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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 (adenine, guanine, cytosine, and thymine) in a molecule of DNA. 
Knowledge of DNA sequences has become indispensable for basic biological research, 
other research branches utilizing DNA sequencing, and in numerous applied fields such as 
diagnostic, biotechnology, forensic biology and biological systematics. The advent of 
DNA sequencing has significantly accelerated biological research and discovery. Rapid 
sequencing, the result of modern DNA sequencing technology, is instrumental in the 
sequencing of the human genome for the Human Genome Project. Related projects, often 
by scientific collaboration across continents, have generated complete DNA sequences of 
humans as well as numerous animals, plants and microbial genomes. 
DNA sequencing methods currently under development include labeling DNA polymerase 
and reading the sequence as a DNA strand transits through nanopores. Additional 
methods include microscopy-based techniques such as atomic force microscopy or 
transmission electron microscopy that are used to identify the positions of individual 
nucleotides within long DNA fragments (>5000 bp) by nucleotide labeling with heavier 
elements (e.g., halogens) for visual detection and recording. Third generation 
technologies aim to increase throughput and decrease the time to result and cost by 
eliminating the need for excessive reagents and harnessing the processivity of DNA 
polymerase. 
Researchers in the field of genetics in Iran use this technology in their studies, but 
unfortunately our literature lack proper Persian language resources. The authors intend to 
write a series of review articles in this field. The present paper is an introduction to the 
summary of important techniques in DNA sequencing. 
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  چكيده
هاي متفاوتي به منظور تعيين توالي  روزه روشام. شود ترين دستاوردهاي بشر محسوب مي  يكي از مهمDNAتعيين توالي 
آشنايي با دانش تعيين توالي . شود كار گرفته مي  بهDNAدر يك مولكول ) ين و تيمينآدنين، گوانين، سايتوز(نوكلئوتيدها 

DNAهاي پژوهشي و كاربردي وسيعي  شناسي است و در گرايش هاي مرتبط با علم زيست  از اركان اجتناب ناپذير پژوهش
 امكان تعيين .شود  استفاده ميشناسي سيستماتيك شناسي جنايي و زيست ها، زيست فنĤوري، زيست مانندِ تشخيص بيماري

پس از ابداع . شناسي و كشفيات در اين زمينه را سرعت بخشيد  به طور چشمگيري پژوهش در زيستDNAتوالي 
  هاي علمي هاي بزرگي به واسطه همكاري هاي پيشرفته، پروژه هاي خودكار تعيين توالي با استفاده از فنĤوري روش
 . ها شد  تعيين توالي كامل ژنوم انسان و بسياري از حيوانات، گياهان و ميكروبالمللي انجام شد كه منجر به بين

در اين راستا . ها، زمان و مواد مصرفي است زينهههدف اصلي نسل سوم فنĤوري تعيين توالي، افزايش توان عملياتي، كاهش 
 پليمراز، توالي DNAشاندار كردن امروزه دانشمندان در صدد طراحي يك ميكروسكوپ ژني هستند كه در اين سيستم با ن

با نشاندار كردن نوكلئوتيد با اجزاي . شود هاي ميكروسكوپي خوانده مي هاي ريز با روش ژنوم هنگام عبور از حفره
 نوكلئوتيد با چشم 5000تر از  ها در قطعات بزرگ شود تا جايگاه نوكلئوتيد ها، شرايطي فراهم مي تر مانند هالوژن سنگين

 . بت شودمشاهده و ث
نمايند و با توجه به نياز به منابع فارسي قابل فهم  جا كه پژوهشگران علم ژنتيك در ايران نيز از اين فنĤوري استفاده مي از آن

. اي از مقالات مروري در اين زمينه بپردازند در اين زمينه، مؤلفان مقاله حاضر بر آن شدند تا به ترجمه و نگارش مجموعه
  .ها بسنده كرده است  مقاله از اين سري مقالات است كه تنها به معرفي مختصر روشمقاله حاضر اولين

  
  هاي تعيين توالي خودكار  تعيين توالي ژن، توان عملياتي بالا، دستگاه:كليدواژگان

  

  

 مقدمه
ــوالي ــين ت ــاي  اول ــه DNAه ــل ده  توســط 1970 در اواي

زحمـت   هاي بسيار مشكل و پر     كارگيري روش  پژوهشگران با به  
  دست آمـد و بـه تـدريج بـه       بعدي به 2بر اساس كروماتوگرافي    

