
  از گیاهکیت استخراج پروتئین تام 

Plant total protein extraction kit

)Cat-No: SK1207-50(

  مقدمه) الف

استخراج و خالص سازي  برايمختلفیروشهايبه طور کلی 

مانندزیستیروش هاي شاملروشهااین.داردوجودپروتئین ها

شیمیاییيروشهالیزوزیم،مانندآنزیمهاییتوسطسلولهاتخریب

مانندمکانیکیروشهايومختلفهايشویندهازاستفادهمانند

درکردنلهکردن،ذوبوفریزکردنهموژناسیون،سونیکاسیون،

. هستندايشیشههايدانهازاستفادهباتخریبومایعنیتروژن

برايآلیایدهو  عمومیومناسبروشفوق،روشهايازکدامهیچ

عواملی.باشدنمیایطشرهمهدریناج پروتئو استخر سلوللیز

اینکهمیزبانینوعوپروتئینشیمیاییوفیزیکیخصوصیاتمانند

لیز روشنوعپژوهش،هدفحتیوکندمیتولیدراپروتئین

  .میکنندتعیینراپروتئیناستخراجبرايسلولی

کامل  ک محلولی از بافت هاي گیاهی تامبافر استخراج پروتئین 

امل دترجنت هاي یونی و غیر یونی است که قادر به لیز و ش

ها از انواع سلولهاي چسبنده،  سازي طیف وسیعی از پروتئین محلول

علاوه بر این، بافر . باشد می گیاهیهاي  سوسپانسیون و انواع بافت

میانکنش هاي غیر اختصاصی بین پروتئین ها  تاماستخراج پروتئین 

هاي اختصاصی، امکان حفظ میانکنشه و بال رساندرا به حداق

 پروتئین. پروتئین را فراهم می آورد -مطالعه میانکنشهاي پروتئین

هاي  براي انواع روشاستخراج پروتئین هاي استخراج شده با بافر 

، وسترن بلات، رسوبدهی ایمنی و PAGE ،SDS-PAGEالایزا، 

  .سنجش آنزیمی سازگار است

. ئازي و فسفاتازي می باشدهاي پروت هاین بافر حاوي انواع مهارکنند

و آماده مصرف می  1Xحاضر بصورت استخراج پروتئین بافر 

در  100Xاما برخی از مهار کننده هاي آن بصورت کوکتل . باشد

در یک میلی لیتر  کیت گنجانده شده است که قبل از مصرف

یتر از آن به یک میلی میکرول 10حل شود وحلال مشخص شده 

.افزوده شود استخراح پروتئین کللیتر بافر

 این بافر استخراج مناسب براي تهیه نمونه جهت: کاربردهاي کیت

ELISA ،SDS-PAGE،Dot،وسترن بلات blot ، تخلیص

  .باشد پروتئین و سنجش هاي آنزیمی می

  محتویات کیت) ب

  توضیحات  مقدار  نام ماده  

  RIPAml 50بافر   1

  1ناز کوکتل مهار کننده پروتئی  2

)X100(  

ml 1   یک میلی لیتردرDMSO 

  حل شود

  2کوکتل مهار کننده پروتئیناز   2

)X100(  

ml 1   آب مقطر یک میلی لیتردر

  حل شود

  نگهداري کیت

بایستی در  و کوکتل هاي مهار کنندهبافر استخراج پروتئین

این . دگراد نگهداري شو درجه سانتی -20کمتر یا مساوي 

هفته در  3- 2بافر به مدت 
°C4  و به مدت شش ماه در

°C20- الیکوت شده  و کوکتل ها بهتر است بافر.پایدار است

در . به صورت مکرر خودداري گرددو از فریز و دفریز 

سال صورت نگهداري بافر در شرایط مناسب، بافر تا یک

  .باشد پایدار می

  روش کار) ج

  .ن باید بر روي یخ انجام گیردروتئیپتمام مراحل استخراج 

  لیز کردن نمونه گیاهی-1

سعی ابتدا با اضافه کردن چندین بار نیتروژن مایع به هاون چینی، 

نمونه هاي گیاهی .شود دماي هاون چینی به حداقل ممکن برسد

گرم را در هاون چینی در حضور  2/0به میزان  )بافت هاي مختلف(

را تا زمانیکه  کردن نمونه هاپودر  عمل. دنمایینیتروژن مایع پودر 

سپس . مایل به سفید شود ادامه دهیدي پودر شدهنمونه هارنگ 

ریخته شود 5/1در میکروتیوب هاي نمونه هاي پودر شده 

  ).گذاشته شود-20میکروتیوب ها از قبل در (

  

  



  استخراج پروتئین -2

نمونه هاي پودر یوب هاي حاويبه هر کدام از میکروت-1

بافر استخراج پروتئین اضافه  میلی لیتر 1ه میزان ب ،شده

.گردد و بر روي یخ گذاشته شود

میکروتیوب هاي حاوي نمونه هاي پودر شده به صورت -2

) ثانیه قرار دادن روي یخ 30- ثانیه ورتکس 30(متناوب 

.ورتکس کنید) بار 10یا دقیقه 10مجموعا (

 10به مدت هاي گیاهی  همیکروتیوب هاي حاوي نمون-3

سانتریفیوژ درجه  4در دماي rpm 12000دقیقه در

و در میکروتیوب جدید محلول رویی را  برداشته . شود

  . قرار دهید

دقیقه در  10به مدت ها میکروتیوبسپس مجددا -4

rpm12000گرددسانتریفیوژ درجه سانتی گراد 4در.

پس از الیکوت کردن تا زمان و محلول رویی را  برداشته -5

از جمله سنجش غلظت  تئینیوپري آنالیزهاي استفاده برا

در  WBو پروتئین
°C80-از . نگهداري گردد

.ها جداً باید خودداري گردد دفریز مکرر نمونه/فریز

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

پس از تعیین ، استخراج پروتئین ان ازبراي اطمین :نکته

یا  )SK1144(به روش برادفورد پروتئین کلغلظت 

-SDSژل بر روي آن راالگوي ،)SK1145(لوري

PAGE%12 مشاهده کنید.  

  

بااشتباهیامشکلابهام،گونههربروزصورتدر
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