
                                                                                             

 

 

  مجله بيوتكنولوژي كشاورزي

  ISCپژوهشي و -علمي

  

  time PCR-Realآناليز منحني ذوب در   SMuMeltكاربرد الگوريتم 

  

  ∗∗∗∗2، عباس سعيدي1ناهيتا خارابي ماسولها

  

، علوم و فناوري زيستي دانشكده بيوتكنولوژي، علوم گياهي وگروه  ،كشاورزي بيوتكنولوژي ارشد كارشناسي آموخته دانش 1

 .بهشتي، تهران، ايران شهيد دانشگاه

  .بهشتي، تهران، ايران شهيد دانشگاه ،علوم و فناوري زيستي دانشكده بيوتكنولوژي، وم گياهي وعل گروه استاد 2

 
  07/02/1397، تاريخ پذيرش: 26/09/1396تاريخ دريافت: 

  

  چكيده

، اطمينان از اختصاصي بودن قطعات تكثير شده است كه  qPCRدر تفسير نتايج  ي موجودهايكي از چالش

 كينشان دهنده  شهيذوب هم يدر منحن ياضاف يهاپيك .شودمي استفاده ذوب منحني ليزآنا ازبراي بررسي آن 

راهكاري كاربردي به عنوان   SMuMeltوب به نام  بر ابزار مبتني نيست، به همين منظور در اين مقاله يك مشكل

و  DNAذوب  نحنيم بينيگردد كه امكان پيشپيشنهاد مي محققين هببراي آناليز صحيح منحني ذوب و ساده 

اين مطالعه  نتايج كند.مي فراهم PCR محصولات بالاي فلورسنت از وضوح هاي واسرشته سازي را باپروفيل

براي نحوه كار با اين نرم  مناسب گوريتمال و شده ديتول هاييربراساس چه پارامت ذوب يهايمنحن نشان داد كه

به عنوان  Pyricularia oryzae راكسيد ديسموتاز از قارچ و سوپ اكتينهاي ژن نهايتدر گرديد. افزار ارائه 

 Real-timeمنحني  وارائه گرديد  افزارنرم با استفاده از اينبيني شده پيش منحني براي تعيين الگوي مناسب

PCR  نرم افزار  استفاده از نتايج منحني ذوب بابراساس . شدترسيم نيزSMuMelt   در مقايسه با منحني ذوب

هايي همچون سهولت تأييدي بر مزيت اين نتايج كه دهدتطابق بالايي را نشان مي Real-Time PCR دستگاه

   باشد.افزار ميجويي در زمان، هزينه و تلاش در بخش تجربي با استفاده از اين نرماستفاده، صرفه

  . SMuMeltپيش بيني،آزمايش،  منحني ذوب، ،PCRq: كليدي هايواژه
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  مقدمه 

