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می . در واقع بیش از نیباشدهاي مهم، گسترده و ضروري آزمایشگاه بالینی، بخش بیوشیمی مییکی از قسمت
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نقش بسیار مثبتی در ارائه خدمات بهینه تشخیصی و آزمایشگاهی دارد. این کتاب که در دست دارید، شامل تمام 
باشد. همچنین نایی با ازمایشگاه، ایمنی، الکتروفورز، سانتریفوژ و .... میهاي پایه آزمایشگاه بیوشیمی مانند اشبخش

و ... نیز در این کتاب پوشش داده شده است. به همین  PCRهاي مرتبط با بیوشیمی شامل کلونینگ، سایر تکنیک
این کتاب در  هاي داراي واحد ازمایشگاهیکه براي دانشجویان علوم ازمایشگاهی و رشتهشود می دلیل پیشنهاد

ل ها خالی از اشکااین کتاب نیز مانند سایر ترجمه هاي اساتید قرار گرفته و از نکات آن استفاده گردد.سرفصل
باشد، اشکالات را با دیده اغماض نگریسته و نقطه نظرات خود را براي ما فرستاده تا در ویرایشهاي بعدي مورد نمی

 توجه قرار گیرد.
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 ایمنی در آزمایشگاه 
 هاي بدست آمده و به اشتراك گذاشتن نتایج آزمایشاتثبت داده

 بیوشیمیایی  هايمحلول ها واستفاده از معرف
 انتقال کمی مایعات

 هاهاي آزمایشآنالیز آماري داده
 

زمایشگاه بیوشیمی را به شما معرفی کنیم. ها و وسایل موجود در آدر این کتاب قصد داریم برخی مفاهیم، روش
بیوشیمی براي شما چه آشنا یا چه غریبه باشد، ما قصد داریم که این حیطه را براي شما جذاب کنیم. تحقیق و 
پژوهش به طور ساده به معنی تلاش و جستجو براي یافتن حقیقت است. پس از مطالعه این کتاب، اگر اطلاعات 

هایی یشگاهی قبلی خود مقایسه کنید، تفاوت چشمگیري را درك خواهید کرد، چرا که تفاوتخود را با تجربیات آزما
اي د، مادهدهیشناسی دارد. مثلا در آزمایشگاه شیمی آلی شما آزمایشی را انجام میهاي شیمی و زیستبا آزمایشگاه

هاي آن ماده را با سپس ویژگیگرم (یا گرم) بدست آورید، و کنید تا مقداري در حدود چند میلیرا خالص می
ي امغناطیسی هسته و اسپکتروسکوپی رزونانس گازي هایی مانند اسپکتروسکوپی مادون قرمز، کروماتوگرافیتکنیک

روگرم کنید. در آزمایشگاه بیوشیمی، شما با مقادیر میلی گرم و میکها تعیین میو اسپکترومتري جرمی و سایر تکنیک
کنید، کنید و در یک حلال حل میها استخراج میها را از منابع بیولوژیکی و محلولومولکولسروکار دارید، غالبا بی

ا را درك هبینید اما شما تغییرات شیمیایی و بیولوژیکی مداوم بیومولکولو عملا شما هرگز مواد مورد مطالعه را نمی
 خواهید کرد. 

 فصل اول

 آشنایی با آزمایشگاه بیوشیمی  

 



 
  مؤسسه علمی انتشاراتیهاي مدرن)                       آزمایشگاه بیوشیمی (تئوري و تکنیک

 

 

8 

یوشیمی هاي بشوید که براي صحت و موفقیت در پروژهمیهایی آشنا ها و توصیهدر این فصل شما با دستورالعمل
 قبل از شروع به کار در آزمایشگاه، این فصل را حتماً مطالعه کنید. شودمی مهم هستند. پیشنهاد

 اید:شما این کتاب را به دلایل زیر انتخاب نموده
 و دانشگاهی باشد هاي آکادمیکاهدر آزمایشگها تواند به عنوان راهنمایی براي انجام آرمایشاین کتاب می -1
ر هاي مورد استفاده دها و تکنیکبراي شروع یک کار پژوهشی و تحقیقاتی در بیوشیمی و اطلاع از نظریه -2 

 آزمایشگاه، مناسب است.
 ها است که براي شروع به کار ضروري است.ها و تکنیکحاوي اطلاعات اجمالی و کلی از نظریه -3 

 هایمنی در آزمایشگا

 اول ایمنی
گیري نیست. شاید براي بسیاري از دانشجویان و دانش آموزان تاکید بر ایمنی در آزمایشگاه، هرگز به منزله سخت

 اي در حین کار رخ نداده است، ولی همیشه اولینهاي آزمایشگاه بیوشیمی بودند هیچ حادثهها درگیر فعالیتکه سال
همیشه در ذهن داشته باشید که مواد شیمیایی موجود در آزمایشگاه اصل، احتیاط است و نباید بی دقتی کرد. 

