
 

 بھ آزماسکوسامان
 آشنايی با الکتروفورز

 Phoresis(الکتريکی)و  Electro  از دو کلمه(Electrophoresis)  

به معنی حرکت و انتقال ذره تشکيل شده است و در کل به معنی حرکت ذرات در يک مايع تحت ميدان 
 الکتريکی   است.

 
 
 
 



 
 به آزماسکوسامان

 
 فيزيولوژی

 
در آزمايش ھای بالينی معمول تشخيص آنزيم ھای مهم موجود در سرم خون از جمله فاکتورھايی است که 
اغلب مورد توجه قرار می گيرد .الکتروفورز تحت شرايط خاصی قادر است اين آنزيم ھا را به صورت 

کسرھايی نشان دھد که مقادير اين کسرھا بيانگر احتمال وجود صدمات مغزی ، انفارکتوس ميوکارد ، 
 . انفارکتوس ريوی ، ديستروفی ماھيچه ای يا بيماری ھای کبدی ھستند

 چگونه کار می کند؟
الکتروفورز روشی است که در آن نمونه ھايی که بار الکتريکی دارند، تحت تأثير يک ميدان الکتريکی 
از ميان شبکه ای متخلخل حرکت می کنند. سرعت حرکت مولکول ھا در اين شرايط نه تنها تحت تاثير 

بار الکتريکی است بلکه عواملی ديگری نظير اندازه و شکل مولکول نيز در اين امر دخيل ھستند. به 
ھمين دليل الکتروفورز روشی مناسب و کارآمد در جداسازی مولکول مورد استفاده قرار می گيرد.   به 
طور معمول برای الکتروفورز يک مخلوط مولکولی، لايه نازکی از آن، بر روی شبکه ای متخلخل که 

محلولی را درون خود محبوس کرده است، قرار داده می شود. پس از برقراری ميدان الکتريکی با اعمال 
اختلاف پتانسيل در دو سوی اين شبکه، مولکول ھای موجود در نمونه با سرعت ھای متفاوتی درون 

شبکه متخلخل شروع به حرکت می کنند. اين اختلاف سرعت مبنای جداسازی در الکتروفورز است. در 
پايان، مولکول ھای پروتئينی مختلف به صورت باندھايی مجزا در قسمت ھای مختلف شبکه آشکار 
می شوند.شبکه متخلخل در ممانعت از انتشار مولکول ھا در اثر گرمای ايجاد شده به خاطر جريان 

 .الکتريکی نقش مهمی دارد
در اغلب دستگا ه ھای الکتروفورز، ژل مابين دو محفظه  بافری قرار می گيرد به طوری که ژل تنها 

 .واسطه در عبور جريان الکتريسيته بين اين دو محفظه باشد

 
 

 اجزای دستگاه
 

 : سيستم الکتروفورز از بخش ھای زير تشکيل يافته است
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 . محفظه ، منبع تغذيه الکتريکی ، محيط پشتيبان ، معرف شيميايی ، گرمکن ( انکوباتور ) و غلظت سنج
محفظه الکتروفورز از دو سلول مجزا تشکيل يافته که در يکی آند ( الکترود مثبت ) و در ديگری کاتد 

 . (الکترود منفی ) قرار می گيرد. جنس الکترودھای به کار رفته معمولا گرافيت ( کربن ) يا پلاتين است
 الکترو فورز پروتئين ھای ادرار

الکتروفورز پروتئين ھای ادرار در موارد بيماری ھای اتوايميون، بيماری ھای کبدی و کليوی، التهابات 
 حاد و مزمن در خواست می شود

. 
 روش انجام تست

برای انجام اين تست ابتدا نمونه مورد نظر را  که ادرار يا سرم، بنا به در خواست پزشک است  به دمای 
 :اتاق رسانده  و سپس مراحل انجام کار را به دقت دنبال می کنيم. مراحل به ترتيب زير ھستند