يك  ،qPCR)( يكم مرازيپل يارهيزنجواكنش 

كه  بوده يمولكول يشناس ستيز يشگاهيروش آزما

شناخته ) PCR( مرازيپل يا رهيبر اساس واكنش زنج

 ترسيم Real-Time PCRمزاياي  از جمله شود.مي

 فرآيند اتمام از پس عمل اين كه است ذوب منحني

PCR  به  1997در سال  شود. اين منحنيمي انجام

 يابيارز يالكتروفورز ژل برا يبرا ينيگزيجا عنوان

 .)Ririe et al., 1997( شد يخلوص محصول معرف

 مولكول اي از اينويژه پارامتر  DNAذوب دماي

 و طول نظير عواملي و DNA ساختمان و به بوده

 GC درصد و محيط نمك تعداد نوكلئوتيدها، ميزان

كه  آنجايي از .)Capote et al., 2012(دارد  بستگي

 محصولات بين تواندنمي SYBR Green رنگ

 "غالبا نتايجو باشد  قائل تفاوتي اي مختلفدورشته

 Capote et( شودمي برآورد اصلي غلظت از بيشتر

al., 2012; Primrose et al., 2001 ،(با توانمي 

محصولات (قطعات  منحني ذوب تنوع از استفاده

 ا درر دايمر)-اختصاص/غير اختصاصي و پرايمر

 به PCR اينكه از كرد. بعد مشخص PCR فرآيند

 هر ذوب نمودار به ترسيم قادر دستگاه ،رسيد اتمام

 گيري تغييراتاندازه وسيلهبه كار كه اين بوده نمونه

 گيرد.مي صورت مختلف دماهايدر  فلورسانس

 رسم براي كه است ترتيب اين به كار انجام مراحل

 زماني فواصل در را هانمونه دماي دستگاه منحني،

- مي تغيير معيني مقدار به) ثانيه 10هر مثلاً( مشخص

 94 به را هانمونه دماي دستگاه ابتدا نمونه بطور دهد.

 تمام حالت اين در كه رساندهدرجه سانتيگراد 

DNAميزان و مدهآدر  ايرشته تك صورت به ها 

SYBR Green  نتيجه  حداقل بوده و در شده متصل

 تدريج به .باشدمي كم شده ساطع نسفلورسا ميزان

 درجه 5/0را در هر مرحله  ها نمونه دماي دستگاه

 دما آن در ثانيه 10به مدت  و داده كاهش گرادسانتي

 از شده ساطع نور مدت اين در و ثابت نگه داشته

 همزمان شود.مي گيرياندازه دستگاه توسط هانمونه

 دما سببرح فلورسانس تغييرات منحني عمل با اين

 Ririe(شود مي ترسيم است ذوب منحني همان كه

et al., 1997(. تيشكل و موقع ينيبشيپ ييتوانا 

آزمون  يسازنهيو به يطراح يذوب برا يمنحن

ذوب  يدر منحن ياضاف يهاپيك است. يضرور

اگرچه خاصي نيست.  دهنده مشكلنشان شهيهم

كه يك تناظر يك طرفه بين  شودفرض مي اغلب

 نيا وجود دارد اماقله ها و تعداد محصولات  تعداد

-آنر كه د ييهايلااز تو ياريبس يبه وضوح برا امر

) باعث GC(وزين تيس -نيديگوانتوزيع اختلاف  ها

 صادقشود،  يمختلف ذوب م يهادامنه ديتول

به طور مثال در  .)et al., 2011 Dwight( ستين

ان شده نش منحني ذوب براي دو قطعه تكثير 1شكل

قطعه از اگزون  كي يمجزا برا پيك داده شده است.

b17 ژن از CFTR  1(شكلA.ًبه عنوان  ) معمولا

   .شودمي ريقطعه تفسلوص آن خ
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  .CFTRژن  7اگزون   B)و CFTRژن  b17 گزونا A)از  qPCRذوب  يمنحن -1شكل 

Figure 1- The qPCR melting curve from A) Exon 17b of the CFTR gene and B) Exon 7 of 

the CFTR gene.  

  
 b17 گزونا A) رنگ آميزي شده با اتيديوم برومايد از qPCRالكتروفورز ژل آگارز محصولات  -2شكل 

  .CFTRژن  7اگزون   B)و CFTRژن 
Figure 2- Agarose gel electrophoresis of qPCR products stained with ethidium bromide A) 

Exon 17b and B) Exon 7 of CFTR gene. 
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شده ي قطعه تكثير ذوب برا يدر مقابل، منحن

پيك را  دو) .1B(شكل  CFTR ژن 7از اگزون 

قطعه  2 هبه عنوان نشان دهد كه معمولاًينشان م

در واقع  ،اما .ودشمي ريجداگانه تفس شدهتكثير 

دهد كه هر ينشان م )2شكل (ژل الكتروفورز نتايج 

 كي را توليد كرده و قطعه واحد كي يدو منحن

 2014را تأييد نموده است ( واحد PCRمحصول 

.,et alDowney (. افزارنرم SM uMelt  براساس

 كيناميترمود با استفاده از DNAهاي ذوب مدل

 ه وسيلهب يو محاسبات بازگشت هيهمسا نيكترينزد

 ;Zimm, 1960( ي طراحي شده استآمار كيمكان

Crothers, 1968; Poland, 1974; Gotoh, 1983; 
Steger, 1994; Blake et al., 1999; Tøstesen et 

