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 انواع ژن های مورد بررسی در ریل تایم:

در چند را خواهد تغییرات بیان آن  منظور از ژن هدف، ژنی می باشد که محقق می ژن هدف: .1

 گروه بررسی نماید.

ژنی که در همه نمونه ها و گروه ها دارای بیان ثابتی می باشد و برای اصلاح  ژن کنترل داخلی: .2

می شود. با استفاده از این ژن می توان تغییرات حاصل در بیان ژن هدف  دهاستفاخطاهای تکنیکی از آن 

می باشد را از بین برد تا تغییرات ژن هدف تنها در بین نمونه ها مورد  و کتنیک که ناشی از روش کار

 نیز گفته می شود. رفرنسژن  ،بررسی قرار گیرد. به ژن کنترل داخلی

3. Spike :Spike رشته های RNA ا غلظت های مشخص می باشد. بعد از استخراج سنتزی بRNA 

را به همه نمونه ها اضافه می نمایند و سپس  spikeهای RNAمیزان یکسانی از  cDNAو هنگام سنتز 

نیز پرایمر طراحی شده است و از آن ها در واکنش  spikeبرای رشته های  .انجام می پذیرد cDNAسنتز 

ژن رفرنس و برای  Ctدر ریل تایم  برای هر نمونه علاوه بر محاسبه  ریل تایم استفاده می شود. بنابراین

برای همه نمونه  spikeهای RNAمحاسبه می شود. به دلیل اینکه میزان  Ctنیز  spikeژن هدف، برای 

 spikeباید برابر باشد. در واقع  spikeمحاسبه شده در همه نمونه ها برای  Ctها یکسان می باشد میزان 

در یک نمونه بالا باشد می  Spikeگزارش شده برای  Ctمی باشد. اگر  cDNAه کیفیت سنتز مشخص کنند

 برای آن نمونه دارای مشکل می باشد. cDNAن نتیجه گرفت که مراحل سنتز اتو

 

 

 انواع تکرارها در واکنش ریل تایمآموزش 
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  د:نآزمایش های زیستی شامل دو نوع تکرار اصلی می باش همه

 کتکرار بیولوژی .1

 تکرار تکنیکال .2

و یا ریل  qPCRآزمایش ریل تایم علاوه بر دو تکرار فوق دارای یک تکرار اختصاصی به نام تکرار 

 می باشد.نیز تایم 

تکرار بیولوژیک از واژه بیولوژی به معنی زیست شناسی گرفته شده است، علم زیست شناسی نیز علم 

ها به نمونه های زنده یا نمونه هایی که قبلا زنده بودند  مطالعه موجودات زنده می باشد بنابراین در آزمایش

فرد بیمار و  50تکرار بیولوژِک گفته می شود. به عنوان مثال در یک آزمایش که بیان یک ژن هدف در 

تکرار بیولوژیک می باشد.  50سالم مورد بررسی قرار می گیرد، هر گروه سالم و نرمال دارای فرد  50

تکرار بیولوژیک وجود دارد.  5رده سلولی بررسی می گردد،  5ک دارو بر روی در آزمایشی که اثر ی

 تکرار بیولوژیک می باشد. 40دارای نیز نفر تهیه شود این آزمایش  40اگر نمونه خون و یا یافت از 

 را با مثال توضیح می دهد. آزمایشیک  تکرارهایزیر شکل  
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 Dاز یک رده سلولی به عنوان گروه اول با ویتامین در آزمایش طراحی شده در شکل فوق، دو نمونه 

در نظر گرفته شده است. بنابراین  (تیمار نشده )گروه دوم به عنوان کنترل  نیز درتیمار شده اند و دو نمونه 

می باشند. در این نمونه ها بیان یک ژن هدف باید سنجیده  کگروه کنترل و شاهد دارای دو تکرار بیولوژی

انجام گیرد و در  cDNAاستخراج شود و سپس سنتز  RNAاز هر نمونه بیولوژیک باید شود بنابراین 

مرحله بعد بوسیله ریل تایم تغییر بیان ژن هدف بررسی شود. سوالی که پیش می آید این است که آیا فرایند 

پس از  ؟ برای پاسخ به این سوال بایدمی گیردو ریل تایم به درستی انجام  cDNA، سنتز RNAاستخراج 

انجام  cDNAو سنتز  RNAاز نمونه های بیولوژیک استخراج نیز یک بار دیگر  انجام مراحل فوق،

های جدید ریل تام انجام شود و نتایج جدید با نتایج قدیم برای هر نمونه  cDNAپذیرد و سپس بر روی 

، RNAاستخراج  باشد می توان گفت که فرایند مشابهدر صورتی که نتایج هر دو تکرار  .بررسی شود

تکنیک و روش کار مورد ، و ریل تایم به درستی انجام شده است. در واقع در این تکرار cDNAسنتز 

به همین دلیل به این تکرار، تکرار تکنیکال گفته می شود. بنابراین تکرار تکنیکال  بررسی قرار گرفته است

تکرار بیولوژیک در سطح نمونه  و واکنش ریل تایم می باشد و cDNA، سنتز RNAدر سطح استخراج 
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و  RNAدر شکل فوق از هر نمونه بیولوژیک دو بار به صورت جداگانه استخراج های زنده می باشد. 

از آنجایی که کال می باشد. تکرار تکنی 2انجام گرفته است برای همین آزمایش فوق دارای  cDNAسنتز 

 ممکن استای زنده با یکدیگر متفاوت باشد ( ژنتیکی نمونه هback graoundامکان دارد پس زمینه )

متفاوت باشد اما تمام تکرارهای مقداری نتایج حاصل از بررسی بیان ژن هدف در بین تکرارهای بیولوژیک 

هایی مانند شکل تکنیکال برای یک نمونه زیستی باید تا حد زیادی مشابه باشند. توجه نمایید در آزمایش 

گرفت می شوند،  زمینه ژنتیکی یکسان به عنوان تکرار بیولوژیک در نظر فوق که در آن چند نمونه با پس

بهینه بودن عدم می تواند تکرارهای بیولوژیک با یکدیگر تفاوت داشته باشند دلیل آن نتایج در صورتی که 

اختلاف زیاد بین تکرارهای مشاهده در صورت حتی و باشد  (یکسان بودن نتیجه تیمارهاآزمایش )مانند عدم 

بنابراین یکی از دلایل وجود تکرارهای بیولوژیک احتمال عدم تکرار پذیر بودن نتایج نیز وجود دارد. 

 بیولوژیکی بررسی تکرار پذیری آزمایش می باشد.

در صورت مشاهده اختلاف نتایج در بین تکرارهای تکنیکال یک نمونه بیولوژیک، باید روند آزمایش بهینه 

 بهینه گردند. cDNAو سنتز  RNAم  باید مراحل استخراج ریل تای شسازی شود و در رو

برای نمونه های بیولوژیک به درستی صورت گرفته باشد پس اکنون  cDNAفرض نمایید که فرایند سنتز 

نوبت انجام واکنش ریل تایم می باشد. در انجام واکنش ریل تایم سمپلینگ نمونه ها بسیار مهم می باشد 

نتایج حاصله قابل اعتماد نمی  انجام ندهد،به درستی را ک فرد سمپلینگ نمونه ها بنابراین در صورتی که ی

 3یا  دو cDNAبرای هر نمونه باید در واکنش ریل تایم برای اطمینان از سمپلینگ درست،  پسباشد. 

  برای هر نمونهواکنش ریل تایم منظور از واکنش در این مرحله این است که  .واکنش در نظر گرفته شود

cDNA  گردد که به این تکرارها، تکرارهای ریل تایم و یا  تکرارویال  3یا  2درqPCR  گفته می شود

برای تکرارهای ریل تایم  به دست آمدهریل تایم نتایج  روشکه دقت سمپلینگ فرد را نشان می دهد. در 
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اید در سمپلینگ نمونه ب، تکرارهای ریل تایمبین اختلاف نتایج در  مشاهدهدر صورت ان باشد و سباید یک

 ها توجه بیشتری نمود. 
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 کنترل در ریل تایم انواع نمونه هایآموزش 

 cDNAمی باشد که در سنتز  revese transcriptase، آنزیم RTمنظور از  :+RTنمونه  .1

نمونه  ،cDNAاستفاده می شود به نمونه های  RTاز آنزیم  cDNAکاربرد دارد. به دلیل اینکه در سنتز 

، نمونه هایی هستند که بیان ژن ها باید در آن ها +RTنمونه های واقع در  گفته می شود. +RTهای 

 سنجیده شود.

این نمونه ها همه شرایط می باشد. برای تهیه  cDNAیک نوع کنترل در سنتز  :No-RTنمونه  .2

ه نمی شود به همین دلیل به این استفاد RTاست با این تفاوت که در تهیه آن ها از آنزیم  cDNAمثل سنتز 

در نمونه ها  DNAجهت بررسی آلودگی  No-RT( گفته می شود. کنترل RT)فاقد  No-RTنمونه ها 

استفاده نمی شود بنابراین هیچ رشته  RTاستفاده می گردد. به دلیل اینکه در این نمونه ها از آنزیم 

cDNAریل تایم بیانگر آلودگی  ای سنتز نمی شود بنابراین تکثیر این نمونه ها درDNA  و یا وجود پرایمر

 گفته می شود. زنی -RTنمونه های  No-RTدایمر می باشد. به نمونه های 

همیشه امکان آماده سازی مواد برای واکنش ریل تایم فرایند در  (:NTCنمونه کنترل منفی ) .3

جود آلودگی در مواد ریل تایم و آلودگی خارجی وجود دارد. برای بررسی احتمال و DNAآلودگی مواد با 

ویال را در ریل تایم به کنترل منفی اختصاص داد. در این کنترل ها از هیچ نوع نمونه های به  3یا  2باید 

نیز گفته می شود  NTCنمونه های  ،عنوان الگوی تکثیر استفاده نمی شود از این رو به این نوع کنترل

(no template controlبه دلیل اینکه د .) استفاده نمی شود جهت تکثیر ر این کنترل از رشته الگو

شود در غیر این صورت وجود آلودگی در  مشاهدهبنابراین نباید در ریل تایم محصولی برای این نمونه ها 

 می باشد.حتمی مواد ریل تایم 
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 Real time PCR داده های آنالیز یروش ها

  مطلق( همنحني استاندارد )مقایستر سیم روش  .1

ترسیم منحنی استاندارد جهت سنجش میزان مطلق ژن هدف  ،داده های ریل تایم آنالیزکی از روش های ی 

با غلظت مشخص براي رسم منحني  DNAیا  RNA هنمونیک از  در این روشدر نمونه ها می باشد. 

شود  ن مياسپکتروفوتومتر تعیی روش استاندارد با DNAیا  RNAغلظت  ابتداشود.  استاندارد استفاده مي

را  DNAیا  RNA یتعداد نسخه هامی توان  DNAیا  RNA توالی با استفاده از وزن مولکولیو سپس 

از این نمونه استاندارد چند سری رقت متوالی تهیه می گردد  بعد در مرحله .در نمونه استاندارد تعیین نمود

می باشد. سپس برای این خص مشدر هر رقت که تعداد نسخه های ژن هدف و یا میزان آن به نانوگرم 

در این روش علاوه بر نمونه های حاصل از رقت های متوالی،  البته .نمونه ها ریل تایم گذاشته می شود

نمونه های مورد بررسی )که تعداد نسخه ژن هدف باید در آن ها تعیین گردد( نیز با ریل تایم بررسی و 

از نمونه هاي رقیق  استاندارد یک نمودارمرحله بعد در  برای همه نمونه ها مشخص خواهد شد. Ctمیزان 

 Yو محور هدف  میزان رقیق سازي یا تعداد کپي ژن   Xبدین صورت که محور ترسیم می گردد شده 

می  دبا نمودار استاندارنمونه هدف حاصل برای  Ctبا مقایسه ، در ادامه هر نمونه می باشد Ctمیزان 

  محاسبه نمود.نمونه  آندر را  ژن هدفمیزان کپي و یا غلظت  توان

 نسبی بیان ژن ها روش مقایسه .2

نرمال( مقایسه می  ودر این روش بیان یک یا چند ژن هدف بین دو یا چند گروه )به عنوان مثال تومری 

گردد. در این روش معمولا بیان ژن هدف در همه گروه ها نسبت به یک گروه مرجع محاسبه می گردد. 

