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ABSTRACT 

Introduction: Since the introduction of Next-Generation Sequencing (NGS) in the early 2000s, this technology has emerged as a transformative advancement in 

the life sciences, significantly propelling genomic, transcriptomic, epigenomic, and other related research fields. The core principles of NGS technology 

encompass library preparation, sequencing, and the analysis of the resulting data. By enabling the parallel sequencing of millions of DNA fragments with high 

accuracy, low cost, and rapid turnaround, NGS has effectively replaced older methods like Sanger sequencing. It has revolutionized our understanding of genetic 

complexities, genome structures, and genetic diversity through the swift and precise sequencing of entire genomes and target regions. Key applications of NGS 

in the life sciences include the identification and study of genes related to quantitative and qualitative traits, genetic diversity studies, population genetics, the 

diagnosis of genetic diseases, epidemiology, microbiome analysis, forensic science, phylogenetics, systems biology, genetic engineering, genome editing, and 

plant and animal breeding. However, the effective use of NGS data necessitates the development of robust computational infrastructure and advanced 

algorithms, as well as the expansion of researchers' knowledge regarding the bioinformatic applications and challenges associated with NGS data analysis and 

interpretation. 

Materials and methods: The present article is a review paper, conducted through content analysis by searching for keywords related to Next-Generation 

Sequencing (NGS), types of NGS sequencing, NGS data analysis, and the applications of NGS in relevant articles found in online databases such as PubMed, 

Web of Science, Google Scholar, and Scopus. 

Results: This study aims to provide a comprehensive guide for the efficient and optimal analysis of NGS data by thoroughly reviewing first-, second-, and third-

generation sequencing methods, examining NGS data analysis pipelines, and exploring the broad applications of NGS in various fields, including cereal 

research. The first section reviews first-generation sequencing (Maxam-Gilbert and Sanger), second-generation sequencing (Illumina, ABI/SOLID, Roche/454 

pyrosequencing, Ion Torrent), and third-generation sequencing (Heliscope, SMRT, and Oxford Nanopore). The second section introduces various NGS 

sequencing methods, such as Whole Genome Sequencing (WGS), Whole Exome Sequencing (WES), Bulk RNA-Seq, and others, and examines their analysis 

pathways. The subsequent discussion elaborates on the application of NGS in diverse areas, including the identification of structural genomic variations (SVs), 

the study of epigenetic changes, microbial population analysis, and agriculture (with an emphasis on cereal breeding). Finally, the advantages and challenges of 

NGS are discussed. 

Conclusion: As a revolutionary technology in genomics, Next-Generation Sequencing has profoundly impacted life sciences research. The reduction in 

sequencing costs, coupled with increased accuracy and the development of new methods, has positioned NGS as a critical tool for a deeper understanding of 

genetics and the development of personalized therapeutic strategies. With ongoing advancements in this field and the integration of NGS with artificial 

intelligence, the future of NGS in enhancing the precision of genetic data analysis and improving therapeutic processes appears promising. 
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نژادی رویکرد به )با لوم زیستیع در( NGSید )یابی نسل جدکاربردهای فناوری توالی واصول 

 غلات(
 

   5دانیال کهریزی و  4سمیه صوفی ملکی ، 3یاله محمدولی ،  2زادهیشرضا درو،  1یزادهمحمدعل یدام
 

 .یرانا ،دانشگاه تهران، کرج یعی،و منابع طب یدانشکدگان کشاورز ی،کشاورز یلاح نباتات، دانشکده علوم و مهندسو اصارشد، گروه زراعت  یدانش آموخته کارشناس 1
 .یرانا ،ارومیه یه،دانشگاه اروم ی،دانشکده کشاورز یاهی،گ یکو ژنت یداستاد، گروه تول 2
 .یرانا ،دانشگاه تهران، کرج یعی،و منابع طب یدانشکدگان کشاورز ی،کشاورز یدانشیار، گروه زراعت و اصلاح نباتات، دانشکده علوم و مهندس 3
 .علوم اعصاب تولوز، فرانسه یتوارشد، انست یدانش آموخته کارشناس 4
 .یرانا ،دانشگاه تربیت مدرس، تهران ی،استاد، گروه بیوتکنولوژی کشاورزی، دانشکده کشاورز 5

 r.darvishzadeh@urmia.ac.ir: رایانامه .نویسنده مسئول 

 چکیده

 گیر درشمچ شرفتیپباعث عنوان یکی از تحولات بنیادین در علوم زیستی، ، این فناوری  به 2۰۰۰در اوایل دهه (، NGSد )یابی نسل جدیتوالیاز زمان معرفی  :مقدمه

این  .های حاصل از آن استیابی و تحلیل داده، توالیکتابخانهتهیه شامل مباحث مربوط به  NGS اصول فناوری اپیژنوم و... شده است. ،، ترنسکریپتوم کیژنوم قاتیتحق

توانسته است ، های ژنومی در زمان کوتاهحجم زیادی از دادهید و  همچنین تولبا دقت بالا و هزینه پایین  و صورت موازیبه DNA ها قطعهیابی میلیونبا توالی فناوری

های ژنتیکی، بزرگ در درک پیچیدگی لابیانق ها و نواحی هدفکامل ژنومو دقیق  ،یابی سریعتوالی و با یابی سنگر شودتری مانند توالیهای قدیمیجایگزین روش

 های مرتبط با صفات کمی و کیفی،ژن و مطالعه توان به شناساییدر علوم زیستی می NGS هایین کاربردتراز مهم .کندساختار ژنوم و تعیین تنوع ژنتیکی ایجاد 

 یمهندسی، اسامانه یشناسستیز ،کیلوژنتیف، یقانون یپزشکی، شناسومیکروبیم ی،ولوژیدمیاپ، یکیژنت یهایماریب صیشخت ،تیجمع کیژنت و تنوع ژنتیکی مطالعات

و  شرفتهیپ یهاتمیو الگور یقو یمحاسبات یهارساختیمستلزم توسعه ز NGS یها، استفاده مؤثر از دادهحالباایناشاره کرد. اصلاح نبات و دام و   ژنوم شیرایو و کیژنت

 .از اطلاعات است میعظ جمح نیا ریو تفس لیتحل یبرا، NGS یهامرتبط با داده یکیوانفورماتیب یهاچالش در رابطه با کاربردها و اطلاعات محققان گسترشهمچنین 

انواع (، NGSیابی نسل جدید )توالی یهاواژه دیکل یبا جستجو (Content analysisا )محتو لیتحل وهیکه به ش باشدیم یمقاله حاضر یک مقاله مرور :هامواد و روش

 PubMed ،Web of science ،Google یاینترنت یهابط در پایگاهرتم یهار مقاله، د NGSیابی، کاربردهای توالیNGSهای داده تجزیه و تحلیل، NGSیابی توالی

scholar  وScopus به دست آمده است. 

در  NGSگسترده  یو کاربردها NGS یهاتجزیه و تحلیل داده ریمس یبررس،  نسل اول، دوم و سوم یهایابییتوالی لیبا مرور تفص قصد دارد مطالعه نیا ها:یافته

. به ارائه نماید یابی نسل جدیدداده های حاصل از توالی نهیکارآمد و به تجزیه و تحلیل یبرا یتقریباً کامل یراهنمایله تحقیقات غلات، جم از مختلف یهانهیزم

 Illumina ،ABI/SOLID ،Roche/454 pyrosequencing ،Ionم )دوگیلبرت و سنگر(، نسل-های نسل اول )ماکسامیابیبه مرور توالیدر بخش اول  منظوراین

Torrent)  و( نسل سومHeliscope ،SMRT ،Oxford Nanopore )هاییابیانواع توالی. سپس در بخش دوم پرداخته شد NGS مانند :Whole genome 

sequencing; WGS ،Whole exome sequencing; WES ،Bulk RNA-seq ر ادامه کاربرد د و اندشده و مسیر تجزیه و تحلیل آنها بررسی عرفیو سایر روش ها م

)با  ی، کشاورزیکروبیم تیتجزیه و تحلیل جمع ی،کیژنتیاپ راتییمطالعه تغ (،SVsمی )ژنو یتنوعات ساختار ییاشناسیابی نسل جدید در حوزه های مختف مانند توالی

 .گردیدیان ید بنسل جد یابییتوال ی پیشرویهاو چالش ایمزا در نهایتبر بهنژادی غلات( توضیح داده شد.  تأکید

ها و افزایش دقت داشته است. کاهش هزینه علوم زیستییابی نسل جدید به عنوان یک فناوری انقلابی در ژنومیک، تأثیر بسزایی در تحقیقات توالی گیری:نتیجه

سازی شده تبدیل ه راهبردهای درمانی شخصیبه ابزاری کلیدی برای درک بهتر ژنتیک و توسع NGS های جدید، باعث شده است تایابی به همراه توسعه روشتوالی

های ژنتیکی و بهبود فرایندهای درمانی بسیار تر دادهدر تحلیل دقیق NGS یهای مداوم در این حوزه و ترکیب این فناوری با هوش مصنوعی، آیندهشود. با پیشرفت

 .رسدروشن به نظر می

 .(NGS) یدنسل جد یابییتوال یابی؛یتوال یهاپلتفرم ک؛ماتییوانفورب یم؛حج یهاداده یزآنال های کلیدی:واژه

 مروریمقاله اله: مق نوع

 14۰3/ ۰1/ ۰8 انتشار آنلاین:، 3۰/11/14۰2 یرش:ذپ 13/11/14۰2 اصلاح: 3۰/11/14۰2 وع مقاله: دریافت:ن

( در علوم NGSنسل جدید ) یابییتوال یفناور یاصول و کاربردها (.14۰3) .د، کهریزیو . س، صوفی ملکی ،.و، محمدی .،ر، زادهیشدرو .،ا، یزادهمحمدعل: داستنا

 :cbb.2024.11011.1080 DOI/10.22126.  231-11۰(، 3)2 ،غلاتی بیوشیم و بیوتکنولوژی .(غلات نژادی¬به یکرد)با رو یستیز
 

 نویسندگان. ©                                                                            دانشگاه رازیناشر: 
 

https://www.orcid.org/0000-0000-0000-0000
mailto:r.darvishzadeh@urmia.ac.ir
https://www.orcid.org/0000-0001-5991-4411
https://www.orcid.org/0000-0000-0000-0000
https://www.orcid.org/0000-0000-0000-0000
https://www.orcid.org/0000-0001-8981-7233
mailto:r.darvishzadeh@urmia.ac.ir
mailto:r.darvishzadeh@urmia.ac.ir
https://doi.org/10.22126/cbb.2024.11011.1080


 112 .11۰-231(، 1)3، 14۰3غلات،  یوشیمیو ب لوژیتکنویوان/ بو همکار یزادهمحمدعل
 

 

 مقدمه

 یفناور کیبه عنوان  1(NGS)د ینسل جد یابییتوال

 یقابل توجهطور به ک،یژنوم نهیدر زم شرفتهیپ

 یهاژنوم لیپژوهشگران را در مطالعه و تحل یهاییتوانا

دهه  لیکه در اوا یفناور نیاست. اداده  شیافزا دهیچیپ

 کمتر نهیو با هز عیسر یابییمکان توال، اشد یرفمع 2۰۰۰

DNA و RNA را فراهم کرده اس( تMardis, 2013.) 

 نیگزیتوانسته است به سرعت جا  NGSفناوری 

 Sanger) سنگر یابییمانند توال تریمیقد یهاروش

sequencing) قطعه هاونیلیقادر است م رایشود، ز 

DNA د )نک یابییتوال یرا به صورت موازSchuster, 

از  یکیبه  NGS باعث شده تا تیقابل نیا (.2008

 .شود لیتبد یو پزشک یکیتژن قاتیدر تحق یاصل یابزارها

را  یریچشمگ یهاشرفتیپ NGS یفناور ،یزمان معرف زا

ه از جمل یمختلف یهاتجربه کرده است. پلتفرم

Illumina ،Ion Torrent   وPacific Biosciences هر ،

با دقت و  یابییخاص خود، امکان توال یهایژگیبا و کی

 نیا(. Mardis, 2008د )انسرعت بالا را فراهم کرده

 یکیزیو ف ییایمیش یهااز روش هها با استفادپلتفرم

 یازهایتا بر اساس ن دهندیمتفاوت، به محققان امکان م

 .انتخاب کنندرا  نهیگز نیخود، بهتر یهاخاص پروژه

در  یاگسترده یدهاربرکا دیدنسل ج یابییتوال 

در بطور مثال دارد.  یمختلف علم یهانهیزم

 ،یکیژنت یهایماریب صیتشخ یبرا  NGS،یپزشک

درمان  یراهبردها نیسرطان و تدو یهاجهش ییشناسا

 
1 Next generation sequencing 

 & Behjati) شودمیشده استفاده  یسازیشخص

Tarpey, 2013 .)یفناور نیا ،یولوژیکروبیم تاقیدر تحق 

ها بر آن ریو فهم تأث یانسان یهاومیبکرویم مطالعه یبرا

 Human Microbiomeد )رویبه کار م یماریسلامت و ب

Project Consortium, 2012.) بر اینعلاوه،NGS   در

در  یکیژنت راتییتغ یبررس یبرا یتکامل یشناسستیز

ستفاده ها اگونه نیب یطول زمان و درک روابط تکامل

که اذعان نمود  انتومی (.Metzker, 2010) شودمی

افزایش چشمگیر سرعت به منجر  فناوریاین  معرفی

شده است. های مختلف تحقیقات علمی در حوزهمطالعات 

با  NGS یهاداده لیمتعدد، تحل یایوجود مزا با

 ازمندیها نداده یهمراه است. حجم بالا ییهاچالش

 یبرا شرفتهیپ یکیوانفورماتیبو  یاتاسبمح یابزارها

 Nielsenت )اس حیصح ریو تفس لیو تحل هیتجزش، دازپر

et al., 2011 .)کارآمد و  یافزارهارو، توسعه نرم نیاز ا

 NGS یهاداده لیو تحل تیریمد یابر دیجد یهاروش

 .است یضرور یامر

 یهایدر فناور نینو یهاشرفتیبا پ NGS ندهیآ 

ش . کاهرسدیها روشن به نظر مادهد لیو تحل یابییتوال

به همراه توسعه  یابییدقت توال شیو افزا هاهنیهز

 قاتیدر تحق NGS که رودیانتظار م د،یجد یهاروش

مورد  یترگستردهطور به ینیبال یو کاربردها یعلم

 بیترک ن،یهمچن(. Mardis, 2017د )ریاستفاده قرار گ

NGS یصنوعهوش م نندما یگرید یهایبا فناور 

 یهاها و توسعه درمانداده ریتفس فرایندبه بهبود  تواندیم

 (.Libbrecht & Noble, 2015د )کمک کن دیجد



 113 (غلات نژادیبه یکرد)با رو یستی( در علوم زNGSنسل جدید ) یابییتوال یفناور یاصول و کاربردها
 

 یفناور کیبه عنوان  دینسل جد یابییتوالدر مجموع  

در  ییبسزا ریتوانسته است تأث ک،یدر ژنوم یانقلاب

 هاشرفتیداشته باشد. با ادامه پ یو پزشک یعلم قاتیتحق

درک بهتر  یبرا یدیبه ابزار کل  NGSها،نهیش هزو کاه

شده  یسازیشخص یدرمان یو توسعه راهبردها کیژنت

یابی های در این مطالعه ابتدا توالی .خواهد شد لیتبد

تفصیل مرور خواهند شد سپس  نسل اول، دوم و سوم به

یابی نسل توالیهای روشانواع  هداد تجزیه و تحلیلمسیر 

د مور یدیابی نسل جدنهایت کاربرد توالیرسی و در دوم بر

 حث قرار خواهد گرفت.ب

 یابی نسل اول توالی

 ,.Avery et alن )های آوری و همکارابراساس پژوهش

های دئوکسی مشخص شد که مولکول (،1944

ها ماده وراثتی سلول یا 2(DNA) ریبونوکلئیک اسید

ل شامکه  DNA ایساختار هلیکس دو رشتهد. هستن

سون و سط واتتو 1953نوکلئوتید است، در سال  چهار

گیری نظریه این کشف به شکل و  کریک تعیین شد

د شناسی مولکولی منجر شدر زیست 3سنترال دوگما

(Watson & Crick, 1953; Crick et al., 1970 .) در

ای و فردی ژنومی به صورت گونه  DNAبیشتر موارد،

ی بررسی عملکرد ای آن براهو از توالی شودمیتعریف 

. شودمیموجودات زنده استفاده  اسرار سلول و رمزگشایی

های در زمینهشناسان زیستیابی به های توالیروش

های پاتوژن و ، یافتن ژن4سازیسانههمانند بسیاری 

 
2 Deoxyribonucleic acid 
3 Central dogma of molecular biology 
4 Cloning 

یابی های توالیروشکنند. ای کمک میمطالعات مقایسه

ای ، دریچه6با توان عملیاتی بالا 5(NGSد )نسل جدی

اند. همچنین، دهباز کرجدید در تحقیقات زیست پزشکی 

یابی نسل جدید انقلاب بزرگی در یهای توالوجود دستگاه

 (.Church & Gilbert, 1984ت )ژنتیک ایجاد کرده اس

ی است که از طریق آن ترتیب قرار فرایندیابی توالی

ز . اشودمیتعیین  DNA گرفتن نوکلئوتیدها در یک رشته

یادی های زتا به امروز، تلاش DNA ف ساختارمان کشز

 صورت گرفتهمل ژنوم جانداران مختلف یابی کابرای توالی

توسط  197۰در اوایل دهه  DNA هایاولین توالی است.

های بسیار دشوار و پژوهشگران با استفاده از روش

به دست آمد  7پرزحمت بر اساس کروماتوگرافی دو بعدی

خودکار  تجزیه و تحلیلهای روشا پیشرفت و به تدریج ب

تر تر و سریعآسان  DNA یابیالیر رنگ، انجام توبتنی بم

 (.Olsvik et al., 1993د )ش

 یابیهای تعیین توالی کامل، توالییکی از نخستین نمونه 

RNA مربوط به ژنوم باکتریوفاژ MS2 التر بود که توسط و

های بین سال 9گنت دانشگاهو همکارانش در   8زفیر

رفت سریع یشاز پپیش  .انجام شد 1976و  1972

، 197۰، در اوایل دهه DNAی های تعیین توالوشر

در  سنگرهای بسیار پرزحمتی توسط فردریک روش

و  11توالتر گیلبرانگلستان و همچنین  1۰کمبریجه دانشگا

 
5 Next generation sequencing 
6 High throughput 
7 Two-dimensional chromatography 
8 Walter Fiers 
9 Ghent 
10 Cambridge 
11 Walter Gilbert 
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د کار گرفته شبه 13هاروارد ر دانشگاهد  12مآلن ماکسا

(Olsvik et al., 1976; Jou et al., 1972; 

Pettersson et al., 2009; Maxam et al., 1977 .) به

گیلبرت و ماکسام با استفاده  1973عنوان مثال، در سال 

عیین ت 14اینقطه تجزیه و تحلیلاز روش شناخته شده 

جفت باز را گزارش دادند. این روش به عنوان  24توالی 

 پرمشقتشناخته شد و یک روش  15برش شیمیاییروش 

د یایی بوش شیمو بر اپرتوزمبتنی بر استفاده از مواد و 

(Gilbert et al., 1973 .) و  سنگر، 1977در سال

را  16هختم زنجیرهمکارانش روش تعیین توالی بر مبنای 

پیشنهاد کردند که به دلیل آسان بودن نسبی و قابل 

اطمینان بودن، به روش انتخابی تعیین توالی تبدیل شد. 

بر  DNA  مبنای تعیین توالی بازهای ین روش براساس ا

 در حال تکثیر در نقاط مختلف DNA م سنتزاس ختاس

DNA و جداسازی قطعات کوچک DNA ت اس

(Maxam et al., 1977; Sanger et al., 1975; 

Sanger et al., 1977 .) 

 گیلبرت -ماکسامیابی توالی

والتر ، آلن ماکسام و 1977تا  1976 یهادر فاصله سال

داع کردند. با DNA یتوال نییتع یبرا نینو یروش برتلیگ

شکاف  جادیو ا DNA ییایمیش راتییتغ هیروش بر پا نیا

روش دو  نیخاص استوار بود. گرچه انتشار ا یدر بازها

 
12 Allan Maxam 
13 Harvard 
14 Wandering spot analysis 
15 Chemical cleavage 
16 Chain-termination 

 نییدرباره تع 17نو کولسو سنگر شرویسال پس از مقاله پ

 لیصورت گرفت، اما به دل 18یمنف-مثبت یهاشتهر یتوال

سرعت  خالص شده، به DNA از میاده مستقاستف تیبلقا

  .تمورد توجه قرار گرف

 یکلون کردن هر نقطه شروع برا ازمندین سنگر هیاول روش

 شرفتی، با پحال این بابود.  یاتک رشته DNA دیتول

به  لبرتیگ-روش ماکسام ،19یسازرهیزنجروش ختم 

ل شام امر نیا لیخود را از دست داد. دلا تیمحبوب جیتدر

خطرناک،  ییایمیش از مواد ادیروش، استفاده ز یدگیچیپ

نمونه و عدم امکان استفاده  یدر حجم بالا دکاربر یدشوار

روش  نیا .بود یشناسستیاستاندارد ز یها2۰تیدر ک

 پرتوزابا مواد  DNA 5´ یدار کردن انتهامستلزم نشان

ز و با استفاده ا نازیواکنش ک قیاز طر طور معمولبه)

(ATP P32-Gamma)   است. پس از آن، قطعهDNA 

. سپس با استفاده شودمی یسازخالص یتوال نییتع یبرا

 دو ای یک از یشکست در بخش کوچک ،ییایمیش ماریاز ت

 4از  کیدر هر  دینوکلئوت چهار جموعاز م دینوکلئوت

، 23سیتوزین، گوانین+22آدنین، 21گوانین)واکنش 

فرمیک  مثال: به عنوان .شودمی جادیا (24تیمین+سیتوزین

 DNA از ساختار (A+G)ها یناسید برای حذف پور

 نامند. می 25زداییرا پورین فرایند. این شودمیاستفاده 

 
17 Ground-breaking 
18 Plus-minus sequencing 
19 Chain termination method 
20 Kit 
21 Guanine (G) 
22 Adenine (A) 
23 Cytosine (C) 
24 Thymine (T) 
25 Depurinated 
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ها، از دی ها و تا حدودی آدنینگوانین کردنمتیلهبرای 

 کردنمتیلهی . هیدرازین براشودمیمتیل سولفات استفاده 

افزودن  ود.رر میکا به (تیمین+سیتوزین) هاپیریمیدین

شود که دروژنی باعث میهیش واکنبه  کلرایدسدیمنمک 

هایی که فقط حاوی تیمین در واکنش شدنمتیله

 در. (Maxam et al., 1977) سیتوزین هستند، مهار شود

 است، توسط افتهیشکل  رییکه تغ DNA مرحله بعد،

شکسته  افتهیرییتغ دیگرم در محل نوکلئوت 26پیپریــدینِ

 رییغت نیکه موجب ا ییایمیمواد ش زانی. مشودیم

هر  نیانگیمطور بهکه  شودمی میتنظ یابه گونه شوندیم

 فرایند نیرا تجربه کند. ا رییتغ کیتنها  DNA مولکول

که  شودمیدار از قطعات نشان یامجموعه دیلمنجر به تو

نقطه  نیدار و اولنشان یانتها نیب یمتفاوت یهافاصله

کنش حاصل از چهار وا قطعات .ل دارندهر مولکو برش در

بر  یجداساز یده شده و براتلف در کنار هم قرار دامخ

 27افتهی تیماه رییتغ دیآم لیژل آکر یاساس اندازه، رو

 لمیقطعات، ژل و ف نیمشاهده ا ی. براشوندیالکتروفورز م

در نقاط  لمی. فرندیگیقرار م گریکدیکنار  یولوژیراد

 رهیت یواهد بود، که نوارهاخ کیو تار روشنمختلف 

 قیهستند و از طر DNA دارقطعات نشان هدهندنشان

  .(1 شکل) شودمیاستنتاج  DNA یها توالآن

شناخته  ییایمیش یتوال نییکه به عنوان تع روش نیا

 یبعدها منجر به ابداع روش سنجش تداخل ،شودمی

 یهامکان ییشناسا یروش برا نیاد که ش 28ونیلاسیمت

 
26 Piperidine 
27 Denaturing acrylamide 
28 Methylation interference assay 

 ردیگیم ه قرارمورد استفاد DNAبه  هانیپروتئ اتصال

(Maxam et al., 1977 .):قطعات حاصل   استنتاج رشته

و  یجداساز دیآملیژل آکر یاز چهار واکنش مختلف رو

 ی. براشوند کیتا بر اساس اندازه تفک شوندیالکتروفورز م

قرار  X ها، ژل در معرض پرتوبخش نیساختن ا انینما

 ارک نیا انجام شود. 29یوگرافیاتوراد ایندفرتا  ردیگیم

دهنده که نشان شودمی یارهیت یباعث ظهور نوارها

وجود  یبررس با .شده هستند پرتوزا یهامولکول تیموقع

رشته را  یتوال توانیقطعات، م یعدم وجود برخ ای

ش هم در واکن یاستنباط کرد. به عنوان مثال، اگر نوار

C+T نشو هم در واک C بدان معناست  نیده شود، امشاه

 قرار دارد. اگر نوار فقط در C باز ت،یعآن موقکه در 

در آن  T دهنده حضور بازشود، نشان دهید C+Tش واکن

 یبرا ییهااستدلال توانیمشابه، مطور به .است مکان

روش امکان  نیارائه داد. ا زین Gو  A یبازها صیتشخ

 کندیم را فراهم DNAکامل رشته  یتوال یبازساز

(Maxam et al., 1977). 

 

 
29 Autoradiograph 



 116 .11۰-231(، 1)3، 14۰3غلات،  یوشیمیو ب لوژیتکنویوان/ بو همکار یزادهمحمدعل
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 ایرشته دو DNA دهداجازه می که است شیمیایی تخریب روش یک این. گیلبرت-مکسام توالی تعیین -1 شکل

(dsDNAبدون ) جاندار درون سازیهمسانه مراحل به نیاز (in vivo )تعیین توالی شود. 

Figure 1. Maxam-Gilbert sequencing. It is a chemical degradation method that allows double-

stranded DNA (dsDNA) to be sequenced without the need for in vivo homogenization steps. 

 30ختم زنجیرسازی یابیتوالی

 سنگرسازی، که به نام روش ختم زنجیره یابیتوالی روش

رایی بالاتر، استفاده کمتر ا، به دلیل کشودمینیز شناخته 

در  ییپرتوزاتر میایی سمی و سطح پایینیاز مواد ش

مقایسه با روش ماکسام و گیلبرت، به سرعت به روش 

  بر استفاده از 31سنگرترجیحی تبدیل شد. اساس روش 

به  32(ddNTPs) دئوکسی نوکلئوزید تری فسفاتدی

ت استوار اس DNAه دهنده زنجیرعنوان عامل خاتمه

(Sanger et al., 1975; Sanger et al., 1977 .) روش

ای تک رشته DNA سازی نیازمندکلاسیک ختم زنجیره

دئوکسی پلیمراز،   33DNAآغازگربه عنوان الگو، 

و نوکلئوتیدهای تغییر ( dNTPs) نوکلئوتید تری فسفات

 
30 Chain-termination sequencing 
31 Sanger 
32 Di-deoxynucleotide 
33 Primer 

 رای پایان دادن به طویل شدن رشتهب (ddNTPs) یافته

DNA  روشاست. در این،ddNTPs  با طور معمولبه  

S35آمید شوند و روی ژل آکریلمیدار ننشا پرتوزا

ای جدا گردند. سپس ژل از صفحه شیشهالکتروفورز می

گیرد. پس از شده و یک فیلم رادیولوژی روی آن قرار می

د شونبر فیلم، نتایج تفسیر می پرتوزااثرگذاری مواد 

(Sanger et al., 1975; Sanger et al., 1977.)  ،بعدها

برای  نسافلورسدار شده با انشن ddNTP گیری ازبا بهره

آمید در دستگاه، تعیین توالی و الکتروفورز روی ژل آکریل

در این  .ر درآمدخودکانیمهتعیین توالی به صورت  فرایند

برای واکنش تعیین توالی به چهار  DNA ، نمونهروش

تمامی چهار  هر گروه شامل و شودمیگروه مجزا تقسیم 

 ,dTTP, dATPد )ندارااست نوکلئوتیدیدئوکسنوع 

dGTP, dCPT) و DNA لوله مراز است. سپس به هر پلی
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 دنوکلئوتیدئوکسیچهار دیواکنش، تنها یکی از 

(ddTTP, ddATP, ddGTP, ddCPT)  که نقش

. این شودمیدهنده زنجیره را دارند، اضافه خاتمه

ضروری برای تشکیل پیوند  OH´3نوکلئوتیدها فاقد گروه 

نکته کلیدی در  .دو نوکلئوتید هستند ینب استرفسفودی

ها در ddNTPز این روش، استفاده بسیار اندک از هر یک ا

زنجیره در حال  شودمیهر لوله است. این امر باعث 

 dNTP را به جای ddNTP تصادفیطور بهساخت 

 Sanger et) استفاده کرده و در نتیجه تکثیر متوقف شود

al., 1975; Sanger et al., 1977) بنابراین، تکثیر در .

ی در لوله حاو) dATP نقاط مختلفی که مثلاً باز

ddATP ) منجر به  فرایند. این شودمیقرار دارد، متوقف

 .گرددهای متفاوت میبا طول DNA تشکیل قطعات

دار و تازه ساخته شده توسط حرارت نشان DNA قطعات

 د و بر اساس اندازه )با دقت تفکیک تکنشومی34واسرشت

 ،اوره تغییر شکل یافته-آمیدنوکلئوتیدی( روی ژل آکریل

طور بهشوند. هر یک از چهار واکنش الکتروفورز می

الکتروفورز  T و  A ،C ،Gک جداگانه در یکی از چهار چاه

تصویربرداری از طریق  DNA . سپس باندهایشودمی

  DNAل مشاهده شده و توالیبقا 35خودکار رادیوایزوتوپی

ژل یا فیلم رادیولوژی خوانده روی تصویر  زمستقیماً ا

حضور هر خط، قطعه یا باند تیره در یک خط  .شودمی

است که  DNA دهنده یک بخش از توالیعمودی نشان

یک  تلفیق از پسنتیجه ختم زنجیره 

 یا  ddATP ،ddCTP ،ddGTP دنوکلئوتیدئوکسیدی

 
34 DNA denaturation 
35 Utomated radioisotope imaging 

ddTTP است. در این روش، موقعیت نسبی ه ربه زنجی

ز پایین به ای مختلف در بین چهار مسیر عمودی )اهباند

 Sanger) شودمیاستفاده  DNA بالا( برای خواندن توالی

et al., 1975; Sanger et al., 1977 .)این معنی که  به

ترین باند مربوط به همان بازی است که در مسیر آن پایین

ترین باند مربوط به مثال اگر پایین شده است. بطور دیـده

باشد نشان میدهد که شروع با این باز  A یر رشتهسم

این باز باشد نشان باز نیز بالاتر از  اسـت و اگـر دومـین

اگر باز بعدی در خانه  ت.اس Aمیدهد که دومین باز نیـز 

خواهد بود. بنابراین،  Tباشـد بـاز بعـدی T بـه  طمربـو

خواهیم داشت. این روند  AAT توالی لبرای سه باز او

یابد تا ستون ادامه میندن به سمت بالا بین چهار اخو

از طرفی  .(2شکل ) توالی تا حد امکان مشخص شود

توان از دیگر، برای تعیین توالی در روش ختم زنجیره می

یا از یک  پرتوزادار شده با فسفر نوکلئوتیدهای نشان

 استفاده نسافلورس با رنگ 5ʹدار در انتهاینشان آغازگر

-در توالی نسافلورس رنگ دارای آغازگر از هداستفا. کرد

 امکان و کرده تسریع را نوری سامانه در خوانش یابی،

کند، که این امر این م میفراه را فرایند خودکار انجام

 .کندمعرفی میی مقرون به صرفه روشبه عنوان  را روش

و همکارانش با  36دهای بعدی توسط لروی هووپیشرفت

دار و آغازگرها، زمینه را برای انشن ddNTPs استفاده از

 ها و تعیین توالیاتوماسیون این روش توسط دستگاه

DNA د )در مقیاس وسیع فراهم کرSanger et al., 

1975; Sanger et al., 1977 .)  

 
36 Leroy Hood 
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 سنگر روش با DNA یابییوالت -2 شکل

Figure 2.  DNA sequencing by Sanger method 

کرد. بعدها، استفاده می پرتوزاواد ین روش از مدر ابتدا، ا

 در دستگاه تعیین توالی نیمه سوئد Pharmacia شرکت

و در  38نفلوئورسیاز از تک رنگ  ALF37ک اتوماتی

بهره گرفت. هر  CY539گ از رن  ALF Expressدستگاه

ر چاهک ها در چهادو دستگاه نیازمند ریختن نمونه

 
37 ALF: Amplification of linearly-enriched 

fragments 
38 Fluorescein 
39 Cyanine, Cy5 is fluorescent in the far-red 

region (~650 excitation, 670 nm emission) 

فاده از ژل آکریل آمید جداگانه بودند و جداسازی با است

  (.Ansorge et al., 1993د )شانجام می

 Applied میلادی، شرکت 9۰در اوایل دهه 

Biosystems  آمریکا دستگاهی را به بازار عرضه کرد که

با استفاده از چهار رنگ فلورسنتی و لیزرهای مختلف با 

کرد. در این روش، یین توالی میهای متفاوت، تعطول موج

چهار چاهک برای یک نمونه، از یک چاهک به جای 

راین ظرفیت تعیین توالی چهار برابر شد؛ بناباستفاده می

بود. این دستگاه نیز به ژل آکریل  ALF شتر از روشبی



 119 (غلات نژادیبه یکرد)با رو یستی( در علوم زNGSنسل جدید ) یابییتوال یفناور یاصول و کاربردها
 

ها این روش(. Ansorge et al., 1993د )آمید وابسته بو

تر کردند. به ادهس را DNA تا حد زیادی تعیین توالی

هایی بر اساس ختم حاضر کیت عنوان مثال، در حال

س است که به صورت رت تجاری در دسترزنجیره به صو

مورد نیاز برای تعیین توالی  هایآماده حاوی معرف

هایی مانند غیر کاستی، این روش حالبااینهستند. 

یا ساختار  DNA اختصاصی بودن محل اتصال آغازگر به

مده از تواند صحت نتایج به دست آدارد که می DNA دوم

( ,.Ansorge et alد )را تحت تأثیر قرار ده DNA توالی

مبتنی بر استفاده از  4۰سنگرشیوه همانطور که بیان شد 

طبیعی  فرایندی مشابه فرایندمراز و پلی DNA آنزیم

ماده  سنگر .از یک رشته الگو است DNA همانندسازی

کرد که را شناسایی  41لئوتیدی نوکدئوکسنام دیخاصی ب

ادامه  شودمیآن در محیط همانندسازی باعث  ریگیبکار

پس از جفت شدن این ماده با  DNA همانندسازی

نوکلئوتید متناظرش متوقف شود. با هدف استفاده از 

در ترکیب  DNA حسگرهای نوری برای خواندن توالی

تید ر نوع نوکلئونوکلئوتید متناظرش با هکسیدئودی

ار رد استفاده قرموج معینی مو رسانس با طولعنصر فلو

گیرد و از این طریق نوع نوکلئوتید انتهای رشته می

روش مربوط . همانندسازی شده قابل تشخیص خواهد بود

خلاف شیوه ماکسام و گیلبرت که  بر( 1977به سنگر )

 DNA مبتنی بر انجام تعداد زیادی واکنش شیمیایی روی

با  ؛دسازی نیاز دارمتعدد خالص رو به مراحل است و از این

های به تواند رشتهتر میطی مراحل آزمایشگاهی ساده

 
40 Sanger 
41 Di-deoxynucleotide 

با این شیوه سنگر  .یابی کندنسبت بلندتری را توالی

کامل طور بهرا  ϕ x174 ژنوم ویروس 1977توانست در 

 Sanger et al., 1975; Sanger et) کندتوالی تعیین 

al., 1977.)  

ر گرفته بکا یابیتوالی ارخودکر اولین ماشین یکرد داین رو

بار  ژنوم چندین جاندار ساده، این توالی شد که توسط آن

-شین توالی. ماکامل تعیین شدطور به هافراتر از ویروس

ل مد Applied Biosystems capillary tube یابی

(ABI3730X) ت اولین بار مورد استفاده قرار گرفت. صح

ه فزایش طول رشتنده شده با ائوتیدهای خوادرستی توکل

طور بهبنابراین برای تعیین توالی یک ژنوم  ؛یابدکاهش می

  .کامل ترفندهای خاصی بکار گرفته شد
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 Applied biosystems ABI3730X-DNA analyzer یاب دستگاه توالی -3شکل 

Figure 3. Applied biosystems ABI3730X-DNA analyzer sequencing device 

-Dye   گرن از استفاده با یرساززنجی متخ

termination 
  42گرنسازی با استفاده از یابی ختم زنجیرهروش توالی

است  DNAی پیشرفته برای تعیین توال هایروشیکی از 

 روش. این شودمینیز شناخته  سنگرکه به نام روش 

 ایگستردهطور بهو  طراحی شده سنگرتوسط فردریک 

 نیتروژنی در بازهای ق توالیسایی دقیبرای شنا

 ,Sanger, Nicklenد )روبه کار می DNA هایمولکول

& Coulson, 1977.)  شامل چند مرحله  فراینداین

 DNA کلیدی است که در نهایت به شناسایی دقیق توالی

مورد نظر از نمونه   DNA. در ابتدا، شودمیمنجر 

برای تا به عنوان الگو  شودمیسازی و خالصاستخراج 

سازی مورد استفاده قرار گیرد. سپس، یرهکنش زنجوا

 DNA ،آغازگرالگو،  DNA مخلوط واکنش شامل

و  (dNTPsی )نوکلئوتیدهای طبیعمراز، دئوکسیپلی

که با  (ddNTPsه )دهندنکلئوتیدهای خاتمهدئوکسی

 
42 Dye-terminator sequencing 

اند، آماده هگذاری شدهای فلورسنت متفاوت نشانهرنگ

هستند که برای  OH-'3وه ها فاقد گرddNTP. شودمی

استر ضروری است، بنابراین وقتی  دی تشکیل پیوند فسفو

شوند، سنتز زنجیره به زنجیره در حال سنتز اضافه می

در هر مرحله از (. Smith et al., 1986) شودمیمتوقف 

 dNTP به جای  ddNTP سنتز، احتمال اضافه شدن یک

تولید  منجر بهتصادفی طور به ندفرایود دارد که این وج

 شودمیهای مختلف با طول DNA ای از قطعاتمجموعه

 Prober etد )انخاتمه یافته ddNTP که هر کدام به یک

al., 1987 .) این قطعاتفراینددر ادامه ، DNA  با

 Capillaryی )ااستفاده از الکتروفورز موئینه

electrophoresis) ن مرحله، شوند. در ایسازی میجدا

لوله نازک که در آن میدان  یق یکاز طر DNA قطعات

کنند. قطعات کوچکتر ، حرکت میشودمیالکتریکی اعمال 

رسند. در تر حرکت کرده و زودتر به انتهای لوله میسریع

-ه های فلورسنت متصل بانتهای لوله، یک لیزر به رنگ
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ddNTP فلورسنت نمایانگر . هر رنگ شودمیها تابیده

تیمین، سیتوزین، و آدنین، روژنی )ی از چهار باز نیتیک

ای با تشخیص ین( است و دستگاه الکتروفورز موئینهگوان

د کنرا مشخص می DNA ها، ترتیب بازهایاین رنگ

(Prober et al., 1987; Ansorge, 2009 .) نتایج به

که  شودمیدست آمده به صورت کروماتوگرام نمایش داده 

ها داده ست. اینروژنی انگر یک باز نیتایانم قلهدر آن هر 

 افزارهای خاص تحلیل شده و توالی نهاییسپس توسط نرم

DNA  یکی از مزایای اصلی این (4)شکل  شودمیتعیین .

است، به  DNA روش، دقت بالای آن در تعیین توالی

بلند )تا حدود  به نسبتهای توان توالیطوری که می

 ,Metzkerد )ردقت بالا تعیین ک باز نیتروژنی( را با 1۰۰۰

2010   .) 

که  (Sanger sequencing) سنگریابی روش اصلی توالی

 روشتوسعه یافت، از  سنگرتوسط فردریک  197۰در دهه 

برد، اما به جای استفاده از خاتمه زنجیره بهره می

های یا روش پرتوزامواد های فلورسنت، از رنگ

 د. در این روش، ازشی دیگر استفاده میگذارنشانه

طور به (ddNTPsه )دهندتیدهای خاتمهنوکلئودئوکسی

جداگانه و در چهار واکنش مختلف برای هر یک از چهار 

 فرایند. این شودمیاستفاده ( Gو  A ،T ،Cی )باز نیتروژن

که  شودمیهای متفاوت منجر به تولید محصولاتی با طول

اند. سپس یافتهنیتروژنی خاص خاتمه هرکدام در یک باز 

ر ژل ستفاده از الکتروفورز دت با ان محصولاای

شوند و نتایج با استفاده از آمید جداسازی میاکریلپلی

 & Maxamد )شونیا فلورسانس تحلیل می اتورادیوگرافی

Gilbert, 1977 .)بر بودن و این روش به دلیل زمان

 خطرناک پرتوزامواد  اش، نیاز به استفاده ازپیچیدگی

که به عنوان نسخه  Dye-terminationروش .داشت

-ز ، با استفاده اشودمیشناخته  سنگرروش  یافتهبهبود

ddNTPهای فلورسنت، این گذاری شده با رنگهای نشانه

 هایفناوریمشکلات را برطرف کرده و امکان استفاده از 

فلورسنت  ای و لیزرهایجدیدتری مانند الکتروفورز موئینه

و کارایی  جهی دقتقابل توطور بهکند، که یرا فراهم م

 ,.Prober et alت )یابی را افزایش داده استوالی فرایند

ایمنی کار با این روش را تنها نهاین تغییرات (. 1987

تر نتایج بهبود بخشید، بلکه امکان تحلیل خودکار و سریع

استاندارد  را نیز فراهم کرد. این روش هنوز به عنوان

و در  شودمی شناخته DNA یابیای توالیطلایی بر

بسیاری از کاربردهای بالینی و تحقیقاتی مورد استفاده 

 (. Shendure & Ji, 2008د )گیرقرار می
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 Dye-termination   ختم زنجيرسازي با استفاده از رنگ - 4شکل 

Figure 4. Termination of chaining using Dye-termination color

و از نقاط  ژنوم مکرراً تعیین توالی کامل،ی هاشثر رودر اک

یابی بریده متفاوت به تعداد زیادی قطعات کوتاه قابل توالی

قطعات با رویهم قرار دادن  یابی اینتا پس از توالی شودمی

آنها توالی کامل ژنوم بدست آید. از آنجائیکه در این روش 

زم دهد لاات با یکدیگر تصادفی روی میهمپوشانی قطع

طه از ژنوم توسط دست کم تعداد معینی از است هر نق

قطعات پوشانیده شود تا احتمال به وجود آمدن شکاف در 

 .توالی کامل ژنوم به حداقل مقدار قابل پذیرش برسد

سال استفاده شد و  3۰بیش از  سنگرروش تعیین توالی 

روش کاربرد زیادی داشت.  در پروژه ژنوم انسان نیز این

های اخیر پیشرفت چشمگیری در لسا در حالینباا

نخستین  2۰۰5در سال  .فناوری تعیین توالی شکل گرفت

روش تعیین توالی نسل جدید معرفی شد که خروجی 

های بسیار کمتری نسبت به روش بسیار بالاتر و هزینه

ی یابهای نسل جدید توالیوجود دستگاه .داشت سنگر

(NGS)43 اند و قادر ودهنم ایجاد انقلاب عظیمی در ژنتیک

چند روز و  مدتیابی ژنوم انسان با قیمت کم در به توالی

های نظری و زمینه آمدنفراهمبا  .هستند با کیفیت بالا

یابی ژنوم ژنومی پروژه توالی یابی در مقیاس،عملی توالی

 سهبا پشتیبانی مالی مؤس 199۰رسمی در طور بهانسان 

NIH 44ح شد )در ایالات متحده مطر., et alzker Met

2010).  

