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Elektroforeza DNA 

- ruch cząsteczek, które posiadając ładunek elektryczny, poruszają się względem fazy ciekłej, 

w polu elektrycznym powstałym pod wpływem sztucznie wytworzonej i przyłożonej różnicy 

potencjału elektrycznego, którą uzyskujemy dzięki elektrodom.  

Istotą tego zjawiska jest rozdział cząsteczek, posiadających ładunek elektryczny, w polu 

elektrycznym na skutek różnicy szybkości wędrówki poszczególnych cząsteczek 

 

Zastosowanie elektroforezy: 

- biochemia białek i kwasów nukleinowych, 

- biologia molekularna,  

- farmakologia,  

- medycyna sądowa, 

- weterynaria,  

- diagnostyka medyczna  

-  kontrola jakości żywności 

 

Czynniki wpływające na szybkość elektroforezy: 

 

Siła jonowa 

najłatwiej zdefiniować ją można jako  miarę oddziaływań pomiędzy jonami znajdującymi się 

w roztworze, która wpływać będzie zarówno na ich zachowanie jak i ich oddziaływanie z 

polem elektrycznym. Z powyższej definicji wynika iż niezmiernie ważne jest utrzymanie 

takiego składu elektrolitu, który zapewnia optymalne warunki przeprowadzania rozdziału.  W 

przypadku wzrostu stężenia jonów, następuje bowiem ograniczenie ich ruchliwości podczas 

gdy spadek ich stężania prowadzi do  niedoboru nośników ładunku elektrycznego, i związku z 

tym, wzrostu oporności elektrycznej, która przyczynia się do zmniejszenia szybkości 

rozchodzenia się ich w polu elektrycznym. 

 

pH 

będące miarą stężenia jonów wodorowych w elektrolicie ma szczególnie istotne znaczenie w 

odniesieniu do białek i peptydów, których wypadkowy ładunek elektryczny będzie 

przyjmował wartość równą zeru przy pewnym pH roztworu, a same białka będą traciły 

zdolność do poruszania się w polu elektrycznym ( punkt izoelektryczny). W związku z tym, 

pamiętając o tym iż białka posiadają właściwości amfoteryczne, oczywiste staje się to iż żeby 

separacja białek była jak najbardziej skuteczna jest konieczne utrzymywanie stałej wartości 

pH elektrolitu, który ze względu na zachodzące zjawisko elektrolizy wody, na skutek którego 

dochodzi do ciągłego generowania jonów H+ na katodzie i OH- na anodzie, musi podlegać 

buforowaniu. W przypadku kwasów nukleinowych, obdarzonych trwałym ładunkiem 

ujemnym, wynikającym z ich budowy (szkielet kwasu  rodowisko go) elektroforeza jest 

znacznie prostsza, głównie ze względu na brak właściwości amfoterycznych.  

 

Parametry elektryczne 

zjawisko elektroforezy zachodzi dzięki obecności pola elektrycznego. Siła z jaką pole to 

oddziałuje na ładunek elektryczny jonu jest proporcjonalna do natężenia tego pola (E [V/m]), 

a wielkość ta z kolei, jest proporcjonalna do napięcia U [V]przyłożonego do elektrod. Duża 

zależność pomiędzy poszczególnymi parametrami, oraz wpływ warunków w których 

zachodzi proces, takich jak temperatura  czy wartość pH, sprawia iż w procesie elektroforezy 

stosuje się zasilacze umożliwiające utrzymanie stałej wartości dla jednego parametru, podczas 



gdy dla pozostałych określa się górne limity wartości. I tak na przykład, elektroforezę białek 

przeprowadza się przy stałej wartości natężenia prądu, a kwasów nukleinowych przy stałym 

napięciu.  

 

Temperatura 

w celu uzyskania powtarzalnych i jak najbardziej dokładnych rezultatów elektroforetycznego 

rozdziału molekuł, konieczne jest utrzymywanie takiej temperatury, która będzie odpowiednia 

dla danego procesu. Pamiętać przy tym należy o tym, że sam proces dostarcza ciepła, które 

może doprowadzać do wzrostu tego parametru w trakcje trwania procesu. Wzrost temperatury 

ponad dopuszczaną granicę, w przypadku białek może prowadzić do ich denaturacji, z kolei w 

przypadku kwasów nukleinowych, będzie powodowało topnienie żeli agarozowych na 

których cały proces zachodzi. W obu przepadkach powoduje to znaczące straty zarówno w 

sensie finansowym jak i czasowym, konieczne jest bowiem powtarzanie wszystkiego od nowa.  

 

Prędkość migracji cząsteczek jest wprost proporcjonalna do ruchliwości elektroforetycznej, 

jest więc wprost proporcjonalna do ładunku jonu 

Prędkość migracji cząsteczek jest odwrotnie proporcjonalna do wielkości samej cząsteczki 

 

 Rozdzielanie fragmentów DNA pod względem ich wielkości 

 Prowadzona na żelach 

 Wykorzystuje fakt, iż cząsteczki DNA są ujemnie naładowane 

 Przy pH obojętnym  na jedną parę zasad przypadają dwa ładunki ujemne 

 Szybkość poruszania się zależy od wielkości i kształtu 

 Małe liniowe fragmenty  poruszają się szybciej niż większe. 

 Proces jest przeprowadzany w podobny sposób do elektroforezy białek 

 

 Najpierw analizowany DNA jest traktowany enzymami restrykcyjnymi w 

odpowiednim środowisku buforowym. (Wszystkie enzymy restrykcyjne wymagają 

obecności Mg2+) Inkubacja z enzymem ma miejsce w optymalnej temperaturze 

zwykle 37◦C 

 Do próby dodaje się barwnik przed naniesieniem na żel agarozowy 

 Próbki umieszcza się w studzienkach formowanych w żelu, dodany barwnik migruje 

razem z DNA i jego ruch pozwala na śledzenie przebiegu elektroforezy 

 Zwykle stosuje się bromek etydyny/ po zakończeniu elektroforezy nasyca się nim żel 

 DNA pojawia się jako pomarańczowy prążek podczas naświetlania światłem UV 

 Potrzebny fragment wycina się z żelu i poddaje się procedurom oczyszczania ich z 

zanieczyszczeń żelem agarozowym i bromkiem etydyny 

 

Żele agarozowe - przygotowywane są z agarozy, wielocukru pochodzącego z agaru. Poniżej 

40°C stanowią porowaty żel, a po zestaleniu zostaje w tej postaci twardej. Nośniki agarozowe 

posiadają znacznie uboższe usieciowanie i większe pory. Im wyższe jest stężenie agarozy, 

tym bogatsze jest usieciowanie i drobniejsze są pory. Umożliwia nam to rozdział większych 

makrocząsteczek białkowych (1-10 M) oraz znacznie większych fragmentów kwasów 

nukleinowych (50 - 30 000 bp). 

 

Zalety: 

- łatwość i szybkość ich przygotowania  

- możliwość separacji dużych makromolekuł 

Wady:  

- słaba wytrzymałość mechaniczna żeli 



- trudność utrwalenia po procesie 

- Słaba rozdzielczość frakcji DNA różniącego się poniżej 5% zawartości DNA 

 

 

 
 
Rysunek 1. Nanoszenie próbek na poziomy żel 

 

 

 

 

 
 
Rysunek 2. Różne techniki barwienia DNA po elektroforezie 

 

 


