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  دهیکچ
 ين های پروتئیین هاست و امروزه شناسای در سلول بر عهده پروتئیکیولوژی بيها تـــین فعالیتر مهم :مقدمه

 از مباحث مورد یکیولوژی بيت های در کنترل فعالآن ت مغز و نقشیها با توجه به اهم  و عملکرد آني مغزيسلول ها
جدا  مغز، يها  سلولين های پروتئی بررسيرد استفاده برا موي از روش هایکی.  باشدیست میعلاقه محققان نورولوژ

ک یزوالکتریط ای شراينه سازین مطالعه به منظور بهیا.  باشدیها م ک آنیزوالکتری اpH اساس  برن های پروتئکردن
  .گردیدک باشد، انجام ین قدرت تفکیشتری بي که دارا(IPG)ت شدهی تثبpHب ینگ و انتخاب نوار با شیفوکوس

عمل ، Bradfordن ها به روش ین غلظت پروتئیی مغز موش و تعين هایبعد از استخراج پروتئ :ها  روشمواد و
  . مختلف انجام شدPHب ی با سه شIPGنگ با استفاده از سه نوار یک فوکوسیزوالکتریا
 و pH=3-10 دیگر با IPGوار ـــقایسه با دو نـ در مpH=3-10NL با IPGنوار  : پژوهشيافته های        

pH=4-7توانست پروتئین هاي بیشتري با قدرت نفکیک بالا جداسازي کند  .  
 در مقایسه با دیگر نوارهاي به کار pH=3-10NLاین مطالعه نشان داد که نوارهاي با  :يریجه گیبحث و نت        

د و این نوارها داراي قدرت رفته در تکنیک ایزوالکتریک فوکوسینگ می توانند پروتئین هاي بیشتري را از یکدیگر جدا کنن
با توجه به پیچیدگی مغز، عملکرد آن و گستردگی پروتئین هایش .  می باشندIEFتفکیک بهتري نسبت به دیگر نوارهاي

  .این نوارها براي جداسازي پروتئین ها مناسب ترند
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  مقدمه
 در جانوران به یکیولوژی بيندهایکنترل همه فرا

) ي مرکزیستم عصبیس(ژه پستانداران برعهده مغزیو
 یکیولوژی بيها تین فعالیتر  مهمیاز طرف.  باشدیم

 یی شناسااین بر بنان هاست، یدر سلول بر عهده پروتئ
ها امروزه   و عملکرد آني مغزي سلول هاين هایپروتئ

ست ـــیوژـــقان نورولــمباحث مورد علاقه محق از
 ي مورد استفاده براي از روش هایکی. )1،2(، باشدیم

 جداسازي مغز، يها  سلولين های پروتئیبررس
کشان یزوالکتری اpH اساس برا ن هیپروتئ

)Isoelectric Focusing: IEF (دــــاشـ بیم .IEF ،
ن ها در یک ی است که در آن پروتئيروش الکتروفورز

بر ک خود و یزوالکتریمیدان الکتریکی بر اساس نقطه ا
 و pHب ی شيد که دارایل آمی اکری ژل پلروي بستر

 یگر جدا میاد اوره است از یکدی غلظت زيحاو
روفورز، ـــن نوع از الکتین در ایا بر بنا. )3(،شوند
ت ی، که یک خصوصیکین ها بر اساس بار الکتریپروتئ

شان است از ینه هایدآمی و وابسته به ساختار اسیذات
وان ـــ تین روش می شوند و با ایگر جدا مییکد

 یک متفاوتیزوالکتری نقطه اي که دارایین هایپروتئ
 از ياریچرا که بس. قرار داد يهستند را مورد جداساز

 هستند که وزن ییزوفرم های اين ها دارایپروتئ
ک متفاوت یزوالکتری نقطه اي مشابه اما دارایمولکول
 ولت، 10000 در حدودن روش به ولتاژ بالا یا. هستند

از ی نpHب ی ساعت و یک ش10 در حدود یزمان طولان
  )4،5.(دارد

ها و  نی پروتئي جداسازيقات گذشته بر رویتحق
 دهند که علاوه بر ی نشان مIEFانجام مرحله 

ها  نی پروتئيشه در محلول سازی که همیمشکلات
ار ی از مراحل بسیکی هم IEFينه سازیبه. وجود دارد

د ولتاژ مناسب داده شود ین مرحله بایدر ا. سخت است
.  با وزن مولکولی بالا هم فوکوس شونديتا پروتئن ها

 باشد تا همه ید کافی هم بانگی زمان فوکوسیاز طرف
ک خود برسند و فوکوس یزوالکتریها به نقطه ا نیپروتئ
نه یه یک روش استاندارد بهین تهیبر ا بنا. )3-6(،شوند

