
 

 

 )مقالة پژوهشي(

با استفاده از دو راهکار رسم  Real-Time PCRروش  ييآزان کاريم يبررس
  يون خطياستاندارد و رگرس يمنحن

  

  *۴ اصلجواد محمدي ،٣انيغفور يمهر ،٢ نيامريم حميدي ،١ علي خدادادي

  
  دهيچک
وسيله هب  Real-Time PCRبا استفاده از   mRNAآناليز كمي: نه و هدفيزم

پيدا كرده  ياريبس  طور وسيعي در مطالعات بيولوژيك كاربردهسايبرگرين ب روش
محاسبه شده با استفاده از دو   PCRييکارآ ةهدف اين تحقيق مقايس .است

جهت تعيين   LinRegPCRافزارروش شيب خط نمودار استاندارد و نرم
  .باشديم PCR ييآکار ةاستراتژي بهتر براي محاسب

و سنتز  RNA خراجتو اس يريگن پژوهش پس از خونيدر ا: يروش بررس
cDNA نديآفر  qRT-PCR ة سپس محاسب .انجام شدPCR Efficiency  به

 LinReg PCRافزارن با استفاده از نرمياستاندارد و همچن يدو روش رسم منحن
  .سه شدنديز با هم مقاين دو روش آناليت ايانجام گرفت و در نها

 وGAPDH، TGF β سه ژن يمحاسبه شده برا PCR ييآزان کاريم :هاافتهي
IL-10 ن با يو همچن ۸۷/۱و  ۸۱/۱، ۹۹/۱ب يترتاستاندارد به يبا روش منحن

ب يترتن سه ژن بهيا ييآکار LinReg PCR ياانهيافزار راروش استفاده از نرم
  .دست آمدهب ۸۲/۱و ۸۲/۱، ۹۸/۱
 هاي حاصل از تكثيرآناليز دادهدهد كه در ينتايج اين تحقيق نشان م :يريگجهينت

cDNA  ييکارآميزانPCR  دست آمده براي سه ژن هبGAPDH، TGF β و 
 IL-10 با دو روش مختلف منحني استاندارد وLineRegPCR  ًنتايج تقريبا

جاي روش پرهزينه منحني هشود كه بتوصيه مي ،بنابراين. شودييكساني حاصل م
  .استفاده گردد LinReg PCRافزار استاندارد از نرم

  
  ،سايبرگرين،  Real-Time PCR،PCR Efficiency: د واژگانيکل
  .  LinReg PCRافزارنرم
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  مقدمه
 ةک قطعير يجهت تکث PCR يريکارگهروش ب

در   Kerry Mullisاول بار توسط DNAاز  يخاص
 معکوس يبرداررونوشتاگر ). ۱( شد يمعرف ۱۹۸۳سال 

Reverse Transcription (RT) يارهيبا واکنش زنج 
-حساس ن ويدنبال شود، قدرتمندتر )PCR(يمرازيپل

 يص مقدار اندکير و تشخيجهت تکث ين فناوريتر
mRNA ن ييامروزه جهت تع). ۲-۵( شوديحاصل م

 يان شده در بسترهايب يهااز ژن يت مقدار اندکيکم
-real-time quantitative RTروش يست شناختيز

PCR (qRT-PCR) ن يا .نش شده استيگز ةويک شي
سه با يشود و در مقايروش بدون دردسر انجام م

-semi"(يانيپا ةنقط يمه کمين RT-PCR"روش

quantitative end point RT-PCR (ييهايبرتر 
ر خوبي يت تکثياد، قابليت زيت و اختصاصيمثل حساس

  ).۱۱-۶( دارد
qRT-PCR ن روش ين و معتبرتريترحساس     

- رونوشت  يص مقدار اندکيژه جهت تشخيوباشد، بهيم
 نيو همچن RNAن ييپا يهاها با غلظتدر بافت يبردار

RNAروش ). ۹،۱۲،۱۳( اندافتهيتنزل  يکه تا حد ييها
Real-time PCR ن ين و معتبرتريتراز جمله حساس

ع يطور وسهو ب باشديان ژن ميب يريگاندازه يهاروش
، )microarray verification(هيزآراير يبررس يبرا
افتن يت سرطان، ين خاصييت پاتوژن، تعين خاصييتع

