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Загальні теоретичні положення 

 

Коротка характеристика методу 

Фізичний принцип методу електрофорезу полягає в наступному. 

Макромолекули, які знаходяться в буферному розчині мають деяким сумарним 

електричним зарядом, величина і знак якого залежать від рН середовища. Якщо 

через цей розчин, укладений в канал з ізолюючого матеріалу, наприклад скляну 

трубку, почати пропускати електричний струм, то вздовж каналу встановиться 

певний градієнт напруги, тобто сформується електричне поле. Під дією поля 

макромолекули у відповідності зі своїм сумарним зарядом мігрують в напрямку 

катода або анода, причому їх тертя об навколишнє середовище обмежує 

швидкість міграції. В залежності від величини заряду і розмірів молекули 

набувають різні швидкості, і в цьому - сутність процесу електрофорезу. 

Поступово вихідний препарат, що складався з різних молекул, поділяється на 

зони однакових молекул, які мігрують з постійною швидкістю.  

Для проведення електрофорезу необхідні: 

1. "канал", в якому йде поділ: колонка, пластина (вертикальний 

електрофорез), плоска ванна, прямокутний блок (горизонтальний 

електрофорез);  

2. зв'язок каналу з електродами, яка здійснюється через резервуар з 

буфером (вертикальний електрофорез) або через з'єднувальний гніт 

(зазвичай вологий папір), який з'єднує кінці гелю з буфером 

(горизонтальний електрофорез). 

 

Основні методичні принципи 

Методологія електрофоретичного розділення, постійно 

вдосконалюючись, призвела до того, що практично всі електрофоретичні 

аналізи білків та пептидів проводять у поліакриламідному гелі (ПААГ). Цей 

гель складається з двох мономерних компонентів: 

1. акриламіду                             -   CH2=CH-CONH2 , 

2. NN'-метиленбісакриламіду  -   (СН2=CH-CONH)2-CH2.  
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Акриламід під дією ініціаторів полімеризації (наприклад персульфат 

натрію - ТЕМЕД) утворює лінійні полімери, а NN'-метіленбісакріламід 

використовується для «зшивання» лінійних полімерів акриламіду. Застосування 

цього матеріалу дозволило отримувати більш контрольовані, ніж у гелю з 

інших матеріалів, розміри пір. Склад буферів, що використовуються для 

електрофорезу білків не впливає на процес полімеризації акриламіду. Природа, 

концентрація і рН буфера визначаються особливостями самого процесу 

електрофорезу. Полімеризації ПААГ не заважає також присутність сечовини 

(навіть у високих концентраціях), гуанідинхлоріду, формаміду, сахарози або 

інших детергентів, як ДСН, Тритон Х-100, цетавлон. Сахароза навіть сприяє 

полімеризації і покращує механічні властивості гелю.  

Розміри пір варіюють концентрацією метиленбісакріламіду. Зазвичай 

використовують 6-20% ПААГ. Для характеристики поліакриламідного гелю 

необхідно вказувати відсотковий вміст мономерів (Т) і кількість агента, що 

зшиває у відсотках від загальної кількості мономерів (С): 

 

Т,% = (акриламід, г + біс-акриламід, г) х 100% / загальний об’єм, мл 

 

С,% = (акриламід, г) х 100% / (акриламід, г + біс-акриламід, г) 

 

Співвідношення між кількістю агента, що зшиває, і акриламідом дуже 

важливе, оскільки воно істотно впливає на механічні та фізичні властивості 

гелю. Було встановлено, що чим вище концентрація акриламіду, тим 

нижчою повинна бути концентрація бісакриламіду, і навпаки. Одночасне 

збільшення вмісту обох компонентів призводить до утворення гелів з 

підвищеною жорсткістю і крихкістю, а одночасне зниження - до зростання 

м'якості й еластичності. 

В ході електрофорезу зони розчиненого білка залишаються невидимими. 

Для спостереження за процесом у вихідний препарат додають барвник 

(«лідируючий барвник»), молекули якого несуть заряд того ж знака, що і 

молекули білка, але не взаємодіють з ним. Швидкість міграції барвника трохи 
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вище за швидкість усіх білків, тому, коли забарвлена зона («фронт 

електрофоретичного руху») доходить до кінця гелю, електрофорез припиняють.  

Електрофоретичну пластинку, після поділу на ній білкових молекул, 

фіксують в суміші ізопропанол / оцтова кислота / етанол, для запобігання 

процесу дифузії. Після фіксації проводять фарбування білкових смуг. Барвники 

мають різний ступень чутливості і забарвлення смуг відбувається 

пропорційно кількості білка в зоні. В якості барвників найчастіше 

використовують кумасі синій (G-250, R-250). Він досить простий і зручний в 

роботі, має чутливість до 100 нг на білкову смугу. Також в якості фарбуючих 

агентів застосовують нітрат срібла, флуоресцентні барвники. Вони мають 

значно вище чутливість в порівнянні з кумасі, але робота з ними вимагає або 

чіткого дотримання всіх процедур протоколу забарвлення, який дуже чутливий 

до якості реактивів, або додаткового обладнання для детекції забарвлених зон 

(у випадку з флуоресцентними барвниками).  

Після процедури фарбування слід відмити гель від надлишку 

барвника. При використанні кумасі ця процедура полягає у інкубації гелю в 

9%-му розчині оцтової кислоти, нагрітої до 75-90 0С. При використанні інших 

барвників протокол відмивання гелю може сильно варіювати. 