توانند سمی، تحریک کننده و قابل اشتعال باشند. چنین موادي زمانی خطرآفرین هستند که استفاده یا دور ریختن می
 ها به روش نادرست انجام شود. آن

 هایشگاه وارد شود، کمترین حادثاحل کار به آزمتجربه ثابت کرده است اگر فرد با آمادگی ذهنی و درك کاملی از مر
 رخ خواهد داد.

ي هادهند، شما باید به هشدارهاي ایمنی و واکنش و کمکاز آنجایی که حوادث خطرناك و غیر مترقبه خبر نمی
ه داشته هاي آزمایشگاه توجه ویژکنیم باید به ایمنی سرنگاورژانسی آشنا باشید. زمانی که ما در آزمایشگاه کار می

 تواند به سادگی به سایر افراد آسیب برساند.باشیم. بی دقتی یک فرد در آزمایشگاه می

 1اطلاعات ایمنی مواد
منی توضیح در مورد ای اند. البته هر چهحی و توصیف شدهاین کتاب بر اساس تاکید بر مسائل ایمنی طراهاي کلپروت

جربه کردن و درگیر شدن خود دانشجو باشد. تمام موادي که در تواند جاگزینی براي درك کردن، تداده شود، نمی
، شامل U.Sهاي فعالشود، باید با احتیاط به کار گرفته شوند. تمام آزمایشگاهها اشاره میاین کتاب به آن

(ایمنی کار و مدیریت سلامت) پیروي  2OSHAدانشگاهی یا تحقیقاتی، از دستور کار  -هاي آموزشیآزمایشگاه
 ها باید شرایط زیر را رعایت کنند:تمام آزمایشگاه OSHAند. بر طبق قوانین استاندارد کنمی

) بر روي تمام وسایل MSDSهاي اطلاعات ایمنی مواد (حفظ فایل -2توسعه برنامه نوشتن هشدارها و خطرات  -1
شیمیایی همراه با درج خواص علامت گذاري و برچسب زنی کلیه مواد  -3و مواد شیمیایی به کار رفته در آزمایشگاه 

آموزش کارکنان براي استفاده درست از این  -4ها هاي الزامی در زمان کار با آنآفرین و احتیاطهاي خطرو ویژگی
) توضیح کاملی است در خصوص یک ماده شیمیایی، خطرات بالقوه آن بر سلامت MSDSمواد. فرم واقعی قوانین (

مدیر آزمایشگاه یا از از توانید یک ماده را می MSDSاستفاده از این ماده. فرم انسان، و نکات ایمنی لازم حین 

                                                             
1Material Saty Data Sheets (MSDS)  
2Occupational safty and Health Administration 
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براي یک ماده شیمیایی ممکن است  MSDS) تهیه کنید. فرم aldrich.com-www.sigmaاینترنت (مثلا سایت 
) اسید استیک گلاسیال را نشان MSDSقسمتی از ( 1-1 ثابت هستند. شکل متفاوت باشد، ولی اطلاعات خاص

هاي حاوي مواد شیمیایی در آزمایشگاه باید برچسب گذاري شوند و مواد شیمیایی ها و بطريدهد. تمام شیشهمی
هاي استاندارد بین المللی براي این منظور خطرناك موجود و احتیاط لازم جهت کار با آن ذکر شود. یکی از سیستم

  نشان داده شده است. 1-2است که در شکل  HMIS1 سیستم
، بطور هاي شیمیاییپذیري، خطرات فیزیکی و کد حفاظتی مخصوص معرفبراي آگاهی سریع از سلامتی، اشتعال

 اند.ها ثبت شدهخلاصه بر روي شیشه

 
 سیالیبراي اسید استیک گلا MSDSقسمتی از : 1-1شکل 

 عملکرد ایمن در آزمایشگاه بیوشیمی
واد به دلیل تماس کمتر با مکنند می انگاري خاصی در آزمایشگاه بیوشیمی رایج است. دانشجویان تصورسهل

