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 عنوان

 آموزش تکنيک ساترن بلات

Southern Blot 



 اهداف
 Southern blot بلات ساترن تکنیک پایه‌ای و تئوری اصول با آشنایی -•

 DNA آشکارسازی و انتقال ،الکتروفورز ،آنزيمي برش ،استخراج شامل عملی مراحل آموزش -•

 Southern Blotبا استفاده از تکنيک ساترن بلات   DNAشناسايی توالی های خاص •

 تکنيک  این بالینی و تحقیقاتی کاربردهای با آشنایی-•



 مقدمه

   Molecular) مولکولی زيست فناوری در دقيق و کلاسيک روش های از (Southern blot) بلات ساترن تکنيک•
Biotechnology) خاص توالی شناسايی برای که است DNA (Specific DNA Sequence)  مخلوطی ميان در 

 معرفی  (Edwin Southern) ساترن ادوين توسط  1975 سال در تکنيک اين .می شود استفاده ژنومی  DNA از
 مختلفی انواع بلاتينگ  های تکنيک .دارد گسترده ای کاربرد تشخيصی و ژنتيکی ،مولکولی مطالعات در امروز تا و شد

 .پرداخت خواهيم بلات ساترن بنام انها از يکی بررسی به مبحث اين در که دارند

 قطعات سپس .می شود بريده  (Restriction Enzymes) محدودکننده آنزيم های توسط  DNA ابتدا ،روش اين در•
 ،گرديده جدا هم از اندازه اساس بر (Agarose Gel Electrophoresis)آگارز ژل الکتروفورز روش با حاصل
 و می شوند منتقل Nitrocellulose Membrane يا  Nylon جامد غشای يک به و شده سازي خنثي و  دناتوره

 افزوده ،است هدف توالی مکمل هک (Labeled Probe) نشاندار پروب يک ،غشاء روی رب  DNAتثبيت از پس
 يا  (Autoradiography)راديوگرافیاتو از استفاده با ،پايان در .شود  (Hybridize)هيبريد آن با تا می شود

 مشخص خاص توالی وجود و شده آشکار پروب ها اتصال محل (Chemiluminescence) شيمی لومينسانس
 .می گردد
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 کاربردهای تکنيک ساترن بلات

 کم خونی يا تالاسمی مانند بيماری ها برخی در  :(Genetic Disease Diagnosis)ژنتيکی بيماری های تشخيص .1•
 اين آيا که کرد بررسی می توان بلات ساترن از استفاده با .می شود ايجاد  DNA توالی در خاصی تغييرات ،داسی شکل
 .خير يا دارند وجود بيمار  DNA نمونه در  حذف ها يا جهش ها تغييرات

 ويروس مانند ويروسی به فردی بدن گرا :(Detection of DNA Viruses) ارد DNA ويروس های شناسايی .2•
 اين با .باشد داشته وجود او سلول های در است ممکن ويروسی  DNA از بخش هايی ،باشد شده آلوده  Bهپاتيت
 .کرد شناسايی سلول ها ژنوم در را ويروسی توالی های آن می توان روش

 برخی در جزئی تفاوت های انسان ها ينب  :(RFLP Analysis) ژنتيکی مرفيسم پلي يا چندشکلی ها تحليل .3•
 ،افراد شناسايی برای و کرد بررسی را تفاوت ها اين می توان بلات ساترن از استفاده با .دارد وجود  DNA توالی های
 .نمود استفاده خويشاوندی نسبت های تعيين يا جمعيتی ژنتيکی مطالعات