استفاده  يک و مطالعات دارو درمانيترانس ژن يتعداد کپ
با استفاده   mRNAآناليز كمي ).۱۶-۱۱،۱۴( شوديم
 روش سايبرگرين ةوسيلهب  Real-Time PCRاز
)SYBR® Green(طور وسيعي در مطالعات بيولوژيك هب

 Real-Timeاساس روش  .كاربرد پيدا كرده است
زان نور فلورسنس که ين صورت که ميبد ،است ينورسنج
کل توسط دستگاه يدر هر س ،شوديوپ ساطع مياز هر ت
زان نور فلورسانت ساطع شده توسط يم. شوديخوانده م
ه خواهد بود و با ياول ةزان نمونيانگر مينما ،محصولات

 يريگاندازه. دارد يمينسبت مستق PCRزان محصولات يم

) ۱ :رديپذيهدف به دو روش انجام م يزان محصول تواليم
 يريگدر اندازه. ينسب يريگاندازه) ۲مطلق  يريگاندازه

ک نمونه مشخص يهدف موجود در  يمطلق تعداد توال
 تااستاندارد است  ةک نمونيازمند ين روش نيشود که ايم
مورد نظر در آن مشخص باشد که  يق تعداد تواليزان دقيم
 يريگد ژن مورد نظر باشد و در اندازهيتواند پلاسمين ميا

 يهاان ژن مورد نظر را نسبت به ژنيزان بيم ،ينسب
 housekeeping geneسلول تحت عنوان يساختار

 توان به يم سلول  يساختار يهااز جمله ژن. کننديان ميب

Actinβ  وGAPDH ن پژوهش از ياشاره کرد که در ا
GAPDH شوديعنوان ژن كنترل استفاده مبه.  
 Real-time دست آمده ازهفلورسنس ب يهاداده

PCR زان يکسب م يز برايآنال يهاست توسط روشيبايم
مورد  ،شده يبردارهدف رونوشت mRNA ينسب

 يهاز دادهيآنال يک براين تکنيچند. رنديپردازش قرار گ
-د مناسبياز وجود دارد که باReal-time PCR حاصل

اسکرن و همکاران نشان دادند که . ن انتخاب شوديتر
به  يطور مشخص بستگهب يريگج حاصل از اندازهينتا

ها دارد و راهکار ز دادهيروش مورد استفاده جهت آنال
 ي متضاد درکيولوژيج بيممکن است نتا ،متفاوت يزيآنال
به   Real-Time PCRآناليز نتايج ).۱۷( داشته باشد يپ

در نوع اول كه بدون تصحيح . گيرددو نوع صورت مي
 شوداستفاده مي (ΔΔCt-)2است و از  فرمول   PCRييکارآ

 PCR(  PCRييکارآدر روش دوم، نقش ميزان ). ۱۸(

Efficiency (گيرد و در محاسبات مورد توجه قرار مي
در اين متدها براي بررسي تفاوت بيان . شودوارد مي

mRNA  ر يز از فرمول ،در مقايسه با يك ژن كنترل
  ).۱۹( شوداستفاده مي

  
                                             

از دو   PCRييکارآدر اين روش براي محاسبه ميزان 
بر اساس شيب خط و با ) الف. گرددروش استفاده مي
با ) ب. هاي متفاوتهاي با رقت PCRاستفاده از انجام

(E        )∆CP
target

(control –sample)  

(Eref )
∆CP

ref
 (control –sample) 

Ratio = 
target 
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ميزان  ةكه با مقايس  LinRegPCRافزاراز نرماستفاده 
در هر تيوب در هر سيكل نسبت به سيكل   DNAتكثير

  ). ۲۰( شودمحاسبه مي  PCRييکارآقبلي ميزان 
اكنون در تحقيقات مولكولي  هر دو روش مذکور هم

اما هنوز استاندارد طلايي براي بررسي  ،شونداستفاده مي
). ۲۱( است مشخص نشده  Real-Time PCRنتايج

دست هب  PCRييکارآ ةمقايس ،هدف از انجام اين مطالعه
آمده با دو روش شيب خط در نمودار استاندارد و با 

تا اگر نتايج  ،باشدمي  LinRegPCRافزار استفاده از نرم
بين دو روش  PCR ييکارآمشابهي در تعيين ميزان 

  ترين روش ترين و كم هزينهساده ،دست آمدهمذكور ب
-Realعنوان يك روش قابل قبول براي بررسي نتايج هب

Time PCR معرفي گردد.        
  

