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 با اين رود. آشناييمي كار به توالي نوكلئوتيدها تعيين جهت متفاوتي هايروش امروزه شود.مي محسوب بشر دستاوردهاي ترينمهم از DNA توالي تعيين

 مانند گسترده كاربردي و پژوهشي هايگرايش در نوكلئوتيدها توالي است. تعيين شناسييستز علم با مرتبط هايپژوهش ناپذيراجتناب اركان از دانش

 زمينه اين در كشفيات و پژوهش چشمگيري طوربه شود كهمي استفاده سيستماتيك شناسييستز و جنايي شناسييستزفناوري، زيست بيماري، تشخيص

 بخشيده است. سرعت را

ن روش تعيي كهيدرحالگردند. بندي ميكه بر اساس ماهيت عملكرد و اطلاعات خروجي طبقه آمده به وجودتاكنون چندين نسل از فناوري تعيين توالي 
 تغييرات اخير هايسال در اما بود و در پروژه ژنوم انسان نيز اين روش استفاده شد متداول سال 30 از بيش توالي ختم زنجيره كه توسط سنگر معرفي شد

هاي توالي نسل دوم معرفي شد كه خروجي بسيار بالاتر و هزينه تعيين نخستين روش 2005در سال . است يافته ايگسترده شتاب توالي تعيين فناوري در
  يم.هستفعاليت نسل سوم فناوري تعيين توالي  آغازاكنون شاهد العاده كمتري نسبت به روش سنگر داشت و همفوق

 حاضر مقاله مؤلفان زمينه، اين در فهمقابل فارسي منابع به نياز به توجه با و نمايندمي استفاده هافناوري اين از نيز ايران در ژنتيك علم پژوهشگرانازآنجاكه 

 نسل توالي تعيين هايروش ترينمرسوم مختصر معرفي به حاضر مقاله .بپردازند زمينه اين در مروري مقالات از ايمجموعه نگارش و ترجمه به تا شدند آن بر
 است. پرداخته دوم و سوم

  
  توالي، نسل سوم فناوري تعيين توالي تعيين دوم فناوري نسل بالا، عملياتي با توان توالي ، تعيينDNAتوالي  تعيين كليدي: كلمات

  
 
 

 
 

  مقدمه
توسط  1970 دهه اوايل در DNAهاي تعيين توالي اولين  

اساس  مشكل بر بسيار هايروش كارگيريبه با پژوهشگران
 سال آمد. در همين دهه در دست به بعدي 2 كروماتوگرافي

ه را ابداع كردند ك شيميايي برش ماكسام روش و گيلبرت 1973
 و مواد شيميايي برش استفاده از بر مبتني و پرزحمت روشي

 روش همكاران و سانگر 1977 سال بود. سپس در راديواكتيو
اين  اساس ).1-3نمودند ( پيشنهاد زنجيره را ختم توالي تعيين
 در DNAسنتز  ختم مبناي بر DNAبازهاي  توالي تعيين روش،
جداسازي  و DNAمختلف  نقاط در هاddNTPتكثير با ورود  حال

عنوان روش تعيين توالي روش به. اين است DNAكوچك  قطعات
روش سانگر نسبت به روش  ).4شود (نيز شناخته مي سانگر

نيازمندي كمتري به مواد  ماكسام و گيلبرتتعيين توالي 

در حدود سي سال ها داشته و شيميايي سمي و راديوايزوتوپ
عنوان روش تعيين توالي مرجع به كار رفته است. درنهايت با به

توالي كامل ژنوم انسان  2004استفاده از اين تكنيك در سال 
 با )HGP(. با توجه به اينكه پروژه ژنوم انسان )5منتشر شد (

 به نياز رسيد، نتيجه به زياد بسيار هزينه و زمان صرف
با توان عملياتي بالاتر محسوس بود.  و ترارزان هايييكتكن
موسسه  2004زمان با انتشار توالي كامل ژنوم انسان در سال هم
ي براي كاهش ابرنامه (NHGRI)المللي تحقيقات ژنوم انسان بين

سال را طراحي  10دلار امريكا طي  1000هزينه تعيين توالي به 
 نمود كه اين برنامه محرك توسعه فناوري تعيين توالي نسل دوم

(NGS) عنوان نسل اول فناوري تعيين توالي به بود (روش سانگر
فناوري تعيين توالي نسل دوم نسبت به ). 6شود) (شناخته مي

دهد كه عبارت است از: پيشرفت عمده نشان مي سه نسل اول
جاي استفاده سازي قطعات جهت تعيين توالي بهاول براي آماده
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 هاي خارج سلولياز سيستم كلونينگ باكتريايي از سيستم
ها جاي صدها واكنش، هزاران تا ميليونشود. دوم بهاستفاده مي