Серед усього розмаїття методів електрофоретичного розділення білків з 

використанням поліакриламідного гелю виділяють наступні основні 

методики. 

 

Нативний електрофорез у поліакриламідному гелі 

Даний різновид електрофорезу розроблено для поділу білків, що 

знаходяться в нативної неденатурованої формі і поділ білків відбувається 

відповідно до їх заряду та розміру. Умови поділу, включаючи рН буферного 

розчину, підбираються у відповідності з властивостями білків. Але в більшості 

випадків використовується рН в діапазоні 8-9, коли більшість білків мають 

сумарний негативний заряд і рухаються в електричному полі в напрямку до 

анода. Частіше всього використовують гелі з Т = 7-10%, проте залежно від 
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завдання концентрація акриламіду може варіюватися в широкому діапазоні в 

залежності від того яка молекулярна маса білків, присутніх в суміші. Для білків 

з молекулярною масою від 500 кДа і вище, проникнення в гель яких 

затруднено, використовують гелі з Т = 3-4% і С = 0.1%; для білків з низькою 

молекулярною масою близько 10 кДа, відповідно Т = 15% і С до 1%. 

З переваг цього методу необхідно відмітити, що білки, які розділяються, 

знаходяться в нативній формі, наприклад, багато ферментів зберігають свою 

ферментативну активність. До недоліків слід віднести недосконалість 

розподільчої ефективності нативного електрофорезу - фракцйонування білків 

відбувається у відповідності з їх розміром і зарядом. Як наслідок, білки з 

різними молекулярними масами можуть мати однакову рухливість.  

 

Ступінчастий (перервний) електрофорез в поліакриламідному гелі 

з додецилсульфатом натрію (Disc-electrophoresis) 

Для проведення диск-електрофорезу необхідно контролювати 4 

параметри: 

 

1. структура гелю 

2. значення рН буферного розчину гелю 

3. йонна сила буферного розчину 

4. природа йонів в гелі і в електродному буферному розчині 

 

Значення рН в даній системі відіграють дуже важливу роль і повинні 

вибиратися з урахуванням таких вимог: 

1. У концентруючому гелі білки повинні концентруватися в результаті 

ізотахофорезу, тобто, всі заряджені компоненти рухаються в електричному 

полі з однаковими (ізо) швидкостями (тахо). При тих значеннях рН, які мають 

ці гелі, буферний (замикаючий) йон, що знаходиться в електродних судинах, 

повинен мати найменшу електрофоретичну рухливість. 

2. Розподільчий гель повинен мати такий рН, щоб рухливість 
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замикаючого йона в ньому була вищою, ніж рухливість будь-якого іншого 

компонента проби. У цьому випадку замикаючий йон буде рухатися попереду 

білків. 

Основна перевага диск-електрофорезу полягає в концентруванні 

білкових молекул, що поділяються, з утворенням дуже вузьких зон. 

Недоліком є те, що в процесі ізотахофорезу білки можуть досягати такої 

високої концентрації, що це викликає їх осадження. Крім того, деякі білки 

нестабільні в зоні рН, що використовується для їх дослідження цим методом.  

Електрофоретична рухливість кожного білка залежить одночасно від 

його сумарного заряду, молекулярної маси і конфігурації поліпептидного 

ланцюга. Для встановлення суворої кількісної кореляції між одним з цих 

параметрів і електрофоретичною рухливістю білка потрібно виключити вплив 

всіх інших. Використання анйонного детергенту додецилсульфату натрію 

(ДСН) дозволяє фракцйонувати білки в залежності від значень лише одного 

параметру – їх молекулярної маси. Для цього білки обробляють трикратним 

надлишком ДСН. За рахунок гідрофобних взаємодій детергент приблизно 

однаково зв’язується з більшістю білків у співвідношенні 1,4 мг ДСН на 1 мг 

білка (1 моль ДСН на 2 амінокислотних залишка). Кожна молекула ДСН 

несе негативний заряд і величезний надлишок їх перевищує власний 

сумарний заряд білка. Денатурований нерозгалужений поліпептид в цих 

умовах являє собою стрижень з сильним негативним зарядом. 

Співвідношення розмір/заряд в присутності ДСН стає практично однаковим 

для будь-якого білка, і розподіл відбувається за молекулярною масою, так як 

пори гелю працюють як молекулярні сита. 

При необхідності білки, що містять дисульфідні містки, попередньо 

обробляють -меркаптоетанолом або дітійотриетолом, щоб зруйнувати всі 

S-S-зв’язки. В результаті цієї маніпуляції ми отримуємо суміш ланцюгів 

даного білка, молекулярні маси яких можна виявити при електрофоретичному 

поділі.  

Одним з варіантів електрофорезу в ПААГ є електрофорез в градієнті 
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пористості ПААГ, тобто в гелях з мінливими уздовж напрямку міграції 

білків розмірами пор. Він схожий на електрофорез з ДСН у тому відношенні, 

що поділ йде за розмірами молекул, а не за зарядом. Концентрація 

акриламіду змінюється по довжині пластинки від 25% в нижній частині, до 

4% у верхній частині. Робочий буферний розчин має високе значення рН, 

тому білки мігрують до аноду до тих пір, поки через розміри пор гелю вони 

не зможуть рухатися далі. 

Інша модифікація електрофорезу в ПААГ полягає у використанні даного 

методу для виявлення активних ферментів, наприклад протеолітичних 

ферментів різної специфічності. Для цього в гель заполімеризовується 

субстрат потенційних ферментів, які необхідно ідентифікувати за активністю. 