کاغذ استات سلولز که به صورت ژل ھايی ھستند که برای ٨ نمونه اغلب کاربرد دارند در بافر  -١
 .مخصوص به مدت ١٠ دقيقه خيسانده می شود

بعد از ١٠ دقيقه اين کاغذ را از محلول در آورده و بين ٢ کاغذ خشک کن آرام قرار داده می شود تا  -٢
 .نم گيری مختصری انجام شود ولی کاغذ نبايد خشک شود

در اين مرحله نمونه  توسط اپليکاتور خاصی که به منظور نمونه گذاری استفاده می شود برروی کاغذ -٣
منتقل می شود.لازم است که نمونه ھا ۵/١ سانتيمتر از لبه کاغذ و حداقل ١ سانتيمتر از کناره ھا فاصله 

 .داشته باشند
سپس ژل را برگردانده و از پشت داخل تانک الکتروفورز که حاوی بافر مخصوص است قرار داده -۴

 .می شود به طوری که نمونه در سمت کاتد باشد
 .به وسيله ٢ لام تميز و کاغذ صافی پلی  برای ارتباط بهتر بافر با ژل تهيه می شود -۵

تانک را به منبع تغذيه متصل کرده و با تنظيم دستگاه روی ولتاژ مناسب ( ١۶٠ ولت) که شدت -۶
جريانی حدود ۴-۶ آمپر را فراھم کند جريان الکتريکی برقرار می شود.بعد از چند بار مصرف بافر 

 .جريان افزايش می يابد که در اين زمان بافر تانک بايد تعويض  شده و از بافر تازه استفاده نمود
بعد از طی زمانی حدود ٢٠ دقيقه، دستگاه را خاموش کرده و مراحل رنگ آميزی، رنگ بری،  -٧

 .آب گيری وشفاف سازی انجام می شود
 .در نهايت باندھا به وسيله اسکنر و برنامه مخصوص  خوانده  می شوند -٨

 
 مزايای الکتروفورز

 
  امکان جداسازی و تعيين پروتئين ھا

 قابليت تفکيک زمانی و مکانی مراحل آناليز
 سهولت و ارزانی نسبی

 غنای اطلاعات نهفته در داده ھای بدست آمده از الکتروفورز دو بعدی
  

 جزئيات بيشتر (آزمايشگاھی) در ادامه مطلب
  

الکتروفورز از شناخته شده ترين روش ھای آزمايشگاھی برای جداسازی بيومولکول ھا است. اين روش  
کشف شد. او مشاھده کرد که ذرات خاک رس تحت تاثير ميدان  Reuss در سال ١٨٠٧ توسط



 
 بھ آزماسکوسامان

الکتريکی در آب پراکنده می شوند. به طور کلی الکتروفورز حرکت ذرات پراکنده در داخل مايعی تحت 
تاثير يک ميدان الکتريکی يکنواخت است. ھمين حرکت در فضايی با ميدان الکتريکی غير يکنواخت دی 

 .الکتروفورز ناميده می شود

 
الکتروفورز بدين دليل اتفاق می افتد که ذرات معلق در مايع معمولا دارای بار الکتريکی سطحی ھستند و 
ميدان الکتريکی نيروی کولونی الکترواستاتيک به اين ذرات باردار اعمال می کند. اخيرا شبيه سازی ھای 

ديناميک مولکولی، نظريه ای بيان داشته اند مبنی بر اينکه برای انجام الکتروفورز حتما نبايد ذرات بار 
سطحی داشته باشند و حتی ذرات خنثی نيز به علت ساختار مولکولی خاصی که آب به عنوان مايع واسط 

 .دارد، می توانند الکتروفورز شوند
نيروی کولونی الکترواستاتيک اعمال شده به بار سطحی، با نيروھای مخالف الکترواستاتيک کاھش پيدا 
می کند. بر طبق تئوری لايه مضاعف، تمام سطوح بار دار در مايعات با لايه ای از بار مخالف پوشانده 

