
الفصل الكهربي للبروتين

SDS-PAGEباستخدام 
SDS-Polyacrylamide Gel Electrophoresis
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SDS-PAGE(POLYACRYLAMIDE GEL

ELECTROPHORESIS)

 حجمهاالبروتينات تبعاً لمن  لفصل خليط الجزيئية من أهم تقنيات الأحياء.

لنووية من طرق التحليل التي يمكن استخدامه أيضاً لفصل جزيئات الأحماض ا
DNA وRNA.

ي البدايةجزيئات البروتين مختلفة في الشكل والحجم، ويتم تغييرطبيعتها ف.

 ويمكن  تغيير الشكل  الثانوي والثلاثي والرباعي باستخدام مادةSDS .

 تغطى البروتينات  المشحونه بالشحنة السالبة بواسطة الـSDS .

ي تهاجر وعند تحميل خليط البروتينات في مادة الجل وتتعرض لللحقل الكهرب
(. anodeالانود )البروتينات باتجاه القطب الموجب 

 ثم تفصل يعدها بواسطة الغربلة الجزيئيةmolecular sieving  تبعاً للحجم
(.الوزن الجزيئي)

على شكل بعد تظهير الجزيئات باستخدام تقنية خاصة لصبغ البروتين وتظهر
عها ويمكن معرفة حجم البروتين بمقارنة  المسافة التي يقط bandsأشرطة 

ن الجزيء على جل الفصل مع أشرطة من الجزيئات البروتينية معلومة الوز
الجزيئي 
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(BIO-RAD)الأجزاء الخاصة بالفصل الكهربي تجميع : أولاً 
الأطباق الزجاجية والبلاستيكية

لا او( يحتوي فاصل)ترتب على سطح معقم ويوضع الطيق الزجاجي الاطول

.ويوضع فوقه الطبق الزجاجي الاقصر أعلاه
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سمح بمرور يتم التاكد من ثبيتهما بمحاذاة بعضهما البعض عند القاعدة بحيث لا ت

.الماء من قاعدة الطبقين المتراكبين

 يتم تثبيت الطبقين داخل إطار الصبcasting frame وتثبت باحكام ،

.باستخدام الملاقط الجانبية
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ين يثبت الإطار على الحامل عن طريق الملقط العلوي ثم يصب الجل داخل الفراغ بين الطبق

.الزجاجيين
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 ً : Gel preparationتحضير الجل : ثانيا

الا قبل صب TEMEDو APSيتم  تحضير الجل بنوعيه بدون إضافة المادتين 
.الجل بين الطبقين مباشرة ويخلط جيدا بالتقليب
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Resolvingالمادة  Gel

10%

Stacking Gel

4.5%

مل5.65مل DDW 4الماء 

مل1.65مل 3.3%30خليط الأكريلاميد 

Tris pH 8.81.5M2.5مل---

1M Tris pH 8.8---2.5مل

SDS10%0.1مل0.1مل

10%

Ammonium 

persulphate

(APS)

مل0.1مل0.1

TEMED0.004مل0.004مل



 يتم صب  محلول الحلresolving  حتى الخط الظاهر على الطبق

سفله الزجاجي الذي يمكن تحديده بوضع المشط قبل الصب وتحديد خط أ

.سم1بمسافة 
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خدام طبقة يمكن التخلص من الفقاعات الهوائية بعد الانتهاء من الصب باست

.الأيزوبروبانول أو الماء المقطر على سطح الجل حتى مستوى الجل

 دقيقة30-20يترك الجل ليتصلب.
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 يجهز  جل التجميعstacking gel  باضافة جميع المحاليل ماعدا مادتي

APS وTEMED  .ويتم إضافتها قبل الصب مباشرة.

 يجفف الايزوبروبانول باستخدام ورق الترشيح.

 الثاني يضاف الجلstacking gell

9

A
m

a
l A

lg
h

a
m

d
i                                                               

2
0

1
1



 ثم يضاف المشط داخل الفراغ بين الشريحتين.

