
عنوان محصول:
(٢X) Probe qPCR Master Mix مخلوط واکنش

حجم محلول: ۱ میلی لیتر
�نگ محلول: شفاف

مع�فی محصول:
مخلوط واکنش Probe qPCR Master Mix   حاوی بافر 
بهینه شده، dNTPs و پایدا�کننده ها می باشد. یکی 
 Hot دیگر از محتویات حیاتی ا�ن مخلوط واکنش آنز�م
start DNA Polymerase  می باشد که از نظر شیمیا�ی و 
واکنش  از  جلوگ�ری  جهت  مخصوص  آن�ی بادی  با 
با  و  حساسیت  و  کار��ی  افز�یش  و  غ�ر�ختصاصی 
تکر�ر�ذ�ری بالا تغی�ر�افته است. ا�ن آنز�م در دمای 
 PCR اتاق کاملا غ��فعال می باشد و در دمای مناسب
ظ�ف مدت ۲ دقیقه به بالاتر�ن عملک�د خود می �سد.  
 GC Enhancer ا�ن مخلوط واکنش به جهت داشتن
قادر به تکث�ر و گست�ش ژن های با د�صد بالای GC می
 باشد. به ا�ن ت�تیب انجام تست با توالی های چالش

 بر�نگ�زی که GC ز�اد دا�ند، توسط ا�ن مخلوط واکنش 
از 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.

ا�ن مخلوط  بصو�ت Ready To Use بر�ی واکنش های 
ا�ن  نیاز  مو�د  مواد  تمامی   Probe-based qPCR
ر� دار� می باشد.  الگو  و  �ر�یم�ها، �روب  بجز  واکنش 
د�حالت عادی �نگ Reporter و Quencher بهم ن�دیک 
هستند و Quencher فلو�سنت من�شر شده از �نگ 
Reporter ر� تماما جذب می کند. �مانیکه یک �روب به 
 ،PCR نمونه متصل می شود، در م�حله گست�ش DNA
 ، Taq Polymerase فعالیت ٥’-٣’ اگزونوکلئازی آنز�م
�روب ر� می شکند و Reporter از Quencher جدا می

 شود و سیگنال فلو�سنت آز�د می شود. ا�ن مخلوط 
واکنش qPCR Master Mix قادر به انجام تست های 

qPCR بصو�ت تکی و مالتیپلکس می باشد.

به  می توان  محصول  ا�ن  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 در 
م�حله Real time PCR بصو�ت کاملا اختصاصی صو�ت 

می گ��د.
٢. به جهت استفاده از آن�ی بادی اختصاصی علیه آنز�م 

و  اتاق  دمای  در  آنز�م  ا�ن   ،Taq DNA Polymerase
همچن�ن در شروع سیکل اول دما�ی غ��فعال می
 ماند و بصو�ت کاملا هوشمندانه در دمای مناسب 

فعالیت خود ر� آغاز می کند.
٣. 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.
٤. آنز�م بکار �فته در ا�ن مخلوط واکنش دار�ی پایداری 
بسیار بالا در مقایسه با سا�ر محصولات مشابه می

 باشد.
٥. ا�ن مخلوط واکنش بصو�ت Ready to use حاوی 
تمامی موا�د مو�د نیاز جهت انجام واکنش qPCR (بجز 
�ر�یم�ها و الگو) در یک ویال می باشد، تا با کم شدن 
مر�حل حجم ب�داری از بروز آلودگی احتمالی جلوگ�ری 

کند.
٦. در یک واکنش قادر به تشخیص و تکث�ر هم�مان ۴ 

ژن با �نگ مختلف می باشد.
٧. بر�ی توالی های با GC بالای ۵۰ د�صد مناسب می 

باشد
٨. سا�ز امپلیکون قابل قبول در ا�ن آ�مایش باید ب�ن 

٧٠ تا ٢٠٠ 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 و �روب 

٢.  DNA الگو
٣. پ�پتور فاقد نوکلئاز

٤. س�سمپلر استر�ل و فاقد نوکلئاز
 BIORAD CFX, MIC , تایم سا�گار  ٥. دستگاه ر�ل 

ROTOR GENE, Applied biosystems

شر�یط انجام واکنش:
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 فلو�سانس تداخل ایجاد 

میکند.)