  
خودكار مبتني بـر رنـگ، انجـام        آناليز  هاي   دنبال پيشرفتِ روش  

 از نخستين    يكي]. 1[تر شد    تر و سريع    آسان DNAتعيين تواليِ   
 مربوط به ژنوم    RNAهاي تعيينِ توالي كامل، تعيين توالي        نمونه
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  )Dye-termination(سازي با استفاده از رنگ  ختم زنجير
در اين روش از نشاندار كردن دي دزوكسي نوكليوتيد ختم          
كننده زنجيره كه امكان تعيين تـوالي در يـك واكـنش واحـد را               

 - به جاي چهـار واكـنش در روش آغـازگر نـشاندار            -دهد   مي
كـسي  در اين روش هر يـك از چهـار دي دزو          . شود استفاده مي 

شود كـه   نوكليوتيد ختم كننده با يك رنگ فلورسنت نشاندار مي 
. كنـد  ها، نور منتشر مـي     هاي مختلف هر يك از آن      در طول موج  

سـازي رنگـي، ايـن       با توجه به سرعت بيشتر روش ختم زنجير       
. روش در حال حاضر روش اصلي تعيين توالي خودكـار اسـت           

توان به اثـر     هاي اين روش مي    در عين حال از جمله محدوديت     
رنگ اشاره كرد كه باعث تفاوت در اتصال ختم كننده نـشاندار            

شـود كـه در نهايـت سـبب          مـي  DNAشده به قطعات مختلف     
) Chromatogram(نگار   ارتفاع نابرابر و اشكال نابرابر در رنگ      

؛ هرچند ايـن    ) د -2شكل  (شود   حاصل از الكتروفورز مويين مي    
 پليمراز و رنگ برطـرف      DNAمشكل با تغيير در غلظت آنزيم       

اين كار موجب به حداقل رساندن تنوع در اتصال به          . شده است 
» حبـاب رنـگ   « و نيز روشي براي از بـين بـردن           DNAزنجيره  
سازي، همراه با آنـاليز تـوالي        روش تعيين توالي ختم زنجير    . است

DNA            به صورت خودكار و توان عملياتي بالا در حال حاضر در 
  .شود هاي تعيين توالي استفاده مي تفاق پروژهاكثريت قريب به ا

  
  ها چالش

هايي نيـز وجـود دارد     چالش DNAدر تعيين توالي زنجيره     
دست آمده   هاي به  توان به كيفيت پايين داده     ها مي  كه از جمله آن   

 باز ابتداي قطعه مورد نظر و همچنين پـس از بـاز             40 تا   15در  
هاي شناسايي تـوالي بـه      افزار اگرچه نرم .  اشاره كرد  900 تا   700

در . كنـد  طور معمول در پيرايش نتايج ايـن نـواحي كمـك مـي            
 قبل از تعيين توالي كلون شود، توالي        DNAمواردي كه قطعات    

) Vector(هايي از ناقـل      دست آمده ممكن است شامل بخش      به
 نيز باشد كه براي شناسـايي شـروع تـوالي قطعـه             سازي همسانه

 يعني بعد از خاتمه توالي مربـوط بـه          .شود مورد نظر استفاده مي   
. ناقل ژني توالي ژن يا قطعه مورد توالي يابي قابل خواندن بـود            

 بـراي تعيـين تـوالي اسـتفاده      PCRامروزه از محصول مـستقيم      
شود و نيازي به كلون كردن قطعه مورد نظر نيست زيرا ايـن              مي

از در اين روش . كند كار خود به تنهايي زمان زيادي را طلب مي   
هـا از   شـود كـه در آن   تعيين توالي در هنگام سـنتز اسـتفاده مـي       

از سـوي ديگـر؛     . شـود   استفاده نمـي   )Cloning(سازي   همسانه
تركيـب تكثيـر و     (اي   هاي تعيين توالي يـك مرحلـه       اخيراً روش 

 نيـز معرفـي     SeqSharp و   Ampliseqاز قبيـل    ) تعيين تـوالي  
بـدون نيـاز بـه      است كه تعيين توالي سريع ژن مـورد نظـر            شده

  .]9 [سازد  يا تكثير قبلي را فراهم ميسازي همسانه
تواند بـه طـور مـستقيم فقـط قطعـات           هاي كنوني مي   روش

را در يك واكنش،    )  نوكلئوتيد 1000 تا   DNA) 300نسبتاً كوتاه   
مـانع اصـلي بـراي تعيـين تـوالي قطعـات            . تعيين توالي نمايـد   

