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 چکیده

 (1993) سیلابنکس م یدکتر کرتوسط نوبل  زهیجا افتیاز زمان در یوتکنولوژیو ب یمولکول یشناس ستیحوزه ز

 محدودرا از مقدار  DNAاز  یادیتوان مقدار ز یبار کشف کرد که چگونه م نیاول سیلادکتر م .متحول شده است

DNA مرازیپل یا رهیعنوان واکنش زنج به ندیفرآ نیسنتز کرد و ا (PCRشناخته م )امکان  نیشود. اکنون ا ی

در مدت چند ساعت داشته باشیم.  DNA از مقدار اندکی DNAکپی مولکول ها  ونیلیما وجود دارد که م یبرا

PCR استفاده  رهیو غ یوتکنولوژیب ،یمولکول اکولوژی ،یقانون یپزشک ،یپزشک ،یطور گسترده در کشاورز به

، اجزای مختلفی همچون PCRبرای انجام واکنش همچنان به رشد خود ادامه خواهد داد.  ستیل نیشده است و ا

باشد. آغازگرها مورد نیاز می 2بافر، آب و نهایتا پرایمر )آغازگر(، 1dNTPs پلیمراز، DNAکلرید منیزیم، آنزیم 

دارند.  DNAآمیز باشند که نقش بسیار مهمی در تکثیر موفقتشاید مهمترین جز واکنش زنجیره ای پلیمراز می

شخصات ت مولکولی، مبنابراین در این دستورالعمل فنی به موضوع آغازگر، انواع آغازگرهای مورد استفاده در مطالعا

افزارهای طراحی آغازگر و بررسی اختصاصی بودن های طراحی آغازگرهای اختصاصی، نرمآغازگر، شاخص

 آغازگرهای طراحی شده، پرداخته شده است. 

 مقدمه

 واکنش زنجیره ای پلیمراز -1

. شروع شوندیم دهینام یحرارت هایچرخهمکرر است که  ییدماچرخه  40تا  20شامل  PCRبه طور معمول، 

چرخه  20-40گراد( شروع و پس از درجه سانتی 94-98بالا ) یدر دما سازی اولیهواسرشته کیاغلب با واکنش 

 یمورد استفاده و مدت زمان اعمال آنها در هر چرخه به پارامترها یدماهایابد. با یک بسط نهایی پایان می

در واکنش و  dNTPsو  یتیدو ظرف یهاونیغلظت ، DNAسنتز  یمورد استفاده برا میاز جمله آنز یمختلف

مجزا  ییدارد. هر چرخه معمولاً از سه مرحله دما یبستگ و ... PCR، طول محصول 3( آغازگرهاTmذوب ) یدما

                                                           

1. Deoxynucleoside triphosphate 
2. Primer 
3. Melting Temperature 

https://en.wikipedia.org/wiki/DNA_melting
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های مکمل ، پیوندهای هیدروژنی رشته4در مرحله نخست یا مرحله واسرشته سازی (.1)شکل شده است  لیتشک

DNA  آیند. های مکمل به صورت تک رشته در میگراد شکسته شده و رشتهدرجه سانتی 94الگو در دمای حدودا

شود. ای متصل میالگوی تک رشته DNA، آغازگر به ناحیه مکمل خود بر روی 5در مرحله دوم یا مرحله اتصال

درجه  34-65تواند دمای مورد نیاز در این مرحله به طول و توالی آغازگرهای مورد استفاده بستگی دارد و می

جدید از طریق اضافه  DNA، ساخته شدن 6گراد در نوسان باشد. در مرحله سوم یا مرحله بسط یا توسعهسانتی

گیرد. پلیمراز صورت می DNAالگو و به وسیله آنزیم  DNAآغازگر بر مبنای  3'شدن نوکلئوتیدها به انتهای 

پلیمراز  Taqگردد که برای آنزیم پلیمراز تعیین می DNAدمای این مرحله نیز به وسیله دمای بهینه فعالیت آنزیم 

شود. اگر ای ایجاد میدو رشته DNAگراد است. بدین ترتیب در انتهای چرخه یک، دو مولکول درجه سانتی 72

درصد داشته باشد، با فرمول زیر، تعداد مولکول تکثیر شده، محاسبه  100واکنش زنجیره ای پلیمراز کارایی 

 گردد. می

Nf = N0 (1 + Y)n 

fN:  تعداد کپی نهایی مولکولDNA  هدف 

0N :تعداد کپی اولیه 

Y درصد( 80تا  60: کارایی آغازگر )معمولا بین 
n تعداد چرخه واکنش :PCR 

با توجه به مراحل واکنش زنجیره ای پلیمراز، اهمیت آغازگر به عنوان مهمترین جز واکنش برای تکثیر موفقت 

باشد. در نتیجه در این دستورالعمل فنی در ارتباط با تمامی مشخصات آغازگر کاملا آشکار می DNAآمیز مولکول 

 و طراحی آن بحث خواهد شد. 

 

                                                           

4. Denaturation 

5. Annealing 
6. Extension/Elongation  
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 آغازگر -2

 DNAشروع سنتز  یکوتاه است که توسط همه موجودات زنده برا یتک رشته ا کینوکلئ دیاس کی غازگرآ

 یبه انتها دهایفقط قادر به افزودن نوکلئوت  های زندهسلولدر درون  مرازیپل DNA یهامیشود. آنزیاستفاده م

به  ازیرشته مکمل را شروع کند، ن سنتزبتواند  مرازیپل DNA نکهیو قبل از ا باشند،می RNAآغازگر از جنس  3'

. در شرایط آزمایشگاهی نیز برای شروع سنتز رشته مکمل نیاز به حضور آغازگر میبه الگو دارد آغازگراتصال 

 شود. یاستفاده م DNA یمعمولاً از آغازگرهاباشد با این تفاوت که 

 

 

ای پلیمرازهای واکنش زنجیرهچرخه -1شکل   
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 های آغازگرویژگی -2-1

 انواع آغازگر -2-1-1

الگو،  DNAشود. اتصال اختصاصی و کامل به بر اساس هدف پژوهشگر، آغازگرهای مختلفی استفاده می

الگو، آغازگر  DNAه بایستی مورد توجه قرا بگیرد. بنابراین بر اساس توالی باشد کمهمترین ویژگی آغازگر می

الگو، آغازگرها به سه گروه اصلی طبقه بندی  DNAطراحی میگردد. با توجه به این خصوصیت و اطلاع از توالی 

 شوند. می

الگو  DNAوجه به توالی باشند که بدون تنوکلئوتید می 8الف: آغازگرهای تصادفی: آغازگرهایی با طول تقریبی 

