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ABSTRACT 

Introduction: Polymerase chain reaction (PCR) is a critical and practical technology in various biological and medical sciences fields. 

Using this technique, millions of copies of a specific pattern can be reproduced in vitro with a minimal amount of DNA. This has made 

significant advances in molecular biology and medicine. This technique has many applications in biological sciences. PCR primers are an 

integral part of PCR. Well-designed primers allow the PCR system to work accurately. To create a good PCR primer pair, several factors 

must be considered, including base pair length, melting and annealing temperature, base pair repeats, etc. Carefully designed PCR primers 

increase sensitivity and specificity and reduce the effort spent on experimental optimization. The poorly designed primer and the lack of 

optimization of the reaction conditions probably lead to decreased technical accuracy and false positive or negative detection in the 

amplification of the target DNA fragments. Bioinformatics has become an essential tool for basic research and applied research in life 

sciences. Primer designing tools provide optimal and efficient design of primers by automating complex and accurate calculations in the 

shortest possible time. 

Materials and methods: This review article is a content analysis study performed by searching Polymerase Chain Reaction (PCR), PCR 

type, and primer design for PCR in related articles on Google Scholar, Web of Science, PubMed and Scopus. 

Results: This article aims to provide an almost complete guide for designing efficient and optimal primers for PCR and qPCR analyses by 

reviewing the PCR method, its types and applications and using the links and web-based services. In this regard, in the first part of the 

article, various methods, such as standard PCR, reverse transcription PCR (RT-PCR), quantitative PCR (qPCR), combined RT-PCR/qPCR, 

etc., will be explained with suitable figures. The following summarizes the use of PCR types, emphasizing cereal research. In the end, 

primer design methods, especially for qPCR, classification and review of existing software and their capabilities, methods and software for 

testing the features of primers to obtain maximum specificity and PCR efficiency, extracting the gene sequence for PCR primer designing is 

presented with practical examples. 

Conclusion: A PCR with weak primers can produce little or no product due to non-specific amplification or primer dimer formation. 

Several online tools were introduced that are used to prepare effective primers for PCR in the field of molecular biology. 
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 چکیده 

ان در  تواستفاده از اين تکنیک می   با .  باشدمی   پزشکی  مختلف علوم زيستی و  هایزمینه  در  بسیار مهم و کاربردی   فناوری  يک(  PCR)  پلیمراز   ایزنجیره   واکنش  :مقدمه

 مولکولی  شناسیزيست  در  ایعمده   هایپیشرفت  امر  اين.  نمود  تکثیر  را  يک الگوی مشخص  از  نسخه  اهمیلیون  ،DNA  مقدار  ( با حداقلin vitroای )شیشهشرايط درون 

 طراحی  خوبی  به  که  آغازگرهايی. هستند PCR  اپذيرنجدايی   جزء  PCR  آغازگرهای.  های بسیار متنوعی در علوم زيستی داردکاربرد  ،اين تکنیک  .است  رقم زده   پزشکی  و

  تکرار  ،اتصال  ذوب و  دمای  باز،  جفت  طول  جمله  از  متعددی  عوامل  ،PCR  خوب  آغازگر  جفت  يک  ايجاد  برای.  کند  کار  دقت  با  تا  دهندمی  اجازه   PCR  سیستم  به  ،شوند

  برای شده صرف شتلا بلکه  دهند،می افزايش  را اختصاصیت  و  حساسیت  تنها نه  ،شوندمی یطراح دقت  با که PCR آغازگرهای. شوند گرفته  نظر  در غیره بايد و  باز  جفت

سازی شرايط واکنش احتمالاً منجر به کاهش دقت فنی و تشخیص مثبت همراه با عدم بهینه  طراحی ضعیف آغازگر   در حالیکه ؛دهندمی   کاهش  نیز  را  تجربی  سازیبهینه

 لي تبد  یاساس  یبه ابزارزيستی    در علوم  یکاربرد  قاتیتحق  یبلکه برا  ،هيپا  قاتیتحق  ینه تنها برا  کیوانفورماتیب  .شودمی  هدف   DNAقطعات    يا منفی کاذب در تکثیر

 .کنندمی هماها را فردر کمترين زمان ممکن طراحی بهینه و کارآمد آغازگر دقیق و پیچیده  محاسبات با خودکارسازی طراحی آغازگر ابزارهایشده است. 

، (PCRمراز )ای پلیواکنش زنجیره های  با جستجوی کلید واژه (  Content analysis) وه تحلیل محتواباشد که به شیمقاله حاضر يک مقاله مروری می  :هاواد و روش م

 .دست آمده استه ب Scopus و  Google scholar ،Web of science ،PubMedهای اينترنتیهای مرتبط در پايگاه در مقاله  PCR، طراحی آغازگر برای PCRانواع 

  ی طراحبه منظور    یتقريباً کامل  يیخدمات موجود در وب، راهنما  و  وندهایبا استفاده از پ، انواع و کاربردهای آن و  PCRبا مروری بر روش  رد  قصد دا  مقاله   ن يا  ها:یافته

رونويسی معکوس    PCR،  ندارداستا  PCR  ها از قبیل روش  انواع  در قسمت اول مقاله  در اين راستا،   .دنمايارائه    qPCRو    PCRهای  و بهینه برای آنالیز  کارآمد  هایآغازگر 

(RT- PCR  ،)PCR  کمی   (qPCR  ،)RT-PCR/qPCR  در ادامه کاربرد انواع  است  مناسب توضیح داده شده   هایشکلبا ارايه  ...    و  یبیترک .PCR  بر تحقیقات  کید  أتها با

افزارهای  ها و نرم، روشهاآن  هایقابلیت  و   موجود  هایافزارنرم  بررسی  و  بندیطبقه،  qPCRبرای   آغازگر خصوصاً طراحی هایروش  ،انتهاشده است. در    خلاصه  غلات

ارايه شده   های عملیارايه مثال  با   PCRنحوه استخراج توالی ژن در طراحی آغازگر برای    ،PCR  يیو کارا  اختصاصیتحداکثر  کسب    یبرا  خصوصیات آغازگرها  بررسی

 .است

دل  فی ضع  هایآغازگربا    PCR  کي  گیری:نتیجه باشد    یتواند محصول کمیآغازگر، م  مريد  لیتشک  اي   و  یاختصاص   ریغ  یرکثت  لیبه  ی به دنبال محصولاصلاً    اي داشته 

 .شونداستفاده می یمولکول تزيس نهیدر زم PCR برای ثرمؤ یآغازگرها هیته یکه برا معرفی شدند متعددی نيآنلا هایابزارنداشته باشد. 

 .يمرپرا یطراح ی،در زمان واقع  PCRارد، انداست PCR یوانفورماتیک،ب های کلیدی:واژه 
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 مقدمه 

بسیار مهم    فناوری   يک (  PCR)  پلیمراز  ایزنجیره  واکنش

کاربردی علوم    هایزمینه  در  و  وزيستمختلف    پزشکی  ی 

می  با.  باشدمی تکنیک  اين  از  شراستفاده  در  ايط  توان 

)شیشه درون بin vitroای    ،DNA  مقدار  حداقلا  ( 

  اين.  نمود  تکثیر  را  يک الگوی مشخص  از  نسخه  هامیلیون

  و  مولکولی  شناسیزيست   در  ایعمده  هایپیشرفت  امر

  ناپذيرجدايی جزء PCR  های آغازگر. است رقم زده  پزشکی

PCR  به  ،شوند  طراحی  خوبی  به  که  هايیآغازگر.  هستند  

  برای.  کند  کار  دقت   با   تا   دهند می  اجازه  PCR  سیستم

 از   متعددی   عوامل  ،PCR  خوب  زگرآغا  جفت  يک  ايجاد

 باز   جفت  تکرار  ،اتصالذوب و    دمای  باز،  جفت  طول  جمله

  ،اين فناوری  دهندگانتوسعه.  شوند  گرفته  نظر  در  بايد   ...  و

  زمان  که  کنند میفرآهم    محققانبرای    را  امکان  اين

  صرف  ها آغازگر  سازیبهینه  و  طراحی  برای  را  کمتری

  اهداف  ديگر  هایبهنج  به  را  بیشتری  زمان  و  نداينم

   . دهند اختصاص خود تحقیقاتی

زم پ  یمولکول  کیژنت  نهیدر  ساختار  شنهادیبا   ی مدل 

و   James D. Watsonتوسط    DNAدوگانه    چیمارپ 

Francis Crick    سال شد  قدم    1953در  نهاده  بزرگی 

(Watson and Crick, 1953  .)  آن دنبال  اوابه    ليدر 

پ 1960دهه   روشن    نهیزم  در  یریچشمگ  یهاشرفتی، 

ال  یکیژنت  هایشدن کد از  و    یدهایگونوکلئوتیحاصل شد 

الگوها  یمصنوع  عنوان  برایآغاز   ی به   مراز یپل  DNA  گر 

به  منجر  استفاده شد که    H. Gobind Khorana  توسط

سال    زه يجا  اهدای در  )ش  1968نوبل   Khorana etد 

al.,1976  سال در  ديک  ،  1971(.  آزمامحقق    شگاهير 

Khoranaاز    یبخش  ری، تکثDNA    دو    ستمیس  کيتوسط

توص  یازگرآغ  )  فی را  (. Kleppe et al., 1971کرد 

است    ایشیشه درون روش    کي پلیمراز  ایزنجیره  واکنش

تکث امکان  قطعه   ریکه  را  DNA  يک  دامنه   معین  به 

م  اردها یلیم فراهم  ) ی برابر   ,Mullis & Faloonaکند 

1987; Saiki et al.,1988 .) 

سال    Kary Banks Mullisتوسط    PCR  کیتکن در 

حال  1983 در  شد،  و  ی اختراع  عنوان   یکه  به 

، Emeryvilleشهر  ،  Cetus  شرکت  در  ستيوتکنولوژیب

اایفرنیکال م  الاتي ،    ک ي،  1985کرد. در سال  یمتحده کار 

ب  یگذارهيسرما -Perkinو    Cetus  شرکت  نیمشترک 

Elmer  ،مستقر در   نولوژیوتکیب  یهااز شرکت  گر يد  ی کي

برا  تالايا و معرف    ترموسايکلر  یابزارها  یطراح  یمتحده 

سال    س یسأ ت  ، PCR  یبرا در  و  در  1987شد    کي، 

خبر بودن  یمطبوعات  دسترس   PCR-1000در 

Thermal Cycler" "  وAmpliTaq DNA 

Polymerase"   اختراع   ني. اشدمنتشر    ی صورت تجاره  ب 

ش  زهيجا  یو  یبرا هم  یمینوبل  در    زهيجا  نیچنو  ژاپن 

آ  1993سال   ارمغان  به  )وررا   ,Shampo & Kyleد 

2002.) 

 استاندارد  PCRاجزای ضروری یک  

،  1969 در سال  ،یحرارت  یمرازهایپل   ريسا  يا  Taqآنزيم  

نام   به  جد  Thomas D. Brockفردی  از   یديگونه 

حوضه    ازا  ر   Thermus aquaticusگرمادوست  یباکتر

مل  پارک  وايومینگ   Yellowstone  یآبفشان    ايالت 
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)  سازیاجد سال Brock & Freeze, 1969کرد  در   .)

 Taq،  مقاوم در برابر حرارت  مرازپلی  DNA  مي، آنز1976

polymerase،    ازaquaticusT.   ش et  Singh)د  جدا 

al., 2014.)  1986  در سال  ،Henry Erlich    از استفاده 

 تیعالند فتوایم  رايرا اعلام کرد، ز  PCR  در  Taq  مرازیپل

بالا حفظ های  از درجه حرارت  یاهتردگس  فیخود را در ط 

به افزودن    ازیبا حذف ن  PCRکند. افزودن آن به مخلوط  

از    مرازیپل  DNA  یدست چرخه  E. coliتازه  هر  در   ،

دل به  گرما  يی توانا  معد  لیواکنش  خنک   ش يتحمل  و 

روند  عيسر  یساز کل   ،PCR    را( کرد   Saiki etکوتاه 

al.,1985.)  مرازیپل  یجنبش  ریمس  Taq  رشته سن  در تز 

ترک با  و   Rothwellتوسط    دهاینوکلئوت  بیالگو 

Waksman  ،  شد  فی توص   2005در سال  (Rothwell & 

Waksman, 2005) . 

به  یمرازهایپل  DNAاز    گريد  یاریبس ن  مقاوم   ز یحرارت 

شده م کشف  که  کاریاند  به  توجه  با    هاآن  ی بردهاتوانند 

قرار استفاده  معمولاً  1)جدول    رندیگ  مورد    5/1تا    1(. 

آنزيمی     تر یکرولیم  50در    مرازی پل  Taq DNAاز  واحد 

ها  اگر بازدارنده، حال نياست. با ا  ازی مخلوط واکنش مورد ن

ک خلوص  مثال  عنوان  مخلوط    الگو(  DNA  م )به  در 

 ز ا  یشتریب  ري، ممکن است مقادواکنش وجود داشته باشد 

Taq DNA Polymerase  (2   حداو  3  تا  )یاب یدست  یبرا  

 باشد.   ازیشده مورد ن کثیرصولات تد بهتر محبه عملکر

 مرازهای مقاوم به حرارتپلی  DNA  -1جدول  
Table 1. Heat-resistant DNA polymerases 

 منبع

References 
 کاربرد 

Applications 
 زیستگاه

Habitat 
 )منبع( مرازپلی

Polymerases (Source) 
Kaledin et al., 1980 Tolerate higher concentrations of blood, high 

temperature DNA sequencing 
Not defined Tfl (Thermus Flavus) 

Dale et al., 1985; Kunkel 

et al., 1987 
3’ Overhang and 5’ fill-in to form blunt ends, probe 

labelling, single strand deletion subcloning, second 

strand synthesis in site-directed mutagenesis 

Not defined T4 (Bacteriophage T4 of 

E. coli) 

Bebenek et al., 1989; 

Wood et al., 1993 
Strand extensions in site-directed mutagenesis, in situ 

detection of apoptotic DNA fragments 
Not defined T7 (Bacteriophage T7, 

and trxA gene of E. coli) 
Mattila et al., 1991 5-15-Fold higher activity than Taq DNA polymerase, 

3'→5' exonuclease activity 
Deep sea 

Hydrothermal 

vents 

Vent/Tli (Thermococcus 

litoralis) 

Myers & Gelfand, 1991 Tolerate high concentration of blood, reverse 

transcriptase activity in addition to a 5’→3’ 

polymerase activity, 5’→ 3’ exonuclease activity 

Hot spring in 

Izu, Japan 
rTth (Thermus 

thermophilus) 

Diaz & Sabino, 1998 3′-5′ Exonuclease activity Marine 

geothermal area 

near Vulcano, 

Italy 

Ultma (Thermotoga 

maritime) 

Bensona et al., 2003 High processivity, fidelity, and extension rate without 

the complexity introduced by terminal transferase 

activity 

Solfatara on 

Kodakara 

Island, 

Kagoshima, 

Japan 

KOD (Thermococcus 

kodakaraensis) 

Cahill et al., 2003; 

Kanoksilapatham et al., 

2004 

3′-to-5′ Exonuclease activity, tolerate high 

concentration of blood 
Marine 

sediments, 

beach of Porto 

Levante, 

Vulcano Island, 

Italy 

Pwo (Pyrococcus 

woesei) 

Cahill et al., 2003; 

Kanoksilapatham et al., 

3′-to-5′ Exonuclease activity, lowest error rate Marine 

sediments, 

Pfu (Pyrococcus 

furiosus) 
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2004 beach of Porto 

Levante, 

Vulcano Island, 

Italy 
Kermekchiev et al., 2009 Tolerate high concentration of blood, cDNA synthesis, 

second strand synthesis in site- directed mutagenesis, 

production of ssDNA probes by primer extension. 

Not defined HotTub (Thermus 

ubiquitous) 

 

DNA  از  نانوگرم    يک تا    پیکوگرم  10معمولاً  :  الگوDNA  

برا و    اي  دیپلاسم  DNA  یالگو    يکتا  نانوگرم    يکفاژ 

 مخلوط واکنش کل   کيدر    یژنوم  DNA  یبرامیکروگرم  

ن  (تریکرولیم  50) از   یشترب  یالگو  DNA  .است  ازیمورد 

  PCR  یاختصاص  ریمحصولات غ   دیبه تولمنجر    ،مقدار  نيا

قابل    صلوخ  دارای  دي باالگو    DNA،  نيشود. علاوه بر ایم

عنوان    .باشد  قبولی کم  اختلاطمثال  به  فنل،    ی مقدار  از 

EDTAپروتئ غ   K  نازی،  به    شده  استخراج  DNAبا    رهیو 

عمل   از  مانع  ایممراز  پلی  DNAشدت  با  حال،    نيشود. 

اتانول    DNAرسوب   شستشو با   DNA  رسوب  یو 

(DNA pellet  )  در   ، ٪70  اتانولبا ا  معمولاً    نيحذف 

نمونه  ندهيآلا از  است ؤم  DNAها  ثر 

(web.stanford.ed .) 

