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ABSTRACT

Before describing the structure and mechanism of action of a protein, it must first be subject
to purification procedure. Protein purification is a set of processes in which one or a small
number of proteins are purified from a complex compound that may be a complete cell, tissue,
or organism. Understanding the functions, structural properties, and interactions of the protein
are directly related to the degree of purity of the protein of interest. In the purification process,
the protein and non-protein parts are separated. The biggest challenge is when the protein
must be separated from other proteins. The purification procedure of an unknown protein is
usually depends on the size, physicochemical properties, binding affinity, and biological
activity. The end product of the purification process is called protein isolate. The protein
purification process usually involves filtration and one or more chromatographic steps.
Chromatography is a useful method for acquiring very pure protein for using in very accurate
experiments. Therefore, by purifying the desired molecule, it can be used in various
industries, such as medicine.
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مقدمه
افــزون جهــان، تحقیــق و بررســی در بــا پیشــرفت روز

هاي دخیـل در بـدن   کانیسممورد موجودات زنده و م
کنـد. وقتـی صـحبت از    آنها اهمیت بسـزایی پیـدا مـی   

هـاي بیوشـیمیایی مطـرح    ، واکـنش استموجود زنده
هـا،  ها و ماکرومولکولشوند، که به واسطه مولکولمی

ــی ــاق م ــه  اتف ــدم در مطالع ــین ق ــن رو اول ــد. از ای افت
موجودات زنده مختلف، در همه علوم زیستی، آشنایی 

.]1[استآنها هاي حیاتی ها و ماکرومولکولولبا مولک

توان اثـرات  هاي زیستی، میسازي این مولکولبا خالص
هاي زنـده یـا   مفید و یا مضر آنها را بر روي ارگانیسم

توجه به ]. 2-7ها مورد بررسی قرار داد [سایر مولکول
ــول  ــیاص ــه اساس ــائل مربوط ــیمی و درك مس ، بیوش

فراگیري علوم پایه داشـته  تواند نقش مهمی را در می
هاي مناسب و باشد. براي این منظور استفاده از روش

تواند بسیار مفیـد باشـد. مطالعـه حاضـر بـه      نوین می
آزمایشگاهیهايروشمعتبرترینازروشچندبررسی
پردازد.هاي زیستی میسازي مولکولخالص

چکیده
قبل از توصیف ساختار و مکانیسم عملکرد یـک پـروتئین، ابتـدا بایـد آن را خـالص کـرد و سـپس مـورد بررسـی قـرار داد.           

هـا از یـک ترکیـب    شود که در آن یک یا تعداد انـدکی از پـروتئین  اي از فرآیندها گفته میبه مجموعهسازي پروتئینخالص
هـاي  گردد. براي این که بتوانیم عملکردها، ویژگیموجود زنده کامل باشد، خالص میپیچیده که ممکن است سلول، بافت یا

سـازي،  هاي پروتئین مورد نظرمان را دریابیم ابتدا لازم است تا آن را خالص کنـیم. در فراینـد خـالص   کنشساختاري و برهم
به زمانی است که پروتئین مورد نظر باید از شوند. بیشترین چالش مربوطقسمت پروتئینی و غیرپروتئینی از یکدیگر جدا می

فعالیت وتمایل اتصالیهاي فیزیکوشیمیایی،ویژگیاندازه پروتئین،سازي معمولاً بهها جدا گردد. مراحل خالصسایر پروتئین
فراینـد  پروتئین مورد نظر بستگی دارد. محصول نهایی فرایند تخلیص، پـروتئین جداسـازي شـده نـام دارد. معمـولاً     زیستی

هایی مانند کروماتوگرافی و تخلیص پروتئین، شامل فیلتراسیون و یک یا چند مرحله کروماتوگرافی است. با استفاده از روش
گیرد. در نتیجـه، بـا تخلـیص مولکـول     تري انجام میآید و تحقیقات دقیقتري بدست میهاي خالصبهینه سازي آن، مولکول

یع مختلف از جمله پزشکی استفاده کرد.توان از آن در صنامورد نظر، می
پروتئین، تخلیص، فیلتراسیون، کروماتوگرافیواژه هاي کلیدي: 
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روش کار
باشـد کـه پـس از    مقاله حاضر، یک مطالعه مروري می

ISI ،Scopus ،Pubmed،Googleهاي بانکستجو درج

scholar وMedlineدر آنسعی شد کهو یه شدهته
رسانیاطلاعپایگاهاز اطلاعات به روز استفاده گردد. از

نیـز اسـتفاده  MAGIRAN) و SIDدانشـگاهی ( جهاد
اطلاعات آوري جمعاي براي. جستجوي کتابخانهگردید

ــاباز  ــز انجــام الکترونیکــی هــاي در دســترس وکت نی
تمامی مقالات و خلاصـه مقـالات  در حد امکان، . گرفت

ــدمــرور ،معتبــر خــارجی و داخلــی مــرتبط . در گردی
کلیــدي ماننــد پــروتئین، تخلــیص، جســتجو از کلمــات

.استفاده شده استفیلتراسیون، کروماتوگرافی 

هایافته
سازيخالصهاي انتخاب و ترکیب روش

خـالص هـاي  ا بـا اسـتفاده از روش  هجداسازي پروتئین
بـا توجـه   سازيخالصهاي . روششودانجام میسازي

هاي خـاص مـورد اسـتفاده قـرار     به تفاوت در ویژگی
گیرند و هر روش به تعـادل بـین تفکیـک پـذیري،     می

].8[سرعت، ظرفیت و بازیابی اشاره دارد
ي از پـروتئین هـدف کـه در طـول     ، به مقدارظرفیت

شـود، اشـاره دارد. در برخـی    فاده میسازي استخالص
تـوان اسـتفاده کـرد بـه     اي که مـی موارد مقدار نمونه

یا با مقدار زیادي )در ژل فیلتراسیونمثلاً (وسیله حجم 
 ـاز مواد زا د کـه همـراه بـا پـروتئین هـدف هسـتند،       ئ

شود. محدود می
هـاي انتخـابی و مـاده    ، به وسـیله روش تفکیک پذیري

هـاي باریـک بـه    فی در ایجاد پیکاي کروماتوگرازمینه
آید. بـه طـور کلـی، تفکیـک پـذیري زمـانی       دست می

هـاي موجـود در نمونـه    شود که پروتئیندشوارتر می
.داراي خواص بسیار مشابه به هم باشند

سازي بسیار مهم اسـت، کـه   ، در ابتداي خالصسرعت
 ـاین امر با حـذف مـواد زا   د، بـه بیشـترین حـد خـود     ئ

رسد.می

اي به عنـوان نتیجـه حاصـل از    به طور فزاینده،بازیابی
رزش محصـول خـالص  سازي به دلیل افزایش اخالص

شده مهم است. بازیابی، توسط فرآیندهاي مخرب در 
نمونه و شرایط نامطلوب در ستون تحـت تـاثیر قـرار    

گیرد.می
هاهاي مطالعه و تخلیص پروتئینانواع روش

ها مام پروتئینیک روش منفرد و ساده براي تخلیص ت
باید سازيخالصوجود ندارد و هدف نهایی در تکنیک 

مورد توجه قرار گیرد و ابزار تخلـیص بسـته بـه نـوع     
و فراینـد پروتئین مورد نظر انتخاب گـردد، چـرا کـه    

یــک ســازيخــالصشــرایط مــورد اســتفاده در عمــل 
پروتئین ممکن است منجر به غیر فعال شدن پـروتئین  

یک آنزیم ، به منظور استفاده ازمثال. براي گردددیگر 
(آنـزیم) ، یک نمونـه کاربرد داردکه در پودر شستشو 

نسبتاً ناخالص کافی است و فـراهم آوري آن نیازمنـد   
هیچ نوع مهار فعالیتی نیست. امـا اگـر پـروتئین بـراي     
اهداف درمانی مورد نیاز باشد، تخلیص باید بـا دقـت   

].9[بسیار بالایی انجام شود
رافیلتراسیوناولت

تراوش از فیلتـري کـه قـادر اسـت ذرات بسـیار ریـز       
را از خود عبور دهد فراپـالایش )اولترامیکروسکوپیک(
گیـري  فراپالایش با بهره. نامندمی1اولترافیلتراسیونیا

و از ایــن نــوع غشــا بــراي گیــرداز غشــاها انجــام مــی
1000تـا  20هـایی بـا انـدازه    جداسازي ماکرومولکول

کلوئیـدها،  ، شود. در ایـن روش وم استفاده مینگسترآ
هاي آلی و مولکولزاها، مواد میکروبی بیماريپروتئین

دالتـون  106تـا  103آن بـین  وزن مولکولیبزرگ که
ــت ــی،اس ــازي م ــوجداس ــات دنش ــتر آزمایش . در بیش

یـــا هـــاپـــروتیئن، از لولـــه فـــالکونســـازيخـــالص
فاده مختلــف اســتضــریب عبــور هــایی بــا میکروتیــوب

محلــول پروتئینــی درون بــه طــوري کــه گــردد. مــی
و با استفاده از سـانتریفیوژ  شودمیکروتیوب ریخته می

 ـگرداجزاء محلول داخل تیوب جدا سـازي مـی   د. بـه  ن
اولترافیلتراسیون فنـاوري جداسـازي ذرات   بیان دیگر، 

1 Ultra-Filtration
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ءاست کـه بـر مبنـاي غشـا    غشامعلق نامحلول توسط 
را تـا کمتـر از یـک دهـم     نیمه تراوا عملیات جداسازي 

دهد. اختلاف فشـار، نیـروي محـرك    میکرون انجام می
باشـد. سـاختار   مـی یـا فیلتـر   جریان جهت عبور از غشا

جـدا شـدن   باعـث اولترافیلتراسیونهايغشانامتقارن 
و بـاقی مانـدن   غشـا ذرات بزرگتر از اندازه مولکولی 

کــه ذرات در حــالی،شــودمــیغشــاهــا در ســطح آن
عبور غشامنافظاز میان )سته به اندازه فیلترب(کوچکتر 

غشـاها  هایی که در پشتطور کلی محلولبه. کنندمی

مانـدگار ، مواد برگشتی یا فاز)1(شکل یابندجریان می
یـا  تراویده،کندمیعبورغشاازآنچهشوند.مینامیده

 ـ فاز عبـوري بـه    ـآیشـمار م ، پـالایش،  فیلتراسـیون . دی
زمـانی کـه غلظـت مـواد     ،محلـول جداسازي و تغلیظ

کنـد بـه پایـان    افزایش پیدا میغشاباقیمانده بر سطح 
در ، فیلتراسـیون -اولتـرا رسد. همچنـین از فرآینـد   می

