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 روش وسترن بلاتبا  نیپروتئ انیب یابیارز

 

 (lysis buffer) کننده لیزبافر  هیته -1

 43/0میلی مولار ) 150گرم(، کلرید سدیم  3/0میلی مولار ) 50میلی لیتر بافر لیز کننده ترکیبات تریس پایه  20بمنظور تهیه 

درصد  SDS 1/0گرم(،  05/0درصد ) 25/0ت میلی لیتر(، سدیم دِاوکسی کولا 02/0درصد ) x100 1/0گرم(، تریتون 

پس از اضافه تنظیم شد.  4/7آن بر روی  pHمخلوط و  مقطر میلی لیتر آب 20در گرم1EDTA (84/5  )گرم( و  02/0)

میلی لیتر از محلول  10میلی لیتر رسانده شد. به ازای هر  50کردن مواد ذکر شده، با استفاده از آب مقطر حجم نهایی به 

 مهار کننده پروتئاز استفاده شد.یک قرص 

 

 تهیه هموژن بافت-2

 وژن بافتی و آزمون وسترن بلات استفاده شد.جهت تهیه هم -70. از نمونه های بافت فریز شده در ازت مایع یا فریزر 1

د انتی گرادرجه س 4 میکرو لیتر بافر لیزکننده سرد افزوده و نمونه ها در دمای 200میلی گرم بافت  100. به ازای هر 2

 نگهداری شدند.

 analytikjena  ،Speed )درجه سانتی گراد با استفاده از دستگاه هموژنایزر 4دقیقه در دمای  2. نمونه ها به مدت 3

Mill plus دور در دقیقه هموژن شدند. 25000، آلمان( و با دور 

 نتقل شد. پس ازمویی به میکروتیوب جدید دقیقه سانتریفیوژ شدند و مایع ر 10بمدت  rpm 14000. نمونه ها با سرعت 4

 ی شدند.درجه نگهدار -70اندازه گیری پروتئین به روش براد فورد نمونه ها تا زمان انجام آنالیز های بعدی در دمای 

دقیقه جوشانده  5به مدت  ومخلوط   2X SDSبا بافر بارگذاری  1:1نمونه ها با نسبت   SDS-PAGE. جهت انجام 5

 شدند.

 شدند. سانتریفیوژیه ثان 5از جوشاندن و جهت از بین رفتن بخار هوای ایجاد شده در میکروتیوب، نمونه ها به مدت  . پس6

 

 اندازه گیری پروتئین به روش برادفورد-3

ا ب BSAاوی سرم گ بمنظور تعیین مقدار پروتئین در هموژن بافتی، از روش برادفورد استفاده شد. در این روش، آلبومین

میلی گرم کوماسی  10بعنوان استاندارد مورد استفاده قرار گرفت. بدین منظور برای تهیه معرف برادفورد  mg/ml 1غلظت 

پس حجم اضافه شد. س %85میلی لیتر اسید فسفوریک  10درصد حل و به آن  95میلی لیتر اتانول  5در  G-250آبی 

 میلی لیتر رسانده شد. 100محلول به 

                                                           
1. Ethylenediaminetetraacetic acid 
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یتر نمونه هموژن لمیکرو  20و  BSAمیکرولیتر استاندارد  20و  15،  10، 6، 4، 2، 0غلظت های  پس جهت انجام آزمون، 

ف برادفورد افزوده میکرو لیتر معر 40خانه اضافه شد. به هر چاهک  96بافتی به صورت دو بار تکرار به چاهک های پلیت 

قه در دمای محیط دقی 5آب مقطر اضافه و به مدت  میکرولیتر 200و پیپتینگ انجام شد. سپس به هر چاهک تا حجم نهایی 

 BioTek SX2 نانو متر و با استفاده از دستگاه خوانشگر میکرو پلیت 595نگهداری شد. جذب نمونه ها در طول موج 

ی نمونه ها ل غلظت)امریکا( قرائت گردید. محاسبه غلظت نمونه ها بر اساس رسم منحنی استاندارد تغییرات جذب در مقاب

ه های هموژن بافتی بر مقدار پروتئین در نمون 50تاندارد محاسبه گردید. با ضرب عدد حاصل از عدد منحنی استاندارد در اس

