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ٍ امؤ .2  طانی، سُطان، ا(IGF) غن فىبيض بنیطاویؾؿ

ٌ م. 3 ٌ آظاز اؾلام ،یلًًغیىطيثیگطي  طانی، ياحس سُطان قطق، سُطان، ایزاوكگب

ٌ م. 4 ٌ آظاز اؾلام ،یلًًغیىطيثیگطي  طانیياحس قُط لسؼ، سُطان، ا ،یزاوكگب

 چکيذُ
. ثبقلىس  یمل  یؾلوًل  یَب زض وكز یسیسًل هیًلًغیث یَب فطآيضزٌ یَب وىىسٌ آلًزٌ هیسط یي جس هیمُمشط ىًدلاؾمبَبیمب :ػابقِ ٍ ّذف

وساقلشه وىشلط     ،ضيـ هیا تیاظ مؼب یىی امب. جىؽ مبیىًدلاؾمب، اظ ايلًیز ثبلایی ثطذًضزاض اؾز غیجُز قىبؾبیی ؾط PCR هیسىى

ثٍ ضيـ  یؾبذز وىشط  زاذو كیاظ عط ىًدلاؾمبیجىؽ مب میسكر PCRوطزن سؿز  وساضزمغبلؼٍ، اؾشب هیا یَسف انو. اؾز یزاذو

  .اؾز یضلبثش

ٍ یثُ ىًدلاؾلمب یجلىؽ مب  یمًلىًل میجُز سكر PCR، سؿز 16S rRNAَسف  یػٌیي یمطَبیثب اؾشفبزٌ اظ دطا :ّا سٍؽهَاد ٍ   ىل

ي  یعطاحل  بیكلمبو یاوگل  ل  ىشًدلاؾزیغن و یمطَبیثب اؾشفبزٌ اظ دطا یوىشط  زاذو یثطا( Composite Primer)مطوت  یمطَبیدطا. قس

اسهلب  ي   PTZ57 R سیثٍ دلاؾلم  یؾبظ ثؼس اظ ذبلم یوىشط  زاذو يَط زي محهً  َسف . سیگطز طیسىث یوىشط  زاذو ی ؾذؽ لغؼٍ

  .سیگطز ووًن شبًیسطاوؿفًضم ي وُب JM107 یوو بیاقطق یؾذؽ زض ثبوشط

. ىسقلش ثب َم زا یثًز، وٍ اظ وظط اوساظٌ، اذشلاف مغوًث 672bpي  272bp تیسطسٍ ث یي وىشط  زاذو یهیمحهً  سكر یاوساظٌ :ّا يافتِ

 10 ،ىًدلاؾلمب یجلىؽ مب  میسكلر  یثلطا  PCRسؿلز   زیحؿبؾل . قلس  هییػسز سؼ 1000زض َط ياوىف،  یسؼساز حسال  وىشط  زاذو

 یوىشلط  زاذول   طیوٍ زض آن سىث یفیع. مكبَسٌ وكس یا چ محهً  وبذًاؾشٍیثب ػًام  مرشوف، َ یػگیزض سؿز ي. زؾز آمسٍ ث یثبوشط

 .ثسؾز آمس یثبوشط ًنیوینس سب زٌ م هیمكبَسٌ قس، ث

 PCRياولىف   َلبی ٌ يجًز مُبضوىىلس   یي مثجز وبشة وٍ ثٍ زل یمىف جی، وشبPCR هیسىى یزض وىبض ؾطػز ي زلز ثبلا: گيشی ًتيدِ

ذغبَلب ضا   هیل سًاولس ا  یمل  یثٍ ػىلًان وىشلط  زاذول    گطیز DNA هیاؾشفبزٌ اظ . ضيـ ضا وبَف زَس هیا ییوبضا سًاوس ی، مزَىس یضخ م

    .وىس ییقىبؾب
 

 ؾبذز ،ی، عطاح PCR ،یطیسىث یوىشط  زاذو ىًدلاؾمب،یجىؽ مب: ٍاطگاى کليذی

 :لغفبً ثٍ ایه ممبلٍ ثٍ نًضر ظیط اؾشىبز ومبییس
Nafariyeh T, Moslemi E, Zolfaghari MR, Shahhosseiny MH. Designing of Mycoplasma spp chain reaction 

polymerase’s internal control by PCR cloning. Pejouhandeh 2015;20(2):104-111. 
 

 0هقذهِ
حلسيز   یثلب لغلط   ًاضٌیل ثسين ز یَب ؿمیمبیىًدلاؾمبَب اضگبو

آوُب  یغكب .وبوًمشط ي سًاوب زض ذًزسىثیطی َؿشىس 500سب  200

آوُلب   .دؿلشبوساضان زاضز  یَلب  ؾلوً   یثلٍ غكلب   یبزیقجبَز ظ

ي اظ ایله عطیلك ثبػل     ػجًض وطزٌ دًض  یویم یَبوشطیلبزضوس اظ ف

                                                 
زاوكگبٌ آظاز اؾللامی،   ؛يٌيهحوذحؼي ؿاُ حؼ :ل هکاتباتٍؤهؼ ًَيؼٌذُ*

، سُلطان ، (IGF) فىلبيض  غن بنیل طاوؾؿلٍ ای ؤم؛ ياحس قُط لسؼ، گطيٌ میىطيثیًللًغی 

: پؼتتتتتتتت الکتشًٍيتتتتتتت  ؛09123304069: سوفللللللله ؛طانیلللللللا
shahhosseiny@yahoo.com 

سلطیه   ي جلسی  یهمُمشط ىًدلاؾمبَبیمب ،زض يالغ .قًوسآلًزگی 

َللبی ثیًلًغیلله ي  َللبی وكللز ؾللوً ، فللطآيضزٌ وىىللسٌ آلللًزٌ

ؾلوًلی ي مرلطة وشلبیج    َلبی   ثیًسىىًلًغیه سًلیسی زض وكز

ولٍ زض   َؿلشىس َلبی سكریهلی    َبی ثیًلًغیه ي سؿز آظمًن

ایه، سكریم ؾلطیغ آوُلب زض    ثىبثط. قًز وكز ؾوًلی اوجبم می

 لًغیله َبی ثیً زض سًلیس فطآيضزٌ ثٍ ذهًلَبی ؾوًلی،  وكز

 یَب ضيـ (.1) الؼبزٌ ثبلایی اؾز ي وًسطویت زاضای اَمیز فًق

َلبی ثیًقلیمیبیی مبوىلس     ضيـقلبم    ىًدلاؾلمب یمب ییقىبؾب

 ـ یآزوًظیه فؿفًضیلاظ وٍ فبلس يیػگل  ٍ    اولس، ضي  ی َلبی ثلط دبیل
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 وًػلبً  ؾلبظی ولٍ زاضای حؿبؾلیز ولم ي     آمیعی ي زي ضگٍ ضوگ

