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PCRتاریخچه 

وH.G.Khoranaتوسطآزمایشگاه،محيطدرDNAكوتاهقطعاتساختایده1970دههاوایل•

همكاران

Karyبعدسال15• MullisقطعهازاستفادهباهمكارانوKlenowآنزیمDNAباكتريمرازپلي

E.coliكردعمليراایدهاینگرفتميقرارنظرموردقطعهطرفدودركهپرایمردوو

سبببهنمودند،پيشنهادراحرارتبهمقاوممرازپليDNAازاستفادههمكاران،و1988Saikiسال•

Taqتوسطشدهایجادتحول DNA Polymeraseشدمعرفيسالملكولبعنوان1988سالدر.
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Polymerase chain reaction; 
PCR

قطعهآنازودادتكثيرآزمايشگاهمحيطدرراDNAبلندتوالييكازايقطعهبتواناينكهبراي
بارهاونمودتقليدراباكتريدرDNAسازيهمانندنظيرفرآينديبايدساخت،كپيهاميليون

شودتكرارفراينداينكوچكتيوپيكدر
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PCRاجزای 

پليمرازTaqآنزیم

پرایمرها

4

DNAالگو
DNA)ساختاريواحدهاي(نوكلئوتيدها
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DNAپليمراز

.استوابستهپليمرازDNAآنزیمبهDNAهمانندسازيفرایندمانندنيزPCRواكنش

.مي كندكاتاليز(الگو)قدیميرشتهرويازراجدیدرشتهشدنساختهفرایندآنزیم،این

.داردنامپليمرازTaqمي شود،گرفتهكاربهPCRواكنشدرمعمولاكهپليمرازيDNAآنزیم
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Taqپليمراز

Thermus«آكواتيكوسترموس»نامبهگرمابهمقاومباكتريیکازآنزیماین aquaticusشدهگرفته
.است

.مي كندزندگيگرمابيدریچه هايوداغآبچشمه هايدرآكواتيكوسترموسباكتري

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،جایگذاريدراشتباههرگونهچراكهاستفراوانياهميتدارايPCRدرویژگياین

.مي انجامدآزمایش

محصولانتهایبهبازکردناضافه
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PCRپرایمرهای 

مولكولكهندككاتاليزراجدیدرشتهسنتزمي تواندصورتيدرتنهادیگر،پليمرازهايمانندنيز،پليمرازTaqآنزیم
.باشدداشتهاختياردررا«پرایمر»

.مي دهدقرارآنزیماختياردرراآغازنقطهیکكهاستكوچكينوكلئوتيديمولكولواقع، درپرایمر،

.استپرایمرمولكولنوكلئوتيدآخرین′3انتهايدرموجودآزادهيدروكسيلگروههمانآغاز،نقطهاین
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PCRپرایمرهای 

قطعه هاي كوتاهي از یک پرایمرهاDNA نوكلئوتيد طول دارند20رشته اي هستند كه معمولا حدود -تک  .

 این قطعه ها طوري طراحي مي شوند كه ناحيه هدف(Target Region)را در بر بگيرند  .

این اتصال،  از طریق پيوندهاي هيدروژني بين پرایمر و الگو صورت مي گيرد.

 در هر قطعه از ژنوم انسان، تنها یكي از دو رشتهDNA،حاوي ژن رمزكننده و فعال هستند  .

 پرایمري كه براي اتصال به این رشته طراحي مي شود، پيشروForward  و پرایمري كه براي اتصال به
. نام دارد Reverseرشته مكمل طراحي مي شود، معكوس
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PCRپرایمرهای 

 باز مي باشد۲۲تا ۱۸طول مناسب پرايمر.

دماي ذوب پرايمرPrimer melting temperature – Tm  مويد ثبات ساختار دو رشتته ايDNA 
.درجه بيشتر نشود۵بهينه است و بهتر است اختلاف دماي دو  پرايمر از ۵۸تا ۵۲دماي ذوب . است

 در دماي اتصال پرايمرPrimer annealing temperature – Ta،  پرايمر به طور خيلي اختصاصي بته
درجه6۵-۵۵. تارگت اصلي خود مي چسبد

 محتوايGCدرصد باشد6۰تا ۴۰بهتر است بين پرايمرها.

 قابليت اتصال بازها درون يك پرايمرprimer self-complementarity  موجب توليد ساختارهاي
.  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 رسندفروشبه10Xغلظت درمعمولا،PCRبافرهاي•
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ت دزواكسي نوكلئوتيد تري فسفا
(dNTP)

ازمخلوطيازاستاندارد،PCRواكنشيكدر•
dNTPچهارهرازمساويميزانحاويكهها

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

DNAآنزيم• TaqتوجهبامرازپليDNA
dNTPواحدهاي´3´5جهتدرهدف

ميراكپيDNAرشتهوافزايدميپرايمربهرا
.سازد
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PCRمراحل 

واسرشتگيDenaturation

اتصالAnnealing

گسترشExtension
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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

