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Abstract  
     In the recent years, Real-time PCR technique introduced as a choice method for diagnosis of 
infectious diseases in many laboratories. During each cycle of the PCR reaction, this technique 
combines the polymerase chain reaction chemistry with the utilization of fluorescent reporter 
molecules for monitoring the production of amplification products. Therefore, the set of features 
including the high sensitivity and specificity, repeatable data and low contamination risk has made 
the Real-time PCR technology as an attractive alternative to conventional PCR. This technique is 
often used to quantify the level of gene expression. Since the whole Real-time PCR reaction is 
performed within a closed tube, the risk of contamination is reduced and eventually prevent false-
positive results. The aim of present study was to provide a general overview on different types of 
Real-time PCR methods, their benefits and applications. 
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چکیده 

ها مورد استفاده عفونی در آزمایشگاه هاي یماريروشی انتخابی جهت تشخیص بسیاري از ب عنوانبهاخیر  يها در سال Real-time PCR روش     
 يهـا  از این طریق، تولید فرآوردهو گر فلورسنت انجام گزارش يها پلیمراز توسط مولکول یره، واکنش زنجآوريفنقرار گرفته است. با استفاده از این 

قابـل   يهـا  حساسیت و اختصاصیت بالا، داده ؛از خصوصیات از جمله يا . بدین ترتیب مجموعهشود یگزارش م PCRواکنش  چرخهتکثیري طی هر 
اغلب در تعیـین   روشن ای معمولی تبدیل کرده است. PCRرا به جایگزینی مناسب براي  Real-time PCR آوريفناعتماد و خطر پایین آلودگی، 

، شـود  یبسـته انجـام م ـ  در داخل یک لوله در Real-time PCR . از آنجایی که تمامی مراحلگیرد یکمیت سطوح بیان ژن نیز مورد استفاده قرار م
ایـن  هـدف از   .ودش ـ یمعمولی بسیار کاهش یافته و در نتیجه از حصول نتایج مثبت کاذب جلوگیري م PCRخطر ایجاد آلودگی در آن در مقایسه با 

 .باشد یم آن، مزایا و کاربردهاي Real-time PCR روشکلی در مورد انواع مختلف  ، مرورمقاله
 

 ، فلوروفورپلیمراز  یره، واکنش زنجReal-time PCRتشخیص مولکولی،  :هاواژهکلید
 
 
:مقدمه 

مشـخص   Real-time PCRطـور کـه از نـام     همان     
بـه لحظـه یـک فرآینـد     به معنـی مشـاهده لحظـه     است،

و همکارانش هیگوچی  . این سیستم در ابتدا توسطباشد یم
طراحی گردید. در این روش یک مـاده فلورسـنت در هـر    

که میـزان آزادسـازي آن بـا     شود یاز واکنش آزاد م چرخه
مقدار محصولات تکثیر شده متناسب است. ایـن مقـدار از   

یی و شناسـا  )Detector(گـر  فلورسنت توسط یک نمایان
. در نهایت، گرافـی توسـط دسـتگاه ترسـیم     گردد یثبت م

دهنـده تصـویري از فرآینـد در حـال      خواهد شد که نشـان 
در انجام و تکثیر محصولات است. چنین ابزاري اولین بـار  

در  و سـاخته  اپلاید بایوسیسـتم  شرکت توسط 1996سال 
بایوژن،  دیگري نظیر يها ، شرکتحال حاضر علاوه بر آن

ــایونیر، ــداهو، ام جــی، روچ،   ب ــت، ای ــایوراد، شــفید، کورب ب
کمـی)   qPCR )PCRرا بـراي   ییهـا  دسـتگاه  استراتاژن

 )1-4(.اند عرضه کرده
در بســیاري از  ،کمــی Real-time PCRاسـتفاده از       
تشخیصی و مولکولی در حال افزایش بوده  هاي یشگاهآزما

در واقـع   )6و5(.معمولی اسـت  PCRو جایگزین خوبی براي 
معمـولی بـوده و امکـان آنـالیز      PCRین روش بـر پایـه   ا

نسـبت بـه    qPCRها در آن وجود دارد. مزیت اصلی  داده
PCR  معمولی این است که غلظتDNA  اولیه با دقت و

 ـ     گـردد. بـدین ترتیـب نتـایج     ین مـی حساسیت بالایی تعی
صورت کیفی یـا کمـی باشـد. در    به تواند یدست آمده مبه

صـورت  ی در بهترین حالـت خـود بـه   معمول PCRمقابل، 
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هـا در   واکـنش  qPCRنیمه کمی است. علاوه بـر آن، در  
ها مورد ارزیـابی قـرار    یک لوله در بسته انجام شده و داده

 هـاي  يکـار  که با این روند، دیگر نیازي به دست گیرند یم
رو امکـان آلـودگی کـاهش    پس از تکثیر نبـوده و از ایـن  

 )5-7(یابد. یم
در  Real-time PCR آوريفــنو مزیــت  ســازگاري     

ــ ــهمطالعـ ــل ياهـ ــدد از قبیـ ــکی، ؛متعـ ــت پزشـ         زیسـ
، یداروشناســپزشــکی، کشــاورزي، ی، دامشناســمیکــروب

شده است. همچنین ایـن   یدأیت یشناس بیوتکنولوژي و سم
تعیین  ؛کاربردهاي جالب و جدید دیگري از جمله آوريفن

ها،  بررسی بیان ژن کمیت و تعیین ژنوتایپ عوامل عفونی،
 يهـا  یـد داده أی، تRNAمتیله شده و میکرو  DNAآنالیز 

، هـا  (شناسایی جهش افتراق آللی و ژنوتایپینگ میکرواري،
، هـا  مورفیسم تـک نوکلئوتیـدي و ریـز مـاهواره    آنالیز پلی

ــوزومی)، ت ــرات کروم ــد اثربخشــی داروأیشناســایی تغیی  ی
 )6-9(.درمانی و مطالعات پزشکی قانونی دارد

ترموسایکلر با یک منبع نـوري   ؛شامل qPCRاجزاي      
گـر فلورسـنت   )، یک سیستم نمایـان LED(لامپ، لیزر یا 

جهت رسم منحنی تکثیر  يافزار (فلوریمتر) و همچنین نرم
DNA اضـافه   )8(.باشد یفلورسنت م يها با استفاده از داده

یـا   يا دو رشـته  DNAکردن یک رنـگ اینترکالـه بـراي    
دار با فلوروفور به مخلوط واکنش نیز ضـروري   انپروب نش