  يروش بررس
آسان و در  يريگنمونه ،هين پژوهش علوم پايدر ا

مار مبتلا به يب ۴۰شامل : ماريافراد ب. دسترس انجام شد
آپادانا و ، گلستان يهامارستانيسرطان پستان بودند که به ب

آنها با  يمارياهواز مراجعه کرده بودند و بشهر  ينيامام خم
توسط متخصص  يو ماموگراف يکينيم کليتوجه به علا

آنها توسط  يميبدخ. ص داده شده بوديتشخ يجراح
 .د قرار گرفته استييأمورد ت يشناسبيمتخصص آس

 يسن ةبا محدود ۱۷/۴۸±۴/۱۲ماران ين سن بيانگيم
 يدرمان يميماران تحت شين بيا. سال بوده است ۳۱-۷۹

ت يل وضعياند و اطلاعات لازم از قبقرار نگرفته بوده
 ،يائسگيت ي، وضعيماريب ةسابق سن، ،يدرمان يميش

با استفاده از اطلاعات موجود در پرونده  يماريب ةمرحل
تومور و  ةل اندازيگر از قبيشده و اطلاعات د يآورجمع
 يماران با استفاده از گزارش پاتولوژيت متاستاز بيوضع
  .ديه گرديته

 ين سنيانگينفر زن با م ۴۰ن افراد شامل يا: افراد کنترل
بوده که فاقد هر گونه  ۷۰-۲۹ يسن ةو محدود ۱/۹±۲۸/۴۹

م در يم و بدخيخخوش ياز تومورها ياا نشانهيعلامت 
-يماريز فاقد بيبودند و ن شاناول ةا بستگان درجيخود 

-يم... ابت وي، ديسم مفصليرمات :مانند يمنيخود ا يها
  .باشند

 ۱۵فالکون  يهابه لوله ياهرگياز خون س يسيدو س
با   EDTAتر ضد انعقاديکروليم ۱۰۰ يکه حاو يسيس

ر عمل يبوده اضافه شد و با روش ز درصد ۱۰ غلظت
 ياهرگيخون س يحاو ةبه لول: انجام شد  RNAيجداساز

 (RBC Lysis)گلبول قرمز  ةز کننديمحلول ل يسيس ۱۳
لوله . قه در حرارت اتاق قرار داده شديدق ۱۰اضافه شده و 

د و سپس يوژ گرديفيقه سانتريدق ۱۰مدت به 600gبا دور 
 RBC ةکننديزل يسيک سي. خارج شد آن ييمحلول رو

موسوم به ( يسيس۵/۱ ةبه رسوب اضافه شده و به لول
ها با سرعت لوله. انتقال داده شدند) Eppendorf  ةلول

ده و يفوژ گرديقه سانتريدق ۲قه به مدت ير در دقدو ۳۰۰۰
 يسيس ۱به رسوب حاصل . ديخارج گرد ييمحلول رو

دور در  ۳۰۰۰سرد اضافه شده و لوله با سرعت  PBS بافر
 ييده و محلول رويوژ گرديفيقه سانتريدق ۲مدت ه و بهيثان

 PBSتر يکروليم ۱۰۰ ،به رسوب حاصل. ديآن خارج گرد
 معرف  يسيس ۱ حل شدن بعد از سرد اضافه شد و

RNX Plus(cina gene, Iran)  اضافه و محلول
به . شفاف گردد به هم زده شد تا کاملاً يحاصل به آرام

با سرعت  و شدتر کلروفرم اضافه يکروليم ۲۰۰ لوله
گراد و به يدرجه سانت ۴ يقه در دمايدور در دق ۱۴۰۰۰
ل شد که يتشکه يسه لا. ديوژ گرديفيقه سانتريدق ۱۵مدت 

