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fluorescenční barva – interkalační činidlo

•do gelu

•do pufru

•barvení po elfu 

ETHIDIUM BROMID

SYBR GREEN

Vizualizace DNA
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Barvení proteinů

Coommassie Brilliant Blue
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Barva

A
max

(nm) Použití

Amidočerň10B 620 barvení proteinů

Coomassie Brilliant Blue R-250 590 barvení proteinů, 10 x citlivější než amidočerň

Coomassie Brilliant Blue G-250 595 barvení proteinů

Alcian Blue 630 Glykoproteiny

Methylene Blue 665 RNA, RNase 

Methyl Green 635 Nativní DNA, neutrální nebo kyselá dělící barva 

Fast Green FCF 610 barvení proteinů

Basic Fuschin 550

Glykoproteiny, nukleové kys., glykoproteiny bohaté na 

sialovou kys.

Pyronin Y 510 RNA, kyselá dělící barva

Bromocresol Green dělící barva pro DNA agarosovou elfo

Bromophenol Blue 595 neutrání nebo alkalická dělící barva

Crocein Scarlet 505 Immunoelektroforesa

Ethidium Bromide Fluorometrická detekce DNA

Toluidine Blue O 620 RNA, RNase, mukopolysacharidy
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Coomassie Blue x barvení stříbrem

Porovnání identických gelů po barvení Coomassie Blue (dráhy 1–3) a 

po barvení stříbrem (dráhy 4–6).
[B. S. Dunbar, ‘‘Two-Dimensional Electrophoresis and Immunological Techniques’’, Plenum Press, 

New York,1987.]
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Stain all

Biochem/physiol Actions

Stains-All is a cationic carbocyanine dye and is a

multipurpose dye. It stains sialoglycoproteins blue,

Ca2+ binding proteins deep blue to violet, proteins

red and lipids yellow-orange. It also stains RNA

(bluish purple) and DNA (blue).

As little as 3 ng (123 BP fragment) of pBR322/Hae

III digest DNA and 90 ng tRNA can be detected on a

polyacrylamide gel. PAGE gels are stained in the

dark and then destaining by removing the gel from

the staining solution and exposing it to the light from

a light box until sufficient destaining has occurred. A

staining solution is typically made by dissolving the

dye in formamide and buffer.
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The Glycoprotein Detection Kit is designed for the selective staining of

glycoproteins on polyacrylamide gels and membranes using a modification of the

Periodic Acid-Schiff (PAS) method. Staining of sugar moieties of glycoproteins

yields magenta bands with a colorless background. The periodic acid/Schiff

reagent stains vicinal diol groups found mainly on peripheral sugars and sialic

acids and is used as a general glycoprotein stain.

Detekce glykoproteinů

Fuchsin
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Stain-Free Technology

přídavek trihalogenové sloučeniny - zvýšení fluorescence Trp

Bio-Rad
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Figure 5. Comparison of protein normalization using stain-free technology and commonly used 

housekeeping proteins. Tenfold dilutions of HeLa cell lysates ranging from 50 to 10 µg were loaded 

for samples detected with stain-free technology (A) and the housekeeping genes β-actin (B), β-

tubulin (C), and GAPDH (D). The protein quantification signal is higher with stain-free technology 

than with housekeeping genes (E).

Bio-Radhttp://www.bio-rad.com/en-cz/applications-technologies/stain-free-imaging-technology
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Přenos na membránu
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Blotování - přenos

