
  

  

  

  
  



 

  دعای ϐطاԾϨه
  

  الَلهم اَخرجِني من ظُلمُات الوهمِ واكَرِمني بِنوُرِ الفهَمِ 

حمر ليَنا اَبوابح عافت مالَلهت كلوُمن علَينا خزَائانشرُ ع و ك  

  برِحَمتك يا اَرحم الراّحمينَ

  

   цور Χ̣م सی ߶˶ۭ و ऋا҆ی Уدار ࣛ ࣿوردگارا، خارج իن यا از ॐری҃ی
  सی داЮ˙ت را ࣛ ߼ϲࠤد رὁت  ࣿوردگارا، ب˷شای ࣳ ما सेی رο̖̩ت را و ب˷ܨۿران Ћ̾ج

  պࣶن ώܧ܊با॑ن ώܧ܊بان уو ای
  
  

تكثير و . ي مؤلف، مترجم و ناشر آن است دوست عزيز، اين كتاب حاصل دسترنج چندين ساله
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اعتمادي در  ي اين عمل نادرست، موجب رواج بي كسب درآمد از دسترنج ديگران است، نتيجه
  .گردد آمدهاي ناگوار در زندگي و محيط ناسالم براي خود و فرزندانمان مي جامعه و بروز پي

 بياييد به حقوق ديگران احترام بگذاريم
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 զϓ هԾ͗ҭفطϨؤϋ ن:  
  

تكنيـك  . پروردگار بلند مرتبه را كه در مسـير تـدوين ايـن اثـر عمـري دوبـاره يـافتيم       سپاس 
عنـوان يـك تكنيـك پيشـتاز در علـوم زيسـتي و        بلات از ابتداي پيدايش تا به امروز بـه  نوستر

دهد، نسـبت   ها را به محققان نشان مي پزشكي مطرح است، اين تكنيك كه اساساً بيان پروتئين
  .ها يك قدم جلوتر بوده، مطرح است گيري كننده بيان ژن هاي اندازه به تكنيك

اسـت و در مسـير    2017چـاپ سـال     Western Blotting Guruاثر پيش رو، ترجمه كتـاب  
داري محتويات كتـاب بـوده اسـت كـه اميـدواريم محققـان و        ترجه تلاش تيم ترجمه بر امانت

  .مندان استفاده لازم را از آن ببرند علاقه

  .ترين جزئيات مطرح در تكنيك را شرح داده است فصل از مقدمه تا كوچك 7اين كتاب در 

  

  با احترام
  گروه مترجمين

  1397 تابستان
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 معرفي
  .دهند كنند، جهان را به جلو حركت مي فقط كساني كه جرأت مي

-Cadillac, Dare Greatly 
  

 وسترن بلات چيست؟ 1-1

 جداسـازي و تشـخيص پـروتيين هـا    يك روش كـاربردي وسـيع بـراي    ) يا ايمونوبلوتينگ(وسترن بلات 
هـاي   اطلاعـات خـاص در مـورد پـروتئين     دست آوردن بادي براي به هاي مبتني بر آنتي با استفاده از پروب

شناسي مولكولي، بيوشـيمي و   تهاي زيس روش معمول در زمينه اين يك. هاي پيچيده است هدف از نمونه
اين روش براي بدست آوردن اطلاعات مربوط  .است هاي كاربردي با بسياري از برنامه شناسي سلولي زيست

با توجه به . تواند مورد استفاده قرار گيرد ها مي به مقدار، وزن مولكولي و تغييرات پس از ترجمه از پروتئين
وسـترن بـلات،   كننـده   طبيعت تقويـت ژني شان و  هاي آنتي بادي به سمت شاخص افينيتي بالاي يك آنتي

بسـته بـه نـوع مـواد     . تواند جداسازي كند هاي هدف را مي گرم از پروتيين يك روش حساس در حد پيكو
هـاي خـاص از    نمونـه : 6فصـل  . (توانـد باشـد   صورت كمي و نيمه كمي مـي  مورد استفاده، وسترن بلات به

  ).وسترن بلات كمي
  تاريخچه  1-2

 1979در سـال   مـدرن بـراي اولـين بـار توسـط دو آزمايشـگاه       Western blottingهاي اوليه از  نسخه
ــود   ــده ب ــيف ش ــارانش  Harry Towbin: توص ــه و همك  Friedrich Miescher ،Baselدر موسس

/Switzerland  وGeorge Stark  ايـالات متحـده آمريكـا   / و همكارانش در دانشگاه استنفورد، كاليفرنيـا .
ــام    ــه و ن ــه از روش توســعه يافت ــود يافت   ســطتو 1981در ســال  ” Western blotting “نســخه بهب

  فصل اول
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وند زماني كه كلمات
  .تند

ncbi.nlm /www.

 فصل اول 

Hutchinsonرطان  
بي ايالات متحده آم

در س DNAسـازي  
ته گوگل محقق، م

  )1-1و  1-3وير
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38بار در  54000 

م 1- 1تصوير
Burnette,.

2- 1تصوير
مشخص شد

  
 
8 

urnette
دليل ا به

وسترن ب
براي جد
بيش از

 



 9 

 

 

، زماني كه كلمات 
  .د

https://www.nc(

 ه

ا انباشته شده است،
 جستجو قرار گرفتند
cbi.nlm.nih.gov/p

مقدمه

ها لات در طول سال
مورد  PubMed  در

pubmed/)
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دستيابي به هـدف   -كنند هاي غيرممكن مي جوانان به اندازه كافي محتاط نيستند به همين خاطر تلاش
  .افتد در نسل بعدي اتفاق مي

 Pearl S. Buck  
  .توانيد انجام دهيد، كار درستي است كه مي اي، بهترين كاري است گيري لحظه تصميم

  .كه هيچ كاري انجام ندهيد توانيد انجام دهيد اين بدترين كاري كه مي
  Theodore Roosevelt  

  .كه قبل از آن بيايد آيد به جاي اين مي الهام معمولا در طول كار
  Madeleine L’Engle  

  
  

و هر مرحلـه بـراي دسـتيابي بـه     ، )1-2تصوير( داردوجود  Western blotting پنج مرحله عمده در روش
  . ها قابل اعتماد است و تجزيه و تحليل داده كيفيت بالا

  

  
  پنج مرحله عمده از وسترن بلات 1- 2تصوير

  
Western Blotting Guru. DOI: http://dx.doi.org/10.1016/B978-0-12-813537-2.00002-3 
Copyright © 2017 Elsevier Inc. All rights reserved. 

