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 به نام خدا                                   

 پیشگفتار 

و کشف در دهه گذشته بعضی از روش هاي آزمایشگاهی موجب تغییرات زیادي جهت کشف پدیده هاي شگرف طبیعت شد 

در این کتاب سعی شده است که  روش ها و دستگاه هاي جدید موجب جهش شگرفی در شناسایی بیشتر اعجاز طبیعت شده اند. 

 صورت فشرده در اختیار دانشجویان مشتاق قرار داده شود.اصول فیزیکی دستگاه ها و به روز رسانی روش ها البته به 

روش هایی که در این کتاب آورده شده اند تجربیات چندین ساله محققان بیوشیمی در آزمایشگاه هاي مختلف جهان است که 

وش هاي ذکر شده مثالی امیدوارم فضایی براي شما خواننده مشتاق فراهم کنند تا انجام کارهاي تحقیقاتی مثل غولی نباشند. تمام ر

از انجام انجام بعضی کارهاي استادان و دانشجویان آنها هستند و گاهی آنقدر ساده و کم هزینه صورت گرفته اند تا به شما نشان 

دهند که با یک روش آسان می توان نتایج پیچیده اي به دست آورد. در این کتاب سعی شده است از محاسبات ریاضی پیچیده 

و شما را بیشتر با نحوه کار عملی آشنا کند. امروزه همین روش هاي آزمایشگاه را با دستگاه هاي اتوماتیک انجام می  اجتناب شود

دهند و چون در کارهاي تحقیقاتی زمان اهمیت زیادي دارد بنابراین دستگاه ها همان اعمال را با سرعت خیلی بیشتر پیش می برند 

 ستفاده در این کتاب ترجیح دادم که اصل مطلب را بیان کنم. ولی براي فهم و آشنایی روش مورد ا

دانشجویانی که می خواهند سفر علمی خود را آغاز کنند و وارد آزمایشگاه هاي تحقیقاتی شوند، نیاز به اطلاعات اولیه و نوع تفکر 

دو واحد آزمایشگاهی در نظر گفته خاصی جهت انجام کار دارند. هنگام تحصیل در دوران کارشناسی براي برخی از دروس یک یا 

شده است ولی کارهاي تحقیقاتی و حل معما یعنی کشف جدید، حال و هواي دیگري دارد. در این درس می خواهیم به شما ایده 

هایی بدهیم که چگونه به کارهاي تحقیقاتی و استفاده از روش ها و دستگاه هاي آزمایشگاهی نگاه کنید و گاهی با استفاده از 

ایل بسیار ساده و قابل دسترس می توان کار تحقیقاتی خوبی انجام داد. من صادقانه امیدوارم که دانشجویان مشتاق و علاقمند وس

بتوانند مطالب جالبی در بعضی از این روش ها پیدا کنند و همان موضوع موجب تحریک در نوع نگرش گردد. در نتیجه شما براي 

 در اینجاست که من (نویسنده کتاب ) به هدف خود رسیده ام.کشف معجزات طبیعت ترغیب شوید و 
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 3فصل 

 و دیالیز هاي مختلفغشا با استفاده ازفیلتر کردن 

 پس از مطالعه کامل این فصل شما باید با مطالب زیر آشنا شوید:

 صافی هاي نیتروسلولزي و غشایی .1

 صافی هاي فایبرگلاس .2

 استفاده هاي متفرقه از صافی هاي غشایی .3

 دیالیز و صاف کردن مولکولی  .4
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 مقدمه

براي جدا کردن مواد از یکدیگر در هر دو رشته شیمی و بیوشیمی از روش هاي بخصوصی استفاده می شود. قبل از پدید آمدن 

الکتروفورز، کروماتوگرافی و غیره، این عمل در صورت امکان توسط صاف کردن انجام می  ،سانتریفیوژ کردنروش هایی مثل 

فیلترها) را از پارچه هاي ظریف و نازك تهیه می کردند. در واقع هنوز هم از پارچه براي مراحل اولیه ي خالص ( شد. صافی ها 

با توسعه  ( ذ جانشین پارچه شد و براي کنترل اندازه ي ذرات روي صافی سازي عصاره هاي بافتی استفاده می شود. بعدها کاغ

، اندازه اي کوچکتر از اندازه ي موادي ه شد. براي این که ذرات روي صافیکاغذهایی با منافذ مختلف ساخت )صنعت کاغذسازي

یا فایبرگلاس استفاده می  نیتروسلولز ،سلولزداشته باشند که توسط ظریف ترین کاغذ صاف شوند، امروزه از صافی هایی از جنس 

  شود.

که غشاي ظریفی است، مولکول هاي کوچک و یون ها را از خود عبور می دهد ولی درشت مولکول ها و توده  کیسه ي دیالیز

 ک را ازافی مولکولی، درشت مولکول هاي کوچهاي درشت مولکولی را نمی تواند عبور دهد. کیسه هاي دیالیز مختلف به نام ص

 درشت مولکول هاي بزرگ جدا می کند. 

، مشخص شده که این غشاها، علاوه بر خاصیت صاف کردن، توانایی جذب هم دارند که باعث نیتروسلولزدر استفاده از غشاهاي 

وادي مثل م ( این مواد با درشت مولکول هاي ویژه اي پیوند بر قرار کنند  )البته ربطی به قابلیت صاف کردن آنها ندارد ( می شود 

، کوچک تر هستند. از جا درشت مولکول ها از منافذ صافیالبته در این  )پلی نوکلئوتیدهاي تک رشته اي و بعضی از پروتئین ها

 این خاصیت در روش هاي تحلیلی پیشرفته استفاده می شود.
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 ي و  غشایینیتروسلولزصافی هاي 

ي است که با روش هاي صنعتی می توان اندازه ي ذرات عبور کننده نیتروسلولز، شبکه اي از رشته هاي ينیتروسلولزیک صافی 

در صد سطح  آنها را  80 تقریباًدایره اي شکل نیستند بلکه اشکال بی قاعده دارند و  از این غشاها را تعیین کرد. منافذ صافی، الزاماً

. صافی ها آن قدر نازك هستند که ذرات باقیمانده، قادر به نفوذ به درون آنها نیستند و در سطح آنها )1 -3 شکل( در بر می گیرند 

باقی می مانند. بنابراین می توان این ذرات را به راحتی از سطح آنها شستشو داد.  سازنده هاي شناخته شده ي این صافی ها 

Millipore       وSchleicher      وGelman   میکرون می   8تا  1/0اندازه ي ذرات عبور کننده از صافی حدود  .هستند

 میکرون دارد.   45/0باشند. معمولی ترین صافی، منافذي حدود 

  صافی ها عبورچنین به علت کشش سطحی، مایعات در اثر نیروي جاذبه به راحتی از به علت اندازه ي کوچک منافذ و هم

                                                

 نیتروسلولزصافی هاي    1- 3 شکل                                                         

 

یک نوع مکش   2 -3 نمی کنند، لذا از نیروي فشار یا مکش براي عبور دادن مایعات از خلال صافی استفاده  می شود. در شکل

میکرونی برابر   45/0، سرعت جریان از صافی ر می کند نشان داده شده استآب کاکه با خلاء ناشی از آسپیراتور 

ml/min/cm2  5/6  است. از این نوع صافی ها،  براي صاف کردن مقادیر کم مواد استفاده می شوند زیرا منافذ آنها به راحتی و

یر جریان به این که کاهش چشمگیري در مقادل از سریع توسط ماده ي صاف شونده مسدود می گردند. میزان ماده ي باقیمانده قب
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از فایبرگلاس استفاده می شود  معمولاًاست. براي جلوگیري از مشکلات مسدود شدن منافد،   μg/cm2  250حدود   ،وجود آید

ود کنند که به آن پیش صافی گویند. به این ترتیب، از مسدود شدن صافی توسط ذرات بزرگی که می توانند به راحتی منافذ را مسد

 جلوگیري می شود.این صافی ها براي جمع آوري رسوب هاي بسیار ریز مناسبند.

: اول این که این مواد آبگریز هستند و براي این که رطوبت پذیر ي وجود دارندنیتروسلولزدر مورد کار برد صافی هاي دو مطلب 

آغشته می کنند که مشخصات آنها توسط کارخانه سازنده ذکر  )یا پاکساز ( باشند خیلی از این صافی ها را با یک ماده ي دترژانت 

می شوند. خیلی از آنها حاوي مقدار کمی اشند بسیار ترد و شکننده دومین مسئله این است که وقتی صافی ها خشک ب می شود.

ث ین مواد ممکن است باعگلیسرول هستند تا قابلیت انعطاف آنها افزایش یابد. اگر این صافی ها قبل از استفاده شسته نشوند، ا

 .)در حقیقت ماده ناخواسته اي خواهند بود که در مواد صاف شده دیده می شوند( آلودگی در مواد صاف شده شوند 

سبز می باشند. رنگ هاي به کار رفته، براي  ایره هایی به رنگ هاي سفید، سیاه وي به صورت ورقه ها و دنیتروسلولزصافی هاي 

، در مواد مختلفی قابل حل است و توسط مواد نیتروسلولزجا که عصی میکروارگانیسم ها است. از آنتشخیص میکروسکوپی ب

، نایلون و کلریدپلی وینیل براي سلولزشیمیایی خاصی مورد حمله قرار می گیرند، کارخانه هاي سازنده، غشاهایی از جنس استات 

 استفاده از این گونه حلال ها ساخته اند.

                                                

 . وسیله اي که با مکش براي  صاف کردن بعضی از مواد استفاده می شود   2 -3 شکل
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  صافی هاي فایبرگلاس

شبکه هاي  با همان ظرافتی کهصافی هاي فایبرگلاس، شبکه اي از رشته هاي ظریف شیشه اي است. این شبکه را نمی توان 

د. این تهیه کرد. بنابراین براي نگه داشتن ذراتی با اندازه کوچک، صافی هاي فایبرگلاس مناسب نیستن را می سازند، ينیتروسلولز

است. از ویژگی هاي صافی  فایبرگلاس سرعت جریان بالاي   mm  25/0حدود  منافذ آن و صافی ها ضخامت بیشتري دارند

تمام حلال ها،  تقریباً، مقاومت در برابر ي در مقابل مسدود شدن منافذزیاد در ضمن ظرفیت )ml/mn/cm2  120   ( آنهاست 

 دهی  هنگام خشک کردن سریع، دارند. این صافی ها ارزان تر از صافی هاي غشایی می باشند.  قابلیت گرما

شده از صافی  یک نکته منفی در مورد این صافی ها آن است که گاهی اوقات تکه هاي نازکی از فایبرگلاس در ماده ي خارج

چون ضخامت صافی هاي فایبرگلاس زیاد  یافت می شود و دیگر این که فقط تعداد کمی از منافذ را می توان در آنها ایجاد کرد.

 می شود. است لذا ذرات ریز در داخل آنها گیر کرده و خارج کردن آنها مشکل

 ز و فایبرگلاسا استفاده از صافی هاي نیتروسلولصاف کردن ب

انجام کارهاي عملی در زیست شناسی و شیمی نیاز به خارج کردن بعضی مواد از مایع خواهیم داشت. اگر ذرات خیلی ریز هنگام 

و فایبرگلاس جدا کرد  نیتروسلولزمی توان آنها را با استفاده از هر دو صافی  )در صورتی که مواد زیاد داخل مایع نباشد ( باشند 

پیش صاف کردن آنها  ،به شرطی که آنقدر ریز نباشند تا نتوان آنها را روي صافی نگه داشت. اگر با مواد زبر و خشن کار می کنید

اغلب پیش صافی ها از جنس فایبرگلاس هستند چون  ( با صافی فایبرگلاس لازم است تا از مسدود شدن جلوگیري به عمل آید 

 هداري مواد زیادي دارند).ظرفیت نگا

توسط روش هایی تیمار  قبلاًبنابراین باید صافی را  ،جذب می شوند نیتروسلولزبعضی ویروس ها، پروتئین ها و باکتریوفاژها به 

  BSA)( 1/0  1پروتئین آلبومین سرم گاوي کرد تا موادي که باید از صافی عبور کنند به سطح صافی متصل نشوند. با عبور دادن

در صد از صافی و شستشوي زیاد آن با تامپون هایی که قدرت یونی کمی دارند باعث می شود که مکان هاي جذب سطحی 

1 Bovine serum albumin 
                                                           



صافی اشباع شوند و امکان پیوند یافتن صافی با دیگر پروتئین ها کاهش یابد. پلی نوکلئوتیدهاي تک رشته اي با هر دو صافی و 

از این امر جلوگیري کرد. به هر حال،   BSAمی دهند و نمی توان تنها با شستشو توسط   در محیطی با قدرت یونی معتدل پیوند

 در محیطی با قدرت یونی کم مشکلی به وجود نمی آید.

اگر محلول باید براي مطالعات خاصی پالایش شود مثل اندازه ي جذب سطحی، فلورسانس، فعالیت نوري یا اسپکتروسکوپی 

 ي،  از هر دو صافی می توان استفاده کرد.رزونانس مغناطیسی هسته ا

  ،باید از محلول بدون غبار استفاده شود) ( اگر تفرق نوري یا ویسکومتري یک محلول مورد مطالعه باشد 

 ، صافی هاي فایبرگلاس نامناسب اند چون گاهی اوقات ذرات فایبرگلاس به درون ماده ي خروجی وارد می شوند.در این صورت

 یواد رادیواکتبراي شمارش مو جمع آوري رسوب

براي محاسبه ي رادیواکتیویته درشت مولکول ها لازم است که درشت مولکول هاي رادیواکتیو را از مولکول هاي کوچک  

مایعی که نمونه را در آن می ریزند و مواد  ( رادیواکتیو جدا کرد. سپس براي اجتناب از اضافه کردن آب و رقیق کردن سنتیلاتور 

رادیواکتیو شمارش می شود) باید نمونه را تغلیظ نموده و حجم کوچکی تهیه کرد. این عمل را   می توان به وسیله رسوب دهی 

راي پلی نوکلئوتیدها اسید هیدروکلریک را می توان ب ( اسید پرکلریک یا اسید تري کلرو استیک انجام داد  مثلاًبا استفاده از اسید، 

). در روش اسیدي کردن، می توان رسوبات را از روي صافی فایبرگلاس یا ها قابل استفاده نیستاستفاده کرد ولی براي پروتئین 

ي، جمع آوري کرد و شستشو داد. براي دستگاه شمارنده مواد رادیو اکتیو مایع، باید از صافی فایبرگلاس استفاده نیتروسلولزصافی 

دستگاه شمارنده گایگر  .در آنها ایجاد شودرنگبري عمل چون می توان آن را در حرارت هاي بالا خشک کرد بدون آن که شود 

 براي هر  دو نوع صافی مناسب است.

 انتقال به محیط کشت براي رشد باکتري

لازم است که به سرعت محیط کشت باکتري را عوض کنیم براي مثال اگر  ،در بسیاري از آزمایش هاي مربوط به رشد باکتري ها

تفاده از صافی بهترین کار اس ،قرار باشد یک ترکیب رادیواکتیو یا یک ماده ي غذایی ضروري را از محیط کشت باکتري حذف کنیم
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ي  حاوي گلیسرول هستند، این ولزنیتروسل) صافی هاي 1( : ئله را باید مورد بررسی قرار دادجا دو مسغشایی است. در این

گلیسرول باید قبل از استفاده از فیلتر، شسته شود. وقتی که سلول ها را از صافی عبور می دهیم ممکن است دو باره گلیسرول به 

). cell/cm2  6 10 × 2حدود  ( می شوند  نیتروسلولزبسیاري از باکتري ها جذب  ) 2( دوم باکتري ها اضافه شود،  محیط کشت

در مرحله بعد، سلول ها را از  را از آن عبور داد. BSAدر صد  1/0، محلول  لول ها، باید قبل از جمع آوري آنهادر تراکم کم س

روي صافی باید جدا کرد. این عمل با ریختن محیط کشت روي صافی یا به وسیله فرو بردن صافی در محیط کشت و تکان دادن 

ولی  )است نیتروسلولزمنظور استفاده از صافی هاي  ( ن روش ها براي باکتري ها استفاده می شود آن انجام  می شود. گر چه از ای

 براي سلول هاي جانوري بیشتر از صافی هاي فایبرگلاس استفاده می کنند.

 در روش اتصالی نیتروسلولزاستفاده از صافی هاي 

تک رشته اي پیوند می دهند. از این خاصیت  می توان در   DNAي تحت شرایط خاصی با پروتئین ها و نیتروسلولزصافی هاي 

خصوصیات   1 -3 سنجش هاي آنزیمی و شیمی فیزیکی و به عنوان راهی جهت خالص سازي مواد گوناگون استفاده کرد. جدول

پیوند  صال یاقابل خریداري از دو شرکت مختلف را نشان می دهد. باید توجه داشت که خاصیت ات نیتروسلولزپیوندي دو صافی 

تک رشته اي در محلول داراي قدرت یونی بالا تمایل به چسبیدن   DNA  رت یونی آنها ارتباطی ندارد اما، به قددادن پروتئین ها

تک رشته اي به صافی میلی پورمعلوم نیست. اگر چه این امکان وجود  DNAبه صافی را پیدا می کند. علت پیوند شدن ضعیف 

. استفاده از این نمی تواند پیوند ایجاد کندبا این صافی ها   RNA  مولکولخالص نباشند.  نیتروسلولزدارد که این صافی ها از 

 .مشاهده خواهید کرددر مثال هاي زیر  را خصوصیات پیوندي یا اتصالی

 حلقوي کووالانت   DNAازي خالص س  1مثال 

زنجیره هاي پلی و رشته اي دارند به طوري که در حلقوي د DNA  ریایی و برخی سلول هاي جانوري،بعضی سویه هاي باکت

 موجود در طبیعت است. DNAبخش کوچکی از کل   ،DNAنوکلئوتیدي آنها هیچ انقطاعی وجود ندارد. این نوع 
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می آید.  تک رشته اي به وجود DNAدهیم، پیوندهاي هیدروژنی شکسته می شوند و   قراردر یک محلول قلیایی را  DNA اگر

با هم در گیر  از لحاظ  فیزیکیDNA ی تک حلقه ي بسته را داشته باشند، رشته هايلانبه صورت کووا DNAبنابراین هنگامی که  

هاي حلقوي که به   DNAخنثی قرار دهیم و دما را کمی بالا ببریم،   pHمحلولی داراي را دو باره در  DNA خواهند شد. وقتی 

 بستگی دارد.   DNAی بهم متصل اند تشکیل می شوند. سرعت انجام این عمل کم است و این سرعت به غلظت   صورت کووالان

رشته ي مکمل از دو  ی که پیوندهاي هیدروژنی بینحلقوي که یک شکاف در یکی از رشته هاي خود دارد در صورت  DNAیک  

دو  DNAخطی می شود. تشکیل مجدد یک  DNAحلقوي و  DNAیعنی   DNA وند این مولکول تبدیل به دو نوعهم باز ش

 نیاز دارد.  ،دو رشته اي خطی لازم است  DNAرشته اي حلقوي به همان عواملی که براي ایجاد  

 نیتروسلولزاتصال ترکیبات مختلف به صافی هاي      1 -3 جدول                           

                  

             ▓╘ļ ī    Schleicher     

      Schuell    

       Millipore                 ŋ įļ Ō ╠ ►■ĝ

  ╙ķ Į ō╗╢Ļ▼Ř              +              +  ž¦ /ž  -  ¦   

DNA    Ŋ╘ Ķ╣♂► Ģ ╢              +               Ĕ ōĈĳ          ¦ ý /ž  

DNA     تك رشتھ اي              -              -         ž¦ /ž    

DNA    Ŋ╘ Ķ╣♂► Ļ▓              -               -          <žý /ž  

DNA  Ŋ╘ Ķ╣♂► Ļ▓              +              +    žž¦ /ž -  žžý /ž

RNA    Ŋ╘ Ķ╣♂► Ģ ╢              -               -      ž¦/ ž -  ¦  

  Ļ Į ō╗╢Ļ▼Ř Ķāļ Ĭ ╫ī

DNA   Ŋ╘ Ķ╣♂► Ļ▓              +              +

    ۰۱ /۰ -  ۱ 

 

                        

تحت قدرت یونی بالا عبور داده   Schuellو    Schleicherانجام شده و سپس از صافی  DNAاگر یک تیمار قلیایی روي  

هاي تک رشته اي   DNAهاي حلقوي دو رشته اي از صافی عبور می کنند زیرا ترکیبات دیگر که  DNA، تنها )1جدول (  شود
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، از پودر ). براي مقیاس هاي بزرگ3 -3 شکل ( ، خالص می شودDNA. به این ترتیب ایجاد می نمایند با صافی پیوندهستند 

 استفاده می شود. نیتروسلولز

 میلی لیتر آب حل کردیم. قدرت یونی محلول را تعیین کنید؟ 35سولفات آمونیم جامد را در  gr 8/4 سؤال: 

 )  p   ،14/132  =MW=  565/0(سولفات آمونیم:      

صحبت شد. معمولاً در مقالات قدرت یونی حل: بیومولکول ها را باید در تامپون خاصی حل کرد. نحوه تهیه تامپون در فصل قبلی 

مربوط به بیومولکول خالص شده نیز ذکر می گردد، بنابراین با این سؤال می خواهیم تا حدي شما را با تهیه تامپونی با  تامپون

 قدرت یونی خاص آشنا کنیم. براي شروع کار فرمول تعیین مول سولفات آمونیم را می نویسیم: 

  

=

=

=

mole
MW

wt

=

58.5
mole

1 gr

8.4 x = 4.764 ml

=
8.4

39.746 ml 0.039746 Lit 39.746 x 10-3

6.35 x 10-2

0.565
ml

4.746 + 35 = Lit  

M =
lit

mole

39.746 x 10-3

6.35 x 10-2
M =

M = 1.6  

I =
1
2 ∑ Mi Zi

2
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1
2

I = [ (3.2) + (6.4) ] = 4.8

2 (NH4
+ ) = 2 ( 12 x 1.6 ) = 3.2

SO4
2- = ( 22 x 1.6 ) = 6.4

 

 

                 mRNAتهیه      2مثال 

تک رشته اي از صافی و سپس خشک کردن صافی در خلاء می توان صافی تهیه کرد که  DNAبا عبور دادن محلولی حاوي  

DNA    هاي تک رشته اي به آن پیوند یافته اند. اینDNA حتی اگر صافی را در آب فرو بریم. به صافی متصل باقی می مانند ،

پیوندهاي هیدروژنی بین  ،رادیواکتیو و این صافی را در لوله آزمایشی ریخته و شرایط رناتوره را براي آن فراهم کنیم  RNAاگر  

هاي   RNAی شوند. اگر صافی را تحت فشار مکش قرار داده و شستشو دهیم، بسیاري از  ایجاد م  DNA- RNAهیبرید مکمل 

این آنزیم قادر  ( این صافی با آنزیم ریبونوکلئاز لوزوالمعده  . سپس با تیمار)4 -3 شکل ( صافی پاك می شوند  پیوند نشده از

که ایجاد پیوند هیدروژنی کرده،  RNAقسمتی از  هاي تک رشته اي غیر پیوندي را هضم کند ولی قادر به هضم  RNAاست  

  RNAصافی را شستشو داده و بخش هایی از ند. بعاد از این مرحله، هضم می شوکه جفت نشده اند  RNAبخش هایی از نیست)، 

قابل   ،RNAروي صافی باقی می مانند. این بخش ها به دلیل رادیواکتیو بودن  شرکت کرده اند DNAکه در تشکیل هیبرید با 

  می باشند. جستجو
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 .نیتروسلولزحلقوي توسط صافی هاي  DNAخالص کردن     3 -3 شکل                                     

 

) حرارت دهیم،                   جدا شوند  DAN- RNAمنظور دمایی است که هیبرید  ( اگر صافی شسته شده را در دماي بالایی 

RNA  مورد نظر، آزاد می شود این بهترین راه براي خالص کردنmRNA  .ها است 
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 تک رشته اي است.  DNAي که داراي نیتروسلولزبه صافی   RNAروش هیبرید کردن      4 -3 شکل                     

 

 تک رشته اي مکمل  DNAتهیه       3مثال 

تک رشته اي غیر رادیواکتیو متصل   DNA یی تهیه کرد که به این صافی ها توضیح دادیم که چگونه می توان صافی ها  2در مثال 

تک  DNA، رد. بنابراین اگر به این صافی هاتک رشته اي مکمل به کار ب  DNAباشند. این گونه صافی ها را می توان براي تهیه  

تک   DNA،  ي به صافی وجود داشته باشد یا نهاز قبل متصل شده ا DNAادیواکتیو افزوده شود، بدون توجه به این که رشته اي ر

غیر رادیواکتیو است   DNA. بنابراین اگر صافی را که داراي )1 -3 جدول ( رشته اي رادیواکتیو هم به صافی متصل خواهد شد 

، تک رشته اي باقیمانده DNA، شستشو دهیم، در این صورت جایگاه هاي اتصال پیرولیدونومین گاوي و پلی وینیل را با سرم آلب

رادیواکتیو تک رشته اي نخواهند بود. با فرو بردن چنین صافی تیمار شده اي در  DNAاشباع می شوند و دیگر قادر به اتصال با  

  DNAرادیواکتیو مکمل به   DNAگفته شد،     2در مثال رادیواکتیو و ایجاد شرایط هیبریداسیون مانند آنچه که  DNAمحلول  

رادیواکتیو  DNA مود. ومتصل نشده را می توان با شستشو دادن  از محلول خارج ن  DNAخواهد یافت. متصل به صافی، پیوند 

، در اثر مثالاستفاده  می کنند. به عنوان  DNA روش براي تعیین قطعات ویژه اي ازمتصل شده را به دست آورد. از این 

    DNA ، هر دو نوع)3H- thymidine ( در محیطی حاوي تیمیدین رادیواکتیو   λآلوده  شده به فاژ E.coliاینکوباسیون باکتري 

) E. coli   یاλ( سنتز می شوند. اگر ،DNA  رادیواکتیو را تک رشته اي کنیم ) و آن را روي  )به وسیله حرارت یا ماده ي قلیا
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رادیواکتیویته ي متصل به هر ، آنگاه مقادیر را داشته باشند، قرار دهیم )λیا   DNA  ) E. coliصافی هایی که یکی از دو نوع  

 ، نشانگر فراکسیونی از هر کدام از آنها در مخلوط می باشد.صافی

 دو رشته اي  DNAتهیه پروتئین هاي متصل به   4مثال

   DNA -رادیواکتیو دو رشته اي، اینکوبه  شود، چندین ترکیب پروتئن DNAاگر یک مخلوط پروتئینی در شرایط مناسب با 

. از آنجا که پروتئین قابلیت چسبیدن به صافی دارد، این گونه  روش ها را اگر با صافی هاي )5 -3 شکل ( تشکیل خواهد شد 

). از این 1 -3 جدول ( این نوع صافی ها خیلی ضعیف است تک رشته اي به  DNAال میلی پور انجام دهیم بهتر است زیرا اتص

استفاده می شود، زیرا آنها فقط به این دلیل قابل جستجو هستند که قادرند  1سنجش ساده براي خالص سازي پروتئن هاي رپرسور

در   DNA -دو رشته اي متصل شوند. از این خاصیت براي جستجوي واسطه هاي آنزیم DNAبه جایگاه هاي ویژه اي روي 

روي مولکول استفاده می  )پلیمراز  RNAمثل  ( واکنش هاي ویژه و اندازه گیري تعداد مکان هاي اتصال با پروتئین هاي ویژه 

 کنند. 

 فرقه از صافی هاي غشاییاستفاده هاي مت

عنوان یک عامل تثبیت کننده استفاده کرد. به عنوان مثال، در جفت شدن کروموزوم هاي انتقالی  از یک صافی غشایی می توان به

، حرکت براونی از انجام این عمل جلوگیري می اي ماده پذیرنده استفاده می کنندو سویه ه H fr) E.coli( سویه هاي نر باکتري  

رت در پدیده ي جفت شدن ژنی را به باکتري منتقل کنیم که به ندکند. در ایجاد سویه هایی از باکتري، گاهی لازم است که 

ي به ندرت انجام می تأخیر) از باکتري نر به باکتري هاي ماده انتقال می یابد. اگر چه انتقال ژن هاي تأخیریا با  ( باکتري ها 

ا روي صافی غشایی جمع کنیم و علت این موضوع همان حرکت براونی است که توضیح دادیم. اگر باکتري هاي ماده ر ، شوند

قرار دهیم، عمل جفت شدن به طور طبیعی انجام خواهد شد.  (NA(  یزیم، صافی را روي آگار مغذيباکتر هاي نر را روي آنها بر

1 Repressor  
                                                           



ی ي  به طور قابل توجهی افزایش می یابد. در پایان زمان جفت  گیري، متأخیرزیرا به علت تثبیت شدن باکتري ها، انتقال ژن هاي 

 توان سلول ها را از روي صافی شستشو داده و به پلیت آگار مناسب منتقل نمود.

                 

 .نیتروسلولزبه پروتئین با استفاده از روش جذب به  DNAاتصال    5 -3 شکل                              

 

 دیالیز و صاف کردن مولکولی

سوسپانسیون مربوطه را از پارچه عبور می دهند. این عمل را می توان با عبور دادن  معمولاًبراي جدا کردن مواد موجود در مایع 

 همان سوسپانسیون از غشاهاي نیمه تراوا انجام داد.

بهترین روش شناخته شده دیالیز می باشد که در آن یک محلول آبی که داراي درشت مولکول ها و مولکول هاي ریز می باشد در 

 . )6-3 شکل(  دي قرار داده می شود و خود این کیسه در محفظه اي شامل تامپون قرار می گیردیک کیسه کلوئی

۲۱ 
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 با تقاط ریز نشان داده شده)می توانند از غشاي کلوئیدي عبور ( دیالیز. فقط مولکول هاي کوچک    6 -3 شکل          

 کنند. در هنگام تعادل غلظت مولکول هاي کوچک در دو طرف غشا برابر می شوند.                             

 

 

) به راحتی و با آزادي از میان غشا عبور می کنند تا جایی که بار دار هستند به جز آنها که بسیار ( مولکول هاي کوچک حل شده 

، مایع بیرونی باید به سرعت تعویض در داخل کیسهبه ترکیب مودر نظر  تعادل به وجود آید. براي تبدیل شدن ترکیب حل شده

شود تا ترکیب مورد نیاز نهایی به دست آید. آب نیز به راحتی از میان دیواره ي کیسه عبور می کند. بنابراین غلظتی که در کیسه به 

 .)اثرا سمزي (  وجود می آید بستگی به  این دارد که محلول داخلی غلیظ تر یا رقیق تر از غلظت محلول بیرونی باشد

پلیمر محلول در آب پر شده  می توان براي غلیظ کردن ماده ي داخل کیسه استفاده کرد. کیسه از )7 -3 شکل(  1از دیالیز معکوس

. پس از مدتی آب داخل کیسه به داخل فاز خارجی و خشک نفوذ می کند. از )این پلیمر نمی تواند از غشا عبور کند( است 

1 Reverse dialysis  
                                                           



۲۳ 
 

به داخل کیسه نفوذ  سوکرز، ز شوند است و با خروج آب از کیسهبراي این کار استفاده کرد چون ماده اي دیالی ز نیز می توانسوکر

می نماید. غشاهاي نیمه تراوایی که اجازه می دهند مولکول هاي کوچک از آنها عبور کنند را می توان از شرکت هاي سازنده 

 cut( دارد که وزن مولکولی قابل عبور  در سه نوع مختلف وجود 1پکتروپورخریداري کرد. به عنوان مثال، کیسه ي لوله اي اس

off(  رون و تا یک  میک  1/0اراي غشاي نازك با قطر حدود د 2می باشند. کیسه لوله اي دیافلو  1400تا  6000از آنها  بین

 cutقرار دارد. این کیسه هاي لوله اي داراي  )میکرون  50 – 250  ( ستروم روي لایه  ي محافظ ضخیم تر آنگ  100تا  2حدود  

off  می باشند. 100000تا    500بین 

با استفاه از غشایی که فقط آب می تواند از آن عبور کند) همچنین  ( از چنین غشاهایی می توان براي غلیط کردن استفاده کرد 

دا سازي جزء به جزء  می توان از این غشاها بهره برد. سرعت جریان براي نمک زدایی در فرایند آماده سازي کروماتوگرافی و ج

نگهدارنده هاي ویژه اي مورد نیاز  معمولاًآنقدر آهسته و کند است که این عمل را زیر فشار انجام می دهند.  ءمواد از خلال غشا

 انواع مختلفی از این نوع ،رد آزمایشبسیار کوچک نمونه هاي مو صاف کردن مقادیر بسیار زیاد یا ). براي8 -3 شکل ( است 

 کیسه ها ساخته شده اند.

 دیالیز با استفاده از فیبر شیشه اي

فایبرگلاس هاي نیمه تراوا، ابزارهاي با ارزشی هستند که هم براي دیالیز و هم براي غلیظ کردن استفاده می شوند. آنها از فیبرهاي 

می باشند. مولکول هاي  فذي با اندازه هاي کنترل شدهداراي منا شیشه اي آنها هايتو خالی سوراخ دار درست شده اند که دیواره 

ی کنند تا سطح به صورت دسته هاي فیبري استفاده ممعمولاً  ). از این فیبرها   9 -3 شکل(  عبور کننداز منافذ  می توانند کوچکتر

، استفاده می شود. براي تغییر دادن تامپون در یک داده شده نشان  10 -3 از آنها در یک وسیله اي که در شکلبزرگی ایجاد شود. 

، نمونه را در یک محفظه یا کیسه قرار می دهند تا مقدار زیادي از تامپون امپون دومنمونه اي که حاوي درشت مولکول است به ت

 .)10 -3 شکل( دوم از فیبرها عبور کند 

1 Spectropor  
2 Diaflo  

                                                           



                        

 دیالیز معکوس   7 -3 شکل                                                          

 

 ب الف
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 دستگاهی براي صاف کردن مولکولی.   8 -3 شکل                                             
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می شوند، زیرا تامپون داخل فیبرها بسیار زیاد است.  مولکول هاي کوچک هر دو تامپون به سرعت از میان منافذ فیبرها مبادله

تامپون اول توسط تامپون دوم جایگزین می شود. درشت مولکول ها قادر به نفوذ به داخل منافذ فیبرها نیستند و در بیرون باقی می 

نشان  10 -3 ترتیب کار در شکلمانند. اگر نمک زدایی مورد نظر باشد، آب از فیبرها عبور می کند. براي تغلیظ کردن نمونه ها، 

داده شده است. نمونه را در یک ظرف می ریزند و از داخل فیبرها مکش ایجاد می کنند. فشار باعث می شود تا مولکول هاي 

 شود. بروند و محلول غلیظجسم حل شده وحلال به داخل فیبرها 

                     

 

 الف
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 نشان داده شده است. فیبر در ابتدا ها انجام می دهند،منافذ فیبر ی که، عملالف)( قسمت  در   9 -3 شکل

 قرار می گیرد. مولکول هاي کوچک مولکول هاي بزرگ و کوچک در داخل محلول حاوي                    

 میکروسکپ الکترونی نشان می دهد.یک منفذ فیبر را توسط ب) ( از آن عبور می کنند.                     

