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پراکندگـی نـور پویـا1 یـک روش غیرتهاجمـی رایـج بیـن آزمایشـگاه‌های دانشـگاهی و صنعتـی اسـت کـه به سـرعت، 
بـه بررسـی کیفیـت دقیـق و قابـل تکـراری بـرای مطالعـه مولکول‌هـای زیسـتی و غیر زیسـتی که بـه مقادیر بسـیار کمی 
از نمونـه نیـاز دارد، می‌پـردازد. ایـن روش کـه بـا نـام طیف‌‌سـنجی همبسـتگی فوتون2 نیز شـناخته می‌شـود، ابزار بسـیار 
قدرتمنـدی بـرای مطالعـه رفتـار انتشـار مولکول‌هـای زیسـتی در محلـول اسـت. دسـتگاه تفـرق نور پویـا، ابزاری سـاده و 
سـریع بـرای تعییـن وزن مولکولـی اسـت. ایـن روش می‌توانـد از روی شـعاع هیدرودینامیکـی نمونه‌هـای مختلـف، وزن 
مولکولـی آنهـا را مشـخص کنـد و بـا اسـتفاده از پراش ایسـتایی نـور و همچنیـن به‌کارگیری نمونه‌های آماده‌سـازی شـده 
در غلظت‌هـای مختلـف، فرآینـد تعییـن وزن مولکولـی را انجـام دهـد. در ایـن روش، یـک محاسـبه‌گر دبای تـک زاویه‌ای 
وجـود دارد كـه بـه كمـك آن مي‌تـوان اثرات زاويـه‌اي را با اسـتفاده از محاسـبات رياضي انجـام داد. تعییـن وزن مولکولی 
بـا اسـتفاده از ایـن تجهیـز بـا سـل مخصـوص و اسـتفاده از تولوئن به‌عنـوان نمونه اسـتاندارد قابـل انجام اسـت. روش‌های 
مختلفـی بـرای اندازه‌گیـری یـا تخمیـن وزن مولکولی مولکول‌‌های زیسـتی در دسـترس محققان اسـت. با ایـن حال، مهم 
اسـت کـه بدانیـد آنهـا چگونـه کار می‌کننـد و کـدام ابـزار بـرای برنامه شـما مفیدتر اسـت. هـدف از ایـن مقالـه، ارائه یک 

دیـد کلـی بـه خواننـده بـرای تعییـن وزن مولکولـی ملکول‌های زیسـتی با دسـتگاه تفـرق نور پویا اسـت.
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مولکول‌های زیسـتی3 در واقع مولکول‌هایی هسـتند که توسـط موجودات زنده تولید می‌شـوند. آنها ضروری‌ترین 
مولکول‌هـای آلـی هسـتند کـه در فرآیندهای بقـا و متابولیک موجودات زنـده نقش دارند. مولکول‌های زیسـتی دارای 
طیـف وسـیعی از اندازه‌هـا و سـاختارها هسـتند، آنهـا از مولکول‌هـای کوچـک ماننـد متابولیت‌هـای اولیـه و ثانویه و 
هورمون‌هـا تـا درشـت مولکول‌هـای بزرگ زیسـتی ماننـد پروتئین‌ها، اسـیدهای نوکلئیـک، کربوهیدرات‌هـا، لیپیدها 
را شـامل می‌شـوند )شـکل )1((. ایـن دسـته از ترکیبـات بـه اسـتثنای لیپیدهـا، دارای وزن مولکولـی در محدوده ده 
هـزار دالتـون و بالاتـر هسـتند )جدول )1((. بـه همین دلیـل، مولکول‌های زیسـتی، یعنی ترکیبات شـیمیایی موجود 
در موجـودات زنـده بـه دو دسـته تقسـیم می‌شـوند، دسـته اول آنهایـی کـه وزن مولکولی کمتـر از یک هـزار دالتون 
دارنـد و به‌طـور معمـول به‌عنـوان میکرومولکـول یـا بـه زبـان سـاده مولکـول زیسـتی نامیـده می‌شـوند؛ در حالی که 

