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 :پیشگفتار

 ی مهم در حوزه یکیتکن  عنوانبه)آغازگر(   مریپرا  یطراح ایانتخاب و   ریاخ یهادهه در

  فایا یو صتنعت  یدر ابعاد پژوهشت یمهم و کاربرد ینقشت کیو ژنت  یفناور ستتیعلوم ز

استتتفاده از   ازمندیآن همواره ن  یطراح  ایو   مریپرا  حی. اصتتول انتخاب صتتحاستتت  کرده

  یهاکیدر تکن  مرهایکاربرد پرا  یگستتردگ بهباتوجهفراوان استت.    یهاکیها و تکنروش

  قیدق یابیارز نیو همچن  تیو لزوم توجه به اختصتاصت  همانندستازیو    PCR مختلف

بیش از پیش مطرح  مریپرا یطراح  ایتبته انتختاب و  زوم پرداختن  هتدف  ل  یژن یدر نواح

 .شودمی

دو دستته از پژوهشتگران  ازینبه (« شترفتهیتا پ   ی)مقدمات مریپرا  یطراحاصتول  کتاب»

 مر یانتخاب پرا موجود در  یهاتفاوتبا    ییکه آشتنا یاول افراد یدستته  دهد؛پاست  می

پژوهش    کیکه در انجام    یصنعتگرانندارند و گروه دوم  پژوهشگران و    مریپرا  یو طراح

 ی طراح یتخصتتصتت یهاکیتکناز  تفادهبه استت  ازین مر یپرا یحاو یمحصتتول دیتول  ایو  

 .را دارند شتریب تیبا حساس یدیگونوکلئوتیاول  هایتوالی

(« به  NTAآزما )  صیتشتخ  مینست  انیبندانشت پژوهشتگران »شترکت  کتاب با همّ نیا

  ییبا کارا  موردنظر یقطعه ریدر تکث مریپرا یطراح یدرآمده تا اصتول اختصتاصت  فیلأ ت

  یهافراوردهو   یکیژنت یستتنتزها  یمولکول  صیدر صتتنعت تشتتخ  استتتفادهقابلبالا که  

 ن ی  در ابرآنعلاوهقرار دهد.    یطور کامل مورد بررستت هژنوم  و... را ب ریحاصتتله از تکث

 ی نکات لازم  برا  یو تمام  انیروان ب  صتورتبه  میبر آن شتده استت تا مفاه یکتاب ستع

 شود.آموزش داده   نکات   ترینتا پیچیده نیترییاز ابتدا  « کارآمد مریپرا کی ی»طراح

 

 مجید مسگرطهرانی                                                                    

 مرکزی  یعضو هستهو مشاور اجرایی                                                          

 رقطب علمی ژنومیک کشو                                                                



 

 
 

 مقدمه:

( جایگزین مناستتبی  PCRز )مرایای پلواکنش زنجیرهتاکنون  تکنیک   1983از ستتال 

آن  شتاهد   موجببهدر تکثیر قطعات ژنتیکی شتده استت که   هایباکتربرای استتفاده از 

پیشترفت ستریع تکنولوژی در صتنعت ژنتیک مولکولی و پزشتکی هستتیم. بدون شتک  

ارزیتابی کمی و کیفی وجود یتک ویروس در بتدن موجودات زنتده  پردازش قطعتات ژنوم 

واکنش  هتا و... بتدون انجتام تکنیتک    تعیین اصتتتالتت ژنوم  بیتان ژنیتابیتوالی  منظوربته

 بر خواهد بود.هزینهز امری سخت و مرایپل یارهیزنج

  Kary Mullisآمریکایی     دانیمیشهای  دسترسی به چنین تکنیکی  ماحصل کوشش

تکنیتک   پرایمر  PCR)مبتدع  تولیتد قطعتات  و  طراحی  استتتتت.  از   عنوانبته(  یکی 

ز نقش کلیدی در ستتنتز کمی و  مرایای پلواکنش زنجیرهارکان تکنیک  نیتریاستتاستت

طراحی پرایمر« و »انتخاب پرایمر« دو ستتتبک دارد. عنوان »  DNAو یا    RNAکیفی  

 ای پلیمراز است.برای واکنش زنجیره موردنیازی و اجرای مراحل سازآمادهمجزا در 

شتتتده تا مفاهیم کاربردی »انتخاب پرایمر« با استتتتفاده از   بر آندر این کتاب ستتتعی 

