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 ( HRMبا استفاده از روش ذوب با وضوح بالا ) SNPژنوتیپ سنجی 

 

 مقدمه 

  اهان ی در گ  یک یمتابول ی رهایها و مساز ژن  ی و نقشه بردار یی شناسا سبب  سنجی، پ یسال گذشته، استفاده از ژنوت 30طول  در 

 Deschamps)  استکرده  ری (، را امکان پذ1MASنشانگر )   گزینش مبتنی بر  وها  مطالعه تنوع و تکامل گونه  نی و همچنشده  

et al., 2012.)  ا نوکلئوت  ی هاسمیمورفی پل   زاستفاده  برابه (SNPs)  ی دی تک  نشانگر  از    سنجی ژنوتیپ  ی عنوان  استفاده  با 

اطلاعات در مورد    شی . مهمتر از آن، افزاه استداد  شیدر اهداف خاص را افزا  راتییتغ  صی تشخ  یی توانا  ،مجدد    یابیی توال

پااطراف آن   ی توال   نهی کوچک و زم  2ی هادرج /حذف   ایدر سطح ژنوم    SNP  ها ون یلیم با توان    سنجیپ یو اساس ژنوت  ه یها، 

  رات یی از تغ  د یمربوط به تک نوکلئوت  راتیی تغ  صی تشخ  اگرچه (. Deschamps et al., 2012)  کندی م   جادیبالا را ا  یات یعمل

  ج یرا  یهاداد. روش   مورد استفاده قراردر ژنوم    SNP   جهش  ییشناسا  ی برا  توانی را م   یمتعدد   یهادشوارتر است، روش   دیگر 

  ی ابیی ( و توال WGS3کل ژنوم )  یابیی )به عنوان مثال، توال   یژنوم  DNA  یابیی توال   یهاها شامل روش  SNP  صیتشخ  یبرا

  فیشامل ط  دیگر   ص یتشخ  ی ها( و روش qPCR4  یهافرمبا استفاده از پلت  ژهیو)به  PCRبر    ی مبتن   یهاو روش   (هدفمند ژن

  است   7( DHPLCلای دناتوره کننده )با  یی با کارا  عیما  یو کروماتوگراف  ،6زتراشه یر  یها،  روشSNaPshot   ،5ی مجر  یسنج

(Jian and Li, 2021) . 

  مطالعه   برای   زیادی   های   سال  برای   ، DNA  ذوب   یا   شدن   دناتوره  آن،   منفرد   رشته   دو   به   ای  رشته  دو  DNA  مولکول   تبدیل 

  توالی   در  تنوع   تشخیص  برای  ویژه   به   ،  ، اخیر  تکنولوژیکی  های  پیشرفت.  است  گرفته   قرار   استفاده   مورد  DNA  ترکیب  و  ساختار 

DNA  های رنگ   توسعه  با  توجهی   قابل   طور  به  ویژگی   و  است. حساسیت  بخشیده   بهبود   را   فناوری  این   پتانسیل  DNA  

  و  زمان   واحد   در   گیریاندازه   افزایش  با   همراه  دما   دقت  بهبود)  ذوب   رفتار  گیری اندازه   برای   دقیق  ابزار  در  بهبود   و  کنندهاشباع 

 (.Vossen et al., 2009) یافت افزایش ( دما  کاهش

 

 (HRMذوب با وضوح بالا )

به نام ایداهو   ی مرکز پژوهش  کی و  وتا ی به صورت مشترک توسط دانشگاه  ۲۰۰۳بار در سال  نی نخست ی بالا برا وضوح ذوب با 

فن در    نی ا  یر یبه کارگ  زانیم .  است  یادورشته  DNAشد و اساس آن، توجه به الگو و رفتار ذوب    یمتحده معرف  الاتی در ا

و    ها یستگ یتوان در شا یرا م   زیاد رشد    نی ا  لی رشد کرده و دلا  یری فنون به نحو چشمگ  ریبا سا  سه ی، در مقای پژوهش  ی کارها

 .(Wittwer et al., 2003) استروش به خود اختصاص داده  نی دانست که ا یی هاتیمز

 
1 Marker assisted selection 
2 Deletion/Insertions 
3 Whole genome sequencing 
4 Quantitative polymerase chain reaction 
5 Mass spectrometry 
6 Microchip 

7 Denaturing High Performance Liquid Chromatography 
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رزی ایران وکشا یپژوهشگاه بیوتکنولوژ  

  که   است  PCRبر    ی ساده و مبتن  ای  مرحله   تک  مولکولی   بیولوژی  تکنیک   یک (  HRM)  بالا  وضوح   با   ذوب   تحلیل  و  تجزیه 

  کیدر    DNA  ی هاتوجه به الگو و رفتار ذوب رشته  HRM. اساس فن  است  PCR  آمپلیکون   یک   ذوب   دمای   تعیین   به  قادر 

  به نصف دیگر به صورت تک رشته و  DNA های رشته نصف ن آ است که در   یی (، دما Tm)ذوب   ی دما  باشد. میخاص  ی دما

  DNAبرای قطعات مختلف    DNA  ی هاشدن رشته  یاتک رشته  ی. الگو(Perini et al., 2021)نددار  وجود   دورشته  صورت 