Після проведення електрофоретичного розділення, пластину не фарбують, а 

піддають різним процедурам, загальний зміст яких спрямований на виявлення 

можливих ферментативних активностей в зразку, що аналізується. 

 

Ізоелектричне фокусування 

Ізоелектрична точка - це значення рН, при якому сумарний заряд 

речовини дорівнює нулю. Амфоліти (амфотерні електроліти) - це сполуки, 

що володіють як кислотними, так і лужними властивостями. В залежності від 

рН середовища їх сумарний заряд набуває позитивного, негативного або 

нульового значення. За допомогою ізоелектрофокусуваня можна 

фракцйонувати тільки речовини з амфотерними властивостями, якими і є 

білкові молекули. Крім амфолітів-зразків існують амфоліти-носії, які 

створюють градієнт рН. 

Якщо звичайний електрофорез заснований на поділі білків за їх 

рухливістю при даному значенні рН, то ізоелектричне фокусування полягає в 

тому, що створюється система з градієнтом рН. Білки, що рухаються в 

електричному полі, досягають у цій системі такої області, в якій значення рН 

дорівнює значенн. їх ізоелектричної точки. При цьому значенні сумарний 

заряд білка дорівнює 0, і він не здатний переміщуватися в електричному 
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полі. 

Синтетичні амфоліти - носії (іноді їх називають амфолінами), що 

представляють собою гетерогенну суміш різних поліамінополікарбонових 

кислот. Умови синтезу направлені на утворення безлічі гомологів та ізомерів. 

Цей ряд сполук володіє неперервним спектром ізоточок від рН 3 до рН 10. 

Склад суміші, від якого залежить інтервал значень рН, можна регулювати 

фракцйонуванням. Для створення градієнта рН суміш амфолітів поміщають 

в стабілізоване середовище і подають напругу. 

Ізоелектричне фокусування має найвищу розподільчу здатність при 

поділі суміші білків, хоча цей метод не дозволяє розділяти білки в залежності 

від величини їх молекул, як, наприклад, за електрофорезу. Особливу перевагу 

цього методу відображено в терміні «фокусування». В інших методах 

розділення білків дифузія і перемішування зон прогресують з часом. За 

ізоелектричного фокусування дифузія обмежена. Як тільки білкова молекула 

дифундує і потрапляє в зону, що відрізняється за значенням рН від її 

ізоелектричної точки, вона стає зарядженою і мігрує в зворотному напрямку. 

 

Двовимірний електрофорез 

Двовимірний електрофорез (2DЕ - two dimensional electrophoresis) 

являє собою метод розділення суміші білків, заснований на послідовному 

використанні двох властивостей білків: заряду і маси. Використання таких не 

пов'язаних між собою властивостей білків необхідно, щоб розділення суміші 

білків було максимальним. 

Під час проведення першого напряму (який ще має назву 

ізоелектрофокусування) поділ білків засновано на такій їх властивості, як 

наявність ізоелектричної точки (pI). Коли білок потрапляє в гель з 

градієнтом pH, до якого прикладене електричне поле, він починає рухатися 

до електрода з протилежним зарядом: позитивно заряджені білки 

переміщуються до катода (негативно заряджений електрод), а негативно 

заряджені - до анода (позитивно заряджений електрод). Під час міграції білок 
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приєднує або втрачає протони, в результаті чого його заряд і рухливість 

знижуються, і стає нульовою під час досягнення точки в градієнті pH, рівній 

його pI. У цій точці він вважається «сфокусованим», а на гелі він виглядає як 

чітко окреслена пляма. За допомогою 2DE можливо розділити білки з дуже 

близькими значеннями pI. 

Далі гель, отриманий в ході ізоелектрофокусування, кладуть 

горизонтально на вершину полімерізованого поліакриламідного гелю, і 

починається другий напрямок, у ході якого поділ грунтується на 

молекулярній масі білків. В результаті білки будуть представлені на 

електрофореграммі у вигляді плям, ідентифікація конкретних білків 

проводиться за допомогою різних гель-документуючих систем і мас-

спектрометрії. Аналіз гелів, отриманих в результаті 2DE, є складнішим у 

порівнянні з аналізом гелів, отриманих в ході одновимірного електрофорезу 

через більшу кількість виділених білків. Але це і є значною перевагою 2DE у 

порівнянні з одновимірним електрофорезом: одночасно можна аналізувати 

велику кількість білків, що володіють близькими властивостями. 

 

Протоколи лабораторних занять 

1. Отримання пластин поліакриламідного гелю для проведення 

електрофоретичного аналізу 

Принцип роботи:  

В залежності від мети електрофоретичного дослідження 

поліакриламідний гель може бути різним як за структурою (відсоток вмісту 

акриламіду та бісакриламіду) та і за вмістом компонентів. Наприклад, для 

проведення електрофорезу в денатуруючих умовах необхідно додавання до 

полімеризуючого складу йонного детергенту – додецилсульфату натрію або 

цетавлону. Також, в залежності від системи, в якої буде проводитися 

електрофоретичне розділення, використовуються певні буферні композиції, 

наприклад, система Лемлі – трис-гліцинова буферна система, рН якої 

наближається до 9,8. Також, якщо мова йде про постановку ензим-
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електрофорезу або ізоелектрофокусування, то в гель додаються або 

субстрати потенційних ферментів, в випадку ензим-електрофорезу, або 

амфоліти для визначення ізоелектричних точок досліджуваних білків. В 

залежності від фірми виробника електрофоретичних систем, складання 

блоку для заливання пластин поліакриламідного гелю може дещо 

відрізнятись за формою. Але принцип залишається єдиним – створення між 

двома скляними платівками простору, де буде полімеризуватись гель, а 

також попередження виливання гелю з цієї порожнини у процесі його 

полімеризації. Зазвичай у блоці для заливання створюють усі умови для 

успішного досягнення даних задач. 