 دقائق10يترك ليتصلب لمدة.
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:تجهيز العينة
 4:1يخلط البروتين مع المحلول المنظم للعينة بنسبة

 دقيقة30م لمدة °37يسخن الخليط في حمام مائي عند درجة حرارة.
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RUNNINGتحميل العينات في الجل  THE GEL

 يتم إخراج المشط من داخل الجل بحرص حتى لا تكسر العيونwells.

جهاز الجل، ثم يفصل الجل من إطار الصب  وتثبت  الطبقين او الشريحتين  داخل
بحيث يكون الطبق الأقصر للداخل

لجل إذا كان هناك جل واحد فقط، يتم وضع الطبق المخصص المتوفر كموازنه ل
.المحضر

شابكيتم تامين الطبقين ويوضعوا داخل  الحامل ويقفل بطريقة معينة بالم.

 يوضع الحامل داخل خزان الفصلBio-Rad tank

 10يملأ الفراغ داخل الحامل بمحلول السريانX SDS running buffer 
(pH 8.3)

 يصبح الجل جاهز للاستخدام وتحميل العينات.

 يتم غسل نهاية الماصة بالمحاول المنظم

 رات للعين باستخدام الماصة الدقيقة ثم تدخل حتى بضعة ملمتتسحب العينة يتم
well. 12
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ة يتم توصيل مصدر الطاقة باغلاق الخزان وتوصيل الأقطاب الموجب

.والسالبة في أماكنها الصحيحة

الأسود للأسود والاحمر للأحمر.

 ساعه 1فولت ويترك السريان لمدة 180يتم ضبط التيار على.

يتم الانتباه لعدم خروج الصبغة خارج الجل.
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الجلداخل( البروتين)رسم توضيحي لعملية سريان العينة
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صبغ الجل

ل من بعد انتهاء وقت السريان، يتم إخراج الحامل من خزان الفصل ثم إخراج الج
.بين أطباق الجل

 يتم فصل الجل عن الطبقين او الشريحتين الزجاجيتين

 دقيقة30يوضع الجل في محلول الصبغ لمدة.

 ساعات أو حتى 8، في محلول نزع الصبغة لمدة على جهاز الهز يتم وضع الجل
.bandsظهور الأشرطة 

نة مع الأوزان يتم تقدير الوزن الجزيئي للبروتينات المفصولة تقريبيا بالمقار
. protein markersالجزيئية المعلومة 

 يجب ارتداء القفازات أثناء التعامل مع الـجلSDS-PAGE.

ب ان للتأكد من صحة المحاذاة والصب للأطباق الجزازية والفواصل والمشط، يج
.تكون أطواق الصب نظيفة وجافة تماما

 يجب اتخاذ الحيطة والحذر عند استخدام الاكريلاميدAcrylamide  لانه سم
. neurotoxinعصبي 
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SDS-PAGEرسم توضيحي لأشرطة البروتين المفصول على الجل 

بعد عملية الصبغ
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SDS (SODIUMدور مادة  DODECYL SULPHATE)

هي مادة عالية التأين ذت شحنة سالبة

حنة سالبةترتبط مع بقايا الأحماض الأمينية في جزيئات البروتين وتغطيه بش.

 تقوم بتشويه(denature )سل للبروتين في العينة وتجعله في صورة سلا

مايسمى بالتركيب الأولي )poly peptideتسمى عديد الببتيد 

primary structure.)

عكس كتلة يلغي الاختلاف في شكل البروتين ويكون طول سلسلة الببتيد الذي ي

-SDSالجزيء هو وجه المقارنه الوحيد لسريان البروتينات في جل الفصل 

PAGE.

معلومة بالتالي يمكن معرفة الكتلة او الوزن الجزيئي بالمقارنة مع بروتينات

.  على نفس الجلProtein ladderالوزن الجزيئي 
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