
کیت کامل ژل الکتروفورز پروتئین

SDS-PAGE Kit  

)Cat-No:  S1118-25,  S1117-50(

  مقدمه) الف

هاي باردار در یک میدان الکتریکی باشد که براي جداسازي مولکولالکتروفورز یک روش آنالیزي در بیوشیمی و سایر علوم زیستی می

-Sodium Dodecyl Sulphate(آکریلامید لیالکتروفورز ژل سدیم دودسیل سولفات پ. رود به کار می Polyacrylamide Gel 

Electrophoresis (هاي پروتئین شود تا تاثیر ساختار و بار مولکولنوعی الکتروفورز است که در آن از سدیم دودسیل سولفات استفاده می

هاي کوچک به دلیل مقاومت در این روش مولکول .ها تنها بر اساس طول زنجیره یا وزن مولکولی تفکیک شوندو پروتئینحذف گردیده

یک  SDS-PAGE. کنندکنند و در نتیجه مسافت بیشتري را در ژل طی میهاي بزرگتر حرکت میتر از مولکول کمتر ماتریکس ژل سریع

 250الی  5لی حدود ها با وزن مولکوسیستم الکتروفورزي ناپیوسته است که توسط لاملی ابداع شده است و توانایی تفکیک پروتئین

Resolving(و ژل جداکنندهpH 6.8با ) Stacking gel(در سیستم ناپیوسته ژل داراي دو بخش ژل متراکم کننده . کیلودالتون را دارد

gel ( باpH 8.8زن هاي بارگذاري شده تغلیظ و آماده تفکیک بر اساس وداراي منافذ بزرگتر، پروتئینباشد که در ژل متراکم کنندهمی

  .شوندمولکولی در ژل جداکننده می

به دستگاه گران قیمت نیاز ندارد و روش انجام آن به نسبت آسان است، ولی، اهداف و کاربردهاي  SDS-PAGEبا وجود اینکه 

نی یک سلول، توان به تعیین درجه خلوص یک پروتئین، بررسی الگوي پروتئیاز جمله کاربردهاي تحقیقاتی آن می. اي دارد آنالیزي گسترده

هاي چند  بررسی بیان یک پروتئین نوترکیب، تعیین وزن مولکولی نسبی یک پروتئین، اثبات حضور پیوندهاي دي سولفیدي در پروتئین

  . زیرواحدي، حتی تفکیک الیگونوکلئوتیدها و همچنین مرحله اول وسترن بلاتینگ اشاره کرد

 50و یا  25محتواي کیت براي . تروفورز در شرایط دناتوره احیایی تهیه شده استکیت حاضر براي الکتروفورز رایج پروتئین یعنی الک

هاي هاي خرید مواد سازنده کیت، صرفه جویی در زمان تهیه و آماده سازي محلولصرفه جویی در زمان و هزینه. مینی ژل کافی است

ورز نمونه توسط خود محقق به خاطر روش کار ساده کیت از هاي مربوطه و انجام الکتروفسازنده، حذف هزینه آنالیز نمونه توسط شرکت

  .باشدامتیازات ویژه کیت حاضر می

  محتواي کیت) ب

  )ژل 50براي (مقدار   )ژل 25براي (مقدار   نام ماده  ردیف

  لیترمیلی 100  لیترمیلی 50  میدلایمخلوط آکر  1

  لیترمیلی 100  لیترمیلی 50  جدا کنندهژل  بافر  2

  لیترمیلی 10  لیترمیلی 5  تراکم کنندهمژل  بافر  3

4  SDS 10%  5/2 لیترلیمی 5  لیترلیمی  



5  APS  250 گرم میلی 500  گرم میلی  

6  TEMED  
  لیترلیمی 1  لیترلیمی 5/0

  لیترمیلی 5  لیترلیمی X6  5/2نمونه  بافر  7

  لیترمیلی30  لیترمیلی 15  زوپرپانولیا  8

  میلی لیتر 500  میلی لیتر 5X  250بافر تانک  9

  میلی لیتر 200  میلی لیتر 100  آمیزيمحلول رنگ  10

  :نگهداري کیت

ml5/0درازآنراmg50توانیممثالعنوانبهشود،هیتهتازهومقدارکمبهاستبهترپرسولفاتومیآمون% 10محلول:نکته

  .کردحلریتقطدوبارآب

  

:که در داخل کیت موجود نیستموارد مورد نیاز

تانک الکتروفورز-1

منبع تغذیه-2

لتونیهمسرنگ-3

مارکر یا نردبان پروتئینی-4

يرنگبرمحلول-5

  

  مراحل انجام آزمایش) ج

  

:ژلسازي  آماده) 1

  

دقت . ها را سرهم کرده و به نگهدارنده مخصوص متصل کنید اندازهها و فاصله ابتدا بر اساس مدل دستگاه الکتروفورز، شیشه  .أ

ها کاملاً روي هم قرار گرفته توجه شود که شیشه. ها آنها را کامل شسته و سپس با اتانول تمیز کنیددن شیشهشود که قبل از سرهم کر