وش ـــغز مــ مIEFن و انجام ی استخراج پروتئيبرا
   ي هایــگر و بررسیقات دی از تحقياری تواند در بسیم

طالعه اي که در در م.  مغز راه گشا باشدين هایپروتئ
 نشان ،)7(،انتشار یافتAmnéus H  توسط 1979سال 

 ،هایی آمفوتر هستند داده شد که پروتئین ها مولکول
 گیرند یرار مـــ محیطی که در آن قpHیعنی بسته به 

یا خنثی می   منفی و،داراي بار الکتریکی خالص مثبت
 همه ين در واقع جمع جبریشوند و بار خالص هر پروتئ

 ياگر تعداد گروه ها.  باشدی آن می مثبت و منفياباره
 pH باشد، ي بازياـــروه هـــتر از گـــشی بيدیــاس

ن جز ین خواهد بود و پروتئیین پایک پروتئیزوالکتریا
اگر تعداد .  خواهد شدي طبقه بنديدی اسين هایپروتئ

شتر از ین بیروتئــــ در یک پي بازياــروه هــــگ
ن بالا یک پروتئیزوالکتری اpHشد  بايدی اسيگروه ها

 ي طبقه بندي بازين هاین جز پروتئیخواهد بود و پروتئ
 در ين ها تفاوت قابل ملاحظه ایپروتئ. خواهد شد

 ها معمولاً  آنpIگر دارند و یک با یکدیزوالکترینقطه ا
.   باشندی م4-7 در محدوده  و اکثرا3ً-12در محدوده 

اثیر یک میدان  و تحت تpHان یدر حضور یک گراد
الکتریکی، پروتئین به سمت نقطه اي در شیب حرکت 

پروتئینی با . می کند که بارالکتریکی خالصش صفر شود
بار الکتریکی خالص منفی به سمت آند مهاجرت خواهد 
کرد، تا جایی که بار الکتریکی منفی اش کم شود و به 

 pIکه این پروتئین از محدوده  در صورتی. صفر برسد
ود باز ــ خpI باردار می شود و به ارج شود، فوراًخود خ

در واقع این پدیده فوکوسینگ یا متمرکز . می گردد
 صورت »IEF«شدن پروتئین در یک نقطه است که در 

می پذیرد و باعث تجمع و تمرکز یک پروتئین در نقطه 
ایزو الکتریک خود شده و ابزاري قدرتمند در جداسازي 

چند ناچیز در بار  لاف هراساس اخت پروتئین ها بر
  )8.(الکتریکی شان می باشد

ق حاضر، از حیوان موش به خاطر شباهت یدر تحق
 به انسان و کاربرد آن به عنوان مدل در يولوژیزیف

. قات بیوتکنولوژي و بالینی استفاده شدی از تحقياریبس
 مغز ين های پروتئIEFق، ین تحقیهدف از انجام ا

 مغز موش بر اساس نقطه ين های پروتئيجداساز(موش
ب ی انتخاب شیعنی IEF ينه سازی، به)کشانیزوالکتریا

pHدست ه هاي مغز، ب  مناسب براي جداسازي پروتئین
  آوردن زمان فوکوسینگ مناسب و بهینه سازي ولتاژ به
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 باشد یک مین قدرت تفکیمنظور به دست آوردن بهتر
 یس برري برایقات آتیج حاصله در تحقیتا بتوان از نتا

  .پروتئوم مغز موش بهره برد
 مواد و روش ها

پس از بیهوش و خارج کردن مغز موش ماده، مغز 
با استفاده از هموژنایزر در کوکتل پروتئاز اینهیبیتور 

 24هموژنایز شده، در نیتروژن مایع فریز شد و به مدت 
ساعت به منظور پودر کردن نمونه در فریزدرایر قرار داد 

دراي شده، بافر لیز کننده اضافه شد و به نمونه فریز. شد
بافر لیزکننده شامل، . یک ساعت در دماي محیط ماند

2M Thiourea ،40mM Tris و Biolyte 0.2% 
نمونه سانتریفیوژ شده و در نهایت تعیین غلظت . بود

. )9-12(، انجام شدBradfordپروتئین توسط روش 
مینان، لازم به ذکر است جهت تکرار کار و بالا رفتن اط

 دو بار Bradfordتعیین غلظت پروتئین توسط روش 
  .انجام شد
 IEFصوص ــــ مخيوارهاـــق نین تحقیدر ا

(Immobilized pH Gradient strip: IPG strip)  
 pH=3-10 و pH=3-10NL و pH=4-7ب یبا سه ش

با توجه به سایز نوار، مقدار . مورد استفاده قرار گرفتند
 در IPG (Bio Rad, USA)وار  هر ني نمونه برایکاف

 یحجم هر نمونه به همراه بافر آب ده. نظر گرفته شد
)Rehydration Buffer ( تر رسانده یکرولی م300به

