
عنوان محصول: مخلوط واکنش
  Super PCR Master Mix with Red dye

حجم محلول: ۱ میلی لیتر
�نگ محلول: ق�مز

مع�فی محصول:
 ٢x Super PCR Master Mix مخلوط واکنش ق�مز �نگ
with Red dye with Red dye حاوی بافر بهینه شده، 
dNTPs ، من�ز�وم کلر�ید (٢mM)، پایدا�کننده ها و �نگ 
ق�مز PCR می باشد. یکی دیگر از محتویات حیاتی ا�ن 
مخلوط واکنش آنز�م Hot start DNA Polymerase می
 باشد که جهت جلوگ�ری از واکنش غ�ر�ختصاصی و 
بالا  تکر�ر�ذ�ری  با  و  حساسیت  و  کار��ی  افز�یش 
تغی�ر�افته است. ا�ن مخلوط واکنش به جهت داشتن 
با  ژن های  و گست�ش  تکث�ر  به  قادر   GC Enhancer
 ۲۰۰۰ تکث�ر  سا�ز  م�ز�ن  می باشد.   GC بالای  د�صد 
جفت باز در هر دقیقه است و طول قطعه قابل تکث�ر 
از  واکنش  مخلوط  ا�ن  باشد.  می  باز  جفت   ۴۰۰۰
اختصاصیت و قابلیت تکر�ر�ذ�ری بالا�ی ب�خو�دار می

 باشد. ا�ن مخلوط واکنش تمام مواد مو�دنیاز بر�ی 
واکنش ر�ل تایم بجز �ر�یمر و الگو ر� دار� می باشد.

به  ا�ن محصول می توان  و��گی های  جمله  از 
موا�د ز�ر اشا�ه ک�د:

١. بدل�ل استفاده از آنز�م Hot Start اتصال �ر�یم�ها 
بصو�ت کاملا اختصاصی صو�ت می گ��د.

٢. در ح�ن استفاده از ا�ن مخلوط واکنش ه�چ گونه 
غ�ر�ختصاصی  اتصال  اثر  در  غ�ر�ختصاصی  محصول 

تولید نخواهد شد.
دار�ی  واکنش  مخلوط  ا�ن  در  �فته  بکار  آنز�م   .٣
پایداری بسیار بالا در مقایسه با سا�ر محصولات مشابه 

می باشد.
٤. ا�ن مخلوط واکنش بصو�ت Ready to use دار�ی 
�نگ ق�مز اسپایک شده حاوی تمامی موا�د مو�د نیاز 
جهت انجام واکنش (بجز �ر�یم�ها و الگو) در یک ویال 
از بروز  تا با کم شدن مر�حل حجم ب�داری  می باشد، 

آلودگی احتمالی جلوگ�ری کند.
٥. در یک واکنش قادر به تشخیص و تکث�ر هم�مان ۲ 

تا ۳ ژن با سا�ز مختلف می باشد.
٦. سا�ز امپلیکون قابل قبول در ا�ن آ�مایش باید ب�ن 

١٠٠ تا ٤٠٠٠ bp باشد.

شر�یط نگهداری و دخ��ه سازی:
١. در دمای -٢٠°C بمدت یک سال نگهداری شود. 
٢. در دمای ٤°C بمدت یک هفته نگهداری شود.

٣. در تار�کی نگهداری شود.
اندا�ه حجم های مص�فی  به  ر�  واکنش  ٤. مخلوط 
از  تا  کنید  تقسیم بندی  استفاده  بار  هر  بر�ی 

Freez/Thaw جلوگ�ری شود.
در  بگ��د  صو�ت  �خ  روی  مخلوط  شدن  ذوب   .٥

غ�ر ا�ن صو�ت باعث کاهش ر�ندمان میشود .

مواد و دستگاه مو�د نیاز:
١.   �ر�یم�ها

٢.  DNA الگو
٣. پ�پتور فاقد نوکلئاز

٤. س�سمپلر استر�ل و فاقد نوکلئاز
٥. دستگاه ت�موسایکلر 

مقاد�ر:
طبق جدول ز�ر تمامی موا�د ز�ر ر� به آر�می باهم 

میکس و پ�پت کنید.
و�تکس  وجه  ه�چ  به  حباب  ایجاد  عدم  بمنظور 
نکنید (حباب در عملک�د واکنش PCR اختلال ایجاد 

میکند).

PCR جدول ۱: مقاد�ر مو�د نیاز بر�ی هر واکنش

آب مقطر باید فاقد RNase و DNase باشد د�غ�ر�ینصو�ت باعث آلودگی می شود.

�روتکل:
حجم کلی ا�ن واکنش PCR ٢٠ l� است.  

١. ابتدا بگذار�د تمامی محتویات داخل ویال به آر�می 
ذوب شود (مخلوط  ر� در دمای بالا ذوب نکنید).

٢. مخلوط  �روب ر� بمدت ٣ تا ٥ ثانیه و�تکس کنید.
٣. مخلوط واکنش ر� با �ر�یم�ها و آب فاقد نوکلئاز 

طبق جدول بالا مخلوط کنید.
٤. حجم مناسب مخلوط  آماده ر� به ت�وب ها یا پلیت 

PCR اضافه کنید.
٥. DNA الگو (یا آب بر�ی NTC) ر� به ت�وب ها اضافه 

کنید.

٦. در ت�وب ها ر� ببندید و بمدت کوتاهی سان�ر�ف�وژ 
کنید تا محتویات ت�وب ها به ان�های آن بیایند. 

جدول ۲: ب�نامه دما�ی

توجه :
◂ دمای Annealing / Extension با توجه به دمای 

Tm �ر�یم�ها و سا�ز آمپلیکون متفاوت است.
◂ بهینه تر�ن دما ر� توسط PCR گر�دیانت میتوانید 

ان�خاب کنید.
بر�ی  است  بهتر   Annealing / Extension �مان   ◂

واکنشهای چند ژن بیشتر از ٣٠ ثانیه باشد.

١xغلظت نها�ی
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علل ایجاد

عدم موفقیت در 

تشخیص

ر�ه حل

مو�د  �نگ  عملک�د  و  الکتروفورز  شر�یط 

دوبا�ه  ر�  ژل  �نگ آم�زی  بر�ی  استفاده 

مشکل  به  مشکوک  اگر  کنید.  بر�سی 

تشخیص هستید، یک بار دیگر ژل ر� اجر� 

 PCR محصول  امکان  صو�ت  در  کنید، 

بیشتری روی ژل قر�ر دهید. مطمئن شوید 

و  شده  �نگ آم�زی  د�ستی  به  ژل  که 

مشاهده  قابل  خوبی  به   DNA ن�دبان 

است.

 ،PCR بر�ی تعی�ن تقر�بی کمیت محصول

معمو� از الکتروفورز استاندا�د ژل آگارز و 

�نگ آم�زی اتید�وم بروماید استفاده می

 DNA ن�دبان های  از  استفاده  با   شود. 

می  ،DNA با�گذاری  �نگ های  و  مناسب 

تعی�ن  ر�   PCR محصول  اندا�ه  هم   توان 

با  باند  شدت  مقایسه  با  هم  و  ک�د 

از  ن�دبانی   DNA باند  اندا�ه  ن�دیکتر�ن 

کمیت شناخته شده، تقر�باً کمیت DNA ر� 

تعی�ن ک�د.

که  استاندا�دی  مع�ف های  با   PCR اگر 

انجام می شود، �نگ  حاوی �نگ نیستند 

با�گذاری DNA ر� قبل از با�گذاری روی ژل به 

واکنش ها اضافه کنید. بر�ی ص�فه جو�ی 

آنز�م های  از  می توان  تلاش،  و  �مان  در 

مخلوط  ف�مولاس�ون های  و  بافر   ، و��ه 

با�گذاری  �نگ های  حاوی  که  اصلی 

با�گذاری  بر�ی  هستند،  الکتروفورز 

مستقیم محصولات PCR روی ژل استفاده 

ک�د.

هنگام انجام الکتروفورز، معمو� توصیه 

 ۱۰ تا   ۲) مختلفی  حجم های  می شود 

مشکلات

 PCR محصول

وجود ندا�د یا 

با�ده بسیار 

پای�نی دا�د

ناخالصی های با�دا�نده 

PCR

�ر�یمر نامناسب یا بی

 کیفیت

میکرولیتر) از واکنش ر� روی ژل با�گذاری 

کنید. با�گذاری حجم های واکنش ناکافی 

با�ده  صو�ت  در  اشتباه  به  است  ممکن 

پای�ن به عنوان عدم با�ده تفس�ر شود. 

حد  از  بیش  واکنش  حجم های  با�گذاری 

باعث  بالا  با�ده  صو�ت  در  است  ممکن 

مقدار  تعی�ن  و  اندا�ه گ�ری  مشکلات 

شود.

مها�کننده های ناشی از الگو، �ر�یم�ها و 

با�ده  بی کیفیت می توانند  واکنشگ�های 

PCR ر� کاهش دهند. DNA الگو ر� خالص

 سازی کنید و از واکنشگ�های با بالاتر�ن 

و  dNTPها  به و��ه   ،PCR بر�ی  کیفیت 

معتبر  تأم�ن کننده  یک  از  �ر�یم�ها، 

استفاده کنید.

مقاد�ر ناچ�زی از آلاینده ها�ی که گاهی 

اوقات پس از خالص سازی DNA باقی می

 ،K یا �روت�یناز   EDTA ،مانند، مانند فنول 

می توانند PCR ر� مهار کنند. آلاینده ها ر� با 

�سوب اتانول از ب�ن ببر�د و �سوب DNA ر� 

با اتانول ٧٠٪ بشوی�د.

بر�ی هر آ�مایش، یک واکنش کن�رل مثبت 

منبع  شناسا�ی  به  تا  بگ�ر�د  نظر  در 

بر�ی  کند.  کمک  با�دا�نده  ناخالصی های 

 PCR ،تعی�ن اینکه آیا یک الگوی مشکوک

ر� مهار می کند یا خ�ر، الگو و �ر�یم�ها�ی ر� 

جدید  واکنش  یک  بر�ی  که  کنید  اضافه 

مؤثر شناخته شده اند. ن�یجه ر� با واکنش 

کن��لی که حاوی الگوی مشکوک نیست 

می مشابه  کن�رل های  از  کنید.  مقایسه 

 توان بر�ی آ�مایش �ر�یم�ها و سا�ر مع�ف

 ها بر�ی مهار PCR استفاده ک�د.

اختصاصی  ن�م افز�ر  از  امکان،  صو�ت  در 

بر�ی طر�حی �ر�یمر استفاده کنید. ن�م افز�ر 

خود-مکمل از  تا  می کند  کمک  شما  به 

چندگانه  مکمل سازی های  �ر�یمر،   سازی 

در  مستقیم  تکر��های  و  الگو-�ر�یمر 

�ر�یمر جلوگ�ری کنید تا از تشک�ل سنجاق 

سر و �ر�یمر-دایمر جلوگ�ری شود. مکمل

تشک�ل  باعث   '٣ ان�های  در   سازی 

�ر�یمر-دایمر می شود و یکی از ر��ج تر�ن 

مشکلات PCR است.

�ر�یم�ها�ی به طول ۲۰ تا ۳۰ نوکلئوتید 

از  ایده آل،  حالت  در  کنید.  طر�حی 

 GC محتوای   ٪۵۰ حدود  با  �ر�یم�ها�ی 

امکان،  صو�ت  در  کنید.  استفاده 

�ر�یم�ها�ی با یک یا دو G یا C در ان�های 

۳' ان�خاب کنید.

خلوص و سلامت شیمیا�ی �ر�یم�ها بر�ی 

است.  مهم  بسیار   PCR خوب  ن�ا�ج 

�ر�یم�ها همیشه باید به مقدار اضافی در 

با غلظت های مساوی،  مخلوط واکنش و 

 ١ تا  میکرومولار   ٠٫١ محدوده  در  معمو� 

میکرومولار، وجود داشته باشند. غلظت 

تعی�ن  تجربی  صو�ت  به  �ر�یم�ها  بهینه 

می شود. غلظت بیش از حد �ر�یم�ها می

 تواند به دل�ل افز�یش �ر�یمینگ ناقص، 

اختصاصیت PCR ر� کاهش دهد.

DNA �نومی ر� با دقت خالص سازی کنید و 

از به اشتر�ک گذاشتن آن خودداری کنید. 

از کیت های خالص سازی طر�حی شده بر�ی 

مقاد�ر  کنید.  استفاده  الگو   DNA نوع 

واکنش ۵۰  حجم  بر�ی  الگو   DNA بهینه

میکرولیتر:

پلاسمید یا فاژ: ۰.۰۱ تا ۱ نانوگ�م

�نومی: ۰.۱ تا ۱ میکروگ�م

غ�ر   PCR الگو،  حد  از  بیش  مقاد�ر 

مقاد�ر  می دهد.  افز�یش  ر�  اختصاصی 

می دهد.  کاهش  ر�  دقت  الگو،  ناکافی 

فر�وانی  که  �مانی  بالاتر،  حساسیت  بر�ی 

داغ  شروع  آنز�م های  از   ، است  کم  الگو 

استفاده کنید . بر�ی الگوهای پ�چیده یا 

غنی از GC، از افزودنی ها و آنز�م بیشتری 

بر�ی  که  محصولاتی  از  یا  کنید  استفاده 

از GC تولید شده اند، استفاده  PCR غنی 

کنید .

 dNTP از  فقط   ،PCR ن�ا�ج  بهتر�ن  بر�ی 

 ٪۹۹ خلوص  با  کیفیت،  بالاتر�ن  با  های 

استفاده کنید. خلوص dNTP به و��ه بر�ی 

PCR با ب�د طولانی و دقت بالا مهم است .

غلظت های نامتعادل dNTP می تواند منجر 

نها�ی  غلظت  شود.  دقت  کاهش  به 

تا ٠٫٢٥   ٠٫٢  ،dNTP هر بر�ی  شده  توصیه 

میلی مولار است. غلظت بالاتر (تا ٠٫٤ میلی

 مولار) ممکن است با�ده ر� افز�یش دهد.

dNTPها،  به   +٢  Mg اتصال  به  توجه  با 

غلظت Mg ٢+ باید متناسب با آن تنظیم 

شود. غلظت بیش از حد dNTP و من�ز�م، 

از  قبل  می دهد.  کاهش  ر�   PCR دقت 

استفاده، هر محلول dNTP ر� �خ �دا�ی و 

مخلوط کنید. ا�ن امر به و��ه بر�ی محلول

 های با غلظت بالا اهمیت دا�د.

کمپلکس های  من�ز�م  �ون های 

از  ب�خی  می کنند.  ت�بیت  ر�  �ر�یمر-الگو 

 Taq DNA Polymerase بر�ی PCR باف�های

هستند.  بهینه  غلظت  در   +٢  Mg حاوی 

 Taq ) سا�ر باف�ها حاوی من�ز�م نیستند

یک  با  اما   ( نوت�کیب   ،DNA Polymerase

می ار�ئه  من�ز�م  کلر�د  از  جداگانه  ویال 

 شوند که امکان تهیه غلظت های مختلف 

من�ز�م ر� فر�هم می کند.

الگوی  و  �ر�یم�ها   ، dNTPها  به   +٢  Mg

می توصیه  اکیداً  می شود.  متصل   DNA

 شود که غلظت Mg ٢+ (در محدوده ۱ تا ۴ 

میلی مولار) بر�ی هر PCR بهینه شود.

ر�   PCR محصول  با�ده  ناکافی،  من�ز�م 

حد  از  بیش  غلظت  می دهد.  کاهش 

غ�ر   PCR محصولات تولید  باعث  من�ز�م 

اختصاصی و کاهش دقت PCR می شود.

نسبت dNTPها و من�ز�م در PCR معمو� 

باید ۱:۲ باشد. وقتی غلظت dNTP افز�یش 

متناسباً  باید  ن�ز  من�ز�م  غلظت  می یابد، 

افز�یش یابد.

یا سا�ر   EDTA حاوی DNA نمونه های اگر 

باشند، غلظت  متصل شونده های فلزی 

�ون من�ز�م باید به طور متناسب افز�یش 

یک  به   EDTA مولکول  یک  ز�ر�  یابد، 

مولکول Mg٢ + متصل می شود .

بسیاری از کارب�دها در غلظت استاندا�د ۱.۵ 

ا�ن  با   . می کنند  کار   MgCl٢ میلی مولار 

حال، کارب�دهای پ�ش�فته تر با استفاده از 

 ۲) MgClنومی به غلظت های بالاتر ٢� DNA

تا ۴ میلی مولار) نیاز دا�ند . غلظت من�ز�م 

ار�ئه شده طبق   MgClر� با محلول ٢  PCR

جدول ز�ر تنظیم کنید :

 

دناتور�س�ون اولیه کامل DNA بر�ی با�ده 

 ۳ تا   ۱ معمو�  است.  ضروری   PCR خوب 

د�جه  دمای ۹۵  در  دناتور�س�ون  دقیقه 

سان�یگر�د کافی است. بر�ی الگوهای غنی 

از GC ، ممکن است تا ۱۰ دقیقه �مان لا�م 

باشد. اگر م�حله دناتور�س�ون اولیه بسیار 

می شود  توصیه  شود،  انجام  طولانی 

اتمام دناتور�س�ون  از  ر� فقط پس  آنز�م 

اضافه کنید.

دناتور�س�ون معمو� ٣٠  در طول چ�خه، 

تا ٢ دقیقه در دمای ٩٤-٩٥ د�جه  ثانیه 

می شود.  انجام  چ�خه  هر  در  سان�یگر�د 

بر�ی الگوهای غنی از GC ، ا�ن م�حله می

به  تا ٣-٤ دقیقه طولانی تر شود.   تواند 

عنوان یک جایگز�ن، دناتور�س�ون DNA ر� 

افزودنی ها�ی  از  استفاده  با  می توان 

مانند گلیسرول، DMSO یا ف�مامید افز�یش 

داد. هنگام استفاده از افزودنی ها، دمای 

اتصال باید تنظیم شود، ز�ر� دمای ذوب 

کمپلکس های �ر�یمر-الگو ممکن است به 

طور قابل توجهی کاهش یابد.

دمای ذوب �ر�یمر ر� با استفاده از ن�م افز�ر 

مناسب محاسبه کنید. دمای اتصال �ر�یمر 

کمتر�ن  از  کمتر  د�جه سان�یگر�د  باید ۵ 

دمای ذوب �ر�یمر باشد. مدت �مان اتصال 

معمو� ۳۰ ثانیه تا ۲ دقیقه است.

دمای پای�ن باز�خت منجر به پس �مینه 

بالا می شود. دمای بالای باز�خت ممکن 

است با�ده ر� کاهش دهد.

دمای Annealing ر� به صو�ت م�حله ای و 

با افز�یش ۱ تا ۲ د�جه سان�ی گر�د بهینه 

کنید.

 ،DMSO ،در حضور افزودنی ها (گلیسرول

به  نیاز  است  بتائ�ن)، ممکن  و  ف�مامید 

تنظیم دمای Annealing باشد.

در طول م�حله تکث�ر PCR، واکنش تکث�ر 

�ر�یمر معمو� به مدت ۱ دقیقه در دمای 

بر�ی  بهینه  دمای  سان�یگر�د،  د�جه   ۷۲

بر�ی   ،  Taq DNA Polymerase آنز�م 

محصولات PCR تا Kb ۲ انجام می شود.

 ۱ تکث�ر  �مان  طولانی،  ب�د  با   PCR بر�ی 

و  می یابد  افز�یش  کیلوبایت  بر  دقیقه 

د�جه   ۶۸) پای�ن تر  تکث�ر  دمای 

�فتن  دست  از  تا  است  سان�یگر�د) 

فعالیت آنز�م به حداقل ب�سد.

 Taq DNA از  کندتر   Pfu که  آنجا�ی  از 

م�حله  یک  از   ، است   Polymerase

گست�ش ۲ دقیقه ای به از�ی هر کیلوبایت 

استفاده  سان�یگر�د  د�جه   ۷۲ دمای  در 

می شود.

طولانی تر  معمو�  تکث�ر  نها�ی  م�حله 

 PCR محصولات  تکم�ل  از  تا  است 

اطمینان حاصل شود. ا�ن م�حله نها�ی، 

که معمو� ۱۵ تا ۳۰ دقیقه در دمای ۷۲ 

د�جه سان�یگر�د طول می کشد، به و��ه 

�مانی اهمیت دا�د که محصول PCR در 

ناقل T کلون شود.

به  توجه  با  باید  چ�خه ها  بهینه  تعداد 

قطعه  طول  و  الگو  پ�چیدگی  و  کمیت 

طور  به  شود.  تعی�ن  شده  تکث�ر 

معمول، ۲۵ تا ۳۰ چ�خه بر�ی با�ده خوب 

کافی است.

تعداد ناکافی چ�خه ها ممکن است منجر 

به عملک�د ضعیف شود.

ایجاد  باعث  می توانند  ز�اد  چ�خه های 

پس �مینه بالا شوند.

�مانی که تعداد template کم است، مثلا 

١٠ ک�ی، ٤٠ چ�خه پ�شنهاد میشود.

نقطه   PCR تکنیک  ان�خاب  ر�هنمای 

پایانی بر�ی کارب�دهای م�تبط با کلونینگ

ر�هنما و مرور کلی کارب�د PCR استاندا�د

بر  مروری  و  محصول  ان�خاب  ر�هنمای 

کارب�د PCR در حالت شروع داغ 

بر  مروری  و  محصول  ان�خاب  ر�هنمای 

و  طولانی  بالا،  وفاداری  با   PCR کارب�د 

 GC غنی از

بر  مروری  و  محصول  ان�خاب  ر�هنمای 

RT PCR کارب�د رونویسی معکوس و

اختصاصی  ن�م افز�ر  از  امکان،  صو�ت  در 

بر�ی طر�حی �ر�یمر استفاده کنید. ن�م افز�ر 

خود-مکمل از  تا  می کند  کمک  شما  به 

چندگانه  مکمل سازی های  �ر�یمر،   سازی 

در  مستقیم  تکر��های  و  الگو-�ر�یمر 

�ر�یمر جلوگ�ری کنید تا از تشک�ل سنجاق 

سر و �ر�یمر-دایمر جلوگ�ری شود. مکمل

تشک�ل  باعث   '٣ ان�های  در   سازی 

�ر�یمر-دایمر می شود و یکی از ر��ج تر�ن 

مشکلات PCR است.

�ر�یم�ها�ی به طول ۲۰ تا ۳۰ نوکلئوتید 

از  ایده آل،  حالت  در  کنید.  طر�حی 

 GC محتوای   ٪۵۰ حدود  با  �ر�یم�ها�ی 

امکان،  صو�ت  در  کنید.  استفاده 

�ر�یم�ها�ی با یک یا دو G یا C در ان�های 

۳' ان�خاب کنید.

خلوص و سلامت شیمیا�ی �ر�یم�ها بر�ی 

است.  مهم  بسیار   PCR خوب  ن�ا�ج 

�ر�یم�ها همیشه باید به مقدار اضافی در 

با غلظت های مساوی،  مخلوط واکنش و 

 ١ تا  میکرومولار   ٠٫١ محدوده  در  معمو� 

میکرومولار، وجود داشته باشند. غلظت 

تعی�ن  تجربی  صو�ت  به  �ر�یم�ها  بهینه 

می شود. غلظت بیش از حد �ر�یم�ها می

 تواند به دل�ل افز�یش �ر�یمینگ ناقص، 

اختصاصیت PCR ر� کاهش دهد.

 Hot Start) سر�ع  شروع  آنز�م های  از 

�ساندن  حداقل  به  بر�ی   (Enzymes

تشک�ل دایمر �ر�یمر در طول آماده سازی 

واکنش در دمای اتاق استفاده کنید .

تولید  باعث  من�ز�م  حد  از  بیش  غلظت 

محصولات PCR غ�ر اختصاصی و کاهش 

دقت PCR می شود.

 Taq DNA بر�ی   PCR باف�های  از  ب�خی 

غلظت  در   +٢  Mg حاوی   Polymerase

بهینه هستند. من�ز�م بیشتری به چن�ن 

باف�ها�ی اضافه نکنید.

 Taq ) باف�های دیگر حاوی من�ز�م نیستند

DNA Polymerase ) اما یک ویال جداگانه 

تهیه  امکان  که  دا�ند  من�ز�م  کلر�د  از 

غلظت های مختلف من�ز�م ر� فر�هم می

 کند.

 +٢ Mg تاکیداً توصیه می شود که غلظت

هر  بر�ی  میلی مولار)   ۴ تا   ۱ محدوده  (در 

PCR بهینه شود.

بسیاری از کارب�دها در غلظت استاندا�د ۱.۵ 

ا�ن  با   . می کنند  کار   MgCl٢ میلی مولار 

از  استفاده  با  پ�ش�فته  کارب�دهای  حال، 

 ۲) MgClنومی به غلظت های بالاتر ٢� DNA

تا ۴ میلی مولار) نیاز دا�ند .

غلظت من�ز�م PCR ر� با محلول MgCl٢ ار�ئه 

جدول  ا�ن  در  بالا  در  آنچه  مطابق  شده 

توض�ح داده شده است، تنظیم کنید .

مقاد�ر بهینه DNA الگو در حجم واکنش 

۵۰ میکرولیتر عبا�تند از:

 DNA بر�ی  نانوگ�م   ۱-۰.۰۱ محدوده  در 

پلاسمید یا فاژ 

 DNA بر�ی  میکروگ�م   ۱-۰.۱ محدوده  در 

�نومی

مقدار مناسب الگو ر� بر�ی هر واکنش به 

صو�ت تجربی ان�خاب کنید. مقاد�ر خیلی 

ز�اد الگو، PCR غ�ر اختصاصی ر� افز�یش 

می دهد، مقاد�ر خیلی کم الگو، دقت ر� 

کاهش می دهد.

واکنش PCR ر� روی �خ انجام دهید، تمام 

مع�ف ها ر� روی �خ نگه دار�د.

بر�ی تنظیم دمای اتاق، فقط از آنز�م های 

شروع داغ (Hot Start Enzymes) استفاده 

دمای  در  گ�مادوست  پلیمر��های   . کنید 

تکث�ر  به  منجر  که  هستند  فعال  اتاق 

اتصال  دل�ل  به  نامشخص  اهداف 

آنز�م های  می شود.   �ر�یمر  تصادفی 

در  واکنش  تنظیم  طول  در  داغ  شروع 

دمای اتاق کام� غ��فعال هستند و تنها 

می شوند.  فعال  شدن  گ�م  از  پس 

تشک�ل  و  �ر�یم  بدون  تکث�ر  بنابر��ن، 

پس �مینه  و  نمی دهد  رخ  �ر�یمر-دایمر 

PCR ر� کاهش می دهد.

دمای اتصال �ر�یمر باید ۵ د�جه سان�یگر�د 

 (Tm) کمتر از پای�ن تر�ن دمای ذوب �ر�یمر

باشد.

است.  دقیقه   ۲ تا  ثانیه   ۳۰ اتصال  �مان 

تولید  به  منجر  پای�ن  خیلی  اتصال  دمای 

ز�اد پس �مینه می شود و دمای خیلی بالا 

ممکن است منجر به عدم تولید محصول 

در PCR شود.

مو�د  �نگ  عملک�د  و  الکتروفورز  شر�یط 

دوبا�ه  ر�  ژل  �نگ آم�زی  بر�ی  استفاده 

بر�سی کنید. ممکن است آلودگی نوکلئاز 

وجود  �نگ آم�زی  یا  الکتروفورز  بافر  در 

داشته باشد. اگر مشکوک هستید که ا�ن 

بار  می تواند مشکل تشخیص باشد، یک 

امکان  صو�ت  در  کنید،  اجر�  ر�  ژل  دیگر 

قر�ر  ژل  روی  ر�  بیشتری   PCR محصول 

به د�ستی  ژل  که  دهید. مطمئن شوید 

�نگ آم�زی شده و ن�دبان DNA به خوبی 

قابل مشاهده است.

هنگام انجام الکتروفورز، معمو� توصیه 

 ۱۰ تا   ۲) مختلفی  حجم های  می شود 

میکرولیتر) از واکنش ر� روی ژل با�گذاری 

کنید. با�گذاری حجم های واکنش ناکافی 

با�ده  صو�ت  در  اشتباه  به  است  ممکن 

پای�ن به عنوان عدم با�ده تفس�ر شود. 

