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 چکیده

. گیرندیابی با نتایج دقیق و راندمان بالا در علوم زیست شناسی بسیار مورد استفاده قرار میهای توالیفناوریامروزه 

. شوداز آن استفاده میای بررسی ترانسکریپتوم یابی آر.ان.آ است که بریابی، توالیهای نسل بعدی توالییکی از روش

یابی عمیق دی.ان.آ مکمل، سنجش فراوانی آر.ان.آ در سطح ژنومی را برای های توالیروش با به کارگیری فناوریاین 

ر در های اخیدهد. پیشرفتها تغییر میوکاریوتسازد و دیدگاه ما را در ارتباط با پیچیدگی ژنوم یمحققین میسر می

دهد. ها نشان میهای آر.ان.آ در مقایسه با سایر روشتری را از رونوشتیابی آر.ان.آ، خصوصیات کاملهای توالیوشر

بیان اختصاصی یک رشته، بررسی  های شروع رونویسی، سنجشبرداری جایگاهها شامل بهبود نقشهاین پیشرفت

ن های مداوم در این فناوری، امکاباشند. پیشرفتمی هاهای فرعی و ترکیب ایزوفرماتصالات ژنی و تشخیص پیرایش

های آر.ان.آ با فراوانی پایین را نیز فراهم نموده های مربوط به مولکولیابی به توالییابی مستقیم آر.ان.آ و دستتوالی

های پیشرفت های آن پرداخته شده و به برخییابی آر.ان.آ و کاربرداست. در این مقاله مروری، به معرفی روش توالی

 اشاره خواهد شد. ،کندها غلبه میهای سایر روشآن که به بسیاری از محدودیت

 بردارییابی، ترانسکریپتوم، دی.ان.آ مکمل، رونوشت و نقشه، توالییابی آر.ان.آتوالی: کلمات کلیدی

 
 مقدمه

های یک سلول سری کامل رونوشت ،کریپتومترانس

برای مراحل خاص ها است که میزان این رونوشت

به  .باشدرشد و نموی و شرایط فیزیولوژیکی مهم می

ای که درک مفهوم آن برای تفسیر عناصر گونه

عملکردی ژنوم و مشخص کردن ساختار مولکولی 

ها، همچنین برای درک مراحل ها و بافتسلول

 (.39) باشدپیشرفت بیماری ضروری می

تعیین توالی های به روش ،یابی دی.ان.آاصطلاح توالی

های نوکلئوتیدی در برای مشخص کردن ترتیب باز

کند. ورود این روش به یک مولکول دی.ان.آ اشاره می

باعث تسریع کشف و  ،شناسیعرصه زیست
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طوری که سرعت های بیولوژیکی شده است. بهبررسی

ابزاری  ،های جدیدیابی دی.ان.آ با روشبالای توالی

بسیاری از حیوانات، برای تعیین توالی کل ژنوم 

های میکروبی و ژنوم انسانی در پروژه گیاهان، ژنوم

(. پانزده سال بعد از کشف 9ژنوم انسان شده است )