تـوان اسـتفاده   مـی نیـز  عملیات تصفیه، تغلیظ و تفکیک 
].10[کرد

ونیلتراسیفاولتراهاي ، ب: لوله فالکونآنو نحوه عمل ونیلتراسیاولترافالف: .1شکل

الکترو الوشن
هـاي  در مقالات گوناگون، انواع مختلفی از تعداد روش

هاي موثر بر بازیافت پروتئین از الکتروالوشن و دستگاه
آمید شرح داده شـده اسـت. اکثـر    آکریلهاي پلیژل

ها یک اصل مشـترك دارنـد کـه بـر مبنـاي      این روش
هـاي  کـه هاي پروتئینی متشکل از تانتقال ماکرومولکول

آمید از طریق یـک فیلتـر متخلخـل بـر     آکریلپلیژل
در حالـت  . روي تله غشایی در میـدان الکتریکـی اسـت   

کلی، الکتروالوشن پروتئین از ژل، روشی است که براي 
ــابی ــروتئینبازیـ ــايپـ ــورزهـ ــدهالکتروفـ ژلدرشـ

هاي پروتئینـی از ژل  آمید با انتقال مولکول-آکریلپلی
ــک   ــتفاده از ی ــا اس ــی  ب ــدان الکتریک ــتمی روش.اس

هـاي  هـا از ژل شود که پـروتئین الکتروالوشن باعث می
هـاي آمید براي تجزیـه و تحلیـل و کـاربرد   آکریلپلی

اساس الکتروالوشـن پـروتئین از   . شوندبعدي بازیافت 

اهمیـت حائزنکته.استشدهنشان داده2ژل در شکل 
تفاده ، این است که پروتئین اس ـالوشن-الکتروروشدر

سـازي خـالص شده در این روش پس از چند مرحلـه  
به کـار  الکتروالوشن(مثلاً به وسیله کروماتوگرافی) در 

].11شود [گرفته می

نماي شماتیک الکتروالوشن پروتئین.2شکل 
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کروماتوگرافی
-تخلـیص مـاکرو  واي که براي اسـتخراج تکنیک عمده

ماتوگرافی هاي حیاتی کاربرد زیادي دارد، کرومولکول
یعنیchroma، در زبان یونانی1است. کروماتوگرافی

عمـل  اسـاس  یعنـی نوشـتن اسـت.    gropheinو رنـگ 
شده کروماتوگرافی بر اصل کلی پخش فاز بنیان نهاده

دهد تا اجزاي سازنده نزدیک به هممیاست و امکان
بسیاري از . و شناسایی کندرا جداهاي کمپلکسمخلوط

].8هاي دیگر ناممکن است [به روشها جداسازياین
کـه  استحرکت نسبی دو فازکروماتوگرافی متکی بر

یکی از فازها بدون حرکت است و فـاز سـاکن نامیـده    
نامند. اجزاي یـک  شود و دیگري را فاز متحرك میمی

مخلوط به وسیله جریانی از یک فاز متحـرك از داخـل   
اسـاس  ها بـر  شود. جداسازيداده میفاز ساکن عبور

استوارنمونهمختلفءاجزامهاجرتسرعتدراختلاف
هایی که تمایل بالایی به فاز ثابت . در واقع مولکولاست

دارند، نسبت به آنهایی که به فاز متحرك تمایل نشان 
کنند. فاز ثابـت  دهند، با سرعت کمتري حرکت میمی

بستر خلل و فرج داري است که فاز متحرك (حلال) را 
هایی است. بستر فاز ثابت باید حاوي گروهجذب کرده 

هـاي  هاي پیوندي متفاوت به مولکـول باشد که با ثابت
پروتئینــی پیونــد شــود و همچنــین از نظــر فیزیکــی و 
شیمیایی نیز پایدار باشد. فاز ثابت در کرومـاتوگرافی  

و فـاز متحـرك، محلـول    گیـرد مـی درون ستون قرار 
]. 8[ددگرشستشو است که به درون آن پمپ می

شـود  هنگامی که نمونه وارد ستون کروماتوگرافی می
و به دنبال آن عمل شستشـو بـراي خـروج آن انجـام     

گیرد حجم محلولی کـه از ابتـداي ورود نمونـه تـا     می
خروج جزء مورد نظر از ستون در لوله آزمایش جمع 

دهنـد.  نمایش میVRشود را حجم بقاء گویند و با می
 ـ   ] اسـتفاده  tRب از زمـان بقـاء [  به جاي حجـم بقـاء اغل

]. رابطه 12تر است [گیري آن سادهشود که اندازهمی
صورت زیر است:بهءمیان حجم و زمان بقا

VR=FCtR

1 Chromatography

سرعت جریان حجم است. مقدار عـددي حجـم   FCکه 
کار رفته بسـتگی دارد.  بقا تا حد زیادي به نوع ستون به

)K(بقـا  بقا، عامل طبیعیدست آوردن کمیت براي به
از رابطـه زیـر بـه   ءشود. عامل بقااستفاده میمعمولاً

آید:دست می
K= [VR/V0 – 1]

ارتبـاط  ،3از نمونه است. شکل (تهی) حجم خالی V0که 
دهد. پـارامتر  میان پارامترهاي مختلف بقا را نشان می

نام عامل تأخیر وجود دارد. عامل دیگري بهطبیعیءبقا
دهند:زیر نمایش میصورتو بهRFتأخیر را با 

RF=V0/VR=1/1+K
کـار  ستونی بهغیرکروماتوگرافیاین عامل اغلب براي

نسبت فاصـله جسـم از نقطـه حرکـت بـه      RFرود. می
.]13[فاصله حلال از نقطه حرکت است

توان ابتـدا بـر حسـب    هاي کروماتوگرافی را میروش
سـاکن فازماهیتحسببرسپسومتحركفازماهیت

یا مایع و گازبندي کرد. فاز متحرك ممکن استهطبق
است جامد یا مایع باشد.فاز ساکن ممکن

هاي کروماتوگرافی در این است که مزیت دیگر روش
بـراي تجزیـه لازم   تنها مقدار بسـیار کمـی از مخلـوط   

هاي کروماتوگرافی ساده سریع و وسـایل  روش. است
یچیـده را  پهـاي مورد لزوم آنها ارزان هستند. مخلوط

ها به دست آورد.این روشبابه آسانی توان نسبتاًمی
انواع کروماتوگرافی

برخی کهدندارانواع مختلفیکروماتوگرافیهايروش
کروماتوگرافیکاغذي،کروماتوگرافیازعبارتنداز آنها

 ـج-نازك، کروماتوگرافی گـاز هـلای ،مـایع -امد، گـاز ــ
تعـویض کرومـاتوگرافی ژل،کروماتوگرافیمایع،-مایع

ــادل(ت ــونی، )ب ــایلی  ی ــاتوگرافی تم ــی(کروم )،گرایش
کروماتوگرافی مایع با کارایی کروماتوگرافی تمرکزي،

و آبگریــزکــنشبــرهمکرومــاتوگرافی)HPLC(بــالا
با توجه به اهمیت و کاربرد انواع کروماتوگرافی، غیره. 

کرومـاتوگرافی کـه بـر اصـول     در ادامه چند نوع مهم
.شودیمداده توضیح ، ف شده بالا متکی هستندتوصی
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1کروماتوگرافی ژل فیلتراسیون

مبتنی بر جدا سازي مولکولی بر تخلیصدر این روش، 
اسمزي از بار در جریان مهاجرت الکتروروي اجسام بی

شود. بدین ترتیب که جداسـازي  ها انجام میژلداخل
و گیـرد یها انجام مهاي نسبی مولکولبر مبناي اندازه

گردد. از اصطلاح صاف کردن به وسیله ژل استفاده می
هـا عـاملی   پـروتئین (انـدازه)  وزن مولکولی تفاوت در 

که باعث جدایی آنها در این نوع کرومـاتوگرافی  است
تـوان  شود. مهمترین مزیت تکنیک این است که میمی

شرایط ستون کروماتوگرافی را با شـرایط فیزیولـوژي   
جداسازي ژل فیلتراسیون، کمترین وشسازگار کرد. ر
ترین ظرفیت و بیشترین رقترا با پائینتفکیک پذیري

هـاي کرومـاتوگرافی   نمونه در مقایسه با سایر تکنیـک 
خاطر اجراي آسان و برخی خصوصیات ه دارد و اغلب ب

ها وجود ندارد، کـاربرد دارد.  دیگر که در سایر تکنیک
ملایم با پـروتئین  تداخلمزیت اصلی این روش داشتن 

پـروتئین  زیسـتی باشد که منجر بـه حفـظ فعالیـت    می
از آنجا که جداسازي به هیچ خاصیت همچنین.شودمی

ژل فیلتراسیون امکـان  جذبی از مولکول وابسته نیست، 
هـاي  راحتی توسط روشه ی را که بیمرهاجداسازي پلی

باشـند، فـراهم   دیگر کروماتوگرافی قابل تفکیـک نمـی  
. ]12،14[کندمی

این سیستم شامل ستونی است که توسط بسـتر جامـد   
پر شده است و حلالی کـه درون سـتون جریـان دارد.    

(بـا  هاي خلـل و فـرج داري   بستر فاز جامد شامل دانه
است کـه داخـل سـتون    میکرومتر)250تا 100اندازه 

سـتون  درونگیرد و همراه با مایعی است که قرار می
تئینی از بالاي ستون بـه درون  جریان دارد. محلول پرو

پس از انجـام شستشـوي سـتون،    شود و آن تزریق می
ییهـا لولهشوند دریی که از ستون خارج میهامحلول

. در هنگام استفاده از فاز متحرك گردندمیآوريجمع
هـا قـرار   هـاي بـزرگ در فضـاي خـارج دانـه     مولکول

د هـا وار گیرند، زیرا قادر نیستند کـه داخـل حفـره   می

1 Gel Filtration Chromatography

شوند. از این رو با محلول شستشوي کمتـر و سـرعت   
ها که داخل حفرهکوچکترهاينسبت به مولکول(بیشتر 

شوند و از ستون کروماتوگرافی خارج می)قرار دارند
گیرنـد  ها قرار میهاي کوچک در فضاي حفرهمولکول

.]12،14[)3شوند (شکل یو دیرتر خارج م

]16[و مراحل آن روماتوگرافیشماتیک ژل کنماي.3شکل
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:3در شکل 
ســتون ونفیلتراســیون دربســتر ژل ذرات کــروي : 1

نمونه بـه سـتون اضـافه    : 2شوند.می)پک(بندي بسته
به ستون وارد )فاز متحرك(بافر شستشو : 3.گرددمی
کند.میحرکتستونطولدرنمونههمراهوشودمی

)مـاتریکس (تربسیو خارجیداخلها در منافذ مولکول
در میـان هـا نمونـه ، در این حالت(کنند پیدا میانتشار

هـاي . مولکول)دنشوفاز متحرك و فاز ثابت تقسیم می
دارند و در نتیجه يکوچکتر در طول ژل حرکت بیشتر

بـافر بـه   : 4ماننـد. تري در ستون مـی به مدت طولانی
هاي بزرگ کند، مولکولطور مداوم از ستون عبور می

هـا) بسـتر  (حفـره به انتشار به داخل خلل و فـرج  قادر
هاي کـوچکتر  کنند. مولکولنیستند و از ستون عبور می

در داخل خلل و فرج پراکنده شده و با تأخیر از پـائین  
هاي بزرگ بر اسـاس  مولکول: 5ستون عبور می کنند.