◂ 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.

آنال�ز داده ها:
دهنده  نشان  که   CT مقاد�ر  استاندا�د  منحنی 
�گ�س�ون  تحل�ل  با  ر�  هست  نمونه  غلظت  مقدار 
ضر�ب  منحنی  اگر  می کند.  تعی�ن  خطی 
شود،   ٠٫٩٨ از  بیشتر   (R٢) استاندا�د  همبستگی 
می باشد.  خطی  �نج  محدوده  در  نمونه  غلظت 
تا   ٣- ب�ن  استاندا�د  منحنی  خط  شیب  �مانیکه 
-٣٫٥ باشد، کار��ی واکنش (E) ب�ن ۹۰٪ تا ٪۱۲۰ 

می باشد. 

 

تصو�ر ۱: ن�ا�ج خطی بودن  

qPCR 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:
 Probe بکار �فته در مخلوط واکنش Hot Start آنز�م
qPCR Master Mix  به گونه ای طر�حی شده است که 
به ر�حتی می توان مواد اولیه جهت انجام واکنش ر� 
در دمای محیط به مخلوط واکنش اضافه ک�د. حجم 

کلی در ا�ن �روتکل 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 �روب هیدرول��کننده 
و آب فاقد نوکلئاز طبق جدول بالا میکس 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 ۳ م�حله ای

جدول ٣: ب�نامه دما�ی ٢ م�حله ای

توجه :
◂ دمای Annealing / Extension با توجه به دمای 

Tm �ر�یم�ها متفاوت است.

   

Multiplex تصو�ر ۲: ن�ا�ج واکنش
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start DNA Polymerase  می باشد که از نظر شیمیا�ی و 
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با  و  حساسیت  و  کار��ی  افز�یش  و  غ�ر�ختصاصی 
تکر�ر�ذ�ری بالا تغی�ر�افته است. ا�ن آنز�م در دمای 
 PCR اتاق کاملا غ��فعال می باشد و در دمای مناسب
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ر� دار� می باشد.  الگو  و  �ر�یم�ها، �روب  بجز  واکنش 
د�حالت عادی �نگ Reporter و Quencher بهم ن�دیک 
هستند و Quencher فلو�سنت من�شر شده از �نگ 
Reporter ر� تماما جذب می کند. �مانیکه یک �روب به 
 ،PCR نمونه متصل می شود، در م�حله گست�ش DNA
 ، Taq Polymerase فعالیت ٥’-٣’ اگزونوکلئازی آنز�م
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می گ��د.
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و  اتاق  دمای  در  آنز�م  ا�ن   ،Taq DNA Polymerase
همچن�ن در شروع سیکل اول دما�ی غ��فعال می
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میکند.)
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�گ�س�ون  تحل�ل  با  ر�  هست  نمونه  غلظت  مقدار 
ضر�ب  منحنی  اگر  می کند.  تعی�ن  خطی 
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می باشد.  خطی  �نج  محدوده  در  نمونه  غلظت 
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آب مقطر باید فاقد RNase و DNase باشد د�غ�ر�ینصو�ت باعث آلودگی می شود.

�روتکل:
 Probe بکار �فته در مخلوط واکنش Hot Start آنز�م
qPCR Master Mix  به گونه ای طر�حی شده است که 
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٣.مخلوط واکنش ر� با �ر�یم�ها و �روب هیدرول��کننده 
و آب فاقد نوکلئاز طبق جدول بالا میکس 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 ۳ م�حله ای

جدول ٣: ب�نامه دما�ی ٢ م�حله ای

توجه :
◂ دمای Annealing / Extension با توجه به دمای 

Tm �ر�یم�ها متفاوت است.