یابی قطعات اسیدهای نوکلوئیک با استفاده از توالی

 یابی )نسل دوم(های جدید توالیروش

با  یابییتوال عنوانبه از آن ، کهDNAیابییدوم توال نسل

نیز  45یابی نسل جدیدهای توالیروشیا بالا  یاتیتوان عمل

و امکان  ردک دجایا کیژنوم نهیدر زم یانقلابنند، کیاد می

زیرا این  را فراهم نمود. DNA ترو ارزان ترعیسر یابییتوال

 
43 Next generation sequencing 
44 National Institutes of Health (NIH) 
45 Next generation sequencing 
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سازی ، نیاز به مراحل همسانهسنگربرخلاف روش نسل 

ندارد؛ این ویژگی باعث کاهش چشمگیر زمان و هزینه 

یابی، این نوع توالی و از طرفی یابی شده استتوالی

جفت  7۰۰تا  3۰سط ها توالی با طول متومیلیون تواندمی

استفاده شده(  سامانهنوع  باز )بسته به هدف مورد نظر و

. این تولید کنددر طی چند روز با دقت و صحت بالا 

جایگزین روش  فناوریها باعث شده تا این ویژگی

طور بهها بتوانند شود و اغلب آزمایشگاه سنگریابی توالی

داری برن بهرهیابی ژنومی بزرگ از آتوالی مستقل از مراکز

 (. Shendure et al., 2008د )کنن

 Pyrosequencing 454 پلتفرم  ینسل با معرف نیا 

آغاز  2۰۰5در سال  LifeSciences 454توسط شرکت 

 از روش فناوری نیا(. Margulies et al., 2005د )ش

Pyrosequencing که در آن  کردیاستفاده م

 و شدندیاضافه م یبه صورت متوال هادینوکلئوت

. شدیثبت م یمیآنز بیحاصل از ترک ینور یهاگنالیس

 توسط بعدتره ک) Solexa ، شرکت2۰۰6در سال 

Illumina یخود را معرف یابییپلتفرم توال شد( یداریخر 

عمل ( SBS) 46یابی با سنتزتوالی روشکرد که بر اساس 

از  فناوری نیا(. Bentley et al., 2008د )کریم

با وضوح  یربرداریورسنت و تصوفل داراننش یدهاینوکلئوت

و به سرعت به  کردیاستفاده م یتوال ییشناسا یبالا برا

شد. در  لیتبد یابییتوال یهاپلتفرم نیاز پرکاربردتر یکی

کنون )ا Applied Biosystems همان سال، شرکت

 سامانه( Thermo Fisher Scientificز ا یبخش

 
46 Sequencing by synthesis (SBS) 

SOLID ابی با ییتوال یفناورکرد که از  یرا معرف

(.  2008et alValouev ,.د )نمویاستفاده م 47لیگاسیون

 ونیگاسیو ل 48شدندورگهروش بر اساس  نیا

و دقت  کردیدار عمل مکوتاه نشان یدهایگونوکلئوتیال

 Ion ، شرکت2۰1۰. در سال دادیرا ارائه م ییبالا

Torrent   توسط بعدترکه Life Technologies 

کرد که از  یرا معرف Ion Torrent فرمپلتد، ش یداریخر

از  یناش pH راتییتغ ییشناسا یبرا یهادمهین فناوری

استفاده  DNA تزسن هنگام دروژنیه ونی یآزادساز

 نیروش اول نیا (.Rothberg et al., 2011د )نمویم

 یبه جا ییایمیش صیبود که از تشخ یابییتوال فناوری

 .کردیاستفاده م ینور یهالگنایس

خاص خود را  یهاکاستیو  ایمزا هافناوری نیا از کیهر  

و  یاتیتوان عمل یقابل توجهطور به یداشتند، اما همگ

را کاهش  هانهیدادند و هز شیرا افزا یابییتوالسرعت 

یابی با نسل جدید توالی هایفناوریاستفاده از  و دادند

دد یابی مجژنومی، امکان توالی نمودن پوشش بالایفراهم

ای نمونه را به گونه 49ترنسکریپتومیا کل   مژنوکل 

د تر از گذشته فراهم آورکارآمد، اقتصادی و دقیق

(Metzker et al., 2010; Salk et al., 2018.) نیا 

در  یابییتوال یمنجر به گسترش کاربردها هاشرفتیپ

مطالعات  ها،یماریب صیمختلف از جمله تشخ یهانهیزم

وجود این، با شد. یو کشاورز یبکرویم یاکولوژ ،یتکامل

در طول  کاستی ،یابییتوال یمانند خطاها ییهاچالش

 
47 Sequencing by ligation (SBL) 
48 Hybridation 
49 Transcriptome 



 124 11۰-231(، 1)3، 14۰3غلات،  یوشیمیو ب لوژیتکنویوان/ بو همکار یزادهمحمدعل
 

همچنان  متیقو گران دهیچیپ زاتیبه تجه ازیو ن انشخو

، NGSی هاروشبا وجود مزایای ارزشمند و  وجود داشت

ل یابی که طوهای حاصل از توالیداده تجزیه و تحلیل

زمینه محسوب  اینلش در کوتاهی دارند، بزرگترین چا

افزارهای خاص پیشرفته، نرم هایرایانهو نیازمند  شودمی

د بوها و دانش و تخصص کافی داده تجزیه و تحلیلبرای 

(Liu et al., 2012.) یابیینسل دوم توال DNA  راه را

هموار کرد و  کیژنوم نهیدر زم شتریب یهاشرفتیپ یبرا

مانند  ،یابییلظهور نسل سوم توا یرا برا نهیزم

  Single Molecule Real-Time یهافناوری

sequencing; SMRT توسط Pacific Biosciences و 

Nanopore sequencing یهانسل نیفراهم نمود. ا را 

 یو حل برخ تریطولان یهاخوانش دیقادر به تول دتریجد

ویژگی تعدادی  و جزئیات .نسل دوم هستند یهاکاستیاز 

ژنوم و ترنسکریپتوم با توان  یابییالتو یرم هااز این پلتف

 : بالا به شرح زیر است

 Roche/454پایروسکوئنسینگ  روش تعیین توالی

pyrosequencing 

 یک ، کهRoche/454 Life Sciencesی یابتوالی فناوری

از اولین  است وواقعی  در زمان DNAیابی یک روش توالی

 بسومح (NGSد )یابی نسل جدیتوالیهای سامانه

، توانست تحولی عظیم در علم ژنتیک و ژنومیک شودمی

 50پایروسکوئنسینگبر پایه روش  فناوریایجاد کند. این 

های ها و واکنشکند که شامل استفاده از آنزیمعمل می

برای اولین بار  پایروسکوئنسینگشیمیایی مختلف است. 

 
50 Pyrosequencing 

 در سال انهمکارانش رونقی و  ، مصطفی51پال نیرن توسط

 توسط شرکت 2۰۰5یافت و سپس در سال عه توس 1990

Roche/454 Life Sciences  به یک پلتفرم تجاری

این روش شامل (. Margulies et al., 2005د )تبدیل ش

چندین مرحله کلیدی است که در نهایت به شناسایی 

منجر  DNA دقیق توالی بازهای نیتروژنی در یک نمونه

 .شودمی

 یارشتهتک DNA از سینگوئنروسکایپ یابیتوالیی فناور

 د،یآیبه دست م  PCRمحصولات 52سازیواسرشتکه از 

مکمل  یبه توال آغازگربا اتصال  فرایند. کندیاستفاده م

 دیساخت رشته جد مراز،یپل میشروع شده و با کمک آنز

 یبه ازا ،شدنهزیمریپل یهاواکنش یط در .شودمیآغاز 

و  (ppi) روفسفاتیپ مولکول کی استر،یفسفود وندیپهر 

 می. سپس آنزشودمیآزاد  دروژنیه ونی کی

ATPآدنوزین  و روفسفاتیبا استفاده از پ لازیسولفور

 ATPواکنش،  طیموجود در مح( APS)فسفوسولفات 

 میآنز تیفعال یلازم برا یانرژ ATP نی. اکندیم دیتول

کردن  دیبا اکس فرازیلوس کرده و همرا فرا فرازیلوس

واکنش  نیکه ا کندیم دیتول نیفریلوسیاکس ن،یفریلوس

شده  دیتول نورهای سیگنال .شودمینور  دیمنجر به تول

به  53(CCDم )نابه ی حساس اژهیو یهانیتوسط دورب

 یدهای. از آنجا که نوکلئوتشودمیقله ثبت  کیصورت 

ند، هست کسانیاضافه شده در هر مرحله مشخص و 

را همزمان با  DNA یلتواا، ههقل نیا لیبا تحل توانیم

 
51 Pål Nyrén 
52 Denaturation 
53 Charged-coupled device 
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در  دیجد یدهایافزودن نوکلئوت یبرا .کرد نییآن تع سنتز

واکنش  طیاز مح یقبل یدهایهر مرحله، لازم است نوکلئوت

است  رازیبه نام آپ یمیبر عهده آنز فهیوظ نیحذف شوند. ا

ی وش تجارر .شودمیمحسوب  دازینوع نوکلئوت کیکه 

 توسط شرکت Pyrosequencing تعیین توالی به شیوه

Life Sciences 454  سازوکار .معرفی شد 2۰۰5در سال 

 Pyrosequencing 454که به عنوان   یفناور نیعمل ا

 :است ریز یمرحله اصل نیشامل چند شودیشناخته م زین

جفت  5۰۰تا  3۰۰ژنومی به قطعاتی با طول  DNA ابتدا

. سپس این قطعات به صورت شودمیباز شکسته 

 28با قطر حدودی   های فلزیمهرهه ی بارشتهتک

شوند. برای این منظور، پیش از متصل می میکرومتری

 DNA ، آداپتورها به دو انتهای قطعاتسازیواسرشت

این آداپتورها به دو صورت عمل گردند. متصل می

های فلزی ای به مهرهرشتهکنند: اتصال قطعات تکمی

ریق گروه ز طیدین اوچک پوشیده شده با استرپتوآوک

فراهم کردن جایگاهی برای اتصال و  5ʹبیوتین در انتهای 

ها به منظور تکثیر قطعه مورد نظر به دلیل تمایل آغازگر

 نیا پس از از اتصال .بالای استرپتوآویدین به بیوتین

 کیدر  ها، این مهرهکوچک یهابه مهره DNAات قطع

 حلهمر این در، رندیگیآب قرار م-غنرو ونیامولس

 طوریکههنمایند بن نقش خود را ایفا میاپتورها دومیآد

ها و در آغازگرآداپتورها بعنوان جایگاهی برای اتصال 

ه با افزودو  دکننقطعه مورد نظر، عمل می نتیجه تکثیر

متصل  DNA ترکیبات لازم برای تکثیر قطعاتشدن سایر 

 54یونیامولس  PCRیهاواکنش  این مخلوط ، دربه ذرات

الگو  DNAاین تکنیک نیازمند  از آنجاکه .شودمی جامان

ت باشد، پس از اتمام مرحله تکثیر، محصولارشته می تک

PCR یمرحله، حاو نیدر ا هر مهره شوند ومی واسرشت 

منحصر به  DNA قطعه کیاز  تک رشته یکپ هاونیلیم

 شناسایی بهتر وتقویت شدت سیگنال  که باعثاست  فرد

 شودمیالی عیین توه تمرحل 55آشکارساز توسط

(Dressman et al., 2003.) ون،یپس از شکستن امولس 

ابتدا در یک محلول  شده ریتکث DNA یحاو یهامهره

آیند. این کار به جلوگیری از مایع به حالت تعلیق در می

ها به یکدیگر و تسهیل توزیع یکنواخت آنها چسبیدن مهره

مستقیم ر وطبهها محلول حاوی مهرهند. سپس کمیکمک 

تیتر پیکو. صفحه شودمیوتیتر ریخته پیکبر روی صفحه 

دارای تعداد بسیار زیادی چاهک کوچک است، و طراحی 

تصادفی در این طور بهها ای است که مهرهآن به گونه

برای اطمینان از قرارگیری  د.شونها توزیع میچاهک

ی ا نیروا، ممکن است از سانتریفیوژ یهها در چاهکمهره

سانتریفیوژ،  اذبه استفاده شود. در صورت استفاده ازج

ها به تا مهره شودمیبه آرامی چرخانده  56وتیترپیکصفحه 

ها حرکت کرده و در آنها جای گیرند. سمت چاهک

همچنین ممکن است از نیروی جاذبه یا لرزش خفیف 

پس از  .ها بیفتندهکها به ته چااستفاده شود تا مهره

است بیش از  هایی که ممکنها، چاهکهرهولیه متوزیع ا

های شوند تا مهرهیک مهره دریافت کرده باشند، شسته می
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کند که در نهایت کمک می فراینداضافی حذف شوند. این 

هر  . پس از اینکه درهر چاهک فقط یک مهره داشته باشد

 فرایندبعد،  لهحدر مر، قرار گرفت مهره کیچاهک فقط 

 ،فرایند نی. در اودشمی آغاز گنیروسکوئنسیپ

، Deoxycytidine triphosphate; dCTP :ادهینوکلئوت

Deoxythymidine triphosphate; dTTP ،

Deoxyguanosine triphosphate; dGTP 

به صورت   Deoxyadenosine triphosphate; dATPو

واکنش  طیمشخص به مح یهاو در چرخه ی و مجزامتوال

 یمکمل با توال دینوکلئوت کی کهیمهنگا. شوندیاضافه م

به رشته در حال سنتز  راآن مرازیپل DNAالگو است،

مولکول  کیعمل منجر به آزاد شدن  نی. اکندیاضافه م

 لاز،یسولفور ATP می. آنزشودمی (PPiت )روفسفایپ

 (APSت )فسفوسولفا نیآزاد شده را با آدنوز روفسفاتیپ

 فرازیلوس میآنز سپس، کند. دیتول ATP تا کندیم بیترک

به  نیفریلوس لیتبد یشده برا دیتول ATP از

 دیواکنش با تول نیکه ا کندیاستفاده م نیفریلوسیاکس

شده  دیشدت نور تول (.Ronaghi, 2001ت )اس اهنور همر

 نیاضافه شده است. ا یدهایمتناسب با تعداد نوکلئوت

 شودمیثبت  57(CCDن )یدورب کیتوسط  ینور گنالیس

. شودمیداده  شینما 59روگرامیدر پ58قله کیت صوربه و 

 اضافه نشده و یدهاینوکلئوت رازیآپ میپس از هر چرخه، آنز

ATP چرخه  یبرا طیتا مح کندیم هیرا تجز ماندهیباق

 فرایند نیا(. Ahmadian et al., 2006د )آماده شو یبعد

 
57 Charged-coupled device 
58 Peak 
59 Pyrogram 

مشخص  DNA کامل یتوال تا شودمیمداوم تکرار طور به

 ییروش، توانا نیا یاصل یایاز مزا یکی .(5 کل)ش شود

باز( در  7۰۰)تا حدود  یطولان به نسبت یهایخواندن توال

 Rothbergت )اس هیاول  NGS یهاروش ریابا س سهیمقا

& Leamon, 2008 .)ییهاکاستی فناوری نی، احالبااین 

در  یبه دشوار توانیم یاصل یهادارد. از جمله چالش زین

 یمریهموپل یهایدر توال دهایوکلئوتد نتعدا قیدق نییتع

رابطه  رای( اشاره کرد، زدینوکلئوت کیاز  یتکرار یهای)توال

 تریطولان یهایدر توال دهایشدت نور و تعداد نوکلئوت نیب

 ،بر اینعلاوه(. Huse et al., 2007) شودمی یرخطیغ

در تعداد  کاستیرا و هر اج یبالا به نسبت نهیهز

کرد، از  تجزیه و تحلیلهمزمان  توانیم که ییاهنمونه

 ها،کاستی نیروش هستند. با وجود ا نیا یهاکاستی گرید

علم  شرفتیدر پ ینقش مهم Roche/454 فناوری

مهم  یهااز پروژه یاریکرد و در بس فایا کیژنوم

ده قرار از جمله پروژه ژنوم انسان، مورد استفا ،یابییتوال

 نیهمچن فناوری نیا (.Wheeler et al., 2008ت )گرف

و  یکروبیتنوع م یبررس کس،یدر مطالعات متاژنوم

کاربرد  یسلول یهاتینادر در جمع یهاجهش ییشناسا

 ,Sogin et al., 2006; Mardisت )داش یاگسترده

که قادر به  NGS یهافناوری ریسا شرفتیبا پ(. 2008

ز فاده اکمتر بودند، است نهیبا هز ترشیب یهاداده دیتول

در  تیو در نها افتیکاهش  جیبه تدر Roche/454 لتفرمپ

 آن متوقف شد. دی، تول2۰16سال 

و  کیعلم ژنوم شرفتیبر پ فناوری نیا ریتأث، حالبااین 

است.  ریناپذ انکار یابییتوال دیجد یهاتوسعه روش
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، Illuminaی باییمانند توال یترشرفتهیپ یهاروشامروزه، 

Ion Torrent  د مانن یابییتوالوم نسل س وPacBio 

اند، شده Roche/454 نیگزی، جاOxford Nanoporeو

پلتفرم  نیدر ا افتهیتوسعه  میاز اصول و مفاه یاریاما بس

د رنیگیمورد استفاده قرار م دیجد یهافناوریهمچنان در 

(Goodwin et al., 2016 .) ،فناوریدر مجموع 

در  یطفه عنقط  Roche/454 Life Sciences یابییلتوا

 یبود که راه را برا کیو ژنوم کیعلم ژنت خیتار

هموار کرد   DNA یابییتوال نهیدر زم یبعد یهاشرفتیپ

 یستیها و تنوع زبر درک ما از ژنوم یقیعم ریو تأث

ت.گذاش

 

 
 

 ينگپایروسيکوئنس یابیتوالی نمایی از تکنيک  -5ل شک

Figure 5. View of pyrosequencing technique 

  Illumina/Solexa  یابیتوالی فناوری

از  یکی، Illumina/Solexaی ابییتوال فناوری

ی نسل بعد یابییتوال یهاروش نیترو موفق نیپرکاربردتر

(NGS) تا به  2۰۰6در سال  یاست که از زمان معرف

ت کرده اس جادیا کیدر عرصه ژنوم میعظ یامروز تحول

(Bentley et al., 2008.) که در ابتدا توسط  فناوری نیا

  2۰۰7در سال  و سپس افتی وسعهت Solexa شرکت

شد، بر اساس روش  یداریخر Illumina شرکت توسط

 ,Metzkerد )کنیعمل م 60(SBSز )با سنت یابییتوال

های خوانده شده توسط این طول متوسط توالی (.2010

(. Mardis, 2008د )باشجفت باز می 15۰تا  37 فناوری

 یمرحله اصل نیشامل چند فناوری نیعمل ا سازوکار

طور به)به قطعات کوچک  یژنوم  DNAاست. در ابتدا،

این که  شودمیشکسته  جفت باز( 2۰۰-6۰۰ معمول

 یقطعات دارای انتهای صاف هستند. سپس، آداپتورها

 نی. اشوندیقطعات متصل م نیا یبه انتها یاختصاص

 
60 Sequencing by synthesis 
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اتصال به  یهستند که برا ییاهیلتوا یآداپتورها حاو

 ریتکث یهاشروع واکنش یبرا نیو همچن  61لسطح فلوس

(. Fedurco et al., 2006د )هستن یضرور یابییو توال

 واسرشت شدهحاصل شده DNA  در مرحله بعد، قطعات

توالی مکمل در به و آیند در می ی اتهرشصورت تک و به

 یاشهیش دیاسلا کی لفلوس .شوندیم دورگ لفلوس سطح

شده که  دهیپوش ییدهایگونوکلئوتیاست که سطح آن با ال

 آداپتور هستند. پس از اتصال، هر قطعه یهایمکمل توال

DNA که نوعی  62دمانن پل ازدیادبه نام  یفرایند قیاز طر

 شودمی ریثتکاست   PCR تکثیر از طریق واکنش

(Adessi et al., 2000.) هر آزاد یانتها ،فرایند نیدر ا 

آداپتور  کیمتصل به سطح، خم شده و به  DNA رشته

 .شودمیمتصل  پل کی هیشب خود یکیمکمل در نزد

رشته  کی مراز،یپل DNA میسپس، با استفاده از آنز

مکمل  هایدر این پروسه، توالی شودمیمکمل سنتز 

 ،فرایند نیتکرار اکنند. با عمل می آغازگرآداپتور بعنوان 

 یکپ نهزارا یحاو 63هخوش کیبه  هیاول DNA هر قطعه

(. Voelkerding et al., 2009) شودمی لیتبد کسانی

 در. شودمیآغاز  یابییتوال فرایندها، خوشه لیپس از تشک

 DNAقطعات  ،یتوال نییمرحله بعد به منظور تع

 آغازگر شدندورگه. پس از شوندیم یو خط واسرشت

 یدر انتها یورداپتمکمل آ یبه توال یابییتوالوص مخص

در دستگاه مربوط  یتوال نییتع یبرا فلوسل ،هر رشته

دار با نشان یدهایمرحله، از نوکلئوت نیدر ا .شودمیآماده 

 
61 Flow cell 
62 Bridge amplification )Bridge-PCR) 
63 Cluster 

. هر شودمیفلورسنت قابل برگشت استفاده  یهارنگ

رنگ فلورسنت  کی یدارا( Gو  A ،T ،C)دینوکلئوت

 3ʹه کنندگروه بلوکه کی نیهمچنت و منحصر به فرد اس

در هر چرخه  دینوکلئوت کیاز  شیب شدناضافهکه از رد دا

در هر (. Turcatti et al., 2008د )کنیم یریجلوگ

 میبه همراه آنز دیچهار نوع نوکلئوت ،یابییچرخه توال

DNA پس از شوندیواکنش اضافه م طیبه مح مرازیپل .

 ،یاضاف یدهاینوکلئوت یتشومکمل و شس دیاتصال نوکلئوت

حساس  یهانیو دورب زریبا استفاده از ل یارردبریصوت کی

در هر  دیتا مشخص شود کدام نوکلئوت شودمیانجام 

و  3ʹکننده اضافه شده است. سپس، گروه بلوکه تیموقع

برداشته  اکنندهیعامل اح کیرنگ فلورسنت با استفاده از 

 Bentley etد )شونآماده  یچرخه بعد یتا برا شوندیم

al., 2008 .)شودمیصدها چرخه تکرار  یبرا یندفرا نیا 

. (6)شکل  مشخص شود DNA کامل هر قطعه یتا توال

اضافه شدن بازها در این  فرایند 454ی برخلاف تکنولوژ

با دقت بالا در  DNA به خوبی قادر به تعیین توالی سامانه

از  ی دیگرک. یهای تکراری استنواحی هموپلیمر و توالی

 دیآن در تول یی، تواناIlluminaی ژتکنولو یاصل یایمزا

واحد  یاجرا کیخوانش کوتاه با دقت بالا در  اردهایلیم

امکان  یژگیو نیا(. Goodwin et al., 2016ت )اس

 یکه برا کندیو با پوشش بالا را فراهم م قیعم یابییتوال

مطالعات نادر و  یهاانتیوار ییمانند شناسا ییکاربردها

به  نهیهز ،بر اینعلاوهت. اس دیمف اریبس کسیترنسکریپتوم

 یکیرا به  فناوری نیشده، ا یابییهر باز توال نییپا نسبت

بزرگ  یهاپروژه یبرا هانهیگز نیتراز مقرون به صرفه
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 ,.Reuter et alت )کرده اس لیتبد کیژنوم اسیمق

 یکیدارد.  زین ییهاکاستی فناوری نی، احالبااین(. 2015

ها کوتاه خوانش سبتن هب ولط ،یاصل یهااز چالش

 تواندیاست که م جفت باز( 75-3۰۰ طور معمولبه)

د را دشوار کن ،یدر مناطق تکرار ژهیمونتاژ ژنوم، به و

(van Dijk et al., 2014 .)نظام یخطاها ن،یهمچن-

نرخ  شیو افزا  GCیدر محتوا 65سوگیریمانند  64مند

 ریأثا تهدهدا تیفیبر ک تواندیها مخوانش یخطا در انتها

 (.Nakamura et al., 2011د )بگذار

 

 
64 Systematic 
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 Illumina/Solexa یابیتوالی فناوريیابی از طریق  توالی فرایند  - 6ل شک

Figure 6. Sequencing process through Illumina/Solexa sequencing technology 

 

دقت  لیبه دل Illumina یفناور ها،کاستی نیوجود ابا 

به عنوان استاندارد  انهمچن ن،ییپا نهیو هزالا ه بدلا، بازبا

 مانده است.یباق یابییتوال یاز کاربردها یاریدر بس ییطلا

 سامانه ،نایلومی، شرکت ا2۰1۰دهه  های ابتداییسالدر 

HiSeq  یهابالاتر نسبت به نسل اریبس یبازده که ازرا 

ن اصول که از هما نمود یمعرفد را برخوردار بو نیشیپ

دستگاه در ابتدا قادر به  نی. ابردیبهره م یقبل یباییوالت

به  بعدتردر هر اجرا بود که  یداده توال گابازیگ 2۰۰ دیتول

گرچه (. Liu et al., 2011ت )افیارتقا  گابازیگ 6۰۰

 نا،یلومیا یشده توسط فناور دیکوتاه تول یهایتوال

طلاعات را خصوصاً در موجودات با ا قیدق یهالیتحل

 تیاما قابل کند،یود با چالش مواجه محدم یکینتژ

مشکل را مرتفع  نیا یادیتا حد ز 66دو طرفه یابییتوال

و  ییگاه به تنها ،سامانه نیامروزه ا جه،ینت رساخته است. د

 فیژنوم ط یابییتوال ی، برا454 سامانهبا  بیگاه در ترک

 ,Mardisد )ریگیرد استفاده قرار ماز موجودات مو یعیوس

 
66 Paired-end sequencing 

قابل  یهاشرفتیها پدر طول سال فناوری نیا(. 2008

به  توانیم هاشرفتیپ نیداشته است. از جمله ا یتوجه

تعداد  شیها، بهبود دقت، افزاطول خوانش شیافزا

د کر رهها در هر اجرا و کاهش زمان اجرا اشاخوانش

(Goodwin et al., 2016 .)دتریجد یهاپلتفرم 

Illumina مانند NovaSeq و NextSeq 6تا  میتواند 

امر  نی، که اتولید کنندواحد  یاجرا کیداده در  تیترابا

روز  کیکل ژنوم انسان را در کمتر از  یابییامکان توال

در  Illumina فناوری(. Illumina, 2021د )کنیفراهم م

. از ردیگیاز کاربردها مورد استفاده قرار م یاگسترده فیط

م کل ژنو یابییوالبه ت انتویها مکاربرد نیجمله ا

(WGS)67، اگزو یابییتوال( مWES)68، ی ابییتوالRNA 

(RNA-Seq ،)ن ویلاسیمت نییتعDNA مطالعات ،

د اشاره کر پیژنوت نییو تع کسیمتاژنوم ک،یژنتیاپ

(Metzker, 2010; Wang et al., 2009 .)فناوری نیا 

 
67 Whole genome sequencing 
68 Whole exome sequencing 
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مانند  ییهانهیدر زم ریاخ یهافتشریدر پ ینقش مهم

 یهایماریب ییسرطان، شناسا صیتشخ ،یصشخ یزشکپ

 Shendure etت )کرده اس فایا یو مطالعات تکامل یکیژنت

al., 2017 .)ی ریگدر دوران همه ،بر اینعلاوهCOVID-

ژنوم  یابییوالدر ت یاتینقش ح Illumina   فناوری، 19

 دیجد یهاانتیارو ییو شناسا SARS-CoV-2 روسیو

 نده،یبه آ یبا نگاه (.Rambaut et al., 2020)د کر فایا

 شرفتیهمچنان به پ Illumina فناوریکه  رودیانتظار م

تک  یابییمانند توال دیجد هایپیشرفتخود ادامه دهد. 

 یهاتمیورو بهبود الگ 69یمصنوع یطولان یابییتوال ،یسلول

را در عرصه  یدیجد یهاداده، افق تجزیه و تحلیل

حال،  نیدر ع(. Slatko et al., 2018د )یگشایم کیژنوم

و  7۰نانومنفذ یابییمانند توال دیجد یهافناوریظهور 

 یرقابت و نوآور جادیدر حال ا 71مولکول منفرد یابییتوال

با (. Logsdon et al., 2020ت )حوزه اس نیدر ا شتریب

 نهی و هزگسترده، دقت بالا رساختیز لیبه دل ود،وج نیا

همچنان نقش  Illumina ریاوفن که رودیانتظار م ن،ییپا

 .کند فایا DNA یابییتوال ندهیدر آ یمهم

  ABI/SOLiD یابیتوالی فناوری

ی از ابییتوال فناوری SOLID72شرکت  2۰۰6در سال 

ی ابیینسل دوم توال یهااز روش یککه ی 73طریق اتصال

 Applied شرکت است را معرفی کرد، سپس توسط

 
69 Synthetic long read sequencing 
70 Nanopore   
71 Single-molecule sequencing, Single-

molecule real-time sequencing; SMRT 
72 Sequencing by oligonucleotide ligation and 

detection 
73 Sequencing by ligation; SBL 

Biosystems  از یبخش ونکنکه ا Thermo Fisher 

Scientific   خریداری و با نام  2۰۰7در سال است

 ,Mardisد )ش یمعرف ABI/SOLID یابییتوال فناوری

 ونیگاسیبا ل یابییتوال شرو بر اساس فناوری نیا(. 2008

و همکارانش در  شندر بار توسط نیکه اول کندیعمل م

 (.Shendure et al., 2005د )ش فیتوص 2۰۰5سال 

با  بهمشا یبیتقرطور به DNA ینمونه یسازادهمآل مراح

  SOLID عمل سازوکارو است  454 یابییتوال سامانه

به  یژنوم DNAاست. ابتدا،  یمرحله اصل نیشامل چند

باز(  جفت 15۰-2۰۰ طور معمولبهقطعات کوچک )

 یبه انتها یاختصاص ی. سپس، آداپتورهاشودمی هشکست

به  DNA عاتقط نیا .شوندیمقطعات متصل  نیا

 ونیامولس کیمتصل شده و در  یسیمغناط یهامهره

-Emulsion ی هاتا واکنش رندیگیآب قرار م-روغن

PCRانجام شو( دDressman et al., 2003.) نیدر ا 

 DNA قطعه کیاز  یکپ هاونیلیم یمرحله، هر مهره حاو

 ون،یاز شکستن امولس . پسشودمی فردمنحصربه

 دیاسلا کیشده به سطح  ریثتک DNA یحاو یهامهره

در  (.Valouev et al., 2008د )شونیمتصل م یاشهیش

و  شودمیآغاز  ونیگاسیبا ل یابییتوال فرایندمرحله بعد، 

رها که مکمل توالی آداپتور بوده و مخلوطی از آغازگ

 8 معمول طوربهکوتاه ) الیگونوکلئوتیدی هایکاوشگر

در مرحله اول . ودشمیه زودفن سطح ا( به ایدینوکلئوت

گردد. سپس مخلوطی از به آداپتور متصل می آغازگر

اکتامر که انتهای آنها با رنگهای  الیگونوکلئوتیدهای

ممکن از  بیترک 16 یبراکه فلورسانس مختلف 
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های به قسمت ند،اشده برچسب ابتدایی آنها دینوکلئوتید

د شونبر روی رشته الگو متصل می مکمل خود

(McKernan et al., 2009 .)طبع این الیگو ه ب

 نوکلئوتیدها باید توالی متنوعی داشته باشند تا امکان

افزایش یابد.  DNAحضور توالی مکمل بر روی رشته 

. شودمیها استفاده Di-base probe از برای این امر

، این مشخص است هاکاوشگراز اسم این  کههمانطور

باشند می خصز مشو بای دخود حاو ها در ابتدایکاوشگر

-می 75و یونیورسال 74نرهژهای دو مابقی بازها از توالی

ویژگی این  شوند.نشان داده میz و n که با حرف  باشند

 برچسبباشد و حتی باز اول می دوها مربوط به کاوشگر

به  گردد بستهمتصل می هاکاوشگرکه به انتهای این  رنگی

 ی دو حرفی واالفبیک  یکه. بطورودشمی این دو باز تعیین

موجود SOLID باز در روش  حالته بر اساس این دو 16

که از هر دو حرف  (Bقسمت   ،7)شکل  باشدمی

. الفبای شودمییک کد یا رنگ خاصی حاصل  نوکلئوتیدی

( 1. باشدکه شامل موارد زیر می قانون دارد چهارق فو

 دو حالت دو نوکلئوتید مختلف در هر :قانون معکوس

دو  کد مشترک دارند. مثلاً  یاخود، یک رنگ  کیبیتر

، TCو معکوس آن  CT در هر دو حالت  Cو  Tنوکلئوتید 

قانون ( 2د. شونشناخته می دوه رنگ نارنجی و کد ب

بازی مکمل نیز رنگ و کد  دوکلئوتیدهای : نومکمل

هر دو  GTمل آن و مکCA  دو باز دارند. مثلاً یکسان

قانون مکمل ( 3 .باشندمی کی دک سبز یادارای رنگ 

بازی  دوبه دو قانون قبل، نوکلئوتیدهای  ا توجهب: معکوس

 
74 Degenerated 
75 Universal 

د. در دو حالت مکمل و معکوس نیز رنگ و کد یکسان دارن

هر CG و حالت مکمل معکوس آن یعنی  ATتوالی  مثلاً

ئوتید دو نوکل( 4 .هستند سه رنگ قرمز یا کد دو دارای

 .باشندی میآبگ رنو  صفر ی کددارا AA یکسان مثلاً
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 ABI/SOLiDیابی توالی - 7 شکل

Figure 7.  ABI/SOLiD sequencing 

که هر  چرخه پنجدر Ligation تعیین توالی بر پایه 

باشد، بواسطه چندین مرحله می نیز شامل چرخه

بدین  .گیردانجام می از لحاظ طول های مختلفآغازگر

مربوطه آغازگر تید از لئویک نوک چرخه ترتیب که در هر

در دور دوم از ، nیعنی در دور اول از پرایمر  شودمی کم

ر دور چهارم از ، د n-2آغازگردر دور سوم از ، n-1آغازگر 

-استفاده می n-4 پنجم از پرایمر  و در دورn-3  آغازگر

به n پرایمر از اتصال پسی اول، ابییتوال چرخهدر . گردد

ها به کاوشگر اینیی از چهارتا وعهمجم یک ،رپتوتوالی آدا

 شوندیواکنش اضافه م طیگاز به محیل DNA میهمراه آنز

و  کنندپرایمر با یکدیگر رقابت می که برای اتصال به قطعه

اتصال این قطعات به یکدیگر بواسطه آنزیم لیگاز صورت 

مکمل با  کامل طورهبکه  یکاوشگر در نهایت .گیردمی

متصل  آغازگربه  گازیل DNA است، توسط دفه یتوال

 برچسبها، کاوشگراین  اتصال یکی از . پس ازشودمی

آخر  باز سهبه همراه  کاوشگرفلورسانس مربوط به این 

 7همانطور که در شکل  .گرددبصورت آنزیماتیک جدا می

 ها حاویکاوشگرنشان داده شده است این ( B)قسمت 

ی به توالال که پس از اتص باشندمی Cleavage siteیک 

آنزیماتیک شکسته  از این ناحیه بصورت کاوشگر مکمل،

ساطع  رنگی، نوری برچسببواسطه جدا شدن . شودمی

و  زریبا استفاده از ل یربرداریتصو کیکه  شودمی

تا مشخص شود کدام  شودمیحساس انجام  یهانیدورب

 رقرا تی( در آن موقعدیکلئوتکدام دو نو جهیرنگ )و در نت

 این مرحله آنقدر(. Pandey et al., 2008) تاسگرفته 

شود. نکته  تا رشته جدید بطور کامل سنتز شودمیتکرار 

این است که قبل از ورود به هر مرحله،  قابل توجه

بواسطه شستشو از محیط حذف  های متصل نشدهکاوشگر



 134 11۰-231(، 1)3، 14۰3غلات،  یوشیمیو ب لوژیتکنویوان/ بو همکار یزادهمحمدعل
 

اد نکنند. پس از بعدی ایج گردند تا اختلالی در مراحلمی

بل از شروع . قشودمیم دو چرخهرد اول وا چرخه اتمام

رشته  بواسطه حرارت از n آغازگردوم، رشته حاوی  چرخه

گردد الگو جدا شده و از طریق شستشو از محیط حذف می

دوم آغاز  چرخهدر  n-1 آغازگربدین ترتیب واکنش با  و

کمیل شدن اول تا ت چرخهواکنش نیز همانند  . اینشودمی

تلفی که مخ هایشگرکاوبواسطه  سنتزرشته در حال 

( چهارتاییمجموعه  یک ای )در هر مرحلهبصورت مرحله

نمایی از این  .یابد، ادامه میشودمیبه واکنش افزوده 

 ,Mardisت )نشان داده شده اس 7 تکنیک در شکل 

 یابی جهت توالی ،ABI/SOLiDفناوریدر (. 2008

DNAی )دو رنگ یکدگذار سامانهTwo-color 

encoding system) از آن  تردهیچیکه پ رودیر مبه کا

 Shendureد )رسیاست که در نگاه اول به نظر م یزیچ

& Ji, 2008 .)رنگ فلورسنت  کیچگونه دستگاه از  نکهیا

و از تجمیع نور  برد،یم یپ یدیدو نوکلئوت قیدق یبه توال

 DNAلی، توالی های متواچرخهفلورسنت ساطع شده در 

شده  یطراح یادانهوشمنش هرو به دهد،ص میرا تشخی

هر رنگ فلورسنت روش کار به این صورت است که،  .است

ممکن است. اما نکته  یدیدو نوکلئوت بیچهار ترک ندهینما

 یدر دو چرخه متوال دیاست که هر نوکلئوت نیا یدیکل

جام ان چرخهدر پنج  یابییتوال فرایند .شودمیخوانده 

 کی یلقبه سبت بنه ک آغازگر کی هر بار با ،شودمی

اطلاعات به  بیدستگاه با ترک .جابجا شده است دینوکلئوت

را  قیدق یتوال ،یابییتوال هایچرخهدست آمده از تمام 

 لیتبد یبرا دهیچیپ تمیالگور کو ی کندیمشخص م

به  .شودمیاستفاده  یدینوکلئوت یبه توال یرنگ یهاداده

اول  چرخهدر  :دشومیه ح دادتوضی فرایندن مثال یک عنوا

و از آنجا که توالی  شودمیبه آداپتور متصل  آغازگرابتدا 

آداپتور مشخص است و نوکلوتید انتهایی آداپتور بدون 

 دینوکلئوت کیبا  یابییتوالاتصال باقی مانده است، 

که به  شودمیدر آداپتور( شروع  طور معمولبهمشخص )

، هر SOLID سامانه در .کندینقطه مرجع عمل معنوان 

 یدینوکلئوتید بیچهار ترک ندهیرسنت نمانگ فلور

، رنگ AT, CG, GC, TAرنگ قرمز:  :ممکن است. مثلاً

 ,AG, CT, GA، رنگ زرد: AC, CA, GT, TGسبز: 

TC  :و رنگ آبیAA, CC, GG, TT.  بعد از اتصال اولین

پتور و نوکلئوتید اول به نوکلئوتید انتهایی آدا کاوشگر

 چهاراز محل نوکلئوتید  کاوشگرات برش ملیتوالی اصلی ع

، سپس با شودمیانجام شده و پرتوفلورسانس ساطع  پنجو 

صورت  کاوشگرو  آغازگراتصال  76لیگازاستفاده از آنزیم 

-کاوشگر 77لیگاسیون، برش و د از این اتصالگیرد. بعمی

نتها پس از برش و ابد و در ایهای بعدی هم ادامه می

بین هر اما  شودمینتز ل سطور کامی بها توالسیونلیگا

آید و باز فاصله به وجود می سهنوکلئوتید ها کدام از دی

 n-1 آغازگر دوم طول چرخه. در یابدمیاول خاتمه  چرخه

نوکلوتیدی آنها نیز به ها و توالی دیکاوشگرو  شودمی

شوند و همانند قبلی متصل می چرخهدر  n-1موقعیت 

ار سیگنال فلورسنت نتشو ابرش ی اهی عملیاتبلق چرخه

چرخه این روند تا  شودمیانجام  لیگاسیونو همچنین 

ها کاوشگر شودمیو باعث یابد میادامه  n-4  آغازگرو  پنج

 
76 Ligase 
77 Ligation 
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اول  چرخه نوکلئوتید ها که درمناظق مابین دی به

 هایچرخهدر  ناشناخته بود هم متصل شوند و عملاً

متصل شده  هاگروشکاDNA ول توالی متوالی به تمام ط

ا باشند. حال استنتاج رشته به این صورت هست که م

اول  متصل شده  نوکلئوتیددیمیدانیم اولین نوکلئوتید از 

اول همان نوکلئوتید انتهای اداپتور و مرجع  چرخهدر 

 Tهست و بر فرض مثال اطلاع داریم که این نوکلئوتید 

 ؛ستبوده ا رمزآن نیز ق شگرکاوو رنگ ساطع شده از بوده 

برای اینکه متوجه شویم نوکلئوتید دوم چه نوکلئوتییدی 

کنیم که رنگ قرمز شامل هست به این توجه می

هست و با توجه  AT, CG, GC, TAنوکلئوتید های دی

بوده است، از بین  Tبه اینکه نوکلئوتید اول 

 نوکلئوتیدی که حرفدی رنگ قرمز تنها نوکلئوتیدهایدی

است، بنابراین توالی  TA شودمیع روش T اول آن با 

خواهد بود و اینگونه توالی دو نوکلئوتید  Aنوکلئوتید دوم 

. برای شناسایی نوکلئوتید سوم شودمیاول شناسایی 

به نوکلئوتید دوم،  چرخهکنیم که در کدام بررسی می

ت، این حرف اول یک دی نوکلئوتید  متصل شده اس

در  کاوشگر ه اتصاله ببا توجبود،  خواهد n-4 چرخه

پنجم به نوکلئوتید دوم، این نوکلئوتید، نوکلئوتید  چرخه

خواهد بود و اگر رنگ این  کاوشگرآن  نوکلئوتیددیاول 

 Aزرد باشد، با توجه به این که نوکلئوتید دوم  کاوشگر

رنگ  هایی کهکاوشگر نوکلئوتیدهایدیبوده است و توالی 

، پس شدبایم  TC ،GA ،CT، AG کنندزرد ساطع می

هر  یبرا فرایند نیاخواهد بود.  Gنوکلئوتید سوم 

-کاوشگر نوکلئوتیددیتمامی جایگاه اتصال  از دینوکلئوت

 بیدستگاه با ترککند و اول ادامه پیدا می چرخه های

 یتوال ،یابییاطلاعات به دست آمده از تمام مراحل توال

 یابر دهیچیپ تمیورالگ کو ی کندیمشخص م را قیدق

استفاده  یدینوکلئوت یبه توال یرنگ یهاداده لیتبد

را  قیدق یتوال نییتنها امکان تعنه سامانه نیا .شودمی

 یخطاها حیو تصح صیبلکه به تشخ کند،یفراهم م

خوانده شده  یهایصحت توال .کندیکمک م زین یاحتمال

در  گرید یهاسامانهبا  سهیدر مقا فناوری نیبا استفاده از ا

 توانیم یتوال نییروش تع نیاست. به کمک ا ییبالا سطح

 یدیتک نوکلئوت یو چند شکل 78یابییتوال یخطا نیب

(SNP)79  تمایز قائل شد. این تمایز با در نظر گرفتن این

تنها در یک واکنش  یابیتوالیمسئله است که خطای 

در هر دو  یما چند شکلتعیین توالی قابل ردیابی است ا

 نیدر ا یابییرو دقت توال نیاز ا شودیم ییاواکنش شناس

 بالاتر است گرید یهاسامانهبا  سهیدر مقا سامانه

(Ansorge et al., 2009). فناوری SOLiD ایمزا یدارا 

به دقت  توانیآن م یایاست. از جمله مزا ییهاکاستیو 

 به نسبت نهی(، هزیدو رنگ یکدگذار سامانه لیبالا )به دل

 یحجم بالا دیتول تیو قابل دهش یابییالهر باز تو نییپا

 نیا حال،نیا با(. Metzker, 2010د )داده اشاره کر

 ،یاصل یهااز چالش یکیدارد.  زین ییهاکاستی فناوری

 35-75 طور معمولبهها )کوتاه خوانش به نسبتطول 

در مناطق  ژهیو مونتاژ ژنوم، به تواندیباز( است که م جفت

بر علاوه(. van Dijk et al., 2014)د نرا دشوار ک ،یتکرار

 یند است و زمان اجراکُ به نسبت یابییتوال فرایند ،این

 
78 Sequencing error 
79 Single nucleotide polymorphism 
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 Liu etد )دار گرید یهاروش ینسبت به برخ یتریطولان

al., 2012.) فناوری SOLiD ها در طول سال

دستگاه  یدر ابتدا در هر اجراداشته است.  ییهاشرفتیپ

، 2۰۰9ر دسامبر ا دام شدیه مخواند یلتوا باز گایتا سه گ

   Plus Plusتحت عنوان فناوری نیاز ا یدیجدی نسخه

3T SOLiD از  شیدر هر اجراء ب بود شد که قادر یعرفم

 .(Ansorge et al., 2009را بخواند ) یباز توال گایگ 6۰

در ، قا55۰۰SOLIDپلتفرم، مانند  نیا دتریجد یهاسلن

د نهستر اجرا ر هداده د گابازیگ 32۰تا  دیبه تول

(Thermo Fisher Scientific, 2021 .)در  فناوری نیا

از کاربردها مورد استفاده قرار گرفته  یاگسترده فیط

 یابییتوال(، WGSم )کل ژنو یابییاست، از جمله توال

 نیی، تعRNA  (RNA-Seq)یابییتوال(، WESم )اگزو

 ,Mardis)ک یژنتیمطالعات اپ و  DNA ونیلاسیمت

2008; Wang et al., 2009 .)با ظهور و حالبااین ،

که  Illumina پلتفرم ژهیبه و ب،یرق یهافناوریگسترش 

 شتریو با سرعت ب تریطولان یهاخوانش دیقادر به تول

 افتهیکاهش  ریاخ یهادر سال SOLiD است، استفاده از

 فناوری ن،یوجود ا با(. Goodwin et al., 2016ت )اس

SOLiD یدر موارد ژهیبه وها، حوزه یخبر همچنان در 

است، مورد استفاده قرار  ازیبالا مورد ن اریکه دقت بس

 صی. به عنوان مثال، در مطالعات تشخردیگیم

ق، یدق یپزشک یکاربردها ینادر و در برخ یهاانتیوار

د محسوب شو تیمز تواندیروش م نیا یدقت بالا

(Koboldt et al., 2013 .)وریفنا، اگرچه جموعدر م 

SOLiD ینسل بعد یابییپلتفرم غالب در توال گرید 

و توسعه  کیعلم ژنوم شرفتیدر پ یاما نقش مهم ست،ین

از  یاریکرده است. بس فایا یابییتوال دیجد یهاروش

پلتفرم، مانند استفاده  نیدر ا افتهیتوسعه  میاصول و مفاه

در  دقت، همچنان شیافزا یابر یرنگ یاز کدگذار

 ی. با نگاهرندیگیاستفاده قرار مرد مو دیجد یاهفناوری

 نهیدر زم دیجد یهاشرفتیکه پ رودیانتظار م نده،یبه آ

مولکول  یابییو توال نانومنفذ یابییمانند توال ،یابییتوال

د متحول کنن شیاز پ شیحوزه را ب نیا دازانمنفرد، چشم

(Logsdon et al., 2020 .)و دانش  اتیب، تجرحالنیابا

، SOLiDفناوریتوسعه و استفاده از  ه ازدست آمدبه 

نقش  DNA یابییتوال ندهیهمچنان در شکل دادن به آ

 .خواهد کرد فایا یمهم

 ;Semiconductor Sequencingیابی توالی فناوری

Ion Torrent 

ل ، که در ساIon Torrentا هادی ییابی نیمهتوالی فناوری

فی رعرانش ممکاو ه Jonathan Rothberg توسط 2۰1۰

است که  DNA یابیشد، یک روش انقلابی در زمینه توالی

های هیدروژن آزاد شده در طی بر اساس تشخیص یون

(. Rothberg et al., 2011)دکنعمل می DNA سنتز

ها هادی حاوی میلیوناز یک تراشه نیمه فناوریاین 

اوی کند که هر کدام حه میچاهک میکروسکوپی استفاد

در هر  پلیمراز است. DNA و DNA ویالگیک رشته 

 ،dATP ،dCTP یابی، یکی از چهار نوکلئوتیدچرخه توالی

dGTP یا dTTP  اگر شودمیبه محلول واکنش اضافه .

