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  هاي آنيابي نسل جديد و كاربرداي بر تواليمقدمه
  2مهرداد زينليان و *1الهه محمودي ،1             مينا امين

  گروه زيست شناسي سلولي و مولكولي شيمي، كاشان، دانشكده كاشان، دانشگاه 1
  اصفهان، دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي درماني اصفهان، دانشكده پزشكي، گروه ژنتيك و بيولوژي مولكولي 2

  چكيده
 كيرا در  دهايقرار گرفتن نوكلئوت بيترتتوان ميآن  توسطكه  است شناسيستيز درها روشترين مهماز  DNA يتوال نييتع

 مانند روش  ،ترقديمي هايروشوجود دارد كه  DNA يتوال نييتع فاوت درروش مت نيچند. دكرمشخص  DNA قطعه از

Sanger  توالي ترجديد روش هايو توان عملكردي بالا يابي هاي تواليهزينهاست و لذا محققان براي كاهش هزينه پرو بر زمان -

 سريع يابيتوالي قادر به  نسل جديد روش هاي .كرد بنديتقسيم به سه نسلتوان مي رايابي تواليابداع كرده اند؛ امروزه را يابي 
 نييتع ،مناطق هدفيابي توالي ،ژنگانكل يابي توالي توانمي نسل جديد روش هايبه كمك . استDNA قطعات بزرگ و همزمان

نسل  يابيز تواليهر روش ا نكهيبا توجه به ا .كرد يرا بررس يكيوراژنت راتييو تغ RNA يتوال نييتع ،بنديهمسر از نو و يتوال
 هايويژگي بر اساس نيمحقق كهاست  نيايابي توالي روش هاي نهيامر در زم ترينمهم رو نياز ا ،دارند ييايو مزا بيمعا ديجد

  .ندنكانتخاب كارايي  را از نظريابي توالي روشترين مناسبخود،  يطرح پژوهش
توالي يابي ، موازي بزرگيابي ، تواليگيلبرت-ماكسام، روش سنگر روشنسل بعدي توالي يابي،  ،DNA تعيين توالي :گانواژكليد

   .تك مولكول
 e.mahmoodi_kh@kashanu.ac.ir: ، پست الكترونيكي03155913042: نويسنده مسئول، تلفن* 

  مقدمه
همواره مورد توجه  1970از اوائل دهه  يكيژنت يتوال نييتع

 يمولكول زيست شناسي ،يستيدانشمندان و محققان علوم ز
هاي روش ،بوده ياهيو گ يجانورعلوم  ،يپزشك كيو ژنت
يابي توالي .ه استشدابداع  منظور نيا يبرا يمتنوع
 ,A, T, C)  دهايوتئنوكل يريقرارگ بيترت تعيين يديوتئنوكل

G) اسيدكريبونوكلئيدزكسيقطعه  كيدر(DNA)  ريبو اي -

 يابي يتوال متنوعهاي روش .است (RNA) اسيديكئنوكل
يدها را تمي توانند توالي نوكلئو ميمستق ريغ ايو  ميمستق

 ييبخش جدا يدينوكلئوت يتوال نييتع .ندكن مشخص
و در  زيست شناسي است هيپا قاتياز علوم و تحق يريناپذ
 ييجناهاي تشخيص ،زيست فناوري ك،يژنت ،يم پزشكوعل

 ،شناسيويروس ،زيست شناسي سيستمي ،يقانون يو پزشك
و  شيپ يكيژنتهاي بيماري يطب صيتشخو شناسي باكتري
  .كاربرد دارد ولدپس از ت

كه با  تعيين توالي در عيسر اريو بس ريچشمگ شرفتيپ
كامل  يتوال افتني نهي، زمآمد دست به مدرن يتكنولوژ

 ريانسان و سا ژنگانموجودات گوناگون شامل  )ژنگان(
را فراهم  يو باكتر يروسيو هايگونه و اهانيجانوران، گ

گير وقت و دهيچيپ اريبس يابيتوالي يميقد هايروش .دكر

 1970و در طول زمان از شروع آن در اوائل دهه  اندبوده
 يتوال دينسل جد هاي روش و انديافته ريياً تغدائمتاكنون 

 اريبس توالي ها (NGS= new generation sequencing) يابي
بر پاية  .انجام پذيرند ترتر و دقيقسريع و به مراتب ترساده

نسل  :پيشرفت ها سه نسل توالي يابي معرفي شده است
-  ماكسام روش سنگر،( 2007تا  1977 از يابيتوالي اول
 Massive( 2013تا   2007از  يابيتوالي نسل دوم ،)لبرتيگ

parallel sequencing ( تا  2012از  يابيتوالي نسل سومو
 )Single molecule sequencing(تك مولكول  روش كنون،
تعيينِ توالي كامل، تعيين  هاينمونه يكي از نخستين. است
در بود كه   MS2 وفاژيباكتر ژنگانمربوط به  RNA توالي

انجام  1976و  1972 هايسال نيببلژيك  GHENT دانشگاه
  .)1(بود هايابي ژنتوالي موضوع نقطه عطف ني، اشد
 يابياول توالي نسل

- متوسط سنگر و ماكسا يابيتوالي ينسل از تكنولوژ نياول
 و يبر اساس سنتز توال بيكه به ترتشد  نهاده انيبن گيلبرت
روش  2008تا قبل از سال . بودند يبرش در توال ايجاد

  . روش غالب بود يستيز يها سنگر در پژوهش
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و به درون چهار لوله  كسانيبخش  4به  با تقسيم تك رشته را DNA دارندهبر در نمونه :توسط روش سنگر  DNAيابي بخشي ازتوالي -1شكل 