 

 

ممکن است منافذ  انجام نمی شوند زیرا معمولاًنمونه از فیبرها عبور کنند ولی  ي نیز می توان انجام داد تاکارهاي فیزیکی دیگر

 گردند. فیبرها مسدود

 

 

 

 ب
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 دادن نحوه ي استفاده از فیبرهاي حاوي منافذ را مشاهده می کنید.دو نمونه براي نشان     10 -3 شکل                
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 تمرین

 اگر از روي فیلتر نیتروسلولز .......................... را عبور دهیم، به آن جذب می شود.  -1

 الف) ویروس

 ب ) اوره 

 ج ) متان

 د ) سدیم کلرید

 از ترکیبات زیر به فیلتر نیتروسلولز جذب می شود؟کدام یک  0/ 005در محلولی با قدرت یونی     -2

 تک رشته اي DNAالف ) 

   RNAب )  

 دو رشته اي DNAج )  

 د ) همه موارد فوق صحیح هستند. 

درصد از نیتروسلولز و شستشوي زیاد آن با تامپون هایی که  BSA (1/0با عبور دادن پروتئین آلبومین سرم گاوي ( – 3

.............................. دارند باعث می شود، مکان هاي خاصی در روي فیلتر که جذب سطحی دارند، اشباع شوند. در نتیجه پیوند 

 صافی با سایر پروتئین ها کاهش یابد. 

 ب) مقدار نمک زیاد                       الف) قدرت یونی کمی                   

 بازي   pHاسیدي                                                  د )   pHج ) 

4 – DNA   قابلیت  05/0به فیلتر نیترو سلولز .................... ولی در قدرت یونی   003/0دو رشته اي در تامپونی با قدرت یونی

 ...........جذب ............

 الف) جذب نمی شود ، دارد                                        ب ) جذب می شود،     ندارد

 ج ) جذب نمی شود ،  ندارد                                       د ) جذب می شود ،    دارد 
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 چقدر می شود؟  MgSO4مولار   5/0قدرت یونی محلول  – 5

 2الف) 

 4ب ) 

  6ج ) 

  8د ) 

 از فیلتر نیتروسلولز عبور می کند؟   01/0کدام یک از ترکیبات زیر در محلولی با قدرت یونی  – 6

 الف) پروتئین

 تک رشته اي  DNAب ) 

 تک رشته اي  RNAج ) 

 د ) پاسخ هاي (ب) و (ج) صحیح هستند.
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 منابع: 
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  4فصل 

 کروماتوگرافی

 کامل این فصل شما باید با مطالب زیر آشنا شوید:پس از مطالعه 

 کروماتوگرافی تفکیکی  .1

 کروماتوگرافی جذبی .2

 کروماتوگرافی کاغذي .3

 مایع -کروماتوگرافی گاز .4

 کروماتوگرافی با استفاده از ژل .5

 کروماتوگرافی ژل لایه نازك .6

 کروماتوگرافی تعویض یونی .7

 سلولز – DNAکروماتوگرافی  .8

 MAKستونهاي  .9

 Histon- Kieselgurستون هاي  .10

 کروماتوگرافی هیدروکسی اپتیت .11

 کروماتوگرافی تمایلی .12
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  کیکروماتوگرافی تفکی

 مقدمه : 

در آب  ن آنها جدا کرد. شن و شکر را با حل کرد سنجاق هاي آهنی و قطعات شیشه اي را می توان با استفاده از یک آهنربا از هم

از یکدیگر جدا کرد.  این مواد از نظر فیزیکی شبیه هم هستند و این موضوع مراحل جداسازي آنها را مشکل می کند. در روش 

،  یک فاز متحرك و یک فاز از دو بخش متمایز تشکیل شده است ، مواد را در سیستمی قرار می دهند کهتفکیکی کروماتوگرافی

دو فاز حرکت می کنند. حرکت  د. بعضی از آنها به آرامی بینتلف از هم جدا می شونخهاي مبت که به این ترتیب مولکول ثا

قرار دارد که  )جذب سطحی مثلاً (  کنندهمثلاً حرکت فاز متحرك) و نیرو هاي کند  ( یروي رانش نسبی هر مولکول تحت اثر ن

 این مولکول ها بین این دو نیرو به تعادل می رسند.

، یک ماده ي جذب کننده است. اگر فاز ثابت مایع باشد رد زیر به کار می رود : فاز ثابترافی، واژگان استاندادر بحث کروماتوگ

است.  4یا پیش رونده 3، حلالمی گویند. فاز متحرك 2یا ماتریکس 1محافظ ،توسط یک جامد نگهداري می شود و به بخش جامد

 گفته می شود. 5نیم به نام حل شوندهماده اي که در مخلوط وجود دارد و می خواهیم جدا ک

ماده ي  هستند ویا هر دوي آنها حاوي یک جسم یکی  در اینجا ند. یگرددو فاز فوق در تماس با یک کروماتوگرافی تفکیکیدر 

 د که به این عمل تفکیک شدن گویند. نز پخش می شوبین این دو فا )solute ( ده حل ش

دماي مشخص را ضریب  سبت غلظت ماده حل شونده در دو فاز را در حالت تعادل و، نحلال اختلاط ناپذیر داشته باشیم اگر دو

 ل.آب و فنل یا آب وبوتان مثلاًگویند.  6تفکیک

 

1 Support  
2 Matrix 
3 Solvent  
4 Developer  
5 Solute  
6 Partition coefficient  
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  Yواحد) ماده حل شده = ( مقدار                                                                   

                                                                      
B

A

Y
Y

][
][

 ضریب تفکیک =

  ناپذیر هستند.  طحلال هاي اختلا  Bو   Aدر فرمول فوق 

است. ي جاذب و حلال پر شده کروماتوگرافی تفکیکی را در یک ستون انجام می دهند که این ستون لوله اي است که با یک ماده 

ماده ي جاذب شود.  را روي قسمت بالایی ماده ي جاذب می ریزند و اجازه می دهند تا وارد ده، حاوي جسم حل شمحلول

، به طور دائمی از جاذب و ماده ي حل شده داخل ستون سپس ماده حل شده به طور دائم از ستون عبور می کند. اگر چه ماده ي

زیاد غیر قابل مجزا در نظر ستند ولی می توان ستون را به صورت لایه هاي بسیار بالاي ستون به سمت پایین آن در حرکت ه

در هر کدام ماده حل شونده می تواند حل شود. براي سهولت آزمایش ضریب که  1تصور کنید صفحات فرضی یعنیگرفت 

  می شود. ) برابر حلB( ) و بوتانل A( فرض کنید یعنی ماده خاصی در دو حلال آب  1تفکیک را برابر 

لوله تشکیل شده است). در هر یک از لوله هاي  5هر سري از ( مولکول داریم و دو سري لوله آزمایش  64: فرض کنید  1 مثال

   میلی لیتر بوتانل داریم.  10) هم B( میلی لیتر آب ریختیم و در هر یک از لوله هاي پایینی  10 )A( آزمایش بالایی 

                     
64

A

B
   

میلی لیتر می شود). پس از بهم  20( می ریزیم  Bدر حلال   Aاضافه می کنیم. سپس حلال لوله  Bمولکول را به لوله  64حال 

زدن آنها چند لحظه لوله آزمایش را بحال خود می گذاریم تا دو فاز تشکیل شود. چون این دو حلال اختلاط ناپذیر هستند 

 مولکول خواهیم داشت: 32بنابراین در هر فاز 

1 Plate  
                                                           



                    
32

32

   

حال به آرامی حلالی رویی را داخل لوله بعدي می ریزیم و باید مواظب باشیم که مولکول هاي داخل حلال زیري همانجا 

و دو فاز  داشت) می شود وقتی خوب بهم زدیم Bمیلی لیتر از حلال  10که خودش ( مولکول وارد حلال بعدي  32بمانند.پس 

را که هیچ  Aمولکول آن خارج نشود، حلال  32خواهیم داشت. در لوله اول که مواظب بودیم  مولکول 16تشکیل شد در هر کدام 

ه را بهم می زنیم و می گذاریم تا دو فاز تشکیل میلی لیتر حلال است). باز هم این لول 20( مولکولی در آن نیست، اضافه می کنیم 

 شود: 

                           

16

16

16

16
   

مولکول خواهیم داشت. این  16نیز دو فاز دارد و در هر کدام  2مولکول و لوله  16حاوي دو فاز و در هر کدام  1بنابراین لوله 

را به اولین لوله  Bري که در هر مرحله فاز رویی را به حلال بعدي افزوده و یکی دیگر از حلال هاي عمل را تکرار می کنیم به طو

 اضافه می کنیم. بدین ترتیب:  Aحاوي حلال 

                               

16

16

8

8

8

8
 

 لوله تفکیک می شوند و در نهایت چنین خواهیم داشت:   5مولکول ها در این 
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4

12

12 12

12

4

4
 

 شت: نشان دهیم و تعداد لوله هاي آزمایش را از چپ به راست شماره بگذاریم، چنین خواهیم دا  Yاگر تعداد مولکول ها را با 

                                        

2

2 8

8

12

12

8

8 2

2

[Y]

No.tube:

4 16 24 16 4

1 2 3 4 5
 

 مولکول وجود دارد. 4مولکول و بالاخره در پنجمی  16مولکول و در دومی  4لوله آزمایش داریم که در اولی رویهم  5پس 

 :است  3به  1فرض کنید ضریب تفکیک  – 2مثال 

                                            
partition coefficient =

[Y]A

[Y]B
=

1

3 

 براي سهولت آزمایش دو حلال اختلاط ناپذیر و سه لوله آزمایش در نظر بگیرید: 

                                            
64

 

 لال بالایی سه برابر حلال پایینی حل می شود. بنابراین محاسبات چنین می شود: فرض کنید این مولکول ها در ح
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3 + 1 = 4

64
4 16

16 x 1 = 16
16 x 3 = 48

=

 

 خواهیم داشت:  16به  48ه نسبت پس وقتی دو حلال را مخلوط کردیم و دو فاز تشکیل دادیم، در لوله آزمایش اولی ب

                                          

48

16
 

 با تکرار آزمایش چنین می شود: 

                                      

4 =
48

12

12 x 1 = 12
12 x 3 = 36

12

4

36

12

4 =
16

4

4 x 1 = 4
4 x 3 = 12 

 همین محاسبات را براي لوله آزمایش سومی نیز انجام می دهیم و تفکیک مولکول ها چنین می شود: 
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4 =

4 =

4 =
36

9

9 x 1  = 9
9 x 3 = 27

24
6

12 + 12 = 24

6 x 1 = 6 
6 x 3 = 18

4
1

1 x 1 = 1
1 x 3 = 3

3

1

18

6

27

9

    

براي این که آزمایش را کمی به حقیقت نزدیک کنیم، یک لوله آزمایش را در نظر بگیرید و داخل آن را با ژل پر می  – 3مثال 

تقسیم می نماییم. اگر این ژل از جنس نشاسته  کنیم. انتهاي این لوله باز است. ژل داخل این لوله آزمایش را به صفحات فرضی

، بنابراین داخل ژل حلال آب قرار دارد. حال اد کرده و به صورت ژل در آمده استباشد، مسلم است که پودر نشاسته با آب ب

عدد را در بالاي ژل ریخته و از بالا حلال دوم یا بوتانل اضافه می کنیم. پس در هر صفحه دو حلال اختلاط  256مولکول ها مثلاً 

نل بود، می شود) وجود دارد. یکبار آزمایش را با ضریب میلی لیتر آب و بوتا 20شبیه یک لوله آزمایش قبلی که حاوي ( ناپذیر 

محاسبه  1). تعداد مولکول هایی که با ضریب 1 -4شکل ( آزمایش را انجام می دهیم   3به  1در نظر بگیرد و بار دیگر   1تفکیک 

 عدد تصور کنیم  18فرضی را  محاسبه شدند را در بیرون لوله نوشتیم. اگر تعداد صفحات 3به  1شدند را داخل لوله و آنهایی که 

رو نمودار  ) 3به  1و ضریب تفکیک   1یعنی با ضریب تفکیک ( در عمل میلیون ها صفحه خواهیم داشت) و دو تفکیک را (

 مراجعه کنید).  1 -4به شکل ( نشان دهیم، چنین می شود 
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 کروماتوگرافی تفکیکی.  1 -4 شکل                                                 
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 نحوه محاسبه اولین و دومین صفحه فرضی با دو ضریب تفکیک مختلف چنین است:  

                                                      
partition coefficient =

1

1 

 چنین محاسبه می شود:  1مولکول با ضریب تفکیک  256

                                                                
=

2

256
128

 

نل مولکول خواهیم داشت. با اضافه کردن بوتا 128یعنی  همانطور که در داخل لوله نوشته شده در آب و بوتانل به نسبت مساوي

 مولکول به صفحه بعدي می رود که داخل صفحه دوم، آب نیز وجود دارد بنابراین چنی می شود:  128به بالاي لوله 

                                                              
=

128

2
64

 

 صفحه فرضی تفکیک مولکول در صفحه شانزدهم یک به یک می شود.  16بعد از 

 تکرار می کنیم:  3به  1آزمایش را با ضریب تفکیک 

                                                 
partition coefficient =

1

3 

 ارد صفحه دوم شده و بدین ترتیب تقسیم می گردد:و 192می شود. حال  192و   64شامل   3به  1مولکول به نسبت  256

                                                                

=

3 + 1 = 4

192
4

48

48 x 1 = 48

48 x 3 = 144 
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 مولکول دیگر نیز چنی تقسیم می شود:  64

                                                               

=64

3 + 1 = 4

4
16

16 x 1 = 16

16 x 3 = 48 

 بار تکرار شد و مقادیر نوشته شده در خارج لوله به دست آمد.  11این عمل 

تند از کروماتوگرافی کاغذي و کروماتوگرافی لایه نازك. در هر دو نوع کروماتوگرافی، رمتداول ترین انواع کروماتوگرافی عبا

، متصل اند است سلولزکه همان  سکروماتوگرافی کاغذي، به ماتریکماتریکس حاوي یک مایع پیوسته است. مولکول هاي آب در 

. از این روش ها به عنوان روش اتصال دارد به محافظ )توگرافی لایه نازكدر کروما ( و حلال به کار رفته براي ایجاد لایه نازك 

ه بیشترین کار توسط تفکیک هاي کروماتوگرافی جذب سطحی یاد می شود زیرا جذب روي میزان جدا سازي مؤثر است. گر چ

 مایع و کروماتوگرافی ژل. -انجام می پذیرد. مثال هاي دیگر کروماتوگرافی تفکیک عبارتند از کروماتوگرافی گاز

شد. مواد نبا شونده،ي حل کروماتوگرافی تفکیکی ممکن است در ستون هایی انجام شود که  ماتریکس آن قادر به جذب ماده 

و بعضی از دکستران  ،سلولز، پودر )silica gel ( ژل سیلیکا ،)Celiteمثل  ( : مواد داراي جدار سیلیسی زمحافظ معمول عبارتند ا

، با سوسپانسیون  کردن محافظ یا شستن ستون با یک ماده جاذب مناسب به وجود می . فاز ثابت)Sephadex LH20مثل  ( ها 

راخ هاي ریز و در  پوشاند و توسط جذب سطحی یا با نفوذ ساده به سو،  ذرات محافظ را می . با این روش، ماده جاذبآید

، نگهداشته می شود. در ضمن توسط خاصیت لوله هاي موئین حفظ می گردد. لازم است که به خاطر داشته شکاف هاي ذرات

سازنده ي فاز ثابت از نوع باشیم فاز ثابت فضاهاي بین ذرات را پر نمی کند. این فضاها باید توسط فاز متحرك پر شوند. مواد 

حلال هاي آب گریزي مثل بنزن هستند که براي جداسازي مواد غیر قطبی یا حلال هاي آب گریز مثل الکل براي مواد قطبی 

تند. توجه داشته باشید که در اینجا فاز ، یا آب براي مواد قطبی هسها یا آمیدها براي مواد غیر قطبیهستند. فازهاي متحرك الکل 

 ، براي مولکول هایی با جرم مولی کم به کار می رود. کروماتوگرافی تفکیکی مایع است. ،ثابت
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 کروماتوگرافی جذبی                   

 مقدمه :

یعنی ( الکترون هستند  که غنی از وجود دارند مناطقیدر این سطح را در نظر بگیرید. یک سطح جامد با جایگاه هاي پیوندي زیاد 

باشند. مایعی داریم  غیر قطبی هم ممکن استمناطقی  بالاخره و مثبت دارند رکه با ممکن است باشند مناطقی  ،دارند)بار منفی 

، تعداد مولکول هایی که در تماس با سطح اگر این اتصال بر گشت پذیر باشد که با سطح در تماس است. دهحاوي جسم حل ش

شان داده شده است. این گونه منحنی ها را ن 2 -4 این وابستگی در شکلخواهد بود.  دههستند متناسب با غلظت جسم حل ش

 گویند.  1جذب هاي همدما

                                    

 و حلال بر حسب غلظت ماده حل شده.  اذبجسه توزیع ماده حل شده بین   2 -4 شکل

 هاي جذب در حرارت ثابت است. منحنیاین نمودار شامل                                                

 

  

 

1 Adsorption isotherm  
                                                           



 مواد مورد استفاده در کروماتوگرافی جذبی   1 -4جدول                          

             

 

ردن داراي میل ترکیبی زیاد پر می شوند. بنابراین با اضافه کمتداول ترین نوع آن منحنی محدبی است که ابتدا جایگاه هاي اتصال 

. اتصال هاي همدما خصوصیات یک مولکول ویژه و ماده اتصال ها کم کم ضعیف تر می شوند ،مقادیر بیشتري از جسم حل شده

ات یک عه اي از ذر، مجمودر عمل ( روي یک سطح را در نظر بگیریم  اگر غلظت معینی از یک مولکول .جاذب را نشان می دهد

مقدار معینی به سطح متصل شده و مقادیر  ،، جریان یابده حلال اجازه داده شود تا در سطح) و بستون یا روي یک محافظ جامد

) توسط نیروي کند 1( ونده به دو صورت متصل می شود: . ماده پیش رصل نشده در طول سطح حرکت می کنندباقی مانده و مت

) ممکن است بخشی از آن پیوند شود ولی این بخش پیوند ثابتی 2( و  ، اتصال یا جذب صورت گیردکننده که باعث می شود

مورد نظر در حال حرکت است، به قدرت اتصال  ماده اتصال آنها نیز کاهش می یابد. سرعتی که ،با کم شدن غلظت ندارد بلکه

مولکول ها را در صورتی می توان جدا  ود. واضح استیعنی هر چقدر اتصال محکم تر باشد، حرکت کند تر می شبستگی دارد 

 کرد که آنها جذب هاي همدماي متفاوتی داشته باشند.
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 انواع کروماتوگرافی جذبی  

. البته یک مورد استثنا در مورد یک فاز جامد ثابت تشکیل شده است کروماتوگرافی جذبی از یک فاز مایع متحرك و

) 1-4( . جدول یه هاي نازكلا روي یا گیرد . جداسازي یا بر روي ستون ها انجام میداردمایع وجود  _وماتوگرافی گاز کر

 در مورد مواد جاذب متداول و موارد مصرف آنها اشاره می کند.

ماده اي دارد که می   . این نوع کروماتوگرافی بستگی بهاز انواع  مهم کروماتوگرافی جذبی، کروماتوگرافی تعویض یونی استیکی 

فاز متحرك روي بنابراین جاذب می تواند متفاوت باشد که به این ترتیب ماده حل شده در  ،هیم مورد آزمایش قرار دهیمخوا

تی جذب سطحی بسیار . وقتا فاز متحرك جدیدي اضافه نشود، شروع نخواهد شد.  حرکت مولکول ها جاذب تثبیت می شود

اساس کار تا حدي در این نوع کروماتوگرافی با سایر  شکل می شود.رها شدن ماده حل شده از ماتریکس م ،قوي صورت گیرد

رافی تفکیکی و جذبی تا حدي بستگی به این . به هر حال باید به خاطر داشت که کروماتوگندانواع کروماتوگرافی ها تفاوت می ک

انجام دهیم و ژل  روماتوگرافی را رويی از مواد دیگر و یا این که می خواهیم عمل کلایه نازک باشد یا به جذب در کاغذدارد که 

 همین موضوع در عمل اختلافی را به وجود می آورد.

 تهیه ستون ها                                                     

از ماده ، یک لوله وجود دارد که ابت یا محافظ، ستون است. در کروماتوگرافی ستونیداشتن فاز ث نگه متداول ترین راه براي ثابت

، حجم کوچکی از یک نمونه را روي فاز ثابت قرار سپس .ه علاوه یک حلال را تشکیل می دهداي پر شده است که فاز ثابت  ب

  )فاز متحرك ( را می ریزند  سپس حلال.گویند   1ستون جازه داده می شود وارد ستون گردد. به این عمل، بار گذاريمی دهند و ا

، این مواد از هم جدا شده و هنگامی که حجم . با عبور مواد مختلف از ستون2تون شروع می شود). حال شستشوي س3-4شکل (

هم جامد و هم ( حجم کل ماده  .ر می شود، این مواد تفکیک شده در پساب ظاهخصی از مایع از ستون عبور می کندهاي مش

1 Louding  
2 Eluting  
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یا حجم  3یا حجم ابقا شده 2حجم مایع در ستون را گویند. حجم کل فاز متحرك یعنی مایع موجود 1حجم کل را در ستون )مایع

به جسم حل شونده در پساب  قابل ملاحظه اي از به حجمی از مایع که می بایست اضافه شود تا مقدار .می نامند 4نگه داشته شده

آنچه . گویند  6ژل داخل ستون ساخته می شود را آماده سازي که به وسیله آن روشی. می گویند 5را حجم شسته شده وجود آید

بدون حباب و    باشد یعنی آماده سازي به صورتی انجام شود که ژل همگن که باید با دقت زیاد انجام شود این است که ژل کاملاً 

. اثري که کانال سازي ممکن ا ست به وجود آورد این گویند  7را کانال سازي ژل . جریان نا هموار ناشی از ناهمگونیترك باشد

فاز متحرك به سمت پایین ستون است و ماده حل این امر ناشی از حرکت سریع  .پیک ظاهر شودده در چند است که یک ما

بخش هاي به صورت  معمولاًمایعی که از ستون خارج می شود،   شونده سریع در داخل کانال به نقطه جدیدي سقوط می کند.

 .نشان داده شده، جمع آوري می شوند )4-4( که در شکل  همان طور  ،8و با استفاده از یک جمع کننده خودکار جدا از هم

می  مثلاً. یی کرده و با روش هاي خاصی، مایع موجد در هر لوله را مشخص می کنند، ترکیبات جدا شده را شناسادر خاتمه کار

در مواردي که  .انجام داد و غیره توان شناسایی مواد به دست آمده را با سنجش هاي طیفی، روش هاي شیمیایی، مواد رادیو اکتیو

. نمونه از میان یک لوله عبور می کند وفتومتر اتوماتیک استفاده می شود، از یک اسپکتبه وسیله جذب نوري انجام می گیردتحلیل 

1 Bed volume  
2 Void volume 
3 Retention volume  
4 Hold- up 
5 Elution volume 
6 Packing  
7 Channeling  
8 Automatic collector  

                                                           



    .ترسیم می گردد )نگاره ( و چگالی نوري در یک طول موج مناسب اندازه گیري شده و روي یک ضبط کننده گرافیکی 

 

 کروماتوگرافی ستونی   3 -4شکل                                            
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 یک جمع کننده خودکار    4 -4شکل                                                 

  

. این متداول میان ستون عبور می کندر دائم از ، به طوها را به سه طریق شستشو می دهند: در ساده ترین روش، یک حلال ستون

 .عویض یونی و ژل کروماتوگرافی استترین روش در کروماتو گرافی ت

. ستون را با یک حلال شستشو می دهند و این شستشو ادامه استفاده می شود 1، از شستشوي مرحله ايتخلیص باشد ،اگر هدف

مزیت این روش این است که  .سپس دومین حلال افزوده می شود .حجم از پیش تعیین شده به دست آیدمی یابد تا زمانی که یک 

مخلوطی از مواد را در  راحی شوند که یک ماده ویژه، در حجم کوچکی خارج گردد. به عنوان مثال:شرایط می توانند به گونه اي ط

با  Bتوسط حلال   Xد. نکمی خارج شو تأخیرزیاد و بقیه با  تأخیربا  Aاست که توسط حلال  )X( یکی از آنها  نظر بگیرید، مثلاً

  X، بیشتر مواد از ستون خارج می شوند اما ماده شسته شود A، اگر ستون به طور کامل با حلال کمی خارج شود از این رو تأخیر

1 Batch elution or stepwise 
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کوچک به سرعت از  در یک حجم نسبتاً X ،ستون را شستشو دهیم  B. اگر توسط حلال مچنان متصل به ستون باقی می مانده

 .تون خارج می شودس

می باشد که هم شامل تغییر نسبت هاي دو حلال و هم با افزایش غلظت  1روش سوم خارج کردن مواد با استفاده از شیب شستشو

ستون هاي جذبی و تعویض  افزایش غلظت نمک در حلال روش شستن .است )غلظت نمک مثلاً  ( یک یا چند ترکیب در حلال

یک  .توسط یک دستگاهی به نام شیب ساز تهیه می شودنشان داده شده،  5-4که در شکل  یونی است. شیب غلظت به طوري

یکی از مخزن ها  حاوي  .یک مخزن و یک مخلوط کن است که این دو مجرا از قاعده به هم وصل اند ،شامل دو مجرا ،شیب ساز

 .حلال غلیظ تري است

به  ،باید برابر باشند . از آنجا که سرهاي هیدرو استاتیکاز دستگاه شیب ساز خارج شده و وارد ستون می شود مایع مخلوط کن

 .شیب خطی است ،شکل یکسان داشته باشند محفظه هااگر  .مایع از مخزن جریان می یابد و به مخلوط کن می رود ،طور هم زمان

  .می توان تهیه کرد نشان داده شده،  5 -4ی که در شکل شیب هاي مقعر ومحدب را به صورت

 کروماتوگرافی کاغذي                                  

یی است که در آن روماتوگرافی کاغذي یکی از روش هاک .انجام داد سلولزکروماتوگرافی تفکیکی را می توان به روي ستونی از 

حاوي حجم بسیار زیادي آب است حتی اگر به صورت  .سلولزداست که  به شکل ورقه اي از کاغذ می باش سلولز ،قسمت محافظ

حلال به کار رفته نیز .تفکیک شدن و تجزیه شدن بین آب اتصالی و حلال پیش رونده اتفاق می افتد .خشک شده در آید کاملاً

مسلما، برخی از اثرات جذبی وجود دارند چون  .ممکن است آب باشد تا در این مورد نیز عمل جذب سطحی صورت گیرد

 .تفکیک رخ می دهد ،از آب آزاد بسیار متفاوت است تصالی،ساختار فیزیکی آب ا

 

 

1 Gradiant elution  
                                                           



           

 براي ایجاد شیب شستشو دستگاه شیب ساز   5-4شکل                                           

 روش هاي عملی براي کروماتوگرافی کاغذي 

در کروماتوگرافی کاغذي پسابی وجود ندارد و مواد  .روش کار نیز تغییر می کند ،)از ستون به کاغذ ( همراه با تغییر شکل محافظ 

 ).این که تا فاصله معینی حرکت کرد البته بعد از(  به وسیله جایگاه هاي آنها روي کاغذ مشخص می شوند

 .ول حاوي مخلوط جدا شونده در نقطه اي که علامت زده شده قرار می دهنداز محل )ml    20 - 10حدود    ( یک حجم اندك 

سپس کاغذ را در یک فضاي بسته قرار می دهند و  .را تعیین می کند مبدأ ،این نقطه .) و می گذارند تا خشک شود6 -4 شکل (

با کشیده شدن حلال توسط  و می کند فاز متحرك کاغذ شروع به جذب .یک انتهاي آن را در یک حلال مناسب فرو می برند

ي تشکیل دهنده ترکیب اجزانیز از نقطه مبدأ حرکت کرده و در حقیقت حل می شود. این عمل باعث می شود که  نمونه ،کاغذ

توجه داشته باشید به علت این که نمونه قبل از این که بتواند حرکت کند باید حل کند (حر کت  ،در جهت جریان حلالمورد نظر 

٤۹ 
 



بعد از این  ). میزان حلالیت ماده بستگی به فاز متحرك دارد.تعیین جدا سازي ترکیبات ی است برايعامل ود این عملکه خ شود

کاغذ را برداشته  ،به نقطه نزدیک انتهاي دیگر کاغذ رسید )را ببینید 6 -4 شکل (  )جلوتر از مواد مورد نظر حرکت کرده(که حلال 

با روش هاي رنگامیزي باید نقاط به دست آمده را تعیین کرد و موقعیت آنها را علامت  گذاري  در این حالت .و خشک می کنند

 .کاغذ و حلال دارد ،بستگی به ماده  Rfمقادیر   .نشان می دهند  Rfفاصله طی شده مربوط به یک نقطه و حلال جلوتر را با  .نمود

تفاوت  ،جاایندر  .لا و هم توسط جریان رو به پایین حلال انجام دادکروماتوگرافی کاغذي را می توان هم توسط جریان رو به با

کروماتوگرافی رو به  .کوچکی وجود دارد بین کیفیت کروماتوگرام و انتخاب این دو بر حسب انتخاب شخصی انجام می گیرد

ي ) براي جداسازي مواد2(  .می کند یروي جاذبه به حرکت حلال کمکچون ن .تر انجام می شود) سریع1( مزیت دارد :  2پایین 

خواهد داشت که با این روش تفکیک نقاط بهتر عمل طولانی  کوچک شود، لذا نیاز به Rfکه مقدار آن بسیار کم است ممکن است 

گردوغبار یا تماس ضعیف در جایی که  .آن است که باید مراقب بود تا اتصالات قطع نشوند این عمل تنها اشکال  انجام می شود.

 .موجب رگه رگه شدن جریان می گردد کند منجر به جریان ناهمگون می کند، در نتیجهز روي محافظ عبور می کاغذ ا

        

 کروماتوگرافی کاغذي   6-4شکل                                        

 

٥۰ 
 



بعد از آن که کروماتوگرافی در یک  ،در این روش .کروماتوگرافی کاغذي دوبعدي است ،کاغذي یکی از انواع کروماتوگرافی

 ،از سمت راست نقطه شروع جریان قبلی ،کاغذ را خشک می کنند و سپس با استفاده از یک حلال دیگر ،جهت به پایان رسید

در حلال دومی از هم  ،موادي که قادر نبودند در حلال اولی جداشوند ،. در این روش)8 -4 شکل ( دوباره کروماتوگرافی می کنند

 .دا می شوندج

    

 کروماتوگرافی کاغذي پایین رو و بالا رو    7 -4 شکل                                            
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 کروماتوگرافی کاغذي دو بعدي   8 -4 شکل                                             

 تعیین و تشخیص نقاط           

روي کاغذ توسط  فلورسانس بودن آنها و واکنش هاي شیمیایی که بعداً ،کروماتوگرام را می توان از روي رنگ آنهانقاط روي 

 ). 9 -4 شکل ( اسپري کردن معرف هاي مختلف اتفاق می افتد و یا به وسیله فعالیت رادیو اکتیویته جستجو کرد
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 با کردهخشک  کاغذ را .به وسیله کروماتوگرافی کاغذي آمینو اسیدجداشدن چهار   9 -4شکل 

 .نقطه شروع توسط یک نقطه نشان داده شده است .می شودنینهیدرین رنگ ظاهر                  

 .ترسیم گردیده است آمینو اسیددر ستون  سمت راست محل هر                                             

 

 

٥۳ 
 



٥٤ 
 

هاي شناخته شده   Rfبر پایه مقایسه با  معمولاًتشخیص   .نیز صورت می گیرد Xجستجوي اتورادیوگرافی نقاط با فیلم اشعه 

این کار اغلب به  .انجام می شودحلال مناسب ن نقاط و خیساندن آنها در همراه با برید معمولاًشستشو  .استاندارد صورت می گیرد

 .صورت می گیردروش هاي کمی 

 : روش به خصوصی از کروماتوگرافی کاغذي براي مطالعه پروتئین ها روش انگشت نگاري

تغییر یافته در یک پروتئین  آمینو اسیدتشخیص یک پروتئین تخلیص شده یا تشخیص محل  ،در زیست مولکولییک مساله مهم 

  . او از روش نسبتاً ساده اي استفاده کرد.کامل شد 1ورنون اینگرام روش انگشت نگاري توسط .جهش یافته است

 ،)آنزیم هایی که پیوندهاي پپتیدي را می شکنند(به وسیله پروتئاز هاي گوناگون هضم شود  ،اگر یک پروتئین تحت شرایط معین

پروتئاز  ،به عنوان مثال( ویژه دارد يو پروتئازها ها تعداد و نوع پپتیدها بستگی به پروتئین .پپتیدهاي کوچک به وجود می آیند

. پپتیدها را می توان به وسیله )آمینو اسیدها به وجود آوردیا گروهی از  آمینو اسید ویژه اي شکستگی خاصی در ممکن است

نشان داده  10 -4می نامند که مثالی از آن در شکل  گشت نگارياین نقشه پپتیدي را ان .کروماتوگرافی کاغذي دو بعدي جدا کرد

 .شده است

همان پرو تئین  کرده تفاوت زیادي با انگشت نگاريتغییر  آمینو اسید آنیک  شت نگاري یک پروتئین جهش یافته که فقطانگ

یک نقطه  در  ،ثیر باشدتأپروتئاز بی  روي محل اثر آمینو اسیداگر تغییر  . )10 -4 شکل ( وقتی به صورت طبیعی باشد، خواهد شد

روي جایگاه اثر پروتئاز تاثیر  ،تغییر یافته آمینو اسیداگر این  .دمی شود و یک نقطه جدید ظاهر می گرد انگشت نگاري نا پدید

آمینو  ،هر کدام آمینو اسیدبا شستشو دادن نقاط طبیعی و جهش یافته و تعیین ترکیب  .چندین نقطه ظاهر می شوند ،گذارد

آمینو کامل آنزیمی  این کار را می توان روي کاغذ کروماتوگرافی به وسیله هیدرولیز( مبادله شده را می توان تعیین کرداسیدهاي 

 انجام داد). اسیدها

 روش انگشت نگاري کاربردهاي زیادي در زیست شناسی مولکولی داشته است که از آن جمله می توان به موارد زیر اشاره کرد : 

1 Vernon Ingram 
                                                           



اگر همه نقاط در یک انگشت نگاري  .است )B(محصول تقسیم شدن یک پروتئین بلندتر  )A( مثلاً پروتئین د کهثابت می کن

یا  ،از این رو .باشد Bپروتئین  آمینو اسیدهايبخشی از ترادف  ،Aمثل این است که پروتئین  ،یافت شوند Bدر پروتئین  Aپروتئین 

 ،معمولاً ،استخراج شده Bبه وسیله هیدرولیز از پروتئین  Aیا   ،ساخته شده Aاز پروتئین  Bین پروتئ ،با افزودن اسید هاي آمینه

 .تمیز دهد از یکدیگر لات راحتمامی تواند این ا  Bو  Aمطالعات سینتیکی سنتز 

               

 کاغذي کروماتوگرافی . بعد ازهضم دو هموگلوبین مختلف انسان توسط تریپسین   )10-4شکل                  

 دو بعدي با استفاده از روش الکتروفورز آزمایش فوق اثبات شد. پپتیدي که در                                         

 و 4a و دو پپتید جدید حذف گردید Cدر هموگلوبین مشخص شد،   Aهموگلوبین          

4b   تغییر  .شدظاهرGlu  بهLys  توسط تریپسین شده است 4باعث هضم پپتید. 
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  هاي سرکوبگر tRNAف تعیین هویت آمینو اسیدهاي جاسازي شده به وسیله انواع مختل

انتهایی این آمینو اسیدهاي .می شوند )خاتمهیا  ( انتهاي زنجیر اي باعث ایجاد نقص در ترادف آمینو اسیدهاي جهش هاي ویژه 

در جایگاه  آمینو اسیدکه باعث جایگزین شدن یک  برگردانده می شوند به صورتی 1سرکوبگر tRNAدر حضور مولکول هاي 

پروتئینی که به وجود می آید داراي  .می یابندو به پایانه  طیبعی دست  نا بالغ شده و بنابراین به سنتز ادامه داده  )خاتمه( انتهایی 

  جاسازي شده توسط هر یک از   آمینو اسیدمی توان  پروتئین هااین  با انگشت نگاري .جایگزین شده است آمینو اسیدیک 

tRNA  را تعیین کرد سرکوبگر هاي.  