دسـته دوم آنهایی هسـتند کـه ماکرومولکـول یا ماکرومولکول زیسـتی نامیده می‌شـوند.
وزن مولکولـی4 یـک مولکـول زیسـتی ارتباط نزدیکـی با خواص زیسـتی، فیزیکی و شـیمیایی آن دارد و این بدان 
معنـی اسـت کـه اندازه‌گیـری وزن مولکولـی یکـی از عوامـل کلیدی بـرای تعیین ویژگی‌هـای مولکول‌های زیسـتی و 
توصیـف آنهـا اسـت. روش‌هـای پراکندگـی نـور غیرتهاجمـی، به ویـژه روش‌های نـوری مانند تفـرق نور پویـا و تفرق 
نـور اسـتاتیک5 داده‌هایـی را در مـورد مولکول‌هـای زیسـتی مانند پروتئین‌هـا، اسـیدهای نوکلئیک، پلی سـاکاریدها، 
الیگونوکلئوتیدهـا، آنتی‌بادی‌هـا و همچنیـن مجموعه‌هـا و موجـودات بزرگ‌تـر متشـکل از آنهـا، ارائـه می‌کننـد کـه 
امـروزه تکمیـل کننـده روش‌هـای دیگری بـرای تخمین و یا تعییـن وزن مولکولی ماننـد کروماتوگرافـی ژل تراوایی6، 

الکتروفـورز ژل، طیف‌سـنجی جرمـی زمـان پرواز7 و سـانتریفیوژ اولترا اسـت ]1[.
بیشـتر اوقـات، مولکول‌هـای زیسـتی بـزرگ به‌عنـوان تابعـی از دمـا، pH، قـدرت یونـی و غلظت تجمـع می‌یابند. 
ایـن اثـرات باعـث تغییراتی سـاختاری در سـاختار مولکول می‌شـود کـه می‌تواند عملکرد زیسـت مولکول‌هـا را تغییر 
دهـد. درک ایـن بینش‌هـا در تحقیـق، توسـعه، تولیـد فرآینـد و کنتـرل کیفیت زیسـت مولکول‌های امروزی اساسـی 

.]2[ است 
جدول )1(: انواع ملکول‌های زیستی و وزن ملکولی آنها ]11[.

محدوده وزن ملکولینوعردیف

100-200 دالتونآمینو اسیدها1

750-1500لیپدها2

در حدود میلیونپلی ساکاریدها3

100-200کربوهیدرات‌های کوچک4

چندین هزار تا بیش از یک میلیونپروتین‌ها5

چند صد دالتوننوکلئوتیدها6

اسیدهای نوکلئیک7
)DNA-RNA(بیش از چند بیلیون

در حدود 16/700 دالتونمیوگلوبین8

بیش از 100 میلیونآمیلوپکتین9

106 × 2/5اشرشیاکلی10

شکل )1(: انواع مولکول‌های زیستی ]14[.
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  فناوری پراکندگی نور

پراکندگـی نـور پویـا تحقیقـی جدیـد و ابـزار کنتـرل کیفیـت 
بـرای توصیـف فناوری‌هـای زیسـت مولکولـی در قرن ۲۱ اسـت ]1[. 
اندازه‌گیـری وزن ملکولـی و انـدازه مولکول‌هـا مهم اسـت چـرا که در 
کاربردهـای صنعتـی، بـرای کنترل کیفیـت و ارزیابی همگنـی نمونه، 
تعییـن انـدازه ذرات، بررسـی اثـر تیمارهـای فیزیکـی و شـیمیایی، 
بررسـی اتصـال لیگاندهـا، مطالعـه برهم‌کنش‌های بیـن مولکول‌های 
زیسـتی، کنترل سـرعت رهاسـازی و تخریب پلیمرهای مورد استفاده 
در دارورسـانی، بهبـود حـس چشـایی پلی‌سـاکاریدها در محصـولات 
غذایـی، هـم بـرای صنایـع مصرفـی و هـم بـرای طراحـی و تولیـد 
صنعتـی، دانسـتن انـدازه مولکولـی و وزن مواد می‌توانـد تأثیر عمیقی 