تا    نیترستاده استاسبر »طراحی پرایمر«   همچنینبرتر و رایج در جهان و  یافزارهانرم

 یک رشته الیگونوکلئوتیدی بیان شود. یاصول و نکات طراحی بهینه  نیتردهیچیپ 

ی نتاب  هتادهیتااین کتتاب  محققتان جوان و بتاهوش ایرانی  بته خلق    یامیتدوارم بتا مطتالعته

 ژنتیک مولکولی و پزشکی دست پیدا کنند. یو مبتکرانه در حوزه

 

 

 

 داریوش فرهود

دانشگاه مونی  – استاد سابق ژنتیک پزشکی  

دانشگاه علوم پزشکی تهران  - استاد ژنتیک پزشکی   

 عضو پیوسته فرهنگستان علوم پزشکی ایران 

جهان  ایتالیاعضو دائمی فرهنگستان علوم   

 کارشناس رسمی سازمان جهانی بهداشت  ژنو 

 





 

 

 مقدمه  -1

 معرفی پرایمر در سیستم همانندسازی 1-1

 طورکلی به.  شتودمیوراثتی دو برابر   یآن ماده درهمانندستازی ژنوم فرایندی استت که 

نوکلئوتیدهای    ؛اصتلی وجود داشتته باشتد  یسته ستوبستترالازم استت     برای همانندستازی

 جهت از فراهم شتدن ستوبستترای لازم   پسو پرایمر.   ایرشتتهتری فستفاته  الگوی تک 

  ی. این وظیفه بر عهدهاستتنیاز    DNAبه آنزیمی برای پلیمریزاستیون    همانندستازی 

DNA  پلیمراز  (DNA pol)   .هایآنزیماستت  DNA pol    نوکلئوتیدهای تری فستفاته

  را در  هاآن   مکمل بودن بازها  بر استاسمونوفستفاته تبدیل نموده و    نوکلئوتیدهایرا به 

ه و ستتتنس نوکلئوتیتد جتدیتد را از طریق یتک پیونتد  داد  قرارالگو    یمقتابتل رشتتتتته

  .کنندمیدر حال ستنتز ااتافه   یبه آخرین نوکلئوتید موجود در رشتته  استتریفستفود

را روی مولکولی که    DNAستتتنتز    توانندنمیوابستتتته به الگو   DNA pol  هایآنزیم

آزاد برای شتتتروع    OH`3یتک انتهتای    لتذا بته  ؛آغتازکننتداستتتت   ایرشتتتتتهتتک    کتاملاً

  OH`3خود به  P`5نوکلئوتید جدید از انتهای در این حالت     پلیمریزاستیون نیازمندند.

.  گیردمیانجام  `3به  `5این مواتوع پلیمریزاستیون در جهت   بهباتوجه  شتود.میمتصتل 

 DNAیا ستتر ن  دیگری را در اختیار آنزیم    OH`3آغازکننده  این ستتر   هایواکنش

pol  دهندمیقرار. 

در    .چهتار واکنش آغتازکننتده وجود دارد  طورکلیبته  و  دارنتدپرایمرهتا اشتتتکتال مختلفی  

 :شوددرنظرگرفته میپرایمر  عنوانبه OH`3  یکنندهنیتأمفرایند همانندسازی  

   هاویروساز   عضتتیو ب  هاپروکاریوتو   هایوکاریوت  DNAدر همانندستتازی   •

  OH`3انتهای   و در ادامه شتتودمیالگو ستتنتز    یروی رشتتته  RNAتوالی 

 .یابدمیامتداد  DNA pol یوسیلهبه RNA یزنجیره

   کنندمیاستتتفاده   RNAبرای آغاز رونویستتی   هارتروویروسروشتتی که در  •

برای آغاز   OH`3که انتهای   دهدمیتوالی ستتنتز شتتده با الگو جفت و اجازه 

 سنتز استفاده شود.
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  کاربردی استتت  و ...  و فاژها  هاویروسکه در برخی از  چرخان یدایره روش •

انتهتای در  روی یکی از دو زنجیره     (Nick)بتا ایجتاد یتک بریتدگی کوچتک  

3`OH   گیردمیقرار  مورداستفادهایجاد شده و برای همانندسازی. 

