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كه بتواند حضور DNA، RNA عامل عفوني را در نمونه تاييد كند. 
[ 3 ،2]

 IgM اگر چه روش آنزيم ايمنو اسى جهت تشخيص آنتى بادى
آزمايشگاهى  متدهاى  ترين  ازشايع  در فاز حاد سرمى به عنوان يكي 
براى تاييد عوامل عفوني از حساسيت و اختصاصيت بالايي برخوردار 
است اما به لحاظ عدم جمع آورى نمونه هاى باليني درزمان مناسب و 
ياحضور IgM آنتى بادى ناشى از ديگرعوامل بيمارى زاي، نتايج منفى 
كاذب و نتايج مثبت كاذب را منجر مى شود كه اين خود لزوم راه اندازى 
روش هاي تشخيصي بر اساس رديابى DNA، RNA عوامل عفوني 
مانند روش بسيار حساس RealTimePCR رابراى شناسايى سريع و 
اختصاصى و و تائيد آزمايشگاهى موارد اسپوراديك و نتايج سرولوژيكى 

متناقض و غير قطعى به عنوان يك روش جايگزين بيان مى كند.[2]
و  تكثير  بيمارى  شيوع  احتمال  مواقع  در  پيشرفته  روش  اين  در 
توالى يابى ژن وبررسى ژنوتايپ سويه در نمونه و حتى بررسى كمي 
نمونه امكان پذير مى شود و اين روش سريع و حساس براى كنترل 
آلودگى و جلوگيرى از شيوع منطقه اى خصوصا در بين كودكان وافراد 

داراى نقص ايمنى كاربرد وسيعى دارد.
 Real Time PCR روش

روش نوين Real- Time PCR در موارد احتمال شيوع بيمارى، 
پس از جمع آورى نمونه براى تشخيص ژنوم تنها يك روز كارى زمان 
نياز دارد. [3] حتي در بسيارى از مراكز بهداشتى –تحقيقاتى روش هايى 
نظير Nested PCR (آشيانه اى) كه در سطح وسيع و به طور روزمره 

عوامل عفونى واگير شايع ترين 
علل بيمارى ها هستند. اگرچه امروزه 

واكسيناسيون به هنگام، به اندازه فراوان 
از دچار شدن به گونه ى وحشى اين 

بيمارى ها كاسته، اما همچنان در كسانى 
كه از كاهش سيستم ايمنى رنج مى برند، 
مى تواند واكسيناسيون با شكست مواجه 

شود ونمونه هايى از دچار شدن به 
بيمارى در واكسينه شده نيز ديده شود.

 بيمارى هاى عفونى محدود به دوران 
كودكى نبوده و در بسيارى از افراد 

سالخورده نيزديده مى شود كه اين امر 
خود از مصاديق مهم كنترل و مراقبت از 

سلامت در جامعه است.
به همين جهت سازمان بهداشت 
جهانى خواستار آن شده تا مراكز 

بهداشتى همه كشورها، پيشگيرى از 
بيمارى هاى عفونى و پايش سطح ايمنى 
جامعه را در اولويت هاى بهداشتى خود 

قراردهند. 
به طور متداول آزمايش مورد درخواست 
عفونى  بيمارى هاي  اكثر  تشخيص  براى 

تست هاى سرولوژيكى است. (1) 
 IgM سنجش  اساس  بر  الايزا  تست   
آنتى بادى در نمونه هاى خون، بزاق دهان، 
درصورت  مدفوع  يا  ادرار  گلو،  سواب 
افزايش چهار برابرى تيتر IgG آنتى بادى 
سرمى در نمونه بيماران به عنوان مثبت تلقى 
مى شود. اين آنتى بادى ها متعاقب تحريك 
سيستم ايمنى و معمولا بعد از ظهور علائم 
كلينيك نظير راش پوستى مثبت مى شوند و 
چنانچه بخواهيم رديابى و تشخيص سريع تر 
صورت گيرد، بايد از تكنيكى استفاده شود 

دكترمحمدجواد غروى، استاد انگل شناسى، دانشگاه علوم پزشكى ايران
لادن وكيل، دانشجوى دكتراى پزشكى مولكولى، دانشگاه علوم پزشكى قزوين 

مسعود شريف، كارشناس علوم آزمايشگاهى، آزمايشگاه مركزى فرديس

مرورى بر روش هاى كمى تشخيصى
Real -Time PCR به روش 

Real Time PCR روشR
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مزاياى
 Sybr Green Real Time PCR 
• كوتاه تر شدن زمان دسترسى به نتايج
• افزايش دامنه كميت سنجى وعدم نياز 