Матеріали: 

Скляні пластини необхідних розмірів; блок для заливки поліакриламідних 

платівок; спейсери; гребінка; скляна або пластикова піпетка; скляні стакани (25, 

50, 100 мл); набір дозаторів (10-200, 100-1000, 1000-5000 мкл); фільтрувальний 

папір. 

Реактиви (див. додаток): 

1. 40% розчин акриламіду/бісакриламіду; 

2. буфер для розподільчатого гелю та концентруючого гелю; 

3. 1,5% розчин персульфату натрію; 

4. вода дистильована; 

5. дейонізована вода, 

6. розчин ізоамілового спирту. 

Хід роботи: 

1. Складають блок для заливання згідно інструкції виробника блоку. 

Після проведення усіх необхідних процедур ми маємо сформовану 

камеру для заливки та полімеризації гелю, що утворена між двома 

скляними пластинками за допомогою бічних спейсерів певної 

товщини. Товщина спейсерів повинна повністю бути тотожною до 

товщини гребінки, яка використовується для утворення лунок 

нанесення зразків білків/пептидів. Після складання блоку необхідно 

перевірити його герметичність за допомогою дистильованої води. В 



12 

 

разі відсутності повної герметичності систему розбирають та знову 

складають згідно інструкції виробника. 

2. Заливка ступінчатого (перервного) поліакриламідного гелю. 

a. Поміщають гребінку повністю в зібраний блок. Мітять скляну 

пластинку на 1 см нижче зубчиків гребінки. Це - рівень, до якого 

заливається розподільчий гель. Далі гребінку видаляють. 

b. Готують розчин мономерного розподільчатого гелю, змішавши 

всі реактиви, крім персульфату натрію (див. Додаток). В разі 

необхідності дегазують готовий розчин під вакуумом протягом не 

менше 15 хвилин. Не використовуйте для цього аспіратор води 

зливу! 

c. Додають персульфат натрію до розчину мономерного 

розподільчатого гелю (див. Додаток), доливають до мітки, 

використовуючи скляну або одноразову пластмасову піпетку. 

Розчин заливати безперервно, щоб уникнути його змішування з 

повітрям! 

d. Розчин мономеру негайно покривають зверху водою або 

розчином ізоамілового спирту. 

e. Гель залишають до повної полімеризації на час від 45 хвилин до 

1 години. Після цього зполіскують поверхню гелю 

дистильованою водою. Не залишати спирт на гелі більше, ніж на 

1 годину, це веде до зневоднення поверхні гелю! 

f. Готують розчин концентруючого мономерного гелю, для цього 

змішують всі реактиви, крім персульфату натрію (див. Додаток). 

В разі необхідності дегазують розчин під вакуумом протягом не 

менше 15 хвилин. 

g. Додають персульфат натрію до концентруючого розчину 

мономерного гелю (див. Додаток), та негайно починають лити 

розчин між скляними пластинками. Продовжують лити до тих 

пір, поки не буде досягнуто вершини короткої скляної пластини. 

h. Вставляють необхідну гребінку між спейсерами, починаючи 
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зверху. Найпростіше вставляти гребінку від кута і так далі до 

іншого кута до повної фіксації. Слід пам’ятати, що треба 

залишити не менше 1 см товщини концентруючого гелю у 

пластинці. 

i. Концентруючий гель залишають на полімеризацію протягом             

30-45 хвилин за кімнатної температури. 

j. Гребінку акуратно видаляють, повністю зполіскують сформовані 

лунки дистильованою водою або буферним розчином для 

нанесення. 

3. Заливка неперерваного поліакриламідного гелю: 

a. Готують розчин мономерного гелю, змішавши всі реактиви, крім 

персульфату натрію (див. Додаток). В разі необхідності 

дегазують готовий розчин під вакуумом протягом не менше 15 

хвилин. Не використовуйте для цього аспіратор води зливу! 

b. Додають персульфат натрію до розчину мономерного гелю (див. 

Додаток), наливають його до тих пір, поки не буде досягнуто 

вершини короткої скляної пластини, використовуючи скляну або 

одноразову пластмасову піпетку. Розчин заливають 

безперервно, щоб уникнути його змішування з повітрям! 

c. Вставляють необхідну гребінку між спейсерами, починаючи 

зверху. Найпростіше вставляти гребінку, починаючи від кута і 

так далі до іншого кута до повної фіксації. Слід пам’ятати, що 

треба залишити не менше 1 см товщини концентруючого гелю у 

пластинці. 

d. Гель залишають на полімеризацію протягом 45-60 хвилин за 

кімнатної температури. 

e. Гребінку акуратно видаляють, повністю зполіскують сформовані 

лунки дистильованою водою або буферним розчином для 

нанесення. 

4. Розбирають блок для заливки поліакриламідних платівок. Зроблений 

поліакриламідний гель вставляють у систему для проведення 
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електрофоретичного розділення та заливають відповідним електродним 

буферним розчином. 