 شناسایی تغییرات بازي ایجاد شده به وسیله عوامل جهش زاي ویژه

امکان شناسایی تغییرات بازي ایجاد شده که باعث تولید جهش هاي  ،از آنجا که کدهاي ژنتیکی به خوبی شناسایی شده اند

که باعث ایجاد تغییرات متناوب از فنیل  را در نظر بگیریدیک عامل جهش زا  ،به عنوان مثال .وجود دارد ،ویژه می شود

و  AAGو  AAAد از  عبارتن  DNAترادف هاي سه تایی کد کننده براي فنیل آلانین  روي  .آلانین به ایزولوسین می شود

یک  ،از آنجا که در بیشتر جهش ها فقط یک باز تغییر می یابد .TATو  TAGو  TAAبراي ایزولوسین عبارت است از 

 .خواهد شد Aبه جاي  Tباعث جایگزینی ،عامل جهش زاي ویژه

 

 کروماتوگرافی لایه نازك 

و یکی از روش هاي ساده و ارزان کروماتوگرافی لایه  براي سهولت جدا سازي مواد مختلف، روش هاي جدیدي پیشنهاد گردید

تر از کروماتوگرافی ستونی است ولی چون کاغذ ها را می بایست فقط از کروماتوگرافی کاغذي سریع ) است. TLC ( 2نازك

کروماتوگرافی لایه نازك همان مزیت هاي کاغذ را دارد اما .براي مواد غیر قطبی ارزش چندانی ندارد ،ي تهیه کردسلولزمحصولات 

1 Suppressor  
2 Thin- layer chromatography  
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این شامل مواد غیر .ممکن می سازد ،ند به خوبی تقسیم شود و تشکیل یک لایه پوشاننده را بدهداستفاده از هر ماده اي را که بتوا

 .و پودر پلی اتیلن می شودپلی آمید  ،سلولز: لی نظیراکسید آلومینیم و سیلیکات منیزیم و مواد آ ،آلی مثل ژل سیلیکا

که قابلیت جذب دارد و به صورت یکنواخت ) mm 5 /0  - 25  /0 ( فاز ساکن یک لایه اي است  ،در کروماتوگرافی لایه نازك

از  اگرچه صفحات آماده ( صفحات را به روش زیر آماده می کنند . پخش شده است ،شیشه یا صفحه پلاستیکی بر روي سطح

 ارد و از نظر تجاري در دسترس هستند و استفاده عمومی دارند). دوجود  انواع مواد جذب کننده

براي نمونه هاي بسیار آن انتخاب کرد. حلال ویژه اي براي   و می توانساخته می شود  هاي مختلف در حلال 1ماده جذب کننده

یک لایه نازکی از ماده جاذب  ،در نتیجه روي لام ،می برندیک لام میکروسکوپ را در محلول حاوي ماده جاذب فرو  ،کوچک

 .چندین لایه از ماده جاذب روي شیشه قرار می دهند ،براي کروماتوگرافی نمونه هاي بزرگتر .قرار می گیرد

ي آن محلولی که حاوي ماده جاذب است را با استفاده از وسیله اي که ضخامت ماده جاذب رو ،براي تهیه صفحه کروماتوگرافی

با استفاده از  .می کنندآنگاه شیشه را خشک  .روي شیشه ریخته و ماده جاذب به طور یکنواخت پخش می شود  ،مشخص شده

را در محفظه اي قرار می  TLCصفحه  .یک میکروپیپت از نمونه روي صفحه شیشه اي حاوي ماده جاذب یک لکه می گذارند

صفحه را  از محفظه برداشته و خشک می  ،از این که حلال به نقطه بالا رسید). بعد 11 -4 شکل ( دهند که شامل حلال است 

  )کروماتوگرافی دو بعدي ( صفحه خشک شده را از سمت گوشه هاي راست توسط حلال دوم  ،اگر نتیجه کار مطلوب باشد .کنند

  .دوباره کروماتوگرافی می کنند

1 Sorbent 
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 کروماتوگرافی لایه نازك    11 -4 شکل                                                      

 

و  ،کروماتوگرافی کاغذي یا به واسطه رنگ طبیعی خود آنها قابل تشخیص هستند یا به وسیله مواد فلورسانسدر نقاط ایجاد شده  

 .واکنش داده و رنگ ایجاد کنند روي صفحه ند با مواد موجود در نقاطهاي متعدد که می توانیا به وسیله اسپري کردن واکنشگر

 ،برا ي چربی ها Bردامین  ،مورد استفاده در این عمل و براي ایجاد رنگ عبارتند از :  نینهیدرین براي اسید هاي آمینه هاي اسپري

اسید سولفوریک پرمنگنات پتاسیم در  ،اسید سولفوریک گرم براي اغلب مواد آلی ،کلرید آنتیموان براي استروئید ها و ترپنوئید ها

مواد جدا شده  .بخار برمین براي اولفین ها و غیره ،در اسید سولفوریک براي کربوهیدرات ها 1انیسالدهید، براي هیدروکربن ها

 .)12 -4 شکل ( حل کرد روي صفحه کروماتوگرافی را می توان تراشید و پودر حاصل را در حلال مناسب 

1 Anisaldehyde  
                                                           



                            

 مقایسه جداسازي ترکیبات مختلف توسط کروماتوگرافی کاغذي و لایه نازك:    12-4شکل 

 .) یوریدین5(  ،) اینوزین 4(  ،) هیپوگزانتین 3(  ،) ادنوزین 2(  ،)  ادنین1(                 

 )و حلال آب است سلولزماده جاذب  (                                                

 

 کروماتوگرافی لایه نازك موارد استفاده زیادي دارد زیرا در مقایسه با کروماتوگرافی کاغذي یا ستونی فواید زیر را دارا است :

و یافتن  تر مواد به عنوان مواد جاذبانتخاب طیف وسیع ،ازيسرعت بیشتر جداس ،)چون نقاط کوچکترند ( قدرت حلالیت بیشتر 

 .تر مواد و جدا کردن راحت مواد از کروماتوگرامآسان

به نسبت وزن ماده جاذب به وزن ماده حل شده یعنی  ،:  اولیت کروماتوگرافی لایه نازك موثرنددو عامل در افزایش قدرت حلالی

 50:  1ماتوگرافی این نسبت به طور طبیعیماده جاذب است در حالی که در ستون کرو از 103 - 104 از ماده حل شده به 1نسبت  

نسبت سطح به حجم بسیار بالا  ،)mm  1/0کمتر از    ( چون می توان ماده جاذب را بسیار نازك تهیه کرد  ،دوم این که .است

ذراتی با چنین اندازه کوچکی را نمی توان در  .می آید ار داده شده از جاذب به وجودیک منطقه فعال بزرگ براي یک مقد ،است
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این عمل باعث پخش شدن ماده  .ستون ها استفاده کرد زیرا وزن ماده باعث فشردگی و مسدود شدن وکند شدن جریان می شود

  .حل شده می شود در نتیجه پخش مواد حل شده افزایش می یابد

 .یا آن دسته از مواد نادري که می توان از آنها کاغذ تهیه کردي محدود می شود و سلولزکروماتوگرافی کاغذي به مواد 

به صورت کاغذ در رافی با موادي که می توانند کروماتوگرافی لایه نازك محدودیت کمتري دارد. اگر چه حتی براي کروماتوگ

د دارد ه در مورد کاغذ ها وجومشکلی ک .کروماتوگرافی لایه نازك برتري دارد زیرا سریع تر است و حلالیت بهتري دارد ،بیایند

مواد به کار رفته در  .خاصیت موئینگی یکپارچه فیبرها منجر به افزایش اندازه لکه می شوداین است که ساختار فیبري آنهاست. 

 ،به دست آمده )لکه ها( با کاهش نقاط  .کروماتوگرافی لایه نازك را می توان با ساییدن نرم کرد تا ساختار فیبري کاهش پیدا کند

 معمولاًکروماتوگرافی لایه نازك  .لکه ها از هم جدا شوند زمان انجام آزمایش کاهش می یابد زیرا زمان کمتري صرف می شود تا

ي این عمل این امر یک مزیت ویژه است براي مثال اگر نمی دانیم کدام حلال برا .در مدت چند دقیقه انجام می شود

 .ی توان در مدت یک روز تمام حلال هاي موجود را آزمایش کرد و به حلال مورد نیاز دست یافتم ،کروماتوگرافی مفید است

بنا براین مقدار کمتري از ماده قابل جستجو  ،اندازه کوچکتر لکه ها  به این معنی است که ماده موجود در یک نقطه غلیظ تر است

تر از کروماتو گرافی کاغذي است و برابر حساس 100تا 50حدود  کروماتوگرافی لایه نازك ،براي بیشتر مواد ،در حقیقت .است

 همان   یک دهمقدار ماده مورد نیاز م ،آمینو اسیدهادر مورد  .نمونه هاي کوچکی تا حدود یک نانومول قابل اندازه گیري هستند

خیلی کم یا پپتید  آمینو اسید نمونه هاي کوچک پروتئین هاي خالص شده براي تحلیلاگر  .است يکروماتوگرافی کاغذ با ماده 

نسبت به کروماتوگرافی حدود یک صدم  میزان مورد نیاز  ،براي نوکلئوتید ها  .کروماتوگرافی لایه نازك روش مفیدي است ،باشد

  ي مصرف می شود.کاغذ

 

 

 

٦۰ 
 



٦۱ 
 

 مایع  _کروماتوگرافی گاز 

در یک فاز متحرك مایع حمل می شود که از یک فاز ساکن مایع  ، نمونهی تفکیکی که تا به حال شرح دادیمدر انواع کروماتوگراف

  ) ( 1GLCمایع _. در کروماتوگرافی گازبه وسیله حمایت یک جامد)(می شود ، غیر متحرك مایع به وسیله جذب ،عبور می کند

به یک  ممکن است یا ده به سطح داخلی یک لوله یا ستون ویک  مایع جذب ش فاز ساکن مجدداً ،فاز متحرك یک گاز است

  .یا دانه هاي ریز شیشه اي  باشد ،مثل پودر تفلون  جامد  محافظ

وقتی که اتر بخار شود هر دانه با  .دانه هاي شیشه اي را در یک محلول پلی اتیلن موجود در حلال اتر فرو می برند ،به عنوان مثال

پلی اتیلن گلیکول ذوب می شود و  ،مایع  -کروماتوگرافی گاز در دماهاي به کار رفته براي  .پلی اتیلن گلیکول پوشیده می شود

ماده قرار می گیرد و توسط  این ينمونه انتخاب شده براي کروماتوگرافی رو .ا مثل یک فیلم مایع قرار می گیردروي دانه ه

 این .آرگون یا نیتروژن پس از تبخیر حرکت خواهد کرد.  بنابراین نمونه را در کوره حرارت می دهند ،گازهاي بی اثر  مثل هلیوم

و طول    cm 5/0   تقریباًقطر  براي انجام آزمایش از ستون  لوله اي شکل با  .)13 -4 شکل( مخلوط گازي از لوله عبور می کند

 .کیلومتر استفاده می شود 2متر یا لوله هایی با طول  100تا  30ن با طول متر استفاده می شود. گاهی از لوله هاي موئی 20تا 1

مطابق با ضریب تفکیک شان پخش می کنند و  ،ترکیبات بخار شده به طور دائم یکدیگر را بین فاز متحرك گازي و فاز ساکن مایع

     .دارددر انتهاي ستون یک آشکار ساز مناسب قرار  .به این وسیله کروماتوگرافی می شوند

1 Gas- liquid chromatography  
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 مایع  -دستگاه کروماتوگرافی گاز   13-4شکل                                        

 شناسایی مواد خروجی    

 μg  حساسیت حدود( یت هدایت گرماییقابل 1در کارهاي تحلیلی استفاده می شود: سلاز سه نوع آشکار ساز به طور معمول 

. عمل ) μg  5- 10حساسیت حدود ( و آشکار ساز یونی شعله اي ) μg  5- 10حساسیت حدود ( ، آشکار ساز یونی آرگون )10

اگر یک گاز با یک سرعت  .بستگی به دما دارد ،سیم این اصل است که مقاومت الکتریکی یک سل قابلیت هدایت گرمایی بر پایه

از  .سرد می شود ،عیین شده به وسیله سرعت جریان و قابلیت هدایت گرمایی گازثابت از یک سیم داغ عبور کند سیم تا دماي ت

قابلیت   ،اگر ترکیب گاز تغییر کندحال  .ثابت باقی می مانند و مشخص هستند مقاومت دما و ،این رو در سرعت ثابت جریان

منحنی آن به روي یک دستگاه ثبت منحنی بر  معمولاً نیز تغییر می نماید. مقاومت آن تغییر می کند در نتیجه هدایت گرمایی گاز

 .حسب زمان جریان گاز رسم می شود

ین مولر است.  در ا _محفظه آشکارساز عبور می کند که شبیه شمارشگر گایگر  گازآرگون از ،دریک آشکار ساز یونی آرگون

ات بتا به الکترون هاي اوربیتالی در نتیجه یک بمباران می شود. گاز آرگون در اثر برخورد ذرروش گاز آرگون توسط ذرات بتا 

به طرف آند حرکت می کند  و یون  )که بار منفی دارد ( الکترون از دست می دهد و تبدیل به یون مثبت می شود. الکترون حاصل

خنثی می  یک الکترون را دریافت کرده و ،بت آرگون هنگام حرکت به سمت کاتدمثبت آرگون به کاتد نزدیک می شود. یون مث

1 Cell  
                                                           



گاز بوتان داراي پتانسیل  .حال فرض کنید نمونه مورد نظر گاز بوتان باشد که در اثر حرارت دادن به وجود آمده است .گردد

یون هاي مثبت آرگون با بوتان نیز می توانند برخورد کرده و یک الکترون از بوتان  .یونیزاسیون کمتري نسبت به گاز آرگون است

حرکت کرده و یک الکترون بر   )قطب منفی ( این یون به طرف کاتد .به وجود می آیدپس یون مثبت بوتان و خنثی شوند  بگیرند

می کند و یون هاي  x ن مولکول بوتان شده و تولید اشعهمی دارد در نتیجه خنثی می شود. انرژي حاصل از این عمل باعث شکست

 .)خودشان یون هاي بعدي را تولید می کنند( یون ها کمک می کند در تولید دائمد. این امر آرگون بیشتري به وجود می آین

جریان بین  وندهاي شیمیایی باعث می شوند کهشکستن پی .مولر ایجاد می شود _بنابراین یک جریان ثابت توسط لوله گایگر 

 .الکترون ها کاهش یابند

کالیبراسیون نیز به عنوان آشکار ساز انتهایی مورد نیاز یک  .جریان فوق اندازه گیري شده و به صورت تابعی از زمان رسم می شود

  .استμg 1/ 0  حساسیت این نوع آشکار ساز .است

گاز هیدروژن با هوا در حضور ستون خروجی می .نشان داده شده است 14-4نی شعله اي به طور شماتیک در شکل آشکار ساز یو

 ،به دلایلی که معلوم نیست .خته و به دي اکسید کربن تبدیل می شودهر مقدار کربنی که در نمونه وجود داشته باشد سو .سوزد

الکترون ها و یون هاي منفی تولید می شوند و به صورت یک جریان آشکار می شوند که این جریان تبدیل به اختلافات پتانسیل 

ر را مشخص کرده و اتم هاي از ماده مورد نظ mg 5  تا  mg  01/0این آشکار ساز به صورت خطی عمل می کند از  .می شود

  .نشان داده شده است  15-4کربن را نیز می توان تعیین نمود. یک نوع کروماتوگرام گازي در شکل 
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 آشکار ساز شعله اي    14-4شکل                                                    

 

 مایع  –تعیین مقدار مواد و تشخیص آنها با استفاده از کروماتوگرافی گاز 

به طور مستقیم هویت ماده اي که  ،اگر چه .هر آشکارسازي مقدار ماده خارج شده از ستون را به عنوان تابعی از زمان بیان می کند

نشان نمی دهد و یا مقدار موجود در پیک را بیان نمی کند ولی روش هاي مختلفی براي تشخیص  ،یک پیک ویژه را تولید می کند

و هدف کروماتوگرافی تعیین مقدار هر  ( ود در یک مخلوط شناخته شده باشنداگر مواد موج ،به عنوان مثال .پیک ها وجود دارند

در این نمونه مقدار هر  .تهیه می کنیم ،موجود در ماده مجهول است ما باید یک نمونه معلوم که شامل تمام مواد ،)یک از اجزا باشد

مایع قرار داده و  پیک ها را به دست می آوریم. یک بار دیگر این  –یک از مواد را می دانیم. حال در دستگاه کروماتوگرافی گاز 

ل از کروماتوگرافی تغییر کرده و به این ترتیب عمل را انجام داده منتهی مقدار یکی از مواد را افزایش می دهیم در نتیجه پیک حاص

 . )16 -4 شکل ( می توان متوجه شد که کدام یک از پیک هاي مجهول متعلق به این ماده بود
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 mM  25ی با تزریق   یگاز کروماتوگرافی استرهاي متیل اسیدهاي چرب که از کبد موش صحرا  15-4شکل 

 قبل از هموژنیزه کردن اضافه شد )ІІ( پنتا دکانوآت )І( آراشیدونات تهیه شده است  mM  2ز و گلوک                          

 )ІІІ( متیل هپتا دکانوآت  .و عصاره کبد جهت اندازه گیري اسید هاي چرب از نمونه اولیه به دست آمد                         

 )ІV( پیک   .ساز شعله اي استفاده گردید از آشکار .به مخلوط قبل از گاز  کروماتوگرافی اضافه شد                     

 .به وجود می آید ،وقتی حیوان اسید هاي چرب آزاد به آنها داده شوند                                    

 

 تأخیر  ، لگاریتم زماناتیل استراز هاي اسید هاي چرب) ،به عنوان مثال( هومولوگ باشند ، قسمت هایی از یک سرياگر پیک ها

سم می شود به صورت تابعی از تعداد اتم هاي کربن ر )زمان بین تزریق نمونه و ظهور آن روي آشکار ساز ،به عنوان مثال(

یبراسیون براي یک کال ،سري همولوگ استاندارد 2با افزودن یک یا  .یک خط مستقیم به دست می آید معمولاًو  )17 -4شکل(

 . اجزاي یک سري هومولوگ باشند ،ادالبته،  این روش فقط موقعی استفاده می شود که تمام مو .کروماتوگرام به دست می آید
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 )1( مخلوط حاوي  .تشخیص پیک در اثراضافه کردن مواد با استفاده از گاز کروماتوگرافی   16-4شکل 

  زیلنول  _ 4و 2) 5(  ،کرزول _ m)  4( کرزول  _ p)3(  ،کرزول _ O) 2(  ،فنل          

 کرزول اضافه گردید. -p )ب(نمونه  فوق کروماتوگرافی شد در  )الف ( .زیلنول _ 5و2 ) 6(                       

 

 الف

 ب
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 ي با تعداد اتم هايتأخیرمنحنی ها نشان می دهند که لگاریتم زمان    17-4شکل 

 کربن به طور خطی تغییر می کند.                                                      

 

گاهی جریان گاز به داخل محلول هاي  .تعیین هویت مواد مجهول مشکل است ویک روش عمومی براي این کار وجود ندارد

 ،الکل مثلاً ( هاي خاصی را می کندمورد آزمایش وارد شده و تشکیل حباب می دهد که ایجاد رنگ هاي ویژه اي مربوط به گروه 

به استاندارد هاي مختلف یا تحلیل  در مقابلروش دیگر شامل تناوب شیمیایی و دوباره کروماتوگرافی کردن  .)آلدهید و غیره

البته، در شناسایی  .این کار وقتی انجام می شود که مواد به کار رفته قابل حدس زدن باشند .هاي فیزیکی است روشوسیله دیگر 

ن مثال سل قابلیت به عنواباعث تخریب مواد مورد نظر نگردد (لازم است که از یک آشکارسازي استفاده شود که  معمولاً ،مواد

 .)هدایت گرمایی

مقدار ماده متناسب با سطح  ،براي هر ترکیب داده شده .مقدار ماده موجود در یک پیک یک روند رو به جلو نیستتعیین کمی 

ده موجود در پیک را قبل از همه لازم است که قادر باشیم ما ،از این رو .. اگر چه نسبت ثابت با هر ماده تغییر می یابداستپیک 
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مقادیر مختلف یک ماده ویژه  ،ی لازم است که منحنی استاندارد تهیه شود که در آنآن براي تعیین کم. بعد از شناسایی کنیم

 .ح پیک نسبت به مقدار ماده رسم شودیک منحنی برحسب سط کروماتوگرافی می شود و

 مایع  _مزیت هاي کروماتوگرافی گاز 

  10 -12  .مایع انجام می شود. حساسیت و سرعت آن فوق العاده است -جداسازي مواد به خوبی توسط روش کروماتوگرافی گاز 

از آنجا که  سرعت پیشرفت کروماتوگرام ها بستگی به سرعت انتشار بین فاز هاي  .گرم براي بسیاري از مواد قابل جستجو است

هزار برابر زودتر از  تقریباًرام گازي کروماتوگ ،متحرك و ثابت دارد و به علت این که سرعت انتشار گاز ها بیشتر از مایعات است

با استفاده از یک آشکار ساز غیر  .جداسازي در کمتر از یک دقیقه پایان می پذیرد ،. از این روانجام می شودکروماتوگرافی ستونی 

 .مایع استفاده کنیم -خواهیم بود از کروماتوگرافی گاز قادر  ،مخرب و غلیظ کردن نمونه ها در پایان مجموعه

 مایع  _کاربرد هاي کروماتوگرافی گاز 

 .این شامل هزاران ترکیب آلی می شود .انجام داد ،مایع را می توان با هر ماده اي که قابل فعال شدن باشد -کروماتوگرافی گاز 

اسیدي کردن یا  ،این کار به وسیله اکسیداسیون .مواد غیرفعال را نیز می توان آزمایش کرد در صورتی که به مواد فعال تبدیل شوند

اسیدهاي  ،استرها ،کاربرد اصلی در نمونه هاي زیستی عبارت است از جداسازي الکل ها .قلیایی کردن و غیره انجام می شود

کنش آنزیم ها، ارزش ویژه اي ، در مطالعه مواد حد واسط در متابولیسم و کار بر روي مکانیسم هاي وااز این رو .چرب و آمین ها

 .است در تشخیص ترکیبات موجود درعطر ها و جستجوي مواد آفت کش در مواد زیستی کاربرد فراوانی داشته. این روش دارد

و  5/0بن و هیدروژن را می توان با دقت به عنوان مثال کر .مایع نقش مهمی در تحلیل هاي مواد آلی دارد -کروماتوگرافی گاز 

و  CO2و تعیین مقدار    H2Oو  CO2نه در یک جریان اکسیژن بدون این کار به وسیله سوزاندن نمو .در صد تعیین کرد 1/0

H2O   به عنوان مثال  .همچنین می توان گروه هایی که  وظیفه مشخصی در یک ترکیب دارند را شناسایی نمود .انجام می شود

تعیین  ،که به راحتی مشخص می شود 2آلکیل یدید د دار کردن ترکیب مورد نظر و تشکیلرا می توان با ی 1آلکوکسی گروه هاي

1 Alkoxy  
2 Alkyl iodiede 
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وسیله شکستن پیوند به وسیله اکسیداسیون یا از تولید و کروماتوگرافی  پیوند دوگانه را نیز می توان به موقعیت یک .کرد

 .محصولات تعیین نمود

 کروماتوگرافی با استفاده از ژل 

) یک نوع مخصوص کروماتوگرافی تفکیکی است که نداتوگرافی غربال مولکولی می گویگاهی اوقات کروم( 1ژل کروماتوگرافی

 است. جداسازي بر پایه اندازه مولکولی در آن

 مقدمه :

اگر  .می کنندثابت که منافذ ریزي دارد تهیه  را از ذرات کوچک یک مادهیک ستون  .ساده است کاملاًاصول ژل کروماتوگرافی 

مولکول هاي کوچکتر می توانند وارد منافذ ژل شده و دیرتر از ستون  ،محلولی حاوي مولکول هایی با قطرهاي متفاوت باشد

 چون کنند  می عبورژل قرار گرفته و به راحتی  تر در فضاهاي بین ذرات.  ولی مولکول هاي بزرگ)18 -4 شکل(خارج شوند 

و خارج ذرات ژل پخش می  تر وارد منافذ ژل شده و در داخلمولکول هاي کوچک .ستون نگه داشته نمی شوند توسط مواد داخل

 ،هم زمان با پایین آمدن ذرات از ستون ،با استفاده از این روش .انتشار آنها افزایش می یابد ،شوند و با کاهش اندازه مولکولی

  .حرکت آنها کاسته می شود

از  .حرکت در ستون استعامل اصلی تعیین سرعت  ،نفوذ حتمالاًا ،مولکول هاي نمونه را جذب نمی کنند ،چون مواد سازنده ژل

کروي یا میله  ،به عنوان مثال(اگر شکل آنها ثابت باشند  .این رو مولکول ها از ستون به علت کاهش اندازه آنها خارج می شوند

 با کاهش جرم مولی می توان انتظار داشت که دیرتر از ستون خارج شوند. ،)اي

به  ،اگر چه عامل اصلی .می گذارد ه طرز قرار گرفتن مولکول ها تأثیرواضح است ک ،در تحلیل جزئیات راه کار ژل کروماتوگرافی

اگر چه فقط در قدرت  ،عامل مهم دیگر بار الکتریکی مولکول ها است .تنهایی رفتار کروماتوگرافی مولکول ها را توضیح نمی دهد

بار اثر  ،ود قطر کافی منافذ بیرون از آنها می مانندهاي یونی بسیار پایین هنگامی که مولکول هاي کوچک بسیار بار دار با وج

1 Gel chromatography  
                                                           



 بنابراین با کاهش تعداد ،این امر ناشی از دافعه الکترواستاتیکی بین مولکول ها است حتمالاً. االکتریکی خود را نشان می دهد

 .ا چند نوع ژل وجود داردات جذبی بیرتأث ،به طور روشن ،ی بسیار پایین. در قدرت هاي یونمولکول ها در یک منفذ همراه است

 مواد ژل کروماتوگرافی            

ژل هاي به کار رفته به عنوان وضعیت فضایی  .ساختار آن تصادفی است معمولاًکه  ژل یک شبکه سه بعدي درست می کند 

با ماده اي که مورد تحلیل قرار می گیرد واکنش نمی دهند و بی بار  ،مولکولی شامل پلیمر هاي عرضی که عموما خنثی هستند

. ژل هاي به کار رفته سه نوع اند: دکستران، ر می کندر شده و این مایع بیشتر حجم ژل را پفضاي داخل ژل با مایع پ. هستند

ز ی ساکاریدي است که از مازاد گلوکن پلدکسترا .ها براي محلول هاي آبی کاربرد دارندنوع ژل  این .آکریل آمیدآگاروز و پلی 

دکستران با درجات مختلف  .مصرفی میکروارگانیسم لوکونوستوك مزانتروئیدس به وجود می آید سوکرزتخمیر شده به وسیله 

پیوند هاي عرضی جهت کنترل اندازه منافذ ساخته می شود و به صورت دانه هاي خشکی با درجات متفاوتی از ظرافت عرضه می 

 شستشو تورم روندي است که به وسیله آن منافذ با مایعی که باید به عنوان. متورم می شوند ،د که وقتی به آنها آب اضافه شودشون

 این ماده تحت نام تجاري سفادکس در دسترس است.. ر شوندپ ،به کار رود 

 گالاکتوز است که -1 –انیدرو  _ 6و 3  و گالاکتوز - Dپلیمر خطی  )که از جلبک هاي دریایی خاص به دست می آیدآگاروز (

ده در آب جوش حل به وسیله پیوند هاي هیدروژنی و بدون کمک اتصالات عرضی ایجاد می شود. این ما ژل در می آید. این ژل

می کند که این منافذ بسیار  اندازه منافذ را تعیین ،غلظت ماده موجود در ژل. می آید به صورت ژل در سرد شود می شود و وقتی

منافذ این ژل آن را براي جداسازي پروتئین هاي بزرگ کروي یا  مولکول هاي بزرگ اندازه . تر از منافذ سفادکس هستندبزرگ

آگاروز به عنوان یک ژل جامد غیر قابل استفاده است زیرا سرعت جریان در آن بسیار کم  .مناسب می سازد  DNAخطی مانند 

 به فروش می رسد. Bio- Radتوسط شرکت  Aژل  -توسط شرکت فارماسیا و بیوراین به عنوان دانه هاي سفاروز است. بناب
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 .است ریز یان ستونی که حاوي ژل با  منافذجداسازي دو مولکول از م   18-4شکل                     

  

 اندازه منفذ .آکریلامید تهیه می شوند -بیس  -متیلن   -Nو  Nژل هاي پلی آکریلامید به وسیله اتصال هاي عرضی آکریلامید با 

این ژل ها با ژل هاي دکستران و آگاروز فرق دارند زیرا آنها به طور یک در میان  .به وسیله درجه اتصال عرضی تعیین می شود

ژل  .اما خاصیت جداسازي آنها مانند ژل هاي دکستران است .د قطبی روي اتم هاي کربن هستندداراي یک گروه کربوکسیل آمی

،   به نظر می رسد که مانند ) Bio- Rad   laboratories(  به فروش می رسند   Bio- gel Pهاي پلی آکریلامید که با نام  

آنها  مزیتی علاوه بر دکستران ها دارند از این  .قرار می گیرند اگر چه کمتر به طور متناوب مورد استفاده ،دکستران ها مفید باشند

 ,Bio – Glas( دانه هاي منفذ دار شیشه اي  .جهت که از نظر تجارتی با طیف وسیعی از اندازه هاي منافذ در دسترس هستند

Bio- Rad   laboratories ( انجام آزمایش  با آنها محدود  ،امروزه ،گیرندمی براي محلول هاي آبی مورد استفاده قرار  اخیراً که

 .شده است

این  .فرمآمید و دي متیل سولفوکسید متورم می شوند ،، در آب و یا حلال هاي آلی  گلیکولی که در بالا توضیح داده شدژل های

موادي  ،اگر چه .متورم کرد ،هیدروکربن ها و بسیاري از حلال هاي آلی قطبی و غیر قطبی ،در الکل خالص را نمی توان ژل ها
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چندین ژل براي این منظور به  .تر می توان در این حلال ها به دست آوردئیدها و ویتامین هاي خاص را راحت، استرومثل چربی ها

ژل پلی استیرنی ساخته شده که می توان در   ،براي انجام  ژل کروماتوگرافی با استفاده از حلال هاي آلی غیر قطبی .وجود آمده اند

   styrageرا  DOWشرکت شیمیایی ( وندهاي عرضی به وجود آورد به طور موفقیت آمیزي مورد استفاده قرار می گیرد آن پی

laboratories    Bio –beads, Bio- Rad ( ، ژل سفادکس متیله شدهقطبی). براي حلال هاي آلی methylated 

sephadex( ستران با  پیوندهاي عرضی از یک هیدروکسی پروپیل مشتق شده از دک .وجود دارد ) sephdex LH (  می توان

 .م حلال هاي غیر قطبی استفاده کردهم براي حلال هاي قطبی و ه

     .موادي که در ژل کروماتوگرافی استفاده می شوند  2 -4جدول                                      

 محدوده وزن مولكولي          مواد و نام تجاري            
 دكستران: 

  G- 10سفادكس    
  G- 25سفادكس    
  G- 75سفادكس    
  G- 200سفادكس    

 
                   ۷۰۰  

            ۵۰۰۰ – ۱۰۰۰  
            ۷۰۰۰۰ – ۳۰۰۰  
           ۸۰۰۰۰۰ – ۵۰۰۰  

 پلي آكریلامید: 
  P- 2ژل  –بیو    
  P- 6ژل  –بیو    
  P- 150ژل  –بیو    
  P- 300ژل  –بیو    

 
              ۲۰۰۰ – ۲۰۰  
              ۶۰۰۰ – ۱۰۰۰  

           ۱۵۰۰۰۰ – ۱۵۰۰۰  
           ۴۰۰۰۰۰ – ۶۰۰۰۰  

 آگاروز: 
  2Bسفاروز    
  4Bسفاروز    
  A- 0.5 Mژل  –بیو    
  A- 150 Mژل  –بیو    

 
         ۱۰۶ × ۲۵ – ۱۰۶ × ۲  

          ۱۰۶ × ۳ – ۱۰۵ × ۳ 
           ۵۰۰۰۰۰ – ۳۰۰۰۰  

        ۱۰۶ × ۱۵۰ – ۱۰۶ × ۵ 
 

ه در ژل بعضی از مواد مورد استفاد 2-4درجدول  .حدود جرم مولی ترکیبات تفکیک شده را تعیین می کند ،اندازه منافذ

ر اندازه هاي مختلف اگر چه، دانه هاي ژل د .در انتخاب ماده مناسب هیچ مشکلی وجود ندارد معمولاًکروماتوگرافی آمده اند. 

ان بیشتر است و حل سرعت جری ،تر باشدبزرگ )یا اندازه ژل(هر قدر دانه  .نازك و بسیار نازك ،متوسط ،: بزرگتولید می شود

به عنوان  .از باشد از دانه هاي ژل بسیار ریز استفاده می شودمورد نی اکثر انحلال مجدداًاگر حد ،از این رو .ترشدن مجدد ضعیف

 از دانه هاي کوچک براي اغلب کارهاي آماده سازي که در آن ستون ها بزرگ نیستند و سرعت جریان را در کارهاي تحلیلی ،مثال
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باره حل شدن کمتر از زمان اهمیت وسیع که در آنها دو از ذرات بزرگتر براي آماده سازي .استفاده می شود ،نمی توان تغییر داد

 .استفاده می شود ،دارد

 مزیت هاي ژل کروماتوگرافی 

 بهتر است: ژل کروماتوگرافی به دلایل زیر ،براي جداسازي مولکول هایی که جرم مولی آنها متفاوت است

قدرت یونی و ترکیب تامپون مستقل است  ، pH ،از آنجا که رفتار کروماتوگرافی همه مواد روي ژل ها از دما )1(

ایجاد شرایط  )مثل آنزیم ها(موادي که بسیار ناپایدار هستند  براي .کروماتوگرافی را می توان تحت هر شرایطی انجام داد

 پایدار در این نوع کروماتوگرافی چندان مشکل نیست.

