
دستورالعمل

مقدمه(1
-قلبیبیماری‌هایفاکتورریسک(Hyperhomocysteinemia)خوندر هموسیستئینمقادیرافزایش
یسممتابولهموسیسئین،افزایشدلایلازیکی.می‌باشد(3)میگرنو(2)سیاهرگیترومبوز،(1)عروقی
ازردوکتتتراهیدروفولاتمتیلنآنزیمMTHFRژن .استMTHFRژندرژنتیکینقص‌هایبدلیلناقص

مسیراصلیکننده‌یتنظیمبعنوانوداردموثرینقشمتیونینبههموسیسئینتبدیلدرکهمی‌کندکدرا
راآنزیماینفعالیتMTHFRژندرC677T(Ala 222 Val)جهش.می‌باشداسیدفولیکمتابولیسم
درموجوداطلاعاتاساسبر.(5و4)می‌شودخوندرهموسیستئینتجمعافزایشبهمنجرودادهکاهش
مختلفجمعیت‌هایبیندرجهش‌یافتهاللفراوانیhttps://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/rs1801133وبسایت
0/23حدودایرانیجمعیتدریافتهجهشاللفراوانیدرحالیکه،.استشدهگزارش0/34حدودجهان
ایرانومپروژه‌یدرهمچنین،.(http://www.iranome.ir/variant/1-11856378-G-A)استشدهگزارش

(Iranome)گزارش0/05و0/35ترتیببهکشوردرجهشدارایهموزیگوتوهتروزیگوتافرادفراوانی
.استشده

اساس تست( 3
بررسیبه‌منظور.است(Allelic discrimination)اللیتفکیکتکنیکپایه‌یبرحاضرکیتکاراساس
(فلوروفور)فلوروسنترنگ2بااختصاصیپروب2از(C677Tمثالبعنوان) نظرموردجهش‌یافتهناحیه‌ی
ویوحشاللیک)اللیکمجزابطورمی‌توانندآن‌هاازکدامهرکهمی‌شوداستفاده 5´انتهایدرمتفاوت
وجود(کوئنچر)خاموش‌کنندهمولکولپروبدوهر 3´انتهایدر.دهندتشخیصرا(یافتهجهشآللیک
اللوجودصورتدرPCRانجامحیندر.می‌کندجلوگیریفلوروسنتنورشدنساطعازکهدارد

اختصاصیپروبطبیعی،اللوجودصورتدرو(FAM)آناختصاصیپروبیافته،جهش
فعالیتاثردرپروب‌ها،ازهریکاتصالازپسومی‌شوندمتصل(HEX)آنبهمربوط

جدافلوروفورزاکوئنچرپروب،هیدرولیزبدنبال.می‌شوندهیدرولیزپلیمرازآنزیماگزونوکلئازی
بهقادرReal-time PCRدستگاهکهمی‌شوندآزادمختلففلوروسنترنگ‌هاینتیجهدروشده

اختصاصیپروبباشدداشتهوجود(C677Tمثلا)یافتهجهشاللچنانچه.می‌باشدآنثبتوخوانش
آزاد(FAMیاسبزرنگمثالبعنوان)خودخاصرنگوشدههیدرولیزسپسوشدهمتصلآن

درومی‌شودهیدرولیزومتصلآناختصاصیپروب،(C677)وحشیاللوجودصورتدر.می‌شود
اهدستگفلوروسنتنمودارنتیجهدر.می‌شودآزاد(HEXیازردرنگمثلا)دیگرفلوروسنترنگنتیجه

وجودصورتدر،HEXکانالدرفقط(C/C)وحشیاللبرایهموزیگوتژنوتایپوجوددرصورت
ژنوتایپوجودصورتدروFAMکانالدرفقط(T/T)جهش‌یافتهاللبرایهموزیگوتژنوتایپ

.می‌شودمشاهدهکانالدوهر(C/T)هتروزیگوت

کیتمحتوای(4
:می‌باشدزیراجزایدارایواستتشخیصیتست24انجامبرایحاضرکیت

مقادیر *ریجنت ها

میکرولیترx240تیوب‌1 2X Master Mix 1

میکرولیترx120تیوب‌1 C677T P&P Mix (Primer & Probe) 2

میکرولیترx100تیوب‌1 No Template Control (NTC) 3

میکرولیترx100تیوب‌1 Wildtype C+ (C677 Control) 4

میکرولیترx100تیوب‌1 Heterozygote C+ (C677T Control) 5

میکرولیترx100تیوب‌1 Mutant C+ (C677T Control) 6

لازممصرفی هایوتجهیزاتسایر(5

توضیحات تعداد مصرفی/ دستگاه 

کردناضافهبرایدیگریوPCR mixتهیهبراییکی
DNAاستکنترل‌هاوشدهاستخراجانسانی.