al., 2003; Markham & Zuker, 2005( كه مي -

را در  PCRذوب محصولات  فلورسانستواند آناليز 

بيني نمايد. اين نرميك برنامه سريع تحت وب پيش

 با را بطور دقيق و ذوب بيني منحنيافزار پيش

 PCR بارگذاري محصول. دهدرائه ميا بالا وضوح

 بررسي استانداردي براي آگارز، ژل روي بر

 تضاد يك كه هنگامي ضمناً. است PCR محصولات

  SMuMelt دارد، وجود ذوب داده و ژل بين ظاهري

 .كند فراهم اعتبارسنجي آزمايشات براي تواندمي

اختلاف مشاهده شده بين منحني ذوب  ،براي مثال

 Real-Timeبا  منحني ذوب دستگاه  بيني شدهپيش

PCR  هاي تكثير ) بيانگر عدم صحت توالي3(شكل

 )3 همچنين تصوير ژل (شكل باشد.شده نمي

. نمايدمي تأييدبا اندازه يكسان را  PCR محصولات

توالي ژن  در GCمتنوع  توزيع علت به حال، اين با

خواهد داشت  وجود دامنه ذوب مورد نظر، چندين

تك  محصولات ذوب متفاوت بيانگر تضادو دامنه 

ذكر مثال  ي. براباشدنمي) 3 شكل( PCR باندي

از  آزمايش ذوب يهادامنهبا توجه به اينكه ، شده

لذا  ه بودبدست آمد  SMuMelt ينيب شيپ قيطر

 گرددي تلقي ميضرور ريژل آگارز غ تأييد

)University of Utah(.  

  هامواد و روش

به آدرس  نيبه صورت آنلا  SMuMelt افزارنرم
https://www.dna.utah.edu/umelt/umelt.html 

نشان  لينك يكردن رو كيبا كل .است يقابل دسترس

راه   SMuMelt  ،4 شكلدر  كانيداده شده با پ

مراحل كار با نرم افزار، به ترتيب با . شوداندازي مي

  نشان داده شده است. 5گذاري در شكلشماره

براي استفاده از اين  ساده يكاربر هايابزار

جايگاه اختصاصي براي وارد  كيشامل  افزارنرم

، )1 شماره - 5توالي قطعه تكثير شده (شكل  نمودن

بيني مدل پيشانتخاب  يبرا ييكشو يمنو كي

هايي در ) و جايگاه2 شماره -5(شكل  منحني ذوب

، Na+غلظت نمودن  وارد يبرا Standardقسمت 
+2Mg  وDMSO  باشد. ) مي3 شماره -5(شكل 

توسط بيني منحني ذوب، قبلا هاي پيشمدل

 ت براساس پارامترهاي ترموديناميكمجلا تمقالا

 مختلف هايهمسايه از جمله روش نزديكترين
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مختلف و  هاينمك ها، غلظتداده تحليل و تجزيه

تواند با توجه به ... ارائه شده است كه كاربر مي

ظر، مدل مناسب را شرايط آزمايش و ژن مورد ن

 و آزمايشگاهي شرايط تعريف انتخاب نمايد. براي

شده با  مشاهده ذوب منحني بينيپيش بهتر مطابقت

 پارامترهاي نتايج منحني ذوب حاصل از دستگاه،

 3 شماره -5 در شكل Advancedدر قسمت  زير

  .)6 باشند (شكلشده و قابل تنظيم مي ارائه

 
 از qPCRمحصولات  بيني شده و آزمايش مربوط بهپيش و منحني ذوب گارزالكتروفورز ژل آ -3شكل 

  . CFژن  7-1 گزونا
Figure 3- Agarose gel electrophoresis and predicted melting curve and the assay for qPCR 

products from CF Exon 7-1. 
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 . SMuMeltافزار لينك نرم -4شكل 

Figure 4- uMelt SM software link. 
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 . SMuMeltافزار مراحل كار با نرم -5شكل 

Figure 5- Operational steps involved with the uMelt SM software. 