به  .یر کروماتوگرافی قرار نمی گیرندر تحت تأثمواد بسیار ناپایدا ،از آنجا که هیچ جذبی توسط ژل صورت نمی گیرد )2(

غیر فعال می شوند ویا  ،بعضی از آنزیم ها به وسیله اتصال به سطوح جذبی یا رزین هاي تعویض یونی ،عنوان مثال

  .تغییر می یابند

لوم به دلایلی که مع (در این کروماتوگرافی پخش منطقه اي نسبت به دیگر روش هاي کروماتوگرافی کمتر است  )3(

 .)نیست

به روش ساده جرم مولی گزارش می  )یعنی جحمی که ماده حل شده همراه با حلال خارج می شود( حجم خروجی )4(

 .شود

 تخمین جرم مولی                     

به جز در مورد مولکول  )جرم مولی (  Mدر مقابل لگاریتم  K ،در مورد  انواع مختلفی از ژل ها دیده شده که موقعیت یک پارامتر

ترکیبات  ،تنها موارد انحراف ،امروزه .)19 -4 شکل (هاي بسیار کوچک و بسیار بزرگ یک خط مستقیم به وجود می آورد 

و تعداد کمی مولکول هاي میله  )01/0کمتر از  ( مولکول هاي به شدت باردار در قدرت هاي یونی بسیار پایین ،آروماتیک کوچک

 : می شودتعریف شده چنین  K ژن و فیبرینوژن هستند.  در فرمول زیرشکل مثل کلااي  
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حجم خالی یا حجم مورد نیاز براي  Vo  ،حجم حلال مورد نیاز براي خروج مولکول مورد نظر است Ve در فرمول فوق    

 حجم ژل  ،در ژل کروماتوگرافی .حجم فاز ثابت می باشند  Vs  و  است ست که به سرعت از ستون خارج شدهخروج مولکولی ا

به وسیله عبور دادن ماده خروجی با وزن مولکولی  معمولاً Vo . نشان می دهند  Vsرا با   )که اغلب بیشتر از منافذش می باشد(

 .حجم کل ستون است   Vt   .اندازه گیري می شود ،از میان ستون،بلو بالا مثل دکستران

                                                                           ost VVV += 

                                                                            ots VVV −= 

استفاده  Bio-gel Pهنگامی که انواع مختلف سفادکس و  ،این روش ،در مورد پروتئین هاي کروي و بسیاري از کربوهیدرات ها

را از عصاره هاي سلولی تفکیک نشده نیز  Mمی توان  ،به موازات سنجش  پروتئین ،از همه مهمتر .می شوند بسیار معتبر است

به طور ساده نیاز به  ،Mتعیین  ،حالی که اغلب روش ها به نمونه هاي بسیار خالص احتیاج دارند. از این رودر  ،تخمین زد

  .% است10شناخته شده دارد تا منحنی با  خط مستقیم  به دست آید. دقت این عمل  حدود  Mچندین مولکول 

                                 

                                                                             Log M  

 از دو ژل مختلف.ین جرم مولی پروتئین با استفاده تعی   19-4شکل                       
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باز هم در روش هاي فیزیکی مثل سانتریفیوژ  .دارد بستگی تعیین پخش یک ماده در ژل به خصوصیات پلیمرهاي طبیعی و سنتزي

به عنوان تابعی از  ،با ژل کروماتوگرافی تعیین پخش فقط به وسیله سنجش مقدار ماده ،اگر چه .نیاز به ماده خالص داریم ،کردن

اضی براي این کار به وسیله آماده سازي یک منحنی کالیبراسیون و استفاده از یک تصحیح ری .حجم خروجی امکان پذیر است

 .ناحیه پخش قابل انجام است

 کاربردهاي ژل کروماتوگرافی 

، ژل کروماتوگرافی یک روند جداسازي است و کاربرد وسیع در خالص سازي آنزیم ها وپروتئین هاي دیگر و تفکیک اسید اصولاً

 هنگامدر  .توضیح داده شدند ارزش مخصوصی دارند قبلاًژل هاي دکستران براي پروتئین هاي ناپایداري که  .هاي نوکلئیک دارد

براي اهداف  .چندین لیتر استفاده می شونددر حد  مثلاً ها در حجم هاي مختلفی، از دکستران ها و پلی آکریلامیدآماده سازي

قیت آمیز ، به طور موفویروس هابعضی از در  RNA مولکول .لیتر استفاده شده است 1000از ستون هایی با حجم  ،صنعتی

  .)به وسیله ژل هاي آگاروز( تفکیک و خالص شده اند 

اغلب لازم است  ،هاي تفکیک مورد نیاز استول ها که در آن انواع مختلف رونددر مقیاس هاي وسیع خالص سازي ماکرومولک

ته در جداسازي و تخلیص غلیظ کرد و موادي مثل فنل و دترژانت هاي به کار رف ،تامپون ها را تغییر داد ،ها  حذف گردندنمک 

و به این دلیل می تواند در عدم وجود  )با رسوب دهی مثلاً (اتلاف وقت است  ،این کار.اسید هاي نوکلئیک را از محیط پاك کرد

در این موارد  ژل  کروماتوگرافی یک راه بسیار سریع را براي به انجام رسانیدن  این عمل فراهم  .نمونه هاي ناپایدار نتیجه دهد

به عنوان مثال نمک ها و مولکول هاي کوچک را به سرعت می توان حذف نمود زیرا آنها به وسیله همه ژل ها نگه  .می سازد

با تامپون مورد نظر  قبلاًتعویض تامپون را می توان فقط با عبور دادن یک محلول ماکرومولکولی از یک ستون که   .داشته می شوند

اگر  تامپونی  ،تر از ترکیبات اصلی تامپون عبور می کنندز آنجا که ماکرومولکول ها از روي ژل راحتا .انجام داد ،متعادل شده باشد

غلیظ کردن ماکرو مولکول ها را به آسانی می توان با  .خارج می شوند، این ماکرومولکول هاي به آسانی مناسب انتخاب شود

به  .که اندازه منافذش کمتر از مولکول هاي مورد آزمایش باشد انجام داد دن ذرات ژل خشک و استفاده از نوع ماده اياضافه کر

بنابراین یک روش بسیار  ،آب جذب می کنند ولی ماکرومولکول ها  جذب آنها نمی شوند ،محض این که ذرات متورم می شوند

۷٥ 
 



شکلی که وجود دارد آن است که م ،در بیشتر روند هاي تغلیظ ماکرومولکول ها .خوب براي تغلیظ  ماکرومولکول ها می باشد

شدن  دناتورهگاهی باعث (بعضی ماکرومولکول ها گردد  نمک ها هم غلیظ می شوند و نمک بیش از حد می تواند منجر به تغییر

نمک ها را مانند آب جذب می  نمی آید چون هیچ مشکلی  به وجود ،اگر از این نوع ژل ها استفاده شود .پروتئین ها می شوند)

 .کنند

  کروماتوگرافیمثال هاي ویژه از ژل 

براي  ،به عنوان مثال .ها جدا شودلازم است که محصول از واکنش گر معمولاً ،در سنتز شیمیایی شناساگر هاي مختلف _ 1

پروتئینی  ترکیب کرد در نتیجه با ماده  ایزو تیو سیانات فلورسانت ، می توان آن رانتآماده سازي آنتی بادي هاي فلورس

 نشده اند،واکنش   هایی که وارد حال باید آن را  از ایزوتیو سیانات .متصل است یک ماده فلورسنت به آنخواهیم داشت که 

رگ را در حجم زیاد از خود  با به کار بردن ژل هایی که پروتئین هاي بز ،این کار را می توان به وسیله سفادکس .جدا کرد

هاي مورد نظر جدا  از پروتئین شرکت نکرده اند را نمی توانواکنش  هایی که در این البته پروتئین انجام داد. ،می دهندعبور 

 .لازم نیست معمولاًاین عمل  ،رسنتنمود. در کل، براي روش آنتی بادي فلو

ه هایی) با  ار کنندمه( اغلب شامل باز دارنده هایی  ،آماده سازي آنزیم ،در سنجش آنزیم ها یا تعیین کوفاکتور مورد نیاز _2

در  ،مثلاً(در مطالعات فیزیکی بعضی مولکول ها  ،همچنین .هستند )یا خود کوفاکتور ها( اندازه مولکولی کوچک

وسط چنین مولکول هاي کوچکی به آسانی ت .مواد مزاحم ممکن است وجود داشته باشند ،)اسپکتروسکوپی فلورسنت

 .شوندمید حذف می دکستران یا ژل هاي پلی آکریلا

 در چنی مواردي ،شده باشد ،اگر مولکولی با جرم مولی زیاد باعث آلوده کردن مولکول هاي کوچکتر در مخلوط  _3

این کار را  ،اغلب پروتئین ها باید از اسیدهاي نوکلئیک رها  شوند ،همچنین .مفید خواهند بوددکستران هاي با منافذ کوچک 

 ،که از همه پروتئین ها ممانعت به عمل می آورد و اسیدهاي نوکلئیک را عبور می دهداغلب می توان با استفاه از ژل آگاروز 

 انجام داد.
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این کار  .نمونه مورد نظر باید عاري از پروتئین باشد ،تحلیل هاي فیزیکی مربوط به اسیدهاي نوکلئیک در اکثر تجزیه و _4

  .نیز به سادگی انجام پذیر است

براي خالص کردن یک پروتئین از یک  .رو ماتوگرافی در خالص سازي پروتئین ها استعمومی ترین کاربرد ژل ک _ 5

 ،لازم است که توالی از روند هاي جداسازي که بر پایه پارامتر هایی مثل قابلیت حلالیت در محلول هاي ویژه ،عصاره سلولی

اسازي بر حسب اندازه انجام می گیرد، اغلب مرحله اي که درآن جد .استفاده شوند ،جرم مولی و غیره هستند ،بار الکتریکی

تعیین جرم مولی یک مثال مهم آن  .ژل کروماتوگرافی یک ابزار با ارزش تحلیلی است .از ژل کروماتوگرافی استفاده می شود

 مثال هاي دیگر عبارتند از :   .است

می شوند و یا حتی به سانتریفیوژ منطقه اي مشخص به وسیله  RNAهاي مختلف  بخش ،RNAدر مطالعه متابولیسم  _الف 

یک  .ژل کروماتوگرافی با آگاروز نیز کاربرد فراوانی دارد .وسیله الکتروفورز هاي ژل پلی آکریلامید هم می توان انجام داد

 نشان داده شده است.  20 -4 مثال از آن در شکل 

به  این کار مستقیماً .شخیص بیماري هاي خاص تعیین شوندی در تهاي پروتئین پلاسما اغلب باید به طور کم بخش _ب

 وسیله ژل هاي دکستران انجام می شود.

خیلی   ها را مولکول درشت براي انجام این عمل – DNAپروتئین یا ریتیوم براي تعیین محل هاي فعال روش تعویض ت _ج

به   3H2Oزیرا  .از ژل هاي بار دار قابل انجام استثانیه با استفاده  10این کار در ظرف  جدا می کنند.   3H2Oسریع از  

به سرعت  ها مولکول، درشت اگر کوچک ترین اندازه منفذ به کار برده شود .طور محکم در همه ژل ها نگه داشته می شوند

 .نشان داده شده است 21 - 4 یک مثال در شکل . خارج می شوند
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 را با KBسلول هاي   .جداسازي اسیدهاي نوکلئیک با استفاده از کروماتوگرافی روي سفاروز   20 -4 شکل

 آلوده کرده سپس سلول هاي  لیز شده و اسید هاي نوکلئیک خالص P 32پلی ویروس نشان دار شده                     

 پولیو توسط رادیو RNA.اسید هاي نوکلئیک کل تعیین گردیدند nm 260در طول موج  .شدند             

 ،پولیو KB، RNAسلول  DNA :راست به ترتیب عبارتند از پیک ها از چپ به .اکتیو مشخص شد              

 .KBسلول هاي   KB، tRNAسلول هاي    rRNAمولکول                                
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 اینکوبه شدند 3H2Oبه مدت چندین ساعت در  RNAaseپلی پرولین و  . 3Hآزمایش تعویض    21 -4شکل 

 ستون قرار داده و در زمان هاي مختلف توسط H2Oتا حداکثر تعویض انجام شود. نمونه را در                   

 دیده نمی شود 3Hدر منحنی سمت چپ  .انجام شد 3H2Oجداسازي پروتئین و   G- 2γسفادکس                      

 .وجود دارد 3Hپیوند شده به   RNAase ولی در سمت راست                                 

 

رار داد. این عمل به ژل کروماتوگرافی را می توان در مطالعه اتصال بین پروتئین ها و مولکول هاي کوچک مورد استفاده ق _د

واکنشگرها یا به وسیله عبور دادن پروتئین از ستونی که با مولکول کوچک به تعادل رسیده صورت زي محصول از وسیله جداسا

تعادل  عهارزش زیاد ژل کروماتوگرافی در مطال .را تعیین کرد اده می توان اتصال هاي تثبیت شدهبا یک محاسبه س .می گیرد

قدرت یونی و حرارت انجام شود زیرا اندازه  ،pH ،ت هاآن است که یک ستون ژل می تواند در طیف وسیعی از غلظ ،شیمیایی

 منفذ ژل تحت تاثیر این عوامل قرار نمی گیرد.
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 کروماتوگرافی ژل لایه نازك 

تجهیزات ساده  و حساسیت زیاد ،وگرافی لایه نازك مزیت هایی مثل جداسازي سریعکرومات ،بیان شد قبلاًهمان طور که 

 کروماتوگرافی ژل لایه نازك.به عنوان یک روش تحلیلی شد يبه سرعت جانشین کروماتوگرافی کاغذ . این روشدارد

)TLG(1  از این جهت به کروماتوگرافی لایه نازك شبیه است که یک لایه نازك از ماده روي یک صفحه شیشه اي پخش می

اختلاف هاي مهمی بین این دو وجود  ،اگر چه .نمونه به صورت لکه در می آید و یک فاز متحرك لایه را طی می کند ،شود

 دارد : 

خشک  ، ژل ها را نمی تواناگر چه .فاده نمونه خشک می کنند، ماتریکس را قبل از استدر کروماتوگرافی لایه نازك _ 1

نمونه روي یک لایه مرطوبی که  ،در کروماتوگرافی ژل لایه نازكولی  ،کنندمی به راحتی دوباره آب جذب  کرد چون

 .با حلال مناسب متعادل شده به صورت لکه لکه در می آید

انجام می شود درحالی که در کروماتوگرافی  )یا پائین رو(متحرك بالارو  کروماتوگرافی لایه نازك به وسیله یک فاز _2

متصل به یک مخزن در دو انتها با پل  وصفحه را در یک محفظه محکم  .ژل لایه نازك روش پایین رو استفاده می شود

مایع از میان لایه باسرعتی که توسط زاویه مشخصی تعیین می شود   .)22 -4 شکل ( هاي کاغذ صافی قرار می دهند

قبل از این که ماده به مخزن پایینی برسد تمام می  ،جریان ،مانند کروماتوگرافی لایه نازك .عبور می کند )20 ° (معمولاً

 ، در این روشبنابراین برخلاف کروماتوگرافی لایه نازك ،جا یک جریان دائمی مایع وجود دارد، در اینچه اگر شود

ستاندارد و موقعیت ها را با اضافه کردن انخواهیم داشت   Rfبنابراین اندازه گیري مقادیر. هیچ حلال جلویی وجود ندارد

 .ها اندازه گیري می کنند

 

1 Thin layer gel chromatography  
                                                           



  TLCکاربردهاي 

مولکول هاي کوچک استفاده  سایرالیگوساکارید ها، چربی ها و  ،قندها ،آمینو اسیدهابراي  کروماتوگرافی لایه نازك اصولاً

مواد آب دوست بزرگ  و سایر ،اسید هاي نوکلئیک ،چربی ها ،ژل کروماتوگرافی لایه نازك براي پروتئین ها .می شود

  .مناسب است

    

 کروماتوگرافی ژل لایه نازك    22 -4 شکل                                             

 

آزمایش هایی شبیه به آنچه که در  .ها استتعیین جرم مولی پروتئین و پپتید مهمترین کاربرد کروماتوگرافی لایه نازك در

 .مشاهده می فرمایید می توان طراحی کرد 19 -4 شکل 

مایع مغزي  ،کروماتوگرافی لایه نازك در تشخیص هاي کلینیکی براي جستجو پروتئین هاي بیماري زا در سرم خونژل 

مطلب در  .البته این روش در سنجش خلوص پروتئین ها، آنزیم ها و غیره استفاده می شود .نخاعی و ادرار استفاده می شود

 رو به فزونی است.این روش  از دهولی استفا ،مورد کروماتوگرافی لایه نازك محدود است
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 کروماتوگرافی تعویض یونی

جسم جامدي است که گروه هاي شیمیایی بارداري دارد که به آنها یون ها به طور الکترواستاتیکی  ،یک تعویض کننده یونی

تعویض کننده هاي یونی  .این جسم جامد می تواند جاي این یون ها را یا یون هاي دیگر محلول آبی عوض کند ،متصل اند

 .کردستفاده را می توان در ستون کروماتوگرافی براي جداسازي مولکول ها بر حسب بارشان ا

ی به طور برگشت پذیري به تعویض کننده هاي یون ،اصول کروماتوگرافی تعویض یونی آن است که مولکول هاي بار دار

 .ول هاي بار دار می توانند به ستون متصل یا از  آن خارج شونداین مولک ،ر محیط یونیمتصل می شوند بنابراین با تغیی

مواد مورد نظر را به تعویض گر  ،: ابتداطی دو مرحله انجام می شود معمولاً ،جداسازي روي تعویض کننده هاي یونی

ون به پس ستس ،و محکم تري ایجاد شود این عمل تحت شرایطی انجام می شود که یک اتصال پایدار ،متصل می کنیم

براي اشغال جایگاه هاي  ،هایی مختلف یا قدرت یونی متفاوت شسته می شود و ترکیبات تامپون pH  وسیله تامپون هایی با

 .اتصال با ماده متصل شده رقابت می کنند

 هاي یونی خواص تعویض کننده 

یک شبکه سه بعدي است که حاوي گروه هاي بارداري است که با هم پیوند هاي کووالانی داده  معمولاً ،یک تعویض کننده یونی

یک نوع گروه به کار  .یون هاي مثبت را مبادله می کند و یک تعویض کننده کاتیونی است ،اگر یک گروه داراي بار منفی باشد .اند

SO3 ،رفته در تعویض کننده هاي یونی گروه سولفونیک
گفته می شود که تعویض  ،این گروه متصل شود   +Hگر یک ا .است  -

گروه اسید  .عوض کند  +Ca2رابا یک    +Hیا دو   +Naرا با یک   +Hبه عنوان مثال می تواند یک  ،کننده به فرم اسیدي است

سایر گروه هاي متداول هیدروکسیل فنل و کربوکسیل هستند که  .سولفونیک را یک تعویض کننده قوي کاتیون اسیدي می نامند

 .هر دوي آنها تعویض کننده هاي کاتیون اسیدي ضعیفی هستند
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تعویض کننده هاي آنیونی معمولاً  .یک تعویض کننده قوي آنیونی است ه آمینی)یک گرو مثلاًاگر گروه باردار مثبت باشد (

متداول  .ماتریکس می تواند از مواد مختلفی ساخته شود .لیفایتک آمینی هستندضعیف گروه هاي آروماتیک یا گروه هاي آ

استیرن و وینیل بنزن که در آن دي وینیل بنزن با  جنس از یمرهایو پلی سلولز ،: دکسترانرین مواد به کار رفته عبارتند ازت

ترکیب شیمیایی برخی از  3 -4جدول  .رشته هاي پلی استیرن و هم با گروه هاي باردار پیوند عرضی برقرار کرده است

  .یض کننده هاي یونی متداول را نشان می دهدتعو

به صورت  معمولاًاندازه گیري می کند و  ،توانایی آن را براي برداشتن یون هاي قابل تعویض ،ظرفیت یک تعویض کننده یونی

این عدد توسط شرکت سازنده تعیین می .شودمی تعویض در میلی گرم وزن خشک بیان میلی اکی والان هاي گروه هاي قابل 

 عبور می کنند.  اگر ظرفیت بیش از حد افزایش یابد یون ها بدون ایجاد اتصال از ستون ،شود و مهم است زیرا

 میلی اکی والان هاي گروه هاي قابل تعویض                                                              

 = ظرفیت  ———————————————                                                       

 وزن حشک بر حسب میلی گرم                                                                       

        

در حال انجام  )قدرت یونی ، pH مثلاً ( تحت شرایط ویژه تجربی  ی است که روش کارظرفیت در دسترس عبارتست از ظرفیت

 .)شبیه اثر تعویض کننده هاي یونی قوي است pHاثر  ( است.
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 .خصوصیات تعویض کننده هاي یونی مختلف   3 -4 جدول          

      

 

برا ي دست یابی به این گروه ها  ،قدرت یونی نیز مهم است زیرا یون هاي کوچک نزدیک به گروه هاي بار دار با مولکول نمونه 

بیشتر می تواند با گروه هاي باردار مواجه  ،هرچه ضریب نفوذ پذیري بیشتر باشد .موثر است کاملاًاین رقابت  .رقابت می کند

ممکن است  .تخلخل ماتریکس نیز مهم است زیرا گروه هاي باردار هم در داخل و هم در بیرون ماتریکس وجود دارند .شود

تخلخل رزین هاي پلی  .بنابراین با افزایش اندازه مولکولی ظرفیت کاهش می یابد ،ل هاي بزرگ قادر به نفوذ به منافذ نباشندمولکو

قطر  ،با افزایش مقدار دي وینیل بنزن ( زن به وجود می آید تعیین می شوداستیرن با میزان پیوند عرضی که توسط دي وینیل بن
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نامیده می  1ات ساخته می شوند که اندازه خانهنده هاي یونی مناسب با اندازه هاي مختلف ذرتعویض کن )منافذ کاهش می یابد

تر یعنی نسبت به حجم بالا تر بنابراین ظرفیت افزایش یافته و زمان لازم جهت انجام تعویض براي یک حجم خانه کوچک .شوند

 .داده شده تعویض کننده کاهش می یابد

انتخاب مناسب  ،اندازه خانه ها ،تخلخل ،ظرفیت ،نده ها با چنین توانایی هاي متفاوتی نظیر بارچنین مجموعه اي از تعویض کن

چگونگی انتخاب نوع ماده ستون و شرایطی مناسب براي ایجاد  .مشکل می سازد ،تعویض کننده را براي انجام یک جداسازي ویژه

 .اتصال و خروج در قسمت هاي بعد توضیح داده می شود

 انتخاب تعویض کننده یونی                             

اگر موادي که باید به ستون متصل شوند یک نوع  .آنیونی باشد یا کاتیونی ي مورد نظر اولین انتخاب این است که تعویض کننده

حامل هر دو  ،pHبرحسب  )وتئین هاپر مثلاً ( اگرچه بسیاري از مواد .انتخاب واضح است ،)مثبت یا منفی ،مثلاً ( .بار داشته باشند

 pHبیشتر پروتئین ها یک طیف   .است معین pH پایداري ماده در ،در چنین مواردي عامل اصلی.نوع بار یا یک نوع بار هستند

از این رو، اگریک   .آنها هم بار مثبت دارند و هم بار منفی ، pH که در آن )شونداي که دناتوره ن pH یعنی (پایداري دارند 

هاي زیر pH اگر در ،ویض کننده آنیونی استفاده شودباید از یک تع ،هاي بالاتر از نقطه ایزوالکتریک پایدار باشد pHپروتئین در  

انتخاب بین تعویض کننده هاي قوي و ضعیف نیز بر  .یک تعویض کننده کاتیونی مورد نیاز است ،نقطه ایزو الکتریک پایدار باشد

بسیار بالا یا بسیار پایین براي یونی  pHاگر یک ماده اسیدي ضعیف که به  ،به عنوان مثال .ي استروي بار و پایدار pHاثر   پایه

 ،اگر ماده پایدار نباشد .هاي خیلی زیاد کار می کند pHشدن نیاز دارد از یک تعویض کننده یونی قوي استفاده می شود زیرا در 

تعویض کننده هاي یونی ضعیف براي جداسازي مولکول هاي با بار زیاد از آنهایی  .ترجیح دارند تعویض کننده هاي یونی ضعیف

در عمل از تعویض کننده  .موفق به ایجاد اتصال نمی شوند معمولاًزیرا یون هاي بار دار ضعیف  که بار کمی دارند مناسب ترند

بیوژل مزیت ویژه اي براي درشت مولکول هایی دارند که در  هاي ضعیف بیشتر استفاده می شوند. تعویض کننده هاي سفادکس و

 .قدرت یونی پایین ناپایدار می باشند

1 Mesh size  
                                                           



 انتخاب تخلخل و اندازه خانه ها           

با مقدار پیوند هاي عرضی زیاد)  ( کوچک به بهترین وجه جدا می شوند مولکول هاي کوچک روي ماتریکس هایی با اندازه منفذ

بیشتر تعویض کننده هاي  .دارند منفذي با اندازه بزرگ نیاز که درشت مولکول ها بهدر حالی ،زیرا ظرفیت در دسترس زیاد است

  .فرصت تطبیق دادن تخلخل با جرم مولی را ندارند )به استثناي سفادکس( یونی

پروتئین ها و پلی  هترین نوع براي خالص سازي مولکول هاي بزرگی نظیرتعویض کننده هاي یونی سلولزي ثابت شده که ب

ننده روي سطح و از این رو همه گروه هاي عمل ک ،این امر به این دلیل است که ماتریکس رشته اي است .هستندنوکلئوتید ها 

 .بزرگ ترین مولکول ها نیز دسترسی دارند قرار دارند و حتی به

تجزیه را افزایش می دهد ولی باعث کاهش سرعت  ،اندازه خانه کوچک .مشکل است معمولاًانتخاب یک اندازه خانه مناسب 

اندازه خانه مناسب به طور تجربی  ،از این رو .که باعث افزایش پخش منطقه اي شده و تجزیه کاهش می یابد ،جریان می شود

 .تعیین می شود

 تامپون و شرایط یونی  ،pHانتخاب 

بنابراین  .هم تاثیر گذارند. pHاز آنجا که تامپون ها خودشان داراي یون می باشند پس می توانند خودشان هم تعویض شوند و در 

یا   تامپون هاي کاتیونی با تعویض کننده هاي آنیونی و استفاده از مثلاًدر این نوع کروماتوگرافی باید به نقش تامپون ها توجه شود 

تامپون هاي آنیونی با تعویض کننده هاي کاتیونی ممکن است مشکلاتی به جود آورند. از آنجا که قدرت یونی یک عامل اتصال 

 .ظرفیت تامپونی زیادي داشته باشد تا نیازي نباشد که قدرت یونی آن بالا رود ن باید به گونه اي انتخاب شود کهیک تامپو ،است

که (مشخص شده که شرایط یونی به کار رفته براي به کار بردن نمونه در ستون  به طور کل ،داسازيبراي بهترین ج ،بنابراین

 .باید به شرایط لازم براي خروج نزدیک باشد )شرایط شروع نامیده می شود
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 روش هاي عملی براي استفاده از کروماتوگرافی تعویض یونی 

ماده متصل  ،از این رو دار موجود در حلال ارتباط دارد. تعویض کننده و مواد باردر کروماتوگرافی تعویض یونی ماده مورد نظر با 

یک نمونه  ،لذا با تغییر بار ماده و یا با افزودن مواد رقابتی که نمک ها از جمله آنها است ،خارج شود ،pHشده می تواند با تغییر 

براي  دارد وپیوند مولکولی  شرایط جداسازي بستگی به ،نداز آنجا که مواد مختلف خواص الکتریکی متفاوتی دار .جدا می شود

حلال به  روش شیب قدرت یونی دائمی یا روش خروج مثلاًروش هاي انتخاب شده مهم است  ،دست یابی به جداسازي خوب

ل بدون افزایش همزمان قدرت یونی مشک pHاستفاده نمی شود چون تنظیم یک شیب  pHاز شیب  معمولاً .مرحله اي صورت

ممکن است قدرت یونی به تنهایی  قدرت یونی به تدریج افزایش می یابند یا هم و pHهم  ،براي یک تعویض کننده یونی .است

 معمولاًانتخاب حقیقی روند خروج  .قدرت یونی افزایش می یابند هم و pHهم  ،براي یک تعویض کننده کاتیونی .یابد افزایش

ثابت  pHنگه داشتن  ،ناپایدار درمورد مواد ،به عنوان مثال .نتیجه تجربه و خطا است البته با در نظر گرفتن پایداري ماده مورد نظر

ي که مواد براي جداسازي .استفاده از شیب خروج نشان می دهد یک نوع کروماتوگرام تعویض یونی را با 23-4 شکل  .مهم است

فرض کنید که شرایط یونی  ،به عنوان مثال .یا تغییر قدرت یونی انجام گیردpH تواند بدون تغییرخروج می  ،شبیه هم هستند

حتمال اینکه جدایی قدر ضعیف باشد که اا بسیاري از جایگاه هاي اتصال آن طوري انتخاب شده باشند که اتصال یک مولکول ب

ل با تعویض کننده است و با یک سرعت محدود به سمت پایین مولکول در تعاد ،بنابراین .زمان اتفاق بیافتد بسیار کم استهم

 ستون حرکت می کند.
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  ،سلولز - DEAEروي  جداسازي چهار پروتئین  به وسیله کروماتوگرافی تعویض یونی    23 -4شکل 

 NaClشیب غلظت    Aدر  .استفاده شده است NaClروش مرحله اي شیب در اینجا از                       

 مشخص شده اند. Bدر  IVو  Iپروتئین  .می باشد Bتندتر از                                            

 

می کنند و به با سرعت هاي متفاوتی مهاجرت بنابراین مولکول هایی که تفاوت کمی در گرایش  به سمت تعویض کننده دارند 

نامیده می شود که   1یک تغییر ساده این روش شرایط شروع .)شبیه کروماتوگرافی جذبی است( این ترتیب از هم جدا می شوند

تفکیک  ،اگر سرعت جریان بسیار آهسته باشد معمولاً .ددر همان محلول از ستون خارج می گردنمونه جذب می شود و  ،در آن

سرعت  .ید و تفکیک به خوبی انجام نمی شودوجود می آمشکل پخش به  ،با کاهش سرعت جریان ،گرچه .بهتر صورت می گیرد

یک نوع کروماتوگرام انجام شده به وسیله روند شرایط شروع  24 -4شکل  .به طور تجربی تعیین می شود معمولاًمناسب جریان 

 .را نشان می دهد

اگر از  ،به عنوان مثال .رددر تعیین شرایط خروج باید در نظر داشته باشیم که چگونه مایع خروجی روي سنجش ماده تاثیر می گذا

اگر نمونه قرار است که بر پایه  .تامپون نباید در محدوده طول موج مورد نظر جذب شود ،تحلیل هاي طیفی استفاده می شود

مانع از پنهان شدن رادیو اکتیویته در  ،تامپون هاي فرار ،گر گایگر سنجش شودو اکتیویته آن به وسیله یک شمارشخاصیت رادی

  .هاي ناشی از خشک کردن تامپون می شود کریستال

1 Starting- condition procedure  
                                                           



                     

  50W4X Dowex. RNAتوسط کروماتوگرافی روي  RNAجداسازي نوکلئوزید هاي     24  -4شکل             

 انتهایی خارج می گردند.  فسفات هاي با آلکالین فسفاتاز تیمار شده در نتیجه مورد نظر                                    

  M 4/0 حلال  حاوي فرمات آمونیوم سپس روي ستون منتقل می شود.  در این آزمایش،                                    

 قرار گرفت. مورد سنجش nm 260جذب آنها در است. .4با  برابر pHدر                                     

 ویض یونی کاربرد کروماتوگرافی تع

تعویض کننده هاي رزینی بیشترین  .کروماتوگرافی شود ،هر گونه ماده بارداري می تواند روي یک تعویض کننده یونی ،در اصل 

از   +Ca2 ،مثلاً ( استفاده را براي مولکول هاي کوچک آلی دارند و حتی می توانند براي جداسازي یون هاي فلزي استفاده شوند 

Mg 2+(. می شوند دکستران و پلی آکریلامید جدا ،پروتئین ها و پلی ساکاریدها بیشتر به وسیله تعویض کننده هاي سلولزي. 