آميد آكريلپلي ژل يقطعات بر رو نيا .دشواضافه مي به درون هر لوله زين يهمانندسازي برا ازيمواد مورد ن يهمه سپس ،داده انتقالمختلف  شيآزما
  .)1(ندشوسوار مي

  

رسنت كه هر رنگ آن ئواستاندارد فلو يرنگ چهار برچسب
با  بود DNAدر ساختمان  كنندهتكشرباز  4از  يكيبه 

 يبرا يبه عنوان روش يرگياستفاده ازالكتروفورز مو
توسط  يبازها به صورت تجار كياتومات ييشناسا
 و Applied Biosystems  ،Life Technologiesيشركتها

Beckman Coulter دئوكسي دي كاربرد. شود يم عرضه
نده ده ختم روش سنگر به عنوان فسفات درترينوكلئوزيد

 رشتة در حال سنتز روش كلاسيك ختم .است  DNA ريزنج
 DNA همچون الگو، آغازگر واي تك رشته DNA به ازين

نوكلئوتيدهاي  و فسفاتترينوكلئوزيددئوكسيدي پليمراز،
 رشته شدن ساختهبراي ختم  (dideoxyNTPs)  افتهي تغيير

DNA يريبه كارگ ،روش نيا انيبن) 1 شكل. (دارد 
  ddNTPs (dideoxynucleotids) نامبه  يي ويژه ادهاينوكلئوت

 و هستند خود 3 ′كربن  يبر رو OHبوده كه فاقد گروه 
 رهيزنج نيا رنديقرار گ كينوكلئ دياس كي ساختار در اگر
  .)2و  1(  بلندتر نخواهد شد گريد

گيلبرت، بر پايه هضم -يابي بر اساس روش ماكسامتوالي
شيميايي بوده و نيازي به پليمريزاسيون قطعه مورد نظر 

دو  DNAاز  ’5ندارد و يك فسفات راديواكتيو به انتهاي 
 ي پروژه نينخست؛ )3, 4 () 2شكل (رشته اضافه مي شود 

در سال ) ترون گيژنگان كر(كامل ژنگان انسان يابي توالي
. ديسنگر به اتمام رس يابيتوالي روش ي لهيبه وس 2007

 يبسترها يبر رو يابيتوالي روش غالب گريگرچه اكنون د
NGS به خاطر صرفه جويي در  اما هنوزشود مي انجام

 يتوال كيابي يتوالي كه هدف هاييپروژه در هزينه ها
 زيآنال كرها،رومايب صياست مانند تشخ DNAمشخص از 

سنگر  CEاز بستر  ،ينيبال يصيتشخ يكاربردها ها، ريمس
  .شود ياستفاده م

 يابي ينسل دوم توال

  : اين نسل شامل چهار روش به شرح زير است
 Semiconductor Sequencing، روش pyrosequencingروش 

(Ion Torrent)  ، روشillumine و روش ABI (Applied 

Biosystems)  .  
و تحت  Roche 454توسط دستگاه  يابيتوالي نسل دوم
از  Roche 454 .دش يبه بازار معرف نگيكوئنسيروسيعنوان پا
 هدف استفاده يكلون وار توال ريجهت تكث PCR ونيامولس
- اهكاز چ يشامل تعداد فراوانيابي توالي نيماش. كندمي

 نيكدام از ا كه هربود ليتر كويپ اسيدر مق يبا حجم هايي
كوچك و  چهيگو كي يچاهك ها در درون خود دارا

از  نگيروسكوئنسيپا). 3شكل(يابي هستند يتوال يها ميآنز
ي بازها صيجهت تشخ كند يم دينور تول كه فرازيلوس ميآنز

  .)6و 5( كند ياستفاده م DNAدر  تازه سنتز شده
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دو قطعه  به DNA ،هاي برشياندونوكلئازي به وسيله سپس ،شوددار مينشان انتهايي ’3يا'5  ابتدا فسفات: گيلبرت-روش ماكساميابي به توالي -2شكل

توسط الكتروفورز از هم  قطعات و شوندمي رشته از هم جدا ، دودر مرحله بعد. نشاندار است رفسف كي يدارا كي كه هرشود مي ليتبد ينامساوي 
  .)2(كننديين ميرا تع DNA يرا جدا و توال هانوكلئوتيد يخاص ييايميبه روش ش تيدر نها. مي شوند جدا

 

دهنده برگشت  خاتمه قياز طر نايلوميا ي لهيبه وس يابي يتوال
 يهدف بر رو يتوال يا خوشه رياز تكث نايلوميا است، ريپذ
 .)، الف و ب4شكل ( كند يسطح جامد استفاده م كي

 هك ديبا استفاده از افزودن چهار نوع نوكلئوت يابييتوال
 ،شده ينشانه گذار ويژهفلوئورسنت  رنگ كيهركدام با 

، 4شكل ( خاتمه دهنده قابل بازگشت هستند يبازها يدارا
 نايلوميدر روش ا نگيروسكوئنسيبرخلاف روش پا .)ج

 دينوكلئوت كيدر هر مرحله تنها با افزودن  DNAسنتز 
كه بر اثر افزوده  يريبعد از ثبت تصاو. گيردمي صورت

شده اند،  جاديا DNAبه فلوئورسنت  يشدن بازها
قابل بازگشت به  يها دهنده  وفور به همراه خاتمهئورفلو

آغاز  يبرا طيشرا ،هشد شسته  DNAاز  ييايميكمك مواد ش
 .)9،10( دشومي ايهم يدور بعد

 ’Applied Biosystem/Life Technologies يشركت ها

SOLiD technology  با  را يابي يتوال يواكنش اتصال برا
 ي از همه كه به كار مي گيرند هايياز پروباستفاده 

