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نسل سوم تعیین توالی ژنوم
)Third Generation Sequencing( 

 مقاله علمی

تعیین توالی ژنوم به تکنیک ها و روش هایی اشاره دارد که برای تعیین 
ترتیب نوکلئوتیدها در DNA یا RNA استفاده می شود. پیشرفت های 
اخیر در این حوزه منجر به توسعه فناوری های جدید و پیشرفته تری 
شده است که می توانند با دقت بیشتر و هزینه کمتر، ژنوم ها را تعیین 
توالی کنند. این دسته از تکنولوژی ها توانایی خواندن مولکول های 
به تکثیر  نیاز  را دارند و برخلاف روش های سنتی که   DNA منفرد
DNA دارند، از خواندن مستقیم مولکول ها بهره می برند. دو تکنولوژی 

برجسته نسل سوم تعیین توالی ژنوم عبارتند از:

 (Nanopore Sequencing) Oxford Nanopore 1. تکنولوژی
:Technologies

و  پیشرفته ترین  از  یکی   Nanopore Sequencing ی  تکنولوژ
که توسط شرکت  نوآورانه ترین روش های تعیین توالی ژنوم است 
این  است.  یافته  توسعه   Oxford Nanopore Technologies
توجه  مورد  فردش،  به  منحصر  قابلیت های  دلیل  به  ی  تکنولوژ
ی از محققان و آزمایشگاه های ژنتیک قرار گرفته است. در  بسیار
ی ارائه می شود. ادامه، توضیح تخصصی و کاملی از این تکنولوژ

Nanopore Sequencing اصول پایه
 DNA مولکول های  مستقیم  طور  به   Nanopore Sequencing
یا RNA را از نانوحفره ها )nanopores( عبور می دهد و تغییرات 
که هر نوکلئوتید ایجاد می کند، اندازه گیری  جریان الکتریکی را 
می کند. این تغییرات در جریان الکتریکی الگوهای منحصر به 

فردی دارند که به تشخیص ترتیب نوکلئوتیدها کمک می کند.

ساختار و عملکرد نانوحفره ها
:)Nanopores( 1- نانوحفره ها

)مانند  مانند  کانال  پروتئین های  معمولاً   نانوحفره ها 
α-همولیزین( هستند که در یک غشای مصنوعی تعبیه شده اند.

که تنها یک رشته DNA یا  گونه ای است   قطر نانوحفره ها به 
RNA می تواند از آن عبور کند.

یستی: 2- پلیمرهای ز
از مولکول های زیستی  که   پلیمرهای زیستی موادی هستند 
مانند پروتئین ها یا اسیدهای نوکلئیک ساخته شده اند. این پلیمرها 
می توانند به عنوان نانوحفره ها عمل کنند و به مولکول های DNA یا 

RNA اجازه می دهند که به طور یکنواخت از طریق آنها عبور کنند.

3. حسگرهای الکتریکی:
 جریان الکتریکی اعمال شده به غشاء پروتئینی )نانوحفره ها( 
نوکلئوتیدها  عبور  واسطه  به  که  می کند  ایجاد  ولتاژی  تغییرات 

تغییر می یابد.
 هر نوکلئوتید )A, T, C, G( یک الگوی جریان الکتریکی خاص 

ایجاد می کند که توسط حسگرها شناسایی و ثبت می شود.

Nanopore Sequencing مزایا و کاربردهای
مزایا:

:)Long Reads( 1. خوانش طولانی
 RNA یا   DNA قطعات  است  قادر   Nanopore Sequencing  
پیوسته  صورت  به  را   ) باز جفت  هزار  صد  چند  )تا  بلند  بسیار 
ساختارهای  مطالعه  برای  قابلیت  این  که  کند،  توالی  تعیین 

ژنومی پیچیده و تکرارهای بزرگ بسیار مفید است.

محبوبه جمشیدی، کارشناس ارشد ژنتیک
دکتر امیرهوشنگ نژاده، دکتری علوم آزمایشگاهی
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:)Real-Time Sequencing( 2. تعیین توالی در زمان واقعی
که   امکان مشاهده و تحلیل داده ها در زمان واقعی وجود دارد 
کاربردهای تشخیصی و پایش اپیدمی ها بسیار  این ویژگی برای 

ارزشمند است.

3. قابلیت حمل و نقل بالا:
 دستگاه های تعیین توالی نانوپوری کوچک و قابل حمل هستند 
که امکان استفاده در محیط های مختلف را   ،)MinION مانند(

فراهم می کنند.