 

2. Приготування зразків для електрофоретичного дослідження 

Матеріали: 

Витяжна шафа; центрифуга лабораторна (10000-15000 об/хв) з ротором для 

мікропробірок (1,5-2 мл); баня водяна (яка дозволяє отримувати 85-900С); набор 

дозаторів (10-200, 100-1000, 1000-5000 мкл); мікропробірки на 1,5-2 мл; 

фільтрувальний папір; скляні палочки. 

Реактиви (див. Додаток ) 

1. 5 мл свіжого молока; 

2. 3 мл сироватки крові щурів; 

3. суміш протеолітичних ферментів; 

4. буферні розчини для приготування зразків нативного, ензим-

електрофорезу, диск-електрофорезу в системі Лемлі; 

5. 25%-ий розчин трихлороцтової кислоти (ТХОК); 

6. 96%-ий етанол; 

7. 1М розчин  трис(гідроксиметил)амінометану 

Хід роботи: 

1. Приготування зразків для нативного електрофорезу: 

a. Буферний розчин для нативних зразків прогрівають на водяній бані 

до повного розчинення сечовини. Після цього його залишають за 

кімнатної температури для охолодження до 25-30 0С.  

b. В мікропробірку об’ємом 1,5 мл додають 200 мкл сироватки крові 

щурів та 400 мкл буферного розчину для зразків. Ретельно 

перемішують та залишають за кімнатної температури для 

нанесення зразків на електрофоретичний гель. Зразки не 

прогрівають на водяній бані! Зразки погано зберігаються, тому їх 

необхідно готувати безпосередньо перед нанесенням на гель. 
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2. Приготування зразків для ензим-електрофорезу: 

a. Буферний розчин для нативних зразків прогрівають на водяній бані 

до повного розчинення сахарози. Після цього його залишають за 

кімнатної температури для охолодження до 25-30 0С. 

b. В мікропробірку об’ємом 1,5 мл додають 1 мг суміші 

протеолітичних ферментів та 1 мл буферного розчину для зразків. 

Ретельно перемішують та залишають за кімнатної температури для 

нанесення зразків на електрофоретичний гель. Зразки не прогрівають 

на водяній бані! Зразки можна зберігати за температури 40С протягом 

2-3 тижнів. 

3. Приготування зразків для диск-електрофорезу в системі Лемлі: 

a. В мікропробірку об’ємом 1,5 мл додають 500 мкл свіжого молока та 

500 мкл 25%-го розчину ТХОК. Ретельно перемішують та 

залишають інкубуватися 5 хвилин за кімнатної температури. 

b. Суміш центрифугують за 10000 об/хв протягом 5 хвилин. 

Супернатант обережно зливають, а до осаду додають 1 мл 96% 

етанолу. Ретельно перемішують суміш та знову центрифугують за 

10000 об/хв протягом 5 хвилин. 

c. Процедуру пункту b повторюють 2 рази. 

d. Обережно зливають супернатант та випаровують залишки 

етанолу на водяній бані всередині витяжної шафи.  

e. До осаду додають 200 мкл буферного розчину для зразків та 

прогрівають на водяній бані протягом 5 хвилин за температури 85-90 

0С. Якщо при додаванні буферу для зразків колір розчину 

змінюється на жовтий, то додають 5 мкл 1М розчину 

трис(гідроксиметил)амінометану. 

f. Після охолодження зразків до кімнатної температури вони придатні 

для нанесення на поліакриламідний гель. Зразки можна зберігати 

при температурі 40С протягом 2-3 тижнів. 
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3. Нативний електрофорез білків сироватки крові в ПААГ 

Принцип роботи:  

Нативний електрофорез у поліакриламідному гелі - методика поділу 

біологічно активних білків. На відміну від системи з денатуруючими 

умовами (наприклад, з використанням додецилсульфату натрію), значення 

рухливості білків в системі нативного електрофорезу у ПААГ залежать як 

від розміру, так і від заряду. В даному випадку не існує загальної 

електрофоретичної буферної системи, яка б оптимально розділяла всі білки 

в нативному гелі. Ключові параметри для розділення білків в системі 

нативного електрофорезу в ПААГ – ізоелектрична точка білка, що 

представляє інтерес, а також значення рН буферного розчину для 

електрофорезу. 

Матеріали: 

Витяжна шафа; блок для заливки поліакриламідних платівок; система для 

електрофоретичного аналізу; електрична плитка; скляні пластини необхідних 

розмірів; спейсери; гребінка; скляна або пластикова піпетка; скляні стакани (25, 

100, 500 мл); набор дозаторів (10-200, 100-1000, 1000-5000 мкл); 

фільтрувальний папір; пластикові ємності об’ємом 200-250 мл.   

Реактиви (див. Додаток): 

1. 3 мл сироватки крові щурів; 

2. Розчин А (60 % акриламіду, 0,4 % бісакриламіду); 

3. Розчин Б (43,2 % оцтова кислота, 4 % ТЕМЕД); 

4. Розчин В (0,4 % персульфат натрію в 10 М сечовині) 

5. 0,9 М оцтова кислота; 

6. вода дистильована; 

7. дейонізована вода, 

8. розчин ізоамілового спирту; 

9. фіксуючий розчин; 

10. розчин барвника (кумасі синій) 

11. 9%-ий розчин оцтової кислоти (для видалення залишкового барвника) 
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Хід роботи: 

1. Заливають неперервний 10%-ий ПААГ (за методикою з розд. 1). Гель 

готують, змішуючи розчини А, Б та В у співвідношенні 3:3:10 (за 

об’ємом).   

