
مروري بر روش وسترن بلات

پروئین ها در سطح حفرات پلیت پوشش داده می شوند و در انتهاي ELISAهمان طورکه می دانیم در تکنیک
.،از یک واکنش رنگ زا براي شناسایی انجام واکنش یا عدم انجام آن استفاده می شودELISAآزمایش

روي ژل اکریل امید جدا شده، سپس توسط جریان الکتروفورزابتدا پروتئین توسطوسترن بلاتاما در
ن غشا شبیه به کاغذ معمولی است، اندازه حفرات آن ای. الکتریکی به غشاء نیترو سلولوز انتقال داده می شوند

کاملا مشخص است و توانایی زیادي در اتصال به پروتئین دارد پس از اینکه پروتئین به غشاء نیتروسلولوز انتقال 
طی می شود با این تفاوت که مسیر حرکت هر نمونه به شکل یک نوار ELISAداده شد بقیه مراحل شبیه به

و درون ظزف خاصی که شیار هایی به اندازه نوار بریده شده، قرار می گیرد و بقیه مراحل در این بریده می شود 
.ظرف انجام میگیرد

ــروس       ــت وی ــه کش ــر نمون ــال اگ ــور مث ــه ط ــب ب ــن ترتی ــه ای ــد   HIVب ــیم، بای ــته باش ــار داش در اختی
ــاییم   ــورز نم ــرا الکتروف ــدا ان ــس از. ابت ــورزپ ــه  الکتروف ــی را ب ــدهاي پروتئین gp120وgp41بان

ــوند         ــی ش ــک م ــا ، روي ژل تفکی ــول آن ه ــدازه مولک ــه ان ــا ب ــک بن ــر ی ــروتئین را   .ه ــدهاي پ ــون بان اکن
ــه راحتــــی صــــورت   ــا مراحــــل بعــــدي بــ ــرو ســــلولز انتقــــال داده تــ ــردبــــه غشــــاي نیتــ .گیــ

ــاي      ــه غش ــا ب ــروتئین ه ــه پ ــس از اینک ــه دو      پ ــد ب ــدي میتوان ــه بع ــدند، مرحل ــل ش ــلولوز منتق ــرو س نیت
:گونه طراحی شود



این حالت بیشتر در . شده استپروتئین هاي الکتروفورزبعضی از مواقع هدف شناسایی پروتئین خاص در) الف
.تحقیقات کاربرد دارد

ی موارد نیز مخلوط پروتینی ماهیت مشخصی دارد و حتی وزن مولکولی پروتئین هاي این مخلوط و در برخ) ب
در این موارد می توان حضور آنتی بادي علیه پروتئین . موقعیت آن ها پس از الکترو فورز مشخص می باشند

.در اکثر موارد تشخیص از این روش استفاده می شود. بررسی نمودآزمایشهاي را در سرم مورد

اکنون . الکتروفورز شده، سپس به غشاي نیتروسلولوز منتقل می شودHIVبه طور مثال پروتئین هاي ویروس
HIVپس از مجاورت با سرم انسانی هدف آزمایش بررسی وجود آنتی بادي علیه پروتئین غشایی یا مرکزي

در این مواقع علاوه بر حضور یا عدم حضور آنتی بادي اختصاصی می توانیم مشخص سازیم که آنتی فرد . است
.علیه چه جزئی از عامل بیماري زا است

در اینجا حذف می شود و به طور اختصاصی ELISAبه این ترتیب موارد مثبت کاذب مشاهده شده در آزمون
.قرار می گیردواکنش دهی آنتی بادي ،مورد آزمون 

یک عامل عفونی خطرناك براي یک بیمار مثبت می ELISAتست) بار3تا 2(در بسیاري مواقع که چندین بار 
.HSVوHIV ،HTLVاستفاده می شود نظیر عفونت هايوسترن بلاتگردد، جهت تایید تست الایزا از تست

به لحاظ . موجود استوسترن بلاتالبته امروزه براي بسیاري از عفونت هاي ویروسی و باکتریایی تست تایید
تکنیکی در مواردي که هدف ارزیابی حضور آنتی بادي خاص در یک سرم باشد، مراحل ذیل دنبال می شود تا

از انجا که جایگاه . اینکه در انتها از طریق واکنش رنگ زایی رسوبی، اتصال آنتی بادي به آنتی ژن مشخص گردد
حرکت و قرار گیري آنتی ژن روي نوار نیترو سلولز مشخص است، می توانیم مشاهده واکنش رنگی را دلیل بر 

.اتصال آنتی بادي اختصاصی به آن آنتی ژن بدانیم
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