عدد2 (PCRکابینت‌)ورک‌استیشن‌ 1

.شوددادهقراراستیشنورکهرزیردرستیکهر ست2 فست‌سمپلر‌با‌حجم‌های‌مختل 2

.شوددادهقراراستیشنورکهرزیردرکدامهر عدد2 ورتکسر/‌اسپین‌مینی 3

لیتپیاتیوب‌هااستریپکردنسانتریفوژمنظوربه
-RealدستگاهدردادنقرارازقبلPCRواکنشحاوی

time PCRمی‌شوداستفاده.
عدد1

تریپ‌مینی‌اسپین‌با‌روتور‌اس
ت‌خورخور‌یا‌سانتریفیوژ‌پلی 4

و،FAMکانال2حداقلدرخوانشقابلیتدارایدستگاه
HEXباشدآن‌هاموجطولمعادلیا.

عدد1 Real-time PCRدستگاه‌ 5

حیندرRNAنمونه‌هایوبافرهانگهداریوحملبرای
.می‌شوداستفادهکار

به‌تعداد‌لازم (کرایو‌رک)کول‌رک‌ 6

یاسفیدنوعازReal-time PCRدستگاهنوعاساسبر
.می‌شوداستفادهشفاف

به‌تعداد‌لازم صوص‌استریپ‌تیوب‌یا‌پلیت‌مخ
Real-time PCR

7

فادهاستوسایلتمامیوسطوحکردنتمیزمنظوربه
.می‌شود

به‌مقدار‌لازم
محلول‌از‌بینحاوی‌اسپری

برنده‌نوکلئازها
8

.باشندRNaseوDNaseازعاریباید به‌تعداد‌لازم
ی‌سر‌سمپلر‌فیلتر‌دار‌در‌حجم‌ها

مختلف
9

1صفحه‌

Delta hSNiP (C677T) PCR Kit
A Real-Time PCR Assay for C677T Mutation 

Detection in MTHFR Gene 

(دلتا)دلسا تشخیص آریا 

زیستیایمنی(6
وکماسگان،دستکش،مثل)حفاظتیوسایلازحتمابالینینمونه‌هایباکارحیندر❑

.شوداستفاده(محافظعینک
.گیردانجامبالاتریا2کلاسمیکروبیولوژیکیهودزیردرحتمابالینی،نمونه‌هایباکار❑
.شودانجامدیدهآموزشافرادتوسطبایدکارانجاممراحلتمامی❑
انجاممربوطهگایدلاین‌هایومقرراتاساسبرنمونه‌هاوریجنت‌هابافرها،ریختندور❑

.شود

کیتکاربرد(2
“Delta hSNiP (C677T) PCR Kit”تکنیکپایهبرمولکولیتشخیصکیتیکProbe-based real-

time PCRجهشعدمیاوجودکیفیبررسیبهمی‌توانآنازاستفادهباکهاستC677Tژندر
MTHFRوحشیلالبرایهموزیگوتژنوتایپ‌هایمی‌توانحاضرکیتازاستفادهبابنابراین.پرداخت

(C/C)،هتروزیگوت(C/T)جهش‌یافتهاللبرایهموزیگوتو(T/T)اینازاستفادهبا.نمودشناساییرا
انجامازلقبلذا.می‌گیرندقرارآزمایشموردخونمثلافرادبالینینمونه‌هایازشدهاستخراجDNAکیت
PCRنمونه‌هایبایدDNAشوداجاستخربازاردرموجودمعتبرکیت‌هایازاستفادهبابالینینمونه‌هایاز.

:توجه*
.شوندنگهداریسانتیگراددرجه-25تا-15دمایدرکیتاجزایتمامی✓
.استشدهدرجآنرویبرکیتانقضایتاریخ✓
.(بار5ازکمتر)شودخودداریکیتاجزایشدنفریزوذوبازامکانحدتا✓
.ردگیقراراستفادهموردهفتهدوازکمتردرسانتیگراد،درجه4دمایدرکیتنگهداریصورتدر✓
.شودتهیهالیکوتنیازاساسبراجزاازهرکدامازنیازصورتدر✓
نورمعرضدرفلوروسنتموادباشدهنشاندارپروبوپرایمرحاویمحلولامکانحدتا✓

.نگیردقرارمستقیم
.شودانجاماسپین/ورتکسکیت،درموجودمحلول‌هایازهرکدامازاستفادهازقبلحتما✓