اولین  ،1953مولکول مارپیچ دی.ان.آ در سال 

توالی آن انجام شد. اولین های تعیین آزمایش

توسط سنگر و کولسن با  1975در سال  هاگزارش

بر روی  )minus-Plus( ریقمعرفی روش جمع و تف

سال بعد  30ژل اکریل آمید معرفی شد که این روش 

های فسفاتنیز مورد استفاده قرار گرفت. کشف تری

ی عاملی برا ،های بعدداکسی نوکلئوتید در سالدی

در سال  یابی سنگرجایگزینی این روش با روش توالی

 (.29و 9شد ) 1977

تا  ادامه پیدا کردهای ترانسکریپتوم پیشرفت در روش

-Hybridization) سازیاین که انواع مبتنی بر دورگه

)based approaches  بدست آمدند. براون و همکاران

را با  های شناخته شدهسطح بیان ژن 1995،در سال 

 گذاری شدهاستفاده از ریزآرایه دی.ان.آ مکمل لکه

(Spotted cDNA microarray)  مشخص نمودند. یکی

ارائه شده توسط  tiling arrayها، این روش دیگر از

با بررسی  2002بود که در سال  Affymetrixشرکت 

های جدید و الگوی بیان کل ژنوم به حضور ژن

 2005پی بردند. از ابتدای سال  های پیرایشواریانت

 454چندین متد جدید در آزمایشگاه جرج کرچ و

Life Sciences  در عرصه معرفی شد که تحولی

ای بعد از سنگر ها در دورهیابی بود. همه اینوالیت

های نسل بعدی آوریقرار دارند و به عنوان فن

 (. 39و 29شوند )نامیده می )NGS( یابیتوالی

های متنوعی برای تفسیر و کمیت سنجی آوریفن

جود دارد. اقدامات بر اساس ترانسکریپتوم و

ل نشاندار سازی که با انکوباسیون دی.ان.آ مکمدورگه

ها انجام شده با فلورسانس با استفاده از ریزآرایه

هایی هستند. اول شود، دارای یکسری محدودیتمی

بایستی از قبل اطلاعاتی در مورد ژنوم که میاین

ها سطح موجود داشته باشیم. از طرفی در این روش

باشد و های متقاطع بالا میزمینه به دلیل دورگه سازی

شود. ها میدود شدن رنج پویای یافتههمین عامل مح

، های ریزآرایه، اقدامات بر اساس توالیبرخلاف روش

طور مستقیم توالی دی.ان.آ مکمل را مشخص به

یابی سنگر دی.ان.آ مکمل و یا کنند. در ابتدا توالیمی

های کوتاه بیان یافته استفاده شد که کتابخانه توالی

طور کلی ران بوده و بهپایینی داشتند و گ نسبتا کارایی

-Tag) های بر اساس برچسبکمی نبودند. روش

based approaches) :مانند 

 (SAGE: Serial analysis of gene expression) 
(CAGE: Cap analysis of gene expression)  و

(MPSS: Massively parallel signature 

sequencing) ها پیشرفت برای غلبه بر این محدودیت

آوری گران قیمت فن ها نیزاین روشاساس کردند. اما 

 ،باشد. با این قطعات کوتاهیابی سنگر میتوالی

ژنوم  ،توانند به صورت اختصاصیها نمیبرچسب

مرجع را نقشه برداری کنند. علاوه بر این، تنها بخشی 

ها از همدیگر شود و ایزوفرماز رونوشت آنالیز می

 . (39و 34شوند )تمییز نمی

 ،هابرای غلبه بر این محدودیت 2008اخیرا و در سال 

یابی برای تفسیر روشی دیگر از نسل بعدی توالی

ترانسکریپتوم حاصل شد. این روش که به عنوان 

نیرویی قوی برای تعیین ویژگی ترانسکریپتوم و 
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سازی پیچیدگی آن و سنجش دقیق سطح آشکار

با سایر های آن در مقایسه ها و ایزوفرمرونوشت

یابی دی.ان.آ مکمل رود، توالیها به کار میروش

و  (Massively parallel cDNA sequencing)  موازی

 (. 39و 21) شودنامیده می یابی آر.ان.آیا توالی

 یابی آر.ان.آ و مزایای آنآوری توالیفن

یابی مهم های توالییابی آر.ان.آ از روشآوری توالیفن

، Illuminaهای امروزه با سیستمتوجهی که و قابل

Applied Biosystems  وRoche 454 Life Science 

قبل از بیان مراحل  کند.پیشرفت کرده است استفاده می

به  یکوتاه ، اشارهیابی آر.ان.آآوری توالیکار فن

 ها داریم:اساس کار این سیستم

 Roche 454یابی توالی

یابی بعدی توالیاز نسل  ،یابیهای توالییکی از روش

در سال  ،که به صورت تجاری در دسترس است

 Life 454توسط مارگویلیز و همکاران و شرکت 2005

Sciences  توسعه پیدا کرد که بر اساس تکنیک

pyrosequencing یابی کل ژنوم بود. این سیستم، توالی

خرد شده بدون نیاز به کلون کردن در باکتری 

کند پذیر میدیگر را امکانو یا هر میزبان  اشرشیاکلی

(30 .) 

در این روش ابتدا دی.ان.آ به صورت تصادفی به 

های پیوند شود و به توالیقطعات کوتاهی تبدیل می

شود. در مرحله بعدی به متصل می )Adapters( دهنده

ها اجازه اتصال به قطعات موجود بر روی مولکول

دهند. در روش را می (Beads) های ریزگلوله

تکثیر قطعات حاصله با واکنش  ،454یابی والیت

 (Emulsion PCR) مراز امولسیونیای پلیزنجیره

گیرد که در آن قطعات در یک محلول صورت می

ها حکم شوند و هر کدام از آندارای روغن حل می

های موجود در ابعاد ماکرو و یک واکنش را دارند. بید

 ،ساخته شدهآوری یا نانو هستند و به روش نانوفن

هایی مکمل قطعات ما هستند. با گرم و دارای توالی

های واکنش تکثیر درون قطره ،های متوالیسرد کردن

های بسیار گیرد. سپس مجموعهمربوطه انجام می

 روی رهای ریز را باز این گلوله سیعیو

PicoTiterPlate  دهند به طوری که هر گلوله قرار می

گیرد. در مرحله بعدی یدر داخل یک حفره قرار م

شوند. با انجام واکنش های ریز آنزیمی اضافه میگلوله

تصویر برداری با  ،تکثیر و افزوده شدن هر نوکلئوتید

گیرد. آنالیز سری های خاصی صورت میدوربین

و 9کند )تصاویر حاصله توالی قطعات را مشخص می

27 .) 

