
خصوصیات پرایمرها
باکتریولوژیست، استادیار دانشگاه–دکتر رضا میرنژاد 

بطور کلی هرگاه . باشدپرایمر یک قطعه اسید نوکلئیک است که داراي توالی بسیار اختصاصی مکمل یک ژن می
استفاده ) اشناساگره(پرایمرها ها پیگیري و شناسایی شود از اي از ژنکه لازم باشد تا ژن خاصی در بین مجموعه

که در زیر به آنها براي اینکه شناساگر بطور مناسب مورد استفاده قرار گیرد باید داراي خصوصیاتی باشد . شودمی
:شوداشاره می

اي صی از ژن مکمل شوند باید تک رشتهاز آنجایی که پرایمرها باید با قسمت خا: اي بودنتک رشته) الف
.دنباشDNAیا RNAد ولی تفاوتی ندارد که شناساگرنباش
یعنی فقط با . هاي مورد بررسی کاملاً اختصاصی باشدک پرایمر باید با توجه به ژنی:اختصاصی بودن) ب
.باشدترین خصوصیت یک شناساگر میین مهممورد نظر هیبرید شود و ايهاژن
دار کردن شناساگر بوسیله مواد نشان. دار باشد، یک پرایمر حتماً باید نشانبه منظور پیگیري:نشاندار بودن) ج

اساگر نیز مهم است زیر بدون نشاندار این خصوصیت شن. گیردمواد فلورسانس صورت میرادیواکتیو و یا بوسیله
.توان مکان شناساگر را پیدا کردبودن نمی

طراحی پرایمرها
:شوداص از سه روش زیر استفاده میبراي تهیه و طراحی یک شناساگر براي یک ژن خ

سپس کنند،جدا کرده و توالی آن را تعیین میبراي این کار ژن مورد نظر را : تعیین توالی ژن مورد نظر-1
سازند و پس از نشاندار مل این قسمت را به طور مصنوعی میقسمت کوتاهی از این توالی را انتخاب نموده و مک

ترین ت دسترسی توالی ژن مورد نظر راحتوراین روش در ص. کنندآن به عنوان شناساگر استفاده میکردن، از
.باشدی شناساگر میطراحروش

چون این . کنندده از روي ژن مورد نظر را جدا میساخته شmRNAبراي این کار :mRNAاستفاده از -2
mRNAتوان قسمتی از این ورد نظر نسخه برداري شده است، میدقیقاً از روي ژن مmRNA را نشاندار کرده

.عنوان شناساگر استفاده کردو به 



که از 1کریپتاز معکوس-براي این منظور از آنزیم ترانس؛ساختmRNA،DNAتوان از روي همچنین می
مرازها به یک قطعه اولیه پلیDNAنیز مانند RTچون آنزیم . کنندشود، استفاده میها جدا میرتروویروس

ها معمولاًکاریوتوپرmRNAچون. در اختیار آن قرار دادرا مر براي شروع سنتز نیاز دارد باید یک قطعه پرای
رشته RNaseHدر مرحله بعد بوسیله . استTدارد قطعه پرایمر معمولاً پلی 3در قسمت Aیک دم پلی 

RNA هیدرولیز شده و با کمک آنزیمDNAمراز پلیI رشته مکملDNAیک بدین ترتیب . ساخته می شود
DNAشود چون این اي حاصل میدو رشتهDNA بطور مکملRNA ساخته شده است به آنcDNA

)DNAسپس دو رشته . شودگفته می) 2مکملcDNAان از هم جدا شده و پس از نشاندار شدن به عنو
ها از حذف اینتروني یوکاریوتی به دلیل هاباید توجه داشت که در سلول. دنگیرشناساگر مورد استفاده قرار می

cDNA،mRNAهاي اینترون نخواهد بودساخته شده مکمل قسمت.
از روي کننده آن است، به همین دلیلکد توالی اسید آمینه یک پروتئین تابع ژن : استفاده از پروتئین-3

براي یک ولی به دلیل وجود چندین کد . توان به توالی ژن کد کننده آن پی بردتوالی یک پروتئین خاص می
را خالص کرده و به هر حال براي این منظور پروتئین مورد نظر . باشدمیاسید آمینه، این تعیین توالی تقریبی

