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 عنوان
و جداسازی آشنایی با اصول الکتروفورز 

  یا غربالگری مولکولیهم ماکرومولکولهااز 

 
ELECTROPHORESIS 

 



 اهداف
ژنومی خون   DNAانجام الکتروفورز افقی و جداسازی-1

 انسان
 آشنایی با اهداف گسترده الکتروفورز-2



 فرزانه فروهر فر-آزمایشگاه زیست شناسی سلولی و مولکولی



 مفهوم الکتروفورز
 

Electro(الکتریکی)Phoresis(حرکت) 
  توانایی در بزرگ جهشی که است کروماتوگرافی نوعی حقیقت در الکتروفورز
 .آورد وجود به ای ان دی و پروتئین ها خصوص به ماکرومولکولها جداسازی
  این به .می گیرد صورت بهتر کروماتوگرافی نوع هر از روش این با جداسازی

  آن ها جداسازی که مشابه بار و نزدیک مولکولی وزن با ها ماکرومولکول که معنا
 .می شوند تفکیک خوبی به الکتروفورز در نیست ممکن دیگر روش های به

  به و گرفته قرار الکتریکی میدان یک در ماکرومولکول ها الکتروفورز در واقع در
  دارند که مولکولی وزن و فضایی ساختمان و اندازه شکل، الکتریکی، بار واسطه
 .می شوند تفکیک ازهم و کرده حرکت میدان دراین

 



 :می گیرد صورت روش دو به عموماً الکتروفورز
 
  جداسازی برای و داشته قرار افقی حالت به آن در ژل که افقی لکتروفورزا :1

 .کارمی رود به  bp 500 از بزرگتر   RNAو DNA قطعات
 

  جهت بیشتر و دارد قرار عمودی حالت به ژل آن در که عمودی الکتروفورز :2
  500 از کوچکتر DNA قطعات و  فعال غیر های پروتئین و آنزیم ها جداسازی

bp می رود بکار. 
 

 

 

 
  



 الکتروفورزقسمت های مختلف دستگاه 
 

 :می باشد اصلی قسمت دو شامل الکتروفورز سیستم
 آن ملزومات و الکتروفورز تانک-1

  رسانای فلزهای جنس از الکترودهایی به مجهز الکتروفورز اصلی بدنه یا  تانک شامل
  ترکیبات ازجنس هرکدام که می باشد تیغه گیره، شانه، ژل، میز ژل، سینی مرغوب،

 .می باشند شیمیایی ترکیبات  و اسید به مقاوم

 سوپلای پاور یا تغذیه منبع-2
  تأمین الکتروفورز انجام جهت را لازم آمپراژ و ولتاژ همزمان دستگاه این 

 .دارد را الکتروفورز انجام زمان مدت تنظیم قابلیت و می کند

 اجزا دستگاه الکتروفورز



 انواع منبع تغذیه یا پاور سوپلای 



 سمپلر و رک سر سمپلرانواع سمپلر و سر 





 ژل انواع
 پلی آکریل آمید ژل -1

 پلیمریزه حالت به مناسب و خاص شرایط در که است کربوهیدرات نوعی ماده این
  است، مایع حالت به و نشده پلیمریزه کهزمانی تا ماده این .می آید در مانند ژله و

  .است بی خطر درآمد، ژل حالت به وقتی اما .می باشد زا جهش و خطرناک بسیار
 اگر.می رود کار به آنزیم ها و پروتئین ها جداسازی جهت عمودی ژل های معمولاً

  الکتروفورسیس ژل اکریلامید پلی آن به اصطلاحاً شود، انجام ژل این با الکترفورز
 .گوییم می PAGE یا
 آگارز ژل-2
  افقی ژل های برای و بالاست خلوص درجه با شده تصفیه و خالص آگار نوعی 

  نوعی از ساکاریدی پلی ترکیب این .دارد کاربرد RNA و DNA جداسازی جهت
  ژل این با الکترفورز اگر.می شود سازی خالص و استخراج دریایی قرمز جلبک
 .گوییم می AGE  یا الکتروفورسیس ژل اگارز آن به اصطلاحاً شود، انجام

