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توالی یابی DNA فرآیندی ا ست که در آن به تعیین نظم دقیق نوکلئوتیدها 
در تکه  ی DNA می پردازد. این قطعه ی DNA می تواند متناظر با 

تک ژن )ها( یا طیفی از مولکول های مورد نظر در کل ژنوم یا قطعه ی 
بزرگی از آن باشد. از همین رو تکنیک هایی که بتواند به این کار بپردازد، 
به طور اساسی تحقیقات مولکولی را در تمامی زمینه های کاربردی آن 

دچار تغییر و تحول می سازد]1[. با ظهور دو روش توالی یابی به وسیله ی 
Sanger و همکاران و Maxam و Gilbert در دهه ی 1970  میلادی، 

علوم مرتبط با زیست شناسی دچار تحولات بزرگ و بنیادی شدند ]2[.
 در 30 سال گذشته، توالی یابی )توالی یابی مبنتی بر الکتروفورز مویرگی( 

سنگر)CE( بیشترین کاربرد گسترده را در بین فناوری های توالی یابی 
جهان داشته است و کاربرد آن در پروژه ی ژنوم انسان )سال 2001( ، 

که به منظور مشخص  سازی کل توالی های ژنوم انسان به اجرا درآمد، به 
اوج خود رسید ]4، 3[. اگرچه امروزه این تکنیک به طورکاملً اتوماتیک 

شده است، روشی ا ست برپایه ی یک آمپلیکون یا شماربیشتری از آن که 
رشته های کمابیش کوچک DNA را به جای ژن کامل DNA یا مجموعه ای 

از ژن های موجود در ژنوم مورد توالی یابی قرار می دهد. 
در نتیجه، اگر برای تعیین کل کروموزوم های یک بافت خاص در یک اندام 

یا حتی یک سلول مورد استفاده قراربگیرد، شیوه ای بسیار پرهزینه و 
زمان بر خواهد بود. در ده  سال گذشته، فناوری های جدید که  به آن ها 

"توالی یابی های نسل جدید" )NGS( می گویند، در دسترس پژوهشگران 
 DNA قرارگرفته و به طرز چشمگیری با افزایش توان عملیاتی توالی یابی

هزینه های کار را کاهش داده است ]5[. 

برای سنجش این پدیده، باید گفت که نخستین توالی ژنوم 
انسان با هزینه ی 3 میلیارد دلار امریکا و در زمانی بیش از 10 سال 
انجام شد، ولی با استفاده از ابزار NGS، توالی کل ژنوم هر فرد 
را می توان امروزه در مدتی کمتر از یک سال و با هزینه ای بسیار 
کمتر توالی یابی کرد ]6[. این انتظار وجود دارد که توالی یابی کل 
ژنوم هر فرد به زودی با هزینه ی چند هزار دلار امریکا اجرا شود 
)هم اکنون 2000 دلار امریکا به ازای هرژنوم بدون تفسیر( ]7[. 
ایجاد  است:  زیر  موارد  به  رسیدن  راهبردی  برنامه 
از نظر زمان و  مسیرهای جدید، حساس، دقیق و کارآمد 

بیماری ها، مشخص  کردن  برای تشخیص مولکولی  هزینه 
مکانیسم های دخیل در ایجاد بیماری و به تبع آن شناسایی 
بینی کننده ی  پیش  بیماری،  تشخیص  جدید  مارکرهای 

بیماری و درمانی ]8[.
ازاستراتژی های برپایه یNGS می توان در: شناسایی متغیرهای 
نوکلئوتیدی در مناطق DNA، مشخص کردن وضعیت متیلاسیون 
ژنوم(  کل  به وسعت  و  منفرد  ژنوم  دو سطح  هر  )در   DNA

]9[، همچنین در تحقیقات متاژنومیکس اشاره کرد. به راستی 
کار برپایه ی  NGS، پیچیدگی میکروبیوتا را نه تنها در اندام ها 
وضعیت های  از  طیفی  با  رابطه  در  که  متنوع  بافت های  و 
فیزیولوژیکی )مانند سن، جنسیت و ریتم شبانه روزی( و نیز 

شرایط پاتولوژیکی هم آشکار کرده است ]10[.

DNA شناسایی متغیرهای موجود در توالی
دارد:  وجود  استراتژی  دو   ،NGS کتابخانه  تدارک  برای 
می توان به استراتژی  برپایه یPCR )واکنش زنجیره ای پلیمراز( 
و استراتژی برپایه ی  روش های غیر PCR اشاره کرد.  انتخاب 
هدف،  های  بخش  اندازه  به  دارد  بستگی  بهینه،  استراتژی 
شمارنمونه هایی که مورد آزمون، هزینه و زمان لازم و اهداف 

بیولوژیکی مورد نظر. 

