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DNA Structure
 DNA consists of two molecules that are arranged 

into a ladder-like structure called a Double 
Helix.

 A molecule of DNA is made up of millions of 
tiny subunits called Nucleotides.

 Each nucleotide consists of:
1. Phosphate group
2. Pentose sugar
3. Nitrogenous base
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Nucleotides

The phosphate and sugar form the backbone 
of the DNA molecule, whereas the bases 
form the “rungs”.

There are four types of nitrogenous bases.



Nucleotides
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Guanine

C

Cytosine



DNA Structure

Because of this complementary base pairing, 
the order of the bases in one strand 

determines the order of the bases in the 
other strand.
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بدست آوردن نسخه های متعدد از يک ژن خاص



An introduction to PCR 
“Polymerase Chain Reaction”

 30 years ago “Recombinant DNA 
Technology” depended on replication 
of DNA plasmids during the cell 
division.

 PCR works like a copying machine to 
produce large quantities of a specific 
DNA from a complex DNA template in 
an enzymatic reaction.



Advantages of PCR
 Sensitivity 

 Specificity

 Speed 

 Ease of use

 Robustness
Template DNA from any kind of 

specimen
 Dried blood

 Semen stains

 Egyptian mummies

 Single hair



PCR ن از جمله بررسي يك روزه نمونه ها، ارزا، مزاياي بسياربا

:بودن نسبي، آساني انجام و فوق العاده اختصاصي بودن

ي و انقلابي در تشخيص كلينيكي بيماري ها، پزشكي، علوم جناي

نيک تمامی اين تک. پليسي، ميكروبيولوژي و بسياري صنايع ايجاد كرد

ه مقادير مشکلات قبلی در زيست مولکولی که ناشی از عدم دسترسی ب
يکسان بود را برطرف کرد DNAزياد از



PCRی توان همانند یک دستگاه فتوکپی عمل می کند که بوسیله آن م

ه صفحاتی از کتاب ژنوم هر موجود را به تعداد دلخواه و مشابه نسخ

.  تکثیر نمود( البته در مواردی همراه با خطاهای جزئی)اصلی 

ن با با این روش مي توان یك ژن را به اندازه اي تكثیر كرد تا بتوا

را شما یك تار مو. استفاده از روش هایي مانند الكتروفورز مشاهده كرد

كنار هم متري نمي توانید ببینید اما یك دسته میلیاردي از مو6از فاصله 

.به خوبي مشاهده مي شوند



History of PCR

•1983, PCR, the invention of 
American biochemist “Kary Mullis”

revolutionized genetic science and 
engineering

• 1993, Mullis was awarded the Nobel 
prize in chemistry

Karry Mullis



اساس این روش بسیار ساده بوده و مانند واکنش همانندسازیDNA در

. پلیمراز صورت می گیردDNAموجودات زنده توسط آنزیم

ند در موجودات زنده، مجموعه ای از چند پروتئین و آنزیم در فرآیند همان

تنها نوع خاصی PCRنقش دارند در حالی که در واکنشDNAسازی

به همراه Taq polymeraseپلیمراز مقاوم به حرارت به نامDNAآنزیم

.  بافر، کلرید منیزیم و نوکلئوتیدها استفاده می شود

در این تکنیک ابتدا پرایمرازDNA موردنظر، طراحي مي شود و بعدا

ك ، هدف را تكثیر كرده و توسط الكتروفورز در مقابل یPCRبا استفاده از

.كنترل مي سنجند



PCR Reaction Components

1. DNA polymerase

2. PCR buffer or 10x PCR buffer  (pH & ionic 
strength):

 500 mM KCl; 100 mM Tris-HCl

 15 mM MgCl2 (enzyme co-factor) 

2. dNTPs (dATP + dTTP + dCTP + dGTP) 

3.Template (purified genomic or Plasmid 
DNA)

4. Forward and reverse primers



 A primer is a short strand of nucleic acid 
complementary to the bases at start of region to be 
copied. 

 A primer for each target sequence on the end of 
your DNA is needed.  This allows both strands to 
be copied simultaneously in both forward and 
reverse directions.

