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عنوان

1ايو اجزا درون یاخته هاجداسازی و جزبه جز کردن یاختهو تكنيكهاي با روشهاآشنایی 
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اهداف

با استفاده از روش سانتریفيوژ استخراج و خالص سازی کلروپلاست از سلول گياهی

(Differential centrifugation)افتراقی



زمایشگاه سلولی و 
 
فروهرفرـ فرزآنه مولکولیآ

:دیگراهداف مورد بررسی در این آزمایش عبارتند از

تهيه بافر استخراج مناسب جهت استخراج کلروپلاست

 مکانيکی یا فيزیکیهموژناسيون آشنایی با روش

یاستفاده از تکنيک سانتریفوژ افتراقی جهت جداسازی اندامک های درون سلول

 شدهتهيه لام خالص و سالم از کلروپلاست های ایزوله

مشاهده غير مستقيم اندامک پروکسيزوم و بررسی فعاليت آنزیم کاتالاز

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

DNA با ویا های  کلروپلاست را از گياهان  استخراج نمود آنزیم ها یارنگيزهیا

ثيرات دستکاری ژنتيکی، با استفاده از علوم مهندسی ژنتيک به توليد گياهان با تأ

.داروئی بهينه، مبادرت نمود
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ونتیاکسيداانتیترکيباتوجودوبالاداروییارزشداشتنخاطربهگياهاناکثردر

ایویژهاهميتازکلروپلاستجملهازهااندامکاستخراجسرطانی،ضدخاصيت

.استبرخوردار

بهنظرموردژنانتقالگياهی،هایسلولژنتيکیدستکاریهایروشازیکیامروزه

سممتابوليبرایمهمیاندامکومکانکلروپلاستکهآنجااز.استگياهکلروپلاست

وکلروپلاستسازیخالصواستخراجفوق،هدفتحققدرگاماولينباشد،میمواد

ييراتتغمرجععنوانبهآنازبتوانتاباشد،میکلروپلاستژنومبهدسترسیسپس

.نموداستفادهانتظارموردبيوشيميایی

-یمانجامروشترینمناسبباکلروپلاست،سازیخالصوجداسازیآزمایش،ایندر

قراروبيمطلسطحدرشدهاستخراجکلروپلاستکيفيتوکميتدادندنشاننتایج.شود

DNAميزانکههدادنشانآگارزژلالکتروفورزازحاصلنتایجهمچنيندارد

.استبرخورداربالاییسطحازنيزهاکلروپلاستازشدهاستخراج



هایاندامکجداسازیواستخراجبراییاخته ها،کردنجزءبهجزءروش هایدر

Buffer)استخراجبافرازبایستیسلولیدرون Extract)کرداستفادهمناسب.

تخراجاسبافردربافت،كردنهموژنازحاصلسلولیسوسپانسيونازمایشدراین

هبمرحلهمختلف،سرعت هايبافسفاتبافردرسوكروزازمعينيغلظتحاوي

واندازهشكل،درتفاوتاساسبریاخته اياندامك هايتاشدهسانتریفو ژمرحله

.شوندجداهمازوزن

اندامکنهایيسازيخالصتامي یابدافزایشزمانوسرعتبعدمراحلدركم كم

عصاره بهنيروكمترینكم،زمانوپایينسرعتدر.بگيردنظرصورتمورد

جساماومي شوندته نشينسلولياجزاء سنگين ترینوبزرگترینوواردسلولي

یارویيقسمتمجددسانتریفوژبا.مي گيرندقراررویيقسمتدرسبكتر

جداهمازبيشتريسلولیاجزاءترتيببهبالاترزمانوسرعتدرسوپرناتانت

.مي شودانجامجداسازيمرحلهبهمرحلهبنابراین.مي شوند

ولهلدرسانتریفوژازمرحلههرپایانازپسافتراقیسانتریفوژروشایندر

.سوپرناتانتیاروییمحلولیکوداشتخواهيمپلتیارسوبیکآزمایش
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کلروپلاست
لهمرحوسلولژنتيكشرایطبهبستهاندازهوتعدادنظرازسلولدراندامکاین