جدا شده  ،ييمحلول بالا. بود  RNAيآن حاو ييرو ةيلا
انتقال  ،خ قرار داشتي يکه بر رو يسيس ۵/۱ها و به لوله

. ديزوپروپانول اضافه گرديتر ايکروليم ۱۰۰۰داده و به آن 
 ةدرج ۴ يقه در دمايدور در دق ۱۴۰۰۰ها با سرعت لوله
ده و يوژ گرديفيقه سانتريدق ۱۵مدت گراد و بهيسانت

 ۷۵اتانول  يسيک سي. ديآن خارج گرد ييمحلول رو
دور در  ۷۵۰۰حاصل با سرعت  ةدرصد اضافه شده و لول

قه يدق ۱۰گراد و به مدت يدرجه سانت ۴ يقه در دمايدق
داده  فرصتخارج شد و  ييمحلول رو. ديوژ گرديفيسانتر

تر يکروليم ۵۰خشک شود، سپس  شد تا الکل کاملاً
DEPC Treated Water ۱۰ها اضافه شد و به لوله 
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. گراد قرار داده شديسانت ةدرج ۶۰- ۵۰ يقه در دمايدق
  . بود cDNAآماده براي سنتز  ،دست آمدههب RNAاين 

 ،آماده شد RNAنکه يبعد از ا:  RNAقرائت غلظت 
سنتز  ياز براين حجم مورد نييابتدا غلظت آن جهت تع

cDNA زان يخلوص و م: ديگرد يريگبا فتومتر اندازه
RNA ر يصورت زهب يسنجاستخراج شده به روش رنگ

آب مقطر   lµ۹۵در RNA از محلول l µ۵:شوديمحاسبه م
ز يو ن nm۲۸۰و در  nm۲۶۰آن در  ODحل شده و 

nm۳۲۰ اسپکتروفتومتر  توسطUV visible 
)eppendorf (ر غلظت يشود و طبق فرمول زيقرائت م

RNA و نسبت گردد، يمحاسبه مOD m۲۸۰/nm۲۶۰  
خلوص (د يآيدست مهب RNAن خلوص ييتع يز براين
        ).قابل قبول است ۶/۱شتر از يب

RNA concentration = (OD260 – OD 320) 
× 40 × 100  

جدا شده از  RNAاز  ،ن مرحلهيدر ا:  cDNAسنتز  
ن منظور از يا يساخته شد، برا cDNA، يطيخون مح

 Fermentas,Finland( First strand cDNA(ت يک

Synthesis  RevertAidTM مراحل  ةياستفاده شد و کل
  .ل انجام گرفتيط استرير هود و در شرايخ و در زي يرو

ک يتکن Quantitative Real-Time PCR انجام
بوده که  Real-Time PCRق ين تحقيکار رفته در ابه
مورد نظر با  يهاژن  mRNAانيزان بيک مين تکنيبا ا

 Syber Greenو با استفاده از رنگ  ينسب يروش کم
ها ان ژنيکه ب يار در چرخهيزان تکثيده و ميگرد يابيارز

 Ct (Threshold Cycleتحت عنوان  ،بود يابيقابل رد

ان يمربوط به ب Ctحاصل نسبت به  يهاCtده و ينام (
 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenaseژن

(GAPDH) از روش  .قرار گرفت يابيمورد ارزtc∆∆-۲ 
د و از ژن ياستفاده گردmRNA  انيتفاوت ب يبررس يبرا

GAPDH هاي ژن يبرا. عنوان ژن کنترل استفاده شدبه
GAPDH  وIL-10 ت يمرهاي لازم با استفاده از سايپرا

از  TGF-β ژن يبرا. شدند يطراح Primer3 ينترنتيا
). ۲۲( شده در مقالات ديگر استفاده شدپرايمرهاي استفاده 

استفاده شده در اين تحقيق در  يمرهايپرا يف بازيرد
  .ده استيدرج گرد ۱جدول 

  :ر بوديبه شرح ز Real –Time PCRمراحل انجام 
سپس  ،ه کردهينانو مول ته ۵۰با غلظت  يمرهايابتدا پرا

