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گران ید يخود وبرا يکھ کار کردن فرد برا ياست بھ طور يمنیت نکات ایفھ ھر شخص رعاین وظیاول

شگاه در یو کار در آزما يمنیبرشور ا يمنینان از اطلاع شما نسبت بھ موارد ایاطم يد.برایجاد خطر ننمایا

  د.یآ يمورد بھ عمل م نیدر ا يار شما قرار گرفتھ و امتحانیاخت

  مقررات و اصول کار در آزمایشگاه

پژوھشگران كارشناسان و مربیان  و كلیھ  -تكنسینھا- اجراي نكات زیر براي تمام افراد شامل دانشجویان 

  اجباري ودر صورت مشاھده تمردازنكات ایمني زیر از فعالیت آن فرد در آزمایشگاه جلوگیري میشود. 

ھاي آن كاملا درھنگام حضور در آزمایشگاه حتما" از روپوش آزمایشگاه استفاده کنید و دگمھ - 

  بستھ شود.استفاده از ماسك و دستكش لاتكس الزامي است 

 یگار کشیدن و...در محیط آزمایشگاه جدا" پرھیز نمایید.از خوردن ، نوشیدن ، س - 

 جلوبستھ در آزمایشگاه استفاده شود. يحتي الامكان، از کفشھا - 

خود را داخل روپوش قرار دھند در غیر اینصورت از  يمقنعھ یا روسر يبایست يخانمھا م - 

 آزمایشگاه استفاده نمایند.  يمقنعھ جداگانھ برا

 در محیط آزمایشگاه جدا" پرھیز نمایید.  يایل شخصاز ھمراه داشتن کیف و وس - 

 باشند.  يم يکلیھ افراد در آزمایشگاه موظف بھ رعایت اصول ایمن - 

 يد و کارتھایا مجوز کار خود را ھمراه داشتھ باشی یي،کارت شناسایيھمواره کارت دانشجو - 

عات آن قابل کھ اطلا يد بھ نحوییھ شده را بھ سمت چپ روپوش خود الصاق نمایتھ یيشناسا

 ت باشد.یرو

 يز نگھداریط مناسب و تمید کھ دستگاه در شرایینان حاصل نمایقبل از استفاده از دستگاه اطم - 

  د.یشگاه گزارش دھینصورت آن را بھ مسئول آزمایر ایشده در غ

 د.یینفر بعد نما يز وآماده استفاده برایشگاه آنھا را تمیط آزمایپس از استفاده از دستگاه و مح - 

 يباشد. چنانچھ لازم باشد کھ فرد يم ١٦صبح لغایت  ٧عت معمول کار در آزمایشگاھھا از سا - 

است برنامھ کار و علت حضور  يبیش از این ساعت در آزمایشگاه حضور داشتھ باشد ضرور

ھماھنگي لازم را بعمل آورد  طرح ، مسئول آزمایشگاه يخود را مشخص نماید و قبلا" با مجر

 . دریافت گرددلازم ھاي مجوز ریاست دانشكده و حراست بھ مدیر گروه تا طي یك نامھ از

ست ااز ھرگونھ اختلال در دستگاھھا لازم يجھت استفاده از ھر دستگاه و بھ منظور جلوگیر - 

بامسئول در شروع استفاده ضمن مراجعھ بھ كارشناس آزمایشگاه و دریافت فرم مربوطھ 

 بعمل آید.  کامل يھماھنگ دستگاه(اعضا ھیات علمي)

را تكمیل و در  )مخصوص(فرم  Log Book فرمحتما" از دستگاه  ھر بار استفاده  يبرا - 

 از قبل رزرو نمایید. صورت لزوم 
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٣ 
 واد مطالعھ و مورد توجھ واقع شود.تمامي م MSDSمطالعھ  - 

ھنگام استفاده از ترازو و بعد از ھرتوزین صفحھ ترازو و قاشقک مخصوص توزین را بھ دقت  - 

 نمایید. تمیز

 آن را مطالعھ کنید.  يپیش از توزین یا برداشتن ھر ماده برچسب ایمن - 

 خود برگردانده شود.  يبھ انبار یا محل اصل يست مواد شیمیایاپس از توزین لازم - 

حتما" بھ  يدقت فرمائید تا آنھا آلوده نشوند و در صورت آلودگ ياصل Stockدر برداشت از  - 

 د. مسئول مربوطھ اطلاع داده شو

خطرناک و نیز مواد آلوده کمال دقت را بھ عمل آورید و ھمواره  يدر استفاده از مواد شیمیای - 

 را رعایت نمایید.  ياصول ایمن

جامد را  يمانند، اسید، الکل، فنل و مواد شیمیای يو محلول ھای يمواد شیمیای Stockظروف  - 

 میز کار خود قرار ندھید.  يبررو

 را بوسیلھ پیپت با دھان نکشید. محلول  يھرگز مواد شیمیای - 

 يریختھ و در صورت آلودگ(safety box)سوزن و اجسام برنده را در ظروف مخصوص  - 

 (ترجیحا" با اتوکلاو)  گردد.  يزدای يسوزن و سرنگ ھا باید آلودگ

اتوکلاو گردند و مسئولیت  يبایست يتمام مواد و وسایل مورد استفاده در صورت احتمال آلودگ - 

 باشد.  يبھ اتاق اتوکلاو بھ عھدة استفاده کننده م نھا پس از شستشوانتقال آ

بھ فاضلاب جداً خوداري نمایید و چنانچھ بھ اشتباه  DNAاز ریختن محلولھاي آلوده بھ  - 

ریختھ شد (کھ در صورت دقت لازم  يظرفشوی يدر سینک ھا DNAآلوده بھ  يمحلولھا

زکردن آب از سینک بھ طور کامل  شستشو است با با ياحتمال آن بسیاراندک است)، ضرور

 شود.

 را با وایتکس یا اسید رقیق شستشو دھید.  DNAظروف (تمیز یک بار مصرف) آلوده بھ  - 

 خون، بھتر است افراد واکسینھ گردند.  يدر صورت استفاه ازنمونھ ھا - 

 گردند.  يظروف آلوده بھ خون نباید دوباره استفاده شوند مگر کاملا" ضد عفون - 

 يآزمایشگاه توسط خون، میز یا محل آلوده با ماده ضد عفون يورت آلوده شدن میزھادر ص - 

شده سپس با آب  يضد عفون %٥/٠  SDSمولارو یا  ٥/٠، سود  %١٠کننده مانند آب ژاول 

 شستشوگردد. 

 آلوده اتوکلاو گردند.  ينمونھ ھا - 
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٤ 
قت کنید تا فقط نوک پیپت با برداشتن مواد محلول، کاملا" د يھنگام استفاده از میکروپیپت برا - 

 آنھا تماس یابد.  مایع نباید وارد میکروپیپت شود. 

 نمایید.  يبا میکروپیپت خوددار ياز کشیدن مواد خورنده مانند اسید و باز قو - 

 باشد.  يدر زیر ھودھا  ممنوع م يوسایل غیر ضرور يانبار کردن و نگھدار - 

از جمع نمودن  يجاد اختلال در جریانات ھوایاز ای يجلوگیر يدرصورت استفاده از ھود، برا - 

 نمایید.  يھوا جدا" خوددار يو خروج يورود يوسایل در زیر ھود بھ ویژه محلھا

(نھ ھود يدارند حتما" در زیر ھود شیمیای يکھ بخارات سم يفرار و مواد يمواد شیمیای - 

 لامینار)  باز گردند.

؛ حتما" داخل UVت نوار بوسیلھ لامپ اتیدیوم برماید را جھت روی يآگارز محتو يژل ھا - 

 فرمائید.  يظرف انتقال دھید و از تماس دست بدون دستکش بھ آنھا جدا" خود دار

 از عینک محافظ و دستکش استفاده نمایید.  UVھنگام کار با دستگاه  - 

، برق يدقت کامل بھ عمل آورید تا با دستکش آلوده بھ اتیدیوم برماید بھ دستگیره درھا، کلید ھا - 

 کلید دستگاھھا، تلفن، خود کار یا ماژیک دست نزنید. 

ظروف مورد استفاده خود را پس از اتمام کار شستشو و در فور خشک کنید. وچنانچھ نیاز بھ  - 

 دارد، حتما" پیش از شستشو این کار را انجام دھید.  يزدای يآلودگ

 نمایید.  يپس از اتمام کار محل کار خود را تمیز و ضد عفون - 

... اطمینان کامل حاصل بستن شیر گاز و آبم ترک آزمایشگاه از خاموش بودن دستگاه ، ھنگا - 

 نمایید. 

انجام گیرد و  یدیکبار) در محیط آزمایشگاه با ي(ماھ يو دوره ا يمنظم، بنیاد يپاکساز - 

  است.  يکھ در آزمایشگاه مشغول بھ کار ھستند، الزام يمشارکت ھمھ افراد

اختلال در دستگاھھا ضروري است ھر چھ سریعتر بھ مسئول  و يدر صورت مشاھدة خراب - 

 وقت دستگاھھا اطلاع داده شود.

توسط مدیر محترم گروه  يدر صورت مشاھده تخلف از مقررات فوق در مرحلھ اول تذكر کتب - 

گروه مطرح و برابر مصوبات شورا و مقررات  يو در صورت تکرار، مراتب در شورا

  گرفت. صورت  خواھد  يبرخورد قانون

مواد بدون برچسب در یخچالھا  يدقت کامل بھ عمل آورید تا از گذاشتن لولھ ھا و ظروف حاو - 

 شود.  يو فریزرھا و قفسھ ھا، جدا" خوددار
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٥ 
مشخص شده در یخچالھا و فریزرھا  يمواد غیر از قسمتھا ياز گذاشتن لولھ ھا و ظروف حاو - 

 نیز جدا" پرھیز شود. 

 يمدت طولان يشوند نباید برا ينگھدار -٢٠°cورت دارد درکھ ضر يتمام آنزیمھا و مواد - 

میز کار گذاشتھ شود و ضروري است بھ سرعت بھ فریزر برگشت داده شود و در  يبررو

 یخ قرار داده شوند . يزمان استفاده نیز در رو

 شود.  يمقادیر زیاد لولھ ، سرسمپلر و مانند آن در کمدھا جدا" خوددار ياز نگھدار - 

 يتحقیقات يشود و ھمکاران طرحھا يگروه انجام م يکھ در آزمایشگاھھا يقیقاتتح يطرحھا - 

 آزمایشگاھھا نصب گردد.  يباید مشخص باشندو نام ھمکاران در محل ورود

دانشجو) باید از  - شوند (ھمکار طرح يکھ در آزمایشگاه مشغول بھ کار م يافراد يتمام - 

 عایت نمایند. داشتھ و آنھا را ر يآگاھ II يمقررات سطح ایمن

بھ مدیر گروه  يکتب يدانشجو) منوط بھ معرف -ورود ھر فرد جدید بھ آزمایشگاه (ھمکار طرح - 

 يایمن يو مسئول نظارت برآزمایشگاھھا و گذراندن کلاسھا  يو مسئول ایمن

 باشند.  يکھ در گروه تشکیل خواھد شد م (biosafety)يزیست

 يدیگر ي، آموزش ھاII يزیست يمقررات ایمن بستھ بھ نوع کار پژوھش ، چنانچھ علاوه بر - 

کار بھ فرد مورد نظر  يموظف بھ آموزش نکات اختصاص يطرح پژوھش ينیاز است مجر

 باشد.  يم

عا بھ یگر مراتب را سریو ھر گونھ اتفاق نا گوار د ي،برق گرفتگيدر صورت وقوع آتش سوز - 

  د.ی) اطلاع دھ٢٤٩٥انتضامات دانشگاه(تلفن 

ان یدر م ٢٤٦٣شگاه و تلفن یگر را با کارشناس آزمایا ھر مورد دید،انتقاد و ھر گونھ پیشنھا - 

  د.یبگذار

 

  

  با تشکر

ھاي پژوھشي گروه زیست شناسيكمیتھ ایمني آزمایشگاه
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  اصطلاحات و تعاریف آن ھا:   
  فیتعر  اصطلاح

  آئروسل 
)aerosols (  

  در گازمیکرون معلق  ١٠کلوئیدي از ذرات مایع یا جامد کوچکتر از 

  اتوکلاو
)autoclave(  

وسیلھ اي کھ بھ منظور استریلیزاسیون وسایل یا ضایعات بیولوژیک با استفاده از 
  حرارت بخار آب و فشار در یک مخزن یا تانک طراحي شده است.

  عوامل بیولوژیک
)biological 

agents(  

  نوترکیب گفتھ مي شود. DNAبھ عوامل آلوده کننده و مولکولھاي 

ل پرخطر عوام
  بیولوژیک

)biohazardous-
agent(  

یک عامل پاتوژن کھ قادر بھ ھمانند سازي و تولید بیماري در انسان ، حیوان یا 
  گیاه باشد.

زبالھ ھاي 
  بیولوژیک

)biological 
waste(  

  زبالھ ھاي آزمایشگاھي شامل موارد زیر مي باشد:
  ص طبي.نمونھ ھاي کشت انسان یا حیوان در آزمایشگاھاي تشخی١
.محیط ھاي کشت یا ذخائر عوامل آلوده کننده در آزمایشگاھاي تحقیقاتي و ٢

  صنعتي
.زبالھ ھاي حاصل شده از باکتري ھا،ویروس ھا،اسپورھا،عوامل زنده ي دور ٣

انداختھ شده و واکسنھاي زنده یا ضعیف شده کھ براي تحقیقات یا انسان ھا بھ کار 
تھ شده ي حیواني شامل بروسلوز و اگزماي گرفتھ شده اند،واکسن ھاي دور انداخ

مسري و ظروف محیط کشت و وسایلي کھ در انتقال و تلقیح و محیط ھاي کشت 
  مخلوط مورد استفاذه قرار مي گیرند.

  موانع بیولوژیک
)biological 

barrier(  

یک مانع(کھ بھ طور طبیعي اتفاق مي افتد) بر سر راه عفونت و بقاي عوامل پر 
  یک خطر بیولوژ

  ھود ایمن بیولوژیک
)biological 

safety cabinet(  

وسیلھ اي کھ از سھ طرف و بالا و پایین محصور شده است و بھ منظور تھویھ ي 
ھوا از سیستمي در آن استفاده شده است. این وسیلھ طوري طراحي شذه است.کھ 

  فقط دست ھا و بازوھا در آن قرار مي گیرد.
  سطوح ایمني زیستي

)biosafety level(  
  آزمایشات،تکنیک ھا،ایمني وسایل و راحتي کار در آزمایشگاه    

) چھار سطح را CDC) و مرکز کنترل بیماري(NIHموسسھ ي ملي سلامتي(
  درایمني زیستي و چھار سطح را در ایمني زیستي حیوانات     

  پاتوژن ھاي خون
)bloodborne 

pathogen(  

ان و دیگر نخستین ھا حضور دارند و مي میکروارگانیسم ھایي کھ در خون انس
توانند در انسان ھا ایجاد بیماري کنند.این پاتوژن ھا شامل(ولي نھ محدود بھ) 

  مي باشند. HIVو ویروس  Bویروس ھپاتیت 
  سد نفوذ

)containment(  
حبس کردن عوامل پرخطر بیولوژیک کھ کشت یا ذخیره یا بھ کار برده یا منتقل یا 

تماس مردم و محیط زیست با  بھ منظور جلوگیري یا محدود کردنتخریب شده اند 
  آن ھا



Department of Biology, Isfahan University 

 

٧ 
آزمایشگاه تشخیص 

  طبي
)clinical 

laboratory(  

آزمایشگاھي کھ روش ھاي تشخیصي و آنالیزھاي کامپیوتري روي خون و دیگر 
  مواد آلوده انجام مي گیرد.

  رفع آلودگي
)decontainment(  

استفاده از عوامل فیزیکي و شیمیایي براي  حذف یا خنثي کردن عوامل سمي و یا
حذف یا غیر فعال کردن یا تخریب ارگانیسم ھاي زنده روي یک  سطح یا شيء بھ 
شرطي کھ ارگانیسم ھا توانایي پخش طولاني مدت ذرات آلودگي را نداشتھ باشند و 

  سطح یا شيء براي استفاده با دست ایمن باشد.

  نمونھ ھاي تشخیصي
)diagnostic 

specimen(  

ھر نوع ماده اي از انسان یا حیوان شامل(ولي نھ محدود بھ)مدفوع،ادرار،خون و 
اجزاي تشکیل دھنده ي آن و بافت و مایعات بافتي کھ بھ منظور تشخیص آنالیز مي 

  شوند. 
  ضدعفوني

)disinfection(  
فرایندي کھ از طریق آن عوامل پرخطر بیولوژیک کاھش مي یابند و بھ سطحي 

  سند کھ دیگر قادر بھ ایجاد بیماري در انسان،حیوان و گیاه نیستند.مي ر

  کنترل ھاي مھندسي
)engineering 

controls(  

کنترل ھایي مثل محافظ براي اشیاء تیز و سوزن ھاي غلاف دار کھ احتمال وقوع 
  پیشامد را از محل کار حذف مي کنند.

  تماس درمعرض
)exposure 

incident(  

ا دیگر آلوده کننده ھاي بالقوه کھ نتیجھ ي عملکرد نادرست مستخدم تماس با خون ی
  آزمایشگاه مي باشد.

 HEPAفیلتر 
)HEPA filter(  

فیلتر ھوا با کارایي بالا. یک محیط چین دار گسترده ي مستعد و با فیلتر نوع 
خشک با کھ باعث محصور شدن عمیق چینھ ھا مي شود و حذف ذرات بسیار 

  رصد. د ٩٧/٩٩کوچک تا 
  غیرفعال سازي

)inactivation(  
  ھر فرایندي کھ توانایي عوامل پرخطر بیولوژیک را از بین ببرد.

  عوامل عفوني
)infectious 

agent(  

(ویروس،ریکتسیا،باکتري،قارچ،پروتوزوا) کھ قادر است آلودگي یا ارگانیسمي
  بیماري تولید کند.

  زبالھ ھاي عفوني
)infectious 

waste(  

ي جامد حاوي پاتوژن ھا با قدرت بیماري زایي کافي و مقدار کافي کھ در زبالھ ھا
معرض یک انسان یا حیوان مستعد قرار گرفتھ و منجر بھ ایجاد بیماري عفوني در 

  آن حیوان یا انسان مي شود. 
  جریان ھواي لامینار

)laminar 
airflow(  

ھواي تلاطم آزاد  جریان-١جریان ھواي غیر مستقسم از میان فضاي کار کھ شامل
  جریان ھواي انبوه مي باشد.-٣جریان غیر مستقیم با تلاطم اندک -٢

  زبالھ ھاي مخلوط
)mixed waste(  

زبالھ ھایي کھ شامل ترکیبي از اجزاي پرخطر مي باشند مثل زبالھ ھایي کھ 
مخلوطي از عوامل پرخطر بیولوژیک ، مواد رادیواکتیو و مواد شیمیایي مي 

  باشند.
  ھ ھاي دارویيزبال

)medical waste(  
  زبالھ ھاي داروییي در موارد زیر تعریف مي شوند:

عوامل بیولوژیک پرخطر کھ در زبالھ ھاي آزمایشگاھي یافت مي شوند.مانند  -
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٨ 
نمونھ ھا یا محیط ھاي کشت میکروبیولوژیک، استوک عوامل بیماریزا، واکسن 

در انتقال وتلقیح و محیط ھاي زنده یا ضعیف شده، ظروف کشت و وسایلي  کھ 
  ھاي کشت مخلوط مورد استفاده قرار مي گیرند.

خون مایع شامل خون روان، محصولات خون روان و اجزاي تشکیل دھنده  -
  خوني کھ مایع باشد

اشیاء تیز شامل سرنگ ھا،سوزن ھا، تیغ ھا،پیپت پاستورھاي شکستھ،دیگر  -
مپول ، سوزنھاي طب وسایل شیشھ اي شکستھ مانند لولھ ھاي خون و آ

  سوزني،دندانھاي سالم و شکستھ وسوھان ھا
حیوانات آلوده، لاشھ ي حیوانات،قسمت ھاي بدن و مواد زیرین کھ احتمالاً آلوده  -

  بھ عوامل آلودگي شناختھ شده بھ عنوان پاتوژن براي انسان ھا مي باشد.
لبد شکافي نمونھ ھاي جراحي شامل قسمت ھاي حذف شده با عمل جراحي یا کا -

از انسان یا حیوان کھ گمان مي رود آلوده بھ عوامل آلودگي شناختھ شده بھ عنوان 
  عوامل پاتوژن براي انسان ھا باشد.

زبالھ ھاي با توانایي ایجاد بیماري ھاي بسیار مسري آلوده بھ مدفوع، ترشحات و  -
  ترشحات التھابي از انسان یا حیوان

NIH انجمن ملي سلامت  
فعالیت ھاي  اداره ي
DNA 

  )ORDAنوترکیب(

 DNAفعالیت ھاي آزمایشي را در ارتبات با  NIHاداره اي کھ تحت نظارت 
  نوترکیب انجام مي دھند.

OSHA امنیت شغلي و سلامتي سرپرستي  
دیگر مواد بالقوه 

  )OPIMآلوده کننده(
نتقال موادي کھ بھ خون انسان اضافھ مي شوند و قادر ھستند پاتوژن ھاي خون را ا

  دھند کھ شامل:
مایعات بدن انسان: مني، ترشحات واژن، مایعات مغزي، مایعات پرده  - 

ي جنب، مایع آمنیوني، بزاق دھان ھنگام عملیات دندانپزشکي،مایعات 
  بدن کھ با خون آلوده شده اند.

 ھر بافت یا ارگان فیکس شده از یک انسان یا (مرده یا زنده) - 
،محیط ھاي کشت ارگانیسمي  HIVه بھ محیط ھاي سلولي یا بافتي آلود - 

یا دیگر مایعات ھمچون  HBVیا  HIVو مواد محیط کشت حاوي 
محیط ھاي کشت سلولي انسان کھ عدم حضورپاتوژن آن مشخص نشده 

 باشد.
یا  HIVخون، اندام و دیگر بافت ھا از حیوانات آزمایشگاھي آلوده بھ  - 

HBV   
ک کھ قادر بھ تولید بیماري در انسان، حیوان و یا گیاه ھر عامل پرخطر بیولوژی  )pathogenپاتوژن(

  شود.
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٩ 
تجھیزات حفاظت 

  )PPEشخصي(
لباس یا لوازم مخصوص کھ توسط محقق یا مستخدم در جھت حفاطت در برابر 
عوامل پرخطر استفاده مي شود.لباس ھاي عمومي مانند یونیفرم ھا، تي شرت و 

ظت در برابر عوامل پرخطر داشتھ بلوز ھا نمي توانند عملکرد خوبي براي محاف
  شناختھ نمي شوند. PPEباشند و بھ عنوان 

  حفاظت شخصي
)personal 

protection(  

تکنیک ھا و وسایلي کھ طراحي شده اند براي محافظت و یا کاھش احتمال خطر 
  در کارمندان.

کمیتھ ي مشورتي 
DNA 

  )RACنوترکیب(

نوترکیب راھنمایي مي  DNA را در موارد NIHکمیتھ ي مشورتي کھ سرپرست 
  کند 

DNA با ھر دوي موارد زیر تعریف مي شود:  نوترکیب  
ساختار ھاي مولکولي در خارج از سلول ھاي زنده کھ بھ وسیلھ ي  - 

 DNAبھ مولکول ھاي  DNAاتصال قطعات طبیعي و یا مصنوعي 
  کھ قادر بھ تکثیر در سلول ھاي زنده مي باشند.

ثیر مولکول ھاي شرح داده شده در کھ حاصل تک DNAمولکول ھاي  - 
  بالا مي باشند

وسایل،آلات و قسمت ھایي کھ داراي لبھ ھاي برنده یا زاویھ دار ھستند و قادر بھ   )sharpsوسایل تیز(
بریدن، سوراخ کردن و پاره کردن مي باشند مانند سرنگ ھا، شیشھ ھاي شکستھ، 

  تیغ ھا

کي یا شیمیایي تا ھمھ ي میکروب ھاي زنده حتي استفاده از یک فرایند فیزی  استریلیزاسیون
  اندوسپورھاي باکتري ھاي مقاوم بھ حرارت نیز از بین برود.
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١٠ 
  احتیاط ھمگاني

)universal 
precautions(  

توجھ ھمگاني بھ کنترل آلودگي ھایي کھ خون و مایعات مشخص بدن را تحت 
خون قرار مي  و دیگر پاتوژن ھاي HIV  ،HBVتاثیر آلوده شدن بھ وسیلھ ي 

  گیرند.

  

یشگاھاي مختلف را مي توان از نظر میزان عوامل خطرناک موجود و کار در آنھا بھ چھار گروه آزما

  تقسیم نمود:

آزمایشگاه ھایي کھ در آنھا با عوامل ناشناختھ یا عواملي کھ حداقل میزان خطر براي افراد و محیط را  -١

  دارند, کار مي شود.

  عوامل نسبتاً خطرناک کار مي شود.در آنھا با  کھ یيشگاھایآزما -٢

آزمایشگاھایي نظیر آزمایشگاھاي پزشکي, تشخیصي, آموزشي, تحقیقاتي یا تولیدي کھ در آنھا با  -٣

  عوامل بیماریزاي خطرناکي کھ مي توانند مرگبار نیز باشند کار مي شود.

  ي ایدز و ھپاتیت کار مي شود.کھ در آنھا با عوامل مرگباري نظیر ویروس ھا یيشگاھایآزما -٤

صورت گیرد. رعایت این  يستفعالیت در ھر یک از این آزمایشگاه ھا باید بر طبق مقررات ایمني زی

, محیط زیست و نیز جامعھ مي باشد. لذا براي مقررات ضامن سلامت افراد شاغل در این آزمایشگاھھا

وضع گردیده است کھ با توجھ بھ حساسیت  سطحي از مقررات ایمني زیستي ھریک از آزمایشگاھھاي فوق

  اند.موجود و در معرض قرار داشتن افراد با عوامل خطرناک تعریف شده 

ر امکانات ایمني زیستي و نوع مصالح , شکل و مکان ساختمان باید از نظ گاهشیآزما ھر يطراح

آموزشي مورد نظر را  بر اساس این مقررات صورت گیرد و افراد قبل از کار در این مکان ھا دوره ھاي

   بھ طور کامل گذرانده باشند.

تمام قوامیني کھ در آزمایشگاه شیمي وجود دارد در آزمایشگاھھاي داراي استاندارد ھاي 

Biosafety .نیز اجرا مي شود و علاوه بر آن باید قوامین بیشتري نیز رعایت نمود  

  

  مقررات ایمني زیستي در آزمایشگاھھا

                                                      (S١)   ١ Biosafety level ١سطح يمقررات ایمني زیست

(S١)                           

   سطح براي آزمایشگاه ھاي گروه اول وضع گردیده است و شامل موارد ذیل مي باشد. این مقررات

  است جدا نشده است. از سایر بخشھاي ساختمان كھ محل عبور و مرور آزمایشگاه   - 

  گیرد. كارھاي آزمایشگاھي عموماً بر روي میزھا انجام مي

 شود. معمولاً از وسایل و دستگاھھاي خاصي (نظیر ھودھاي بیولوژیك) استفاده نمي

   باشند. يزا نم يماریبن ھایي صورت مي گیرد کھ براي بشریکار با ژن ھا و پروتئ

گیرند و ھمگي با ي در ارتباط با آزمایشھاي انجام شده قرار ميكاركنان آزمایشگاه تحت آموزشھاي خاص

  شوند. نظارت یك فرد كھ در زمینھ میكروبیولوژي یا یكي از علوم مرتبطھ تخصص دارد ھدایت مي

  

  ٢ Biosafety Level     (S٢)                                       (S٢) ٢ سطح مقررات ایمني زیستي
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١١ 
است كھ با عوامل نسبتاً  ٢گروه يبوده و براي آزمایشگاھھا ١نوع  مشابھ با ٢ستي مقررات ایمني زی

  . (کار با ارگانیسم ھاي بیماري زا و یا کار با ژن ھا و پروتئین ھاي آنھا)شودخطرناك كار مي

  اند. زمایشگاه براي حمل عوامل بیماریزا آموزشھاي خاصي را گذراندهآكاركنان 

 باشد. دود بوده و فقط در ھنگام انجام كار ميحضور در آزمایشگاه مح

  سلھاي آلوده در محیط باشد، باید در زیر ھود انجام گیرد. رواگر كار آزمایشگاھي ھمراه با تولید آئ 

 (S٣)                                               (S٣)  ٣ Biosafety Level   ٣ سطح مقررات ایمني زیستي

كھ در آنھا با عوامل باشد  يگروه سوم مھاي  براي آزمایشگاه ٣ سطح یمني زیستيمقررات  ا       

  :  ٢و  ١شود. علاوه بر مقررات ایمني سطوح بار نیز باشند كار ميتوانند مرگبیماریزا خطرناكي كھ مي

آور قرار زا و مرگكاركنان آزمایشگاه تحت آموزشھاي خاصي در زمینھ نحوه عمل عوامل بیماري

  گیرند. مي

 كنند. كاركنان آزمایشگاه تحت ھدایت فردي كھ تجربھ كار با عوامل خطرناك را دارد كار مي 

گیرد و افراد باید پوششھاي محافظتي مناسب را تمام مراحل كار با عوامل آلوده كننده زیر ھود انجام مي 

 در حین كار داشتھ باشند. 

 باشد. يشگاه بستھ میستم آزمایآزمایشگاه داراي طراحي خاصي است و کاملا س

         (S٤)                            (S٤)    ٤ Biosafety Level   ٤ سطح مقررات ایمني زیستي

و ھپاتیت كار  با عوامل مرگبار نظیر ویروس ایدز ھایي كھ براي آزمایشگاه ٤مقررات ایمني زیستي 

  : ٣و  ٢و  ١ح شود وضع شده است. علاوه بر مقررات ایمني  سطومي

  كنند. كاركنان آزمایشگاه از لباسھا و پوششھاي خاصي استفاده مي

زدایي از وسایل و مواد از یك اتوكلاو با دو درب كھ یك درب آن داخل  آزمایشگاه و درب جھت آلودگي

شود. مواد آلوده پس از آلودگي زدایي از درب دیگر خارج استفاده مي قرار دارد دیگر آن در خارج

 شوند. مي

 گیرد. تھویھ آزمایشگاه توسط فیلترھاي خاصي صورت مي

 د. نگیردایي با مواد شیمیایي خاصي دوش ميزایشگاه پیش از خروج جھت آلودگيكاركنان آزم

شود، این سطح ایمني بھ اجرا مي ٢ح طمقررات ایمني زیستي س پژوھشکدهھاي  از  آنجائیكھ در آزمایشگاه

  ود. شتفصیل شرح داده مي

  ھاي میكروبي عملیات پیشگیري از آلودگي

  حضور در آزمایشگاه فقط در موقع انجام كار و زیر نظر مسئول آزمایشگاه باشد. 

