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نگاه کلي به روش Real Time PCR به عنوان 
یک روش نوین در تشخیص آزمایشگاهي

  خلاصه 
روش Real Time PCR انقلابي را در راه تشخيص 
مولكولي در آزمايشگاه هاي تش��خيص باليني باز كرده 
 Higuchi اس��ت. ايده اوليه اين روش، ابتدا توس��ط
و همكارانش ارائه ش��د كه به مفهوم مشاهده لحظه به 
لحظه واكنش براس��اس ميزان فلورس��انت ساطع شده 
 Detector از واكنش و مش��اهده و ثب��ت آن در يك
مي باش��د. از آنجايي كه اس��يد نوكلئي��ك تكثير يافته و 
مراحل تش��خيص در يك محيط بس��ته انجام مي شود، 
ريسك آلودگي به محيط و واكنش هاي بعدي را به طور 
قابل ملاحظه نس��بت به روش هاي كلاسيك و معمولي 
PCR كاهش مي دهد. سرعت در انجام آزمايش، حذف 
مرحله رديابي محصول پس از PCR، مش��اهده لحظه 
ب��ه لحظه واكنش و قطع آن در هر زمان، حساس��يت و 
اختصاصيت بالا و انجام واكنش كمي و به دست آوردن 
 Real Time ميزان دقيق ژنوم و الگوي اوليه در روش
PCR باعث تحول عظيم در تشخيص مولكولي ميكرو 
ارگانيسم ها، بررسي بيان ژن ها، ارزيابي درمان، تشخيص 
موتاس��يون ها، افت��راق آللي و بس��ياري از كاربرد هاي 
ديگر ش��ده اس��ت. به واس��طه طراحي متفاوت كه در 
انواع پروتكل هاي Real-Time ملاحظه مي گردد، در 
اين مطالعه س��عي شده با بررسي انواع روش هاي نشانه 
گذاري، روش هاي انجام، محاس��به و همچنين نقش و 

كاربرد كنترل داخلي مورد بحث قرار گيرد.
كليد واژه: Real Time PCR، روش هاي نش��انه 

گذاري، كنترل داخلي
مقدمه

از زم��ان معرف��ي روش PCR، اين مت��د تحولات 
بسياري را پيدا نموده به گونه اي كه هم اكنون به عنوان 
يكي از دقيق ترين و س��ريع ترين روش هاي تشخيصي 
در بسياري از عرصه هاي علوم به كار گرفته مي شود. در 
راستاي كاربردي تر شدن اين روش، مكانيسم انجام و 
تشخيص نتايج حاصل از آن نيز دچار تحولات متعددي 
گردي��ده، كه بررس��ي نتايج حاصل از آمپليفيكاس��يون 
با اس��تفاده از مواد نش��ان دار يكي از آن موارد اس��ت. 
محققين ش��يوه اي را طراحي نمودند كه به جاي تعيين 
محص��ول با اس��تفاده از روش الكتروف��ورز، محصول 
واكنش با اس��تفاده از مواد نش��انه گذاري رديابي شود. 
حساسيت اين روش گرچه نسبت به روش الكتروفورز 
بالاتر بود اما ميزان حساس��يت در ابتدا بس��تگي به نوع 
ماده نشاندار استفاده شده داشت. به تدريج در ادامه اين 
تح��ولات در متد PCR، روش ديگري مورد اس��تفاده 
قرار گرفت. در اين شيوه از يك پروب نشاندار استفاده 
گرديد كه قابليت اتص��ال اختصاصي به ژنوم هدف را 
داش��ت. اي��ن متد ها در حال حاضر ب��ه دو صورت در 

كيت هاي تشخيص مورد استفاده قرار مي گيرند. 
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در شيوه اول پروب نشاندار پس از تكثير به محصول 
اضاف��ه گردي��ده و در طي پروس��ه هيبريدايزيش��ن به 
محص��ول متصل مي گردد. اين روش از حساس��يتي به 
مراتب بالات��ر از روش قبلي برخ��وردار بوده و روش 
PCR Hybridization ناميده مي ش��ود كه در حال 
حاضر اس��اس روش Micro array بوده و بيشتر در 

