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  1، مصطفی رضایی طاویرانی1آنا میفور
  
  انمرکز تحقیقات پروتئومیکس، دانشکده پیراپزشکی، دانشگاه علوم پزشکی شهید بهشتی تهر) 1

 
7/12/92:                   تاریخ پذیرش1/8/92: تاریخ دریافت  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 پروتئین، نقره آبی ،بلو کوماسی کلوئیدال ،R250 بلو کوماسی: واژه هاي کلیدي
 
 
 
  

                                                             
 انمرکز تحقیقات پروتئومیکس، دانشکده پیراپزشکی، دانشگاه علوم پزشکی شهید بهشتی تهر :نویسنده مسئول  

Email: meyfour_a@yahoo.com 

  چکیده
. شـوند  می تفکیک کدیگر ی از ژل روي پروتئین صد چند تا بعدي دو الکتروفورز انجام از پس موارد، اغلب در: مقدمه      

 آمیزي، رنگ از پس. نمود آشکار و آمیزي رنگ را آن ها  نحوي به است لازم هستند، رنگ بی پروتئین ها  این که آن جا  از
  . شود می ظاهر ژل روي لکه ک یصورت به پروتئین هر

 ظاهر براي نقره آبی  و بلو کوماسی کلوئیدال ساده، کوماسی آمیزي رنگ روش سه تحقیق این  در :مواد و روش ها         
 قـرار  مقایـسه  و اسـتفاده  مورد اند شده سازي جدا ديبع دو الکتروفورز توسط که ماده موش مغز پروتئینی هاي لکه سازي
  .گیرد قرار شناسایی مورد آمیزي رنگ ترین مناسب و ترین حساس تا گرفتند

 مرحلـه  از پـس  مـاده  مـوش  مغز هاي پروتئین بعدي دو الکتروفورز از آمده دست به ژل هاي : یافته هاي پژوهش       
 کوماسی کلوئیدال ،R250 بلو کوماسی آمیزي رنگ سه براي ژل سه. تندگرف مربوطه قرار  رنگ محلول هر کدام در   تثبیت

عکس آن ها ظـاهر      و شده زدایی رنگ) مربوطه پروتکول طبق(کدام هر آمیزي رنگ از پس . ظاهر گردیدند  نقره آبی  و بلو
  .گردید

زي پروتئین مغز مـوش  نتایج نشان داد که رنگ آمیزي نقره آبی بهترین روش براي رنگ آمی     :بحث و نتیجه گیري        
   .در ژل هاي الکتروفورز دوبعدي است
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  مقدمه
روش هاي رنگ آمیزي متعددي در بسیاري از مقالات       

پایه  Davis  وOrnstein  دو محققاز زمان اولین کار
منتشر روش الکتروفورز منطقه اي با قدرت تفکیک ان گذار

رح زیر  به شها را می توان تقریباً آن. )1،2(،شده است
رنگ )3رنگ هاي نقره اي )2رنگ هاي آلی )1: تقسیم کرد

در آخرین طبقه بندي، . رنگ هاي فلورسنت)4هاي منفی 
 می گیرد  که شاید به صورت روزانه مورد استفاده قراریرنگ

می شود که با کمپلکس   SYPROبه خانواده  مربوط
SDS- پروتئین ارتباط برقرار می کند و حساسیتش در حدود

ng/mm 4-13،4.( می باشد(  
کی دیگر از روش هاي ظاهرسازي پروتئین ها، رنگ ی      

 ها  آناساس کهآمیزي هاي منفی یا  معکوس هستند 
شد و باندهاي تشکیل نمک هاي فلزي نامحلول می با

  زمانی که در مقابل یک زمینه تاریکرنگ نشدهپروتئین 
ها به سرعت در  آن. )5(، مشاهده می شوندقرار بگیرند

د و اجازه بازیابی آسان شون می انجام دقیقه 15عرض 
پروتئین از ماتریس ژل را می دهند، چرا که نیاز به مرحله 