Master Mix مرها و ي، پراDEPC treated water 
وژ کوتاه يفيک سانتريط رسانده و بعد از يمح يبه دما

)short spin (يهاپيآماده استفاده شدند، استر )تيوب-

ميكروليتري متصل به هم مخصوص دستگاه  ۱۰۰هاي
ABI Real-Time PCR (ر يخ  در زي يدستگاه بر رو

 يک،  Master Mixتر يکروليم ۱۰هود قرارداده و به آنها 
 cDNAن مرحله يد، در امر اضافه شيتر از هر پرايکروليم

وژ کوتاه يفيک سانتريروي يخ ذوب گرديد و بعد از 
)short spin (تر يکروليم ۲پ يآماده شده و به هر استر

 PCR  ها در دستگاه قرار داده وپياستر د،ياضافه گرد
  .ر انجام شديدمايي ز ةطبق برنام

Cycling Condition:  
10 Minute @ 95ºC for Enzyme activation 
15 second @ 95ºC for cycle denaturation  
60 second @ 60ºC for extension           

قبل از ): Melting Curve(ذوب  ينمودار منحن
دست آمد و با هذوب جهت هر ژن ب يمنحن ،هاز دادهيآنال
ک مربوط به ژن مورد نظر يها صحت پين منحنيا يبررس

 .ديد گردييأمر تيمر دايو فقدان پرا

در نمودار  ب خطيبا روش ش Efficiency ةمحاسب -
  : استاندارد

ط حاکم بر آن، يبازده واکنش و شرا يجهت بررس
 يهان کار رقتيا يبرا. دينمودار استاندارد رسم گرد

آنها  يسپس برا کرده،ه يرا ته cDNAک ي مختلف از
حاصل  يهاCTو از  شد انجام Real-time PCRتست 

م نمودار استاندارد استفاده يو غلظت موجود جهت ترس
ر يفرمول ز ةلينمودار استاندارد به وس ةيبعد از ته .ديگرد
  :محاسبه گرديد Real-time PCR واکنش يبازده
 Efficiency = 10 (-1/slope) – 1   

 (ΔCT-) اساس فرمول ها بران ژنيب ةمحاسب
1+Efficiency  ان ژن را به ژن رفرانس بر يکه نسبت ب

ن يرفت که در ايانجام پذ Pfaffl methodاساس فرمول 
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ا چند ژن هدف وجود يک يک ژن رفرانس و ي يبررس
ان يشود و بيبراتور شناخته ميک گروه به عنوان کالي. دارد
  .شوديده ميبراتور سنجين کاليها نسبت به اژن

 LinRegPCRبا روش Efficiency ةمحاسب -

program :  
ط حاکم بر آن از يبازده واکنش و شرا يجهت بررس

-LinReg Analysis of quantitative RTافزار نرم

PCR data  يهان صورت که ابتدا دادهيبد .استفاده شد 
 Excelل يک فايرا به  Real Timeحاصل از دستگاه 

را باز کرده  LinRegPCRافزار سپس نرم. ميتبديل کرد
) (LinReg PCRافزار نرم helpعمل الو طبق دستور

 Efficiency ةمربوطه را وارد کرده و محاسب يهاداده
 ةافزار محاسبن نرميا. ميهر نمونه را قرائت کرد يبرا
 يبرا. سنجديطور جداگانه مهر هر نمونه را بيتکث ييآکار
ر هر نمونه را با يتکث ياز منحن يتمين کار فاز لگاريا

ن حد مشخص نموده، ين و کمتريشترياستفاده از انتخاب ب
   ون انجام ياز خط رگرس يون خطيز رگرسيسپس آنال

  .دهديم

  هاافتهي
ط حاکم بر واکنش بر يبازده و شرا يبررس -الف 

  :اساس روش منحني استاندارد
حامل ژن  يهاديش در شدت فلورسانس پلاسميافزا 

 يه منحنيته يبرا ،اندق شدهيرق يطور متوالمورد نظر که به
الگو در  يهاملکول ةيزان اولين مياستاندارد جهت تخم

هاي اين نتايج براي ژن. مورد نظر استفاده شد ةنمون
GAPDH ،TGF-β   وIL-10 هاي به ترتيب در شكل