 گزارشامی که میزان بیان یک ژن را در چند گروه مقایسه می نماییم بهترین راه ریل تایم هنگ روشدر 

 fold changeمی باشد. مفهوم  fold changeمیزان تغییرات آن ژن در یک نمونه نسبت به نمونه دیگر 
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ل ول  )به عنوان مثاهمان "چند برابر" می باشد، به عبارت بهتر بیان ژن مورد نظر در نمونه های گروه ا

نمونه های سرطانی( نسبت به نمونه های گروه دوم )به عنوان مثال نمونه های نرمال( چند برابر افزایش 

در  1برابر  گروه اولرا در  هدفو یا کاهش یافته است؟ این جمله به این مفهوم است که اگر بیان ژن 

 برابر چه میزانی خواهد بود؟ گروه دومنظر بگیریم، بیان آن در 

افراد در این روش از ژن ها و  دستگاهی وارد شده در واکنش و خطاها RNAنوسانات مقادیر براي حذف 

ها بیان ثابت داشته باشند.  بافت هباید در هم ژن های رفرنس. های رفرنس به عنوان کنترل استفاده می شود

ی ده ماستفا GAPDHو  -actinمانند  Housekeeping genesبدین منظور از ژن هایي تحت عنوان 

بیان ژن هدف با ژن کنترل و از مقایسه  در همه نمونه ها وبافت ها ثابت می باشدشود. بیان این ژن ها 

 مشخص نمود.را  ژن هدف در نمونه ها کاهش یا افزایش بیان داخلی می توان
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روند و یا  به کار می cDNAپریم پرایمرهایی که در سنتز  3در صورتی که انتهای  چیست:  پرایمر دایمر

کار می روند دارای بازهای مکمل بوده و این پرایمرها به یکدیگر متصل  هپرایمرهایی که در ریل تایم ب

که در ریل تایم  می گردندواسته در واکنش ریل تایم ناخ محصول جدید سبب ایجاد یکشوند، پرایمرها 

ه پرایمر دایمر گفته می شود. تسمحصول ناخوا کاذب می شود )شکل زیر(. به اینتکثیر و سبب نتیجه 

 دو نوع پرایمر مختلف با هم جفت شوند. یستو حتما نیاز ن ایجادپرایمر دایمر می تواند بین یک پرایمر هم 

 

 وسیله پرایمر دایمر.ه نحوه تشکیل محصول ناخواسته بشکل فوق: 
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 مرحله می باشد: 3مراحل آنالیز داده های ریل تایم شامل 

 رسی کیفیت داده ها ریل تایم و اصلاح داده های مخدوشمرحله اول: بر

و آنالیز  Fold changeمرحله دوم: پردازش اولیه داده های ریل تایم و آماده سازی داده ها جهت محاسبه 

 آماری

 و آنالیز آماری تغییرات بیانی ژن های هدف. Fold changeمرحله سوم: محاسبه 

 یح خواهیم داددر ادامه این سه مرحله را بیستر توض
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مرحله اول: بررسی کیفیت داده ها ریل تایم و 

 اصلاح داده های مخدوش
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 مراحل بررسی کیفیت و اعتبار داده های زیل تایم

. که مه منحنی های ذوب مرحله اول بررسی کیفیت داده ها، بررسی منحنی ذوب برای هر نمونه می باشد

 ما قرار بگیرد.برای یک ژن باید در یک د

ها می باشد. میزان  ژنهمه  ( برایNTCکنترل های منفی ) Ctمرحله دوم بررسی کیفیت داده ها بررسی 

Ct  ی کنترل منفیباشد و یا برای نمونه ها 38تعیین شده برای نمونه های کنترل منفی باید بالای Ctای 

سیکل  3بیش از  +RTنمونه های  Ctد با نمونه های کنترل منفی بای Ctتعیین نشده باشد. همچنین میزان 

 Ctباشد حداکثر  38برای نمونه های کنترل منفی برابر  Ctفاصله داشته باشد. به عنوان مثال اگر میزان 

برای نمونه های کنترل  Ctدر صورتی که میزان  پس. می باشد 35برابر  +RTمجاز برای نمونه های 

نمونه کنترل  Ctسیکل از  3به میزان حداقل  +RTنمونه های  برای Ctکمتر باشد اما میزان  38 منفی از

کنترل  Ctمنفی کمتر باشد می توان داده ها را قابل قبول دانست ) البته در آزمایشگاه های پیشرفته اگر 

کمتر باشند نتایج را قابل قبول نمی دانند اما به دلیل اینکه قیمت مواد ریل تایم گران می باشد  38منفی از 

ایط تکرار آزمایش برای همه میسر نیست مجبور هستیم مرزهای قابل قبول بودن و غیر قابل بودن و شر

در صورتی که داده های یک ژن دارای کیفیت مطلوب نباشد باید ریل (. D:داده ها را کمی جابجا نماییم 

 تایم تکرار شود و آلودگی از محیط کار حذف شود.

برای همه نمونه ها می باشد. میزان  no-RTکنترل های  Ctررسی بررسی کیفیت داده ها ب سوممرحله  

Ct  تعیین شده برای نمونه هایno-RT  باشد و یا برای این نمونه ها  36باید بالایCtتعیین نشده باشد.  ای

نمونه های  Ctنمونه های کنترل منفی( باید با  Ctنیز )همانند  no-RTنمونه های کنترل  Ctهمچنین میزان 

RT+ سیکل فاصله داشته باشد. 3یش از ب Ct  در نمونه های  36پایین تر ازno-RT  بیانگر آلوده بودن

ژنومی از نمونه های خود  DNAژنومی می باشد. در صورتی که قادر به حذف آلودگی  DNAنمونه ها به 
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 DNAتوالی باشد و به  mRNAنیستید، باید پرایمرهای خود را به صورتی طراحی نمایید که مختص توالی 

را می توانید از  mRNAمتصل نشود. آموزش نحوه طراحی پرایمر به صورت اختصاصی برای توالی 

 لینک زیر نهیه نمایید.

http://pishgam-bio.ir/product/%D8%A2%D9%85%D9%88%D8%B2%D8%B4-
%D8%AA%D8%AE%D8%B5%D8%B5%DB%8C-%D8%B7%D8%B1%D8%A7%D8%AD%DB%8C-
%D9%BE%D8%B1%D8%A7%DB%8C%D9%85%D8%B1%D9%87%D8%A7%DB%8C-%D8%B1%DB%8C%D9%84-
%D8%AA%D8%A7%DB%8C%D9%85/ 

هر نمونه ریل تایم برای تکرارهای  Ctمرحله چهارم بررسی کیفیت داده های ریل تایم، بررسی داده های 

(triplicate می باشد. در آزمایش های زیستی همیشه احتمال خطای سمپلینگ وجود دارد برای همین )ها

آن مطلع شویم. در بار تکرار می نماییم تا در صورت وجود خطای سمپلینگ از یا دو هر نمونه را سه 

را بررسی می نماییم برای همه ریل تایم هر سه تکرار  Ctاین مرحله برای همه نمونه ها و ژن ها میزان 

 بسیار به هم شبیه باشند. باید ها Ctدر یک محدوده ی یکسان قرار گرفته باشد و  Ctباید میزان تکرارها 

ژن رفرنس برای هر نمونه می باشد.  Ctمیزان  مرحله پنجم در بررسی کیفیت داده های ریل تایم بررسی

را برای ژن کنترل داخلی قابل قبول نمی دانند، اما به  25بالای  Ctدر بسیاری از آزمایشگاه های پیشرفته 

دلیل اینکه بسیاری از افراد در تکرار ریل تایم محدودیت دارند حد استانه رو بالاتر می آوریم و می گوییم 

 اگر( برای ژن رفرنس قابل قبول می باشد. اما باید توجه نمود 31 ق)خیلی با ارفا 30کمتر از  Ctکه 

بیشتر باشد در صورتی که بیان ژن هدف در نمونه مورد بررسی پایین  24برای ژن رفرنس از  Ctمیزان 

 نرسد.  Ctنمونه به  دیگر عبارتبه برای ژن هدف تشخیص داده نشود و  Ctباشد، ممکن 

از  رخیدر ببرای هر نمونه می باشد.  Ctبررسی میزان  ررسی کیفیت داده های ریل تایمدر ب ششممرحله 

اینکه بسیاری در تکرار ریل  را برای نمونه ها قابل قبول نمی دانند، اما به دلیل 34بالای  Ct موارد حتی

http://pishgam-bio.ir/
https://t.me/pishgam_bioinformatics
http://pishgam-bio.ir/product/%D8%A2%D9%85%D9%88%D8%B2%D8%B4-%D8%AA%D8%AE%D8%B5%D8%B5%DB%8C-%D8%B7%D8%B1%D8%A7%D8%AD%DB%8C-%D9%BE%D8%B1%D8%A7%DB%8C%D9%85%D8%B1%D9%87%D8%A7%DB%8C-%D8%B1%DB%8C%D9%84-%D8%AA%D8%A7%DB%8C%D9%85/
http://pishgam-bio.ir/product/%D8%A2%D9%85%D9%88%D8%B2%D8%B4-%D8%AA%D8%AE%D8%B5%D8%B5%DB%8C-%D8%B7%D8%B1%D8%A7%D8%AD%DB%8C-%D9%BE%D8%B1%D8%A7%DB%8C%D9%85%D8%B1%D9%87%D8%A7%DB%8C-%D8%B1%DB%8C%D9%84-%D8%AA%D8%A7%DB%8C%D9%85/
http://pishgam-bio.ir/product/%D8%A2%D9%85%D9%88%D8%B2%D8%B4-%D8%AA%D8%AE%D8%B5%D8%B5%DB%8C-%D8%B7%D8%B1%D8%A7%D8%AD%DB%8C-%D9%BE%D8%B1%D8%A7%DB%8C%D9%85%D8%B1%D9%87%D8%A7%DB%8C-%D8%B1%DB%8C%D9%84-%D8%AA%D8%A7%DB%8C%D9%85/
http://pishgam-bio.ir/product/%D8%A2%D9%85%D9%88%D8%B2%D8%B4-%D8%AA%D8%AE%D8%B5%D8%B5%DB%8C-%D8%B7%D8%B1%D8%A7%D8%AD%DB%8C-%D9%BE%D8%B1%D8%A7%DB%8C%D9%85%D8%B1%D9%87%D8%A7%DB%8C-%D8%B1%DB%8C%D9%84-%D8%AA%D8%A7%DB%8C%D9%85/
http://pishgam-bio.ir/product/%D8%A2%D9%85%D9%88%D8%B2%D8%B4-%D8%AA%D8%AE%D8%B5%D8%B5%DB%8C-%D8%B7%D8%B1%D8%A7%D8%AD%DB%8C-%D9%BE%D8%B1%D8%A7%DB%8C%D9%85%D8%B1%D9%87%D8%A7%DB%8C-%D8%B1%DB%8C%D9%84-%D8%AA%D8%A7%DB%8C%D9%85/
http://pishgam-bio.ir/product/%D8%A2%D9%85%D9%88%D8%B2%D8%B4-%D8%AA%D8%AE%D8%B5%D8%B5%DB%8C-%D8%B7%D8%B1%D8%A7%D8%AD%DB%8C-%D9%BE%D8%B1%D8%A7%DB%8C%D9%85%D8%B1%D9%87%D8%A7%DB%8C-%D8%B1%DB%8C%D9%84-%D8%AA%D8%A7%DB%8C%D9%85/
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نمونه ها قابل قبول  را برای 38بالای  Ctتایم محدودیت دارند حد استانه رو بالاتر می بریم و می گوییم که 

