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ABSTRACT 

Background and  Aim: There are several methods for genotyping single nucleotide 

polymorphisms (SNPs). Polymerase chain reaction with confronting two-pair primers 

(PCR-CTPP) is an inexpensive, quick, reliable, time saving and  cost effective method  
that  is  applicable for SNPs genotyping compared to other related methods. In the PCR-

CTPP technique, allele-specific products of the genes are selectively amplified by 

adding two pairs of four primers and ordinarily prepared PCR mixture in a single PCR 

tube. Four allele-specific primers are F1 (sense) and R1 (antisense) primers for one 

allele that R1 has an anti-sense nucleotide at the 3′ end and F2 (sense) and R2 

(antisense) for the other allele that F2 has a sense nucleotide at the 3′ end. PCR-CTPP 

produces three products with different sizes which can make possible genotyping of 

SNP by gel electrophoresis. To increase the reproducibility and accuracy of the PCR-

CTPP results, it is better to optimize protocol before sample genotyping. The aim of this 

study was to review the currently used strategies for optimum application and 

determination of advantages  and disadvantages of the PCR-CTPP method in SNPs 

genotyping. 

 Materials and Methods: The articles related to the PCR-CTPP method were searched 

from databases such as ISI Web of science, Science direct, Pubmed, Google Scholar, 

SID, and Scopus.  
Results: For more efficiency and reproducibility of the PCR-CTPP method, we should 

consider the specificity and similarity of melting temperatures of the designed primers 

by using algorithms  and specific primer design softwares.  
Conclusion:  Strategies for optimizing the concentration ratio of internal and external 

primers, adding amplification additives to the PCR reaction mix, and use of the 

touchdown program are also recommended. 
Keywords:  PCR, PCR with confronting two-pair primers, Genomics, Single nucleotide 

polymorphism, Genotyping 
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با استفاده از پرایمر   PCR و معایب و مزایای روش  یسازنه ی به یهای استراتژری بر ومر
 در مطالعات ژنومیکس (PCR-CTPP) های دو جفتی

 زینب جمشیدی1، خیراله یاری2

 x326-6573-0002-0000 کارشناسی بیوتکنولوژی، دانشکده علوم پایه، دانشگاه ملایر، همدان، ایران، کد ارکید: دانشجوی .1

پژوهشکده  استادیار  .2 پزشکی،  بیولوژی  تحقیقات  مرکز  ایران،  هایفناوری،  کرمانشاه،  کرمانشاه،  پزشکی  علوم  دانشگاه  مسئول(،  سلامت،  پست    )نویسنده 

 0000-0002-8592-7651کد ارکید:، 087-34276473 ، تلفن:kyari@kums.ac.ir الکترونیک:

 چكیده

با  PCRنوکلئوتیدی وجود دارد. روش  تکلی مورفیسم های مختلفی برای تعیین ژنوتیپ در پروش های   : زمینه و هدف

دو جفتی   پرایمر های  از  سریع برای    (PCR-CTPP)استفاده  مناسب، کم هزینه،  تک    پلی مورفیسم   نوتیپژتعیین  روشی 

سایر    (SNPs)نوکلئوتیدی   به  نسبت  که  هزینه   هاروشاست  و  زمان  روشندکیم  ییجوصرفهدر  در   .PCR-CTPP ،

  PCRپرایمر به همراه میکس معمول    دو جفتانتخابی با اضافه کردن    صورت بهمحصولات اختصاصی آلل ژن مورد نظر  

پرایمر  شوندیمدر یک لوله تکثیر   به آلل شامل،  پرایمر وابسته  آلل که    R1)سنس( و    F1. چهار  )آنتی سنس( برای یک 

انتهای    R1پرایمر   پرایمرهای    ′3نوکلئوتید آنتی سنس را در  دارد و  دیگر    R2)سنس( و    F2خود  )آنتی سنس( برای آلل 

که    شوند یممختلف تکثیر    های با سایز محصول سه CTPP-PCRخود دارد. در    ′3انتهای  ، نوکلئوتید سنس را در  F2  که

،  PCR-CTPPنتایج. به منظور افزایش تکرارپذیری و دقت کند یم را در ژل الکتروفورز فراهم  SNPامکان تعیین ژنوتیپ 

از تعیین ژنوتیپ  بهینه  بهتر است قبل  این روش  پروتکل  بر  گردد.   نمونه،  مروری  مطالعه  این  استفاده    ی هایاستراتژهدف 

مز و  معایب  و ذکر  بهینه  برای کاربرد  روش  شده  تک    CTPP-PCRایای  های  مورفیسم  پلی  ژنوتیپ  تعیین  مطالعات  در 

   نوکلئوتیدی است.