 . نشان داده شده است ۲و جدول  ۳و  ۲، ۱

 ط حاکم بر واکنش با روشيبازده و شرا يبررس -ب 

PCR LinReg:  
بعد از  real-time PCRحاصل از  يهاداده

Export ليشدن به فاExcel افزار نرم باLinRegPCR 
 GAPDH ،TGF-βهاي اين نتايج براي ژن. شدند زيآنال
 ۲و جدول  ۶و  ۵، ۴هاي ترتيب در شكلبه IL-10و 

 . نشان داده شده است

  
 IL-10و  GAPDH  ،TGFβهاي ديگر مشخصات پرايمرهاي استفاده شده براي ژن رديف بازها، طول محصول و:  ۱ جدول

  .انجام گرفت  Primer3طراحي توسط سايت اينترنتي IL-10و  GAPDHبراي دو ژن . PCRبروش سايبر گرين 
 ژن نام  رديف باز طول محصول

92  F: GCAAGAGCACAAGAGGAAGA  
R: ACTGTGAGGAGGGGAGATTC 

GAPDH 

100 F: CCCAGCATCTGCAAAGCTC  
R: GTCAATGTACAGCTGCCGCA 

TGFβ  
(Ref: 22) 

111 F: ACTTTAAGGGTTACCTGGGTTGC  
R: TCACATGCGCCTTGATGTCTG 

IL10  

  
افزار منحني استاندارد و نرم با دو روش IL10و  GAPDH  ،TGF βمحاسبه شده براي سه ژن   PCR ييکارآميزان :  ۲جدول 

LinRegPCR  شوددست آمده از دو روش مشاهده نميهيج باكه تفاوت چنداني بين نت.  
LinRegPCR Standard curve Gene/Method 

1.98 1.99 GAPDH 
1.82 1.81 TGF β 
1.82 1.87 IL10 
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                                                                  GAPDH:   =0.91    Eff%=99.23 

 
 

  درصد  ٢٣/٩٩ييکارآكه  PCRبا روش سايبر گرين  GAPDHدست آمده براي ژن همنحني استاندارد ب: ۱ نمودار
  .دست آمده استهب

  .دست آمده استهبدرصد  ٥٥/٨٧ ييکارآكه  PCRبا روش سايبر گرين  IL10دست آمده براي ژن همنحني استاندارد ب: ۳ نمودار

 
 

=0.999        :   TGF beta                                                                    
Eff%=81.283   

 
  
  
  

 درصد ٢٨/٨١ کارآييكه  PCRبا روش سايبر گرين  TGFβدست آمده براي ژن همنحني استاندارد ب: ۲ نمودار
  .دست آمده استهب

 
 

=1          Eff%=87.554IL10:                                                                        
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كه ميزان  GAPDHدر ژن  Real-Time PCRبراي بررسي بازده واكنش  LinRegنمايش خروجي نرم افزار : ۴ نمودار

   .قرمز رنگ در قسمت پايين شكل نشان داده شده است ةصورت نقطهبراي هر تيوب ب ييکارآ
  

 
براي  ييکارآكه ميزان  TGFدر ژن  Real-Time PCRبراي بررسي بازده واكنش  LinRegافزار نمايش خروجي نرم: ۵ نمودار

  .قرمز رنگ در قسمت پايين شكل نشان داده شده است ةصورت نقطههر تيوب ب
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
 ييکارآكه ميزان  IL-10در ژن  Real-Time PCRبراي بررسي بازده واكنش  LinRegافزار خروجي نرمنمايش : ۶نمودار 

  .قرمز رنگ در قسمت پايين شكل نشان داده شده است ةصورت نقطهبراي هر تيوب ب
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 بحث

  بحث
 quantitative (qPCR)كمي  يهاروش ةکلي

real-time PCR زان تكثير يم يريگوابسته به اندازه
 يهابا استفاده از ملکول PCRکل يدر هر س يقطعات ژن

فلورسنت  يهانور فلورسنت هستند و داده ةکنندساطع
توسط  يستيبا real-time PCRشده از  يآورجمع
زان تفاوت بيان يشوند تا م يها بررسز دادهيآنال يهاروش

mRNA  در ژن هدف در مقايسه با ژن كنترل مشخص
در روش كمي كه با كمك سيستم نور فلورسانس . گردد