نوکلئوتید اضافه شده مکمل نوکلئوتید بعدی در رشته الگو 

ال سنتز اضافه به رشته در ح راآنمراز پلی  DNAباشد، 
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با آزاد  فراینداین (. Merriman et al., 2012) دکنمی

 شدن یک یون هیدروژن همراه است که منجر به تغییر

pH  این تغییرشودمیدر چاهک . pH توسط یک حسگر 

ISFET  80 در کف هر چاهک تشخیص داده شده و به

 Toumazou et)شودمییک سیگنال الکتریکی تبدیل 

al., 2013 .)شامل چندین دفرایندقیق این  زوکارسا 

های با استفاده از روش DNA ، کتابخانه. ابتداحله استمر

. این کتابخانه شودمیسازی نمونه تهیه استاندارد آماده

جفت باز  2۰۰-4۰۰با طول حدود DNA شامل قطعات

ند. سپس، این ااست که به آداپتورهای خاصی متصل شده

شوند. هر کره تصل میم ویکر ذرات کوچکقطعات به 

منحصر به فرد  DNA طعهاز یک قپی اوی هزاران کح

هادی قرار داده های تراشه نیمهها در چاهکاست. این کره

ت شوند، به طوری که هر چاهک حاوی یک کره اسمی

(Quail et al., 2012 .)در مرحله بعد، آنزیم DNA 

 . این آنزیم مسئولشودمیپلیمراز به هر چاهک اضافه 

مورد  رازپلیم DNA .تسا DNA سنتز رشته مکمل

یک نسخه اصلاح  طور معمولبه فناوریاین ستفاده در ا

پلیمراز است که برای عملکرد بهتر در شرایط  Taq شده از

(. Ambardar et al., 2016ت )یابی بهینه شده استوالی

. در هر چرخه، شودمییابی آغاز های توالیسپس، چرخه

ه ضافل به تراشه اوکلئوتید به صورت محلویکی از چهار ن

. اگر نوکلئوتید اضافه شده مکمل نوکلئوتید بعدی دشومی

پلیمراز آن را به رشته در حال  DNA در رشته الگو باشد،

 
80 Ion-sensitive field-effect transistor 

با آزاد شدن یک یون  فرایندکند. این سنتز اضافه می

 (. Rothberg et al., 2011ت )هیدروژن همراه اس

 :یر استبه صورت ز فراینداین  واکنش شیمیایی اصلی در

+→ (DNA)n+1 + PPi + H+ dNTP )n (DNA 

در حال رشد  DNA رشته n(DNA) در این واکنش،

پیروفسفات آزاد  PPi نوکلئوتید اضافه شده، dNTPاست، 

 ,Metzkerت )یون هیدروژن آزاد شده اس H+ شده و

در  pH یون هیدروژن آزاد شده باعث تغییر(. 2010

 رد ISFET حسگرتوسط   pH . این تغییرشودمیچاهک 

یک   ISFET.شودمییص داده تشخهک ف چاک

 ترانزیستور اثر میدانی است که نسبت به تغییرات غلظت

باعث تغییر در جریان  pH یون حساس است. تغییر

که این تغییر به  شودمی ISFET الکتریکی عبوری از

 Toumazou et) شودمیعنوان سیگنال خروجی ثبت 

al., 2013 .)سر  سان پشتیک دند نوکلئوتیاگر دو یا چ

وجود داشته باشد، چندین نوکلئوتید در  در رشته الگوهم 

تری تولید و سیگنال قوی شودمییک چرخه اضافه 

پشت سر هم  A . به عنوان مثال، اگر دو نوکلئوتیدشودمی

و سیگنال دو برابر  شودمیباشند، دو یون هیدروژن آزاد 

 ادهد تیه ماجاز سامانه اهد بود. این ویژگی بهتر خوقوی

د تعداد نوکلئوتیدهای یکسان پشت سر هم را تشخیص ده

(Rothberg et al., 2011 .) ،پس از هر چرخه

شوند و چرخه بعدی نوکلئوتیدهای اضافه نشده شسته می

برای صدها  فرایند. این شودمیبا نوکلئوتید دیگری آغاز 

تعیین  DNA توالی کامل قطعاتتا  شودمیچرخه تکرار 

شامل  فرایندخام حاصل از این  هایه. داد(8 کل)ش شود
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 های الکتریکی است که باید به توالییک سری سیگنال

DNA های پیچیده ترجمه شود. این کار توسط الگوریتم

ها را تفسیر کرده و به که سیگنال شودمیافزاری انجام نرم

 Merriman etد )کننترجمه می T و  A ،C ،G  حروف

al., 2012 .)ی اصلی تکنولوژی یاز مزاای یکIon 

Torrent .این روش بر  آنجاکهاز، سرعت بالای آن است

کند و نیازی ها عمل میاساس تشخیص الکترونیکی یون

تر از تواند بسیار سریعبه تصویربرداری نوری ندارد، می

. یابی مبتنی بر فلورسانس عمل کندهای توالیروش

زیرا از است  ترانرزا تبه نسب اورینف، این بر اینعلاوه

کند که تولید هادی استاندارد استفاده میهای نیمهتراشه

، این حالبااین(. Liu et al., 2012ت )تر اسها ارزانآن

های اصلی، نیز دارد. یکی از چالش هاییکاستی فناوری

سر دقت در تشخیص تعداد نوکلئوتیدهای یکسان پشت 

پلیمر،  وطول هومیش فزااست. با اپلیمرها(  هم )هومو

تواند منجر و این می شودمیها دشوارتر تفکیک سیگنال

، طول خوانش در بر اینعلاوهبه خطا در تعیین توالی شود. 

حدود  طور معمولبهکوتاه است ) به نسبتاین روش 

تواند برای برخی کاربردها جفت باز( که می 4۰۰-2۰۰

 نای وجود اب(. Quail et al., 2012د )ننده باشمحدودک

های در بسیاری از زمینه Ion Torrent فناوری، هاکاستی

تحقیقاتی و بالینی مورد استفاده قرار گرفته است. از جمله 

یابی یابی اگزوم، توالیتوان به توالیکاربردهای آن می

های سرطانی و مطالعات ها، تشخیص جهشهدفمند ژن

  (. Ambardar et al., 2016د )کرمیکس اشاره متاژنو

 

 
 

 Semiconductor Sequencing; Ion Torrent یابی توالی فناوريیابی از طریق توال – 8شکل 

Figure 8. Sequencing through Semiconductor Sequencing Technology (Ion Torrent) 

ین های قابل توجهی در اهای اخیر، پیشرفتدر سال

جدید  ثال، نسلن مبه عنوا فته است.صورت گر فناوری

های قادر به تولید خوانش Ion Torrent هایسامانه

جفت باز( و با دقت بالاتر هستند.  6۰۰تر )تا حدود طولانی

ها و های جدید برای تفسیر دادههمچنین، الگوریتم

را  سامانهاند که دقت کلی تصحیح خطاها توسعه یافته

وع، مجمدر (. Goodwin et al., 2016د )انشیدهبهبود بخ

یک روش  Ion Torrent هادییابی نیمهتوالی اورینف
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است   DNA یابیقدرتمند و مقرون به صرفه برای توالی

که با ترکیب اصول بیوشیمیایی و الکترونیکی، امکان 

های کند. با پیشرفتیابی سریع و دقیق را فراهم میتوالی

 نقش فناورید که این روینه، انتظار میمداوم در این زم

سازی شده ده ژنومیکس و پزشکی شخصیآین ی درمهم

 .ایفا کند

 Singel moleculeد )تعیین توالی مولکول منفر

sequencing ) 

 Single moleculeد )مولکول منفر یابییتوال سامانه

sequencing،) یابییکه به عنوان نسل سوم توال (Next-

next generation sequencing) شودمیشناخته  زین، 

و  DNA یابییتوال یو کارآمد برا شرفتهیروش پ کی

RNA منفرد  یهامولکول میمستق لیاست که به تحل

 PCR قیاز طر ریبه تکث ازیبدون ن کینوکلئ دیاس

 یخطاها ر،یبا حذف مراحل تکث روش نی. اپردازدیم

تنوع  یو امکان بررس دهدیرا کاهش م PCRمرتبط با 

راهم ا فمولکول رتک در سطح  یکیژنتیو اپ یکیژنت

 یسنت یهاروش یهاکاستیو هدف آن غلبه بر  سازد،یم

 ،یابییتوال ازنسل دوم، قبل  یهاروشاست. در  یابییتوال

 PCR قیاز طر ریمرحله تکث گنال،یشدت س شیافزا یبرا

 فرایند نیممکن شود، اما ا یبهتر لیتا تحل شدیانجام م

ت تح را جینتاقت شود و د ییخطاها منجر به توانستیم

 یابییتوال فناوری(. Mardis, 2013د )قرار ده ریتأث

 یزهابا یتوال ییامکان شناسا  (SMSد )مولکول منفر

را به صورت  یارشتهتک DNAمولکول  کیدر  یتروژنین

 ر،یبه تکث ازیسنتز، بدون ن فرایندو در طول  میمستق

 یدهایکه نوکلئوت ودشمیباعث  یژگیو نیا. کندیفراهم م

در حال ساخت بلافاصله پس از  رهیزنجشده به اضافه

شوند،  ییشناسا (Real-timeی )اضافه شدن در زمان واقع

بالا و کاهش  اریمنجر به دقت بس تواندین امر میکه ا

سبب  هایژگیو نیشود. ا یخطاها در هنگام همانندساز

 یرامحبوب ب یهاز روشا یکیبه  SMSاند که شده

امکان  رایشود، ز لیو ناهمگن تبد دهیچیپ یهامطالعه ژنوم

 Schadt etد )کنیو بدون خطا را فراهم م قیدق لیتحل

al., 2010 .) 

 نیاول Heliscope نسل، نیا یاصل یهایفناور انیدر م

 Helicos توسط شرکت 2۰۰8بود که در سال  یفناور

Biosciences د )ش یمعرفThompson & Milos, 

فلورسنت تک  یابییالوش تورز ا یفناور نیا(. 2011

خوانش  هاونیلیم دیتول ییو توانا کردیاستفاده م یمولکول

با  Heliscope روش. را داشت نهمزماطور بهکوتاه 

تک  DNA شده با دهیپوش یاشهیسطح ش کیاستفاده از 

امکان  دار فلورسنت،نشان یدهایو افزودن نوکلئوت یارشته

عدم  لیه دلش برو نی. اکردیرا فراهم م یالتو ییشناسا

را کاهش  PCR مرتبط با ی، خطاهاDNAریبه تکث ازین

را  یکیژنتیرات اپییتغ میو امکان مطالعه مستق دادیم

ز ا پس(. Braslavsky et al., 2003د )کریفراهم م

Heliscope شرکت2۰11، در سال ،Pacific 

Biosciences یفناور PacBio که بر  ردک یرا معرف

عمل ( SMRT) یزمان واقع یلکولمو تک یابییالاساس تو

 چاهک کیاز  یفناور نیا(. Eid et al., 2009د )کنیم
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استفاده  شوندنامیده می ZMWs 81که  کینانوفوتون

به کف  مرازیپل DNA مولکول کیکه در آن  کندیم

دار نشان یدهایچاهک متصل شده است. با افزودن نوکلئوت

مشاهده  یقعمان واز در DNA سنتز فرایند فلورسنت،

بلندتر  یهاخوانش دیقادر به تول PacBio روش .شودمی

 یبود و امکان مطالعه ساختارها  Heliscope نسبت به

 نیهمچن یفناور نیرا فراهم کرد. ا یژنوم تردهیچیپ

 ونیلاسیمانند مت یکیژنتیاپ راتییتغ ییامکان شناسا

DNA هم راف یاضاف ییایمیازش شبه پرد ازیبدون ن را

، 2۰14در سال (. Flusberg et al., 2010د )کنیم

 یفناور  Oxford Nanopore Technologies شرکت

Nanopore sequencing د )را به بازار عرضه کرJain et 

., 2016al .)یبرا ینیپروتئ 82نانومنفذ کیاز  یفناور نیا 

ه استفاد دهایوکلئوتن ییو شناسا DNA عبور رشته

 کی قیاز طر DNA تهرش کیش، رو نی. در اکندیم

قرار  یدیپیل هیدو لا یغشا کیکه در  ینیپروتئ نانومنفذ

، نانومنفذاز  دی. با عبور هر نوکلئوتشودمیدارد، عبور داده 

و بر  شودمی یریگشده اندازه جادیا یونی انیجر راتییتغ

 .شودمی ییشناسا دینوع نوکلئوت رات،ییتغ نیاساس ا

بلند است  اریبس یهاخوانش دیلبه تو درقا  نانومنفذروش 

د کنیفراهم م زیرا ن RNA میمستق یابییو امکان توال

(Garalde et al., 2018 .)ایمزا هایفناور نیاز ا کی هر 

با  Heliscope روش .خاص خود را دارند یهاو چالش

 داشت.ش در طول خوان ییهاکاستیوجود دقت بالا، 

PacBio کرد، اما  را فراهمبلندتر  یهاخوانش دین تولکاام

 
81 Zero-Mode Waveguides 
82 Nanopore 

روش  .دقت روبرو بود نهیدر زم ییهادر ابتدا با چالش

را  بلند اریبس یهاخوانش دیتول تیقابل نانومنفذیابی توالی

دقت  نهیدر زم یبا مشکلات هیدارد، اما در مراحل اول

از زمان  یر، هر سه فناوحالبااینخوانش مواجه بود. 

دقت،  نهیدر زم یجهل توقاب یهاشرفتیخود، پ یمعرف

 د.انداشته یابییطول خوانش و سرعت توال

 یکاربردها DNA یابیینسل سوم توال یهایفناور

 یو پزشک یستیمختلف علوم ز یهانهیدر زم یاگسترده

 یامکان مطالعه ساختارها هایفناور نیاند. اکرده دایپ

 یهاییجابجا ،ینطولا ینند تکرارهاما یژنوم دهیچیپ

د انبزرگ را فراهم کرده یساختار راتییغت و یمموزوکرو

(Chaisson et al., 2015 .)در  هایفناور نیا ن،یهمچن

 یابییژن و توال انیب یبررس ک،یژنتیمطالعات اپ نهیزم

 Stark etد )کننیم فایا یکامل نقش مهم ترنسکریپتوم

al., 2019a .)یهایرفناو ،یپزشک صیتشخحوزه  در 

 قیو دق عیسر ییامکان شناسا DNA یابییوالنسل سوم ت

 صیو تشخ یکیوتیبیمقاومت آنت یبررس زا،یماریعوامل ب

 Goldbergد )انرا فراهم کرده دهیچیپ یکیژنت یهایماریب

et al., 2015 .)یکیو اکولوژ یمطالعات تکامل نهیدر زم، 

در  یکیتر تنوع ژنتامعج یامکان بررس هایفناور نیا

را  دهیچیپ یهاومیکروبیمعه طالف و ملختم یهاتیجمع

 ،بر اینعلاوه (.Goodwin et al., 2016د )انفراهم کرده

 نهیدر زم DNA یابیینسل سوم توال یهایفناور

 دایپ یاگسترده یکاربردها زیو اصلاح نباتات ن یکشاورز

 یهاژن ترقیدق ییامکان شناسا هایفناور نیاند. اکرده

 یهافرایندبود و به یاعزر بط با صفات مهمرتم
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 & Michaelد )انرا فراهم کرده گیاهیبهنژادی

VanBuren, 2020 .)  

حوزه، انتظار  نیدر ا شرفتیپ عیتوجه به روند سر با

 DNA یابیینسل سوم توال یهایکه فناور رودیم

که  شودمی ینیبشیهمچنان به تکامل خود ادامه دهند. پ

در دقت، سرعت و  رشتیبود ببه با هایفناور نیا نده،یدر آ

و  هیپا قاتیدر تحق یترنقش مهم ،یابییتوال نهیهز

 ن،یکنند. همچن فایا یو پزشک یستیز معلو یکاربرد

تجزیه و  دیجد یهاکه با توسعه روش رودیانتظار م

امکان استخراج  شرفته،یپ یهاتمیها و الگورداده تحلیل

د فراهم شو یابییالتو یهااز داده ترقیو دق شتریلاعات باط

(Logsdon et al., 2020 .) یهاپلتفرمویژگی  وجزئیات  

 .به شرح زیر استنسل سوم  یابیتوالیاصلی 

 Heliscopeی ابییتوال فناوری

 ، که توسط شرکتHeliscopeی ابییتوال فناوری

Helicos Biosciences  شد یمعرف 2۰۰8در سال ،

د که بو فردول منکولم یابییتوال یارپلتفرم تج نیاول

د کر جادیا DNA یابییتوال نهیدر زم یانقلاب

(Thompson & Milos, 2011; Thompson & 

Steinmann, 2010.) که بر اساس روش سنتز  ،روش نیا

 میمستق یابییامکان توال کند،یعمل م یابییتوال

 PCR ریبه تکث ازیمنفرد را بدون ن  DNA یهامولکول

را  ریمرتبط با تکث یهاخطا جهیتر نو د کند،یاهم مرف

 سازوکار (.Braslavsky et al., 2003د )ینمایحذف م

است که با  یمرحله اصل نیشامل چند Heliscope عمل

  DNAحله،مر نی. در اشودمینمونه آغاز  یسازآماده

( دینوکلئوت 35-3۰تر )حدود به قطعات کوچک یژنوم

 ز آنزیمتفاده اسا ابو  شودمیرشته  و تک شودمیکسته ش

 رشته، این قطعات تک 3ʹ ترمینال ترنسفراز به انتهای

فسفات را اضافه کرده تا یک دم  دزوکسی آدنوزین تری

به د. کلئوتید ایجاد شونو 5۰ طول بیش از به dA پلی 

 5۰طوله ب dTو گیکه با اول انیسلول جر کیسطح 

 Harris etد )شونیشده است، متصل م هدیپوش کلئوتیدنو

al., 2008; Shokralla et al., 2012; Ansorge et 

al., 2009; Gupta et al., 2008; Thompson & 

Steinmann, 2010 .)از اتصال پس DNA  به سطح

. در هر چرخه شودمیآغاز  یابییتوال فرایند ،فلوسل

 برگشت دهنده ختم نوکلئوتیداز چهار  یکی ،یابییتوال

دار شانسنت نفلور یهانگکه با ر T ای، A ،C، Gر پذی

به تنهایی و یا بصورت متصل  که گروه ترمیناتورو  اندشده

، به محلول واکنش استآلی متصل  به واحد رنگی، به باز

به عنوان  فلوسلروی  ها برdTو الیگو  شودمیاضافه 

 توسط دهاینوکلئوت نیاو  کنندعمل می آغازگر

 هافضر حال رشد اشته دبه ر مرازیپل DNAمینزآ

 به دلیل مشخص بودن در این روش .دشونیم

بر  ،شودمیهای مشابهی که در هر چرخه اضافه نوکلئوتید

تمامی نوکلئوتیدهای ختم دهنده  Solexa خلاف روش

 گذاریرچسببرنگ فلورسانس  ، تنها با یکپذیربرگشت

 سامانه نیاده در امورد استف مرازیپل DNAمی. آنزشوندمی

 مرازیپل DNAمیآنزشده از  لاحنسخه اص کی ،نیز

φ29یابییتوال طیعملکرد بهتر در شرا یکه برا است 

 Bowers et al., 2009; Thompsonت )شده اس نهیبه

& Steinmann, 2010 .)دقت بالا و  لیبه دل میآنز نیا
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دار شده انتخاب نشان یدهایاضافه کردن نوکلئوت ییتوانا

 ,.Shokralla et al., 2012; Ansorge et alت )ده اسش

2009; Gupta et al., 2008; Thompson & 

Steinmann, 2010 .) مرحله در هرهمانطور که بیان شد 

پذیر نوکلئوتیدهای ختم دهنده برگشت یابیتوالی 

پس از قرارگیری  شوند.می مشابهی وارد واکنش

بدلیل تداخلی که  نوکلئوتیدها در زنجیره در حال ساخت،

، از عملکرد شودمیر ایجاد ترمیناتو و بواسطه گروه رنگی

در نتیجه سنتز  .آیدمراز ممانعت به عمل میآنزیم پلی

سپس یک  .شودمیرشته جدید بطور موقت، متوقف 

های که به زنجیرهتا نوکلئوتیدهایی شودمیشستشو انجام 

 پس .دنداند از محیط حذف گردر حال ساخت وارد نشده

با استفاده از  انیجرسلول  طحس د،یتشدن نوکلئواز اضافه 

. شودمی یربرداریفلورسانس تصو کروسکوپیم

 ریمتصل شده به عنوان نقاط روشن در تصو یدهاینوکلئوت

گروه فلورسنت با  ،یربرداری. پس از تصوشوندیظاهر م

 Pushkarev) شودمیشکسته  زریاستفاده از تابش نور ل

et al., 2009; Shokralla et al., 2012; Ansorge et 

al., 2009; Gupta et al., 2008 Thompson & 

Steinmann, 2010;) در نهایت جدا شدن رنگ  و

فلورسانس به همراه گروه ترمیناتور آن دسته از 

اند، نوکلئوتیدهایی که به زنجیره در حال سنتز وارد شده

یگنال مربوطه منجر به ساطع شدن نور و ثبت س تنهانه

بین رفتن اثر  از به منجر هلکب شودمیدستگاه  توسط

 گرددمیمهاری آنها و در نتیجه ادامه پروسه سنتز نیز 

(Pushkarev et al., 2009; Shokralla et al., 2012; 

Ansorge et al., 2009; Gupta et al., 2008; 

Thompson & Steinmann, 2010.) یبرا فرایند نیا 

 DNA تکامل قطعا یالتو تا شودمیه تکرار صدها چرخ

د منحصر به فر یهایژگیاز و یکی .(9)شکل  شود نییتع

Heliscopeیهامولکول یابییآن در توال یی، توانا RNA 

 ابتدا به RNA روش، نیاست. در ا میمستق طوربه

cDNA یابییو سپس مراحل مشابه توال شودمی لیتبد 

DNA  ت،یقابل نی. اشودمیانجام Heliscope  به را

کرده  لیتبد ترنسکریپتومعات مطال یراد بقدرتمن یابزار

 & Ozsolak et al., 2009; Thompsonت )اس

Steinmann, 2010.) سامانه Heliscope دیقادر به تول 

خوانش در هر اجرا است، با طول خوانش  هاونیلیم

به طول خوانش  نی. اگرچه ادینوکلئوت 35متوسط حدود 

 دیلتو یهاهداد یحجم بالا لیدل کوتاه است، اما به نسبت

از کاربردها  یاریبس یبرا سامانه نیشده و دقت بالا، ا

 (.Thompson & Milos, 2011ت )مناسب اس

آن در  یی، تواناHeliscopeی اصل یایاز مزا یکی 

 DNA ونیلاسیمانند مت یکیژنتیاپ راتییتغ صیتشخ

را شده  لهیمت یدهایتنوکلئو تواندیم سامانه نیاست. ا

 پردازششیبه پ ازین بدون دهد، صیختش میمستق طوربه

 ازیمورد ن یابییتوال یهاروش رینمونه که در سا ییایمیش

 Heliscope، حالاین با (.Flusberg et al., 2010ت )اس

 یاصل یهاکاستیاز  یکیروبرو است.  ییهابا چالش زین

 مریهوموپل یهایلدر توا بالا نسبت به یآن، نرخ خطا

پشت سر هم(  کسانی یدهاینوکلئوت از متشکل یهای)توال

تعداد  صیدر تشخ یدشوار لیمشکل به دل نیاست. ا

د دهیم خاضافه شده در هر چرخه ر یدهاینوکلئوت قیدق
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(Treangen & Salzberg, 2012 .)نیا با وجود 

 یقاتیتحق یهانهیاز زم یاریدر بس  Heliscopeها،چالش

ن آ یبردهاکارته است. از جمله استفاده قرار گرف مورد

ژن،  انیب تجزیه و تحلیلژنوم کامل،  یابییبه توال توانیم

اشاره  یکیژنت یهاانتیوار صیو تشخ کیژنتیمطالعات اپ

 ر،یاخ یهاسال در(. Ozsolak & Milos, 2011د )کر

صورت گرفته  فناوری نیدر ا یقابل توجه یهاشرفتیپ

 Heliscope یهاسامانه دیوان مثال، نسل جداست. به عن

 55)تا حدود  تریطولان یهاخوانش دیتولبه  قادر

 یهاتمیالگور ن،ی( و با دقت بالاتر هستند. همچندینوکلئوت

 اندافتهی سعهخطاها تو حیها و تصحداده ریتفس یبرا دیجد

 Pushkarev etد )اندهیرا بهبود بخش سامانه یکه دقت کل

al., 2009ی ولوژتکنمهم در  یهاشرفتیاز پ گرید یک(. ی

Heliscopeیسازآماده یبرا دیجد یها، توسعه روش 

 نمونه است.

 ای DNA کم اریبس ریها امکان کار با مقادروش نیا 

RNA مانند  ییکاربردها یکه برا کنند،یرا فراهم م

 Ozsolak etت )مهم اس اریمنفرد بس یهاسلول یابییتوال

al., 2010) .یابییتوال یفناورمجموع،  در Heliscope  

مولکول منفرد است که  یابییتوال یروش قدرتمند برا کی

و  میمستق یابیی، امکان توالPCRیر به تکث ازیبا حذف ن

با  فناوری نی. اکندیرا فراهم م RNA و DNA قیدق

امکان  شرفته،یپ یربرداریو تصو ییایمیوشیاصول ب بیترک

با . دکنیرا فراهم م دایبالا و دقت ز جمحبا  یابییتوال

 که رودیانتظار م نه،یزم نیمداوم در ا یاهتشرفیپ

Heliscope  کسیژنوم قاتیدر تحق یهمچنان نقش مهم 

 .کند فایا کسیترنسکریپتومو 

 

 

 
 

 Heliscopeی یابتوالی فناوري - 9شکل 

Figure 9. Heliscope sequencing technology  
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  Single Molecule Real-Time; SMRT یناورف

 کیSMRT (Single Molecule Real-Time ) یفناور

 است که توسط شرکت DNA یابییتوال شرفتهیروش پ

Pacific Biosciences (PacBio)  2۰11در سال 

در  یانقلاب فناوری نیا(. Eid et al., 2009د )ش یمعرف

امکان  رایکرد، ز جادینسل سوم ا یابییتوال نهیزم

و با  ین واقعرا در زما فردنم DNA یهامولکول یابییتوال

 یاصل سازوکار. کندیبلند فراهم م اریطول خوانش بس

SMRT سنتز میبر اساس مشاهده مستق DNA  توسط

این تکنیک از منفرد است.  مرازیپل DNA کی

یک فیلم فلزی  که دارای کنده میاستفاد 83هاییتراشه

 هزارانلم فلزی حاوی باشند. این فیبسیار باریک می

-نامیده می sZMW84است که  کینانوفوتون کچاه

هستند که حجم  یاسینانومق یساختارها  ZMWsد.شون

محدود  (لیتر 21-1۰) تریزپتول 2۰مشاهده را به حدود 

اصلاح  مرازیپل DNA میآنز کیروش، از  نیدر ا .کنندیم

 ZMW یهاکه به کف چاهک شودمیشده استفاده 

محفظه (. Levene et al., 2003ت )سمتصل شده ا

 ا بطور پیوسته توسط دوربین های این چاهک ه داخلی

CCD85 امر امکان مشاهده  نیکه ا که شودمیرصد

همزمان با  تعیین توالیو   مولکول منفرد کی تیفعال

 Korlachد )کنرا فراهم می  DNAسنتز در زمان واقعی

et al., 2008.) یابییتوال فرایند SMRT یسازآماده اب 

به  یژنوم DNA مرحله، نی. در اشودمی غازنمونه آ

 
83 Chip 
84 Zero-Mode Waveguides 
85 Charged-Coupled Device 

 شودمی( شکسته لوبازیک 5/1 معمولطور بهقطعات بلند )

غیر خطی و مخصوص  یآداپتورهاهر دو طرف آن  و به 

 به نام یحلقو ی سنجاق سری وکه ساختارها

SMRTbell  شودمیدارند متصل (Travers et al., 

 شودمیث باعآداپتورها  یلقوح یهاساختار نیا . (2010

به حالت حلقوی  سازیواسرشتد نظر پس از عه مورکه قط

 قطعه کیامکان خوانش مکرر و همچنین  تبدیل گردد

DNA یابییکه به بهبود دقت توال کنند،یرا فراهم م 

ی هاچاهکبه  DNAپیش از اینکه قطعات  .کندیکمک م

ZMW  ،ور دام از آداپتهایی به هر کرآغازگمنتقل شوند

بعد از اینکه  نهایت درو  شودمیی متصل لقوهای ح

اتصال آنزیم پلیمراز صورت گرفت، نوکلئوتیدهایی که با 

اند همراه با دیگر گذاری شدهبرچسبرنگ فلورسنت 

، جهت پلیمریزاسیونعوامل مورد نیاز برای انجام واکنش 

 ZMW هایهکیابی به داخل چاانجام عملیات توالی

اتصال طریق ، از زاسیونمریپلیشوند. در طول ل میتقمن

هر نوکلئوتید، گروه رنگی فلورسنت خاص آن نوکلئوتید 

که نور فلورسنت  شودمینیز آزاد شده و نور آن ساطع 

ثبت و پردازش  CCDهای ساطع شده بواسطه دوربین

 یابیتوالی DNAرشته  2در این حالت هر  .شودمی

صحت ان به افزایش میزیتواند موضوع مه این کمیشوند 

 مورد استفاده در پلیمراز  DNAکمک کند. یابیتوالی

SMRT نسخه اصلاح شده از کیDNA مرازیپل φ29 

 نهیبه یابییتوال طیعملکرد بهتر در شرا یاست که برا

 لیبه دل میآنز نیا (.Korlach et al., 2010ت )شده اس

 یات طولانخواندن قطع ییو توانا ادیدقت بالا، سرعت ز
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DNA استفاده در  دمور یدهایتنوکلئو  ه است.شد انتخاب

قرمز، آبی، ) فلورسنت متفاوت رنگچهار با  سامانه نیا

باز  فلوروفرمنه به  واند دار شدهنشان (نارنجی و سبز

متصل کلئوتید نو γ  گروه فسفاتبه  بلکه نوکلئوتیدی

جر به کاهش من منحصر به فرد یطراح نیهستند. ا

اجازه  شده و فلورسانسنگ شی از رانعت فضایی نامم

به رشته در حال رشد،  دیتا پس از اتصال نوکلئوت دهدیم

بتواند به  مرازیجدا شود و پل یعیطبطور بهگروه فلورسنت 

افزایش   شدنپلیمریزهراندمان و  ادامه دهد DNA سنتز

 کی رازمیپل DNA کههنگامی(. Eid et al., 2009د )یاب

پالس  د،کنیشد اضافه مل ررا به رشته در حا دیتنوکلئو

و تعیین  شودمیثبت  دیفلورسانس مربوط به آن نوکلئوت

زمان که به آن  پالس نی. طول مدت اتوالی صورت گیرد

است که  یدهنده زمانشانن شودمیگفته  ای 86اقامت

 نیب فاصله. ماندیم یباق میفعال آنز تیدر سا دینوکلئوت

 87 (IPD)اهسالپ نیزمان به به آن ک یو پالس متوالد

 دهایدهنده سرعت اضافه شدن نوکلئوتنشان شودمیه گفت

 یکینتیاطلاعات ک نیا(. Chaisson et al., 2015ت )اس

بلکه  ،شودمیاستفاده  DNA یتوال نییتع یبرا تنهانه

مانند  یکیژنتیاپ راتییتغ ییشناسا یبرا تواندیم

ین . به اردیگ فاده قرارمورد است زین DNA ونیلاسیمت

یابی با یک پلیمراز توالی کههنگامیصورت که 

حاوی یک اصلاح  DNA نوکلئوتیدهایی در رشته

 Methyl adenosine-6 ل ژنتیکی( مانند برای مثا)اپی

modification  شودمیمواجه ،IPD  نسبت به DNA 

 
86 Pulse width 
87 Interpulse duration (IPD) 

 ,.Flusberg et alت )خواهد داش خیرتأ شده متیلهغیر

2010.) 

های  لاف سایر روشرخب SMRTیابی توالی روش رد 

نیازی نیست که پس از هر مرحله که ابی، یتوالی

به مخلوط واکنش افزوده میشوند، یک مرحله  نوکلئوتیدها

. این مسئله، در کاهش زمان انجام این انجام شودشستشو 

نمایی از این  1۰مهمی ایفا میکند شکل پروسه نقش 

 یایااز مز یکی .داده است یابی را نشانروش توالی

بلند  اریبس یهاخوانش دیآن در تول ییانا، توSMRTیاصل

 هیاول یهاکه طول متوسط خوانش در نسخه یحالاست. در

 دتریجد یهابود، نسخه لوبازیک 2-1حدود  یفناور نیا

 لوبازیک 2۰-1۰با طول متوسط  ییهاخوانش دیقادر به تول

(. Rhoads & Au, 2015د )هستن بازلویک 1۰۰تا  یو حت

مربوط به  یهاحل چالش یبرابلند  یهانشواخ نیا

 اریبس de novo 88بندیسرهمژنوم و  یمناطق تکرار

 صیقادر به تشخ SMRT ،بر اینعلاوه د.ارزشمند هستن

 طوربه DNA ونیلاسیمانند مت یکیژنتیاپ راتییتغ

نمونه است.  ییایمیش پردازششیبه پ ازیو بدون ن میمستق

در  یکینتیک تراییبه تغ نهماسا تیحساس لیامر به دل نیا

 یکیژنتیاپ راتییاست که توسط تغ مرازیپل DNA تیفعال

 SMRT ،حالبااین(. Clark et al., 2012) شودمی جادیا

 یاصل یهاکاستیاز  یکیروبرو است.  ییهابا چالش زین

د )حدود بالا در هر خوانش منفر به نسبت یآن، نرخ خطا

 با استفاده از یحدمشکل تا  نی( است. ا15-11%

 
88 Assembly  



 146 11۰-231(، 1)3، 14۰3غلات،  یوشیمیو ب لوژیتکنویوان/ بو همکار یزادهمحمدعل
 

و  CCS89 نام به  DNAقطعه کیمکرر  یهاخوانش

ت خطا قابل حل اس حیتصح شرفتهیپ یهاتمیالگور

(Wenger et al., 2019 .)ها،چالش نیا با وجودSMRT 

مورد استفاده قرار  یقاتیتحق یهانهیاز زم یاریر بسد 

 یابییتواله ب توانیآن م یبردهاگرفته است. از جمله کار

 تجزیه و تحلیل ،ترنسکریپتوم ، مطالعاتکامل منوژ

 صیو تشخ کیژنتیمطالعات اپ ،یکروموزوم یساختارها

 (. Ardui et al., 2018د )اشاره کر یساختار یهاانتیوار

 
89 Circular Consensus Sequencing 
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  Single Molecule Real-Time; SMRT ییابنمایی از روش توالی -10شکل 

Figure 10. A view of Single Molecule Real-Time; SMRT sequencing method 

 فناوریدر  یقابل توجه یهاشرفتیپ ر،یاخ یهاسال در

SMRT یصورت گرفته است. به عنوان مثال، معرف 

 شیمنجر به افزا 2۰19در سال   Sequel II سامانه

 ها شدهنشخوا تیفیداده و بهبود ک یدر خروج ریچشمگ

استفاده  SMRT Cell 8M یاههاز تراش سامانه نیاست. ا

 تواندیاست و م ZMW ونیلیم 8حدود  یکه حاو دنکیم

 Wenger etد )کن دیداده در هر اجرا تول تیترابا چهارتا 

al., 2019 .)مهم، توسعه  یهاشرفتیاز پ گرید یکی

ا هروش نینمونه است. ا یسازآماده یبرا دیجد یهاروش

و  کنندیاهم مرف را DNA کمتر ریدار با مقاامکان ک

را  لوبازیک 1۰۰از  شیبا طول ب DNA تقطعا توانندیم

مانند  ییکاربردها یبرا ژهیامر به و نیحفظ کنند. ا

 بندیسرهمو  بزرگ یساختار یهاانتیوار صیتشخ

 در(. Pollard et al., 2018ت )مهم اس دهیچیپ یهاژنوم

روش قدرتمند  کی SMRT یابییوالت فناوریمجموع، 

 بیه با ترکمولکول منفرد است ک یابییلوات یبرا

و  یکیژنتیاپ راتییتغ صیتشخ ییبلند، توانا یهاخوانش

را در  یدیجد یهاافق ،یدر زمان واقع یابییامکان توال

مداوم در  یهاشرفتیگشوده است. با پ کسیژنوم نهیزم

نقش  همچنان SMRT که رودیانتظار م نه،یزم نیا

 ییهانهیاز جمله در زم ،سکیمژنو قاتیدر تحق یهمم

و  یشده، مطالعات تکامل یسازیشخص یزشکند پمان

 .کند فایا یمولکول یاکولوژ

 Oxford Nanopore ی ابییتوال یفناور

Technologies 

 Oxford Nanopore ، شرکت2۰11در سال 

Technologies نوم به ژ یابییدر عرصه توال ینیروش نو
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پلتفرم کرد.  یرفعم  Nanopore Sequencing منا

در سال   MinIONبا نام که شرفته،یپ یرفناو نیاتجاری 

تجزیه  نهیشگرف در زم یبه بازار عرضه شد، تحول 2۰14

 روش نینمود. ا جادیمنفرد ا یهامولکول و تحلیل

 هایطولانی توالیو  خواندن مستقیم تیمبتکرانه، قابل

DNA  و RNA خسا سریا مر( تJain et al., 2016 .)

که  یونی انیجر راتییغت هیروش بر پا نیا یاصل روکاساز

 یهانانومنفذاز  RNA ای DNA یهامولکول عبورهنگام 

-آلفاو از جنس  نانومتر 5/2الی 1به قطری نیپروتئ

اند تعبیه شده  یمصنوع یغشا کیکه در  9۰همولایزین

در این اقع در و(. Deamer et al., 2016) شودمیایجاد 

یک  که)زین همولی-از آلفا ها نانومنفذاد ایجبرای ، سامانه

استافیلوکوکوس توسط باکتری و  است 91هپتامرپروتئین 

در غشاهای  نرمالطور به وگردد ترشح می 92اورئوس

های نانومنفذ( و یا کندبیولوژیکی منفذ ایجاد می

 یر غشاها دنانومنفذ نیا .شودمی استفاده شیمیایی،

را از هم جدا  تیلترودو محفظه الک یمصنوع یدیپیل

 انیجر کیغشا،  نیولتاژ در عرض ا کی مالاع با و کندیم

 .شودمیها برقرار نانومنفذ قیثابت از طر یونی

است،  USB ، که به اندازه یک درایوMinIONدستگاه

همزمان طور بهاست که  نانومنفذای با صدها شامل تراشه

فراهم ا ر گبزردر مقیاس  بییاتوالی د و امکانکننکار می

نمونه آغاز  یسازبا آماده یابییتوال فرایند کنند.می

به قطعات بلند  یژنوم  DNAمرحله،  نی. در اشودمی

 
90 Alpha-hemolysin  
91 Heptamer 
92 Staphylococcus aureus 

و به  شودمی( شکسته شتریب ای باز لویک 5 طور معمولبه)

آداپتورها شامل  نی. اشودمیمخصوص متصل  یآداپتورها

 کی طور معمولبهد که ستنه "یولکولموتور م" کی

 یاتک رشته DNA به دهابنیاتصال نیپروتئ کی ای کازیهل

 کنترل سرعت عبور ،یموتور مولکول نیاست. نقش ا

DNA  نانومنفذاز (Caldwell & Spies, 

2017; Japrung et al., 2014; Manrao et al., 

 انینمونه به سلول جر ،یسازپس از آماده (.2012

MinION این  .شودمیها است، اضافه نانومنفذ یکه حاو

 DNA د که تنهاانحی شدهطوری طرا هانانومنفذ

ها عبور کند. در دو طرف این تواند از آنای میرشتهتک

اند که جریان یونی را الکترود قرار داده شده 2ها، کانال

 مولکول کی کههنگامی کنند.ها ایجاد میدرون کانال

DNA ای RNA حضور آن باعث ،شودمی نفذنانومارد و 

 یبرا انیجر راتییتغ نی. اشودمی یونی انیدر جر رییتغ

 طور معمولبه) دهایکوتاه از نوکلئوت یتوال ای دیهر نوکلئوت

 یامضا"( منحصر به فرد است و به عنوان دینوکلئوت 5-6

تواند توالی دستگاه مید و کنیعمل م یآن توال "یکیالکتر

د تشخیص ده DNA تیب عبوررا به تر نوکلئوتیدی

(Laszlo et al., 2014 .)یکیالکتر یاهلگنایس نای 

و سپس توسط  شوندیثبت مASIC 93 حسگر کیتوسط 

 ای  DNA یبه توال نیماش یریادگی دهیچیپ یهاتمیالگور

RNA ورود .(11)شکل  شوندیترجمه م DNA 

ایجاد نیز به وسیله ولتاژ مثبت  نانومنفذای به رشتهتک

 DNA ، زیراشودمی جامان نانومنفذیگر در طرف د شده

 
93 Application-Specific Integrated Circuit 
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به سوی ولتاژ مثبت جذب  منفی است ودارای بار 

برای  شدنپلیمریزهاز  نانومنفذیابی توالی فناوری .شودمی

یابی استفاده نمیکند و این موضوع باعث شده تعیین توالی

ا چند ساعت و بیابی موجوداتی مانند انسان طی که توالی

 ;Pareek et al., 2011)د انجام شو ترپایینسیار هزینه ب

Steinbock et al., 2015; Gupta et al., 2008; 

Ansorge, 2009.) 

 

 
 

 Oxford Nanoporeیابی یتوال فناوري روشیابی از طریق توالی -11شکل 

Figure 11. Sequencing through Oxford Nanopore sequencing technology 

استفاده  فناوری نیارد منحصر به ف یهایژگیاز و یکی

آن  ییتوانایابی و تعیین توالی برای دنشپلیمریزهنکردن 

 RNA روش، نیاست. در ا RNA میمستق یابییدر توال

 نانومنفذاز  ماًیبلکه مستق ،شودمین لیتبد cDNA ابتدا به

ر ساختا میامر امکان مطالعه مستق نی. اشودمیعبور داده 

د کنیفراهم م ار RNA یسیپس از رونو راتییغو ت

(Garalde et al., 2018 .)نانومنفذ یفناور ،بر اینعلاوه 

 ونیلاسیمانند مت یکیژنتیاپ راتییتغ صیقادر به تشخ

DNA تیحساس لیامر به دل نیاست. ا میمستق طوربه 

 دهاینوکلئوت یدر ساختار مولکول یجزئ راتییبه تغ سامانه

 ودشمی جادیا یکیژنتیاپ راتییغوسط تکه ت است

(Simpson et al., 2017.) ی اصل یایامز از یکی

MinIONبلند  اریبس یهاخوانش دیآن در تول یی، توانا

 سامانه نیکه طول متوسط خوانش در ا یاست. در حال

از  شیبا طول ب ییهااست، خوانش لوبازیک 1۰-2۰حدود 

 (.Payne et al., 2019ت )گزارش شده اس زیمگاباز ن 2

مربوط به  یهاحل چالش ید برالنب یهاخوانش نیا

و  یساختار یهاانتیوار صیژنوم، تشخ یتکرار مناطق

و از طرفی  ارزشمند هستند اریبس de novo بندیسرهم

یابی موجوداتی مانند این موضوع باعث شده که توالی
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ام انج ترپایینینه بسیار انسان طی چند ساعت و با هز

 ,.Pareek et al., 2011; Steinbock et alد )شو

2015; Gupta et al., 2008; Ansorge, 2009 .)