استفادهموردبالینینمونه ی(7
کاملخون
(سیتراتوEDTAمثل)انعقادضدموادحاویلوله‌هایدرونشدهگرفتهخوناستبهتر✓

.یابدافزایشDNAاستخراجکاراییتاشودریخته
سانتیگراددرجه‌ی-8تا-2دمایدرساعت48ازقبلتامی‌توانراشدهگرفتهنمونه‌های✓

نگهداریکمتریاسانتیگراددرجه‌ی-20دمایدرنمونه‌هااینصورت،غیردر.نمودنگهداری
.شوند
ازمی‌شودپیشنهادبنابراین،.می‌باشدDNAاستخراجبهمربوطریجنت‌هایفاقدحاضرکیت✓

وشوداستفاده(اتوماتیکچهودستیچه)مناسب DNAاستخراجروشیکیاکیتیک
DNAدگیرقرارآزمایشوبررسیموردحاضرکیتبوسیله‌یحاصلشده‌یاستخراجی.
✓DNA20دمایدریکسالحدودمدتبهمی‌توانرابالینینمونه‌هایازشدهاستخراج-

.نمودنگهداریسانتیگراددرجه‌ی

Real-time PCRبر اساس MTHFRدر ژن C677Tکیت تشخیص جهش 

تستانجامپروتکل(8
ازعاریمیکروتیوبیکدرونزیرجدولمطابقراکیتاجزایاستیشن،ورکیکزیردر(1-8

.آیدبدستPCRواکنشمیکستانماییدمخلوطیکدیگربانوکلئاز

**حجم  *اجزای واکنش

10 میکرولیتر 2X Master Mix 1

میکرولیتر5 C677T P&P Mix (Primer & Probe) 2

میکرولیتر15 حجم نهایی

هرازشده‌استخراجDNAازیکهرازمیکرولیتر5مقداردیگراستیشنورکیکزیردر(3-8
.نماییداسپینواضافهقبلمرحله‌یمیکسبهرابالینینمونه‌ی
:نکات
ی،وحشهموزیگوت)مثبتکنترل‌هایازکدامهرازمیکرولیتر5مقدارموازیبطورمرحله،ایندر✓

بهجداگانهبه‌صورتنیزراکیتدرموجود(NTC)منفیکنترلو(موتانتهموزیگوتوهتروزیگوت
.شونداضافهواکنشمیکسحاویچاهک
ازآن‌هاکردنخارجازپسشده،استخراجهای DNAکیفیتحفظبه‌منظورکار،انجامحیندر✓

.نماییدنگهداریوحملمخصوصکرایورکبررویراآن‌هافریزر،

پلیتازچاهکهربهراواکنشمیکسازمیکرولیتر15مقدارنمونه،هرازایبه(2-8
.نماییداضافه(تایی8تیوباستریپازتیوبهریا)Real-time PCRمخصوص

بهتاشونددادهقرارسانتیگراددرجه4دمایدردقیقه15مدتبهکیتاجزایتمامیتستانجامازقبل*
سپس.ودمی‌شپیشنهادمرحلهایندرمحلول‌هانگهداریمنظوربهکرایورکازاستفاده.شوندذوبآرامی
پیناسمحلول‌هاتمامیبعد،مرحلهدر.شوداستفادهورتکسازمحلول‌هاکردنهموژنوکردنحلبرای
.ودشکشیدهمیکروتیوبتهبهباشدتیوب‌هادربرویمحلولقطراتکهصورتیدرتاشوند

یکازبیشازاستفادهصورتدر.هستند(واکنشیک)نمونهیکازایبهجدولدرشدهاوردهمقادیر**
واکنشیکنمونه16هرازایبهکهاستذکربهلازم.شودنمونه‌هاتعدادضربدرمقادیرتمامینمونه،
.شودگرفتهنظردراضافی

DD010-001-24

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/rs1801133
http://www.iranome.ir/variant/1-11856378-G-A


رازیرجدولدرشدهآوردهبرنامه‌یوکردهمنتقلReal-time PCRدستگاهبهراواکنش‌ها(4-8
نماییداجرا

(ثانیه)زمان  (درجه سانتیگراد)دما  مرحله سیکل

900 95 فعال‌شدن‌آنزیم‌پلیمراز X 1
10 95 الگوDNAباز‌شدن‌رشته‌های‌

X 40
30* 60 دیدجفت‌شدن‌پرایمرها‌و‌سنتز‌رشته‌های‌ج

.شودانجاممرحلهایندر HEXوFAMکانال‌هایدرفلوروسنتخوانش*

.شودانجامزیرجدولاساسبرنتایجتفسیر،PCRانجامازبعد(5-8

oمقادیرCt(Cq)دراللوجودنظرازمنفیبعنوان 35ازبزرگترمقادیرومثبتبعنوان35ازکمتر
.شوندگرفتهنظر
oیافتهجهشاللکننده‌یشناساییپروبC677TفلوروسنترنگباFAMشناسایی‌پروبو