   

Multiplex تصو�ر ۲: ن�ا�ج واکنش
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علل ایجاد

آنز�م یا مستر میکس به

 طور ناد�ســـت استفاده 

شده است

آلودگی ها مانع از انجام 

PCR می شوند

طر�حی ناد�ســـت �ر�یمر، 

غلظت ناکافی �ر�یمر، یا 

�ر�یم�هـــای بـــا کیفیـــت 

پای�ن.

محصول PCR خیلی بلند 

است

الگوی ناکافی یا الگوی 

با کیفیت پای�ن

 qPCR مـــواد شـــیمیا�ی

حــــــــــــــــاوی �نـــــــگ های 

فلو�سانت یا �روب که در 

مع�ض نور قر�ر گ�فته اند

ر�ه حل

توصیه ها  طبق  ر�  میکس ها  مستر 

استفاده کنید و اطمینان حاصل کنید که 

�روتکل پ�شنهاد شده �عایت شود

و  �ر�یم�ها  الگو،  از  با�دا�نده  ماده های 

مواد شیمیا�ی با کیفیت پای�ن می توانند 

با�ده ر� کاهش دهند. الگو ر� خالص کنید 

و از مستر میکس های با کیفیت بالا بر�ی 

qPCR استفاده کنید.

از بیش از ۱۰٪ از حجم واکنش رونویسی 

معکوس بر�ی qPCR استفاده نکنید.

طر�حی  بر�ی  اختصاصی  ن�م افز��های  از 

�ر�یمر استفاده کنید. کیفیت �ر�یمر ر� روی 

بر�سی  شده  دناتو�ه  پلی آکر�لامید  ژل 

آگارز  ژل  روی  ر�   PCR محصول  و  کنید 

بر�سی کنید.

�ر�یم�ها باید همیشه در غلظت اضافی در 

مخلوط واکنش حضور داشته باشند و هر 

دو در غلظت های مساوی.

تجربی  باید  �ر�یمر همیشه  بهینه  غلظت 

ان�خاب شود. غلظت بالای �ر�یمر می تواند 

به   qPCR ان�خابی  خاصیت  کاهش  باعث 

دل�ل افز�یش خطای �ر�یمینگ شود.

آ�مایش ها ر� بر�ی آمپلیکون ها�ی طر�حی 

طول  باز  جفت   ۵۰۰ حداقل  که  کنید 

 ۱۵۰ حدود  طول  بهتر�ن  باشند.  داشته 

جفت باز است.

و  کیفیت  و  کنید  خالص  دوبا�ه  ر�  الگو 

یکپا�چگی آن ر� در ژل آگارز بر�سی کنید اگر 

ممکن است. م�ز�ن الگو ر� افز�یش دهید.

مواد  فو�اً  واکنش،  تنظیم  از  پس 

به بسته بندی  ر�  �روب خود  یا  شیمیا�ی 

به  نور  با  تماس  از  تا  با�گ�دانید  محصول 

حداقل ب�سد.

مشکلات

ه�چ محصول 

qPCR یا با�ده 

بسیار کم

خطاهای در تنظیمات

تغی�ر�ت در اجز�

چ�خه �نی ناد�ست

چ�خه های PCR ناکافی

طر�حـــی ناد�ســـت �ر�یمر، 

غلظت ناکافـــی �ر�یمر، یا 

�ر�یم�های با کیفیت پای�ن.

الگوی ناکافی یا الگوی 

با کیفیت پای�ن

بار  هر  از  قبل  ر�  شیمیا�ی  مواد  تمامی 

استفاده خوب مخلوط کنید. ه�گاه ممکن 

است، مستر میکس ها ر� تهیه کنید ز�ر� ا�ن 

کار خطاهای پایتینگ ر� کاهش می دهد.

یا پلاستیک هر تغی�ر در مواد شیمیا�ی 

 های استفاده شده بر�ی qPCR ر� تحت نظر 

بر  است  ممکن  تغی�ر  هر  باشید.  داشته 

ن�ا�ج تأث�ر بگذا�د.