با طول  يتوال كي مربوط به محتمل يدهايگونوكلئوتياول
 ).5شكل ( اندگذاري شدهنهنشا يبر اساس محل توال ،ثابت
به  گريكديبعد از قرار گرفتن دركنار  دهايتنوكلئو گوياول

 گازيل لهياتصال دلخواه قطعات به وس. ندشومي هم متصل

به صورت  DNA. دشوها ميتوالي تيمنجر به ثبت موقع
 ونيكوچك درون امولس يفلز هاييگو يكلون وار بر رو

PCR فقط نسخه هاي چهيهر گو به نحوي كهيابد مي ريتكث 
 يها رو چهيسپس گو. درنرا دا DNAقطعه از  كي

تعيين مي  شانيو توال گيرندمي قرار يا شهيش يدهاياسلا
با روش ي يابي توال تيها از نظر طول و كم يتوال. شوند

 .)12، 11 (هستند سهيقابل مقا نايلوميا

از ، Semiconductor Sequencing (Ion Torrent) روش
+ ونيرها شدن  ، pH راتييتغ

H  به هنگام سنتز رشته تازه
و در  شودمي استفاده دهاينوكلئوت ييشناسا ي، براطيدر مح

 ونيليم كياز  شيب  رندهيدربرگ يفلز هاي همهر انيپا
DNA يابد؛ميانتقال  هاييريزچاهكبه درون اي تك رشته 
 هيتعب يونيحسگر فوق حساس  كي هاچاهك نيا ريدر ز

 انيو در پا كندمي را ثبت pH راتييتغ عاًيكه سر شده است
-ميآشكار  شگريدر نما كيپ كيصورت ه ب راتييتغ نيا

 يدهايدر هر مرحله نوكلئوت زيروش ن نيدر ا چون .شود
 ،شودمياخته شده به مخلوط واكنش افزوده همانند و شن

را هنگام  DNA يتوال ك،يپ نيا ديتول ساسبر ا توانمي
 .)8 و 7 ،1()6شكل( ددست آوره سنتز ب
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گروه برو رشته روبه همسان   ديكه با وارد شدن نوكلئوت يبه طور. ع شدن نور استوار استطروش براساس سا نيا :نگيروسكوئنسيپا -3شكل 

ال نوري به اين سيگن مي شود كه استفاده ATP ديتول درموجود در مخلوط واكنش   ( APS )فسفوسولفات نيبه همراه آدنوز شده آزاد فسفاتوريپ
 نييتع اضافه شده ديبراساس نوكلئوت رشته الگو واليت ،دآيمي به دستدر هنگام  سنتز  DNA يتوال ،كه بر پاية آن شودصورت يك پيك ثبت مي

  .)9( شودمي
 

 
  

  

  الف

  ب
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  illumineمراحل روش  -4شكل 

صورت ه ب ،شده يقطعات تك رشته ا نيسپس ا .دشومي آداپتور متصل DNAقطعات به دو سمت ، نشد اي رشته قبل از تك: illumineتكنيك : الف
 يا خوشه ريتكث :ب ؛شده است دهيمكمل آداپتور پوش هايتوالي طور متراكم باه سطح جامد ب نيكه ا ندشومي عيسطح جامد توز كي يبر رو تصادفي

آغاز عمل  :ج؛ آن آزاد است 3‘ يدروكسيه هيناح لذا به تراشه متصل شده اند 5‘از طرف گروه فسفات  مرهايپرا ،سطح جامد كي يهدف بر رو يتوال
  نور آزاد شده يابيو رد ديمتصل به نوكلئوت يو رها شدن فلوروفرها مرازيپل

  

از نظر حجم  يابييمربوط به نسل دوم توالهاي شانواع رو
 نيا. ندامتفاوت گريكدي از نهيطول خوانش و هز ،ييكارا

 شوندي ميپربازده تلق ياز نظر حجم كار ها عموماًروش
محدودة نيم تا گران و در  اريها بس آنهاي هدستگا متياما ق
 دودر هر  ها لگنايثبت و خوانش س. است دلار ونيليم يك
فسفات  رويپ هيتجز ايفلوئورسنت  يها نشانگركه از  يروش

 يبسترها .است ينور ردياب هاي ازمندينكنند مي استفاده
 يهاداز كاربر ياريگرچه دربسيابي ينسل دوم توال

 به خاطر بالا، نهيهز ردياب هايند اما بوده اموفق  يپژوهش
 ينشانگذار( ييايميد شانمونه ها و مو يآماده ساز يسخت

كار  يدگيچيپ) ييسوبسترا مينزآ يها فلوئورسنت و واكنش
دچار طول خوانش  تيو محدود ينور ردياب هايبا 

  .محدوديت هايي هستند
  يابييتوال ينسل سوم تكنولوژ

 يارزان و بازده ارينسل دوم بس يو ابزارها هاگرچه روش
از ورود به  پيش ديمراحل با يدر تمام يول دارندبالا 

 يابد شيافزا يتعداد رشته ها به اندازه ا يابييمرحله توال
موضوع علاوه بر  نيا .باشد يابيقابل رد برامده گناليكه س

- مي يابييباعث خطا در توال نديافزودن به زمان كل فرآ

 نيروش باعث مرتفع شدن ا نيا حذفبنابراين ، شود
تك  يابييدر نسل سوم كه توال. مشكلات خواهد شد

نسخه ها  شمار شيبه افزا يازياست، ن ناميده شدهمولكول 
- آماده از پس ماًيو مستق ستين يابيياز مرحله توال پيش

 نيبنابراشود مي آغاز يابيينمونه ها مرحله توال سازي
  . ) 13( است نييپا اريخطا بس اندازه
 Heliscope (Helicos Single  (:روش شامل نسل اين

molecule sequencing devi  روش ،) SMRT (Single 

Molecule Real Time اي Pac Bio sequencing روش و 
Nanopore Sequencing است. 