هاي کوچکتر، ستون را زودتـر  اندازه نسبت به مولکول
یند جداسازي بـه عنـوان حجـم    کنند. کل فرآترك می

بافر عبور داده شده [معادل حجم بسـتر بسـته بنـدي    
کشد.شده] از بستر ستون ژل فیلتراسیون طول می

توانند هایی که وزن مولکولی بالایی دارند، نمیپروتئین
یفضاي خارجدر میاندر نتیجه ها شوند و داخل حفره

هـا  روتئینگیرند. این پهاي ژل قرار میهاي دانهحفره
هاي کوچـک کـه   شوند. مولکولمشخص میV0توسط 

شوند مدت بیشتري اي ژل وارد میهاي دانهدر حفره
حجـم توسـط هـا مولکولاینمانند.میباقیستوندر

ــراي گردمشــخص مــیVtکــل ــد. حجــم شستشــو ب ن
اسـت.  Veقـرار دارنـد،   Vtو V0هایی که بین پروتئین

از سـتون  V0از حجـم  پروتئین قبل(باشد V0<Veاگر 
طور عمل پر کردن ستون توسط ژل به)شودخارج می

مناسب صورت نگرفته است، بـه عبـارتی فاصـله میـان     
Vt>Veکـه  صـورتی هاي ژل بسیار زیاد است. دردانه

از Vtباشد [یعنی پروتئین پس از شستشو و حجـم کـل   
هـاي  کـنش طـور یقـین بـرهم   بـه ، ستون خارج شـود] 

ستر جامد و پروتئین وجود دارد که بـا  متعددي میان ب
از ستون کرومـاتوگرافی  Vtمحلول شستشوي بیش از 

این نوع کروماتوگرافی بـراي  ). 4(شکل شودخارج می
یافته از یکـدیگر و ایجـاد   هاي تجمعجدا کردن پروتئین

هاي پروتئینی منفرد، بسیار کـاربرد دارد. طـی   مولکول
-وتئینی روي مـی انجام مراحل تخلیص، اغلب تجمع پر
توان این مشکل را دهد که به کمک کروماتوگرافی می

هـایی بـا   انتخاب ژلمانندرفع کرد. پارامترهاي متعدد 
.]14،15[هاي مشخص، بسیار مهم استقطر حفره

]16[دهدشامل حجم مواد جامدي است که ماتریکس را تشکیل میV0 -Vt. عبارت V0و Vtنمودار هندسی .4شکل 

تـوان از نظـر حجـم شستشـو آن    رفتار هر جزء را می
گیـري مسـتقیم از   ، توسـط انـدازه  Veبیان کـرد،  جزء

سـه روش  ، 5شـکل  شـود. در  تعیین مـی کروماتوگرام

، وابسته به حجم نمونـه اعمـال  Veگیرياندازهمختلف 
.]16،17[شده به ستون نشان داده شده است
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]Ve]16حجم شستشو، گیرياندازه.5شکل 

هـاي بسـیار کوچـک اسـتفاده     : هنگامی کـه نمونـه  الف
به اندازه کافی کوچک است که در مقایسه با (شود می

موقعیـت پیـک   ) شـود حجم شستشو نادیده گرفته می
را معیـار  Veحداکثري در نمودار شستشو به برحسب 

: اگر حجم نمونه در مقایسه با حجـم  بدهند.قرار می
د، حجم شستشـو بـر اسـاس    شستشو قابل اغماض نباش

-نیمی از حجم نمونه تا موقعیت پیک حداکثري انـدازه 
: هنگامی که حجم نمونه بسیار بزرگ جشود.میگیري

ــود  ــتفاده ش ــی  (اس ــترده در منحن ــه گس ــاد منطق ایج
نمونه شستشو حجم شستشو از شروع برنامه )شستشو

تا نقطه عطف بلندترین قسمت پیک شستشو برحسـب  
Veشود.میيگیراندازه
ژل فیلتراسیونکروماتوگرافیدرکهنکاتیمهمتریناز

انتخـاب محـیط ژل اسـت.    ،باید مورد توجه قرار گیرد
تواند در تفکیک صـحیح  مناسب میpHانتخاب حلال با 

هـا بایـد   ها بسیار مؤثر باشد. در مورد پـروتئین نمونه
حلالی استفاده شود که پروتئین در آن محلول باشد و 

شدن پروتئین طبیعیحلال نباید باعث غیرpHفی از طر
اي کـه در کرومـاتوگرافی ژل   . عامل عمده]18[گردد

باشد، ایجاد جریانی یکنواخت بـا  فیلتراسیون مطرح می
سرعت مناسب در سـتون اسـت. بـراي ایجـاد جریـان      
حلال یکنواخت در ستون از پمپ پریسـتالتیک اسـتفاده   

کروماتوگرافینوعنایدرانتخابیستونطولشود.می
کننـده  آوريدرجه تفکیک مهم است. دسـتگاه جمـع  در

در فواصل زمانی مشخص محلول خارج شده از ستون 
هـاي  کند. جـذب نمونـه  میآوريجمعی هایرا در لوله

در طول مـوج  اسپکتروفتومترتوسطخروجی بلافاصله 
منحنی جذب بر سپسشود و نانومتر خوانده می280

هـا رسـم   م بافر خروجی یا تعداد لولهحجمقدارحسب
.]16[)4شکلگردد (یم

بافرهاي مورد استفاده در این نوع کروماتوگرافی باید 
نـانومتر صـاف   2/0هایی به قطر از فیلترهایی با روزنه

شده باشند و نیز به کمک سیسـتم ایجـاد خـلاء هـواي     
، زیرا در غیر ایـن صـورت   گرددموجود در آنها خارج 

هـایی را  د به سـتون کرومـاتوگرافی حبـاب   هنگام ورو
ایجاد خواهد کرد. ژل استفاده شده در این روش باید 
بی اثر و پایدار باشد و قدرت یونی بـافر بایـد حـدود    

مولار ثابـت نگـه داشـته شـود تـا از بـرهم      2تا 15/0
هاي الکترواستاتیک و واندروالس جلوگیري شـود.  کنش

دارد و نبایـد از دو  گرانروي نمونه نیز اهمیت زیـادي  
برابر گرانروي شوینده بیشتر باشـد. از دیگـر عوامـل    

بدین ترتیب که هر چـه حجـم   ، مهم حجم نمونه است
نمونه کمتر باشد، غلظت هر جـزء در محلـول خـارج    

هـاي رسـم شـده در    شده نیز کمتر خواهد بود و پیک
علت تـأثیر  ه تر خواهند شد. طول ستون بنمودار بلند

پـس  و زمان آزمایش، اهمیت دارد.ريتفکیک پذیدر 
از شستشو، ژل در بافرهایی با فعالیـت ضـد میکروبـی    

 ـر اتانــنظی یـا سـدیم آزایـد    )V/V(درصـد 20ول ـــ
].16شود [) نگهداري میVW/درصد (5/0-2/0

هـاي مولکـول جداسـازي برايکروماتوگرافی ژل ابتدا 
هـا،  پـروتئین بزرگی که منشـاء زیسـتی دارنـد، ماننـد    

 ـهـا آنزیمونوکلئیکساکاریدها، اسیدهايپلی کـار  هب
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در ،ایـن روش رود و هنوز هـم بیشـترین کـاربرد   می
].4،6،7،18است [ها همین زمینه

انواع بسترهاي ژل کروماتوگرافی
بستر ژل فیلتراسیون اغلب از پلیمرهاي طبیعـی نظیـر   

ندرت از پلیمرهـاي سـنتتیک   ه آگاروز و دکستران و ب
آمید، تشکیل شـده اسـت. یـک فضـاي     اکریلنظیر پلی 

در این پلیمرها ایجاد 1بعدي در اثر اتصالات عرضیسه
پـذیر،  منظور یک جداسازي بهینـه و تکرار شود. بهمی

را اندازهمنافذ ژل باید محدوده کنترل شده دقیقی از 

انتخاب یـک ژل بـا محـدوده جداسـازي     داشته باشند.
 ـمناسب اهم منافـذ  ري کـه  بـه طـو  د. دارياریبس ـتی

 ـعیزدائـی سـر  کوچکتر عمومـاً بـراي نمـک     ـای صیتخل
مختلـف و  هـاي و انواع بزرگتر بـراي پـروتئین  دهایپپت

تعـدادي از  ، 6رود. در شکل کار میه بیستیزباتیترک
ــتر ــازي در ژل فبس ــیهاي جداس ــا ونیلتراس ــراه ب هم

داده شده اسـت شیمحدوده وزن مولکولی مؤثر نما
]19،20[.

]16[انواع بسترهاي ستون کروماتوگرافی ژل فیلتراسیون.6شکل 

جداسازي و وضوح ستون ژل برفاکتورهاي مختلفاثر 
1فیلتراسیون

حجم نمونه به عنوان یک درصـد از حجـم   حجم نمونه:
شود. بـراي  بیان می)بستر بسته بندي شده(کل ستون 

از کـل حجـم   %30جداسازي گروهی حجـم نمونـه تـا    
حجم نمونه کمتر کمـک  اند استفاده شود.توستون می

هاي نزدیک بـه هـم از   کند تا در صورت وجود پیکمی
. هر چه نمونه تزریـق  گرددپوشانی آنها جلوگیري هم

بیشترنیزهاپیکپوشانیهمشود،بیشترستونبهشده
هـایی کـه بـا    خواهد شد. بدین ترتیب با تزریق نمونـه 

 ـ حجم ستون مناسب است مـی  رین تفکیـک و  تـوان بهت
].15،16،21[مشخص ترین پیک را بدست آورد

1 Cross-Link

فیلتراسیون،ژلستونازهانمونه:متحركفازسرعت
شود. پس با استفاده از یک سیستم تک بافره شسته می

نمونه کل با توجه به حجم بافر عبوري از ،از شروع کار
جـدا  )معـادل حجـم بسـتر بسـته بنـدي شـده      (ستون 

اجازه هابه مولکول،سرعت جریاناستفاده ازشود.می
تقسـیم بنـدي   (بسـتر دهد که در داخل و خـارج از  می

بـه منظـور دسـتیابی بـه     )بین فاز متحرك و فاز ثابت
هدف هر جدایی یا تفکیـک  تفکیک بهینه پراکنده شوند.

