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 :چکیده

به عنوان مولکول های کلیدی در تنظیم بیان ژن و فرآیندهای بیولوژیکی،اهمیت بسیاری در (miRs,miRNAs) هاMicroRNAشناسایی    

توسعه یافته اند که هر یک مزایا و معایب  miRNAروش های مختلفی برای شناسایی  تحقیقات زیست پزشکی و تشخیص بیماری ها دارد.

 تکنیک و  microarrayوnorthing blotting شامل هیبریداسیوندر این مقاله مروری به بررسی روش های مبتنی بر  مختص به خود را دارند.

این مقاله هم چنین به  میپردازیم. ، RT_qPCR8 و CHA7,DSN6,EXPAR5,LAMP4,HCR3,SDA2,RCA1بر پایه تقویت شامل های

نشان  مطالعهنتایج این  هد.ث قرار میدو چالش ها و فرصت های تحقیقات آینده را مورد بحمقایسه روش ها با بررسی مزایا و معایب آنها میپردازد 

کمک کند و زمینه ساز توسعه تکنیک  miRNAمیدهد که ترکیب روش های هیبریداسیون و تقویت میتواند به بهبود دقت و حساسیت شناسایی 

 .های نوین در این حوزه باشد

 تکنیک های مولکولی ،miRNAشناسایی  هیبریداسیون،تقویت سیگنال، ،miRNAهای كلیدی:واژه

 

 

                                                           
1 Rolling circle amplification 
2 Strand-displacement amplification 
3 Hybridization chain reaction 
4 Loop-mediated isothermal amplification 
5 Exponential amplification reaction 
6 Duplex specific nuclease 
7 Catalytic hairpin assembly 
8 Reverse transcription-quantitative polymerase chain reaction 
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 :مقدمه-1

     MicroRNAها (miRs,miRNAs) عملکردی و غیرکدکننده که هستند نوکلئوتید19 -24 طول به کوچک نوکلئیک اسیدهای 

 عنوان به هم زیستی نشانگرهای ترین قوی از یکی عنوان به و میکند کمک ها بیماری شناسایی به آنها غیرطبیعی بیان .میباشند

 سرم، ادرار، در بلکه پوست در تنها نه ها microRNA ظاهر شده چرا که درمان و بیماری نظارت روند در هم و دهنده اگهی پیش

تشخیص هم چنین آنها نسبتا پایدار هستند و به راحتی قابل  .به آنها راحت است دسترسی و میشوند یافت بدن جای همه در و بزاق

 سلولی خارج های وزیکول در میتوانند هم و کنند کنترل میتوانند میشوند سنتز که سلولی در را ژن بیان هم ها microRNA اند.

 تحقیقات طرفی از. میشوند ترجمه فرایند مهار به منجر mRNA (messenger RNA) به اتصال با آنها .شوند ترشح و شده احاطه

 تاثیر ژنتیکی اپی های مکانیسم و ژن بیان روی ها پروتئین با برهمکنش طریق از میتوانند هاmiRNA که است نآ دهنده نشان اخیر

 فنوتیپ در miRNA زیاد تاثیر از حاکی این که دارند miRNA برای تکاملی شده حفاظت جایگاه mRNA ٪6۰ از بیش .بگذارند

مورفوژنز و آپوپتوز را هدایت میکنند در نتیجه  تمایز، ثیر سلولی،کتآنها تقریبا هر مسیری را کنترل میکنند و  .ست سلولی حالات و

 .[4-1]و با توجه به نقش حیاتی آنها،تشخیص اختصاصی آنها حائز اهمیت میباشد امری ضروری ست  miRNAحفظ هموستاز 

 RNase نوع یک سپس .میگیرد صورت رونویسی II RNAPol توسط ای هسته DNA توالی از که است صورت این به آنها سنتز

 IIIنام به Drosha 8پروتئین همراه بهDGCR ، miRNAساز پیش این .میکند نوکلئوتید 7۰ حدود ساز پیش به تبدیل را اولیه 

 میشود پیرایش TRBPپروتئین و Dicer نام به III RNase دیگری نوع توسط سپس شده منتقل سیتوپلاسم به _5exportin توسط

 در. میشود بارگذاری آرگونات پروتئین خانواده در رشته دو صورت به miRNA و شده حذف آن انتهای ای حلقه ساختار نهایت در.