  فصل دوم

 روش
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 كردن يـا بـافر   

هاي  سازي نمونه
هـت جلـوگيري   
اندن تخريـب و      
 زي ليزات بومي

هـاي حـاوي    ـه   
 از پـس . شـود  ي 

ـروتئين توسـط   
Bicinc   تعيـين

حـالي كـه روش    
توانـد   هـا مـي   ه

ژل پلـي  -ولفات    
  Aضـميمه  . ت 
  .ها
ميكروگـرم از   1
ميلـي گـرم در    

ـول بايـد داراي    
 حجم گذاشـته  
نه با حجم زياد 
ها بايد دناچوره 

تواننـد ذخيـره     

، (MW) كـولي   
سـازي   ت آمـاده  

وني كـه اتصـال   
عـلاوه بـر اثـر     

بـراي  . كنـد  مـي    
دي تيوتريتـول     

ستفاده از دناچوره

س هترين روش آماده
جه ئـاز و فسـفاتاز   

ي بـه حـداقل رسـا
ساز هبراي ذخير. ند
مـولار يـا نمونـ 2/0

مـي اسـتفاده  يگراد 
گراد، غلظت پـر نتي

choninic acid a
هـا دارد، در ح نـت  
، نمونهگيري شد ازه

ديم دو دسـيل سـو
اسـت غلظـت نهـايي       

فر نمونه در نمونه ه
0-50معمـولا  . ت

5/2و  1ايد بـين  
طـور معمـ بهها  ونه

اگر. ريك ژل باشد
راي مثال، يك نمو

ه ها، آن سازي نمونه
جه سانتيگراد مـي

ر اسـاس وزن مولك
جهـت. باشـد  د مـي      

هاي آنيو  دترجنت
.د آمينه باقي مانده
داراي بـار منفـي م
ركـاپتو اتـانول يـا د

 

با ا كه ي آماده كرد

به، ها باشد سفريلات
هـاي پروتئ ركننـده 
بـراي .باشـد  ها مـي  

ي يخ نگهداري شو
27از سـوكروز  ) ين 
سـانتي درجه -80 ي

ندرجه سا 4دقيقه، 
assay (BCA)ك    
تري بـه دترجن ت كم

وتئين اندغلظت پر
برابـر سـد 5زات با 

راي رسـيدن بـه غ
پروتئين وغلظت باف

ها است سازي نمونه ه
لاوه غلظت نمونه با

نمو.  چاهك بريزيم
ي حركت مداوم در

بر. ر خواهد گذاشت
 بعد از آماده. د كند

درج -20ر در دماي 

وره شده بـري دناچ
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S شود، مخلوط مي
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هاي تـده از بافرليز
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تر اس ش ساده و سريع

رارگيري روي ژل ب
(DS_PAGEورز 
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دان الكتريكي و مـ
ل الكتروفورز، عصار

معمولا ي -ين دارند
ردن ساختار سوم پر

ها، گروه تيول وتيين

  
 
سازي آماده 2-1

ليزات سلول يا ب
انجام مي لايزكننده

اگر كسي علاقه
پروتئيني با استفاد
ازتخريب پروتيين
دفسفريلاسيون نم

براي حفظ فعاليت(
من ٪10گليسرول 

ليزات كردن شفاف
آزمون پروتئين بر

نس BCA. شود مي
برادفورد يك روش
آماده شود براي قر
آكريلاميد الكتروفو

SDS-PAGE باف
غلظت نهايي پرو
كل پروتيين لايزات
ميلي ليتر باشد، ت
غلظت يكسان باش

ها شده بين نمونه
اي ند با نمونهتوا مي

و رسوب داده شون
  .شوند

ژل الكترو 2-2
SDS-PAGE

استفاده از يك ميد
ها براي ژل پروتيين

يكنواخت با پروتيي
SDS دراز بين بر

گسترش بيشترپرو
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علاقـه    
را دارد، 
وگرافي     
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 آميـد  
حاليكـه   

بـراي   

ـلال را     
 را بـه  
 نتيجه 
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انتهاي 
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ـولي را   

جهـت افـ. رود  مـي  
 سانتيگراد گرم مي

ر آن شناور است بس
كريلاميد به سمت

 .تر دارند ي بزرگ
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ـين بـراي اتوراديـو
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29:1 (C53.3%)

ـمت بـالاي ژل حـ
شد، شارژ پروتئين

تري را تا باند واضح
ل تجـاري يـك سي

 %T اها تا  از شانه

انتخـاب د. هم است
سته بـه وزن مولكـ

Table 2-1 Recom
% gel (acrylami
6 
8 
10 
12 
15 

كـار هـا بـه   روتيين    
درجه 70-95ماي 

قاومت حلالي كه د
اتريكس ژل پلي آك

هاي سبت به پروتئين
را از نظر شيميايي

وليد كند كه به پرو
مقاومتي هست و 

ار دهـد، همچنـ قر

ـه توسـط مقـدار ك
%Tهـر چـه   . شـود 

ستفاده خواهد شد
7.5:1 (%C52.6)

(ژل شود و  فاده مي

ل انباشـته در قسـ
با مي 8/6آن Phو  

م قرار بگيرند، نهايت
هاي ژل سيستم. ارد

ك افزايش تدريجي

بسيار مه درصد ژل
اي از درصد وابس منه

mmended Gel C
de:bis 5 37.5:1) 

 فصل دوم 

 در بسـياري از پـر
SD ها را تا دم نمونه

ها، ولتاژ زمينه و مق
SDS را از ميان ما

تري نس حركت سريع
باشد زير س ژل مي

سترده از منافذ را تو
پلي آكريلاميد قوي
ك را تحت پوشش

ميد اندازه منافذ كـ
شـ  ژل تعيـين مـي  

تر اس هاي كوچك ين
 SDS_PAGE ،)