:PCR 4. عدم نیاز به تکثیر
 این روش نیاز به تکثیر PCR ندارد، که باعث کاهش خطاهای 

تکثیر و حفظ توالی های حساس به تکثیر می شود.

کاربردها:
1- ژنتیک پزشکی و تشخیص بیماری ها:

 تعیین توالی کامل ژنوم به منظور تشخیص جهش های ژنتیکی 
و بیماری های ارثی.

 استفاده در تست های تشخیصی سریع و دقیق برای بیماری های 
عفونی مانند کووید19، ابولا و زیکا.

2. ژنتیک میکروبی:
 تحلیل تنوع ژنتیکی و مقاومت دارویی در جمعیت های میکروبی.

استفاده در مطالعات متاژنومیک و شناسایی میکروارگانیسم های 
ناشناخته.

یست محیطی: 3. تحقیقات ز
یستی در محیط های مختلف.  پایش تنوع ز

یست محیطی بر تنوع ژنتیکی.  بررسی تأثیرات ز
4. تحقیقات پایه و ساختاری:

و  ژنی  تکرارهای  مانند  ژنومی  پیچیده  ساختارهای  مطالعه   
یاد. ی ز مناطق با تغییرات ساختار

.DNA تحلیل اپی ژنتیک و بررسی تغییرات متیلاسیون 

چالش ها و محدودیت ها
1. دقت:

مانند  سنتی  روش های  اندازه  به  نانوپوری  توالی  تعیین  دقت   
Illumina نیست. با این حال، پیشرفت های اخیر در تحلیل داده ها 

و بهبود تکنولوژی این مشکل را تا حد زیادی کاهش داده است.

2. هزینه:
 هزینه های اولیه برای خرید دستگاه های نانوپوری نسبتابالاست، 
هرچند که هزینه های عملیاتی و مواد مصرفی در مقایسه با روش های 

دیگر پایین تر است.

3. نرخ خطای بالا در برخی موارد:
نوکلئوتیدها می تواند  و تشخیص  به خوانش   خطاهای مربوط 
جریان  در  ناخواسته  تغییرات  و  الکتریکی  نویزهای  دلیل  به 

الکتریکی رخ دهد.

 (PacBio) Pacific Biosciences Single Molecule 2. تکنولوژی
:Real-Time, SMRT Sequencing

در  پیشرفته  تکنولوژی های  از  یکی   ،PacBio تکنولوژی 
دلیل  به  تکنولوژی  این  است.  سوم  نسل  توالی  تعیین  زمینه 
قابلیت های ویژه ای که دارد، مورد توجه محققان در حوزه ژنومیک 
و  زنده  پلیمرهای  از  این روش  گرفته است.  قرار  بیوانفورماتیک  و 
 DNA نوکلئوتیدهای ثبت  و  مشاهده  برای  فلورسنت  رنگ های 
در زمان واقعی استفاده می کند. مزایای این روش شامل خوانش 
، دقت بالا و توانایی کشف تغییرات پیچیده ساختاری  طولانی تر
این  تخصصی  جزئیات  تشریح  به  ادامه،  در  است.  ژنوم  در 

تکنولوژی می پردازم.

PacBio مبانی تکنولوژی
:Single Molecule Real-Time )SMRT) Sequencing 1. روش

امکان  که  است   SMRT روش  بر  مبتنی   PacBio ی  تکنولوژ  
واقعی  زمان  در  را   DNA مولکول های  توالی  تعیین  و  مشاهده 
استفاده می کند   DNA پلیمراز  از یک  روش  این  فراهم می کند. 



مرداد 1403 16
 شماره223

دقت بیشتری را فراهم می آورد. HiFi Reads قادر به دستیابی 
به دقت 99/9% است.

شرکت  خود  توسط  عمدتا   PacBio ی  تکنولوژ
Pacific Biosciences توسعه داده شده است. این شرکت اولین 
ی SMRT )Single Molecule Real-Time( Sequencing را  بار تکنولوژ
ی  معرفی کرد و دستگاه های مختلفی را بر اساس این تکنولوژ
و  دستگاه ها  از  برخی  به  زیر  در  است.  کرده  عرضه  بازار  به 

ی PacBio اشاره می کنم: کمپانی های مرتبط با تکنولوژ

Pacific Biosciences دستگاه های تولید شده توسط
:PacBio RS II .1

 SMRT ی  از اولین دستگاه های مبتنی بر تکنولوژ  یکی 
که توسط Pacific Biosciences عرضه شد.