PCR به مراحل آناليز بعد
نمودار  مانند  آناليز  متعدد  ابزار هاى   •
ومنحنى  واكنش  اجزاى  نمودار  تكثير، 
تكثير  قطعات  كليه  سايز  درتعيين  ذوب، 
تكثيراحتمالى  مى تواند  واكنش  در  شده 
قطعات غير اختصاصى مانند پرايمر دايمر 
را مشخص نمايد و تفسير سيگنال مربوط 
به كنترل منفى روى نمودار تكثير و منحنى 

ذوب بسيار آسان است.
همچنين آناليز بيان ژن با نسخه بردارى 
معكوس از mRNA با استفاده از تكنيك 
سايبر گرين امكان پذيراست و به طور كلى 
نسبت به روش PCR مرسوم حساس تر و 

دقيق تر است. [7، 6]
روتين  طور  به  سايبرگرين  تكنيك 
روش  خوب  بسيار  جايگزين  مى تواند 
نسبتا پرهزينه Taqman نيز باشد اما گمان 
مى رود نسبت به تكنولوژى Taqman كه 
از پرايمر وپروب نشاندار شده با فلورسنت 
كمترى  ازحساسيت  مى كند  استفاده 

برخورداراست .[4]
باند  شدت  معمولى   PCR در 
ميزان  با  آگارز  ژل  برروى  محصولات 
تصاوير  و  نبوده  متناسب  الگو  رشته  اوليه 
ژل، گوياى ميزان واقعى رشته الگو و قابل 
اطمينان نيست. يكى از دقيق ترين روش ها 
براى تعيين ميزان اوليه رشته الگودر نمونه 
آنزيم نوكلئازى  اگزو   5´→ واكنش´3 
تكنيك  در   Taq DNA polymerase

Taqman است.
 در اين تكنيك اليگو نوكلئوتيد دو سر 
نشاندار شده با فلور سنت(پروب) در بين 
 PCR دو پرايمر قرار گرفته و با پيشرفت
 Taq آنزيم  نوكلئازى  اگزو  فعاليت´5 

در تشخيص نمونه هاى مختلف كلينيكى در كمترين زمان كارى صورت 
مي گيرد در مقايسه با روش Real- Time PCR زمان بر هستند.[3]
 از ويژگى هاى بسيار مهم روش Real-Time PCR اين است كه 
در مقايسه با  RT-PCR مرسوم، حساس تر، آسان تر و سريع تر بوده و 
از تكرارپذيرى بسيار بالاترى برخورداراست و بنابراين تجزيه وتحليل 

نتايج آن نيز بسيار معتبر است. [1 ، 2 ، 6]
امروزه اهميت رعايت استانداردهاى كنترل كيفى توليد واكسن و 
لزوم توليد واكسن كارآمد و نيز پايش سطح ايمنى جمعيت واكسينه 
شده براى حصول اطمينان از كارايى قابل قبول واكسيناسيون صورت 

گرفته از اولويت هاى موسسات تحقيقاتى و توليدى به شمار مى آيد.
گلد  روش هاى   50  CCIDو  Plaque assay حاضر  حال  در   
پارتيكل  سنجى  كميت  و   (potency) قدرت  تعيين  براى  استاندارد 
براساس  تيتراسيون  اين  است.  ويروسى  زنده  واكسن هاى  در  عفونى 
مشاهده اثر سيتو پاتيك ويروس (CPE) و وابسته به سويه ويروسى 
و نوع كشت سلول اينCPE متغيراست به همين دليل تفسير نتايج آن 
بسته به متغيرهاى موجود در هر آزمايشگاه مانند شخص انجام دهنده و 
نوع كشت سلول متفاوت بوده و زمان بر بودن و دشوارى هاى تكنيكى 

از محدوديت هاى مهم اين روش ها است.[6،5]
تخمين   CV پذيرى  تغيير  ميانگين  گرفته  انجام  مطالعات  در   
توان واكسن با استفاده از روش هاى متداول در هر واكسن حدود 
روش و  پلاگ  روش  انجام  براى  لازم  زمان  حداقل  و   1-2  log10
CCID50، نه روز گزارش شده است كه يك مشكل بزرگ براى كنترل 