به بر�ی  اولیه   DNA کامل  ناتو�ه سازی  دِ 

 دست آو�دن با�ده خوب PCR ضروری است. 

معمو� ۱ تا ۳ دقیقه دِ ناتو�ه سازی در ۹۵

°C کافی است.

دِ  ثانیه   ۳۰ معمو�  چ�خه �نی،  طول  در 

هر  بر�ی   C°۹۵-۹۴ در   DNA ناتو�ه سازی 

چ�خه انجام می شود. بر�ی الگوهای DNA با 

با  می تواند  م�حله  ا�ن  بالا،   GC محتوای 

افز�یش ۵ ثانیه ای طولانی تر شود.

از  کمتر   C°۵ باید  �ر�یمر  اتصال  دمای 

باشد.   (Tm) �ر�یمر  ذوب  دمای  کمتر�ن 

ثانیه است. دمای اتصال  �مان اتصال ۳۰ 

می ز�اد  پس �مینه  به  منجر  پای�ن  خیلی 

 شود، و دمای خیلی بالا ممکن است باعث 

عدم تولید محصول در PCR شود.

م�حله گست�ش PCR واکنش کشش �ر�یمر 

است که معمو� در C°۷۲ انجام می شود 

که دمای بهینه بر�ی پلیمر�ز است. م�حله 

کشش باید بر�ی آمپلیکون های ۵۰۰ جفت 

بازی ۳۰ ثانیه طول بکشد.

کمتر)  یا  نسخه   ۱۰) الگو  کم  مقدار  بر�ی 

تعداد ۴۰ چ�خه انجام دهید.

طر�حی  بر�ی  اختصاصی  ن�م افز��های  از 

�ر�یمر استفاده کنید تا از ایجاد دایم�های 

�ر�یمر جلوگ�ری شود.

پلی آکر�لامید  ژل  روی  ر�  �ر�یمر  کیفیت 

 PCR دناتو�ه شده بر�سی کنید و محصول

ر� روی ژل آگارز بر�سی کنید.

�ر�یم�ها باید همیشه در غلظت اضافی در 

مخلوط واکنش حضور داشته باشند و هر 

دو در غلظت های مساوی.

تجربی  باید  همیشه  �ر�یمر  بهینه  غلظت 

ان�خاب شود. غلظت بالای �ر�یمر می تواند 

به   PCR ان�خابی  خاصیت  کاهش  باعث 

دل�ل افز�یش خطای �ر�یمینگ شود.

DNA �نومی ر� با دقت خالص کنید و از به 

از کیت اشتر�ک گذاری آن خودداری کنید. 

 DNA نوع  بر�ی  مناسب  خالص سازی   های 

الگو استفاده کنید. الگوی خالص شده ر� به 

د�ستی نگهداری کنید و از اختلاط بیش از 

حد پس از ذوب ک�دن آن خودداری کنید.

در صو�ت لزوم DNA ر� دوبا�ه خالص کنید 

آگارز  ژل  در  ر�  آن  یکپا�چگی  و  کیفیت  و 

بر�سی کنید.

محصولات غ�ر 

اختصاصی 

کوتاه یا بلند

عنوان محصول:
(٢X) Probe qPCR Master Mix مخلوط واکنش

حجم محلول: ۱ میلی لیتر
�نگ محلول: شفاف

مع�فی محصول:
مخلوط واکنش Probe qPCR Master Mix   حاوی بافر 
بهینه شده، dNTPs و پایدا�کننده ها می باشد. یکی 
 Hot دیگر از محتویات حیاتی ا�ن مخلوط واکنش آنز�م
start DNA Polymerase  می باشد که از نظر شیمیا�ی و 
واکنش  از  جلوگ�ری  جهت  مخصوص  آن�ی بادی  با 
با  و  حساسیت  و  کار��ی  افز�یش  و  غ�ر�ختصاصی 
تکر�ر�ذ�ری بالا تغی�ر�افته است. ا�ن آنز�م در دمای 
 PCR اتاق کاملا غ��فعال می باشد و در دمای مناسب
ظ�ف مدت ۲ دقیقه به بالاتر�ن عملک�د خود می �سد.  
 GC Enhancer ا�ن مخلوط واکنش به جهت داشتن
قادر به تکث�ر و گست�ش ژن های با د�صد بالای GC می
 باشد. به ا�ن ت�تیب انجام تست با توالی های چالش

 بر�نگ�زی که GC ز�اد دا�ند، توسط ا�ن مخلوط واکنش 
از 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.