 ISI web of Science  ،Scienceمانند    یادادهاز پایگاه های    CTPP-PCRمقالات مرتبط با روش    :هاروشمواد و 

direct  ،Pubmed ،oogle scholarG ،SID  وScopus  .جستجو شد 

با الگوریتم و نرم افزارهای اختصاصی طراحی پرایمر،  شودی مپیشنهاد   CTPPبرای کارایی بیشتر و تکرارپذیری روش   :هاافتهی

 مرهای طراحی شده توجه کرد. به اختصاصیت و یکسانی دماهای ذوب پرای 

تقویت کننده   یمواد افزودناستراتژی های بهینه سازی نسبت غلظت پرایمرهای داخلی و خارجی، اضافه کردنی    :یریگجهینت

 نیز پیشنهاد می شود.  touchdownو استفاده از برنامه    PCRتکثیر به میکس واکنش 

 نوکلئوتیدی تعیین ژنوتیپ تکپلی مورفیسم ژنوم،  با استفاده از پرایمر های دو جفتی  PCR ،PCR واژه های کلیدی: 

 13/6/1401پذیرش: 18/5/1401اصلاحیه نهایی: 2/6/1400وصول مقاله:
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 مقدمه

اکثر بیماری های انسانی می توانند زمینههه ژنتیکههی داشههته 

پژوهشگران بههرای مطالعههه ژنههوم و در  بهتههر لذا    ؛باشند

بههرای   ییهاروشو پیامدهای آن،    هایماریببر    هاژنتأثیر  

ژن ها( و بررسههی تنههوت ژنتیکههی در ژن )تعیین توالی یک  

ت ژنتیکههی و تنههو. به طور کلههی (2,  1)ژنوم دنبال کرده اند

در  تواننههدیمDNA  واریانت های مختلههف تههوالی هههای

تنوت فنوتیپ ها، صفات، پههاتوژنز بیمههاری هههای انسههانی و 

. (4, 3)متابولیسههم و عملکههرد داروههها نقههش داشههته باشههد

بلیههت تههوار  هرگونه تغییر در ژنوم و یا کروموزوم که قا

نامنههد به نسل بعدی را داشته باشند جهش یا موتاسههیون می

وراثتی باشد و یا در اثر عوامل محیطههی ماننههد  تواندیمکه  

اشعه و یا ویروس ها ایجاد شوند. اگر جهش فقههط باعهه  

تغییر یک نوکلئوتید شود و فراوانههی آن در جامعههه بیشههتر 

 دیتههک نوکلئوتیهه پلههی مورفیسههم بههه آن  باشههد %1از 

(Single Nucleotide Polymorphism: SNP) 

