
  فصل هشتم
 1اسپكتروسكوپي فلوئورسانس

  
. باشد مي) انرژي كمتر(هاي بالاتر  ها جذب فوتون همراه با نشر نور در طول موج در برخي مولكول

پي نيز فاكتورهاي محيطي زيادي بر در اين نوع اسپكتروسكو. شود فلوئورسانس ناميده مي، اين نشر
شود ولي  تر انجام مي سكوپي جذبي سادهاگر چه اسپكترو. گذارند طيف فلوئورسانس اثر مي

دليل حساسيت بسيار زياد نسبت به شرايط محيطي و همچنين ه ب) فلوئورسانس(اسپكتروسكوپي نشري 
مطالعه بر روي . هاي بيولوژيك دارد ارزش بسيار زيادي در مطالعات سيستم، نياز به مقدار كم ماده

، فضايي ماكرومولكول ات ارزشمندي در مورد بنايتواند اطلاع ها مي طيف فلوئورسانس ماكرومولكول
  .مولكولي بدست دهد پذيري و فواصل درون درجه انعطاف، كنش با حلال ، ميانهاي اتصال گاهـجاي

  

  :تئوري ساده فلوئورسانس .1- 8
طور كه در  همان. تواند تنها مقادير منفصل انرژي را داشته باشد دانيد كه يك مولكول مي مي

تواند تنها وقتي جذب شود كه   جذبي ديديد، انرژي تابيده شده به يك مولكول مياسپكتروسكوپي
اگر مولكول در . مولكول بتواند با جذب آن از سطح انرژي پايه به سطح انرژي برانگيخته انتقال يابد

نياز شده بيشتر از مقدار انرژي مورد   و انرژي جذب)Gدر تراز (قرار داشته باشد ) الكتروني(حالت پايه 
صورت انرژي ارتعاشي ه ، انرژي اضافي ب باشد)S1(براي رسيدن به اولين تراز الكتروني برانگيخته 

. ترازهاي ارتعاشي تراز الكتروني برانگيخته قرار خواهد گرفتجذب مولكول شده و مولكول در يكي از 
 هدر خواهد رفت و صورت گرماه  بهاي حلال  در اثر برخورد با مولكولزوديه اين انرژي ارتعاشي ب

حال مولكول .  سقوط خواهد كرد(S1)ترين تراز ارتعاشي تراز برانگيخته الكتروني  مولكول به پايين
 )G(وسيله انتقال غيرتابشي به حالت پايه ه و يا ب) فلوئورسانس(تواند از طريق نشر نور  برانگيخته مي

. بينيد مي) 1- 8(وفور مختلف را در شكل دياگرام سطوح انرژي الكتروني و ارتعاشي دو كروم. بازگردد
وسيله نشر نور از تراز الكتروني برانگيخته به تراز الكتروني پايه باز ه ، مولكول كروموفور ب(A) در بخش 

وسيله يك انتقال غيرتابشي از تراز الكتروني ه ، مولكول كروموفور ب(B) گردد در حالي كه در بخش  مي
  :گردد پايه باز ميبرانگيخته به تراز الكتروني 

  
  

                                                 
١ Fluorescence Spectroscopy 
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دهنده حالات پايه و برانگيخته  ترتيب نشان  بهS1 و G. دياگرام سطوح انرژي دو كروموفور: )1-8(شكل 

وسيله انتقال ه  اين مولكول ب(A). اند ترازهاي ارتعاشي با خطوط نازك نشان داده شده. باشند مي) خطوط ضخيم(
شدن، مولكول با  پس از برانگيخته. باشد  قادر به فلوئورسانس مي)خط باريك ممتد(شده در دياگرام  نشان داده

كند و  ترين تراز ارتعاشي حالت برانگيخته سقوط مي به پايين) دار فلش موج(پايين آمدن از ترازهاي ارتعاشي 
زيرا باشد   اين مولكول قادر به فلوئورسانس نمي(B). گردد به حالت پايه باز مي) فلش منقطع(سپس با نشر نور 
 S1از ) فلش موج دار افقي(از اينرو، يك انتقال غيرتابشي .  استS بالاتر از پايين ترين سطح Gترازهاي ارتعاشي 
  .دهد مي روي) دار عمودي فلش موج (G و بازگشت غيرتابشي متعاقب آن به پايين حالت Gبه تراز ارتعاشي 

