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PCRتاریخچه 

 H.G. Khoranaتوسطآزمایشگاه،محيطدر DNAكوتاهقطعاتساختایده1970دههاوایل•

همكارانو

مرازپلي DNAآنزیم Klenowقطعهازاستفادهباهمكاران و Kary Mullisبعدسال15•

كردعمليراایدهاینگرفتميقرارنظرموردقطعهطرفدودركهپرایمردوو E.coliباكتري

بهنمودند،پيشنهادراحرارتبهمقاوممرازپلي DNAازاستفادههمكاران،و 1988Saikiسال•

معرفيسالملكولبعنوان1988سالدر Taq DNA Polymeraseتوسطشدهایجادتحولسبب

.شد
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PCRكاربردهاي 

بيماريیااختلالیکدردخيلژن هايشناسایي•
عفونيبيماريعاملشناسایي•
مناسبپزشكيتشخيص•
Reverse Transcriptase PCRژنرونوشتازقطعهیکتكثير•

هویتاحراز•
نظرموردقطعهكلونينگ•
Real-Time PCRژنیکرونوشتنسخه هايتعداددقيقتخمين•

Semi-quantitative PCRدیگرژنبامقایسهدرژنیکرونوشتنسخه هايتعدادتخمين•
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Polymerase chain reaction; PCR

آنازودادتكثيرآزمايشگاهمحيطدررا DNAبلندتوالييكازايقطعهبتواناينكهبراي•
نمودتقليدراباكتريدر DNAسازيهمانندنظيرفرآينديبايدساخت،كپيهاميليونقطعه

شودتكرارفراينداينكوچكتيوپيكدربارهاو
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PCRاجزای 

پليمراز Taqآنزیم•

پرایمرها•

5

DNAالگو
DNA)ساختاريواحدهاي(نوكلئوتيدها
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DNAپليمراز
.استوابستهپليمراز DNAآنزیمبهDNAهمانندسازيفرایندمانندنيز PCRواكنش•

.مي كندكاتاليز(الگو)قدیميرشتهرويازراجدیدرشتهشدنساختهفرایندآنزیم،این•

.داردنامپليمراز Taqمي شود،گرفتهكاربه PCRواكنشدرمعمولاكهپليمرازي DNAآنزیم•

610/6/2026



Taq پليمراز

شدهگرفتهThermus aquaticus«آكواتيكوسترموس»نامبهگرمابهمقاومباكتريیکازآنزیماین•
.است

.مي كندزندگيگرمابيدریچه هايوداغآبچشمه هايدر آكواتيكوسترموسباكتري•
گرموايهخروجمحلودارندقرارآتشفشانيفعالمكان هاينزدیكيدراقيانوس،ودریابستردردریچه هااین•

.هستند

.هستندمقاومبسيارگرمابهنسبتپليمراز، DNAجملهازباكتري،اینمختلفآنزیم هاي•
 هايآنزیمبيشترآن،دركهدمایيدارد،قرارخودحالتفعال تریندرسانتيگراد،درجه70دمايدرآنزیم، این•

.شدخواهندغيرفعالانساني،
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Taq (ویژگي ها )پليمراز

 (Heat-Stability)گرمایيپایداري•
.خودمناسبمحيطازبالاتردماهايدرخودعملكردوسه بعديساختارحفظدرآنزیمتوانایي

(Processivity)پردازشقدرت•
.واكنشپایانتاسوبسترابهاتصالحفظدرآنزیمتوانایي
پایانبهواكنشكهآنازپيشوببردپيشبهنهایيمرحلهتاراواكنشبيشتريتعدادمي تواندآنزیمكهاستآنمعنايبهپردازش،قدرتبودنبالاتر✓

.كردنخواهدرهاراسوبسترابرسد، 

 ( Fidelity)عملكردصحت•
.صحيحجايدرصحيح،مولكولاتصالتوانایي
ایناست،صمشخكههمانطور.گرفتخواهدقرارآنمكملمولكولنوكلئوتيد،هرمقابلدركهاستآنمعنايبهویژگي،اینپليمرازها،مورددر✓

آزمایشایينهنتيجهدرتوجهيقابلتغييراتبهنوكلئوتيدها،جایگذاريدراشتباههرگونهچراكهاستفراوانياهميتداراي PCRدرویژگي
.مي انجامد

محصولانتهایبهبازکردناضافه•
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پایداري گرمایي  