 PCRای دویملطاظ یلب    يیػگی دبییه َؿلشىس ي ياولىف ظوجیلطٌ   

، ثلٍ  PCRَبی سىثیط اؾیس وًووئیه مبوىلس   ضيـ (.2) ثبقس می

َلبیی   يیػگی ي زلز ثیكشط، جعي ضيـزلی  زاقشه حؿبؾیز، 

وىىلسٌ،   مىبؾت جُز سكریم عیف يؾیؼی اظ ػًامل  آللًزٌ  

ٍ  مبیىًدلاؾمبَب َؿشىس ذهًنبً ٍ   ی وٍ زض زَل  ی اذیلط سًؾلؼ

حب ، میلعان حؿبؾلیز ایله     هیثب ا .(3-5) فطاياوی یبفشٍ اؾز

   ٍ غن  (DNA ،2ضيـ اؾلشرطا   ( 1 :سىىیه سب حلس ظیلبزی ثل

ضيـ قىبؾللبیی ( 4دطایمطَللبی عطاحللی قللسٌ،   ( 3َللسف، 

وًع ومًولٍ ي ثؿلیبضی فبوشًضَلبی زیگلط ثؿلشگی      ( 5محهً ، 

َبی مكلشطن   جُز ثرف دطایمطَبی عطاحی قسٌ ػمًمبً. زاضز

ي یللب  16S-23S rRNAَللبی  یللب ثرللف  16S rRNAغن 

 rRNAَلبی   غن یسًال (.6) قسٌ اؾز حیَبی زیگط عطا َسف

ٍ سؼساز ظیبزی اظ گ َلبی مبیىًدلاؾلمب، سؼیلیه سلطازف قلسٌ       ًول

َلب ي   مغبلؼبر فیوًغوشیه ي ؾیؿشمبسیه ایله اضگبویؿلم  . اؾز

َلبی   ای ایله سلطازف   َبی وبمذیًسطی ممبیؿٍ عًض ثطضؾی َمیه

 ی قسر ثبثز ي مكشطن زض َمٍٍ َبی ث یس ثرفؤضیجًظيمی، م

 PCRوٍ جُز عطاحی دطایمطَلبی   ؾزاوًاع مبیىًدلاؾمبیی ا

، ولٍ  PCRمًلىلًلی   یهیسىىیه سكر. ضيوس وبض میٍ مىبؾت ث

سىُب ؾطیغ ي ثب لبثویز سىطاض ثبلا، ثوىٍ سىىیىی ثلب حؿبؾلیز ي   

 PCR(. 1) ثبقس يیػگی ظیبز جُز قىبؾبیی مبیىًدلاؾمبَب می

یىلی   .ثبقلس  یم عیو یمكىلاس یَبیف، زاضا ػلايٌ ثط سمبم معیز

ٍ . آلًزگی اؾلز  ی مؿألٍ مكىلار،اظ ایه  بؾلیز  زلیل  حؿ   ثل

ذلبضجی   DNA، َط لغؼٍ PCRالؼبزٌ ي لسضر سىثیط ظیبز  فًق

قًز، مًضز سىثیط لطاض گطفشٍ ي ممىه  یم PCRوٍ ياضز محیظ 

ٍ  یيالؼل  طیل اؾز وشبیج غ حؿبؾلیز ایله ضيـ   . يجلًز آيضز   ثل

وىس وٍ ملاحظبر قسیسی اػمب  گلطزز سلب ثلٍ ایله      ایجبة می

سىثیلط قلسٌ    َبیDNAَبیی مبوىس  وىىسٌ سىثیط آلًزٌ اظيؾیوٍ 

گللبَی ویللع . ػملل  آیللس  َللبی لجوللی جوللًگیطی ثللٍ اظ آظمللبیف

َلبی لجولی   DNAحبن  اظ سىثیط  DNAلغؼبر  ی مبوسٌ ثبلی

قًز وٍ زض ایه مًضز قؿشكًی ظیبز ي  می PCRثبػ  آلًزگی 

يلی ثب سمبم وىبر گفشٍ قسٌ فًق ثطای . گكب اؾز مكى  ،زلیك

َمللًاضٌ ثبیللس  ، PCRاظ اقللشجبَبر احشمللبلی زض   یجوللًگیط

َلب يجلًز    َبی مثجز ي مىفی زض َلط ؾلطی اظ آظملبیف    وىشط 

زض مملبلار البح     ییىی اظ مُمشلطیه مؿلب   (.7) زاقشٍ ثبقىس

وساقلشه   ىًدلاؾمب،یجىؽ مب PCR میسكر ی قسٌ زض ظمیىٍ

ثلط ذللاف وىشلط     . ایه ممبلار اؾلز  ثیكشطزض  یوىشط  زاذو

َسف حبضط غیط  DNA یػمًمبً یه سًال یمثجز، وىشط  زاذو

َلسف سىثیلط    یزض ومًوٍ اؾز ولٍ ثلٍ علًض َمعملبن ثلب سلًال      

، یه دبؾلد مىفلی   یثسين وىشط  زاذو PCRزض یه . گطزز می

سًاوس زض ػلیه حلب  ثلٍ ایله      َسف، می ییؼىی ػسم حضًض سًال

مؼىب ثبقس وٍ ياولىف ثلٍ زلایولی مبوىلس اذلشلا  زض زؾلشگبٌ       

 DNAوبزضؾللز، فؼبلیللز آوللعیم  PCR ًطسطمًؾللبیىوط، مرولل

دویمطاظ، یب حسال  حضًض ملًاز ثبظزاضولسٌ زض ملبسطیىؽ ومًولٍ،     

 ،یثلب وىشلط  زاذول    PCRثطػىؽ، زض یه . ممبوؼز قسٌ ثبقس

 ی زَىلسٌ  گطزز وٍ وكلبن  یه ؾیگىب  وىشط  َمیكٍ سًلیس می