و دیگر مولکول هاي آمینو اسیدها  ،تعویض کننده هاي دکستران و پلی آکریلامید به طور گسترده اي براي جداسازي نوکلئوتید ها

 .کوچک زیستی کار برد دارد
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 ژه در کروماتوگرافی اسیدهاي نوکلئیک وپروتئین هایی که به اسید هاي نوکلئیک متصل اند روش هاي وی

وه هاي فعال و جایگاه هاي اتصال هستند در مولکول هاي پیچیده نظیر پروتئین ها و اسیدهاي هسته اي داراي انواع مختلف گر

هاي کروماتوگرافی ابتکاري که برپایه روند ،در مقابل .تخمین رفتار آنها روي مواد کروماتوگرافی استاندارد مشکل است نتیجه

 در زیر چند نمونه آورده می شود: .تداخل هاي مولکولی ویژه هستند گسترش یافته اند

   سلولز - DNAکروماتوگرافی 

جدا کرد. براي  سلولز  - DNAوند را می توان توسط روش کروماتوگرافی  متصل می ش DNAبسیاري از پروتئین هایی که به  

ه و سپس خشک کردن آن تک رشته یا دو رشت DNAبا یک محلولی از  سلولزاز مخلوط کردن پودر  سلولز  - DNAآماده سازي 

ستون هایی که از این ماده  ،با استفاده طولانی .معلوم نیست سلولزبه  DNAمکانیسم اتصال  .استفاده می کنند مخلوط در خلأ

را گاهی در اتانول  DNA  - سلولزپودر  ،براي جلوگیري از این عمل ،پیدا می کنندDNA ساخته شده اند تمایل به از دست دادن

ر شیمیایی متصل به به طو DNA ،به این ترتیب از طریقی ناشناخته .می تابانند نور ماورا بنفش رابه شدت به آن قرار می دهند و

 .باقی می ماند سلولز

مخلوطی از پروتئین ها در  .استفاده می شود DNAاصولا براي خالص کردن پروتئین هاي متصل به  سلولز – DNAکروماتوگرافی 

شوند) از  DNA را دارند می توانند جذب  DNA که در آن پروتئین هایی که قابلیت اتصال به  ( یک تامپون با قدرت  یونی کم 

می  شوند وبا یک شیب افزایش قدرت  وتئین هاي غیر اتصالی پاكسپس ستون را شسته در نتیجه پر .ستون گذرانده می شوند

 .یی که اتصال ضعیف تري دارند زودتر خارج می شوندبه این ترتیب پروتئین ها .یونی خارج می گردند

به کار  T4آلوده شده با فاژ  E.coliدر  DNA پروتئین هاي متصل به براي جستجوي  1بروس آلبرتس ابتدا این روش به وسیله 

 .نشان داده شده است 25  -4یک مثال از این کار در شکل  .برده شد

 

1 Bruce Alberts 
                                                           



                             

 در محیط کشت حاوي  T4را  با فاژ  E.coliسلول هاي  .سلولز -  DNAمثالی از کروماتوگرافی     25 -4شکل 

 موتانت در  T4با فاژ     3H _محیط کشت دیگري حاوي لوسین  .قرار داده شد  14C _لوسین                     

 پروتئین ها خالص شدند سپس باهم مخلوط شده و رو ي ستون .آلوده گردید 32ژن       

 با NaClحلال خروجی از روش مرحله اي  .تک رشته اي قرار داده شد سلولز - DNAحاوي                

 3H _در پیک سوم کمبود لوسین  .استفاده شد M 2و  M 15/0، M 6/0غلظت هاي     

 .است 14C°نشان دار شده با  32یعنی این فراکسیون حاوي روتنین ژن  را مشاهده می کنید       

 .هستند 14Cو توخالی    3Hدایره هاي توپر                                    

 

از آنجا که هم  .ها و غیره در آمده است گیرنده ،نوکلئاز ها ،این روش به صورت یک مرحله استاندارد در خالص سازي پلیمرها

DNA از هم جدا می کنند پروتئین ها را بر این اساس ،تک رشته اي و هم دو رشته اي می توانند مورد استفاده قرار گیرند. 
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 )  MAK    )Methyle  Albumin – Kieselgurستون هاي 

نشان دادند ستون    2ژزف مندل و آلفرد هرشی .دو محکم متصل می گرد 1جذب می شود kieselgurسرم آلبومین متیله شده به 

متصل  شوند و با افزایش شیب  RNAتک رشته اي و دو رشته اي و  DNAهایی که از این ماده تهیه می شوند می توانند به 

این روش براي  ،استفاده از شرایط مختلف با .پروتئین هاي مورد نظر جدا می شوند ،)به عنوان شوینده(قدرت یونی در تامپون 

 ،تک رشته اي از دو رشته اي DNAجدا کردن   ،و درجه گلیکوزیله شدن ترکیب باز ها ،بر پایه جرم مولی ها   DNAجداسازي 

جدا  بالاخره و rRNAاز  tRNAجدا کردن  ،دو رشته اي با انتهاي تک رشته از آنهایی که چنین انتهایی ندارد DNAردن  جدا ک

 26  -4یک مثال از  کاربرد این ماده در ستون فوق را می توانید در  شکل  .ها از یکدیگر  به کار برده می شود tRNAکردن انواع 

 .مشاهده نمایید

                          

 مولکول هاي .MAKکامل و نصف شده توسط کرو ماتوگرافی  T2DNAجداسازي مقادیر برابر از    26  -4شکل    

 NaCl براي خروج ماده از روش شیب غلظت .نصف شده با روش برش هیدرودینامیکی به دست آمده اند       

 .بیشتري را لازم دارند NaClمولکول هاي بزرگ تر پیوند محکم تري داده و غلظت هاي  .استفاده شد

1 Diatomanceous earth 
2 Joseph Mandell and Alfered Hershey 
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 Histon - Kieselgurستون هاي 

تشکیل   )RNAنه تک  رشته اي یا (دو رشته اي  DNAاز آنجا که هیستون ها با  .جذب می شوند kieselgurهیستون ها نیز به 

  .دو رشته اي را با این روش خالص کرد DNAمی توان  ،کمپلکس می دهند

سیتوزین  _که تراکم  بالاي گوانین  اي DNAها جدا می شود و بر حسب نوکلئوتید DNA ،اگر با افزایش قدرت یونی خارج شود

 .دارد زودتر خارج می شود

   هیدروکسی اپتیت کروماتوگرافی

 CaHPO4. 2که از کریستال هاي   Ca10  ( PO4)6  ( OH) 2یک ماده کریستالی است با ترکیب  )HA (1هیدروکسی اپتیت 

H2O شامل   ،موادي را متصل می کنند که با کلسیم واکنش می دهند هیدروکسی اپتیت ستون هاي .تهیه می شودDNA، RNA، 

مسلم است که اتصال به وسیله گروه هاي فسفات در ماده اتصالی  .پلی و الیگو نوکلئوتید ها و فسفوپروتئین ها ،نوکلئوهیستون

یک  .هاي فسفات انجام می شودتامپون انجام می شود زیرا به غلظت فسفات کم نیاز دارد و خروج فقط به وسیله افزایش غلظت 

ور موفقیت آمیزي روي  مخلوط هاي زیر به ط .بستگی ندارد  DNAمزیت ویژه با اسیدهاي نوکلئیک آن است که به جرم مولی 

 ،گلیکوزیله شده از غیر گلیکوزیله شده DNA  ،دو رشته اي از تک رشته اي DNAاز هم جدا می شوند: هیدروکسی اپتیت 

 یک مثال از کاربرد .تک رشته اي از دو رشته اي RNAو  ،ریبوزومی از ویروسی RNA ،هیستون هاي هسته اي مختلف از یکدیگر

 .نشان داده شده است 27 -4ل در شک هیدروکسی اپتیت

 

 

 

1 Hydroxyapetite  
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 تک رشته اي و دو رشته اي به وسیله کروماتوگرافی روي  DNAجداسازي    27 -4شکل                 

 .براي خروج ماده از شیب غلظت فسفات استفاده شده استهیدروکسی اپتیت 

 

 

  تمایلیکروماتوگرافی 

ماده ستون با جفت  .است )لیگاند (اتصال بین ماده مورد نظر با مولکولی که اتصال اختصاصی به آن دارد  1کروماتوگرافی تمایلی

به ماتریکس نامحلول  )باشد ماکرومولکول یا یک مولکول کوچک که ممکن است یک(شدن کووالانی یک مولکول اتصالی 

د.. براي این که کروماتوگرافی میل ترکیبی ستون می شو نظر در محلول، جذب مواد موجود درسپس ماده مورد  .ساخته می شود

 با موفقیت انجام شود به موارد زیر باید توجه شود:

1 Affinity chromatography  
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 ،ماتریکس باید از جنس ماده اي باشد که خودش مولکول ها را تا حد قابل ملاحظه اي جذب نکند )1(

 ،جفت شود ،خواص اتصالش در لیگاند باید بدون تغییر )2(

 را افزایش می دهد، تأخیراگر چه اتصال ضعیف  ،محکم باشد زیرا نتخاب شود که اتصالش نسبتاًلیگاند باید به گونه اي ا )3(

 ممکن است براي این که جداسازي به نتیجه برسد کافی نباشد،

 .خروج بدون تخریب نمونه باید ممکن باشد )4(

خلوص  ،زیرا حداقل جذب را دارد )  .Farmacia  Fine Chemicals Incسفاروز  ( مفید ترین ماده ماتریکس آگاروز است 

کلرید گوانیدیم و اوره  M 7/0 ( خیلی زیاد را به خوبی  pHو قدرت یونی و  ،جریان خوب را بعد از جفت شدن حفظ می کند

غشا  ،خریداري آگاروزي که به آن عواملی براي جفت شدن  پروتئین ها.تحمل می کند )که اغلب براي خروج موفق نیاز هستند

کاربرد اصلی  .این امکان را به ما می دهد تا بتوانیم مواد فوق را جدا کنیم ،داشته باشد A 1روئید ها یا کانکاناوالین و است،ها

مثال هایی از کاربرد آن به شرح .و پلی ساکارید ها بوده است ،غشاها ،خالص سازي پروتئین ها ،تا به امروز تمایلیکروماتوگرافی 

 زیر است : 

 خالص سازي پروتئین ها : 

یا کوفاکتور آنزیم در ماتریکس ستون کروماتوگرافی می توان یک آنزیم خاصی را در محلولی حاوي چندین با اتصال سوبسترا 

 آنزیم یا پروتئین مختلف جدا کرد.

 

 خالص سازي آنتی بادي ها :

 ،هاي مختلفی جفت شده اند انجام می شود مثل پروتئین ها سفاروز که به آن آنتی ژن -این کار به طور عمده با سیانوژن بروماید 

 .این روش انتخاب براي خالص سازي آنتی بادي  است ،جفت شده با هاپتن ها BSAیا  ،ویروس ها

1 Concanavalin A  
                                                           



 خالص سازي غشاها و ذرات حاوي مواد شناخته شده :

ویروس  ،شده با آن هورمون خالص شوندغشاهایی که به آنها یک هورمون متصل است می توانند با استفاده از سفاروز جفت 

نیز با  استفاده از سفاروزي  که به آن مهار کننده هاي نورآمینیداز جفت  ،که حاوي نور آمینیداز روي سطحش می باشد ،آنفولانزا

 .خالص می شود ،شده است

               خالص سازي گلیکوپروتئین ها

 .انجام می شود  Aکونکاناوالین  این عمل توسط سفاروز  حاوي

 جداسازي سلول هاي ویژه جانوري 

بعضی از  ،یا فیتوهماگلوتینین انجام می شود.  به عنوان مثال  Aبه کونکاناوالین  این کار با استفاده از آگلوتینین هاي جفت شده

سلول هاي توموري القا شده به وسیله ویروس می توانند از سلول هاي طبیعی جدا شوند زیرا سلول هاي تومور به سفاروز   

 محکم تر متصل می شوند. ، Aمتصل شده به کونکاناوالین 

 

 

 

 

 

۹٦ 
 



 تمرین

استفاده شد. مولکول هایی با بارهاي مثبت و   poly styrene sulphonated gelدر کروماتوگرافی تعویض یونی از   - 1

منفی را از ستون عبور دادیم. پس از عبور مولکول هاي داراي بار منفی از ستون، حال براي خارج شدن مولکول هاي داراي بار 

 مثبت ...............................

 محلول شوینده را کااهش می دهند.   pHالف) 

 محلول شوینده را افزایش می دهند.  pH ب ) 

 ) موجود در محلول شوینده را کاهش می دهند.  NaClج ) مقدار نمک (

 ) موجود در محلول شوینده را زیاد می کنند.  NaClد )  مقدار نمک (

 ظرفیت تعویض کننده یونی برابر است با ...........................................  - 2

 ی والان گروه هاي قابل تعویض تقسیم بر میلی گرم وزن خشک آنالف) میلی اک

 ب )  میلی اکی والان گروه هاي قابل تعویض تقسیم بر یک گرم وزن خشک آن

 ج )  یک گرم از وزن خشک تعویض کننده تقسیم بر میلی اکی والان گروه هاي تعویض کننده 

 الان گروه هاي تعویض کننده د )  یک گرم از وزن خشک تعویض کننده ضربدر میلی اکی و

 کدام یک از گزینه هاي زیر صحیح است؟ – 3

 استفاده شد.   T4ویروس   DNA) براي جدا کردن  methylated albumin Kieselgur(  MAKالف) از ستون 

 ) براي جدا سازي هیستون ها استفاده می شود. hydroxyl apatite(   HAب )  از ستون 

 استفاده می شود.   RNAتک رشته اي از   DNAبراي جدا کردن   Histon- Kieselgurج )  از ستون 

 د ) پاسخ هاي (ب) و (ج) صحیح هستند. 

 براي تعیین وزن مولکولی یک پروتئین از ....................................... استفاده می کنند.  – 4
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   SDS- PAGEالف) 

 ب )  ژل فیلتراسیون

  PAGEج )  

 سخ هاي (الف) و (ب) هر دو صحیح هستند. د )  پا

وقتی از دو روش کروماتوگرافی کاغذي و کروماتوگرافی لایه نازك براي جدا سازي نوکلئوزیدها استفاده شد ( فاز  – 5

 ثابت براي هر دو روش سلولز بود ) مشاهده گردید که جدا سازي با روش ....................... بهتر است.

 ) می دانیم که فاز متحرك گاز است. فاز ثابت چیست؟ نام آن را بنویسید؟ GLCمایع (  –در روش کروماتوگرافی گاز   - 6

) علیه تعداد اتم هاي کربن را رسم کردیم.  retention timeمنحنی زمان تاخیر (  GLCبا استفاده از کروماتوگرافی  – 7

 زمان تاخیر ................. شد. ،تعداد اتم هاي الکل افزایش یافت  آزمایش با الکل ها را انجام دادیم هر چه

 پروتئین زیر را داریم:  4مخلوطی از  -8

      

       pHI           Mr                             پروتئین 

      3/9    12000    Cytochrome C 

      2/5    22000    Asparaginase  

      7/8    31000    Deoxyribonuclease I  

      2/6     49000     Transglobulin  

    

عبور دادیم. پروتئین  4/7برابر  pH( یک تعویض کننده آنیونی است) در   DEAE- celluloseاین پروتئین ها از ستون   

هایی که با ژل پیوند ندادند از ستون عبور کرده و بر حسب اندازه مولکولی خارج شدند ولی آنهایی که پیوند دادند در 
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ستون ماندند. مابین پروتئین هایی که بر اساس جرم مولی از ستون خارج شدند آنکه از همه سنگین تر بود اول خارج شد و 

 ن (دومی ) ......................... بود.بعد از آ

                                                   cytochrome Cالف) 

                                         deoxyribonuclease Iب )  

 asparaginaseج )   

   transglobulinد ) 

  poliovirus) را توسط  human carcinoma( سلول هاي سرطانی انسانی   KBسلول هاي  – 9

) . سلول ها  لیز شدند و سپس اسیدهاي نوکلئیک را خالص  32P( فلج کودکان ) آلوده کردیم ( فسفات آن رادیواکتیو بود 

 کل اسیدهاي نوکلئیک سلولی مشخص گردید (منحنی زیر). nm 260نمودیم. پس از ژل کروماتوگرافی در 

                                         

OD

50 100 150 200

Ve(ml)

KB-cell DNA

KB- rRNA
KB-tRNA

                 

 چگونه عمل کردند؟ polio RNAدر آزمایش ذکر شده ، براي تشخیص 

براي جدا سازي چه ترکیباتی استفاده می شود؟ وقتی ترکیب مورد نظر به   Histone- Kieselgurاز ستون هاي  – 10

 متصل شد ، براي این که آن ترکیب از ستون جدا شود چه عملی باید انجام داد؟ستون 
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  5فصل 

 الکتروفورز  

 پس از مطالعه کامل این فصل شما باید با مطالب زیر آشنا شوید:

 الکتروفورز کاغذي .1

 الکتروفورز نوار استات .2

 ژل الکتروفورز .3

 آگاروز الکتروفورز اسیدهاي نوکلئیک -آکریلامیدژل پلی آکریلامید و ژل پلی  .4

 دیسک الکتروفورز در ژل هاي پلی آکریلامید .5

 الکتروفورز پیوسته  .6

 ایزو الکتریک فوکوسینگ .7

 ایمونو الکتروفورز .8
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  مقدمه

لذا در این فصل اصول الکتروفورز براي انجام بعضی از  ،بحث در مورد تئوري مربوط به  الکتروفورز پیچیده و ناقص است

 .روش هاي مربوط به آن ذکر می گردد

ذره با یک  Eدر میدان الکتریکی  داشته باشیم، qاگر ذره اي با بار  .، الکتروفورز شبیه رسوب دادن استاز بسیاري جهات

 fکه در آن  ،fv، کشش گرانروي .دل می رسدبه تعا q E ،حرکت می کند که به وسیله نیروي الکتریکی Vسرعت ثابت 

 عبارتست از                                                               ،ضریب اصطکاك می باشد

                                   )1                                                      (fv        =q E 

 به صورت سرعت در واحد میدان برابر است با :   ،Uسرعت 

                                 )2                                                      (
f
q

E
vU == 

ه به طور محیط نگه دارند  ،سرعت به ضریب اصطکاك بستگی دارد و تابعی از چند پارامتر فیزیکی مولکول ها است.اگر چه

گر پیچیدگی زیاد است  ولی اطلاعاتی درباره  اندازه و ولیتی از یون هاي بار دار و بیانطبیعی یک  محیط عایق نیست بلکه الکتر

معلق  ،شکل مولکول به ما  می دهد.  پیچیدگی اصلی آن است که یک ذره بار دار در یک الکترولیت که یون ها را  جذب می کند

 ).1 -5(شکل  به وسیله محیط یونی احاطه می گردد می شود و از این رو
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 که بستگی Eاساس فیزیکی الکتروفورز. مولکول ها در یک میدان الکتریکی یا نیروي میدان    1 -5شکل 

 به بار هاي الکتریکی، جرم و شکل مولکول دارد، حرکت می کنند. توجه داشته باشید          

 که هر چه مولکول ها کوچکتر و داراي بار الکتریکی بیشتر باشد، سریعتر به سمت الکترود               

 بار مخالف می روند. مولکول هایی که از لحاظ بار یکسان هستند ولی شکل آنها متفاوت باشند،                     

 ان متفاوت خواهد شد.حرکت آنها در مید                                      

 

تئوري  ،تا امروز .تعادل مواد در این محیط یونی تا حدودي هم به وسیله میدان و هم به وسیله سرعت ذره به هم می خورد

الکتروفورز روش  ،مولکول ها ره ساختار درشتبراي کسب اطلاعاتی دربا .الکتروفورز براي بیان این پیچیدگی ها کافی نبوده است

به   .ولی یک ابزار اولیه و تحلیلی بسیار مفید است زیرا قادر است مولکول هاي مختلف را از هم جدا کند .نیست چندان مفیدي

کاهش می یابد و براي مولکول  fافزایش و با   qیعنی سرعت با ( کارکرد الکتروفورز صحیح استتئوري اصل  از لحاظ ،هر حال

 د. براي جداسازي مواد به طور تجربی تعیین می شو ایط مطلوبشر ،در حقیقت )ها بدون بار صفر است

 انواع الکتروفورز                                          

 الکتروفورز کاغذي  
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را نشان می دهد. یک باریکه کاغذي را در محلول تامپون  )cm   /v    20   ( یک نوع الکتروفورز کاغذي با ولتاژ کم  2 -5شکل 

پوشی روي کاغذ گذاشته تا از خشک شدن آن جلوگیري به عمل آید سپس ولتاژ در .دستگاه قرار داده شد فروبرده سپس روي

کاغذ را خارج کرده و خشک می کنند. اگر نمونه داراي مواد کافی  ،وقتی جداسازي کامل شد .مورد نظر به دستگاه داده می  شود

شناسایی کرد و در غیر این صورت رنگ آمیزي می کنند. اگر اندازه می توان آن را توسط رنگ یا فلورسانس ایجاد شده  ،باشد

در این صورت بهتر است رنگ استفاده شده را  .از روش اسپکتوفتومتري می توان استفاده نمود ،ی مورد نظر می باشدگیري کم

لکه حاصل را بریده و توسط  ،اگر نمونه رادیواکتیو است .)% 20حدود ( خارج کرد چون خود ماده رنگی نیز داراي وزن می باشد

.  شود می یو اکتیو مقدار آن تعییندستگاه شمارشگر راد

 

 الکتروفورز کاغذي با ولتاژ پایین     2 -5شکل                                                  

 

الکتروفورز  .داردکدام ماده فعالیت رادیو اکتیو ادیو اکتیو تا معلوم شود یک راه کار مفید عبارتست از نشاندار کردن لکه ها با مواد ر

جدا سازي نسبی  وجود دارد و روي آنهاپروتئین  چند در مخلوطی از است که براي تشخیص پروتئینی ،کاغذي با ولتاژ پایین

 .صورت گرفته است

زیرا بار الکتریکی   )و نوکلئوتید هاآمینو اسیدها مثل  (الکتروفورز کاغذي با ولتاژ پایین براي مولکول هاي کوچک مناسب نیست 

.  اندازه کوچک آنها منجر به پخش )جداسازي آنها آهسته انجام می گیرد (آنها کم است در نتیجه حرکت آنها نیز کند می شود 

یش افزا cm   /v    200سرعت جداسازي با استفاده از یک شیب پتانسیل    ،رزهاي کاغذي با ولتاژ بالادر الکتروفو .آنها می گردد
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سرد کرد. این عمل را می  امی شود بنابراین باید کاغذ ر که باعث گرم شدن کاغذ ،جریان بالایی ایجاد می کند ،ولتاژ بالا .می یابد

روش نوار غوطه ور   .یا قرار دادن کاغذ روي سطح شیشه اي سرد انجام داد مایع زیاد از یک توان با فرو بردن کاغذ در یک حجم

تتراکلرید کربن یا روغن هاي  ،از قبیل تولوئن(خیلی کم استفاده می شود زیرا خنک کننده هاي مورد نیاز )  3 -5 شکل(  1شده 

توجه داشته باشید که .  )3 -5 شکلمناسبتري است (، روش  2نوار حصار شده سمی وگاهی قابل اشتعال هستند. روش )مختلف

را مانند روش  مورد نظر کاغذ را خشک می کنند و نقاط ،بعد از این که الکتروفورز تمام شد .کاغذ در تامپون غوطه ور نمی شود

 .ولتاژ پایین مشخص می نمایند

اغلب با یک الکتروفورز ولتاژ  جداسازي کامل مخلوط .استو پپتید ها آمینو اسیدها الکتروفورز کاغذي با ولتاژ بالا براي تعیین 

 ،بالا امکان پذیر نیست و با روش کروماتوگرافی دو بعدي همراه است و ابتدا نمونه الکتروفورز می شود وسپس از سمت راست

   ).4 -5 شکل( کروماتوگرافی می کنن درجه می چرخانند و مجدداً 90کاغذ را 

 

1 Immersed- strip  
2 Enclosed- strip  

                                                           



   

 .روش الکتروفورز با ولتاژ بالا دو   3 -5 شکل                                                

                  

 .کروماتوگرافی دوبعدي همراه با الکتروفورز   4 -5 شکل                                

 

۱۰٦ 
 



 الکتروفورز نوار استات 

جذب  می شود. وسیله گروه هاي هیدروکسیل انجام عمل بهدند این گر می سلولزبسیاري از درشت مولکول هاي زیستی جذب 

باعث کاهش عمل ها می گردد که این ها یا باند لکهبنابراین موجب دنباله دار شدن  بعمل می آوردشدن از حرکت ممانعت 

دروکسیل ها به به جاي کاغذ می توان از این امر جلوگیري کرد زیرا بیشتر هی سلولزبا به کار بردن استات  .جداسازي می شود

که  به گونه اي شدهحذف این انحراف باعث افزایش جداسازي  .غیر جاذب هستند گروه هاي استات برگردانده شده اند که عموماً

کوچکتر هستند نیز به معنی این است که ماده موجود در  لکه هااین حقیقت که  .تر انجام می شودجداسازي ها در ولتاژ کم سریع

 ،نیز باعث کاهش لکه دار شدن زمینه می گردد سلولزجذب اندك استات  .می شودتر و آشکار سازي آن آسان شدهغلیظ تر  لکه

 .بنابراین حساسیت آشکارسازي افزایش می یابد

ماده یک اسپکتوفتومتري  در تشخیص توسطبنابراین  ،دو مزیت دیگر استفاده از استات سلولز این است که ماده اي است شفاف

روش  ،براي به دست آوردن حداکثر تفکیک .خروج ماده آسان می شود شدهدر حلال هاي مختلف به آسانی حل  مناسب است و

 .بهتر استژل الکتروفورز 

  ژل الکتروفورز 

 ،مید به عنوان محیط نگه دارنده باعث افزایش جداسازيآگاروز و آگاروز آکریلا ،میدپلی آکریلا ،به کار بردن ژل هایی مثل نشاسته

و عمل صورت گرفته  به دلایلی که معلوم نیست انتشار بسیارکم .به خصوص براي پروتئین ها و اسید هاي نوکلئیک می شود

 .ابتدایی ترین کار روي ژل الکتروفورز با ژل هاي نشاسته انجام شد  .جداسازي در ژل کروماتوگرافی به خوبی انجام می شود

 نشاسته در اثر ژل حاوي  نشاسته سیب زمینی است که دانه هاي  .ه را نشان می دهدیک نوع الکتروفورز ژل نشاست  5 -5 شکل

  شده است.ژل به صورت افقی قرار داده  مناسب باد کرده اند.حرارت  در تامپون 
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 .ژل الکتروفورز با نشاسته   5 -5 شکل                                                          

 

                  

 .ژل الکتروگرام پروتئین هاي جدا شده توسط نشاسته    6 -5 شکل                                    

سپس شکاف به وسیله موم یا گریس بسته می  .شکافی به وسیله لبه تیغ به وجود آورده ونمونه را در آن می گذارنددر این روش 

در  ،داشته و آن را به دو یا سه لایه  برش می دهندبر ژل نیمه جامد را ،بعد از الکتروفورز .ددمناسب تنظیم می گرشود و ولتاژ 

 روي ژل ظاهر می شوند  مجموعه اي از نوارها ترکیبات مختلف به صورت .می شوندهر کدام از لایه ها لکه دار شده  نتیجه

 .مید بهتر هستندژل هاي نشاسته امروزه کمتر مورد استفاده قرار می گیرند و ژل هاي پلی آکریلا .) 6 -5 شکل(

در این ژل ها جذب  .مید جانشین ژل هاي نشاسته شده اند زیرا  غربال کردن مولکولی را می توان کنترل کردژل هاي پلی اکریلا

 براي( کوچک است RNAترین محیط براي پروتئین ها و مولکول هاي ثرمید مؤپلی آکریلا ،در حال حاضر .پروتئین ها ناچیز است

مید به ژل آکریلا . منافذ)مناسبترندمید آکریلا _آگاروز و آگاروز  ،هستند کوچکمید خیلی منافذ پلی آکریلا اسید هاي نوکلئیک،

 .قابل کنترل استمید متیلن بیس آکریلا _ N  ́و Nوسیله اتصال عرضی با 
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روش استفاده از   ) 10 -5تا  7 -5شکل هاي  ( سطحی  ی و ستون وجود دارد:مید الکتروفورز ژل آکریلا دو روش مختلف براي 

می توان به طور هم  زمان  را زیرا تعداد زیادي از نمونه ها شدبه سرعت جانشین ژل هاي ستونی  ژل الکتروفورز سطحی

روان ترین و مفید ترین سیستم الکتروفورزي براي تحلیل و جداسازي  لاًحتمامید االکتروفورز ژل پلی آکریلا .الکتروفورز کرد

  .درشت مولکول ها است

   SDSژل الکتروفورز 

آنها  سرعت حرکتبیشتر پروتئین ها به وسیله  جرم مولینشان دادند که  2و مري اسبورن 1دو دانشمند به نام هاي کلاوس وبر

 در ،طبیعی  pHدر  .دتمی باش اندازه گیريقابل  ،هستند )SDS ( حاوي سدیم دو دسیل سولفاتمید که در ژل هاي پلی آکریلا

 اتصال ،و از هم جدامی شوند شده متصل   SDSي به بیشتر پروتئین هاي چند زنجیره ا ،لومرکاپتو اتان M 1/0 و SDS%  1 حدود

می رود و ترکیباتی شامل زیر  بین ار چهارم پروتئین ها از ساخت ،شکسته می شوندل ومرکاپتواتان توسط يدي سولفید هاي

پروتئین هایی که به  .تصادفی تشکیل می دهد چرخش هاي با  فضایی شکلیک  SDS  ها به وجود می آیند. واحدهاي پروتئین

متصل در SDS مقدار .آنها داراي بار الکتریکی یکسان می شوند ي کنند که همهار شده اند به گونه اي رفتار می این روش تیم

واحد وزن پروتئین به طور ثابت باید برابر 
proteing
SDSg 4/1 باشد.                                

 

 

1 Klaus Weber  
2 Mery Osborn 

                                                           



                                            

  ايژل الکتروفورز لوله      7 -5 شکل                                                      

      

 ) از پهلوB) از جلو، (A. مشاهده ژل: (تخت ژل الکتروفورز    8 -5 شکل                         
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 در نتیجه حرکت فقط به .مشخص می گردد SDSتعیین شود به وسیله  آمینو اسیدکه به وسیله باردر حقیقت مقدار بار به جاي این

اگر از پروتئین هایی با جرم هاي مولی معلوم،   .مولکولی ژل قرار می گیردثیر غربال جرم مولی بستگی دارد زیرا تحت تأ

و نمودار نمایش جرم مولی بر حسب فاصله حرکت به  )9 -5 شکل (الکتروفورز شوند نوارهایی مشخص به وجود می آیند 

م مولی مجهول را می توان با جر ،از این رو اگر پروتئین مجهولی الکتروفورز شود ).10 -5شکل ( قیم می باشندصورت خط مست

 . این حروف استفاده شده است  SDS PAGE  اختصاري حروفدر شکل هاي فوق از  .محاسبه کرد % 5  -% 10دقتی حدود 

                                           

 در سمت چپ ویروس پولیوما تخریب .SDSنتایج الکتروفورز پروتئین در     9 -5 شکل

 مید از ژل آکریلآ .پسید ویروس هستندشده و سمت راست پروتئین ک              

 .دو نوار پایین هیستون ها هستند .شده استاستفاده   SDSدر                                                   

 

۱۱۱ 
 



                                    

 فاصله اي که حرکت کرده است                                                            

 ،) کاتالاز2(  ،BSA) 1(  .براي تعیین جرم مولی پروتئین ها SDS  PAGE     10 -5 شکل

 .) لیزوزیم6(  ،) کیموتریپسینوژن5(  ،A) کربوکسی پپتیداز 4 (  ،) اوآلبومین3(                          

 

 است. poly acrylamide gel electrophoresisنشاندهنده 

متداول ترین راه تخمین جرم  روش این .به مجهول شبیه باشد Mبیشترین دقت هنگامی حاصل می شود که مقادیر معلوم براي 

 .)ارزش مساوي خواهد داشت لاًحتمااگر چه ژل کروماتوگرافی لایه نازك ا( مولی واحد هاي پروتئین است 

داشته کاربرد دارد زیرا اگر آنها وجود حضور دارند نیز  S-Sبراي تعیین این که آیا گروه هاي  SDSتوجه داشته باشید که روش ژل 

قابلیت تحرك به این بستگی خواهد داشت که پروتئین به وسیله مرکاپتواتانول که عامل شکننده پیوند دي سولفید است  ،باشند

 .یمار شده باشدت

۱۱۲ 
 



 آگاروز الکتروفورز اسیدهاي نوکلئیک  -ژل پلی آکریلامید و ژل پلی آکریلامید

مانند همه  تقریباًاثر غربال مولکولی فاکتور اصلی در جداسازي است زیرا نسبت بار به جرم  ،در الکتروفورز اسید هاي نوکلئیک

از آنجا که مولکول هاي  .ر از مولکول هاي بزرگ حرکت می کنندتیعمولکول هاي کوچک سر ،از این رو .ها استپلی نوکلئوتید

براي  .باشد ترباید کمی رقیق به طور طبیعی خیلی بزرگ هستند اندازه منافذ ژل باید بزرگ باشد بنابراین ژل ،نوکلئیک موجوداسید 

اضافه  )یک پلی ساکارید متخلخل ( آگاروز  ،)M ‹  5×   106 (به خصوص براي مولکول هاي بزرگ  ،محکم نگه داشتن ژل ها

 .داد ستونی انجام نوعیا  نوع تختدر  را می توان الکتروفورز .گاهی اوقات فقط از آگاروز به تنهایی استفاده می شود ،می شود

 -5شکل  (کردن است  جداسازي توسط این روش  بهتر از ساتنریفوژ ،)rRNA   و mRNAاز جمله  ( RNAبراي مولکول هاي 

بنابراین اگر دو نمونه استاندارد   .Mفاصله مهاجرت متناسب است با  ،به علاوه .است بهتريالکتروفورز روش  مسلماً) و 11

 .قابل اندازه گیري است M ،موجود باشد

از  ،اگر چه .بسیار خوب است M=    50×  10  6تک رشته اي تا میزان   DNAجداسازي روي پلی آکریلامید و آگاروز نیز براي 

=  8×   10  6تر از  بزرگ DNAتهیه ژل هایی با اندازه کافی جهت عبور مولکول  ،دو رشته اي بسیار فشرده است DNAآنجا که 

M  سطح یک  ورقه از ژل حاوي مولکول هاي 12 -5 امکان پذیر نیست. شکل DNAجدا شده در آگاروز را نشان می دهد. 
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 .rRNAبراي  سوکرزو سانتریفوژ با استفاده شیب  PAGEمقایسه    11 -5 شکل                              
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 با استفاده از آنزیم هاي λفاژ  DNA هضم .DNAالکتروفورز تخت با     12 -5 شکل 

 .% آگاروز است 4/1و ژل داراي  Hin3و  Hin2محدود کننده            

 

تک رشته اي نه تنها با توجه به اندازه آنها جدا  DNAمولکول هاي ،در سیستم هاي تامپونی مشخص ،به دلایلی که معلوم نیست

دو رشته پلی  ،مثالا سازي صورت می گیرد. به عنوان می شوند بلکه بر اساس اصول دیگري که هنوز معلوم نیست نیز این جد

درصد و تامپون فسفات تریس از هم جدا  6/0در آگاروز را می توان  E.coliفاژ هاي  DNAئوتید واسرشت شده مربوط به نوکل

 کرد.
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از ژل که  یافتن غلظتی  .حلقوي از خطی است DNAجدا شدن مولکول هاي  ،کاربرد جالب دیگر پلی آکریلامید ژل الکتروفورز

قدر کوچک منافذ آنزیرا اندازه  )جرم مولی مشخص است(ل را بدهد امکان پذیر است فقط به مولکول هاي خطی اجازه نفوذ به ژ

هنوز به طور جدي این روش  .طولی وارد می شوند قابل نفوذ به ژل می باشندفقط مولکول هاي خطی که به صورت  است که

میزان  .روي ژل ها قابل آشکار شدن هستند. نوار هاي اسید  نوکلئیک با روش هاي مختلفی قرار نگرفته استمورد بهره برداري 

و استفاده از یک شمارشگر مواد رادیو اکتیو قابل   H2O2یا  M  5/0 NaOHحل کردن آن در   ،بریدن ژلرادیو اکتیویته با روش 

 .اندازه گیري است

). این نوع رنگ می 12 -5شکل ( دو رشته اي با افزودن رنگ فلورسانس بروماید اتیدیوم بسیار آسان تر است  DNA مشاهده

  .می آورندا به یک رنگ متفاوت در  به طوري که هر کدام ر ها را مشخص نمایند و پروتئین  DNA، RNAتوانند  

  مید  الکتروفورز در ژل هاي پلی آکریلا دیسک

 ،منظور از دیسکهمان طور که خواهید دید ( از الکتروفورز صفحه اي براي به دست آوردن تفکیک مطلوب استفاده می شوند

استفاده می کند که منجر به یک هاي مختلف  pHدر حقیقت سیستم از بلکه  ،از این روش ایجاد می شوند اتصالاتی نیست که

 1تشکیل شده به یک منطقه شروع با ضخامت  )mm  2- 1 (. با این روش نمونه را که از لایه نازك اولیه )ولتاژ منقطع می شود

می در یک ستون عمودي تهیه  تم ژلداشته باشید که سیستوجه  .می رسد، نشان داده شده 13 -5 به طوري که در شکل μ 100تا  

منطقه میانی یا ژل فاصله دهنده و بالاخره منطقه ژل جداکننده می  ،: منطقه بالایی یا ژل نمونهناحیه مجزا است 3شود و داراي 

با قدرت یونی کمتر ژل جدا کننده هستند و در یک تامپون  )تربا اندازه منافذ بزرگ(رقیقتر از ژل هاي نمونه و فاصله دهنده  .باشد

ها کمتر ممانعت  این معنی است که از حرکت مولکول تر منفذ در ژل هاي بالاتر بهاندازه بزرگ .متفاوت تهیه می شوند pH و

قدرت یونی کمتر به معنی  ،به طور مشابه .تر استشد سریعی که در ژل جدا کننده  باو حرکت آنها نسبت به زمان بعمل آورد

و موجب می شود که مولکول ها تر است در منطقه بالاتر بزرگ )V/cm (مقاومت الکتریکی بالاتر است بنابراین میدان الکتریکی 

این حرکت سریع از ژل هاي  .نیز همان اثر را روي تحرك دارد  pHمقدار  .حرکت کنند ،تر باشندسریعتر از زمانی که در ژل پایین

توجه داشته باشید که ترکیبات به دلیل قابلیت  .بالا تر منجر به تجمع ماده در مرز بین ژل هاي فاصله دهنده و جدا کننده می شود
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. همچنانکه مولکول ها از ژل جدا ژل فاصله دهنده را گاهی ژل توده کننده گویند) ،بنابراین ( می شوند جمعتحرك روي هم 

ژل را از داخل لوله شیشه اي بیرون آورده و  نوارها  ،در پایان عمل .پایین می روند برحسب تحرك آنها از هم جدا می شوندکننده 

 :   توان با روش هاي مختلف تشخیص دادرا می 

                                 

 دیسک الکتروفورز   13 -5 شکل                                                    

 

رنگ آمیزي   ،می توان ژل را با فرو بردن در رنگ و به دنبال آن شستشوي زیاد ژل در جهت پاك کردن رنگ غیر اتصالی ،ابتدا

ی رنگ  به طور کووالان ،آمیزيروش الکتروفورز انجام داد زیرا  در روند رنگ  ضی  موارد رنگ آمیزي را می توان به در بع (نمود 