هاي طبیعی، نیازي به احتیاط نیست. اما در حقیقت بسیاري از مواد، قابل شیمیایی و مواجه بیشتر با بیومولکول
اشیاي ، رف)هاي یکبار مصشکستنی (مانند پیپتاي اشتعال و سمی هستند. به علاوه، وسایلی مانند وسایل شیشه

 زا (خون، باکتري و ویروس) باید با احتیاط استفاده شده ومواد بیولوژیکی عفونت، تیز و برنده (سوزن و لبه قیچی)
هاي ه دستگاهباشند؛ ازجمل آفرینتوانند خطردور ریخته شوند. برخی وسایل الکتریکی پرکاربرد نیز وجود دارند که می

hot plate ،stirrer.ها، و منبع برق الکتروفورز 
 زا نه تنها براي حفظ ایمنی محل کار بلکه برايهاي شیمیایی، اشیاي برنده و عوامل عفونتدفع مناسب تمام زباله

ها نسبتاً هاي عمومی و محیط زیست، الزامی است. بعضی از مواد شیمیایی حاصل از آزمایشحفاظت از محیط
                                                             

1Hazardous Materials Identification  

http://www.sigma-aldrich.com/


 

 آشنایی با آزمایشگاه بیوشیمیفصل اول: 

 

 

27 

توان در ا را میهها را با آب شیر بشویید و سپس در نهایت با آب مقطر، آب بکشید. پیپتیا محلول شستشو، پیپت
 آون خشک نمود.

 هاي خودکار پیپت کنندهابزار
خصوصا انتقال پی در پی مقادیر کم، پیپتورهاي مکانیکال میکرولیتري (انواع هاي کمی، براي اغلب انتقال

Eppendorf ،Pipetman 001/0میکرولیتر (  10000تا  1هاي معین از بین ها حجمو ...) مناسب است. این پیپت 
ابل کنترل ست قکنند. دکمه فشار دهنده پیپت با یک دلیتر) را با دقت، صحت و سرعت بالا منتقل میمیلی 10تا 

هاي پلی پروپیلنی . مزیت نوك)1-9است و نوك پیپت با سرهاي جداشدنی پلی پروپیلنی قابل تعویض است (شکل 
اي، باقی ماندن مقدار کمتر مواد در پیپت بعد از انتقال است. پیپتورهاي مکانیکال در هاي شیشهنسبت به نوك

ل هاي معینی قابهاي قبلی که فقط حجمجدیدتر برخلاف مدل هايهاي مختلفی در دسترس هستند. در مدلاندازه
گانه نیز وجود دارند که چندین هاي چندهایی با کانالهاي متعدد وجود دارد. پیپتانتقال بود، امکان انتقال حجم

 ).1-10کند (شکل چاهک یا ظرف را همزمان پر می
به محکمی روي  1-9مناسب انتخاب کنید و طبق شکل  براي استفاده از پیپتور، یک نوك پلی پروپیلن با اندازه

 1000-200و  250-20و  20-1هاي در اندازه مختلف موجود است (ظرفیت پیپت ي پیپت متصل کنید. نوكمیله
 قابل مشاهده است. 1-9) . جزئیات طرز کار آن در شکل 10000μLو  5000تا  1000و 

صورت تجاري در ، از پیپتورهاي خودکار تکرارکننده که به mL 5ز هاي بیشتر ابراي انتقال سریع و صحیح حجم
د. پیپتورها رونکار میها معمولا براي انتقال مواد خورنده و خطرناك بهکنند. این دستگاهدسترس هستند استفاده می

 .شودصورت مکانیکی تنظیم می هاي مختلف در دسترس هستند. میزان حجم مایع انتقالی بهدر اندازه
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شود. این مراحل بر اساس نکات کلیدي روش علمی : مراحلی که در تحقیقات علمی طی می2-1شکل 

 اندقدیمی طراحی شده

 شامل چندین فعالیت است: 2-1هریک از مراحل ذکرشده در شکل 
فرد محقق اي براي محققین دارد و العادهاغلب جذابیت فوق شودمی موضوعی که انتخاب: انتخاب موضوع – 1