ج سوم نتايگردد. زمان انجام ميواكنش تعيين توالي به صوت هم
طور مستقيم و بدون خروجي حاصل از واكنش تعيين توالي به

هاي ، روشهرحالبه). 7شود (نياز به الكتروفورز شناسايي مي
 Ion Torrentو  Illumina, 454 تعيين توالي نسل دوم مثل

توجه در فرايند تعيين توالي دارند كه چندين محدوديت قابل
و انحراف ناشي  شدهخواندهتوالي  ها كوتاه بودن طولترين آنمهم

از فرايند تكثير است كه سبب محدود شدن امكان تعيين توالي 
  ).8گردد (كل ژنوم مي

با نگاهي  (TGS) در مقابل فناوري تعيين توالي نسل سوم
ا مرتفع ها رمتفاوت به فرايند تعيين توالي توانسته اين محدوديت

منفرد  DNA). تعيين توالي نسل سوم روي مولكول 9سازد (
سازي نمونه براي آماده PCRشود و نيازي به انجام انجام مي

كه  است kbp 8-6شده خواندهندارد. بعلاوه متوسط طول توالي 
 NGSهاي توسط روش شدهخواندهلي بسيار بلندتر از طول توا

  ).11) و درنهايت كاهش زمان و هزينه را در پي دارد (10( است
هاي برش شيميايي و ختم حاضر با توجه به معرفي روش مقاله

 هايزنجيره در كتب و مقالات ديگر ترجيح داده به معرفي روش
 ورتصبه امروزه كه مواردي بالا و عملياتي توان توالي با تعيين
بپردازد. در همين  دارد بيشتري كاربرد ژنتيك دنيايدر  تجاري

 Pyrosequencing، SOLiD،Illumina، Ion هاي راستا پلت فرم

Torrent،SMRT فناوري وNanopore  شد خواهد بررسي.  
  بالا عملياتي توان با توالي تعيين هاييفناور  

 Roche/454 pyrosequencingتوالي  تعيين روش -الف

روش تعيين توالي نسل دوم است كه در سال  نخستين 454
به بازار عرضه شد و   Life Science 454شركت توسط 2005

در اين  ).7(امتياز آن را خريداري نمود  Rocheبعدها شركت 
شود. به اين تهيه مي DNAاي از قطعات شيوه ابتدا كتابخانه

دو  و به شده شكسته تنشي فشار توسط DNA هايمنظور رشته
گردد كه يكي از متصل مي عموميسازگار دهنده  هاآنسوي 

هاي به مهره DNAقطعات ). سپس 12داراي بيوتين است ( هاآن
 -توسط گرايش ذاتي بيوتين آغازگرميكروني حاوي  28

 PCRامولسيون  روش با تكثير مرحله استرپتاودين متصل شده و
)emPCRشود.مي انجام روغني) محلول داخلآب  قطرات ) (در 

هايي كه اكنون هركدام حاوي هزاران كپي از يك در ادامه مهره
ا ها چاهك بيليونمقطعه اوليه هستند بر روي پليتي كه داراي 

 چاهك علاوه بر در هر .)13( شوندابعاد پيكوليتري است وارد مي

 .يردگيمي نيز قرار ميآنزهاي يادشده، كمپلكس يكي از مهره
پليمراز  Luciferase DNA,لوسيفراز  يمي شاملآنزكمپلكس 

 stearothermophilus Bacillus( ،ATPاز باكتري  شدهگرفته(
. )14( است apyraseو آپيراز  ATP sulfurylaseسولفوريلاز 

سپس مرحله تعيين توالي واقعي با ورود چهار نوع نوكلئوتيد 
گردد. به ازاي هر صورت متوالي و با ترتيب مشخص انجام ميبه

سنتز  در حالپيروفسفات كه با ورود نوكلئوتيد جديد به زنجيره 
ي نور منتشر شده و اين ادومرحلهشود طي يك واكنش مي آزاد

وكلئوتيدهاي اضافي توسط شود. ننور توسط دوربين ثبت مي
  ).15( )1(نشان داده شده در شكل شوند يم آپيراز تجزيه ميآنز

pyrosequencing دقت سانگر، توالي تعيين روش به نسبت 
 رد شدهخوانده توالي طول دارد، كمتري هزينه و بيشتر خوانش

 به آن خروجي و bp 150-100برابر  2005 سال در روش اين
 2009 سال در اما؛ بود Mb 20 يندفرا اجراي دور يك ازاي