  باشند. Ctدارای  no-RTو  NTCنمی باشد. مخصوصا زمانی که کنترل های 

نمونه ها مورد قبول دانست که نمونه  در را برای ژن مورد بررسی 38بالای  Ctدر یک صورت می توان 

 ها دارای شرایط زیر باشند:

1. Ct  کمتر حد آستانه ایده آل البته میزان  .آن( و یا کمتر از 24برابر )باشد کمتر  25ژن کنترل داخلی از

 می باشد. 21 از

نمونه کنترل  Ctاز یک نمونه که ژن مورد نظر در آن بیان دارد به عنوان کنترل مثبت استفاده شود و  .2

 کمتر باشد. 38مثبت از 

 ر گروه نمونه ها د Ctگروه بررسی می نمایید و )یا چند( بنابراین در صورتی که بیان یک ژن را در دو 

قابل قبول می باشد  اولگروه  Ctمی باشد. در صورتی  38از  کمتر دیگراما در گروه  38از  اول بیشتر

کمتر باشد. این نتایج نشان می دهد که ژن مورد  24از  اولژن کنترل داخلی در نمونه های گروه  Ctکه 

 .بیان می باشدفاقد  اول بررسی در گروه

بررسی نمود و داده به صورت خودکار می توان کیفیت همه داده های را  GenExبا استفاده از نرم افزار 

 های مخدوش را مشخص و اصلاح نمود. 
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مرحله دوم: پردازش اولیه داده های ریل تایم و آماده 

و آنالیز  Fold changeسازی داده ها جهت محاسبه 

 آماری
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  no-RTس کنترل های اصلاح نمودن داده ها ریل تایم براساپردازش و

یکی از کنترل های مهم در بررسی کیفیت داده های  no-RTهمان گونه که قبلا توضیح دادیم کنترل های 

 2نباید از  No-RTبا نمونه های  +RTریل تایم می باشد و همچین توضیح دادیم که اختلاف نمونه های 

و یا وجود  DNAتواند دلیل آلودگی می  No-RTپایین برای نمونه های  Ctسی تی کمتر باشد. وجود 

و دایمر پرایمر می تواند سبب تغییر  DNAپرایمر دایمر در واکنش ریل تایم باشد. از آنجایی که آلودگی 

Ct  نمونه هایRT+  گردد و به عنوان مثال نمونه ای که آلوده بهDNA  می باشد می تواند دارایCt 

 Ctو دایمر پرایمر بر روی  DNAبنابراین اثر آلودگی اشد، پایین تر نسبت به نمونه های فاقد آلودگی ب

 باید اصلاح شود.  +RTنمونه های 

 cDNAاستفاده شده در سنتز  RNAمیزان اصلاح و پردازش داده های ریل تایم با 

استفاده شده برای همه  RNAبرای نمونه ها این است که میزان  cDNAیکی از شرایط مهم در سنتز 

می تواند سبب افزایش تعداد رشته های الگو در واکنش ریل  RNAباشد. افزایش میزان  نمونه ها برابر

آن نمونه گردد. البته در صورتی که از ژن رفرنس نیز در کنار ژن های هدف  Ctتایم و در نتیجه کاهش 

 ها باRNAهای سنتز شده با cDNAمحاسبه شده برای  dCtبه عنوان نرمال کننده استفاده شود میزان 

غلظت متفاوت برای یک نمونه یکسان خواهد بود. اما در شرایطی که از ژن رفرنس در ریل تایم استفاده 

 cDNAاستفاده شده در سنتز  RNAنمی شود و یا درصورت تمایل می توان داده های ریل تایم را با میزان 

اده های ریل تایم دارای برای اصلاح د cDNAاستفاده شده در سنتز  RNAاصلاح نمود. استفاده از میزان 

در واکنش  cDNAنهایی و میزان رقیق نمودن آن و میزان استفاده از  cDNAیک شرط می باشد: حجم 

 RNA 20نانوگرم  500ریل تایم برای همه نمونه ها برابر باشد. به عنوان مثال اگر برای نمونه اول با 

میکرو لیترآن به عنوان  1ق شود و از رقی 5به  1به نسبت  cDNAسنتز شود و این  cDNAمیکرولیتر 

 cDNAمیکرولیتر  RNA 10نانوگرم  250الگو در ریل تایم استفاده شود در صورتی که نمونه دوم با 
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 cDNAاستفاده شده در سنتز  RNAرقیق شود دیگر نمی توان از میزان  5به  1سنتز شود و با شرایط 

 برای اصلاح داده های ریل تایم استفاده نمود. 

 Spikeموزش پردازش داده های ریل تایم با استفاده از آ

Spike  الگوهایRNA  سنتزی با غلظت های مشخص می باشد. بعد از استخراجRNA  و هنگام سنتز

cDNA  میزان یکسانی ازRNA هایspike  را به همه نمونه ها اضافه می نمایند و سپس سنتزcDNA 

پرایمر طراحی شده است و از آن ها در واکنش ریل تایم نیز  spikeانجام می پذیرد برای رشته های 

نیز  spikeژن رفرنس و ژن هدف، برای  Ctاستفاده می شود. در واقع برای هر نمونه علاوه بر محاسبه 

Ct  محاسبه می شود. به دلیل اینکه میزانRNA هایspike  برای همه نمونه ها یکسان می باشد میزان

Ct ها برای  محاسبه شده در همه نمونهspike  نیز باید برابر باشد. در واقعspike  مشخص کننده کیفیت

برای  cDNAبالا باشد در نتیجه مراحل سنتز  Spikeگزارش شده برای  Ctمی باشد. اگر  cDNAسنتز 

 آن نمونه دارای مشکل می باشد.

 پردازش داده های تکرار تکنیکال برای ریل تایم  

و ریل تایم ضروری  cDNA، سنتز RNAت مراحل کار مانند استخراج تکرار تکنینال برای بررسی صح

تکرار ریل تایم که در دو ریل تایم مجزا اجرا شده است هنگامی که می خواهیم داده های دو اما  می باشد. 

یک مشکل پیش می آید و  آن هم این است که به دلیل این که واکنش های ریل تایم در را با هم ادغام نماییم 

برای ژن ها متفاوت باشد. برای اصلاح این مشکل  Ctن های مختلف اجرا شده اند ممکن است محدوده زما

( cDNAباید در هر دو واکنش ریل تایم علاوه بر نمونه های مورد بررسی باید از یک نمونه مشترک )

می گردد و سپس محاسبه  Ctنیز استفاده نمود. برای این نمونه مشترک در هر دو واکنش ریل تایم میزان 

های گزارش شده برای این نمونه مشترک بین دو واکنش ریل تایم می توان محدوده Ctبا مقایسه اختلاف 
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Ct  همه ژن ها را در دو یا چند واکنش ریل تایم مجزا اصلاح نمود. به این نمونه مشترک در بین واکنش

( گفته می شود. بنابراین inter plate calibratorیا کالیبره کننده بین پلیتی ) IPCهای ریل تایم، نمونه 

یت های ریل تایم در همه پل IPCنمونه  cDNAمی باشد و منبع  IPCهر پلیت ریل تایم دارای یک نمونه 

مشترک می باشد. در این مثال به دلیل اینکه ما همه نمونه های ریل تایم اول را در ریل تایم دوم نیز تکرار 

مونه ها بین دو پلیت مختلف ریل تایم مشترک هستند، همه نمونه ها یک نوع می نماییم و در واقع همه ن

IPC  محسوب می شوند. بنابراین در صورتی که از نمونهIPC  در دو ریل تایم استفاده ننموده اید می

در بین نمونه ها می باشد به عنوان  Ctتوانید از داده های یکی از نمونه هایی که دارای بهترین کیفیت 

IPC  .استفاده نمایید 

 که در چند پلیت مجزا )چند واکنش ریل تایم( انجام می شودپردازش داده های ریل تایم آموزش 

در بسیار از موارد به دلایل خاص مانند زیاد بودن نمونه ها، ممکن است بخشی از نمونه ها در یک واکنش 

ام گیرد و به این صورت همه نمونه ها ریل تایم و بخش دیگر از نمونه ها در واکنش ریل تایم دیگر انج

)منظور تکرار تکنیکال نیست( در چند واکنش ریل تام سنجش می شوند. همان گونه که قبلا ذکر کردیم 

هنگامی که میخواهیم داده های دو واکنش مجزای ریل تایم را با یکدیگر ترکیب و آنالیز نماییم یک مشکل 

یل این که واکنش های ریل تایم در زمان های مختلف گذاشته شده پیش می آید و  آن هم این است که به دل

برای ژن ها متفاوت باشد. برای اصلاح این مشکل در هنگامی که نمونه های  Ctاند ممکن است محدوده 

استفاده نمود بنابراین در هر واکنش  IPCدر چند واکنش ریل تایم آزمایش می شوند نیز باید از نمونه های 

 IPCمشترک به عنوان نمونه  cDNAوه بر نمونه های مورد بررسی باید از یک نمونه با ریل تایم علا

در  IPCنمونه های  cDNAمی باشد و منبع  IPCاستفاده نمود پس هر پلیت ریل تایم دارای یک نمونه 

 همه پلیت های ریل تایم مشترک می باشد.
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دو دو تکرار تکنیکال می باشد. در هر در شکل فوق طراحی یک آزمایش را نشان می دهد که شامل 

 4تکرار تکنیکال بخشی از نمونه ها در یک پلیت و بخشی دیگر در پلیت دوم آزمایش شده اند. بنابراین 

 پلیت در این آزمایش به کار برده شده است. 
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و آنالیز آماری  Fold changeمرحله سوم: محاسبه 

 تغییرات بیانی ژن های هدف.
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  داده های ریل تایم آنالیز( در T-test) Tزش کاربرد آزمون آمو

وه مستقل مورد بیان یک یا چند ژن هدف را دو گرمیانگین  می توان T (T-test)آزمون با استفاده از 

مورد  هر کروهبه عبارتی دیگر در این آزمون، میانگین های بدست آمده از نمونه های بررسی قرار داد. 

افراد مبتلا به سرطان ریه و  جمعیتمانند  مختلف جمعیترد. بدین معنی که از دو قرار می گی بررسی

، به طور تصادفی (مساوی یا غیر مساوی باشند ها اعم از اینکه تعداد نمونه)، نمونه هایی افراد سالم جمعیت

 .)شکل زیر(را با هم مقایسه می کنیمانتخاب کرده و میانگین های آن دو جامعه 

بوده و برای نمونه های کوچک نیز، زمانی بهترین کاربرد را دارد که  t پایه ی توزیع نرمالبر  Tآزمون 

 داده های متغیر مقایسه شونده در گروه های مستقل از توزیع نرمال برخوردار باشد.

