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این  خرسندیم.  نموده اید  انتخاب  را  تجهیز  دناژن  عمودی  ال�تروفورز  دست�اه  این�ه  از 
با  تا  است  شده  تدوین  و  طراحی  تجهیز  دناژن  شر�ت  مشتریان  برای  تنها  راهنما  دفترچه 
بهترین  به  ها  دست�اه  از  دفترچه  این  در  موجود  راهنمایی های  و  اطلاعات  از  بهینه  استفاده 

نتایج برسید. 

استفاده  برای  فقط  دست�اه  این  بخوانید.  را  لازم  دستورالعمل های  �ار  به  شروع  از  قبل  لطفا   
در  �ردد.  استفاده  متخصص  پرسنل  توسط  باید  �ه  است.  مناسب  تشخیصی  و  تحقیقاتی 
فاقد  افراد  توسط  آن  در  شده  ایجاد  تغییرات  نیز  و  غیرمعمول  استفاده  هر�ونه  صورت 
صلاحیت، شر�ت دنا ژن تجهیز مسئولیت هر �ونه صدمه وارد شده به دست�اه را تقبل نمی 

�ند.

دناژن  �پی رایت  حقوق  حفاظت  تحت  راهنما  دفترچه  در  موجود  اطلاعات  و  محتوا  تمامی 
خواهد  قرار  قانونی  پی�رد  تحت  محتوا  این  از  غیرمجاز  استفاده  هر�ونه  می باشد.  تجهیز 
�رفت. استفاده از این مطالب برای مقاصد تجاری یا در دسترس افراد و شر�ت های غیرمجاز 

ممنوع است.
در صورت بروز هر �ونه سوال یا نیاز به پشتیبانی، با تیم پشتیبانی تماس حاصل فرمایید.



مقدمه 

ایمنی

مشخصات فنی 

نحوه ن�هداری

SDS-PAGE �ت�نی

اثر ژل پلی ا�ریل آمید

ت�نی� SDS-PAGE در شرایط احیایی و غیراحیایی

سیستم بافری

آماده سازی نمونه

SDS-PAGE مواد لازم جهت انجام

انجام آزمایش

سر هم �ردن پلیت ها
 

١

٢

٣

٤

٦

٧

٨

٨

٩

١٠

١١

١١

فهرست

ریختن ژل پایین

ریختن ژل بالا

آماده سازی جهت ران

آماده سازی نمونه

رن� آمیزی

مواد و روش رن� آمیزی

تعیین وزن  

١٦

١٧

١٨

١٨

١٩

٢٠

٢١



شر�ت دانش بنیان دناژن

مقدمه

ال�تروفورز عمودی

های  تان�  مدل  انواع  �ننده  تولید  و  طراح  تجهیز  دناژن  شر�ت 
اسیدهای  و  ها  پروتئین  جداسازی  جهت  عمودی  ال�تروفورز 

نو�لئی� می باشد.

در   تجهیز  دناژن  شر�ت  ساخت  عمودی  ال�تروفورز  های  تان� 
 Mini VD 10x10، Midi VD 15x15،Maxi VD 20x20،های مدل 
و  محققین  به  ارایه  قابل   Mega gel خانواده  و   Maxi VD 22x23
متخصصین می باشد. شر�ت همچنین مدل های سفارشی و ویژه را 

طراحی و تولید می نماید.

طراحی تمامی این مدل ها به �ونه ای می باشد �ه نیاز به �یره و 
سیستم های قدیمی جهت تهیه ژل را مرتفع نموده است.

در واقع در درون خود دست�اه ژل تهیه می شود و پس از آن ژل را در 
ها  محفظه تان� قرار داده و دست�اه را جهت جداسازی مول�ول 

به منبع تغذیه متصل می نمایند. 

به  تجهیز  دناژن  شر�ت  عمودی  ال�تروفورز  تان�  دست�اه 
صورت پ�یج �املی �ه شامل محفظه تان�، مادول ران �ننده 
رابط،  سیم  �امب،  ژل،  تهیه  جهت  ها  شیشه  تان�،  درب  ژل، 

اسپیسرها، تخته ژل و �ارد� جدا �ننده ژل می باشد. 

مادول ران �ننده ژل ب�ونه ای می باشد �ه به صورت مستقیم 
ژل ریزی صورت می �یرد و دست�اه جهت جداسازی مول�ول ها 

در تان� قرار می �یرد. 

پیش  صورت  به  ها  دست�اه  اسپیسر  ژل  تهیه  عمل  راحتی  جهت 
فرض به شیشه مربعی چسبیده است. این اسپیسر دارای ضخامت 
با  اسپیسرهای  به  مشتری  نیاز  صورت  در  باشد.  می  میلیمتر   ١
ضخامت دی�ر، می تواند قبل از فرستادن دست�اه آن را سفارش 

دهد. 

سیم های رابط دست�اه ال�تروفورز عمودی به �ونه ای طراحی 
در  استفاده  مورد  روتین  های  تغذیه  منبع  �لیه  با  �ه  اند  شده 
�رفتن  جهت  شود  می  توصیه  دارند؛  اتصال  قابلیت  آزمایش�اه 
نتایج بهتر از دست�اه منبع تغذیه مدل DGT Universal استفاده 

شود. 