 آلودگي زدایي شود. قبل و بعد از كار سطوح كار ، ھر روز 

 مانھاي مایع یا جامد قبل از دور ریختن، آلودگي زدائي شوند. تمام پس

 با دھان اكیداً ممنوع است. Pipettingكانیكي استفاده شود. م Pipettingدستگاھھاي 

ممنوع است.  آزمایشگاه خوردن ، نوشیدن، سیگار كشیدن و استفاده از ھر گونھ وسیلة آرایشي در محیط

باشند، ھا یا یخچالھاي مخصوص مواد غذایي كھ در خارج از آزمایشگاه ميمواد خوراكي فقط در كابینت

 شوند. نگھداري مي

 تولید آئروسل صورت گیرد.  نمودن باید تلاش زیاد در جھت حداقل

  عملیات ویژه 
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١٢ 
شوند، باید در ظروف با دوام اي كھ جھت آلودگي زدائي بھ مكان دور از آزمایشگاه برده ميمواد آلوده

  قرار گرفتھ و قبل از خروج  از آزمایشگاه، درب آن بستھ شود. 

باشد، ورود افراد بھ ھا براي بعضي از افراد معمولاً خطرناك ميگيبا توجھ بھ اینكھ تعدادي از آلود

 باشد. آزمایشگاه و كار آنھا در آزمایشگاه با تشخیص مسئول آزمایشگاه مي

گاه عوامل عفوني جھت استفاده در آزمایشگاه نیاز بھ تداركات خاصي مانند واكسیناسیون داشتھ باشد، ھر

آزمایشگاه نصب گردد. علائم اخطار دھنده باید نوع عفونت، نام  بدرباید علائم اخطار دھنده بر روي 

 مسئول آزمایشگاه، نام فرد استفاده كننده و تجھیزات خاص وارد شده بھ آزمایشگاه را نشان دھد. 

در ھنگام حضور در آزمایشگاه باید روپوش آزمایشگاه و چكمھ پوشیده شود. قبل از خروج از آزمایشگاه 

را از تن درآورده و در آزمایشگاه  گذاشتھ شود. در صورت آلودگي، روپوش تمیز پوشیده  پوشاك نامبرده

 زدایي شود.گي و پوشاك آلوده، آلود

 اند، حق ورود بھ آزمایشگاه را ندارند. حیواناتي كھ در كار پژوھشي در نظر گرفتھ نشده

بگیرد. در ھنگام حمل و نقل باید دقت كافي جھت اجتناب از آلودگي پوستي با مواد عفوني صورت 

  حیوانات آلوده و ھنگام تماس پوست با مواد عفوني حتماً از دستكش استفاد كنید.  

  زدایي شوند.  يگھاي آزمایشگاه و حیوانخانھ باید قبل از خروج، آلوددتمام پس مان

ھي استفاده سوزنھا و سرنگھاي زیر جلدي فقط براي تزریق وخالي كردن مایعات از حیوانات آزمایشگا

شود. براي تزریق یا خالي كردن مایعات عفوني از سرنگھاي متصل شده بھ سوزن یا سرنگ یكبار 

مصرف استفاده شود. باید دقت كافي ھنگام استفاده  از سرنگ و سوزن صورت گیرد تا از خود تلقیحي 

ار داد. سوزن و اجتناب گردد. نباید سوزن را پس از استفاده خم كرد، شكست یا در غلاف سوزن قر

ً در ظرف مخصوص ظروف تیز و برنده زدایي  يگقرار گیرند وآلود  (Safety Box)سرنگ باید سریعا

 شوند (ترجیحاً با اتوكلاو) 

باید سریعاً بھ مسئول آزمایشگاه گزارش شود. كمكھاي اولیھ، مراقبت  و بروز سوانح ریختھ شدن مواد آلوده

ینھ  براي افراد صورت گیرد. گزارش سوانح باید ثبت شده و حداقل و درمان باید بدون در برداشتن ھز

 سال بایگاني گردد.  ٤٠براي 

آوري و نگھداري شود.  ھاي سرم آنھا جمعكنند، باید نمونھزاي انساني كار مي افرادي كھ با مواد عفونت

ن حداقل یك تاریخچة ھر پنج سال و یا پس از در معرض آلودگي قرار گرفتن نمونة سرم تھیھ شود. داشت

 پزشكي از كارمندان ضروري است. 

  سطوح ایمني زیستي
  

 BSL٤ BSL٣ BSL٢ BSL١  راھنماي ایمني

پرسنل آزمایشگاه باید دست ھاي خود را بعد از کار با محیط ھاي کشت 
  و در آوردن دستکش ھا وقبل از ترک آزمایشگاه بشویند.

Y Y Y Y 

کار گیري لوازم آزمایشگاھي  خوردن، آشامیدن، سیگار کشیدن و بھ
  ممنوع مي باشد.

Y Y Y Y 

 Y Y Y Y  اشخاص باید با اصول ایمني زیستي آشنا باشند.
 Y Y Y Yاشخاص باید از عینک ھاي ایمن یا محافظ در صورتي کھ احتمال 
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١٣ 
  آئروسل و پاشیده شدن ذرات وجود داشتھ باشد، استفاده کنند.

 Y Y  Y Y  مي باشد استفاده از پیپت ھا با دھان ممنوع
 Y Y Y Y  تمامي روش ھاي آزمایشگاھي باید با حداقل تولید ذرات آئروسل باشد.

سطوح کار باید حداقل ھر روز و بعد از استفاده ي ھر مصرف کننده و 
  بعد از ریختھ شدن ھر نوع ماده ي دوام پذیري تمیز شود.

Y Y Y Y 

 Y Y Y Y  ر گیرند.وسایل تیز باید در محلي کھ طراحي شده است قرا
آزمایشگاه باید تمیز نگھ داشتھ شود و از روش ھاي خوب و منظم بھ 

  منظور استفاده و پاکیزه ماندن آزمایشگاه استفاده گردد.
Y Y Y Y 

ھمھ ي مایعات و جامدات زبالھ باید رفع آلودگي شوند قبل از فشرده شدن 
  زبالھ ھا

Y Y Y Y 

 Y Y Y Y  گان ایجاد گردد.باید بنامھ ي کنترل حشرات و جوند
 Y Y Y Y  شد.راي یک محفظھ براي شستن دست ھا باآزمایشگاه باید دا

آزمایشگاھھا نباید داراي فرش،سطوح چسبنده و سطوح غیر قابل تماس 
  باشد.

Y Y Y Y 

 Y Y Y Y  میز کار آزمایشگاه باید غیر قابل نفوذ نسبت بھ آب و مواد شیمیایي باشد.
شگاه باید محکم و ایمن باشند و فضاي بین میزھاي صندلي ھاي آزمای

  کار و کابینت ھا و وسایل باید در دسترس براي ضد عفوني کردن باشند.
Y Y Y Y 

پنجره ھاي آزمایشگاه کھ باز مي باشند باید توسط شبکھ ھاي توري 
  مسدود گردند.

Y Y Y Y 

نصب مواد پرخطر باید بھ صورت قابل دسترس روي دیوار آزمایشگاه 
  شود.

Y Y Y Y 

استفاده ي  برنامھ ي کنترل کیفیت آزمایشگاه لازم مي باشد براي
  اختصاصي از آن

N Y Y Y 

 N Y Y Y  موادي در آزمایشگاه غیر ضروري مي باشد از آزمایشگاه خارج شود.
 N Y Y Y  ھودھاي ایمني زیستي لازم مي باشد.

 N Y Y Y  سانتریفوژھاي ایمن مورد نیاز مي باشد.
ریختھ شدن و تصادفاتي کھ در نتیجھ ي آن ارگانیسم ھاي آلوده بھ 

rDNA   در معرض قرار مي گیرندباید فوراً بھIBC  وNIH/OBA 
  گزارش شوند.

N Y Y Y 

ھیچ ماده یا وسیلھ اي نمي تواند از ساختمان خارج شود مگر قبل از آن 
  اتوکلاو شود و یا رفع آلودگي گردد.

N Y Y Y 

و تست ھاي سرولوژیک براي عواملي کھ با دست سرو  ایمنیزاسیون
  کار دارند لازم مي باشد.

N Y Y Y 

کنترل ھاي مورد نیاز براي دخول بھ آزمایشگاه و جریان غیر مستقیم 
  ھوا

N N Y Y 

 N N Y Y  پنجره ھا باید بستھ و بستھ شدن تایید گردد
 N N Y Y  اتوکلاوھا باید در محلي با دسترسي آسان قرار گیرند

 N N Y Y  دو محل براي درھاي خروجي تعبیھ گردد.
 N N Y Y  سال نمي توانند بھ آزمایشگاه وارد شوند. ١٦افراد کوچکتر از 

 N N Y Yدرھاي آزمایشگاه باید کاملاً بستھ باشند وقتي کھ آزمایشات در حال انجام 
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١٤ 
  مي باشد 

زده ماسک ھاي جراحي و ماسک ھاي تنفسي در آزمایشات حیواني 
  شود.

N N Y Y 

 N N N Y  دوباره شارژ مي شوند. HEPAھواي فرسوده توسط فیلترھاي 
 N N N Y  نشانگر پرسنل ھا ھر وقت کھ لازم باشد در دسترس باشد.

 N N N Y  مواد بیولوژیک باید بھ صورت بستھ بندي در آید و سپس حذف شوند.
گاھي تھیھ شده و لباس ھاي خیاباني در آورده شوند و لباس ھاي آزمایش

  ضد عفوني مي شوند و در خلال آزمایشات شستھ و اتو مي شوند.
N N N Y 

سیستم بازبیني پزشکي براي کساني کھ وارد یا خارج مي شوند گذارده 
  شود.

N N N Y 

 N N N Y  ھمھ ي منافذ در ساختارھا و سطوح گرفتھ شود.
 N N N Y  کاھش یابد. سطوح افقي کھ بھ وسیلھ ي گرد و غبار پوشیده مي شود

 N N N Y  محل شستن دست ھا و پاھا نزدیک درب خروج تعبیھ گردد.
 N N N Y  دسترسي بھ درھاي با سیستم بستھ شدن خودبھ خود و قابل قفل

 N N N Y  اتوکلاوھاي دو درب بھ منظور رفع آلودگي تھیھ گردد.
 N N N Y  ھمھ ي مایعات خروجي بھ وسیلھ ي حرارت رفع آلودگي گردند.

 N N N Y  یک محل مناسب تھیھ گردد براي اشخاص کھ مي خواھند لباس بپوشند.
 

 ھودھاي بیولوژیك 

  سایر تجھیزات فردي مناسب در موارد زیر استفاده شود:  IIیا  Iھودھاي بیولوژیك دستھ  -

  تفاده شود. شود باید از این كابینتھا اسدرصورتي كھ در مراحل كار ذرات آئروسل آلوده تولید مي

شود، نو تركیب استفاده مي DNAھاي بزرگ از عوامل عفوني و یا در صورتي كھ غلظتھاي بالا یا حجم

توان در ھواي آزاد آزمایشگاه استفاده كرد ولي در صورتي كھ درب ظروف آنھا خوب بستھ شده باشد مي

  .باشداگر ظروف بدون درب باشند كار فقط در ھودھاي بیولوژیك مجاز مي

  

  (ساختار و نگھداري آزمایشگاه)یلات آزمایشگاھيھست

شود. پارچھ توصیھ ميھ بھ راحتي  تمیز شود. كف پوش یكاي طراحي شده باشد كآزمایشگاه باید بھ گونھ -

شود. كف پوشھا باید یكپارچھ و بدون درز و شكاف باشند تا بھ براي دیوارھا رنگ روغني پیشنھاد مي

  راحتي تمیز شوند. 

  روي میز كار باید نسبت بھ آب غیر قابل نفوذ و مقاوم بھ اسید، قلیا، حلالھاي آلي و حرارت باشد. -

  فضاي بین میزكارھا، كابینتھا و وسایل باید بھ نحوي باشد كھ آزمایشگاه بھ راحتي قابل تمیز كردن باشد.  -

  شوئي جھت شستن دستھا موجود باشد. در ھر آزمایشگاه دست

 شوند داراي توري باشند. كھ باز ميھائي پنجره

 ھاي آلوده موجود باشد. ددر آزمایشگاه اتوكلاو جھت استریل كردن پس مان
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١٥ 
  :مقررات ایمني كار با مواد بیولوژیك

 E. coliمقررات ایمني كار با سیستم میزباني 

E. coli K12 باشد. در صورتي يھاي مورد استفاده در آزمایشھاي مھندسي ژنتیك مترین سیستماز مرسوم

براي كار با  Iایمني سطح  اي غیر قابل انتقال استفاده گردد,كھ از این باكتري بعنوان میزبان پلاسمیدھ

  گاه كافي است كھ نكات كلیدي آن بھ صورت زیر است:شیباكتري فوق در آزما

  كار با میزان فوق روي میزھاي معمولي آزمایشگاه و كنار شعلھ امكانپذیر است.

با این میزبان باید ضد عفوني گردد. عمل ضدعفوني  رو بعد از ھر بار كا ركاري روزي یكبا سطوح

 گیرد.صورت مي %٧٠اتانول یا  %١٠كردن توسط ساولن 

ھا و سرسمپلرھاي آلوده بكار یوبترا براي انتقال  %١٠در ھنگام كار با باكتري فوق ظرف حاوي ساولن 

 رید.بب

 وسایل آلوده اتوكلاو شوند.  %١٠آلوده و حذف ساولن بعد از ضدعفوني كردن مواد 

 پت كردن محلول باكتري توسط سمپلرھاي خودكار صورت گیرد.پي

 ٢٠ھاي فوق شستشوي دستھا حتماً انجام شود. براي اینكار صابون مایع و شستشوي مبعد از كار با ارگانیس

 رسد.ثانیھ كافي بنظر مي

ھاي زي ژنومتولید مواد توكسیك مضر براي انسان و یاكلون سادر صورتي كھ از این میزبان براي 

  بایستي بصورت زیر رعایت گردد: IIدر این صورت ایمني زیستي سطح  ویروسي استفاده گردد,

  دسترسي بھ عامل فوق محدود گردد و توسط علائم ھشدار دھنده مشخص گردد. -١

 صورت گیرد. Iو  IIان فوق در زیر ھودھاي بیولوژیك بكار با میز -٢

 لباسھاي مخصوص كار در آزمایشگاه نظیر روپوش ، باید ھنگام ترك آزمایشگاه تعویض گردد. -٣

ھاي حاوي مگردد و از آلودگي پوست با ارگانیسدر ھنگام كار با این موجود از دستكش استفاده  -٤

 نو تركیب جلوگیري بھ عمل آورده شود. DNAمولكولھاي 

) %١٠دفع توسط مواد ضد عفوني كننده (ساولن  ز كارھاي آزمایشگاھي قبل ازناشي اتمامي ضایعات  -٥

 وكلاو حذف شود.تو ا

نو تركیب بھ سرعت بھ  DNAھاي آلوده كننده یا حاوي میا پاشیده شدن ارگانیس يھاي اتفاقآلودگي -٦

 آلودگي آن اقدام گردد. رفع مقامات مسئول گزارش داده شود و براي

 براي كار با گیاھان آزمایشگاھي ٢سطح تي مقررات ایمني زیس

شود كھ براي رشد دادن گیاھان تحت اصطلاح گلخانھ بھ ساختاري داراي دیوار، سقف و كف گفتھ مي -١

شرایط كنترل شده و محیط حفاظت شده استفاده مي شود . دیوارھا و سقف معمولاً از مواد شفاف كھ اجازه 

  شوند.ميدھند ساختھ عبور نور خورشید را مي

شود اما سنگ ریزه یا سایر شود . بتن توصیھ ميكف گلخانھ از مواد شفاف قابل نفوذ بھ آب ساختھ مي -٢

ھاي مورد استفاده بھ راحتي از طریق خاك پخش گردد مگر اینكھ ارگانیسممواد متخلخل نیز استفاده مي

 شوند.

تھویھ باز كرد ونیازي بھ حفاظ نیست، ھر توان جھت ھاي نصب شده در دیوارھا و سقف را ميپنجره -٣

 چند كھ باید از ورود حشرات جلوگیري كرد.

 حضور در گلخانھ باید فقط در موقع كار و زیر نظر مسئول مربوطھ باشد. -٤
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١٦ 
 آگاھي داشتھ و آنھا را رعایت كنند. ٢ سطح تمام افراد باید از مقررات ایمني -٥

ھا و حیوانات كوچكي كھ جھت انجام آزمایش بھ داخل روارگانیسممیك ,ھمواره باید گزارشي از گیاھان -٦

 شوند تھیھ شود.ه شده و یا از آن خارج ميدگلخانھ آور

ھا در گلخانھ شود باید بلافاصلھ بھ مسئول گلخانھ و یا ھر اتفاقي كھ منجر بھ رھا شدن میكروارگانیسم -٧

 مسئول ایمني گزارش شود.

 از اتمام كار و پیش از خارج كردن از گلخانھ غیر فعال شوند. كلیھ موجودات آزمایشي پس -٨

زدایي از آب خروجي نیازي نیست اگر بخشي از گلخانھ متشكل از سنگ ریزه یا مواد مشابھي آلودگي -٩

است ھر چند وقت یكبار باید اقدام بھ از بین بردن موجوداتي كھ ممكن است در آنھا محبوس شده باشند 

 نمود.

 ھاي ناخواستھ موجودات نظیر حشرات و بندپایان وسایر پاتوژنھا باید جلوگیري كرد.تشار گونھاز ان -١٠

ھاي مناسبي نگھداري كرد و در صورت رھا ھاي متحرك را باید در محفظھبندپایان و سایر ماكروارگانیسم

 شدن آنھا در محوطھ گلخانھ مانع انتشار آنھا بھ خارج از گلخانھ شد.

ایط ایمني را ھمزمان با آزمایشھاي تحت شر ١آزمایشھاي تحت شرایط ایمني زیستي سطح توان مي -١١

 ھر دو در نظر گرفت. يانجام داد و سطح دو را برا ٢زیستي سطح 

در صورت انجام آزمایش خاصي باید علائمي نصب گردد كھ نشاندھنده فرد مسئول آزمایش نوع گیاه  -١٢

 شود باشد.كھ استفاده مياي مورد استفاده و تسھیلات ویژه

ھایي كھ براي اكوسیستم طبیعي و یا اكوسیستم گلخانھ مضر باشند، باید در صورت كار با ارگانیسم -١٣

 نصب گردد. علائمي بر روي درھاي گلخانھ

 اگر خطري متوجھ افراد باشد باید توسط علائم ایمني زیستي بھ اطلاع ھمھ برسد. -١٤

ھایي كھ بصورت زنده و یا دست نخورده وارد گلخانھ شده و یا از آن نیسمكلیھ مواد حاوي میكروارگا

 شوند باید در ظرفھاي درب دار مقاوم حمل شوند.خارج مي

باید یك دستور كار در گلخانھ تھیھ شود كھ درآن نتایج عدم رعایت نكات ایمني و نیز روش مقابل بھ  -١٥

 افراد آموزش داده شود.ھا در گلخانھ بھ رھا شدن ناخواستھ ارگانیسم

  زدایي از مواد آلوده در دسترس باشد. باید یك اتوكلاو جھت آلودگي -١٦

 

  :براي كار با حیوانات آزمایشگاھي ٢مقررات ایمني زیستي سطح 

 

  محل نگھداري حیوانات باید مجھز بھ قفل باشد.

 محل نگھداري حیوانات بھ تناوب مورد بازرسي قرار گیرد.

 اقع باشد كھ قابل كنترل و قفل كردن باشد.در ساختماني و

ھاي تنھا اشخاصي كھ از خطرات احتمالي آگاھي داشتھ و واجد شرایط ھستند (نظیر دریافت كردن واكسن

 خانھ شوند.توانند وارد حیوانمناسب) مي

 اند نباید در حیوان خانھ نگھداري شوند.حیواناتي كھ در كار پژوھشي در نظر گرفتھ نشده

شوند باید قبل از خروج در ظروف درب اي كھ در محلي بھ دور از آزمایشگاه آلودگي زدایي ميلودهمواد آ

 دار با دوام حمل شوند.
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١٧ 
ً با  سرنگھا و سرسوزنھا باید بلافاصلھ در ظروف مقاوم قرار گرفتھ و آلودگي زدایي شوند (ترجیحا

 اتوكلاو).

باید ھشداردھنده قبل است (نظیر تزریق واكسن), ي ھاھنگامیكھ كار پژوھشي با حیوان نیازمند آمادگي

ایمني زیستي بر روي تمام دربھاي منتھي بھ حیوانخانھ نصب شوند، این علائم باید نشان دھنده گونھ 

نام و شماره تلفن مسئول حیوانخانھ و سایر موارد مورد نیاز جھت  ,شودعاملي كھ با آن كار مي ,حیوانات

 .ورود بھ آزمایشگاه باشند

در ھنگام حضور در آزمایشگاه باید از روپوش استفاده كرد. اما پیش از ورود در نواحي غیر آزمایشگاھي 

 نظیر رستوران ، كتابخانھ و اتاق استراحت آن را خارج نموده و در آزمایشگاه قرار داد.

ورد و در موقع ھاي نوتركیب باید بھ عمل آمراقبت خاصي جھت جلوگیري از آلوده شدن با میكروارگانیسم

 كار با حیوانات و ھنگامي كھ تماس با عوامل آلوده كننده اجتناب ناپذیر است باید از دستكش استفاده كرد.

تركیب در محیط و یا آلوده شدن حیوانات و ون DNAھاي حاوي ھر اتفاقي كھ منجر بھ رھا شدن ارگانیسم

 ل حیوانخانھ و یا مسئول گزارش شود.كاركنان آزمایشگاه با آنھا گردد باید بلافاصلھ بھ مسئو

گیرند ریختھ شوند و پیش از دور ھاي بیولوژیكي باید در دو ظرف مقاوم كھ درون ھم قرار ميدمانتمام پس

 ریختن آلودگي زدایي شوند.

ساعت پس از بدنیا آمدن  ٧٢تمام نوزاداني كھ بھ نوعي مھندسي ژنتیك بر روي آنھا انجام شده باید تا 

 اري شوند.گذعلامت

براي انجام تزریقات یا كشیدن مایعات از بدن حیوانات از سرنگھاي یكبار مصرف و متصل بھ سوزن 

استفاده شود و باید دقت كافي بھ منظور جلوگیري از خود تلقیحي و ایجاد آئروسل انجام گیرد . نباید سوزن 

ً در ظرف را پس از مصرف خم كرد، شكست یا در غلاف آن قرار داد. سوزن و سرن گ باید سریعا

 مخصوص ظروف تیز و برنده قرار گیرند و آلودگي زدایي شوند.

نوتركیب و ...) توسط عواملي نظیر بندپایان  DNAدر صورتي كھ امكان انتقال آلودگي (میكروارگانیسم ،

 و یا سایر راھھا وجود دارد باید دقت كافي جھت جلوگیري از انتشار آن بھ عمل آید.

 میدن و سیگار كشیدن در آزمایشگاه ممنوع است.آشا ،خوردن

كنند باید پیش از خروج دستھاي خود را نوتركیب كار مي DNAافرادي كھ با مواد و حیوانات داراي 

 بشویند.

 ھداري حیوانات باید مطابق با قوانین حمایت حیوانات باشد.شرایط نگ

م بھ مطالعھ و وجود داشتھ باشد و ھمھ ملز در آزمایشگاهباید یك دستور كار رعایت نكات ایمني زیستي 

 رعایت آن دستورات باشند.

 حلالھاي آلي و حرارت باشند.قلیا،  ،ب غیر قابل نفوذ و مقاوم بھ اسیدسطوح كار باید نسبت بھ آ

 محل نگھداري حیوانات باید بھ راحتي قابل تمیز كردن باشد.

  شوند داراي توري باشند.ھایي كھ باز ميپنجره

  

 نوتركیب DNAھاي داراي ني كار با نمونھایم

توان بھ صورت گیرند را مياسیدھاي نوكلئیك كھ در مھندسي ژنتیك و بیوتكنولوژي مورد استفاده قرار مي

  بندي كرد:زیر دستھ
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١٨ 
  DNAاسیدھاي نوكلئیك با ساختار 

cDNA ھاي ژنومRNA ویروسي  

  پلاسمیدھا

 ھاترانسپوزون

 ھاي مصنوعيناقل

  DNA واكسن ھاي

   RNAاسیدھاي نوكلئیك با ساختار 

   RNAآنتي سنس 

 ھاریبوزیم

  RNAھاي واكسن

 ویروسي RNAھاي ناقل

RNA-DNA ھیبریدھا  

  گیرد:رھاسازي اسیدھاي نوكلئیك در محیط از روشھاي مختلفي صورت مي

  ھاي تراریختمسھاي میكروارگانیزبالھ

 ھاي كشت سلولي و محصولات گیاھي تراریختزبالھ

 ھاي جانوران تراریختزبالھ

 غذاي مھندسي شده 

 نسوج گیاھي مھندسي شده نظیر كتان

 گرد و خاك و دانھ گرده محصولات مھندسي شده 

ھاي طبیعي قدرت بقا داشتھ در ضمن بعضي از انواع آنھا قادر بھ انتقال از یك اسیدھاي نوكلئیك در محیط

خطرات احتمالي بھ صورت زیر داشتھ  ٦توانند ي نوكلئیك ميباشند. اسیدھاارگانیزم بھ ارگانیزم دیگر مي

  باشند:

  ھاي ویروسيایجاد شوك توكسیك در زمان استفاده از ناقل

 ھاي ویروسيواكنش ایمونولوژیكي در زمان استفاده از ناقل

  RNAاي و دو رشتھ DNAھاي اتو ایمن توسط واكنش دایجا

 ھاي نوتركیب بیماریزاتولید ویروس

 )Insertion mutagenesisد موتاسیون (ایجا

Insertion oncogenesis 

 آلودگي ژنتیكي سلولھاي زایشي

ھاي بستھ بھ نوع كار پژوھشي با اسیدھاي نوكلئیك مقررات ایمني اعمال خواھد شد كھ مجري پروژه

در سطح  باشند. مقررات كلي ایمني زیستيتحقیقاتي ملزم بھ آموزش نكات ایمني اختصاصي كار خویش مي

  بھ صورت زیر است: DNA) براي كار با IIآزمایشگاھھاي مركز (ایمني زیستي

  ضروري است.  DNAھاي پوشیدن روپوش آزمایشگاه و دستكش در حین كار با نمونھ

 ھاي آلوده در نھایت اتوكلاو شوند.ھاي غیر آلوده جدا شده و زبالھباید از زبالھ DNAھاي آلوده بھ زبالھ

 ھاي ظرفشویي بھ شدت خودداري گردد.در سینك DNAحلولھاي آلوده بھ از ریختن م
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١٩ 
نوتركیب ، سطوح توسط اسید رقیق شستھ شده پس از  DNAدر صورت آلوده شدن سطوح آزمایشگاه با 

 شستشوي اسید با آب، ضد عفوني كردن سطوح با الكل صورت گیرد.

ھاي دو قسمتي (پلاستیك، بخش توسط پوشش سطوح آزمایشگاھي DNAگردد كھ قبل از كار با پیشنھاد مي

 قابل نفوذرویي) پوشیده گردد و در انتھاي كار جمع شده و اتوكلاو شود.

  تواند احتمال وقوع خطر را بھ حداقل برساند.مسلماً رعایت نكات ذكر شده مي

 ھاي آنمقررات ایمني كار با خون و فرآورده

بودن با انواع ویروسھاي بیماریزاي انساني بسیار خطرناك ھاي خوني مورد آزمایش از جھت ھمراه نمونھ

ذره ویروسي  ٩١٠تا  ٦١٠و حدود  HIVویروس  ١٥-٥٠از خون  ml١است . مشخص شده است كھ در 

قادرند در خارج بدن HIV برخلاف ذرات ویروسي HBVوجود دارد این ذرات ویروسي  Bھپاتیت 

 HIVبرابر ذرات ویروسي  ١٠ HCVداد ذرات ویروسي موجود زنده بھ مدت چندین روز زنده باشند. تع

تواند احتیاطي مياست . مسلماً رعایت نكات ایمني در آزمایشگاھھاي فوق ضروري بوده و ھرگونھ بي

  ناپذیر را در برداشتھ باشد.خطرات بالقوه جبران

ھاي بخشھاي خوني باید در مكان مشخص و جدا از سایر آزمایشگاه تحقیقاتي مربوط بھ نمونھ

  آزمایشگاھي ساختھ شود.

ھاي مخصوصي را پر كنند ھا بایستي واكسینھ شده و در مواقع بروز حادثھ فرمافراد در ارتباط با این نمونھ

 ھاي مذكور علل بروز حادثھ ذكر گردد.و در فرم

ي روباز و ھاي مناسب آزمایشگاھي ، شستشوي مداوم دستھا، عدم استفاده از كفشھاپوشیدن دستكش ، لباس

 گردد.عدم استفاده از لنز و لوازم آرایشي بھ شدت توصھ مي

(كھ متشكل  bench-ceverگردد. سطح كاري توسط استفاده از ھودھاي بیولوژیك در حین كار توصیھ مي

از یك لایھ پلاستیك و بخش جاذب رویي) پوشیده شود تا بعد از اتمام كار پوشش فوق جمع شده و اتوكلاو 

 گردد.