ا محدودیت بعضی از رنگ آمیزي هاي منفی ب. تثبیت ندارند
:  استفاده می شوند، عبارتند از که معمولاًیهاي تشخیص

 12-10(، کلرید روي)6(،)میلی متر/ نانوگرم5(کلرید مس
 میلی 5/1-12/0(استات پتاسیم، )7(،)میلی متر/نانوگرم

بسیاري از رنگ آمیزي هاي منفی نیاز به حضور . )8(،)گرم
  . ندمواد شوینده در ژل براي ظاهرسازي پروتئین دار

 بالا تـساسیـح روش، یـسادگ اطرـخ به تـبوبیـمح       
 بار نـاولی رهـنق زيـآمی گـرن. تـاس فادهـاست ولتـسه و

 براي ارانـهمک و  Merrilطـوسـت 1979 الـس در
 آمیزي رنگ از بیش پروتئین تشخیص تـاسیـحس شـافزای

 ايـه یزيـآم ـرنگ مامـت .)9،10(،شد معرفی آبی کوماسی
 حـسط روي بر قرهـن لزـف ونیـی کاهش در پروتکل نقره

 که کرد انکار توان نمی که حالی در. دارد یـتگـبس پروتئین
 زيـآمی گـرن رینـت ساســح از نقره هاي زيـآمی رنگ

 ،)11- 13(،است دهـش گزارش کنون تا که ندـستـه یـایـه
 پروتئوم اي مقایسه کمی، طالعاتـم براي محققان اکثر اما
 حـترجی را کوماسی خانواده از آلی کلاسیک هاي گرن ها

 اـامي دارند ترـکم حساسیت چه اگر. دهند می
 یاريـبس به وابستگی دمـع لـدلی به ها آن ريـذیـرارپـتک
 ازيـرسـظاه زمان و حلال کیفیت دما، جمله از پارامترها از

 رنگ از زیادي دادـتع این، بر علاوه. تـاس ترـبیش یارـبس
 برروي ترـشـبی پردازش ازهـاج رهـقـن ايه یزيـآم

 برگشت صورت به آلدهیدها زیرا دهد، نمی را ها ینـپروتئ
    )14.(دهند می واکنش پپتیدها پلی با ناپذیر
 1963 سال در بار اولین براي کوماسی آمیزي رنگ      

ه ب و ،)15(،شد گزارش  Fazekas de St. Grothتوسط
 محبوبیت مورد تفادهاس سهولت و معقول حساسیت خاطر
ه ب ظاهرا میزيآ رنگ این بالا نسبتاً حساسیت. گرفت قرار

 کوماسی هاي رنگ میان در رنگ-رنگ کنش برهم خاطر
 هاي کنش برهم و ونی یپیوند صورت به که است

 آمینه اسیدهاي تعداد .باشد می ها پروتئین با هیدروفوبی
 رسد می نظر به هیستیدین و آرژنین لایزین، چون هم بازي

 کی. )16،17(،دارد مستقیم ارتباط کوماسی نگر شدت با
 و  Neuhoff کار با کوماسی آمیزي رنگ در بزرگ جهش

 میسلی حالت یک ایجاد خاطره ب این و شد ایجاد همکاران
 که بود رنگ در فسفریک و اسید سولفوسیالیک حضور اثر در

  )18(.افت یافزایش ng 30 حدود تا آمیزي رنگ حساسیت
در تلاش براي بهبود پروتکل هاي رنگ آمیزي       

پروتئین ها روش دیگري که در واقع تغییر روش 
Neuhoff بود توسط Candiano و همکاران در سال 

 1 معرفی شد که داراي حساسیت بالا در حدود 2004
 »آبینقره «باند می باشد و آن را /نانوگرم پروتئین

در این تحقیق سه روش رنگ آمیزي کوماسی . )19(،نامیدند
 براي ظاهر سازي نقره آبیساده، کلوئیدال کوماسی بلو و 