  

شده   نور نشر در نتيجه،هدر رفته است صورت انرژي گرمايي بهه چون انرژي در تراز برانگيخته ب
از اينرو فلوئورسانس هميشه داراي . شده خواهد بود از نور تابيده) طول موج بلندتر(داراي انرژي كمتر 

به عنوان مثال، طيف جذبي و فلوئورسانس . كننده است طول موج بالاتري از طول موج نور تهييج
  :شده است  نشان داده) 2-8(تريپتوفان در شكل 
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دهنده ضريب جذب مولي به عنوان  خط ممتد نشان. هاي جذبي و فلوئورسانس تريپتوفان طيف: )2- 8(شكل 

  .باشد دهنده طيف نشري تريپتوفان مي تابعي از طول موج و خط منقطع نشان
 

 ممكن است مولكول به ترازهاي ارتعاشي مختلف تراز الكتروني پايه (G)در برگشت به تراز پايه 
هم نزديكي خواهد بود و اين پديده موجب ه هاي ب شده داراي طول موج در نتيجه، نور نشر. گرددباز
همان طور كه گفته شد، مولكول برانگيخته ممكن است به طرق . گردد شدن طيف فلوئورسانس مي پهن

  .غيرتابشي نيز به تراز پايه بازگردد
شود و عبارت است از نسبت  نشان داده مي (Q) 2احتمال وقوع فلوئورسانس توسط بازده كوانتايي

  Qكننده مقدار  فاكتورهاي بسياري تعيين. هاي جذب شده شده به تعداد فوتون هاي نشر تعداد فوتون
   هستند كه فاكتورهاي دروني ناميده، مربوط به خواص خود مولكولبرخي از اين فاكتورها. باشند مي
فاكتورهاي دروني عمدتا از چگونگي . گردند حسوب ميشوند و برخي ديگر فاكتورهاي محيطي م مي

به عنوان مثال، اگر يك تراز . شوند  ناشي ميS و Gتوزيع سطوح ارتعاشي بين ترازهاي الكتروني 
 انرژي مشابهي با تراز ارتعاشي اولين حالت برانگيخته الكتروني (VG)ارتعاشي حالت پايه الكتروني 

(VS)انتقال غيرتابشي از صورت يك  داشته باشد، در اين VS به VGاين اتفاقي . تواند صورت گيرد  مي
    پذير به علت بالا بودن ترازهاي ارتعاشي حالت پايه  هاي انعطاف است كه معمولا در مولكول

هاي فلوئورسنت فراوان نيستند و  در حقيقت به همين علت است كه مولكول. دهد شان روي مي الكتروني
  .باشند هاي آروماتيك صلب مي ي حلقوي و يا حلقهها همگي داراي سيستم

                                                 
٢ Quantum Yield 
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كننده وجود پديده فلوئورسانس هستند در حالي كه فاكتورهاي  پس اساسا، فاكتورهاي دروني تعيين
اثرات محيطي معمولا موجب . گذارند  اثر ميQمحيطي در صورت وجود اين پديده بر آن و مقدار 

 را كاهش Qكنند و در نتيجه  ها با فلوئورسانس رقابت ميشوند كه اين فرآيند فرآيندهاي غيرتابشي مي
شود و موادي كه موجب كاهش بازده   ناميده مـي3شدن  خاموش،كاهش بـازده كوانتايـي. دهند مي

هايي كه موجب  مولكول و يا دسته مولكول. شوند  فلوئورسانس ناميده مي4گر شوند، خاموش كوانتايي مي
  :گيرد ها مورد مطالعه قرار مي دو نوع فلوئور در مولكول.  نام دارند5لوئور، فشوند ايجاد فلوئورسانس مي