حد  از  بیش  واکنش  حجم های  با�گذاری 

باعث  بالا  با�ده  صو�ت  در  است  ممکن 

مشکلات اندا�ه گ�ری و تعی�ن مقدار شود.

DNA �نومی ر� با دقت خالص سازی کنید و 

از به اشتر�ک گذاشتن آن خودداری کنید. 

از کیت های خالص سازی طر�حی شده بر�ی 

مقاد�ر  کنید.  استفاده  الگو   DNA نوع 

واکنش ۵۰  حجم  بر�ی  الگو   DNA بهینه

میکرولیتر:

              پلاسمید یا فاژ: ۰.۰۱ تا ۱ نانوگ�م

              �نومی: ۰.۱ تا ۱ میکروگ�م

غ�ر   PCR الگو،  حد  از  بیش  مقاد�ر 

مقاد�ر  می دهد.  افز�یش  ر�  اختصاصی 

ناکافی الگو، دقت ر� کاهش می دهد.

بر�ی افز�یش اختصاصیت PCR از آنز�م های 

Hot Start استفاده کنید و همان توصیه

بلند  یا  بر�ی محصولات کوتاه  ر�  بالا   های 

غ�ر اختصاصی دنبال کنید.

محیط کار ر� تم�ز نگه دار�د. هنگام آماده

احتمال  تا  باشید  مر�قب  باید   ،PCR سازی 

ب�ن  از  خا�جی   DNA الگوهای  با  آلودگی 

برود.

از مناطق تم�ز و جداگانه بر�ی آماده سازی 

نمونه، آماده سازی مخلوط واکنش و چ�خه 

استفاده کنید.

قبل از ر�ه اندازی PCR، فضای کاری خود ر� 

با اتانول ۷۰٪ یا با اس�ری مخصوص پاک

 کننده DNA تم�ز کنید.

همیشه دستکش های نو ب�وشید.

بر�ی آماده سازی PCR از لوله ها و سر�یپت

آئروسل  فیلت�های  دار�ی  استر�ل   های 

از  آلوده  الگوهای  استفاده کنید. بیشتر 

پ�پت های کثیف ناشی می شوند.

از  نوکلئاز،  و   DNA از  عاری  مع�ف های  از 

جمله آب، استفاده کنید.

از مز�یای آنز�م اور�س�ل-DNA گلیکوز�لاز 

آلوده الگوهای  تکث�ر   : کنید  استفاده 

 کننده ای که از آ�مایش های قبلی در محیط 

ر��ج تر�ن  از  یکی  مانده اند،  باقی  کار 

از   استفاده  است.  آلودگی  مشکلات 

 (UNG یا UDG) گلیکوز�لاز DNA-اور�س�ل

به   (  dNTP/dUTP مخلوط   )  dUTP و 

جلوگ�ری از ان�قال آلودگی کمک می کند. 

روند کار معمول به شرح ز�ر است:

 DNA گلیکوز�لاز،    DNA-اور�س�ل آنز�م 

بر�ی  می کند.  تجز�ه  ر�  اور�س�ل  حاوی 

جلوگ�ری از آلودگی ان�قالی، بر�ی PCR از 

به   dTTP جای  به   dTTP/dUTP یا   dUTP

پلیمر��های   DNA .کنید استفاده  تنها�ی 

Taq به طور مؤثر dUTP ر� ت�کیب می کنند. 

با پلیمر��های تصح�ح کننده،  با ا�ن حال، 

 Long and High پلیمر�ز یا Pfu DNA مانند

از  استفاده   ،  Fidelity PCR Master Mix

dUTP منجر به با�ده PCR پای�ن تری خواهد 

شد. dUTP تح�ک الکتروفو�تیک یا ر�ندمان 

�نگ آم�زی اتید�وم بروماید DNA ر� تغی�ر 

نمی دهد. پس از PCR با dUTP، محصولات 

PCR سوبستر�ها�ی بر�ی UDG هستند و 

طول  در  اور�س�ل  حاوی   DNA هر 

 DNA-اور�س�ل با  کوتاه  انکوباس�ون 

م�حله،  ا�ن  می شود.  تجز�ه  گلیکوز�لاز 

الگوهای DNA آلوده از آ�مایش های قبلی 

ر� حذف می کند.

 PCR همیشه قبل از کلونینگ، محصولات

ا�ن  غ�ر  در  ؛  کنید  خالص سازی  ژل  از  ر� 

غ�ر  محصولات  و  �ر�یمر-دایمر  صو�ت، 

اختصاصی ممکن است کلون شوند.

هنگام ب�ش باند PCR از ژل، از قر�ر گ�فتن 

�نگ و  بنفش  ماور�ء  اشعه  مع�ض  در 

بروماید  اتید�وم  با  حد  از  بیش   آم�زی 

خودداری کنید. ا�ن عوامل باعث افز�یش 

 DNA فر�وانی جهش و آسیب به یکپا�چگی

در  گ�فتن  قر�ر  طول  در  ر�  ژل  می شوند. 

صفحه  روی  بنفش  ماور�ء  اشعه  مع�ض 

شیشه ای یا پلاستیکی نگه دار�د یا از �نگ

 ها�ی استفاده کنید که بر�ی تشخیص به 

اشعه ماور�ء بنفش نیاز ندا�ند.

بر�ی  بالا  کیفیت  با  مع�ف های  از  فقط 

قابل  وکتور   ، خالص  لیگاز  کلونینگ، 

اعتماد، سلول های با کار��ی بالا و مناسب 

استفاده کنید.

محصولات  پلیمر�ز،    Taq DNA آنز�م های 

که  می کنند  تولید   A دنباله های  با   PCR

بر�ی کلونینگ TA مناسب هستند و می

 توانند بدون نیاز به عملیات و��ه در ناقل

 TA کلونینگ  بر�ی  شوند.  کلون   T  های 

کا�آمدتر، م�حله طویل سازی نها�ی PCR ر� 

طولانی تر (تا ٣٠ دقیقه) در دمای ٧٢ د�جه 

سان�یگر�د انجام دهید.

 Long and یا Pfu DNA Polymerase آنز�م

  High Fidelity PCR Master Mix

محصولات PCR با ان�های صاف و آو�ز�ن 

تولید می کنند. ا�ن محصولات باید قبل از 

صاف،  ان�های  با  ناقل های  در  کلونینگ 

ان�های  با   PCR محصولات  شوند.  صاف 

صاف بر�ی کلونینگ TA مناسب نیستند.

خطای  م�ز�ن  بر�ی  ر�  مناسب   PCR آنز�م 

مو�د نظر ان�خاب کنید.

 Pfu DNA Polymerase بر�ی دقت بالاتر، از

 Long and High Fidelity PCR Master یا 

مو�د  خطای  م�ز�ن   . کنید  استفاده   Mix

ذکر  آنز�م  توضیحات  در  معمو�  ان�ظار 

شده است.

تولید  باعث  من�ز�م  حد  از  بیش  غلظت 

محصولات PCR غ�ر اختصاصی و کاهش 

دقت PCR می شود.

 Taq DNA بر�ی   PCR باف�های  از  ب�خی 

غلظت  در   +٢  Mg حاوی   Polymerase

بهینه هستند. من�ز�م بیشتری به چن�ن 

باف�ها�ی اضافه نکنید.

 Taq ) باف�های دیگر حاوی من�ز�م نیستند

DNA Polymerase ) اما یک ویال جداگانه 

تهیه  امکان  که  دا�ند  من�ز�م  کلر�د  از 

غلظت های مختلف من�ز�م ر� فر�هم می

 کند.

 +٢ Mg اکیداً توصیه می شود که غلظت

هر  بر�ی  میلی مولار)   ۴ تا   ۱ محدوده  (در 

PCR بهینه شود.

بسیاری از کارب�دها در غلظت استاندا�د ۱.۵ 

ا�ن  با   . می کنند  کار   MgCl٢ میلی مولار 

از  استفاده  با  پ�ش�فته  کارب�دهای  حال، 

 ۲) MgClنومی به غلظت های بالاتر ٢� DNA

تا ۴ میلی مولار) نیاز دا�ند .

 MgCl٢ محلول  با  ر�   PCR من�ز�م  غلظت 

ا�ن  در  بالا  در  آنچه  مطابق  شده  ار�ئه 

تنظیم  است،  شده  داده  توض�ح  جدول 

کنید .

 dNTP از  فقط   ،PCR ن�ا�ج  بهتر�ن  بر�ی 

 ٪۹۹ خلوص  با  کیفیت،  بالاتر�ن  با  های 

استفاده کنید. خلوص dNTP به و��ه بر�ی 

PCR با ب�د طولانی و دقت بالا مهم است .

غلظت های نامتعادل dNTP می تواند منجر 

نها�ی  غلظت  شود.  دقت  کاهش  به 

تا ٠٫٢٥   ٠٫٢  ،dNTP هر بر�ی  شده  توصیه 

میلی مولار است. غلظت بالاتر (تا ٠٫٤ میلی

 مولار) ممکن است با�ده ر� افز�یش دهد.

dNTPها،  به   +٢  Mg اتصال  به  توجه  با 

غلظت Mg ٢+ باید متناسب با آن تنظیم 

شود. غلظت بیش از حد dNTP و من�ز�م، 

از  قبل  می دهد.  کاهش  ر�   PCR دقت 

استفاده، هر محلول dNTP ر� �خ �دا�ی و 

مخلوط کنید. ا�ن امر به و��ه بر�ی محلول

 های با غلظت بالا اهمیت دا�د.

حجم  بر�ی  الگو   DNA بهینه  مقاد�ر 

واکنش ۵۰ میکرولیتر:

              پلاسمید یا فاژ: ۰.۰۱ تا ۱ نانوگ�م

              �نومی: ۰.۱ تا ۱ میکروگ�م

غ�ر   PCR الگو،  حد  از  بیش  مقاد�ر 

مقاد�ر  می دهد.  افز�یش  ر�  اختصاصی 

ناکافی الگو، دقت ر� کاهش می دهد.

فقط از تام�ن کننده معتبر بر�ی �ر�یم�ها 

بی کیفیت  �ر�یم�های  کنید.  استفاده 

ممکن است حاوی خطاهای توالی باشند.

هنگام ب�ش باند PCR از ژل، از قر�ر گ�فتن 

�نگ و  بنفش  ماور�ء  اشعه  مع�ض  در 

بروماید  اتید�وم  با  حد  از  بیش   آم�زی 

افز�یش  باعث  کار  ا�ن  کنید.  خودداری 

 DNA فر�وانی جهش و آسیب به یکپا�چگی

در  گ�فتن  قر�ر  طول  در  ر�  ژل  می شود. 

صفحه  روی  بنفش  ماور�ء  اشعه  مع�ض 

شیشه ای یا پلاستیکی نگه دار�د یا از �نگ

 ها�ی استفاده کنید که بر�ی تشخیص به 

اشعه ماور�ء بنفش نیاز ندا�ند.

در  کنید،  تکر�ر  ر�  توالی  تعی�ن  واکنش 

صو�ت وجود DNA پ�چیده و غنی از GC، از 

اختصاصی  توالی  تعی�ن  مع�ف های 

استفاده کنید.

با  مع�ف های  از   PCR ن�ا�ج بهتر�ن  بر�ی 

کیفیت بالا استفاده کنید

مجموعه ها و مخلوط های dNTP که شامل 

dNTP ٪۹۹های خالص هستند.

و  بالا  خلوص  با  آنز�م های  از   PCR بر�ی 

باف�های بدون نوکلئاز استفاده کنید .

در صو�ت امکان، قبل از هر PCR، کیفیت 

و سلامت الگو ر� دوبا�ه بر�سی کنید.

از  از پ�پت ها و لوله های مخصوص  فقط 

استفاده  بالا  کیفیت  با  پلاستیک  جنس 

کنید که به DNA یا �روت��ن ها متصل نمی

 شوند.

قبل از هر بار استفاده، تمام مع�ف ها ر� 

خوب مخلوط کنید.

مست�میکس  است،  ممکن  که  �مان  هر 

د�ست کنید تا خطاهای پ�پتینگ کاهش 

یابد.

هر تغی�ر در مع�ف ها یا موادی که بر�ی 

ر� ز�ر نظر داشته  PCR استفاده می کنید 

 PCR باشید. هر تغی�ری می تواند بر ن�ا�ج

تأث�ر بگذا�د.

محیط کار ر� تم�ز نگه دار�د. هنگام آماده

احتمال  تا  باشید  مر�قب  باید   ،PCR سازی 

آلودگی با نوکلئا�ها از ب�ن برود.

از مناطق تم�ز و جداگانه بر�ی آماده سازی 

نمونه، آماده سازی مخلوط واکنش و چ�خه 

استفاده کنید.

قبل از ر�ه اندازی PCR، فضای کاری خود ر� 

با اتانول ۷۰٪ یا با اس�ری مخصوص تم�ز 

کنید.

همیشه دستکش های نو ب�وشید.

بر�ی انجام PCR از لوله ها و سر�یپت های 

استفاده  آئروسل  فیلتر  دار�ی  استر�ل 

کنید.

از  نوکلئاز،  و   DNA از  عاری  مع�ف های  از 

جمله آب، استفاده کنید.

عنوان محصول: مخلوط واکنش
  Super PCR Master Mix with Red dye

حجم محلول: ۱ میلی لیتر
�نگ محلول: ق�مز

مع�فی محصول:
 ٢x Super PCR Master Mix مخلوط واکنش ق�مز �نگ
with Red dye with Red dye حاوی بافر بهینه شده، 
dNTPs ، من�ز�وم کلر�ید (٢mM)، پایدا�کننده ها و �نگ 
ق�مز PCR می باشد. یکی دیگر از محتویات حیاتی ا�ن 
مخلوط واکنش آنز�م Hot start DNA Polymerase می

 باشد که جهت جلوگ�ری از واکنش غ�ر�ختصاصی و 
بالا  تکر�ر�ذ�ری  با  و  حساسیت  و  کار��ی  افز�یش 
تغی�ر�افته است. ا�ن مخلوط واکنش به جهت داشتن 
با  ژن های  و گست�ش  تکث�ر  به  قادر   GC Enhancer
 ۲۰۰۰ تکث�ر  سا�ز  م�ز�ن  می باشد.   GC بالای  د�صد 
جفت باز در هر دقیقه است و طول قطعه قابل تکث�ر 
از  واکنش  مخلوط  ا�ن  باشد.  می  باز  جفت   ۴۰۰۰
اختصاصیت و قابلیت تکر�ر�ذ�ری بالا�ی ب�خو�دار می

 باشد. ا�ن مخلوط واکنش تمام مواد مو�دنیاز بر�ی 
واکنش ر�ل تایم بجز �ر�یمر و الگو ر� دار� می باشد.

به  ا�ن محصول می توان  و��گی های  جمله  از 
موا�د ز�ر اشا�ه ک�د:

١. بدل�ل استفاده از آنز�م Hot Start اتصال �ر�یم�ها 
بصو�ت کاملا اختصاصی صو�ت می گ��د.

٢. در ح�ن استفاده از ا�ن مخلوط واکنش ه�چ گونه 
غ�ر�ختصاصی  اتصال  اثر  در  غ�ر�ختصاصی  محصول 

تولید نخواهد شد.
دار�ی  واکنش  مخلوط  ا�ن  در  �فته  بکار  آنز�م   .٣
پایداری بسیار بالا در مقایسه با سا�ر محصولات مشابه 

می باشد.
٤. ا�ن مخلوط واکنش بصو�ت Ready to use دار�ی 
�نگ ق�مز اسپایک شده حاوی تمامی موا�د مو�د نیاز 
جهت انجام واکنش (بجز �ر�یم�ها و الگو) در یک ویال 
از بروز  تا با کم شدن مر�حل حجم ب�داری  می باشد، 

آلودگی احتمالی جلوگ�ری کند.
٥. در یک واکنش قادر به تشخیص و تکث�ر هم�مان ۲ 

تا ۳ ژن با سا�ز مختلف می باشد.
٦. سا�ز امپلیکون قابل قبول در ا�ن آ�مایش باید ب�ن 

١٠٠ تا ٤٠٠٠ bp باشد.

شر�یط نگهداری و دخ��ه سازی:
١. در دمای -٢٠°C بمدت یک سال نگهداری شود. 
٢. در دمای ٤°C بمدت یک هفته نگهداری شود.

٣. در تار�کی نگهداری شود.
اندا�ه حجم های مص�فی  به  ر�  واکنش  ٤. مخلوط 
از  تا  کنید  تقسیم بندی  استفاده  بار  هر  بر�ی 

Freez/Thaw جلوگ�ری شود.
در  بگ��د  صو�ت  �خ  روی  مخلوط  شدن  ذوب   .٥

غ�ر ا�ن صو�ت باعث کاهش ر�ندمان میشود .

مواد و دستگاه مو�د نیاز:
١.   �ر�یم�ها

٢.  DNA الگو
٣. پ�پتور فاقد نوکلئاز

٤. س�سمپلر استر�ل و فاقد نوکلئاز
٥. دستگاه ت�موسایکلر 

مقاد�ر:
طبق جدول ز�ر تمامی موا�د ز�ر ر� به آر�می باهم 

میکس و پ�پت کنید.
و�تکس  وجه  ه�چ  به  حباب  ایجاد  عدم  بمنظور 
نکنید (حباب در عملک�د واکنش PCR اختلال ایجاد 

میکند).

PCR جدول ۱: مقاد�ر مو�د نیاز بر�ی هر واکنش

آب مقطر باید فاقد RNase و DNase باشد د�غ�ر�ینصو�ت باعث آلودگی می شود.

�روتکل:
حجم کلی ا�ن واکنش PCR ٢٠ l� است.  

١. ابتدا بگذار�د تمامی محتویات داخل ویال به آر�می 
ذوب شود (مخلوط  ر� در دمای بالا ذوب نکنید).

٢. مخلوط  �روب ر� بمدت ٣ تا ٥ ثانیه و�تکس کنید.
٣. مخلوط واکنش ر� با �ر�یم�ها و آب فاقد نوکلئاز 

طبق جدول بالا مخلوط کنید.
٤. حجم مناسب مخلوط  آماده ر� به ت�وب ها یا پلیت 

PCR اضافه کنید.
٥. DNA الگو (یا آب بر�ی NTC) ر� به ت�وب ها اضافه 

کنید.

٦. در ت�وب ها ر� ببندید و بمدت کوتاهی سان�ر�ف�وژ 
کنید تا محتویات ت�وب ها به ان�های آن بیایند. 

جدول ۲: ب�نامه دما�ی

توجه :
◂ دمای Annealing / Extension با توجه به دمای 

Tm �ر�یم�ها و سا�ز آمپلیکون متفاوت است.
◂ بهینه تر�ن دما ر� توسط PCR گر�دیانت میتوانید 

ان�خاب کنید.
بر�ی  است  بهتر   Annealing / Extension �مان   ◂

واکنشهای چند ژن بیشتر از ٣٠ ثانیه باشد.

سیکل

١

٤٠

دما

٩٥ °C

٩٥ °C

٦٠-٥٥ °C

٧٢  

�مان

٢-٥ دقیقه

٣٠ ثانیه

٣٠-٦٠ ثانیه

٣٠- ٦٠ ثانیه

م�حله

فعالسازی اولیه

دناتور�س�ون

انلینگ / گست�ش

گست�ش نها�ی 



ر�ه حل

مو�د  �نگ  عملک�د  و  الکتروفورز  شر�یط 

دوبا�ه  ر�  ژل  �نگ آم�زی  بر�ی  استفاده 

مشکل  به  مشکوک  اگر  کنید.  بر�سی 

تشخیص هستید، یک بار دیگر ژل ر� اجر� 

 PCR محصول  امکان  صو�ت  در  کنید، 

بیشتری روی ژل قر�ر دهید. مطمئن شوید 

و  شده  �نگ آم�زی  د�ستی  به  ژل  که 

مشاهده  قابل  خوبی  به   DNA ن�دبان 

است.

 ،PCR بر�ی تعی�ن تقر�بی کمیت محصول

معمو� از الکتروفورز استاندا�د ژل آگارز و 

�نگ آم�زی اتید�وم بروماید استفاده می

 DNA ن�دبان های  از  استفاده  با   شود. 

می  ،DNA با�گذاری  �نگ های  و  مناسب 

تعی�ن  ر�   PCR محصول  اندا�ه  هم   توان 

با  باند  شدت  مقایسه  با  هم  و  ک�د 

از  ن�دبانی   DNA باند  اندا�ه  ن�دیکتر�ن 

کمیت شناخته شده، تقر�باً کمیت DNA ر� 

تعی�ن ک�د.

که  استاندا�دی  مع�ف های  با   PCR اگر 

انجام می شود، �نگ  حاوی �نگ نیستند 

با�گذاری DNA ر� قبل از با�گذاری روی ژل به 

واکنش ها اضافه کنید. بر�ی ص�فه جو�ی 

آنز�م های  از  می توان  تلاش،  و  �مان  در 

مخلوط  ف�مولاس�ون های  و  بافر   ، و��ه 

با�گذاری  �نگ های  حاوی  که  اصلی 

با�گذاری  بر�ی  هستند،  الکتروفورز 

مستقیم محصولات PCR روی ژل استفاده 

ک�د.

هنگام انجام الکتروفورز، معمو� توصیه 

 ۱۰ تا   ۲) مختلفی  حجم های  می شود 

میکرولیتر) از واکنش ر� روی ژل با�گذاری 

کنید. با�گذاری حجم های واکنش ناکافی 

با�ده  صو�ت  در  اشتباه  به  است  ممکن 

پای�ن به عنوان عدم با�ده تفس�ر شود. 

حد  از  بیش  واکنش  حجم های  با�گذاری 

باعث  بالا  با�ده  صو�ت  در  است  ممکن 

مقدار  تعی�ن  و  اندا�ه گ�ری  مشکلات 

شود.

مها�کننده های ناشی از الگو، �ر�یم�ها و 

با�ده  بی کیفیت می توانند  واکنشگ�های 

PCR ر� کاهش دهند. DNA الگو ر� خالص

 سازی کنید و از واکنشگ�های با بالاتر�ن 

و  dNTPها  به و��ه   ،PCR بر�ی  کیفیت 

معتبر  تأم�ن کننده  یک  از  �ر�یم�ها، 

استفاده کنید.

مقاد�ر ناچ�زی از آلاینده ها�ی که گاهی 

اوقات پس از خالص سازی DNA باقی می

 ،K یا �روت�یناز   EDTA ،مانند، مانند فنول 

می توانند PCR ر� مهار کنند. آلاینده ها ر� با 

�سوب اتانول از ب�ن ببر�د و �سوب DNA ر� 

با اتانول ٧٠٪ بشوی�د.

بر�ی هر آ�مایش، یک واکنش کن�رل مثبت 

منبع  شناسا�ی  به  تا  بگ�ر�د  نظر  در 

بر�ی  کند.  کمک  با�دا�نده  ناخالصی های 

 PCR ،تعی�ن اینکه آیا یک الگوی مشکوک

ر� مهار می کند یا خ�ر، الگو و �ر�یم�ها�ی ر� 

جدید  واکنش  یک  بر�ی  که  کنید  اضافه 

مؤثر شناخته شده اند. ن�یجه ر� با واکنش 

کن��لی که حاوی الگوی مشکوک نیست 

می مشابه  کن�رل های  از  کنید.  مقایسه 

 توان بر�ی آ�مایش �ر�یم�ها و سا�ر مع�ف

 ها بر�ی مهار PCR استفاده ک�د.

اختصاصی  ن�م افز�ر  از  امکان،  صو�ت  در 

بر�ی طر�حی �ر�یمر استفاده کنید. ن�م افز�ر 

خود-مکمل از  تا  می کند  کمک  شما  به 

چندگانه  مکمل سازی های  �ر�یمر،   سازی 

در  مستقیم  تکر��های  و  الگو-�ر�یمر 

�ر�یمر جلوگ�ری کنید تا از تشک�ل سنجاق 

سر و �ر�یمر-دایمر جلوگ�ری شود. مکمل

تشک�ل  باعث   '٣ ان�های  در   سازی 

�ر�یمر-دایمر می شود و یکی از ر��ج تر�ن 

مشکلات PCR است.

�ر�یم�ها�ی به طول ۲۰ تا ۳۰ نوکلئوتید 

از  ایده آل،  حالت  در  کنید.  طر�حی 

 GC محتوای   ٪۵۰ حدود  با  �ر�یم�ها�ی 

امکان،  صو�ت  در  کنید.  استفاده 

�ر�یم�ها�ی با یک یا دو G یا C در ان�های 

۳' ان�خاب کنید.

خلوص و سلامت شیمیا�ی �ر�یم�ها بر�ی 

است.  مهم  بسیار   PCR خوب  ن�ا�ج 

�ر�یم�ها همیشه باید به مقدار اضافی در 

با غلظت های مساوی،  مخلوط واکنش و 

 ١ تا  میکرومولار   ٠٫١ محدوده  در  معمو� 

الگوی بی کیفیت، 

فر�وانی کم یا الگوی 

پ�چیده

dNTPS با کیفیت پای�ن، 

dNTP غلظت ناد�ست

ها

غلظت من�ز�م کمتر از 

حد مطلوب

میکرومولار، وجود داشته باشند. غلظت 

تعی�ن  تجربی  صو�ت  به  �ر�یم�ها  بهینه 

می شود. غلظت بیش از حد �ر�یم�ها می

 تواند به دل�ل افز�یش �ر�یمینگ ناقص، 

اختصاصیت PCR ر� کاهش دهد.

DNA �نومی ر� با دقت خالص سازی کنید و 

از به اشتر�ک گذاشتن آن خودداری کنید. 

از کیت های خالص سازی طر�حی شده بر�ی 

مقاد�ر  کنید.  استفاده  الگو   DNA نوع 

واکنش ۵۰  حجم  بر�ی  الگو   DNA بهینه

میکرولیتر:

پلاسمید یا فاژ: ۰.۰۱ تا ۱ نانوگ�م

�نومی: ۰.۱ تا ۱ میکروگ�م

غ�ر   PCR الگو،  حد  از  بیش  مقاد�ر 

مقاد�ر  می دهد.  افز�یش  ر�  اختصاصی 

می دهد.  کاهش  ر�  دقت  الگو،  ناکافی 

فر�وانی  که  �مانی  بالاتر،  حساسیت  بر�ی 

داغ  شروع  آنز�م های  از   ، است  کم  الگو 

استفاده کنید . بر�ی الگوهای پ�چیده یا 

غنی از GC، از افزودنی ها و آنز�م بیشتری 

بر�ی  که  محصولاتی  از  یا  کنید  استفاده 

از GC تولید شده اند، استفاده  PCR غنی 

کنید .

 dNTP از  فقط   ،PCR ن�ا�ج  بهتر�ن  بر�ی 

 ٪۹۹ خلوص  با  کیفیت،  بالاتر�ن  با  های 

استفاده کنید. خلوص dNTP به و��ه بر�ی 

PCR با ب�د طولانی و دقت بالا مهم است .

غلظت های نامتعادل dNTP می تواند منجر 

نها�ی  غلظت  شود.  دقت  کاهش  به 

تا ٠٫٢٥   ٠٫٢  ،dNTP هر بر�ی  شده  توصیه 

میلی مولار است. غلظت بالاتر (تا ٠٫٤ میلی

 مولار) ممکن است با�ده ر� افز�یش دهد.

dNTPها،  به   +٢  Mg اتصال  به  توجه  با 

غلظت Mg ٢+ باید متناسب با آن تنظیم 

شود. غلظت بیش از حد dNTP و من�ز�م، 

از  قبل  می دهد.  کاهش  ر�   PCR دقت 

استفاده، هر محلول dNTP ر� �خ �دا�ی و 

مخلوط کنید. ا�ن امر به و��ه بر�ی محلول

 های با غلظت بالا اهمیت دا�د.

کمپلکس های  من�ز�م  �ون های 

از  ب�خی  می کنند.  ت�بیت  ر�  �ر�یمر-الگو 

 Taq DNA Polymerase بر�ی PCR باف�های

هستند.  بهینه  غلظت  در   +٢  Mg حاوی 

 Taq ) سا�ر باف�ها حاوی من�ز�م نیستند

یک  با  اما   ( نوت�کیب   ،DNA Polymerase

می ار�ئه  من�ز�م  کلر�د  از  جداگانه  ویال 

 شوند که امکان تهیه غلظت های مختلف 

من�ز�م ر� فر�هم می کند.