كيفى واكسن زنده ويروسى به شمار مى رود.[5]
 Real-Time PCR به همين جهت در برخى از موسسات، روش
در كميت سنجى وتخمين قدرت واكسن زنده ويروسى مانند ويروس 
سرخك وروتا ويروس انسانى ونيز ارزيابى غيرفعال سازى موفق عوامل 

عفونى در فرآورى محصولات دارويى مورد استفاده قرارگرفته است.
 در مقايسه اين روش نسبت به ديگرروش هاى متداول، تيتراسيون 
نمونه واكسن از دقت وصحت يكسان اما در عين حال سريع تر و آسان تر 

و حساس تر بوده است. 
 SYBR وTaqman با استفاده از دو تكنيك Real-Time PCR

Green امكان پذير است.
متعددى  مطالعات  در   SYBR Green Taqmanو  تكنيك  دو 
 SYBR با  مقايسه  Taqmanدر  اما  است  گرفته  قرار  بررسى  مورد 
Green از حساسيت، اختصاصيت وتكرار پذيرى بيشترى برخوردار 
از  استفاده  به  مربوط  متفاوت  اختصاصيت  و  حساسيت  اين  و  است 
اليگو نوكلئوتيد سوم ديگرى است كه با رنگ فلور سنت نشاندار شده 

است.[7] 

مزاياى
Sybr Green Real Time PCR
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اين  محاسن  از  مى شود.  تهيه  اى  رشته  دو   DNA ژنومى   cDNA
 RNA ازcDNA به واسطه سنتز Two Step روش اينست كه روش
ژنومى براى بررسى ژنوتايپ نمونه هاى ار سالى به آزمايشگاه مرجع 
كلينيكي  علايم  كه  مشابهى  هاى  بيمارى  افتراقى  تشخيص  جهت 
 Two يكساني ايجاد مى كنند روش سريع، حساس، معتبر است. روش
Step Real Time PCR حساس تر از Nested PCR و الايزا 
 Two Step روش  نيز  عفونت  عود  موارد  شناسايى  وجهت  است 

كارآمد تر است.
در   cDNA ساخت  و   Two Step روش  به  تست  حساسيت 
مقايسه با روش One Step حساسيت بالاترى داشته كه اين بررسى 
 Two با مطالعه اى كه بر روى استرو ويروس ها صورت گرفته وروش
One Step RT- را در مقايسه با Step RT-Real Time PCR
Real Time PCR بسيار حساس تر مى داند انجام گرفته است . [3] 
   منبع نورى تنگستن هالوژن كوارتز كه شايع ترين منبع نورى در اين 
دستگاه است و طيف طول موج برانگيختگى (nm650-450) وطيف 
 FAM-6 رنگ ويژگى  با  آن   (  500-700 nm) تشعشع  موج  طول 
در  استفاده  مورد  رنگ هاى  شايع ترين  از   6-FAM تراست.  متناسب 
تكنيك Real -TimePCR است كه درطول موج nm 518 تشعشع 
مى نمايد، اين بيم توسط اين منبع نورى تامين مى شود. به علاوه رنگ 
FAM-6 به راحتى به اليگونوكلئوتيد پروب متصل مى شود و سيگنال 
بسيار قوى از خود تشعشع مى كند واز حساسيت بالايى برخورداراست 
در مقابل رنگ مهار گر از انواع رنگ هاى سياه (BHQ) است كه طول 
موج برانگيختىnm 680-435 آن نزديك به طول موج برانگيختگى 
FAM-6 است و مى تواند به شدت آن را مهاركند. اين قدرت مهارى 
بالا با افزايش حساسيت تست همراه خواهد بود. اين طول موج ها با 
طول موج ROX (6- كربوكسى رودامين) از شايع ترين رنگ مرجع 
غير فعال كه به عنوان كنترل داخلى تست كه در طيف قرمز از خود نور 

ساطع مى كند تداخلى نداشته و از حساسيت تست نمى كاهد.
 Real-Time PCR معمولى و PCR تفاوت حساسيت بين روش
مى تواند ناشي از منبع نور تنگستن هالوژن دستگاه كه باعث تحريك 
فلورسانس  قوى  تشعشع  و  افشانى  پرتو  نتيجه  ودر  رنگ  اين  قوى 
در مقايسه با دستگاه PCR معمولى كه فاقد منبع نور تنگستن است 
مرتبط باشد، از طرفى نحوه آشكار سازى نمونه حاوى سايبرگرين در 
موثر  آن  باند هاى  شدت  در  مى تواند  آگارز  ژل  برروى  معمولى   PCR
دستگاه  تحريكى  موج  طول  و  آگارز  ژل  شيميايى  ساختار  نحوه  و  بوده 
UV-Transilluminatorو حتى دقت چشم محقق ونيز تفاوت دقت 
در  موثر  عوامل  ديگر  از  مى تواند   Gel documentation دستگاه هاى 
تفاوت حساسيت روش PCR معمولى و Real-Time PCR باشد. [7] 