 Illumina (Solexa)یابی توالی

در  ،یابیهای نسل بعدی توالیآورییکی دیگر از فن

بود. تفاوت این روش  Illuminaیابی توالی 2006سال 

باشد. در این در اساس کار تکثیر قطعات می 454با 

 ای پلی مراز به صورت پلواکنش زنجیره ،آوریفن

(Bridge PCR) گیرد. تکثیر بر روی صفحات انجام می

و گیرد که به صورت درجا جامدی صورت می

هایی برای آداپتور قطعات چسبیده مکمل ،تصادفی

های مکمل شده است. قطعات پس از اتصال به توالی

توانند با حرکت از جانب خودشان بر روی صفحه می

دیگر نیز به توالی دیگری بر روی صفحه متصل شوند 

 ،های مکررو یک پل تشکیل دهند. گرم و سرد کردن

رحله بعدی با شود. در مباعث تکثیر قطعات می

تکثیر قطعات با افزودن  ،هاایدناتوره کردن دو رشته

 3های دارای نشان فلورسانس که انتهای نوکلئوتید
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گیرد و در هر مرحله ها بلوکه شده است انجام میآن

بلوک برداشته شده و نور ساطع  ،هااضافه شدن آن

شود و با سنجش شدت شده تصویربرداری می

و 9) شودها مشخص میدیف توالیر ،های حاصلهنور

27 .) 

 ABI’s SOLiDیابی توالی

باشد سازی میدو رگه-اساس این روش شیمی اتصال

معرفی شد. در این روش اتصال  2008که در سال 

ها و ساطع شدن نور حاصله توالی پرایمر به نشانگر

کند. این واکنش دارای مراحل مربوطه را مشخص می

ش با استفاده از یک آنزیم لیگاز و باشد. واکنتکثیر نمی

اتصال قطعات و در نهایت ساطع شدن نور حاصله 

گیرد. قطعات دی.ان.آ برای این روش بر انجام می

های ریز مغناتیسی با اندازه یک روی سطوح گلوله

شوند و امکان ایجاد سیگنال کافی میکرونی تکثیر می

پس بر کند و سیابی را فراهم میدر طول مراحل توالی

یابی بر گیرند. توالیهای فلوسل قرار میروی اسلاید

های با اتصال یک پرایمر به توالی ،اساس لیگاز

شود. مشترک بر روی قطعات تکثیر شده شروع می

تایی نشاندار شده با  8یک  ،سپس دی.ان.آ لیگاز

های کند که در آن بازفلورسانس خاصی را فراهم می

کد  ،ورسانس متصل شدهچهارم و پنجم با گروه فل

شوند. هر مرحله اتصالی همراه با آشکارسازی می

فلورسانس همراه است. بعد از آن در یک مرحله 

تایی متصل که دارای گروه  8ها از بازسازی، باز

شوند و به صورت همزمان فلورسانس است، جدا می

شود. پرایمر برای دور بعدی واکنش اتصالی آماده می

توان می ،ار هم گذاشتن تصاویر حاصلهدر نهایت با کن

ها پی برد. این روش با دارا بودن توالی به ترتیب توالی

گیگا  2-3تواند نوکلئوتید، می 25-30کوتاهی در حد 

 (. 27و 9یابی کند )باز توالی را در هر دوره توالی

 Helicosتوالی یابی 

فرم دیگری از نسل بعدی پلی Helicosروش 

که دارای اساسی مثل سه پلت فرم  یابی استتوالی

اما متکی به تکثیر کلونال  ،باشداصلی فوق می

باشد. این روش، نسبتا گران قیمت است و از نمی

در مقایسه با سه روش فوق کمتر مورد استفاده  رواین

 (.35گیرد )قرار می

های بسیاری ، تلاشHelicosاز زمان معرفی سیستم 

یابی کارآمد متکی بر الیهای توآوریبرای ایجاد فن

گیرد که دیگر نیازی به ها صورت میتک مولکول

مرحله تکثیر نباشد. مراحل کلی کار در روش 

Helicos  به این صورت است که پس از شکافتن یک

مولکول دی.ان.آ تکی به قطعاتی کوتاه که همراه 

هستند، این قطعات به سطح  Aهای پلی دنباله

ند. اتصال قطعات به سطح شوهایی متصل میفلوسل

های متصل شده به سطح Tها از طریق پلیفلوسل

مراز و باز گیرد. زمانی که پلیها انجام میفلوسل

شوند، شرکت نشاندار بر روی سطح جاری می

هایی که نوکلئوتید در ساختار در حال تشکیل در مکان

حالت مکمل بین نوکلئوتید اضافه شده و اولین 

ه متصل به سطح وجود دارد، انجام موقعیت در قطع

هایی که وارد ساختار گیرد. در مرحله بعدی بازمی

شوند. سپس یک دوربین کل شستشو می ،اندنشده

های جدیدی که سطح قطعه را برای شناسایی باز

رنگ  ،کند. در مرحله بعدیاسکن می ،انداضافه شده

جدا شده و  ،باشدنشاندار که مهار کننده اتصال می

چرخه دیگری از اضافه شدن نوکلئوتیدی جدید به 
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 ،هاشود و با تکرار این چرخههمراه پلی مراز آغاز می