الگوی  و  �ر�یم�ها   ، dNTPها  به   +٢  Mg

می توصیه  اکیداً  می شود.  متصل   DNA

 شود که غلظت Mg ٢+ (در محدوده ۱ تا ۴ 

میلی مولار) بر�ی هر PCR بهینه شود.

ر�   PCR محصول  با�ده  ناکافی،  من�ز�م 

چ�خه های غ�ر بهینه

حد  از  بیش  غلظت  می دهد.  کاهش 

غ�ر   PCR محصولات تولید  باعث  من�ز�م 

اختصاصی و کاهش دقت PCR می شود.

نسبت dNTPها و من�ز�م در PCR معمو� 

باید ۱:۲ باشد. وقتی غلظت dNTP افز�یش 

متناسباً  باید  ن�ز  من�ز�م  غلظت  می یابد، 

افز�یش یابد.

یا سا�ر   EDTA حاوی DNA نمونه های اگر 

باشند، غلظت  متصل شونده های فلزی 

�ون من�ز�م باید به طور متناسب افز�یش 

یک  به   EDTA مولکول  یک  ز�ر�  یابد، 

مولکول Mg٢ + متصل می شود .

بسیاری از کارب�دها در غلظت استاندا�د ۱.۵ 

ا�ن  با   . می کنند  کار   MgCl٢ میلی مولار 

حال، کارب�دهای پ�ش�فته تر با استفاده از 

 ۲) MgClنومی به غلظت های بالاتر ٢� DNA

تا ۴ میلی مولار) نیاز دا�ند . غلظت من�ز�م 

ار�ئه شده طبق   MgClر� با محلول ٢  PCR

جدول ز�ر تنظیم کنید :

 

دناتور�س�ون اولیه کامل DNA بر�ی با�ده 

 ۳ تا   ۱ معمو�  است.  ضروری   PCR خوب 

د�جه  دمای ۹۵  در  دناتور�س�ون  دقیقه 

سان�یگر�د کافی است. بر�ی الگوهای غنی 

از GC ، ممکن است تا ۱۰ دقیقه �مان لا�م 

باشد. اگر م�حله دناتور�س�ون اولیه بسیار 

می شود  توصیه  شود،  انجام  طولانی 

اتمام دناتور�س�ون  از  ر� فقط پس  آنز�م 

اضافه کنید.

دناتور�س�ون معمو� ٣٠  در طول چ�خه، 

تا ٢ دقیقه در دمای ٩٤-٩٥ د�جه  ثانیه 

می شود.  انجام  چ�خه  هر  در  سان�یگر�د 

بر�ی الگوهای غنی از GC ، ا�ن م�حله می

به  تا ٣-٤ دقیقه طولانی تر شود.   تواند 

عنوان یک جایگز�ن، دناتور�س�ون DNA ر� 

افزودنی ها�ی  از  استفاده  با  می توان 

مانند گلیسرول، DMSO یا ف�مامید افز�یش 

داد. هنگام استفاده از افزودنی ها، دمای 

اتصال باید تنظیم شود، ز�ر� دمای ذوب 

کمپلکس های �ر�یمر-الگو ممکن است به 

طور قابل توجهی کاهش یابد.

دمای ذوب �ر�یمر ر� با استفاده از ن�م افز�ر 

مناسب محاسبه کنید. دمای اتصال �ر�یمر 

کمتر�ن  از  کمتر  د�جه سان�یگر�د  باید ۵ 

دمای ذوب �ر�یمر باشد. مدت �مان اتصال 

Final 
concentratio
n of MgCL2 
in a 50µL 
reaction, 
mM

1.5

1.75

2

2.5

4

Volume of 
the 50 mM 
mgcl2 
solution to 
add to add, 
µL

1.5

1.75

2

2.5

4

Volume of 
the 25 mM 
mgcl2 
solution to 
add to add, 
µL

3

3.5

4

5
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معمو� ۳۰ ثانیه تا ۲ دقیقه است.

دمای پای�ن باز�خت منجر به پس �مینه 

بالا می شود. دمای بالای باز�خت ممکن 

است با�ده ر� کاهش دهد.

دمای Annealing ر� به صو�ت م�حله ای و 

با افز�یش ۱ تا ۲ د�جه سان�ی گر�د بهینه 

کنید.

 ،DMSO ،در حضور افزودنی ها (گلیسرول

به  نیاز  است  بتائ�ن)، ممکن  و  ف�مامید 

تنظیم دمای Annealing باشد.

در طول م�حله تکث�ر PCR، واکنش تکث�ر 

�ر�یمر معمو� به مدت ۱ دقیقه در دمای 

بر�ی  بهینه  دمای  سان�یگر�د،  د�جه   ۷۲

بر�ی   ،  Taq DNA Polymerase آنز�م 

محصولات PCR تا Kb ۲ انجام می شود.

 ۱ تکث�ر  �مان  طولانی،  ب�د  با   PCR بر�ی 

و  می یابد  افز�یش  کیلوبایت  بر  دقیقه 

د�جه   ۶۸) پای�ن تر  تکث�ر  دمای 

�فتن  دست  از  تا  است  سان�یگر�د) 

فعالیت آنز�م به حداقل ب�سد.

 Taq DNA از  کندتر   Pfu که  آنجا�ی  از 

م�حله  یک  از   ، است   Polymerase

گست�ش ۲ دقیقه ای به از�ی هر کیلوبایت 

استفاده  سان�یگر�د  د�جه   ۷۲ دمای  در 

می شود.

طولانی تر  معمو�  تکث�ر  نها�ی  م�حله 

 PCR محصولات  تکم�ل  از  تا  است 

اطمینان حاصل شود. ا�ن م�حله نها�ی، 

که معمو� ۱۵ تا ۳۰ دقیقه در دمای ۷۲ 

د�جه سان�یگر�د طول می کشد، به و��ه 

�مانی اهمیت دا�د که محصول PCR در 

ناقل T کلون شود.

به  توجه  با  باید  چ�خه ها  بهینه  تعداد 

قطعه  طول  و  الگو  پ�چیدگی  و  کمیت 

طور  به  شود.  تعی�ن  شده  تکث�ر 

معمول، ۲۵ تا ۳۰ چ�خه بر�ی با�ده خوب 

کافی است.

تعداد ناکافی چ�خه ها ممکن است منجر 

به عملک�د ضعیف شود.

ایجاد  باعث  می توانند  ز�اد  چ�خه های 

پس �مینه بالا شوند.

�مانی که تعداد template کم است، مثلا 

١٠ ک�ی، ٤٠ چ�خه پ�شنهاد میشود.

نقطه   PCR تکنیک  ان�خاب  ر�هنمای 

پایانی بر�ی کارب�دهای م�تبط با کلونینگ

ر�هنما و مرور کلی کارب�د PCR استاندا�د

بر  مروری  و  محصول  ان�خاب  ر�هنمای 

کارب�د PCR در حالت شروع داغ 

بر  مروری  و  محصول  ان�خاب  ر�هنمای 

و  طولانی  بالا،  وفاداری  با   PCR کارب�د 

 GC غنی از

بر  مروری  و  محصول  ان�خاب  ر�هنمای 

RT PCR کارب�د رونویسی معکوس و

اختصاصی  ن�م افز�ر  از  امکان،  صو�ت  در 

بر�ی طر�حی �ر�یمر استفاده کنید. ن�م افز�ر 

خود-مکمل از  تا  می کند  کمک  شما  به 

چندگانه  مکمل سازی های  �ر�یمر،   سازی 

در  مستقیم  تکر��های  و  الگو-�ر�یمر 

�ر�یمر جلوگ�ری کنید تا از تشک�ل سنجاق 

سر و �ر�یمر-دایمر جلوگ�ری شود. مکمل

تشک�ل  باعث   '٣ ان�های  در   سازی 

�ر�یمر-دایمر می شود و یکی از ر��ج تر�ن 

مشکلات PCR است.

�ر�یم�ها�ی به طول ۲۰ تا ۳۰ نوکلئوتید 

از  ایده آل،  حالت  در  کنید.  طر�حی 

 GC محتوای   ٪۵۰ حدود  با  �ر�یم�ها�ی 

امکان،  صو�ت  در  کنید.  استفاده 

�ر�یم�ها�ی با یک یا دو G یا C در ان�های 

۳' ان�خاب کنید.

خلوص و سلامت شیمیا�ی �ر�یم�ها بر�ی 

است.  مهم  بسیار   PCR خوب  ن�ا�ج 

�ر�یم�ها همیشه باید به مقدار اضافی در 

با غلظت های مساوی،  مخلوط واکنش و 

 ١ تا  میکرومولار   ٠٫١ محدوده  در  معمو� 

میکرومولار، وجود داشته باشند. غلظت 

تعی�ن  تجربی  صو�ت  به  �ر�یم�ها  بهینه 

می شود. غلظت بیش از حد �ر�یم�ها می

 تواند به دل�ل افز�یش �ر�یمینگ ناقص، 

اختصاصیت PCR ر� کاهش دهد.

 Hot Start) سر�ع  شروع  آنز�م های  از 

�ساندن  حداقل  به  بر�ی   (Enzymes

تشک�ل دایمر �ر�یمر در طول آماده سازی 

واکنش در دمای اتاق استفاده کنید .

تولید  باعث  من�ز�م  حد  از  بیش  غلظت 

محصولات PCR غ�ر اختصاصی و کاهش 

دقت PCR می شود.

 Taq DNA بر�ی   PCR باف�های  از  ب�خی 

غلظت  در   +٢  Mg حاوی   Polymerase

بهینه هستند. من�ز�م بیشتری به چن�ن 

باف�ها�ی اضافه نکنید.

 Taq ) باف�های دیگر حاوی من�ز�م نیستند

DNA Polymerase ) اما یک ویال جداگانه 

تهیه  امکان  که  دا�ند  من�ز�م  کلر�د  از 

غلظت های مختلف من�ز�م ر� فر�هم می

 کند.

 +٢ Mg تاکیداً توصیه می شود که غلظت

هر  بر�ی  میلی مولار)   ۴ تا   ۱ محدوده  (در 

PCR بهینه شود.

بسیاری از کارب�دها در غلظت استاندا�د ۱.۵ 

ا�ن  با   . می کنند  کار   MgCl٢ میلی مولار 

از  استفاده  با  پ�ش�فته  کارب�دهای  حال، 

 ۲) MgClنومی به غلظت های بالاتر ٢� DNA

تا ۴ میلی مولار) نیاز دا�ند .

غلظت من�ز�م PCR ر� با محلول MgCl٢ ار�ئه 

جدول  ا�ن  در  بالا  در  آنچه  مطابق  شده 

توض�ح داده شده است، تنظیم کنید .

مقاد�ر بهینه DNA الگو در حجم واکنش 

۵۰ میکرولیتر عبا�تند از:

 DNA بر�ی  نانوگ�م   ۱-۰.۰۱ محدوده  در 

پلاسمید یا فاژ 

 DNA بر�ی  میکروگ�م   ۱-۰.۱ محدوده  در 

�نومی

مقدار مناسب الگو ر� بر�ی هر واکنش به 

صو�ت تجربی ان�خاب کنید. مقاد�ر خیلی 

ز�اد الگو، PCR غ�ر اختصاصی ر� افز�یش 

می دهد، مقاد�ر خیلی کم الگو، دقت ر� 

کاهش می دهد.

واکنش PCR ر� روی �خ انجام دهید، تمام 

مع�ف ها ر� روی �خ نگه دار�د.

بر�ی تنظیم دمای اتاق، فقط از آنز�م های 

شروع داغ (Hot Start Enzymes) استفاده 

دمای  در  گ�مادوست  پلیمر��های   . کنید 

تکث�ر  به  منجر  که  هستند  فعال  اتاق 

اتصال  دل�ل  به  نامشخص  اهداف 

آنز�م های  می شود.   �ر�یمر  تصادفی 

در  واکنش  تنظیم  طول  در  داغ  شروع 

دمای اتاق کام� غ��فعال هستند و تنها 

می شوند.  فعال  شدن  گ�م  از  پس 

تشک�ل  و  �ر�یم  بدون  تکث�ر  بنابر��ن، 

پس �مینه  و  نمی دهد  رخ  �ر�یمر-دایمر 

PCR ر� کاهش می دهد.

دمای اتصال �ر�یمر باید ۵ د�جه سان�یگر�د 

 (Tm) کمتر از پای�ن تر�ن دمای ذوب �ر�یمر

باشد.

است.  دقیقه   ۲ تا  ثانیه   ۳۰ اتصال  �مان 

تولید  به  منجر  پای�ن  خیلی  اتصال  دمای 

ز�اد پس �مینه می شود و دمای خیلی بالا 

ممکن است منجر به عدم تولید محصول 

در PCR شود.

مو�د  �نگ  عملک�د  و  الکتروفورز  شر�یط 

دوبا�ه  ر�  ژل  �نگ آم�زی  بر�ی  استفاده 

بر�سی کنید. ممکن است آلودگی نوکلئاز 

وجود  �نگ آم�زی  یا  الکتروفورز  بافر  در 

داشته باشد. اگر مشکوک هستید که ا�ن 

بار  می تواند مشکل تشخیص باشد، یک 

امکان  صو�ت  در  کنید،  اجر�  ر�  ژل  دیگر 

قر�ر  ژل  روی  ر�  بیشتری   PCR محصول 

به د�ستی  ژل  که  دهید. مطمئن شوید 

�نگ آم�زی شده و ن�دبان DNA به خوبی 

قابل مشاهده است.

هنگام انجام الکتروفورز، معمو� توصیه 

 ۱۰ تا   ۲) مختلفی  حجم های  می شود 

میکرولیتر) از واکنش ر� روی ژل با�گذاری 

کنید. با�گذاری حجم های واکنش ناکافی 

با�ده  صو�ت  در  اشتباه  به  است  ممکن 

پای�ن به عنوان عدم با�ده تفس�ر شود. 

حد  از  بیش  واکنش  حجم های  با�گذاری 

باعث  بالا  با�ده  صو�ت  در  است  ممکن 

مشکلات اندا�ه گ�ری و تعی�ن مقدار شود.

DNA �نومی ر� با دقت خالص سازی کنید و 

از به اشتر�ک گذاشتن آن خودداری کنید. 

از کیت های خالص سازی طر�حی شده بر�ی 

مقاد�ر  کنید.  استفاده  الگو   DNA نوع 

واکنش ۵۰  حجم  بر�ی  الگو   DNA بهینه

میکرولیتر:

              پلاسمید یا فاژ: ۰.۰۱ تا ۱ نانوگ�م

              �نومی: ۰.۱ تا ۱ میکروگ�م

غ�ر   PCR الگو،  حد  از  بیش  مقاد�ر 

مقاد�ر  می دهد.  افز�یش  ر�  اختصاصی 

ناکافی الگو، دقت ر� کاهش می دهد.

بر�ی افز�یش اختصاصیت PCR از آنز�م های 

Hot Start استفاده کنید و همان توصیه

بلند  یا  بر�ی محصولات کوتاه  ر�  بالا   های 

غ�ر اختصاصی دنبال کنید.

محیط کار ر� تم�ز نگه دار�د. هنگام آماده

احتمال  تا  باشید  مر�قب  باید   ،PCR سازی 

ب�ن  از  خا�جی   DNA الگوهای  با  آلودگی 

برود.

از مناطق تم�ز و جداگانه بر�ی آماده سازی 

نمونه، آماده سازی مخلوط واکنش و چ�خه 

استفاده کنید.

قبل از ر�ه اندازی PCR، فضای کاری خود ر� 

با اتانول ۷۰٪ یا با اس�ری مخصوص پاک

 کننده DNA تم�ز کنید.

همیشه دستکش های نو ب�وشید.

بر�ی آماده سازی PCR از لوله ها و سر�یپت

آئروسل  فیلت�های  دار�ی  استر�ل   های 

از  آلوده  الگوهای  استفاده کنید. بیشتر 

پ�پت های کثیف ناشی می شوند.

از  نوکلئاز،  و   DNA از  عاری  مع�ف های  از 

جمله آب، استفاده کنید.

از مز�یای آنز�م اور�س�ل-DNA گلیکوز�لاز 

آلوده الگوهای  تکث�ر   : کنید  استفاده 

 کننده ای که از آ�مایش های قبلی در محیط 

ر��ج تر�ن  از  یکی  مانده اند،  باقی  کار 

از   استفاده  است.  آلودگی  مشکلات 

 (UNG یا UDG) گلیکوز�لاز DNA-اور�س�ل

به   (  dNTP/dUTP مخلوط   )  dUTP و 

جلوگ�ری از ان�قال آلودگی کمک می کند. 

روند کار معمول به شرح ز�ر است:

 DNA گلیکوز�لاز،    DNA-اور�س�ل آنز�م 

بر�ی  می کند.  تجز�ه  ر�  اور�س�ل  حاوی 

جلوگ�ری از آلودگی ان�قالی، بر�ی PCR از 

به   dTTP جای  به   dTTP/dUTP یا   dUTP

پلیمر��های   DNA .کنید استفاده  تنها�ی 

Taq به طور مؤثر dUTP ر� ت�کیب می کنند. 

با پلیمر��های تصح�ح کننده،  با ا�ن حال، 

 Long and High پلیمر�ز یا Pfu DNA مانند

از  استفاده   ،  Fidelity PCR Master Mix

dUTP منجر به با�ده PCR پای�ن تری خواهد 

شد. dUTP تح�ک الکتروفو�تیک یا ر�ندمان 

�نگ آم�زی اتید�وم بروماید DNA ر� تغی�ر 

نمی دهد. پس از PCR با dUTP، محصولات 

PCR سوبستر�ها�ی بر�ی UDG هستند و 

طول  در  اور�س�ل  حاوی   DNA هر 

 DNA-اور�س�ل با  کوتاه  انکوباس�ون 

م�حله،  ا�ن  می شود.  تجز�ه  گلیکوز�لاز 

الگوهای DNA آلوده از آ�مایش های قبلی 

ر� حذف می کند.

 PCR همیشه قبل از کلونینگ، محصولات

ا�ن  غ�ر  در  ؛  کنید  خالص سازی  ژل  از  ر� 

غ�ر  محصولات  و  �ر�یمر-دایمر  صو�ت، 

اختصاصی ممکن است کلون شوند.

هنگام ب�ش باند PCR از ژل، از قر�ر گ�فتن 

�نگ و  بنفش  ماور�ء  اشعه  مع�ض  در 

بروماید  اتید�وم  با  حد  از  بیش   آم�زی 

خودداری کنید. ا�ن عوامل باعث افز�یش 

 DNA فر�وانی جهش و آسیب به یکپا�چگی

در  گ�فتن  قر�ر  طول  در  ر�  ژل  می شوند. 

صفحه  روی  بنفش  ماور�ء  اشعه  مع�ض 

شیشه ای یا پلاستیکی نگه دار�د یا از �نگ

 ها�ی استفاده کنید که بر�ی تشخیص به 

اشعه ماور�ء بنفش نیاز ندا�ند.

بر�ی  بالا  کیفیت  با  مع�ف های  از  فقط 

قابل  وکتور   ، خالص  لیگاز  کلونینگ، 

اعتماد، سلول های با کار��ی بالا و مناسب 

استفاده کنید.

محصولات  پلیمر�ز،    Taq DNA آنز�م های 

که  می کنند  تولید   A دنباله های  با   PCR

بر�ی کلونینگ TA مناسب هستند و می

 توانند بدون نیاز به عملیات و��ه در ناقل

 TA کلونینگ  بر�ی  شوند.  کلون   T  های 

کا�آمدتر، م�حله طویل سازی نها�ی PCR ر� 

طولانی تر (تا ٣٠ دقیقه) در دمای ٧٢ د�جه 

سان�یگر�د انجام دهید.

 Long and یا Pfu DNA Polymerase آنز�م

  High Fidelity PCR Master Mix

محصولات PCR با ان�های صاف و آو�ز�ن 

تولید می کنند. ا�ن محصولات باید قبل از 

صاف،  ان�های  با  ناقل های  در  کلونینگ 

ان�های  با   PCR محصولات  شوند.  صاف 

صاف بر�ی کلونینگ TA مناسب نیستند.

خطای  م�ز�ن  بر�ی  ر�  مناسب   PCR آنز�م 

مو�د نظر ان�خاب کنید.

 Pfu DNA Polymerase بر�ی دقت بالاتر، از

 Long and High Fidelity PCR Master یا 

مو�د  خطای  م�ز�ن   . کنید  استفاده   Mix

ذکر  آنز�م  توضیحات  در  معمو�  ان�ظار 

شده است.

تولید  باعث  من�ز�م  حد  از  بیش  غلظت 

محصولات PCR غ�ر اختصاصی و کاهش 

دقت PCR می شود.

 Taq DNA بر�ی   PCR باف�های  از  ب�خی 

غلظت  در   +٢  Mg حاوی   Polymerase

بهینه هستند. من�ز�م بیشتری به چن�ن 

باف�ها�ی اضافه نکنید.

 Taq ) باف�های دیگر حاوی من�ز�م نیستند

DNA Polymerase ) اما یک ویال جداگانه 

تهیه  امکان  که  دا�ند  من�ز�م  کلر�د  از 

غلظت های مختلف من�ز�م ر� فر�هم می

 کند.

 +٢ Mg اکیداً توصیه می شود که غلظت

هر  بر�ی  میلی مولار)   ۴ تا   ۱ محدوده  (در 

PCR بهینه شود.

بسیاری از کارب�دها در غلظت استاندا�د ۱.۵ 

ا�ن  با   . می کنند  کار   MgCl٢ میلی مولار 

از  استفاده  با  پ�ش�فته  کارب�دهای  حال، 

 ۲) MgClنومی به غلظت های بالاتر ٢� DNA

تا ۴ میلی مولار) نیاز دا�ند .

 MgCl٢ محلول  با  ر�   PCR من�ز�م  غلظت 

ا�ن  در  بالا  در  آنچه  مطابق  شده  ار�ئه 

تنظیم  است،  شده  داده  توض�ح  جدول 

کنید .

 dNTP از  فقط   ،PCR ن�ا�ج  بهتر�ن  بر�ی 

 ٪۹۹ خلوص  با  کیفیت،  بالاتر�ن  با  های 

استفاده کنید. خلوص dNTP به و��ه بر�ی 

PCR با ب�د طولانی و دقت بالا مهم است .

غلظت های نامتعادل dNTP می تواند منجر 

نها�ی  غلظت  شود.  دقت  کاهش  به 

تا ٠٫٢٥   ٠٫٢  ،dNTP هر بر�ی  شده  توصیه 

میلی مولار است. غلظت بالاتر (تا ٠٫٤ میلی

 مولار) ممکن است با�ده ر� افز�یش دهد.

dNTPها،  به   +٢  Mg اتصال  به  توجه  با 

غلظت Mg ٢+ باید متناسب با آن تنظیم 

شود. غلظت بیش از حد dNTP و من�ز�م، 

از  قبل  می دهد.  کاهش  ر�   PCR دقت 

استفاده، هر محلول dNTP ر� �خ �دا�ی و 

مخلوط کنید. ا�ن امر به و��ه بر�ی محلول

 های با غلظت بالا اهمیت دا�د.

حجم  بر�ی  الگو   DNA بهینه  مقاد�ر 

واکنش ۵۰ میکرولیتر:

              پلاسمید یا فاژ: ۰.۰۱ تا ۱ نانوگ�م

              �نومی: ۰.۱ تا ۱ میکروگ�م

غ�ر   PCR الگو،  حد  از  بیش  مقاد�ر 

مقاد�ر  می دهد.  افز�یش  ر�  اختصاصی 

ناکافی الگو، دقت ر� کاهش می دهد.

فقط از تام�ن کننده معتبر بر�ی �ر�یم�ها 

بی کیفیت  �ر�یم�های  کنید.  استفاده 

ممکن است حاوی خطاهای توالی باشند.

هنگام ب�ش باند PCR از ژل، از قر�ر گ�فتن 

�نگ و  بنفش  ماور�ء  اشعه  مع�ض  در 

بروماید  اتید�وم  با  حد  از  بیش   آم�زی 

افز�یش  باعث  کار  ا�ن  کنید.  خودداری 

 DNA فر�وانی جهش و آسیب به یکپا�چگی

در  گ�فتن  قر�ر  طول  در  ر�  ژل  می شود. 

صفحه  روی  بنفش  ماور�ء  اشعه  مع�ض 

شیشه ای یا پلاستیکی نگه دار�د یا از �نگ

 ها�ی استفاده کنید که بر�ی تشخیص به 

اشعه ماور�ء بنفش نیاز ندا�ند.

در  کنید،  تکر�ر  ر�  توالی  تعی�ن  واکنش 

صو�ت وجود DNA پ�چیده و غنی از GC، از 

اختصاصی  توالی  تعی�ن  مع�ف های 

استفاده کنید.

با  مع�ف های  از   PCR ن�ا�ج بهتر�ن  بر�ی 

کیفیت بالا استفاده کنید

مجموعه ها و مخلوط های dNTP که شامل 

dNTP ٪۹۹های خالص هستند.

و  بالا  خلوص  با  آنز�م های  از   PCR بر�ی 

باف�های بدون نوکلئاز استفاده کنید .

در صو�ت امکان، قبل از هر PCR، کیفیت 

و سلامت الگو ر� دوبا�ه بر�سی کنید.

از  از پ�پت ها و لوله های مخصوص  فقط 

استفاده  بالا  کیفیت  با  پلاستیک  جنس 

کنید که به DNA یا �روت��ن ها متصل نمی

 شوند.

قبل از هر بار استفاده، تمام مع�ف ها ر� 

خوب مخلوط کنید.

مست�میکس  است،  ممکن  که  �مان  هر 

د�ست کنید تا خطاهای پ�پتینگ کاهش 

یابد.

هر تغی�ر در مع�ف ها یا موادی که بر�ی 

ر� ز�ر نظر داشته  PCR استفاده می کنید 

 PCR باشید. هر تغی�ری می تواند بر ن�ا�ج

تأث�ر بگذا�د.

محیط کار ر� تم�ز نگه دار�د. هنگام آماده

احتمال  تا  باشید  مر�قب  باید   ،PCR سازی 

آلودگی با نوکلئا�ها از ب�ن برود.

از مناطق تم�ز و جداگانه بر�ی آماده سازی 

نمونه، آماده سازی مخلوط واکنش و چ�خه 

استفاده کنید.

قبل از ر�ه اندازی PCR، فضای کاری خود ر� 

با اتانول ۷۰٪ یا با اس�ری مخصوص تم�ز 

کنید.

همیشه دستکش های نو ب�وشید.

بر�ی انجام PCR از لوله ها و سر�یپت های 

استفاده  آئروسل  فیلتر  دار�ی  استر�ل 

کنید.

از  نوکلئاز،  و   DNA از  عاری  مع�ف های  از 

جمله آب، استفاده کنید.



ر�ه حل

مو�د  �نگ  عملک�د  و  الکتروفورز  شر�یط 

دوبا�ه  ر�  ژل  �نگ آم�زی  بر�ی  استفاده 

مشکل  به  مشکوک  اگر  کنید.  بر�سی 

تشخیص هستید، یک بار دیگر ژل ر� اجر� 

 PCR محصول  امکان  صو�ت  در  کنید، 

بیشتری روی ژل قر�ر دهید. مطمئن شوید 

و  شده  �نگ آم�زی  د�ستی  به  ژل  که 

مشاهده  قابل  خوبی  به   DNA ن�دبان 

است.

 ،PCR بر�ی تعی�ن تقر�بی کمیت محصول

معمو� از الکتروفورز استاندا�د ژل آگارز و 

�نگ آم�زی اتید�وم بروماید استفاده می

 DNA ن�دبان های  از  استفاده  با   شود. 

می  ،DNA با�گذاری  �نگ های  و  مناسب 

تعی�ن  ر�   PCR محصول  اندا�ه  هم   توان 

با  باند  شدت  مقایسه  با  هم  و  ک�د 

از  ن�دبانی   DNA باند  اندا�ه  ن�دیکتر�ن 

کمیت شناخته شده، تقر�باً کمیت DNA ر� 

تعی�ن ک�د.

که  استاندا�دی  مع�ف های  با   PCR اگر 

انجام می شود، �نگ  حاوی �نگ نیستند 

با�گذاری DNA ر� قبل از با�گذاری روی ژل به 

واکنش ها اضافه کنید. بر�ی ص�فه جو�ی 

آنز�م های  از  می توان  تلاش،  و  �مان  در 

مخلوط  ف�مولاس�ون های  و  بافر   ، و��ه 

با�گذاری  �نگ های  حاوی  که  اصلی 

با�گذاری  بر�ی  هستند،  الکتروفورز 

مستقیم محصولات PCR روی ژل استفاده 

ک�د.

