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 عنوان
PROTEIN EXTRACTION 

 



 فاهدا

 يگياه سلول استخراج پروتئين از  تکنيکآشنایی با 

 و خالص سازی ،رسوب دهي ليز سلولی مراحلبررسي 

 بلاتوسترن مانند  خالص برای انجام تکنيک های مولکولی پروتئين تهيه 

  SDS-PAGE به روشغلظت کيفی سنجش 

 برادفوردبه روش  غلظت کمی سنجش
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 مقدمه

شاخه ای از زیست شناسی مولکولی است که به مطالعه جامع پروتئین های موجود در یک  (Proteomics)پروتئومیکس 
به عبارت ساده تر، پروتئومیکس همان طور که ژنومیکس به . سلول، بافت یا ارگانیسم در یک زمان مشخص می پردازد

 .بررسی ژن ها می پردازد، بر روی مجموعه پروتئین های تولیدشده توسط ژنوم تمرکز دارد

 اصلی پروتئومیکساهداف 

 شناسایی و تعیین مقدار پروتئین ها. 1 •

 بررسی ساختار و عملکرد پروتئین ها. 2•

 Protein–Protein Interactionsتحلیل برهم کنش های پروتئینی . 3•

 Post-translational Modificationsشناسایی تغییرات پس از ترجمه . 4•

 مختلفمقایسه الگوی پروتئینی در شرایط فیزیولوژیکی یا بیماری . 5•

 اهمیت پروتئومیکس

 (چون عملکرد ژن ها نهایتاً به پروتئین مربوط می شود)ژن ها درک بهتر از عملکرد واقعی •

 تشخیص و درمان بیماری ها مثل سرطان، با یافتن بیومارکرهای پروتئینی•

 و پزشکي شخصي سازي شده کمک به طراحی داروهای هدفمند•

 بهتر شبکه های زیستی و مسیرهای سیگنال دهیدرک •
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 رسانی پیام آنزیمی، ساختاری، های نقش جمله از متنوعی وظایف که هستند ها سلول اساسی اجزای از ها پروتئین

  برای یا مختلف شرایط در ها مولکول این ساختار یا عملکرد مطالعه برای .دارند عهده بر را دفاعی و سلولی  

 رمؤث طور به را ها آن باید ابتدا پروتئومیکس، یا آنزیمی آنالیز بلات، ،وسترن SDS-PAGE مانند تخصصی های تحلیل

 مطالعه برای اساسی مراحل از یکی ، سلول از پروتئين استخراج.نمود استخراج نمونه از وپایدار   

 .پروتئين هاست ،عملکرد،وتعاملاتساختار 

 و پلی فنول ها پلی ساکاریدها، چون يترکيبات و محکم سلولی دیواره داشتن دليل به گياهی سلول هایدر تکنیک این

 برای خاصی روش های از است لازم بنابراین، .باشد می دشوارتر جانوری سلول های به نسبت ،پروتئوليتيک آنزیم های 

 .شود استفاده تجزیه برابر در پروتئين ها از محافظت و سلولی دیواره شکستن 

 .می کند تعيين را شده استخراج پروتئين کميت و کيفيت مناسب، روش انتخاب 

 یک از نظر مورد پروتئين آوردن دست به برای که است مراحلی از ای مجموعه پروتئين سازی خالص و سازی جدا

 ترکيبی ميل،ساختار،اندازه قبيل از یاطلاعاتو کرد مطالعه مختلف ابعاد از را آن بتوان تا می شود انجام پيچيده مخلوط 

 .آورد بدست آن شيميایی و فيزیکی ویژگی های و 

 .دارد زیادی کاربردهای بزرگ مقياس در نوترکيب پروتئين های ساخت تحقيقات در فرآیند این
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 اهمیت استخراج پروتئین

برای شناسایی نقش بیولوژیکی پروتئین ها در رشد، متابولیسم، فعالیت یا : پروتئین هاعملکرد ساختار وتحلیل •
 ها کنش پروتئین برهم

 :ماننددستی  های پایین تکنیکو آنالیزهاتهیه نمونه مناسب برای : مطالعات بیوشیمیایی و مولکولی•

