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PCRتاریخچه 

و H.G. Khoranaتوسطآزمایشگاه،محيطدر DNAكوتاهقطعاتساختایده1970دههاوایل•

همكاران

باكتريمرازپلي DNAآنزیم Klenowقطعهازاستفادهباهمكاران و Kary Mullisبعدسال15•

E.coli كردعمليراایدهاینگرفتميقرارنظرموردقطعهطرفدودركهپرایمردوو

سبببهنمودند،پيشنهادراحرارتبهمقاوممرازپلي DNAازاستفادههمكاران،و 1988Saikiسال•

.شدمعرفيسالملكولبعنوان1988سالدر Taq DNA Polymeraseتوسطشدهایجادتحول
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Polymerase chain reaction; 
PCR

قطعهآنازودادتكثيرآزمايشگاهمحيطدررا DNAبلندتوالييكازايقطعهبتواناينكهبراي
بارهاونمودتقليدراباكتريدر DNAسازيهمانندنظيرفرآينديبايدساخت،كپيهاميليون

شودتكرارفراينداينكوچكتيوپيكدر
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PCRاجزای 

پليمراز Taqآنزیم

پرایمرها
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DNAالگو
DNA)ساختاريواحدهاي(نوكلئوتيدها



DNAپليمراز

.استوابستهپليمراز DNAآنزیمبهDNAهمانندسازيفرایندمانندنيز PCRواكنش

.مي كندكاتاليز(الگو)قدیميرشتهرويازراجدیدرشتهشدنساختهفرایندآنزیم،این

.داردنامپليمراز Taqمي شود،گرفتهكاربه PCRواكنشدرمعمولاكهپليمرازي DNAآنزیم
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Taq پليمراز

شدهگرفتهThermus aquaticus«آكواتيكوسترموس»نامبهگرمابهمقاومباكتريیکازآنزیماین
.است

.مي كندزندگيگرمابيدریچه هايوداغآبچشمه هايدر آكواتيكوسترموسباكتري

هوايخروجمحلودارندقرارآتشفشانيفعالمكان هاينزدیكيدراقيانوس،ودریابستردردریچه هااین
.هستندگرم

.هستندمقاومبسيارگرمابهنسبتپليمراز، DNAجملهازباكتري،اینمختلفآنزیم هاي

م هايآنزیبيشترآن،دركهدمایيدارد،قرارخودحالتفعال تریندرسانتيگراد،درجه70دمايدرآنزیم، این
.شدخواهندغيرفعالانساني،
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Taq (ویژگي ها )پليمراز

 (Heat-Stability)گرمایيپایداري

.خودمناسبمحيطازبالاتردماهايدرخودعملكردوسه بعديساختارحفظدرآنزیمتوانایي

(Processivity)پردازشقدرت

.واكنشپایانتاسوبسترابهاتصالحفظدرآنزیمتوانایي

پایانبهواكنشكهنآازپيشوببردپيشبهنهایيمرحلهتاراواكنشبيشتريتعدادمي تواندآنزیمكهاستآنمعنايبهپردازش،قدرتبودنبالاتر✓
.كردنخواهدرهاراسوبسترابرسد، 

 ( Fidelity)عملكردصحت

.صحيحجايدرصحيح،مولكولاتصالتوانایي

است،خصمشكههمانطور.گرفتخواهدقرارآنمكملمولكولنوكلئوتيد،هرمقابلدركهاستآنمعنايبهویژگي،اینپليمرازها،مورددر✓
نهایيجهنتيدرتوجهيقابلتغييراتبهنوكلئوتيدها،جایگذاريدراشتباههرگونهچراكهاستفراوانياهميتداراي PCRدرویژگياین

.مي انجامدآزمایش

محصولانتهایبهبازکردناضافه
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PCRپرایمرهای 

مولكولكهندككاتاليزراجدیدرشتهسنتزمي تواندصورتيدرتنهادیگر،پليمرازهايمانندنيز،پليمراز Taqآنزیم
.باشدداشتهاختياردررا«پرایمر»

