
Real Time PCR    بسیار شبیه به واکنشPCR  می باشد اما تفاوت آن باPCR    معمولی به کار گرفتن یک نشانگر

شوند که در  ای طراحی می  گرها به گونهفلورسنت در واکنش جهت ردیابی تکثیر محصول واکنش می باشد. این گزارش 

تولید نور کنند بنابراین نور بیشتر برابر است با تکثیر محصول و افزایش شدت نور ثبت شده در    DNAصورت تکثیر  

 دستگاه با میزان محصول بدست آمده نسبت مستقیم دارد. 

( می باشند. دراینجا Eva green( و یا اوا گرین )SYBR® Greenیکی از این نشانگرهای فلورسنت، رنگ سایبرگرین ) 

استفاده می   PCR   دو رشته ای به عنوان گزارشگر فلوروسنت برای مشاهده واکنش  DNAاز رنگ های باند شده به  

باند می شود و سبب ایجاد نور فلورسنت می گردند، اما  DNAشود. این دو رنگ به شکاف کوچک مارپیچ دو رشته ای 

 (.1  شکل) دهند می نشان را کمی خیلی  باند نشده اند فلوروسنت DNAرنگ هایی که به رشته 

 

 می باشد. DNA: این شکل بیانگر قابلیت اتصال رنگ های فلورسنت به 1شکل 

قطعات دو رشته ای افزایش می یابند و با اتصال رنگ های فلورسنت به آن    DNAبنابراین در روش ریل تایم، با تکثیر  

ها میزان نور انتشار شده نیز بیشتر می گردد. و این انتشار نور فلوروسنت در سیکل های متوالی بر اثر مضاعف شدن 



( بنابراین با ثبت مقدار فلوروسنت ساطع شده در هر سیکل، می توان پیشرفت  2افزایش می یابد )شکل    PCRمحصول  

 مشاهده نمود.  PCRرا در طول مرحله نمایی  PCRتکثیر محصولات واکنش 

( )SYBR® Greenنکته: رنگ های سایبر گرین  اوا گرین  یا  به  Eva green( و  اتصال  قابلیت   )DNA    تک رشته را

 ندارند. 

 

 دورشته ای در روش ریل تایم.  DNA: عملکرد رنگ های فلورسنت را در اتصال به 2شکل 

 (Real Time PCR SYBR Greenآموزش اختصاصی طراحی پرایمر برای ریل تایم با روش سایبر گرین ) 

ما نیازمند طراحی پرایمر می باشیم. برای طراحی پرایمر در روش ریل تایم علاوه   PCRدر روش ریل تایم نیز مانند روش  

بر رعایت نکات عمومی در طراحی پرایمر )که در ادامه به آن اشاره می نماییم( باید به یک سری نکته اختصاصی در  

 طراحی پرایمر توجه نمود که در ادامه به این نکات اشاره می نماییم. 

نکته اول در طراحی پرایمر در بررسی بیان ژن ها: پرایمرهای طراحی شده نباید بر روی توالی ژنومی متصل و محصولی  

 را تکثیر نمایند. 

 reverseاستخراج شده توسط آنزیم    RNAاستخراج شده و سپس    RNAدر بررسی بیان ژن ها ابتدا از نمونه ها،  

transcriptase    آنزیم(RT  به  )cDNA    های نسخه  میزان  تعیین  با  ها  ژن  بیان  بررسی  سپس  گردد.  می  تبدیل 

( ژن  هر  از  شده  در  mRNAرونویسی   )cDNA    توالی برروی  باید  پرایمرها  بنابراین  پذیرد.  می  صورت  شده،  سنتز 

mRNA  ژن ها طراحی شود و در واکنش باید ازcDNA  به عنوان الگو استفاده شود. اما از آن جاییکه در بیشتر موارد



RNA    استخراج شده وcDNA    سنتزشده بهDNA    ژنومی آلوده است بنابراین طراحی پرایمرها باید به صورتی باشد که