ایه وىشط  زاذوی حشی زض ػلسم  . ثبقس می یسىثیط وىشط  زاذو

ي اگلط سىثیلط    گطزز َسف مًضز آظمبیف، سىثیط می یسًالحضًض 

سىثیط يجًز زاقشٍ  ی دطيؾٍ اقىبلی زض ،وكًز ثٍ زلای  مرشوف

 (. 8) اؾز

ضللبثشی ي وىشلط     یوىشلط  زاذول  قلبم   اؾشطاسػی وولی   زي

ثلب  . يجلًز زاضز  یغیط ضلبثشی ثطای ؾبذز وىشط  زاذول  یزاذو

ثب یله   یاؾشفبزٌ اظ سىىیه دطایمط مطوت، َسف ي وىشط  زاذو

ي زضَمبن لًلٍ ( قطایظ یىؿبن)قطایظ َمبن  جفز دطایمط، زض

ضلبثز  یكٍایه اؾشطاسػی، َم زض. قًوس سىثیط می( زض یه لًلٍ)

لصا میعان وىشط   .يجًز زاضز یَسف ي وىشط  زاذو DNAثیه 

ٍ  (Detection limit)جُز حس قىبؾبیی  یزاذو  ی ، یله وىشل

دطایمطَلبی   ،یضللبثش  طیغ یزض اؾشطاسػ. ثبقس حؿبؼ ي مُم می

مؿلشوعم یله    ،ایه اؾشطاسػی. َسف ي ایىشطوب  وىشط  مشفبيسىس

َمعملبن   علًض ثب زي ياوىف مشفبير اؾز ولٍ ثلٍ    PCRسؿز 

زض ایله ضيـ   یيلشی َسف ي وىشلط  زاذول  . ثبیؿشی جوً ضيوس

اظ مؼبیللت ضيـ سىثیللط . وشللبیج مؼشجللط اؾللز  ،سىثیللط قللًوس

سىثیلط   ،زلیلك وًػبً ثٍ علًض   ضيـایه اؾز وٍ ایه  ،غیطضلبثشی

َسف ايلیلٍ وبقلی اظ سفلبير زض سلطازف دطایمطَلب ضا ملىؼىؽ       

زض فلطم   یوبضثطز وىشط  زاذو ٍواؾز  آنػیت زيم . ومبیس ومی

وطزن آوُب زض یه  ىٍیي ثُ PCRغیط ضلبثشی ویبظمىس سًؾؼٍ زي 

سًاوس ثبػ  وبَف وبض یله سىثیلط ي    اؾز وٍ می PCRقطایظ 

 (. 9-12) گطزز ییب َط زي َسف ي وىشط  زاذو

ٍ  َسف  یي ؾلبذز وىشلط  زاذول    یحبضلط، عطاحل   ی مغبلؼل

ثلٍ ضيـ   ىًدلاؾلمب یجلىؽ مب  یهیسكر PCRسؿز  یطیسىث

 .اؾز PCR-Cloning كیي اظ عط یضلبثش

 

 ّا ٍ سٍؽ هَاد
ثب اؾلشفبزٌ اظ   PCRسؿز  .کَپلاػواياص ها DNAاػتخشاج 

DNA   اؾلللشرطا  قلللسٌ اظ ضيـBoiling ٍیَلللب اظ گًوللل 

 ىًدلاؾللمبیايضا  ي مب ىًدلاؾللمبیمب ،ٍیللدىًمًو ىًدلاؾللمبیمب

ٍ یثُ یضاظمؤؾؿلٍ  قلسٌ اظ   ٍیسُ یىیآضجى مطاحل   . سیل گطز ىل

اظ وكللز  لیشلط  میولی  هیلل( 1: ایلله سطسیلت ثلًز  اؾلشرطا  ثلٍ   

. مىشمل  قلس   لیشطی میوی 5/1 ًةیىطيسیم هیثٍ  ىًدلاؾمبیمب

ٍ یزل 5ثلٍ ملسر    فًغیثؼس اظ ؾبوشط ٍ یزيض زض زل 8000زض  مل  ،مل
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 ، یاؾلشط  طیل آة زي ثلبض سمغ  شطیىطيلیم 100حبن  زض ضؾًة 

( 2 .سیل اضلبفٍ گطز  یضيغله مؼلسو   شلط یىطيلیم 50ح  ي ثٍ آن 

ٍ یزل 10ومًوٍ ثلٍ ملسر    یحبي ًةیىطيسیم  100 یزض زملب  مل

ثلٍ   ًةیل سىطيیؾلذؽ م ( 3 .گطاز حطاضر زازٌ قس یزضجٍ ؾبوش

ٍ ثل ( 4 .سیل گطز فًغیؾبوشط rpm 12000ثب زيض  مٍیزل 15مسر 

( حبن  ضؾًة یضيغه ي ضي طیظ غیمب) یبویفبظ م ،ؾمذوط ومه

 .گطزیسمىشم   سیجس ًةیىطيسیم هیي ثٍ  قسٌجسا 

 یثلطا  PCRوملًزن سؿلز    ىٍیثُ .PCR طيٍ ؿشا وشّايپشا

ٍ یثُ كیل اظ عط ىًدلاؾمب،یجىؽ مب میسكر وملًزن غوظلز    ىل

 یعطاح هیضيوس ي َمچى یوبض م ثٍ PCRوٍ زض ياوىف  ییاجعا

 ٍ  ىوطیمىبؾلت زض زؾلشگبٌ سطمًؾلب    یحطاضسل  ی ي اوشربة ثطوبمل

مغبلؼلٍ، زض   هیل ملًضز اؾلشفبزٌ زض ا   یمطَلب یدطا. سیل اوجبم گطز

 .آمسٌ اؾز هیجسي  

  
 

 .يکٌتشل داخل شيٍ تکث کَپلاػوايخٌغ ها DNA صيهَسد اػتفادُ خْت تـخ یوشّايپشا يتَال .0 خذٍل

