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  چكيده
 ازه اسـتفاد و  شده استها آزمايشگاه دري هاي نوين تشخيصي و پژوهشروشموجب اهميت بخشيدن به پيشرفت تكنولوژي  :هدف زمينه و

گيري هاي باليني و روند پيتواند دقت تشخيص را افزايش دهد كه از جنبههاي معمول آزمايشگاهي ميهاي جديد تشخيصي در كنار روشروش
ارتقـاء   در جهـت  اي پلي مرازواكنش زنجيره با ثر در تكثير ژنؤعوامل مبررسي  هدف از اين مطالعه لذا ،حائز اهميت استهاي ژنتيكي بيماري

  .باشدميدقت تشخيص 
مولكولي دانشگاه  در بخش سلولي و آدنوكارسينوماي كولون نمونه 61اين مطالعه از نوع توصيفي تحليلي است كه بر روي  :هامواد و روش

 بـا  P53 و AURKA ژنقطعـه از  سپس تكثيـر   ؛استخراج شد استاندارد ها با كيتنمونه DNA .انجام گرفت اصفهان و علوم پزشكي سبزوار
 در PCR محصـول . دانجام شمراز اي پوليبراي واكنش زنجيرهمنيزيوم هاي متفاوت با غلظت ژن براي هر مخصوصدو زوج پرايمر  استفاده از

  .گرديد كتروفورزلال آگاروزژ
ت ظ ـغل بـا  پرايمـر  .بود رميلي مولا 5/1بهتر از  منيزيوم ميلي مولار 5 و 3غلظت  درمراز اي پوليواكنش زنجيره محصول كتروفورزلا :هايافته

 مرازاي پليواكنش زنجيره اب AURKAژن  4تكثير اگزون  براياستفاده شده  از دو زوج پرايمر .ميكرومولار بود 10و 5 از يك ميكرومولار بهتر
يـك زوج آن در   ،اسـتفاده شـد   P53 ژن 5ايمري كه براي تكثير اگزون پر زوج و از دو بهتر از ديگري بودمورد مطالعه  يك زوج آن در نمونه

    .بود بهتر از ديگري هاي مورد مطالعهنمونه
مجلـه دانشـگاه علـوم    (. باشـند كردن ژن مهم مـي  Amplifyبراي  مرازاي پليواكنش زنجيره در ت منيزيومظغل و پرايمرنوع   :گيرينتيجه

  .)226-230صص/ 4شماره/15پزشكي و خدمات بهداشتي درماني سبزوار، دوره
  .منيزيوم تظغل ؛پرايمر ؛اي پولي مرازواكنش زنجيره :هاي كليديهژوا

  
  مقدمه 
هاي نوين تشخيصـي را  پيشرفت تكنولوژي روش  

يـك   تكثير. در زمينه سلولي و مولكولي فراهم آورده است
با استفاده از مقـادير   )in vitro(ژن در شرايط آزمايشگاهي 

ــم  ــتگاه  DNAك ــا دس ــا  PCRب  Polymerase Chainي

Reaction اي پـولي  واكنش زنجيـره  .)2,1( گيردانجام مي
و ساير دانشـمندان ژنتيـك انسـاني     مولي مراز ابتدا توسط

معرفي شد و سپس بـه خـاطر مزايـاي آن بـه سـرعت در      
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امـروز   .)4,3( اسـت  هگسترش پيدا كرد يبيولوژي مولكول
هـاي مختلـف   در زمينـه  PCRتوجه بـه كـارآيي بـالاي     با

شود و مي استفاده )Finger Print( شناسيهويت پزشكي و
جهـت   آزمايشـگاهي  هـاي معمـول  روش در كنار دتوانمي

براي تكثير . )6,5( خدمت گرفته شود هب ترتشخيص دقيق
-عوامل مختلفي نقش دارند كه از جمله آن ،موفق يك ژن

غلظـت كلريـد    ، DNA   توان به كميـت و كيفيـت  ها مي
و پرايمـر اشـاره    Taq DNA Polymeraseمنيزيوم، آنـزيم  

كـردن ژن   Amplifyپرايمر يكي از عوامل اصـلي در  . كرد
 senseقطعات  شود كه با محدود كردن تواليمحسوب مي

ــر DNAروي  nonsenseو  ــن تكثي ــي آن را ممك ــازدم  س
بايد پيوندهاي بـين دو    ژنوم براي اتصال پرايمر به .)8,7(

اتصال پرايمر  و دشو )Denaturation(شكسته  DNA رشته
 تـر از درجـه ذوب پرايمـر   درجه پايين 5معمولاً  DNAبه 

ــي  ــام مـ ــه  انجـ ــود كـ ــا  شـ ــاً بـ ــر  عمومـ ــول زيـ فرمـ
TM=2(A+T)+4(C+G) شـــود و يـــا از محاســـبه مـــي