 SDS-PAGE غیرهسنجی و  ، وسترن بلات، طیف 

 صلاحو ا یافته بهبود ویژگی های با تراریخته گیاهانتوسعه نوترکیب وشناسایی پروتئین های : و توسعهتحقیق •

 ژنتیکی گیاهان

 مطالعات مقایسه ای بیان ژن و پروتئین تحت شرایط فیزیولوژیک یا پاتولوژیک :ها بررسی میزان بیان پروتئین•

 بررسی پاسخ های دفاعی  :تشخیص بیماری ها •

 درجهت درمان بیماري ها:زیستیتولید داروهای  •
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 مواد و وسایل لازم

 (مانند برگ اسفناج یا جوانه گندم)نمونه گیاهی تازه •

 پروتئینساختار تخریبیخ برای جلوگیری از  یا نیتروژن•

 هاون و دسته هاون یا هموژنیزر مکانیکی•

   buffer Lysisلیز یا بافر   buffer Extractionاستخراج بافر•

  Protein Solubilization Bufferمحلول سازی بافر •

 میلی لیتری ۲یا  ۱.۵میکروتیوب •

 استریل سمپلرسر و سمپلریا  میکروپیپت•

 گراد درجه سانتی -۲۰-رسرد شده د پیش: استن سرد•

 دار سانتریفیوژ یخچال•

 ترازوی دقیق•
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 کار روش

 مایعبا نیتروژن  هموژناسیون1•
نیتروژن مایع اضافه کرده و سریعاً با دسته هاون پودر کنید تا  .گیاهی را در هاون سرد بریزیدبافت مقدار مشخصي 

 .حاصل شودي سفیدپودر وکاملاً نرم 

 لیز کردن با بافر استخراج2•

براساس دستورالعمل پروتوکل در دور و زمان .دو برابر وزن برگ بافر لیز یا استخراج اضافه کرده و هموژن کنید
درجه سانتیگراد انکوبه  -۲۰را دور ریخته و رسوب را بمدت یکساعت در دمای سوپرناتانت .کنیدمشخص سانتریفوژ 

 .کنید

 با استن سرد رسوبدهی3•
 . نماییدورتکس ملایم و  کنیداضافه  برابر حجم بافت ۵تا  ۴ سرد، استن رسوببه 

را  ها پروتئین رسوب .دور در دقیقه سانتریفیوژ کنید 12000 گراد با درجه سانتی ۴دقیقه در  ۲۰-۱۵نمونه را به مدت 
 .نگه دارید و سوپرناتانت را دور بریزید

 استن سردبا و خالص سازي  وشو شست4•
 .کردسانتریفیوژ شرایط قبل در وشو داده و  توان رسوب را دوباره با استن سرد شست برای افزایش خلوص، می

 کردن رسوبخشک 5•
 .ندهداستن  دیگ بوی کنید تا زمانی کهخشک در دماي اتاق رسوب حاصل را به مدت چند دقیقه 
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   سازیر محلول احیای رسوب در باف 6•

   اضافه کرده و ورتکس ملایم کنیدسرد محلول سازي   رشده، باف رسوب خشکبه 

 دناتوره شدن یا تخریب پروتئین ها دارد واز را مجدداً در حالت محلول و پایدار نگه باید پروتئین ها محلول سازی بافر 

 .بعدی مناسب باشدجلوگیری کند تا برای آنالیزهاي 

 سانتریفیوژ نهایی7•
 و سوپرناتانت حاوی پروتئین را  رسوب را دور ریخته کرده سانتریفیوژ جدداجدا کردن ذرات نامحلول، مبرای 

 .ذخیره کنید  -80تا  20-بعدی در دمای  استفادهبرای •
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 در فرایند استخراج نکات مهم

جلوگیری از دناتوره شدن پروتئین  وشکستن کامل دیواره سلولی هموژناسیون و نیتروژن مایع برای یا استفاده از یخ 
 .ضروری است

