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واکنـش زنجیـره‌ای پلیمـراز از زمـان معرفـی‌اش در دهـه 1980، انقلابـی در زیست‌شناسـی مولکولـی، ژنتیـک و تحقیقـات 
پزشـکی ایجـاد کـرده اسـت. بـا ایـن حـال، واکنـش زنجیـره‌ای پلیمـراز سـنتی1 بـا محدودیت‌هایـی از جملـه مشـکلات دقـت، 
حساسـیت پاییـن بـه جهش‌هـای نـادر و آسـیب‌پذیری بـه بازدارنده‌هـا مواجـه اسـت. واکنـش زنجیـره‌ای پلیمـراز قطـره‌ای2 با 
تقسـیم نمونه‌هـای DNA بـه هـزاران یـا میلیون‌هـا محفظـه جداگانـه، ایـن چالش‌هـا را برطـرف کـرده و امـکان اندازه‌گیـری 
دقیـق مولکول‌هـای DNA یـا RNA بـدون نیـاز بـه نمودارهای کالیبراسـیون یـا کنترل‌های داخلـی را فراهم می‌کنـد. این مقاله 
بـه بررسـی مزایـای واکنـش زنجیـره‌ای پلیمـراز قطره‌ای نسـبت بـه واکنش زنجیـره‌ای پلیمـراز سـنتی، از جمله دقـت بالاتر در 
کمیت‌سـنجی مولکول‌هـا، حساسـیت بیشـتر، کاهش تأثیـر بازدارنده‌هـا و قابلیـت اندازه‌گیری مقادیـر مطلق می‌پـردازد. توانایی 
منحصـر بـه فـرد واکنش زنجیـره‌ای پلیمـراز قطره‌ای در شناسـایی جهش‌هـای نـادر ژنتیکی، تحلیـل تغییرات پیچیـده ژنتیکی 
و انجـام تحلیل‌هـای محیطـی و قانونـی، آن را بـه ابـزاری ارزشـمند تبدیل کرده اسـت. بـا وجود مزایـای آن، واکنـش زنجیره‌ای 
پلیمـراز قطـره‌ای بـا چالش‌هایـی ماننـد هزینه‌هـای بـالا، زمان پـردازش طولانی‌تـر و نیاز بـه آماده‌سـازی دقیق نمونه‌هـا مواجه 
اسـت. در کل، واکنـش زنجیـره‌ای پلیمـراز قطـره‌ای پیشـرفت قابـل توجهـی در زیست‌شناسـی مولکولی اسـت و انتظـار می‌رود 
بـا پیشـرفت‌های فناورانـه و کاهـش هزینه‌هـا، به‌طـور گسـترده‌تری در آزمایشـگاه‌های زیست‌شناسـی و پزشـکی مورد اسـتفاده 

قـرار گیرد.
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حوزه‌های م در  انقلابی  که  است  مولکولی  زیست‌شناسی  فناوری  در  مهم  پیشگامان  از  یکی  پلیمراز  زنجیره‌ای  واکنش 
زیست‌شناسی، ژنتیک، و تحقیقات پزشکی ایجاد کرده است. از زمان معرفی این روش در دهه 1980 توسط کاری مولیس3، 
واکنش زنجیره‌ای پلیمراز به‌عنوان ابزاری اصلی برای تکثیر و شناسایی قطعات DNA در طیف وسیعی از کاربردها مورد استفاده 
قرار گرفته است. با این حال، ظهور فناوری‌های نوین مانند واکنش زنجیره‌ای پلیمراز قطره‌ای موجب بهبود قابلیت‌ها و کاهش 
محدودیت‌های واکنش زنجیره‌ای پلیمراز سنتی شده‌است. در این مقاله، به بررسی مزایای واکنش زنجیره‌ای پلیمراز قطره‌ای 

نسبت به واکنش زنجیره‌ای پلیمراز سنتی پرداخته و کاربردهای عملی آن را در حوزه‌های مختلف توضیح می‌دهیم ]1[.

