخمین

 Semi-quantitative PCR دیگر ژن با مقایسه در ژن یک رونوشت نسخه های تعداد تخمین
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POLYMERASE CHAIN REACTION; 

PCR 

 كپي ها ميليون قطعه آن از و داد تكثير آزمايشگاه محيط در را DNA بلند توالي يك از اي قطعه بتوان اينكه براي
 تكرار فرايند اين كوچك تيوپ يك در بارها و نمود تقليد را باكتري در DNA سازي همانند نظير فرآيندي بايد ساخت،

 شود
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 PCRاجزای 

 پليمراز Taq آنزیم 

 پرایمرها 

5
 

 DNAالگو   
 DNA)ساختاری واحدهاي( نوكلئوتيدها 



DNA پليمراز 
 

 .است وابسته پلیمراز DNA آنزیم بهDNA  همانندسازی فرایند مانند نیز PCR  واکنش

 .می کند کاتالیز (الگو) قدیمی رشته روی از را جدید رشته شدن ساخته فرایند آنزیم، این 

 .دارد نام پلیمراز Taq می شود، گرفته کار به PCR  واکنش در معمولا که پلیمرازی DNA  آنزیم 
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TAQ پليمراز 
 

 .است شده گرفتهThermus aquaticus  «آکواتیکوس ترموس» نام به گرما به مقاوم باکتری یک از آنزیم این

   .می کند زندگی گرمابی دریچه های و داغ آب چشمه های در آکواتیکوس ترموس باکتری

 گرم هوای خروج محل و دارند قرار آتشفشانی فعال مکان های نزدیکی در اقیانوس، و دریا بستر در دریچه ها این
   .هستند

 .هستند مقاوم بسیار گرما به نسبت پلیمراز، DNA جمله از باکتری، این مختلف آنزیم های

 انسانی، آنزیم های بیشتر آن، در که دمایی دارد، قرار خود حالت فعال ترین در سانتیگراد، درجه 70 دمای در آنزیم،  این
 .شد خواهند غیرفعال
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TAQ (ویژگي ها )پليمراز 
 

  ( Heat-Stability)گرمایی پایداری

 .خود مناسب محیط از بالاتر دماهای در خود عملکرد و سه بعدی ساختار حفظ در آنزیم توانایی
 (Processivity) پردازش قدرت

 .واکنش پایان تا سوبسترا به اتصال حفظ در آنزیم توانایی  
 كه آن از پيش و ببرد پيش به نهایي مرحله تا را واكنش بيشتري تعداد مي تواند آنزیم كه است آن معناي به پردازش، قدرت بودن بالاتر 

 .كرد نخواهد رها را سوبسترا برسد،  پایان به واكنش

  ( Fidelity) عملکرد صحت

   .صحیح جای در صحیح، مولکول اتصال توانایی

كه همانطور .گرفت خواهد قرار آن مكمل مولكول نوكلئوتيد، هر مقابل در كه است آن معناي به ویژگي، این پليمرازها، مورد در 
  قابل تغييرات به نوكلئوتيدها، جایگذاري در اشتباه هرگونه چراكه است فراواني اهميت داراي PCR در ویژگي این است، مشخص
 .مي انجامد آزمایش نهایي نتيجه در توجهي
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 پایداري گرمایي  

  محيط، دماي واكنش، این در چراكه مي كند تبدیل PCR براي ایده آل آنزیم یک به را پليمرازTaq  گرمایي  پایداري
 .شود گرفته سر از تكثير واكنش دوباره و شوند باز یكدیگر از الگو رشته هاي تا مي یابد افزایش بارها و بارها

  چشمگيري طور به را آن بلكه نمي شود، پليمراز Taq فعاليت كاهش موجب تنها نه سانتيگراد، درجه 72 حدود دماي
   .داد خواهد افزایش

  ساختار اما داشت، نخواهد توجهي قابل فعاليت عملا آنزیم، اگرچه آن، از بالاتر یا سانتيگراد درجه 90 حدود دماهاي در
   .برمي گردد خود فعال فرم به دوباره دما، كاهش صورت در و مي كند حفظ را خود
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 تعداد نوکلئوتید ساخته شده در هر ثانیه دما

70∘C 60 

55∘C 24 

37∘C 1/5 

22∘C 0/25 



 قدرت پردازش 

Taq  نوكلئوتيد را به انجام برسانند 3000پليمرازهاي پركاربرد در آزمایشگاه  مي توانند تكثير قطعاتي به طول حداكثر . 