بـر طراحـی و سـاخت محصـولات جدیـد و موجود داشـته باشـد.
بیـن  رایـج  و   ]1[ غیرتهاجمـی  روشـی  پویـا  نـور  پراکندگـی 
آزمایشـگاه‌های دانشـگاهی و صنعتی اسـت که به سـرعت، به بررسی 
کیفیـت دقیـق و قابل تکرار بـرای مطالعه مولکول‌های زیسـتی و غیر 
زیسـتی کـه به مقادیر بسـیار کمی از نمونـه نیاز دارد، می‌پـردازد. این 
روش که با نام طیف‌سـنجی همبسـتگی فوتون نیز شـناخته می‌شود، 
ابزار بسـیار قدرتمندی برای مطالعه رفتار انتشـار مولکول‌های زیستی 
در محلـول اسـت. ضریب انتشـار و در نتیجه، شـعاع هیدرودینامیکی 
محاسـبه شـده از آن، بـه اندازه و شـکل مولکول‌ها بسـتگی دارد ]3[. 
ایـن دسـتگاه می‌توانـد از روی شـعاع هیدرودینامیکـی نمونه‌هـای 
مختلـف، وزن مولکولـی آنهـا را مشـخص کند و بـا اسـتفاده از پراش 
ایسـتایی نـور و همچنیـن به‌کارگیـری نمونه‌هـای آماده‌سـازی شـده 
در غلظت‌هـای مختلـف، فرآیند تعییـن وزن مولکولی انجام می‌شـود. 
در ایـن دسـتگاه یک محاسـبه‌گر دبـای تک زاویـه‌ای نیز وجـود دارد 
كـه بـه كمك آن مي‌تـوان اثـرات زاويه‌اي را با اسـتفاده از محاسـبات 

رياضي انجـام داد.
هنگامـی کـه یک پرتو لیزر پلاریزه و مونوکـروم از یک حلال حاوی 
مولکول‌هـای زیسـتی عبـور می‌کند، بسـته بـه عوامل نوری سیسـتم، 
بخشـی از نـور، پراکنده خواهد شـد. ایـن نور پراکنده ممکن اسـت چه 
از نظـر شـدت و چـه از نظـر نوسـانات آن مـورد تجزیـه و تحلیـل قرار 
گیـرد. نـور اضافـی پراکنده شـده توسـط مولکول‌هـا با زاویه نسـبت به 
پرتو پراکنده شـده توسـط حلال به تنهایی به‌طور مسـتقیم متناسـب 

بـا وزن مولکولـی برابر با غلظت زیسـت مولکول اسـت ]1[.
بـرای بیشـتر مولکول‌هـای زیسـتی، زاویـه جمـع‌آوری منفـرد 
۹۰ درجـه، تنها چیزی اسـت کـه برای تعییـن وزن مولکولی دقیق 
ضـروری اسـت؛ به شـرطی کـه غلظت و ضریب شکسـت مشـخص 
عمومـی  به‌طـور  کـه  بـزرگ  بسـیار  مولکول‌هـای  بـرای  باشـد. 
بزرگ‌تـر از ۸۰۰ کیلـو دالتـون وزن دارنـد، جمـع‌آوری نـور لیـزر 
پراکنـده در دو زاویـه ۹۰ و ۱۵ درجـه، وزن مولکولـی دقیـق و 

محاسـبه شـعاع ژیراسـیون8 را فراهـم می‌کنـد ]1[.
تعییـن وزن مولکولـی بـا سـل یا کـوت مخصـوص آزمایش که 
می‌توانـد از جنـس شیشـه‌ای و یا کوارتزی باشـد، قابل انجام اسـت 
و در بیشـتر مواقـع از تولوئـن به‌عنـوان نمونـه اسـتاندارد، بـرای 

انجـام ایـن آزمایش اسـتفاده می‌شـود.