طعـات بـزرگ    سـازي ق    توان ناكافي بـراي جـدا      DNAتر   بزرگ
DNA     اي از   در هنگام الكتروفورز است كه لازم است بـه گونـه

در . هم جدا شوند كه تفكيك در حد يك نوكلئوتيد ميسر باشـد       
  . آزاد ضروري است3´تمام موارد استفاده از آغازگر با انتهاي 

 )DNA) DNA Sequencerتجهيزات خودكار تعيين توالي 
 نمونـه   384توانند تـا     مياست كه امروزه     تا حدي پيشرفت كرده   

DNA    در روز را، واكـنش   سـري  24 در يك سري واكنش و تا
هـا بـه ترتيـب       روش كـار در ايـن دسـتگاه       . تعيين توالي نمايند  

سازي بر اساس طـول      عبارتست از الكتروفورز مويين براي جدا     
. قطعه، تشخيص و ثبت رنگ فلورسانس و در نهايت توليد داده          

سازي و تعليق دوباره در محلـول        الصتكثير قطعه مورد نظر، خ    
بـه صـورت جداگانـه صــورت     بـافر قبـل از ورود بـه دســتگاه   

افزار تجاري و غير تجاري قادر به پيرايش         تعدادي نرم . پذيرد مي
ها بـه    اين برنامه .  به طور خودكار است    DNAكم كيفيت    توالي

هاي كـم كيفيـت    دهد و نگاره   نمره مي ) Peak(كيفيت هر نگاره    
را حـذف   ) هـاي تـوالي قـرار دارد       ه طور معمول در انتهـا     كه ب (

گـر   هر چند دقت الگوريتم كمتر از دقت يـك مـشاهده          . كند مي
هـاي بـزرگ     است، اما براي پردازش خودكـار اطلاعـات تـوالي         

 .كافي است

 ماننـد تمـام     DNAبراي تعيين توالي قطعات بسيار بـزرگ        
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رگ كمـك   هاي تعيين توالي در مقيـاس بـز        ها، روش  كروموزوم
ها بـراي تعيـين تـوالي تعـداد زيـادي از             اين روش . كننده است 

.  دارد نيز كاربردPhage Display مانند DNAقطعات كوچك 
هـايي ماننـد     هـا، از روش    براي قطعات طولاني مانند كروموزوم    

) Shearing(هاي محدودگر يا نيروهاي مكـانيكي      برش با آنزيم  
تـر   هـاي كوتـاه    ه تكـه   ب DNAشود و قطعات بزرگ      استفاده مي 
 DNA قطعه قطعه شـده در يـك حامـل           DNA. شود تبديل مي 

ــاكتري اشرشــياكلي  ) Escherichia coli(كلــون شــده و در ب
هـاي    از كلـوني   DNAسـپس قطعـات كوتـاه       . شـود  تكثير مـي  

. شـود  باكتريايي تخليص و به صورت جداگانه تعيين توالي مـي         
ي بـا اسـتفاده از      دست آمده به صـورت الكترونيك ـ      هاي به  توالي

پوشان به صورت يـك قطعـه طـولاني و تـوالي             هاي هم  قسمت
  .شود مي) Assemble(پيوسته سرهم 

گونه اطلاعات اوليه در مورد توالي       اين روش نيازي به هيچ    
DNA مورد نظر ندارد و به عنوان تعيين توالي de novo از آن 

ه را  دسـت آمـد    تـوالي بـه    هر گونه فاصـله در    . شود نام برده مي  
 و در كنـار هـم       هـاي متعـدد   آغازگربررسـي   توان از طريـق      مي

)Primer Walking ( كارهــاي مختلــف،   راه. تكميــل كــرد
  معمـولاً  Shotgunروش  . هايي در سرعت و دقـت دارد       تفاوت

شـود؛ امـا سـرهم       هاي بزرگ استفاده مي    براي تعيين توالي ژنوم   
ري، هـاي تكـرا    كردن قطعات در آن به خصوص در مورد توالي        

هايي در ژنوم    پيچيده و مشكل است و اغلب باعث ايجاد فاصله        
 .شود سرهم شده مي

هاي تعيين توالي به دليل ايـن كـه از حـساسيت             اكثر روش 
كافي براي تعيـين تـوالي يـك مولكـول برخـوردار نيـستند، از               