 انتقال داده يمتر ی سانت17 ي هاینینمونه به س. شد
پس از یک .  داخل آن قرار گرفتIPGشده و نوار 

  اضافهی روغن معدنيریگ  نوار در حال آبيساعت، رو
بعد از گذشت . شد تا از خشک شدن آن جلوگیري شود

ها خارج شده و Tray از داخل IPG ساعت، نوار 15
 به IEFسپس جهت انجام . ها گرفته شد روغن آن

 ي منتقل شده و دوباره براIEF مخصوص ینیس
خته ی ری آن روغن معدني از سوخته شدن رويریجلوگ
 Protean IEF داخل دستگاه IEF ینیسپس س. شد

Cell ,(Bio Rad), USAگاه، ـــ قرار گرفت و به دست  

 ولت 250: مرحله 3ولتاژ مناسب داده شد که شامل 
ت یولت مرحله دوم و در نها 10000مرحله اول، 

 باًی باشد و تقریساعت در مرحله سوم م- ولت50000
  )5.(ردی گی ساعت را در بر م10ک به ی نزدیزمان

  پژوهشيافته های
 مغز موش، لایز آن و انجام پس از در آوردن

. مرحله استخراج پروتئین، نمونه تعیین غلظت شد
 میلی گرم در هر 5/8رابر ــغلظت پروتئینی حاصله ب

افی ـــدار کـــپس مقـــس. ودــــونه بـمیلی لیتر نم
 با IPGه نوار ـــبه س) رمــــ میکروگ1200(پروتئین

pH 3-10NL, 3-10, 4-7دهی  به همراه بافر آب 
پس از انجام مرحله خیساندن نوارها براي . اضافه شد

به منظور مشاهده .  به دستگاه منتقل شدندIEFانجام 
الگوي به دست آمده و مقایسه نحوه فوکوسینگ 

، 3-10، 4-7( مختلفpHر سه شیب دپروتئین ها 
NL10-3( نوارها با رنگ ،IEF staining solution, 

Bio-Radر که در شکلطو همان .میزي شدند آ رنگ 
وار با ــــردد در نـــه می گـــ ملاحظ1 شـــماره

pH=3-10NL تعداد بسیار زیادي از پروتئین هاي مغز 
 بالا به صورت باند از موش با قدرت تفکیک نسبتاً

 pH=4-7 با IPGدر نوار ). a شکل(یکدیگر جدا شدند
ظه ـــ ملاح(b)لـــه در شکــور کـــط مانــــه

 7-4ر چه قدرت تفکیک در ناحیه ـــردد اگـــمی گ
، (a)کلـــسه با شـــه است اما در مقایـــبالا رفت

 pHا که ـــن هــــیـــروتئـــــري پـــک ســــی
 pH=7-10 و pH=3-4ان در ناحیه ـــایزوالکتریکش

ایت در ـــدر نه. ت می روندـــد از دســاشـــی بـــم
صورت  به pH=3-10ب ـــ که داراي شی(c)کلـــش
ردد که ـــده می گـــاهـــت، مشــــطی اســـخ

یار ـــ بسpH=4-7یهـــ پروتئین ها در ناحياـــبانده
وار با ـــاده از این نـــد و با استفـــتراکم هستنـــم

اصل ـــک بالایی حـــ، قدرت تفکیpHب ـــاین شی
  .نمی گردد
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  10NL (fig a), 4-7 (fig b), 3-10 (fig c)-3ف مختلpH سه IPGنوارهاي. 1  شمارهشکل

 IEF staining solutionمیزي شده با  آرنگ
 

  بحث و نتیجه گیري
طور که در بالا به آن اشاره شد هدف از  همان

 IEFه سازي روش ـــعه، بهینــــانجام این مطال
در انجام این مرحله . پروتئین هاي مغز موش می باشد

، IEF، زمان انجام pHله شیب فاکتورهاي زیادي از جم
 loadنوع نمونه، دماي انجام آزمایش، مقدار پروتئین 

در این تحقیق .  بستگی داردIPGشده و طول ژل نوار 
 استفاده شد تا مشخص شود که pH شیب مختلف 3از 

 پروتئین هاي مغز موش يکدام شیب براي جداساز
 با توجه به نتایج به دست آمده. مناسب تر می باشد

به نظر می رسد که نوارهایی با شیب ) 1  شمارهشکل(
pH=3-10NL براي جداسازي پروتئین هاي مغز 

 pH=3-10 و pH=4-7موش مناسب تر از دو شیب 
تحقیقات دیگر نشان می دهند که زمانی . می باشد

 خطی در محدوده pHاز یک شیب IEF براي انجام
 ی کلیــدف بررســــه هــ استفاده می شود ک 10-3