• přenos difuzí

• „semi-dry“ přenos

• „tank“ přenos
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Membrány

•nitrocelulosa - nejběžnější

•polyviniliden difluorid PVDF – vysoká vazebná kapacita

•nylon – nukleové kyseliny

•diazobenzyloxymethyl – chemická aktivace

•ionexové membrány - preparativní

•aktivovaná skleněná vlákna – pro přímou sekvenaci

Bio-Rad
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Detekce

HYBRIDIZACE •radioaktivní proba – vysoká senzitivita, Southern blot

•neradioaktivní proba – biotin – streptavidin, dioxigenin

REAKCE SE SUBSTRÁTEM • nativní enzym, nedifundující substrát

IMUNOBLOT

125I-protein A

zlatem značená sekundární 

protilátka (100 pg)

enzymem značená sekundární 

protilátka – konjugace s 

peroxidasou (tetrazoliová sůl), 

alkalickou fosfatasou

Přenos proteinů na membránu

Blokování volných míst na membráně

Inkubace s primární protilátkou

Odmytí primární protilátky

Inkubace s konjugovanou protilátkou

Odmytí sekundární protilátky

Měření signálu v závislosti na vybrané metodě
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Kolorimetrické stanovení

Chemiluminiscence

Fluorescence

2,3 - dioxethan

Substráty pro enzymem značenou  sekundární protilátku
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DIGE – DIFERENČNÍ GELOVÁ ELEKTROFORESA

excitace 488 nm

emise    520 nm

Cy2 Cy5Cy3

excitace 633 nm

emise    670 nm

excitace 532 nm

emise    580 nm
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Isotachoforesa

•migrace všech iontů stejnou rychlostí

•separace složek jako „iontového vlaku“

•zonový zaostřovací efekt

diskontinuální systém – vedoucí a terminační elektrolyt

Nep
ihláš

en
ý host  

 (1
)



migrace všech iontů stejnou rychlostí
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separace složek jako „iontového vlaku“
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zonový zaostřovací efekt
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TRIS/Gly elektrodový pufr
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Isoelektrická fokusace

•agarosa nebo polyakrylamid

•konstantní teplota - pKa je závislé na teplotě – 10°C

•volné nosiče gradientu pH – pomocí ampholytů

•imobilisovaný gradient pH – lineární gradient dvou různých polymerizačních 

směsí –deriváty akrylamidu
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Probrané elektromigrační metody mají tři hlavní nedostatky:

• značná produkce Jouleova tepla během elektroforesy, hodnota

vloženého napětí je tím limitována, použití nižšího napětí - odtud

časová náročnost

• detekce - nutné barvení po elektroforese

• je obtížné automatizovat

Kapilární elektroforesa

metoda byla vyvíjena od počátku 80. let (Jorgensen a 

Lukacs), první komerční přístroj se objevil v roce 1988

kapilární elektroforesa (CE)
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•kapilární zonální elektroforesa

•kapilární gelová elektroforesa

•kapilární izoelektrická fokusace

•kapilární izotachoforesa

•micelární elektrokinetická chromatografie

Způsoby provedení kapilární elektroforesy
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Kapilára

•tavený křemen

•ochranný polyimidový povlak

•délka 25 – 100 cm

•vnitřní průměr 25 – 100 mm

•vnitřní povrch lze modifikovat

polyimidový povlak

tavený křemen

Detekce

•UV/Vis absorpce

•fluorescence

•radiometrie

•MS
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stacionární vrstva (Sternova) mobilní vrstva (Guy-Chapmanova)
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princip: pohyb podle velikosti náboje + elektroosmotický tok

L

U
Ev eee .. mm ==

ne ... rychlost toku

me …elektroforetická pohyblivost

E ... intenzita elektrického pole

U ... napětí

L ... délka kapiláry

Lineární elektroforetická rychlost
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m= me + mEOF

mEOF ... elektroosmotická pohyblivost

 ... zeta potenciál

 ... dielektrická konstanta

 ... viskosita elektrolytu

r ... poloměr kapiláry




m

...4

.

r
EOF =




m

...4

..
.

r

E
Ev EOFEOF ==

Elektroosmotický tok

( ) ( )
L

U
Ev EOFeEOFe .. mmmm +=+=

( )U
L

vLt
EOFe .