تعيين ژنوتايپينگ به كار گرفته مي شود. 
در روش دوم پ��روب نش��انه گذاري در طي واكنش 
حض��ور داش��ته و در هر س��يكل تكثي��ر در طي تكثير 
تجزيه ش��ده و نور ساطع شده از آن در هر سيكل قابل 
 Real Time اندازه گيري خواهد ب��ود. اين روش به
PCR ش��ناخته شده است. يك منحني مطلوب را نشان 
 Real Time مي دهن��د و به اصطلاحات عموم��ي در

PCR اشاره دارند ( تصاوير 1و2(. 
 Real Time PCR روش هاي رایج نشانه گذاري در
 Real Time PCR روش هاي نش��انه گذاري كه در
مورد استفاده قرار مي گيرد را مي توان در دو دسته كلي 

مورد مطالعه و بررسي قرار داد.
 DNA 1-روش مبتني بر استفاده از رنگ هاي متصل شونده به
 SYBR Green I در اين دسته مي توان به رنگ هاي

Eva Green ,YO-PRO-1 , اشاره نمود.
رن��گ SYBR Green I ب��ا اتص��ال و جايگزي��ن 
مرحل��ه  در    DNA Minor Groove در  ش��دن 
Annealing و تكثي��ر DNA، همزمان با افزايش دو 
رشته اي ش��دن DNA، نور فلورسانت بيشتري ساطع 
مي ش��ود و توس��ط دس��تگاه اندازه گيري مي ش��ود. از 
آنجاي��ي كه SYBR Green I به تنهايي قادر به تمايز 
بي��ن محصولات اختصاصي و غير اختصاصي نيس��ت، 
باي��د منحن��ي Melt-Curve Analysis با توجه به 
نمودار ذوب براي هر نمونه رس��م گردد. به طور مثال، 
پس از پايان PCR دستگاه دماي محصولات PCR را 
به دماي 94 درجه س��انتي گراد رسانده، كه در اين دما 
همه DNA  ها تك رشته شده، سپس به طور منظم دما 
كاهش يافته و با دو رشته اي شدن DNA و جايگزيني 
و اتص��ال SYBR Green I و افزايش ناگهاني ميزان 
فلورسانت س��اطع ش��ده، منحني ذوب رسم مي گردد 

كه با آناليز منحن��ي Melt-curve مي توان تمايز بين 
باند ه��اي غير اختصاصي، اختصاصي و پرايمر دايمر را 

مشاهده كرد (تصوير 3(.
2- استفاده از پروب ها 

 :Hydrolysis روش هاي مبتني با استفاده از پروب هاي
ب��ه طور عمده با اس��تفاده از انواع اي��ن پروب ها ميزان 
حساس��يت و اختصاصيت افزايش يافته است. تفاوت 
پ��روب در اين اس��ت كه يك رنگ فلورس��انت به نام 
Reporter در'5 و رنگ فلورس��انت ديگري در'3 به 
 Reporter تعبيه مي شود. هنگامي كه Quencher نام
Quencher , در فاصل��ه نزديكي از ه��م قرار دارند 
(در حالت عادي پروب(، اگر نوري ساطع شود توسط 
Quencher جذب ش��ده و ثبت نمي گ��ردد، ولي به 
محض جدا شدن اين دو رنگ (در نتيجه تكثير و شكسته 
شدن پروب( نور ساطع شده توسط Reporter توسط 
Quencher قابل جذب نيس��ت و توس��ط دستگاه به 
صورت فلورس��انت قابل ارزيابي و اندازه گيري است 

(جدول 1و2((تصاوير 4 و5(.  
 Taq Polymerase آنزيم :Taq Man پ��روب 
 ب��ا اس��تفاده از خاصي��ت فعالي��ت '5 اگزونوكلئ��ازي

تكثي��ر  در حي��ن   )5'  Exonuclease Activity)  
الگ��و پ��روب را تجزيه ك��رده س��پس Reporter از 
Quencher جدا شده و فلورسانت ساطع مي شود، كه 

اساس روش Taq Man مي باشد (تصاوير 4 و5(. 
پروب Beacons: اين پروب س��اختار لوپي شكل 
دارد ول��ي همانند پ��روب Taq Man داراي رنگ در 
انتهاي'3 و'5 است ولي تجزيه نمي شود و در سيكل هاي 

بعدي دوباره مورد استفاده قرار مي گيرد (شكل 5(. 
:Hybridization Probes روش مبتني ب��ا اس��تفاده از 