.مي دهدقرارآنزیماختياردرراآغازنقطهیکكهاستكوچكينوكلئوتيديمولكولواقع، درپرایمر،

.استپرایمرمولكولنوكلئوتيدآخرین′3انتهايدرموجودآزادهيدروكسيلگروههمانآغاز،نقطهاین
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PCRپرایمرهای 

.  نوكلئوتيد طول دارند20رشته اي هستند كه معمولا حدود -تک DNAقطعه هاي كوتاهي از یک  پرایمرها✓

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

.باز مي باشد۲۲تا ۱۸طول مناسب پرايمر ✓

 DNAمويد ثبات ساختار دو رشتته 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 بته  ،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•

MgCl2نمکوKClپتاسيمكلریدنمک ، HCl-تریسحاويبافرهااینبيشترپليمراز، Taqمورددر•
.هستند

.مي كندكمک9/5تا8بينPHحفظبهHCl-تریس•

مي شودنگآنيليمرحلهطيالگو، بهپرایمرهااتصالفرایندتقویتموجببافرها،ایندرموجودپتاسيمیون•

خودساختاريتحالفعال ترینبهراآنتاشدخواهدمتصلآنبهپليمراز،آنزیمكوفاكتورعنوانبهمنيزیم،یون•
.آورددر

.مي رسندفروشبه10X غلظت درمعمولا ،PCRبافرهاي•
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ت دزواكسي نوكلئوتيد تري فسفا
(dNTP)

ازمخلوطيازاستاندارد،PCRواكنشيكدر•
dNTPچهارهرازمساويميزانحاويكهها

 (dATP , dCTP , dGTP , dTTP)نوع
dNTP،شودمياستفادهاست.

DNAتوجهبامرازپليDNA Taqآنزيم•
dNTPواحدهاي´3→´5جهتدرهدف

ميراكپيDNAرشتهوافزايدميپرايمربهرا
.سازد
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PCRمراحل 

Denaturationواسرشتگي✓

Annealingاتصال✓

Extensionگسترش✓
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PCRمراحل 
اولیهدناتوراسیون✓

ومي شودگرمسانتيگراد،درجه95دمايبهرسيدنتاواكنش،اجزايحاويویالدمایي،چرخهاولينآغازازپيش✓
.مي ماندباقيدماایندردقيقه5حدود

یکورتصبهمولكول،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 تا خاموش كردن دستگاه
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.مي شودانجامترموسايكلرنامبهدستگاهيدرپليمراز ايزنجيرهواكنش
۲۵بينفوق، سه گانهمراحلآن،طيومي كشدطولساعت۴تا۲بينساده،واكنشهر
.شدخواهندتكراربار3۵تا
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پرایمر
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کاربرد‌های‌پرایمر

ژنوتایپینگیاژنومتوالیتعیی  نبرایپرایمرطراحی

‌تکنیک‌هایبرای تکپلی‌مورفیسم‌هایتعیی  ‌برایهمچنی  ‌.می‌روندکاربه Sangerیا NGSمانندژنومتوالی‌یاب 
نوکلوتیدی

CRISPR-Cas9تکنیکدرپرایمرطراحی

اتیاجهش‌هامی‌توانند .کنندایجاد CRISPR-Cas9سیستمازاستفادهباژنومدرراهدفمندتغیی 

DNA fingerprintingنگاریانگشتدرپرایمرطراحی

،پزشکی .میکنیماستفادهژنتیکیتبارشناسییا(پدری)ابوتتعیی  ‌قانوب 

ژنکلونینگبرایپرایمرطراحی

‌برای آنطرفدووکتوردرهدفناحیهیکتکثی 

‌پرایمردربرشناحیهایجادبا شودمیتکثی 
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طول‌پرایمر