 نشاسته ای ژل -٣
  فرمهای یا ایزوزیم ها و آنزیم ها جداسازی جهت  خالص و شده هیدرولیز صورت به 

  1 حدود ضخامتی با تهیه هنگام معمولا ژل ها این .می شود مصرف انزیم یک مختلف
 .می شوند اماده متر سانتی

   



  تأثیر ماکرومولکولها جداسازی در الکتروفورز انجام جهت شده تهیه ژل درصد
  تر دقیق و بهتر ماکرومولکول جداسازی باشد بالاتر ان درصد هرچه.دارد بسزایی

 .شود می انجام
 مقایسه دو ژل اگارز و پلی اکریلامید

 

 



 بافرانواع 
 زمان در قلیایی مناسب PH و  ها یون الکتریکی هدایت جهت را بستری بافر

 .کند می فراهم را الکتروفورز انجام
  بوریک تریس،) TBE معمولاً الکتروفورز انجام در استفاده مورد بافر نوع چند

  استیک تریس،)  TAEیا و (EDTA اسید، فسفیک تریس،) TPE یا (EDTA اسید،
 .است متفاوت آن ها در استفاده مورد اسید تنها باشدکه می ( EDTAاسید،





 الکتروفورزمراحل انجام 
 

 صورت زیر مراحل افقی، الکتروفورز توسط RNA یا DNA قطعات جداسازی جهت
 :می گیرد

 Preparing the DNA ماکرومولکول  سازی آماده-1
  طی درون سلولی، اجزاء جداسازی تکنیک های از استفاده با  ماکرومولکول ها

 آزمایش این در) .دنشو جدا بایستی نمونه هر به مربوط دقیق های روش
  جهت شده اماده قبلا که  انسان خون از شده استخراج DNA ماکرومولکول های

 .(می گیرد قرار استفاده مورد آنالیز

 



  Preparing the gel ژل تهیه  -2
  که شود دقت) می شود تهیه TBE بافر در مشخص درصد با آگارز ژل 

  ساخت هنگام .(دارد ماکرومولکول ها جداسازی در بسزایی تأثیر ژل درصد
  که می شود، تعبیه آن ها درون مخصوص شانه های توسط چاهک  یکسری ژل

 .است ژل در ماکرومولکول نمونه تزریق محل



 ژل اگارزمراحل تهیه 







 CASTING سینی در ژل ریختن -٣
  می شود داده قرار مناسبی مسطح  جای در و ریخته سینی در مذاب صورت به ژل

 .گردد منعقد تا









 LOADING چاهک ها در نمونه ریختن -4
  به .می شود ریخته چاهک درون به ماکرومولکول  حاوی نمونه  مرحله این در

  مرحله این انجام برای .می گویند لودینگ چاهک ها در نمونه ریختن عمل
  که شوند ترکیب بافربارگذاری نام به خاص ترکیبی با بایستی ماکرومولکول ها

  ماکرومولکول ها کردن سنگین جهت) گلیسرول جمله از ماده چندین حاوی
  جهت) بلو بروموفنل نام به رنگی ماده  یک و (چاهک درون به آن ها انتقال برای

 با ماده این کردن مخلوط .می باشد (ماکرومولکول ها محیط رنگی کردن
 :می شود انجام منظور چند به فوق موارد بر علاوه ماکرومولکول

  عمل رنگی ماده وجود واسطه  به چاهک در مولکول ماکرو ریختن موقع ( الف
 .شود می انجام دقیق تر لودینگ

  حرکت مسیر آن از استفاده با و می کند عمل نشانه خط عنوان به رنگی ماده  (ب
  هم چنین.داد تشخیص می توان ژل روی را آن حرکت میزان و ماکرومولکول

 .می گیرد قرار استفاده مورد Rf محاسبه ی برای









 Runningماکرومولکول ها و حرکت  الکتریکی جریانبرقراری -5
  در ماکرومولکول ها ریختن بافر، حاوی الکتروفورز تانک درون ژل دادن قرار با 