  DNAدر حقیقت تغییههر در تههوالی SNP. (5)ندیگویم

است که در آن یک نوکلئوتید در ژنوم افراد یههک گونههه 

یا جمعیت و یا بین یک جفههت کرومههوزوم در یههک فههرد 

ههها از نظههر موقعیههت SNPکلههی . به طور (6)متفاوت است

در ژنوم به دو دسته کلی طبقه بندی می شههوند کههه شههامل 

SNP   های نواحی کد کننده که فراوانههی کمههی دارنههد و

SNP هایی که در نواحی غیر کههد کننههده ژنههوم هسههتند و

ههها مههی SNP فراوانی بیشههتری دارنههد مههی باشههند. معمولاً

اشههته توانند کاربردهای زیادی در مطالعههات ژنههومیکس د

باشند از جمله به عنوان نشانگرهای ملکههولی در مطالعههات 

، مهندسههی و اصههلات ژنتیکههی جمعیههت، هایماریبژنتیک  

و نقشه یابی ژنتیکی استفاده مههی   DNAمیانکنش دارو و  

 .  (7)شوند

مختلفی برای تعیین ژنوتیههپ در پلههی مورفیسههم   یهاروش

 یهههاروشنوکلئوتیههدی وجههود دارد از جملههه   تههکهای  

 RFLPیههههاروشکهههه شهههامل  PCRمبتنهههی بهههر 

(Restriction fragment length 

polymorphism)(8) ،SSCP(Single-strand 

conformation polymorphism،)Real-time  بهها

و  Taq Man ،AS-PCR اسههههتفاده از پههههروب 

، Invader assayو  SNP Arrayیههههاکیتکن

generation sequencing -nextپیروسکونسینگ و 

(NGS)  یهههاروشاخیههر  یهاسال. همچنین در  (9)است 

کههه  اندشههدهیمعرفها SNPژنوتیپ جدیدی برای بررسی

 ماننههد  NGSفنههاوری و Multiplex PCRترکیبههی از 

 .Ion Torrent(10 ,11)،(12)AmpSeq پلتفهههرم

،(13)GBTS  وSeq-SNP  درLGC 

 هههاروشایههن  ،انگلسههتان( مههی باشههندکهLGC)گههروه

تعیههین ژنوتیههپ کننههد.  زمههانهمرا   SNP  هزاران  تواندیم

-PCRیهههاروشنههام بههرده  یهههاروشولههی در میههان 

RFLP ،Taq Man  وMicroarrays  به طههور معمههول

هرچنههد هرکههدام از ایههن  رنههدیگیممههورد اسههتفاده قههرار 

مثال محققههین در  طوربهنیز مزایا و معایبی دارند.  هاروش

-PCRتمایههل دارنههد از روش  هاشههگاهیآزمابسههیاری از 

RFLP   برای تعیین ژنوتیپ پلی مورفیسم ها در جمعیههت

. اگرچههه روش (14)کوچههک اسههتفاده کننههد نسههبتاًهههای 

PCR- RFLP الاثر و البته صرف زمههان دبه آنزیم محدو

 زیاد برای عملکرد آنههزیم برشههی نیههاز دارد و یهها تکنیههک

Taq Man مههی امهها پرهزینههه  اسههت؛ کههه روشههی سههریع

 فنههاوری یک(Microarrayریزآرایه) ، روش(15)باشد

 لیوتحلهیهه تجزو   مطالعههه امکان که است قوی مولکولی

د واریانت هههای و ارزیابی تعدا SNPصدها هزار   زمانهم

. در کنههدیمواحههد را فههراهم  دریههک آزمههایش هههاآن

 یاصهههرفهمقهههرون بهههه  یهاهیههه زآرایراخیهههر  یهاسهههال

هههزار واریانههت  800کههه حههاوی بههیش از  اندشههدهیطراح

 یهاگونههههسههتند کههه امکههان ارزیههابی طیههف وسههیعی از 

همچنههین اسههتفاده از  .(16)کننههدیمژنتیکههی را فههراهم 

 سههلول در ژن بیان از دقیق تصویری تواندیم هاهیزآرایر

اسههتفاده . (17)دهههد را نشههان مطالعه زیستی مورد نمونه یا

ها در کشههورهای SNPبرای تعیین ژنوتیپ    هاهیزآرایراز  

و سههاخت آن بههرای هههر بههار  درحال توسعه پرهزینه اسههت

استفاده زمان بر و برای ساخت نیاز به تجهیههزات پیشههرفته 
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آن نیههز مشههکل  یهههادادهتجزیههه و تحلیههل  همچنههین دارد