انتهاى´5 پروب جدا و به محض برداشته 
به  شروع   Quencher مهارى  اثر  شدن 
تشعشع مى نمايد كه اين تشعشع با ميزان 
الگوى DNA تناسب داشته و به اين معنا 
تكثير  نمونه،   DNA مقداربالاى  كه  است 
تشعشع  وشدت  داشته  بيشتر  و  تر  سريع 
دستگاه  توسط  سريعا  هم  فلورسانس 
تشعشع  شدت  اگر  عكس  بر  و  شده  ثبت 
فلورسانس ديرتر توسط دستگاه ثبت شود 
نمونه  در   DNA كم  مقدار  دهنده  نشان 
است. [7 و8]، بسيارى از مطالعات حساسيت 
و  تشخيص  براى  را   Taqman روش بالاى 
كيفى  كنترل  و  صحيح  و  سريع  كمى  تعيين 
واكسن هاى زنده ويروسى مورد تاييد قرار داده 

اند.
در روش Real-Time PCR مى توان 
الگو  عنوان  به  را  ژنومى   RNA مستقيما 
تيوب  يك  در  و  داد  قرار  استفاده  مورد 
تكثير  و  معكوس  بردارى  نسخه  واكنش 
DNA دو رشته اى را به طور هم زمان انجام 
داد (One Step) يا ابتدا از RNA ژنومى 
جداگانه  تيوب  در  سپس  و  تهيه   cDNA
مبدل  اى  رشته  دو   DNA به  را   cDNA

[7] .(Two Step) كرد
 One Step RT-Real Time روش 
در  يكسان  پرايمر هاى  از  بااستفاده   PCR
مقايسه با PCR معمولى حساس تر و تعيين 
 RT-Real روش  به  تشخيص  محدوده 
مقايسه  در  اى  مرحله  يك   Time PCR
و  اختصاصى  از  استاندارد   RT-PCR با 
اما  است  برخوردار  بالاترى  پذيرى  تكرار 
مناسب  كم  پارتيكل  تعداد  با  نمونه  براى 

نيست. [6] 
براى  معمول  روش هاى  از  يكى 
جداسازى قطعات RNA ژنومى و ساخت 
 Hexamer primer استفاده از cDNA
در  كه  است    Oligo dTيا  Random
از  اختصاصى  پرايمر هاى  با  دوم  مرحله 
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در  روزمره  و  ساده  تكنيك  يك  به عنوان 
نمونه  چندين  بايد  كه  موارد  از  بسيارى 
عنوان  شوند به  مقايسه  بالا با هم  با دقت 

استاندارد مورد استفاده قرار بگيرد.[8]
نسخه  با  نيز  موارد  از  بسيارى  در  البته 
سازى  همسانه  و   RNAاز بردارى 
منحنى  تهيه  و  پلاسميد  درون  (كلونينگ) 
سنتتيك  استاندارد   RNA از  استاندارد 
به عنوان مرجع كميت سنجى استفاده شده 

است.[9،5،2]
مى توان با تعيين و تاييد درجه خلوص 
 RNA ، DNA، cDNAپلاسميد حاوى
ژنومي و به وسيله نانودراپ تهيه رقت هاى 
نمونه  به عنوان  آن  از  متوالى  تايى  ده 
استاندارد  و  منحنى  رسم  براى  كاليبراتور 
 SYBR Green روش  به  سنجى  كميت 
وTaqman استفاده كرد و به صورت كپى 
نامبر گزارش كرد. البته در مواردي نيز دامنه 
نمونه   cDNA كپى  تعداد  تخمين  خطاى 
كپى  تعداد  تخمين  خطاى  دامنه  به  نسبت 
RNA همان نمونه كاهش وجود دارد. [4]

شده  لحاظ  فرض  دو  صورت  دراين 
است:

• بازده سنتز cDNA در واكنش نسخه 
اختصاصى  پرايمر هاى  با  معكوس  بردارى 

100٪ باشد.
 DNAو تكثير cDNA بازده تكثير •
به طور  و  لوله  يك  در  پلاسميداستاندارد 