 در توالی يک قرارگيری محل بلات ساترن با می توان  :(Gene Structure Analysis) ژن ها ساختار بررسی .4•
 ساختاری جهش های بررسی و ژن عملکرد درک برای اطلاعات اين .کرد شناسايی را آن نوکلئوتيدها تعداد و ژنوم
 .است مفيد بسيار
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 يا افزايش از ناشی بيماری ها برخی(  :(Copy Number Variation - CNVژن يک نسخه های تعداد بررسی .5•
 تعداد در خاص ژن يک آيا که دهد نشان می تواند بلات ساترن تکنيک .هستند ژنوم در ژن يک نسخه های تعداد کاهش
 .خير يا دارد وجود ژنوم در معمول حد از کمتر يا بيشتر

 می توانند روش اين با دانشمندان(:(Evolutionary and Comparative Studiesمقايسه ای و تکاملی مطالعات .6•
 اين .است کرده تغيير يا دارد وجود ژن آن موجودات کدام در ببينند و کنند بررسی مختلف گونه های در را مشابه ژن های

 .می کند کمک زنده موجودات بين تکاملی روابط درک به کار
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 مواد‌و‌وسایل‌مورد‌نیاز

•DNA ژنومی‌‌‌(Genomic DNA) 

 HindIIIیا‌  EcoRIمانند‌  (Restriction enzymes)آنزیم‌های‌محدودکننده‌ -•

 بافرهای‌آنزیمی‌الکتروفورز‌و‌دناتوراسیون‌‌و‌نوترالیزاسیون -•

•(Buffers: digestion, TAE/TBE, NaOH)  

 (Agarose gel)ژل‌آگارز‌ -•

 (Nylon or Nitrocellulose membrane)نایلون‌یا‌نیتروسلولز‌ ءغشا -•

 (Labeled DNA probe)پروب‌نشاندار‌ -•

 (Blotting setup)سیستم‌بلاتینگ‌ -•

 (Detection system)سیستم‌آشکارسازی‌ -•

 یا‌سیستم‌فلورسانس X-rayفیلم‌ -•

 ( SDS سولفاتسدیم‌دودسیل‌)و‌(  SSC سدیم‌سیترات سالین)محلول‌های‌شست‌وشوو‌هیبریداسیون‌مانند‌ -•

 استینبروماید‌یا‌سیف‌اتیدیوم‌‌DNAرنگ‌آمیزی‌محلول‌-•
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کار روش  
Southern Blotting  به گام تکنيکانجام گام  مراحل  

 .مختلف ي سلول ها يا خون مانند بيولوژيک نمونه های از  DNA  :(DNA Extraction) استخراج .1• 

 . مناسب محدودکننده آنزيم های با DNA برش :(Enzymatic digestion) آنزيمی هضم .2•

•   DNAمناسب برشگر‌آنزیم‌با‌را‌ژنومی‌ (مثلا HINDIIIیا‌ EcoRI)4-6 مدت‌به‌سانتی‌گراد‌درجه‌37 دما‌در‌‌
 .کنید‌انکوبه‌ساعت

 .است‌خورده‌برش‌کاملا‌DNA که‌شود‌حاصل‌اطمینان‌تا‌کنید‌بررسی‌آگارز‌ژل‌روی‌را‌آنزیمی‌هضم‌نتیجه•

 .آگارز ژل در  DNA قطعات داسازیج :(Electrophoresis) الکتروفورز .3•

  DNAساعت‌2 تا‌1.5 مدت‌به‌ولت‌100-80 ولتاژ‌در‌و‌کرده‌بارگذاری %1 آگارز‌ژل‌روی‌را‌شده‌هضم‌  

 .بگیرید‌تصویر‌آن‌از‌و‌کرده‌مشاهده‌ UV زیر‌را‌ژل‌.دهید‌راانجام الکتروفورز

 .NaOHدو رشته ای به تک رشته ای با  DNAتبديل  :(Denaturation)دناتوراسيون . 4•

 .  دناتوره‌شود DNAقرار‌دهید‌تا‌ NaCl 1.5Mو‌  NaOH 0.5 Mدقیقه‌در‌محلول‌‌30ژل‌را‌به‌مدت‌•