  .ها وجود دارند  فلوئورهاي ذاتي كه در ساختمان خود مولكول-1
 .شوند ها اضافه شده و به آنها متصل مي  فلوئورهاي خارجي كه به ماكرومولكول-2
  

: ترتيب كاهش بازده كوانتايي عبارتند ازه  كه بها تنها سه فلوئور ذاتي يا دروني وجود دارد در پروتئين
گيرد  در عمل فلوئورسانس تريپتوفان بيشتر مورد مطالعه قرار مي. آلانين فنيل تريپتوفان، تايروزين و

شدن  واسطه خاموشه آلانين بازده كوانتايي كمي دارد و فلوئورسانس تايروزين نيز غالبا ب زيرا فنيل
اش،  س تايروزين تقريبا هميشه به علت يونيزاسيون زنجير جانبي فنليفلوئورسان. بسيار ضعيف است

 تريپتوفان خاموش يك  و يا  يك گروه كربوكسيلنزديك بودن به يك گروه آمينو، نزديك بودن به
فضايي  ها بدست آوردن اطلاعاتي در مورد بناي دليل اصلي مطالعه فلوئورسانس ذاتي پروتئين. شود مي

نوع و تركيب (ئورسانس تريپتوفان و تايروزين شديدا بستگي به محيط اطراف آنان آنان است زيرا فلو
گر، وجود يك مولكول كوچك و يا يك گروه همسايه در ساختمان  يك خاموش، حضور pH ، حلال

  .دارد) پروتئين
  

 :گيري فلوئورسانس دستگاه اندازه .2- 8

 :نشان داده شده است) 3-8(ريمتردر شكل ئوهاي اصلي يك دستگاه اسپكتروفلو قسمت

  
  
  

                                                 
٣ Quenching 
٤ Quencher 
٥ Fluor 
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كند ولي  شده در تمام جهات نشر مي نمونه تهييج. ريمترئوهاي اصلي يك دستگاه اسپكتروفلو بخش: )3- 8(شكل 

كرده از  شود و بدين طريق نور عبور گيري مي كننده اندازه نسبت به نور تهييج o90 شده فقط در زاويه نور نشر
  .گيرد شده و مورد سنجش قرار نمينمونه حذف 

 

. گردد ساز مي وارد يك تكفام) شود كه توسط لامپ زينون توليد مي(در اين دستگاه، تابشي با شدت بالا 
اين طول موج، طول موجي است كه توسط . شود ساز تهييجي، طول موج تهييج انتخاب مي در تكفام

به منظور اجتناب . شود كه حاوي نمونه است يتابش تهييجي سپس وارد سلي م. گردد فلوئور جذب مي
از ورود تابش تهييجي به آشكارساز، نور نشر شده در زاويه راست نسبت به تابش تهييجي ورودي 

شده سپس از  تابش نشر. دهد شود زيرا تابش فلوئورسانس در تمامي جهات روي مي گيري مي اندازه
ساز  اين آشكار. رسد ساز حساس به نور مي آشكارساز نشري عبور كرده و سرانجام به يك  يك تكفام

كننده و  هاي اسكن هاي مدرن فلوئورسانس داراي سيستم دستگاه.  است6پلاير معمولا يك لوله فوتومالتي
دهند و شدت  ساز را تغيير مي باشند كه به طور اتوماتيك طول موج نور رسيده به آشكار كننده مي ثبت

  .كنند ي از طول موج نور نشر شده رسم مينور نشر شده را به صورت تابع
  
  
  
  
  
  

                                                 
٦ Photomultiplier Tube 
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  :7فلوئورسانس ذاتي .3- 8
ها بر پايه قواعد تجربي است كه با  هاي فلوئورسانس ذاتي در مطالعه پروتئين گيري استفاده از اندازه

. اي دارند بدست آمده است فضايي شناخته شده استفاده از مطالعه تركيبات مدلي كه ساختمان و بناي
  :ها در زير آمده است هاي فلوئورسانس پروتئين گيري قواعد تجربي اندازهبرخي 