بارهامحيط،دمايواكنش،ایندرچراكهمي كندتبدیل PCRبرايایده آلآنزیمیکبهراپليمرازTaqگرمایي پایداري•
.شودگرفتهسرازتكثيرواكنشدوبارهوشوندبازیكدیگرازالگورشته هايتامي یابدافزایشبارهاو

چشمگيريطوربهراآنبلكهنمي شود،پليمراز Taqفعاليتكاهشموجبتنهانهسانتيگراد،درجه72حدوددماي•
.دادخواهدافزایش

خوداختارساماداشت،نخواهدتوجهيقابلفعاليتعملاآنزیم،اگرچهآن،ازبالاتریاسانتيگراددرجه90حدوددماهايدر•
.برمي گرددخودفعالفرمبهدوبارهدما،كاهشصورتدرومي كندحفظرا

9

دما تعداد نوکلئوتید ساخته شده در هر ثانیه

70∘C 60

55∘C 24

37∘C 1/5

22∘C 0/25
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قدرت پردازش 

•Taq  نوكلئوتيد را به انجام برسانند3000پليمرازهاي پركاربرد در آزمایشگاه  مي توانند تكثير قطعاتي به طول حداكثر .

.نوكلئوتيد نيز افزایش داد4000با اندكي تغيير در شرایط، مي توان این عدد را تا •

30حدود )عات بلندتر امروزه، فرم هاي تغييریافته اي از پليمراز نيز در آزمایشگاه ها به كار گرفته مي شوند كه براي تكثير قط•
.بهينه شده اند( كيلو باز
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fidelity عملكردصحت
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PCRپرایمرهای 

مولكولكهدكنكاتاليزراجدیدرشتهسنتزمي تواندصورتيدرتنهادیگر،پليمرازهايمانندنيز،پليمراز Taqآنزیم•
.باشدداشتهاختياردررا«پرایمر»

.مي دهدقرارآنزیماختياردرراآغازنقطهیکكهاستكوچكينوكلئوتيديمولكولواقع، درپرایمر،•

.استپرایمرمولكولنوكلئوتيدآخرین′3انتهايدرموجودآزادهيدروكسيلگروههمانآغاز،نقطهاین•
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PCRپرایمرهای 

نوكلئوتيد 20رشته اي هستند كه معمولا حدود -تک DNAقطعه هاي كوتاهي از یک  پرایمرها✓
.  طول دارند

.  را در بر بگيرند (Target Region)این قطعه ها طوري طراحي مي شوند كه ناحيه هدف ✓
.این اتصال،  از طریق پيوندهاي هيدروژني بين پرایمر و الگو صورت مي گيرد✓

.  حاوي ژن رمزكننده و فعال هستند ،DNAدر هر قطعه از ژنوم انسان، تنها یكي از دو رشته ✓

و پرایمري كه براي  Forwardپرایمري كه براي اتصال به این رشته طراحي مي شود، پيشرو ✓
.  نام دارد Reverseاتصال به رشته مكمل طراحي مي شود، معكوس
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PCRپرایمرهای 

.باز مي باشد۲۲تا ۱۸طول مناسب پرايمر ✓

 DNAمويد ثبات سااختار دو رشاته اي  Primer melting temperature – Tmدماي ذوب پرايمر✓
.درجه بيشتر نشود۵بهينه است و بهتر است اختلاف دماي دو  پرايمر از ۵۸تا ۵۲دماي ذوب . است

پرايمر به طور خيلي اختصاصي باه  ،Primer annealing temperature – Taدر دماي اتصال پرايمر ✓
درجه6۵-۵۵. تارگت اصلي خود مي چسبد

.درصد باشد6۰تا ۴۰بهتر است بين  پرايمرهاGCمحتواي ✓

موجب توليد ساختارهاي  primer self-complementarityقابليت اتصال بازها درون يك پرايمر ✓
.  اثر سوء دارند PCRنامناسبي مي شود كه روي موفقيت واكنش  Secondary structuresثانويه  
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PCRبافر 
.مي دهدنشانرافعاليتبيشترینخاص،یونيقدرتوPHشرایطیکدرآنزیمهر•
.مي كنندحفظواكنش،پایانتاوایجادراشرایطاینبافرها•
وKClپتاسيمكلریدنمک ، HCl-تریسحاويبافرهااینبيشترپليمراز، Taqمورددر•