.استشدهنشاندارHEXرنگباC677وحشیاللکننده‌ی
oوحشیهموزیگوت)مثبتکنترلنمونه‌ینوع3دارایحاضرکیتCC،هتروزیگوتCTو

کنترل‌های‌برایHEXوFAMکانالدوهرCtمقادیر.است(TTجهش‌یافتههموزیگوت
کهستانوکلئازازعاریآبحاضرکیتمنفیکنترلنمونه‌ی.‌باشند35ازکمتربایدمثبت
ریجنت‌هایآلودگیوجودصورتدر.می‌شودگرفتهنظردرNo template control(NTC)بعنوان
کهاستممکن،PCRواکنشسازیآمادهحیندرتکنیکیآلودگی‌هاییاDNAنمونه‌یباکیت
صورتدر.شودخوانشدستگاهتوسطNTCنمونه‌یبرایمذکورکانال‌‌هایدرفلوروسنترنگ

.شوندتکرارآزمایشاتتامی‌شودپیشنهادNTCنمونه‌یبرایCtمقادیرمشاهده‌ی
oآنالیزازمی‌توانبالادرشدهذکرآنالیزبرعلاوهEndpointیاAllelic discriminationاستفادهنیز

:باشدزیرنمودارمشابهبایدحاصلنتایجکهنمود

2صفحه‌ (دلتا)دلسا تشخیص آریا 

کاشان،‌دانشگاه‌علوم‌پزشکی،‌مرکز‌رشد‌فناوری:  آدرس
0319101065102191010651:    شماره تماس

www.deltabiotechno.com      :وبسایت

رنامبکاتالوگ

رنامبلات

تحقیقاتیمصارفجهت

تست هاتعداد

اانقضتاریخ لدستورالعمحاوی

نگهداریدمایمحدوده

نندهکتولیدکمپانی

تستمحدودیت های(9
.ودشحاصلهنتایجدرخطاایجادباعثاستممکنروپیشپروتکلدرتغییراتهرگونه❖
.شودانجامدیدهآموزشمتخصصافرادتوسطبایدحاضرتست❖
.داردمناسبنگهداریوذخیرهحمل،جمع‌آوری،بهبستگیاطمینانقابلنتایج❖
حتمات،تسانجامازقبل.شودانجامبیمارنمونه‌هایرویبرمستقیمبه‌طورنبایدروشاین❖

.شودانجامنمونهازDNAاستخراجمناسبروشیکازاستفادهباباید
.شوندPCRانجامازمانعمی‌توانندDNAاستخراجفرآیندحیندرموجودمهارکننده‌های❖

FAM HEX تفسیر

+ - دارای‌MTHFRدر‌ژن‌C677Tفرد‌مورد‌آزمایش‌برای‌جهش‌
.است(‌TT)ژنوتایپ‌هموزیگوت‌جهش‌یافته‌

+ + دارای‌MTHFRدر‌ژن‌C677Tفرد‌مورد‌آزمایش‌برای‌جهش‌
.است(‌CT)ژنوتایپ‌هتروزیگوت‌

- + دارای‌MTHFRدر‌ژن‌C677Tفرد‌مورد‌آزمایش‌برای‌جهش‌
.است(‌CC)ژنوتایپ‌هموزیگوت‌وحشی‌

- - .شونداستخراج‌به‌درستی‌انجام‌نشده‌است‌و‌آزمایشات‌باید‌تکرار

TTهموزیگوت‌جهش‌یافته‌

FAM

CTهتروزیگوت‌

HEX

FAM

CCهموزیگوت‌وحشی‌

HEX

اختصاریعلائم(10
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منابع(11

(TT)هموزیگوت‌جهش‌یافته‌

(CT)هتروزیگوت

(NTC)کنترل‌منفی‌(CC)هموزیگوت‌وحشی‌

oآنالیزانجامبرایEndpoint،حیندرفوروسنتخوانشبرعلاوهPCR،همفلوروسنتخوانشباید
سانتیگراددرجه60دمایدرPCR(Post-PCR)انجامازبعدهموPCR(Pre-PCR)انجامازقبل
.(ABIهایدستگاهدر)‌شودانجامنیزثانیه30مدتبه
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