هنگام انجام الکتروفورز، معمو� توصیه 

 ۱۰ تا   ۲) مختلفی  حجم های  می شود 

میکرولیتر) از واکنش ر� روی ژل با�گذاری 

کنید. با�گذاری حجم های واکنش ناکافی 

با�ده  صو�ت  در  اشتباه  به  است  ممکن 

پای�ن به عنوان عدم با�ده تفس�ر شود. 

حد  از  بیش  واکنش  حجم های  با�گذاری 

باعث  بالا  با�ده  صو�ت  در  است  ممکن 

مقدار  تعی�ن  و  اندا�ه گ�ری  مشکلات 

شود.

مها�کننده های ناشی از الگو، �ر�یم�ها و 

با�ده  بی کیفیت می توانند  واکنشگ�های 

PCR ر� کاهش دهند. DNA الگو ر� خالص

 سازی کنید و از واکنشگ�های با بالاتر�ن 

و  dNTPها  به و��ه   ،PCR بر�ی  کیفیت 

معتبر  تأم�ن کننده  یک  از  �ر�یم�ها، 

استفاده کنید.

مقاد�ر ناچ�زی از آلاینده ها�ی که گاهی 

اوقات پس از خالص سازی DNA باقی می

 ،K یا �روت�یناز   EDTA ،مانند، مانند فنول 

می توانند PCR ر� مهار کنند. آلاینده ها ر� با 

�سوب اتانول از ب�ن ببر�د و �سوب DNA ر� 

با اتانول ٧٠٪ بشوی�د.

بر�ی هر آ�مایش، یک واکنش کن�رل مثبت 

منبع  شناسا�ی  به  تا  بگ�ر�د  نظر  در 

بر�ی  کند.  کمک  با�دا�نده  ناخالصی های 

 PCR ،تعی�ن اینکه آیا یک الگوی مشکوک

ر� مهار می کند یا خ�ر، الگو و �ر�یم�ها�ی ر� 

جدید  واکنش  یک  بر�ی  که  کنید  اضافه 

مؤثر شناخته شده اند. ن�یجه ر� با واکنش 

کن��لی که حاوی الگوی مشکوک نیست 

می مشابه  کن�رل های  از  کنید.  مقایسه 

 توان بر�ی آ�مایش �ر�یم�ها و سا�ر مع�ف

 ها بر�ی مهار PCR استفاده ک�د.

اختصاصی  ن�م افز�ر  از  امکان،  صو�ت  در 

بر�ی طر�حی �ر�یمر استفاده کنید. ن�م افز�ر 

خود-مکمل از  تا  می کند  کمک  شما  به 

چندگانه  مکمل سازی های  �ر�یمر،   سازی 

در  مستقیم  تکر��های  و  الگو-�ر�یمر 

�ر�یمر جلوگ�ری کنید تا از تشک�ل سنجاق 

سر و �ر�یمر-دایمر جلوگ�ری شود. مکمل

تشک�ل  باعث   '٣ ان�های  در   سازی 

�ر�یمر-دایمر می شود و یکی از ر��ج تر�ن 

مشکلات PCR است.

�ر�یم�ها�ی به طول ۲۰ تا ۳۰ نوکلئوتید 

از  ایده آل،  حالت  در  کنید.  طر�حی 

 GC محتوای   ٪۵۰ حدود  با  �ر�یم�ها�ی 

امکان،  صو�ت  در  کنید.  استفاده 

�ر�یم�ها�ی با یک یا دو G یا C در ان�های 

۳' ان�خاب کنید.

خلوص و سلامت شیمیا�ی �ر�یم�ها بر�ی 

است.  مهم  بسیار   PCR خوب  ن�ا�ج 

�ر�یم�ها همیشه باید به مقدار اضافی در 

با غلظت های مساوی،  مخلوط واکنش و 

 ١ تا  میکرومولار   ٠٫١ محدوده  در  معمو� 

میکرومولار، وجود داشته باشند. غلظت 

تعی�ن  تجربی  صو�ت  به  �ر�یم�ها  بهینه 

می شود. غلظت بیش از حد �ر�یم�ها می

 تواند به دل�ل افز�یش �ر�یمینگ ناقص، 

اختصاصیت PCR ر� کاهش دهد.

DNA �نومی ر� با دقت خالص سازی کنید و 

از به اشتر�ک گذاشتن آن خودداری کنید. 

از کیت های خالص سازی طر�حی شده بر�ی 

مقاد�ر  کنید.  استفاده  الگو   DNA نوع 

واکنش ۵۰  حجم  بر�ی  الگو   DNA بهینه

میکرولیتر:

پلاسمید یا فاژ: ۰.۰۱ تا ۱ نانوگ�م

�نومی: ۰.۱ تا ۱ میکروگ�م

غ�ر   PCR الگو،  حد  از  بیش  مقاد�ر 

مقاد�ر  می دهد.  افز�یش  ر�  اختصاصی 

می دهد.  کاهش  ر�  دقت  الگو،  ناکافی 

فر�وانی  که  �مانی  بالاتر،  حساسیت  بر�ی 

داغ  شروع  آنز�م های  از   ، است  کم  الگو 

استفاده کنید . بر�ی الگوهای پ�چیده یا 

غنی از GC، از افزودنی ها و آنز�م بیشتری 

بر�ی  که  محصولاتی  از  یا  کنید  استفاده 

از GC تولید شده اند، استفاده  PCR غنی 

کنید .

 dNTP از  فقط   ،PCR ن�ا�ج  بهتر�ن  بر�ی 

 ٪۹۹ خلوص  با  کیفیت،  بالاتر�ن  با  های 

استفاده کنید. خلوص dNTP به و��ه بر�ی 

PCR با ب�د طولانی و دقت بالا مهم است .

غلظت های نامتعادل dNTP می تواند منجر 

نها�ی  غلظت  شود.  دقت  کاهش  به 

تا ٠٫٢٥   ٠٫٢  ،dNTP هر بر�ی  شده  توصیه 

میلی مولار است. غلظت بالاتر (تا ٠٫٤ میلی

 مولار) ممکن است با�ده ر� افز�یش دهد.

dNTPها،  به   +٢  Mg اتصال  به  توجه  با 

غلظت Mg ٢+ باید متناسب با آن تنظیم 

شود. غلظت بیش از حد dNTP و من�ز�م، 

از  قبل  می دهد.  کاهش  ر�   PCR دقت 

استفاده، هر محلول dNTP ر� �خ �دا�ی و 

مخلوط کنید. ا�ن امر به و��ه بر�ی محلول

 های با غلظت بالا اهمیت دا�د.

کمپلکس های  من�ز�م  �ون های 

از  ب�خی  می کنند.  ت�بیت  ر�  �ر�یمر-الگو 

 Taq DNA Polymerase بر�ی PCR باف�های

هستند.  بهینه  غلظت  در   +٢  Mg حاوی 

 Taq ) سا�ر باف�ها حاوی من�ز�م نیستند

یک  با  اما   ( نوت�کیب   ،DNA Polymerase

می ار�ئه  من�ز�م  کلر�د  از  جداگانه  ویال 

 شوند که امکان تهیه غلظت های مختلف 

من�ز�م ر� فر�هم می کند.

الگوی  و  �ر�یم�ها   ، dNTPها  به   +٢  Mg

می توصیه  اکیداً  می شود.  متصل   DNA

 شود که غلظت Mg ٢+ (در محدوده ۱ تا ۴ 

میلی مولار) بر�ی هر PCR بهینه شود.

ر�   PCR محصول  با�ده  ناکافی،  من�ز�م 

حد  از  بیش  غلظت  می دهد.  کاهش 

غ�ر   PCR محصولات تولید  باعث  من�ز�م 

اختصاصی و کاهش دقت PCR می شود.

نسبت dNTPها و من�ز�م در PCR معمو� 

باید ۱:۲ باشد. وقتی غلظت dNTP افز�یش 

متناسباً  باید  ن�ز  من�ز�م  غلظت  می یابد، 

افز�یش یابد.

یا سا�ر   EDTA حاوی DNA نمونه های اگر 

باشند، غلظت  متصل شونده های فلزی 

�ون من�ز�م باید به طور متناسب افز�یش 

یک  به   EDTA مولکول  یک  ز�ر�  یابد، 

مولکول Mg٢ + متصل می شود .

بسیاری از کارب�دها در غلظت استاندا�د ۱.۵ 

ا�ن  با   . می کنند  کار   MgCl٢ میلی مولار 

حال، کارب�دهای پ�ش�فته تر با استفاده از 

 ۲) MgClنومی به غلظت های بالاتر ٢� DNA

تا ۴ میلی مولار) نیاز دا�ند . غلظت من�ز�م 

ار�ئه شده طبق   MgClر� با محلول ٢  PCR

جدول ز�ر تنظیم کنید :

 

دناتور�س�ون اولیه کامل DNA بر�ی با�ده 

 ۳ تا   ۱ معمو�  است.  ضروری   PCR خوب 

د�جه  دمای ۹۵  در  دناتور�س�ون  دقیقه 

سان�یگر�د کافی است. بر�ی الگوهای غنی 

از GC ، ممکن است تا ۱۰ دقیقه �مان لا�م 

باشد. اگر م�حله دناتور�س�ون اولیه بسیار 

می شود  توصیه  شود،  انجام  طولانی 

اتمام دناتور�س�ون  از  ر� فقط پس  آنز�م 

اضافه کنید.

دناتور�س�ون معمو� ٣٠  در طول چ�خه، 

تا ٢ دقیقه در دمای ٩٤-٩٥ د�جه  ثانیه 

می شود.  انجام  چ�خه  هر  در  سان�یگر�د 

بر�ی الگوهای غنی از GC ، ا�ن م�حله می

به  تا ٣-٤ دقیقه طولانی تر شود.   تواند 

عنوان یک جایگز�ن، دناتور�س�ون DNA ر� 

افزودنی ها�ی  از  استفاده  با  می توان 

مانند گلیسرول، DMSO یا ف�مامید افز�یش 

داد. هنگام استفاده از افزودنی ها، دمای 

اتصال باید تنظیم شود، ز�ر� دمای ذوب 

کمپلکس های �ر�یمر-الگو ممکن است به 

طور قابل توجهی کاهش یابد.

دمای ذوب �ر�یمر ر� با استفاده از ن�م افز�ر 

مناسب محاسبه کنید. دمای اتصال �ر�یمر 

کمتر�ن  از  کمتر  د�جه سان�یگر�د  باید ۵ 

دمای ذوب �ر�یمر باشد. مدت �مان اتصال 

چ�خه های PCR ناکافی

محصولات ناد�ست 

مو�د استفاده بر�ی 

PCR. یک محصول 

بهینه بر�ی �فع نیا�های 

PCR خود ان�خاب کنید. 

بر�ی ان�خاب محصول 

مناسب، ر�هنمای 

ان�خاب محصول ر� 

دنبال کنید:

معمو� ۳۰ ثانیه تا ۲ دقیقه است.

دمای پای�ن باز�خت منجر به پس �مینه 

بالا می شود. دمای بالای باز�خت ممکن 

است با�ده ر� کاهش دهد.

دمای Annealing ر� به صو�ت م�حله ای و 

با افز�یش ۱ تا ۲ د�جه سان�ی گر�د بهینه 

کنید.

 ،DMSO ،در حضور افزودنی ها (گلیسرول

به  نیاز  است  بتائ�ن)، ممکن  و  ف�مامید 

تنظیم دمای Annealing باشد.

در طول م�حله تکث�ر PCR، واکنش تکث�ر 

�ر�یمر معمو� به مدت ۱ دقیقه در دمای 

بر�ی  بهینه  دمای  سان�یگر�د،  د�جه   ۷۲

بر�ی   ،  Taq DNA Polymerase آنز�م 

محصولات PCR تا Kb ۲ انجام می شود.

 ۱ تکث�ر  �مان  طولانی،  ب�د  با   PCR بر�ی 

و  می یابد  افز�یش  کیلوبایت  بر  دقیقه 

د�جه   ۶۸) پای�ن تر  تکث�ر  دمای 

�فتن  دست  از  تا  است  سان�یگر�د) 

فعالیت آنز�م به حداقل ب�سد.

 Taq DNA از  کندتر   Pfu که  آنجا�ی  از 

م�حله  یک  از   ، است   Polymerase

گست�ش ۲ دقیقه ای به از�ی هر کیلوبایت 

استفاده  سان�یگر�د  د�جه   ۷۲ دمای  در 

می شود.

طولانی تر  معمو�  تکث�ر  نها�ی  م�حله 

 PCR محصولات  تکم�ل  از  تا  است 

اطمینان حاصل شود. ا�ن م�حله نها�ی، 

که معمو� ۱۵ تا ۳۰ دقیقه در دمای ۷۲ 

د�جه سان�یگر�د طول می کشد، به و��ه 

�مانی اهمیت دا�د که محصول PCR در 

ناقل T کلون شود.

به  توجه  با  باید  چ�خه ها  بهینه  تعداد 

قطعه  طول  و  الگو  پ�چیدگی  و  کمیت 

طور  به  شود.  تعی�ن  شده  تکث�ر 

معمول، ۲۵ تا ۳۰ چ�خه بر�ی با�ده خوب 

کافی است.

تعداد ناکافی چ�خه ها ممکن است منجر 

به عملک�د ضعیف شود.

ایجاد  باعث  می توانند  ز�اد  چ�خه های 

پس �مینه بالا شوند.

�مانی که تعداد template کم است، مثلا 

١٠ ک�ی، ٤٠ چ�خه پ�شنهاد میشود.

نقطه   PCR تکنیک  ان�خاب  ر�هنمای 

پایانی بر�ی کارب�دهای م�تبط با کلونینگ

ر�هنما و مرور کلی کارب�د PCR استاندا�د

بر  مروری  و  محصول  ان�خاب  ر�هنمای 

کارب�د PCR در حالت شروع داغ 

بر  مروری  و  محصول  ان�خاب  ر�هنمای 

و  طولانی  بالا،  وفاداری  با   PCR کارب�د 

 GC غنی از

بر  مروری  و  محصول  ان�خاب  ر�هنمای 

RT PCR کارب�د رونویسی معکوس و

دایم�های �ر�یمر، 

طر�حی �ر�یمر مع�وب

من�ز�م بیش از حد

اختصاصی  ن�م افز�ر  از  امکان،  صو�ت  در 

بر�ی طر�حی �ر�یمر استفاده کنید. ن�م افز�ر 

خود-مکمل از  تا  می کند  کمک  شما  به 

چندگانه  مکمل سازی های  �ر�یمر،   سازی 

در  مستقیم  تکر��های  و  الگو-�ر�یمر 

�ر�یمر جلوگ�ری کنید تا از تشک�ل سنجاق 

سر و �ر�یمر-دایمر جلوگ�ری شود. مکمل

تشک�ل  باعث   '٣ ان�های  در   سازی 

�ر�یمر-دایمر می شود و یکی از ر��ج تر�ن 

مشکلات PCR است.

�ر�یم�ها�ی به طول ۲۰ تا ۳۰ نوکلئوتید 

از  ایده آل،  حالت  در  کنید.  طر�حی 

 GC محتوای   ٪۵۰ حدود  با  �ر�یم�ها�ی 

امکان،  صو�ت  در  کنید.  استفاده 

�ر�یم�ها�ی با یک یا دو G یا C در ان�های 

۳' ان�خاب کنید.

خلوص و سلامت شیمیا�ی �ر�یم�ها بر�ی 

است.  مهم  بسیار   PCR خوب  ن�ا�ج 

�ر�یم�ها همیشه باید به مقدار اضافی در 

با غلظت های مساوی،  مخلوط واکنش و 

 ١ تا  میکرومولار   ٠٫١ محدوده  در  معمو� 

میکرومولار، وجود داشته باشند. غلظت 

تعی�ن  تجربی  صو�ت  به  �ر�یم�ها  بهینه 

می شود. غلظت بیش از حد �ر�یم�ها می

 تواند به دل�ل افز�یش �ر�یمینگ ناقص، 

اختصاصیت PCR ر� کاهش دهد.

 Hot Start) سر�ع  شروع  آنز�م های  از 

�ساندن  حداقل  به  بر�ی   (Enzymes

تشک�ل دایمر �ر�یمر در طول آماده سازی 

واکنش در دمای اتاق استفاده کنید .

تولید  باعث  من�ز�م  حد  از  بیش  غلظت 

محصولات PCR غ�ر اختصاصی و کاهش 

دقت PCR می شود.

 Taq DNA بر�ی   PCR باف�های  از  ب�خی 

غلظت  در   +٢  Mg حاوی   Polymerase

بهینه هستند. من�ز�م بیشتری به چن�ن 

باف�ها�ی اضافه نکنید.

 Taq ) باف�های دیگر حاوی من�ز�م نیستند

DNA Polymerase ) اما یک ویال جداگانه 

تهیه  امکان  که  دا�ند  من�ز�م  کلر�د  از 

غلظت های مختلف من�ز�م ر� فر�هم می

 کند.

 +٢ Mg تاکیداً توصیه می شود که غلظت

هر  بر�ی  میلی مولار)   ۴ تا   ۱ محدوده  (در 

PCR بهینه شود.

بسیاری از کارب�دها در غلظت استاندا�د ۱.۵ 

ا�ن  با   . می کنند  کار   MgCl٢ میلی مولار 

از  استفاده  با  پ�ش�فته  کارب�دهای  حال، 

 ۲) MgClنومی به غلظت های بالاتر ٢� DNA

تا ۴ میلی مولار) نیاز دا�ند .

غلظت من�ز�م PCR ر� با محلول MgCl٢ ار�ئه 

جدول  ا�ن  در  بالا  در  آنچه  مطابق  شده 

توض�ح داده شده است، تنظیم کنید .

محصولات 

نامشخص 

کوتاه یا بلند

مقاد�ر بهینه DNA الگو در حجم واکنش 

۵۰ میکرولیتر عبا�تند از:

 DNA بر�ی  نانوگ�م   ۱-۰.۰۱ محدوده  در 

پلاسمید یا فاژ 

 DNA بر�ی  میکروگ�م   ۱-۰.۱ محدوده  در 

�نومی

مقدار مناسب الگو ر� بر�ی هر واکنش به 

صو�ت تجربی ان�خاب کنید. مقاد�ر خیلی 

ز�اد الگو، PCR غ�ر اختصاصی ر� افز�یش 

می دهد، مقاد�ر خیلی کم الگو، دقت ر� 

کاهش می دهد.

واکنش PCR ر� روی �خ انجام دهید، تمام 

مع�ف ها ر� روی �خ نگه دار�د.

بر�ی تنظیم دمای اتاق، فقط از آنز�م های 

شروع داغ (Hot Start Enzymes) استفاده 

دمای  در  گ�مادوست  پلیمر��های   . کنید 

تکث�ر  به  منجر  که  هستند  فعال  اتاق 

اتصال  دل�ل  به  نامشخص  اهداف 

آنز�م های  می شود.   �ر�یمر  تصادفی 

در  واکنش  تنظیم  طول  در  داغ  شروع 

دمای اتاق کام� غ��فعال هستند و تنها 

می شوند.  فعال  شدن  گ�م  از  پس 

تشک�ل  و  �ر�یم  بدون  تکث�ر  بنابر��ن، 

پس �مینه  و  نمی دهد  رخ  �ر�یمر-دایمر 

PCR ر� کاهش می دهد.

دمای اتصال �ر�یمر باید ۵ د�جه سان�یگر�د 

 (Tm) کمتر از پای�ن تر�ن دمای ذوب �ر�یمر

باشد.

است.  دقیقه   ۲ تا  ثانیه   ۳۰ اتصال  �مان 

تولید  به  منجر  پای�ن  خیلی  اتصال  دمای 

ز�اد پس �مینه می شود و دمای خیلی بالا 

ممکن است منجر به عدم تولید محصول 

در PCR شود.

مو�د  �نگ  عملک�د  و  الکتروفورز  شر�یط 

دوبا�ه  ر�  ژل  �نگ آم�زی  بر�ی  استفاده 

بر�سی کنید. ممکن است آلودگی نوکلئاز 

وجود  �نگ آم�زی  یا  الکتروفورز  بافر  در 

داشته باشد. اگر مشکوک هستید که ا�ن 

بار  می تواند مشکل تشخیص باشد، یک 

امکان  صو�ت  در  کنید،  اجر�  ر�  ژل  دیگر 

قر�ر  ژل  روی  ر�  بیشتری   PCR محصول 

به د�ستی  ژل  که  دهید. مطمئن شوید 

�نگ آم�زی شده و ن�دبان DNA به خوبی 

قابل مشاهده است.

هنگام انجام الکتروفورز، معمو� توصیه 

 ۱۰ تا   ۲) مختلفی  حجم های  می شود 

میکرولیتر) از واکنش ر� روی ژل با�گذاری 

کنید. با�گذاری حجم های واکنش ناکافی 

با�ده  صو�ت  در  اشتباه  به  است  ممکن 

پای�ن به عنوان عدم با�ده تفس�ر شود. 

حد  از  بیش  واکنش  حجم های  با�گذاری 

باعث  بالا  با�ده  صو�ت  در  است  ممکن 

مشکلات اندا�ه گ�ری و تعی�ن مقدار شود.

DNA �نومی ر� با دقت خالص سازی کنید و 

از به اشتر�ک گذاشتن آن خودداری کنید. 

از کیت های خالص سازی طر�حی شده بر�ی 

مقاد�ر  کنید.  استفاده  الگو   DNA نوع 

واکنش ۵۰  حجم  بر�ی  الگو   DNA بهینه

میکرولیتر:

              پلاسمید یا فاژ: ۰.۰۱ تا ۱ نانوگ�م

              �نومی: ۰.۱ تا ۱ میکروگ�م

غ�ر   PCR الگو،  حد  از  بیش  مقاد�ر 

مقاد�ر  می دهد.  افز�یش  ر�  اختصاصی 

ناکافی الگو، دقت ر� کاهش می دهد.

بر�ی افز�یش اختصاصیت PCR از آنز�م های 

Hot Start استفاده کنید و همان توصیه

بلند  یا  بر�ی محصولات کوتاه  ر�  بالا   های 

غ�ر اختصاصی دنبال کنید.

محیط کار ر� تم�ز نگه دار�د. هنگام آماده

احتمال  تا  باشید  مر�قب  باید   ،PCR سازی 

ب�ن  از  خا�جی   DNA الگوهای  با  آلودگی 

برود.

از مناطق تم�ز و جداگانه بر�ی آماده سازی 

نمونه، آماده سازی مخلوط واکنش و چ�خه 

استفاده کنید.

قبل از ر�ه اندازی PCR، فضای کاری خود ر� 

با اتانول ۷۰٪ یا با اس�ری مخصوص پاک

 کننده DNA تم�ز کنید.

همیشه دستکش های نو ب�وشید.

بر�ی آماده سازی PCR از لوله ها و سر�یپت

آئروسل  فیلت�های  دار�ی  استر�ل   های 

از  آلوده  الگوهای  استفاده کنید. بیشتر 

پ�پت های کثیف ناشی می شوند.

از  نوکلئاز،  و   DNA از  عاری  مع�ف های  از 

جمله آب، استفاده کنید.

از مز�یای آنز�م اور�س�ل-DNA گلیکوز�لاز 

آلوده الگوهای  تکث�ر   : کنید  استفاده 

 کننده ای که از آ�مایش های قبلی در محیط 

ر��ج تر�ن  از  یکی  مانده اند،  باقی  کار 

از   استفاده  است.  آلودگی  مشکلات 

 (UNG یا UDG) گلیکوز�لاز DNA-اور�س�ل

به   (  dNTP/dUTP مخلوط   )  dUTP و 

جلوگ�ری از ان�قال آلودگی کمک می کند. 

روند کار معمول به شرح ز�ر است:

 DNA گلیکوز�لاز،    DNA-اور�س�ل آنز�م 

بر�ی  می کند.  تجز�ه  ر�  اور�س�ل  حاوی 

جلوگ�ری از آلودگی ان�قالی، بر�ی PCR از 

به   dTTP جای  به   dTTP/dUTP یا   dUTP

پلیمر��های   DNA .کنید استفاده  تنها�ی 

Taq به طور مؤثر dUTP ر� ت�کیب می کنند. 

با پلیمر��های تصح�ح کننده،  با ا�ن حال، 

 Long and High پلیمر�ز یا Pfu DNA مانند

از  استفاده   ،  Fidelity PCR Master Mix

dUTP منجر به با�ده PCR پای�ن تری خواهد 

شد. dUTP تح�ک الکتروفو�تیک یا ر�ندمان 

�نگ آم�زی اتید�وم بروماید DNA ر� تغی�ر 

نمی دهد. پس از PCR با dUTP، محصولات 

PCR سوبستر�ها�ی بر�ی UDG هستند و 

طول  در  اور�س�ل  حاوی   DNA هر 

 DNA-اور�س�ل با  کوتاه  انکوباس�ون 

م�حله،  ا�ن  می شود.  تجز�ه  گلیکوز�لاز 

الگوهای DNA آلوده از آ�مایش های قبلی 

ر� حذف می کند.

 PCR همیشه قبل از کلونینگ، محصولات

ا�ن  غ�ر  در  ؛  کنید  خالص سازی  ژل  از  ر� 

غ�ر  محصولات  و  �ر�یمر-دایمر  صو�ت، 

اختصاصی ممکن است کلون شوند.

هنگام ب�ش باند PCR از ژل، از قر�ر گ�فتن 

�نگ و  بنفش  ماور�ء  اشعه  مع�ض  در 

بروماید  اتید�وم  با  حد  از  بیش   آم�زی 

خودداری کنید. ا�ن عوامل باعث افز�یش 

 DNA فر�وانی جهش و آسیب به یکپا�چگی

در  گ�فتن  قر�ر  طول  در  ر�  ژل  می شوند. 

صفحه  روی  بنفش  ماور�ء  اشعه  مع�ض 

شیشه ای یا پلاستیکی نگه دار�د یا از �نگ

 ها�ی استفاده کنید که بر�ی تشخیص به 

اشعه ماور�ء بنفش نیاز ندا�ند.

بر�ی  بالا  کیفیت  با  مع�ف های  از  فقط 

قابل  وکتور   ، خالص  لیگاز  کلونینگ، 

اعتماد، سلول های با کار��ی بالا و مناسب 

استفاده کنید.

محصولات  پلیمر�ز،    Taq DNA آنز�م های 

که  می کنند  تولید   A دنباله های  با   PCR

بر�ی کلونینگ TA مناسب هستند و می

 توانند بدون نیاز به عملیات و��ه در ناقل

 TA کلونینگ  بر�ی  شوند.  کلون   T  های 

کا�آمدتر، م�حله طویل سازی نها�ی PCR ر� 

طولانی تر (تا ٣٠ دقیقه) در دمای ٧٢ د�جه 

سان�یگر�د انجام دهید.

 Long and یا Pfu DNA Polymerase آنز�م

  High Fidelity PCR Master Mix

محصولات PCR با ان�های صاف و آو�ز�ن 

تولید می کنند. ا�ن محصولات باید قبل از 

صاف،  ان�های  با  ناقل های  در  کلونینگ 

ان�های  با   PCR محصولات  شوند.  صاف 

صاف بر�ی کلونینگ TA مناسب نیستند.

خطای  م�ز�ن  بر�ی  ر�  مناسب   PCR آنز�م 

مو�د نظر ان�خاب کنید.

 Pfu DNA Polymerase بر�ی دقت بالاتر، از

 Long and High Fidelity PCR Master یا 

مو�د  خطای  م�ز�ن   . کنید  استفاده   Mix

ذکر  آنز�م  توضیحات  در  معمو�  ان�ظار 

شده است.

تولید  باعث  من�ز�م  حد  از  بیش  غلظت 

محصولات PCR غ�ر اختصاصی و کاهش 

دقت PCR می شود.

 Taq DNA بر�ی   PCR باف�های  از  ب�خی 

غلظت  در   +٢  Mg حاوی   Polymerase

بهینه هستند. من�ز�م بیشتری به چن�ن 

باف�ها�ی اضافه نکنید.