در اين سيستم كه اصطلاحا FRET نيز ناميده مي شود، 
پروب به صورت دو قطعه مختلف طراحي مي ش��ود و 
رنگ فلورس��انت در انتهاي'5 يكي و انتهاي'3 ديگري 
قرار مي گيرد. وقتي اين دو رنگ پس از چسبيدن پروب 
در كنار هم قرار مي گيرند، فلورسانت ساطع شده توسط 

دستگاه اندازه گيري مي شود (تصوير 5(. 
به کارگیري کنترل داخلي
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ب��ا توجه به اهميت تمايز موارد منفي كاذب از موارد 
منفي حقيقي، اس��تفاده از كنترل هاي داخلي از اهميت 

بالايي برخوردار مي باشد. 
انواع شيوه هاي به كار گيري كنترل داخلي: از آنجا 
كه در آزمايش��گاه تشخيص طبي كه با تعداد بيشماري 
نمونه مواجه مي باشيم ممكن است تعيين ميزان موفقيت 
روش استخراج و همچنين ميزان خلوص با استفاده از 
روش جذب نوري توسط اسپكتروفتومتر عملي نباشد. 
ل��ذا محققين س��عي نموده اند روش ه��اي عملي براي 
اين منظور معرفي نمايند. اس��تفاده از كنترل داخلي در 
آزمايش PCR به صورت هاي گوناگون مورد اس��تفاده 
قرار گرفته اس��ت كه مي توان آن ها را به دو دس��ته كلي 

رقابتي و غير رقابتي تقسيم نمود.
كنت��رل داخلي غير رقابتي: در اين ش��يوه علاوه بر 
پرايمر هاي اختصاصي ژنوم هدف از يك جفت پرايمر 
ديگر نيز اس��تفاده مي گردد. اين جف��ت پرايمر معمولا 
براي ژن هايي طراحي شده كه اطمينان نسبت به حضور 
آن ها در انواع نمونه صرف نظر از مثبت بودن يا نبودن 
آزمايش PCR وجود داش��ته باش��د. از مزيت هاي اين 
روش آن اس��ت كه آن را مي توان ب��راي انواع متفاوت 
آزمايش مورد اس��تفاده قرار داد. از محدوديت هاي اين 
ش��يوه متفاوت بودن شرايط آزمايش آن با شرايط لازم 
براي ژنوم هدف مي باش��د. نتيجه منفي حاصل از ست 
اختصاص��ي و س��ت كنترل داخلي نتيج��ه منفي كاذب 
تلقي ش��ده و به معني موفق نبودن روش خالص سازي 
اس��ت كه بايد مجدد نمونه كلينيكي مورد تخليص قرار 
گي��رد. در صورتي كه هر دو س��ت پرايمر در يك لوله 
مورد اس��تفاده قرار مي گيرند از آنج��ا كه مواد و آنزيم 
پليمراز توسط ست كنترل داخل نيز مورد استفاده قرار 
مي گيرد ضروري اس��ت غلظت پرايمر ها كنترل داخل 
در حداقل لازم مورد اس��تفاده قرار گيرد و همچنين در 
طراحي اوليه براي اندازه محصول مورد بررس��ي دقيق 
قرار گرفته باشد. يكي از اولين روش هايي كه براي اين 
منظور در آزمايش��گاه مورد اس��تفاده قرار گرفت انجام 
يك PCR ابتدايي با پرايمر هاي اختصاصي براي ژنوم 
انس��اني ب��ود. از آنجا كه در يك نمون��ه باليني همواره 

س��لول هاي انس��اني وجود دارند انج��ام موفقيت آميز 
PCR با پرايمر هاي مذكور نش��ان دهنده آن مي باش��د 
ك��ه مواد ژنوميك حاصل از پروس��ه تخليص عاري از 
ممانعت كننده بوده و عمل خالص س��ازي به درس��تي 