هــاي متعــددي جهــت ســال اخیــر، روش 15اســت. طــی 
توصــیف شــده اســت. ایــن  qPCRدر  DNAشناســایی 

و همچنین عامل فلورسنت مورد استفاده  ها براساسروش
انـد.   شـده  يبند به دو گروه اصلی طبقه میزان اختصاصیت

 يا دو رشـته  DNAکننـده  گروه اول از عوامـل اینترکالـه  
کـرده و قـادر بـه     اسـتفاده اواگـرین  و  Ӏنظیر سایبرگرین 
 یراختصاصیورده تکثیري اختصاصی و غآردیابی هر دو فر

هستند؛ اما گـروه دوم از فلوروفورهـاي متصـل شـده بـه      
الیگونوکلئوتیدها استفاده کرده و تنهـا قـادر بـه شناسـایی     

م گــروه دو )9و7(باشــند. یم ـ PCRمحصـولات اختصاصــی  
هـاي فلورسـنت اضـافه شـده بـه      اساس نـوع مولکـول  بر

       : شـود  یم ـ بنـدي  یمتقس ـ یرگـروه واکنش، خـود بـه سـه ز   

هـا   همانند پرایمرها عمل کرده و به آن هایی که ) پروب1
 هاي هیـدرولیز کـه بـه   ) پروب2؛ گویند یپروب م -پرایمر

، نور )Extension(گسترش  مرحلهمحض تجزیه در طی  
ــروب کننــد یســاطع مــفلورســنت را  هــاي و همچنــین پ
واکنش تکثیر و هنگـام اتصـال بـه     که طی هیبریداسیون

DNA  ،ــدف ــنت ســاطع مـ ـ  نــوره ) 3؛ کننــد یفلورس
حاضـر   مطالعـه  در )10و9(.اسـیدهاي نوکلئیـک   يها آنالوگ

علاوه بر ساختار و مکانیسم عمل، مزایا و کاربردهاي هـر  
 Real-timeتوسـط   DNAشناسـایی   يها کدام از روش

PCR .بحث خواهد شد 
جهت تشخیص  PCRبررسی شیمی  -لگروه او

 و تعیین کمیت اسیدهاي نوکلئیک:
وجـود دارد   qPCRدر  DNAدو روش کلی بررسـی       

صـورت اختصاصـی و    هایی که بـه ) روش1ند از: که عبارت
غیراختصاصی، محصـولات تکثیـر شـده را بـا اسـتفاده از      

شناسـایی   يا شـته دو ر DNAمتصل شونده به  يها رنگ
صـورت اختصاصـی،   کـه فقـط بـه    ییها ) روش2؛ کنند یم

ــولات  ــدهاي   PCRمحص ــتفاده از الیگونوکلئوتی ــا اس را ب
ها) شناسایی ها یا پروبپروب -(پرایمر متصل به فلوروفور

 )9و8(.کنند یم
 : DNA شونده بهمتصل يها ) رنگ1

شونده  متصل فلورسنت يها از رنگ يا طیف گسترده     
اتیـدیوم   ؛صورت تجاري وجود دارد که شامل به DNA به

، SYTO، سایبرگلد، Ӏ، سایبرگرین YO-PRO-1بروماید، 
BEBO، BOXTO  اسـتفاده از ایـن   باشد یم اواگرینو .

ــگ ــارن ــی و    ه ــولات اختصاص ــایی محص ــث شناس باع
دایمـر تولیـدي در    -غیراختصاصی و محصـولات پرایمـر  

 )11و10(شود. یم qPCRطول واکنش 
 اختار:س

     رنگ، سایبرگرین  ینتر رمصرفپӀ باشد که تحـت  می
، دو بار مثبت آن به اتصال PCRواکنش  شرایط استاندارد

. کنـد  یکمـک م ـ  يا دو رشـته  DNAقوي این رنگ بـه  
ــپلکس  ــور -DNAکمــ ــل، نــ ــی  رنــــگ حاصــ           آبــ

)497=λmax ــانومتر ـــ) را جن ـــذب کــ ـــرده و نــ ور ــ
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 یــراً. اخکنــد ی) را ســاطع م ـومترنــان λmax=520( زـــ ـسب

 SYTOو  اواگـرین  يهـا  مشخص شده اسـت کـه رنـگ   
تـري  پایـداري و حساسـیت بـیش    Ӏنسبت به سایبرگرین 

 )13و12(.دارند qPCRتوسط  DNAبراي سنجش کمی 

 عمل: مکانیسم
دو  DNAبا اتصال چنـین رنگـی بـه شـیار کوچـک           
ا در آن ر تـوان  یکـه م ـ  شود ی، فلورسنت ساطع ميا رشته

 گیـري کـرد  انـدازه  qPCR از چرخـه گسترش هـر   مرحله
 .  )1(شکل شماره 

 
اي و دو رشته DNAگرین به : اتصال رنگ سایبر1 شکل

 انتشار نور فلورسنت
 

محصـولات   PCRدر طی فرآینـد  که  با توجه به این     
شـکل گیـرد،    توانـد  یدایمرها م ـ -غیراختصاصی و پرایمر
جهــت بررســی  )Melting curve(آنــالیز منحنــی ذوب 

. این آنـالیز  شود یاختصاصیت قطعات تکثیر شده توصیه م
درجــه  95تــا  50ز متشـکل از حــرارت دادن بــه نمونـه (ا  

فلورسنت ساطع شده از آن در طـی  ) و مشاهده گراد یسانت
صـورت  بـه  DNA واسرشـته سـازي  یند است. دمـاي  آفر

فلورسـنت و بـا جـدا شـدن رنـگ از       نورکاهش شدید در 
DNA محصـولات غیراختصاصـی و   شـود  یشخص م ـم .
 در ر مقایسه بـا محصـولات اختصاصـی   دایمرها د -پرایمر

. در واقـع از آنجـایی   شوند یمواسرشته  تري ییندماهاي پا
ــولات   ــه محص ــدازه  PCRک ــا ان ــات   ب ــا محتوی ــا و ی ه

ــاوتی    ــاي متف ــف در دماه ــدي مختل ــته نوکلئوتی واسرش

هــد مجزایــی قابــل مشــاهده خوا هــاي یــک، پشــوند یمــ
 )14و12(.بود

 مزایا و معایب:
 qPCRدر  DNAشونده بـه   هاي متصلهزینه رنگ     

هاي فلورسنت نیاز دارند، هایی که به پروبنسبت به روش
حال، رسم آنالیز منحنی ذوب . با اینباشد یم تر یینبسیار پا