آلانين موجود در  تايروزين و فنيل ، تمام فلوئورسانس يك پروتئين به واسطه وجود تريپتوفان-1
  .ساختمان آنان است مگر آنكه پروتئين حاوي فلوئور ديگري باشد

2- λmaxهاي كوتاهتر جابجا  يت حلال به سمت طول موج طيف فلوئورسانس تريپتوفان با كاهش قطب
  .يابد شده و شدت فلوئورسانس آن نيز افزايش مي

هاي كوتاهتر جابجا   نشر آن به سمت طول موجλmax، اگر وقتي پروتئين در يك حلال قطبي است) الف
  .تريپتوفان بايستي داخلي بوده و در يك محيط غيرقطبي واقع شده باشد، شود
هاي كوتاهتر   به سمت طول موج نشر آنλmax، وتئين در يك حلال غيرقطبي استاگر وقتي پر) ب

فضايي را در  ، يا تريپتوفان بر روي سطح پروتئين واقع شده و يا حلال چنان تغييرات بنايشود جابجا
  .ساختمان پروتئين القاء نموده كه تريپتوفان دروني را به سطح پروتئين آورده است

گر دارد و فلوئورسانس اسيد آمينه آزاد را خاموش  كه نقش خاموش(ته شده  اگر يك ماده شناخ-3
، تايروزين را خاموش كند فلوئورسانس تريپتوفان و) زيوم، نيترات و يا سهاي يديد كند از قبيل يون مي

چنين نباشد چندين دليل اگر . اين اسيدهاي آمينه بايستي بر روي سطح پروتئين قرار داشته باشند
  :ت وجود داشته باشدممكن اس

  .ممكن است اسيد آمينه داخلي باشد) الف
گر خيلي  ممكن است اسيد آمينه در شكافي واقع شده باشد كه ابعاد آن براي داخل شدن خاموش) ب

  .كوچك باشد
ممكن است اسيد آمينه در يك ناحيه شديدا باردار واقع شده باشد و بار الكتريكي محيط اطراف ) ج

  .گر شود ب دفع خاموشاسيد آمينه، موج
تريپتوفان در يك ناحيه باردار منفي واقع شده باشد، يون يديد قادر به خاموش  اگر، به عنوان مثال

 نيز در خاموش كردن فلوئورسانس ناموفق خواهد بود اگر +Csيون . كردن فلوئورسانس آن نيست

                                                 
٧ Intrinsic Fluorescence 
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آميد  گر خنثي مثل آكريل در ايـن موارد يك خاموش. فلوئور در يك ناحيه باردار مثبت واقع شده باشد
  .كند توجه است و به طور موثري فلوئورسانس تريپتوفان را خاموش مي نسبت به بار بي

گذارد بر فلوئورسانس پروتئين اثرگذار  تريپتوفان آزاد اثر نمي اي كه بر بازده كوانتايي  اگر ماده-4
  .عمده را در پروتئين القاء كرده باشد، اين ماده بايد يك تغيير بناي فضايي باشد

بازده كوانتايي آنان با افزايش حرارت كاهش ،  اگر تريپتوفان يا تايروزين در يك محيط قطبي باشند-5
تاثير كمي بر روي بازده كوانتايي آنان ، افزايش حرارت ط غيرقطبييابد در حالي كه در يك محي مي
دهد كه گرم كردن پروتئين موجب   نشان ميT با افزايش Qبنابراين انحراف از كاهش يكنواخت . دارد

اند،  ها حس كرده هايي كه تريپتوفان فضايي در آن شده است زيرا بايستي قطبيت ناحيه القاء تغيير بناي
  .باشدتغيير كرده 

 بازده كوانتايي هر دو اسيد آمينه تريپتوفان و تايروزين با پروتونه شدن گروه كربوكسيل آلفاي آنان -6
  .يابد كاهش مي

 pKاگر بنابراين . دگرد  ميخاموش هاي اسيدي مجاور  فلوئورسانس تريپتوفان با پروتونه شدن گروه-7
     شونده   گروه يونيزهpKپتوفان مشابه شده توسط تعقيب تغييرات فلوئورسانس تري گيري اندازه