5'-GGG-AGC-AAA-CAG-GAT-TAG-ATA-CCC-T-3' MSPF 

5'-TGC-ACC-ATC-TGT-CAC-TCT-GTT-AAC-CT-C-3' MSPR 

5'-GGG-AGC-AAA-CAG-GAT-TAG-ATA-CCC-TTC-GCA-GAA-CGC-CCC-TAC-C-3' ICFMSPP 

5'-TGC-ACC-ATC-TGT-CAC-TCT-GTT-AAC-CTC-AGG-GGT-TGG-TGT-AAA-ATA-GGC-3' ICRMSPP 

 

 

 200 یَللب ثللب اؾللشفبزٌ اظ لًلللٍ PCRاوجللبم ياوللىف  یثللطا

 طیل ظ تیل ثلٍ سطس  ،شطیىطيلیم 25ي ثب حجم ياوىف  یشطیىطيلیم

اؾشرطا  قسٌ ثلب اؾلشفبزٌ اظ    DNAوبوًگطم اظ  2: سیػم  گطز

ثلب   ىًدلاؾلمب یمرهلًل جلىؽ مب   یي ػمج ییجوً یمطَبیدطا

 PCR اظ ثلبفط  شلط یىطيلیم 5/2 ىطيملًلاض، یم 4/0 ییغوظز وُلب 

(X10) ،75/0 میعیل مى سیل ووط شطیىطيلیم (MgCl2 )  اظ غوظلز

 (ضمًلا یویم10) dNTP مروًط شطیىطيلیم 5/0مًلاض،  یویم 50

، زض (ًفولًوؽ یث) Taq DNA Polymerase میياحس آولع  2ي 

ٍ . بفلز ی طیسىث شطیىطيلیم 25 ییحجم وُب  یحطاضسل  یَلب  اطذل

زضجٍ جُز ثبظ قلسن زي   94ثب حطاضر  ییاثشسا مٍیزل 2قبم  

 94 قلبم   یمشلًال  ى یؾل  40ؾلذؽ   اظ َم ي DNA ی ضقشٍ

ي   ٍیل ثبو 20گلطاز   یزضجٍ ؾلبوش  70 ٍ،یثبو 30گطاز  یزضجٍ ؾبوش

 .اوجبم قس ،ٍیثبو 20گطاز  یؾبوش ضجٍز 72

 یَب ى یؾ سنیضؾ بنیدؽ اظ ثٍ دب .هحصَل ييؿٌاػا سٍؽ

 هیللاظ سىى ،قللسٌ طیللسىث DNA ی مكللبَسٌ یثللطا ،یحطاضسلل

زض وىلبض   PCRمحهلً   . الىشطيفًضظ ي غ  آگبضيظ اؾشفبزٌ قلس 

زضنس  5/1غ  آگبضيظ  یضي ،یمبضوط ي وىشط  مثجز ي مىف عیؾب

زؾللشگبٌ غ   یضي UVي وللًض  هیجطگطیي ثللب اؾللشفبزٌ اظ ؾللب  

 . سیطزگ یثطضؾ كه،یزاوًمىش

 هیللیثللٍ مىظللًض سؼ ،كیللسحم هیللا زض .يظگتتيٍ ٍ تيحؼاػتت

ولٍ ثلط اؾلبؼ     DNAومًولٍ   هیقسٌ،  ىٍیسؿز ثُ زیحؿبؾ

 ،nm 260ي جللصة زض  Genome Copy Numberفطمللً  

 ،زض آن مكلرم قلسٌ ثلًز    ىًدلاؾلمب یمب یDNA یسؼساز وذ

 هیلی سؼ. قلس  كیل ضل ،ب یي ؾذؽ ثلٍ نلًضر ؾلط   گطزیس آمبزٌ 

 یَلب  ضلز ٍیسُ ظقسٌ ثب اؾشفبزٌ ا ىٍیثُ PCRسؿز  زیحؿبؾ

طفلز ولٍ اظ   نلًضر گ  Mycoplasma sppاظ  DNAمرشوف 

 ط ياوىفلَ یٍ اظالث ىًدلاؾمبیمب DNAًن لیه میوی بلس یه

  .ثًز

ثٍ  یضلبثش یجُز ؾبذز وىشط  زاذو .يکٌتشل داخل ػاخت

 PCR یي ػمجلل ییجوللً یمطَللبی، دطاPCR-Cloningضيـ 

 ىشًدلاؾلز یغن و یمطَلب یدطا 5'ثرلف   زض ىًدلاؾمبیجىؽ مب

نلًضر زم  ٍ جفلز ثلبظ، ثل    620محهلً    ی ثب اولساظٌ  بیكمبویل

(Tail )اوجلبم ياولىف    یثلطا (. 1جلسي   )قس ي ؾىشع  یعطاح

PCR ولبوًگطم   2، یول وىشلط  زاذ  ی لغؼٍ طیجُز سىثDNA 

ً  یمطَلب یثلب اؾلشفبزٌ اظ دطا   بیكمبویل ی اؾشرطا  قسٌ ي  ییجول

 5/2 ىطيملً ، یم 4/0 ییثلب غوظلز وُلب    یوىشلط  زاذول   یػمج

 سیللووط شللطیىطيلیم PCR (X10) ،75/0اظ ثللبفط  شللطیىطيلیم

 شلط یىطيلیم 0/ 5ملًلاض،   یول یم 50اظ غوظز ( MgCl2) میعیمى

 Taq DNA میآولع  سياح 2ي ( مًلاض یویم10) dNTPمروًط 

Polymerase بفلز ی طیل سىث، شلط یىطيلیم 25 یی، زض حجم وُلب .

زضجلٍ   93 قلبم   یمشلًال  ى یؾل  40 اظ یحطاضسل  یَلب  اطذٍ

 72ي  ٍیل ثبو 30گلطاز   یزضجلٍ ؾلبوش   55 ٍ،یل ثبو 40گطاز  یؾبوش

 ییوُلب  ًنیعاؾل یمطیدو ى یؾ هیي  ٍیثبو 30گطاز  یزضجٍ ؾبوش

ٍ یزل 10گطاز ثٍ مسر  یزضجٍ ؾبوش 72 . ثلًز سكلىی  قلسٌ    ،مل

 ی مكلبَسٌ  یثلطا  ،یحطاضسل  یَب ى یؾ سنیضؾ بنیدؽ اظ ثٍ دب

DNA الىشطيفًضظ اؾشفبزٌ قس هیاظ سىى ،قسٌ طیسىث . 