ایههن یههک ایههراد معمههول در اسههتفاده از  . عههلاوه بههراسههت

 SNPاین احتمال است کههه برخههی اطلاعههات   هاهیزآرایر

طراحههی ریزآرایههه  ها مانند مکان کرومههوزومی کههه بههرای 

ههها  SNPدر استفاده از  لذا ؛استفاده می شود قدیمی باشد

تعیههین ژنوتیههپ  یهاهیهه آرامختلههف  یهههافرمتبههرای 

 یهههاروشیکههی از .(18)سههازگاری وجههود نداشههته باشههد

بههه دلیههل است کههه    Sangerتوالی یابی    ها  SNPبررسی  

اسههتاندارد »قابلیههت اطمینههان و دقههت بههالای آن بههه عنوان

ولههی ایههن روش بههه  ؛جهههانی شههناخته شههده اسههت  «طلایی

فنی مجرب و ماهر و البته تجهیزات خاص بههرای   کارکنان

 هههاآنبنابراین اسههتفاده وسههیع از   ؛انجام آزمایش.نیاز دارد

ههها در آزمایشههگاه عمههومی دشههوار   SNPبرای تشههخی   

روش پیروسکونسهههههههههههههههینگ . (19)اسهههههههههههههههت

(Pyrosequencing هههم بههرای تعیههین ژنوتیههپ )SNP 

هههای شناسههایی SNPزیههرا تعیههین ژنوتیههپ    ؛مناسب است

جفت بههاز(  5-1فقط چند نوکلئوتید )شده به تعیین توالی  

. مزیههت روش ایههن اسههت کههه هههر پلههی (20)نیههاز دارد

روش ولهههی  ؛ورفیسهههم جدیهههد قابهههل تشهههخی  اسهههتم

تههوالی   بههرای  یاژهیهه وبههه تجهیههزات  هم  سکونسینگ  پیرو

هرچنههد .(5)نیههاز داردتزریق نوکلئوتیههدها    یابی و همچنین

هههای نسههل جدیههد اخیههر در فناوری  یهادهههای  پیشرفت

هههای بیشههتر را SNP(، امکههان بررسههی  NGSیابی )توالی

، ماننهههد NGSههههای . اسههتفاده از پلتفرمکنهههدیمفههراهم 

Illumina Genome Analyzer ،Roche/454 FLX 

، نه تنها باعهه  افههزایش تههوان عملیههاتی ABI SOLIDو 

طور یههابی را نیههز بهههشههود، بلکههه هزینههه توالیههها میداده

انههوات  از همچنههین .(21)دهههدچشههمگیری کههاهش می

 Real Time PCR،ازجمله   PCR تکنیک های برپایه

،specific PCR-Allele ،Touchdown PCR ،

PCR-Nested  ،)HRM( High Resolution Melt 

برای بررسی و تعیین ژنوتیپ پلههی  Multiplex PCR و

. (22)شههودیممورفیسم هههای تههک نوکلئوتیههدی اسههتفاده 

به دو  TaqMan (Real Time PCR) پ باتعیین ژنوتی

نیههاز  PCRپروب فلورسنت بههرای تشههخی  محصههولات 

دقیههق و  TaqManدارد، اگرچه تعیین ژنوتیههپ بهها روش 

. (19)دهههدیمکههار را افههزایش  یهانهههیهزاما   ؛سریع است

مطالعههات پلههی مورفیسههم هههای   یهههاروشاز    دیگههر  یکی

 cific PCRspe-Allele روش تههک نوکلئوتیههدی، 

(AS-PCR)  یهههاچاهکنمونههه ههها بایههد در اسههت کههه 

لههذا بههرای هههر   ؛جداگانه در ژل آگارز الکتروفورز شههوند

سنجش نیاز به دو واکنش داشته باشههد و هزینههه آزمههایش 

یههک نههوت   Multiplex PCR .(19)کندیمرا دو برابر 

که در آن دو یهها بههیش از  است  PCRتغییر یافته از روش

در یههک واکههنش تکثیههر  زمههانهمدو ناحیه از ژن به طههور 

PCR-در دو دههههههه اخیهههههر از تکنیهههههک  .شهههههوندمی

CTPP(Confronting-two pair-polymerase 

chain reaction) کههههه روشههههی مبتنههههی بههههر روش

RMultiplex PC ت ااست بههرای بررسههی ژنوتیههپ انههو

از پلههی مورفیسههم هههای تههک نوکلئوتیههدی  یاگسههترده

اولههین  PCR-CTPP. تکنیههک (24,  23)شودیماستفاده  

 2000در سههال Nobuyuki Hamajimaبههار توسههط 

بههه مقایسههه مزایهها و معایههب روش  1در جدول  معرفی شد.

PCR-CTPP    معمههول بههرای بررسههی پلههی   یهههاروشبا

 مورفیسم ها پرداخته شده است.
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 . مقایسه برخی تكنیک های معمول استفاده شده در تعیین ژنوتیپ پلی مورفیسم ها1جدول

 

مطالعه  این  بر    ،هدف  رفته    یهایاستراتژمروری  بکار 

معایب و مزایای روش   بهینه و ذکر  PCR-برای کاربرد 

CTPP    های مورفیسم  پلی  ژنوتیپ  تعیین  مطالعات  در 

 .  استتک نوکلئوتیدی 

 

 مواد و روش ها   

روش    با  مرتبط    ی هاگاهیپا  در  CTPP-PCRمقالات 

 ISI web of Science  ،Science  مانند  یاداده

direct  ،Pubmed  ،oogle scholarG  ،SID    و

Scopus  مارچ    تا ماه  کلید    2021پایان  از  شد.  جستجو 

 CTPP-PCR" ،"pair -PCR using two" یهاواژه

 primers,"  ،"Single Nucleotide  

Polymorphism  "  ،"Genotyping   "  ،"SNP  "    و

ها  آن  فارسی  مدنظر  جستجو  برای    معادل  منابع  در 

گردید.   بررسی  استفاده  مورد  مقالات  خلاصه  ابتدا  در 

برای تعیین   CTPP-PCRگردید و مقالاتی که از روش 

استفاده   نوکلئوتیدی  تک  های  مورفیسم  پلی  ژنوتیپ 

بر اساس خلاصه مقالات،  کرده بودند انتخاب گردیدند.  

مطالعه   از  نداشت  تطابق  هدف  با  مقاله  موضوت  چنانچه 

به    هاآنکامل    متن. همچنین مقالاتی که  شدندیمحذف  

خارج   بررسی  از  نبودند  فارسی  یا  و  انگلیسی  زبان 

 گردیدند. 

 

 یافته ها  

-PCRاز مطالعات مختلف،    شدهگزارشنتایج    بر اساس

CTPP  روش  تواندیم برای  مناسبی  -PCR جایگزین 

RFLP  زیرا مرحله هضم آنزیم برش دهنده دیگر    ؛باشد

شود.   می  جویی  صرفه  هزینه  و  زمان  در  و  نیست  لازم 

به تجهیزات خاصی ندارد و    PCR-CTPPروش   نیازی 

مواد   از  کمی  مقدار  با  تنها  و  واکنش  تک  یک  در 

استاندارد   شود   PCRمصرفی  می  معایب  (19)انجام  از   .

نابرابر به تکثیر    ی هاکلیسدر    DNAاین روش می توان 

دلیل آن دماهای ذوب    احتمالاًاشاره کرد که  PCRآخر 

تکنیک   این  در  شده  استفاده  پرایمر  چهار  در  مختلف 

دهد  (15)باشد می  نشان  نتایج  و .  بیشتر  کارایی  برای 

باید با استفاده از الگوریتم و نرم   CTPPتکرارپذیری روش  

و  اختصاصیت  به  پرایمر،  طراحی  اختصاصی  افزارهای 

 یکسانی دماهای ذوب پرایمرهای طراحی شده توجه کرد.