 DNAبـه   گراديانت درجه حرارتـي بـراي اتصـال پرايمـر    
در بعضي مطالعـات انجـام شـده در    . )9( گرددمحاسبه مي

 Amplifyايمرهاي مختلفي جهت كشورهاي مختلف از پر
گـزارش شـده    AURKA و P53 ژناز جملـه  ها نژكردن 
كـرد وجـود تنـوع     توان تصورمي بنابراين. )11,10( است

باشـد كـه در هـر ناحيـه      تـوأم  جغرافيايي با تنوع ژنتيكي
در كردن يك ژن را با يك پرايمر ممكـن   Amplifyامكان 
از طـرف   و سـازد  غيـر ممكـن  ديگـر  پرايمـر  كه بـا  حالي

 بســــــياري از كارهــــــاي مولكــــــولي ديگــــــر   
 transcription-mediated                                  مثل

amplification)( TMA، NASBA (nucleic acid 

sequence - based amplification) (SDA) strand 
displacement amplification وSNP genotyping   بعد از

ــابراين .)12-15( ير اســتپــذموفــق انجــام PCR يــك  بن
 مـا  يهشـرايط آزمايشـگا   بـا  بتواند كه بررسي پرايمرهايي

 اين مطالعـه  لذا .مفيد خواهد بود ،داشته باشدهتر ازدهي بب
ثر ؤبررسي عوامـل م ـ  طراحي شد تا در راستاي اين هدف

مـورد   اي پلـي مـراز  واكنش زنجيـره بـا  در تكثير يـك ژن 
  .ارزيابي قرار بگيرد

  
  هاوشمواد و ر
 ـبـوده و  تحليلي  -اين مطالعه از نوع توصيفي   - هب

ــي   ــورت مقطع ــر ص ــه 61روي ب ــينوما  نمون ــو كارس   آدن
ــال   ــول س ــال در ط ــلولي و   1386كولوركت ــش س در بخ

انجـام  و اصـفهان   مولكولي دانشگاه علوم پزشكي سـبزوار 
بـا  ميكرونـي   10قطعـه   3هـاي پـارافيني   ز بلوكا. گرفت

-پس از مقطع بلافاصله .شد تهيهآلمان  )Litze( ميكروتوم

م براي جلوگيري از دستگاه ميكروتو ،گيري براي هر نمونه
با استفاده از كيت استاندارد  و شدمي با الكل تميزآلودگي 

اسپكتروفتومتري  بااستخراج شد و  DNA )وژشركت فزاپ(
در  DNAزمـان اسـتفاده    تـا  گيري شـد و اندازه آنغلظت 
  .)11,10( شدمي دارينگه -0C20 فريزر
ميكروليتر  5تا  PCR: 3 مرازواكنش زنجيرهاي پلي)الف
 buffer  ×10ميكروليتر از  5/2استخراج شده با   DNAاز
  MgCl2هاي غلظت ميكروليتري از 5تا  2حجم متفاوت با 

ميلي  dNTP 5ميكروليتر  5/1ميلي مولار با  25
 و Forward پرايمرهاي يك ميكروليتر مولارميكرو

Reverse ژنP53   وAURKA 10و 1،5 هايبا غلظت 
 :  استفاده شد با توالي زير ميلي مولار

F-5'- TGCTGTGACTGCTTGTAGA- 3' 
R-5'- CTCAACTTTCAGTCCCGT- 3' 
F-5' –TGTTCACTTGTGCCCTGACT- 3' 
R-5'- AGCAATCAGTGAGGAATCAG- 3' 
F-5'- CTTTCATGAATGCCAGAAGT-3' 
R-5'- CACAGGAAGTTAAGGGTG--'3  
F-5'- CTTTCATGAATGCCAGAAGT-3' 
R-5'-CCAAGTCTTCACTTCGTCT-3' 

آلمــان HPSF Biotech  پرايمرهــا از شــركت( ).11,10( 
 Taqيك واحـد آنـزيم   ). بوده است دانش سفارش فرآيند

DNA Polymerase    به ميكروتيوب استريل افـزوده شـد و
 .شـد  ميكروليتـر رسـانده   25بـه   حجم نهايي با آب مقطر
آلمـان   Eppendurf تفاده از دستگاه ترموسيكلر سپس با اس

 P53ژن  و AURKA از ژن قطعـه  ،انتانگلس ـ  Techenaو



  گل محمدي و همكار 
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از  PCRبـر اي    سازي كردن شرايط مطلـوب متعاقب بهينه
 و ، پـر ايمـر   DNAنظر گراديانت درجة حرارتي، غلظـت 

 PCRمحصـول   ميكروليتر از 5 .كلريدمنيزيم، تكثير گرديد
مخلوط گرديـد و سـپس    Loading dyeميكروليتر از  1با 