 نوکلئوتید موقعیت در یوراسیل 5'پایداری) ست ترمودینامیکی پایداری به انتخاب این اساس که گردد اتتخاب باید رشته یک آنجا

 ,3].(1)شکل میگیرد صورت نقش اعمال و میشود ادغام RISC پروتئینی کمپلکس با و میماند باقی باشد کمتر پایداری این اگر که(1

4] 
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 که است ترکوچک دارساقه ساختار کی pre-miRNA. شوند یم یسیرونو miRNA شیپ کی به ژنوم از ها miRNA :miRNA.نحوه سنتز 1 شکل

 شود و منجر به یکشکافته می TRBP و DICER توسط گرفت، قرار توپلاسمیس در که یهنگام. شودیم منتقل توپلاسمیس به هسته از  5Exportin توسط

 miRNAها بهشود و یکی از رشتهنوکلئوتید است. از طول دوبلکس جدا می 25-2۰حدود شود که در دوبلکس کوچک می RISC های که توسط پروتئین

با تشخیص هدف مکمل متصل می شود.  mRNA بالغ تولید می شود و به طور خاص به رونوشت miRNA شود. سپستشکیل شده است، وارد می AGO عضو

خانواده پروتئین  AGO .و سپس خاموش شدن ژن می شود mRNA جلوگیری می کند یا منجر به تخریب mRNA از ترجمه miRNA-mRNA اتحاد

 .RNA [3]کمپلکس خاموش کننده ناشی از RISC آرگونات و

 
( را با تمرکز amplification( و تقویت )hybridizationتکنیک های برپایه هیبریداسیون) در این مطالعه سعی بر این است که    

در  miRNAسنجش های مختلف  .(1)جدول شودبررسی  جهت اذعان به اهمیت و افزایش علاقه تحقیقاتی، بر مزایا و معایب آنها

 microarrayوnorthing blotting شامل بر پایه هیبریداسیون های روش دقت،هزینه،کارایی و راحتی در نظارت،متفاوت است.

 بر پایه تقویت شامل های تکنیک و( در صورت زیاد بودن حجم نمونه از آنها کمک میگیریم ) دمیباش

RCA,SDA,HCR,LAMP,EXPAR,DSN,CHAو RT-qPCR  که همگی به جز  استRT-qPCR   تکنیک های همدما

  (.) در صورت کم بودن حجم نمونه از آنها کمک میگیریم احتیاج به سیکل دمایی دارد RT-qPCRهستند و 

 تیتقو و ونیداسیبریه بر یمبتن miRNA ییشناسا یها روش .1 جدول

 اساس تکنیک تکنیک مزایا معایب رفرنس

[1 ,4 ,5] 

زمان بر،احتیاج به مقدار 

،عدم RNAزیاد 

با وزن  RNAتشخیص 

مولکولی پایین،نیمه 

کمی،توان عملیاتی 

پایین،حساسیت 

امکان سنجش اندازه 

RNA تشخیص،

miRNA  هم در فرم

پیش ساز وهم 

بالغ،ظرفیت مولتی 

پلکسی،احتیاج به 

northern blotting بر اساس هیبریداسیون 
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کم،احتمال زیاد تجزیه 

RNA 

تجهیزات ارزان و 

 غیرتخصصی

[1 ,4 ,6] 

زمان هیبریداسیون 

طولانی،حساسیت و 

اختصاصیت 

پایین،محدودیت در 

 جدید RNAکشف 

 ظرفیت مولتی پلکسی،

 توان عملیاتی بالا
microarray 

[1 ,4 ,7] 

تکنیکی پیچیده که نیاز 

به مهارت آزمایشگاهی 

دارد،احتمال زیاد مثبت 

کاذب،احتمال زیاد 

خطاهای انسانی،چالش 

 در طراحی پرایمر

حساسیت و اختصاصیت 

بالا،امکان تکرار پذیری 

زیاد،دامنه داینامیکی 

زیاد،مانیتورینگ در زمان 

 واقعی

RT_qPCR 

 بر اساس تقویت

[8-1۰] 
امکان هیبریداسیون 

 غیراختصاصی،هزینه بر

عدم نیاز به آنزیم،شرایط 

همدما،سادگی،کاملا 

ظرفیت مولتی  کمی،

 پلکسی

HCR 

[11-13] 