هایی نیز مواجه است. با چالش نانومنفذیابی توالی فناوری

 DNA ترین مشکلات این روش این است کهیکی از اصلی

عبور  هانانومنفذتر از حد مورد نیاز از ممکن است سریع

ود. ر شهایی در تعیین توالی منجه خطااند بتوکند، که می

بر اساس  دیدتریهای جروشها، کاستیبرای حل این 

اند. به عنوان مثال، یک توسعه یافته نانومنفذیابی توالی

قرار داده شده است  نانومنفذجزء اگزونوکلئاز در ورودی 

که نوکلئوتیدهای موجود در رشته الگو را به صورت 

دهد که اجازه می فرایندین ند. اکیک جدا میبهیک

شوند.  نانومنفذ و متوالی واردطور جداگانه وتیدها بهکلئنو

یک مولکول  نانومنفذ، در داخل بر اینعلاوه

ودکسترین قرار داده شده که با نوکلئوتیدهای آزاد چرخه

که نوکلئوتیدها زمان  شودمیدهد و باعث واکنش می

تفکیک بهتر  مر بهاین ابمانند، که  نانومنفذبیشتری در 

کند. یابی کمک میکاهش خطا در توالیو  نوکلئوتیدها

کننده برای کنترل سرعت توان از یک تنظیممچنین، میه

با  DNA استفاده کرد تا رشته نانومنفذبه  DNA ورود

شود. در این روش، از  نانومنفذسرعت مناسب وارد 

 رشته. شودمیاستفاده  φ29پلیمراز باکتریوفاژ DNAآنزیم

DNA پیوند یافته است،  گرازآغ ای که با یکرشتهتک

. این شودمیکشیده  نانومنفذم به داخل توسط این آنزی

و رشته مکمل را سنتز  شودمیمتصل  آغازگرآنزیم به 

 نانومنفذکند، در حالی که رشته الگو را به داخل می

کند. یک توالی الیگونوکلئوتیدی خاص به هدایت می

مت دیگر ر سو بار مثبت د شودمیمتصل  زگرآغای انتها

جذب  نانومنفذبه درون  DNA تا شودمیایجاد  نانومنفذ

 DNA که دو رشته شودمیشود. نیروی الکتریکی باعث 

در محل این توالی ویژه به صورت مکانیکی از هم جدا 

 نانومنفذوارد  '3شوند و در نهایت، رشته الگو از انتهای 

  φ29پلیمراز باکتریوفاژ DNAازده استفا. مزیت شودمی

جدا  DNA لتاژ ازاین است که این آنزیم هنگام اعمال و

تواند به دهد، که میو به عملکرد خود ادامه می شودمین

کمک  نانومنفذای به رشتهتک DNA کاهش سرعت ورود

تر نوکلئوتیدها را برای تعیین توالی کرده و شناسایی دقیق

 ,.Pareek et al., 2011; Steinbock et alد )فراهم کن

2015; Gupta et al., 2008; Ansorge, 2009.)   با

 یهانهیاز زم یاریدر بس  MinIONها،چالش نیا وجود

مورد استفاده قرار گرفته است. از  یو کاربرد یقاتیتحق

ژنوم کامل،  یابییبه توال توانیآن م یجمله کاربردها

 یساختارها حلیله و تتجزی ،ترنسکریپتوممطالعات 

 عیسر صیتشخ ک،یژنتیات اپالعمط ،یکروموزوم

د اشاره کر کسیمتاژنوم اتو مطالع یعفون یهایماریب

(Leggett & Clark, 2017 .)ر،یاخ یهاسال در 

صورت  نانومنفذ فناوریدر  یقابل توجه یهاشرفتیپ

 اهنانومنفذ دینسل جد یگرفته است. به عنوان مثال، معرف

(R10) در مناطق  ژهیوبه ،یابییود دقت تواله بهبنجر بم

 ن،یهمچن(. Rang et al., 2018ت )شده اس مر،یهوموپل

مانند  ،نمونه یسازآماده یبرا دیجد یهاتوسعه روش
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، 95ریو روش بدون تکث 94محوو پیوندی دیروش خط تول

و حفظ قطعات بلندتر را  DNA کمتر ریامکان کار با مقاد

از  یکی(. Loose et al., 2016ت )فراهم کرده اس

حمل و  تی، قابلMinION فردبهمنحصر یهایژگیو

در  یابییامکان توال یژگیو نیسان آن است. استفاده آا

مانند نظارت  ییکاربردها یکه برا کند،یمحل را فراهم م

 یو حت دانیدر م یکیمطالعات اکولوژ ها،یماریب وعیبر ش

-Castro)ت اس ارزشمند اریدر فضا بس یابییتوال

Wallace et al., 2017 .)یابییتوال فناوریمجموع،  در 

 یابییتوال نهیدر زم یروش انقلاب کی Oxford ذنانومنف

 ییبلند، توانا یهاخوانش بیمولکول منفرد است که با ترک

 میمستق یابییامکان توال ،یکیژنتیاپ راتییتغ صیتشخ

RNA نهیزمرا در  یدیجد یهاحمل، افق تیو قابل 

 یهاشرفتی. با پتساه آن گشود یو کاربردها کسیژنوم

 فناوری نیکه ا رودیانتظار م ،هنیزم نیمداوم در ا

از جمله در  کس،یژنوم قاتیدر تحق یهمچنان نقش مهم

 صیشده، تشخ یسازیشخص یمانند پزشک ییهانهیزم

 فایا یمولکول یو اکولوژ یمطالعات تکامل ها،یماریب عیسر

 .کند

 (NGSد )ینسل جد یهایابییلع تواانوا

 Whole: لشام (NGSد )ینسل جد یهایابییالع تووانا

genome sequencing (WGS) ،Whole exome 

sequencing (WES) ،Transcriptomics by bulk 

RNA-seq،(scRNAseq)  Transcriptomics by 

Single-cell RNA-seq ،small RNA sequencing ،
 

94 Ligation-based 
95 Amplification-free 

de novo Genome Assembly ،de novo 

Transcriptome assembly ،Chromatin 

immunoprecipitation sequencing (ChIP-seq) ،

Epigenomics by DNA methylation sequencing 

(Methyl-seq)،Targeted sequencing (TGS)   و

(WMS)  Whole metagenome sequencing  

 جامع روش کی (WGSم )کل ژنو یابیی. توالباشندیم

 موجود زنده کی  DNAیلکامل توا تجزیه و تحلیل یبرا

از جمله  یکیژنت راتییانواع تغ ییااست که امکان شناس

 راتییها و تغها، اضافهحذف ،یدیتک نوکلئوت یهاانتیوار

 ,.Schwarze et alد )کنیبزرگ را فراهم م یساختار

 صیتشخ ،یروش در مطالعات تکامل نیا(. 2020

 یکیتنوع ژنت یو بررس دهیچیپ یکیژنت یهایماریب

 یابییابل، توالدارد. در مق یاگسترده ربردکا هاتیعجم

 نیکدکننده پروتئ یهابخش یبر رو (WESم )کل اگزو

 یو برا کندیکل ژنوم( تمرکز م %2-1ژنوم )حدود 

 یدر مناطق اگزون یماریمرتبط با ب یهاانتیوار ییشناسا

روش  نیا(. Ng et al., 2021)د ریگیمورد استفاده قرار م

ژنوم،  یکمتر و تمرکز بر مناطق عملکرد نهیزه لیبه دل

 کینادر و مطالعات ژنت یکیاختلالات ژنت صیتشخ یبرا

 Transcriptomics byروش.است دیمف اریبس یپزشک

Bulk RNA-Seq یبررس یقدرتمند برا روش کی 

است که  ترنسکریپتومژن در سطح کل  انیب لیپروفا

 ینمونه کی ها را درRNAی سازیو کم ییسان شناامکا

 ,.Wang et alد )کنیم فراهم یسلول تیجمع ای یبافت

ژن در  انیب راتییتغ یمطالعه یروش برا نیا(. 2022

 ییشناسا ک،یپاتولوژ ای کیولوژیزیمختلف ف طیشرا
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 رکدکنندهیغ یهاRNAی و بررس دیجد یهازوفرمیا

 Transcriptomics by Single-Cell .کاربرد دارد

RNA-Seq; scRNA-Seq قابل توجه در  شرفتیپ کی

است که امکان  ترنسکریپتوم و تحلیلیه تجز ینهیزم

د کنیرا فراهم م یژن در سطح تک سلول انیب یبررس

(Lafzi et al., 2023 .) یمطالعه یبرا روش نیا 

 ینادر، بررس یانواع سلول ییشناسا ،یسلول 96ناهمگونی

به  یولسل یهاپاسخ یو مطالعه یسلول زیمات یرهایمس

 Smallروش .تارزشمند اس اریمختلف بس یهامحرک

RNA Sequencing  ،ی مطالعه یبرا یاختصاص یروش

RNAد مانن رکدکنندهیکوچک غ یهاmicroRNA ،ها

siRNA و هاpiRNAمیدر تنظ یها است که نقش مهم 

 ,.Stark et alد )دارن یسلول یهافرایندژن و  انیب

ها، Biomarker ییشناسا یبرا روش نیا(. 2022

-Post در سطح یمینظت یهاسازوکار یطالعهم

transcriptional  نقش یبررس وRNAکوچک در  یها

  de novo Genome Assembly.کاربرد دارد هایماریب

کامل بدون استفاده از  یژنوم یساخت توال یروش برا کی

 مانند کوتاه یهاخوانش بیژنوم مرجع است که از ترک

Illumina  مانند دنبلو PacBio ای Oxford Nanopore 

استفاده  Assembly یوستگیو پ تیفیبهبود ک یارب

 یروش برا نیا(. Amarasinghe et al., 2021د )کنیم

 یناشناخته، بررس ای دیجد یهاژنوم گونه یمطالعه

 یاسهیبزرگ در ژنوم و مطالعات مقا یساختار راتییتغ

 deروش. ربرد دارداکک ی و اکولوژیمطالعات تکاملو  مژنو

 
96 Heterogeneity 

novo Transcriptome Assembly  یروش برا کی 

به  ازیبدون ن سمیارگان کیکامل  ترنسکریپتوم یبازساز

 یهازوفرمیها و اژن ییژنوم مرجع است که امکان شناسا

و مطالعات بیان ژن ها با  نگیسیاسپلا یهاانتیوار ،دیجد

 Haasد )کنیمفراهم  رمدلیغ یهارا در گونه بالاعملکرد 

et al., 2023 .)ییشناسا ،یمطالعات تکامل یابر روش نیا 

در  یکیتنوع ژنت یمرتبط با صفات خاص و بررس یهاژن

-Mapping Protein د.کاربرد دار ترنسکریپتومسطح 

DNA Interactions with ChIP-Seq روش یک 

 DNA-نیپروتئ یهانشبرهمک یمطالعه یقدرتمند برا

مناطق اتصال  ییه امکان شناسات کسطح ژنوم اس در

 ریو سا یستونیه راتییتغ ،یسیرونو یافاکتوره

 Nakatoد )کنیرا فراهم م DNA متصل به یهانیپروتئ

& Shirahige, 2023 .)یمطالعه یروش برا نیا 

و  یمیعناصر تنظ ییژن، شناسا میتنظ یهاسازوکار

 د.دار یاکاربرد گسترده یکیتنژیاپ راتییتغ یبررس

Epigenomics by DNA Methylation 

Sequencing ونیلاسیمت یالگوها یبررس یروش برا یک 

DNA انیب میدر تنظ ینقش مهم هدر سطح ژنوم است ک 

 Luo etد )دار ینیتکو یهافرایندژن و  یسازژن، خاموش

al., 2022 .)یکیتژنیاپ راتییتغ یمطالعه یبرا روش نیا 

کاربرد دارد.  یسلول زیتماو  یریپ یهافرایند ها،یماریدر ب

 Bisulfiteد مانن یتلفمخ یهاروش

Sequencing،Methylation-Specific Enzyme 

Sequencing   وMethylation Specific Antibody 

Sequencing  منظور استفاده  نیا یبرا
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 یروش اختصاص کی Targeted sequencing.شوندیم

که امکان ست از ژنوم ا یمناطق خاص یابییلتوا یبرا

 نهیمناطق مورد نظر را با هز ایها ژن قیو عم قیدق یبررس

د کنیفراهم م WES ای WGS و زمان کمتر نسبت به

(Metzker, 2021 .)یهاجهش صیتشخ یروش برا نیا 

و  کیخاص، مطالعات فارماکوژنوم یهایماریدر ب یکیژنت

 Whole metagenome .اردبرد دکار یکیژنت یغربالگر

sequencing و بیترک یمطالعه یروش جامع برا کی 

مختلف است که  یهاطیدر مح یکروبیملکرد جوامع مع

ژنوم تمام  تجزیه و تحلیلو  ییامکان شناسا

به  ازینمونه را بدون ن کیموجود در  یهاسمیکروارگانیم

 شرو نیا(. Quince et al., 2023د )کنیکشت فراهم م

تعاملات  یبررس ،یوبرکیم یهاسامانهاکو یمطالعه یبرا

ل یبا پتانس دیجد یهاژن ییساشنا زبان،یم-کروبیم

 طیدر شرا ومیکروبیم راتییتغ یو مطالعه یکاربرد

 یابییتوال یهاروش نیمختلف کاربرد دارد. در مجموع، ا

ژنوم،  یو گسترده قیعم یامکان مطالعه دینسل جد

ک ز تمختلف ا یهااسیرا در مق ژنومیاپ و ترنسکریپتوم

نقش  هاروش نی. ادکننیفراهم م دهیچیوامع پسلول تا ج

 ،یمولکول یشناسستیز قاتیتحق شرفتیپ در یمهم

و  یمولکول یشده، اکولوژ یسازیشخص یپزشک کشاورزی،

 ییها، چالشحالباایندارند.  دیجد یهادرمان یتوسعه

 یبه ابزارها ازیشده، ن دیولت یهاداده ادیمانند حجم ز

ها و دهدا تجزیه و تحلیل یبرا شرفتهیپ یکیاتورموانفیب

 میبه حفظ حر بوطمر یو مسائل اخلاق ج،ینتا ریتفس

 ازمندیوجود دارد که ن زین یکیاطلاعات ژنت یخصوص

در ادامه به تفصیل در مورد هر  .است قیدق یتوجه و بررس

  د.شومییابی بحث های توالیروشیک از این 

  (WGSیابی کل ژنوم )توالی

در  شرفتهیپ روش کی  97WGSیایابی کل ژنوم  الیوت

کامل  یتوال نییاست که امکان تع DNA یابییتوال نهیزم

روش با هدف  نی. اکندیرا فراهم م سمیارگان کیژنوم 

 یهاانتیاز جمله وار یکیژنت راتییتغ یتمام ییشناسا

 راتییها، تغضافهها، ا، حذف(SNVs) یدینوکلئوتتک

در سراسر ژنوم  (CNVsی )تعداد کپ راتییغو ت یساختار

 تیماه(. Schwarze et al., 2020) شودمیانجام 

WGS تمام یابییبر اساس توال DNA کی یژنوم 

استوار است که شامل مناطق کدکننده  سمیارگان

و  یژن نیمناطق ب ها،نترونی)ا رکدکنندهیها( و غ)اگزون

 ریساا ب هسیروش در مقا نی. اشودمی( یمیتنظ عناصر

 Whole exome مانند یابییتوال یهاروش

sequencing; WES ا یTargeted sequencing ،

د دهیارائه م یکیژنت راتییاز تغ یترجامع دگاهید

(Metzker, 2021 .)مراحل آزمایشگاهی و Wet-lab 

شامل  Whole genome sequencing; WGS روش

یت کیفبا  DNA ست. ابتدا، استخراجاسی اام اسچندین گ

طور بهمرحله . این شودمیبالا از نمونه مورد نظر انجام 

 DNA های استخراجبا استفاده از کیت معمول

 یا  Qiagen ،Thermo Fisher Scientificهایشرکت

Promega های گیرد که بر اساس روشانجام می

 ,.Maes et alد )کننشیمیایی یا مکانیکی عمل می

 
97 Whole genome sequencing  
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 DNA و یکپارچگییت برای افزایش کیف(. 2014

 Qubit یا Nanodrop رهایی ماننداستخراج شده، از ابزا

. شودمیاستفاده  DNA برای سنجش غلظت و خلوص

طور بهبه قطعات کوچکتر ) DNAپس از استخراج، 

. این مرحله شودمیجفت باز( شکسته  5۰۰-3۰۰معمول

ت د فراصومانن انیکیهای مکبا استفاده از روش

(Bioruptor, Diagenode )ی یا همزن مغناطیس

(Covaris) گیرم میجاان( دAuer et al., 2014 .) در

با اتصال آداپتورها به  DNA هایمرحله بعد، کتابخانه

شوند. این آداپتورها ساخته می DNA انتهای قطعات

 ها راIlluminaد های استاندارد ماننتوالی طور معمولبه

عات مورد استفاده قرار قط یابیبرای تکثیر و توالید که دارن

با  طور معمولبه DNA هایکتابخانه تگیرند. ساخمی

 Nextera DNA مانند های محدودکنندهاستفاده از آنزیم

Flex  ساخت Illumina مانند های لیگاسیونیا روش 

TruSeq DNA Nano ساخت Illumina  شودمیانجام 

(Casbon et al., 2011 .)ته های ساخسپس، کتابخانه

تکثیر  شوند.ده مییابی آمالیشده تکثیر شده و برای توا

مانند  PCR با استفاده از طور معمولبهها کتابخانه

های کلونال یا روش (Kapa HyperPlusی )هاکیت

د گیر)مانند اسپری قطرات در فلوسیتومتری( انجام می

(Nekrutenko & Taylor, 2012) .طور بهیابی یالتو

 ییابی نسل بعدهای توالیمه از پلتفرفادبا است معمول

(NGS) مانند Illumina NovaSeq یا BGI 

DNBSEQ   یابی موازی که امکان توالی شودمیانجام

 Bentley etد )کننرا فراهم می DNA ها قطعهمیلیون

al., 2022.)  هریک از قطعاتفرایندطی این ، DNA  

د از هر تعدتا مشاهدات م شودمیابی یالیار توچندین ب

 کند تاویکرد کمک میومی حاصل شود. این رناحیه ژن

یابی تشخیص داده شده و خطاهای احتمالی حین توالی

در (. Goodwin et al., 2022د )دقت نتایج افزایش یاب

یابی برای انجام مراحل های حاصل از توالینهایت، خوانش

 رد .شوندپیوتری آماده میی کامهادهدا تجزیه و تحلیل

 WGS شرو Wet-lab ، مراحل آزمایشگاهی وجموعم

با کیفیت بالا با استفاده از  DNA شامل استخراج

به  DNA های معتبر، شکستنهای استخراج شرکتکیت

های مکانیکی مانند فراصوت، قطعات کوچکتر با روش

با اتصال آداپتورهای  DNA هایساخت کتابخانه

های کلونال، روش ای PCR ها باتکثیر کتابخانهارد، ستاندا

 NGS هایی موازی با استفاده از پلتفرمیابو انجام توالی

های با پیشرفته است. این مراحل حیاتی برای تولید داده

کیفیت بالا و پیوستگی مناسب هستند که در مراحل 

 .ندگیرها مورد استفاده قرار میداده تجزیه و تحلیلبعدی 

ها آغاز داده ه و تحلیلزیتج همرحل ،یابییاز اتمام توال سپ

است. ابتدا، کنترل  دهیچیگام پ نیچند شاملکه  شودمی

با  یهاتا خوانش شودمیخام انجام  یهاخوانش تیفیک

ها آداپتورها حذف شوند. سپس، خوانش ای نییپا تیفیک

در  هر خوانش تیتا موقع شوندیم 98زهمترابه ژنوم مرجع 

وارد ذف مو ح همترازیشخص شود. پس از نوم مژ

که  شودمیانجام  هاانتیوار ییشناسا رحله، متکراری

 
98 Align 
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 و SNVs99،indels 1۰۰ ،CNVs1۰1ی یشامل شناسا

با  طور معمولبهمرحله  نیاست. ا یساختار راتییتغ

 ای  GATK،Strelkaد مانن ییافزارهااستفاده از نرم

FreeBayes  شودمیانجام (Van der Auwera et al., 

ها کالیبره ها، واریانتواریانت ییساپس از شنا(. 2023

و   ابدییبهبود م GATKاز  VQSRبا  هاآن تیفیک ه وشد

مانند  ییافزارهابا نرم یساختار یهاانتیوار همچنین

Delly ای Manta در مرحله بعد  .شوندیم ییشناسا

( Annotation) نویسیحاشیهشده  ییشناسا یهاانتیوار

مرتبط با هر  یو عملکرد یکیولوژیتا اطلاعات ب شوندیم

 یهاگاهیمرحله با استفاده از پا نیشود. امشخص  انتیوار

 SnpEff ایVEP ، ANNOVARد مانن ییو ابزارها ادهد

 لتریف در ادامه (. McLaren et al., 2022) شودمیانجام 

یی ار هابا استفاده از ابز هاانتیوار یکردن و اعتبارسنج

، GATK Variant Filtration ،VCFtoolsنند ما

Bcftools filter با  یهاانتیتا وارگیرد، یصورت م

 تیدر نهاو  کاذب جدا شوند یهاانتیبالا از وار تیفیک

 یکاربردها. شودمیهای عملکردی انجام  تجزیه و تحلیل

WGS یپزشک نهیگسترده و متنوع است. در زم اریبس، 

WGS یینادر، شناسا یکیژنت یهایماریب صیتشخ یبرا 

 یو پزشک ده،یچیپ یهایماریمرتبط با ب یهاانتیارو

 ,.Royer et al) شودمیشده استفاده  یسازیشخص

 ییامکان شناسا  WGSسرطان، قاتیدر تحق(. 2021

 یو الگوها یساختار راتییتغ ک،یسومات یهاجهش

 
99 Single-nucleotide variants (SNVs) 
100 Insertion-deletion (indels) 
101 Copy number variation (CNV) 

رک به د تواندیکه م کندیرا فراهم م یونیموتاس یامضا

 یهاو توسعه درمان ییازسرطان یهاسازوکارتر به

 نهیدر زم (.Priestley et al., 2021د )هدفمند کمک کن

در  یکیمطالعه تنوع ژنت یبرا WGS ت،یجمع کینتژ

 خیمهاجرت و تار یالگوها یمختلف، بررس یهاتیجمع

 ,.Mallick et al) شودمیها استفاده گونه یتکامل

 یبرا WGS ،یو دامپرور یورزکشا هنیدر زم(. 2022

مرتبط با  یهاژن ییشناسا وانات،یو ح اهانیگ نژاد بودبه

مورد  نژادیبه یهایراتژصفات مطلوب و توسعه است

 ;Purugganan et al., 2021د )گیراستفاده قرار می

Mathur et al., 2021 .)یولوژیکروبیم در حوزه، WGS 

 یبررس ها،سمیرگانکروایم یبندو طبقه ییشناسا یبرا

 یعفون یهایماریب وعیش یابیو رد یکیتویبیمقاومت آنت

 (.Price et al., 2023; Soni et al., 2023د )رد دارربکا

روبرو  زین ییهابا چالش  WGSفراوان، یایمزا با وجود

 ازمندیشده ن دیتول یهاداده یاست. حجم بالا

ست. و پردازش داده ا یسازرهیذخ یقو یهارساختیز

به دانش  ازین ت واس دهیچیپ زین WGS جینتا ریفست

و  کیوانفورماتیب ک،یتژن یهانهیدر زم یتخصص

 یمسائل اخلاق ،بر اینعلاوهدارد.  یاسامانه یشناسستیز

و استفاده از اطلاعات  یخصوص میمربوط به حفظ حر

 McGuire etد )رنیمورد توجه قرار گ دیبا زین یکیژنت

al., 20008; Pinxten & Howard, 2014 .)حالبااین ،

 یهاو روش یابییتوال یهایمداوم در فناور یاهتشرفیپ

باعث  ها،نهیداده، همراه با کاهش هز تجزیه و تحلیل

و  یمختلف علم یهانهیدر زم WGS گسترش استفاده از
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  WGSنده،یکه در آ رودیشده است. انتظار م یپزشک

 قاتیتحق ها،یماریو درمان ب صیدر تشخ یترنقش مهم

در  .کند فایا یستیز یهایفناورعه و توس یشناسستیز

 WGS یهاداده تجزیه و تحلیل به مراحل اصلی ادامه

 شودمیاشاره ( WGS) کل ژنوم یابییحاصل از توال

فایل  در نیز تجزیه و تحلیلهای . اسکریپ(12)شکل 

 ,.Van der Auwera et alد )انتکمیلی آورده شده

2013; McKenna et al., 2010; Li & Durbin, 

2009; Cingolani et al., 2012; DePristo et al., 

2011; Robinson et al., 2011; Rausch et al., 

2012; Fuentes‐Pardo & Ruzzante, 2017; Ugur 

Sezerman et al., 2019.) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Whole genome sequencing; WGS هايداده تجزیه و تحليل مراحل -12 شکل
Figure 12. Whole genome sequencing (WGS) data analysis steps 

 

  

DNA Extraction 

 DNA استخراج

Library Preparation 
کتابخانه یآماده ساز  

 
 

Sequencing (e.g., Illumina) 
 (Illumina، )به عنوان مثال یابییتوال

Quality Control of Raw Reads 
خام یهاشخوان تیفیکنترل ک  

 

Adapter Trimming and Quality Filtering 

تیفیک کردنلتریآداپتور و ف برش توالی های  

 

Reference genome indexing 
 ایندکس کردن ژنوم رفرنس

alignment of reads on the reference genome 
ژنوم مرجع یخوانش ها بر رو یهمتراز  

 

Duplicate Marking 
یتکرار ی خوانش هایعلامت گذار  

 

Variant Calling (SNPs, Indels, SNVs) 
 (SNPs, SNVs, Indelsاریانت ها )فراخوانی و

 

Variant Quality Score Recalibration (VQSR) 

  (VQSR)هاواریانت تیفیک ازیمجدد امت ونیبراسیکال

 

Structural Variant Detection 
یاختارس واریانت صیشخت  

 

Variant Filtering and Prioritization 
هاانتواری یبند تیو اولو لتریف  

 

Functional analysis and interpretation of 

variants 
های واریانتعملکرد ریو تفس لیتحل  

 

Reporting and visualization of variants 
هاسازی واریانتگزارش و مصور  

 

Variant Annotation 

 حاشیه نویسی واریانت ها
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  (WESم )کل اگزو یابیتوالی

قدرتمند و پر  روش کی 102WESکل اگزوم یا  یابیتوالی

است که  کیو ژنت یمختلف پزشک یهانهیکاربرد در زم

م( در ژنوکل اگزوم )بخش کدکننده  یتوال نییعقادر به ت

 یبرا یاگسترده طوربه روش نیواحد است. ا شیآزما کی

 یهایماریمرتبط با ب یکیژنت یهاجهش ییشناسا

اختلالات مورد استفاده قرار  ریو سا ن،سرطا ،یکیژنت

 را امکان این بالینی انپزشکو به محققان و  ردیگیم

ژنوم  لیو تحل یو جامع به بررس کارآمدطور بهتا  دهدیم

 نیا(. Bamshad et al., 2011د )ردازنبپ فرد

به محققان امکان   Whole exome sequencing،روش

نسل  یتوال نییتع یهافناوریتا با استفاده از  دهدیم

 شیآزما کیکل بخش کدکننده )اگزوم( ژنوم را در  د،یجد

 2-1 دوقرار دهند. اگزوم تنها حد یواحد مورد بررس

حال  نیاما در ع دهدیم لیدرصد از کل ژنوم را تشک

 Choi etت )اس یماریمرتبط با ب یهاجهش شتریب یدارا

al., 2009 .) که شودمیامر باعث  نیا WES سهیدر مقا 

 (Whole genome sequencingم )کل ژنو یابییبا توال

 ازیرا ن یکمتر یداشته و منابع محاسبات یکمتر ینهیهز

 Wet-lab و یشگاهیمورد مراحل آزما در .باشد هداشت

است  یمرحله اصل نیچندشامل  فرایند نی، اWESم انجا

 جیبه نتا توانیمراحل م نیشدن ا یکه با دقت و ط

. در ابتدا، نمونه افتیدست  نانیمطلوب و قابل اطم

فرد مورد مطالعه  ای ماریبافت از ب ایمانند خون  یکیولوژیب

آن با استفاده از  DNA سپس و شودمی یآورجمع

 
102 Whole exome sequencing 

 DNeasy Blood مانند یتجار DNA خراجستا یهاتیک

& Tissue Kit (Qiagen) د گردیاستخراج م

(Bamshad et al., 2011 .)ج پس از استخراDNA ،

 یهاو غلظت آن با استفاده از دستگاه تیفیک

 NanoDrop مانند یفلورومتر ای یاسپکتروفتومتر

(Thermo Fisher Scientific) و Qubit 

(Invitrogen) یمرحله بعد، برا در .شودمی دهیسنج 

 یها، از روشDNAه اگزوم در کتابخان یغنا شیافزا

 نی. در اشودمیاستفاده  1۰3یگذارپرچم ای شدندورگه

 کیسنتتطور بهها که مکمل اگزوم یهاکاوشگرمرحله، از 

ژنوم  هکدکنند یهاتا بخش شودمیاند، استفاده شده دیتول

د شون یسازیو غن یزساجدا یانتخابطور به)اگزوم( 

(Bamshad et al., 2011; Rabbani et al., 2016.) 

 SureSelect د مانن یتجار یهاتیمنظور، از ک نیا یبرا

Human All Exon (Agilent 

Technologies)ایTruSeq Exome Enrichment Kit 

(Illumina)  یهاکاوشگر ،اهتیک نی. در اشودمیاستفاده 

وجود دارند و کاربران  ساختهشیپور طبهها مکمل اگزوم

را طبق  یگذارو پرچم شدندورگهمراحل  دیا باتنه

از  پس .مربوطه انجام دهند یشگاهیآزما یهانامهشیوه

با استفاده از  DNA ها، کتابخانهاگزوم یسازیغن

 ایمحدودکننده  یهامیدهنده مانند آنزبرش یهامیآنز

 (End-repair enzymes) کننده انتهاهاقطع یهامیآنز

، افزودن DNAمرحله شامل برش نیا .شودمی یسازآماده

 یکتابخانه برا یینها یسازآداپتورها و بارکدها، و آماده

 
103 Capture 
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در  (.Bamshad et al., 2011ت )اس یتوال نییتع رحلهم

 KAPAمانند یتجار یهاتیاز ک زیمرحله ن نیا

HyperPrep (Roche) ای  NEBNext Ultra (New 

England Biolabs) یینها مرحله در .شودمیاستفاده، 

 نییتع یهاشده توسط دستگاهآماده  DNA کتابخانه

، Illumina HiSeq ،Ion Protonد مانن دینسل جد یتوال

ها دستگاه نی. اردیگیقرار م یتوال نییمورد تع Ion S5 ای

در هر  DNA یهایاز توال شخوان هاونیلیم دیقادر به تول

از  سپ(. Bamshad et al., 2011د )نسته شیآزما

 یآمده برادستخام به یهاداده ،یتوال نییحله تعمر

در  .شوندیآماده م یکیوانفورماتیب تجزیه و تحلیلمراحل 

شامل مراحل  WES آزمایش Wet-lab فرایندمجموع، 

کتابخانه،  سازیها، آمادهسازی اگزوم، غنیDNAج استخرا

های نسل استفاده از دستگاه با و در نهایت تعیین توالی

های استاندارد که به دقت و طبق پروتکلت جدید اس

دست تا نتایج قابل اطمینان به شودمیآزمایشگاهی انجام 

، مراحل مختلفی WESی هاداده تجزیه و تحلیلدر  .آید

اری میهای مرتبط با ببندی جهشبرای شناسایی و اولویت

نخست  :ن مرحله استندیوجود دارد. این مراحل شامل چ

در این مرحله، که  هادن خوانشتصفیه و فیلتر کر

برای حذف  Cutadapt و Trimmomatic ابزارهایی مانند

های با کیفیت پایین مورد آداپتورها و حذف خوانش

 ها به ژنوم مرجعخوانش زیتراهم .گیرنداستفاده قرار می

تد و افها اتفاق میو فیلتر کردن خوانش هیپس از تصف

 ترازشده هم 1۰4هنمایها به یک ژنوم مرجع خوانش

 
104 Index 

برای  Bowtie2 و BWA شوند. ابزارهایی همچونمی

ترازی همپس از د. شونانجام این مرحله استفاده می

در مقایسه با ژنوم مرجع مانند  DNA ، تغییراتهاخوانش

 فه شدن نوکلئوتیدهااضو حذف یا ا (SNPا )هجایگزینی

(indel) د . ابزارهایی ماننشوندمی اییشناسGATK، 

SAMtools و Freebayes هدف به کار برده برای این

بینی اثرات عملکردی پیش بعد مرحله ر. دشوندمی

د ابزارهایی مانن و گیردصورت می هاواریانت

ANNOVAR ،VEP،SnpEff  و CADD  برای

های یک از واریانت رهبینی اثرات عملکردی پیش

ایج در نهایت، بر اساس نتشوند. ه میفاداستشده شناسایی

 با بیماری که احتمال دارد یهایواریانتمراحل قبل، 

 BCFtoolsافزارهایی مانند از طریق نرم مرتبط باشند،

های بیشتر بر روی شوند تا بررسیمی و فیلتر بندیاولویت

 نهیزم در. (Wang et al., 2010) آنها انجام شود

در  یاگستردهطور به شور نی، اWESی کاربردها

نادر و  یکیژنت یهایماریمرتبط با ب یهاجهش ییشناسا

در  WES نی. همچنردیگیمورد استفاده قرار م کیمتابول

 صیها، تشخدر سرطان کیسومات یهاجهش ییشناسا

در  ریدرگ یرهایمس نییتع ،ینابارور یکیعلل ژنت

 صیتشخو  یقانون یدر پزشک یو حت ده،یچیپ یهایماریب

 ;Bamshad et al., 2011د )کاربرد دار زین تیهو

Rabbani et al., 2014.) بر اینعلاوه، WES  تواندیم 

مورد استفاده  کینیدر کل یصیابزار تشخ کیبه عنوان 

مبتلا به  مارانیب توانیو به کمک آن م ردیقرار گ

 در .کرد تیریو مد ییرا شناسا یکیژنت یهایماریب
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 روش کی Whole exome sequencingمجموع، 

 شدهیسازیشخص یو پزشک یشناسژنوم نهیدر زم یانقلاب

جامع و کارآمد به طور به توانیاست که به کمک آن م

مرتبط با  یهاژنوم افراد پرداخت و جهش لیو تحل یبررس

در حال  روش نیکرد. ا ییمختلف را شناسا یهایماریب

و  یشگاهیازمآ یهاطیدر مح یاتردهگسطور به رضحا

 یو دامنه کاربردها ردیگیم مورد استفاده قرار یکینیکل

به در ادامه  .آن همچنان در حال توسعه و گسترش است

حاصل از  WES یهاداده تجزیه و تحلیل مراحل اصلی

. (13)شکل  شودمی( اشاره WES) اگزومکل  یابییتوال

 فایل تکمیلی آورده در نیز و تحلیل تجزیههای اسکریپ

 DePristo et al., 2011; Van der Auweraد )انهشد

et al., 2013; Li & Durbin, 2009; McKenna et 

al., 2010; Wang et al., 2010 ; Bao et al., 2014; 

Hanssen et al., 2024; Koboldt, 2020; Pereira et 

al., 2020 .) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Whole exome sequencing; WES هايداده تحليله و زیجت مراحل -13شکل 

Figure 13. Whole exome sequencing (WES) data analysis steps 

 

  

DNA Extraction 

 DNA استخراج

Library Preparation 
کتابخانه یآماده ساز  

 
 

Sequencing (e.g., Illumina) 
 (Illumina، )به عنوان مثال یابییوالت

Quality Control of Raw Reads 
خام یهاشخوان تیفیکنترل ک  

 

Adapter Trimming and Quality Filtering 

تیفیک کردنلتریآداپتور و ف ایبرش توالی ه  

 

Reference genome indexing 
 ایندکس کردن ژنوم رفرنس

alignment of reads on the reference genome 
ژنوم مرجع یخوانش ها بر رو یهمتراز  

 

Duplicate Marking 
یتکرار هایی خوانش ت گذارعلام  

 

Variant Calling (SNPs, Indels, SNVs) 
 (SNPs, SNVs, Indelsفراخوانی واریانت ها )

 

Statistical Analysis and Visualization in R 
  ها سازی دادهآنالیز های آماری و مصور

 

Base Quality Score Recalibration (BQSR) 
فیت باز هاکالیبره کردن امتیاز کی  

 

Variant Annotation 

 حاشیه نویسی واریانت ها

Variant Filtering  
هاکردن واریانت لتریف  
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  Bulk RNA-Seqاز طریق  ترنسکریپتوممطالعه 

 یهامطالعه مجموعه کامل رونوشت کس،یترنسکریپتوم

RNA  قدرتمند  یه عنوان ابزار، ببافت ایسلول  کیدر

است.  ظهور کرده یژن و عملکرد سلول انیدرک ب یبرا

 نه،یزم نیمورد استفاده در ا یهاروش نیترجیاز را یکی

 کیاست که ( Bulk RNA-Seq) انبوه RNA یابییتوال

را  یکیولوژیب ینمونه یترنسکریپتوم یماجامع از ن ینما

استخراج  ایندفر شامل، Bulk RNA-Seq . کندیفراهم م

 تیجمع کیاز  RNA یهاکولمولپرتوان  یابییو توال

به محققان امکان  کردیرو نی. ااستها ولگن سلناهم

همزمان طور بههزاران ژن را  انیتا سطوح ب دهدیم

 یهاسازوکار ترقیدرک عم یبرا یکنند، امکان یسازیکم

ز وژنو پات نیتکو ،یسلول یهافرایندکه  یاهیپا یمولکول

(. Wang et al., 2009د )کننیم میرا تنظ یماریب

ثبت  یآن برا ییدر توانا Bulk RNA-Seq روش تیماه

نمونه نهفته است، که  کی یترنسکریپتوم یکل ینما

موجود در  یهاهمه سلول یجمع یانیب یاز الگوها یبازتاب

جامع در  دید نی. اکندیاندام را منعکس م ایبافت  کی

 یسلولتک RNA یابییمانند توال هاروش ریتضاد با سا

(scRNA-Seq) یترنسکریپتوم ینما یکه بر رو تاس 

 ,.Kolodziejczyk et alد )تمرکز دارن یانفراد یهاسلول

2015.) Bulk RNA-Seq یهادر مطالعه بافت ژهیبه و 

انواع مختلف  نیتعامل ب رایارزشمند است، ز دهیچیپ

نحصر به فرد آنها م یترنسکریپتوم یها و امضاهاسلول

 یرمایو ب یبازساز از،مئوستورد همر د ینشیب تواندیم

شامل مراحل  Bulk RNA-Seq روش .بافت ارائه دهد

سازی آزمایشگاهی مختلفی است که برای استخراج، آماده

شوند. در مورد نیاز انجام می DNA هایو تهیه کتابخانه

ک سلول، ل یتواند شامابتدا، نمونه مورد مطالعه که می

آوری و باید به درستی جمعد، بافت یا ارگانیسم کامل باش

استخراجی حفظ  RNA تا کیفیت و کمیت داری شودنگه

 ,Bizouarn, 2014; Kanagal-Shamannaد )گرد

 RNA آوری نمونه، مرحله استخراجپس از جمع(. 2016

. این مرحله شامل چندین گام است که با شودمیآغاز 

 RNA های تجاری مخصوص استخراجیتاستفاده از ک

در ابتدا، . شودمینجام ا RNeasy و  TRIzolمانند

ها در حضور بافر لیز کننده قرار گرفته و سپس با نمونه

های مناسب مانند سانتریفیوژ یا استفاده از روش

از سایر اجزای سلولی   RNAهای فیلتراسیون،ستون

از تیمار  ولمعمطور به. در این مرحله، شودمیجداسازی 

 DNA هاییحذف آلودگای نیز بر DNaseبا آنزیم 

استخراجی به منظور  RNA. در نهایت، شودیماستفاده 

های احتمالی و افزایش کیفیت، تحت مرحله حذف آلودگی

پس (. Becker et al., 2010د )گیرسازی قرار میخالص

با استفاده از  RNA از استخراج، کمیت و کیفیت

 موجگیری جذب در طول ف از جمله اندازهختلهای مروش

فورز در ژل آگارز الکترو تجزیه و تحلیلنانومتر و  26۰

. این ارزیابی اولیه به منظور تأیید کفایت و شودمیبررسی 

ت ها برای مراحل بعدی ضروری اسسلامت نمونه

(Bizouarn, 2014; Kanagal-Shamanna, 2016 .)

است که با  cDNA به RNA مرحله بعدی، تبدیل

 Reverseس )رداری معکوبتاستفاده از آنزیم رونوش
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Transcriptase)  طور به. در این مرحله، شودمیانجام

 رهایآغازگهای هگزامر تصادفی یا آغازگراز  معمول

Oligo-dT   های که به ترتیب به توالی شودمیاستفاده

متصل شده و  mRNA '3انتهای   Aتصادفی یا دنباله پلی

 & Kukurbaد )گردسنتز می  cDNA سپس

Montgomery, 2015 .)ز پس از سنتcDNA مرحله ،

. در این شودمیآغاز  DNA هایساخت کتابخانه

تر شکسته شده و در به قطعات کوچک  cDNAمرحله،

انتها، قطعات مربوط به هر نمونه با استفاده از آداپتورها و 

ین مرحله . اشوندگذاری میبارکدهای اختصاصی، برچسب

، به منظور شودمیاری انجام تج هایکه با استفاده از کیت

ها در مرحله تابخانه و امکان تفکیک نمونهفزایش تنوع کا

 ;Bizouarn, 2014د )گیرگیری انجام میتوالی

Kanagal-Shamanna, 2016 .)هایدر نهایت، کتابخانه 

DNA گیری به دستگاه شده برای مرحله توالیآماده

با استفاده از  هایابند. این دستگاهیاب انتقال مییوالت

را  DNA یابی، توالی هر قطعهوالیشرفته تهای پیفناوری

  1۰5ههای کوتاکنند. خروجی این مرحله، توالیتعیین می

است که در مراحل تحلیل داده مورد استفاده قرار 

در (. Kukurba & Montgomery, 2015د )گیرنمی

 Bulk RNA-Seq روشایشگاهی آزممجموع، مراحل 

و ساخت  cDNA ، سنتزRNAج خراشامل است

ها و است که با استفاده از پروتکل DNA هایخانهکتاب

. این مراحل حساس و شودمیهای استاندارد انجام کیت

های نهایی حاصل دقیق هستند و بر کیفیت و کمیت داده

 
105 Reads 

احل مر پس از انجام. یابی تأثیر مستقیم دارنداز توالی

تولید  و Bulk RNA-Seq روشآزمایشگاهی در 

 تجزیه و تحلیل، مرحله (Raw reads)م های خاتوالی

. این مرحله شامل چندین گام اصلی شودمیها آغاز داده

افزارها و ابزارهای بیوانفورماتیکی است که با استفاده از نرم

در  (. Conesa et al., 2016) شودمیمتنوعی انجام 

این گام  .ودشمیهای خام انجام پردازش توالیشپی ابتدا،

ای نامناسب و ارتقای کیفیت هبه منظور حذف قسمت

های با کیفیت گیرد. در این مرحله، توالیها انجام میالیتو

های کوتاه و توالی، (Based on quality scoresن )پایی

شوند. همچنین در برخی موارد ممکن آداپتورها حذف می

سایر  یا های متعلق به ریبوزومبه حذف توالیاز است نی

 از ابزارهایی مانند ین منظورها باشد. برای اآلودگی

Trimmomatic و Cutadapt  شودمیاستفاده (Chen 

et al., 2018 .)های خالص پردازش، توالیپس از پیش

شوند. این می (Mapping) ترازهمشده به ژنوم مرجع 

ها و ارتباط أ هر یک از توالیمنشمرحله به منظور تعیین 

از ابزارهایی  ین منظور. برای اشودمیها انجام ا ژنا بهآن

 شودمیاستفاده   Bowtie2و HISAT2، STARد مانن

ها به ژنوم مرجع را با دقت و توالی ترازیهمکه توانایی 

-همپس از (. Dobin et al., 2013د )سرعت بالا دارن

ها انجام سازی بیان ژنکمیها، مرحله توالی ترازی

ساس تعداد میزان بیان هر ژن برا ن مرحلهای . درشودمی

. شودمیاند، محاسبه شده ترازهمکه به آن هایی توالی

 Fragments Per Kilobase ofد معیارهایی مانن

transcript per Million mapped reads; FPKM ،
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Reads Per Kilobase of transcript per Million 

mapped reads; RPKM  و Transcripts Per 

Million; TPM د ونرر به کار میبرای این منظو

(Wagner et al., 2012 .) ،های تجزیه و تحلیلدر ادامه

 یا  متفاوتهای بیانآماری مختلفی برای شناسایی ژن

DEGs 106این شودمیهای مورد مطالعه انجام بین گروه .