رسیدن به بالاترین وضوح ممکن در کوتاه ترین زمان 
هش ممکن است. وضوح با افزایش سرعت جریـان کـا  

می یابد و براي رسیدن به تفکیک مناسب باید تعـادلی  
بین این دو پارامتر ایجاد شود. به عبارت ساده، وضوح 

 ـ    ه حداکثري با یک ستون بلند و سـرعت جریـان کـم ب
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سـتون  یکبااجراترینسریعمقابلدروآیدمیدست
آیـد. سـرعت   کوتاه و سرعت جریان بالا به دست مـی 

ســازي بـا وضـوح بـالا و یــا    جریـان مناسـب بـراي جدا   
با هر محصـول عرضـه مـی   جداسازي گروهی معمولاً

].15،16،21[شود
ممکن)ویسکوزیته(گرانرويیاحلالیت:نمونه1گرانروي

است غلظت نمونه مورد اسـتفاده در ژل فیلتراسـیون   
ثبـاتی بـی بالاي نمونه باعـث گرانروي را محدود کند.

که منجـر بـه   شودمینامنظمجریانالگويوجداسازي
ایجاد پیک بسیار گسترده و نامتقارن و افـزایش فشـار   

].15،16،21[گرددپشت بستر می
عیب یابی و تجزیه و تحلیل نتایج در کروماتوگرافی ژل 

فیلتراسیون
نمونـه پروتئینـی،   با اتمام ژل فیلتراسیون و جداسـازي  

 ـمرحله  آوردن نمودارهـاي حاصـل از   دسـت هبعدي ب
توان به تجزیـه و  با رسم این نمودارها میاست.تفکیک

. نتـایجی از قبیـل   پرداخـت تحلیل نتایج حاصـل از کـار   
ستر ژل، حجم نمونـه،  ببودندرستی شستشو، مناسب 

حاصلنمودارهايرويازتوانرا می...وجریانسرعت
 ـ  در حالـت کلـی بــا   دسـت آورد. هاز ژل فیلتراسـیون ب
کرومـاتوگرافی در  حاصـل از هاياستفاده از شکل پیک

ارزیابیراستونعملکردکیفیتتوانمیکروماتوگرام،
باشـد کـه در   گوش میکرد. یک پیک واقعی، تیز و سه

].16[ناحیه رأس داراي محور تقارن است
طور قابل توجهی باریک باشـد،  اگر قسمت پایه پیک به

ممکن است نتیجه غلظت بـالاي نمونـه و عـدم تعـادل     
و فاز ثابت باشـد. اگـر قسـمت پایـه     میان فاز متحرك
و تقـارن  باشدابتداي پیک باریک اماپیک متقارن باشد

تواند ناشی از حلالیت پائین خود را از دست بدهد، می
باریـک باشد.جامدبسترباآنبالايکنشبرهمونمونه

کنـد.  نمونه را آشکار میبودن نوك پیک عدم حلالیت

1 Viscosity

مانند وجود داشته باشـد،  درهاگر میان دو پیک فاصله 
از درجه تفکیک پائین و یا تزریق نـاقص  تواند ناشیمی

) 7(شـکل  باشـد  ینمونه به درون ستون کروماتوگراف
]16.[

]16[انواع نمودارهاي حاصل از ژل فیلتراسیون.7شکل
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هاي متقـارن. تفکیک رضایت بخش: بدون نقص، پیک: 1
درجه تفکیک پـائین و  ناشی از تواند می: تفکیک ناچیز: 2

یا تزریق ناقص نمونه به درون ستون کرومـاتوگرافی  
باشــد. فاکتورهــاي مــؤثر در تفکیــک، شــامل نــوع ژل 
انتخاب شده، اندازه ذرات، حجم نمونه تزریقـی، حجـم   

: سـتون  3.کـرد بررسـی  بایـد  ستون، شدت جریان را
، هنـوز  Vtبدون شستشو: بعد از عبور بافر بـه انـدازه  

شود. همیشه بـین دو تزریـق نمونـه در    یمپیک دیده
. ممکن است گیردیک مرحله شستشو قرار باید ستون 

ویـژه داشـته باشـند. اگـر     ها بـا ژل اتصـال غیر  مولکول
ماهیت یونی داشته باشد، براي شستشـو  ،اثرات متقابل
. این کار )میلی مولار150تا (زیادتر گرددغلظت نمک 

،اثـرات متقابـل  ممکن است به شستشو کمک کند. اگر 
وغلظت نمک پائین ، ماهیت هیدروفوبیک داشته باشد

pH یـا از یـک دترجنـت یـا حـلال آلـی       برده شـود بالا
: نمونـه  )پیـک نامتقـارن  (: پیک پیشتاز4. گردداستفاده 

شسته شده به وسیله گزینش کردن یک راه ویـژه در  
شود. این عمل در اثر ستون قبل از حجم تهی دیده می

شدن بـه وسـیله فشـار یـا سـرعت زیـاد رخ       زیاد پک
نتیجـه را اصـلاح   دهد. پـک کـردن دوبـاره سـتون     می
نمونـه بـه   ):پیـک نامتقـارن  (دارپیک دنباله: 5.کندمی

صورت ناهموار و ناجور اعمال شده است. در صـورت  
. از پک شـدن سـتون بـه    گرددامکان بالاي ستون چک 

ون صـورت همــوار و یکنواخـت و اســتعمال نمونـه بــد   
هـاي  . پیـک اطمینـان حاصـل گـردد   ستون در ناخالصی

پـک شـدن بـه وسـیله فشـار کـم یـا        اثر دردار دنباله
.شودایجاد میسرعت کم

1کروماتوگرافی تعویض یونی

یکـی از قدرتمنـدترین   کروماتوگرافی تعـویض یـونی  
و اسـت هـا  هاي موجود جهت تخلـیص پـروتئین  تکنیک

هـا،  ي جداسازي پروتئیناحتمالاً بیشترین کاربرد را برا
پپتیدها، اسیدهاي نوکلئیک، پلـی نوکلئوتیـدها و سـایر    

هاي یونی، اسـاس  کنشهاي باردار دارد. برهممولکول
کروماتوگرافیروشبههاپروتئینتخلیصوسازيجدا

1 Ion Exchange Chromatography

ها بـراي  ، رقابت میان یوندر واقعتعویض یونی است. 
بر روي )لفبا بار مخا(دار شده هاي باراتصال به گروه

کننده یونی اسـت. در ایـن روش بـین فـاز     یک تعویض
بـه صـورت   )جامـد (و فـاز سـاکن   )محلـول (متحرك 

.]22[شودبرگشت پذیر یون مبادله می
کنش میان پروتئین و یک تعویض کننده یونی، نه برهم

تنها به بار خالص و قدرت یونی بسـتگی دارد بلکـه بـه    
هاي ویـژه  یعت یون، طبpHتوزیع بار سطحی پروتئین، 

هاي آلـی و خـواص   هایی نظیر حلالدر حلال، افزودنی
هرچــه بــار تعــویض کننــده یــونی نیــز وابســته اســت.

بـا بـار   (هاي باردار شده پروتئین بیشتر باشد به گروه
ــونی محکــم)مخــالف ــر اتصــال در تعــویض کننــده ی ت

هاي یونی کـه بـار   کنندهطور مشابه تعویضیابد. بهمی
رند، پیونـد مـؤثرتري بـا پـروتئین برقـرار      بیشتري دا

کنند. شرایط مختلف، فرایند تعویض یونی را متـأثر  می
که بار پروتئین و تعـویض pHکند. براي مثال تغییر می

کنش ایـن  تواند برهمدهد، میکننده یونی را تغییر می
.]23،24[دو را با یکدیگر تحت تأثیر قرار دهد

pHرها در تعیین پیوند پروتئین یکی از مهمترین پارامت
کننده طور که بار سطح پروتئین و تعویضاست، همان

هـاي  pHهـا در  کند. اگر چه پروتئینیونی را تعیین می
مختلف بار خالص متفاوتی دارند، اما پیوند پروتئین به 

دهد که بار خـالص  کننده یونی زمانی روي میتعویض
در هــاي موجــودســطح پــروتئین مخــالف بــار گــروه

محلول نسبت به pHکننده یونی باشد. هرچه تعویض
pH ایزوالکتریک)pI(   پروتئین، فاصله بیشـتري داشـته

تـر  محکـم ) کننده یونیتعویض(پروتئین به بستر ، باشد
ایزوالکتریـک،  pHهاي نزدیـک  pHشود. در متصل می

به دلیل بار خالص کم بر روي سـطح پـروتئین، پیونـد    
ند محکمی نیست. پروتئین با بستر پیو

هـا بـا سـایر    در کروماتوگرافی تعویض یونی، پـروتئین 
هـاي  هاي موجود در حلال براي پیونـد بـه گـروه   یون

کنند. رقابت می)کننده یونیسطح تعویض(باردارشده 
،کننده پـائین باشـد  هاي رقابتغلظت یونکههنگامی 

شـود و  هاي حلال پیروز مـی پروتئین در رقابت با یون
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یابند. با افزایش غلظت کننده یونی اتصال میویضبه تع
، )بالا بردن قـدرت یـونی حـلال   (کننده هاي رقابتیون

تدریج دهند و بهها میها جاي خود را به یونپروتئین
، بنابراین هنگام عمل )8شکل (شونداز ستون خارج می

شستشــو در کرومــاتوگرافی تعــویض یــونی، از حلالــی 

قدرت یونی بـالایی داشـته باشـد.    شود که استفاده می
یهاي پروتئینقدرت یونی بالا سبب جدا کردن مولکول

ها را بـه خـارج سـتون هـدایت     شود و آناز بستر می
.]23-25[کندمی

)کروماتوگرافی تعویض کاتیونی(کروماتوگرافی تعویض یونی .8شکل 

ها داراي اسیدهاي آمینه آبدوسـت و آبگریـز   پروتئین
. معمولاً اسـیدهاي آمینـه آبدوسـت در سـطح     هستند

ــروتئین ــل    پ ــز در داخ ــه آبگری ــیدهاي آمین ــا و اس ه
ایزوالکتریـک بسـیاري از   pHهـا قـرار دارنـد.    پروتئین
رو هفـت قـرار دارد، از ایـن   pHتر از ها پائینپروتئین