هم زمان يكسان در نظر گرفته شود.
بسيار  مقادير  حتى  متد  اين  با  چه  اگر 
چون  اما  است  تخمين  قابل   RNA كم 
امكان   cDNA سنتز  براى   ٪100 بازده 
پذير نيست به نظر مى رسد DNA پلاسميد 
تخليص شده در شرايط تكثير بسيار كارامد 

تر از نمونه هاى cDNA است. [6]

تكنيك  يك   q RT-Real Time PCR كه  اين  به  توجه  با 
بسيار قوى است اما به علت اينكه گزارش نتايج آن براساس استناد به 
كاليبراتور ژن هاى غير استاندارد است كه اغلب آن ها ممكن است دراثر 

دستكارى هاى تجربى در آزمايشگاه تغيير كنند. [8]
 اكثرا براى تفسير با مشكلاتى همراه است و ممكن است كه نتايج 
نشان  تفاوت  يكديگر  با  مرتبه  هزار  از  بيش  مختلف  هاى  آزمايشگاه 
دهند. بنابراين چنانچه گزارش نتايج با تعيين دقيق حساسيت روش 
صورت نگيرد، يافته هاى مثبت و منفى همگى مشكوك و سوال برانگيز 
خواهند بود و به همين دليل كليه متد هاى q RT-PCR اختصاصى، به 
تهيه كاليبراتور استاندارد و معتبر سازى براساس اسيد نوكلئيك نيازمند 

است.[4]
سنجى  كميت  براى  بسياردقيق  متدهاي  از  يكي  مي رسد  نظر  به   
پلاسميد  اساس  بر  استاندارد  منحنى  از  استفاده  ژنوم،   RNAمطلق
حاوى cDNA است كه با استفاده از فلورسانس رنگ نشانكردر مقدار 
cDNA نمونه را در مقايسه با فلور سانس نمونه استاندارد پلاسميدى 
كرده  كلون  پلاسميد  درون  را   cDNA متد  اين  در  مى كند.  شمارش 
مجهول  نمونه  كاليبراسيون  براى  استاندارد  نمونه  به عنوان  سپس  و 
مورداستفاده قرار داده و نتايج خود را به صورت cDNA تعداد نسخه 

در ميكروگرم كپى نامبر گزارش مي كند.
اگر چه يكى ازشايع ترين نمونه كاليبراتور خارجى براى كاليبراسيون 
تست در كميت سنجى ژن هاى House Keeping هستند اما هنور 
اشكالات مهمى در استفاده از اين سيستم وجود دارد اغلب اين ژن ها 
كاملا ثابت نبوده وممكن است طى چرخه سلولى و جابجابى تغييرات 

مختصرى داشته باشند.[8] 
 براى سنتز cDNA به طور ايده آل از يك مجموعه يكسان استفاده 
مى شود تا از هرگونه تغييرات ناشى از تفاوت در كارايى نسخه بردارى 
ژن هدف وژن مرجع جلوگيرى شود اما چون اين امر در نمونه هايى 
كه در فاصله هاى زمانى متفاوت جمع آورى مى شوند امكان پذير نيست 
به نظر مى رسد يك جايگزين مطمئن براى استاندارد داخلى، استفاده از 
نمونه استاندارد به فرم پلاسميد حاوى ژن هدف است كه بامقدار معلوم 
سپس  و  كرده  رسم  كاليبراسيون  منحنى  مى توان  ژن  حاوى  پلاسميد 
نمونه هاى مجهول را در مقايسه با اين منحنى، كميت سنجى كرد. اين 
نتايج به صورت كميت سنجى مطلق و به صورت تعداد كپى ژن هدف 
گزارش مى شود. البته اين متد هم مانند متدهاى ديگر مشكلاتى دارد 
چون اين كميت سنجى مطلق بايد بر پايه ساخت نمونه استاندارد معتبر 
و دقيق تكيه داشته باشد. به  هر حال اين تكنيك يعنى استفاده از پلاسميد 
حاوى ژن هدف براى رسم منحنى استاندارد بر بسيارى از ايراد هاى وارد 
به نتايج Real-Time PCR فائق آمده و به نظر مى رسد مى تواند 
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وجود  آمپليكون،  طول  سايز   
و  واكنش  در  احتمالى  كننده هاى  مهار 
و  پرايمر ها  و  پلاسميد  ثانويه  ساختار هاى 
پروب با كارايى واكنش نيز رابطه مستقيمى 
غلظت  مى دهد  نشان  تحقيقات  و  دارند 
حساسيت  در  وپرايمرها  پروب  مناسب 
بزرگ  سايز  موثرند.  تست  اختصاصيت  و 
آمپليكون، وجود مهاركننده PCR و ساختار 
ثانويه پلاسميد غير خطى هر يك مى تواند 
كارايى واكنش را كاهش دهد. مثلا چنانچه 
به  محلول  محيط  در  خطى  غير  پلاسميد 
صد  به طور  و  آمده  در  كويل  سوپر  شكل 
قرار  وپرايمر ها  آنزيم  دسترس  در  صد  در 
نگيرد، على رغم طراحى مناسب پرايمرها و 
پروب، كارايى واكنش صد درصد نخواهد 
بود. سايز آمپليكون كه معمولا براى روش 
 (bp200از (كمتر   Real-TimePCR
سايز  رابطه  فرضيه  زيرا  نمى شود  توصيه 
حساسيت  افزايش  با  آمپليكون  تر  كوتاه 