واکنش زنجیره‌ای پلیمراز قطره‌ای، واکنش زنجیره‌ای 
.DNA ،پلیمراز، زیست‌شناسی مولکولی، ژنتیک

واژه‌های کلیدی
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واکنش زنجیره‌ای پلیمراز سنتی و چالش‌های آن

واکنـش زنجیـره‌ای پلیمـراز سـنتی فرآیندی اسـت که طی آن 
توالی‌هـای خاصـی از DNA از طریـق تکـرار مراحـل گـرم و سـرد 
شـدن، تکثیـر می‌شـوند. ایـن روش بـه دلیـل سـادگی و کارایـی 
بـالا در کاربردهـای گسـترده‌ای همچـون ژنوتایپینـگ، کلونینـگ، 
تشـخیص بیماری‌هـا و تحقیقـات پایـه بـه کار مـی‌رود. بـا ایـن 
حـال، واکنـش زنجیـره‌ای پلیمراز سـنتی بـا چالش‌هایـی همچون 
عـدم دقـت در اندازه‌گیـری کمیـت DNA، حساسـیت پاییـن بـه 

جهش‌هـای نـادر و تاثیـرات بازدارنده‌هـا مواجـه اسـت ]2[.

)dPCR( واکنش زنجیره‌ای پلیمراز قطره‌ای

واکنـش زنجیـره‌ای پلیمـراز قطـره‌ای یـک فناوری پیشـرفته‌تر 
و اصالح ‌شـده از واکنـش زنجیـره‌ای پلیمـراز سـنتی اسـت کـه 
نمونـه‌ DNA را بـه هـزاران یـا میلیون‌هـا محفظـه‌ کوچک تقسـیم 
می‌کنـد. هـر یـک از ایـن محفظه‌هـا به‌طـور جداگانـه در فرآینـد 
واکنـش زنجیـره‌ای پلیمـراز قرار می‌گیـرد و پس از پایـان واکنش، 
تعـداد محفظه‌هـای حـاوی محصـول واکنـش زنجیـره‌ای پلیمـراز 
شناسـایی می‌شـود. ایـن فرآینـد منجر بـه شناسـایی و اندازه‌گیری 
دقیـق تعـداد مولکول‌هـای DNA یا RNA می‌شـود، بـدون نیاز به 
اسـتفاده از نمـودار کالیبراسـیون یـا کنتـرل داخلی کـه در واکنش 

زنجیـره‌ای پلیمـراز کمّـی4 مـورد نیاز اسـت ]3[.

مزایای واکنش زنجیره‌ای پلیمراز قطره‌ای نسبت به 
واکنش زنجیره‌ای پلیمراز سنتی

 دقـت بالاتـر واکنـش زنجیـره‌ای پلیمـراز قطـره‌ای در 
مولکول‌هـا:  تعـداد  اندازه‌گیـری 

یکـی از بزرگتریـن مزایای واکنـش زنجیره‌ای پلیمـراز قطره‌ای 
نسـبت بـه واکنـش زنجیره‌ای پلیمـراز سـنتی، دقت بسـیار بالا در 
اندازه‌گیـری تعـداد مولکول‌هـای DNA یا RNA اسـت. در واکنش 
زنجیـره‌ای پلیمـراز قطره‌ای، به دلیل تقسـیم‌بندی دقیـق نمونه به 
محفظه‌هـای کوچـک، امـکان شـمارش مسـتقیم تعـداد مولکول‌ها 
فراهـم می‌شـود. برخالف واکنـش زنجیـره‌ای پلیمـراز سـنتی کـه 
نتایـج به‌صورت نسـبی ارائه می‌شـوند، واکنـش زنجیـره‌ای پلیمراز 

قطـره‌ای نتایـج را به‌صـورت مطلـق ارائـه می‌دهد.
 DNA در واکنـش زنجیـره‌ای پلیمـراز سـنتی، تخمیـن کمیت

براسـاس منحنی اسـتاندارد و مقایسـه با نمونه‌هـای کنترل صورت 
می‌گیـرد. ایـن روش وابسـته بـه کارایـی واکنش اسـت کـه ممکن 
اسـت تحـت تأثیـر عوامـل مختلف ماننـد ترکیبـات نمونـه، غلظت 
آغازگرهـا و مـواد بازدارنـده قـرار گیـرد. از سـوی دیگـر، واکنـش 
و  اسـت  بی‌نیـاز  مشـکلات  ایـن  از  قطـره‌ای  پلیمـراز  زنجیـره‌ای 
پلیمـراز  زنجیـره‌ای  واکنـش  محفظه‌هـای  از  مسـتقیم  شـمارش 