DNA/RNA استف
  .ود

ژل با يك ژل) توالي
 %T (4%_5%)
ها كه پشت سرهم ن

د Ph 8/8ي دارد و 
كه يكجا  آن از. كند

  . دهد بيعي مي

نوع سيستم ژل و د
جدول زير دام. دارد

  
oncentration For

Recom
60_25
50_20
25_10
15_80
14_60

سـولفيد موجـودي 
DSوسيله   سطح به

ه رژ خالص مولكول
هاي تيمار شده با 

تر ح هاي كوچك ن
ده ال براي ماتريكس

تواند يك طيف گس 
ماتريكس پ. دهد ي

مختلف و برش نازك

اي ژل پلي آكريلام
 (C%) موجود در

 براي وضوح پروتئي
آكريل آميد براي-

Aدناچوراسيون ژل 
DN شو استفاده مي

غيرمت(لا دو بخش 
تر هستند ته پايين
دهد به آن جازه مي

%T (6%- بالاتري
ك باشته استفاده مي

ژل يك گراديان طب
  سازي ژل

ج مطلوب انتخاب ن
مورد نظر بستگي د

r Various Protein
mmended Size Ra
50 kDa 
00 kDa 
00 kDa 
0 kDa 
0 kDa 

هش پيوندهاي دي
سيون و يكنواختي

ك هر مولكول به شار
ه رژ منفي، پروتئين

دهد، پروتئين كت مي
ميد يك انتخاب ايد
 از همه مهمتر مي

 جدايي و وضوح مي
هاي م  رنگ آميزي

  . شود مي
ها ترين جنبه ز مهم

تباط دو آكريلاميد
ي خواهد داشت و

-نسبت بيس: تفاده
19:1 (C55 براي د

NA/RNAردن ژل 
SDS-PAG معمو

هاي انباشت ژل. برد ي
يجه اجرسانده، در نت

(%15-ژل حلال  
تفاوت بدون ژل انب

به ژ (%20-%4)د 
س انتخاب و آماده 2-
دست آوردن نتايج ه

هاي م دازه پروتئين
 ).2-1جدول ( 

n Size Ranges 
ange 

  
 
12 

براي كاه
دناچوراس
تحرك

اش. دارد
آند حرك
آكريلا
شفاف و
اجازه به

تواند مي
خشك م
يكي از
مقدار ارت
كوچكتر
مورد است

(%5ژل 
بومي گر

GEژل 
كار مي به

حداقل ر
.دهد مي

بافري مت
دارند ژل

1-2-
براي به
ژل به اند

دهد مي
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ر داشـتن يـك   
هـا و   د چاهـك    

ي جزئيـات بـه    
هايي براي قرار  ك

تعـداد و حجـم       

(Mini-PROT
هـا، درصـد و    زه   

هـاي   د با تفاوت
 -%20( گراديـان  

كسـان، در يـك    

 Criterion   بـا
يـك  . ام دادنج ـ

ط دناتوراسـيون    

ي آكريلاميـدها    
د مخصـوص را      
سرريزي تصادفي 

u   راه اسـتاندارد
به هر .  ران كرد

د توجـه داشـته     
ـا در حمـام آب   

شـود   ران مـي  )
  ك قاعــده كلــي

وات بـراي ژل   
 به عبارت ديگر 

هـاي   ، تانـك ـد   
 e.g. Mini-PR

علاوه برهاي دستي، 
شـيميايي ژل، تعـدا

بـراي(شـود   خته مي
جهت ايجاد چاهك
 ضـخامت ژل بـه ت

Bio-Ra TEAN 
هـا نيـز در انـداز ن

هاي متعدد پروتئين
هـاي گر  ديگـر، ژل 
هـاي يك  در نمونـه 

ژل Bio-Radـت،   
تواند ان مزمان را مي

د ندارد، امـا شـرايط
  . ست

مانده شـبه پلـيقي 
ـه گـذاري ژل بلنـد

كه سر دليل اين د، به
underloadedيـد   

ها را رسد آن ل مي
نين مـواردي، بايـد

هـا ه غرق شدن آن

)V 80-70( ژ كـم   
يــكعنــوان  بــه. ــت

100عمـولا حـدود    
د آهسته ران شود،

هـاي تانـك جديـ ح 
ROTEAN® Te

 

ه ژل.  انتخاب شود
ند فرمولاسـيون شـ

اي ريخ  پليت شيشه
شانه در بالاي ژل ج

هـا، همچنـين ـك   
  .ي دارد

dهـا مثـل    شـركت 
NuPAGE P (و آ

د به تحقيق براي پ
به عبارت.  هستند

ي بزرگ و كوچك

تـر اسـ ها بيش مونه
نمونه به طور هم 2

وجود SDSول ژل 
اس سازي شده شبيه

ها از باق د و چاهك
ي، راهنمـاي نمونـ
 گذاري قرار بگيرند

هـا باي دهد، چاهـك 
ول آبي به پايين ژل

در چن. ي ران شود
توان توسط نيمه مي

 در ابتـدا در ولتـاژ
ل ژل خواهنــد داشــ
 قرار گيرد، كـه معم
ظ هستند، ژل بايد

با توجه به طـرحل 
 etra.برسـد  ولـت 2

روش

تواند دست ساز مي
س چند پارامتر مانن
هاي دستي بين دو

و يك ش) جعه كنيد
ـداد و انـدازه چاهـ
ها قرار گيرد بستگي
وسيله بسياري از ش
Precast Gel Syst
گر محقق علاقه مند
يان بهترين انتخاب
هاي شخيص پروتئين

اگر تعداد نم.  دارند
6تا  18كند كه  مي
Nu اين كه در فرمو

 بافر در حال اجرا ش

شوند ت برداشته مي
گذاري ود بهتر نمونه

تا بايد تحت نمونه
تغيير د ند نتايج را

ي كه رنگ بروموفنو
تري ند مدت طولاني

نك نگه داريد، كه م

كنيد، معمولا ژل ي
ترش بانــدرا داخــل
حلال مورد استفاده

 زيادي دارند يا غليظ
ابه هر ح. ي كنيم

200ز اجرا تا ولتـاژ  

هاي د ري و هم ژل
تواند بر اساس ، ميه

ه ژل. ش داده شود
مراج C و Bهاي  مه

تعـ. شـود  ر داده مي
ه خواهد در چاهك 
و صورت تجاري به به
 tem) Thermoو 

اگ .دهند ف ارائه مي
هاي گرادي اشد، ژل

براي تش) 4% -12%
  .شود ي
تا چاهك 15-10 

مي دختلف را پيشنها
uPAGEل دستي 
در SDSي بافر و 
  ردن ژل

ها به دقت ها، شانه ل
براي بهبو. شوند مي
ها نهايت چاهك. كرد

توا چاهك ديگر مي
ن است كه تا زماني

توان ز وضوح، ژل مي
در حال اجرا را خن 

 . ين منظور رسيد
ل دستي را ران مي

هــا حــداقل گســت ن
ژل بايد براي ژل ح

ها ويسكوزيته مونه
ها جلوگير باند صوير

ها از آغاز دهد تا ژل
cell) f (  

  
 

