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 "مقاله پژوهشی"
 

 های مولکولی تجزیه و تحلیل بیان ژن در گیاهان در سطح ترنسکریپتومروش
 

 3مقصود پژوهنده و 2زاده، رضا درویش1مونا بردبار

 

 گروه تولید و ژنتیك گیاهی، دانشكده كشاورزي دانشگاه ارومیه، ارومیه، ايراننژادي گیاهی، دانشجوي دكتري ژنتیك و به -1
 (r.darvishzadeh@urmia.ac.irوول: نويسنده مس) ،، ارومیه، ايراندانشگاه ارومیه كشاورزي تولید و ژنتیك گیاهی، دانشكدهگروه  استاد، -2

 تبريز، ايران ،جانيآذربا یمدن دیشه دانشگاه ،يدانشكده كشاورز يوتكنولوژیگروه بدانشیار،  -3
 11/5/1401تاريخ پذيرش:   28/1/1401تاريخ دريافت: 

 104 تا 83 صفحه:
 

 مبسوط چکیده
عنوان يكی از پیامدهاي تغییر اقلیم از عوامل عمدة كاهش در محصولات بهاز قبیل تنش خشكی، شوري، سرما و گرما هاي محیطی تنش :و هدف مقدمه

 ينديژن فرآ انیبهاي محیطی دارند. ها )مطالعات ترنسكريپتومیك( نقش اساسی در درك سازوكار گیاهان در مقابله با تنشیان ژنب بررسیكشاورزي هستند. 
 در آن پروتئینی محصول يا رونوشت خود اوقات غالب كه شودتهیه می (Transcript) رونوشت صورتبهگذاري شده در ژن رمزاست كه طی آن اطلاعات 

در جهت روشن نمودن  یژن گام مهم انیسطح ب یابيارز .شوددرگیر می سمیارگان اتیح يتاًدر سلول و نها یمختلف مولكول يهاسمیو مكان ندهافراي
 است.  یو مكان یبه لحاظ زمان یژن يعملكردها

تجزيه ترنسكريپتوم، هاي با جستجوي كلید واژه( Content analysis) باشد كه به شیوه تحلیل محتوامقاله حاضر يك مقاله مروري می ها:مواد و روش
 Google Scholar ،Web ofهاي اينترنتیهاي مرتبط در پايگاهدر مقاله مرازلیاي پريزآرايه، واكنش زنجیره هیبريداسیون كاهشی بازدارنده،اي، انريابی آتوالی

Science ،PubMed و Scopus بدست آمده است. 

بلات، وسترن بلات، هیبريداسیون ريزآرايه،  نوردرنهايی از قبیل روش هب محدود و عمدتاً صورتبه هاژن يرو بر، مطالعات شیها پدهه ها:یافته
 اي (، واكنش زنجیرهSuppression subtractive hybridization(، هیبريداسیون حذفی كاهشی )Subtractive hybridizationهیبريداسیون كاهشی )

هاي روش از طريقژنوم  ةباركي یكه اكنون محققان قادر به بررس یمتمركز بود، در حال( Real time polymerase chain reactionدر زمان واقعی ) مرازپلی
 يولوژیب ستمیس يكردهايرو یبه معرف يسطح توانمند ءارتقاهستند.  RNAيابی ( شامل روش توالیSequencing based approachesيابی )مبتنی بر توالی

. شود روشن يعملكرد تبالقوه فعل و انفعالا يكرد تا اجزا یآنها موشكاف تیتوان در تمامیسلول را م يعملكرد يهاكند كه به موجب آن شبكهیكمك م
مورد  یكيولوژیب يهانمونهموجود در  RNA هايرونوشت مهه عيسر يیامكان شناسا شگرف در فناوري يهاشرفتیبا پهمراه ها ستمیس یشناسستيز ظهور

ها بودند، هنوز جايگاه خود را در ژناي از هاي منفرد يا زيرمجموعههاي قبلی كه محدود به بررسی ژنبا اين وجود، فناورينمايند. میمطالعه را فراهم 
 ند.اههاي تحقیقاتی حفظ كردآزمايشگاه

انتخاب  است. زنده و غیرزنده يهابه تنش اهانیژن در پاسخ گ انیب لیو تحل هيمورد استفاده در تجز هايتشريح انواع روش نجايهدف در ا گیری:نتیجه
هنگام انتخاب روشی براي يك تحقیق خاص، بايد د. وشیم ها انجامروش تيو محدوداجرا  نهيهزي، فناور بسته به سطح استفادهمورد  ياستراتژ اي و روش

 .نظر روش شناختی يا آماري به حداقل برسند تا نتايج قابل اعتماد و تكرارپذير حاصل شودها از در نظر داشت كه محدوديت
 

 ، هیبريداسیون كاهشی بازدارندهمرازاي پلیاي، ريزآرايه، واكنش زنجیره ان يابی آرتجزيه ترنسكريپتوم، توالی های کلیدی:واژه
 

 مقدمه

شده است كه عملكرد و  میكاملاً تنظ سازوكاريژن  انیب   
كند كه در آن یزنده را كنترل م يهاتمام سلول يسازگار

شود یم ليتبد يكاربرد یمحصول ژن كيبه  یاطلاعات ژن
 دكننده مانن رمزریغ يهاژن اي نیتواند پروتئیكه م

اي كوچك ههست RNA ا( يtRNAانتقالی ) دیاس كیبونوكلئير
(snRNAباش )( 27د.) درك  در ژن انیدر كنترل ب ینكته اصل

تمام  يبرا نديفرا نيا رايز (.50ت )اس پیفنوتبا  پیژنوتتعامل 
 ،(All known lifeاند )شناخته شدهامروز  به تا حیات كه
است:  یشامل چهار مرحله اصل نیپروتئ سنتزشود. یاستفاده م

پس از ترجمه. در  تغییرات، ترجمه و RNAش ويراي، یسيرونو
رشته  كياز  مكمل ةتك رشت mRNA كي، یسيرونو نیح

DNA  الگو توسطRNA به دنبال شود. یم یكپمراز پلی
، نمونه، به عنوان mRNAدر  راتییتغ ی، برخرونويسی
 شوندیحذف م یها از توالنتروني، كه در آن اRNA ويرايش

 يیبه عنوان الگو ديجد mRNA، از . پس از آنافتداتفاق می
 نیپروتئ سنتز يبرا نهیآم يدهایاز اس يارهیزنج ساختن يبرا

 زانیم ،در سطح ترنسكريپتومژن  انیب (.95د )شویاستفاده م
mRNA تیو اهم یكيولوژیب ستمیس كيشده در  یسيرونو 

براي درك اهمیت كند. یعملكرد سلول را مطالعه م يآن برا
كه تنها حدود  گرفته شودبررسی بیان ژن كافی است در نظر 

شود و بیان پروتئین بیان می صورتبهدو درصد از ژنوم انسان 
و زمان  ي نمويبافت، مرحله ،سلولبسته به نوع آنها هم 

از  یكه منجر به آگاه یتوال نییتع يهاروشمتفاوت است. 
، محققان را دنشویژنوم مرونويسی شده از  يهایكل توال

از آنجا كه  (.50ت )اس هكرد تشويق هاژنعملكرد  تعیین يبرا
از الگوي تنظیمی مشابهی  مرتبط معمولاً يها با عملكردهاژن

 ی، راهكنندیم یابيژن را ارز انیكه ب يیهاروش، برخوردارند
 ها فراهم ژن نيا هیاول يبندو خوشه يیشناسا يمهم برا

اطلاعات  يعملكرد هايژن هايیتوال يبندد. خوشهنكنیم
عملكرد  تعییندر  تكمیلی يهاشيآزما تيهدا يرا برا یكاف
 لیو تحل هيكند. تجزیخاص فراهم م یمحصول ژن كي قیدق
ژن خاص انجام  كيتوان با هدف قرار دادن یژن را م انیب

شوند شناخته می 1هاي با سرعت پايینروشبه عنوان  كه، داد
، FISH5 ،4وسترن بلات ،3بلات نوردرن ،2گزارشگر ژنمثل )

ی و مراز نیمه كمّاي پلیواكنش زنجیره، 6ايگذاري نقطهلكه
همه بررسی  همچنین،( 8محافظت از نوكلئازتست و ، 7یكمّ
 مختلف متفاوت هستند يهادر نمونه انیب از نظركه  يیهاژن

 9هاي با سرعت بالاروش به عنواننیز قابل انجام است كه 
، 11افتراقینمايش ، 01كاهنده هیبريداسیونشوند )یشناخته م

  ،31هيآرا زير هیبريداسیون، 21ژن ترتیبی تظاهر هيتجز
  RNA41 (58.)يابی توالی

1- Low- to mid-plex techniques              2- Reporter gene                 3- Northern blot                                4- Western blot 
5- Fluorescence in situ hybridization       6- Slot and dot blotting       7- Semiquantitative and quantitative reverse transcriptase 
polymerase chain reaction               8- Nuclease protection assays     9- Higher-plex techniques                10- Subtractive hybridization            

11- Differential display      12- Serial analysis of gene expression     13- Microarray hybridization            14- RNA sequencing    

 دانشگاه علوم كشاورزي و منابع طبیعی ساري
 پژوهشنامه اصلاح گیاهان زراعی
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محافظت از تست ، بلاتنوردرنهای قدیمی مانند روش
از لحاظ وسترن بلات و  Plaque hybridization، نوکلئاز
 مودننکار در یک زمان و خود رونوشتیک میزان گیری اندازه
های جدید برای تجزیه و تحلیل روشسخت بودند.  روش

، SAGEند های جامع باز مانالف( سیستم :بیان ژن عبارتند از
DD ،1PCR-RAP ،2READS ،3AFLP ،4TOGA  و

5PCR-RT ،6qPCRز مانند های بسته متمرکیستم. ب( س
7HDFCA ،8هیبریداسیون حذفی کاهشی)SSH( ،FISH ،
9DS ،یابی و توالی ،01آانی دیریزآرایهRNA.  وقات، اگاهی

صاصیت یش حساسیت و اختها برای افزاترکیبی از این سیستم
برای  متمرکز های بستهشود. در حالی که سیستماستفاده می

  هستند. مطلوبد زیاد توالی ی تعداغربالگری اولیه
 

  هامواد و روش
باشد که با جستجو در مقاله حاضر یک مقاله مروری می   

 ,Google Scholar) های معتبرهای مرتبط در سایتمقاله

Web of Science, PubMed, Scopus) بدست آمده است 
 انیب لیو تحل هیتجزی ها براروش نیمهمتر یبا هدف بررسو 

، برجسته یمختلف تجرب یهانمونهترنسکریپتوم سطح ژن در 
 د.شویاز کاربردها ارائه م یو برخ کیهر  بیمعا و ایکردن مزا

 
 بحث و نتایج

ها ترنسکریپتبرای تعیین کمیت و کیفیت که هایی روش   
های روش (لفا :شوندکلی تقسیم می دستهود دارد به سه وج

 Hybridization basedن )متکی بر هیبریداسیو
approaches)  :وسترن بلات، بلات نوردرنکه شامل، RPA ،

روش بررسی  و SSHو  SH ،هیبریداسیون ریزآرایهروش 
تنی بر بهای مب( روشهستند.  11(RDA) تفاوت قابل نمایش

 های دی.ان.اکتابخانه ،qPCRکه شامل:  (PCRر )آسیپی
cDNA-) 31ا.اف.ال.پی -سی.دی.ان.ا ،(cDNA) 21مکمل

AFLP)، DD  وRAP-PCR های متکی بر ج( روش .هستند
( که شامل: Sequencing based approachesی )یابتوالی

 RNAیابی یلاروش تو و MPSS41، SAGE، ESTروش 
 هستند.

