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Nobel Prize in Chemistry (1993)

American biochemist

PCR: 1985

PCR اهداف کلی

وکلونینگدراهمیت:(Amplicon)ژنیکازمتعددهاینسخهتهیه1.
زاییجهش

هایبیماریتشخیصاهمیت:خاصژنیکحضورعدمیاحضوربررسی2.
ژنتیکیوعفونی

:PCRتکنیکاصول

.1Sensitivity

.2Specificity

:داردزیرعواملبهبستگیPCRدرشدهایجادDNAمیزان

(سیکل40تا25)شدهاستفادههایسیکلتعداد1.

پلیمرازیهایکنندهمهاروجود2.

آنزیمفعالیتبرای(Mg+2)نیازموردکاتیونغلطت3.

https://en.wikipedia.org/wiki/Nobel_Prize_in_Chemistry
https://en.wikipedia.org/wiki/Biochemistry




PCRنیازمندی های واکنش 

.1PCR master mix(Taq DNA pol ،dNTPs ،Buffer solution ،Mg+2)

.2DNA template

.3F/R primers

.4Water(nuclease free)

1. Taq DNA polymerase: Thermus aquaticus (g-, (چشمه هاي آب گرم
دقيقه40درجه به مدت 95: مقاومت حرارتي

درجه دارد72ثانيه در دماي اپتيمم 30جفت باز را در مدت 1000قابليت پليمريزاسيون 
PCR(3ʻ-overhange  )محصول نهايي . را ندرد5ʻ-3ʻدر جهت  Proof-readingخاصيت 

DNA polymerase

2. PFu: Pyrococcus furiosus ( آرشي باکتر)
دقيقه40درجه به مدت 100: مقاومت حرارتي

درجه دارد72ثانيه در دماي اپتيمم 30جفت باز را در مدت 1000قابليت پليمريزاسيون 
PCR(blunt end   )محصول نهايي . را درد3ʻ-5ʻدر جهت  Proof-readingخاصيت 



3.Dream Taq DNA polymerase

1.longer PCR products (20 kbp)

2.higher sensitivity

3.higher yields

4.Tth DNA polymerase

Thermus thermophiles strain HB-8

74°C: replication

95°C for 20 min

Polymerization duplex DNA 5-3 in the presence of Mg

Polymerization RNA templete 5-3 in the presence of Mn



5.Hot start Taq polymerase

Minimize non-specific amplification products (primer 

dimers, background)

High-sensitivity

Suitable for GC-rich templates

Mixture of Taq DNA pol + aptamer-based inhibitor

تصل که بصورت اختصاصي و با ميل ترکيبي بالا به ملکول هدف مRNAيا DNAاوليگونوکلئوتيد سنتزي از : آپاتامر
و مانع از فعاليت ( برگشت پذير)درجه به آنزيم متصل 45کار اين بازدارنده اين است که در دماهاي زير . مي شود

مزيت ديگر اين آنزيم اين است . را دماي اتاق محقق مي سازدPCRاين امر امکان انجام واکنش . پليمرازي مي شود
. که احتياجي به مرحله فعال سازي آنزيم در دماهاي بالا را ندارد



Cycling parameters











:در عمل  PCRتقسيم بندي مراحل واقعي از مراحل 

.1Exponential :ميزان محصول در هر سيکل دو برابر مي شود.

.2Levelling off : واکنش کند مي شود بواسطه ي از دست رفتن فعاليت آنزيم، مصرف معرف ها وdNTPs

.3Plateau :کامل آنزيم محصول بيشتري تشکيل نمي شود به دليل مصرف کامل نوکلئوتيدها و از دست رفتن فعاليت



(Primer design and analysis)طراحي و آناليز پرايمر 

:نرم افزارهای موجود

Gene runner

Primer 3

Oligo primer analysis

Primer blast

Vector NTI

GeneScript primer design



(Primer length)طول پرايمر 1.

(مکمل هم نباشند3انتهاي )دو پرايمر مکمل هم نباشند 2.

دماي آنيلينگ آنها مشابه باشد3.

در ساختار آنها نبايد تعداد نوکلئوتيدهاي مکمل زياد باشد زيرا منجر به تشکيل لوپ مي شود4.