  

• α است 1حلقه شدن بسته كه شاخص.  

• σ شود  مي تعريف 2به عنوان تعاون ذوب

 شده ساخته بزرگ اي زنجيره هايكه در مولكول

) يكسان تقريبا يا( مشابه ايواحده از بسياري از

 مشاهده) هافسفوليپيد و هاپروتئين ،DNA مانند(

 فرآيند تحت هاييمولكول چنين كه زماني .شودمي

 يا بازشدن فولدينگ شدن، ذوب انتقال فاز مانند

 عنوانبه گيرندمي قرار بازشدن بعد از پيچيده شدن،

                                                 
1 Loop closure exponent 
2 Melting cooperativity 
 

 σ شوند.مي شناخته Cooperativity زير مجموعه

- تدريجي فرايند ذوب موجب) 1 به نزديك( لاتربا

 ذوب رفتار درك در اخير هايپيشرفت .شودتر مي

DNA مكانيك هايروش اي همراه بارشته دو 

 از يافته بهبود برآوردهاي به منجر آماري

 براي 1مربوط به آنتروپي حلقه فاكتورهاي

 براي ويژه به ها،زنجيره جداسازي رويدادهاي

  .است يداخل حلقه ذوب

                                                 
1 Loop entropy  
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  .σ و αبخش تنظيمات  -6شكل

Figure 6 – Setting section for α and σ. 

 

 Blossey and Carlon )2003( در پژوهشي

 تحليل و در تجزيه σ و α از استفاده بيشتر جزئيات

- گسترده طيف در هاتوالي براي DNA ذوب منحني

ارائه را باز)  جفت 610- 10 طول (تقريباً بين از اي

 ،روش پيشنهادي تأييدجهت در اين مقاله  اند.هداد

با   Pyricularia oryzaeدو ژن از قارچ  توالي

با استفاده از روش و  انتخاب 1مشخصات جدول 

 NCBIه شده در كتاب راهنماي كاربردي ئارا

 .,.Mahdizadeh et al)  (2013گرديد استخراج

پرايمرهاي اختصاصي مربوط به آنها طراحي سپس 

تكثير و منحني  Real-time PCRدستگاه  توسط و

دست آمده  هاي بهتوالياناليز شد.  رسمها ذوب آن

از مقايسه  نمونه هاييعنوان و بهانجام   uMelt در 

بيني شده در منحني ذوب آزمايش و منحني پيش

  افزار مورد بررسي قرار گرفتند.اين نرم

  نتايج و بحث

 (شاخص αر از دو متغي  SMuMeltافزار در نرم

محاسبه  يبرا (تعاون ذوب) σحلقه) و  شدن بسته

 استفاده 1 با فرمول LEP(1حلقه ( ينتروپآپارامتر 

جفت  يداريپا يپارامترها ميتنظ يد كه براشويم

   .روديم كار به باز
α – )1× (N+σ LEP(x) =                          )1(  

جفت  شاخص x و واليطول ت N ،فرمول در اين

بر اساس  2بازجفت پايداري  فاكتورهاي .است ازب

 ي) برايآنتالپ ،ي(آنتروپ يكيناميترمود ريمقاد

محاسبه توالي هر جفت در  هيهمسا تريننزديك

  شود.يم

  

                                                 
1 Loop entropy parameter 
2 Base pair stability factors 
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 .Real-time PCRمشخصات دو ژن تكثير شده در قارچ عامل بلاست برنج با  -1جدول 

Table 1- Specifications of rice blast amplified genes using Real-time PCR. 
 