. تفاوت  (Cui et al., 2013)عمل می کند    یاختصاص  کاملاا  و بوده  اوت متفباهم  دهنده  تشکیل  نوکلئوتیدی  توالی  با توجه به 

  ی، ت یگوسیوجود هتروز   ،مانند طول قطعه  عواملیشود و  ینشان داده م  "ذوب   یمنحن "با عنوان    یمنحن   کیرفتار به صورت    نیا

گذارند. در  ی بر آن اثر م گر یکدی بازها بر  ک یاثر استات و  بازها  عی مورد نظر، نحوه توز ی ادر قطعه دورشته  Gو  C  ی غلظت بازها

  دمای  افزایش  با  .(Noori-Daloii and Faraji, 2016)شود  ی قطعه مورد نظر م   یی ، موجب شناسایمنحن   یواقع تفاوت الگو

  شدت  شود،می  ترسیم دما برابر در  فلورسانس سیگنال که هنگامی. کند می تعیین را  ذوب رفتار آمپلیکون خاص توالی محلول،

  آزاد   رنگ  و  شودمی   رشته  تک  ای  رشته  دو  DNA  زیرا  یابد  می  دورشته ای متصل شده کاهش  DNAکه به    فلورسانس 

 .  (Er and Chang 2012)شود می

 

 ها  کاربرد

  ژن به   اسکن .  کرد  استفاده   جهش  اسکن   برای   تمایز   نمودار   یا  مشتق   نمودار   ذوب،   منحنی   فرد   به   منحصر  می توان از الگوی

 Er and) . شود  می   ناشی  هتروزیگوت   توالی  تغییر  از   که  دارد   بستگی  آمپلیکون   ذوب   منحنی  شکل   در   تغییرات   تشخیص

Chang 2012)    دارای  تعیین   برای  اصل  در   که  است  دقیق   و  حساس  سریع،   روش  یک  بالا  وضوح  با  ذوب   پلی   ژنوتیپ 

  اساس،   این  بر   (.1403آقایی و همکاران،  پیل )  است  یافته  توسعه  ها  جهش  و تشخیص(  SNP)  نوکلئوتیدی  تک  مورفیسم

 آنالیز   کاربردهای  بزرگترین  از  یکی  ،Xبا    مرتبط  و  غالب  مغلوب،  اتوزومال  اختلالات  ویژه  به  انسان،  ژنتیکی  اختلالات  تشخیص

HRM است    بوده(Er and Chang 2012)سهولت   مخرب،   غیر  ماهیت  کم،  هزینه  پذیری،  انعطاف   سادگی،   استفاده،  . 

)پورداد و    کرده است  تبدیل   سنجی در کشاورزی ژنوتیپ  ابزاری مناسب برای  به   سرعت  را به  HRM  العاده،  فوق   حساسیت

 (. 1403همکاران، 

ها به  دسترس بودن نمونه  ها، درنمونه  زی، سرعت بالا در آنالی ک یژنت  یهاانتی و وار  رات ییتغ  ی ابیبالا در رد   تیدقت و حساس

متعدد    یر یبه کارگ  تیها، قابلنمونه   یفنون رو  ری استفاده از سا  ای ، امکان استفاده دوباره  ز یآنال  ان ی خاطر سالم ماندن پس از پا

ها  جهش  یابی، رد DNAبرداری(، نقشهSNPی )دیتک نوکلئوت  یهای چندشکل  سنجیپی، ژنوتپیوستگی)استفاده در مطالعات  

فن به عنوان    نی اساس، ا  نی. بر همباشدمی   HRMهای فن  ، شماری از مزیتجیشدن( و آشکاربودن نتا   لهی مت  یالگو  یو بررس

-Noori)  ردیگمی مورد استفاده قرار    یمولکول   کیژنت  ژهیو به و  یعلوم مولکول   یها شگاهیروش مرسوم و پرکاربرد در آزما  کی

Daloii and Faraji, 2016) . 
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 ( HRMبا استفاده از روش ذوب با وضوح بالا ) SNPژنوتیپ سنجی 

  برومید   اتیدیوم  آمیزیرنگ   و  آگارز   ژل  الکتروفورز  از  استفاده  با  محصول   آنالیز  هضم،  یا PCR نتیجه  بررسی  برای  فعلی  استاندارد

 شود.  می   مشخص   باند   فلورسانس  قدرت   با   عملکرد   و   دیگر،   قطعات   وجود   عدم   با   خلوص   آن،   طول   با   قطعه   هویت .  است

HRM و )  شاهد   ذوب   منحنی   از   اعوجاج  وجود   عدم   با   خلوص   ذوب،   مشخصات   با  هویت  است و در آن   جذاب   جایگزین   یک  

.  است  واضح  HRM از  استفاده   مزایای .  شودمی   مشخص  فلورسانس  سیگنال  مقدار   با  بازده   و (  اضافی  ذوب  های پیک   وجود   عدم

  اضافی   دستکاری   هیچ   به  مویین(،   الکتروفورز   یا  SSCA ،  dHPLC،  DGGE )مانند دیگر  های تکنیک   از   بسیاری   برخلاف 

  قابل   جوییو صرفه  ندارد،   نیاز PCR از   پس((  برومید-اتیدیوم )  خطرناک   شیمیایی   مواد   از   استفاده  آگارز و  ژل   یا  هضم  بدون)