محدودیت در سایز 

توالی،نیمه کمی،وابستگی 

 به آنزیم های خاص

ظرفیت  شرایط همدما،

مولتی پلکسی،حساسیت 

بالا،تولید محصولات 

 تقویت شده کوتاه

SDA 

[14-16] 

چالش در طراحی 

پرایمر،محدودیت در 

تعیین کمیت، احتمال 

زیاد مثبت کاذب، 

 احتمال زیاد آلودگی

شرایط همدما،سرعت و 

کارایی بالا،سادگی، 

حساسیت و اختصاصیت 

 بالا

LAMP 

[17-19] 

احتیاج به مقدار زیاد 

RNA امکان سوگیری،

 در فرآیند تخریب

حساسیت  شرایط همدما،

بالا،حذف انتخابی،توالی 

یابی و تجزیه و تحلیل 

 دقیق داده ها

DSN 

[2۰ ,21] 

حساسیت زیاد به آلاینده 

ها منجر به اتصالات 

غیراختصاصی 

میگردد،محدودیت در 

شرایط همدما،تشخیص 

غلظت های بسیار کم 

RNA تجزیه و تحلیل،

RNA های

RCA 
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تکرارپذیری،محدودیت 

 حلقوی RNAدر اندازه 

حلقوی،سادگی،حساسیت 

 بالا

[22 ,23] 
احتمال بالای آلودگی، 

 چالش در طراحی پرایمر

شرایط 

همدما،سریع،حساسیت 

بالا،امکان تشخیص 

RNA با فراوانی کم 

EXPAR 

[24-27] 

پیچیدگی در بهینه 

سازی،حساسیت زیاد به 

 تغییرات دمایی

شرایط همدما،عدم نیاز 

به آنزیم،حساسیت و 

 اختصاصیت بالا

CHA 

 
 

 

 :روش شناسی-2

برای  و از یک رویکرد سیستماتیک و جامع miRNAبرای بررسی روش های مبتنی بر هیبریداسیون و تقویت جهت شناسایی     

جستجوی اولیه  و... استفاده شد. Google scholar،pubMedجمع آوری داده ها و اطلاعات از پایگاه های داده علمی معتبر نظیر 

 miRNA biomarkers,hybridization methods,amplification,detection با استفاده از کلیدواژه های مرتبط شامل 

nucleic acid hybridization .که به زبان انگلیسی )با تمرکز بر مقالات جدید(سال اخیر  2۰مقالات منتشر شده در  انجام شد

نتایج به دست آمده از مطالعات مختلف  مورد بررسی قرار گرفتند. پرداخته بودند، miRNAبودند و به بررسی روش های شناسایی 

 با هدف شناسایی نقاط قوت و ضعف هر روش تجزیه و تحلیل شد.در نهایت یافته ها به صورت یک مقاله مروری منسجم نگارش شد.

به دست آوریم و به شناسایی  miRNAاین امکان را داد تا یک تصویر جامع از وضعیت کنونی شناسایی  به ما این روش شناسی

 روند های نوین و چالش های موجود در این حوزه بپردازیم.

 

 :بخش اصلی-3

 .میباشد microarrayو  northern blottingروش های مبتنی بر هیبریداسیون شامل    

 Northern blotting: نمونه ابتدا در RNA از معمولاً که گیرد می قرار کننده دناتوره ژل الکتروفورز تحت شده استخراج 

 دارای غشای یک به ها نمونه سپس. میشوند جدابر اساس اندازه  هاRNA و کنند می استفاده فرمالدئید حاوی آگارز ژل

 از پس. میشوند مواجه نشاندار اختصاصی های پروب با آنجا در و شده منتقل (نایلونی یا نیتروسلولزی) مثبت بار

)شکل میگردد مشخص یا فلورسانس اتورادیوگرافی با هدف مورد توالی و شده شسته زادآ های ها،پروب پروب با هیبریداسیون

2)[1 ,4 ,5]. 