/
2

mm +
==

Celková rychlost pohybu analytuNep
ihláš

en
ý host  

 (1
)



Nep
ihláš

en
ý host  

 (1
)



Kapilární zonální elektroforesa
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Kapilární gelová elektroforesa

•na základě velikosti – polymerní síta (agarosa, bis-polyakrylamid, 

methylcelulosa)

•kapilára je naplněna gelem - zvyšuje rozdíly mezi elektroforetickými 

rychlostmi velkých iontů různých tvarů, které jsou nuceny migrovat 

póry gelu

•nevzniká elektroosmotický tok - lze dělit pouze jeden druh iontů

•používá se pro velké ionty jako peptidy, bílkoviny, sacharidy, štěpy 

DNA a RNA
Nep

ihláš
en

ý host  
 (1

)



Dodnes však nenahradila klasickou gelovou vertikální a

horizontální elfo.

Výhody:

- vysoká rychlost průchodu vzorku

- přímá kvantifikace

-možnost automatizace

Nevýhody:

-drahé přístrojové vybavení

Pro sekvenování DNA se na přístroji Applied Biosystems 3730

DNA analyzer paralelně používá 96 kapilár, to umožňuje až

1000 analýz za 24 hodin.

PAA gely pro proteiny, PAA a agarosové gely pro nukleové

kyseliny. Modifikace při přípravě gelů (lineárně polymerovaný

PAA), možnost použití řidších gelů oproti konvenčním.
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• kapilární elektroforesa
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Kapilární isoelektrická fokusace

•dělí molekuly mající amfolytickou povahu na základě jejich 

rozdílných isoelektrických bodů pI

•dělící kapilára se naplní roztokem dělených amfolytických látek a 

pomocného amfolytu, který je schopen pufrovat celý rozsah pH

•z opačných konců migrují do kapiláry OH- a H+ ionty, které v ní 

vytvářejí spojitý lineární pH gradient

•dělené molekuly (ionty) putují roztokem dokud nedosáhnou pH, 

které se rovná jejich pI vytvoří úzkou zónu (fokusují)

•po fokusaci se zóny mobilizují (uvedou do pohybu), aby prošly 

detektorem a byly detekovány

•kapilární izoelektrické fokusování je použitelné pouze pro 

amfolytické molekuly
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Kapilární izotachoforesa

•dělí ionty na základě jejich rozdílných elektroforetických mobilit

•roztok dělených iontů je dávkován jako rozhraní dvou rozdílných pufrů – vedoucí, 

terminační iont

•každý separovaný iont vytváří během analýzy svoji vlastní zónu

•zóny všech dělených iontů jsou uzavřeny mezi vedoucí a terminační pufr a jsou 

seřazeny bezprostředně za sebou podle klesající elektroforetické pohyblivosti 

dělených iontů

•kapilární izotachoforéza je použitelná pouze pro molekuly s nábojem

•během jednoho experimentu lze dělit a detekovat pouze jeden druh iontů
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•dělení elektroneutrálních látek (hydrofobní a hydrofilní) na základě rozdílných 

rozdělovacích koeficientů mezi vodní a micelární fází

•povrchově aktivní látka přidána do pufru (detergent, např. SDS, deoxycholát 

sodný, CTAB)

•koncentrace detergentu musí být větší než je kritická micelární 

koncentrace (CMC).

•povrchově nabité micely migrují uvnitř pufru vlastní elektroforetickou rychlostí 

a unáší molekuly a ionty separovaných sloučenin, které jsou více či méně 

přítomny uvnitř hydrofobních dutin micel

•stupeň solvatace molekul micelami udává rychlost unášení těchto molekul 

micelami

Micelární elektrokinetická chromatografie

+ -
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Zmenšení průměru kapiláry umožňuje použití vyššího napětí

(lepší odvod tepla). Zvýší se rozlišení a sníží doba analýzy.

Snížením průměru se ale sníží tloušťka optické dráhy detektoru,

tím poklesne citlivost detekce.

Prodloužení kapiláry umožňuje opět použití vyššího napětí, avšak

prodlouží se doba analýzy, vyšší difuze.

Důležitá je volba vhodného pufru. S rostoucí iontovou silou roste

vodivost, ale i produkce tepla.

Možné změny parametrů
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