هاي تجار هم ژل
محصول كم هزينه

ضخامت ژل سفارش
هاي ضميم پروتكل

ها قرار دادن نمونه
هايي كه مي نمونه
هاي دستي به ژل

Precast Gels) و
هاي مختلف فرمول

با MW عمده در
4%- ،15%- 4% ،2

بطري پيشنهاد مي
هاي كوچك ژل

هاي مخ فرمول ژل
ويژگي سيستم ژل

اسيد Phوسيله  به
اجرا كر 2-2-2

قبل از اجراي ژل
شسته و آسپيره نم

توان استفاده ك مي
از يك چاهك به چ
براي اجراي ژل اين
حال، بسته به نياز
باشيد كه مخازن

يخ به راحتي به اين
زماني كه يك ژ
بنــابراين پــروتيين

 V/cm 15-10 ژ
زماني كه نم. است

تصجريان و تغيير 
د تجاري اجازه مي

from Bio-Rad 



واضـح    
 مـاركر 

رت بـر   
قيـق و   
ميـزي  

لا عمـو 
دهنـده  

 عبارت 
فـراهم  

نتقـال    
بـازده      
. دهـد  ي 

 بـراي    
ايـد از          

 مونتـاژ 
مينـان       
و پـس  
پيپـت     
حاصـل   
 علـت    
 كاتـد   

عنوان بانـد لـدر و ه
ممزيت . س هستند

زدهي انتقال نظـار
ك براورد بسـيار دق

آم وسـيله رنـگ    بـه  
مع. خص شده اسـت 

د باند نشانكه  ست

به، منتقل شوند )
ف فراينـد دسـتي و     

  .دهد زايش مي
اگـر چـه ان. خشـك 

ل دارد، در نتيجـه
 پايدار را ارائه مـي

كـه جزئيـات ـالي  
اشـد و بنـابراين با

م سـاندويچ  انتقـال 
ء در بـالاي ژل اطم

وور شود،  افر غوطه
ك غلتـك يـا يـك 

اطمينـان حع شود، 
هـا بـه پروتئين. ود

طـبكار بيافتد از ق

ر خالص است كه به
در دسترس MW كر

 Ponceauتعيين با
توان يك ها نمي وقت

تـوان مي  هستند و
د بر روي غشا مشخ

تر اس آسان شناسايي

(PVDF) ديفلوئيد

سـاده كـردن ،)ت
افز) ر از ژل هستند

در مقابل نيمه خت 
تر از بـافر انتقـال م

يت انتقال بالاتر و
خواهد شـد، در حـ
ختلـف متفـاوت با

ا اسـفنج  -كاغذي–
ضـافه كـردن غشـاء
لين بار در انتقال با

وسيله يك ده بايد به
ضخيم بسته و جمع
رو فر انتقال فرو مي
ك يدان الكتريكي به

 فصل دوم 

ي از پروتئين بسيار
دو نوع مارك. هستند
 u Sآميزي با  رنگ

ت هستند و بعضي و
 MWناتمام ارزانتر

مداد/ با قلم  كرد و 
براي ش اب هستند،

غشاي دوينيليدنس 
تر ازژل است شا قوي

تر غشاء نازك( ادي
ترطوب: نجام شود

 و نياز به حجم كم
كيفي، همچنين )گ

ل مرطوب مربوط خ
دسـتگاه انتقـال مخ

–غشايي -ژل-غذي
شيد كه پـس از اض

تواند براي اول ل مي
ي هواي به دام افتاد

وسيله كاست ض  به
س ساندويچ داخل با

كه مي  مانده و زماني
  )2-3ير

 مولكولي
مخلوطي ،ينئپروت ي

ن قابل شناسايي هس
real  بدون نياز به
ها گران قيمت ما آن

Wماركر. شته باشيم

ي از وزن مولكولي
بهترين انتخا شده 

 
يتروسلولز يا پلي و

غش( پروتيين حامل 
با آنتيتر  هاي بيش 

مي است كه بايد ا
تقال مرطوب است

هاي بزرگ  پروتئين
ركلي به نوع انتقال

توانـد بـين د ك مي
  .ت كنيد

كاغ-فنجي معمولي
باش وجه بايد داشته

ژل. وجود ندارد ييوا
هاي ، حبابلاي ژل

اندويچ بايد با دقت
سپس. كند يير نمي

در حال اجرا باقي 
تصوي( .خواهند كرد

نشانگرهاي وزن م 2
رهاي وزن مولكولي

كيلو دالتون 250و  
timeگهدار در ژل 

، امشدبا روتيين مي
ز وزن مولكولي داش

Ponc برآورد دقيقي
اي دو رنگي حفظ

  . ست
  تقال پروتئين

 راه اندازي انتقال 2
ها بايد بر روي ني ن

ماتريكس رومندي
سترسي به اپيتوپ
نتقال اولين تصميم

تر از انت سريع شك
به ويژه براي(هتر 

طور  پايان فصل به
 انتقال نيمه خشك
هاي خود را دريافت
نتقال پروتئين، اسف

تو). 2-2 تصوير(ت 
شود هيچ حباب هو
 كردن غشاء در بالا

سا. وندك خارج ش
ساندويچ تغي  اجزاء

SDSفي شان در 

 قطب آند حركت خ
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3-2-2
نشانگر

10بين 
MW نگ

وضوح پر
استوار از
ceau S

نشانگرها
MW اس

انت 3-2
1-3-2

پروتئين
نيرديگر 

آوردن د
نوع ان 

نيمه خش
انتقال به

علاوه، به
پروتكل
ه كتابچه

براي ان
است شده

حاصل ش
از اضافه

سرولوژيك
شود كه
شارژ منف
به طرف
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 داراي ظرفيـت   
تـا   1/0معمـولا  