 

را نیز مشخص  RNAاندازه و  را آنها ساز پیش هم و داد تشخیص را بالغ های miRNA میتوان هم تکنیک این در مزایا:
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 . [5, 4, 1]دارد احتیاج به تجهیزات نسبتا ارزان و غیرتخصصیغشا را دارد و  یک روی بر نمونه چند آنالیز توانایی میکند،

 به نسبی صورت به هاRNA فراوانی و اندازه یعنی ست کمی نیمه، دارد بالا RNA مقدار به نیاز و است بر زمان معایب:

 حساسیت افزایش رایبدر حد نانومول دارد) کم ،حساسیتRNA تجزیه بالای کم،احتمالعملیاتی  ید،توانمی آ دست

 وزن با  RNA(ومیدهد افرایش نیز را خطر اما کرد استفاده شدند گذاری نشانه ها رادیوایزوتوپ با که هایی پروب از میتوان

 .[4, 1]نیست تشخیص قابل پایین مولکولی

 

 پروب با آنجا در و شده منتقل مثبت بار دارای غشای یک به ژل الکتروفورز پس از شده استخراج RNA نمونه :northern blotting .2 شکل

 .[28]میگردد مشخص یا فلورسانس اتورادیوگرافی با هدف مورد توالی ها، پروب با هیبریداسیون از سپ .میشوند مواجه نشاندار اختصاصی های

 Microarrayهای پروب که است شده تشکیل کوچک جامد سطح یک از تکنیک ن: ای DNA یا RNA شبکه صورت به 

 .میگردد اضافه و نشاندار شدن cDNAپس از تبدیل به  شده استخراج RNA نمونه سپس و شوند می ثابت آن روی ای

 تشخیص را شده هیبرید های توالی یا فلورسنت اتورادیوگرافی کمک به میتوان نشده متصل هایتوالی ی شو و شست از پس

 .[4, 1](3)شکل داد

و امکان  را بررسی کند  miRNAو میتواند به طور همزمان صدها  دارد پلکسی مولتی ظرفیت و بالا عملیاتی توان مزایا:

 .[6, 1]تجزیه و تحلیل مقایسه ای را فراهم میکند

و امکان  ،هم چنین اختصاصیت کم در توالی های مشابه دارددارد طولانی هیبریداسیون زمان و ضعیف حساسیت معایب:

 از قبلی دانش به پروب ها طراحی چرا که برای های جدید miRNA،عدم امکان کشف اتصال غیر اختصاصی وجود دارد

 .[6, 4, 1] کندمی محدود نادر یا جدید انواع شناسایی برای را هاآن توانایی که دارند نیاز خاص هایتوالی و ژنوم
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ها متعاقباً با برچسب فلوروفور  cDNA های استخراج شده سنتز می شود و miRNA با رونویسی معکوس  Microarray: cDNA.3 شکل

 cDNA های هدف بر روی یک صفحه حامل مشاهده می شوند و miRNA الیگونوکلئوتیدی مکملبرچسب گذاری می شوند. کاوشگرهای 

 .[4]مطابقت دارد miRNA نشاندار شده با فلورسنت هیبرید می شود. شدت سیگنال با فراوانی

 میباشد.RT-qPCR  وRCA,SDA,HCR,LAMP,EXPAR,DSN,CHAروش های مبتنی بر تقویت شامل    

 Reverse transcription-quantitative polymerase chain reaction (RT-qPCR): این به تشخیص روش 

 واکنش دمایی سیکل سپس گشته تبدیل cDNA به reverse transcriptase آنریم توسط miRNA ابتدا که است صورت

PCR دناتوراسیون دمای شامل(denaturation)بازسرشتگی،(annealing) گسترش و(extension)و  میگیرد صورت

cDNA واژه .ودشمی کمیت و تقویت فلورسنت نشانگرهای از استفاده با واقعی در زمان quantitative و بودن کمی به 

استفاده -1از دو طریق صورت میگیرد: cDNAبه  miRNAتبدیل  .[29, 1]دبرمیگرد RNA آن بیان مقدار سنجش قابلیت

به کمک آنزیم  Aبا دم پلی miRNAگسترش -miRNA 2با ساختار ساقه حلقه مخصوص  RTاز پرایمرهای 

PAP(Poly(A) polymerase ( و تبدیل به کمک پرایمر جهانی)حاوی دم پلیT) [3۰, 7, 4](4)شکل. 