)PacBioRS( تك ملكول  -مرازيتك پل يابيليتواروش  كي
. را بخواند bp 1000تواند مي است كه Real timeبه صورت 

كه 1(ZMW) است  يحالت صفر موج كي يهر تراشه دارا
كه كند مي تيهدا ينانومتر 100را به منافذ ها نانوساختار
به  متصل يدهاينوكلئوت توالي سنتز مرازيپل DNAدرون آنها 

علاوه بر . دهدمي ئوفور انجاموبا فل هشد نشان دارفسفر 
نشان دادن سرعت اتصال  ،DNA يمشخص شدن توال

 يكيژنت يبه اطلاعات اپ ندهآيها ممكن است در  دينوكلئوت
 نيا. كمك كند DNA يرشته ها) ونيلاسيمت يمانند الگو(

كار  نيكه ا ستز دارايرا ن mRNA يابييتوال ييتوانا قالب
 صورت مرازيپل DNA يبه جا بوزوميكردن ر نيگزيبا جا
 اريبس يساختار نيبا چن ايلهيوس نيچن؛ )7شكل ( گيردمي

  . )1،5،13( گران خواهد بود

                                                 
1 zero-modo waveguide 

  ج
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رسانس ئورنگ مختلف فلو 4شده با  نشاندار يديگونوكلئوتيال هايبپرو وستنيپ هيروش بر پا نيا :ABI (Applied Biosystems) روش -5شكل 

تك  DNAقطعه  كي يكه حاوها هدان نيهر كدام از ا. كندمي مشخص رهيدو باز را در زنج گاهيهر پروب جا .استوار است )سبز و ينارنج ،يقرمز، آب(
 انجام كرورآكتوريم نيدرون ا DNAقطعه  ريجهت تكث PCRو واكنش  گيرندمي روغن قرار ونيقطره آب در امولس كيدر درون  ،اين است تهرش

  .)12( شودمي
  

 نيبا بالاتر يابيياز توال يبيروش ترك كي ،كامل كسيژنوم
از خود  يابيينسل توال نيسوم ميانرا در  يتوان ورود

- يتوال ريتكث ياز چرخه ها روش نيدر ا. استداده  نشان
 دهينام(nanoball) كه نانوتوپ  ييدر جا DNA كوچك هاي
كه تعداد دهد مي اجازه روش نيا. شودمي ، استفادهشودمي
شوند  يابييتوالمرحله در هر  DNA يهااز نانوتوپ ياديز

به  روش نيا. گيردمي صورت يكم نهيبا هز كار نيكه ا
ژنگان  يابييتوال يبالين يدر كاربردها يزيمآ تيطور موفق

با . گيرديژنگان كامل مورد استفاده قرار م يابييتوال رينظ
داده  گاهيكوتاه در پا هايليتوا هايهحال، خواندن نقش نيا

- يتومور م  DNA زيآنال ررفرنس به خصوص د كيژنوم
 تريننهيو كم هز نيپركاربردتر ديشا .مشكل باشد تواند
 ابزار كي) PGM( 1يژنگاني شخص نيماش ليدر تشك روش
 باشدآينده  بالينيو  يقاتيتحق هايهشگايزماآدر  يضرور

)1(.  
زاد آ و وني انيجر يتكنولوژيابي در حقيقت با يتوال يميش

 DNAتوسط  ديئوتلاتصال هر نوك يشدن پروتون در ط
چاهك  كرويم 2هيزآرايردر روش . باشديمرتبط م مرازيپل

                                                 
1 Personal genomic machine 
2 .Microarray 
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تا به صورت  دهدمياجازه  مرازيپل DNAبه  يانفراد يها
هر  ريدر ز. كند ريهدف را تكث  DNA قطعات يتوده ا

  يوني انيحساس به جر ستوريچاهك ترانز كرويم
(ISFET)راتييتغ pH پروتون را  يزاد سازآاز  يناش
 ميمستق يريبا اندازه گ (DV) ليپتانس رييكرده و تغ ييشناسا
 ستميس نيا ؛)8شكل (شود يثبت م دياتصال نوكلئوت عيوقا
شناساگر  چيها ندارد و ه دينوكلئوتگذاري به نشانه يازين

 انيجر PGM يابييتوال شيگنجا. ستين ازيمورد ن ينور
 اسيبا مق يقيتحقهاي پروژه يبرا K100كمتر از  يبرا يوني

 13،14(باشد يم يكاف باليني صيتشخ هايشگاهيازما ايكم 
 ييبه عنوان كالا NGSبه شروع  يورود آن به بازار متك ) .

