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 چکیده

شناسی مولکولی است. این روش آسان و سریع بوده، استفاده از آن نیاز به آگارز، یکی از ابزارهای پایه در زیستالکتروفورز افقی ژل

های ناچیز در حد چند جفت باز و با تفاوت DNA كوچک قطعات آگارز این است كه جداسازی مهارت زیادی ندارد. یکی از معایب ژل

 طور متداول در این موارد ازهپذیر نیست كه بخوبی امکاناین ژل به در پروتئین و DNAهای همچنین تفکیک قطعات كوچک مولکول

 برزمان و گران ی پیچیده،روش رغم مزایایی كه دارد ولیآمید علیاكریلپلی ژل عمودی الکتروفورز. شودمی استفاده آمیداكریلپلی ژل

كه ضمن داشتن مزایا نسبت به روش عمودی،  معرفی شده است صورت افقیبه آمیداكریلپلی ژل الکتروفورز برای اخیراً روشی. باشدمی

آگارز با اندكی  باشد. در این پژوهش از دستگاه الکتروفورز افقی ژلانجام عمل الکتروفورز می نیازمند ساخت دستگاهی جدید جهت

ای استفاده شد. در تکثیر شونده توسط نشانگرهای ریزماهواره DNAآمید برای قطعات اكریلمنظور انجام الکتروفورز ژل پلیتغییرات، به

تایج نشان آمید انجام شد. ناكریلصورت افقی و با استفاده از ژل دو قسمتی آگارز و پلیآمید، بهاكریلاین روش عمل الکتروفورز ژل پلی

باشند. همچنین در این روش، مشکلات تشکیل حباب در ژل و پارگی ژل، در شفاف و واضح می داد باندهای حاصل از الکتروفورز كاملاً

هم برای ژل آگارز  و هم  از آن توانهنگام جداسازی شیشه از ژل، وجود ندارد. دستگاه الکتروفورز معرفی شده، دو منظوره است كه می

 آمید استفاده نمود.اكریلپلی برای ژل
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 مقدمه

الکتروفورز افقی آگارز یکی از ابزارهای اساسی برای 

شناسی مولکولی است. ریختن آگارز مذاب در داخل زیست

سینی ژل، پلیمریزاسیون سریع و ساده بودن استفاده از آن، از 

با این وجود متأسفانه  مزایای استفاده از این تکنیک است.