. كنندتعادل مناسبي بين كارايي و اختصاصيت ايجاد مينوکلئوتیدی۲۵تا ۱۸پرايمرهاي◦

.پرايمرهاي كوتاه تر ممكن است منجر به اتصال هاي غيراختصاصي شوند◦

.پرايمرهاي بلندتر كارايي كمتري دارند زيرا فرآيند اتصال كندتر انجام مي شود◦
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Tmدمای‌ذوب‌پرایمر‌
دوساختارثباتمويد Primer melting temperature – Tmپرايمرذوبدماي◦

.است DNAايرشته

الگومولكولبهپرايمراتصالوشدنبانداي،رشتهدو DNAساختارازمنظوراينجادر◦
.مي باشد

رشته ايتكپرايمر،مولكول هايازنيميآندركهاستدماييپرايمر،ذوبدماي◦

بهدمااينلذا.شده اندرشته ايدووشدهمتصل DNAمولكولبهديگرنيميوهستند
رشته اي،تكپرايمرمولكولهايتعادلايندركهمي كنداشارهتعادلشرايطيك

وشده،متصلپرايمردارايتارگتمولكول هايرشته اي،تكتارگتمولكول هاي

.مي باشندتعادلحالدرهمگيشدنجداحالدرپرايمرهايدارايتارگتمولكول هاي

.استسانتی گراددرجه۶۵تا۵۵بينايده آلذوبدماي◦
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Tmدمای‌ذوب‌پرایمر‌
.باشددرجه۵ازبيشترنبايد Reverseو Forwardپرايمرهايذوبدماياختلاف◦

◦Tm وكاراييكاهشباعثبالاخيليTm مي شوداختصاصيتكاهشباعثپايينخيلي.

ازيكيامامي شود،محاسبهمختلفيفرمول هايباپرايمرطراحيدر ذوبدماي◦
فرمولنوكلئوتيد،۲۰ازكوتاه ترپرايمرهايبرايذوبدمایفرمول هایرايج ترين

:استوالاس

Tm=2(A+T)+4(G+C)
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Taدمای اتصال پرایمر 
.انتخاب مي شود Tmدرجه كمتر از ۵تا 3معمولاً ❖
Primer annealing temperatureدمای اتصال پرایمر در❖ – Ta،  پرايمر به طور خيلي

.اختصاصي به تارگت اصلي خود مي چسبد

اين . تبيشتر باشد، اتصال ويژه و اختصاصي از احتمال بيشتري برخوردار اس Taهر چقدر دماي ❖
.  در حالي است كه امكان باقي ماندن اين اتصال از لحاظ زماني كوتاهتر است

صول هر چقدر اين اتصال از ثبات كمتري برخوردار باشد، آنزيم فرصت كمتري براي ساخت مح❖
.  كم مي شود PCRپيدا مي كند و لذا كل تكثير در واكنش 

يجه محصول منجر به هيبريديزاسيون ناكافي پرايمر با الگو شده و در نتبسیار بالا Taدمای لذا❖
PCR در مقابل،. كاهش مي يابدTa ممكن است منجر به ايجاد محصولات بسیار پائین

.غيراختصاصي شود
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-GCدر توالی پرایمر  GCدرصد 
Content

.درصد است6۰تا ۴۰مقدار مطلوب ▪

درصد پايداري اتصال را افزايش مي دهد اما مي تواند موجب 6۰مقدار بالاي ▪
.تشكيل ساختارهاي ثانويه شود

.درصد باعث كاهش اختصاصيت پرايمر مي شود۴۰مقدار پايين ▪
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GC(GC Clamp)گیره
بهپرايمراتصالپايداريافزايشموجب’3انتهايدر Cيا Gباز(3تا)۱وجود▪

.مي شودالگو

دقتباراسنتزفرآيندكهمي كندكمكپليمراز DNAآنزيمبهويژگياين▪
.كندآغازبيشتري

خود'3انتهايدر NNGC.....يا NNCG....تواليباپرايمرهاييحال،اينبا▪
.نمي شوندتوصيه

راسريسنجاقساختارهايتشكيلانتهايي، GCبازهايغيرمعمولبالاي تعداد▪
.كندايجادپرايمردايمرهاياستممكنومي دهدافزايش