به عنوان . باشديمزيست پزشكي و  هاي بالينيبا كاربرد
 ها ورها، آن اداپت ستميس ريمشترك در سا يژگيو كي

 نيچند پوياي هايد كه اجازه تستنچند گانه دار يباركد
) 318-314(موجود  هايتراشههاي زيسا. دهدينمونه را م

از . باشديدر هر ران م ياطلاعات توال MB  10-1000و 
فشرده  يندفرا كيموجود  يوني انيجر اتيكه عمل يينجاآ

-آماده تيك(كتابخانه سازي آماده با ونياتوماس راًياست اخ

 ليجهت تسه) كتابخانه  ايمرحله كي يابيليتوا سازي
شامل ها تيمحدود. در دسترس قرار گرفته است نديفرا

در  فنيو مشكلات  (bp 200-100) طول خواندن كوتاه
ها مريموپلوو ه اديز يتكرار هاييتوال قيخواندن از طر

صورت  يقاتيتحق آن دنيدر بهبود بخش راًيكه اخ باشدمي
  .) 1( گرفته است

 Heliscope (Helicos Single molecule sequencing كيتكن

devi) : بهره يتك مولكول واقع يابييتوالاز  يكنولوژاين ت
 كيسطح  يبر رو A يبه همراه دم پل DNAقطعات . برديم

بر اساس يابي يو به دنبال آن توالگردند مي محبس ثابت
با اي  چرخه يطول قطعه به كمك شستشو ها شيافزا

شده با فلوئورسنت  نشاندار ايدهياستفاده از نوكلئوت
كوتاه هستند ها  اگرچه خوانش؛ )9شكل ( رديگيم ورتص
دقت  شيروش منجر به افزا نيدر ا رياخ يها شرفتيپ

 امكان نيشده است و همچن مرهايموپلوه قيخوانش از طر
   )13و  5( فراهم ساخته است زيرا ن RNA يابيتوالي

  
 

 

 توالي يابي يبرا طيبه هنگام سنتز رشته تازه در مح pH راتيياز تغدر اين روش، : Semiconductor Sequencing (Ion Torrent)روش  -6شكل 
 نيا ريدر ز يابد كهميانتقال  هاييريزچاهكتك رشته به درون  DNA ونيليم كياز  شيب رندهيبرگ در يفلز هاي همهر انيو در پا شودمي استفاده

  .)1( شودميآشكار  شگريدر نما كيپ كيصورت ه ب pH راتييتغ نيا انيپاو در  شده است هيتعب يونيحسگر فوق حساس  كي هاچاهك
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كه هر  دهاياز نوكلئوت يمخلوط ،همزمان با سنتز يتوال نييتع : Pac Bio sequencingيا  SMRT (Single Molecule Real Time)تكنيك  -7 شكل
افزوده  ها كچاه نياز ا كيبه داخل هر توالي  نييجهت تع ونيزاسيمريپل يبرا ازيعوامل مورد ن ريبه همراه سا اندشده نشاندار يكدام با رنگ خاص

 ).13(دنشومي

  

  
دو  دركه  بهره مي برد ي باشدنانومتر م 2/ 5 يال 1به قطر  هاييكانال ينازك كه حاو اريغشاء بس كياز  ، Nanopore Sequencing روش -8شكل 
صورت تك ه ب DNA كه يزمان .شودها ميلكانا نيدر درون ا يوني انيجر كي جاديامر منجر به ا نيا .است شده هيالكترود تعب 2، هالكانا نيسمت ا

توسط  راتييتغ نيا و يابدمي رييتغ يونيان يجر دها،ياز نوكلئوت كيمقاومت هر  زانيم هيبر پا ،نمايدميعبور  زير اريبسهاي سوراخ نياز درون ا ايرشته
  .)14( گرددميثبت  يدستگاه

 NGSمتنوع  يكاربردها

و به  سازديرا مقدور م يمتنوع يكاربردها  NGSتكنيك
 در ارتباط بارا  موضوعيتا هر نوع  دهدميمحققان اجازه 

 يمرتبط با هر موجود ژنگانيو اپ پتومي، ترانسكرژنگان
از  ياديتا حد ز يتوال نييتع برنامه .دمورد سوال قرار دهن

داده  زيآنال قيو از طر يتوال يهاكتابخانه يسازآماده قيطر
بدون  يواقع يتوال نييمرحله تع است كه اساساًشده كتهيد
كتابخانه  يسازآماده تيك يتعداد .مانده استيباق رييتغ

 يتوال نييتع يرا برا ييهااستاندارد وجود دارد كه پروتكل
ها، اگزوم ليمورد هدف از قب ي، نواح mRNA،ژنگانل ك
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و  نيمتصل به پروتئ ينواح ،ياريانتخاب شده اخت ينواح
به  دنيرس ياز محققان برا ياريبس. كننديم شنهاديپ رهيغ

 يجداساز يرا برا يديجد هاياهداف خاص، پروتكل
عملكرد  كيكه مرتبط با را  ژنگاناز  يخاص ينواح

  .دانخاص است را توسعه دادهشناختي زيست
  NGSمتنوع  يكاربردها

 كاملژنگان  يابييتوال )1

ژنگان ( موجود يك ژنگان توالي كل روش يندر ا 
 هايميتوكندريايي در سلول DNA همراه به ايتههس

 )گياهي هايسلول در تلاسكلروپ DNA جانوري و
دست يافتن به واريانت هاي نخست . شودمي عيينت

به  ديگر افراد جامعهرا نسبت به بيمار ژنتيكي كه افراد 
 به عنوان يك مشكل مورد ،كندحساس مييك بيماري 

و  NGSيابي به روش هاي با دست توجه بوده است،
- بررسي واريانت توانايي آن راهكل ژنگان از يابي توالي

تر و بر روي تعداد افراد بيشتري هايي با فراوني پايين
 )15,1(ستفراهم شده ا

  مناطق هدف يابييتوال )2
روش بهينه و  NGSيابي توالييد توجه داشت كه با

در  روشاما اين  ،استتري براي آناليز ژنگان فراگير
بي ايتوالي بنابراين. نيست در دسترس نقاطبسياري از 

هاي خاص كه جهش يا تغييرات يك سري از توالي
مورد توجه قرار  شودمينها موجب بيماري آديگر در 

كل  يابييتوال يروش به جا نيگرفته است، در ا
-يتوال) انسان معمولاً(نمونه  يهاژنگان تنها اگزون

ارزان  ليدله ب روش عمدتاً نيا تياهم. شونديم يابي
. باشديكل ژنگان م يابييبودن آن نسبت به توال

 1ژنگان انسان تنها معادل  يهااگزون يمجموعه تمام
 80ز ا شيب ياز طرف ؛باشديكل ژنگان آن م درصد

- ينقاط اتفاق م نيدر ازا بيماري يهادرصد از جهش
بهتر است  يكيژنت يهايمارياز ب ياريلذا در بس. افتد

 exomeاز  whole genome sequencing يبه جا

sequencing  ودشاستفاده.    