دقیق‌تـر و مسـتقل از کارایـی واکنـش اسـت ]3 و 4[.
واکنـش  روش‌هـای  از  مختلـف  نـوع  سـه   )1( شـکل  در 
کمّـی  پلیمـراز  زنجیـره‌ای  واکنـش  سـنتی،  پلیمـراز  زنجیـره‌ای 
و واکنـش زنجیـره‌ای پلیمـراز قطـره‌ای را مقایسـه می‌کنـد. در 
قسـمت بالایـی شـکل، واکنـش زنجیـره‌ای پلیمراز سـنتی نشـان 
داده شـده کـه پـس از تکثیـر DNA، محصول نهایی بـا روش ژل 
الکتروفـورز ارزیابـی می‌شـود و نتایـج کیفـی یـا نیمه‌کمّـی ارائـه 
می‌دهـد. در بخـش میانـی، واکنـش زنجیـره‌ای پلیمـراز کمّـی یا 
واکنـش زنجیـره‌ای پلیمـراز در زمـان واقعـی بـه تصویـر کشـیده 
نسـبی  اندازه‌گیـری  بـرای  اسـتاندارد  منحنی‌هـای  از  کـه  شـده 
مقـدار DNA اسـتفاده می‌کنـد و به‌طـور هم‌زمـان تکثیر DNA و 
اندازه‌گیـری را انجـام می‌دهـد. در بخـش پایینـی شـکل، واکنش 
زنجیـره‌ای پلیمـراز قطره‌ای نشـان داده شـده کـه نمونه DNA به 
هـزاران بخـش کوچـک تقسـیم می‌شـود و تکثیـر در هـر بخـش 
به‌طـور جداگانـه صـورت می‌گیـرد و نتایـج کمّی مطلـق و با دقت 
بـالا ارائـه می‌شـود. ایـن فناوری‌هـا از نظـر حساسـیت، دقـت و 
چگونگـی تحلیـل نتایـج بـا یکدیگـر تفـاوت دارنـد و بـه نیازهای 

مختلـف در زیست‌شناسـی مولکولـی پاسـخ می‌دهنـد.

شکل )1(: مقایسه روش‌های مبتنی بر واکنش زنجیره‌ای پلیمراز ]5[.

 حساسیت بیشتر واکنش زنجیره‌ای پلیمراز قطره‌ای
واکنـش زنجیـره‌ای پلیمراز قطـره‌ای به دلیل قابلیت شناسـایی 
حساسـیت  کـم،  بسـیار  مقادیـر  در   DNA مولکول‌هـای  دقیـق 
بالاتـری نسـبت بـه واکنـش زنجیـره‌ای پلیمـراز سـنتی دارد. ایـن 
ویژگـی به‌خصـوص در کاربردهایـی که نیـاز به تشـخیص تغییرات 
نـادر ژنتیکـی و یـا ویروس‌هایـی بـا بار ویروسـی کـم دارند، بسـیار 
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مهـم اسـت. برای مثال، در تشـخیص سـرطان‌هایی کـه از تغییرات 
ژنتیکـی نـادر در سـلول‌ها شـروع می‌شـوند، واکنـش زنجیـره‌ای 
پلیمـراز قطـره‌ای می‌توانـد بـه سـرعت و بـا دقـت بیشـتری ایـن 

تغییـرات را شناسـایی کند.
ایـن حساسـیت بـالا همچنیـن بـرای شناسـایی جهش‌هـای 
نـادر و مقادیـر پاییـن ویروس‌هـا در نمونه‌هـای بالینی بسـیار مفید 
اسـت. واکنـش زنجیـره‌ای پلیمـراز قطـره‌ای می‌تواند در شـرایطی 
کـه واکنـش زنجیـره‌ای پلیمراز کمّـی و واکنش زنجیـره‌ای پلیمراز 
سـنتی ممکـن اسـت بـه دلیـل غلظـت کـم مولکول‌هـای هـدف 

ناموفـق باشـند، نتایـج مثبتـی ارائه دهـد ]6[.

 کاهـش اثـرات بازدارنده‌ها در واکنش زنجیـره‌ای پلیمراز 
قطره‌ای

در واکنـش زنجیـره‌ای پلیمـراز سـنتی، وجـود مـواد بازدارنـده 
در نمونـه )ماننـد پروتئین‌هـا، نمک‌هـا و یـا سـایر ترکیبـات آلـی( 
می‌توانـد باعـث کاهـش کارایی واکنش شـود. این مسـئله بـه ویژه 
بافت‌هـای  ماننـد خـون،  پیچیـده  نمونه‌هـای زیسـتی  بـا  در کار 
زنجیـره‌ای  واکنـش  اسـت.  مشکل‌سـاز  فاضلاب‌هـا  یـا  آلـوده 
پلیمـراز قطـره‌ای بـه دلیـل تقسـیم‌بندی نمونـه بـه محفظه‌هـای 
کوچـک، اثـرات بازدارنده‌هـا را به حداقـل می‌رسـاند و واکنش‌های 