را صورت سوالی که هنوز جواب آن ممکن است آشنایی جزئی با آن داشته باشد. گاهی مطرح نمودن مسئله به
 رت باشد:تواند به این صوهایی از موضوعات تحقیقی بیوشیمی، میکند. مثالدانیم، به یافتن جواب کمک مینمی
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 شکل مخلوطی در حالت تعادل وجود دارند. د، اما بهنشوصورت کامل در محلول تفکیک نمیي ضعیف بهاسیدها و بازها

3-3معادله 
   

HA ي اسید ضعیف و نماینده–A 1 ،عنوان باز مزدوج آن استبهk  2ثابت سرعت براي تفکیک اسید وk  ثابت سرعت
 : شودمی تعریف 3-4ي با معادله HAاي اسید ضعیف بر) akاتصال یون هیدروژن و باز مزدوج است. ثابت تعادل (

𝒌𝒌 𝒂𝒂  3-4معادله   =  𝒌𝒌𝟏𝟏
𝒌𝒌𝟐𝟐

= �𝑯𝑯+� [𝑨𝑨−]
[𝑯𝑯𝑯𝑯]

 
 گونه نوشت :را اینآن [+𝐻𝐻]توان براي تعریف که می
[+𝑯𝑯]  3-5معادله   = 𝒌𝒌 𝒂𝒂 [𝑯𝑯𝑯𝑯]

[𝑨𝑨−]
 

[𝐻𝐻+] صورت اغلب بهpH شودمی گزارش )−𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙[𝐻𝐻+] به طور مشابهی .(−𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙 𝑘𝑘𝑎𝑎 صورت را نیز بهapK  ارائه
𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙𝑙−اعمال  توان بارا می 3-5ي دهند. معادلهمی  به هر دو طرف، به معادله جدیدي تبدیل کرد.  

𝒑𝒑𝒑𝒑  3-6معادله  =  𝒑𝒑𝒑𝒑𝒂𝒂 + 𝒍𝒍𝒍𝒍𝒍𝒍 [𝑨𝑨−]
[𝑯𝑯𝑯𝑯]

 
و نسبت غلظت اسید  pHي بین عنوان رابطههاسلباخ معروف است و به–ي هندرسونهعنوان معادلبه 3-6ي معادله

ي عنوان دهنده) بهHA) و اسید (Aي پروتون (عنوان پذیرنده ) بهA–شود. نمک اسید (و باز مزدوج، تعریف می
 يزیرا در محاسبه هاسلباخ ارزش زیادي در شیمی بافر دارد،–ي هندرسونشود. معادلهنیز مطرح می) D(پروتون 

pH هاي بافر یک محلول، درصورت مشخص بودن نسبت مولار یون[𝐴𝐴−]
[𝐻𝐻𝐻𝐻]

تواند استفاده شود. ي اسید، میapKو  
توان با مشخص مخصوص لازم است، می pHي محلول بافر با را که براي تهیه A–به  HAهمچنین نسبت مولار 

 ، محاسبه نمود.apKبودن 
کند. اگر عنوان بافر عمل میاست و به pHداراي توانایی مقاومت در برابر تغییرات  A–و  HAیک محلول حاوي 

 گردد :، محلول خنثی میA–ي وسیله) به محلول بافر افزوده شود، بهH+اسید (
+𝑯𝑯   3-7معادله   +  𝑨𝑨−

 
→  𝑯𝑯𝑯𝑯 

 گردد.واکنش داده و خنثی می HAاگر باز به محلول بافر اضافه شود، با 
−𝑶𝑶𝑶𝑶   3-8معادله  +𝑯𝑯𝑯𝑯 

 
→  𝑨𝑨− +  𝑯𝑯𝟐𝟐𝑶𝑶 

–ي هندرسون)است. مطابق معادلهA–) و باز مزدوج آن (HAموثرترین سیستم بافري حاوي غلظت برابر اسید (

سیستم  apKاست. بنابراین  apKبرابر با  pHباشد،  [ HA ]برابر با  A ]– [) زمانی که 3-6ي هاسلباخ (معادله
 apkمقدار  pH 1±ي سیستم بافري در بافري است. موثرترین محدوده محدودهدهنده مرکز باز ضعیف نشان–اسید
 است.