 

 در محاسبه سطح معنی داری داده های ریل تایم Tشکل فوق: استفاده از آزمون 

آماری توضیحاتی  آنالیزو  Fold changeده سازی داده های برای محاسبه در مرحله قبل در مورد آما

 را ارائه نمودیم. 
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  تایم داده های ریل آنالیز( در paired T-test) جفت شده Tآموزش کاربرد آزمون 

خواهیم کاربرد   جفت نشده توضیحات لازم را ارائه دادیم در این بخش می Tدر مثال قبل در مورد آزمون 

 نتایج ریل تایم توضیح دهیم. آنالیزجفت شده را در  Tون آزم

آزمون نمونه های  ،تی وابسته که با عناوینی چون آزمون تی با نمونه های زوج ، جفت شده T آزمون

یک گروه  نتایج ریل تایم به کار می رود که آنالیزدر  ، زمانیشناختههمبسته و آزمون نمونه های جفتی نیز 

قبل و بعد از تزریق یک داروی  فرد 10میزان بیان ژن هدف در می کنیم مانند  آزمایش را بیش از یک بار

تی  روشانجام می دهیم و در نهایت با  )یا تیمار( آزمون یکخاص. به عبارت دیگر یا ما روی یک گروه 

در فاوت معناداری با هم مقایسه می کنیم تا ببینیم که آیا تنتایج بیان ژن هدف را قبل و بعد از تیمار وابسته 

 .ا خیربیان ژن )یا ژن های هدف( ایجاد شده است ی

 

تیماره شده اند سپس تغییرات بیانی  Dتکرار بیولوژیک از یک رده سلولی با ویتامین  4 آزمایش فوقدر 

این آزمایش دارای دو تکرار تکنیکال می در این نمونه ها بررسی شده است.  p53و  bcl1دو ژن هدف 

 و ریل تایم می باشد(  cDNAتا سنتز  RNAور از تکرار تکنیکال تکرار مراحل استخراج منظباشد )
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مورد بررسی قرار  Dاز آنجایی که در این آزمایش میزان بیان ژن ها در قبل و بعد از تیمار با ویتامین 

 آماری استفاده نمود. آنالیزجفت شده برای  Tمی گیرند، بنابراین باید از آزمون 
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  ریل تایمداده های  آنالیزدر  one-way Anovaآموزش کاربرد آزمون 

آماری بیش از  آنالیزدر و بیان یک یا چند ژن هدف را در بیش از دو گروه بررسی نماییم  در صورتی که

با استفاده نماییم.  Anovaدو گروه داشته باشیم برای بررسی سطح معنی داری ژن ها باید از آزمون 

بیان یک یا چند ژن هدف را در بیش از  سطح معنی داری تغییرات می توان Anovaآزمون اده از استف

مانند گروه افراد  مختلف جمعیت از سه )یا بیشتر(بدین معنی که دو گروه مستقل مورد بررسی قرار داد. 

از اینکه تعداد نمونه ، نمونه هایی اعم مبتلا به سرطان ریه، افراد مبتلا به نئوپلازی و گروه افراد سالم

این میانگین های  سطح معنی داری اختلاف مساوی یا غیر مساوی باشند، به طور تصادفی انتخاب کرده و

 .)شکل زیر( را با هم مقایسه می کنیم جمعیت سه
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 برای داده های ریل تایم )ژن ها و نمونه ها(  heatmap کاربردآموزش 

مخصوصا در مواقعی )یش تغییرات بیان ژن ها بر حسب گروه ها یکی از روش های بسیار مفید در نما

 می باشند.  heatmapتصاویر  (که تعداد ژن ها و یا نمونه ها زیاد است

 

ابتدا ژن ها و نمونه ها بر اساس الگوهای بیانی دسته همانند شکل فوق،  heatmapدر ترسیم تصاویر 

قرار می گیرند. سپس ژن  دستهبیان یافته اند در یک  بندی می شوند به عنوان مثال ژن هایی که افزایش

ها در یکی از محورها مختصات و نمونه ها در محور مختصات دیگر قرار می گیرند. سپس میزان بیان 

هر ژن در هر نمونه با رنگ ها مشخص خواهد شد. به عنوان مثال بیشتر بیان با مربع قرمز، کمترین بیان 

 ا با رنگ های بین آبی و قرمز نمایش داده خواهند شد.و سایر بیان ه با مربع آبی
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 برای داده های ریل تایم )نمونه ها(  دندروگرام  کاربردآموزش 

می  GenExبا استفاده از نرم افزار باشد.  ترسیم دندروگرام  یک روش برای دسته بندی نمونه ها می

به عبارت دیگر  دروگرام ترسیم نموددنتوان برای نمونه های مورد بررسی بر حسب داده های بیان ژن 

 . بر اساس داده های بیانی ژن ها نمونه ها را دسته بندی نمود
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و محاسبه  داده های ریل تایم آنالیزدر  Repeated measures ANOVAآموزش کاربرد آزمون 

 .GenExآن در نرم افزار 

و گروه مرتبط با هم بررسی شوند باید در بخش های قبلی توضیح دادیم که در صورتی که بیان ژن ها در د

اگر بیان ژن ها در بیش از دو گروه مرتبط  اما اماری داده ها استفاده شود آنالیزجفت شده برای  T-testاز 

برای بررسی آماری داده ها  Repeated measures ANOVAبا هم بررسی شوند باید از روش 

 استفاده شود.

 

تکرار بیولوژیک  4ای جفت شده را نمایش می دهد. در آزمایش فوق گروه هآزمایش فوق یک نمونه از 

تیماره شده اند سپس تغییرات بیانی ژن هدف  Bتکرار دیگر با ترکیب  4و  Aاز یک رده سلولی با ترکیب 
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ه تیمار نشده، وگر -1بنابراین سه گروه جفت شده داریم.  روز بررسی شده است. 7در این نمونه ها بعد از 

 در روز هفتم. Bگروه تیمار شده با ترکیب -3در روز هفتم،  Aتیمار شده با ترکیب گروه  -2

 

تکرار بیولوژیک  4آزمایش فوق نیز یک نمونه از گروه های جفت شده را نمایش می دهد. در آزمایش فوق 

از روز تیماره شده اند سپس تغییرات بیانی ژن هدف در این نمونه ها بعد  Aاز یک رده سلولی با ترکیب 

گروه تیمار  -2گرره تیمار نشده،  -1بررسی شده است. بنابراین سه گروه جفت شده داریم.  7و روز  1

 در روز هفتم. Aگروه تیمار شده با ترکیب -3در روز اول،  Aشده با ترکیب 
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وژیک تکرار بیول 4آزمایش فوق نیز یک نمونه از گروه های جفت شده را نمایش می دهد. در این آزمایش 

تیماره شده اند سپس تغییرات بیانی ژن هدف در این نمونه ها بعد از روز  Aاز یک رده سلولی با ترکیب 

تیمار  Bتیمار شده بودند مجددا با ترکیب  Aبررسی شده است. در مرحله بعد نمونه هایی که با ترکیب  1

سی شده است. در این آزمایش نیز برر 7شده و سپس تغییرات بیانی ژن هدف در این نمونه ها بعد از روز 

در روز  Aگروه تیمار شده با ترکیب  گروه دوم:گرره تیمار نشده،  گروه اول:سه گروه جفت شده داریم. 

نکته قابل توجه در این آزمایش این است   در روز هفتم. Bگروه تیمار شده با ترکیب گروه سوم: 3اول، 

به همدیگر که نتایج گروه سوم متاثر از گروه دوم می باشد بنابراین گروه های مورد بررسی در این آزمایش 

 داده ها باید توجه شود. آنالیزوابسته می باشند )گروه ها از یکدیگر مستقل نمی باشند( به این نکته در 
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و محاسبه آن در نرم افزار  داده های ریل تایم آنالیزدر  wayanova-2آموزش کاربرد آزمون 

GenEx. 

داده ها ریل تایم تا این مرحله ذکر نمودیم، نمونه ها را تنها بر اساس یک  آنالیزدر مثال هایی که برای 

وضعیت سلامت )که شامل حالت های  ویژگیگروه بندی می نمودیم. به عنوان مثال بر اساس  ویژگی

تیمار بودن/نبودن نمونه ها. در صورتی که ما نمونه ها را  ویژگیتومری و ... بوده است( و یا  نرمال،

 استفاده نماییم. wayanova-2ها باید از روش داده  آنالیزدسته بندی نماییم برای  ویژگیبر اساس دو 

 

های هدف در  در آزمایش فوق بر روی یک رده سلولی سه تیمار مختلف صورت گرفته است و بیان ژن

بعد از تیمار بررسی شده است. بنابراین در آزمایش فوق ما می توانیم نمونه ها را بر  3و  2، 1روز 

 روز دسته بندی نماییم.  ویژگینوع تیمار و  ویژگیاساس 
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در آزمایش فوق بیان ژن های هدف در سه نوع بافت نرمال، سرطانی و نئوپلازی بررسی شده است و 

ررسی بر اساس مصرف سیگار دسته بندی شده اند. بنابراین در آزمایش فوق ما می توانیم افراد مورد ب

در مجموع با مصرف سیگار دسته بندی نماییم. ویژگی وضعیت سلامتی و  ویژگینمونه ها را بر اساس 

 (گروه خواهیم داشت2X 3) 6دسته بندی نمونه های فوق ما 
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 GenExداده های ریل تایم با استفاده از نرم افزار  زیاد error barبودن و  هپراکند علتبررسی 

باشد. در صورتی  کیفیت آزمایش و روش کار می متاثر ازدر ریل تایم  داده ها )واریانس( میزان پراکندگی 

بیان یک ژن تغییرات مورد نظر را نشان می دهد اما از لحاظ آماری معنی دار نمی در نتایج ریل تایم که 

به باشد.  داده های ریل تایم می پراکندگیدر نمودارها زیاد می باشد علت  error barا میزان باشد و ی

  شکل زیر توجه نمایید.

 

بنابراین منظور از  در نمودار شده است error barدر شکل فوق پراکندگی بالای داده ها سبب افزایش 

در نمودارها  error barب افزایش پراکندگی وجود اختلاف در تکرارهای یک آزمایش می باشد که سب

 می گردد.
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 ردر سطح تکرادر نمودار بالا می باشد باید نتیج ریل تایم  error barباید نتایج  ی که میزان در مواقع

های بیولوژیک، تکنیکال و ریل تایم مورد بررسی قرار گیرد تا معلوم شود هر سطح چه میزان در 

 ای نقش می باشد سپس آن مرحله اصلاح و بهینه شود.پراکندگی مشاهده شده در داده ها دار

 

قبلا ذکر کردیم که تکرارها در ریل تایم شامل سه سطح تکرارها بیولوژیک، تکرارهای تکنیکال و ریل 

و عدم  error barتایم می باشد. عدم تشابه داده ها در هر یک از سطح های فوق می تواند سبب افزایش 

تیمار شده است  Aکل فوق دو تکرار بیولوژیک از یک رده سلولی با ترکیب شمعنی دار نتایج گردد. در 

و سپس تغییر بیان ژن ها هدف با دو تکرار تکنیکال و سه تکرار ریل تایم مورد بررسی قرار گرفته است. 

دلیل آن عدم یکسان بودن نتیجه تیمارها  در صورتی که تکرارهای بیولوژیک با یکدیگر تفاوت داشته باشند

می باشد در صورت اختلاف زیاد بین تکرارهای بیولوژیک احتمال عدم تکرار پذیر بودن نتایج نیز وجود 

در صورتی که پراکندگی مشاهده شده به دلیل اختلاف نتایج در تکرارهای تکنیکال باشد بنابراین  دارد.
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اهده شده به دلیل باید بهینه گردد و در صورتی که پراکندگی مش cDNAو سنتز  RNAمراحل استخراج 

اختلاف تکرارهای ریل تایم می باشد بنابراین باید در سمپلینگ نمونه ها توجه بیشتری نمود. با استفاده از 

می توان نقش هر یک از تکرارهای بیولوژیک، تکنیکال و ریل تایم را در میزان  GenExنرم افزار 

 ا تعیین نمود.ه( داده error barپراکندگی )
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 GenExبا استفاده از نرم افزار تعیین بهترین ژن رفرنس برای نرمال سازی داده ها ریل تایم 

رنس مناسب برای نرمال داده های ریل تایم استفاده از یک ژن رف آنالیزیکی از فاکتورهای بسیار مهم در 

کمی استفاده  time PCR -Realدر مطالعاتی که از تکنیکمی باشد. و  dCtکرده داده ها و محاسبه 

 می بایست میزان  mRNAمنظور کمی سازی داده های حاصل از اندازه گیری سطوحه می شود، ب

mRNA  ژن هدف را نسبت به میزان mRNA  از آنجا که سطح کردنرمال  ،یک ژن رفرنس .