 .نوكلئوتيد نيز افزایش داد 4000با اندكي تغيير در شرایط، مي توان این عدد را تا 

حدود )امروزه، فرم هاي تغييریافته اي از پليمراز نيز در آزمایشگاه ها به كار گرفته مي شوند كه براي تكثير قطعات بلندتر   
 .بهينه شده اند( كيلو باز 30
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 FIDELITY عملكرد صحت

1
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 PCRپرایمرهای 

 

  مولكول كه كند كاتاليز را جدید رشته سنتز مي تواند صورتي در تنها دیگر، پليمرازهاي مانند نيز، پليمراز Taq آنزیم
 .باشد داشته اختيار در را «پرایمر»

 .مي دهد قرار آنزیم اختيار در را آغاز نقطه یک كه است كوچكي نوكلئوتيدي مولكول واقع،  در پرایمر،  

 .است پرایمر مولكول نوكلئوتيد آخرین ′3 انتهاي در موجود آزاد هيدروكسيل گروه همان آغاز، نقطه این  
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 PCRپرایمرهای 

 
قطعه های کوتاهی از یک  پرایمرهاDNA نوکلئوتید طول دارند 20رشته ای هستند که معمولا حدود -تک . 

 این قطعه ها طوری طراحی می شوند که ناحیه هدف(Target Region) را در بر بگیرند  . 

این اتصال،  از طریق پیوندهای هیدروژنی بین پرایمر و الگو صورت می گیرد. 

 هر قطعه از ژنوم انسان، تنها یکی از دو رشته درDNA، حاوی ژن رمزکننده و فعال هستند  . 

 پرایمری که برای اتصال به این رشته طراحی می شود، پیشروForward   و پرایمری که برای اتصال به رشته
 .  نام دارد  Reverseمکمل طراحی می شود، معکوس
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 PCRپرایمرهای 

 
 باز مي باشد ۲۲تا  ۱۸مناسب پرايمر طول. 

 پرايمردماي ذوبPrimer melting temperature – Tm   ثبات ساختار دو رشته اي مويد 

DNA درجهه   ۵بهينه است و بهتر است اختلاف دماي دو  پرايمر از ۵۸تا  ۵۲دماي ذوب . است
 .بيشتر نشود

 در دماي اتصال پرايمرPrimer annealing temperature – Ta،      پرايمهر بهه طهور خيلهي
 درجه 6۵-۵۵. اختصاصي به تارگت اصلي خود مي چسبد

 محتوايGC درصد باشد 6۰تا  ۴۰بهتر است بين  پرايمرها. 

 قابليت اتصال بازها درون يك پرايمرprimer self-complementarity   توليد موجب
 مي شود كه روي موفقيت واكنش نامناسبي   Secondary structures ساختارهاي ثانويه 

PCR  سوء دارنداثر  . 
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 PCRبافر 

  .می دهد نشان را فعالیت بیشترین خاص، یونی قدرت و PH شرایط یک در آنزیم هر• 

   .می کنند حفظ واکنش، پایان تا و ایجاد را شرایط این بافرها•

 .هستند  MgCl2نمک و KCl پتاسیم کلرید نمک ، HCl-تریس حاوی بافرها این بیشتر پلیمراز، Taq مورد در•

  .می کند کمک 9/5 تا 8 بین  PHحفظ به  HCl-تریس  •

   می شود آنیلینگ مرحله طی الگو،  به پرایمرها اتصال فرایند تقویت موجب بافرها، این در موجود پتاسیم یون•

 در خود ساختاری حالت فعال ترین به را آن تا شد خواهد متصل آن به پلیمراز، آنزیم کوفاکتور عنوان به منیزیم، یون•
   .آورد

 .می رسند فروش به 10X  غلظت  در معمولا ،PCR بافرهای•
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 (DNTP)دزواكسي نوكلئوتيد تري فسفات  

1
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  از استاندارد، PCR واكنش يك در•
  ميزان حاوی كه ها dNTP از مخلوطی
 dATP , dCTP) نوع چهار هر از مساوی

, dGTP , dTTP) dNTP ،استفاده است  
 .شود می

  توجه با مراز پلی DNA Taq آنزيم •
DNA 5 جهت در هدف´3´ 

  و افزايد می پرايمر به را dNTP واحدهای
 .سازد می را كپی DNA رشته

 

 



 PCRمراحل 

واسرشتگي Denaturation 

اتصال Annealing 

گسترش Extension 
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 PCRمراحل 

اولیه دناتوراسیون 

و مي شود گرم سانتيگراد، درجه 95 دماي به رسيدن تا واكنش، اجزاي حاوي ویال دمایي، چرخه اولين آغاز از پيش  
   .مي ماند باقي دما این در دقيقه 5 حدود

یک صورت به مولكول، و شوند مي حذف كاملا الگو، مولكول خوردگي هاي تاب و پيچ یا ثانویه ساختارهاي هرگونه  
   .گيرد مي قرار آنزیم معرض در خالص تک رشته اي