پلازمیتدهتا • اختیتار     اکثر  در  نوکلئوتیتدی  پروتئین  قرار   DNA polیتک 

واجتتد  دنتتدهتمتی پتروتتئتیتن  ایتن   .3`OH    و انتتتهتتا   DNA polبتوده  ایتن  از 

 .کندمیهمانندسازی را شروع 

  دهند؛ بنابراینمیبه طور هم زمان همانندستتازی انجام  در درون ستتلول هر دو رشتتته  

 عنوان بهها از هم جدا شتده و ستنس هر یک از آن  DNA  یلازم استت ابتدا دو رشتته

 های رشتتهتلاقی بین  یعمل نمایند. نقطه  ایرشتتهالگو برای تشتکیل یک دو    یرشتته

DNA   و    اندشتتدهجدا   یتازگبهالگویی کهDNA    که هنوز همانندستتازی    ایرشتتتهدو

   .شودمینامیده    "چنگال همانندسازی"نشده است  

نظریه او در  بنا برکشتتف شتتد.    1کازاکیرئیجی اُ انجام همانندستتازی توستت  ینحوه

کنتد  میهمتاننتدستتتازی    `5بته   `3کته از روی الگوی   ایرشتتتتته  همتاننتدستتتازیچنگتال  

که از روی الگوی    ایرشتتهدر مورد   و   پلیمریزاستیون به شتکل ممتد(2پیشترو  یرشتته(

منقطع   صتورتبههمانندستازی  و   )3پیرو  یرشتته (پلیمریزهکنند   پیروی می `3به  `5

نیاز  به پرایمر پیشترو فق  یک بار در شتروع همانندستازی    یبرای رشتته  .شتودمیانجام 

 اکازاکی یک پرایمر باید ساخته شود. یپیرو برای هر قطعه یرشتهاست اما در 

به کار    ایرشتتهتک   کاملاًبرای ستنتز از روی الگوی  تواننمیها را  DNA pol اگرچه  

   (De novo)  پتدیتد  نو  صتتتورتبتهو    را نتدارنتدهتا در این مشتتتکتل    RNA pol  امتابرد 

    هاباکتری. در شتوندمیستاخته    RNAبرای همانندستازی از جنس   موردنیازپرایمرهای 

اختصتاصتی استت  در قطعاتی به    RNA polآنزیم پریماز که یک   یوستیلهبهپرایمرها  

. هنگامی که پرایمر کامل شتتد ستتنتز رشتتته  شتتوندمینوکلئوتید ستتنتز  15تا   4طول 

  DNA pol αپریماز به طور محکم به  هایوکاریوتدر   .یابدمیادامه  III  DNA polبا

پلی نوکلئوتید جدید کمک    یوکلئوتید اول رشتتتهمتصتتل استتت و در ستتنتز چند ن
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 نوکلئوتیتد   12تتا    8بتا طولی حتدود    RNA. این آنزیم پریمتاز پرایمری از جنس  کنتدمی

  نوکلئوتید 20که با افزودن حدود    کندمیواگذار  DNA pol αستتنتز و ستتنس به  را

DNA   ستنتز   .دهدمیآن را گستترشDNA    با آنزیم اصتلی همانندستازی یعنیDNA 

pol δ  در   .یابدمیادامهE.Coli   نوکلئوتید   2000تا    1000که قطعات اکازاکی با طول

بار پرایمر ستازی نیاز استت   4000حدود      برای هر بار همانندستازی ژنومشتودمیستنتز  

تعداد بیشتتری    دراستت پرایمرستازی    ترکوتاهکه طول قطعات اکازاکی    هایوکاریوتدر 

 .افتدمیاتفاق  
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بنتابراین همواره   ؛هستتتتنتد جهتت تکثیر  موردنظرکوتتاه مکمتل دو انتهتای ژن   هتایتوالی

خواهیم (  Reverse )معکوس  Rپرایمر    و یتک  (Forwardمستتتتقیم  )  Fیتک پرایمر  

  کند تعیین میو   دادهقرار  DNA polدر اختیار آنزیم   را  آزاد  OH`3پرایمر  داشتتتت. 

جهتت استتتتفتاده در    عمومتاًپرایمرهتا    .شتتتودهمتاننتدستتتازی از کجتا شتتتروع    کته آنزیم

   .شوندمی سنتزطراحی و   PCR هایتکنیک