شـود   وصيه مـي 
وقتـي  . ده كـرد   

 غشاهاي نيترو 

  
  ن بلات خاص

  لات

PVD هـا ، زيـرا آن
زه منافذ است كه م
ن مولكولي پايين تو

ميتـوان اسـتفاد4/0
ظرفيت اتصال. وند

 

ندويچ در يك وسترن

پروتئين در وسترن بلا

DFسلولز و  نيترو: 
ي مهم غشاء، انداز

هايي با وزن روتئين
45هاي منافذ  تيين

چك بايد انتخاب شو

روش

دار مراحل انتقال سان
  

مراحل انتقال پ .2- 3
  

ها عبارتند از وتئين
ها يكي از ويژگي. د

اي كوچك براي پر
تر پروت شه براي بي

اهاي با منافذ كوچ

نمود .2- 2تصوير

3تصوير

  ب غشاء درست
ايج براي انتقال پرو

ها هستند ي پروتئين
سايزها. رومتر است

، در حاليكه)دالتون
سيار مهم است، غشا

  
 

انتخاب .2-3-2
دو نوع غشاي را
اتصال بالايي براي

ميكر 45/0يا  2/0
كيلو 20تر از  كم(

مقدار پروتئين بس



سـانتي  
فزايش 
شـاهاي   

تـانول  
هـاي   ن     

(e.g., .
دسـت  

 UVه    
س بـالا    
 PVD

رنـگ   
چنـين  
 وروفور

  انتقال
ت تك 
كـي از   
ارج به 

توانـد   ي 
خـاطر   

ول يـا    
 SDS 
  SDS 

ز ميان 
كنـد،   ي 

ميكروگرم بر س 20
نيتي پايين، براي اف
تري نسبت بـه غش

انتقال در مت با بافر 
جداسـازي پـروتيين

(receptors ,بران 
توانند بدون از د  مي

وسـيله عبـور اشـعه
داراي اتوفلورسـانس

 DF شـود، بايـد از       

Ponceau Sسـط     
همچ). درمان متانول

 كونژوگه شده با فلو

اه اندازي ساندويچ
صورت  بافر انتقالي به

بلاتينـگ يك كاغـذ  
ها ازخا كت پروتئين

مـي) غـذ بلاتينـگ  
بـه خگ كمي نازك 

  . ود

ل گلايسـين، متـانو
.زا اسـت  ن سـرطان 
حضـور. كافي است

شود ولي در عوض از
 به غشا كمك مـي

0تا  170ر مربع و 
هاي با افين بادي تي

ت داراي زمينه پايين

ل از مرطوب شدن
ن انتخـاب بـراي ج

هاي ترانس ممب ين
ها و آنسلولز دارند 

و ـود در عـوض بـه    
  PVDF معمـولا د

فلوروفـور اسـتفاده

لي بـه راحتـي توس
بدون نياز به د(وند 
ك بادي آنتيه از  هاي

از رينگ بايد قبل 
 بلاتينگ در سطح
.ر از كاغـذ را دارد  

تسهيل حركن ژل، 
ي بسيار زياد از كاغ

كاغذ بلاتينگ.  شود
شو غيريكنواخت مي

Ph ،192 ميكرومول
ل است و همچنين

ها در غشا ك كت آن
شو  به غشا باند نمي

ش اتصال پروتئين

 فصل دوم 

وگرم بر سانتي متر
آنتي با فراواني كم و 

اهاي نيتروسلولوز د

ند و لازم است قبل
بهتـرين PVDFي  

(e.g., LC يا پروتيي
ه غشاهاي نيترو س

   .بازسازي شوند
Ponceau رنـگ شـ
غشـاهاي. ر بكشـد  

كنژوگـه شـده بـا ف

هاي انتقـا  پروتئين
ور شو نتقالي غوطه

با استفادهجداسازي 

كاغذ بلاتي ل انتقال
سازي كاغذ شناور 

ان كافي براي فـرار
ت بافر انتقالي درون

هاي يا ورقه( رضخيم
هاو اختلال در باند

 به انتقال ناقص و غ

Tris_HC ،h= 8.3
متانول ارزانتر اتانول
 پروتئين براي حرك

پروتئين رايطي كه
افر انتقالي به افزايش

  .كنند

ميكرو 100تا  80ب 
هاي ن براي پروتيين

 انتخاب است، غشا

هيدروفوبيك هستن
غشـاهاي. ور شـوند  ه

(C3طور مثال ليپيد 
تري نسبت به ي كم

خرد شده و دوباره با
u Sوسـيله   ند بـه 
تواند به تصـوير  مي

ك-هـاي   بـادي  آنتي 

ي قابل رويت شدن
از استفاده در بافر ا

ها و ج ليكوپروتئين

در طو ل حباب هوا
.امل خيس بخورد

واي داخل كاغذ زما
 است زيرا به حركت
كاغذ بلاتينگ بسيار
ه شدن ژل و غشا و

ها منجر شاها و ژل

Clميكرومول  25ي 
كه م اينبا توجه به  

در SDSت، حضور 
مل فوران باشد، شر
تانول يا اتانول در با

ك ها جدا مي روتئين

 PVDFبه ترتيب ،
ابراينبن. باشد ع مي

بهترين PVDFت 
  .باشد مي 

بسيار ه PVDFي 
صد يا اتانول غوطه

به طو. وبيك هستند
 PVDF شكنندگي

ساست به راحتي خ
توا نمي PVDFي 

ها را بعد از انتقال 
و اگر با استفاده از

  . صي استفاده كرد
ي نيتروسلولز براي

ها بايد قبل ا د و آن
لولز براي اتصال گل

  . انتخاب است
  كاغذ بلاتينگ 2-

ري از تشكيلجلوگي
فر انتقال به طور كا

كند كه هو مين مي
مهم سيستم انتقال

كا. كند كمك مي ل
 بيش از حد فشرد
ماس كامل بين غش

  بافر انتقالي 2-
 فرمول بافر انتقالي

.باشد درصد مي 2
 بافر انتقالي نيست

تواند عام نتقالي مي
حضور مت. كند مي ر

را از پر SDS ور كه
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سلولز و
متر مربع
حساسيت