در مرحلـه تكثيـر   ) In Vitro( به روش در زيـوه  سازي همسانه
 در PCRدر اين موارد، واكنش . دكنن  استفاده مي  DNAمولكول  
قادر بـه جداسـازي يـك مولكـول     ) Emulsion PCR(محلول 
DNA    هـاي ريـز پوشـش داده شـده بـا آغـازگر               همراه با دانـه

)Primer-Coated Beads (  ــاز روغــن ــي در ف در قطــرات آب
 روي هر دانـة ريـز،       PCRدر مرحله بعد با انجام واكنش       . است
بـراي تعيـين   ،  ثابت شـده  DNAهاي تكثير يافته مولكول      نسخه

ــي  ــتفاده م ــوالي اس ــود ت ــارگوئيليس  . ش ــط م ــن روش توس اي
)Marguilis (  و همكـاران)  454سـط  تجـاري شـده تو Life 

Sciences (، شندور   )، آمريكاShendure ( ركا  و پو)Porreca (
و ) Polonyشناخته شده بـه عنـوان تعيـين تـوالي           (و همكاران   
، )آمريكا (Agencourtسط  ابداع شده تو  [ SOLiDتعيين توالي   

  .]11، 10 [شود اده مي استف])فرانسه(Applied Biosystemsو 
روش ديگــري كــه بــراي تكثيــر كلونــال در شــرايط درون 

. نـام دارد ) Bridge PCR(شود تشكيل پل  اي استفاده مي شيشه
هاي متصل به سـطح جامـد       آغازگردر اين روش قطعات توسط      

 آمـده در ايـن روش بـه كمـك           دست هاي به  داده. شود تكثير مي 
. شـود   تجزيـه و تحليـل مـي       Illumina ژنـوم    آنـاليز پردازشگر  

هـاي ايجـاد شـده توسـط         هاي تك مولكولي ماننـد روش      روش
ــشگاه  ــداً تو[ Stephen Quake'sآزماي ــه بع  Helicosســط ك

 . جزء موارد استثنايي در اين زمينـه اسـت         ] تجاري شد  )آمريكا(
ــن روش  ــورسدر اي روشــن و ) Fluorophores( از فلوئوروف

 كـه بـه     DNAتحريك با ليزر براي تـشخيص تـوالي مولكـول           
سطح ثابت متصل شده، بدون نياز به تكثيـر مولكـولي اسـتفاده             

  .]12 [شود مي
  

  تعيين توالي با توان عملياتي بالا
هـاي   هـاي تعيـين تـوالي، روش       براي كـاهش هزينـه روش     

ها  بزرگي از نمونه  اند كه در زمان كوتاه طول        جديدي ابداع شده  
سـازي،   ختم زنجيـر  در مقايسه با روش     . كنند را تعيين توالي مي   

 .تر است ها بسيار پايين  با اين روشآزمونهزينه انجام 

  
   تعيين توالي به روش ايلومينا-الف

هاي پايان  اين روش تعيين توالي با استفاده از خاصيت رنگ       
) Reversible Dye-Terminators(پـذير   دهنده ولي برگـشت 

 به  DNAابتدا قطعات شكسته شده مولكول      . طراحي شده است  
در . شـود  آغازگرهاي متصل به اسلايد وصل و سپس تكثير مـي         

  Bridge(هـايي    هـاي متمركـز ايجـاد شـده و پـل           نهايت كلوني 
Amplification ( سپس چهار نوع بـاز متـصل       . دهد تشكيل مي
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 بـه   )RT-bases(پـذير    هاي پايان دهنده ولـي برگـشت       به رنگ 
شود و هر باز در صورتي كـه محـل مناسـبي             واكنش افزوده مي  

شـود و    براي اتصال وجود داشته باشد، به آن ناحيه متـصل مـي           
هاي آزاد شسته شده و از محيط واكنش حـذف           سپس نوكلئوتيد 

 اضـافه   DNAشود، و تنها يك نوكلئوتيد در هر مرحلـه بـه             مي
هـاي نـشاندار شـده     ئوتيددر اين لحظه دوربيني از نوكل    . شود مي

در پايـان متوقـف كننـده       . نمايـد  برداري مي  با فلورسنت تصوير  
شـود   هاي شيميايي جدا مي     توسط واكنش  '3 از سر    DNAرشد  

اين روش توسـط    ). 3شكل   (]13 [شود و چرخه بعدي آغاز مي    
ابداع شد و با توجه به ايـن كـه ايـن            ) آمريكا( Solexaشركت  