دمای  حفظ  قابلیت  دست�اه  در  موجود  سیر�ولاتور  سیستم 
محفظه و جلو�یری از �رم شدن دمای محفظه را دارد و نیاز به 

سیستم چیلر جهت خن� شدن را مرتفع می نماید. 
همراه هر دست�اه دو عدد �امب روتین تان� های ال�تروفورز 
عمودی می باشد. اما در صورت نیاز به �امب سفارشی و یا �امب 
شر�ت  با   ، دست�اه  فرستادن  از  قبل  است  لازم  بیشتر  های 

هماهن� �نید. 
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٢شر�ت دانش بنیان دناژن

ایمنی

در  اما  �رد.  نخواهد  ایجاد  خاصی  مش�ل  �ونه  هیچ  �یرد،  می  قرار  استفاده  مورد  درستی  به  دست�اه  �ه  هن�امی 
داشت. خواهد  را  �رفت�ی  برق  خطرات  ایجاد  قابلیت  دست�اه  شود،  استفاده  صلاحیت  فاقد  افراد  توسط  �ه  صورتی 

نماید.  مطالعه  بخوبی  را  استفاده  راهنمای  �اری  هر  از  قبل  باید  �ند،  استفاده  دست�اه  از  است  قرار  �ه  فردی 

ن�نید. استفاده  آن  درب  دادن  قرار  بدون  را  دست�اه  �اه  هیچ 

ن�نید. استفاده  آن  از  وجه  هیچ  به  دست�اه،  درب  و  تان�  بدنه  در  مش�ل  �ونه  هر  وجود  صورت  در 

حاوی  نیز  شده  پلیمریزه  های  ژل  حتی  باشد.  می  خطرنا�  بسیار  نوروتو�سین  ی�  مونومر  حالت  در  آمید  ا�ریل 
پوشیدن  قبیل  از  امنیتی  موارد  ماده،  این  با  �ار  هن�ام  در  است  لازم  بنابراین  باشند.  می  آمید  ا�ریل  مونومر  مقداری 

�نید.  رعایت  �امل  را  ماس�  زدن  و  دست�ش 

ن�یند.  پر   running buffer با  بافر  ظرفیت  حدا�ثر  خطوط  از  بیشتر  را  تان� 

ن�نید.  جابجا  را  تان�  نمونه،  �ردن   run هن�ام  در 

به  شده  تولید  �از  نوع  شود.  می  تولید  ال�ترودها  �نار  در  �ازها  انواع  از  �می  بسیار  مقادیر  ال�تروفورز  هن�ام  در 
تهویه  دارای  م�ان  در  دست�اه  نمودن  ران  از  �ازها،  این  نمودن  پخش  منظور  به  دارد.  بست�ی  برده  ب�ار  بافر  تر�یب 

نمایید.  حاصل  اطمینان  مناسب 
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ال�تروفورز عمودی مشخصات فنـی

مدل

(cm)ابعاد پلیت

(cm)ابعاد ژل

تعداد ژل

(ml)حجم ژل

(cm)�ابعاد تان

(ml)حجم بافر داخلی

(ml)حجم بافر خارجی

تعداد نمونه

Mini VD 10*10

١ * ١٠۱

٨٫٥ * ٨

۲

٦٫٥ * ٢

١٤ * ١٢٫٥ * ١٧

۸۰

۱۰۰۰

٢ * ۱۱

Maxi VD 22*23

٢٣ * ٢٢

٢١ * ٢٠

۲

٤٤٫١ * ٢

٢٥ * ١٢٫٥ * ٣٠

۷۵۰

۴۰۰۰

٢ * ۲۴



جهت تمیز �ردن دست�اه از آب �رم و دترجنت متوسط استفاده �ردد. آب با دمای بالاتر از ٦٠ 
درجه سانتی�راد می تواند به دست�اه صدمه بزند. قسمت مادول ران �ننده ژل، باید با دقت با 
ال�ترودهای  به  �ه  شود  دقت  اما  شود  جلو�یری  ها  نم�  تجمع  از  تا  شود  شسته  �رم  آب 

دست�اه صدمه وارد نشود. 

بسیار  دست�اه  نمودن  تمیز  جهت  ظرفشویی  مایع  و  ه�زان  آلیفاتی�،  های  هیدرو�ربن 
مناسب می باشند. بیش از ٣٠ دقیقه دست�اه را در دترجنت ها قرار ندهید. 

موجب  توانند  می  مواد  این  زیرا  ندهید،  قرار  زیر  شوینده  مواد  �نار  در  را  دست�اه  وجه  هیچ  به 
صدمه بر�شت ناپذیر به دست�اه شوند.

استون، فنول، �لروفرم، تترا�لرید �ربن، متانول، اتانول، ایزوپروپیل ال�ل و آل�الین ها.
از بین بردن RNase را می توان طبق پروت�ل زیر انجام داد: 

ابتدا همان �ونه �ه قبلا �فته شد، با استفاده از ی� دترجنت معمولی دست�اه را تمیز نمایید. 
سپس با استفاده از هیدروژن پرا�سید ٣٪ (H٢O٢) به مدت ١٠ دقیقه دست�اه را بشویید. 

سپس دست�اه را با آب DEPC Treated با رقت ٠٫١ ٪ شستوشو دهید. 