PCR استراتژی های بر پایه ی
 )CE( از آنجایی که به طور کامل با روش توالی یابی سنگر
دارد،  NGS سازگاری  ابزارها و روش های  تمامی  با  نیز  و 
به عنوان یکی از استراتژی های پیش از توالی یابی کاربرد 
گسترده ای پیدا کرده است. با این وجود تکثیر PCR برای 
 PCR در مقیاس بزرگ که قرار است به دنبال NGS کاربرد
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انجام شود، کاری بسیار طاقت فرساست و این خطر احتمالی 
وجود دارد که در مسیر آماده سازی نمونه سبب کندشدن 
کار شود. از همین رو شیوه های مناسب تری از PCR شکل 
 PCR ،مرکب PCR ، با طیف طولانی PCR گرفته اند. ازجمله

میکروقطره ]11،12[.

PCR استراتژی های برپایه ی  روش های غیر
رویکرد به اصطلاح " تسخیر توالی" بر خلاف PCR روشی 
عالی برای جداسازی بخش های بزرگ با پراکندگی زیاد از درون 

مجموعه ی )استخر( مولکول های DNA به شمار می آید ]13[. 
های   تکه  آرایه،  ی   برپایه  هیبریداسیون  روش  با  ابتدا 
که  می دهند،  تشکیل  هیبرید  تسخیری  پروب های  با   DNA

بر روی اسلایدهای شیشه ای آرایه سنتز شده اند]14[. این 
از  مایع  فاز  هیبریداسیون  روش  برای  که  ا ست  حالی  در 
پروب های RNA یا DNA ای بیوتین دار شده استفاده می شود. 
تکه های  DNA غیرهدف شسته می شوند، DNA غنی شده 
توان عملیاتی  با  تعیین توالی  برای  بازیابی می گردد. سپس 

بالا مورد استفاده قرار می گیرند. 

PCR و غیر PCRمقایسه روش برپایه ی
اگرچه روش های غنی سازی برپایه ی  PCR برتری پوشش 
 DNA و ویژگی بالا دارند، در برخی از نمونه ها  تسخیر توالی
از آن جهت مرجح است که هیبریداسیون به آلودگی کمتر 
حساس است، و این روش کمتر مستعد خطای در جفت شدن 
هستند. همچنین اختصاصی بودن PCR به بهینه سازی واکنش 
بازآرایی های  نمونه  دارد.برای  بستگی  پرایمر  طراحی  و 
 ،PCR بزرگ در ژنوم قابل آشکارسازی نخواهدبود. برخلاف
هیبریداسیون تسخیری نیاز به اندازه ی زیادی از DNAی با 
کیفیت است، و این احتمال وجود دارد که ملکول های هدف 

طی آماده سازی کتابخانه، از دست بروند.

 آنالیز متیلاسیون گسترده ی DNA-ژنوم
متیلاسیون DNA و اختلال در تنظیم  آن یکی از علامت های 
از  بسیاری  در  که  است،  بادوام  و  توارث  قابل  اپی ژنتیکی 
بیماری های انسان دیده می شود]15[. با پیشرفت در فناوری 
به  اندازه ی ژنوم منجر  به  ابعاد گسترده  با   DNA متیلاسیون
شکل گیری استراتژی های تازه ای شده است که در شناسایی 
تازه  بیماری و تشخیصی  پیش بینی  بیومارکرهای  به هنگام 

مورد استفاده قرار می گیرند. برای نمونه، Huang و همکارانش 
برای متیلاسیون DNA شناسایی  بیومارکرهای عملکردی ای 
تخمدان   سرطان  بالینی  پیامد  پیش بینی کننده ی  که  کردند، 
است ]16[. همچنین مشخص شده است که 70 ژن در بافت 
سرطانی معده نسبت به موارد مشاهده شده در بافت طبیعی، 

به طرز معنی داری هیپرمتیله شده اند ]17[. 

