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Abstract                                                                                                          
Background: Employing non-fluorescent quenchers in Real-time PCR is appropriate for gene 
expression examination. 
Objective: The objective of this study was to compare Real-time PCR fluorescent and non-
fluorescent quenchers in standard amplification plots of delta-6 desaturase gene in PANC-1 cell line 
culture.  
Methods: This analytical study was conducted in the Reference Laboratory affiliated to Qazvin 
University of Medical Sciences in 2012.  Human pancreatic cancer cells (PANC-1) were cultured in 
75 cm2 flasks, 3x106 cells were seeded in 6-well plates and were treated with specific intracellular 
signaling drugs. Changes in expression of delta-6 desaturase gene were examined with fluorescent 
and non-fluorescent quenchers using Real-time PCR in equal conditions, separately. Data were 
analyzed using student T-test and gene expression results were analyzed using ΔΔCT method with 
the assumption of 100% efficiency. 
Findings: Employed quenchers showed different absorption of the fluorescence emitted by the 
reporter and caused different results in Real-time PCR. Using non-fluorescent quencher, the 
amplification plot was more precise and its baseline was lower. Therefore the signal to noise ratio 
(S/N) was decreased. Also, the Threshold cycle (Ct) value was lower because of increased Tm 
(melting temperature) and decreased non-specific bindings. 
Conclusion: With regards to the results, non-fluorescent quencher is more appropriate compared to 
fluorescent quencher and can be a better alternative for current quenchers especially in allelic 
discrimination and SNP (single nucleotide polymorphism) studies. 
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هاي پلاتر دReal-time PCR  روش غيرفلورسنت و فلورسنت هايكنندهمقايسه خاموش
  PANC-1دساتوراز در كشت سلولي رده  6-ژن دلتا آمپليفيكيشن استاندارد
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 چكيده
  . براي بررسي بيان ژن مناسب است Real-time PCRهاي غيرفلورسنت در روش كنندهاده از خاموشاستف :زمينه
  . نجام شدا Real-time PCRفلورسنت و غيرفلورسنت با توجه به نتايج  دو نوع خاموش كنندهتوانايي مطالعه به منظور مقايسه  :هدف

هـاي سـرطاني پـانكراس    سـلول . در آزمايشگاه رفرانس دانشگاه علوم پزشكي قزوين انجام شد 1391اين مطالعه تحليلي در سال  :هامواد و روش
 ثر بـر ؤاي تحت تأثير داروهاي م ـخانه 6هاي سلول در پليت 3×106 سپس .متري كشت و تكثير شدندسانتي 75هاي در فلاسك PANC-1)( انسان

نده فلورسنت و بـار ديگـر   كندساتوراز در شرايط يكسان، يك بار با خاموش 6-دلتا و ميزان تغيير بيان ژن ندهاي خاص درون سلولي قرار گرفتسيگنال
 100بـا فـرض كـارآيي     ΔΔCTروشبراسـاس   وآماري تي  ها با آزمونداده. شدبررسي  Real-time PCRغيرفلورسنت با روش  كنندهبا خاموش

  .شدندتحليل  درصد
پـلات  . شدند Real-time PCR، باعث تفاوت در نتايج حاصل از (Reporter)گر گزارش با جذب متفاوت نشرفوق، هاي خاموش كننده :هاافتهي

سـيگنال بـه    تبود و به اين ترتيب نسـب  ترپايين )Base line( و ميزان خط پايهتر كننده غيرفلورسنت، دقيقليفيكيشن هنگام استفاده از خاموشآمپ
noise دماي ذوب  افزايشكننده غيرفلورسنت، به دليل با استفاده از خاموش .كاهش يافت(Tm) اختصاصي، ميـزان عـددي  و كاهش اتصالات غير 

  .كاهش يافت نيز )CT(دوره آستانه 
هـاي  گزين بهتري براي خـاموش كننـده  ر و جايتناسبكننده غيرفلورسنت نسبت به فلورسنت ماستفاده از خاموش ها،با توجه به يافته :گيرينتيجه
  .دبو SNP  (single nucleotide polymorphism)ها و تشخيصي آلل هايخصوص در مطالعهبه  ،متداول

  
  ، رده سلوليدساتوراز 6-، دلتا  Real-time PCR :هاكليدواژه

   
  :مقدمه 
در سال  كري موليس توسط PCRپس از ابداع روش      

اساســي در زيســت شناســي پايــه و  ياهــ ل، تحــو1983
روشـي سـاده و بـا     PCRاگرچـه   .كاربردي به وجود آمـد 