هدف در    یقطعه  کي  کثیرت  ینکته برا  نيمهمتر  : آغازگرها

آغازگر موفق    کيآغازگر است.    ی، طراحاز ژنوم  ناحیه  کي

هدف    یابیدست  یبرا  عمدتاً دو  و   اختصاصیت  یعنيبه 

ا  آغازگره  قیدق  ی. در صورت طراحشودمی  یطراح  يی کارا

  یتوان به هر دوی ، ممثبت کاذب  جياز نتا  یر یجلوگ  یبرا

 .  افت ياهداف دست   نيا

در    dNTPغلظت هر    :(dNTPs)  ريبونوکلئوتیدهادئوکسی

نها واکنش  و   کرومولاریم  200معمولاً    يی مخلوط  است 

  و  dNTP(dATP  ،dCTP  ،dGTP چهار نوع    غلظت هر

dTTP)  حت  د يبا غلظت  در  دقت  عدم  باشد.    کي  یبرابر 

dNTP  افزا به  منجر  است  در  شيممکن    بیترک  اشتباه 

 شود. د يدر رشته جد دهاینوکلئوت

آنزيمی در يک شرايط  : PCRر  باف  در  ایويژه   فعالیت هر 

  که  کنند می  کمک بافرها  واقع،  در.  است  خود  حد   بالاترين 

  بافر .شود حفظ واکنش انتهای تا  و  ايجاد خاص شرايط اين

معمپلی  Taq  آنزيم که  چند    ولاً مراز  غلظت  صورت  به 

( شامل    (Xبرابری  و Tris HCl ،    KClاست، 

 بین  pHپايداری    به Tris HCl .باشدمی 2MgCl معمولاً

  نقش  بافر  اين  در  عامل  دو  واقع  در .کند می  کمک  5/9  تا  8

  به  منجر  که  پتاسیم يون  وجود  اولی    :دارند  مهمی

  اتصال  لهدر مرح  الگو  به  ازگرهاغ آ  اتصال  فرايند   استحکام

 کوفاکتور به عنوان    که  منیزيم  يون  وجود  ديگری  و  شودمی

به    تا   شد   خواهد  متصل  آن  به  مراز،پلی  آنزيم را  آن 

 بالاترين فعالیت ساختاری خود برساند. 

کلريد: همانندساز  منیزيم  طول  الکترون    کي،  یدر  جفت 

شود  یدر حال رشد ظاهر م   رشته  OH-3ʹ  تنها در منطقه

برا  Taqتوسط    سترایفسفود  وندی پ   لیتشک  یکه 

Polymerase تنها،   جفت الکترون  نيشود. از ایاستفاده م 

اثر حمله هسته  dNMPبه    dNTP  ليتبد  یبرا به   یادر 

)بتا و    فسفات  روی، آزاد شدن پ فسفات  -از آلفا  اتم فسفات

اما  یاستفاده م گاما(   بار   یدارا  یورود  dNTPشود.  چهار 

دل  یمنف به  و  ا  لیاست  حمله  ی منف  یبارها  نيوجود   ،

بنابراماندمی عقب    یاهسته شلات Mg+2،  ني.  کردن    ه با 
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حمله   لیتسهباعث  ،  یورود  dNTP  ی منف  ی اضاف  ی بارها

تشک  یاهسته ا  وندیپ   لی و  از   ون یزاسيمریپل  قيطر  ني و 

آنزنیهمچن  .شودمی هر  به    یبرا  ی مي،  خود  شدن  فعال 

ن و    ازیفاکتور  عنو  Mg+2  یفلز  یهاونيدارد  ان  به 

کنند.  ی عمل م  PCRدر    مرازیپل  DNA  یکوفاکتور ضرور

ا  وستنیپ   اب  Mg+2  وني پل  يیروهاین   جاديو  را    مرازی که 

اما با    ها را داردdNTPبه    وستنیپ   يیتوانا  ،کندیتر میقو

بالا   بنابرایم  نیپروتئ  دواراختصاصیت  افزانيشود.    ش ي، 

قوPCRدر    Mg+2  غلظت باند  به  منجر  اما  شود  یم  ی، 

  نيا  ی. براابديیم  شيافزا  زین  یاختصاصریغ   کثیرحتمال تا

شود.    نهیبه  و الگو   هر آغازگر  یبرا  د ي، غلظت آن با منظور

سانیهمچن آغازگرها،    زا  PCRواکنش    یاجزا  ري،  جمله 

-ی متصل م  Mg+2  ونيبه    dNTPو  PCRالگو، محصولات  

اتصال به    یبرا  یشتریب  ل یها مdNTP،  انیم  نياز ا  .شوند

چون    Mg+2  وني و  عنوان   Mg+2آزاد    ون يدارند  به 

 ون ي کل  ، غلظتاست ازی مورد ن  PCRدر  یميکوفاکتور آنز

2+Mg   کل    ديبا غلظت   رود فراتر    dNTPاز 

http://www.promega.com/paguide/chap1.htm)(  

توص غلظت    هی دامنه  مخلو  2MgClشده  واکنش  در  ط 

 (.web.stanford.eduت ) مولار اس ی لیم 1-4استاندارد 

  PCRقاعده کلی، روش کار و تشخیص بعد از تکثیر  

  یاستوار است که در دما  تیواقع  نيبر ا  PCRاصل    اصول:

نزد  سازیواسرشته دو  گرادسانتیدرجه    95به    کيبالا   ،

مولکول   دل  ،هدف   DNAرشته  پ   لیبه    یوندهایشکستن 

A-T    وG-C   م دمایجدا  در محدوده    اتصال  ی شوند. در 

رو به جلو و معکوس  ی، آغازگرهاگراددرجه سانتی 65-50

انتها کنار  3ʹ  یدر  تک    DNAمولکول    یمناطق  هدف 

شده جدا  سپس شوندیممتصل    ، رشته    Taq  آنزيم  . 

ساختار مولکول دو   یها و بازسازdNTPبا افزودن  پلیمراز  

رشته   دما  ديجد  DNAرشته،  در  درجه   72  یرا 

م  گرادیسانت ایگسترش  تکرار   نيچند  نديفرآ  نيدهد.  بار 

و  یم مولکول    هزارانشود  از  تول  DNAنسخه    دیهدف 

 .(Müller, 2001( )1ل)شک شودیم

 

 
 

 PCRاصول    -1ل  شک
Fig 1. Principles of PCR 

http://www.promega.com/paguide/chap1.htm)
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واسرشته کار:  دما  هی اول  سازیروش  درجه   90-95  ی در 

که دو   يی افتد، جایفاق متا قهیدق 3-5به مدت  گرادیسانت

مولکول   م  DNAرشته  جدا  هم  از  شوند.  یهدف 

-واسرشته  شامل  چرخه  30-35با    هی اول  سازیواسرشته

ا  اتصال ،  سازی گسترش  چرخهيابدمی  دامهو  تعداد    یها. 

PCR    به مقدارDNA    الگو در مخلوط واکنش و عملکرد

محصول   شامل    سازیواسرشته دارد.    یبستگ  PCRبازده 

مولکول    گرم رشتههدف    DNAکردن  دما  یادو    یدر 

مدت    گراد یسانتدرجه    95-90   است.  هیثان  30-55به 

مکمل رو به جلو    یدهد تا آغازگرهایاجازه م  اتصالمرحله  

معکوس مناطق    ،و  حرارت    با   3ʹ  کناربه    50-65درجه 

مدت    گرادیسانتدرجه   شوند.   هیثان  30-55به   متصل 

ال افزودن    صاق مرحله  رشته  یهاdNTPبا  به   ی هامکمل 

دما  ديجد مدت    گرادیسانتدرجه    72  یدر    30-55به 

م  هیثان از آخریاتفاق  ها معمولاً چرخه، نمونه  نيافتد. بعد 

دما مدت    گرادیسانتدرجه    72یدر   قه یدق  5-15به 

انتهایم  نگهداشته تا  محصولات  رونیب  یشوند   PCRزده 

نهايتشوند.    رپُ  ،تازه سنتز شده  -رهیذخ  ا ي  یرانگهد  ،در 

انجام    گرادیسانتدرجه    چهاردر    PCRمحصولات    یساز

 . گیردمی

تکثیر از  بعد  توسط   کثیرت  PCRمحصول  :  تشخیص  شده 

به دنبال   آگارز  بنفش   ماورایاشعه    تاباندنالکتروفورز ژل 

(UV  )محلول  به به  آغشته  آگارز  بروماي  ژل  د  اتیديوم 

(EtBr)  ی مشاهده ارب  یمتماد  انیشود. از سالیمشاهده م  

.  شودیاستفاده م  EtBrدر ژل آگارز از    ک ینوکلئ  یدهایاس

EtBr    ماده در    یقو  يیزاجهشيک  باعث جهش  و  است 

م  زنده  رنگامروزه  و  رايناز    .شودیسلول  قابل  از  های 

نور   با    DNA safe stainرنگ    مانند   UVمشاهده 

 شود. فاده میاست

زيست در  پیشرفت  از با  استفاده  و  مولکولی  شناسی 

های مختلف علوم زيستی و  های مولکولی در حوزهتکنیک 

تکن  تغییرات   PCR  مختلف  انواع  PCR  ایپايه  کیدر 

(  1  بندی زير را در نظر گرفت:توان دستهمیکه  شد  ايجاد  

 -RT))  رونويسی معکوس  PCR(  2استاندارد    PCRانواع  

PCR  3  )PCR    اي   یواقع  زماندر  PCR    ی  کم

(Quantitative PCR; qPCR  )4  )RT-PCR/qPCR  

 ی.بیبه صورت ترک

PCR  لل اختصاصیآ 

PCR  اختصاص  آلل ( امکان    (Allele specific PCRی 

-ی را فراهم م  DNAدر    یاجهش نقطه  میمستق  يیشناسا

هدف    DNA  یاز توال  یبه دانش قبل   ازی ن  کیتکن  نيکند. ا

عدم تطابق    ها و استفاده از آغازگر باآلل  نیتفاوت بد  ننما

تغ  يیانتها  3ʹ نوکلئوت  راتییشامل  دارد   یدیتک 

(Newton et al.,1989; Ugozzoli & Wallace, 

اختصاص  (.1991 آغازگر  آلل   یبرا  یکيآلل،    یدو  هر 

SNP  چند    دیاز دو نوکلئوت  یکي   یاست، که حاو  از یمورد ن

انتها  یشکل از  2کل  )ش  دباش  3ʹ  یدر  است  ممکن   ک ي(. 

معکوس استفاده شود. به طور   اي به جلو  رو  آغازگر متداول  

  PCRبه دو واکنش    SNPهر دو آلل    صیتشخ  ی، برایکل

 (.You et al., 2008است ) ازینمجزا 

 

https://yektatajhiz.com/products/safe-stain/
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 لل اختصاصی ا  PCR -2شکل 

Fig 2. Allele-specific PCR 

 

PCR  نامتقار( نAsymmetric PCR)   

رشته از   کيفقط    یحیترج  کثیرت  یبرا  رنقانامت  PCRاز  

غلظت   DNAمولکول   از  استفاده  با  آغازگر    یهاهدف 

م استفاده  )شکل  ینابرابر  ز3شود   کثیر ت  نیچن  راي(، 

اضاف  شدهحساب آغازگر  از  استفاده  م  یبا  افتد  یاتفاق 

(Innis et al., 1988 .) 

 

 
 نامتقارن   PCR  -3شکل  

Fig 3. Asymmetric PCR 
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 PCRینوکل  (Colony PCR)  

)  PCRيا    PCR  نیوکل سلول  ( Whole cell PCRکل 

  کیاست که به طور معمول در مطالعات ژنوم  PCR  ینوع 

م  يیايباکتر پلاسمیاستفاده  درج  تعداد    يیدهایشود.  با 

مانند  یکپ در    pBluescript  اي  pUC18   ،pUC19بالا 

برایباکتر به طور معمول  انجام  یها  -یم   اهداف مختلف 

( و  Kilger et al., 1997شود   )PCR  سرعت    ینوکل به 

م  د یپلاسم  ی هادرج  نيا غربال  اينکه کندی را  بدون   ،

DNA    از بررسی  نیوکلپلاسمیدی  مورد  باکتری  های 

-نسبت به روش  یمختلف  یايمزاروش    ني. ااستخراج شود

  ( Blue-white test)   آبی -سفید  یغربالگر  یسنت  یها

ایم  رايز  ،دارد درتواند  ناقل    یریگتجهو  ج  ندازه  در  را 

)  نییتع در Plourde-Owobi et al., 2005کند   .)

غربالگر  دیسف  هاینیوکل،  قتیحق روش    ی آب-دیسف  یبا 

از  نیز    ینوکل  PCR  روشبا    د يبا  یسنت تا  شوند  غربال 

شود. علاوه    یریمثبت کاذب جلوگ  یهانوکل  یتوال  نییتع

  PCRمحصول    ی مقدار کاف  دیبه تول  ی نوکل  PCR  ، نيبر ا

برا نظر  م   زین  یتوال  نییتع  یمورد  کند  یکمک 

(Carracedo, 2005 .) 

PCR  دژنر( هDegenerate PCR)  

دژنره )منحط(    یاست که از آغازگرها  PCRنوع    کي  نيا

به  DNAناشناخته    یهایتوال  کثیر ت  یبرا مربوط    کي، 

م  DNA  یتوال استفاده  شده  آغازگرهای شناخته    یکند. 

اساس    دژنره شده    یژنتوالی    یهاهومولوگبر  شناخته 

ایم  یطراح شناسا  کیتکن  ن يشوند.    یاعضا  يیامکان 

ژن  کي  ديجد  ارتولوگ   یهاژن  اي  یخانواده 

(Orthologous genes)  ارگان را    یهاسمیاز  مختلف 

 (. Lang & Orgogozo, 2011کند )یفراهم م 

 PCRهات استار( تHotstart PCR)   

  ن يبا ا،  ستا  ی معمول  PCRمراحل  همان  روش شامل    نيا

  PCR  یاجزا  هیبق  رسیدنپس از    مرازیپل  Taqتفاوت که  

 کثیر که از ت یبه طور ؛شودیاضافه م  DNAذوب   ی به دما

کند. متناوباً،  یم  یریجلوگ  نيیپا  ی در دماها  یاختصاصریغ 

 به   دنیکه تنها پس از رس  یکوالانس  وندیبا پ   يیهابازدارنده

-ی م  زین  ،ندشویجدا م  ازمریپل   Taqاز    (Tmذوب )  دمای

 (.Chou et al., 1992توانند اضافه شوند )

PCR  معکو( سInverse PCR)   

حال انتها  یبرا  یمعمول  PCRکه    یدر  دو     3ʹی  هر 

DNAن دارد،    ازیهدف  آغازگر  جفت  معکوس    PCRبه 

م تا  یاجازه  تنها    DNAدهد  شده    یتوال  کي با  شناخته 

)شک  کثیرت ا4ل  شود  به    ني(.    هضم   توالی روش 

(Digestion)    مجدد  اتصالو  (Self-ligation)   دارد نیاز 

شود که یم  یاحلقه  DNAقطعه    کي  لیکه منجر به تشک

عنوان  بعداًتواند  یم توال  یبخش  به  شناخته    DNA  یاز 

  (.Ochman et al., 1988آغاز شود ) PCR یشده برا
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 معکوس   PCR  -4ل  شک

Fig 4. Inverse PCR 
 

 

PCR  رآغازگمینی (Miniprimer PCR  ) 

است مرازپلی  Taq  مندنیاز  PCRاستاندارد    یهاروش  ی 

می طول  که  با  آغازگرهای  به  نوکلئوتید   30تا    20تواند 

  یهام يآنز  رينسبت به سا  DNAسنتز    يیکارآ  .متصل شود

 های با طول بیشتر، به دلیل نیاز به وجود آغازگر  ،یریتکث

از   )   مرازیپل   Taqکمتر  (. Wang et al., 2004است 

روش  نيرااببن  ،PCR  نام    ی ديجد آغازگر  مینیPCR به 

ا  افتهيتوسعه   در  از  PCR  نوع  نياست.   ،Taq  مراز ی پل 

از    یمهندس و  طول  یها  "آغازگرینیم"شده   10  با 

م  دینوکلئوت درک    آغازگرمینیPCR شود.  یاستفاده  در 

  DNA  یتوال  يیشناسا  یبرا  یکروبیم  یشناس  ستيز

م شده    18S rRNA  و )  16S rRNAانند  محافظت 

-استاندارد امکان  یاست که با آغازگرها  د یمفيوکاريوتی(  

 (. Isenbarger et al., 2008)  ستین ريپذ

PCR  چندگان( هMultiplex PCR)  

 PCRتغییريافته  ، لاحطاص  در  چندگانه از  شکل    PCRای 

شناسا منظور  ژن    ک يدر    ها تکرار  ا ي   هاحذف  ع يسر  يی به 

در   است.  حذف1988سال  بزرگ  در  د  ،    نیستروفيژن 

 ,Jsشد )  يیشناسا چندگانه    PCR  بار با روش    نیاول  یبرا

مخلوط1988  .)  PCR    مجموعهچندگانه   یآغازگرها  از 

در   تا  ی م  تفادهاس  PCR  واکنش  مخلوط  کيمتعدد  کند 

شده(   يیهانوکیآمپل تکثیر  اندازه  )محصولات    یهابا 

  ،خاص است  DNAمختلف    یهایتوال  یمختلف را که برا 

ا  دیلتو را همزمان در    ني چند  PCRنوع    نيکند.   ک يژن 

م  شيآزما قرار  هدف  غ یواحد  در  که   ، نصورتيا  ریدهد 

لازم است )شکل    یشتری زمان ب  بهبار    نيانجام چندجهت  

متفاوت    یبه اندازه کاف  دي ها بانوکیآمپل  باز(. طول جفت  5

خوب به  بتواند  تا  هم  یباشد  صو  کیتفک  از  در  و  رت شود 

باندها لکتروفورزا  ژل  بامشاهده   تشک  یزيمتما  ی،   ل یرا 
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 ی هانهیاز زم  یاریدر بس  تیبا موفقچندگانه    PCRدهد.  

ها و  ها، جهشحذف  لیو تحل  هيمانند تجز  DNA  شيآزما

ر رهایختيچند  است  SNPو    اهزماهوارهي،  شده  اعمال  ها 

(Hayden et al., 2008 .) 