PCR primers



يا آغازگرPrimer))پرايمر

 تا ۱۸توالی تک رشتهٔ کوتاهی از آران ای يا دی ان ای است که معمولاً از

غاز اين رشته کوتاه به عنوان نقطه ای برای آ. باز تشکيل شده است۲۲

.  سنتز دی ان ای عمل می کند

 آغازگر جزء ضروری در سنتزDNA است زيرا آنزيم هايی کهDNA 
پليمرازها ناميده می شوند، فقط می توانند  DNAرا سنتز می کنند و 

. نندجديد را به يک رشته نوکلئوتيد موجود متصل ک DNAنوکلئوتيدهای 

اشاره دارد که طول  DNAآغازگر به مجموعه کوچکی از نوکلئوتيدهای 

از نوکلئوتيد است و از آن می  توان برای بسياری24تا 18آن ها معمولاً 
.فرايندهای تکثير آزمايشگاهی استفاده کرد





RNAو  DNAانواع پرایمرهای 

 موجودات زنده فقط از آغازگرهایRNA  استفاده می کنند، در حالی که

 DNAآغازگرهای مورد استفاده در آزمايشگاه معمولاً آغازگرهای 
.هستند

 دانشمندان به دلايل مختلف يا متنوعی از پرايمرهایDNA  به جای

به مراتب  DNAآغازگرهای . استفاده می کنند  RNAآغازگرهای 

زيم های پايدارتر بوده و راحت تر ذخيره می شوند و برای شروع سنتز به آن
.رايج تری احتياج دارند

 اتصال آغازگرهایDNA  ياRNA به رشته الگو، آنزيم مسئول سنتز

DNA  ،را فعال می کندDNA ه پليمراز با شروع افزودن نوکلئوتيدها ب

يک اسيد نوکلئيک موجود بر روی ( ۳’انتهای )هيدروکسيل -۳’انتهای 
.  پرايمر، باعث طويل شدن و تکثير رشته اصلی می شود



ویژگی ها DNAآغازگرهای  RNAآغازگرهای 

استفاده

،PCRتکثير : در شرايط آزمايشگاهی

کلونينگ و موارد ،DNAتعيين توالی 

ديگر

همانند سازی : در بدن موجودات زنده
DNA

واکنش
ئينپروتتکثير وابسته به دما است و به 

.کمتری نياز دارد

ته به تکثير يک واکنش کاتاليزوری وابس

.از داردآنزيم است که به چندين پروتئين ني

طول نوکلئوتيد24تا 18 نوکلئوتيد20تا 10

نحوه ایجاد
ده توسط پژوهشگران سنتز شيميايی ش

.است

در ( پليمراز RNAنوعی )توسط پرايماز 

.بدن موجود زنده ساخته شده است

قابلیت زیستن عمر طولانی تر، با ثبات تر عمر کوتاه تر، واکنش پذيرتر

https://blog.faradars.org/%d9%87%d9%85%d8%a7%d9%86%d9%86%d8%af%d8%b3%d8%a7%d8%b2%db%8c-dna/
https://blog.faradars.org/%d9%87%d9%85%d8%a7%d9%86%d9%86%d8%af%d8%b3%d8%a7%d8%b2%db%8c-dna/
https://blog.faradars.org/%d9%be%d8%b1%d9%88%d8%aa%d8%a6%db%8c%d9%86-%da%86%db%8c%d8%b3%d8%aa/


 است ۵’به ۳’پرايمر فوروارد به رشته پايينی که در حال باز شدن از
5’مکمل که از  DNAمتصل می شود و پرايمر معکوس به رشته بالايی 

.در حال باز شدن است، متصل می شود3’تا 

گو پيوند آغازگرهای اليگونوکلئوتيدی، لازم نيست که کاملاً به رشته ال
 DNAبه طور کامل با 3’با اين حال ضروری است که انتهای . خورند

.  الگو مطابقت داشته باشد تا طويل شدن اتفاق بيفتد



مراحل يک سیکلPCR

واسرشت یا دناتوراسیونمرحله(Denaturation Step)

مرحله اتصال(Annealing Step):

مرحله پلیمریزاسیون یا طویل شدن(Extension/Elongation 

Step):



Steps in PCR reaction (1)

1- Denaturation

• Separate parent strands 
in preparation new strand 
synthesis



2- Annealing

• “Stick” primers to the
parent strands to prime
DNA synthesis

• DNA synthesis 
requires
a primer to start DNA
synthesis

Steps in PCR reaction (2)



3- Extension

• Addition of 
nucleotides,
to the growing end of 
the DNA strand (3’ end) 
using the parent strand 
as the Template, by DNA 
polymerase

 Addition of E. coli
DNA polymerase in each 
cycle (25-35 cycles)

Steps in PCR reaction (3)



PCR Machines

(the 2nd revolution)



Major disadvantages in early 
PCR technique

1- Time-consuming due to the inactivation of Klenow 
enzyme in 94 °C and thermo-cycling 

2- Low specificity due to the annealing at 37 °C 

3- Low efficiency due to the enzyme processivity (400 
nt)