.انتخاب شودGC(GC clamp )يا Gيا Cپرايمر نوکلئوتيد 3سعي شود در انتهاي 5.

درصد باشد55تا 45بين GCدرصد بازهاي 6.

دماي ذوب پرايمرها تا حد امکان مشابه هم باشد7.

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

نوکلئوتيد باشد از نرم 25نوکلئوتيد مناسب است و در صورتي که بالاتر از 25اين فرمول براي پرايمرهاي کمتر از 
. استفاده شودReviewer TM(www.thermoscientific.com/reviewer )افزار 



PCRانواع 

Gradient PCR

Long PCR

Nested PCR

Colony PCR

RFLP PCR

Rapid PCR

RT-PCR

Quantitative PCR=Real time PCR

Hot start PCR

Touch down PCR



ژنومیDNAاستخراجمراحل

هانمونهسازيآماده1.

سلولليز=سلولغشايوديوارهبردنبيناز2.

DNAازغير(غيرهونمکچربي،پروتئين،)موادکردنجدا3.

هاناخالصيازDNAسازيخالص4.

DNAتغليط5.

(تار مو و غيره/استخوان/دندان/خون/بزاق/اشک/بافت/سلول)ساي نمونه آماده 

وشونددادهکشتابتدااستلازمباکتريازDNAاستخراججهتمثال،عنوانبه.شودميآنهاازمناسبمقاديرتهيهبهاقدامنظر،موردبافتياسلولنوعبهتوجهبااينجادر
.شوندميآمادهژنومياستخراجبرايآنهاازمشخصيمقاديرحيوانيياگياهيبافتنمونهتهيهجهت.شوندجداسانتريفيوژباسپس

Boiling

Phenol-chloroform

Salting out

Glass bead

Enzymatic kit

Freeze-thawing



سلولليز 

:داردوجودزيرمختلقفهايروشسلول،هستهنداشتنياداشتنمنفي،گرمومثبتگرمديوارهبهبسته

glass)فیزیکیلیز1. bead،،مکانيکي،فشارسونيکاتورFrench press(فشارتحتباريکبسيارمجراييکازسلوليعصارهعبور)اخيرموارداغلبکه
.شودمياستفادهقارچومخمرباکتري،سلولشکستنجهتصنعتيابعاددر

ترجنتدو(استسلوليپوششاستحکامدراساسيعاملکهکلسيمومنيزيميونکنندهکليت)EDTAليزوزيم،مثلهاييآنزيمازاستفاده:شیمیاییلیز2.
Triton)يونيغير،(پروتئينوچربي:SDS)يونيهاي X100)،شاملسلولمحتوياتتمامسلوليهايپوشششدنليزازپسبنابراينProtein،lipid،

.شودميآزادRNAوDNAهمچنينوسيتوپلاسميوسلوليديوارهذراتسلولي،داخلهاياندامک



DNAمراحل تخلیص و تغلیظ 

. در مايع رويي قرار مي گيرندDNA/RNA/Proteinدر اين حالت ذرات درشت، قطعات ديواره سلول و مواد ديگر ذره اي رسوب پيدا کرده و :سانتريفيوژ کردن1.

در محلول رويي باقي مي مانند که با سانتريفيوژ دو لايه تشکيل RNAو DNAکلروفرم سبب رسوب پروتئين ها مي شوند ولي /مخلوط مساوي از فنل:کلروفرم/استفاده از مخلوط فنل2.
است که با جدا نمودن آن در يک لوله ديگر مي توان اقدام RNAو DNAمايع شفاف رويي حاوي . مي شود که پروتئين ها در بين دو لايه به شکل يک لايه سفيد رنگ تجمع مي يابد

ه با توجه به حذف و کلروفرم جهت جداسازي تمام پروتئين ها وجود دارد ک/البته در زماني که مقدار پروتئين عصاره سلول بسيار بالا باشد ضرورت تکرار مرحله فنل. به تخليص نمود
ه کلروفرم استفاده نمود که با شکستن پلي پپتيدهاي بزرگ ب/قبل از مرحله فنل( Kپروتئيناز )در هر مرحله بهتر است از آنزيم هاي تجزيه کننده پروتئين DNAشکسته شدن مقداري 