  تئوری پراکندگی ثابت شدت نور
در روش تفـرق نـور پویـا و یـا DLS برای تعییـن وزن مولکولی 
نمونـه، از روشـی بـه نـام پراکندگـی ثابـت شـدت نـور اسـتفاده 
می‌شـود. نـور مرئـی از منبـع تابـش بـه نمونه کـه نانـوذرات معلق 
از  بعـد  و  می‌کنـد  برخـورد  هسـتند،  سوسپانسـیون  در  موجـود 
برخـورد، از سـطح ذرات متفـرق می‌شـود. به‌دلیـل وجـود حرکـت 
براونـی نانـوذرات معلـق در سوسپانسـیون و جابجایـی آنهـا به‌طور 
پیوسـته، میـزان پراکندگـی ثابـت شـدت نور کـه با شناسـاگرهای 
دسـتگاه ثبـت شـده، در هـر زمـان متغیراسـت. لازم به ذکر اسـت 
شـدت پراکندگـی متغیـر نـور، همان عاملی اسـت که این دسـتگاه 
بـا اسـتفاده از آن می‌توانـد توزیـع انـدازه نانـوذرات سوسپانسـیون 
شـدت  میانگیـن  بـه  کنـد.  اندازه‌گیـری  نیـز  را  آزمایـش  مـورد 
پراکندگـی متغیـر نـور در یـک بـازه زمانـی )به‌عنـوان مثـال، 60 
ثانیـه‌ای(، شـدت پراکندگـی ثابـت نـور گفتـه می‌شـود کـه بـرای 
تعییـن وزن مولکولـی و ضریـب ویریـال در روش تفـرق نـور پویـا 

مـورد اسـتفاده قـرار می‌گیـرد ]4[.
امـا چگونه پراکندگـی نور با انـدازه و وزن مولکولی نمونه مرتبط 
اسـت؟ بـا اسـتفاده از پراکندگـی ثابـت شـدت نـور در غلظت‌هـای 
مختلـف سوسپانسـیون حـاوی نانـوذرات مـورد آزمایـش، می‌تـوان 
وزن مولکولـی آنهـا را بـا اسـتفاده از معادلـه ریلـی محاسـبه نمـود 
]5[. معادلـه ریلـی9 در واقـع بـه مـا می‌گویـد کـه چگونـه شـدت 
و زاویـه نـور پراکنـده بـا انـدازه و وزن یـک مولکـول مرتبـط اسـت. 
مولکول‌هایـی کـه انـدازه بزرگتـر و یـا وزن مولکولـی بالاتـری دارند 
نسـبت بـه مولکول‌هـای سـبک‌تر و یـا کوچکتـر، نـور بیشـتری را 
پراکنـده می‌کننـد. علاوه‌بـر ایـن، یـک رابطـه خطی بین شـدت نور 
پراکنـده شـده، افزایـش وزن مولکولـی و یـک رابطـه غیرخطـی بـا 
انـدازه یـک مولکـول وجـود دارد. بنابرایـن، از نظر ریاضـی، اگر همه 
عوامـل معادلـه ریلـی )رابطـه )1(( را بدانیـم، می‌توانیـم شـدت نـور 
پراکنـده را بـرای محاسـبه وزن مولکولـی نمونـه اندازه‌گیـری کنیم:

𝐾𝐾𝐾𝐾رابطه )1(     
𝑅𝑅𝜃𝜃

= ( 1
𝑀𝑀𝑀𝑀 + 2𝐴𝐴2𝐶𝐶)

1
𝑃𝑃𝜃𝜃

 

𝐾𝐾 = 4𝜋𝜋2
𝜆𝜆04𝑁𝑁𝐴𝐴

(𝑛𝑛0
𝑑𝑑𝑑𝑑
𝑑𝑑𝑑𝑑)

2 

𝑅𝑅𝜃𝜃 =
𝐼𝐼𝐴𝐴𝑛𝑛02
𝐼𝐼𝑇𝑇𝑛𝑛𝑇𝑇2

𝑅𝑅𝑇𝑇 

𝑅𝑅𝜃𝜃 =
𝐼𝐼𝐴𝐴𝑛𝑛02
𝐼𝐼𝑇𝑇𝑛𝑛𝑇𝑇2

𝑅𝑅𝑇𝑇  

 