متصل شده و در  DNAشوند. بنابراین این آغازگرها به صورت تصادفی به ژنوم یا قطعات طراحی و سنتز می

برای  7RAPDباشد. از این آغازگرها در نشانگرهای نتیجه در طراحی این آغازگرها نیازی به نرم افزار خاصی نمی

  شود. بررسی مطالعات ژنومیکس استفاده می

الگو و بخشی به  DNAباشند که بخشی از آن بر اساس توالی ب: آغازگرهای نیمه تصادفی: آغازگرهایی می

 AFLP (Amplified Fragmentشود. آغازگرهای مورد استفاده در نشانگر صورت تصادفی طراحی می

Length Polymorphism)   .از این گروه آغازگر است 

الگو طراحی شده و در نشانگرهایی  DNAیی هستند که دقیقا بر اساس توالی ج: آغازگرهای اختصاصی: آغازگرها

با توجه به اینکه این آغازگرها بر اساس توالی  شوند.استفاده می SSR (Simple Sequence Repeats)مانند 

DNA شوند، در نتیجه اطلاع از توالی هدف طراحی میDNA  .الگو ضروری است 

 

 

 

 

                                                           

7. Random Amplified Polymorphic DNA 
 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/probe/docs/techrapd/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/probe/docs/techrapd/
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 طول آغازگر -2-1-2

باشد. با نوکلئوتید متغییر می 25تا  8ر بسته به نوع نشانگر مورد استفاده در مطالعات ژنومیکس از طول آغازگ

 کند. معمولا آغازگرهای تصادفی،افزایش طول آغازگر، اختصاصیت آغازگر و دمای اتصال آغازگر افزایش پیدا می

 نوکلئوتید طول دارند.  22نوکلئوتید و آغازگرهای اختصاصی  8

 و دمای ذوب آغازگر GC محتوای -2-1-3

ذوب  یدماهای آغازگر است که به طول و توالی آغازگر بستگی دارد. دمای ذوب آغازگر یکی از مهمترین ویژگی

 گرددیم لیشود و به تک رشته تبدیجدا م DNA-آغازگر از هیبرید آغازگر از یمیاست که در آن ن ییدما آغازگر

، دمای DNAبنابراین برای سنتز صحیح مولکول دهد. یرا نشان م یبریده یداریپادر نتیجه دمای ذوب آغازگر و 

الگو صورت نگیرد. به طور  DNAاتصال آغازگر باید کمتر از دمای ذوب آغازگر باشد تا جدا شدن آغازگر از 

د. بر کنمعمول با افزایش طول آغازگر و نوکلئوتیدهای سیتوزین و گوانین، دمای ذوب آغازگر نیز افزایش پیدا می

الگو محکم باشد. با  DNAداشته باشند تا اتصال آغازگر به  یمناسب GC یمحتوا دیبا همین اساس، آغازگرها

پیوند هیدروژنی برقرار است در نتیجه انرژی و دمای بالایی برای شکستن  3توجه به اینکه بین گوانین و سیتوزین 

باشد. پیوند هیدروژنی( مورد نیاز می 2نین و تیمین )با پیوندهای بین سیتوزین و گوانین در مقایسه با پیوند آد

 56-62درصد دارای دمای ذوب  GC 50نوکلئوتید و محتوای  20دهد که آغازگر با طول مطالعات نشان می

دمای ذوب آغازگر مستقیم و  GC یمحتوامناسب است.  PCRگراد بوده که برای واکنش اختصاصی درجه سانتی

جر های آغازگرهای مستقیم و معکوس منعدم تطابق بین ویژگیمطابقت داشته باشند.  یبه خوب دیبا و معکوس

به کاهش کارایی و اختصاصیت واکنش زنجیره ای پلیمراز گشته و تکثیر قطعات غیراختصاصی یا عدم تکثیر 

ی هادرصد برای طراحی آغازگر مناسب است. فرمول 40-60بین  GCگردد. محتوای قطعه هدف مشاهده می

زیادی برای محاسبه دمای ذوب آغازگر وجود دارد. به طور کلی برای محاسبه دمای ذوب آغازگرهای با طول 

کنند و برای آغازگرهای با طول بیش استفاده می Tm= (A+T)2 + (G+C)4نوکلئوتید از فرمول  20کمتر از 
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از  8رین همسایهتری ترمودینامیک نزدیکتئوتوان استفاده کرد که های مختلفی مینوکلئوتید نیز از فرمول 20از 

طول آغازگر  ،10، آنتروپی9شود که بر پایه آنتالپیها بوده که توسط نرم افزارهای مختلف استفاده میمهمترین آن

 و غلظت نمک است.

 دمای اتصال آغازگر -2-1-4

هم است. م اریبس اتصال یدما نییاست و در تع DNA-DNA دیبریه یداریاز پا ینیتخم آغازگرذوب  یدما

الگو صورت گرفته و پایداری  DNAباشد که در آن اتصال آغازگر به بنابراین دمای اتصال آغازگر دمایی می

شود. در صورتی که دمای اتصال مناسب باشد، تکثیر اختصاصی قطعه دیده می DNA-DNAمناسبی از هیبرید 

الگو  DNAهیبریداسیون کامل بین آعازگر و  شود ولی اگر دمای اتصال بیش از حد زیاد باشدمورد نظر انجام می

گردد. در صورتیکه دمای اتصال پایین باشد گیرد و منجر به عدم سنتز قطعه اختصاصی میصورت نمی

شود. بر اساس صورت و قطعات غیراختصاصی نیز تکثیر می DNAهیبریداسیون غیر اختصاصی بین آغازگر و 

درجه کمتر از  3-7تخمین زد به طوریکه دمای اتصال آغازگر حدودا  توان دمای اتصال رادمای ذوب آغازگر می

استفاده کرد  Rychlikتوان از فرمول باشد. همچنین برای تخمین دمای اتصال آغازگر میدمای ذوب آغازگر می

 که عبارت است از 

 

Ta= 0.3Tm(primer) + 0.7 Tm (product) – 14.9 

 PCRدمای ذوب محصول  Tm (product)ی ذوب آغازگر و همان دما Tm(primer)که در این فرمول 

 باشد. می

 

 

                                                           

8. Nearest Neighbor Thermodynamic Theory 

9. Enthalpy 

10. Entropy 
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 GC 11گیره  -2-1-5

آغازگر نقش بسیار مهمی در اتصال آغازگر و سنتز قطعه  3' یانتها بازدر پنج سیتوزین یا گوانین  یوجود بازها

گیرد، در آغازگر صورت می 3'اختصاصی دارد. با توجه به اینکه پلیمریزاسیون قطعه در حال ساخت از انتهای 