 Taq ) باف�های دیگر حاوی من�ز�م نیستند

DNA Polymerase ) اما یک ویال جداگانه 

تهیه  امکان  که  دا�ند  من�ز�م  کلر�د  از 

غلظت های مختلف من�ز�م ر� فر�هم می

 کند.

 +٢ Mg اکیداً توصیه می شود که غلظت

هر  بر�ی  میلی مولار)   ۴ تا   ۱ محدوده  (در 

PCR بهینه شود.

بسیاری از کارب�دها در غلظت استاندا�د ۱.۵ 

ا�ن  با   . می کنند  کار   MgCl٢ میلی مولار 

از  استفاده  با  پ�ش�فته  کارب�دهای  حال، 

 ۲) MgClنومی به غلظت های بالاتر ٢� DNA

تا ۴ میلی مولار) نیاز دا�ند .

 MgCl٢ محلول  با  ر�   PCR من�ز�م  غلظت 

ا�ن  در  بالا  در  آنچه  مطابق  شده  ار�ئه 

تنظیم  است،  شده  داده  توض�ح  جدول 

کنید .

 dNTP از  فقط   ،PCR ن�ا�ج  بهتر�ن  بر�ی 

 ٪۹۹ خلوص  با  کیفیت،  بالاتر�ن  با  های 

استفاده کنید. خلوص dNTP به و��ه بر�ی 

PCR با ب�د طولانی و دقت بالا مهم است .

غلظت های نامتعادل dNTP می تواند منجر 

نها�ی  غلظت  شود.  دقت  کاهش  به 

تا ٠٫٢٥   ٠٫٢  ،dNTP هر بر�ی  شده  توصیه 

میلی مولار است. غلظت بالاتر (تا ٠٫٤ میلی

 مولار) ممکن است با�ده ر� افز�یش دهد.

dNTPها،  به   +٢  Mg اتصال  به  توجه  با 

غلظت Mg ٢+ باید متناسب با آن تنظیم 

شود. غلظت بیش از حد dNTP و من�ز�م، 

از  قبل  می دهد.  کاهش  ر�   PCR دقت 

استفاده، هر محلول dNTP ر� �خ �دا�ی و 

مخلوط کنید. ا�ن امر به و��ه بر�ی محلول

 های با غلظت بالا اهمیت دا�د.

حجم  بر�ی  الگو   DNA بهینه  مقاد�ر 

واکنش ۵۰ میکرولیتر:

              پلاسمید یا فاژ: ۰.۰۱ تا ۱ نانوگ�م

              �نومی: ۰.۱ تا ۱ میکروگ�م

غ�ر   PCR الگو،  حد  از  بیش  مقاد�ر 

مقاد�ر  می دهد.  افز�یش  ر�  اختصاصی 

ناکافی الگو، دقت ر� کاهش می دهد.

فقط از تام�ن کننده معتبر بر�ی �ر�یم�ها 

بی کیفیت  �ر�یم�های  کنید.  استفاده 

ممکن است حاوی خطاهای توالی باشند.

هنگام ب�ش باند PCR از ژل، از قر�ر گ�فتن 

�نگ و  بنفش  ماور�ء  اشعه  مع�ض  در 

بروماید  اتید�وم  با  حد  از  بیش   آم�زی 

افز�یش  باعث  کار  ا�ن  کنید.  خودداری 

 DNA فر�وانی جهش و آسیب به یکپا�چگی

در  گ�فتن  قر�ر  طول  در  ر�  ژل  می شود. 

صفحه  روی  بنفش  ماور�ء  اشعه  مع�ض 

شیشه ای یا پلاستیکی نگه دار�د یا از �نگ

 ها�ی استفاده کنید که بر�ی تشخیص به 

اشعه ماور�ء بنفش نیاز ندا�ند.

در  کنید،  تکر�ر  ر�  توالی  تعی�ن  واکنش 

صو�ت وجود DNA پ�چیده و غنی از GC، از 

اختصاصی  توالی  تعی�ن  مع�ف های 

استفاده کنید.

با  مع�ف های  از   PCR ن�ا�ج بهتر�ن  بر�ی 

کیفیت بالا استفاده کنید

مجموعه ها و مخلوط های dNTP که شامل 

dNTP ٪۹۹های خالص هستند.

و  بالا  خلوص  با  آنز�م های  از   PCR بر�ی 

باف�های بدون نوکلئاز استفاده کنید .

در صو�ت امکان، قبل از هر PCR، کیفیت 

و سلامت الگو ر� دوبا�ه بر�سی کنید.

از  از پ�پت ها و لوله های مخصوص  فقط 

استفاده  بالا  کیفیت  با  پلاستیک  جنس 

کنید که به DNA یا �روت��ن ها متصل نمی

 شوند.

قبل از هر بار استفاده، تمام مع�ف ها ر� 

خوب مخلوط کنید.

مست�میکس  است،  ممکن  که  �مان  هر 

د�ست کنید تا خطاهای پ�پتینگ کاهش 

یابد.

هر تغی�ر در مع�ف ها یا موادی که بر�ی 

ر� ز�ر نظر داشته  PCR استفاده می کنید 

 PCR باشید. هر تغی�ری می تواند بر ن�ا�ج

تأث�ر بگذا�د.

محیط کار ر� تم�ز نگه دار�د. هنگام آماده

احتمال  تا  باشید  مر�قب  باید   ،PCR سازی 

آلودگی با نوکلئا�ها از ب�ن برود.

از مناطق تم�ز و جداگانه بر�ی آماده سازی 

نمونه، آماده سازی مخلوط واکنش و چ�خه 

استفاده کنید.

قبل از ر�ه اندازی PCR، فضای کاری خود ر� 

با اتانول ۷۰٪ یا با اس�ری مخصوص تم�ز 

کنید.

همیشه دستکش های نو ب�وشید.

بر�ی انجام PCR از لوله ها و سر�یپت های 

استفاده  آئروسل  فیلتر  دار�ی  استر�ل 

کنید.

از  نوکلئاز،  و   DNA از  عاری  مع�ف های  از 

جمله آب، استفاده کنید.



ر�ه حل

مو�د  �نگ  عملک�د  و  الکتروفورز  شر�یط 

دوبا�ه  ر�  ژل  �نگ آم�زی  بر�ی  استفاده 

مشکل  به  مشکوک  اگر  کنید.  بر�سی 

تشخیص هستید، یک بار دیگر ژل ر� اجر� 

 PCR محصول  امکان  صو�ت  در  کنید، 

بیشتری روی ژل قر�ر دهید. مطمئن شوید 

و  شده  �نگ آم�زی  د�ستی  به  ژل  که 

مشاهده  قابل  خوبی  به   DNA ن�دبان 

است.

 ،PCR بر�ی تعی�ن تقر�بی کمیت محصول

معمو� از الکتروفورز استاندا�د ژل آگارز و 

�نگ آم�زی اتید�وم بروماید استفاده می

 DNA ن�دبان های  از  استفاده  با   شود. 

می  ،DNA با�گذاری  �نگ های  و  مناسب 

تعی�ن  ر�   PCR محصول  اندا�ه  هم   توان 

با  باند  شدت  مقایسه  با  هم  و  ک�د 

از  ن�دبانی   DNA باند  اندا�ه  ن�دیکتر�ن 

کمیت شناخته شده، تقر�باً کمیت DNA ر� 

تعی�ن ک�د.

که  استاندا�دی  مع�ف های  با   PCR اگر 

انجام می شود، �نگ  حاوی �نگ نیستند 

با�گذاری DNA ر� قبل از با�گذاری روی ژل به 

واکنش ها اضافه کنید. بر�ی ص�فه جو�ی 

آنز�م های  از  می توان  تلاش،  و  �مان  در 

مخلوط  ف�مولاس�ون های  و  بافر   ، و��ه 

با�گذاری  �نگ های  حاوی  که  اصلی 

با�گذاری  بر�ی  هستند،  الکتروفورز 

مستقیم محصولات PCR روی ژل استفاده 

ک�د.

هنگام انجام الکتروفورز، معمو� توصیه 

 ۱۰ تا   ۲) مختلفی  حجم های  می شود 

میکرولیتر) از واکنش ر� روی ژل با�گذاری 

کنید. با�گذاری حجم های واکنش ناکافی 

با�ده  صو�ت  در  اشتباه  به  است  ممکن 

پای�ن به عنوان عدم با�ده تفس�ر شود. 

حد  از  بیش  واکنش  حجم های  با�گذاری 

باعث  بالا  با�ده  صو�ت  در  است  ممکن 

مقدار  تعی�ن  و  اندا�ه گ�ری  مشکلات 

شود.

مها�کننده های ناشی از الگو، �ر�یم�ها و 

با�ده  بی کیفیت می توانند  واکنشگ�های 

PCR ر� کاهش دهند. DNA الگو ر� خالص

 سازی کنید و از واکنشگ�های با بالاتر�ن 

و  dNTPها  به و��ه   ،PCR بر�ی  کیفیت 

معتبر  تأم�ن کننده  یک  از  �ر�یم�ها، 

استفاده کنید.

مقاد�ر ناچ�زی از آلاینده ها�ی که گاهی 

اوقات پس از خالص سازی DNA باقی می

 ،K یا �روت�یناز   EDTA ،مانند، مانند فنول 

می توانند PCR ر� مهار کنند. آلاینده ها ر� با 

�سوب اتانول از ب�ن ببر�د و �سوب DNA ر� 

با اتانول ٧٠٪ بشوی�د.

بر�ی هر آ�مایش، یک واکنش کن�رل مثبت 

منبع  شناسا�ی  به  تا  بگ�ر�د  نظر  در 

بر�ی  کند.  کمک  با�دا�نده  ناخالصی های 

 PCR ،تعی�ن اینکه آیا یک الگوی مشکوک

ر� مهار می کند یا خ�ر، الگو و �ر�یم�ها�ی ر� 

جدید  واکنش  یک  بر�ی  که  کنید  اضافه 

مؤثر شناخته شده اند. ن�یجه ر� با واکنش 

کن��لی که حاوی الگوی مشکوک نیست 

می مشابه  کن�رل های  از  کنید.  مقایسه 

 توان بر�ی آ�مایش �ر�یم�ها و سا�ر مع�ف

 ها بر�ی مهار PCR استفاده ک�د.

اختصاصی  ن�م افز�ر  از  امکان،  صو�ت  در 

بر�ی طر�حی �ر�یمر استفاده کنید. ن�م افز�ر 

خود-مکمل از  تا  می کند  کمک  شما  به 

چندگانه  مکمل سازی های  �ر�یمر،   سازی 

در  مستقیم  تکر��های  و  الگو-�ر�یمر 

�ر�یمر جلوگ�ری کنید تا از تشک�ل سنجاق 

سر و �ر�یمر-دایمر جلوگ�ری شود. مکمل

تشک�ل  باعث   '٣ ان�های  در   سازی 

�ر�یمر-دایمر می شود و یکی از ر��ج تر�ن 

مشکلات PCR است.

�ر�یم�ها�ی به طول ۲۰ تا ۳۰ نوکلئوتید 

از  ایده آل،  حالت  در  کنید.  طر�حی 

 GC محتوای   ٪۵۰ حدود  با  �ر�یم�ها�ی 

امکان،  صو�ت  در  کنید.  استفاده 

�ر�یم�ها�ی با یک یا دو G یا C در ان�های 

۳' ان�خاب کنید.

خلوص و سلامت شیمیا�ی �ر�یم�ها بر�ی 

است.  مهم  بسیار   PCR خوب  ن�ا�ج 

�ر�یم�ها همیشه باید به مقدار اضافی در 

با غلظت های مساوی،  مخلوط واکنش و 

 ١ تا  میکرومولار   ٠٫١ محدوده  در  معمو� 

میکرومولار، وجود داشته باشند. غلظت 

تعی�ن  تجربی  صو�ت  به  �ر�یم�ها  بهینه 

می شود. غلظت بیش از حد �ر�یم�ها می

 تواند به دل�ل افز�یش �ر�یمینگ ناقص، 

اختصاصیت PCR ر� کاهش دهد.

DNA �نومی ر� با دقت خالص سازی کنید و 

از به اشتر�ک گذاشتن آن خودداری کنید. 

از کیت های خالص سازی طر�حی شده بر�ی 

مقاد�ر  کنید.  استفاده  الگو   DNA نوع 

واکنش ۵۰  حجم  بر�ی  الگو   DNA بهینه

میکرولیتر:

پلاسمید یا فاژ: ۰.۰۱ تا ۱ نانوگ�م

�نومی: ۰.۱ تا ۱ میکروگ�م

غ�ر   PCR الگو،  حد  از  بیش  مقاد�ر 

مقاد�ر  می دهد.  افز�یش  ر�  اختصاصی 

می دهد.  کاهش  ر�  دقت  الگو،  ناکافی 

فر�وانی  که  �مانی  بالاتر،  حساسیت  بر�ی 

داغ  شروع  آنز�م های  از   ، است  کم  الگو 

استفاده کنید . بر�ی الگوهای پ�چیده یا 

غنی از GC، از افزودنی ها و آنز�م بیشتری 

بر�ی  که  محصولاتی  از  یا  کنید  استفاده 

از GC تولید شده اند، استفاده  PCR غنی 

کنید .

 dNTP از  فقط   ،PCR ن�ا�ج  بهتر�ن  بر�ی 

 ٪۹۹ خلوص  با  کیفیت،  بالاتر�ن  با  های 

استفاده کنید. خلوص dNTP به و��ه بر�ی 

PCR با ب�د طولانی و دقت بالا مهم است .

غلظت های نامتعادل dNTP می تواند منجر 

نها�ی  غلظت  شود.  دقت  کاهش  به 

تا ٠٫٢٥   ٠٫٢  ،dNTP هر بر�ی  شده  توصیه 

میلی مولار است. غلظت بالاتر (تا ٠٫٤ میلی

 مولار) ممکن است با�ده ر� افز�یش دهد.

dNTPها،  به   +٢  Mg اتصال  به  توجه  با 

غلظت Mg ٢+ باید متناسب با آن تنظیم 

شود. غلظت بیش از حد dNTP و من�ز�م، 

از  قبل  می دهد.  کاهش  ر�   PCR دقت 

استفاده، هر محلول dNTP ر� �خ �دا�ی و 

مخلوط کنید. ا�ن امر به و��ه بر�ی محلول

 های با غلظت بالا اهمیت دا�د.

کمپلکس های  من�ز�م  �ون های 

از  ب�خی  می کنند.  ت�بیت  ر�  �ر�یمر-الگو 

 Taq DNA Polymerase بر�ی PCR باف�های

هستند.  بهینه  غلظت  در   +٢  Mg حاوی 

 Taq ) سا�ر باف�ها حاوی من�ز�م نیستند

یک  با  اما   ( نوت�کیب   ،DNA Polymerase

می ار�ئه  من�ز�م  کلر�د  از  جداگانه  ویال 

 شوند که امکان تهیه غلظت های مختلف 

من�ز�م ر� فر�هم می کند.

الگوی  و  �ر�یم�ها   ، dNTPها  به   +٢  Mg

می توصیه  اکیداً  می شود.  متصل   DNA

 شود که غلظت Mg ٢+ (در محدوده ۱ تا ۴ 

میلی مولار) بر�ی هر PCR بهینه شود.

ر�   PCR محصول  با�ده  ناکافی،  من�ز�م 

حد  از  بیش  غلظت  می دهد.  کاهش 

غ�ر   PCR محصولات تولید  باعث  من�ز�م 

اختصاصی و کاهش دقت PCR می شود.

نسبت dNTPها و من�ز�م در PCR معمو� 

باید ۱:۲ باشد. وقتی غلظت dNTP افز�یش 

متناسباً  باید  ن�ز  من�ز�م  غلظت  می یابد، 

افز�یش یابد.

یا سا�ر   EDTA حاوی DNA نمونه های اگر 

باشند، غلظت  متصل شونده های فلزی 

�ون من�ز�م باید به طور متناسب افز�یش 

یک  به   EDTA مولکول  یک  ز�ر�  یابد، 

مولکول Mg٢ + متصل می شود .

بسیاری از کارب�دها در غلظت استاندا�د ۱.۵ 

ا�ن  با   . می کنند  کار   MgCl٢ میلی مولار 

حال، کارب�دهای پ�ش�فته تر با استفاده از 

 ۲) MgClنومی به غلظت های بالاتر ٢� DNA

تا ۴ میلی مولار) نیاز دا�ند . غلظت من�ز�م 

ار�ئه شده طبق   MgClر� با محلول ٢  PCR

جدول ز�ر تنظیم کنید :

 

دناتور�س�ون اولیه کامل DNA بر�ی با�ده 

 ۳ تا   ۱ معمو�  است.  ضروری   PCR خوب 

د�جه  دمای ۹۵  در  دناتور�س�ون  دقیقه 

سان�یگر�د کافی است. بر�ی الگوهای غنی 

از GC ، ممکن است تا ۱۰ دقیقه �مان لا�م 

باشد. اگر م�حله دناتور�س�ون اولیه بسیار 

می شود  توصیه  شود،  انجام  طولانی 

اتمام دناتور�س�ون  از  ر� فقط پس  آنز�م 

اضافه کنید.

دناتور�س�ون معمو� ٣٠  در طول چ�خه، 

تا ٢ دقیقه در دمای ٩٤-٩٥ د�جه  ثانیه 

می شود.  انجام  چ�خه  هر  در  سان�یگر�د 

بر�ی الگوهای غنی از GC ، ا�ن م�حله می

به  تا ٣-٤ دقیقه طولانی تر شود.   تواند 

عنوان یک جایگز�ن، دناتور�س�ون DNA ر� 

افزودنی ها�ی  از  استفاده  با  می توان 

مانند گلیسرول، DMSO یا ف�مامید افز�یش 

داد. هنگام استفاده از افزودنی ها، دمای 

اتصال باید تنظیم شود، ز�ر� دمای ذوب 

کمپلکس های �ر�یمر-الگو ممکن است به 

طور قابل توجهی کاهش یابد.

دمای ذوب �ر�یمر ر� با استفاده از ن�م افز�ر 

مناسب محاسبه کنید. دمای اتصال �ر�یمر 

کمتر�ن  از  کمتر  د�جه سان�یگر�د  باید ۵ 

دمای ذوب �ر�یمر باشد. مدت �مان اتصال 

معمو� ۳۰ ثانیه تا ۲ دقیقه است.

دمای پای�ن باز�خت منجر به پس �مینه 

بالا می شود. دمای بالای باز�خت ممکن 

است با�ده ر� کاهش دهد.

دمای Annealing ر� به صو�ت م�حله ای و 

با افز�یش ۱ تا ۲ د�جه سان�ی گر�د بهینه 

کنید.

 ،DMSO ،در حضور افزودنی ها (گلیسرول

به  نیاز  است  بتائ�ن)، ممکن  و  ف�مامید 

تنظیم دمای Annealing باشد.

در طول م�حله تکث�ر PCR، واکنش تکث�ر 

�ر�یمر معمو� به مدت ۱ دقیقه در دمای 

بر�ی  بهینه  دمای  سان�یگر�د،  د�جه   ۷۲

بر�ی   ،  Taq DNA Polymerase آنز�م 

محصولات PCR تا Kb ۲ انجام می شود.

 ۱ تکث�ر  �مان  طولانی،  ب�د  با   PCR بر�ی 

و  می یابد  افز�یش  کیلوبایت  بر  دقیقه 

د�جه   ۶۸) پای�ن تر  تکث�ر  دمای 

�فتن  دست  از  تا  است  سان�یگر�د) 

فعالیت آنز�م به حداقل ب�سد.

 Taq DNA از  کندتر   Pfu که  آنجا�ی  از 

م�حله  یک  از   ، است   Polymerase

گست�ش ۲ دقیقه ای به از�ی هر کیلوبایت 

استفاده  سان�یگر�د  د�جه   ۷۲ دمای  در 

می شود.

طولانی تر  معمو�  تکث�ر  نها�ی  م�حله 

 PCR محصولات  تکم�ل  از  تا  است 

اطمینان حاصل شود. ا�ن م�حله نها�ی، 

که معمو� ۱۵ تا ۳۰ دقیقه در دمای ۷۲ 

د�جه سان�یگر�د طول می کشد، به و��ه 

�مانی اهمیت دا�د که محصول PCR در 

ناقل T کلون شود.

به  توجه  با  باید  چ�خه ها  بهینه  تعداد 

قطعه  طول  و  الگو  پ�چیدگی  و  کمیت 

طور  به  شود.  تعی�ن  شده  تکث�ر 

معمول، ۲۵ تا ۳۰ چ�خه بر�ی با�ده خوب 

کافی است.

تعداد ناکافی چ�خه ها ممکن است منجر 

به عملک�د ضعیف شود.

ایجاد  باعث  می توانند  ز�اد  چ�خه های 

پس �مینه بالا شوند.

�مانی که تعداد template کم است، مثلا 

١٠ ک�ی، ٤٠ چ�خه پ�شنهاد میشود.

نقطه   PCR تکنیک  ان�خاب  ر�هنمای 

پایانی بر�ی کارب�دهای م�تبط با کلونینگ

ر�هنما و مرور کلی کارب�د PCR استاندا�د

بر  مروری  و  محصول  ان�خاب  ر�هنمای 

کارب�د PCR در حالت شروع داغ 

بر  مروری  و  محصول  ان�خاب  ر�هنمای 

و  طولانی  بالا،  وفاداری  با   PCR کارب�د 

 GC غنی از

بر  مروری  و  محصول  ان�خاب  ر�هنمای 

RT PCR کارب�د رونویسی معکوس و

اختصاصی  ن�م افز�ر  از  امکان،  صو�ت  در 

بر�ی طر�حی �ر�یمر استفاده کنید. ن�م افز�ر 

خود-مکمل از  تا  می کند  کمک  شما  به 

چندگانه  مکمل سازی های  �ر�یمر،   سازی 

در  مستقیم  تکر��های  و  الگو-�ر�یمر 

�ر�یمر جلوگ�ری کنید تا از تشک�ل سنجاق 

سر و �ر�یمر-دایمر جلوگ�ری شود. مکمل

تشک�ل  باعث   '٣ ان�های  در   سازی 

�ر�یمر-دایمر می شود و یکی از ر��ج تر�ن 

مشکلات PCR است.

�ر�یم�ها�ی به طول ۲۰ تا ۳۰ نوکلئوتید 

از  ایده آل،  حالت  در  کنید.  طر�حی 

 GC محتوای   ٪۵۰ حدود  با  �ر�یم�ها�ی 

امکان،  صو�ت  در  کنید.  استفاده 

�ر�یم�ها�ی با یک یا دو G یا C در ان�های 

۳' ان�خاب کنید.

خلوص و سلامت شیمیا�ی �ر�یم�ها بر�ی 

است.  مهم  بسیار   PCR خوب  ن�ا�ج 

�ر�یم�ها همیشه باید به مقدار اضافی در 

با غلظت های مساوی،  مخلوط واکنش و 

 ١ تا  میکرومولار   ٠٫١ محدوده  در  معمو� 

میکرومولار، وجود داشته باشند. غلظت 

تعی�ن  تجربی  صو�ت  به  �ر�یم�ها  بهینه 

می شود. غلظت بیش از حد �ر�یم�ها می

 تواند به دل�ل افز�یش �ر�یمینگ ناقص، 

اختصاصیت PCR ر� کاهش دهد.

 Hot Start) سر�ع  شروع  آنز�م های  از 

�ساندن  حداقل  به  بر�ی   (Enzymes

تشک�ل دایمر �ر�یمر در طول آماده سازی 

واکنش در دمای اتاق استفاده کنید .

تولید  باعث  من�ز�م  حد  از  بیش  غلظت 

محصولات PCR غ�ر اختصاصی و کاهش 

دقت PCR می شود.

 Taq DNA بر�ی   PCR باف�های  از  ب�خی 

غلظت  در   +٢  Mg حاوی   Polymerase

بهینه هستند. من�ز�م بیشتری به چن�ن 

باف�ها�ی اضافه نکنید.

 Taq ) باف�های دیگر حاوی من�ز�م نیستند

DNA Polymerase ) اما یک ویال جداگانه 

تهیه  امکان  که  دا�ند  من�ز�م  کلر�د  از 

غلظت های مختلف من�ز�م ر� فر�هم می

 کند.

 +٢ Mg تاکیداً توصیه می شود که غلظت

هر  بر�ی  میلی مولار)   ۴ تا   ۱ محدوده  (در 

PCR بهینه شود.

بسیاری از کارب�دها در غلظت استاندا�د ۱.۵ 

ا�ن  با   . می کنند  کار   MgCl٢ میلی مولار 

از  استفاده  با  پ�ش�فته  کارب�دهای  حال، 

 ۲) MgClنومی به غلظت های بالاتر ٢� DNA

تا ۴ میلی مولار) نیاز دا�ند .

غلظت من�ز�م PCR ر� با محلول MgCl٢ ار�ئه 

جدول  ا�ن  در  بالا  در  آنچه  مطابق  شده 

توض�ح داده شده است، تنظیم کنید .

الگوی بیش از حد

واکنش در دمای اتاق 

تنظیم شد

شر�یط Annealing ز�ر 

بهینه

عدم موفقیت در 

تشخیص

مقاد�ر بهینه DNA الگو در حجم واکنش 

۵۰ میکرولیتر عبا�تند از:

 DNA بر�ی  نانوگ�م   ۱-۰.۰۱ محدوده  در 

پلاسمید یا فاژ 

 DNA بر�ی  میکروگ�م   ۱-۰.۱ محدوده  در 

�نومی

مقدار مناسب الگو ر� بر�ی هر واکنش به 

صو�ت تجربی ان�خاب کنید. مقاد�ر خیلی 

ز�اد الگو، PCR غ�ر اختصاصی ر� افز�یش 

می دهد، مقاد�ر خیلی کم الگو، دقت ر� 

کاهش می دهد.

واکنش PCR ر� روی �خ انجام دهید، تمام 

مع�ف ها ر� روی �خ نگه دار�د.

بر�ی تنظیم دمای اتاق، فقط از آنز�م های 

شروع داغ (Hot Start Enzymes) استفاده 

دمای  در  گ�مادوست  پلیمر��های   . کنید 

تکث�ر  به  منجر  که  هستند  فعال  اتاق 

اتصال  دل�ل  به  نامشخص  اهداف 

آنز�م های  می شود.   �ر�یمر  تصادفی 

در  واکنش  تنظیم  طول  در  داغ  شروع 

دمای اتاق کام� غ��فعال هستند و تنها 

می شوند.  فعال  شدن  گ�م  از  پس 

تشک�ل  و  �ر�یم  بدون  تکث�ر  بنابر��ن، 

پس �مینه  و  نمی دهد  رخ  �ر�یمر-دایمر 

PCR ر� کاهش می دهد.

دمای اتصال �ر�یمر باید ۵ د�جه سان�یگر�د 

 (Tm) کمتر از پای�ن تر�ن دمای ذوب �ر�یمر

باشد.

است.  دقیقه   ۲ تا  ثانیه   ۳۰ اتصال  �مان 

تولید  به  منجر  پای�ن  خیلی  اتصال  دمای 

ز�اد پس �مینه می شود و دمای خیلی بالا 

ممکن است منجر به عدم تولید محصول 

در PCR شود.

مو�د  �نگ  عملک�د  و  الکتروفورز  شر�یط 

دوبا�ه  ر�  ژل  �نگ آم�زی  بر�ی  استفاده 

بر�سی کنید. ممکن است آلودگی نوکلئاز 

وجود  �نگ آم�زی  یا  الکتروفورز  بافر  در 

داشته باشد. اگر مشکوک هستید که ا�ن 

بار  می تواند مشکل تشخیص باشد، یک 

امکان  صو�ت  در  کنید،  اجر�  ر�  ژل  دیگر 

قر�ر  ژل  روی  ر�  بیشتری   PCR محصول 

به د�ستی  ژل  که  دهید. مطمئن شوید 

�نگ آم�زی شده و ن�دبان DNA به خوبی 

قابل مشاهده است.

هنگام انجام الکتروفورز، معمو� توصیه 

 ۱۰ تا   ۲) مختلفی  حجم های  می شود 

میکرولیتر) از واکنش ر� روی ژل با�گذاری 

کنید. با�گذاری حجم های واکنش ناکافی 

با�ده  صو�ت  در  اشتباه  به  است  ممکن 

پای�ن به عنوان عدم با�ده تفس�ر شود. 

حد  از  بیش  واکنش  حجم های  با�گذاری 

باعث  بالا  با�ده  صو�ت  در  است  ممکن 

مشکلات اندا�ه گ�ری و تعی�ن مقدار شود.

