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 Introduction: The detection of protein expression in tissues and nerve cells is necessary for the
 modern neuroscience research laboratory and laboratories making diagnostic approaches. To
 this point, we collected a comprehensive review article on steps and troubleshooting of Western
 blotting (WB). WB provides good qualitative results for determining a sample containing a
 target protein and is particularly useful for analyzing insoluble proteins. This process basically
 can be divided into five steps: (I) the protein extraction, (II) electrophoresis, (III) membrane
 transfer, (IV) immunodetection, and (V) visualization and analysis. These processes involve
 the transfer of protein patterns from gel to microporous membrane. Protein transfer with
 subsequent immunodetection is a great tool to identify a multitude of proteins, especially
 those proteins that are of low abundance. The efficient transfer of proteins from a gel to a solid
 membrane and specific immunodetection depend greatly on different parameters. Conclusion:
 For reducing the troubleshooting and enhancing awareness of the new developments in WB,
this review summaries a representative of methods, reagents, and devices in the WB procedure.e
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چــــــــكيد  ه

واژه هاي كلیدي:
1- علوم اعصاب
2- آزمایشگاه ها

3- ایمونوبلاتینگ

مقدمــه: تشــخیص بیــان پروتئیــن در بافت هــا و ســلول های عصبــی بــرای آزمایشــگاه های مــدرن علــوم 
اعصــاب و آزمایشــگاه هایی کــه رویکردهــای تشــخیصی را انجــام می دهنــد ضــروری اســت. بدیــن منظــور، 
مــا یــک مقالــه مــروری جامــع در مــورد مراحــل و چالش هــای وســترن بــلات )WB( جمــع آوری کردیــم. 
WB نتایــج کیفــی خوبــی بــرای تعییــن محتــوای پروتئیــن هــدف در یــک نمونــه ارائــه می دهــد و به ویــژه 
بــرای تجزیــه و تحلیــل پروتئین هــای نامحلــول مفیــد اســت. ایــن فرآینــد را می تــوان به طــور کلــی بــه 
پنــج مرحلــه تقســیم کــرد: 1. اســتخراج پروتئیــن، 2. الکتروفــورز، 3. انتقال غشــا، 4. ایمونودیتکشــن، و 5. 
ظهــور و تجزیــه و تحلیــل. ایــن فرایندهــا شــامل انتقــال الگوهــای پروتئینــی از ژل بــه غشــایی بــا منافــذ 
ــرای شناســایی بســیاری از  ــی ب ــزاری عال ــز اســت. انتقــال پروتئیــن و به دنبــال آن ایمونودیتکشــن اب ری
ــا  ــد پروتئین ه ــال کارآم ــد. انتق ــری دارن ــی کمت ــه فراوان ــی ک ــژه پروتئین های ــت، به وی ــا اس پروتئین ه
ــف  ــای مختل ــه پارامتره ــادی ب ــا حــد زی ــد و ایمونودیتکشــن خــاص ت ــک غشــاء جام ــه ی ــک ژل ب از ی
ــد  ــرات جدی ــه تغیی ــی نســبت ب ــش آگاه ــا و افزای ــرای کاهــش چالش ه ــری: ب بســتگی دارد. نتیجهگی
در WB، ایــن مقالــه مــروری، نمایــی از روش هــا، مــواد و دســتگاه هــا در روش WB را فراهــم مــی آورد.

   اطلاعات مقاله:
دريافت: 31 مرداد 1400                           اصلاحیه: 22 دي 1400                           پذيرش: 7 بهمن 1400
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مقدمه
وســترن بلاتینگWB( 1( یــا روش لکــۀ غربــی کــه بــا نام هــای 
لکه گیــری پروتئیــن2 و ایمونوبلاتینــگ3 نیــز شــناخته می شــود، 
ــژه  ــت، به وی ــایی پروتئین هاس ــرای شناس ــم ب ــک روش مه ی
ــن  ــتند. ای ــر هس ــی کمت ــاظ فراوان ــه از لح ــی ک پروتئین های
ــا  ــر روی غشــایی ب ــال پروتئین هــا از ژل ب ــد شــامل انتق فراین
ــال الکتروفورتیــک )پخــش  ــز می باشــد. انتق ــذ بســیار ری مناف
ذرات بــاردار در یــک ســیال بــرای جــدا کــردن مولکول هایــی 
ــا  ــک پروتئین ه ــر الکتروفورتی ــاوت( و غی ــای متف ــا اندازه ه ب
ــد.  ــف ش ــال 1979 توصی ــار در س ــن ب ــرای اولی ــا ب ــه غش ب
ــام نویســنده( و  ــی= ن ــارت از لکه گیــری DNA4 )جنوب ــن عب ای
ــه اســت )2-1(. واژۀ  ــل یافت ــمالی( تکام ــری RNA5 )ش لکه گی
ــه از روش  ــد ک ــاد ش ــف روشــی ایج ــرای توصی ــی ب ــۀ غرب لک
توبیــن6 و همــکاران بــا اندکــی تغییــر بــه دســت آمــد و بــرای 
 Southern ــط ــه توس ــی ک ــذاری جغرافیای ــنت نامگ ــظ س حف
ــور  ــد )4-3 ،1(. به ط ــده ش ــام نامی ــن ن ــود بدی ــده ب ــاز ش آغ
ــف-  ــت: ال ــی اس ــۀ اساس ــد مرحل ــر چن ــی ب ــی، WB مبتن کل
ــن  ــره(؛ ب- تعیی ــلول و غی ــت، س ــن )از باف ــتخراج پروتئی اس
ــا  ــک پروتئین ه ــن؛ پ- جداســازی الکتروفورتی غلظــت پروتئی
ــه یــک غشــا؛ ث- بلاکینــگ  در ژل؛ ت- انتقــال پروتئین هــا ب
غشــا بــرای کاهــش باندهــای غیــر اختصاصــی؛ ج- تشــخیص 
ــن  ــرای پروتئی ــای اختصاصــی ب ــی ژن، توســط آنتی بادی ه آنت
)هــای( مــورد نظــر؛ چ- انکوباســیون بــا یــک آنتی بــادی ثانویــه 
ــا  ــل ب ــای حاص ــازی بانده ــی س ــور؛ خ- کم ــط؛ ح- ظه مرتب
اســتفاده از نرم افــزار چگالــی ســنجی )5( )تصویــر 1(. در 
ــط  ــان پروتئین هــای مرتب ــل بی ــه و تحلی ــوم اعصــاب تجزی عل
می شــود،  انجــام  وســترن بلات  بــا  اغلــب  نورون هــا  بــا 
ــان  ــی بی ــه کم ــری نیم ــرای اندازه گی ــولاً ب ــه معم ــی ک روش
ــتفاده  ــای خــاص اس ــدف توســط آنتی بادی ه ــای ه پروتئین ه
ــیم  ــترن بلات، ترس ــی در وس ــای نهای ــود )8-6(. داده ه می ش
باندهــای پروتئینــی هــدف بــه همــراه وزن مولکولــی و نمونــۀ 
کنتــرل اســت. مهمتریــن کنتــرل در وســترن بلات بارگــذاری 
نمونــۀ کنتــرل اســت، یعنــی اندازه گیــری پروتئینــی جداگانــه 
ــدار یکســانی از  ــد دارای مق ــر بان ــه ه ــان از اینک ــرای اطمین ب
پروتئیــن کل اســت. به عنــوان مثــال، β-actin، پروتئینــی 
کــه در تمــام ســلول های مغــزی بیــان می شــود، اغلــب 
ــدار یکســانی از  ــد دارای مق ــر بان ــه ه ــان از اینک ــرای اطمین ب
ــازه  ــگر اج ــه پژوهش ــود و ب ــتفاده می ش ــت اس ــن اس پروتئی
مختلــف  نمونه هــای  در  را  باندهــا  شــدت  تــا  می دهــد 
ــد )7(. ــه کن ــن مقایس ــبی پروتئی ــر نس ــن مقادی ــرای تعیی ب

مبانی تئوری وسترن بلات
الف- استخراج پروتئین

در ایــن مرحلــه نمونــۀ مــورد نظــر از بافــت یا ســلول به دســت 
ــه  ــد بلافاصل ــد. پــس از برداشــت نمونه هــای بافتــی، بای می آی
آنهــا را در یــک بافــر PH خنثــی، ســرد و یخ زده منجمــد کرد و 
در دمــای 80- درجــۀ ســانتیگراد نگهــداری کــرد. ایــن مراحــل 
ــس از  ــرات پ ــظ تغیی ــن و حف ــب پروتئی ــش تخری ــرای کاه ب
ترجمــه PTM(7(، کاهــش آلودگــی و جلوگیــری از تداخــل در 
ــه  ــدی انجــام می شــود )8(. به منظــور دســتیابی ب مراحــل بع
ــخ زده  ــان اســتفاده ی ــا زم ــد ت ــا بای ــر، نمونه ه داده هــای قوی ت
باقــی بماننــد و حداقــل دســتکاری روی آنهــا صــورت گیــرد. 
ــداری در  ــه و نگه ــخ زدن و ذوب چندگان ــال، ی ــوان مث به عن
باعــث تخریــب پروتئین هــا می شــود )9(. بالاتــر  دمــای 