 درن بلات معکوسرو نو درن بلاترنو
 یاست که برا یمولکول بیولوژیروش  کیبلات  نوردرن   

 از  یدر مخلوط RNAخاص  یهاتیجمع یجستجو
RNA1977در سال  روش نیشود. ایکل استفاده م یها 

معرفی  جوج استارک در دانشگاه استنفوردو  نیالو مزیتوسط ج
 قاتیاستاندارد در تحقروش و هنوز هم به عنوان  (3د )ش
 خاصژن  کی انیمطالعه سطح ب یبرا یمولکول یشناسستیز
 که شودیدر نظر گرفته م گریروش د کی ینتیجه دییتأ ای

و  هی، تجزبه عنوان مثال ؛است ادعاگواه این  ریاخ یهاگزارش
 Ascorbat)ز دایآسکوربات پراکسبیان ژن  لیپروفا لیتحل

peroxidase; APX )و ( 24و )یداتیدر پنبه تحت تنش اکس
ه زندریغ یهاپنبه تحت تنش نیونئیمتالوت GhMT3aژن 

تنش در تحمل  دخیل TaMBF1cژن مطالعه بیان  (،98)
 یبوزومیر نیپروتئبیان عامل  مطالعه (،70م )گرما در گند

 Arabidopsisدر تحمل تنش سرما دردخیل  S5 کیپلاست

و یداتیاکس تنشدر برابر  Fe-chelatase (FeCh)و ( 100)
در مورد هر ژن منحصر به  mRNA هایتعداد نسخه(. 36)

است.  نظر مورد ژن آن بیان میزان ةدقیقاً نشان دهند ،فرد
 شدت ةدهندیابی کمیت بیان یک ژن در نهایت نشان رد

ت بلاروش نوردرن  است. آن بیان و ژن آن از بردارینسخه
 ف در تعدادلاها جهت نشان دادن اختیکی از اولین روش

mRNA د، هست.شوژن تولید می ی هرلههایی که به وسی 
تینگ گرفته لانام ساترن بمتضاد از  صورتبهام این روش ن

های از نمونه mRNA در این روش ابتدا (.3) تشده اس
از بقیه مواد سلولی  mRNA بیولوژیکی استخراج و سپس این

ها، لیپیدها و دیگر محتویات سلولی ، پروتئین DNAشامل
 ژل یلهبه وسی mRNA . قطعات مختلفشودمیجداسازی 

و سپس این قطعات به یک  شوندالکتروفورز از هم جدا می
( Blotting) گذاریروش لکه ،که به این شدهغشا منتقل 

 ژن ازکه  mRNA هایی ازشود. برای شناسایی نسخهگفته می
 تولید بیمارگر ناشی از تحت شرایط تنش  مثلاًخاصی، 

 به نام شناساگر کوچکی عهها را با یک قطد، نمونهنشومی
(Probe )ایهای یک رشتهاز توالیRNA یاDNA  

با استفاده از معمولاً  هاشناساگر (.94) کنندمیگذاری لکه
پروب یا شناساگر بر  .دشونهای رادیواکتیو نشاندار میولمولک

والی ت باژن مورد نظر طراحی و سپس  mRNA اساس توالی
نظر از اینکه پروب با توالی مورد  د. بعدشومی متصلمورد نظر 

از نوکلئوتیدهای رادیواکتیو مورد استفاده در ساخت شد  متصل
 ها، و اشعه متصاعد شده از آنشودساطع می Xة عاشپروپ 

 .(1ل )شک دگردباعث ایجاد لکه بر روی فیلم رادیولوژی می
ست به که بر روی فیلم عکاسی نقش بسته ا باندیشدت 

در نمونه اولیه به  mRNA دهد که مقدارمحققان نشان می
 لکه این شدتی لهان بوده است، و این موضوع به وسیچه میز

برای نرمال و استاندارد کردن  روش این در. شودمی مشخص
ماند ژنی که بیان آن در طی تنش همواره ثابت می از آزمایش،

روش دیگری که (. 72) شوددار استفاده میبه عنوان ژن خانه
 بلاتشود نوردرن ها استفاده میبرای بررسی بیان ژن
رن معکوس یک نوع از نورد بلاتمعکوس است. نوردرن 

ثابت روی  صورتبهخاص نوکلئیک ت است که در آن اسیدلاب
ای یکه این لکه مجموعهصورتبهشود، گذاری مییک غشا لکه

تکثیرشده یا ژن هدف مورد نظر است. در  cDNAاز قطعات 
گذاری شد با لکه بر روی غشا DNA این روش بعد از اینکه

ی هاRNA ازساخته شده  cDNAی هاشناساگراستفاده از 
شود. انجام میواکنش هیبریداسیون  ،هابافت استخراج شده از

معمول، جهت بررسی پروفایل  صورتبهبنابراین از این روش 
ها و همچنین جهت بررسی بیان تعداد زیادی ژن در بیانی ژن

  (.38د )شویک ارگانیسم استفاده می

 
 

1- RNA arbitrarily primered PCR                                   2- Restriction endonucleolytic analysis of differentially expressed sequences 
3- Amplified restriction fragment length polymorphism             4- Total gene expression analysis        5- Reverse transcription PCR 

6- Quantitative or real time PCR                 7- High density cDNA filter hybridization      8- Suppression subtractive hybridization  

9- Differential screening                             10- DNA microarray                                         11- Representational difference analysis 

12- Complementry DNA                            13- Complementry DNA amplified fragment length polymorphism  

14- Massively parallel signature sequencing 
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  (29ن )بیوتینشاندار شده با  شناساگربا  بلات نوردرناز روش  كیشمات تصويري -1 لشك

Figure 1. Schematic of the nodern blot method with a biotin-labeled probe (29) 
 

 همكاران و نژادغلام يلهسه تحقیق به وسی 2016 در سال    
دار در هاي خانهعناوين ارزيابی میزان تغییرات بیان ژن با

 Mycosphaerellaبرهمكنش گندم با بیمارگر

graminicola، ە  هاي رمز كنندبررسی تغییرات بیان ژن 
در پاسخ به  Hsp91و Hsp 71هاي شوك حرارتی پروتئین
مچنین بررسی تغییرات بیان و ه M. graminicolaبهآلودگی 
در پاسخ به  Ethylene 3 insensitive پروتئین ەكنندژن رمز

نوردرن ش با استفاده از رو M. graminicola آلودگی به
نجام گرفت. ا (Reverse northern blot dot) معكوس بلات

ژن نتايج اين تحقیقات به ترتیب بیانگر بیشترين ثبات در بیان 
 هايپروتئین ە توبولین، تغییر افزايشی بیان دو ژن رمز كنند

و همچنین كاهش بیان  Hsp 90 و Hsp 70 حرارتی شوك
 24در طول  Ethylene 3 insensitiveپروتئین ە ژن رمز كنند

  (.21د )اين بیمارگر بوبا ساعت بعد از تلقیح 
 درن بلاترنوروش های مزیت

رون ، مقینسب یسادگنوردرن بلات  شرو یاصل ياياز مزا   
، نوعو امكان ارائه اطلاعات ارزشمند در مورد  به صرفه بودن
روش  نيا ،نيعلاوه بر ا (.33ت )اس RNA یاندازه و فراوان

شكال ژن خاص )اَ كي انیدهد تا انواع مختلف بیاجازه م
ه داد صیتشخ مونهن كي( در RNAاسپیلايسینگ مختلف 

 انیب زانیكوچك در م راتییتغ صیتشخ يبرا نیهمچن .شود
روش  ني، الیدل نیبه هم .حساس است یژن به اندازه كاف

و  هي، مانند تجزهاروش ريسا يهاافتهي ديیتأ يهنوز برا
توان ی، مشود. سرانجامیاستفاده م یسيرونو يهالیتحل

با  بیترك يكرد و براجدا ها شناساگردار را از لكه يغشاها
cDNA يدوباره مورد استفاده قرار داد. غشاها گريهدف د 

ها بعد كرد تا مدت رهیتوان خشك و ذخیم زیرا ن اردلكه
 است كه  نيا گريد تيمزد. ریدوباره مورد استفاده قرار گ

، )به عنوان مثال ویواكتيراد ریغبلات  نوردرنتوان از یم
 يهاRNA يیشناسا ي( برانیوتیب يدارا يهاشناساگر

  (.29د )استفاده كر اهانیكوچك در گ
 بلات نوردرنمعایب روش 

است كه فقط  نيا بلات نوردرنروش  تيمحدود نيمهمتر   
 .ردیگیقرار م لیو تحل هيزمان مورد تجز كيژن در  كي

. خطرات لازم است شناساگرو  RNAاز  قابل توجهیمقدار 
در  RNases یتوسط آلودگ RNA جزيهتشامل خطرات  گريد
توان با استفاده از مهار ی، محال نيكار است. با ا طیحم

 Diethylت )روكربنایپ لیات يمانند د RNase يهاكننده

pyrocarbonate; DEPC) طیو با دقت و سرعت كار در مح 
را  مشكل ني، اشده استريلمواد  و استفاده از شگاهيآزما

 كاهش داد.
 RNases (RPA) حفاظتسنجش روش 

RNase (RNase protection assay )سنجش حفاظت    
استاندارد  یشگاهيروش آزما كيعنوان به( 6) 1990در دهه 

 مقصود پژوهنده و زاده، رضا درویشمونا بردبار
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بافت  كيدر نظر ژن مورد mRNA زانیم تیكم نییتع يبرا
، اهانیدر گ د.ش معرفیزمان مشخص  اي، مرحله رشد خاص

مالات  لیزوپروپيخانواده ژن ا انیب لیو تحل هيتجز يبرا
در  (Isopropylmalate synthase; IPMS) نتازیس

Arabidopsis thaliana(34د )استفاده شاين روش  ، از. 
را  یاهیگعلوم  قاتیدر تحقكاربرد  ریاخهاي مثالاگر  یحت

 (.101) شودیاستفاده م یهنوز هم در علوم دام نشان ندهد؛
 یتوال یاصتصخا اتصالبه  بلات نوردرنهمانند  RPAروش 
DNA اي RNA كاوشگر با برچسب  كياست.  یمكمل متك

 يبرا (73ن )یوتیا بي( 53)( P32 اي P33فسفر ) يهازوتوپيا
RNAيشود. در مرحله بعدینظر سنتز ممورد يها ،

RNAبیترك (پروب) شناساگركل استخراج و با  يها  
منفرد  يهاهضم همه رشته يبرا بونوكلئازهايشوند. ریم

را دست  يديبریكه محصولات ه یدر حال ؛شوندیاضافه م
نشده هضم يادو رشته يهاRNAگذارند. یم ینخورده باق

مربوط  سنسنتیآ يهامكمل پروب يهایتوال يدهندهنشان
 ماریها با تRNase. سپس هستند نظرمورد يهابه ژن

دو  RNA يهاتیشوند. جمعیم حذفاز واكنش  K نازیپروتئ
كلروفرم از روش استخراج فنلتوان با استفاده یرا مي ارشته

استخراج شده  RNA يیدوتا يهارشته (.75د )استخراج كر
 یوگرافياتوراد لمیف كيشوند و با یسپس الكتروفورز م

 (.2ل )شك شوندیم يیشناسا
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  RPA (71)از روش  كیشمات تصويري –2 لشك
Figure 2. Schematic representation of the RPA method (71) 

 مقصود پژوهنده و زاده، رضا درویشمونا بردبار

 
 RPAمزایای روش 

و  اختصاصی اریروش بس کی RNaseحفاظت  روش  
 یهاmRNA یفراوان یریگو اندازه صیتشخ یحساس برا

سطح  (.46ت )اس RNA یهااز مخلوط یاخاص در نمونه
ت اس بلات نوردرناز  شتریبر ببرا 50-20آن حدود  تیحساس

سطح  تیکم نییتع یتوان برایم RNaseاز روش  (.9)
mRNA عنوان مثال)به یاز تشابه توال ییها با درجه بالاژن ،

درجه  نیهمچن(. 9د )استفاده کرها( خانواده ژن یاعضا
 نکهیبدون ا ؛کندیرا تحمل م RNA بیاز تخر یبالاتر

 نی، انی. علاوه بر اشوددار شهآمده خد بدست یهاداده تیفیک
 و  (85ر )چند کاوشگ یهاروش امکان انجام سنجش

 نترونیو اتصالات ا یسیشروع رونو یهاتیاز سا یبردارنقشه
 انواع مختلف اتصال را فراهم  لیو تحل هیتجز ایاگزون،  و
 (. 67د )کنیم