صورت آلوده شدن میزھاي آزمایشگاه توسط خون، میز و یا جایگاه آلوده توسط ماده ضدعفوني كننده  در

 % ضد عفوني شده و سپس با آب آبكشي گردد. ٥/٠ SDSمولار و  %٥، سود  %١٠آب ژاول 

 گذاري اتوكلاو گردند.ھاي آلوده پس از علامتنمونھ

 ایستي انجام گیرد.ھاي فوق باي در محوطھپاكسازي منظم و دوره

 

 

 

 

  آشنایي با علائم ھشدار دھنده درآزمایشگاه: 

  علائم ھشدار دھنده شیمیایي - ١

 علائم ھشدار دھنده بیولوژیک - ٢

 علائم ھشدار دھنده رادیو اکتیو - ٣

 علائم ھشدار دھنده الکتریکي  - ٤
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٢٠ 
  داتوضیح علائم روي بستھ مو

  

E(Explosive)ل انفجار)در جایي غیر از انبار مواد نگھداري شود(قاب  

O(Oxidizing- Fire Promoting)قابل اشتعال)تماس با مواد قابل اشتعال بھ حداقل برسد. -(اكسید كننده 

T(Very toxic).(رعایت حداكثر موارد ایمني)(بسیار سمي)تماس بابدن بھ ھرشكلي محدود شود 

T(Toxic).سمي 

Xn(Harmful).(مضر) نباید بادست تماس پیداكند 

F+(Exteremely flammable).(بشدت قابل اشتعال)دردماي زیر صفر نگھداري شود 

F(Highly flammable)نگھداري دردماي زیرc٢١ 

C(Corrosive).(خورنده)از تماس باكلیھ سطوح بدن جلوگیري شود 

Xi(lrritant) كم خطر ترین  

  ار دستھ زیر تقسیم كرد:مواد شیمیایي را از لحاظ سمیت وزیان مي توان بھ یكي از چھ

مواد با زیان بسیار زیاد: شامل موادسرطان زا، جھش زایا مسموم كننده درتولید مثل وحساسیت زاھاي 

 تنفسي

 مواد بازیان زیاد:موادبسیار سمي،مولد سوزاننده وحساسیت زاھاي پوستي

 مواد با زیان متوسط:مواد مضر،مواد محرك وسوزش آور

  ھ بعنوان مواد خطرناك شناختھ نمي شوند.مواد با زیان كم:موادي ك
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٢١ 
  

ھشدار دھنده  علائم

 شیمیایي

  کد  مفھوم  علامت

  

C  خورنده فلز  Rيجاد اثرات سوختگی:ا ٣٤  

Rيد سوختگیجاد اثرات شدی: ا ٣٥  

  

E خطر انفجار  Rقابلیت انفجار در اثر ضربھ:  ٢  

Rقابلیت انفجار آسان در اثر ضربھ، آتش ویا  ٣ :

  منابع قابل اشتعالدیگر 

  

F+  قابلیت زیاد

  اشتعال

Rشدیداً قابل اشتعال ١٢ :  

  

F  قابلیت کم

  اشتعال

Rقابلیت جزئي اشتعال ١١ :  

Rآزاد کردن گازھایي با قابلیت زیاد  ١٥ :

  اشتعال، درصورت تماس با آب

Rخود بھ خود قابل اشتعال درمعرض ھوا  ١٧ :  
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٢٢ 

  

O  مواد آتش زا

  ده)(اکسید کنن

Rامکان ایجاد حریق ٧ :  

Rخطر ایجاد حریق در صورت تماس با مواد  ٨ :

  قابل اشتعال 

Rخطر انفجار در صورت ترکیب با مواد  ٩ :

  قابل اشتعال

  

T+ بسیار سمي  Rبسیار سمي در صورت تنفس ٢٦:  

Rبسیار سمي در صورت تماس با پوست ٢٧:  

Rبسیار سمي در صورت خوردن ٢٨:  

  

T+ بسیار سمي  Rجدي ایجاد آسیب اریبس :بسیار سمي : خطر  ٣٩

  ھاي جبران ناپذیر

Rبسیار سمي : خطر جدي ایجاد آسیب  ٣٩/٢٦:

  ھاي جبران ناپذیر

  

T سمي  Rدر صورت تنفس ي:سم ٢٣  

Rدر صورت تماس با پوست ي:سم ٢٤  
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٢٣ 

  

T سمي  Rسمي در صورت خوردن ٢٥:  

Rي براي سلامتي در : خطر آسیب ھاي جد ٤٨

  صورت گذاشتن طولاني در فضاي باز

  

Xn  ایجاد

حساسیت در 

صورت 

  تنفس

Rامکان بروز حساسیت در صورت تنفس ٤٢:  

  

Xi  ایجاد

حساسیت در 

صورت 

تماس با 

  پوست

 Rامکان بروز حساسیت در صورت تماس ٤٣ :

  با پوست

  

Xn يمضرر برا 

  يسلامت

Rنفسدر صورت ت يسلامت ي: مضرر برا ٢٠  

Rدر صورت تماس با  يسلامت ي: مضرر برا ٢١

  پوست

Rدر صورت خوردن يسلامت ي: مضرر برا ٢٢  

Xn  مضرر براي

  سلامتي

Rمضرر براي سلامتي در صورت تنفس ٤٥ :  

Rمضرر براي سلامتي در صورت تماس با  ٤٠ :

  پوست
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٢٤ 
Rمضرر براي سلامتي در صورت خوردن ٤٨ :  

 

  

Xi سوزش آور 

و تحریک 

  کننده

Rسوزش آورنده چشم ھا ٣٦ :  

Rتحریک کننده دستگاه تنفسي ٣٧ :  

Rسوزش آورنده چشم ھا ٣٨ :  

Rخطر آسیب جدي براي چشم ھا ٤١ :  

  

N  خطرناک

براي محیط 

  زیست

Rھا  يموجودات زنده آبز يبرا ي: سم ٥٠  

  

Rھا يموجودات زنده آبز يبرا ي: سم ٥١  

  

N ک خطرنا

براي محیط 

  زیست

Rاھانیگ يبرا ي: سم ٥٤  

Rجانوران يبرا ي: سم ٥٥  

Rخاکموجودات زنده  يبرا ي: سم ٥٦   

  

  

N  خطرناک

براي محیط 

  زیست

Rسمي براي زنبورھا ٥٧ :  
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٢٥ 
Rامکان بروز اثرات مضرر طولاني مدت :  ٥٨

  در محیط زیست 

  

 

N  خطرناک

براي محیط 

  زیست

  

Rھ ازنیلا ي: خطرناک برا ٥٩  

  

Rيموجودات زنده آبز ي: مضرر برا ٥٢  

Rمضرر طولاني مدت  امکان بروز اثرات: ٥٣

  در محیط زیست آب

ھشدار دھنده  علائم

 بیولوژیک

  کد  مفھوم  علامت

  

T  خطر

بیولوژیکي: 

سرطانزا از 

  ١+٢گروه 

Rامکان ایجاد سرطان ٤٥ :  

Rامکان ایجاد سرطان در صورت تنفس ٤٩:  

 

Xn  خطر

بیولوژیکي: 

سرطانزا از 

  ٣گروه 

Rخطر احتمالي آسیب ھاي جبران ناپذیر ٤٠ :  
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٢٦ 

 

T   خطر

بیولوژیکي: 

خطر آسیب 

رسیدن بھ 

  قدرت تولید مثل

Rامکان آسیب رسیدن بھ قدرت تولید مثل ٦٠ :  

Rجنین انسان: امکان آسیب رسیدن بھ  ٦١ 

 

Xn   خطر

بیولوژیکي: 

خطر آسیب 

رسیدن بھ 

  تولید مثل قدرت

Rآسیب رسیدن بھ قدرت  ي: خطر احتمال ٦٢

  تولید مثل انسان

Rآسیب رسیدن بھ جنین  ي: خطر احتمال ٦٣

 انسان

 

Xn   خطر

بیولوژیکي: 

ایجاد تغییرات 

  وراثتي

Rآسیب ھاي جبران  ایجاد : خطر احتمالي ٤٠

 ناپذیر

  

  

  

  

  کد بین المللي  مفھوم يکیھشدار دھنده الکتر علائم

    ير برق گرفتگخط  

  کد بین المللي  مفھوم ویو اکتیھشدار دھنده راد علائم
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٢٧ 
    خطر تششع  
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٢٨ 
  وسائل آزمایشگاھي كوچك

  میكروپیپت

  براي برداشتن حجم مورد نظر خود توسط میكروپیپت بھ نكات زیر توجھ فرمایید:

  میكروپیپت را بھ آرامي و با دقت بر روي حجم مورد نظر تنظیم كنید. -١

یكبار مصرف را بھ میكروپیپت متصل نمایید بطوریكھ از جایگیري درست و محكم آن مطمئن تیپ  -٢

 باشید.

 آن فشار دھید. (First stop)) را تا اولین ایست operating Bottonدكمة عملگر( -٣

) قرار دھید و دكمة عملگر را بھ آرامي و بطور ٢-mm٣نوك تیپ را درست زیر سطح مایع ( -٤

ع عمود نگھدارید. در مورد مایعاتي كھ ویسكوزیتھ و میكروپیپت را در طي كشیدن مای  .كنید یكنواخت آزاد

ن مایع مرطوب آباشد بھتر است كھ با پر و خالي كردن تیپ ، درون آنرا با دانسیتھ آنھا با آب متفاوت مي

 نمایید.

تا مقادیر اضافي بھ جدار  سرتیپ را بھ دقت از درون مایع بیرون آورده بھ كنارة درون ظرف بكشید -٥

 بیروني آن باقي نمانده باشد.

شود . پس از توقف كوتاھي در اولین مایع كشیده شده با فشار آرام دكمة عملگر تا اولین ایست خارج مي -٦

 ایست، دكمة عملگر را تا دومین نقطة ایست فشار دھید تا از تخلیھ كامل آن مطمئن شوید.

 از محدودة مشخص شده براي آن استفاده نكنید. خارج درھرگز از میكروپیپت 

 شود كھ در ھنگام عدم استفاده از میكروپیپت آنرا در وضعیت عمودي نگھدارید.پیشنھاد مي

و یك پارچة نرم یا دستمال بدون پرز استفاده كنید.  ٧٠برا ي تمیز كردن میكروپیپت از آب یا اتانول %

كروپیپت بطور منظم تمیز شود. ھرگز براي پاك كردن سطوح شود كھ محل اتصال تیپ بھ میپیشنھاد مي

 خارجي میكروپیپت از مواردي نظیر گزیلل یا سایر حلالھاي مواد پلاستیكي استفاده نكنید.

 مراقب باشید ھنگام برداشتن مواد شیمیائي تنھا تیپ با آنھا تماس یابد و خود میكروپیپت آلوده نشود.

باشد آنرا سروتھ یا بطور د . بنابراین ھرگز ھنگامیكھ تیپ حاوي مایع ميمایع نباید وارد میكروپیپت شو

 افقي نگھ ندارید.

ھمیشھ حجم كشیده شده توسط میكروپیپت را با چشم كنترل كنید تا مطمئن شوید حجم مورد نظر شما كشیده 

 شده است.

یت آرامش در كار ، ھیمشھ در ھنگام كشیدن مواد با چگالي بالا مثل گلیسرول و تریتون ، علاوه بر رعا

پس از آزادي كامل دكمة عمگر نوك تیپ را تا چند لحظھ در مایع نگھ دارید تا حجم مورد نظر شما بطور 

توان براي سھولت كامل كشیده شود . در صورتیكھ نیاز بھ برداشتن حجمھاي بیشتري از این مواد باشد مي

 ھایي مثل سوسپانسون سلولي نیز صادق است.انسیونكار، سرتیپ را چید. این مورد براي برداشتن سوسپ

اي مثل اسید و بازھاي قوي با استفاده از میكروپیپت خودداري كنید؛ تا حد امكان از كشیدن مواد خورنده

زیرا بخارات این مواد باعث خوردگي و زنگ زدن فنر میكروپیپت مي شود . بھتر است در این موارد از 

ناپذیر بودن استفاده از میكروپیپت براي این مواد ه شود. در صورت اجتناباي استفادھاي شیشھپیپت

 و تمیز گردد. شستھپیستون و اجزاي دروني آن  وشود كھ پس از اتمام كار میكروپیپت باز پیشنھاد مي

كروبي اگر میكروپیپت میھاي خوني یا سوسپانسیون در صورت آلوده شدن میكروپیپت بھ خون، فراورده

ه را با دقت از میكروپیپت دلوآتوكلاو كردن است از این روش استفاده كنید. در غیر صورت قسمت قابل ا
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٢٩ 
دقیقھ در  ١٠پس از شستشو با آب بھ مدت  قرار داده١٠جدا كرده و بھ مدت یكساعت در ساولن %

SDS%لھ قرار دھید . در نھایت وسی ٧٠دقیقھ در الكل % ١٠ مدت و پس از شستشوي مجدد با آب بھ ١٠

  را با مقادیر فراواني آب شستشو و در ھوا خشك كنید.

  آزمون كالیبراسیون

 بھ دقت تیپ را بھ سر میكروپیپت متصل نمایید.

 برابر حجم مورد نظر مرطوب كنید. ٥تیپ را با كشیدن آب مقطر بھ اندازة حجمي 

 نگھ دارید.بھ دقت حجم مورد نظر از آب مقطر را كشیده در ھنگام كار میكروپیپت را عمود 

آب مقطر كشیده شده را روي یك كاغذ ضد آب یا ظرفي كھ روي ترازو صفر شده است خالي كنید و وزن 

- ٢٥ ْ C باید در دماآنرا بخوانید . این كار را حداقل ده بار انجام دھید و نتیجھ ھر بار را ثبت كنید (توزین 

 .)صورت گیرد٢٠

بار خواندن درون محدودة  ١٠ربوطھ مقایسھ كنید. اگر متوسط نتایج را با محدودة حجم مجاز كالیبراسیون م

قابل اغماض و مربوط بھ خطاي دستگاه  ١مجاز باشد، میكروپیپت آماده استفاده است(خطاي حدود %

 باشد.است). اگر نتایج خارج از محدوده باشد نیاز بھ كالیبراسیون مجدد مي

  روش كالیبراسیون

  ھاي قفل تنظیم كالیبراسیون (زیر تكمھ عملگر) جاي دھید.ابزار كالیبراسیون را در حفره

ھاي ھاي ساعت و براي افزایش در جھت عقرهقفل تنظیم را براي كاھش حجم در خلاف جھت عقربھ

 ساعت بگردانید.

 رویة آزمون كالیبراسیون را تكرار كنید تا نتایج دقیق بھ دست آید.

  ايوسایل شیشھ

رود در ھاي دقیق بھ كار ميبندي شده اي كھ بھ منظور حجم سنجيھاي درجاز گذاشتن وسایل شیشھ

  كاھد.ھاي متوالي از دقت درجھ بندي آنھا ميخودداري كنید. زیرا گرم و سرد شدن حرارت

بندیھا اجتناب كنید زیرا ممكن است ھنگام پاك كردن یادداشتھا، درجھ بندیھا از نوشتن یادداشت روي درجھ

  نیز پاك شوند.

  از اتمام كار ظرف مورد استفاده را با روش مناسب كاملاً تمیز نموده و یادداشت روي آنرا پاك كنید.پس 

اي از اسفنج یا پارچھ نرم استفاده كنید تا روي آنھا شكاف یا خشي ایجاد براي شستشوي ظروف شیشھ

  نشود.

د یا آنرا حرارت دھید ابتدا از استفاده كنی اي تحت شرایط خلاءاز یك ظرف شیشھھنگامي كھ در نظر دارید 

آن اطمینان حاصل كنید ، در غیر این صورت خطرات جدي شما و اطرافیان را تھدید خواھد  بودنسالم 

  كرد.

  براي شستشوي ظروف خیلي كثیف باید از خیساندن شبانھ در محلول اسید كرومیك استفاده شود.

ابل تعمیر است با رعایت نكات ایمني آنرا بھ دھید كھ یك ظرف شكستھ یا ترك خورده قاگر احتمال مي

گري منتقل كنید و در غیر این صورت آنرا در ظروف مخصوص اجسام نوك تیز و برنده قرار بخش شیشھ

  دھید.

  ورتكس

 ھاي ورتكس رومیزي از محكم بودن بخش چرخندة آن اطمینان حاصل كنید.پیش از استفاده از دستگاه
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٣٠ 
رت تراز از آن استفاده كنید . بطور مثال از اسپین كردن یك ویال كھ در سعي كنید حتي الامكان بھ صو

 اید خودداري فرمایید.مقابل آن یك ویال دیگري قرار نداده

ھاي بزرگ و DNAاستفاده از ورتكس تنھا براي مواد خاصي ھمچون مخلوط كردن بافرھا مناسب است. 

 ... در اثر ورتكس آسیب خواھند دید.

ھا و غیر قابل نشت بودن آنھا مطمئن شوید، زیرا نشت  ویال بكردن از محكم بودن در در ھنگام ورتكس

 گردد.مواد باعث ایجاد اشكال در آزمایش شما و بروز مشكلات ایمني مي

  ویال

 قبل از شروع كار از سالم بودن (سوراخ نبودن) و تمیز بودن ویال اطمینان حاصل كنید.

 مناسب آن كار استفاده كنید.سعي كنید در ھر آزمایش از ویال 

در ھنگام كار خصوصاً در مورد مواد فرار سمي و خطرناكي مثل فنل از محكم بودن و عدم نشت در ویال 

 مطمئن شوید.

 ویال از روش مناسبي استفاده كنید تا محتویات آن یكباره بھ بیرون پاشیده نشود. ببراي باز كردن در

رف مثل ویال، فالكون، پلیت و ... بھ جنس پلیمر سازندة آن توجھ در ھنگام استفاده از ظروف یكبار مص

) قابل اتوكلاو كردن ھستند و برخي دیگر Polypropyleneداشتھ باشید. برخي از آنھا مثل پلي پروپیلن (

ً این ظروف نسبت بھ تمامي مواد مقاوم ) را نميPolyethyleneمثل پلي اتیلن ( توان اتوكلاو كرد. ضمنا

 دھند براي مثال پلي كربناتھا نسبت بھ انواع الكلھا مقاوم نیستند.برخي از آنھا واكنش مي نبوده با

  )Hot plateكننده (صفحة گرم

باشد این دستگاه یك وسیلة الكترونیكي است كھ استفاده از آن در محدودة دمایي مشخصي مجاز مي

)cدماھاي بالاتر از مجاز خودداري كنید زیرا باعث ایجاد آسیب  )، بنابراین از تنظیم آن روي١٥-٨٠

 شود.در سیستم الكترونیكي زیر آن مي

ھاي براي تنظیم دماي آن از اجسام نوك تیز مثل خودكار و ناخن استفاده نكنید زیرا باعث خراب شدن تكمھ

 شود.حساس مي

 ناب نمایید.براي سرد كردن دستگاه جداً از خیس كردن آن بھ ھر صورت اجت

در صورتیكھ حجم مادة درون یك ویال زیاد باشد، دماي بالا باعث ایجاد فشار و باز شدن خود بھ خودي 

شود در این موارد یك منفذ خروجي براي آن تعبیھ كنید یا حجم درب و بیرون پاشیدن محتویات آن مي

 كمتري در ھر ویال بریزید.

  بن ماري (حمام آب)

ھمیشھ حاوي مقدار كافي آب مقطر تمیز باشد . بنابراین قبل از روشن ساختن آن از ماري باید محفظة بن

خواھید شبانھ یا براي مدت طولاني دستگاه كافي بودن حجم آب اطمینان حاصل كنید، خصوصاً زمانیكھ مي

تش را روي دماي بالایي روشن بگذارید . بدیھي است كھ كم شدن آب آن باعث بروز آسیب در دستگاه و آ

 سوزي خواھد شد.

ھاي شما بھ آب نفوذ نكند. ماري از آب یكبار تقطیر استفاده نمایید. مراقب باشید كھ نمونھبراي پركردن بن

ماري بلافاصلھ آب آنرا بطور كامل تخلیھ و پس از شستشوي محفظھ در صورت مشاھدة آلودگي در آب بن

 آنرا از آب تمیز پر نمایید.
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٣١ 
مدت خصوصاً در دماھاي بالا در محفظھ را بستھ نگھدارید تا از تغییر بیش از حد در صورت استفادة بلند 

 ، فشار آمدن بھ دستگاه و كثیف شدن احتمالي آن جلوگیري شود.

ماري را ھم روي دماي مورد ) استفاده كنید، حتماً لازم است بنChillerاگر مي خواھید از سردكننده (

دماي آب بالاتر  ,وجھ داشتھ باشید كھ ھنگام قرار دادن سر مار پیچ در آبنظر تنظیم و آنرا روشن نمایید . ت

 از دماي اتاق نباشد.

  استفاده نكنید. c٥٥ھاي دقیق براي دماھاي بالاتر ازمارياز بن
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٣٢ 
pH متر  

pH آید.ھر محلول با بدست آوردن لگاریتم غلظت یون ھیدرونیوم و تغییر علامت آن بدست مي 

 

  

  انواع الكترود

از نظر نوع عملكرد مورد انتظار و ساختمان الكترودھا بسیار متنوعند . در جدول زیر نوع كاربرد برخي 

  الكترودھا خلاصھ شده است:

 نوع الكترود نمونة مورد آزمون

 Double Junctionكالومل یا   بافر Trisھاي بیولوژیكي، پروتئینھا، نمونھ

  Double Junctionكالومل یا   ھاي دارویينمونھ

  HFالكترود انتیموان یا   اسید ھیدروفلوریك

 Single Junctionالكترود نقره   آب آشامیدني

  Double Junction  پساب

 Double Junction  محلولھاي با فلزات سنگین

 Double Junctionالكترود خاك یا   ھاي خاكنمونھ

PH  و یون  ٩بالاتر ازNa+ اي یشھحباب ش  زیادAmber  یاAg/AGcl  

جھت Double Junction  كاربردھاي عمومي دارند اما الكترودھاي Single Junctionالكترودھاي 

روند. بافر بھ كار مي Trisمحلولھاي ویسكوز یا محلولھاي داراي سولفیدھا ، فلزات سنگین یا  pH نتعیی

گیرد الكترود كالومل را در برمي C٨٠یي تا ھاي عمومي دارد و گسترة دماالكترود مرجع نقره استفاده

شوند مي  Junction در مواردي كھ محلولھاي مورد آزمون با یونھاي نقره واكنش داده و موجب انسداد

  كاربرد دارد.

  باشد.يم Double Junctionکس از نوع یشگاه ژنومیمتر موجود در آزما pHالکترود 

  :کسیشگاه ژنومیآزمامتر  pHدستگاه  نحوه استفاده از

 یينھا pHن منظور بستھ بھ یبره شود. بھ ایھا لازم است ابتدا دستگاه کالمحلول pHق یدق يریگاندازه يبرا

 يون دستگاه حتید. کالبراسی) استفاده نمائ٤و  ٧ا (ی) و ١٠و  ٧( pHاستاندارد با  يمورد نظر از بافرھا
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٣٣ 
قبل از فرو بردن الکترود در محلول لازم  يریگشود. در ھر بار اندازهيبعد از خاموش شدن آن حفظ م

موجود در الکترود و محفظھ Kclخشک کرد. سطح  ياست آن را با آب مقطر شستھ و با دستمال کاغذ

  د. یلازم است درپوش الکترود را باز نگھ دار pH يریگد. موقع اندازهیآن را کنترل نمائ ينگھدار

و آب اضافي دور الكترود را با تماس آرام دستمال كاغذي خشك ا با آب مقطر شستھ متر ر pHالكترود 

  كنید. مراقب باشید حتي بھ مدت كوتاه نباید الكترود كاملا خشك شود.

 ) قرار دھید.pH= ٧( ١الكترود را درون محلول استاندارد 

 .دیدستگاه را روشن کن

 د.یرا فشار دھ pH CALد یکل

بعد گردد، يشگر دستگاه ظاھر مینما يرو bu٢بافر اول را اندازه گرفت علامت  pHه نکھ دستگایبعد از ا

 د.یبره کنیدستگاه را با بافر دوم ھم کال، ٢از شستن الکترود با قرار دادن آن در محلول استاندارد 

 د.ینمائ يریگ-آن را اندازه pHد یتوانيمجھول م pHون با قرار دادن الکترود در محلول با یبراسیبعد از کال

، در پوش الكترود را از محلول خارج و با آب مقطر بشوئیدافت، یان یپا pH يریگکھ کار اندازه يھنگام

 .دینان حاصل کنیاطم Kclآن را در جاي خود محكم نمایید و از قرار گرفتن آن در 

  متر pHخطاھاي 

اي نھ تنھا تغییرات غلظت یون یا بزرگتر بعضي از غشاھاي شیشھ pH=٩خطاي قلیاي: در محلول با  -١

 Hpدھد. خطاي را نیز نشان مي   )K+و  Na+ھیدروژن بلكھ تغییرات غلظت یونھاي فلزات قلیایي (مثل 

ھاي بالا منفي است و قرائتھا كمتر از مقدار واقعي ھستند تمام كاتیونھاي تك بار كم و بیش خطاي  pHدر 

  آورند.قلیایي بوجود مي

دھند كھ علامت آن خطایي نشان مي ٥/٠كمتر از  pHاي در محلولھاي با كترود شیشھخطاي اسیدي: ال -٢

  در جھت مخالف خطاي قلیایي است. در اینجا قرائتھا زیادتر از مقدار واقعي ھستند.

  گردد.پایدار و خطا مي ن الكترود باعث عملكردشدآب زدایي: خشك 

سطح الكترود و اینگونھ محلولھا بكندي صورت خطا در محلولھاي غیر بافري خنثي: تعادل بین  -٣

 گیرد براي رفع این خطا باید تا برقراري تعادل (چند دقیقھ) صبر نمود.مي

بافر استاندارد: عدم دقت در تھیھ بافر استاندار یا تغییر تركیب آن در اثر نگھداري  pHخطا در  -٤

 نماید.خطا ایجاد مي pHطولاني مدت و یا فساد آن توسط باكتري در اندازه گیري 

  موارد احتیاط

 ھرگز الكترود را حتي در حد كمتر از یك دقیقھ كاملاً خشك نكنید.

 اشباع مطمئن شوید. Kclبعد از اتمام كار از قرار گرفتن كامل الكترود در ویال حاوي 

نخست  اشباع ھرگز الكترود را در آب مقطر قرار ندھید . در این حالت Kclدر صورت عدم دسترسي بھ 

 و در درجھ بعدي از آب لولھ كشي استفاده نمایید.  pH = ٤از محلول استاندارد 

از یكنواخت بودن محلول مورد بررسي اطمینان حاصل نمایید در صورت لزوم از كاغذ صافي براي جدا 

 كردن ذرات معلق بھره بگیرید.

 كیداً خودداري فرمایید.محلولھاي محیط كشت ھمراه با آگار جامد یا ذوب شده ا pHاز تنظیم 

pH  يریگ، قبل از اندازهداراي خطاي قلیایي و اسیدي است ٣تر از و پایین ١٢ھاي بالاتر از pH  انھا را

  د.یک نمائیبھ محدوده مورد نظر نزد
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 آن را بھ ھمراه تاریخ و نام خود در دفتر دستگاه ثبت نمایید.  pHمشخصات محلول و 

  متر  -pHھاي خطا در دستگاه پیغام

در ھمھ حال با نمایش پیغامھاي خطا قبل از شروع ھر عملیاتي باید از صحت اتصالات دستگاه و الكترود 

اطمینان حاصل كرد سپس سطح محلول داخل الكترود مورد بررسي قرار گیرد و در صورت كمبود، 

تھ شده باشد، آن  نوش يکھ مورد خطا رو يدر صورت عدم رفع خطا با نسب کاغذمحلول اضافھ شود. 

  د.یتم مطلع نمائیشگاه را از وجود اشکال در سیمسئول آزما

  مایكروویو

نانومتر)مانند امواج  ١٢٠امواج مایكروویو از دستھ امواج الكترومغناطیس ھستند(با طول موج حدود 

ل مي رادیویي، در دستگاه مایكروویو نیروي الكتریسھ بھ وسیلھ تیوپ مگاترون بھ امواج مایكروویو تبدی

شود، امواج مایكروویو از تیوپ مگاترون بھ طرف محفظھ فر (جایي كھ جذب، منعكس یا عبور مي كنند ) 

  حركت مي كنند.

است.  تنظیمقابل  مقادیر، غلظت، زمان و قدرت امواج ،اندازه ظرفعامل اصلي  ٥در كار با این دستگاه 

باشد ترین منابع ایجاد گرما ميزیانترین و بيانرژي الكترومغناطیس در فركانس مایكروویو یكي از پاكیزه

  ولي  در كار با دستگاه باید نكات زیر را رعایت نمود. 

زیرا بھ محض  قرار داد بھ ھیچ وجھ نباید وسایل با ضمایم فلزي مانند فویل آلمینیومي را داخل دستگاه -١

گردد. در پوش زدن بھ د ستگاه ميایجاد جرقھ و صدمھ  منعكس كردن امواج و شروع بھ كار دستگاه باعث

 كرد.  با درپوش پلاستیكي مخصوص عوضآلمینیومي را قبل از گرم كردن باید 

مایعات  در بستھ، خشك كردن كاغذ و پارچھ توسط دستگاه اجتناب نمائید. كاملاً  از گرم كردن ظروف -٢

  باید در ظرف درب دار یا روكش دار گرم شوند.

ً ھم ات در در حین گرم كردن مایع -٣ مایكروویو،مایع باید كنترل و بازدید گردد و در صورت نیاز حتما

 زده شود تا سر نرود. 

اي استفاده براي خارج كردن ظروف گرم شده توسط دستگاه حتما باید از دستكش یا دستگیره پارچھ -٤

 نمود. 

حرارت آن یكنواخت شود و پس از گرم كردن مایعات وخاموش كردن دستگاه چند دقیقھ صبر نمایید تا  -٥

 سپس با احتیاط آن را از دستگاه خارج نمایید. 

درب دستگاه قبل از شروع بھ كار باید كاملاً بستھ باشد و از كار كردن دستگاه با درب باز یا نیمھ باز  -٦

 جداً خودداري شود. 

گردد. در ودكار قطع ميدر صورتي كھ در اثر اشتباه دستگاه بدون بار كار نماید، برق آن بھ طور خ -٧

 این صورت حداقل نیم ساعت دستگاه را روشن نكنید. 

اگر از كیسھ نایلوني براي گرم كردن جسمي استفاده مي نمایید، دقت فرمایید كھ منافذي براي خروج  -٨

 بخار آب در كیسھ ایجاد نمایید. 