و بـراي   درصد آگارز قـرار داده شـد   2هاي ژل در چاهك
 استفاده گرديـد،  Ethydium bromideاز  DNAآميزيرنگ

 عكـس ژل  ازGel  Document  بـا  الكتروفـورز  و بعـد از 
هـاي فـوق بـه جـز     كـردن ژن  Amplify اًضمن .شد گرفته

هـا بـا   ونـه بـراي تمـام نم   فـوق  موارد ذكر شده در مطالعه
  .شد اجرا شرايط يكسان

  
  هايافته

مـرد   )درصد 73( نفر 45مطالعه  ردنمونه مو 61از 
با كيفيت مناسـب   DNAكه نفر زن بود  )درصد 27( 16و 

اي در روش واكنش زنجيره ).1شكل ( داشتند PCRجهت 
  AURKA   كه براي تكثير دو اگـزون از دو ژن   پلي مراز

كـه نمونـه    در صـورتي  ،ه استفاده شددر اين مطالع P53 و
و فاكتورهـاي   شدندين بار تكرار ميچ  PCRفاقد باند بود

كه شد گيري ميحصول نتيجه پيطور مجزا جهت ه ثر بؤم
ت و درجـه اتصـال پرايمـر بـه ژن و     ظ ـهـا غل از جمله آن

دو زوج . بـوده اسـت  ت  منيزيوم و سپس الكتروفورز ظغل
 AURKAژن  4 اگـزون  كه براي تكثيـر  ختصاصيا پرايمر

پس از بررسي عوامل  توالي زير رايمرهاي باپ ،استفاده شد

  PCRنـدين  چاي پلي مراز و انجام در واكنش زنجيره ثرؤم
زيـر  هاي مورد مطالعه بـا اسـتفاده از پرايمرهـاي    در نمونه
  : انجام شد

 F-5'- TGCTGTGACTGCTTGTAGA- 3'   R-5'- 
CTCAACTTTCAGTCCCGT- 3  
CTTTCATGAATGCCAGAAGT-3'   R-5'- 
CACAGGAAGTTAAGGGTG--'3  F-5  

  :پرايمرهاي با توالي زيرهمچنين از  و
F-5'- CTTTCATGAATGCCAGAAGT-3  
R 5'-CCAAGTCTTCACTTCGTCT-3' 

نتيجـه   ،اسـتفاده شـد    AURKAژن 4كه در تكتير اگزون 
ختصاصـي كـه   از دو زوج پرايمـر ا   .مطلوب حاصل شـد 

 پرايمرهـاي بـا   ،استفاده شـد  P53 ژن 5ن اگزو براي تكثير
  : بودند PCRداراي محصول  توالي زير

  
هاي مورد استخراج شده از نمونه : DNA 1شكل

 مطالعه با كيت استاندارد

M      8       7          6         5       4          3         2         1  

  
و  M (marker. ( درصد 2در ژل آگاروز  PCR محصول : 2شكل 
ميلي مولار  5/1هاي مورد مطالعه در غلضت نمونه 8تا  1هاي شماره

  دهدپيكان محل باند مورد نظر را نشان مي. منيزيوم هستند

M      8       7          6         5       4          3         2         1  

  
و  M (marker( درصد  2در ژل آگاروز  PCR محصول : 3شكل 

ميلي مولار  3هاي مورد مطالعه در غلظت نمونه 8تا  1هاي شماره
  دهدپيكان محل باند مورد نظر را نشان مي. منيزيوم هستند
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F-5' TGTTCACTTGTGCCCTGACT- 3' 
'R-5'- AGCAATCAGTGAGGAATCAG- 3     

 دراي پـولي مـراز   واكـنش زنجيـره   محصـول  كتروفورزلا 
 رميلـي مـولا   5/1منيزيوم بهتر از  ميلي مولار 5و 3ت ظغل
 ت يك ميكرومولار بهتـر ظغل اب پرايمر. )4تا  2شكل ( بود
 اي پـولي مـراز  واكـنش زنجيـره   در ميكرومولار 10و  5 از
  .بود

  
  بحث

و  نوع پرايمركه  دهدنشان ميحاضر  مطالعهنتايج   
 ـنقش دار اي پلي مرازواكنش زنجيره در ت منيزيومظغل   دن
بـراي تكثيـر ژن    اين مطالعـه  كه در يپرايمر از دو زوج و

AURKA  در  از ديگري بود ثرترؤيك زوج م ،شداستفاده
در  مناسـبي  زوج از پرايمرها محصولي يك ،P53 مورد ژن

تغييـر   كـه ليادر ح ،شدتوليد ن اي پلي مرازواكنش زنجيره
 3ت ظغل . شد مناسب  PCRمحصول منجر بهپرايمر نوع 

