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                Colony PCR 
 

 دکتر محمد مهدی حیدری

 عضو هیات علمی ژنتیک مولکولی 

 دانشگاه یزد

ی رشد کرده در محیط کشت حاوی آنتی بیوتیک  ها  یکلن  یغربالگر  ی برا  یبه روش   ازی ن  ی مولکول  ی ساز  کلون          

با هضم  کار    نیا  ی . به طور سنتشناسایی شود  (Inserted fragmentاست تا کلنی های حاوی قطعه دلخواه )

کمتر    نهیتواند همان کار را در زمان کمتر و هز  یم PCR یحال کلن  نیشود. با ا  ی انجام م  کنندهمحدود  میآنز

 عبارتند از:  PCR یکلون یبرا  ید یانجام دهد. مراحل کل

 شما.   قطعه دلخواهوجود   صیتشخ ی برا ییمرهایپرا ی ( طراح1

عنوان    به   ی باکتر   مقدار کمی از کلنی ( را با استفاده از  مرازی، پلdNTPs  مرها،یپرا (  PCR دواکنش استاندار  ک ی(  2

 الگو.  

 . د یکن  ل یو تحل ه یتا اندازه محصول را تجز   د یکنران ژل  یخود را رو  PCR ( محصول3
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 PCR یکلن  یمرهایپرا   یطراح

وجود    مریپرا  ی طراح  یبرا  ی استراتژ   3است.    مرهایپرا  ی طراح  PCR  ی کلن  ی مرحله برا  ن یمهم تر  د یو شا  نیاول

 دارد: 

 درون قطعه دلخواه  ی اختصاص یمرهای( پرا1

 ، توالی وکتور  یاختصاص ی ( آغازگرها2

 . دار مخصوص جهت  ی( آغازگرها3 
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آغازگرهادرون قطعه دلخواه   یاختصاص  یمرهای پرا (1 دلخواه   ژه یو  ی:  به    اتصال   یبرا  درون قطعه 

کلون مثبت محصول    ک یاست، با    " ری خ  ایبله  "نوع تست    ک ی  ن یشده اند. ا  ی طراح  قطعه دلخواه  ی توال

فقط    مرینوع پرا  نیا  ن، یشود. علاوه بر ا  ینم   یمحصول  چیمنجر به ه  یکلون منف  کیو    تکثیر می شود

را مشخص    جهت درست  صحت اما    ر، یخ  ایخاص شما وجود دارد  قطعه دلخواه    ایکه آ  د یگو  ی به شما م

 .را مشخص نمی کند شما  د یدر پلاسمنمی کند همچنین صحت قرارگیری درست  

  مرهایپرا  نیاست. ا  وکتور   ی مخصوص توال  یمرهایپرا  یدوم طراح   نه ی: گزوکتور یمخصوص توال  یمرهایپرا .2

کلون    کی شوند.  متصل می  هستند،    یر یکه در کنار محل قرارگ  ییشده اند که در محل ها  یطراح  یبه گونه ا 

نوع    ن یکند. ا  یم   محصول کوچکتر ایجاد   قطعه دلخواه بدون    ی کلون منف  ک یمحصول با اندازه بزرگتر و    ک یمثبت  

  ی برا  ن یهمچن  مر ینوع جفت پرا  ن ی. اریخ  ایدارد    یدرج اندازه درست  ا یکه آ  د یبه شما بگو  تواند ی م  مر یجفت پرا

  ی است. هنگام  ی مختلف هستند، عال  قطعات  ی شده اند اما حاو  جاد یا  پلاسمید که با همان    یی کلون ها  یغربالگر

قطعه کلون    یکه توال  ستی مهم ن  د، یکن  ی م  ی طراح  یساز  کلون در خارج از محل    اتصال   ی را برا  ییمرهایاکه پر

مختلف استفاده    قطعات وجود    ی غربالگر  ی برا  مر یدهد که از همان جفت پرا  ی امکان را م  ن یبه شما ا  ست، یچ  شده

 .دهد  ی ارائه نم گیری توالی دلخواه را در مورد جهت قرار  یاطلاعات مرینوع پرا ن ی. نقطه ضعف: اد یکن

ممکن    د، یدار  از ین  قطعه دلخواه   یر یدر مورد جهت قرارگ  ی : اگر به اطلاعاتجهت دارمخصوص    ی. آغازگرها3

  ر د  ی به دنباله ا  مر ینوع جفت پرا  نیا  ی از اعضا  یکی.  د دار مناسب باش   مخصوص جهت  یمرهایپرا  یاست طراح

 شود.   ی م توالی دلخواه متصل   یرو دیگر  مریپرا ک یشود و   ی م قطعه دلخواه متصل کنار 

 PCR   انجام

  مرها، ی، پراالگو  DNAاست:   PCR واکنش استاندارد  کی  یسازمشابه آماده   باًیتقر  PCR  -ی کلن واکنش  یاندازراه

با    بی ها را ترکdNTP و  مرازیپل تفاوت    ک ی.  د یانکوبه کن PCR رکلیبرنامه استاندارد ترموسا  ک یکرده و سپس 

و    نیعمل کند. مقابله با ا PCR یعنوان الگو  هآزاد شود تا ب   یاز باکتر  د یبا  د یپلاسم DNA است که  نیا  ید یکل

 .شده است آورده ری در ز PCR یکلن  یبرا  گریچند نکته د

  ی و در مقدار کم  د یانتخاب کن  پت ینوک پ  ا ی  لی استرخلال دندان    ک یرا با    ی کلن  کیالگو:  یآماده ساز (1