هــاي اســیدي فراوانــی هــا داراي گــروهایــن پــروتئین
تعویض یونی، بهتـر  هستند، بنابراین در کروماتوگرافی 

و شـود کار )=8pHحدود (است که در شرایط قلیایی 
ــویض ــدهاز تع ــونی اســتفاده کنن ــرددهــاي آنی pH. گ

هـا در شـرایط قلیـایی    ایزوالکتریک بعضـی از پـروتئین  
است، بنابراین در کروماتوگرافی تعـویض یـونی، بایـد    

ــویض  ــیدي از تع ــرایط اس ــدهدر ش ــاتیونی کنن ــاي ک ه
].16،25[استفاده کرد
تر کروماتوگرافی تعویض یـونی کـاتیونی   به بیان ساده

ها در آن با بـار  کروماتوگرافی است که بار مثبت یون

شود و کرومـاتوگرافی تعـویض   میمتصلمنفی رزین 
هـا  یونی آنیونی کروماتوگرافی است که بار منفی یون

معمـول هايرزین.یابدمیاتصالبا بارهاي مثبت رزین
وS-resinگرافی تعویض یونی کاتیونیبراي کروماتو

CM-resinــتند ــین.هس ــرايهمچن ــاب وگرافیتکروم
DEAEوQ-resinهـاي  رزینازیونی آنیونیتعویض

resin25[کنند استفاده می.[
مراحل کار با کروماتوگرافی تعویض یونی

اي کروماتوگرافی تعـویض یـونی بـدین   هکار با ستون
ه توسط محلول معـین صورت است که ستون یک مرتب

بـافر  . شود تا به تعادل برسـد ، شسته می)بافر آغازین(
آغازین باید قدرت یونی کمی داشته باشد. در مرحله 

، سپس با اسـتفاده  گرددبعد نمونه به ستون تزریق می
از بافر دومی که داراي شیب غلظت است و بـه طـور   

هاي معین رود، مولکولپیوسته قدرت یونی آن بالا می
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، بـه طـور مـداوم   بـافر شـوینده  pHشوند. شسته می
اثـر  بسـتر و پروتئینـی کـه بـار آن بـا     گردداصلاح می

ــدارد، شســته مــی  ــل ن ــارج متقاب شــود و از ســتون خ
pH. در این مرحله ستون بـا بافرهـاي داراي   گرددمی

در ادامه به ستون .شودمختلف چندین بار شستشو می
د یـک مـولار   محلولی با غلظـت بـالاي نمـک در حـدو    

تا کل پروتئین ستون شسته شـده و از  گردداعمال می
. در نهایت ستون دوباره بـه تعـادل   گرددستون خارج 

.درسمی
کننــده در ایــن روش در فواصــل آوريجمــعدســتگاه 

زمانی مشـخص محلـول خـارج شـده از سـتون را در      
هـاي  کند. جذب نمونهمیآوريجمعهاي مختلف لوله

280در طـول مـوج   و تروفتومتراسپک، توسطخروجی
و پس از آن منحنـی جـذب بـر    گرددثبت مینانومتر 

هــا رســم حســب حجــم بــافر خروجــی یــا تعــداد لولــه
].26،4) [9(شکل گردد می

]16[کروماتوگرافی تعویض یونی.9شکل

شستشـــوي گرادیـــانی: اغلـــب هنگـــامی کـــه الـــف:
براي کروماتوگرافی با نمونه ناشناخته شروع شود و یا
.شـود جدایی با وضوح بالا از این شستشو اسـتفاده مـی  

هـاي  شستشو در موقعیتاین اي: مرحلهشستشوي ب:

بـا  ا سـازي شود. هنگـامی کـه جـد   مختلفی استفاده می
کروماتوگرافی تعـویض یـونی بـا اسـتفاده از شستشـو      
گرادیــانی بهینــه باشــد، تغییــر شستشــو گرادیــانی بــه 

ان جـدایی و مصـرف   اي، سرعت زم ـشستشوي مرحله
در حـالی کـه سـطح خلـوص     ، دهـد بافر را کاهش می

.مورد نیاز حفظ شده است
مشـخص  مورد نیاز بـراي راه انـدازي نمونـه    pHاگر 

توان نوع کروماتوگرافی تعـویض یـونی لازم   ، میباشد
pHبراي منحنی توالی پروتئین را تعیین کنید. اگـر در  

ویض کننده بار مورد نظر بار پروتئین منفی است از تع
و اگـر مثبـت اسـت از تعـویض کننـده      ) آنیونی(منفی 
. در نهایـت بـه دو   شـود مـی اسـتفاده  )کاتیونی(مثبت 

توان پروتئین هدف را از ستون جدا کرد، بـا  طریق می
کـه  ، بافر شستشو یا با افزایش قـدرت یـونی  pHتغییر 

کاربرد روش دوم بیشتر اسـت و بـا افـزایش غلظـت     
ها براي اتصال به این یونگیرد.م میانجا)NaCl(نمک 

ــروتئین ــا پ ــابراین هــا رقابــت مــیرزیــن، ب کننــد و بن
شـوند در ایـن روش   هـا از سـتون خـارج مـی    پروتئین

مقدار حجم نمونه بسیار کمتر از حجم کل رزین اسـت  
توان با افزایش مجـذور طـول سـتون، تفکیـک را     و می

 ـ   شیب غلظتافزایش داد.  ه شستشـو معمـولاً منجـر ب
شود چرا که در حین شستشو نواحی افزایش تفکیک می

. )8شکل (گردددر منحنی ایجاد میهاي) تیز(قله
 ـ  صـورت  ه از مزایاي این تکنیک این است که شستشـو ب

گیـرد و پـروتئین   در شرایط ملایم صـورت مـی  طبیعی
تواند ساختار طبیعی خـود را حفـظ کنـد. ایـن نـوع      می

ظرفیت اتصـال بـالا بـه    داراي همچنینکروماتوگرافی 
هـایی نظیـر اشـکال    پروتئین است و در حذف ناخالصی

هـاي ناخواسـته   هـا و گلیکـوفرم  آمیده، اندوتوکسـین د
].27،28[مؤثر است

عیب یابی و تجزیه و تحلیل نتـایج در کرومـاتوگرافی   
تعویض یونی

انواع نمودارهاي حاصل از کروماتوگرافی ،10شکل در 
شـده اسـت. در واقـع ایـن     تعـویض یـونی نشـان داده   

هــاي کرومــاتوگرامالــف)جــز نمــودار ه بــ(نمودارهــا 
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آل در کروماتوگرافی تعویض یونی که از وضعیت ایده
ــالصطــول  شــوند را نمــایش منحــرف مــیســازيخ

].16[دهندمی

]16[انواع نمودارهاي حاصل از کروماتوگرافی تعویض یونی.10شکل 

هاي هدف بـه خـوبی   روتئینآل: پایدهسازيجداالف:
انـد. همـان  شستشو تفکیـک شـده  غلظت توسط شیب 

ها بعـد از اعمـال گرادیـان    طور که مشخص است پیک
انـد و از  بـه وجـود آمـده   )نمکمثلاً(محلول شستشو 

نمونه شستشو شـده قبـل از   ب: اند.ستون خارج شده
بایـد  اعمال گرادیان نمک از ستون خارج شـده اسـت.   

که بافرها در ظروف صـحیح مـی  شوداطمینان حاصل 
ها به وسیله قدرت یونی نمونهبراي اصلاح خطا، باشند. 

. گرددو یا با بافر شروع رقیق یابدنمک زدایی کاهش 
بـافر و بـراي تبـادل    pHبراي تبادل آنیـونی، افـزایش   

هـا  . اگر پـروتئین اعمال گرددبافر pHکاتیونی، کاهش 
انـد، ایـن امکـان    اي متصل نشـده pHهنوز هم در هر 

وجود دارد که ستون توسط مواد شوینده آلوده شده 
هاي شسته شده هنوز قبـل از  بعضی از نمونهج: باشد.

شوند. براي جلوگیري از اعمال گرادیان نمک خارج می
انـد بـا   هایی که به ستون متصل نشـده تداخل پروتئین

مرحلـه بـه تعـادل    (روند جدا سازي حجم بافر شـروع  
قبل از شروع شستشـوي گرادیـانی افـزایش    )رساندن

: نمونه در طول شستشو ستون با غلظـت نمـک   د.یابد
شدت اتصـال  ه ها به بستر بشود. پروتئینبالا دیده می

کـه بافرهـا در   گـردد اطمینـان حاصـل   بایـد  اند. یافته
باشند. اگر از تبادل آنیـونی اسـتفاده   ظروف صحیح می

از تبادل کـاتیونی  ، اگریابدبافر کاهش pH، شده است
.یابدبافر افزایش pH، شده استاستفاده 

1کروماتوگرافی تمرکزي

اساس این روش مشابه کروماتوگرافی تعـویض یـونی   
pHاست با این تفاوت کـه در فـاز ثابـت گرادیـانی از     

هـا در ایـن روش بـر    وجود دارد. جداسـازي پـروتئین  
گیــرد. در ایزوالکتریــک آنهــا صــورت مــیpHاســاس 

ایزوالکتریک پروتئین، بـار  pHبالاتر از pHرهایی با باف
هاي به گروهدر نتیجهشود، سطحی پروتئین منفی می
آن pHنـواحی از بسـتر کـه    (بار دار شده مثبت بستر 

pHیابند و بالعکس در بافر بـا  اتصال می) اسیدي است

1 Focusing Chromatography
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ــائین ــر از پ ــار ســطحی  pHت ــروتئین، ب ــک پ ایزوالکتری
هـاي بـار دار   بنابراین به گـروه است وپروتئین مثبت 

آن قلیـایی  pHنـواحی از بسـتر کـه    (شده منفی بستر 
].29[شود متصل می) است

pHبــالاتر از pHهــایی کــه در بافرهــایی بــا پــروتئین

اي از بسـتر  ناحیـه ازایزوالکتریک پروتئین قرار دارنـد،  
به دلیل (کنند قلیایی دارند به سرعت عبور میpHکه 

اي و بالعکس هنگامی که بـه ناحیـه  )هاي بار منفیدافعه
به دلیل دافعـه  (رسند اسیدي دارد، میpHاز بستر که 

شوند. به همـین  جذب بستر می)بارهاي مثبت و منفی
تـر از  پائینpHهایی که در بافرهایی با ترتیب پروتئین

pH   اي از ایزوالکتریک پروتئین قـرار دارنـد، در ناحیـه
بـه دلیـل   (کننـد  دي، سریع عبـور مـی  اسیpHبستر با 

اي از بسـتر و هنگامی که به ناحیه)بارهاي مثبتدافعه
به دلیل دافعه بارهاي مثبـت و  (رسند قلیایی میpHبا