 لید را باھم فشار ندھید. كلیدھا را آرام و تك بھ تك فشار دھید ھرگز بھ طور ھمزمان چند ك -٩

 گاه دستگاه را بدون سیني استفاده ننمایید. ھیچ -١٠
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را باید ھمواره تمیز  گرغلطسطوح داخلي و خارجي، درب و نوارھاي حاشیھ و سیني گردان و  -١١

، یدآنگھداشت زیرا در صورت آلودگي دستگاه بھ مواد شیمیایي و حتي مواد پاك كننده كارایي آن پایین مي

  .لذا با دستمال مرطوب و آب مقطر دستگاه را تمییز كنید

  فقط از ظروف پلاستیكي مقاوم مایكروویو استفاده شود. -١٢

براي جلوگیري از سر رفتن مایعات از ظروفي استفاده شود كھ دو برابر حجم مایعات باشد و در  -١٣

 صورت امكان قدرت كمتري براي بھ جوش آوردن استفاده شود.

 تگاه نظافت دس

اي قرار داده لیتر آب در یك ظرف شیشھ ١حدود ھا و جرمھا از داخل مایكروویو،براي برطرف كردن لكھ

آید و بخار آن باعث دقیقھ با بالاترین قدرت روشن نمایید. آب بھ جوش مي ٨تا  ٦و دستگاه را بھ مدت 

شود كھ بوي نامطبوع كھ باعث مي ھا و جرمھا نرم شده و بھ راحتي برطرف شوند. این كارشود كھ لكھمي

گردد برطرف گردد. مایعات نیز نباید  بري در اثر گرم كردن بعضي مایعات در داخل دستگاه ایجاد مي

روي سیني و داخل محفظھ ریختھ شوند وبراي شستشو دستگاه نیز حتماً آب را در یك ظرف ریختھ و سپس  

  از آن بجوشانید.

  ه مایكروویو مشكلات احتمالي كار با دستگا

 توصیھ و راه حل  اشكال 

  تراكم بخار در داخل دستگاه 

 جریان ھوا در اطراف درب و پوشش خارجي 

 انعكاس نور از اطراف درب و پوشش خارجي 

 آزاد شدن بخار از اطراف درب و یا منافذ

 طبیعي است 

دستگاه كار  <start>در ھنگام فشار دادن كلید 

  كند نمي

 ب دستگاه اطمینان یابید از بستھ بودن در

ً براي توقف موقت كلید  امكان وارد كردن ھیچ تنظیمي نیست  را فشار  <stop>اشتباھا

  اید داده

را فشار دھید تا برنامھ تنظیمي كاملا  <Reset>كلید 

  لغو شود. 

  آیا ظروف داراي تزئینات فلزي است؟  شنیدن صداي اضافھ یا جرقھ 

  اقي نمانده است ؟آیا ظروف فلزي در دستگاه ب

  ھا قرار دارد. آیا فویل آلومینیومي در مجاورت دیواره

  

   :نكاتي در ارتباط با توزین و استفاده از دستگاه ترازو

براي تھیھ مواد ومحلولھاي مربوط بھ آزمایش نیاز بھ توزین دقیق موادي است كھ مورد استفاده قرار 

ترازو در آزمایشگاه وجود دارد ترازوي غیر حساس كھ تا  د. با توجھ بھ محدودة دقت ترازو، دونگیرمي

  كند. را وزن مي mg٠٠١/٠وترازوي حساس كھ تا  gr٠١/٠حد 

 محدودة وزن ترازو 
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از ترازوي حساس  gr١ھاي بیش از در ھنگام توزین بھ محدوده وزن ترازو دقت كنید. براي توزین وزن

  ي غیر حساس استفاده نكنید. از ترازو gr٠١/٠ھاي كمتر از وبراي توزین وزن

  انتخاب موقعیت مناسب براي ترازو 

  گیرد بایستي تا جاي ممكن افقي باشد. سطحي كھ ترازو روي آن قرار مي

 مكان قرار گیري ترازو در معرض نور مستقیم خورشید نباشد. 

 تغییرات درجھ حرارت در این مكان گسترده نباشد. 

  د. در جھت جریان شدید ھوا قرار نگیر

  تراز كردن ترازو:

بعد از ھر جابجایي بایستي ترازو را تراز كرد. صفحھ تراز دو دایره است كھ در مورد ترازوي حساس  

در جلو و در  مورد ترازوي غیر حساس در عقب ترازو قرار دارد در حالت بالانس دایره كوچك باید در 

  گیرد. لانس صورت ميھاي باوسط دایرة بزرگتر قرار گیرد كھ این عمل توسط پیچ

  

(حتي الامكان از جابجاكردن ترازو خوداري نمایید و در صورت ضرورت زیر :طرز جابجا كردن ترازو

   نظر كارشناس آزمایشگاه صورت گیرد)

دو دست خویش  را در جلو وعقب ترازو جاي دھید و آن را جابجا كنید (یعني از سمت عقب و سمت كلید  

ReZero (  

  ي از دو پھلوي ترازو صورت گیرد. جابجایي نبایست

   :نظافت ترازو

بعد از ھر توزین بایستي صفحھ توزین ترازو پاك شود و حتي الامكان اطمینان داشت كھ بین كفھ ترازو و 

اي ریختھ نشده باشد زیرا وجود ھر نوع جسم خارجي بسیار كوچك منجر بھ كفھ نگھدارنده ترازو ماده

ھاي آلي نظیر اتانول براي تمیز كردن ترازو گردد. استفاده از حلاليخطاي ترازو در خواندن وزن م

  ھا استفاده كنید. شود. براي پاك كردن ترازو از آب و شویندهتوصیھ نمي

  :طرز كالیبره كردن ترازو

  قبل از استفاده از ترازو براي اولین بار یا ھر چند مدت یكبار ترازو بایستي كالیبره شود.  

  شود. ظاھر مي calتا صفحھ نمایش روشن شود، با ادامھ فشار نشانھ  Control barكلیھ 

نیاز است وزنھ را روي ترازو قراردھید. وزن وزنھ روي صفحھ  gr١٠٠٠براي كالیبره كردن وزنھ 

 شود. نمایش ظاھر مي

 شود. فوراً وزنھ را بر دارید، بعد از برداشتن وزنھ (...) ظاھر مي

  نمایش مشخص شود، ترازو كالیبر شده است.  زمانیكھ صفر روي صفحھ

   :خاموش كردن دستگاه

را كمي بھ سمت بالا بیاورید. بعد از این عمل ترازو روي  on/offبراي خاموش كردن ترازو كلید  

Stand by گیرد. قرار مي  

  :نكات ایمني كار با اتوكلاو

دھد. در استریلیزاسیون را انجام مي اتوكلاو دستگاھي است كھ با استفاده از بخار آب تحت فشار عمل

  ھنگام كار با این دستگاه بھ نكات زیر توجھ نمایید : 
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  جھت جلوگیري از تشكیل رسوب در دستگاه اتوكلاو، از آب مقطر استفاده نمایید.

  آب باید بر رئي المنتھا قرار گیرد.سطح آب درون دستگاه نباید از انتھاي پایین دیگ بالاتر رود. 

درب را باید كاملا محكم بست، براي این منظور باید پیچھاي روبروي ھم بستھ شود تا درب پیچھاي 

 دستگاه بھ طور یكنواخت محكم شده و بخار آب از آن خارج نشود.

تر تفاوتي در نتیجھ حاصل ندارد. بھتر است استفاده از دماھاي بیشتر از میزان لازم  ومدت زمان طولاني 

یلیزاسیون استرمعمول براي  لعمل لازم است پیروي گردد. بھ طورق دستورااز دما و زماني كھ طب

آلوده درجھ كافي است براي وسایل و مواد  ١٢١دقیقھ دماي   ٢٠  DNA آلوده بھیالھاي وتیپھا و محلولھا, 

 باشد. درجھ و صورت اطمینان بیشتر تكرار این برنامھ كافي مي ١٢١دقیقھ دماي  ٤٥  RNA بھ

محلول را نباید پر كرد و حداقل  ظروف داراي
3

1
 باشد. ظرف باید خالي  

ً آنھایي كھ حاوي محلول ھستند را ك ،درب ظروف شل نموده تا آن را  ياملا نبندید، بلكھ مقدارمخصوصا

 بخار آب ایجاد شده از آن خارج گردد. 

باز كردن درب دستگاه بصورت زیر عمل كنید  ھا، جھتپس از اتمام زمان لازم براي استریل كردن نمونھ

 : 

ت را خاموش كنید و دریچھ خروج بخار را باز نمائید ( دریچھ خروج بخار را آھستھ باز كنید منبع حرار

ً اگر محلول داخل اتوكلاو دارید این عمل خیلي بھ آھستگي باید انجام گیرد ) تا فشار داخل  مخصوصا

  درب دستگاه را باز نمایید. دستگاه بھ صفر برسد و پس از آن

ساعت در  ٣ يال ١از را در آون خشک کرد(ید مواد مورد نیبالولھ اپندرف  ایشھ جات و یل شیپس از استر

  درجھ). ٨٠ يدما

  :نكات ایمني كار با دستگاه آون

ت ھتوان درجھ حرارتھاي مختلف، مخصوصاً دماھاي بالا جآون یا فور دستگاھي است كھ بھ كمك آن مي

  عفوني كردن وسایل آزمایشگاھي ایجاد نمود.  ضد

از ریختن ھر نوع مایعات در داخل دستگاه خودداري نمایید و در صورتي كھ این اتفاق افتاد، بلافاصلھ 

 ھا را پاك نمایید. ھا و جدارهدستگاه را از برق كشیده و با پارچھ نخي مرطوب سیني

 خودداري نمایید. اه روشن است از حركت دادن آن ھنگامي كھ دستگ

 دستگاه باید بر روي سطح صاف قرار گیرد. 

 حتماً توجھ داشتھ باشید كھ در ھنگام كار با دستگاه درب آن بستھ باشد. 

بھتر است پس از ضدعفوني كردن وسایل آزمایشگاھي مدتي صبر نمایید تا دماي وسایل كاھش یابد. در 

، از آون خارج نمایید، حتماً از دستكش محافظ استفاده خواھید وسایلي كھ ھنوز داغ ھستندصورتي كھ مي

 نمایید و ھنگام انتقال وسایل آنھا را در یك سیني گذاشتھ و جابجا نمایید. 

براي ضدعفوني كردن وسایل حتماً بھ حجم مفید دستگاه توجھ نموده و از قرار دادن وسایل بیش از ظرفیت 

 است وسایل كاملاً استریل نگردند.  دستگاه خودداري نمایید. در این وضعیت ممكن

پس از تنظیم درجھ حرارت دستگاه جھت اطمینان از عدم تغییر درجھ تنظیم شده درجھ تنظیم حرارت را با 

 پیچ مخصوص آن قفل نمایید. 
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٣٨ 
 از قرار دادن وسایل پلاستیکي در آون خودداري کنید.

  نكات ایمني و نحوه كار با آون ھیبرایداسیون

سیون دستگاھي است كھ ھمزمان با ایجاد دماي لازم و حركت دوراني، شرایط را آون ھیبریدا  

  سازد. سازي مھیا مي ھبراي واكنشھاي دو رگ

  مكان دستگاه : 

  دستگاه باید در مكاني قرار گیرد كھ در اطراف آن فضاي كافي براي كار با آن وجود داشتھ باشد. 

اي كھ درب دستگاه بھ طرف بالا باز الاي آن بھ اندازهشود، بچون درب دستگاه رو بھ بالا باز مي -

  شود، نباید مانعي قرار گرفتھ باشد. مي

  دستگاه  باید در مكاني صاف قرار گرفتھ و ترازي كھ پشت آن قرار دارد، تنظیم گردد.  

  نحوه كار با دستگاه : 

  ص قرار دھید. اي مخصوسازي را درون لولھھ و محلولھاي مربوط بھ واكنش دو رگ ءغشا

 لولھ ھا را در سبد چرخنده قرار دھید وآن را درون محفظھ دستگاه بگذارید. 

   ترین میزان قرار دھید. و دما را در پایین پیچ تنظیم سرعت چرخش

 دستگاه را روشن كنید. 

 كلید مربوط بھ دستگاه چرخنده را روشن كرده ومیزان چرخش با پیچ كنترل آن را تنظیم كنید. 

 ا را بھ حد نیاز افزایش دھید. دم

پیچ تنظیم دماي ایمني را چند درجھ بیشتر از دمایي كھ موردنظرتان است، براي اطمینان از عدم افزایش 

 رویھ تنظیم كنید. دماي بي

  نكاتي دیگر پیرامون كار با دستگاه آون ھیبریداسیون 

ون ریختن مایعات جلوگیري شود. ھاي مخصوص كاملاً محكم شود و از بیرلازم است  كھ درب لولھ

رت لزوم گردد حتماً باید واشر و در صوشود و مایعات از آن خارج ميدرصورتي كھ در كاملاً محكم نمي

  لولھ جدیدي مورد استفاده قرار گیرد. 

درجھ، پس از قطع كردن چرخش  دستگاه،  ٦٨تا  ٦٠ھا در دماي دقیقھ پس از قرار دادن لولھ ١٥تا  ١٠

ھا را كمي باز نمایید تا بخار آب ایجاد شده از آن خارج شود. سپس دوباره درب آنھا را ببندید و ھدرب لول

 درون دستگاه قرار دھید.

ً موقع قرار دادن لولھ كنید آن را در ن حفظ شود، اگر از یك لولھ استفاده ميرباید تقا ھا در سبد چرخنده حتما

 نید، آنھا را روبروي ھم قرار دھید. كوسط سبد، و اگر از دو لولھ استفاده مي

از ریختھ شدن محلول در سیني ثابت دستگاه جلوگیري نمایید. در صورت آلوده شدن دستگاه با مایعات، 

 پس از خاموش كردن دستگاه، آن را با پارچھ نرم كھ سایش ایجاد نكند، تمیز نمایید.

 دستگاه را بدون بستن پوشش بھ کار نیندازید.

 ل دستگاه بھ برق , از دست زدن بھ قسمت ھاي باز دستگاه خودداري نمایید.بعد از اتصا

 از بھ کار انداختن دستگاه در محیطھاي مرطوب خودداري کنید.

  یز وخشک نگھدارید.سطح دستگاه را تم

   :الكتروفورز
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٣٩ 
نجام تعریف : بھ حركت یونھاي كوچك و مولكولھاي باردار در محلول كھ تحت تاثیر میدان الكتریكي ا

شود. میزان حركت ذرات بستگي بھ اندازه و شكل و مقدار بار مولكول، گیرد، الكتروفورز گفتھ ميمي

  جریان الكتریكي و مقاومت محیط دارد. 

  ھا الكتروفورز پروتئین

  :ھامحیطھاي زمینھ براي الكتروفورز پروتئین

شوند كھ جداسازي بر اساس بار ميھاي نازك استفاده استات سلولز و موادي كھ بصورت لایھ كاغذ،

  الكتریكي است. 

 ھاي آگارز، نشاستھ و پلي اكریلامید كھ جداسازي بر اساس اندازه مولكول و بار الكتریكي است. ژل

  ژل آگارز 

 جداسازي بر اساس بار الكتریكي است. 

 ند. كميمولكولھاي بزرگتر مانند  اسیدھاي نوكلئیك و نوكلئوپروتئینھا را ھم تفكیك

  ژل نشاستھ 

  قطر منافذ ژل كم است. 

 جداسازي بر اساس اندازه مولكولي است. 

  كیفیت نشاستھ بسیار مھم است و باید خالص باشد.  

  اكریلامید ژل پلي

  قطر منافذ ژل مشابھ اندازه پروتئینھا است. 

 از نظر شیمیایي خنثي است. 

 شفاف و بیرنگ است.

 گیرد. انجام ميجداسازي بر اساس اندازه مولكول 

NNپلي مري از مونومرھاي اكریلامید است كھ توسط     متیلن بیس اكریلامید بھ ھم اتصال

 متقاطع دارند. 

 قطر منافذ، نرمي و شفافیت ژل بستگي بھ غلظت بیس اكریلامید دارد. 

 ده( كاتالیزور) است. تسریع كنن TEMEDو  همریز كننده بود)عامل پلیAPSآمونیم پرسولفات (

 تسریع كننده (كاتالیزور ) است. TEMEDریبوفلاوین پلي مریز كننده و 

  :انواع دستگاھھاي الكتروفورز

  tube getاي  ژل لولھ

 متر میلي٧٥/٠ -٥/١با قطر  Slab getاي ژل صفحھ

ركرھا در شرایط ھا و مااي تمام نمونھاي ارجحیت دارد چون در ژل صفحھاي نسبت بھ لولھژل صفحھ

ر شكل بندھا كمتر است. بھ یشوند وحرارت ایجاد شده در تمام سطح ژل پراكنده شده و تغییكساني تفكیك مي

  علاوه زمان كمتري براي تھیھ آن لازم است. 

 ھاي بافري انواع سیستم

  شوند. يپپتیدي جدا مھا بھ زیر واحدھاي پلي: در این سیستم تمام پروتئینDissociatingسیستم -
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٤٠ 
شوند بھ دو گروه فرھا ) جھت جدا كردن زیر واحدھا استفاده ميھا ( در ژل و باتمعواملي كھ در این سیس

  ھستند : 

پتواتانل كھ پیوندھاي دي اشود و مركمولار كھ باعث شكستن پیوندھاي ھیدروژني پروتئین مي ٨اوره  -١

ژل بر اساس وزن و بار الكتریكي است و دقت شكند. در این سیستم حركت در سولفیدي پروتئین را مي

  كمتري در تعیین وزن مولكولي وجود دارد. 

٢- SDS  كھ باعث تشكیل كمپلكسھاي پلي پپتید ـSDS پتواتانل ادھد و مركپپتید بار منفي ميشده و بھ پلي

بوده و  يلکولم شكند. در این سیستم حركت در ژل بر اساس وزنسولفیدي پروتئین را ميكھ پیوندھاي دي

  دقت آن بیشتر است. 

) تفكیك native: در این سیستم پروتئینھا دست نخورده و طبیعي ( Non-Dissociatingسیستم  -

  شوند. مي

  شود. شكل فضایي و فعالیت بیولوژیك پروتئین حفظ مي

 و بار الكتریكي است.  يملکول جداسازي بر اساس وزن

 pHمشابھي در نمونھ، ژل ومخزن الكترودھا وجود دارد وھمھ : یونھاي بافري Continuous سیستم -

  شود. وارد مي Resolvingیكساني دارند. ژل یكپارچھ بوده و نمونھ مستقیما در ژل 

 pH: یونھاي بافري متفاوتي در نمونھ، ژل و مخزن الكترودھا وجود دارد و Discontinuous سیستم  -

شود و كھ منافذ بزرگي  دارد مي Stackingونھ ابتدا وارد ژل آنھا متفاوت است. ژل دو قسمت دارد. نم

  شود. با منافذ كوچكتر مي Resolvingپس از متمركز و متراكم شدن در آن وارد ژل 

  

  :مواد مورد استفاده

ً باید دستكش و  ن موادیا اكریلامید و بیس اكریلامید : - نوروتوكسین قوي ھستند. ھنگام كار با آنھا حتما

ھر چند كھ پس از پلي مریزه شدن بي خطرھستند اما ھیچگاه ژل را با دست بدون  استفاده كرد.ماسك 

دستكش نگیرید چون احتمال اینكھ مونومرھاي پلي مریزه نشده ھنوز در ژل باشند وجود دارد. محلول 

مونومرھاي  ترماه پایدار است( در تاریكي ). در مدت طولاني ١-٢گراد بھ مدت درجھ سانتي ٤ذخیره در 

  كنند. آزاد مي ,اكریلامید، اسید اكریلیك وآمونیوم

SDSدر یخچال بلوري  ن: نوروتوكسین قوي است ھنگام كار باید از دستكش و ماسك استفاده كرد محلول آ

  . د)یکن ياتاق نگھدار ين را در دماآ(محلول شوداست اما در دماي اتاق مجدداً مایع مي

شود كھ بر بار قات خاصي تولید ميتتازه تھیھ شود چون با گذشت زمان مش کھ بھتر استاوره : محلول آن 

 . کرد) يتوان ماھھا نگھدار ي(محلول آن را مھا موثر استالكتریكي پروتئین

 TEMED شود. داري ميگراد و تاریكي نگھدرجھ سانتي ٤: در 

شود آزاد تولید ميھاي ر آن رادیكالزودن آب بھ پود) : چون بلافاصلھ پس از افAPSآمونیوم پرسولفات (

براي خروج  Continuousو  nativeباید محلول تازه تھیھ شده آن استفاده شود. در مورد ژل ھاي 

باید چند  ژل يبر رو ھاي اضافي از ژل و جلوگیري از اثر آنھا بر پروتئین بیش از بردن نمونھرادیكال

 دقیقھ بھ دستگاه مولد برق وصل شود. 

   :ھم در تھیھ ژلنكات م

  ھا مراحل شستشو بھ ترتیب عبارتند از :اطمینان از تمیز بودن شیشھ -
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 Spacer  یكسان داشتھ و مشابھ شانھ باشند.  ھمھ قطرھا باید  

 شود. شوند وازلین  توصیھ نميھا بھ یكدیگر و بھ تانك توسط آگار، و یا چسب مخصوص چسبانده ميشیشھ

Degas گیرد چون اكسیژن مانع پلیمریزه شدن مریزه كننده انجام ميافزودن عامل پلیدن ژل كھ پیش از كر

 شود. مي

بھ منظور عدم تماس ژل با اكسیژن ھوا و نیز صاف شدن ژل  Resolvingریختن ایزوبوتانل بر روي ژل 

 انجام مي گیرد. 

امل شود و بعد ژل مري شدن كبماند تا پلی ساعت در دماي اتاق ٣الي  ٢ Resolvingبھتر است كھ ژل 

Stacking  .ریختھ شود 

   :نكات مھم در بردن نمونھ در ژل

  پپتیدھا منفي شود. ) تا بار تمام پليSDSگرم  ٤/١گرم پروتئین  ١باید كافي باشد ( براي  SDSمقدار 

ي دقیقھ در دما ١٠(شوند (denature) واسرشت ھاتا تمام پروتئیندن نمونھ در بافر باید كافي باشدجوشان

 . درجھ) ٩٢

و محلول رویي در  ) ١٣٠٠٠ rpm قھ ،یدق ٢(ذره نامحلول در نمونھ نباید باشد. باید نمونھ سانتریفوژ شده

 ده شود. ژل بر

نباشد چون این امر موجب تغییر محل بند ورود بھ چاھك كناري  Under loadیا  Over loadمقدارنمونھ 

میكروگرم براي مخلوط  ٥٠-١٠٠پپتید و م براي پليمیكروگر ١-٢٥شود. مقدار و ظاھر نشدن بند مي

 پروتئیني در ھر چاھك كافي است حجم نیز نباید بھ حدي باشد كھ از چاھك خارج شود. 

  متري از سطح چاھك انجام شود. میلي ١-٢بردن نمونھ در چاھك از فاصلھ 

  

   :نكات مھم در برقراري اتصال بھ منبع تولید جریان

 

  شود. باید خارج شود چون مانع برقراري جریان بین ژل و بافر ميحباب ھواي زیر ژل 

) بھ مخزن بالا وصل -) بھ مخزن پائین و كاتد(+ھاي با بار منفي آند (و پروتئین SDS-PAGEبراي 

توان از ولتاژ ثابت و یا شدت جریان ثابت استفاده كرد اما ولتاژ ثابت توصیھ شود. در حین كار ميمي

 شود. مي

جریان را پس از اتصال ژل بھ دستگاه روشن كرده و ولتاژ  یا جریان را از صفر افزایش دھید.  مولد

 ھیچگاه ژل را بھ مولد روشن وصل نكنید. 

 شود. زیاد مي Resolvingكمتر و در ژل  Stackingمعمولا ولتاژ در ژل 

  توجھ كنید :

   افزایش حرارت افزایش جریان افزایش ولتاژ 

  كاھش تفكیك بندھا  كاھش زمان الكتروفورز افزایش سرعت حركت نافزایش جریا 

  تفكیك بندھا افزایش افزایش زمان الكتروفورز كاھش سرعت حركت  كاھش جریان 

  

 افزایش زمان الكتروفورز: 



Department of Biology, Isfahan University 

 

٤٢ 
ھا یابد. در این حالت دماي وسط ژل بیشتر از كنارهوقتي جریان زیاد باشد حرارت زیاد نیز افزایش مي

  شوند . شوند. بھ علاوه پروتئینھاي حساس نیز غیر فعال ميوده و بندھا بھ شكل نیم دایره دیده ميب

  شدن مي شود. run باعث بھتر  كاھش قدرت یوني بافر

 ) ٧٥/٠ – ٥/١متر نازك بودن ژل (میلي

 اگر با جریان زیاد كاركرد بھتر است از دستگاه خنك كننده استفاده كرد. 

 شود.گراد رانده ميدرجھ سانتي ٠-٤ژل  nativeئینھاي در مورد پروت

  :DNAالكتروفورز مولكول 

) بھ -با بار منفي (بھ علت فسفات) از كاتد ( DNAخنثي بھ حركت مولكول  PHتعریف : در محیطي با  

  شود. سمت آند (+) گفتھ مي

اكریلامید، ھاي پليدر ژلبھ طور عمودي یا افقي و  DNAھاي انجام الكتروفورز:  الكتروفورز محیط

  رود.) جفت بازي بكار مي%٣(ژل ١٠٠٠) تا %٢٠(ژل ٦عمودي بوده و براي جدا كردن  قطعات 

) جفت بازي بھ %١/٠(ژل ٨٠٠٠٠٠) تا %٣(ژل ٧٠ژل  آگارز افقي بوده و براي جدا كردن قطعات  -

  رود. كار مي

  روند. بافرھاي استات یا فسفات ھم بھ كار ميشود. ) استفاده ميTBEبافرھا: معمولاً از بافر بورات (

متیل مركوریك ھیدروكساید استفاده  وNaOH از بافرھاي حاوي اوره،  DNAكردن  واسرشتجھت 

 شود اما : مي

NaOH شود. باعث دآمینھ شدن پلي اكریلامید مي 

 شود.مریزه شدن پلي اكریلامید ميمتیل مركوریك ھیدروكساید مانع پلی

 تن آگارز اثر دارد. اوره بر بس

 متر است.میلي ١اكریلامید متر و پليمیلي ٣قطر مناسب ژل آگارز 

  توان براي استحكام بھ آن مقداري آگارز اضافھ كرد. پلي اكریلامید رقیق شكننده است و مي

 (Loading)بردن نمونھ در ژل 

 اندازه چاھك 

 برد.  ژل يرو باید بزرگتر باشد مقدار كمتري DNAاندازه قطعھ ھر چھ قطعھ 

 برد.  ژل يرو ھر چھ پراكندگي كمتري داشتھ باشند باید مقدار بیشتري DNAپراكندگي اندازه قطعات 

 .شود ولتاژ بالا كھ موجب تمایز كمتري در قطعات مي

  شرایط الكتروفورز :

  گیرد. معمولاً در دماي آزمایشگاه انجام مي

 شد و در نتیجھ كشیدگي در بندھا بیشتر خواھد بود. ھر چھ ولتاژ بالاتر باشد حرارت ایجاد 

 شود.با افزایش غلظت بافر شدت جریان نیز كاھش یافتھ وگرماي تولید شده كم مي

 شوند. قطعات بزرگ با كاھش ولتاژ و افزایش زمان بھتر تفكیك مي

 شوند. زمان بھتر تفكیك مي کاھشقطعات كوچك با ولتاژ بالا و

 باشد. متر از طول ژل ميولت بھ ازاي ھر سانتي ١-١٠ار رفتھ معمولاً ولتاژ بھ ك

 ھمواره باید تعادلي بین غلظت، طول ژل، زمان و ولتاژ برقرار شود.

 نكات مھم 
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٤٣ 
  ژل افقي حتماً باید روي سطوح كاملاً صاف تھیھ شود. 

 تمیز شوند. با اتانل شستھ و ابتدا با آب مقطر و سپس ھاي مورد استفاده در تھیھ ژل بایدشیشھ

 شود.  degasمریزه كننده یش از افزودن عوامل پلیاكریلامید باید پژل پلي

 شود تا استحكام داشتھ باشد.اكریلامید مقداري آگارز اضافھ ميھاي رقیق پليبھ ژل

ر یا د ھشود بھتر است كگردد و بافر آن نیز غلیظ مياگر ژل آگارز بارھا جوشانده و استفاده شود تغلیظ مي

 مقادیر كم تھیھ شود و یا مقداري آب (نھ بافر) بھ آن اضافھ گردد.

پیش از ھر بار استفاده از تانك افقي بھتر است بافر آن را بھ ھم زد تا یونھا بطور یكنواخت در آن پراكنده 

 شوند. 

 شود. يتر خارج مباشد شانھ راحتدرون ژل روي آنرا بافر پوشانده  اگر بھ ھنگام خارج كردن شانھ از

ھاي تانك را وصل نكنید بلكھ ابتدا دستگاه را خاموش كرده ھیچگاه بھ دستگاه مولد برق كھ روشن است سیم

 ھا را وصل نموده و ولتاژ را بالا ببرید. و سپس سیم

 ھیچگاه ھنگام برقراري جریان انگشت خود را درون بافر وارد نكنید چون امكان برق گرفتگي وجود دارد. 

 آمیزي ژل مراقب اتیدیم بروماید باشید زیرا موتاژن بسیار قوي است. گھنگام رن

  

  RNAالكتروفورز 

  كھ داراي بار منفي است بھ سمت آند. RNAتعریف :  حركت مولكول 

  مراجعھ شود.  DNAبھ بخش الكتروفورز  RNAدر مورد عوامل موثر در الكتروفورز 

 RNAتوجھ بھ نكات زیر در مورد الكتروفورز  DNAعلاوه بر موارد ذكر شده در بخش الكتروفورز 

  ضروري است : 

داراي ساختارھاي ثانویھ است از جملھ بخشھاي سنجاق سري و نواحي مكمل در تك رشتھ  RNAمولكول 

  گذارند. بر روي ژل اثر مي RNA). این عوامل بر حركت RNAسازند ( ھا را ميكھ دو رشتھ

كنند تا مي  (Denaturation) واسرشترا پیش از بردن در ژل  RNAبھ دلیل وجود ساختارھاي ثانویھ 

 تر باشد. تخمین وزن مولكولي آن صحیح

 شوند عبارتند از : كھ استفاده مي (Denaturation)كنندهواسرشت عوامل 

  ید كھ بسیار سمي خطرناك استفورمام

 اوره 

  سیار سمي و فرار است. متیل مركوریك ھیدروكساید كھ فقط در ژل آگارز استفاده شده و ب

  

  :نكات ایمني كار با منبع تغذیھ و الكتروفورز

منبع تغذیھ را در روي یك سطح صاف و در ارتفاع مناسب قرار دھید و در اطراف دستگاه فاصلھ كافي در 

 نظر گرفتھ شود تا ھوا در گردش بوده وتبادل حرارتي بھ آساني صورت پذیرد.