 RPAمعایب روش 
 کمبود اطلاعات در RNaseشکال عمده روش حفاظت اِ  

 کاوشگرِ  ةانداز نی، اقتیدر حق (.71ت )اس رونوشتمورد اندازه 

 دیبریشده هسنتز شده است که طول قطعه محافظت
 نیا گرید شکالاِکند. یم نیی( را تعیادو رشته یها)مولکول

مورد  RNAبا  مشابهکاملاً  دیسنس بایاست که کاوشگر آنت
شود.  محافظت هضم توسط اندونوکلئازهاتا از  دهدف باش

اصلاحات  یبر است. برخنسبتاً سخت و زمان ی، روشنیهمچن
و کاهش زمان و  RNaseروش حفاظت  ییکارا شیافزا یبرا
روش  کیشده است. به عنوان مثال،  شنهادیآن پ نهیهز

 نیگزیتواند جایم RNA یامرحلهو تک ترعیاستخراج سر
 (.30د )کلروفرم شوفنلو استخراج  K نازیپروتئ

 DNA/RNAاسیون ریزآرایه، ریزآرایه هیبرید
 (یرِمیکرو اَ) هیزآرایمانند ر هیبریداسیونبر  یمبتن یهاروش 

و محدود به  یمتک هیآرا یدهایمتصل به اسلا هایرونوشتبه 
 1995بار در سال  نیاول یبرا هیزآرایر یفناور (.50د )هستنآن 
 ها وروشدر  رییحال، بهبود و تغ نیبا ا (.79د )ش ارایه
و  نیتراولاز متد یکیها هنوز آن را به هیزآرایر زاتیتجه
ت کرده اس لیمختلف تبد یهانهیدر زم هاروش نیدتریجد

 یهاها به اندازه دادههیزآرایرحتی با این وجود،  (.81)
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مجموعه ) ترنسكريپتومِژنوم و  يموجود برا كیوانفورماتیب
د هستنخوب مدل،  موجوداتِ( سلول كيدر  هارونوشتكامل 

ها مانند هيزآراير يهااز پروتكل یامروزه انواع مختلف (.28)
 هيزآرايو ر DNA هيزآراي، رRNA هيزآراي، رینیپروتئ هيزآراير

ر چیزي است كه ها دآن نیدر دسترس است. تفاوت ب كانیگل
 يبرا هيزآراي، اگر از رگريعبارت د. بهكنندي میریگاندازه
 RNA هيآراريزاستفاده شود به آن  RNA زانیم يریگاندازه

  (.81د )شویگفته م
 ت:شامل مراحل زیر اس روشاین 

 يهااز بافت RNA RNA:سازيخالصاستخراج و    
را با  RNAشود یم یشود و سعیاستخراج م مخصوص

رونوسی  .ممكن بدست آورد تیفیخلوص و ك نيبالاتر
: RNAر تكثی. cDNAبه  mRNA ليتبد ي: برامعكوس

RNA  توسطPCR لیتسه ونیداسيبریشود تا هیم تكثیر 

 .نباشد یها ممكن است كافدر سلول mRNAمقدار  رايز ؛شود
 نیوتیتكه تكه شده و با ب cDNAها: برچسب زدن پروب

. بعد از آن، مولكول فلورسانس متصل شودمی يگذاربرچسب
كاوشگرها: زمان مورد  ونیداسيبرهی شود.یاضافه م نیوتیبه ب

كامل با غلظت نمونه كاملاً متناسب  ونیداسيبریه يابر ازین
شستشو داده  شدههیبريد هيزآراي، رنديفرآ نيا انياست. در پا

: هيزآراري اسكنبروند.  نیاز ب نشدههاي هیبريدرشتهشود تا یم
در  هیبريداسیوندهد كه ینور فلورسانس نشان م صیتشخ

خاص رخ داده است. خواندن  یتوال كينقطه خاص از  كي
شود. یشود و فلورسانس با اسكن ثبت میانجام م زریل سطتو
مقدار پروب متصل به فلورسنس متناسب با  تیحساس زانیم

  (.46( )3ل )شك به هر نمونه است

 

 
 cDNA( به شياز دو نمونه )به عنوان مثال، نمونه كنترل و آزما mRNAمعكوس  یسيروش شامل رونو ني. اهيزآراير هیبريداسیون -3ل شك

شوند. هر نمونه هنگام یم ديبریمختلف هاختصاصی  يهاژن DNAقطعات  با هيزآراير كيها در  cDNAها است. همه آن يگذارو برچسب
مختلف  يهانمونه يهاگنالیمورد استفاده است. س هیاول mRNA یمتناسب با فراوان گنالیكند. شدت سید میتول یگنالیس هیبريداسیون جاديا

 (58د )شونیم سهيژن مقا انیتفاوت در ب يیشناسا يبرا
Figure 3. Microarray hybridization. This procedure involves the reverse transcription of mRNA from two samples 

(e.g., a control and test sample) into a cDNA and their labeling. All cDNAs are hybridized in a microarray with DNA 
fragments of different specific genes. Each sample generates a signal when hybridization occurs. The signal strength 

is proportional to the initial mRNA frequency used. Signals from different samples are compared to identify 
differences in gene expression (58) 

 

 مقصود پژوهنده و زاده، رضا درویشمونا بردبار

 
 

 
موجود است:  یتجار صورتبهها هیزآرایسه نوع مختلف از ر   
ساخته  دیگونوکلئوتیال یهاکه شامل تراشه ییهاهیزآرایر -1

 یِ بر رو میکوتاه به طور مستق یِگوهایال سنتزِ  شده توسطِ 
 زیر -2، هستند (Affymetrix ی)فناور شهیش دِیاسلا

قبل سنتز شده  از یِگوهایال گذاریِلکهساخته شده با  یهاهیآرا
 یهاهیزآرایر -3و  یلونینا یغشاها ای یاشهیش یدهایبه اسلا
cDNA  ِمحصولاتِ گذاریِلکه ساخته شده توسط PCR 

 یدهایاسلا یبر رو cDNAکتابخانه  یهاشده از کلون کثیرت
که به  یانتخاب قطعات ژن (.58ی )لونینا یغشاها ای یاشهیش

گذاری لکه هیآرا رویو شوند یشناخته م زیعنوان کاوشگر ن
اگر انتخاب  یها است. حتقسمت نیاز مهمتر یکی، شوندمی

باشد، ممکن است  ریپذامکان یهزار توال 10تا  3000از  شیب
 (.58د )نباش شینوع آزما کی یبرا معرف نیها بهتریتوال نیا

خود را داشته باشد  cDNA / DNAکتابخانه  دیبا شیهر آزما
 لازم است. و استفاده از کنترل

  انجام یدر سه مرحله اصل هیآرا یهاداده لیو تحل هیتجز  
 ، هیبریداسیون گنالیمقدار س نییو تع ییشود: شناسایم

. مرحله یبندها و خوشهداده( Visualizationسازی )مصور
 یبا الگو ییهاها در گروهژن سازماندهیشامل  یبندخوشه

افزار موجود نرم نیتواند توسط چندیمشابه است و م انیب
، حساس، قیروش دق کی هیزآرایر یفناور (.18د )انجام شو

 زاتیدر نظر گرفته شده است. اگرچه به تجه یفیو ک یکمّ
ترین مهمدارد، اما  ازیبالا ن نهیبا هز یو اختصاص یکیتکنولوژ
 .(81د )شویژن استفاده م انیب قاتیاست که در تحق روشی
دهد تا علوم زیستی اجازه می به محققین ریزآرایه تجزیه

مقیاس وسیع  ترین زمان و درخود را در کوتاه هایآزمایش
ها عات از میزان بیان ژنلاانجام دهند. با این حجم وسیع اط

رد و با بُ یو پروتئین پِ DNA ،RNAتوان به روابط بینمی
سایر موجودات در طول تکامل مقایسه نمود. برای موجودات 

رابیدوپسیس و تعداد دیگری آنسان، موش، گیاه مختلف مانند ا
در  ریزآرایههای از قبل آماده شده وجود دارد. از موجودات کیت

م مانند پزشکی، صنایع دارویی و غذایی وهای مختلف علشاخه
م وو همچنین علوم کشاورزی کاربرد دارد. این روش در عل

های رها و همچنین بیمارگپزشکی در تشخیص سرطان
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میكروبی و ويروسی بسیار كارآمد است. اين روش در 
كشاورزي براي تشخیص بیمارگرهاي گیاهی و همچنین 

ه در فرايند مقاومت به هايی كرديابی میزان تغییرات بیان ژن
براي  ريزآرايهروش از . دروها نقش دارند به كار میبیماري

 SAR (Systemic acquired هايی كه در مسیرژني سهمقاي

resistance ) شددر گیاه ارابیدوپسیس شركت دارند، استفاده .
قادر به  رامحققین هاي ژنومی اين گیاه، ع از توالیلااط

بیان  SAR هايی كرد كه در واكنشهاي ژناندازراهشناسايی 
كه داراي شد استفاده  ايريزآرايه زادر اين مطالعه شدند. می

 .(47) بود ESTs توالی برچسب بیانی يا 10000
 ریزآرایهمزایای روش 

 انیكشف بن يقدرتمند برا يابزار DNA يهاهيآرا    
 رگبز اسیدر مق یكيولوژیب يندهايفرا یكیو ژنت یمولكول

 یابیدست رقابلیمعمول غ هايروشهستند كه با استفاده از 
سرعت،  DNA يهاهيآرا تيمز نيو مهمتر نیاول ست.ا

 لیو تحل هيتجز يبالا يیو توانا يريپذانعطاف تیقابل
ر د ومكل ژن اياست )به عنوان مثال، هزاران ژن  یكيولوژیب
 شوند(.یكاوش م شتریب ايروز  كي یدر ط شيآزما كي

ها سال اي هاماه كیكلاس يكردهايرو كمك كه به يیكارها
 كه انتخاب  DNA هيآرا روشدارند، بسته به  ازینزمان 

ام انج چند ماه ايشوند، حداكثر ظرف چند روز، چند هفته یم
و  دیلقابل تو یبه اندازه كاف زین DNA يهاهيشوند. آرایم

ز اه بدست آمد جينتا ديیتأ ياگرچه اغلب برا ؛حساس هستند
د شویم هیتوصديگر  روشانجام يك ، DNA هيروش آرا

(62.)  
 ریزآرایهمعایب روش 

اما  كنندمی دیتول يادياطلاعات ز ،انیب يهاهيزآراير  
 یاصل يهاتياز محدود یدارند. برخنیز  يیهاتيمحدود

به دانش  ابستهو -1 ت:اس ريها به شرح ز هيزآراياستفاده از ر
 دلعه كرژنوم شناخته شده را مطاتوالی توان یفقط م :موجود

 -2 .را بدتر كند جيتواند نتایداده م گاهيخطا در پا كي
ين برابنا :هامحدوده دينامیكی كم براي تشخیص ترانسكريپت

 ناسبزياد م هايی با بیان كم يا بسیاري ژنها براي مطالعهآن
 سهيمقا يا براآنه: هاشيآزما نیدشوار ب سهيمقا -3 نیستند.
 يزسانرمال يهامختلف به روشهاي شيآزما رد انیسطح ب

خیص ايی در تشعدم توان -4 دارند. ازین يادهیچیپ
ی يهاژن نیب :لهیبريداسیون متقاب -5 يد.هاي جدترانسكريپت

رورت ض -6 .امكان تشخیص وجود ندارد، مشابه یتوال با
 ن به دست آورد يبرا qPCR بهها هيزآراير :یاعتبارسنج

 (.20د )نیاز دارنقابل اعتماد  يهاداده

 هیبریداسیون( و SH) شیکاه هیبریداسیونروش 
 (SSH)کاهشی حذفی 

 1983بار در سال  نیاول يبرا كاهشی هیبريداسیونروش    
 cDNA كتابخانه كي جاديا يبرا Dawig و Sargent توسط

 انیمختلف ب يهااز ژن (16ه )شد دیتول يهاو پروب( 78)
شده  انیب يهاژن زيروش، تما نيا اصل. شد فیتوص ،وندهش
( با مورد آزمايشيك نمونه )نمونه  از cDNAهیبريداسیون  با

  از نمونه دوم يا شاهد است. mRNAتعداد زيادي از 
هیبريدي از شوند، یم انیكه در هر دو نمونه ب هايیرونوشت
 یدهند، در حالیم لیرا تشك mRNA / cDNA هايمولكول
به عنوان نمونه مورد آزمايش شده فقط در  انیب هايیكه توال