ارزش  هاي بـا ولي نوآوري ،محدوديت هاي مشهودي بود
ــه كــارگيري آن در   در طــول زمــان باعــث پيشــرفت و ب

در سـال  . ز زمينه هاي كاربردي و تحقيقـي شـد  بسياري ا
 ، روشABI (Applied Biosystems) شــركت 1996

Real-time PCR تـرين روش بـراي   را به عنوان حساس
ايـن روش   )1(.آشكارسازي اسيدهاي نوكلئيك معرفي كرد

  هاي فلورسنت فراهمكمك مولكول به سازي دقيق راكمي
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هر سيكل  كند؛ به طوري كه ميزان فلورسانس در طولمي
 PCRشود و متناسب بـا مقـدار محصـول    گيري مياندازه
  .است
، Real-timeايـن شـركت بـا توسـعه شـيمي       امروزه     
را  SYBR Green وTaq Man هاي آشكارسـازي  روش

روش غيراختصاصـي   SYBR Green .فراهم كرده اسـت 
هاي  DNAاست كه در آن رنگ فلورسانس به تمام انواع 

ــته ــي دو رش ــود، متصــل م ــوداي موج ــي در روش. ش       ول
Taq Manكـه  ورسـانس  هاي نشـاندار فل ، با كمك پروب

ــوالي خاصــي هســتند ــژه ت ــه صــورت ، آشكارســوي ازي ب
گر به ناحيه د و در آن يك گزارششواختصاصي انجام مي

پــروب متصــل       3'و يــك خــاموش كننــده بــه ناحيــه  5'
انـرژي نـور   كننده قبل از اتصال پروب، خاموش )2(.شودمي

نشري را به وسـيله انتقـال انـرژي رزونـانس فلورسـانس      
(FRET) گر گزارشمولكول  و سيگنالجذب  گرگزارش از

فرايندي است كـه    FRETحقيقت در . كندرا خاموش مي
طي آن انرژي بدون آزاد شدن نور، از يك فلوروفور تهييج 

در . يابدپذيرنده در همسايگي آن انتقال ميشده به ملكول 
رفتن پـروب در جايگـاه   صورت وجود توالي هدف و قرار گ

 5'يله فعاليـت اگزونوكلئـازي   ، پروب به وساختصاصي خود
كننـده از  گر و خاموشو گزارشه ، تجزيپليمراز Taq 3'به 

گ فلورسانس در اين لحظه در نهايت رن .شوندهم جدا مي
 حصـول توليـد شـده    شود كه متناسب با مقدار ممنتشر مي

مؤثر بودن انتقـال انـرژي در اينجـا بـه     . است PCRطي 
   كننــده و ميــزان گــر و خـاموش  فاصـله فيزيكــي گـزارش  

گر و جذب آن طيف توسط پوشاني بين تشعشع گزارشهم
محدوده خاموشـي بـراي هـر    . خاموش كننده بستگي دارد

 خـاموش كننـده در پـروب اختصاصـي     گر و جفت گزارش
 Taq Man دو نوع پروب. انگستروم است 70تا  30حدود 

  :پيشنهاد شده است ABIتوسط شركت 
ــروب خــــــاموش  -                رســــــنتكننــــــده فلو پــــ

(tetramehyl rhodamine, acronym , TAMRA)  
 خــــــاموش كننــــــده غيرفلورســــــنت                پــــــروب -

(minor    groore   -   binder  ,   MGB  -   NFQ)  

كننده ترين خاموشكننده فلورسنت رايجپروب خاموش     
ه كنندخاموش اين .است  Real-time PCRدر استفاده مورد

گـر  فلورسنت است كه معمولاً به همراه گزارش يك رنگ
FAM  در گذشـته از ايـن دو  بـه عنـوان      . رودبه كار مـي

شـد، ولـي امـروزه     استفاده مي Real-timeجفت رايج در 
كننـده  هـا بـه نـام خـاموش    كننـده نوع ديگري از خاموش

ــنت  ــي )MGB-NFQ(غيرفلورسـ ــنهاد مـ ــودپيشـ      .شـ
MGB-NFQ رسانس است و بدين ترتيب با لونشر ف فاقد