استفاده از این روش، .  پروتئین هاي نمونه می باشد
ک نمونه پروتئینی یانتخاب مناسبی براي مطالعه اولیه 

جدید و نا آشنا، چگونگی توزیع پروتئینی آن و چک 
کردن نحوه استخراج پروتئین ها می باشد و براي 
بررسی دقیق پروفایل پروتئینی نمونه مورد نظر شیب 

 pHا اکثر پروتئین ها داراي مناسبی نمی باشد، زیر
 pH هستند و از طرفی 4-7ایزوالکتریک در محدوده 

یک واحد ( به صورت خطیpH=3-10در نوارهایی با 
تغییر می کند و ممکن است که بسیاري از ) یک واحد

   ایزوالکتریک نزدیک به هم روي هم pHپروتئین ها با 

  
در پس این نوارها قدرت تفکیک بالایی . متمرکز شوند

pH=4-7ایج این مطالعه هم ــــ و نت،)13-15(، ندارند
  .تاییدکننده همین مطالب می باشد

 ایزوالکتریک بیشتر pHطور که گفته شد  همان
 یی می باشد پس نوارها7 تا 4پروتئین ها عددي بین 

 داراي قدرت تفکیک بالایی در این pH=4-7با شیب 
دقیق این نوارها براي مطالعه .  هستندpHمحدوده 

نمونه هاي پروتئینی مثل پروتئین هاي اسپرم که اکثر 
 می باشد مناسب pH=4-7پروتئین هایش در محدوده 

اما مطالعات گذشته نشان داده اند که . )16،17(،هستند
 pHسترده اي از ـــپروتئین هاي مغز داراي طیف گ

 براي جداسازي pH=4-7می باشند و اگر از نوارهایی با 
 شود بسیاري از پروتئین ها در نوار ها استفاده آن

از . )18-20(،فوکوس نخواهند شد و از دست می روند
و شکل دیگر مشخص می شود د با 1bمقایسه  شکل 

که اگرچه میزان تفکیک پروتئین ها بسیار بالا رفته 
است اما پروتئین هاي ناحیه اسیدي و بازي روي ژل 

کی از راه حل ها براي رفع دو ی. متمرکز نشده اند
مشکل فوق یعنی رسیدن به قدرت تفکیک مناسب و 

، استفاده از pHدر عین حال داشتن یک طیف گسترده 
این نوارها .  است3-10  غیر خطی بینpHنوارهایی با 
 داراي قدرت تفکیک بالایی pH=4-7 در محدوده

ي  از ناحیه اسیدpHدر واقع در این نوارها تغییر . هستند
به سمت بازي به صورت خطی نمی باشد و ناحیه 

pH=4-7 وسعت بیشتري دارد، در نتیجه پروتئین ها در 
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. )13،21(،این ناحیه بهتر از یکدیگر جدا می شوند
دست آمده از پروتئین هاي مغز موش هم در ه الگوي ب
در .  نشان دهنده همین مطالب می باشد1aشکل 

کرد در مغز طیف یري ــــجه گــنهایت می توان نتی
 ایزوالکتریک اسیدي pHگسترده اي از پروتئین ها با 

یا بازي وجود دارد و با توجه به پیچیدگی مغز و عملکرد 
ین هاي مغز، نوارهاي با ـــآن و گستردگی پروتئ

pH=3-10NL می توانند پروتئین هاي بیشتري را از 
یکدیگر جدا کند این نوارها داراي قدرت تفکیک بهتري 

  . می باشندIEFت به دیگر نوارهاي نسب
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Abstract 
Introduction: Brain (central nervous syst-
em) is responsible to manage all biological 
process in living organisms, particularly 
mammalian. Since proteins play major roles 
in the biological cell activities, nowadays 
identification of brain proteins and deter-
mination of their function is interesting 
subject for neurologists. Isoelectric Foc-
using (IEF) technique is one of the prote-
omic technologies to study brain proteins. 
This study was carried out to select the IPG 
strips with maximum resolution and to 
optimize IEF condition for the separation of 
mouse brain proteins. 
 
Materials & Methods: After extraction of 
mouse brain proteins and determination of 
protein concentration by Bradford assay, 

Isoelectric Focusing was performed using 
IPG strips with three different pH gradients. 
 

Findings: IPG strip with pH=3-10NL was 
able to separate more proteins with relati-
vely high resolution in comparison with 
IPG strips with pH=3-10 and pH=4-7.  
 
Discussion & Conclusion: Results were 
shown that more proteins can be separated 
using IPG strip with pH=3-10 NL and this 
strip has a high resolution rather than the 
other strips. Due to the complexity of brain, 
its function, and the extent of brain 
proteins, it is appropriate to resolve proteins 
by the method. 
 
Keywords: Mouse, Protein, Isoelectric fo-
cusing, Brain 
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