است، بـه   ) آمريكا( Illuminaركت  شركت هم اكنون بخشي از ش     
] Illumina (Solexa) Sequencing[روش تعيين توالي ايلومينا 

  .معروف شد
  

 
  

  خوانش نمونه بعد از تكثير و تشكيل پل در روش ايلومينا مرحله3شكل 

  
  SOLiD تعيين توالي به روش -ب

هـاي    توسط دانـه DNAدر اين روش پيش از تعيين توالي،    
 Aqueous droplets(هاي روغني   در حبابگرآغازپوشيده از 

within an oil phase (امولـسيون  روش ايـن  . شـود  تكثير مي
PCR) Emulsion PCR(هـر كـدام از ايـن    . شـود   مـي  ناميده
 مـشابه اسـت     DNAهاي   ها حاوي يك نسخه از مولكول      حباب

  .اي قرار دارد كه بر سطح اسلايد شيشه
شود و در صورتي كه      از مي اي ب  هاي دو رشته   اليگونوكلئوتيد

. شـود  هاي مشابه براي اتصال پيدا كند به آن متـصل مـي            جايگاه
لازم به ذكر است كه نتيجه تعيين توالي، كيفيت و طول قطعـات          

  .  استايلومينادر اين روش، قابل مقايسه با روش 
  

 ]Pyrosequensing (454)[  تعيين توالي حرارتي روش-ج

 ـ      يكي از روش   ه مـوازات روش تعيـين تـوالي        هايي اسـت كـه ب
 Life Sciences 454توسط شركت ) Pyrosequencing(حرارتي 

 Rocheها توسط شركت     پيشنهاد شد و اين روش بعد      )آمريكا(
 در داخل   DNAدر اين روش قطعات     . خريداري شد  )سوئيس(

 امولـسيون (شـود   قطرات آب در يك محيط روغنـي تكثيـر مـي    
PCR .(     ت آب يك الگوي     در هر كدام از اين قطراDNA   قـرار 

شـود و در نهايـت       دارد كه به يك دانه حاوي آغازگر متصل مي        
دسـتگاه  . شـود  بر اثر تكثير آن يـك كلـوني فـشرده ايجـاد مـي             

خوان حاوي تعداد زيادي چاهك با حجم در حد پيكوليتر           توالي
هـا حـاوي يـك دانـه و آنـزيم            است كه هر كدام از اين چاهك      

 ايـن سيـستم از آنـزيم لوسـيفراز        . مخصوص تعيين توالي است   
)Luciferase Enzyme(كند بـراي تـشخيص     كه توليد نور مي

 تـازه تـشكيل شـده افـزوده         DNAهر نوكلئوتيد كه بـه رشـته        
اين روش نسبت بـه روش تعيـين       . ]10 [كند شود استفاده مي   مي

توالي سانگر، دقت خوانش بيشتر و هزينه كمتري دارد؛ هر چند           
 از ايـن نظـر داراي برتـري         SOLiD و   Solexaهـاي    كه روش 
 .]14 [هستند

  
  Ion Torrent روش -د

روش جديـدي بـر مبنـاي     )آمريكا( Ion Torrent شركت
همان روش شيميايي استاندارد تعيين توالي ارايه داد كه در ايـن            

ايـن  . شـود  روش از يك سيستم شناسايي نيمه رسانا استفاده مي        
هـا   ي كه در ساير سيستم    روش تعيين توالي بر خلاف روش نور      

هاي هيـدروژن كـه در هنگـام         شود، از شناسايي يون    استفاده مي 
هـاي   چاهك. كند شود، استفاده مي  آزاد مي  DNAپليمريزه شدن   
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 هـدف اسـت كــه يـك نــوع از    DNAكوچـك شـامل الگــوي   
ــد ــاي آن آب نوكلئوتي ــده اســت  ه ــري ش ــه . گي ــرايطي ك در ش

 DNAهـاي   كلئوتيـد نوكلئوتيد معرفي شده به محيط، مكمـل نو  
اين عمـل باعـث     . پيوندد هدف باشد، به رشته در حال رشد مي       

شود كـه نتيجـه آن بـروز يـك           هاي هيدروژن مي   آزاد شدن يون  
بـسته بـه    . ]15[شـود    واكنش در حسگر فوق حساس يوني مـي       

هاي حاضر در الگو شدت پيـام ارسـالي بيـشتر            تعداد نوكلئوتيد 
  .]16 [شود مي