که در آن:
)Rθ(: نسـبت ریلـی )نسـبت نـور پراکنـده شـده به نور سـاطع 
شـده(، )M(: وزن مولکولـی نانـوذرات، )A2(: ضریـب دوم ویریـال، 
)C(: غلظت، )Pθ(: وابسـتگی شـدت پراکندگی نور متفرق شـده از 
نمونـه آزمایشـی به زاویه تابشـی فوتـون و )K(: ثابت اپتیکی اسـت 

کـه تابعـی به‌صـورت رابطـه )2( بـرای آن تعریف شده‌اسـت:

رابطه )2(     

𝐾𝐾𝐾𝐾
𝑅𝑅𝜃𝜃

= ( 1
𝑀𝑀𝑀𝑀 + 2𝐴𝐴2𝐶𝐶)

1
𝑃𝑃𝜃𝜃

 

𝐾𝐾 = 4𝜋𝜋2
𝜆𝜆04𝑁𝑁𝐴𝐴

(𝑛𝑛0
𝑑𝑑𝑑𝑑
𝑑𝑑𝑑𝑑)

2 

𝑅𝑅𝜃𝜃 =
𝐼𝐼𝐴𝐴𝑛𝑛02
𝐼𝐼𝑇𝑇𝑛𝑛𝑇𝑇2

𝑅𝑅𝑇𝑇 

𝑅𝑅𝜃𝜃 =
𝐼𝐼𝐴𝐴𝑛𝑛02
𝐼𝐼𝑇𝑇𝑛𝑛𝑇𝑇2

𝑅𝑅𝑇𝑇  

 

که در آن:
 :)n0( ،طـول موج نور متفرق شـده:)λ0( ،ثابـت آووگادرو :)NA(
(: تغییرات ضریب شکسـت به 

𝐾𝐾𝐾𝐾
𝑅𝑅𝜃𝜃

= ( 1
𝑀𝑀𝑀𝑀 + 2𝐴𝐴2𝐶𝐶)

1
𝑃𝑃𝜃𝜃

 

𝐾𝐾 = 4𝜋𝜋2
𝜆𝜆04𝑁𝑁𝐴𝐴

(𝑛𝑛0
𝑑𝑑𝑑𝑑
𝑑𝑑𝑑𝑑)

2 

𝑅𝑅𝜃𝜃 =
𝐼𝐼𝐴𝐴𝑛𝑛02
𝐼𝐼𝑇𝑇𝑛𝑛𝑇𝑇2

𝑅𝑅𝑇𝑇 

𝑅𝑅𝜃𝜃 =
𝐼𝐼𝐴𝐴𝑛𝑛02
𝐼𝐼𝑇𝑇𝑛𝑛𝑇𝑇2

𝑅𝑅𝑇𝑇  

 

ضریب شکسـت دیسپرسـانت و )
تغییرات غلظت اسـت.
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Rθ نسبت ریلی یا  
بـرای تعییـن نسـبت ریلـی، نمونـه اسـتاندارد مـورد نیاز اسـت و 
به‌طـور معمول بـرای اندازه‌گیـری وزن مولکولی از طریـق روش تفرق 
نـور پویـا، از تولوئـن که تغییـرات ناچیزی به نسـبت ریلـی، در دماها 
و طـول موج‌هـای مختلـف دارد، به‌عنـوان نمونـه اسـتاندارد اسـتفاده 
می‌شـود. بـا داشـتن نسـبت ریلـی نمونـه اسـتاندارد و بـا اسـتفاده از 
رابطـه )3( می‌تـوان ضریـب ریلی نانـوذرات مورد آزمایش را به‌دسـت 

آورد:

رابطه )3(     

𝐾𝐾𝐾𝐾
𝑅𝑅𝜃𝜃

= ( 1
𝑀𝑀𝑀𝑀 + 2𝐴𝐴2𝐶𝐶)

1
𝑃𝑃𝜃𝜃

 