لکه هاي پروتئینی مغز موش ماده که توسط الکتروفورز دو 
بعدي جدا سازي شده اند مورد استفاده و مقایسه قرار گرفتند 

 براي شناسایی تا حساس ترین و مناسب ترین رنگ آمیزي
 مورد شناسایی قرار گیرد و بتوان از ي مغز موشپروتئین ها

چون تهیه   مغز همیآن در دیگر تحقیقات پروتئومیکس
پروفایل پروتئینی مغز در بیماري هاي مغزي مثل آلزایمر 

  .استفاده کرد
  ها مواد و روش

پس از بیهوش و خارج کردن مغز : نمونهي ساز آماده      
ر کوکتل پروتئاز موش، مغز با استفاده از هموژنایزر د

اینهیبیتور هموژنایز می شود، در نیتروژن مایع فریز می شود 
 ساعت براي پودر کردن نمونه در فریزدرایر 24و به مدت 

  به نمونه فریزدراي شده، لایزیز بافر . قرار داده می شود
. اضافه می شود و یک ساعت در دماي محیط می ماند

 و 2M Thiourea ،40mM Trisلایزیز بافر شامل، 
Biolyte 0.2%نمونه سانتریفیوژ شده و در .  می باشد

 انجام Bradfordنهایت تعیین غلظت پروتئین توسط روش 
لازم به ذکر است جهت تکرار کار و . )20،21(،خواهد شد
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بالا رفتن اطمینان تعیین غلظت پروتئین توسط روش 
Bradfordدو بار انجام شد .  

  باIPG  نوار3تئین بر روي پرو: الکتروفورز دوبعدي      
pH  و غیر خطی اضافه می شود، و 10-3برابر IEF در 

مقدار  . انجام می شودProtean IEF cellدستگاه 
. کسان می باشدی IPG نوار 3پروتئین لود شده براي 

) Equilibration Buffer( در بافر تعادلIPGنوارهاي 
از اتمام پس . تا متعادل سازي صورت گیرد. قرار می گیرند

 به عنوان بعد دوم از SDS-PAGEمرحله متعادل سازي، 
 دست به ژل سه ابتدا. الکتروفورز دو بعدي انجام می شود

 هر که موش مغز هاي پروتئین بعدي دو الکتروفورز از آمده
 محلول در هستند پروتئین داراي میزان ک یبه کدام

 10 اتانول،درصد  50 حاوي) Fixation solution(تثبیت
 ک یگذشت از پس. گیرند می قرار آب و استیک اسید درصد

 آنالار آب با دو و شده خارج تثبیت محلول از ها ژل ساعت،
 رنگ ک یداخل کدام هر(ها ژل. شوند می داده شستشو

 BioRad (R250 بلو کوماسی با) مربوطه پروتکول طبق
BioSafe Coomassie(، 2 شامل بلو کوماسی کلوئیدال 

  1/0 سولفات، آمونیوم  درصد10 سفریک،ف اسید درصد
 Blue و متانولدرصد  G-250، 20 بلو کوماسی درصد

silver آمونیومدرصد  10 فسفریک، اسید درصد 10 شامل 
   درصد G-250، 20 بلو کوماسی درصد 12/0 سولفات،

 سپس. شوند می داده قرار Over night صورت به متانول
. شوند می زدایی رنگ) مربوطه پروتکول طبق(کدام هر

 R250 کوماسی آمیزي رنگ براي زدایی رنگ محلول

 است آب در اسید استیکدرصد  10 متانول،درصد  50 شامل
 اسکن می GS-800 تصاویر رنگ آمیزي ژل با اسکنر

 و در نهایت تصاویر حاصله با نرم افزار ،)18،19(،شوند
Image Master براي شمارش تعداد لکه پروتئینی مورد 

  .ز قرار می گیرندآنالی
   یافته هاي پژوهش

 دوبعدي الکتروفورز انجام براي نمونه نهایی غلظت       
 دسته ب براي. دارد آمیزي رنگ نوع با مستقیمی رابطه
 رنگ و بالا حساسیت با مناسب آمیزي رنگ روش آوردن
 آمیزي رنگ روش 3 از کمتر) background(زمینه پشت