براي  رنگ غیر اتصالی ،هنگامی که میدان الکتریکی دوباره اعمال شود .)به پروتئین متصل شده و پروتئین  به ژل متصل می شود

رنگ جذب شده را  ،اگر اطلاعات  کمی مورد نیاز باشد  حتی می توان از ژل عکس گرفت یا ،لازم باشداگر  .خروج آزاد است
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که  برش داد قی به چندین لایه می توان ژل را از جهت اف ،دوم این که .ان با یک چگالی متر ضبط کننده اندازه گیري کردمی تو

 .وري در طول موج هاي مشخص سنجش نمودچگالی ن ،فعالیت آنزیمی ،از نظر میزان رادیو اکتیویته را هر کدام

 .ژل را از جهت عمودي برش داد و به وسیله اتورایو گرافی سنجش کرد می توان ،اگر مواد مورد نظر رادیو اکتیو باشند ،سوم

تعیین درجه خلوص یک پروتئین خالص مفروض و تحلیل ترکیبات یک مخلوط با  ،کاربردهاي اصلی دیسک الکتروفورز

 . )اگر ترکیبات بسیار زیادي وجود داشته باشند(جداسازي بسیار بالا است 

در آزمایش هاي تعیین  ،بنابراین .قدر کم هستند که قابل آشکار شدن نیستندرا ناخالصی ها آنلاح نسبی است زییک اصط ،خلوص

می  g μ 1از آنجا که حد آشکار سازي به وسیله رنگ آمیزي حدود .خلوص باید مقدار بسیار زیادي از پروتئین به کار برده شود

از آن باید به کار برده شود و تنها زمانی این  مقدار کافی  g μ 100 % خالص است لا اقل 99براي مشاهده این که چیزي  ،باشد

) ممکن است ناخالصی ها در mg  0/1 - 5/0 (خواهد بود که ناخالصی فقط شامل یک پروتیئن باشد. حتی در تراکم  بسیار بالا 

pH  زم است که چندین تامپون و لا لاًمعمو ،براي اطمینان داشتن در مورد  خلوص ،از این رو .مشخص یا تامپون حل نشده باشند

 .مختلف به کار رود  pH چندین

 .مثال زیر استفاده از دیسک  الکتروفورز را براي یک مخلوط پیچیده روشن می سازد

  T4 به وسیله فاژ E.coliمثال : تجزیه و تحلیل پروتئین هاي ساخته شده هنگام آلوده شدن باکتري 

مقادیر نسبی هر کدام و  .تعداد بسیار زیادي از پروتئین هاي واسطه فاژ ساخته می شوند ،آلوده شود ،T4 به وسیله فاژ  E.coliاگر

اگر مخلوطی از همه  .شده اند مطالعه )بااستفاده از یک ماده رادیو اکتیو (زمان ساخته شدن آنها به وسیله دیسک الکتروفورز 

به طور پیوسته رنگ شده و  تقریباًژل  ،ورز و سپس رنگ آمیزي شوندالکتروف،  T4آلوده شده به فاژ پروتئین هاي یک سلول 

سنتز پروتئین  ، T4در اثر آلوده کردن باکتري به  فاژ  زیرا هزاران پروتئین حضور دارند. هاي مشخصی روي آن نخواهیم دیدنوار

هیچ پروتئین باکتریایی رادیو اکتیو  ،انجام شود ،3H- leucine اگر آلوده سازي در حضور  ،اینهاي میزبان متوقف می شود. بنا بر

از  ،براي مطالعه ترتیب ساخته شدن پروتئین هاي فاژ در طول آلوده شدن و در زمان هاي مختلف ،از این رو .نخواهد شد

سلول ها جمع  ، 3H- leucine استفاده شد. در این روش چند دقیقه بعد از هر بار افزودن  3H- leucine   نوکلئوتید رادیواکتیو
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نوارهاي مختلف در زمان هاي  الکتروفورز انجام دادند. و دیسکئین هاي سنتز شده را خالص کردند سپس پروت .آوري شدند

بخشی از یک  فاژ موتانتی که  می توانست فقط  این عمل با فاژ موتانت و فاژ وحشی انجام شد. .متفاوت مورد مطالعه قرار گرفتند

در  22نوار شماره  مثلاً(با استفاده از روش فوق مشاهده شد که  یک نوار حذف شد  .رد  مطالعه قرار داده شدپروتئین را بسازد مو

این نوار متعلق  .  )14 -5شکل   در فاژ موتانت Amنوار  مثلاً ( گردید ولی نوار دیگري ظاهر )در فاژ نوع وحشی 14 -5شکل 

ترتیب ساخته شدن   ،به این طریق ،هر نوار قابل تعیین  بود ،زیادي از این جهش هابه ژن  جهش یافته است. با استفاده از تعداد 

کید کنیم که این تحلیل در حضور همه پروتئین هاي باکتریایی انجام شد ولی به ضروري است تأ .پروتئین هاي مختلف معلوم شد

   .مشاهده نشدند ،دلیل این که آنها رادیو اکتیو نبودند
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                                                          ) نوع وحشی وT4.  )W  آلوده به  E.coliپروتئین هاي الکتروفورز شده در .ژل هاي مربوط به  14 -5 شکل                 

 پروتئین هاي سر فاژ هستند.نشان داده شده اند.  این ژل ها مربوط به   )B270( نوع  موتانت با                                        

 نشاندار شدند، پروتئین ها  3H- leucineتوسط  ساعت 12تا  10سلول هاي آلوده شده بعد از                                        

 22الکتروفورز گردیدند. نوار شماره استخراج شده و روي ژل آلکریلامید در حضور اوره قلیایی                                        

 موتانت حذف شده و به جاي آن نواردر فاژ  ی مربوط به قسمت سر فاژ استکه پروتئین اصل                                       

 تر ظاهر شد. ئینجدیدي کمی پا                                       
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 الکتروفورز پیوسته           

به طور عمودي در یک میدان  از یک جهت اضافه می شود و با جریان حلال و به طور پیوستهیک نمونه ،  1در الکتروفورز پیوسته

یک ورقه  .)15 -5 (این عمل به وسیله کاغذ صافی به عنوان ماده نگهدارنده انجام می شود شکل  .الکتریکی حرکت می کند

لبه بالایی کاغذ در مخزن  .قرار می دهند Lucite 2بریده و بین دو ورقه  ،بزرگ کاغذي به صورتی که در شکل نشان داده شده

تامپون به طور دائم به  ،تا زمانی که مخزن پر است .رطوب می شودآغاز کاغذ به طور کامل توسط تامپون م تامپون قرار دارد و در

  ،در بالاي کاغذ .وسیله جریان باریک از کاغذ پایین می آید و از نقاط دندانه دندانه اي به داخل لوله هاي جمع کننده می چکد

میدان الکتریکی تغییر مکان افقی  .این عمل را انجام می دهد یک سرنگ خودکار ،اضافه می شود پیوستهنمونه مورد نظر به طور 

عبارتند از سرعت  ،عوامل تعیین کننده جداسازي .که اندازه هر کدام از آنها به میزان و اثر حرکت بستگی دارد ،ثابت ایجاد می کند

با  معمولاًمی باشند. شرایط ایده آل  و ترکیب یونی تامپون pHو  ،ولتاژ به کار رفته ،سرعت اضافه شدن نمونه ،جریان تامپون

 ،اسید هاي آمینه ،پپتید ها ،چندین بار آزمایش به دست می آید. این سیستم به طور موفقیت آمیزي در جدا کردن پروتئین ها

  .و یون هاي غیر آلی به کار رفته است ،مولکول هاي کوچک دیگر

سیستمی را   3کورت هنینگ شخصی به نام ،راي جلوگیري از آنب.مشکل جدي است ،جذب شدن به کاغذ ،در مورد بعضی مواد

  .رائه داد که نیازي به ماده نگه دارنده نداشتا

 

 

 

 

1 Continuous (curtain) electrophoresis 
 بھ دست مي آید.  methyl  methacrylate_ نام تجارتي ماده صمغ مانند از تركیب چندین مولكول   ۲

3 Kurt Hanning 

                                                           



    

 .الکتروفورزپیوسته   15 -5شکل                                                      

 

روشی که در آن تامپون از مخزنی که یک جریان دائمی بین دو صفحه شیشه اي بسیار نزدیک به هم ایجاد می کند  ،در این سیستم

یک  .به طور دقیق دما کنترل شده و نمونه از فضاي باریک بین صفحه ها جریان انتقالی را کاهش می دهد .به کار برده می شود

این تجهیزات پر خرج کاربرد .د که فراکسیون هاي مختلفی جمع آوري شونداجازه می دهن ،سري روزنه هاي مخروطی در قاعده

آنتی بادي  ،مثلاً ( .و سلول هاي مختلف خونی را ایجاد کرده اند ،پپتیدها ،وسیعی نداشته اند اما امکان جداسازي عالی پروتئین ها

 .)تولید شده توسط لنفوسیت هاي انسانی از لوکوسیت ها و ماکروفاژها به وسیله همین ابزار جدا شده است

 

  

  ایزو الکتریک فوکوسینگ 
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پلی کربوکسیلیک اسید می باشند و جرم مولی کمی دارند. با توجه به آنچه که  –آمفولیت ها ترکیباتی هستند که حاوي پلی آمینو  

د آمفولیت ها گفته شده خود پروتئین ها نیز آمفولیت هایی هستند که داراي گروه هاي بار دار مثبت و گروه هاي بار دار در مور

 pHپایین بار مثبت دارند و در  pHآنها در  ،است pHهمه آمفولیت ها این خاصیت را دارند که بار آنها وابسته به  .منفی می باشند

آمفولیت هاي مورد نظر   ،pHخاصی را پیدا کرد  که در آن   pHمی توان   ،و در مورد هر آمفولیت ،بالا داراي بار منفی هستند

آمفولیت در یک میدان الکتریکی حرکت نمی  ،ایزو الکتریک می نامند. در نقطه ایزو الکتریک  pHرا   pHبدون بار باشند.  این 

مولکول ها حرکت کرده ودر محلی که بدون بار شوند یعنی نقطه  ،قرار داده شود pH اگر یک پروتئین در یک  شیب .کند

به محض این که هر کدام از پروتئین ها به نقطه  ،ایزوالکتریک توقف می کنند. پس اگر چندین پروتئین در مخلوطی داشته باشیم 

را ایزوالکتریک   pHشیب  ایزو الکتریک خود رسید متوقف شده و در آن محل تجمع می یابد. پس حرکت پروتئین ها  در یک 

روند حرکت دو پروتئین متفاوت .ایزو الکتریک فوکوسینگ گویند که شبیه روش  سانتریفوژ کردن  با شیب غلظت است کانونی یا 

  .مشاهده می فرمایید 16 -5در ایزوالکتریک کانونی را  در شکل 

هاي متفاوت که بتوانند  pHلوط کردن دو تامپون با اگر به روش ساده مخ .توسط یک روش نا معمول ایجاد می شود pHشیب  

به وجود   pHبخواهیم شیب  ،در هم نفوذ کنند  یا به روش مخلوط کردن دو تامپون به روش  استاندارد تهیه شیب هاي غلظت 

ن الکتریکی حرکت  مطمئنأ شیب ایجاد شده در یک میدان الکتریکی پایدار نمی ماند.  یون هاي موجود در تامپون  در میدا ،آوریم

دچار آشفتگی شود شود  pHکرده  و فراکسیون سازي انجام نمی شود مگر این که درشت مولکول ها سریع تر از آن که شیب 

 )300 – 600( پایدار شامل پلی آمفولیت هاي سنتزي با جرم مولی پایین  pHاین روش براي تولید یک شیب  .حرکت می کردند

مخلوطی از پلی مرهاي آمینو  معمولاًاین پلی آمفولیت ها  .می باشد ،که یک محدوده وسیع نقاط ایزو الکتریک را پوشش می دهد

 .)Ampholine  , LKB  Industries , Inc ( اي کربوکسیلیک هستند آلیفاتیک و اسید ه
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 .آیند حرکت ایزو الکتریک فوکوسینگفر   16 -5 شکل                                          

 

با مخلوطی از آمفولیت ها در آب مقطر که نقاط ایزو الکتریک آن یک محدوده کوچک را پوشش  می دهد شروع  pHیک شیب 

هنگامی که  میدان .سیستم ثابت است وبرابر میانگین آمفولیت ها در محلول است pH ،قبل از ایجاد یک میدان الکتریکی .می شوند
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به  .تدریجا ایجاد می شود pH به دلیل ظرفیت هاي تامپونی شان یک شیب.آمفولیت ها شروع به حرکت می کنند ،قرار شودبر

اگر  .رسوب می کند ،زودي هر ذره در این شیب قرار می گیرد و در نقطه اي که منطبق بر نقطه ایزو الکتریک خودش می باشد

در جهات منطبق بر نقاط ایزو الکتریک شان حرکت می کنند و  ،کتریک متفاوت باشدمخلوطی شامل پروتئین هایی با نقاط ایزو ال

ایزوالتریک آنها   pHمنطبق با  )که آن هم آمفولیت است ( تا زمانی  این عمل ادامه دارد که غلظت و ظرفیت تامپونی پروتئین 

در یک ستون شیشه اي آب سرد تشکیل می شود که  pHشیب    .نشان داده شده است 17 -5 وسایل به کار رفته در شکل  .باشد

شامل یک لوله کاتد ویک کاتد است. لوله را به وسیله غلظت یکنواختی از آمفولیت هاي تهیه شده در یک شیب غلظتی ساکاروز 

 .پر می کنند ،براي حذف انتقال گرما
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 .الکتریک فوکوسینگایزو  17 -5 شکل                                                 

    

 مثلاً  ( متصل است را با یک باز قوي    )کاتد( لوله اي که به قطب منفی  .ماده نمونه در سوسپانسیون پلی آمفولیت  وجود دارد

 )آند ( این لایه اسیدي به قطب مثبت  ،پر می کنند و بخش اصلی ستون را به وسیله اسید فسفریک می پوشانند )تري اتانول آمین

پلی .دریچه واقع در ته لوله کاتد باز می شود ،به دنبال برقرار شدن صد ها ولت اختلاف پتانسیل بین الکترود ها .متصل است
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سیستم متعادل  ،یک تا سه روز بعد .آمفولیت هایی که  بار منفی دارند و نزدیک به کاتد هستند  به سمت آند حرکت خواهند کرد

سپس شیر پایین  لوله را باز کرده و تمام .پخش می گردند  pHاط ایزوالکتریک شان در شیب می شود و پروتئین ها برحسب نق

 محتویات لوله را  در لوله هاي مختلف جمع آوري می کنند. 

یا رادیواکتیویته مشخص نمود. از ایزوالکتریک  ،فعالیت آنزیمی ،پروتئین هاي مختلف را می توان  به وسیله اسپکتوفتومتري 

.  روش ایزو 18 -5گ براي تجزیه و تحلیل پروتئین ها و همچنین بعنوان یک روند آماده سازي استفاده می شود شکل فوکوسین

)  جداسازي هایی که با روش هاي دیگر قابل مشاهده نبودند با این روش انجام 1( الکتریک فوکوسینگ دو مزیت ویژه  دارد : 

 یی که به طور قابل توجهی غلیظ هستند ) پروتئین ها2( ،شد و نتیجه بسیار خوبی داد

 متوجه شدند که این روش بهتر عمل می کند. ،ممکن است با روش هاي دیگر نتوان آنها را از هم جدا کرد
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 ایزوالکتریک فوکوسینگ آنزیمی با روش هاي دیگر کروماتوگرافی خالص کردند ولی وقتی با   18 -5 شکل                 

 دو آنزیم مختلف با دو فعالیت  ،روش ایزو الکتریک فوکوسینگ خالص سازي را انجام دادند                                     

 .دآنزیمی به دست آوردن                                      

 

 

  ایمونوالکتروفورز 

موادي با تحرك یکسان را غالبا می توان با کروماتوگرافی دو بعدي یا به وسیله کروماتوگرافی  ،همان طور که پیش از این  بیان شد

ایمونوالکتروفورز نیزسیستم  .جداسازي بر اساس دو خاصیت ممکن می شود ،بدین وسیله .و سپس  الکتروفورز از هم جدا کرد

مولکول ها  به وسیله الکتروفورز از هم جدا می شوند و سپس به وسیله انتشار ایمنی آشکار می  ،دوگانه  را فراهم می آورد : ابتدا

 شوند. 
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شده است نشان داده  19 -5 الکتروفورز را به طور افقی روي یک صفحه حاوي آگار یا آگاروز به صورتی که در شکل  معمولاً

 .یک لایه یکنواخت آماده می شود و یک چاله براي آنتی ژن و یک چاله بلند  براي آنتی بادي کنده می شود .انجام می دهند

مولکول ها در هر دوجهت  ،د رطول مدت آزمایش .مخلوط آنتی ژن را در چاله قرار می دهند و صفحه را الکتروفورز می کنند

هنگامی که الکتروفورز به  .برحسب قابلیت تحرك آنها  و نوع بار شان ایجاد می شود ،ول هافواصل بین مولک ،حرکت می کنند

 -اگر واکنش آنتی ژن .هم آنتی سرم وهم آنتی ژن در ژل منتشر می شوند.آنتی سرم را به چاله بلند اضافه می کنند ،پایان رسید

تعیین تعداد آنتی ژن هاي  ،این راه کار .)C 5- 20شکل ( ودسوبی قابل رویت تشکیل می شآنتی بادي اتفاق بیافتد یک منحنی ر

 می سازد.  وابسته به هر کدام را ممکن  تولید کننده آنتی بادي و مقادیر

           

 الکتروفورز در مقیاس بزرگ  19 -5شکل                                                 
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 یمنوالکتروفورزا    20 -5 شکل                                                          
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 تمرین 

چرا الكتروفورز را باید در محلول حاوي غلظت كم نمك انجام داد؟   – ۱ 
 كدام یك از پاسخ ھاي زیر صحیح است:

الف) براي این كھ در محلول داراي قدرت یوني زیاد ھدایت جریان 
 الكتریكي بیشتر شده و جریان الكتریكي بسیار 

 زیاد مي شود در نتیجھ حرارت كاھش مي یابد.         
ب ) براي این كھ در محلول داراي قدرت یوني زیاد ھدایت  جریان 

 الكتریكي بیشتر شده و جریان الكتریكي بسیار 
 زیاد مي شود در نتیجھ حرارت افزایش مي یابد.         

 ج ) براي این كھ نمك باعث حل كردن یا رسوب دادن تركیبات مي گردد.
 د ) پاسخ ھاي (الف) و (ج) ھر دو صحیح ھستند.

 
 كدام یك از جملھ ھاي زیر صحیح است: – ۲
 

فورز اگر ابتدا الكترو ،الف) در الكتروفورز و كروماتوگرافي دو بعدي 
  ،را انجام داده و سپس كروماتوگرافي كنیم 

 نتایج با انجام عمل معكوس كاملا تفاوت خواھد كرد.       
اگر ابتدا الكتروفورز  ،ب) ) در الكتروفورز و كروماتوگرافي دو بعدي 

  ،را انجام داده و سپس كروماتوگرافي كنیم 
 نتایج با انجام عمل معكوس ھیچ تفاوت نخواھد كرد.      

 تاثیري ندارد. pH ،ج )در الكتروفورز و كروماتوگرافي دو بعدي 
 د ) ھر سھ مورد فوق صحیح ھستند.

 
  V0 ( void volume )در  KDa 100در آزمایش با استفاده از ژل فیلتراسیون ، اگر پروتئینی با جرم مولی  – 3

 در .............................. می تواند خارج شود. KDa 200خارج شد. حال پروتئینی با جرم مولی 
   void volumeالف) در 

   void volumeب ) بعد از 
  Vt ( total volume)و    void volumeج ) بین 
 Vt ( total volume)د ) در  

 
 
 
 
 
 مرحله نشان می دهد:  5جدول زیر خالص سازي آنزیمی را در  – 4
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 فعالیت   کل پروتئین (میلی لیتر) مرحله            
 )Uآنزیم (

 فعالیت  
 ویژه    
)U/mg ( 

 10      120000    12000      استخراج – 1
 15      114000    6000       رسوب دادن با آمونیوم سولفات – 2
 70      70000     1000       ژل فیلتراسیون – 3
 500      50000     100        کروماتوگرافی میل ترکیبی – 4
 500      35000     70         کروماتوگرافی تعویض یونی – 5
 

 سوال زیر پاسخ دهید: 4حال به 
 ........................................... الف) بهترین مرحله براي حفظ فعالیت آنزیم ، کدام مرحله بود؟ مرحله

 ب ) بالاترین افزایش فعالیت ویژه در کدام مرحله اتفاق افتاد؟ مرحله ............................................
 .......ج ) بیشترین کاهش فعالیت آنزیم در کدام مرحله بود؟ مرحله ..............................................

 د ) تخلیص آنزیم احتمالا در کدام مرحله کامل شده بود؟ مرحله .................................................
 
به  5است. وقتی در مرحله    60000معلوم شد که جرم مولی آنزیم برابر  3، در مرحله   5در خالص سازي آنزیم در سوال  – 5

 استفاده کنیم، دو نوار  SDS – PAGEجاي این که کروماتوگرافی تعویض یونی انجام دهیم از روش 
 )bands  به مشاهده فوق ، کدام یک از پاسخ هاي زیر صحیح است:مشاهده گردید. با توجه   20000و   40000) با جرم مولی 

 الف) این آنزیم هنوز به صورت خالص به دست نیامد.
 ب ) معلوم شد که توسط پروتئازها تجزیه نسبی در آن صورت گرفته است.

 ) داشته باشد. 60000حدس زده شد ( یعنی  3ج ) باید جرم مولی کمتر از آنچه که در مرحله 
 آنزیم یک هترودیمر با دو زیر واحد غیر مساوي است.د ) این 
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  سیستم ایمونولوژیکی 

 پس از مطالعه کامل این فصل شما باید با مطالب زیر آشنا شوید:

 آماده سازي آنتی بادي .1

 آنتی ژن  -واکنش هاي آنتی بادي .2

 واکنش هاي ایمنی مفید در سمنجش هاي زیستی .3

 واکنش هاي رسوبی با استفاده از انتشار در ژل .4

 سنجش کمپلمان .5

 سنجش هاي مهاري با استفاده از تثبیت کمپلمان و آگلوتیناسیون غیر فعال .6

 سنجش رادیو ایمونولوژي .7

 سنجش ایمونو رادیومتري .8

 

 

 

 

 

 

 

 مقدمه 
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) تولید می شود که با آن ماده خارجی واکنش می Ab( آنتی بادي  ،دنبال تزریق کردن یک ماده خارجی به حیوانی بزرگتربه 

آنتی بادي ها پروتئین هایی هستند که در سرم خون یافت می شوند و دسته اي از پروتئین هاي سرم هستندکه  به .دهد

). آنتی بادي و آنتی Ag( تولید آنتی بادي را تحریک کند آنتی ژن نامیده می شود  هر ماده اي که بتواند .ایمونوگلوبین ها معروفند

ژن به طور اختصاصی عمل می کنند و هر آنتی بادي با آنتی ژن مخصوصی واکنش می دهد. هاپتن ماده اي است که خودش به 

بیشتر هاپتن ها مولکول هایی  با  .نش می  دهدتنهایی  تولید آنتی بادي نمی کند بلکه با یک نوع آنتی بادي اختصاصی هاپتن واک

هاپتن را به یک  ماده  ،هنگامی که از طریق شیمیایی با  ایجاد پیوندهاي کووالانی .هستند )1000کمتر از  ( جرم مولی پایین 

آنتی .)خرگوش مثلاً( آنتی بادي بر علیه این مجموعه ساخته می شود  ،و آن را به یک حیوان تزریق نماییم ،ایمونوژنیک وصل کنیم

       مثلاًبادي تولید شده برعلیه یک ماده 

 x  )  را آنتی  )که می تواند یک آنتی ژن یا هاپتن باشدx  آنتی ژن را به صورت  -کمپلکس آنتی بادي  .می نامند 

Ab-Ag  گر  ،واکنش می دهند ،مواد دیگري هم وجود دارند که با یک نوع آنتی بادي ویژه  ،علاوه بر آنتی ژن اصلی.می نویسند

.  یک نوع از )cross-reaction (تقاطعی می نامند  این واکنش ضعیف تر را یک واکنش  .چه با کارآیی کمتري انجام می شود

تا   Bواکنش  دهد و آنتی ژن   Bتی بادي تا حدودي با    آن A این واکنش هاي تقاطعی هنگامی اتفاق می افتد که آنتی ژن

ولی  ،واکنش بدهد Bبا آنتی بادي  A واکنش غیر تقارن تقاطعی هم وجود دارد یعنی آنتی ژن .واکنش دهد A حدودي با آنتی بادي

  .واکنشی به وجود نیآید Aبا آنتی بادي  Bبین آنتی ژن  

به عنوان  .در دیگر حیوانات ماهیت آنتی ژنیک یا تحریک کنندگی سیستم ایمنی را  دارند ،از آنجا که آنتی بادي ها پروتئینی هستند

آنتی بادي  .آنتی بادي مشاهده شده در سرم خرگوش را می توان به یک بز تزریق کرد  و   شاهد تولید یک آنتی بادي باشیم ،مثال

 .ش نمی دهد بلکه فقط با آنتی بادي خرگوش واکنش می دهدبز با آنتی ژنی که باعث تحریک تولید آنتی بادي خرگوش شده واکن

وقتی فعالیت زیستی یک ماده توسط یک آنتی  .هم می گویند ) goat  antirabbit  antibody( به این سیستم آنتی آنتی بادي 

 .گفته می شود که آنتی ژن خنثی شده است ،بادي متوقف شود

  آماده سازي آنتی بادي 
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لذا می توان با خون گرفتن از آن  ،درخون حیوان آنتی بادي تولید می شود ،ال تزریق ماده خارجی به یک حیواناز آنجا که به دنب

به علت  اختصاصی  .آنتی بادي تولید شده بر علیه آنتی ژن یا بر علیه هاپتن الحاق شده به یک ایمونوژن را به دست آورد ،حیوان

سرم خون  ،در بیشتر کارهاي ایمونولوژیکی ،از این رو.ادي خاصی را جداسازي کنیملزومی ندارد که آنتی ب ،Ab-Ag بودن واکنش

که حاوي یک نوع آنتی بادي خاص باشد را آنتی سرم می   )پس از سانتریفوژ کردن و دور ریختن رسوب ( به دست آمده 

آنتی سرم آلبومین  ،در بدن حیوان ،زریق شودزمانی که یک هاپتن الحاق شده به آلبومین براي تولید آنتی هاپتن به حیوانی ت.نامند

آنتی بادي تولید شده فقط بر ضد  ،ساخته شود uvپرتو دیده توسط  DNAاگر به عنوان مثال آنتی بادي بر علیه  .ساخته می شود

DNA اگر آنتی بادي دیگري در سرم خون باشد که ما به آن نیازي نداریم باید حذف شود. این کار به وسیله  .پرتو دیده فعال است

ایجاد می  Ab-Agبه سرم اضافه شده و ترکیب  ،جذب انجام می شود.به این صورت که آنتی ژن علیه آنتی بادي ناخواسته

جدا می کنند افزودن مجدد آنتی ژن باعث کاهش در میزان تحت شرایط مناسب این کمپلکس را به وسیله سانتریفوژ کردن .شود

که می توان آن را با استفاده از کروماتوگرافی میل ترکیبی به  ،آنتی بادي می شود.  گاهی یک آنتی بادي خالص مورد نیاز است

 .دست آورد

تحریک کننده  سیستم  ( آنتی ژنیک  از آنجا که هاپتن خودش به تنهایی .آماده سازي یک آنتی هاپتن مراحل خاصی احتیاج دارد

یا پلی پپتید هاي خاص سنتز ي  )BSA ( آن را به ماده اي که یک ایمونوژن قوي باشد مثل سرم آلبومین گاوي  ،نیست )ایمنی

زیرا  ،گاهی اوقات این اتصال مشکل به وجود می آورد.متصل می کنند و سپس مجموعه این دو را به خرگوش تزریق می نمایند

 ،فنولیک ،کربوکسیل ،آمینو ،مثل ( تن باید حداقل یک گروه فعال داشته باشد تا بتواند با گروه هاي فعال موجود در پروتئین هاپ

یک مشتق شیمیایی از  ،در غیر این صورت .تحت شرایط شیمیایی متصل شود )و گوانیدینو ،انیدولیل ،سولفیدریل ،ایمیدازول

) لیست هاپتن هایی که بر علیه آنها آنتی بادي ساخته شده است را 1 ( جدول  .ق صورت گیردهاپتن باید ساخته شود تا این الحا

  .نشان می دهد
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  آنتی ژن   –واکنش آنتی بادي 

آنتی بادي به  –تنها با مخلوط کردن آن با آنتی ژن مربوطه در یک تامپون کمپلکس آنتی ژن  ،بعد از این که یک آنتی بادي تهیه شد

براي ممانعت از دناتوره شدن  پروتئین آنتی  .خنثی انجام می شودpHدر  معمولاًآنتی ژن  –دست می آید.  واکنش آنتی بادي 

 .محیط  باید ایزوتونیک باشد ،بادي

         هاپتن هایی که آنتی بادي آنها ساخته شده اند    1 -6 جدول                       

 

 

 

 

 

 واکنش هاي ایمنی مفید در سنجش هاي زیستی 

مقدار آنتی بادي رسوب .افزودن آنتی بادي به محلولی حاوي  آنتی ژن  ایجادکمپلکس کرده  و رسوب می کند ،تحت شرایط ویژه

 -6 شکل ( آنتی بادي دارد و به آن  منحنی رسوب گویند  –بستگی به نسبت آنتی ژن  ،داده شده به وسیله مقادیر مختلف آنتی ژن

برگشت پذیري به این معنی  .آنتی ژن است –.  رسوب حاصل به نوعی قابلیت  برگشت پذیري تفکیک کمپلکس آنتی بادي )1

با تغییر نسبت آنتی ژن به آنتی بادي مجددأ   ممکن است رسوب از بین برود. در نواحی که به  ،است که وقتی رسوب تشکیل شد
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از این رو رسوب دادن با آنتی بادي  .تمام آنتی ژن ها رسوب کرده اند ،تعادل مشخص شدهصورت آنتی بادي اضافی و منطقه 

اگر مخلوطی از پروتئین هاي رادیو اکتیو  ،به عنوان مثال .اضافی را براي خارج ساختن موادي ویژه از محلول می توان به کار برد

نسبت میزان ماده قابل  .تعیین کرد ،و رسوب سازي Aبا افزودن آنتی را می توان  )A مثلاً ( مقدار یک پروتئین ویژه  ،داشته باشیم

به این دلیل همان طور که بعدا خواهیم دید .در مخلوط می شود Aرسوب به کل رادیو اکتیویته منجر به فراکسیون  وزنی پروتئین  

 .واکنش رسوب دهی بخش مهمی از سنجش رادیو ایمونو است

 ز انتشار در ژل واکنش هاي رسوبی با استفاده ا

یک لوله آزمایش را با آگار که  محتوي آنتی سرم است  .)A  2شکل    ( واکنش هاي رسوبی در ژل هاي آگار هم رخ می دهند 

آنتی ژن به سمت داخل در آگار منتشر می شود و رسوبی در آگار تشکیل می .پر می کنند و روي آن را با آنتی ژن می پوشانند

با انتشا ر دائمی   )راببینید A 6-2شکل  ( یزان آنتی ژن د رآنجا بالا است میزان رسوب کم است زیرا م ،لولهشود. دربخش بالایی 

  .رو به پایین آنتی ژن رسوب بیشتر می شود
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 ،بعد از اینکوبه کردن آنها در مدت معین .مقدار آنتی بادي ثابت و مقدار آنتی ژن دائما زیاد می شود .منحنی  رسوب  1 -6 شکل     

 .مقدار آنتی بادي رسوب شده مشخص می شود ،با اندازه گیري آنتی بادي باقی مانده در مایع رویی .مخلوط سانتریفوژ شد                     

 در ناحیه .مایع رویی آنتی بادي اضافی وجود داردتمام آنتی ژن ها  رسوب کردند یعنی در  "آنتی بادي اضافی  "  در ناحیه                      

 اغلب آنتی بادي ها به شکل رسوب در نیامده اند و مایع رویی حاوي مخلوط آنتی ژن و آنتی بادي می "آنتی ژن اضافی "                     

  .باشد                       

 

آنتی ژن  ،در حالی که در سمت دیگر ،آنتی بادي بیشتر ي در برابر آنتی ژن قرار می گیرد ،علت آن است که هنگام حرکت به جلو

اگر آنتی ژن و آنتی بادي مخلوط هایی از چند گونه واکنش دهنده  .زیادي آنتی ژن رسوب را حل می کند ،بیشتري وارد می شود

بنابراین  .آنتی بادي می باشد –به یک نوع واکنش آنتی ژن به طوري که هر نوار متعلق .چندین نوار رسوبی تشکیل می شود ،باشند

فقط یک نوار دیده می  ،دو آنتی ژن ضریب انتشار یکسانی داشته باشند و غلظت آنتی ژن ها و آنتی بادي ها یکسان باشد ،اگر

 .شود

 B-D ( به دست آورد که این روش در شکل     ouchtery longاطلاعات بیشتر را می توان  به  وسیله روش انتشار  مضاعف 

دو تا از آنها را با آنتی ژن پر کرده و سومی را با آنتی سرم پر می  ،چاه است 3یک پلیت آگار که داراي .) نشان داده شده است6-2

 .بی  ظاهر  می شودیک  خط رسو ،انتشار در تمام جهات چاهک ها به وجود می آید.  در محلی آنتی بادي  به آنتی ژن برسد.کنند
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 انتشار آنتی ژن و آنتی بادي در ژل و ایجاد رسوب  2 -6 شکل                                         

 

نشان  C 6-2 و به طوري که در  شکل  دو خط غیر وابسته هستند ،اگر دو چاهک آنتی ژن داراي آنتی  ژن هاي  متفاوت باشند

) به وجود D 6-2 ( طرحی مطابق شکل ،وجود داشته باشد ،اگر واکنش تقاطعی بین آن دو .داده  شده همدیگر را قطع می کنند

نقاطی متمایل به سمت آنتی ژنی که فعالیت  معمولاً) را  مهمیز می نامند و D 6-2 ( منطقه کوچک بالاي منحنی در شکل .می آید

دو نوار تقاطعی به طوري که در  ،اما تقاطعی مربوط به دو آنتی ژن ،ضعیف ،کنش هاي متفاوتدر وا .ایجاد می کند ،کمتري دارد

را می توان براي    ouchterlonyروند .) نشان داده شده ایجاد می کند که ممکن است با مواد مستقل اشتباه شودC 6-2 ( شکل

حاصل  )B 6-2( همان ماده معلوم است یا نه به کار برد زیرا اگر چنین باشد نتیجه اي مطابق  شکل ،تعیین این که آیا ماده مجهول

 .می شود
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 ) Complement   fixation  assay( سنجش کمپلمان 

با  کمپلمان.می شود گفته Ćسرم خون شامل گروهی از پروتئین ها است که ایمونوگلوبین نیستند و به مجموعه آنها کمپلمان یا   

به دلایلی که معلوم  .آنتی بادي واکنش می دهد–آنتی ژن یا آنتی بادي به تنهایی واکنش نمی دهد بلکه با کمپلکس هاي آنتی ژن 

  .آنتی بادي  واکنش نمی دهد _کمپلمان با کمپلکس هاي هاپتن  ،نیست

 –آنتی بادي بر پایه این اصل است که کمپلمان به وسیله کمپلکس آنتی ژن –سنجش تثبیت کمپلمان براي یک واکنش  آنتی ژن 

اگر آنتی ژن مربوط به عوامل خاصی روي سطح گلبول هاي قرمز  .آنتی بادي تثبیت می شود و میزان کمپلمان آزاد کاهش می یابد

آسانی  در سلول هاي قرمز خون مشاهد ه  این لیز شدن را می توان به  .افزودن کمپلمان منجر به لیز شدن سلول می شود ،باشد

 ،اگر همولیز رخ داده باشد ،پیگمان هموگلوبین  قرمز رنگ در ته لوله جمع می شود ،اگر  سلول هاي سالم را سانتریفوژ کنیم ،کرد

براي  مشخص نمود.  mM  541هموگلوبین در مایع رویی ظاهر می شود و می توان مقدار آن را  با اندازه گیري  جذب در  

سلول هاي قرمز گوسفند و آنتی بادي هاي خرگوش برعلیه  ،رسم منحنی استاندارد از سرم  خوکچه هندي به عنوان منبع کمپلمان

نشان داده شده است به طور طبیعی در دو مرحله انجام  3 -6 سنجشی که  در شکل  .سلول هاي قرمز گوسفند استفاده می شود

 .می شود

 کمپلمان تشکیل  –آنتی ژن  -و مقدار معینی کمپلمان را مخلوط کرده و کمپلکس آنتی بادي آنتی ژن ،آنتی بادي _1

  .آنتی ژن تثبیت می شود –کمپلمان در کمپلکس آنتی بادي  ،می شود.  در این مرحله

 

 

مرحله کمپلمان  در این .سپس گلبول هاي قرمز گوسفند داراي آنتی بادي خاصی   از خرگوش را به مخلوط اضافه می کنند  _ 2

آزاد موجود در محلول به گلبول هاي قرمز متصل می شوند و باعث لیز کردن گلبول هاي قرمز می گردند. مخلوط را  سانتریفوژ 

   .جذب اندازه گیري می شود  nm  541کرده و توسط دستگاه اسکتروفتومتر در طول موج 
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 مقادیر آنتی بادي و آنتی ژن مساوي است ولی مقدار کمپلمان اضافی       .کمپلمانتثبیت    3 -6 شکل          

 از آنجا که همولیز شدن به .با آنتی بادي خرگوش پوشیده شده اند قبلاًگلبول هاي قرمز گوسفند  .ریخته می شود                           

 میزان هموگلوبین مایع رویی ،)آنتی ژن مصرف  نشده بود –که در واکنش اولیه آنتی بادي  ( کمپلمان آزاد نیاز دارد                             

 آنتی ژن به معنی کاهش لیز–توجه داشته باشید که  افزایش واکنش آنتی بادي  .بیانگر میزان کمپلمان باقی مانده است                          

 .است                          

 

 

به کار  ،کمپلمان را می توان براي اندازه گیري میزان یک آنتی ژن مشخص موجود در یک مخلوط کمپلکس با حساسیت بالاتثبیت 

میزان کمپلمان تثبیت  .نشان می دهد ،)  منحنی مربوط به میزان کمپلمان تثبیت شده  را علیه آنتی ژن اضافه شده4 ( شکل  .برد

آنتی ژن اضافی  "زیاد می شود ولی میزان کمپلمان تثبیت شده  در ناحیه  "آنتی بادي اضافی  "شده با افزایش  آنتی ژن در ناحیه 
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  ،ابتدا.به صورت زیر عمل می شود ،براي اندازه گیري میزان یک آنتی ژن ویژه ،از این رو .با افزایش آنتی ژن کاهش می یابد  "

سپس .با استفاده از مقادیر معلوم آنتی ژن رسم می کنند ،شود مشاهده می 4 -6 یک منحنی استاندارد مانند آنچه که در شکل 

 ( مقدار جذب را خوانده و از روي آن مقدار کمپلمان تثبیت شده مشخص می شود. حال براي تعیین مقدار آنتی ژن مجهول  

ها رسم کنید به دو نقطه روي   xها یعنی محور تثبیت کمپلمان به سمت محور  yتوجه داشته باشید اگر خطی که از روي محور 

محل مشخص شده را توسط خطی به منحنی متصل می نماییم. اگر آنتی ژن مجهول را رقیق کنیم  )منحنی برخورد خواهد کرد

  معلوم می شود که کدام قسمت از منحنی مربوط به مقدار آنتی ژن است.