 

 
 چندگانه  PCR  -5ل  شک

Fig 5. Multiplex PCR 
 

PCR   اآشیانه( یNested PCR)  

 PCR  نوعی ازای  آشیانه PCR   آناست که هدف از انجام  

و  واکنش  غیراختصاصی  محصولات  ايجاد  احتمال  کاهش 

سال   در  تکنیک  اين  است.  آن  حساسیت   1998افزايش 

کلمه Rechitsky و Strom توسط و  است  شده   ارائه 

Nested   ه  ادتفرهای مورد اسگازآغ اشاره به طرز قرارگیری

تکینک در اين  دارد.  به هم  نسبت  و دوم  اول  واکنش    در 

می کار  به  و صورتی  حساسیت  به  فراوانی  نیاز  که  رود 

 در مشکلی که معمولاً .احساس شود PCR اختصاصیت در

PCR ها و تکثیر  آغازگردهد، اتصال نادرست  عادی رخ می

به   نسبت  غیراختصاصی  نظر    غازگرآقطعات  است.  مورد 

بیشتر باشد،   PCR گرفته درهای انجامهرخ چ  چه تعدادهر

می افزايش  نیز  خطاها  اينگونه    PCR  . يابداحتمال 

به    تواندمیای  آشیانه فراوانی  نیاز  که  شرايطی  در 

، برای جبران چنین  باشدحساسیت و اختصاصیت واکنش  

از  استفاده  البته  گیرد.  قرار  استفاده  مورد  اشتباهاتی 

ب  رهايیآغازگ به  که  متصل    بی خوتوانند  هدف  توالی  به 

از  بسیاری  در  را  تکنیک  اين  از  استفاده  به  نیاز  شوند، 

 .بردشرايط از بین می

متوالی که هر کدام   PCR يندآدو فر  ،ایآشیانه  PCR  در

حدود   از  می  30متشکل  انجام  است،  در  چرخه  گیرد. 

جفت   PCR واکنش يک  از  نواحی آغازگاول،  که  ر 

نخارجی موتر  توالی  به  قرار   محقق  رنظردسبت  هدف  را 

میمی استفاده  جفت دهند،  دوم،  واکنش  در  شود. 

داخلی  Nestedرهای  آغازگ نواحی  به  به  که  نسبت  تری 

میآغازگ متصل  اول  میرهای  قرار  استفاده  مورد  -شوند، 
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از واکنش اول  ر  تکوتاه PCR نتیجه محصولات  گیرند و در

در  بود.  جفت    خواهند  دو  تکثآغازگواقع،  برای  ک  ي  یرر 

( می  (لوکوسمکان  کار  به  ديگر، د.روواحد  عبارت    به 

PCR  نوعی از ایآشیانه PCR   رها  آغازگاست که طی آن

قطعات    تر یبه نواحی داخل(  آنها  )با توجه به نحوه طراحی

شوند.  می  قبلی متصل PCR در واکنششده   تولیدالگوی  

ولید  منجر به ترهای داخلی  آغازگدر صورتی که اتصال اين  

نشان  ولحصم و  شود،  گرفتن  د  ي ؤمدهنده  انجام  درست 

بودن   اختصاصی  و  اول  آن مپلیکون  آواکنش  از  حاصل 

 (. 6ل )شک .است

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

دوم استفاده   PCRبرای   الگواول به عنوان   PCRتولید شده از آمپلیکون )محصول( .  ایآشیانه   PCR  -6شکل  

 شودمی
Fig 6. Nested PCR. The amplicon produced from the first PCR is used as a template for the 

second PCR 
 

 PCR (Touchdown PCR)داون  تاچ

پیش بیايد که در آن تقويت غیراختصاصی با    وضعیتیاگر  

دمای   يون    اتصالتغییر  غلظت  کنترل   Mg+2و/يا  قابل 

 نباشد، 

  . استفاده کرد  " CRP  تاچ داون"توان از تکنیکی به نام  می

به توالی   آغازگر  سبب کاهش اتصال  ،اتصالی  ای بالااه دم

  گردد اما می PCR  (Efficiency)  حساسیتکاهش  و    الگو

میتکثیر  ت  اختصاصی  حالیکه  .يابدافزايش  دماهای    در 

اتصال   افزايش  سبب  محل  آغازگرپايین  های  به 

را  PCR  (Specificity  )  غیراختصاصی شده و اختصاصیت

تاچياب افزايش میت  سیدهد )ولی حسامیش  کاه   داون د(. 

PCR    به جای استفاده از يک دمای    است که  اساس  اينبر



 352 .340-390(، 3)2، 1402غلات،  یوشیمیو ب یوتکنولوژیبردبار و همکاران/ ب
 

سیکل    10تا    5  درها  آغازگر  اتصالمشخص، دمای    اتصال

دمايی   PCR اول بازه  يک  درجه   10تا    3بین   در 

  و سپس  شودمی  تنظیم  ورد نظرم  Tmسانتیگراد بالاتر از

 Tm  دمای به   التصادمای    باقی ماندهچرخه    30-20برای  

نظر   می مورد  داده   (.  et al.,Don 1991)  شودکاهش 

را نشان    PCRداون  شماتیکی از مراحل انجام تاچ  7شکل  

 توان برای مشکلات مختلفمیرا    PCRتاچ داون  دهد. می

PCR های کمتر از حد مطلوب غلظت  استفاده کرد. حتی 

 2MgClو dNTP ت  مشکلا کند. همچنینها را جبران می

توان با استفاده از  و الگو را می  آغازگرشی از عدم تطابق  نا

 . دنموبرطرف   PCRتاچ داون

 

 
 Touchdown PCRمراحل    -7شکل  

Fig 7. Touchdown PCR steps 
 

PCR  رونویسی معکو( سRT-PCR)  

ا  نيا با  )مکم  DNA  جاديروش  با    RNAاز    (cDNAل 

آن  عکم  پتازيکرترنس آنزيم  کمک   دنبال  به  و    ریثتکوس 

cDNA    از استفاده  تشخ  PCRبا    یکم   صیاستاندارد، 

ب امکان  RNA  انیسطح   Howardکند.  یم  ري پذرا 

Temin  و دانشگاه  کريپتاز   نسويمد  -نیسکانسياز  ترنس 

RSV  (Rous sarcoma virus )  ويروس  در  را  معکوس

(Temin and Mizutani, 2010)  بعداً  کرد  کشف   که 

سال    David Baltimoreتوسط   طور   1970در  به 

دو   از  شد تومور    هایروسيو  ،RNAمستقل   جدا 

(Baltimore, 1970)  .دارای  معکوس    پتازيکرنستر  ميآنز

چندگانه     مرازیپل  DNA  کيفعالیت  شامل  عملکرد 

و   DNAوابسته به    مرازی پل   DNA  کي،  RNAوابسته به  

برا  H  بونوکلئازير که  رونو  یاست  صو  یسيانجام  رت به 

مهمگ کار  فرآج  د.کننی ام  در  عملکرد  از  ،  یسيرونو  نديدا 

و  هایرونوشت رترو  انتهای   کي  یدارا  یروسيمعکوس 

خانواده    (دمین) به  برا  RNase Hمتعلق  که   ی هستند 

ا  ی اتیحا  هآن   ریتکث ابتدا    یسيرونو  ده ي است.  در  معکوس 

نبود    اریبس -ستيز  یمرکز  (باور)  دگم با    راي زمحبوب 

س  رتيمغا   یمولکول  یشناس اما  سال  نجراداشت  در  ام 



 353 بر غلات  یدآغازگر با تأک یطراح یو راهنما یوانفورماتیکب  یها، ابزارها: انواع، کاربردیمرازپل اییرهواکنش زنج
 

 مور یبالت  د يويو د  نیکه دانشمندان هوارد تم  ی زمان  1970

معکوس به    یسيمسئول رونو  م يمستقل آنز  ورهر دو به ط

ترنس کردند  پتازيکرنام  کشف  را  .  شد  رفتهيپذ  ،معکوس 

  ( AMV)، از جمله  یروسيومعکوس رترو  یپتازهايکرنستر

Avian myeloblastosis virus  وMoloney murine 

leukemia virus   (MMLV  )ترنس  نيترمشخص-

زم  کريپتازهای در  استفاده  مورد   ست يز  نهیمعکوس 

 هستند.  یمولکول یشناس

اصل روش  دارد  RT-PCRانجام    یبرا  یدو  روش    ؛وجود 

مرحلهروش  و    یامرحله  کي در  8)شکل    یادو    کي(. 

اجزا ایمرحله تمام  آغازگرها  ی،  جمله  از   ی سازنده 

-یقرار م  PCRد مانند واکنش  احو  لوله  کيدر    اختصاصی

  لیواکنش شامل تشک  نی، اولیاروش دو مرحله. در  رندیگ

cDNA  رونو واکنش  کمک  و    یسيبا  جداگانه  معکوس 

 است. PCRبه واکنش   cDNAسپس افزودن 

 

 
 ای مرحله ای و دویک مرحله  RT-PCR  -8شکل  

Fig  8. One-step and two-step RT-PCR 

 

PCR  ا ی  یزمان واقع  PCR  م ک( یqPCR ) 

qPCR    سال همکاران  Higuchiتوسط    1992در    ش و 

)  یمعرف تکنیک (Higuchi et al., 1992شد  اين  در   .

  شدت   ،PCRدر هر چرخه    DNA  ریتکث  یریگاندازه  یبرا

-اندازه  SYBR Green Iفلورسنت رنگ گزارشگر، مانند  

می مرحله  شودگیری  در  شدت    ، کثیرت  ی خطلگاريتم  . 

  یریگاندازه  بل که قا  ابد يی م  ش يزااف  سطحیفلورسانس به  

آستانیم عنوان چرخه  به  و  )شود   ;Cycle thresholdه 

CT)  نام  اي از  نيبنابرا  شود.یم   دهی نقطه عبور  استفاده  با   ،

م   DNAاز    یمشخص  هایغلظت مقدار یاستاندارد،  توان 

DNA  ا ي  cDNA  ناشنا رسم    س نمونه  با    یمنحن  ک يرا 

  PCRبرآورد نمود.    CTل  ابمقغلظت در    لگاريتم  ندارداستا
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بامعمولی می PCR به شبیه بسیار در زمان واقعی  باشد 

 فلورسنت نشانگر در زمان واقعی، يک  PCRکه در   تفاوت

واکنش میزان جهت در   واکنش محصول تکثیر رديابی 

-می طراحی ایگونه به گزارشگرها اين شود.استفاده می

نور DNAتکثیر صورت در  که شوند ند.  اينمتولید   ، 

محصول با برابر بیشتر نور بنابراين بیشتر  به   تکثیر  بوده 

 میزان با دستگاه در شده ثبت نور شدت طوری که افزايش

 اين از يکی  .دارد مستقیم نسبت به دست آمده محصول

 رنگ  فلورسنت، نشانگرهای

( ) يا  و (SYBR® Greenسايبرگرين   Evaاواگرين 

greenمی رنگ  باشند(  اين  قاکه   به   اتصال یتبلها 

DNAکوچک شکاف به رنگ دو اين ندارند. را رشته تک 

 ايجاد سبب و شوندمتصل می  DNA ای  رشته  دو مارپیچ

 DNA رشته  به که هايیرنگ اما گردند،می فلورسنت نور

 دهندنشان می  کمی خیلی ه باشند، فلورسنتنشد متصل

 (. 9)شکل 

 

 
 

 

 

 
 

 

 

 

 

  DNA به فلورسنت هایرنگ اتصال قابلیت بیانگر شکل  -9ل  شک

Fig 9. Figure showing the ability of fluorescent dyes to bind to DNA. 

 

قطعات DNAتکثیر با تايم،ريل روش در بنابراين  دو ، 

 به های فلورسنترنگ اتصال با و يابندمی افزايش ایرشته 

انو میزان هاآن  اين و دگردمی بیشتر نیز شده نتشارر 

 مضاعف اثر بر های متوالیسیکل در فلورسنت نور انتشار

 بنابراين  .(10)شکل  يابد  می افزايش PCR محصول  شدن

 توانمی سیکل، هر در شده فلورسنت ساطع مقدار ثبت با

 رحلهل مطو  در  را PCR واکنش محصولات تکثیر پیشرفت

 د. نمو مشاهده PCR نمايی
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 .تایمریل روش در ایرشته  دو DNA به اتصال در نتسفلور هایرنگ عملکرد  -10شکل
Fig 10. Performance of fluorescent dyes in binding to double-stranded DNA in real-time 

method . 
 

qPCR،  مرحله واحد    ک يدر    يی و شناسا  کثیراز ت  ی بیترک

نمونه را    کثیرش پس از تبه پرداز   یازین  جهیاست و در نت

 qPCR  یايمزا  گري(. از دMackay, 2004)د  ربیم  نیاز ب

حساسیم به  تشختیتوان  واقع  صی،   شرفت یپ   ی زمان 

میزان   قیدق  یریگو اندازه  لیو تحل  هي، سرعت تجزواکنش

 ,.Gachon et al)  اشاره کرد یمورد بررسنمونه تکثیر در 

ا2004 دل  ني(.  رنگ  لیبه    ايسنت  فلور  یهاوجود 

دار فلورسنتچسب خورده  رب  یدیگونوکلئوتیال  یکاوشگرها

شده    لیتشک  DNAبا مقدار محصول  ا  هآن که شدت  است  

 ل یتسه  ی(. براWong & Medrano, 2005دارد )ارتباط  

واکنش مختلف  انواع  qPCR  یهاانواع  پل   یمختلف،  -یاز 

خصوصیات  مرازها مانند   دارای  تصحیح   شاخص   قدرت 

شربالا   کنندگی گ،  و  وع  استفاده    عيسر  تکثیرکنندگیرم 

واقع   PCR  در شود.  یم زمان  واکنش   یبرا  یدر    ، هاانجام 

انجام شده  دستگاه ترموسايکلر  هدف توسط    DNAتکثیر  

  و  نشاندار شده  محصولات تکثیر شده به دو طريق  سپس  و

شدهتوسط  فلورسنت    دريافت با   برانگیخته    ،فلوروفور 

)داده می  صیتشخ روش  (Bو  A-11شکل  شوند  دو  اين   .

از ب  عبارتند  از    ا )الف(  غیر   نشانگرهایاستفاده  فلورسنت 

با رشته  DNA اختصاصی که  پیدا میدو  تداخل    کنندای 

استفاده  يا  ،  SYBR Greenمانند   با  نشانگرها)ب(    یاز 

اختصاص ژن   یشناساگرهاطريق  از    یفلورسنت  )پروب( 

  نندما   یافزار تخصصنرماز    .TaqMan Probe  نند ما  هدف 

REST  یکم   یهاداده  ل یلحو ت  هيو تجز  یآورجمع  یبرا  

می  ،شده   دیتول د  شواستفاده 

(www.thermosciversitybio.com .) 

 

http://www.thermosciversitybio.com/
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 Tag Manسنجش  (  B)گرین و  سنجش سایبرqPCR  :(A  )-11شکل  
Fig 11. qPCR: (A) SYBR green assay and (B) Tag Man assay 

 

RT-PCR / qPCR  یبیرت ترکوبه ص 

PCR  معکوس رونويسی  مرحله ،  (RT-qPCR) کمی 

معکوس   با    RT-PCRرونويسی  کمی  قابلیترا  های 

qPCR  می يک    RT-qPCR.  (12)شکل    کندترکیب 

اندازه برای  قدرتمند  و  تکنیک  ژن  بیان  سطوح  گیری 

پردازش   رويدادهای    RT-qPCRاست.    RNAمطالعه 

برای شناسايی ويروسنین میمچه دار و  RNA  هایتواند 

نمونه  در  ويروسی  بار  کمیت  استفاده  تعیین  بالینی  های 

 & Taylor et al., 2010; Varkonyi-Gasic)  شود

Hellens, 2010). 
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 RT-qPCR  یهرو  -12شکل  
Fig 12. RT-qPCR procedure 

 

جدول   انواع  کارب  2در  غلات  PCRرد  تحقیقات  در  ها 

 شده است.   خلاصه
 

 غلاتتحقیقات در    PCRکاربرد انواع    -2جدول  
Table 2. Application of PCR types in cereals  researches 

 ردیف 
Number 

 نوع پی سی آر 
PCR method 

 غلاتتحقیقات کاربرد در 
Application in cereals researches 

 منبع
References 

1 Allele specific 

PCR 
 sbeIIb (Starch (Bi-allelic mutant lines)  دو آللی يافته جهش یهالاينشناسايی 

branching enzyme IIb ) برنج با استفاده از روشPCR اختصاصی آلل . 

Jiang et al., 2022 

2 Asymmetric 

PCR 
ای برنامتقارن    یمرازای پلبا رويکرد مبتنی بر واکنش زنجیرهکاوشگر بلند   12ی تهیه

 شده ژنتیکی. شناسايی ذرت اصلاح

Ling et al., 2015 

3 Colony PCR با استفاده از محصولات  ژنوم برنج يابی  یتوالColony PCR . Yesheng et al., 

2002. 