=    3-9معادله   𝒑𝒑𝒑𝒑𝒂𝒂 ±  براي بافر pHي موثرترین محدوده𝟏𝟏

 انتخاب بافر بیوشیمیایی
ها و یومولکولبیعی پیرامون ببافري آبی انجام شود. محیط ط هايمحلول تقریبا تمام تحقیقات بیوشیمیایی باید در

طبیعی  pHشوند، در است. وقتی این ترکیبات از سلول استخراج می pH هاي سلولی تحت کنترل شدیداندامک
ایگزین تواند بهترین جها هستند. یک سیستم بافري مصنوعی (سنتتیک) میpH) پایدارتر از دیگر 8-6خود (معمولا ً 

ین باید بدانید که اکثر فرایندهاي بیوشیمی (مخصوصا ً بعضی از فرایندهاي براي محیط طبیعی سلول باشد. همچن



 

 فصل سوم: کارها و فرایندهاي عمومی در آزمایشگاه

 

 

77 

 محیطی است؛ که باید در هنگام کار با موادهاي زیستها، ایمنی و نگرانیبزرگترین ایراد استفاده از رادیوایزوتوپ
 سازد. در برخیها را با محدودیت مواجه میتوسعه رادیوایزوتوپها، رادیواکتیو مورد توجه قرار گیرد. این نگرانی

ک دوره (حتی دانشجویان) باید یکنند می کشورها، از جمله امریکا، طبق قانون تمام افرادي که با مواد رادیواکتیو کار
یختن ه و دور ردلیل خطرات بالقوه و مشکلات مرتبط با استفادآموزشی کامل در این زمینه را گذرانده باشند. به

قیقات، شود. این مواد در تحهاي مقاطع اولیه دانشگاهی استفاده نمیپسماندهاي مواد رادیواکتیو، معمولا در آزمایشگاه
شود. کار صنایع بیوتکنولوژي و پزشکی (البته زمانی که تکنیک دیگري براي حل مشکل وجود ندارد)، استفاده می

 رت گیرد.ها باید توسط افراد مجرب صوبا آن
باشند.  هاي دیگريها موجب شده تا محققین به دنبال روشي ایمنی کاربرد رادیوایزوتوپمشکلات فراوان و مسئله

کند که را توصیف می "بیوشیمی سبز"هاي هاي این فصل، جستجوبراي تکنیکسایت آخر در میان رفرنسدو وب
ها نیز طراحی نوعی سنجش پروتئین کیناز را توضیح فرنسشود. یکی از رها از رادیوایزوتوپ استفاده نمیدر آن

ه کند کهایی را معرفی میها، سنتز پروباستفاده نشده است. یکی دیگر از رفرنس 32دهد که در آن از فسفرمی
 وند.شها به نور استفاده مینها و افزایش تمایل آدار کردن پروتئینهستند و براي نشان پفاقد رادیوایزوتو

 هاي رادیواکتیویتیاء و ویژگیمنش
 هاي ناپایدار است. هسته هیدروژن حاويي ایزوتوپخودي هستهمقدمه: رادیواکتیویتی ناشی از متلاشی شدن خودبه

ي هیدروژن حاوي یک و دو نوترون هستند دهند. دو شکل دیگر هستهنشان می 𝐻𝐻11صورت یک پروتون است که به
مام گویند. تهیدروژن را معمولاً دوتریوم و تریتیوم می هايایزوتوپشود. این نشان داده می 𝐻𝐻13و  𝐻𝐻12که به صورت 

ها متفاوت است. از این بین اما تعداد نوترون آن، )1+هاي هیدروژن تعداد پروتون یکسانی دارند (بار ثابت ایزوتوپ
 م رادیواکتیو است.وفقط تریتی

شرایط و تحت ها ناپایدار هستندها بستگی دارد. بعضی از هستهها به پروتوننوترون به نسبت بین پایداري یک هسته
 که همراه با نشر ذرات است. شوندمی ايي هستهخودي دچار تجزیهخودبه

 
گر حدود بالا و پایین چین نشانخط نقطه ؛𝑪𝑪 𝟏𝟏𝟏𝟏و  𝑯𝑯 𝟑𝟑ساطع شده از  βي انرژي براي : گستره3-13شکل 

 هاستیک دادهتفک
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= m ي قابل رسوبحجم موثر ذره 
 = ωاي چرخش با واحد رادیان/ثانیهسرعت زاویه 

r =هاجرت کننده از محور مرکزي چرخشي ذرات مفاصله 
ر تیابد. سنجش رایجي ذره از محور چرخش افزایش میي قابل رسوب، با سرعت چرخش و فاصلهنیرو بر روي ذره