 هايكاهش دادن فلورسانت پس زمينه و كم كردن تداخل
و در نتيجـه  نشري باعث افزايش شـدت سـيگنال نهـايي    

همچنـين اسـتفاده از ايـن    . شودافزايش دقت آزمايش مي
گر چند گزارش مواقعي كه همزمان از كننده درنوع خاموش
باعـث  ) لكـس هيبريديزاسـيون مـولتي پ  (شود استفاده مي

شود و مي تداخلبدون خاموش كردن طيف نشري آن ها 
در حقيقت به علت قدرت پوشش دهي بالاتر طيف نشري، 

تشـخيص  هـا و  هاي مربوط به بيـان ژن هدر اجراي مطالع
مزيـت  ) 3(.است ترها مناسبو موتاسيون DNAهاي توالي
به علـت بخـش متصـل     (Tm)، افزايش دماي ذوب ديگر

 )4(.اسـت آن  3 'در انتهـاي    DNAر كوچكشونده به شيا
  تـر را نيـز فـراهم    اين امر امكان اسـتفاده از پـروب كوتـاه   

نسـبت بـه    22تا  13پروب غيرفلورسنت با طول ( كندمي
كه باعث افزايش دقت ) در پروب فلورسنت 35تا  20 طول

 نسـخه  10تر ازاي كه كمگونهبه  )5(.شودپروب مياتصال 
 حقيقت با افزايش دمـاي ذوب، در .هددتشخيص ميرا نيز 

هـايي كـه   پـروب بـين   Tmتري در مقـادير  اختلاف بيش
 ـاند، نادرست متصل شدهدرست يا  شـود كـه در   مـي ه اراي

ــلتشـــخيص  ــاآلـ و  (Allelic discrimination)  هـ
تيدها، اهميت زيادي مورفيسم تك نوكلئوژنوتايپينگ پلي 

)6(.ددار
وع پروب نسبت بـه  در كل، امروزه استفاده از اين ن 

   )7(.شودتر توصيه ميانواع ديگر بيش
در كننـده  آنـزيم محدود  م واولين آنزيدساتوراز  6-دلتا     
سيدهاي چرب غيراشباع با اتبديل اسيد لينولئيك به  مسير

دسـاتوراز   رسد اينست و به نظر ميا هاي طولانيزنجيره
با تغيير تركيـب اسـيدهاي چـرب غشـاي سـلولي، نقـش       
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ي در فعاليت گيرنده هاي غشايي سلول مانند گيرنـده  مهم
هـاي  شايان ذكر اسـت كـه در تحقيـق    )9و8(.انسولين دارد

هـاي  انجام شده بر روي اين ژن، تاكنون از خاموش كننده
كننـده فلورسـنت   غيرفلورسنت اسـتفاده نشـده و خـاموش   

لذا اين  )10-12(.بوده است TAMRAمتداول مورد استفاده، 
 كننـده  دو نـوع خـاموش  توانـايي  مقايسه دف مطالعه با ه

 Real-timeفلورسنت و غيرفلورسنت با توجـه بـه نتـايج   

PCR انجام شد.  
  

  :هامواد و روش 
در آزمايشــگاه  1391ايــن مطالعــه تحليلــي در ســال      

 داروهـاي . شگاه علوم پزشكي قزوين انجام شدرفرانس دان
PD98059، AG1478 و  GW0742هريــك تــأثير  كــه

مسير هاي سلولي ي بر عملكرد سيگنالمتفاوتو ي تصاصاخ
 ERK-MAPK  وEGFR از شـــركت ســـيگما  نـــددار

دساتوراز،  6-براي بررسي تغيير بيان ژن دلتا .شد خريداري
هــاي ســرطاني پــانكراس ســلول( PANC-1رده ســلولي 

. از بانك سلولي انستيتو پاستور تهران خريداري شد )انسان
 كشـت  محـيط متـري در  انتيس ـ 75ها در فلاسـك  سلول

RPMI1640+Glutamax درصد سرم جنيني  10 حاوي
سـيلين و  يپن ـليتـر  ميلـي المللي در واحد بين 100 گاوي و

در انكوبـاتور  ين ليتر استرپتومايس ـميليميكروگرم در  100
گـراد  سـانتي درجه  37 و در CO2درصد  5مرطوب حاوي 

كـف  درصـد   90تـا   80 هـا وقتي سلول. كشت داده شدند
ــد  ــغال كردنــ ــك را اشــ ــو  ،فلاســ ــط مخلــ ط           توســ