15

.مي شودانجامترموسايكلرنامبهدستگاهيدرپليمراز ايزنجيرهواكنش
۲۵بينفوق، سه گانهمراحلآن،طيومي كشدطولساعت۴تا۲بينساده،واكنشهر
.شدخواهندتكراربار3۵تا
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پرایمر

11/2/2025 16



کاربرد‌های‌پرایمر

ژنوتایپینگیاژنومتوالیتعیینبرایپرایمرطراحی

تکپلی‌مورفیسم‌هایتعیینبرایهمچنین.می‌روندکاربهSangerیاNGSمانندژنومتوالی‌یابیتکنیک‌هایبرای
نوکلوتیدی

CRISPR-Cas9تکنیکدرپرایمرطراحی

.کنندایجادCRISPR-Cas9سیستمازاستفادهباژنومدرراهدفمندتغییراتیاجهش‌هامی‌توانند

DNAنگاریانگشتدرپرایمرطراحی fingerprinting

.میکنیماستفادهژنتیکیتبارشناسییا(پدری)ابوتتعیینقانونی،پزشکی

ژنکلونینگبرایپرایمرطراحی

آنطرفدووکتوردرهدفناحیهیکتکثیربرای

شودمیتکثیرپرایمردربرشناحیهایجادبا
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طول‌پرایمر

.‌کنندتعادل‌مناسبی‌بین‌کارایی‌و‌اختصاصیت‌ایجاد‌مینوکلئوتیدی۲۵تا‌۱۸پرایمرهای◦

.پرایمرهای‌کوتاه‌تر‌ممکن‌است‌منجر‌به‌اتصال‌های‌غیراختصاصی‌شوند◦

.پرایمرهای‌بلندتر‌کارایی‌کمتری‌دارند‌زیرا‌فرآیند‌اتصال‌کندتر‌انجام‌می‌شود◦
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Tmدمای‌ذوب‌پرایمر‌
Primerپرایمرذوبدمای◦ melting temperature – TmایرشتهدوساختارثباتمویدDNA

.است

.می‌باشدالگومولکولبهپرایمراتصالوشدنباندای،رشتهدوDNAساختارازمنظوراینجادر◦

هبدیگرنیمیوهستندرشته‌ایتکپرایمر،مولکول‌هایازنیمیآندرکهاستدماییپرایمر،ذوبدمای◦
ایندرکهمی‌کنداشارهتعادلشرایطیکبهدمااینلذا.شده‌اندرشته‌ایدووشدهمتصلDNAمولکول
متصلپرایمردارایتارگتمولکول‌هایرشته‌ای،تکتارگتمولکول‌هایرشته‌ای،تکپرایمرمولکولهایتعادل
.می‌باشندتعادلحالدرهمگیشدنجداحالدرپرایمرهایدارایتارگتمولکول‌هایوشده،

.استسانتی‌گراددرجه۶۵تا۵۵بینایده‌آلذوبدمای◦

.باشددرجه۵ازبیشترنبایدReverseوForwardپرایمرهایذوبدمایاختلاف◦

◦TmوکاراییکاهشباعثبالاخیلیTmمی‌شوداختصاصیتکاهشباعثپایینخیلی.

فرمول‌هایرایج‌ترینازیکیامامی‌شود،محاسبهمختلفیفرمول‌هایباپرایمرطراحیدر(Tm)ذوبدمای◦
:استوالاسفرمولنوکلئوتید،20ازکوتاه‌ترپرایمرهایبرایذوبدمای

Tm=2(A+T)+4(G+C)

11/2/2025 19



Taدمای‌اتصال‌پرایمر‌
‌ًدرجه‌کمتر‌از‌۵تا‌۳معمولاTm انتخاب‌می‌شود.
دمای‌اتصال‌پرایمر‌درPrimer annealing temperature – Ta،پرایمر‌به‌طور‌خیلی‌

.اختصاصی‌به‌تارگت‌اصلی‌خود‌می‌چسبد

هر‌چقدر‌دمای‌Ta این‌.‌تبیشتر‌باشد،‌اتصال‌ویژه‌و‌اختصاصی‌از‌احتمال‌بیشتری‌برخوردار‌اس
.‌‌در‌حالی‌است‌که‌امکان‌باقی‌ماندن‌این‌اتصال‌از‌لحاظ‌زمانی‌کوتاهتر‌است

صول‌چقدر‌این‌اتصال‌از‌ثبات‌کمتری‌برخوردار‌باشد،‌آنزیم‌فرصت‌کمتری‌برای‌ساخت‌محهر‌
.‌‌کم‌می‌شود PCRپیدا‌می‌کند‌و‌لذا‌کل‌تکثیر‌در‌واکنش‌

دمای‌لذاTa یجه‌محصول‌منجر‌به‌هیبریدیزاسیون‌ناکافی‌پرایمر‌با‌الگو‌شده‌و‌در‌نتبسیار‌بالا
PCR در‌مقابل،.‌کاهش‌می‌یابدTa ممکن‌است‌منجر‌به‌ایجاد‌محصولات‌بسیار‌پائین

.غیراختصاصی‌شود
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GC-Contentدر‌توالی‌پرایمر‌ GCدرصد‌

درصد‌است۶0تا‌۴0مطلوب‌مقدار‌.