می بایست در بین بافت های مختلف و نیز تمامی مراحل رشد یک موجود زنده  رفرنسبیان ژن 

ه و نیز تحت تأثیر تیمارهای آزمایش قرار نگیرد، در هر یک از آزمایش های بیان ژن می ثابت بود

تا مناسب  قرار دادمورد آزمایش و ارزیابی قرار  را ثبات و پایداری بیان چندین ژن رفرنس توان

 منظور نرمال سازی داده های حاصل از بیان ژن هدف انتخاب گردد. ه ترین ژن رفرنس ب
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( Specificity)و اختصاصیت  (Sensitivity) و محاسبه حساسیت  Rocسیم منحنی آموزش تر

 ژن ها به عنوان بیومارکر در تشخیص بیماری ها برای

 خون ،بافت در سرطان یا و بیماری یک در یک پا چند هدف بیان که دهد نشان نتایج آنالیزدر صورتی که 

نوع آن  یایهدر نمونه  ها ژنآن  بیان تغییر تفاده از بررسیبا اس می نماید تغییر افرادو یا سایر بافت های 

می توان نوع نمونه را تعیین نمود و از ژن های هدف به عنوان بیومارکر در  توان میمشخص نیست 

 به) غیرنرمال و نرمال های نمونه در ها ژن  بیان تغییر از که هنگامیتشخیص بیماری ها استفاده نمود. 

 گردد می استفاده سرطان یا و بیماری یک تشخیص برای بیومارکر یک عنوان به( سرطان مثال عنوان

 ،(مربوطه ژن) بیومارکر برای( Specificity( و اختصاصیت )Sensitivityحساسیت ) میزان تعیین

 .باشد می بیومارکر کیفیت کننده تعیین

 که صورتی درباشند و متغیر می  1تا  0( بین Specificity( و اختصاصیت )Sensitivityحساسیت )

 دارای باشد 1( نزدیک به Specificity( و اختصاصیت )Sensitivityحساسیت ) دارای بیومارکر یک

. در صورتی که حساسیت یک بیومارکر پایین باشد ممکن یک نمونه تومری و باشد می تشخیصی ارزش

( یک Specificityصاصیت )یا بیمار را به اشتباه نرمال شناسایی نماید و در صورتی که میزان اخت

 تشخیص دهد.بیومارکر کم باشد امکان دارد یک نمونه نرمال را به اشتباه تومری و یا بیمار 

 .گردد می استفاده ROC منحنی ترسیم از بیومارکر یک اختصاصیت و حساسیت تعیین برای
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 GenExرم افزار م در نیبر اساس داده ها ریل تا Survival تاثیر بیان ژن ها در آموزش سنجش

باشند که یکی از این مسیرهای  می ی و مسیرهای سلولی دارای نقشستزی یدر تنظیم همه فرایندهاها ژن 

زیستی فرایند مرگ می باشد. سوالی اصلی اینجاست که اگر بیان یک ژن به عنوان مثال در سرطان ریه 

بیماران خواهد شد؟. برای پاسخ گویی  افزایش داشته باشد آیا این افزایش بیان سبب افزایش نرخ مرگ در

 استفاده خواهیم نمود. به آزمایش زیر توجه نمایید:  Survivalبه این سوال از آزمون 

 

نمونه رده سلولی، بیان یک ژن را هدف در آن ها افزایش داده ایم و  15در آزمایش فوق با تیمار نمودن 

. در مرحله بعد در سلول های هر دو گره مرگ القا شده نمونه نیز به عنوان کنترل استفاده شده است 15از 

سنجش شده است. حال سوال این است که آیا افزایش بیان ژن است و سپس زمان مرگ هر رده سلولی 

  زمان مرگ خواهد شد؟.سبب تاخیر و یا تسریع هدف در سلول ها 
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وط آبی و سبز بیانگر زمان مرگ در پنجره فوق خطمی باشد.  Survivalشکل فوق بیانگر نتیجه آزمون 

 برای نمونه های گروه تیمار شده و تیمار نشده می باشد. 
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 GenExها با استفاده از داده های ریل تایم در نرم افزار RNAبررسی میانکنش ژن ها و میکرو

در ها وظیفه ی اصلی آن و دارندنوکلئوتید طول  22درحدود ها miRNAها یا به اسم دیگر RNAمیکرو

خاموش کردن ژن هدف این کار را انجام و  mRNAتنظیم پس از رونویسی است؛ که با برهمکنش با 

 نوع ازآن ها را رمزدهی کند 20000تواند حدود دهند. ژنوم انسان میمی

و در  3UTR  هستند که در جانوران معمولاً با mRNAمکمل قسمتی از یک یا چندین  هاRNAمیکرو

جفت باز در ناحیه ی پروموترباعث  شوند. ایجادای که رمز دهندگی دارد جفت میاحیهگیاهان معمولاً با ن

سبب جلوگیری  شود؛ که این یک مدل اولیه برای گیاهان است. ایجاد جفت بازهدف می mRNAبریدگی 

جفت باز است در موارد  7شود. گاهی میزان جفت شدگی بسیار کم و در حدود از ترجمه و مهار آن می

کمتر است و هرچه میزان جفت شدگی بیشتر باشد قدرت عمل آن بیشتر  هاRNAچنین، قدرت میکرو این

در یاخته با تاثیر بر متیله شدن ژن و تغییرات هیستونی و چندین روش دیگر روی  هاRNAاست. میکرو

 مؤثر خواهند بود.  بیان ژن
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را نشان  ها miRNA طژن توسها و روش های ممانعت از بیان miRNAشکل فوق: طریقه پردازش 

ها تخریب  RNAباشد یکی از روش های تنظیم ژن ها توسط میکرو می دهد. همانگونه که قابل مشاهده می

mRNA ژن هدف می باشد. در صورتی که یک میکروRNA  با تخریبmRNA  ژن هدف سبب تنظیم

ش می یابد. در صورتی که ژن هدف کاه mRNAباید بیان  RNAآن شود بنابراین با افزایش بیان میکرو
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و ژن هدف به وسیله ریل تایم مورد بررسی قرار گیرد می توان ارتباط  RNAدر نمونه ها بیان میکرو

  این دو را با هم بررسی نمود.

 با استفاده از نتایج ریل تایم  RNAمحاسبه ضریب همبستگی بین ژن هدف و میکرو

ژن  mRNAها تخریب  RNAژن ها توسط میکرو یکی از روش های تنظیمهمانگونه که قبلا ذکر شد 

ژن هدف سبب تنظیم آن شود بنابراین  mRNAبا تخریب  RNAهدف می باشد. در صورتی که یک میکرو

ژن هدف کاهش می یابد بنابراین باید بین سطح بیان  mRNAباید بیان  RNAبا افزایش بیان میکرو

یک   ضریب همبستگی. داشته باشدوجود  correlation)و ژن هدف یک همبستگی ) RNAمیکرو

با متغیر کمی  ( RNA)سطح بیان میکرو متغیر کمی یک میزان ارتباطبرای تعیین نوع و  آماری روش 

ضریب همبستگی شدت رابطه و همچنین نوع رابطه )مستقیم یا معکوس( . است  ح بیان ژن هدف)سط دیگر

بیانگر  r=1 . میزان است -1تا  1بین  و میزان آن نشان می دهند rرا با  دهد. این ضریبرا نشان می

ز متغیرها مستقیم یا مثبت به این معناست که اگر یکی ا هطبرابطهٔ مستقیم کامل بین دو متغیر است، را

یز وجود یک رابطهٔ معکوس کامل ن R=-1 .یابدافزایش )یا کاهش( یابد، دیگری نیز افزایش )یا کاهش( می

دهد که اگر یک متغیر افزایش یابد متغیردیگر دهد. رابطهٔ معکوس یا منفی نشان میبین دو متغیر را نشان می

دهد که بین دو بر صفر است این نشان میزمانی که ضریب همبستگی برا .یابد و بالعکسنیز کاهش می

 .وجود ندارد ارتباطیمتغیر 

 Spearmanو  Pearson Correlationمی توان محاسبه نمود: ضرایب همبستگی را با دو روش 

Correlation  .همبستگی ضریب Pearson تعداد یا نرمال توزیع با هاییداده برای پارامتری روشی 

 از نباشد، معقول آنها بودن نرمال فرض و کم هاداده تعداد که صورتی در و ودشمی استفاده زیاد هایداده
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قبلا در مورد نحوه بررسی نرمال بودن داده  .شودمی استفاده( Spearman) اسپیرمن همبستگی ضریب

 ها توضیحات لازم را ارائه نموده ایم.

گرفته تایم مورد بررسی قرار  به وسیله ریل و ژن هدف RNAدر صورتی که در نمونه ها بیان میکرو 

 .این دو را با هم بررسی نمود ضریب همبستگیمی توان  باشد

 

 

نشان می دهد. در نمودار فوق  RNAنمودار فوق نمونه ها را بر اساس سطح بیان ژن هدف و میکرو

نه که نمونه های نرمال با رنگ آبی و نمونه های گروه تومری با رنگ سبز نمایش داده می شود. همانگو
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کاهش می یابد  -2به  4از  bcl1سطح بیان  2به  -8از  miRقابل مشاهده می باشد با افزایش سطح بیان 

 گر وجود همبستگی منفی بین این دو ژن می باشد.نایکه ب
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 GenExده های ریل تایم با نرم افزار تعیین کارایی پرایمر برای دا جهتآموزش ترسیم منحنی استاندارد 

و پرایمرها می  PCRیک روش برای تعیین میزان کارایی  منحني استاندارد )مقایسة مطلق(ترسیم روش  

باشد علاوه بر این از این روش در محاسبه تعداد نسخه های یک ژن نیز کار برد دارد. برای تعیین میزان 

براي رسم منحني ع به عنوان نمونه مرجبا غلظت مشخص  DNAیا  RNA هنمونیک از  کارایی پرایمرها

و سپس چند رقت  شود تعیین مياین نمونه مرجع  DNAیا  RNAغلظت  ابتدا شود. استاندارد استفاده مي

با استفاده از روش ریل تایم  در مرحله بعد  .متوالی از این نمونه با غلظت های مشخص تهیه می شود

استاندارد یک نمودار  یج ریل تایم حاصل،برای این رقت های متوالی تعیین می گردد. سپس با نتا Ctمیزان 

به صورت لگاریتمی میزان رقیق سازي  Xمحور ترسیم می شود در این نمودار نمونه هاي رقیق شده  از

سپس با تعیین شیب خط ترسیم شده می  حاصل از ریل تایم می باشد. CTمیزان  Yمحور  و 10بر پایه 

 را تعیین نمود. PCRرها و توان با استفاده از قرمول زیر کارایی پرایم
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باشد از شیب منحنی فوق برای محاسبه کارایی  شکل فوق نشان دهنده منحنی استاندارد ترسیم شده می

 پرایمر استفاده خواهد شد.
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با نرم افزار جهت تعیین میزان مطلق ژن هدف آموزش ترسیم منحنی استاندارد برای داده های ریل تایم 

GenEx 

داده های ریل تایم ترسیم منحنی استاندارد جهت سنجش میزان مطلق ژن هدف  آنالیزوش های یکی از ر

 نیز همانند روش ترسیم منحنی استاندارد برای تعیین کارایی پرایمرها در این روشدر نمونه ها می باشد. 