𝐾𝐾 = 4𝜋𝜋2
𝜆𝜆04𝑁𝑁𝐴𝐴

(𝑛𝑛0
𝑑𝑑𝑑𝑑
𝑑𝑑𝑑𝑑)

2 

𝑅𝑅𝜃𝜃 =
𝐼𝐼𝐴𝐴𝑛𝑛02
𝐼𝐼𝑇𝑇𝑛𝑛𝑇𝑇2

𝑅𝑅𝑇𝑇 

𝑅𝑅𝜃𝜃 =
𝐼𝐼𝐴𝐴𝑛𝑛02
𝐼𝐼𝑇𝑇𝑛𝑛𝑇𝑇2

𝑅𝑅𝑇𝑇  

 

که در آن:
)IA(: شـدت پراکندگـی نـور باقیمانده، )IT(: شـدت پراکندگی 
نـور در تولوئـن، )nO(: ضریب شکسـت دیسپرسـانت، )nT(: ضریب 

شکسـت تولوئـن و )RT(: ضریـب ریلی تولوئن اسـت.

Rθ  وابستگی زاویه‌ای شدت پراکندگی ریلی یا  

انـدازه شـدت پراکندگـی نور به زاویـه‌ای که شناسـاگر به امتداد 
تابش نور دارد، وابسـته اسـت. برطبق شـکل )2(، با بررسـی شـدت 
پراکندگـی فوتون‌هـای متفـرق شـده، می‌تـوان بـه ایـن مطلـب پی 
بـرد کـه انـدازه شـدت پراکندگی ایـن ذره از دو زاویـه مختلف با هم 
تفـاوت دارد و جـواب به‌دسـت آمـده برای انـدازه شـدت پراکندگی، 
دو انـدازه مختلـف اسـت. از یـک زاویـه، شـدت تفـرق فوتون‌هـای 
برخـورد کننـده بـا ذره بـا هم جمع می‌شـوند و از زاویـه دیگر، باعث 
خنثـی شـدن یکدیگر شـده‌اند. بـه این پدیـده که موجـب تغییر در 
شـدت پراکندگـی نـور فوتون‌های متفرق شـده از نمونـه آزمایش در 
زوایـای مختلـف می‌شـود، پراکندگی مـی10  گفته می‌شـود و زمانی 
کـه انـدازه ذرات بـه قدری بزرگ باشـند کـه فوتون‌هـای متعددی با 

ایـن ذره برخـورد کنند، اتفـاق می‌افتد.

شکل )2(: محل قرارگیری شناساگر در دو زاویه مختلف ]4[.

در صورتـی کـه ذرات موجـود در سوسپانسـیون خیلی کوچک 
باشـند، وابسـتگی زاویه‌هـای شـدت پراکندگی نور نزدیـک به عدد 

یـک اسـت و می‌تـوان از آن در معادلـه ریلی، صرف نظـر کرد. برای 
نمونه‌هایـی بـا انـدازه ذرات کوچـک، معادلـه ریلی به‌صـورت رابطه 
)4( سـاده شـده و در واقـع، شـدت پراکندگـی تقریبـی، جایگزیـن 

شـدت پراکندگـی ریلی می‌شـود.

رابطه )4(     

𝐾𝐾𝐾𝐾
𝑅𝑅𝜃𝜃

= ( 1
𝑀𝑀𝑀𝑀 + 2𝐴𝐴2𝐶𝐶)

1
𝑃𝑃𝜃𝜃

 

𝐾𝐾 = 4𝜋𝜋2
𝜆𝜆04𝑁𝑁𝐴𝐴

(𝑛𝑛0
𝑑𝑑𝑑𝑑
𝑑𝑑𝑑𝑑)

2 

𝑅𝑅𝜃𝜃 =
𝐼𝐼𝐴𝐴𝑛𝑛02
𝐼𝐼𝑇𝑇𝑛𝑛𝑇𝑇2

𝑅𝑅𝑇𝑇 

𝑅𝑅𝜃𝜃 =
𝐼𝐼𝐴𝐴𝑛𝑛02
𝐼𝐼𝑇𝑇𝑛𝑛𝑇𝑇2

𝑅𝑅𝑇𝑇  

 