3تا1ازانهاعرضوميكرون30تا2ازآنهاطول.متفاوتندانهابلوغورشد

شامل,كلروپلاستمختلفهايقسمتدارندميكرون2تا1بينضخامتيوميكرون

:استزیرموارد

ازومی شودمحسوبکلروپلاست هابيرونیلایهعنوانبهغشااین:خارجیغشای

جداولسلسيتوپلاسمازراکلروپلاستدرونیفضایکهاستسلولیغشاجنس

.می کند

غشایدرونفضایواستخارجیغشایمشابهنيزغشااین:درونیغشای

.می کندجداغشادوبينفضایازراکلروپلاستداخلی

دارددوجوفضاییکلروپلاستدرونیوخارجیغشایدوبين:غشادوبينفضای

یونوكانينمكهايوآلیترکيباتوآبازمایعاین.استکردهپرراآنمایعیکه

.می گویندغشاییبينفضایناحيه،اینبهمی شود،تشکيلانهاهاي
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ودوجداخلیغشاییکلروپلاست،درونیقسمتدر:داخلیغشایدرونفضای

«تيلاکوئيدها»نامبهمانندیکيسهدیسک هایحضورباغشااین.دارد

Thylacoidشده انددسته بندی.

لشکبهوهستندفتوسنتزنوريمرحلهواكنشهايانجاممحلتيلاکوئيدها

بهكهاندگرفتهقرارGranum«گرانوم»نامبهپيوسته ایهمبهدیسک های

نامبهغشاجنسازبخش هاییتوسطوگویندميGranaگراناآنهامجموع

Stromal«استروماییلاملا های» Lamellaهستندارتباطدردیگریکبا.

.داردوجودLumen«لومن»تيلاکوئيدهافضایدرون

«استروما»نامبهمایعیازکلروپلاستداخلیغشایوتيلاکوئيدهابين

Stromaوفتوسنتزتاریكيمرحلهآنزیم هایشاملاستروما.استشدهپر

ازه هایینسخونشاسته ایگرانول های،پروتيينهابيوسنتزجهتلازمهايانزیم

.استکلروپلاستژنوم
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مواد و وسایل مورد نياز

(مولار در بافر فسفات0.25سوکروز )بافر استخراج1.

یا نمونه های مختلف گياهی سبز رنگ                                                                 برگ های تازه اسفناج 2.

لوله آزمایش3.

لوله سانتریفوژ                                                                  4.

سانتریفوژ یخچال دار5.

لام و لامل6.

پت یا سمپلرميکرو پی 7.

ميکروسکوپ نوری8.

پاستورپی پتسرنگ یا 9.

پارچه صافی10.

بشر        11.

ترازو12.

اب اکسيژنه.13
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تهيه بافر استخراج سوکروز در بافر فسفاتطرز 

فسفاتبافر 

گرم٠/NaH2PO4۷دی هيدروژن سدیم فسفات

گرمNa2HPO40/3دی سدیم هيدروژن فسفات

ليترميلی H2O١٠٠آب مقطر

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

ا محلول فوق را در ظرفی در بسته در یخچال نگهداری و هنگام مصرف ب. برسانيد۶/٥

.بار رقيق کنيد۶آب مقطر 

مولار0/4سوکروز 
٣٤٢×0/4=136/8گرم مولکول گرم0/4سوکروز

ليترميلی ١٠٠٠آب مقطر

.  مسوکروز را با بافرفسفات به حجم دلخواه می رسانيبافری فوق، جهت تهيه محلول 
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کارروش
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هکيسداخلوکنيدخشکمقطرشستهآببارااسفناجیتازههایبرگابتدادر1.