4 Degenerate 

PCR 
جزئی ويروس نوار قرمز ذرت از   RNA پلیمراز وابسته به RNA هایشناسايی توالی

 .degenerate pcrطريق 

Elbeaino et al., 

2013 

5 Hotstart PCR  استفاده ازHotstart-PCR های محصولات غذايی و  غربالگری تعدادی از نمونه در

 .تراريختیخوراکی ذرت، سويا و برنج از نظر 

Al Mazrooei & 

Alreshidi, 2023 

6 Inverse PCR گزارش يک روش سريع و کارآمد PCR معکوس (Inverse PCR)  برای جداسازی

 (Oryza sativaبرنج ) T-DNA های جهش يافتهنيهای ژنی در لا برچسب

Kim et al., 2011 

7 Miniprimer 

PCR 
 Pantoea stewartii پیژنوت نییتع یبرا  'PCR 'miniprimerروش  کي توسعه  

subsp. stewartiiاستوارت در ذرت. يیا يباکتر  ی، عامل پژمردگ 

Xu et al., 2010 
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8 Multiplex 

PCR 
با استفاده از   (Multiplex PCRه )ای پلیمراز چندگان یرهجتوسعه يک روش واکنش زن

، از جمله جو، ذرت،  Poaceaeای خاص برای تشخیص همزمان اعضایآغازگرهای گونه

 . DNAر برنج و گندم، بر اساس چندشکلی توالی د

Moon et al., 2016 

9 Nested PCR  شناسايیFusarium verticillioides های غلات )ذرت، مولد فومونیزين در نمونه

 .Nested PCR( با استفاده از ی شلتوک، سورگوم، گندم و ارزن مرواريد

Deepa et al., 2016 

10 Touchdown 

PCR 
واحد گلوتنین با وزن مولکولی پايین از کتابخانه   يابی خانواده ژن زير جداسازی و توالی

BAC   گندمGlenlea ريق از ط.Touchdown PCR 

Huang & Cloutier, 

2007 

11 RT-PCR با استفاده از   غلاتدر  غذايی  هایغربالگری آلرژن.RT-PCR Jabeen et al., 2023 

12 qPCR های بررسی تنوع بیان ژنZmHKT1   وZmNHX1   همراه با فاکتور رونويسی

ZmMYB30   شوری. به و حساس در دو لاين ذرت متحمل 

Banifatemeh et al., 

2021 

13 RT-PCR / 

qPCR 
برنج تحت    هایگیاهچهدر  قیدق RT-qPCR یمرجع برا یهاژن  شي و آزما بانتخا

 . آهن تیسم

 

 PCR  ک یتکن  بیو معا  ای مزا

با    مکمل  یآغازگرها  یبا طراح  کثیرت  PCRدر    از آنجا که

DNA  م   هدف ایانجام  بس  ن يشود،   اختصاصی   اریروش 

تکنیک  است.   ساين  سه   عيرنسبتاً  از  کمتر  در  و  است 

کند. بر اساس  ی م  دیتول  کثیری نسخه ت  ردایلیم  کي  ،ساعت

ژنت ماده  راحتی م  ،( RNA  اي  DNA)  یکینوع  به   ی توان 

ا  تغییرات از  و  داد  انجام  را  برا  نيمناسب   ف ی ط  یروش 

ارگان  از  یعیوس مسمیانواع  از  تا  سمیکروارگانی ها  گرفته  ها 

ح  اهان یگ کرد  واناتیو  روش  .  استفاده  اين  کنار البته  در 

 ز ین  یابودن، اشکالات بالقوه  یو کاربرد  اديز  اریبس  یايمزا

اول مهمتر  نیدارد.  ا  نهيهز  ،راديا  نيو  است.    کي  نيآن 

است.   یمعمول  یهاآزمونبا    سهيدر مقا  متیروش گران ق

دارد. علاوه بر    ازین  يیبه مهارت و تخصص بالا  PCRانجام  

برانيا صح  ديبا  PCRانجام    ی،  مورد   یحیدانش  در 

ترک  یطراح  یبرا  کیوانفورماتیب   یهاتيسا  بیآغازگرها، 

که    يیهاشگاه يروش فقط در آزما  ن يداشت. ا  ره یو غ   برشی

تجز  ی مولکول  یشناسستيز  ش يآزما  یهاکیتکن و    هيو 

ب  یتخصص  لیتحل است.  دسترس  در  اوقات    شتریدارند، 

  یهامونههمراه با ن  زیزنده ن  ریموجودات غ   کینوکلئ  دیاس

ت نظر  تجزیم  کثیرمورد  تحل  هيشود.  از  نمونه  لیو  ها پس 

PCR،  ش مواد  معرض  در  را  مانند    يی ایمیمحقق  مضر 

برومايد  ماورافلوروکروم،  اتیديوم  نور  و  قرار ی  ها  بنفش 

سرطیم که  )اندهد  هستند   ;Baechtel, 1989زا 

Butler, 2005.) 

 PCR  یکاربردها

  ل يپروفاتهیه  در    همم  یابزار  PCR:  یقانون  یپزشک 

افراد انگشت  ه)تهی  مولکولی  واثر  برشيآزما   (  مبتنی    ات 

DNA  ا شناسا  نياست.  م  ک ي  يیروش  در  را    انینفر 

دون یلیم نفر  نمونهیم   ريپذامکان  گريها    DNA  یهاکند. 

م را  جرم  صحنه  از  شده  با  یاستخراج  افراد    DNAتوان 

همچن  سهيمقا  DNAداده    گاهيپا  ايمظنون    ن یکرد. 

والدينی  ،DNA  یگارنانگشت برا  تست    يیشناسا  یرا 

امکان  یکيولوژیب  نيوالد )یم  ريپذکودک   Saiki etکند 

al., 1985; Butler, 2005.) 

توان از نظر وجود  یرا م  یاحتمال  ن يوالد:  یپزشک  صیتشخ

رو   نيژن قرار داد و از ا  شيتحت آزما  یکیژنت  یهایماریب

وجود   درکودک  یبرا  ناهنجاریاحتمال  ن  نيا  ان    زیمورد 

آز  صیقابل تشخ زا  شياماست.  از  م  مانيقبل  با  یرا  توان 
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که در خون   ی نیجن  یهاسلول   از  یبردار، نمونهوسنتزیآمن

هستند گردش  در  در    ،مادر  جهش  احتمال  تا  داد  انجام 

با استفاده از   (.Saiki et al., 1985مشخص شود )  نیجن

PCR  یبررس یبرابدن  یاعضا  وندیتوان قبل از انجام پ یم  

کننده  نیب  یسازگار گ  اهدا  تارندهیو  انجام    پ ي،  را  بافت 

ا جا  نيداد.  خون  ش يآزما   نيگزيروش  بر    یمبتن  یگروه 

سطح  ژنیآنت  يیشناسا  یبرا  ی سنت  یبادیآنت در  ها 

 ی هامي(. رژQuill, 2008ها است ) بدن و بافت   یهاسلول

م  یدرمان آزمایرا  از  استفاده  با  بر    یتنمب  یهاشيتوان 

PCR  انکوژها  جهش  یبررس  یبرا انواع خاصندر   ی ها در 

 يی از آنجا  کرد.  میجداگانه تنظ  مارانیب  ی، براهااز سرطان

تا چند هفته پس از عفونت ظاهر    HIV  یهای بادیکه آنت

اند که  ساخته شده  PCRبر    یمبتن  های يش شوند، آزماینم

-سلول  انیرا در م  یروسي ژنوم و  کي  یحت  يیامکان شناسا

،  يی، خون اهدابیترت  نی کند. به همیفراهم م   زبانیم  یها

بلافاصله   ندتوانیم   یروسي ضد و   ی هانوزادان و اثرات درمان

( اKwok et al., 1987انجام شوند  بر  ، خون  ني(. علاوه 

از  یم  نیهمچن  يی اهدا استفاده  با  زمان    PCRتواند  در 

 Dreier etشود )  شيآزما  يیايباکتر  یاز نظر آلودگ  یواقع

al., 2007.) 

 اهمیت آغازگرها

توالی   PCRک  یتکن سری  يک  سنتز  های  نیازمند 

سنتز در  که  است  به  جديد   DNA الیگونوکلئوتیدی 

آغازگر عنوان  به  انتخابی،  ها  آغازگرکنند.  عمل می  صورت 

و يا شکست آن نقشی کلیدی دارند. در   PCR در موفقیت

طراحی صحیح   بآغازگرصورت  منجر  آزمايش  تکثیر ها،  ه 

طبق بر ناحیه هدف  نگردد که مواحد می DNA يک قطعه

در مولکول الگو است. در صورت طراحی نادرست، واکنش  

   .رو خواهد شدبا شکست روبه

 آغازگر   یطراح   ی بر وب برا  یمنابع مبتن

آغازگر    یو طراح  PCR  یبر وب برا  یمبتن  یمنابع متعدد

اکثر   اگرچه  دارد.  آزاد  ه  با  هآن وجود  دسترس  صورت  در 

 ی خوردار هستند و به خوبرب  یریمتغ  تیفیستند، اما از که

اینم  ینگهدار دست    نقص،  نيشوند.  از  به  منجر  اغلب 

پ  بنابرایم   وندهایرفتن  و  ممکن    يیهاتيسا  ن يشود  که 

مف قبلاً  تار  ، باشند  ده بو  د یاست  در  است    یبعد  خيممکن 

تعداد  يیکارا باشند.  مع  ینداشته  دارد    ارهایاز  که  وجود 

در  ا  ه آناز    یتعداد  شود و  نییآغازگرها تع  یدر طراح  د يبا

 . ذکر شده است 3جدول 

 

 

 

 

 

 
 



 360 .340-390(، 3)2، 1402غلات،  یوشیمیو ب یوتکنولوژیبردبار و همکاران/ ب
 

 ( Singh et al., 2014ر )آغازگهای آنلاین برای طراحی  سایت -3ل جدو
Table 3. Online sites for primer design (Singh et al., 2014) 

 سایت 

www 
 شرح

Description 
 نام ابزار 

Tool name 

http://blocks.fhcrc.org/codehop.html Consensus Degenerate Hybrid Oligonucleotide 

Primers; degenerate PCR primer design; will 

accept unaligned sequences. 

CODEHOP 

http://bibiserv.techfak.uni-bielefeld.de/genefisher/ Interactive primer design tool for standard or 

degenerate primers; will accept unaligned 

sequences. 

Gene Fisher 

http://doprimer.interactiva.de/ Easily design primers for PCR and DNA 

sequencing. 

DoPrimer 

http://www-genome.wi.mit.edu/cgi- 

bin/primer/primer3_www.cgi 

http://www.basic.nwu.edu/biotools/Primer3.html 

http://www.justbio.com/primer/index.php 

Comprehensive PCR primer and hybridization 

probe design tool; many options but easy to 

accept defaults at first. 

Primer3 

http://alces.med.umn.edu/rawprimer.html Select PCR primers from nucleotide sequence. Primer 

Selection 

http://genome-www2.stanford.edu/cgi-bin/SGD/web-primer Allow alternative design of primers for either 

PCR or sequencing purpose. 

Web Primer 

http://cedar.genetics.soton.ac.uk/public_html/primer.html For restriction analysis of sequence mutations. PCR Designer 

http://www.changbioscience.com/primo/primo.html Reduces PCR noise by lowering the 

probability of random primering. 

Primo Pro 3.4 

http://www.changbioscience.com/primo/primod.html Primo Degenerate 3.4 designs PCR primers 

based on a single peptide sequence or multiple 

alignments of proteins or nucleotides. 

Primo 

Degenerate 

3.4 

http://pga.mgh.harvard.edu/servlet/org.mgh.proteome.Primer An application that designs primers for PCR or 

sequencing purposes. 

PCR Primer 

Design 

http://www.med.jhu.edu/medcenter/primer/primer.cgi The program analyzes the original nucleotide 

sequence and desired amino acid sequence and 

designs a primer that either has a new 

restriction enzyme site or is missing an old 

one. 

The Primer 

Generator 

http://bioweb.pasteur.fr/seqanal/interfaces/eprimer3.html Picks PCR primers and hybridization oligos 

(EMBOSS). 

EPRIMER3 

http://bioweb.pasteur.fr/seqanal/interfaces/primo.html3 

http://atlas.swmed.edu/primo/primo_form.html 

Prediction of forward and reverse 

oligonucleotide Primers. 

PRIMO 

http://www.idtdna.com/biotools/primer_quest/primer_quest.

asp 

A primer design tool. PrimerQuest 

http://itsa.ucsf.edu/~urolab/methprimer/index1.html Design primers for methylation PCRs. MethPrimer 

http://alces.med.umn.edu/rawprimer.html A tool for selection of PCR primers. Rawprimer 

l assessment of PCR primer pairs. 

http://www.cgr.ki.se/cgr/MEDUSA/ 

A tool for automatic selection and visual 

assessment of PCR primer pairs. 

MEDUSA 

http://www-

nmr.cabm.rutgers.edu/bioinformatics/Primer_Primer_ 

Project/Primer.html 

Software suite that completely automates the 

PCR primer design process. 

The Primer 

Prim'er 

Project 

http://www.citi2.fr/bio2/Oligo2lib.html Seek oligonucleotides on both sides of an area. Oligonucleoti

des for the 

PCR 

http://promoter.ics.uci.edu/Primers/ Genome- wide Automated Primer finder 

servers. 

GAP 

 آغازگر   یطراح  هایافزارنرم

  یدي عد جد، بُیکيولوژیب  یافزار در کاربردهااستفاده از نرم

ب حوزه  برنامه  کیوانفورماتیبه  اکنون  است.    یهاداده 

هم به صورت آفلاين و هم  آغازگرها    یطراح  یبرا  یمتنوع 

در   گانيرا  هایافزاردر دسترس است. نرمبه صورت آنلاين  

و    نترنتيا است  دسترس  دانشگاه  یاریبسدر  ها  از 

مکرده  جاد يا  يی سرورها کاربر  آن  در  که  به    د توانیاند 

رايگان   زیآنالبه    ، آن  قياز طر  و  ده ش  ستمیوارد س  صورت 

 Singh)  اقدام نمايد  کینوکلئدیاس  ی هایها و توالنیپروتئ

& Kumar, 2001)ز تعداد  برنامه  یاد ي.  مستقل   یهااز 
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و همچن -نرم  کپارچهيشبکه    ده یچیپ   یهانسخه  نیساده 

تجار ا  یافزار  دارد.  وجود   ی افزارنرم  یهابسته  نيموجود 

،  نیو پروتئ  DNAکامل    لیو تحل  هي تجز  یراممکن است ب

ثانو  ینیبشیپ  طراحهيساختار    یسازمدلآغازگر،    ی، 

استراتژ یمولکول توسعه  ترسیساز هیشب  یهای،   م ی، 

تحل  هيتجز  اي   دیپلاسم شرک  مي آنز  لیو  باشد.  -تمحدود 

زم  يی ها در  نرم  نهیکه    تیفعال  یستيز  یافزارهاتوسعه 

از:  یم عبارتند   ,Alkami Biosystemsکنند 

Molecular Biology Insights, PREMIER 

Biosoft International, IntelliGenetics Inc., 

Hitachi Inc., DNA Star, Advanced American 

Biotechnology and Imaging  .ن دانشمندا  از  یبرخ

برنامهتميالگور  نیهمچن و  برا  یاانهيرا  ی هاها   اهداف    یرا 

داده  یطراح  مختلف  توسعه  ) انآغازگر   & Rychlikد 

Rhoades, 1989; Lowe et al., 1990; Lucas et 

al., 1991; O'Hara & Venezia, 1991; Tamura et 

al., 1991; Makarova et al., 1992; Osborne, 

1992; Li et al., 1997.)  مختلفی  م نر در که  افزارهای 

 . آمده است 4شوند در جدول استفاده میآغازگر  یطراح

 

 ( Abd-Elsalam, 2003ر )آغازگافزارهای طراحی نرم -4ل جدو

Table 4. Primer design software (Abd-Elsalam, 2003) 
 سایت 

www 
 شرح

Descreption 
 افزار نام نرم

Software name 
Pairs for PCR and primers for DNA sequencing. www.dnastar.com Analyzes a template DNA sequence 

and chooses primer pairs for PCR 

and primers for DNA sequencing. 

PrimerSelect 

ttp://www.medprobe.com/no/dnasis.html DNASIS Max is a fully integrated 

program that includes a wide range 

of standard sequence analysis 

features. 

DNASIS Max 

http://www.premierbiosoft.com/primerdesign/primerdesign.ht ml primer design for Windows and 

Power Macintosh. 
Primer Premier 5 

http://www.premierbiosoft.com/ Comprehensive primer design for 

Windows and Power Macintosh. 
Primer Premier: 

http://www.premierbiosoft.com/NetPrimer.html Comprehensive analysis of 

individual primers and primer pairs. 
NetPrimer 

http://www.premierbiosoft.com/dnamicroarray/dnamicroarra y.html For fast, effective design of specific 

oligos or PCR primer pairs for 

microarrays 

Array Designer 2 

http://www.premierbiosoft.com/molecular_beacons/taqman_ 

molecular_beacons.html 
Design molecular beacons and 

TaqMan probes for robust 

amplification and fluorescence in 

real time PCR. 

Beacon Designer 

2.1 

http://pride.molgen.mpg.de/genomepride.html Primer design for DNA-arrays/chips. GenomePRIDE 

1.0 
1_html/manual.htm-http://www.biocenter.helsinki.fi/bi/bare Software for Microsoft Windows has 

specific, ready-to-use templates for 

many PCR and sequencing 

applications: standard and long PCR, 

inverse PCR, degenerate PCR 

directly on amino acid sequence, 

multiplex PCR. 

Fast PCR 

http://www.oligo.net Primer Analysis Software for Mac 

and Windows. 
OLIGO 6 

http://www.scied.com/ses_pd5.htm Will find optimal primers in target 

regions of DNA or protein 

molecules, amplify features in a 

molecule, or create products of a 

specified length. 

Primer Designer 4 

http://life.anu.edu.au/molecular/software/gprime.htm Software for primer design GPRIME 

http://www.premierbiosoft.com/molecular_beacons/taqman_%20molecular_beacons.html
http://www.premierbiosoft.com/molecular_beacons/taqman_%20molecular_beacons.html
http://pride.molgen.mpg.de/genomepride.html
http://www.biocenter.helsinki.fi/bi/bare-1_html/manual.htm
http://www.oligo.net/
http://www.scied.com/ses_pd5.htm
http://life.anu.edu.au/molecular/software/gprime.htm


 362 .340-390(، 3)2، 1402غلات،  یوشیمیو ب یوتکنولوژیبردبار و همکاران/ ب
 

http://mail.strandgenomics.com/products/sarani/ Genome Oligo Designer is software 

for automatic largescale design of 

optimal oligonucleotide probes for 

microarray experiments. 