ا�ن مخلوط  بصو�ت Ready To Use بر�ی واکنش های 
ا�ن  نیاز  مو�د  مواد  تمامی   Probe-based qPCR
ر� دار� می باشد.  الگو  و  �ر�یم�ها، �روب  بجز  واکنش 
د�حالت عادی �نگ Reporter و Quencher بهم ن�دیک 
هستند و Quencher فلو�سنت من�شر شده از �نگ 
Reporter ر� تماما جذب می کند. �مانیکه یک �روب به 
 ،PCR نمونه متصل می شود، در م�حله گست�ش DNA
 ، Taq Polymerase فعالیت ٥’-٣’ اگزونوکلئازی آنز�م
�روب ر� می شکند و Reporter از Quencher جدا می

 شود و سیگنال فلو�سنت آز�د می شود. ا�ن مخلوط 
واکنش qPCR Master Mix قادر به انجام تست های 

qPCR بصو�ت تکی و مالتیپلکس می باشد.

به  می توان  محصول  ا�ن  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 در 
م�حله Real time PCR بصو�ت کاملا اختصاصی صو�ت 

می گ��د.
٢. به جهت استفاده از آن�ی بادی اختصاصی علیه آنز�م 

و  اتاق  دمای  در  آنز�م  ا�ن   ،Taq DNA Polymerase
همچن�ن در شروع سیکل اول دما�ی غ��فعال می

 ماند و بصو�ت کاملا هوشمندانه در دمای مناسب 
فعالیت خود ر� آغاز می کند.

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

 باشد.
٥. ا�ن مخلوط واکنش بصو�ت Ready to use حاوی 
تمامی موا�د مو�د نیاز جهت انجام واکنش qPCR (بجز 
�ر�یم�ها و الگو) در یک ویال می باشد، تا با کم شدن 
مر�حل حجم ب�داری از بروز آلودگی احتمالی جلوگ�ری 

کند.
٦. در یک واکنش قادر به تشخیص و تکث�ر هم�مان ۴ 

ژن با �نگ مختلف می باشد.
٧. بر�ی توالی های با GC بالای ۵۰ د�صد مناسب می 

باشد
٨. سا�ز امپلیکون قابل قبول در ا�ن آ�مایش باید ب�ن 

٧٠ تا ٢٠٠ 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 و �روب 

٢.  DNA الگو
٣. پ�پتور فاقد نوکلئاز

٤. س�سمپلر استر�ل و فاقد نوکلئاز
 BIORAD CFX, MIC , تایم سا�گار  ٥. دستگاه ر�ل 

ROTOR GENE, Applied biosystems

شر�یط انجام واکنش:
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 فلو�سانس تداخل ایجاد 

میکند.)

◂ 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.

آنال�ز داده ها:
دهنده  نشان  که   CT مقاد�ر  استاندا�د  منحنی 
�گ�س�ون  تحل�ل  با  ر�  هست  نمونه  غلظت  مقدار 
ضر�ب  منحنی  اگر  می کند.  تعی�ن  خطی 
شود،   ٠٫٩٨ از  بیشتر   (R٢) استاندا�د  همبستگی 
می باشد.  خطی  �نج  محدوده  در  نمونه  غلظت 
تا   ٣- ب�ن  استاندا�د  منحنی  خط  شیب  �مانیکه 
-٣٫٥ باشد، کار��ی واکنش (E) ب�ن ۹۰٪ تا ٪۱۲۰ 

می باشد. 