ب- تعیین غلظت پروتئین
پــس از اســتخراج پروتئیــن بــرای هــر نمونــه، نیــاز بــه 
استانداردســازی پروتئیــن نهایــی مــورد نیــاز بــرای بارگــذاری 
ــد از  ــن می توان ــن غلظــت پروتئی ــر چاهــک اســت. تعیی در ه
ــذب ــا ج ــورد8 ی ــد برادف ــنجی مانن ــای رنگ س ــق روش ه طری

ــورد  ــود )11-10(. روش برادف ــن ش ــر تعیی UV در280 نانومت

بــا اســتفاده از تغییــر رنــگ کوماســی بلــو جــی-9250 هنــگام 
اتصــال بــه پروتئیــن، از 465 نانومتــر )قهــوه ای( تــا 595 
ــت  ــه غلظ ــوری ک ــه ط ــود، ب ــام می ش ــی( انج ــر )آب نانومت

تصوير 1- مراحل کلی انجام وسترن بلاتینگ

1 Western Blotting
2 Protein Blotting
3 Immunoblotting
4 DNA (Southern) Blotting
5 RNA (Northern) Blotting

6 Towbin
7 Post- Translational Modifications
8 Bradford
9 Coomassie Brilliant Blue G- 250

 [
 D

O
I:

 1
0.

61
18

6/
sh

ef
a.

10
.2

.1
33

 ]
 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

32
21

88
7.

14
01

.1
0.

2.
2.

8 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 s

he
fa

ye
kh

at
am

.ir
 o

n 
20

25
-0

7-
04

 ]
 

                             3 / 16

http://dx.doi.org/10.61186/shefa.10.2.133
https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.23221887.1401.10.2.2.8
https://shefayekhatam.ir/article-1-2241-fa.html


دوره دهم، شماره دوم، بهار 1401

136136

ــه  ــه ب ــا توج ــر ب ــذب در 595 نانومت ــبت ج ــه نس ــن ب پروتئی
ــه  ــده )ب ــناخته ش ــای ش ــتاندارد از غلظت ه ــی اس ــک منحن ی
طــور معمــول 100-1500 میکروگــرم در میلی لیتــر( بــه 
ــط  ــن روش ســاده اســت و فق ــد )10(. انجــام ای دســت می آی
ــلاوه  ــاز دارد. ع ــوری10 نی ــۀ طیف ســنجی ن ــزات اولی ــه تجهی ب
ــرای  ــه( و ب ــدود 2 دقیق ــت )ح ــریع اس ــش س ــن واکن ــر ای ب
حــدود 1 ســاعت در دمــای اتــاق پایــدار اســت )10(. نکتــه ی 
مهــم در ایــن مرحلــه ایــن اســت کــه محلــول برادفــورد بعــد 
از رقیــق شــدن نبایــد نــور ببینــد و مراحــل بایــد در تاریکــی 
انجــام شــود. پــس از خوانــش در دســتگاه طیف ســنجی نــوری 
ــتاندارد  ــی اس ــتفاده از منحن ــا اس ــه را ب ــت نمون ــزان غلظ می
بــه دســت می آورنــد و مقــدار غلظــت بــه دســت آمــده بــرای 
بارگــذاری در هــر چاهــک ژل محاســبه می شــود. لازم بــه ذکــر 
ــدود  ــک ح ــر چاه ــرای ه ــن ب ــزان پروتئی ــر می ــت حداکث اس
ــاز  ــورد نی ــن م ــت پروتئی ــزان غلظ ــر و می 50 -20 میکرولیت
ــت، در  ــت. در نهای ــر اس ــرم/ میلی لیت ــن 100 -10 میکروگ بی
ــوره شــدن )آشکارســازی(  ــه دنات آماده ســازی نمونه هــا نیــاز ب
ســاختارهای ثانویــه / ثالثیــه در پروتئین هــا اســت، کــه 
ــیدآمینۀ  ــی اس ــاس توال ــر اس ــازی ب ــد جداس ــازه می ده اج
ــورت  ــده ص ــی ش ــی پیش بین ــا وزن مولکول ــب ب ــه متناس اولی
ــا  ــا ب ــتاندارد نمونه ه ــای اس ــور، غلظت ه ــن منظ ــرد. بدی پذی
 Laemmle مخلــوط می شــوند )12(. بافــر نمونــه Laemmli بافــر
 SDS- ــورز ژل ــا در الکتروف ــر پروتئین ه ــازی بهت ــرای جداس ب
ــور  ــام پروفس ــود را از ن ــام خ ــود و ن ــتفاده می ش 11PAGE اس

ــه  ــر Laemmli اغلــب ب اولریــش ك. لاملــی12 گرفــت )12(. باف
صــورت محلــول 2X یــا 4X تهیــه می شــود و بــا نمونــه مخلــوط 
ــی  ــواد مختلف ــامل م ــر ش ــن باف ــود. ای ــود و 1X می ش می ش
اســت کــه دارای کارکردهــای خاصــی هســتند. افــزودن یــک 
 13β-MCE ــده، به طــور معمــول ــاء کنن ــا احی ــده ی عامــل کاهن
ــود(  ــتفاده ش ــز اس ــا TCEP15 نی ــت از DTT14 ی ــن اس )ممک
باعــث شــکاف پیوندهــای دی ســولفید می شــود کــه ســاختار 
ــکار  ــا را آش ــد و پروتئین ه ــات می کن ــه را بی ثب ــه و ثالثی ثانوی
 ،β-MCE ــریع ــیار س ــر بس ــل تبخی ــه دلی ــازد )13(. ب می س
افــزودن آن بایــد بلافاصلــه بعــد از اســتفاده باشــد. عــلاوه بــر 
ــیون  ــل دناتوراس ــایر عوام ــا س ــالای β-MCE ی ــن، غلظــت ب ای
)به عنــوان مثــال ، DTT( می توانــد در ســنجش پروتئیــن 
تداخــل داشــته باشــد و بنابرایــن بایــد بعــد از تعییــن غلظــت 
ــکان  ــرای ام ــان، ب ــه شــود )14(. در پای ــه آن اضاف ــن ب پروتئی
ــام  ــی، تم ــان الکتریک ــق جری ــا از طری ــازی پروتئین ه جداس
ــردی(  ــای آمینواســیدی کارک ــی )گروه ه ــای R پروتئین گروه ه
ــوند.  ــانده می ش ــی پوش ــای منف ــا باره ــزودن 16SDS ب ــا اف ب
ــل  ــا متص ــۀ پروتئین ه ــاختار اولی ــه س ــه SDS ب ــور ک همانط
می شــود، بــار کلــی پروتئین هــا بــه وزن مولکولــی آنهــا 
ــاس  ــه اس ــت ک ــزی اس ــان چی ــن هم ــود و ای ــک می ش نزدی
پلی آکریل آمیــد17  ژل  طریــق  از  را  پروتئین هــا  جداســازی 

تشــکیل می دهــد )15(. بــه طــور معمــول، 10 تــا 100 
میکروگــرم پروتئیــن ســلولی در هــر چاهــک بارگــذاری 
می شــود. بــا ایــن حــال، ایــن مــورد توســط عوامــل مختلفــی 
ــرای شناســایی  ــی پروتئیــن ب تعییــن می شــود و غلظــت نهای
ــن شــود؛  ــد توســط پژوهشــگر تعیی ــن بای ــی ژن معی ــک آنت ی
ایــن عوامــل شــامل ضخامــت ژل، عــرض چاهــک و پروتئیــن 
مــورد نظــر هســتند )16(. به منظــور تفکیــک پذیــری مناســب 
ــط  ــا توس ــر، پروتئین ه ــورد نظ ــای( م ــد )ه ــایی بان و شناس
ــی AA( از  ــا/ توال ــۀ آنه ــاختار اولی ــا س ــق ب ــا )مطاب ــرم آنه ج
ــتانداردهای  ــود اس ــب وج ــن ترتی ــوند. بدی ــدا می ش ــم ج ه
پروتئینــی18، حــاوی مخلوطــی از پروتئین هــای از پیــش 
تعریــف شــده بــرای تأییــد گــروه مــورد نظــر ضــروری اســت 
ــتانداردهایی معمــولاً در اولیــن و آخریــن  )17(. چنیــن اس
ــذاری می شــوند. اســتانداردها ممکــن اســت  چاهــک ژل بارگ
ــال  ــد انتق ــرای ســهولت مشــاهده جداســازی و تأیی ــل ب از قب

ــوند )9(.  ــزی ش ــل رنگ آمی ــاها از قب ــه غش ــر ب موث
)PAGE( پ- الکتروفورز ژل پلی آكريل آمید