واكنش عملا تاييد شده است.[7]
نشاندهنده  بالا  (كارايى)   Eپارامتر
عدم  و  آمپليكون ها  سايز  مناسب  انتخاب 
وجود مهاركننده احتمالى و دسترسى كامل 
عوامل واكنش به پلاسميد حاوى ژن است 
و به علاوه اينكه دماى مناسب واسرشتگى 
پرايمر ها  اتصال  مناسب  دماى  و  پلاسميد 
شده  اپتيمايز  دقيق  بسيار  بطور  وپروب 

است.
 پارامتر مهم ديگر يعنى ضريب R2 يا 
استاندارد  منحنى  يك  در  تباط  ار  ضريب 
ايده ال بايد  0/99-1 باشد. ضريب ار تباط 
واكنش  انجام  چگونگى  نشان دهنده   R2
PCRدر يك چاهك و گوياى ميزان دقت 
پايپتينگ  و  تايى  ده  متوالى  رقت هاى  تهيه 

مواد درون چاهك ها است.
پارامتر ديگر y-intercept است. اين 
گزينه نشان دهنده حساسيت روش و دقت 
بگيريم  نظر  در  اگر  است.  سنجى  كميت 

RNA تخليص
يكى از مهم ترين مراحل استفاده از RNA نمونه ها و جداسازى 
و تخليص دقيق آن است. تخليص RNA بايد با دقت بالايى صورت 
بگيرد تا DNA سلولى و پروتئين هاى متصل شونده بهRNA به حداقل 
ممكن برسد زيرا اين پروتئين ها شايع ترين پروتئين هايى هستند كه در 
پروسه تخليص اسيد نوكلئيك باقى مى مانند و مى توانند مانع از انجام 
موفق واكنش نسخه بردارى معكوس شوند. امروزه استفاده از كيت هاى 
تجارى در مقايسه با روش هاى دستى از دقت بيشترى برخوردار بوده 
و كاهش خطرآلودگى و كوتاه تر بودن زمان و راحتى روش از مزاياى 

كيت هاى تجارى به شمار مى رود.[7]
استفاده از هگزامر پرايمر يكى از روش هاى معمول براى ساخت 
توالى  از  مكانى  هر  به  پرايمر  هگزامر  است،   cDNAژنومى قطعات 
ژنوم متصل شده وچون جهت نسخه بردارى آن به سمت ´5 است، 
يك گراديان از توالى را با بالاترين مقدار cDNA از ناحيه ´5 نسخه 
خواهيم داشت بنابراين اگرهرچه توالى هدف براى نسخه بردارى از 
نزديك ترين موقعيت به انتهاى ´5 ژنوم انتخاب شود حساسيت روش 

بيشتر مى شود.[3، 7، 9]
به هرحال استفاده از هگزامر پرايمر و ساخت cDNA و تبديل آن 
به DNA دو رشته اى به وسيله پرايمر هاى اختصاصى و همسانه سازى 
(كلونينگ) در درون پلاسميد مانند pTZ57R/T و پس از تخليص 
نامبر،  كپى  فرمول  براساس  مي توان  لازم  خلوص  حداكثر  با  پلاسميد 
تعدادكپى ژن هدف را دقيقا محاسبه كرد و سپس از پلاسميد حاوى 
ژن، رقت هاى متوالى ده تايى تهيه و با پرايمر هاى اختصاصى و بادرنظر 
گرفتن كليه پارامتر هاى كيفى لازم براى رسم يك منحنى استاندارد دقيق، 
منحنى استاندارد تهيه و به عنوان مرجع كميت سنجى در هر دو روش 