صورت گرفته است.  
كنترل داخلي رقابتي: پرايمر موجود علاوه بر اتصال 
ب��ه الگوي اختصاصي قادر به اتصال به يك قطعه ديگر 
مي باش��د كه در داخل كيت افزوده گرديده اس��ت اين 
قطعه معمولا از پلاس��ميدي تش��كيل ش��ده اس��ت كه 
نواحي مكمل پرايمر در داخل آن ايجاد گرديده و قادر 
به توليد محصولي با اس��تفاده از هم��ان پرايمر با طول 
 DNA بيش��تري خواهد بود. در صورت عدم حضور
اختصاصي در نمونه خالص شده بيمار، اين ناحيه تكثير 
يافته و محصولي متفاوت از محصول اصلي با اندازه اي 
به مراتب بزرگتر را توليد مي نمايد كه قابل تش��خيص 
و تفكي��ك از طول محصول اختصاصي خواهد بود. در 
صورت وج��ود DNA اختصاص��ي پرايمر در رقابت 
با قطعه كنترل داخلي به واس��طه اندازه كوچكتر بيشتر 
تكثير خواهد يافت و فرصت چنداني براي تكثير كنترل 
داخلي باقي نخواهد ماند و نهايتا در صورت عدم وجود 
محص��ول اختصاصي و محصول كنترل داخلي به معني 
نتيجه منفي كاذب بوده كه ناشي از عدم موفقيت روش 
خالص سازي مي باشد. در اين روش بايد توجه داشت 
كه پايين ترين غلظت از قطعه كنترل داخلي در مخلوط 
واكنش��ي اس��تفاده گردد. چرا كه در غير اينصورت به 
واس��طه مقادير بالاي آن تكثي��ر ژنوم هدف تحت تاثير 
قرار خواهد گرفت و س��بب كاهش حساسيت تست و 

بالطبع كسب نتيجه منفي كاذب مي گردد. 
Real Time PCR متد هاي انجام

در ارزيابي بيان ژن دو روش ذيل وجود دارد:
 :)Absolute Quantification(1- كميت سنجي مطلق
در اي��ن روش محاس��بات تع��داد كپ��ي ژن معمولا با 
اس��تفاده از س��يگنال Real Time PCR نس��بت به 
يك منحني استاندارد به دس��ت مي آيد. براي به دست 
آوردن مق��دار كپي از الگوي اوليه و يا ش��رايط كارايي 
واكنش Real Time PCR با استفاده از رقت سازي 
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DNA الگو و يا اس��تاندارد هايي كه مقدار آن ها مشخص 
اس��ت، مي توان منحني اس��تاندارد را بر اين اساس ترسيم 
 كرد. شيب خط منحني و ضريب رگرسيون بايد به ترتيب
 Efficiency باشد تا R2 < 1 , 0.9< M=3.3  تقريبا 
100 درص��د (يعن��ي در هر واكنش مقدار ژن��وم دو برابر 
 Absolute شود( حاصل گردد (شكل 6(. البته در روش
Quantification بدون رسم منحني استاندارد و محاسبه 
تعداد كپي در تشخيص كيفي (وجود يا عدم وجود الگوي 
ژن��ي مورد نظ��ر( در كيت هاي تش��خيص مولكولي مورد 

استفاده قرار مي گيرد (تصوير شماره 6(. 
 :)Relative Quantification(2- كميت سنجي نسبي
اطلاعات ژن مورد نظر نسبت به كاليبراتور يا يك كنترل ژن 
داخلي نش��ان داده مي شود. از متد هاي استفاده شده در اين 
  Comparative CT ) رابطه مي توان به روش هاي(
و Pfaffl اشاره كرد. اين روش بيشتر در ارزيابي بيان ژن به 

همراه روش Absolute مورد استفاده قرار مي گيرد. 

منحن��ي آن  در  ك��ه  را  س��يكلي  و 2-   1 تصاوي��ر    
قط��ع  را   Threshold خ��ط   Real Time PCR  
مي كند CT گفته مي ش��ود و از اين س��يكل به بعد تكثير 
 Exponential, وارد ف��از لگاريتمي ش��ده و فاز ه��اي

 Plateau) و در نهايت به فاز اش��باع Amplification
Phase( مي رسد.

Melt Curve Analysis تصوير 3- منحني

ج��دول 1- پركاربردتري��ن رنگ هاي��ي كه ب��ه عنوان 
Reporter درReal Time PCR م��ورد اس��تفاده قرار 

مي گيرد.

جدول 2- معروف ترين دس��تگاه هاي مورد استفاده در 
Real Time PCR روش
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 Taq Man, Beacon , FRET)Fluorescence Resonanceتصاوير 5 و4- در اي�ن اش�كال پ��روب ه�اي
Energy Transfer( به تصوي�ر كش�يده ش�ده اس�ت.

تصوير 6- منحني استاندارد را به همراه محاسبه Efficiency و در حالت مطلوب و ايده آل نشان مي دهد.