 كيسپس، دو رشته و شوند. حفظ می cDNAتك رشته  كي
جدا  Hydroxylapatite یبا استفاده از كروماتوگراف هارشته

 شسته شده را  يهاتوان تك رشتهیم و شوندیم
 يعنوان كاوشگر برابه ماًیمستق اي يابیی، توالسازيهمسانه
 ازین ،روش نيمشكلات ا. از استفاده كردها كتابخانه يغربالگر

پروتكل در طول زمان  نيا. باشدیم mRNA ياديمقدار زبه
پروتكل مشابه معروف به  كيو  به روز شده است

 Suppression subtractive) كاهشیحذفی  هیبريداسیون

hybridization:  حذف مرحله هاي بیان شده متفاوت و
متفاوت  SHاي از روش رشته هاي تك و دوجداسازي رشته

از دو  mRNA اين پروتكل بر اساس استخراج (.17ت )اس
، كه  RT-PCRو شاهد( و  مورد آزمايشنمونه نمونه است )

هاي نمونه cDNAشود. سپس می cDNAل منجر به تشكی
( پیوند 2و1)با دو الیگونوكلئوتید آداپتور مختلف  مورد آزمايش

 2و  1سازگارساز هیبريداسیون دوم، واكنش بعد خورند می
 تعداد زيادي كاهشیاولین هیبريداسیون  .شودانجام می

cDNA  در دو واكنش جداگانه نمونه مورد آزمايش را با
رخ  (دناتوراسیونواشرسته سازي )كند كه در آن تركیب می

دوباره هیبريد شوند. توانند رشته میهاي تكدهد و مولكولمی
پس از هیبريداسیون اول، چهار مولكول احتمالی ممكن است 

نمونه -، هیبريد شاهداي، دو رشتهايبه وجود بیايند: تك رشته
اي. هیبريداسیون دوم تمام محصولات را با و شاهد دو رشته

 تواند يك دویجه میكند. سپس، نتدو نوع آداپتور مخلوط می
با يك  دو نوع آداپتور است يا دو رشتهداراي رشته باشد كه 

، آداپتور 2يا  1اي تك رشتهنمونه مورد آزمايش نوع آداپتور، 
اي. تك رشتهنمونه ، يا يك نمونهبا يك  2يا  1اي دو رشته

PCR 1شود كه آداپتور با استفاده از آغازگرهايی انجام می 
دهد. می )آغازگر معكوس( را تشخیص 2)آغازگر رو به جلو( و 

اي حاوي دو نوع دو رشته cDNA اين واكنش منجر به تكثیر
 .(4ل )شكشود می سازگارساز
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شود، هر یبا دو واكنش جداگانه انجام م مرحله نیروش شامل دو مرحله واكنش است. اول نيا(. SSH) كاهشی حذفی هیبريداسیون -4ل شك
رونوشت ( Aي )اشود: رونوشت تستر تك رشتهیمحاصل هر واكنش چهار نوع محصول از  .تستر آداپتور نوع كيو  با تعداد زيادي شاهدام رمز

شده از  دیدوم شامل محصولات تول هیبريداسیون. مرحله (D) يادو رشتهشاهد  (C) شاهداز نسخه تستر و  هیبريدي (B) ياتستر دو رشته
 علاوههاز مرحله اول ب محصولات حاصل شامل همان نوع یدناتوره شده. محصولات احتمال شاهد cDNAمقدار زياديمرحله اول به علاوه 

 اختصاصی شاهدصورت تا به شودیانجام م PCR يیواكنش نها كي. (E) شده است لیكه توسط دو نوع آداپتور تشك يادو رشته شاهد كي
(E ) (58د )كن تكثیررا 

Figure 4. Suppression subtractive hybridization (SSH). This method consists of two reaction steps. The first step is 
performed with two separate reactions, each with a large number of controls and a type of tester adapter. Four types 

of products are obtained from each reaction: single-stranded tester copy (A) doubal-stranded tester (B) hybrid copy of 
the tester version and (C) double-stranded control (D). The second hybridization step consists of products produced 

from the first step plus a large amount of denatured control cDNA. Possible products include the same type of 
products from the first stage plus a dual-stranded control composed of two types of adapters (E). A final PCR 

reaction is performed to specifically amplify control (E) (58) 

 مقصود پژوهنده و زاده، رضا درویشمونا بردبار

 
 

 
 

 یزایهای بیماریهای دخیل در مکانیسممطالعه ژن   
F. graminearum چ( هار ژنAbc2 ،Lyp1 ،Rrr1 وZbc1 )

و توسعه این  زاییبیماریرا شناسایی كرد كه به طور بالقوه در 
(. مطالعه دیگری كه شامل 22) قارچ در گندم نقش دارند

طور ژن به 24ه بود نشان داد ك F. graminearum پاتوژن
 8شوند، كه متفاوتی در تعامل بین این قارچ و گندم بیان می

های گندم، از جمله ژن با ژن 16های پاتوژن و ژن با ژن
كننده كه ، فاكتورهای دپلیمریزهP450م هایی كه سیتوكروژن

 و ، پیروات دكربوكسیلاز H4ن اكتین، كیتیناز، هیستو
كنند، همولوژی می رمزرا ز آدنوزیل متیونین دكربوكسیلا-اس

 .(37) نشان دادند
 SSHمزایای روش 

یاز نآن  یجداساز یه برااست ك نیا SSHاستفاده از  تیمز  
 لیتحل و هیتجز و زاتیتجه یا رونوشت یاز توال یبه دانش قبل

 . نیست یصنعت یهاتیك مثل یتخصص
 SSHمعایب روش 

تواند یاست كه فقط ماین  روش نیا تیحال، محدود نیبا ا   
 یكم وشر کی نیشود و ا انجام جفت شدن ةسیمقا یبرا

  (.58ت )سین
 (RDA) بل نمایشروش بررسی تفاوت قا

 RDA (Representational difference روش   

analysis )با تکثیر در را  تفریقی یهاكتابخانهPCR هم با
شده  انیقطعات ب یسازیغن ،جهیو نت (41د )كنیم بیترك

شده  لیتبد cDNAبه  RNA، گریمتفاوت است. به عبارت د
قطعات به  هاشود. آداپتوریهضم م برشی یهامیآنز توسط و

شوند. نمونه تستر دوباره یم کثیرت PCRمتصل شده و توسط 
است كه قبلاً  ییهامکمل آن) دیجد یهضم و به آداپتورها
 با  شاهدنمونه  اما ؛شودیمتصل م( استفاده شده است

 همبا  دو نمونه در تماس نیشود. ایهضم م برشی یهامیآنز
 یاپتورها)با آد تستر-تسترهیبرید و فقط  رندیگیقرار م

 (.5( )شکل 10د )شویم کثیرت یینما صورتبه( یاضاف
 یزبانیم ریغ پاسخ یابیارز یبرا یامطالعه   

Polymyxa graminis 17كرد كه حدود  دییچغندر تا یبر رو 
ها به ژن نیا (.51د )شونیم میتعامل تنظ نیژن در ا

(، دروژنازیده NADP-isocitrateعنوان مثال )به سمیمتابول
  توسعه نیعنوان مثال پروتئ)به نینتز و پردازش پروتئس
 نازیتیساز كشیعنوان مثال پ)به ویداتیاكستنش (، نیتیكویوبی

عنوان مثال )به تمایزسلول و  وارهی، ساختار د(VIIكلاس 
عنوان مثال )به گنالی( و انتقال سنیسیاز گل یغن نیپروتئ
 یبرا یا. مطالعهدارتباط دارن (نیترئون /نیسر نازیك نیپروتئ

 Xanthomonasشده از  انیمتفاوت ب یهاژن ییشناسا

axonopodis pv. Citri برگ یمختلف رو طیكه تحت شرا
كند، یرشد م( Citrus sinensisین )رینارنج ش اهانیگ یها
 سمی، متابولنیمربوط به سنتز پروتئ یهاژن یافتراق انیب

نمود  ییا شناسار نترانسپوزوو عناصر  ییزایماریسلول، ب
(52 .) 
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  RDA (2) از روش كیشمات تصويري -5شكل

Figure 5. Schematic representation of the RDA method (2)

1- Polymerase chain reaction 
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PCR زمان واقع( يqPCR)  

 یارهیواکنش زنج سیمول ی، کر1984در سال    
از  یروش بخش خاص نی. اابداع نمودرا ( PCR(1مرازیپل

DNA  نسخه را در چند ساعت  ونیلیها مصد کرده؛تکثیر را
مورد  یفیمطالعات ک یبرا نیا (.74د )بدست آورتوان می

و  Higuchiبود که  1992استفاده قرار گرفت و تنها در سال 
را توسعه  (qPCRی )کم مرازیپل یارهیواکنش زنج رانشهمکا

 ژن استفاده  انیمطالعات ب یبرا PCR، که از روش ندداد
کردند  یرا طراح یستمیها س، آننیبر ا علاوه (.48د )کنیم

است.  یدر زمان واقع PCRمحصولات  ییکه قادر به شناسا
 زانیم شیکند که افزایاستفاده م ینیاز دورب ستمیس نیا

 ای qPCR، در نیبنابرا (.26د )دهیم صیفلورسنت را تشخ
PCR همزمان  صیو تشخ کثیرت یندهای، فرایدر زمان واقع

 Realی ترین کاربردهااز مهم .گیردمی در یک واکنش صورت

time PCR ّبیان شده است که به دو  ی مقدار ژنِتعیین کم

و  (Quantification Absoluteق )سنجی مطلروش کمیت
 بررسی د.گیرانجام می (Quantification Relativeی )نسب

ها )مطالعات ترنسکریپتومیک( نقش اساسی در درك یان ژنب
و  (31،63) های زیستیدر مقابله با تنشسازوکار گیاهان 

که با استفاده از  دارند (76، 59، 82، 87 ) های غیرزیستیتنش
 .توان مورد مطالعه قرار داداین روش می

را یا تیمار توان اثر یک یا چند دارو با استفاده از این روش می
با استفاده از این . بر روی بیان ژن خاصی مورد مطالعه قرار داد

 HBV و HIV زای عفونی مانندتوان عوامل بیماریوش میر

استفاده از این داد. با  یابی و میزان دقیق آن را تشخیصرا رد
با  .غذایی را تشخیص داد های موادتوان آلودگیمی روش

هایی مانند سرطان خون و تعیین استفاده از این روش سرطان
این  ژن درمانی ازدر  .شودخطر بازگشت آن مشخص می

. در این حالت برای تعیین شودهای مفیدی میروش استفاده
آن و ارزیابی ی یا تعداد نسخهحاوی ژن مورد نظر  دوز وکتور
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 مقصود پژوهنده و زاده، رضا درویشمونا بردبار

 Real ها یا بافتی شده است ازاینکه وکتور وارد چه سلول

time PCR با استفاده از این روش  (.19د )شواستفاده می
ی در شرایط های دفاعی گیاهف بیان ژنلاتوان اختمی

مختلف رشدی و تنشی بین دو یا چند نمونه گیاه بیمار و سالم 
عنوان نمونه در (. به21د )مورد مشاهده و بازبینی قرار دارا 

های کنشهای دفاعی بین برهمتحقیقی بیان متفاوت ژن
 ارچــن و قرداـگــآفتاب ارــه سازگـــار و نیمـسازگ

Phoma macdonaldii (.14) بررسی قرار گرفته است مورد 
 qPCRمزایای روش 

  (:35ت )اس ریروش به شرح ز نیا یاصل یایمزا 
ی که درحال ساعت است 2الی  1 باًیتقر شآزمای زمان: سرعت

ساعت  5/4تا  4معمولی با انجام مراحل الکتروفورز  PCRدر 
 کیجفت آغازگر،  کیروش به  نی: ایسادگ کشد.طول می

که  رددا ازیکاوشگر ن کبه ی یاریو به طور اخت dNTP، میآنز
: راحتی. شودمسترمیکس عرضه می صورتبهاین مواد  امروزه

که  ییاه: نمونهتیحساس ندارد. ازین کثیربه پردازش پس از ت
 ید کمّتواننیدارند مرا رسان امیپ RNAاز  یکم ارینسخه بس