  داده   تحلیل  و   تجزیه  و  است  الکتروفورز   از   سریعتر   . از طرفی ذوب(De Juan et al., 2009) شود می   حاصل  هزینه   در  توجهی 

  نتایج  HRM که  زمانی  است،  تخریبی  غیر  روش  یک  این  که  آنجایی  از  این،  بر  علاوه.  شود  می  انجام  خودکار  صورت  به  ها

 .(Vossen et al., 2009)شوند  تحلیل  و  تجزیه ژل روی  بر توانند  می همچنان  قطعات دهد، نمی  ارائه  واضحی

 

 HRMعوامل کلیدی موثر بر سنجش 

 آغازگر  طراحی

داشت. هر جفت    د ی خواه  ی قو  ار یجفت بس  ک ی  ل حاصل شود که حداق  نان یکند تا اطمیکمک م  آغازگر  جفت  ن یچند   طراحی 

  دی تول  یاختصاص   ر یو محصولات غ  مر یدا -مر یشود و حداقل پرا  شی هدف مورد نظر آزما  هب  اتصال اختصاصی از نظر    دی آغازگر با

آقایی و  پیل ) خالص سازی شوند تا آلودگی به حداقل برسد  HPLC. بهتر است پرایمرها با کیفیت بالا سنتز شده و توسط  کند

 . (1403همکاران، 

 PCR ز ی انجام شود. علاوه بر آنال  مرهایدا- مریو پرا  یاختصاص   ریمحصولات غ  یجستجو  یبرا  د یب باو ذ  یمنحن  زیو سپس آنال  

ممکن    HRM . نرم افزاردیرا مشاهده کن  گری مشاهده شوند تا محصولات د  د یبا  زین  نیی ب با وضوح پاوذ  ی هال ایپروف  تاندارد، اس

  جه، یدهد. در نت  ص یها مشابه باشد تشخکه مشخصات ذوب آن   یرا در صورت   یراختصاص یاست نتواند تمام محصولات واکنش غ

آغازگر    جفت  ن یکه بهتر   ی روش است. هنگام  ن یاز هر جفت آغازگر با الکتروفورز ژل آگارز بهتر  PCR محصولات  ه یاول  ی ابیارز

  ی که ابزار م PCR یداخل   تیفیک  ی بررس   ی شود برای م   هیکرد. توص  سازینه یتوان بهی عوامل واکنش را م  ر یانتخاب شد، سا 

 A Guide to High Resolution Melting)  داد   انجام qPCR ابزار  کی  ی را بر رو   HRM لی و تحل  هیتواند ارائه دهد، تجز

(HRM)Analysis ., 2023). 

 طول آمپلیکون 

  ه یناخواسته در ناح  یها  SNPباشد، احتمال حضور    شتریطول قطعه ب  هرچهباشد:    دینوکلئوت  300تا    120  نیب  باید  طول قطعه

طول قطعه احتمال    ش ی ، با افزان ی. همچن(1)شکل   شودیم   ترده ی چیحاصل پ  یهای منحن   جهی نت  درو    افتهی   ش یمورد نظر افزا

خواهند    یوب متفاوت ذ  ی که به واسطه ساختار متفاوت، الگو  دیبا یم  ش یافزا  یدورشته ا  DNA  یبرا  هیثانو   یساختارها  لیتشک

  جفت   500  از  بیش  با  هایآمپلیکون   و  یابد،می   کاهش  آمپلیکون  طول  افزایش  با  ذوب  منحنی  شکل  بر  تغییر  یک  تأثیر ت.داش
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رزی ایران وکشا یپژوهشگاه بیوتکنولوژ  

  های اگزون   است  ممکن  بنابراین،.  کندمی   مختل  را   تغییرات  تشخیص  که  دهندمی   نشان  را  فازی  چند   ذوب  رفتار  اغلب  باز

شود   یم  هیتوص. (Er and Chang 2012)باشند  داشته  آمپلیکون  چند به بندیتقسیم  به نیاز جهش غربالگری  برای طولانی

انتخاب از  تشک  هیناح  ، پس  لحاظ  از  نظر  برا   یبررس   زی ن  هیثانو  یساختارها   ل یمورد  با  ن یا  یشود.  سا  دی منظور    ت یاز 

DINAMELT  نهیشده وارد نموده و گز  نیی تع  هیمورد نظر را در ناح  ی نحو که توال  نیاستفاده شود، به ا  Submit    انتخاب

شود. لازم به ذکر است که    یداده م   ش یهر کدام نما   لیتشک  ΔG  زان یبه همراه م  هینوثا  یشکل ساختارها   ت یشود. در نها

  زانیباشد، م  د ینوکلئوت  ۷۰چنانچه طول قطعه کمتر از   است.  - ۱تا    ه یثانو  ی ساختارها  ل یتشک  ی برا  ΔGقابل قبول    زان یم

 Noori-Daloii)مشکل خواهد بود    نسرنگ فلوئورس  راتیی و ثبت تغ  یابی رد  تیاتصال رنگ فلوئورسنس کم بوده و در نها

& Faraji, 2016)  .اگرچه آنالیزHRM  که  دهد   می   نشان   تجربه  است،  شده   گزارش  بیشتر  و  باز   جفت 600 تا  قطعات برای  