، آن گروه بايستي بسيار نزديك به يك اي مثل ايميدازول هيستيدين يا تيول سيستئين باشد شده شناخته
 موجب pHاين قانون وقتي كاربرد دارد كه به طور مستقل نشان داده شده باشد تغيير . تريپتوفان باشد

  .ودش فضايي در پروتئين نمي تغيير بناي
 اگر يك ماده به پروتئين متصل شود و فلوئورسانس تريپتوفان خاموش شود، يا در اثر اتصال ليگاند -8

ها بسيار نزديك  فضايي عمده در ساختمان پروتئين روي داده است و يا برخي تريپتوفان يك تغيير بناي
 نشر به λmaxجايي  چون كاهش قطبيت حلال موجب جاب،به علاوه. به جايگاه اتصال ليگاند هستند

دهد آب   كه حاصل اتصال ليگاند باشد نشان ميجابجايي چنين شود، هاي كوتاهتر مي سمت طول موج
  ).قطبيت محيط اطراف تريپتوفان كاهش يافته است ( اخراج شده است ليگاند-  پروتئيناز كمپلكس

باشد و فاصله كم  اگر طيف جذبي يك مولكول كوچك با طيف نشري تريپتوفان همپوشاني داشته -9
بنابراين اتصال چنين مولكولي به پروتئين اگر فلوئورسانس تريپتوفان . دهد روي مي  خاموش شدن،باشد

  .باشدآن و يا در نزديكي جايگاه اتصال تريپتوفان بايستي در  كه دهنده اين است نشان، را خاموش كند
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  :اثر اتصال يك كوفكتور القاء شده استفضايي در يك آنزيم فرضي كه در   تغيير بناي:مثال .1- 3- 8
 كوتاهتري از λmaxسه تريپتوفان موجود در يك آنزيم فرضي داراي شدت فلوئورسانس بيشتر و 

 :دهد طيف فلوئورسانس اين پروتئين را در محلول نشان مي) 4-8(شكل . هاي آزاد هستند تريپتوفان

  
 طيف فلوئورسانس پروتئين در (A)منحني . ولطيف فلوئورسانس يك پروتئين فرضي در محل: )4-8(شكل 

 طيف فلوئورسانس C)( طيف فلوئورسانس پروتئين را در حضور كوفكتور و منحني (B)غياب كوفكتور، منحني 
  .دهد هاي آزاد را در آب نشان مي تريپتوفان

  

قطبي واقع ها بايستي در يك محيط قويا غير كند اين تريپتوفان  پيشنهاد ميC و Aهاي  مقايسه منحني
يابد و  شود، شدت فلوئورسانس كاهش مي وقتي كوفكتور به محلول حاوي آنزيم اضافه مي. شده باشند

λmaxفضايي آنزيم بايد تغيير كرده  بنابراين بناي. شود هاي بلندتر جابجا مي  نشر به سمت طول موج
پتوفان موجود در به يك يا چند تري) آب(پذيري حلال قطبي  اين تغيير يا موجب دسترس. باشد

 و يا ¯Iافزايش . هاي باردار دروني نزديك كرده است ساختمان آنزيم شده است و يا آنها را به گروه
Cs+بنابراين هيچيك از اين .  هيچ اثري بر طيف فلوئورسانس آنزيم قبل و بعد از اتصال كوفكتور ندارد

و )  در جايگاه فعال واقع نشده(شته سه تريپتوفان قبل از افزودن كوفكتور در سطح آنزيم قرار ندا
ها احتمالا در اثر  پس اين تريپتوفان. اند همچنين پس از افزودن كوفكتور نيز به سطح آنزيم آورده نشده

توجه . اند فضايي حاصل از اتصال كوفكتور به يك محيط قطبي دروني پروتئين جابجا شده تغيير بناي
توان با تعقيب تغييرات يكي از  شده در فلوئورسانس مي داشته باشيد كه به واسطه تغييرات ايجاد