در مرحله همانند سازی، برای جدا نمودن دو رشتهDNA بايد دمای ،

.محلول بالا باشد

در ابتدای طراحیPCRاز آنزيم کلينو پليمرازI DNAپليمراز

(E.coli)  استفاده ميشد ولی از آنجا که اين آنزيم به حرارت حساس

درجه ی 94است، پس از هر بار حرارت دادن محيط واکنش تا دمای 

سانتی گراد، افزودن دوباره ی آنزيم تازه به محيط لازم بود

Saikiد يکی از مهم ترين کشفيات در اين زمينه را انجام داد و متوجه ش

که باکتريهای چشمه های آب گرم برای مثال باکتری ترموس 
Thermus)آکواتيکوس aquaticus) ) دارایDNA پليمرازهايی

بهتری هستند که نسبت به حرارت مقاوم بوده و حتی در دمای بالا فعاليت
.  دارند



اينDNAپليمراز که بطور خلاصهTaq پليمراز ناميده می شود در

ن درجه ی سانتی گراد کاملاَ پايدار است و دمای اپتيمم عمل آ94دمای 

بنابراين با افزودن يکبار . درجه ی سانتی گراد می باشد72نيز 
پليمراز ديگر نيازی به اضافه کردن مجدد آن نيست Taqآنزيم

.براحتی و به صورت اتوماتيک انجام می شودPCRو

در حال حاضرTaq پليمراز برای تکثير قطعات کمتر از سه هزار

می PCRجفت باز توصيه شده و پر مصرف ترين آنزيم مورد استفاده در

. باشد



Taq DNA polymerase, the most 
important development in PCR method

• 1976, Bacillus Thermus 
aquaticus was isolated by Dr. 
Brock from Yellowstone hot 
springs

• 1988, the application of Taq 
DNA polymerase in PCR





PCR thermal cycling profile



PCR Animation

../pcr.exe


راز اولین مرحله برای انجام تکنیک واکنش زنجیره ای پلیم

(PCR) استطراحی پرايمر پس از تعيين ژن ها  .

https://darwino.ir/blogs/pcr-technique/


طراحی پرایمر

يت، جنبه های اصلی خصوصيات يک پرايمر در ژنتيک شامل اختصاص
.و همسانی درون پرايمری يا بين آن است(  (Tm)دمای ذوب 



اختصاصيت
ی اختصاصيت جايگاه اتصال آغازگر را می توان با انجام يک جستجو

از طريق تمام توالی های الگوی (  Blastبه عنوان مثال)همسانی توالی 

شناخته شده در پايگاه داده ژنوم عمومی مانند مرکز ملی اطلاعات 
.بررسی کرد(  (NCBIبيوتکنولوژی 

 آغازگر بسيار مهم ۳’باز منحصر به فرد در انتهای 10تا 8گنجاندن

.  است





طول پرايمر
  جفت باز باشد، زيرا پرايمر با طول  کوچک  اتصال  18-30طول  متوسط  هر پرايمر بين

.غيراختصاصی  را افزايش  داده و پرايمر بزرگ سرعت  هيبريداسيون  را کم  می کند

برای انجام یکPCR اختصاصی بهتر است طول پرايمرهای طراحی شده پروتکل های طراحی

اعث تقويت نوکلئوتيد در نظر گرفته شود، که در اين بازه افزايش هر نوکلئوتيد ب18-24پرايمر 

.برابری اختصاصيت پرايمر می شود4

 ندین نوکلئوتید بسیار غیر اختصاصی هستندو ممکن است به چ15پرایمرهای با طول کمتر از

رز می نقطه از ژن متصل شوند و این موضوع باعث ایجاد باندهای غیر اختصاصی ر ژل الکتروفو

.در نتیجه علاوه بر محصول خودمان، محصول غیر اختصاصی نیز بدست می آید. شود

افزایش طول پرایمر نیز باعث افزایش دمای مرحلهannealing درPCR  می شود و زمان آن

راین بناب. را طولانی تر می کند و احتمال تشکیل ساختارهای ثانویه و دایمرها را افزایش می دهد

.نیمنوکلئوتید است برای طراحی پرایمر استفاده ک18-30بهتر است که از یک بازه استاندارد که بین 



 فاصله  بين  پرايمرهايی  که  باDNA کيلو باز 15ی  هدف  هيبريد می شوند بطور معمول  کمتر از

.     می باشد

 جفت باز 1000در حقيقت  يک  کاهش  اساسی  در سنتز موثر هنگامی  که  محصول  تکثير متجاوز

3نبايد بيش  از  PCRبه  همين  دليل  طول  قطعه  مورد تکثير در. می شود، مشاهده  می گردد

40تکثير قطعات  بسيار طويل  و بالای. )    کيلوباز می باشد1کيلوباز باشد وحد مطلوب  کمتر از 

(.کيلوباز مقدور است  اما نياز به  روش های  ويژه ای  دارد

به طور بهینه برای انجام روشهای کمیQpcr 100اندازه قطعه هدف حدودbpوبرایPCR 

.مناسب است 500bpاستاندارد اندازه ی قطعه نزديک به 



طول قطعه تکثير شده
 امپليکونAmplicon) :)

است که محصول طبيعی يا . ای.ان.يا آر. ای.ان.يک قطعه از دی
 & amplificationمصنوعی رخدادهای تکثيری و همانندسازی 

replication است .