در مايع رويي مي مانند که جهت حدف آنها مي DNAبا فنل حذف مي شوند، ولي اغلب آنها با mRNAها بويژه RNAبرخي . قطعات کوچکتر، راحتتر توسط فنل رسوب داده مي شوند
. اضافه نمودRNAaseنهايي، DNAتوان به محلول 

مک ها به مخلوط ليز سلول، در واقع با اضافه نمودن اين ن. استات سديم و استات پتاسيم سبب رسوب پروتئين در مخلوط ليز سلولي مي شوند:استفاده از نمک هاي رسوب دهنده پروتئين3.
و مقداري پروتئين DNA ،RNAحاوي يي پروتئين ها و ذرات ديگر رسوب پيدا مي کنند که پس از سانتريفيوژ کردن به شکل توده ي سفيد رنگ در ته لوله مشاهده شده و مايع شفاف رو

.کلروفرم اقدام به رسوب آنها مي کنيم-باقيمانده است که با فنل

اضافه نمودن هم حجم اتانول و نگهداري آن . مي باشد از اتانول خالص و سرد استفاده مي شودRNAو DNAدر محلول شفاف باقي مانده که حاوي DNAجهت رسوب :DNAتغليظ 4.
.استفاده مي شود( دقيقه25تا 10به مدت 15000)مي گردد که جهت تکميل از سانتريفيوژ با دور بالا DNAروي يخ سبب رسوب 



جوشاندنروشبهDNAاستخراج

.شددادهقرارجوشحالدرماريبندردقيقه10مدتبهوشدتهيهاستريلتقطيردوبارآبليترميلييکدرباکتريخالصکلنيازسوسپانسيونيروشايندر
روييمايعازميکروليتر2کردن،سانتريفيوژبدنبال.شدسانتريفيوژدقيقه5مدتبهg×3000دوردرآنازپسوشودميدادهقراريخبررويدقيقه5مدتبهسپس
.شداستفادهPCRواکنشبرايالگويDNAعنوانبهDNAحاوي



کلروفرم-فنلروشبهDNAاستخراج

بهوتخليهروييمايع.شدسانتريفيوژg×3000دوربادقيقه4مدتبهومنتقلاستريلميکروتيوپبهLBمايعمحيطدرشدهتهيهباکتريسوسپانسيونازليترميلييکروشايندر
TE(10mMشدهتهيهبافرازميکروليتر474حاصلسلوليرسوب Tris-HCl, 1 mM Na2EDTAوpH Kپروتئينازميکروليتر1.25ودرصدSDS10ازميکروليتر25،(8

(20 mg/ml)به)کلروفرم-فنلمحلولازميکروليتر500آنازپس.شددادهقرارگرادسانتيدرجه55گرمآبحمامدردقيقه30مدتبهسپس.گرديدمخلوطکاملطوربهواضافه
4دماي،g×10000)سانتريفيوژدقيقه4مدتبهوگرديدهمخلوطکاملامحتوياتفوقميکروتيوپنمودنسروتهباسپس.شداضافهفوقسوسپانسيونبه)8بابرابرpHبا1به1نسبت
سردايزوپروپانولآنحجمهمو)5.2برابرpHبا)مولار3استاتسديمازميکروليتر200سپسونمودهمنتقلديگرياستريلميکروتيوپبهرا(فازآبي)روييمايع.شد(گرادسانتيدرجه
دقيقه10مدتبهg×13000دوردرودادهقراراتاقدمايدردقيقه5ونمودهخارجفريزرازرانمونهسپس.شددادهقرارگرادسانتيدرجه20منهايدمايدردقيقه30مدتبهواضافه

وشداضافهدرصد80اتانول،EDTAوکلروفرمفنل،،SDSاضافي،هاينمکحذفهدفباحاصلهرسوببهوريختهدورراروييمايع.شدسانتريفيوژگرادسانتيدرجه4دمايدر
50انول،اتکاملتبخيرازپسوتخليهراروييمايع.گرديدسانتريفيوژگرادسانتيدرجه4دمايدرg×13000دوردردقيقه10مدتبهآزمايشگاهدمايدرگرفتنقراردقيقه5ازپس