 کوماسی کلوئیدال ،)Coomassie R250(ساده کوماسی
 افته یبهبود آمیزي رنگ نوعی (Blue Silver و بلو

 آمیزي رنگ سه هر براي. شد استفاده) بلو کوماسی کلوئیدال
 در که طور همان. شد استفاده پروتئین μg/μl 300 مقدار
 ،C تا A ژل از ترتیب به شود می ملاحظه 1  شمارهشکل
 ،)Coomassie R250(ساده کوماسی آمیزي آمیزي رنگ

 هاي لکه تعداد ،Blue Silver و بلو کوماسی کلوئیدال
 حساسیت و است افته یافزایش چشمگیري طرز به پروتئینی

ها با   ژل.است بیشتر بسیار Blue Silver  آمیزي رنگ
نتایج  مورد آنالیز قرار گرفتند و Image Masterنرم افزار 
 87،291،510که به ترتیب تعداد ) 1شماره جدول (نشان داد

 رنگ آمیزي شده با کوماسی بلو، 2DEلکه پروتئینی در ژل 
مورد شناسایی قرار  Blue Silverکلوئیدال کوماسی بلو و 

  .گرفتند

  
  
  
  

   با توجه به نوع رنگ آمیزي2DEتعداد لکه هاي پروتئینی شناسایی شده از نمونه مغز موش در هر ژل . 1 شماره جدول
  تعداد لکه پروتئینی  رنگ آمیزي

  87  کوماسی ساده
  291  کلوئیدال کوماسی بلو

Blue Silver 510  
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 هاي ژل در) C ژل(نقره آبی و) B ژل(بلو کوماسی کلوئیدال ،) A ژل(ساده کوماسی آمیزي رنگ روش سه مقایسه. 1 شماره  شکل
cm7 )pH=3-10 (ي جداسازي شده اند که با روش الکتروفورز دو بعدموش مغز هاي پروتئین از.  

  
  و نتیجه گیريبحث
روش انتخابی براي رنگ آمیزي ژل پس از انجام       

الکتروفورز دو بعدي بستگی به طبیعت نمونه اولیه و هدف 
ها روي ژل دو بعدي  براي شناسایی پروتئین. آزمایش دارد

که سازگار با طیف سنجی جرمی باشد، یک روش رنگ 
از رنگ آمیزي ژل پلی . نیاز استآمیزي قابل برگشت مورد 

دست خواهد ه اکریل آمید با آبی کوماسی نتایج مطلوبی ب
. هاي طیف سنجی جرمی سازگار است آمد که با روش

: استفاده از کوماسی بلو به صورت سه روش دیده می شود
 Blueرنگ آمیزي کوماسی ساده، کلوئیدال کوماسی بلو و 

Silverهر سه این .  دارندکدام مزیت و معایبی  که هر
ها ارزان، دینامیک و سازگار با طیف سنجی جرمی  روش

  . هستند اما حساسیت هاي مختلفی دارند
آبی کوماسی اولین بار براي رنگ آمیزي اسیدي پشم      

دو گونه مختلف این رنگ وجود دارد که به نام . تهیه شد
.  شناخته می شوندR250 و G250هاي آبی کوماسی 

وماسی با اسید آمینه قلیایی از جمله آرژنین، رنگ آبی ک
رنگ . تیروزین، هیستیدین و لیزین ایجاد کمپلکس می کند

شدید زمینه و متعاقب آن نیاز به مراحل متعدد رنگ زدایی از 
 Neuhoff، 1988در سال . نکات منفی این روش است

ها در ژل هاي  روش حساسی براي رنگ آمیزي پروتئین
 G250یه ویژگی کلوئیدي آبی کوماسی اکریل آمید بر پا

در طی رنگ آمیزي تعادلی بین اشکال . )18(،ارائه کرد
فرم . کلوئیدي و فرم پراکنده مولکول رنگ وجود دارد

