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 فروهرفرـ فرزانه  مولکولیآزمایشگاه سلولی و 

جداسازی و جزبه جز کردن و تكنيكهاي  با روشها آشنایی

 و اجزا درون یاخته اي ها یاخته
 

 

 عنوان



 فروهرفرـ فرزانه  مولکولیآزمایشگاه سلولی و 

 

 اهداف
 خالص سازی کلروپلاست از سلول گياهیو ،جداسازي استخراج 

 افتراقیسانتریفيوژ روش  هب

(Differential centrifugation)   

 



 فروهرفرـ فرزانه  مولکولیآزمایشگاه سلولی و 

 :دیگراهداف مورد بررسی در این آزمایش عبارتند از
 

تهيه بافر استخراج مناسب جهت استخراج کلروپلاست 

آشنایی با روش هموژناسيون مکانيکی یا فيزیکی 

استفاده از تکنيک سانتریفوژ افتراقی جهت جداسازی اندامک های درون سلولی 

 شدهتهيه لام خالص و سالم از کلروپلاست های ایزوله 

 زوم مستقيم وجود اندامک پروكسي غير بررسي 

 اندامک فعالييت  آنزیم های اکسيد کننده اینبررسی 

 

 

توان با استفاده از تکنيک های مناسب، آمدن اهداف فوق، در ادامه میپس از بدست

DNA  یا رنگيزه یاآنزیم های  کلروپلاست را از گياهان  استخراج نمود و با دستکاری

ژنتيکی، با استفاده از علوم مهندسی ژنتيک به توليد گياهان با تأثيرات داروئی بهينه، 

 .مبادرت نمود



 فروهرفرـ فرزانه  مولکولیآزمایشگاه سلولی و 

 مقدمه
 و اکسيدانتی انتی ترکيبات وجود و بالا دارویی ارزش داشتن خاطر به گياهان اکثر در

 برخوردار ای ویژه اهميت از کلروپلاست جمله از هااندامک استخراج سرطانی، ضد خاصيت

 .است

 

 ژن انتقال گياهی، های سلول ژنتيکی دستکاری های روش از یکی امروزهدیگر طرف از

 برای مهمی اندامک و مکان کلروپلاست که آنجا از .است گياه کلروپلاست به نظر مورد

 سازیخالص و استخراج فوق، هدف تحقق در گام اولين باشد،می مواد متابوليسم

 مرجع عنوان به آن از بتوان تا باشد،می کلروپلاست ژنوم به دسترسی سپس و کلروپلاست

 .نمود استفاده انتظار مورد بيوشيميایی تغييرات

 

 شودمی انجام روش ترینمناسب با کلروپلاست، سازیخالص و جداسازی آزمایش، این در 

 قرار مطلوبي سطح در شده استخراج کلروپلاست کيفيت و کميت دادند نشان نتایج بطوریکه

 استخراج DNA ميزان که هداد نشان آگارز ژل الکتروفورز از حاصل نتایج همچنين دارد

 .است برخوردار مطلوبی سطح از نيز هاکلروپلاست از شده
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 هایاندامک جداسازی و استخراج برای یاخته ها، کردن جزء به جزء روش های در

 .کرد استفاده مناسب (Buffer Extract)استخراج بافر از بایستی سلولیدرون

 حاوي استخراج بافر در بافت، كردن هموژن از حاصل سوسپانسيون ازمایش دراین

 تا شده سانتریفو ژ مرحله به مرحله مختلف، سرعت هاي با سوكروز از معيني غلظت

 .شوند جدا هم از وزن و اندازه شكل، در تفاوت اساس بر یاخته اي اندامك هاي

 قرار رویي قسمت در سوپرناتانت و لوله ته در رسوب سانتریفوژ از مرحله هر پایان در

 .گيرد مي

 نهایي سازي خالص تا مي یابد افزایش كردن سانتریفوژ سرعت بعد مراحل در كم كم 

 و وارد سلولي عصاره  به نيرو كمترین كم، زمان و پایين سرعت در .گيرد صورت

 رویي قسمت در سبكتر اجسام و مي شوند ته نشين اجزاء سلولي سنگين ترین و بزرگترین

 ترتيب به قوي تر ميدان در سوپرناتانت یا رویي قسمت مجدد سانتریفوژ با .مي گيرند قرار

 .مي شود انجام جداسازي مرحله به مرحله بنابراین .مي شوند جدا هم از بيشتري اجزاء





 فروهرفرـ فرزانه  مولکولیآزمایشگاه سلولی و 

 کلروپلاست
 و رشد مرحله و سلول ژنتيك شرایط به بسته اندازه و تعداد نظر از سلول در اندامک این