.هستندMgCl2نمک
.مي كندكمک9/5تا8بينPHحفظبهHCl-تریس•
آنيلينگحلهمرطيالگو، بهپرایمرهااتصالفرایندتقویتموجببافرها،ایندرموجودپتاسيمیون•

مي شود
حالتل ترینفعابهراآنتاشدخواهدمتصلآنبهپليمراز،آنزیمكوفاكتورعنوانبهمنيزیم،یون•

.آورددرخودساختاري
.مي رسندفروشبه10X غلظت درمعمولا ،PCRبافرهاي•
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(dNTP)دزواكسي نوكلئوتيد تري فسفات 

مخلوطيازاستاندارد،PCRواكنشيكدر•
هرازمساويميزانحاويكههاdNTPاز

 , dATP , dCTP , dGTP)نوعچهار
dTTP) dNTP،شودمياستفادهاست.

DNAتوجهبامرازپليDNA Taqآنزيم•
واحدهاي´3→´5جهتدرهدف

dNTPرشتهوافزايدميپرايمربهراDNA
.سازدميراكپي
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PCRمراحل 

Denaturationواسرشتگي✓

Annealingاتصال✓

Extensionگسترش✓
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PCRمراحل 

اولیهدناتوراسیون✓

حدودومي شودگرمسانتيگراد،درجه95دمايبهرسيدنتاواكنش،اجزايحاويویالدمایي،چرخهاولينآغازازپيش✓
.مي ماندباقيدماایندردقيقه5

یکصورتبهمولكول،وشوندميحذفكاملاالگو،مولكولخوردگي هايتابوپيچیاثانویهساختارهايهرگونه✓
.گيردميقرارآنزیممعرضدرخالصتک رشته اي

نهاییسازیطویل✓

باقيسانتيگراد،درجه72دمايدردیگردقيقه10تا5حدودمدتبراينمونهویالدمایي،چرخهآخرینانجامازپس✓
.كندتكميلراناقصرشته هايساختكارپليمراز، Taqآنزیمتامي كندفراهمرالازمزمانومي ماند
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PCRمراحل یک واكنش 

تکرار مرحله دما زمان

1 واسرشتگي اوليه 95∘C دقيقه۵

25-30

واسرشتگي 95∘C ثانيه3۰

اتصال 55∘C ثانيه3۰

گسترش 72∘C ثانيه3۰

1 گسترش نهايي 72∘C دقيقه۱۰

1 نگهداري نهايي 10∘C 19تا خاموش كردن دستگاه

.مي شودانجامترموسايكلرنامبهدستگاهيدرپليمراز ايزنجيرهواكنش
۲۵بينفوق، سه گانهمراحلآن،طيومي كشدطولساعت۴تا۲بينساده،واكنشهر
.شدخواهندتكراربار3۵تا
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PCRمراحل یک واكنش 
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PCRمراحل یک واكنش 

21

هاوليمولكول هايتنهااينتكرار،بارهردر•
ند،مي روكاربهالگوعنوانبهكهنيستند

ردشدهساختهمولكول هايدور،هردربلكه
افهاضمجموعهاينبهنيزپيشينتكرارهاي
.مي شوند

رپرايمفراوانيمقاديرحاويآزمايش،تيوب•
متصلرشته هااينبهكهاستآنزيمو

يزكاتالراجديدرشته هايسنتزومي شوند
.مي كنند

PCRدورهردرنسخه هاتعداد•
.شدخواهددوبرابر
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Typical PCR mix

• In a thin wall Eppendorf tube assemble the following

PCR components Amount

Template DNA (50-1000 ng)

10 X PCR buffer(1X final)

10 mM dNTPs  (200 uM final)

50 mM MgCl2 (1.5 mM final)

10 uM forward primer (0.5 uM final)

10 uM reverse primer (0.5  uM final)

5 units/uL Taq DNA polymerase (1 units)

dH20

Final Volume

1 ul

2 uL

0.4 uL

0.6 uL

1 uL

1 uL

0.2 uL

13.8 ul

20 uL
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PCR Inhibitors

.كندميمهاررا PCRحدازبيشوجودصورتدرچيزيهرتقريباً•
:ازعبارتندرايجهايكنندهمهار•

Kپروتئيناز✓

فنل✓

✓EDTA

يونيهايشوينده✓

هاآنيونپلي✓

هموگلوبين✓

سيانولزايلنوبلوبروموفنولمانندلودينگرنگهاي✓

شدهارائهواكنشجزءتنهااغلبكههستندالگو DNAدرموجودآلاينده هايپايين،بازدهاصليعلتموارد،ازبسياريدر•
.استمحققتوسط
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PCRالكتروفورز محصولات 