بـراي جـدا کـردن ایـن     . شـوند جذب بستر مـی )منفی
توان از بافرهایی با قدرت یونی ها از بستر میپروتئین

انجــامنــابراین بــابمختلــف اســتفاده کــرد. pHبــالا و 
pHهـاي بـا   توان پروتئینکروماتوگرافی تمرکزي می

.]30[ایزوالکتریک مختلف را از یکدیگر مجزا کرد
هـا ها تا حدودي تـابع بـار سـطحی آن   حلالیت پروتئین

کند. ها تغییر می، حلالیت آنpHبنابراین با تغییر است، 
کمی ایزوالکتریک به علت pHدر هابسیاري از پروتئین

دافعه الکترواسـتاتیک حلالیـت پـائینی دارنـد، بنـابراین      
ایزوالکتریـک  pHقدرت یونی پائین نیز حلالیـت را در  

دهـد. قـدرت یـونی بـافر مـورد      تحت تأثیر قرار مـی 
استفاده در کروماتوگرافی تمرکزي پائین خواهد بـود  

کنش پروتئین با بسـتر جامـد اسـت.    که مطلوب برهم
ایزو الکتریک خود رسوب pHدر هابسیاري از پروتئین

شـوند کـه ایـن موضـوع یـک      کنند و یا مجتمع میمی
ومشــکل اساســی در کرومــاتوگرافی تمرکــزي اســت 

کند. استفاده از آن را در بسیاري از موارد محدود می
pHاگر ستون کروماتوگرافی تمرکزي بـا بـافري کـه    

شستشو،استپروتئینایزوالکتریکpHمحدودهدرآن
pHه نشود و عمل شستشو با بافري انجام شود که داد

ایزوالکتریک پـروتئین اخـتلاف داشـته باشـد،     pHآن با 
].29،30[ها برطرف خواهد شدمشکل رسوب پروتئین
1کروماتوگرافی تمایلی

در کرومـاتوگرافی تمـایلی یـک روش بسـیار توانمنــد     
که مخلـوطی از  شود. هنگامیمحسوب میسازيخالص

وجود دارد که تنها یک جزء آن پـروتئین  مواد مختلف
اســت، بــراي تخلــیص آن، ایــن روش کرومــاتوگرافی 

کروماتوگرافی تمایلی بر کند.بیشتر خود را نمایان می
پایه اثرات متقابل منحصر بـه فـرد موجـود بـین یـک      

در اسـت. بسـتر مولکول و یک لیگانـد متصـل بـه یـک     
تمـایلات  کروماتوگرافی تمایلی، درباره انـواع مختلـف   

زیستی براي اتصال مولکول به یک بستر جامد صـحبت  
شود. تمایل دو مولکول مختلف به یکـدیگر، اسـاس   می

هـا  کروماتوگرافی تمایلی اسـت. یکـی از ایـن مولکـول    
شـود و  لیگاند است که بر روي فـاز جامـد تثبیـت مـی    

مولکول دیگر اغلب مولکولی بـا وزن مولکـولی بیشـتر    
که هنگام عبور از ستون، جـذب  است)نسبت به لیگاند(

. ]31[شود می)پروتئین(لیگاند
و اسـت موضوعی که در کروماتوگرافی تمـایلی مهـم   

باید بسیار مورد توجه قرار گیرد، قدرت پیونـد میـان   
، لیگاند و پروتئین است. اگر قدرت پیوند ضعیف باشـد 

گیـرد و در جذبی میان لیگاند و پروتئین صـورت نمـی  
ند میان لیگاند و پروتئین با قدرت بالایی صورتی که پیو

در جــداکردن پــروتئین هنگــام شستشــو ، انجــام شــود
. همـواره بایـد توجـه شـود کـه      گرددایجاد میمشکل 

مناسب، غلظت نمـک، اسـتفاده از   pH(مانند شرایطی 
فراهم آید که هنگام شستشو بتـوان  )ها و ...کنندهپاك

. کـرد بستر جـدا  پروتئین را بدون تغییر ساختمانش از 
در کروماتوگرافی تمایلی، لیگاندها معمولاً به دو گروه 

:]31،32[شوندتقسیم می
ها یک مولکول ویژه و یا هدف آنی کهلیگاندهای-الف

تعداد بسیار محدودي مولکول است.
هاي متعـددي  توانند به مولکوللیگاندهایی که می-ب

پیوند شوند.

1 Affinity Chromatography
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هـا  ستروئیدي، ویتامینهاي اشامل هورمون،گروه اول
اي هسـتند کـه بـه یـک     هاي آنزیمی ویژهو مهارکننده

مولکول منفرد ویـژه و یـا بـه تعـداد بسـیار انـدکی از       
یابند. براي مثـال، لیـزین تنهـا بـه     میاتصالها پروتئین

تنهــا بــه B12پلاســمینوژن پلاســماي خــون و ویتــامین 
نـدها  شـود. ایـن لیگا  اش پیوند مـی هاي انتقالیپروتئین
هاي هدف خود متصـل  بسیار محکم به مولکولمعمولاً

هــاي طیــف وســیعی از عامــل،گــروه دومشــوند.مــی
توانند به اهداف مختلفی اتصـال  آنزیمی هستند که می

ــترهاي  ــیاري از بسـ ــد. بسـ ــتفاده در یابنـ ــورد اسـ مـ
کروماتوگرافی تمـایلی، حـاوي ایـن گـروه از لیگانـدها      

توسـط  ، از تخلـیص شـمایی  11. شـکل  ]32،33[هستند
دهد.نشان میراکروماتوگرافی تمایلی

و نمودار حاصل از آن کروماتوگرافی تمایلیاز تصویر شماتیک.11شکل 
]16[

مراحل کار با کروماتوگرافی تمایلی
به چهار ) 11شکل (مراحل کار با کروماتوگرافی تمایلی 

]:32-35[شودمیمرحله اصلی تقسیم 
در کرومـاتوگرافی  اولـین قـدم  :1نبه تعادل رساند. 1

تمایلی آماده سازي فاز ساکن است. فاز ساکن معمـولاً  
ی)بوهیـدروف آبگریز (ترکیبی حل نشدنی از یک پلیمر 

. باید این فاز را با بافرهاي لازم بـه  استآگاروزمانند
تعادل رساند و شرایط را براي چسبیدن پروتئین هدف 

آماده کرد.
یک نمونه که حاوي انواع مختلـف  در:2نمونهتزریق . 2

ــروتئین  ــتپ ــاکن  اس ــاز س ــذب ف ــروتئین هــدف ج ، پ
هـا  و سـایر پـروتئین  گـردد شود، به آن متصل میمی
کننـد و شسـته   راحتی از میان فاز سـاکن عبـور مـی   به

شوند. موفقیت این بخش، به مقدار توانایی مولکول می
هدف براي متصل شدن به لیگاند بسـتگی دارد. ثابـت   

وابسـته بـه مقـدار نیـروي موجـود بـین       )KD(یک تفک
مولکول هدف و لیگاند است. هر گاه ثابت تفکیک کمتر 
باشد یعنـی پیونـد قـویتر اسـت. مقـدار ثابـت تفکیـک        

آل براي متصل شدن پروتئین هدف و فاز سـاکن  ایده
. اگر ثابت تفکیک بسـیار بـزرگ   است10-6و 10-4بین

بد و اگـر خیلـی   چسباشد، پروتئین هدف به ستون نمی
هـا  کوچک باشد، پروتئین هدف بـه سـختی بـه لیگانـد    

شود و به صورت برگشت ناپذیر جـذب آن  متصل می
هایی کـه  پروتئینء. در طی شستشو، به استثناگرددمی

هایی کـه  اند، اغلب مولکولمحکم به فاز ساکن چسبیده
داراي اثرات متقابل ضعیف هستند، توسط یک محلـول  

شوند.ي نمک شسته میحاوي غلظت بالا
،به دنبال شستشو در مرحلـه آزاد سـازي  شستشو:. 3

بانـد از فـاز سـاکن جـدا     هـا بـه صـورت یـک     پروتئین
اتصال شوند. پس از اینکه نمونه هدف به فاز ساکن می

کروماتوگرافیدراست.لازمغلظتشیببابافر،یافت
تمایلی باید شرایط چسبیدن و شـرایط رهـا شـدن بـه     

فراهم شود.سهولت

1 Equilibration
2 Application of Sample
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،اتمام کرومـاتوگرافی تمـایلی  ازپس:1تعادل مجدد. 4
مجدد فاز ساکن امـري ضـروري اسـت.    آماده سازي

رسـد. تعـادل   به تعادل مـی مناسباین فاز با بافرهاي 
مجدد بـه ایـن دلیـل اسـت کـه شـرایط بسـتر بـراي         

.گرددچسبیدن مجدد پروتئین هدف آماده 
از فـاز سـاکن   دو راه براي شستشوي مولکـول هـدف   

وجود دارد:
مقدار ثابت تفکیک از کم به زیاد. مقدار ثابـت  تغییر. 1

10-2و 10-1آل براي شستشو معمـولاً بـین  تفکیک ایده

همچنین مقدار ثابت تفکیک می تواند با تغییر باشد.یم
و pHغلظت نمک، مانندشرایط عوض شود، شرایطی 

دما.
ن رقیـب بـه لیگانـد    اي که به عنوااضافه کردن ماده. 2

شکل (گرددمتصل شود و باعث آزادي پروتئین هدف 
اي که بـه عنـوان رقیـب بـه پـروتئین      یا ماده، الف)12

و همراه آن، به وسیله بافر از سـتون  اتصال یابدهدف 
.، ب)12شکل (و فاز ساکن شسته شود 

(ب)لیگاندهاي رقیبلف) و (اهاي رقیبهاي هدف به وسیله پروتئینآزادسازي پروتئین.12شکل 

عیب یابی و تجزیه و تحلیل نتـایج در کرومـاتوگرافی   
1تمایلی

یک گرومـاتوگرام بـا پیـک درسـت و نتیجـه      ،11شکل 
نشــان ،13شــکل دهــد.رضــایت بخــش را نشــان مــی

1 Re-equilibration

دهد که چگونه یـک کرومـاتوگرام ممکـن اسـت از     می
تمـایلی منحـرف   سـازي خـالص آل در طول حالت ایده

در نهایت چـه اقـداماتی را بـراي بهبـود نتـایج      شود و 
.]16[توان انجام دادمی
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]16اند [شدهمنحرف سازيخالصآل در طول که از وضعیت ایدهتمایلیهاي کروماتوگرام.13شکل

هاي هدف در حـالی کـه بـافر اتصـال تزریـق      پیکالف: 
شده است، کم ارتفاع و داراي گستردگی زیاد هسـتند:  

