
 

 

 دستًرالعمل استفبدٌ از

Najm Biotech  

ECL Western Blotting Detection Kit 
  (میلی لیتر 55)

 

 

 : معرفی-1

 ECLبا استفاده از  وسترن بلاتينگ 1-1

ثلاتیٌگ سٍؿی ثشای ؿٌبػبیی پشٍتئیي دس ػصبسُ ػلَل، ثبفت، ٍػتشى

ایي سٍؽ آصهبیـگبّی داسای ّب، ػشم ٍ ػبیش هبیؼبت ثبفتی اػت.  هیکشٍاسگبًیؼن

ًوًَِ دس طل آکشیل  الکتشٍفَسص ّب تَػطتفکیک پشٍتئیياٍل  .اػت کلی هشحلِ 3

یي اختصبصی. ئٌبػبیی پشٍتثِ غـبء ًیتشٍػلَلض ٍ ػَم ؿپشٍتئیي دٍم اًتمبل  آهیذ،

ّب ثِ یک فبص جبهذ اًتمبل پشٍتئیي ثٌبثشایي ایي سٍؽ تشکیجی اص الکتشٍفَسص ٍ 

ثشای  .ؿَدثبدی هشثَطِ ؿٌبػبیی هیآًتیپشٍتئیي هَسدًظش تَػط  ثبؿذ. ػپغ هی

ٍ  ی ػشم یب هبیؼبت ثبفتیّب پشٍتئیي تفکیکثیوبسی ثؼذ اص  یک یذأیهثبل ثشای ت

ثبدی ػبختِ ؿذُ دس ثذى آًتی پشٍتئیي یب ػلیِ اٍل )اٍلیِ(ثبدی آًتی ،اًتمبل ثِ غـب

کِ دس حیَاى دیگشی  )ثبًَیِ( ثبدی دٍمآًتی ػپغ ٍ ؿذُاضبفِ  ءاًؼبى ثِ غـب

ثِ ػطح غـب  ،تَلیذ ؿذُ ٍ ثب هبدُ ًـبًذاس کًَظٍگِ ؿذُ ثبدی اٍلآًتی ثشػلیِ

 .اضبفِ هی ؿَد

 یب( alkaline phosphatase)یي فؼفبتبصلکبلاا[هبدُ ًـبًذاس هؼوَلاً یک آًضین 

پشٍتئیي هَسد ًظش دس ًوًَِ هَسد  دس صَست ٍجَد .ثبؿذهی  ](HRP) پشاکؼیذاص

ثبدی دٍم )کًَظٍگِ ثب آًضین( ًیض ٍصل ؿذُ ٍ آًتی ثِ آى اٍلثبدی آصهبیؾ آًتی

 ،ّبی هتصل ًـذُپغ اص ؿؼتـَ ٍ حزف آًضین .ؿَدهی هتصل ثبدی اٍلثِ آًتی

هحلَل ثَدُ ٍ دس هحصَل ػَثؼتشا ثبیذ غیش. ؿَد اضبفِ هی ءػَثؼتشا ثِ غـب

 اثش ؿؼتـَ حزف ًـَد. سػَة کٌذ تب دس ءػطح غـب

اػتفبدُ  ECLًظیش  اصػَثؼتشاّبیی ّب ثشای ثبلا ثشدى حؼبػیت سدیبثی پشٍتئیي

 دس حضَس پشاکؼیذ(HRP) ثبدی دٍم حبٍی پشاکؼیذاص آًتی ؿَد کِ ثب هی

هبدُ ایي  اسد.خبصیت لَهیٌؼؼبًغ د ٍ دّذ هی ٍاکٌؾ (H2O2)ّیذسٍطى 

ٍ کٌذ سا ػیبُ هیفیلن حؼبع ثِ ًَس  کِکٌذ  لَهیٌؼؼبًغ ًَس اص خَد ػبطغ هی

 .هی گشدد اًذاصُ گیشی تَػط داًؼیتَهتش آىؿذت 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 تلاتیىگؼکل ؼماتیکی از مراحل يظترن