به عنوان ) Q و يا مقدار λmaxمثلا شدت فلوئورسانس در يك طول موج خاص يا مقدار (پارامترها 
بنابراين از نمودار فلوئورسانس در مقابل . روشي براي سنجش اتصال كوفكتور به آنزيم استفاده كرد
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ين استويكيومتري اتصال و همچنين تعيين ثابت تفكيك با استفاده از توان براي تعي غلظت كوفكتور مي
  .هاي استاندارد آناليز اتصال ليگاند سود جست روش

  

 :8فلوئورسانس خارجي .4- 8

    هاي فلوئورسنت در ساختمانشان نيستند ولي در بسياري موارد  ها داراي گروه تمامي ماكرومولكول
توان به طريق تزويج  فرآيند اتصال را مي. ومولكول متصل نمودتوان يك فلوئور را به يك ماكر مي

هاي فلوئورسانس،  گيري اندازه هايي در استفاده از چنين مولكول.  و يا اتصال فيزيكي انجام داد9شيميايي
  :يك فلوئور خارجي بايد داراي شرايط زير باشد. شود فلوئورسانس خارجي ناميده مي

  .)اتصال به صورت ويژه باشد (بفرد متصل شود ايگاه منحصر بايد به طور محكم به يك ج-1
  . فلوئورسانس آن نسبت به شرايط محيطي حساس باشد-2
فضايي و خواص ماكرومولكول تاثير   اتصال آن به ماكرومولكول مورد مطالعه نبايستي بر بناي-3

  .بگذارد
  :گيرند عبارتند از ميها، فلوئورهاي خارجي كه معمولا مورد استفاده قرار  براي پروتئين

  

 -  پارا-DNS)( ،2 11 سولفونات- 5- نفتالن آمينو متيل  دي- 1،  (ANS)10 نفتالن سولفونات- 8-آنيلينو-1
دآمين و رو هاي  و ايزوتيوسيانات14، فلوئورسين13، رودآمين)(12TNS سولفونات- 6- تولوئيديل نفتالن

  .فلوئورسين
  :عبارتند از  معمولو براي اسيدهاي نوكلئيك، فلوئورهاي خارجي

  

  .17، آكريدين و اتيديوم برومايد16، پروفلاوين15آكريدين آرنج

                                                 
٨ Extrinsic Fluorescence 
٩ Chemical Coupling 
١٠ 1-Anilino-8-naphthalene sulfonate 
١١ 1-Dimethylaminonaphthalene-5-sulfonate 
١٢ 2-p-Toluidylnaphthalene-6-sulfonate 
١٣ Rhodamine 
١٤ Fluorescein 
١٥ Acridine Orange 
١٦ Proflavine 
١٧ Ethidium bromide 
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ساختمان . باشند هاي حلقوي آروماتيك مي تمامي فلوئورهاي فوق در ساختمانشان داراي سيستم
   ها مورد استفاده قرار هايي كه به طور معمول در فلوئورسانس خارجي ماكرومولكول شيميايي مولكول

  :نشان داده شده است) 5-8(د در شكلگير مي
  

  
  .ساختمان شيميايي فلوئورهاي خارجي مرسوم: )5-8(شكل 

  

  ANS ، DNS ،TNSآبي فلوئورسانس اين تركيبات در محلول . مايد ويژگي جالبي دارندتيديوم برو و ا
 نشر يابد و طيف مي ازده كوانتايي آنان شديدا افزايشهاي غيرقطبي ب  ولي در محيطخيلي ضعيفي دارند

 .شود هاي كوتاهتر جابجا مي آنان نيز به سمت طول موج
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 و تغييرات ناشي از اتصال اين رنگ فلوئورسنت به آلبومين ANSطيف فلوئورسانس ) 6-8(در شكل 
 در اثر اتصال به ANSبه افزايش شدت فلوئورسانس . نماييد  را مشاهده مي(BSA) 18سرم گاوي

BSA و جابجايي در λmax يد نماي نشر آن توجه.  
  