گاه ھیچگاه از دستمال زبر و یا مواد اسیدي یا قلیایي و یا حلالھایي كھ براي تمیز كردن سطوح خارجي دست

 . (فقط از آب مقطر استفاده شود)گردد استفاده نشودباعث از بین رفتن رنگ دستگاه مي

دقت گردد كھ آب بر روي دستگاه نریختھ و یا دستگاه داخل آب قرار نگیرد. ھمیشھ قبل از تمیز كردن 

 ز پریز برق خارج گردد. دستگاه دو شاخ آن ا
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٤٤ 
قبل از انجام الكتروفورز دقت گردد كھ قطبھا مثبت و منفي بھ تانك صحیح متصل شده باشد، سطح بافر در 

 داخل تانك بھ اندازه كافي باشد و جھت صفحھ نمونھ صحیح قرار گرفتھ باشد. 

بھ ھنگام تمیز كردن دستگاه دقت  تواند بسیار خطرناك باشد. ھمیشھمنبع تغذیھ داراي ولتاژ بالا بوده كھ مي

از پریز برق كشیده شده باشد ھرگز در ھنگام باز بودن قاب دستگاه  از  آن استفاده  ھشود كھ دو شاخ

 نگردد. 

 POWERھ را از پریز برق خارج و یا توسط كلید اموش كردن اضطراري دستگاه دو شاخبراي خ

 دستگاه را خاموش نمائید. 

 ستفاده گردد كھ پریز برق مورد نظر داراي سیم حفاظتي زمین باشد. از دستگاه در صورتي ا

را حداقل ھر یك ماه یك بار كنترل نمائید. چنانچھ  (Power supply)ھاي رابط تانك و پاور سوپلاي سیم

 بھ دلایلي ( خشك شدن و ترك خوردن در اثر نور آفتاب ) روكش عایق آنھا صدمھ دیده باشد باید این سیم

 یض گردند. ھا تعو

  دستورالعمل كار با منبع تغذیھ جھت الكتروفورز 

 قرار دھید.  Minھاي دستگاه را كاملاً بھ طرف چپ پیچانده و آنھا را در حالت ولوم

دستگاه را روشن نمائید. در این حالت باید نمایشگر ولتاژ مقدار صفر و نمایشگر  POWERتوسط كلید 

چنانچھ حالتي بھ غیر از موارد فوق مشاھده گردید، بھ قسمت جریان ھم مقدار صفر را نشان دھد. 

 یابي رجوع نمائید. عیب

 ھا را بارگذاري كنید. تانك الكتروفورز را براي انجام آزمایش آماده نمائید و نمونھ

بعد از تمام شدن آزمایش ولومھاي دستگاه را كاملاً بھ سمت چپ بچرخانید تا ولتاژ و جریان مقدار حداقل 

 د (حدود صفر) برسند. خو

دستگاه را خاموش نمائید و فیشھا را از ترمینالھاي پاور سوپلاي  POWERدر آخرین مرحلھ، توسط كلید 

  خارج نمائید. 

 رفع عیب دلیل احتمالي اشكال

كردن دستگاه بعد از روشن -١

نمایشگرھاي ولتاژ و جریان 

  شوند.روشن نمي

دو شاخھ دستگاه بھ پریز برق 

  ده است.متصل نش

دو شاخھ را بھ پریز برق متصل 

  نمائید.

با روشن كردن دستگاه 

نمایشگرھاي ولتاژ و جریان 

شوند ولي ولتاژ روشن مي

خروجي با چرخاندن ولومھا بالا 

رود و نمایشگر ولتاژ نمي

ھمواره عدد صفر را نشان 

  دھدمي

آزمایشگاه با مسئول فني جھت   فیوز خروجي سوختھ است -١

ز خروجي ھماھنگي تعویض فیو

  نمایند

نمایشگر جریان حتي پس از -٣

وصل تانك بھ دستگاه ھمچنان 

ھاي ارتباطي بین تانك و سیم -١

دستگاه وصل نیستند یا اشكال 

ھاي ارتباطي را كنترل سیم -١

  د.كنی
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٤٥ 
  دارند.  صفر نشان مي دھد

ھاي ارتباط بین بافر و نمونھ -٢

آزمایش قطع شده است ( سطح 

  بافر كم است)

سطح بافر در تانك را كنترل  -٢

  كنید.

  

  :سانتریفوژ

سانتریفوژھا بر اساس ویژگي گوناگوني از جملھ وزن مولكولي، ساختار فضائي و دانسیتھ مولكولي و بر 

  سازند. ھا را میسر ميمبناي نیروي گریز از مركز جداسازي بیومولكول

ھائي كھ دارد، مي ر یك از آنھا بستھ بھ توانائيدر حال حاضر سانتریفوژھاي متعددي موجود ھستند كھ ھ

  شود. تواند بھ برخي از نیازھاي پژوھشي پاسخ دھد كھ در ذیل بھ برخي از آنھا پرداختھ مي

  (Ultracentrifuge)اولترا سانتریفوژ 

این ھا را میسر ساخت. در حال حاضر از گیري وزن مولكولي بیومولكولاین تكنیك براي اولین بار اندازه

گیري وزن مولكول و ھا و براي اندازهھا، آنالیز مخلوطدستگاه براي جداسازي و تخلیص ماكرومولكول

باشد در این قسمت مي Control Panelگردد. یك بخش اصلي این دستگاه ھا استفاده ميقطر مولكول

سازي اي فعالھائي جھت انتخاب سرعت، زمان، درجھ حرارت و نوع روتور وجود دارد. كلیدھدكمھ

Start,Vacuum,Printer  وStop ھائي ھم براي وارد كردن اطلاعات نیز در این بخش ھستند. دكمھ

نام دارد كھ درب آن از جنس  Rotor chamberگیرد عددي وجود دارد. اتاقكي كھ روتور در آن قرار مي

مھ اصلي دستگاه روشن و خلاء شود كھ دكاستیل بسیار محكم ساختھ شده است. درب تنھا در حالتي باز مي

سیستم خاموش باشد. این محفظھ از جنس آلومینیوم است كھ بھ وسیلھ یك پوشش مقاوم از جنس اپوكسي 

  پوشیده شده است. 

   :نام گذاري روتورھا

باشد. روتورھا بھ نام گذاري بر اساس نوع روتور، ماكزیمم سرعت مجاز آن و جنس مواد سازنده آن مي

تقسیم  Near Vertical(NV)و  Fixed angle,(SW)Swing out،(V)Vertical(Type)چھار نوع 

 ٦٥٠٠٠یعني روتور از نوع زاویھ ثابت با ماكزیمم سرعت مجاز  Type٦٥شوند. براي مثال روتور مي

در  SWنسبت بھ محور دوران ھستند. روتورھاي  ٢٠-٣٠داراي زاویھ ثابت  Typeاست. روتورھاي 

ھا بھ موازات محور دوران ھستند. جنس لولھ Vگیرند و در روتورھاي قي قرار ميحین حركت كاملاً اف

در نام روتور  Tiیا  Tاز نوع آلومینیوم و یا تیتانیوم است . اگر تیتانیوم باشد  Beckmanروتورھاي 

  .SW٥٥Tiآید براي مثال مي

   :انتخاب روتور

ھ قرار است سانتریفوژ شوند، سایر ذرات، زمان ھائي كانتخاب روتور بستھ بھ حجم نمونھ، تعداد نمونھ

باشند. عموماً سانتریفوژ مورد نظر، كیفیت تكنیك، روش جداسازي و دستگاھي كھ در دسترس باشد، مي

 بھ يوقتشود كھ در آنھا یك ماده زمینھ براي جداسازي بر اساس چگالي استفاده مي Swingingروتورھاي 

  شود. لحظھ سرعت حركت ذره صفر شده و ھمان جا متوقف ميشیبي از چگالي خودش رسید در آن 

   :ھاي سانتریفوژانواع لولھ
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٤٦ 
 ٢ْ  cھا ھرگز نمي بایستي در زیرن لولھ: كوپلیمري از اتیلن و پروپیلن است. ایPolyallomerالف )

  ھاي پلي آلومر چند نوع ھستند : سانتریفوژ گردند. لولھ گراد يسانت درجھ

١ (Thin wall open - topبایستي از محلول ھا با در پوش استفاده كردند  و ميبایستي این لولھ: حتماً مي

  متر فاصلھ از لبھ ). میلي ٢-٣پر باشند(

٢( Quick-Sealھا با حرارت قابل ھا در تمام انواع روتورھا قابل استفاده ھستند. بالاي این لولھ: این لولھ

Seal دیواكتیو، اآلودگي بھ مواد راحتمال ھامدتاً براي مواقعي است كھ نمونھھا عباشند. كاربرد این لولھمي

  مواد شیمیائي خطرناك و یا بھ عوامل پاتوژن دارند. 

٣ (Konicalدابتورھاي آھا با : این لولھKonical دھي از قابل استفاده ھستند كھ بھ منظور بھبود رسوب

  گردد. ھا استفاده مياین نوع لولھ

  Quick -Sealھاي بسیار نازك و شفاف ھستند كھ دو نوع ھا داراي دیواره: این لولھUltra – clearب) 

Open -top ھا، محل باندھا بھ خوبي قابل رؤیت از آن موجود است. بھ لحاظ شفافیت زیاد دیواره این لولھ

ھا در محدوده لولھشوند. این توصیھ نمي ٨<pHھاي ھستند. غیر قابل اتوكلاو ھستند و ھرگز براي محلول

  درجھ مناسب كار ھستند.  ٤-٢٠ي ئماد

ھائي بسیار محكم، خشك، غیر قابل انعطاف و قابل اتوكلاو ھستند كھ البتھ : لولھPolycarbonate ج)

  باشند. حساس مي ٩<pHھا بھ كند. این لولھاتوكلاو و عمر آنھا را كم مي

حرارت ھستند . بھ سانتریفوژ در دماي بالا،فشار زیاد و ھاي آلي و : مقاوم بھ حلالStainless Stealد) 

  باشند.زمان سانتریفوژ بالا مقاوم مي

باشند مگر اینكھ در حین : از نظر ظاھر كمي كدر ھستند و قابل استفاده مجدد ميPolypropyleneھـ )

  سانتریفوژ تغییر شكل یافتھ باشند. 

علائمي از خراشیدگي در آنھا مشاھده شود. بھ طیف  : قابل استفاده مجدد ھستند مگر اینكھPyrexي )

  وسیعي از مواد و محلول ھا مقاوم ھستند. 

  :نكاتي در رابطھ با دستگاه اولتراسانتریفوژ 

) مناسب Vertical ,Fixed angle ,Swing outنوع روتور را (اعم از بستھ بھ ھدف آزمایش. -١

  انتخاب نمائید. 

) بھ لحاظ تفاوت چگالي قابل توجھي DNAو  RNAھم (پروتئین ، ھا ازولترین راه تفكیك بیومولكبھ -٢

 باشد.ز گرادیانت سدیم كلراید و سزیم کلرید ميكھ از ھم دارند، استفاده ا

گراد قابل استفاده است. در دستگاه اولتراسانتریفوژ در طیف حرارتي صفر تا چھل درجھ سانتي -٣

 باشد. گراد ميدرجھ سانتي ٢٥دمائي آن  Defaultصورتي كھ در برنامھ دما داده نشود، 

٤- Accel and Decel Time كند زمان مورد نظر براي بالا رفتن و پایین آمدن سرعت را تعیین مي

دقیقھ زمان رسیدن بھ سرعت مورد نظر و زمان كاھش آن در  ٢-٦توان انتخاب كرد كھ را مي ١-٩اعداد 

 باشد. پایان سانتریفوژ مي

 را باید فشار دھید.  Stopي توقف ھر برنامھ اولترا، بھ ھر دلیلي ، دكمھ برا -٥

 Timeزماني است كھ انتخاب شده است. اگر مد  modeچگونھ بھ اتمام برسد بستھ بھ نوع  runاینكھ  -٦

، كاربر خودش Holdكند ولي در مد شروع بھ كاھش مي ,انتخاب شده باشد ك رأس زمان مقرر سرعت

 را فشار دھد. چون زمان نامتناھي است.  Stopباید دكمھ 
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٤٧ 
 گردد. كند و درب دستگاه قفل ميدستگاه شروع بھ كار ميء خلا Preheatو  Precoolدر ھنگام  -٧

كنید براي تھیھ لولھ بالانس نیز بایستي از ماده اي با اگر از شیب سدیم كلراید و یا سوكروز استفاده مي -٨

 دد. ھمان حدود چگالي استفاده گر

ً در ھنگام كار با اولتراسانتریفوژ چون مي بایستي لولھ ھا كاملاً پر باشند اگر حجم نمونھ محدود ترجیحا

 شود : است چند راه حل زیر پیشنھاد مي

  ھاي كوچكتر و تغییر روتور الف ) انتقال بھ لولھ

  تور پداآب ) استفاده از 

  دیگر با چگالي كم در سطح نمونھ.  یا ھر نوع ماده خنثي mineral oilج) استفاده از 

آب و سپس ھاي ضعیف، ترجیحاً روتورھاي نیاز بھ نظافت منظم دارند. جھت شستشو از دترجنت -١٠

ھا باید در آورده شده و خیلي O-ring باشد، استفاده گردد. كھ ھمراه دستگاه مي مخصوص يروغن ھا

  دقیق شستشو گردند. 

روتور كھ بھ ھیچ وجھ با ھیچ ماده شیمیائي قابل تمیز كردن نباشد درصورت مشاھده آلودگي در  -١١

  ھست ولي تا آنجائي كھ ممكن است از این كار اجتناب گردد.  روتور امكان اتوكلاو

تواند ساعت ) در ماكزیمم سرعت مجازش مي٢٥٠٠(در حدود run١٠٠٠ھر روتور بھ طور متوسط  -١٢

  سرعت مجازش استفاده گردد.  %٩٠داشتھ باشد. بعد از آن بھتر است تا 

  نكات ایمني كار با انواع سانتریفوژ 

ً ھنگامي كھ با دستگاه لولھ -١ ھاي مقابل ھم بھ طور دقیق بالانس وزني شده باشند خصوصا

  ھا بالانس گردند. گرم نیز بایستي لولھشود در حد میلياولتراسانتریفوژ كار مي

 ر بسیار مھم است.ھا در روتومتقارن قرار دادن لولھ -٢

 پس از ھر بار سانتریفوژ ، كنترل دستگاه از نظر احتمال آلودگي امري ضروري است.  -٣

انتخاب سنجیده دستگاه سانتریفوژ و روتور مناسب بر اساس شرایط كار (از نر سرعت، زمان، دما و  -٤

 حجم و تعداد نمونھ ). 

اع دقیق روتور، بھ مسئول دستگاه جھت اندازه در صورت عدم دسترسي بھ شع rpmبھ  gبراي تبدیل  -٥

 ) مراجعھ فرمائید. rAVگیري شعاع میانگین (

 شود و دور سانتریفوژ مورد نظر، توجھ بھ جنس لولھ ضروري است. بستھ بھ نوع حلالي كھ استفاده مي -٦

نس وزني در صورت شنیدن صداي نامتعارف از دستگاه، سریعاً سرعت را بھ صفر رسانده و بھ بالا -٧

 ھا توجھ فرمائید. لولھ

یك دستگاه سانتریفوژ، تراز دستگاه بایستي بطور دقیق انجام شود و فاصلھ از  Settingدر ابتداي  -٨

 دیوارھاي مجاور نیز بسیار حائز اھمیت است. 

باشد، درب دستگاه دار، چون كمپرسور در حال كار ميدر ھنگام روشن بودن سانتریفوژھاي یخچال -٩

 تماً بستھ باشد. ح

بایستي بھ آرامي سرعت را بالا قابل تنظیم نیستند، كاربر مي Decelو  Accelھایي كھ در دستگاه -١٠

  ببرد. 

كنار سانتریفوژ بمانید و در صورت ایجاد مورد نظر نرسیده است، rpmتا زماني كھ سانتریفوژ بھ  -١١

  را فشار دھید.  Stopفوراً دكمھ صداي غیر عادي یا ھر گونھ اشكال دیگر در دستگاه، 
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٤٨ 
  سانتریفوژ نباید در یك محیط داراي خطر یا قابل اشتعال كار كند.  -١٢

  لطفا ھرگز دستگاھھاي سانتریفوژ رومیزي را از محل خود تكان ندھید.  -١٣

 ھا دراگر بخاطر قطع شدن برق و یا ھر گونھ اشكال دیگر، درب میكروسانتریفوژ قفل شده و نمونھ -١٤

داخل سانتریفوژ جا مانده باشند، باید قفل آن بطور مكانیكي باز شود كھ براي این منظور با مسئول دستگاه 

  تماس بگیرید. 

شود، آن را فوراً خارج كنید. براي این كار فقط اولتراسانتریفوژ مي bucketاگر مایع وارد روتور یا  -١٥

) باید استفاده neutral RExtranدرصد،  ٧٠اتانول ھا (مثل Disinfectantعوامل تمیز كننده خنثي و 

آن را با آب مقطر شستھ و كاملا خشك كنید. بطور خاص مایعات قلیایي و شود. پس از تمیز كردن ،

دھند و نباید براي این را مورد حملھ قرار مي anodized aluminumمحلولھاي غلیظ سالین، اجسام 

  سانتریفوژ استفاده شوند. 

  ھا در سانتریفوژ مسئول دستگاه را آگاه سازید. رت آلودگي و یا شكستن لولھدر صو -١٦

  در سانتریفوژ بھ یكدیگر از فرمول زیر استفاده كنید.  gو  rpmبراي تبدیل  -١٧
١٠٠(٢RPM/r (١٫١٢g=RCF=  

  rمتر = شعاع روتور بر حسب سانتي 

RCF=Relative Centrifugal Force 

یابد بھ چند نكتھ كنند، اگر خلاء بطور مناسب افزایش نميكھ با خلاء كار مي دستگاھھاي سانتریفوژي -١٨

  باید توجھ كرد : 

  ھاي درب دستگاه از لحاظ سلامت و تمیزي.  O-ringالف ـ توجھ بھ 

  چك كردن فضاي محفظھ روتور از نظر رطوبت اضافي -ب

شكلي نداشتھ باشد، جھت كنترل ھاي درب روتور اگر ھیچ یك از موارد فوق مO-ringتوجھ بھ  –ج  

  روغن پمپ خلاء بھ مسئول دستگاه مراجعھ نمائید.

PCR 

را مبدع این تكنیك مي دانند)  تحولات شگرفي در  Saiki(برخي از محققین  Mullisتوسط  PCRبا ابداع 

 klenow قطعھ توسط PCRتحقیقات زیست شناسي مولكولي صورت گرفت. اولین واكنش ھاي 

fragment یمآنزDNA باكتري  پلیمرازE.coli اوم بودن آن بھ قانجام مي شد كھ با توجھ بھ غیرم

، افزودن آنزیم ضروري بود. البتھ این آنزیم (Denaturation)واسرشتحرارت، درھر سیكل پس از ھر 

جفت باز دارد ولي براي قطعات بزرگتر چندان مناسب كار نمي  ٢٠٠حداكثر بازده را براي قطعات تا 

  كند.

  PCRنكات مھم پیشرفت در تكنیك  -١

و جدا سازي آنھا از ارگانیسم ھاي  Taq DNA Polymeraseمقاوم بھ حرارت نظیر  كشف آنزیم ھاي

  ساكن آبھاي گرم.

ً چند بلاكھ كھ توان انجام چندین برنامھ را باھم  اختراع دستگاه ترموسایكلر قابل برنامھ ریزي خصوصا

 دارند.

 PCRویال  خانھ اي بھ جاي ٩٦استفاده از پلیت ھاي

  RAMPتغییر در سیستم ھاي سرد كننده و گرم كننده و كاھش زمان 
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٤٩ 
در عرصھ ھاي مختلف بیوتكنولوژي ، مھندسي ژنتیك، جرم شناسي، تشخیص  PCRكاربرد ھاي تكنیك 

سریع بیماري ھاي عفوني، تشخیص قبل ازتولد امراض ژنتیكي، تجزیھ و تحلیل مولكولي نمونھ ھاي 

 مي باشد.  غیرهیخي، تعیین جنسیت جنین، تشخیص جھش، سرطان ھا وتار

                                              Competive PCR ,Assymetric PCR ,Nested PCR ,RACE PCR  امروزه ابداع روش ھاي

  ARMs- PCR ,RT PCR , multiplex PCR رش داده بسیار گست قابلیت و كاربرد ھاي این تكنیك را

 است.

  PCRواكنش استاندارد  -٢

  

Standard PCR Rxn mix 

Final conc. Volume  Reagent  

__ l7.20 Sterile ddH٢O 

١x l5.2 ١٠x PCR buffer 

)(200 eachM l2.0 
dNTP mix (٢٥Mm 

each) 

)(4.0 eachM l4.0 
Primer mix  

(٢٥pmol/μl each primer) 

lng 25/100  l1  

Genomic DNA  

)/100 lng  

Template(   

 

   PCRنكاتي دررابطھ باتھیھ واكنش  -٣

  ء واكنش و مخلوط كردن آنھا.نگھداشتن ویال برروي یخ درطول زمان افزودن اجزا -١-٣

ھود لامینار استریل (درمواردي كھ در محل آزمایشگاه ازنوع  تھیھ واكنش درزیرجریان ھواي یك -٢-٣

DNA (الگوي مورد نظر كار ما زیاد استفاده مي شود  

 بھتر است ابتدا آب واكنش درویال ریختھ شود.

 گردد.مخلوط ترجیحاً پس ازافزودن ھریك ازمواد واكنش با آب 

  الگو آخرین افزودني قبل از آنزیم باشد) DNA(ترجیحاً  DNAبھ حداقل رساندن شانس اتصال پرایمر بھ 

  افزودن آنزیم پلیمراز بھ عنوان آخرین ماده واكنش.
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٥٠ 
  (Denaturation)واسرشت(درصورت امكان) افزودن آنزیم پس ازاولین مرحلھ 

  PCRطراحي یك واكنش اولیھ  -٤

Optional c٠٩٤ First Den. 

٦٠-٣٠ sec  c٠٩٤ Den. 

٦٠-٣٠ sec c٠٥٤ Anneal 

٩٠-٣٠ sec ٧٢٠c Ext. 

Optional c٠٧٢  Final Ext. 

 

  مي پردازیم. PCRبھ تك تك مواد واكنش  حال بھ شرح نكات مربوط

  بافر  -٥

    ٥٠٠mM kcl                                                                شامل:  PCRبافر معمولي واكنش 

Final Conc.                                     ١٠٠Mm Tris.Hcl(PH=٨٫٣) 

  ١٠XPCR buffer  

 X٢                            ١mM Mgcl١٥                        

كھ توسط برخي شركت ھاي سازنده مواد آزمایشگاھي تھیھ مي شود واجد  PCRالبتھ گاھي بافر 

 مي باشد ولي چندان معمول نیست. EDTAسولفات آمونیم و  ,بتامركاپتواتانل

استفاده مي گردد.  PCRھا بھ منظور تشدید و تقویت واكنش در  Enhancerگاھي اوقات از یك سري 

  توان عنوان کرد. يرا م Spermidine وBSA ,DMSO  ,Betain,  PEGبراي مثال گلیسرول ، 

سبب افزایش بازده واكنش و تولید میزان  %٥-١٠) v/vول در غلظت (و گلیسر DMSOاستفاده از 

محصول بیشتر مي گردد و ھمچنین سبب اختصاصي شدن واكنش (حذف محصول غیر اختصاصي ) مي 

دارد براي برخي واكنش ھا تاثیر  conficlگاھي اوقات نتایج  DMSOشود. البتھ استفاده از گلیسرول و 

نفي و گاھي بدون تاثیر است. بنابراین استفاده از این تشدید كننده ھا در ھر مثبت بر برخي دیگر تاثیر م

 مورد باید مورد آزمایش قرار گیرد. 

BSA  تا غلظتlg   BSAرا افزایش مي دھد ھیچ تاثیر مھاري از  PCRبازده واكنش  8/0/

 تا بھ حال دیده نشده است. PCRروي ھیچ واكنش 

Vortex از استفاده پس از ذوب كامل ضروري است. بافر قبل 

125.12001بھ صورت  PCRبھترین واكنش  mMMgcMeachdNTPxsalt    .مي باشد

، جدا شدن رشتھ ھاي الگو از ھم، اختصاصي بودن DNAغلظت یون منیزیم در اتصال پرایمر بھ 

 دارد. اھمیتمحصول تشكیل پرایمر دایمر، فعالیت و صحت عملكرد آنزیم پلیمر از 

بریداسیون پرایمر ھی  stringencyو یا حتي بیشتر سبب كاھش  ٨/١ Mmبھ  ٥/١دن یون منیزیم از افزو

تر مي كند. بنابراین در ایجاد شده اغلب شرایط اتصال پرایمر را بھ لكوس مورد نظر غیر اختصاصي

ھاري اثر م ٢Mg+طرف دیگر غلظت بسیار بالاي  ازباندھاي غیر اختصاصي كمك  شایان توجھي دارد.

زیم یدارد و میزان حصول را كاھش مي دھد بنابراین استفاده از غلظت بھینھ یون من Taqبر فعالیت آنزیم 

 از اھمیت خاصي برخوردار است.
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٥١ 
 نیاز است. منیزیم ٢Mmبیشتر از  بھ ٢kbبراي ساخت قطعات بزرگتر از 

یمرھاي سازنده راپ و جفت پایین تر Kclیمرھاي سازنده قطعات بلندتر در غلظت نمك راعموماً جفت پ

 قطعات كوتاھتر در شرایط غلظت نمك بالاتر بھتر عمل مي كنند.

پایداري كمي پیدا مي كند بنابراین ممكن  DNAكم، با توجھ بھ اینكھ ھلیكس  GCدر رابطھ با توالي ھاي با 

رشتھ را بسازد، از رشتھ ھاي تازه ساخت شده قبل از اینكھ آنزیم پلیمراز بھ طور كامل  Extاست در دماي 

بھ اتصال رشتھ ھاي تازه  ٦/١ M زانیبھ مالگو جدا شوند در این حالت با افزایش قدرت یوني محیط 

 ساختھ شده بھ الگو كمك مي گردد.

  :الگو و پرایمر DNAچند نكتھ در مورد  -٦

Nm از ھر یك پرایمر ھا در ھر واكنش  ١٠٠-٥٠٠l5025 باشد.في ميمیكرولیتري كا 

) مورد  Assymctric PCRاستفاده از مقادیر یكسان از دو پرایمر در واكنش ضروري است ( مگر اینكھ 

 نظر آزمایش باشد.

باز براي واكنش ھاي  ٣٠-٣٥باز است ولي استفاده از پرایمرھاي با طول  ١٨-٢٤طول معمول پرایمرھا 

multiplex PCR .توصیھ مي شود 

 Tm) اگر تفاوت ٥°cنزدیك ھم باشند (حداكثر تفاوت  Tmیمر طراحي شده داراي رامطلوب است كھ دو پ

 پایین تر این مشكل تا حدي قابل حل است. Tmیمر با رااست با افزایش طول پ ٥°cدو پرایمر بیش از 

 پورین آغاز و خاتمھ یابد. ازببھتر است آغاز و انتھاي پرایمر با یك یا دو 

چك شود.  BLASTاحي شده از نظر تشابھ با سایر نقاط ژنومي در برنامھ مي بایستي توالي پرایمر طر

باز در یكي از دو انتھاي پرایمر بھ  ١-٢اگر دولكوس بسیار مشابھ وجود داشتھ باشد بھتراست با افزودن 

 مورد نظر اختصاصي گردد طراحي شود. يباز طوري كھ باري لكوس

  پرایمر Tmعمومي ترین فرمول جھت محاسبھ 

Tm – [(Number of A+T )* ٢٠ C+ (Number of G+C) * ٤٠ ] 

  پرایمر است. Tmكمتر از  ٣-٥ °Annealing cاست كھ معمولاً بھترین دماي 

ً در واكنش  پرایمر ھا در رقابت با محصول مطلوب واكنش ھستند. در جھت رفع آنھا باید  PCRعموما

 بكوشیم.

اي نباشد كھ خود ثانویھ در آن نشودو توالي بھ گونھ توالي پرایمر طوري باشد كھ موجب ایجاد ساختار

 پرایمرھا با ھم چسبیده و دایمر تشكیل دھند. 

 از كارایي بالاتري در شروع سنتز  برخوردارند. ٣΄در انتھاي  GCیا  C,Gپرایمرھاي حاوي 

مي گردد ولي در واكنش ھاي  PCRالگو سبب كاھش محصول multiplex PCR,  DNA در واكنش 

ng , Single locus داراي نتایج مشابھ بوده است. ١-٥٠ 

BSA  تا غلظتlg    BSAرا افزایش مي دھد ھیچ تاثیر مھاري از  PCRبازده واكنش  8/0/

 تا بھ حال دیده نشده است. PCRروي ھیچ واكنش 

Vortex پس از ذوب كامل ضروري است. و از از استفاده بافر قبل 

بھ میزان یك میلي گرم در ازاي  EDTAخون است حتماً از ضد انعقاد  DNAاستخراج  اگر منبع سلولي

 است.  PCRلیتر خون استفاده كنید. ھپارین مھار كننده واكنش یك میلي
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 مھم است.  PCRاستفاده از كنترل مثبت و منفي درواكنش 

گیري دقیق جذب براین اندازهبسیار مھم است بنا PCRالگو و پرایمر در واكنش  DNAاستفاده سنجیده از 

و مولكول  nm٢٦٠و محاسبھ غلظت بطور صحیح ضروري است. مولكول اسید نوكلئیك در طول موج 

مربوط بھ  ٢٢٠نانومتر جذب دارند( جذب در ناحیھ  ٢٨٠و  ٢٢٠ھاي پروتئین در طول موج

ھاي جانبي آروماتیك نانومتر در رابطھ با گروه ٢٨٠كروموفورھاي موجود در باندھاي پپتیدي  و در 

مي فیزیك ارتباط جذب با غلظت محلول یك رابطھ خطي است. (البتھ تا یاسیدھاي آمینھ است. در اصول ش

و بالاتر حكایت از یك محلول  غلیظ  ١شود) معمولاً جذب حدود حدي از غلظت رابطھ خطي مشاھده مي

را نشان  ١/٠وقتي است كھ جذبي در حدود باشد  بھترین رقت كند كھ خارج از محدوده ارتباط خطي ميمي

  .دھد

  لطفا بھ استانداردھاي زیر در محاسبھ غلظت توجھ نمائید. 