 (.14شود )کل توالی مشخص می

 یابی آر.ان.آآوری توالیمراحل کار فن

به  یابی آر.ان.آآوری توالیبه طور کلی مراحل کار فن

این صورت است که در مرحله اول آر.ان.آ استخراج 

ه با دو روش قطعه قطعه شدن آر.ان.آ و یا قطعه شد

آ ای از دی.ان.به کتابخانه ،قطعه شدن دی.ان.آ مکمل

 ،(. در روش اول1شود )شکل مکمل تبدیل می

ه بلیز های آر.ان.آ ابتدا با ریزسازی و یا هیدرومولکول

صورت شوند و بعد بهت کوتاهی تبدیل میقطعا

ر روش دوم ابتدا اما د .آینددی.ان.آ مکمل در می

د شونهای آر.ان.آ به دی.ان.آ مکمل تبدیل میمولکول

ان.آ و در مرحله بعدی با تیمار آنزیم تجزیه کننده دی.

 ای از دی.ان.آبه کتابخانه ،و یا ریزسازی با صوت

 شوند.مکمل تبدیل می

های کوتاه بیان یافته با اتصال آداپتور به کتابخانه توالی

ها بدست ی این دی.ان.آ مکملیک یا هر دو انتها

آید. مرحله بعدی تعیین توالی قطعات حاصله می

، Illuminaهای چهار شرکت فرمتوسط یکی از پلت

Roche 454 ،Helicos BioSciences وLife 

Technology باشد که هر مولکول با و یا بدون می

شود و یابی میتکثیر با روشی با راندمان بالا توالی

 :یابی یک طرفهاه از یک انتها )توالیقطعاتی کوت

Single-end sequencing و یا از هر دو انتها )

( Paired-end sequencing: یابی دو طرفه)توالی

یابی شود. این قطعات بسته به روش توالیحاصل می

 جفت باز هستند.  30-400 ،که استفاده می شود

ده بر یابی شقطعات کوتاه توالی ،ترازیهم ،مرحله آخر

باشد و یا های آن میروی ژنوم مرجع و یا رونوشت

این که قطعات، بدون توالی ژنومی مرجع به صورت 

گیرند. لازم به کنار همدیگر قرار می (Denovo) از نو

های کوتاه به سه دسته ذکر است که این توالی

 های اتصالیتوالی ،)Exonic reads( های اگزونیتوالی

)Junction reads( آدنینیهای انتهای پلییا توالی و 

)reads-Poly(A) end( شوند. این سه توالیتقسیم می، 

یا یک نقشه رونویسی  برای ایجاد یک پروفایل بیانی و

روند که شامل ساختار در مقیاس ژنومی به کار می

 (.39باشد )رونویسی و یا سطح بیان هر ژن می

قرار آوری هنوز در مسیر پیشرفت گر چه این فنا

دارای مزایای  ،هااما در مقایسه با سایر روش ،دارد

آوری محدود به باشد. اول این که این فنزیادی می

های ژنومی موجود های توالیشناسایی رونوشت

هایی که به ای ارگانیسمباشد و همین ویژگی آن برنمی

ها مدل هستند و هنوز توالی ژنومی آنصورت غیر

ار اهمیت دارد. ثانیا با این بسی ،شناسایی نشده است

های شروع های رونویسی و جایگاهتوان مرزروش می

را با  (Transcription start sites (TSS)) رونویسی

شناسایی کرد. علاوه بر این دقت یک نوکلئوتید 

ها مثل ر شناسایی تنوع توالید ،یابی آر.ان.آتوالی

 مورفیسم در مناطق رونویسی شده نقش تعیینپلی

کننده دارد. با این روش شناسایی حوادث پیرایش 

 )Gene fusion( های ترکیب ژنیمتناوب و رونوشت

 ،باشندهایی مثل سرطان بسیار مهم میکه در بیماری

 (. 39و 20بهبود یافته است )
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کوتاه بیان یافته با پتور، ایجاد توالییابی آر.ان.آ تبدیل آر.ان.آ به دی.ان.آ مکمل و افزودن آدامراحل یک آزمایش معمول توالی -1شکل

ها روی ژنوم یا رونوشت و در نهایت ایجاد یک پروفایل بیانی برای بررسی کمی بیان ژنترازی آنیابی، همهای توالیسیستم  