ژل  الکتروفــورز  نمونــه،  آماده ســازی  مراحــل  از  پــس 
دارای  پروتئین هــای  جداســازی  بــرای  پلی آکریل آمیــد، 
ــر اســاس وزن مولکولــی آنهــا  ــار منفــی و دناتــوره شــده و ب ب
درون  پروتئینــی  نمونه هــای  جداســازی  می شــود.  انجــام 
ژل هــای پلی آکریل آمیــد بــه دلیــل مقاومــت اصطکاکــی یــک 
ــده  ــکیل ش ــذ تش ــق مناف ــرت از طری ــگام مهاج ــن هن پروتئی
بیــن زنجیره هــای پلیمــری درون ژل اتفــاق می افتــد )18(. بــا 
ــذ درون  ــق مناف ــا از طری ــان الکتریکــی، پروتئین ه ــور جری عب
ــر  ــب، تغیی ــن ترتی ــه همی ــد. ب ــت می کنن ــاختار ژل حرک س
غلظــت بیس-آکریل آمیــد19 انــدازۀ منافــذ و در نتیجــۀ توانایــی 
مهاجــرت پروتئین هــای بزرگتــر را تنظیــم می کنــد. ژل هایــی 
ــال، 20 درصــد(  ــوان مث ــر )به عن ــد بالات ــا غلظــت آکریل آمی ب
ــی  ــه وزن مولکول ــبت ب ــر را نس ــای بزرگت ــت پروتئین ه حرک
مولکولــی  وزن هــای  امــا  می کننــد،  ســخت تر  کوچکتــر 
پایین تــر را آســان تر می کننــد )19(. بــه همیــن ترتیــب، 
اگــر هــدف مــورد نظــر یــک پروتئیــن بــزرگ باشــد، ممکــن 
ــوان  ــم )به عن ــت ک ــا غلظ ــه، ژل ب ــک بهین ــرای تفکی ــت ب اس
مثــال ، 7/5 درصــد( مــورد نیــاز باشــد. ژل هــای مــدرج و دو 
مرحلــه ای )به عنــوان مثــال، 12-4 درصــد( وضــوح یکنواختــی 
را در طیــف وزن مولکولــی ارائــه می دهنــد و باعــث جداســازی 
بهتــر پروتئین هــا می شــوند )20(. انتخــاب غلظــت و ترکیــب 
ژل عمدتــاً توســط وزن مولکولــی پروتئیــن )هــای( مــورد نظــر 
 PH ــه ــک ب ــیدهای نوکلئی ــورز اس ــود. الکتروف ــن می ش تعیی
ــه  ــی ک ــاز دارد، در حال ــازی نی ــرای جداس ــر و ژل ب ــت باف ثاب
نمونه هــای پروتئینــی بــه سیســتم بافــر ناپیوســته نیــاز دارنــد 
)21 ،18(. سیســتم های ناپیوســته از دو ژل اســتفاده می کننــد 
کــه بــه ترتیــب شــامل یــک ژل انباشــته20 بــا منافــذ بزرگتــر 
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بــالای ژل حــل کننــده یــا جــدا کننــده21 بــا منافــذ کوچکتــر 
ــای  ــز نمونه ه ــور تمرک ــته به منظ ــتم های ناپیوس ــت. سیس اس
ــده اند.  ــی ش ــا طراح ــک پروتئین ه ــازۀ تفکی ــی و اج پروتئین
ــزرگ در ژل انباشــته  در ابتــدا، پروتئین هــا از طریــق منافــذ ب
ــه ژل حــل  ــی کــه ب ــا زمان ــد ت ــه ســرعت مهاجــرت می کنن ب
ــرت  ــن ژل، مهاج ــر ای ــذ کوچکت ــدازۀ مناف ــند. ان ــده برس کنن
ــا  ــود پروتئین ه ــث می ش ــد، و باع ــد می کن ــا را کن پروتئین ه
بــه هــم بپیوندنــد و در نوارهــای مســتقیم قــرار گیرنــد )18(. 
ــا،  اصــل دوم در مهاجــرت الکتروفورتیــک یون هــا و پروتئین ه
از یــک محلــول بــا PH مشــخص اســتفاده می کنــد. یون هــای 
ــری برخــوردار هســتند  ــد موجــود در ژل از تحــرك بالات کلری
ــای  ــه پروتئین ه ــبت ب ــتری نس ــرعت بیش ــا س ــن ب و بنابرای
دناتــوره مهاجــرت می کننــد و یــک مــرز یونــی را ایجــاد 
 ،)6.8 PH( Tris-HCl در داخــل ژل انباشــته .)می کننــد )18
ــل  ــه دلی ــینات22 ب ــای گلیس ــه دار از یون ه ــرز دنبال ــک م ی
ــد )22(.  ــکیل می دهن ــن را تش ــرك در PH پایی ــش تح کاه
ــد  ــرار می گیرن ــی ق ــرز یون ــن دو م ــا بی ــت، پروتئین ه در نهای
ــد، در  ــرار می دهن ــز ق ــلًا متمرک ــای کام ــه را در بانده و نمون
ــر  ــذ کوچکت ــاوی مناف ــدۀ ح ــل کنن ــه ژل ح ــا ب ــه آنه نتیج
ــا توجــه  ــا را ب ــد حرکــت پروتئین ه ــد و رون مهاجــرت می کنن
ــور  ــه ط ــده ب ــل کنن ــد. ژل ح ــد می کنن ــا، کن ــدازۀ آنه ــه ان ب
معمــول در PH 8.8 تشــکیل می شــوند. ایــن PH بالاتــر باعــث 
یونیــزه شــدن گلیســینات انتهایــی و افزایــش تحــرك آن 
ــه دلیــل رابطــۀ  ــه طــور کلــی، الکتروفــورز ب می شــود )18(. ب
ــاژ  ــک ولت ــتفاده از ی ــا اس ــاژ، ب ــن و ولت ــال پروتئی خطــی انتق
ــان ثابــت انجــام می شــود. از آنجــا کــه  ــه یــک جری ثابــت و ن
ــان  ــک جری ــت، ی ــته اس ــت وابس ــاژ و مقاوم ــه ولت ــان ب جری
ثابــت مهاجــرت پروتئیــن را کنتــرل نمی کنــد زیــرا تغییــرات 
در مقاومــت )به عنــوان مثــال، گــرم شــدن بافــر( باعــث نوســان 
ــه  ــورز معمــولاً ب ــه دســتگاه، الکتروف ــاژ می شــود. بســته ب ولت
ــا ولتــاژ ثابــت 200 ولــت انجــام می شــود  مــدت 60 دقیقــه ب
ــا  ــد. ب ــاد کن ــا ایج ــب از پروتئین ه ــازی مناس ــک جداس ــا ی ت
ایــن حــال، ممکــن اســت زمــان کمتــری بــرای پروتئین هــای 

ــا وزن مولکولــی کوچکتــر مــورد نیــاز باشــد.  ب
ت- انتقال

پــس از جداســازی، پروتئین هــا بــه صــورت الکتروفورتیــک بــه 
غشــایی منتقــل می شــوند )الکتروبلاتینــگ(، تــا پروتئین هــای 
ــا  ــی حرکــت شــوند و امــکان اقدامــات بعــدی ب جــدا شــده ب
ــه  ــتری در مقایس ــداری بیش ــود و پای ــم ش ــا فراه آنتی بادی ه
 ،PAGE بــا ژل هــا ایجــاد شــود )4(. بــا اســتفاده از همــان اصــل
پروتئین هــای دارای بــار منفــی در ژل هنــگام اســتفاده از 
ــک  ــه ور در ی ــه غوط ــی ک ــی در حال ــی جانب ــان الکتریک جری
محلــول بافــر شــده اســت، بــه داخــل غشــا منتقــل می شــوند 
قــرار  بــر روی ژل  )انتقــال مرطــوب23(. غشــا مســتقیماً 

ــه ای  ــری آین ــه تصوی ــان حاصــل شــود ک ــا اطمین ــرد ت می گی
از پروتئین هــا منتقــل می شــود. پروتئین هــا معمــولاً بــه 
غشــاهای نیتروســلولز24 یــا پلــی وینیلیــدن دی فلوئــور 
ــاهای  ــه غش ــا ک ــوند )4-3(. از آنج ــل می ش PVDF(25( منتق

ــای  ــتفاده در انتقال ه ــرای اس ــتند، ب ــز نیس ــلولز آبگری نیتروس
ــوند.  ــه می ش ــی هیدرات ــه راحت ــک ب ــه خش ــا نیم ــوب ی مرط
ــا ایــن حــال، غشــای نیتروســلولز می توانــد شــکننده باشــد،  ب
ــری26 و  ــگ گی ــج رن ــول و رای ــای معم ــرای روش ه ــذا ب و ل
آزمایــش مجــدد27 پروتئین هــای جایگزیــن )دیگــر( نامناســب 
ــکان  ــر، ام ــا دوام ت ــز و ب ــاهای PVDF آبگری ــد غش ــت. تولی اس
از  زیــرا  می کنــد،  فراهــم  را  مجــدد  کاوش  و  رنگ گیــری 
ــاهای  ــتند )23(. غش ــر هس ــر و قوی ت ــی اث ــیمیایی ب ــر ش نظ
PVDF پروتئین هــا را از طریــق فعــل و انفعــالات آبگریــز 