 
سازي نمونه و انجام فرايند تعيين توالي به روش مراحل آماده -1شكل

pyrosequencingقطعات اتصال) ب كتابخانه سازي. الف) اماده DNA به 
 شدن امولسيون روغني و ورود شكسته) ج .emPCR روش با تكثير وها مهره
د يمي نور توليآنزي هاواكنشي پيكوليتري پليت. د) طي هاچاهكبه  هامهره
  گيرد.تعيين توالي صورت مي ،شود و با ثبت نور توسط دوربينمي



 

 

1396زمستان  | 4شماره  | سال هفتم |مجله دانشگاه علوم پزشكي فسا      و همكاران فاطمه قرباني پارسا

journal.fums.ac.ir 430  

شده خوانده توالي طول توانست تغييراتي انجام با Roche شركت
 10 طي فرايند اجراي دور يك ازاي به خروجي و bp  1000به را

با توجه به ميزان خروجي ). 13( برساند G 14 معادل به را ساعت
روشي مناسب براي  pyrosequencing، شدهخواندهو طول توالي 

ود شها محسوب مييباكترهاي كوچك مانند تعيين توالي ژنوم
توان به كاهش دقت در خوانش يماز معايب اين روش ). 11(

 بودن، بخصوص برزمانهاي هموپليمر بلندتر از پنج باز و يتوال
ازآنجاكه  صورت هر به). 16اشاره كرد ( emPCRطي مرحله 

 دستگاه 2016 سال از بعد كه كرده اعلام Roche شركت
pyrosequencing كه رسديم نظر به كرد نخواهد پشتيباني را 

  ).18 ،17( است پايان به رو دستگاه اين فعاليت دوران
  Illumina توالي روش تعيين -ب  

 مبانادستگاه تعيين توالي خود  2006در سال  Solexaشركت 
Genome Analyzer II  را معرفي نمود كه سال بعد توسط شركت

Illumina ) در اين شيوه كه نوعي 19امتياز آن خريداري شد .(
با فشار تنشي  DNAتعيين توالي توسط سنتز است ابتدا مولكول 

د. شوشكسته شده و به دو سوي قطعات، سازگاردهنده افزوده مي
-flowي متصل به سطح اسلايد آغازگرهاسپس اين قطعات به 

cell گردند (وصل و تكثير ميflow-cell حكم است سطحي مست

                                                            
 

صورت متراكم از طريق ي اليگونوكلئوتيدي بهآغازگرهاكه 
) (نشان داده اندشدهمتصل  آنبه  5´پيوندهاي كووالان از انتهاي

 bridge-PCR). مرحله تكثير به روش 20( )2شده در شكل 

amplification شود. در اين مرحله از هر قطعه حدود انجام مي
 نواحي شود كه درل ميي حاصارشتهميليون نسخه دو يك

 ). تكثير،21( گيرنديمقرار  1ي متمركزهاخوشه صورتكوچك به
را  تعيين توالي مرحله در تشخيص براي يازموردن سيگنال شدت

 هشد واسرشتها خوشه مرحله، انجام اين از كند. پسيم تضمين
د. رون كار به بعد مرحله در تا آينديدرم يارشتهتك صورتبه و

مرحله بعدي، مرحله اصلي تعيين توالي است طي اين مرحله 
حامل يك نوع رنگ فلورسنت  هركدامكه  dNTPچهار نوع 
fluorescently labeled 3هستند ( ´ -O-azidomethyl-

dNTPs توسط (DNA  يم آنزي كه با كمك ارشتهپليمراز به
)linearization enzyme( شوندتك رشته شده افزوده مي )22 .(

مسدود است  آن 3´چون انتهاي دارنشانبا ورود هر نوكلئوتيد 
، نوكلئوتيدهاي اضافي از محيط شدهمتوقفواكنش براي لحظاتي 

س شود. سپشسته و در اين زمان تصوير توسط دوربين ثبت مي
با حذف رنگ فلورسنت برطرف شده و اين  3´مسدوديت انتهاي

تشو، ثبت تصوير و برش ، شسدارنشانروند (ورود نوكلئوتيد 

1 ‐ clusters 

  
متصل به سطح اسلايد جفت  يآغازگرهاالگو (سبز و صورتي) با  DNAقطعات  bridge PCR. با روش تكثير مرحله )الف .ايلومينا روش به توالي تعيين -2شكل

 ب). گيردميقرار  ياخوشه. محصول تكثير هر قطعه به شكل ديآيدرمپل  صورتبهو  شدهخممجاور  آغازگرتازه سنتز شده براي اتصال با  DNA. شوندمي
تعيين  شدهثبت يهارنگ زيآنالاست. با  آزاد OH ´3شستشو، ثبت تصوير، برش نشانه و ايجاد، دارنشانمرحله تعيين توالي روندي متوالي از ورود نوكلئوتيد 