شود تنها يك نوع محصول سايبرگرين استفاده مي
دليل اينكه اساس به ،قابل تكثير است PCR) آمپليكون(

قرار گرفتن  ،مولكولي نور ساطع شده توسط سايبرگرين
ين اباشد و بنابرمي DNAاي رشته در داخل مولكول دو

 PCRبيان دو ژن بايد در دو تيوب جداگانه  ةجهت مقايس
از نظر تئوري ميزان . انجام گيرد DNAعمل تكثير 

DNA  در هر سيكلPCR شود و به همين دو برابر مي
 DNAميزان تكثير  ةبراي محاسب 2nدليل از فرمول 

اما در عمل اين فرمول قابل استفاده . شوداستفاده مي
هميشه دو برابر   PCRچون ميزان تكثير در تيوب. نيست

توان عملاً دو تيوب را با بنابراين نمي ،سيكل قبلي نيست
تكثير دو تيوب با همديگر  ييکارآهمديگر در زماني كه 

 ييکارآوارد كردن  ةفرضي. مقايسه كرد ،متفاوت باشند
  ). ۱۹( ارائه شده است Pfafalاول بار توسط   PCRتكثير

  PCR ييکارآ سازي با يك ژن رفرانس، كنار نرمالدر 
اي در دقت و ثير عمدهأداراي ت  Real-Time PCRدر 

 ييکارآباشد و تصحيح اعتبار نتايج بررسي بيان ژن مي
PCR  تواند در آناليز دقيق نتايج و قابل اطمينان بودن مي
هاي در بيشتر متدهاي آناليز داده). ۲۱( ثير بگذاردأآن ت

    بر اين فرض انجام   Real-Time PCRاز حاصل
در هر تيوب در طول انجام   PCRييکارآشود كه مي

ثابت   PCRهاي متفاوتها و همچنين بين تيوبسيكل
بدون كاربرد منحني ( است و حتي در بعضي متدها

سفانه در متدي كه أمت. شودفرض مي ۲برابر ) استاندارد
دهند بيان دو ژن را انجام مي ة، مقايسييکارآ ةبدون محاسب

 PCR ييکارآتفاوت در  ۰۴/۰طور حقيقي هدر حالتي كه ب

       حدود چهار برابر تفاوت بيان  ،وجود داشته باشد 
  ).  ۲۰( آيددست ميهصورت كاذب در محاسبات بهب

تواند از در ژن هدف و ژن رفرانس مي  PCRييکارآ
 ييتفاوت در کارآمتغير باشد و وقتي ميزان  ۲تا  ۸/۱

PCR  سادگي يك تفاوت به ،را مورد توجه قرار دهيم
سادگي ممكن است هبين دو نمونه ب ،برابري ۱۰حقيقي 

و اين ) ۲۰( برابر تفاوت بيان گزارش شود ۲۱۰تا  ۷/۰بين 
  PCR ييشديداً به ميزان کارآ  Ctدهد كه ميزان نشان مي

  . وابسته است
هاي با رقت  PCRدر روش منحني استاندارد و انجام 

اين مشكل غيرقابل حل هم    cDNAمتفاوت از يك
هاي در رقت cDNAدليل رقيق شدن وجود دارد كه به

هايي مانند نمك، ، هم زمان بازدارنده PCRهايكم تيوب
وجود داشته   cDNAفنل، كلروفرم و اتانول هم اگر در

  PCRهاي د و بنابراين در تيوبشوننيز رقيق مي ،باشند
شود ها نيز كم مياثر سميت اين بازدارنده ،با رقت هاي كم
پس در . ابديدر آنها افزايش مي  PCRييو بنابراين کارآ

يكسان نيست و   PCRييکارآهاي متفاوت رقت اين
محاسبه شده دقيق نخواهد بود و   PCRييکارآبنابراين 

تا ) cDNAهاي با ميزان زياد تيوب( كم ييکارآمعدلي از 
خواهد بود )  cDNAهاي با ميزان كمتيوب( زياد ييکارآ