ــر بیشــتری  ــه اتصــال مقادی ــادر ب ــد )24( و ق متصــل می کنن
پروتئیــن )150 میکروگــرم بــر ســانتی متر مربــع( نســبت بــه 
ســایر بســترها هســتند )25(. اگرچــه ممکــن اســت اســتفاده 
از غشــاهای PVDF در گرفتــن مقادیــر بیشــتری پروتئیــن 
ســودمند باشــد، امــا احتمــال وقــوع فعــل و انفعــالات غشــا- 
آنتی بــادی بیشــتر اســت، و هنــگام آشکارســازی لکه هــا 
نتیجــه  در  می شــود،  ایجــاد  بالاتــری28  پس زمینه هــای 
ــد  ــش می یاب ــل افزای ــوی کام ــل شستش ــام مراح ــت انج اهمی
)9(. ماهیــت آبگریــز غشــاهای PVDF نیــاز بــه یــک خیســاندن 
اولیــه در متانــول دارد تــا اجــازه نفــوذ بافــر و اتصــال پروتئین ها 
را بدهــد )26(. همچنیــن توجــه بــه ایــن نکتــه ضــروری اســت 
ــا  ــه غشــاهای PVDF ممکــن اســت ب ــن ب ــال پروتئی ــه انتق ک
غلظــت زیــاد SDS مهــار شــود، بنابرایــن قبــل از انتقــال ژل هــا 
بایــد کامــلًا در آب مقطــر شســته شــوند )به عنــوان مثــال ، 2 
دقیقــه بــرای ژل هــای نــازك( و ســپس در بافــر انتقــال )مثــلًا 
5 دقیقــه( قــرار داده می شــود تــا مقــدار SDS اضافــی از بیــن 
بــرود )27(. روش هــای انتقــال متنــوع هســتند. انتقــال ســنتی 
ــای  ــت، پده ــک کاس ــاوب ی ــای متن ــامل لایه ه ــوب ش مرط
ــاب  ــای انتخ ــد، غش ــلات، ژل پلی آکریل آمی ــذ ب ــی، کاغ الیاف
ــاندویچ  ــه صــورت س ــی ب ــای الیاف ــلات و پده ــذ ب شــده، کاغ
ــد و کاتــد درون یــک مخــزن انتقــال  اســت و ســپس بیــن آن
غوطــه ور اســت )28 ،3(. مــدت زمــان انتقــال بــه انــدازۀ 
پروتئیــن )هــای( مــورد نظــر بســتگی دارد. اگــر مــدت زمــان 
انتقــال کــم باشــد منجــر بــه ضعــف ســیگنال یــا عــدم نمایــش 
ــن در  ــی پروتئی ــل توجه ــدار قاب ــرا مق ــود، زی ــیگنال می ش س
ژل باقــی می مانــد. برعکــس، اگــر مــدت زمــان انتقــال بیــش 
از حــد طولانــی باشــد باعــث عبــور پروتئین هــا از ژل و غشــا 
ــا  ــد. ب ــاد می کن ــی ایج ــیگنال ضعیف ــه س ــود و در نتیج می ش
ــا  ــه ب ــی در مقایس ــور کل ــه ط ــاهای PVDF ب ــال، غش ــن ح ای
نیتروســلولز منافــذ کوچکتــری دارنــد و باعــث کاهــش میــزان 
ــی  ــکان ارزیاب ــزی ژل ام ــود. رنگ آمی ــوری می ش ــن عب پروتئی
کارایــی انتقــال را از طریــق تصویرســازی پروتئیــن باقیمانــده 

21 Resolving or Separating Gel
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23 Wet Transfer
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27 Re-probing
28 Higher Backgrounds

 [
 D

O
I:

 1
0.

61
18

6/
sh

ef
a.

10
.2

.1
33

 ]
 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

32
21

88
7.

14
01

.1
0.

2.
2.

8 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 s

he
fa

ye
kh

at
am

.ir
 o

n 
20

25
-0

7-
04

 ]
 

                             5 / 16

http://dx.doi.org/10.61186/shefa.10.2.133
https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.23221887.1401.10.2.2.8
https://shefayekhatam.ir/article-1-2241-fa.html


دوره دهم، شماره دوم، بهار 1401

138138

لکه هــای  از  اســتفاده   ، مثــال  )به عنــوان  ژل  داخــل  در 
ــم  ــه( فراه ــدون لک ــای ب ــا ژل ه Coomassie/ silver/ Ponceau ی

می کنــد )29(. ســایر تکنیک هــای انتقــال ماننــد انتقــال 
ــرا  ــد زی ــرار می گیرن ــورد اســتفاده ق ــب م نیمــه خشــک29 اغل
زمانــی  یــا محدودیت هــای  فــردی  نیازهــای  بــه  بســته 
ــاعت(  ــک س ــدود ی ــریعتری )ح ــال س ــان انتق ــد زم می توانن
ــی  ــز کارای ــال نی ــر انتق ــب باف ــد )30(. ترکی ــم آورن را فراه
ــی  ــای دارای وزن مولکول ــرای پروتئین ه ــژه ب ــال را به وی انتق
ــال  ــای انتق ــی، محلول ه ــور کل ــه ط ــد. ب ــن می کن ــالا تعیی ب
ــراه  ــه هم ــس ب ــس- بی ــاوی تری ــوب دارای PH 8.3 و ح مرط
گلیســین هســتند )28(. توجــه بــه ایــن نکتــه مهــم اســت کــه 
ــا  ــیدی ی ــای اس ــزودن محلول ه ــق اف ــد از طری ــر نبای PH باف

پایــه ای تنظیــم شــود، زیــرا ایــن امــر منجــر بــه هدایــت بالاتــر 
ــای  ــن دم ــود، بنابرای ــون می ش ــم ی ــش حج ــق افزای از طری
محلــول افزایــش می یابــد و احتمــال تداخــل پــس زمینــه و یــا 
انتقــال ناکارآمــد افزایــش می یابــد. ایــن بافرهــا ممکــن اســت 
بــه دلیــل جریــان زیــاد و تغییــر شــکل غشــا، بــرای جلوگیــری 
ــول در  ــا بلوك هــای یــخ ســرد شــوند. از متان از گــرم شــدن ب
بافرهــای اصلــی انتقــال اســتفاده می شــود، زیــرا باعــث افزایش 
توانایــی غشــاها در اتصــال پروتئین هــا و جلوگیــری از تــورم ژل 
ــن  ــول در ای ــدن متان ــن حــال، گنجان ــا ای می شــود )28 ،3(. ب
بافرهــا ممکــن اســت باعــث کاهــش انتقــال پروتئین هــای بــا 
وزن مولکولــی بزرگتــر )< 100 کیلــو دالتــون( شــود زیــرا اندازه 
ــه  ــن توصی ــد، بنابرای ــش می ده ــا را کاه ــل ژل ه ــذ داخ مناف
ــول را  ــر، متان ــای بزرگت ــش پروتئین ه ــگام آزمای ــود هن می ش
حــذف کنیــد )24(. نکتــه حائــز اهمیــت در ایــن مرحلــه ایــن 
اســت کــه بارگــذاری نابرابــر نمونه هــا ممکــن اســت به عنــوان 
تفاوت هــای محســوس در شــدت بانــد )هــای( پروتئیــن/ خــط 
ــن  ــت ممک ــن حال ــود. در ای ــش داده ش ــدد نمای ــای( متع )ه
اســت تنــوع بــه دلیــل نابرابــر بــودن مقــدار پروتئیــن نمونــه، 
و یــا ناشــی از غلظت هــای مختلــف نمونــه و یــا اشــتباهات در 
ــد  ــن بای ــری شــده باشــد. غلظــت پروتئی ــه بارگی حجــم نمون
ــن  ــا ای ــا مشــخص شــود آی ــه و تحلیــل شــود ت مجــدداً تجزی
اتفــاق افتــاده اســت یــا خیــر. بــدون انتقــال کارآمــد و کامــل 
ــه  ــق ب ــل دقی ــه و تحلی ــازی و تجزی ــی س ــا، کم پروتئین ه

ــد.  ــر می افت خط
ث- بلاكینگ

ــام  ــرای انج ــل ب ــاده ترین مراح ــی از س ــگ یک ــه بلاکین اگرچ
ــرا  ــت، زی ــم اس ــیار مه ــدی بس ــا فراین ــت، ام ــد WB اس فرآین
غشــا  بــه  آنتی بــادی  غیراختصاصــی  اتصــال  از  می توانــد 
ــرای اتصــال  جلوگیــری کنــد )31(. از آنجــا کــه میــل غشــا ب
ــگ  ــاد اســت، بلاکین ــا زی ــا و در نتیجــه آنتی بادی ه پروتئین ه
پــس زمینــه را کاهــش می دهــد. بــرای ایــن مرحلــه از پروتــکل 
ممکــن اســت محلول هــای مختلفــی اســتفاده شــود کــه 