Trypsin-EDTA اي منتقل شـدند خانه 6هاي به پليت .
ليتر محيط كشت تـازه  ميلي 2سلول در هر خانه با  3×106

ــاوي  ــرمح ــدند  ،س ــد داده ش ــس از . رش ــاعت  24پ س
محيط كشت تعـويض   گرادسانتيدرجه  37انكوباسيون در 

به صورت تكي و (هاي مربوط و محيط تازه به همراه دارو
هـاي  محلول داروها در رقـت . به پليت اضافه شد) تركيبي

كـه ميـزان    ايگونـه  بـه  ؛تهيـه شـد   DMSOمناسب در 
DMSO  از . درصد از محـيط كشـت نباشـد    1/0بالاتر از

ه عنـوان  ب) DMSOفقط حاوي (محيط كشت بدون دارو 

ر سـاعت د  48ها به مدت مجدداً سلول. استفاده شدشاهد 
كشت براي هر خانـه از  . انكوبه شدندگراد سانتي درجه 37

 RNA. انجام شـد  )triplicate(پليت به صورت سه تايي 
 QIAamp RNA Purificationتام سلولي توسط كيت 

(QIAGEN)    استخراج و براي اطمينان از عـدم آلـودگي
حـاوي   RNAدهنـده خلـوص   كيت افـزايش  ، ازDNAبا 

DNaseI (RNase-Free DNase Set Kit, QIAGEN) 
        تـــــام توســـــط  RNAميـــــزان . اســـــتفاده شـــــد

ــپكتروفوتومتر   NanoDropND-1000اســــــــــــــ
Technologies,Wilmington,DE,USA)( گيـري  اندازه

 5/1از الكتروفورز با ژل  RNAبراي اطمينان از كيفيت و 
ــار ــد آگـــ ــايبرگرين و                     درصـــ ــراه ســـ ــه همـــ  ز بـــ

buffer Fast digest green  (fermentase)  شد استفاده .
 Maxima first strandاز كيـت   cDNAبـراي سـنتز   

cDNA synthesis Kit (Fermentase)   اسـتفاده شـد. 
و  Reaction Mixتـام ،   RNAميكرومـول از   10 سپس
ــزي ــايي   آن ــم نه ــه حج ــيد و در        20م ب ــول رس ميكروم

ــايكلر  ــتگاه ترموســـــــ ــه 96دســـــــ                           ايخانـــــــ
(Veriti 96 Well, Applied Biosystems) گرفت قرار. 

دقيقـه   15درجه ،  25دقيقه در  10 انكوباسيون به صورت
با استفاده . درجه انجام شد 85دقيقه در   5درجه و  50در 

از نبود آلودگي  حاوي همه مواد به جز آنزيم،شاهد  از يك
ــان حاصــل شــد ــزان . اطمين ــا  ســنتز شــده cDNAمي ب

گيري و نانودراپ اندازه) انومترن 260 جذب( اسپكتروفوتومتر
، از الكتروفـورز ژل  cDNAشد و براي اطمينان از كيفيت 

و بـراي   هـا طراحـي  و پـروب  پرايمـر  .آگارز اسـتفاده شـد  
سـنتز   cDNAبخشـي از  . انجام شـد  BLASTاطمينان 

    و بخشي با پروب حـاوي  TAMRAشده با پروب حاوي 
NFQ-MGB رسي شدبر .  

  :ر و پروبتوالي پرايم
Forward primer (F), Reverse primer (R), Probe 
(P) 
FADS2 (NM_004265)  
F 5′-TTACAACATCACCAAATGGTCCAT-3′ 
R 5′-GAAGGCATCCGTTGCATCTT-3′ 
P 5′-CCAGCGGGTCATCGGGCACTAC-3′ 
GAPDH (NM_002046)  



                                          21                                                              دكتر مهدي سهماني و همكاران              .../ هاي فلورسنت و غيرفلورسنت روشمقايسه خاموش كننده     
 

F 5′-CCACCCATGGCAAATTCC-3′ 
R 5′-TGGGATTTCCATTGATGACAAG-3′ 
P 5′-CGTTCTCAGCCTTGACGGTGCCA-3′ 

     cDNA نانوگرم براي 10 ميزان به Real-time PCR 
ميكرومول  10 شده، رقيق cDNA ميكرومول از 2 .شد رقيق

 Taq Man Universal Master Mix II withاز

(Applied Biosystems) UNG، 2 ميكرومول assay mix 
 .ميكرومول رسيد 20حجم  ميكرومول آب ديونيزه به 6 و

Assay Mix رايمرز پا نانومول 200 حاوي sense  و
antisense  هاي مربوطه بوداز پروب نانومول 100و .  