 .[7, 4, 1]و مانیتورینگ در زمان واقعی و تکرار پذیری بالا بالا اختصاصیت و زیاد داینامیکی دامنه مزایا:حساسیت بالا،

ر،احتمال پرایم طراحی مشکل ،دارد کاذب مثبت احتمال ،دارد ازمایشگاهی مهارت به نیاز و ست پیچیده تکنیکی معایب:

 .[7, 4, 1] بالای خطاهای انسانی
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 دو (b) جهانی. یا miR (a) اختصاصی پرایمرهای از استفاده با معکوس رونویسی با cDNA سنتز برای هاییروش RT-qPCR : .4 شکل

 آزاد PCR گسترش طول در را فلوروفور پلیمراز، اگزونوکلئاز فعالیت TaqMan (c): شود می استفاده miR qPCR پایش برای فلورسنت روش

 آدنیلات پلی ،PAP: اختصارات. شود می تبدیل PCR تقویت توسط شده تولید dsDNA به SYBR Green ( d ) فلورسنت رنگ. کند می

 .[7]معکوس رونویسی کمی پلیمراز ای زنجیره واکنش ،RT-qPCR پلیمراز؛ ای زنجیره واکنش ،PCR. پلیمراز

 Hybridization chain reaction (HCR):  HCR سر سنجاق های پروب از مجموعه دو از DNA، پروب عنوان به 

 تا شود می باز و شود، می متصل هدف RNA به آغازگر کاوشگر. کند می استفاده "کننده تقویت" و "کننده آغاز" های

 کننده تقویت های پروب که هنگامی. شود هیبرید چندگانه کننده تقویت های پروب با تواند می که دهد نشان را ای دنباله

 می ایجاد را طولانی کننده تقویت پلیمرهای و دهند می تشکیل ای زنجیره واکنش یک شوند، می متصل آغازگر به

 مفید کم فراوانی با RNA های رونوشت تشخیص برای ویژه به که شود می توجهی قابل سیگنال تقویت به منجر این.کنند

 .[31, 1۰, 8, 4](5)شکل است

 و تر ساده را آن تقویت، های روش سایر با مقایسه در و ندارد نیاز آنزیم به و کند می عمل همدما شرایط در HCR مزایا:

 همبستگی هدف های مولکول تعداد با خطی صورت به شده تقویت سیگنال ،در این تکنیک کند می تر قوی بالقوه طور به

و قابلیت مولتی پلکسی دارد و میتواند همزمان چندین  کند می فراهم را RNA سطوح دقیق کمی تعیین امکان و دارد

RNA [1۰, 8]را تجزیه و تحلیل کند. 

 تولید هدف از خارج هیبریداسیون دلیل به را اختصاصی غیر زمینه پس های سیگنال تواند می اوقات گاهی HCR معایب:

 پروب که زمانی خصوص به باشند، گران توانند می HCR های کند و معرف پیچیده را ها داده تفسیر است ممکن که کند،

 .[9, 8]است نیاز مورد سفارشی های
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 نیب ونیداسیبریه یدادهایرو از یارهیزنج واکنش کی سر، سنجاق گونه دو داریپا مخلوط به DNA آغازگر رشته کی افزودن:HCR.5 شکل

 .[32]کندیم آغاز را هاسنجاق

 Strand-displacement amplification (SDA): SDA توالی به پرایمرها ابتدا کند، می عمل ایزوترمال شرایط تحت 

DNA از قطعه یک سپس .شوند می متصل هدف Escherichia coli DNA polymerase (exoklenow) را پرایمرها 

 در را شده سنتز جدید رشته کننده محدود آنزیم کند و در نهایت یک می جابجا را دست پایین رشته و دهد می گسترش

 دنباله نمایی رشد امکان و کند می عمل بیشتر تقویت برای الگویی عنوان به شکافدار رشته شکافد و می خاص مکان یک

 .[31, 13-11](6)شکل کند می فراهم را هدف

دارد  بالا برد،حساسیت می بین از را حرارتی پیچیده تجهیزات به نیاز که داد، انجام ثابت دمای در توان می را SDA مزایا:

 شناسایی را RNA یا DNA هاینسخه تک اغلب و کند، شناسایی را هدف نوکلئیک اسیدهای کم مقادیر تواندمی و

 واکنش یک در را مختلف اهداف همزمان تقویت امکان متعدد پرایمرهای از استفاده مولتی پلکسی دارد و قابلیت.کندمی

 تواند می که کند می تولید( کیلوبایت 1 از کمتر) کوتاهتر شده تقویت محصولات معمولاً SDAکند و  می فراهم واحد