  
مربوط به طيف  ο منحني. ANS  طيف فلوئورسانس راثر افزايش آلبومين سرم گاوي ب: )6-8(شكل 

 در حضور غلظت هاي افزايش يابنده ANS مربوط به فلوئورسانس 3 و 2، 1 و منحني هاي ANSفلوئورسانس 
BSAاست . 

 

 ها مورد استفاده قرار   ه در فلوئورسانس خارجي پروتئينهايي ك  و ايزوتيوسيانات19نسيل كلرايداد
اي در ساختمان  ژهو با زنجير جانبي اسيدهاي آمينه ويباشند  بفردي مي گيرند داراي خاصيت منحصر مي

 جهت شناسايي نواحي غيرقطبي موجود در ساختمان از اين تركيبات. دهند ها واكنش مي پروتئين
يابد و از اينرو  شان افزايش مي يرا با اتصال آنان به اين نواحي، فلوئورسانسد زشو ها استفاده مي پروتئين

  .شوند محسوب مي ها گريز در ساختمان پروتئين  سطوح آبتاييدكننده حضور
  
  
  
  

                                                 
١٨ Bovine Serum Albumin 
١٩ Dansyl Chloride 
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 : تعيين خواص جايگاه اتصال هم در هموگلوبين:مثال .1- 4- 8

وقتي فلوئور خارجي . هموگلوبين، كمپلكس يك گروه پروستتيك كوچك با آپوهموگلوبين است
ANS،به محلول آپوهموگلوبين اضافه شود ANS كند ولي در اثر   شروع به نشر فلوئورسانس مي

همچنين افزايش هم . شود  مشاهده نميANS به محلول هموگلوبين، هيچ فلوئورسانسي از ANSافزودن 
فلوئورسانس اين  همراه است و موجب حذف ANSآپوهموگلوبين با بيرون راندن -ANSبه كمپلكس 
 و هم بايستي به جايگاه مشتركي در ساختمان آپوهموگلوبين متصل ANS ،بنابراين. گردد كمپلكس مي

توان ميزان غيرقطبي   و جابجايي طيفي ميQازتعيين دقيق مقدار . شوند و اين جايگاه نيز غيرقطبي باشد
 .بودن اين جايگاه را تخمين زد

  

 : BSA   متصل شده بهحضور اسيدهاي چرب :مثال .2- 4- 8

 فلوئورسانس ANS اضافه گردد، ANSبه محلول آنان   تهيه شود وBSAهاي مختلفي از  اگر نمونه
تفاوت .  فلوئورسانس از يك نمونه به نمونه ديگر متفاوت خواهد بودλmax و Qخواهد كرد ولي مقادير 

 باشد و ANSجايگاه اتصال  خيلي بزرگتر از آن است كه به واسطه تغيير در قطبيت Qدر مقادير 
هايي كه  به عبارت ديگر، در نمونه. هاي اتصال باشد بنابراين بايد به واسطه تفاوت در تعداد جايگاه

 با يك BSAهاي  اگر نمونه.  كمتري متصل شده باشدANSفلوئورسانس ضعيفتري دارند، بايد تعداد 
ها يكسان خواهد  هاي طيفي براي تمام نمونه  و جابجاييQتيمار شوند، مقادير ) غيرقطبي(حلال ليپيدي 

هاي غيرقطبي در  شود كه برخي جايگاه رسد كه استخراج با حلال ليپيدي موجب مي به نظر مي. دبو
 كه هايي دهد كه حلال توانسته است از نمونه  قرار بگيرند و آناليز حلال نشان ميANSدسترس 

هاي به ظاهر خالص و كريستالي   نمونه،نرواز اي.  اسيدچرب استخراج كندفلوئورسانس ضعيفي دارند
BSAبا استفاده از فلوئورسانس   ،ابراينبن.  ممكن است حاوي تعدادي اسيد چرب متصل شده باشد  
 را مورد مطالعه BSAهايي را سنجيد و هم اتصال اسيدهاي چرب به  توان هم خلوص چنين نمونه مي

 .هاي اتصال را تعيين نمود قرار داد و ثابت
 
  
  
  