 تکثیر نشود. DNA، محصولی از الگوی DNAژنومی متصل نشود و یا در صورت اتصال به   DNAیا به توالی 

استفاده نمود، اما استفاده از آنزیم   DNAجهت حذف آلودگی  DNaseمی توان از آنزیم  cDNAالبته در موقع سنتز 

DNase  نیز مشکلات بسیاری را ایجاد می کند. مشکل اول این است که آنزیمDNase   سبب کاهش کیفیتRNA ها

راندمان سنتز   بعد از سنتز    cDNAو کاهش  بنابراین ممکن است  به خوبی   cDNAمی گردد.  تکثیر قطعه مورد نظر 

 صورت نگیرد.

استفاده از آنزیم   از    DNaseمشکل دوم  بالایی  به میزان  آنزیم  این  از  نیاز است.    RNAاین است که جهت استفاده 

سبب    DNaseبا آنزیم    RNAدر دسترس کم باشد، در این شرایط تیمار نمونه های    RNAبنابراین هنگامی که میزان  

 می گردد.  cDNAعدم سنتز 

  DNAاین است که استفاده از این آنزیم تضمین کننده حذف همه آلودگی های  DNaseمشکل سوم استفاده از آنزیم 

 های باقی مانده سبب جواب مثبت کاذب در نمونه ها شود.DNAنمی باشد و ممکن است 

 قیمت بالای این آنزیم می باشد.  DNaseمشکل چهارم آنزیم 

بهتر است پرایمرها به صورتی طراحی شوند که در صورت وجود  DNaseبا توجه به مشکلات فوق در استفاده از آنزیم 

 را تکثیر کنند.  cDNAرا تکثیر نکنند و به صورت اختصاصی الگوهای  DNA، پرایمرها الگوی DNAآلودگی 

پرایمرهای   طراحی  نکات  )    intron inclusion ( intron-spanning)آموزش  گرین  سایبر  روش  با  تایم  ریل  در 

Real Time PCR SYBR Green) 

( پرایمر فوروارد برروی یک  3سه روش برای طراحی پرایمرها در بررسی بیان ژن ها وجود دارد. در روش اول )شکل  

 اگزون و پرایمر معکوس برروی اگزون مجاور طراحی می شود. به شکل زیر توجه نمایید.



 

: در روش فوق پرایمر فوروارد برروی یک اگزون و پرایمر معکوس برروی اگزون مجاور طراحی شده است. به  3شکل  

به قدری زیاد    DNAبین دو اگزون توالی اینترون وجود دارد، فاصله بین دو پرایمر در الگوی    DNAدلیل اینکه در توالی  

 3نمی باشند. فرض نمایید در شکل فوق طول اینترون برابر با    DNAمی شود که این پرایمرها قادر به تکثیر الگوهای  

اگر زمان   باشد، حال  باز  برروی    extensionهزار جفت  را  تایم  باشد، دیگر توالی    30واکنش ریل  ثانیه تنظیم شده 

 هزار جفت بازی تکثیر نخواهد شد.3

  cDNAبین دو اگزون توالی اینترونی وجود ندارد بنابراین پرایمرها می توانند الگوی    cDNAاما در این روش در الگوهای  

 را تکثیر نمایند. 

بهترین و مطمئن ترین و آسانترین روش طراحی پرایمر برای    intron inclusion ( intron-spanning)نکته: روش  

جفت باز   300بررسی بیان ژن ها می باشد اما در این روش باید بین دو اگزون انتخاب شده یک اینترون با طول حداقل 

حی  جفت باز کمتر باشد استفاده از این روش طرا  300وجود داشته باشد و هنگامی که طول اینترون های یک ژن از  

 پرایمر توصیه نمی گردد. 