اختصاصيت

 عدم تطابق تک نوکلئوتيد . آن ها تعيين می شود۳’اختصاصيت پرايمر بيشتر توسط توالی های
ندارد در حالی که عدم تطابق انتهای  PCRداخل پرايمر تأثير معنی داری بر عملکرد محصول 

.را کاهش می دهد PCRبه طور قابل توجهی عملکرد کلی محصول ،يک پرايمر3’

مقدارG-C  درصد باشد60-50دو پرايمر با هم  مشابه  بوده  و حدود.

نسبت  چهار نوکلئوتيد در آغازگر حتی المقدور يکسان  باشد.

 باز 2پرايمر، بايد حداقل ۳’باز آخر در انتهای 5درG  ياC  وجود داشته باشد که اين به عنوان

.شناخته می شود GC Clampيا  «GCگيره »

 برای اطمينان از اتصال خاص آغازگر به الگویDNA، عدد يا بيشتر 4پرهيز از حضورG 
.نيز مهم است3’در يک رديف در انتهای  Cيا 

َ  غنی ا ز3توالی هايی  که پرايمرهای آنها  دارای  انتهای  3َدر انتهایG ياC   است، احتمال  اتصال

.اشتباهی  افزايش  می يابد



.بايد تا حد امکان  از توالی های  پاليندروميک  داخل  پرايمرها جلوگيری  کرد



ساختار سنجاق سری
Hairpin

ايمر اين ساختار ثانويه در اثر فعل و انفعالات درون مولکولی داخل پر

اغلب اين نوع سختار در . تشکيل می شود و بايد از آن اجتناب شود

ه صورت وجود همسانی درون آغازگر ايجاد شده و در آن پرايمر منفرد ب
خودی خود جمع می شود



پرايمر دايمر
آغازگرها بايد از نظر مکمل  بودن  با هم  کنترل  شوند  .

حصول پرايمر دايمر يا آغازگر دوتايی  يک  تکثير مصنوعی  است  که  اغلب  در م

PCR با مشاهده می شود و عبارتست  از يک  قطعة دو رشته ای  که  طول  آن  تقري

به  مجموع  دو پرايمر نزديک  است  و هنگامی  مشاهده  می شود که  يک  پرايمر 

.  توسط  آنزيم  پليمراز به  روی  پرايمر ديگر گسترش  يابد

َ  مستعد تشکيل  دايمر هستند3پرايمرها با انتهای مکمل.

 در هر حال  چنانچه  پرايمر دايمر بعنوان  مانعی  مشاهده  شود می توان  آن  را تا

.حدودی  با غلظت  حداقل  پرايمر و آنزيم  کاهش  داد



ر تصوير بالايی ساختا. در اين تصوير ساختارهای ثانويه پرايمر نشان داده شده است

در هنگام طراحی پرايمر . دايمر و تصوير پايينی ساختار دايمر متقاطع است-خود 
.بايد در نظر داشت که اين ساختارها در جفت پرايمر شکل نگيرند



Tmپرايمر
.است Tmیا DNAدومین نکته در طراحی پرایمر درجه حرارت ذوب مولکول

Tmبه دمايی گفته می شود که در آن نيمی ازDNA های دو رشته از هم

ها جدا می شوند و به صورت تک رشته در می آيند، در واقع نيمی از باز

با مکمل خود بر روی رشته ی مقابل درحالت جفت شدگی نيستند

دمای ذوب به طول رشته یDNA و ميزان محتویGC  نيز بستگی دارد

و همچنين عواملی مانند يون منيزيم و غلظت های نمکی بالا با خنثی
باعث پايداری DNAسازی بارهای منفی گروه های فسفات رشته

DNA دو رشته ای مارپيچ شوند، عواملی مانندPH  بالا و غلظت نمکی

.دو رشته ای مارپيچ می شوند DNAپايين نيز باعث کاهش پايداری





Primer melting temperature 
(Tm)

 Tm °C = Temperature at which half 
possible H bonds are formed

 Tm °C = 2(A/T) + 4(G/C)



 دمای اتصال»هنگام تصميم گيری در مورد »Ta)  ) ًبايد مستقيماTm  را

در نظر بگيريد

Ta يجه بازده پرايمر و در نت-خيلی بالا ناکافی بودن هيبريداسيون الگو

خيلی پايين ممکن است منجر  Ta. را موجب می شود PCRکمتر محصول 

ئوتيد به محصولات غير اختصاصی ناشی از تعداد زياد عدم تطابق نوکل

اصيت تحمل عدم تطابق نوکلئوتيدی بيشترين تأثير را در اختص. شود
PCR دارد.