یجداسازمراحلبقيهودهيدقراریخچالدرآزمایشازقبلساعتچندمدتبهفریزر

رطوبهکلروپلاستساختارتادهيدانجامسانتيگراددرجه-4دمایدروبرودتدررا

.شودحداقلآنزیم هافعاليتوحفظکامل
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.کنيدوزنرابرگ هاوکردهجدارادمبرگ هاوميانیهایرگبرگ2.
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M0.06فسفاتبافر)بافراستخراجمحلولازليترميلی4برگوزنگرمهرازاءبه3.

دررابافریمحلولوهابرگمخلوطوبيفزایدسوکروزمولار0.4در(PH=6.5با

هموژنیتا  نسبسلولیسوسپانسيونطوریکهبهبسایيدهموژنایزریاخنکچينیهاون

.آیددستبه
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عبورهچندلایصافیکاغذیاپارچهبينازراآمدهدستبهرنگسبزسوسپانسيون4.

200gیا1000rpmدردقيقه3مدتبهراصافیازردشدهبخش.کنيدفيلتروداده

اسکلتونسيتووسلولیدیوارهوهسته هاشده،شکستهیاخته هایتاکنيدسانتریفوژ

.کنندرسوببرگدیگرزوائد
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 3000rpmدقيقه در7محلول رویی حاصل از مرحله قبل را جدا کرده و به مدت 5.

.کنيد تا کلروپلاست ها ته نشين شوندسانتریفوژ 1000gیا

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

. مشاهده نمایيد40پاستورپی 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

واره داربست یا دیگياهی اگزالات کلسيمی از نوع پریسماتيک یا منشوری و دروس، 

غيره سلولی پاره شده، سلول های نردبانی و اسفنجی پارانشيمی و سلول های روزنه و

در صورت . را شناسایی و شکل آن ها را در یک ميدان دید ميکروسکوپ رسم کنيد

شکل از ت کلسيمی سوزنیاستفاده از نمونه گياهی پتوس به وجود کریستالهای اگزالا

.نوع استيلویيد در رسوب دقت کنيد
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کریستال پریسماتيک یا منشوری
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سلولهای روزنه
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بررسیجهتوریختهتميزلوله ایدرراروییمحلولسانتریفوژپایانازپس.7

درراکلروپلاسترسوب.داریدنگههازومپروکسیاندامکوجودعدمیاوجود

3000دوردرسپس.کنيدهموژنتازهبافریمحلول rpm  سانتریفوژدقيقه7مجددا

.کنيدتکرارکلروپلاستنهاییسازیخالصتالزومصورتدرراعملاین.کنيد
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حاویکهرا7مرحلهازحاصلروییمحلولفوقسانتریفوژانجامزمانمدتدر.8

چندافزودنباهستند،هاپروکسی زومجملهازکلروپلاستازسبک تراندامک های

سپسکنيدچکپروکسی زوم هاوجودعدمیاوجودجهتاز(اکسيژنهآب)H2O2قطره

.نمایيدبررسیوتفسيرراخودمشاهدات

ده کلروپلاست خالص شیک قطره از رسوب پس از انجام اخرین مرحله سانتریفوژ . 9

فرم های مختلف این را در محلول بافری تازه هموژن کنيد و در زیر ميکروسکوپ 

.  نمایيداندامک رامشاهده 

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

ست؟ در سلول گياهی سالم موقعيت کلروپلاست نسبت به سایر اجزاء سلول چگونه ا

چرا؟ 

.رنگ ردآمين معرف کلروپلاست است و آن ها را به رنگ قرمز در می آورد: توجه
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کلروپلاست بدون رنگ آميزی و رنگ شده توسط رودامين
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الکترونی تصاویر کلروپلاست در ميکروسکوپ 

TEMو مقایسه ابعاد ان با سایر اندامکها
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استخراج اندامک کلروپلاستخلاصه مراحل 
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مشاهدات ميکروسکوپی وماکروسکوپی
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جداسازی اندامکهای درون سلولی از بافت جانوری کبد
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زومپروکسی

زدنجوانهازSERغشاءتکدارایوآیدمیوجودبهصافاندوپلاسميکشبکهیا

.استلایهتک

دارندوجودگياهیوجانوریهیسلولدر.