. ستاکارآمد با اختصاصیت بالا روش  کی: اختصاصیت شوند.
جام ان شیآزما کیتوان در یواکنش را م عملکرد بالا: هزاران

: ییشنا. آنالیز منحنی ذوب استآبه کمک  تفسیر نتایجو  داد
PCR کدر یآنها به خوب بیو معا ایشناخته شده است. مزا 

م ها مقرون به صرفه است و با حجمعرف متیشده است. ق
 .ابدییها کاهش منهیواکنش کم، هز
 qPCRمعایب روش 

 دو DNAتواند به هر یم SYBR Green از آنجا که رنگ  
ا ب یدر زمان واقع PCR بیع نیترمتصل شود، مهم یارشته

به ) کاذبمثبت  تکثیرهایاست که ممکن است  نیرنگ ا نیا
( یصاختصا ریغ یادورشته DNA یعنوان مثال اتصال به توال

 یمسئله، طراح نیکاهش ا یحال، برا نیکند. با ا جادیا
 و هیتوان تجزیم نیاست و همچن ازید نآغازگر مناسب مور

 رد.کنترل ک کثیرت یهاذوب را در طول چرخه یمنحن لیتحل
 یهاوبپر ایفلورسنت  یهاهنگام استفاده از پروب مشکل نیا

  کاوشگر در کیدارد.  یچالش کمتر ییدوتا ونیداسیبریه
 

 دهنده را حمل  فورفلورو کیخود  ییانتها پریم 3 یانتها
مانند پریم خود  5 یدر انتها رندهیفلوروفور گ یرگیکند و دیم

TaqMan  ،Molecular beacon نیبا ا(. 5د )کنحمل می 
 زین یدر زمان واقع PCRبر هستند. نهیها هزنهیگز نیحال، ا

، رنگ و بافر) ژهیو یتجار یهاتیو ک کلرهایبه ترموسا
  یدارد که معمولاً برا ازیفلورسنت( ن یآغازگرها

 دیبا نهمچنی. قیمت هستند گرانمتوسط  یهاشگاهیآزما
 یسازنهی، بهآغازگر قیدق یروش طراح نیادر کرد که  دیتأک

حال،  نی. با انیز ضروری است داریمرجع پا یهاو انتخاب ژن
مسائل  نیبر ا هکمک به غلب یبرا گانیو را یتجار یهابرنامه

  نهیو به قیدق یسازاستاندارد و نرمال یموجود است. برا
 یژن کنترل داخل نیتوان از چندی، مqRT-PCR یهاداده

 یبر مدل برا یمبتن انسیوار نیاستفاده از روش تخم ای (90)
  (.4د )ژن استفاده کر نیچند

 DNA (cDNA)های مکمل کتابخانه
استفاده در مطالعات  یبرا cDNA یهاکتابخانه جادیا یبرا  
رسان به امیپ RNAژن بر اساس مکمل بودن، که در آن  انیب

 در ژن رمزگذار و مطالعه آن ییشناسا یبرا ییعنوان الگو
معکوس  پتازیکرترانسو د شویاستفاده م ملکردو ع میتنظ
 (.66)( 8کل )ش کاربرد دارد cDNAبه  RNA لیتبد یبرا

 ها، mRNA ،dNTP یبا استفاده از الگو لیتبد نیا
که به دم  ،dT گویال یمعکوس و آغازگرها پتازیکرترانس

Poly-A mRNA را شروع  لیتبد ندیشده و فرآ متصل 
سپس به  ندیفرآ نیکنند. قطعات به دست آمده توسط ایم

. وندشیمیابی یو توال سازیهمسانهشوند، یمتصل م وکتورها
موجود  یهاداده گاهیپا یتوان با جستجویها را میتوال نیا

توان در یم ایکرد و  لیو تحل هیتجز همانندجویی یبرا
 انیب یابیارز یبرا اختلاف بیان شینما یهاروش ایها هیزآرایر

توانند یم نیها همچنیتوال نیا (.49د )استفاده کر متفاوت ژنها
 ساخت  یبرا ایژن  یسازهمسانه هایشیدر آزما
 یاز آغازگرها (.99د )استفاده شون یدیپپت یهاکتابخانه

 زیهستند ن توالیاز  یکه متناسب با مناطق خاص یاصتصخا
 .هدف داردژن  یاز توال یبه آگاه ازین ، اماتوان استفاده کردیم
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 انیو انجام مطالعات ب cDNA يهابه دست آوردن كتابخانه يها براروش و هاي( استراتژb) cDNA هب mRNA ليتبد شماتیك (a) -8ل شك

 (12ژن )
Figure 8. (a) Schematic of mRNA to cDNA conversion (b) Strategies and methods for obtaining cDNA 

libraries and conducting gene expression studies (12) 
 

 مقصود پژوهنده و زاده، رضا درویشمونا بردبار

 
و مطالعه ساختار  ییدر شناسا cDNAمختلف  یهااز کتابخانه

 ت.استفاده شده اس یمولکول یهاسمیمکان یسازژن و روشن
 یمکان عیتوز لیحلو ت هیها امکان تجزیتوال نیا متفاوت انیب

 زبانیزا و م یماریرا در هر دو عامل ب یمحصولات ژن یو زمان
 نیمطالعه تعاملات سازگار و ناسازگار ب (.23د )کنیفراهم م
 cDNAکتابخانه  کی Puccinia striiformis(Pst) گندم و

منحصر به  یتوال 2743کرد که  دیشده تول انیب یتوال 5793از 
مطالعه  نیا .(45د )بو Pstزگار گندم و فرد مربوط به تعامل سا

مراحل  یها در طژن متفاوت انینشان داد که ب نیهمچن
 ای یها به سازگارتفاوت نیرخ داده است و ا آلودگیمختلف 
 انیب دارد. یادیز یو پاتوژن بستگ اهینوع تعامل گ یناسازگار
با  Phakopsora pachyrhiziآلوده به  یایژن در سو متفاوت
 نییبه دست آمده توسط تع cDNA یهاه از کتابخانهاستفاد

 انیروش، در م نیبا ا. شده است یبررس mRNA یتوال
 Clostridiumهای مسچاپرون انیب شی، افزاگرید یزهایچ

stercorarium subsp. stercorarium (CSS)توکرومی، س 
P450  ،O-کلاس  نازیتیترانسفرازها و ردوکتازها، ک لیمت

 ژنازیپوکسیترانسفراز، ل-اس ونیوکانازها، گلوتاتگلβ-1،3، چهار
ی هادهندهانتقال) ATPکاست اتصال  یها، انتقال دهنده2

ABC)، یدرولازهایه dienelactone با  یهانیو پروتئ
 نیا شتریب (.89ت )اس تشخیص داده شده Hand EFموتیف 

در  یدفاع یهاسمیبا مکان میرمستقیغ ای میها به طور مستقژن

 یهانیپروتئ ،هابه عنوان مثال، چاپرون مرتبط هستند. اهانیگ
 یهاو محفظه توپلاسمیهستند که مس را به س یفلز رندهیگ

وابسته به  یهامیمانند آنز یخاص یهابه مکان ای یداخل سلول
و  CCH ،CCS، سه عضو )اهانیکنند. در گیمس منتقل م

COX17 )مس . انددهش یو طبقه بند ییخانواده شناسا نیاز ا
مربوط به  یندهای، از جمله فرآیکیولوژیزیف ندیفرآ نیچند در

 یاهیهورمون گ یهارندهیو سنتز گ ویداتیاکس تنشدفاع، مانند 
است که در  P450 توکرومیس گریمثال د (.8د )نقش دار لنیات

ها و کشاز علف ییزدامانند سم یسلول ییزداسم یندهایفرا
نقش  دهاینواستروئیمانند براس ییهاو هورمون Cutin وسنتزیب

 یوندهایبردن پ نیبا از ب چهارکلاس  ینازهایتیک(. 60د )دار
 کش عمل قارچ به عنوان قارچ یهاوارهیدر د یدیکوزیگل
 (.88د )کننیم

 cDNA-AFLPروش 

شده و متعاقباً با دو  لیتبد cDNAبه  RNAروش،  نیدر ا 
مثل ( Rare-cutter)ی برش نادر ناحیه با یکی ؛برشی میآنز

EcoRI ی برش زیاد و دیگری با ناحیه(Frequent-cutter) 
به  یمصنوع یهادهنده وندیپ .شودیهضم م، MseIمثل 
 نیمکمل ا یشوند و از آغازگرهایمتصل م cDNA یانتها

 قطعات استفاده  تکثیر یبرا یمصنوع یهادهنده وندیپ
طعات (. ق9ل شکشوند )یم سهیژل مقا یرو شود، ویم

با بیان  یهاژن انگرینما)مختلف  یهامختلف در اندازه
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 cDNA-AFLPشماتیك از مراحل  تصويري -9ل شك
Figure 9. Schematic representation of cDNA-AFLP steps 

 
با  RNAنگاری و انگشت (DD) افتراقیروش نمایش 

  (PAR-PCRی )های اختیارآغازگر

شامل دو پروتكل مختلف است:  RNAاثر انگشت  روش  
ي هاي اختیارآغازگربا  RNAنگاري انگشتو  افتراقی شينما

(RAP-PCR) .با ریتكث بر یهر دو پروتكل مبتن PCR 

 يچند نمونه است كه منجر به الگو اياز دو  یتصادفبصورت 
 مشاهدهالكتروفورز  نیخواهد شد كه در ح از باندها یمتفاوت

 RNAاثر انگشت  "منحصر به فرد" يالگو نيشوند. ایم
،  RNAها شامل استخراج روش نيا(. 69د )شویم دهینام

RT-PCR  لیتشكبراي cDNA  یواكنش اصل كيو PCR 

 مقصود پژوهنده و زاده، رضا درویشمونا بردبار

 کیدر (. 7د )شون یابییتوانند جدا شده و توالیم (متفاوت
 آلوده شد، Puccinia striiformisه مطالعه که در آن گندم ب

پس از عفونت  انیب راتیینسخه با تغ cDNA-AFLP ، 255با
 یبندطبقه هیامورد آنها به عنوان پ 161، که شناسایی شد

هر دو فعل و انفعالات سازگار و ناسازگار القا  در رایز ؛اندشده
در تعامل  یحیبه طور ترجمورد  94 که یدر حال ؛شوندیم

 یهاژن با یها همسانیتوال نیا (.93د )شونیم انیناسازگار ب
، گنالیو فتوسنتز، دفاع و انتقال س سمیمربوط به متابول

و ساختار سلول را  نیپروتئ سمیمتابول، حمل و نقل، یسیرونو
 نشان داد.

 cDNA-AFLPمزایای روش 
استاندارد کارآمد، نسبتاً  زاتیروش با استفاده از تجه نیا  

 یدانش قبل چی، هنیساده است. علاوه بر ا یارزان و از نظر فن
 طیدر شرا ادیز یری. سختگستین ازیدر مورد ژنوم مورد ن

PCR  اتصال  جلوگیری از ب وکاذمحصولات باعث کاهش

روش قابل  نی، اجهیشود. در نتیمآغازگرها  یاختصاص ریغ
در نادر است.  یهاmRNA ییشناسا بهو قادر  نانیاطم

 یهادوره ایخاص  طیشرا کی یکنترل برا نیچندنظرگرفتن 
، با انجام نیاست. علاوه بر ا پذیرامكانژل  کی در یزمان
غربال شده  یهاmRNAتوان تعداد یم PCRواکنش  نیچند

و پوشش مناسب  یریپذروش انعطاف نیداد. ا شیرا افزا
mRNA قطعات  ،دهد. سرانجامیرا ارائه مcDNA شده  دیتول

نسبتاً  نیجفت باز هستند و بنابرا 100به طور معمول بزرگتر از 
 (.62را یافت )ژن  کیبه  ارتباط آنها آسان است که
 cDNA-AFLPمعایب روش 

 نظر. تمام قطعات موردستین رین با ژن امكان پذژ سهیمقا  
 یسازهمسانه یتوال نییتع یاز ژل برش داده شده و برا دیبا

 یبر است. بعضمورد علاقه نسبتاً زمان یهاژن ییشوند. شناسا
  نینشوند، بنابراكثیر ت یاز قطعات ممكن است به درست