 یابی آر.ان.آچندین پیشرفت در فن آوری توالی

 های شروع رونویسیترسیم جایگاه -1

نویسی با دقت های شروع رومشخص کردن جایگاه

یک نوکلئوتید برای مشخص کردن کامل محصولات 

آر.ان.آ و شناسایی مناطق پروموتری تنظیم کننده بیان 

باشد. یکی از اقدامات هر رونوشت ضروری می

موجود برای این منظور که از روش سنگر توسعه پیدا 

(. این روش دی.ان.آ 32است ) CAGE کرده روش

یابی آر.ان.آ را توالی های کلون شده حاصل ازمکمل

ای هستند دست نخورده 5کند که دارای انتهای می

خود  5)برای مثال دارای کلاهک در انتهای 

 ،باشدباشند(. این روش گرچه مهم و سودمند میمی

های ولی به میزان زیادی آر.ان.آ نیاز دارد و توالی

  کند. نوکلئوتید ایجاد می 20کوتاهی در حد تقریبا 

ها با سازگاری این روش رف کردن این محدودیتبرط

منجر به شناسایی یابی آر.ان.آ اتفاق افتاد و با توالی

های بینی توزیع جایگاهقابل پیشهای غیرپیچیدگی

. شدشروع رونویسی در طول ژنوم و حوالی پروموتر 

توان های ترکیب این دو روش میآوریاز جمله فن

deepCAGE (37 ،)(PEAT: Paired end analysis of 

transcription start sites)  آنالیز از دو انتهای(

 nanoCAGE(، 17های شروع رونویسی( )جایگاه

(CAGE )و کم مقدار CAGEscan  توالی جفت برای(

های پایین دست( با توالی 5 CAGEترکیب انتهای 

 ( را نام برد.25)

 10ترسیم جایگاه شروع رونویسی با میزان کمتر از 

شود که این پذیر میامکان NonoCAGEنانوگرم با 

های تکثیری متنوعی عمل را با استفاده از استراتژی

با  nonoCAGEو  PEATدهد. دو روش انجام می

های شروع یابی از هر دو انتها، پیوستگی جایگاهتوالی

کنند. دست را برآورد میرونویسی با مناطق پایین

های شروع رتباط جایگاهدر تسهیل ا ،علاوه بر این

 (.21های خاص نیز نقش دارند )رونویسی با رونوشت

 Strand) یابی آر.ان.آ یک رشته خاصتوالی -2
specific RNA seq) 

های مختلف حضور مطالعات ترانسکریپتوم در گونه
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 معنیراگیری از حوادث رونویسی رشته بیف

)Antisense( ه مشخص شده دهد. امروزرا نشان می

دارای عملکرد هستند  ،معنیهای بیت که رونوشتاس

های فیزیولوژیکی و های متنوعی در جایگاهو نقش

 (.5بیماری دارند )

اول، به خاطر در طول سنتز دی.ان.آ مکمل رشته 

مراز وابسته به دی.ان.آ، رشته دوم عملکرد دی.ان.آ پلی

شود. برای نیز به صورت محصول مصنوعی تولید می

هایی استراتژی ،یابی آنمعنی و توالیبیسنتز رشته 

توسعه پیدا کرده است که اطلاعات اختصاصی یک 

هایی به کنند. اولی با اتصال آداپتوررشته را ایجاد می

های دی.ان.آ مکمل تک ها و یا مولکولانتهای آر.ان.آ

باشد. جهت ای در جهت از قبل تعیین شده میرشته

عنوان نقاط مرجع برای به های استفاده شده به آداپتور

دست آوردن اطلاعات رشته مربوط مورد استفاده قرار 

یابی مستقیم محصولات دی.ان.آ گیرد. دومی توالیمی

ای ایجاد شده است. نهایتا سومی مکمل تک رشته

شده دی.ان.آ  نشاندار کردن شیمیایی محصولات سنتز

مکمل رشته دوم و یا آر.ان.آ به صورت انتخابی 

های ها در بررسی(. این استراتژی24و 8شد )بامی

های ترجمه ترانسکریپتوم شامل ترسیم جایگاه

ها( و زومها )برای مثال محل اتصال پلیآر.ان.آ

های خاص های مرتبط با پروموترشناسایی آر.ان.آ

 (.21باشند )بسیار مفید می

 های پیرایش فرعیمشخص کردن الگو -3

رعی در رشد و نمو های پیرایش فاهمیت الگو

های جهش درصد 15-60باشد. از طرفی مشخص می

رو به دلیل پیرایش فرعی است. از این ،عامل بیماری

آشنایی با مجموعه کامل حوادث پیرایش و درک این 

های متغیر در رشد و نمو، تمایز که چگونه این الگو

بسیار حیاتی  ،سلولی و بیماری انسانی نقش دارند

ها، به دلیل وجود . پیرایش در انسان(38و 18است )

های چند اگزونی که پیرایش ژن درصد 95بیش از 

 110000افتد و وجود تقریبی ها اتفاق میفرعی در آن

حائز اهمیت است  ،جایگاه پیرایش جدید در هر بافت

(2.) 