باشدمیاستقدکنندهاکسيدیککهکاتالازازجملهآنزیمنوعچندیندارای.

رسدمیميکرومتر0/5-1بهندرتبهگاهیو0/1-0/2معمولاهازومپراکسیقطر.

.اندضروریسلولدرآنادامهوحياتبرایهازومپروکسی

مرعطولاغلبآیندمیدنيابهژنتيکینقصدارایهایزومپروکسیباکهبيمارانی

.باشندمیZellwegerزلوگرسندرومدچارودارندافرادسایربهنسبتکوتاهتری

دیدهآسيبهایزومپروکسیآنهاروغنیهایدانهکهزراعیانواعدرنيزگياهاندر

.ترندفعالغيرفتوسنتزدرودارندکمتریزدنجوانهتواناییدارند
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لاستکلروپو،ميتوکندریهستهبامقایسهدرغشاءشکنندگیوکوچکیدليلبه

.استگرفتهصورتآنهابارابطهدرکمتریتحقيقات

اینبهحياتادامهبرایوبودهزومپروکسیداراییوکاریوتهایسلولتمامی

.دارندنيازاندامک

داردمهمیبسيارنقشگياهاننوریتنفسدروهاليپيدمتابوليسمدراندامکاین.

بااهمولکولانواعآنزیمیاکسيداسيوندليلبهزومپروکسیماتریکسدروندر

تجمعکاتالازآنزیمسپسوشودمیتوليد(H2O2)هيدروژن،پراکسيد(O2)اکسيژن

میاکسيژنوآببهتبدیلسرعتبهاستسمیومخربکهراترکيباینخطرناک

.کند

دارندمهمینقشسلولاکسيژنفشارتنظيمدرهااندامکاینترتيببدین.

تخریبوتوليددرآنمهمنقشدليلبههيدروژنپراکسيدنامازاندامکایننام

.استشدهگرفته(H2O2)مولکول
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کاتالازآنزیم
ليهکوکبدسلول هایزومپراکسیاندامکدریاسيتوپلاسمدرعمدتا  

لول هایسمحافظتباعثنيزگياهاندرداردرازداییسمفعاليتبيشترین

آنزیم،این.شودمیآزادهایرادیکالاکسيداسيونفرایندازگياهی

دربدندرطبيعیبه طورکهرااکسيژنهآبیاهيدروژنپراکسيد

قوینندهسفيدکوکنندهاکسيدعاملویکمی شودتوليدمختلففرآیندهای

دنبدرکاتالازآنزیمسطحاگر.می کندتجزیهاکسيژنوآببهمی باشد

مودیسفيباعثموفوليکول هایدرهيدروژنپراکسيدتجمعیابدکاهش

ادمونگه داریوبسته بندیدرکاتالازآنزیماز.می شودزودرسپيریو

.می شوداستفادهآن هااکسيداسيونازجلوگيریجهتغذایی
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(Zellweger)زلوگرسندرمعلائم

زلوگرسندرم.استمتفاوتبسياردیگرفردبهفردیاززلوگرسندرمهاینشانهوعلائم

درمسنبهمبتلانوزادان.شودمیآشکارتولدازپساندکی،ممکنحالتشدیدتریندر

لایمعاین.کنندمیتجربهمعمولا،زندگیاولسالدرراحياتکنندهتهدیدعوارضزلوگر

:ازعبارتند

زومی و تخریب اسيدهای صفراوی ودیگرمحصولات عملکرد پروکسی از دست رفتن 

. کبدبزرگ شدن . بافتهاخون و در سطوح بالایی از آهن و مس . ليپيدی

دگی ذهنی پيشانی بلند ، تغيير شکل گوشها و اختلالات عصبی همانند عقب مان: فرم صورت

یرقان و. اختلال در شنوایی .آب مروارید چشم و گلوکوم و انحطاط شبکيه .و تشنج 

های رشد غضروفی و استخوان.کليوی کيستهای . خونریزی معده نيز ممکن است رخ دهد 

.بلند
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