Sarani Gold 

http://www.techne.com/CatMol/pcrhelp.htm Primer and template design and 

analysis 
PCR Help 

p://www.asperbio.com/Chip_desin_soft.htmtht Genorama Chip Design Software is 

complete set of programs required 

for genotyping chip design. The 

programs can also be bought 

separately. 

Genorama chip 

Design Software 

http://genamics.com/expression/primer.htm The Primer Designer features a 

powerful, yet extremely simple, real-

time interface to allow the rapid 

identification of theoretical ideal 

primers for your PCR reactions. 

Primer Designer 

http://www.biotechniques.com/freesamples/itembtn21.html Automatic design tools for PCR, 

sequencing or hybridization probes, 

degenerate primer design, 

Nested/Multiplex primer design, 

restriction enzyme analysis and 

more. 

Primer Premier 

http://www.chemie.unimarburg.de/%7Ebecker/pdhome.html DOS-program to choose primer for 

PCR or oligonucleotide probes. 
PrimerDesign 

 PCRبرای    حی آغازگرااصول عمومی طر 

آغازگرها  DNA  یالگوها با    ديبا  یدیگونوکلئوتیال   یو 

)   بررسی  یشتریب  اتیجزئ (. Linz et al., 1990شوند 

آغازگرها   يی به کارا  یاديتا حد ز PCR تیو حساس  يیکارا

)  یبستگ تواناHe et al., 1994دارد    کي  يی (. 

آغازگر    دیگونوکلئوتیال عنوان  مختلف  به  PCRبه    یعوامل 

الف(    رددا  یبستگ جمله:  انفصال  از  يا  اتصال  سینتیک 

آغازگر و  -دوبلکس  اتصال  دماهای  در   ب(،  گسترشالگو 

مکان   و  ناسازگار  نوکلئوتیدهای  دوبلکس  و    ا هآنپايداری 

تواند دوبلکس ناسازگار را مراز می کارايی که با آن پلی ج(

تکثیر   رای افزايش اختصاصیت. بتشخیص و گسترش دهد

،  طول  یارهایمعاز    ديباهدف    توالی  مکمل  یآغازگرها

و   دمای  ، GCدرصد   پااتصال  ذوب  و    5ʹ  یانتها  یداري، 

باشند    برخوردار  مناسب  3ʹ  یانتهااختصاصیت  

(Dieffenbach et al., 1993)  .کل طور  به  ی به  -نهیدر 

اجزاء   PCRیساز م  PCRمختلف    بیشتر  نظر  در  -یرا 

مفاه  ؛رندیگ درباره    PCRآغازگر    یطراح  ی اساس  میاما 

نم  Erlich et al., 1991; Dieffenbachد )کننیبحث 

et al., 1993; Roux, 1995 .)  پارامتر    نيمهمتر  د يشا

طراحPCR  تیموفق  یبرا آغازگرها،  آغازگر    کي  باشد.  ی 

  PCRواکنش  يک  تواند منجر به  یشده م  یطراح  فیضع

کار که  توالنداشتنخواهد    ايیشود  ارد مو  آغازگر  ی. 

دما مانند طول محصول  یمختلف در    ی،  و  آن  ذوب شدن 

تع  محصول  تينها توالی م  نییرا  مورد    ی آغازگرها  یکند. 

برا تأثیم  PCR  کثیرت  یاستفاده    بر  یاعمده  ریتواند 

حساس  اختصاصیت داشته    تیو  هنگام  واکنش  باشد. 

ت آغازگر  دو    ريز  یهادستورالعمل ،  PCR  کثیریانتخاب 

 شود:در نظر گرفته  د يبا

که    :آغازگرطول   آنجا  و    اختصاصیتاز  دما  طور همینو 

  یبه طول آغازگر بستگ یهر دو حداقل تا حد   ،اتصالزمان 

ا برا  ن يدارد،  است    ار یبس  PCR  تیموفق  یپارامتر  مهم 

(Wu et al., 1991برا ط  ی(.  گسترده،    فیمطالعات 

معمول    يیآغازگرها طول    نيبهتر  دینوکلئوت  18-30با 

باهستند. طول آ باشد تا    دینوکلئوت  18حداقل    دي غازگرها 

http://www.techne.com/CatMol/pcrhelp.htm
http://www.asperbio.com/Chip_desin_soft.htm
http://genamics.com/expression/primer.htm
http://www.biotechniques.com/freesamples/itembtn21.html
http://www.chemie.unimarburg.de/~becker/pdhome.html
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سا مشکلات  با  مواجهه   ه يثانو  ونیداسيبریه  تياحتمال 

برسان  اينزرت  ا ي  ناقل  حداقل  به  کلدرا  طور  به  از    ديبا   ی . 

بازبا    یآغازگرها از يک  زياد  شود.   یخوددار  خاص  تعداد 

بردنبه  از  زیپره   C  اي  G  نوکلئوتید  شتریب  اي  چهار  کار 

 مهم است.  اریسپشت سر هم ب

)ذو  یدما برا  (: Tmب  مطلوب  ذوب  حرارت   ی درجه 

محدوده   در  سانت  52-58آغازگرها  طور گرادیدرجه  به   ،

آغازگرها  یبهتر  ج ينتا  یکل به  دما  ینسبت  ذوب    ی با 

ذوب بالاتر از   یبا دما  یدهد. از آغازگرها یتر ارائه منيیپا

مال احت  رايشود، ز  یخوددار  د يبا  زین  گرادیدرجه سانت  65

شود که واکنش با  یم  هی. پس توص وجود دارد  مجدد  اتصال

اتصال دما  مرحله  در  گسترش    رادگیسانتدرجه    60  یو 

مقدار )به طور   نياز ا  آزمايش کاری خوب  کي.  گیردانجام  

بازه  هایگویاول  یبرا  یکل را  باز    18-30  در  است(  معتبر 

فرمول  یم از  استفاده  با  همکاران   Wallaceتوان  و 

  (:Wallace et al., 1979رد )ک محاسبه

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

است    DNAمهم    یهایژگ وي  از  GCدرصد    :GC  یمحتوا

اطلاعات قدرت    یو  مورد  م  اتصالدر  فراهم  کند.  یآن 

با  GCمحتوی   باشد    60تا    45  ن یب  د يآغازگرها  درصد 

(Dieffenbach et al., 1993برا با    ی آغازگرها  ی(. 

  لازم  است  ممکن   ،درصد  50از    کمتر  Cيا    G  یمحتوا

ب  ازگرآغ  توالی  باشد تا    ابدي  شيافزا  جفت  18از    شیبه 

.  نگه داشت  ،را بالای حداقل مقدار توصیه شدهذوب    یدما

دماGC  یمحتوا دما  ی،  و  کاملاً    (Ta)  اتصال  یذوب 

 (. Rychlik et al., 1990هستند ) گريکديوابسته به 

انتهايی ا  : 3ʹ توالی  شده  اثبات  موقعکاملاً  که    تیست 

مربوط  کنترل اشتباه    یبرا  PCR  یدر آغازگرها  3ʹانتهای  

آغازگر )  یضرور  به  در (.  Kwok et al., 1990است 

با به    يی انتها  5ʹ  یانتها  دي آغازگرها    یيانتها   3ʹآنها نسبت 

انتها  "رتچسبناک"ها  آن   با   " چسبنده"  3ʹ  یباشد. 

تواند  یمکه  نشان داده شده است    C يا     G  یبالا  یمحتوا

بالقوه در چند   متصلالگو    DNA  یرو  جايگاه  نيبه طور 

انتها  C  اي  Gشود.   اول   3`  یدر  اما قسمت  مطلوب است 

  هيثانو  پیوندهای  GC  رهی گ  نياعمال شود. ا  دي قانون با  نيا

  (.Sheffield et al., 1989دهد )یرا کاهش م یجعل

نبا  :اشتباه  آغازگریو    مرهاايد توالی    یحاو  د يآغازگرها 

)پالم در  ندرومیکمل  باشند درون  (  عبارتی   ،خود    دي نبا  به 

موحالت   ا  جاديا  يیسنجاق  اگر  وجود   نيکنند.  حالت 

و    شدهخود جمع  روی  آغازگر دوباره به    کي،  داشته باشد

به   غ   داديرو  کيمنجر    گنالیشود که سیم  رمولدیآغازگر 

 ,.Breslauer et alدهد )یبه دست آمده را کاهش م   یکل

سن1986 ز  يیمو  یهاجاق (.  سانت  50  ريکه   گراد یدرجه 

چن  ،شوندیم  لیتشک .  دکننمین  ايجاد   یمشکل  نیمعمولاً 

به   يیدهاینوکلئوت  یتوال  یحاو  دينبا  آغازگرها که  باشند 

  گري آغازگر د  ايتا به خود و    دهدمولکول آغازگر اجازه    کي

آغازگر(   مرياد لیتشک) PCR یهادر واکنش فادهمورد است

 شود. متصل

شد،    :اختصاصیت ذکر  بالا  در  که   اختصاصیت همانطور 

حد تا  حداقل  بستگ  یآغازگر  آغازگر  طول  دارد.    یبه 

که  یهيبد زيادی  است  يونیک    24  یگویال   تعداد  بازی 

ا  یجفت باز  15ی  گویلانسبت به   ،  حال   نيوجود دارد. با 
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منحصر به   یانتخاب شوند که توال  یابه گونه  دي آغازگرها با

تکثا  DNAدر    یفرد است  قرار  که  باشند  داشته    ریلگو 

در هنگام    یتکرار  اریبس  یشده با توال  یشود. آغازگر طراح

ا  یژنوم  DNA  ریتکث به  )کشیدگی( اسمیر    جاديمنجر 

کتابخانه    کياز    واحد  نو کل  کي، اگر  حال  ن يشود. با ایم

است  شود  ریتکث  یژنوم ممکن  آغازگر  همان  باند    ک ي، 

 واحد بدهد. 

در نظر    دي با  زیآغازگر ن  یانحطاط در توال  :دژنره  یآغازگرها

  یدهایاس  یبر اساس توال  دژنره  ی گرفته شود. از آغازگرها

برا   نهیآم شده  محافظت   ک ي  یاعضا  یجستجو  یمناطق 

ژن ) وشمیاستفاده    یخانواده  (. Wilks et al., 1989د 

آغازگر   یطراح  یبه طور خاص برا  زین  یاانهيرا  یهابرنامه

 (. Chen & Zhu, 1997اند )هافتيتوسعه  دژنره

بیش   همولوژی  نبايد باآغازگرها    آغازگر مکمل:   یهایتوال

 ی آغازگر دارا  کيشوند. اگر    یطراح  یدرونجفت باز   سهاز  

  "عيبازگشت سر"باشد،    ی از خود همسان  یا منطقه  نیچن

دیم مرتبط  خطر  دهد.  رخ  همولوژیگريتواند    ن ی ب  ، 

است همولوژیآغازگرها  من  یجزئ  .  مدر    دو  یان یاطق 

م هیبريداسیون تواند  یآغازگر  ا  در  اگر    جاديتداخل  کند. 

انتها  همولوژی دهد  ک يهر    3ʹ  یدر  رخ  آغازگرها  ،  از 

 Real در ويژه به که  شودیم   جاد يآغازگر ا  مريدا  لیتشک

time PCR کندمی ايجاد مشکل. 

ت  آغازگرغلظت    ها:هیتوص  ريسا واکنش    نیب  ديبا  کثیردر 

با  رومولارمیک  1/0تا    5/0 امکان،  در صورت    کي  دي باشد. 

برابر    یاانهيرا  یجستجو  اينزرت   DNAو    ناقلتوالی  در 

بررس تا  به و  یانجام شود  آغازگر و    باز  8-10  ژهيشود که 

ا  يونیکآن    3ʹ  یانتها آغازگرها  د ي نبا  نينوزياست.    یدر 

باشد.   یتوال  نییتع نم  اي   ها آن  موجود    ج ينتا  ا ي کنند  یکار 

طراح  یفیضع  یتوال   یتوالتعیین    ی آغازگرها  یدارند. 

DNA    وPCR  یم   یرویپ   ی مشابه  اریبس   یاز رهنمودها-

توان از نظر عناصر یآغازگر را م  یهای ژگياگر و  یکند. حت

از    یکرد، تعداد  یبررس  ی صورت بصره  ذکر شده در بالا ب

ها دستورالعمل  نيا  از  ،اندشده  هیکه ته  یاانهيرا  ی هابرنامه

 کنند.ی آغازگر استفاده مانتخاب  یبرا

ويژگی و  اختصاصیت  بررسی    آغازگرهایهای  جهت 

شکل   در  که  همانطور  شده  شده    13طراحی  داده  نشان 

مرحله    ،است چهار  دواست  شامل  توسط   که  اول  مرحله 

شود  یانجام م(  in silicoای )درون يارانه  لیو تحل  هيتجز

تحقو   با  آخر  مرحله  بتجرب  قاتیدو  میه  ی    آيد. دست 

اختصاصیت   بررسی  نرم  آغازگرجهت  آنلاين از  افزار 

Primer blast  از جمله    آغازگرهای  گیو جهت بررسی ويژ

از   ، و ايجاد ساختارهای ثانويه و...   Tmو دمای    GCدرصد  

در  می  Oligo Analyzerافزار  نرم که  کرد  استفاده  توان 

نرم دو  اين  با  کردن  کار  طرز  شده  ادامه  داده  شرح  افزار 

 . است
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 ی آغازگرها ها گیمراحل بررسی اختصاصیت و ویژشماتیکی از    -13شکل  
Fig 13. Schematic of the stages of examining the specificity and characteristics of primers 

 

 م  تای  ریل برای آغازگر طراحیدر    اختصاصی  موارد

PCR  روش به   SYBR® Green   

 نیازمند PCR روش مانند  نیز PCR يمات ريل روش

 ريل در روش آغازگر طراحی برای است. آغازگر طراحی

  ر )کهآغازگ طراحی در عمومی نکاتت  رعاي بر علاوه تايم

 اختصاصی نکات سری يک  به بايد  ،شد( اشاره آن به قبلاً

ا که  نمود توجه آغازگر طراحی در  نکات اين به  دامهدر 

 .شده است اشاره

ژنومی  توالی روی نبايد شده طراحی هایغازگرآ  :ل او نکته

 هاژن بیان بررسی در  .نمايند تکثیر را محصولی و متصل

 RNA سپس و شده استخراج  RNA ها،نمونه از ابتدا

   Reverse transcriptaseآنزيم توسط شده استخراج

 بیان بررسی سپسد.  گردمی  تبديل  cDNA بهRT) )آنزيم

میزان با هاژن ن  ژ  هر  از شده رونويسی هایخهسن  تعیین 

(mRNA) در cDNA  د.  پذيرمی صورت شده، سنتز

 هاژن mRNA توالی روی  بر  بايد هاآغازگرنابراين  ب

الگو   عنوان به cDNA از  بايد واکنش در و شود طراحی

 RNA موارد بیشتر در جايیکهن  آ ازا  امد.  شو استفاده

 دهژنومی آلو DNA به سنتزشده cDNA و شده استخراج

 يا که باشد صورتیه  بد  باي  هاآغازگر طراحی بنابراين،  ستا

 اتصال صورت يا در و نشود متصل ژنومی DNA توالی به

لازم به    د.نشو تکثیر   DNA الگوی از محصولی ، DNAبه

است  موقع در DNA آلودگی حذف جهت  که  ذکر 

اما   نمود، استفاده DNase آنزيم از توانمی ، cDNAسنتز

از   د.کن می ايجاد را یمشکلات نیز  DNase  نزيماز آ استفاده

میجمله مشکلات  اين  کیفیت  ی  کاهش  به  ،  RNAتوان 

از   بالايی  حجم  به  آنزيم  RNAنیاز  اين  بالای  قیمت  و   ،

 به  هاآغازگر است  بهتر فوق  مشکلاته  ب توجه با  اشاره کرد.