  (.62آورد ) را بدست یتوان پوشش کاملینم
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آغازگر  20تا  12آغازگر رو به جلو و  نوع كي در آناست كه 
منجر به  PCRواكنش  نيا .شوداستفاده میمعكوس مختلف 

نشان دادن  يشود كه برایم یتوال بیترك 240از  شیبتولید 
است. پس  یكاف یاصل RNAموجود در نمونه  mRNAتمام 
شده و  يگذاربرچسب PCRواكنش، محصولات  نياز ا

(. 10شود )شكلیانجام م دیآم ليآكر یژل پل يالكتروفورز رو

شدت باندها در  اي حضور و سهيبا مقامتفاوت  انیببا ژن 
محصولات  نيا (.40د )شویممشخص مختلف  يهانمونه
PCR  شوند و با  سازياز ژل خالص وممكن است انتخاب

 ريو سا یتوال نییتا در تع وندش تكثیرمجدداً  PCRاستفاده از 
 ها استفاده شوند.روش

 

 
 

  تبديل cDNAچند نمونه است كه به  ايكل از دو  RNAشامل استخراج  روش(. اين RNA)روش اثر انگشت  افتراقی شينما -10لشك
شوند. یم ریتكث PCRجلو و معكوس با استفاده از  يمختلف آغازگرها هايبیبا استفاده از ترك یتصادف يها cDNAشوند. سپس، یم

از  یمحصولات رونوشت را دارد. بعض "منحصر به فرد" يشوند و هر نمونه الگویم مشاهدهالكتروفورز  لشده توسط ژ كثیرمحصولات ت
 گريبا نمونه د سهياز آنها ممكن است در مقا ی(، بعضAوجود ندارد ) گرينمونه وجود داشته باشد اما در نمونه د كيقطعات ممكن است فقط در 

از آغازگر لنگر  تفاوت شينما روشاست كه در  نيا RAP-PCRو  افتراقی شينما نیب یتفاوت اصل(. 58) دباشن اديز ايشدت كم  يادار
 10 باًيدلخواه با تقر یاختصاص یتوال بااز آغازگر  RAP-PCRكه  یدر حال ؛دهدیم صیها تشخ mRNAرا در  Poly-Aكه دم  شودیماستفاده 

 نيكرد. با اكاهش و افزايش بیان اشاره  يی باهاژن يینمونه و شناسا نيچند سهيبه مقا وانتیآن م ياياز مزا (.40) دكنیجفت باز استفاده م
 (32) تشده اس گزارش زیمورد مثبت كاذب ن نيچند بر هستند.و زمان ستندین یحال، هر دو پروتكل كم

Figure 10. Differentuial display (RNA fingerprint method). This technique involves extracting whole RNA from two 
or more samples that are converted to cDNA. Then, random cDNAs are amplified using different combinations of 

forward and reverse primers using PCR. Amplified products are observed by gel electrophoresis, and each sample has 
a "unique" pattern of transcript products. Some components may be present in only one sample but not in another 

(A), some may be more or less intense compared to another (58). The main difference between the differential 
display and RAP-PCR is that the differential display method uses an anchor primer that detects Poly-A tails in 

mRNAs, while RAP-PCR uses a primer with an arbitrary specific sequence with approximately Uses 10 bp (40). Its 
advantages include comparing several samples and identifying genes by decreasing and increasing expression. 

However, both protocols are time consuming. Several false positives have also been reported (32) 

 مقصود پژوهنده و زاده، رضا درویشمونا بردبار

گندم در پاسخ به زنگ زرد با استفاده از  یافتراق انیمطالعه ب
از  یبرخ ؛قطعه ژن را نشان داد 14 یافتراق انیب، DDروش 

 ها و نیلیکلوفیدر سنتز س ریدرگ یهاآنها با ژن
(. 11د )نشان دا همولوژی (Rad6چ )ضد قار یهانیتیکویوبی
روند  ردها یتوال نینشان دادند که ا نیهمچن محققین نیا

و  یدفاع یهاسمیشده سلول و مکان یزیرمرگ برنامه
 مقاومت نقش دارند.

 DDمزایای روش 

DD-PCR  تیاز جمله سرعت و حساس یمختلف یایمزااز 
همزمان  سهیمقا یبرا RNA یکم ری. فقط مقادبرخوردار است

متفاوت با بیان  یهاژن ییو شناسا رهایمتغ ای طیشرا نیچند
 (. 86ت )اس ازیمورد ن تیجمع کیاز  شیدر ب

 DDمعایب روش 

تکرار  رقابلینسبتاً ساده است، اما غ DD-PCRاگرچه روش  
 سخت طیمثبت کاذب ممکن است در شرا قرائتبودن و 

PCR شود، یاستفاده م یاختصاص ریغ یآغازگرها یکه برا
 (.86د )شو شاهدهم

 
 

  MPSS روش
روش دیگری است که برای تعیین میزان  MPSSروش   

از نظر  .گیردمورد استفاده قرار می mRNA هایی نسخهکمّ
 SAGE است، و تفاوت آن با روش SAGE نتایج مانند روش

یابی متفاوت به کارگیری یکسری مراحل بیوشیمیایی و توالی
 به نمونه یک در را های ژنمهاست. این روش سطوح بیانی ه

که  mRNA منحصربفرد هایمولکول تعداد شمارش یلهوسی
این روش  در. کندمی تجزیه شود،می تولید ژن هر یلهبه وسی

هایی که قرار است مورد بررسی قرار بگیرند، سازی ژنبه آماده
ی هامقدار بسیار کم مولکول MPSS نیست. در روش ینیاز

mRNA های خروجی آن نیز نیز قابل بررسی هستند و داده
 ها آسان آندر نتیجه کار با  ؛دیجیتال هستند صورتبه

 غیر و ریزآرایه ییههای بسیاری بر پاباشد. اخیراً تکنولوژیمی
وجود دارد، و این روش کمک بسیار زیادی به  ریزآرایه
شناسی دیجیتال انجام تی زیسنهکه در زمی هاییآزمایش

شود خواهد کرد. این تکنولوژی در مورد برهمکنش بیمارگر می
 ر نگرفته است، اما برای پایش و گیاه زیاد مورد استفاده قرا
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 مقصود پژوهنده و زاده، رضا درویشمونا بردبار

ه گرفت برداری در گیاه زیاد مورد مطالعه قرارنسخه تنظیم
، هادر مورد بیمارگرهای یوکاریوتیک مانند قارچ است.

هت اند جتوزننده این روش میها و یا حیوانات خسارتمیستوا
ورد مبه طور همزمان با میزبان  یبردارپایش وقایع نسخه

 (. 97د )راستفاده قرار بگی
  (SAGEن )ژسریالي بيان  و تحليل تجزیه

توسط  1995بار در سال  نیاول یبرا SAGE روش  
 ایهار کاهمکارانش در دانشگاه جان هاپکینز آمریو ولکولسکو 

 EST دیدسرطان همراه با نسل ج قاتیدر تحق راًیاخ(. 91د )ش
ن آه که ب یبیروش ترک نیمورد استفاده قرار گرفته است. ا

Tagseq سهیمقا ها را درژن شتریب ییشود، شناسایگفته م زین 
ا ر روش نیکند. محققان ایم ریپذامکان SAGEبا پروتکل 

 کی نیگرفتند که ا جهیکردند و نت شیدر سرطان پستان آزما
ژن  انیب پروفایل دیتول یبراکاربردی ، حساس و قیروش دق

ش رو نیعلاوه بر سرطان، ا(. 61ت )ها اسدر سرطان
 یرهایمس ریژن در سا انیمطالعه مشخصات ب یبرا نیهمچن

 مرتبط است. زین یماریب
 یتوال نییتع یبرا یاشده عینسخه تسر SAGE، عدر واق   

EST کوتاه  یتوال یهااست که در آن از برچسب 
رونوشت ژن استفاده  ییشناسا یبرا( SAGE یها)برچسب

و  RNA پروتکل شامل استخراج نی(. ا11ل شکد )شویم
برچسب  یآغازگر دارا کیبا استفاده از  RT-PCR انجام

اندونوکلئاز خاص  کیتوسط  لحاص cDNAاست.  نیوتیب
جفت باز  چهار یشود که توالیهضم م NlaIIIمعروف به 

CATG دهد. قطعات هضم شده خالص شده یم صیرا تشخ
 یهادر واکنش Bو  A )لینکر( دهنده دهندهاتصالو سپس دو 

مکمل  یتوالها دهندهاتصال نیشوند. ایه اضافه مجداگان
 یبرا ییشناسا یهستند و به عنوان توال PCR یآغازگرها

، مرحله نیکنند. بنابرایعمل م FokI دیگر اندونوکلئاز کی
 صیرا تشخها دهندهاتصال FokIشود. یدوم هضم انجام م

. شکافدمیدست نییجفت باز در پا 9را  cDNAداده و 
خورده و توسط  وندی، با هم پت دوباره خالص شدهمحصولا

PCR هضم با استفاده از  ییمرحله نها شوند.یم ریتکثNlaIII 
جفت باز از  9با  ditags دی، تولهادهندهاتصالجدا کردن  یبرا

م ه به ditags نیشود. چندیمتفاوت انجام م رونوشتدو 
 SAGE یتوال یهاداده دیتول یبرا ؛شوندیداده م وندیپ

به طور خلاصه، (. 58د )شونیمیابی یو توال سازیهمسانه
است که به طور  جفت بازینه  توالی کی SAGEبرچسب 

اندونوکلئاز  ییشناسا جایگاه نیدست از آخرنییدر پا اختصاصی
 SAGEقرار دارد. هر برچسب منحصر به فرد  رونوشت کی

ازه به شما اج و دهدیرا نشان م یرونوشت منحصر به فرد

 RNA نمونهشده در  انیب یهابر همه ژن یدهد تا مروریم
 سهیتوان با مقایژن را م انی. تفاوت در بدیداشته باش یاصل

مختلف  یهادر کتابخانه SAGEخاص  یهامقدار برچسب
 (. 15د )کر ییشناسا

 در مطالعات گیاهی  SAGE جمله کاربردهای رایج از  
اسخ سی پن با پاتوژن، بررتوان به مطالعه برهمکنش میزبامی

ی عههای مختلف زیستی و غیرزیستی، مطالگیاهان به تنش
فت یا های بیانی بارسی پروفایلبر و سمی مواد متابولیسم

بر  هاچند اغلب این بررسی هر. ارگان بخصوص اشاره نمود
 های گیاهی برنج و آرابیدوپسیس صورت گرفتهروی مدل

ن نیز در مطالعه سایر گیاها SAGE روش است ولی استفاده از
 2008در سال  (.97ت )روز به روز در حال گسترش اس

 یزبانمها در برهمکنش ای با عنوان تجزیه بیان ژنمطالعه
 انجام Super SAGE گیاهی و بیمارگر با استفاده از روش

ن بیا ایلگرفت. در این مطالعه با استفاده از این روش، پروف
ن همزما صورتبهو قارچ بیمارگر  ژنی در هر دو موجود برنج

ین هایی که در ابررسی شد. با استفاده از این روش، ژن
د و زیا نهاآبرهمکنش در پاسخ به الیسیتور بیمارگر مقدار بیان 

تعداد  دادند کهها نشان ، شناسایی شدند. بررسیه بودکم شد
 کندیمیزان بیان آنها کاهش پیدا مهایی که زیادی از ژن

ز نقش هایی هستند که در فرایند فتوسنته پروتئینمربوط ب
یک روش  Super SAGE دارند. این بررسی نشان داد که

 کنشبسیار مفید برای بررسی ترانسکریپتوم سلول در برهم
یچ میزبان و بیمارگر، مخصوصاً در مورد موجوداتی که ه

  (.80باشد )میدر مورد ژنوم آنها نیست،  طلاعاتیا
  SAGEمزایای روش 

و  ی، کمّقیروش دق کیاست که  نیا SAGE یایمزا  
  وسیع تجزیه ۀاجاز SAGE روشو  است یتجمع