 .[13-11]باشد مفید خاص کاربردهای برای

 کند، محدود ها زمینه برخی در را آن کاربرد تواند می که نیست، موثر طولانی های توالی تقویت برای SDA معایب: 

SDA های آنزیم به کشد و وابستگی می چالش به را دقیق سازی کمی و دهد می ارائه کمی نیمه نتایج فقط کلی طور به 

 .[13-11]خاص
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 سنتز مرازیپل DNA توسط دیجد DNA هدف، اتصال از پس. است هدف اتصال محل و  HincII صیتشخ محل یدارا مریپرا :SDA.6 شکل

 HincII توسط اصلی پرایمر ، شود، یم استفاده dATP یجا به dATPaS رایز است وفسفاتیت اصلاح یدارا دیجد DNA حال نیا با. شود یم

 .[33]جدید DNA رشته نه اما شود می شکافته

 Loop-mediated isothermal amplification (LAMP):  LAMP 65-6۰ دمای در معمولاً همدما، شرایط تحت 

 نوکلئیک اسید متمایز نواحی که( 6 تا 4 معمولاً) ویژه شده طراحی آغازگرهای از ای مجموعه از استفاده با سانتیگراد، درجه

 معکوس، کریپتاز ترانس ترکیب با RNA تشخیص برای توان می را LAMP. کند می عمل دهند، می تشخیص را هدف

 .[36-34, 14](7شکل ) کرد سازگار RT-LAMP نتیجه در و

 ایجاد PCR سنتی های روش از سریعتر بسیار دقیقه، 3۰ از کمتر در را نتایج تواند می بالا دارد و کارایی و سرعت مزایا:

 انجام آموزش حداقل با توان آن را ندارد،فرآیندی ساده است و می نیاز قیمت گران ترموسایکلرهای به کند هم چنین

 .[16-14]اختصاصیت بالا و داد،حساسیت

 قرار هدف را نوکلئیک اسید مختلف مناطق که متعددی پرایمرهای به نیاز دلیل به LAMP برای پرایمر طراحی معایب:

 یک وجود عدم یا وجود تواند می LAMP که حالی در دارد و محدود کمی برانگیز باشد،قابلیت چالش تواند می دهند، می

 اقدامات اگر دارد و آلودگی باشد،خطر دشوار تواند می موجود نوکلئیک اسید مقدار تعیین دهد، نشان را هدف توالی

-14]کند ایجاد کاذب مثبت نتایج تواند می راحتی به نشود، انجام آزمایش طول در آلودگی از جلوگیری برای احتیاطی

16]. 
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 داخلی پرایمر دو آغازگر، چهار به LAMP واکنش. است شده داده نشان LAMP آغازگرهای از معمولی مجموعه یک :LAMP .7 شکل

 معمولاً) توالی دو شامل کدام هر BIP و FIP. دارد نیاز B3) و F3) خارجی پرایمر دو وBIP)) )عقب داخلی پرایمر( و (FIP) )جلو داخلی پرایمر)

 )جلو به رو لوپ) اضافی حلقه پرایمرهای. است هدف DNA های توالی به مربوط( شوند می متصل هم به poly-T دهنده پیوند یک توسط

(LF) عقب به حلقه( و( ((LB، [37]کنند می کوتاه دقیقه 3۰ تا را واکنش زمان که شوند شامل توانند می. 

 Duplex specific nuclease (DSN): نمونه RNA می قرار هدف را ناخواسته های توالی که خاصی های پروب با کل 

 را هیبریداسیون توسط شده تشکیل ای رشته دو هایتوالی  انتخابی طور به DSN آنزیم شود سپس می هیبرید دهند

 تمرکز با تا دهد را امکان این محققان به تواندمی روش این .کند می حذف را ناخواسته موارد موثر طور به و کند می هضم

  (8)شکل آورند دست به رونوشت از تریدقیق نمایش مهم، بیولوژیکی نظر از اما ترکم هایRNA روی بر

 تشخیص برای را حساسیت روش این ،توالی های ناخواسته حذف به دلیلدارد  بالا انتخابی،حساسیت حذفمزایا:

 شوند، پوشانده توالی هایی که مورد هدف نیستند هایسیگنال توسط است ممکن که فراوانیاز نظر  کم هایرونوشت

 بهتر تفسیر و تحلیل و تجزیه تسهیل ها،داده تمیزتر یابیتوالی به منجر ناخواسته هایتوالی دهد،کاهشمی افزایش