٤شر�ت دانش بنیان دناژن

دستورالعمل های ن�هداری از دست�اه

•

•

•

•



جهت تمیز �ردن دست�اه از آب �رم و دترجنت متوسط استفاده �ردد. آب با دمای بالاتر از ٦٠ 
درجه سانتی�راد می تواند به دست�اه صدمه بزند. قسمت مادول ران �ننده ژل، باید با دقت با 
ال�ترودهای  به  �ه  شود  دقت  اما  شود  جلو�یری  ها  نم�  تجمع  از  تا  شود  شسته  �رم  آب 

دست�اه صدمه وارد نشود. 

بسیار  دست�اه  نمودن  تمیز  جهت  ظرفشویی  مایع  و  ه�زان  آلیفاتی�،  های  هیدرو�ربن 
مناسب می باشند. بیش از ٣٠ دقیقه دست�اه را در دترجنت ها قرار ندهید. 

موجب  توانند  می  مواد  این  زیرا  ندهید،  قرار  زیر  شوینده  مواد  �نار  در  را  دست�اه  وجه  هیچ  به 
صدمه بر�شت ناپذیر به دست�اه شوند.

استون، فنول، �لروفرم، تترا�لرید �ربن، متانول، اتانول، ایزوپروپیل ال�ل و آل�الین ها.
از بین بردن RNase را می توان طبق پروت�ل زیر انجام داد: 

ابتدا همان �ونه �ه قبلا �فته شد، با استفاده از ی� دترجنت معمولی دست�اه را تمیز نمایید. 
سپس با استفاده از هیدروژن پرا�سید ٣٪ (H٢O٢) به مدت ١٠ دقیقه دست�اه را بشویید. 

سپس دست�اه را با آب DEPC Treated با رقت ٠٫١ ٪ شستوشو دهید. 

�لیه  آن  از  استفاده  هن�ام  در  همیشه  باشد.  می  زا  سرطان  ماده  ی�   DEPC �ه  شود  توجه 
مراقبت های ایمنی را رعایت �نید. 

چ�  نشتی  �ونه  هر  جهت  یافته  اتصال  هم  به  های  محل  در  را  دست�اه  ماهانه،  صورت  به 
نمایید. برای این �ار دست�اه را در ی� ورقه �اغذی پیچانده و سپس با آب مقطر تا محل حدا�ثر 
وجود  صورت  در  بود.  خواهد  مشاهده  قابل  �اغذ  روی  بر  نشتی  هر�ونه  نمایید.  پر  ظرفیت 

هر�ونه نشتی، سعی در تعمیر نمودن آن ننمایید و در اسرع وقت دنا ژن تجهیز را مطلع نمایید. 

هن�ام  در  اند.  شده  پوشیده  نسبی  طور  به  محافظت  جهت  معمولا  پلاتینی  ال�ترودهای  محل 
�ر  معمولا  ننمایید.  استفاده  ال�ترود  ناحیه  در  �ننده  تمیز  های  براش  از  تان�  نمودن  تمیز 

دادن با آب مقطر �افی می باشد. 

شر�ت دانش بنیان دناژن ٥
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SDS-PAGE �ت�نی 

جهت  پذیر  ت�رار  و  سریع  هزینه  �م  روش  ی�   SDS-PAGE ت�نی� 
مطالعه پروتئین ها می باشد.

این روش به طور معمول برای بررسی مراحل خالص سازی، محاسبه مقدار 
ت�نی�  در  رود.  می  ب�ار  ها  پروتئین  مول�ولی  وزن  تعیین  و  نسبی 
SDS-PAGE به دلیل استفاده از ماده سدیم دودسیل سولفات (SDS) و 
همچنین ویژ�ی های عالی ژل پلی ا�ریل آمید قدرت تف�ی� پروتئین ها 
بسیار خوب می باشد. SDS ی� دترجنت آنیونی می باشد �ه با اتصال به 

نواحی هیدروفوب پروتئین ها آنها را دناتوره می �ند.
را                             آنها  طبیعی  بار  ها  پروتئین  به  اتصال  با   SDS مول�ول  واقع  در 
می پوشاند و توزیع ی�نواختی از بارهای منفی بر روی آن ایجاد می نماید. 
مول�ولی  وزن  اساس  بر  تنها  ها  پروتئین  جداسازی  اتفاق،  این  نتیجه  در 

شان صورت می �یرد.

جهت خطی نمودن مول�ول های پروتئینی، آنها را در مقدار �افی SDS  و 
ماده احیا �ننده مر�اپتو اتانول جهت از بین بردن باندهای دی سولفیدی 
به  اتصال  جهت  لازم   SDS مقدار  دهند.  می  قرار  حرارت  دقایقی  نیز  و 

پروتئین ها، ١٫٤ �رم SDS به ازای هر �رم پروتئین می باشد.

بر  تنها  ها  پروتئین  جداسازی  ال�تروفورز  نمودن  ران  هن�ام  در  حالا 
اندازه  هرچه  �ه  معنا  بدین  بود.  خواهد  شان  مول�ولی  وزن  اساس 
اطراف  محیط  با  اصط�ا�  دلیل  به  آن  حر�ت  باشد،  تر  بزر�  مول�ول 

�متر خواهد بود. 
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اثر ژل پلی ا�ریل آمید معمولا مول�ول SDS به قندها متصل نمی �ردد، از این رو پروتئین هایی 
 SDS خود  مول�ولی  وزن  به  نسبت  است،  بزر�  آنها  قندی  بخش  �ه 

�متری می �یرند. 