                            

 بعد از گرما .مقادیر مختلفی آنتی ژن اضافه می شود ،به مقادیر ثابت آنتی بادي و کمپلمان .ان استانداردمنحنی تثبیت کمپلم   4 -6 شکل 

 مخلوط ،بعد از دومین گرماگذاري .گذاري گلبول هاي قرمز گوسفند و آنتی بادي علیه گلبول هاي قرمز گوسفند اضافه شد                 

اندازه گیري می   nm 541مقدار هموگلوبین را  توسط جذب در  .سانتریفیوژ شده و گلبول هاي قرمز سالم خارج می شود                    
 .کنند

 

مشخص  نمی شود که آیا میزان کمپلمان تثبیت شده  ،انجام این کار ضروري است زیرا اگر از یک محلول رقیق استفاده شود

  .نتی ژن اضافی استمربوط به ناحیه آنتی بادي اضافی یا آ

 در این روش مقادیر بسیار کم  .بار حساس تر از واکنش رسوب دهی است 100تا  50 تقریباًسنجش تثبیت کمپلمان 
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تنها مشکلی که ممکن به وجود آید این است که در بعضی از   مخلوط هایی که  .امکان پذیر است  μg 01/0آنتی ژن یعنی حدود 

مواد ضد  ( ممکن است حاوي موادي باشد که کمپلمان را   بی اثر کنند  ،ي صورت  می گیردبراي سنجش آنتی ژن  ویژه ا

 یا این که همولیز را تحریک نمایند.  )کمپلمان

 سنجش هاي مهاري با استفاده از تثبیت کمپلمان و آگلوتیناسیون غیر فعال

آنتی ژن می شوند که از همین موضوع  استفاده کرده و می توان  –بعضی از مواد باعث ممانعت از انجام واکنش هاي آنتی بادي 

زیرا هاپتن ها آنتی بادي واکنش داده در  ،آنها را مورد سنجش قرار داد. این موضوع به خصوص در سنجش هاپتن ها مفید است

اگر یک  .بیت  کمپلمان  سنجش کردنمی توان هاپتن ها را به طور مستقیم با تث ،نتیجه  تثبیت کمپلمان صورت نمی گیرد. بنا براین

یعنی در ناحیه آنتی ژن  ( آنتی ژن طوري تنظیم شده باشد که همه آنتی بادي ها با آنتی ژن اشباع شوند  -واکنش آنتی بادي  

تثبیت آن گاه هر عاملی که بتواند به آنتی بادي متصل شده بدون این که باعث  ،و تمام کمپلمان ها  تتبیت گردند  )اضافی باشیم

اگر یک هاپتن همراه با یک  ،از این رو .آشکار شود ،می تواند به عنوان یک کاهش در میزان کمپلمان تثبیت شده ،کمپلمان شود

می تواند با آنتی ژن براي اشغال جایگاه هاي اتصال آنتی بادي رقابت  کند  ،اضافه شود ،آنتی ژن که با آن واکنش تقاطعی می دهد

 ثبیت شده را کاهش دهد.و میزان کمپلمان  ت

                                                               CAgAbCAgAb ..→++ 

                                                                CHAbCHAb +→++ . 

 

می توان یک منحنی استاندارد رسم کرد و   ،آنتی ژن معلوم -با افزودن مقادیر متفاوت یک هاپتن معلوم به یک مخلوط آنتی بادي  

این روند را آزمایش ممانعت تثبیت  .مورد استفاده قرار داد ،آن ر  براي اندازه گیري مقداري از همان هاپتن در یک مخلوط

  .نشان داده شده است ) 5 -6( ن در شکل مثالی از آ.کمپلمان می نامند
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می نامند وباید به خاطر داشت که  سنجش باز دارندگی نمی تواند براي آنتی ژن ها یا  "سنجش  بازدارندگی  "این نوع روش را 

وان با حتی  آنتی ژن هاي واکنش گر تقاطعی به کار  برده شود زیرا در هر دو  حالت کمپلمان تثبیت  می شود و دیگر نمی ت

 .استفاده از ممانعت از تثبیت کمپلمان عمل نمود

به این معنی که     با همان  .با استفاده از پدیده آگلوتیناسیون سنجش کرد ،آنتی ژن ها را می توان به وسیله آزمون بازدارندگی

ود در سوسپانسیون نیز باکتري ها و سلول هاي موج  ،آنتی ژن رخ می دهد -روشی که رسوب  دهی کمپلکس هاي آنتی بادي 

این واکنش را  .به شرطی که آنتی بادي ها مستقیما بر ضد ترکیبات سطحی سلول ها باشند )آگلوتیناسیون ( تشکیل توده می دهند 

یک آنتی بادي ساخته شده است را به سطح سلول هاي قرمز خون  قبلاًآنتی ژنی که بر ضد آن  .آگلوتیناسیون غیر فعال می نامند

متصل می کنند یا گاهی اوقات آنها را به ذرات پلی استیرن متصل می نمایند.   جفت شدن آنتی ژن ممکن است به وسیله جذب   

 تصل شده به سطح گلبول قرمز  اضافه کردن مستقیم یک آنتی بادي که بر علیه آنتی ژن م .یا پیوند هاي کووالانسی انجام می شود

ایجاد توده کند.  در این روش با اضافه کردن  آنتی ژن به توده   ،ممکن است که با سلول ها یا ذرات ،تهیه شده )یا ذرات دیگر (

 .فوق رقابت ایجاد شده و از تشکیل توده ممانعت به عمل می آید.

ی امروزه از روش هاي حساس تري که در زیر توضیح خواهیم داد بیشتر بسیار متداول بود ول قبلاًدو روشی که در بالا ذکر شد 

 استفاده می شوند.
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 .سنجش مهار تثبیت کمپلمان    5 -6 شکل                                           

 

 )Radioimmunoassay ( سنجش رادیو ایمونو لوژي  

غیر  وادمقادیر بسیار کوچک م است که )RIA (  لوژیکیسنجش رادیو ایمونوبسیار حساس ایمونولوژیکی  هاي روش ی ازیک

کاربرد  .حساسیت آن برابرهمه سنجش هاي کروماتوگرافی و اسپکتروفتومتري شناخته شده است را مشخص می نماید. رادیو اکتیو

) نمی توانند با 2(  ،) نمی توانند در محیط زنده با مواد رادیو اکتیو نشان دار کرد1 ( اصلی آن در یافتن  مولکول ها یی است که 

) هویت آنها ناشناخته است اما می توانند واکنش تقاطعی 3 (  ،شده ایجاد نمایندآنتی بادي خاصی ترکیب شوند و کمپلمان  تثبیت 

آنتی  .نشان داده شده است 6 -6 آن به طور شماتیک  در شکل اصول  .دهند و در نتیجه  با آنتی ژن هاي معلوم رقابت می کنند

به  *Agهمراه با  ،غیر رادیو اکتیوAgاگر  .اشباع می شود )*Ag( به وسیله آنتی ژن رادیو اکتیو   )Ag ( ضد  آنتی ژن  )Ab( بادي 

Ab با افزایش نسبت  ،افزوده شودAg/ Ag  میزانAg*   یافت شده در کمپلکسAg- Ab میزان (  .کمتر خواهد شدAg- 
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Abافزایش می یابد و میزان  Ag*- Ab 1اگر    ،به عنوان مثال )کاهش خواهد یافت   =Ag*    /Ag تنها   ،باشدAg*   در پیوند

را  Ag*  - Abاگر کمپلکس    .آن در پیوند شرکت می کنند و الی آخر ⅓تنها  ،باشد Ag*    /Ag=   2اگر   ،شرکت خواهد کرد

 .دنمورا می توان تعیین  Agمیزان  ،جدا کرد *Agوان به طور فیزیکی از بت

    

 لوژیکیاصول سنجش رادیو ایمونو     6 -6 شکل                                             

 

از  یثابت مقداراین کار را می توان با مخلوط کردن     .)7 -6شکل  ( رسم کردیک منحنی استاندارد باید  ،Agبراي اندازه گیري 

Ab    وAg*  مقادیر معلوم از  .و قرار دادن مخلوط در یک سري لوله آزمایش انجام دادAg هنگامی که .به هر کدام اضافه می شود

که بر حسب رابطه رادیو  به دست می آید جدا می کنند که به این ترتیب نموداري   *Agرا از  Ag*  - Ab   ،واکنش کامل شد

در یک  Ag مقدار براي تعیین  .)7 -6شکل  ( افزوده شده است  Agجمع آوري شده نسبت به مقدار  Ag*  - Abاکتیویته در 

 Ag*  - Ab ،اضافه می کنند )داشتیم براي منحنی استاندارد به همان انداره که( Ag*  - Abبه مخلوط را از نمونه  مقداري ،نمونه 
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این کار با هر نمونه اي  .از روي منحنی استاندارد خوانده می شود Agو میزان  ،آوري شده و رادیو اکتیویته سنجیده می شودجمع 

  .اعتبار دارد ،دخالت کند Ag*  - Abقابل انجام است و تا زمانی که چیزي در مخلوط نباشد که در واکنش 

 .طریق  انجام می شود به طور تجربی به دو *Agاز    Ag*  - Abجدا کردن  

                                                               

همراه با مقادیر  125Iآنتی بادي علیه مزکالین ومزکالین نشان دار شده با .لوژيمنحنی استاندارد براي سنجش رادیو ایمونو   7 -6 شکل 

توجه داشته  .منحنی فوق را به وجود آورد ،مختلفی از مزکالین غیر نشان دار مخلوط شد. مهار رسوب رادیواکتیو توسط مزکالین اضافه شده

 .لگاریتمی است xباشید محور 
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 )Dextran- coated activated charcoal( الف) روش چارکول فعال پوشیده شده با دکستران 

را نیز  Ag*  - Abپروتئین ها و کمپلکس .چارکول فعال شده توانایی کاربري وسیعی براي جذب مولکول هاي کوچک دارد

چارکول به وسیله پلی ساکارید دکستران پوشش داده .جذب می کند هر چند که این کار به آرامی و سرعت کمتري انجام می شود

اگر چارکول پوشیده شده با دکستران به مخلوطی  ،از این رو .ه جذب نیستندقادر ب Ag* - Abو  Abمی شود که در این صورت 

 - *Agو  رسوب کرده )*Ag( غیر پیوندي رادیواکتیو  Agسانتریفوژ کردن   پس از ،اضافه شود  Ag* - Abآزاد و   *Agشامل 

Ab  این یک روش راحت و سریع است که در شکل .دنمی شو دیده رادیو اکتیو درمحلول رویی )A 6- 8نشان داده شده است (. 

 

 )Double  - antibody method  ( روش آنتی بادي مضاعف  )ب

گاما گلوبولین خرگوش در حیوانات دیگر تحریک کننده سیستم ایمنی است و  .می  شود استفادهخرگوش  ازآنتی بادي براي تهیه 

افزودن آنتی سرم بز بر علیه گاما گلوبولین  .است استفاده شدهاسب و گاو  ،گوسفند ،بز ازبراي تولید پادتن گاماگلوبولین خرگوش 

از  )B 6- 8شکل  ( .تریفوژ جمع آوري نمودکه می توان این رسوب را به وسیله سا ن .خرگوش منجر به تشکیل رسوب می شود 

براي  قبلاًکه همه آنها  ( می رود و به لوله هاي نمونه   هر لوله براي تولید منحنی استاندارد به کار.روند زیر به کار می رود ،این رو

 )در نقطه تعادل واکنش رسوب (  خرگوش که توسط بز ساخته شده Abپادتن ضد  )گرماگذاري شده اند   Ag* - Abتولید 

  Ag* - Ab .نمونه را سانتریفوژ می کنند ،بعد از گرماگذاري  . )طول می کشد ساعت 48تا  16به طور معمول   ( افزوده می شود 

ولی به نگه داري حیوانات بزرگی به  بسیار ساده استاین روش  .آزاد در محلول رویی وجود دارد  *Ag ،در رسوب یافت می شود

 .داردعنوان منبع آنتی سرم نیاز

 3H .استنیاز  مورداز این جهت که آنتی ژن رادیو اکتیو  .داردفرق  لوژيبا دیگر آزمایش هاي ایمونو لوژيآزمایش رادیو ایمونو

آنتی ژن یا  معمولاً .آنها را سنتز کرد ،نشان دارنشان دار را می توان خریداري نمود و یا از پیش ماده هاي 14C  یا ترکیب  مناسب 

وجود دارد زیرا این ایزوتوپ یک ساطع کننده  125Iمزیت خاصی در استفاده از  ،ید دار می کند 131Iیا  125Iهاپتن را به وسیله 

۱٥۰ 
 



ه در یک آزمایش جرقه اي شمارش کرد وبه علت این ک را باید به وسیله شمارش گر βساطع کننده هاي  .قوي اشعه گاما است

کار  معمولاًآماده سازي آنتی ژن هاي ید دار شده  ،باشد داراي مقداري پروتئین مورد نظر نمونهممکن است  ،لوژيرادیوایمونو

ید دار کردن  .به خصوص به این علت که لازم است که به ماده هیچ آسیبی نرسد که روي آنتی ژن اثر بگذارد ،ساده اي نیست

هیدروکسی  -I – 3 - )  4را می توان با واکنش  توسط  ،یا هاپتن هایی که یک گروه آمینو دارند ،پروتئین هایا یک گروه آمینو

براي پروتئین هایی که داراي تیروزین هستند یا هاپتن هایی  .انجام داد ،هیدروکسی سوکسینید استر – Nپروپیونیک اسید  _ )فنیل

اسیدهاي نوکلئیک را نیز می توان به وسیله واکنش .حلقه آروماتیک را می توان به طرق مختلفی ید دار نمود ،فنولیکبا یک گروه 

  .با سیتوزین ید دار نمود

ابتدا ترکیب را به  ،در این گونه موارد ،گروه هاي فعالی وجود ندارد که بتوان مستقیما آنها را ید دار نمود ،در بعضی از موارد

    .نمایندمی کنند و سپس بخش الحاق  شده را ید دار می  متصلیا هیستامین  تیروزین
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 ) روش چارکول پوشیده شده با دکسترانAg*  .  ) Aاز    Ag* - Abروش هایی براي جدا کردن    8 -6 شکل 

 .روش آنتی بادي مضاعف )B( .)مولکول کوچکی است می تواند در دکستران وارد شود   *Agچون  (                    

 

 

 ) The immunoradiometric  assay( سنجش ایمونو رادیو متري 

امکان  ،)IRA ( سنجش ایمونو رادیو متریک.براي تهیه یک آنتی ژن رادیو اکتیو وجود نداردامکانات لازم در بعضی از موارد 

آنتی ژن خالص به ماده پایداري مثل  .) بهتر روشن می  شود9( این روش توسط نمودار .سنجش چنین مواردي را فراهم می آورد

به دست آمده از سرمی که داراي یک آنتی ژن  ویژه براي آنتی بادي  )IgG ( ایمونوگلوبولین  .یا  جفت می شود متصل ،سلولز

دي هاي جذب نشده را به وسیله شستشو پاك می کنند و آنتی ژن مخصوص آنتی بادي جذب شده آنتی با.افزوده می شود ،است

ید  ،در این جا آنتی بادي  به جاي آنتی ژن ،IRAتوجه داشته باشید که بر خلاف  (  .ید دار می کنند ،را به وسیله ید  رادیو اکتیو

را  *Ab ،جهت سنجش.آنتی بادي رادیو اکتیو را سپس  از روي ماده جاذب پاك کرده و در سنجش به کار می برند  .)شوددار می 
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اضافی  Agاز  ،IRAدر   (  .این کار به وسیله آنتی بادي اضافی انجام می شود ،مخلوط می کنند ،با آنتی ژنی که باید تعیین شود

 سلولزواکنش نداده می تواند به    *Abتنها  ،اضافه می کنند ،است Agه حاوي ي کسلولزسپس مخلوط را به  )استفاده می شد

 .است Ag قدارم ،گیريمبناي اندازه جا ین ا . در واکنش داده را به وسیله شستشو پاك کرده و شمارش می کنند  *Ab .متصل شود

 .سنجش ایمونو رادیو متریک به طور وسیعی هنوز به کار نمی رود اما در آینده مسلما این طور نخواهد  ماند

     

   .اصول سنجش  ایمونورادیو متریک   9 -6 شکل                                        
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 ایمونولوژیکی به کار رفته در سنجش هاي زیستی  روش هايمثال هایی از 

 لوژیکیروش ایمونو ،توجه داشته باشید که در برخی مواردراي تعداد زیادي از آزمایش ها به کار برد. ب  می توان را مثال هاي زیر

 .از این روش براي اندازه گیري کمی و دقیق استفاده می شود .به طور کیفی به کار برده می شود و روشی بسیار حساسی است

 .اکتري هاي مختلف به وسیله آگلوتیناسیونو رده بندي ب تشخیص _ 1مثال 

بسیاري از باکتري هاي جدا شده در طبیعت یا به دست آمده از بیماران را می توان به وسیله رسوب دادن یا آگلوتیناسیون با آنتی 

دن توده با ) واکنش را هم می توان به وسیله مشاهده کر10شکل  ( تعیین هویت کرد  ،بادي هاي خاص بر ضد سویه هاي معلوم

آشکار  ،میکروسکوپ نوري یا به وسیله تغییراتی در تیرگی یک سوسپانسیون اندازه گیري شده به وسیله اسپکتروفوتومتري

 .ساخت

  .ویروس ها به وسیله ممانعت از هماگلوتیناسیون القا شده به وسیله ویروس تشخیص  _ 2مثال 

این عمل را می توان به  .ویروس ها را تعیین هویت کنیم ،تشخیص طبی اغلب لازم است که هم در آزمایشگاه و هم در کلینیک

 رده هاي مشخصی از ویروس ها قادرند که گلبول هاي را به فرم توده در آورند  .انجام داد ،سادگی با یک سنجش ممانعت نمونه

 Ab ،نتی بادي بر ضد آن ویروسبا افزودن  یک آ ،اگر یک ویروس مخصوص باعث آگلوتیناسیون می  شود .)هماگلوتیناسیون (

اگر کسی مجموعه اي از آنتی بادي هاي علیه بسیاري از  .به ویروس متصل  شده بنابر این آگلوتیناسیون صورت نمی گیرد

 .می تواند ویروس خاصی را شناسایی کند ،ویروس ها را داشته باشد

 .وسیله سنجش ممانعت و آگلوتیناسیون غیر فعالآشکار سازي گنادوتروپین ها در ادرار زنان باردار به  _  3مثال  

هورمونی است که در ادرار زنان باردار  ،ذرات پلی استیرن را می توان به وسیله گنادوتروپین انسانی پوشش داد که گنادوتروپین

 . )10 -6شکل  ( می دهند   افزودن یک آنتی گنادوتروپین باعث می شود که این ذرات پوشیده شده تشکیل توده .یافت می شود

به یک زن باردار قبل از اضافه کردن  اگر ادرار مربوط .را می توان به آسانی به وسیله یک میکروسکوپ نوري دیدها این  توده 
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Ab با ذرات  ،گنادوتروپین موجود در ادرار براي دست یابی به جایگاه هاي آنتی بادي ،افزوده گردد ،به این ذرات پوشش داده شده

 .این روش یک روش مفید براي تشخیص حاملگی است .رقابت می کند و بنابراین ذرات به هم متصل نمی شوند

                          

 گنادوتروپین ادرار باعث ممانعت از تشکیل توده می شوند.   10 -6شکل                                    

 

 .با استفاده از یک سنجش باز دارندگی ، E. coliانداز ه گیري ساخته شدن رشته هاي دم باکتریوفاژ در باکتري  _ 4مثال 

با  ،از این رو ،عمل می کنند   T 2مستقیما بر ضد رشته هاي دم  ، E. coli در  T 2آنتی بادي هاي تهیه شده بر ضد باکتریوفاژ 

 کردن ویروس ها توسط . این مثالی است از خاصیت غیر فعال جلوگیري بعمل می آیدبه میزبان  فاژ  از نفوذ ،  T 2افزودن آنتی  

و  ،سنتز داخل سلولی رشته هاي دم را می توان با تهیه عصاره هاي سلولی در زمان هاي مختلف بعد از گرماگذاري .آنتی بادي ها

متصل می   T 2به آنتی   ،اگر رشته هاي دم وجود داشته باشند .کرد دنبال  ،و سپس افزودن فاژ  T 2مخلوط کردن محلول با آنتی    

تعداد فاژ ماندنی  ،از این رو .و فاژ نجات می یابد )آوردمی بعمل ممانعت  منظور این است که ( تیتر می شود  ،  T 2شوند و آنتی  

سنجش ممانعت در تحقیقات فاژي به عنوان  ) این11 -6شکل  ( .بیانگر میزان رشته هاي دم در عصاره است ،بعد از این تیمار

 .سنجش قدرت بلوکه کردن سرم معروف است
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 .سنجش قدرت ممانعت سرم    11 -6 شکل                                             

 

 .آلوده شده به وسیله تثبیت کمپلمان   E. coliدر  T 4فاژ  DNAسنجش سنتز   _ 5مثال 

 _ 5داراي  ، .coli Eمربوط به   T 4باکتریوفاژ  DNA .گلیکوزیله دناتوره را می توان تهیه کرد DNAآنتی بادي هاي ضد 

 4فاژ  DNAقابل تمایز است زیرا    DNA  E. coliهیدروکسی متیل سیتوزین گلیکوزیله شده به جاي سیتوزین است بنابراین از 

T دوره سنتز  ،استفاده از تثبیت کمپلمانبا  .با آنتی بادي ها واکنش می دهدDNA   4فاژ T با آماده ساختن  ،در طول آلوده سازي

  .) همراه است12 -6شکل  ( گلیکوزیله دناتوره شده  DNAدناتوره شدن  ،عصاره هاي سلولی
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 .  E. coliدر  T 4سنتز شده توسط فاژ  DNA اندازه گیري   12 -6 شکل                                      

 

 .DNAبر   تاثیر مواد دناتوره کننده _ 6مثال 

 DNA  نوري در   جذبافزایش با  معمولاً دناتوره شدهnm  260 روش هاي ا  کردن را می توان ب دناتوره .می شود مشخص

 DNA بنابراین آنتی بادي مورد نظر فقط با ،دناتوره شده تهیه کنیم DNA اگر آنتی بادي علیه   تعیین کرد. نیز ایمونولوژیکی

سنجش شده  ،کننده به وسیله تثبیت کمپلمان دناتورهتاثیر تعداد زیادي از مواد  ،به این تربیب  .واکنش می دهد دناتوره شده

 .)2 -6جدول  ( اند شده شده تعیین  دناتوره  DNA به وسیله تابعی از غلظت کننده  مواد دناتوره وسعت.اند

 .E  در T 4باکتریوفاژ   DNA )043/0و قدرت یونی  C  73°در  ( دناتوره شدن %  50غلظت موادي که موجب   2 -6 جدول 

coli از روش تثبیت کمپلمان استفاده شده است براي تعیین اعداد به دست آمده  .شده اند در جدول زیر آمده است.  
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    E. coli در    λتعیین هویت پروتئین بتاي فاژ  _ 7مثال 

این نوکلئاز خالص شده  و نوکلئاز ضد  .مقدار زیادي از یک اندونوکلئاز ساخته می شود ،آلوده شود λبه وسیله فاژ    E. coliاگر  

λ نفوذ پذیري  از روشهنگامی که  .تهیه می شودouchterlong  که  به وجود می آیددو نوار  ،)14 -6شکل ( می شود  استفاده

دیگري  .تولید می شود exoیک نوار توسط محصول ژن همانند سازي  .استحداقل دو پروتئین در نمونه خالص  وجودبیانگر 

پروتئین بتا با اندونوکلئاز تشکیل کمپلکس می دهد ولی فعالیت آنزیمی مشخصی در محیط  .محصول ژن دیگري به نام بتا است

 .ردآزمایشگاه ندا

زیرا روش سنجش دیگري براي پروتئین بتا  ،ساخته شدن و کنترل ژنتیکی آن با استفاده از سنجش ایمونودیفوژن مطالعه شده است

   .وجود ندارد

                                         

  .و پروتئین بتاي آن  E. coli در λفاژ اگزونوکلئاز    ouchterlonyآنالیز   14 -6 شکل                          
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 .اده از خنثی کردنبا استف Iدر حضور پلی مراز   III   E. coliپلی مراز  DNAآشکارسازي   _ 8مثال 

در  ،اگر چه .سنجش یکی در حضور دیگري مشکل است معمولاً ،اگر دو آنزیم در واکنش هاي مشابهی شرکت داشته باشند 

قبل از افزودن عصاره   Iرا در عصاره سلولی  می توان با افزودن آنتی  پلی مراز  Iفعالیت  پلی مراز  ،پلی مراز ها DNA سنجش

 از قدرت خنثی سازي یک آنتی بادي می توان به عنوان یک ابزار بیوشیمیایی استفاده کرد  .حذف نمود ،به مخلوط واکنش
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 تمرین 

باشد. پزشک  ید علیه آن آنتی بادي در سرم خون) وجود دارد که نبا Agدر روي سلول هاي خاصی در انسان پروتئینی ( یا  -1
سرم خون فرد مورد نظر را به ما داده و می خواهد بداند که آیا آنتی بادي علیه آن پروتئین خاص   وجود دارد یا نه؟ براي پاسخ 

 antibody - sheep red )به سوال پزشک روي سرم خون فرد همان پروتئین خالص شده را ریخته و کمپلمان و سپس 

blood cell ) Ab-SRBC  می کنیم.  اضافه 
 الف) اگر همولیز صورت گرفت پس تست منفی و آنتی بادي وجود ندارد.

 ب ) اگر همولیز صورت گرفت پس تست منفی است و آنتی بادي وجود دارد.
 ج ) اگر همولیز صورت نگرفت پس تست مثبت است و  آنتی بادي وجود ندارد.

 د ) هر سه مورد فوق صحیح هستند.
دو پروتئین را داریم. آنتی سرم علیه این مخلوط را تهیه کردیم. اگر هر دو پروتئین موجود در مخلوط  فرض کنید مخلوطی از –2

به شکل نعل اسبی به جاي یک نوار به  استفاده کردیم دو نوار   Ouchterlonyداراي جرم مولی یکسانی باشند وقتی از روش 
 دست آمد.

 ج ) ضریب نفوذ پذیري آنها با هم فرق داشت.          رق داشت.          الف) علت این است که غلظت پروتئین ها با هم ف
 ب ) پروتئین ها دناتوره شده بودند.                                                    د ) هر سه جواب فوق صحیح هستند.

سم کردیم (شکل زیر) مقدار یک میکرولیتر از ر Agنانومتر) را در برابر  541(در  ODمنحنی  ،در آزمایش تثبیت کمپلمان  –3
Ag   مجهولی را به آن اضافه نمودیم، OD  از  1:  1شد. با رقت  6/0برابرAg   مجهول،OD  غلظت مجهول  گردید. 4/0برابر

 اولیه (بر حسب میکروگرم) چقدر است؟
 

  08/0ج )                                                             04/0الف) 
  16/0د )                                                               2/0ب )  

                                                

OD
0.1

0.2

0.4

0.6

0.8

004 0.08 0.12 0.16 0.20 0.24

[Ag] 
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 با استفاده از روش آنتی بادي مضاعف عبارت است از: RIA(radioimmuno assay) محاسن آزمایش –۴
 الف) قادر است مقادیر بسیار کم مواد غیر رادیواکتیو را تشخیص دهد و براي تعیین مولکول هایی است که 

 نشاندار کرد.  in-vitroنمی توان در        
 ب ) براي موادي که نمی توانند با کمپلمان تثبیت شوند و تشخیص آنها مشکل ست ولی می توانند واکنش تقاطعی 

 رقابت کنند.  Agداده و با      
 ج ) براي موادي است که نمی توانند واکنش تقاطعی دهند

 د ) هر دو جواب (الف) و (ب) صحیح هستند.
استفاده کرده و می توان  شکل توده در آورند. از این خاصیتل هاي قرمز خون را به بعضی از ویروس ها قادرند که گلبو – 5

 ویروس خاصی را تعیین نمود. کدام یک از روش هاي زیر صحیح است:
 الف) ویروس مورد نظر را به گلبول قرمز اضافه کرده سپس آزمایش تثبیت کمپلمان انجام دهیم.

 قرمز را لیز کند پس نوع ویروس مشخص می شود.ب ) اگر ویروس مورد نظر توانست گلبول 
 اگر هماگلوتیناسیون ،ج ) آنتی بادي علیه ویروس تهیه کرده و سپس آنتی بادي را به ویروس اضافه می کنیم 

 نوع ویروس مشخص می گردد.  ،(به شکل توده ) صورت نگرفت      
 د ) از هر سه روش فوق می توان استفاده کرد.
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  7فصل      

 اسپکتروسکپی جذبی 

 پس از مطالعه کامل این فصل شما باید با مطالب زیر آشنا شوید:

 تعیین مقدار پروتئین با استفاده از روش اسپکتروسکپی .1

 آنها و غلظت باکتریها Tmباکتریها و  DNAمثال هایی براي تعیین مقادیر  .2

  UVکاربردهاي اسپکتروسکپی جذبی با استفاده از نور مریی و  .3

 باکتریوفاژها DNAدناتوره و رناتوره کردن  .4
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 مقدمه

مولکول در آن قرار گرفته است. مولکول ها نور را جذب می کنند. طول موج جذب شده بستگی به ساختار و محیطی دارد که  

این خاصیت موجب می شود که اسپکتروسکپی جذبی یک وسیله مفیدي براي تعیین خصوصیات ماکرومولکول هاي کوجک و 

 . )1 -7شکل  ( نور داراي میدان الکتریکی و مغناطیسی است که عمود بر هم به طور سینوسی حرکت می کنند  بزرگ شوند.

     

 عمود بر هم هستند.  Hو   Eانتشار امواج الکترومغناطیسی در فضا. بردارهاي    1 -7شکل                            

 

 

 برابراست با : )E ( انرژي موج 

                                                                                       υ
λ

hhcE == 
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  ، cm/sec 10 10  ×3سرعت نور برابر   erg sec  27- 10  ×62/6 ، cثابت پلانک که برابر   hدر فرمول فوق 

λ و  ،طول موج بر حسب سانتیمترυ  فرکانس می باشند. اگر نوري به مولکولی برخورد کند یا پخش می شود یا جذب 

مولکول به حالت برانگیخته می رود. به مولکولی یا قسمتی از مولکول که بتواند  ،شودمی گردد. اگر انرژي نور جذب مولکول 

 گویند. )chromophore ( انرژي نور را جذب کرده و برانگیخته شود کروموفور 

با مولکول که این عمل توسط بخورد مولکول برانگیخته شده  )سینتیکی مثلاً ( تبدیل به انرژي حرارتی می شود  معمولاًاین انرژي 

شدت  ،صورت می گیرد. در بعضی از مولکول ها با انتشار فلورسانس  همراه است. در هر دو صورت )مولکول حلال مثلاً ( دیگر 

 .)2 -7شکل  ( کمتر از شدت نور اولیه است  ،نور منتشر شده در اثر برخورد کروموفورها

     

 سطوح انرژي ارتعاشی به صورت خط هاي افقی .شدهسطوح انرژي در دو حالت پایه و برانگیخته   2شکل 

 نشان داده شده اند. فلش بزرگتر انتقال الکترونی را از حالت پایه به جهارمین سطح حالت برانگیخته

 نشان می دهد. فلش کوچکتر انتقال ارتعاشی ما بین سطوح انرژي حالت پایه را مشخص می کند.
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داشته باشد. این انرژي را سطوح انرژي مولکول گویند. سطوح  )کوانتا ( معینی انرژي مولکول برانگیخته شده می تواند مقدار 

ارتعاش مولکول را نشان می دهد. در مورد سطوح  )پیوندهاي کووالانسی مختلف خمیده یا کشیده مثلاً ( انرژي ارتعاشی 

 چرخشی چون مربوط به جذب نیست در این جا بحث نمی شود.