آگارز  در منافذ درشت ژل DNAها و قطعات كوچک پروتئین

های به هم مرتبط رشتهشوند. به شکل مؤثری از هم جدا نمی

عنوان بستری برای به 1090در سال كه  ،آمیداكریلپلی

 Raymond and) واینترابو  ریموند الکتروفورز توسط

Weintraub, 1959) عنوان بستری طبیعی معرفی شد، امروزه به

براساس اندازه و  DNAای برای الکتروفورز قطعات دو رشته

براساس اندازه و  DNAای رشتهقطعات تکبرای الکتروفورز 

آمید اكریلپلیژل  ،آگارز ژل . در مقایسه باكاربرد دارد تركیب،

 كهقدرت جداسازی داشتن  -1 باشد؛ذیل می دارای سه ویژگی

 1/1كه قادر است قطعاتی با طوریبه است،بسیار بیشتر از آگارز 

نوكلئوتید( را از هم  1111نوكلئوتید در  1اختلاف طول )درصد 

 DNAتواند مقادیر بیشتری از آمید میاكریلپلی  -2 ،جدا كند

میکروگرم  11را نسبت به آگارز در خود جای دهد. بیش از 

DNA 1متر در میلی1توان در یک چاهک با اندازه )را می 

بدون كاهش آمید اكریلمتر( در یک ژل معمولی پلیسانتی

ژل  احیایدست آمده از به DNA -9. كار برددار وضوح بهمعنی

بر این كار برد. توان در بسیاری از اهداف بهآمید را میاكریلپلی

آمید برای اكریلاساس یک زمینه ریزتری از منافذ نظیر ژل پلی

كه پلیمریزاسیون ژل ها نیاز است. با توجه به اینجداسازی آن

دهد، در الکتروفورز آمید در حضور  اكسیژن رخ نمیاكریلپلی

ای آمید ژل به درون دو صفحه شیشهاكریلعمودی ژل پلی

شود تا عمل پلیمره شدن شود و با گیره بسته میریخته می

 (.Sambrook et al., 2001) و همکاران سامبروک انجام شود

 آمید بهاكریلروش معمول الکتروفورز عمودی ژل پلی    

تجهیزات اختصاصی، نظیر دستگاه الکتروفورز عمودی، مواد 

آزمایشگاهی لازم برای تهیه ژل و موادی جهت جداسازی ژل از 

ای كه ها، نیاز دارد. در این روش صفحه متحرک )شیشهشیشه

چسبد( با الکل شسته شده، سپس با مخلوط ژل بر روی آن می

یت است، آغشته اسیداستیک و بایند كه تركیب پروپیل متاكریل

شود و با محلول گردد. صفحه ثابت نیز با الکل شسته میمی

ترین مشکلات موجود در استفاده از گردد. از مهمریپل تیمار می

این روش نشت ژل در هنگام تزریق ژل در بین دو سطح شیشه 

باشد. از طرفی در هنگام باز و همچنین ایجاد حباب در ژل می

از هم اغلب باعث ایجاد پارگی در ای كردن دو سطح شیشه

 (.2001) و همکاران سامبروکگردد هایی از ژل میقسمت

كه در روش عمودی تجهیزات اختصاصی و اقلام جاییاز آن    

این روش نیازمند صرف  ،زیادی از مواد مورد نیاز است

بودن آن نیاز به باشد. از طرفی پیچیدههای زیادی میهزینه

موفقیت در آن است. باید توجه داشت در  مهارت زیادی برای

آمید تنها برای بررسی اكریلاغلب موارد استفاده از ژل پلی

باشد كه نیازی به می DNAتر چندشکلی قطعات كوچک

ای برای تفکیک این قطعات استفاده از صفحات بزرگ شیشه

 ندارد.

همکاران و  بریگامبار توسط روش الکتروفورز افقی برای اولین    

(Bridghan et al.,1994ابداع شد و تاكنون روش ) های مختلفی

 كار رفته استآمید ارائه شده، یا بهاكریلبرای الکتروفورز پلی

 مکاران و ایزو و همکارانـومز و هـلو و همکاران، گــمارچ

(Izzo et al., 2006 ،Gomez et al., 2008 ،Marcheylo et al., 

( روشی برای انجام 2006همکاران ) و ایزودر مطالعه  (.1989

و پروتئین بر روی ژل  DNAهای الکتروفورز نمونه

آمید ارائه شده است كه در این روش با ساخت اكریلپلی

منظور الکتروفورز افقی ژل دستگاهی اختصاصی به

 كار بردن مواد شیمیایی ژل موردآمید انجام شده، با بهاكریلپلی

چسبد و ادامه الکتروفورز بر روی میای نظر به یک سطح شیشه

شود. با این وجود این روش نیز نیازمند طراحی و آن انجام می

آمید اكریلساخت دستگاه اختصاصی برای انجام الکتروفورز پلی

سیلین برای چسباندن  بوده، از طرفی نیازمند استفاده از باند

ژل به سطح شیشه است. در این پژوهش روشی سریع، آسان، 

آمید اكریلهزینه و در عین حال كارآمد برای الکتروفورز پلیمك

  گردد.با استفاده از همان تجهیزات الکتروفورز آگارز معرفی می

 

 هامواد و روش

آگارز جهت ریختن  منظور انجام الکتروفورز افقی از سینی ژلبه

آمید استفاده شده است. ابتدا با نوار چسب دو اكریلژل پلی

سینی ژل بسته شد. سینی بر روی یک سطح افقی  طرف باز

عنوان متری، بهمیلی 2قرار داده شد و تعداد چهار قطعه شیشه 

پایه، در چهار گوشه آن قرار گرفت. ابعاد سینی ژل مورد 

متر بود از این رو یک قطعه شیشه با سانتی 10×10استفاده 

روی  طور افقی برمتر برش داده شده، بهسانتی 19×19ابعاد 

متری كه میلی 2های چهار پایه، داخل سینی قرار گرفت. پایه

كننده بین سینی ژل و شیشه بالایی قرار گرفتند، تعیین

توان با ضخامت دلخواه تهیه ضخامت نهایی ژل بودند كه می

نمود. شیشه بالایی به نحوی در داخل سینی قرار گرفت كه به 

متر با نوار نتینوار چسب پایین ژل متصل گردید و یک سا

متری چسب ابتدای ژل فاصله داشت كه این فاصله یک سانتی
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(. قبل از ریختن ژل یک 1گیری شانه بود )شکل محل قرار