 ECLي آؼکارظازی تا اظتفادٌ از ظیعتم  

 

For life science research only 

 



 

 

 مراحل اصلی آزمایش: 1-3

 

 : مطخصبت -2

 :ECL Western Blotting Najm Biotechکبربرد کیت 2-1

 یب  PVDFسدیبثی ٍ ؿٌبػبیی ّش ًَع آًتی طًی کِ ثش سٍی کبغز لبثلیت 

 .ثبؿذهیثبدی ثش ػلیِ آى هَجَد ًیتشٍ ػلَلض ثلات ؿذُ ٍ آًتی

 تعذاد آزمبیص:  2-2

 پَؿؾْبی کیت ثشای هحلَل تحبصل اص تشکی ECL محلًلمیلی لیتر  55

 ثِ کبس هی سٍد. ػبًتی هتش هشثغ غـبء 1000 حذالل

 پبیذاری محلًل : 2-3

اًمضبء هٌذسج تبسیخ یک ػبل پغ اص تَلیذ ) تبلجل اص تشکیت ّبی کیت هحلَل

 پبیذاسی داسًذ. کیت( سٍی 

 : حسبسیت کیت 2-4

 بدیشهملبثلیت ؿٌبػبیی  ، ECL ثبدی اٍلیِ، کیتثِ لذست اتصبل آًتی ثؼتِ

 .داسدپشٍتئیي دس حذ یک پیکَگشم سا 

 

 

 

 محتًیبت کیت : 2-5

 گشدد.اٍلیِ کیت دس جذٍل همبثل هـبّذُ هیهحتَیبت 

 

 

 

 

 دمبی وگُذاری مقذار محلًل

A   (10-9(pH =  40ػلؼیَعدسجِ  4 هیلی لیتش 
C 5 ػلؼیَعدسجِ  -20 هیلی لیتش 
D 5 ػلؼیَعدسجِ  -20 هیلی لیتش 

H2O2(35%) 200 ػلؼیَعدسجِ  4 هیکشٍلیتش 
 

، ّبی ثبًَیٍِ آًتی ثبدی (skimmed milk 5%)   کٌٌذُ هحلَل ثلَکِّوچٌیي 

 گشدد.ثِ دسخَاػت هـتشی اسائِ هی داسٍی ثجَت ٍ ظَْس ٍ فیلن سادیَلَطی ًیض 

 مًاد ي ريضُب -3
 اضبفٍ ضذٌ تًسط مصرف کىىذٌ  مًاد  3-1

 

 َبی اضبفی مًرد ویبز معرفآمبدٌ سبزی محلًل َب ي  3-2

 میسان پبیذاری ريش آمبدٌ سبزی محلًل محلًل
وحًٌ رخیرٌ 

 سبزی

 TBSببفر

(10X) 

Tris-HCl) 23/24 گشم ( 

NaCl)  06/80 ) گشم  

 )لیتش 1تب (آة همطش   

 د.َتٌظین ؿ 6/7سٍی  pHثؼذ اص حل ؿذى 

 هبُ 3
دسجِ  8تب  2

 ػلؼیَع

TBST 
 لیتشهیلی 1000دس  Tween 20اص هیلی لیتش  1

 حل گشدد. TBS(1X)ثبفش 
 هبُ 3

دسجِ  8تب  2

 ػلؼیَع

آوتی ببدی 

 ايلیٍ
Dilution 

TBS  یبPBS  کِ داسای 

Triton 0.2 %, 
 Normal Horse Serum 10%(fresh)  

ٍBSA 2%   .هی ثبؿذ 

تب  يقتی کٍ 

رسًة  یب تغییر 

 روگ وذَذ.