 کشف می شود، اما به طور کلیصورت تجربی دمای اتصال بهينه به
(   (Tmدرجه سانتی گراد کمتر از دمای ذوب آغازگر ۱۰تا ۵حدود 

ه اندازه اگر دمای اتصال پرايمر خيلی زياد باشد، احتمالاً پرايمرها ب. است

فر کافی متصل نخواهند شد و در نتيجه آمپليکون ها به مقدار کم يا ص

ا ممکن اگر دمای اتصال آغازگر خيلی کم باشد، پرايمره. تکثير می شوند

خارج است شروع به تشکيل ساختارهای سنجاق سری يا اتصال به مناطق

غير از توالی هدف کنند که منجر به توليد محصولات غير اختصاصی و
.می شود PCRدقيق در 

يک يکی از روش های معمول برای يافتن دمای بهينه اتصال اوليه، انجام
PCR  با گراديان دمايی ياPCR  5با گراديان حرارتی است که از حدود

ع درجه سانتی گراد کمتر از پايين ترين دمای ذوب جفت پرايمر شرو
.می شود



غلظت
برای هر اين  که چه غلظتی را استفاده کنيم بستگی به خود پرايمر دارد و

ر پرايمر مختلف است و بايد ست اپ شود اما به طور معمول برای اکث
پيکومول در هر ماکروليتر مناسب است۵پرايمرها غلظت 



PCR product analysis

• Electrophoresis

• Sequencing

• Restriction enzyme 
analysis

• Southern-blotting

• ….



 الکتروفورز، روشی برای جداسازی و شناسايی مولکول ها از طريق

اين روش برای جداسازی مولکول های . اعمال جريان الکتريکی است
در آزمايشگاه های مولکولی و پروتئينو RNA ،DNAباردار مانند

.  بيوشيمی کاربرد دارد

 به منظور جداسازیDNA  از ژل آگارز، برای جداسازیRNA  از ژل

PAGE  و برای جداسازی پروتئين از ژلSDS-PAGE  استفاده می

.کنيم

https://blog.faradars.org/dna-%DA%86%DB%8C%D8%B3%D8%AA/
https://blog.faradars.org/%d9%be%d8%b1%d9%88%d8%aa%d8%a6%db%8c%d9%86-%da%86%db%8c%d8%b3%d8%aa/


 تمام مولکولهایDNA، بر اساس جرم دارای مقدار يکسانی از بار

را تنها  DNAبه همين دليل، الکتروفورز، قطعات . الکتريکی هستند

.براساس اندازه آنها جدا می کند

 با استفاده از الکتروفورز، می توانيم قطعات مختلفDNA  در يک نمونه

.  را مشاهده کنيم و به صورت نسبی، اندازه آنها را مقايسه نماييم

 همچنين می توانيم اندازه دقيق يک قطعهDNA  را با مقايسه کردن آن در

با اندازه های شناخته شده  DNAکنار يک معيار استاندارد که از قطعات 

.می گويند Ladderبه اين معيار استاندارد . ساخته شده است، بدست آوريم



 يک نشانگرDNA ( که به عنوان يک سايز استاندارد و يا نردبان

DNA  )قطعات. نيز شناخته می شود در اولين چاهک بارگذاری می شود

نها موجود در نشانگر دارای طول مشخصی هستند، بنابراين می توان از آ
برای تشخيص تقريبی اندازه قطعات نمونه ها استفاده کرد



ویژگی های ژل آگارز

کسی ژل آگارز نوعی ماتريکس سه بعدی تشکيل شده از مولکول های هلي

ی ايجاد آگارز می باشد که کنار هم قرار گرفتن به صورت سه بعدی منافذ

.  ندمی نمايند که جهت جداسازی بيو مولکول ها فوق العاده مناسب می باش

می تمام اين ساختار سه بعدی تشکيل شده حاصل پيوند های هيدروژنی
.توان با افزايش درجه حرارت آن را از بين بردباشد که می

ته بس. دمای ژله ای شدن آگارز بسيار متفاوت از دمای ذوب آن می باشد

درجه 42-35به نوع منبع، آگارز دارای دمای ژله ای شدن بين 

درجه سانتيگراد می 95-85سانتيگراد می باشد و دمای ذوب آن حدود 
.باشد



آگارز معمولا به صورت پودرهای آماده به فروش می رسد و در ترکيب
در . دتبديل به ماتريکس سه بعدی متخلخلی می شوTBEيا  TAEبا بافر 