 .ژل برای انتقال به غشاء  pHتنظيم  :(Neutralization)خنثی سازی ژل . 5•

 .قرار‌دهید( NaCl 1.5M , Tris-HCl 1M)دقیقه‌در‌بافر‌نوترالیزاسیون‌‌30ژل‌را‌‌•
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 .به غشاء  DNAقطعات انتقال   :(Blotting)به غشاء    DNAانتقال. 6•

 .مرطوب‌کنید‌SSCرا‌در‌بافر‌‌نیتروسلولزیغشاء‌•

 (.ساعت‌12-18)را‌انجام‌دهید‌ ءغشااز‌ژل‌به‌‌DNAانتقال‌•

 .حرارت برای اتصال پايدار به غشاءيا UVبا   DNAتثبيت   :(Fixation)غشاء روی  DNAتثبيت . 7•

خشک جهت  گرمایاز. ساعت‌فیکس‌کنید‌2درجه‌سانتی‌گراد‌به‌مدت‌‌80را‌در‌دمای‌ ءغشاپس‌از‌انتقال،‌‌•
 .استفاده می گردد ءغشابر روی  DNA نيز برای تثبيت UV بر روی غشا نيتروسلولزی و همچنين پرتو DNA تثبيت

 .افزودن پروب نشاندار مکمل توالی هدف :(Probe hybridization)هيبريداسيون با پروب نشاندار . 8

‌42-65ساعت‌در‌‌12-18قرار‌داده‌و‌با‌پروب‌نشان‌دار‌به‌مدت‌( SSCو‌‌SDS)را‌در‌محلول‌هیبریداسیون‌شامل‌ءغشا‌
 .درجه‌سانتی‌گراد‌انکوبه‌کنید

تک رشته ای استفاده می کنيم و  DNA در اين مرحله از پروب های نشاندار شده تک رشته ای جهت اتصال به قطعات

 .پروب براساس راديو اکتيويته ای که از خود نشان می دهد، به شناسايی کمک می کند

دار يا نشاندار کردن فقط از طريق راديو ايزوتوپ صورت نمی گيرد بلکه ميتوان از مولکول های فلورسنت  Label :نکته
 .نيز استفاده کرد

 

ازمایشگاه‌مولکولی‌ -فرزانه‌فروهر‌فر‌   11 



 توالی با‌مکمل‌توالی‌دارای‌که‌است RNAیا  DNA) نوکلئیک‌اسید‌از‌کوتاه‌قطعه‌یک‌پروب:(Probe) پروب تعریف

   یا‌رادیواکتیو‌فلورسنت،‌مواد‌مانند) نشانگر‌یک‌با‌معمولا‌‌مولکول‌این‌.است‌بررسی‌مورد‌نمونه‌در‌خاصی‌هدف  

 .باشد‌شناسایی‌و‌ردیابی‌قابل‌هدف،‌توالی‌به‌اتصال‌از‌پس‌تا‌شده‌برچسب‌گذاری‌(آنزیمی

 .اختصاصی غير پروب های حذف :(Washing) شستشو .9  •

 .شوند‌حذف‌اختصاصی‌غیر‌پروب‌های‌تا‌دهید‌شستشو‌بافر‌با‌را ءغشا  •

 .فلورسانس دستگاه يا X-ray فيلم با نتايج مشاهده :(Detection) آشکارسازی .10•

 چند) .دهید‌قرار‌سانتی‌گراد‌درجه‌-80 دمای‌در‌X-ray فیلم‌معرض‌در‌را‌غشا‌شده،‌استفاده‌رادیواکتیو‌پروب‌از‌اگر‌•

 .کنید‌استفاده‌وی‌یو‌دستگاه‌از‌شده،‌استفاده‌فلورسانس‌پروب‌از‌اگر‌(شب‌یک‌تا‌ساعت  •

 .مولکولی مارکر با مقايسه و باندها الگوی بررسی :(Data analysis) نتايج تحليل و تجزيه .11•
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 تفسیرنتایج•