.باشند

در صورت نیاز، براي . آب مقطر استفاده نماییدتوانید از  میها، براي اطمینان از عدم نشتی پس از سرهم کردن شیشه: نکته  .ب

ردک استفاده% 1توان از آگار درزگیري می



مقادیر مشخص شده از  2تعیین شده و سپس بر اساس جدول  1بر اساس جدولدرصد ژل براي تهیه محلول ژل جداکننده ابتدا   .ت

خواهید محلول ژل را به فضاي درست قبل از زمانی که می. را در یک ظرف تمیز ریخته و کاملاً هم زده شود TEMEDهر محلول بجز 

.ها بریزیدافزوده، به هم زده و بلافاصله به فضاي بین شیشهرا  TEMEDها منتقل کنید بین شیشه

  هاي مورد مطالعهبر اساس وزن مولکولی پروتئینجداکننده راهنماي انتخاب درصد ژل : 1جدول 

مورد مطالعه ) هاي(وزن مولکولی پروتیئن

)kDa(  

  (%)درصد ژل پیشنهادي 

100˃  8  

100 -30  10  

70-10  12  

10˂  15  

  

که حجم ژل کمتري نیاز باشد در صورتی. لیترمیلی 10ادیر مورد نیاز براي تهیه ژل جدا کننده با درصدهاي متفاوت در حجم مق: 2جدول 

  ).باشدمی% 12ها ژل مورد استفاده در اغلب آزمایشگاه(توانید مقادیر آن را به یک نسبت کم کنیدمی

  8%  10%  12%  15%  درصد ژل

  ml(  3/2  3/3  4  6/4(آب مقطر   هامحلول

  ml(  5  4  3/3  7/2(میدمحلول آکریلا

  ml(  5/2  5/2  5/2  5/2(جدا کنندهژل بافر

SDS 10% )ml(1/0  1/0  1/0  1/0  

APS 10% )ml(  1/0  1/0  1/0  1/0  

(µl) TEMED  4  4  4  6  

  10  )میلی لیتر(حجم کلی 

درون یک بشر ریخته و  3را مطابق جدول  TEMEDجز  بهمتراکم کننده ، مقادیر محلول ژل جداکننده در حین انعقاد ژل   .ث

پس . سطح آن را با آب دوبار تقطیر شسته تا ایزوپروپانول آن حذف شودجداکننده، بعد از انعقاد کامل ژل . کاملا هم زده شود

بین  و مخلوط کردن آن، به آرامی محلول ژل را به فضايمتراکم کننده به محلول ژل  3طبق جدول TEMEDاز افزودن 

بهتراست بعد از انعقاد ژل و قبل از در آوردن شانه، . ها اضافه کرده و بلافاصله شانه تمیز را در داخل آن فرو کنیدشیشه

.ها راحت باشدگذاري و تشخیص چاهکهاي آن را روي شیشه با ماژیک مشخص کنید تا نمونهانتهاي دندانه



  )درصد 5(کننده ر مورد نیاز براي تهیه ژل متراکممقادی: 3جدول 

  مقدار  هامحلول

  ml(  43/3(آب مقطر 

  ml(  83/0(میدمحلول آکریلا

  ml(  63/0(کنندهمتراکم ژل بافر

SDS 10% )µl(50

APS 10%  )µl(  50  

(µl)TEMED  5  

  5  )میلی لیتر(حجم کلی 

  

  ي پروتئینیها نمونهآماده سازي ) 2

توانند مخلوط پروتئینی حاصل از لیزات سلولی، بافت یا پروتئین خالص از ژل بارگذاري شوند میتوانند بر روي هاي پروتئینی که مینمونه  .أ

بارگذاري کرد  SDS-PAGEتوان بر روي ژل مقدار پروتئینی که می. منابع گوناگون جانوري، گیاهی، قارچی، باکتریایی و ویروسی باشند

  . باشدمیکروگرم پروتئین ناخالص می 50الی 20میکروگرم براي پروتئین خالص و 5الی  1مقدار 

به عنوان مثال (مخلوط کرده  6Xهاي خود را با بافر براي شروع کار بهتر است در یک میکروتیوب غلظت و حجم مشخصی از پروتئین  .ب

درجه  100دماي  دقیقه در بن ماري با 10-5ها را به مدت و نمونه) 6Xمیکرولیتر بافر نمونه  5میکرولیتر از نمونه  25براي حجم 

ها به داخل  توانید ژل را به تانک متصل کرده و بافر الکترود تانک را تا پوشاندن سطح ژل و چاهکدر این فاصله می. سانتیگراد قرار دهید

از آنجایی . دهاي ژل بارگذاري نماییها آنها را با سرنگ همیلتون و یا سمپلر در چاهکبعد از خنک شدن نمونه. تانک بالا و پایین بریزید

ها ها در چاهکشود حجم یکسانی از تمامی نمونهتوصیه می. گیرنددر ته چاهک قرار می که بافر نمونه داراي گلیسرول است نمونه