الگو بوده و وجود باز سیتوزین و گوانین  DNAآغازگر بایستی کاملا مکمل  3'نتیجه حداقل دو نوکلئوتید انتهای 

در راه  CGشود. البته به دلیل وجود جزایر می DNAدر این جایگاه ها موجب اتصال قوی و پایدار بین آغازگر و 

 ها شده و در نتیجه نبایستیانداز ژنآغازگر موجب اتصال اشتباه به راه 3'باز در انتهای  3ها، وجود بیش از انداز ژن

 شود. استفاده 3' یآخر انتها هیپا 5در  C ای G 3از  شیب

 ساختارهای ثانویه آغازگر -2-1-6

تواند شکل بگیرد که هر دو نوع ساختار ناشی از تشکیل پیوند به طور کلی دو نوع ساختار ثانویه در آغازگرها می

 شوند که نواحی مکمل در درون یکباشد. ساختارهای ثانویه زمانی تشکیل میبین بازهای مکمل می هیدروژنی

آغازگر یا بین آغازگرهای مستقیم و معکوس صورت بگیرد. در این حالت به جای اینکه آغازگر به ناحیه اصلی 

ورت و تکثیر قطعه هدف صالگو متصل شود یا به خود متصل شده یا به آغازگر دیگر متصل  DNAخود بر روی 

 شود.گیرد. بر همین اساس دو نوع ساختار ثانویه در درون یا بین آغازگرها تشکیل مینمی

 12الف: همولوژی درون آغازگری

زمانیکه نواحی مکمل، درون یک آغازگر صورت بگیرد همولوژی درون آغازگری تشکیل شده که به این حالت 

 (2)شکل  شودنیز گفته می 13ساختار سنجاق سری

 

 ساختار سنجاق سری تشکیل شده درون آغازگر -2شکل 

                                                           

11. GC Clamp 

12. Intra-primer homology 

13 Hairpin structure 
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 14ب: همولوژی بین آغازگری

شود. در حالت خوددیمری مکمل شدگی کامل دیده می 16و دگردیمری 15این ساختار نیز به دو حالت خود دیمری

 (.3)شکل  گیردییا ناقص بین آغازگر مستقیم با آغازگر مستقیم یا آغازگر معکوس با آغازگر معکوس صورت م

 

 

 ساختار خود دیمری بین آغازگرها -3شکل 

 

 (.4شود )شکل مکمل شدگی بین آغازگر مستقیم با آغازگر معکوس انجام می ،در حالیکه در دگردیمری

 

 

 ساختار خود دیمری بین آغازگرها -4شکل 

 

، در نرم بگیرد. برای انجام این کارساختارهای ثانویه آغازگر بایستی قبل از سنتز آغازگر صورت  لیو تحل هیتجز

انجام  ساختار ثانویه هر  ی( براΔG) بسیآزاد گ یانرژ نییو تع هیثانو یساختارها رسیمتافزارهای طراحی آغازگر، 

باشد چراکه سنتز می 5'آغازگر خطرناکتر از انتهای  3'تشکیل ساختارهای ثانویه در انتهای  ،یکل ربه طوشود. می

 گیرد.  صورت می 3'نتهای رشته جدید از ا

طور  خاص با خود است. به هیساختار ثانو کی لیتشک یآغازگر برا کی ازیمورد ن یمقدار انرژ ،بسیآزاد گ یانرژ

 شتریبالاتر )ب ΔGبا  ساختارهای. باشدمیواکنش در دما و فشار ثابت  کی یختگینشان دهنده خودانگ ΔG ،یکل

ور وجود دارد که به ط یاحتمال کمتر نی)گرما( دارند، بنابرا یبه انرژ ازین یریشکل گ یمثبت( برا ΔG ای 0از 

و به طور  ی( به راحتیمنف ΔGتر ) نییپا ΔGبا  هیثانو یشوند. ساختارها لیتشک یانرژصرف خود به خود بدون 

                                                           

14. Inter-primer homology 
15. Self-Dimer 
16. Cross-Primer 
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فی داشته من ΔGدر نتیجه هر آغازگری که ساختار ثانویه با . شوندتشکیل می یاضاف یخود به خود و بدون انرژ

ساختار ثانویه آغازگری  ΔGباشد، به انرژی از نوع گرما نیاز دارد تا به حالت طبیعی و خطی خود برگردد. هر چقدر 

 هیثانو یاز ساختارها دیبا نیبنابرامنفی تر شود به انرژی گرمایی بیشتری برای برگشتن به حالت طبیعی نیاز دارد، 

 ناب شود.بزرگتر( اجت یمنف ΔG ری)مقاد دارتریپا

رین شود. در بحث انرژی آزاد گیبس بیشتانژی آزاد گیبس با واحد کیلوکالری بر مول نشان داده می ،یبه طور کل

حساسیت بر روی ساختارهای سنجاق سری بوده که به انرژی بیشتری برای شکسته شدن چنین ساختارهایی نیاز 

ΔGآغازگر،  3'در انتهای سنجاق سر  باشد. برای ساختار می ≥ در مول قابل تحمل است.  بر یلوکالریک 2−

الگو گردد. ساختارهای  DNAاعدا منفی تر ممکن است ساختار ثانویه پایدار بوده و مانع از اتصال آغازگر به 

ΔG شوند ویراحت تر شکسته م یکمسنجاق سری داخلی  ≥ برای  شود.یتحمل م PCRواکنش در  3−

ΔGمقدار  3'احیه انتهای ساختارهای خوددیمری و دگر دیمری در ن ≥ ΔGو خود دیمری داخلی  5− ≥ −6 

 باشد. قابل تحمل می

 تکرار بازهای آغازگر -2-1-7

د. به طور شوهای نوکلئوتیدی تکراری موجب اتصال اشتباهی آغازگر به جایگاه های مختلف ژنوم میوجود توالی

چون اتصال چنین آغازگرهایی به  دی نوکلئوتید تکراری در آغازگر وجود داشته باشد 4کلی نبایستی بیش از 

 باشد. نواحی تکراشونده ژنوم محتمل می

 17دگر هومولوژی -2-1-8

علاوه بر ممانعت از تشکیل ساختار ثانویه درون و بین آغازگرها، اتصال آغازگر اختصاصی باسیتی فقط به ناحیه 

لگو موجب تکثیر ا DNAالگو و در همان موجود صورت بگیرد. اتصال آغازگر به نقاط مختلف  یDNAهدف 

شود. البته در آغازگرهای تصادفی و نیمه قطعات غیراختصاصی شده و پژوهشگر از هدف اصلی خود دور می