GC 

content 

 - نيديگوان( محتواي

وزين)تيس  % 

   

 

PCR product 

size (bp) 

اندازه محصول 

PCR 

 

Sequence 

  والي ت

 

Gene Name 

  نام ژن

 

 

 

50 

 

 

 

164  

AGGCCCATGTCTTCGAAATTTTTTGGCCATGATG 

TTGGTGTGTTGGGGGGAGGCATGTCTAAAACTG 

CAGGAAAAGTACGATGGTATTTGTCTTTAAGTA 

GTTCGGCGTTGTCGCGCGGAGAAACCGGGCAGG 

CGGACCACGTATTCGGGAGGTTGATGATACA  

 

Actin 

  (اكتين)

 

 

47 

 

 

 

176 

  

CTATTAGATGTCCCAGCGATGCCGAGAACAGCA 

TCTCTCCCGCCTTCTATTAGGGAATGGGCTTTAT 

CGAGGCTGACGGGACACTTGCCGCCGGCATGGG 

ATGTATAGACATAAAAACTGCTGTACCATGTTGT 

ACATGTAACATACCTTTTAAATGGAGAAGAACA 

GAACAAGGC  

 

Superoxide 

dismutase 

  (سوپراكسيد ديسموتاز)

  

الگوهاي متفاوتي از تنظيمات ترموديناميك 

نزديكترين همسايه براي محاسبه فاكتور پايداري 

 Dwight, University ofقابل انتخاب است (

Utah( جفت باز ). براي محاسبه فاكتور پايداريS( 

 Blake and Delcourt )1998( پايداري معادلاتاز 

 است با يك نسخه تغييريافته از معادله استفاده شده

هاي تك ظرفيتي تغييرات شامل كاتيون .)2(فرمول 

)1998., et al SantaLucia يون ،(+2Mg آزاد )von 

Ahsen et al., 2001 و تنظيمات ترموديناميكي (

  ).Dwight, University of Utahاست (

                     (2) 

 S∆آنتالپي و  H∆در اين معادله پارامترهاي 

آنتروپي از يكي از چندين كتابخانه ترموديناميكي 

ثابت  Rدماي مطلق و  Tبرداشت شده است. 

 هايغلظت يبرا يآنتروپ يپارامترها بولتزمن است.

Dwight يابد (مي رييتغ 2Mg+و  يتيظرف تك ونيكات

et al., 2011(. مورد استفاده  بازگشتي روابط سپس

ممكن از  يها يكربنديتا تمام پ رديگيقرار م

و  4تصادفي ساختارهاي يهاحالت به 3مارپيچ

 نيمجموع ا حساب شود. هااحتمالات آن

ي (فلورسانس) توال ي بودنچيمارپميزان احتمالات، 

 .است مدهآبه دست مشخص شده  يدر دما كه بوده

دماي در برابر بودن  يچيمارپ ندر نهايت ميزا

 Dwight, Universityبيني شده است (پيش مربوطه

of Utah(.  
                                                 
3 Helix 
4 Random coil 
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 در حالت) A -7 (شكل ذوب يهايمنحن

داده  شينما دما بلدر مقا 1مارپيچي بودن ينيبشيپ

با استفاده از مشتق  ي حاصلههاو پلات شود يم

به درجه حرارت  نسبت مارپيچي بودن يمنف

 غلظت نمك، حضور ).B-7 (شكل شوديمحاسبه م

)، دايبروم دوميدي(مانند اتDNA مواد متصل به 

 DMSO2 ،FBS3آزاد،  ميزيمن ،ظرفيتي تك يونهاي

ذوب را تحت  يمنحن، pHمانند  گريد يو پارامترها

ياجازه م SM uMelt تميالگور د.ندهيقرار م ريتاث

پارامترها به منظور بهتر منعكس  نياز ا يدهد تا برخ

مختلف  يتجارهاي مسترميكس اتيدن محتوكر

 Facultad de Medicinaي گردد (سازنهيبه

UASLP, 2017(.  