یابی کنونی، تعیین های توالیآوریپیشرفت در فن

های یابی توالیتوالی قطعات بلندتر، ترسیم و مکان

های با پیرایش فرعی را امکان کوتاه بر روی اگزون

ها به چندین توالی ،هاآوریسازد. در این فنپذیر می

شوند و هر قطعه به صورت مستقل بر قطعه تقسیم می

هایی شود. علاوه بر این روشتراز میروی ژنوم هم

، ما گیرندهای دو طرفه انجام میکه با استفاده از توالی

سازند که بتوانیم اطلاعات حاصل از دو را قادر می

ها نقطه در یک رونوشت را با حدس فاصله بین توالی

های تعیین توالی کنیم. در نتیجه امکان جستجوی الگو

پیرایش بدون نیاز به دانش قبلی در مورد شرح 

 (.21،36و 1) شودرونوشت ایجاد می

 یابی آر.ان.آهای هدفدار با استفاده از توالیروش -4

 ،های در حال پیشرفت نسل بعدیعلی رغم توانایی

های عملکردی و کاهش یابی در ارتباط با ویژگیتوالی

یابی یابی به توالیها برای هر داده حاصله، دستهزینه

های بالینی دارای هزینه گزافی قطعات برای کاربرد

توان مشخص کردن ها میبرداست. از جمله این کار

های للآهای دارای فراوانی پایین )برای مثال رونوشت

هایی که دارای بیان افتراقی هستند( را نام رونوشت

بایستی زیر گروه رونوشت مورد برد. در این موارد می

سازی شود تا با رسیدن به فراوانی بالایی از نظر غنی
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 (. 15)یابی را انجام داد بتوان توالی ،آن

)enrichment -Target های غنی سازی هدفاستراتژی

strategies) یابی مجدد دی.ان.آ ژنومی برای توالی

ها برای به آوریاند. بسیاری از این فنپیشرفت کرده

گیرند های ژنوم مورد استفاده قرار میاندازی اگزوندام

های عامل بیماری با احتمال بالا که بسیاری از جهش

دهند. نسکریپتوم کد کننده پروتئین رخ میدر ترا

 ،سازی دی.ان.آ ژنومیهای غنیتغییرات در استراتژی

یابی آر.ان.آ هدفدار برای منجر به توسعه روش توالی

یابی آر.ان.آ آوری توالیتوالی خاصی شده است. فن

(، 11های ترکیبی )هدفدار برای شناسایی رونوشت

و حوادث ویرایش  (40ها )بیان اختصاصی الل، جهش

( در یک زیر گروه 12) )editing-RNA( آر.ان.آ

 (.21ها کاربرد دارد )رونوشت

 های کوچکتوالی یابی آر.ان.آ -5

یابی آر.ان.آ در ارتباط با کشف آوری توالیتاثیر فن

های کوچک و مشخص کردن خصوصیات آر.ان.آ

(. در بسیاری از 6ها بسیار قابل توجه است )آن

ها از روش برای کشف این آر.ان.آ ،مطالعات

pyrosequencing ( اما امروزه با 28و 26استفاده شد .)

های با کارایی بالای نسل بعدی استفاده از سایر روش

های زیادی از یابی و با بررسی کل ژنوم، گونهتوالی

 (. 33های کوچک شناسایی شده است )آر.ان.آ

های ر.ان.آسازی نمونه برای آهای آمادهاستراتژی

های برای آر.ان.آ ،نوکلئوتید( 200بلندتر )بیش از 

ها با رونویسی باشد. در این روشکوچک مناسب نمی

یابی شود و توالیدی.ان.آ مکمل حاصل می ،معکوس

های های کوچک، دی.ان.آشود. در مورد آر.ان.آمی

ها بسیار کوتاه بوده و مکمل حاصله با این روش

ترازی را ندارند. به یابی و همتوالی یی لازم برایآکار

نه های آماده سازی نموبایستی استراتژیهمین دلیل می

یکی از  ،رو(. از این21دچار تغییر شوند )

یابی آر.ان.آ های بر مبنای توالیهای روشمحدودیت

عدم توانایی آن  ،گیردکه امروزه مورد استفاده قرار می

ها وانی این آر.ان.آی و فرادر بیان دقیق مقدار کمّ

ای انجام شده باشد که با احتمال بالا به دلیل خطاهمی

 (.10سازی است )در طول مراحل آماده

 یابی مستقیم آر.ان.آتوالی -6

کمل و سایر مراحلی که برای سنتز دی.ان.آ م

یابی انجام های آر.ان.آ به منظور توالیسازی نمونهآماده

یابی آر.ان.آ را محدود الیهای توبرخی کاربرد ،گیردمی

یابی آر.ان.آ که برای کند. برای مثال در مورد توالیمی

طور که گفته گیرد، همانیک رشته خاص صورت می

دی.ان.آ مکمل رشته دوم به صورت محصول  ،شد

های شود. کتابخانهمصنوعی نادرست ایجاد می

برای جلوگیری از این مشکل  ،اختصاصی یک رشته

اما به دلیل استفاده از اتصالات آر.ان.آ  ،ندشوساخته می

باشند. محدودیت دیگر کار پر زحمتی می ،آر.ان.آ –

است  )Template switching( در ارتباط با تغییر الگو

که در زمان سنتز دی.ان.آ مکمل ممکن است دی.ان.آ 

مکمل در حال سنتز و ناقص از رشته آر.ان.آ الگوی 

الگوی دیگر متصل  خودش جدا شود و به یک رشته

باشد و شود که دارای توالی مشابه با الگوی اصلی می

(. 13و 3) های مکمل کایمرا را به وجود آورددی.ان.آ

تغییر الگو باعث بروز مشکلاتی در ارتباط با تشخیص 

های کایمرای اینترون و رونوشت-های اگزونمرز

 شود.واقعی می

یابی ری توالیآوها با به وجود آمدن فناین محدودیت
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و آنالیز مستقیم آر.ان.آ برطرف شد که اخیرا و برای 