)    گرین   سایبر  روش  با برای بررسی بیان ژن ها در ریل تایم  exon-exon junctionآموزش نحوه طراحی پرایمرهای  

Real Time PCR SYBR Green) 

برای   پرایمرها  نمودن  اختصاصی  برای  دیگری  روش  از  توان  می  باشد  کوتاه  ها  اینترون  طول  ژن  در یک  که  هنگامی 

 توجه نمایید. 4استفاده نمود. به شکل  cDNAالگوهای 



 

: در طراحی پرایمر در روش جدید یکی از پرایمرها دقیقا برروی محل اتصال اگزون ها طراحی می گردد )در  4شکل  

پریم پرایمر که برروی اگزون    3شکل فوق پرایمر فوروارد(. در طراحی پرایمر به این روش باید توجه نمود که توالی سمت  

 (5شته باشد)شکل جفت باز طول دا 5تا  3دوم قرار می گیرد باید بین 

پریم پرایمر اصلا توصیه نمی شود. به دلیل این که در این روش پرایمرها    3جفت باز در سمت    6و قرار دادن بیش از  

 می گویند.  exon-exon junctionبرروی مرز دو اگزون طراحی می گردند، به این روش 

 

 : نحوه طراحی پرایمر در مرز دو اگزون برای بررسی بیان ژن ها5شکل 



نمی باشند )به دلیل وجود    DNAنیز پرایمرها پرایمرها قادر به اتصال به توالی    exon-exon junctionنکته: در روش  

 تکثیر نمی شوند. DNAاینترون ها( بنابراین آلودگی های 

دارای یک مشکل بزرگ می باشد: در این روش تعداد مرزهای اتصال اگزون ها به   exon-exon junctionنکته: روش  

یکدیگر کم می باشد بنابراین محل های انتخاب برای طراحی پرایمر محدود است. و ممکن است که هیچ یک از جایگاه  

نتخاب شده دارای ساختار ها دارای شرایط لازم بعدی برای طراحی پرایمر نباشند ) به عنوان مثال ممکن است پرایمر ا

 ثانویه نامناسب باشد(. 

 Real Timeآموزش نحوه طراحی پرایمرهای داخل اگزونی برای بررسی بیان ژن ها در ریل تایم با روش سایبر گرین )  

PCR SYBR Green ) 

 روش سوم در طراحی پرایمر برای بررسی بیان ژن ها را نشان می دهد.  6شکل 

: در این روش هر دو پرایمر فوروارد و معکوس برروی یک اگزون قرار دارد. گرچه در شرایط عادی طراحی پرایمر  6شکل

به این روش توصیه نمی گردد اما در برخی موارد ممکن است یک ژن فاقد اینترون باشد و یا طراحی پرایمر به دو روش  

ی یک اگزون طراحی می گردند. باید توجه داشت در مواردی که  قبلی ممکن نباشد. در این شرایط هر دو پرایمر بررو

 DNAآلودگی  DNaseهای استخراج شده با آنزیم RNAپرایمرها به این روش طراحی می گردند باید با تیمار نمودن 

 را تا حد امکان کاهش داد. 

پریم    3اصل دوم در طراحی پرایمر برای بررسی بیان ژن ها این است که بهتر است پرایمرها برروی اگزون های سمت  

mRNA  طراحی شوند. دلیل این است که در سنتزcDNA  آنزیمRT  پریم  3سنتز را از سمتmRNA   .آغاز می نماید

 پریم انجام می گیرد.  5پریم ژن ها با کیفیت بیشتری نسبت به سمت  3سمت  cDNAبنابراین سنتز 

اصل سوم در طراحی پرایمر برای بررسی بیان ژن ها این است که طول قطعه تکثیر شونده )محصول ریل تایم( باید بین  

از این دامنه پیروی نکرده است اما    PCRجفت باز باشد. البته در مقالات چاپ شده طول برخی محصولات    200تا   90

توصیه می گردد طول قطعه در همین محدود باشد. طول کمتر سبب می گردد که قطعه تکثیر شده با دایمر پرایمر اشتباه  

گرفته شود. و طول بیشتر می تواند سبب افزایش تکثیر غیر اختصاصی و همچنین دو قله ای شدن منحنی ذوب محصول 

 ریل تایم شود.