با �اهش اتصال مول�ول های SDS در آنها، حر�ت �ندتری بر روی ژل 
خواهند داشت. این امر موجب تخمین وزن آنها بیش از وزن طبیعی شان 

می شود.

 جهت حل این مش�ل، می توان SDS-PAGE را در ژل های دارای شیب 
بافر  جای  به   SDTA بورات-  تریس-  بافری  های  سیستم  در  یا  غلظتی 

معمول تریس –�لیسین قرار داد.

بورات با اتصال به قندها، موجب افزایش میزان بار منفی �لی�وپروتئین 
خواهد شد و تا حدود زیادی �اهش اتصال به SDS جبران خواهد شد. 

در  ها  پروتئین  تف�ی�  در  موثری  بسیار  نقش  آمید  ا�ریل  پلی  ژل 
SDS-PAGE دارا می باشد.

از غلظت دو جزء  آمید �ه متاثر  ا�ریل  قطر منافذ موجود در ژل پلی 
در  تف�ی�  قابل  وزنی  دامنه   (٪  C ٪ , T) باشد  می  آن  سازنده 

SDS-PAGE را مشخص می �ند.

به عنوان مثال در ژل با غلظت ٥، ١٠ و یا ١٥ ٪  (با فرض C معادل ٢٫٦ درصد) 
 ١٢-١٠٠ و   ١٥-٢٠٠  ،  ٢٠-٣٠٠ محدوده  در  های  پروتئین  توان  می  ترتیب  به 

�یلو دالتون را جدا نمود.

وزن  ل�اریتم  و  شده  طی  مسافت  رابطه  �ه  �رفت  نظر  در  باید 
مول�ولی در محدوده �می به صورت خطی می باشد.

به منظور افزایش میزان این رابطه خطی، باید ال�تروفورز را در شیبی از 
غلظت ژل پلی ا�ریل آمید انجام داد. 

SDS ش�ل ١. م�انیسم عمل



سیستم بافری ت�نی� SDS-PAGE در شرایط احیایی و غیراحیایی

ای نقش عمده  ای یا بین زنجیره  پیوندهای دی سولفیدی درون رنجیره 
ای در ش�ل �یری ساختمان سوم و چهارم پروتئین ها دارند. احیای این 
پیوندها با استفاده از مواد تیول دار (مانند ٢- مر�اپتو اتانول) منجر به       

از بین رفتن ساختمان های سوم و چهارم پروتئین ها خواهد شد.

در  متفاوتی  حر�ت  دارای  سولفیدی،  دی  پیوند  دارای  های  پروتئین 
این  شدن  احیا  باشند.  می  ال�تروفورز  احیایی  غیر  و  احیایی  شرایط 
در  پروتئینی  زیرواحدهای  شدن  جدا  موجب  سولفیدی  دی  پیوندهای 
پروتئین های چند زیر واحدی و همچنین خطی شدن �لیه پروتئین ها 
SDS به پروتئین خواهد  شود �ه این امر موجب اتصال ی�نواخت  می 

شد.

بنابراین می توان با مقایسه ال�وی ال�تروفورز احیایی و غیر احیایی ی� 
DTT و ٢-  پروتئین اطلاعات زیادی راجع به ساختار سوم آن بدست آورد. 
سولفیدی                      دی  پیوند  های  �ننده  احیا  ترین  رایج  اتانول  مر�اپتو 

می باشند. 

م�انیسم عمل مر�اپتو اتانول

ژل پلی ا�ریل آمید از دو قسمت ژل مترا�م �ننده (Stacking gel) و ژل 
جدا�ننده (Resolving gel)  تش�یل شده است. ژل مترا�م �ننده در 
بالا قرار �رفته است و مواد تش�یل دهنده آن با ژل جدا �ننده متفاوت 
ال�تری�ی  بار  ی�سان  ترا�م  دلیل  به  �ننده  مترا�م  ژل  در  باشد.  می 
�لیه پروتئین ها حر�ت آنها با سرعت ی�سانی می باشد و به صورت ی� 
ژل            ابتدای  به  پروتئینـی  مجموعه  رسیدن  با  اما  آیند.  می  در  ناز�  لایه 
شود.                 می  شروع  مول�ولی  وزن  اساس  بر  آنها  جداسازی  �ننده،  جدا 
بار خالص پروتئین- SDS در دامنه PH بین ١٠-٧تغییر چندانی نمی �ند و 

حر�ت پروتئین ها در این دامنه نیز تفاوت محسوسی ندارد.
 

در  ناپیوسته  بافری  سیستم  ترین  استفاده  پر  �لیسین  تریس  بافر 
یونی،                    تر�یب  ناپیوسته  بافری  سیستم  در  باشد.  می   SDS-PAGE
PH بافر در نمونه، ژل و مخازن با ی�دی�ر متفاوت می باشد. درسیستم 
 ( پایین  ژل  و  بالا  (ژل  قسمت  دو  شامل  غالبا  نیز  ژل  حتی  ناپیوسته  بافری 
می باشد. در سیستم بافری ناپیوسته �ارآیی ال�تروفورز خیلی وابسته به 

حجم نمونه نمی باشد. 
در سیستم بافری پیوسته غلظت و تر�یب یون ها و PH در سراسر مسیر 

ال�تروفورز ی�سان می باشد.