 

 بحث
روش    طور به تکنیک    PCR-CTPPکلی  با 
–amplification refractory mutation system

polymerase chain (ARMs)  است.    متفاوت

شامل دو واکنش مکمل است که هر    ARMSآزمایش  

الگوی یکسانی انجام می شود.   DNAکدام با استفاده از 

پرایمر   الل    ARMSاولین واکنش حاوی یک  به  وابسته 

توالی   و    DNAبرای  است   DNA  تواندینمطبیعی 

جهش یافته را در یک مکان مشخ  تکثیر کند. به طور  

جهش   خاص  پرایمر  یک  حاوی  دوم  واکنش  مشابه، 

و   است  هر    DNA  تواند ینمیافته  کند.  تکثیر  را  طبیعی 

 هزینه  مزایا  معایب تكنیک 
Taq man  زیاد سریع  پرهزینه 

PCR-RFLP  کم کم هزینه زمان بر 
PCR-CTPP  کم صرفهبه  و مقرونسریع   لزوم بهینه سازی دمای ذوب پرایمرهای مختلف 

Micro 
arrays 

 

 

 

دسترسی به الگوهای بیان ژن و زمان بر   دشوار بودن  پرهزینه،

 بودن تحلیل نتایج

امکان  کار،  انجام  در  سرعت 

به  ژن  زیادی  تعداد  بررسی 

 زمانهمصورت  

 زیاد
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و همچنین    PCRدو واکنش حاوی یک پرایمر معمولی  

ناحیه   که  هستند  داخلی  کنترل  آغازگر  جفت  یک 

می تکثیر  هم  با  را  ژنوم  از  اگرچه  .  ( 25)نندکمتفاوتی 

روش    طور به تتراآرمز    روش شبیه    CTPP-PCRکلی 

شود   است می  استفاده  پرایمر  جفت  دو  از  در    .(26)که 

پلیمراز،    PCR-CTPP   ،DNAروش   آنزیم  الگو، 

یک   در  پرایمر  جفت  دو  و  بافر  نوکلئوتیدها،  میکس 

دستگاه   در  تکثیر  از  پس  و  مخلوط  میکروتیوپ 

آگارز    یها نمونهترموسایکلر،   ژل  روی  بر  شده  تکثیر 

اندازه   اساس  بر  و  شوند  می  الکتروفورز  و  بارگذاری 

  . (24)را مشخ  کرد   SNPقطعات می توان ژنوتیپ هر

ژنوتیپ تعیین  روش  این  چهار،  در  )آغازگر(    از  پرایمر 

واکنش   آغازگر    PCRدریک  دو  شود،  می  استفاده 

آغازگر   دو  و  مورفیسم  پلی  اختصاصی  که  داخلی 

یافته   جهش  و  وحشی  نوت  های  آلل  برای  که  خارجی 

  Xمثال اگر به صورت قراردادیمشتر  هستند. به طور  

الل یک    Yو   در    SNPدو  آن  بررسی  منظور  به  باشند 

زیر عمل    صورتبهپرایمر طراحی شده    چهار یک نمونه  

پرایمرهای  کنند یم   .F1    وR1    الل و     Xبرای 

انتهای   R1  . در پرایمر Yبرای الل  R2و   F2 پرایمرهای

الل    ’3 با  انتهای    Xپرایمر   الل     F2پرایمر  ’3و    Yبا 

انتهایی  گرددیممکمل     F2و  R1. در مجموت نوکلئوتید 

موقعیت   در  پرایمرهای  SNPباید  در    R2و    F1باشند. 

  عنوانبهکه   ندینمایم را تکثیر  Cمحصول  PCRواکنش 

(.  1)شکل    گردد یم کنترل واکنش است و همیشه تکثیر  

شکل   در  که  ژنوتیپ    گردد یممشاهده    1همچنان  اگر 

XX    قطعات ژنوتیپ    Cو    Aباشد  اگر  باشد    YYو 

تکثیر می شود. همچنین اگر ژنوتیپ پلی    Cو    Bقطعات  

قطعات   باشد  و    Bو    Aمورفیسم مورد نظر هتروزیگوت 

C   ( 27)گرددیمتکثیر . 

کم    PCR-CTPPروش البته  و  ساده  سریع،  پرکاربرد، 

ژنوتیپ  هزینه تعیین  تک    برای  های  مورفیسم  پلی 

مطالعه  است  نوکلئوتیدی  برای  مختلف    یهاژن  SNPو 

است شده  استفاده  ها  بیماری  از  بسیاری  در  (24)در   .

روش   تکرارپذیری  و  دقت  گذشته  -PCRمطالعات 

CTPP    از مختلف  های  مورفیسم  پلی  بررسی  برای 

 ,IL-1B, ALDH2, FUT2, XRCC1جمله

DRD2, L-myc  وNQO1 C609T (Pro187Ser)  