  

  

  
 كيرا اضافه كرده تا فسفات تريآدنوزينيقطعات تك رشته، دزوكس ناي 3′يترنسفراز به انتها ناليترم ميآنز يريبا به كارگ ،Heliscope روش -9شكل 
به همراه  اندشده نشانداررسانس ئورنگ فلو كيتوسط  يكه  همگ ريپذختم دهنده برگشت يدهاينوكلئوت ،يتوال نييجهت تع .ايجاد شود dA يدم پل

  .)13( آغاز گردد ريتكث هيبر پا يتوال نييتع نديتا فرآ دنشومي صفحات افزوده نيبه ا مرازيپل ميآنز
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 Exome رايب NGS گوناگونامروزه از فرم هاي 

sequensing ناهمسانهايي كه چندين ژن در بيماري 
 Hot spotمستعد براي جهش دارند و يا بدون نقاط 

كه مي توان به  شوداستفاده مي ند،هستبراي جهش 
 ييهاهاي نقص ايمني و سرطانمانند بيماريمواردي 

  .) 1،16(  دكرمانند كلوركتال و يا سينه اشاره 
    1سرهم بندياز نو و  يتوال نييتع )3

ژنومي  توالينخستين  به معناي توليد ،نو يابي ازتوالي
ژنتيكي  يداده ريپتومي براي موجوداتي كهيا ترانسك

اين نوع  ،مي باشد در اختيار داريم آنهااز  اندكي
 شناخته شده RNAيابي تواليعنوان يابي به توالي

و  پيچيده ژنگانيابي توالي 2007است كه در سال 
هاي تركيب روش كارگيريبههتروزيگوت انگور با 

Sanger و براي  نسينگ انجام شده استو پايروسكوئ
 هايهاي خوانده شده با روشبار توالي نخستين
Sanger  وNGS  يوكاريوتي با  يپيچيده ژنگاناز

   )17,1 (شدند سرهم بنديموفقيت 
  RNA يتوال نييتع )4

 كل RNA يابيتوالي ،NGS يكي از كاربردهاي مهم
امكان بررسي تمام  روشاين  كارگيريبهبا است؛ 

 انواع مختلف نسخه هاي موجود در سلول اعم از

RNA به منظور  وجود دارد، رمزگذارو غير رمزگذار
 cDNA پس از تبديل اين مولكول به RNA يابيتوالي

 Illumina و 454يابي هاي توالياز تكنولوژيبيشتر 

توان در يم RNA-Seqبا استفاده از  .شوداستفاده مي
 يهاژن هيكل يانيب لياندك به پروفا اريزمان بس

اندك دست  نهيو با هز يبه صورت كم سميارگان
كل  RNAروش تنها به  نيدر ا). پتوميترنسكر( افتي
انجام  يتوسط كمپان شيمراحل آزما هيو بق است ازين
 شنسبت به رو ياريبس يايروش مزا نيا. شوديم

روش علاوه بر  نيدر ا. دارد Microarrayمنسوخ 
صورت  زين يتوال نييها، تعژن انيب يكم يريگاندازه

 يحابه طر يازين real-time PCRبر خلاف. رديگيم
نوع  نيدقت ا. ستين مريپرا ايپروب و 

 Microarrayاز  شتريبه مراتب ب كسيپتوميترنسكر
مقرون به  اريآن بس نهيتر هزو از همه مهم. است

                                                 
1 . Denovo sequencing and assembly 

اگر  real time PCRبا  سهيدر مقا يحت. استتر صرفه
عدد باشد  10از  شيب حدوداً ديكاند يهاتعداد ژن

ساده  اريبس عتر،يو البته سر(ارزانتر  RNA-Seq روش
 .خواهد بود) شتريب اريبس يافتيدر يتر و حجم داده

ها در هايي مانند سرطاندر بيماري RNAيابي توالي
بيان يك آلل خاص يا يك  شناساييي زمينه

رونوشت به هم متصل كه به طور اختصاصي در 
از اهميت بالايي  سلول سرطاني وجود دارد،

ها به هم و اتصال ژنار است و به عنوان مثال برخورد
هاي بسياري هاي ادغام شده از ويژگيايجاد رونوشت

هاي نرم هاي بافتهاي خوني و سرطاناز سرطان
توان به عنوان ها ميو از اين رونوشت است

نشانگرهاي تشخيصي و كمك كننده به تعيين نوع 
 NGSدرمان نيز استفاده نمود كه با توجه به كارامدي 

كل ميتوان از آن به عنوان يك  RNAدر تعيين توالي 
ابزار مناسب در تشخيص و كمك كننده در درمان ياد 

  .)1،18(  دكر
  كيژنت ياپ راتييتغ يبررس )5

كنش بيولوژيك يك برهم DNA ارتباط بين پروتئين و
 DNA ي در قابل دسترس بودناست كه نقش عمده ا