هاي تست با اشكال خواهد كه تعميم اين ميزان براي تيوب
  ). ۲۰( بود

افزار در روش ديگر كه با استفاده از نرم
LinRegPCR  ميزان نور ساطع شده در  ،گيردانجام مي

كند و بر اين اساس هر سيكل را با سيكل قبل مقايسه مي
اساس فرمول  را داخل تيوب بر  PCRييکارآميزان 

Nc=N0× Effc در اين فرمول ). ۲۰( شودگيري مياندازه
Nc  وN0  نور ساطع شده در سيكلc  وc-1 باشد و مي

Effc  ييکارآمعادلPCR   در سيكلc افزار است و نرم
سيكل متوالي كه  ۶الي  ۴هر تيوب را در  ييکارآمعدل 
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آن تيوب در  ييکارآصورت هب ،را دارند ييکارآبيشترين 
 ).۶-۴هاي شكل( دهدافزار نشان ميخروجي نرم

  
    يريگجهينت

هاي حاصل نتايج اين تحقيق نشان داد كه در آناليز داده
دست آمده براي هب  PCR ييکارآميزان  cDNAاز تكثير 
با دو روش مختلف  GAPDH, IL10, TGFBسه ژن 

يكساني  نتايج تقريباً LineRegPCRمنحني استاندارد و 
جاي همديگر هتوان هر دو را ببنابراين مي ،آيددست ميهب

نظر به اينكه در روش منحني استاندارد لازم . استفاده كرد
مختلف براي هاي در هر بار اجراي آزمايش، رقت تا است

هر ژن گذاشت و اين موجب مصرف زياد مواد مصرفي 
 ةشود و هزينمي  cDNAو  PCRمختلف مانند ميكس

توان بر اساس اين نتايج مي ،بردرا بالا مي هاانجام آزمايش
افزار نظر كرد و با نرماستاندارد صرف از انجام منحني
LinRegPCR  ناليز كمتر آ ةها را با دقت بالا و هزينداده

  . نمود
  
  يقدردان
 امهنانيپا يهااز داده ياستفاده از بخش ن مقاله بايا

ه ه شديا تهينيديم حميسرکار خانم مر ارشد يکارشناس
 قات ويکه اعتبار آن از طرف معاونت محترم تحق است
ن يمأتشاپور اهواز دانشگاه علوم پزشكي جندي يآورفن

ن معاونت و يا يهاتيحماو بدينوسيله از شده است 
 يمولکول و يقات سلوليتحق و مرکز يشناسيمنيگروه ا

    .شوديم  يدانقدر تشکر واين دانشگاه 
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Abstract 

Evaluation of Real-Time PCR Efficiency by the Use of Two Strategies: 
Standard Curve and Linear Regression 

 
Ali Khodadadi 1, Maryam Hamidi Nia 2, Mehri Ghaforian3, Javad Mohammadi Asl 4*  

 
 
 
Background and Objective: The detection of nucleic acids 
using Real-Time CPR has many application  . Quantitative 
analysis of mRNA using Real-Time PCR by Relative and 
Absolute methods. Widely used in biological studies. The 
purpose of this study was to compare the Relative and calculated 
PCR Efficiency by standard curve and LinRegPCR methods. 
Subject and Methods: After sampling and extraction of RNA 
and cDNA synthesis,the quantitative RT-PCR was performed, 
then the PCR Efficiency was calculated by Using the two 
methods of standard curve and LinRegPCR. At the end the 
results of the two methods were compared and analyzed. 
Results: The efficiency of PCR for the GAPDH, TGF-β and IL-
10 genes with the standard curve method were 1.99, 1.81 and 
1.87, respectively. The PCR efficiency of these three genes were 
1.98, 1.82 and 1.82 by using LinRegPCR software method, 
respectively. 
Conclusion: The analysis of the data obtained from PCR 
proliferation of cDNA of the three genes, GAPDH, TGF β and 
IL-10 showed no statistical difference between standard curve 
and LineRegPCR methods. Therefore, it is recommended to use 
the LinRegPCR software method instead of the expensive 
standard curve method.                               
 
Keywords: Real-Time PCR, PCR Efficiency, Syber Green, 
LinRegCPR Software. 
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