موفق‌تـری در هـر محفظـه ایجـاد می‌شـود.
ایـن ویژگـی بـه واکنـش زنجیـره‌ای پلیمراز قطـره‌ای اجازه 
دقیـق  نتایـج  بازدارنـده،  مـواد  حضـور  در  حتـی  تـا  می‌دهـد 
و قابـل اعتمـادی ارائـه دهـد. از ایـن رو، ایـن فنـاوری بـرای 
کاربردهایـی کـه نمونه‌هـای زیسـتی پیچیـده و آلـوده دارنـد، 
آنالیزهـای محیطـی یـا تشـخیص بیماری‌هـای عفونـی،  ماننـد 

بسـیار مناسـب اسـت ]7[.

  اندازه‌گیـری مطلـق بدون نیـاز به اسـتاندارد داخلی در 
روش واکنـش زنجیره‌ای پلیمـراز قطره‌ای

در واکنـش زنجیـره‌ای پلیمـراز کمّـی و واکنـش زنجیـره‌ای 
پلیمـراز سـنتی، بـرای اندازه‌گیری دقیـق، نیاز به اسـتفاده از یک 
اسـتاندارد داخلی یا نمودار کالیبراسـیون اسـت. این اسـتانداردها 
بـرای محاسـبه‌ کمیـت نسـبی DNA اسـتفاده می‌شـوند، اما خود 
می‌تواننـد منبـع خطا باشـند. واکنـش زنجیره‌ای پلیمـراز قطره‌ای 
نیـازی بـه اسـتاندارد داخلـی نـدارد و کمیـت DNA به‌صـورت 
را  فرآینـد  امـر،  ایـن  می‌شـود.  اندازه‌گیـری  مسـتقیم  و  مطلـق 
سـاده‌تر و دقیق‌تـر می‌کنـد، زیـرا از تاثیـرات نوسـانات اسـتاندارد 

داخلـی بـر نتیجـه نهایـی جلوگیری می‌شـود ]6[.

  کاربـرد واکنـش زنجیره‌ای پلیمراز قطره‌ای در تشـخیص 
جهش‌هـا و توالی‌هـای نادر

زنجیـره‌ای  واکنـش  فـرد  بـه  منحصـر  ویژگی‌هـای  از  یکـی 

پلیمـراز قطـره‌ای، قابلیـت شناسـایی و تشـخیص جهش‌هـای نادر 
ژنتیکـی اسـت. در بسـیاری از کاربردهـای پزشـکی، بـه ویـژه در 
تشـخیص سـرطان و بیماری‌هـای ژنتیکـی، شناسـایی جهش‌هـای 
نـادر اهمیـت زیـادی دارد. واکنـش زنجیـره‌ای پلیمراز قطـره‌ای به 
توانایـی شـمارش مسـتقیم مولکول‌هـا،  بـالا و  دلیـل حساسـیت 
ایـن امـکان را فراهـم می‌کنـد کـه حتـی جهش‌هـای نـادر کـه در 
غلظت‌هـای بسـیار کـم در نمونـه وجـود دارنـد، به‌صـورت دقیـق 

شناسـایی شـوند.
ایـن توانایـی به‌خصـوص در تشـخیص جهش‌های مهـم مرتبط 
بـا سـرطان، ماننـد جهش‌هـای نقطه‌ای یـا تغییرات در تعـداد کپی 
ژنـوم تومور، مفید اسـت. در مقایسـه بـا واکنش زنجیـره‌ای پلیمراز 
سـنتی کـه ممکن اسـت بـه دلیل تعداد کـم جهش‌ها از تشـخیص 
بـاز بمانـد، واکنـش زنجیـره‌ای پلیمراز قطـره‌ای می‌توانـد تغییرات 

ژنتیکـی را با دقت بیشـتری شناسـایی کند ]8[.

  قابلیـت تحلیـل پیچیده‌تـر واکنـش زنجیـره‌ای پلیمراز 
قطره‌ای

 واکنـش زنجیـره‌ای پلیمراز قطـره‌ای قابلیت انجـام تحلیل‌های 
پیچیده‌تـر را فراهـم می‌کنـد. بـه دلیـل اسـتفاده از محفظه‌هـای 
توالی‌هـای  بررسـی  امـکان  مسـتقل،  واکنش‌هـای  و  جداگانـه 
چندگانـه و انـواع مختلـف مولکول‌هـا در یـک نمونـه واحـد فراهم 
اسـت. ایـن ویژگـی باعث می‌شـود کـه واکنـش زنجیـره‌ای پلیمراز 
قطـره‌ای در مطالعـات ژنتیکـی پیچیـده، ماننـد بررسـی توالی‌های 
تحلیـل  و  میکروبیوم‌هـا  بررسـی  هتروزیگـوت،  و  هموزیگـوت 