، درجـه  50دقيقـه در   2 شرايط انكوباسيون به صورت     
اي ثانيه 15سيكل به صورت  40درجه و  95دقيقه در  10
درجه  60ر دقيقه د 1درجه ، و يك سيكل به مدت  95در 

اي و در دسـتگاه  خانـه  96در پليـت   سـه تـايي  به صورت 
7500 Real-time PCR System (Applied Biosystems) 

  . انجام شد
 GAPDHمــــورد اســــتفاده   كنتــــرل داخلــــي      

(glyceraldehydes-3-phosphat dehydrogenase) 
 رقت مختلف اسـتاندارد بـراي هـر ژن    5همچنين از . بود

 ســه تــايي بــه صــورت) GAPDHاز و دســاتور 6-دلتــا(
در اين مرحله براي حصول اطمينـان از عـدم    .استفاده شد

به كار  cDNAحاوي همه مواد به جز  ، يك شاهدآلودگي
و آزمـون   13بـا ويـرايش    SPSS افزارنرم باها داده. رفت

نمودارهـاي آمپليفيكيشـن اسـتاندارد    آماري تي بررسـي و  
 100 ييكارافرض  نتايج با و رسم ΔΔCTبراساس روش 

   .شدتحليل درصد 
در اين مطالعه براي مقايسه دو نـوع خـاموش كننـده         

 Real-time PCRپس از انجام ، غيرفلورسنت فلورسنت و
م جهـت ترسـي   جودت موغلظ حاصل وآستانه  هايدوره از
  و(از دسـاتور  6-دلتـا  ژن استاندارد آمپليفيكيشن هايتپلا

 بيـان  .شد استفاده) ن كنترل داخليبه عنوا GAPDHژن 
ــ ژن ــول    ه ــاس فرم ــرانس براس ــه ژن رف ــبت ب      دف نس

Pfaffl method شد انجام.  
  

 6-در تحقيق حاضر، بيان ژن مربـوط بـه آنـزيم دلتـا         
  EGFRهـاي دساتوراز توسط داروهاي مؤثر بـر سـيگنال  

(Epidermal Growth Factor Receptor)وERK- MAPK   
)(Mitogen Activated Proteinkinases    تغييـر پيـدا

بـه   Real-time PCRكند و اين تغيير بيـان بـا روش   مي
   .شودگيري ميطور كمي اندازه

  
  :هايافته 
هـاي  يج محاسبات مربوط به خاموش كنندهنتامقايسه      

در  Real time PCRفلورسـنت  پـس از   فلورسنت و غير
رغـم  علـي نشـان داد كـه   اخلي مورد ژن هدف و كنترل د

هاي غيرفلورسـنت نسـبت بـه    كنندهخاموشكارايي بالاتر 
دار نبود از نظر آماري معني، تفاوت اين دو روش فلورسنت

  ). 1جدول شماره (
  

يج محاسبات مربوط به     مقايسه نتا - 1جدول 
  هاي فلورسنت و غيرفلورسنت كنندهخاموش

  Real time PCRپس از 
 

كنندهخاموش تعداد ژن هدف انگين مي   
  سطح 

  داريمعني
گليسيرآلدئيد 

فسفات 3
 دهيدروژناز

5 
5 

TAMRA 
MGB-NFQ 

36/2±67/30  
64/2±93/27  

46/0  
45/0  

 6دلتا
 دساتوراز

5 
5 
 

TAMRA 
MGB-NFQ 

 

37/2±91/28  
84/2±97/25  

46/0  
45/0  

  
ودار منحني اسـتاندارد ژن  در نم R2با توجه به مقادير      

 فلورسـنت هـاي غير كننـده خـاموش  اسـتفاده از   دساتوراز،
  ).2و  1شماره هاي نمودار( كارايي بهتري داشت
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  كننده فلورسنتاستاندارد خاموش -1نمودار 
  

  
  

  كننده غيرفلورسنتاستاندارد خاموش -2نمودار 
  

  
  