های   تکنیک  با  نتایج  مقایسه  یابی    RFLPبا  توالی  و 

DNA  بسیاری از  ( 29,  28)شده است  دیتائ .SNP    ها با

روش   ژنوتیپاین  با  تعیین  ها  آن  ارتباط  مسیرهای    و 

یا   (30)متابولیسمی   خطر    و  و  بررسی    هایمار یبپاتوژنز 

اینترلوکین ارتباط  بررسی  مانند  است،  -1B (Cشده 

31T) کشیدن  با سیگار  اینترلوکین( 31)رفتارهای   ،2  (-

330G)    از ناشی  معده  آتروفی  با 

  2بتا،گیرنده  (32)هلیکوباکترپیلوری

بیماری    (Gln27Glu)آدرنرژیک   عروق  دیشدبا 

آلدهیددهیدروژناز(33)کرونر  ،2  (ALDH2)  خطر    با

بیماری    MTHFR-C677T،  ( 34)مری    سرطان با 

و همکاران   Niruri. ( 35)استفاده شده است ( 35)آلزایمر

سال   با موفقیت    PCR-CTPP، روش  2021در  بهینه را 

ژن   های  واریانت  تعیین   rs1057910 CYP2C9برای 

با   ژنوتیپ  تعیین  نتایج  مطالعه  این  در  کردند.  گزارش 

یابی    PCR-CTPPروش   توالی  مطابقت    DNAبا 

(  2014و همکاران ) Tamuraنتایج مطالعه  .   (30)داشت

از    تواند یم  PCR-CTPPنشان داد که     ی هاروشیکی 

برای   ژنوتیپجایگزین  -VKORC1   G  تعیین 

1639A  وCYP2C9 A1075C  اثرات  ب تعیین  رای 

باشد  در مطالعه  .( 36)وارفارین در جمعیت کشور ژاپن 

Tamura( همکاران  های 2014و  الل  فراوانی   ،  )  

VKORC1 G-1639A    وCYP2C9 A1075C   با

با موارد گزارش شده در   PCR-CTPPاستفاده از روش 

صحت    HapMap  یهاداده نظر  دو    د یتائاز  هر  شد. 

SNP    روش    436برای با  تکرار   DigiTag2نمونه 

 PCR-CTPPلذا این نتایج ثابت کرده است که    ؛شدند

ژنوتیپ  CYP2C9و    VKORC1 G-1639A  برای 

A1075C در مطالعه .(36)قابل استفاده استDarvishi 

 ( همکاران  روش  2016و  کارایی  بار  اولین  برای   )
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PCR-CTPP    مورفیسم پلی  بررسی  برای     1031-را 

(rs1799964)   پروموتر تنظیمی  ناحیه    α-TNFژن    در 

نمودند بررسی  مهاجم  پریودنتیت  بیماران  این  در  در   .