‌به‌بسته‌.هستند‌نظر‌مورد‌DNA توالی‌نشان‌دهده‌که‌می‌شوند‌ظاهر‌غشا‌روی‌باندهایی‌آشکارسازی،‌از‌پس•
 :کرد‌دریافت‌را‌زیر‌اطلاعات‌می‌توان‌باندها‌وجود‌عدم‌یا‌وجود وشدت تعداد

دارد‌وجود‌نمونه‌در‌نظر‌مورد‌توالی‌شود،‌مشاهده‌باندی‌اگر :توالی‌وجود‌عدم‌یا‌وجود. 

 

است نيمه کمی بصورت  هدف توالی تقريبی ميزان نشان دهنده مارکر‌به‌نسبت‌باندها‌شدت :ژن‌کپی‌تعداد. 

 

است‌قطعات‌اندازه‌تعیین‌کننده‌مارکر‌به‌نسبت‌باندها‌فاصله :توالی‌اندازه. 

 

ژنوم‌در‌ساختاری‌تغییرات‌یا‌جهش‌ها‌بیانگر‌می‌تواند‌باندها‌موقعیت‌یا‌تعداد‌در‌تفاوت :نمونه‌ها‌بین‌مقایسه‌
 .باشد

 

   سالم‌افراد‌و‌بیماران‌در‌باندها‌مقایسه.است‌جهش‌یا‌ژنتیکی‌تفاوت‌نشان‌دهنده : نمونه‌ها‌باندی‌الگوی‌در‌تفاوت•

 .شکل‌یداس‌کم‌خونی بیماري مانند.کند‌کمک‌ژنتیکی‌های‌بیماری‌تشخیص‌به میتواند
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 (Troubleshooting) و رفع عيب عیب‌یابی

 :باند نداشتن .1•

 .بوده ناقص هيبريداسيون يا نشده نشاندار پروب :علت -•

 .هيبريداسيون تکرار و پروب کيفيت بررسی :راه حل -•

 :غيراختصاصی باندهای .2•

 .ناکافی شستشوی يا پايين دمای :علت -•

 .دقيق تر شستشوی و دما افزايش :راه حل -•

 :ضعيف سيگنال .3•

 .پروب يا DNA بودن کم :علت -•

 .هيبريداسيون زمان و DNA مقدار افزايش :راه حل -•
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 :پهن شدن باندها. 4•

 .ولتاژ زياد در الکتروفورز: علت -•

 .الکتروفورزکاهش ولتاژ اجرای ژل : راه حل -•

 :DNAانتقال ناقص . 5•

 .دناتوراسيون ناقص يا خطای تکنيکی: علت -•

 .بررسی محلول های دناتوراسيون و روش انتقال: راه حل -•
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بلات ساترنو معايب تکنيک  مزايا   

 مزايا

 DNA توالی های اختصاصی تشخيص ••

 درج و حذف ،ژن ساختار بررسی ••

 قانونی ژنتيک و پزشکی در گسترده کاربرد ••

 معايب

 مرحله ای چند و زمان بر ••

 PCR به نسبت کمتر وحساسيت DNA زياد مقدار به نياز •

 (نياز صورت در) راديواکتيو مواد از استفاده ••

  بالا نسبتا   هزينه ••

 ای نقطه های جهش تشخيص توانايی عدم  •

 مطالعات در  DNAخاص توالی های شناسايی برای دقيق روش يک همچنان بودن، زمان بر وجود با بلات ساترن تکنيک
  .بيماری هاست تشخيص و قانونی، ژنتيکی،پزشکی

 اما شده اند، مطرح دقيق تر و سريع تر روش های به عنوان PCR، qPCR، NGS مانند روش هايی تکنولوژی، پيشرفت با
 .است کرده حفظ را خود جايگاه بنيادی تحقيقاتی و آموزشی کاربردهای در همچنان بلات ساترن
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