حبنل    لغؼلبر  .يٍ کٌتشل داخل PCRهحصَل  ٌگيکلًَ

ثللب  یثؼللس اظ ذللبلم ؾللبظ( یي وىشللط  زاذولل PCRمحهللً  )

ؾلبػز زض   یهفطمىشبؼ ثٍ مسر  یومذبو pTZ57R سیدلاؾم

 یوول  بیكیاقط یگطاز اسهب  ي ؾذؽ زض ثبوشط یزضجٍ ؾبوش 22

JM107 كیللللسطاوؿللللفًضم ي وبوؿللللشطاوز حبنلللل  اظ عط 

Blue/White Screening ه،یویؾ یآمذ یحبي ظیزض مح X-

GAL  يIPTG زیللثللب اؾللشفبزٌ اظ و. سیللرللبة گطزاوش T/A 

cloning یومذبو Thermo Scientific ،زض  ىلًن یَط زي آمذو
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 ىًنیآمذو یحبي یسَبیدلاؾم. سیووًن گطز pTZ57/Rيوشًض 

 GeneJET Plasmid Miniprep Kit (K0502)حبنل  ثلب   

ؾذؽ ثلب ضيـ  . سیاؾشرطا  گطز Thermo Scentific یومذبو

PCRمحهً   یحبي یسَبی، دلاؾمPCR ثلب   یي وىشط  زاذو

 . سیگطز سیأیس ،یهیسكر یمطَبیاؾشفبزٌ اظ دطا

غوظز  فیَسف اظ سؼط .يآل کٌتشل داخل ذُيغلظت ا يييتع

DNA یثللطا یآ  وىشللط  زاذولل سٌیللا PCRغوظللز  سیللأی، س

ضلبثلز زض   هیاؾز وٍ ثب َلسف، ومشلط   یمشىبؾت وىشط  زاذو

ُ زؾلز آيضزن  ٍ جُلز ثل   .ضا اوجلبم زَلس   طیسىث  ىلٍ، یغوظلز ث

 یDNAي  یوىشط  زاذول  یحبي سیمشفبير دلاؾم یَب غوظز

. للطاض گطفلز   فیاؾلشبوساضز، ملًضز آظملب    یىًدلاؾمبیجىؽ مب

مًضز اؾلشفبزٌ زض سؿلز ي    یىًدلاؾمبیجىؽ مب DNAغوظز 

 A260اؾذىشطيفشًمشط زض  یوٍیيؾٍ ث ،یوىشط  زاذو هیچىَم

م  ولٍ  مشفبير ػب یDNA طیممبز یحبي یَب ضلز. قس هییسؼ

ثبثلز   طیثلب مملبز   ،قلسٌ ثلًز   ٍیل سُ serial dilution كیاظ عط

وللبوًگطم اظ  PCR ،2 یثللطا. سیلل، سؿللز گطزیوىشللط  زاذولل 

DNAمروًط ي زض  ،یاظ وىشط  زاذو شطیىطيلیم یهثب   ػبم ی

 . سیاؾشفبزٌ گطز PCR ىؽیم

 

 ّايافتِ
 شللطیاؾلشرطا  قلسٌ اظ ومًولٍ ثلب س     DNA یضي PCR سؿلز 

محهللً   چیَلل ،یػگللیزض آظمللًن ي. سیللگطز ىللٍیمكللرم، ثُ

 ،(Human)، اوؿللبن (Mouse)مللًـ  DNAثللب  یا ذًاؾللشٍوب

، (Staphylococcus aureus) ايضئلللًؼ وًوًوًؼیاؾلللشبف

 ًمیىًثلللبوشطی، مب(H. infulenza)آوفلللًلاوعا  ولللًؼیَمًف

، (Mycobacterium tuberculosis) ؽیسًثطوولللللللًظ

ي  (Saccharomyces cervisiae) ٍیعیؾللطي ؿللؽیؾبوبضيم

 كیل اظ عط. مكلبَسٌ وكلس  ( Escherichia coli) یوو بیكیاقط

ي  یثلبوشط  ی اؾلشرطا  قلسٌ   DNA اظ یؾط یَبضلز یٍیسُ

 یوذل  10زض حس ( زیحؿبؾ) می، حس سكرPCRاوجبم سؿز 

 (.1 قى ) سزؾز آم ثٍ فیمًضز آظمب ی زض ومًوٍ( یثبوشط 10)

 

 
 DNA بيبِ تشت: 9 يال 1 ييلا ،کٌتشل هثبت :2 يلاي، bp DNA Ladder plus 100هاسکش  ضيػا: 0 ييلا. کَپلاػوايخٌغ ها PCR صيتؼت تـخ تيحؼاػ. 0 ؿکل

 .يکٌتشل هٌف :01 يلاي ؾ،ّش ٍاکٌ یبِ اصا کَپلاػوايها  يدُ ٍ  ،صذ ّضاس، ،دُ ّضاس ،ّضاس صذ َى،يليه  ي
 

 

ووًن ي سًؾلظ   ًن،یىبؾیفیثؼس اظ آمذو یوىشط  زاذو یلغؼٍ

 ی قلسٌ  طیل محهً  سىث ،2زض قى  . سیگطز سییأس PCRضيـ 

 bp 100مبضوط  عیزض وىبض ؾب bp 672 ی ثب اوساظٌ یوىشط  زاذو

DNA Ladder Plus  سیدلاؾللم سؼلساز  .گلطزز  یمكلبَسٌ ملل 

 ،یهل یسكر PCRسؿلز   هیل مىبؾت جُز اضلبفٍ ولطزن زض   

 اؾشبوساضز یطالث(. 3قى  )  زؾز آمسٍ لسز ثلػ 1000سيز لح

 

 