از PCRمحصولاتدیدنبرايمعمولا•
.مي شوداستفادهژلرويبرالكتروفورز

ژلهايرويبيشتر RNAو DNAمولكولهاي•
كهحاليدرشوند،مياجرا(افقيصورتبه)آگارز

رااج(عمودي)آكریلاميدژلهايرويهاپروتئين
.شوندمي

گروه هايوجوددليلبهDNAمولكول هاي•
.هستندمنفيباردارايفراوان،فسفات

سمتهبمنفيقطبازالكتریكي،جریانایجادبا•
.كردخواهندحركتمثبتقطب

ذمنافبينازراحتيبهكوچک تر،مولكول هاي•
بهراخودسریعتروكردهعبورژل،درموجود
مولكول هايحركتاما.مي رسانندآنانتهاي
.مي شودانجامكنديبهبزرگتر،
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تجهيزات الكتروفورز

26

Casting tray

Gel combs

Power supply→

Gel tank→
Cover

Electrical leads

                
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Gel Electrophoresis
agarose
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Gel Electrophoresis

10/6/2026 28



Gel Electrophoresis
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• An agarose gel is prepared by combining 
• agarose powder,
•  safe stain 
• buffer solution.

• TBE Buffer(10x)
• Tris base(121.14 g/mol) 890mM
• Boric acid (61.83 g/mol) 890mM
• EDTA (292.24 g/mol)      25mM
• Add H2O to 1000ml adjust pH to 8.



طرز تهيه ژل آگاروز

ساكاريدپليازآگاروز✓
تهيهدريايهايجلبك
.ميشود

۰.7بينمعمولاغلظتي✓
بركهدرصد۲تا

مولكولاندازهاساس
ساختهنظرموردهاي

.ميشود
TAEبافر✓  TBEيا 
باراالكتروفورزتانك✓

برايكهبافريهمان
يدميكناستفادهژلتهيه

.كنيدپر،
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طرز تهيه ژل آگاروز

3210/6/2026



طرز تهيه ژل آگاروز
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طرز تهيه ژل آگاروز
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Safe stain

ماتيدیوزمينه،ایندرپركاربردرنگ هايازیكي•
باعثومتصل DNAمولكولبهكهاستبرماید
رنگ،ایناما.مي شود UVنورحضوردرآنرویت

 هايپژوهشگاهدرآنازاستفادهواستسميشدتبه
.استهمراهفراوانيمحدودیت هايبابزرگ

وماتيدیجایگزینعنوانبهدیگري،رنگ هايامروزه•
 Safeایمنرنگ هايبهكهآمده اندبازاربهبرماید

Stainمعروفند.

اتصالكهرنگ هاستاینازیكي گرین-سایبررنگ•
درنمونه،مي شودموجبدورشته اي، DNAبهآن

سبزرنگبه،(نانومتر497موجطول)آبينورحضور
.شوددیده(نانومتر520موجطول)

3510/6/2026



بافر لود کننده

•Loading dyeازپيشتوانميرا
بهقبلازياوژلرويهانمونهلود

كرداضافههانمونه
رنگ ،ازعمدتاًكنندهلودهايبافر•

نزايلباآب،وگليسروليافيكول
آميندياتيلنوتريسسيانول،

 (EDTA اسيدتترااستيك
.شده اندتشكيل(اختياري

برابردر DNAاز EDTAبالايغلظت•
بههوابستنوكلئازهايتوسطتخريب

دوظرفيتيهاييونهمانندفلز
.كندميمحافظتمنيزيم
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لود نمونه 

رويدقتباراپيپتنوک•
ودهيدقرارچاهكيك

تخليهآراميبهرانمونه
.كنيد

فروچاهكدربايدنمونه•
.رود

نوکباراژلباشيدمراقب•
.نكنيدسوراخپيپت
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39

 wells
 Bromophenol Blue

Cathode

(-)

Anode

(+)

Gel

DNA

(-)


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PCRالكتروفورز محصولات 

اندازهدقيقتشخيصبراي•
کیباراآن هامي بایستباندها

.نيمكمقایسهاستانداردمولكول
هكداردنامماركرمولكول،این•

آن،نردبانيشكلدليلبه
Ladder مي شودناميدهنيز.
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Transilluminator 
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