 را بدون داشتن دانش اولیه در مورد mRNA هایرونوشت
برای  tag توالی هرد. نمایترانسکریپتوم ارگانیسم فراهم می

 tagهر عاتی کافی است و فراوانیلاجستجوی آن در پایگاه اط

 (. 80د )باشدهنده فراوانی رونوشت مربوطه مین شامستقیماً ن
  SAGEمعایب روش 

دارد و  اجیاحت یخاص زاتیاست که به تجه نیآن ا بیمعا  
 ییاست رخ دهد. شناسا ممکنها برچسب اشتباه ییشناسا

دومین نادرست  ییتا شناسا یتوال یخطاها دیاشتباه شامل تول
، بسته به نیوه بر اداده است. علا گاهیپا کیدر  هاو موتیف

شود، ممکن است در یکه در پروتکل استفاده م یخاص میآنز
 (. 25د )ها موفق نباشنسخه ییشناسا
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 SAGE)) (58)ژن  انیب لیايسر لیتحل -11ل شك

Figure 11. Serial analysis of gene expression (SAGE) (58) 
  

 (EST) برچسب توالی بیان شونده

بار در  نیول( اExpressed sequence tag) EST مفهوم     
 یاصل شامل انتخاب تصادف نيا(. 1د )ذكر ش 1991سال 
بندي آنها به منظور دستهو  cDNA ها از كتابخانهكلون

ل است )شكجفت باز  500-300واحد  یتوال كيرسیدن به 
كه در  یشده با تعداد مختلف انیمتفاوت ب يها(. ژن12
نمونه شاهد  كيبا  سهيدر مقا دنشوظاهر می EST خانهكتاب

دفعات شمارش در كتابخانه  شتریتعداد ب .شوندیمشخص م
EST روش  (.84ت )اسژن بالاتر  انیب يبه معناEST  ًمعمولا

 نيا رايز ؛شود بیترك گريژن د انیمختلف ب يهابا روش ديبا
 يهااغلب از كتابخانهو  ستین قیدق یفیو ك یداده كمّ كي

cDNA شود.یم دینرمال تول 

 

 
 

 500-300با طول  cDNA كتابخانه كياست كه از  cDNA كوتاه از یدنباله فرع كي EST (.EST) برچسب توالی بیان شونده -12شكل 
 نمونه شاهد كيبا  سهيمقا ها درتوسط كلونها آنشده  دیتول يهایتوالشده با توجه به مقدار  انیمختلف ب يهاجفت باز انتخاب شده است. ژن

 (58) شوندیمشخص م
Figure 12. Expressed sequence tag (EST). EST is a short cDNA sequence selected from a 300-500 bp 

cDNA library. The different genes expressed are identified by the amount of sequences produced by the 
clones compared to a control sample (58) 

 
 
 
 

 

 مقصود پژوهنده و زاده، رضا درویشمونا بردبار
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1- RNA sequencing                     2- Whole transcriptome shotgun sequencing                   3- Next-Generation Sequencing  

 

 مقصود پژوهنده و زاده، رضا درویشمونا بردبار

کل  تگانشایابی یا توالی1RNA (Seq-RNA )یابی توالی
 (:WTSS) 2ترنسکریپتوم

ژن را  کیکامل  یابییتوال نیاول Holley، 1964در سال    
ی آورفن کی لبرتیام و گس، ماک1970انجام داد. در دهه 

  و DNA ییایمیش تغییراترا بر اساس  DNA یابیتوالی
 ی، در حالکردند جادیمشخص ا یدر بازها شکافتن دنبال آنبه

را بر اساس روش  DNA یتوال نییروش تع کیکه سانگر 
و  ادیز رینگر با تأثاس یتوال نییکرد. تع جادیا ختم زنجیره

د ش مشهورنسل اول  یابییبه عنوان توال نییپا تهیویواکتیراد
 یتوال نییتع نهیدر زم ی، انقلاب بزرگ2005در سال  (.43،13)

DNA با عملکرد بالا در بازار ظاهر شد.  یتوال نی، اولرخ داد
د با توان بالا هستن هایابیتوالیشرکت مسئول  نیاکنون چند

(13.) RNA-Seq و  هیدر تجز دیقدرتمند و جد کردیرو کی
 یابییتوال یهاتیاست که با استفاده از قابل هارونوشت لیتحل

در هر را ژنوم  کیمورد نظر از  رونوشت (NGS3) یبعدنسل
 یریگاندازه روش، نیا(. 64د )کنیم یو کمّ ییلحظه شناسا

 لیو تحل هیآنها و تجز یهازوفرمیها و اتر سطح رونوشتقیدق
(. 64د )کنیرا فراهم مژنوم با وضوح بالاتر  ومتبهتر ترنسکریپ

شود که را شامل می RNA های مختلفاین روش جمعیت
 ، miRNAمانندکوچک  هایRNA ،کل RNA شامل

tRNA که به عنوان بازیگران اصلی در  ،تو ریبوزومی اس
یکی از  (.92ند )شوعه و پیشرفت سرطان نیز شناخته میتوس

تشخیص تغییـرات  RNA-Seq هایشمهمترین اهداف آزمای
باشد. متفاوت میو تیمار  شرایطها در دو یا چند بیان ژن

عداد قطعات گیری تتوسط اندازه RNA سـطح بیـان هـر
د شویابی شـده بـرای هـر رونوشت خاص تعیین میتوالی

(44.) RNA-Seq ن ثر برای مقایسه بیـاؤعنوان روشی مهب
RNA  در شرایط تنش و غیرتنش در گیاهان مختلف از جمله

ری استفاده شده ن دیگذرت، آربیدوپسیس، هلو، برنج و گیاها
 بررسی در روش این کارایی و تاهمی هدهندنشان ( و44ت )اس

تجزیه و تحلیل ی است. های محیطنشپاسخ گیاهان به ت
های متحمل و ترنسکریپتوم با رهیافت شبکه در ژنوتیپ
انجام  RNAیابی حساس به تنش شوری با استفاده از توالی

  ،RNAیابی با استفاده از توالی 2022سال  (. در55شد )
به شوری مل در آفتابگردان متحبا بیان متفاوت های ژن

ای مقایسه تجزیه ترنسکریپتوم (. در مطالعه83شناسایی شد )
شوری در  تنش در دو ژنوتیپ ذرت با سطح تحمل متفاوت به

(. 56انجام شد ) RNAیابی به کمک روش توالی 2022سال 

 mRNA یابیهای توالیبا استفاده از روش 2010در سال 

یافته در  ژن تغییر بیان 213برنج تحت شـرایط تنش شوری 
(. 62) ژن تغییر بیان یافته در ریشه شناسایی شد 419ساقه و 

های گونه تفسیری در بانکژن هیچ 632بـرای ایـن 
های پروتئینکه  هابعضی از آن ؛گزارش نشـده بود اطلاعاتی

شوری تفاوت تنش در پاسخ به  وکننـد، مـی رمزفرضی را 
( 2012)و همکاران   Kakumanu.دهندبیان نشان می

تحت  RNA-Seq شترنسـکریپتوم ذرت را بـا اسـتفاده از رو
این  (.54د )خشکی بررسی کردنـتنش و  شاهد )نرمال(شرایط 

های مرتبط با گروه گزارش کردند که تغییر در بیان ژن
هـای مـرتبط بـا متابولیسـم متابولیسم کربوهیدرات و ژن

د، که با کاهش افتاتفاق می جنینسـاکارز و نشاسته در بافت 
ست، در ا میزان نشاسته و فعالیت انتقال ساکارز همراه بوده

حالی که در مریسـتم برگ چنین تغییراتی مشاهده نشد. 
همچنین گزارش شد که شروع فرایندهای وابسته به 

 .(54د )افتاتفاق می جنیناسیدآبسزیک تنها در بافت 
ه که بازه بعد باعث شدیابی نسل های اخیر در توالیشرفتپی

ین مقدار و همچن  DNAهاییابی نوکلئوتیدپوشش توالی
 یابی افزایش پیدا کند. این نمونه ورودی برای توالی

سلول را تسهیل و  RNAهای یابی رونوشتها، توالیپیشرفت
 شده پردازشهای آورد که رونوشتوجود میاین امکان را به

(Spliced )های ژنژن، تغییرات پس از رونویسی، همجوش 
(Gene fusion) ،ی ها و پلی مورفیسم تک نوکلئوتیدجهش
(Single nucleotide polymorphism: SNP)  و در نهایت
  (.54) شودغییرات در بیان ژن بررسی ت
شامل پنج مرحله مهم  RNA-Seq تکنولوژی یاساس یاجزا  

ها در نظر که قرار است رونوشتانتخاب بافت مورد -1است: 
 -3ها. از نمونه RNAاستخراج  -2طالعه شود. آن بافت م

 لیو تحل هیتجز -5. یتوال نییتع -cDNA .4ه کتابخان هیته
 (.13ل )شک (68ک )فاده از ابزارهای بیوانفورماتیبا است هاداده

آید که به ژنوم یا خوانش کوتاه به دست می هامیلیون
بندی باید برای جمع هاخوانشند. شومی منطبق ترنسکریپتوم

شوند و از ها نرمال می، دادهسرانجام. ها تراز شوندهمه داده
 ژن استفاده های آماری برای مطالعه بیان افتراقی آزمون

 p ، مقادیرها با سطح بیانبندی ژنهو در نتیجه طبق شودمی

(P-value ) چند برابرو تغییرات (Fold-change ) انجام 
 (. 68د )شومی
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 RNA-Seq (57)روش  -13شكل 

Figure 13. RNA-Seq method (57) 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 مقصود پژوهنده و زاده، رضا درویشمونا بردبار

 
 :RNA-Seqمزایا و معایب 

 یهانسبت به روش یمتعدد یایمزا RNA-seq یفناور  
 :دارد ژن است انیب یکه هدف آنها بررس گرید

د ینوکلئوت کی سطح را در راتییتواند تغیباز: م کی وضوح
(SNP) هاانواع آلل ها وزوفرمی، اهازماهوارهی، رهادر رونوشت 

 نییتع یبرا یتیگسترده: محدود ییایدامنه پو .دهد صیتشخ
بدست آمده ارتباط  یهایوجود ندارد و با تعداد توال تیکم

 نییپا اریشده در سطح بس انیب یهاتواند ژنی، منی. بنابرادارد
ها روش ریکند که توسط سا لیو تحل هیبالا را تجز اریا بسی

به بهبود  پایین نهیپس زم گنالیشود. سیداده نم صیتشخ
 30قرائت کوتاه: قرائت از  کند.یکمک م یکینامیدامنه د

در مورد نحوه اتصال  قیبه اطلاعات دق یابیدست یبراباز جفت
 PCR با ی: با مطالعات اعتبار سنجقیدق اریبس .دو اگزون

 نمونه .یریتکرارپذ یسطح بالا .نشان داده شده است یکمّ
RNA د. وجود ندار سازیهمسانهمرحله  چیه اری: زنییپا

توان بدون ژنوم یقرائت را م کی: ستیبه ژنوم مرجع ن یازین
 مونتاژ  مجدداً توانیرا م یسیمرجع انجام داد و رونو

است که  ییهاگونه یبرا تیمز کی نیکرد. ا)سرهم بندی( 
 نی، احال نیا با (.13ت )نشده اس یابییژنوم آنها هنوز توال

با  سهی. در مقادارد ادیز نهیهز از قبیل ییهاتیودروش محد
ها دارد. مجموعه داده ازین یادیها به منابع زروش ریسا

 ریشده تفس دیتول یهاداده ادی، مقدار زاست دهیچیگسترده و پ
مشاور  کیو به طور مشترک به  ندکیرا دشوار م

 (.77ت )اس ازین کیوانفورماتیب
 

 کلی گیرینتیجه

ثر و کارآمد ؤم یاستراتژ کی یافتراق انیب لیحلو ت هیتجز 
 اجازه  رایاست ز یکیولوژیب یسلول یرهایمطالعه مس یبرا
 یمولکول یهاسمیکرده و مکان ییها را شناسادهد ژنیم

 سمی، متابولگنالی، انتقال سیکیولوژیزیف هایپدیدهمربوط به 
امل عو ریو سا تنش، فشار یدفاع یهاسمی، مکانهیو ثانو هیاول
 یهایها و استراتژروش د.اد حیرا توضی کیولوژیزیو ف یکیژنت