تصادفی، اتصال به جایگاه های مختلف مد نظر است. بهترین راه برای بررسی اتصال اختصاصی آغازگر، استفاده 

 هد شد. باشد که توضیح داده خوااز نرم افزار آنلاین بلاست می

                                                           

17. Cross Homology 
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 های طراحی آغازگرهای اختصاصیشاخص -2-2

 PCRطول محصول  -2-2-1

طول محصول به هدف پژوهشگر بستگی دارد. به طور معمول در مطالعات بیان ژن، طول محصول تکثیری بین 

توان گردد. میتوسط نرم افزارهای طراحی آغازگر محاسبه می PCRباشد. طول محصول جفت باز می 120-80

 مبادرت به طراحی آغازگر کرد.  PCRل محصول بر اساس تعیین طو

 الگو برای طراحی آغازگر  DNAتعیین تاحیه  -2-2-2

ستقیم و معکوس می صورت بگیرد  DNAو نواحی میانی  3'، 5'تواند از انتهای به طور کلی آعازگرهای م الگو 

 اطمینان بیشتری دارد.  3'ولی طراحی آغازگر از نواحی انتهای 

 گردمای ذوب و اتصال آغاز -2-2-3

و دمای اتصال آغازگر را تعیین کرد و بر اساس آن طراحی آغازگر  بتوان دامنه دمای ذوبرای طراحی آغازگر می

صووورت بگیرد. به طور کلی نبایسووتی بین دمای ذوب آغازگر معکوس و مسووتقیم، اختلاف زیادی وجود داشووته 

 راد قابل قبول است.درجه سانتی گ 5باشد. بین دمای ذوب آغازگر مستقیم و معکوس حداکثر 

 نرم افزارهای طراحی آغازگر -3

صورت آنلاین و آفلاین به وجود  صحیح آن، نرم افزارهای مختلفی به  با توجه به اهمیت آغازگر و لزوم طراحی 

ست که میتوان  ست را نام برد. نرم افزار الیگو نرم افزار  gene runner ،Oligo ،Primer 3آمده ا و پرایمر بلا

 شود. باشد که در این دستورالعمل فنی توضیح داده میی انواع آغازگر میاختصاصی طراح

 دانلود توالی اسید نوکلئیک -3-1

الگو به نرم افزار معرفی گردد. با توجه به اینکه در  DNA، ابتدا بایسوووتی توالی 7پس از نصوووب نرم افزار الیگو 

الگو از داده پایگاه  DNAین دانلود توالی باشد، بنابرا، هدف تکثیر قطعه اختصاصی میساغلب مطالعات ژنومیک

شد. داده پایگاه های معتبر حائز اهمیت می سیدهای یکی از مهمترین داده پایگاه NCBIبا ها برای دانلود توالی ا

ست که نحوه دانلود توالی از  ست. برای دانلود توالی لازم ا شود. هر پژوهشگر با  NCBIنوکلئیک ا توضیح داده 

به هدف خو یا ژنتوجه  های مختلفی تحقیق بکند. برای مثال دانلود توالی د، ممکن اسوووت بر روی یک ژن 
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DNA  ژنdbat یگوواه گیوواه سووورخوودار شووور  داده می بتوودا وارد داده پووا بووه آدرس  NCBIشوووود. ا

https://www.ncbi.nlm.nih.gov  د نظر را دانلود کنید.توالی ژن مور 5شده و طبق شکل 

را انتخاب کرده و در داخل جعبه جستجو، نام ژن به همراه گونه  Nucleotideگزینه  all databaseدر قسمت 

 کلیک کنید. searchمورد نظر را نوشته و بر روی 

 

 

 NCBIصفحه اصلی داده پایگاه  -5شکل 

 

 شود.ورد نظر شما، نمایش داده میهای ثبت شده با عنوان م( تمامی توالی6در صفحه جدید )شکل 

 

 های ثبت شدهنمایش عناوین توالی -6شکل 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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با توجه به اینکه اطلاعات زیادی در این صفحه وجود دارد و ممکن است پژوهشگر در رسیدن به توالی مورد نظر 

 آن اقدام بهتوان بر اساس دچار ابهام شود، در سمت چپ صفحه مورد نظر فیلترهای مختلفی وجود دارد که می

ازیان، ها، آغتوان بر اساس گونه )جانوران، گیاهان، قارچجستجوی هوشمند کرد. به طور کلی توالی مورد نظر را می

، DNA ،RNA ،cRNA ،ncRNA ،rRNAها و ...(، نوع اسید نوکلئیک )ها، ویروسها، آرکی باکتریباکتری

tRNA ( داده پایگاه ،)... وDDBJ ،EMBL ،GenBank ،INSDC ،RefSeq ،PDB  وTPA طول توالی ،)

مورد نظر، تاریخ ثبت شده توالی در داده پایگاه، فیلتر و نهایتا با توجه به مناسبترین عنوان موجود در صفحه باز 

شده، بر روی عنوان کلیک کنید. با کلیک بر روی عنوان مورد نظر صفحه جدید با کلی اطلاعات نمایش داده 

 متن صفحه باز شده اطلاعات زیادی در رابطه با توالی مورد نظر قابل مشاهده است.(. در 7شود )شکل می

 

 

 نمایش اطلاعات ثبت شده برای توالی مورد نظر -7شکل 

( که یک کد اختصاصی برای هر GeneBank numberیا همان  Accession numberشماره دسترسی ژن ) 

ز توان اباشد. برای دانلود مستقیم توالی میصر به فرد میاست که منح NCBIتوالی ثبت شده در داده پایگاه 

در داخل جعبه جستجو، شماره دسترسی را وارد کرد.  5شماره دسترسی استفاده کرد به این ترتیب که در شکل 

شود. همچنین جایگاه ژن، طول قطعه، نوع معمولا در مقالات شماره دسترسی توالی اسید نوکلئیک نوشته می

یک، حلقوی یا خطی بودن توالی ثبت شده، تاریخ ثبت، نام موجود میزبان توالی، رده بندی موجود، اسید نوکلئ
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های مختلف توالی در های بخشای که توالی از آن استخراج شده، نام مجله و ویژگینویسندگان، عنوان مقاله

هایی برای توان از آیکونمتن اصلی این صفحه نوشته شده است. علاوه بر این در سمت راست این صفحه می

آنالیز توالی استفاده کرد که شامل بلاست کردن توالی مورد نظر، طراحی آغازگر برای توالی، جستجوی موتیف در 

های بعدی، نحوه طراحی آغازگر به صورت آنلاین با باشد. در بخشتوالی و هایلایت کردن بخشی از توالی می