جای شانه سانتیمتری در بالادست شیشه به 1×19قطعه شیشه 

قرار داده شد كه محل ریختن ژل آگارز پس از تهیه ژل 

های سینی ژل دو طرف لبه شیشه بالایی ازآمید است. آكریل

متر فاصله داشت كه برای ریختن ژل از آن سانتی 9/1نیز 

لیتر ژل میلی 59استفاده گردید. براساس ابعاد سینی، 

میکرولیتر تمد و  91تهیه شد. سپس  درصد 8 آمیداكریلپلی

درصد به آن اضافه  11میکرولیتر آمونیوم پرسولفات  511

متری كنار شیشه با م سانتیگردید. ژل از طریق شکاف نی

استفاده از یک قیف كوچک ریخته شد تا ژل در تمام سطح 

گرمی روی شیشه  111سینی پخش گردد سپس یک وزنه 

 بالایی قرار داده شد.

آمید آماده گردید. شیشه اكریل ساعت ژل 1پس از حدود     

جای آن متری از ابتدای ژل برداشته شده، شانه بهسانتی 1×19

آگارز ذوب شده )بسته الف(. مقدار كمی ژل 2قرار گرفت )شکل 

لیتر( در اطراف شانه ریخته و میلی 4-8 اًبه اندازه سینی حدود

 ب(.  2)شکل  دقیقه شانه خارج گردید 19پس از 

مطابق روش آگارز سینی در درون تانک الکتروفورز افقی     

 5شد. مقدار به درون تانک ریخته  1x TBEقرار گرفته و بافر 

چغندرقند  SSRحاصل از آغازگرهای  PCRمیکرولیتر محصول 

همراه یک میکرولیتر بافر بارگیری مخلوط شد و در درون به

میکرولیتر از محصول  0ها بارگیری شد. همچنین مقدار چاهک

PCR  با آغازگرهای اختصاصی ژنFlowering locus control 

(FLC)  بر رویcDNA  چغندرقند نیز استفاده شد. الکتروفورز

ولت انجام شد. بعد از اتمام  81ساعت با ولتاژ  0مدت به

الکتروفورز و رسیدن رنگ به انتهای ژل، سینی از درون تانک 

از روی ژل برداشته شد. ژل  19×19ای خارج شده، قطعه شیشه

آمید از درون سینی برداشته شد و در درون محلول اكریلپلی

دقیقه  11-19مدت آمیزی بهیدیوم بروماید قرار گرفت. رنگات

انجام شد و پس از شستشوی سطحی با آب مقطر در درون 

 باندها ظاهر گردید.  UVدستگاه ژل داک تحت تابش نور 

 

 نتایج و بحث

ای پلیمراز نیز نشان نتایج الکتروفورز محصول واكنش زنجیره

از جنس آگارز وارد  هاییراحتی از چاهکبه DNAقطعات  ،داد

آمید شده، در آن حركت كردند كه در نهایت با اكریلژل پلی

آمیزی ژل با اتیدیوم بروماید باندهای واضح و شفاف از رنگ

نشان داده شده است كه  9دست آمد. در شکل ها بهآن

ای پلیمراز در یک چه قطعات حاصل از واكنش زنجیرهچنان

ژل تهیه شده حركت خواهند  اندازه باشند به یک میزان در

خوبی در این الکتروفورز به bp111 نمود. همچنین ماركر 

نماید یی الکتروفورز را تأیید میآتفکیک شده است كه كار

با این روش قطعات چند شکل حاصل از نشانگرهای  .(9)شکل 

SSR در الکتروفورز این (. 9خوبی قابل تشخیص است )شکل به

تر، مشابه با الکتروفورز عمودی ژل نیروش در مدت زمان طولا

توان قدرت تفکیکی معادل با روش آمید، میاكریلپلی

های افقی مشابه آمید و روشاكریلالکتروفورز عمودی ژل پلی

توان چه طول ژل تهیه شده افزایش یابد، میچنان انتظار داشت.