 بدست آمد. ug/mlحسب 

 

 SDSالکتروفورز ژل پلی آکریل آمید با  -4

 SDS-PAGE های مورد نیاز برایبافرها و محلول-4-1

م آن با آب گرم بیس آکریل آمید با یکدیگر مخلوط و حج 2/0آمید و گرم آکریل  5/7 درصد: 30محلول آکریل آمید 

رجه د 4دمای  میلی لیتر رسانده شد. این محلول حساس به نور است و باید در ظروف شیشه ای رنگی و در 25مقطر به 

 سانتی گراد و حداکثر دو ماه نگهداری شود.

 pHو مولار د HCLمیلی لیتر آب مقطرحل شد و با  15در  گرم تریس 3 مولار: 1محلول بافر ژل متراکم کننده، تریس 

 میلی لیتر رسید. 25رسانده شد؛ سپس حجم نهایی با آب مقطر به  8/6آن به 

آن به  pHر یک مولا HCLمیلی لیتر آب مقطر حل و با  15گرم تریس در  54/4 مولار: 5/1بافر ژل جدا کننده، تریس 

 میلی لیتر رسید. 25مقطر به  رسانده شد؛ سپس حجم نهایی با آب 8/8

ول باید به میلی لیتر آب مقطر حل شد. این محل 1گرم آمونیوم پر سولفات در  1/0 درصد:%10آمونیوم پر سولفات 

 صورت تازه آماده شود و دور از نور نگهداری شود.

 شد. میلی لیتر رسانده25وزن گردید و با آب مقطر به حجم  SDSگرم  5/2مقدار  :SDS 10%محلول 

میلی لیتر می  900گرم گلیسین مخلوط کرده و به حجم  15/15گرم تریس با  03/3 (:2بافر تانک الکتروفورز )رانینگ بافر

میلی  100میلی لیتر آب مقطر مخلوط و پس از حل شدن حجم آن را با آب مقطر به  10را در  SDSگرم  1رسانیم، سپس 

 محلول تریس و گلیسین از پیش تهیه شده اضافه می کنیم.میلی لیتر  900لیتر رسانده و در نهایت به 

                                                           
2. Running Buffer 
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مولار  5/0لیتر تریس میلی 2لیتر آب مقطر، میلی 4برای تهیه این بافر، : PAGE–SDS ( جهتX2) 3طرز تهیه بافر نمونه

ده  SDSلیتر میلی 2یتاً میلی لیتر گلیسرول و نها 1بلو، میلی گرم بروموفنول 5مرکاپتواتانول، -لیتر بتامیلی pH  ،1=  8/6با 

 شده و جهت استفاده آماده گردید.باشد. مخلوط خوب ورتکس درصد با هم مخلوط گردید. ترتیب ریختن اجزاء مهم می

 

 )ژل پایینی( PAGE-SDS 4تهیه ژل جدا کننده-4-2

  استفاده شد. زیردرصد از جدول  SDS-PAGE 12برای ساخت ژل جدا کننده 
 

 

 )ژل پایینی( PAGE-SDS 5تهیه ژل جدا کننده

در صد 

 ژل

 آب مقطر

(ml) 

محلول آکریل 

 30آمید 

 (mlدرصد )

 سیترمحلول 

 (ml) مولار 5/1
SDS 10% 

(ml) 

12 6/1 0/2 3/1 05/0 

 شد. اضافه TEMEDمیکرو لیتر  5میکرو لیتر آمونیوم پر سولفات و  55قبل از ریختن نمونه ها در قالب ها 

 

 )ژل بالایی( PAGE-SDS 6دهتهیه ژل متراکم کنن -4-3

  استفاده شد.از جدول زیر  SDS-PAGEبرای ساخت ژل متراکم کننده 

 

 )ژل بالایی( PAGE-SDS 7تهیه ژل متراکم کننده

 

 

 

                                                           
3. Sample Buffer 
4 .Seprating Gel 
5. Seprating Gel 
6. Stacking Gel 
7. Stacking Gel 
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 (ml) آب مقطر