 اَمیلز ( سؼساز) آن ی وبض ضفشٍٍ ، غوظز ثیطزن وىشط  زاذولو

وىشلط    یثلبلا  طیاطا ولٍ حضلًض مملبز    ،زاضز ییفًق الؼبزٌ ثبلا

 هیاثطقسٌ ي ثىلب  هیغوًم DNA ی، مًجت ضلبثز ثب الگًیزاذو

مؼلبز   لصا وبضثؿز سؼساز . قًز یم جبزیوبشة ا یمىف یجٍیوش

 یDNAولبوًگطم اظ   2ثب  یوىشط  زاذو یحبي سیدلاؾم 1000

 .سیگطز یاثطار ضلبثش هیاؾشرطا  قسٌ، مًجت ومشط ی ومًوٍ
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 PCR :1 ييلا ،ذيپلاػو َىيليه  ي یبا الگَ PCR :2 ييلا ،bp DNA Ladder (Thermo scientific) 100هاسکش  ضيػا :0 ييلا .يکٌتشل داخل PCR حيًتا. 1 ؿکل

 بتا  PCR :7 ييلا ،ذيپلاػو 011 یبا الگَ PCR :6 ييلا ،ذيّضاس پلاػو یبا الگَ PCR :5 ييلا، ذيدُ ّضاس پلاػو یبا الگَ PCR :4 ييلا ،ذيصذ ّضاس پلاػو یبا الگَ

 .يکٌتشل هٌف :9 ييلا ،ذيپلاػو  ي یبا الگَ PCR :8 ييلا ،ذيپلاػو 01 یالگَ

 

 

 طیي سؿلز آن ثلب مملبز    یوىشط  زاذو PCR جیوشب ،4قى   زض

 یDNAػلسز   یله میویلًن  ) ثلبلا  طیي مملبز  (ػلسز  100)وم 

 .قًز یمكبَسٌ م( ىًدلاؾمبیمب

 

 بحث
َلللبیی غیلللط لبثللل  ضيیلللز ثلللب  مبیىًدلاؾلللمبَب اضگبویؿلللم

 ی وىىللسٌ َللبی وللًضی ي مُمشللطیه ػًاملل  آلللًزٌ میىطيؾللىخ

ثلٍ   ،دىُلبن  ی وىىسٌ ایه ػًام  آلًزٌ. َبی ؾوًلی َؿشىس وكز

َبی وكز،  عطق مرشوفی َمچًن قىبؾبیی سغییط ضوگ محیظ

ٍ ٍ غوُلبی ذلبل ثل    قىبؾبیی آوشلی   ـ ی يؾلیو َلبی   الایلعا، ضي

آمیلعی ثلب    َلبی وكلز، ضولگ    ثیًقیمیبیی، وكلز زض محلیظ  

ي  DAPIي  33258َبی فوًضيوطيم مبوىس ضوگ ًَذؿلز   ضوگ

 یآللللًزگ. َؿلللشىس یلبثللل  قىبؾلللبی ،َلللبی مًلىلللًلی ضيـ

َبی ؾوًلی مًجت سغییطار ثیًقیمیبیی  مبیىًدلاؾمبیی وكز

َلب ضيی   سفؿیط وبمىبؾت وشلبیج آظملبیف   ،جٍیي غوشیىی ي زض وش

جؿلشجًی آللًزگی    ایه،ثىبثط. گطزز ًلی آلًزٌ میَبی ؾو وكز

وٍ ثلب وكلز    َبییكگبٌیای زض آظمب عًض زيضٌٍمبیىًدلاؾمبیی ث

ٍ  (.14،13) ثبیؿشی اوجلبم قلًز   ،ؾوً  ؾطيوبض زاضوس ومله   ثل

 غوًم یَب یاظ وذ یساز مؼسيزلًان فمظ سؼلس یلم PCR هیسىى

 
ى ٍ تکثيش ؿتذُ تَػتط ٍاکتٌؾ    ي کلَداخل کٌتشل. 2 ؿکل

 .ای پليوشاص صًديشُ

 
 

 

1   2   3  4   5   6  7   8   9   10 

672bp 
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لايتي  . هايکَپلاػوا پٌَهًَيِ DNAبا تعذاد هـخص  PCRًتايح . 4ؿکل 

M:  100ػايض هاسکش bp DNA ladder plus  لايتي کٌتتشل    ،فشهٌتتاع

حتاٍی   PCRتؼتت   :0لايي  ،تکثيش کٌتشل داخلي بِ تٌْايي :(IC) داخلي

لايتي   ،عذد پلاػويذ 0111هايکَپلاػوا پٌَهًَيِ ٍ  DNAي  هيليَى عذد 

عتذد   0111هايکَپلاػوا پٌَهًَيتِ ٍ   DNAعذد  011حاٍی  PCRتؼت  :2

 .پلاػويذ

 