C=٥٠ mlg /   OD=١ ds   DNA 

C=٣٨-٣٧ mlg /   OD=١ SS DNA 

C=٤٠ mlg /   OD=١ RNA 

C=٣٣ mlg /   OD=١ oligonucleotide 

  

  Denaturation & Extension ,Annealingنكاتي چند در مورد دما و زمان  -٧

  ثانیھ براي ھر نوع جفت پرایمري مناسب و كافي است.  ٣٠-٦٠ Annealingزمان 

  جفت پرایمر است.  Tmبر اساس  Annealingدماي 

را آغاز كرد این دما براي اغلب جفت  PCRتوان واكنش مي ٥٤ Cآغازین  Annealingعموماً از دماي 

مناسب است. در صورت مشاھده محصول غیر اختصاصي بزرگ، دما را  bp٢٠پرایمرھاي با طول 

 توان افزایش داد. مي

ند یك لكوس خاص را بدون ساخت ھیچ محصول جانبي غیر اختصاصي اپتیمم باید بتوا PCRیك واكنش 

بسیار قطعي را  DNA-DNAھاي در دماي بالا اجازه ساخت جفت annealingتھیھ كند. بنابراین انجام 

 دھد. مي

است  mispriming) مربوط بھ nonspecific backgroundید كھ زمینھ غیر اختصاصي (آبھ نظر مي

 الگو بھ پرایمر بھ درستي  انجام شود.  DNAیستي دما را تغییر داد  تا اتصال بنابراین مجدداً با

نفعي براي  واسرشتالگو كافي است. افزودن زمان  DNAثانیھ براي ھر نوع  ٣٠-٦٠واسرشت,زمان  

 دھد. كاھش مي Taqواكنش ندارد جز اینكھ فعالیت و نیمھ عمر آنزیم 

، PCRھاي اي قبل از شروع سیكلدقیقھ ٢-٥ (Initial Denaturation)اولیھ واسرشتمرحلھ 

 كند. الگو مي DNAشدن  واسرشتشایاني بھ بھتر كمك

 ، یك دقیقھ براي طولي در حدود یك كیلو باز مناسب است. Ext.در رابطھ با زمان 

 كند. ھاي نیمھ تمام ميدقیقھ كمك بھ تكمیل رشتھ ٥-١٠، نھایي Extزمان 
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 multiplexمورد نیاز است. اگر دو واكنش  Extزمان بیشتري براي  multiplex PCRھاي در واكنش

دقیقھ بیشتر است ولي  ٢دقیقھ انجام دھیم بازده واكنش در  ٢و  ١  Extبا شرایط یكسان را در دو زمان 

رساند بنابراین حتي در دقیقھ ساخت محصولات كوتاه را بھ حداقل مي ٤بھ  ٢از  Extافزایش زمان 

multiplex  زمانExt  گردد. دقیقھ بیشتر توصیھ نمي ٢از 

  dNTPنكاتي در رابطھ با  -٨

بھ صورت پودر در دسترس است كھ ھر یك از نوكلئوتیدھا را بھ تفكیك با غلظت نھائي  dNTPگاھي 

Mmاي كھ از ھر یك از آنھا تھیھ كرده سپس مخلوطي از چھار نوكلئوتید بھ گونھ ١٠٠Mmدر  ٢٥

working solution شود تا بھ غلظت نھائي باشد و نھایتاً حجمي از آن در ھر واكنش استفاده ميM 

از ھر یك از نوكلئوتیدھا برسد. ٢٠٠ 

dNTP  در مقابل فریز و ذوب متعدد بسیار ناپایدار است بنابراین بھتر استworking solution  در

 گردد. نگھداري  -٢٠ Cو در  aliquotھاي كم حجم

 كنید بي شك تبخیر آب آنھا سبب تغییر غلظت خواھد شد.  Spinحتماً آنرا  ،dNTPپس از ذوب شدن 

میكرولیتر  ٢٥در حجم  dNTP  M ٢٠٠و  ٢MgCl Mm٥/١كھ شامل  PCRیك واكنش استاندارد 

 را دارد.  DNAمیكروگرم  ٦-٥/٦باشد از نظر تئوري توان سنتز 

استفاده شده است. بھترین نتیجھ  dNTP،مقادیر متفاوت ٢Mg+از  Mm٣زمایش در غلظت ثابت آك در ی

 ) بوده است. ٥٠-١٢٠٠ M ) در حدود (٢٠٠-multiplex PCR  )bp٤٠٠براي 

اشند بنابراین ھاي منیزیم بنیاز بھ یون منیزیم آزاد دارد نوكلئوتیدھا یك شلاتور قوي براي یون Taqآنزیم 

سبب كاھش یون منیزیم آزاد مورد نیاز آنزیم پلیمراز خواھد شد. بنابراین زیادي  dNTPاستفاده زیاد از 

بھ ناچار میزان  dNTPدارد. در صورت زیاد بودن میزان  PCRنقش مھاري بر واكنش  dNTPمیزان 
+٢Mg  .را نیز باید افزایش داد  

  

  پلیمراز  DNAنكاتي چند در رابطھ با آنزیم  -٩

 یابد. حرارتي كاھش مي واسرشتفعالیت آنزیم پس از ھر 

است. سھ آنزیم پلیمراز دیگري كھ بھ  ٣٥-N/sec١٠٠داراي سرعت سنتز  ٧٠-C٨٠در دماي  Taqآنزیم 

در شرایط دما و غلظت نمك  Taqباشند. آنزیم مي KLF, vent ,Pfuشونداستفاده مي PCRفراواني در 

 دھد. نوكلئوتید یك اشتباه انجام مي ٢×٤١٠مناسب در ھر 

درجھ پائین است در صورتي  C٩٥در  Taq) آنزیم Thermo stability half lifeنیمھ عمر پایداري (

 C٩٥بھ  واسرشتبھتر است دماي  GCھاي غني از مقاومتر ھستند.  بنابراین براي توالي ventو  pfuكھ 

 بد. درجھ افزایش یافتھ ونوع آنزیم نیز تغییر یا

ھمیشھ گلیسرول موجود است كھ  ندارند بھ علت اینكھ در بافر ذخیره آنھا vortexھا ھرگز نیازي بھ آنزیم

 كند. محلول ھمگن از آنزیم فراھم مي
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است استفاده  از مقادیر بسیار پائین آنزیم پلیمراز سبب كاھش  u١/Taq l٢٥نزیم آبھترین میزان 

بھ علت وجود گلیسرول، دو تأثیر منفي  Taqشود. استفاده بیشتر از حد از آنزیم مي PCRي محصول نھای

 در واكنش دارد. 

  شود. بھ شكل اسمیر مي PCR) در محصول backgroundسبب افزایش زمینھ (

 گردد. سبب ساخت محصولات غیر مطلوب مي

 ھمواره بھ غلظت آنزیم استوك توجھ فرمائید. 

 در جعبھ یخ نگھداري کرده و افزودن آنزیم بھ واكنش آن را از فریزر خارج كرده ودرست در ھنگام 

 ریزر برگردانید. فسپس بلافاصلھ بھ 

  PCRذكر چند نكتھ در مورد تكنیك  -١

بر روي اسلاید ساختھ شده است. گاھي انجام یك برنامھ  In situ PCRامروز  دستگاھي با قابلیت انجام  

PCR نتایج مختلفي مي  متفاوتي دارند، يزمانر متفاوت، بھ جھت اینكھ پروفایل دمائي و در دو ترموسایكل

خانھ  ٩٦ھاي با دیواره شفاف و یا پلیت ml٢/٠ ھايلولھھا بھترین بازده كاري را براي دھد. اغلب ماشین

  گردد.  بھینھاي دارند بنابراین براي ھر دستگاه بایستي شرایط واكنش 

 PCRبا رعایت غلظت و مقادیر مواد واكنش مشكلي ندارد ولي در ھر واكنش  PCRافزایش حجم واكنش 

  بھ چند لولھ گردد.  aliquotشود بھتر است با حجم زیاد توصیھ نمي

ژل آگارز ساعت در   ٣-٤الكتروفورز سریع جفت باز شرایط  ٦٠٠كوتاھتر از  PCRبراي قطعات 

cmتفكیك مناسب و باندھاي  %٢در ژل  ٧-١٥sharp  خواھد داد چنین اصول PCRي اگر در ولتاژ ا

  بالا، باندھا مناسب نخواھد بود.  diffusionساعت ) الكتروفورز شود بھ  ١٤-١٦(O/Nپائین بھ صورت 

عموماً  در چند سیكل اول، طول قطعھ ساختھ شده بزرگتر از طول مورد نظر واكنش است تا از روي الگو 

  كنش، قطعھ موردنظر خواھد شد. شود ولي كم كم الگوي واساختھ مي

را در ھم ادغام میكنند و دمائي  Ext. & Annealingاي مورد نیاز است كھ مرحلھ دو مرحلھ PCRگاھي 

  كاربرد دارد . GCگیرند كھ عموماً براي قطعات بسیار غني از حد وسط در نظر مي

ھاي شدیدي از نظر اید مراقبتقادر است با یك كپي از الگو نتیجھ بخش باشد پس ب PCRبطور بالقوه 

 آلودگي اعمال نمود.

كرده و سپس استفاده  SPINآنھا را ورتكس و  PCRپس از ذوب شدن مواد شركت كننده در واكنش 

 نمائید.

 جدا از وسائل عمومي آزمایشگاه باشند.  PCRوسائل و واكنشگرھاي مورد استفاده در 

جھت جلوگیري از ورود آئروسل بھ پي پت توصیھ  DNA استفاده از نوك سمپلر حاوي فیلتر در برداشتن

 شود.مي

نواع الگو احتمال وجود ا DNAقسمت  دردر صورت كنترل واكنش و اطمینان از اشكال واكنش 

و  XC  ،BPBیل ، ھپارین،سو ساركو SDSھاي یوني مثل ، دترجنتفرمھا نظیر فنل، كلرومھاركننده

سوب دھي مجدد با اتانل ویا سانتریفوژ اولترافیلتراسیون این داكسي یوریدین در واكنش ھست كھ با ر

 شود.مشكل حل مي
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تر در كیفیت ھا در دماي پائینبالاتر و سپس بقیھ سیكل Annealingسیكل در دماي  ٥ -٧گاھي انجام 

 محصول و تك باند شدن مؤثر است.

touch Down )cyclec گاھي استفاده از پروتكل  /
 Tmكمتر از  c٥) تا حدي كھ بھ ٥/٠-١

 بھ سزائي داشتھ است. نقش PCRپرایمر برسد در بھبود كیفیت محصول 

یكي از منابع آلودگي آزمایشگاه، بافر موجود در تانك الكتروفورز است چنانچھ قطره كوچكي از آن در 

آئروسل در فضاي آزمایشگاه و سبب مثبت محیط آزمایشگاه یا اطراف تانك بریزد و خشك شود ذرات 

 خواھد شد. PCRبودن كاذب واكنش 

 شود. توصیھ مي PCRاستفاده از دستكش یكبار مصرف و تعویض آن در طي تھیھ واكنش 

نگھداري  PCRھا و مواد مربوط بھ استخراج شده در فریزر جدا از محل نگھداري كیت DNAھاي نمونھ

 شوند.

و جواب  DNAكھ تعداد نسخھ مولكول ھدف پائین باشد سبب از بین رفتن  در مواردي DNaseوجود 

 گردد.منفي كاذب (براي مثال در تشخیص عوامل عفوني ) مي

ھا ژنومیك بسیار سنگین در DNAنگھداري شوند.  -c٢٠مید و باكتري در سپلا DNAبھتر است 

بھتر است . نگھداري دراز مدت زیر اتانل یا  c٤نھا در شود بنابراین نگھداري آفریزر دگرده مي

 شود.توصیھ مي TEن در ردو حل ك -c٢٠ایزوپروپانل در 

 PCRتأثیر مثبت در بھبود شرایط واكنش  PCRاز میز  RNAو  DNAجدا بودن میز كار استخراج 

 دارد.

خشك شده و فضاي  DNAحاوي  UV(چون سطح  PCRاز محل تھیھ واكنش  UVجدا و دور بودن اتاق 

 گردد.باشد) نیز توصیھ ميداراي مقداري زیادي آئروسل مي UVاتاق 

  نكاتي در رابطھ با مشاھده باند غیر اختصاصي -١١

 .غلظت پرایمر خیلي زیاد است 

  دمايAnnealing در سیكل ً سبب  Annealingھاي اول دماي پائین پائین است خصوصا

 گردد.اتصال غیر اختصاصي پرایمر بھ الگو مي

 مي توان غلظت یون منیزیم را كاھش داد 

  غلظتdNTP .خیلي بالا است 

  دناتوراسیونDNA .الگو بطور كامل نیست 

 توان كمي كاھش داد.ھا را ميزمان سیكل 

  سرعتRAMP .خیلي كند است 

  گاھي انجام یك واكنشNESTED PCR كند.حذف مي باند اضافي را 

  بریدن باند مورد نظر از روي ژل آگارز، تخلیص آن و سپسReamplify  آن نیز توصیھ

 گردد.مي

 .در طراحي پرایمر اشكال بوده است 

   PCRنكاتي در مورد كمبود یا نبود محصول  -١٢
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 .غلظت پرایمر كم است 

 .تعادل وزني دو پرایمر رعایت نشده است 

  غلظتDNA ست.الگو بسیار پائین ا 

  غلظتDNA  الگو بسیار بالا است . مقدار بسیار زیاد الگو با اتصال بھ كلیھ پرایمرھا واكنش

 كند.را مھار  مي

 DNA .الگو بسیار دگرده شده است 

 .غلظت منیزیم بسیار كم است 

  میزانdNTP .پایین است 

 ) تكثیر مجددReamplify محصول (PCR  ١:١٠٠٠ – ١:١٠اول 

 dNTP جتناب از مكرر فریز و ذوب شدن دگرده شده است (اdNTP( 

  چك كردنDNA .الگو با انجام واكنش كنترل مثبت 

  دمايAnnealing . خیلي بالاست 

  افزودنEnhancer .بھ واكنش را مي توان امتحان كرد 

 ھاي واكنش و یا مواد واكنش آلوده بھ نوكلئاز ھستند.روغن معدني، لولھ 

 .تعداد سیكلھا كم بوده است 

 حت عملكرد ترموسایكلركنترل ص 

 كنترل برنامھ داده شده بھ ترموسایكلر 

 باشد.پرایمرھاي جدید با طراحي جدید مورد نیاز مي 

  مشاھده اسمیر با وزن مولكولي بالا -١٣

 .غلظت پرایمر بسیار بالا است 

 DNA .الگو زیاد استفاده شده است 

 DNA .الگو بسیار دگرده شده است 

  است.ون منیزیم بسیار بالایغلظت  

 .غلظت آنزیم بسیار بالاست 

  كم است. واسرشتدما و زمان 

  زمان انكوباسیون.Anneal  و یا.Ext .زیاد است 

 ھا زیاد است.تعداد سیكل 

 .نیاز بھ طراحي پرایمر جدید است  

  کیفیتDNA .پایین مي باشد  

  مشاھده پرایمر دایمر -١٤

 3انتھاھاي ستند.پرایمرھا مكمل ھم ھ 

 .غلظت پرایمر بالاست 

  غلظتDNA .الگو پائین است 

 ھا زیاد است.تعداد سیكل 
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 .احتیاج بھ پرایمرھاي با طول بلندتر ھست 

  دمايAnnealing .پائین است 

 

  باتورھانكات ضروري در ھنگام كار با انكو

 ار داده انكوباتورھا تا حد امكان باید در نزدیكي ھودھاي كشت سلولي یا ھودھاي میكروبي قر

  شوند.

 .انكوباتور را در سطحي مطمئن قرار دھید 

 .انكوباتور را بر روي سطحي صاف و در حالت تعادل قرار دھید 

  از قرار دادن انكوباتور در جاي مرطوب و خیلي گرم كھ محل مناسبي براي رشد باكتریھا است

 ٨٠حداكثر رطوبت درجھ سانتي گراد بوده و  ٤٠تا  ٥خودداري كنید . دماي محیط باید بین 

 درجھ سانتي گراد باشد. ٤٠درصد در دماي  ٥٠درجھ سانتي گراد و یا  ٣١درصد در دماي 

 ھا قرار ندھید.ھوائي و ھواكش تھاي اصلي یا جریانابانكوباتور را در نزدیك در 

  در صورت امكان انكوباتور كشت سلولي در اتاق كشت و انكوباتور میكروبي در محل مناسب

 گیرد.خود قرار 

 در دستگاه كھ موجب  گاز و آب بعد از مشخص كردن مكان انكوباتور باید تمام محلھاي اتصال

 گردد را كنترل كنید.مي دستگاه شوك و صدمھ بھ

 خودداري كنید. رباشد از كار كردن با سیفون سیلندھنگامي كھ سیلندر متصل مي 

  ٢بعد از وصل كردن تنظیم كننده سیلندر گازCO رز در مانومتر اولیھ (طرف سیلند، فشار گا 

یا  KPAG١٩٦و در طرف دیگر  MPAG٥/٢٤یا  G٢Kg/cm٢٥٠گاز) باید در حدود 

G٢Kg/cmباشد. ٢ 

  نباید از  باشد درجھ حرارت محیطتنظیم مي ٣٧ھنگامي كھ درجھ حرارت انكوباتور بر روي

 درجھ بیشتر باشد. ٣٢

 ن، الكل، پروپان) در انكوباتور خودداري كنید.از گذاشتن مواد فرار یا قابل اشتعال (اتر، بنز 

  از آب تقطیر شده یا خالص براي پركردن محفظھ آب جھت ایجاد رطوبت استفاده كنید. و سطح

آب را در محل ذخیره ھمیشھ كنترل شود. استفاده از مقادیر كم سولفات مس و یا ساولون براي 

 اتور مناسب است.ھا در آب داخل انكوبجلوگیري از رشد قارچھا و كپك

 ھاي باكتریھا را با فاصلھ از یكدیگر قرار دھید تا جریان ھوا بھ ظروف كشت سلول یا پلیت

در بین آنھا بھ  ٢CO خوبي صورت گیرد، اگر فاصلھ این ظروف كم باشد تعدیل دما و گاز 

 گیرد.خوبي صورت نمي

 .ھمیشھ مراقب باشید كھ درب داخل انكوباتور خوب بستھ شده باشد 

 ھاي لاتكس استفاده باكتریھا از دستكش يھاھاي كشت سلول یا پلیتقبل از برداشتن فلاسك

 ھا را ضد عفوني نمائید.نموده و حتماً دست

 .براي تمیز كردن دستگاه از ریختن آب روي آن خودداري كنید 

 نكنید، این استفاده  د انكوباتور را تمیز كنید از برس، اسید، بنزن و تینرخواھیھنگامي كھ مي

ھاي شود. ھمچنین قسمتعمل باعث از بین رفتن رنگ دستگاه و صدمھ بھ پوشش آن مي
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پلاستیكي ممكن است دچار تغییر شكل گردند. ھیچوقت از مواد شیمیائي فرار مانند بنزن در 

جنت بھترین انتخاب براي شستشوي دستگاه نكنید. مواد دتر ھاي پلاستیكي استفادهقسمت

 باشند.مي

 دار استفاده نكنید كھ ھاي ھالوژنراي تمیز كردن داخل دستگاه از محلول سدیم كلراید یا محلولب

 شود.باعث خوردگي دیواره دستگاه مي

 ھاي قلیائي یا اسیدي قوي استفاده نكنید .از محلول 

  ٢سنسورCO در انكورباتورھاي كشت سلولي تحت تأثیر میزان رطوبت بوده و پائین آمدن 

شود. تمیز نمودن مرتب این  سنسور با در دستگاه مي ٢COعث بالا رفتن میزان گازرطوبت با

 درصد یا ایزوپروپیل الكل ضروري است. ٧٠الكل 

 بویژه اگر  ھنگام استفاده از الكل جھت تمیز نمودن داخل انكوباتور دقت لازم را بعمل بیاورید

این شرایط الكل بخار شده تمام فضاي  ھاي بالا تمیز شود درباتور با الكل در درجھ حرارتانكو

داخل باتور را فراگرفتھ و ممكن است خطر انفجار روي دھد بنابراین تمام الكل باقي مانده را بھ 

 خوبي پاك كنید.

 ھا و دیواره دستگاه ھمواره باید خشك باشد. براي جلوگیري از آلودگي در انكوباتورھا ، قفسھ

دت طولاني رطوبت موجود درانكوباتور بصورت قطرات در اثر بازماندن درب دستگاه بھ م

شود ھا باعث رشد باكتریھا قارچھا و مخمرھا ميآب درآمده و این قطرات روي قفسھ و دیواره

در این موارد آب موجود را كاملاً خشك كنید و محل را بھ خوبي ضد عفوني نمایید بخصوص 

تور ریختھ است. بھ ھمین خاطر بیش از اگر مقداري از محیط كشت روي قفسھ یا داخل انكوبا

ھا داخل ھاي كشت را با محیط پرنكنید زیرا در اثر تكان خوردن این محیطاندازه فلاسك

 آورد.بوجود مي انكوباتور ریختھ و محل مناسبي را جھت رشد عوامل آلوده كننده

 موده و داخل ھا را خارج نھاي كشت بلافاصلھ تمام كشتدر صورت دیدن آلودگي در فلاسك

توانید در داخل فور ھا را نیز ميدرصد ضدعفوني نمائید قفسھ ٧٠انكوباتور را بخوبي با الكل 

 قرار داده تا استریل گردند.

 موقع ظرف آب داخل دستگاه ، در انكوباتورھاي كشت سلولي بسیار ضروري ھ تعویض ب

 است.

 ٢ بھترین انواع انكوباتورھايCO  ھاي داخلي انكوباتور بھ قسمتآنھایي ھستند كھ محفظھ

از انتشار آن بھ  ,اند كھ درصورت آلودگي در یك قسمتكوچكتري با دربھاي جداگانھ تقسیم شده

ھا داراي سیستم خودكار گیري شود. ھمچنین این نوع دستگاھھاي دیگر جلوسایر قسمت

ن استفاده نمود. آ توان ازاستریلیزاسیون بوده كھ در ھنگام ضدعفوني و تمیز كردن دستگاه مي

از دو سیلندر بوده تا در ھنگام تمام شدن یك سر سیلندر از  ٢COھمچنین داراي دو ورودي گاز 

 دیگري استفاده كند.

  

  نكات ضروري درھنگام كاربا ھود

  ھود ھا را مي توان بھ سھ قسمت تقسیم کرد:

  میکروبي -١
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  کشت سلولي -٢

  شیمیایي-٣

  

 ھودھاي میكروبي و كشت سلول 

مئن شوید كھ محیط داخل ھود از كار قبلي تمیز شده است. براي اطمینان بیشتر یكبار دیگر بھ طور مط

  درصد با دستمال بدون كرك پاك كیند. ٧٠كامل داخل ھود را با الكل 

داخل ھود را روشن نمائید (مرطوب بودن سطح داخل ھود با الكل اثر  UVدقیقھ چراغ  ١٥بھ مدت حداقل 

 محیط باید كاملاً تاریك باشد). UVنماید. این نكتھ بسیار داراي اھمیت است كھ اثرمياشعھ را بیشتر 

 دقیقھ صبر نماید. ١٥ھود را روشن نموده و  UVبعد از خاموش كردن چراغ 

اعتماد بھ عمل فیلتراسیون ھوا در جھت مؤثر ھودھا كمي قابل تأمل است و ھمیشھ درصدي خطا وجود 

توانند احتمال مؤثر بوده ولي مي %١٠٠توانند بھ طور كامل و ودھا ھرگز نميخواھد داشت. بنابراین ھ

آلودگي را بھ میزان بسیار زیادي كاھش دھند، در نتیجھ وجود ھواي تمیز با تھویھ مناسب در اتاق یا 

اند و سایر تمھیداتي نظیر استفاده صحیح ، كنترل و تعویض آزمایشگاھي كھ این ھودھا كار گذاشتھ شده

تواند بموقع فیلترھا و جلوگیري از انتشار و پخش گرد و غبار در آزمایشگاه از عواملي است كھ مي

 ضریب اطمینان عملكرد این ھودھا را بالا برد.

جھت رسیدن بھ حداكثر راندمان كاري و اطمینان مستمر از عملكرد یك ھود، كنترل مرتب آن بستھ بھ 

 ھا لازم و ضروري است.شرایط استفاده تعداد استفاده كننده

ھاي آزمایشگاه و جریانات شدید ھوائي گاز ھودھاي مذكور باید درمحلي ایزولھ و جدا از سایر قسمت

ھا و ھمچنین بدور از رفت و آمدھاي زیاد كنندهھا، خنك، ھواكشھاھا, پنجرهبگذاشتھ شوند (دور از در

 كاركنان)

 ھود از مواد بسیار ضروري است. ھاي مدون تمیز نمودن و ضدعفوني كردنبرنامھ

رفت و آمدھاي اضافي در ھنگام كار، وسایل و مواد مورد احتیاج را قبلاً در جھت جلوگیري از ھرگونھ 

 اتاق كشت و در كنار ھود آماده نمائید.

  نمودن وسایل در زیر ھود براي جلوگیري از ایجاد اختلال در جریانات ھوائي خودداري كنید. از جمع -٩

تمام وسایلي كھ لازم است بھ داخل ھود برده شوند باید با الكل ضدعفوني شوند و بخوبي با یك دستمال  -١٠

  تمام سطوح وسایل و ظروف با الكل تمیز گردند.

باشد استفاده نكنید ھمچنین وسایل اختصاصي مربوط بھ ھرگز از وسایلي كھ مربوط بھ اتاق كشت نمي -١١

  ي دیگر بھ كار نبرید.اتاق كشت را نیز براي كارھا

از كار كردن ھمزمان با نفر دیگر در مواقع غیر لازم خودداري كنید . تعداد عاملین بیشتر نیاز بھ  -١٢

  شود.وسایل بیشتر بوده و باعث ایجاد اختلال در جریان ھوائي مي

  سانتي متر پس از منفذھا مكش ھوا در جلوي ھود است . ١٠ناحیھ مجاز در زیر ھودھاي  -١٣

  از انجام حركات سریع و ناگھاني دستھا در داخل ھود خودداري كنید. -١٤

ھا را توانید بھ راحتي این دستكشھاي لاتكس در ھنگام كار ضروري است زیرا ميپوشیدن دستكش -١٥

ً الكل بر ي بدنبال نخواھد اي دستھا نیز ضرربھ علت نداشتن خلل و فرج با الكل ضدعفوني كنید و متعاقبا

  .داشت
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ً ناحیھ مزبور را بلافصلھ با دستمال آغشتھ بھ در صورت ریختھ شدن مواد و محیط -١٦ ھاي كشت حتما

  الكل خوب تمیز و پاك كنید.

  درصد تمیز كنید. ٧٠پس از اتمام كار تمام فضاي داخل و سطوح را با الكل  -١٧

ً درب پائین را ببندیددر مواقعي كھ از ھود استفاده نمي -١٨ . بستھ بودن درب اتاق كشت نیز  كنید حتما

  بسیار مھم است.

  جدا نمودن ھودھا براي فعالیتھاي مختلف بسیار ضروري است. -١٩

 (Fumigation)كنید استفاده از عمل تدخین یا دودزدائي در مواردي كھ با مواد سیتوتوكسیك كار مي -٢٠

  با یكي از مواد ضدعفوني كننده مانند فرمالین مناسب است.

  وپوش آزمایشگاھي باید از جنسي باشد كھ از خود فیبرھاي كمتري را آزاد كند تا وارد ھود نشود.ر -٢١

ھاي سلولي دركشت سلول كھ ممكن است میزبان طبیعي یا آلوده بھ بھ دلیل استفاده از انواع رده -٢٢

ً وسایل مصرفي و زبالھمیكروارگانیسم را  Reagentیا ھاي باقي مانده محیط ھاي خطرساز باشند حتما

  بطور جداگانھ اتوكلاو نماید و از انباشتھ شدن آنھا در اتاق كشت خودداري كنید.

 

 ھودھاي شیمیایي

در ابتدا برنامھ كاري خود را تنظیم نموده و تمام وسایلي كھ مورد نیاز است در ھود قبل از شروع كار 

  قرار دھید .

اخل ھود دارد و فاكتورھاي مختلفي در سرعت خوب كار كردن ھود بستگي بھ سرعت جریان ھوا در د

 ھواي قسمت جلوي ھود و داخل آن مؤثر است .

 مطمئن باشید كھ ھود در جاي مناسب و بھ دور از جریانات ھوا قرار گرفتھ است.

ترین سطح خود نگھ دارید كھ در این صورت بھترین محافظت در ود را ھمیشھ در پائینھدرب جلوي 

 ي داخل ھود بھ بیرون است.برابر خارج شدن ھوا

ھاي تعبیھ ھاي حاوي مواد شیمیایي را از درون ھود خارج نموده و در قفسھتمامي وسایل غیر لازم و شیشھ

ھا در زیر ھود باعث تجمع بخارات شده در قسمت پائین ھود قرار دھید نگھداري و ذخیره سازي شیشھ

. البتھ ممكن است ھودھا را فقط براي ذخیره مواد در شودسمي و اختلال در جریانات طبیعي ھود ایجاد مي

 نمایند.نظر بگیرند كھ بطور مداوم تولید بخارات سمي مي

بھ خاطر داشتھ باشید كھ در ھر زمان از انجام حركات سریع در زیر ھود خودداري نمایید زیرا حركات 

 گردد.ھواي داخل ھود ميناگھاني و سریع دستھا یا جابجا نمودن وسایل باعث اختلال در جریان 

اي درون ھود قرار دھید كھ محلھاي جریان ھواي را مسدود نكرده باشند و وسایل مورد نیاز بھ گونھ

 ھمچنین از قسمت انتھاي ھود كھ محل خروج ھوا بوده بھ دور باشند . 