كننده پلات آمپليفيكيشن هنگام استفاده از خاموشنمودار  

كـاهش   د كه پروب غيرفلورسنت بـا نشان دا غيرفلورسنت
د را افـزايش دا بـرداري  نسخه  ميزان  ،عددي دوره آستانه

   .)3نمودار شماره (
  

كننده برداري خاموشميزان نسخه -3نمودار 
  غيرفلورسنت

  :گيريبحث و نتيجه 
هـاي  ن داد كه استفاده از خاموش كنندهبررسي حاضر نشا

تـري در  فلورسنت نسبت بـه فلورسـنت كـارايي بـيش    غير
ــان ژ ــي بي در . دارد  Real–time PCRن در روشبررس

هاي فلورسنت و هاي گذشته مقايسه خاموش كنندهمطالعه
محـدوده   رسنت از نظـر حساسـيت، اختصاصـيت و   غيرفلو

نمونـه  هاي انسـاني، تـأثير پيچيـدگي    در نمونه عملكردي
DNA نتيجه نهايي  را درPCR ولي اين  ،نشان داده است

تــر بــوده  كــم MGB-NFQتــأثير در هنگــام اســتفاده از 
هـاي انجـام شـده بـر     بررسي همچنين تاكنون در )7(.است

آن، از  هـاي دسـاتوراز و تمـامي ايزوفـرم    6-روي ژن دلتا
نـده غيرفلورسـنت اسـتفاده نشـده و همـواره از      كنخاموش

   )13(.دشهاي فلورسنت استفاده خاموش كننده
خـط        ( دهنـده پـايين آمـدن   نشـان ايـن مطالعـه   نتايج      

Base line  كننـده  بـه خـاموش   در نمـودار مربـوط  ) پايـه
 و خطـا كاهش كه اين مسأله با توجه به  غيرفلورسنت بود

. رسـد اي، منطقي بـه نظـر مـي   حذف تداخلات پس زمينه
تر ره آستانه نيز به علت اتصال دقيقدر ميزان دوهمچنين 

ايـن   د كـه برداري، كاهش عددي ديده شو افزايش نسخه
هـاي  ها، با پژوهشاموش كنندهبا تفاوت خ نتايج در رابطه

   )7و6(.خواني داردقبلي در اين زمينه هم
هاي هاي اخير، مشخص شده است كه پروبدر مطالعه    

MGB-NFQ هاي ساختاري كه ذكر شـد،  به علت تفاوت
از معيارهـاي سـنجش   . كننـد تـر عمـل مـي   بسيار حساس

اشـاره   noiseتوان به نسبت سيگنال به كارآيي پروب مي
ه اين نسبت در پروب غيرفلورسـنت بسـيار   ، ك (S/N) كرد

، كاهش فلورسنس (Tm)افزايش دماي ذوب . بالاتر است
اي غيراختصاصـي و طراحـي   ه ـپس زمينه، كاهش اتصال

 )14(.ندها هسـت تر از ديگر مزاياي اين پروبتر و كوتاهآسان
 نتايج نمودارهاي رسم شده در هر گروه، قابـل قبـول و در  

گيـري  ها براي يك نتيجـه ، ولي تفاوتبود نرمال محدوده
دهنده كاهش عددي ميزان دوره آستانه و پايين كلي نشان

كننــده مربــوط بــه خــاموش آمــدن خــط پايــه در پــلات
تـوان  استاندارد مـي  هايبا مقايسه پلات. غيرفلورسنت بود
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به  MGB-NFQگيري كرد كه استفاده از گونه نتيجه اين
ــوان ــامو عنـ ــدهشخـ ــه         غيرفل كننـ ورســـنت نســـبت بـ
 خصـوص  بـه  TAMRAهاي متداول مانند كنندهخاموش

           ژنوتايپينـــگ هــا و  تشخيصـــي آلــل  ياهـ ـهدر مطالعـ ـ
با اين حال . تر استپلي مورفيسم تك نوكلئوتيدها مناسب

  . تري نياز استهاي بيشتر به مطالعهراي توجيه كاملب
  

  :گزاريسپاس 
پژوهشـي  ي با حمايت مالي شـوراي  ن طرح تحقيقاتاي     

دانشگاه علوم پزشكي قزوين و مركز تحقيقـات سـلولي و   
  . ه استانجام شددانشگاه اين مولكولي 
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