جهت تشخیص انتخـابی   qPCR آزمونبعد از تکمیل هر 
ري اســـت. ضـــرو PCRمحصـــولات مـــولتی پلکـــس 

؛ امـا بـا   باشد یرکاربردترین رنگ معنوان پبه Ӏگرین سایبر
 ؛از قبیــل هــایی یتداراي محــدود وجــود ایــن محبوبیــت

، اواگـرین اسـت.   PCRپایداري محدود و همچنین مهـار  
 يا رشته دو DNA شونده به متصل يها رنگ نسل سوم از

تـر  کم یاست و یکی از خصوصیات آن، قابلیت مهارکنندگ
PCR   در مقایسه با سـایبرگرینӀ   .جهـت   اواگـرین اسـت
نیـز   )HRM( آزمـون ذوب بـا تفکیـک بـالا     هاي یبررس

 )16و15(.باشد یمناسب م
 کاربردها:

 هـاي  یجهـت شناسـایی تـوال    توان یها م از این رنگ     
DNA  در واکنشPCR .سایبرگرین  استفاده کردӀ  ًعمدتا

شناسـایی   بیان ژن،بررسی ، عوامل عفونیبراي شناسایی 
و همچنین  مورفیسم تک نوکلئوتیديپلیجهش، شناسایی 

   شـده از نظـر ژنتیکـی     اصـلاح  هـاي  یسـم رگانا شناسایی
(GMO) نیز بـراي   اواگریناز  همچنین. شود یاستفاده م

 )17-19(.استفاده شده است یاهداف چنین
دار شده با  الیگونوکلئوتیدهاي نشان -گروه دوم
 فلوروفور:

هاي فلورسنت کوچکی هسـتند و  رها، مولکولفلوروفو     
صـورت پـروب عمـل    به qPCR آوريفنبراي این که در 

ــد ــن     کنن ــوند. ای ــل ش ــدها متص ــه الیگونوکلئوتی ــد ب بای
 -فلورسنت به صورت پرایمر متصل به الیگونوکلئوتیدهاي

 يبند اسید نوکلئیکی طبقه يها ها یا آنالوگها، پروبپروب
یـا   )Donor(دهنده  يها ر به نامدو نوع فلوروفو .شوند یم

یا کوئنچر  )Acceptor(و گیرنده  )Reporter(گر گزارش
)Quencher( ــ ــود دارن ــک   )20و19(.دـوج ــه ی ــامی ک هنگ
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، یـک  کنـد  یدهنـده انـرژي را از نـور جـذب م ـ     فلوروفور
و بـا   شـود  یدر آن ایجاد م )Excited(وضعیت برانگیخته 

بـه   رسـنت فلو نـور  صـورت ساطع شـدن انـرژي از آن بـه   
. ایـن نـور سـاطع شـده از     گـردد  یم ـوضعیت اولیه خود بر

و فرکـانس و طـول مـوج     تر یینفلوروفور دهنده، انرژي پا
بـه یـک    توانـد  یدر مقایسه با نور جذبی دارد و م يبلندتر

این دو فلوروفور (دهنده فلوروفور پذیرنده منتقل شود. اگر 
 10عمـولاً  در فاصله خاصی از هم قرار گیرند (م و پذیرنده)

آنگستروم)، انتقال انرژي حاصل از برانگیختگـی از   100تا 
انتقـال  ، نچرئکـو  گر به یک فلوروفوریک فلوروفور گزارش

 )20و19(.شود ینامیده م )FRET(انرژي رزونانس فلورسانت 
فلوروفور  به شده منتقل انرژي چطور که اساس این بر     

 ـ مکانیسـم  دو شـود، یم منتشر ذیرندهپ  FRET از فمختل
ــرژي کــه در آن، FRET-quenching) 1 دارد؛ وجــود  ان

بــه ) غیرفلورســنتی مولکــول یــک( کــوئنچر الکترونیکــی
انرژي  که در آن، FRET) 2 شود؛ یممنتشر  گرما صورت

 زیـرا  شـود؛  یم ـ سـاطع  فلورسـنت  صـورت بـه  منتقل شده
 در. باشـد  یم فلورسنت پذیرنده در این حالت، یک مولکول

 هـاي  یرنـده پذ وهـا   دهنده از يا گسترده طیف حاضر حال
وجود  متفاوت تابشی طیف و برانگیختگی قابلیت با مختلف
ــد ــه دارن ــ ک ــد یم ــتفاده qPCR در توانن ــورد اس ــرار  م ق
 )21و20(بگیرند.

 ها:پروب -ر) پرایم1
متشــکل از الیگونوکلئوتیــدهایی  ،هــاپــروب -پرایمــر     
و  بـوده حـد  پرایمر و پروب در یـک مولکـول وا   هاي یتوال

سـنجاق   هـاي پروب -پرایمر در سه گروه را ها آنتوان  یم
سـاطع  ت فلورسن .کرد يبند طبقهآنگر و سیکلیکونز ، سري

یـا   واسرشـته سـازي   مرحلهطی  ،هاپروب -شده از پرایمر
کـه   شود یم یريگ و اندازه ردیابی qPCR گسترش مرحله

 دارد. گیبسـت پـروب مـورد اسـتفاده     -این به نوع پرایمـر 
منجـر بـه تکثیـر     تواند یها مپروب -استفاده از این پرایمر

در طـول   دایمـر  -محصولات غیراختصاصی و یـا پرایمـر  
شـود؛ بنـابراین آنـالیز منحنـی ذوب بـراي       PCRواکنش 
  )20(.شود یم توصیهواکنش  کاراییتعیین 

 :سنجاق سريهاي پروب -رپرایم -1-1
  نوکلئوتیدهاي تکالیگو، هاپروب -پرایمراین گروه از      
یـک   شـامل هـا   آن دهنده یلهستند. اجزاي تشک يا رشته

که ساختمان لوپ در آن  سنجاق سري استساختار ثانویه 
شـود.   یهدف متصل م ـ DNA توالی طور اختصاصی به به

در انتهـاي   )GC(نوکلئوتیـد   6توالی کوتاهی از  همچنین
بر ه است. علاومکمل  3'که با انتهاي  وجود دارد پروب 5'