در  ناپیوسته  بافری  سیستم  ترین  متداول  لاملی  بافری  سیستم 
ال�تروفورز می باشد. در این سیستم نمونه پروتئین و ژل بالا حاوی بافر 
تریس  بافر  حاوی  پایین  ژل  و    PH=٦٫٨ با  هیدرو�لرید  تریس 
تریس  شامل  ال�ترودها)  (بافر  مخازن  بافر  و   PH=٨٫٨ با  هیدرو�لرید 

�لیسین با ٨٫٣=PH می باشد. 

٨شر�ت دانش بنیان دناژن



برای آماده سازی نمونه در SDS-PAGE بافر نمونه را با نسبت خاصی به نمونه می افزایند، سپس برای دقایقی در آب جوش قرار می 
دهند. در این شرایط پروتئین ها به واسطه اثر SDS و ماده احیا �ننده (در حالت ال�تروفورز احیایی) �املا دناتوره می شوند. 
SDS اطمینان  SDS در بافر نمونه باید بارها بیشتر از میزان پروتئین باشد (میزان ٣ به ١) تا �املا از اشباع شدن پروتئین با  میزان 

حاصل شود. 

وجود �لیسرول یا سا�ارز در بافر نمونه باعث سن�ین شدن نمونه و قرار �رفتن آن در ته چاه� می شود. این موضوع خصوصا 
زمانی اهمیت بالایی پیدا می �ند �ه مدت زمان نمونه �ذاری زیاد طول ب�شد. 

در SDS-PAGE معمولا بعد از افزودن بافر نمونه به پروتئین و قبل از نمونه �ذاری، مخلوط آنها را دقایقی (٢٠ -١٥ دقیقه بسته به 
نوع پروتئین) در آب جوش قرار می دهند.

از   استفاده  با  پپتیدی  پلی  زنجیرهای  شدن  اشباع  تسهیل  و  زیرواحدی  چند  های  پروتئین  زیرواحدهای  جداشدن  موجب  حرارت 
SDS می شود. بعلاوه، این �ار موجب غیر فعال شدن بسیاری از پروتئازها شده و ام�ان تجزیه پروتئین ها توسط آنها را از بین 
خواهد برد. اما با این وجود بسیاری از پروتئازها در این شرایط سالم باقی می مانند و لازم است مهار �ننده پروتئاز به نمونه ها 

افزوده شود. 

بعضی پروتئین ها تحت تاثیر SDS تنها، رفتاری مشابه با حالت تحت تاثیر SDS و حرارت دارند ولی بعضی پروتئین ها در هر حالت 
رفتار متفاوتی از خود بروز می دهند. 

شر�ت دانش بنیان دناژن ٩

آماده سازی نمونه  



محلول استو� ا�ریل آمید (٣٠٫٨ درصد): ٣٠ �رم آ�ریل آمید و ٠٫٨ �رم بیس ا�ریل آمید را زیر هود وزن �نید و در آب مقطر تا 
حجم نهایی ١٠٠ میلی لیتر حل نمایید. محلول را با �اغذ واتمن شماره ١ صاف �نید و در ظرف تیره بریزید. این محلول تا ٣ ماه در 

یخچال قابل استفاده است.

ن�تــه: از استنشــاق پــودر ا�ریــل آمیــد و بیس ا�ریل آمیــد در هن�ام توزیــن و تماس بــا محلول آنها خــودداری نمایید. 

بافر ژل پایین: ١٨٫٢ �رم تریس باز و ٠٫٤ �رم SDS را در ٧٠ میلی لیتر آب مقطر حل نمایید. PH محلول را با اسید �لریدری�   •
٢ مولار به ٨٫٨ برسانید. سپس آب مقطر تا حجم نهایی ١٠٠ میلی لیتر اضافه �نید. غلظت تریس در این بافر ١٫٥ مولار است.

بافر ژل بالا:  ٦٫١ �رم تریس باز و ٠٫٤ �رم SDS را در ٥٠ میلی لیتر آب مقطر حل نمایید. با اسید �لریدری� ٢ مولار PH آن را به ٦٫٨ 
برسانید. سپس آب مقطر تا حجم نهایی ١٠٠ میلی لیتر اضافه �نید. غلظت تریس در این بافر ٠٫٥ مولار است. 

بافر ال�ترود (بافر مخازن):  ٣ �رم تریس باز، ١٤٫٤ �رم �لیسین و ١ �رم SDS را در ١ لیتر آب مقطر حل �نید، PH این بافر   •
حدود ٨٫٣ می باشد و نیاز به تنظیم ندارد. 

بلو                       بروموفنل  محلول  لیتر  میلی   ٠٫٢  ،SDS �رم   ١ �لیسرول،  لیتر  میلی   ٥ بالا،  ژل  بافر  لیتر  میلی   ١٠  :(٥X) نمونه  بافر   •
(٠٫٥ درصد در اتانول) و ١ میلی لیتر ٢-مر�اپتواتانول را در ی� ظرف مخلوط نمایید. سپس با آب مقطر به حجم نمایی ٢٠ میلی لیتر 

برسانید. 

تهیه  تازه  باید  محلول  این  �نید.  حل  مقطر  آب  لیتر  میلی   ١ در  آمونیوم  پرسولفات  �رم   ٠/١ درصد:   ١٠ آمونیوم  پرسولفات   •
شود.