متاژنومیکس
ژن های  مطالعه ی  دربردارنده ی  متاژنومیکس  اگرچه 
انسانی نیست، اما توجه به تعیین ویژگی  برای جمعیت های 
خاصی  محیط های  در  که  میکروبیوتا(  میکروبی)یعنی 
شواهد  می کنند،  زندگی  مخاطی  نواحی  یا  پوست  مانند 
بروز  در  انسان  میکروبیوم   تاثیر  ی  باره  در  رشدی  روبه 
بیماری های مختلف، در دسترس پژوهشگران نهاده است. 
هم اکنون به خوبی مشخص شده است که میکروبیوم انسان 
برای حفظ وضعیت سلامتی او ضروری  است ]18[ و اینکه 
بهم خوردن تعادل میکروبی می تواند در بروز چند بیماری 
مانند دیابت، بیماری التهاب روده ی کوچک، چاقی و سرطان 
نقش داشته  باشد. از همین رو، مطالعه ی ترکیب میکروبیوم 
)درهردو زمینه ی کمی و کیفی( می تواند در روشن شدن 
هموارساختن  خود  نوبه ی  به  و  بیماری ها  بیماری زایی 
مسیرهای تازه ی تشخیص، پیش بینی بیماری و درمان کمک 
با استفاده از  باکتریایی )که   16s rRNA کند. تعیین ویژگی
استراتژی های برپایه ی  NGS به دست می آید(، هم اکنون به 
پرکاربردترین تکنیک در زمینه ی مطالعه ی میکروبیوم مبدل 
شده است. این روش متدی برپایه ی  آمپلیکون است که از 
پرایمرهای عمومی باکتری برای ازدیاد کل میکروبیون در 
یک واکنش PCR استفاده می شود ]19[. پس از توالی یابی 
ویژه  به  و  می شود  حل  میکروبی  جمعیت های  پیچیدگی 
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توالی  یک  هر  برای  بیوانفورماتیک  ابزارهای  طریق  از 
خوانشی اختصاص داده می شود. با استفاده از این رویکرد، 
میکروبیوم لوله ی گوارشی بیماری را پیش و پس از درمان 
 Crohn بیماری  به  مبتلا  که  نمودیم  رصد  غذایی  رژیم   با 
) التهاب مزمن روده به ویژه در دو بخش کولون و ایلنوم 
که  بود. مشخص شد  است(  فیستول  و  اولسر  با  توام  که 
لوله ی  میکروبیوم  برهم خوردن  بازگرداندن  در  درمان  این 
استراتژی  از  ها  تازگی  به   .]20[ بوده است  مؤثر  گوارشی 
همسانی هم بهره داری شده تا ویژگی های میکروبیوم مری 

را در بیماری التهاب مری تعیین نماید]21[.

NGS آنالیز و ذخیره سازی داده های
کاوش داده های NGS بیشتر بر پایه ی مراحل اصلی آنالیز 
ارزیابی می شود. دربیشتر نمونه ها ابزارهای بیوانفورماتیک 
اختصاصی در تکمیل آن نقش دارند، که عبارتند از: )1( ایجاد 
توالی ها و تخصیص امتیاز کیفیت باز؛ )2( تقسیم)در هنگام  
نیاز(، تنظیم خوانش و احضار متغیر؛ و )3( شناسایی و تفسیر 
متغیرها بر اساس دستورکار ]22[. خط سیرهای متفاوتی در این 
آخرین مرحله بسته به نوع کاربرد، نوع نمونه های توالی یابی شده 
و سوال مورد بررسی مورد استفاده قرار می گیرد. برای نمونه 
ابزارهای اختصاصی برای متاژنومیکس ]23 ،24[ و بررسی 
توالی یابی RNA ]25،26[ در دسترس قرار دارد. ذخیره سازی 
تولید می شوند،   NGS با از داده هایی که  مقدار بسیار زیادی 
مسأله ی مهمی  است. مراکز پیشگیری و کنترل بیماری، نیازمند 
ذخیره سازی گزارش داده ها و ثبت  های آنالیتیک سیستم برای 
زمان دست کم 2 سال هستند ]27[. در نتیجه مراکز توالی یابی 
بابد به تجهیزات ذخیره سازی اختصاصی و قدرتمندی مجهز 
شوند. برآورد شده است که برای بک آپ از 200 اگزوم نیاز به 

3.2 ترابیت حافظه هست ]28[. 

نتیجه گیری
 ،RNA تا  گرفته   DNA از   NGS یابی  توالی  تکنیک 
فراوان  بسیار  داده های  از  تا  می سازد  قادر  را  پژوهشگران 
در  )که  تنظیمی  توالی  هزاران  در  نهفته  کیفی  و  کمی 
طویل   RNA  ،miRNA مانند  شده اند  کشف  اخیر  سال های 
 RNA ی هسته ای وRNA ،کوچک حلقوی RNA ،غیررمزکننده
هستکی( را کشف  نمایند. با وجود چنین پتانسیل شگفت 
انگیزی، هنوز به شیوه ها و دستورکارهای  استانداردشده ای 
نیاز است که بتواند  بر ابداع پیوسته ی آن ها کارساز باشد.
نکته ی جالب توجه اینکه در مبحث بالینی، NGS علاوه 
بر تأیید بیماری یا تغییر ژن وابسته با بیماری خاص، این 
پتانسیل را دارد تا به آنالیز خط مقدم برای تشخیص تفریقی 
تشخیص  بالینی  نظر  از  که  گردد  مبدل  بیماری هایی  میان 
دیگر  مهم  است.عرصه ی  گیج کننده  یکدیگر  از  آن ها 
ایجاد  می برد،  سود   NGS فناوری  قبل  از  که  تحقیقات  در 
داروهای هدفمند است )یعنی داروها یا ترکیباتی که همچون 
گلوله کار می کنند و می توانند درست به هدف مشخصی 
در توالی DNA برخورد نمایند یا در سطح متناظر پروتئینی 
توالی های  معکوس نمودن  حتی  یا  بی اثرکردن  منظور  به 
نوکلئوتیدی بکارروند(.در پایان اینکه رویکردهای استواربر  
NGS، آگاهی ما را از مبنای مولکولی بیماری های انسان به 

روش های گوناگونی بالابرده است.
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