که به دو انتهـا   وجود دارد فلوروفور مولکول یک یا دو ،آن
در برخی موارد، پروب نیز حاوي یـک  متصل شده است و 

 -. پرایمـر باشـد  یم ـ سـر  پرایمر متصل به ساختار سـنجاق 
و آمپلیفـور  ، اسـکورپیون  ؛شـامل  سنجاق سريهاي پروب

LUX 20(باشند. یم( 
 :ونیاسکورپهاي پروب -رپرایم -1-1-1

 ختار:سا
وایت توسط  1999در سال  پروب -این پرایمر ساختار     

 . )2 شماره (شکل شد داده شرح همکارانش و کومب

 
 ونیاسکورپ هايپروب -پرایمر ساختار -2شکل 

 

گر گزارشمولکول آن داراي یک  در سر  سنجاق ساختار   
. باشـد  یم 3'و یک کوئنچر داخلی در انتهاي  5' در انتهاي
ــاي  ــاختار  3'انته ــنجاقس ــده     س ــط مهارکنن ــر توس س

)Blocker(  هگــزاتیلن گلیکــول)HEG(  5'بــه انتهــاي 
پرایمر توسط پلیمراز  طویل شدنمتصل است که از پرایمر 

 )21و14(.کند یجلوگیري م
 مکانیسم عمل:

گر و کـوئنچر در  گزارشي ها در لوله واکنش، مولکول     
 قـرژي از طریـانال ـهم قرار دارند و انتق نزدیک مجاورت
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FRET-quenching ــاد ــ ایج ــود یم ــال ش ــد از اتص . بع

از  پلیمـراز آنـزیم  هـدف،   DNA تـوالی  پروب به -پرایمر
 هــاي یتــوال، شــروع بــه کپــی کــردن پرایمــر 3'انتهــاي 

بعـدي،   واسرشـته سـازي  کنـد. در مرحلـه   نوکلئوتیدي می
در همـان   خـود  توالی اختصاصی پروب به ناحیـه مکمـل  

 فرآینـد  . ایـن شـود  یسـاخت متصـل م ـ    تازه DNAرشته 
سر را باز کـرده و در نتیجـه     ساختار سنجاق ،هیبریداسیون

 شـوند  یماز یکدیگر جدا کوئنچر و گر گزارشي ها مولکول
تکثیر شده  PCRفلورسنت به نسبت مقدار محصول  نورو 

 )22(.شود یتولید م

 مزایا:
ا در اتصـال و ردیـابی ر   فرآیندپروب،  -پرایمرسیستم      

به یـک سیسـتم ارزان تبـدیل     آن راو  ادغامیک مولکول 
ســنجاق ســاختار  ي دارايکــرده اســت. الیگونوکلئوتیــدها

دایمـر و محصـولات تکثیـري     -از تشکیل پرایمـر  سري،
  ؛ زیــرا اتصــال درونکننــد یجلــوگیري مــ یراختصاصــیغ

مناسب و بسیار  جنبشیچنین ساختارهایی از نظر  یمولکول
مزایـاي دیگـري از جملـه     ،ستفاده از لـوپ . اباشد یمؤثر م

 -پرایمـر  کـه  يطـور  به ؛دارد نیز ینهزم پس هاي نورکاهش 

هاي وارد نشده در حالت خاموش هسـتند. همچنـین   پروب
پروب ضروري  -در این سیستم، تخریب آنزیماتیک پرایمر

    مقایســه بــادر  تــري يفلورســنت قــو هــاي نــورنیســت و 
 )24و23(.شود یهاي دیگر ایجاد موبپر

 کاربردها:
ــر      ــروب -از پرایم ــاي پ ــکورپیونه ــ اس ــوان یم در  ت

و تعیـین   تکی و مولتی پلکس جهت شناسـایی  يها فرمت
و آللـی   افتـراق ، ژنوتایـپ ، تعیـین  عوامـل عفـونی   کمیت

دقـت در   بردنبالا منظور بهاستفاده کرد.  جهششناسایی 
آللـی،   افتـراق و  مورفیسم تـک نوکلئوتیـدي  پلیتشخیص 

پروب  -یک آنالوگ اسید نوکلئیکی به پرایمر کردناضافه 
جهت افزایش پایداري حرارتی و اختصاصـیت   اسکورپیون

 )25-27(.شود یتوصیه م آن هیبریداسیون
 ها:پروب -2

الیگونوکلئوتیدهایی هستند که یک فلوروفور  ها،پروب     
 متصل شده اسـت.  ها آندهنده و یک فلوروفور پذیرنده به 

هاي هیدرولیز و پروب يها نام دو نوع پروب به یکل رطو به
  ).1شماره  جدول( وجود داردهیبریداسیون 

 
 هاي هیدرولیز و هیبریداسیونمشخصات پروب -1جدول 

 
 نوع مزایا مکانیسم عمل ساختار

TaqMan 
TaqMan-MGB 

5´R---Q3´ 
5´R---Q3´-

MGB 

فلورســنت خــاموش  نــورکــه  در محلــول واکــنش هنگــامی
باشد بدان معناست که دو فلوروفور پروب در نزدیکی هم  می

گسترش، اتصال پروب هیدرولیز توسط  مرحلهقرار دارند. در 
پلیمراز تخریـب شـده    DNAاگزونوکلئازي  3' به 5'فعالیت 

 شود. گر ساطع میو نور فلورسنت از گزارش

باشـد.   این پروب سـاده مـی   ساختطراحی و 
افزایش  اختصاصیت پروب را،  MGBحضور 

ــدهاي   ــتفاده از الیگونوکلئوتی ــازه اس داده و اج
 دهد. کوتاه را می

هاي پروب
 هیدرولیز

Hyprobe or 
FRET 

5´---R3´ + 
5´Q---3´-Ph 

هیبریداسیون، اتصال پروب بـه تـوالی هـدف     فرآیند در طی
انتقـال انـرژي   هم شـده و  باعث نزدیک شدن فلوروفورها به

 گیرد. صورت می FRETتوسط 

ــالیز منحنــی ذوب را ایــن سی ســتم امکــان آن
هـا  کند. طراحـی و سـاخت  پـروب    فراهم می

سـریع و   PCRسـازي واکـنش    همانند بهینه
 باشد. آسان می

هاي پروب
 ونیداسیبریه

Molecular 
Beacon 

 
5´RΩQ3´ 

باز شده و بـه تـوالی    Beacon ، پروباتصالمرحله در طی 
DNA  هــدف متصــل و منجــر بــه انتشــار نــور فلورســنت

 شود. یم

ــالیز منحنــی ذوب را  ایــن سیســتم امکــان آن
ها کند. اتصال اختصاصی این پروب فراهم می

تـر  هاي سـنجاق سـري بـیش   نسبت به پروب
دهد  ها اجازه میباشد. استفاده از این پروب می

هـایی کـه در یـک نوکلئوتیـد متفـاوت       توالی
 هستند نیز از هم تفکیک شوند.