 این دستگاه قادر به تولید خوانش های بلند با دقت قابل 
قبول بود و در بسیاری از آزمایشگاه های تحقیقاتی مورد استفاده 

قرار گرفت.

:Sequel System .2
دارای  که  شد  معرفی   Sequel دستگاه   ،RS II از  پس   

ظرفیت و کارایی بالاتری بود.
یادی در سرعت، هزینه و دقت    این دستگاه بهبودهای ز
خوانش های  تولید  توانایی  و  داشت  قبلی  مدل  به  نسبت 

طولانی تر و با دقت بیشتر را داشت.
:Sequel II and Sequel IIe Systems .3

 Sequel سیستم  یافته  بهبود  نسخه های  دستگاه ها  این   
هستند.

Sequel II  و IIe از SMRT Cells جدیدی استفاده می کنند 
که توانایی تولید داده های بیشتر و دقیق تری را دارند.

یافته  بهبود  قابلیت های  دارای   Sequel IIe دستگاه   
ی است که تحلیل داده ها را ساده تر و سریع تر می کند. نرم افزار

ی HiFi Reads در این دستگاه ها ارایه شده است   تکنولوژ
که ترکیبی از خوانش های بلند و دقت بالا را فراهم می آورد.

کمپانی های دیگر در حوزه تکنولوژی تعیین توالی 
نسل سوم

در  پیشرو  عنوان  به   Pacific Biosciences که  درحالی 
نیز  دیگری  کمپانی های  می شود،  شناخته   SMRT تکنولوژی 
در حوزه تکنولوژی های تعیین توالی نسل سوم فعالیت دارند. 

در زیر به برخی از این کمپانی ها اشاره می کنم:

ی یک مولکول DNA منفرد کار می کند. که بر رو
ویوگایدها،  زئومد   :Zero-Mode Waveguides )ZMWs)  
نانوساختارهایی هستند که اجازه می دهند یک مولکول DNA در 
هر زمان تحت مشاهده قرار گیرد. ZMW  ها نواحی بسیار کوچکی 
که امکان رصد تک مولکول ها را در زمان  از سطح فلزی هستند 

واقعی می دهند.

:PacBio 2. مزایای تعیین توالی
بلند  خوانش های  تولید  توانایی   PacBio بلند:  خوانش های   
برای  که  دارد  را  بیشتر  حتی  و  کیلوباز   15-10 تا   )Long Reads(
تعیین توالی مناطق پیچیده ژنوم و تجزیه و تحلیل ساختارهای 

تکراری مفید است.
ی PacBio عمدتاً تصادفی   خطای تصادفی: خطاهای تکنولوژ
هستند و با افزایش عمق پوشش می توان آن ها را کاهش داد. این 
ی های نسل قبل )مثل  ی از تکنولوژ ویژگی در تمایز این تکنولوژ

Illumina( که خطاهای سیستمی دارند، مؤثر است.
ی SMRT امکان مشاهده   زمان واقعی )Real-Time(: تکنولوژ
بهبود  به  که  فراهم می کند  را  واقعی  زمان  DNA در  فرآیند سنتز 

دقت و کارایی کمک می کند.

کاربردها و پیشرفت های اخیر
بردها: 1. کار

بلند،  خوانش های  تولید  توانایی  دلیل  به  ساختاری:  ژنومیک   
ی  PacBio برای مطالعات ژنوم های پیچیده و ساختارهای تکرار

بسیار مفید است.
ی به دلیل توانایی خوانش های   ترانسکریپتومیک: این تکنولوژ
تحلیل  و   mRNA مولکول های  کامل  توالی  تعیین  برای  بلند، 

ایزوفرم های مختلف RNA ایده آل است.
 PacBio تکنیک های  از  استفاده  با  اپی ژنتیک:  مطالعات   
می توان تغییرات اپی ژنتیکی نظیر متیلاسیون DNA را نیز مورد 

مطالعه قرار داد.

: 2. پیشرفت های اخیر
)مثل   PacBio سیستم های  جدید  نسل   : بالاتر دقت   
 )RS II( به مدل های قدیمی تر بالاتری نسبت  Sequel II( دقت 
دارند. Sequel II با استفاده از SMRT Cells جدید، توانایی تولید 

داده های بیشتر و دقیق تر را داراست.
ی ترکیبی از خوانش های  ی HiFi Reads: این تکنولوژ  تکنولوژ
 )Long Reads( بلند و دقت بالاست که در خوانش های طولانی
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می شود.  پیشرفته  علمی  تجهیزات  واردات  محدودیت های 
ایران  برجسته  دانشگاه های  و  تحقیقاتی  کز  مرا حال،  این  با 
ی های علمی دسترسی  تلاش کرده اند تا به جدیدترین تکنولوژ

پیدا کنند و از آن ها در تحقیقات خود استفاده کنند.