 ،DNA  لودگید آوجو  صورت که در شوند طراحی ایگونه

 صورت به و نکنند تکثیر را DNA الگوی هاآغازگر

 نمايند. تکثیر را  cDNA الگوهای اختصاصی
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 3ʹ  سمت هایاگزون روی هاآغازگر است : بهتری دومنکته

mRNA  سنتز  در که  است  اين دلیل .شوند طراحی 

cDNA مآنزيRT 3ʹسمت   از را سنتز  mRNA   می آغاز

 کیفیت با هاژن  3ʹ  سمت   cDNA سنتز بنابراين .نمايد

 .گیردم انجا5ʹ به سمت  سبتن ریبیشت

  تايم( ه )محصول ريلشوند تکثیر قطعه طول  ی سوم:نکته

-می  سبب کمتر طول .باشد باز جفت 200تا  90ن بی بايد 

 گرفته اشتباه آغازگر دايمر با شده کثیرته  قطع که گردد

طول و  غیر افزايش سبب تواندمی،  بیشتر شود   تکثیر 

مشد ایقله دو همچنین  و اختصاصی  ذوب حنینن 

 .شود تايم ريل محصول

 بهReal Time PCR برای   آغازگر طراحی هایروش

 SYBR Green روش

(  Intron-spanning) های آغازگر طراحی  -1

Intron inclusion   

 و اگزون يک روی فوروارد  آغازگر ( 14 ش )شکلاين رو در

 دلیل به  .شودمی طراحی مجاور اگزون معکوسروی آغازگر

 وجود  اينترون  توالی اگزون دو بین  DNA یالتودر    اينکه

 زياد قدری به DNA الگوی در آغازگردو   بین فاصله دارد،

 DNA الگوهای تکثیر به قادرها  آغازگر  اين که شودمی

 با برابر اينترون طول 18 شکل در نمايید فرض .باشندنمی

بسط ن  زما اگر حال باشد، باز جفت هزار  سه

(Extension) تنظیم ثانیه   30 روی يمات ريل واکنش 

 نخواهد تکثیر بازی جفت هزار سه توالی ديگر باشد، شده

ا اما  .شد  اگزون  دو بین cDNA الگوهای در روش  يندر 

 توانندمی هاآغازگر بنابراين ،ندارد وجود اينترونی توالی

-Intron) روشد.  نماين  تکثیر را   cDNA الگوی

spanning  )Intron inclusion  و تريننمئمط،  بهترين 

طراحی ترينآسان  هاژن بیان بررسی برای آغازگر روش 

،  شده  انتخاب اگزون دو بین  بايد  روش اين در اما ،  باشدمی

اينترون  داشته  وجود باز  جفت 300 حداقل طول با يک 

 300   از ژن يک هایاينترون طول که هنگامی و باشد

 گرآغاز طراحی روش اين از استفاده،  باشد کمتر باز جفت

 .گرددنمی وصیهت

 

 
 

 ها ژن بیان بررسی برایIntron inclusion   آغازگر  طراحی  -14  شکل
Fig 14. An intron inclusion primer designing for gene expression studies 
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  Exon-exon junction هایآغازگر طراحی -2

می ،  باشد  کوتاه هااينترون طول ژن يک  در که هنگامی

 برای هاآغازگرنمودن   اختصاصی برای یرديگ شو ر از توان

اين   در آغازگر طراحی در  .نمود استفاده   cDNA الگوهای

 هااگزون اتصال محل روی  دقیقاً  ها آغازگر از يکی ،  روش

 نمود توجه بايد روش ايندر (. 15د )شکل گردطراحی می

می  قرار دوم اگزون روی  که گر  آغاز   3ʹ  سمت توالی که

 قرار باشد و داشته طول باز جفت 5 ات  3 نیب بايد ،  گیرد

هیچ   آغازگر    3ʹ  سمت در باز جفت 6 از بیش دادن به 

روش در که اين دلیل بهد.  شونمی توصیه وجه    اين 

ا مرز روی  ها آغازگر  اين به گردند، می طراحی گزوندو 

 .گويندمی Exon-exon junction روش

 

 

 
 ها ژن بیان سیربر برای اگزون دو مرز در آغازگر طراحی  -15شکل  

Fig 15. Exon-exon junction primer designing for gene expression studies 

 

 به قادر هاآغازگر نیز Exon-exon junction روش در

اينترون  وجود دلیل د )بهباشننمی DNA توالی به اتصال

 روش  .شوندنمی تکثیر DNA هایآلودگی بنابراين  ها(، 

Exon-exon junction  باشدمی بزرگ مشکل يک ای ردا. 

 کم يکديگر به هااگزون مرزهای اتصال  تعداد روش اين در

 آغازگر طراحی برای  انتخاب هایمحل بنابراين باشدمی

 دارای هاجايگاه از يک هیچ که است است و ممکن محدود

)بهنباشن آغازگر طراحی برای بعدی لازم شرايط عنوان  د 

 ثانويه ساختار دارای شده انتخاب گرآغاز است ممکن مثال

 باشد(.  نامناسب

  اگزونی داخل هایآغازگر طراحی -3

 يک  برروی معکوس و رو به جلو  آغازگر دو هر روش اين در

)شکل قرار اگزون عادی در  گرچه  .(16  دارد   شرايط 

 برخی در اما ،گرددنمی توصیه  روش اين به آغازگر طراحی

 طراحی يا و دشنترون بايا فاقد ژن يک است ممکن موارد

 هر  شرايط  اين در  .نباشد ممکن  قبلی روش دو به آغازگر

 توجه بايد.  گردند می اگزون طراحی يک  روی  آغازگر دو

می طراحی روش اين به هاآغازگر که مواردی در داشت

 با  شده استخراج های RNA تیمار نمودن با  بايد ،  گردند

 .ددا کاهش امکان حد تا را DNA ، آلودگی DNaseآنزيم
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 هاژن بیان بررسی برای داخل اگزونی آغازگر طراحی  -16شکل  

Fig 16. Intra-exon primer designing for gene expression studies 
 

   Primer3افزار  با نرم   آغازگر مراحل طراحی 

آنلايننرم  پرکاربردترين  از  يکی   ،آغازگر  طراحی  افزارهای 

Primer3  (http://bioinfo.ut.ee/primer3-

0.4.0/primer3/  )( .  (Thornton & Basu, 2010است 

 آغازگرهای توانمی Primer3 افزار نرم از استفاده با

Intron inclusion برای اگزونی داخل و تايم،   ريل را 

 طراحی  ريداسیونهیب  های پروب  و  يابیتوالی  های آغازگر

زيادی  دارای  Primer3  .مودن   ورودی  پارامترهای   تعداد 

  هايیويژگی  تعريف  برای  را  هاآن  توانمی  که  است  مختلف

  هایآغازگر  دهدمی   اجازه  افزارنرم  به   که  کرد  کنترل

  بخش  ايندر  .  کند  طراحی  را  هدف  هر  برای  مناسب

  Primer3  از  استفاده   با   آغازگر   طراحی  گام   به  گام   مراحل

 توضیح   پارامترها  ترينمتداول  عملکردهای  و  دشومی  ارائه

برای   آغازگرطراحی هدف، که   کردبايد دقت . شوداده مید

PCR   اگر چون  ژن،  بیان  بررسی  برای  يا  است  معمولی 

باشد ژن  بیان  بررسی  توالی  حتماً  ،هدف  از  های  بايد 

mRNA  و بهتر است   استفاده شودComplete cds    را از

انتخا  توالی نظر  اندازه    کرد  بمورد  در  ديگر  تفاوت  و 

در بررسی بیان ژن، اندازه    است که معمولاً  PCRمحصول  

  .باشدنوکلئوتید می  200تا    150و بین  تر  کوچک محصول  

طراحی    ساير در  برای    آغازگرمراحل  طراحی  مراحل  با 

PCR .معمولی مشابه است 

ف از  اولین مرحله در طراحی آغازگر مشخص کردن ژن هد

م استوارگانیسم  نظر  پايگاه    .رد  از  هدف  ژن  توالی  پس 

می  NCBI  مثلاً  داده استخراج  درستی   NCBI شود.به 

يک پايگاه داده عمومی از ژنوم و ساير اطلاعات مربوط به 

است. دولتی  بودجه  با  در   بیوتکنولوژی  منظور  اين  برای 

  Nucleotidگزينه    Resourcesاز قسمت    NCBIسايت  

اسم گیاه و ژن مورد نظر را   وو در کادر جستج  را انتخاب

حاصل، نتايج  از  و  کرده  نزديکمناسب  تايپ  و  ترين ترين 

میگزينه   قسمت  شود.  انتخاب  از   GeneBankسپس 

ژنت کرده  والی  استخراج  نرم  را  در  مربوط  کادر  در  -و 

-17شکل    .الف(-17ل  )شک  شودمی  کپی    Primer3افزار

 دهد. یرا نشان م Primer3 افزارنرماز نمای کلی  ب 

توالی    ازپس   سايت    موردنظردريافت  به  مراجعه  با  نرم  و 

باکسافزار،   در   د. شومیوارد   Source Sequence توالی 

 وارد را mRNA کل توالی که  نیست نیاز افزار اين نرم در

 ناحیه  آن بايد در هاآغازگر که توالی نمودن وارد بلکه کرد،

http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/primer3/
http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/primer3/
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 اگزون دو مثال وانعن به .  د کنمی کفايت،  شوند طراحی

خوبیگزينه mRNA ʹ3 سمت آخر  طراحی برای های 

 نمودن وارد برای توالی کردن آماده نحوه  .هستند آغازگر

 نشان داده شده است.   18در شکل  Primer3 افزار  نرم در

پیش حالت  نرمدر  و  آغازگرافزار،  فرض  مستقیم  های 

می طراحی  که  معکوس  صورتی  در  طراشود،  حی هدف 

تیکباشد   TaqMan Real time PCR برای  گرآغاز  ، 

Pick hybrizidation probe شود زده  توالی بايد  اگر   .

در اين  ،  شده باشد   پیش به صورت دستی انتخاباز    پروب

دو  شودمی وارد باکس از  يکی  توالی  موارد،  برخی  در   .

مثال    آغازگر هستمستقیم    آغازگربرای  دست  از  در   و 

Primer3   شواستفاد می  تاه  مناسب    گرآغاز  د  معکوس 

آن   توالی  را  برای  صورت  اين  در  کند،    آغازگرطراحی 

نظر   مورد  باکس مستقیم  وارد    Pick Left Primer در 

 (. ج-17 )شکل شودمی

 

 



 370 .340-390(، 3)2، 1402غلات،  یوشیمیو ب یوتکنولوژیبردبار و همکاران/ ب
 

. 

انتخاب آغازگر . ج(  Primer3افزار آنلاین  نمای نرم. ب(  NCBIنتایج جستجوی توالی ژن در  الف(    -17شکل  

 عکوس مستقیم یا م 
Fig17. A) Gene sequence search results in NCBI. b) View of Primer3 online software. c) 

Selection of direct or reverse Primer 
 

 

 
توالآ   -18شکل   افزار    ی برا  یماده کردن  نرم   و مشکی رنگ به شکل اگزون آخر . درPrimer3وارد نمودن در 

 و  "["های   علامت از دو اگزون مرز نمودن مشخص برای است. شده داده نشان قرمز رنگ به آن از قبل اگزون

به همراه توالی بعد مرحله در شده است. استفاده "]" پیست   و کپی افزار نرم در "]" و  "["های   علامت فوق 

(Copy/paste) رد باید کتبرا دو بین ناحیه که باشدمی معنی این به هابراکت دادن  قرار شکل فوق در  .شود می 

 .شوند طراحی Intron inclusion صورت به باید آغازگرها عبارتی به و باشد داشته شده قرار تکثیر عهقط درون
Fig 18. Prepareing the sequence to enter in the primer3 software. In the above figure, the last 

exon is shown in black and the exon before it is shown in red. The symbols [and] are used to 

mark the border of two exons. In the next step, the above sequence is copied and pasted in the 

software along with [and] signs. In the above figure, placing the brackets means that the area 

between the two brackets must be inside the amplified fragment, and in other words, the 

primers must be designed as intron inclusion. 

 

 Primer3افزار  نرم  تنظیمات

توالی    انتصاب برای  Sequence Idپارامتر   برای  اسم  يک 

 اگر و باشدیم انتخابی گزينه  يک  اين البته .باشدمی

-گر ايجاد نمیراحی آغازدر روند ط  مشکلی  ،نشود  تکمیل

که  ناحیه توانمیTargets قسمت   در  .شود  در بايدای 

 باشد  داشته حضور   )قطعه مورد تکثیر(   آمپلیکون یقطعه

نمود.  را  معنی اين  به   150,20مثال  واننع  به  مشخص 

 بايد  150 شماره نوکلئوتید از بعد نوکلئوتید 20 که است

ااشب  داشته حضور PCR محصول در ی  هاعلامت با لبتهد. 

 در .([]) نمود مشخص را ناحیه اين توانمی نیز "]" و "["

 که را ایناحیه توانمی  Excluded Regions قسمت  

 به د.نمو مشخص را شود طراحیجا  آن در آغازگر نبايد

 نبايد هاآغازگر که است معنی اين به 150,20 مثال عنوان

 150 ارهشم کلئوتیدنو از  بعد نوکلئوتید 20 محدوده  در

 اين توانمی نیز  > و < های  علامت با البته .شوند راحیط

 کردن رپُ به نیازی کلی شرايط  در .نمود مشخص را ناحیه

پارامتر  Product Size Range قسمت در  .نیست اين 

 د.نمو مشخص بايد را شد خواهد تکثیر  که ایقطعه طول

 تايمريلبرای    طول  اين شد گفته قبلاً که طور همان

 قسمت    .شودتنظیم می باز جفت 200 تا 100 نبی  عمولاًم
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Number To Returnهايیآغازگر جفت  تعداد بیانگر 

 پیشد.  دهیم نشان نتايج قسمت در افزارنرم که  است

 را آغازگر 5 افزارنرم بنابراين ،است 5 عدد افزارنرم فرض

 10 روی  بر را  پارامتر اين توانمی  . دهدمی ارائه و طراحی

 بهترين  سپس و گردد طراحی آغازگر جفت 10 تا داد  رقرا

 Max 3' Stabilityی  گزينه   .ودنم  انتخاب را آغازگر

 رشته با آغازگر    `3ل طرفاتصا پايداری حداکثر بیانگر

 افزايش سبب بسیار بالا پايداری بايد توجه نمود ت.اس  الگو

ف  .گرددمی  قطعات غیراختصاصی  ریتکث پیش  رض  معمولاً 

اافزنرم برای  تغییر  پارامتر ينار  به  نیازی  و  بوده  مناسب 

 Max Mispriming ، Maxهایگزينه   نیست.

Template Mispriming Pair Max Mispriming ، 

Pair Max Template Mispriming   فرض پیش  روی 

 است  اين  تنظیمات برای اين د.نشومی تنظیم افزارنرم  خود

می  ریتکرا  ژنوم  طول  در  که  اینواحی در هاآغازگر که

نگیرد.  طراحی  باشند،  Primer Sizeقسمت   در  صورت 

 تنظیم توانمی را آغازگر بهینه اندازه و حداکثر حداقل،

 بهینه و حداکثر حداقل،؛  Primer Tmقسمت   در .نمود

Tm ت  قسم در  .نمود تنظیم توانمی را آغازگر

Maximum Tm Difference  دمای اختلاف حداکثر 

Tm اين است  بهتر د.نمو تنظیم  توان می را هاغازگرآ 

از اختلاف  Table of قسمت   در   .باشددو   کمتر 

thermodynamic parametersگرددمی مشخص 

  .دنشو محاسبه فرمولی چه اب ترمودينامیکی پارامترهای

می شده تکثیر محصول Tm بیانگر  Product Tmقسمت  

 میزان و رحداکث حداقل، %Primer GC قسمت در. باشد

 ينا  .نمود تنظیم توانمی را آغازگر GC ددرص بهینه

-Max self  .شودمی  تنظیم درصد 60 تا 40 پارامتر روی

Complementarity  شده جفت بازهای تعداد بیانگر 

 تعداد اين چه هر که باشدمی  يکديگر  با هاآغازگر درون

هتری ب کیفیت  دارای شده طراحی هایآغازگر  ،باشد کمتر

 اماکرد   انتخاب 8 حداکثر توانمی را گزينه ين. ااشند بمی

 'Max 3 باشد.  می آن  نزديک يا 0 حالت بهترين

Complementarity  در شده جفت بازهای تعداد بیانگر 

 تعداد اين چه هر که باشدمی  يکديگر با هاآغازگر 3ʹ ناحیه

بهتری  کیفیت  دارای شده طراحی هایآغازگر  ،باشد کمتر

 اماکرد   انتخاب 3 يا و 2 ، 1توانمی ار گزينه ينا .باشند یم

 حداکثر بیانگر  Max Poly-Xباشد.  می 0 حالت بهترين

می هم سر پشت صورت به هاآغازگر در باز يک تکرار مجاز

 در G و C بازهای تعداد حداکثر بیانگر  CG Clamp  . باشد

 باز دو اين مجموع که صورتی ر. دباشدمی آغازگر  '3ت  سم

سمت  غیر تکثیر احتمال ،شدبا زياد اهآغازگر  '3  در 

نرم . شودمی زياد قطعات اختصاصی که  صورتی  افزار در 

مقدار را اين    توانمی  ،هايی با اين شرايط پیدا نکردآغازگر

د گزينه.  ادافزايش  نرم  ها ساير  فرض  پیش  حالت  افزار در 

کلیک      Pick Primer سپس گزينه.  دنشومی  نگه داشته

کل  (. الف-19  )شکل  شودمی از  روی گزينهبعد   Pickیک 

Primer،  بهترين  نرم خودکار  صورت  به  را    آغازگرافزار 

بهترين   مشخصات  و  نموده  و    آغازگرانتخاب  مستقیم 

روی توالی ورودی نمايش داده  ها  آغازگرمعکوس و جايگاه  

جفت    .دشومی چندين  افزار  نرم  معرفی    آغازگرالبته  را 

ويژگیمی که  هنمايد  جفت  های  م  گرآغازر  ده  هشا قابل 
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نتايج  باشد. میمی اين  بین  از  را    آغازگرتوان   (. ب-19)شکل  انتخاب کرددلخواه خود 

 

 
 . Primer3ر  افزاتیجه طراحی آغازگر با نرمن  . ب(  طراحی آغازگر   درانتخاب پارامترهای مناسب    الف(  -19شکل  

Fig 19. a) Selection of suitable parameters in primer designing. b) Primer designing results with 

Primer3 software. 