.شدنگهداريگرادسانتيدرجه20منهايفريزردرPCRفرآيندانجامزمانتاوگرديدهمخلوطکاملاوشداضافهرسوببهتزريقيمقطرآبياTEبافرميکروليتر



ترکيبات .انجام شد( Mi-bacterial Genomic DNA Isolation Kit mi-BD 100)شرکت متابيون DNAژنومي با استفاده از کيت استخراج DNAاستخراج 
:  موجود در کيت شامل

Cell lysis buffer, PPT buffer, Column binding buffer, Column wash buffer, RNAase, Spin column, Collection tube 

:باشدميزيرشرحبهمذکورکيتتوسطژنوميDNAاستخراجمراحل

.  دقيقه سانتريفيوژ شد5و به مدت g×12000براث حاوي باکتري با دور LBمحيط ( 1

. درجه سانتي گراد انکوبه مي شود80دقيقه در 5ميکروليتر از بافر ليز سلولي  به سوسپانسيون سلولي موجود در ميکروتيوپ اضافه نموده و به مدت 300مايع رويي تخليه و ( 2

RNAase(10ميکروليتر از محلول 3پس از سرد شدن در دماي اتاق ( 3 mg/ml ) دقيقه انکوبه مي شود15درجه سانتي گراد به مدت 37به محتويات ميکروتيوپ اضافه و در دماي  .

.دقيقه قرار داده شد5سپس نمونه برروي يخ به مدت . ثانيه ورتکس مي شود20اضافه نموده و به مدت PPTميکروليتر از بافر100( 4

.دقيقه سانتريفيوژ شد10به مدت g×12000نمونه در دور ( 5

.  ميکروليتر از بافر متصل شونده به ستون اضافه و ورتکس شد600به يک ميکروتيوپ جديد انتقال داده شد و سپس مايع رويي حاصل( 6

.  سانتريفيوژ شدg×12000دقيقه در 5ميلي ليتري مخصوص انتقال و سپس به مدت 1.5تهيه شده به يک اسپين ستون تعبيه شده در تيوپ هايميکروليتر از مخلوط نمونه650( 7

.سانتريفيوژ شد g×12000دقيقه در 2و براي مدت زمان شستشوي ستون اضافه شده ميکروليتر از بافر 750مايع فيلتر شده را دور ريخته و ستون ها به يک تيوپ جديد انتقال داده شده و سپس ( 8

.شددادهشستشوستون،شستشويبافرميکروليتر250باوشدهدادهانتقالليتريميلي1.5جديدتيوپيکبهستونسپسوتخليهراروييمايع(9

اضافهTEبافرميکروليتر100تا50سپسوشدهمنتقلليتريميلي1.5استريلميکروتيوپيکبهستونرويي،مايعتخليهازپسوشدهسانتريفيوژg×12000دوردردقيقه2مدتبهستون(10
دمايدرمايعاينکهباشدميDNAحاوياکنونهمشدهفيلترمايع،(دقيقه1زمانمدتبرايg×12000)کردنسانتريفيوژبدنبال.شدانکوبهاتاقدمايدردقيقه1مدتبهآنازپس.شد

.شدنگهدارياستفادهزمانتاگرادسانتيدرجه20منهاي



استخراج شده DNAروش  های تعیین غلظت 

متد کالريمتريک1.

متد اسپکتروفتومتري2.

Gel docروش 3.

.4Densitometer

.حائز اهميت استSequencingو هم Cloningژنومي هم براي DNAتعيين غلظت 

ل آمين قند دي اکسي ريبوز تبديل به هيدروکسي ليونيليل آلدئيد که واکنش مي دهد با معرف دي فني( درجه95حرارت )DNAبدنبال هيدروليز "متد کالريمتريک 
(ƛmax: 600 nm.)

DNA markerمقايسه شدت باند با شدت باند : RE :running on Gel :staining with ethidium bromideبا Gel doc :DNA cuttingمتد 

nexبوسيله کيت هاي تجاري DNAآناليز غلظت "densitometerمتد  Tecc TM و تحليل نتايج براساس غلظت هاي مشخصDNA مارکر بوسيله نرم افزار
موجود در دستگاه