ٌ یآظمب ظیضا زض مح ىًدلاؾمبیمب وؿلرٍ   یبزیل ثلٍ سؼلساز ظ   كلگب

DNA ضيـ . ي مكبَسٌ ومًز طیسىثPCR ،جیثًزٌ ي وشلب  غیؾط 

 ثلب (. 15) ضيظ لبثل  زؾلشطؼ ذًاَىلس ثلًز     هیزض عً  مسر 

 هیسىى هیا بز،ی، ؾطػز ثبلا ي زلز ظPCRوبض ثب  یيجًز ضاحش

ثلب   مكلى  ملطسجظ   هیمُمشلط . ثبقلس  یمل  عیل و یمكىلاس یزاضا

َبی ظیبز ي  ضغم مطالجز اؾز وٍ ػوی ی، آلًزگPCRاؾشفبزٌ اظ 

، PCRَبی سىثیلطی َمچلًن    فضبؾبظی مىبؾت جُز سىىیه

 یزض ؾیؿلشم سكلریم مًلىلًل    DNAثبظ امىبن آللًزگی ثلب   

مثجللز وللبشة ایجللبز وشللبیج ثبػلل  زض وشیجللٍ يجللًز زاضز وللٍ 

ثلٍ زي   ثٍ عًض ػملسٌ  ىًدلاؾمبیمىفی مب PCRوشبیج  .گطزز می

( 2سؼساز وم مبیىًدلاؾمب زض ومًولٍ ي  ( 1: آیس يجًز میثٍ زلی 

ثللسیه مؼىللی وللٍ ثللٍ ثركللی اظ   ،ػللسم سًظیللغ مبیىًدلاؾللمب 

َبی وكز، مبیىًدلاؾمب اؿجیسٌ ي ثىلبثطایه يلشلی ولٍ     ؾوً 

حضلًض مبیىًدلاؾلمب زض    ،قلًز  می مثطای ايلیه ثبض ومًوٍ سمؿی

 هیل ثطعلطف ولطزن ا   یثلطا . ذًاَلس ثلًز  َلب ثیكلشط    ثطذی لًلٍ

آن اظ اؾلز ولٍ   نلًضر گطفشلٍ    یَب السامبر مشفبيس زیمحسيز

 یآيض لاظم زض َىگلبم جملغ   َلبی بطیل احش زیضػبثبیس ثٍ جموٍ 

اظ مًاز  ییظزا یوبض، آلًزگ ظیمح حینح یثىس َب، ؾبظمبن ومًوٍ

وٍ مطثًط  ییَب یثطعطف وطزن آلًزگ ،یكگبَیآظمب عاریي سجُ

َ یثٍ دطؾلى  آظمب  اؾلشفبزٌ اظ اولًاع    ،زیل اؾلز ي زض وُب  یكلگب

( یزاذو یَب ي وىشط  یمثجز، مىف یَب قبم  وىشط )َب  وىشط 

َلسف   ،كیل سحم هیزض ا .(9)اقبضٌ ومًز سؿز،  یَىگبم اجطازض 

ثلًزٌ   PCRزض سؿلز   یؾبذز ي وبضثطز وىشط  زاذول  ،یعطاح

اؾلز،   یوىشلط  زاذول   یوٍ زاضا PCR هیزض  ،ػىؽثط .اؾز

وٍ  یَىگبم یقًز، حش یم سیسًل signal control هی كٍیَم

 PCR زیسًاوس ػسم مًفم یامط م هیاي  ،َسف يجًز وساضز یسًال

ٍ  . وىس بنیضا ومب  یَلب  زض سؿلز  یوىشلط  زاذول   یطیولبضگ  ثلب ثل

PCR ،یوش ٍ : میوىلل یمل  طینلًضر سفؿل   هیل سؿلز ضا ثلٍ ا   یجل

َسف َؿلشىس، ثلسين سًجلٍ ثلٍ      گىب یؾ یزاضا ٍو ییَب ومًوٍ

ولٍ   ییَب ومًوٍ. سوقً یم طی، مثجز سفؿیوىشط  زاذو یجٍیوش

قلًوس، َطاىلس    یمل  یسومل  ی، مىفل َسف َؿلشىس  گىب یفبلس ؾ

ولٍ   ییَلب  ومًوٍ. وجبقس یبثیآوُب لبث  ضز یوىشط  زاذو گىب یؾ

ثلٍ   ،َؿلشىس  یمىفل  یَسف ي وىشط  زاذو گىب یَط زي ؾ یثطا

 .(10) قًوس یم طیسفؿ( مُبض قسٌ)مرسيـ  یَب ًوٍػىًان وم

َلسف زض   DNAي  یزي مًلىً  وىشط  زاذول  َط طیسىث یثطا

اؾلشفبزٌ   یسیل گًوًووئًسیال ملط یجفلز دطا  هی، اظ یضيـ ضلبثش

ممىله اؾلز ثلٍ ػولز      یوىشط  زاذو طیسىث ،هیثىبثطا. قًز یم

. ؾلطوًة قلًز   DNA بزیل مملساض ظ  یزاضا یَلب  ضلبثز ثب ومًوٍ

ی DNA فیثب افعا یثٍ عًض لبث  سًجُ یوىشط  زاذو گىب یؾ

ولٍ   یدلبضامشط  هیمُمشلط  ،هیثىبثطا .(17) بثسی یوبَف م ،َسف

زض ياللغ لاظم  . اؾز یسًجٍ قًز، غوظز ذًز وىشط  زاذو سیثب

ثلٍ   ط،یل لبثل  سىث  یوىشلط  زاذول   DNAغوظز  هیومشطاؾز 

 یبزیل ممساض ظ ،نًضر هیا طیزض غ .قًز هییزلز مكرم ي سؼ

ضلبثز ذًاَس  ،َسف محهً  DNAثب  یوىشط  زاذو DNAاظ 

امط ذًز  هیا. ذًاَس ثطز هیَسف ضا اظ ث DNA گىب یوطز ي ؾ

 DNAاگلط   ،ثلٍ ػللايٌ   .قلًز  یولبشة مل   یمىف یجٍیثبػ  وش

 یثبلا اؾشفبزٌ قًز، وىشلط  زاذول   یَب زض غوظز یوىشط  زاذو

ولبشة   جیوشلب  جبزیوٍ ثبػ  ا فیذف یمُبضَب ییلبزض ثٍ قىبؾب

 بضیثؿل  یَلب  َسف زض غوظلز  DNAاگط  ثٍ ذهًل)گطزز  یم

 ،یدلبضامشط اؾبؾل   هیزيم. ورًاَس قس( ثبقس قشٍيجًز زا یوم

علًض آملسٌ    هیل ا یزض سئلًض . اؾز یوىشط  زاذو یب ؾبیع  اوساظٌ

 هیىشیؾل  ،یگلط یَلسف وؿلجز ثلٍ ز     اولساظٌ  فیاؾز وٍ افعا

لبثل   . ثطز یم فیوًاىشط د PCRياوىف ضا ثٍ ؾمز محهً  

ثلط   یطیثأس، bp 500ومشط اظ  یوىشط  زاذو عیشوط اؾز وٍ ؾب

 عیقسٌ اؾلز ولٍ ؾلب    كىُبزید ،هیثب يجًز ا. زوساض PCRزلز 

 یَلسف ثبقلس سلب اظ ضللبثش     یاظ سلًال گشط ضثع سیثب یوىشط  زاذو

 DNAاگط . حبن  قًز ىبنیاعم ،دطيؾٍ یسب اوشُب PCRثًزن 

فطو ثلط   بثس،یو طیسىث یوىشط  زاذو یوىس يل ساید طیَسف سىث

 زض. ًز زاضزليج یكشطیث عانیٍ ملَسف ث DNAاؾز وٍ  هلیا

 .(10) مؼشجط اؾز ،مثجز یجٍیوشنًضر يلًع ایه امط، 
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ً  هیي َمىبضاوف،  Gibson 1996زض ؾب   وىشلط    یالگل