تغییـرات اپی‌ژنتیکـی بـه کار گرفتـه شـود.
به‌عنـوان مثـال، واکنش زنجیـره‌ای پلیمـراز قطـره‌ای می‌تواند 
در تعییـن تعـداد نسـخه‌های ژنـی  کـه در بسـیاری از بیماری‌های 
ژنتیکـی نقـش دارنـد، موثرتـر عمـل کنـد. در ایـن فرآینـد، نمونه 
بـه محفظه‌هـای متعـدد تقسـیم می‌شـود و هـر محفظـه به‌طـور 
جداگانـه بـرای تعییـن تعداد نسـخه‌های ژنـی تحلیل می‌شـود که 
نتایـج بسـیار دقیق‌تـری را نسـبت بـه واکنـش زنجیـره‌ای پلیمراز 

سـنتی ارائـه می‌دهـد ]2[.

کاربردهای واکنش زنجیره‌ای پلیمراز قطره‌ای در 
تحقیقات و صنعت

  تشخیص بیماری‌های عفونی
در تشـخیص بیماری‌هـای عفونـی، واکنـش زنجیـره‌ای پلیمراز 
قطـره‌ای به‌عنـوان یـک ابزار بسـیار دقیق و حسـاس مطرح اسـت. 
بـرای مثـال، در تشـخیص ویروس‌هایـی ماننـد ایـدز ، هپاتیـت و 
سـارس  واکنـش زنجیـره‌ای پلیمـراز قطـره‌ای می‌توانـد ویروس‌ها 
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ویژگـی  ایـن  کنـد.  شناسـایی  پاییـن  بسـیار  غلظت‌هـای  در  را 
به‌خصـوص بـرای تشـخیص زودهنـگام و کنتـرل بیماری‌ها بسـیار 

اسـت ]9[. مهم 

  تحقیقات سرطان
یکـی از کاربردهـای مهم واکنـش زنجیره‌ای پلیمـراز قطره‌ا‌ی 
و  شناسـایی  بـرای  فنـاوری  ایـن  اسـت.  سـرطان  تحقیقـات  در 
سـرطانی  سـلول‌های  در  کـه  ژنتیکـی  تغییـرات  اندازه‌گیـری 
تشـخیص  در  مثـال،  به‌عنـوان  می‌شـود.  اسـتفاده  می‌دهـد،  رخ 
سـرطان‌های مرتبـط بـا جهش‌های ژنـی مانند جهـش در ژن‌های 
EGFR، KRAS و یـا BRAF واکنـش زنجیـره‌ای پلیمراز قطره‌ای 

می‌توانـد جهش‌هـای نـادر را بـا دقت بالایی شناسـایی کنـد. این 
ویژگـی بـه پژوهشـگران و پزشـکان کمـک می‌کند تـا درمان‌های 

هدفمنـد و دقیق‌تـری بـرای بیمـاران طراحـی کننـد ]10[.

  ژنتیک و مطالعات مرتبط با تنوع تعداد نسـخه‌های ژنی 
در مطالعـات ژنتیکـی، واکنـش زنجیـره‌ای پلیمـراز قطـره‌ای 
اندازه‌گیـری دقیـق تنـوع تعـداد نسـخه‌های ژنـی کـه در  بـرای 
بسـیاری از بیماری‌هـای ژنتیکـی و سـرطان‌ها نقـش دارنـد، به کار 
مـی‌رود. تنـوع تعـداد نسـخه‌های ژنـی می‌تواننـد نقـش مهمی در 
بـروز بیماری‌ها و تنوع ژنتیکی انسـان داشـته باشـند. بـه کارگیری 
دقیـق واکنـش زنجیـره‌ای پلیمـراز قطـره‌ای در اندازه‌گیـری تنـوع 
از  جامع‌تـری  و  بهتـر  بررسـی  امـکان  ژنـی،  نسـخه‌های  تعـداد 
تغییـرات ژنتیکـی را فراهـم می‌کنـد. ایـن تغییـرات می‌تواننـد بـر 
عملکـرد ژن‌هـا تأثیرگـذار باشـند و بـا بیماری‌هایی نظیر سـرطان، 
بیماری‌هـای خودایمنـی و اختاللات عصبـی مرتبـط شـوند. در 
واکنـش زنجیـره‌ای پلیمـراز سـنتی و حتـی واکنـش زنجیـره‌ای 
پلیمـراز قطـره‌ای، شناسـایی تنـوع تعـداد نسـخه‌های ژنـی به‌طور 
معمـول چالش‌برانگیـز اسـت، چـرا کـه ایـن روش‌هـا حساسـیت 
و دقـت کافـی بـرای تعییـن تعـداد نسـخه‌ها در سـطح مولکولـی 
ندارنـد. واکنـش زنجیـره‌ای پلیمـراز قطـره‌ای بـا قابلیـت شـمارش 
دقیـق مولکول‌هـای DNA ایـن امـکان را فراهم می‌کند کـه تعداد 
نسـخه‌های ژنـی را به‌صـورت مطلـق اندازه‌گیـری کنیـم، کـه ایـن 
موضـوع بـرای تحلیـل ژن‌هـای مختلـف در بیماری‌هـای ژنتیکـی 