HyBeacon 5´---FlUb------
-3´Ph 

هیبرید  HyBeaconsمقدار فلورسنت منتشر شده از پروب 
تـر  بـیش  ssهـاي  نسـبت بـه پـروب    به توالی مکمـل  شده
 سازد. هاي هدف را ممکن می باشد و شناسایی توالی می

ــالیز منحنــی ذوب را  ایــن سیســتم امکــان آن
 کند. فراهم می
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 هاي هیدرولیز:پروب -1-2
 3'بـه   5' فعالیـت بـه   هـا ایـن پـروب  مکانیسم عمل      

بـا ایـن    کـه  باشـد  یم ـمتکـی   پلیمراز Taqاگزونوکلئازي 
تکثیـر  واکـنش  را در طـول   متصل پروب خصوصیت خود،

 ممانعـت منحنـی ذوب   آنـالیز همچنین از انجام و تخریب 
 مرحلــهدر پایــان فلورســنت . در ایــن سیســتم، کننــد یمــ

متناسب با مقـدار محصـول    که شود یگسترش محاسبه م
 )29و28(.)1 شماره جدول( باشد یکثیر شده ماختصاصی ت

 : TaqManهاي پروب -1-1-2
 ساختار:

و هولنــد توسـط   1991سـاختار ایـن پـروب در سـال          
در  هاي الیگونوکلئوتیديهمکارانش مطرح شد. این پروب

خــود حــاوي مولکــول دهنــده فلورســنت و در  5'انتهــاي 
باشـند   یم خود داراي مولکول پذیرنده فلورسنت 3'انتهاي 

فلورسـنت  علت مجاورت این دو مولکول به یکـدیگر،  به و
. پـروب  مانـد  یساطع شده از مولکول دهنـده خـاموش م ـ  

هـدف   DNAاتصال به ناحیـه خاصـی از    جهتهیدرولیز 
 )30-32(.طراحی شده است
 مکانیسم عمل:

فلورسـنت از فلوروفـور دهنـده     نـور در لوله واکـنش،       
 مرحلـه  شـود. طـی   یرکوب م ـتوسط فلوروفور پذیرنده س ـ

 3' بـه  5' فعالیـت توسط  متصل گسترش، پروب هیدرولیز
فلورسـنت از   نـور و  تجزیـه  پلیمـراز  DNA اگزونوکلئازي

 دربدون دخالت  فرآینداین  شود. یممولکول دهنده ساطع 
تکـرار   چرخـه در هـر   PCRتصاعدي محصـولات  ساخت 

 )33(.شود یم
 مزایا:

 اسـت؛ راحت  TaqManهاي پروبساخت  طراحی و      
 -طراحی نشـوند، امکـان تشـکیل پرایمـر     یخوب اما اگر به

 وجود دارد. qPCR واکنشدایمرها در حین 
 کاربردها:

تکـی و مـولتی    يهـا  در فرمت توان یاز این سیستم م     
 یا بار ویروس تعیین کمیتپلکس براي شناسایی ویروس، 

 افتـراق  میکـرواري،  ید نتـایج أیبیان ژن، تبررسی باکتري، 
مورفیســم تــک پلــی، تشــخیص جهــشآللــی، شناســایی 

 )34-37(.استفاده کرد GMOو  نوکلئوتیدي

 : MGB-TaqManهاي پروب -2-1-2
 شونده به شیار کوچـک  متصل TaqManهاي پروب     

DNA  هــاي پــروب عنــوانبـهDNA دار شــده بــا  نشــان
MGB 38و37(.اندتوصیف شده( 

 هیبریداسیون:هاي پروب -2-2
در  هااین پروباتصال  حاصل ازساطع شده فلورسنت      

 یريگ اندازه تواند یگسترش م مرحلهیا  اتصال مرحلهطول 
هـا در مقایسـه بـا    از این پروباستفاده مزیت اصلی شود. 
هاي هیدرولیز، توانـایی آنـالیز قطعـات تکثیـر شـده      پروب

 فلورسـنت  نـور  میزان هاي ذوب است. یمنحنتوسط رسم 
 DNAتکثیـر   میـزان  با مستقیمی ارتباط شده یريگاندازه

   )38(.دارد qPCR واکنش طی هدف
 :Hybprobe یا  FRET هايپروب -1-2-2

 ساختار:
     Hybprobe  هـاي  عنـوان پـروب  که بـهFRET   نیـز

و  هلـر  توسـط  1985 سـال  ، اولین بار درشوند یشناخته م
یک جفـت   متشکل ازشدند. این سیستم  معرفیموریسون 

هـدف   DNA هـاي  یبه توال شونده لیگونوکلئوتید متصلا
 گـر در انتهـاي  فلوروفور گزارش داراي پروب اول .باشد یم

خود است  5'در انتهاي  کوئنچریک  دارايو پروب دوم  3'
 DNAنیز جهت جلـوگیري از تکثیـر    و یک گروه فسفات

 )38(.باشد یمپروب دوم متصل  3'به انتهاي 
 مکانیسم عمل:

 در شوند تـا  یماین دو پروب طوري طراحی  هاي یتوال    
 هدف هیبرید شـوند؛  DNAهاي  یتوالدم با  به سر جهت

ــه ــرار   کــه يطــور ب ــور در مجــاورت یکــدیگر ق دو فلوروف
در مجاورت هـم   دو پروبکه  اتصال مرحلهاند. طی  گرفته

د با توجه به این واقعیت کـه انـرژي آزا   کوئنچر ،قرار دارند
باعـث برانگیختگـی آن    از قبلگر ارشگزمولکول شده از 

 )40و39(کند. یساطع مفلورسنت نور  شده است،
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 مزایا:

 سـازي  ینـه هـا هماننـد به  این پـروب ساخت طراحی و      
 .باشد یسریع و آسان م PCRشرایط واکنش 