هرکــدام مزایــا و محدودیت هــای خــاص خــود را دارنــد. شــیر 
 20-Tris Buffer Saline Tweenخشــک شــده بــدون چربــی کــه در
)TBST( رقیــق شــده اســت ارزان و بــه طــور گســترده در 

دســترس اســت و اغلــب مــورد اســتفاده قــرار می گیــرد. 
ــرای  ــگ ب ــرایط بلاکین ــۀ ش ــه هم ــا ک ــال، از آنج ــن ح ــا ای ب
همــۀ پروتئین هــای هــدف مناســب نیســت، تأییــد و آزمایــش 
ــود  ــه می ش ــه توصی ــر همیش ــورد نظ ــن م ــر پروتئی ــرای ه ب
)32(. فقــط انتخــاب عامــل بلاکینــگ نیســت کــه مــی توانــد 
ــگ و در  ــادۀ بلاکین ــم م ــذارد. حج ــر بگ ــج WB تأثی ــر نتای ب
واقــع دورۀ انکوباســیون بــرای بلاکینــگ )کــه ممکــن اســت از 
یــک ســاعت تــا یــک شــب تغییــر کنــد( نیــز عوامــل مهمــی 
هســتند )33(. عامــل بلاکینــگ بــا غلظــت کــم یــا مــدت زمان 
ــی  ــال غیراختصاص ــال اتص ــاه، احتم ــی کوت ــیون خیل انکوباس
ــا  ــه غش ــل ب ــای متص ــه پروتئین ه ــه )Ab( ب ــادی اولی آنتی ب
ــۀ  ــس زمین ــه پ ــر ب ــد منج ــه می توان ــد ک ــش می ده را افزای
ــه نویــز شــود.  ــا کاهــش نســبت ســیگنال ب بیــش از حــد و ی
ــی و/  ــد طولان ــش از ح ــیون بی ــک دورۀ انکوباس ــس، ی برعک
ــا اســتفاده از عامــل بلاکینــگ بیــش از حــد ممکــن اســت  ی
و  کنــد،  قطــع  را  آنتی بــادی  و  آنتــی ژن  فعل وانفعــالات 
همچنیــن باعــث کاهــش نســبت ســیگنال بــه نویــز می شــود 
بــرای  انکوباســیون  اکثــر عوامــل بلاکینــگ،  )9(. ماننــد 
مــدت زمــان بیــش از 1/5 ســاعت منجــر بــه کاهــش قــدرت 
ــا مــدت زمــان 30 دقیقــه  ــز(، و ب ــه نوی ســیگنال )ســیگنال ب
یــا کمتــر منجــر بــه پــس زمینه هــای غیــر قابــل قبــول بــالا 
ــه  ــا، بهینه ســازی اولی ــۀ م ــه تجرب ــن، ب می شــود )33(. بنابرای
ــا اســتفاده از محلــول شــیر 5 درصــد در TBST بــه مــدت 1  ب
ســاعت انجــام می شــود، و ســپس ســطح پــس زمینــه ارزیابــی 
می شــود و متعاقبــاً غلظــت/ عامــل بلاکینــگ تغییــر می کنــد. 
 WB هیــچ عامــل بلاکینــگ منفــردی بــرای هــر روش ســنجش
ایــده آل نیســت زیــرا هــر جفــت شــدن آنتــی ژن و آنتی بــادی 
ــتراتژی  ــه، اس ــردی دارد. در نتیج ــه ف ــای منحصــر ب ویژگی ه
بلاکینــگ انتخــاب شــده بایــد بــا توجــه بــه ملاحظــات فــوق، 

ــرای هــر برنامــۀ خــاص بهینــه شــود.  ب
چ- آنتی بادی اولیه

اصــل WB تشــخیص پروتئین هــا از طریــق اتصــال و شناســایی 
آنتی بادی هــا )Ab( بــه یــک یــا چنــد هــدف اســت. ایــن فعــل 
ــی ژن  ــی از آنت ــن بخش ــی بی ــیار اختصاص ــد بس ــال بای و انفع
شناســایی  مکان هــای  و  اپی تــوپ  نــام  بــه  )پروتئیــن( 
 )Fab( ــۀ ــی ژن منطق ــال آنت ــۀ اتص ــود در منطق ــاص موج خ
ــوپ باشــد )34(. ویژگــی و عملکــرد  ــام پارات ــه ن ــادی ب آنتی ب
آنتی بــادی اولیــه نیــز بــه مونوکلونــال )mAb( یــا پلــی کلونــال 
ــک  ــه ی ــط ب ــال فق ــادی مونوکلون ــتگی دارد. آنتی ب )pAb( بس
ــال  ــه پلی کلون ــود در حالیک ــی ژن وصــل می ش ــوپ از آنت اپی ت
آنتی بــادی می توانــد بــه چندیــن اپی تــوپ وصــل شــود 

29 Semi-Dry Transfer
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)35(. بــا ایــن حــال، بــه دلیــل احتمــال بیشــتر اتصــال 
ــر  ــه خط ــز ب ــت آن را نی ــد اختصاصی ــی، می توان غیراختصاص
انــدازد )24(. در مقابــل، مونوکلونــال آنتی بــادی اتصــال بســیار 
ــوپ خــاص و شــناخته  ــک اپی ت ــه ی ــداوم و اختصاصــی را ب م
ــژاد  ــک ن ــا از ی ــرا آنه ــد، زی ــه می ده ــی ژن ارائ ــده روی آنت ش
ســلول تولیــد می شــوند، و در برابــر یــک اپی تــوپ خــاص بــه 

وجــود می آینــد )35 ،24(. 
ح- آنتی بادی ثانويه 

ــرای تشــخیص غیرمســتقیم آنتــی ژن  ــه ب آنتی بادی هــای ثانوی
ــاز اســت.  ــورد نی ــه م ــادی اولی ــه آنتی ب ــورد نظــر متصــل ب م
بــه طــور معمــول آنتی بــادی اولیــه بــرای شناســایی بــه یــک 
ــه  ــود(، در نتیج ــت نمی ش ــود )جف ــل نمی ش ــب متص برچس
نیــاز بــه آنتی بــادی ثانویــه )به عنــوان مثــالHRP30، یــا 
 )Fc( 32قابــل اتصــال بــه قطعــۀ متبلــور )فلوروفورهــای خــاص31
آنتی بــادی اولیــه، اجــازه شناســایی بعــدی توســط دوربیــن یــا 
ــتفاده از  ــم اس ــۀ مه ــد. جنب ــرداری را می ده ــتگاه تصویرب دس
ــل شناســایی  ــت ســیگنال قاب ــی تقوی ــه توانای ــادی ثانوی آنتی ب
اســت، زیــرا آنتی بادی هــای ثانویــۀ متعــدد می توانــد بــه 
ــخیص  ــن تش ــود، بنابرای ــل ش ــد متص ــۀ واح ــادی اولی آنتی ب
ــاب  ــد. انتخ ــت می کن ــم را تقوی ــی ک ــا فراوان ــای ب پروتئین ه
ــه  ــادی اولی ــپ آنتی ب ــه ایزوتای ــدا ب ــه در ابت ــادی ثانوی آنتی ب
ــتگی دارد  ــده بس ــرورش داده ش ــوان پ ــدام حی ــه در ک و اینک

 .)35(
خ- ظهور

ــای  ــد ســایر روش ه ــرای WB همانن ــی تشــخیص ب اصــول کل
ــدۀ  ــذب کنن ــد روش ج ــت، مانن ــادی اس ــر آنتی ب ــی ب مبتن
ــور  ــه ط ــت )36(. ب ــمELISA( 33( اس ــه آنزی ــل ب ــی متص ایمن
ــورده  ــب خ ــۀ برچس ــک مولف ــه ی ــه ب ــادی ثانوی ــی، آنتی ب کل
ــا آنزیمــی  ــور( ی ــا فلوروف ــوپ ی ــو ایزوت ــال، رادی ــوان مث )به عن
کــه اجــازۀ تشــخیص بعــدی را دارد، متصــل می شــود. از نظــر 
تاریخــی، ایــن مولفــه یــک ایزوتــوپ رادیواکتیــو یــا آنزیمــی در 
ــود امــا امــروزه معمــولا یــک آنزیــم  معــرض فیلــم اشــعه X ب
یــا یــک فلوروفــور اســت کــه توســط دوربیــن تشــخیص داده 
مــی شــود )38-37(. دو آنزیمــی کــه معمــولاً مــورد اســتفاده 
قــرار می گیــرد آلکالــن فســفاتازAP( 34( و HRP اســت )40 
،39(. از هــر دو روش AP و HRP می تــوان بــرای تشــخیص 
ــرد. لازم  ــتفاده ک ــیمیایی 36 اس ــی ش ــا نورتاب ــنجی35 ی رنگ س
بــه یــادآوری اســت کــه هنــگام اســتفاده از HRP، آزیــد 
ســدیم37 ایــن آنزیــم را مهــار می کنــد، بنابرایــن محلول هایــی 
ــتفاده  ــور اس ــگ و ظه ــرای بلاتین ــه ب ــی ک ــد محلول های مانن
ــاها  ــا غش ــند، ی ــدیم باش ــد س ــاوی آزی ــد ح ــوند، نبای می ش
بایــد بــه انــدازۀ کافــی قبــل از قــرار گرفتــن در معــرض آنزیــم 

