
PFGE)Pulsed Field Gel Electrophoresis(

PFGEاگرچه این روش .شودهاي باکتریائی محسوب میطلائی براي تعیین بسیاري از گونهاستاندارد روش

شود هاي مرجع یافت میر حال حاضر نه تنها در آزمایشگاهنیاز آن دولی تجهیزات مورد،زحمت استبسیار پر

DNAبراي برشApaIبه طور معمول. م قابل مشاهده استها هارستانهاي بیمبلکه در آزمایشگاه

گر جدا سپس قطعات کروموزومی ایجاد شده توسط الکتروفورز از یکدی. گیردکروموزومی مورد استفاده قرار می

سه ي کامپیوتري مورد مقایهاچشمی و یا با استفاده از برنامهشوند و نمودارهاي انگشت نگاري شده به صورتمی

هایی ي سویهچنین شناسائی اولیهباشد و همهاي اپیدمیک میاین سیستم قادر به شناسائی سویه.گیرندقرار می

همان طور که در دیگر . سازداند را ممکن مینده شدهکه در چندین بیمارستان و یا در سطح یک کشور پراک

توان مطالعات جمعیتی وسیعی را با که میبه طوریاستبسیار بالا PFGEها مشاهده شد قدرت تشخیصی سویه

ولی تفاوت آن با باشد، معمولی میاساس الکتروفورز در این روش مانند روش استاندارد الکتروفورز. آن انجام داد

تحت اثر جریان الکتریکی چند جهت مختلف متناوباًدر DNAاین روشاین است که درمعمولی ز رالکتروفو

جهت عوض شده و زمان براي هر جهت یکسان است که 3روش ولتاژ به صورت تناوبی در در این . گیردقرار می

خلال ژل درشان راراهعموماً قطعات کوچک.شودبر اساس سایزشان میDNAقطعات حرکتاین امر باعث 

هستند تر که بزرگ)kb50-30(وض قطعات بین ـــــــــــدر ع،کنندمیتر از قطعات بزرگ پیداآسانبسیار

هاي مختلف با طولDNAبا تغییرات متناوب جریان قطعات لذا ،توانند در خلال ژل حرکت کنندمیتر سخت

.)1شکل(گیرندتداد هم قرار میدر امواي پاسخ دادهاین تغییرات دورههب



PFGEنحوه اجراي تکنیک : 1شکل

:عبارتند ازPFGEاشکال مختلف 

)FIGE(Field Inversion Gel Electrophoresis

که توسطتـاسFIGEتکنیک ، DNAبزرگترین تجهیزات طراحی شده براي الکترفورز قطعاتآسان

Carle olson جهت به طور تناوبی در خلال 2در این روش قطبیت در .ابداع شد1986در سال

).2شکل(شودالکتروفورز عوض می

(TAFE)Transverse Alternating Field Electrphiresis

هاي بنابراین ملکول،گیردسوي ژل قرار می4الکترود در 4.ابداع شد1987در سال Gardinerتوسط 

DNAزاویه کوچکتر است براي در این روش که جریان مورب با.کنندبه صورت زیگزاگ حرکت می

DNAشودسبب میکه ابداع شده )درجه96-120(هایی با اندازه کوچکترDNAبه سمت جلو به همیشه

).2شکل(ند شکل زیگزاك حرکت ک



(CHEF)Contour Clamped Homogeneouselectric Field

گیرد و وجهی قرار می6الکترود یکسان دور محیطی 24در این روش . ابداع شد1990در سال Ehuتوسط 

کردن یکسانی را در همه جاي ژل ایجاد راناین دستگاه قدرت .شودبه طور یکسان در همه جا تقسیم میولتاژ 

120ها در این دستگاه زاویه حرکت بین قطب.شودالکترودها جریان متناوباً عوض میحد فاصل بین ،کندمی

).2شکل(شود استفاده میkb7000بیش از DNA.هاي درجه است این دستگاه براي جداسازي ملکول

Rotating Gel Electrophoresis (RGE)

به صورت چرخشی عوض در آن ن الکتریکی جریاکه این روش . استفاده شدSouthernتوسط 1987در سال 

جدا شوندتوانندمیکیلوباز6000تا 50ین بDNAهاي در این روش ملکول.انعطاف بیشتري دارد،شودمی

.)2شکل (



PFGEتکنیکاشکال مختلف :2شکل



)Separation Parameters(پارامترهاي جداسازي

ها، ، طول رشتهDNAقطعات، الکتروفورزولتاژکه عبارتند از نقش دارند PFGEاجرايعوامل مختلفی در

دماي بافر موجود در مورد استفاده و زونوع آگار، TEوTBEبافرها مثل، 120زمان، زاویه چرخش

chamber.

)pulsed time(زمان-1

شدن تر منجر به جدابنابر سایز قطعات متفاوت است و به طور کلی زمان طولانیدر اینجاانجام الکتروفورز زمان 

.خواهد شدDNAقطعات بزرگتر 

Agarose(ژل آگارز ـ 2 Gel(

(EEO)هایی که میزان کمتري ، ژلدر رابطه با ژل آگارز Electro Endosmosis،استاندارد بالاتري دارند

ري را براي کمتر سرعت بیشتEEOآگارز با میزان .ترندمناسب(PFGE)ند و برايربراي الکتروفورز دا

.کندجداسازي فراهم می

)Field Strength(هاـ طول رشته3

.باشدمیکننده زمان جداسازي تعیین اثر دارد و PEGEها روي جداسازي طول رشته

)Reorientation Angle(زاویه چرخـ 4

کوچکتر هايزاویه.دي براي جداسازي قطعات مناسب استرت قدرتمنبه صودرجه 96-165اي بین هر زاویه

ی براي به طور کل؛ترندمناسبDNAولی براي قطعات کوچکتر،بخشندرا سرعت میDNAچه حرکتاگر

. باشندمیتردرجه مناسب96-105هاي بین زاویهDNAجداسازي قطعات بزرگ 

)Buffers(بافرها-5



که داراي قدرت یونی پائینی هستند که این مسئله در بوده(TBE,TE)شامل PFGEنیاز بافرهاي مورد 

. داردبسزاییتأثیرDNAحرکت بیشتر و بهتر قطعات

)Temperature(دما-6

ثابت PFGEاجراي دما باید حین ،بسته به دماي جداسازي استواDNAجداسازي قطعاتبه دلیل اینکه 

باعث کاهش در کلولی،شوندمیDNAتر باعث افزایش میزان حرکتچه دماهاي بالااگر.باقی بماند

resolutionذا در حین کار نباید دما زیاد بالا برود، لگردندها میو افزایش اسمیر در جواب.

Sample(نمونهتهیه -7 Preparation(

هاي شیمیایی شاره سلولی با رودر ادامه دیو.باید از کشت تازه میکروبی استفاده گرددPFGEر انجام بهتبراي 

پس از برش خوردن ود گیرنمیهاي محدودالاثر قرار در مجاورت آنزیمDNAو قطعاتهو فیزیکی شکافته شد

.ژل آگارز منتقل خواهند شدها به توسط این آنزیم