  .شودميتوالي انجام 
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 روش اين در زنجيره خاتمهازآنجاكه ). 23( گرددنشانه) تكرار مي
 دامها فلورسنت رنگ برش با و نيست يدائم سانگر روش مانند

 cyclic reversible را روش اين شودمي گرفته سر از واكنش

termination 25 ،24نامند (يم.(  
باز رسيده است و  300به  شدهخواندهاين شيوه طول توالي  در

در خوانش توالي نواحي هموپليمر عملكرد بهتري نسبت به روش 
pyrosequencing ) آن  ضعفنقطهترين ) اما مهم17دارد

است كه ناشي از  شدهخواندههمچنان محدوديت طول توالي 
) و 29يم پليمراز بوده (آنزمزاحمت رنگ فلورسنت در فعاليت 

 گرددمي de novoسبب كاهش كارايي اين شيوه در تعيين توالي 

)27.(   
ي تعيين هادستگاهي از امجموعه Illuminaدر حال حاضر 

ز يآنالرا توليد كرده كه براي عملكردهاي متنوع (علاوه بر  توالي
يز ترنسكريپوم و متيلاسيون) در سطوح مختلف آنالتوالي در 

هاي تحقيقاتي) كاربرد يشگاهآزماهاي باليني و يا يشگاهاآزم(
ها هستند.  HiSeqها و MiSeqآنهاي ترين پلت فرميجرادارند. 

MiSeq اندشدههاي تشخيص طبي طراحي يشگاهآزماها براي .
سرعت عمل بالايي دارند و براي تعيين توالي  هادستگاهاين 
 خاص از ژنومي هابخشها و يباكترهاي كوچك مثل ژنوم

هاي تحقيقاتي يشگاهآزماها در HiSeqاما ؛ باشنديممناسب 
روز  6است كه طي  HiSeq 2500 هاآن ازجملهكاربرد دارند. 

Tb1  ساعت معادل  27 يگر طيدعبارتبهكند. يماطلاعات فراهم
تواند تعيين توالي كند. يكي ديگر از يمبرابر ژنوم انسان را  30

 HiSeqمعرفي شد  2014در اوايل سال كه  HiSeqي هانسخه

X Ten  است كه براي تعيين توالي كل ژنوم(WGS)  .كاربرد دارد
را تعيين توالي  Tb8/1روز  3طي  HiSeqاين نسخه از پلت فرم 

طي يك سال  303انسان با عمق 18000كند كه معادل ژنوم يم
هاي يشرفتپمدعي است با  Illumina). شركت 24است (

اين نسخه انجام داده  flow cellsمتنوعي كه در سيستم نوري و 
دلار امريكا  1000كه هزينه  NHGRIي گذارهدفتوانسته به 

). اين 28براي تعيين توالي ژنوم هر فرد بود دست پيدا كند (
 ايجاد هايتجمع ژنتيك مطالعه در تحولي توانديمدستاورد 

 اساس درك به هايتجمع سطح در ژنوم توالي بررسي. نمايد
 اطلاعات بين ارتباط ايجاد نيز و بيماري و سلامت ژنتيكي
 يشخص پزشكي مفهوم و نموده كمك افراد ژنوميك و فنوتيپي

  .)26( نزديك نموده است واقعيت به را

                                                            
 

    SOLiDتوالي تعيين روش -ج  

 SOLiD )Sequencing by Oligo Ligationفناوري 

Detection(  توسطApplied Bioscience  2007در پايان سال 
 DNAابتدا كتابخانه  روش اين صورت تجاري عرضه شد. دربه

 از ي پوشيدههادانه روي DNAتهيه شده و سپس تكثير قطعات 
 انجام emPCR) با روش μM 1يسيپارامغناطهاي آغازگر (مهره

روش تهيه كتابخانه و تكثير مشابه فناوري (شود مي
pyrosequencing ) (روي  هامهرهاين  ازهركدام ). سپس 26است

صورت تصادفي بهflow cell)   (SOLiDاييشهشسطح 
راز جاي پليميم ليگاز بهآنزشده و تعيين توالي توسط يعتوز

(Sequencing-by-Ligation) شود. به اين منظور ابتدا انجام مي
جفت شده و سپس  هاسازگاردهندهعمومي به يكي از  آغازگر

براي جفت شدن با  2نوكلئوتيدي 8فلورسنت  كاوشگرهاي
رقابت  باهمعمومي  آغازگرقطعات حاصل از تكثير در مجاورت 

 اليگونوكلئوتيد مراجعه شود) كاوشگرهاي 3كنند. (به شكل يم
 4اتصال (اولين باز)، جايگاه برش (پنجمين باز) و شامل جايگاه 

 هازآنجاكين باز) هستند. آخررنگ فلورسنت مختلف (متصل به 
 اوشگرك به متصل فلورسنت رنگ نوع كننده معين ابتدايي باز دو