مــورد شستشــو قــرار بگیرنــد. در تشــخیص رنگ ســنجی، 
 HRP )38ــن ــال ، 3،3'-دیامینوبنزیدی ــوان مث ــک بســتر )به عن ی
ــد  ــوه ای تولی ــول قه ــک محصــول نامحل ــود و ی اکســید می ش
ــا اســتفاده  ــا اســکن لکــه ب ــوان ب ــد )41(. ســپس می ت می کن
از یــک تصویــر ســاز اختصاصــی یــا یــک اســکنر اداری 
ــه و تحلیــل شــدت  ــه دســت آورد و تجزی ــر را ب ســنتی تصوی
ــترس  ــگان و در دس ــای رای ــتفاده از نرم افزاره ــا اس ــد را ب بان
ــب اساســی  ــک عی ــرد. ی ــد NIH Image ،کمــی ســازی ک مانن
ــن اســت کــه واکنــش شــیمیایی  ــن شــکل از تشــخیص ای ای
ــازی، لازم  ــی س ــل از کم ــن، قب ــود و بنابرای ــف ش ــد متوق بای
اســت شــرایط واکنــش بهینــه )زمــان واکنــش ، دمــا و غیــره( 
 HRP مشــخص شــود. بــا ظهــور نورتابــی شــیمیایی، لومینــول
در حضــور پراکســید هیــدروژن39 اکســید می شــود و تولیــد 3 
ــر  ــر منتش ــور را در 425 نانومت ــه ن ــالات40 می کند،ک آمینوفت
ــه  ــس از 5-3 دقیق ــیمیایی41 پ ــۀ ش ــک لک ــد )40(. ی می کن
انکوباســیون بــا بســتر بــه صــورت بهینــه تصویربــرداری 
می شــود و ممکــن اســت چندیــن ســاعت یــک ســیگنال تولید 
کنــد )42(. یــک مزیــت اساســی ایــن شــکل از تشــخیص ایــن 
ــو داده  ــرر شستش ــور مک ــه ط ــوان ب ــه را می ت ــه لک ــت ک اس
ــرض  ــا در مع ــرار داد ت ــیفراز43 ق ــتر42 و لوس ــرض بس و در مع
نوردهــی )ظهــور مجــدد( قــرار گیــرد، کــه بــرای بهینه ســازی 
پارامترهــای تشــخیص مفیــد اســت. بنابرایــن اطمینــان حاصل 
می شــود کــه لکــه بــه مــدت مــورد نیــاز مــورد نوردهــی قــرار 
گرفتــه باشــد. بــا ایــن حــال، یــک نقطــه ضعــف احتمالــی ایــن 
ــرد، ســپس  ــرار گی ــم ق ــرض فیل ــد در مع ــه بای ــه لک اســت ک
ــرار  ــا در سیســتم تشــخیص تخصصــی ق ــد، ی ــد ظهــور یاب بای
ــداری  ــت. نگه ــن روش اس ــن و دقیق تری ــه رایج تری ــرد ک گی
مناســب و مــدت زمــان بافرهــا، بســترها، محلول هــای متوقــف 
ــه همیــن ترتیــب در  ــد ب ــده و محلول هــای لوســیفراز بای کنن
نظــر گرفتــه شــود زیــرا فســاد و/ یــا آلودگــی هــر یــک از ایــن 
مــوارد می توانــد بــر روی هــر یــک از مراحــل تأثیــر بگــذارد و 
بــه طــور بالقــوه از شناســایی جلوگیــری می کنــد و یــا منجــر 
بــه ســیگنال های بــا زمینــه بســیار بــالا شــود. همچنیــن مهــم 
ــده  ــداری ش ــتی نگه ــه درس ــه ب ــادی ثانوی ــه آنتی ب ــت ک اس
باشــد )80 − ، 20- ، 4 درجــۀ ســانتیگراد( و معقولانــه اســت 
ــب  ــان تخری ــت زم ــا گذش ــا ب ــرا آنزیم ه ــد، زی ــازه باش ــه ت ک
ــت  ــن اس ــود، ممک ــداری ش ــتی نگه ــه درس ــر ب ــوند. اگ می ش
ــد )43(.  ــر بمانن ــال دوام پذی ــن س ــرای چندی ــا ب آنتی بادی ه
ــداری  ــدت نگه ــده م ــد کنن ــرکت های تولی ــال، ش ــن ح ــا ای ب
را بــرای تقریبــاً یــک ســال توصیــه می کننــد زیــرا نگهــداری 

ــد. ــی آن می کاه ــدت از اثربخش ــی م طولان
روش انجام وسترن بلاتینگ

مواد مورد نیاز برای اجرای پروتکل وسترن بلات
ــلات در  ــترن ب ــکل وس ــرای پروت ــرای اج ــاز ب ــورد نی ــواد م م

30 Horseradish Peroxidase
31 Specific Fluorophores
32 Fragment Crystallizable (Fc)
33 Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
34 Alkaline Phosphatase
35 Colorimetric
36 Chemiluminescent

37 sodium azide
38 3,3′-diaminobenzidine
39 hydrogen peroxide
40 3 -aminophthalate
41 chemiluminescent
42 Substrate
43 Luciferase
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جــداول 1 تــا 12 بیــان شــده اســت. لازم بــه ذکــر اســت شــیوۀ 
آماده ســازی مــواد بــا جزییــات کامــل در فایــل ضمیمــه44 بیان 
ــل  ــه تفصی ــکل ب ــرای پروت ــیوۀ اج ــه ش ــت. در ادام ــده اس ش

بیــان شــده اســت. 
الف- استخراج پروتئین ها

در ایــن مرحلــه بافــت را وزن کــرده و یــا ســلول ها را شــمارش 
نماییــد و هضــم مکانیکــي یــا شــیمیایی را انجــام دهید. ســپس 
ــدۀ  ــار کنن ــد و مه ــه کنی ــز45 را )1x ,RIPA( اضاف ــر لایزی باف
ــزوده  ــدول 1( اف ــد RIPA )ج ــدود 10 درص ــاز46 در ح پروتئ
ــالا را ورتکــس کــرده و  شــود. ســپس میکروتیــوب محتــوي ب
ســانترفیوژ بــه مــدت 15 دقیقــه و دور rPM 12000 در دمــای 
4 درجــه انجــام شــود. در پایــان محلــول رویــي برداشــته شــود 

و در 80- بــراي طولانــي مــدت نگهــداری شــود.
ب- سنجش غلظت پروتئین

در ابتــدا حجــم مشــخصی از محلــول پروتئیــن بــه دســت آمده 
)50-1 میکرولیتــر( در مرحلــۀ قبــل را بــا مقــدار مشــخصی آب 
اســتریل تزریقــي رقیــق نماییــد. ســپس بــرای ســنجش غلظت 

ــول  ــر و محل ــرم/ میلي لیت ــن اســتاندارد BSA 1 میلي گ پروتئی
ــت 96  ــه از پلی ــپس در 10 خان ــد. س ــاده کنی ــورد را آم برادف
خانــه محلــول BSA را بــه ترتیــب از خانــۀ اول تــا دهــم رقیــق 
نمــوده و در خانه هــای ردیــف بعــدی نمونه هــا را منتقــل 
کنیــد در ایــن مرحلــه توجــه نماییــد کــه میــزان کلــی در هــر 
ــر(  ــال 50 میکرولیت ــه  طــور مث ــری )ب ــدار براب ــد مق ــه بای خان
باشــد. ســپس در تاریکــی مقــدار 200 لانــدا محلــول برادفــورد 
ــه  ــا( دارای نمون ــۀ خانه ه ــده را در هم ــاده ش ــدول 2( آم )ج
و دارای BSA( مي ریزیــم. در پایــان جــذب نمونه هــا را بــا 
ــر  ــد )تصوی ــوج 630 بخوانی ــول م ــدر در ط ــزا ری ــتگاه الی دس
2(. مقــدار غلظــت بــه دســت آمــده در مرحلــۀ قبــل را بــرای 
ــرای  ــن 30-70( ب ــر )بی ــورد نظ ــن م ــت پروتئی ــدار غلظ مق

بارگــذاری در هــر چاهــک ژل محاســبه نماییــد
پ- الکتروفورز

ــالا47 و ژل پاییــن48.  در ایــن مرحلــه دو ژل وجــود دارد : ژل ب
در ابتــدا بافــر ژل پاییــن و بافــر ژل بــالا طبــق جــدول 3 و 4 
تهیــه می شــود، و در نهایــت بــه ترتیــب ژل پاییــن و ژل بــالا 