Taqmanو SYBR Green استفاده كرد.
Real Time PCR پارامترهاى اصلى در

پارامتر ها كيفى منحنى استاندارد براساس مقالات و كتاب به طور 
دقيق اپتيمايز شده است: 

 منحنى استاندارد از دو پارامتر Ct نمونه در هر سيكل در مقابل 
لگاريتم رقت هاى متوالى ده مرتبه اى اسيد نوكلئيك هدف (پلاسميد+ژن 
هدف) به دست مى آيد. از اتصال نقطه تقاطع اين دو پارامتر به يكديگر 
 PCR رسم مى شود كه نشان دهنده كارايى واكنش Slope شيب خطى

انجام شده است. محدوده نرمال براى اين شيب %10±3/3- است.
كارايى واكنش از فرمول E=[10 (-1/slope)]-1 محاسبه مى شود 
كه E بايد %100-90 باشد واين پارامتر نشاندهنده آن است كه در هر 
سيكل آمپليكون هدف دو برابرشده كه با توجه به فرمول اين كارايى با 

شيب خطى (slope) نيز مرتبط است.

RNA تخليصA

Real Time PCR پارامترهاى اصلى درR
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قابل تفكيك است كه مى تواند در اپتيمايز نمودن واكنش براى قطعات 
 Taqman ديگر راهنما باشد. در موارد لزوم و در دسترس نبودن روش
روش SYBR Green كه روشى كم هزينه تر و در دسترس تر است 
مى تواند با دقت وصحت بسيار بالا جهت بررسى، مورد استفاده قرار 
گزارش  قابل  معتبرو  كاملا   Taqman روش  مانند  آن  ونتايج  گرفته 
است. البته صرف نظر از هزينه بر بودن روش Taqman، به لحاظ 
زيست، كه داراى  كاربر و محيط  زيستى براى  ايمنى-  نكات  رعايت 
خواص موتاژنيك مانند اتيديوم برومايد است ، روش Taqman نسبت 

به SYBR Green ارحج است.[7]
 Melting)راه حل اصلى مشكل پرايمر دايمر آناليز منحنى ذوب
curve) در روش Real-Time PCR است. منحنى ذوب پس از 
پايان واكنش PCR در يك مرحله جداگانه بر اساس تغييرات سريع 
دمايى وذوب DNA دو رشته اى رسم مى شودTm . كه در آن نيمى از 
 Tm تك رشته اى مى شوند و خود DNA دو رشته اى مبدل به DNA
 DNA قطعه بستگى دارد و هنگامى كه GC به طول توالى و محتواى
دو رشته اى كه سايبرگرين به آن متصل است در معرض دماى بالا قرار 
مى گيرد كاهش ناگهانى رنگ فلورسانس كه ناشى از واسرشتگى رشته 
DNA و رهايى رنگ سايبرگرين است به صورت يك منحنى ذوب يا 

Peak رسم مى شود.
به  مربوط  دوم  پيك  و  منفى  كنترل  به  مربوط  پيك  اولين  معمولا 
DNA دو رشته اى آمپليكون هدف است. از اين منحنى براى تعيين 
حضور  عدم  از  اطمينان  و  واكنش  كردن  اپتيمايز  جهت  دايمر  پرايمر 

احتمالى رشته هاى غير اختصاصى استفاده مي شود. 
 Real-Time PCR روش (linearity) براى ارزيابى خطى بودن
رقت هاى ده مرتبه اى از پلاسميد حاوى ژن ، به طور مثال رقت هاى 
 SYBR Green و   Taqman تكنيك   هردو  در  را   1-10-9-10
ميكروليتر  هر  در  ژن  كپى  حداقل  تشخيص  توان  مي كنند.  آزمايش 

Limitation of Detection (LoD) است. 
(Intra-assay varrability) ضريب تغييرات در يك واكنش •

 Inter-assay) واكنش  چندين  بين  در  تغييرات  ضريب   •
(variability

 Ct value برحسب   Inter & Intra-assay variability
محاسبه مي شود.

(Intra-assay variability) يك واكنش CV  ضريب تغييرات
كه از تقسيم انحراف استاندارد بر ميانگين ارزش Ct براى نمونه در هر 

تست جداگانه به دست مى آيد.