 Master mix(  PCR(مخلـوط   ميلي مولار منيزيوم در 5و
دو زوج  از ،در اين مطالعه .شد ايجاد تري روشني هاباند

 بـراي تكثيـر ژن   ايرلند سوئد و هايكشور پرايمري كه در
مـورد  ، ه بـود اسـتفاده شـد   اي پلي مراززنجيره در واكنش

نكتـه جالـب توجـه در    و  )11,10( ارزيابي قـرار گرفتنـد  
 ي كه در كشـور سـوئد  يپرايمرها مطالعه حاضر اين بود كه

 ،ستفاده شده بـود ا P53 ژن 5كردن اگزون  Amplifyبراي 
. )11( توليد نكـرد مناسبي  PCR هاي ما محصولدر نمونه

تكثيـر   بـراي  ي كه در كشور ايرلنديپرايمرها ،برعكس اما 

-در نمونـه  محصول مناسـب  ه بود،اين اگزون استفاده شد

حاصـل   اي پولي مـراز واكنش زنجيره هاي مورد مطالعه با
 Amplifyي بـرا  اي كه در كشـور شـيلي  مطالعه .)10( شد
 اي پلي مرازواكنش زنجيرهدهد كه ن ميانش ،انجام شد ژن
 .)16( اســت هــاي تــازه بهتــر از نمونــه قــديمينمونــه در

 نمونـه قـديمي   DNA شـود كـه  احتمـال داده مـي  بنابراين 
واكـنش  در نتيجـه  و قطعاتي شكسته شوند  بهممكن است 

               ). 18,17( اي پلي مراز را با مشكل روبرو كندزنجيره
نمونـه مـورد    ثر بـودن يـك زوج از پرايمـر در   ؤم  

 مطالعه و عدم موفقيت پرايمر ديگر در مطالعـه حاضـر در  
-در واكنش زنجيرهP53  ژن و  AURKA كردن ژن تكثير

 م ژنـي باشـد  س ـيفرومرتبط با پلـي م  تواندمي مرازاي پلي 
در جمعيت يك ناحيه جغرافيـايي بـا    لاًاحتما كه )20,19(

وجـود پلـي مورفيسـم     و تفاوت داشته باشد ديگر ينواح
يكـي از   توانـد جهـان  مـي  ژني متنوع در نواحي مختلـف  

بـراي تكثيـر ژن در   مختلـف   هـاي دلايل استفاده از پرايمر
پلــي  چــون وجــود ،باشــد اي پلــي مــرازواكــنش زنجيــره

غيـر   DNA هرا ب م ژني ممكن است اتصال پرايمرسيرفوم
ممكن  نشود و يا توليدصولي در نتيجه مح ساخته وممكن 
 متصل DNA روي بر مورد نظر كانون غير بهپرايمر  است
در واكنش  ي كاذب راهاباند يامحصول غير طبيعي  وشود 

پژوهشـگران  كه مـد نظـر    توليد نمايد اي پلي مراززنجيره
   .باشندنمي

ثر در واكنش ؤعلاوه بر فاكتورهاي مبه طور كلي،   
كـردن درجـه    بهينـه در بردارنـده  اي پلي مراز كـه  زنجيره

ت و درجه خلوص ظغل همچنين و DNAبه اتصال پرايمر
 در اصـلي  عامـل عنوان يك ه نوع پرايمر نيز ب ،باشدآن مي

 ـ باشد،مي ثرؤم  اي پلي مرازواكنش زنجيره كـه   طـوري ه ب
واكـنش   در تكثيـر ژن يك ناحيه براي  در هاپرايمربعضي 
 عمـل تر تتر و راحطلوبم ،كارآمدتراي پلي مراز زنجيره

بـراي  . اشـد بجـوان   پژوهشـگران كه بايد مد نظر كنند مي
 DNAكردن  Amplifyآزمايشگاه در حالتي كه  انكارشناس

براي تكثير ژن  جديد را هاي پرايمر ،است راهمبا مشكل ه

      8       7          6           5       4          3         2         1      M   

 
و  M (marker(درصد  2در ژل آگاروز  PCR محصول : 4شكل

ميلي مولار  5هاي مورد مطالعه در غلظت نمونه 8تا  1هاي شماره
  دهدپيكان محل باند مورد نظر را نشان مي. منيزيوم هستند

 



  گل محمدي و همكار 
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اسـاس ژنـوم ناحيـه     مدنظر داشته باشند و يا بر مورد نظر
  . دكننپرايمري جديد طراحي  ،جغرافيايي

  
  تشكر و قدرداني

كـولي  لسـلولي و مو از مسؤولين آزمايشگاه بخش   
علوم پزشكي سبزوار و اصفهان كه در اجراي هاي دانشگاه

  .گردد، تشكر ميدطرح همكاري نمودن
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