 و ميكرون 3 تا 1 از انها عرض و ميكرون 30 تا 2 از آنها طول .متفاوتند  انها بلوغ

 :است زیر موارد شامل,كلروپلاست مختلف هاي قسمت دارند ميكرون 2 تا 1 بين ضخامتي

 جنس از و می شود محسوب کلروپلاست ها بيرونی لایه عنوان به غشا این :خارجی غشای

   .می کند جدا سلول سيتوپلاسم از را کلروپلاست درونی فضای که است سلولی غشا

 داخلی غشای درون فضای و است خارجی غشای مشابه نيز غشا این :درونی غشای

 .می کند جدا غشا دو بين فضای از را کلروپلاست

 که دارد وجود فضایی کلروپلاست درونی و خارجی غشای دو بين :غشا دو بين فضای

 انها هاي ویون كاني نمكهاي و آلی ترکيبات و آب از مایع این .است کرده پر را آن مایعی

 .می گویند غشایی بين فضای ناحيه، این به می شود، تشکيل

 این .دارد وجود داخلی غشایی کلروپلاست، درونی قسمت در :داخلی غشای درون فضای

 دسته بندیThylacoid «تيلاکوئيدها» نام به مانندی کيسه دیسک های حضور با غشا

 شکل بهو هستند فتوسنتز نوري مرحله واكنشهاي انجام محل تيلاکوئيدها.شده اند

 مجموع به كه اند گرفته قرار Granum «گرانوم» نام به پيوسته ای هم به دیسک های

 لاملا های» نام به غشا جنس از بخش هایی توسطو گویند مي Grana گرانا آنها

 فضای درون .هستند ارتباط در دیگر یک با  Stromal Lamella  «استرومایی

 .دارد وجود Lumen «لومن»  تيلاکوئيدها

 



 فروهرفرـ فرزانه  مولکولیآزمایشگاه سلولی و 

 پر  Stroma «استروما» نام به مایعی از کلروپلاست داخلی غشای و تيلاکوئيدها بين

 جهت لازم هاي انزیم و فتوسنتز تاریكي مرحله آنزیم های شامل استروما .است شده

 نسخه هایی و ها زوم پلي ازاد هاي ریبوزوم نشاسته ای گرانول های ،پروتيينها بيوسنتز

 . است کلروپلاست ژنوم از



 فروهرفرـ فرزانه  مولکولیآزمایشگاه سلولی و 

 کلروپلاست در سلول سالم



 فروهرفرـ فرزانه  مولکولیآزمایشگاه سلولی و 



 فروهرفرـ فرزانه  مولکولیآزمایشگاه سلولی و 

 نيازمواد و وسایل مورد 
        (بافر فسفاتدر سوکروز )استخراج بافر 1.

 برگ های تازه اسفناج                                                                  2.

  لوله آزمایش  3.

 لوله سانتریفوژ                                                                  4.

 سانتریفوژ یخچال دار5.

 لام و لامل6.

 ميکرو پی پت 7.

 ميکروسکوپ نوری 8.

 سرنگ یا پی پت  9.

 پارچه صافی10.

         بشر         11.

 ترازو 12.
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 فسفاتطرز تهيه بافر 
   گرم  NaH2PO4                 0/7      دی هيدروژن سدیم فسفات

 گرم  Na2HPO4   0/3    دی سدیم هيدروژن فسفات

 ليترميلی  H2O                          100                 آب مقطر

 6.5متر به  PHرا به کمک دستگاه  PHموارد فوق را به نسبت ذکر شده مخلوط کرده و 

محلول فوق را در ظرفی در بسته در یخچال نگهداری و هنگام مصرف با آب . برسانيد

 .بار رقيق کنيد 6مقطر 

 

 مولار 0/4طرز تهيه سوکروز 
 342×0/4=136/8گرم          مولکول گرم 0/4           سوکروز

 ميلی ليتر 1000          آب مقطر

جهت تهيه محلول بافری سوکروز به جای آب مقطر، سوکروز را با بافرفسفات به حجم 

 .  دلخواه می رسانيم

 



 فروهرفرـ فرزانه  مولکولیآزمایشگاه سلولی و 

 کار روش



 فروهرفرـ فرزانه  مولکولیآزمایشگاه سلولی و 

 چند مدت به فریزر کيسه داخل و شسته آب با را اسفناج ی تازه های برگ ابتدا در1.