TEMED ١٠ درصد:  ٠/١ میلی لیتر TEMED در ٠/٩ میلی لیتر آب مقطر حل �نید. این محلول باید به صورت تازه تهیه شود.  •

مار�رهای وزن مول�ولی نیز آماده باشند.   •

١٠شر�ت دانش بنیان دناژن

SDS-PAGE مواد لازم جهت انجام



انجام آزمایش



ابتدا قبل از انجام هر �ونه آزمایش باید پلیت ها، اسپیسرها و شانه ها در ی� دترجنت آزمایش�اهی شسته شوند. دقت شود �ه از مواد خورنده 
جهت شستوشو استفاده نشود.

ها را به صورت شبانه در �رومی� اسید  شود �ه شیشه  آمیزی با نقره مورد نیاز باشد، توصیه می  در صورتی �ه ژل برای مراحل بعد مانند رن� 
ان�وبه نمایید و سپس با آب مقطر شسته و در نهایت با اتانول، استون و اتانول به ترتیب شستوشو دهید.

هیچ �اه اجازه ندهید �رومی� اسید و یا حلال های آلی با تر�یبات پلاستی�ی تماس داشته باشند. در نهایت شیشه ها را با دستان پوشیده شده 
با دست�ش تمیز بردارید. 

ابتدا قبل از انجام هر �ونه آزمایش باید پلیت ها، اسپیسرها و شانه ها در ی� دترجنت آزمایش�اهی شسته شوند. دقت شود �ه از مواد خورنده 
جهت شستوشو استفاده نشود.

ها را به صورت شبانه در �رومی� اسید  شود �ه شیشه  آمیزی با نقره مورد نیاز باشد، توصیه می  در صورتی �ه ژل برای مراحل بعد مانند رن� 
ان�وبه نمایید و سپس با آب مقطر شسته و در نهایت با اتانول، استون و اتانول به ترتیب شستوشو دهید.

هیچ �اه اجازه ندهید �رومی� اسید و یا حلال های آلی با تر�یبات پلاستی�ی تماس داشته باشند. در نهایت شیشه ها را با دستان پوشیده شده 
با دست�ش تمیز بردارید. 

پلیت های تمیز را با دست های تمیز و دست�ش دار بردارید (هر�ونه اثر را نیز با استون پا� نمایید). 

با قرار دادن قسمت مقعر اسپیسر در پایین شیشه ها و زدن مقدار �می وازلین به محل مشخص شده مطابق ش�ل زیر از نشتی تان� جلو�یری 
می شود.

شر�ت دانش بنیان دناژن ١١

انجام آزمایش  

سر هم �ردن پلیت ها



بدین جهت ابتدا محفظه داخلی را روی سطح تمیز قرار داده و شیشه U  ش�ل را 
در محل مورد نظر �ذاشته و دو اسپیسر در �ناره های شیشه قرار داده می شود؛ 

سپس شیشه تخت روی آنها �ذارده می شود. 

ها را در آن حالت سفت �رد بل�ه محفطه را به ش�ل  توجه شود �ه نباید پیچ 
عمود روی میز قرار داده و با فشار دادن شیشه ها و اسپیسر از بالا با ان�شت اقدام 

به سفت �ردن پیچ ها می شود. 

ها و اسپیسر با هم در ی�  در صورتی �ه این �ار به درستی انجام شود، شیشه 
ها را  �یرند. در این حالت �می پیچ  های تان� قرار می  راستا و هم سطح پایه 
مح�م �رده و محفظه را به ش�ل افقی خوابانده و شروع به بستن �امل پیچ 

ها به �م� آچار آن می �نیم.

را  ریزی  ژل  عمل  سپس  دهیم.  می  انجام  نیز  تان�  دی�ر  طرف  برای  را  عمل  این 
انجام داده و شانه ها را برای ایجاد چاه� بین فضای دو شیشه قرار می دهیم.  

١٢شر�ت دانش بنیان دناژن



شر�ت دانش بنیان دناژن ١٣

١ ٢ ٣

٤ ٥ ٦



١٤شر�ت دانش بنیان دناژن

٧ ٨ ٩

١٠ ١١ ١٢



درب دست�اه را روی آن قرار دهید و �ابل های پاور به طور صحیح وصل نمایید. ابتدا مطمین شوید �ه دست�اه پاور سوپلای خاموش می باشد؛ 
حالا سیستم جهت ران شدن آماده است. 

شر�ت دانش بنیان دناژن ١٥

١٣ ١٤



١٦شر�ت دانش بنیان دناژن

نحوه تهیه ١٢ میلی لیتر از محلول ژل پایین در جدول زیر آمده است.

اجزای ژل پایین به غیر از TEMED را در ی� ظرف مناسب مخلوط نمایید. محلول را حدود ٣٠ ثانیه با پمپ خلا از هوا تخلیه �نید. سپس 
TEMED را اضافه �نید.

ارتفاع مناسب بریزید. باید دقت شود �ه حدود ٣ سانتیمتر فضا برای ژل بالا لازم  تا  ها  را در بین شیشه  از هم زدن سریع، محلول  پس 
میباشد.