 قرار بررسي مورد را نوكلئوتيد دو زمانهم صورتبه و بوده

2 ‐ Octamer Oligonucleotide Probes 

  
كاوشگرهاي . SOLiD روش توسط توالي تعيين -3شكل

اليگونوكلئوتيدي توسط ليگاز متصل و پس از ثبت تصوير بازهاي انتهايي 
اين روند تا دو رشته  ؛ وشودميحذف  آنو نشانه فلورسنت متصل به 

سپس رشته تازه سنتز شده واسرشت و  يابديمشدن كل زنجيره ادامه 
  .دشوميتكرار  تركوتاه آغازگرو دور ديگري از فرايند با  شدهحذف
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 شوندمي شناخته di-base probes عنواندهند كاوشگرها بهيم
با جفت شدن كاوشگرهاي اليگونوكلئوتيدي به رشته الگو  .)30(

سيگنال فلورسنت ثبت شده و توسط برش شيميايي بين 
گردد. پنجمين و ششمين نوكلئوتيد كاوشگر سيگنال حذف مي

پس از برش، كاوشگر اكتامر ديگري متصل شده و چرخه اتصال 
از بيي دو تاپنجگيرد. با اين روند از هر گروه جديدي شكل مي

و صورت دشود و درنهايت كل قطعه بهابتدايي آن شناسايي مي
 عمومي آغازگرآيد. سپس رشته تازه سنتز شده و يدرمي ارشته

عمومي جديدي كه  آغازگراوليه جدا شده و  DNAاز رشته 
 - n)است  تركوتاهمرحله قبل  آغازگريك نوكلئوتيد از  اندازهبه

ر والي كل بازها اين فرايند پنج باگردد. براي تعيين تاضافه مي (1
-nتا nيي با اندازه آغازگرهاشود (عمومي تكرار مي آغازگربا پنج 

). در اين روش هر نوكلئوتيد موجود در هر 21رود) (يمبه كار   4
يك از قطعات دو بار، در دو واكنش اتصال مستقل شناسايي 

 ~ 99/99%تعيين توالي به  يجه ميزان صحتدرنتشود و مي
؛ )24شود (ترين مزيت اين فناوري محسوب ميرسد كه مهميم

كوتاه بودن طول توالي محدودكننده  ترين عاملياساساما 
ي بهسازي شده هانسخهحتي در جديدترين  كهاست  شدهخوانده

  ).31رسد (يمنوكلئوتيد  75نيز حداكثر به 
  Ion Torrent رسانايمهنروش تعيين توالي  -د  

 2010در سال   Ion Torrentرسانامهينتوالي  تعيين دستگاه
  Personal Genome Machine (PGM)در فرم روميزي آن به نام

شد. مراحل  صورت تجاري عرضهبه Life Technologies توسط
 Roche/454سازي نمونه و تعيين توالي مشابه روشآماده

pyrosequencing   است. ازemPCR  براي تكثير قطعات حاوي
در  هامهرهاستفاده شده و سپس  هامهرهسازگار دهنده متصل به 

ها تعيين توالي توسط شوند. در ريزچاهكها توزيع ميريزچاهك
كه از  pyrosequencing برخلافدهد اما سنتز رخ مي

 شود در اين روشي نوري براي تعيين توالي استفاده ميهاواكنش
 هنگام هيدروژن هايشدن يون آزادشي از نا pHتغييرات 
توسط  pH گردد. تغييراتمي بررسيDNA  شدن پليمريزه

ايي شناس اندگرفته قرار هاريزچاهك صفحات حسگر كه در پايين
شوند (نشان داده شده در شكل صورت تغيير ولتاژ ثبت ميو به

 T–A–C–G ). در اين شيوه نيز انواع نوكلئوتيدهاي32) (4
امكان  ترتيبينابهشوند و درپي به واكنش افزوده مييپصورت به

ولتاژي فراهم  علائمبا  شدهافزودهشناسايي نوع نوكلئوتيد 
 فلورسنت مواد با حذف نيازمندي به Ion Torrent ).25گردد (مي

 و كمتر هاينه، هزافزايش سرعت در كنارسبب شده  دوربين و
ورد هموپليمرها متناسب با شود. در متر كوچك دستگاه ابعاد

؛ يابديمالگو، شدت سيگنال افزايش  تعداد نوكلئوتيدهاي رشته
در مورد  يحصح يصو امكان تشخ يستن يارتباط خط يناما ا
  ).29شود (كم مي يبلندتر از شش باز هاييتوال

دومين دستگاه تعيين توالي خود به نام  Ion Torrentدر ادامه 
Ion Proton  عرضه كرد كه ميزان خروجي آن  2012را در سال