پروفيل ذوب، نمودار مشتق شده و  يعلاوه بر منحن

ذوب ارائه شده  پروفيلاز  ديناميكي ،ذوب كياستات

باشد با تغيير دما مي رشته كيتجسم تفك كهاست 

  ). 8(شكل 

ني ذوب دو ژن اكتين و همانطور كه از نتايج منح

 Pyriculariaسوپراكسيد ديسموتاز از قارچ 

oryzae بيني شده مشخص در مقايسه با منحني پيش

ذوب  يمنحن ينيب شيبا پ  SMuMeltاست 

و  يطراح يابزار مناسب برا ك، ي PCRمحصولات 

ذوب با وضوح بالا را فراهم  شاتيآزما يسازنهيبه

ز هم اختصاصي نتايج ژل آگار .)9(شكل  كنديم

                                                 
1 Helicity 
2Dimethyl sulfoxide 
3Fetal Bovine Serum 

نمايد (شكل بودن قطعات تكثير شده را تأييد مي

). اما با اين تطابق لزوماً نيازي به ژل نيست و 10

جويي در زمان، تواند سبب صرفهافزار مياين نرم

 مواد و تلاش در بخش تجربي گردد.

 Appliedبا دستگاه شركت شيآزما نيا

biosystem  مدلStepOne و با كيتSYBR 

Green ژن  يبرا شيذوب آزما يو دما انجام شد

 C 92/79° تيببه تر سموتازيد ديو سوپراكس نياكت

 uMeltآن با  ينيتخم زانيم كه بوده C° 28/08 و 

SM ،C° 80  وC° 75/80 بدست آمد.   

حدودي با  تا است تخميني ممكن ذوب دماي

 باشد، اين متفاوت ABI7500ذوب دستگاه  منحني

 SYBRو با  3/0 تا 1/0 بين EvaGreenبا  تغييرات

Green  گراد مشخص سانتي درجه 4/1تا  2/0بين

 ,Facultad de Medicina UASLP( شده است

ذوب حاصل از  يدما نياختلاف ب وجود ).2017

 در افزار، با نرم ينيذوب تخم يدستگاه و دما

  باشد.يعنوان شده قابل قبول م رمقادي محدوده
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 ) پروفيلd .C-] )مارپيچي بودن(/dدما)([و: دما مشتق) B. دما و فلورسانسذوب:  يمنحن) A  -7شكل

  .Tmو  يذوب: شاخص توال
Figure 7- A) Melting curve: temperature and fluorescence. B) Derivative: Temperature and  

-d(Helicity)/d(Temperature). C) Melting Profile: Sequence Index and Tm. 
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  .پروفيل ديناميكي ذوب -8شكل

Figure 8- Dynamic melting profile. 
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هاي اكتين و و منحني ذوب آزمايش براي ژن SM uMeltتوسط  شده بيني پيش ذوب تطابق منحني -9 شكل

  .Pyricularia oryzaeر قارچ داكسيد ديسموتاز رسوپ
Figure 9- Matching the uMelt SM predicting melting curve and the experiment melting 

curve for actin and superoxide dismutase genes in Pyricularia oryzae fungus. 
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 با هاي اكتين و سوپراكسيد ديسموتازدرصد براي ژن 1روي ژل آگارز  qPCRنمونه محصولات  -10شكل

 .bp100نشانگر اندازه مولكولي 

Figure 10- Samples of qPCR products on a 1% agarose gel for the Actin and SOD genes as 

compared with the 100 bp Ladder. 
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Abstract 

One of the challenges in interpreting the results obtained in qPCR is to make sure the 

amplicons are specific and that the melting curve analysis is used to examine it.  Additional peaks 

in the melting curve is not always indicative of a problem, for this purpose, in this paper, a web-

based tool called uMelt SM is suggested to researchers as a practical and simple way for the 

correct analysis of the melting curve which provides the possibility of predicting the DNA 

melting curve and denaturation profiles of the high-fluorescence resolution of PCR products. The 

results of this study showed that the melting curves were generated based on parameters were 

generated and an appropriate algorithm for working with this software was presented.  Finally, 

actin and superoxide dismutase genes from Pyricularia oryzae were presented as a suitable 

model for determining the predicted curve using this software and Real-Time PCR curve was 

also drawn.  Results of the uMelt SM predicted melting curves showed a high degree of 

compliance with the real-time PCR melting curves, which confirms the advantages of ease of use, 

saving time, cost, and effort in the experimentalist part when using uMelt SM software. 

Keywods: qPCR, melting curve, experiment, predict, uMeltSM. 
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