نوار پخش 

شده و آغشته 

به ژل

الگوی ناخالص و تخر�ب

 شده

PCR اختصاصیت پای�ن

PCR آلودگی

DNA �نومی ر� با دقت خالص سازی کنید و 

از به اشتر�ک گذاشتن آن خودداری کنید. 

از کیت های خالص سازی طر�حی شده بر�ی 

مقاد�ر  کنید.  استفاده  الگو   DNA نوع 

واکنش ۵۰  حجم  بر�ی  الگو   DNA بهینه

میکرولیتر:

              پلاسمید یا فاژ: ۰.۰۱ تا ۱ نانوگ�م

              �نومی: ۰.۱ تا ۱ میکروگ�م

غ�ر   PCR الگو،  حد  از  بیش  مقاد�ر 

مقاد�ر  می دهد.  افز�یش  ر�  اختصاصی 

ناکافی الگو، دقت ر� کاهش می دهد.

بر�ی افز�یش اختصاصیت PCR از آنز�م های 

Hot Start استفاده کنید و همان توصیه

بلند  یا  بر�ی محصولات کوتاه  ر�  بالا   های 

غ�ر اختصاصی دنبال کنید.

محیط کار ر� تم�ز نگه دار�د. هنگام آماده

احتمال  تا  باشید  مر�قب  باید   ،PCR سازی 

ب�ن  از  خا�جی   DNA الگوهای  با  آلودگی 

برود.

از مناطق تم�ز و جداگانه بر�ی آماده سازی 

نمونه، آماده سازی مخلوط واکنش و چ�خه 

استفاده کنید.

قبل از ر�ه اندازی PCR، فضای کاری خود ر� 

با اتانول ۷۰٪ یا با اس�ری مخصوص پاک

 کننده DNA تم�ز کنید.

همیشه دستکش های نو ب�وشید.

بر�ی آماده سازی PCR از لوله ها و سر�یپت

آئروسل  فیلت�های  دار�ی  استر�ل   های 

از  آلوده  الگوهای  استفاده کنید. بیشتر 

پ�پت های کثیف ناشی می شوند.

از  نوکلئاز،  و   DNA از  عاری  مع�ف های  از 

جمله آب، استفاده کنید.

از مز�یای آنز�م اور�س�ل-DNA گلیکوز�لاز 

آلوده الگوهای  تکث�ر   : کنید  استفاده 

 کننده ای که از آ�مایش های قبلی در محیط 

ر��ج تر�ن  از  یکی  مانده اند،  باقی  کار 

از   استفاده  است.  آلودگی  مشکلات 

 (UNG یا UDG) گلیکوز�لاز DNA-اور�س�ل

به   (  dNTP/dUTP مخلوط   )  dUTP و 

جلوگ�ری از ان�قال آلودگی کمک می کند. 

روند کار معمول به شرح ز�ر است:

 DNA گلیکوز�لاز،    DNA-اور�س�ل آنز�م 

بر�ی  می کند.  تجز�ه  ر�  اور�س�ل  حاوی 

جلوگ�ری از آلودگی ان�قالی، بر�ی PCR از 

به   dTTP جای  به   dTTP/dUTP یا   dUTP

پلیمر��های   DNA .کنید استفاده  تنها�ی 

Taq به طور مؤثر dUTP ر� ت�کیب می کنند. 

با پلیمر��های تصح�ح کننده،  با ا�ن حال، 

 Long and High پلیمر�ز یا Pfu DNA مانند

از  استفاده   ،  Fidelity PCR Master Mix

dUTP منجر به با�ده PCR پای�ن تری خواهد 

شد. dUTP تح�ک الکتروفو�تیک یا ر�ندمان 

�نگ آم�زی اتید�وم بروماید DNA ر� تغی�ر 

کن�رل منفی 

«مثبت» است

نمی دهد. پس از PCR با dUTP، محصولات 

PCR سوبستر�ها�ی بر�ی UDG هستند و 

طول  در  اور�س�ل  حاوی   DNA هر 

 DNA-اور�س�ل با  کوتاه  انکوباس�ون 

م�حله،  ا�ن  می شود.  تجز�ه  گلیکوز�لاز 

الگوهای DNA آلوده از آ�مایش های قبلی 

ر� حذف می کند.

 PCR همیشه قبل از کلونینگ، محصولات

ا�ن  غ�ر  در  ؛  کنید  خالص سازی  ژل  از  ر� 

غ�ر  محصولات  و  �ر�یمر-دایمر  صو�ت، 

اختصاصی ممکن است کلون شوند.

هنگام ب�ش باند PCR از ژل، از قر�ر گ�فتن 

�نگ و  بنفش  ماور�ء  اشعه  مع�ض  در 

بروماید  اتید�وم  با  حد  از  بیش   آم�زی 

خودداری کنید. ا�ن عوامل باعث افز�یش 

 DNA فر�وانی جهش و آسیب به یکپا�چگی

در  گ�فتن  قر�ر  طول  در  ر�  ژل  می شوند. 

صفحه  روی  بنفش  ماور�ء  اشعه  مع�ض 

شیشه ای یا پلاستیکی نگه دار�د یا از �نگ

 ها�ی استفاده کنید که بر�ی تشخیص به 

اشعه ماور�ء بنفش نیاز ندا�ند.

بر�ی  بالا  کیفیت  با  مع�ف های  از  فقط 

قابل  وکتور   ، خالص  لیگاز  کلونینگ، 

اعتماد، سلول های با کار��ی بالا و مناسب 

استفاده کنید.

محصولات  پلیمر�ز،    Taq DNA آنز�م های 

که  می کنند  تولید   A دنباله های  با   PCR

بر�ی کلونینگ TA مناسب هستند و می

 توانند بدون نیاز به عملیات و��ه در ناقل

 TA کلونینگ  بر�ی  شوند.  کلون   T  های 

کا�آمدتر، م�حله طویل سازی نها�ی PCR ر� 

طولانی تر (تا ٣٠ دقیقه) در دمای ٧٢ د�جه 

سان�یگر�د انجام دهید.

 Long and یا Pfu DNA Polymerase آنز�م

  High Fidelity PCR Master Mix

محصولات PCR با ان�های صاف و آو�ز�ن 

تولید می کنند. ا�ن محصولات باید قبل از 

صاف،  ان�های  با  ناقل های  در  کلونینگ 

ان�های  با   PCR محصولات  شوند.  صاف 

صاف بر�ی کلونینگ TA مناسب نیستند.

خطای  م�ز�ن  بر�ی  ر�  مناسب   PCR آنز�م 

مو�د نظر ان�خاب کنید.

 Pfu DNA Polymerase بر�ی دقت بالاتر، از

 Long and High Fidelity PCR Master یا 

مو�د  خطای  م�ز�ن   . کنید  استفاده   Mix

ذکر  آنز�م  توضیحات  در  معمو�  ان�ظار 

شده است.

تولید  باعث  من�ز�م  حد  از  بیش  غلظت 

محصولات PCR غ�ر اختصاصی و کاهش 

دقت PCR می شود.

 Taq DNA بر�ی   PCR باف�های  از  ب�خی 

غلظت  در   +٢  Mg حاوی   Polymerase

بهینه هستند. من�ز�م بیشتری به چن�ن 

باف�ها�ی اضافه نکنید.

 Taq ) باف�های دیگر حاوی من�ز�م نیستند

DNA Polymerase ) اما یک ویال جداگانه 

تهیه  امکان  که  دا�ند  من�ز�م  کلر�د  از 

غلظت های مختلف من�ز�م ر� فر�هم می

 کند.

 +٢ Mg اکیداً توصیه می شود که غلظت

هر  بر�ی  میلی مولار)   ۴ تا   ۱ محدوده  (در 

PCR بهینه شود.

بسیاری از کارب�دها در غلظت استاندا�د ۱.۵ 

ا�ن  با   . می کنند  کار   MgCl٢ میلی مولار 

از  استفاده  با  پ�ش�فته  کارب�دهای  حال، 

 ۲) MgClنومی به غلظت های بالاتر ٢� DNA

تا ۴ میلی مولار) نیاز دا�ند .

 MgCl٢ محلول  با  ر�   PCR من�ز�م  غلظت 

ا�ن  در  بالا  در  آنچه  مطابق  شده  ار�ئه 

تنظیم  است،  شده  داده  توض�ح  جدول 

کنید .

 dNTP از  فقط   ،PCR ن�ا�ج  بهتر�ن  بر�ی 

 ٪۹۹ خلوص  با  کیفیت،  بالاتر�ن  با  های 

استفاده کنید. خلوص dNTP به و��ه بر�ی 

PCR با ب�د طولانی و دقت بالا مهم است .

غلظت های نامتعادل dNTP می تواند منجر 

نها�ی  غلظت  شود.  دقت  کاهش  به 

تا ٠٫٢٥   ٠٫٢  ،dNTP هر بر�ی  شده  توصیه 

میلی مولار است. غلظت بالاتر (تا ٠٫٤ میلی

 مولار) ممکن است با�ده ر� افز�یش دهد.

dNTPها،  به   +٢  Mg اتصال  به  توجه  با 

غلظت Mg ٢+ باید متناسب با آن تنظیم 

شود. غلظت بیش از حد dNTP و من�ز�م، 

از  قبل  می دهد.  کاهش  ر�   PCR دقت 

استفاده، هر محلول dNTP ر� �خ �دا�ی و 

مخلوط کنید. ا�ن امر به و��ه بر�ی محلول

 های با غلظت بالا اهمیت دا�د.

حجم  بر�ی  الگو   DNA بهینه  مقاد�ر 

واکنش ۵۰ میکرولیتر:

              پلاسمید یا فاژ: ۰.۰۱ تا ۱ نانوگ�م

              �نومی: ۰.۱ تا ۱ میکروگ�م

غ�ر   PCR الگو،  حد  از  بیش  مقاد�ر 

مقاد�ر  می دهد.  افز�یش  ر�  اختصاصی 

ناکافی الگو، دقت ر� کاهش می دهد.

فقط از تام�ن کننده معتبر بر�ی �ر�یم�ها 

بی کیفیت  �ر�یم�های  کنید.  استفاده 

ممکن است حاوی خطاهای توالی باشند.

هنگام ب�ش باند PCR از ژل، از قر�ر گ�فتن 

�نگ و  بنفش  ماور�ء  اشعه  مع�ض  در 

بروماید  اتید�وم  با  حد  از  بیش   آم�زی 

افز�یش  باعث  کار  ا�ن  کنید.  خودداری 

 DNA فر�وانی جهش و آسیب به یکپا�چگی

در  گ�فتن  قر�ر  طول  در  ر�  ژل  می شود. 

صفحه  روی  بنفش  ماور�ء  اشعه  مع�ض 

شیشه ای یا پلاستیکی نگه دار�د یا از �نگ

 ها�ی استفاده کنید که بر�ی تشخیص به 

اشعه ماور�ء بنفش نیاز ندا�ند.

در  کنید،  تکر�ر  ر�  توالی  تعی�ن  واکنش 

صو�ت وجود DNA پ�چیده و غنی از GC، از 

اختصاصی  توالی  تعی�ن  مع�ف های 

استفاده کنید.

با  مع�ف های  از   PCR ن�ا�ج بهتر�ن  بر�ی 

کیفیت بالا استفاده کنید

مجموعه ها و مخلوط های dNTP که شامل 

dNTP ٪۹۹های خالص هستند.

و  بالا  خلوص  با  آنز�م های  از   PCR بر�ی 

باف�های بدون نوکلئاز استفاده کنید .

در صو�ت امکان، قبل از هر PCR، کیفیت 

و سلامت الگو ر� دوبا�ه بر�سی کنید.

از  از پ�پت ها و لوله های مخصوص  فقط 

استفاده  بالا  کیفیت  با  پلاستیک  جنس 

کنید که به DNA یا �روت��ن ها متصل نمی

 شوند.

قبل از هر بار استفاده، تمام مع�ف ها ر� 

خوب مخلوط کنید.

مست�میکس  است،  ممکن  که  �مان  هر 

د�ست کنید تا خطاهای پ�پتینگ کاهش 

یابد.

هر تغی�ر در مع�ف ها یا موادی که بر�ی 

ر� ز�ر نظر داشته  PCR استفاده می کنید 

 PCR باشید. هر تغی�ری می تواند بر ن�ا�ج

تأث�ر بگذا�د.

محیط کار ر� تم�ز نگه دار�د. هنگام آماده

احتمال  تا  باشید  مر�قب  باید   ،PCR سازی 

آلودگی با نوکلئا�ها از ب�ن برود.

از مناطق تم�ز و جداگانه بر�ی آماده سازی 

نمونه، آماده سازی مخلوط واکنش و چ�خه 

استفاده کنید.

قبل از ر�ه اندازی PCR، فضای کاری خود ر� 

با اتانول ۷۰٪ یا با اس�ری مخصوص تم�ز 

کنید.

همیشه دستکش های نو ب�وشید.

بر�ی انجام PCR از لوله ها و سر�یپت های 

استفاده  آئروسل  فیلتر  دار�ی  استر�ل 

کنید.

از  نوکلئاز،  و   DNA از  عاری  مع�ف های  از 

جمله آب، استفاده کنید.



ر�ه حل

مو�د  �نگ  عملک�د  و  الکتروفورز  شر�یط 

دوبا�ه  ر�  ژل  �نگ آم�زی  بر�ی  استفاده 

مشکل  به  مشکوک  اگر  کنید.  بر�سی 

تشخیص هستید، یک بار دیگر ژل ر� اجر� 

 PCR محصول  امکان  صو�ت  در  کنید، 

بیشتری روی ژل قر�ر دهید. مطمئن شوید 

و  شده  �نگ آم�زی  د�ستی  به  ژل  که 

مشاهده  قابل  خوبی  به   DNA ن�دبان 

است.

 ،PCR بر�ی تعی�ن تقر�بی کمیت محصول

معمو� از الکتروفورز استاندا�د ژل آگارز و 

�نگ آم�زی اتید�وم بروماید استفاده می

 DNA ن�دبان های  از  استفاده  با   شود. 

می  ،DNA با�گذاری  �نگ های  و  مناسب 

تعی�ن  ر�   PCR محصول  اندا�ه  هم   توان 

با  باند  شدت  مقایسه  با  هم  و  ک�د 

از  ن�دبانی   DNA باند  اندا�ه  ن�دیکتر�ن 

کمیت شناخته شده، تقر�باً کمیت DNA ر� 

تعی�ن ک�د.

که  استاندا�دی  مع�ف های  با   PCR اگر 

انجام می شود، �نگ  حاوی �نگ نیستند 

با�گذاری DNA ر� قبل از با�گذاری روی ژل به 

واکنش ها اضافه کنید. بر�ی ص�فه جو�ی 

آنز�م های  از  می توان  تلاش،  و  �مان  در 

مخلوط  ف�مولاس�ون های  و  بافر   ، و��ه 

با�گذاری  �نگ های  حاوی  که  اصلی 

با�گذاری  بر�ی  هستند،  الکتروفورز 

مستقیم محصولات PCR روی ژل استفاده 

ک�د.

هنگام انجام الکتروفورز، معمو� توصیه 

 ۱۰ تا   ۲) مختلفی  حجم های  می شود 

میکرولیتر) از واکنش ر� روی ژل با�گذاری 

کنید. با�گذاری حجم های واکنش ناکافی 

با�ده  صو�ت  در  اشتباه  به  است  ممکن 

پای�ن به عنوان عدم با�ده تفس�ر شود. 

حد  از  بیش  واکنش  حجم های  با�گذاری 

باعث  بالا  با�ده  صو�ت  در  است  ممکن 

مقدار  تعی�ن  و  اندا�ه گ�ری  مشکلات 

شود.

مها�کننده های ناشی از الگو، �ر�یم�ها و 

با�ده  بی کیفیت می توانند  واکنشگ�های 

PCR ر� کاهش دهند. DNA الگو ر� خالص

 سازی کنید و از واکنشگ�های با بالاتر�ن 

و  dNTPها  به و��ه   ،PCR بر�ی  کیفیت 

معتبر  تأم�ن کننده  یک  از  �ر�یم�ها، 

استفاده کنید.

مقاد�ر ناچ�زی از آلاینده ها�ی که گاهی 

اوقات پس از خالص سازی DNA باقی می

 ،K یا �روت�یناز   EDTA ،مانند، مانند فنول 

می توانند PCR ر� مهار کنند. آلاینده ها ر� با 

�سوب اتانول از ب�ن ببر�د و �سوب DNA ر� 

با اتانول ٧٠٪ بشوی�د.

بر�ی هر آ�مایش، یک واکنش کن�رل مثبت 

منبع  شناسا�ی  به  تا  بگ�ر�د  نظر  در 

بر�ی  کند.  کمک  با�دا�نده  ناخالصی های 

 PCR ،تعی�ن اینکه آیا یک الگوی مشکوک

ر� مهار می کند یا خ�ر، الگو و �ر�یم�ها�ی ر� 

جدید  واکنش  یک  بر�ی  که  کنید  اضافه 

مؤثر شناخته شده اند. ن�یجه ر� با واکنش 

کن��لی که حاوی الگوی مشکوک نیست 

می مشابه  کن�رل های  از  کنید.  مقایسه 

 توان بر�ی آ�مایش �ر�یم�ها و سا�ر مع�ف

 ها بر�ی مهار PCR استفاده ک�د.

اختصاصی  ن�م افز�ر  از  امکان،  صو�ت  در 

بر�ی طر�حی �ر�یمر استفاده کنید. ن�م افز�ر 

خود-مکمل از  تا  می کند  کمک  شما  به 

چندگانه  مکمل سازی های  �ر�یمر،   سازی 

در  مستقیم  تکر��های  و  الگو-�ر�یمر 

�ر�یمر جلوگ�ری کنید تا از تشک�ل سنجاق 

سر و �ر�یمر-دایمر جلوگ�ری شود. مکمل

تشک�ل  باعث   '٣ ان�های  در   سازی 

�ر�یمر-دایمر می شود و یکی از ر��ج تر�ن 

مشکلات PCR است.

�ر�یم�ها�ی به طول ۲۰ تا ۳۰ نوکلئوتید 

از  ایده آل،  حالت  در  کنید.  طر�حی 

 GC محتوای   ٪۵۰ حدود  با  �ر�یم�ها�ی 

امکان،  صو�ت  در  کنید.  استفاده 

�ر�یم�ها�ی با یک یا دو G یا C در ان�های 

۳' ان�خاب کنید.

خلوص و سلامت شیمیا�ی �ر�یم�ها بر�ی 

است.  مهم  بسیار   PCR خوب  ن�ا�ج 

�ر�یم�ها همیشه باید به مقدار اضافی در 

با غلظت های مساوی،  مخلوط واکنش و 

 ١ تا  میکرومولار   ٠٫١ محدوده  در  معمو� 

میکرومولار، وجود داشته باشند. غلظت 

تعی�ن  تجربی  صو�ت  به  �ر�یم�ها  بهینه 

می شود. غلظت بیش از حد �ر�یم�ها می

 تواند به دل�ل افز�یش �ر�یمینگ ناقص، 

اختصاصیت PCR ر� کاهش دهد.

DNA �نومی ر� با دقت خالص سازی کنید و 

از به اشتر�ک گذاشتن آن خودداری کنید. 

از کیت های خالص سازی طر�حی شده بر�ی 

مقاد�ر  کنید.  استفاده  الگو   DNA نوع 

واکنش ۵۰  حجم  بر�ی  الگو   DNA بهینه

میکرولیتر:

پلاسمید یا فاژ: ۰.۰۱ تا ۱ نانوگ�م

�نومی: ۰.۱ تا ۱ میکروگ�م

غ�ر   PCR الگو،  حد  از  بیش  مقاد�ر 

مقاد�ر  می دهد.  افز�یش  ر�  اختصاصی 

می دهد.  کاهش  ر�  دقت  الگو،  ناکافی 

فر�وانی  که  �مانی  بالاتر،  حساسیت  بر�ی 

داغ  شروع  آنز�م های  از   ، است  کم  الگو 

استفاده کنید . بر�ی الگوهای پ�چیده یا 

غنی از GC، از افزودنی ها و آنز�م بیشتری 

بر�ی  که  محصولاتی  از  یا  کنید  استفاده 

از GC تولید شده اند، استفاده  PCR غنی 

کنید .

 dNTP از  فقط   ،PCR ن�ا�ج  بهتر�ن  بر�ی 

 ٪۹۹ خلوص  با  کیفیت،  بالاتر�ن  با  های 

استفاده کنید. خلوص dNTP به و��ه بر�ی 

PCR با ب�د طولانی و دقت بالا مهم است .

غلظت های نامتعادل dNTP می تواند منجر 

نها�ی  غلظت  شود.  دقت  کاهش  به 

تا ٠٫٢٥   ٠٫٢  ،dNTP هر بر�ی  شده  توصیه 

میلی مولار است. غلظت بالاتر (تا ٠٫٤ میلی

 مولار) ممکن است با�ده ر� افز�یش دهد.

dNTPها،  به   +٢  Mg اتصال  به  توجه  با 

غلظت Mg ٢+ باید متناسب با آن تنظیم 

شود. غلظت بیش از حد dNTP و من�ز�م، 

از  قبل  می دهد.  کاهش  ر�   PCR دقت 

استفاده، هر محلول dNTP ر� �خ �دا�ی و 

مخلوط کنید. ا�ن امر به و��ه بر�ی محلول

 های با غلظت بالا اهمیت دا�د.

کمپلکس های  من�ز�م  �ون های 

از  ب�خی  می کنند.  ت�بیت  ر�  �ر�یمر-الگو 

 Taq DNA Polymerase بر�ی PCR باف�های

هستند.  بهینه  غلظت  در   +٢  Mg حاوی 

 Taq ) سا�ر باف�ها حاوی من�ز�م نیستند

یک  با  اما   ( نوت�کیب   ،DNA Polymerase

می ار�ئه  من�ز�م  کلر�د  از  جداگانه  ویال 

 شوند که امکان تهیه غلظت های مختلف 

من�ز�م ر� فر�هم می کند.

الگوی  و  �ر�یم�ها   ، dNTPها  به   +٢  Mg

می توصیه  اکیداً  می شود.  متصل   DNA

 شود که غلظت Mg ٢+ (در محدوده ۱ تا ۴ 

میلی مولار) بر�ی هر PCR بهینه شود.

ر�   PCR محصول  با�ده  ناکافی،  من�ز�م 

حد  از  بیش  غلظت  می دهد.  کاهش 

غ�ر   PCR محصولات تولید  باعث  من�ز�م 

اختصاصی و کاهش دقت PCR می شود.

نسبت dNTPها و من�ز�م در PCR معمو� 

باید ۱:۲ باشد. وقتی غلظت dNTP افز�یش 

متناسباً  باید  ن�ز  من�ز�م  غلظت  می یابد، 

افز�یش یابد.

یا سا�ر   EDTA حاوی DNA نمونه های اگر 

باشند، غلظت  متصل شونده های فلزی 

�ون من�ز�م باید به طور متناسب افز�یش 

یک  به   EDTA مولکول  یک  ز�ر�  یابد، 

مولکول Mg٢ + متصل می شود .

بسیاری از کارب�دها در غلظت استاندا�د ۱.۵ 

ا�ن  با   . می کنند  کار   MgCl٢ میلی مولار 

حال، کارب�دهای پ�ش�فته تر با استفاده از 

 ۲) MgClنومی به غلظت های بالاتر ٢� DNA

تا ۴ میلی مولار) نیاز دا�ند . غلظت من�ز�م 

ار�ئه شده طبق   MgClر� با محلول ٢  PCR

جدول ز�ر تنظیم کنید :

 

دناتور�س�ون اولیه کامل DNA بر�ی با�ده 

 ۳ تا   ۱ معمو�  است.  ضروری   PCR خوب 

د�جه  دمای ۹۵  در  دناتور�س�ون  دقیقه 

سان�یگر�د کافی است. بر�ی الگوهای غنی 

از GC ، ممکن است تا ۱۰ دقیقه �مان لا�م 

باشد. اگر م�حله دناتور�س�ون اولیه بسیار 

می شود  توصیه  شود،  انجام  طولانی 

اتمام دناتور�س�ون  از  ر� فقط پس  آنز�م 

اضافه کنید.

دناتور�س�ون معمو� ٣٠  در طول چ�خه، 

تا ٢ دقیقه در دمای ٩٤-٩٥ د�جه  ثانیه 

می شود.  انجام  چ�خه  هر  در  سان�یگر�د 

بر�ی الگوهای غنی از GC ، ا�ن م�حله می

به  تا ٣-٤ دقیقه طولانی تر شود.   تواند 

عنوان یک جایگز�ن، دناتور�س�ون DNA ر� 

افزودنی ها�ی  از  استفاده  با  می توان 

مانند گلیسرول، DMSO یا ف�مامید افز�یش 

داد. هنگام استفاده از افزودنی ها، دمای 

اتصال باید تنظیم شود، ز�ر� دمای ذوب 

کمپلکس های �ر�یمر-الگو ممکن است به 

طور قابل توجهی کاهش یابد.

دمای ذوب �ر�یمر ر� با استفاده از ن�م افز�ر 

مناسب محاسبه کنید. دمای اتصال �ر�یمر 

کمتر�ن  از  کمتر  د�جه سان�یگر�د  باید ۵ 

دمای ذوب �ر�یمر باشد. مدت �مان اتصال 

معمو� ۳۰ ثانیه تا ۲ دقیقه است.

دمای پای�ن باز�خت منجر به پس �مینه 

بالا می شود. دمای بالای باز�خت ممکن 

است با�ده ر� کاهش دهد.

دمای Annealing ر� به صو�ت م�حله ای و 

با افز�یش ۱ تا ۲ د�جه سان�ی گر�د بهینه 

کنید.

 ،DMSO ،در حضور افزودنی ها (گلیسرول

به  نیاز  است  بتائ�ن)، ممکن  و  ف�مامید 

تنظیم دمای Annealing باشد.

در طول م�حله تکث�ر PCR، واکنش تکث�ر 

�ر�یمر معمو� به مدت ۱ دقیقه در دمای 

بر�ی  بهینه  دمای  سان�یگر�د،  د�جه   ۷۲

بر�ی   ،  Taq DNA Polymerase آنز�م 

محصولات PCR تا Kb ۲ انجام می شود.

 ۱ تکث�ر  �مان  طولانی،  ب�د  با   PCR بر�ی 

و  می یابد  افز�یش  کیلوبایت  بر  دقیقه 

د�جه   ۶۸) پای�ن تر  تکث�ر  دمای 

�فتن  دست  از  تا  است  سان�یگر�د) 

فعالیت آنز�م به حداقل ب�سد.

 Taq DNA از  کندتر   Pfu که  آنجا�ی  از 

م�حله  یک  از   ، است   Polymerase

گست�ش ۲ دقیقه ای به از�ی هر کیلوبایت 

استفاده  سان�یگر�د  د�جه   ۷۲ دمای  در 

می شود.

طولانی تر  معمو�  تکث�ر  نها�ی  م�حله 

 PCR محصولات  تکم�ل  از  تا  است 

اطمینان حاصل شود. ا�ن م�حله نها�ی، 

که معمو� ۱۵ تا ۳۰ دقیقه در دمای ۷۲ 

د�جه سان�یگر�د طول می کشد، به و��ه 

�مانی اهمیت دا�د که محصول PCR در 

ناقل T کلون شود.

به  توجه  با  باید  چ�خه ها  بهینه  تعداد 

قطعه  طول  و  الگو  پ�چیدگی  و  کمیت 

طور  به  شود.  تعی�ن  شده  تکث�ر 

معمول، ۲۵ تا ۳۰ چ�خه بر�ی با�ده خوب 

کافی است.

تعداد ناکافی چ�خه ها ممکن است منجر 

به عملک�د ضعیف شود.

ایجاد  باعث  می توانند  ز�اد  چ�خه های 

پس �مینه بالا شوند.

�مانی که تعداد template کم است، مثلا 

١٠ ک�ی، ٤٠ چ�خه پ�شنهاد میشود.