بسـیار مفیـد اسـت ]11[.

  زیست‌شناسی محیطی و زیست‌تصفیه
پلیمـراز  زنجیـره‌ای  واکنـش  محیطـی،  زیست‌شناسـی  در 
و  محیطـی  آلودگی‌هـای  پایـش  در  مهمـی  نقـش  قطـره‌ای 
ایفـا  آلاینده‌هـا  تجزیـه  مسـئول  میکروارگانیسـم‌های  تشـخیص 
واکنـش  زیسـت‌تصفیه،  مطالعـات  در  مثـال،  به‌عنـوان  می‌کنـد. 
زنجیـره‌ای پلیمـراز قطـره‌ای می‌توانـد بـرای شناسـایی گونه‌های 
مـواد  تجزیـه  توانایـی  کـه  قارچ‌هـا  یـا  و  باکتری‌هـا  از  خاصـی 

آلوده‌کننـده ماننـد نفـت یـا فلـزات سـنگین را دارنـد، اسـتفاده 
شـود. ایـن فنـاوری می‌توانـد بـا دقـت بـالا، وجـود یا عـدم وجود 
ایـن میکروارگانیسـم‌ها را در محیط‌هـای آلـوده تعییـن کرده و به 
مهندسـان زیسـت‌محیطی کمـک کنـد تـا راه‌حل‌هـای مؤثرتـری 
بـرای تصفیـه محیط‌زیسـت ارائه دهنـد. در فرآیند زیسـت‌تصفیه، 
بـه تجزیـه ترکیبـات  باکتری‌هـا و قارچ‌هـای خاصـی می‌تواننـد 
پیچیـده و آلوده‌کننـده بپردازنـد. ایـن میکروارگانیسـم‌ها نقـش 
مهمـی در پاکسـازی زیسـت‌محیطی دارنـد، امـا شناسـایی آن‌هـا 
در محیط‌هـای آلـوده می‌توانـد دشـوار باشـد. واکنـش زنجیره‌ای 
پلیمـراز قطـره‌ای بـه محققـان و مهندسـان محیط‌زیسـت امـکان 
می‌دهـد کـه بـه دقـت نـوع و مقـدار میکروارگانیسـم‌های تجزیـه‌ 
کننـده را شناسـایی کننـد. ایـن کار بـا شـمارش مسـتقیم تعـداد 
آلـوده  نمونه‌هـای  در  میکروارگانیسـم‌ها   DNA مولکول‌هـای 

انجـام می‌شـود ]12[.

کاربردهـای  و  قطـره‌ای  پلیمـراز  زنجیـره‌ای  واکنـش    
قانونـی پزشـکی 

زمینـه‌  در  قطـره‌ای همچنیـن  پلیمـراز  زنجیـره‌ای  واکنـش 
پزشـکی قانونـی اهمیـت بالایـی دارد. در مـوارد جنایـی، توانایی 
از   DNA تشـخیص  در  قطـره‌ای  پلیمـراز  زنجیـره‌ای  واکنـش 
نمونه‌هـای بسـیار کوچـک و حتـی بـه شـدت تخریب شـده، آن 
را بـه ابـزاری حیاتـی در تحقیقـات جرم‌شناسـی تبدیـل کـرده 
اسـت. به‌عنـوان مثـال، در صحنه‌هـای جـرم کـه تنهـا مقادیـر 
زنجیـره‌ای  واکنـش  اسـت،  باقی‌مانـده   DNA از  کمـی  بسـیار 
پلیمـراز قطـره‌ای می‌توانـد بـا دقـت بیشـتری ایـن نمونه‌هـا را 
تقویـت و شناسـایی کنـد و بـه تعییـن هویـت افراد کمـک کند. 
ایـن فنـاوری بـه دلیـل توانایـی شناسـایی جهش‌هـا و تغییـرات 
 DNA تطبیـق  و  شناسـایی  در  می‌توانـد  ژنتیکـی،  کوچـک 
مجرمـان بـا نمونه‌هـای DNA یافت شـده در صحنه جرم بسـیار 

موثـر باشـد ]12[.