اين دو پلت  داد.يمافزايش چشمگيري نشان  PGMنسبت به 
 متفاوت تحقيقاتي اهداف براي خروجي ميزان به توجه فرم با
 ساعت 2-3 مدت در Gb1 برابر PGM خروجي. دارند كارايي
 2-8زمان مدت در Gb 10برابر   Ion Protonمورد در و است

 يهابخش توالي تعيين براي PGM حساب اين بااست.  ساعت
 كاربرد ژنوم كل توالي تعيين براي Ion Proton و ژنوم خاص از

  .)18(دارد 
  SMRT تعيين توالي روش -ه  

هاي از روش SMRT (Single Molecular Real Time) فناوري
  Pacific Bioscienceتوسطتعيين توالي نسل سوم است كه 

  ).8صورت تجاري عرضه شد (به 2010سال در ) كانادا(
 ي همانندساز طبيعي فرآيند اساسِ بر روش اين 

(sequencing by synthesis) DNAكه امكان  شدهيطراح

  
 توالي داخل ريزچاهك يينتع) الف. رسانايمهنتعيين توالي  -4شكل 
 آزادبه زنجيره در حال رشد اضافه و يون هيدروژن  dNTP. شودميانجام 

تغيير ولتاژ  صورتبهرا شناسايي و  pHحسگر تغيير  صفحه ب). گرددمي
 .نمايديمثبت
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 يرپذامكانرا  يميآنزوقوع واكنش  هنگام DNAسنتز  مشاهده
 يي به نامهاچاهكتعيين توالي درون  روش اين در .سازديم

zero-mode waveguides (ZMWs)  با قطرnm 10  انجام
و  پليمراز DNAيمآنز ZMWي هاچاهك). در كف 33شود (مي

در اين ناحيه صورت  DNAشده و سنتز يتتثبرشته الگو 
 در دقيق صورتبه را ليزر ازشده ساطع انرژي ZMW گيرد.مي
 رتيبتنيابه و كرده متمركز گرفته قرار پليمرازDNA كه اييهناح

اني زم. شودمي محدود كوچكي بسيار ناحيه به تشخيص منطقه
 متصل پليمراز DNA فعال يگاهدار به جانشان نوكلئوتيد كه
 نشانه شناسايي فرصت و يافتهكاهش حركت سرعت گرددمي

ي كليدي كه در اين فناوري انجام نوآور .شودمي ايجاد فلورسنت
ا مواد جاي باز) بنوكلئوتيدها (بهشده نشاندارسازي فسفات گاماي 

 نتزس حال در رشته به نوكلئوتيد ورود فلورسنت است كه ضمن
 عتممان گونهيچه يجهدرنت وآزادشده فلوروفور همراه پيروفسفات 

و همين  كندينم ساخت ايجاد حال در براي طول رشته فضايي
گردد. همچنين مي شدهخواندهامر سبب افزايش طول توالي 

اي بسيار كوچك در كف يهناحبه  آزادشدهشناسايي فلوروفور 
شود (توسط متمركز كردن نور ليزر) بنابراين محدود مي هاچاهك

هنگام انجام واكنش  دارنشانحضور مخلوطي از نوكلئوتيدهاي 
ال صورت فرايندي پيوسته دنببلامانع بوده و سنتز رشته جديد به

  .)34گردد (مي
  :است زير مزاياي داراي روش اين بر اساس توالي تعيين

عدم  وDNA مولكول تكفرد منحصربه وتحليليهتجز امكان -1
سازي نمونه كه سبب كاهش در مرحله آماده PCRنياز به انجام 

  شود.مي PCRي ناشي از هااشتباهانحرافات و 
 است كه جفت باز 1000 از بلندترشده خواندهطول توالي  -2

 ارموردنظر توالي  اطلاعات كردن سرهم و ژني نقش تعيين امكانِ
  .كنديم تسهيل

  .)22 (شود آماده روز يك در توانديم توالي تعيين نتيجه -3
PacBio RS II  تنها دستگاه تجاري در دسترس از اين نوع

 SMRTدر هر  ZMWsچاهك  هزار 150فناوري است كه در آن 

cell  با اين شدهخواندهطول توالي تعبيه شده است. ميانگين 
است اما در برخي موارد ايزوله طول خوانش  kb 14<دستگاه 

هايي همچون يتمزيرغم علنيز برسد.   kb 60ممكن است به
اده ها را سيتوالكه فرايند سرهم كردن  شدهخواندهبلندي توالي 

نمونه اوليه و نيز تعيين توالي در  تكثيركند و عدم نياز به يم
هاي بالاتر اين تر و هزينهيينپازمان واقعي، اما همچنان بازدهي 