خواهد شد. مهمترین نکته در دانلود توالی مورد نظر، استفاده از فرمت  استفاده از این صفحه نیز آموزش داده

FASTA باشد. است. این فرمت به وسیله اغلب نرم افزارهای مرتبط با اسیدهای نوکلئیک قابل شناسایی می

 آورده شده است.  8مشخصات فرمت فاستا در شکل 

>Sequence name 

Sequence 

 ثبت شده هاینمایش عناوین توالی -8شکل 

شود که باشد فرمت فاستا با علامت بزرگتر شروع و سپس نام توالی نوشته میهمانطور که قابل مشاهده می

استفاده کرد. بعد از نوشتن  dbat Tbتوان از نام می dbatپژوهشگر میتواند هر نامی بدهد. برای مثال برای ژن 

هار حروف اصلی شود که از چتاندارد اسید نوکلئیک نوشته مینام توالی با زدن اینتر به سطر بعدی رفته و توالی اس

توان توالی مورد نظر را با فرمت به راحتی می NCBIو بعضی حروف قراردادی تشکیل شده است. در داده پایگاه 

( را کلیک کرده تا ز)داخل کادر قرم FASTAگزینه  7فاستا ذخیره کرد. برای این کار در صفحه اصلی شکل 

( باز شود. همانگونه که در شکل قابل مشاهده است، توالی مورد نظر به شکل فاستا نمایش 9د )شکل صفحه جدی

 داده شده است. 
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 توالی مورد نظر با فرمت فاستا -9شکل 

 برای دانلود توالی با فرمت فاستا از دو طریق میتوان اقدام کرد. 

گزینه  Formatو از جعبه  File، سپس Complete Recordو انتخاب گزینه  Send toالف: باز کردن جعبه 

کلیک کنید. در این حالت فایل فاستای توالی مورد نظر ذخیره  Create fileفاستا را انتخاب کرده و روی دکمه 

 گردد. میگردد. این فایل به وسیله نرم افزار الیگو شناسایی می

ین نوکلئوتید موجود انتخاب و کپی کرده و سپس ب: در دومین حالت، توالی مورد نظر را از علامت بزرگ تا آخر

باشد که هر دو فایل ایجاد شده، با نرم افزار الیگو قابل خوانش ذخیره کنید. لازم به ذکر می textدر فایل با فرمت 

 باشد.  می

 7نرم افزار الیگو  -3-2

Oligo ای پلیمراز، زنجیره برای طراحی آغازگرهای مورد استفاده در واکنشبرنامه چند منظوره است که  کی

گیرد. این نرم افزار همچنین و هیبریداسیون مورد استفاده قرار می 18جهش زایی هدایت یافته مکانیتوالی یابی، 

را نیز دارد. در این نرم  19توانایی جستجوی جایگاه های شناسایی آنزیم های برشی و آنالیز چارچوب خوانش باز

 گیرد.یح آغازگر مورد استفاده قرار میافزار سه معیار اساسی برای طراحی صح

 الف: اختصاصیت آغازگر

 الگو بوده و فقط به ناحیه هدف متصل شده تا تکثیر اختصاصی صورت بگیرد.  DNAاختصاصی  دیبا مرهایپرا
                                                           
18. Site directed mutagenesis 

19. Open Reading Frame 
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 ب: عدم تشکیل ساختارهای ثانویه

سنجاق سر و دیمر در  معیارهای مهم برای طراحی آغازگرهای اختصاصی، عدم تشکیل ساختارهایاز  گرید یکی

الگو شده و  DNAباشد. وجود ساختارهای ثانویه پایدار موجب عدم اتصال آغازگر به آغازگرهای طراحی شده می

 شود. گیرد یا ناقص انجام میتکثیر یا صورت نمی

 الگو DNA-ج: تشکیل هیبرید پایدار آغازگر

صال پایداری به  ستی آغازگر در تمام طول خود ات صی بای صا شد تا از تکثیر  DNAبرای تکثیر اخت شته با الگو دا

 قطعات غیر اختصاصی ممانعت به عمل آید. 

 معرفی توالی اسید نوکلئیک به نرم افزار الیگو -3-2-1

شروع کار با نرم افزار و معرفی توالی به نرم افزار، ابتدا نرم افزار را با صلی نرم افزار ظبرای  اهر ز کنید تا صفحه ا

 (.10شود )شکل 

 

 

صفحه اصلی نرم افزار الیگو -10شکل   

 قبل از هر کاری بایستی توالی مورد نظر را به نرم افزار معرفی کرد. دو روش برای معرفی توالی وجود دارد.

 الف: باز کردن فایل توالی

 رفت توان از دو مسیر پیشبرای بازکردن فایل توالی می
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را انتخاب  Textیا  Fastaرا کلیک کرده و فایل توالی مورد نظر با فرمت  Openگزینه  Fileاز منوی  -1-الف

 و باز کنید. 

کلیک کرده و همانند مسیر بالا، فایل توالی مورد نظر با         از صفحه اصلی نرم افزار روی آیکون -2-الف

 . را انتخاب و باز کنید Textیا  Fastaفرمت 

 کپی و چسباندن توالی -ب

 برای کپی و چسباندن کردن توالی نیز دو مسیر وجود دارد

( باز شود. 11)شکل  Edit sequenceرا انتخاب کنید تا صفحه   New sequenceو  Fileبه ترتیب  -1-ب

در  را کپی ولی( و نام توا >حاوی توالی مورد نظرتان را بازکرده و فقط توالی مورد نظر )بدون علامت  textفایل 

 (.12صفحه باز شده نرم افزار ذخیره کنید )شکل 

 

 

 صفحه ویرایش توالی نرم افزار -11شکل 
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 صفحه اضافه کردن توالی مورد نظر -12شکل 

 را انتخاب و کلیک نمائید.  Acceptگزینه  Accept/Discardسپس از آیکون 

ک کرده و همانند مسیر بالا، فقط توالی مورد نظر )بدون از صفحه اصلی نرم افزار روی آیکون       کلی -2-ب

 Accept/Discardرا کپی و در صفحه باز شده نرم افزار چسبانده و سپس از آیکون و نام توالی(  >علامت 

  را انتخاب و کلیک کنید. Acceptگزینه 
احی آغازگرهای اختصاصی در شود که طرصفحه جدید باز میدر هر چهار روش معرفی توالی به نرم افزار الیگو، 

 (.13این صفحه صورت میگیرد )شکل 

 

 معرفی توالی مورد نظر به نرم افزار -13شکل 
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 طراحی آغازگر  -3-2-2

 برای طراحی آغازگر با نرم افزار الیگو، دو روش وجود دارد. 