2.  Готують зразки сироватки крові щурів (за методикою з розд. 2). 

3. Збирають систему для проведення електрофоретичного аналізу (згідно 

інструкції до приладу). 

4. Наливають електродний буферний розчин до мітки у систему для 

проведення електрофоретичного аналізу (згідно до позначок на 

зовнішньому боці системи для електрофоретичних досліджень). 

5. Наносять зразки сироватки крові щурів, починаючи з 25 мкл на лунку 

і далі по 20, 15, 10, 5, 3, 1 мкл. По обидві сторони від зразків сироватки 

вносять нативні маркери молекулярної маси. 

6. Підключають систему для електрофорезу до джерела живлення на 

виставляють значення сили струму на позначку 36 мА. 

7. У разі використання одночасно двох та більше електрофоретичних 

пластинок в одній системі для проведення електрофоретичного 

дослідження значення сили струму потрібно помножити на кількість 

пластинок, які використовуються одночасно. 

8. За умови досягнення електрофоретичним фронтом відстані 1 см від 

нижнього краю пластини прилад знеструмлюють, а систему 

розбирають. 

9. ПААГ обережно знімають зі скла та переносять у ємність з фіксуючим 

буферним розчином на 10-15 хвилин за кімнатної температури, 

постійно перемішуючи. 

10. Після фіксації ПААГ переносять у розчин кумасі синього (барвник) на 

15-20 хвилин за кімнатної температури, постійно перемішуючи. 

11. Для видалення залишків барвника пластинку ПААГ вносять у скляний 

стакан з 9%-им розчином оцтової кислоти, температура якого складає - 

85-900 С. Після інкубації в цьому розчині протягом 30-45 хвилин, гель 

переносять у ємність з дистильованою водою та аналізують. 



18 

 

4. Диск-електрофорез білків молока в системі Лемлі 

Принцип роботи:  

Відмінною особливістю диск-електрофорезу є полімеризація в пластині 

двох гелів: розподільчого, дрібнопористого, та безпосередньо над ним - 

концентруючого, крупнопористого. Використання концентруючого гелю 

дає можливість ефективного поділу білків в діапазоні молекулярних мас від    

1 до 400 кДа, без застосування спеціальних методичних прийомів. Можливість 

варіювати щільність ПААГ у рамках даної системи, змінюючи відсоток 

поліакриламіду під час формуванні пластини, дає максимально 

ефективний поділ білкових смуг у необхідному для конкретного білкового 

препарату діапазоні молекулярних мас. Електрофорез за Лемлі відрізняється 

застосуванням трис-гліцинової системи у якості буферної, що також є 

значною перевагою даного методу. 

Матеріали:  

Витяжна шафа; блок для заливки поліакриламідних пластин; система для 

електрофоретичного аналізу; електрична плитка; скляні пластини необхідних 

розмірів; спейсери; гребінка; скляна або пластикова піпетка; скляні стакани (25, 

100, 500 мл); набор дозаторів (10-200, 100-1000, 1000-5000 мкл); 

фільтрувальний папір; пластикові ємності об’ємом 200-250 мл. 

Реактиви: 

1. 5 мл свіжого молока 

2. 40%-ий розчин акриламіду/бісакриламіду; 

3. буфер для розподільчатого гелю та концентруючого гелю; 

4. 1,5%-ий розчин персульфату натрію; 

5. електродний буферний розчин для системи Лемлі; 

6. вода дистильована; 

7. вода дейонізована, 

8. розчин ізоамілового спирту; 

9. фіксуючий розчин; 

10. розчин барвника (кумасі синій); 
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11. 9%-ий розчин оцтової кислоти (для видалення залишкового барвника). 

Хід роботи: 

1. Заливають 10%-ий поліакриламідний гель (за методикою з розд. 1). 

2.  Готують зразки білків молока (за методикою з розд. 2). 

3. Збирають систему для проведення електрофоретичного аналізу (згідно 

інструкції до приладу). 

4. Наливають електродний буферний розчин до мітки в систему для 

проведення електрофоретичного аналізу (згідно до позначок на 

зовнішньому боці системи для електрофоретичних досліджень). 

5. Наносять зразки білків молока, починаючи з 25 мкл на лунку і далі по 

20, 15, 10, 5, 3, 1 мкл. По обидві сторони від зразків молока вносять 

маркери молекулярної маси в діапазоні від 100 кДа до 10 кДа. 

6. Підключають систему для електрофорезу до джерела живлення та 

виставляють значення сили струму на позначку 19 мА. Треба звернути 

увагу на те, що білкові зразки у нас заряджені від’ємно! 

7. Після проходження електрофоретичного фронту концентруючого 

гелю перемикають значення сили струму на позначку 36 мА. 

8. У разі використання одночасно двох та більше електрофоретичних 

пластинок у одній системі для проведення електрофоретичного 

дослідження значення сили струму потрібно помножити на кількість 

пластинок, які використовуються одночасно. 

9. За умови досягнення електрофоретичним фронтом відстані 1 см від 

нижнього краю пластинки, прилад знеструмлюють, а систему 

розбирають. 

10. ПААГ обережно знімають зі скла та переносять у ємність з фіксуючим 

буферним розчином на 10-15 хвилин за кімнатної температури, 

постійно перемішуючи.  