 ىللًنیویثللب آمذ ىؿللبنی مللطیدطا یَللب ؾللىبوؽ یحللبيزاذوللی 

mRNA یثللللطا cytic fibrosis transmembrane 

transductance regulator  جلبز یاملب ثلٍ مىظلًض ا   . ؾلبذشىس 

. ثٍ يجلًز آيضزولس  زاذوی سفبير زض ؾىبوؽ وىشط   هی ،عیسمب

گعاضقگط فوًضؾلىز زض جُلز   ثب ضوگ زاذوی دطية وىشط   هی

وىشلط   . قس یعطاحزاذوی وىشط   ىًنیویقسن ثب آمذ سیجطیَ

 CFTR mRNA یَبعیآوبل یثطا ،ياوىف ی زض َط لًلٍزاذوی 

 یضا ثلطا  یؾلًُلز ي حلساوثط وبضآملس    ضيـ، هیا .اؾشفبزٌ قس

Reverse Transcriptase PCR هیل ثٍ ػىًان . ثبقس یزاضا م 

اظ  سیل ثب یَلسف ي وىشلط  زاذول    DNA ،یػمًم بی یلبوًن وو

 C+Gممللساض  یاؾللشفبزٌ وىىللس وللٍ حللبي ىؿللبنی یمطَللبیدطا

 ،1994زض ؾللب   .(16) عللً  مكللبثٍ ثبقللىس   بیللي  یمؿللبي

 یمًلىلللًل میسكلللر یثلللطا Kolkثلللٍ ولللبم  یزاوكلللمىس

Mycobacterium tuberculosis  ي ؾللبذزIC اظ  ،یضلللبثش

. اؾشفبزٌ وملًز  M. tuberclosisمًجًز زض  IS6110 ی لغؼٍ

ٍ  هیل سؿلز ا  ICمحهً   محهلً    ی ي اولساظٌ  bp301 مغبلؼل

ي  Jones، 2000املللب زض ؾلللب  . (17)ثلللًز  bp245َلللسف 

 یهل یسكر PCRثلٍ سؿلز    سنیاػشجبض ثركل  یَمىبضاوف ثطا

ثلب اؾلشفبزٌ اظ    یوىشط  زاذو هی ،یمبزضظاز طيؼیشًمگبلًيیؾب

مطوت اؾشفبزٌ قسٌ زض  مطیدطا. وطزوس یلامجسا عطاح ًفبغیثبوشط

 یاذشهبنلل یطیللسىث یمطَللبیمشكللى  اظ دطا كیللسحم هیللا

مشؼولللك ثلللٍ  gB یطیلللسىث ملللطیلامجلللسا ي دطا ًفلللبغیثبوشط

وىشلط    یثلطا  PCRمحهلً    ی اولساظٌ . ثًز طيؼیشًمگبلًيیؾب

جفز ثلبظ   100 ،َسف PCRجفز ثبظ ي محهً   150 ،یزاذو

ضا زض مللًضز  یا بلؼللٍمغ 2004زض ؾللب   Hoorfar .(18)ثللًز 

ضا  یزي اؾلشطاسػ  يی، .اوجلبم زاز  یؾبذز وىشط  زاذول  ی وحًٌ

زض ؾلب    Dreier. (19) مغطح وطز یؾبذز وىشط  زاذو یثطا

السام ثلٍ اؾلشفبزٌ    Real time PCR یَب ؿشمیؾ یثطا 2005

 ًفلبغ یثبوشط Replicaseاظ غن يی . ومًز یوىشط  زاذو یاظ وًػ

MS2  اؾشفبزٌ وطز یزاذو شط وى هیثٍ ػىًان . ٍ  ی زض مغبلؼل

Dreier ییسًاوس وبضا یم یضلبثش  یزاذو َبی قس وٍ وىشط  بنیث 

ضا  یومشلط  میسكلر  ی وٍ زامىٍ ضا وبَف زَس طیسىث عانیي م

وىشلط    یاظ الگًَب مصوًض، ی زض مغبلؼٍ هیثىبثطا. وىس یم جبزیا

 setثلب   یوٍ زض آوُلب َلسف ي وىشلط  زاذول     یضلبثشطیغ یزاذو

زیل اظ مع. اؾشفبزٌ قسٌ اؾز، قًوس یم طیمشفبير سىث یمطیدطا

 ؿلز یممىه و یوىشط  زاذو طیضيـ آن اؾز وٍ سىث هیا یَب

 حبضط ی مغبلؼٍ زض. لطاض زَس طیثأَسف ضا سحز س DNA طیسىث

 طیل زض ولًع غ  طایل ظ ،سیاؾشفبزٌ گطز یوىشط  زاذو یاظ وًع ضلبثش

وىشلط    یثطا ػٌیي یمطَبیدطا ،َط سؿز یلاظم اؾز ثطا یضلبثش

 یامط زض اؾلشفبزٌ اظ وىشلط  زاذول    هیقًز وٍ ا یعطاح یزاذو

 (.20) ؿزیلاظم و یضلبثش

 بیل َلب ي   دطيسىل   هیسط كیي زل هیسسطیضغم اؾشفبزٌ اظ جس یػو

ولٍ    یسب ظملبو ، PCR یهیَب زض سؿز سكر زؾشگبٌ هیمجُعسط

سؿلز   هیل زض  یي وىشلط  زاذول   یوىشط  مثجز، وىشط  مىفل 

PCR ضيـ  هیل سًان اظ آن ثٍ ػىًان  یوم ،يجًز وساقشٍ ثبقس

ٍ  هیزض ا ،هیثىبثطا. مغمئه ي اؾشبوساضز وبم ثطز یهیسكر  مغبلؼل

 ثلط  یؾلؼ  ،یثلٍ ضيـ ضللبثش   یي ؾبذز وىشط  زاذو یثب عطاح

 ىًدلاؾلمب یجلىؽ مب  میزض سكر PCRضيـ  یاؾشبوساضزؾبظ

 .قسٌ اؾز

 

 تـکش ٍ قذسداًي
غن فىلبيض ولٍ    بنیل طاویا بنیل ثىؾؿٍ زاوف ؤاظ م وٍیيؾ هیثس

فلطاَم   یعلطح دػيَكل   یعل  كیسحم هیجُز ا ضا امىبوبر لاظم

 .سیآ یي سكىط ثٍ ػم  م طیسمس ،ومًزوس
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