  حوزه  دو تا   یک از  بیش  ذوب پروفایل  است که  حیاتی   بالا  حساسیت  است. برای   تر  حساس  کوچکتر  قطعات   برای   فناوری  این

  افزایش   نشوند   شناسایی   هاواریانت  همه  اینکه   احتمال   هستند،  بیشتری   ذوب   های دامنه  حاوی قطعات   که   نباشد، هنگامی   ذوب 

 .(Vossen et al., 2009)یابد می

 

 

 HRM  لی و تحل ه یبر تجز کون ی اندازه آمپل ش یاثر افزا( 1شکل  
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 ( HRMبا استفاده از روش ذوب با وضوح بالا ) SNPژنوتیپ سنجی 

 DNA کیفیت 

می تواند روی    را ی بگذارد، نمک است، ز  ر یتأث  HRM   ج ی بر نتا  تواندی که م DNA تیفیعوامل مرتبط با ک  ن یتراز بزرگ   ی کی

 DNA ذوب یهای منحن   ریتفس  تواندی مصنوعات م   ری. اگر کنترل نشود، انتقال نمک و ساروند تغییر دمای ذوب تاثیر بگذارد

  ی ها تیاز ک ی. برخ شودی م HRM نوع یهابالاتر در فراخوان  یو نرخ خطا ترن یی پا  یریارپذ کند، که منجر به تکر دهی چیرا پ

نمونه   ن یکنند. ا یاستفاده م  لترها یف ا یاز ستون ها  ک ینوکلئ د یاس ی شستشو ی برا (1M) از نمک بالا ی تجار DNA ی جداساز

رسوب داده و مجدداا   مولار  ی ل یم  یکEDTA 9  ، مولار    ی لیم 108 سی تر بافر کم نمک مانند  ک یدر   PCR قبل از  دی ها با

  ر یتأث  HRM لی و تحل  هیبر تجز  تواندی م   زی ن  یجداساز  یهادر روش NaOH 10 از استفاده از   ی ناش pH زایش شوند. اف  حل

 ینمونه ها  ر ینمودار تفاوت بدست آمده از تکث   6شکل    .مشکل را برطرف کند  نیتواند ایم  TE ازمجدد    استفادهبگذارد.  

DNA ها و نمک    ندهینمونه ها منجر به انتقال آلا  نیا  ی دهد. روش استخراج مورد استفاده برا  یرا نشان م  نیی پا  تیفیبا ک

  یی الگو  کون یآمپل  ی هاتیجمع  ادیمتعدد و گسترش ز   ی هاداشت. قله   ذوب   یها   ی بر منحن   یریشد که اثرات چشمگ  PCR یها

دهد که قبل از    یرا نشان م کسان ی DNA ینمودار تفاوت نمونه ها 6شکل آن دشوار است.  ر یکه تفس کندی م  جادیا ده یچیپ

که    شود ی ذوب م   ی هال یپروفا جاد ی منجر به ا PCR در ها ندهیآلا ر یتحت رقت قرار گرفته اند. کاهش نمک و سا PCR تکثیر

 (Vossen et al., 2009) .شوندیشفاف جدا م ی هاتر به خوشهو راحت ترمحکم  یبندتر، گروه صاف 

 

 
ها  ینمودارها(  2شکل نمونه  نمونه DNA ی تفاوت  انواع  از ک DNA آلوده.  استفاده  از    ی تجار  یجداساز  تیبا  استفاده  با 

از آنها به نسبت   یم یشدند و ن م یآلوده به نمک شد. نمونه ها تقس DNA شدند که منجر به یبا نمک بالا، جداساز  یشستشو

شده نشان    ق یرق (B) و (A) نشده  ق یرق  ی نمونه ها  HRM   لی و تحل  هیتفاوت تجز   ی شدند. نمودارها   ق یدر آب رق  1:100

 
8 Tris 
9 Ethylenediaminetetraacetic acid 
10 Sodium hydroxide   
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م  نشان  که  است،  شده  رقت  ی داده  چگونه  م   ک یدهد  اغلب  آلوده  ک  ینمونه  افزاداده  تی فیتواند  را   دهد   شی ها 

 (A Guide to High Resolution Melting (HRM)Analysis ., 2023) 

 

DNA   ممکن است محصولات  ن ییپا   ت یفیبا ک PCR نادرست    یمنجر به نمره گذار  تیکند که در نها   دی تول  یاختصاص   ر یغ

به حداکثر    ای  شوندی م  ری تکث  ریبا تأخ   PCRکه در مرحله    ییهانمونهشود.  یناموفق م  یواکنش ها  ا ی  HRM   زی در آنال  جینتا

  ج، ینتا   نیبهتر   یشوند. برا  یرقطعی غ  ایمبهم    جیمنجر به نتا  HRM  زی آنالممکن است در    رسند،ی مطلوب نم  گنالیشدت س

  د ی با  زین PCR به DNA یشوند. مقدار ورود  هیبا استفاده از روش مشابه ته  د یبا   زیآنال  ش یآزما  کیدر   DNA یتمام نمونه ها

و    ه یشود. اگر تجز  مدر صورت امکان انجا PCR بلافاصله پس از  دی با  HRM لی و تحل  هیتجز   ن، یمشابه باشد. علاوه بر ا

مجدد    تکثیرذوب مجدد،    یبرا  گراد یدرجه سانت  - 20 یدما  در توان  ی را م PCR نباشد، محصولات  ر یامکان پذ   ی فور  ل یتحل

 کرد   ی نگهدار  ی بعد  ی ابی  ی توال  ای

(A Guide to High Resolution Melting (HRM)Analysis ., 2023). 