PVDF
غشاها

در 100
هيدروفو
غشاهاي
دادن حس
غشاها
پروتيين

تند وهس
تصاصياخ

غشاها
شوند مي

نيترو سل
بهترين ا

3-3-
جبراي 
داخل باف
تك تضم
اجزاي م
داخل ژل
منجر به

كمبود تم
4-3-

عموما
0اتانول 

همراه با
در بافر ا
آن عبور

طو همان
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ممكـن اسـت    ،   
. عت ثابت اسـت 

 2براي ) واحد( 
. ارتفـاع مخـزن  

تـا   RT شـب در 

] Ponceau1/0 
 30(سـم كـرد   

آميـزي   رنـگ . د
 ختصـري بـا   م   

 PVDFشـاهاي   
ها بعـد از   وتئين

رت ديگر اتصال 
هـايي كـه بـه     ن   

تصاصـي بـه آن   

 در) Vبخـش  (
 اسـت بهتـرين      
ـت كـه ممكـن     

/ يابـد و   ش مي
 ده شـود، شـير    

 BSA معايـب  
براي . رات است

ن عمـل كننـد    
 .د

افر اسـتفاده شـده،
براي يك ساع 100

4/0و خاص، ثابت 
ا وسط اخ حداقل ت

 و با گذشت يك ش

u Sر حـلال رنـگ      
 به طور خلاصه تجس

رود طـر از بـين مـي       
ـگ بـا شستشـوي

اگـر غش. شـود  مـي   
بل رويت شدن پرو

سدود شوند، به عبار
ده حـاوي پـروتئين

غيراختص بـادي  آنتـي 

(BSA  5 تـا  3 يـا 
ه اسـت و ممكـن
 فسفو كـازئين اسـ

نويز افزايش/ س زمينه 
بيـوتين اسـتفا-ين 

يكـي از م. ص است
BS حاوي كربوهيدر
كننده در برابـر آن د
پيروي كنيد بادي ي

 

نتقال و سيستم بـا
0 براي انتقال ولتاژ 

ي، تانكهاي بزرگ و
خزن به حمام آب يخ

تنظيم كرد) ساعت

وباسـيون غشـاء در
توان به آساني و ي

در پـي بـا آب مقط
رنـگ. ق غشـاء اسـت   

طور كامـل حـذف م
براي قا UV اشعه 

شاها بايد مسميم، غ
كننـد بـافر تثبيـت   

آجلوگيري از اتصال 
  .دهد 
يـ غيرچـرب  شـير  %

ك راه حل پيچيـد
ن مثال شير شامل
 كند، بنابراين، پس
خيص اسـترپتاويدي

  .د
هاي فسفو خاص ادي

SA تفاده كرد زيرا
 يك محلول مسدود

آنتيي توليدكننده 

روش

رصد ژل، دستگاه ان
تنظيم خاص. شد

لا، انتقالهاي طولاني
 با غوطه وري ازمخ

س 2وان مثال، براي 

  تقال
بـا انكو ،يي انتقـال      

ها را مي پروتئين ]صد
 شستشـوي پـي د

دقيـق ترميم/ برش 
Tris-Buffer به ط

وبي استفاده شوند،

Ponce ترم/و برش
.دادثانويه كاهش  

علاوه جل  هستند، به
مي صدا كاهش ر و

%10 و %5ه حاوي 
رزانتر است، اين يك

عنوان به. صلي نباشد
واختصاصي تداخل

شيرنبايد هنگام تشخ
كند داخل ايجاد مي

با آنتين براي اكثر 
هاي لكتين است وب

تر باشد از است به
ها ست كه ازتوصيه

 ت قدرت انتقالي
ولكولي پروتئين، در
مختلف مورد نياز با

 با وزن مولكولي بالا
همراه  گرفته شود

عنو به(با يك تايمر 
  . يابد

 پروتئين پس از انت
ـر كيفيـت و كـاراي

درص5سيد استيك 
ه از طريق چندين
 كمك خوبي براي

red Saline Twe
Ponceau  به خو

  . ود
  ردن غشاها

eau Sآميزي   رنگ
/هاي اوليه  بادي ي

غشاء مرتبط "نده
سر/ پس زمينه جه 
كننده هاي مسدود ل

اگرچه شيرا.  است
هاي اص بادي آنتيي 

هاي فسفو بادي نتي
به ويژه ش. يابد  مي
در تشخيص تد ت و

ل مسدودكننده ايمن
توان براي پر را نمي

ها ممكن تي بادي
مهم است كه مهم ا

  
 