به  یافتراق انیمطالعه ب یتواند برایوجود دارد که م یمختلف
هر  یذات یهاتید و با در نظر گرفتن محدودنکار گرفته شو

توان در یمقاله م نیمورد بحث در ا یهااز تمام روش ،کی
 یاستراتژ ای و روشنتخاب ا. (1 )جدول استفاده کرد زمینه نیا

و  نهیموجود به همراه هز یتوسط فناور استفادهمورد 
 شود. هنگام انتخاب یم نییتع تجزیه یهاتیمحدود
 نی، اخاص قیتحق کیمورد استفاده در  یهاروش

به حداقل  یآمار ای یشناختاز نظر روش دیها باتیمحدود
د مطالعه مور تیوضع ندهیقابل اعتماد و نما جیبرسد تا نتا

 باشد.
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Table 1. Advantages, critical points and inherent limitations of differential expression analysis methodologies 
Application in the field of plants 

 كاربرد در زمینه گیاهان

Disadvantages 

 معايب

Advantages 

هامزيت  

 
Method 

 روش
 

Evaluation of changes in the expression of 
housekeeping genes in the interaction of wheat with 

the pathogen; Mycosphaerella graminicola, 
investigation of changes in the expression of genes 
encoding heat shock proteins Hsp 71 and Hsp91 in 
response to infection with M. graminicola, and also 
investigation of changes in the expression of protein 
encoding Ethylene 3 insensitive gene in response to 

infection with M. graminicola (21). 
برهمكنش دار در هاي خانهارزيابی میزان تغییرات بیان ژن

بررسی  ، Mycosphaerella graminicola گندم با بیمارگر
 هاي شوك حرارتیپروتئین ە هاي رمز كنندتغییرات بیان ژن

Hsp 71 وHsp91 در پاسخ به آلودگی به M. graminicola  و
 پروتئینده همچنین بررسی تغییرات بیان ژن رمزكنن

Ethylene 3 insensitive در پاسخ به آلودگی به M. 

graminicola (21.) 

Analysisng a gene in one reaction 
requires a large amount of RNA and a 

probe. 
تجزيه يك ژن در يك واكنش، نیاز به مقدار 

 و شناساگر )پروب( RNAزياد 

Relative simplicity, cost-effectiveness and the 
possibility of providing valuable information about 

the type, size and abundance of RNA, detecting 
different forms of RNA splicing 

و امكان ارائه  ، مقرون به صرفه بودنینسب یسادگ
، RNA ی، اندازه و فراواننوعاطلاعات ارزشمند در مورد 

 RNAاسپیلايسینگ اشكال مختلف تشخیص 

Northern blot 
 

 Expression analysis of the isopropyl malate synthase 
(IPMS) gene family in Arabidopsis thaliana (34). 

 نتازیمالات س لیزوپروپيخانواده ژن ا انیب لیو تحل هيتجز
(IPMS ) درArabidopsis thaliana (34.) 

Relatively difficult and time-
consuming, lack of information on 
transcript size, perfect matching of 

antisense with template RNA to protect 
digestion by endonucleases 

كمبود اطلاعات در ، برنسبتاً سخت و زمان
رونوشت، مشابهت كامل آنتی مورد اندازه 
الگو جهت محافظت از  RNAسنس با 

 هضم توسط اندونوكلئازها

High specificity and sensitivity, quantification of 
the mRNA level of genes with a high degree of 

sequence similarity, the possibility of performing 
multi-probe assays and mapping of transcription 

start sites and intron and exon junctions. 
 mRNAح سط تیكم نییتعاختصاصیت و حساسیت بالا، 

امكان انجام ی، از تشابه توال يیها با درجه بالاژن
 يهاتياز سا يبردارو نقشه رچند كاوشگ يهاسنجش

 اگزون و نترونيو اتصالات ا یسيشروع رونو

RPA 

Comparison of the expression of genes involved in 
the SAR pathway in Arabidopsis (47). 

در گیاه  SAR كه در مسیرهايی ي بیان ژنسهمقاي
 (.47) ارابیدوپسیس شركت دارند

Dependent on existing knowledge, low 
dynamic range for detecting transcripts, 

difficult comparison between 
experiments, inability to detect new 

transcripts, need for validation 
محدوده دينامیكی ، به دانش موجود وابسته

 سهيمقا، هاكم براي تشخیص ترانسكريپت
عدم توانايی در ها، شيآزما نیدشوار ب

ضرورت يد، هاي جدتشخیص ترانسكريپت
 یاعتبارسنج

Speed, flexibility and high ability in biological 
analysis of several genes simultaneously 

و  هيتجز يبالا يیو توانا يريپذانعطاف تیسرعت، قابل
همزمان صورتبهی چندين ژن كيولوژیب لیتحل  

Microarray 
 

Identification of 4 pathogenicity genes of F. 
graminearum in wheat (22), differential expression 

of 24 genes in the interaction between F. 
graminearum and wheat (37). 

(، 22در گندم ) F. graminearumژن بیماريزايی  4 شناسايی
و گندم  F. graminearumژن در تعامل بین 24 تبیان متفاو

(37.) 

Usable only for pairing comparisons 
 جفت شدن سهيمقا قابل استفاده فقط براي

No need for prior knowledge on the transcript 
sequence to isolate single strands or specialized 
equipments and analysis such as industrial kits 

رونوشت جهت جداسازي  یاز توال یبه دانش قبلعدم نیاز 
 مثل یتخصص لیو تحل هيتجز و زاتیتجه يا هاتك رشته

یصنعت يهاتیك  

SSH 

Evaluation of non-host response of Polymyxa 
graminis (51), identification of genes with different 
expression from Xanthomonas axonopodis pv. Citri 

(52). 
Polymyxa graminis (51 ،) یزبانیم ریغ پاسخ یابيارز

 Xanthomonasمتفاوت از  ي با بیانهاژن يیشناسا

axonopodis pv. Citri (52.) 

Need for a large amount of template 
RNA, use of different restriction 

enzymes, importance of replication 
cycles in obtaining sequences with 

different expression. 
الگو، استفاده از  RNAنیاز به مقدار زياد 

مختلف، مهم بودن هاي محدود كننده آنزيم
-هاي تكثیر در به دست آوردن توالیچرخه

 هاي با بیان متفاوت

Identification of rare transcripts by amplification 
 RDA كثیرنادر با ت يهارونوشت يیشناسا

Differential expression of defense genes between 
compatible and semi-compatible interactions of 
sunflower and fungus; Phoma macdonaldii (14). 

هاي سازگار و كنشهاي دفاعی بین برهمبیان متفاوت ژن
 Phoma macdonaldii (14.)ن و قارچ آفتابگردا نیمه سازگار

Requirement on prior knowledge about 
gene sequence, possibility of non-

specific replication 
دانش قبلی در مورد توالی ژن، امكان نیاز به 

 تكثیر غیراختصاصی

Speed and simplicity, sensitivity and specificity 
and high performance, no need for post-

amplification processing 
سرعت و سادگی، حساسیت و اختصاصیت و عملكرد بالا، 

 عدم نیاز به پردازش پس از تكثیر

qPCR 

Investigation of expression in wheat infected with 
Puccinia striiformis (93). 

 Puccinia striiformis (93.)بررسی بیان در گندم آلوده به 

It is not possible to compare gene with 
gene, it is time-consuming to identify 

the desired genes 
پذير نبودن مقايسه ژن با ژن، زمانبر امكان

 نظرمورد  يهاژن يیشناسابودن 

No need for prior knowledge on the genome, 
reliable and able to identify rare mRNAs, 

flexibility and appropriate coverage of the mRNA 
range. 

و  نانیقابل اطم، در مورد ژنوم یدانش قبلعدم نیاز به 
و  يريانعطاف پذ، نادر يهاmRNAيی شناسا بهقادر 

 mRNA از گستره پوشش مناسب

cDNA-AFLP 

Differential expression study in wheat in response to 
yellow rust (11). 

 (.11) گندم در پاسخ به زنگ زرددر  یافتراق انیمطالعه ب
Irreproducibility, false positive reading 

خواندن مثبت كاذب، تكرار بودن رقابلیغ  
High speed and sensitivity, requiring small 

amounts of RNA 
 RNAسرعت و حساسیت بالا، نیاز به مقادير كم 

DD 

Analysis of gene expression in the interaction 
between rice and pathogenic fungi (80). 

 (.80) بیمارگرقارچ و  برنج ها در برهمكنشتجزيه بیان ژن

Need for special equipment, 
misidentification of tags, non-

production of tags by one gene, or 
production of too many tags by one 

gene 
 اشتباه يیشناسا، خاص زاتیتجهنیاز به 
، تولید نكردن برچسب توسط يك هابرچسب

 توسط يك ژنژن و يا تولید برچسب زياد 

Accurate, quantitative and cumulative method, no 
need for prior knowledge on gene sequence 

ی، عدم نیاز به دانش قبلی از و تجمع ی، كمقیروش دق
 توالی ژن

SAGE 

Identification of genes with different expression in 
salinity tolerant sunflower (83), study of 

transcriptome analysis in two maize genotypes with 
different levels of tolerance to salinity stress (56). 

هاي با بیان متفاوت در آفتابگردان متحمل به شناسايی ژن
ي تجزيه ترنسكريپتوم در دو ژنوتیپ (، مطالعه83شوري )

 (.56ذرت با سطح تحمل متفاوت به تنش شوري )

The large volume of data, the effect of 
the size of transcripts on replication, 

the need for a next-generation 
sequencing platform, the need to use 
multiple computer programs for data 

analysis. 
ها بر اندازه رونوشت ریتأث ،داده اديحجم ز

 جديد،نسل  یابيیپلتفرم توالبه كثیر، نیاز ت
متعدد  ياانهيرا يهااستفاده از برنامهنیاز به 

 .هاداده لیو تحل هيتجز يبرا

Finding the relationship between exons and other 
transcripts, identifying SNPs, sensitive and 

reproducible analysis. 
 ،گريد يهاتها و رونوشاگزون نیارتباط بپیدا كردن 

 حساس و قابل تكرار لیو تحل هيتجز، هاSNPشناسايی 

RNA-Seq 

  

 مقصود پژوهنده و زاده، رضا درویشمونا بردبار
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Extended Abstract 
Introduction and Objective: Environmental stresses such as drought, salinity, cold and heat 
stress as one of the consequences of climate change are the main factors of reduction in 
agricultural products. Study of gene expression (transcriptomic studies) plays an essential role 
in understanding the mechanism of plants in dealing with environmental stresses. Gene 
expression is the process by which information encoded in a gene is produced in the form of a 
transcript, which often the transcript itself or its protein product involves in various molecular 
processes and mechanisms in the cell and ultimately in the life of the organism. Assessing gene 
expression levels is an important step in elucidating gene functions temporally and spatially. 
Material and Methods: This review article is a content analysis study that has been performed 
by searching Transcriptome analysis, RNA sequencing, suppression subtractive hybridization, 
microarray, polymerase chain reaction keywords in related articles on google scholar, science 
direct, PubMed and scopus websites. 
Results: Decades ago, typical studies were focusing on a few genes individually via techniques 
such as northern blot, or RNA blot, western blot, microarray hybridization, subtractive 
hybridization (SH), suppression subtractive hybridization (SSH), real-time polymerase chain 
reaction (real-time PCR), whereas now researchers are able to examine whole genomes at once 
thanks to sequencing based approaches such as RNA sequencing (RNA-seq). The upgrade of 
throughput levels aided the introduction of systems biology approaches whereby cell functional 
networks can be scrutinized in their entireties to unravel potential functional interacting 
components. The birth of systems biology goes hand-in-hand with huge technological 
advancements and enables a fairly rapid detection of all transcripts in the studied biological 
samples. Even so, earlier technologies that were restricted to probing single genes or a subset of 
genes still have their place in the research laboratories. 
Conclusion: The objective of this study was to describe the types of methods used in the gene 
expression analysis in plant responses to environmental stresses, or, more generally, any other 
conditions of interest. The choice of technique or strategy used is determined by the available 
technology and equipments along with the costs and limitations of the analysis. In selection of 
techniques for a particular study, these limitations should be minimized methodologically or 
statistically so that the results are reliable and representative of the situation under study. 
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