سه اصل ذکر شده در فوق نکات اختصاصی طراحی پرایمر برای بررسی بیان ژن ها می باشد. اما پرایمرهای طراحی شده  

، مقدار و    Tmباید دارای یک سری اصول عمومی نیز باشند . این اصول شامل ویژگی هایی مانند طول پرایمر، دمای  

 ، نحوه اتصال نوکلئوتیدهای انتهایی پرایمر می باشد. GCدرصد بازهای  



باز باشد،  جفت    ۱۸-25  هر پرایمر بین   متوسط  در طراحی پرایمر این اصول زیر را باید همیشه مد نظر قرار دهیم: طول

 کند.می را کم هیبریداسیون داده و پرایمر بزرگ سرعت را افزایش  غیر اختصاصی اتصال  کوچک پرایمر با طول 

درصد می باشد. پرایمر های مستقیم   40-۶۰پرایمر های فوروارد و معکوس شبیه هم باشد که معمولا حدود    GCمیزان  

و معکوس نباید مکمل همدیگر باشند و با یکدیگر ساختار ثانویه تشگیل دهند، زیرا باعث تولید پرایمر دایمر می شود  

 مشکل ایجاد می کند. Real time PCRکه به ویژه در 

پریم پرایمر سبب افزایش کارایی پرایمر می گردد اما قرار دادن یک باز    ۳  در انتهای  Cیا    Gقرار دادن حداقل یک باز  

A  یاT  .سبب افزایش اختصاصیت پرایمر می گردد 

)و یا هر دو( نباشد که سبب کاهش اختصاصیت و اتصال های اشتباه    Gو یا    Cپریم غنی از    ۳باید دقت کرد که انتهای  

 به ژنوم می شود.

کرد، زیرا احتمال تشکیل   ( در پرایمر جلوگیری  GTTAAC)برای مثال    پالیندرومیک  های  از توالی   باید تا حد امکان

 پرایمر دایمر را افزایش می دهند.

 . باشد برابر ها پریمیدین با ها پورین تعداد در پرایمرهای طراحی شده در حد امکان 

 دو پرایمر نزدیک   Tmپریم جلوگیری شود و دمای    ۳( در پرایمر، به ویژه در    AAAAAAاز توالی های تکراری )برای مثال  

 باشد. هم

 بنابراین اصول عمومی طراحی پرایمر عبارتند از: 

 نوکلئوتید باشد.  25تا  18طول پرایمر ها باید بین  . 1

 دو پرایمر فوروارد و معکوس باید نزدیک به هم باشد. Tmدمای  . 2

 درصد(. 60تا40در حد نرمال باشند)حدود  GCپرایمر ها باید از نظر درصد  . 3

 پرایمر ها نباید ساختار سنجاق سری تشکیل دهند. . 4

 ندهد. Hetero-Dimerو یا  Self-Dimerپرایمر ها تشکیل  . 5

 

 

 



 (real time PCR) آشنایی با انواع پروب های فلورسنت مورد استفاده در بررسی بیان ژن ها با روش ریل تایم

 Molecular Beacons , TaqMan Probes FRETآموزش عملکرد پروب های مورد استفاده در روش ریل تایم شامل:  

Hybridization Probes  وScorpion Primers 

 (real time PCR( فلورسنت مورد استفاده در روش ریل تایم )probsآموزش انواع پروب های )

 Molecular Beacons , TaqMan Probes FRET Hybridizationپروب های مورد استفاده در روش ریل تایم شامل: 

Probes  وScorpion Primers .می باشند 

 ( real time PCRدر روش روش ریل تایم ) Taqmanآموزش پروب های 

 

 می باشد.  Taq DNA Polymeraseآنزیم  Exonuclease Activity ′5اساس این روش خاصيت 

یك بلاكر هم وجود دارد ( این بلاكر باعث   3وجود دارد. در انتهای  3درانتهای  Quencherو یك  5در انتهای  Reporterیك 

( طراحی می  Forwardیکی از پرایمرها )  3می شود كه پروب به عنوان پرایمر استفاده نشود ). پروب حدود چندباز بعد از انتهای  