دسجِ  4

 ػلؼیَع

آوتی ببدی 

 ثبوًیٍ

Dilution 

TBS  یبPBS کِ داسای 

Triton 0.2 %, 
 Normal Horse Serum 5%(fresh) 

 ٍBSA 2%  .هی ثبؿذ 

تب  يقتی کٍ 

رسًة  یب تغییر 

 روگ وذَذ.

دسجِ  4

 ػلؼیَع

بلًکٍ محلًل 

 کىىذٌ
هیلی لیتش   100دس  ؿیشخـکپَدس گشم  5 

 TBSTهحلَل 
 دهبی آصهبیـگبُ پبیذاس

 

 

 ٍاکٌؾ هشحلِ

 ّب تَػط الکتشٍفَسص هحلَل پشٍتئیٌی ثش سٍی طلپشٍتئیي تفکیک 1

  ؿذُ اص طل ثِ سٍی غـبء هٌبػتتفکیک ّبی اًتمبل پشٍتئیي 2

PVDF  ( ًیتشٍػلَلض یب( 

 کٌٌذُتَػط هحلَل ثلَکِ آصاد غـبءّبی ثلَکِ کشدى هکبى 3

 غـبء ثبدی اٍلیِ ثِاضبفِ کشدى آًتی 4

هٌبػت ثِ  ) (HRP-conjugated ثبدی ثبًَیِاضبفِ کشدى آًتی 5

 ثبدی اٍلیِ()ثش ػلیِ آًتی غـبء

 ٍ سدیبثی ًَس لَهیٌؼبًغ ػبطغ ؿذُ  ECLاضبفِ کشدى  6

 ثب اػتفبدُ اص فیلن ػکبػی  HRPاص ًوًَِ ًبؿی اص ٍاکٌؾ ثب 

قبل از 

ضريع 

اوجبم 

 آزمبیص

ٍػبیل 

 هَسد ًیبص 

)فیلن ػکبػی(، ؿیکش، ظشفْبی فیلن حؼبع ثِ ًَس

 هَسد ًیبص اًکَثبػیَى، کبػت ػکبػی،اتبق تبسیک

هحلَلْبی 

 هَسد ًیبص 

، آة TBS، TBST ثبًَیِ هٌبػت،ثبدی اٍلیِ ٍ آًتی

هحلَل ثجَت ٍ ظَْس، هحلَل ثلَکِ  ،دٍثبس تمطیش

 کٌٌذُ )ؿیش خـک(

10g                       1g          500 ng       250 ng   150 ng             100 ng  1Pg 

 

2 



 

 

 

 :ECLمحلًل  میلی لیتر  1 سبزیآمبدٌ 3-3

ثِ   CٍD ّبی هحلَلّش یک اص هیکشٍلیتش اص  A  ٍ100هیکشٍلیتش اص ثبفش  800

 هیلی لیتش ثشػذ ٍ 1تب حجن ثِ اضبفِ هی گشدد  هیلی لیتشی اػتشیل 5/1 یک ٍیبل

 لاصم ثِ رکش اػت کِ .ؿَدثِ هحلَل اضبفِ هیH2O2 هیکشٍلیتش  25/0دس ًْبیت 

pH  حلَل هA  9-10 (کٌتشل ؿَدثبیذ ّش چٌذ ٍلت یکجبس (pH =. 

 

ضىبسبیی ي ردیببی جُت کیت ٌ ازدفبدستًرالعمل است -4

 پريتئیه:

دس تؼییي ؿذُ اػت. هتش ػبًتی  7×8 اًذاصُ ثب ثلات ثشای یک دػتَسالؼولایي 

هَسد  ّبیهحلَل ثِ ّوبى ًؼجت همبدیش ًوبیذ تغییش ثلاتاًذاصُ  صَستی کِ

ل آکشیل آهیذ ثِ سٍی کبغز ّب اص طپغ اص اًتمبل پشٍتئیي ذ.ًوبیاػتفبدُ تغییش هی

PVDF :یب ًیتشٍػلَلض، هشاحل صیش سا اًجبم دّیذ 
 

 یسٍ )تب همذاسی کِ ثلات سا ثپَؿبًذ( کٌٌذُِدادى ثلات دس هحلَل ثلَکلشاس -1

. ـگبُیآصهب یػبػت دس دهب 3 بی C4 یؿت دس دهب کیثِ هذت  کشیؿ

 يیاص ثلات سا کِ فبلذ پشٍتئ ییّب خـک، لؼوت شیهَجَد دس ؿ یّب يیپشٍتئ

 .گشدد یه یثِ آى ًَاح ّب یثبد  یاػت، اؿغبل ًوَدُ ٍ هبًغ اص اتصبل آًت
 

˚دس  ثبدی اٍلیِاضبفِ ًوَدى آًتی TBSTٍ غـبء تَػط  آثکـی ػشیغ -2
C 4 

 دس طَل ؿت
 

ثب غـبء ای  دلیمِ 10ٍؿَی  ؿؼتثبس  3ثبدی اٍلیِ ٍ آٍسی آًتیوغج -3

TBSTدس دهبی آصهبیـگبُ ٍ سٍی ؿیکش 
 

)اص ایي  تب همذاسی کِ ػطح  ثلات سا ثپَؿبًذ ثبدی ثبًَیِاضبفِ ًوَدى آًتی  -4

 هشحلِ ثِ ثؼذ، ثلات ًجبیذ دس هؼشض ًَس هؼتمین لشاس داؿتِ ثبؿذ(:

Anti-goat IgG,HRP-Conjugatedدس  1:10000ًؼجت  ِؿذُ ث كی: سل

TBST، 1 کشیؿ یٍ سٍ ـگبُیآصهب یػبػت دس دهب 

Anti-rabbit IgG,HRP-Conjugated دس  1:10000ًؼجت  ِؿذُ ث كی: سل

TBST، 1 کشیؿ یسٍ ٍ ـگبُیآصهب یدهب دس ػبػت 

Anti-mouse IgG,HRP-Conjugated دس  1:10000ًؼجت  ِؿذُ ث كی: سل

TBST، 1 کشیؿ یسٍ ٍ ـگبُیآصهب یدهب دس ػبػت 
 

دس TBSTای ثب  دلیمِ 10ٍؿَی  ؿؼتثبس  3ثبدی ثبًَیِ ٍ جوغ آٍسی آًتی -5

 دهبی آصهبیـگبُ ٍ سٍی ؿیکش

 

 

 

 )دس اتبق تبسیک(ثش سٍی ثلات:   ECLاضبفِ کشدى هحلَل  -6

، ثلات سا دسٍى یک کیؼِ ًبیلًَی لشاس دّیذ ٍ اتبق تبسیکدس  ثشای ایي هٌظَس

ٍ اگش کبػت  دس صَست ٍجَد کبػت، کیؼِ سا دسٍى کبػت لشاس دّیذ

یک صفحِ ثبثت، ًبیلَى حبٍی ثلات ػکبػی هَجَد ًیؼت هی تَاًیذ ثش سٍی 

-ت لشاس هیلشاس دّیذ کِ ثبثت ؿَد ٍ فیلن ػکبػی کِ ثش سٍی ثلاسا طَسی 

ثبًذّبی پشٍتئیي ثِ صَست ثبثت دس جبی خَد  تبگیشد ثذٍى حشکت ثبؿذ 

)ثِ   ECLهحلَل اصثلات سا کٌبس صدُ ٍ  یسٍ یلًَیًب ؼِیک ػپغ ظبّش ؿَد.