ها را رنگ  پراکنده وارد ماتریکس ژل می شود و پروتئین
که فرم کلوئیدي بیرون نگه داشته می شود  می کند حال آن

پروتکل . )22(،و به این ترتیب از رنگ زدایی پرهیز می شود
 اخیراً. هاي مختلفی براي رنگ آمیزي با کوماسی وجود دارد

 بر گرفته از Blue Silverیک روش رنگ آمیزي جدید 
رنگ آمیزي کولوئیدال کوماسی گزارش شده است که ادعا 

در .  در اندازه رنگ آمیزي نقره است آنمی کند حساسیت
دال رفته در رنگ آمیزي کلوئی این روش غلظت مواد به کار

دو . کوماسی را تغییر داده اند تا حساسیت روش بالا رود
تغییر درصد رنگ : تغییر عمده در این روش ایجاد شده است

به درصد  2 و اسید فسفریک از درصد 12/0ه بدرصد  1/0از 
جالب توجه است که با افزایش غلظت اسید درصد  10/0

 فسفریک، جذب رنگ در نواحی پروتئینی بیشتر و سریع تر
   )22-25.(می شود و لکه هاي پروتئینی آبی تر می شوند

به علت غلیظ بودن محتواي سلولی گروه هاي مورد      
، حجم بالاي نمونه و سازگاري پروتئینىآزمایش از نظر 

بالاي رنگ کوماسی بلو با تکنیک طیف سنجی جرمی، 
 رنگ آمیزي ژل ها با استفاده از رنگ ادامه آزمایشات براي

Blue Silverحساسیت این روش در حدود .  انجام شد
ng10-1ًنزدیک به رنگ آمیزي نیترات نقره می  تقریبا 

ي یسه با دو روش دیگر تعداد لکه ها مقا و در،)23(،باشد
پروتئین بیشتري را با رنگ پشت زمینه کمتر ظاهر کرده 

 ملاحظه می گردد 1 شماره طور که در شکل همان. است
   در مقایسه با دو روش دیگر Blue Silverرنگ آمیزي 

بسیار حساس تر می باشد و تعداد لکه هاي پروتئینی 
جا که هدف از انجام  از آنو . بیشتري را ظاهر کرده است

انتخاب روشی حساس و ارزان براي رنگ تحقیق حاضر 
  آمیزي ژل دوبعدي به دست آمده از پروتئین هاي مغز 
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موش، انتخاب روش رنگ آمیزي بدون نیاز به رنگ بري و 
انتخاب روشی سازگار با طیف سنجی جرمی می باشد، رنگ 

راي رنگ  به عنوان روش برگزیده بBlue Silverآمیزي 

 حاصل از پروتئین هاي مغز موش 2DEآمیزي ژل هاي 
انتخاب می شود تا در تحقیقات آتی و مطالعات بیشتر 

  . مورد استفاده قرار گیرد،)26(،پروتئین هاي مغز
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Abstract 
Introduction: In most cases, after two-dime-
nsional gel electrophoresis procedure about 
hundreds proteins are separated from each 
other. Because these proteins are colorless, 
so they need to be stained and appeared. 
After staining, each protein appears as a 
spot on the gel. 
 
Materials & Methods: In this study, three 
staining methods including simple coom-
assie blue, colloidal coomassie blue and 
blue silver were used to stain mouse brain 
proteins and separate them using two dime-
nsional electrophoresis techniques. These 
staining methods were compared to identify 
the most appropriate and sensitive ones. 
 

 
Findings: Before staining, the gels were 
fixed in fixation solution. Three gels were 
appeared for the three staining methods. 
After gel staining (according to the related 
protocol), they were destained and scanned 
by scanner. 
  
Discussion & Conclusion: Results showed 
blue silver staining were the most appr-
opriate method for staining   mouse brain 
proteins in two-dimensional gels.  
 
Keywords: Coomassie blue R250, colloidal 
coomassie blue, blue silver, protein 
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