 نوكلئوتيد می باشد. 31تا  21شود.طول این پروب 



آن راتجزیه می كند. وقتی پروب تجزیه    Exonuclease Activity  ′5آنزیم پس از نزدیك شدن به پروب با استفاده از خاصيت  

ماده   تأثير    Reporterشد  بيشتر    Quencherاز  آزادشدن  با  سيکل  هر  در  كند.  می  ساطع  فلورسانس  خود  واز  شده  خارج 

Reporter  .ماده فلورسانس بيشتری ساطع گردیده و توسط دستگاه ثبت می شود 

 ( real time PCRدر روش روش ریل تایم ) Beaconآموزش پروب های 

 

نيز همانند پروب   اتهای    Taq Manاین پروب  اما برخلاف    5و    3در  بوده  دارای رنگ  تجزیه نمی شود و در    Taq Manپریم 

 سيکلهای بعدی دوباره مورد استفاده قرار می گيرد. 

  Reporterمی گویند. به علت نزدیکی    Stemloop structureبه صورت لوپ است كه به آن    DNAاین پروب قبل از اتصال به  

توسط    Quencherو   شده  ساطع  ر    Quencherنور  ساختا  خود،  موردنظر  محل  به  پروب  اتصال  از  پس  شود.  می  مهار 

Stemloop  باز و در نتيجه رنگها از هم دور می شوند كه نتيجه این امر تابش نور ازReporter  .است 

 ( real time PCRدر روش روش ریل تایم ) scorpionsآموزش پروب های 



 

است. دو طرف پروب شامل توالی شش    forwardتوالی پروب طوری طراحی شده كه مکمل تعدادی از نوكلئوتيدها بعد از پرایمر  

به   3و انتهای    Reporterساقه به صورت كووالان به    5می نماید. انتهای    duplexنوكلئوتيدی است كه در دمای محيط ایجاد  

Quencher    متصل می باشد. هنگامی كه پروب به صورتduplex   است، نور ساطع نمی شود. یك بلاكر نيز از تکثير پروب توسط

 جلوگيری می كند.  PCRدر چرخه بعدی   Reverseپرایمر 

، همزمان با اتصال PCRتارگت می باشد. در طول سيکلهای  3آن مکمل انتهای  5جهت گيری پروب به صورتی است كه انتهای  

جداشدن   علت  به  نتيجه  در  و  شود  می  متصل  قبل  چرخة  از  تکثيرشده  قسمت  به  و  باز  پروب  لوپ  از    Reporterپرایمرها، 

Quencher    نور ساطع می شود. در مرحلة بعد پروب ازTemplate    جداشده و به حالت خاموش در می آید. به این ترتيب در

 مقدار فلورسانس نيز افزایش می یابد  PCRبا افزایش محصول  annealingهر 

 (real time PCRدر روش روش ریل تایم ) Fretآموزش پروب های 



 

یك پروب و فلورسنت دیگری نيز و در    5در این سيستم پروب به صورت دو قطعه مختلف طراحی می شود. فلورسانت در انتهای  

پروب دیگر قرار دارد. وقتی كه ا ین دو دقيقاً درمحل موردنظر خودشان بچسبند نزد یکی فاصله ا ین دو ماده باعث واكنشی    3انتهای  

می شود. انتخاب رنگها در این پروب به صورتی است كه طول موج ساطع شده از یك فلورسنت به عنوان محرك ماده   FRETبه نام 

فلورسنت به هم نزدیك شده و  بر روی محصولات این رنگهای  بنابراین پس از چسبيدن دو پروب  فلورسنت دوم عمل می كند. 

پروبها به نحوی است كه در صورت تفاوت حتی در یك نوكليوتيد پروب فلورسانس ساطع شده قابل اندازه گيری است. طراحی این  

می باشد. در موتاسيونهای نقطه ای چون باز جهش    SNPمتصل نمی شود.یکی از كاربردهای این پروب ها در تشخيص    DNAبه  

 یافته مکمل باز مورد نظر در پروب نيست اتصال صورت نمی گيرد. 

 