ن های آماری نظیر آزمواز روشده ها با استفاتجزیه و تحلیل

tمون، آز ANOVA های خطی لهای مبتنی بر مدو روش

ن شده به عنواهای شناساییپذیرد. ژنمی عمومی انجام

DEG های بیولوژیکی مرتبط با فرایند، ممکن است در

 ,.Love et alد )شرایط مورد مطالعه نقش داشته باشن

های حلیلو تتجزیه ها، DEG پس از شناسایی(. 2014

ا هبندی ژنشهخو بیوانفورماتیکی دیگری نظیر

(Clustering ،)ی تجزیه و تحلیل مسیرهای بیولوژیک

(Pathway analysis )بینی عملکرد و همچنین پیش

. این شودمیانجام ( Functional annotation) هاژن

ها در تر از نقش ژنها به درک عمیقتجزیه و تحلیل

د کنهای مولکولی کمک میوکارسازهای سلولی و فرایند

(Conesa et al., 2016 .)احل اصلی در مجموع، مر

شامل  Bulk RNA-Seq هایداده تجزیه و تحلیل

 سازیکمیبه ژنوم مرجع،  ترازیهمها، پردازش توالیپیش

های آماری و تجزیه و تحلیلها و سپس بیان ژن

ابزارهای از تر است که با استفاده بیوانفورماتیکی پیشرفته

 تجزیه و تحلیل مرحله .ودشیمقدرتمند این حوزه انجام 

از مراحل  یادهیچیپ یشامل سر Bulk RNA-Seq داده

 
106 Differentially  expressed genes   

 ایخوانش، تراز به ژنوم  تیفیاست که شامل کنترل ک

 لیو تحل هیژن و تجز انیب سازیکمیمرجع،  ترنسکریپتوم

ه فاداغلب با است هالیو تحل هیتجز نیمتفاوت است. ا انیب

 یکیوانفورماتیب یهایمشو خط یتخصص یافزارهااز نرم

 یآمار یهاو روش هاتمیکه از الگور دشونیانجام م

 یابییتوال یهاداده ادیحجم ز قیدق ریتفس یبرا شرفتهیپ

 یایمزا(. Mortazavi et al., 2008د )کننیاستفاده م

Bulk RNA-Seq جامع  دید کیارائه  یآن برا ییدر توانا

 یکیولوژیه بنمون کی یترنسکریپتوم یاز نما طرفانهیب و

از  یاگسترده فیدر ط توانیرا م شور نینهفته است. ا

 یهاژن ییبه کار برد، از جمله شناسا یپژوهش یکاربردها

 یزسامشخصه د،یجد یهامتفاوت، کشف رونوشت انیب

 یسازبرش، و روشن یهاگاهیجا ینیگزیجا یالگوها

(. Ozsolak & Milos, 2011ن )ژ یمیتنظ یهاشبکه

ارزشمند در  یبه ابزار  Bulk RNA-Seq ،این برعلاوه

که  ییشده است، جا لیتبد 1۰7یترجمان قاتیتحقحوزه 

نشانگرهای ، توسعه محتمل یاهداف درمان ییشناسا یبرا

مختلف  یهاپاسخ به درمان شیو پا یصیتشخ زیستی

و  یریپذطافانع(. Stark et al., 2019a) شودمیاستفاده 

محبوب  نهیگز کیرا به ن آ دکریرو نیا یریپذاسیمق

از  هاسمیاز ارگان یمتنوع فیمحققان مطالعه ط یبرا

 لیتبد دهیچیپ یچندسلول یهاسمیتا ارگان هاکروبیم

 Bulk RNA-Seqآن ریوجود گسترش فراگ با .کرده است

 یهانمونه یذات ی. ناهمگنستا ییهاکاستیدارای  

اع انو یترنسکریپتوم ینما تواندیم یگاه یکیولوژیب

 
107 Translational researches 
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را پنهان کند که ممکن در نا یهاتیجمع ریز ای یلولس

رنگ باشند. کم ایگرفته شده  دهیها ناداست در داده

 تواندیم Bulk RNA-Seq یهاداده ریتفس ،بر اینعلاوه

و  کیوانفورماتیاز ب قیدرک عم ازمندیباشد و ن دهیچیپ

 و قیدق یهایریگجهیاز نت نانیاطم یراب یآمار یهاروش

 جه،ینت در(. Haque et al., 2017ت )اس دارنیمع

Transcriptomics by Bulk RNA-Seq  روش کیبه 

شده  لیتبد یمولکول یشناسستیساز در حوزه زدگرگون

 ییایکشف پو یبرا یاسابقهیب ییاست که به محققان توانا

از قدرت  یریگره. با بهدهدیم ژن انیب یدگیچیو پ

 یمحاسبات لیو تحل هیتجزپرتوان و  یابییتوال

کشف  یبرا آلایده یبه ابزار  Bulk RNA-Seqشرفته،یپ

را  یماریو ب نیتکو ،یکه عملکرد سلول یاهیپا یهاسازوکار

مراحل به در ادامه،  .شده است لیتبد کنندیکنترل م

 ازحاصل  Bulk RNAseqی هاداده تجزیه و تحلیل

اره شا هزند بافت یک ترنسکریپتوم کل یابییلوات

 در نیز تجزیه و تحلیل هایاسکریپ .(14)شکل شودمی

 ;Conesa et al., 2016د )انتکمیلی آورده شده فایل

Love et al., 2014; Pertea et al., 2016 ; Jiang .) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  RNA-seq هایدهاد تجزیه و تحلیل مراحل -14شکل 
Figure 14. RNA-seq data analysis steps 

 

 

 

RNA Extraction 

 RNA ستخراجا

Library Preparation 
کتابخانه یساز آماده  

 
 

Sequencing (e.g., Illumina) 
 (Illumina، عنوان مثال)به  یابییتوال

Quality Control of Raw Reads 
خام یهاشخوان تیفیکنترل ک  

 

Adapter Trimming and Quality Filtering 

تیفیک کردنلتریآداپتور و ف برش توالی های  

 

Reference genome indexing 
رفرنس ایندکس کردن ژنوم  

alignment of reads on the reference genome 
ژنوم مرجع یانش ها بر روخو یو همتراز  

 

Count Reads per Gene  
خوانش های همتراز شده بر هر ژن شمارش  

Downstream analysis such as gene enrichment, 

reconstruction and biological network analysis 
ژن ها و  بازسازی و  مانند غنی سازیدست االیز های پایینآن

 آنالیز شبکه های زیستی

 

Differential Expression genes Analysis in R  
یان معنی دارهای دارای اختلاف بآنالیز شناسایی ژن  

 

Visualization of data and drawing graphs 

ر هامصورسازی داده ها و رسم نمودا  
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-Single-cell RNA از طریق  ترنسکریپتومه مطالع

seq 

-scRNA در سطح تک سلول یا RNAیابی توالی 

 108Seqاست که  یستیدر علوم ز شرفتهیپ روش کی

، mRNAل که شام) ترنسکریپتوم یبررس ییتوانا

rRNA،tRNA  انواع ریسا و RNA را در سطح  (تسا

کان ، امروش این فاده ازاست با .کندیفراهم م یسلولتک

فراهم  یسلولژن در سطح تک انیب یسازیو کم ییشناسا

 یهایژگیاز تنوع و و ترقیکه به درک عم شودمی

د کنیکمک م تیجمع کیمختلف در  یهاسلول

(Ziegenhain et al., 2017 .)روشدر  یاصل فرایند 

scRNA-Seq  روشد ننام Bulk RNA-Seq  شامل

رد مطالعه که ابتدا، نمونه مو ست. درله امرح نیچند

باشد،  یسلول تیجمع ایبافت، ارگان  کیشامل  تواندیم

کار با استفاده از  نیشود. ا هیته یسلولبه صورت تک دیبا

. شودمیانجام  یکروسکوپیم ای یمیآنز ،یکیمکان یهاروش

جداگانه در  طوربه هاسلول ،یسازیسلولپس از تک

 یدیکروفلوئیم یهاکپسول ای خصوصم یهاچاهک

 ، سنتزRNA. سپس، مراحل استخراجشوندیم یآورجمع

cDNA یهاو ساخت کتابخانه DNA  روشمشابه Bulk 

RNA-Seq   لیمرحله به دل نی. البته در اشودمیانجام 

 یهاها، از روشسلولدر تک RNA نییپا اریمقدار بس

 (SCRB-Seqب )یهمچون اسکرا RNA گنالیس تیتقو

ها امکان روش نی. ادشومیاستفاده  SMART-Seq و

تا  کنندیرا فراهم م RNA یهامولکول ریو تکث شیافزا

 
108 Single-cell RNA-seq 

د فراهم شو یریگیقابل توال یهاساخت کتابخانه نامکا

(Ziegenhain et al., 2017 .)ت یاز استخراج و تقو بعد

RNAمرحله سنتز ، cDNA یهاکتابخانه اختو س 

DNA  روشمشابه Bulk RNA-Seq  در شودمیانجام .

جداگانه سنتز شده  طوربههر سلول   cDNAمرحله،  نیا

 یاختصاص یو سپس با استفاده از آداپتورها و بارکدها

تنوع  شیافزا منظوربهامر  نی. اشودمی یگذاربرچسب

ر ل دمربوط به هر سلو یهایالتو کیکتابخانه و امکان تفک

 ,.Ziegenhain et alد )ریگیصورت م یریگیمرحله توال

شده توسط آماده یهاکتابخانه ت،ینها در(. 2017

قرار  یریگیمورد توال ابییتوال شرفتهیپ یهادستگاه

 یهایاز توال یامرحله، مجموعه نیا ی. خروجرندیگیم

سلول خاص تعلق دارند.  کیاست که هر کدام به  ه کوتا

د مور هاهداد تجزیه و تحلیلدر مرحله  هایلتوا نیا

-Wetی مجموع، مراحل اصل در .درنیگیاستفاده قرار م

lab  روش scRNA-Seq یسلولنمونه تک هیشامل ته، 

و ساخت  cDNA ، سنتزRNAت یاستخراج و تقو

است که با  یریگیتوال تی، و در نهاDNAی هاکتابخانه

. شودمیانجام  یصخصت یها و ابزارهااستفاده از پروتکل

 یهاداده تیفیهستند و ک قیدقس و مراحل حسا نیا

پس از انجام مراحل  .دهندیقرار م ریرا تحت تأث یینها

مربوط به هر  DNA یهاکتابخانه هیته ی وشگاهیآزما

 یهایتوال دیتول در ادامه و scRNA-Seq روشسلول در 

 یهادستگاهز طریق ربوط به هر سلولام (Reads)خام 

ها آغاز داده حلیلو ت تجزیه، مرحله ابییتوال شرفتهیپ

است که با  یگام اصل نیمرحله شامل چند نیا. شودمی



 165 (غلات نژادیبه یکرد)با رو یستی( در علوم زNGSنسل جدید ) یابییتوال یفناور یاصول و کاربردها
 

 یتخصص یکیوانفورماتیب یافزارها و ابزارهااستفاده از نرم

ابتدا، مرحله  در (.Haque et al., 2017) شودمیانجام 

ه، لرحم نی. در اردیگیخام انجام م یهایتوال پردازششیپ

کوتاه و آداپتورها  یهایتوال ن،ییپا تیفیبا ک یهایتوال

 یهایموارد، حذف توال یدر برخ نی. همچنشوندیف محذ

است.  یضرور زین هایآلودگ ریسا ای بوزومیمتعلق به ر

 و Fastp مانند ییمراحل از ابزارها نیانجام ا یبرا

Cutadapt  شودمیاستفاده (Chen et al., 2018 .)پس 

 1۰9زتراهم مرجعنوم خام به ژ یهایتوال پردازش،شیپز ا

از  کیمنشأ هر  نییمرحله به منظور تع نی. اشوندیم

 نیا ی. براشودمیها انجام و ارتباط آنها با ژن هایتوال

 و STAR، CellRangerد مانن ییمنظور از ابزارها

Alevin  به  هایتوال ترازیهم ییکه توانا شودمیاستفاده

 ,.Haque et al) دع را با دقت و سرعت بالا دارنمرجژنوم 

 انیب یسازیمرحله کم ها،یتوال ترازیمهاز  پس(. 2017

مرحله، تعداد  نی. در اشودمیها در هر سلول انجام ژن

منسوب به هر ژن در هر سلول محاسبه شده و  یهایتوال

ها به ژن انیب یبراTPM111 وUMI11۰د مانن ییارهایمع

 یانیب یوهاالگ ییمرحله به منظور شناسا نی. اروندیکار م

 ,.Haque et al) شودمیانجام  یلسلو تیمتفاوت در جمع

و  یآمار یهاتجزیه و تحلیلادامه،  در(. 2017

 یهاتیرجمعیز ییشناسا یبرا یاشرفتهیپ یکیوانفورماتیب

 های بیان ژنی آنهاها براساس شباهتسلولو یسلول

 
109 Align 
110 Unique Molecular Identifier 
111 Transcript per million  

ی روند تغییرات سلولی در رسرب، 112(هابندی سلولخوشه)

ایجاد یک و  کیبیولوژی فرایندر طی یک یا دمان طول ز

مسیر فرضی که تغییرات تدریجی در بیان ژن را نشان 

شناسایی ، 113(تجزیه و تحلیل مسیر های تمایزی) دهدمی

طور بههای مختلف سلولی هایی که بین گروهژن

غییرات ل تتجزیه و تحی) دارندداری بیان متفاوتی معنی

)حاشیه  هاکرد ژنملع ینیبشیپ نیو همچن 114(بیان

 هاتجزیه و تحلیل نی. اشودمیانجام  (115ملکردینویسی ع

،  Seurat،Scanpyر ینظ یتخصص یبا استفاده از ابزارها

CIDR ،SC3 ،RaceID ،Deseq2 ،edgeR ،MAST ،

Monocle ،Slingshot ،Wishbonet ،PAGA ،

Velocyto ریپذیصورت م( دKiselev et al., 2019 .)

 یهاداده تجزیه و تحلیل یصلحل امرا مجموع، در

scRNA-Seq  به  ترازیهم ها،یتوال پردازششیشامل پ

تجزیه و ها و سپس ژن انیب یسازیژنوم مرجع، کم

است که با  ترشرفتهیپ یکیوانفورماتیو ب یآمار یهاتحلیل

. شودمی حوزه انجام نیقدرتمند ا یاستفاده از ابزارها

و  ییشناسا تیابلق لیبه دل scRNA-Seq روش

 ،یسلولها در سطح تکژن انیب قیدق یسازیکم

 یستیمختلف علوم ز یهانهیدر زم یاگسترده یکاربردها

 ییبه شناسا توانیکاربردها م نیدارد. از جمله ا یو پزشک

 یها، بررسآن نیو روابط ب یسلول یهاتیرجمعیز

 صیدر تشخ دیجد یهاافتیره ،یولسل زیتما یهاسازوکار

و پرتوان،  یادیبن یاهکشف سلول ها،یماریب رمانو د

 
112 Cell clustering 
113 Trajectory Analysis 
114 Differential expression analysis 
115 Functional annotation 



 166 11۰-231(، 1)3، 14۰3غلات،  یوشیمیو ب لوژیتکنویوان/ بو همکار یزادهمحمدعل
 

 نیو همچن یسلول یهاتیدر جمع یکیدرک تنوع ژنت

د اشاره کر یاختصاص یسلول ینشانگرها ییشناسا

(Stuart & Satija, 2019 .)به  روشاین مجموع،  در

 یبررس تیقابل ،یستیابزار قدرتمند در علوم ز کیعنوان 

امر  نی. اکندیفراهم م یولسلکرا در سطح ت ترنسکریپتوم

 ییها، شناساسلول اتیتنوع و خصوص ترقیک عمبه در

کمک  یسلول یهاسازوکارو  یسلول یهاتیرجمعیز

 یهادر حوزه یاگسترده یو کاربردها کندیم یانیشا

 در ادامه، بهد. دار یشناسستیو ز یمختلف پزشک

ز حاصل ا scRNAseq یهاداده حلیلو تتجزیه مراحل

 (.15)شکل  شودمی شارها 116اهتک سلول یابییالتو

فایل تکمیلی آورده  در نیز تجزیه و تحلیلهای اسکریپ

 ,Stuart et al., 2019; Luecken & Theisد )انشده

2019; Hwang et al., 2018 .) 

 
116 Single cells 



 167 نژادی غلات(به یکرد)با رو یستی( در علوم زNGSنسل جدید ) یابییتوال یفناور یاصول و کاربردها
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  Single cell RNA-seqهایداده تجزیه و تحلیل مراحل -15شکل 

Figure 15. Single cell RNA-seq data analysis steps 
 

 Small RNAهای کوچک یا RNAمطالعه 

Sequencing 

 117Small RNAseqهای کوچک یا  RNAیابی توالی 

است که به  یمولکول یشناس ستیدر ز کارآمد روش کی

 RNAزیاز ر یاگسترده فیطتا  دهدیممحققان اجازه 

 روش نیکنند. ا لیلتجزیه و تحو  ییناسارا شلول س یها

ست و ( اNGSد )ینسل جد یتوال نییبر تع یاساساً مبتن

 اه RNAزیانواع مختلف ر یسازیکمو  ییامکان شناسا

 ریها و سا piRNAها،  siRNAها،  miRNA مانند

(. Bartel, 2018د )کنیمهم را فراهم م یها RNAزیر

 
117 Small RNA Sequencing 

کنند یم فایژن ا انیب میدر تنظ یها نقش مهم RNAزیر

 ،یسلول زیمانند تما یمتنوع یکیولوژیب یهافرایند و در

 یمنیو پاسخ ا یروسیرشد و توسعه، دفاع ضد و میتنظ

 نیا یو بررس ییشناسا(. Bartel, 2018د )هستن ریدرگ

-زمیمورد مکان در یمهم یهانشیتواند بیها م RNAزیر

 Small RNA .ایجاد کند یاتیح یللکومو یها

Sequencing انیب لیدهد تا پروفایم به محققان اجازه 

مختلف مورد مطالعه قرار  یهاها را در نمونه RNAزیر

ها را در پاسخ به  RNAزیر نیا انیب راتییدهند و تغ

 یبررس یمداخلات درمان ایها یماریب ،یکیولوژیزیف طیشرا

Single Cell RNA Extraction 

 از تک سلول هاRNA استخراج

Library Preparation 
کتابخانه یآماده ساز  

 
 

Sequencing (e.g., Illumina) 
 (Illumina، )به عنوان مثال یابییتوال

Quality Control of Raw Reads 
خام یهاشخوان تیفیکنترل ک  

 

Adapter Trimming and Quality Filtering 

تیفیک کردنلتریآداپتور و ف برش توالی های  

 

Reference genome indexing 
یندکس کردن ژنوم رفرنسا  

alignment of reads on the reference genome 
مرجعژنوم  یخوانش ها بر رو یهمتراز  

 

Quality Control of Aligned Reads 

نش هاس های همتراز شده به ژنوم کنترل کیفیت خوا

 رفرنس

Quantification of Gene Expression 
 کمی سازی میزان بیان ژن ها

clustering Analysis  
بندی بدون های خوشهاز روش معمولاً) بندیخوشه
 ان ژنی آنهاهای بیها براساس شباهتسلول( نظارت

 

 

 
 

 

 

-÷ 

Differential Expression Analysis 
های مختلف سلولی یی که بین گروههاشناسایی ژن

 داری بیان متفاوتی دارندبه طور معنی
 

 
 

 

 

-÷ 

Trajectory Analysis 
زمان یا در طی  بررسی روند تغییرات سلولی در طول

ایجاد یک مسیر فرضی که  /یک فرآیند بیولوژیکی
 دهدیرات تدریجی در بیان ژن را نشان میتغی

 

 
 

 

 

-÷ 
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استاندارد و  یشگاهیماآز شامل مراحل روش نیا.کنند

 ادقابل اعتم جیبه دست آوردن نتا یاه برست کا یمنسجم

 Wet-lab یمراحل اصل ادامهمهم است. در  اریبس قیو دق

 یبررس Small RNA Sequencing روشانجام  یبرا

 Small RNA فرایندقدم در  نیاول. شودمی

Sequencingاستخراج ، RNA  کل از نمونه مورد مطالعه

 ادیت زدق با دیحساس بوده و با اریمرحله بس نیا است.

و غلظت مناسب به دست  تیفیبا ک RNA انجام شود تا

، RNAج پس از استخرا(. Umu et al., 2018د )یآ

 نی. استموردنظر ا یها RNAزیر یجداساز یمرحله بعد

  یکروماتوگراف یهابا استفاده از ستون طور معمولبهکار 

آداپتورهای متصل ها به  RNA ریزو یا از طریق ااتصال 

 نی. در اشودمیجام نا 118های مغناطیسیهرهبه منده شو

 ریاز سا دینوکلئوت 2۰۰کمتر از  یها RNAزیمرحله، ر

د شونیجدا م rRNA و mRNA ها مانند RNAانواع

(Pritchard et al., 2012 .)یاز جداساز پس 

 ها به کمکمولکول نیا ،یها، در مرحله بعدRNA 119زیر

شوند. یم لیتبد cDNA معکوس به یسیرونو یهامیزآن

 یهایدهد تا توالیاجازه م ه محققانمرحله ب نیا

 ,.Pritchard et alد )کنن نییتع یرا به راحت  RNAزیر

 یاختصاص یاغلب از آداپتورها ،فرایند نیا یدر ط(. 2012

ها استفاده  RNAریز 5ʹو 3ʹ یاتصال به انتها یراب

 پس .شودهر دو انتها فراهم  یتوال نییعن تتا امکا شودمی

و  یآماده ساز cDNA یهالوکمول ،یاز مراحل قبل

 یاختصاص یمرحله، آداپتورها نیشوند. در ا یم یابیتوالی

 
118 Bead-based retrieval using adapter balloons 
119 microRNA 

 یهایمتصل شده و سپس توالهاcDNA 5ʹو 3ʹ یبه انتها

د ینسل جد ابییتوال یهاآنها با استفاده از دستگاه

(NGS) تواند با استفاده از یمرحله م نیشوند. ایم نییتع

 ای  Illumina ،Ion Torrentل مث یمختلف یهارمپلتف

Ion Proton انجام شو( دPritchard et al., 2012 .)پس 

 نییو تع هیته یاستاندارد برا یشگاهیاز انجام مراحل آزما

که نقش  یگریمهم د اریها، مرحله بس RNAزیر یتوال

کند، یم فایها ااز داده دیفدر استخراج اطلاعات م یدیکل

 Small RNA Sequencing یهاداده لتحلیه و تجزی

است که  یمرحله تخصص نیشامل چند فرایند نیاست. ا

 انیب لیاز پروفا یترقیبه درک عم توانیبه کمک آنها م

دست  یکیولوژیب یهافرایندها و نقش آنها در  RNAزیر

 Small یهاداده تجزیه و تحلیلگام در  نیاول .افتی

RNA Sequencingداده یسازمادهو آ دازشپرشی، پ-

خام به دست آمده از  یهایمرحله، توال نیا . درهاست

 ریآداپتور و سا یهایاز توال دیابتدا با ،یتوال نییتع

 یهایتوال ن،یشوند. همچن یپاکساز یاحتمال یهایآلودگ

از مجموعه داده حذف  دیبا نییپا تیفینامعتبر و با ک

کار به کمک  نیا. (Friedländer et al., 2012د )نگرد

انجام  FastQC و Cutadapt مانند یتخصص یاافزارهنرم

شده  زیتم یهایپردازش، توال شیاز مرحله پ پس. شودمی

به کمک  فرایند نیشوند. ا ترازهمبه ژنوم مرجع  دیبا

انجام  STAR ای Bowtie2 مانند ترازیهم یابزارها

 یهایدهد تا توالیققان امکان ممح و به شودمی

د مربوطه نسبت دهن یژنوم یهاتیرا به موقع  RNAزیر

(Friedländer et al., 2012.) یم نیمرحله همچن نیا-
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ها  RNAزیانواع مختلف ر ییتواند به شناسا

د. ها کمک کن piRNA ها و siRNAها،  miRNAمانند

 RNAزیر انیب یالگوها لیو تحل یسازیکم ،یبعد مرحله

 و یآمار یابزارهااز  فادهمرحله، با است نیهاست. در ا

  featureCountsو یا  HT-seqفورماتیکی مثل وانبی

و  شودمیها محاسبه در نمونه  RNAزیهر ر انیب زانیم

مختلف  یهاگروه نیها ب RNAزیر انیب یالگوها در ادامه

از طریق و سالم(  ماریب یها)به عنوان مثال، گروه

تا  ودشمی هسیمقا  edgeRو  DEseq2ی مانند هایابزار

 ,.Liang et alد )گردن ییشناسا زیمتما یها RNAزیر

درک بهتر نقش  یمراحل، برا نیاز ا پس(. 2016

توان از  یشده، م ییشناسا یها RNAزیر یکیولوژیب

ژن ها،  ینیب شیمانند پ یلیتکم یهالیو تحل هیتجز

استفاده  یمیتنظ یهاشبکهو  یکیولوژیب یرهایمس لیتحل

 یتخصص یاارهافزنرمها به کمک لیتحلو  هیتجز نیکرد. ا

 Cytoscape و  miRTarBase ،TargetScanد مانن

 ت،ینها در(. Agarwal et al., 2015د )شونیانجام م

 Small RNA یهاداده تجزیه و تحلیلحاصل از  جینتا

Sequencing زیر ییتوانند به شناسایمRNA یها 

 یسلول یهاخپاس و یستیز یهافرایندها، یماریب با مرتبط

 Small RNA  روش وند.مختلف منجر شبه مداخلات 

Sequencing تجزیه و تحلیلو  ییقدرت شناسا لیبه دل 

 یمتنوع یکاربردهاکه  یها، اطلاعات ارزشمند RNAزیر

ند را  دار یعلم یهانهیزم ریو سا یپزشک ،یشناسستیدر ز

 یکاربردها نیاز ا ی. برخگذاردمی نمحققادر اختیار 

و  دیجد یها RNAزیالعه رکشف و مط: عبارتند از یدیکل

 یبررس، هایماریو ب یسلول یهافرایندنقش آنها در 

 طیها در پاسخ به شرا RNAزیر انیب راتییتغ

 ییشناسای، ها و مداخلات درمانیماریب ،یکیولوژیزیف

 شیو پا صیتشخ یبرا یا RNAزیر یومارکرهایب

ژن و  انیب میظر تنها د RNAزیدرک نقش ر، هایماریب

 یداروها یابیو ارز یطراح، مختلف یمولکول یاهزمیمکان

مطالعه ، هایماریدرمان ب یها برا RNAزیبر ر یمبتن

، هاسمیها در تکامل، رشد و توسعه ارگان RNAزینقش ر

و نقش آنها  یکروبیها در جوامع م RNAزیتنوع ر یبررس

 Small RNAمجموع،  در. پاتوژن -بانزیمدر تعامل 

Sequencing  یشناس ستیزرتمند در ابزار قد کی 

دهد تا به درک یاست که به محققان اجازه م یمولکول

و  یستیز یهافرایندها در  RNAزیاز نقش ر یترقیعم

از  یامجموعه روش نی. اابندیمختلف دست  یهایماریب

 وسعهتواند به تیه مکند کیاطلاعات ارزشمند را فراهم م

کمک  یکنوآورانه در پزش یرماند و یصیتشخ یهاروش

 Small ی هاداده تجزیه و تحلیل مراحل در ادامه، به .کند

RNAseq یابییحاصل از توال که RNA ک های کوچ

(small RNAs) (. 16)شکل  شودمیاشاره  است

فایل تکمیلی آورده  در نیز تجزیه و تحلیلهای اسکریپ

 ,.Tam et al., 2015; Friedländer et al) دانشده

2012; Love et al., 2014 .) 
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  Small RNA-seq هایداده تجزیه و تحلیل مراحل -16شکل 

Figure 16. Small RNA-seq data analysis steps 
 

 de novo Genomeمطالعه ژنوم از طریق 

Assembly 

 کی 12۰منوژ دیبنسرهمومیک از طریق مونتاژ و ژن مطالعه

است که به  کیژنوم نهیدر زم شرفتهیپ مهم و روش

موجود زنده را  کیژنوم  یدهد تا توالیمحققان امکان م

کنند.  یژنوم مرجع، از ابتدا بازساز کیبدون استفاده از 

 یسازمجموعهو  ییشناسا تیقابل لیبه دل کردیرو نیا

 در یاتی، نقش حفردربهمنحصناخته و ناش یژنوم یهایتوال

 یهاسمیارگان یکیساختار ژنت رتقیعمف و فهم کش

ژنوم (. Nagarajan & Pop, 2013د )کنیم فایمختلف ا

 
120 de novo Genome assembly 

و  فردمنحصربه یکیهر موجود زنده شامل اطلاعات ژنت

 یپیفنوت اتیخصوص نییدر تع یدیاست که نقش کل یغن

 یساختار ژنوم املکند. شناخت کیم فایآن ا یو رفتار

تواند به یو م برخوردار است ییزابس تیموجودات از اهم

ها و توسعه تکامل گونه ،یاتیح یهافراینددرک بهتر 

که  یکمک کند. در موارد یصیو تشخ یدرمان یکردهایرو

 de novoاست،  یناکاف ای ستیژنوم مرجع موجود ن

Genome Assembly  راه حل مؤثر مطرح  کیبه عنوان

 de novoایندفر(. Sedlazeck et al., 2018) شودمی

Genome Assembly یشگاهیآزما حلهمر نیشامل چند 

 یتخصص یهاشگاهیاست که در آزما یادهیچیاستاندارد و پ

RNA Extraction 

 RNA استخراج

Library Preparation 
کتابخانه یآماده ساز  

 
 

Sequencing (e.g., Illumina) 
 (Illumina، )به عنوان مثال یابییتوال

Quality Control of Raw Reads 
خام یهاشخوان تیفیکنترل ک  

 

Adapter Trimming and Quality Filtering 

تیفیک کردنلتریآداپتور و ف برش توالی های  

 

Reference genome indexing 
 ایندکس کردن ژنوم رفرنس

alignment of reads on the reference genome 
جعژنوم مر یخوانش ها بر رو یهمتراز  

 

Read Count Quantification  
 خوانش های همتراز شده بر هر ژن کمی سازی

Downstream analysis such as gene enrichment, 

reconstruction and biological network analysis 
ژن ها و  بازسازی و  دست مانند غنی سازیآناالیز های پایین

 ی زیستیآنالیز شبکه ها

 

Differential Expression genes Analysis in R  
ف بیان معنی دارهای دارای اختلاآنالیز شناسایی ژن  

 

Visualization of data and drawing graphs 

 مصورسازی داده ها و رسم نمودار ها
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بالا  تیفیبا دقت و کنترل ک دیبا و شودمیانجام  کیژنوم

قدم  نیاول .دیقابل اعتماد به دست آ جیانجام شوند تا نتا

 ج، استخراde novo Genome Assembly فراینددر 

DNA و غلظت مطلوب از نمونه مورد  تیفیبا ک یژنوم

 یبا استفاده از پروتکل ها دیمرحله با نیمطالعه است. ا

 ییکایلیس یهاستون ایکلروفرم -استاندارد مانند فنل

مناسب )از جمله طول  یهایژگیبا و DNA انجام شود تا

 & Ekblomد )یدست آ به بالا و قطعات کامل( یمولکول

Wolf, 2014 .)ج از استخرا سپDNA، یدر مرحله بعد 

 نیشوند. ایتر شکسته ممولکول ها به قطعات کوچک نیا

-محدودکننده، روش یهامیتواند با استفاده از آنزیکار م

تزریق  ای 121ونیکاسیمانند سون یکیمکان یها

حاصل از مرحله   DNAقطعاتد. انجام شو 122میکروسیال

 دینسل جد یابییتوال یهافناوری، سپس توسط قبل

(NGS )یها. پلتفرمرندیگیقرار م یتوال نییتع ردمو 

 یبرا PacBio و Illumina ،Ion Torrentد مانن یمتعدد

ها و یژگیو کیمنظور در دسترس هستند که هر  نیا

 ,Ekblom & Wolfد )خاص خود را دارن یهاکاستی

پروژه  ازیفرم بسته به نپلت نیانتخاب مناسب تر(. 2014

در  .ردیگی( صورت منهیو هز ازیئت مورد نقرا طول )مانند

 یسازمجموعه یبرا Boinformatics یهایادامه، استراتژ

د. نشویخرد شده به کار گرفته م یهایتوال نیو مونتاژ ا

ج استخرا یاستاندارد برا یشگاهیاز انجام مراحل آزما پس

DNAاریژنوم، مرحله بس یسازهموعو مج یتوال نیی، تع 

، de novo Genome Assembly فراینددر  گریدمهم 

 
121 Sonication 
122 Microfluidic injection 

 تجزیه و تحلیلو  حاصل است یهاداده لیو تحل هیتجز

 de novo Genome حاصل از یهاداده قیدق

Assembly  به ژنوم مونتاژ شده  یابیدر دست ینقش مهم

در  یدیبخش نقش کل نیکند. ایم فایبالا ا تیفیبا ک

 دیتول یهادادهاز  و قابل اعتماد دیاج اطلاعات مفتخراس

 یهاداده تجزیه و تحلیلگام در  نیاول .کندیم فایاه شد

de novo Genome Assemblyپردازش و آماده  شی، پ

خام به دست  یهایمرحله، توال نیهاست. در اداده یساز

ها و قطعات نامعتبر  یاز آلودگ دیبا یتوال نییآمده از تع

و با  نییپا تیفیکبا  یهایتوال ن،یشوند. همچن یسازپاک

 Bolgerد )از مجموعه داده حذف گردن دینامناسب باطول 

et al., 2014 .)یتخصص یافزارهاکار به کمک نرم نیا 

انجام   FastQCو  Trimmomatic ،MultiQCد مانن

جهت  ،توالی ها پردازش شیاز مرحله پ پس. شودمی

با استفاده از  خرد یهایلتوا ،وستهیژنوم پ کی ساخت

 De مونتاژ همچون تمندو قدر دهیچیپ یهاتمیرالگو

Bruijn graph  و Overlap-Layout-Consens عیتجم 

طور بهمرحله است که  نیشامل چند فرایند نیا شوند.می

انجام   Boinformatics یبا استفاده از ابزارها معمول

 درموجود  یهایشانها بر اساس همپوی. ابتدا، توالشودمی

-یم یسازجموعه)قطعات بزرگتر( م 123هاگیکانتآنها در 

ها با استفاده از اطلاعات جفت گیکانت نیشوند. سپس، ا

 124هااسکافولدپل زن، به  یهایتوال ایها یشدن توال

 ,Nagarajan & Popد )شونی)قطعات بزرگتر( ادغام م

 ،SPAdesد مانن یتخصص یافزارهانرم(. 2013

 
123 Contigs 
124 Scaffolds 
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MEGAHIT و Canu  قشن هافرایند نیا یدر اجرا 

 در(. Bankevich et al., 2012د )کننیم فایا یاساس

و دقت  تیفیژنوم، ک یسازپس از مجموعه ،یمرحله بعد

کار با استفاده از  نی. اردیقرار گ یابیمورد ارز دیآن با

قطعات، پوشش  انهیطول م N50 مانند ییهاشاخص

 یی. ابزارهاشودمیده انجام ژ شو تعداد قطعات مونتا یژنوم

مورد  یابیارز نیانجام ا یبرا Busco و QUAST نندما

در (. Gurevich et al., 2013د )رنیگ یقرار م ادهاستف

تواند به عنوان ژنوم یشده م یسازژنوم مجموعه ت،ینها

و  ییمورد مانند شناسا یمطالعات بعد یمرجع برا

. که این ردیگار استفاده قر موردا هژن نویسیحاشیه

موجود  یکینتبهتر ساختار ژدرک به  تواندیم اطلاعات

 de روش د.کمک کن دیجد یهامورد مطالعه و کشف ژن

novo Genome Assembly  قدرت کشف و  لیبه دل

و منحصربه فرد،  دیجد یژنوم یهایتوال یسازمجموعه

 مانند: یعلممختلف  یهانهیدر زم یاگسترده یکاربردها

، ادرن و دیجد یگونه ها یکیاخت ساختار ژنتشن کشف و

 یبررس ی،اها و درون گونهگونه انیم یکیع ژنتمطالعه تنو

و  یطراحی، کیو جهش ژنت یتکامل یها سازوکارو فهم 

و  هیتجز، بر ژنوم یمبتن یهاتوسعه داروها و واکسن

مرتبط با  یهاژن ییها و شناساسمیکروارگانیژنوم م لیتحل

 در دیمف یکیژنت ینشانگرها ییشناسا یی،زایماریب

-مطالعه ساختار ژنوم سلول، واناتیح و اهانیگ بهنژادی

 طورهب. دارد آنها یمولکول یهازمیو مکان یسرطان یها

 روش کی  de novo Genome Assemblyکلی

تا  دهدیماست که به محققان اجازه  کیقدرتمند در ژنوم

موجودات  یکیتژن از ساختار و تنوع یترقیبه درک عم

 یمهم اتیشفبه ک منجر تواندیمامر  نیا. ابندیزنده دست 

و  یتا پزشک یشناسستیمختلف، از ز یهانهیدر زم

 deتجزیه و تحلیل مراحل در ادامه، به .شود یکشاورز

novo Genome Assembly   کل یابییتوالاز طریق 

تجزیه و های اسکریپ (.17)شکل  شودمیاشاره  ژنوم

 & Sohn)د انفایل تکمیلی آورده شده در نیز یلتحل

Nam, 2018; Ekblom & Wolf, 2014; Badouin et 

al., 2017.) 
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 de novo Genome Assembly تجزیه و تحلیل مراحل -17شکل 

Figure 17. de novo Genome Assembly analysis steps 
 

 زیه و تحلیلتج م و انجاممطالعه ترنسکریپتو

RNAseq  از طریقde novo Transcriptopme 

assembly 

مطالعه ترنسکزیپتوم از طریق ترنسکریپتوم  روش

و  یبازساز یروش قدرتمند برا کی 125شده بندیسرهم

است که ژنوم  ییهادر گونه ترنسکریپتوم لیو تحل هیتجز

ت شناخته نشده اس یها به خوبژنوم آن ایمرجع ندارند 

(Haas et al., 2013 .)یهادهز داده اروش با استفا نیا 

به ژنوم مرجع،  ازیو بدون نRNA  (RNA-seq )یابییتوال

 
125 de novo Transcriptome assembly 

 و یشگاهی. مراحل آزماکندیم یرا بازساز ترنسکریپتوم

Wet-lab  است که  یاتیگام ح نیشامل چند روشاین

پروژه  یینها تیموفق یبالا در هر مرحله برا تیفیدقت و ک

 ای یتباف یهانمونه یآوربا جمع فرایند نیااست.  یضرور

با دقت و سرعت انجام شود تا  دیکه با شودمیآغاز  یسلول

 ,.Conesa et alد )شو یریجلوگ RNA بیراز تخ

 عیما تروژنیبلافاصله در ن طور معمولبهها نمونه(. 2016

 RNA دارکنندهیپا یهادر محلول ای شوندیمنجمد م

کل  RNA . استخراجرندیگیمقرار  RNAlater مانند

 یهاتیبا استفاده از ک تواندیاست که م یعدمرحله ب

DNA Extraction 

 DNA استخراج

Library Preparation 
کتابخانه یآماده ساز  

 
 

Sequencing (e.g., Illumina) 
 (Illumina، )به عنوان مثال یابییتوال

Quality Control of Raw Reads 
خام یهاشخوان تیفیکنترل ک  

 

Adapter Trimming and Quality Filtering 

تیفیک کردنلتریآداپتور و ف برش توالی های  

 

De novo assembly of the genome. 
 De novoبصورت سرهمبندی ژنوم 

Assembly Quality Assessment 

and using assembled genome 

for Other analyses (WGS, 

WES...) 
مونتاژ و استفاده از ژنوم  تیفیک یابیارز

زهایآنال ریسا یشده برا مونتاژ  (WGS ،
WES...) 



 174 11۰-231(، 1)3، 14۰3غلات،  یوشیمیو ب لوژیتکنویوان/ بو همکار یزادهمحمدعل
 

 Rio etد )شو جامان RNeasy ای TRIzol مانند یتجار

al., 2010 .)تیو کم تیفیک RNA  استخراج شده با

 یمانند الکتروفورز ژل آگارز، اسپکتروفتومتر ییهاروش

 Bioanalyzer تجزیه و تحلیلو ( A260/A280ت نسب)

 نسبت دیبالا با تیفیک با RNA .شودمی یابیارز

A260/A280  یکپارچگی عدد  و ۰/2حدودRNA 

(RIN ) د )داشته باش هشتبالایSchroeder et al., 

، مرحله ساخت RNAتیفیک دییپس از تأ(. 2006

مرحله شامل  نی. اشودمیآغاز  cDNA کتابخانه

 یرااست. ب ری، افزودن آداپتورها و تکثcDNAسنتز

 ای Oligo(dT) یهاازگرآغاز  طور معمولبه، cDNAسنتز

تا  شودمیاستفاده  Random hexamerی هاآغازگر

 از جمله RNA انواع تمامحاصل شود که  نانیاطم

mRNA و lncRNA یندگینما ییدر کتابخانه نها 

دو   cDNAسپس،(. Zhong et al., 2011د )شونیم

پلتفرم  خاص یو آداپتورها شودمیسنتز  یارشته

آداپتورها  نی. اشوندیصل مت متقطعا یبه انتها یابییتوال

اتصال به فلوسل و  یبرا ییشناسا یهایشامل توال

 ریبه تکث ازیهستند. در صورت ن یابییتوال یهاآغازگر

کم  چرخهبا تعداد  PCR از طور معمولبهکتابخانه، 

 یندگیدر نما یبیار جادیتا از ا شودمیاستفاده 

(. Head et al., 2014د )شو یریجلوگ هاپتیرنسکترا

 مانند ییهابا روش ییکتابخانه نها تیو کم تیفیک

Bioanalyzer و qPCR ت،ی. در نهاشودمی یابیارز 

 یابییتوال یهاکتابخانه آماده شده با استفاده از پلتفرم

 ای Illumina NovaSeq مانند (NGSی )نسل بعد

HiSeq شودمی یابییتوال (Wang et al., 2009 .)نیا 

طور بهخوانش کوتاه ) هاونیلیم دیه تولدر با قاهپلتفرم

 یبالا هستند. برا تیفیجفت باز( با ک 75-3۰۰ معمول

 طور معمولبه ،ترنسکریپتوم یاز پوشش کاف نانیاطم

هر نمونه  یخوانش برا ونیلیم 3۰-5۰ یابییعمق توال

 یدگیچیپبه مقدار بسته  نیاگرچه ا ،شودمی هیتوص

د متفاوت باش تواندیه مطالعو اهداف م ترنسکریپتوم

(Sims et al., 2014 .)خام به  یهاداده ،یابییپس از توال

 یکه حاو شوندیم رهیذخ FASTQ یهالیصورت فا

 نیمربوطه هستند. ا تیفیک ازاتیها و امتخوانش یتوال

 یکیوانفورماتیب تجزیه و تحلیلها سپس وارد مرحله داده

ها، خوانش شیرایپ ت،یفیکه شامل کنترل ک شوندیم

. است یبعد یهاتجزیه و تحلیلو  de novo بندیسرهم

ها داده تجزیه و تحلیل یاتیمرحله ح ،یابییپس از توال

 مانند ییها با ابزارهاخوانش تیفیک ا،. ابتدشودمیآغاز 

FastQC با استفاده از  هاخوانش از،یو در صورت ن یبررس

 پس،. سدشونیم شیرایپ Trimmomaticر زااف نرم

د مانن یتخصص یافزارهاها با استفاده از نرمخوانش

Trinity ،Velvet-Oases  ای SOAPdenovo-Trans  

افزارها نرم نیا(. Xie et al., 2014د )شونیم بندیسرهم

 بیو ترک ییشناسا یبرا یادهیچیپ یهاتمیاز الگور

و در  هاگیتا کانت کنندیمده همپوشان استفا یهاخوانش

کنند. پس از  یکامل را بازساز یهاپتینسکررات تینها

شده با  یبازساز ترنسکریپتوم تیفیک یابیارز ،بندیسرهم

و درصد  هاگی، طول متوسط کانتN50د مانن ییارهایمع

تجزیه و . در ادامه، شودمیشده انجام  ترازهم یهاخوانش
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مانند  یتررفتهشیپ یکیوانفورماتیب یهاتحلیل

 نویسیحاشیهها و ژن ینیبشیپ ها،ORFییشناسا

، UniProtد داده مانن یهاگاهیبا استفاده از پا یعملکرد

KEGG  و GO د )ریگیصورت مConesa et al., 

 یهانهیدر زم یاگسترده یکاربردها روش نیا(. 2016

 یبرا ،یمولکول یدارد. در اکولوژ یشناسستیمختلف ز

 رمدلیغ یهاگونه یهایو سازگار یکینوع ژنته تمطالع

 یهاژن ییشناسا یبرا ،ی. در کشاورزشودمیاستفاده 

 یاهل واناتیو ح اهانیدر گ یمرتبط با صفات مهم اقتصاد

نشانگرهای کشف  یبرا ،یپزشک نهی. در زمرودیبه کار م

مختلف  یهایماریدر ب ییو اهداف دارو دیجد زیستی

 ,.Čalounová , 2021 ; Eldem et al) شودمیاستفاده 

2017; Ungaro et al., 2017 .)بر اینعلاوه،de novo 

transcriptome Assembly  یبرا یدر مطالعات تکامل 

 یهاگونه انیدر طول زمان و در م یژنوم راتییتغ یبررس

 ،ترنسکریپتوم بندیسرهممختلف کاربرد دارد. پس از 

 ترنسکریپتومه از فادبا است RNA-seq تجزیه و تحلیل

-هممرحله شامل  نی. اشودمیجام ه انشد بندیسرهم

 ترنسکریپتومبه  RNA-seq یهاخوانشترازی 

 ییها و شناساژن انیب یسازیشده، کم بندیسرهم

 ,.Love et alت )اس (DEGsت )متفاو انیبا ب یهاژن

 مانند ییافزارهاها، نرمخوانش همترازی یبرا(. 2014

Bowtie2 ای STAR اده استفبا  ،. سپسشوندیاستفاده م

هر  انی، سطح بKallisto ای RSEM مانند ییاز ابزارها

ی یشناسا یبرا ت،ی. در نهاشودمیمحاسبه  پتیترانسکر

DEGsمانند یآمار یها، از بسته DESeq2 ای edgeR 

ها را ژن انیدر ب داریمعن یهاکه تفاوت شودمیاستفاده 

 Robinsonد )کننیم نییتع یشیمامختلف آز طیشرا نیب

et al., 2010 .)ی یپس از شناساDEGs ، تجزیه و

تجزیه و و GO 126 یسازیغنمانند  یعملکرد یهاتحلیل

افزارهایی مانند از طریق نرم شودمیانجام  ریمس تحلیل

Blast2GO  وTrinotate تا درک  شودمی انجام

د یآ به دست ریدرگ یکیولوژیب یهافراینداز  یترقیعم

(Bryant et al., 2017; Conesa et al., 2005; 

Conesa et al., 2008.) از کپارچهی کردیرو نیا de 

novo Transcriptome Assembly  تجزیه و تحلیل و 

RNA-seq ان ژن و یب یامکان مطالعه جامع الگوها

و به  کندیفراهم م رمدلیغ یهاعملکرد آنها را در گونه

 طیدر پاسخ به شرا یولکولم یهاسازوکاردرک بهتر 

کمک  یکیولوژیب یفاکتورها ریو سا هایماریب ،یطیمح

 یو ابزارها یابییتوال یهافناوری شرفتی. با پکندیم

 ندهیدر آ هاروش نیکه ا رودیانتظار م ،یکیوانفورماتیب

 فایا یو پزشک یشناسستیز قاتیدر تحق یترنقش مهم

ها و عملکرد ژن نهیدر زم یدیجد یهاکنند و به کشف

تجزیه و  مراحل به در ادامه وند.شنجر ها مآن انیب میتنظ

-de novo transcriptome Assembly تحلیل

RNAseq  اشاره  ترنسکریپتوم کل یابییتوال از طریق

نیز در  تجزیه و تحلیلهای اسکریپ (.18)شکل  شودمی

 ;Haas et al., 2013د )انفایل تکمیلی آورده شده

Conesa et al., 2016; Love et al., 2014; 

Grabherr et al., 2011; Martin, 2011 .) 