توسعه  Helicosیابی تک مولکولی اولین بار با توالی

(. این روش مبتنی بر 2)شکل (23و 21پیدا کرد )

های آر.ان.آ که سازی چند فمتومول از الگودورگه

آدنیله شده است با سطوح ها پلیآن 3انتهای 

باشد. این هایی میارای پلی تیمین در کانالیابی دتوالی

آدنین را از آر.ان.آ های دارای پلیتواند آر.ان.آروش می

 (. 22یابی کند )کل یا عصاره سلولی جدا کرده و توالی

ها نشان آوری مزایایی نسبت به بقیه روشاین فن

دهد که باعث پیشرفت و توسعه استفاده ازروش می

یابی مستقیم آر.ان.آ به شود. توالیمییابی آر.ان.آ توالی

مول نیاز دارد که قدار آر.ان.آ کمی در حد چند فمتوم

ه صورت بایگانی هایی که باین مزیت در مورد نمونه

داری طولانی مدت در فرمالین و هستند و برای نگه

ها به اند و ژنوم استخراجی از آنپارافین تثبیت شده

های آر.ان.آ ی گونهصورت سالم نیست و همچنین برا

باشد که به راحتی تبدیل کوتاه بسیار حائز اهمیت می

شوند. علاوه بر این آماده سازی به دی.ان.آ مکمل نمی

 (.21نمونه در این روش نسبتا ساده است )

-Fill‘ دین روی سطح و انجام مکانیسمهای پلی تیمیآدنیله به توالی: اتصال آر.ان.آ پلیHelicos (aیابی مستقیم آر.ان.آ با روش توالی -2شکل 

and-lock’ مرحله : fillمراز و مرحله تیمیدین طبیعی و پلی با lockهای فلورسانس با نوکلئوتید (bبرداری برای مشخص کردن موقعیت : عکس

کوباسیون سطح با یک نوکلئوتید : انc)دقیق الگو و برش شیمیایی اتصال رنگ و نوکلئوتید و آماده کردن الگو برای ورود نوکلئوتید بعدی 

 نشاندار و فلورسانس و ادامه مراحل برش و شستشو
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 با فراوانی پایین های آر.ان.آیابی نمونهتوالی -7

های بیولوژیکی )مثل بافت یا مایعات بدن( نمونه

 ها هستند کهای از انواع سلولدارای ترکیب پیچیده

منتخب های خاصی بایستی برای بررسی، با روشمی

آنالیز  ،و مورد مطالعه قرار گیرند. در این میان

ین نیاز به چند ،های آر.ان.آ با فراوانی پاییننمونه

ابی ییتا ماده ژنتیکی لازم برای توال مرحله تکثیر دارد

ها حفظ حاصل شود که ممکن است صحت این توالی

ها، (. برای برطرف کردن این محدودیت19و 4نشود )

ه کیابی آر.ان.آ مطرح شد اساس توالی یابی برتوالی

 روشی جدید است.

در این فن آوری دو روش وجود دارد. روش اول 

تیمین بر روی های دارای پلیبرمبنای استفاده از پرایمر

آدنینی را های پلیسطوح رونویسی است که ام.آر.ان.آ

ای از عصاره سلولی انتخاب کرده و با سنتز تک رشته

یابی را انجام ر روی سطح توالیدی.ان.آ مکمل ب

سازی های بر مبنای دورگه(. روشa3 دهد )شکلمی

های با فراوانی پایین مورد نیز برای کار با آر.ان.آ

های گیرند که مبتنی بر ایجاد نشانگراستفاده قرار می

(. در این روش b 3اختصاصی هدف است )شکل

در های آر.ان.آ موجود ها با نمونهمخلوط نشانگر

شوند. از دو نشانگر مورد استفاده محلول دو رگه می

 Capture) یکی نشانگر تسخیری ،در این روش

 )probe  است که شامل یک توالی اختصاصی هدف

برای اتصال به آن و یکسری تغییراتی که باعث تثبیت 

 شود. نشانگر دوم گزارشگرهدف بر روی سطح می

)Reporter probe( برای اتصال  است که دارای توالی

در جایگاه دیگری از هدف و یک ماده فلورسانس 

باشد. بعد از این مرحله، تصویربرداری برای می

و 7گیرد )ها صورت میتشخیص و شمارش رونوشت

رونوشت را به  16384توان (. با این سیستم می21

صورت خود به خودی شناسایی کرد. این روش تقریبا 

سلول نیاز دارد  2000-5000نانوگرم آر.ان.آ یا  100

سازی با نشانگر و مراحل تثبیت سازی دو رگهاما بهینه

در سطح ممکن است باعث کاهش میزان آر.ان.آ 

 (.21ورودی هم بشود )
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یمین و لیز ت: انتقال سلول به سطح پوشیده از پلیa)ها یا دارای فراوانی پایین هایی برای بررسی بیان ژنی در تک سلولیآوریفن -3شکل