 کاربردها:
 جهتدر فرمت مولتی پلکس  توان یها ماز این پروب     

یـا   بـار ویـروس   میـت تعیـین ک  ،عوامل عفـونی  شناسایی
 افتـراق ، تعیـین ژنوتایـپ  میکـرواري،   أیید نتایجت اکتري،ب

 مورفیسـم تـک نوکلئوتیـدي   پلـی و  جهشآللی، شناسایی 
 )42و41(.کرداستفاده 

 سر:  سنجاق هايپروب -2-2-2
 : Molecular Beaconهاي پروب -2-2-2-1

 ساختار:
 تـایگی  اولین بار توسط Molecular Beaconپروب      

ــارمر و ــی ک ــروب  معرف ــن پ ــد. ای ــدي  ،ش الیگونوکلئوتی
که به چهار بخـش   استسر   به شکل سنجاق يا رشته تک

 30تـا   18 يا قطعـه  کـه  ) یک لوپالف: (شوند یتقسیم م
؛ باشـد  یهدف مکمل م DNAبا توالی  و است جفت بازي

جفـت   7تـا   5) یک ساقه که توسط دو توالی مکمـل  ب(
 ) یـک پ؛ (شـود  یم ـایجاد  انتهاي پروب دوبازي واقع در 

 متصل شده 5'به انتهاي  که گر فلورسنتگزارش مولکول
 3'بـه انتهـاي   که فلورسنت  کوئنچر بدون) یک ت( ؛است

است و زمانی که پروب به شکل بسـته خـود    متصل شده
گـر را  باشد، فلورسنت ساطع شـده از مولکـول گـزارش    یم

 ). 3(شکل شماره  )24(کند یمجذب 

 
 Molecular Beacon پروب ارساخت -3شکل 

 مکانیسم عمل:
 تـوالی  باز شـده و بـه  اتصال  مرحلهطی ها این پروب     

 مولکول از آنجایی که این بارو  شوند یمتصل م خود هدف
سـاطع  فلورسـنت   در نتیجـه  ،شود ینم سرکوبگر گزارش

تکثیر  PCRفلورسنت با مقدار محصول  نور. این گردد یم
و  Molecular Beacon اگر پروب. باشد یشده متناسب م

نباشند، ساختار  هم لاً مکملــدف کامــه DNAی ــتوال
 پـا این هیبریداسیون ناقص همچنان  در طولسر   سنجاق

 گیرد.هیچ انتشار فلورسنتی صورت نمی مانده و یباق برجا
 مزایا:

اتصـال  ، اختصاصیت سر  سنجاقدلیل تشکیل ساقه به     
 در مقایســـــه بـــــا Molecular Beaconروب ــــــپ

 بـا  رواز ایـن  اسـت. تـر  بیش یالیگونوکلئوتیدهاي فلورسنت
هـایی از   یتـوال تـوان بـین    یم هاییاستفاده از چنین پروب

DNA       هدف که حتی در یـک نوکلئوتیـد بـا هـم تفـاوت
 )43(شد. لئقادارند نیز تمایز 

 کاربردها:
مـولتی  تکـی و   يهـا  در فرمت توانند یها ماین پروب     

بـار   تعیـین کمیـت  ، عوامل عفونیشناسایی  جهتپلکس 
آللی، شناسـایی   افتراق، تعیین ژنوتایپباکتري، یا  ویروس
 آنـالیز  ،مورفیسـم تـک نوکلئوتیـدي   پلی، تشخیص جهش

mRNA هاي زنده و شناسـایی  در سلولGMO   اسـتفاده
 )44و24(.شوند

 Beacon هیبریداسـیون هاي پروب -2-2-2-2
 : HyBeaconهاي یا پروب
 ساختار:

و  فـرنچ  اولـین بـار توسـط    HyBeacon هـاي پروب     
 هـاي  یها حـاوي تـوال  شدند. این پروب معرفیهمکارانش 

. بـه نوکلئوتیـدهاي   هسـتند  يا رشته الیگونوکلئوتیدي تک
ي فلوروفـور متصـل   هـا  دنباله ،داخلی این الیگونوکلئوتیدها

 '3(رنـد  خـود دا  3' انتهـاي  در مهارکننده شده است و یک
هـا طـی واکـنش    سازي ایـن پـروب  طویلاز که ) فسفات
PCR 45(کنند. یجلوگیري م( 
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 مکانیسم عمل:
 توالی هدف خودبه  HyBeaconsپروب  هنگامی که     

  طـور قابـل   به مقدار فلورسنت منتشر شده شود، یمتصل م
در محلـول   يا رشـته   هـاي تـک  نسبت به پـروب  یتوجه
  یـا   گسـترش  مرحلـه ی . فلورسـنت ط ـ باشـد  یم ـتـر  بیش

 )45(.شود یم یريگ اندازه سازيطویل
 مزایا:

این سیستم امکان آنالیز کامل منحنی ذوب را فـراهم       
ورده تکثیـر یافتـه و   آآورده و از این طریق اختصاصیت فـر 

     . از مزایــاي دیگــر شــود یکارآمــدي واکــنش تضــمین مــ
عملکــرد ســاده، طراحــی ســاده و  HyBeacon آوريفــن

 )45(.باشد ینسبتاً ارزان آن مخت سا
 کاربردها:

تکی و مولتی پلکـس   فرمتدر  توانند یها ماین پروب     
، ژنوتایـپ  تعیـین ، DNA کمیـت تعیـین   شناسایی، جهت

آللـی   افتـراق و  مورفیسم تـک نوکلئوتیـدي  پلیتشخیص 
 )46-48(.مورد استفاده قرار گیرند

 :اسید نوکلئیکی يها آنالوگ -3
ترکیبات آنالوگی (از نظـر  اسید نوکلئیکی،  يها آنالوگ     

 DNAو  RNAطور طبیعی  ساختاري شبیه) هستند که به
سـت تغییراتـی در   آنـالوگ ممکـن ا   یک .کنند یرا ایجاد م

وکسـی ریبـوز) یـا    ئپنتوز (ریبـوز یـا د   اسکلت فسفات، قند
هـا   ، آنالوگطبیعیطور  بازهاي نوکلئوتیدي داشته باشد. به

امـا در مایعـات    ؛طبیعـی را دارنـد   DNA هاي یتهمه مز
اسید بیولوژیک پایدارتر بوده و براي مکمل بودن با اهداف 

ــالوگ نــوکلئیکی ــواعی از آن ــد. ان  يهــا میــل زیــادي دارن
اخیــر شــرح داده شــده  يهــا نوکلئیــک اســیدي در ســال