هـاي  : پیـک ب، ج.جسـتجو گـردد  اتصال بهتري شرایط 
هدف زمانی که بافر شستشو تزریق شـده اسـت، کـم    

ارتفاع و داراي گستردگی زیاد هستند: شرایط شستشو 
اگر از شستشو رقـابتی اسـتفاده   .جستجو شودمتفاوتی 

، غلظـت رقیـب در بـافر شستشـو افـزایش      شده است
،گـردد جریان متناوب در طول شستشو متوقـف  .یابد
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آوريتا زمان براي مولکول هدف براي شستن و جمـع 
. توجه: این نتیجه نیز ممکن گرددپروتئین هدف ایجاد 

نــاتوره و در اســت در صــورتی کــه پــروتئین هــدف د
ستون جمع شود و یا اتصال غیر اختصاصی داشته باشند 

هــاي هــدف : بعضــی از مولکــولود،.مشــاهده گــردد
هسـتند،  یط اتصـال شسته شده، در حالی که تحت شرا

. بـه نمونـه بـراي    دارنـد پیک کم ارتفاع با گسـتردگی  
و  یا نمونـه در مقـادیر یکسـان    داده شوداتصال زمان 

توقف جریان براي چند دقیقـه بـین هـر    گردد. اعمال 
.گیردنمونه انجام 

1بالاکاراییکروماتوگرافی مایع با 

این روش نسبتاً جدید است و تحقیقات مربوط بـه آن  
گـردد. اسـاس ایـن    بـر مـی  1970هاي وط به سالمرب

هـاي آلـی بـه    روش پمپ کردن مواد آبـی و محلـول  
پوند بـر ایـنچ   5000تا 500داخل ستون با فشاري بین 

باشد. روش کروماتوگرافی مـایع بـا کـارایی    مکعب می
) زمان جدا سازي را به طور قابـل تـوجهی   HPLCبالا (

کند.کوتاه می

HPLCشودمیهاي فشار بالا انجام مپبا استفاده از پ
هاي پـروتئین را بـه طـرف    که سرعت حرکت مولکول
کار همچنین مواد بهدهد و پائین در ستون افزایش می

اسـت رفته در کروماتوگرافی نیز داراي کیفیت بـالایی  
توانند در برابر نیروي فشارنده جریان مقاومت که می

تواند میHPLCنمایند. با کاهش زمان عبور از ستون، 
پروتئینی،باندهايانتشارتوزیعنمودنمحدودطریقاز

در دهـد. قدرت تفکیک را به میـزان زیـادي افـزایش   
HPLC ، بــافر اســتونیتریل حــاوي مقــداري معمــولاً از

شـود. مـی اسـتفاده )،TFA(2اسـید فلورواسـتیک تري
TFA یک اسید قوي است و به منظور پروتونه کردن
سـتون  درماندهباقیکربوکسیلیکاسیدهايوهاآمین

-در مدت زمـان معـین غلظـت اسـتو    . رودبه کار می
]. 36،37رسد [% و در نهایت به صفر می100نیتریل به 

آوري ها توسط دستگاه جمع کننده اتوماتیک جمعنمونه
HPLCدستگاهباهاي خروجی گردد و جذب نمونهمی

حنـی  شـود، پـس از آن من  نانومتر قرائت مـی 280در 
). 14گردد (شکل جذب بر حسب زمان رسم می

بالاکاراییکروماتوگرافی مایع با نمودار .14شکل

جداسازي سریع آن است، بـه طـوري   HPLC1ویژگی 
که مخلوطی که باید جداسازي شود توسط محلول یـا  

شود و اجزائـی  ها به ستون منتقل میمخلوطی از حلال
هاي متفاوت از فـاز  عتکه باید جداسازي شوند با سر

1 High Performance Liquid Chromatography; HPLC

هـاي مختلـف   و سـتون را در زمـان  2ساکن عبور کرده
خروجی از ستون به )هايپروتئین(کنند. مواد ترك می

گـردد. اطلاعـات بـه    کمک یک آشکار ساز مشخص می
هـا رسـم   شـود و پیـک  واحد ارزیابی داده منتقـل مـی  

2 Trifluoroacetic Acid; TFA
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ها معادل تعـداد اجـزاء جداسـازي    شود. تعداد پیکمی
هـا معـادل مقـدار آن    نه و سطح زیر پیکشده در نمو

اجزاء است. هر دستگاه داراي حداقل یک انتقال دهنده 
حلال (پمپ)، محل تزریق، ستون، آشکار ساز و دستگاه 

، اگـر یـک   HPLC). در 15ها است (شـکل  ارزیابی داده
لوله ورودي محلول شوینده وجود داشـت، دسـتگاه را   

چند ورودي محلول نامند و اگر دو یا می1ایزوکراتیک
شوینده وجود داشت، دستگاه گرادیان اسـت. معمـول   
ترین فاز ساکن در این روش، سلیکاژل اصلاح شـده یـا   

C18باشد. آشکار سازها معمولاً از نوع میUV هستند
مهمترین بخـش ایـن سیسـتم، سـتون آن     ].18،36،38[

است، زیرا جدا سازي اجزاء نمونه عملاً در طول ستون 
هایی با شـکل و انـدازه   گیرد. دستیابی به پیکانجام می

مناسب و نیز تکرار پذیري نتایج حاصل از آنـالیز، تنهـا   
زمانی ممکن است که ستون از کارایی و بازدهی کافی 

معمـول HPLCدسـته  به دو HPLCبرخوردار باشد.
شـود. در  تقسـیم مـی  2فاز معکـوس HPLC(نرمال) و 

HPLC  و فـاز سـاکن   نرمال، فاز متحرك غیـر قطبـی
ــا ذرات قطبــی   ــن روش، ســتون ب قطبــی اســت، در ای

قطبـی  غیـر  و از یک فـاز متحـرك   شود میمعدنی پر 

1 Isocratic
2 Reversed-Phase HPLC

کننـد. از  براي عبور از میـان فـاز قطبـی اسـتفاده مـی     
HPLCســازي نرمــال بــه طــور عمــده بــراي خــالص

هاي به شدت قطبی یا هاي خام، جداسازي نمونهنمونه
فی لایـه نـازك بهـره    جداسازي تحلیلی با کرومـاتوگرا 

نرمـال  HPLCگیرند. یکی از مشـکلات اسـتفاده از   می
ــراي     ــوي ب ــی ق ــه آب، حلال ــت ک ــن اس ــوع  ای ــن ن ای

آیـد و وجـود آب در فـاز    کروماتوگرافی به شمار می
متحرك به طور محسوسی بـر بـازداري نمونـه تـاثیر     

معکــوس، فــاز متحــرك فــاز HPLCدر .گــذار اســت
هـا  کنشت. نوع برهمقطبی و فاز ساکن غیر قطبی اس

ــه صــورت نیروهــاي فــاز معکــوسHPLCدررا  ب
این نیروها نتیجـه انـرژي   .گیرندگریز در نظر میآب

جدا هاي دوقطبی حلال است. حاصل از تغییر در ساختار
مواد به طور عمده ناشی از تقسیم شدن آنالیت سازي

شونده هاي حلمولکول.استبین فاز ساکن و متحرك 
گریـز و فـاز متحـرك بـا     ین فاز سـاکن آب در تعادل ب

غیـر  گریز (قطبیت جزئی هستند. هر قدر مولکول آب
،تري خواهد داشتقطبی) باشد، زمان بازداري طولانی

هـاي  درحالی که ترکیبات معـدنی یـونیزه شـده، یـون    
زمان بازداري کمی هاي فلزي قطبی،معدنی و مولکول

].39،40دارند [

دستگاه کروماتوگرافی مایع با کارایی بالاشمایی از.15شکل 
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بحث
ها و تـاثیر اساسـی آنهـا در    با توجه به اهمیت پروتئین

زمینـه بدن موجودات زنده مطالعات زیـادي در ایـن   
تعدادرويبرشدهانجاممطالعاتبااست.گرفتهانجام

ها، شـناخت مـا از سـاختمان و عمـل     زیادي از پروتئین
ها تا حال حاضر صورت گرفته است. بسیاري از پروتئین

براي مطالعه جزئیات هر پروتئین، ابتدا لازم اسـت آن  
هاي دیگر جدا نمود و همچنین لازم است را از پروتئین

هایی در دسـترس  هاي آنها فناوريبراي تعیین ویژگی
هاي مورد نیاز از شـیمی پـروتئین مشـتق    باشد. روش

وشیمی دارند و شده که خود قدمتی به اندازه عمر بی
نماید.نقش مهمی را در تحقیقات بیوشیمیایی ایفا می

و مخلــوط پروتئینــیتوانــایی تفکیــک یــک پــروتئین از 
طور مجزا در سیستم آزمایشگاهی ایـن  ه بررسی آن ب
دهد که خواص زیستی نظیر آنزیم شناسی امکان را می

و سیگنال دهی آن را به صورت منفرد یا در ترکیب بـا  
دمـا،  (ماننـد  صر در شرایط مختلـف محیطـی   سایر عنا

pH...41،42[مطالعه کرد)، نمک و.[
براي توانایی جداسـازي یـک پـروتئین از یـک مخلـوط      
ــیمیایی آن    ــی و ش ــیات فیزیک ــد خصوص ــی، بای پروتئین
پروتئین منفرد تعیین شود. بنابراین براي تخلیص یـک  
پروتئین، اولاً، باید فعالیت پـروتئین مـورد نظـر کـاملاً    

نگهداري ارزیابی شود. ثانیاً، باید منابع قابل قبولی براي 
این فعالیت وجود داشته باشد.  و سنجش 

هــاي مهــم ماننــد پــروتئین از بــراي تخلــیص مولکــول
گردد. در بیشتر موارد هاي متعددي استفاده میروش

هـاي  براي تخلیص کامل یک پروتئین، لازم است روش
مـورد اسـتفاده قـرار    طور متـوالی  مختلف متعددي به

]. 4-7، 43[گیرند
باشـد و قبـل از   انتخاب روش تا حـدودي تجربـی مـی   

هـاي زیـادي   یافتن بهتـرین روش ممکـن اسـت روش   
هاي متکی مورد بررسی قرار گیرد. با استفاده از روش

هـاي  هاي موجود براي جداسـازي پـروتئین  بر فناوري
در تـوان خطـا را بـه حـداقل رسـاند.      مشابه، اغلب می

هـاي ارزان در ابتـدا انجـام    حالت کلی بهتر است روش
شود که حجم نمونه زیادتر است و تعداد مواد مداخله