 

تصو�ر ۱: ن�ا�ج خطی بودن  

qPCR 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:
 Probe بکار �فته در مخلوط واکنش Hot Start آنز�م
qPCR Master Mix  به گونه ای طر�حی شده است که 
به ر�حتی می توان مواد اولیه جهت انجام واکنش ر� 
در دمای محیط به مخلوط واکنش اضافه ک�د. حجم 

کلی در ا�ن �روتکل 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 �روب هیدرول��کننده 
و آب فاقد نوکلئاز طبق جدول بالا میکس 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 ۳ م�حله ای

جدول ٣: ب�نامه دما�ی ٢ م�حله ای

توجه :
◂ دمای Annealing / Extension با توجه به دمای 

Tm �ر�یم�ها متفاوت است.

   

Multiplex تصو�ر ۲: ن�ا�ج واکنش
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تنظیم واکنش در دمای 

اتاق

�ر�یمـــر  اتصـــال  دمـــای 

خیلی پای�ن

خیلـــی  کشـــش  �مـــان 

طولانی

PCR آلودگی

مـــواد  در  آلودگـــی 

شیمیا�ی

دایم�های �ر�یمر

بـــا  شـــیمیا�ی  مـــواد 

کیفیت پای�ن

م�ز�ن الگو ر� افز�یش دهید.

واکنش PCR ر� روی �خ تنظیم کنید و تمام 

مواد شیمیا�ی ر� روی �خ نگه دار�د.

از  کمتر   C°۵ باید  �ر�یمر  اتصال  دمای 

باشد.   (Tm) �ر�یمر  ذوب  دمای  کمتر�ن 

�مان اتصال ۳۰ ثانیه است.

پس به  منجر  پای�ن  خیلی  اتصال  دمای 

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

ممکن است باعث عدم تولید محصول در 

qPCR شود.

م�حله گست�ش PCR واکنش کشش �ر�یمر 

است که معمو� در C°۷۲ انجام می شود 

که دمای بهینه بر�ی پلیمر�ز است. م�حله 

کشش باید بر�ی آمپلیکون های ۵۰۰ جفت 

بازی ۳۰ ثانیه طول بکشد. بر�ی آمپلیکون

 های کوتاه تر باید ا�ن �مان کاهش یابد.

هنگام  کنید.  حفظ  ر�  تم�ز  کاری  محیط 

احتمال  که  شود  دقت  باید   ،qPCR تهیه 

ب�ن  از  خا�جی   DNA الگوهای  با  آلودگی 

برود.

آماده سازی  بر�ی  جداگانه  تم�ز  نواحی  از 

نمونه، آماده سازی مخلوط واکنش و چ�خه

 �نی استفاده کنید.

قبل از تنظیم qPCR، فضای کاری خود ر� با 

حذف کننده  خاص  اس�ری  یا   ٪۷۰ الکل 

DNA تم�ز کنید.

همیشه دستکش های تا�ه ب�وشید.

بر�ی تنظیم qPCR از لوله ها و نوک پ�پت 

استفاده  آئروسل  فیلت�های  با  استر�ل 

کنید. بیشتر الگوهای آلوده از پ�پت های 

کثیف می آیند.

از مواد شیمیا�ی بدون DNA و نوکلیاز از 

جمله آب استفاده کنید.

 Uracil-DNA Glycosylase مز�یای  از 

آلوده  الگوهای  تکث�ر  کنید:  استفاده 

آ�مایش های  از  کار  محیط  در  باقی مانده 

قبلی یکی از مشکلات ر��ج آلودگی است. 

 Uracil-DNA Glycosylase از  استفاده 

(مخلوط   dUTP و   (UNG یا   UDG)

آلودگی  از  جلوگ�ری  به   (dNTP/dUTP

ان�قالی کمک می کند.

مشکوک  آلودگی  به  که  صو�تی  در 

ر�  ملزومات  و  شیمیا�ی  مواد  هستید، 

تغی�ر دهید.

طر�حی  بر�ی  اختصاصی  ن�م افز��های  از 

�ر�یمر استفاده کنید تا از ایجاد دایم�های 

�ر�یمر جلوگ�ری شود.