روش در مقايسه با فناوري نسل دوم از اشكالات مهم اين شيوه 
 %14تا  11). همچنين نرخ خطا در اين شيوه حدود 18است (

 هاست كه براي كاهش آن بايستي رشته الگو چندين بار خواند
  ).35شود (

  Nanoporeتعيين توالي  روش -و  
 Nanoporeهاي تعيين توالي نسل سوم، فناوري از ديگر روش

هايي است كه روي غشا ). اين سيستم شامل نانوحفره24است (
و غشا در محلول نمكي  اندگرفته(زيستي يا مصنوعي) قرار 

شده است. به كار انداختن جريان الكتريكي در اين  ورغوطه
ها در جهت شيب غلظت ها از نانوحفرهسيستم سبب هدايت يون

به نانوحفره در برابر جريان  DNA). ورود مولكول 36( گرددمي
كند كه منجر به تغيير يمها مقاومتي ايجاد عبوري يون

يان جرتشدگردد و اين تغيير يان عبوري از منافذ ميجرشدت
براي هر يك از انواع نوكلئوتيدها برحسب اندازه و شكل فضايي 

است. با  Nanoporeتوسط دستگاه  سنجشقابلمتفاوت و 
فراهم  DNAيري اين تغييرات امكان تعيين توالي گاندازه
  ).37( گرددمي

  دارد: NGSهايي بر يتمز Nanoporeفناوري تعيين توالي 
  است. kb 5طور متوسط بيشتر از به شدهخواندهطول توالي  -1
  نيازي به مواد فلورسنت جهت شناسايي بازها وجود ندارد. -2
استفاده از اگزونوكلئاز جهت تك رشته  جزبهدر اين روش  -3

سازي و يا جداسازي نوكلئوتيدها حين عبور از نانومنفذها 
يم وجود ندارد. چنين شرايطي به اين آنزنيازمندي ديگري به 

حساسيت كمتري به درجه  Nanoporeاست كه روش  مفهوم
ي از راعتمادتقابلحرارت طي واكنش تعيين توالي داشته و نتايج 

  شود.حاصل مي آن
تك  DNAتعيين توالي در اين شيوه روي مولكول  ازآنجاكه -4

 دهد بنابراينگونه همانندسازي رخ نمييچهشود و رشته انجام مي
امپليفيكاسيون نبوده و زمان نيازي به مراحل كلونينگ و 

  ).29( يابديمتوجهي كاهش سازي نمونه نيز به ميزان قابلآماده
در حال حاضر دو مسير اصلي براي تعيين توالي توسط 

Nanopore گردد اول استفاده از غشاهاي زيستي و دوم دنبال مي
  ).38غشاهاي مصنوعي (

Oxford Nanopore Technologies (ONT) ازجمله 
 توسط DNAيي است كه بر تعيين توالي هاشركت
غشاهاي زيستي تمركز نموده  بر اساس   Nanoporeفناوري

  است.
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MinION  نخستين دستگاه تعيين تواليDNA  با فناوري
Nanopore  است كه توسطONT  صورت به 2014در اوايل سال

با ابعادي معادل يك  حملقابلدستگاهي  ).39( تجاري عرضه شد

USB  نشان داده شده در  استدلار  900كه قيمت آن حدود)
سازي كتابخانه، در اين شيوه طي مرحله آماده ).37( )5شكل 

و به هر دو  درآمده قطعهقطعهصورت دو رشته به DNAمولكول 
گردد. يكي از اين انتهاي قطعات، سازگاردهنده متصل مي

و ديگري اليگونوكلئوتيد سنجاق  جلوبرندهيم آنزها سازگاردهنده
منافذ از  DNAامكان عبور مولكول  جلوبرنده يمآنزسري است. 

كند و سازگار دهنده سنجاق يمصورت تك رشته را فراهم به
كند كه پس از باز يمسري مانند يك گيره عمل كرده و كمك 
صورت دنبال هم قرار شدن پيوندهاي هيدروژني دو رشته به
) 18فراهم شود ( DNAگرفته و امكان تعيين توالي هر دو رشته 
اما نرخ ؛ )40ش يابد (و ميزان صحت فرايند تعيين توالي افزاي

اعلام  2015در سال  ONTاست.  %12خطاي اين دستگاه حدود 
 MinIONرا جايگزين  MkIIافزايش بازدهي و دقت  منظوربهكرد 

  ).41( نمايديم
با در نظر گرفتن نرخ خطاي بالا و بازدهي پايين فناوري 

Nanopore  ر ي بتواند بزودبهرسد كه اين شيوه يمبعيد به نظر

از   يامجموعه  اما ؛ گيرد پيشي  توالي كنوني  تعيين   هايروش
، ابعاد و قيمت شدهخواندهها مانند سرعت، طول توالي يتمز