 شود.می ژن بیان هایپروفایل

 در تواند می که دارد، نیاز مؤثر تخریب و هیبریداسیون برای کل RNA از بالایی نسبتاً مقدار به اغلب DSN معایب:روش

 تخریب فرآیند که دارد وجود خطر این. باشد محدودیت یک بالینی های نمونه مانند بازده کم های نمونه با کار هنگام

 .[19-17]کند ایجاد سوگیری تواند می انتخابی
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 مخصوص نوکلئاز. دهد می تشکیل را RNA/DNA دوبلکس یک مکمل، DNA هیدرولیز پروب یک به miRNA هیبریداسیون:.DSN 8 شکل

 می باقی نخورده دست miRNA. کند می تولید فلورسانس و کند می تخریب را پروب انتخابی طور به و دهد می تشخیص را دوبلکس دوبلکس،

 .[38]شود آن تخریب باعث و شود متصل دیگری هیدرولیز کاوشگر به که است آزاد و ماند

 Rolling circle amplification (RCA): یک و ، آغازگر یک ای، الگوی دایره یک تکنیکی همدما است که از DNA 

 پرایمر،اضافه کردن نوکلئوتیدها به  برای ،پلیمرازT7 RNAیا  phi29پلیمراز  مانند رشته، جابجایی پلیمراز RNA یا

 می ایجاد ترکیبی DNA یا ای رشته تک RNA نام به طولانی ای رشته تک محصول یکو در نهایت  کند می استفاده

 الگوی از هم سر پشت تکرار چندین که است این RCA کلیدی ویژگی. است متعدد هم سر پشت تکرارهای حاوی شود که

  .[31, 23, 22](9)شکل کند می فراهم اولیه ماده کم مقادیر از را توجهی قابل تقویت امکان که کند می ایجاد ای دایره

 RCA ایزوترمال حلقوی،شرایط های RNA تحلیل و نوکلئیک،تجزیه اسیدهای پایین بسیار هایغلظت تشخیصمزایا:

 توان دارد و روشی نسبتا ساده است که می بالا میشود،حساسیت PCR مانند حرارتی چرخه تجهیزات به نیاز منجر به عدم

 داد. قرار استفاده مورد زنده های سلول در حتی و جامد فاز محلول، فاز جمله از مختلف، های فرمت در

 دلیل به تواند می نتایج در میشود،تنوع کاذب مثبت و اختصاصی غیر تقویت دارد که باعث ها آلاینده به حساسیت معایب:

 ایدایره گذارد والگوهای می تأثیر ها آزمایش در تکرارپذیری بر که دهد رخ الگو سازی آماده یا آنزیم فعالیت در تفاوت

 .[23, 22]نباشند کارآمد تقویت برای تربزرگ با مقایسه در است ممکن ترکوچک

 

 که شود ایجاد ترکیبی تا در نهایت رشته، جابجایی پلیمراز RNA یا DNA یک و ، آغازگر یک ای، دایره الگوی یک نیاز به:RCA.9 شکل

 .[33]میباشد متعدد هم سر پشت تکرارهای حاوی

 )EXPARreaction (Exponential amplification : 5و  3`ی دو توالی جانبی مکرر در انتهایتقویت دارا الگوی 

 miRNA  هم جدا میشوند. از nickingموردنظر هستند و توسط یک مکان شناسایی برای آنزیم  miRNAاست که مکمل 

توالی های توسعه  پلیمراز اضافه کند.DNAهدف با توالی های مکمل به الگو هیبرید میشوند تا نوکلئوتیدها را با کمک 
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بریده میشوند تا یک توالی آزاد شود که باعث  nickingتوسط آنزیم  nickingه حاوی محل تشخیص اندونوکلئاز افتی

 .[4](1۰)شکل تقویت دیگری گردد

 عنوان به EXPAR و امکان تشخیص سریع را فراهم میکند، دهد نتیجه دقیقه چند عرض در تواند می EXPAR مزایا:

 محیط در تر گسترده استفاده و دسترسی امکان و ندارد نیاز ترموسایکلینگ قیمت گران تجهیزات به همدما، روش یک

  .[21, 2۰]کند می فراهم را کم فراوانی با RNA اهداف تشخیص امکان دارد و بالا کند،حساسیت می فراهم را مختلف های

 پیچیده را بعدی های تحلیل و تجزیه و کند آلوده را نتایج تواند می واکنش طول در غیراختصاصی های توالی ظهور معایب:

 پرایمرهای است،طراحی ساز مشکل دهد رخ راحتی به تواند می آلودگی که آزمایشگاهی های محیط در ویژه به امر این. کند

, 2۰]باشد برانگیز چالش تواند می ویژگی به نیاز و RNA اهداف در بالقوه ثانویه ساختارهای دلیل به EXPAR برای موثر

21]. 