واد شیمیایي و یا سانتیمتر از داخل لبھ خارجي ھود بھ بعد كار نماید و در ھنگام استفاده از م ٨حداكثر 

 وزن كردن آنھا دستھا در حد امكان در آخرین وضعیت در داخل ھود قرار دھید.

توانید با یك تكھ یخ خشك ھود را مورد در مواقعي كھ اطمینان كامل بھ كارایي مناسب ھود ندارید مي

د . ھنگامي ترین وضعیت خود قرار دھیامتحان قرار دھید در این حالت درب جلوي ھود را در پایین

بخارات متساعد شده از یخ خشك  كمتر در محوطھ داخلي ھود پخش و بیشتر بھ طرف مجاري خروج ھوا 

 توانید از كارایي ھود مطمئن باشید.حركت كنند مي
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 )٢N(نكات ایمني در رابطھ با نیتروژن مایع

  در رابطھ با نیتروژن مایع بسیار ضروري : ریز مھم اتدانستن نك

توانند در است كھ مي -c١٩٦نھایت سرد است و نقطھ جوش آن بي بي رنگ و بو و مایعنیتروژن  -١

پس بھ  صورت تماس مستقیم با پوست یا ھر نقطھ دیگر از بدن انسان نوعي سوختگي شدیدي ایجاد نماید.

  ھیچ عنوان جھت در آوردن ظرفنیتروژن مایع از دست خود استفاده نكنید.

براي حمل و نقل نیتروژن مایع از ظروف مخصوص حمل نیتروژن مایع استفاده نمایید این ظروف را  -٢

حجم ظرف را از نیتروژن مایع پر نموده تا از وارد شدن شوك شدید سرما  ٣/٢باید بھ آھستگي و حداكثر 

  بھ ظرف كھ ممكن است باعث صدماتي شود جلوگیري گردد.

  نیتروژن مایع لطفاً درب ظرف مورد نظر را بگذارید. براي جلوگیري از بخار شدن -٣

  از تماس پوست بدن با وسایلي كھ با نیتروژن مایع در تماس بوده اند اكیداً خودداري كنید. -٤

  در موقع كار با نیتروژن مایع الزامي است. حافظاستفاده از دستكش و عینك م -٥

كنید كاملاً محكم نبندید. نمایید یا نگھداري ميميھرگز درب ظروفي كھ نیتروژن مایع را در آن حمل  -٦

شود فشار دروني بسیار بالا رفتھ علاوه بر ایجاد صدمھ بھ ظرف زیرا بھ علت گاز نیتروژني كھ تولید مي

  امكان زیادي وجود دارد كھ انفجار صورت پذیرد ھرگز ظروف را از نیتروژن پر ننمایید.

مزه و كشنده است. نیتروژن مایع بھ سرعت میزان اكسیژن محیط و بو، بيرنگ، بينیتروژن مایع بي -٧

گردد. مي suffocation) (اختناق بافت و ھر قسمتي كھ روي آن ریختھ شود را كاھش داده و باعث ایجاد

گردد. بنابراین ھرگز نباید براي كنترل آن داخل ظرف را دید ، مزه یا بو نمود زیرا بھ سرعت استنشاق مي

باشند. ھنگامي كھ خاطر نیتروژن مایع باید در مكانھایي نگھداري شود كھ داراي تھویھ ميبھ ھمین 

شود باعث كاھش شدید غلظت اكسیژن ھوا شده و ممكن است باعث سرگیجھ ، نیتروژن مایع بخار مي

  بیھوشي و حتي مرگ گردد.

  دداري نمایید.از گذاشتن ظروف دربستھ شیشھ اي در داخل ظرف نیتروژن مایع جدداً خو -٨

ظروف پلاستیكي مانند اپندورف را مي توان با استفاده از گیره ھاي آھني یا چوبي از داخل ظرف  -٩

  نیتروژن مایع خارج كرد.

باز و فقط روي زمین خالي نمایید و پس از استفاده ، باقیمانده نیتروژن مایع را فقط بر محیطھاي سر -١٠

  آنرا بھ ظرف اصلي اش بر نگردانید.

كننده و مواد ظروف نگھداري نیتروژن مایع در جاي تمیز و خشك بھ دور از رطوبت، مواد تمیز -١١

ھاي شیمیایي نگھداري كنید این ظروف را فقط با آب یا محلولھاي دتر جنت شیمیاي یا سایر خورنده

  ضعیف بشویید و سپس خشك نماید .

یت و شكل ظروف نگھداري و نحوة استفاده از آن میزان بخار شدن نیتروژن مایع بستھ بھ زمان موقع -١٢

متفاوت است باز و بستھ نمودن مستمر یا حركت دادن ظرف حاوي نیتروژن از میزان اثر سرمازایي 

گیري شود و مطمئن باشید كھ بھ كاھد. سطح نیتروژن مایع را در ظرف ھر ھفتھ باید اندازهنیتروژن مي

  ي شده در آن صدمھ وارد نشود .اندازه كافي بوده تا بھ مواد نگھدار

درمواقعي كھ شخصي بھ وسیلھ نیتروژن مایع دچار سرگیجھ شد یا كمي بیھوش گردید اورا بھ  -١٣

محیطي كھ كاملاً باز باشد ببرید و از یك پزشك كمك بگیرد اگر تنفس براي او مشكل است از اكسیژن 



Department of Biology, Isfahan University 

 

٦٢ 
استفاده كنید ، او را گرم نگھدارید تا پزشك از تنفس مصنوعي  ،آن تنفس استفاده نماید و در صورت قطع

  از راه برسد.

دیده را با دماي طبیعي بدن بھ اگر نیتروژن مایع روي دست ، پا و یا صورت بریزد باید محل آسیب -١٤

 ٤٢سرعت ھر چھ بیشتر گرم نگھ داشت، پوشش ناحیھ را باید از پوست جدا كرد و ناحیھ را در حمام آب 

  ور كرد.راد غوطھدرجھ سانتي گ ٤٥تا

ً نیتروژن مایع مقادیر زیادي گاز تولید مي -١٥ متر مكعب مربع  ٧/٠نماید. یك لیتر نیتروژن مایع تقریبا

اید ھنگام كند بنابراین در ھنگامي كھ نیتروژن مایع را در ظروف درب بستھ ریختھگاز نیتروژن تولید مي

  باز نمودن آن احتیاط نماید.

  

  )UVبا دستگاه مولد نور ماوراءبنفش (موارد ایمني و كار 

 جداشده روي ژلھاي DNAمشاھده باندھاي ) براي UltraVioletنور ماوراء بنفش( لامپاز

در دستگاه ژل    (Ethidium Bromide)تیمار شده با محلول اتیدیوم بروماید (Agarose)آگارز

بر پوست  نانومتر) ٢٥٤موج(باطول  UVشود اثرات استفاده مي (Gel documentation)داكیومیشن 

مروارید و و در چشم ورم ، آب شود ھاي پوستي و ھمچنین سرطان پوست مي، لكھ سوختگيشامل ایجاد 

موارد ایمني زیر را باید   UVنماید ھنگام كار با دستگاھھاي مختلف مولد نور سوختگي شبكیھ ایجاد مي

  رعایت كرد:

از روپوشھاي بلند و دستكشھاي محافظ، مخصوصاً زماني كھ از پوشاندن تمامي قسمتھاي پوست با استفاده 

UV   شود دستي استفاده مي . 

 ً   استفاده شود. یا ماسك از عینك محافظ حتما

را روشن نمایید  UVلامپ ابتدا ژل را بر روي صفحھ دستگاه قرار دھید و پس از گذ اشتن شیشھ محافظ 

ن ژل خودداري نماید در این وضعیت ابتدا دستگاه را در ھنگامي كھ دستگاده روشن است از جابجاكرد

 خاموش نمایید و بعد ژل را جابجا كنید.

اي نمایند دقت نمایید حتماً بین پوست و چشم شما حتماً مانع شیشھرا جذب مي   UVشیشھ و اشیاء كدر نور 

 برآنْھا جلوگیري شود.  UVیا كدر قرار داشتھ باشد تا از اثر مستقیم نور 

 UVمواظب باشید كھ از زوایاي كناري شیشھ محافظ در معرض نور  شننتژل داكیوم دستگاهم كار باھنگا

قرار نگیرید . اغلب در ھنگام كار با دستگاه اگر بھ طرفین دستگاه حركت نمایید بھ علت فاصلھ شیشھ از 

 گیرید.قرار مي UV دستگاه در معرض نور

را با آب مقطر و  جایي كھ ژل قرار داشتھ استكردن آن ، پس از استفاده از دستگاه و پس از خاموش 

 دستمال كاغذي تمیز نمایید.

  حفاظت در برابر اشعھ

و محیط زیست در برابر اثرات بیولوژیكي پرتوھا بھ نحوي كھ  انسان عبارت است از حفاظت نسلھاي آینده

خدمت بھ زیستن و رفاه انسان ھنوز بتوان از مواد پرتوزا یا رادیواكتیو  و دستگاھھاي پرتو ساز در 

  استفاده نمود .

  خطرات بالقوه كار با منابع پرتوزا

  ھاي واقع در داخل بدن.خطر پرتوگیري داخلي بدن: پرتوگیري تمام یا بخشي از بدن از چشمھ
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٦٣ 
خطر پرتوگیري خارجي بدن: ھر گونھ پرتوگیري از دستگاھھاي پرتو ساز و یا منابع پرتوزا كھ خارج از 

 ار دارند.بدن قر

  راھھاي حفاظت در برابر آلودگي داخلي بدن

  پوشاندن یا محدود نمودن منبع 

باشند ھوا بھ عنوان یك ماده جاذب بكار برده داراي برد بسیار كوتاھي در ھوا مي aبھ اینكھ ذرات  توجھبا 

  شود .مي

زا  Bھاي براي چشمھكھ داراي عدد اتمي كوچك ھستند مانند آب و پلاستیك حفاظ مناسب  جاذبيمواد 

 باشند .مي

 باشند .و گاما مي Xكھ داراي عدد اتمي بالا ھستند مانند سرب حفاظ مناسب پرتوھاي  جاذبيمواد 

  اظتي و ابزار حفاظت دستگاه تنفسحف پوششھايتجھیز فرد بھ  -٢

  را مي توان توسط عوامل زیر تا حد مطلوب ومورد نظر كاھش داد. خارجيپرتوگیري 

  ان پرتو دھي دارد.مدریافتي رابطھ مستقیم باز (Dose)دز تو گیري:زمان پر

 بامجذور فاصلھ تاچشمھ نسبت عكس دارد. پرتو تندي دز فاصلھ با منبع پرتو:

 نوع ومقدار ماده پرتوزا

دزیمتر فردي متداول  ،فیلم بج بھ منظور تعیین پرتوگیري خارجي افراد، دزیمترھاي فردي تھیھ شده است،

نظر بھ اینكھ  است. ملاك بررسي براي تعیین پرتوگیري شدت سیاھي فیلم درون بج مي باشد.در ایران 

  سیاه شدن فیلم بھ عوامل مختلف بستگي دارد. جھت استفاده از این دزیمترباید نكات زیر را رعایت كرد:

  درمواقع غیر كار در محلي دور از تابش پرتو نگھداري شود.

در محل ھاي گرم ومرطوب، در معرض گازھاي شیمیائي قرار  شید،در معرض تابش مستقیم نور خور

 نگیرد.

 دندانپزشكي، رادیو تراپي، پزشكي ھستھ اي نباید ھمراه داشتھ باشد. ھنگام مراجعھ بھ مراكز رادیولژي،

 لفاف كاغذي فیلم پاره یا سوراخ نشود.

 محل قرار گیري فیلم در بج تغییر نكند.

 شماره بھ نام آن ثبت شده است.توسط فردي استفاده شود كھ 

 فقط در مؤسسھ درخواست كننده استفاده شود.

  توصیھ ھاي لازم جھت كار با مواد پرتوزا

  فقط افرادي كھ داراي فیلم بج مي باشند اجازه كار با مواد پرتوزا وورود بھ اتاق رادیواكتیو را دارند. -١

پوشانیده تامواد رادیواكتیو از این طریق وارد محل ھائي را از بدن كھ زخم ھستند با پوشش مخصوص  -٢

  سیستم عمومي بدن نشوند.

) پس از تعیین محل كار، مشخصات site I, site  IIرادیواكتیو داراي دو جایگاه مي باشد( آزمایشگاه -٣

  خواستھ شده در دفترچھ اتاق رادیواكتیو را پرنمائید.

  ار از نظر آلودگي چك شود.قبل از شروع كار با استفاده از گایگر، محل ك -٤

  استفاده از سیني ھاي مخصوص كار با مواد پرتوزا حاوي كیسھ زبالھ وكاغذ جاذب الزامي است. -٥

  استفاده از دستكش جراحي وروپوش آزمایشگاه الزامي است. -٦

  استفاده از ماسك الزامي است. و كار با مواد رادیواكتیوحاوي بخار، زیر ھود صورت گیرد-٧
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٦٤ 
  آوري گردد.انھاي مایع، بستھ بھ نوع پرتو(بتا یا گاما) ،در ظرف مخصوص پسمان مایع جمعپسم -٨

دستمال كاغذي، دستكش یكبار مصرف)باید در ظرف مخصوص پسمانھاي جامد  پسمان جامد(تیپ، -٩

  جمع آوري شود(بستھ بھ نوع پرتو).

  ي مجدداً چك شود.محل كار از نظرآلودگ پس از پایان كار با استفاده از گایگر، -١٠

بن ماري و.... از اتاق رادیواكتیو بھ آزمایشگاھھاي دیگر  انتقال وسایل نظیر میكروپیپت، میكروفیوژ، -١١

  اكیداً ممنوع است.

  رفع آلودگي

  رفع آلودگي از داخل سیني مخصوص كار بامواد پرتوزا

  .با استفاده ازدستمال كاغذي، محلول را ازداخل سیني جمع آوري كنید -١

  كیسھ زبالھ وكاغذ جاذب درون آن را بھ ظرف پسمان جامد منتقل نمائید. -٢

  با استفاده از گایگر از عدم آلوده بودن سیني اطمینان حاصل فرمائید. -٣

  سیني را در درون اتاق پسمان قرار دھید. در صورت عدم رفع كامل آلودگي، -٤

  رفع آلودگي از روي میز كار یا زمین

  كاغذي روي محلول ریختھ شده قرار دھید.مقداري دستمال 

 با استفاده از مار كر ضدآب، اطراف محل آلوده رامشخص نمائید.

 با استفاده از آب ومقداري دستمال كاغذي محل آلوده راچندبار تمیز نمائید.

 با استفاده از گایگراز عدم آلوده بودن محل اطمینان حاصل فرمائید.

  رفع آلودگي از روي بدن -

تا مواد رادیواكتیو از این طریق وارد سیستم  حل ھائي را كھ زخم ھستند باپوشش مخصوص بپوشانیدم -١

  عمومي بدن نشوند.

ھاي مو وسوراخھاي ازطریق فولیكول از ورود این مواد بعضي از مواد روغني برروي بدن بمالید تا -٢

  غدد ترشحي جلوگیري شود.

بطوري كھ قسمت ھاي سالم یا مكانھاي حساس تر پوست مثل آب و صابون بشوئید  با محل آلوده را -٣

  چشم آلوده نشوند.

براي رفع آلودگي شدیدتر كھ لایھ ھاي شاخي پوست را ھم پاك كند از محلول پرمنگنات پتاسیم استفاده  -٤

  شود وپس از چند دقیقھ آن رابشوئید.

  )١٠٠-nm٤٠٠پرتوھاي ماوراء بنفش(

اء بنفش برپوست بدن وچشم محدود مي گردد، میزان نفوذ این پرتوھا در اثرات بیولوژیكي پرتوھاي ماور

  )  است.١/٠-nm١پوست بدن(

 UVنحوه كار با لامپ

از آنجا كھ پرتو ماوراء بنفش بر روي پوست وچشم اثر مي گذارد، پوشیدن روپوش واستفاده ازعینك  -١

  الزامي است. )Transilluminator(یا دستي  UVمحافظ ودستكش ھنگام كار با لامپ

  ، سپس دستگاه را روشن كنید.بستھ  را(Transilluminator)ابتدا درب دستگاه  – ٢
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٦٥ 
در موقع بریدن قطعھ اي ازژل، دستگاه راطوري قراردھیدكھ درب آن بطرف شما باز شودوصورت  -٣

نیاز از  و ماوراء بنفش بھ پوست شما نتابد و در صورتخود راپشت شیشھ قرار دھید بھ گونھ اي كھ پرت

  عینك مخصوص استفاده شود.

  حتماً درھنگام جابجا كردن ژل،دستگاه خاموش باشد. -٤

  را با استفاده از دستمال كاغذي خشك كنید. Transilluminator،حتماً روي شیشھكارپس از پایان  -٥

  حفاظت در برابر پرتو ھاي ماوراء بنفش 

  را بھ خوبي جذب مي كنند.٣٠٠ nmي كمتر ازپرتوھاي ماوراءبنفش با طول موج ھا شیشھانواع  -١

راجذب UV-Aپرتوھاي ماوراء بنفش بھ خصوص   اغلب اجسامي كھ دربرابر نور معمولي كدرھستند، -٢

  مي كنند.

  درمواردي كھ شدت پرتوھاي ماوراء بنفش زیاد مي باشد استفاده ازعینك مخصوص ضروري است. -٣

  لاً پوشیده براي كار با پرتوھاي ماوراء بنفش توصیھ شده است.استفاده ازلباس ھاي آستین بلند و كام -٤

  باعث سوختگي پوست و آسیب دیدگي چشم مي شود. UVكار با لامپ  ھنگامبي احتیاطي در  -٥

  مواد شیمیایي

ماده مورد نظر را مطالعھ قبل كار با مواد شیمیایي باید اطلاعات لازم در مورد خواص فیزیكي و شیمیایي 

مثال اطلاعات فیزیكي و شیمیایي مربوط بھ متانل از قبیل فرمول، دماي احتراق، نقطھ ذوب، كرد(براي 

یكي از بھترین منابع براي (و غیره .  SRتواند برساند،  مي، حلالیت در آب، آسیب ھایي كھ  PHرنگ،

  كسب اطلاعات كاتالوگ مرك مي باشد). 

ي در آزمایشگاه باید نھایت دقت بعمل بیاید مثلاً از نكات قابل توجھ آنست كھ در چیدمان مواد شیمیای

درزیر ھودھاي شیمیایي باتھویھ مناسب قرار گرفتھ ودر قفسھ ھاي عمومي  رتركیبات شیمیایي مایع وفرا

از چیدن تركیباتي كھ سریع وارد برھم كنش با سایر مواد مي شوند، كاملاً اجتناب نمود.ھمچنین قفسھ ھا 

وده وھواي آزمایشگاه نیز تھویھ مناسب داشتھ باشد. ھمچنین پوسترھاي نشان ب بحتي المقدور واجد در

دھنده علائم ھشدار دھنده مواد شیمیایي در مكانھاي مناسب ودر معرض دید افراد نصب شوند. ھمچنین 

افراد باید جھت دفع مواد شیمیایي بسیار زیان آورآموزش دیده وتجھیزات وامكانات ضروري، در 

  براي این امور اختصاص یابد.آزمایشگاھھا 

  جدول برخي از مواد شیمیایي ناسازگار كھ باید از یكدیگر دور نگھ داشتھ شوند.

Chromic acid,Nitric acid,Permanganates Acetic Acid                             

Conccntrated nitricacidandsulfuricacid   

Mixtures, Hydrogenperoxide 

Acetone 

Carbon dioxide, Carbontelrachloridc, 

Other Chlorinated hydrocarbons, earth 

Metales suchas codium, potassium, … 

Alkali and Alkaline 

Chlorates , per chlorates , permanganates Sulfuric acid 

from prudemt practices in the laboratoly Handling and Disposal or chemicals 

,National Academy press, ١٩٩٥.  

  



Department of Biology, Isfahan University 

 

٦٦ 
  چند نكتھ ایمني در كار با مواد شیمیایي(مقررات عمومي)

  ھیچگاه درآزمایشگاه بھ تنھایي كار نكنید(مگر بااطلاع سرپرست). -

  از خوردن و آشامیدن در آزمایشگاه جدداً خودداري نمایید. -

  اه نگذارید.ھیچگاه كیف ووسایل شخصي خود رادرمحیط آزمایشگ -

  بھ مقررات وقواعد نگھداري مواد شیمیایي مختلف دقت كنید.  -

  قبل از توزین یا برداشتن یك ماده برچسب ایمني آن رامطالعھ كنید. -

  ول استفاده كنید.تضمناً از وسایلي نظیر اسپا دست برندارید، ھیچگاه ماده اي رامستقیماً با -

ن ودقت كافي بعمل آورید،ممكن است پاشیدن و پرتاب شدن در شكستن وخرد كردن مواد جامد تمری -

  ذرات جامد بھ صورت شما یا اطراف وخطر انفجار شما راتھدید كند.

  از مزه كردن وچشیدن ھر نوع ماده خودداري كنید. -

  از برداشتن مایعات با پي پت توسط دھان خودداري كنید. -

  سمي استفاده كنید. واد خورنده یااز ھود ودستكش وگلاوباكس وماسك براي كار با م -

  ال پذیر را روي شعلھ قرار ندھید.عھیچگاه یك حلال یا مایع اشت -

  شویي خالي نكنید.تال پذیر را در دسعھیچگاه اسیدھا، قلیاھا، مایعات سمي ویا اشت -

  داتوضیح علائم روي بستھ مو

E(Explosive) ار)نگھداري شود(قابل انفج مواددر جایي غیر از انبار  

O(Oxidizing- Fire Promoting)قابل اشتعال)تماس با مواد قابل اشتعال بھ حداقل برسد. -(اكسید كننده 

T(Very toxic).(رعایت حداكثر موارد ایمني)(بسیار سمي)تماس بابدن بھ ھرشكلي محدود شود 

T(Toxic).سمي 

Xn(Harmful).(مضر) نباید بادست تماس پیداكند 

F+(Exteremely flammable).(بشدت قابل اشتعال)دردماي زیر صفر نگھداري شود 

F(Highly flammable)نگھداري دردماي زیرc٢١ 

C(Corrosive).(خورنده)از تماس باكلیھ سطوح بدن جلوگیري شود 

Xi(lrritant) كم خطر ترین  

  :كردھ زیر تقسیم بھ یكي از چھار دست مي توان از لحاظ سمیت وزیان را مواد شیمیایي

شامل موادسرطان زا، جھش زایا مسموم كننده درتولید مثل وحساسیت زاھاي  با زیان بسیار زیاد: مواد

 تنفسي

 د سوزاننده وحساسیت زاھاي پوستيامواد بازیان زیاد:موادبسیار سمي،مو

 مواد با زیان متوسط:مواد مضر،مواد محرك وسوزش آور

 ان مواد خطرناك شناختھ نمي شوند.مواد با زیان كم:موادي كھ بعنو

  بھ منظوردستیابي بھ ایمني بیشتر در آزمایشگاه عوامل چندي را مي توان مد نظر داشت از جملھ:

ویژگیھاي  نسبت بھ نوع موادشیمیایي مورد تماس ومصرف و و رعایت اصول ایمني آموزش افراد -الف

  آنھا بصورت كلي وتدریجي



Department of Biology, Isfahan University 

 

٦٧ 
(مانند جعبھ كمك ھاي اولیھ، چشم شو، ومواد ضروري مورد نیاز سوانح تجھیز آزمایشگاه بھ وسایل -ب

  برد صحیح آنھاوآموزش كار دوش اضطراري، پتوي مخصوص سوانح سوختگي)

  آموزش كمكھاي اولیھ -ج

  تھیھ دستور العمل ھاي مدون ایمني -د

  مواد شیمیایي موجود در آزمایشگاه بھ سھ حالت جامد،گازومایع موجود مي باشند.

  ر كدام از حالات فوق آثارمختلفي برفیزیولوژي موجودزنده دارند.ھ

كھ از راه تنفس وارد ریھ ھا مي شوند وآثار  ،موادشیمیایي بحالت گازي، بخار ویاذرات معلقي  -الف

  فیزیولوژیك خودرابصورت زیر ظاھر مي كنند.

  مواد التھاب آور ومحرك (مثل آمونیاك واسید ھیدروكلریك)

 ر(ساده مثل دي اكسیدكربن،شیمیایي مثل منواكسیدكربن،اسید سیانیدریك)مواد خفگي آو

 موادبیھوش كننده ومخدر(مثل اتانول ودي اتیل اتر)

 سموم سیستمیك(متانول،فنل ھا،بنزن،كربن دي سولفید)

 ذرات معلق(آزبست وسیلیس)

  بروز مي دھند:مواد شیمیایي مایع نیز بھ اشكال زیر آثار خودرابر فیزیولوژي موجود زنده  -ب

حلالھاي آلي نظیر استون،كلروفرم،سیكلوھگزان،دي اتیل اتر،دي متیل سولفوكسید اتیل  -١

الكل،ھگزان،متانول،تولوئن،متیلن كلرایدو...كھ علاوه بر اشتعال پذیري آثار مسموم كنندگي دارندوبرخي 

  نیز خاصیت سرطان زایي و ناباور كنندگي نشان مي دھد.

محلول مانند اسید سولفوریك ، اسیدھیدروكلریدریك ،آمونیاك ،آب اكسیژنھ و....این معرفھاي معدني  -٢

  تركیبات ھمگي سوزاننده وبرخي خورنده مي باشند وھر كدام اثر فیزیولوژیكي متفاوتي دارد.

  مواد شیمیایي جامد نیز مي توانند باعث مسمومیت یا آثار دیگر شوند. -ج

  د شیمیایي مھم :نكات ایمني در مورد بعضي از موا

  كلروفرم

كلروفرم ماده سرطانزاست وسمیت تنفسي كلروفرم زیاد وسمیت پوستي آن كم است.علائم مسمومیت 

  باكلروفرم:تھوع،سرگیجھ،خواب آلودگي،كاھش سطح ھوشیاري میباشد.

  احتیاطھاي لازم وكمكھاي اولیھ

  ھ شستشو دھید.دقیق ١٥درصورت پاشیدن بھ چشم،چشم را با آب فراوان بھ مدت حداقل

در صورت آغشتھ شدن پوست فوراً آن را با آب و صابون بشوئید.اگر لباس بھ كلروفرم آغشتھ باشد آنرا 

 عوض كنید.

در صورت بروز علائم مسمومیت با كلروفرم كھ معمولاً بھ سبب تنفس آن پدید مي آید فردرا فوراً بھ ھواي 

 ھ را اجرا نمایید.آزاد رسانیده در صورت اشكال تنفسي كمكھاي اولی

در مواردي كھ مقداري كلروفرم بطور اتفاقي خورده شود باید فرد آسیب دیده را در صورتي كھ كاملاً 

 ھوشیار باشد وادار بھ استفراغ كرد.

  موارد نشت ماده در محیط آزمایشگاه یاریختن اتفاقي ماده بھ مقدار زیاد

ھویھ مناسب برقرار شود. افرادي كھ مسئول تمیز افراد باید محوطھ اطراف را بھ سرعت ترك كنند و ت

  كردن ماده ھستند حتماً باید ماسك تنفسي وپوشش مناسب داشتھ باشند.



Department of Biology, Isfahan University 

 

٦٨ 
  گوانیدین تیوسیانات

این ماده در تماس با اسیدھا، عوامل اكسید كننده وگرما، گاز بسیار سمي سیانیدھیدروژن راآزاد مي نماید. 

  نفسي وچشم آسیب مي رساند.گرد گوانیدین تیوسیانات بھ مخاط ت

  براي وزن كردن وكار با گرد ماده، زیر ھود با پوشیدن دستكش وماسك كار شود.

 ھرگز محلول گوانیدین تیوسیانات با محلولھاي اسیدي مخلوط نشود.

 جھت دور ریختن محلولھاي واجدگوانیدین،باسود غلیظ مخلوط شوند.

ز وجود دارد كھ كاربرد وخطراتي مشابھ با ماده گوانیدین ماده دیگري بھ نام گوانیدین ھیدروكلراید نی

  تیوسیانات دارد.

  كمكھاي اولیھ

  دقیقھ شستشو شود. ١٥ھنگام تماس اتفاقي با پوست یا چشم بامقدار فراوان آب حداقل بھ مدت

واي در صورت استنشاق اتفاقي پودر یا گاز متصاعد شده از محلولھاي حاوي تیوسیانات، فرد را فوراً بھ ھ

 آزاد برسانید.

 در صورت بلع اتفاقي ماده، فردآسیب دیده را وادار بھ استفراغ كنید.

  فرد آسیب دیده را فوراً بھ مركز فوریتھاي پزشكي رسانیده ومسئول آزمایشگاه را در جریان بگذارید.

  آمیداكریل

آمید بر تولید مثل  شود. اكریلاین ماده بشدت نوروتوكسین است واز راه پوست وتنفس بسرعت جذب مي

اثر سوء دارد وممكن است بروز ناھنجاریھایي در جنین شود.ھمچنین امكان دارد.سرطانزا باشد.علایم 

مسمومیت با آكریل آمید عبارتند از:منگي و گیجي، سوزن سوزن شدن،ضعف،عدم تعادل در راه 

  رفتن،اختلال تكلم ولرز.

  كمكھاي اولیھ

  ریل آمید حتماً زیر ھود شیمیایي با استفاده از دستكش وماسك كار شود.اي محلول سازي وتوزین پودر آكرب

 ١٥در صورت تماس محلول یا پودر آكریل آمید با پوست محل تماس را با آب فراوان وصابون بھ مدت

 دقیقھ شستشودھید.مسئول ایمني رادر جریان قراردھید.

 . ھنگام كار با محلول آكریل آمید حتماً دستكش لاتكس بپوشید

ھوشیار باشد وادار بھ فرد آسیب دیده را در صورتي كھ  در صورت خورده شدن اتفاقي محلول آكریل آمید

 ودراسرع وقت بھ مركز فوریتھاي پزشكي برسانید.استفراغ كنید 

درصورت تنفس ذرات آكریل آمید فردآسیب دیده را بھ فضاي آزاد برسانید وفرد را بھ مركز فوریتھاي 

 ھید.پزشكي انتقال د

 ھنگام ریختن ژل محل كار خود را روزنامھ یا لایھ جذب كننده(مانند دستمال كاغذي)بپوشانید.