 )49(.است
1) 2′-O-methyl oligodeoxyribonucleotides or 2′-
O-methyl RNA 
2) Peptide Nucleic Acids (PNAs) 
3) 2′-Fluoro N3-P5′-phosphoramidites 
4) 1,5-anhydrohexitol nucleotides (HNAs) 
5) Phosphorodiamidate Morpholino Oligomer 
(PMO) 
6) Locked Nucleic Acids (LNAs) 
7) Zip nucleic acids (ZNAs) 

8) Non-natural bases: isoguanine and 5′-
methylisocytosine  

و  PNAs ،LNAs ،ZNAsها، شامل  برخی از این آنالوگ
صــورت رایــج بــراي  ) بــهiCیــا  iG( یرطبیعــیبازهــاي غ

 .شوند یاستفاده م Real-time PCRکاربردهاي مختلف 
  )LNAs( بستههاي اسید نوکلئیک -1-2

 ساختار:
سال  در که براي نخستین بار بسته يهاکینوکلئ دیاس     

و همکــارانش توصــیف شــدند،   ونگــل توســط  1998
بوده که شامل یک یا تعداد  RNAیا  DNAاز  هایی یتوال

طـور   . بـه باشند یشده م  نوکلئوتیدهاي اصلاح تري ازبیش
متیلن بین یاختصاصی این نوکلئیک اسیدها داراي یک پل

کـه یـک    باشـند  یحلقه ریبوز م در C-′4و  O-′2 يها اتم
 )51و50(.دهند یتشکیل م bicyclicحلقه 

 مکانیسم عمل:
مشـابه   بسته يهاکینوکلئ دیاس مکانیسم عمل پروب     

 هاست.پروب -ها یا پرایمربا عملکرد پروب
 مزایا:

 تجزیـه در برابـر   بسـته  يهاکینوکلئ دیاسهاي پروب     
اغلـب در   LNAنوکلئوتیـدهاي   نوکلئازها مقاوم هسـتند. 

ــدهاي   ــا نوکلئوتی ــب ب ــه  DNA/RNAترکی ــر نیافت تغیی
که موجب افزایش پایداري گرمایی پروب  شوند یاستفاده م

. نتیجه این افزایش پایـداري، بهبـود اختصاصـیت    شود یم
   )53و52(.باشد یهدف م هاي یتوال

 کاربردها:
بـه   تواننـد  یم ـ بسته يهاکینوکلئ دیاس نوکلئوتیدهاي    

ر ایـن  هاي توصـیف شـده د  ها و پروبپروب -اکثر پرایمر
-LNAمقاله مروري عرضه شوند. براي مثـال اسـتفاده از  

Molecular Beacon اي ـهروبـو پLNA TaqMan 
ــ ـــتشخی تـجه ــیص ـ ــدي پل ــک نوکلئوتی ــم ت  مورفیس

ــوزیس، تشــخیص ــاکتریوم توبرکل ــین GMO مایکوب ، تعی
آنالیز موتاسیونی اختصاصی آلل  باکترپیلوري،حضور هلیکو

 DNA کمیـت عیین و نیز ت BRAFو  KRASمربوط به 
   )55و54(.در سرم گزارش شده است Bویروس هپاتیت 
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 :یرطبیعیبازهاي غ -4
 :Tiny-Molecular Beaconهاي پروب -4-1

 ساختار:
توصــیف شــده  Molecular Beaconهــاي پــروب     

 سـنجاق سـاختارهاي   عنـوان بـه و همکـاران،  براتو توسط 
اسید نوکلئیک  يها کوچک شناخته شده و از آنالوگ سري

 )56(.شوند یساخته م RNA-LNAمتیل  -O-´2کایمریک 
 مکانیسم عمل:

ــروب      ــن پ ــروب ای ــا پ ــرد مشــابهی ب ــا عملک ــاي ه ه
Molecular Beacons دهند ینشان م. 

 مزایا:
ــروب      ــن پ ــز  مقاومــت ای ــا و نی ــر نوکلئازه ــا در براب ه

در داخل محیط سلولی گـزارش شـده اسـت.     شان یداريپا
ــروب  ــن پ ــا همچای ــینه ــز   ن ــدي و نی ــل پیون داراي می

 RNA هـاي  یاتصـال بـه تـوال    جهـت اختصاصیت بالایی 
با  RNAهستند که دلیل آن مشارکت الیگونوکلئوتیدهاي 

LNA 56(.باشد یدر ساختار پروب م( 
 کاربردها:

ها و نیز توانایی و آسان این پروبساخت فرآیند ساده      
ــا،    آن ــی از فلوروفوره ــا طیف ــدن ب ــت ش ــت جف ــا جه    ه

Beacon  هايTiny-Molecular  وري آفـن  عنـوان بهرا
ــم   ــادیر ک ــخیص مق ــت تش ــبی جه ــا و  mRNAمناس   ه

RNA قبیل  کوچک از هايmicroRNA ،ها RNA  هاي
مطـرح سـاخته    يا هاي هسـته  RNAو  يا کوچک هسته

ــت. اخ ــراً از اس ــن ی ــن ف ــتوري آای ــاننما جه ــازي ی       س
mRNA ه اسـتفاده  زنـد  يها نخورده در سلول  هاي دست
 )57و56(.شده است

 طراحی پرایمر و پروب:
طراحی پرایمر و پروب یک مبحث بسیار مهم در اکثر      

 . اختصاصـیت، طـول، درصـد   باشد یم qPCRکاربردهاي 
، پیچیـدگی  3'، پایداري انتهايسیتوزین و گوانین محتواي

پرایمرهـا در تـوالی هـدف     یـري و ناحیه قرارگ Tm توالی،
ل آمپلیکـون و کارآمـدي تکثیـر اسـت.     طـو  کننـده  یینتع

بسیار تخصصی بوده و بایـد قبـل    موضوعیپروب  طراحی
 بایـد ها مد نظر قرار گیرند. ما از طراحی و استفاده از پروب

 DNAمقـدار   خواهیم ی) اگر م1 :در نظر داشته باشیم که
هـاي  را پروفایل کرده و یا سـنجش  mRNAرا بسنجیم، 

ایی بـراي  ) چه خواص شـیمی 2، آللی را انجام دهیم افتراق
 یـا  DNA خـواهیم  ی) آیـا م ـ 3 ،تر است مطالعه ما مناسب