 
126 Gene ontology enrichment 
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 de novo Transcriptome Assembly-RNA-seq تجزیه و تحلیل مراحل -18شکل 

Figure 18. De Novo transcriptome assembly-RNA-seq analysis steps 

 

  (TGSد )هدفمن یباییتوال

مطالعه مناطق در ( TGS)127یا  منددفه یباییتوال روش

مورد  ینواح قیو عم قیدق یامکان بررس ،از ژنوم یخاص

 نیا(. Mamanova et al., 2010د )کنینظر را فراهم م

امکان  ،یمناطق خاص ژنوم یابییبا تمرکز بر توال روش

 العهمط ها،یرمایمرتبط با ب یکیژنت یهاانتیوار ییشناسا

د آوریرا فراهم م یکیتنوع ژنت یرسو بر یتکامل مولکول

(Katsanis & Katsanis, 2013 .) یابییتوال فراینددر 

 یمورد نظر از ژنوم انتخاب و طراح یهدفمند، ابتدا نواح

 
127 Targeted sequencing 

 ایها ها، اگزونمرحله شامل انتخاب ژن نی. اشوندیم

ت سخاص بر اساس اهداف مطالعه ا یمیمناطق تنظ

(Mertes et al., 2011 .) و یشگاهیآزمامراحل Wet-

lab یگام اساس نیهدفمند شامل چند یابییتوال روش 

 فراینددر  .شوندیانجام م یاست که با دقت و ظرافت خاص

مورد نظر از ژنوم انتخاب و  یهدفمند، ابتدا نواح یابییتوال

ا هها، اگزونمرحله شامل انتخاب ژن نی. اشوندیم یطراح

ت عه اسمطالداف خاص بر اساس اه یمیمناطق تنظ ای

(Mertes et al., 2011 .)استخراج در مرحله بعد DNA  

 ایمانند خون، بافت  یکیولوژیب یهابالا از نمونه تیفیبا ک

 ,.Psifidi et al) شودمیکشت داده شده انجام  یهاسلول

RNA Extraction 

 RNA استخراج

Library Preparation 
کتابخانه یآماده ساز  

 
 

Sequencing (e.g., Illumina) 
 (Illumina، )به عنوان مثال یابییتوال

Quality Control of Raw Reads 
خام یهاشانخو تیفیکنترل ک  

 

Adapter Trimming and Quality Filtering 

تیفیک کردنلتریآداپتور و ف برش توالی های  

 

De novo assembly of the transcriptom. 
 De novoبصورت سرهمبندی ترنسکریپتوم 

Assembly Quality Assessment  
مونتاژ  تیفیک یابیارز  

indexing assembled transcriptome 

  ایندکس کردن ترنسکریپتوم سرهمبندی شده

Expression calculation  of 

transcripts 

   ن ترنسکریپت هاتخمین میزان بیا

Differential Expression 

trnascripts Analysis آنالیز شناسایی  

متفاوت ترنسکریپت ها با اختلاف بیان  

alignment of reads on the assembled 

transcriptome  یمتراز خوانش ها بر روو ه 

سرهمبندی شدهترنسکریپتوم   

 

Annotation of transcripts with 

significant expression differences 

and gene enrichment analysis 
 یدارا یها پتیترنسکر یسینو هیحاش

ژن یساز یغن زیدار و آنال یمعن انیاختلاف ب  
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استخراج شده با  DNA تیو کم تیفیسپس، ک(. 2015

ز و آگارمانند الکتروفورز ژل  ییهاروشاز استفاده 

 & Desjardinsد )گردیم یابیارز یاسپکتروفتومتر

Conklin, 2010 .)،در مرحله بعدDNA   به قطعات

جفت باز( شکسته  15۰-3۰۰ طور معمولبهتر )کوچک

مانند  یکیمکان یهابا روش تواندیکار م نیکه ا شودمی

 Head etد )شو جامان یمیآنز یهاروش ای ونیکاسیسون

al., 2014 .) کستناز شپسDNAانتهاها  می، مرحله ترم

 یمرحله، انتها نی. در اشودمیو اتصال آداپتورها انجام 

به آنها  یاختصاص یصاف شده و آداپتورها DNA قطعات

 یضرور یابییتوال یمراحل بعد یکه برا شوندیمتصل م

سپس، مرحله (. Kozarewa et al., 2015د )هستن

 تواندیکه م دشویممناطق هدف انجام  یسازیغن یدیکل

در محلول، کپچر  شدندورگهمانند  یمختلف یهابا روش

د ریصورت گ کونیبر آمپل یمبتن PCR ای هیآرا هیبر پا

(Mamanova et al., 2010 .) در  شدندورگهدر روش

 یشده برا یطراح یدیگونوکلئوتیاول یهاکاوشگرمحلول، 

س و سپ شوندیم دیبریه DNA بخانهکتامناطق هدف با 

د گردنیجدا م یسیمغناط یهافاده از مهرهاست با

(Gnirke et al., 2009 .)کتابخانه ،یسازیپس از غن 

DNA با استفاده از طور معمولبهکه  شودمی ریتکث 

PCR شودمیپل انجام  ریتکث ای ونیامولس (Metzker, 

 یشده برا ریکثو ت شدهیغنکتابخانه  ت،یدر نها(. 2010

ی نسل بعد یابییتوال یهاز پلتفرمده استفابا ا یابییتوال

(NGS) د ماننIllumina ،Ion Torrent  ای  Oxford 

Nanopore که شامل تعیین غلظت دقیق،  شودمیآماده

های مختلف با سازی و در برخی موارد ترکیب نمونهنرمال

 Buermansت )های منحصر به فرد اساستفاده از شاخص

& den Dunnen, 2014; Goodwin et al., 2016 .)

بسیار مهم است و  فرایندکنترل کیفیت در تمام مراحل 

و  qPCR هایی مانندبا استفاده از روش طور معمولبه

 تیو کم تیفیتا از ک شودمیانجام  نهییالکتروفورز مو

 Robin etد )حاصل شو نانیاطم ییمناسب کتابخانه نها

al., 2016 .)یاهگشیماآز یهاروشدر  ریاخ یهاشرفتیپ 

 یسازآماده یخودکار برا یهامانند استفاده از روبات

 شیباعث افزا ،یسازیغن یهاو بهبود پروتکل ابخانهکت

هدفمند شده  یابییتوال فرایند ییو کارا یریدقت، تکرارپذ

 تجزیه و تحلیل(. Ballester et al., 2016ت )اس

 هدیچیمرحله پ نیهدفمند شامل چند یباییتوال یهاداده

. شودمیانجام  یاست که با دقت و ظرافت خاص مهمو 

 ییخام با استفاده از ابزارها یهاداده تیفیابتدا، کنترل ک

 تیفیتا ک شودمیانجام  MultiQC ای FastQC مانند

 تورآداپ یهایو وجود توال دهاینوکلئوت عیها، توزخوانش

(. Ewels et al., 2016; Andrews, 2010د )شو یبررس

 مانند ییها با استفاده از ابزارهاداده دازشپرشیپسپس، 

Trimmomatic ای Cutadapt  تا آداپتورها  شودمیانجام

 ,.Bolger et alد )حذف شون نییپا تیفیبا ک یهایو توال

2014; Martin, 2011 .)ها به ژنوم پس از آن، خوانش

با استفاده از  ر معمولوطبهکه  شوندیم همترازمرجع 

انجام  Bowtie2 ای BWA-MEM مانند ییارهاافزنرم

  ;Li, 2013; Li & Durbin, 2009) شودمی

Langmead & Salzberg, 2012 .) ترازیهمپس از ،

و  هاتیکیپردازش شامل حذف دوپلمرحله پس

 مانند ییبا استفاده از ابزارها تیفینمرات ک ونیبراسیبازکال

Picard و GATK  شودمیانجام (McKenna et al., 

 ییبا استفاده از ابزارها هاانتیوار ییسپس، شناسا(. 2010
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 ای GATK Haplotype Caller ،FreeBayesد مانن

SAMtools/BCFtools  شودمیانجام (Garrison & 

Marth, 2012; Li, 2011 ; McKenna et al., 2010; 

Li et al., 2009). شده با استفاده  ییاشناس یهاانتیوار

، VEPد مانن یکیوانفورماتیب یابزارهاه و داد یهاگاهیاز پا

ANNOVAR ،SnpEff  ریفسنویسی و تحاشیه 

 ای نیها بر عملکرد پروتئآن یتا اثرات احتمال شوندیم

 McLaren et al., 2016; Wangد )مشخص شو پیفنوت

et al., 2010; Cingolani et al., 2012.) س از پ

ن و کرد لتریمرحله ف ها،انتیوار نویسییه حاش

با ابزار هایی مانند  هاآن یاعتبارسنج

VCFtools،GATK وBCFtools  تا  شودمیانجام

جدا شوند.  یابییتوال یبالا از خطاها تیفیبا ک یهاانتیوار

مانند  ییارهایبا استفاده از مع طور معمولبهمرحله  نیا

س آلل انجام کانو فر همترازی تیفیعمق خوانش، ک

در طول  ت،یدر نها(. DePristo et al., 2011) شودمی

مداوم با استفاده از  تیفیکنترل ک ،تجزیه و تحلیل فرایند

تا از  شودمیانجام  GATK و Qualimap مانند ییابزارها

د حاصل شو نانیاطم جیصحت و دقت نتا

(Okonechnikov et al., 2016 .)استفاده از  ن،یهمچن

 Nextflow ای Snakemake خودکار مانند یهانیپلایپا

 تجزیه و تحلیل فرایند یریو تکرارپذ یاستانداردساز یبرا

 Köster & Rahmann, 2012; Di) شودمی هیتوص

Tommaso et al., 2017 .)تجزیه و  جینتا ت،یدر نها

 ای IGV تجسم داده مانند یبا استفاده از ابزارها تحلیل

UCSC Genome Browser تا صحت  شوندیم یرسرب

 Robinson etد )شو دییشده تأ ییاشناس یهاانتیوار

al., 2011; Kent et al., 2002 .)هدفمند  یابییتوال

مختلف علوم  یهانهیدر زم یاگسترده یکاربردها یدارا

آن در  یکاربردها نیتراز مهم یکیاست.  یو پزشک یستیز

به  اندتویکه م ییاست، جا یکیژنت یهایماریب صیتشخ

 دهیچیپ اینادر  یهایرمایبمسئول  یهاجهش ییشناسا

 ،یشناسسرطان نهیزمدر (. Rehm, 2013د )کمک کن

در تومورها  کیسومات یهاجهش ییشناسا یبرا روش نیا

 شودمیهدفمند استفاده  یهاو انتخاب درمان

(Frampton et al., 2013 .)یتیدر مطالعات جمع، 

 اسیدر مق یکیتنوع ژنت یبررسان هدفمند امک یابییتوال

 یهاانتیوار ییبه شناسا تواندیو م کندیاهم ما فررگ ربز

 ,.Koboldt et alد )کمک کن دهیچیمرتبط با صفات پ

مطالعه  یروش برا نیا ،یتکامل مولکول نهیدر زم(. 2013

مختلف  یهاگونه نیدر طول زمان و ب یکیژنت راتییتغ

 ،این برعلاوه(. Burbano et al., 2010) شودمیاستفاده 

 یبرا 128کسیفارماکوژنومهدفمند در مطالعات  یابییتوال

ها کاربرد درمان یسازنهیپاسخ به داروها و به ینیبشیپ

 یاصل یایاز مزا یکی(. Roden et al., 2011د )دار

و عمق پوشش بالاتر  ترنییپا ینهیهدفمند، هز یابییتوال

 ییت که امکان شناسااس کل ژنوم یابیینسبت به توال

 ,.Sims et alد )دهیم شیرا افزادر نا یهاانتیوار

 یادیتعداد ز یروش امکان بررس نین، ایهمچن(. 2014

مطالعات  یکه برا کندیفراهم م شیآزما کینمونه را در 

 زین ییهاکاستی، حالبااینمناسب است.  اسیبزرگ مق

 راتییغت ییدر شناسا ییوجود دارد، از جمله عدم توانا

ف خارج از مناطق هد یهاتانیوار ایبزرگ  یساختار

(Bamshad et al., 2011 .)ر،یاخ یهادر سال 

مرتبط با  یهافناوریدر  یقابل توجه یهاشرفتیپ

 
128 Pharmacogenomics 
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هدفمند صورت گرفته است. استفاده از  یابییتوال

 یبرا CRISPR-Cas9 دمانن یسازیغن دیجد یهاروش

را  روش نیا ییت و کارادق شیانتخاب مناطق هدف، افزا

 ن،یهمچن(. Gu et al., 2016ت )اسشته ه دابه همرا

بر هوش  یداده مبتن تجزیه و تحلیل یهاروش هتوسع

و  ترقیدق ریامکان تفس ن،یماش یریادگیو  یمصنوع

(. Zou et al., 2019ت )را فراهم کرده اس جینتا ترعیسر

تظار ان نه،یزم نیمداوم در ا یهاشرفتیبا توجه به پ

 ندهیدر آ یمهمنقش مند هدف یابییکه توال رودیم

. کند فایا کیژنوم قاتیشده و تحق یسازیشخص یپزشک

 Targetedیهاداده تجزیه و تحلیلمراحل  به در ادامه

sequencing (TGS)  نواحی خاص   یابییحاصل از توال

تجزیه و های اسکریپ (.19)شکل شودمیاشاره ژنوم  از

 Van derد )انتکمیلی آورده شده فایل در نیز تحلیل

Auwera & O'Connor, 2020; DePristo et al., 

2011; Li & Durbin, 2009; McKenna et al., 

2010; Cock et al., 2010.)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Targeted sequencing; TGS هایداده تجزیه و تحلیل مراحل -13شکل 
Figure 13. Targeted sequencing (TGS) data analysis steps 

  

 

 

  

DNA Extraction 

 DNA استخراج

Library Preparation 
کتابخانه یآماده ساز  

 
 

Sequencing (e.g., Illumina) 
 (Illumina، )به عنوان مثال ییابیتوال

Quality Control of Raw Reads 
خام یهاشخوان تیفیکنترل ک  

 

Adapter Trimming and Quality Filtering 

تیفیک کردنلتریآداپتور و ف برش توالی های  

 

Reference genome indexing 
 ایندکس کردن ژنوم رفرنس

alignment of reads on the reference genome 
ژنوم مرجع یو همتراز خوانش ها بر رو  

 

Duplicate Marking 
یتکرار ی خوانش هایعلامت گذار  

 

Variant Calling (SNPs, Indels, SNVs) 
 (SNPs, SNVs, Indelsفراخوانی واریانت ها )

 

Statistical Analysis and Visualization in R 
  داده ها سازیای آماری و مصورآنالیز ه

 

Base Quality Score Recalibration (BQSR) 
 کالیبره کردن امتیاز کیفیت باز ها

 

Variant Annotation 

احاشیه نویسی واریانت ه  

Variant Filtering  
هاکردن واریانت لتریف  
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-Methylن )متیلاسیو–ژنتیک مطالعه تغییرات اپی

seq)  

مطالعه تغییرات اپیژنتیکی از طریق مطالعه  روش

 لهیمت  DNAیتوال نییبر اساس تع DNA 129متیلاسیئن 

 یدر مورد الگوها یو اطلاعات ارزشمند کردهشده عمل

 ,Jonesد )کنیمدر سراسر ژنوم فراهم  DNA ونیلاسیمت

مهم  یکیژنتیاپ رییتغ کی  DNA ونیلاسیمت(. 2012

 کردنخاموشژن،  انیب میدر تنظ یدیاست که نقش کل

 Epigenomics by روش کند.یم فایا یسلول زیژن و تما

DNA Methylation Sequencing  نیشامل چند 

 یبررس یاو حساس است که بر قیدق یشگاهیمرحله آزما

شده  یوم طراحح ژنر سطد DNA ونیلاسیمت یالگوها

از نمونه مورد  یژنوم DNA با استخراج فرایند نیاند. ا

کشت  یتواند شامل سلول هایشود که م ینظر آغاز م

 & Kurdyukovد )بدن باش عاتیما یحت ایشده، بافت 

Bullock, 2016 .)تیو کم تیفیپس از استخراج، ک 

DNA و  یوفتومترمانند اسپکتر ییهاوشز ربا استفاده ا

تا از مناسب بودن آن  شودمی یابیفورز ژل آگارز ارزکتروال

 یدیحاصل شود. مرحله کل نانیاطم یمراحل بعد یبرا

است که باعث  میسد تیسولفیبا ب DNA ماریت ،یبعد

، در شودمی لیوراسیبه  لهیرمتیغ یها نیتوزیس لیتبد

 دماننیم یباق رییتغ ندوب لهیمت یها نیتوزیکه س یحال

(Li & Tollefsbol, 2011 .)با  طور معمولبهمرحله  نیا

که شامل  شودمیانجام  یتجار یها تیاستفاده از ک

 
129 Epigenomics by DNA methylation 

sequencing 

 خالصو  تیسولفیبا ب ماری، تDNA سازیواسرشتمراحل 

با  ماریشده است. پس از ت ماریت DNA یساز

 DNA رایشود ز ریبه سرعت تکث دیبا  DNAت،یسولفیب

 ریاست. تکث داریناپا ماریت نیحاصل از ا یاتهشر تک

 یاختصاص یهاآغازگرو  PCR با استفاده از طور معمولبه

 شودمیانجام  تیسولفیشده با ب ماریت یهایتوال یبرا

(Laird, 2010 .)یابیتوالی یهابعد، کتابخانه لهدر مرح 

به  DNA شامل شکستن فرایند نیشوند. ایآماده م

 یهاروشاست.  ریثاتصال آداپتورها و تکر، قطعات کوچکت

 کتابخانه وجود دارد، از جمله یسازآماده یبرا یمختلف

Whole Genome Bisulfite Sequencing; WGBS  

 Reduced دهد، ویکه کل ژنوم را پوشش م

Representation Bisulfite Sequencing; RRBS  که

 Meissner etد )کنیتمرکز م CpG از یغن یبر نواح

al., 2005 .)یها براه، نمونهبخانکتا یسازمادهپس از آ 

با  طور معمولبه یابییشوند. توالیآماده م یابییتوال

 مانند (NGSی )نسل بعد یابییتوال یهااستفاده از پلتفرم

Illumina یمواز یابییکه امکان توال شودمی انجام 

 ,Metzkerد )کنیرا فراهم م DNA قطعه هاونیلیم

در هر مرحله  تیفیک کنترل ،ندفرای نیدر طول ا(. 2010

مثبت و  یهاشامل استفاده از کنترل نیمهم است. ا اریبس

 تیفیک یو بررس تیسولفیبا ب ماریت ییکارا یابیارز ،یمنف

 نانیاطم یبرا ،این برعلاوهشده است.  هیته یهاکتابخانه

 ولطور معمبه یروشو  یستیز یتکرارها ج،یاز صحت نتا

(. Bock, 2012د )نشوینده مگنجا شیآزما یدر طراح

خام حاصل وارد مرحله  یهاداده ،یابیتوالیپس از اتمام 
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شوند که شامل کنترل یم یکیوانفورماتیب تجزیه و تحلیل

 نییو تع مرجعبه ژنوم  ترازیهمها، خوانش تیفیک

 شرفتیاست. با پ 130CpG تیهر سا ونیلاسیمت تیوضع

در  روش نیا بهبود یبرا زین یدیجد یاهروش ،یفناور

 یابییتوال یهاوسعه هستند. به عنوان مثال، روشال تح

امکان  Nanopore sequencing مانند یتک مولکول

با  ماریبه ت ازیبدون ن DNA ونیلاسیمت میمستق نییتع

-کاستیاز  یتواند برخیکنند که میرا فراهم م تیسولفیب

 ,.Simpson et al) دکنرا برطرف  یسنت یهاروش یها

خام حاصل وارد  یهاداده ،یابییالز توس اپ(. 2017

ی هاداده تجزیه و تحلیلشوند. یم تجزیه و تحلیلمرحله 

Epigenomics by DNA Methylation 

Sequencing ازمندیاست که ن یدیگام کل نیشامل چند 

 یشناس ستیآمار و ز ک،یوانفورماتیاز دانش ب یبیترک

 یهاداده هیلاو تیفیک با کنترل فرایند نیا .ستا یمولکول

 ییافزارهااز نرم رحله،م نی. در اشودمیآغاز  یابییخام توال

ها، خوانش تیفیتا ک شودمیاستفاده  FastQC مانند

د شو یبررس GC یها و محتواطول خوانش عیتوز

(Andrews, 2010 .)و  نییپا تیفیبا ک یهاخوانش

از تفاده با اس طور معمولبهه د کشونیآداپتورها حذف م

 Bolger) شودمیانجام  Trimmomatic مانند ییرهاابزا

et al., 2014 .)ها به ژنوم ها، خوانشداده یپس از پاکساز

همراه  ییهامرحله با چالش نیشوند. ایم همترازمرجع 

 یتوال یدگیچیباعث کاهش پ تیسولفیبا ب ماریت رایاست ز

 یرهاافزامشکل، از نرم نیر اغلبه ب ی. براشودمی

 
130 Cytosine-phosphate-guanine (CpG) 

 شودمیاستفاده  BSMAP ای  Bismark مانند یاصاختص

 تیسولفیشده با ب ماریت یهاخوانش ترازیهم یکه برا

 & Krueger & Andrews, 2011; Xiد )انشده یطراح

Li, 2009 .) هر  ونیلاسیمت تی، وضعترازیهمپس از

نوم مرجع ژ یها با توالخوانش یتوال سهیبا مقا CpG تیسا

-با استفاده از نرم ور معمولطبهر کا نی. ادشومی نییتع

ن یپلایاز پا یشبخ ای MethylDackel مانند ییافزارها

Bismark  لیو تحل هی. در مرحله بعد، تجزشودمیانجام 

دار در سطح یمناطق با تفاوت معن ییشناسا یبرا یآمار

کار  نی. اشودمیمختلف انجام  یهانمونه نیب ونیلاسیمت

 مانند R یافزارنرم یهاهبست ه ازبا استفاد طور معمولبه

methylKit ای DSS   شودمیانجام (Akalin et al., 

2012; Feng et al., 2014.) سهیها امکان مقابسته نیا 

 ییمختلف، شناسا یهاگروه نیب ونیلاسیسطوح مت

و ( DMRs) ونیلاسیدار در متیمناطق با تفاوت معن

تجزیه و  ،ینبر اعلاوهد. کننیرا فراهم م جیتان 131جسمت

 یسازیغن تجزیه و تحلیلتر مانند شرفتهیپ یهاتحلیل

انجام  زین یمیتنظ یهاشبکهو 132یستیز یرهایمس

مشاهده  ونیلاسیمت راتییتغ یستیز تیتا اهم شودمی

با استفاده از  طور معمولبهکار  نیشده بهتر درک شود. ا

 ودشمیانجام   GOseq ای GREAT مانند ییابزارها

(McLean et al., 2010; Young et al., 2010 .)یبرا 

-داده ن،ژ انیو ب ونیلاسیمت راتییتغ نیارتباط ب یبررس

شوند. یادغام م ترنسکریپتوم یهااغلب با داده لومیمت یها

 مانند ییتواند با استفاده از ابزارهایکار م نیا

 
131 Visualization 
132 Pathway enrichment analysis 
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MethylMix انجام شو( دGevaert, 2015 .)ت،یدر نها 

 مانند ییبا استفاده از ابزارها یکیافت گربه صور جینتا

ggplot2 در R ای Circos د شونیداده م شینما

(Wickham, 2016; Krzywinski et al., 2009 .)یکی 

 لوم،یمت یهاداده تجزیه و تحلیلدر  یاصل یهااز چالش

. ستبالا یبه قدرت محاسبات ازیها و نداده یحجم بالا

شده و  عیبات توزمحاساز  ل، اغلبشکم نیغلبه بر ا یبرا

 ریتفس ،بر اینعلاوه. شودمیاستفاده  یپردازش مواز

 قیبه دانش عم ازیاست و ن زیچالش برانگ زین جینتا یستیز

 ،یفناور شرفتیدارد. با پ کیژنتیو اپ یشناسستیز

-داده تجزیه و تحلیلبهبود  یبرا زین یدیجد یهاروش

ل، مثا نوانتند. به عدر حال توسعه هس لومیمت یها

-شیپ یبرا یو هوش مصنوع نیماش یریادگیاستفاده از 

 شیافزا لدر حا ونیلاسیمت راتییتغ یاثرات عملکرد ینیب

-روش ن،یهمچن(. Angermueller et al., 2017ت )اس

تک  لومیمت یهاداده تجزیه و تحلیل یبرا دیجد یها

 یهانشیتوانند بیه مد کدر حال توسعه هستن یسلول

 ونیلاسیمت یدر الگوها یسلول یهمگند نامور در یدیجد

 یکاربردها روش نای(. Farlik et al., 2015د )ارائه دهن

 یکیدارد.  یپزشک ستیمختلف ز یهانهیدر زم یاگسترده

سرطان است،  اتآن در مطالع یکاربردها نیاز مهمتر

 DNA ونیسلایتم یگسترده در الگوها راتییکه تغ ییجا

 ییامکان شناسا روش نیا .شودمیه اغلب مشاهد

 شیزودهنگام، پ صیتشخ یبرا یکیژنتیاپ یومارکرهایب

و پاسخ به درمان در انواع مختلف سرطان را فراهم  یآگه

 نیاز ا ،بر اینعلاوه(. Baylin & Jones, 2016د )کنیم

 یهایماریدر ب یکیژنتیاپ راتییمطالعه تغ یروش برا

 یمنیخودا یاهیرمایب ،یصبف از جمله اختلالات علختم

 & Portela) شودمیاستفاده  کیمتابول یهایماریو ب

Esteller, 2010 .)نیا ،یتکامل یشناسستیز نهیدر زم 

 یدر سازگار یکیژنتیاپ راتیینقش تغ یبررس یبرا روش

د ریگیها مورد استفاده قرار مونهو تکامل گ

(Mendizabal et al., 2014 .)ت در مطالعا نیهمچن

 یالگوها راتییتغ یبررس یروش برا نیا ،یریه پمربوط ب

 فراینددر طول عمر و ارتباط آن با  DNA ونیلاسیمت

در (. Horvath & Raj, 2018) شودمیاستفاده  یریپ

مجدد  یزیرامهو برن یادیبن یهاسلول قاتیتحق نهیزم

در  یکینتژیاپ راتییدرک بهتر تغ یبرا روش نیا ،یسلول

 ,Meissnerد )رویکار مه ب یلسلو لیتبدو  زیتما یط

 کیژنتیروش در مطالعات اپ نیاز ا ،بر اینعلاوه(. 2010

 میمانند رژ یطیعوامل مح راتیتأث یبررس یبرا یطیمح

 DNA ونیلاسیمت یبر الگوها یو آلودگ تنش ،ییغذا

با (. Baccarelli & Bollati, 2009) شودمیاستفاده 

تجزیه و  یهاو روش یابییتوال یهایفناور تشرفیپ

در  روش نیا یرود که کاربردهایداده، انتظار م تحلیل

 یها. به عنوان مثال، توسعه روشابدیگسترش  ندهیآ

 ونیلاسیمت راتییتغ یامکان بررس یتک سلول یابییتوال

DNA یسلول را فراهم کرده است که م کدر سطح ت-

تومورها  در بافت ها و یسلول یمگنتواند به درک بهتر ناه

 ن،یهمچن(. Smallwood et al., 2014د )کنکمک 

 یهاداده ریبا سا روش نیحاصل از ا یهاادغام داده

Omics  تواند یم کسیو پروتئوم کسیترنسکریپتوممانند
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د ارائه ده یسلول کردژن و عمل میاز تنظ یترجامع دید

(Bock, 2012 .)زین ییهالشچا با روش نی، احالبااین 

-داده یها، حجم بالاچالش نیترمهم از یکیت. روبرو اس

 یبالا برا یبه قدرت محاسبات ازیشده و ن دیتول یها

 ،بر اینعلاوهها است. داده نیا تجزیه و تحلیلپردازش و 

 یهامشاهده شده در الگو راتییتغ یستیز ریتفس

 به ازیاست و ن زیهمچنان چالش برانگ DNA ونیلاسیمت

 ,Bockد )تر داررفتهشیپ تحلیلتجزیه و  یهاسعه روشتو

 Epigenomics by روشها، چالش نیبا وجود ا (.2012

DNA methylation sequencing  از  یکیهمچنان

در  یکیژنتیاپ راتییمطالعه تغ یابزارها برا نیقدرتمندتر

درک ما از  شرفتیدر پ یمهم قشسطح ژنوم است و ن

 بهدر ادامه د. کنیم فایمختلف ا یهایماریژن و ب میتنظ

 Methylationهایداده تجزیه و تحلیلاحل رم

sequencing (Methyl-seq)  ژنوم  یابییحاصل از توال

اشاره  DNAف نواحی مختلدر رابطه با متیله بودن 

نیز در  تجزیه و تحلیلهای اسکریپ (.2۰)شکل  شودمی

 ,Krueger & Andrewsد )انتکمیلی آورده شدهفایل 

2011; Akalin et al., 2012; Andrews, 2010; 

Martin, 2011; Feng et al., 2014; Assenov et 

al., 2014 .) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 Methylation sequencing; Methyl-seq هایداده تجزیه و تحلیل مراحل -20شکل 

Figure 20. Methylation Sequencing (Methyl-seq) data analysis steps 

 

 

DNA extraction and treatment 

with bisulfite 
  تیسولفیبا ب رمایو ت  DNAاستخراج 

Library Preparation 
کتابخانه یآماده ساز  

 
 

Sequencing (e.g., Illumina) 
 (Illumina، )به عنوان مثال یابییتوال

Quality Control of Raw Reads 
خام یهاشخوان تیفیکنترل ک  

 

Adapter Trimming and Quality Filtering 

تیفیک کردنلتریف آداپتور و برش توالی های  

 

Reference genome indexing 
 ایندکس کردن ژنوم رفرنس

alignment of reads on the reference genome 
ژنوم مرجع یخوانش ها بر رو یهمتراز   

 

Methylation Extraction 
 شناسایی و استخراج مناطق متیله

 

analyze the methylation data 
 and Identification of regions 
with significant difference in 

methylation level 
Visualization  
 ییشناساآنالیز داده متیلاسیون و 

در سطح  یدارمناطق با تفاوت معن
ه ها / مصور سازی یافت ونیلاسیمت  
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ن ایمونوپرسیپیتاسیو  با کروماتینبی یایتوال

(ChIP-seq ) 

همراه  نیکرومات ونیتاسیپیمونوپرسیایا  ChIP-Seq روش

در  DNA-نیمطالعه تعاملات پروتئ در ،133یابییبا توال

از  یبیترک روش نی. ای کاربرد داردژنوم اسیمق

ل نس یابییو توال (ChIPن )یکرومات ونیتاسیپیمونوپرسیا

اتصال  یهامکان ییمکان شناساکه ااست  (NGSی )عدب

 یهانیپروتئ ریو سا هاستونیه ،یسیرونو یرهافاکتو

د کنیرا در سراسر ژنوم فراهم م DNA متصل به

(Furey, 2012 .)روش ChIP-Seq مطالعه تعاملات  یبرا

و  قیدق یشگاهیشامل مراحل آزما DNA-نیپروتئ

 دیدئرمالسط فها توسلول تیبا تثب فرایندت. اس یادهیچیپ

 نیب یعرض یوندهایپ جادیکه باعث ا شودمیآغاز 

(. Landt et al., 2012د )گردیم  DNA و هانیپروتئ

 -DNAنیوتئپر یعیحفظ تعاملات طب یمرحله برا نیا

 نیشده و کرومات زیها لسلول ت،یاست. پس از تثب یضرور

 یهاز روشبا استفاده ا نیتوما. سپس، کرشودمیاستخراج 

)مانند نوکلئاز  یمیآنز ای( ونیکاسی)مانند سون یکینمکا

-2۰۰ طور معمولبهتر )( به قطعات کوچکیکروکوکیم

 نیا(. Furey, 2012) شودمیجفت باز( شکسته  6۰۰

 جیمناسب در نتا یبه وضوح مکان یابیدست یمرحله برا

با  ونیتاسیپیمونوپرسیاست. در ادامه، ا یاتیح یینها

مورد  نیپروتئ هیعل یاختصاص یهایبادیه از آنتاستفاد

 نیدر ا یبادیآنت تیو اختصاص تیفی. کشودمینظر انجام 

 
133 Chromatin immunoprecipitation 

sequencing (ChIP-seq) 

 ریتأث یینها جیبر نتا تواندیمهم است و م اریمرحله بس

پس از (. Kidder et al., 2011د )داشته باش یقابل توجه

 NAD-نیپروتئ یهاکمپلکس ،134ونیتاسیپیمونوپرسیا

 یراختصاصیغ هایلصااتا ت شوندیتشو مجدا شده و شس

با استفاده از حرارت  یعرض یوندهایحذف شوند. سپس، پ

 یسازخالص DNA و شوندیبرداشته م K نازیپروتئ ای

 یهابعد، کتابخانه هدر مرحل(. Park, 2009د )گردیم

ی انتهاها میکه شامل ترم شوندیم جادیا یابییتوال

DNAیدهاینوکلئوت ودن، افز A ال اتص ،'3 یبه انتها

 (.Meyer & Liu, 2014ت )اس PCR ریداپتورها و تکثآ

 یابیارز Bioanalyzer مانند ییهاکتابخانه با روش تیفیک

 یهاپلتفرم ازها با استفاده کتابخانه ت،ی. در نهاشودمی

. شوندیم یابییتوال Illuminaمانند ینسل بعد یابییتوال

 یهامونهاز ن طور معمولبه ج،یاز صحت نتا ننایاطم یبرا

 یو کنترل ورود یراختصاصیغ IgG مانند یکنترل منف

DNA استفاده  ونیتاسیپیمونوپرسیشکسته شده بدون ا

در  ریاخ یهاشرفتیپ(. Bailey et al., 2013) شودمی

، CUT&Tagو  CUT&RUN مرتبط مانند یهاروش

 یسنت ChIP-Seq نسبت به یبالاتر یژگیو و تیحساس

انجام  یبا تعداد سلول کمتر نندتوایو م دهندیم ارائه

ها از روش نیا (.Kaya-Okur et al., 2019د )شون

استفاده  یبادیمتصل به آنت DNA برش یهامیآنز

را  DNA تریو اختصاص ترقیکه امکان برش دق کنندیم

 مانند دیجد یهاروش ،بر اینعلاوه. سازندیفراهم م

ChIP-exo و ChIP-nexus یضافحل ابا افزودن مرا 

 
134 Immunoprecipitation 
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د سازنیم ریپذرا امکان یبالاتر یوضوح مکان ،یمیبرش آنز

(Skene & Henikoff, 2015 .)یهاپروتکل یسازنهیبه 

ChIP-Seq ها، از جمله ها و بافتانواع مختلف سلول یبرا

 کیشده، همچنان  کسیمنجمد و ف ینیبال یهانمونه

ر د(. Savic et al., 2015ت )اس یقاتیفعال تحق نهیزم

دقت  ازمندین ChIP-Seq یشگاهیمراحل آزما موع،مج

هدف، و  نیهر نوع نمونه و پروتئ یبرا یسازنهیبالا، به

 قابل یهادر هر مرحله است تا داده قیدق تیفیکنترل ک

 تجزیه و تحلیل .شود دیبالا تول تیفیاعتماد و با ک

 یادهیچیتعدد و پل مشامل مراح ChIP-Seq یهاداده

خام  یهااز داده دارمعنیاطلاعات راج استخ یاست که برا

با کنترل  تجزیه و تحلیل فرایندهستند.  یضرور یابییتوال

 طور معمولبهکه  شودمیخام آغاز  یهاداده هیاول تیفیک

 شودمیانجام  FastQC مانند ییبا استفاده از ابزارها

(Andrews, 2010 .)تیفیک یمل بررسشا مرحله نیا 

 یهاآداپتور و حذف خوانش یهایتوال ییاها، شناسنشواخ

بالا به  تیفیبا ک یهااست. سپس، خوانش نییپا تیفیبا ک

با  طور معمولبهکار  نی. اشوندیم همترازژنوم مرجع 

انجام  BWA ای Bowtie2د مانن ییافزارهااستفاده از نرم

 & Langmead & Salzberg, 2012; Li) شودمی

Durbin, 2009 .)یهالی، فایترازهم پس از SAM ای 

BAM ژنوم  یهر خوانش رو تیکه موقع شوندیم دیتول

که  یتکرار یها. در مرحله بعد، خوانشدهندیرا نشان م

باشند، با استفاده از  PCR ریاز تکث یممکن است ناش

 ,Toolkitد )شونیحذف م Picard مانند ییابزارها

 ییاشناس یبرا یابیقله یهاتمیگورال سپس،(. 2019

( که هاقلهها )قابل توجه خوانش یسازیبا غن یمناطق

هستند،  نیاتصال پروتئ یاحتمال یهادهنده مکاننشان

 نیاز پرکاربردتر یکی MACS2 د.شونیاستفاده م

 نیا(. Zhang et al., 2008ت )اس یابیقله یابزارها

 نیب زیتما یبرا فتهشریپ یآمار یهااز روش هاتمیالگور

. پس کنندیاستفاده م نهیزمپس زیو نو یعواق یهاگنالیس

. شودمیانجام  یشتریب یهالیتحل ها،قله ییاز شناسا

 ییبا استفاده از ابزارها فیموت تجزیه و تحلیل

 ییشناسای راب و حاشیه نویسی  MEME-ChIPمانند

زار اب از طریق قلهدر مناطق  یاتصال اختصاص یهایتوال

،  ChIPseeker هایی مانند

TxDb.Hsapiens.UCSC.hg19.knownGene ،

clusterProfiler  شودمیانجام (Machanick & 

Bailey, 2011 .)با  یمطالعات همبستگ ن،یهمچن

 تواندیم RNA-Seq مثلاً با استفاده از ژن انیب یهاداده

. ژن را نشان دهد انیب میو تنظ نیاتصال پروتئ نیارتباط ب

با  135(GOن )ژ یاسشنیهست یسازیغن جزیه و تحلیلت

درک عملکرد  یبرا GREAT  مانند ییاستفاده از ابزارها

 ,.McLean et al) شودمیمناطق اتصال انجام  یستیز

 ییافزارهاها با استفاده از نرمداده تجسم(. 2010

های و پکیج IGV ، UCSC Genome Browserمانند

 سهیو مقا ها136قله چشمی یسبرر یابر Rنرم افراری در 

 ,.Robinson et al) شودمیانجام  یژنوم یهاداده ریابا س

2011; Kent et al., 2002 .)ر،یاخ یهادر سال 

 یبرا زین یو هوش مصنوع نیماش یریادگی یهاروش

 
135 Gene ontology enrichment 
136 Peak 
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مورد  ChIP-Seq یهاداده ریبهبود دقت و قدرت تفس

ها روش نیا(. Chen et al., 2021د )اناستفاده قرار گرفته

کنند و  ییها را شناسادر داده دهیچیپ یالگوها ندانتویم

آنها  رداتصال و عملک یهااز مکان یترقیدق یهاینیبشیپ

با  ChIP-Seq یهاادغام داده ،بر اینعلاوهارائه دهند. 

