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 دانشگاه علوم پزشکی ارومیه

 بیولوژی و کنترل ناقلین بیماریهاگروه 

  ریل تایمدستورالعمل نحوه کار با دستگاه 

(Real-time) 

  (Real-time) میتا لیرتشریح نحوه کار با دستگاه هدف: 

 .شودیم برده کار به هایماریب صیتشخ و ینیبال نهیزم در هم یقاتیتحق نهیزم در هم روش نیا: کاربرد

کلیه دانشجویان مسئولیت اجرای این دستورالعمل را به عهده دارند. مسئول آزمایشگاه مسئولیت نظارت بر حسن مسئولیت: 

 .دد این دستورالعمل را به عهده داراجرای مفا

 Real-time-PCR کار روش

 :Quant TM-Real HCV تیک کار ساسا

 زین و انسان سرم ای پالسما در C تیهپات روسیو یکم صیتشخ جهت که است Real-time روش اساس بر HCV تیک .1

 ،یمعمول PCR با Real-time-PCR افتراق وجه .رود یم کار به فلورسانس رنگ دو لهیوس به ،یداخل کنترل صیتشخ

 یطراح یا گونه به گزارشگرها نیا. است واکنش محصول یابیرد جهت واکنش در فلورسنت نشانگر کی گرفتن کار به

 دست به محصول زانیم با دستگاه در شده ثبت نور شدت شیافزا لذا. کنند دیتول نور RNA ریتکث صورت در که شودیم

 خهچر باشد (Threshold) آستانه خط از شتریب فلورسنت شدت که ییچرخها نیاول به. دارد میمستق نسبت آمده

 را هیاول mRNA مقدار توان یم آن یرو از و دارد یدار یمعن طهراب هیاول یالگو مقدار با CT عدد. ندیگو CT ای آستانه

 به که رسدیم آستانه به تا ابدی یم شیافزا فلورسنت مقدار یتصاعد مرحله هیاول فاز در گرید عبارت به. زد نیتخم

 عبور آستانه حد از ریتکث قطعه که PCR از یکلیس مزبور چرخه است، ترلابا background سطح از یمشخص مقدار

 .شودیم شناخته CT عنوان به کند یم

 گونه چیه مرحله نیا در :  Baseline region.1  :از است عبارت که دارد مرحله چند Real-time-PCR یکل طور به .2

 رشد و شودیم برابر دو چرخه هر در یا رشته دو محصول :  Exponential phase. 2 .ستین تیرو قابل ینور

 روبه آنها ییکارا و واکنش باتیترک مرحله نیا در:  The liner phase .3 .شودیم آغاز واکنش به مربوط یتصاعد

 فلورسنت زانیم در یشیافزا و روندیم نیب از واکنش باتیترک مرحله نیا در:   The plateau phase.4. است اتمام

 cDNA ساخت واکنش کی در همزمان one step  صورت دو به تواند یم Real-time-PCR روش .شودینم مشاهده

 .شودیم انجام ( آن ریتکث گرید واکنش در وcDNA   ساخت ابتدا Two step ) و ردیگیم صورت آن ریتکث و RNA از
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 : Real-time-PCR در یکم یزهایآنال

 RNA غلظت. شودیم استفاده استاندارد یمنحن رسم یبرا )استاندارد( مشخص غلظت با DNA ای RNA نهنمو از روش نیا در

 آن یهانسخه تعداد به نمونه یمولکول وزن یرو از سپس و شودیم نییتع (nm 262) اسپکتروفوتومتر با استاندارد DNA  ای

 متیق گران اریبس که هرچند است یداریخر قابل یتجار صورت به معروف یژنها یغلظت یاستانداردها. شودیم لیتبد

 با. میدهیم قرار time-Real-PCR دستگاه در هدف نمونه با همراه و کرده نییتع رقت یسر استاندارد یها نمونه از. هستند

 CT آن Y و ژن از یکپ تعداد ای رقت آن X که کرده رسم یمنحن کی دهد،یم ما به رقت هر یبرا دستگاه که CT از استفاده

 زین آن یکپ تعداد ای غلظت نمودار، در هدف نمونه عدد دادن قرار با که است یخط نمودار کی آمده دست به نمودار باشد،

 .باشد هدف قطعه طول با یمساو استاندارد قطعه طول حایترج. دیآیم بدست

 :تیک یساز آماده

 از را تیک دیبا شیآزما شروع از قبل ساعت مین. شودیم ینگهدار زریفر در - 22 یدما در Real-time-PCR HCV تیک

 فوژیسانتر هیثان چند سپس و کرده Shake را آنها ها، محلول شدن ذوب از پس م،یده قرار اتاق یدما در نموده خارج زریفر

 .میکنیم آغاز را sampling آن از پس و نموده

 ، RT-PCR MIX-1 از تریکرولیم Master Mix، 322  هیته جهت: Master mix محلول یساز آماده .1

  RT از تریکرولیم 200

2. PCR-mix، از تریکرولیم 22 زین start Hot از تریکرولیم 12 زین وRevertase MLV-M الیو وارد را DTT 

 .میکنیم
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