 

 انتخاب رنگ 

نسبتاا بالا،    یهاکه در غلظت  کندی استفاده م (dsDNA11) یادو رشته  DNA شونده بهمتصل  یهااز رنگ    HRM زیآنال

PCR  مقدار رنگ فلورسنت متصل بهکنندی را مهار نم . DNA طیو شرا   بیترک  کون،ی تواند با طول آمپلیم  یادو رشته PCR 

را مهار   PCR ایرا جابجا کند   12Tm یکند، به طور مصنوع  ت یرا تثب  یارشتهتواند فرم دو  یاز حد م   ش یمتفاوت باشد. رنگ ب

  ش ی با آزما  د یرنگ با   نهیآل، غلظت بهدهی نادرست شود. در حالت ا  جیکم و نتا   گنالیتواند منجر به سیکم م  ار یکند. رنگ بس

 شود.   نیی تع ونی تراسیت از طریق آزمون  ی تجرب

 PCR که حداکثر فلورسانس را بدون مهار   ی غلظت  نیی تع  یبرا  د یشده با   ه یتوص  ه یبالاتر و کمتر از غلظت اول  ی غلظت رنگ کم 

ها  از رنگ یاز نور محافظت شوند. برخ  دیها حساس به نور هستند و در صورت عدم استفاده با رنگ  ن یشود. ا شیدهد آزما یم

  ی ساز  قیو رق  ینگهدار  یکرد. برا  هیتهتازه    یهارقت  دی با  شی هر آزما  یبرا   نیبنابرا   ستند،ین   داری شده خود پا  قی در شکل رق

دو   DNA اتصال به  یها، رنگHRM زیآنال  یمورد استفاده برا  یهاسازنده را به دقت دنبال کرد. رنگ   یهادستورالعمل دیبا

 .  کنندی را در غلظت رنگ بالا مهار نم  PCR و شدندی هستند که قبلاا استفاده م یی ها تر از رنگهستند که روشن  یارشته

 

 
11 Double strand DNA 
12 Melting Temperature 
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 ( HRMبا استفاده از روش ذوب با وضوح بالا ) SNPژنوتیپ سنجی 

 HRMی مورد استفاده در هاانواع رنگ

 SYBR Green  ،LC Green PLUS  ،Evaوجود دارد، از جمله     13dsDNA  به  شونده متصلی  هااز رنگ  یانواع مختلف 

Green  ،SYTO9    وResoLight   ها دمای ذوب. افزودن این رنگ DNA   دهد و ممکن  درجه سانتیگراد افزایش می   3- 1را

 (Scholarly Community Encyclopedia., 2023). ای داشته باشد است نیاز به تنظیم پارامترهای چرخه

 SYBR Green  اشباع    ر یرنگ غ  ن یتر  جیراdsDNA intercalating  به طور کل تاس برنامه  یبرا  ی.    HRM  یهااکثر 

است که از مناطق ذوب شده  کند و فرض شدهیبالا مهار م  یها را در غلظت  PCRاست که  نشان داده شده  را ینامناسب است ز

   .استداده شده ح یتوضالف(  3  شکل )شود، همانطور که در یم  ع یبازتوز dsDNA کون یبه آمپل

بر اساس    ی »رهاساز  ی هارنگ  ای کننده  اشباع   یهابا نام   dsDNA  ی هااز رنگ   ی دیدسته جد   ت،یمحدود   نی غلبه بر ا  یبرا

،  SYBR Greenاند. بر خلاف  ساخته شده   دهند، ی نم  ر ییمحصول را تغ  Tm  ا ی  کنند ی را مهار نم  مرازها یپل  DNA« که  14تقاضا 

همانطور    ن،ی . بنابراکنندی نسبتاا بالا مهار نم  یهارا در غلظت   مرازیپل  LCGreen  DNA  ای  SYTO9اشباع مانند    یهارنگ 

  ی ها. رنگ تاس  ر یامکان پذ  HRM  لی و تحل  هیتجز  یرفتار ذوب برا  ق یدق  ی است، بررسنشان داده شدهب(    3  شکل)که در  

  سم یمکان  ل یاشباع استفاده شوند. به دل  ریغ   یهادر غلظت   توانندی ، مEvaGreenبر اساس تقاضا«، به عنوان مثال،    آزادشونده  »

شود. در عوض، رنگ هنگام  یکه رنگ در محلول آزاد باشد خاموش م   یفلورسنت هنگام  گنالیانتشار فلورسانس، س  دی جد

  ی وجود ندارد، در حال   PCRمهار    چ ی(. هج  3کند )شکل  یاز خود ساطع م  ییفلورسنت بالا  گنالیس  دورشته   DNAاتصال به  

یک رنگ  ®EvaGreen . رنگ(Sun et al., 2016)   دهدیحساس را ارائه م   اریبس  HRM  زی که رنگ منحصر به فرد آنال

 Scholarly). اسید نوکلئیک فلورسنت سبز، غیر جهش زا و غیر سیتوتوکسیک بوده و به غشای سلولی کاملاا نفوذناپذیر است  