بر�ی  بالا  کیفیت  با  میکس های  مستر  از 

qPCR و آب بدون نوکلیاز استفاده کنید.

و  کیفیت   ،qPCR تنظیم  بار  هر  از  قبل 

یکپا�چگی الگو ر� دوبا�ه بر�سی کنید، اگر 

ممکن است.

فلو�سانس در 

کن�رل منفی

ن�ا�ج غ��قابل 

تکر�ر

 

 

خطاهای در تنظیمات

تغی�ر�ت در اجز�

آلودگی نوکلیازی

با  استر�ل  لوله های  و  پ�پت ها  از  فقط 

پلاستیک با کیفیت بالا استفاده کنید که 

DNA یا �روت��ن ها ر� جذب نکنند.

بار  هر  از  قبل  ر�  شیمیا�ی  مواد  تمامی 

استفاده خوب مخلوط کنید. ه�گاه ممکن 

ز�ر�  تهیه کنید  ر�  است، مستر میکس ها 

کاهش می ر�  پایتینگ  کار خطاهای  ا�ن 

 دهد.

هر تغی�ر در مواد شیمیا�ی یا پلاستیک

 های استفاده شده بر�ی qPCR ر� تحت نظر 

بر  است  ممکن  تغی�ر  هر  باشید.  داشته 

ن�ا�ج تأث�ر بگذا�د.

محیط کاری تم�ز ر� حفظ کنید.

آماده سازی  بر�ی  جداگانه  تم�ز  نواحی  از 

نمونه، آماده سازی مخلوط واکنش و چ�خه

 �نی استفاده کنید.

قبل از تنظیم qPCR، فضای کاری خود ر� با 

الکل ۷۰٪ یا اس�ری خاص تم�ز کنید.

همیشه دستکش های تا�ه ب�وشید.

بر�ی تنظیم qPCR از لوله ها و نوک پ�پت 

استفاده  آئروسل  فیلت�های  با  استر�ل 

کنید.

از مواد شیمیا�ی بدون DNA و نوکلیاز از 

جمله آب استفاده کنید.

عنوان محصول:
(٢X) Probe qPCR Master Mix مخلوط واکنش

حجم محلول: ۱ میلی لیتر
�نگ محلول: شفاف

مع�فی محصول:
مخلوط واکنش Probe qPCR Master Mix   حاوی بافر 
بهینه شده، dNTPs و پایدا�کننده ها می باشد. یکی 
 Hot دیگر از محتویات حیاتی ا�ن مخلوط واکنش آنز�م
start DNA Polymerase  می باشد که از نظر شیمیا�ی و 
واکنش  از  جلوگ�ری  جهت  مخصوص  آن�ی بادی  با 
با  و  حساسیت  و  کار��ی  افز�یش  و  غ�ر�ختصاصی 
تکر�ر�ذ�ری بالا تغی�ر�افته است. ا�ن آنز�م در دمای 
 PCR اتاق کاملا غ��فعال می باشد و در دمای مناسب
ظ�ف مدت ۲ دقیقه به بالاتر�ن عملک�د خود می �سد.  
 GC Enhancer ا�ن مخلوط واکنش به جهت داشتن
قادر به تکث�ر و گست�ش ژن های با د�صد بالای GC می
 باشد. به ا�ن ت�تیب انجام تست با توالی های چالش
 بر�نگ�زی که GC ز�اد دا�ند، توسط ا�ن مخلوط واکنش 
از 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.
ا�ن مخلوط  بصو�ت Ready To Use بر�ی واکنش های 
ا�ن  نیاز  مو�د  مواد  تمامی   Probe-based qPCR
ر� دار� می باشد.  الگو  و  �ر�یم�ها، �روب  بجز  واکنش 
د�حالت عادی �نگ Reporter و Quencher بهم ن�دیک 
هستند و Quencher فلو�سنت من�شر شده از �نگ 
Reporter ر� تماما جذب می کند. �مانیکه یک �روب به 
 ،PCR نمونه متصل می شود، در م�حله گست�ش DNA
 ، Taq Polymerase فعالیت ٥’-٣’ اگزونوکلئازی آنز�م
�روب ر� می شکند و Reporter از Quencher جدا می

 شود و سیگنال فلو�سنت آز�د می شود. ا�ن مخلوط 
واکنش qPCR Master Mix قادر به انجام تست های 

qPCR بصو�ت تکی و مالتیپلکس می باشد.