غلظت تدا ابشود.  با غلظت مشخص براي رسم منحني استاندارد استفاده مي DNAیا  RNA هنمونیک از 

RNA  یاDNA با استفاده از وزن مولکولیشود و سپس  اسپکتروفوتومتر تعیین مي روش استاندارد با 

RNA  یاDNA   یتعداد نسخه هامی توان RNA  یاDNA از  سپس .را در نمونه استاندارد تعیین نمود

به نانوگرم مشخص  که تعداد نسخه های ژن هدف و یا میزان آن سری رقت متوالینمونه استاندارد یک 

برای ترسیم منحنی استاندارد استفاده می شود. در این روش علاوه بر نمونه  تهیه می شود و از آن ها است

های حاصل از رقت های متوالی، نمونه های مورد بررسی )که تعداد نسخه ژن هدف باید در آن ها تعیین 

یک در مرحله بعد  ه ها مشخص خواهد شد.برای همه نمون Ctگردد( نیز با ریل تایم بررسی و میزان 

میزان رقیق سازي یا بیانگر   Xبدین صورت که محور ترسیم می گردد نمودار از نمونه هاي رقیق شده 

با نمودار نمونه هدف  Ctبا مقایسه ، در ادامه هر نمونه می باشد Ctمیزان  Yو محور هدف  تعداد کپي ژن 

 به دست مي آوریم.  نمونه ها آنژن هدف را پي و یا غلظت میزان ک استاندار ترسیم شده می توان
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شکل فوق نشان دهنده منحنی استاندارد ترسیم شده می باشد از این نمودار برای محاسبه میزان مطلق ژن 

 هدف در نمونه های مورد بررسی استفاده خواهد شد.
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 PCAایم با روش بر اساس داده های ریل ت دسته بندی ژن ها و نمونه ها آنالیز

داده ها می باشد اما آنچه بیشتر درعلم زیست شناسی  آنالیزدارای کاربردهای فراوانی در  PCAروش 

بیان  بندی نمونه ها می باشد. فرض نمایید برای دسته PCAمورد توجه قرار گرفته است استفاده از روش 

قرار داده ایم و اکنون می خواهیم از مورد بررسی نمونه نرمال  50نمونه تومری و  50 چندین ژن را در

 بیان ژن ها برای گروه بندی نمونه ها استفاده نماییم. 

 

اگر برای بررسی نمونه ها از دو ژن استفاده کرده باشیم برای گروه بندی نمونه ها باید از دو محور 

 مختصات استفاده نماییم و هر محور را به یک ژن اختصاص بدهیم.
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محور مختصات  3ژن استفاده کرده باشیم برای گروه بندی نمونه ها باید از  3نمونه ها از  اگر برای بررسی

به عنوان )ژن  3حال فرض نمایید که بیش از  استفاده نماییم و هر محور را به یک ژن اختصاص بدهیم.

 10سب این مورد بررسی قرار داده ایم اکنون برای نمایش نمونه ها بر ح( ژن را در نمونه ها 10مثال 

 100محور مختصات در فضای سه بعدی هستیم که این امری غیر ممکن است حال اگر  10ژن نیازمند 

ژن را مورد بررسی قرار داده باشیم کار ترسیم نمونه ها بر اساس همه ژن ها بسیار دشوار خواهد بود. 

رفتار یکسان می باشند این مشکل را حل می نماید. در این روش ژن هایی که دارای الگو و  PCAروش 

( در نظر گرفته می شوند. ممکن است بر اساس تعداد ژن ها چندین component) مولفهبه عنوان یک 

component  ساخته شود در مرحله بعد دسته بندی نمونه ها بر اساس دو یا سهcomponent  اصلی

 Principalی اصلی ها componentدر فضای دو بعدی و یا سه بعدی نمایش داده می شوند. به 

component صورت مخفف  هو یا بPC  آنالیزگفته می شود و به فرایند Principal component 

 گفته می شود. PCAو یا به صورت مخفف  analysis  Principal component به انگلیسی
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 .اصلی و به صورت سه بعدی می باشد مولفهبر اساس سه  نمودار فوق نمایش دهنده نمونه ها
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 Potentialبر اساس داده های ریل ریل تایم با روش  )سالم، بیمار،...(نمونه ها پیش بینی نوع و آنالیز

curves 

شامل دو مرحله می باشد. مرحله اول آن  P curveیا به صورت مخفف  Potential curvesروش 

تفاده از بررسی نمونه ول با اسمعمولی می باشد که در فوق آموزش داده شد. در مرحله ا PCAشبیه روش 

هایی که نوع )مثلا تومری و یا نرمال( آن ها مشخص می باشد، برای ژن های سنجش شده الگوهایی 

نوع نمونه های ناشناخته های اصلی( شناسایی می گردد که در مرحله دو با استفاده از این الگوها  مولفه)

ا با نوع مشخص و نمونه های نا مشخص می باشیم مشخص خواهد شد. پس در این روش ما دارای نمونه ه

که باید نوع نمونه های نامشخص را شناسایی نماییم. به نمونه هایی که نوع آن ها مشخص می باشد نمونه 

 گفته می شود. Testو به نمونه هایی که باید نوع آن ها را مشخص نمود نمونه های  trainingهای 
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( PC2اصلی دوم ) مولفه( و PC1اصلی اول ) مولفهنمونه ها بر اساس  در شکل فوق نمودار نقطه ای همه

نمایش داده شده است. نمونه های تومری با رنگ آبی و نمونه های نرمال با رنگ سبز و نمونه های 

ناشناخته با سیار رنگ نمایش داده شده اند. اسم نمونه های ناشناخته شده نیز نمایش داده شده است. خطوط 

محدوده گروه بندی نمونه های تومری و نرمال را نشان می دهد اگر یک نمونه ناشناخته  در دایره ای 

محدوده نمونه های نرمال قرار بگیرد آن نمونه در نوع نرمال گروه بندی می شود و اگر در محدوده نمونه 

 های تومری قرار بگیرد در این گروه دسته بندی خواهد شد. 
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   Dynamic PCAبا روش ژن های برتر در تفکیک نمونه ها )بیمار، سالم، ...( آموزش شناسایی 

. در این روش می باشداما به صورت پیشرفته تر معمولی  PCAشبیه روش   Dynamic PCAروش 

می توان با خارج نمودن ژن هایی که نقش چندانی در دسته بندی صحیح نمونه های ندارند، ژن های اصلی 

 را شناسایی نمود. ها  در تفکیک نمونه
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 way-3داده ها ریل تایم با روش  آنالیز

یک  way-3وش می باشد اما ر PCAتا حدودی شبیه روش  way-3داده های ریل تام با روش  آنالیز

گام فراتر رفته و بعد از تعیین مولفه های اصلی، امکان مقایسه مولفه ها را بین گروه ها فراهم می آورد.

 

دو نمونه گیاه مقاوم به پاتوژن و دو نمونه گیاه حساس به پاتوژن، با پاتوژن مورد نظر آلوده  در شکل فوق

پس از آلودگی با روش ریل  25ژن هدف بین همه نمونه ها از روز اول تا روز  15شده اند و سپس بیان 

سی بیشتر باشد تایم مورد بررسی قرار گرفته است. هر چه تعداد ژن های هدف و تعداد روزها مورد برر

به  با حجم زیادداده های  آنالیزاستفاده نمود و در اصل این آزمون برای  way-3بهتر می توان از آزمون 

و  Anovaدر صورتی که تعداد ژن ها و یا تعداد روزها کم باشد می توان از روش ها  پس کار می رود.

 داده ها استفاده نمود. آنالیزبرای  Tآزمون 
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 در بررسی و آنالیز داده های ریل تایم GenExرم افزار کاربرد ن
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 GenExنرم افزار 

از کاربردهای این نرم  .داده های ریل می باشد آنالیزترین نرم افزاری برای  کامل GenExنرم افزار 

 .می توان به موارد زیر اشاره نموددر آنالیز داده ها ریل تایم افزار 

 :شامل مراحل زیر می باشدکه  به صورت خودکارتایم ریل  بررسی کيفيت داده های ❖

یافتن تکرارهایی که با سایر  وبررسی داده های تکرارهای ریل تایم برای همه نمونه ها  .1

 تکرارها همخوانی ندارد.

برای یافتن داده هایی  no-RTو مقایسه داده های ریل تایم با داده های نمونه های کنترل منفی  .2

 لاتر از حد مجاز می باشند.با Ctکه دارای 

هر ژن برای نمونه ها جهت یافتن نمونه هایی که دارای داده مخدوش می  Ctترسیم نمودار  .3

 باشند.

 بررسی و اصلاح داده های مخدوش ریل تایم به صورت خودکار ❖

آماری  آناليزو  Fold changeپردازش اوليه داده های ریل تایم و آماده سازی داده ها جهت محاسبه  ❖

 شامل موارد زیر می باشد:که  GenExدر نرم افزار 

 پردازش داده های ریل تایم که در چند ریل تایم مختلف )چند پلیت مختلف( انجام شده اند .1

 پردازش داده های ریل تایم بر اساس میزان کارایی پرایمرها .2

 cDNAاستفاده شده در سنتز  RNAپردازش داده های ریل تایم بر اساس میزان  .3

 ن گرفتن از تکرارهای ریل تایم برای هر نمونهمیانگی .4

و حذف اثر آلودگی  no-RTپردازش داده های ریل تایم بر اساس داده های نمونه های  .5

DNA از داده ها 

 (dCtنرمال نمودن داده ها ریل تایم با داده های ژن رفرنس )محاسبه  .6

 میانگین گرفتن از داده های تکرارهای تکنیکال .7

 ddCtمحاسبه میزان  .8

 برای هر نمونه Fold changeمحاسبه میزان  .9

آماری و  آنالیزبه حالت لگاریتمی بر پایه دو برای  Fold changeتبدیل های های  .10

 گروه ها Fold changeمحاسبه 
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برای گروه ها و تعیین سطح معنی داری اختلاف بیان مشاهده شده با آزمون  fold changeمحاسبه  ❖

 های:

 جهت بررسی نرمال بودن داده ها  Kolomogorov-Smirnovآزمون  .1

 T (T-test)آزمون  .2

 (paired T-testجفت شده ) Tآزمون  .3

 Mann-Whitneyو Wilcoxonآزمون های  .4

 one-way Anovaآزمون  .5

 two-way Anovaآزمون  .6

 برای بررسی علت پراکندگی داده های ریل تایم nested Anovaآزمون  .7

 Repeated measures Anovaآزمون  .8

 ن ژن رفرنس برای نرمال سازی داده ها ریل تایم با استفاده از روش های:تعیین بهتری ❖

1. geNorm 

2. Normfinder 

 اصلی با روش های: یمولفه ها آنالیزدسته بندی نمونه ها با استفاده از  ❖

1. PCA 

2. Potential curve 

3. Dynamic PCA 

 دسته بندی ژن ها و نمونه ها با استفاده از روش های: ❖

1. Hierarchical Clustering 

2. Heatmap Analysis 

 ترسیم منحنی استاندارد برای نتایج ریل تایم با روش های زیر: ❖

 ترسیم منحنی استاندارد جهت تعیین کارایی پرایمرها در ریل تایم .1

 ترسیم منحنی استاندارد جهت تعیین میزان مطلق ژن هدف در روش ریل تایم .2

 

 

http://pishgam-bio.ir/
https://t.me/pishgam_bioinformatics
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ن ها و نمونه ها با استفاده از ( بین ژcorrelation coefficientsحاسبه ضریب همبستگی )م ❖

 روش های:

 (Pearsonروش پیرسون ) .1

 (Spearmanروش اسپیرمن) .2

 ترسیم منحنی نقطه ای برای نمونه ها بر حسب ژن ها .3

 :شاملانجام آزمون های تشخیصی  ❖

 Survival Analyseبررسی اثر ژن ها بر روی نرخ مرگ با روش  .1

ژن ها به عنوان بیومارکر در  جهت تعیین حساسیت و اختصاصیت ROCترسیم منحنی  .2

 تشخیص بیماری ها

 way analysis-3با روش  با حجم بالاداده های  آنالیز ❖

 

 شامل چهار مرحله می باشد. GenExآنالیز داده های ریل تایم توسط نرم افزار 

 GenExمرحله اول: فرمت بندی داده های ریل تایم برای وارد نمودن در نرم افزار 

 ی کیفیت داده ها ریل تایم و اصلاح داده های مخدوشمرحله دوم: بررس

و آنالیز  Fold changeمرحله سوم: پردازش اولیه داده های ریل تایم و آماده سازی داده ها جهت محاسبه 