براي بررسي پروفايل . ها داردو تنظيم بيان ژن
ژنومي و  در مقياس DNAهاي متصل شده به پروتئين

هاي هيستوني و همچنين تغييرات پروتئين
 combining chromatinاز تكنيك  ها،نوكلئوزوم

immunoprecipitatiom به اين ترتيب  .شودفاده مياست
و تفكيك  ايمونوكروماتين دهيكه پس از رسوب

-يابي ميتوالي NGSروش به كمك  DNA ها،پروتئين

 .)1،19(  دشو

يابي اسيدهاي نوكلئيك آزاد در خون و توالي )6
  ساير مايعات بدن

زاد در مايعات بدن به آ RNAو  DNAبررسي وجود 
شخيصي و پيش يك رويكرد جديد ت ويژه در خون،

ها مانند ي بسياري از بيماريآگهي دهنده در زمينه
-هاي پيش از تولد در بيماريسرطان و يا تشخيص

در گذشته با . استموزومي ورويا كهاي تك ژني و 
مشكل بزرگ  ،هاي نوكلئيكجداسازي اين اسيد

نها و سپس ي اول ميزان پايين آها در درجهبررسي آن
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يك سري از تغييرات و با تنها آنها  دار كردننشان
 ،نوكلئيك آزاد بودهاي خاص در اين اسيدهاي جهش

 DNA  ل يابي كتوان با استفاده از تواليمي اما امروزه
به NGS موجود در اين مايعات به روش  RNAيا 

 .)20(راحتي هر گونه مشكلي را تشخيص داد

  آناليز جمعيت ميكروبي )7
كه به مطالعه  كسي، متاژنومNGSاستفاده از با  

و  عتريسر اريشود بسيگفته م يكروبيم تيجمع
از نمونه  DNAروش كل  نيدر ا. تر شده استيعمل
آب، خاك، سطح بدن انسان و موجودات و ( يطيمح
جهت  يمراحل توسط كمپان هياستخراج و بق) رهيغ
 مانجا) ژنگانمتا(موجود  يهاژنگانكل  يتوال نييتع
و ايده آل براي تعيين يك روش مناسب  .شوديم

و  است باكتريايي و مخمر هاي ويروسي،ژنگانتوالي 
هاي در دسترس ر حال حاضر مقادير زيادي از دادهد

انواع  ها،به كشف جديد اتصال رونوشت NGSاز 
براي  .منجر شده استتعاملات پاتوژني  ها وجهش
 E. coli O104:H4ژنگانموفق به شناسايي  NGSمثال 

و  ژنگانقادر است كل   NGSهمچنين .شده است
هاي نزديك و در بين ارگانيسمارتباطات فنوتيپي را 

 جديد روشاين  .دبررسي كن هاي ژنتيكي رامكانيسم
هاي غير منتظره متاژنوميكس امكان شناسايي ويروس

  .)1(هاي جديد انساني را داردوسبيماري زا و وير

  بحث و نتيجه گيري
 يهاستميدانشمندان را قادر ساخت تا س NGS اختراع

 ريمطالعه كنند كه هرگز امكان پذ يرا در سطوح يكيولوژيب

 يابتكار يهااز روش يتعداد ،يتكنولوژ شرفتيبا پ .نبود
 يعيداده، دامنه وس زيآنال يهاتمينمونه و الگور يسازآماده

 يدر تعداد محققان ت تاساخ فراهمرا  يعلم ياز كاربردها
به آنها داده  يكه تاكنون پاسخ كيولوژيب ياز حوزه ها

هاي داده .نندك دايدست پ يجذاب اتينشده بود به كشف
زمان  نسبت بهبرابر  2از  شيب يبا نرخ NGS يخروج
 كي ،2002سال  در .تبوده اس شيدر حال افزاآن  اختراع

 )Gb( باز گايگ 1 توانست حداكثر حدوديواحد م يابييتوال
ترا  كينرخ به حدود  نيا 2011كند اما در سال  ديداده تول 

  .است دهيرس يابييتوال كيداده در ) Tb( باز
 NGSديرا تول يتوال يهااز داده ييحجم بالا تيقابل نيبا ا 

چند  يسازد تا به سرعت و طيكند و محققان را قادر ميم
 يهابه كل مجموعه داده دهيا كيچند روز از  ايساعت 

توالي توانند يمحققان در حال حاضر م. موضوع برسند كي
 كيها را در كنند و داده نييدور تع كينفر را در  5 ژنگان

اگر  .كنند ديتول ژنگانهر  يبرا كمتر يانهيهفته و با هز
 10حدود  CE يانسان با تكنولوژ ژنگان نياول م،يكن سهيمقا

بعلاوه به سه سال  ،شود يابييداشت تا توال ازيسال وقت ن
 اساساً NGS يمفهوم تكنولوژ. داشت ازين ليو تحل هيتجز
 لهيبوس DNA قطعات كوچك ي، بازهااست CE به هيشب
 ياز رو منتشر شده در زمان سنتز هر قطعه يهاگناليس

 نديفرا نيا NGS  .دنوشيداده م صيتشخ الگو DNA رشته
ها ونيلي، با م DNAاز قطعات يتعداد كم اي كي يرا به جا

 يتوال نييتع شرفت،يپ نيا .دهديانجام م يواكنش مواز
ر سراسر د DNA ياز جفت بازها يمناطق بزرگ عيسر

هاي متفاوت روشدر پايان  .را مقدور ساخته است ژنگان
 :كنيممي را نسبت به يكديگر مقايسه يابيتوالي

       