، Hi-Cو  ATAC-Seq مانند کسیام یهاداده ریسا

 نیکروماتار ژن و ساخت میاز تنظ یترجامع یهادگاهید

 ت،یدر نها(. Angelini & Costa, 2014د )دهیارائه م

در  یدانش تخصص ازمندین جینتا یشناختستیز ریتفس

 نیژن است. ا میو تنظ یمولکول یشناسستیز نهیزم

ارتباط  ،هاقلهبه  کینزد یهانقش ژن یمرحله شامل بررس

است.  یبا مطالعات قبل سهیو مقا نگ،یگنالیس یرهایبا مس

 حلیلو ت جزیهتکه  میته باشاست که توجه داش مهم

است و ممکن  یتکرار فرایند کی ChIP-Seq یهاداده

 یمراحل برا یبرخ تکرارپارامترها و  میبه تنظ ازیاست ن

 د.باش نهیبه جیبه نتا یابیدست

 نیگسترده و متنوع است. ا اریبس ChIP-Seq یاربردهاک

 ییشناسا ،یسینورو میتنظ یهاسازوکاردر مطالعه  روش

ها، و کنندهو خاموش هاندهیفزاند امان ژنوم یمیر تنظعناص

نقش  یستونیه راتییمانند تغ یکیژنتیاپ راتییدرک تغ

در (. Nakato & Shirahige, 2017د )دار یدیکل

در  راتییتغ ییشناسا یبرا  ChIP-Seqسرطان، قاتیتحق

 یکیژنتیاپ راتییو تغ یسیرونو یاتصال فاکتورها یالگوها

 (.Zhang et al, 2019) دشویماستفاده  یرامیمرتبط با ب

 سهیمقا یبرا روش نیا ،یتکامل یشناسستیز نهیدر زم

 یهاگونه نیب یسیرونو یاتصال فاکتورها یهامکان

ژن به کار  یمیتنظ یهاشبکه لمختلف و درک تکام

 یهادر مطالعات سلول(. Schmidt et al., 2010د )رویم

 راتییتغ یبررس یبرا  ChIP-Seq،یسلول زیامت و یادیبن

 راتییو تغ یسیرونو یاتصال فاکتورها یدر الگوها

 Gifford) شودمیاستفاده  زیتما فرایند یط یکیژنتیاپ

et al., 2013 .)بر اینعلاوه، ChIP-Seq   در توسعه

 تواندیم رایکاربرد دارد، ز زیهدفمند ن یهاداروها و درمان

 ند وک یینوم شناساروها را در سطح ژدا یاهداف مولکول

 ,Stellrecht & Chenد )عمل آنها را روشن ساز سازوکار

 ییهابا چالش  ChIP-Seq اد،یز یایبا وجود مزا(. 2014

به  ازین ها،کاستی نیتراز مهم یکیروبرو است.  زین

 شهیاست که هم یبالا و اختصاص تیفیبا ک یهایبادیآنت

 ChIP-Seq جینتا ریتفس ،بر اینوهعلا. ستندیدر دسترس ن

 DNAه ب نیپروتئ کیاتصال  رایباشد، ز دهیچیپ تواندیم

 دییبه تأ ازیو ن ستین یستیعملکرد ز یبه معنا ناگزیر

 یهاشرفتیپ(. Kidder et al., 2011د )دار یعملکرد

و  CUT&RUN مرتبط مانند یهاروشدر  ریاخ

CUT&Tagت بهنسب یبالاتر یژگیو و تی، که حساس 

ChIP-Seq ش امکانات گسترحال دارند، در  یتسن

 Kaya-Okurد )هستن -DNAنیمطالعه تعاملات پروتئ

et al., 2019 .)ی هاادغام دادهChIP-Seq  با سایر

-Hiو   RNA-Seq،ATAC-Seq های امیکس مانندداده

Cدهد که درک ، به پژوهشگران این امکان را می

روماتین به دست ر کتری از تنظیم ژن و ساختاعمیق

ها نه تنها به شناسایی الگوهای بیان ادهیب دورند. این ترکآ

کند، بلکه تعاملات بین کروماتین و ژن کمک می
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های سازد و به تحلیل دینامیکها را نیز روشن میپروتئین

علاوه، این رویکرد پردازد. بهساختاری در سطح ژنوم می

یدی تنظیمی و کل تواند به شناسایی نقاطچندبعدی می

ها و فرآیندهای با بیماری رتبطهی مدرهای سیگنالمسی

های هدفمند و بیولوژیکی کمک کند و به توسعه درمان

های نوین در تحقیقات ژنتیکی و بیولوژیکی استراتژی

 ت،یدر نها(. Angelini & Costa, 2014د )منجر شو

 یاهو روش یابییتوال یهایمداوم در فناور یهاشرفتیپ

و هوش  نیماش یریگدایز ا مله استفادهداده، از ج لیتحل

ی هاداده ریقدرت تفس ودقت  شیدر حال افزا ،یمصنوع

ChIP-seq  هستن( دChen et al., 2021.) نیا 

 میتنظ نهیدر زم دیجد یهابخش کشف دینو هاشرفتیپ

 بهدر ادامه  .است ندهیآ یهاژن و عملکرد ژنوم در سال

حاصل از   ChIP-seqیهداده لحلیتجزیه و تمراحل 

اشاره  DNA-نیتعاملات پروتئژنوم در رابطه با  یابییالتو

نیز در  تجزیه و تحلیلهای اسکریپ(. 21)شکل  شودمی

 Andrews, 2010; Bolgerد )انتکمیلی آورده شده فایل

et al., 2014; Langmead & Salzberg, 2012; Li 

et al., 2009; Broad Institute, N.D.; Zhang et 

al., 2008; Machanick & Bailey, 2011; Yu et 

al., 2015.) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Chromatin immunoprecipitation sequencing; ChIP-seq هایداده تجزیه و تحلیل مراحل -21شکل 
Figure 21. Chromatin immunoprecipitation sequencing (ChIP-seq) data analysis steps 

 

  

DNA extraction and 

immunoprecipitation 
 ونیتاسیپیمونوپرسیا و  DNAاستخراج 

Library Preparation 
کتابخانه یازآماده س  

 
 

Sequencing (e.g., Illumina) 
 (Illumina، )به عنوان مثال یابییتوال

Quality Control of Raw Reads 
خام یهاشخوان تیفیکنترل ک  

 

Adapter Trimming and Quality Filtering 

تیفیک دنکرلتریآداپتور و ف برش توالی های  

 

Reference genome indexing 
ژنوم رفرنس ایندکس کردن  

alignment of reads on the reference genome 
ژنوم مرجع یخوانش ها بر رو یهمتراز   

 

Duplicate Marking 
یتکرار ی خوانش هایعلامت گذار  

 

Peak finding to identify 
possible protein binding sites 

 یهامکان ییشناسا یراب یابیکیپ
نیاتصال پروتئ یاحتمال  

 

 یهاانمک ییشناسا یبرا یابیکیپ

نیاتصال پروتئ یاحتمال  

Motif Discovery 
 شناسایی موتیف ها

 
 

Annotation to identify 
specific binding 

sequences in peak 
regions 

 ییشناسا یبرا یسینو هیحاش
در  یاتصال اختصاص یهایتوال

کیق پمناط  
 

Visualize annotation  
یسیمصور سازی حاشیه نو  
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 (WMSم )کل متاژنو یابییتوال

قدرتمند در  روش کی WMS 137یا کل متاژنوم یابییتوال

است که امکان مطالعه جامع  یطیمح کسیژنوم نهیزم

د کنیمختلف فراهم م یهاطیرا در مح یکروبیجوامع م

(Quince et al., 2017 .)روش با استخراج و  نیا

ن بدو ،یطینمونه مح کیموجود در  DNA تمام یابییتوال

 یاطلاعات ارزشمند ها،سمیکروارگانیبه کشت م ازین

ارائه  یکروبیتنوع و عملکرد جوامع م ب،یدرباره ترک

 و یشگاهیمراحل آزما(. Rausch et al., 2019د )دهیم

Wet-lab  کل متاژنو یابییتوال روشدر( مWMS)  شامل

 جامان یرافت خاصو ظاست که با دقت  یگام اساس نیچند

که  شودمینمونه آغاز  یآوربا جمع ندفرای نی. اشوندیم

 ایمانند خاک، آب، رسوبات،  یاز منابع مختلف تواندیم

ها نمونه(. Quince et al., 2017د )باش ینیبال یهانمونه

طور بهمناسب ) طیدر شرا ایبه سرعت پردازش شوند  دیبا

د تا ونش ی( نگهداردگرایدرجه سانت 8۰- یدر دما معمول

 استخراج ،یشود. مرحله بعد یریوگلج DNA بیاز تخر

DNA  نیزتریبرانگو چالش نیتراز مهم یکیاست که 

 بانتخا یاگونهبه دیاستخراج با یهامراحل است. روش

 یهاسمیکروارگانیبالا از تمام م تیفیبا ک DNA شوند که

ها و قارچ ،اهیآرک ها،یاز جمله باکترموجود در نمونه 

(. Knudsen et al., 2016)ود استخراج شا، هروسیو

 یدست یهاروش ای یتجار یهاتیاز ک طور معمولبه

. پس از شودمیکلروفرم استفاده -مانند استخراج فنل

مانند  ییهابا روش DNA تیو کم تیفیاستخراج، ک

 
137 Whole metagenome sequencing 

 NanoDrop مانند یالکتروفورز ژل آگارز، اسپکتروفتومتر

 Rausch et) شودمی یابیارز  Qubitمانند یترو فلوروم

al., 2019 .)از،یدر صورت ن DNA  استخراج شده ممکن

کتابخانه  هیته ،یشود. مرحله بعد هیتصف ای ظیاست تغل

، 138DNAکردنقطعه قطعهاست که شامل  یابییتوال

طور به کردنقطعه قطعهاست.  ریاتصال آداپتورها و تکث

 ای( ونیسکایمانند سون) یکیمکان یهابا روش معمول

با اندازه مناسب  DNA تا قطعات شودمی نجاما یمیآنز

 Van Dijkد )شو دیمورد نظر تول یابییپلتفرم توال یبرا

et al., 2014 .)یبه انتها یاختصاص یسپس، آداپتورها 

 یهایکه شامل توال شوندیمتصل م DNA قطعات

 یابییلوات یرهاآغازگاتصال به فلوسل و  یبرا ییشناسا

 زین PCR یسازیه غنمرحلها، پروتکل یرخ. در بهستند

فراهم  یابییتوال یبرا DNA یتا مقدار کاف شودمیانجام 

 مانند ییهاشده با روش هیته یهاکتابخانه تیفیشود. ک

Bioanalyzer ای TapeStation شودمی یابیارز (Head 

et al., 2014 .)یابییلتوا یها براکتابخانه ت،یدر نها 

 یهابا استفاده از پلتفرم لمعموطور بهکه  شوندیآماده م

 Illumina ،Ionد مانن (NGSی )نسل بعد یابییتوال

Torrent  ای Oxford Nanopore  شودمیانجام 

(Goodwin et al., 2016.) یابییپلتفرم توال ابانتخ 

تجزیه و خاص  یازهایبه اهداف پروژه، بودجه و ن یبستگ

 یهاخوانش Illuminaم ثال، پلتفر. به عنوان مدارد تحلیل

 Oxford که یدر حال کند،یم دیکوتاه با دقت بالا تول

Nanopore بلند را فراهم  یهاخوانش دیامکان تول

 
138 Fragmentation 
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 نیا تماماست. در طول  دیمونتاژ ژنوم مف یکه برا کندیم

از  یریو جلوگ تیفیاصول کنترل ک تیمراحل، رعا

و  یمنف یهانترلاستفاده از کت. مهم اس اریبس یآلودگ

و مواد  زاتیو استفاده از تجه لیاستر طیدر مح کار ثبت،م

 ,.Eisenhofer et alت )اس یاز نوکلئاز ضرور یعار

تمام مراحل و پارامترها  قیثبت دق ن،یهمچن (.2019

در مطالعات مختلف  جینتا سهیو مقا یریارپذتکر یبرا

 دارد.  تیاهم

 یبراشده  دیخام تول یاهداده ،یابییلبا اتمام مرحله توا

که  شوندیآماده م یکیوانفورماتیب یهاتجزیه و تحلیل

ت. ها اسداده لیپردازش و تحل ت،یفیشامل کنترل ک

م کل متاژنو یابییحاصل از توال یهاداده تجزیه و تحلیل

(WMS) است که با  یادهیچیشامل مراحل متعدد و پ

. شودمیانجام متنوع  یکیاتورموانفیب یاستفاده از ابزارها

که  شودمیخام آغاز  یهاداده تیفیبا کنترل ک یندفرا نیا

 ای FastQC مانند ییافزارهابا استفاده از نرم طور معمولبه

MultiQC  شودمیانجام (Andrews, 2010; Ewels et 

al., 2016 .)عیها، توزخوانش تیفیمرحله، ک نیدر ا 

 یسور بررآداپت یهایلتواو حضور  GC یطول، محتوا

ها با استفاده از داده پردازششیپ سپس،. شودمی

انجام  Cutadapt ای Trimmomatic مانند ییابزارها

آداپتور  یهایو توال نییپا تیفیبا ک یهاتا خوانش شودمی

(. Bolger et al., 2014; Martin, 2011د )حذف شون

ژنوم  کی به طور معمولبهها خوانش پردازش،شیپس از پ

 نیا ی. براشوندیم ترازهم یژنوم سیتابید ایع مرج

استفاده  BWA ای Bowtie2 مانند ییمنظور، از ابزارها

 & Langmead & Salzberg, 2012; Li) شودمی

Durbin, 2009.) که ژنوم مرجع در دسترس  یدر موارد

 یهااست، از روش دیجد یهاژنوم یهدف بازساز ای ستین

 انندم یی. ابزارهاودشمیاستفاده  de novo مونتاژ

MetaSPAdes ا یMEGAHIT منظور کاربرد  نیا یبرا

پس از (. Nurk et al., 2017; Li et al., 2015د )دارن

و  کیتاکسونوم یهاتجزیه و تحلیلمونتاژ،  ای ترازیهم

 تجزیه و تحلیل ی. براشودمیانجام  یعملکرد

 ای MetaPhlAn3 مانند ییاز ابزارها ک،یتاکسونوم

Kraken2  نییو تع ییکان شناساام که دشومیاستفاده 

د کننیرا فراهم م یکروبیم یهاگونه ینسب یفراوان

(Beghini et al., 2021; Wood et al., 2019 .) تجزیه

 ییاز ابزارها ستفادهبا ا یعملکرد و تحلیل

 HUMAnN3  ،KEGG Orthology-Basedمانند

Annotation System; KOBAS، eggNOG-

mapper  و  یکیمتابول لیتانسکه پ شودمیانجام

 Beghiniد )کننیم یرا بررس یکروبیجامعه م یعملکرد

et al., 2021; Huerta-Cepas et al., 2017; 

Abubucker et al., 2012; Xie et al., 2011 .)نیا 

 ،یکیمتابول یرهایدرباره مس یاطلاعات هاتجزیه و تحلیل

جامعه  ییایمیوشیب یهالیستانو پ یعملکرد یهاژن

تجزیه و مرحله . در ادامه، دهندیارائه م یوبکریم

 یهاتفاوت ییشناسا یبرا یاسهیو مقا یآمار یهاتحلیل

از  با استفادهمختلف  طیشرا ایها نمونه نیب دارمعنی

 phyloseq مانند ییهاجیو پک R مانند یآمار یافزارهانرم

 شودمیاده ستفمنظور ا نیا یبرا vegan ای 
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(McMurdie & Holmes, 2013; Oksanen et al., 

مانند تنوع آلفا و بتا،  ییهاتجزیه و تحلیل(. 2020

و  PERMANOVAد مانن یاسهیمقا یهاآزمون

الگوها و  ییشناسا یبرا نیماش یریادگی یهاروش

 زیها ن. تجسم دادهروندیها به کار مارتباطات در داده

که با استفاده ت اس WMS تحلیلو  تجزیهاز  یبخش مهم

 در Matplotlib ای R در ggplot2 مانند ییهازارز ابا

Python  شودمیانجام (Wickham, 2016; Hunter, 

 ،یالهیم یمختلف مانند نمودارها ینمودارها(. 2007

 یهاو نقشه یپراکندگ ینمودارها ،یاجعبه ینمودارها

 ت،ی. در نهادشونیاستفاده م جینتا شینما یبرا یحرارت

ها انجام از داده یکیولوژیب یعناج متخراو اس جینتا ریتفس

مختلف  یهانهیدر زم یدانش تخصص ازمندیکه ن شودمی

است. لازم به  یو اکولوژ کسیژنوم ،یولوژیکروبیاز جمله م

هر  یبرا قیدق یذکر است که انتخاب ابزارها و پارامترها

 یهایژگیو و لعهبه نوع داده، هدف مطا یمرحله بستگ

در  عیسر شرفتیبا توجه به پ ن،یهمچنخاص پروژه دارد. 

طور به دیجد یهاابزارها و روش ک،یوانفورماتیب نهیزم

و دقت  ییکارا توانندیمداوم در حال توسعه هستند که م

 د. را بهبود بخشن هاتجزیه و تحلیل

 نهیزم درگسترده و متنوع است.  اریبس WMS یکاربردها

لکرد و عمنوع مطالعه ت یبرا روش نیا ،یکروبیم یاکولوژ

 ها،انوسیمختلف مانند اق یهاطیدر مح یکروبیجوامع م

 شودمیاستفاده  یانسان یهاستگاهیخاک و ز

(Sunagawa et al., 2015 .)یدر پزشک،WMS  یبرا 

 یماریانسان و ارتباط آن با سلامت و ب ومیکروبیمطالعه م

 یبررس یروش برا نیا ال،. به عنوان مثداردکاربرد 

 ایروده  یالتهاب یهایماریروده در ب ومیبکرویم راتییتغ

 Lloyd-Price etت )سرطان روده بزرگ استفاده شده اس

al., 2019 .)یکشاورز نهیدر زم،WMS  مطالعه  یبرا

و  اهیآن بر رشد گ ریو تأث زوسفریخاک و ر ومیکروبیم

 Zarraonaindia etد )دار کاربرد هایماریمقاومت به ب

al., 2015 .)یسازنهیبه یبرا روش نی، ادر صنعت 

 شودمیفاضلاب استفاده  هیو تصف ریتخم یهافرایند

(Vanwonterghem et al., 2014 .)نهیدر زم 

و  هاسمیکروارگانیم ییشناسا یبرا  WMS،ییپالاستیز

 ربردکا هاندهیآلا هیدر تجز لیدخ یکیمتابول یرهایمس

ر د  WMS،بر اینهوعلا(. Kimes et al., 2014د )دار

با  دیجد باتیو ترک هامیآنز افتنی یبرا یستیز تشافاک

 Nesme et) شودمیاستفاده  یصنعت ای ییدارو لیپتانس

al., 2014 .) 

روبرو است.  زین ییهابا چالش  WMSاد،یز یایبا وجود مزا

 یهارساختیز ازمندیشده ن دیتول یهاداده یحجم بالا

و ازش پرد یکارآمد برا یهامتیو الگور یوق یمحاسبات

 WMS جینتا ریتفس ،بر اینعلاوهاست.  تجزیه و تحلیل

مختلف از جمله  یهانهیدر زم یدانش تخصص ازمندین

، حالباایناست.  کیوانفورماتیو ب کسیژنوم ،یولوژیکروبیم

 یهاو روش یابییتوال یهایمداوم در فناور یهاشرفتیپ

 نیاو دقت  ییبود کاراده در حال بهدا تجزیه و تحلیل

 یابزار قدرتمند برا کی  WMS،یکلطور بههستند.  روش

 یاست که کاربردها یکروبیم یهاسامانهاکودرک جامع 

و صنعت دارد و انتظار  یپزشک ،یستیدر علوم ز یاگسترده
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و  یعلم یهاشرفتیدر پ ینقش مهم ندهیدر آ رودیم

 داده لیلو تح تجزیه مراحل به در ادامه .کند فایا یفناور

Whole metagenome sequencing; WMS  حاصل از

های اسکریپ (.22)شکل  شودمیاشاره ی طیمح کسیژنوم

د انتکمیلی آورده شدهفایل نیز در  تجزیه و تحلیل

(Andrews, 2010; Krueger, 2015; Li et al., 

2015; Segata et al., 2012; Franzosa et al., 

2018; McMurdie & Holmes, 2013; Love et al., 

2014; Oksanen et al., 2019 .) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Whole metagenome sequencing; WGS هایداده تجزیه و تحلیلمراحل  -22شکل 
Figure 22. Whole metagenome sequencing (WGS) data analysis steps 

 هایبی نسل جدید در حوزهایی توالیها کاربرد

 تلف مخ

تحولی بنیادین در علوم  (NGSد )یابی نسل جدیتوالی

زیستی و پزشکی ایجاد کرده و کاربردهای وسیعی در 

  NGSهای گوناگون یافته است. در ژنتیک پزشکی،زمینه

های نادر و با دقت و سرعت بالا به شناسایی جهش

. این کرده است کمکهای ژنتیکی تشخیص بیماری

 (NIPTی )تولد غیرتهاجم ش ازص پیوری در تشخیفنا

گیرد و در شناسایی نیز مورد استفاده قرار می

های کروموزومی جنین دقت بالایی نشان داده ناهنجاری

شناسی، در حوزه سرطان(. Chitty et al., 2021ت )اس

NGS  های سوماتیک، تحلیل برای شناسایی جهش

 د بهدفمنهای هدرمانو توسعه  ی تومورهاژن پروفایل بیان

مانده و رود. این فناوری امکان پایش بیماری باقیکار می

DNA extraction  
   DNAاستخراج 

Library Preparation 
کتابخانه یآماده ساز  

 
 

Sequencing (e.g., Illumina) 
 (Illumina، )به عنوان مثال یابییتوال

Quality Control of Raw Reads 
خام یهاشخوان تیفیکنترل ک  

 

Adapter Trimming and Quality Filtering 

تیفیک کردنلتریآداپتور و ف لی هایبرش توا  

 

Metagenomic Assembly 
 سرهمبندی متاژنوم
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یکپروفایل تاکسونوم  
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تومور  DNA شناسایی زودهنگام عود را از طریق تحلیل

 Ignatiadisد )کنفراهم می (ctDNAن )در گردش خو

et al., 2021 .)های عفونی،در زمینه بیماریNGS   برای

ه مقاومت ها، مطالعی پاتوژنوالشناسایی و تعیین ت

. شودمیها استفاده کی و ردیابی شیوع بیمارییوتیبتیآن

نقشی  COVID-19ی گیراین فناوری در مقابله با همه

-SARS-CoV یابی ویروساساسی ایفا کرده و برای توالی

های جدید مورد استفاده قرار گرفته و شناسایی واریانت 2

در حوزه (. Chiara et al., 2021ت )اس

ژنومیکس به مطالعه متا طریقاز   NGSژی،یکروبیولوم

های میکروبی پرداخته و به درک بهتر نقش جامع جمعیت

های طبیعی و سامانهمیکروبیوم در سلامت انسان، اکو

 ,.Knight et alت )های صنعتی کمک کرده اسفرایند

، توسعه گیاهاننژادیبهبرای   NGSدر کشاورزی،(. 2018

به کار  اهانی گیتنوع ژنتیک و مطالعه ی مولکولیرهانشانگ

که این امر منجر به توسعه محصولات  شودمیگرفته 

ها و سازگار با تغییرات اقلیمی مقاوم به آفات و بیماری

در علوم (. Varshney et al., 2021ت )شده اس

برای مطالعه تنوع زیستی، پایش   NGSمحیطی،

امع یمی بر جوییرات اقلتغ و ارزیابی اثرات هاسامانهاکو

ی محیط DNA و از طریق شودمیده ستفازیستی ا

(eDNA) های نادر و در معرض امکان شناسایی گونه

در  (.Ruppert et al., 2019د )کنخطر را فراهم می

برای کشف داروهای جدید،   NGSصنعت داروسازی،

های های اثر دارو و توسعه درمانسازوکارمطالعه 

توسعه  ایندفربه بهبود رود و میه به کار شد سازیشخصی

 Slatko etد )کنهای آن کمک میدارو و کاهش هزینه

al., 2018 .)،در علوم قضاییNGS   برای تحلیل

و تعیین هویت افراد از طریق  DNA های پیچیدهنمونه

و حتی با مقادیر بسیار  شودمییابی کل ژنوم استفاده توالی

 Børstingد )کنیی فراهم مساینیز امکان شنا DNA کم

& Morling, 2015 .) در مطالعات تکاملی و

تر روابط تکاملی بین به بازسازی دقیق  NGSفیلوژنتیک،

های تکاملی و درک بهتر تاریخ سازوکارها و مطالعه گونه

 ,Jarvisت )ها کمک کرده استکاملی انسان و سایر گونه

و ردیابی یی برای شناسا  NGSدر صنعت غذا،  (.2016

های فرایندت و مطالعه حصولالت م، تعیین اصاهاپاتوژن

تخمیر استفاده شده و در نتیجه بهبود ایمنی و کیفیت 

 Jagadeesan etت )مواد غذایی را به همراه داشته اس

al., 2019 .) ،در علوم اعصابNGS   برای مطالعه بیان

سلولی در مغز و شناسایی تغییرات ژن در سطح تک

د و به رویار می عصبی به کهابیماریمرتبط با کی ژنتی

های های بیماریسازوکارهای مغز و درک بهتر پیچیدگی

(. Tasic et al., 2018ت )عصبی کمک کرده اس

برای بررسی   NGSژنتیک،همچنین، در مطالعات اپی

، تغییرات هیستونی و ساختار DNAن تغییرات متیلاسیو

ش تنظیم ک بهتر نقدر کروماتین استفاده شده و به

ت و بیماری یاری رسانده اسمت ر سلاژنتیکی دپیا

(Dirks et al., 2016 .) فراوان،  یایمزا وجودبا

از  یکیوجود دارد.  NGS در استفاده از زین ییهاچالش

به  ازیشده و ن دیتول یهاداده میها، حجم عظچالش نیا

 کیتوانفورمایو متخصصان ب یقو یمحاسبات یهارساختیز
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و  NGS جینتا ریتفس ،ینبر اعلاوههاست. داده لیتحل یبرا

دانش  ازمندین یو عمل ینیبال یترجمه آنها به کاربردها

 ,.Gargis et alت )اس یارشته نیب یو همکار یتخصص

و  NGS یمداوم در فناور یهاشرفتی، پحالبااین (.2016

 یبرارا  یادوارکنندهیانداز امداده، چشم لیتحل یهاروش

با طول  یابییتوال یاهوش. توسعه رکندیم میرست ندهیآ

 ترقیخوانش بلندتر و دقت بالاتر، امکان مطالعه دق

 ن،ی. همچنکندیرا فراهم م یژنوم دهیچیپ یساختارها

و  omics یهایفناور ریبا سا NGS یهاادغام داده

 لیدر تحل نیماش یریادگیو  یاستفاده از هوش مصنوع

نوآورانه  یهاو کاربرد دیجد یهاشفبه ک واندتیم ها،هداد

 (. Stark et al., 2019bد )مختلف منجر شو یهادر حوزه

از طریق  (SVsی )ژنوم یتنوعات ساختار ییشناسا

 (NGSد )ینسل جد یابییتوال

 ییدر شناسا ینقش مهم (NGSد )ینسل جد یابییتوال

  SVs.کندیم فایا 139(SVsی )ژنوم یتنوعات ساختار

مانند نوم ار ژدر ساخت اسیمق بزرگ راتییل تغشام

، 142اهیشدگمعکوس، 141اهدرج، 14۰اهحذف

هستند  144(CSVsی )تعداد کپ راتییو تغ143اهییجابجا

 یانسان یهایماریو ب یکیدر تنوع ژنت یکه نقش مهم

 بر یمبتن یهاروش(. Sudmant et al., 2015د )دارن

NGS ییشناسا یبرا SVs بر  ینمبت یهاشامل روش

 
139 Structural Variations 
140 Deletions 
141 Insertions 
142 Inversions 
143 Translocations 
144 Copy number variations 

 یهاانشخو، 146شخوانجفت، 145شانعمق خو

 et Kosugiد )هستن یبیترک یهاو روش147هشدمیتقس

al., 2019 .)در  راتییروش عمق خوانش بر اساس تغ

شده به مناطق مختلف ژنوم عمل همتراز یهاتعداد خوانش

 (CNVsی )تعداد کپ راتییتغ ییشناسا یو برا کندیم

نش از خواش جفترو (.Yoon et al., 2009ت )مؤثر اس

 یاها برخوانشجفت یعیرطبیغ یریگله و جهتفاص

ها، حذف صیتشخ یو برا کندیاستفاده م SVs ییشناسا

 ,.Chen et alت )اس دیمف هایشدگها و معکوسدرج

و  هیبر اساس تجز شدهمیتقس یهاروش خوانش(. 2009

 همتراز یژنوم تیموقع نیکه در چند ییهاخوانش لیتحل

را با  SVs شکستنقاط  تواندیو م کندیعمل م ،ندوشیم

 یهاروش(. Ye et al., 2009د )ن کنییدقت بالا تع

و  تیحساس شیافزا یروش برا نیچند بیاز ترک یبیترک

 ,.Rausch et alد )کننیاستفاده م SVs ییدقت شناسا

 یابییتوال یهایدر فناور ریاخ یهاشرفتیپ(. 2012

، PacBioو   Oxford Nanoporeمانند خوانشیطولان

 یمناطق تکرار در ژهیو، بهSVsر تقیدق ییناساامکان ش

 نیا(. Sedlazeck et al., 2018د )انژنوم را فراهم کرده

 نی)تا چند یطولان اریبس یهاخوانش توانندیم هایفناور

 نییو تع SVs پوشش کامل یکنند که برا دی( توللوبازیک

 ،این برهعلاوتند. هس دینقاط شکست آنها مف قیدق

 Opticalم )ژنو ینور یبرداربر نقشه یتنمب یهاروش

genome mapping) د ماننBionano Genomics ،

 
145 Read depth 
146 Paired-end read 
147 Split-read 
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ژنوم را فراهم  اسیبزرگ در مق SVs ییامکان شناسا

 یهاروش(. Levy-Sakin et al., 2019د )کننیم

 زین نیماش یریادگی یهاتمیو الگور شرفتهیپ یمحاسبات

عه توس SVs ییشناسا تیاسدقت و حس بودبه یبرا

ها روش نیا(. Heller & Vingron, 2019د )انافتهی

 ییرا شناسا NGS یهادر داده دهیچیپ یالگوها توانندیم

دهند.  صیتشخ یشتریرا با دقت ب SVs کنند و

 NGSز با استفاده ا SVs ییشناسا ینیبال یکاربردها

عوامل  ییشناسا ،یکیژنت یهایماریب صیشامل تشخ

و  صیو تشخ دهیچیپ یهایماریب یبرا یکیژنت خطر

 ,Stankiewicz & Lupskiت )ها اسسرطان یدبنطبقه

با  SVs ییشناسا ،یژنوم قاتیتحق نهیدر زم(. 2010

 یکیبه درک بهتر تکامل ژنوم، تنوع ژنت NGS استفاده از

کمک کرده  هایماریب یمولکول یهاسازوکارو  هاتیجمع

 یهاچالش(. Weischenfeldt et al., 2013ت )اس

شامل  NGS استفاده از اب SVs ییدر شناسا ماندهیقبا

ژنوم،  یدر مناطق تکرار SVs ییدر شناسا یدشوار

 تیاهم ریو تفس ک،ییو موزا دهیچیپ SVs صیتشخ

 & Huddlestonت )اس شدهییشناسا SVs یعملکرد

Eichler, 2016 .)ر مداوم د یهاشرفتی، پحالبااین

داده و  و تحلیلیه تجز یهاروش ،یابییتوال یهایناورف

تر و جامع ییامکان شناسا ،یمحاسبات یهاتمیالگور

منجر به  هاشرفتیپ نی. اکندیرا فراهم م SVs ترقیدق

 یهایماریو ب یکیدر تنوع ژنت SVs از نقش ترقیدرک عم

 ریپذرا امکان یترگسترده ینیبال یشده و کاربردها یانسان

 ییشناسا یبرا NGSاز ه نوان مثال، استفاد. به عسازدیم

SVs رتهاجمیاز تولد غ شیپ صیدر تشخ( یNIPT)  و

در حال  (PGTی )نیگزاز لانه شیپ یکیژنت یهاشیآزما

 ن،یهمچن(. Vermeesch et al., 2016ت )گسترش اس

 انیمانند ب یژنوم یهاداده ریبا سا SVs یهاادغام داده

 ریتأث از یترامکان درک جامع ،یکیژنتیاپ ژن و اطلاعات

SVs د کنیپ را فراهم میبر عملکرد ژنوم و فنوت

(Spielmann et al., 2018 .)که  رودیانتظار م نده،یدر آ

 یهاو روش NGS یهایدر فناور شتریب یهاشرفتیپ

ز ا یترکامل فیط ییداده، امکان شناسا تجزیه و تحلیل

SVsیهاییتا بازآراکوچک  اریبس راتیی، از جمله تغ 

 نیاز نقش ا ترقیرا فراهم کند و به درک عم یومبزرگ ژن

 .انسان کمک کند یماریدر سلامت و ب راتییتغ

در مطالعه  (NGSد )ینسل جد یابییتوالکاربرد 

 یکیژنتیاپ راتییتغ

د ینسل جد یابییتوال، یکیژنتیاپ راتییدر مطالعه تغ

(NGS) یمیتنظ یهاارسازوک قیدقجامع و  یامکان بررس 

که شامل  ،یکیژنتیاپ راتییراهم آورده است. تغف ژنوم را

 شوند،یم DNA یدر توال رییژن بدون تغ انیدر ب راتییتغ

 Cavalliد )دارن هایماریدر تکامل، رشد و ب ینقش مهم

& Heard, 2019.) توالی( یابی نسل جدیدNGS)  با ارائه

م کل ژنو تیلفسویب یباییمختلف مانند توال یهاروش

(WGBS ،)ن یکرومات ونیتاسیپیمونوپرسیا یابییلوات

(ChIP-seq) ن )یکرومات یدسترس یابییو توالATAC-

seq ،)را فراهم  یکیژنتیاپ راتییامکان مطالعه گسترده تغ

مطالعه  یخاص براطور به  WGBSت.کرده اس

 و امکان شودمیدر سطح ژنوم استفاده  DNA ونیلاسیمت
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را  یدیتک نوکلئوتت با دق ونیلاسیمت یلگوهاا ییاساشن

روش به درک  نیا(. Ziller et al., 2015د )کنیفراهم م

 میژن و تنظ یدر خاموش DNA ونیلاسیبهتر نقش مت

مطالعه  یبرا  ChIP-seqت.ژن کمک کرده اس انیب

استفاده  یستونیه راتییتغ و -DNAنیتعاملات پروتئ

ژنوم را  یمیناطق تنظاز م یرردابو امکان نقشه شودمی

 نیا(. Nakato & Shirahige, 2017د )کنیم ماهفر

مانند  یستونیه راتییانواع مختلف تغ ییبه شناسا روش

کمک کرده  ونیلاسیو فسفر ونیلاسیاست ون،یلاسیمت

-ATAC د. ژن دارن انیب میدر تنظ یمهم شاست که نق

seq و  نیمطالعه ساختار کرومات یبرا نینو یروش

مناطق  ییناساش است که امکان DNA یریپذیدسترس

 Buenrostro etد )کنیفعال در ژنوم را فراهم م یمیتنظ

al., 2015 .)ریتأث یبه درک بهتر از چگونگ روش نیا 

بر علاوهاست.  کردهژن کمک  انیبر ب نیساختار کرومات

 یهاRNA امکان مطالعه NGS یهاروش ،این

 Long ها وmicroRNA دننما (ncRNAsه )رکدکنندیغ

non-coding RNA یاند که نقش مهمرا فراهم کردهها 

(. Cech & Steitz, 2014د )دارن یکیژنتیاپ میدر تنظ

قابل  یهاشرفتیبه پ کیژنتیدر مطالعات اپ NGS کاربرد

 یشناسستیو ز یمختلف پزشک یهانهیزم در یتوجه

امکان   NGS ،یشناسمنجر شده است. در سرطان

ور را فراهم کرده ومخاص ت یکیژنتیاپ راتییتغ ییساشنا

و  ترقیدق یآگهشیزودهنگام، پ صیبه تشخ تواندیکه م

 ,Baylin & Jonesد )هدفمند منجر شو یهادرمان

بهتر نقش  رکبه د  NGS،یدر مطالعات تکامل(. 2016

ها کمک و تکامل گونه یدر سازگار یکیژنتیاپ راتییتغ

 نهیدر زم(. Skvortsova et al., 2018ت )کرده اس

 راتییتغ ییامکان شناسا NGS ده،یچیپ یهایارمیب

 ابت،یمانند د ییهایماریمرتبط با ب یکیژنتیاپ

را فراهم کرده  یو اختلالات عصب یعروق-یقلب یهایماریب

 یهاشرفتیپ وجود با(. Bernstein et al., 2020ت )اس

العه مط یبرا NGS در استفاده از ییهاقابل توجه، چالش

ها، چالش نیاز ا یکیوجود دارد.  یکیژنتیاپ راتییتغ

 یهابه روش ازیشده و ن دیتول یهاداده ادیحجم ز

توسعه (. Bock, 2012ت )داده اس لیتحل شرفتهیپ

 یریادگی یهاو روش شرفتهیپ یمحاسبات یهاتمیالگور

 شرفتیدر حال پ NGS یهاداده لیتحل یبرا نیماش

کمک  کیتژنیمطالعات اپ ییکارا د دقت وهبواست و به ب

 ,.Holder et al., 2017; Rauschert et alد )کنیم

 راتییتغ یعملکرد ریبه تفس ازین گر،یچالش د(. 2020

مطالعات  ازمندیشده است که ن ییشناسا یکیژنتیاپ

(. Stricker et al., 2017ت )گسترده اس یتجرب

 شیرایو یهاروشدر  ریاخ یهاشرفتی، پحالبااین

 یامکان مطالعه عملکرد CRISPR-dCas9 مانند ژنومیاپ

 ,.Liu et alت )را فراهم کرده اس یکیژنتیاپ راتییتغ

 اریبس کیژنتیدر مطالعات اپ NGS کاربرد ندهیآ(. 2016

 انندم دیجد یهاروشاست. توسعه  دوارکنندهیام

 یکیژنتیاپ راتییامکان مطالعه تغ یتک سلول یابییتوال

ده که به درک بهتر کرمنفرد را فراهم  یهاولسطح سل در

کمک  قیدق یمیتنظ یهاسازوکارو  یسلول یناهمگون

ادغام  ن،یهمچن(. Kelsey et al., 2017د )کنیم
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مانند  Omics یهاداده ریبا سا کیژنومیاپ یهاداده

امکان درک  کس،یو پروتئوم کسیترنسکریپتوم کس،یژنوم

 همرا فرا یماریب یهاکارسازوو  ژن میاز تنظ یترجامع

 NGS کاربرد ت،یدر نها(. Hasin et al., 2017د )کنیم

دانش ما را در مورد  تنهانه یکیژنتیاپ راتییدر مطالعه تغ

ژنوم گسترش داده، بلکه  یمیتنظ یهاسازوکار

و  یریشگیپ ص،یتشخ یبرا را یدیجد یاندازهاچشم

اوم در مد شرفتیپ گشوده است. با هایماریدرمان ب

 NGS که رودیانتظار م ،یلیتحل یاهو روش هایفناور

در  یکیژنتیاپ راتییدر کشف و درک تغ یاتینقش ح

در  یقابل توجه یهاشرفتیداشته باشد و به پ ندهیآ

 .دشده منجر شو یسازیشخص یهاو درمان قیدق یپزشک

یابی جمعیت میکروبی از طریق توالی تجزیه و تحلیل

 (NGS) دجدینسل 

درک  از طریق فراهم کردن (NGSد )ینسل جد یابییتوال

و  هاسمیکروارگانیم یاز تنوع، عملکرد و اکولوژ ترقیعم

و مقرون به صرفه  قیدق ع،یسر یهابا ارائه روش همچنین

به  ها،کروبیم ترنسکریپتومژنوم و  تجزیه و تحلیل یبرا

م مختلف علو یهادر حوزه یریچشمگ یهاشرفتیپ

ت ه اسشدمنجر  ستیز طیو مح یزشکپ ،یستیز

(Quince et al., 2017 .)یکاربردها نیتراز مهم یکی 

NGS است که  کسیمطالعات متاژنوم نه،یزم نیدر ا

 یهاطیدر مح یکروبیم یهاتیجامع جمع یامکان بررس

روش به  نیکند. ایبه کشت فراهم م ازیرا بدون ن دهیچیپ

درک بهتر از  ناخته وناشو  دیجد یهاگونه ییشناسا

آنها  ستیز طیو مح هاکروبیم نیب دهیچیتعاملات پ

به عنوان (. Ranjan et al., 2016ت )کمک کرده اس

 یانسان ومیکروبیم یبر رو کسیمثال، مطالعات متاژنوم

روده و  یکروبیم بیترک نیمنجر به کشف ارتباطات مهم ب

 در یابالقوه یانسان شده است، که کاربردها متسلا

 ,.Lloyd-Price et al) ددار هایماریو درمان ب صیتشخ

امکان مطالعه   NGS،یکروبیم یدر حوزه اکولوژ(. 2017

مختلف  یهاسامانهدر اکو یکروبیم یهاتیجامع جمع

را فراهم کرده  یخاک و مناطق قطب ها،انوسیمانند اق

در  هاکروبیدرک بهتر نقش م همطالعات ب نیاست. ا

کمک  یمیاقل راتییو تغ ییایمیشژئوویب یهاچرخه

  NGS،بر اینعلاوه(. Sunagawa et al., 2015د )اندهکر

کاربرد  یو انتقال ژن افق یکروبیدر مطالعه تکامل م

و  یسازگار یهاسازوکاردارد و به درک بهتر  یاگسترده

د کنیم کمک یکروبیم یهاتیدر جمع یکیتنوع ژنت

(Brito et al., 2016 .)یهایماریب نهیدر زم 

 قیو دق عیسر ییدر شناسا ینقش مهم  NGS،یعفون

و مطالعه مقاومت  هایماریب وعیش یابیرد زا،یماریعوامل ب

 صیامکان تشخ یفناور نی. اکندیم فایا یکیوتیبیآنت

آنها را  یکیژنت راتییتغ یپاتوژن و بررس نیهمزمان چند

 ,Gardy & Lomanد )کنیزمان فراهم م لدر طو

مطالعه  یراب  NGS،یدنیت غذا و نوشدر صنع (.2018

عوامل  ییشناسا نیو همچن ریدر تخم دیمف یهاکروبیم

 ,.De Filippis et al) شودمیاستفاده  ییفساد مواد غذا

و  هامیبه کشف آنز  NGS،فناوریویدر حوزه ب(. 2017

از  ییو دارو یصنعت یبردهابا کار دیجد یهاتیمتابول

مختلف کمک کرده  یاهطیمح نوممطالعه متاژ قیطر
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 NGSکس،یمتاژنوم برعلاوه(. Alves et al., 2018)ت اس

کاربرد دارد که  زین کسیترنسکریپتومدر مطالعات متا 

را  یکروبیدر سطح جامعه م یژن تیفعال یامکان بررس

 یاهروش به درک بهتر پاسخ نی. اکندیفراهم م

 یطیحم تراییبه تغ یکروبیم یهاتیجمع یکیولوژیزیف

 یمنیا نهیدر زم(. Shakya et al., 2019د )کنیک مکم

 یابیرد یبرا  NGSست،یز طیو نظارت بر مح یستیز

مقاومت به  یهاو ژن زایماریب یهاسمیکروارگانیم

 شودمیمختلف استفاده  یهاطیدر مح کیوتیبیآنت

(Hendriksen et al., 2019 .)در  نیهمچن یفناور نیا

 یهاهسامانآنها بر اکو ریتأثو  هاکیستکروپلایمطالعه م

با وجود (. Zhu et al., 2018د )کاربرد دار یکروبیم

 یبرا NGS در استفاده از زین ییهافراوان، چالش یایمزا

 نیاز ا یکیوجود دارد.  یکروبیم یهاتیمطالعه جمع

شده و  دیتول میحج یهاداده لیتحل یدگیچیها، پچالش

 Quinceت )اس شرفتهیپ یکیاتورموانفیب یهابه روش ازین

et al., 2017 .)ییدر شناسا ییهاکاستی ،بر اینعلاوه 

 یهاها بر اساس دادهعملکرد ژن نییها و تعگونه قیدق

NGS یتجرب یهابا روش لیبه تکم ازیوجود دارد که ن 

، حالبااین(. Escobar-Zepeda et al., 2018د )دار

 لیتحل یهاروشو  NGS یمداوم در فناور یهاشرفتیپ

مطالعات  ندهیآ یرا برا یادوارکنندهیما اندازداده، چشم

با  یابییتوال یها. توسعه روشکندیم میترس یکروبیم

 ترقیدق یطول خوانش بلندتر و دقت بالاتر، امکان بازساز

د کنیفراهم م را یمتاژنوم یهااز داده یکروبیم یهاژنوم

(Pollard et al., 2018 .)یهادادهادغام  ن،یهمچن 

NGS یهایورناف ریبا سا Omics و  کسیمانند متابولوم

از عملکرد و  یتربه درک جامع تواندیم کس،یپروتئوم

 ,.Wörheide et alد )منجر شو یکروبیتعاملات م

 یهاتیدر مطالعه جمع NGS کاربرد ت،یدر نها(. 2021

و  در مورد تنوع هیدانش پا شرفتیبه پ تنهانه یکروبیم

 یمهم یه کاربردهالکب کند،یکمک م یکروبیم یاکولوژ

شده،  یسازیشخص یمختلف از جمله پزشک یهادر حوزه

و توسعه  ستیز طیحفاظت از مح دار،یپا یکشاورز

 .دارد یستیز یهایفناور

 در کشاورزی (NGSد )ینسل جد یابییتوال

در  یاگسترده یکاربردها (NGSد )ینسل جد یابییتوال

 نهیدر زم .دارد یدامو  یاهیگ یهابخش

 قیو دق عیسر ییامکان شناسا  NGS،گیاهانادینژبه

را فراهم کرده که به بهبود انتخاب  یمولکول ینشانگرها

ت شده اس جرمن (MASر )و اصلاح به کمک نشانگ یژنوم

(Varshney et al., 2021 .)در  نیهمچن یفناور نیا

 ییناساش یبرا که با تراکم بالا، یکیژنت یهاتوسعه نقشه

QTLs  یضرور یکننده صفات مهم زراعترلکن یهاژن و 

در (. Rasheed et al., 2017د )دار یدیهستند، نقش کل

به درک بهتر  NGS ،یاهیگ تیجمع کسیمطالعات ژنوم

در  یمحل یو سازگار تیساختار جمع ،یکیژنتتنوع 

 & Huangت )کمک کرده اس یو وحش یزراع یهاگونه

Han, 2014 .)یکیژنت بعحفاظت از منا یعات برااطلا نیا 

 یاصلاح یهااز تنوع موجود در برنامه یبردارو بهره یاهیگ

 اهان،یگ کیژنت یمهندس نهیارزشمند است. در زم اریبس

NGS  از جمله  خته،یمحصولات ترار یابیدر توسعه و ارز



 198 11۰-231(، 1)3، 14۰3غلات،  یوشیمیو ب لوژیتکنویوان/ بو همکار یزادهمحمدعل
 

 رهدف،یاثرات غ یمحل درج ژن و بررس قیدق ییشناسا

 بییاتوالیمثال از کاربرد  چند 1ل جدودر کاربرد دارد

نسل جدید در مطالعات ژنومیک، ترنسکریپتوم و 

  (. Xie et al., 2019ت )اپیژنومیک غلات ذکر شده اس

 

 هایروشمطالعات ژنومیکس، ترنسکریپتومیکس و اپیژنومیکس صورت گرفته در غلات از طریق انواع  – 1جدول 

 یابی نسل جدیدتوالی

Table 1. Genomics, transcriptomics and epigenomics studies conducted in cereals 

through various new generation sequencing methods 

 هدف و متد تحقیق نتیجه منبع
نوع 

 یابیتوالی

NGS 

 نام گیاه

(Xu et 

al., 

2014) 

524 nsSNP  مانند  یمهم یهافراینددر  دیژن کاند 271مرتبط با

 میو قند، تنظ اتدریکربوه سمیمتابول ،یاهیگ یهانرموهو میتنظ

 یکاهش و سازگار-شیاکسا یهاواکنش نگ،یگنالیس یهالکولمو

شدند  یبندخوشه bin 1.07ها در منطقه nsSNP /طیفتوسنتز با مح

در آن گزارش شده  یمرتبط با تحمل خشک QTLکه قبلاً شش 

 دیندکا یاهنژ %7۰ مشخص کرد که RNAseq تجزیه و تحلیل/بود

 داشتند یاردمعنی انیب راتییتغ

 یبرا دیکاند یهاژن ییشناسا

در ذرت با  یتحمل خشک

مجدد کل  یابییاستفاده از توال

 تجزیه و تحلیل /ژنوم

و   (cv) مشترک یهاانتیوار

 ییشناسا ، جهتیبندخوشه

SNPرمترادفیغ یها 

(nsSNPs) دیکاند یهاو ژن 

 یمرتبط با تحمل خشک

Whole 

genome 

sequenci

ng 

(WGS) 

 ذرت
(Zea 

mays) 

(Massel 

et al., 

2016) 

 یهاژن نشانه 128و  افتهیکاهش  یسازیدر اثر اهل یکیتنوع ژنت

 (AMTم )ویناقل آمون یهاژن /کننده را نشان دادندانتخاب خالص

از  یکه تعداد قابل توجه یداشتند، در حال ینییپا یعموماً تنوع آلل

 یپلاسم اهلم در ژر( NRT1/PTR) 1 دیپپت /راتتینناقل  یهاژن

 زینژاد متما یااعض /نشان دادند یبالاتر یدیشده تنوع نوکلئوت

Guinea margaritiferum  آلل منحصر به فرد بودند  یتعداد یحاو

 یبرا دیاز تنوع جد یسورگوم، منبع غن یوحش یهاو همراه با گونه

جامع از تنوع  یابیزار نیاول /در سورگوم را نشان دادند NUE بهبود

 شد. در سورگوم ارائه NUE مرتبط با یهادر ژن یکیژنت

 دیجد یکیاهداف ژنت ییشناسا

استفاده از  ییبهبود کارا یبرا

در سورگوم و  (NUE) تروژنین

کامل و  یابییوالت /غلات ریسا

 ریدرگ یژن احتمال 23۰ لیتحل

 تروژنیدر جذب و استفاده از ن

 یهانیاز لاوع پانل متن کیدر 

 سورگوم

Whole 

genome 

sequenci

ng 

(WGS) 

 سورگوم
(Sorghum 

bicolor) 

(Ichika

wa et 

al., 

2023) 

 ییدر نتاج شناسا یمادر اهیگ ینسبت به توال انتیوار 338در مجموع 

 37.4حاصل از بذر تا  اهانیدر گ 9.۰از  هاانتیتعداد وار نیانگیم /شد

نرخ جهش  /بود ریبالغ متغ یهانینشده از ج ییابازز اهانیدر گ

 یگزارش شده قبل ری( با مقاد1.2×  1۰-8محاسبه شده ) یعیطب

 اهانیدر گ (SNVsی )دیتک نوکلئوت یهاانتینسبت وار /سازگار بود

 یگزارش شده قبل %56.1بود که بالاتر از مقدار  %91.1حاصل از بذر 

ه کمتر شد ییززابا اهانیها در گSNV به ترنسورژن در شنیترانزبود/ 

 یدارمعنیطور بهبالغ  یهانیشده از جن ییباززا اهانیبود. گ

نابالغ  یهانیو جن هاگوتیاستفاده از ز /داشتند یشتریب یهاانتیوار

برنج کاهش  یکیژنت یهایسوماکلونال را در دستکار راتییتغ تواندیم

 دهد.