 .کار با نیتروژن و استن باید با تهویه مناسب و رعایت ایمنی انجام شود

 .طبیعی پروتئین را تا حد ممکن حفظ کندساختار استخراج بافر •

 .شود می ها چربیها و  مثل فنول مزاحم ترکیباتو حذف  پروتئیناستن سرد باعث رسوب •

Tris-HCl نگهدارنده pH   دررا  استخراج محیطاست و pH دارد که برای پایداری ساختار  نگه می۸تا  ۷/۴معمولاً  ثابت
 .پروتئین ضروری است

• NaClو  سلولیاجزای و سایر ها نامناسب بین پروتئین  کنش ها و جلوگیری از برهم اعث افزایش حلالیت پروتئینب
 .ها مي شود پروتئیناز تجمع جلوگیری 

• EDTAمانند فلزیهای  کننده یون لاتک Mg²⁺ و Ca²⁺ کند فعالیت پروتئازها جلوگیری میاز مي باشد و. 

• Triton X-100   مي شودسلولی ي غشا و تخریب شکستنباعث. 

•SDS   مي شود ها کردن پروتئیندناتوره باعث. 

 جلوگیری و  مدتدراز پروتئین در   چگالی نمونه و کمک به پایداریافزایش گلیسرول در بافر محلول سازي جهت •

   .تجمع مجدد پروتئین استفاده می شوداز 
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 نقش ترکیب

Tris-HCl (10-50 mM) تنظیم pH  و حفظ پایداری

 ها پروتئین

NaCl (150 mM)  حفظ فشار اسمزی و جلوگیری

 از تجمع پروتئین

 Triton X-100 یا SDS   شکستن غشای سلولی و حل

 ها کردن پروتئین

EDTA های فلزی و جلوگیری  مهار یون

 پروتئازهااز فعالیت 

 ها جلوگیری از تجزیه پروتئین های پروتئاز مهارکننده
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  پروتئين ليز یا استخراججدول ترکيبات و نقش بافر 
(Protein lysis Buffer) 

 
 

 نقش ترکیب

Tris-HCl (10–50 mM) تنظیم pH  و حفظ پایداری

 ها پروتئین

SDS  دناتوره کردن پروتئین و

 ها کردن آن حل

Glycerol (10–20%)  افزایش چگالی نمونه و کمک

 در دراز مدت پایداریبه 

Mercaptoethanol  شکستن پیوندهای

سولفیدی برای  دی

 دناتوراسیون کامل

Bromophenol 

Blueاختیاری 

 رنگ ردیاب برای لودینگ

EDTA های فلزی و  مهار یون

 پروتئازهاجلوگیری از فعالیت 

  سازی پروتئين جدول ترکيبات و نقش بافر محلول
(Protein Solubilization Buffer) 
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20دماي منفي   
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4دماي منفي   



 تحليل و تفسير نتایج

 کميبا استفاده از روش های تعيين غلظت پروتئين مانند روش برادفورد ميزان : کميت پروتئينارزیابی •

 .شده اندازه گيری می شود پروتئين استخراج 

 

 جود وو  پروتئين ها ساختاررای بررسی تخریب یا تغيير ب  SDS- PAGEانجام : پروتئين کيفيت بررسیارزیابی و•

 درحالی که باندهای  .استخراج استدهنده موفقيت آميز بودن  نشان   SDS-PAGEضح و مشخص در واباندهای 

 .باشدپروتئين کم می تواند نشان دهنده تجزیه یا استخراج ناقص مقادیر  پخش شده یا

 

 وکیفیت  .استخراج موفق پروتئین، نقطه آغاز بسیاری از مطالعات بیولوژی مولکولی و بیوشیمیایی است•

 .کند شده نقش مهمی در صحت و تکرارپذیری نتایج نهایی ایفا می پروتئین استخراجپایداری 

 

 .بسته به نوع گیاه، شرایط رشد، و بافت متغیر استاستخراج شده میزان پروتئین •

  .باشد( مثل فنل ها)وجود کف یا رنگ غیرعادی ممکن است نشانه دناتوره شدن یا وجود ترکیبات مزاحم •
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