Community Encyclopedia., 2023) 

 

 

 
13 Intercalating 
14 Release-on-demand 

 ج ب  الف 
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  ر یغ ی ها( در غلظتالف. )ی درون  یها رنگ dsDNA "بر اساس تقاضا یرهاساز "اشباع ، اشباع و ریغ  یهارنگ( 3شکل  

در فلورسانس   ی افت چ یه جه یدر نت  شود،ی دوباره متصل م  مانند، ی م ی باق یاکه دو رشته یاشباع، رنگ به سرعت به مناطق 

  dsDNAبه  ی اتک رشته DNAذوب شده   یاز نواح  "بر اساس تقاضا ی رهاساز"اشباع و   ی ها( رنگ ب و ج وجود ندارد. ) 

 تیحساس EvaGreen ا ی SYT09مانند  یی ها تفاوت به رنگ ن یشود. ایشوند و منجر به کاهش فلورسانس م ینم  ع یبازتوز

 . (Sun et al., 2016) دهدی م HRM  لی و تحل هیتجز  ی را برا  ییبالا

 

 HRM کیتکن یبرا Real time PCRانجام  روش

به    باتوجهبوده.    ی و برتر  ایمزا  یدارا  یگر ینسبت به د   ی وجود دارد که برخ  HRMانجام روش    ی برا  یمختلف   ی هادستگاه  

را از هم    گوت ی هموز  یهانمونه   تواندی م  یعملکرد را داشته و به خوب   نیبهتر   نهیزم  نی در ا  Rotor-Gene 6000منابع دستگاه  

تواند متفاوت    ی م   ز یدردسترس بوده، روش کار ن  ی چه دستگاه   نکه یبا توجه به ا   اما کند.    کی تفک  گوت یهتروز  ی هاو از نمونه 

 (. 1403آقایی و همکاران،  پیل )  شود   ی شرح داده م   Real time PCR Light Cycler 96روش کار با دستگاه    نجا یا  در باشد.  

ورده  آ  2ول ددر ج   HRM و  PCRانجام    ی برا  ی شنهاد یو برنامه پ  1واکنش در جدول   کی تهیه   ی برا  از ی مورد ن  واد م  زان یم

 ه است.  شد

 

 HRM و  PCRانجام  یواکنش برا کی هیته  یبرا ازی( مواد مورد ن1جدول

 مواد ریمقاد مقدار نهایی

1X 4µl 5X EvaGreen HRM Master Mix 

0.25 pmol 5/0 µl Forward primer  (10 pmol) 

0.25 pmol 5/0 µl Reverse primer (10 pmol) 

- 14µl  نوکلئاز  فاقدآب 

30 ng 1 µl DNA 30 ng/µl 

- 20 µl  حجم کل 

 

 HRMو سپس  PCR( برنامه دما و زمانی برای انجام 2جدول

ییدما برنامه زمان  

قهیدق 12   95 °C 
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هیثان 15   95 °C 

هیثان 20  )دمای آنیلینگ مناسب برای پرایمر منتخب( 

هیثان 20  72 °C 

هیثان 60   95 °C 

هیثان 60  40 °C 

هیثان 1   65 °C 

هیثان 1   97 °C 

 

ذوب هر نمونه،    ی ها یمنحن   سهیو با مقا  شده  ی بررس  Roche diagnosticsافزار    با استفاده از نرم  ج ینتا  ش، یاز اتمام آزما   پس 

 . شودمی ها مشخص پیتفاوت ژنوت

 دستورالعمل اجرا 

کلیک   Create new Experiment from Roche Templateابتدا برنامه مربوط به ریل تایم را باز کرده و روی گزینه  

 (. 4کنیم )شکلرا انتخاب می   Run Template-High Resolution Meltingکرده و سپس  

 

 . انتخاب برنامه ذوب با وضوح بالا 4شکل

 

می باشد. در این صفحه باید تنظیمات مربوط به تکثیر قطعه مورد    Run Editorحال یک صفحه جدید باز شده که صفحه  

استفاده    Temperatureنظر را پر کرد. برای وارد کردن دما و زمان برای مراحل مختلف تکثیر از جعبه سمت راست قسمت  

 High Resolutionاستفاده می کنیم. برای قسمت    Targetو برای تعیین دما از    Durationمی کنیم. برای تغییر زمان از  

Melting (.  5اعداد مربوط به دستگاه را تغییر نمی دهیم )شکل 

1 2 
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 . تنظیم دمای مناسب برای تکثیر و دوب با وضوح بالا 5شکل

 

استفاده    Real-Time PCRرنگ مورد نظر که در    Detection Formatحال با توجه به رنگ مورد استفاده باید از قسمت  

از رنگ البته اگر  انتخاب کنیم.  باید گزینه     شده را  اینکه این رنگ در دستگاه وجود ندارد  باتوجه به  اوا گرین استفاده شد 

Resolight    استفاده شود. سپس باتوجه به حجم مواد مورد نظر میزانReaction volume    را که در بالا وجود دارد را تغییر

 دهیم. می

می شویم. با توجه به تعداد و جایگاه مورد نظر نمونه ها را از جعبه سمت راست     Sample Editor حالا وارد صفحه بعد یعنی  