RNA   آیـا بـراي شناسـایی و    4 ،را بسنجیم و یـا هـردو (
مشـخص کـه بـه یـک      ازيمـار یعامل بتعیین کمی یک 

 هـاي  یبـین تـوال   تمایز ،خانواده با چندین گونه تعلق دارد
ــت   ــروري اس ــم ض ــه ه ــک ب ــب5 ،نزدی ــدام ترکی از  ) ک

) 6 ،کـرد اسـتفاده  کوئنچر را باید  /گرگزارش يها مولکول
 عوامـل ، DNA يهـا  که آیا پروب مـا حـاوي آنـالوگ   این

MGB  آیـا  7 دیگري باشد یـا خیـر و   تغییراتیا هرگونه (
 )58(.مولتی پلکس هست یا خیر ،روش سنجش

امروزه، ابزارهاي کامپیوتري متعـددي جهـت طراحـی         
صورت  کمی حاصله به يها ادهو آنالیز د qPCR يها روش

. برخـی از ابزارهـاي   انـد  یافتـه آنلاین و رایگان گسـترش  
، FastPCR يافزارهـا  ، نـرم Primer3کامپیوتري شـامل  

ــاوا،  ــاي وب ج ــاي PerlPrimerابزاره ، IDTSci، ابزاره
Uniprime ـباشـند  یو پرایمر بلاست م  عـلاوه، آنـالیز   ه. ب

برنامه ثانویـه مثـل    ساختار دوم پرایمرها با استفاده از یک
mFold  .حائز اهمیت استMPprimer  اسـت   يا برنامـه

مورد اسـتفاده   Multiplex PCRکه براي طراحی پرایمر 
بـراي   Primer3 يافزارهـا  . این برنامه از نرمگیرد یقرار م

براي بررسی اختصاصـیت   MFEprimerطراحی پرایمر و 
  )59و58(.گیرد یپرایمر بهره م

 جهـت طراحـی پـروب و پرایمـر و    ، است لازم به ذکر     
باید از نـواحی پیچیـده   ، تر یعال هاي یسمارگان DNA آنالیز

ــر  ــوم نظیــ ــود در ژنــ ــونده موجــ ــر تکرارشــ            عناصــ
(LINEs, SINEs, Alu) ـــهژن ـــک ياـــ    اذب وــــ

 )58-60(.اجتناب شودهاي بزرگ دوپلیکاسیون

 

گیريبحث و نتیجه: 
 و به يبند ، طبقهيآور جمع ؛له مروريهدف از این مقا     



                                                        همکاران                                                              وز .../ محسن کشاورو Real-time PCR يها مروري بر انواع روش                                                                                                     86  

موجـود در  ن اطلاعات در دسترس و دانـش  ذاشتنمایش گ
ــا ــاط ب ــه ارتب ــا جنب در  qPCRشــیمیایی تشخیصــی  يه

اخیر است که منجر به پیشـبرد موفـق و جـامع     يها سال
شده اسـت. اگرچـه برخـی     PCRوابسته به  DNAآنالیز 

اند، امـا   کردهنویسندگان قبلاً نیز این اطلاعات را توصیف 
مفید و توصـیف دقیقـی را از    يبند این مقاله مروري طبقه

ه داده اســت. ایــن یــارا یهــاي تشخیصــهمــه ایــن روش
کار رفته و اختصاصیت هها براساس عامل فلورسنت ب روش

کـه   اند شده يبند به دو گروه اصلی طبقه PCRتشخیصی 
عوامل فضا گیرنـده و فلوروفورهـاي متصـل     ؛اند ازعبارت

شـونده بـه   شده به الیگونوکلئوتیدها. فلوروفورهاي متصـل 
فلورسـنت   يهـا  الیگونوکلئوتیدها براسـاس نـوع مولکـول   

اند  شده بندي یمتقس یرگروهاضافه شده به واکنش به سه ز
 يهـا  هـا و آنـالوگ  هـا، پـروب  پـروب  -پرایمـر  ؛که شامل

. علاوه بـر سـاختار و مکانیسـم    دنباش ینوکلئیک اسیدها م
یا و کاربردهاي مربوط بـه هـر روش تشـخیص    عمل، مزا

DNA  شده است. شرح دادهنیز در این مقاله 
در  DNA شناسـایی چندین روش نـوین بـراي    یراًاخ     

Real-time PCR  ولی در این عرصـه  استمطرح شده ،
جدیـدي همچـون    يهـا  گرایش به سمت معرفی مولکول

 PCRخاصی از  هاي یستمیا ترکیب س MGBلیگاندهاي 
ــت اختصاصــیت و  ســو ــا موجــب تقوی ــه اســت ت ق گرفت

طور کـه قـبلاً اشـاره     شود. همان DNAحساسیت اتصال 
موجـب افـزایش پیـک     MGBلیگاندهاي  استفاده ازشد، 

پروب شده تا اختصاصـیت آن بـراي    -پرایمر ذوبمنحنی 
ایـن   )57-59(.را افزایش دهـد  DNAواکنش با توالی هدف 

 دراده ـــ ـستفا تــ ـجهرا  MGBاي ــ ـهپـروب  رخـداد، 
آللـی   افتـراق و  مورفیسم تک نوکلئوتیديپلی صــتشخی

کـه  . جالـب ایـن  سازد یمناسب مطرح م اي ینهگز عنوانبه
ــل   ــب عوامــ ــهترکیــ ــته  DNAدر  اینترکالــ              دو رشــ

)SYBR® Gold( هـاي فلورسـنت در   پـروب  -با پرایمر
و جهـت   هـا هدر مطالع ـ اي ینـده طـور فزا  یک واکـنش بـه  

ــخیص ــر تش ــا وردهآف ــی و    يه ــه اختصاص ــر یافت تکثی
 يها رایج شده است. از سویی دیگر، آنالوگ یراختصاصیغ

میـل پیونـدي و    (PNA, LNA, ZNAs)ک اسید نوکلئی
و  DNAنیز اختصاصیت بسیار بالایی را براي اتصـال بـه   

RNA اند. عـلاوه بـر ایـن، پرایمرهـا و      هشتاذبه نمایش گ
 هـاي  یژگـی یافتـه و  ییرحاوي نوکلئوتیدهاي تغ هايپروب

را همچون مقاومت در برابر نوکلئازها  یتوجه  بدیع و جالب
و یا نیروي یـونی   PHیا پروتئازها و نیز نسبت به تغییرات 

 )60و59(.اند نشان داده
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