حدود ٠٫٥ میلی لیتر آب مقطر با سمپلر به آرامی از �نار شیشه روی سطح ژل بریزید، به نحوی �ه با ژل مخلوط ن�ردد. انعقاد ژل پایین 

معمولا ٤٥-١٥ دقیقه طول می �شد. ژل منعقد شده به وضوح از آب مقطر روی آن (به دلیل تفاوت در ظریب ش�ست نور) قابل تشخیص 
می باشد. 

ریختن ژل پایین (ژل جدا �ننده)

بافر ژل پایین

محلول استو� ا�ریل آمید

آب مقطر

پر سولفات آمونیوم ٪ ١٠

٪  ١٠ TEMED

اجزای ژل پایین
T درصد

٪ ٧٫٥

٣ ml

٪٢٫٩

٪٦٫١

٪٠٫٠٥

٪٠٫٠٥

٪ ١٠

٣ ml

٪٣٫٩

٪٥٫١

٪٠٫٠٥

٪٠٫٠٥

٪١٢٫٥

٣ ml

٪ ٤٫٩

٪٤٫١

٪٠٫٠٥

٪٠٫٠٥

٪١٥

٣ ml

٪ ٥٫٩

٪٣٫٢

٪٠٫٠٥

٪٠٫٠٥

٪١٧٫٥

٣ ml

٪ ٦٫٨

٪٢٫٢

٪٠٫٠٥

٪٠٫٠٥

٪٢٠

٣ ml

٪ ٧٫٨

٪١٫٢

٪٠٫٠٥

٪٠٫٠٥



بعد از انعقاد ژل پایین، مطابق جدول زیر ژل بالا را تهیه نمایید. 

TEMED را در ظرف مناسبی مخلوط �نید. آب روی ژل پایین را �املا خالی  معمولا غلظت این ژل ٣، ٤ و یا ٥ ٪ است. اجزای ژل بالا غیر از 
�نید. برای حذف قطرات باقیمانده آب، حدود ١ میلی لیتر محلول ژل بالا را در جدار داخلی شیشه ب�ردانید و مجددا تخلیه نمایید.

به بقیه محلول ژل بالا TEMED اضافه نمایید و پس از هم زدن سریعا تا ارتفاع مناسب روی ژل پایین بریزید؛ سپس شانه را با دقت در ژل بالا 
فرو �نید، به طوری �ه دندانه های آن حدود ١٫٥ سانتیمتر از سطح ژل فاصله داشته باشند. معمولا ژل بالا در �متر از ١٥ دقیقه می بندد 

(�ناره دندانه های شانه از ژل منعقد شده قابل تشخیص است).

 بهتر است قبل از دو آوردن شانه ، انتهای دندانه آن را روی شیشه با ماژی� مشخص �نید تا نمونه �ذاری و تشخیص چاه� ها راحت 
باشد. 

ریختن ژل بالا (ژل مترا�م �ننده) 
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بافر ژل بالا

محلول استو� ا�ریل آمید

آب مقطر

پرسولفات آمونیوم

٪ ١٠ TEMED

اجزای ژل پایین
T درصد

٣ ٪

١٫٢٥ ml

٠٫٥ ml

٣٫٢ ml

٠٫٠٥ ml

٠٫٠١٥ ml

٤ ٪

١٫٢٥ ml

٠٫٦٥ ml

٣٫٠٥ ml

٠٫٠٥ ml

٠٫٠١٥ ml

٥ ٪

١٫٢٥ ml

٠٫٨١ ml

٢٫٩ ml

٠٫٠٥ ml

٠٫٠١٥ ml



آماده سازی جهت ران

افزودن نمونه ها

١٨شر�ت دانش بنیان دناژن

پس از بسته شدن ژل بالا، شانه ها را از آن خارج نموده و دست�اه را به دورن تان� قرار دهید.
مخازن تان� و دست�اه را تا ارتفاع مناسب  به ترتیب با بافر ال�ترود و بافر نمونه پر �نید.

 هر �ونه حباب در انتهای ژل را با تزریق بافر توسط سرن� خارج نمایید. 

ی� حجم بافر نمونه (٥ X)  را به ٤ حجم نمونه پروتئین اضافه نمایید. ا�ر پروتئین به صورت پودر است، مقدار مورد نیاز آن را در بافر نمونه 
�ه ٥ بار با آب مقطر رقیق شده (بافر ١ X) ، حل �نید. نمونه و بافر نمونه را در ی� ظرف �وچ� درب دار ریخته و به مدت ٥ دقیقه در ظرف 

آب جوش قرار دهید. 

در صورت �دورت نمونه و یا وجود ذرات نامحلول، آن را به مدت ١٠ دقیقه در دور g  ١٠/٠٠٠٠  سانتریفیوژ نمایید. سپس با سرن� هامیلتون یا 
سمپلر مناسب ٢٠-١٠ می�رولیتر از هر نمونه را به دقت در چاه� بریزید. به دلیل وجود �لیسرول، نمونه در ته چاه� قرار می �یرد. 

مقدار پروتئین موجود در هر چاه� به میزان خلوص نمونه و روش رن� آمیزی بست�ی دارد. 

های رابط را به ال�تروفورز وصل نمایید و برای ال�تروفورز در جریان ال�تری�ی ثابت، شدت جریان ٣٠-٢٠ میلی آمپر را تنظیم  حالا سیم 
نمایید. در این حالت رن� نشان �ر (بروموفنل بلو) طی مدت ١٫٥ تا ٢ ساعت به انتهای ژل می رسد. 