: استفاده از دو پروب: پروب تسخیری با یک ناحیه مکمل برای b) ها یابی آنهای دارای پلی آدنین به سطح و توالیسلولی، اتصال رونوشت

ای دیگر در هدف و یک بارکد اتصال به هدف و یک ناحیه برای اتصال به سطح و تثبیت آن، پروب گزارشگر دارای توالی مکمل ناحیه

 سانس برای شناساییفلور

 یابی آر.ان.آهای حاصل از توالیآنالیز داده

آوری یابی آر.ان.آ نیز مثل هر فنهای توالیبررسی

ای ای وسیع و پیچیدهدیگری در نهایت بانک داده

ها که همان دهد که تجزیه و تحلیل دادهنتیجه می

برای رسیدن به  ،باشندهای کوتاه حاصله میتوالی

های خاصی نیازمند است یق، به اصول و روشنتایج دق

شود پذیر میای امکانهای پیشرفتهکه با نرم افزار

، ابتدا یابی آر.ان.آ(. در طرح کلی توالی31و 20)

های حاصله بر روی ژنوم یا رونوشت یابی توالیمکان

 ،دوم ی. در مرحله(Mapping) گیردصورت می

بسته به  ،مونهیابی شده برای هر نهای نقشهتوالی

یا سطح  هدف مورد آزمایش در سطح ژنی، اگزونی و

. در (Summarizing) شوندرونویسی خلاصه می

های نهایت اطلاعات خلاصه شده در ارتباط با تست

و  (Normalizing) شوندآماری استانداردسازی می

با در نظر گرفتن  ،هابندی شده از ژنلیستی طبقه

به  )values-P( های آناحتمال آماری وقوع تصادف

امکان مقایسه دقیق  ،سازیآید. استانداردوجود می

و 10کند )پذیر میها را امکانطوح بیانی بین نمونهس

37.) 

  

یابی های حاصل از توالیمراحل آنالیز دادهمروری بر  -4شکل

 آر.ان.آ
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 گیرینتیجه

 ،های اخیر آنیابی آر.ان.آ و پیشرفتآوری توالیفن

کند که بتوانند ی قدرتمند برای محققین فراهم میابزار

های مشتق شده از ژنوم به فهرست کاملی از رونوشت

های ساده تک سلولی تا همه موجودات از ارگانیسم

های های پیچیده پستانداران، همچنین در بافتسلول

سالم وبیمار دست یابند. علاوه بر این توانایی ما را 

های کم مقدار استخراج شده .آبرای کار کردن با آر.ان

های تثبیت شده در پارافین یا فرمالین و یا از بافت

برد. بالا می ،هاهای آر.ان.آ موجود در تک سلولیگونه

توان ها با این روش میبا درک کاملی از همه رونوشت

های بیولوژیکی که در شرایط فیزیولوژیکی به مسیر

آوری های فنتپی برد. پیشرف ،متفاوت فعال هستند

توانایی ما را برای استفاده از سنجش  ،یابی آر.ان.آتوالی

برد های بالینی بالا میهای موجود در تشخیصآر.ان.آ

های جنینی یا توان به آر.ان.آها میکه از جمله آن

طور موری در حال گردش اشاره نمود. بههای توسلول

شیوع  ترهای جدید، برآورد سریعآوریاین فن ،کلی

پذیر های دچار جهش را امکانبیماری و یا جایگاه

 کنند.می
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Abstract 

High-throughput sequencing technologies are now in common use in biology. RNAseq is one of the next 

generation sequencing that applies for transcriptome profiling. This method with deep sequencing of 

complementary DNA allows researchers to measure RNA abundance on a genome-wide scale and alter 

our view of the extent and complexity of eukaryotic transcriptomes. Recently, several developments in 

RNA-seq methods have provided an even more complete characterization of RNA transcripts than other 

methods. These developments include improvements in transcription start site mapping, strand-specific 

measurements, gene fusion detection and detection of alternative splicing events and isoforms. Ongoing 

developments of this technology get possible of direct RNA sequencing and profiling low-quantity RNA 

samples. In this review article will be introduced RNA-seq technology and implied some developments 

that overcome limitation of other methods. 

Keywords: RNA-seq, sequencing, transcriptome, cDNA, transcript and mapping 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

71
70

63
2.

13
95

.9
.1

.2
.4

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jo

ur
na

lo
fb

io
sa

fe
ty

.ir
 o

n 
20

24
-0

5-
07

 ]
 

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

                            14 / 14

http://journalofbiosafety.ir/search.php?slc_lang=en&sid=1&auth=behfarjam
http://journalofbiosafety.ir/admin_emailer.php?mod=send_form&sid=1&slc_lang=fa&em=farinaz.cell88-ATSIGN--GMMAAIL-.com&a_ordnum=104
https://dorl.net/dor/20.1001.1.27170632.1395.9.1.2.4
http://journalofbiosafety.ir/article-1-104-en.html
http://www.tcpdf.org