را به روشي مطلوب تبديل نمايد  آنينده آتواند در يمدستگاه 
)42.(  

 

  و نتيجه گيريبحث 
 (HTS) هاي تعيين توالي با توان عملياتي بالايفناورظهور 
 سطحي در بيولوژيكي هايسيستم مطالعه به قادر را محققان
 .)43است ( نبوده يرپذامكان هرگز ازاينيشپ كه نموده
و  بود متداول سال 30 از بيش توالي تعيين اول نسل كهيدرحال

 شودعنوان روش استاندارد طلايي در نظر گرفته ميهمچنان به
 ابشت توالي هاي تعيينيوهش در تغييرات اخير هايسال ) در11(

ي جديد فناوري تعيين توالي ها. نسلاست يافته ايگسترده
 شوند وهاي قبلي نمييوهشصورت كامل جايگزين يك بهيچه

هاي مختلف برحسب هدف بررسي امكان درك روش درواقع
 ). دانشمندان37نمايند (يمژنوم را فراهم  جانبههمهكامل و 

 كنار در زمان و هزينه كاهش براي جديدي هاييدرصددند فناور
 با پيشرفت اين .دهندشده ارائه خوانده توالي طول و دقت افزايش
سازي نمونه و هاي آمادهاي از روشيندهفزاها تعداد يفناور
وتحليل اطلاعات پديدار گشته كه داراي يهتجزي ابزارها

به  HTSترتيب ينابه كاربردهاي مختلف در علوم زيستي هستند.
رسد با يمبه نظر  شده است.يلتبد پايه علوم در كليدي فناوري
هاي متنوع فناوري يوهشينده نزديك آها و زمان در ينههزكاهش 

تعيين توالي به ابزارهاي كاربردي، متداول و استاندارد 
عنوان روش انتخابي و به )44باليني تبديل شده ( هاييشگاهآزما

شناسايي سريع ، هاسرطانبراي غربالگري انواع مختلف 
) و يا تشخيص پيش از تولد 31(زا يماريبهاي يكروبم

هاي غيرتهاجمي (با استفاده هاي كروموزومي با روشيناهنجار
ي جنيني موجود در سيستم گردش خون مادري) هاسلولاز 

  يند.درآ) 18(
  

  تشكر و قدرداني
 كه بريزت دانشگاه طبيعي علوم دانشكده ژنتيك گروه اساتيد از
 نمودند ياري را ما اطلاعات يبندجمع و گردآوري، تصحيح در

  .يمگزارسپاس
 

  تعارض منافع
  نويسندگان هيچ گونه تعارض منافعي را اعلام نكرده اند.

  

  
  دستگاه تعيين تواليالف)  .Nanopore فناوري تعيين توالي -5شكل

ONTs MinION نانوحفره درون غشا تعبيه و ب. تاپلپمتصل شده به (
از هر دو سمت به  DNAمولكول ج) شده است.  ورغوطهدر محلول نمكي 

د)  نمايد.يمصورت تك رشته از منافذ عبور به سازگاردهنده متصل شده و
بت ها شده و با ثيان يونجرشدتعبور نوكلئوتيدها از منافذ سبب تغيير 

اين تغييرات (برحسب پيكوآمپر بر هزارم ثانيه) امكان تمايز انواع 
  گردد.نوكلئوتيدها فراهم مي
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Abstract 
 

DNA sequence determination is a tremendous human achievement. DNA sequencing includes several 

methods and  technologies  in use  for determining  the order of  the nucleotide bases  in a molecule of 

nucleic  acid. Knowledge  of  DNA  sequences  has  become  indispensable  for  the  basic  biological 

researches. Nucleotides sequence determination is used in numerous applied fields such as diagnostics, 

biotechnology,  forensic  biology  and  biological  systematics.  The  advent  of  DNA  sequencing  has 

significantly accelerated biological researches and discoveries. 

There are several generations of DNA sequencing technologies that can be well characterized through 

their nature and the kind of output they provide. Dideoxy terminator sequencing developed by Sanger 

dominated for 30 years and was the workhorse used for the Human Genome Project. In 2005 the first 

2nd  generation  sequencer was  presented with  an  output  orders  of magnitude  higher  than  Sanger 

sequencing  and  dramatically  decreased  cost. We  are  now  at  the  dawn  of  the  3rd  generation  of 

sequencing systems. 

Researchers in the field of genetics in Iran use this technology in their studies, but unfortunately our 

literature  lacks  proper  Persian  language  resources.  This  review  briefly  describes  the  current  high‐

throughput nucleotide sequencing platforms commercially available. 
 

Key  Words:  DNA  sequencing,  High  Throughput  Nucleotide  Sequencing,  second  generation 

sequencing, third generation sequencing 
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