Single molecule 
real time 

sequencing 
Ion semiconductor 454 Illumina Solid Sanger 

 روش       
 ويژگي

290  200  700  50 -250  35 -50  400 -900  
طول خوانش 

)bp( 
87% 98% %99,9 98% %99,9  ميزان صحت %99,9

 ميليون 1 ميليون 5بيش از  35- 75000
3بيش از
 ميليون

1,4تا1,2
 ميليون

 نامحدود
مقدار خوانش در 

 )Run(هر دوره
ساعت24 ساعت 2 دقيقه 30ساعت و  2 روز10تا1 هفته2تا1 دقيقه20ساعت و  3  زمان هر دوره

سريع، خواندن توالي هاي 
 بلند

 سريع، هزينه كمتر
سريع، خوانده توالي

 هاي بلند
پرقدرت، بازده

 بالا
 هزينه كمتر

خواندن توالي هاي
 بلند، بسيار پركاربرد

 مزايا

 خطاهاي هموپليمري گران، بازده كم
خطاهاي هموپليمري، 
بسيار گران قيمت حتي 

 در يك دوره

مجهز و خيلي 
 گران

آهسته تر از 
روش هاي 

 ديگر

بسيار گران و غير
كاربردي براي پروژه 

هاي توالي يابي 
 بزرگ

 معايب



 1400 پاييز و زمستان ،10، شماره 5جلد                                                                                )            علمي(مجله زيست شناسي ايران 

85 

  منابع

1. Hui, P. (2014). Next Generation Sequencing: 
Chemistry, Technology and Applications, Topics in 
Current Chemistry, Vol. 336, PP. 1-18. 

2. Brown, T. A. (2010). Gene cloning and DNA analysis: 
an introduction, 6nd Edition, Wily –Black well press, 
New Jersey, United States, PP. 165- 84. 

3. Heather, J. M., Chain, B. (2016). The sequence of 
sequencers: The history of sequencing DNA, 
Genomics, Vol. 107, No. 1, PP. 1-8. 

4. Gaastra, W. (1985). Chemical cleavage (maxam and 
gilbert) method for DNA sequence determination, 
Methods in molecular biology, Vol. 2, PP. 333-341. 

5. Ansorge, W. J. (2009). Next-generation DNA 
sequencing techniques, New Biotechnology, Vol. 25, 
No. 4, PP. 195-203. 

6. Huse, S. M., Huber, J. A., Morrison, H. G., Sogin, M. 
L., Welch, D. M. (2007). Accuracy and quality of 
massively parallel DNA pyrosequencing, Genome 
Biology, Vol. 8, No. 7, PP. 143. 

7. Escalante, A. E., Barbolla, L. J., Ramírez-Barahona, S., 
Eguiarte, L. E. (2014). The study of biodiversity in the 
era of massive sequencing, Revista Mexicana de 
Biodiversidad, Vol. 85, No. 4, PP. 1249-1264.  

8 Gupta, A. K., Gupta, U. D. (2014). Next Generation 
Sequencing and Its Applications, Animal 
Biotechnology, PP. 345-367. 

9. Mardis, E. R. (2008). The impact of next-generation 
sequencing technology on genetics, Trends in genetics, 
Vol. 24, No. 3, PP. 133-141. 

10. Anderson, M. W., Schrijver, I. (2010). Next 
Generation DNA Sequencing and the Future of 
Genomic Medicine, Genes, Vol. 1, PP. 38-69.  

11. Diaz-Sanchez, S., Hanning, I., Pendleton, S., D’Souza, 
D. (2013). Next-generation sequencing: The future of 
molecular genetics, Poultry Science, Vol. 92, No. 2, 
PP. 562–572. 

12. Mardis, E. R. (2008). Next-generation DNA 
sequencing methods, Annual review of genomics and 
human genetics, Vol. 9, PP. 387-402. 

13. Gupta, P. K. (2008). Single-molecule DNA sequencing 
technologies for future genomics research, Trends in 
biotechnology, Vol. 26, No. 11, PP. 602-611. 

14. Pareek, C. S., Smoczynski, R., Tretyn, A. (2011). 
Sequencing technologies and genome sequencing, 
Journal of applied genetics, Vol. 52, No. 4, PP. 413-
435. 

15. Kaiser, J. (2008). DNA sequencing. A Plan to Capture 
Human Diversity in 1000 Genomes, Science, Vol. 319, 
No. 5862, PP. 395. 

16. Xuan, J., Yu, Y., Qing, T., Guo, L., Shi, L. (2013). 
Next-generation sequencing in the clinic: promises and 
challenges, Cancer Letters, Vol. 340, No. 2, PP. 284-
295. 

17. Ossowski, S., Schneeberger, K., Clark, R. M., Lanz, 
C., Warthmann, N., Weigel, D. (2008). Sequencing of 
natural strains of Arabidopsis thaliana with short reads, 
Genome research, Vol. 18, No. 12, PP. 2024-2033. 

18. Pease, J., Sooknanan, R. (2012). A rapid, directional 
RNA-seq library preparation workflow for 
Illumina[reg] sequencing. Nature Methods, Vol. 9, No. 
310. PP. 1-2. 

19. Furey, T. S. (2012). ChIP-seq and beyond: new and 
improved methodologies to detect and characterize 
protein-DNA interactions, Nature Reviews Genetics, 
Vol. 13, No. 12, PP. 840-852. 

20. Forshew, T., Murtaza, M., Parkinson, C., Gale, D., 
Tsui, DW., Kaper, F., et al. (2012). Noninvasive 
identification and monitoring of cancer mutations by 
targeted deep sequencing of plasma DNA, Science 
translational medicine, Vol. 4, No. 136, PP. 136-168. 

 