کد ژنتیکی ،ها و با استفاده از جدولشود، سپس از روي این توالیاي از آن تعیین میهاي قطعهتوالی اسید آمینه
براي جلوگیري از بروز اشتباه به دلیل وجود کدهاي مختلف براي . شودساخته میDNAقطعه مکمل رشته 

کنند،ع مختلف از شناساگرها را سنتز میگیرند و چندین نوکلیه احتمالات ممکن را در نظر میاسیدهاي آمینه،
.دهندوان پرایمر مورد استفاده قرار میسپس این قطعات را نشاندار کرده و به عن

:راحی پرایمري به نکات زیر توجه کرددر کل باید براي ط
18-24که بهتر است که بین نوکلئوتید است 30ا ت15طول این الیگونوکلئوتیدهاي سنتزي بین -1

.نوکلئوتید باشد
ت سر هم در نظر گرفته تایی پش3پرایمر به صورت نوکلئوتیدهاي 3به 5براي ساختن پرایمر از طرف -2

.باشدCیا G، سعی شود که نوکلئوتید انتهایی 3در انتهاي جهت . شودمی
) Reverse(Rدر حالی که توالی پرایمر . شروع شود5از توالی نوکلئوتیدي ) F)Forwardتوالی پرایمر -3

.شوددر نظر گرفته می3معمولاً از توالی نوکلئوتیدي 
.یابدنیز افزایش می(Annealing)هر قدر طول پرایمر بیشتر باشد، دماي اتصال پرایمر -4
.اختصاصی بیشتر خواهد بودتر باشد، تکثیر غیرهر قدر طول پرایمر کوتاه-5

1 -Reverse Transcriptase (RT)
2 - Complementary DNA (cDNA)



باشد زیرا مانع بین پرایمرها، شباهتی وجود نداشته 3پرایمرها باید طوري طراحی شوند که در قسمت -6
.گردداتصال با الگو می

DNAبین دو پرایمر نباید تشابهاتی وجود داشته باشد زیرا منجر به تشکیل دایمر پرایمر و مانع تکثیر -7

.خواهد شد
Polyپرایمر. درصد باشد60تا 45باید بین C+Gهاي درصد باز-8 G یاPoly C موجب مکمل شدن غیر

Polyاز حالت . اختصاصی می شود A،Poly T دگردتکثیر مینیز باید اجتناب شود زیرا باعث.
انتخاب شود که مانع آزاد ماندن انتهاي CGیا GCیا Gپرایمر، نوکلئوتید، یا 3سعی شود که در انتهاي -9
3 به اتصال صحیح کمک خواهد کرد و کارآیی شده وPCRدهدرا افزایش می.
.حاصل نشودPCRاختصاصی قرار نگیرد تا فرآورده غیرGیا Cبیشتر از دو باز 3در انتهاي - 10
.درجه سانتیگراد باشد80درجه و گاهی تا 55-72دماي ذوب آنها در حدود - 11
لازم بذکر است این فرمول براي (؛ شودن بوده و از فرمول زیر محاسبه میو پرایمر یکسادماي ذوب د- 12

:)باشدبازي مناسب می18-30هاي الیگونوکلئوتید
Tm=2 (A + T) + 4 (C + G)

.در آن گردد) ثانویه(توالی پرایمر نباید موجب ایجاد ساختمان دومی - 13
:افزارهاي طراحی پرایمرنرم

ترین آنها موارد زیر گیرند که مهمیمر و پروب مورد استفاده قرار میهاي متنوعی جهت طراحی پرانامهامروزه بر
:باشندمی

- Oligo
- GCG
- Primer3: http://www-genome.wi.mit.edu/cgi-bin/primer/primer3_www.cgi
- BioTools
- سایر : GeneFisher, Web Primer, NBI oligo program, etc.

لازم . اده شده استجهت طراحی پرایمر و پروپ نشان دPrimer3نلاین افزار آدر شکل زیر نماي کلی از نرم
.کنندمیافزار استفاده افراهاي طراحی پرایمر از چارچوب این نرمیشتر نرمبذکر است که ب