F ي زمین یا با بهره از تعریف نیروي جاذبهg 1است که نیروي سانتریفیوژ نسبی RCF ي نامیده شده و در معادله
 تعریف شده است. 2-4

 ) = r (2rpm)) (5- 10 × 118/1RCF(   4-2ي معادله
 RCFدهد که نشان می 4-2ي کند. معادلهمرتبط می )rpm( را با تعداد چرخش نمونه در دقیقه RCFاین معادله، 

را با استفاده از  RCF). بهتر است که 4-1کند (شکل ي ذرات رسوبی از محور چرخش) تغییر می، (فاصلهrبا تغییر 
تغییر  rبا  RCFکه چون  شودمی مشخص 4-2و  4-1شکل  با توجهتعیین کنیم.  4-2جود در شکل نوموگرام مو

به  r، با استفاده از مقدار RCFآزمایش تعیین کنیم. اغلب یک میانگین از بار را براي هر  rکند، اهمیت دارد که می
گزارش  "gي تعداد جاذبه"نوان به ع RCFشود. مقدار علاوه نصف فاصله بین سر و ته ظرف نمونه تعیین می

 شود.می

 
 ي ذرات قابل رسوب از محور چرخش. ، فاصلهrبا  RCFي تغییر . نمودار نشان دهنده4-1شکل 

 

                                                             
1 Relative centrifugal force 
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 جامد (جذب) -کروماتوگرافی مایع
HPLC اي هاي منفذدار سیلیکا یا آلومینا انجام شود. دانههاي لایهتواند با ستونهاي متشکل از دانهدر حالت جذب می

ه شامل گستردهاي به کاربرده شده به طور رود. بعضی از بستهاثر بکار میاي کوچک اغلب براي مرکز بیشیشه
 مواد ذیل هستند:

 µ Porasil (Waters Associates), BioSilA (Bio-Rad Laboratories), LiChrosorb Si-100 Partisil, 
Vydac, ALOX 60D (several suppliers), Supelcosil (Supelco)  

جذب  اتصال در فاز ثابت جامد هايهاي ترکیبی مختلف در محلها با میلدرکروماتوگرافی جذب با فشار بالا، آنالیت
ی غیرقطبهاي مولکول هاي قطبی، بهتر ازدهد، زیرا مولکولها در مخلوط نمونه روي میشوند. جداسازي آنالیتمی

ن شکل شوند. ایشوند. از این رو، ترکیبات مختلف در نمونه با زمان ماندگاري متفاوت از ستون شسته میجذب می
 شود (فاز ثابت قطبی و فاز متحرك غیرقطبی).نامیده می معمولا فاز نرمال HPLCاز 

 ) تفکیکی  مایع ( -کروماتوگرافی مایع 
 رهابستبا این ها ستون شدند.ده میی)، بسترهاي جامد با فاز ثابت مایع پوشHPLC )98-1970در روزهاي اولیه 

ز مستمر فاز ثابت مایع با استفاده اداد، زیرا کاهش طول عمر کوتاهی داشتند و کاهش تدریجی در تفکیک روي می
 داد.ستون رخ می

ازهاي ثابت اثر برطرف شد. فهایی براي پیوند شیمیایی فاز ثابت فعال با بستر بیاین مسئله توسط کشف روش 
-4ي غییر در معادلهشوند. این سه تمتصل شده با پیوند شیمیایی توسط تغییر کووالانسی در سطح سیلیکا تولید می

 نشان داده شده است.  5-6و  5

 استرهاي سیلیکات 

  5-4ي معادله

 سیلیکا –کربن 

5-5ي معادله
  
 هاسیلوکسان

5-6ي معادله
  

مزیت اصلی فاز ثابت پیوندي، ثبات آن است. به دلیل وجود پیوند شیمیایی، فاز ثابت در استفاده کاهش بسیار کمتري 
وانند به عنوان تهاي عاملی که میسیلیکاي بکار برده شده هستند. گروهترین بستر ها رایجخواهد داشت. سیلوکسان

2Si (CH ((-آمینها آلکیل، )-C6H5-Si( ، فنیل)-CN-2CH2CH-Si(ها نیتریلها متصل شوند، آلکیلسیلوکسان