 در و برودت در را جداسازی مراحل بقيه و دهيد قرار یخچال در آزمایش از قبل ساعت

 فعاليت و حفظ کامل طور به کلروپلاست ساختار تا دهيد انجام سانتيگراد درجه -4 دمای

 .شود حداقل آنزیم ها

 .کنيد وزن را برگ ها و کرده جدا را دمبرگ ها و ميانی های رگبرگ 2.

 

 

 

 

 



 فروهرفرـ فرزانه  مولکولیآزمایشگاه سلولی و 

 0. 4 (=PH با فسفات بافر) بافری محلول از ليتر ميلی 4 برگ وزن گرم هر ازاء به 3 .

 بسایيد خنک چينی هاون در را بافری محلول و ها برگ مخلوط و بيفزاید سوکروز مولار

  .آید دست به هموژنی نسبتا   سوسپانسيون طوریکه به

 چندلایه صافی ی پارچه بين از را آمده دست به رنگ سبز سوسپانسيون 4 .

  یا rpm 1000در دقيقه 5-4 مدت به را صافی از ردشده بخش و دهيد عبور

200g دیگر زوائد و هسته ها شده، شکسته یاخته های تا کنيد سانتریفوژ 

 .کنند رسوب برگ
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یا  rpm  3000دقيقه در 10محلول رویی حاصل از مرحله قبل را جدا کرده و به مدت 5.

1100g سانتریفوژ کنيد تا کلروپلاست ها ته نشين شوند. 

را توسط ( 4مرحله )در مدت انجام سانتریفوژ فوق یک قطره از رسوب مرحله قبل . 6

. مشاهده نمایيد 40پاستورپی پت بر روی لام گذاشته، لامل گذاری کنيد و در بزرگنمایی 

آوندهای چوبی نوع اول : کليه مواردی را که در ميدان دید مشاهده می کنيد، از قبيل

مارپيچی و حلقوی، آوند آبکش، کرک های تک سلولی ساده و غده ای، کریستالهای گياهی، 

داربست یا دیواره سلولی پاره شده، سلول های نردبانی و اسفنجی پارانشيمی و سلول های 

 . روزنه و غيره را شناسایی و شکل آن ها را در یک ميدان دید ميکروسکوپ رسم کنيد
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 فروهرفرـ فرزانه  مولکولیآزمایشگاه سلولی و 



 فروهرفرـ فرزانه  مولکولیآزمایشگاه سلولی و 

 جهت و ریخته تميز لوله ای در را رویی محلول 5 مرحله سانتریفوژ پایان از پس .7

 محلول در را کلروپلاست رسوب و دارید نگه ها زوم پروکسی وجود عدم یا وجود بررسی

 این .کنيد سانتریفوژ دقيقه 10 مجددا   rpm 3000 دور در  سپس .کنيد هموژن تازه بافری

 .کنيد تکرار بار2 -3 کلروپلاست سازی خالص تا لزوم صورت در را عمل

 



 فروهرفرـ فرزانه  مولکولیآزمایشگاه سلولی و 

 حاوی که را 7 مرحله از حاصل رویی محلول فوق سانتریفوژ انجام زمان مدت در .8

  قطره چند افزودن با هستند، ها پروکسی زوم جمله از کلروپلاست از سبک تر اندامک های

H2O2 (اکسيژنه آب) سپس کنيد چک پروکسی زوم ها وجود عدم یا وجود جهت از 

 .نمایيد بررسی و تفسير را خود مشاهدات

 تازه بافری محلول در را کلروپلاست رسوب از قطره یک آزمایش مرحله آخرین در .9

  .نمایيد مشاهده ميکروسکوپ زیر در و کنيد هموژن
 سوال

 آیا شکل عمومی همه کلروپلاست های استخراج شده یکسان است؟چرا؟

 در سلول گياهی سالم موقعيت کلروپلاست نسبت به سایر اجزاء سلول چگونه است؟ چرا؟ 

 

 

 

  



 فروهرفرـ فرزانه  مولکولیآزمایشگاه سلولی و 



 فروهرفرـ فرزانه  مولکولیآزمایشگاه سلولی و 

کلروپلاستهاي رنگ شده توسط ردامين مشاهده در 

 فلورسنتميکروسکوپ 

 .رنگ ردآمين معرف کلروپلاست است و آن ها را به رنگ قرمز در می آورد: توجه



 فروهرفرـ فرزانه  مولکولیآزمایشگاه سلولی و 

 TEMتصاویر کلروپلاست در ميکروسکوپ الکترونی 



 فروهرفرـ فرزانه  مولکولیآزمایشگاه سلولی و 



 استخراج اندامک کلروپلاستمراحل  فروهرفرـ فرزانه  مولکولیآزمایشگاه سلولی و 



 مشاهدات ميکروسکوپی وماکروسکوپی فروهرفرـ فرزانه  مولکولیآزمایشگاه سلولی و 



 فروهرفرـ فرزانه  مولکولیآزمایشگاه سلولی و 

   زوم پروکسی
 زدن جوانه از  SERآیند می وجود به صاف اندوپلاسميک شبکه یا. 