اتصال‌را‌افزایش‌می‌دهد‌اما‌می‌تواند‌موجب‌درصد‌پایداری‌۶0مقدار‌بالای‌
.تشکیل‌ساختارهای‌ثانویه‌شود

باعث‌کاهش‌اختصاصیت‌پرایمر‌می‌شوددرصد‌۴0مقدار‌پایین‌.
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GC(GC Clamp)گیره
باز‌(‌۳تا‌)۱وجود‌G یا‌C موجب‌افزایش‌پایداری‌اتصال‌پرایمر‌به‌’‌۳در‌انتهای‌

.الگو‌می‌شود

این‌ویژگی‌به‌آنزیم‌DNA پلیمراز‌کمک‌می‌کند‌که‌فرآیند‌سنتز‌را‌با‌دقت‌
.بیشتری‌آغاز‌کند

با‌این‌حال،‌پرایمرهایی‌با‌توالی‌....NNCG یا‌.....NNGC خود‌'۳در‌انتهای‌
.توصیه‌نمی‌شوند

بالای‌غیرمعمول‌بازهای‌تعدادGC انتهایی،‌تشکیل‌ساختارهای‌سنجاق‌سری‌را‌
.افزایش‌می‌دهد‌و‌ممکن‌است‌دایمرهای‌پرایمر‌ایجاد‌کند
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 Secondaryساختارهای‌ثانویه‌
Structures

.را‌کاهش‌دهد PCRمی‌تواند‌کارایی‌ Hairpinدایمرهای‌پرایمر‌و‌سنجاق‌سر‌تشکیل‌

.بررسی‌و‌حذف‌ساختارهای‌نامطلوب‌در‌نرم‌افزارهای‌طراحی‌پرایمر‌ضروری‌است

Primer Dimer:دایمرهای‌پرایمر

.نباید‌مکمل‌یکدیگر‌باشند‌تا‌از‌تشکیل‌دایمرهای‌پرایمر‌جلوگیری‌شودپرایمرها‌

Hairpin Loops:حلقه‌های‌سنجاق‌سری‌

 Hairpinدرون‌پرایمر،‌توالی‌های‌مکملی‌وجود‌داشته‌باشد‌که‌موجب‌تا‌خوردن‌و‌تشکیل‌نباید‌
.شود
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توالی‌های‌تکراری‌و‌خودمکمل
باخودمکملتوالی‌هاییامعکوستکراریتوالیهیچ

از).باشدداشتهوجودنبایدبازجفت۳ازبیشطول
یاAAAAمانندتکراریتوالی‌هایگرفتنقرار

GGGGکنیداجتنابپرایمردر.)

ولیدتوپلیمرازآنزیملغزشباعثمی‌توانندموارداین
.شوندنامشخصمحصولات

هایساختارتشکیلبهتمایلنوعاینازتوالی‌هایی
.هستندپایدارPCRشرایطدرکهدارندسریسنجاق
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رایمر‌دیگر‌به‌عنوان‌یک‌قاعده‌کلی،‌بیش‌از‌سه‌نوکلئوتید‌متوالی‌روی‌یک‌پرایمر‌نباید‌مکمل‌پ
.باشند

11/2/2025 26

توالی‌های‌تکراری‌و‌خودمکمل



عدم‌تطابق‌در‌طراحی‌پرایمرمورد‌سه‌
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نکات‌طلایی‌برای‌طراحی‌بهینه

مانندپلی‌نوکلئوتیدییاتکراریتوالی‌هایدادنقراراز:تکراریتوالی‌هایازاجتنابAAAAیا
GGGGشوندغیراختصاصیاتصالبهمنجرمی‌توانندزیراکنید،خودداریپرایمردر.

مانندابزارهاییازاستفادهباراپرایمرها:همولوژیبررسیBLASTاتصالعدمازتاکنیدبررسی
.شودحاصلاطمینانژنومدرغیراختصاصینواحیبهآن‌ها

کهیدکنطراحیگونه‌ایبهراپرایمرهااختصاصیت،افزایشبرای:اختصاصیپرایمرهایطراحی
.شودجلوگیریمشابهنواحیبهاتصالازودهندپوششکاملطوربهراهدفناحیه

مانندابزارهایی:پرایمرطراحینرم‌افزارهایازاستفادهPrimer3وOligoAnalyzerمی‌توانند
.کنندکمکشمابهبهینهپرایمرهایطراحیدر

ازکمترسانتی‌گراددرجه۵حدودبایداتصالدمای:اتصالدمایTmاتصالتاباشدپرایمرها
.شودتضمینالگوبهاختصاصی

محصولطول:PCRنهاییمحصولطولPCRگونه‌ایبهراپرایمرهاوبگیریدنظردررا
.شودتولیدمطلوبطولبامحصولکهکنیدطراحی
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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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Primer3 plus
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