می شوند که از نظر مقداری کاملا برابر با بار سطحی است اما با علامت مخالف آن. ميدان الکتريکی 
ھمانند بار سطحی به اين لايه نيرو وارد می کند. مجموع اين نيروھا برابر است با اولين نيروی نامبرده، 
اما در جهت مخالف آن. در حقيقت اين نيرو به يون ھای موجود در لايه ثانويه اعمال می شود. اين يون 
ھا در فاصله ای از سطح ذره قرار می گيرند و بخشی از اين نيروی الکترواستاتيک را از طريق تنش 

برش سيال به سطح ذره منتقل می  کنند اين بخش از نيرو که به بدنه ذره وارد می شود، نيروی منفی 
 .الکتروفورتيک ناميده می شود

يک نيروی الکتريکی ديگر نيز وجود دارد که مرتبط با انحراف لايه ثانويه است و مربوط به تقارن 
کروی و رسانايی سطح است و به سبب زيادی يون ھا در لايه ثانويه به وجود می آيد. اين نيرو نيروی 

 .تخفيف الکتروفورتيک ناميده می شود
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تمام اين نيروھا با اصطکاک ھيدروديناميک، به تعادل می رسند و باعث حرکت ذرات در سيال می شود. 
است (البته در صورتی که اين ميدان خيلی  E ، متناسب با شدت ميدان الکتريکیv سرعت اين حرکت

قوی نباشد.) ضريب اين تناسب  تحرک پذيری الکتروفورتيک است که رابطه بين شدت ميدان الکتريکی 
 :و سرعت ذره را مشخص می نمايد

و پروتئين ھا نيز باردار ھستند و می توان با قرار دادن  DNAماکرومولکول ھايی مانند اسيد نوکلئيک، 
آن ھا در يک ميدان الکتريکی، بر مبنای خاصيت الکتروفورز آن ھا را تفکيک کرد. سرعت حرکت 

مولکول ھا در اين شرايط نه تنها تحت تاثير بار الکتريکی و شدت ميدان الکتريکی است، بلکه عواملی 
نظير اندازه، وزن مولکولی و شکل فضايی مولکول نيز در اين امر دخيل ھستند. ھمچنين اثرات محيطی 

نظير نوع و نحوه استفاده از بافرھا و حرارت ايجاد شده در حين کار نيز از عوامل موثر بر جداسازی 
مولکول ھای نمونه ھستند. معمولا الکتروفورز برای تفکيک مولکول ھای بزرگی چون پروتئين ھا و 

اسيدھای نوکلئيک به کار برده می شود، اما در مواردی نيز برای جداسازی مولکول ھای باردار 
 .کوچک تر نظير قندھا، اسيدھای آمينه، پپتيدھا و حتی يون ھای ساده مورد استفاده قرار می گيرد

در طی قرن ٢٠ ميلادی چندين تئوری برای محاسبه اين پارامتر به وجود آمده اند. که مهم ترين آن ھا 
 .در سال ١٩٠٣ ميلادی بود Smoluchowski نظريه

Arne Tiselius  در سال ١٩۴٨ به خاطر زحماتی که برای الکتروفورز و آناليز جذبی کشيد برنده
جايزه نوبل شد و از اين رو او را پدر الکتروفورز ناميدند. اولين الکتروفورز نيز الکتروفورز بدون مرز 

شکل بزرگ که به  U تيسليوس نام داشت که به وسيله آن محلول ھای پروتئينی غليظ را در يک تيوب
وسيله بافر پوشانده شده بود، مورد آزمايش قرار می دادند. اين روش الکتروفورز بسيار مشکل بود، به 
ھمين دليل در سال ١٩۵٠ تغييراتی در عملکرد آن اعمال شد. ابتدا از فيلترھای کاغذی و استات سلولز 
استفاده می شد، اما به دليل ظرفيت محدود و رزولوشن پايين اين مواد، جای خود را به ژل دادند. ژل 

ھای استفاده شده در آن زمان به علت بزرگ بودن خلل و فرج ھا قادر نبودند پروتئين ھا را به تفکيک 
 .سايز جداسازی کنند، از اين رو به تدريج به ژل ھايی چون آگاروز دست يافتند