روش که  شد  گزارش  روشی    PCR-CTPPمطالعه 

پلی مورفیسم     rs1799964مناسب و دقیق برای بررسی 

که فراوانی این پلی مورفیسم در جمعیت    طوریه  ب  است

 . ( 12)کشور ایران با حمعیت سایر کشور ها یکسان بود 

آنالیز    CTTPروش   پلی مورفیسم    زمانهمقابلیت  چند 

دا و  را  از  رد  گذشته  مطالعات  در  چندگانه    CTPPمحققین 

-PCR،2005  و همکاران در سال  Kawai.  اندکردهاستفاده  

CTPP     چهار    زمانهمچهارگانه را برای تعیین ژنوتیپ

عملکردی   مورفیسم  کننده    یهامیآنزپلی  متابولیزه 

،  CYP1A1 Ile462Val  ،GSTM1 nullسرطان،  

GSTT1 null  و NQO1 C609T    ،کردند گزارش 

نشان داد که این پلی مورفیسم ها ارتباط قابل    هاآننتایج  

که   کردند  پیشنهاد  و  دارند  سرطان  خطر  با  با  توجهی 

  ، از این روش CTPPروش  به دقت و ارزان بودن    توجه

به    برای نوکلئوتیدی  تک  های  مورفیسم  پلی  بررسی 

مناطق  منظور  در  ویژه  به  از سرطان  و    پیشگیری  آسیایی 

که   ژنوتیپ    یهاروشاقیانوسیه  به  تعیین  قیمت  گران 

شود استفاده  است،  دسترس  در  مطالعه    .( 37)سختی  در 

Kawase    سال در  همکاران     PCR-CTPP ،2003و 

پلی مورفیسم    زمانهمتعیین ژنوتیپ  را برای    گانهسه سه 

های آنزیم   NQO1 C609T   ،GSTM1عملکردی 

null   وGSTT1 null   نشان    ها آن  نتایج   . معرفی کردند

ارتباط   ها  مورفیسم  پلی  این  همه  با خطر    یداریمعنداد 

دارند در    Tamakoshi  .(38)سرطان  همکاران  سال  و 

الکل    (39) 2003 بتای  واحد  زیر  مورفیسم  پلی   ،

آلدهید   Arg47His (ADH2) دهیدروژناز و 

همچنین   Glu487Lys (ALDH2)   2دهیدروژناز   و 

Atsuta    سال در  همکاران  های  2005و  مورفیسم   پلی 

CYP2E1 RsaI/IL-2 T-330G و IL-1B C-

31T/TNF-A T-1031C     زمانهمبا واکنش  CTPP 

اگرچه نتایج مطالعات    .  (40)تعیین ژنوتیپ شدند  دوگانه

با   ژنتیکی  های  مورفیسم  پلی  بررسی  برای  شده  انجام 

با    PCR-CTPPروش   گانه  از    ی هاروشسه  دیگری 

 .  اندنشده دیتائجمله روش تعیین توالی )سکونسینگ( 

 PCRطراحی پرایمر برای این روش مانند روش معمول  

در   گرفتننیازمند  طراحی    ی هاتیمحدود  نظر  معمول 

آغازگر،  پرایمر   آغازگر، تفاوت طول جفت  مانند طول 

محصول  نسبتPCR  طول   ،GC  وجود ذوب،  دمای   ،

سنجاقدیمرها،   پرایمرها    ساختار  اختصاصیت  و  سر 

مطالعه  .  است )  Chuangدر  همکاران  یک    ،(2015و 

بر   مبتنی  امکان    MAروش  برای  ممتیک(  )الگوریتم 

پرایمرهای   های  مجموعه  شده    CTPPطراحی  پیشنهاد 

آغازگر  (14)است طراحی  روش  در   .CTPP    مبتنی

ارزیابی  دما  MAبر انوات  و  بحرانی  ذوب  های 

فراهم    یهاتیمحدود  را  پرایمر  ا  ت  کندیمرایج طراحی 

به   در دستیابی   CTTPآغازگر    ی هامجموعهبه محققان 

الگوریتم   کند.    JAVA  در  MA-CTPPکمک 

آن    یاندازراه ورود  لینک  و  شده 

(http://bio.kuas.edu.tw/ma-ctpp)   صورت به  

یکی از نکات کلیدی در    . ( 14)استرایگان در دسترس  

است.   پرایمر  ذوب  دمای  تنظیم  پرایمر  طراحی 

کمی   CTPPروش تفاوت  چهار    در   تنها  ذوب  دمای 

تحمل   را  بکندیمآغازگر  یک  که    طوری ه  .  افزودن 

دمای ذوب پرایمر،  به  را  (Tm)نوکلئوتید  تغییر داده    آن 

باندهای   بالانس شدت  در  اختلال  ایجاد  باع    PCRو 

چهار  شودیم باید برای  پرایمر، دمای ذوب  . برای تنظیم 

اگرچه  باشد  یکسان  بر   Tm  پرایمر  شده  اساس  محاسبه 

بازهای همیشه   GC تعداد نوکلئوتیدها و درصد ترکیب 

به   پرایمر  دقیق  اتصال  کننده  نیست.    DNAتعیین  الگو 

باید توجه شود تکثیر   CTPPمورد دیگری که در روش  

باندهای   تولید  PCRمتوازن  مقدار  اگر   DNA است. 

( از نظر مقدار بین دو آلل به طور بارزی  1)شکل  Cباند  

دمای   تغییر  با  تعادل  عدم  و  باشد  اصلات    PCRمتفاوت 

با افزودن یا حذف نوکلئوتیدها در برخی    توانیم نشود،  

کرد اصلات  را  مشکل  با(23)( 11)پرایمرها  حال    این   . 
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در   اختصاصی  نامتوازن  تکثیر  PCRگاهی    آلل   باندهای 

بهینه شده    اتفاق می افتد. به این منظور می توان از روش

بنام -one primer amplification of PCR آن 

CTPP products (OPA-CTPP)     کرد که استفاده  

به   اتصال یک توالی عمومی )مشتر (  با  این روش  در 

جفتهر    5'انتهای   پرایمر    دو  کردن  اضافه  و  پرایمرها 

در   عمومی  توالی  همان  با  کرد  PCRدیگری    ؛ استفاده 

لذا در مجموت پنج آغازگر مختلف در یک میکروتیوب  

PCR    پلی مطالعه  برای  روش  این  شد.  خواهد  اضافه 

 paraoxonase1 (PON1)( rs662)  ژن  A/Gمورفیسم  

Gln192Arg  شد استاستفاده  تکثیر    . (15)ه  منظور  به 

بانده روشا  متوازن  بهی،  CTPPدر  برای  روش  شده  نه 

  ADH1Bدر ژن     Arg48Hisتشخی  پلی مورفیسم  

سال     Jiangتوسط   در  همکاران  معرفی    2016و 

نوکلئوتید  (19)شد شد  ذکر  که  همچنان  در    3′. 

است متفاوت  الل  اختصاصی  این  ولی    ؛پرایمرهای  در 

موقعیت  روش   نیز    ′3نوکلئوتید  بیرونی  آغازگرهای 

دادند تغییر  الل(  وابسته  داخلی  آغازگرهای  بر    ؛ )علاوه 

کنترل غیر اختصاصی داخلی    DNAلذا از تقویت تکثیر  

جلوگیری کرد و باع  توازن در تکثیر باندها شد. نتایج  

شده   بهینه  نوت  این  از  تعیین    PCR-CTPPحاصل  با 

 . (19)تأیید شد Sangerتوالی 

روش   سازی  بهینه  فرآیند  در   ، PCR-CTPPهمچنین 

پرایمرهامطلوب  تعیین نسبت   ضروری است.    نیز   غلظت 

)  Niruriمطالعه  در   همکاران  مطلوب  2021و  نسبت   ،)

در پرایمرها   بررسی    منظور  به  PCR CTPP  روش   را 

مورفیسم  جمعیت    CYP2C9(rs1057910)  پلی  در 

. نتایج آنان نشان داد که  ( 30)کردند  ی ساز نهیبهاندونزی  

باند بود و  داخلی ضعیف  یباند آغازگرها پیشنهاد    ترین 

  ی سازنهیبهنسبت غلظت آغازگر بیرونی و داخلی  کردند 

مطالعه .  شود بهین  Niruri  در  باند  همکاران،  برای    ه و 

CYP2C9*1*1خارجی  آغازگرهای  نسبت  در  (F1-

R2)  داخلی    به(F2-R1)  2:1  دو  (30)بود ازآنجاکه   .