 الف: طراحی آغازگر به وسیله کاربر

 شود. برای اینس پیشنهاد پژوهشگر انتخاب میدر این روش هم آغازگر مستقیم و هم آغازگر معکوس بر اسا

کار بایستی ابتدا یکی از آغازگرهای مستقیم یا معکوس طراحی گردد. به این صورت که پژوهشگر در طول توالی 

، کند. پس از کلیک کردن( و در هر نقطه از توالی که مورد نظر پژوهشگر باشد کلیک می14حرکت میکند )شکل 

n شود. یجفت باز هایلایت مn نوکلئوتید است.  21باشد که معمولا پیش فرض نرم افزار همان طول آغازگر می

اقدام به تغییر طول آغازگر کرد.  current oligo lengthو گزینه  changeتوان از برای تغییر طول آغازگر می

انتخاب  زگر مستقیمپس از هایلایت شدن، بایستی پژوهشگر تعیین کند که محدوده انتخاب شده به عنوان آغا

 Reverse primer یا  Forward primerبر روی گزینه  14شود یا آغازگر معکوس. کافی است همانند شکل 

 شود. کلیک شود. برای مثال محدوده هایلایت شده به عنوان آغازگر مستقیم انتخاب می

 

 

 انتخاب آغازگر مستقیم و معکوس -14شکل 

برای طراحی آغازگر معکوس   (.15شود )باکس قرمز شکل یم نمایش داده میپس از کلیک، توالی آغازگر مستق

 نیز همین مراحل بایستی صورت بگیرد تا آغازگر مستقیم و هم آغازگر معکوس علامت تیک خورده داشته باشد. 
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 انتخاب نهایی آغازگر مستقیم و معکوس -15شکل 

 طراحی آغازگر به وسیله نرم افزار -ب

های بهینه طراحی آغازگر، نرم افزار شووروع به طراحی بهترین آغازگرهای ر اسوواس تمامی ویژگیدر این روش ب

نماید. برای انجام خودکار طراحی آغازگر، پس از معرفی توالی به نرم افزار، وارد بخش مسوووتقیم و معکوس می

search  شده و گزینهfor primers and probes  ( میتوان اقدام 16)شکل را انتخاب کنید. در صفحه باز شده

های  غازگر هدف طراحی آ عات ژنومیکس کرد. ولی چون  طال یاز برای م های مورد ن غازگر به طراحی انواع آ

 انتخاب شود.  PCR primersباشد، گزینه معمولی می PCRاختصاصی برای واکنش 

ر پژوهشگر بر اساس آمده است. ه Parametersپیش فرض نرم افزار برای طراحی خودکار آغازگرها، در بخش 

توان نسووبت به نیز می Rangesتواند نسووبت به تغییر پارامترها اقدام نماید. در بخش نیازهای مطالعاتی خود می

را کلیک کرده تا لیستی از بهترین  Searchاقدام کرد. نهایتا گزینه  PCRتغییر بازه طول توالی و طول محصول 

 (. 17ود )شکل آغازگرهای مستقیم و معکوس نمایش داده ش
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 انتخاب خودکار آغازگر توسط نرم افزار -16شکل 

 

ست، موقعیت آغازگرهای  ست. در این لی شده ا ساس حداکثر امتیاز نمایش داده  ست آغازگرها به ترتیب و بر ا لی

آغازگرها قابل مشاهده است. برای  GC، دمای اتصال و درصد PCRمستقیم و معکوس، امتیاز، طول محصول 

ده آغازگرهای طراحی شده بر روی ردیف مورد نظر کلیک کرده و صفحه را ببندید. آغازگرها بر روی توالی مشاه

 شوند.مورد نظر نمایش داده می

 

 

 نمایش آغازگرهای مستقیم و معکوس -17شکل 
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 تجزیه و تحلیل آغازگرهای طراحی شده -3-2-3

های آغازگرهای طراحی شده با استفاده از یپس از طراحی آغازگرهای مستقیم و معکوس، بایستی بررسی ویژگ

 شود. استفاده می Analyzeنرم افزار الیگو صورت بگیرد. بدین منظور از بخش 

 بررسی دیمرها -3-2-3-1

های مطلوب در طراحی آغازگرها، عدم تشکیل دیمر بین همانطور که قبلا اشاره گردید یکی از مهمترین ویژگی

ا عدم باشد. برای پی بردن به تشکیل یمعکوس می -عکوس و معکوسم -مستقیم، مستقیم -آغازگرهای مستقیم

 تشکیل دیمر بین آغازگرها مراحل زیر را انجام دهید.

  از سر عنوان اصلیAnalyze  و سپسDuplex Formation  .را انتخاب کنید 

  در فهرست باز شدهForward primer ف ختلهای مرا انتخاب کنید. با کلیک بر روی این گزینه، حالت

(. برای ساختارهای 18شود )شکل تشکیل خوددیمری بین آغازگر مستقیم با مستقیم نمایش داده می

ΔGمقدار  3خوددیمری در ناحیه انتهای  ≥ ΔGو خود دیمری داخلی  5− ≥ باشد. قابل تحمل می 6−

 -2/7عدد که  dbatبدست آمده از آنالیز تشکیل دیمر در آغازگر مستقیم ژن  ΔGبا توجه به منفی ترین 

 باشد، بایستی آغازگر مستقیم دوباره طراحی گردد تا تشکیل خوددیمری قدرتمند صورت نگیرد.  می

 

 

بررسی تشکیل خوددیمری در آغازگر مستقیم -18شکل   

  در فهرست باز شدهReverse primer های مختلفرا انتخاب کنید. با کلیک بر روی این گزینه، حالت 

بدست  ΔG(. با توجه 19شود )شکل ازگر معکوس با معکوس نمایش داده میتشکیل خوددیمری بین آغ
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باشد، این عدد قابل تحمل بوده می -6که عدد  dbatآمده از آنالیز تشکیل دیمر در آغازگر معکوس ژن 

رود. در نتیجه آغازگر معکوس از نظر عدم و دیمر تشکیل شده با انرژی مختصر از نوع گرما، از بین می

 وددیمری قابل قبول است.   تشکیل خ

 

 

 بررسی تشکیل خوددیمری در آغازگر معکوس -19شکل 

 

  برای بررسی دگر دیمری، در فهرست باز شدهMixed oligos  را انتخاب کنید. با کلیک بر روی این

شود )شکل های مختلف تشکیل دگر دیمری بین آغازگر مستقیم با معکوس نمایش داده میگزینه، حالت

بدست آمده از آنالیز تشکیل دگر دیمری در بین آغازگر مستقیم با معکوس  ΔGا توجه منفی ترین (. ب20

 آید. به وجود نمی PCRاست، این عدد قابل تحمل بوده و مشکلی در واکنش  -3/3که عدد  dbatژن 

 

 

بررسی تشکیل دگردیمری در بین آغازگر مستقیم با معکوس -20شکل   
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 نجاق سریررسی تشکیل ساختار سب -3-2-3-2

 حیح باشد که انجام صساختار سنجاق سری یکی از نامطلوبترین ساختارهای ثانویه در طراحی آغازگرها می

سازد. برای بررسی تشکیل یا عدم تشکیل ساختار سنجاق را با مشکل جدی مواجه می PCRواکنش 

 سری طبق مراحل زیر عمل کنید. 