ــود. ــذاری می ش ــه و بارگ تهی

RIPA 1x جدول 1- اجزای محلول

جدول 2- اجزای محلول برادفورد

تصوير 2- تعیین غلظت پروتئین با استفاده از محلول برادفورد

44 Supplementary
45 Lysis Buffers
46 Protease Inhibitors
47 Stacking gel
48 Resolving or Separating gel [
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ژل پايین 

ــک شیشــۀ  ــم و ی ــک شیشــۀ ضخی دســتگاه وســترن دارای ی
ــرار می گیرنــد )تصویــر  ــر روی هــم ق ــه ب ــت ک نــازك اس
3-الــف(. ابتــدا شیشــه هاي ضخیــم و نــازك را بــا الــکل تمیــز 
نمــوده و آنهــا را در کاســت ســبز رنــگ قــرار دهیــد )تصویــر 
3-ب و ج( و کاســت ســبز رنــگ را در جایــگاه مخصــوص خــود 
ــه ژل از  ــرای اینک ــد ب ــر 3-د(. توجــه کنی ــد )تصوی ــرار دهی ق
ــل  ــلًا در مح ــت کام ــد کاس ــود بای ــارج نش ــه خ ــن شیش پایی
خــود قــرار گیــرد. در ایــن حالــت شیشــه ها کامــلًا بــه اســفنج 

ــق  ــن طب ــازی ژل پایی ــس از آماده س ــبند. پ ــن می چس زیری
ــریعاً  ــه و س ــه TEMED را اضاف ــن مرحل ــدول 5، در آخری ج
ــال ژل  ــان انتق ــد.  در زم ــل نمایی ــه منتق ــن دو شیش ــه بی ب
بایســتی دقــت شــود تــا حبــاب ایجــاد نگــردد. در پایــان روي 
ژل الــکل ایزوپروپانــول ریختــه و بــه مــدت 45 دقیقــه زمــان 
دهیــد. پــس از پایــان زمــان الــکل را خــارج کــرده تــا ژل بــالا 

بارگــذاری گــردد.
ژل بالا

ژل بــالا را طبــق جــدول 6 تهیــه کنیــد. در ایــن مرحلــه نیــز 

جدول 3- اجزای بافر ژل بالا

جدول 4- اجزای بافر ژل پایین

جدول 5- اجزای ژل پایین )12/5 درصد(

ــبز  ــت س ــم؛ ب( کاس ــازك و ضخی ــه های ن ــف( شیش ــر 3- ال تصوي
ــری  ــوۀ قرارگی ــت د( نح ــه ها در کاس ــری شیش ــوه قرارگی ــگ؛ ج( نح رن
ــن دو شیشــه. ــرای جایگــذاری ژل بی ــگاه مخصــوص ب کاســت ها در جای

جدول 6- اجزای ژل بالا )5 درصد(
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TEMED را در آخریــن مرحلــه اضافــه کــرده و ژل را بیــن دو 
شیشــه منتقــل نماییــد. ســپس شــانه را قــرار داده و بــه مــدت 

20-15 دقیقــه زمــان دهیــد تــا ژل ســفت شود.شــود
ت- تهیه پروتئین براي لود در ژل

ــن ــر پروتئی ــدار 100-10 میکرولیت ــد مق ــه بای ــن مرحل  در ای
ــه صــورت ــن منظــور ب ــذاری شــود. بدی ــر چاهــک بارگ  در ه
3x1 و  پروتئیــن   x( لودینــگ  بافــر   Laemmli buffer 4x،) 
نظــر مــورد  حجــم  بــه  و  کــرده  آمــاده  را   پروتئین هــا 
ــر روی ــه ب ــرای 10-5 دقیق ــا را ب ــپس نمونه ه ــانید. س  برس
ــد از آن ــرارت داده و بع ــه ح ــت در 100-95 درج ــات پلی  ه
 میکروتیوب هــا را در حــد چنــد ثانیــه ورتکــس کنیــد و آنهــا
ــورد ــواد م ــد. م ــرار دهی ــخ ق ــذاری روی ی ــان بارگ ــا زم  را ت
ــر در جــدول 7 آورده شــده اســت. ــن باف ــرای تهیــه ای ــاز ب نی

ث- انتقال به تانك الکتروفورز
در ابتــدا میکروتیوب هــا را روي یــخ گذاشــته و تانــک را آمــاده 
نماییــد. شیشــه ها را از داخــل گیره هــا درآورده و داخــل 
دســتگاه الکتروفــورز قــرار دهیــد. در ایــن مرحلــه توجــه نمایید 
ــه رنــگ روی دســتگاه الکترودهــا و گیــره در  ــا توجــه ب کــه ب
ــر  ــک را از باف ــپس تان ــرد. س ــرار گی ــود ق ــب خ ــل مناس مح

ــر  ــازی باف ــرای آماده س ــواد لازم ب ــد. م ــر نمایی ــورز پ الکتروف
ــانه ها  ــورز در جــدول 8 آورده شــده اســت. ســپس ش الکتروف
را بــه آرامــي برداشــته و بعــد از اتمــام 5 دقیقــه حــرارت دادن 
ــر  ــد )تصوی ــذاری نمایی ــک بارگ ــا را در چاه ــا، نمونه ه نمونه ه
ــه  ــا ب ــر نمونه ه ــت بهت ــرای هدای ــه ب ــن مرحل ــف(. در ای 4 -ال
ــتفاده  ــز اس ــگ نی ــی رن ــد نارنج ــوان از گای ــا می ت چاهک ه
کــرد )تصویــر 4 - ب(. در چاهــک اول بــه طــور معمــول لــدر49 
بارگــذاری می شــود )تصویــر 4 -الــف(. بعــد از بارگــذاری 
ــد. دســتگاه را روشــن  ــرار دهی ــا درب دســتگاه را ق پروتئین ه
ــان )30-150 ( را  ــت( و زم ــان )100-200 ول ــوده و جری نم
تنظیــم نمــوده و ران نماییــد )تصویــر 4 -ج(. در ایــن مرحلــه 
پروتئین هــا از قطــب منفــی بــه ســمت قطــب مثبــت حرکــت 
ــا  ــم ت ــت بیشــتری بدهی ــد وق ــاز بای ــد. در صــورت نی می کنن
پروتئین هــا کامــلًا بــه انتهــای ژل برســند. در پایــان دســتگاه 
را خامــوش کــرده و شیشــه را بیــرون آورده، دو شیشــه را 
ــرون  ــد ژل را بی ــا بتوانی ــرده ت ــدا ک ــوص ج ــا کاردك مخص ب
ــه محلــول وســترن  ــر 4 - د( و ســپس ژل را ب بیاوریــد )تصوی
منتقــل نماییــد. توجــه شــود کــه ژل هــا بــه هیــچ وجه خشــک 
نمانــد. مــواد لازم بــرای آماده ســازی بافــر وســترن در جــدول 
ــا  ــذ PVDF را ب ــد کاغ ــۀ بع ــت. در مرحل ــده اس 9 آورده ش

4X SDS Sample Buffer )5ml( 7- جدول 8- اجزای بافر الکتروفورزجدول

تصويــر 4- بارگــذاری پروتئین هــا و لــدر در چاهک هــا و تنظیــم دســتگاه: 
ــی  ــد نارنج ــرار دادن گای ــل ق ــدر؛ ب( مح ــا و ل ــذاری پروتئین ه ــل بارگ ــف( مح ال
رنــگ جهــت بارگــذاری بهتــر نمونــه؛ ج( دکمــۀ تنظیمــات دســتگاه بــرای 
ــه ــن دو شیش ــردن ژل از بی ــارج ک ــتگاه؛ د( خ ــه کار دس ــروع ب ــان و ش ــاژ، زم ولت

49 Ladder
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متانــول فعــال کــرده، ســپس بــا آب مقطــر شستشــو داده و در 
انتهــا بــه آن بافــر وســترن اضافــه می کنیــم تــا خشــک نشــود.

چ- مرحله انتقال
قبــل از شــروع ایــن مرحلــه اســفنج و کاغــذ فیلتــر را در یــک 
ظــرف حــاوی بافــر وســترن قــرار داده تــا کامــلًا خیــس شــود. 
ــه رنگ هــای  دســتگاه وســترن دارای دو کاســت ســوراخ دار ب
ــف(.  ــر 5 -ال ــد( می باشــد )تصوی ــد( و ســفید )آن مشــکی )کات
روی قســمت کاتــد ژل را قــرار داده و  د  ر ســمت ســفید 
ــمت  ــان از س ــر 5 -ب(. جری ــرد )تصوی ــرار می گی ــت ق کاس
ــد  ــت می کن ــد( حرک ــفید )آن ــمت س ــه س ــد( ب ــکی )کات مش
ــه  ــرار داده ب ــتگاه ق ــت ها را در دس ــپس کاس ــر 6(، س )تصوی
ــه ســمت مشــکی آن در ســمت مشــکی دســتگاه  ــی ک صورت
باشــد و گیره هــا ســمت بــالا باشــد. در داخــل دســتگاه قالــب 

ــا از دناتــوره شــدن پروتئین هــا جلوگیــری  یــخ را قــرار داده ت
ــت( و  ــاژ )30-100 ول ــرده و ولت ــن ک ــتگاه را روش ــود. دس ش
زمــان)30-120 دقیقــه( را تنظیــم و ران کنیــد )تصویر -5 ج(.