محلول آکریل 

درصد  30آمید 

(ml) 

 1 سیترمحلول 

 (ml) مولار
SDS 10% (ml) 

4/1 33/0 25/0 02/0 

 شد. اضافه TEMEDمیکرو لیتر  2میکرو لیتر آمونیوم پر سولفات و  20در قالب ها قبل از ریختن نمونه ها 

 

 مراحل انجام کار -4-4

ل دایی شدند. قبل از تهیه ژز، ابتدا بطور مناسب شستشو و با اتانول چربی  SDS-PAGEقالب های شیشه ای مخصوص 

پایین  ق سازیو ریختن آن در قالب شیشه ای ابتدا دو طرف قالب های شیشه ای توسط گیره هایی ثابت شده و جهت عای

ت نظیم صفحاتس از پده شد. قالب و جلوگیری از نشت ژل به خارج از اغشته کردن لبه های جدا کننده ها به پارافین استفا

ه آرامی به اضافه و پس از مخلوط نمودن ب TEMEDشیشه ای و ساختن ژل جدا کننده پایینی، آمونیوم پر سولفات و 

نیز صاف  ن ژل وفضای بین صفحات شیشه ای ریخته شد. بلافاصله به منظور جلوگیری از نفوذ هوا در زمان پلیمریزه شد

ی سطح ژل تانول رووتانول به آرامی بر روی سطح ژل ریخته شد. پس از پلیمریزه شدن ژل، بومیلی لیتر ب 2شدن سطح آن، 

اضافه و  TEMEDت و با استفاده از آب مقطر شستشو داده شد. قبل از ریختن ژل متراکم کننده بالایی، آمونیوم پر سولفا

ه قرار ن دوشیشهای جداکننده در بیشانه پس از مخلوط نمودن به آرامی به فضای بین صفحات شیشه ای ریخته شد. سپس

 داده شد.

ه یک بر اساس غلظت با نسبت یک ب 2x (Loading Buffer)های پروتئینی با بافر نمونه قبل از انجام الکتروفورز، نمونه

ی ها حالت خط دقیقه جوشانده شدند. در این وضعیت، پروتئین 5های به دست آمده در روش برادفورد مخلوط و به مدت 

ار ون یخ قرار دادیم. این کثانیه سانتریفیوژ سریع انجام داده و در 5پیدا می کنند. سپس برای از بین رفتن بخار ایجاد شده، 

ز، جریان تروفورهای الکسبب می شود تا بخارات پایین بیایند و و محلول یکدست شود. پس از ریختن نمونه ها در چاهک

ر هر ران الکتروفروز، دبرقرار شد.  100 و سپس به مدت یک ساعت باولتاژ V60با ولتاژ  دقیقه 15الکتریسیته ابتدا به مدت 

 (.7-3( اختصاص داشت)شکل Laderیک چاهک به پروتئین مارکر )
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 ، انکوباسیون و ظهورمسدود سازیبلاتینگ،  -5

 محلولهای مورد نیاز -5-1

میلی لیتر  900ه حجم بگرم گلیسین مخلوط کرده و  15/15ریس با گرم ت 03/3 )ترانسفر بافر(: طرز تهیه بافر انتقال دهنده

 میلی لیتر متانول به آن اضافه گردید. 100می رسانیم، سپس 

 7/2مک طعام، مولار نمیلی 137( یا بافر شستشو، محلول PBSبافر نمکی فسفات )(: PBSطرز تهیه بافر نمکی فسفات )

سفات با همدیگر مولار پتاسیم دی هیدروژن فمیلی 4/1فسفات دی سدیک و  مولارمیلی 3/4میلی مولار کلرید پتاسیم، 

 61/0(، =g/mol56/74MW)گرم کلرید پتاسیم  2/0(، =g/mol44/58MWگرم نمک طعام ) 8ی آن، است. جهت تهیه

(، به =g/mol09/136MWگرم پتاسم دی هیدروژن فسفات ) 19/0( و =g/mol96/141MWگرم فسفات دی سدیک  )

 C˚4مای دمیلی لیتر رسانده شد. این محلول در  1000حجم نهایی به =Ph 4/7و پس از تنظیم  ری آب اضافه مقدا