پس از اتمام عمل ال�تروفورز، جریان را قطع نمایید و دست�اه را از تان� بیرون آورید. سپس پیچ های آن را شل نمایید و شیشه های حاوی 
ژل را با دقت بردارید. با استفاده از �ارد� همراه دست�اه به آرامی شیشه ها را از هم جدا �نید و ژل را برداشته. در صورت لزوم ژل را رن� 

آمیزی �نید.



رن� آمیزی پروتئین ها در ژل پلی ا�ریل آمید با روش های متنوعی 
استفاده  پر  از  نقره  و    (G و   R (انواع  بلو  �وماسی  است.  پذیر  ام�ان 
رن�  اینجا  در  هستند.  ها  پروتئین  آمیزی  رن�  برای  مواد  ترین 
داده        توضیح  باشد،  می  متداول  بسیار  �ه  بلو  �ماسی  با  آمیزی 

می شود. 

ها در ژل ا�ریل آمید  آمیزی پروتئین    حمام رن� جهت رن� 

�وماسی بلو R-٢٥٠ معمول ترین رن� برای رن� آمیزی پروتئین ها 
است. ساد�ی رن� آمیزی، هزینه �م، ثبات رن� برای مدت طولانی 
روش  این  حساسیت  باشند.  می  آن  مزایای  از  بالا  نسبتا  حساسیت  و 
روش  این  در  باشد.  می  باند  هر  در  پروتئین  می�رو�رم   ٠٫٥-٠٫٢
صورت            زمان  هم  طور  به  ها  پروتئین  آمیزی  رن�  و  تثبیت  مراحل 

می �یرد. 
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رن� آمیزی
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 ١٢٥ در  را   ٢٥٠-R بلو  �وماسی  �رم   ٠٫٢٥ آمیزی:  رن�  محلول   •
استی�  اسید  لیتر  میلی   ٢٥ سپس  �نید.  حل  متانول  لیتر  میلی 

�لاسیال و ١٠٠ میلی لیتر آب مقطر اضافه نمایید.

است.  وزنی/حجمی  درصد   ٠٫١ حدود  محلول  این  در  رن�  غلظت 
قبل از استفاده محلول رن� را با �اغذ واتمن شماره ١ صاف �نید. 
این محلول می تواند به عنوان تثبیت �ننده پروتئین ها نیز عمل 

�ند. 

اسید  لیتر  میلی   ١٠٠ متانول،  لیتر  میلی   ٢٠٠ بر:  رن�  محلول   •
استی� �لاسیال و ٧٠٠ میلی لیتر آب مقطر را به هم بیفزایید. 

رن�  محلول  از  �افی  حجم  دهید.  قرار  دار  درب  ظرف  در  را  ژل   •
(مثلا ١٠٠ میلی لیتر برای ی� ژل �وچ�) اضافه �نید. در ظرف را 
بسته و آن را ٢-١ ساعت روی شی�ر قرار دهید. این مدت زمان برای 

رن� آمیزی ژلی با غلظت ١٠ ٪ و ضخامت ١ میلی لیتر �افی است. 

شسته،  معمولی  آب  با  �املا  را  ژل  �نید.  تخلیه  را  رن�  محلول   •
روی  را  آن  بسته،  را  ظرف  در  �نید.  اضافه  بر  رن�  محلول  سپس 
شی�ر قرار دهید. پس از تیره شدن محلول رن� بر، آن را با محلول 
ژل  زمینه  تا  �نید  ت�رار  بار  چند  را  عمل  این  �نید.  تعویض  تازه 

شفاف �ردد و باندهای پروتئینی به وضوح مشاهده شوند.
 

را  ظرف  در  و  دهید  قرار  استی�  اسید  درصد   ٧ محلول  در  را  ژل   •
ببندید. ژل در این حالت برای مدت طولانی قابل ن�هداری است. 

روش رن� آمیزیمواد



و  آیند  می  در  خطی  صورت  به  سولفات  دودسیل  سدیم  از  استفاده  با  پروتئینی  های  مول�ول   SDS-PAGE ت�نی�  در 
تر نیز ذ�ر شد، مسافت طی شده پروتئین ها با ل�اریتم وزن  باشد. همان�ونه �ه پیش  حر�ت آنها بر اساس وزن می 

مول�ولی آنها رابطه خطی دارد.

 پس هرچه پروتئین بزر�تر باشد مسافت طی شده �متر خواهد بود. 
به طور معمول در زمان بار�یری نمونه ها، در ی�ی از چاه� ها مار�ر پروتئینی نیز اضافه می �نند. مار�رهای پروتئینی 

متش�ل از چندین پپتید با وزن مول�ولی مشخص می باشند.

با مقایسه نمودن میزان حر�ت پروتئین مورد نظر بر روی ژل با مار�ر های پروتئینی با استفاده از رسم نمودار حر�ت نسبی 
می توان وزن مول�ول هدف را تخمین زد.

SDS-PAGE به همراه پروتئین¬های مورد بررسی مار�ر مورد استفاده در ت�نی� 
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تعیین وزن 



www.Denagene.com

سؤالات متداول

خدمات فروش شماره تماس

ف�س

 ویدیوهای آموزشی پشتیبانی فنی

برای دریافت   آخرین خدمات و اطلاعات پشتیبانی ،   به آدرس اینترنتـی زیر مراجعه �نید

اس�ن �نید