24



5’ 3’

5’

5’

5’

3’

3’

3’
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 Secondaryساختارهای ثانویه 
Structures

.را كاهش دهد PCRمي تواند كارايي  Hairpinتشكيل دايمرهاي پرايمر و سنجاق سر 

.بررسي و حذف ساختارهاي نامطلوب در نرم افزارهاي طراحي پرايمر ضروري است

Primer Dimer:دایمرهای پرایمر

.پرايمرها نبايد مكمل يكديگر باشند تا از تشكيل دايمرهاي پرايمر جلوگيري شود

Hairpin Loops:حلقه های سنجاق سری 

 Hairpinنبايد درون پرايمر، توالي هاي مكملي وجود داشته باشد كه موجب تا خوردن و تشكيل 
.شود
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توالی های تکراری و خودمکمل
باخودمكملتوالي هاييامعكوستكراريتواليهيچ✓

از).باشدداشتهوجودنبايدبازجفت3ازبيشطول
یا AAAAمانندتكراريتوالي هايگرفتنقرار

GGGGكنيداجتنابپرايمردر.)

وليدتوپليمرازآنزيملغزشباعثمي توانندموارداين✓
.شوندنامشخصمحصولات

هايساختارتشكيلبهتمايلنوعاينازتوالي هايي✓
.هستندپايدار PCRشرايطدركهدارندسريسنجاق
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رایمر دیگر به عنوان یک قاعده کلی، بیش از سه نوکلئوتید متوالی روی یک پرایمر نباید مکمل پ
.باشند
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توالی های تکراری و خودمکمل



سه‌مورد‌عدم‌تطابق‌در‌طراحی‌پرایمر
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نکات طلایی برای طراحی بهینه

ياتكراريتوالي هايدادنقراراز:تكراريتوالي هايازاجتناب❖
كنيد،خودداريپرايمردر GGGGيا AAAAمانندپلي نوكلئوتيدي

.شوندغيراختصاصياتصالبهمنجرمي توانندزيرا

 BLASTمانندابزارهاييازاستفادهباراپرايمرها:همولوژيبررسي❖
نومژدرغيراختصاصينواحيبهآن هااتصالعدمازتاكنيدبررسي

.شودحاصلاطمينان

رارهاپرايماختصاصيت،افزايشبراي:اختصاصيپرايمرهايطراحي❖
هنددپوششكاملطوربهراهدفناحيهكهكنيدطراحيگونه ايبه
شودجلوگيريمشابهنواحيبهاتصالازو
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نکات طلایی برای طراحی بهینه

و Primer3مانندابزارهايي:پرايمرطراحينرم افزارهايازاستفاده❖
OligoAnalyzer شمابهبهينهپرايمرهايطراحيدرمي توانند

.كنندكمك

ازكمترسانتي گراددرجه۵حدودبايداتصالدماي :اتصالدماي❖
Tm شودتضمينالگوبهاختصاصياتصالتاباشدپرايمرها.

وبگيريدنظردررا PCRنهاييمحصولطول PCR:محصولطول❖
وليدتمطلوبطولبامحصولكهكنيدطراحيگونه ايبهراپرايمرها

.شود

32



Web-based primer design service

Gene Fisher (http://bibiserv.techfak.uni-bielefeld.de/genefisher/)

GeneWalker (http://www.cybergene.se/primerdesign/)

Web Primer (http://genome-www2.stanford.edu/cgi-bin/SGD/web-primer) 

Primer 3 (http://www-genome.wi.mit.edu/cgi-bin/primer/primer3_www.cgi) 

CODEHOP (http://www.blocks.fhcrc.org/codehop.html) 

Net Primer 

(http://www.premierbiosoft.com/netprimer/netprlaunch/netprlaunch.html )

…….and many others
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