در نوکلئوتید   با    ’3انتهای    موجود  داخلی  آغازگرهای 

هستندالگو   است    ؛ ناسازگار  مربوطه    ی باندهالذا ممکن 

باشند مانند   ؛ ضعیف  افزودنی  مواد  کردن  اضافه    بنابراین 

dimethyl sulfoxide(DMSO)    ، betaineو 

ammonium sulfate   (AMS)    و همچنین استفاده از

ا  touchdown PCR  برنامه فزایش عملکرد و  به منظور 

این    یهاحلراه  PCR اختصاصیت برای  مناسبی 

است و   Dehghan Colagari  .(2)جدول    مشکلات 

سال   در  روش    2018همکاران  این   PCR-CTPPاز 

  خطر  با  THFR-C677T بهینه شده برای بررسی ارتباط

کردند  بیماری استفاده  نتایج  آلزایمر  داد     ها آن.  نشان 

های   ژنوتیپ  با    SNPتعیین  توان  می  را  الذکر  فوق 

قابل    PCR-CTPPروش   که روشی   سازی شده  بهینه 

 . (35)اعتماد است انجام داد  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 PCR-CTPPبكار رفته برای بهینه سازی روش  یهای استراتژ  . 2جدول

 

 منبع  استراتژی   ردیف            نوع عملكرد
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باشد قطعات    YYو اگر ژنوتیپ    Cو    Aباشد قطعات    XXاگر ژنوتیپ     .(24)با دو جفت پرایمر PCR-CTPPشماتیک تکنیک   .1شکل

B    وC    تکثیر می شود.  اگر ژنوتیپ پلی مورفیسم مورد نظر هتروزیگوت باشد قطعاتA    وB    وC   گردد. یتکثیر م 

 

  یریگجهینت

قبیل  یها روشاگرچه     از    PCR-RFLP  بسیاری 

،Microarray  ،Taq Man    ژنوتیپ تعیین  برای  و... 

SNP  ولی روش    ؛ ها وجود داردPCR-CTPP  روشی ،

زمان و هزینه    و  سبمنا از نظر  مقرون  نیز  ساده است که 

صرفه  باشد.   به  و    می  بیشتر  کارایی  برای  اگرچه 

و   الگوریتم  با  شود  می  پیشنهاد  روش  این  تکرارپذیری 

روش   برای  پرایمر  طراحی  اختصاصی  افزارهای  نرم 

CTPP  ذوب دماهای  یکسانی  و  اختصاصیت  به   ،

استراتژی   همچنین  کرد.  توجه  شده  طراحی  پرایمرهای 

و   داخلی  پرایمرهای  غلظت  نسبت  سازی  بهینه  های 

افزودنی تقویت کننده تکثیر   کردنی مواد  خارجی، اضافه 

وبه   برنامه    PCRاکنش  مخلوط  از  استفاده  و 

touchdown  .نیز پیشنهاد می شود 

 

 تشكر و قدردانی 

ب  استفاده  یولوژاز مرکز تحقیقات  اجازه  بابت  ی پزشکی 

تشکر   و  تقدیر  الکترونیک  منابع  مقاله  گرددیم از  این   .

و   نیست  پژوهش  در  اخلاق  نیازمند کد  و  است  مروری 

یا    کدامچیه افراد و  مطالعه،  این    ها دستگاهاز نویسندگان 

ندارند مقاله  این  انتشار  برای  منافعی  همچنین    .تعارض 

 نشده است. برای مقاله از جایی گرنت جذب 

 

 منابع

1.Yang CH, Cheng YH, Chuang LY, Chang HW. Confronting two-pair primer design 

for enzyme-free SNP genotyping based on a genetic algorithm. BMC bioinformatics. 

2010;11(1):1-11. 

اختصاصی- طراحی پرایمر   1 های  پرایمر  نرم    طراحی  الگوریتم    ییافزارهابا  بر  -MAمبتنی 

CTPPو ارزیابی  ( دماهای ذوب پرایمرها  بودن  یکسان) : بهینه سازی دماهای ذوب

   ،  رایج طراحی پرایمر  یهات ی محدود

(14 ) 

2 

 

 

 

اختصاصی   باندهای  متوازن  تکثیر 

 آلل 

 

 OPA-CTPP استفاده از روش  

 تعیین نسبت مطلوب غلظت پرایمرها 

نسبت   داخلی:  و  بیرونی  آغازگر  غلظت  نسبت  سازی  خارجی  بهینه  آغازگرهای 

(F1-R2( به داخلی )F2-R1  )2:1 

(15 ) 

(30 ) 

3 

 

مانند   باند های اختصاصی الل   تقویت افزودنی  مواد  کردن   ،  dimethyl sulfoxide(DMSO)اضافه 

betaine  و ammonium sulfate  (AMS) 

 touchdown PCRاستفاده از برنامه  

 

(35 ) 
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