 ح( رنگ آمیزي Ponceau S اختیاري
ــای  ــادی بانده ــۀ آنتی ب ــل از مرحل ــوان قب ــه بت ــن ک ــرای ای ب
ــگ از  ــۀ بلاکین ــل از مرحل ــرد، قب ــاهده ک ــی را مش پروتئین
ایــن روش رنگ آمیــزی اســتفاده می شــود. بدیــن منظــور 
ابتــدا کاغــذ PVDF را بــا محلــول TBST شستشــو داده، 
 Ponceau ســپس کاغــذ را بــه مــدت یــک ســاعت در محلــول
)جــدول 10( قــرار داده تــا باندهــای پروتئیــن مشــخص 
گردنــد. در پایــان از آب مقطــر بــرای حــذف بک گرانــد 
مرحلــه  ایــن  از  پــس   .)7 )تصویــر  می شــود  اســتفاده 
ادامــه می دهیــم. بــه روش معمــول  را  ادامــۀ بلاکینــگ 

جدول -9 اجزای بافر تانک وسترن

تصويــر -5 الف( کاســت ســوراخ دار جهت قرار دادن ســاندویج؛ ب( نحــوه قرارگیری 
ــه کار دســتگاه ــک و شــروع ب ــرار دادن کاســت ســاندویج درون تان ســاندویج؛ ج( ق

تصوير-6 اجزای مختلف ساندویج انتقال پروتئین به غشا

Ponceau S جدول -10 اجزای محلول

درون  را   PVDF کاغــذ  ابتــدا  مرحلــه  ایــن  در   :Ponceau S رنگ آمیــزی   7- تصويــر 
ــف(،  ــرار داده )ال ــا rpm 40 ق ــیکر ب ــر روی ش ــاعت ب ــدت 1 س ــه م ــاوی Ponceau ب ــرف ح ظ
)ب(.  گــردد  مشــخص  پروتئینــی  باندهــای  تــا  دهیــد  شستشــو  مقطــر  آب  بــا  ســپس 
در نهایــت بــا شستشــوی بیشــتر بــا آب مقطــر باندهــای پروتئینــی ناپدیــد می شــوند.
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خ- مرحله بلاكینگ
ــدول 11 و  ــق ج ــگ را طب ــول بلاکین ــه محل ــن مرحل در ای
ــا پنســت  درون  ــذ PVDF را ب ــد. ســپس کاغ ــاده کنی 12 آم
پتــری دیــش حــاوی محلــول بلاکینــگ قــرار دهیــد. در 
دور 50  بــا  دقیقــه   75( کــرده  روشــن  را  ادامــه شــیکر 
از  بعــد  دهیــد.  قــرار  آن  روي  را  دیــش  پتــري  و   )rpm
75 دقیقــه محلــول بلاکینــگ را از روي PVDF برداریــد.

د( آنتی بادی اولیه و ثانويه
ــه را روی  ــادی اولی ــان بلاکینــگ، آنتی ب ــه محــض اتمــام زم ب
ــه  ــا کاغــذ PVDF را کامــل بپوشــاند. ســپس ب ــه ت کاغــذ ریخت
مــدت 24 ســاعت در دمــای 4 درجــه بــا دور rpm 50 شــیک 
ــک  ــش را در ی ــري دی ــوان پت ــه می ت ــن مرحل ــردد. در ای گ
نایلــون قــرار داده و آن را در بشــر قــرار داد و بشــر را وســط یک 
یونولیــت پــر از یــخ گذاشــت. در ضمــن می تــوان شــیکر را در 
یخچــال قــرار داد و پتری دیــش را روی آن بگذاریم )تصویر 8(.

24 ســاعت بعــد ابتــدا بــه مــدت 1 ســاعت در دمــاي اتــاق دور 
ــل  ــه طــور کام ــد از آن ب rpm 50 شــیک انجــام می شــود. بع
 TBST ــا آنتي بادي هــا را از روي پتــري دیــش جمــع کــرده و ب
ســه بــار هــر بــار بــه مــدت 15 دقیقــه شستشــو دهیــد. ســپس 
آنتي بــادي ثانویــه را روي کاغــذ ریختــه و بــه مدت 1/5 ســاعت 

ــادی  ــان، آنتی ب ــد. در پای ــرار دهی دور rpm 50 روي شــیکر ق
ــر  ــار ه ــد از آن 3 ب ــرده بع ــع ک ــذ جم ــه را از روی کاغ ثانوی
بــار 5 دقیقــه روي شــیکر بــا TBST کاغــذ را شستشــو دهیــد.

ذ( ظهور
در  می شــود.  اســتفاده   ECL کیــت  از  مرحلــۀ ظهــور  در 
 )ECL Western Blotting Substrate Kit( کیــت  ایــن 
ــک  ــر ی ــه از ه ــر 9( ک ــود دارد )تصوی ــول A و B وج دو محل
حــدود 200 میکــرو لیتــر برداشــته، آن هــا را بــا هــم میکــس 
از برداشــتن TBST روی کاغــذ ریختــه و  کــرده و پــس 
خــوب تــکان می دهیــم )حــدود 2 الــی 2/5 دقیقــه(. در 
پایــان جهــت ظهــور در دســتگاه مربوطــه قــرار دهیــد.

چالش هــای احتمالــی در طــول اجــرای پروتــکل 
ــلات50 ــترن ب وس

چالش هــای احتمالــی کــه در مســیر انجــام پروتــکل وســترن 
ــرار  ــد در 4 حــوزۀ کلــی ق ــه وجــود آی ــلات ممکــن اســت ب ب
نمی شــود،  مشــاهده  پروتئینــی  باندهــای   -1 می گیــرد: 
ــدازه و  ــا در ان ــود ام ــاهده می ش ــی مش ــای پروتئین 2- بانده
محــل مناســب خــود قــرار ندارنــد، 3- پــس زمینــۀ باندهــای 
پروتئینــی بســیار روشــن یــا بســیار تاریــک اســت، و 4- 
ــرای  ــا. ب ــۀ ژل و بافره ــه تهی ــوط ب ــی مرب ــکلات تکنیک مش

TBS جدول 12- اجزای محلول بلاکینگ 2 درصدجدول 11- اجزای محلول

تصويــر 8- سیســتم های خنــک نگــه داشــتن آنتی بــادی اولیــه: )الــف( یونولیــت یــخ: 
می تــوان پتــري دیــش را در یــک نایلــون قــرار داده و آن را در بشــر قــرار داد و بشــر را 
ــوان شــیکر  ــرار دادن در یخچــال: می ت ــخ گذاشــت، ب( ق ــر از ی وســط یــک یونولیــت پ
ــم ــال را ببندی ــم و درب یخچ ــش را روی آن بگذاری ــری دی ــرار داد و پت ــال ق را در یخچ

50 Western Blot Troubleshooting

تصويــر 9- کیــت ECL: ایــن کیت شــامل دو محلول A و B می باشــد. این سوبســترا یک 
لایــۀ بســیار حســاس، غیــر رادیواکتیــو و تقویــت شــده بــر پایــۀ لومینــول بــرای تشــخیص 
آســان HRP در ایمونوبــلات اســت و باعــث افزایــش ســیگنال و پس زمینۀ واضح می شــود.
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هــر یــک از ایــن حوزه هــا علــل و راه حل هــای مختلفــی 
وجــود دارد کــه در جــدول 13 بــه تفکیــک بیــان شــده اســت.

نتیجه گیری
ــترده ای  ــور گس ــه ط ــترن بلات ب ــاب، روش وس ــوم اعص در عل
ــط  ــدف مرتب ــای ه ــبی پروتئین ه ــان نس ــۀ بی ــرای مطالع ب
آنتی بادی هــای خــاص مــورد اســتفاده  بــا  نورون هــا  بــا 
ــه  ــامل س ــک ش ــن تکنی ــی ای ــور کل ــه ط ــرد. ب ــرار می گی ق

مرحلــۀ اصلــی اســت، کــه شــامل ابتــدا SDS-PAGE، ســپس 
ایمونولــوژی  آزمایــش  نهایــت  در  و  نمونه هــا  بلاکینــگ 
ــراوان،  ــواد ف ــیت روش و م ــه حساس ــه ب ــا توج ــد. ب می باش
بــرای اجــرای پروتــکل می توانــد بــا مشــکلات فراوانــی روبــرو 
ــۀ مــروری  ــذا مقال ــرد. ل ــر ســوال می ب گــردد کــه نتایــج را زی
ــع  ــکل و رف ــن پروت ــن ای ــی و تبیی ــدف معرف ــا ه ــر ب حاض
ــت. ــده اس ــام ش ــی انج ــان فارس ــه زب ــی ب ــکلات احتمال مش

جدول 13- لیست چالش های احتمالی در طول اجرای پروتکل وسترن بلات و راه حل های آن
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