 (. 6کنیم )شکلاستفاده می   Negative Control های کنترل منفی از گزینه  کنیم. برای نمونهتعیین می   typeو     Nameقسمت

 

 ها. انتخاب رنگ مناسب و نام گذاری و تنظیم چاهک 6شکل
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را میزنیم. سپس باید برنامه ذخیره شده را به دستگاه ریل تایم منتقل کنیم. برای این     Saveگزینه     Fileدر پایان از قسمت    

را انتخاب کنیم و پس از سبز شدن چراغ گزینه    Instrument Managerو     Toolsکار باید از نوار بالا سمت چپ گزینه  

Save/Resive Experimens  (. 7را انتخاب می کنیم )شکل   

 

 . ذخیره اطلاعات در رایانه و انتقال به دستگاه ریل تایم 7شکل

 

بعد برنامه خود را از جایی که ذخیره کرده بودیم انتخاب و با فلش آبی رنگ که در وسط صفحه وجود دارد به دستگاه ریل تایم  

برنامه ای که به ان منتقل کرده بودیم را پیدا و انتخاب کنیم و بعد گزینه    Overviewمنتقل می کنیم، سپس باید از صفحه  

Start  (. 8را از بالا سمت راست انتخاب تا برنامه شروع شود )شکل 

 

 PCR. انتخاب برنامه از دستگاه و شروع برنامه 8شکل

 

پس از اتمام برنامه باید آن را از دستگاه به کامپیوتر منتقل کرد. برنامه ای که به کامپیوتر منتقل می شود دارای یک تیک آبی  

کلیک    openمی باشد که می توان از آن متوجه شد که برنامه پایان یافته می باشد. پس از انتقال به کامپیوتر روی گزینه  

 High Resolutionرا زده و    Add Analysisو سپس    Analysisکرده. سپس از روی برنامه ای که باز کرده بودیم گزینه  

Melting  (. 9پردازیم )شکل را انتخاب کرده و سپس به بررسی و آنالیز نمونه ها می 
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 PCR  . انتقال نتیجه اطلاعات به رایانه پس از اتمام9شکل

 

 HRM زیآنال

 شود :  یط  دی با ر یمرحله به شرح ز  ۵ یدر حالت کل   HRM زیلآنا  یبرا

قرار    ی مورد بررس  ر یتکث  ی، منحن هدف DNA ناحیه  تکثیر  صحت و مناسب بودن نیی ( : به منظور تع10) شکل   ریمرحله تکث  .1

 PCR تحت DNA به  شونده  متصل  فلورسنت  های   رنگ   از  استفاده  با  نمونه  .است  یبه صورت صعود   ی منحن  ن ی. اردیگیم

  .شود  می  فلورسانس  سیگنال  افزایش  به  منجر  و  یابد   می  افزایش  شده  تقویت DNA مقدار  ،PCR پیشرفت  با.  گیرد   می  قرار

  فلورسانس   سطح   مبنا   خط.  است  آمیز   موفقیت  تقویت  دهنده  نشان  نمایی   فاز   که  شود   می   ایجاد   شکل   سیگموئید  منحنی  یک

 . (Fisher et al., 2010)است   واکنش پایان   دهنده  نشان فلات  و  دهد  می نشان را اولیه

  ۴/ ۱  ی بالا  ی منحن   ی بازده   " آنکه    ژه ی؛ به و  رد یمورد توجه قرار گ  د یبا  ی نکات مهم   HRM  ز یآنال  ی ذکر است که برا  ان یشا

نمونه ها با    Ct زانی اگر م  .چرخه نباشد  ۳از    شترینمونه ها ب  Ct15باشد و فاصله    دهی رس  ی قابل قبول  " مرحله تراز    "باشد ، به  

 خواهد شد   ری شدن تفس  دهیچی امر موجب پ  نی است که هم  PCR  یمتفاوت بودن غلظت فرآورده ها  انگر یهم متفاوت باشد ب

. (Introduction to High Resolution Melt Analysis Guide., 2023) 

 
 

15 Cycle threshold 
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 (. 1403های مورد آزمایش )پورداد و همکاران، . منحنی تکثیر نمونه 10شکل

 

  یاز اختصاص   نانیآن کسب اطم  ف و هد  ردیگی انجام م  ی مشتق  ی منحن  ی رو  ی بررس  نی( : ا 11ذوب ) شکل  ی منحن  یبررس .2

درهم رفته و    یهای وجود داشته باشند ، حضور منحن  ی اختصاص  ر یغ ی مورد نظر است. چنانچه فرآورده ها ی بودن فرآورده ها

(    X( به دما ) محور    Yبر مشتق دما ) محور    میمشتق فلوئورسنس تقس  یبراساس منف   یمشتق  ی. منحنمیآشفته را شاهد هست

 .شود ی رسم م

 

 
ذوب برای در برگرفتن ناحیه مورد نظر )پورداد و  ذوب و پس . منحنی ذوب نمونه ها و تنظیم نقاط پیش 11شکل

 (. 1403همکاران، 

 

  ن ییشود. پس از تع  ی( استفاده م   یاستاندارد ) نه مشتق   یمرحله از منحن  ن ی( : در ا  12ذوب ) شکل   یمرحله نرمال کردن منحن  .3

  ی پس ذوب را به صفر م  هیو ناح  ۱۰۰ذوب را به مقدار    ش ی پ  ه ی، نرم افزار ناح" پس ذوب    " و   " ذوب   شی پ " یمحدوده نواح 