سوماکلونال در  راتییتغ یبررس

 Oryza sativaج )برن اهانیگ

L.)،  رقمNipponbare  ییباززا 

 /یده از منابع مختلف سلولش

 ،یمادر اهیکل ژنوم گ یابییوالت

 اهانینتاج حاصل از بذر و گ

 یشده از سه منبع سلول ییباززا

 مختلف

Whole 

genome 

sequenci

ng 

(WGS) 

 برنج

(Oryza 

sativa) 

(Brench

ley et 

al., 

2012) 

شد و دو  ییژن شناسا 96,۰۰۰ا ت 94,۰۰۰ نینشان داد که ب جی. نتا

نسبت  D و A،B دیگندم هگزاپلوئ دهندهلیآنها به سه ژنوم تشک ومس

 یادیبا وضوح بالا، اختلالات کوچک ز ینتنیس یهانقشه /داده شدند

که ژنوم  افتندیها نشان دادند. محققان درشده ژنحفاظت بیرا در ترت

خانواده  یضادر اع یهو کاهش قابل توج استیپو اریبس دیهگزاپلوئ

 یمنابع ژنوم جادیا ،یهدف اصل

 شیدر افزا شرفتیپ عیتسر یبرا

گسترش  قیگندم از طر دیتول

صفات  لیو تحل یکیتنوع ژنت

ژنوم  یابییشامل توال /یدیکل

Whole 

genome 

sequenci

ng 

(WGS) 

 گندم
(Triticum 

aestivum 

L.) 
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 نی. چند /رخ داده است یسازیشدن و اهل یدیپلوئیپل یدر ط یژن

 انیو رشد در م سمیمتابول ،یدر برداشت انرژ ریدرگ یهاکلاس از ژن

محصول  یوربا بهره توانندیبودند که م افتهیگسترش یژن یهاخانواده

 عیسرت یبرا یگسترده، منبع یکیتنوع ژنت ییشناسا /مرتبط باشند

 .محصول نیکشف ژن و بهبود ا

گندم  یگابازیگ 17 دیهگزاپلوئ

 فناوریبا استفاده از 

و  454 نگیروسکوئنسیپا

 یداجدا یهاآن با ژنوم سهیمقا

 دیپلوئید

(Niu et 

al., 

2023) 

به  148های بومیتودهبا  سهیارقام مدرن گندم در مقا یکیتنوع ژنت

 یهاپیاکثر فنوت ،یکیژنت راتییتغ نیبا ا /است افتهیوضوح کاهش 

صفت  21. از داشتند یقابل توجه راتییتغ ییکایو آمر ینیارقام چ

دو کشور نشان  نیهمگرا ب راتییصفت تغ 8 ،یسررمورد ب یزراع

با  یمیاز ن شیصفت، ب 21 نیمرتبط با ا یژن گاهیجا 2۰7از  ، /دادند

 /داشتند یهمپوشان دادند،یکه شواهد انتخاب را نشان م یمناطق ژنوم

داد  شانن ییکایو آمر ینیارقام چ نیانتخاب شده ب یهاگاهیجا عیتوز

 عیتجم قیدو منطقه از طر نیدر ا یورهبهر شیافزا یکه اصلاح برا

درک /  مشترک و خاص هر منطقه انجام شده است یهاانتیوار

و  یکشاورز دیمتنوع تول یهاطیگندم با مح یسازگار یکیساختار ژنت

ارقام  یطراح هتج یاصلاح یهایاستراتژ یسازنهیبه یبرا ییراهنما

 بهتر گندم

در  یکیژنت اترییتغ یسبرر

اصلاح مدرن  دینفرا یگندم ط

درک  /متحده الاتیو ا نیدر چ

اصلاح گندم بر  ریتأث یچگونگ

 /محصول نیا یساختار ژنوم

جامع  یاسهیمقا لیتحل

کل ژنوم  یابییتوال یهاداده

 ینمونه گندم معمول 355

و ارقام  های بومیتوده ل)شام

( در کایو آمر نیمدرن از چ

 یکیژنومو  یپیوتسطوح فن

Whole 

genome 

sequenci

ng 

(WGS) 

 گندم
(Triticum 

aestivum 

L.) 

(Esposit

o et al., 

2014) 

و  ییشناسا 149 (SNP)یدیتک نوکلئوت سمیمورفیپل یادیکه تعداد ز

 یبه صورت تصادف SNP هشت ،یفن یاعتبارسنج ی. براو  یبندطبقه

 کی لعهمطا نیا . /شدند لیتبد KASP 150یانتخاب و به نشانگرها

 یقابل دسترس و قابل استفاده مجدد برا یولمجموعه ابزار مولک

 شرفتهیپ یهاروشکه استفاده از  /کرد جادیا یآلل یهااستخراج داده

مرتبط با  یکیژنت یهاانتیوار ییبه شناسا تواندیم یابییتوال

 یبرا یهدف در گندم کمک کند و منابع ارزشمند یهاپیفنوت

 .فراهم آورد یاصلاحو  یکینتمطالعات ژ

کل اگزوم در  یابییوالت یبررس

 بینوترک 151زادهای درونرگه

هدف   /انتخاب شده گندم نان

 دیمنبع مف کی جادیا ،یاصل

 لیها و تحلاستخراج آلل یبرا

  شده کیتفک یهاتیجمع

(BSA)152  /یهاروش بیترک 

 یسازیهدفمند و غن یابییتوال

 (NGS) دیجد لنس یابییبا توال

 نمونه گندم 46 یبررس یبرا 

های رگه تیجمع کیان از ن

 .بینوترک زاددرون

Whole 

exome 

sequenci

ng 

(WES) 

 گندم
(Triticum 

aestivum 

L.) 

(Zha et 

al., 

2023) 

 YHY15و  TN1در  بیسلول به ترت 16,237و  14,699که 

 ابلق یهاتفاوت /شدند یبندطبقه یخوشه سلول 9و به  ییشناسا

 یهاسلول ،یغلاف آوند یهاللومانند س)ها ر انواع سلولد یجهتو

 فورمیبول یهاسلول ،یآوند چوب یهاسلول ل،یمزوف یهانگهبان، سلول

هر نوع سلول از  /مشاهده شد تهیدو وار نیآوند آبکش( ب یهاو سلول

مثال،  یبرا. کندیم فادهمقاومت است یبرا یمتفاوت یمولکول سازوکار

 ن،یلیوان دیبط با تولرتم یهاژن انیب میدر تنظ لیمزوف یاهسلول

مرتبط با  یهاژن میآوند آبکش در تنظ یها، سلولROSو  نیسیکپسا

 انیدر کنترل ب یآوند چوب یهاو سلول ،یسلول وارهیگسترش د

که مقاومت برنج به  /نقش دارند. نیو پکت نیتیمرتبط با ک یهاژن

ل عوامل متعدد مقاومت به شام هدیچیپ فرایند کی یازنجره قهوه

مقاومت برنج  سازوکار یبه بررس

ی ابه آفت زنجره قهوه

(Nilaparvata lugens)  با

 یابییتوال فناوریاستفاده از 

RNA ی تک سلول

 153ScRNAseq/ یهدف اصل، 

ها و انواع سلول ییشناسا

در  ریدرگ یمولکول یهاسازوکار

وش . رآفت بود نیمقاومت به ا

پاسخ  سهیشامل مقا قیقتح

 تهیدو وار یهابرگ فغلا

Single 

cell 

RNA-

seq 

(scRNA

seq) 

 برنج
(Oryza 

sativa) 

 
148 Landrace 
149 Single nucleotide polymorphisms 
150 Kompetitive allele-specific PCR 
151 Inbred line 
152 Bulked segregant analysis 
153 Single cell RNA-seq 
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و مقاوم   (TN1س )حسا رات استحش

(YHY15 ) برنج به حمله زنجره

ساعت پس از  48 ،یاقهوه

 یابییبا استفاده از توال ،یآلودگ

RNA یتک سلول 

(Xu et 

al., 

2021) 

 RNA یباییو توال mRNAدرجا  شدنورگهدز با استفاده ا جینتا

 (FACS RNA-seqی )تومتریشده با فلوسا یجداساز یهاسلول

-scRNAنقشه  نیاول جادیمنجر به ا همطالع نی. ا /شدند یاعتبارسنج

seq  کمک  یکیبه مطالعات ژنت توانندیها مداده /شد نیآذگل کیاز

 یهاشبکه یسازهارچکپی ،یکیژنت یافزونگ ینیبشیکنند، از جمله پ

ل. مرتبط با صفات عملکرد محصو دیکاند یهاژن ییساو شنا یسیرونو

 یمولکول یهاسازوکاردرک بهتر  یبرا ارزشمندمنبع  کی قیتحق نیا /

به بهبود عملکرد  تواندیو م کندیدر توسعه بلال ذرت فراهم م ریدرگ

 اصلاح نباتات هدفمند کمک کند. قیمحصول از طر

 

بلال ذرت در  توسعه یسبه برر

با استفاده از  یسطح تک سلول

تک  RNA یابییتوال فناوری

هدف  / (scRNA-seqی )سلول

اطلس  کی جادیا ،یاصل

درک بهتر  یجامع برا یاتوسعه

 یهاها، دامنهتنوع انواع سلول

 یژن یهاو شبکه یاتوسعه

 /مرتبط با آنها در بلال ذرت

 یسیرونو یهالیپروفا یبررس

منفرد از سلول  12,525

وسعه ذرت با ت در حال یهابلال

 scRNA-seqاستفاده از 

Single 

cell 

RNA-

seq 

(scRNA

seq) 

 ذرت

(Zea 

mays) 

(Zhu et 

al., 

2024) 

 یهاخوشه با استفاده از ژن 13شد که  ییشناسا یخوشه سلول 15

مختلف نسبت داده  یخوشه به انواع سلول یاختصاص یهانشانگر و ژن

خوشه  نیدر چند یللونوع س نیچندنشانگر  یهانژ انیب /  شدند

مرتبط  یهاژن یبرخ /  بود دهیچیپ یاتوسعه سامانه کیدهنده نشان

 یهادر خوشه کیزیآبس دیمانند اس هاتوهورمونیف یدهگنالیبا س

 یهادر پروموتر ژن سیس یمیعناصر تنظ / داشتند ییبالا انیب یخاص

 یخشدند و بر ییشناساخاص  یولسل یهاشده در خوشه انیب

فراوان  یخاص یهاها در خوشهمرتبط با هورمون یدیکل یهافیموت

بذر،  عیسر یزندر جوانه ریدرگ یهاژن ییفضا انیب یالگوها/  بودند

درک ما از تنوع  هاافتهی نیا / شدند ییو توسعه شناسا اهچهیرشد گ

مدل  اهیگ کیان برنج، به عنو یشدن در جوانه رأس یو تخصص یسلول

 .داد شیاافز ار ،یالپهتک

 

توسعه  میتنظ سازوکار یبررس

)پلومول( در دانه  یجوانه رأس

 یابییبرنج با استفاده از توال

هدف  / یتک سلول ترنسکریپتوم

 انیب یالگوها ییشناسا ،یاصل

در  ییژن در سطح فضا

 یمختلف جوانه رأس یهابافت

 یابییتوال /در حال توسعه 

جوانه  یتک سلول پتومکریترنس

 رنج رقمب دانه یرأس

Zhongjiazao 17  رقم  کی

 . نیدر چ کایمحبوب برنج اند

Single 

cell 

RNA-

seq 

(scRNA

seq) 

 برنج

(Oryza 

sativa) 

(Ma et 

al., 

2021) 

 ک ژن غالب منفرد به نامینشان داد که  یکیژنت لیو تحل هیتجز

PmYD588  154 زا با استفاده /مسئول مقاومت استSeq-RBS  و

 ییشناسا  2Bکروموزوم  یبازو یرو دیکاند هی، دو ناحSNP لیتحل

فاصله  کیرا در   PmYD588 افته،یتوسعه  یمولکول ینشانگرها /شد

 /است دیجد Pm ژن کیکرد که احتمالاً  یابینقشه مورگانیسانت 2/4

 یهاو گروه نیوالد نیب (DEGsت )شده متفاو انیب یهال ژنیتحل

برهمکنش  ریدر مس کنندهمیتنظ ن احتمالیژ 23 وجام ده انش کیتفک

شش ژن  /شد یآنها بررس یزمان انیب یپاتوژن انتخاب و الگوها-اهیگ

پس از تهاجم پاتوژن  یزیمتما انیب یهالیپروفا ،یماریمرتبط با ب

درک  یبرا یدیکل یداهایبه عنوان کاند توانندیکه م دنشان دادن

گندم  یدرپو دکیبه سف داریمقاومت پا بهبودو  مقاومت یهاسازوکار

 رندیمورد استفاده قرار گ

مقاومت در  یهاسازوکار یبررس

 یپودر دکیسف یماریبرابر ب

 مقاوم پیگندم در ژنوت

YD588/ از روش BSR-Seq  

 یهاگروه RNA یابییتوال)

 ییشناسا یبرا (شده کیتفک

مرتبط با مقاومت  یهاژن

 شد/استفاده 

Bulk 

RNA-

seq 

 دمگن

(Triticum 

aestivum 

L.) 

(Chandr447 و  یکیولوژیزیاثرات ف یبررستجزیه و  /شدند ییبرابر شناسا چهاراز  شیب انیب شیژن با افزاBulk برنج 

 
154 Bulked Segregant RNA-Seq 

 



 2۰1 (غلات نژادیبه یکرد)با رو یستی( در علوم زNGSنسل جدید ) یابییتوال یفناور یاصول و کاربردها
 

an et al., 

2019) 
 یکیمتابول یهافرایندنشان داد که  GO یسازیغن تحلیل

تنش  ریتحت تأث یقابل توجهطور به نهیآم یدهایو اس دراتیکربوه

 یهانشان داد که ژن MapMan حلیلو تتجزیه  /رندیگیقرار م یشور

تجزیه و / .شوندیالقا م یتحت تنش شور هیثانو یهاتیمرتبط با متابول

تحت  شهیدر ر دهایها و فلاونوئتجمع فنل هاتیمتابول لیپروفا تحلیل

متشکل از  یشبکه عملکرد کی ت،یدر نها /کرد دییرا تأ یتنش شور

 ینیبشیپ نیروتئپ-نیئروتپ یهابر اساس برهمکنش یمیتنظ یهاژن

 باشد. دیمف ندهیآ یکاربردها یبرا تواندیشد که مه شده ساخت

 

تنش  یمولکول یهاسازوکار

/  برنج یهاشهیخاک بر ر یشور

تجزیه و  یبرا RNA-Seqروش 

 یهاشهیر ترنسکریپتوم تحلیل

ی خاک برنج تحت تنش شور

 در  NaCl مولاریلیم 25۰)

 شداستفاده  (مختلف یهازمان

RNA-

seq 
(Oryza 

sativa) 

(Nefissi 

Ouertan

i et al., 

2021) 

ژن  5586و  شیژن افزا 3585 انیها بداد که در برگ شانن جینتا

و  شیژن افزا 132۰۰ انیب هاشهیکه در ر یدر حال افت،یکاهش 

حت شدت تبه  هاشهیژن در ر انیب میتنظ /افتیژن کاهش  1۰575

در  یپاسخ به تنش شور یهاسازوکار یدگیچیقرار گرفت که پ ریتأث

در هر دو  یعملکرد یهاتجزیه و تحلیل /دهدیبافت را نشان م نیا

 یرهایمس قیعمدتاً از طر یبافت نشان داد که پاسخ به تنش شور

 تیتثب ،یقو یسیمجدد رونو یزیربرنامه ،یرسانامیو پ یحسگر

 یپاکساز شیافزا ها،ونیو  هاتیو اسمولها نرموهو یهومئوستاز

انتقال و فتوسنتز  یهاسامانه یسازو فعال ژنیفعال اکس یهاگونه

 یرسانامیپ یرهایدر مس لیدخ دیژن کاند یتعداد /شودمیانجام 

و  یسیخانواده فاکتور رونو نیچند نیهمچن ،ینازیو ک یهورمون

 یهاورد ژندر م ینداطلاعات ارزشم /شدند ییها شناساناقل

 شد. و برگ جو فراهم شهیدر ر یبه تنش شور هیلدهنده اوپاسخ

ها و ژن ییهدف شناسا

در  لیدخ دیکاند یرهایمس

 /در جو یپاسخ به تنش شور

تجزیه و  یبرا RNA-seq روش

و  شهیر ترنسکریپتوم تحلیل

 یتونس ه بومیتوده کیبرگ 

 (Boulifaی )متحمل به شور

 یاهمانر زنمک د ماریتحت ت

 شد هساعت استفاد 24و  8، 2

Bulk 

RNA-

seq 

 جو

(Hordeum 

vulgare) 

(Liu et 

al., 

2021) 

بر نسل بعد، به  یمثبت راتیتأث نیوالد یآبنشان داد که تنش کم جینتا

در رقم کمتر متحمل به تنش، از جمله بهبود شاخص برداشت و  ژهیو

منجر به  small RNA-seq تجزیه و تحلیل/  داشت نیپروتئ یمحتوا

 RNA کرویم 774حفاظت شده و  RNA وکریم 1739 ییشناسا

ژن را مشخص کرد،  66,559 انیب ترنسکریپتومیابی توالی /شد دیجد

 تیهدا mRNA شکست کینامید دگرادومیابی توالیکه  یدر حال

با  یهاها و ژنRNA کرویم /را نشان داد RNA کرویشده توسط م

را در  یهقابل توج یمیتنظ یالگوها ند کهشد ییمتفاوت شناسا انیب

 لیو تحل هیتجز /نشان دادند. ینسل نیو ب یپاسخ به تنش فراوراثت

 نیرا ب یمهم یکیولوژیب یهابرهمکنش کس،یکپارچه سه پلتفرم امی

ها و اهداف پاسخگو به تنش آشکار کرد، که نشان RNA کرویم

مانند  ییارهیمس قیبه تنش احتمالاً از طر یتحمل فراوراثت دهدیم

 نی. ا /شودمی جادیا یمواد مغذ سمیو متابول یونهورم نگیگنالیس

در گندم دوروم را  یآبتنش کم یراوراثتاثرات ف دییتأ نیمطالعه اول

که  دهدیارائه م یدر سطح مولکول یدیجد یهانشیو ب کندیفراهم م

 ییداهایکاند RNA-mRNA کرویم یدیکل یهاماژول دهدینشان م

 هستند یبود تحمل به تنش فراوراثتبه یابر

تنش  یاثرات فراوراثت یبررس

بر نسل  یقبل از گلده یآبکم

 یهااز روش /اول گندم دوروم

 یبرا دینسل جد یابییتوال

 small جامع تجزیه و تحلیل

RNA-omics ،mRNA  

 و 155کسیترنسکریپتوم

mRNA در  156کسیدگرادوم

 رد،عملکشد/  نسل اول استفاده

دانه و صفات  یفیک یهایگژیو

مورد  قیدقطور به یکیولوژیزیف

 قرار گرفتند یبررس

Small 

RNA-

seq 

 گندم دروم
(Triticum 

durum) 

(Liu et 

al., 

2021) 

-tae مهم مانند یهاmicroRNAی یمنجر به شناسا جینتا

miR9663-5p  و tae-miR6201  مرتبط با  یاحتمال یهاسازوکارو

و  microRNA لیخاص پروفا یگوهاان الحققم /شد ومیتجمع کادم

گندم،  یهاو برگ هاشهیهدف آنها را خلاصه کردند. در ر یهاژن

microRNAدر  ومیکادم معمتفاوت مرتبط با تج انیبا ب یها

و  microRNA لیپروفا یبررس

مرتبط با  یاحتمال یهاسازوکار

از دو  / در گندم ومیتجمع کادم

 یرقم گندم با تجمع بالا

و  (Annong9267) ومیکادم

Small 

RNA-

seq 

 گندم

(Triticum 

aestivum 

L.) 
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 2۰2 11۰-231(، 1)3، 14۰3غلات،  یوشیمیو ب لوژیتکنویوان/ بو همکار یزادهمحمدعل
 

تجزیه و . /  شدند ییبرگ( شناسا ای شهی)ر اهیمختلف گ یهابافت

با  یهاmicroRNA هدف یهاژن یبر رو یعملکرد یسازیغن تحلیل

 یهادر بافت ومیکادم ادیا تجمع کم و زب متفاوت در ارقام گندم انیب

 یبرخ ییبرگ( منجر به شناسا ای شهی)ر اهیمختلف گ

microRNAبالغ شناخته شده و یها microRNAشد دیجد یها  /

در پاسخ به  microRNA لیگزارش جامع از پروفا نیمطالعه اول نیا

شده  ییشناسا یهاmicroRNA در گندم است و ومیتنش کادم

گندم با  یغربالگر یبالقوه برا یستیز یعنوان نشانگرها به توانندیم

 در نظر گرفته شوند. ومیتجمع کم کادم

 Qian) ومیدمکا نییپاتجمع 

 یهاان مدلنوبه ع (102032

هر دو شد/  استفاده یشیآزما

ساعت با  2رقم به مدت 

شدند و سپس از  ماریت ومیکادم

کوچک  RNA یابییروش توال

 لیپروفا یبررس یبرا

microRNA یهادر بافت 

 .و برگ استفاده شد شهیر

(Shimiz

u et al., 

2021) 

 طول دارد با تیگابایگ 15حدود  Norin 61 ژنوم کهنشان داد  جینتا

N50  یعناصر تکرار تجزیه و تحلیل/  تیمگابا 22اسکافولد خام 

کرد  ییشناسا Norin 61 را در یمنحصر به فرد یمناطق کروموزوم

مرتبط با  PR13 یپشت سر هم از خانواده ژن یهاهیکه شامل آرا

 FT1/VRN3 ژن یکپد تعدا رد یدیجد راتییتغ/  است ییزایماریب

و ارتباط   Dهومئولوگ 157شدگیژن، شبه Bدر هومئولوگ( ژنیلور)ف

/  با عادت رشد بهاره/زمستانه گزارش شد A هومئولوگ یهاآلل

خاص شرق  یعملکرد یهاانتیوار یحاو Norin 61 ژنوم ن،یهمچن

 Fhb1 ه لوکوسز جمل، ااست Chinese Spring متفاوت از رقم ایآس

  Glu-D1f، (زودرس یگلده)  Ppd-D1a، (ومیزارفومقاومت به )

مطالعه  نیای( /پاکوتاه مهین)  Rht-D1b و یی(اینودل آس تیفیک)

را فراهم  ایرقم گندم شرق آس کیاز  تیفیبا ک بندیسرهم نیاول

و  یمطالعات عملکرد یبه عنوان ژنوم مرجع برا تواندیو م کندیم

 یکه کمتر مورد بررس ییایسآ اده شود تا تنوع گندم ناناستف یملتکا

 جامع مشخص کند.طور بهقرار گرفته است را 

ژنوم  بندیسرهمو  یابییتوال

 Norin 61 گندم نان یرقم ژاپن

آن در  یکیتنوع ژنت یو بررس

 ارقام گندم ریبا سا سهیمقا

 دینسل جد یابییتوال یهاروش/

 جادیا یژنوم برا بندیسرهمو 

ا ب یکروموزوم بندیسرهم کی

 ه شد /بالا استفاد تیفیک

de novo 

genome 

assembl

y 

 گندم

(Triticum 

aestivum 

L.) 

(Hill et 

al., 

2016) 

 صیتشخ  /جو شهیدر طول ر یژن انیب  شیب کی ییشناسا

نسبت به  شهیمناطق مختلف ر نیب شتریمتفاوت ب انیبا ب یهارونوشت

مرتبط با  یهااز رونوشت یجیگذار تدر کیه اهدمش/  مارهایت نیب

 ریدرگ یهابه رونوشت شهیر یستمیدر منطقه مر یقند نگیگنالیس

مرتبط  یرهایشدن، و مس لیدر منطقه طو یسلول وارهید سمیدر متابول

قابل توجه  یهاتفاوت ییشناسا/  به سمت منطقه بلوغ یبا پاسخ دفاع

العه دو مجموعه مط نیا /یدر پاسخ به تنش شور پیدو ژنوت نیب

به عنوان  تواندیکه م دادجو ارائه  یبرا دیجد ییپتومکرترنسمرجع 

 ردیغلات مورد استفاده قرار گ یقاتیجامعه تحق یارزشمند برا یمنبع

 یاصلاح یهاکمک به برنامه یرا برا یو ممکن است صفات ارزشمند

 کند. ییشناسا

مختلف  یهاپاسخ یبررس

 هشیر رد یبه تنش شور یکیژنت

از ه جو با استفاد پیدو ژنوت

 / ترنسکریپتوم تجزیه و تحلیل

و  RNA یابییاز روش توال

 de novo بندیسرهم

دو  جادیا یبرا ترنسکریپتوم

 یترنسکریپتوممجموعه مرجع 

و ج بومی توده کی یبرا دیجد

(Sahara)  گ نیمالت رقم کیو

(Clipper) متفاوت  یهابا پاسخ

از  شد/ استفاده یبه شور

 افتهیمیتعم یخط یهادلم

 یهاپاسخ یآمار یابیارز یراب

و  ماریمرتبط با ت ،یمکان

 .استفاده شد پیژنوت یاختصاص

de novo 

tramscri

ptom 

assembl

y 

 جو
(Hordeum 

vulgare) 

(Sun et 

al., 

2022) 

دارد، با طول  وددر شکل دانه وج یانشان داد که تنوع گسترده جینتا

 87/2تا  54/1 نیو عرض دانه ب متریلیم 22/1۰ا ت 8 نیدانه ب

(، 8:1نمونه مخلوط ) 484هدفمند  یابیی. با استفاده از توالمتریلیم

 /شد ییشناسا SNP 15بالقوه و  یهاجهش ینمونه مخلوط حاو 12

منجر به  یآلل انتیوار 6 ن،یساختار و عملکرد پروتئ لیپس از تحل

 یهدفمند تنوع آلل ییشناسا

مرتبط با دانه برنج از  یهاژن

 یابییجهش، توال یالقا قیطر

کل ژنوم  یابییهدفمند و توال

 یهانمونه یهمراه با استراتژ

Targete

d 

sequenci

ng(TGS

) 

 برنج

(Oryza 

sativa) 
 

 
157 Pseudogenization 



 2۰3 (غلات نژادیبه یکرد)با رو یستی( در علوم زNGSنسل جدید ) یابییتوال یفناور یاصول و کاربردها
 

شدند، از جمله  ییشناسابوطه مر یهاافتهیشکل دانه و جهش رییتغ

 و (GS3-3 ، دانه کوتاهGS3-7) و (GS3-2 دانه بلند یهاافتهیشجه

(GS3-5دانه په ،( نGW5-1) یو دانه بار( کGW5-4) ن،یهمچن 

ژن طول  دیجد یآلل یهاانتیوار ییکل ژنوم منجر به شناسا یابییتوال

 مجموعدر مطالعه  نیا/  شد  GS3-G3 و GS3-G1 ، GS3-G2 دانه

مرتبط با شکل دانه را  یآلل انتیوار 9 شکل دانه و افتهیجهش شش

ارتباط  لیو تحل یاصلاح مولکول یبرا تواندیکرد که م ییشناسا

 نی. روش ارائه شده در اردیمورد استفاده قرار گ پیفنوت-پیژنوت

دانه برنج،  کلش یهاژن یهدفمند تنوع آلل ییشناسا یمطالعه برا

در  یریپذنعطافا دوره کوتاه و ن،ییپا نهیزچون ه ییایمزا یدارا

 مختلف است یهاصفات و ژن یبررس

 یهامحققان از روشمخلوط /  

 جادیا یابر نیسنگ ونی یپرتوتاب

 یدفمند براه یابییجهش، توال

 یهادر ژن یتنوع آلل ییاشناس

GS3 و GW5سنگر  یابیی، توال

 یابییها، و توالجهش دییتأ یبرا

 ییشناسا یکل ژنوم برا

 استفاده دیجد یآلل یهاانتیوار

بذر و  3872در مجموع شد / 

 افتهیبرنج جهش M2 برگ نسل

 قرار گرفت یمورد بررس

(John 

ET AL., 

2022) 

مثبت ژن  میمرتبط با تنظ زیاتصال متما فینشان داد که دو موت جینتا

شامل  PnPf2 میهدف مستق یهاشد. ژن ییشناسا PnPf2توسط 

مرتبط با سبک  یاجزا ریو سا یاصل یکدکننده افکتورها یهاژن

و  یدراتیهبوفعال کر یهامیمانند آنز P. nodorum یزایماریب یزندگ

 PnPf2 مینقش مستق هاافتهی نیا ./بودند یمواد مغذ یهاکنندهجذب

 ی. فاکتورهاکندیم دییدر گندم را تأ ییزایماریب یسازدر هماهنگ

 دهدیبودند که نشان م PnPf2از اهداف برجسته  زین گرید یسیرونو

PnPf2  یسیفاکتور رونو نیچند /کندیم عمل یسیشبکه رونو کیدر 

 یمورد بررس PnCreAو  PnPro1 ،PnAda1 ،PnEbr1مله ج از

آنها  یو تکامل یکیمتابول زیمتما یهاقرار گرفتند و نقش یعملکرد

 کنندهمیرا به عنوان تنظ PnPf2 جینتا نیدر مجموع، ا  /مشخص شد

و  کندیم دییگندم تأ ییزایماریمؤثر در ب یهاژن یسیرونو یاصل

 .کندیعملکرد آن فراهم م وهدر مورد نح یکیستیمکان نشیب

فاکتور  یمیشبکه تنظ یبررس

در کنترل  PnPf2 یسیرونو

قارچ  ییزایماریب
Parastagonospora 

nodorum از  / در گندم

 ونیتاسیپیمونوپرسیا یهاروش

و   (ChIP-seq) نیکرومات

اهداف  ییشناسا یموتاژنز برا

 ریو سا PnPf2 یژنوم

 دهاستفا ریدرگ یهاکنندهمینظت

 شد

chromat

in 

immuno

precipita

tion 

sequenci

ng(ChIP

-seq) 

 گندم

 (Triticum 

aestivum 

L.) 

(Rajku

mar et 

al., 

2020) 

 ونیلاسیدرون ژن و مت CGدر بافت  ونیلاسینشان داد که مت جیانت

 یژن همبستگ انیبا ب ستالیدر مناطق پروموتر د CHHدر بافت 

 یدر پاسخ به تنش خشک Nagina 22در  ونیلاسیپومتیه /داردبت مث

بالاتر  انیبا ب یدر پاسخ به تنش شور Pokkaliدر  ونیلاسیپرمتیو ه

اکثر  /داشت یهمبستگ یستیرزیغپاسخ به تنش  یهاژن یبرخ

 یاختصاص( DEGs-DMR) 158متفاوت  انیو ب ونیلاسیبا مت یهاژن

 یهادر پاسخ DNA ونیلاسیمت دهنده نقش مهمرقم بودند که نشان

 ن،یهمچن /رقم است یدر برنج به صورت اختصاص یستیزریتنش غ

DMR-DEGشده متفاوت به  لهیمت یهانیتوزیس یکه دارا ییها

ارقام حساس و متحمل در مناطق  نیب DNA یهاسمیمورفیپل لیدل

 را هاآللیشدند که نقش اپ ییکدکننده خود بودند، شناسا ایپروموتر و/

 نشیمطالعه ب نیا/  کندیم دشنهایپ یستیرزیتنش غ یهاپاسخ در

در پاسخ به  DNA ونیلاسیمت یمیدر مورد نقش تنظ یدیجد

به توسعه  تواندیو م کندیدر برنج فراهم م یستیرزیغ یهاتنش

 بهبود تحمل به تنش کمک یبرا یاصلاح یهایاستراتژ

 DNA ونیلاسینقش مت یبررس

و  یکخش یهادر پاسخ به تنش

 IR64در سه رقم برنج  یشور

 Nagina 22ساس به تنش، ح

 Pokkaliو  یمتحمل به خشک

از  / انجام شد یمتحمل به شور

 یبرا تیسولفیب یابییروش توال

 یالگوها تجزیه و تحلیل

 شد استفاده DNA ونیلاسیمت

Epigeno

mics by 

DNA 

Methyla

tion 

Sequenc

ig 

(Methyl

-seq) 

 برنج
(Oryza 

sativa) 

(Fadiji 

et al., 

2021) 

گروه  28 ینسب یدر فراوان یدارمعنین داد که تفاوت شان جینتا

 هاتیسا نیب تیاندوف یهاومیکروبیشده در م ییشناسا یعملکرد

مرتبط با  یکیمتابول یرهایو مس یعملکرد یهاگروه /وجود ندارد

 ه،یثانو سمیمتابول درات،یکربوه سمیمانند متابول اهیرشد گ جیترو

فسفر در  سمیآهن و متابول سمیولجذب و متاب تروژن،ین سمیلمتابو

 نیب یدارمعنیمطالعه تنوع آلفا تفاوت  / مشاهده شدند هاتیاندوف

 یکاربرد کودها ریأثت یبررس

 یمختلف بر تنوع عملکرد

 شهیر تیاندوف یهاومیکروبیم

از روش  /ذرت انجام شد

 یشاتگان برا کسیمتاژنوم

 DNAکل  تجزیه و تحلیل

Whole 

metagen

ome 

sequenci

ng 

(WMS) 

 ذرت

(Zea 

mayse) 

 
158 Differentially methylated and differentially expressed genes 



 2۰4 11۰-231(، 1)3، 14۰3غلات،  یوشیمیو ب لوژیتکنویوان/ بو همکار یزادهمحمدعل
 

اما مطالعه تنوع بتا تفاوت  / نشان نداد هاتیاندوف یعملکرد یهاگروه

 یبالا ینشان داد. فراوان یکودده یهاتیسا نیرا ب یدارمعنی

که  دهدینشان م، FK یهادر نمونه ژهیبه و ،یکردعمل یهاگروه

 ریتأث تیاندوف یهاومیکروبیبر عملکرد م یمختلف کشاورز یهاوهیش

 یبرا یشتریب قاتیکه تحق کندیم شنهادیمطالعه پ نیا / گذارندیم

 یابیبا هدف ارز تیاندوف یهاومیکروبیدر م یعملکرد یهاژن یبررس

 انجام شود. داریپا یورزکشا جیبودن آنها در ترو دیمف

 

ذرت  یهاشهیاستخراج شده از ر

 طیکشت شده در سه شرا

، FK یکود آل ی:مختلف کودده

د کو نوبد و NK یرآلیکود غ

CK  یهاداده شد/استفاده 

 گاهیبا استفاده از پا یابییتوال

 MG-RAST نیداده آنلا

 ینیبشیشدند و پ لیتحل

 تیاندوف یهاومیکروبیعملکرد م

 SEED سامانهبا استفاده از 

 انجام شد

 

دقت بود به در ینقش مهم NGS ،یدر بخش دامپرور

امکان  یفناور نیشته است. اداها دام یژنوم یابیارز

مرتبط با صفات  یمولکول یها و نشانگرهاSNPییشناسا

گوشت و مقاومت  تیفیک ر،یش دیمهم مانند تول یاقتصاد

 ,.Georges et alت )را فراهم کرده اس هایماریبه ب

2019.) NGS ها، دام کسیژنومیدر مطالعات اپ نیهمچن

 یطیمح طیشرا به یژن و سازگار میبهتر تنظ درک به که

 & Ibeagha-Awemuد )کاربرد دار کند،یکمک م

Zhao, 2015 .)دام، تسلام نهیدر زمNGS  صیدر تشخ 

 یهاپاتوژن ییشناسا ،یعفون یهایماریب قیو دق عیسر

 یدام یهایماریب یمولکول یولوژیدمیو مطالعه اپ دیجد

(. در Mwangi et al., 2019د )کنیم فایا ینقش مهم

در مطالعات   NGS،یو دام یاهیگش هر دو بخ

مرتبط با  یکروبیجوامع م یبررس یبرا کسیمتاژنوم

مطالعات به درک بهتر  نیها کاربرد دارد. او دام اهانیگ

و  اهانیو عملکرد گ هیدر سلامت، تغذ ومیکروبینقش م

 ,Buermans & den Dunnenد )کنیها کمک مدام

منشأ  یابیددر ر  NGS،ییغذا تیامن نهیر زمد. (2014

و  ییتقلبات در مواد غذا ییشناسا ،یمحصولات کشاورز

 Staatsد )کاربرد دار ییغذا وادم یمنیو ا تیفیک یابیارز

et al., 2016 .)یهایماریآفات و ب تیریدر بخش مد 

عوامل  قیو دق عیسر ییدر شناسا  NGS،یاهیگ

و توسعه  اهانیقاومت گم یاهسازوکارمطالعه  زا،یماریب

 ,.Maree et alت )کنترل آفات مؤثر اس یهایژاتاستر

  NGS،یعملکرد کسیژنوم قاتیتحق نهیدر زم(. 2018

و  اهانیدر گ (RNA-seqن )ژ انیامکان مطالعه جامع ب

 یهاسازوکارها را فراهم کرده که به درک بهتر دام

د نکیممک ک یکننده صفات مهم اقتصادکنترل یمولکول

(Wang et al., 2009 .)در  نیهمچن یفناور نیا

و  DNA ونیلاسیاز جمله مت کس،یژنومیمطالعات اپ

ژن و  میدر تنظ یکه نقش مهم ،یستونیه راتییتغ

د دارند، کاربرد دار یطیمح یهابه تنش یسازگار

(Zhang et al., 2018 .)حفاظت از تنوع  نهیدر زم

و  کیژنتلویفات در مطالع  NGS،یکشاورز یستیز

درک  یکه برا ،یو وحش یزراع یاهگونه یلوژئوگرافیف

 شودمیاست، استفاده  یآنها ضرور یکیتکامل و تنوع ژنت

(Allendorf et al., 2010.) یهادر بخش توسعه واکسن 

 یمناسب و طراح یهاژنیآنت ییدر شناسا  NGS،یدام
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 ,.Dellagostin et alد )مؤثرتر نقش دار یهاواکسن

ات مربوط به لعدر مطا  NGS،بر اینعلاوه (.2017

 ییاز جمله شناسا ،یآن بر کشاورز ریو تأث یمیاقل راتییتغ

و  اهانیدر گ یطیمح یهابه تنش تحملمرتبط با  یهاژن

با (. Varshney et al., 2018د )ها، کاربرد داردام

آن، انتظار  یهانهیو کاهش هز NGS یهایفناور شرفتیپ

گسترش  یدر کشاورز یفناور نیا یدهااربره کک رودیم

محصولات  دیدر تول نینو یهاو به توسعه روش ابدی

     .کمک کند یمیاقل راتییو سازگار با تغ داریپا یکشاورز

 ی پیشرویهاو چالش ایمزاگیری و بیان نتیجه

 (NGSد )ینسل جد یابییتوال

 یکاربردها برعلاوه (NGSد )ینسل جد یابییوالت

 یقابل توجه یاهو چالش ایکه دارد، با مزا یاهتردگس

 توانیم یفناور نیبرجسته ا یایهمراه است. از جمله مزا

اشاره کرد که ( 99x)تا حد قیعم یدهپوشش تیبه قابل

فراهم  یکیژنت یهاانتیوار ییدر شناسا ییدقت بالا

از  یکم اریبه مقدار بس ازیبا ن  NGSن، ی. همچنکندیم

 یهامونهن ینانوگرم(، امکان بررس 5۰ حدود) ینمونه ژنوم

و  یاتک مرحله یابیی. توالسازدیم سریمحدود را م

روش است  نیمهم ا یهایژگیو گریبالا از د یریپذاسیمق

نمونه را فراهم  یادیهمزمان تعداد ز یکه امکان بررس

 بالا، اریبس تیفیبا ک RNA یسازیکم تیقابل .کندیم

NGS مطالعات  ید برارتمنقد یرا به ابزار

 ،بر اینعلاوهکرده است.  لیتبد کسیمترنسکریپتو

 ترمیو مستق ترعیسر GSر نمونه د یسازآماده یهاپروتکل

 یهانهیزمان و هز ریاند که منجر به کاهش چشمگشده

کارآمد و  یرا به روش  NGSا،یمزا نی. اشودمی شیآزما

کرده  لیتبد یممطالعات گسترده ژنو یمقرون به صرفه برا

 یقابل توجه یهابا چالش NGS ا،یزام نیوجود ا با. است

 میها، حجم عظچالش نیاز بزرگتر یکیروبرو است.  زین

 نیا دهیچیپ لیو تحل هیبه تجز ازیشده و ن دیتول یهاداده

 یبرا ییراهکارها یقاتیهاست. اگرچه در سطح تحقداده

به  ازیز نهنو ینیمسئله وجود دارد، اما در سطح بال نیا

پردازش و  یو کارآمدتر برا ترعیسر یهاروشتوسعه 

امر به خصوص در  نی. اشودمیها احساس داده ریتفس

به اطلاعات  )جفت بازهای توالی( یابییتوال جیترجمه نتا

 هایماریو درمان ببالینی  صیقابل استفاده در تشخ

 یهارساختیز یهاکاستی گر،ید چالش .دارد تیاهم

وسط ت شده دیتول یهات. حجم دادهاس یباتمحاس

از  یاریبس یپردازش تیاز ظرف NGS یهاسامانه

مسئله  نیموجود فراتر رفته است. ا یوتریکامپ یهاسامانه

 تریقو یمحاسبات یهارساختیدر ز یگذارهیبه سرما ازین

ها را پردازش داده یکارآمدتر برا یهاتمیو توسعه الگور

و  یمسائل حقوق ،یفن یهاالشچ بروهعلا .کندیبرجسته م

 زیبرانگو بحث دهیچیپ اریبس زین NGS مرتبط با یاخلاق

ژنوم انسان  یتوال نییتع یو اخلاق یقانون یامدهایاست. پ

قرار نگرفته  یکامل مورد بررسطور بهگسترده بوده و هنوز 

 یکیاطلاعات ژنت یگذاراست. به عنوان مثال، اشتراک

به  جرمن تواندیم مهیب یهاشرکت ای انیرماافراد با کارف

 یقانون یامدهایپ تواندیمسئله م نیشود. ا یکیژنت ضیتبع

 دیو مقررات جد نیقوان نیبه تدو ازیداشته باشد و ن یجد

افراد را برجسته  یکیژنت یخصوص میحفاظت از حر یبرا
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 یهافرصت NGSکه  یمجموع، در حال در .کندیم

مختلف علوم  یهانهیزم در شرفتیپ یبرا یرینظیب

 یهافراهم کرده است، مواجهه با چالش یشکو پز یستیز

 انیگسترده م یهمکار ازمندیآن ن یو قانون یاخلاق ،یفن

 شناسان،ستیمختلف از جمله ز یهامتخصصان حوزه

است  گذاراناستیحقوقدانان و س ک،یمتخصصان انفورمات

 نیر عو د بردبهره  یفناور نیکامل ا لیتا بتوان از پتانس

 .افراد و جامعه محافظت کردع حال، از حقوق و مناف
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