 آماری

 و آنالیز آماری تغییرات بیانی ژن های هدف. Fold changeمرحله چهارم: محاسبه 

 وسط نرم افزار انجام می گردد.که کلیه مراحل فوق به صورت خودکار ت

 داده آماری آنالیز و پردازش بررسی،اصلاح،می توانید  GenExشما با تهیه آموزش پیشرفته نرم افزار 

 تمامدر فایل آموزشی پیشرفته  .فرا بگیرید( آماری مختلف آنالیزهای جهت) مثال 19 ارائه با تام ریل های

  آماری تکنیک هر استفاده موارد و روش هر ضرورت ولا با  فهرست در شده داده توضیح  های تکنیک

 نحوه آموزش به مرحله به مرحله صورت به سپس و است  شده داده آموزش تصویری صورت به ابتدا

 .است شده پرداخته  Genex افزار نرم در مربوطه تکنیک با ها داده آنالیز

http://pishgam-bio.ir/
https://t.me/pishgam_bioinformatics
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 شده داده آموزش دستی صورت به تایم ریل های داده آنالیز و کیفیت بررسی اصول ابتدا آموزش این در

 آنالیز و پردازش بررسی،اصلاح، افزار نرم کاملترین عنوان به GenEx افزار نرم ادامه در و است

 .است شده داده آموزش( آماری مختلف آنالیزهای جهت) مثال 19 ارائه با تام ریل های داده آماری

 

 و اصلاح کیفیت، بررسی برای افزار نرم امعترینج: GenEx افزار نرم آموزشلینک تهیه آموزش "

 "(real time PCR) تایم ریل های داده آماری آنالیز

 هحفص 460 :شزومآ تاحفص دادعت

 

 

-bio.ir/product/%D8%A2%D9%85%D9%88%D8%B2%D8%B4-http://pishgam

-genex-%D8%A7%D9%81%D8%B2%D8%A7%D8%B1-%D9%86%D8%B1%D9%85

-%D8%AC%D8%A7%D9%85%D8%B9%D8%AA%D8%B1%DB%8C%D9%86

-%D8%A7%D9%81%D8%B2%D8%A7%D8%B1-%B1%D9%85%D9%86%D8

1B8%D8%A8%%D/ 

 

 

 

http://pishgam-bio.ir/
https://t.me/pishgam_bioinformatics
http://pishgam-bio.ir/product/%D8%A2%D9%85%D9%88%D8%B2%D8%B4-%D9%86%D8%B1%D9%85-%D8%A7%D9%81%D8%B2%D8%A7%D8%B1-genex-%D8%AC%D8%A7%D9%85%D8%B9%D8%AA%D8%B1%DB%8C%D9%86-%D9%86%D8%B1%D9%85-%D8%A7%D9%81%D8%B2%D8%A7%D8%B1-%D8%A8%D8%B1/
http://pishgam-bio.ir/product/%D8%A2%D9%85%D9%88%D8%B2%D8%B4-%D9%86%D8%B1%D9%85-%D8%A7%D9%81%D8%B2%D8%A7%D8%B1-genex-%D8%AC%D8%A7%D9%85%D8%B9%D8%AA%D8%B1%DB%8C%D9%86-%D9%86%D8%B1%D9%85-%D8%A7%D9%81%D8%B2%D8%A7%D8%B1-%D8%A8%D8%B1/
http://pishgam-bio.ir/product/%D8%A2%D9%85%D9%88%D8%B2%D8%B4-%D9%86%D8%B1%D9%85-%D8%A7%D9%81%D8%B2%D8%A7%D8%B1-genex-%D8%AC%D8%A7%D9%85%D8%B9%D8%AA%D8%B1%DB%8C%D9%86-%D9%86%D8%B1%D9%85-%D8%A7%D9%81%D8%B2%D8%A7%D8%B1-%D8%A8%D8%B1/
http://pishgam-bio.ir/product/%D8%A2%D9%85%D9%88%D8%B2%D8%B4-%D9%86%D8%B1%D9%85-%D8%A7%D9%81%D8%B2%D8%A7%D8%B1-genex-%D8%AC%D8%A7%D9%85%D8%B9%D8%AA%D8%B1%DB%8C%D9%86-%D9%86%D8%B1%D9%85-%D8%A7%D9%81%D8%B2%D8%A7%D8%B1-%D8%A8%D8%B1/
http://pishgam-bio.ir/product/%D8%A2%D9%85%D9%88%D8%B2%D8%B4-%D9%86%D8%B1%D9%85-%D8%A7%D9%81%D8%B2%D8%A7%D8%B1-genex-%D8%AC%D8%A7%D9%85%D8%B9%D8%AA%D8%B1%DB%8C%D9%86-%D9%86%D8%B1%D9%85-%D8%A7%D9%81%D8%B2%D8%A7%D8%B1-%D8%A8%D8%B1/
http://pishgam-bio.ir/product/%D8%A2%D9%85%D9%88%D8%B2%D8%B4-%D9%86%D8%B1%D9%85-%D8%A7%D9%81%D8%B2%D8%A7%D8%B1-genex-%D8%AC%D8%A7%D9%85%D8%B9%D8%AA%D8%B1%DB%8C%D9%86-%D9%86%D8%B1%D9%85-%D8%A7%D9%81%D8%B2%D8%A7%D8%B1-%D8%A8%D8%B1/
http://pishgam-bio.ir/product/%D8%A2%D9%85%D9%88%D8%B2%D8%B4-%D9%86%D8%B1%D9%85-%D8%A7%D9%81%D8%B2%D8%A7%D8%B1-genex-%D8%AC%D8%A7%D9%85%D8%B9%D8%AA%D8%B1%DB%8C%D9%86-%D9%86%D8%B1%D9%85-%D8%A7%D9%81%D8%B2%D8%A7%D8%B1-%D8%A8%D8%B1/
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 real time) تایم ریل های داده آماری آنالیز کامل آموزش :جزوه آموزشی

PCR )افزار نرم توسط REST 

  صفحه  72: اصلی آموزش صفحات تعداد

در این آموزش ابتدا مفاهیم پایه آنالیز داده های ریل تایم  :آموزش توضیح

توضیح داده شده است. سپس به  fold changeو  Ct ،Cp ،∆Ctمانند 

آموزش بررسی کیفیت داده های ریل تایم پرداخته شده و در ادامه فرمول 

 foldهای محاسبه اختلاف بیان ژن در نمونه ها مانند فرمول محاسبه 

change  آموزش داده شده است و با ارائه چندین جدول داده ریل تایم، آنالیز

داده ها به صورت عملی توضیح داده شده است. در ادامه آموزش نرم افزار 

REST  برای آنالیز آماری داده های ریل تایم و محاسبهp-value  و میزان

های واقعی آموزش داده  اختلاف بیان ژن ها به صورت تصویری و با داده

 شده است.

 :آموزش کامل فهرست

 (real time PCR) میتا لیر روش اساس با ییآشنا ❖

 میتا لیر روش در( رفرنس ژن) یداخل کنترل ژن مفهوم با ییآشنا ❖

 میتا لیر درCt (∆∆Ct ) دلتا دلتا محاسبه نحوه و Fold change مفهوم با ییآشنا ❖

 یعمل صورت به( Real time) میتا لیر یها داده زیآنال آموزش ❖

 میتا لیر جینتا تیفیک یبررس نحوه آموزش ❖

 میتا لیر جینتا زیآنال یبرا مرهایپرا و PCR ییکارا زانیم محاسبه ضرورت ❖

 ( Real time PCR) میتا لیر یها داده یآمار زیآنال جهت REST افزار نرم آموزش ❖

 REST افزار نرم لهیوس به ژن چند میتا لیر جینتا یآمار زیآنال آموزش ❖

 REST ارافز نرم لهیوس به گروه چند در ژن کی میتا لیر جینتا یآمار زیآنال آموزش ❖

 REST افزار نرم REST RG حالت در میتا لیر یها داده زیآنال ❖

 تومان 12500: خرید قیمت

 :خرید لینک
http://pishgam-bio.ir/product/%d8%a2%d9%85%d9%88%d8%b2%d8%b4-%da%a9%d8%a7%d9%85%d9%84-

%d8%a2%d9%86%d8%a7%d9%84%db%8c%d8%b2-%d8%a2%d9%85%d8%a7%d8%b1%db%8c-

%d8%b1%db%8c%d9%84-%d8%aa%d8%a7%db%8c%d9%85/ 

 

http://pishgam-bio.ir/product/%d8%a2%d9%85%d9%88%d8%b2%d8%b4-%da%a9%d8%a7%d9%85%d9%84-%d8%a2%d9%86%d8%a7%d9%84%db%8c%d8%b2-%d8%a2%d9%85%d8%a7%d8%b1%db%8c-%d8%b1%db%8c%d9%84-%d8%aa%d8%a7%db%8c%d9%85/
http://pishgam-bio.ir/product/%d8%a2%d9%85%d9%88%d8%b2%d8%b4-%da%a9%d8%a7%d9%85%d9%84-%d8%a2%d9%86%d8%a7%d9%84%db%8c%d8%b2-%d8%a2%d9%85%d8%a7%d8%b1%db%8c-%d8%b1%db%8c%d9%84-%d8%aa%d8%a7%db%8c%d9%85/
http://pishgam-bio.ir/product/%d8%a2%d9%85%d9%88%d8%b2%d8%b4-%da%a9%d8%a7%d9%85%d9%84-%d8%a2%d9%86%d8%a7%d9%84%db%8c%d8%b2-%d8%a2%d9%85%d8%a7%d8%b1%db%8c-%d8%b1%db%8c%d9%84-%d8%aa%d8%a7%db%8c%d9%85/
http://pishgam-bio.ir/product/%d8%a2%d9%85%d9%88%d8%b2%d8%b4-%da%a9%d8%a7%d9%85%d9%84-%d8%a2%d9%86%d8%a7%d9%84%db%8c%d8%b2-%d8%a2%d9%85%d8%a7%d8%b1%db%8c-%d8%b1%db%8c%d9%84-%d8%aa%d8%a7%db%8c%d9%85/
http://pishgam-bio.ir/product/%d8%a2%d9%85%d9%88%d8%b2%d8%b4-%da%a9%d8%a7%d9%85%d9%84-%d8%a2%d9%86%d8%a7%d9%84%db%8c%d8%b2-%d8%a2%d9%85%d8%a7%d8%b1%db%8c-%d8%b1%db%8c%d9%84-%d8%aa%d8%a7%db%8c%d9%85/
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پرایمرها  و PCRآموزش محاسبه کارایی  :جزوه آموزشی

 (E   یا PCR Efficiency)  در ریل تایم  با استفاده از

 LinRegPCRنرم افزار 

 

 صفحه  100: اصلی آموزش صفحات تعداد

 

شامل آموزش کامل و  PDFفایل ین ا :آموزش توضیح

تصویری نحوه دریافت داده های ریل تایم، تصحیح فرمت 

، LinRegPCR ها، وارد نمودن دادهها در نرم افزارداده

و پرایمرها، و بررسی کیفیت داده  PCR محاسبه کارایی

  باشد. می LinRegPCR ها با استفاده از نرم افزار

 :آموزش کامل فهرست

 LinRegPCR افزار نرم با ییآشنا( و PCR Efficiency  ای  E)  مرهایپرا ییکارا محاسبه ضرورت ❖

 linregPCR افزار نرم لهیبوس( PCR Efficiency  ای  E)  PCR و مرهایپرا ییکارا سبهمحا مراحل ❖

-Bio یها دستگاه یبرا Bio-Rad CFX Manager افزار نرم در ها نمونه RAW DATA افتیآموزش در ❖