ؿَد تب  ختِیسثلات  یثش سٍ (ػبًتی هتش   7×8ثلات  یثشا تشیل یلیه 1اًذاصُ 

 ثش دٍثبسُ سا یلًَیًب ؼِیک. ؿَد  ECLػطح ثلات آغـتِ ثِ هحلَل  "کبهلا

کِ  یدس صَست مِیدل 5 اص ثؼذ سا یػکبػ لنیف ػپغ. ذیدّ لشاس ثلات یسٍ

کِ ثلات ٍجَد داسد  لشاس  یدس هحل یلًَیًب ؼِیک یثش سٍ ؿذ،  تیسٍ یًَس

 .ذیدّ

ثبًیِ تب چٌذ دلیمِ )ثؼتِ  1ثشای هذت صهبى سا ( X-RAYفیلن سادیَلَطی ) -7

 .سٍی ثلات لشاس دّیذ ثِ ؿذت ًَس ػبطغ ؿذُ اص ثلات(

دلیمِ  5ٍ پغ اص لشاس دادُ دلیمِ( 1فیلن سا دسٍى داسٍی ظَْس )ثِ هذت  -8

ٍ پغ  دّیذلشاس  دلیمِ( 1ؿؼت ٍؿَ ثب آة همطش دس داسٍی ثجَت )ثِ هذت 

 .ًوبییذاص آى ثب آة ؿؼت ٍؿَ 
 

 تًصیٍ َب -5

دلت   Najm Biotech ECLثِ ًحَُ ًگْذاسی هحلَل ّبی کیت  -1

دسجِ  4ًوبییذ . اجضای کیت هی ثبیؼت دس دهبی هٌبػت هٌذسج سٍی آى ) 

 :pH) 9-10 ( کٌتشل ؿَد  A هحلَل  pHدسجِ (  ًگْذاسی ؿًَذ.  -20ٍ 

 Najm Biotechّبی کیت حتی الاهکبى اص اًجوبد ٍ رٍة هکشس هحلَل -2

ECL   اجتٌبة ًوبییذ. ثذیي هٌظَس هحلَل سا دس ّوبى اػتفبدُ اٍلیِ دس

-ّبی هَسد ًیبص تمؼین ًوبییذ. لاصم ثِ رکش اػت کِ هحلَلّبیی ثب حجنٍیبل

ثٌذی، ًجبیذ دس هؼشض ًَس لشاس گیشًذ،  ثٌبثشایي پغ اص  تمؼین  C ٍ Dّبی 

 ّبی هشثَطِ سا ثب فَیل آلَهیٌَهی ثپَؿبًیذ.ٍیبل

دس ؿٌبػبیی پشٍتئیي ثب  Najm Biotech ECLثِ لبثلیت کیت ثب تَجِ  -3

ثشای سػیذى ثِ  ّبثْیٌِ ػبصی غلظت آًتی ثبدی ثبدی ثبًَیِ،همبدیش کوتش آًتی

 گشدد.ًوبیذ، تَصیِ هیتیجِ سا حبصل هیغلظتی کِ ثْتشیي ً

 

 3 



 

 

 مبلیضکلات احترفع ا -6

 تًصیٍ مبلیدلیل احت مطکل 

وبًد سیگىبل یب 

 سیگىبل ضعیف

 ؿشایط اًتمبل پشٍتئیي سا تغییش دّیذ اًتمبل ًبکبسآهذ پشٍتئیي

 ثبدی اٍلیِ پشٍتئیي سا ؿٌبػبیی ًکشدُ اػتآًتی

-اگش آًتی. سا ثِ صَست هَاصی اًجبم دّیذ اص جَاة آى هطوئي ّؼتیذیک کتتشل هثجت کِ 

  )فبلذػیؼتن طل غیش دًبتَسُ اص ػؼی کٌیذ ، دَؿهیثبدی اٍلیِ فمط ثِ پشٍتئیي طجیؼی ٍصل 

SDS اػتفبدُ کٌیذ.ٍ هشکبپتَاتبًَل ) 

 ثبدی اٍلیِ کن اػتهیل تشکیجی آًتی
اًکَثِ کشدى ثلات ثب آًتی ثبدی اٍلیِ ثِ هذت یک ؿت دس  ثْیٌِ ػبصی غلظت آًتی ثبدی،