از بين اين تخلخل ها و حفرات عبور می کنند؛ DNAواقع ملکول های 

خواهند در نتيجه هر چه ژل درصد پايين تری داشته باشد حفرات بزرگتر
و برعکس هرچه درصد ژل . سريع تر DNAبود و حرکت ملکول های 

ل ها بالاتر باشد حفرات کوچک تر خواهند شد و عبور از ميان اين تخلخ
.سخت تر خواهد بود DNAبرای 



يل مهمترين انواع ژل مورد استفاده در عمل الکتروفورز ژل آگارز و اکر
-نهها و گوتواند به خوبی برای انواع اندازههر نوع ژل می. باشندآميد می

. های آناليت مورد استفاده قرار بگيرد

یها مورد استفاده قرار مهای پلی اکريل آميد معمولا برای پروتئينژل-
با  DNAگيرند و نيز دارای قدرت تفکيک خيلی بالايی برای قطعات 

.باشندجفت باز می500-5اندازه بين 

برای های آگارز دارای قدرت تفکيک کمتریاز طرف ديگر ژلDNA 
ين باشند و بنابراتری از جداسازی میباشند ولی دارای طيف وسيعمی

.باشندجفت باز مناسب می20000تا 100بين  DNAبرای قطعاتی 







ی ژل جداسازی دی ان ای، اغلب از پلی ساکاريدی به نام آگاروز ساخته م

.  شود که به صورت دانه های خشک و پودری قابل دسترس می باشد

 شده گرم( ترکيب آب با مقدار کمی نمک)هنگامی که آگارز در يک بافر

.و سپس خنک می شود، يک ژل جامد و نيمه شفاف تشکيل می دهد

لهای در سطح مولکولی، ساختار ژل يک به صورت يک شبکه از مولکو

ه و آگاروز است که توسط پيوندهای هيدروژنی به يکديگر متصل شد
.منافذی کوچک را تشکيل داده اند



بافرها
بسيار وابسته به در واقع بار خالص ماکرومولکول های زيستیpH 

ی ايجاد شده در اثر ميدان pHبه منظور کاهش تغييرات . محيط می باشد

. الکتريکی، عمل الکتروفورز در محيط بافری صورت می گيرد

نين به طور معمول بافر ايده ال بايد دارای هدايت پذيری بالا باشد و همچ

از تعدادی. گرمای کمتری توليد کند و زمان ابقا طولانی داشته باشد

ک بافرها که برای الکتروفورز آگارز جهت جداسازی اسيدهای نوکلئي
EDTAتريس استات :  شوند عبارتند ازاستفاده می (TAE)  و تريس

. EDTA (TBE)بورات 



مواد لازم برای تهیه بافرها

با توجه به نوع مولکول و هدف از استفاده از هر يک از اين بافر ها

.جداسازی انتخاب ميشود

 بافرTAE  یا

Tris/Acetate/EDTA:  برای تهيه اين بافر از تريس(Tris-
base)، استات(Acetate)  وEDTA به همراه آب استفاده می شود.

 بافرTBE  یاTris/Borate/EDTA: 

 برای تهيه اين بافر تريس به همراه بوريک اسيد(Boric acid)  در آب

.مخلوط می شود Na2EDTAرقيق شده و با 



 خصوصیات بافرTAE:

DNAبرای جداسازی قطعات بلند 

 خصوصیات بافرTBE:

2kbبا طول  DNAبرای شناسايی قطعات 

ايجاد محيطی با رسانايی بالا

مناسب جهت الکتروفورزهای طولانی

TAEتشکيل باندهای بهتر نسبت به بافر 





آماده سازی نمونه

 قبل از الکتروفورز، رنگ به نمونهDNA  اضافه می شود تا ويسکوزيته

نمونه را افزايش دهد و از شناور شدن آن در چاهک ها جلوگيری کند و 

به  اين  ترتيب حرکت نمونه در ژل قابل  مشاهده می شود

 پس از بستن ژل، نمونه خود را باloading dye  معمولا )مخلوط کرده

ميکروليتر نمونه يک تا دو ميکروليتر از لودينگ دای10برای هر 

.و درون چاهک ها لود کنيد( کافيست

گين به علت دارا بودن گليسرول باعث سن: لودينگ دای دو کاربرد دارد

شدن نمونه و نشستن آن به انتهای چاهک می شود و با رنگی کردن آن
روی ژل به صورت تقريبی به ما کمک  DNAدر دنبال کردن تخمينی 

.می کند





:برای رنگ آميزی ژل آگارز دو روش وجود دارد

 هنگامی که ژل آگارز حل شده و تا حدی که دست را نسوزاند سرد شد

مولا مع)، اتيديوم برمايد به آن اضافه کنيد (درجه سانتی گراد37دمای )