هـاي  روشانتخـاب  باشـد.  کننده بیشترین میـزان مـی  
کروماتوگرافی اغلب در مرحله اول غیر عملی هستند، 
ــیط       ــه مح ــاز ب ــه، نی ــدازه نمون ــزایش ان ــا اف ــرا ب زی

طور کلی، با تکمیـل  دد. بهگرکروماتوگرافی بیشتر می
شـود و  سازي، مقدار نمونه کمتر میهر مرحله خالص
در مراحـل  )و گـران (تـر  هـاي کامـل  استفاده از روش

نماید.بعدي را عملی می
اولین قدم در دستیابی به یک محصول خالص طراحـی  

براي تخلـیص  . باشداصلی تخلیص میفرایندو توصیف 
ی براي جستجو و تعیین یک پروتئین لازم است که روش

مقدار پروتئین مـورد نظـر در حضـور تعـداد زیـادي      
پروتئین دیگر در هر مرحلـه از روش داشـت. بعـد از    

)برحسب واحـد (هر مرحله تخلیص، فعالیت فرآورده 
شـود و  طور مستقل تعیین مـی و میزان تام پروتئین به

طـور  کند. بـه  نسبت این دو، فعالیت ویژه را تعیین می
فعالیـت و پـروتئین تـام در هـر مرحلـه کـاهش       کلی، 

یابد. کاهش فعالیت به این دلیل اسـت کـه همیشـه    می
ــه   ــت ب ــداري از فعالی ــال مق ــاطر غیرفع ــا  خ ــدن ب ش

یـا  کروماتوگرافیستونباناخواستهمتقابلهايواکنش
رود. هاي موجود در محلول، از دست میسایر مولکول

هـاي  ر پروتئینعلت کاهش پروتئین تام، برداشت بیشت
شـد. در یــک مرحلــه  باناخواسـته و غیراختصاصــی مــی 

رفـتن پـروتئین غیراختصاصـی    آمیز، ازدسـت موفقیت
باشـد،  بسیار بیشتر از میزان از دست رفتن فعالیت می

از این رو، حتی با کـاهش فعالیـت کلـی، فعالیـت ویـژه      
. ]18،43[یابدافزایش می
ــه ــروتئین   در مطالع ــک پ ــیص ی ــراي تخل ــاص اي ب خ

(پروتـــرومبین)، از ســـه روش کرومـــاتوگرافی ژل   
اسـتفاده شـد کـه    HPLCفیلتراسیون، تعویض یونی و 

در هر مرحله، محصول خالص شده دیـالیز گردیـد و   
مقدار پروتئین آن محاسبه شد. نتایج نشان داد کـه بـا   

، مقدار پروتئین کمتر شـد، امـا   سازيخالصهر مرحله 
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اتب افزایش یافت. بـا  اثر پروتئین در هر مرحله به مر
توان اظهار داشت که هاي این مطالعه، میبررسی یافته

طـور متـوالی   بـه کروماتوگرافیهاي متعددوشاگر ر
ــرار  ــتفاده ق ــورد اس ــی م ــرد، م ــود  گی ــد در بهب توان

و تاثیر نمونـه خـالص شـده مـوثر باشـد      سازيخالص
]18[.

بــیش از یــک مرحلــه ســازيخــالصهــاي اغلــب روش
دستیابی به محصول مـورد نظـر دارنـد،    اجرایی براي

بدین ترتیب محصـول اجـراي هـر مرحلـه بـه عنـوان       
ــه    ــر مرحل ــت و در ه ــدي اس ــه بع ــتراي مرحل سوبس

اصـطلاحاً پـرت   (رود از محصول از دست مـی مقداري
نمونه اولیه در مرحله اول، %80. براي مثال از )شودمی

مرحله8پایانی (بعد از حدود آن در مرحله %20فقط 
بنابراین براي دستیابی . باقی خواهد ماند)سازيخالص

به یک ماده خالص بیشتر، سـعی بـر ایـن اسـت کـه بـا       
هـا، بهتـرین   ترین تکنیککمترین تعداد مراحل و آسان

ی را داشته باشیم و هـدف اصـلی در هـر مرحلـه     یکارا
شــامل شناســائی و حــذف فاکتورهــاي آلــوده کننــده، 

باشـد پـروتئین مـی  سـتی زیبا حفظ فعالیت هاآلودگی
اي موسوي مطلـق و همکـاران، بـراي    در مطالعه.]16[

از دو روش کرومـاتوگرافی  IXفـاکتور  سـازي خالص
. در مرحله اول نمودندتمایلی و تعویض یونی استفاده 

از کروماتوگرافی تعویض یونی استفاده شد و تخلـیص  
مناســب صــورت گرفــت. در ادامــه بــا اضــافه کــردن 

تمایلی نشـان داده شـد کـه انجـام دو     کروماتوگرافی
از پلاسـماي  IXگروماتوگرافی براي تخلـیص فـاکتور  

انسانی، موجب افزایش درجه خلوص و فعالیـت ویـژه   
با اسـتفاده  IXآن گردید. به طوري که خلوص فاکتور

برابــر 10از کرومــاتوگرافی تعــویض یــونی و تمــایلی 
فی مـانی بـود کـه از یـک نـوع کرومـاتوگرا      زبیشتر از 

.  ]44[استفاده شد 
پـروتئین بـا تاکیـد بـر     سـازي خـالص هـاي  محدودیت

تواند در چند مورد قابل ذکر باشد. کروماتوگرافی می
ســازي را بــا نداشــتن در مرحلــه اول تخلــیص، خــالص

ــی     ــیات فیزیک ــدازه و خصوص ــورد ان ــاتی در م اطلاع

پروتئین یا کسري از جرم پـروتئین تـام موجـود بایـد     
ود اطلاعــات (بخصــوص در مــورد شــروع کــرد. کمبــ

تواند مشکل ساز باشد که البته هاي جدید) میپروتئین
با انجام چند بار کروماتوگرافی و تجزیه و تحلیل نتایج 

تــوان ایــن محــدودیت را برطــرف کــرد. انتخــاب مــی
سازيخالصبهترین روش کروماتوگرافی، جهت انجام 

در مــواردي مشــکل اســت. از بــین رفــتن مقــداري از 
پروتئین در هنگام کروماتوگرافی و کم شدن پـروتئین  
تخلیص شده نیز باید مدنظر قرار گیـرد و در هنگـام   
کروماتوگرافی باید از حجم مناسب پـروتئین اسـتفاده   
کرد تا در صورت کم شدن آن حین تخلـیص مشـکلی   
براي ادامه کار پیش نیاید و یا سعی شود که با کمترین 

ها، بهتـرین کـارایی و   تکنیکترین تعداد مراحل و آسان
بیشترین مقدار پروتئین بدست آید. در مواردي گران 

یا HPLCبودن برخی از مواد یا وسایل (مانند دستگاه 
هـا و ..) و یـا عـدم    کننده خودکـار نمونـه  دستگاه جمع

توانـد در انجـام   دسترسی به آنها به دلیل تحریم، مـی 
اید. هایی ایجاد نممحدودیتسازيخالصفرایند 

انتخاب بهترین روش کرومـاتوگرافی و مقایسـه نتـایج    
ها با یکدیگر، به مقدار پروتئین، نـوع آن و امکانـات   آن

در دسترس بستگی دارد. اما با مطالعـه انـواع مختلـف    
توان کروماتوگرافی که در این مطالعه آمده است می

تـرین  ژل فیلتراسـیون آسـان  گفت که کروماتوگرافی 
ســازي بــا ژل صلفی اســت، امــا خــانــوع کرومــاتوگرا

فیلتراسیون، فرایندي کند است و مقادیر نسبتاً زیـادي  
از جاذب و نمونه را لازم دارد. این در حالی اسـت کـه   

و تمـایلی ، هایی مانند تعویض یـونی در کروماتوگرافی
HPLC .تنها مقادیر کمی از جاذب و نمونه لازم است

هاي اي کافی، روشدر نهایت، با داشتن اطلاعات زمینه
توان مناسب، نمونه آماده شده و فرایند استخراج، می

ــدازي     ــامل دام ان ــیص ش ــتراتژي تخل ــاز اس ــه ف ، 1س
(تخلیص نهایی) 3و صیقل دادن2حدواسطسازيخالص

1 Capture
2 Intermediate Purification
3 Polishing
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اي پیشـرفت  ایـن اسـتراتژي سـه مرحلـه    را اجرا کرد.
تر کار در زمان کمتر جهت دستیابی به محصـول  سریع

کند. در مرحلـه  هزینه را تضمین میخالص با کمترین
دام اندازي، هدف جداسـازي، تغلـیظ و مقـاوم سـازي     

ــط، پــاك    ــه، در مرحلــه حدواس ــازي اغلــب  نمون س
هـا و در مرحلـه صـیقل دادن،    هـا و ناخالصـی  آلودکی

هاي باقی مانده احتمالی و اثرات آنها از حذف آلودگی
پروتئین هدف و دستیابی به یک محصول کاملاً خـالص  

].16مدنظر است [

گیرينتیجه
در این مطالعه چند روش کروماتوگرافی مهم توضـیح  

توان هر یک از ایـن  داده شد. در کارهاي تحقیقاتی می
هاي تخلیص را جداگانه به کار برد، اما نکته مهـم  روش

این اسـت کـه بـراي رسـیدن بـه نتـایج قابـل قبـول و         
ها با شدقیق لازم است چند نوع از این روسازيخالص

هم انجام گیرد، تا مولکول یا پروتئین مورد نظر خالص 

 ـ    جـز در  ه شود. انتخـاب نـوع روش کرومـاتوگرافی ب
موارد واضح (مانند کروماتوگرافی گازي در جداسازي 

تجربی است. زیرا هنوز هیچ راهـی  مواد گازها) عموماً 
بینی بهترین روش جداسازي مواد مگـر در  جهت پیش

 ـ   هـاي  . در ابتـدا روش ود نـدارد چند مـورد سـاده وج
تر مانند کرومـاتوگرافی ژل فیلتراسـیون و لایـه    ساده

هـا در صـورتی   شوند. زیرا این روشنازك امتحان می
نـوع  ،که مسـتقیماً قـادر بـه جداسـازي مـواد نباشـند      

سیستم کروماتوگرافی را که جداسازي مواد به وسـیله  
درآن گـاه کننـد، مـی مشخصبگیرد،صورتبایدآن

.شودمیاستفادهترپیچیدههايروشازلزومصورت

سـازي خـالص هـاي  در نهایت، در به کار گیـري روش 
مانند کروماتوگرافی، زمانی که یک پروتئین خاص مد 
نظــر اســت بایــد از چنــد روش کرومــاتوگرافی چنــد 

اي به صورت متوالی استفاده کرد تـا بـه نتیجـه    مرحله
مطلوب دست یافت.
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