تنظيمات 5-3-2
بسته به وزن مو

ت قدرت متنظيما
هاي براي پروتئين
كار ساعت بايد به
توان ب انتقال را مي

ي روز بعد ادامه مي
تجسم 6-3-2

بـراي نظـارت بـ
در اس (w/v)درصد

زمينه). ثانيه 60تا 
Ponceau S نيز

(TBST) een 20
Sمتصل نشده به 

رو كار مي انتقال به
مسدود كر 4-2
دنبال انتقال، هب

آنتيغيراختصاصي 
چسبن"هاي  سايت
ها و در نتيج سايت
ترين محلول مهم

TBST حل شده
انتخاب براي بعضي

آناست با برخي از 
يا سيگنال كاهش

بيوتين استحاوي 
BSA يك عامل

اين است كه آن ر
دلايل غيرآشكارآنت

و بنابراين، م ديگر



كـه بـه    
ها  ادي

شده در 
برخـي     

هـاي   ي 
گنال را     
ز شـير    

 اسـت  
حـاوي  
ر يـك  

هاي  يه
ر روي  
يون بـا     

داد و ش   
 3-6ـا  

يمنـي   
لاتينگ 
لامـا و   
 بـراي        

كپـي از     
(—S— 
 1شـت    

          
1 phos
2 strep
3 β-me
4 dithi

هسـتند كهـايي   ن  
با آنتيشوند كه  مي 

  .هند
حل ش)  Vبخش ( 

ن انتخـاب بـراي ب
بـادي آنتـي سـت بـا         

ش دهـد يـا سـيگ
شـود نبايـد از مـي  

آن BSAهـاي   ص
ح BSAكـرد زيـرا     

درهـا   بـادي  آنتـي ت  
 مهم است كه توصي

بـر RT سـاعت در  
د قبـل از انكوباسـيو

دقيقـه كـاهش 30
تـ(چنـد غشـا   . شد

ي توسط سيسـتم اي
اصلي وسترن بلاي 

گـاه در لا فند و گـه    
ص پـروتئين بلكـه

  . تهيه كرد
ـنگين برابـر و دو كپ

(—S—ي سولفيد 
ند كـه بـراي واسر
                             

spho-specific 
ptavidin-biotin 
ercaptoethanol 
iothreitol 

گ حـاوي پـروتئين
 ترتيب مانع از اين

ده مي ينه را كاهش
BSA %5-3يا % 

ست و شايد بهتـرين
ـت كـه ممكـن اس

افـزايش نويز را/ زمينه
اسـتفاده  2بيوتين-

  . كند مي پيدا
نقصيكي از . فو است

ان از آن اسـتفاده ك
، ممكن اسـتستيم

ه باشند و بنابرين
كينگ معمولا يك
ول بلاكينگ مـازاد
0يـن زمـان را بـه     

 بر نتايج داشته باش
  .ر داد

ورطبيعيشوند به ط
هاي بادي آنتي. شوند

حرايي، بـز و گوسـف
نهـا بـراي تشـخيص

يون و متيلاسيون
هـاي سـ  از زنجيره

 توسط تركيبات دي
شـون مي متصل 4ول

                             

 فصل دوم 

بلاكينگهاي  محلول 
شوند و به اين مي 

زمي پس/نابرين نويز
%5-%10ون چربي 

اساي  محلول پيچيده
ي فسـفوكازئين اسـ

پس ز دليل  همين
-يص استرپتاويدين

ا تشخيص تداخل پ
فسفو خاصهاي  دي
تـوا نمـي  شـوند  مي

از آن آگاه نيسستي 
ملكرد بهتري داشته
كوباسيون براي بلاك
با هدف حذف محلو

تـوان ا ها مي بادي ي
ر نبايد اثري منفي
 تحت بلاكينگ قرار

 (Ig) ش مي شناخته
ش مي توليدها  گانيسم

موش، خموش صـح
وان نـه تنت ـ مـي   را

لاسيون، گليكولاسي
هستند و از دو كپي

ها زنجيره). 2- 4 ير
يا دي تيتريتو 3ول

                            

.ثانويه/اوليههاي  ي
ا متصلروي غشاه

بچسبند و بنها  كان
بلاكينگ، شير بدو 

است اما محتر   ارزان
مثلا شـير حـاوي. د

ل داشته باشد و به
قتي از روش تشخي
ي بيوتين است و با

با آنتيگ امن براي 
م بردهكار  بهلكتين  

لي كه هنوز به درس
عم،  با محلول ديگر

زمان انك. نبال كنيم
با TBSTشستشو با 

آنتيدر اكثر . شود ي
ولاني كرد و اين كا
توان در يك جعبه

  صلي 
ها  ايمونوگلوبولين

ميكروارگ  همچون
ي مثل خرگوش، م

اصليهاي  بادي تي
سفوريلاسيون، استيلا

ه تصوير Yهاي  ول
تصوي( شوند كيل مي

اتانو ومركاپت βمثل 
                             

بادي آنتيويژه   غير
بر ر "چسبناك"ي 
ويژه به اين مكغير ر
هاي ترين محلول ب
اگرچه شير،. است 
خاص نباشدهاي  ي

تداخلاي  ويژه 1سفو
وقبه خصوص . دهد

 كرد زيرا شير حاوي
يك عامل بلاكينگ 

هاي پروب مي كه
به دلايل. درات است

بلاكينگ در قياس
را دن بادي آنتينده 

ست و پس از آن ش
مي انجام بادي آنتي

ساعت طو 2گ را تا 
ت مي را) ته به اندازه

اصهاي  بادي نتي
كه به نامهايي  دي

هايي ژن ش به آنتي
حيوانيهاي  ر ميزبان

آنت. شوند مي توليد 
مثل فساي  ويژهي 
ها نوعي از مولكو دي

هاي سبك برابر تشك
ماي  كننده احياهاي 
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اتصال
هاي محل

تصويربه 
محبوب

TBST
بادي آنتي
فس خاص

كاهش د
استفاده
BSA
كه هنگا
كربوهيد
محلول ب

كنن توليد
شيكر اس
آمحلول 
بلاكينگ
غشا بست

آن 5-2
باد آنتي

در واكنش
اغلب در
ها كوسه
ها اصلاح
باد آنتي
ها زنجيره
ه و عامل
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ژن يـا   بـه آنتـي  
. شود مي ناميده 

تين متعلـق بـه      
يوغي  همطريق 

يـوغ   هـم ، Gن  

 فراينـد توليـد        
نسبتا به ها  ه آن

يرپذيري انـدك  
يـك  اي  تيـره  ك 

يـك  هـا   لاوه آن 
چنـد  ك منبـع  

سـترن بلاتينـگ     
بـا  . هسـتند  9ي 

                      
1 denaturation 
2 digoxigenin 
3 Sepharose 
4 conjugation 
5 Monoclonal 
6 affinity 
7 batch 
8 Polyclonal 
9 immunopreci

ب ه متصل شـونده 
)Fcناحيه ( "ثابت

تنـوعي مثـل بيـوت
از ط 3روز يا سفاروز

و پـروتئين Aوتئين  

  
Ig  

تند زيـرا در حـين
علاوه به. شوند مي ب

 بالاي ثابت با تغيي
تـكهاي  بادي آنتي 

عـلا بـه . استتر  ريع
از يك بادي آنتيكول 

ساسـيت روش وسـ
ز نظر رسوب ايمنـي

                          

ipitation 

 

از دو تكه بادي آنتي 
ث "يا  "قابل تبلور "

متهـاي    بـا پـروب   
و همينطور آگارها 

به نام پـرو Fcه به 

gG بادي آنتيساختار 

رن بلاتينـگ هسـت
بالا انتخاب 6يوندي

 از معرف با كيفيت
با اين حال توليد. د

و سرتر  سادهها  آن 
را بيش از يك مولك

شود تـا حس مي اعث
بهتري ازهاي  معرف

                          