و ( ميلی ليتر ژل100ميکروليتر از استوک آزمايشگاهی برای 2-3

ه اما بايد توجه داشت. )سپس آن را درون تانک الکتروفورز قرار دهيد

يديوم باشيد، تانک الکتروفورز و تمامی وسايل آن بايد جدا باشند تا ات

برمايد بخش های ديگر را آلوده نکند، زيرا اتيديوم برمايد يک ماده

آن کار سرطان زا بوده، با دستکش و وسايل مختص بخش الکتروفورز با

.(کنيد و محض تماس با پوستتان آن را با آب فراوان بشوييد

ی روش ديگر اين است که پس از پايان الکتروفورز، ژل را درون ظرف

. حاوی ميزان زياد محلول اتيديوم برمايد قرار دهيد تا ژل رنگ شود



Electrophoresis

../gelelectrophoresis.exe


(Nested-PCR)آر سينستد پي

در اين روش از دو جفت پرايمر استفاده مي شود، طوري كه جفت دوم در بني

ول در اين روش ابتدا پرايمر بيروني توالي هدف در ط. جفت اول جاي مي گيرد
حاصل به لوله اي ديگر منتقل PCRچرخه تكثير مي شود، سپس محصول  30-15

PCRمي شود و به عنوان الگو و با استفاده از جفت پرايمر داخلي مرحله دوم 
اولي است، به اندازه PCRكه درون DNAانجام شده و ترادف كوچكتري از 

.چرخه تكثير مي شود 40-15



Nested PCR

 Two pairs of PCR primers are 
used to amplify a fragment.

 The first pair of PCR primers 
amplify a fragment similar to 
a standard PCR. However, a 
second pair of primers called 
nested primers bind inside 
the first PCR product 
fragment to allow 
amplification of a second 
PCR product which is shorter 
than the first one.

 Nested PCR is a very specific 
PCR amplification.



Multiplex-PCR

در اين تکنيک از چند پرايمر در يک محلولPCR استفاده می شود

تهيه می شود که اندازه های متفاوتی  (amplicons)هايیو آمپليکون

. های مختلفی هستندDNAدارند و مختص

با هدف قرار دادن چندين ژن در يک محلولPCR می توان با ،

.دآزمايشات کمتر و زمان کوتاهتر، اطلاعات بيشتری جمع آوری کر



Hot-start PCR

برای جلوگيری از تکثيرDNAهای ناخواسته مخصوصا در مراحل اوليهPCR استفاده می

.شود

 رسانده می ( درجه۹۵مثلا)بدين منظور قبل از افزودن پليمراز، دمای محلول به نقطه ذوب

.هدف به واکنش اضافه می شود DNAشود و بلافاصله بعد از دناتوراسيون

Hot startضافه مونوکلونال آنتی بادی ضد آنزيم پليمراز را به واکنش ا: به کمک آنتی بادی

درجه می 94هنگاميکه دمای واکنش به . ميکنند درنتيجه فعاليت پليمرازی آنزيم را مهار ميکند

.رسد آنتی بادی دناتوره می شود و دوباره پليمراز فعال می شود

Hot startبه کمکAmpliwax:  به ديواره لوله های مخصوص اينکاربه نوعی واکس آغشته

ا روی آنزيم پليمراز ر. است که بعد از مختصری گرم کردن ذوب شده و روی واکنش را ميپوشاند

درجه اين واکس بخار می شود و آنزيم پليمراز با واکنش تماس94در دمای . واکس قرار می دهند

.پيدا ميکند



Hot Start PCR

Addition of polymerase at 95 °C

 Specialized enzymes:

 AmpliTaq® Gold

 Platinum® Taq

 Hot Start PCR significantly 
improves specificity, 
sensitivity and yield of PCR.

http://bioinformatics.weizmann.ac.il/mb/bioguide/pcr/PCRHot-start.html


Touchdown PCR

يک نوع تغيير يافته ازPCR است که موجب کاهش محصول کاذب و پرايمر

.دايمر می شود

در اين روش برنامهPCR به گونه ای طراحی می گردد که در طی سيکل

.  کاهش می يابد (Annealing step)های متوالی، بتدريج دمای مرحله اتصال

درجه بالاتر ۵الی۳بدين ترتيب که در سيکل های ابتدائی، دما در حدود

درجه پائينتر ۵تا۳پرايمر و در سيکل های انتهايی در حدودTmاز

.پرايمر تنظيم می شودTmاز



Touch-down PCR

Touch-down increases the PCR specificity



Reverse Transcriptase-PCR

PCR

Making cDNA



Real-Time PCR

Quantitative PCR
سته به علت ورود نسل جديدي از ترموسايكلرها با سيستم فلورومتري كه اجازه پايش پيو