نقطه   PCR تکنیک  ان�خاب  ر�هنمای 

پایانی بر�ی کارب�دهای م�تبط با کلونینگ

ر�هنما و مرور کلی کارب�د PCR استاندا�د

بر  مروری  و  محصول  ان�خاب  ر�هنمای 

کارب�د PCR در حالت شروع داغ 

بر  مروری  و  محصول  ان�خاب  ر�هنمای 

و  طولانی  بالا،  وفاداری  با   PCR کارب�د 

 GC غنی از

بر  مروری  و  محصول  ان�خاب  ر�هنمای 

RT PCR کارب�د رونویسی معکوس و

اختصاصی  ن�م افز�ر  از  امکان،  صو�ت  در 

بر�ی طر�حی �ر�یمر استفاده کنید. ن�م افز�ر 

خود-مکمل از  تا  می کند  کمک  شما  به 

چندگانه  مکمل سازی های  �ر�یمر،   سازی 

در  مستقیم  تکر��های  و  الگو-�ر�یمر 

�ر�یمر جلوگ�ری کنید تا از تشک�ل سنجاق 

سر و �ر�یمر-دایمر جلوگ�ری شود. مکمل

تشک�ل  باعث   '٣ ان�های  در   سازی 

�ر�یمر-دایمر می شود و یکی از ر��ج تر�ن 

مشکلات PCR است.

�ر�یم�ها�ی به طول ۲۰ تا ۳۰ نوکلئوتید 

از  ایده آل،  حالت  در  کنید.  طر�حی 

 GC محتوای   ٪۵۰ حدود  با  �ر�یم�ها�ی 

امکان،  صو�ت  در  کنید.  استفاده 

�ر�یم�ها�ی با یک یا دو G یا C در ان�های 

۳' ان�خاب کنید.

خلوص و سلامت شیمیا�ی �ر�یم�ها بر�ی 

است.  مهم  بسیار   PCR خوب  ن�ا�ج 

�ر�یم�ها همیشه باید به مقدار اضافی در 

با غلظت های مساوی،  مخلوط واکنش و 

 ١ تا  میکرومولار   ٠٫١ محدوده  در  معمو� 

میکرومولار، وجود داشته باشند. غلظت 

تعی�ن  تجربی  صو�ت  به  �ر�یم�ها  بهینه 

می شود. غلظت بیش از حد �ر�یم�ها می

 تواند به دل�ل افز�یش �ر�یمینگ ناقص، 

اختصاصیت PCR ر� کاهش دهد.

 Hot Start) سر�ع  شروع  آنز�م های  از 

�ساندن  حداقل  به  بر�ی   (Enzymes

تشک�ل دایمر �ر�یمر در طول آماده سازی 

واکنش در دمای اتاق استفاده کنید .

تولید  باعث  من�ز�م  حد  از  بیش  غلظت 

محصولات PCR غ�ر اختصاصی و کاهش 

دقت PCR می شود.

 Taq DNA بر�ی   PCR باف�های  از  ب�خی 

غلظت  در   +٢  Mg حاوی   Polymerase

بهینه هستند. من�ز�م بیشتری به چن�ن 

باف�ها�ی اضافه نکنید.

 Taq ) باف�های دیگر حاوی من�ز�م نیستند

DNA Polymerase ) اما یک ویال جداگانه 

تهیه  امکان  که  دا�ند  من�ز�م  کلر�د  از 

غلظت های مختلف من�ز�م ر� فر�هم می

 کند.

 +٢ Mg تاکیداً توصیه می شود که غلظت

هر  بر�ی  میلی مولار)   ۴ تا   ۱ محدوده  (در 

PCR بهینه شود.

بسیاری از کارب�دها در غلظت استاندا�د ۱.۵ 

ا�ن  با   . می کنند  کار   MgCl٢ میلی مولار 

از  استفاده  با  پ�ش�فته  کارب�دهای  حال، 

 ۲) MgClنومی به غلظت های بالاتر ٢� DNA

تا ۴ میلی مولار) نیاز دا�ند .

غلظت من�ز�م PCR ر� با محلول MgCl٢ ار�ئه 

جدول  ا�ن  در  بالا  در  آنچه  مطابق  شده 

توض�ح داده شده است، تنظیم کنید .

مقاد�ر بهینه DNA الگو در حجم واکنش 

۵۰ میکرولیتر عبا�تند از:

 DNA بر�ی  نانوگ�م   ۱-۰.۰۱ محدوده  در 

پلاسمید یا فاژ 

 DNA بر�ی  میکروگ�م   ۱-۰.۱ محدوده  در 

�نومی

مقدار مناسب الگو ر� بر�ی هر واکنش به 

صو�ت تجربی ان�خاب کنید. مقاد�ر خیلی 

ز�اد الگو، PCR غ�ر اختصاصی ر� افز�یش 

می دهد، مقاد�ر خیلی کم الگو، دقت ر� 

کاهش می دهد.

واکنش PCR ر� روی �خ انجام دهید، تمام 

مع�ف ها ر� روی �خ نگه دار�د.

بر�ی تنظیم دمای اتاق، فقط از آنز�م های 

شروع داغ (Hot Start Enzymes) استفاده 

دمای  در  گ�مادوست  پلیمر��های   . کنید 

تکث�ر  به  منجر  که  هستند  فعال  اتاق 

اتصال  دل�ل  به  نامشخص  اهداف 

آنز�م های  می شود.   �ر�یمر  تصادفی 

در  واکنش  تنظیم  طول  در  داغ  شروع 

دمای اتاق کام� غ��فعال هستند و تنها 

می شوند.  فعال  شدن  گ�م  از  پس 

تشک�ل  و  �ر�یم  بدون  تکث�ر  بنابر��ن، 

پس �مینه  و  نمی دهد  رخ  �ر�یمر-دایمر 

PCR ر� کاهش می دهد.

دمای اتصال �ر�یمر باید ۵ د�جه سان�یگر�د 

 (Tm) کمتر از پای�ن تر�ن دمای ذوب �ر�یمر

باشد.

است.  دقیقه   ۲ تا  ثانیه   ۳۰ اتصال  �مان 

تولید  به  منجر  پای�ن  خیلی  اتصال  دمای 

ز�اد پس �مینه می شود و دمای خیلی بالا 

ممکن است منجر به عدم تولید محصول 

در PCR شود.

مو�د  �نگ  عملک�د  و  الکتروفورز  شر�یط 

دوبا�ه  ر�  ژل  �نگ آم�زی  بر�ی  استفاده 

بر�سی کنید. ممکن است آلودگی نوکلئاز 

وجود  �نگ آم�زی  یا  الکتروفورز  بافر  در 

داشته باشد. اگر مشکوک هستید که ا�ن 

بار  می تواند مشکل تشخیص باشد، یک 

امکان  صو�ت  در  کنید،  اجر�  ر�  ژل  دیگر 

قر�ر  ژل  روی  ر�  بیشتری   PCR محصول 

به د�ستی  ژل  که  دهید. مطمئن شوید 

�نگ آم�زی شده و ن�دبان DNA به خوبی 

قابل مشاهده است.

هنگام انجام الکتروفورز، معمو� توصیه 

 ۱۰ تا   ۲) مختلفی  حجم های  می شود 

میکرولیتر) از واکنش ر� روی ژل با�گذاری 

کنید. با�گذاری حجم های واکنش ناکافی 

با�ده  صو�ت  در  اشتباه  به  است  ممکن 

پای�ن به عنوان عدم با�ده تفس�ر شود. 

حد  از  بیش  واکنش  حجم های  با�گذاری 

باعث  بالا  با�ده  صو�ت  در  است  ممکن 

مشکلات اندا�ه گ�ری و تعی�ن مقدار شود.

DNA �نومی ر� با دقت خالص سازی کنید و 

از به اشتر�ک گذاشتن آن خودداری کنید. 

از کیت های خالص سازی طر�حی شده بر�ی 

مقاد�ر  کنید.  استفاده  الگو   DNA نوع 

واکنش ۵۰  حجم  بر�ی  الگو   DNA بهینه

میکرولیتر:

              پلاسمید یا فاژ: ۰.۰۱ تا ۱ نانوگ�م

              �نومی: ۰.۱ تا ۱ میکروگ�م

غ�ر   PCR الگو،  حد  از  بیش  مقاد�ر 

مقاد�ر  می دهد.  افز�یش  ر�  اختصاصی 

ناکافی الگو، دقت ر� کاهش می دهد.

بر�ی افز�یش اختصاصیت PCR از آنز�م های 

Hot Start استفاده کنید و همان توصیه

بلند  یا  بر�ی محصولات کوتاه  ر�  بالا   های 

غ�ر اختصاصی دنبال کنید.

محیط کار ر� تم�ز نگه دار�د. هنگام آماده

احتمال  تا  باشید  مر�قب  باید   ،PCR سازی 

ب�ن  از  خا�جی   DNA الگوهای  با  آلودگی 

برود.

از مناطق تم�ز و جداگانه بر�ی آماده سازی 

نمونه، آماده سازی مخلوط واکنش و چ�خه 

استفاده کنید.

قبل از ر�ه اندازی PCR، فضای کاری خود ر� 

با اتانول ۷۰٪ یا با اس�ری مخصوص پاک

 کننده DNA تم�ز کنید.

همیشه دستکش های نو ب�وشید.

بر�ی آماده سازی PCR از لوله ها و سر�یپت

آئروسل  فیلت�های  دار�ی  استر�ل   های 

از  آلوده  الگوهای  استفاده کنید. بیشتر 

پ�پت های کثیف ناشی می شوند.

از  نوکلئاز،  و   DNA از  عاری  مع�ف های  از 

جمله آب، استفاده کنید.

از مز�یای آنز�م اور�س�ل-DNA گلیکوز�لاز 

آلوده الگوهای  تکث�ر   : کنید  استفاده 

 کننده ای که از آ�مایش های قبلی در محیط 

ر��ج تر�ن  از  یکی  مانده اند،  باقی  کار 

از   استفاده  است.  آلودگی  مشکلات 

 (UNG یا UDG) گلیکوز�لاز DNA-اور�س�ل

به   (  dNTP/dUTP مخلوط   )  dUTP و 

جلوگ�ری از ان�قال آلودگی کمک می کند. 

روند کار معمول به شرح ز�ر است:

 DNA گلیکوز�لاز،    DNA-اور�س�ل آنز�م 

بر�ی  می کند.  تجز�ه  ر�  اور�س�ل  حاوی 

جلوگ�ری از آلودگی ان�قالی، بر�ی PCR از 

به   dTTP جای  به   dTTP/dUTP یا   dUTP

پلیمر��های   DNA .کنید استفاده  تنها�ی 

Taq به طور مؤثر dUTP ر� ت�کیب می کنند. 

با پلیمر��های تصح�ح کننده،  با ا�ن حال، 

 Long and High پلیمر�ز یا Pfu DNA مانند

از  استفاده   ،  Fidelity PCR Master Mix

dUTP منجر به با�ده PCR پای�ن تری خواهد 

شد. dUTP تح�ک الکتروفو�تیک یا ر�ندمان 

�نگ آم�زی اتید�وم بروماید DNA ر� تغی�ر 

آماده سازی ناد�ست 

محصول PCR بر�ی 

کلونینگ

مع�ف های کلونینگ بی

 کیفیت

استر�تژی کلونینگ 

ناد�ست

ان�خاب ناد�ست آنز�م

من�ز�م بیش از حد در 

واکنش

نمی دهد. پس از PCR با dUTP، محصولات 

PCR سوبستر�ها�ی بر�ی UDG هستند و 

طول  در  اور�س�ل  حاوی   DNA هر 

 DNA-اور�س�ل با  کوتاه  انکوباس�ون 

م�حله،  ا�ن  می شود.  تجز�ه  گلیکوز�لاز 

الگوهای DNA آلوده از آ�مایش های قبلی 

ر� حذف می کند.

 PCR همیشه قبل از کلونینگ، محصولات

ا�ن  غ�ر  در  ؛  کنید  خالص سازی  ژل  از  ر� 

غ�ر  محصولات  و  �ر�یمر-دایمر  صو�ت، 

اختصاصی ممکن است کلون شوند.

هنگام ب�ش باند PCR از ژل، از قر�ر گ�فتن 

�نگ و  بنفش  ماور�ء  اشعه  مع�ض  در 

بروماید  اتید�وم  با  حد  از  بیش   آم�زی 

خودداری کنید. ا�ن عوامل باعث افز�یش 

 DNA فر�وانی جهش و آسیب به یکپا�چگی

در  گ�فتن  قر�ر  طول  در  ر�  ژل  می شوند. 

صفحه  روی  بنفش  ماور�ء  اشعه  مع�ض 

شیشه ای یا پلاستیکی نگه دار�د یا از �نگ

 ها�ی استفاده کنید که بر�ی تشخیص به 

اشعه ماور�ء بنفش نیاز ندا�ند.

بر�ی  بالا  کیفیت  با  مع�ف های  از  فقط 

قابل  وکتور   ، خالص  لیگاز  کلونینگ، 

اعتماد، سلول های با کار��ی بالا و مناسب 

استفاده کنید.

محصولات  پلیمر�ز،    Taq DNA آنز�م های 

که  می کنند  تولید   A دنباله های  با   PCR

بر�ی کلونینگ TA مناسب هستند و می

 توانند بدون نیاز به عملیات و��ه در ناقل

 TA کلونینگ  بر�ی  شوند.  کلون   T  های 

کا�آمدتر، م�حله طویل سازی نها�ی PCR ر� 

طولانی تر (تا ٣٠ دقیقه) در دمای ٧٢ د�جه 

سان�یگر�د انجام دهید.

 Long and یا Pfu DNA Polymerase آنز�م

  High Fidelity PCR Master Mix

محصولات PCR با ان�های صاف و آو�ز�ن 

تولید می کنند. ا�ن محصولات باید قبل از 

صاف،  ان�های  با  ناقل های  در  کلونینگ 

ان�های  با   PCR محصولات  شوند.  صاف 

صاف بر�ی کلونینگ TA مناسب نیستند.

خطای  م�ز�ن  بر�ی  ر�  مناسب   PCR آنز�م 

مو�د نظر ان�خاب کنید.

 Pfu DNA Polymerase بر�ی دقت بالاتر، از

 Long and High Fidelity PCR Master یا 

مو�د  خطای  م�ز�ن   . کنید  استفاده   Mix

ذکر  آنز�م  توضیحات  در  معمو�  ان�ظار 

شده است.

تولید  باعث  من�ز�م  حد  از  بیش  غلظت 

محصولات PCR غ�ر اختصاصی و کاهش 

دقت PCR می شود.

 Taq DNA بر�ی   PCR باف�های  از  ب�خی 

غلظت  در   +٢  Mg حاوی   Polymerase

بهینه هستند. من�ز�م بیشتری به چن�ن 

کلونینگ 

ناموفق 

PCR محصول

خطاهای توالی

 یابی ز�اد در 

PCR محصول

dNTP های نامتعادل و 

با کیفیت پای�ن

قالب خیلی کم

�ر�یمر با کیفیت پای�ن

آسیب DNA ناشی از قر�ر 

گ�فتن در مع�ض اشعه 

ماور�ء بنفش

باف�ها�ی اضافه نکنید.

 Taq ) باف�های دیگر حاوی من�ز�م نیستند

DNA Polymerase ) اما یک ویال جداگانه 

تهیه  امکان  که  دا�ند  من�ز�م  کلر�د  از 

غلظت های مختلف من�ز�م ر� فر�هم می

 کند.

 +٢ Mg اکیداً توصیه می شود که غلظت

هر  بر�ی  میلی مولار)   ۴ تا   ۱ محدوده  (در 

PCR بهینه شود.

بسیاری از کارب�دها در غلظت استاندا�د ۱.۵ 

ا�ن  با   . می کنند  کار   MgCl٢ میلی مولار 

از  استفاده  با  پ�ش�فته  کارب�دهای  حال، 

 ۲) MgClنومی به غلظت های بالاتر ٢� DNA

تا ۴ میلی مولار) نیاز دا�ند .

 MgCl٢ محلول  با  ر�   PCR من�ز�م  غلظت 

ا�ن  در  بالا  در  آنچه  مطابق  شده  ار�ئه 

تنظیم  است،  شده  داده  توض�ح  جدول 

کنید .

 dNTP از  فقط   ،PCR ن�ا�ج  بهتر�ن  بر�ی 

 ٪۹۹ خلوص  با  کیفیت،  بالاتر�ن  با  های 

استفاده کنید. خلوص dNTP به و��ه بر�ی 

PCR با ب�د طولانی و دقت بالا مهم است .

غلظت های نامتعادل dNTP می تواند منجر 

نها�ی  غلظت  شود.  دقت  کاهش  به 

تا ٠٫٢٥   ٠٫٢  ،dNTP هر بر�ی  شده  توصیه 

میلی مولار است. غلظت بالاتر (تا ٠٫٤ میلی

 مولار) ممکن است با�ده ر� افز�یش دهد.

dNTPها،  به   +٢  Mg اتصال  به  توجه  با 

غلظت Mg ٢+ باید متناسب با آن تنظیم 

شود. غلظت بیش از حد dNTP و من�ز�م، 

از  قبل  می دهد.  کاهش  ر�   PCR دقت 

استفاده، هر محلول dNTP ر� �خ �دا�ی و 

مخلوط کنید. ا�ن امر به و��ه بر�ی محلول

 های با غلظت بالا اهمیت دا�د.

حجم  بر�ی  الگو   DNA بهینه  مقاد�ر 

واکنش ۵۰ میکرولیتر:

              پلاسمید یا فاژ: ۰.۰۱ تا ۱ نانوگ�م

              �نومی: ۰.۱ تا ۱ میکروگ�م

غ�ر   PCR الگو،  حد  از  بیش  مقاد�ر 

مقاد�ر  می دهد.  افز�یش  ر�  اختصاصی 

ناکافی الگو، دقت ر� کاهش می دهد.

فقط از تام�ن کننده معتبر بر�ی �ر�یم�ها 

بی کیفیت  �ر�یم�های  کنید.  استفاده 

ممکن است حاوی خطاهای توالی باشند.

هنگام ب�ش باند PCR از ژل، از قر�ر گ�فتن 

�نگ و  بنفش  ماور�ء  اشعه  مع�ض  در 

بروماید  اتید�وم  با  حد  از  بیش   آم�زی 

افز�یش  باعث  کار  ا�ن  کنید.  خودداری 

 DNA فر�وانی جهش و آسیب به یکپا�چگی

در  گ�فتن  قر�ر  طول  در  ر�  ژل  می شود. 

صفحه  روی  بنفش  ماور�ء  اشعه  مع�ض 

شیشه ای یا پلاستیکی نگه دار�د یا از �نگ

 ها�ی استفاده کنید که بر�ی تشخیص به 

اشعه ماور�ء بنفش نیاز ندا�ند.

در  کنید،  تکر�ر  ر�  توالی  تعی�ن  واکنش 

صو�ت وجود DNA پ�چیده و غنی از GC، از 

اختصاصی  توالی  تعی�ن  مع�ف های 

استفاده کنید.

با  مع�ف های  از   PCR ن�ا�ج بهتر�ن  بر�ی 

کیفیت بالا استفاده کنید

مجموعه ها و مخلوط های dNTP که شامل 

dNTP ٪۹۹های خالص هستند.

و  بالا  خلوص  با  آنز�م های  از   PCR بر�ی 

باف�های بدون نوکلئاز استفاده کنید .

در صو�ت امکان، قبل از هر PCR، کیفیت 

و سلامت الگو ر� دوبا�ه بر�سی کنید.

از  از پ�پت ها و لوله های مخصوص  فقط 

استفاده  بالا  کیفیت  با  پلاستیک  جنس 

کنید که به DNA یا �روت��ن ها متصل نمی

 شوند.

قبل از هر بار استفاده، تمام مع�ف ها ر� 

خوب مخلوط کنید.

مست�میکس  است،  ممکن  که  �مان  هر 

د�ست کنید تا خطاهای پ�پتینگ کاهش 

یابد.

هر تغی�ر در مع�ف ها یا موادی که بر�ی 

ر� ز�ر نظر داشته  PCR استفاده می کنید 

 PCR باشید. هر تغی�ری می تواند بر ن�ا�ج

تأث�ر بگذا�د.

محیط کار ر� تم�ز نگه دار�د. هنگام آماده

احتمال  تا  باشید  مر�قب  باید   ،PCR سازی 

آلودگی با نوکلئا�ها از ب�ن برود.

از مناطق تم�ز و جداگانه بر�ی آماده سازی 

نمونه، آماده سازی مخلوط واکنش و چ�خه 

استفاده کنید.

قبل از ر�ه اندازی PCR، فضای کاری خود ر� 

با اتانول ۷۰٪ یا با اس�ری مخصوص تم�ز 

کنید.

همیشه دستکش های نو ب�وشید.

بر�ی انجام PCR از لوله ها و سر�یپت های 

استفاده  آئروسل  فیلتر  دار�ی  استر�ل 

کنید.

از  نوکلئاز،  و   DNA از  عاری  مع�ف های  از 

جمله آب، استفاده کنید.



ر�ه حل

مو�د  �نگ  عملک�د  و  الکتروفورز  شر�یط 

دوبا�ه  ر�  ژل  �نگ آم�زی  بر�ی  استفاده 

مشکل  به  مشکوک  اگر  کنید.  بر�سی 

تشخیص هستید، یک بار دیگر ژل ر� اجر� 

 PCR محصول  امکان  صو�ت  در  کنید، 

بیشتری روی ژل قر�ر دهید. مطمئن شوید 

و  شده  �نگ آم�زی  د�ستی  به  ژل  که 

مشاهده  قابل  خوبی  به   DNA ن�دبان 

است.

 ،PCR بر�ی تعی�ن تقر�بی کمیت محصول

معمو� از الکتروفورز استاندا�د ژل آگارز و 

�نگ آم�زی اتید�وم بروماید استفاده می

 DNA ن�دبان های  از  استفاده  با   شود. 

می  ،DNA با�گذاری  �نگ های  و  مناسب 

تعی�ن  ر�   PCR محصول  اندا�ه  هم   توان 

با  باند  شدت  مقایسه  با  هم  و  ک�د 

از  ن�دبانی   DNA باند  اندا�ه  ن�دیکتر�ن 

کمیت شناخته شده، تقر�باً کمیت DNA ر� 

تعی�ن ک�د.

که  استاندا�دی  مع�ف های  با   PCR اگر 

انجام می شود، �نگ  حاوی �نگ نیستند 

با�گذاری DNA ر� قبل از با�گذاری روی ژل به 

واکنش ها اضافه کنید. بر�ی ص�فه جو�ی 

آنز�م های  از  می توان  تلاش،  و  �مان  در 

مخلوط  ف�مولاس�ون های  و  بافر   ، و��ه 

با�گذاری  �نگ های  حاوی  که  اصلی 

با�گذاری  بر�ی  هستند،  الکتروفورز 

مستقیم محصولات PCR روی ژل استفاده 

ک�د.

هنگام انجام الکتروفورز، معمو� توصیه 

 ۱۰ تا   ۲) مختلفی  حجم های  می شود 

میکرولیتر) از واکنش ر� روی ژل با�گذاری 

کنید. با�گذاری حجم های واکنش ناکافی 

با�ده  صو�ت  در  اشتباه  به  است  ممکن 

پای�ن به عنوان عدم با�ده تفس�ر شود. 

حد  از  بیش  واکنش  حجم های  با�گذاری 

باعث  بالا  با�ده  صو�ت  در  است  ممکن 

مقدار  تعی�ن  و  اندا�ه گ�ری  مشکلات 

شود.

مها�کننده های ناشی از الگو، �ر�یم�ها و 

با�ده  بی کیفیت می توانند  واکنشگ�های 

PCR ر� کاهش دهند. DNA الگو ر� خالص

 سازی کنید و از واکنشگ�های با بالاتر�ن 

و  dNTPها  به و��ه   ،PCR بر�ی  کیفیت 

معتبر  تأم�ن کننده  یک  از  �ر�یم�ها، 

استفاده کنید.

مقاد�ر ناچ�زی از آلاینده ها�ی که گاهی 

اوقات پس از خالص سازی DNA باقی می

 ،K یا �روت�یناز   EDTA ،مانند، مانند فنول 

می توانند PCR ر� مهار کنند. آلاینده ها ر� با 

�سوب اتانول از ب�ن ببر�د و �سوب DNA ر� 

با اتانول ٧٠٪ بشوی�د.

بر�ی هر آ�مایش، یک واکنش کن�رل مثبت 

منبع  شناسا�ی  به  تا  بگ�ر�د  نظر  در 

بر�ی  کند.  کمک  با�دا�نده  ناخالصی های 

 PCR ،تعی�ن اینکه آیا یک الگوی مشکوک

ر� مهار می کند یا خ�ر، الگو و �ر�یم�ها�ی ر� 

جدید  واکنش  یک  بر�ی  که  کنید  اضافه 

مؤثر شناخته شده اند. ن�یجه ر� با واکنش 

کن��لی که حاوی الگوی مشکوک نیست 

می مشابه  کن�رل های  از  کنید.  مقایسه 

 توان بر�ی آ�مایش �ر�یم�ها و سا�ر مع�ف

 ها بر�ی مهار PCR استفاده ک�د.

اختصاصی  ن�م افز�ر  از  امکان،  صو�ت  در 

بر�ی طر�حی �ر�یمر استفاده کنید. ن�م افز�ر 

خود-مکمل از  تا  می کند  کمک  شما  به 

چندگانه  مکمل سازی های  �ر�یمر،   سازی 

در  مستقیم  تکر��های  و  الگو-�ر�یمر 

�ر�یمر جلوگ�ری کنید تا از تشک�ل سنجاق 

سر و �ر�یمر-دایمر جلوگ�ری شود. مکمل

تشک�ل  باعث   '٣ ان�های  در   سازی 

�ر�یمر-دایمر می شود و یکی از ر��ج تر�ن 

مشکلات PCR است.

�ر�یم�ها�ی به طول ۲۰ تا ۳۰ نوکلئوتید 

از  ایده آل،  حالت  در  کنید.  طر�حی 

 GC محتوای   ٪۵۰ حدود  با  �ر�یم�ها�ی 

امکان،  صو�ت  در  کنید.  استفاده 

�ر�یم�ها�ی با یک یا دو G یا C در ان�های 

۳' ان�خاب کنید.

خلوص و سلامت شیمیا�ی �ر�یم�ها بر�ی 

است.  مهم  بسیار   PCR خوب  ن�ا�ج 

�ر�یم�ها همیشه باید به مقدار اضافی در 

با غلظت های مساوی،  مخلوط واکنش و 

 ١ تا  میکرومولار   ٠٫١ محدوده  در  معمو� 

میکرومولار، وجود داشته باشند. غلظت 

تعی�ن  تجربی  صو�ت  به  �ر�یم�ها  بهینه 

می شود. غلظت بیش از حد �ر�یم�ها می

 تواند به دل�ل افز�یش �ر�یمینگ ناقص، 

اختصاصیت PCR ر� کاهش دهد.

DNA �نومی ر� با دقت خالص سازی کنید و 

از به اشتر�ک گذاشتن آن خودداری کنید. 

از کیت های خالص سازی طر�حی شده بر�ی 

مقاد�ر  کنید.  استفاده  الگو   DNA نوع 

واکنش ۵۰  حجم  بر�ی  الگو   DNA بهینه

میکرولیتر:

پلاسمید یا فاژ: ۰.۰۱ تا ۱ نانوگ�م

�نومی: ۰.۱ تا ۱ میکروگ�م

غ�ر   PCR الگو،  حد  از  بیش  مقاد�ر 

مقاد�ر  می دهد.  افز�یش  ر�  اختصاصی 

می دهد.  کاهش  ر�  دقت  الگو،  ناکافی 

فر�وانی  که  �مانی  بالاتر،  حساسیت  بر�ی 

داغ  شروع  آنز�م های  از   ، است  کم  الگو 

استفاده کنید . بر�ی الگوهای پ�چیده یا 

غنی از GC، از افزودنی ها و آنز�م بیشتری 

بر�ی  که  محصولاتی  از  یا  کنید  استفاده 

از GC تولید شده اند، استفاده  PCR غنی 

کنید .

 dNTP از  فقط   ،PCR ن�ا�ج  بهتر�ن  بر�ی 

 ٪۹۹ خلوص  با  کیفیت،  بالاتر�ن  با  های 

استفاده کنید. خلوص dNTP به و��ه بر�ی 

PCR با ب�د طولانی و دقت بالا مهم است .