دارند وجود گياهی و جانوری سلول در . 

ساخته سيتوپلاسم آزاد های ریبوزوم توسط کاتالاز بخصوص آن های وآنزیم است آنزیم نوع چند دارای 

 .شوند می

هستند غشاء تک دارای. 

ها زوم پروکسی .رسد می ميکرومتر0/5- 1به ندرت به گاهی و 0/1-0/2 معمولا ها زوم پراکسی قطر 

 .اند ضروری سلول در آن ادامه و حيات برای

به نسبت کوتاهتری عمر طول اغلب آیند می دنيا به ژنتيکی نقص دارای های زوم پروکسی با که بيمارانی 

 .باشند می Zellwegerزلوگر سندروم دچار و دارند افراد سایر

توانایی دارند دیده آسيب  های زوم پروکسی آنها روغنی های دانه که زراعی انواع در نيز گياهان در 

 .ترند فعال غير  فتوسنتز در و دارند کمتری زدن جوانه

در کمتری تحقيقات کلروپلاست و ،ميتوکندری هسته با مقایسه در غشاء شکنندگی و کوچکی دليل به 

 .است گرفته صورت آنها با رابطه

دارند نياز اندامک این به حيات ادامه برای و بوده زوم پروکسی دارای یوکاریوت های سلول تمامی. 

دارد مهمی بسيار نقش گياهان نوری تنفس در و ها ليپيد متابوليسم در اندامک این. 

اکسيژن با ها مولکول انواع آنزیمی اکسيداسيون دليل به زوم پروکسی ماتریکس درون در(O2)پراکسيد، 

 سمی و مخرب که را ترکيب این خطرناک تجمع کاتالاز آنزیم سپس و شود می توليد(H2O2)هيدروژن

 .کند می اکسيژن و آب به تبدیل سرعت به است

دارند مهمی نقش سلول اکسيژن فشار تنظيم در ها اندامک این ترتيب بدین. 

تخریب و توليد در آن مهم نقش دليل به شده گرفته هيدروژن پراکسيد نام از اندامک این نام 

 (H2O2)مولکول
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 فروهرفرـ فرزانه  مولکولیآزمایشگاه سلولی و 



 فروهرفرـ فرزانه  مولکولیآزمایشگاه سلولی و 



 فروهرفرـ فرزانه  مولکولیآزمایشگاه سلولی و 

 تصاویر پراکسی زوم در ميکروسکوپ الکترونی



 فروهرفرـ فرزانه  مولکولیآزمایشگاه سلولی و 

 ( Zellweger) زلوگر سندرم علائم
 زلوگر سندرم . است متفاوت بسيار دیگر فرد به فردی از زلوگر سندرم های نشانه و علائم

 سندرم به مبتلا نوزادان . شود می آشکار تولد از پس اندکی ، ممکن حالت شدیدترین در

 . کنند می تجربه معمولا ، زندگی اول سال در را حيات کننده تهدید عوارض زلوگر

زومی و تخریب اسيدهای صفراوی ودیگرمحصولات عملکرد پروکسی از دست رفتن 

 بدریختیسطوح بالایی از آهن و مس در ساختار خون و بافتها بزرگ شدن کبد، . ليپيدی

پيشانی بلند ، تغيير شکل گوشها و اختلالات عصبی همانند عقب : صورت به عنوان مثال

ماندگی ذهنی و تشنج ممکن است با گلوکوم و انحطاط شبکيه و آب مروارید به دنيا بيایند و 

. یرقان و خونریزی معده نيز ممکن است رخ دهد . بعد شنوایی آنها دچار اختلال شود 

کيستهای کليوی وآهکی شدن غير طبيعی در انتهای رشدی غضروفی استخوانهای بلند 

با  Zellwegerسندرم درنتيجه در .افزایش مقادیر اسيدهای چرب زنجيره بلند پلاسمایی 

    . شودتجمع اسيدهای چرب طویل الزنجير در پلاسما و بافتها تشخيص داده می 

   



 فروهرفرـ فرزانه  مولکولیآزمایشگاه سلولی و 



 فروهرفرـ فرزانه  مولکولیآزمایشگاه سلولی و 


