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(Polymerase Change Reaction)شنایی باآ PCR

آزمایشگاه مرجع دانشگاه علوم پزشکی مشهدعلوم آزمایشگاهیکارشناس-هدایتی رضاغلام

در لیتفص ـبـه تـوان مـی کـاربردي آزمایشـگاهی را  هـاي روشبا ییو آشنااست تنها مختصري از این تکنیک به زبان ساده دخوانخواهیدآنچه
:بنابراین در این مقاله خواهیم داشت.بعد بیان کرديهانوبت

روشاصولذکرومقدمهبیان1.

PCRنمایی ساده و کلی از یک فرایند وبیان2.

روشيکاربردهاذکر3.

:مقدمه
اولین . بوده و در حقیقت حیات هر سلول به مواد موجود در هسته سلول وابسته استاستواردانید پایه و اساس زندگی به سلول همانطور که می

اما اساساً اولین توصیف دقیق ،زنده یافتهايسلوله مشخصی را که هسته نامیده شد در مرکز قوك هوك منطلآقاي وان . م1710بار در سال 
. آقاي رابرت بران ارائه داد. م1831در مورد هسته را در سال 

. واتسون و کریک مطرح شدانیآقااولین بار توسط ه سلول استتمام مطالعات سلولی و هستيربنایزکه DNAکشف ماده وراثتی 

DNA شودمیپارالل نامیده است که آنتیهاي نوکلئوتیدي و حاوي ترادفي موازي معکوس ارشتهدویک مولکول

:PCRهدف
.باشدمیتکثیر یک نسخه از ژن PCRهدف 
PCR همانندسـازي . توسط آقاي کاري مولیس ابداع شد و انقلابی در ژنتیک مولکولی بوجود آورد1983نخستین بار در سالDNA درواقـع

م سـلولی وارد  یچرا که طی این فرآیند محتواي ژنتیکی سلول مضاعف شـده و بـه دو سـلول دختـر حاصـل از تقس ـ     راز بقاي موجود زنده است،
.برگرفته از آن استدرواقعدارد و DNAيهمانندسازاز نظر اصول عملی تشابه زیادي به PCRو روش کار درمکانیسم. گرددیم

Pre-PCR)DNAاولدر مرحلهPCRبراي انجام آزمایش Extraction(،   بـا اسـتخراجDNA      از نمونـه مـورد آزمـایش شـرایط را بـراي
، اسـتخراج شـده در مرحلـه قبـل    DNAژن یـا  از يهمانندسـاز براي ،در این مرحله از انجام آزمایشمیکنیمآماده PCRفرایند،مرحله بعد

:موارد ذیل موردنیاز است
a ـ الگوDNA Templateشوديهمانندسازیعنی آن چیزي که باید ؛.
bـ بازهايA=T وC=G نوکلئوتید تري فسفات(ATP-CTP-GTP-TTP) dNTP
cقطعه اولیه (ـ پرایمرDNA(کندیمشونده را مشخص کثیر و البته اندازه قطعات تکثیرکه محل ت.
d ـDNAپلیمراز)DNAکننده است که تنها قطعات بین پرایمر و مراز همان ماشین کپیپلیDNA کندمیهمانندسازياولیه را(.
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:شودمیمشاهده در تصویر زیر کهطورآنPCRدر هر سیکل 
آنگـاه در مرحلــه ،شـوند مــیدرجــه از هـم جـدا   96در شــرایط مناسـب در دمـاي   DNAدو رشـته  )Denturation(در مرحلـه جداسـازي   

)Annealing ( شده بازهايرشته3"و5'به بازهايچسبندگی پرایمراتصال یادرجه 30ـ 65در دمايDNA  پایـان  و درگیـرد مـی صـورت
بارهـا تکـرار شـود تـا از یـک      توانـد میکهشودمینسخه جدید رونویسی درجه 65ـ 75دماي در شرایط مناسبهمانندسازيمرحله تکثیر یا

.تکثیر یابدموردنظرقطعهتصاعدي ژن یا طوربهبا هر سیکل حرارتی DNAرشته 
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PCRنمایی ساده و کلی از یک فرایند 

ایـن  توانیمولی امروزه با پیشرفت تکنولوژي گرفتیمپشت سر هم از سه بن ماري با سه دماي متفاوت انجام يهاحرارتین تأمین ادر گذشته 
تـوان یم ـو البتـه  بدست آورد ،که به کمک این تکنیک آمده استترموسایکلرسریع با دستگاهی به نام طوربهمتوالی را بالا ويهاحرارتدرجه 

ر قـوي بـراي   یک روش فنـی بسـیا  PCRواکنش زنجیره پلیمراز . نموديزیربرنامه،را قبل از انجام کارازیموردنيهاکلیسدماي مناسب و تعداد 
.حیاتی استکوتاه و در یک محیط غیرزمانمدتدر DNAتکثیر و ازدیاد قطعات 

نسـخه تکثیـر   هـا ونیلیماولیه ظرف مدت کوتاهی DNAاز روي یک نسخه است که این واکنش نظیر یک دستگاه فتوکپی زیستی تمام خودکار 
.پژوهشگر قرار گیردپزشک یادر اختیار... و یشناسجرمعفونی، وراثتی، يهايماریبتا در تشخیص ابدییم

محصـول  رشـده یتکثقطعـات  نمـودن detectبراي مشاهده و یا به عبارتی ؛ کهاستPCR،Electrophoresis،یک آزمایشمرحله آخر در 
PCRهـاي رشتهی که در یاتیدیوم بروماید در کنار نفوذ بالا. اتیدیوم بروماید استفاده نمودآمیزيرنگز و از الکتروفورز بر روي ژل آگارتوانیم

DNA یک نشانگر عمل کندعنوانبهدتوانمیدارد با خاصیت فلورسنتی خود.