 

نرمأ مت اين  بسفانه  وجود    هافزار  گرافیکی  صورت 

ثانويه  ساختار تشکیل    وهای  بین    آغازگراحتمال  دايمر 

 و   معکوس–معکوس  مستقیم،–مستقیمآغازگرهای  

 بررسی  برای  .دهدنمی  ارايه  را  معکوس–همچنین مستقیم
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ثااختس  تشکیل مینوارهای  نرمتوا يه  از   Oligoر  افزا ن 

analyzer  نمود اختصاصیت  بايد،  اين  بر علاوه  .استفاده 

 طراحی افزارها نرم ساير يا و افزارنرم اين با که هايیآغازگر

 NCBI سايتاز  Primer blast ر  افزانرم با ،گردندمی

که در ادامه مطالب به هر دو روش  گیرند قرار  بررسی مورد

 ت.رداخته شده اسپ 

در طراحی آغازگر برای   سترسی به توالی ژننحوه د

PCR  

ژن   توالی  به  دسترسی  نحوه  به  کلی  بسته  حالت   در سه 

زمانی    ؛ پیش خواهد آمد  PCR  آغازگرطراحی   اول  حالت 

نیست دسترس  در  ژن  توالی  از  اطلاعی  هیچ  که    .است 

  ESTهای  حالت دوم زمانی است که آغازگر از روی توالی

طراحی آغازگر با استفاده از   حالت سوم  شود و راحی میط

که هیچ توالی از آن است  برای ژنی     RNAseq هایداده

 . تثبت نشده اس

عاتی از توالی ژن در  اطلازمانی که  طراحی آغازگر  -1

 دسترس نیست

توالکه    هستای  گونه  نمايید فرض   تنها  بلکه  ی  نه  ژن 

ننیز   RNASeq و EST توالی ثبت  آن  .  باشد شده  برای 

برای    ،ای لازم به بررسی بیان ژن باشد گونهدر چنین    اگر

می آغازگر  ژن    توانطراحی  گونه توالی  به  در  نزديک  های 

موردنظر  گو را  ها  توالیسپس    نمود،  جستجورا  نه 

نقاط   و  نموده  ( Alignment)  سازیهمرديف  برای 

 داد.  انجام  آغازگرطراحی ( Conserved) محافظت شده

توالی    ،نظر  دبه گونه مورگونه  رين  تنزديکبرای   : روش کار 

از    تواناين توالی را می  .شوداستخراج می mRNA ژن يا

  توالیهای مشابه  توالی.  رد دانلود ک   NCBIا سايتيمقاله  

 NCBI سايت  از  برای اين کار .  شودمیجستجو  مورد نظر  

قسمت   و    شدهانتخاب    BLAST  ،Nucleotid blastاز 

 nt/nrروی    Databaseو    شده وارد    مربوطه  کادر  درتوالی  

داده   -توالی   Descriptionر  ددر خروجی  .  شودمیقرار 

توالی    مشابههای    و E-value هایبا شاخص  موردنظربا 

Query coverage شان  به ترتیب نزديک به صفر و بالا ن

می کهونهگ  .دنشوداده   Query و Identity هايی 

coverage و  درصد    70  یلاباE-value  01/0ر از  تپايین 

می  يشانهاتوالیو  شده  انتخاب    ،دارند فايل    .شوددانلود 

شده   نرمدانلود  میبا  Notepad++افزار  در  توان می  .شودز 

ک EST هایتوالی دانلود  توالی  .ردرا هم   وnr   هایفايل 

EST   ادغام  با ي  و هم  فايلدر  وارد  جديد   Notpad ک 

فايلبا    و  شده میذخی   FASTAفرمت    برای تا  شودره 

 قابل شناسايی باشد.  ،Megaافزار نرم

نرم در  نمايش  توالی  و  شدهباز   Mega افزارفايل  داده  ها 

اول توال .دنشومی توالی  موردنظرتوالی    ،ی  و  های  است 

ازهاتوالی  ،بعدی حاصل  گزينه .  باشندمی BLAST ی 

DNA Align  موردنظر بین توالی  سپس،.  شودانتخاب می  

  اگر  شود.شناسايی می،  شدهمحافظت   طها نقاتوالی  و ساير

 محافظت شده پیدا کردن نقاط  ،باشد زياد    هاتعداد توالی

مشکل   بودکمی  بودن می.  خواهد  زياد  صورت  در  توان 

فقط  توالی داشتهای  توالیها  نگه  را  مشابه  برای  خیلی   .

نرم  اين در  و    Mega  افزارکار  فاصله  درخت  ماتريس 

نزيک با توالی  یلی  خهای  الیتا تو،  شودمیک رسم  فیلوژنی

نرم.  شوندشناسايی    موردنظر صفحه   Mega افزاراز  در 
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  تا  شدهانتخاب    Computeه  گزين Distance آيکن  ،اصلی

توالی توالی  موردنظر  فاصله  ساير  محاسبه  با  در   شود.ها 

باشد کمتر  فواصل  هرچه  کهنتايج  است  معنی  بدين   ،  

هستننزدي  بهم  هاتوالی از    .دک  ی  هاتوالی  ابانتخپس 

  ،جديد  Notepadeدر فايل  ا  ه آنو وارد کردن    مورد نظر

 افزار نرم  در  سپس.  شودمیذخیره   FASTA با پسوند  فايل

Mega هاتوالی Align مشابه نقاط روی سپس  .دنگردمی 

.  شوندمی  طراحی  هاآغازگر  ،اندمشخص شده****    باکه  

می  نقاطی دارند.  ب شباهت که  شوندانتخاب  برای یشتری 

شده نقاط بايد  مستقیم آغازگراب  انتخ انتخاب   محافظت 

غیر  اما.  شوند نقطه  دو  يا  شده يک  مشکلی  نیز    محافظت 

 Oligoافزار در نرم آغازگرتوالی  ، نهايت در. کندايجاد نمی 

Analyzer  شودتجزيه و تحلیل می  کیفیت  برای بررسی.  

ا  20شکل   برای  طراحی  مراحل  از  را  شماتیکی  روش  ين 

 (. الف-20ل )شکدهد  ن مینشا

روی -2 از  موردنظر  ژن  توالی  برای  آغازگر  طراحی 

 ESTهایتوالی

-میاستفاده   NCBI در  ESTداده    پايگاهاز    در اين روش

طول  توالی  EST.  شود به  بخشی  از   500يابی  نوکلئوتید 

پريم پنج  يا  پريم  سه  توالی  ست. ها mRNAطرف  ها  اين 

شوند.  می  ت و ذخیرهثب NCBI داده  پايگاه  EST در بخش

ی  که هنوز توالی ژنوممثلاً چاودار  ای  فرض کنید در گونه

 Actinژن بررسی بیان قرار است  ،مشخص نشده است شا

باشد  گونهمدنظر  در  کار  اين  برای  گونه  .  به  نزديک  های 

جستجو   Actin توالی ژن (  Triticumم )گند  لاًمث  چاودار

   شود.می

انتخاب و    Nucleotidنه  گزي NCBI سايتاز   :مراحل کار

 . سپس روی گزينهشودی اسم ژن در کادر باز شده وارد م

Search   نتايج؛  کردهکلیک -می مشاهده  ها   Recordدر 

نمی DNA هایتوالیها   Recordاز    .دوش .  شوندانتخاب 

 CDS های های پروتئینی و يا توالیچرا که نیاز به توالی

توالی  است. استب CDS هایاز  تو  هتر  نهاالیاز   وعی 

Complete   لزوم  نمود.استفاده صورت  از می  در  توان 

 کپی  را  CDS. توالی  نموداستفاده  نیز   Partial هایتوالی

از انتخاب   BLASTx گزينه NCBI سايت  و   توالی   ورا 

می در  شودوارد   .Data base  دادهپايگا انتخاب  EST ه 

قسمت  .  شودمی مشتوالی  ، نتايجدر  توالیهای  با  های  ابه 

ژنپروتئ می  نمايش   Actin ینی  در  د د.شوداده  نتايج  ر 

Description  عدد  هرچهScore Max   باشد  لابا  و  تر 

Query coverage(توالهم با  نظر  یپوشانی  و    (مورد 

Identity  و    %70ی  لاباE-value    باشد  01/0از   ،کمتر 

انتخاب  توالی مشابه آن  Accession noسپس . بهتر است

توالیشودمی ژن  بالا احتمال  به    ده ش   انتخاب  .   توالی 

Actin   اين توالی  توان  می .است  (چاودارموردنظر )در گونه

گونه ساير  با  آرا  در  که  شده    نها ها  شناسايی  اکتین  ژن 

واقعاً توالی    ،شده توالی انتخاب    د تا مطمئن ش  ردمقايسه ک

است اکتین  ژن  به  راست سپس   .مربوط   از قسمت سمت 

گلابا جاری  صفحه  کلیک Run blast زينهی  تا    را  کرده 

کادر   Accession no و    هشد BLASTN وارد در 

قسمشود.  میوارد  مربوطه    گزينه   ،Data baseت  در 

Nucleotid collection(nt/nr)    کادر  .  شودمیانتخاب

ها مقايسه انجام تا در همه گونه  خالی گذاشتهارگانیسم را  
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در توا Descriptionشود.  توالیبا س Query لی،    هایاير 

.  شودنشان داده می  هاگونهدر ساير   Actin ژن  مربوط به

توالی    لابه احتمال با  شدهدهد توالی انتخاب  اين نشان می

ی با ساير  لايبا Identity است که همپوشانی و  Actinژن  

 CDS يا mRNA با استفاده از توالیتوان  می .ها داردگونه

نیز    را  مراحل  نرمتونهايت    در  .داد  انجاماين  در  ر افزاالی 

Primer3    طراحی و  و    آغازگروارد  درآغازگرانجام    ها 

Oligo Analyzer  بررسی    برای شکل  نشومیکیفیت  د. 

نشان   20 را  روش  اين  برای  طراحی  مراحل  از  شماتیکی 

 ب(.  -20دهد )شکل می

   RNAseq هایبا استفاده از داده  آغازگر طراحی  -3

با استفاده از را    ژن mRNA توالی  بايدابتدا  لت  در اين حا

آ RNAseq هایداده دست  طراحی    و   وردبه    آغازگربعد 

د کههمان  . ادانجام  شد  طور  اشاره  بالا  برای   ، در  کل  در 

-يا پايگاه داده NCBI سايت واردابتدا بايد طراحی آغازگر 

ديگر   ژن  .شد های  قسمت  در  داده،  اگر  ژن  توالی    پايگاه 

ی مورد  در گونهتوان  یم  ت بوده،، کار راحباشدثبت شده  

با کلیک روی ژن موردنظر    .دست آورده  توالی ژن را ب  نظر

مورد گونه  میبررسی،    در  داده  نشان  ژن  در    .شودرکورد 

رونوشتمی   Transcriptقسمت ژن که همانتوان   های 

mRNA    را نمود.  هستند    Refseq RNAروی  ملاحظه 

در اين    .شودمیک  کلی  (بدون خطا های مورد توافق  توالی)

روی    .شودنمايش داده می mRNA هايی ازواريانتصورت  

واريانتيکی   -می انتخاب     FASTAسپس   و  کلیکها  از 

نتا    شود شودد  مايش توالی  می اده  بعد   توالی  توان. 

mRNA و گزينه    را کپیPick primer  با وارد    انتخاب و

ها را آغازگر  ،نیاز  ارامترهای موردو تکمیل پ  اطلاعات  کردن

نمودطرا درحی  نرمنهايت    .  در   Oligoافزار  توالی 

Analyzer  آزمون بعضی  .  شودمیبررسی  کیفیت    برای 

در  ها جستجوبرای برخی ژنکه   آيدپیش می یحالتمواقع 

اصلی نشان NCBI صفحه  رکوردی    لاًمث  . دهدنمی  هیچ 

 . (نام يک ژن در زعفران)Ubq10 Crocus sativus ن  ژ

در    انجام شده است   RNAseq یهازآنالی  ا برای زعفرانام

صورت را ژ RNAseq آنالیزهای  توانمی  اين  موردنظر  ن 

پیدا ک زعفران  آن    رددر  از  توالی  و  ژن مورد   mRNAبه 

 نظر دست يافت. 

کار: موردنظر برای    روش  اصلی  ژن  صفحه     در 

NCBIتوالی ژن  .گیردجستجو انجام میubq10    در گونه

به   انتخابنزديک  بخش .  شودمی  زعفران  اگر  ،  Gene  در 

پیدا    های ونهگدر    راتوالی    نتوان زعفران  به    ،نمودنزديک 

بخش  در  زعفران  به  نزديک  گونه   Nucleotid  دنبال 

(mRNAگشته است  (  زعفران  به  نزديک  که  توالی   ، و 

و   توالی  کردهکلیک  آن   FASTA رویانتخاب   تا 

mRNA   توالاده شودد  نمايش ترجیحاً   Complete ی. 

میان توالیودشتخاب  می  Notpad در  .  حال    .گرددکپی 

گونه نزديک به زعفران مربوط به  با اين توالی که    توانمی

 در ادامه   .دست آورده  توالی اين ژن را در زعفران ب  ،است

 نام علمی زعفران را در صفحه اصلی  NCBI در پايگاه داده

و کرده  می تايپ  انجام  بخگیردجستجو  يک  در.   شی 

Genomes م م بخش  شودیشاهده  نام    که ، SRAبه 

 هایکه هم شامل توالی  SRA .استرکورد تعدادی  شامل

RNASeq  و هم شامل NGS   انتخاب از    .گرددمیاست 
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  تا   کرده کلیک    RNA  سمت چپ صفحه روی  لا قسمت با

شود RNASeq هایدادهفقط   داده  قسمت نمايش  در   .

درصفح  راست   Corcus یرو Top organisms ه 

sativus   گونه  طلاعاافقط  تا    کردهکلیک به  مربوط  ت 

نظر شودنمايش    مورد  رکوردها،   .داده  میان   Seqاز 

RNAمی انتخاب  هم  شوندهايی  بیشتر  ما  هدف  با  -که 

همه رکوردها را انتخاب توان  می البته  )  شندخوانی داشته با

بیشتر که جستجو  (کرد شود  ملاحظه می  ،گیردانجام می. 

بخشمربوط    Seq RNAهای  ادهدکه   در  ژن  بیان   به 

Stigma گرددمی انتخاب    همان که    در میان رکوردهاست  .

عنوان  قسمتی اسپات است Spot تحت  تعداد  همیشه   .

توالی  لا. حا شودمیانتخاب    بیشتر اين   RNA Seq بايد 

گونه نزديک به زعفران  زعفران را با توالی ژن موردنظر در  

ک مقا  . ردمقايسه  سايتبرای  از   زينهگاز     NCBI يسه 

BLAST می را   Nucleotide BLAST.شوداستفاده 

و انتخاب   زعفران    کرده  به  نزديک  گونه  کادر    داخلتوالی 

می تايپ  قسمت  گردد.مربوطه  را  Database ، SRAدر 

  Accession no  ،در کادر پايین ديتابیس  و  کردهانتخاب  

ا داشت، ر Spot رينلاتبا  که  زعفران  RNASeq  مربوط به

با .  گرددمیتايپ   بسیار  شباهت  جستجوی    از  ،لابرای 

زياد  Highly یگزينه شباهت  با  مشاهده   یگزينه  و 

More را انتخاب و BLAST   در خروجی  گیرد.انجام می 

ظر با گونه ن  مشابه با توالی ژن مورد   RNASeq هایتوالی

   Descriptionدر  .شودداده میمايش  نزديک به زعفران ن

شاخصیتوال با  ا   E-Value های   و 01/0ز  کمتر 

Identity   به میزان  %100نزديک  هستند.   مهم 

Coverage در قسمت  باشد.  لاهم بايد با Graphic توالی 

Query توالیوردنظر  م ازهاو  حاصل  مشاهده   Blast ی 

اسشوندمی به گونه زعفران  )، که متعلق  توالی   Queryت 

  مختلف از  ها نقاط توالیاين    (.نزديک به گونه زعفران است

اين  رمنقطع هستند. بناب  و   دهندمیتوالی مرجع را پوشش  

ادغام  بايد  ها  توالی قسمت  . شوندباهم   Description از 

موردنظر  توالی از   E-Value باهای  میزان 01/0کمتر   و 

Identity می  لابا   با  ودانلود    هاتوالی.  شوندانتخاب 

  در  تا   د نشومیذخیره  FASTA   (Alignedseq  )فرمت

های مربوط حال توالی  .نمودباز  بتوان   Notepad رنرم افزا

توالی  با  مشابه  که  زعفران  مشاهده    به  است  -می مرجع 

توالشوند اين  بايد  کرا    های.  تو  ردادغام  از  تا  بزرگتری  الی 

)ژن( آورد  رونوشت  بدست  کار  را  اين  برای  توان  .  از می 

مه  ه .نمودتفاده  اسCap3sequence assembly   افزارنرم

کادر  هاتوالی در  و  وارد انتخاب  سپس  .  گرددمی مربوطه 

می Submit گزينه شده  سپس    .شودزده  ادغام  توالی 

(Contigs  )  توالی ژن موردنظر .  شودمیمشاهده حال که 

آه  در زعفران ب توالی   مددست  اين  آيا  اينکه  برای بررسی 

 ارافزاز نرم،  هندر زعفران تعلق دارد يا   ubq10 واقعاً به ژن

BLAST با توالی ژن  . اين توالیشوداستفاده می ubq10 

گونه میدر  مقايسه  شده  شناخته  بگرددهای  اين    رای. 

و وارد  کرده  کپی  را    شده  Contigی  منظور اين توالی نهاي

 Nucleotide BLAST گزينه  و شده    NCBI   سايت

ر  و د  کردهنوکلئوتیدی را وارد کادر    توالی   .شودانتخاب می

Database  گزينه RNA-refseq توالی  مرجع   یهاکه 

کادر ارگانیسم را    .شودانتخاب می  ،کامل و فاقد خطا است
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برا  گذاشتهخالی   گونهتا  تمام  مقايسه  ی  دهرا  ها    د انجام 

مقايس)  شودمیانتخاب     BIAST گزينه  سپس از برای  ه 

tblastx   توان استفاده کردهم می). blastn   خود توالی را

مقايسه ومی  مستقیم  با    مقايسه  tblastxلی  کند  را 

کد   Pr دهد. اگرپروتئین کد شده از توالی مرجع انجام می

توالی با  توالی  اين  مرشده  بههای  باشد  مشابه    کاربر  جع 

گونهشدخواهد  داده  گزارش   بین  توالی  .  است  ممکن  ها 

يکسان  پروتئینی  توالی  ولی  باشد  متفاوت   نوکلئوتیدی 

درباشد  . tblastx   را  باز قسمت  کردهوارد  توالی  در   و 

Database زبا RNA-refseq و انتخاب   BLAST را 

قسمت  .گیردانجام می بسیار    Description در  شباهت 

نهايی   بالای  توالی   مورد نظر  توالی ژن   ubq10های ژن  با 

ساير نشان  گونه  در  میها  ،  Identity.  شودداده 

Coverage  و E-value ژن   توالی نده  دهنشان  مالاًاحت  لا با

نهايت    ت.اس   ubq10یيعن   ،موردنظرنهايی   در  در  توالی 

ها  آغازگرانجام و    آغازگروارد و طراحی    Primer3ر  افزانرم

 شوند. میکیفیت بررسی  برای Oligo Analyzer در
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آغازگر طراحی ( ب ، یستعاتی از توالی ژن در دسترس نهیچ اطلازمانی که طراحی آغازگر ( مراحل الف -20شکل 

ژنی که   برای  RNAseq هایطراحی آغازگر با استفاده از داده(  ج  و EST هایای توالی ژن موردنظر از روی توالیبر

 ت.هیچ توالی از آن ثبت نشده اس 
Figure 20. A) Primer design steps when no gene sequence information is available, neither EST 

nor RNAseq. B) Primer design for the desired gene sequence from EST sequences. C) Primer 

design using RNAseq data for a gene whose sequence has not been recorded. 