 گردید.نگهداری می

سی  10را با  Skim Milkگرم  5/0درصد،   5برای تهیه بافر بلاک کننده : Skim Milk 5% 8بافر بلاک کنندهطرز تهیه 

 ار می دهیم تا کاملاً حل شود.سی آب مقطر مخلوط کرده و بر روی شیکر قر

 مراحل انجام کار -5-2

 ل زیر اقدام شد.، بترتیب بر اساس مراحSDS-PAGEپس از الکتروفورز پروتئینها با استفاده از روش 

  دقیقه  در بافر انتقال قرار داده شد. 15الی  10. ژل  به مدت 1

و یک  نیترو سلولز کاغذ واتمن در دو طرف، یک لایه کاغذ لایه شامل دو لایه اسفنج، دو لایه 5. ساندویچی متشکل از 2

 شده بودند. دقیقه در بافر انتقال غوطه ور 15لایه ژل تهیه شدند. کلیه ترکیبات زیر قبل از آماده سازی بمدت 

ل پر انتقاافر ببل با . پس از اطمینان از عدم وجود حباب در ژل، ساندویچ  بهمراه پایه کاست در تانک بلاتینگ که از ق3

 کاتد و ژل در سمت آند قرار گرفت. شده بود قرار داده شد بطوریکه کاغذ بلات در سمت

 دقیقه انجام شد.  105و به مدت  60. انتقال با ولتاژ 4 

 شستشو داده شد. PBS دقیقه با  5. پس از عمل انتقال کاغذ  سه مرتبه و هر بار به مدت 5

ام شد)شکل درجه سانتی گراد انج 4بمدت یک شب در یخچال و در دمای  کننده بافر بلاک. عمل مسدود سازی توسط 6

3-9.) 

 ه شد.شستشو داد PBSدقیقه با 5. پس از عمل مسدود سازی کاغذ نیترو سلولز سه مرتبه و هر مرتبه به مدت 7

                                                           
8. Blocking buffer 
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به  PBSدر بافر  5000/1تا  2000/1. کاغذ نیترو سلولز پس از مسدود نمودن، با آنتی بادی های اولیه تهیه شده  با رقت 8

ه تفکیک انجام انکوبه گردید. در مورد هر ژن عمل بلاتینگ ب rpm 65مدت یک ساعت در دمای محیط و بر روی شیکر با 

 گردید.

 شستشو داده شد. PBS دقیقه با  5. پس از انکوباسیون کاغذ  سه مرتبه و هر بار به مدت 9

 انجام شد.  ساعت 1به مدت  PBSدر بافر  2000/1تهیه شده  با رقت  ویهثان. انکوباسیون برای آنتی بادی های 10

 د. شستشو داده شPBS دقیقه با  5. پس از انکوباسیون کاغذ نیترو سلولز  سه مرتبه و هر بار به مدت 11

ده و به کیب کرمیکرو لیتر تر 250را با نسبت یک به یک به مقدار ، آمریکاECL (abcam ،133408). دو محلول کیت 12

کلیه فرآیندها در اتاق  کنیم.دقیقه کاغذ را با آن آغشته می 1بر روی کاغذ نیترو سلولز ریخته و به مدت  1000کمک سمپلر 

سپس کاغذها  از محلول ظهور، کاغذ ها در محیط خشک می شوند.پس از خروج  تاریک در زیر نور قرمز انجام می شود.

، X-RAY  (LD-14م حساس قرار داده می شوند و در دستگاه پردازشگر درون کاست محافظ پلاستیکی حاوی فیل

 چین( ظهور باندها انجام می شود.

ته باندها اسکن و دانسی ، چینJS 2000 (BonninTech ) دستگاه اسکنربا استفاده از کاغذ های حساس به نور . 13

 . محاسبه گردید

نسیته سبت به داالعه نبه پروتئین کالیبراتور در گروه های مورد مط دانسیته هر پروتئین نسبت . برای کمی سازی باندها14

 رسی قرار گرفت.مورد بر  JS 2000نرم افزار دستگاه پروتئین هدف نسبت به پروتئین کالیبراتور در گروه کنترل توسط 
 

 