امروزه الکتروفورز ژلی از بخش ھای جدا ناپذير ھر تحقيق و فعاليت ھای آزمايشگاھی به منظور 
جداسازی ماکرومولکول ھااست. محدوده وسيعی از فعاليت ھای آزمايشگاھی تحقيقاتی و کلينيکی مانند 
تسلسل ژن ھا، جداسازی کروموزوم ھا، جداسازی و تعيين خصوصيات پروتئين ھا توسط اين روش 

انجام می گيرد. علاوه بر اين، استفاده از الکتروفورز از مرز آزمايشگاه ھا فراتر رفته و به عنوان 
به  DNA شاھدی برای وکلا، قضات و ھيات منصفه در امور قضايی محسوب می شود. تشخيص ھويت
خصوص در موارد تعويض نوزاد در بيمارستان ھا و تعيين والدين فرد کاربرد بسياری در علوم ژنتيک 

 .پيدا کرده است
در حال حاضر آگاروز و پلی کريل آميد متداول ترين و پر کاربردترين ماده به عنوان واسط در 

الکتروفورز ژلی محسوب می شوند. در اغلب دستگاه ھای الکتروفورز، ژل مابين دو محفظه بافری قرار 
می گيرد به طوری که ژل تنها واسطه در عبور جريان الکتريسيته بين اين دو محفظه باشد. ھر دو شبکه 
خلل و فرج داری توليد می کنند که ميکرومولکول ھايی بارداری را که در پاسخ به ميدان الکتريکی جابه 
ھای با بار  DNAجا می شوند در خود جای می دھند. به عنوان مثال زمانی که جريان اعمال می شود، 

منفی به سمت الکترودھای باردار مثبت حرکت می کنند. خلل و فرج ھای موجود در شبکه ژلی انتقال 
مولکول ھای بزرگ را محدود می کنند و اين در حالی است که مولکول ھای کوچک تر با آزادی بيشتری 

منتقل می شوند و در فاصله دورتری از الکترودھا قرار می گيرند. اين غربال مولکولی مولکول ھا را بر 
مبنای سايزشان جدا می کند. ھمچنين می توان مولکول ھا را بر مبنای بار اوليه ای که داشتند جداسازی 
کرد. مولکول ھايی که بار بيشتری دارند تحرک الکتروفورزی بيشتری از خود نشان می دھند و سريع تر 
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منتقل می شوند بدين ترتيب درون ژل با اولويت باری که داشتند قرار می گيرند. جداسازی بر مبنای بار 
به ژلی نياز دارد که مانند آگاروز دارای خلل و فرج ھای بزرگ تری باشند. آگاروز برای جداسازی اسيد 
نوکلئيک ھا و پروتئين ھای خيلی بزرگ يا ترکيب ھا استفاده می شود. آگاروز يک پلی ساکاريد طبيعی 

است که از نوع خاصی جلبک دريايی قرمز به دست می آيد. زمانی که گرما داده شده و سپس سرد 
می شود به صورت جامد متخلخلی با خلل و فرج ھای نسبتا بزرگ تبديل می شود. الکتروفورز ژل 

را می توان برای جداسازی مولکول ھا بر مبنای بار يا وزن مولکولی شان استفاده کرد.  (AGE) آگاروز
با آنزيم ھای  DNA جداسازی بخش ھای حاصل از برش AGE يکی از مهم ترين کاربردھای

 .محدودکننده است
در طی انجام الکتروفورز ثابت نگاه داشتن حرارت اھميت بسياری دارد چرا که به حفظ تکرار پذيری 

آزمايش کمک می کند. به عنوان مثال پليمريزه شدن آکريل آميد يک واکنش گرمازا است و گرمای 
حاصله به خصوص در مورد ژل ھای غليظ تر، ممکن است باعث بروز بی نظمی در اندازه ی منافذ ژل 
ايجاد نمی کند. البته ممکن است  T شود. انتقال گرما معمولا مشکلی در ژل ھايی با غلظت کمتر از ١۵%