  نمودار دبی11 
شـدت پراکندگـی نور متفرق شـده از نمونه آزمایشـی، با غلظت 
سوسپانسـیون نمونـه مـورد آزمایـش و همچنیـن وزن مولکولـی آن 
تناسـب دارد. در این روش برای به‌دسـت آوردن وزن ملکولی نمونه، 
شـدت پراكندگـي نـور متفرق شـده در غلظت‌هاي مختلـف از نمونه 
مـورد نظـر و در یـک زاویـه اندازه‌گيـري مي‌شـود. سـپس تغییـرات 
شـدت پراکندگـی نـور در غلظت‌هـای مختلـف با شـدت پراکندگی 
نـور متفـرق شـده از نمونـه اسـتاندارد تولوئـن مقایسـه می‌شـود. با 
توجـه بـه نتایـج به‌دسـت آمـده، می‌توانیـم وزن مولکولـی نمونـه را 
تعییـن کنیـم. نمودار حاصل از این مقایسـه را نمـودار دبی می‌نامند 

که در شـکل )3( نشـان داده شده‌اسـت ]4[.

شکل )3(: نمودار دبی غلظت بر شدت پراکندگی نور ]4[.

  آماده‌سازی نمونه
یکـی از اصلی‌تریـن و مهم‌تریـن مراحـل انجـام آزمـون با روش 
تفـرق نـور پویـا، آماده‌سـازی نمونـه اسـت؛ بـرای اسـتفاده از ایـن 
آزمـون، تعییـن وزن ملکولـی هـم دارای نـکات ویـژه‌ای اسـت کـه 
بـه آن اشـاره می‌کنیـم. بـه دلیـل ایـن کـه نتایـج به‌دسـت آمـده 
در آزمـون اندازه‌گیـری وزن مولکولـی بـه شـدت نسـبت بـه گـرد 
و غبـار و آلودگـی حسـاس هسـتند، یکـی از سـخت‌ترین کارها در 
ایـن آزمـون، مراقبـت از نمونـه تهیه شـده در برابر آلودگی اسـت و 
نیـاز بـه تهیـه نمونه‌هـای تمیـز و عـاری از گـرد و غبار اسـت ]6[. 
علاوه‌بـر ایـن، در ایـن آزمـون، بـه هیـچ وجـه نبایـد از کووت‌های 
یکبـار مصـرف پلی اسـتایرنی کـه به آسـانی روی سـطح آنها خش 

ایجـاد می‌شـود، اسـتفاده نمود.
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غلظت نمونه آماده‌سـازی شـده برای انجـام آزمون‌های مختلفی 
کـه بـا ایـن دسـتگاه انجـام می‌شـود، دارای محدودیت‌هایـی اسـت 
کـه بیشـتر و یـا کمتر بـودن آن نسـبت به محـدوده غلظـت تعیین 
آمـده  به‌دسـت  نتایـج  در  تعیین‌کننـده‌ای  نقـش  شـده، می‌توانـد 
از دسـتگاه داشـته باشـد و بهتـر اسـت در چندیـن غلظـت مختلـف 
تهیـه شـود. فرامـوش نکنیـد کـه محـدوده غلظـت در نمونه‌هـای 
آماده‌سـازی شـده بـرای آزمـون تعییـن وزن مولکولـی، بـا توجـه به 
عواملـی کـه قبلا بـه آنهـا اشـاره شـد، یعنـی نـرخ پرتوهـای تفرق 
یافتـه تعییـن می‌شـود. نـرخ پرتوهـای تفـرق یافته نمونه‌هـای تهیه 
شـده در پایین‌تریـن غلظـت بـرای انجـام ایـن آزمـون، بایـد حداقل 
30 درصـد بیشـتر از نـرخ پرتوهـای تفرق یافته محیـط، بدون وجود 
مـاده مـورد بررسـی، یعنـی دیسپرسـانت و یـا حلال خالص باشـد 
]7[؛ بنابرایـن، ترجیحـا دانسـتن حداقـل غلظت زیسـت ملکول‌های 
مـورد نیـاز بـرای اندازه‌گیری DLS مفید اسـت. همچنیـن درصورت 
نیـاز، اندازه‌گیری‌هـای DLS می‌تواننـد در غلظت‌هـای بالاتـر تکـرار 
شـوند ]8[؛ غلظت‌های پیشـنهاد شـده به‌طور معمول بیـن 1-0/25 
گـرم بـر لیتر اسـت. مـورد مهم بعدی، دیسـپرس شـدگی یکنواخت 
ذرات موجـود در دیسپرسـانت، بـرای انجام آزمـون، از اهمیت زیادی 
برخـوردار اسـت. تجهیزاتـی نظیـر تـرازو، دسـتگاه اولتراسـونیک و 
همـزن برقـی می‌تواننـد بـه کاربـر در تهیه نمونـه‌ای بـا کیفیت بالا 
کمـک کننـد. سـعی کنید دیسپرسـانت و حلال را قبـل از آزمون و 
بـا اسـتفاده از غشـاهایی با انـدازه µm 0/1 فیلتر کنیـد ]9[؛ این امر 
بـرای برطـرف شـدن آلودگی‌های احتمالـی موجود در آنهـا ضروری 
اسـت. رعایـت نکـردن حـذف آلودگـی نمونـه آماده‌سـازی شـده، 