2NHn-37( هاي جانبی الکیل) و زنجیرهH18C-Si-; 17H8C-Si- (.هستند 
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 رایط ستونعنوان لیگاند به کار برد، اما تنها اگر ش توان بهبکار روند. سوبستراي اصلی را نیز میتثبیت شده لیگاند 
 مواد متصل، اجتناب گردد. اي تغییر داد که از تغییر کاتالیتیکبتوان به گونه را

ولکول مد پذیر با ماکرومي قوي، اختصاصی و برگشتبرهمکنش  علاوه بر نیازهاي مطرح شده تاکنون، لیگاند باید
پذیر براي اتصال به ماتریکس داشته باشد. باید تشخیص دهید که چند ملی واکنشنظر نشان دهد و باید یک گروه عا

نوع لیگاند ممکن است براي تخلیص به روش میل ترکیبی، براي یک ماکرومولکول خاص بکار رود. بدیهی است 
 انجام شود. ؤثرتواند براي انتخاب یک لیگاند مبعضی لیگاندها بهتر از بقیه کار خواهند کرد و مطالعات تجربی می

 اتصال لیگاند به ماتریکس
ژل،  رایجاد تغییرات د ها براياند. تمامی روشوجود آمدهه چند روش براي اتصال کووالانسی لیگاند به ماتریکس ب

) اتصال لیگاند 2لی بر روي ماتریکس و مهاي عاسازي گروه) فعال1شوند: در دو مرحله شیمیایی مجزا خلاصه می
ماکرومولکول  که قادر به اتصال به به گونه اي به ماتریکس متصل شودباید لیگاند ی بر روي ماتریکس. به گروه عامل

ها در ادامه، هاي فعال شده بصورت تجاري موجود است. پرکاربردترین آناز ژل زیاديامروزه انواع  مطلوب باشد.
 شود.توصیف می

 1آگاروز فعال شده با سیانوژن بروماید
شوند. یمتصل مآگارز  هاي آمین نوع اول به آسانی بهر متنوع است، زیرا تمامی لیگاندهاي محتوي گروهاین ژل بسیا

دلیل اینکه این ژل بسیار واکنش پذیر است، ه موجود است. ب CNBr فعال شده با 4B این ژل تحت نام تجاري سفارز
این است که لیگاندهاي کوچک  CNBrشدن با شرایط بسیار مساعد براي اتصال لیگاند، نیاز است. یک ایراد فعال 

مناسبی مکنش بره ها قادر بهشوند، و بدلیل ممانعت فضایی، ماکرومولکولبسیار نزدیک به سطح ماتریکس متصل می
 شود.مطرح می A 18-5 و اتصال لیگاند در شکل CNBrسازي با با لیگاند نخواهند بود. مراحل فعال

 آگاروز-)AHهگزان (آمیندي-6و1و رز آگا )CHیک اسید (وئآمینوهگزان
هاي فعال شده، با قرار دادن یک جداکننده شش کربنی مابین لیگاند و ماتریکس، به تداخل فضایی مطرح این ژل

 CHگارز آ توانند با پیوند کووالانسی بههاي آمین نوع اول میکنند. لیگاندهاي داراي گروهشده در بالا غلبه می
متصل شوند. اتصال  AH توانند به آگارزهاي کربوکسیل آزاد میکه لیگاندهاي داراي گروهیحال متصل شوند، در
 شود. مطرح می 5 -18در شکل  CHو  AHهاي لیگاندها به ژل

 ) CDIایمیدازول (بسترهاي فعال شده با کربنیل دي
بار الکتریکی هستند (شکل  آلکیل کربامات بدون-Nهاي کند که محتوي گروههایی تولید میژل CDIواکنش با 

D 18-5 .(فعال شده با آگارز  را ببینیدCDIنیل استات، توسط شرکت بیوتکنولوژي یو، دکستران و پلیPierce  با
 شوند.عرضه می Reacti-Gelنام تجاري 

 آگاروز فعال شده با اپوکسی
هاي هیدروکسیل، تیول اي محتوي گروهنشان داده شده است. این ژل، اتصال لیگانده E 18-5ساختار این ژل در شکل 

 .توانند به سادگی به ژل متصل شوندساکاریدها میهاي هیدروکسیل مونو، الیگو و پلیکند. گروهیا آمین را فراهم می
                                                             

1 cyanogen bromide-activated agarose 