استفاده  AFLPاز این روش برای نشانگرهای چند مکانی نظیر 

 قدرت تفکیک این روش در مقایسه با ژل 4نمود. در شکل 

چغندرقند دارای  FLCآگارز نشان داده شده است. رونوشت ژن 

گارز مشخص نبوده ولی آهای مختلف است كه در ژل پردازش

خوبی آمید بهاكریلدر  نتیجه حاصل از الکتروفورز افقی پلی

 نمایان است.

 
 

 های سینی قرار گرفته استمتری در گوشهمیلی 2بالایی ژل كه بر روی چهار پایه  شیشه :1شکل 
Fig. 1: The glass on top of gel has been placed on 2 mm-diameter bases on corners 
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 های بالادست ژل از جنس آگارزالف: محل قرار گرفتن شانه در بالادست ژل و ب: چاهک :2شکل 
Fig. 2: (a) Location of the comb on top of tray and (b) sample slot that’s made by agarose 

 

 

 
 درصد پلی اكریل آمید افقی 8بر روی ژل   SSRای پلیمراز نشانگرهای نتایج الکتروفورز محصول واكنش زنجیره :9شکل 

Fig. 3: Electrophoresis of polymerase chain reaction products of SSR markers in 8% horizontal polyacrylamide gel  
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آگارز )سمت  های ژلاز چاهکآمید با استفاده اكریلآگارز )سمت چپ( و الکتروفورز افقی ژل پلی مقایسه الکتروفورز افقی ژل :4شکل 

آمید اكریلها ریخته شده است. در ژل پلیچغندرقند در چاهک cDNAبر روی  FLCبرای ژن  PCRراست(. یک میزان محصول 

 مشخص نیست 2آگارز  ها در ژلشود. این پردازشهای گوناگون رونوشت محصول ژن مشاهده میباندهای مربوط به پردازش
Fig. 4: Comparison of Agarose gel electrophoresis (left) and horizontal polyacrylamide gel electrophoresis using 

agarose gel Slots (right). The same amount of PCR product from cDNA sugar beet template added in each slot. In 

polyacrylamide gel, the bands of different splicing of mRNA can be observed.   In 2% agarose gel, different bands of 

this gene are not detectable 
 

آمید یکی اكریلهای معمول الکتروفورز عمودی پلیدر روش    

كنندگان این سیستم مشکل بودن استفادهاز مشکلات عمده 

باشد. می DNAتزریق ژل و تشکیل حباب بر سر مسیر حركت 

نتایج حاصل از این تحقیق نشان داد در این روش به دلایلی از 

جمله عدم استفاده از سرنگ جهت ریختن ژل، احتمال تشکیل 

در روشهای معمول حباب بسیار پایین است. از طرفی 

عدم تشکیل حباب ژل را با برای اطمینان از  الکتروفورز عمودی

كردند سمت پایین هدایت میزدن ضرباتی بر سطح شیشه به

شد در برخی موارد فرصت كافی برای كه این امر موجب می

ریختن ژل وجود نداشته باشد و ژل در درون سرنگ و یا درون 

جا و در مدت صورت یکظرف خود ببندد. در این روش ژل به

ریخته شد و تشکیل حباب نیز در زمان كمی به درون سینی 

 آن دیده نشد. 

بدون نیاز بعد از اتمام الکتروفورز شیشه موجود در روی ژل،     

به استفاده از مواد شیمیایی جهت ممانعت از چسبیدن ژل به 

توان به آرامی از آن جدا شد. همچنین این ژل را می شیشه،

كه در بسیاری جا كرد. این در حالی است راحتی با دست جابهبه

ها و های عمودی در هنگام جداسازی شیشهاز موارد در روش

آمیزی احتمال پارگی در ژل بالا همچنین در زمان رنگ

 باشد. می

كردن یکی دیگر از مزایای روش معرفی شده جایگزین    

 آمیزی نظیر نیتراتهای رنگجای سایر روشاتیدیوم بروماید به

بر و دشوار است. نتایج قیمت، زماننقره است كه روشی گران

هزینه بوده، در عین حال فوق نشان داد این روش سریع و كم

علت باشد. همچنین بهباندهای حاصله بسیار واضح و شفاف می

نیازمند تجهیزات خاص و جداگانه  روشاین سادگی انجام 

 باشد. آمید نمیاكریلجهت الکتروفورز پلی
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