  

 
 

شود و بر اساس رشته الگو از ميان انبوهي از نوكلئوتيدهاي نشاندار شده بـا فلورسـنت،                   پليمراز در ته چاهك ثابت مي      DNA؛ آنزيم   SMRTين توالي   روش تعي  4شكل  
  .شود شود و بر اساس فلورسنتِ آزاد شده توالي خوانده مي نوكلئوتيد مناسب را انتخاب كرده و سنتز انجام مي

  
  SMRT  روش-ه

نـده روش تعيـينِ تـوالي       ابـداع كن  ) كانادا( PacBioت  شرك
SMRT) Single Molecular Real Time (اين روش . است

طراحي شده كـه از   DNAسازي   بر اساسِ فرآيند طبيعي همانند    
فنـĤوري  ). 4شـكل   (كارآيي و درستي بالايي برخـوردار اسـت         

SMRT    ساخت( مشاهده سنتز (DNA      را در همان زمان وقوع 
پليمـراز در تـه      DNAدر اين روش آنـزيم      . زدسا پذير مي  امكان

ــه   ــك ك ــده ) ZMW) Zero-Mode Waveguideچاه نامي
سـپس بـر اسـاس رشـته الگـو، از ميـان             . شود شود ثابت مي   مي

انبوهي از نوكلئوتيدهاي نشاندار شده بـا فلورسـنت نوكلئوتيـد           
شــود و بــر اســاس  مناســب انتخــاب شــده و ســنتز انجــام مــي

تعيين توالي بر   . ]17 [شود ي خوانده مي  فلورسنتِ آزاد شده توال   
  : اساس اين روش داراي مزاياي زير است

 DNA منحصر به فرد تك مولكول       تجزيه و تحليل  امكان  ) 1
  و تشخيص تنوع توالي خاص از يك سلول به سلول ديگر

 جفـت   1000 بيشتر از     هاي طولاني  امكان خوانش توالي  ) 2
ردن كليه اطلاعات توالي باز كه امكانِ تعيين نقش ژني و جمع ك     

  .كند مورد نظر را تسهيل مي
 .تواند در يك روز آماده شود نتيجه تعيين توالي مي) 3

  
  Polony روش -و

هاي پيشنهادي براي نسل جديد      يكي ديگر از اولين روش    
 بـود كـه در      Polonyها، تعيـين تـوالي بـه روش          تعيين توالي 

والي كامل ژنـوم     براي تعيين ت   2005دانشگاه هاروارد در سال     
هـاي   اين يـك روش تركيبـي از تـشكيل كتابخانـه          . ابداع شد 

Paired-tag   امولسيون ،PCR    و ميكروسكوپ خودكار است  .
توان ژنوم اشريشيا كلي را با درسـتي بـيش از            با اين روش مي   

 درصد و با يـك دهـم هزينـه روش سـانگر تعيـين               9999/99
 ABIت  در نهايـت ايـن فنـĤوري توسـط شـرك          . توالي نمـود  

 .خريداري شد) آمريكا(
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  هاي كم كاربرد ولي مطرح روش
MPSS.  

هاي پيشنهاد شده براي نسل جديد تعيين  يكي از اولين فنĤوري  
  MPSS )Massively Parallel Signatureهــا روش  تــوالي

Sequencing( 1992اين روش براي اولين بار در سـال         .  بود 
و انفـصال   اسـاس ايـن روش بـر مبنـاي اتـصال            . پيشنهاد شد 

ايـن  . پذيرشگرها همزمان با افـزايش چهـار نوكلئوتيـد اسـت          
هاي خاص مناسب    روش براي شناسايي حذف توالي در مكان      

به خاطر پيچيدگي مكانيسم، اين روش بـه بـازار ارايـه            . است
نشد و تنها در همان آزمايشگاه پيشنهاد كننـده ايـن روش بـه              

ها شركت   عداين روش مبنايي شد كه ب     . دهي پرداخت  سرويس
Selectra  بهينه كـردن، آن را بـه صـورت يـك روش              پس از

. كاربردي مناسب براي تعيين توالي همزمان با سـنتز ارايـه داد   
يكي از جذابيت هاي مهم ايـن روش، توانـايي توليـد صـدها              

با وجود اين، روش ياد شده .  بودDNAهاي كوتاه  هزار توالي
 بـه وسـيله تعيـين تـوالي         گيري ميزان بيان ژن    تنها براي اندازه  

cDNA ايـن   2004كار گرفتـه شـد و در نهايـت در سـال               به 
 .  خريده شدSelectraشركت توسط 