روش

تصوير Yش بالائي 
"ش پاييني ناحيه 

كووالانسـيصـورت  
ه فلورسنت، آنزيم 

ريايي متصل شونده

نمودار يك س 2- 4 ير
  

ل براي وسـترآ  ايده
پي  ت خاص و با ميل

د و منبع مطمئني
شوند مي محسوب 7

هستند و توليدتر  ن
كنند زير مي تامين
اين ويژگي با.  شد
چند تيره اي، مي 

                          

بخش. لازم هستند 
شود و بخش مي كيل
ص بـه  تواننـد  مي لي

(DIG) ،هاي رنگ
باكترهاي   پروتئين

  ).را ببينيد 

تصوي

، ابزاري5اي تيره ك
به شدتهاي   كلون

شوند مي  بالا توليد
7ري در بين دسته 

  .ست
ارزان 8چند تيره اي

گنال اضافه را نيز ت
تئين متصل خواهد

ها بادي آنتيعلاوه  ه

                         

  
 

ها بادي آنتيكامل 
تشك F(ab)نواحي 
اصلهاي  بادي آنتي

( 2ديجوكسيجنين
با 4)ونژگاسيونك(

Kضميمه ( شوند
  

تكهاي  بادي آنتي
معمولا بادي آنتي

سادگي در مقادير
يا بدون تغييرپذير
فرايند پرزحمت اس

چهاي  بادي آنتي
مرحله تقويت سيگ

به هر پروتاي  تيره
به. بهبود پيدا كند

                          



ت بلكـه   
 مـايش   
 دسـته   

 و ايـن  
يم كـه        

 2اوت ك 
ـا يـك    

Th   يـا

تحـت   
روتئين     
 هـدف     
تينـگ     

باشد با 
بهينـه       

 بـادي  ي 
 باندها 
ع كرد 

دهـد و     
 زمـان     

          
1 knoc
2 knoc

فيت متفاوت اسـت
ز كيفيـت را بـه نم

تـوان از هـر د مـي   
  .شود مي 

و تاييد كردسازي 
كـه مطمـئن شـوي

نـاكيا  1دان به ناك
اگـر بـ). 2-5 صوير

 Ser/Ala ،hr/Ala
  .كنيد

RTسـاعت در   1-
ـدف و فراوانـي پـر
 بـه هـر پـروتئين
سـيت وسـترن بلات

خص شده است، اب
شـند زيـرا غلظـت ب

آنتـي از حد بالاي 
ست باعث تضعيف

μg/m 1- 5/0 شروع

هـدف را افـزايش د
عـث كوتـاه شـدن

                             
ckdown 
ckout 

كيف بااي  چند تيره
يز سطح متغيري از
مقدار محـدودي را
قابل توجهي مشابه

س را بهينهها  آن بايد
يشـه مهـم اسـت ك
راي اين كار، اقدام ب

تص( در هر ژل است
مـثلا ( ـيون اسـت   

رل منفي استفاده ك

  
  دان لي توسط ناك

-2يا بـه مـدت    4 
به پـروتئين هـ دي
اوليه بادي آنتيند 
كند كـه در حساس ي

مشخكننده  سط توليد
نيـز كارآمـد باشـر  

غلظت بيش.  دارد
ممكن اس بادي آنتي 

mLكار را با غلظت 
  .سيگنال كرد

به پـروتئين ه ادي
باع C 37° دمـاي    

                             

 فصل دوم 

چ بادي آنتيك دسته 
از ميزبان مشابه ني 

ين است كه فقط م
كاملا قديگر اي  سته

ما قبل از استفاده ب
با اين حال همي. ود
بهترين روش بر. ت

دها  رل منفي ليزات
قابـل فسفريلاسـير
يك كنترصورت  به 

  

كل بادي آنتي از تاييد 

C° شبه در دماي 
باد آنتييل پيوندي 

چناي،  چند تيرهي 
مي  حياتي را ايجاد

ان صورتي كه توسط
تـ كمبرابر  2-3اي 

ئين بارگذاري شده
غلظت بسيار اندك
سترس نباشد بايد ك

سسازي  براي بهينه
با آنتياتصال خاص 

ـه انكوباسـيون در
  .شود ها مي دي

                            

ن ميزبان حاوي يك
تفاوت گرفته شده

ااي  چند تيرههاي  
به دساي  ي از دسته

 با ارزشي هستند ام
شو مي انجام بادي ي

است ك سيگنال ويژه
هدف و اجراي كنتر

غي يافتـه  جهشيك 
بايد از آنه باشيد 

مثالي 2- 5 تصوير

يكصورت  به وليه
و اين بستگي به مي

هاي بادي آنتياده از 
له تقويت سيگنال

بايد به هماها  بادي 
ها د كه حتي غلظت

سلول و مقدار پروتئ
 زمينه بالا شود و غ

در دس بادي آنتيك 
ب) در صورت لزوم( 

تواند ا مي C 4°در 
كـ  دهـد در حـالي   

با آنتيقه براي كل 
                             

ل نه تنها هر حيوان
م متمتعلق به سري 
بادي آنتينقص . ند
آورد و تغييرپذيري 
ابزارها،  بادي آنتي 

آنتيكننده  ط توليد
آمده، يكدست  به 
كردن پروتئين ه 2
فسفو كه ي خاص ي
Ty (سر و كار داشته

  

اوهاي  بادي آنتي با 
گيرند و مي ون قرار

در هنگام استفا. رد
شود و يك مرحل مي
  .رد

آنتي كاري پاياني 
آيد مي ل بارها پيش

بستگي به نوع س ي
نجر به يك پس م

ر اطلاعات رقّت يك
سازي قدام به رقيق

دها  بادي آنتيسيون 
س زمينه را كـاهش

دقيق 30ون لازم تا 
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اين حال
هاي خون
گذارن مي
دست به

اگرچه
كار توسط
سيگنال

اوت ناك
بادي آنتي

yr/Phe

غشاها
انكوباسيو
هدف دار

م متصل
سهم دار
غلظت
اين حال

بادي آنتي
تواند مي
اگر. شود

سپس اق
انكوباس
نويز پس
انكوباسيو
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