 .  د یانتخاب کن  شیآزما  یرا برا ی کلن 10تا   3در مجموع . د یبچرخان لیآب استر

به کلون    یاستفاده بعد   یبرا  د یخواه  یمرحله، م   نی: در ایبعد  کشت  یکلون ها برا  یساز  ره یذخ  (2

 PCR زی. اگر قرار است آنالد یکار را انجام ده  نی ا  د یتوان  ی. چند راه وجود دارد که م د یکن  زان یخود آو  یها
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کرده و از    ره یرا ذخ  ماندهیقآب با-یباکتر   ونیسوسپانس  د یتوان  یم  د، یخود را در همان روز کامل کن  یکلن

 تری خود را طولان  یهاکلون   د یخواهی . اگر مد ی مثبت خود استفاده کن  یشروع کشت کلون ها  ی آنها برا

  ع یشروع کشت ما  ی برا  پلیت   ن یاز ا  د یتوان  ی . مد یقرار ده LB لیتپ  ک ی  ی را رو  های فقط کلن  د،یکن   ره یذخ

 .  د یاستفاده کن

باکتر   زیل  (3 تنظ  یکردن  و  باق-یباکتر   ونیسوسپانس :PCRش  واکن  میها  الگو   ماندهیآب  عنوان    ی به 

 واکنشدر  با جوشاندن مختصر نمونه قبل از استفاده  ها را    یباکترکند. شما    یشما عمل م PCR واکنش

PCR  تا  د یکن  زیل DNA آزاد شود د یپلاسم  . 

  نکه یا  ی بررس   یهستند که برا  ی همان موارد  PCR  ی کلن  یها براکنترل   نیبهتر  کنترل ها:   PCRواکنش   (4

  ی برانیز بدون الگو  PCRواکنش   کی ی اجرا .ری خ ای کنند ی در وهله اول کار م  یکلن  PCR یمرهایپرا ایآ

 است. یخوب  دهیا ی آلودگ صیتشخ

 ژل یرو PCRاندازه محصول  لیو تحل هیتجز

 

 

تا اندازه آنها    د یکنالکتروفورز  ژل آگارز    یشما کامل شده است، زمان آن است که محصولات را رو   PCRاکنون که  

  ی داده شد خلاصه م  حیسه آغازگر که قبلا توض  ی را برا  افتهی  م یمورد انتظار تعم  جی شکل بالا نتا  . مشخص شود

دهند، در    ینوار م کیمثبت )+(  ی(، کلون ها1)  درون قطعه دلخواه یاختصاص یمرهایپراکند. هنگام استفاده از 

  ، یمنف  ی با کلون ها  سهیمقا  ر ( د2)   وکتور  یتوال   یاختصاص  ی آغازگرهادهد.    ی( نم- )  یکلون منف  ک یکه    یحال

  مخصوص جهت دار   یآغازگرها  ت،یدهند. در نها  یمثبت )+( ارائه م   ی کلون ها  یبا اندازه بزرگتر برا  ی محصولات
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که    ند یگو  ی به شما م نیدهند، اما همچن   یدرج م  ژه یو  یمرهای( را به عنوان پرا-بدون باند ) ا ی( همان باند )+( 3)

 . ریخ ایدارد  ی درست قطعه درخواه جهت گیری  ایآ

 Sanger Sequencing  با قطعه دلخواه  یتوال یبررس

  ی ابی  ی توال  یبرا  دهایکلون ها و ارسال پلاسم  نیا  یمرحله آماده ساز  نیچند کلون مثبت، آخر  ییاز شناسا  پس

 و  د یپلاسم  نیاتصالات ب  یو توال   یریجهت قرارگ   قطعه دلخواه،  یتوال  دهد ی به شما امکان م  یابییسنگر است. توال

DNA  د ی کن  د ییرا تأ شده درج. 

 نکات و ترفندها 

  ا یشما را مهار کنند   PCR توانند واکنش  ی م  ادیز  اریبس  ی ها  ی . باکتربرندارید   یکلن   ک یمقدار زیادی از   (1

 .ژل شما ظاهر شوند  یرو  یاختصاص ر یباعث شوند محصولات غ

  ی م  افتیبا اندازه مورد انتظار را در PCR که محصول  لیدل  نی. فقط به اد یمراقب نکات مثبت کاذب باش  (2

کلون   نیحتماً چند  ش،یشما وجود ندارد. قبل از ادامه آزما قطعه که جهش در  ستین یمعن  نیبه ا د یکن

 .دشو  د ییرا تأ قطعه شما ی تا توال د یارسال کن یابیی توال  یمثبت را برا

را    یترکوتاه  PCR یهاتر، برنامه کوتاه   یهاکونی کوتاه تر بهتر هستند. آمپل  (PCR)قطعات    یها  کونیآمپل (3

 را لازم دارد. 

ترانفرم    د یپلاسمتوالی  است که با همان    ی کنترل مثبت خوب باکتر  ک ی.  د ی از کنترل مثبت استفاده کن (4

 PCR مواددر    یکه ممکن است مشکل  د یدان  یکند، م  ینم  تکثیررا    ی کنترل محصول  نی. اگر اشده است

 .وجود داشته باشد   مریپرا یطراح ایو/

از همان    ترانسفرم نشده خوب، کشت    ی کنترل منف  ه یسو  ک ی.  د یاستفاده کن  ی کنترل منف  ه ی سو  کیاز   (5

 .  د یاستفاده کرد ی ساز کلون ی است که برا یباکتر  هیسو