 

ژن  آغازگرطراحی  عملی  مثال   بیان  بررسی   برای 

SOS در گیاه Okra   دادهای از  با استفاده  RNAseq 

 با نام علمی  یاه بامیهنام ژن و گ NCBI در سايتوقتی  

Esculentus abelmoschus   ملاحظه می  ، شودمیوارد-

توالی  که    شود ژن  هیچ  اين  برای برای  است.  نشده  ثبت 

 Malva پنیرک با نام علمی  مثل   های خويشاوند آنگونه

sylvestris   علمی نام  با  ختمی  نیز    Alcea rosea و 

ثبت شده نداردای  توالی  ادامه جستجو  .وجود  ملاحظه    با 
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پنیرشود  یم تیره  علم برای  کیان  از  نام  با  پنبه   یگیاه 

Gossypium herbaceum برای ژن ای  رکورد ثبت شده

به فرمت  ژن    RNAs  Refseqتوالی    وجود دارد.  مورد نظر

FASTA  نرم در  و  می  Notepad++افزار  دانلود  -ذخیره 

ادامه  .  شود ن  )بامیه(Okra   گیاه برای  در  علمی با   ام 

Abelmoschus esculentus   در NCBI   انجام جستجو

بین گزينه  .شودبررسی می   SRA و  گیردمی توالی  از  ها 

می بیشترين  شودانتخاب  دار Spot که  )شکل  را  -21د 

از پنبه را بهه  سپس توالی ب  (.الف  BLAST دست آمده 

و نیز   برده  توالی خروجی  و  نوکلئوتید  ورودی  توالی  چون 

مینوکلئوتی میNocleotid Blast   از  ،باشدد  -استفاده 

انتخاب و نام بامیه را وارد کرده   SRA راپايگاه داده   شود.

کاد در  مجموعه  Accesion number  مربوطه  رو 

RNASeq    های  توالیبا    توالی پنبه  .شودمی  تايپمربوطه

ترين و شبیهشده  مقايسه    RNASeqموجوعه در مجموعه  

 (. و ج ب 21 )شکلشود یداده منمايش  ها توالی

 

 
 . توصیف گرافیکی نتایج مقایسه (جتوصیف آماری نتایج مقایسه.    گونه مورد نظر. ب(  SRAالف( بررسی  -21  شکل

Fig21. a) Checking the SRA of the desired species. b) Statistical description of the comparison 

results. c) Graphical description of comparison results 
 

 ودرصد    90و نزديک    لابا Identical هايی که دارایتوالی

E-Value ه و به برنامهشدانتخاب    ، هستند  01/0ز  کمتر ا 

Cap3sequence assembly    با   شوندمیمنتقل هم  تا 

شوند توالی  (.الف-22  )شکل  ادغام  کادر    راها  تمام  در 
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کپی سپس    Submitگزينه  انتخاببا   و  کرده   مربوطه    و 

Contigs  ،ا شده  توالی  می  نمايشدغام  )شکل    شودداده 

 دو توالی ادغام شده را به بطور جداگانه به برنامه(.  ب-22

BLAST کادر  برده در   Database ،  Refseq RNAو 

-22  )شکل  شودخالی گذاشته میانتخاب و نام ارگانیسم  

  رتوالی ژن مورد نظ  ، به احتمال زياد توالی ادغام شده  (.ج

 های ادغام شده را بهز توالیهرکدام ا  (.د-22  )شکل  است

Primer 3pluse    و    گیرد می  انجام  آغازگر برده و طراحی

 Oligo در نرم افزار  ها آغازگر های تک تک  ويژگی سپس  

Analyzer گرددیبررسی م . 

 

 
 

( لی جی ادغام توانتیجه  جهت ادغام توالی. ب(  Cap3sequence assemblyی  الف( استفاده از برنامه  -22شکل  

 .ی توالی ژن مورد نظر( مشاهدهد.  Primer3افزار  نرم 
Fig22. a) Using the Cap3sequence assembly program to integrate the sequence. b) Sequence 

integration results c) Primer3 software. d) Observing the desired gene sequence. 
 

 از ادهاستف با اهآغازگر ثانویه رهایساختا بررسی

 Oligo analyzer (IDT) ر  افزانرم

 توانمی Oligo analyzer (IDT) افزارنرم از استفاده با

 و مقدار ،TMدمای   ،آغازگر طول مانند هاآغازگر کیفیت
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 تشکیل و  هاآغازگر اتصال نحوه ، GCبازهای درصد

-Hetero و  Self-dimer  تشکیل ،ثانويه ساختارهای

dimer و Hair-pin   نرم  .کرد بررسیرا کلی  افزار نمای 

آنالايزر   شکل  الیگو  الف(.  -23)شکل    استآمده    23در 

ويژگی  بررسی  آغازگر  جهت  توالی  مستقیم،  آغازگر  های 

با کلیک روی  و    منتقل شده   Primer1مورد نظر در کادر  

شوند )شکل  می  اطلاعات نشان داده  Propertiesی  گزينه

ازگر معکوس های آغگیچنین برای بررسی ويژب(. هم-23

و    شدهوارد    Primer 2نیز توالی آغازگر موردنظر در کادر  

گزينه روی  کلیک  داده    Properties  یبا  نشان  اطلاعات 

وجود   ج(. -23)شکل  شوند  می بررسی  برای  نهايت  در 

پس    ،ساختارهای ثانويه بین دو آغازگر مستقیم و معکوس

ه توالی  کردن  وارد  کادراز  در  آغازگر  دو  مربوطر  ه  های 

 د(. -23 شود )شکلمی کلیک   Multiplex allگزينه 

 

 
 

نرم-23شکل   کلی  نمای  ویژگیالف(  مشاهده  و  مستقیم  آغازگر  توالی  کردن  وارد  ب(  آنالایزر.  الیگو  های افزار 

مشاهده ویژگی و  معکوس  آغازگر  توالی  وارد کردن  وارد کرآغازگر. ج(  د(  آغازگر های آغازگر.  توالی هر دو   دن 

 .سی ساختارهای ثانویه برای برر
Fig23. a) Overview of Oligo Analyzer software. b) Entering the primer sequence directly and 

observing the properties of the primer. c) Entering the reverse primer sequence and observing 

the properties of the primer. d) entering the sequence of both primers to examine the secondary 

structures. 
 

 توجه Delta G به  ، Self-Dimerتشکیل   بررسی جهت

 PCR صحیح انجام در  مشکلی  4 - تا Delta G .شودمی

نخواهد  معمولاً،  ترمنفی های Delta Gاما د.کر ايجاد 

 يکی برای Duplex مثال اول  در  .بود خواهند سازمشکل

 که همانطور تشکیل شده است. انتخاب شده هایازگرآغ  از

 با نوکلئوتید دو تنها هاآغازگر 3ʹ  ناحیه در شودمی مشاهده
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 مناسب آغازگر طراحی اين حالت برای که اندشده جور هم

 عدد چهار آغازگر 3ʹ سمت در که صورتی در اما،باشدمی

 ار ديگری هنقط بايد ،  شوند جور هم  بیشتر با يا  و نوکلئوتید

مثال  -24)شکل   نمود  انتخاب آغازگر طراحی برای الف(. 

 در که دهدمی نشان را آغازگر  درون بازها  شدن دوم جور

هم نوکلئوتید دو تنها مثال اين  اين که اندشده جور با 

 که صورتی در اما .است مناسب آغازگر طراحی حالت برای

 است بهتر شوند جور با هم بیشتر اي  و نوکلئوتید عدد  پنج

)شکل   انتخاب آغازگر طراحی برای را ديگری نقطه کرد 

 ب(.-24

 

 
.ب( حالت جفت شدن نوکلئوتیدها درون توالی   3`حالت جفت شدن نوکلئوتیدها در انتهای    الف(  -24شکل  

 . آغازگر
Figure 24. a) Pairing mode of nucleotides at the end of `3. b) Pairing mode of nucleotides in the 

primer sequence. 
 

 سه از بیش آغازگر دو  3` انتهای در که داشت توجه بايد

جفت   اين تعداد هرچقدر که مجموع در  و نشوند جفت باز

-را نشان می  هاآغازگرمناسب بودن  ،  باشد کمتر هاشدگی

پس از طراحی آغازگرهای مورد نظر بايد اختصاصی  .  دهد

اط  یردگغازگرها مورد بررسی قرار  بودن آ  مینان حاصلتا 

آغازگر  شود را   ههای طراحی شدکه  فقط قطعه مورد نظر 

سايت به  منظور  اين  برای  کرد.  خواهند    NCBI  تکثیر 

و   کرده  سپس BLAST بخش  درمراجعه   Primer   و 

Blastانجام د  شومی  بررسی 

(-ih.gov/tools/primercbi.nlm.nhttps://www.n

blast.) 

قسمت اين  های  آغازگر  در 

و     CCTCTCTGAATTGACTGTCCCمستقیم

از نظر     GTGGATGCTTGGGTTCCTGAس  معکو

می بررسی   و مستقیم آغازگر توالی.  شونداختصاصیت 

 هایباکس در  و   Primer Parameters بخش در  معکوس

Use my own forward primer و Use my own 

reverse primer  دلیل به د. نشووارد می   (3و 2 )کادر 

 هیچ 1 در کادر در اين بخش هاآغازگر اختصاصیت بررسی

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast


 383 بر غلات  یدآغازگر با تأک یطراح یو راهنما یوانفورماتیکب  یها، ابزارها: انواع، کاربردیمرازپل اییرهواکنش زنج
 

 پیش حالت در 4 کادر تنظیمات  د.  شونمی وارد ایتوالی

-می آغازگر طراحی برای اين پارامترهاد. گیرمی قرار فرض

)شکنباش يکی25ل  د   بلاست  تنظیمات رينمهمت  از (. 

قسمت   اين د.  باشمی Database خشب تنظیمات آغازگر

 برروی هاآغازگر اتصال افزار منر تا گیردمی قرار nr برروی

mRNA و ها DNA قرار  مورد را ژنومی   .دهد بررسی 

 Primer Specificity Checking بخش تنظیمات

Parameters   می فرض پیش صورت به    شودتنظیم 

 Organism کادر در تنظیمات بعدی الف(. در-26)شکل  

 افزارنرم هایگزينه تايپ کرده و ساير را موجود علمی  اسم

داشته   فرض پیش حالت در  روی  پايان در شودمینگه 

-نرم.  ( ب-26  )شکل  شودمی کلیک Get Primer گزينه

 وارد خودکار صورت  به ورودی  هایداده پس از آنالیز افزار

 رسیبر عملیات نتايج  27  شکل  .دش خواهد بعدی صفحه

 اين 1 کادر در .دهد می نشان را هاآغازگر صیتاختصا

اطلاعاتی  GC درصد ، Tmطول توالی، جمله  از شکل 

تشکیل   احتمال همچنین و معکوس و مستقیم هایآغازگر

- 5Self`قبول قابل بیشینه د.کر مشاهده توانمی را دايمر

Complementarity   بهترين و 8 هاآغازگر برای  در 

 Self ′3 برای قبول قابل نهبیشی.  است صفر برابر حالت

Complementarity آلايده حالت و در 3 هاآغازگر  برای 

 جفت اختصاصی اين محصول اندازه 2 کادر  .باشدمی صفر

 کروموزومی ناحیه به همراه شودمی تکثیر که ژنی و آغازگر

 بین اختصاصی همرديفی 3 کادر د.ده می نشان را

 (.27ل )شک دهدینشان م را ژنوم و هاآغازگر

 

 
 

 و وارد کردن پارامترهای مورد نیاز برای بررسی اختصاصیت آغازگر.   Primer Blastافزار ( نمای کلی نرم25شکل  
Fig 25. Overview of Primer Blast software and entering required parameters to check primer 

specificity. 
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 تنظیمات بخش ارگانیسم. ب(   Database. بخش  الف( تنظیمات-26کل  ش
Fig 26. a) Database section settings, b) Organism section settings. 

 
 . آغازگرها اختصاصیت بررسی عملیات ( نتایج27شکل  

Figure 27. The results of the operation of checking the specificity of the primers. 
 

 

ت غیر اختصاصی با  لامحصو  رهاآغازگ  Blastاگر در نتايج  

آيد  اين سوال پیش می  نشان داده شوند،های مختلف  طول

محصو  که اين  تکثیر  لاآيا  هم  عمل  در  اختصاصی  غیر  ت 

بايد دو  می اين سوال  به جواب  برای رسیدن  نه؟  يا  شوند 

را مهم  د  نکته  قرار  توجه  و  ادمورد  قطعات  نخست طول   .

نوکلئوتیدهای  دوم انته Mismatched تعداد   3ʹای  در 

از  آغازگ کمتر  قطعات  طول  که  وقتی  باز    2000ر.  جفت 

شدن    ،باشد تکثیر  روش  ا  هآن احتمال  معمولی    PCRبا 
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جفت باز از    2000بنابراين قطعات کوچکتر از    . پايین است

آغازگر مورد  3ʹ  طرف  ها مخصوصاً Mismatchنظر تعداد

می قرار  انتهايی  گیردبررسی  باز  که  وقتی  عمل  در  ر  د. 

يکآغازگ 3ʹ  طرف تکثیر   ،باشد   Mismatch ر  احتمال 

می  کاهش  شدت  به  مربوطه  تعداد  قطعه  هرچه  يابد. 

باشد   Mismatchاين بیشتر  احتمال   ،ها  به همان نسبت 

 شود. محصول غیر اختصاصی کمتر می تولید

 بحث

ال  يک تکنیک بسیار پیشرفته و در عین ح   PCRمروزه  ا

ه دست آوردن نتايج  يی آن در بساده است که به دلیل توانا

زمینه  ، یکم و  کیفی   اکثر  در  را  خود  پذيری  های  تطبیق 

اختراع است.  ثابت کرده  پزشکی  و  زيستی  با   PCR علوم 

نگاری انگشت  بالینی،  تشخیص  در  آن  ،  DNAکاربرد 

نقش    ،نوترکیب DNA فناوریو    DNA  پروفايل  از  جدا 

زمی ساير  در  باستاننهآن  مردمهای  اسی،  شنشناسی، 

است.    پزشکی بوده  موهبت  يک  مدرن  علم  برای  قانونی، 

موجودات   از  بسیاری  ژنوم  همچنین  و  انسان  ژنوم  کشف 

ديگر از جمله چندين گونه گیاهی منجر به استفاده قوی  

ها برای تجزيه و تحلیل علمی  در هر يک از شکل PCR از

در  PCR جديدتری از  دقیق شده است. آينده کاربردهای

زيست همعلوم  به  را  داشتی  خواهد  در    PCR  دیکل  .راه 

ال  یطراح آغازگر  ضرور   دی گونوکلئوتیدو  است.    ی نهفته 

  نيدقت شود. چند   PCR  یآغازگرها  یاست که در طراح

ی و توال  GC  یپارامتر از جمله طول آغازگر، درصد محتوا

روز   شود. استفاده  نهیبه  د يبا  PCR  تی موفق  یبرا 3ʹ طرف

شده در    ینگهدار  یهایل و توا  ترنتنيافزون از اطلاعات از ا

عمل  ی ژن  یهاداده  گاه يپا شروع  نقاط  طراح  ی از    یهنگام 

  PCR  گسترده   کاربردهایاست.    PCR  یبراآغازگرها  

  برای   یافزارنرم  هایبرنامه  از  ای گسترده  طیف  توسعه  باعث

  ایهگزينه  بررسی  و  بندیطبقه.  ه استشد  آغازگر  طراحی

  منبع  بايد  اهآن  هاییتقابل  و  موجود  هایافزارنرم

 شناسیزيست  علم   .باشد  PCR  برنامه  هر  برای  ارزشمندی

  به  و  است  تغییر  حال  در  سرعت  به  بیوتکنولوژی  ويژه   به  و

 حفظ   برای  هاروش  و   هااستراتژی  مداوم  روزرسانی

 های استراتژی.  است  ضروری  کارآمد   و  سريع  پیشرفت

 رخوردار ب  ایويژه  اهمیت  از  وتکنولوژیبی  در  محاسباتی

  بايد  آغازگرها  کارآمد  طراحی  به  مربوط  هایالگوريتم.  تاس

 Singh etد )شون اصلاح تجربی هایداده  گرفتن نظر در با

al., 2001.)  آنالیز   به  اعتماد   قابل  PCRو    qPCR  يک 

  ويژگی   معنای  به  معمولاً  اين.  دارد  نیاز  خوبی  آغازگرهای

 سیل پتان  يا  سر  سنجاق   ساختارهای  دوجو  عدم  مطلق،

  خوب  طراحی.  است  دما   تحمل  و  ديمريزاسیون  متقاطع

  حاصل  اطمینان  و  بگیرد  نظر   در  را  آمپلیکون  ساختار  بايد 

  عاری  ثانويه  ساختار  از  آغازگر   هدف   هایمکان  که  کند

  .(Bustin & Huggett, 2017د )هستن
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