.  در زمان جمع شدن را مي دهد، اين روش ابداع شدPCRخاصيت فلوئورسانس محصول 

يا 5در اين روش از كاوشگرها يا پروب هاي هيبريداسيون نشان دار شده با رنگ هاي فلورسانس در انتهاي

را بدون جداسازي آنها در روش هاي الكتروفورز PCRكه امكان پايش پيوسته محصول . استفاده مي شود3

. در ژل آگاروز يا ژل پلي آكريل آميد مي دهد

 هاي سيکلاين روش به دليل كاهش زمان  .كشف شد1992اين سيستم در سال PCR حذف مرحله ،Post-
PCRعت و كاربرد نشانگرهاي فلوروژنيك و روش هاي حساس آشكارسازي تابش آنها باعث افزايش سر

.  معمولي شده استPCRاين سيستم نسبت به سيستم 



PCR optimization (1)
Always start with a stand ard PCR

• Template concentration:

500 ng human genomic DNA

1-10 ng bacterial DNA

0.1-1 ng plasmid DNA

• Mg++ concentration (1-4 mM)

• Primer concentration

• dNTP (200 μM for each)

• Extension time (1 min/1 kbp Taq, 2 min/1 kbp
proofreader)

• Taq polymerase (1-2 U/50 μl reaction)



PCR optimization (2)

If the specific product was not achieved, go as follow:

• Changing concentrations:
 Mg2+, dNTP, template, polymerase, primers

• Changing temperatures:
 denaturation, annealing
 Touchdown
 Hot-start

• Cycling number
• Nested-PCR
• Primer re-design



Limitations of PCR

• Need for target DNA sequence information
Boundary regions of DNA to be amplified must be 

known
• Infidelity of DNA replication

Taq Pol – no Proof reading – Error rate 10-4

• Short size and limiting amounts of PCR product 
Up to 5kb can be easily amplified 
Up to 20kb can be amplified with some modifications
Cannot amplify gene >100kb

• Primer mismatch, False positive and false negative results



High fidelity DNA polymerases

Pwo (Pyrococcus woesei)

Pfu (Pyrococcus furiosus)

Tli (Thermococcus litoralis) 

•3’ to 5’ exonuclease activity (proof reading)

• Lower extension rate and processivity

• Require more dNTPs (≥ 200 μM) 

• Require more primers with lower annealing Temp.



• Routine amplification

– Taq DNA Polymerase (work horse of PCR)

• High fidelity (Do you really need it?)

– Pfu, Pwo DNA polymerases 

• Long PCR (>3-4 kb)

– Mixture of non-proofreader (e.g. Taq) and a proofreader (e.g., 
Pfu)

Enzyme selection



PCRمشکلات

با تمامی مزيت های فوق در تکثيرDNAبا روشPCR محدوديت هايی نيز وجود دارد که مهمترين آنها

معمولی تکثير PCRاندازه قطعات قابل تکثير می باشد به طوری که حداکثر اندازه قطعه هايی که با روش

.می باشد (kb 20)هزار نوکلئوتيد20و در روش های بهينه شده تا  (kb 5)هزار نوکلئوتيد5می گردد، 

مشکل اساسی ديگرPCRبه دليل حساسيت فوق العاده و قدرت . آلودگی نمونه های مورد بررسی است

شود، مورد تکثير قرار گرفته و نتايج PCRخارجی که وارد محيطDNAهر قطعهPCRتکثير زياد

.  عجيب و دور از واقعيتی به وجود خواهد آورد

ين جواب برای مثال در مورد تحقيقی که در تعيين جنسيت با استفاده از خون مادران باردار بيان شد، در ب

وجود ها يک مورد مثبت کاذب برای يکی از زنان غير باردار که به عنوان شاهد منفی استفاده شده بود،

گاه وارد پس از بررسی معلوم شد که تعداد ناچيزی از سلولهای پوست يکی از کارکنان مرد آزمايش. داشت

های قبلی باعث DNAحاصل از تکثيرDNAگاهی نيز باقيمانده ی قطعات. شده استPCRلوله ی

كليه ظروف. براي رفع مشكل، امروزه از ظروف يك بار مصرف استفاده مي شود. می شودPCRآلودگی

قبل از استفاده اتوكلاو مي شوند تا سلول ها و مولكول هاي موجود در آن ها، تا حد ممكن غير فعال 

.مي شوند



PCRکاربردهای

تشخيص بيماري هاي قبل از تولد

تعيين جنسيت جنين

تشخيص بيماری ها

تشخيص سرطان و بررسی مراحل درمان آن

رعت رشد شناسائی ميکروارگانيسم هايی که قابل کشت نيستند و يا س

آنها در محيط کشت خيلی کند است

DNAتعيين توالی