11. Після фіксації пластинку ПААГ переносять у розчин кумасі синього 

(барвник) на 15-20 хвилин за кімнатної температури, постійно 

перемішуючи.  

12. Для видалення залишків барвника гель вносять у скляний стакан з    
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9%-им розчином оцтової кислоти, температура якого складає 85-900 С. 

Після інкубації протягом 30-45 хвилин, гель переносять у ємність з 

дистильованою водою та аналізують. 

 

5. Ензим-електрофорез суміші протеолітичних ферментів 

Принцип роботи: 

Метод ензим-електрофорезу представляє собою модифікований метод 

диск-електрофорезу в системі Лемлі. В розподільчий гель може бути 

заполімеризовано один із білкових субстратів - казеїн, колаген, желатин. 

Після електрофоретичного поділу відбувається інкубація даного гелю в 

буферному розчині, за своїми характеристиками найбільш прийнятному 

для ферментативного розщеплення субстрату передбачуваним ферментом. 

Однією з основних вимог цих методів виявлення активності ферментів є 

попередження втрати функцйональної активності білка, що не дозволить 

його ідентифікувати після проведення всіх біохімічних маніпуляцій. 

Звичайно, дані методи поділу та ідентифікації ферментів не дозволяють 

зберегти  активність ферменту на 100 %, але забезпечують нативність 

досліджуваного об'єкта на тому рівні, який придатний для його ідентифікації 

з великим ступенем вірогідності та точності.  

Матеріали: 

Витяжна шафа; блок для заливки поліакриламідних платівок; система для 

електрофоретичного аналізу; електрична плитка; скляні пластини необхідних 

розмірів; спейсери; гребінка; скляна або пластикова піпетка; скляні стакани (25, 

100, 500 мл); набор дозаторів (10-200, 100-1000, 1000-5000 мкл); 

фільтрувальний папір; пластикові ємності об’ємом 200-250 мл. 

Реактиви: 

1. Суміш протеолітичних ферментів; 

2. 40%-ий розчин акриламіду/бісакриламіду; 

3. Буферні розчини для розподільчого та концентруючого гелю; 

4. 1,5%-ий розчин персульфату натрію; 
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5. вода дистильована; 

6. вода дейонізована; 

7. розчин ізоамілового спирту; 

8. 0,1%-ий розчин желатину; 

9. 2,5%-ий розчин тритону Х-100; 

10. 0,1 М гліцин- NaOH, рН 8.3; 

11. фіксуючий розчин; 

12. розчин барвника (кумасі синій); 

13. 9%-ий розчин оцтової кислоти (для видалення залишкового барвника). 

Хід роботи: 

1. Заливають 12%-ий поліакриламідний гель (за методикою з розд. 1). При 

приготуванні розподільчого гелю замість води додають ту ж кількість 

(за об’ємом) 0,1%-го розчину желатину. 

2.  Готують зразки суміші протеолітичних ферментів. (за методикою з 

розд. 2). 

3. Збирають систему для проведення електрофоретичного аналізу (згідно 

інструкції до приладу). 

4. Наливають електродний буферний розчин до мітки у систему для 

проведення електрофоретичного аналізу (згідно до позначок на 

зовнішньому боці системи для електрофоретичних досліджень). 

5. Наносять зразки суміші протеолітичних ферментів, починаючи з 25 мкл 

на лунку і далі по 20, 15, 10, 5, 3, 1 мкл. По обидві сторони від зразків 

молока вносять маркери молекулярної маси в діапазоні від 100 кДа до 

10 кДа. 

6. Підключають систему для електрофорезу до джерела живлення та 

виставляють значення сили струму на позначку 19 мА. Треба звернути 

увагу на те, що білкові зразки у нас заряджені від’ємно! 

7. Після проходження електрофоретичним фронтом концентруючого 

гелю перемикають значення сили струму на позначку 36 мА. 

8. У разі використання одночасно двох та більше електрофоретичних 

пластинок у одній системі для проведення електрофоретичного 
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дослідження значення сили струму потрібно помножити на кількість 

пластинок, які використовуються одночасно. 

9. Після досягнення електрофоретичним фронтом нижнього краю 

пластинки електрофорез проводять ще 20 хвилин, після чого прилад 

знеструмлюють, а систему розбирають. 

13. ПААГ обережно знімають зі скла та переносять у ємність з 2,5%-им 

розчином тритону Х-100 на 60 хвилин за кімнатної температури, 

постійно перемішуючи для видалення додецилсульфату натрію з гелю.  

10. Далі гель переносять у ємність з 0,1 М гліцин-NaOH, рН 8.3 на 12 

годин за кімнатної температури для проявлення ферментативної 

активності протеолітичних ферментів, що аналізуються. 

14. Потім поліакриламідний гель обережно переносять у ємність з 

фіксуючим буфером на 10-15 хвилин за кімнатної температури, 

постійно перемішуючи.  

15. Після фіксації гель переносять у розчин кумасі синього (барвник) на 

15-20 хвилин за кімнатної температури, постійно перемішуючи.  

16. Для видалення залишків барвника гель вносять у скляний стакан з    

9%-им розчином оцтової кислоти, температура якого складає 85-900 С. 

Після інкубації протягом 30-45 хвилин, гель переносять у ємність з 

дистильованою водою та аналізують. 

 

Додаток 

Розчини для проведення нативного електрофорезу в кислих 

умовах: 

Розчин А (60 % акриламіду, 0,4 % бісакриламіду); 

На 100 мл – 60 г   Акриламіду 

  0,4 г   NN'-метиленбісакриламіду 

  39,6 г Н2О. 