  
  )Nanoball(نانو توپ 

ــا روش DNAتعيــين تــوالي  ــانوتوپ ب ــواع ن  يكــي از ان
هاي مورد استفاده در تعيين توالي با توان عمليـاتي بـالا             روش

در ايـن روش    . ار است براي تعيين توالي كامل ژنوم يك جاند      
ــاد قطعــات Rolling circleاز تكثيــر  ــراي ازدي  و DNA، ب

سپس با اسـتفاده    . كند ستفاده مي  ا DNAهاي   نانوتوپتشكيل  
هــا  اي، تــوالي نوكئوتيــد از روش تعيــين تــوالي غيــر زنجيــره

هـا،   در اين روش در مقايسه با ديگـر روش        . شود مشخص مي 
 هـاي  نـانوتوپ يـادي از    با مصرف مقدار كمتري مواد، تعداد ز      

DNA   اما با اين وجـود توليـد قطعـات         . شود  تعيين توالي مي
بـرداري ژنـي     كند زيرا نقشه   كوتاه از كارآيي اين روش كم مي      

 .با قطعات كوتاه مشكل است

Helioscope.  
تـوالي  « بر اسـاس فنـĤوري       Helioscopeروش تعيين توالي    

از ) True Single Molecule Sequencing(» درست مولكـولي 
 براي اتـصال    Aهايي با دنباله پلي       متصل به آداپتور   DNAقطعات  

مرحلـه بعـد   . نمايـد  اسـتفاده مـي  ) Flow Cell(به سطح فلوسل 
اي  سـازي، بـا شستـشوي دوره       شامل تعيين توالي مبتني بر طويـل      

هـاي نـشاندار اسـت       هاي در جريان، با افـزودن نوكليوتيـد        سلول
). كليوتيد در هـر مقطـع زمـاني        يك نوع نو   -مشابه روش سانگر  (

 باز را بخوانـد،     55تواند در هر خوانش       مي Helioscopeدستگاه  
ــشرفت ــا پي ــا ب ــĤوري درســتي خــوانش   ام ــن فن ــد اي هــاي جدي

 افـزايش   RNA و تعيين تـوالي      )Homopolymer (ها هوموپليمر
 .يافته است

  
RNAP) RNA Polymerase(  

 دانـه    بـه دو   DNA پليمراز و الگـوي      RNAدر اين روش    
هـا در    پلي استيرني جداگانه متصل هستند كه هـر دو ايـن دانـه            

 پليمـراز در طـول      RNAحركـت   . مجاورت حسگر قـرار دارد    
كنـد و ايـن تغييـرات ثبـت      تر مـي  ها را نزديك  عمل ترجمه دانه  

  .ها مشابه روش سانگر است در اين روش ثبت توالي. شود مي
  

  )Nanopore(نو منفذ نا
هـاي الكتريكـي ناشـي از        زخواني پيـام  اين روش بر اساس با    

 )Alpha Hemolysin (ها از منافذ آلفا همـولزين  عبور نوكلئوتيد
 طراحـي شـده     )Cyclodextrin (سـيكلو دكـسترين   پوشيده از   

كند جريـان يـوني      ها عبور مي    از حفره  DNAهنگامي كه   . است
 تغييرات بر اسـاس شـكل، انـدازه و طـول          اين. كند آن تغيير مي  

هـا   هر نـوع از ايـن نوكلئوتيـد       .  متفاوت است  DNAي  ها توالي
هـا   هاي زماني متفاوت جريان يون     هنگام عبور از حفره، با دوره     

جـا كـه نيـاز بـه         ايـن روش از آن    ). 5شـكل   (كنـد    را قطع مـي   
نوكلئوتيد تغيير شكل يافته ندارد، قابليـت توسـعه را دارد ولـي             

  .هنوز قدرت تشخيص در حد يك نوكلئوتيد را ندارد
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هـاي الكتريكـي     بـازخواني پيـام    ؛ نانومنفـذ  DNAروش تعيين توالي     5شكل  
  ها از منافذ آلفا همولزين پوشيده از سيكلو دكسترين ناشي از عبور نوكلئوتيد

 
VisiGen.  