 مقدار جذبی است که از اختلاف بین سطوح مختلف انرژي حاصل می شود. ،انرژي جذب

                                                                    
12 EE

hc
−

=λ 

 سطح انرژي بعد از جذب را نشان می دهند. تغییر سطوج انرژي را   E2سطح انرژي قبل از جذب و   E1در فرمول فوق 

  ،گویند. اگر انتقال بین حالت پایه و هر سطح ارتعاشی در اولین حالت برانگیخته شده باشد )transition ( انتقال 

 می گردد.  IRو مرئی می شود. اگر بین سطوح ارتعاشی باشد  UV در محدوده 

 جذب نور از قانون بیر لامبر در آن طول موج گویند.    molar extinction coefficientل جذب در یک طول موج را حتماًا

) Beer- Lambert law( .تبعیت می کند 

 I0شدت نور اولیه =                                                                      

  Iشدت نور منتقل شده =                                                                       

  dI-کاهش کوچک شدت نور منتقل شده =                                                       

  kعدد ثابت براي ماده خاص =                                                                  

فراکسیون شدت نور جذب شده =                                                           
I

dI 
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                                                                        kcdl
I

dI
=− 

                                                                         kcdl
I

dI
−= 

 محاسبه کنیم جنین   lعبور می کند را بخواهیم  بین صفر تا  )cellا ی ( یعنی مسیري که نور از کوویت   lطول      

 می شود:

                                                                   ∫ ∫−=
I l

dlkc
I

dI
0 0

 

 فرمول فوق بعد از انتگرال گیري چنین می شود:

                                                                        kcl
I
I

−=
0

ln 

                                                                         kcl
I
I

=0ln 

                                                               kcl
I
I

=0log3.2 

                                                                clk
I
I

3.2
log 0 = 

 

 

در فرمول فوق به جاي  
3.2

k  که هر دو اعداد ثابتی هستندε  :یا ضریب جذب را می گذاریم 

                                                                         lc
I
I

ε=0log 
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خواهیم داشت و اگر غلظت بر حسب  )εm ( ضریب جذب مولار  ،اگر غلظت بر حسب مولاریته باشد
lit
g 

 نمایش داده   ε1%با  ،%  باشد w/vنامیده می شود. بالاخره اگر غلظت بر حسب   εsضریب جذب ویژه یا  ،باشد

 نشان می دهند، برابراست با : )optical density (  ODکه گاهی با  )A  ) absorptionمی شود. جذب یا  

                                                              ODA
I
I

==0log                                                                      

 و خواهیم داشت:   l=  1پس  ،یا لوله اي که ماده مورد نظر را داخل آن ریخته ایم برابر یک باشد )cuvette ( اگر قطر کوویت 

                                                                           cA ε= 

در دستگاه اسپکتروفتومتر قرار دادیم. این محلول در کوویت یک سانتیمتري را   g/lit  2محلولی حاوي ماده کروموفور مثال: 

ب) شدت نور منتقل شده را وقتی مقدار ( را  تعیین کنید ؟  )I ( الف)  شدت نور منتقل شده ( % از نور را منتقل می کند. 75

 ( باشد، ضریب جذب  250ماده کروموفور برابر  )MW ( ج) اگر جرم مولی ( باشد؟   g/lit  1و    g/lit  4کروموفور برابر 

εm( چقدر می شود؟ 

lcالف)                                                      ( :    حل
I
I

sε=
0log    

                                                                     )1)(2(
75.0
1log sε 

                                                                     log 1.333 = 2 εs   

                                                                            0.125 = 2 εs  

                                                                              εs= 0.0625   

100log)0625.0)(4)(1(                                          )ب(   =
I
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                                                          log100 – log I = 0.25  

                                                                     2 – 0.25 = log I  

 

                                                                                                1.75 = log I  

                                                                                                   I = 56.2%  

  εm = εs × MW =  (0.0625) (250) = 15.63ج)                                  ( 

 

 تعیین مقدار پروتئین 

 بر اساس واکنش  )Biuret ( روش هاي اسپکتروسکپی مختلفی براي تعیین غلظت پروتئین وجود دارند. روش بیوره 

وره براي محلول هاي نماید. روش بی nm 540می تواند با پپتید ها در محلول قلیایی ایجاد رنگ ارغوانی در طول موج   +Cu2با  

ممکن است تداخل ایجاد  ،thiols(، NH4 ( پروتئین مناسب است.در روش بیوره موادي مثل تیول ها  mg 10 – 5/0حاوي 

% و دو باره حل کردن پروتئین در سود یک نرمال مشکل حل 10نمایند که با رسوب دادن پروتئین توسط اسید تري کلرواستیک 

 فسفوتنگستات  –می باشد. در این روش رنگ در اثر احیاي معرف فسفومولیبدات   Lowryمی شود. روش دوم استفاده از روش 

) Folin- Ciocalter phenol reagent(  توسط آمینو اسید هاي تیروزین حاصل می شود. روشLowry   براي محلول هاي

 پروتئین مناسب است.   μg 400 – 20حاوي 

 تریپتوفان و  ،دارند که مربوط به آمینو اسیدهاي تیروزین nm 280اغلب پروتئین ها جذب مشخصی در طول موج 
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پروتئین در عدم حضور مواد مداخله کننده     mg/ml  5/0 – 1/0براي غلظت   nm 280فنیل آلانین می باشد. جذب در 

جذب دارند. رابطه تعیین  nm 260حاصل می شود. پروتئین خالص شده ممکن است داراي اسیدهاي هسته اي باشد که در 

 غلظت پروتئین در حضور اسیدهاي هسته اي چنین است:

                                              cmcm
mmg AAprotein 1

260
1
280./ 76.055.1][ −= 

جذب دارند چون این جذب مربوط به پیوندهاي پپتیدي می باشد. براي پروتئین هاي داراي غلظت  nm 230تمام پروتئین ها در 

μg  100 – 10  :می توان رابطه زیر را بکار برد 

                                           )(144][ 1
225

1
215/

cmcm
mlg AAprotein −=m 

براي حل این موضوع  .نرمال حل نشود 1/0باعث می شوند پروتئین در سود  مثلاًگاهی ترکیبات معدنی مزاحمت ایجاد می کنند 

 حل نمایید.  mM 5پروتئین را در سود 

 ب) محلول رقیق شده تعیین کنید؟(  ،الف) محلول رقیق نشده( غلظت پرتوتئین را در مثال: 

 جذب            محلول           

         ) 280 

 نانومتر)

 جذب         

  )نانومتر 260 (     

 جذب            

 )نانومتر 225 (      

 جذب         

 )نانومتر 215 (     

 --           --           2/0             35/0             رقیق نشده     

  47/0              2/0           --            --              1:   10رقیق شده  

 

cmcmالف)                                        (  حل: 
mmg AAprotein 1

260
1
280./ 76.055.1][ −= 
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                                    mg/ml  391/0  = )2/0(  )76/0( –  )35/0(  )55/1(  = 

                                                     )(144][ 1
225

1
215/

cmcm
mlg AAprotein −=m 

                                          μg/ml     9/38  = )2/0 – 47/0( 144  = 

می باشد لذا از قانون بیر لامبر تبعیت نمی کند. این   Cتابع   εو چون  )C ( گاهی غلظت ماده مورد نظر خیلی زیاد است      

 ( تجمع مواد  ،)dimerization ( دیمر شدن  مثلاًموضوع ممکن است بعلت پخش نور باشد یا تغییرات ساختاریمولکول 

aggregation(  طول و تغییرات ساختاري دیگر. در غظت کم مشکلی ایجاد نمی شود ولی در غلظت زیاد ممکن است حداکثر

در  .)λ3و    λ1 ( دو طول موج حداکثر در غلظت زیاد ماده دیده می شوند  .)3 -7شکل  ( موج جذب در دو نقطه مختلف باشد 

λ2  تغییري درε  مشاهده نمی شودکه این نقطه را نقطه ایزوبستیک )isobestic(  انحراف منفی  ،سمت راست 3گویند. در شکل

 از قانون بیر لامبر تبعیت می کند.   λ2می بینید ولی   λ1بت در  دیده می شود و انحراف مث   λ3در 

 )C ( تعیین کرد. سپس از منحنی جذب علیه غلظت  )λmax ( از منحنی جذب علیه طول موج می توان حداکثر جذب را  معمولاً

 مشاهده می فرمایید. 4 -7تعیین می گردد. دستگاه اسپکتروفتومتر را در شکل  ،است  εشیب خط که برابر 

حداکثر جذب در  1. جدول )5 -7شکل  ( در طول موج هاي مختلف هستند  )λmax( بعضی از مواد داراي چندین حداکثر جذب 

طول موج هاي مختلف بعضی از ترکیبات را ذکر کرده است.  
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 در شکل سمت چپ تغییر منحنی .انحراف مثبت و منفی از قانون بیر لامبر و دلایل آن   3 -7شکل 

 به واسطه افزایش غلظت را مشاهده می کنید که اغلب در اثر پلیمریزاسیون صورت می گیرد.

 تغییري در ضریب جذب دیده نمی شود که به آن نقطه ایزوبستیک گویند. در شکل  λ2در 

 سمت راست انحراف از قانون بیر لامبر را مشاهده می فرمایید.
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 نور از یک لامپ خارج شده و از میان منوکروماتور براي انتخاب طول موج معیین .دستگاه اسکتروفتومتر   4 -7شکل 

 عبور می کند. دو کوویت یکی در جایگاه نمونه و دیگري در جایگاه مرجع گذاشته می شوند. نور از

 شت آن یک دستگاه ثبت کننده گذاشته شده است.می رسد که پ phototubeکوویت عبور کرده و به 
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 حداکثر جذب و ضریب جذب بعضی از مواد زیستی:  1 -7جدول            
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 عواملی که روي جذب مواد اثر دارند عبارتند از:

1 – pH –  منحنی تیروزین در دوpH  رسم شده است. شما فکر می کنید که اختلاف منحنی  )13و   6 ( مختلف 

 به چه علت است؟ 5درشکل 

                  

  .13و   pH  6منحنی جذب تیروزین در    5 -7شکل                                              

 

 

 % اتیلن گلیکول که کمتر قطبی است مشاهده می شود 20بعضی از مواد در محلول  –اثر حلال هاي قطبی  – 2

هستند در حلال هاي قطبی   Sو   O ،  Nافزایش یافته است. به طور کل مولکول هایی که داراي   λmax )6 -7شکل  ( 

 حداکثر طول موج آنها کاهش می یابد. ،هیدروکسیلی
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 )خط چین ( و پلی اتیلن  )با خط پر رنگ (   H2Oاثر حلال قطبی روي منحنی تیروزین. حلال ها    6 -7شکل 

 در حلال کمتر قطبی قالل توجه می باشد.  λmaxنشان داده شده اند. افزایش 

 

 7 -7در غلظت مساوي را در شکل   T4باکتریوفاژ  DNAمنحنی هاي   –اثر نظم و جهت دادن مولکول ها  – 3

 کاهش می یابد که   ordered(، OD ( مرتب تر می شود  DNAمشاهده می کنید. هر چه ساختار مولکول 

 گویند.  )hypochromicity ( به این عمل هیپوکرومیسیته 
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 تک رشته اي DNA ،)خط پر رنگ ( دو رشته اي  T7.  DNAباکتریوفاژ  DNAطیف    8 -7شکل 

 نشان )نقطه چین ( و بعد از هیدرولیز به صورت نوکلئوتیدهاي آزاد  )خط چین (

 داده شده اند.

 

 تغییراتی که توسط ماکرمولکول ها به وجود آید ممکن است باعث تغییر در منحنی جذب شوند. این تغییرات عبارتند از:

   λmax   ،فنیل آلانین و هیستیدین به محیط کمتر قطبی منتقل شوند ،تیروزین ،اگر آمینو اسیدهاي تریپتوفان – 1

 افزایش می یابند که از این موضوع نتایج زیر حاصل می شوند:  εو 
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همان آمنیو اسید   εو   λmaxآن بیشتر از  εو   λmax ،آمینو اسید آن در حلال قطبی قرار گیرد ،الف) اگر در منحنی جذب پروتئینی

 در داخل پروتئین به صورت  آمینو اسیدمی گردد. معلوم می شود که آن  )در همان حلال ( در حالت آزاد 

 قرار دارد و توسط آمینو اسیدهاي غیر قطبی احاطه شده است. )buried ( دفن شده 

 آمینو اسیدهایی که  ،ودن حلال حساس استپروتئین مورد نظر نسبت به قطبی بودن یا نب ،اگر در منحنی فوق )ب

 

λmax   وε  .آنها تغییر نشان داده بودند باید در سطح پروتئین باشند 

 ،ایمیدازول هیستیدین ،تیروزین OHمثل  ( اگر گروه هاي قابل تتیتر شدن در آمینو اسیدهاي  پروتئین خاص باردار شوند  – 2

SH  سیستئین(، λmax   وε  : افزایش می یابند. از این موضوع می توان چنین تنیجه گرفت 

دفن  ( آن کروموفور باید در داخل پروتئین  ، )تیتراسیون آمینو اسید آزاد pHبا توجه به  ( الف) اگر تغییري در منحنی دیده نشد 

 و در ناحیه غیر قطبی باشد. )شده

  pKبه وجود آمد و گروه قابل یونیزه شدن داراي همان   pHاگر در منحنی مورد نظر نغییراتی در اثر تغییر  )ب

 آمینو اسید آزاد بود پس آمینو اسید مربوطه در سطح پروتئین قرار دارد.

 به وجود آمد ولی گروه قابل یونیزه شدن داراي همان   pHاگر در منحنی مورد نظر تغییراتی در اثر تغییر  )ج

 pK تیروزین توسط  مثلاًنبود پس آن آمینو اسید در محیط قطبی قرار دارد  ،که در آمینو اسید آزاد وجود دارد 

 گروه هاي کربوکسیلی احاطه شده است.

در پورین ها و پریمیدین ها هر چه حلقه ها نزدیک بهم و موازي باشند ضریب جذب کاهش می یابد. کاهش مقدار ضریب  – 3

 جذب به ترتیب زیر است:
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 باز نیتروژن دار آزاد <باز در پلی نوکلئوتید تک رشته اي  <باز در پلی نوکلئوتید دو رشته اي               

 

  UVکاربردهاي اسپکتروسکپی جذبی با استفاده از نور مریی و 

  DNA260=  1دو رشته اي اگر    DNAچنین است: براي  DNAاستفاده از جذب در تعیین غلظت  – 1مثال 

 قابل سنجش است و از قانون بیر لامبر تبعیت   OD=  2می شود. این مقدار تا   μg/ml 50برابر    DNAغلظت  ،باشد

 می کند.

به جاي این که در یک  ( گاهی مجبوریم ذراتی که داراي جذب نوري هستند را در یک سوسپانسیون مورد سنجش قرار دهیم 

آنها تعیین کنیم. باکتریوفاژها نه تنها نور را جذب می کنند بلکه   DNAمقدار باکتریوفاژ را  توسط غلظت  مثلاً. )محلول انجام شود

می توان  λعلیه   ODباعث انتشار نور هم می شوند. پس جذب نور آنها واقعی نیست ولی می توان تصحیح کرد. با رسم منحنی 

 ( است  OD260=  1و تعیین اسیدهاي هسته اي باکتریوفاژ وقتی    T4ه فاژ ب  E.coliتصحیح زیر را انجام داد. با آلوده کردن 

 تصحیح انتشار طبق شکل انجام می شود. )9-7شکل 
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 و تصحیح آن       E.coliباکتریوفاژ در   DNAطیف     9 -7شکل                                              

 براي تمام جذب ها صورت  )scattering ( غلظت باکتري را نیز می توان تعیین کرد. در طول موج خاصی پخش نور 

تعداد سلول   ODمی گیرد. در این حالت به جاي تصحیح پخش نور باید کالیبراسیون انجام داد و منحنی رسم شده با استفاده از 

 زه گیري دقیق غلظت سلول در واحد حجم مناسب است هاي زنده مقایسه می شوند. این روش براي اندا

  .)10 -7شکل ( 
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  ODتعیین غلظت باکتري با استفاده از    10 -7شکل                                             

 

در بسیاري از واکنش هاي شیمیایی در صورت مشاهده تغییر در جذب  –آزمایش در مورد واکنش هاي شیمیایی    2مثال 

گالاکتوزیدآز در اپرون لاکتوز  -βواکنشگرها در طی عمل واکنش می توان آنها را مورد سنجش قرار داد. براي مثال تعیین فعالیت 

نیترو  -oبه  )ONPG  ) o- nitrophenyl galactosideنیترو فنیل گالاکتوزید یا  -oاست. این آنزیم می تواند باعث تبدیل 

 ،را نشان می دهد. در محدوده خاصی  ONPGمقدار هیدرولیز  OD420گردد. پس  ،نانومتر است 420که داراي جذبی در  فنل

علیه زمان   ODیب مقدار آنزیم از روش شیب منحنی مربوط به ب است با غلظت آنزیم و به این ترتسرعت واکنش متناس

  .)11 -7 شکل ( هیدرولیز مشخص می شود. 
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 و سومی حاوي دیپلوئیدي   +Lacو دومی    -Lac تهیه می کنیم. اولی به صورت  E.coliحاوي باکتري  سه محیط کشت

 القا کننده  ،کرده است. در زمان صفر ط کشت داراي نمک هاي گلیسرول رشددر محی دارد و    +Lacکه دو کپی از ژن هاي 

 در زمان هاي مختلف نمونه ها خارج می شوند و با تولوئن تیمار  افه می شود.) اضIPTGیعنی  ( گالاکتوزیدآز  -βسنتز 

 ياندازه گیر  OD420اضافه می گردد. نیم ساعت بعد   ONPGمی گردند تا آنزیم رها شود وسلول نیز کشته شود. سپس 

 آنزیم می سازد.  فاقد آنزیم و دیپلویید دو برابر هاپلویید  -Lacن می دهد که اآزمایش نشمی شود.  
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 )ONPG ( نیتروفنیل گالاکتوزید  -oآن توسط هیدرولیز   OD420گالاکتوزیدآز که   -βسنتز   11 -7 شکل

 سنجش شد.

 

اغلب مواد داراي خواص طیفی هستند و می توان آنها را شناسایی کرد. با اندازه  –شناسایی مواد توسط اندازه گیري طیف   3مثال 

می توان   DNA هنگام کار با مثلاًگیري طیف کامل یا نسبت مواد در طول موج هاي مختلف می توان این عمل را انجام داد. 

DNA  و پریمیدین با استفاده از روش هاي کروماتوگرافی از هم جدا کرد. هر باز توسط طیف را از باز هاي پورین هیدرولیز شده

 در زیر طول موج هاي مخصوص هر باز ذکر شده است: به دست آمده شناسایی می شود.

      nm  267  =max λبراي سیتوزین                                          nm  275  =max λبراي گوانین  

     nm  5/264  =max λبراي تیمین                                           nm  5/260  =max λبراي ادنین  

هر یک از بازها می توان با محاسبه  نسبت جذب هر  )انجام می شود معمولاًکه  ( براي اجتناب از انجام اندازه گیري طیف کامل 

 در زیر نحوه محاسبه آنها ذکر شده است. .که متعلق به کدام باز می باشد یک ازآنها در دو طول موج مختلف پی برد

ابتدا نسبت  
280

250

OD
OD   را براي هر یک از بازها به دست آورده سپس با دانستن مقادیر زیر می توان باز مورد نظر را 

 تعیین کرد: 

                                                                               2  =A  

                                                                          26/1  =T  

                                                                         63/1  =G  

                                                                         31/0  =C  

 هر یک از آنها به قرار زیر است:  λmaxطبق   εمی توان تعیین کرد. مقادیر  1مقدار آنها را بر طبق مثال  ،پس از شناسایی بازها
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 است.  εm=   4/13×  10 3مقدار    Aبراي 

 است.  εm=  9/7×  10 3مقدار    Tبراي 

 است.  εm=   1/8×  10 3مقدار    Gبراي 

 است.  εm=   1/6×  10 3مقدار    Cبراي 

  65/0آن  برابر     OD260.5مخلوطی از چهار باز نیتروژن دار را کروماتوگرافی کردیم و  ادنین را شناسایی نمودیم. مقدار   مثال:

 شد. غلظت آن را تعیین کنید؟

                                                                 حل : 
ε
AC =   

                                                          MC 3104.13
65.0
×

= 

 افزایش    OD260 ،را حرارت دهیم  DNAاگر  –توسط حرارت   DNAدناتوره و رناتوره کردن   - 4مثال 

  DNAگویند که توسط دناتوره شدن  )hyperchromicity ( به این عمل هیپرکرومیسیته  .)12 -7 شکل ( می یابد 

نیز می نامند که اگر حرارت دادن را ادامه  )helix- coil transition ( اندازه گیري می شود. این عمل را انتقال حلقه مارپیچ 

از سه رشته  12 -7 از هم باز می شوند. در منحنی شکل  DNAفاق افتاده و دو رشته ات unstackingعمل   DNAدهیم در 

DNA   مختلف استفاده شده است. اولی شاملDNA  مربوط بهE.coli   می باشد که مقدار در صدGC  

 

  ائروژینوس  مربوط به سودوموناس  DNAقرار دارد. دومی   8/7برابر   pHو   M  01/0% است و در تامپون فسفات 50آن 
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)Pseudomonas aeroginosa(  68داراي   %GC    در همان تامپون وبالاخره سومیDNA  مربوط بهE.coli   )  50داراي   %

GC(  در تامپون فسفاتM  1/0   وpH   می باشد.   8/7برابر 

 گویند. ملاحظه  melting temperature) Tm( % داشته باشیم را 50درجه حرارتی که در این تغییر جذبی برابر 

 زیاد می شود.   Tm ،می شود که با افزایش قدرت یونی محلول

     

 .)شرح کامل در متن داده شده است ( مختلف و اثر حرارت روي هر یک از آنها  DNAمربوط به سه  OD   12 -7 شکل                 
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) حلال هاي 5( ،) افزودن مولکول هاي کوچک4(  ،محلول ) قدرت یونی3(  ، pH) 2(  ،) حرارت1( بستگی به  DNAپایداري 

 دارد. شش مورد فوق را در زیر شرح می دهیم:  GC) در صد 6( و  ،قطبی و غیر قطبی

. قدرت یونی )13 -7 شکل( نیز زیاد می شود   DNAمشاهده می شود که پایداري   GCبا افزایش  –) پایداري حرارتی 1( 

 کمک کند. DNAمحلول می تواند در پایداري بیشتر 

                                

 براي دو محلول با   Tmمختلف. مقادیر   DNAبراي مولکول هاي   GCعلیه   Tmمنحنی     13 -7 شکل                 

 قدرت یونی مختلف در منحنی ذکر شده است. توجه داشته باشید که شیب خطوط مساوي هم هستند.                                       
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از هم باز نشده اند و حرارت را  کاملاً  DNAحرارت را تا حدي بالا ببریم که هنوز دو رشته   DNA) اگر در محلولی حاوي  2( 

 . )14 -7 شکل( ریم مشاهده می شود که منحنی روي خودش به سمت پایین حرکت می کند مجددا پایین بیاو

                                     

 در این روش حرارت را تا محلی روي منحنی بالا برده سپس  .با افزایش حرارت OD260تغییرات   14 -7 شکل             

 خوانده می شود.   ODرسانده و   C ْ25به حرارت                                  

 

در این حالت می  ،وقتی حرارت را آنقدر بالا بردیم که موقع رناتوره کردن مشاهده شد که منحنی فوق روي خودش بر نمی گردد

 اتفاق افتاده است.   hysteresisگویند 

هنوز  C ْ5/77در حرارت       مثلاً .گویند )  optical – transition region (   OTRرا   DNA) جدا شدن کامل دو رشته 3( 

 خواهیم داشت. OTRبرسانیم ناحیه  C ْ80ولی اگر حرارت را به  )14 -7 شکل( پیوندهاي هیدروژنی درجند باز وجود دارد 

وقتی حرارت را بالا برده تا  )مولار NaCl  01/0 مثلاً ( را در محلولی قرار دهیم که قدرت یونی آن کم باشد   DNA) اگر 4( 

ها  DNAرناتوره می شود و مجددا  DNAاز هم جدا شوند و سپس حرارت را پایین بیآوریم در نتیجه   کاملاًجایی که دو رشته 
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را علیه حرارت رسم می  ODدو رشته اي انجام داده یعنی منحنی   DNAرا با این  14 -7 دو رشته اي می شوند. آزمایش شکل

 مثلاً( در صد افزایش می یابد. اگر همین عمل را در محلولی با قدرت یونی زیاد  37به اندازه   ODکنیم  مشاهده می شود که 

NaCl M 1/0( انجام دهیم،  OD  می دهد.  علت این است که در محلول داراي  در صد را  از خود نشان 12  افزایشی برابر

را از هم جدا نگه می دارد ولی در محلول   DNAبار منفی گروه هاي فسفات یکدیگر را دفع کرده و دو رشته   قدرت یونی کم

 داراي قدرت یونی زیاد به علت وجود یون هاي بیشتر این دفع گروه هاي فسفات کاهش پیدا می کند.

قرار  Tmو حرارت بالاي   1تا  5/0یونی  %  را نشان می دهد را در محلولی با قدرتOD  12اي که افزایش  DNA) اگر 5( 

  )دو رشته اي کاملاًیعنی  ( به مقدار اولیه   ODپس از چند ساعت  ،هم زیاد باشد  DNAدهیم و همچنین غلظت 

  DNAرا انجام داد. در این عمل وقتی   DNAبا استفاده از این روش می توان عمل رناتوره کردن  .)15 -7 شکل ( بر می گردد 

کاهش می   ODتشکیل شده و  )رندوم ( پیوندهاي هیدروژنی به صورت تصادفی  ،مولار قرار می دهیم NaCl  5/0را در محلول 

افزایش پیدا می کند. حال حرارت را  ODبالا ببریم جفت بازها به صورت تصادفی باز می شوند و   C ْ76یابد. وقتی حرارت را تا 

کاهش پیدا می کند. با   ODمی رسانیم در نتیجه جفت بازهاي صحیح یکدیگر را پیدا کرده و  Cْ 20کم کم پایین می آوریم و تا 

 کامل می شود. DNAاین روش رناتوره شدن 
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 .)توضیح کامل را در متن مشاهده می کنید (   OD260با استفاده از  T4باکتریوفاژ   DNAرناتوره کردن     15 -7 شکل                 

گروه   pK ،گاهی می خواهیم براي تعیین ساختار پروتئین ها –پروتئین ها با استفاده از اسپکتروسکپی   pHتیتراسیون   5مثال 

آمینو اسید پروتئینی را بدانیم. با استفاده از این روش جایگاه آمینو اسید را می توانیم تعیین کنیم. فرض کنید پروتئینی داراي  جانبی

محلولی که پروتئین مورد نظر در آن قرار دارد را   pHآمینو اسید تیروزین است. تمام آنها در سطح پروتئین قرار دارند. اگر   5

معلوم می شود که تیروزین ها در  Aمنحنی  16 -7 . در شکل)16 -7 شکل ( یجه تیروزین ها یونیزه می شوند در نت ،افزایش دهیم

تا در  2تا از تیروزین ها در داخل پروتئین و در محیط غیر قطبی و   3مشخص شده که   Bسطح پروتئین قرار دارند. در منحنی 

که تیروزین هاي داخلی در معرض حلال می باشند یعنی پروتئین باز  سطح هستند. شیب تند قسمت بالاي منحنی نشان می دهد

به   Cمنحنی   ،یا  به صورت دناتوره درآمده است. اگر سه تا از تیروزین هاي داخلی در محیط قطبی باشند )unfold ( شده 

 دارند.   ،معرض حلال بودندهاي متفاوتی نسبت به آنهایی که در  pKوجود می آید که نشان می دهد این سه تیروزین داراي 
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  ε295تیروزین با استفاده از سنجش  pHمنحنی هاي تیتراسیون   16 -7 شکل                                  

  )solvent perturbation ( حلال  –تعیین بعضی از خصوصیات ساختار فضایی پروتئین با روش آمیختگی  6مثال 

آنها افزایش می   λmaxو   ε ،اگر آمینو اسیدها را به  محیط کمتر قطبی منتقل کنیم –و اختلاف جذب در دستگاه اسپکتروسکپی 

 یابند. طیف کروموفور بستگی به قطبیت محیط دارد. دو استفاده از این موضوع می توان کرد: 

پروتئین را در حلال قطبی قرار داده و طیف آن را به دست می آوریم این  طیف با  –) تعیین قطبیت محیط آمینو اسید داخلی 1( 

طیف همان کروموفور به صورت آزاد یک بار در حلال قطبی و بار دیگر در حلال غیر قطبی مقایسه می کنیم. اگر شبیه هر کدام از 

 معلوم می شود در ناحیه قطبی یا غیر قطبی قرار دارد.  ،آنها شد

 عیین محل بعضی از کروموفورها در داخل یا خارج پروتئین.) ت2( 

فرض کنید که می خواهیم ببینیم آمینو اسید خاصی در داخل یا سطح پروتیئن قرار دارد. روشی که در زیر توضیح داده می شود به 

می گردند. بنابراین اغلب از  ل نمی شوند یا دناتوره حلال می باشد. اغلب پروتئین ها در حلال غیر قطبی ح -نام روش آمیختگی
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حجم  با آب چنین  100در کل  2حجم از حلال هاي جدول  20 مثلاً% حلال غیر قطبی استفاده می شود 20%  آب و 80مخلوط 

 .می شود

استفاده می شود. پس به جاي این که اول با  )difference spectroscopy ( در این روش از اسپکتروسکپی اختلاف جذب 

در یکی از کوویت ها ماده مورد نظر را در آب و در کوویت دیگر ماده مورد نظر را در حلال  ،ز شاهد جذب را صفر کنیماستفاده ا

را در     εΔ  یعنیمی خوانیم منتهی در این جا اختلاف جذب ها طول موج  کدام از آمیخته شده قرار می دهیم. جذب را در هر

λmax   آمده   17 -7 %  آب براي تیروزین و تریپتوفان در شکل80% اتیلن گلیکول و 20خاصی تعیین می کنند. اختلاف طیف در

 است.

 

 

 

 

 

 حلال استفاده می شوند. –هایی که در روش آمیختگی حلال   2-7جدول     

 جامد افزودنی                            مایع افزودنی                   

Dimethylsulfoxide  ( DMSO)  Arabitol  

Dioxane  Erythritol  

Ethanol  Glucose 

Ethylene glycol  (EG) Mannitol 
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Glycerol Polyethylene glycol  (PEG) 

 Sucrose 

 Urea 

  

                                          

 اختلاف طیف تیروزین و تریپتوفان   17 -7 شکل                                                          

%   20بود ولی در محلول   nm 280منفی شود. تریپتوفان در آب داراي حداکثر جذب برابر  εΔتوجه داشته باشید ممکن است 

تریپتوفان است. ابتدا  5شد. فرض کنید ترادف آمینو اسیدهاي پروتئینی را می دانیم و داراي  292اتیلن گلیکول با آب برابر 

 تریپتوفان در سطح قرار گیرند فرض کنید جذب برابر : 5پروتئین را دناتوره می کنیم تا هر 

                                                                                     1  =ΔOD292  

 شد مجددا عمل فوق را تکرار کرده و این دفعه با پروتئین طبیعی انجام می دهیم:

                                                                                 6/0  =ΔOD292  
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تریپتوفان اختلاف جذب برابر یک شد  5می توان تعداد تریپتوفان هاي سطحی پروتئین را تعیین کرد یعنی  پس با یک تناسب ساده

 چند تریپتوفان در سطح آن وجود دارد: ،داریم 6/0پس حال که اختلاف جذبی برابر 

                                                                                3  =5 × 6/0  

فرمیک اسید یا پریدیک اسید به پروتئین اضافه کرده در  مثلاًروش دیگري که می توان استفاده کرد این است که مواد اکسید کننده 

نتیجه گروه ایندول مربوط به تریپتوفان اکسید می شود و جذب نخواهیم داشت. بنابراین اگر تمام تریپپتوفان ها در سطح پروتئین 

 می شود.  ΔOD292=  0گروه هاي ایندول اکسید شده و   ،باشند

دفن نشده بلکه در یک شکاف بسیار کوچک قرار دارد و مولکول  کاملاًدر داخل پروتئین   )تریپتوفان مثلاً ( گاهی کروموفور 

مولکول هاي  حلال نمی تواند وارد شکاف شود در نتیجه حلال کروموفور را ندیده و اختلاف جذب مشاهده نمی شود. قطر

 : )بر حسب آنگستروم ( حلال به صورت زیر است 

2/2  =D2O ،  4  =dimethylsulfoxide ،  3/4  =ethylene glycol ،  2/7  =glucose ، 4/6  =arabitol  

  2/5  =glycerol ،  4/9  =sucrose . 

 

 تمرین 

) ضریب جذب آن بر  cm 1  =ℓشد ( nm 540در  32/0و جذب   100داراي جرم مولی   µg/ml  32محلولی با غلظت   – 1
 برابر .......................گردید.  εmحسب  

  10ج )                                                              10000الف) 
  1000د )                                                                 100ب )  

 ایجاد کنند؟ RNAیا   DNAکدام یک از آمینو اسیدهاي زیر می توانند پیوند یونی با  –2
 الف) اسید گلوتامیک و اسید آسپاراتیک                                    ج ) فنیل آلانین و تیروزین 

 د ) لیزین و آرژنین                                ب ) هیستیدین و سرین                                
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  NaClدر محلول   DNA%  است. این 50آن  GCآن را خالص کردیم. می دانیم که مقدار  E.coli ،DNAاز باکتري  –3
رسم گردید. مشاهده شد که منحنی دو پله اي  Tmمولار حل کردیم. منحنی مربوط به تعیین  015/0مولار و سدیم سیترات  15/0

 % کل است. دلیل آن ...........................20شد. محاسبه پله اول نشان داد که   Cْ 88و    Cْ 80در   Tmو داراي دو 
 %  است.         GC 50داراي  DNA% مربوط به20داریم که  DNAالف) دوگروه 
 % است.                     50بیشتر از   GCداراي   DNAوط به %  مرب80داریم که  DNAب ) دوگروه 

 ج ) هر دو پاسخ فوق صحیح هستند.
 داراي جذب در طول موج هاي مختلف به ترتیب زیر است: Aمحلولی حاوي مولکول  – 4

        45/0  =OD260    03/0و  =OD450   محلول دیگري حاوي مولکول  .B   004/0داراي جذب=OD260  
 مخلوط   Bمحلول داراي مولکول   ml  1را با   Aاز محلول حاوي   ml 2می باشد.  OD450=  81/0و          
  Bو  Aگردید. آیا بین مولکول   OD450=  46/0و    OD260=  30/0کردیم. مقدار جذب این مخلوط برابر        
 اندرکنشی صورت گرفته است؟       

 متفاوت گردید. OD450چون الف ) اندرکنش صورت گرفته 
 متفاوت گردید.  OD260ب )  اندرکنش صورت گرفته چون 
 در مخلوط یکسان شد.  OD450ج ) اندرکنش صورت نگرفته چون 
 در مخلوط یکسان شد.  OD260د ) اندرکنش صورت نگرفته چون  
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