 

موردنظر هستند و توسط یک مکان شناسایی  miRNAالگوی تقویت دارای دو توالی جانبی در دو انتها است که مکمل :EXPAR.10 شکل

و پلیمراز توسعه یافته DNAهدف با توالی های مکمل به الگو هیبرید میشوند تا توسط  miRNA از هم جدا میشوند.  nickingبرای آنزیم 

 .[39]بریده شوند تا باعث تقویت دیگری شود nickingتوسط آنزیم 

 Catalytic hairpin assembly (CHA): روش CHA  سنجاق الیگونوکلئوتید دو ازتکنیکی بدون نیاز به آنزیم است که 

 هنگامی. شود دیگری شدن باز باعث تواندمی سر سنجاق یک شدن باز که اندشده طراحی ایگونه به که کندمی استفاده سر

 که شودمی باعث و شودمی متصل سر سنجاق یک به دارد، وجودmiRNA یک مانند خاص هدف نوکلئیک اسید یک که

)شکل تشکیل میدهد ترطولانی ساختار و در نهایت کاتالیز را دوم سنجاق دهانه سپس که کند آزاد ایدنباله و شود باز

11)[24 ,25]. 

 به مربوط های هزینه و کند می ساده را پروتکل که کند، می عمل آنزیم به نیاز بدون همدما شرایط در روش این مزایا:

 های توالی دقیق گیری هدف امکان سر سنجاق ساختارهای بالا،طراحی حساسیتدهد، می کاهش را آنزیم از استفاده

RNA [26-24]دهد  می کاهش را کاذب مثبت احتمال و کند می فراهم را خاص. 

 الیگونوکلئوتیدهای های طرح و ها غلظت به تواند می CHA واکنش کارایی سازی چرا که بهینه در پیچیدگی معایب:

 سنجش در زمینه پس نویز به منجر تواند می که دارد وجود اختصاصی غیر انفعالات و فعل خطر و باشد حساس سر سنجاق

 .[27-24]بگذارد تأثیر نتایج بر تواند می دما تغییرات همچنینو شود 
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 شدن باز باعث تواندمی سر سنجاق یک شدن باز که اندشده طراحی ایگونه به که داریم سر سنجاق الیگونوکلئوتید دو به زنیا :CHA.11 شکل

 سپس که کند آزاد ایدنباله و شود باز که شودمی باعث و شودمی متصل سر سنجاق یک به دارد، هدف وجود miRNA که هنگامی. شود دیگری

 .[33]تشکیل میدهد ترطولانی ساختار و در نهایت کاتالیز را دوم سنجاق دهانه

 

 :نتیجه گیری-4

  مورد بررسی و تحلیل قرار گرفتند. miRNAروش های مبتنی بر هیبریداسیون و تقویت جهت شناسایی  در این مقاله مروری،

فرصت های جدیدی  با پیشرفت فناوری نانو و بیوتکنولوژی، بسیاری از روش های ذکر شده از حساسیت و دقت بالایی برخوردارند.

نتایج نشان میدهد که ترکیب تکنیک های مختلف میتواند بهبود  ایجاد شده است.  miRNAبرای توسعه روش های جدید تشخیص 

اکثر روش های بررسی شده قابلیت استفاده در تشخیص بیماری  ایجاد کند. miRNAقابل توجهی در عملکرد کلی سیستم شناسایی 

با این حال نیاز  ته شده اند.ها به عنوان بیومارکرهای بالقوه برای تشخیص زودهنگام بیماری ها شناخmiRNA چرا که  ها را دارند

به تحقیقات بیشتر برای رفع چالش ها)از جمله پیچیدگی فرآیندها،نیاز به تجهیزات پیشرفته و هزینه بالا و همچنین استانداردسازی 

 پروتکل ها برای دستیابی به نتایج قابل تکرار(وجود دارد.
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