به  می توان  محصول  ا�ن  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 در 
م�حله Real time PCR بصو�ت کاملا اختصاصی صو�ت 

می گ��د.
٢. به جهت استفاده از آن�ی بادی اختصاصی علیه آنز�م 

و  اتاق  دمای  در  آنز�م  ا�ن   ،Taq DNA Polymerase
همچن�ن در شروع سیکل اول دما�ی غ��فعال می
 ماند و بصو�ت کاملا هوشمندانه در دمای مناسب 

فعالیت خود ر� آغاز می کند.
٣. 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.
٤. آنز�م بکار �فته در ا�ن مخلوط واکنش دار�ی پایداری 
بسیار بالا در مقایسه با سا�ر محصولات مشابه می

 باشد.
٥. ا�ن مخلوط واکنش بصو�ت Ready to use حاوی 
تمامی موا�د مو�د نیاز جهت انجام واکنش qPCR (بجز 
�ر�یم�ها و الگو) در یک ویال می باشد، تا با کم شدن 
مر�حل حجم ب�داری از بروز آلودگی احتمالی جلوگ�ری 

کند.
٦. در یک واکنش قادر به تشخیص و تکث�ر هم�مان ۴ 

ژن با �نگ مختلف می باشد.
٧. بر�ی توالی های با GC بالای ۵۰ د�صد مناسب می 

باشد
٨. سا�ز امپلیکون قابل قبول در ا�ن آ�مایش باید ب�ن 

٧٠ تا ٢٠٠ 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 و �روب 

٢.  DNA الگو
٣. پ�پتور فاقد نوکلئاز

٤. س�سمپلر استر�ل و فاقد نوکلئاز
 BIORAD CFX, MIC , تایم سا�گار  ٥. دستگاه ر�ل 

ROTOR GENE, Applied biosystems

شر�یط انجام واکنش:
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 فلو�سانس تداخل ایجاد 

میکند.)

◂ 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.

آنال�ز داده ها:
دهنده  نشان  که   CT مقاد�ر  استاندا�د  منحنی 
�گ�س�ون  تحل�ل  با  ر�  هست  نمونه  غلظت  مقدار 
ضر�ب  منحنی  اگر  می کند.  تعی�ن  خطی 
شود،   ٠٫٩٨ از  بیشتر   (R٢) استاندا�د  همبستگی 
می باشد.  خطی  �نج  محدوده  در  نمونه  غلظت 
تا   ٣- ب�ن  استاندا�د  منحنی  خط  شیب  �مانیکه 
-٣٫٥ باشد، کار��ی واکنش (E) ب�ن ۹۰٪ تا ٪۱۲۰ 

می باشد. 

 

تصو�ر ۱: ن�ا�ج خطی بودن  

qPCR 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:
 Probe بکار �فته در مخلوط واکنش Hot Start آنز�م
qPCR Master Mix  به گونه ای طر�حی شده است که 
به ر�حتی می توان مواد اولیه جهت انجام واکنش ر� 
در دمای محیط به مخلوط واکنش اضافه ک�د. حجم 

کلی در ا�ن �روتکل 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 �روب هیدرول��کننده 
و آب فاقد نوکلئاز طبق جدول بالا میکس 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 ۳ م�حله ای

جدول ٣: ب�نامه دما�ی ٢ م�حله ای

توجه :
◂ دمای Annealing / Extension با توجه به دمای 

Tm �ر�یم�ها متفاوت است.

   

Multiplex تصو�ر ۲: ن�ا�ج واکنش
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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
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