  از سر عنوان اصلیAnalyze  و سپسHairpin Formation .را انتخاب کنید 

  در فهرست باز شدهForward primer  را انتخاب کنید. با کلیک بر روی این گزینه، نتایج تشکیل

شود. همانطور که در های مختلف ساختار سنجاق سری در درون آغازگر مستقیم نمایش داده میحالت

. زگر مستقیم تشکیل نشده استقابل مشاهده است هیچ گونه ساختار سنجاق سری در درون آغا 21شکل 

ΔGآغازگر،  3در انتهای سنجاق سر در ضمن برای ساختار  ≥ مول قابل تحمل است.  بر یلوکالریک 2−

الگو گردد.  DNAدر اعداد منفی تر ممکن است ساختار ثانویه پایدار بوده و مانع از اتصال آغازگر به 

ΔG د وشونیتر شکسته مراحت یکمساختارهای سنجاق سری داخلی  ≥ تحمل  PCRواکنش در  3−

  شود.یم

 

 

 بررسی تشکیل ساختار سنجاق سری در درون آغازگر مستقیم -21شکل 

  در فهرست باز شدهReverse primer  را انتخاب کنید. با کلیک بر روی این گزینه، نتایج تشکیل ساختار

کوس نیز هیچ گونه ساختار سنجاق سری در درون آغازگر معکوس نمایش داده میشود. برای آغازگر مع

 (.22سنجاق سری تشکیل نشده است )شکل
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بررسی تشکیل ساختار سنجاق سری در درون آغازگر معکوس -22شکل   
 

 بررسی محتوا و دمای ذوب آغازگرها -3-2-3-3

ای پلیمراز دارند. های مهم آغازگر بوده که نقش تعیین کننده در واکنش زنجیرهمحتوا و دمای ذوب از ویژگی

 پی بردن به این دو ویژگی مهم آغازگر طبق فرامین زیر عمل کنید. برای 

  از سر عنوان اصلیAnalyze  و سپسComposition and Tm  .را انتخاب کنید 

  در فهرست باز شدهForward primer  را انتخاب کنید. در صفحه باز شده اطلاعات مربوط به محتوای

های (. محاسبه دمای ذوب بر اساس فرمول23د )شکل آغازگر مستقیم و دمای ذوب نمایش داده میشو

باشد. برای تجزیه آغازگر مستقیم در این صفحه قابل مشاهده می GCمختلف، محتوای آغازگر و درصد 

 Reverseو تحلیل محتوای توالی و دمای ذوب آغازگر مستقیم نیز همانند مرحله قبل پیش رفته و از

primer  .استفاده کنید 
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 آن GCمحتوای آغازگر و درصد  -23شکل 
 

 Composition and Tmو سپس  Analyze، با انتخاب PCRبرای مشاهده دمای ذوب و محتوای محصول 

 (.24، اطلاعات نمایش داده میشود )شکل PCR productو نهایتا 

 

 

 آن GCو درصد  PCRمحتوای محصول  -24شکل 
 

 بررسی اختصاصی بودن آغازگر -3-2-3-4

توان برای بررسی اختصاصی بودن آغازگرها استفاده کرد. آغازگر اختصاصی باید فقط به یهای مختلفی ماز روش

 DNAالگو متصل شود. یعنی آغازگر نبایستی به ناحیه غیر هدف بر روی همان  DNAناحیه مکمل خود بر روی 

 الگو، بر روی ژن دیگر در همان موجود و بر روی ژن دیگر از موجود متفاوت متصل شود.  
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 الگو DNAف: اتصال به ناحیه دیگر بر روی همان ال

شود الگو در همان موجود متصل می DNAبرای پی بردن به اینکه آیا آغازگر طراحی شده فقط به یک ناحیه از 

 یا نه، طبق مسیر زیر عمل کنید. 

 را انتخاب کنید.  False priming sitesو سپس  Analyzeاز سر عنوان اصلی 

های محتمل برای اتصال را انتخاب کنید. در صفحه باز شده تمامی مکان Forward primer در فهرست باز شده

کنید نواحی (. همانطور که در شکل مشاهده می25دهد )شکل الگو را نشان می DNAآغازگر مستقیم بر روی 

ایستی به این الگو نمایش داده شده است. ب DNAمکمل احتمالی برای آغازگر مستقیم در رشته مثبت و منفی 

تی اتصال باشد ولی نبایسنکته اشاره کرد که اتصال آغازگر به چند نوکلوتید در ناحیه غیر هدف قابل اغماض می

 شود. کامل آغازگر به ناحیه غیر هدف صورت بگیرد چون موجب تکثیر قطعه غیر اختصاصی می

د که باشارزیابی قرار بگیرد. گاها لازم می برای آغازگر معکوس نیز همانند مراحل بالا عمل کرده و نتایج مورد

الگو بررسی گردد. برای پی بردن به این  DNAمیزان مشابهت آغازگر مستقیم و معکوس با نواحی دیگر همان 

را انتخاب کنید. در  Forward primerو در نهایت   Homologyو سپس  Analyzeامر، از سر عنوان اصلی 

الگو نمایش  یDNAمستقیم )نه میزان مکمل شدگی( با نواحی دیگر همان  این حالت میزان مشابهت آغازگر

   (.26شود )شکلداده می
 

 

 نواحی مکمل احتمالی برای آغازگر مستقیم -25شکل 

میزان هومولوژی آغازگر مستقیم با نواحی دیگر به صورت درصد محاسبه شده است. برای آغازگر معکوس نیز 

 محاسبه کرد.  Reverse primerا انجام فرامین بالا و با کلیک بر روی گزینه میتوان میزان هومولوژی را ب
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 درصد هومولوژی آغازگر مستقیم -26شکل 
 

 الگوی متفاوت در همان موجود یا موجود دیگر DNAاتصال به ناحیه دیگر بر روی  -ب

شود، در نتیجه وجود نواحی یژنومی، تمامی اسیدهای نوکلئیک استخراج م DNAبا توجه به اینکه در استخراج 