  به ماکرومولکول ها مناسب آمپراژ و ولتاژ در برق، جریان به آن اتصال و چاهک
  منفی قطب از الکترون ها حرکت .می گیرد صورت جداسازی و درآمده حرکت

 .می شود ماکرومولکول ها حرکت باعث مثبت قطب به
 
 







 Staining رنگ آمیزی-6
  بایستی را ژل روی بر شده تفکیک فوق،ماکرومولکول مرحله از پس 

  ماکرومولکول نوع برحسب و اختصاصی صورت به عمل این که کرد رنگ آمیزی
  رنگی ماده  توسط پروتئین ها رنگ آمیزی .می گیرد صورت خاصی رنگی مواد با

  در آبی رنگ به را پروتئین ها که می شود انجام آبی کوماسی یا بلو کوماسی
 بروماید اتیدیوم نام به ماده ای توسط  RNA و DNA رنگ آمیزی و می آورد

  ماده  یک و است خطرناک و سمی بسیار بروماید اتیدیوم .می گیرد صورت
  .می باشد زا جهش یا موتاژن
DNA دستگاه در ماوراءبنفش امواج تأثیر تحت بروماید اتیدیوم با شده رنگ    

 .می شود دیده براق نارنجی رنگ به لومیناتور یاترانس اشکارساز
 





 
 Photography عکسبرداری .7
  می ماکرومولکول الکتروفورز انجام از حاصل نتایج انتشار و ثبت جهت پایان در

 عکسبرداری  Gel Documentationیا داک ژل دستگاه توسط ان از توان
 .نمود

 

Gel documentation 









 
 هوشمند الکتروفورز

  رویت از پس است قادر که شد طراحی و اختراع نیز هوشمند الکتروفورز امروزه
  و کرده برقرار کاربر با تلفنی تماس خود خاص محل در رنگ آبی های باند

  بطور همچنین و کند دریافت تلفنی بصورت را دستگاه شدن خاموش دستور
 کرده خنک(کننده خنک) coolerتوسط را بافر پمپینگ سیستم طریق از هوشمند

  ماکرومولکول به دما افزایش تا دارد نگه مطلوب حد در را ان دما کنترل ضمن و
  و بحرانی موارد احیاتا و نشود آن تخریب یا شکل تغییر سبب و نرساند آسیب
 الکتروفورز از استفاده های مزیت از که.دهد می اطلاع نیز را منتظره غیر و خاص

 .است هوشمند



 نیازمواد و وسایل مورد 
 DNA انسان خون بافت از شده استخراج                
 آگارز پودر  
   بافر  لودینگ یا بارگذاری بافر  
 افقی الکتروفورز دستگاه  
   



 کار روش
  را زیر موارد انسان، خون ژنومی DNA الکتروفورز و آنالیز جهت جلسه این در

 :دهید انجام
 100 در (گرم1) آگارز پودر از مشخصی مقدار دادن حرارت با بایستی ابتدا-1

  دست یک و شفاف کاملاً که زمانی تا کنید تهیه را ژل ،TBE بافر میلی لیتر
 .باشد می درصد 1 حالت این در امده بدست ژل.شود

 
  کاغذی چسب نوار با طرف دو از نداشت عایق تیغه اگر را ژل سینی سپس-2

  انتهای یک در چاهک ها ساخت جهت مناسب طور به را شانه و کرده مسدود
  1 حداقل و نکند برخورد سینی کف به شانه شود دقت باید .دهید قرار ژل سینی

 ژل در چاهک جای به صورت این غیر در چون .باشد بالاتر آن از میلیمتر
  می شود خارج ژل دیگر طرف از شدن لود هنگام نمونه و می شود ایجاد سوراخ

 .می شود الکتروفورز تانک وارد و



  و بریزید سینی در را مذاب ژل و داده قرار صاف سطح یک برروی را سینی -3
  طور به را شانه دقت با و آرامی به سپس . شود منعقد محیط دمای در تا کنید صبر