غلظت های نامتعادل dNTP می تواند منجر 

نها�ی  غلظت  شود.  دقت  کاهش  به 

تا ٠٫٢٥   ٠٫٢  ،dNTP هر بر�ی  شده  توصیه 

میلی مولار است. غلظت بالاتر (تا ٠٫٤ میلی

 مولار) ممکن است با�ده ر� افز�یش دهد.

dNTPها،  به   +٢  Mg اتصال  به  توجه  با 

غلظت Mg ٢+ باید متناسب با آن تنظیم 

شود. غلظت بیش از حد dNTP و من�ز�م، 

از  قبل  می دهد.  کاهش  ر�   PCR دقت 

استفاده، هر محلول dNTP ر� �خ �دا�ی و 

مخلوط کنید. ا�ن امر به و��ه بر�ی محلول

 های با غلظت بالا اهمیت دا�د.

کمپلکس های  من�ز�م  �ون های 

از  ب�خی  می کنند.  ت�بیت  ر�  �ر�یمر-الگو 

 Taq DNA Polymerase بر�ی PCR باف�های

هستند.  بهینه  غلظت  در   +٢  Mg حاوی 

 Taq ) سا�ر باف�ها حاوی من�ز�م نیستند

یک  با  اما   ( نوت�کیب   ،DNA Polymerase

می ار�ئه  من�ز�م  کلر�د  از  جداگانه  ویال 

 شوند که امکان تهیه غلظت های مختلف 

من�ز�م ر� فر�هم می کند.

الگوی  و  �ر�یم�ها   ، dNTPها  به   +٢  Mg

می توصیه  اکیداً  می شود.  متصل   DNA

 شود که غلظت Mg ٢+ (در محدوده ۱ تا ۴ 

میلی مولار) بر�ی هر PCR بهینه شود.

ر�   PCR محصول  با�ده  ناکافی،  من�ز�م 

حد  از  بیش  غلظت  می دهد.  کاهش 

غ�ر   PCR محصولات تولید  باعث  من�ز�م 

اختصاصی و کاهش دقت PCR می شود.

نسبت dNTPها و من�ز�م در PCR معمو� 

باید ۱:۲ باشد. وقتی غلظت dNTP افز�یش 

متناسباً  باید  ن�ز  من�ز�م  غلظت  می یابد، 

افز�یش یابد.

یا سا�ر   EDTA حاوی DNA نمونه های اگر 

باشند، غلظت  متصل شونده های فلزی 

�ون من�ز�م باید به طور متناسب افز�یش 

یک  به   EDTA مولکول  یک  ز�ر�  یابد، 

مولکول Mg٢ + متصل می شود .

بسیاری از کارب�دها در غلظت استاندا�د ۱.۵ 

ا�ن  با   . می کنند  کار   MgCl٢ میلی مولار 

حال، کارب�دهای پ�ش�فته تر با استفاده از 

 ۲) MgClنومی به غلظت های بالاتر ٢� DNA

تا ۴ میلی مولار) نیاز دا�ند . غلظت من�ز�م 

ار�ئه شده طبق   MgClر� با محلول ٢  PCR

جدول ز�ر تنظیم کنید :

 

دناتور�س�ون اولیه کامل DNA بر�ی با�ده 

 ۳ تا   ۱ معمو�  است.  ضروری   PCR خوب 

د�جه  دمای ۹۵  در  دناتور�س�ون  دقیقه 

سان�یگر�د کافی است. بر�ی الگوهای غنی 

از GC ، ممکن است تا ۱۰ دقیقه �مان لا�م 

باشد. اگر م�حله دناتور�س�ون اولیه بسیار 

می شود  توصیه  شود،  انجام  طولانی 

اتمام دناتور�س�ون  از  ر� فقط پس  آنز�م 

اضافه کنید.

دناتور�س�ون معمو� ٣٠  در طول چ�خه، 

تا ٢ دقیقه در دمای ٩٤-٩٥ د�جه  ثانیه 

می شود.  انجام  چ�خه  هر  در  سان�یگر�د 

بر�ی الگوهای غنی از GC ، ا�ن م�حله می

به  تا ٣-٤ دقیقه طولانی تر شود.   تواند 

عنوان یک جایگز�ن، دناتور�س�ون DNA ر� 

افزودنی ها�ی  از  استفاده  با  می توان 

مانند گلیسرول، DMSO یا ف�مامید افز�یش 

داد. هنگام استفاده از افزودنی ها، دمای 

اتصال باید تنظیم شود، ز�ر� دمای ذوب 

کمپلکس های �ر�یمر-الگو ممکن است به 

طور قابل توجهی کاهش یابد.

دمای ذوب �ر�یمر ر� با استفاده از ن�م افز�ر 

مناسب محاسبه کنید. دمای اتصال �ر�یمر 

کمتر�ن  از  کمتر  د�جه سان�یگر�د  باید ۵ 

دمای ذوب �ر�یمر باشد. مدت �مان اتصال 

معمو� ۳۰ ثانیه تا ۲ دقیقه است.

دمای پای�ن باز�خت منجر به پس �مینه 

بالا می شود. دمای بالای باز�خت ممکن 

است با�ده ر� کاهش دهد.

دمای Annealing ر� به صو�ت م�حله ای و 

با افز�یش ۱ تا ۲ د�جه سان�ی گر�د بهینه 

کنید.

 ،DMSO ،در حضور افزودنی ها (گلیسرول

به  نیاز  است  بتائ�ن)، ممکن  و  ف�مامید 

تنظیم دمای Annealing باشد.

در طول م�حله تکث�ر PCR، واکنش تکث�ر 

�ر�یمر معمو� به مدت ۱ دقیقه در دمای 

بر�ی  بهینه  دمای  سان�یگر�د،  د�جه   ۷۲

بر�ی   ،  Taq DNA Polymerase آنز�م 

محصولات PCR تا Kb ۲ انجام می شود.

 ۱ تکث�ر  �مان  طولانی،  ب�د  با   PCR بر�ی 

و  می یابد  افز�یش  کیلوبایت  بر  دقیقه 

د�جه   ۶۸) پای�ن تر  تکث�ر  دمای 

�فتن  دست  از  تا  است  سان�یگر�د) 

فعالیت آنز�م به حداقل ب�سد.

 Taq DNA از  کندتر   Pfu که  آنجا�ی  از 

م�حله  یک  از   ، است   Polymerase

گست�ش ۲ دقیقه ای به از�ی هر کیلوبایت 

استفاده  سان�یگر�د  د�جه   ۷۲ دمای  در 

می شود.

طولانی تر  معمو�  تکث�ر  نها�ی  م�حله 

 PCR محصولات  تکم�ل  از  تا  است 

اطمینان حاصل شود. ا�ن م�حله نها�ی، 

که معمو� ۱۵ تا ۳۰ دقیقه در دمای ۷۲ 

د�جه سان�یگر�د طول می کشد، به و��ه 

�مانی اهمیت دا�د که محصول PCR در 

ناقل T کلون شود.

به  توجه  با  باید  چ�خه ها  بهینه  تعداد 

قطعه  طول  و  الگو  پ�چیدگی  و  کمیت 

طور  به  شود.  تعی�ن  شده  تکث�ر 

معمول، ۲۵ تا ۳۰ چ�خه بر�ی با�ده خوب 

کافی است.

تعداد ناکافی چ�خه ها ممکن است منجر 

به عملک�د ضعیف شود.

ایجاد  باعث  می توانند  ز�اد  چ�خه های 

پس �مینه بالا شوند.

�مانی که تعداد template کم است، مثلا 

١٠ ک�ی، ٤٠ چ�خه پ�شنهاد میشود.

نقطه   PCR تکنیک  ان�خاب  ر�هنمای 

پایانی بر�ی کارب�دهای م�تبط با کلونینگ

ر�هنما و مرور کلی کارب�د PCR استاندا�د

بر  مروری  و  محصول  ان�خاب  ر�هنمای 

کارب�د PCR در حالت شروع داغ 

بر  مروری  و  محصول  ان�خاب  ر�هنمای 

و  طولانی  بالا،  وفاداری  با   PCR کارب�د 

 GC غنی از

بر  مروری  و  محصول  ان�خاب  ر�هنمای 

RT PCR کارب�د رونویسی معکوس و

اختصاصی  ن�م افز�ر  از  امکان،  صو�ت  در 

بر�ی طر�حی �ر�یمر استفاده کنید. ن�م افز�ر 

خود-مکمل از  تا  می کند  کمک  شما  به 

چندگانه  مکمل سازی های  �ر�یمر،   سازی 

در  مستقیم  تکر��های  و  الگو-�ر�یمر 

�ر�یمر جلوگ�ری کنید تا از تشک�ل سنجاق 

سر و �ر�یمر-دایمر جلوگ�ری شود. مکمل

تشک�ل  باعث   '٣ ان�های  در   سازی 

�ر�یمر-دایمر می شود و یکی از ر��ج تر�ن 

مشکلات PCR است.

�ر�یم�ها�ی به طول ۲۰ تا ۳۰ نوکلئوتید 

از  ایده آل،  حالت  در  کنید.  طر�حی 

 GC محتوای   ٪۵۰ حدود  با  �ر�یم�ها�ی 

امکان،  صو�ت  در  کنید.  استفاده 

�ر�یم�ها�ی با یک یا دو G یا C در ان�های 

۳' ان�خاب کنید.

خلوص و سلامت شیمیا�ی �ر�یم�ها بر�ی 

است.  مهم  بسیار   PCR خوب  ن�ا�ج 

�ر�یم�ها همیشه باید به مقدار اضافی در 

با غلظت های مساوی،  مخلوط واکنش و 

 ١ تا  میکرومولار   ٠٫١ محدوده  در  معمو� 

میکرومولار، وجود داشته باشند. غلظت 

تعی�ن  تجربی  صو�ت  به  �ر�یم�ها  بهینه 

می شود. غلظت بیش از حد �ر�یم�ها می

 تواند به دل�ل افز�یش �ر�یمینگ ناقص، 

اختصاصیت PCR ر� کاهش دهد.

 Hot Start) سر�ع  شروع  آنز�م های  از 

�ساندن  حداقل  به  بر�ی   (Enzymes

تشک�ل دایمر �ر�یمر در طول آماده سازی 

واکنش در دمای اتاق استفاده کنید .

تولید  باعث  من�ز�م  حد  از  بیش  غلظت 

محصولات PCR غ�ر اختصاصی و کاهش 

دقت PCR می شود.

 Taq DNA بر�ی   PCR باف�های  از  ب�خی 

غلظت  در   +٢  Mg حاوی   Polymerase

بهینه هستند. من�ز�م بیشتری به چن�ن 

باف�ها�ی اضافه نکنید.

 Taq ) باف�های دیگر حاوی من�ز�م نیستند

DNA Polymerase ) اما یک ویال جداگانه 

تهیه  امکان  که  دا�ند  من�ز�م  کلر�د  از 

غلظت های مختلف من�ز�م ر� فر�هم می

 کند.

 +٢ Mg تاکیداً توصیه می شود که غلظت

هر  بر�ی  میلی مولار)   ۴ تا   ۱ محدوده  (در 

PCR بهینه شود.

بسیاری از کارب�دها در غلظت استاندا�د ۱.۵ 

ا�ن  با   . می کنند  کار   MgCl٢ میلی مولار 

از  استفاده  با  پ�ش�فته  کارب�دهای  حال، 

 ۲) MgClنومی به غلظت های بالاتر ٢� DNA

تا ۴ میلی مولار) نیاز دا�ند .

غلظت من�ز�م PCR ر� با محلول MgCl٢ ار�ئه 

جدول  ا�ن  در  بالا  در  آنچه  مطابق  شده 

توض�ح داده شده است، تنظیم کنید .

مقاد�ر بهینه DNA الگو در حجم واکنش 

۵۰ میکرولیتر عبا�تند از:

 DNA بر�ی  نانوگ�م   ۱-۰.۰۱ محدوده  در 

پلاسمید یا فاژ 

 DNA بر�ی  میکروگ�م   ۱-۰.۱ محدوده  در 

�نومی

مقدار مناسب الگو ر� بر�ی هر واکنش به 

صو�ت تجربی ان�خاب کنید. مقاد�ر خیلی 

ز�اد الگو، PCR غ�ر اختصاصی ر� افز�یش 

می دهد، مقاد�ر خیلی کم الگو، دقت ر� 

کاهش می دهد.

واکنش PCR ر� روی �خ انجام دهید، تمام 

مع�ف ها ر� روی �خ نگه دار�د.

بر�ی تنظیم دمای اتاق، فقط از آنز�م های 

شروع داغ (Hot Start Enzymes) استفاده 

دمای  در  گ�مادوست  پلیمر��های   . کنید 

تکث�ر  به  منجر  که  هستند  فعال  اتاق 

اتصال  دل�ل  به  نامشخص  اهداف 

آنز�م های  می شود.   �ر�یمر  تصادفی 

در  واکنش  تنظیم  طول  در  داغ  شروع 

دمای اتاق کام� غ��فعال هستند و تنها 

می شوند.  فعال  شدن  گ�م  از  پس 

تشک�ل  و  �ر�یم  بدون  تکث�ر  بنابر��ن، 

پس �مینه  و  نمی دهد  رخ  �ر�یمر-دایمر 

PCR ر� کاهش می دهد.

دمای اتصال �ر�یمر باید ۵ د�جه سان�یگر�د 

 (Tm) کمتر از پای�ن تر�ن دمای ذوب �ر�یمر

باشد.

است.  دقیقه   ۲ تا  ثانیه   ۳۰ اتصال  �مان 

تولید  به  منجر  پای�ن  خیلی  اتصال  دمای 

ز�اد پس �مینه می شود و دمای خیلی بالا 

ممکن است منجر به عدم تولید محصول 

در PCR شود.

مو�د  �نگ  عملک�د  و  الکتروفورز  شر�یط 

دوبا�ه  ر�  ژل  �نگ آم�زی  بر�ی  استفاده 

بر�سی کنید. ممکن است آلودگی نوکلئاز 

وجود  �نگ آم�زی  یا  الکتروفورز  بافر  در 

داشته باشد. اگر مشکوک هستید که ا�ن 

بار  می تواند مشکل تشخیص باشد، یک 

امکان  صو�ت  در  کنید،  اجر�  ر�  ژل  دیگر 

قر�ر  ژل  روی  ر�  بیشتری   PCR محصول 

به د�ستی  ژل  که  دهید. مطمئن شوید 

�نگ آم�زی شده و ن�دبان DNA به خوبی 

قابل مشاهده است.

هنگام انجام الکتروفورز، معمو� توصیه 

 ۱۰ تا   ۲) مختلفی  حجم های  می شود 

میکرولیتر) از واکنش ر� روی ژل با�گذاری 

کنید. با�گذاری حجم های واکنش ناکافی 

با�ده  صو�ت  در  اشتباه  به  است  ممکن 

پای�ن به عنوان عدم با�ده تفس�ر شود. 

حد  از  بیش  واکنش  حجم های  با�گذاری 

باعث  بالا  با�ده  صو�ت  در  است  ممکن 

مشکلات اندا�ه گ�ری و تعی�ن مقدار شود.

DNA �نومی ر� با دقت خالص سازی کنید و 

از به اشتر�ک گذاشتن آن خودداری کنید. 

از کیت های خالص سازی طر�حی شده بر�ی 

مقاد�ر  کنید.  استفاده  الگو   DNA نوع 

واکنش ۵۰  حجم  بر�ی  الگو   DNA بهینه

میکرولیتر:

              پلاسمید یا فاژ: ۰.۰۱ تا ۱ نانوگ�م

              �نومی: ۰.۱ تا ۱ میکروگ�م

غ�ر   PCR الگو،  حد  از  بیش  مقاد�ر 

مقاد�ر  می دهد.  افز�یش  ر�  اختصاصی 

ناکافی الگو، دقت ر� کاهش می دهد.

بر�ی افز�یش اختصاصیت PCR از آنز�م های 

Hot Start استفاده کنید و همان توصیه

بلند  یا  بر�ی محصولات کوتاه  ر�  بالا   های 

غ�ر اختصاصی دنبال کنید.

محیط کار ر� تم�ز نگه دار�د. هنگام آماده

احتمال  تا  باشید  مر�قب  باید   ،PCR سازی 

ب�ن  از  خا�جی   DNA الگوهای  با  آلودگی 

برود.

از مناطق تم�ز و جداگانه بر�ی آماده سازی 

نمونه، آماده سازی مخلوط واکنش و چ�خه 

استفاده کنید.

قبل از ر�ه اندازی PCR، فضای کاری خود ر� 

با اتانول ۷۰٪ یا با اس�ری مخصوص پاک

 کننده DNA تم�ز کنید.

همیشه دستکش های نو ب�وشید.

بر�ی آماده سازی PCR از لوله ها و سر�یپت

آئروسل  فیلت�های  دار�ی  استر�ل   های 

از  آلوده  الگوهای  استفاده کنید. بیشتر 

پ�پت های کثیف ناشی می شوند.

از  نوکلئاز،  و   DNA از  عاری  مع�ف های  از 

جمله آب، استفاده کنید.

از مز�یای آنز�م اور�س�ل-DNA گلیکوز�لاز 

آلوده الگوهای  تکث�ر   : کنید  استفاده 

 کننده ای که از آ�مایش های قبلی در محیط 

ر��ج تر�ن  از  یکی  مانده اند،  باقی  کار 

از   استفاده  است.  آلودگی  مشکلات 

 (UNG یا UDG) گلیکوز�لاز DNA-اور�س�ل

به   (  dNTP/dUTP مخلوط   )  dUTP و 

جلوگ�ری از ان�قال آلودگی کمک می کند. 

روند کار معمول به شرح ز�ر است:

 DNA گلیکوز�لاز،    DNA-اور�س�ل آنز�م 

بر�ی  می کند.  تجز�ه  ر�  اور�س�ل  حاوی 

جلوگ�ری از آلودگی ان�قالی، بر�ی PCR از 

به   dTTP جای  به   dTTP/dUTP یا   dUTP

پلیمر��های   DNA .کنید استفاده  تنها�ی 

Taq به طور مؤثر dUTP ر� ت�کیب می کنند. 

با پلیمر��های تصح�ح کننده،  با ا�ن حال، 

 Long and High پلیمر�ز یا Pfu DNA مانند

از  استفاده   ،  Fidelity PCR Master Mix

dUTP منجر به با�ده PCR پای�ن تری خواهد 

شد. dUTP تح�ک الکتروفو�تیک یا ر�ندمان 

�نگ آم�زی اتید�وم بروماید DNA ر� تغی�ر 

نمی دهد. پس از PCR با dUTP، محصولات 

PCR سوبستر�ها�ی بر�ی UDG هستند و 

طول  در  اور�س�ل  حاوی   DNA هر 

 DNA-اور�س�ل با  کوتاه  انکوباس�ون 

م�حله،  ا�ن  می شود.  تجز�ه  گلیکوز�لاز 

الگوهای DNA آلوده از آ�مایش های قبلی 

ر� حذف می کند.

 PCR همیشه قبل از کلونینگ، محصولات

ا�ن  غ�ر  در  ؛  کنید  خالص سازی  ژل  از  ر� 

غ�ر  محصولات  و  �ر�یمر-دایمر  صو�ت، 

اختصاصی ممکن است کلون شوند.

هنگام ب�ش باند PCR از ژل، از قر�ر گ�فتن 

�نگ و  بنفش  ماور�ء  اشعه  مع�ض  در 

بروماید  اتید�وم  با  حد  از  بیش   آم�زی 

خودداری کنید. ا�ن عوامل باعث افز�یش 

 DNA فر�وانی جهش و آسیب به یکپا�چگی

در  گ�فتن  قر�ر  طول  در  ر�  ژل  می شوند. 

صفحه  روی  بنفش  ماور�ء  اشعه  مع�ض 

شیشه ای یا پلاستیکی نگه دار�د یا از �نگ

 ها�ی استفاده کنید که بر�ی تشخیص به 

اشعه ماور�ء بنفش نیاز ندا�ند.

بر�ی  بالا  کیفیت  با  مع�ف های  از  فقط 

قابل  وکتور   ، خالص  لیگاز  کلونینگ، 

اعتماد، سلول های با کار��ی بالا و مناسب 

استفاده کنید.

محصولات  پلیمر�ز،    Taq DNA آنز�م های 

که  می کنند  تولید   A دنباله های  با   PCR

بر�ی کلونینگ TA مناسب هستند و می

 توانند بدون نیاز به عملیات و��ه در ناقل

 TA کلونینگ  بر�ی  شوند.  کلون   T  های 

کا�آمدتر، م�حله طویل سازی نها�ی PCR ر� 

طولانی تر (تا ٣٠ دقیقه) در دمای ٧٢ د�جه 

سان�یگر�د انجام دهید.

 Long and یا Pfu DNA Polymerase آنز�م

  High Fidelity PCR Master Mix

محصولات PCR با ان�های صاف و آو�ز�ن 

تولید می کنند. ا�ن محصولات باید قبل از 

صاف،  ان�های  با  ناقل های  در  کلونینگ 

ان�های  با   PCR محصولات  شوند.  صاف 

صاف بر�ی کلونینگ TA مناسب نیستند.

خطای  م�ز�ن  بر�ی  ر�  مناسب   PCR آنز�م 

مو�د نظر ان�خاب کنید.

 Pfu DNA Polymerase بر�ی دقت بالاتر، از

 Long and High Fidelity PCR Master یا 

مو�د  خطای  م�ز�ن   . کنید  استفاده   Mix

ذکر  آنز�م  توضیحات  در  معمو�  ان�ظار 

شده است.

تولید  باعث  من�ز�م  حد  از  بیش  غلظت 

محصولات PCR غ�ر اختصاصی و کاهش 

دقت PCR می شود.

 Taq DNA بر�ی   PCR باف�های  از  ب�خی 

غلظت  در   +٢  Mg حاوی   Polymerase

بهینه هستند. من�ز�م بیشتری به چن�ن 

باف�ها�ی اضافه نکنید.

 Taq ) باف�های دیگر حاوی من�ز�م نیستند

DNA Polymerase ) اما یک ویال جداگانه 

تهیه  امکان  که  دا�ند  من�ز�م  کلر�د  از 

غلظت های مختلف من�ز�م ر� فر�هم می

 کند.

 +٢ Mg اکیداً توصیه می شود که غلظت

هر  بر�ی  میلی مولار)   ۴ تا   ۱ محدوده  (در 

PCR بهینه شود.

بسیاری از کارب�دها در غلظت استاندا�د ۱.۵ 

ا�ن  با   . می کنند  کار   MgCl٢ میلی مولار 

از  استفاده  با  پ�ش�فته  کارب�دهای  حال، 

 ۲) MgClنومی به غلظت های بالاتر ٢� DNA

تا ۴ میلی مولار) نیاز دا�ند .

 MgCl٢ محلول  با  ر�   PCR من�ز�م  غلظت 

ا�ن  در  بالا  در  آنچه  مطابق  شده  ار�ئه 

تنظیم  است،  شده  داده  توض�ح  جدول 

کنید .

 dNTP از  فقط   ،PCR ن�ا�ج  بهتر�ن  بر�ی 

 ٪۹۹ خلوص  با  کیفیت،  بالاتر�ن  با  های 

استفاده کنید. خلوص dNTP به و��ه بر�ی 

PCR با ب�د طولانی و دقت بالا مهم است .

غلظت های نامتعادل dNTP می تواند منجر 

نها�ی  غلظت  شود.  دقت  کاهش  به 

تا ٠٫٢٥   ٠٫٢  ،dNTP هر بر�ی  شده  توصیه 

میلی مولار است. غلظت بالاتر (تا ٠٫٤ میلی

 مولار) ممکن است با�ده ر� افز�یش دهد.

dNTPها،  به   +٢  Mg اتصال  به  توجه  با 

غلظت Mg ٢+ باید متناسب با آن تنظیم 

شود. غلظت بیش از حد dNTP و من�ز�م، 

از  قبل  می دهد.  کاهش  ر�   PCR دقت 

استفاده، هر محلول dNTP ر� �خ �دا�ی و 

مخلوط کنید. ا�ن امر به و��ه بر�ی محلول

 های با غلظت بالا اهمیت دا�د.

حجم  بر�ی  الگو   DNA بهینه  مقاد�ر 

واکنش ۵۰ میکرولیتر:

              پلاسمید یا فاژ: ۰.۰۱ تا ۱ نانوگ�م

              �نومی: ۰.۱ تا ۱ میکروگ�م

غ�ر   PCR الگو،  حد  از  بیش  مقاد�ر 

مقاد�ر  می دهد.  افز�یش  ر�  اختصاصی 

ناکافی الگو، دقت ر� کاهش می دهد.

فقط از تام�ن کننده معتبر بر�ی �ر�یم�ها 

بی کیفیت  �ر�یم�های  کنید.  استفاده 

ممکن است حاوی خطاهای توالی باشند.

هنگام ب�ش باند PCR از ژل، از قر�ر گ�فتن 

�نگ و  بنفش  ماور�ء  اشعه  مع�ض  در 

بروماید  اتید�وم  با  حد  از  بیش   آم�زی 

افز�یش  باعث  کار  ا�ن  کنید.  خودداری 

 DNA فر�وانی جهش و آسیب به یکپا�چگی

در  گ�فتن  قر�ر  طول  در  ر�  ژل  می شود. 

صفحه  روی  بنفش  ماور�ء  اشعه  مع�ض 

شیشه ای یا پلاستیکی نگه دار�د یا از �نگ

 ها�ی استفاده کنید که بر�ی تشخیص به 

خطاهای توالی یابی

ر�جنت های بی کیفیت

خطاهای ر�ه اندازی

تغی�ر�ت کام�وننت

آلودگی نوکلئاز

اشعه ماور�ء بنفش نیاز ندا�ند.

در  کنید،  تکر�ر  ر�  توالی  تعی�ن  واکنش 

صو�ت وجود DNA پ�چیده و غنی از GC، از 

اختصاصی  توالی  تعی�ن  مع�ف های 

استفاده کنید.

با  مع�ف های  از   PCR ن�ا�ج بهتر�ن  بر�ی 

کیفیت بالا استفاده کنید

مجموعه ها و مخلوط های dNTP که شامل 

dNTP ٪۹۹های خالص هستند.

و  بالا  خلوص  با  آنز�م های  از   PCR بر�ی 

باف�های بدون نوکلئاز استفاده کنید .

در صو�ت امکان، قبل از هر PCR، کیفیت 

و سلامت الگو ر� دوبا�ه بر�سی کنید.

از  از پ�پت ها و لوله های مخصوص  فقط 

استفاده  بالا  کیفیت  با  پلاستیک  جنس 

کنید که به DNA یا �روت��ن ها متصل نمی

 شوند.

قبل از هر بار استفاده، تمام مع�ف ها ر� 

خوب مخلوط کنید.

مست�میکس  است،  ممکن  که  �مان  هر 

د�ست کنید تا خطاهای پ�پتینگ کاهش 

یابد.

هر تغی�ر در مع�ف ها یا موادی که بر�ی 

ر� ز�ر نظر داشته  PCR استفاده می کنید 

 PCR باشید. هر تغی�ری می تواند بر ن�ا�ج

تأث�ر بگذا�د.

محیط کار ر� تم�ز نگه دار�د. هنگام آماده

احتمال  تا  باشید  مر�قب  باید   ،PCR سازی 

آلودگی با نوکلئا�ها از ب�ن برود.

از مناطق تم�ز و جداگانه بر�ی آماده سازی 

نمونه، آماده سازی مخلوط واکنش و چ�خه 

استفاده کنید.

قبل از ر�ه اندازی PCR، فضای کاری خود ر� 

با اتانول ۷۰٪ یا با اس�ری مخصوص تم�ز 

کنید.

همیشه دستکش های نو ب�وشید.

بر�ی انجام PCR از لوله ها و سر�یپت های 

استفاده  آئروسل  فیلتر  دار�ی  استر�ل 

کنید.

از  نوکلئاز،  و   DNA از  عاری  مع�ف های  از 

جمله آب، استفاده کنید.

ن�ا�ج 

تکر�ر�ذ�ر 

نیستند
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�����
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جدول نمادها:
شما�ه �ف�نس

سری ساخت

ف�آو�ده تشخیصی و بالینی

تار�خ تولید

تار�خ انقضا

دمای نگهداری

مطالعه بروشور

محتویات بر�ی n تست کافیست

توجه به مدا�ک همر�ه

آد�س ش�کت

در جای تار�ک نگهداری شود

Catalog number

Batch code

In vitro diagnostic medical device

Data of manufacture

Expiry date

Temperature limitation

Read instructions befor use

Sufficient for n tests

Caution consult accompanying documents

Manufacturer

Keep away from sunlight