  تعیین کیفیت محصولات زیستی و دارویی
واکنـش  داروسـازی،  و  زیسـتی  فنـاوری  صنعـت  در 
کیفیـت  کنتـرل  بـرای  می‌توانـد  قطـره‌ای  پلیمـراز  زنجیـره‌ای 
به‌عنـوان  شـود.  اسـتفاده  دارویـی  و  زیسـتی  محصـولات 
 DNA بـر  مبتنـی  داروهـای  یـا  و  واکسـن‌ها  تولیـد  در  مثـال، 
زیـادی  اهمیـت  مولکول‌هـا  تعـداد  دقیـق  کنتـرل   ،RNA و 
تولیدکننـدگان  بـه  پلیمـراز قطـره‌ای  واکنـش زنجیـره‌ای  دارد. 
ایـن امـکان را می‌دهـد کـه تعـداد مولکول‌هـای فعـال در هـر 
از  و  تعییـن  دقیـق  به‌صـورت  را  واکسـن  یـا  دارو  یـک  از  دوز 
کننـد.  حاصـل  اطمینـان  محصـولات  کیفیـت  بـودن  یکدسـت 
ایـن موضـوع بـه ویـژه در تولیـد داروهـای ژنـی و واکسـن‌های 
اهمیـت اسـت ]13[. mRNA بسـیار حائـز  بـر   جدیـد مبتنـی 
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مقایسه‌ دقیق‌تر واکنش زنجیره‌ای پلیمراز قطره‌ای 
و واکنش زنجیره‌ای پلیمراز کمّی

واکنـش زنجیـره‌ای پلیمـراز قطـره‌ای در مقایسـه بـا واکنـش 
از  پیشـرفته‌تر  نسـخه‌ای  خـود  کـه  کمّـی  پلیمـراز  زنجیـره‌ای 
واکنـش زنجیـره‌ای پلیمـراز سـنتی اسـت و توانایـی اندازه‌گیـری 
نسـبی DNA را بـا اسـتفاده از فلورسـانس در هـر چرخـه فراهـم 
می‌کنـد، واکنـش زنجیـره‌ای پلیمـراز قطـره‌ای به‌صـورت مطلـق 
تعـداد مولکول‌هـای هـدف را در هـر نمونـه شـمارش می‌کنـد. این 
ویژگـی باعـث می‌شـود کـه واکنـش زنجیـره‌ای پلیمـراز قطـره‌ای 
در شـرایطی کـه نیـاز بـه اندازه‌گیـری دقیـق و بـدون وابسـتگی 
بـه اسـتانداردهای خارجـی اسـت، برتـری پیـدا کنـد. در واکنـش 
 DNA مولکول‌هـای  تعـداد  تخمیـن  کمّـی،  پلیمـراز  زنجیـره‌ای 
براسـاس نمـودار کالیبراسـیون صـورت می‌گیـرد کـه ممکن اسـت 
بـه دلیـل نوسـانات فنی و یـا شـرایط مختلـف آزمایشـگاهی دچار 
تغییـر شـود. در حالـی کـه واکنـش زنجیـره‌ای پلیمراز قطـره‌ای با 
تقسـیم نمونه بـه محفظه‌های جداگانـه و انجام واکنـش زنجیره‌ای 
دقیق‌تـری  نتایـج  مسـتقل،  به‌صـورت  محفظـه  هـر  در  پلیمـراز 

به‌دسـت مـی‌آورد ]2 و 3[.