 DNA براي تعيين تـوالي از يـك         VisiGenزيست فنĤوري   
اين پليمراز مانند   . كند پليمراز مهندسي شده مخصوص استفاده مي     

بدين مفهوم كه در مركز فعال خود بـا         . نمايد ك حسگر عمل مي   ي
يك رنگ فلورسنت تركيب شده است كه به عنوان دهنـده عمـل             

 اين دهنده بـه وسـيله تـشديد انـرژي انتقـالي فلورسـنت             . كند مي
)Fluorescent Resonant Energy Transfer: FRET(  عمـل 

ي است كـه    هاي نمايد كه شامل فلورسنت حاصل از نوكلئوتيد       مي
اين رويكرد سرعت خوانش را     . است به طور مجزا نشاندار شده    

برد زيرا در همان زمان كه پليمراز    در حد چند صدم ثانيه بالا مي      
ــي  ــصل م ــد مت ــه نوكئوتي ــي  ب ــود و  شــود خــوانش انجــام م ش

ايـن روش توانـايي     . شـود  هاي فلوروكرومي آزاد مـي     نوكلئوتيد
ارد كه البته بـه بررسـي و         نوكلئوتيد را د   1000خوانشي به طول    

 .تأييد بيشتري نياز دارد

  

  گامي به سوي آينده
هـاي سـرويس دهنـده       امروزه رقابت سنگيني بـين شـركت      

هـاي   دانشمندان در صـددند كـه روش      . تعيين توالي وجود دارد   
  جديدي براي كاهش هزينه و زمان در كنار افزايش دقـت ارايـه             

  

سـازي   سـط روش دورگـه    به عنوان مثال تعيين تـوالي تو      . دهند
)Hybridization (            يك روش غير آنزيمـي اسـت كـه در آن از

 مورد نظر براي    DNAالگوي  . شود  استفاده مي  DNAريز آرايه   
شـود و بـر بـستري        گـذاري مـي    تعيين توالي با فلورسنت نشانه    

هاي ارسالي قوي    پيام. شود هاي مشخص دورگه مي    حاوي توالي 
ناشي از دورگه شدن و ايجاد لكه بر سطح آرايه نشانگر وجـود             

طيـف سـنجي حجمـي      . ها در قطعه مورد نظـر اسـت        آن توالي 
)Mass Spectrometry (توانـد بـراي بررسـي تفـاوت تـوده       مي

  .اي استفاده شود هاي زنجيره اكنش توليد شده در وDNAقطعات 
هـاي تعيـين ژنوتيـپ       در ايران نيز محققان زيـادي از روش       

كنند و در مواردي براي كاهش زمان و هزينه ناچـار            استفاده مي 
هـاي پيـشرفته     هـا و دانـشگاه     به اشتراك گذاشتن كار با شـركت      

 امروزه در حال    DNAهاي تعيين توالي      روش .]21-18 [هستند
كند تا بـا نـشاندار كـردن         ها تلاش مي   اين روش . پيشرفت است 

DNA ،هـاي    خوانش توالي هنگام عبـور از حفـره         عمل  پليمراز
 يـا   AFMماننـد   (هاي ميكروسكوپي     روشبا  و   انجام گيرد    ريز

Transmission Electron Microscopy (   يا نـشاندار كـردن
ري ها، شرايط را طـو     تر مانند هالوژن   نوكلئوتيد با اجزاي سنگين   

هـا را در قطعـاتي بـه     فراهم نمايد كه بتـوان جايگـاه نوكلئوتيـد     
  نوكلئوتيد با چشم مشاهده و ثبـت نمـود         5000بزرگي بيش از    

هدف نسل سوم فنĤوري، حذف مـصرف مـواد اضـافي و         . ]22[
با هدف افزايش     پليمراز DNAافزايش كارآيي عملكردي آنزيم     

  .]23 [توان عملياتي و كاهش هزينه و زمان است
ــرو ــانگر ميك ــر و   در روش س ــل تكثي ــه مراح ــدي، كلي فلويي

 10اي بــا طــول   تنهــا روي يــك ســطح شيــشهDNAجداســازي 
هاي مصرفي و هزينـه      گيرد كه اين ميزان معرف     متر انجام مي   سانتي

انـد كـه بـا       علاوه بر اين دانـشمندان نـشان داده       . دهد را كاهش مي  
ي روش تعيـين تـوالي      توانند تـوان عمليـات     استفاده از ريز تراشه مي    

  . ها در اين زمينه ادامه دارد معمولي را بالا ببرند؛ هم اكنون پژوهش
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