نهایی سازی طویل 

باقي سانتيگراد، درجه 72 دماي در دیگر دقيقه 10 تا 5 حدود مدت براي نمونه ویال دمایي، چرخه آخرین انجام از پس  
 .كند تكميل را ناقص رشته هاي ساخت كار پليمراز، Taq آنزیم تا مي كند فراهم را لازم زمان و مي ماند
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 PCRمراحل یک واكنش 

 زمان دما مرحله تكرار

دقیقه C 5∘95 واسرشتگی اولیه 1  

25-30 

ثانیه C 30∘95 واسرشتگی  

ثانیه C 30∘55 اتصال  

ثانیه C 30∘72 گسترش  

دقیقه C 10∘72 گسترش نهایی 1  

1 تا خاموش کردن دستگاه C∘10 نگهداری نهایی 1
9
 

   .می شود انجام ترموسایکلر نام به دستگاهی در پلیمراز  ای زنجیره واکنش
  25 بین فوق،  سه گانه مراحل آن، طی و می کشد طول ساعت 4 تا 2 بین ساده، واکنش هر
 .شد خواهند تکرار بار 35 تا



 PCRمراحل یک واكنش 
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 PCRمراحل یک واكنش 

2
1
 

 اولیه مولکول های تنها این تکرار، بار هر در•
 می روند، کار به الگو عنوان به که نیستند

 در شده ساخته مولکول های دور، هر در بلکه
  اضافه مجموعه این به نیز پیشین تکرارهای
 .می شوند

  پرایمر فراوانی مقادیر حاوی آزمایش، تیوب•
 متصل رشته ها این به که است آنزیم و

 کاتالیز را جدید رشته های سنتز و می شوند
   .می کنند

  PCR دور هر در نسخه ها تعداد•
 .شد خواهد دوبرابر



 PCRالكتروفورز محصولات 

 
 بر الکتروفورز از PCR  محصولات دیدن برای معمولا

 .می شود استفاده ژل روی

 به) آگارز ژلهای روی بیشتر RNA و DNA مولکولهای
 ها پروتئین که حالی در شوند، می اجرا (افقی صورت

 .شوند می اجرا (عمودی) آکریلامید ژلهای روی

 فسفات گروه های وجود دلیل بهDNA  مولکول های
 .هستند منفی بار دارای فراوان،

 قطب سمت به منفی قطب از الکتریکی، جریان ایجاد با
   .کرد خواهند حرکت مثبت

 در موجود منافذ بین از راحتی به کوچک تر، مولکول های
 .می رسانند آن انتهای به را خود سریعتر و کرده عبور ژل،
 .می شود انجام کندی به بزرگتر، مولکول های حرکت اما
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 طرز تهیه ژل آگاروز
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جلبك ساكاريد پلي از آگاروز 
 .ميشود تهيه درياي هاي

۲ تا ۰.7 بين معمولا غلظتي 
 اندازه  اساس بر كه درصد

 نظر مورد هاي مولكول
   .ميشود ساخته

بافر  TAE  يا TBE  

همان با را الكتروفورز تانك 
 ژل تهيه براي كه بافري

  .كنيد پر ، ميكنيد استفاده

 



 PCRالكتروفورز محصولات 

 

 برماید اتیدیوم زمینه، این در پرکاربرد رنگ های از یکی
  در آن رویت باعث و متصل  DNA مولکول به که است

 سمی شدت به رنگ، این اما .می شود  UV نور حضور
 با بزرگ پژوهشگاه های در آن از استفاده و است

 .است همراه فراوانی محدودیت های

 اتیدیوم جایگزین عنوان به دیگری، رنگ های امروزه
 Safe Stainایمن رنگ های به که آمده اند بازار به برماید

 .معروفند

 آن اتصال که رنگ هاست این از یکی گرین-سایبر رنگ 
 حضور در نمونه، می شود موجب دورشته ای،  DNA به

 موج طول) سبز رنگ به ،(نانومتر 497 موج طول) آبی نور
 .شود دیده (نانومتر 520
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 بافر لود کننده
 

•Loading dye لود از پيش توان مي را 
 ها نمونه به قبل از يا و ژل روي ها نمونه
 كرد اضافه

 يا فيكول ، رنگ از عمدتاً كننده لود هاي بافر•
 و تريس سيانول، زايلن با آب، و گليسرول

 (EDTA اسيد تترااستيك آمين دي اتيلن

 .شده اند تشكيل(اختياري

 برابر در DNA از EDTA بالاي غلظت•
 فلز به وابسته نوكلئازهاي توسط تخريب
 محافظت منيزيم دوظرفيتي هاي يون همانند

 .كند مي
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 PCRالكتروفورز محصولات 

 
 با را آن ها می بایست باندها اندازه دقیق تشخیص برای
 .کنیم مقایسه استاندارد مولکول یک

 نردبانی شکل دلیل به که دارد نام مارکر مولکول، این 
 .می شود نامیده نیز Ladder  آن،
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