  .اي آن را با آب مقطر رقیق کنیددر صورت غلیظ بودن نمونه. بارگذاري شود

  انجام الکتروفورز) 3

ولت  30-40اي رابط را به منبع تغذیه و تانک متصل کرده و الکتروفورز را در ولتاژ ثابت با شدت هها سیمبعد از اتمام بارگذاري نمونه

دقت شود . ولت تغییر دهید 50-70ژل، ولتاژ دستگاه را به دو ها به خط مرزي انجام داده و پس از رسیدن نمونهمتراکم کننده براي ژل 

هاي متوسط و و براي ژل 100ها حداکثر ژلولت باشد که در این صورت براي مینی 15الی 10متر طول ژل باید که ولتاژ براي هر سانتی

  . ولت خواهد بود 200بزرگتر حداکثر 

  



  آمیزي و رنگبريرنگ) 4

 ها جدا کنید و بعد از شستشو با آببعد از رسیدن رنگ آبی به انتهاي ژل، الکتروفورز را متوقف کرده و با احتیاط ژل را از بین شیشه

بعد از اینکه . دقیقه رو شیکر قرار دهید 15-30دار داخل محلول رنگ کوماسی بلو قرار داده و به مدت مقطر آن را در یک ظرف درب

ژل را با آب مقطر شستشو داده و سپس با . هاي بعدي نگهداري کنیدآمیزيآمیزي شد محلول رنگ را خالی و براي رنگژل کاملا رنگ

رنگ که زمینه ژل بیباندهاي پروتیئنی به تدریج به رنگ آبی ظاهر شده در حالی. بر آن را به خوبی تکان دهیداضافه کردن محلول رنگ

طولانی دار براي مدت درپوشظرف  یک اسید استیک در10%در محلول توانید آن را برداري و ثبت ژل میبعد از عکس. خواهد شد

  .کنیدنگهداري 

ها توصیه) د

توان مقادیر اتاق پایین است می در صورتی که دمايTEMED  وAPS را تا دو برابر افزایش داد.  

 ها براي ژل متراکم کننده اختصاص داده شودمتر از فضاي بالاي شیشهسانتی 3حداقل .  

قاد ژل سطح آن بلافاصله بعد از ریختن محلول ژل با یک سمپلر مقداري از محلول ایزوپروپانول به روي ژل اضافه کنید تا در موقع انع

  .صاف شود

45الی  15متوسط زمان انعقاد ژل. ها پی بردتوان به انعقاد ژل در فضاي بین شیشهاز روي حجم کم باقیمانده محلول ژل در بشر می 

  .دقیقه خواهد بود

مشاهده  تري  شفاف يباندها يزمیآ  شود تا بعد از رنگ میتنظ 3در بند  گفته شده يولتاژ نصف ولتاژها ها  ژل  ینیکه در م شود  یم هیتوص

  .شود

:یابی عیب) 6

هاي پیشنهاديراه حل احتمالات موجود مشکل

APS تازه تهیه شود  APSکهنه بودن 

محلول تازه تهیه شودونژلیزاسیمریپلعدم بیس آکریل-کهنه بودن محلول آکریل

ها از یخچال به دماي اتاق منتقل شودنیم ساعت قبل از کار محلول هاسرد بودن محلول

-هم زدن آن قبل از ریختن ژل بین شیشهمخلوط کردن یکنواخت ژل با به

ها
در محلول ژل ومیمخلوط نشدن پرسولفات آمون

از ژل  یبخش ونیزاسیمریعدم پل

ها شهیش نیدر ب

.زمان کافی به انعقاد ژل داده شود تا پلیمریزاسیون کامل گردد اد کاملخارج ساختن شانه قبل از انعق

متراکم در ژل  نظمیب يهاچاهک

  کننده

افزودن گلیسرول به بافر نمونه نبود گلیسرول در بافر نمونه   هاچاهکتهدرنمونهقرارنگرفتن

دیکنيریهواگراژلمحلول هوا در ژل يهاوجود حباب

دیبزنبهمطورکاملبههاآنراشهیشنیبژلختنیرازقبلینیپروتئمواجونامنظميباندها ژلدرمتفاوتمنافذلیتشک

.دیکنقیرقx1بافردررانمونه نمونهدربالاینمکغلظتبودنبالا



هاي پروتئازي استفاده شود و همچنین در استخراج نمونه از مهارکننده

استخراج در دماي پایین صورت گیرد
پروتئولیز در حین استخراج ژل

ایونامشخصيباندهاوجود

ژلدرریاسم

  شودفوژیسانترg15000درقهیدق20مدتبهنمونه
ینیپوپروتئیلایینیپروتئتجمعاتایرسوباتوجود

  نامحلول
ل ژيابتدادريقوباندوجود

  جداکننده

  اکنندهیاحمادهيSDSنییپاغلظت  ابدیشیافزاDTTوSDSغلظت

  

شماره کارشناسان ما با .میان بگذاریددر  آرسام فرا زیستپشتیبانی فنی سان با کارشناابهام، مشکل یا اشتباه  در صورت بروز هر گونه

.ندبراي ارائه راهنمایی و رفع مشکل حاضر هستتلگرام /از طریق واتساپ0914-71- 574-71تلفن

  