-1011 فاقد  نمونه  تشخيص  محدوده 
صدرصد  كارايى  در  باشد   1010  FAM
واكنش PCR، مى توان يك كپى از نمونه 
تشخيص   33-37 سيكل هاى  بين  در  را 
و  قبول  قابل  بررسى  يك  در  بنابراين  داد. 
كارايى ٪100  با  برابر   3/3-=Slope معتبر 
 1=R2 ارتباط  ضريب  و   37-33=y و 
است. چنانچه y بالاى 37 و پائين 33 باشد 
نشان دهنده آن است كه كميت نمونه صحيح 
به  باشد  بالا  خيلى  چنانچه  و  نشده  تعيين 
فريز  يا  ذوب  اثر  در  نمونه  تخريب  معناى 
يا  و  نمونه  وجود  عدم  يا  و  متوالى  شدن 
بدون  پائين  غلطت هاى  با  نمونه  نگهدارى 

نگهدارنده است.
سايبرگرين  كننده  آشكار  سيستم 
و  ترين  شايع  و  ترين  ساده  عنوان  به 
در  توانايى  اساس  بر  روش  ترين  صرفه  با 
اتصال به شكاف كوچك DNA دو رشته اى 
و متعاقب آن افزايش فلورسانس تا 2000 
روش  اين  در  است.  اوليه  آزاد  مقدار  برابر 
فقط نياز است پرايمرها اپتيمايز شوند و به 
صورت يك مكانيسم عمومى براى بررسى 
هر ژن قابل استفاده است. اماچون اين ماده 
دو   DNA هر  با  اختصاصى  غير  طور  به 
پرايمر  يا  اصلى  محصول  از  اعم  اى  رشته 
توانايى  اختصاصى  غير  محصول  يا  دايمر 
اتصال دارد لذا طراحى بسيار دقيق پرايمرها 

يك امر ضرورى است.
 Eva green از انواع ديگر رنگ هاى 
آزاد متصل شونده به DNA دو رشته اى 
تا  شده  گزارش  كه  اين  به علت  اما  است 
در  و   PCR واكنش  مهار  باعث  حدودى 
نسبت  مى شود.  آن  كارايى  كاهش  نتيجه 
آن  پايدارى  بالا  دماى  در  سايبرگرين  به 
و  است  تر  ضعيف  آن  فلورسانس  و  كم 
است،  سايبرگرين  از  تر  گران  همچنين 
الگوى Curve Melting واكنش، به طور 
مشخصى منحنى پرايمر دايمر از قطعه هدف 
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ساير امتيازات
اين   Real-Time PCR روش  مهم  بسيار  ويژگى هاى  ديگر  از 
است كه در مقايسه با  RT-PCR استاندارد، حساس تر ،آسان تر و 
سريع تر بوده و از تكرارپذيرى بسيار بالاترى برخوردار است. بنابراين 

تجزيه وتحليل نتايج آن نيز بسيار معتبر تر است. [1 ، 2 ، 6] 
 از مزيت هاى مهم اين روش قابليت كميت سنجى اسيد نوكلئيك 
در غلظت هاى پائين، كميت سنجى پاتوژن ها، آناليز بيان ژن و تشخيص 
آسيب DNA و تضمين كيفيت و كنترل كيفى محصولات بيو لوژيكى 
با استفاده از تكنيك هاى متعدد است. همچنين كاهش نتايج مثبت كاذب 
به دليل عدم نياز به فرآيند هاى آناليزى بعدPCR، احتمال پائين آلودگى 
متقاطع، امكان نمونه گذارى در مقياس وسيع وامكان غربالگرى در فاز 
اپيدميك در يك زمان كوتاه براى مديريت بيماران و تشخيص تاييدى 
موارد نيازمند به ايمونوگلوبولين يا كنترل افراد در معرض خطر آلودگى 
و جلوگيرى از شيوع منطقه اى بسيار سودمند است.[3] به علاوه مى توان 
پيامد هاى وخيم ناشى از عفونت و موارد مشكوك به بيماري ناشي از 
واكسيناسيون ناموفق را به كمك Real-Time PCR شناسايى كرده 
وحتى درمطالعات تحقيقى رابطه كميت عامل عفوني را با پاتوژنز و 
روش  كرد. [2، 4، 5، 6]  ارزيابى  حساس  جمعيت  در  بيمارى  شيوع 
Real Time PCR مى تواند جايگزين روش هاى زمان بر، سخت وكم 
بازده متداول شود و سرعت و توانايى شمارش از ويژگى مهم براى 

بررسى پاتوژنز وطراحى دارو است. [10]
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