تواند موجب ژنومی به غیر از ناحیه هدف، می DNAمکمل بین آغازگرهای مستقیم و معکوس با هر ناحیه ای از 

تکثیر قطعات غیر اختصاصی شود. در نتیجه بایستی احتمال اتصال آغازگرهای مستقیم و معکوس به نواحی دیگر 

موجود دیگر نیز حالت مکمل شوندگی  DNAاحی شده نبایستی با نیز بررسی گردد. همچنین آغازگرهای طر

 NCBIداشته باشد. برای پی بردن به این دو موضوع از نرم افزار آنلاین پرایمر بلاست داده پایگاه 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blastاستفاده می ) .برای کار با نرم افزار پرایمر شود

سر  زاتی توالی آغازگرهای مستقیم و معکوس طراحی شده را داشته باشید. برای این منظور بلاست حتما بایس

)کادر قرمز( توالی آغازگر  27را انتخاب کرده و با توجه به شکل  Forward primerگزینه  Editعنوان اصلی 

 ا کپی کنید. را انتخاب و توالی ر Reverse primerمستقیم را کپی نمائید. برای آغازگر معکوس نیز 
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 انتخاب توالی آغازگر مستقیم -27شکل 
 

( شده https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blastسپس وارد نرم افزار آنلاین پرایمر بلاست )
 ( و توالی آغازگر مستقیم و معکوس را در کادر قرمز وارد نمائید.28)شکل

 

 

 عکوس به نرم افزار پرایمر بلاستوارد کردن توالی آغازگر مستقیم و م -28شکل 
 

 به ترتیب:( 29)شکل  Primer Pair Specificity Checking Parametersسپس در بخش 

 Automaticگزینه  Search modeدر 

 nr گزینه Databaseدر  

  کلیک نمائید. Get primersهیچ مطلبی نوشته نشود. نهایتا بر روی  Organismدر 
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 ترهای نرم افزار پرایمر بلاستانتخاب پارام -29شکل 

 

ها و موجودات ( تمامی نواحی هدف که با آغازگرهای مستقیم و معکوس در تمامی ژن30در صفحه باز شده )شکل 

و خودمکملی در آغازگرها  GCشود. توالی آغازگرها، دمای ذوب، درصد حالت مکمل شوندگی دارند نمایش داده می

پرایمر بلاست این است که آغازگرهای طراحی شده نبایستی به نواحی دیگر  نمایش داده شده است. نکته مهم در

 تواند باعث تکثیر قطعات غیراختصاصی شود.  متصل شود، چراکه می

 

 dbatنتایج حاصل از پرایمر بلاست آغازگرهای طراحی شده برای ژن  -30شکل 
 

 PCRواکنش بررسی  -3-2-3-5

 طبق مسیر زیر عمل کنید. ز آغازگرهای طراحی شده، با استفاده ا PCRبرای بررسی واکنش 
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 را انتخاب کنید. PCRو سپس  Analyzeاز سر عنوان اصلی 

(. طول محصول 31شود )شکل نمایش داده می PCRصفحه باز شده اطلاعات مفیدی در رابطه با واکنش در 

PCR دمای ذوب آغازگرها، درصد ،GC  در این بخش، توجه به و ... قابل مشاهده است. مهمترین نکته

شود. هر گونه کامنت خارج از شرایط بهینه در این نوشته می Commentsهایی است که در داخل کادر کامنت

شود. برای مثال برای آغازگرهای طراحی شده، اختلاف زیادی بین دمای ذوب آغازگر مستقیم و بخش آورده می

شود. در این مواقع حتما بایستی یکی از  PCRی در واکنش تواند باعث ایجاد مشکلاتمعکوس وجود دارد که می

 آغازگرها یا هردو آغازگر از اول طراحی گردد. 
 

 

 در نرم افزار الیگو PCRنتایج حاصل از  -31شکل 

 

 NCBIطراحی آنلاین آغازگر در داده پایگاه  -4-2

باشوود، دارای نرم افزارهای ی و .... میعلاوه بر اینکه دارای اطلاعات مولکولی، منابعی، ژنوم NCBIداده پایگاه 

. یکی از نرم افزارهای مهم داده پایگاه مذکور، نرم اسوووتهای مولکولی نیز مختلفی برای تجزیه و تحلیل توالی

 طراحی آغازگر از از طریق زیر عمل نمائید.افزار طراحی آنلاین آغازگر است. برای 

  ر در داده پایگاه وارد صفحه توالی مورد نظ 7و  6، 5همانند شکلNCBI  شوید. در صفحه مورد نظر از

 را کلیک کنید.   Pick primers، گزینه Analyze this sequenceبخش 

  توان استفاده کرد. ( از پارامترهای مختلفی برای طراحی آغازگر می32در صفحه باز شده )شکل 
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 صفحه اصلی نرم افزار آنلاین طراحی آغازگر -32شکل 

 

 که آغازگرهای مسووتقیم و معکوس از ناحیه خاصووی از برای اینDNA  الگو طراحی گردند، بایسووتی

برای طراحی آغازگر مسوووتقیم و معکوس، دامنه  Rangeدامنه تعریف کرد. برای این کار از بخش 

ستقیم از ناحیه بین نوکلئوتید  ست که آغازگر م شگر این ا تا  10تعریف کنید. برای مثال هدف پژوه

باشووود. برای  700تا  600هدف طراحی شوووود. همچنین آغازگر معکوس نیز از  DNAتوالی  150

همچنین تعیین طول عمل نمائید.  33رسووویدن به این امر، کافی اسوووت همانند کادر قرمز شوووکل 

گیرد. هر صووورت می 33و دمای ذوب آغازگرها نیز با توجه به کادر آبی شووکل  PCRمحصووول 

یه پارامترها را مشخص نماید. نکته مهم این است که حتما در تواند بقپژوهشگر بر اساس هدف می

 کلیک نمائید.  Get primersانتخاب شود. نهایتا بر روی  nrگزینه  Databaseپارامتر 
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 تعیین دامنه و سایر پارامترهای طراحی آغازگر  -33شکل 

 

 شده صفحه باز  شکل  در  شده نمایش د (34) معمولا شود. اده میتمامی جفت آغازگرهای طراحی 

ست. توالی آغازگرها، طول آغازگر، موقعیت  شده، بهترین جفت آغازگر ا اولین جفت آغازگر طراحی 

 و خود مکملی قابل مشاهده است. GCهدف، دمای ذوب، درصد  DNAآغازگر بر روی 

 

 

  NCBIآغازگرهای طراحی شده با نرم افزار آنلاین داده پایگاه  -34شکل 
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