 

Розчин Б (43,2 % оцтова кислота, 4 % ТЕМЕД); 

На 100 мл - 43,2 мл оцтової кислоти 

  4 мл       ТЕМЕДа 

  52,8 мл  Н2О. 
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Розчин В (0,4 % персульфат натрію у 10 М сечовині) 

10 М розчин сечовини:  

60 г сечовини розчиняють у 50 мл Н2О.  

Після розчинення доводять об'єм розчину до 100 мл. 

 

 40 мг персульфату натрію розчиняють у 10 мл 10 М розчина сечовини. 

 

Розчини А та Б зберігаються за 00С, перед використанням їх нагрівають 

до кімнатної температури.  

 

Розчин В завжди готують ex tempore. 

 

Розчин для зразків:  

4,8 г сечовини розчиняють у 5 мл дейонізованої води, для кращого 

розчинення підігрівають на водяній бані. Після розчинення сечовини 

додають 1,08 мл концентрованої оцтової кислоти та доводять об'єм до 10 

мл. 

 

Розчини для проведення диск-електрофорезу в системі Лемлі: 

Розподільчий буфер: 

На 250 мл – 22,7 г трис(гідроксиметил)амінометану 

  0,5 г    ДСН 

  1 мл    ТЕМЕД 

           рН 8,8 (доводимо 2,8 М HCl) 

 

Концентруючий буфер: 

На 100 мл – 3,03 г  трис(гідроксиметил)амінометан 

   0,2 г    ДСН 

   0,4 мл ТЕМЕД 

            рН 6,8 (доводимо 2,8 М HCl) 

 

Розчин акриламіду (40%): 

На 100 мл – 40 г    акриламіду 

   1,08 г NN'-метиленбісакриламіду 

   59 г    Н2О. 

 

Електродний буферний розчин: 

6 г/л      трис(гідроксиметил)амінометану 

28,8 г/л гліцину  

1 г/л      ДСН 

 

Всі розчини потрібно обов’язково фільтрувати! 
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Розчин персульфату амонію/натрію (1,5%): 

150 мг персульфату амонію/натрію розчиняють у 10 мл Н2О. 

 

Світло та тепло інактивують розчин! 

 

Фіксатор для електрофореграмм: 

10% - концентрованої оцтової кислоти,  

25% - ізопропанолу,  

65% - Н2О. 

 

Барвник для електрофореграмм: 

2,5 г кумасі G250 або R250 послідовно розчиняємо у 10 мл етанолу, 15 

мл ізопропанолу, 10 мл концентрованої оцтової кислоти.  

Після додавання кожного розчинника ретельно перемішують протягом 

20-30 хвилин.  

Після цього об'єм розчину доводимо до 100 мл.  

 

Буфер для приготування електрофоретичних зразків: 

До 1 мл електродного буферу додаємо 9 мл дейонізованої води. До 

розчину додаємо 0,2 г ДСН, 0,5 г сахарози, 10 крапель розчину 

бромфенолового синього (до появи стійкого фіолетового кольору). 

Після додавання усіх компонентів, буферний розчин ретельно 

прогрівають на водяній бані за температури 85-900С. 

  

Поліакриламідні гелі для электрофорезу в системі Лемлі  

(на пластинку 10×10 см) 

 

Розподільчий гель  

 

Концентруючий гель (4%) 

 

концентруючого буферного розчину - 2 мл 

розчину акриламіду                              -  0,4 мл 

розчину персульфату                            -  0,2 мл 

Н2О                                                          - 1,4 мл 

 

                                         Т %  5 6 7 8 10 12 15 18 

складові, мл 

Розподільчий буфер 6  6 6 6  6  6  6  6  

Н2О 4,2 3,9  3,65 3,4 2,85 2,28 1,4 0,5 

Розчин акриламіду 1,5 1,8 2,1 2,4 3 3,6 4,5 5,4 

Розчин персульфату 0,3 0,3 0,25 0,2 0,15 0,12 0,1 0,1 
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Контрольні запитання та завдання 

 
1. Що таке метод електрофорезу? Цілі, переваги, недоліки. 

2. Загальні правила проведення електрофоретичного дослідження. 

3. Основні електрофоретичні терміни. 

4. Фізичні параметри електрофорезу, критерії їх підбору. 

5. Які параметри електрофоретичного розділення критично впливають на 

ефективність такого розділення і чому?  

6. За якими принципами класифікують електрофоретичні методи? 

7. Види гелів. Особливості методичних підходів та умов їх полімеризації. 

8. Електрофорез білків – основні принципи, задачі, переваги, недоліки. 

9. Приготування та підготовка зразків для різних видів електрофорезу. 

10. Правила маніпуляцій з біологічними зразками, призначеними до 

електрофоретичного дослідження. 

11. Що таке нативний електрофорез в поліакриламідному гелі? Подайте 

коротку характеристику. 

12. Коротко охарактеризуйте метод ступінчастого (перервного) 

електрофорезу в ПААГ з використанням ДСН. 

13. Ізоелектричне фокусування – принцип та особливості методу. 

14. Двовимірний електрофорез– принцип дії, цілі, переваги, недоліки 

використання. 

15. Які методи електрофорезу Ви опанували упродовж практичного 

лабораторного курсу «Електрофорез»? В чому основні переваги та 

недоліки даних методів? 

16. Розрахуйте обрані електрофоретичні параметри з вихідних даних. 
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