چالش‌ها و محدودیت‌های واکنش زنجیره‌ای پلیمراز 
قطره‌ایی

بـا وجـود مزایای فـراوان واکنش زنجیـره‌ای پلیمـراز قطره‌ایی، 
از  یکـی  اسـت.  مواجـه  چالش‌هایـی  بـا  همچنـان  فنـاوری  ایـن 
محدودیت‌هـای واکنـش زنجیـره‌ای پلیمـراز قطره‌ایـی، هزینه‌های 
بـالای تجهیزات و مواد مصرفی اسـت. تجهیـزات واکنش زنجیره‌ای 
پلیمـراز قطره‌ایـی نیـاز بـه فناوری‌هـای پیشـرفته‌تری نسـبت بـه 
واکنـش زنجیـره‌ای پلیمـراز کمّـی و واکنـش زنجیـره‌ای پلیمـراز 
سـنتی دارنـد و در نتیجـه هزینـه خریـد و نگهـداری آنهـا بالاتـر 
اسـت. همچنیـن، زمـان لازم بـرای انجـام واکنش‌هـا در واکنـش 
زنجیـره‌ای پلیمـراز قطـره‌ای به‌طـور معمـول طولانی‌تـر از واکنش 
زنجیـره‌ای پلیمـراز کمّـی بـوده کـه ممکن اسـت در برخـی موارد 

کارایـی را کاهـش دهد.
علاوه‌بـر ایـن، واکنـش زنجیـره‌ای پلیمـراز قطـره‌ای نیازمنـد 
اسـت.  نمونه‌هـا  آماده‌سـازی  بـرای  دقیق‌تـری  روش‌هـای 
تقسـیم‌بندی دقیـق نمونه‌هـا بـه تعـداد زیـادی محفظـه، نیـاز بـه 
ایـن موضـوع می‌توانـد  کـه  دارد  ویـژه  مهارت‌هـای  و  تجهیـزات 
زمان‌بـری فرآینـد را افزایـش دهـد. در عین حال، حساسـیت بالای 
ایـن روش نسـبت بـه آلودگی‌هـای احتمالـی نیـز ممکـن اسـت به 

خطاهـای آزمایشـی منجـر شـود ]2[.

واکنـش زنجیـره‌ای پلیمـراز قطـره‌ای ابـزاری قدرتمنـد و دقیـق در حـوزه زیست‌شناسـی مولکولـی اسـت کـه بـر 
بسـیاری از چالش‌هـای مرتبـط بـا واکنـش زنجیـره‌ای پلیمـراز سـنتی غلبـه کـرده اسـت. توانایـی ایـن فنـاوری در 
اندازه‌گیـری دقیـق تعـداد مولکول‌هـای DNA و RNA، شناسـایی جهش‌هـای نادر و کاهـش اثرات مـواد بازدارنده، آن 
را بـه یـک روش انقلابـی تبدیـل کرده اسـت. واکنـش زنجیره‌ای پلیمـراز قطره‌ای با وجـود چالش‌های موجـود، در حال 

گسـترش کاربردهـای خـود در حوزه‌هـای پزشـکی، زیسـت‌محیطی، قانونـی و صنعـت فناوری زیسـتی اسـت.
بـا ایـن حـال، هزینه‌هـا و پیچیدگی‌های فنـی واکنش زنجیـره‌ای پلیمـراز قطره‌ای به‌عنـوان چالش‌هـای اصلی این 
روش محسـوب می‌شـوند. امـا بـا پیشـرفت‌های فناورانـه و افزایش دسترسـی بـه تجهیزات پیشـرفته‌تر، انتظـار می‌رود 
کـه واکنـش زنجیـره‌ای پلیمـراز قطـره‌ای به‌عنـوان ابـزاری اسـتاندارد در آزمایشـگاه‌های زیست‌شناسـی مولکولـی و 

پزشـکی مـورد اسـتفاده گسـترده‌تری قرار گیـرد ]5[.
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Droplet Polymerase Chain Reaction; Droplet Polymerase Chain Reaction; 
A New Step in Molecular DiagnosisA New Step in Molecular Diagnosis

Since its introduction in the 1980s, the polymerase chain reaction (PCR) has revolutionized 
molecular biology, genetics, and medical research. However, traditional PCR faces limitations, 
including issues with accuracy, low sensitivity to rare mutations, and susceptibility to inhibitors. 
Droplet digital polymerase chain reaction (dPCR) addresses these challenges by partitioning 
DNA samples into thousands or millions of individual compartments, enabling precise 
quantification of DNA or RNA molecules without the need for calibration curves or internal 
controls. This paper explores the advantages of dPCR over traditional PCR, including higher 
 accuracy in molecular quantification, increased sensitivity, reduced impact of inhibitors, and 
the ability to measure absolute quantities. The unique ability of dPCR to detect rare genetic  
mutations, analyze complex genetic variations, and perform environmental and forensic analyses 
makes it a valuable tool. Despite its advantages, dPCR faces challenges such as high costs,  
longer processing times, and the need for precise sample preparation. Overall, dPCR represents 
a significant advancement in molecular biology and is expected to become more widely utilized in 
biology and medical laboratories with technological improvements and cost reductions.
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