 ھاي ژل را بعد از استفاده كاملاً بشوئید. Spacerوگیره ھا، شیشھ ھا 

ژل غیر قابل استفاده را بعد از بستن كامل، با استفاده از دستكش در كیسھ اي جداگانھ قرار داده و بعد دور 

 ریزید(آكریل آمید بصورت ژل كاملاً بستھ شده اثر سمي كمتري دارد).ب

 بھتر است بجاي پودر آكریل آمید محلولھاي آماده خریداري ومصرف شوند.

  مر كاپتواتانل
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٦٩ 
این ماده سمي بوده واز راه تنفس وپوست جذب مي شود.علائم مسمومیت ناشي از مركاپتواتانل عبارتند 

  ي گلو،سردرد،تھوع واستفراغاز:حالت گیجي، لرز،گرفتگ

  احتیاطھاي لازم وكمكھاي اولیھ

  دقیقھ باآب فراوان شستشو دھید. ١٥درصورت آلودگي چشم یا پوست محل را

 ھنگام بروز مسمومیت از راه تنفس فرد را بھ ھواي آزاد انتقال دھید وبھ مسئول ایمني اطلاع دھید.

  مركاپتواتانل كار كنید. -٢افظ بازیر ھود شیمیایي وبا استفاده از دستكش وعینك مح

  اتیدیوم بروماید

  این ماده موتاژن وسرطانزا است، چشم ودستگاه تنفسي مي تواند نفوذ كند.

  احتیاطھاي لازم وكمكھاي اولیھ

  .شودھنگام كار با اتیدیوم بروماید از دستكشھاي پلاستیكي وعینكھاي محافظ وماسك استفاده  -

ً باید در مكان بستھ بدون جریان شدید ھوا با استفاده از ماسك ودستكش دو توزین اتیدیوم بروماید حت - ما

  لایھ انجام شود.

  زبالھ ھاي آلوده بھ اتیدیوم بروماید، با فرھا وژلھاي آلوده بھ طور مجزا دفع شود. -

  خارج نكنید. UVماید را ھرگز از اتاقسایر لوازم آلوده بھ اتیدیوم برودستكش و  -

لباس یا پوست بھ اتیدیوم بروماید آغشتھ شود باید فوراً لباس آلوده را از تن خارج  در صورتي كھ -

  كردوپوست را با مقدار فراوان آب وصابون شستشو داد.

  دقیقھ شستشو داد. ١٥آب فراوان بھ مدت حداقل در صورت آلوده شدن چشم باید آن رابا -

ول آزمایشگاه را در ئبروماید مسئول ایمني یا مسدر صورت بروز ھر حادثھ اي در حین كار با اتیدیوم  -

  جریان قراردھید.

  فنل

اي سمي و فراراست كھ از راه پوست واستنشاق بخارات آن واردبدن مي شود.فنل بھ شدت فنل ماده

سوزاننده است.سوختگي ھاي ناشي از فنل بھ سبب خاصیت بي حس كنندگي موضعي، علیرغم وسعت 

ت درد چنداني نداشتھ باشند فنل وبخارات آن آتش گیر است. علائم ق سوختگي ممكن اسمآسیب وع

  مسمومیت با فنل عبارتست از: 

تھوع واستفراغ، تپش قلب وسرانجام كما ومرگ. در صورتي كھ فنل روي  سردرد، سرگیجھ، دردشكم،

گ پریده مي پوست بریزد،سوختگي ھاي شدیدبدون درد ایجاد مي كند.مناطقي كھ فنل بھ آنھا رسیده باشد،رن

  از سطح بدن با فنل مي تواند كشنده باشد. %٢٥شوند.سوختگي

  كمكھاي اولیھ

فردي را كھ با بخار فنل مسموم شده باشد فوراً باید از محل دور كرد وبھ فضاي آزاد رسانید تا بھ راحتي 

  تنفس كند در صورت نیاز تنفس مصنوعي انجام بگیرد.

ه بھ فنل باید فوراً از تن خارج شده ومحل تماس با مقدار زیاد آب در صورت ریختن اتفاقي فنل لباس آلود

شستشو داده شود. شستشو باید آنقدرادامھ یابد تا رنگ پوست محل آسیب دیده از حالت رنگ پریده بھ 

 صورتي كم رنگ تغییر رنگ دھد.

دقیقھ  ٢٠اقل بھ مدتدر صورت پاشیدن اتفاقي فنل بھ چشم باید چشم فرد آسیب دیده با جریان مداوم آب حد

 شستشو شود وفردآسیب دیده پس از شستشوي چشم باید بھ چشم پزشك مراجعھ نماید.
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٧٠ 
نكتھ مھم اینكھ در صورت بروز ھر كدام از موارد فوق پس از اقدام اولیھ فردآسیب دیده باید بھ مركز 

 فوریتھاي پزشكي منتقل شود.

  نكات عملي كار با فنل در آزمایشگاه

سمي فنل در ھوا،عمل اشباع وموازنھ كردن این ماده ونیز استفاده ازآن براي  بخارات بدلیل انتشار

  باید زیر ھود شیمیایي با تھویھ مناسب انجام بگیرد. حتماً RNAیا  DNAاستخراج

ھنگام كار با این ماده حتي الامكان از روپوش آزمایشگاه ودستكش محافظ(حداقل لاتكس) و در صورت 

 ظ،پیش بند و كفش ھاي پوشیده استفاده شود.امكان ازعینك محاف

 ال دور باشیم.عھنگام كار با فنل باید از ھر نوع منبع اشت

 ودگي محیط كار(سطح میز یا زمین)با محلول فنل باید:لدر صورت آ

 ھرنوع منبع اشتغال رااز محیط دور كرد. -١

 فضاي آلوده را ھر چھ سریعتر تھویھ نمود. -٢

 ازآھك خشك ویاجوش شیرین(محلولھاي قلیایي ضعیف)استفاده نمود. جھت خنثي كردن فنل -٣

  توان سطح آلوده رابا مقدار فراوان آب شستشو داد.چون فنل بسیار درآب محلول است، مي -٤

 ذخیره سازي مواد

كنیم كھ یكي از این موارد ھستند موادي كھ خریداري در حین انجام آزمایشھا ھمیشھ با موادي كار مي

شود، شوند محلولھایي كھ ساختھ ميشوند یا دوباره بستھ بندي ميوند، موادي تقسیم بندي ميشمي

آیند . ھمة این گونھ ھا كلونھا و ... كھ بدست ميشوند ، موادي مانند سویھآوري ميھایي كھ جمعنمونھ

قرار گیرند.  موارد ممكن است روزي مورد استفاده سایرین قرار گیرد و یا سایرین در معرض آنھا

  بنابراین لازم است بھ دو شكل اطلاعات مربوط بھ مواد ذخیره شده حفظ گردند: 

  الف _ در روي بطري و یا بستھ بندي بایستي حداقل اطلاعات زیر درج شوند:

 نام ماده 

 غلظت

 نام سازنده (نام شركت یا تھیھ كننده)

 تاریخ تھیھ

 تاریخ انقضاء یا مدت پایداري

 نوع خطر 

   ط نمونھ در زمان دریافت و منبع آنشرای

  بندي مواد، اطلاعات زیر معمولاً در جداولي ب _ فھرست موارد موجود: معمولاً پس از طبقھ

  كھ بھ راحتي قابل مراجعھ وبازیابي باشند درج مي گردد.

  نام ماده

 غلظت

 نام سازنده

 تاریخ تھیھ

 تاریخ انقضاء ویا مدت پایداري

 نوع خطر
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 محل ذخیره

  )Docummentationsداشت برداري وتھیة گزارش(یاد

علاوه برنحوه انجام پژوھش ورعایت نكات ایمني، نحوه یادداشت برداري در موارد زیر نیز جزو 

  مي باشد: GLPشرایط

  تھیھ طرح پژوھشي

  انجام آزمایش ویادداشت برداري از داده ھاي خام

 تجزیھ وتحلیل داده ھا وگزارش پیشرفت كار

 وادذخیره سازي م

 ارائھ مقالھ

لازم بھ ذكر است بھ دلایل متعدد نگارش یادداشت ھاوگزارش ھا بھ زبان انگلیسي ھمواره توصیھ مي 

  شود.

  تھیھ طرح پژوھشي 

اگرچھ معمولاً تھیھ طرح پژوھشي در پرسشنامھ ھاي سازمان بررسي كننده است. در اكثر موارد زیر در 

ضمن آنكھ مراحل بعدي كار خود راطراحي مي كند، بھ یك طرح پژوھشي مي آیند بطوریكھ پژوھشگر 

  دیگران نیز امكان بررسي وداوري آنرا بدھد .

  )significanceبیان مسئلھ واھمیت آن( -الف

شامل زاویھ برخورد براي حل مسئلھ،آزمایش ھا و مراحل  _) Approachگرایش براي حل مسئلھ( -ب

  اجرایي طرح

مكانات موجود و مورد نیاز و نحوة تھیھ آنھا نیروي انساني و وظایف ھر ): اFeasibililyقابلیت انجام( -ج

  یك، زمان بندي، بودجھ و....

  )Raw dataھاي خام(انجام آزمایش و یادداشت برداري از داده

،جزئیات قبل از شروع ھر آزمایش، با توجھ بھ طرح پژوھشي واطلاعات بدست آمده ازآزمایشھاي قبلي

  گردد كھ حداقل شامل موارد زیر است:مي  عملیات بعدي یادداشت

  تاریخ انجام آزمایش(این تاریخ مي تواند بھ عنوان شمارة مرجع نیز استفاده شود). -الف

  موضوع موردآزمایش -ب

  مواد ولوازم مورد استفاده -ج

  پروتكل مورد استفاده -د

  ھانام و شمارة نمونھ -ه

  مقادیر مورد استفاده)تد، غلظتھا وربوط بھ واكنش(نام مجزئیات م -و

  برنامةاجراشده:مدت زمان آزمایش وشرایط آن -ز

  زیر یا كنار آن اطلاعات مربوطھاي بدست آمده مانند درج عكس و نوشتن یادداشت برداري از داده -ح

  تذكرات

- Raw data  بازسازي كرد.  ابتدابایستي طوري باشد كھ بتوان آزمایش انجام شده را از  

  ه ھا بایستي بطور كامل و صحیح بلافاصلھ پس از انجام آزمایش یادداشت شوند.جمع آوري داد -

  باشند.Who,What, when, why, whereیادداشت ھا بایستي گویاي  -
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  شوند. حذف داده ھاي قبلي (حتي غیرصحیح)نبایستي -

  ھمواره محرمانھ بودن اطلاعات مورد توجھ قرار گیرد. -

  گزارش پیشرفت كار

اما بایستي طوري تھیھ شود كھ  ز یك نگاه محصول كار وسرمایھ گذاري فرد ومركز است.این گزارش ا

بخوبي كارھاي انجام شده ونتایج بدست آمده را منعكس نماید و ضمناً قابل استفاده براي پژوھشگران بعدي 

  باشد. انتظار مي رود ھر گزارش شامل بخش ھاي زیر مي باشد:

  مایشعنوان طرح و بخش مورد آز -الف

  زمان و شمارة ترتیب گزارش -ب

  نام افرادي كھ در انجام آن بخش دخالت داشتھ اند و محدودة كاري ھر یك -ج

  مقدمھ متشمل برمروري بر اطلاعات موجود و ماھیت و دلایل پژوھش انجام شده -د

  مانند مقالات  -مواد وروشھاي مورد استفاده -ه

نیست درست زیھ و تحلیل شده ارائھ مي شود. معمولاً نتایج بدست آمده كھ بصورت اطلاعات تج -و

ھاي خام آورده شوند مگر آنكھ داراي اھمیتي خاص باشد. جداول و شكل بایستي بطور مستقل نیز گویا داده

  باشند.

ج بدست آمده بویژه در ارتباط با اطلاعات قبلي و پژوھشھاي دیگر و ارائھ جمع یارزیابي نتا بحث و -ز

  بندي نھایي.

)و بیان آدرس دقیق محل  ٤نحوه ذخیره سازي نمونھ ھا ومحصولات احتمالي (با توجھ بھ بخش -ح

  نگھداري آنھا

  منابع -ط

  وي است. مفاد آن با صحت لیتوگزارش پیشرفت توسط مجري طرح امضاء میشود ومسئ توجھ: 

 ذخیره سازي مواد

از این موارد ھستند موادي كھ خریداري كنیم كھ یكي در حین انجام آزمایشھا ھمیشھ با موادي كار مي

شود، شوند محلولھایي كھ ساختھ ميشوند یا دوباره بستھ بندي ميشوند، موادي تقسیم بندي ميمي

آیند . ھمة این گونھ ھا كلونھا و ... كھ بدست ميشوند ، موادي مانند سویھآوري ميھایي كھ جمعنمونھ

سایرین قرار گیرد و یا سایرین در معرض آنھا قرار گیرند. موارد ممكن است روزي مورد استفاده 

  بنابراین لازم است بھ دو شكل اطلاعات مربوط بھ مواد ذخیره شده حفظ گردند: 

  الف _ در روي بطري و یا بستھ بندي بایستي حداقل اطلاعات زیر درج شوند:

 نام ماده 

 غلظت

 نام سازنده (نام شركت یا تھیھ كننده)

 تاریخ تھیھ

 تاریخ انقضاء یا مدت پایداري

 نوع خطر 

 شرایط نمونھ در زمان دریافت و منبع آن

  بندي مواد، اطلاعات زیر معمولاً در جداولي ب _ فھرست موارد موجود: معمولاً پس از طبقھ
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  كھ بھ راحتي قابل مراجعھ وبازیابي باشند درج مي گردد.

  نام ماده

 غلظت

 نام سازنده

 تاریخ تھیھ

 اء ویا مدت پایداريتاریخ انقض

 نوع خطر

 محل ذخیره

  ارائھ مقالات

ھا تعیین مي شود.آنچھ لازم چارچوب مقالھ یا چكیده مقالھ معمولاً توسط ناشر و یا برگزاركنندة كنفرانس

است دراینجا اشاره شود این است كھ انتشار ھرگونھ اطلاعات مربوط بھ طرحھاي پژوھشي مركز تحت 

یرد ومسئولیت انتشار این اطلاعات بعھدة وي است. این مسئولیت شامل نظر مجري طرح صورت مي گ

درست یا نادرست بودن اطلاعات منتشر شده ودر نظر گرفتن منافع طرح و مركز است.استعلام از امور 

  پژوھشي مركز در موارد تردید آمیز قویاً توصیھ مي شود.

  بایگاني پژوھشي مركز

طرح كلیھ اطلاعات در اختیار مجري طرح قرار دارد.لكن در ھنگام  بر طبق روال فعلي مركز،تاپایان ھر

تسویھ حساب و در صورتي كھ طرح بعدي ادامة طرح قبلي نباشد كلیھ اطلاعات خام(دفاتر و....) تحویل 

امور پژوھشي مي گردد. این موضوع درمورد محصولات طرح اعم از كیت،سویھ،كلون و....نیز صادق 

سیستم نگھداري آنھا را تھیھ مي بیند بطوریكھ بھ عنوان اسناد محرمانھ واموال است.امور پژوھشي نیز 

  مركز محافظت شوند. تنھا افراد مجاز مي توانند بھ این اطلاعات ومواد دسترسي داشتھ باشند.

  

  

   (Index):    ضمیمھ

  : (General Data)داده ھاي کلي

  : (The Genetic Code) کد ھاي ژنتیکي  -١   
 

Second Position  

First  
Position  
(٥´ end)  

  U C A G   

Third  
Position  
(٣´ end)  

U 

UUU 
UUC 

Phe 

UUA 
UUG 

Leu 
 

UCU  
UCC  
UCA  
UCG 

Ser 

 

UAU 
UAC 

Tyr 

UAA  Stop 
UAG  Stop 
 

UGU 
UGC 

Cys 

UGA  Stop  
UGG Trp 
 

U  
C  
A  
G 

C 
CUU  
CUC  

Leu 
CCU  
CCC  

Pro 
CAU  
CAC 

His 
CGU  
CGC  

Arg 
U  
C  
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٧٤ 

CUA  
CUG 
 

CCA  
CCG 
 

CAA  
CAG 

Gln 
 

CGA  
CGG 
 

A  
G 

A 

AUU 
AUC  
AUA 

Ile 

AUG Met 
 

ACU  
ACC 
ACA  
ACG  

Thr 

 

AAU  
AAC 

Asn 

AAA  
AAG 

Lys 
 

AGU  
AGC 

Ser 

AGA  
AGG 

Arg 
 

U  
C  
A  
G 

G 

GUU 
GUC 
GUA 
GUG 

Val 

 

GCU  
GCC 
GCA  
GCG  

Ala 

 

GAU  
GAC 

Asp 

GAA  
GAG 

Glu 
 

GGU  
GGC 
GGA  
GGG  

Gly 

 

U  
C  
A  
G 

        

Termination Signals Single Letter Code 

UAA (Ochre) A = adenosine B = C or G or T 

UAG (Amber) C = cytidine D = A or G or T 

UGA (Opal) G = guanosine H = A or C or T 

  T = thymidine K = G or T 

  M = A or C 

  N = A or C or G or T 

  R = A or G 

  S = C or G 

  V = A or C or G 

  W = A or T 

  Y = C or T 

  

  ) :Amino Acid Structuresساختارھاي اسید ھاي آمینھ ( -٢
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٧٥ 

  
 

   DNAجفت باز ھاي  -٣



Department of Biology, Isfahan University 

 

٧٦ 
بھ وسیلھ دو پیوند ھیدروزني بھ ھم متصل مي شوند.  DNAپیوند آدنین و تیمین : این دو باز ساختار 

را نشان مي  ٥΄بھ  ٣΄از سمت  DNAپیکانھا جھت رشتھ 

 دھد.

 
پیوند ھیدروزني بھ ھم متصل مي شوند.  سھبھ وسیلھ  DNA: این دو باز سیتوزینساختار پیوند گوانین و 

  را نشان مي دھد. ٥΄بھ  ٣΄از سمت  DNAپیکانھا جھت رشتھ 
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    : (Nucleic Acid Data)   داده ھاي نوکلئیک اسید -٤  

Average weight of a DNA basepair (sodium salt) = ٦٥٠ daltons  
   

١٫٠ A٢٦٠ unit ds DNA = ٥٠ µg/ml = ٠٫١٥ mM (in nucleotides)  
١٫٠ A٢٦٠ unit ss DNA = ٣٣ µg/ml = ٠٫١٠ mM (in nucleotides)  
١٫٠ A٢٦٠ unit ss RNA = ٤٠ µg/ml = ٠٫١١ mM (in nucleotides)  

MW of a double-stranded DNA molecule = (# of base pairs) X (٦٥٠ daltons/base 
pair)  
Moles of ends of a double-stranded DNA molecule = ٢ X (grams of DNA) / (MW 
in daltons)  
Moles of ends generated by restriction endonuclease cleavage:  
   a) circular DNA molecule: ٢ X (moles of DNA) X (number of sites)  
   b) linear DNA molecule: ٢ X (moles of DNA) X (number of sites) + ٢ X (moles 
of DNA)  
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٧٨ 
١ µg of ١٠٠٠ bp DNA = ١٫٥٢ pmol = ٩٫١ X ١٠١١ molecules  
١ µg of pUC١٨/١٩ DNA (٢٦٨٦ bp) = ٠٫٥٧ pmol = ٣٫٤ X ١٠١١ molecules  
١ µg of pBR٣٢٢ DNA (٤٣٦١ bp) = ٠٫٣٥ pmol = ٢٫١ X ١٠١١ molecules  
١ µg of M١٣mp١٨/١٩ DNA (٧٢٤٩ bp) = ٠٫٢١ pmol = ١٫٣ X ١٠١١ molecules  
١ µg of � DNA (٤٨٥٠٢ bp) = ٠٫٠٣ pmol = ١٫٨ X ١٠١٠ molecules  

١ pmol of ١٠٠٠ bp DNA = ٠٫٦٦ µg  
١ pmol of pUC١٨/١٩ DNA (٢٦٨٦ bp) = ١٫٧٧ µg  
١ pmol of pBR٣٢٢ DNA (٤٣٦١ bp) = ٢٫٨٨ µg  
١ pmol of M١٣mp١٨/١٩ DNA (٧٢٤٩ bp) = ٤٫٧٨ µg  
١ pmol of � DNA (٤٨٥٠٢ bp) = ٣٢٫٠١ µg  

١٫٠ kb DNA = coding capacity for ٣٣٣ amino acids � ٣٧٬٠٠٠ dalton protein  
١٠٬٠٠٠ dalton protein � ٢٧٠ bp DNA  
 
٥٠٬٠٠٠ dalton protein � ١٫٣٥ kb DNA  
 

ایزو توپ ھا : - ٥  
 
 
 
 

اسید ھا وبازھا : -٦  

Isotope 
Particle  
Emitted Half Life 

١٤C � ٥٬٧٣٠ years 

٣H � ١٢٫٣ years 

١٢٥I � ٦٠ days 

٣٢P � ١٤٫٣ days 

٣٣P � ٢٥ days 

٣٥S � ٨٧٫٤ days 
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Compound Formula 
Molecular 
Weight  

Specific 
Gravity  

% by 
Weight 

Conc. 
Reagent 
Molarity 

Acetic acid, glacial CH٣COOH ١٧٫٤ ٩٩٫٥ ١٫٠٥ ٦٠٫٠ 

Formic acid HCOOH ٢٣٫٤ ٩٠ ١٫٢٠ ٤٦٫٠ 

Hydrochloric acid HCl ١١٫٦ ٣٦ ١٫١٨ ٣٦٫٥ 

Nitric acid HNO١٦٫٠ ٧١ ١٫٤٢ ٦٣٫٠ ٣ 

Perchloric acid HClO١١٫٦ ٧٠ ١٫٦٧ ١٠٠٫٥ ٤ 

Phosphoric acid H٣PO١٨٫١ ٨٥ ١٫٧٠ ٩٨٫٠ ٤ 

Sulfuric acid H٢SO١٨٫٠ ٩٦ ١٫٨٤ ٩٨٫١ ٤ 

Ammonium hydroxide NH٤OH ١٤٫٨ ٢٨ ٠٫٩٠ ٣٥٫٠ 

Potassium hydroxide KOH ١٣٫٥ ٥٠ ١٫٥٢ ٥٦٫١ 

Sodium hydroxide NaOH ١٩٫١ ٥٠ ١٫٥٣ ٤٠٫٠ 

ß-mercaptoethanol HSCH٢CH٢OH ١٤٫٣ ١٠٠ ١٫١١ ٧٨٫١ 

 
 
 
 
 
 
 
 

پروتئین ھا : -٦  
Bacterial Cells: E. coli or Salmonella typhimurium 
 

Cell Data per cell per liter at ١٠٩ cells per ml 

Wet Weight ٩٫٥ X ١٣-١٠ g ٠٫٩٥ g 

Dry Weight ٢٫٨ X ١٣-١٠ g ٠٫٢٨ g 

Total Protein ١٫٥٥ X ١٣-١٠ g ٠٫١٥ g 

Volume ١٫١٥ µm١ = ٣ femtoliter   
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Protein Conc. in the cell: ١٣٥ mg/ml 

Theoretical maximum yield for a ١ liter culture (١٠٩ cells /ml) if protein of interest is: 
٠٫١٪ of total protein:   ١٥٠ µg/liter 
٢٫٠٪ of total protein:  ٣ mg/liter 
٥٠٫٠٪ of total protein:  ٧٥ mg/liter 

ھا : ژني پلاسمید عمومي خصوصیات – ٨  
 

Gene Gene Product # of Residues Molecular Weight (daltons) 

tet (pBR٣٢٢) ٤٠١ bp ٤٣٬٢٦٧ 

amp (pBR٣٢٢) ٣١٬٥١٥ ٢٨٦ 

kan (pACYC١٧٧) ٢٩٬٠٤٧ ٢٦٤ 

cam (pACYC١٨٤) ٢٥٬٦٦٣ ٢١٩ 

lacZ'alpha (pUC١٩) ١٢٬٢٣٢ ١٠٧ 

lacZ ١١٦٬٣٥١ ١٬٠٢٣ 

   
خصوصیات فیزیکي نوکلئوتید : -٩  

 

Compound Molecular Weight Lambda max (pH ٧٫٠) 
Absorbance at � max 
١ M solution (pH ٧٫٠) 

ATP ١٥٬٤٠٠ ٢٥٩ ٥٠٧٫٢ 

CTP ٩٬٠٠٠ ٢٧١ ٤٨٣٫٢ 

GTP ١٣٬٧٠٠ ٢٥٣ ٥٢٣٫٢ 

UTP ١٠٬٠٠٠ ٢٦٢ ٤٨٤٫٢ 
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٨١ 

dATP ١٥٬٢٠٠ ٢٥٩ ٤٩١٫٢ 

dCTP ٩٬٣٠٠ ٢٧١ ٤٦٧٫٢ 

dGTP ١٣٬٧٠٠ ٢٥٣ ٥٠٧٫٢ 

dTTP ٩٬٦٠٠ ٢٦٧ ٤٨٢٫٢ 

  
 

الکتروفورزھا : -١٠  
 

تفکیک ژل آگازر : -الف  
 
 

Amount of Agarose in gel (% w/v)   Optimum Resolution for Linear  
DNA (kb) 

٣٠ ٠٫٥ to ١٫٠ 

١٢ ٠٫٧ to ٠٫٨ 

١٠ ١٫٠ to ٠٫٥ 

٧ ١٫٢ to ٠٫٤ 

٣ ١٫٥ to ٠٫٢ 

٢ ٢٫٠ to ٠٫١ 

 
 
 
 
 
 
 

د :یل آمیحرکت مارکر از خلال ژل اکر يسرعت ھا -ب  
 

% polyacrylamide Bromophenol bluea  Xylene cyanol FFa 
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٨٢ 

١٣٠ ٣٥ ٥ 

١٠٦ ٢٦ ٦ 

٧٦ ١٩ ٨ 

٥٥ ١٢ ١٠ 

a The numbers are the approximate sizes of DNA (in nucleotides) with which the 
marker dye co-migrates 
 

  در ژل ھاي پلي اکریل آمید : DNAدامنھ موثر تفکیک  -ج
  

% 
polyacrylamide 

 

Bromophenol bluea  Xylene cyanol FFa 

١٣٠ ٣٥  ٥ 

١٠٦ ٢٦  ٦ 

٧٦ ١٩  ٨ 

٥٥ ١٢  ١٠ 

٢٨ ٨  ٢٠ 
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٨٣ 
  یل آمید براي تفکیک پروتئین :غلظت پیشنھادي اکر -د

% Acrylamide in 
resolving Gel 

Separation size range (Mr ×١٠٣) 

٢٠٥-٣٦ ٥ 

٢٠٥-٢٤ ٧٫٥ 

٢٠٥-١٤ ١٠ 

٦٦-١٤ ١٢٫٥* 

٤٥-١٤ ١٥* 

* The large proteins fail to move significantly into the gel  
١١- pH : و دماي بافر تریس  



Department of Biology, Isfahan University 

 

٨٤ 
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
 

  
  
  
  
  

سیستم بافري  -١٢
مورد استفاده براي  
نوکلئیک اسید ھا ، 
  پپتیدھا و پروتئین ھا :

    
a) Sodium 
acetate buffer   

  
  

  
  

CH٣COONa • ٣H٢O Mr ١٣٦٫٠٨ CAS No [ 
٤-٩٠-٦١٣١ ] EC No ٢٠٤٨٢٣٨ 
Titrated with Hydrochloric Acid covering the pH 

range ٣٫٦ to ٥٫٦. 
 
 
 
 

pH of Tris Buffer (٠٫٠٥ M) 

٥°C ٢٥°C ٣٧°C 

٦٫٩١ ٧٫٢٠ ٧٫٧٦ 

٧٫٠٢ ٧٫٣٠ ٧٫٨٩ 

٧٫١٢ ٧٫٤٠ ٧٫٩٧ 

٧٫٢٢ ٧٫٥٠ ٨٫٠٧ 

٧٫٣٠ ٧٫٦٠ ٨٫١٨ 

٧٫٤٠ ٧٫٧٠ ٨٫٢٦ 

٧٫٥٢ ٧٫٨٠ ٨٫٣٧ 

٧٫٦٢ ٧٫٩٠ ٨٫٤٨ 

٧٫٧١ ٨٫٠٠ ٨٫٥٨ 

٧٫٨٠ ٨٫١٠ ٨٫٦٨ 

٧٫٩١ ٨٫٢٠ ٨٫٧٨ 

٨٫٠١ ٨٫٣٠ ٨٫٨٨ 

٨٫١٠ ٨٫٤٠ ٨٫٩٨ 

٨٫٢٢ ٨٫٥٠ ٩٫٠٩ 

٨٫٣١ ٨٫٦٠ ٩٫١٨ 

٨٫٤٢ ٨٫٧٠ ٩٫٢٨ 
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٨٥ 
b) Sodium citrate buffer    

b) Sodium citrate buffer    
C٦H٥Na٣O٢ • ٧H٢O Mr ٢٩٤٫١٠ CAS No [ ٣-٠٤-٦١٣٢ ] EC No ٢٠٠٦٧٥٣ 
Titrated with Hydrochloric Acid covering the pH range ٤٫٢ to ٦٫٥. 
 
c) ٢-Morpholinoethanesulfonic acid monohydrate, 

 MES  
C٦H١٣NO٤S • H٢O   Mr ٢١٣٫٢٥ CAS Number [٩-٣١-٤٤٣٢] EC No ٢٢٤٦٣٢٣ 
Titrated with Hydrochloric Acid covering the pH range ٥٫٢ to ٧٫١. 
 
 
d) ٤-(٢-Hydroxyethyl)piperazine-١-ethanesulfonic acid Sodium salt,  

HEPES-Na  
C٨H١٧N٢NaO٤S Mr ٢٦٠٫٣٠ CAS No [ ٣-٣٩-٧٥٢٧٧ ] EC No ٢٧٨١٦٩٧ 
Titrated with Hydrochloric Acid covering the pH range ٦٫٨ to ٨٫٢. 
 
 
e) Tris(hydroxymethyl)aminomethane hydrochloride,  
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٨٦ 

Tris  
C٤H١١NO٣ • HCl Mr ١٥٧٫٦٠ CAS No [ ١-٥٣-١١٨٥ ] EC No ٢١٤٦٨٤٥ 
Titrated with Sodium Hydroxide covering the pH range ٧٫٠ to ٩٫٠. 
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٨٧ 
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٨٨ 
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٨٩ 
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٩٠ 
  
  



Department of Biology, Isfahan University 

 

٩١ 
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