Rad 

 و PCR ییکارا نییتع یبرا Rotor-Gene 6000 Series افزار نرم در  میتا لیر یها داده افتیدر آموزش ❖

 linregPCR افزار نرم در  مرهایپرا

 مرهایپرا و PCR ییکارا نییتع یبرا StepOne Software افزار نرم در  میتا لیر یها داده افتیدر آموزش ❖

 linregPCR افزار نرم در

 ییکارا نییتع یبرا linregPCR در  MJ Research افزار نرم از  میتا لیر یها داده نمودن وارد آموزش ❖

PCR مرهایپرا و 

 افزار نرم در  Rotor-Gene (Corbett Research) افزار نرم از  میتا لیر یها داده نمودن وارد آموزش ❖

linregPCR ییکارا نییتع یبرا PCR مرهایپرا و 

 افزار نرم توسط مرهایپرا و PCR ییکارا و W-o-L هیناح نییتع ،یورود یها داده baselines اصلاح ❖

linregPCR 

 linregPCR افزار نرم در زمان هم صورت به مریپرا چند یبرا مریپرا و PCR ییکارا  محاسبه ❖

 افزار نرم لهیوس به میتا لیر یبرا مرهایپرا مجموعه یبرا PCR ییکارا SEM و SD ن،یانگیم محاسبه ❖

linregPCR 

 تومان 12500: خرید قیمت

 :خرید لینک

http://pishgam-bio.ir/product/%d8%a2%d9%85%d9%88%d8%b2%d8%b4-

%d9%85%d8%ad%d8%a7%d8%b3%d8%a8%d9%87-%da%a9%d8%a7%d8%b1%d8%a7%db%8c%db%8c-pcr-

%d9%88-%d9%be%d8%b1%d8%a7%db%8c%d9%85%d8%b1%d9%87%d8%a7/

http://pishgam-bio.ir/product/%d8%a2%d9%85%d9%88%d8%b2%d8%b4-%d9%85%d8%ad%d8%a7%d8%b3%d8%a8%d9%87-%da%a9%d8%a7%d8%b1%d8%a7%db%8c%db%8c-pcr-%d9%88-%d9%be%d8%b1%d8%a7%db%8c%d9%85%d8%b1%d9%87%d8%a7/
http://pishgam-bio.ir/product/%d8%a2%d9%85%d9%88%d8%b2%d8%b4-%d9%85%d8%ad%d8%a7%d8%b3%d8%a8%d9%87-%da%a9%d8%a7%d8%b1%d8%a7%db%8c%db%8c-pcr-%d9%88-%d9%be%d8%b1%d8%a7%db%8c%d9%85%d8%b1%d9%87%d8%a7/
http://pishgam-bio.ir/product/%d8%a2%d9%85%d9%88%d8%b2%d8%b4-%d9%85%d8%ad%d8%a7%d8%b3%d8%a8%d9%87-%da%a9%d8%a7%d8%b1%d8%a7%db%8c%db%8c-pcr-%d9%88-%d9%be%d8%b1%d8%a7%db%8c%d9%85%d8%b1%d9%87%d8%a7/
http://pishgam-bio.ir/product/%d8%a2%d9%85%d9%88%d8%b2%d8%b4-%d9%85%d8%ad%d8%a7%d8%b3%d8%a8%d9%87-%da%a9%d8%a7%d8%b1%d8%a7%db%8c%db%8c-pcr-%d9%88-%d9%be%d8%b1%d8%a7%db%8c%d9%85%d8%b1%d9%87%d8%a7/
http://pishgam-bio.ir/product/%d8%a2%d9%85%d9%88%d8%b2%d8%b4-%d9%85%d8%ad%d8%a7%d8%b3%d8%a8%d9%87-%da%a9%d8%a7%d8%b1%d8%a7%db%8c%db%8c-pcr-%d9%88-%d9%be%d8%b1%d8%a7%db%8c%d9%85%d8%b1%d9%87%d8%a7/
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 ریل برای اختصاصی پرایمر طراحی آموزش: جزوه آموزشی

با استفاده از نرم  (گرین سایبر روش) real time pcr تایم

 primer 3و  primer blastافزارهای 

 صفحه  85: یاصل آموزش صفحات تعداد

در این آموزش اصول طراحی پرایمر را برای توضیح آموزش: 

بررسی ژن ها در ریل تایم به روش سایبرگرین شرح داده شده 

 mRNAشامل آموزش دریافت توالی  PDFاست و این فایل 

-exon یمرهایپرا یطراحمرجع ژن ها جهت آموزش کامل 

exon junction    وintron-spanning به  میتا لیر یبرا

با استفاده از نرم  (real time pcr)روش سایبرگرین 

 می باشد. primer blastو  primer3افزارهای 

 :شده داده اصلی آموزش موارد

برای روش ریل تایم به روش سایبرگرین با   exon-exon junction آموزش طراحی پرایمرهای .1

 NCBI سایت primer blast استفاده از نرم افزار

برای روش ریل تایم به  intron inclusion ( intron-spanning) راحی پرایمرهایآموزش ط .2

 primer3 و نرم افزار primer blast روش سایبرگرین با استفاده از نرم افزار

 :آموزش فهرست کامل 

  : مقدمهبخش اول

 (SYBR Green( و کاربرد رنگ سایبر گرین )Real Time PCRآموزش مقدماتی ریل تایم پی سی آر )✅

  SYBR Green( به روش  Real Time PCRآموزش اختصاصی طراحی پرایمر برای ریل تایم ) ✅

برای بررسی بیان ژن ها در ریل  intron inclusion ( intron-spanning)آموزش نکات طراحی پرایمرهای ✅

 SYBR Green( به روش  Real Time PCRتایم ) 

 Real Timeبرای بررسی بیان ژن ها در ریل تایم )  exon-exon junctionآموزش نحوه طراحی پرایمرهای ✅

PCR  به روش )SYBR Green 

( به  Real Time PCRآموزش نحوه طراحی پرایمرهای داخل اگزونی برای بررسی بیان ژن ها در ریل تایم ) ✅

 SYBR Greenروش 

  یک ژن جهت طراحی پرایمر برای ریل تایم mRNAدریافت توالی بخش دوم: 

برای ریل تایم با استفاده   intron inclusion و  exon-exon junctionآموزش طراحی پرایمرهای بخش سوم: 

 NCBIسایت  primer blastاز نرم افزار 

برای ریل تایم با استفاده   intron inclusion ( intron-spanning): آموزش طراحی پرایمرهای بخش چهارم

 (  Primer3)  3از نرم افزار پرایمر 

  (  Primer3)  3افزار آنلاین پرایمر آموزش طراحی پرایمرهای ریل تام با نرم

 Oligo analyzer (IDT)افزار بررسی ساختارهای ثانویه پرایمرهای ریل تایم با استفاده از نرمبخش پنجم:

 

 تومان 12500: خرید قیمت

 :خرید لینک
http://pishgam-bio.ir/product/%D8%A2%D9%85%D9%88%D8%B2%D8%B4-%D8%AA%D8%AE%D8%B5%D8%B5%DB%8C-

%D8%B7%D8%B1%D8%A7%D8%AD%DB%8C-

%D9%BE%D8%B1%D8%A7%DB%8C%D9%85%D8%B1%D9%87%D8%A7%DB%8C-%D8%B1%DB%8C%D9%84-

%D8%AA%D8%A7%DB%8C%D9%85/ 

http://pishgam-bio.ir/product/%D8%A2%D9%85%D9%88%D8%B2%D8%B4-%D8%AA%D8%AE%D8%B5%D8%B5%DB%8C-%D8%B7%D8%B1%D8%A7%D8%AD%DB%8C-%D9%BE%D8%B1%D8%A7%DB%8C%D9%85%D8%B1%D9%87%D8%A7%DB%8C-%D8%B1%DB%8C%D9%84-%D8%AA%D8%A7%DB%8C%D9%85/
http://pishgam-bio.ir/product/%D8%A2%D9%85%D9%88%D8%B2%D8%B4-%D8%AA%D8%AE%D8%B5%D8%B5%DB%8C-%D8%B7%D8%B1%D8%A7%D8%AD%DB%8C-%D9%BE%D8%B1%D8%A7%DB%8C%D9%85%D8%B1%D9%87%D8%A7%DB%8C-%D8%B1%DB%8C%D9%84-%D8%AA%D8%A7%DB%8C%D9%85/
http://pishgam-bio.ir/product/%D8%A2%D9%85%D9%88%D8%B2%D8%B4-%D8%AA%D8%AE%D8%B5%D8%B5%DB%8C-%D8%B7%D8%B1%D8%A7%D8%AD%DB%8C-%D9%BE%D8%B1%D8%A7%DB%8C%D9%85%D8%B1%D9%87%D8%A7%DB%8C-%D8%B1%DB%8C%D9%84-%D8%AA%D8%A7%DB%8C%D9%85/
http://pishgam-bio.ir/product/%D8%A2%D9%85%D9%88%D8%B2%D8%B4-%D8%AA%D8%AE%D8%B5%D8%B5%DB%8C-%D8%B7%D8%B1%D8%A7%D8%AD%DB%8C-%D9%BE%D8%B1%D8%A7%DB%8C%D9%85%D8%B1%D9%87%D8%A7%DB%8C-%D8%B1%DB%8C%D9%84-%D8%AA%D8%A7%DB%8C%D9%85/
http://pishgam-bio.ir/product/%D8%A2%D9%85%D9%88%D8%B2%D8%B4-%D8%AA%D8%AE%D8%B5%D8%B5%DB%8C-%D8%B7%D8%B1%D8%A7%D8%AD%DB%8C-%D9%BE%D8%B1%D8%A7%DB%8C%D9%85%D8%B1%D9%87%D8%A7%DB%8C-%D8%B1%DB%8C%D9%84-%D8%AA%D8%A7%DB%8C%D9%85/
http://pishgam-bio.ir/product/%D8%A2%D9%85%D9%88%D8%B2%D8%B4-%D8%AA%D8%AE%D8%B5%D8%B5%DB%8C-%D8%B7%D8%B1%D8%A7%D8%AD%DB%8C-%D9%BE%D8%B1%D8%A7%DB%8C%D9%85%D8%B1%D9%87%D8%A7%DB%8C-%D8%B1%DB%8C%D9%84-%D8%AA%D8%A7%DB%8C%D9%85/


 

 
 

 تماس با گروه پیشگامان بیوانفورماتیک

 

و کارشناسی ارشد که به حوزه های مختلف  Ph.Dاعضای گروه پیشگامان بیوانفورماتیک را جمعی از دانشجویان 

های اختصاصی جهت یادگیری بیوانفورماتیک آگاه می باشند تشکیل داده اند. هدف این گروه ارائه آموزش

 باشد.بیوانفورماتیک و کمک به سایر دانشجویان جهت حل مسائل بیوانفورماتیکی خود می

به صورت  هر بخش های تکمیلی آموزشبخش های فوق و یا های آموزش صورت علاقه مند بودن به یادگیریدر 

توانید از طریق روش های مورد نظر خود میکلاس خصوصی، و یا هر گونه پیشنهاد در مورد افزودن آموزش

توانید با عضویت در کانال تلگرام ما جزوات جدید آموزش بیوانفورماتیک با ما تماس بگیرید. همچنین میهای زیر

 .دانلود و مطالعه فرماییدبه صورت رایگان گردد را  ه نویسندگان تهیه میکه توسط گرو

باشد و گروه فاقد هر گونه شعبه و یا مرکزی تماس با گروه پیشگامان بیوانفورماتیک فقط از طریق زیر ممکن می

 باشد.برای مراجعه و شمار تلفن جهت تماس حضوری می

 

 کانال تلگرام

@pishgam_bioinformatics 

 سایت 

 bio.ir-http://pishgam 

 bioinformatics@gmail.com.pishgaman  ایمیل:
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