بالا رفتن دما مشکلات ديگری چون شکستن شيشه ھای الکتروفورز و آسيب به دستگاه را منجر شود. 
محيط بارالکتريکی خاص خود را نشان می  pH پروتئين ھا به علت خصوصيت آمفوتری خود تحت تاثير
محلول ھای   مورد استفاده ثابت باقی بماند. از  pH دھند. بدين علت در جداسازی توسط الکتروفورز بايد

ايجاد می کند، برای ثابت نگاه  ”-OH“ و در کاتود يون ھای ”+H“ آنجا که الکتروليز آب در آند يون ای
 .محلول ھای مورد استفاده، بايد آن ھا را بافر کرد pH  داشتن

است. اين تکنيک که عمده ترين کاربرد آن در  (CE) نوع ديگری از الکتروفورز، الکتروفورز مويين  
شيمی دارويی و درمانی است، برای جداسازی مولکول ھای درشت و ريز در مجاری بسيار نازک (با 
 (١٠-٣٠ (kV قطر داخلی ٢٠-٢٠٠ميکرومتر) استفاده می شود. در اين روش، جداسازی با ولتاژ بالا

می توان به سرعت دستيابی به نتيجه در آناليز يون ھا اشاره کرد.    CE امکان پذير می شود. از محاسن
بيشتر زمانی مطرح می شود که با آناليت ھای باردار با پلاريته و قطبيت زياد سر و  CE به طور کلی

کار داريم. اين تکنولوژی در علوم بايوتکنولوژی جايگاه ويژه ای پيدا کرده و در آناليز 
ماکرومولکول ھايی چون پروتئين ھا و کربوھيدرات ھا جايگزين خوبی برای الکتروفورز سنتی به شمار 

برای سرعت بخشی به رشد علم ژنتيک به خدمت گرفته شده است.  CE می رود. ھمچنين تکنولوژی
استفاده از الکتروفورز موئين در علوم تحليلی به خصوص در زمينه دارويی و زھر شناسی رشد بسياری 

 .داشته است
الکتروفورز موئين در بر گيرنده چندين تکنيک است که عملکرد و مشخصه ھای متفاوتی با ھم دارند. 

 اين تکنيک ھا که به مودھای الکتروفورز موئين معروف ھستند عبارتند از: الکتروفورز ناحيه ای موئين
(CZE) تمرکز ايزوالکتريک ، (IEF) الکتروفورز موئين ژلی، ايزوتاکوفورز ، (ITP)  و کروماتوگرافی

 .الکتروسينتيک موئين
نوع ديگری از الکتروفورز که قديمی ترين نوع اين تکنيک محسوب می شود، الکتروفورز سطحی نام 

دارد. در اين روش از يک لايه کاغذی متخلخلی با طول ٢٠-١٠ سانتيمتر، ترموپلاستيکی متشکل از 
 .سلولز و اسيد استيک و ژل پليمر استفاده می شود

به  وسيله الکتروفورز، اندازه گيری ھر رشته و شمارش تعداد بخش ھا و برش  DNA تشخيص ھويت
ھای تکرار شده در آن است. دانشمندان برای اين کار از روش الکتروفورز ژلی استفاده می کنند. بدين 

 DNA را از ميان ژل  عبور می دھند. چون ھر بيت از DNA ترتيب که با جريان الکتريکی رشته ھای
دارای بار منفی است و در معرض نيروی الکتريکی با بار برابر قرار می گيرد و آن را به سمت وجهی 
از ژل که بار مثبت دارد، پيش می برد. ذرات کوچک تر سريع تر حرکت می کنند. وقتی جريان برداشته 



 
 بھ آزماسکوسامان

می شود، از ژل تصويری گرفته می شود تا مشخص شود ھر بيت چه قدر جابه جا شده است. با مقايسه 
 DNA باندھای ايجاد شده با نمونه ھای استاندارد که سايزھای شناخته شده ای دارند، طول ھر بخش از

 .به دقت اندازه گيری می شود
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