 صهبى ؿؼت ٍؿَی کَتبُ دسجِ، 4دهبی 

 ثْیٌِ ػبصی غلظت آًتی ثبدی ثبًَیِ ثبدی اٍلیِ ٍ غلظت کن آًتی

 ثبدی ثبًَیِکبّؾ فؼبلیت آًتی
تؼت کٌیذ، اگش ػیگٌبل ًذاد اص آًتی ثبدی ثبًَیِ  ECLآًتی ثبدی ثبًَیِ سا ثِ طَس هؼتمین ثب 

 تبصُ اػتفبدُ کٌیذ

همذاس کن پشٍتیئٌی کِ ثش سٍی طل ثشدُ ؿذُ 

 اػت
 همذاس پشٍتئیي سا افضایؾ دّیذ

 تبصُ تْیِ ؿذُ اػت. ECLهطوئي ؿَیذ هحلَل  دسػت رخیشُ ؿذى هحلَل ّب سا چک کٌیذ. ECL هحلَلفؼبلیت کن 

 صهبى اًکَثِ ؿذى سا افضایؾ دّیذ. کن ثَدُ اػت ECLؿذى دس هؼشف صهبى اًکَثِ

سیگىبل ضذیذ 

یب پس زمیىٍ پر 

 روگ

صیبدی  (  (HRP-conjugated ثبدی ثبًَیِآًتی

 دس ػیؼتن
 ثشاثش سلیك کٌیذ. 10سا حذالل   ((HRP-conjugated  ثبدی ثبًَیِآًتی 

 ؿشایط ثلَکِ کشدى سا ثْیٌِ کٌیذ. کبفیهٌبػت ٍ ًبکشدى ًبثلَکِ

Blocking Reagent  اص یک  ًبهٌبػت ٍ ًبکبفیBlocking reagent  .هتفبٍت اػتفبدُ کٌیذ 

 ٍؿَ سا افضایؾ دّیذ.، هذت صهبى ٍ حجن ؿؼت دتؼذا ٍؿَی ًبدسػت ٍ کنؿؼت

 کن کشدى غلظت آًتی ثبدی ثبدی غلظت ثبلای آًتی طى ٍ آًتی

 اص آًتی ثبدی ثب اختصبصیت ثبلا اػتفبدُ کٌیذ. ثبدیآًتیاختصبصیت کن 

 هذت صهبى سا کبّؾ دّیذ. فیلن ثِ هذت طَلاًی دس هؼشض ًَس لشاس گشفتِ
 

 مسایبی کیت -7

تر وعثت تٍ کیت َای مؽاتٍ خارجی تا يجًد کیفیت  قیمت پاییه .1

 مؽاتٍ

 دظترظی آظان ي تحًیل ظریع .2

ای پط از فريغ ي پاظخ تٍ ظؤالات علمی مصرف  خدمات مؽايرٌ .3

 کىىدگان

 تًلید داخلی تا اظتفادٌ از داوػ پصيَؽگران کؽًر .4

 

 

 

 تمبس بب مب -8

پصيَؽگاٌ ملی ایه محصًل در ؼرکت زیعت فىايران وجم معتقر در مرکس رؼد 

گردد. جُت کعة اطلاعات  مُىدظی شوتیک ي زیعت فىايری تًلید ي تًزیع می

 .ي یا تٍ ظایت ؼرکت مراجعٍ فرمایید تیؽتر تا ما تماض تگیرید

 49126842988، 42144584438تلفه تماض ؼرکت: 

  49169644672تلفه تماض جُت ظؤالات فىی:  

، تلًار پصيَػ، مرکس رؼد زیعت آدرض:  تُران، اوتُای تسرگراٌ َمت )غرب(

 فىايری. ؼرکت زیعت فىايران وجم
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