ژنوم  توالی  تعیین  سوم  نسل  های  تکنولوژی  اگرچه   
در  گسترده  طور  به  ایران  در  است  ممکن  خاص  طور  به 
دسترس نباشند، تکنولوژی های تعیین توالی نسل دوم مانند 
  Illumina و Ion Torrent )Life Technologies(دستگاه های
به طور گسترده تری در آزمایشگاه های ژنتیکی و بیوانفورماتیکی 

ایران مورد استفاده قرار می گیرند.

چالش ها و محدودیت ها:
واردات  می توانند  تحریم ها  این  بین المللی:  تحریم های   
تجهیزات علمی پیشرفته را محدود کنند و یا هزینه های آن ها 

را افزایش دهند.
گران قیمت  بسیار   PacBio دستگاه های  بالا:  هزینه های   
هزینه بر  نیز  آن ها  مصرفی  مواد  تامین  و  ی  نگهدار و  هستند 
کز تحقیقاتی ایران  ی از مرا است، که ممکن است برای بسیار

چالش برانگیز باشد.
نیاز به  ی ها  این تکنولوژ از  به تخصص فنی: استفاده  نیاز   
تخصص فنی بالا و دسترسی به نرم افزارهای پیشرفته تحلیل 

داده دارد که می تواند محدودیت های اضافی ایجاد کند.
 تعرفه پایین خدمات آزمایشگاهی و ژنتیکی در ایران.

 وضعیت اقتصادی مردم و نیاز به پوشش وسیع تر بیمه های 
تکمیلی.
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:Oxford Nanopore Technologies .1
توسعه  را   Nanopore Sequencing ی  تکنولوژ کمپانی  این   
که مانند PacBio به تولید خوانش های بلند شهرت  داده است 

دارد.
 دستگاه های معروف این شرکت شامل MinION، GridION و 

PromethION هستند.

:)Pacific Biosciences با همکاری( Illumina .2
نسل  تکنولوژی های  در  پیشرو  یک  عنوان  به   Illumina   
می شود،  شناخته   )Next-Generation Sequencing( دوم 
همکاری  برای  تلاش هایی  گذشته  در  شرکت  این  اما 
پیشرفته تر  تکنولوژی های  توسعه  جهت   Pacific Biosciences با 

انجام داده است.
به   Pacific Biosciences و   Illumina  ، اخیر سال های  در   
محدودتر  را  خود  ی های  همکار حقوقی،  و  رقابتی  مسائل  دلیل 

کرده اند.

استفاده در آزمایشگاه ها
دستگاه های PacBio به دلیل توانایی تولید خوانش های بلند و 
دقیق، در بسیاری از آزمایشگاه های ژنتیکی و بیوانفورماتیکی مورد 
کاربردهای مختلفی  استفاده قرار می گیرند. این دستگاه ها برای 
مانند تعیین توالی ژنوم های کامل، مطالعات اپی ژنتیک و تحلیل 

ایزوفرم های مختلف RNA بسیار مفید هستند.
مراکز  و  دانشگاه ها  از  بسیاری  تحقیقاتی:  مراکز  و  دانشگاه ها   
تحقیقاتی پیشرو از دستگاه های PacBio برای پروژه های تحقیقاتی 

بزرگ استفاده می کنند.
 مراکز پزشکی و تشخیصی: در برخی موارد، این تکنولوژی برای 
تشخیص های ژنتیکی دقیق و تحلیل های پیشرفته پزشکی نیز 

به کار گرفته می شود.
ی PacBio همچنان در حال توسعه و بهبود است و با  تکنولوژ
کاربردهای آن در  که  ، انتظار می رود  توجه به پیشرفت های اخیر

آینده بیشتر گسترش یابد.

وضعیت تکنولوژی های تعیین توالی در ایران
مانند  پیشرفته  ی های  تکنولوژ به  دستیابی  ایران،  در 
دستگاه های تعیین توالی PacBio ممکن است با چالش هایی 
به تحریم های  مربوط  این چالش ها شامل مسائل  باشد.  مواجه 
بین المللی، هزینه های بالا، تعرفه پایین خدمات آزمایشگاهی و 

https://nanoporetech.com/platform/technology
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