 از را ژل سینی .نشود خراب چاهک ها بین دیواره تا کنید خارج ژل از عمودی
  لود محل واقع در که ها چاهک که دهید قرار الکتروفورز تانک در جهتی
  در را بافر سپس بگیرند، قرار منفی قطب نزدیک باشند می ماکرومولکولها کردن
 .بپوشاند را ژل روی کاملا که بنحوی بریزید ژل روی تانک

 
    ترکیب بارگذاری بافر یا بافر لودینگ مشخصی مقدار با را  DNA سمپلر توسط-4
 .کنید لود چاهک ها در  و
 
 دستگاه به صحیح طور به را تانک منفی و مثبت های قطب یا ها الکترود سپس-5

  مناسب ولتاژ شود دقت.کنید تنظیم را لازم آمپراژ و ولتاژ .کنید وصل تغذیه منبع
 پروتئین ها برای و ولت 100 ونهایتا 40-۷0 بین RNA و DNA الکتروفورز جهت

 حتماً باشد زیاد ولتاژ اگر الکتروفورز انجام حین در .است ولت 100-150 بین
  است ممکن الکتریسیته جریان توسط گرم شدن چون نمود، خنک را تانک بایستی

  جریان ژل طول سوم دو به رنگی ماده رسیدن از پس .کند ذوب را ژل
   .کنید قطع را الکتریکی

 



 برماید اتیدیوم مشخصی مقدار با DNAرنگ آمیزی جهت را  DNA حاوی ژل  -6
  روی بر تاریک اتاق در را ژل سپس و کرده ترکیب دقیقه 20 حداقل مدت به

   .کنید مشاهده  لومیناتور ترانس دستگاه
  بنفش ماوراء امواج تاثیر تحت دارد وجود DNA که ژل از قسمت هایی در

  .میرسد بنظر براق نارنجی
 

 برای مقدار این .کنید گیری اندازه خط کش با DNA باند هر برای را Rf مقدار
  از همیشه و باشد می ماکرومولکول همان خاص و منحصربفرد ماکرومولکول هر

 .باشد می کمتر یک عدد از  یا واحد
 

beginning fromobject color  of distance

beginning from ulesmacromolec of distance
fR

















 الکتروفورزبرخی از کاربرد های 
 بالینیکاربردهای 

 
 خون سرم الکتروفورز الکتروفورسیس 

 و پروتیینها یا ها آنزیم از برخی تشخیص بالینی و پزشکی تشخیصی آزمایشات در
 که است مهمی بسیار های فاکتور جمله از خون سرم در  آنها وجود عدم یا وجود
 صدمات) مغزی،انفارکتوس صدمات بیانگر و شوند می شناسایی الکتروفورز توسط
 .است کبدی های بیماری ویا عضلانی ،دیستروفی(قلبی

 



 
 ادرارالکتروفورز پروتینهای 

در بیماری های اتوایمنیون که سیستم ایمنی درگیر می شود مانند بیماری های  
توسط  کبدی،کلیوی و وجود التهابات حاد و مزمن الکتروفورز پروتیینهای ادرار 

 .پزشک درخواست می شود



 
 خون هموگلوبین الکتروفورز و  خونی کم انواع تشخیص

  های بیماری در.است سالم و بالغ افراد در هموگلوبین بیشترین  Aهموگلوبین
 .یابد می کاهشA  نوع هموگلوبین شکل داسی خونی کم و تالاسمی



 الکتروفورزدیگر کاربردهای 
 

  تشخیص و ژنتیک پایه،مهندسی علوم های آزمایشگاه مرز از الکتروفورز امروزه
  برای ادلّه مهمترین از یکی و شاهد عنوان به و رفته فراتر قانونی پزشکی و طبی
  در مثال برای.شود می محسوب نیز قضایی امور در منصفه هیئت قضات، وکلا،
 بسیار کاربرد خانوادگی های قرابت تشخیص و والدین تعیین و هویت تعیین موارد

 .است کرده پیدا ژنتیک علوم در زیادی