لومینـاتور  ز در دستگاه تـرانس به ژل آگارU.Vتابش نور بر اساسشودمیمشاهده که در تصویر مقابلطورآن
نور فلورسـنتی ، اتیدیوم که با رشته تکثیري باند شدهرنگ نارنجی،PCRدر مراحلرشدهیتکثDNAالبته و در صورت حضور اتدیوم بروماید 

جایگـاه  تـوان مـی ) خط کش یا شاخصی با وزن مولکولی معـین (Laderنیز منفی و ،که در مقایسه با محل توقف کنترل مثبتشودیمساطع 
.تکثیري را تشخیص دادDNAلی قطعه احتما

:PCRکیکاربرد تکنمختصري از آشنایی:آموزشیاهداف
...تشخیص سرطان و ،تشخیصییشناسکروبیم،بیولوژي مولکولی،یژنتیکيهايماریبتشخیص

:ژنتیکیيهايماریبتشخیص قبل از تولد جهت 
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گـزارش  جینتا،گیردمیمولکولار صورت ایمنوهايروشپرایمرهاي ژن بیمار با پرایمرهاي ژن سالم که با جنینی و تکثیرهايسلولپس از تهیه 
. دشویمگزینی استفاده این روش براي تشخیص قبل از لانهازکپی تهیه نمود،هاونیلیمDNAاز یک کپی توانمینکهیابه با توجه.گرددیم

و پیـدا نمـودن   PCRسلول آن را جهت آزمـایش  2یا 1سلولی 16یا 8در این روش لقاح خارج از رحم اتفاق افتاده و پس از تکثیر در مرحله 
. دهندمیانجام قبلاً در خانواده مشخص شده است،نقص ژنتیکی که 

:جنایییشناسبیآسدر پزشک قانونی و 
در . گـردد یمفرد مظنون مقایسه DNAتکثیر و با نقشه ژنتیکی یا PCRبا ...یک مو و بدست آمده از یک قطره خون،DNAکمترین مقدار 

همچنین در بدست آوردن نسبت پدر فرزنـدي یـا مـادري از    . بزرگترین تحول را ایجاد کرده استPCRروش ينگارانگشتبعد ازیشناسجرم
.گرددمیاین روش استفاده 

:ویروسیوباکتریاییيهاعفونتبررسی 
اسـت ریگوقتکه گیرد صورت میدر خون بیمار يبادیآنتمیکروبی در آزمایشگاه معمولاً با انجام کشت و یا بررسی وجود يهاعفونتتشخیص 

از ،سـت ینانجامقابل باشد همایمنولوژیکی نیز گاهی بدلیل عدم حساسیت لازم و نیز در مواقعی که بیمار در مراحل اولیه بیماري يهایبررسو 
آن قطعـه  همانندسـازي پرایمر عنوانبهHIVویروس از توالی اختصاصی از خون محیطی، يریگنمونهپس از HIVاین رو براي تشخیص مثلاً 

در تشـخیص  . شـود مـی زمـان انجـام   نیتـر عیسردر بالا وبا حساسیت HIVو تشخیص گردد استفاده میدر صورت وجود عفونت موردنظرژن 
ه همراه بوشودمیبا شرایط صحیح گرفته دهدیمبیماري سل نیز به همین ترتیب نمونه خلط و یا هر نمونه که پزشک احتمال عفونت سلی را 

تکثیریافتـه DNAو قطعات دگردمیانجام PCRو کتریوم توبرکلوزیس طبق یک دستورالعمل مشخص استخراج باپرایمرهاي اختصاصی مایکو
از خطرات آلودگی براي پرسنل در حین هضم و تهیـه لام  دهدیماین تکنیک علاوه بر سرعت بالایی که به تشخیص . گیردمیمورد ارزیابی قرار 

.کاهدیمبسیار موردنظراز نمونه 

:PCRمشکلات و موانع احتمالی در انجام
هر قطعه خـارجی  ،بالاهمانندسازيو قدرت العادهفوقاست که به دلیل حساسیت PCRمشکلات نیترمهمآلودگی نمونه مورد بررسی یکی از 

بسیار ایزوله و بـا دقـت در ایـن    ستیبایمرونیازا،آوردکه وارد محیط شود ممکن است مورد تکثیر قرار گرفته و نتایج دور از واقعیت را بوجود 
البتـه در  . از اشتباهات احتمـالی آگـاه شـویم   المقدوریحتاستفاده نمود تا Laderروش کار کرد و همچنین باید از شاهدهاي مثبت و منفی و 

آزمـایش کاسـته   جیر نتـا دنیـز از ایجـاد آلـودگی    ) جهت بالا بـردن اختصاصـیت روش  (شودمیکه با دو نوع پرایمر کار Nested PCRروش 
.شودیم

.دهدیمبیماري یهآگشیپفراوانی به پزشک در و کمکنیز بسیار کاربردي است هاسرطانو هاجهشدر تشخیص PCRامروزه 
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