دارند    ی است که همه فرآورده ها حالت دورشته ا  ی ا  ه یذوب ناح  ش ی پ  ه ی. ناح  دی آ  ی نرمال شده به دست م  ی منحن  ک یرساند و  

  گر یآمده و د است که همه فراورده ها به حالت تک رشته در  یا   ه یپس از ذوب ناح  ه یو شدت فلوئورسنس حداکثر است و ناح

 . (Erali and Wittwer et al., 2010) جذب فلورسنس وجود ندارد

 
 (. 1403. منحنی ذوب نرمال که از منحنی تکثیر حاصل شده )پورداد و همکاران،  12شکل
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شود و    ی استفاده م  A / Aمربوط به    ی نمونه ، منحن   ی استاندارد ) برا  یمنحن   ک یمرحله از    نی ( : در ا 13) شکل   ز یتما   ی منحن .4

مربوط به نمونه استاندارد را صفر    ی صورت که نرم افزار ، منحن   ن یشود . به ا  ی م   سه یبه دست آمده با آن مقا  ی ها ی  منحن   ر یسا

کند. نمودار حاصله به شکل زنگوله    ی م   ن ییمجهول را نسبت به آن تع  ی ها  مربوط به نمونه   ی و فاصله منحن   رد یگ ی در نظر م

سنجی ها اکنون متمایزتر هستند، اما تفاوت بین  ژنوتیپ دهد.   یدما را نشان م   رات ییفلورسنس به تغ رات ییبوده و نسبت تغ یا

 .(Erali et al., 2008)منحنی های ذوب اغلب در برخی موارد کوچک است 

 
.منحنی تمایز نمونه های مورد نظر با در نظر گرفتن نمونه مرجع که بقیه نمونه ها نسبت به آن سنجیده می شوند  13شکل

 (. 1403)پورداد و همکاران، 

 

و اطلاعات مربوط    د ی نمایم   نیی مجهول را تع  ی نمونه ها  پیمرحله دستگاه به صورت خودکار ژنوت  ن ی : در ا  ک یخوانش اتومات .5

درصد باشد،    ۹۰کمتر از  CI16  زانیسازد. اگر م ی درصد با نمونه مجهول مرتبط م  ۹۰تطابق   ب یاستاندارد را با ضر پیبه ژنوت

 .  (Noori-Daloii & Faraji, 2016)کند  یم  یمعرف انتی آن نمونه را به عنوان وار

 

 جمع بندی 

های گیاهی برای توسعه ارقام مقاوم  های ژنتیکی درون گونهدر بخش کشاورزی و اصلاح نباتات، شناسایی سریع و دقیق تنوع 

است. چندشکلی  برخوردار  حیاتی  اهمیت  از  یا صفات کیفی مطلوب،  بالا  عملکرد  دارای  بیماری،  نوکلئوتیدی به   های تک 

(SNPs)  ژن مورد  در  ارزشمندی  اطلاعات  گیاهان،  ژنوم  در  کوچک  تغییرات  سایر  فراهم  و  اقتصادی  مسئول صفات  های 

به عنوان یک تکنیک حساس، کارآمد و سریع، بستری مناسب برای ارزیابی این   (HRM) روش ذوب با وضوح بالا  .کنندمی

 .آوردهای بزرگ فراهم می های ژنتیکی در مقیاس تنوع 

 HRM ای پلیمرازیک ابزار قدرتمند پس از واکنش زنجیره (PCR)  ها در توالیاست که تفاوت DNA   را بر اساس پایداری

های دو  دهد. در این روش، پس از تکثیر ناحیه مورد نظر ژنوم گیاهی، مولکول شده، تشخیص می   تکثیرحرارتی محصولات  

شوند. با افزایش تدریجی دمای  گذاری می نشانه EvaGreen) مانند DNA(های حساس بهبا استفاده از رنگ DNA ایرشته

 
16 Confidence interval 
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کند. این  شدن( و تبدیل شدن به تک رشته می   ناتورهشروع به ذوب شدن )د   Real-time PCR  ،DNA   نمونه در دستگاه

، باعث ایجاد  (SNPمانند یک ) DNA ترین تفاوت در توالیشود. کوچکفرآیند ذوب، منجر به کاهش ناگهانی فلورسانس می 

 HRM گردد. توانایییا شکل منحنی ذوب می  ای و در نتیجه تغییر در دمای ذوبیک تغییر ظریف در ساختار مارپیچ دو رشته 

در نتیجه،    .کندهای مختلف گیاهی را فراهم می ها یا ژنوتیپ ها، واریته در ثبت این تغییرات جزئی، امکان تفکیک دقیق گونه 

های تک  تواند تفاوت یک ابزار تشخیصی و غربالگری سریع، ارزان و قدرتمند است که می  (HRM) روش ذوب با وضوح بالا 

سنجی سریع و ایمن در یک محیط لوله  نوکلئوتیدی در ژنوم گیاهی را با دقت بالا تفکیک کند. این تکنیک، با ارائه ژنوتیپ 

 .بخشدبسته، فرآیند اصلاح نباتات و مدیریت تنوع ژنتیکی در محصولات کشاورزی را به طور قابل توجهی تسریع می 
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