می‌توانـد در نتایـج به‌دسـت آمـده موثر باشـد.
از تولوئـن با درجه اسـپکتروفتومتری اسـتفاده نماییـد. در ابتدا 
کـووت را بـا تولوئـن شستشـو دهیـد و درصـورت امـکان از یـک 
اشـاره‌گر لیـزری بـرای جسـتجوی لکه‌هـای گـرد و غبـار اسـتفاده 

کنیـد. اگـر آنهـا آشـکار باشـند، تولوئن بایـد فیلتر شـود ]9[.
بـرای تهیـه یـک نمونـه آزمایشـی مناسـب، رعایت تمـام نکات 
مهـم در مرحلـه آماده‌سـازی و به‌کارگیـری دقـت زیـاد در تمامـی 
مراحـل، امـری لازم و ضـروری اسـت و هـر اشـتباهی در مرحلـه 
آماده‌سـازی می‌توانـد سـبب بـه وجـود آمدن خطـا در نتایـج آزمون 
انجـام شـده شـود. در پایـان بایـد به این نکته اشـاره کرد کـه تجربه 
کاربـری ماهـر، می‌تواند مشـکلات به وجـود آمده در ایـن مرحله که 
متناسـب بـا نمونـه مـورد آزمایش اسـت، را بـه خوبی برطـرف کند.

توجه داشـته باشـید کـه بـرای وزن مولکولـی کاملا ناشـناخته، 
انتخـاب غلظـت، کاملا نادرسـت اسـت. اگر سـیگنال خیلـی ضعیف 
اسـت، بـا غلظت‌هـای بالاتـر تکـرار کنید. اگر سـیگنال بیـش از حد 
قـوی اسـت، بـا غلظت‌های پایین‌تر تکرار کنید. توجه داشـته باشـید 
کـه مقـدار dn / dc در محاسـبات ضـروری اسـت. از پیش فرض‌های 
نرم‌افـزار اسـتفاده نکنیـد. اگـر لازم اسـت، بدانیـد کـه از 0/15 برای 
پلیمرهـای مصنوعـی در حلال آلـی و 0/185بـرای مولکول‌هـای 
 dn زیسـتی )به‌عنـوان مثال، پروتئین( در آب اسـتفاده کنیـد. مقدار
dc / بـه جفـت پلیمر/حلال برای یک طول موج خاص بسـتگی دارد 

)بـه راهنمای دسـتگاه خـود مراجعه کنیـد( ]9[.

  روش کار دستگاه DLS برای اندازه‌گیری وزن 
ملکولی

بـه  نیـاز  دسـتگاه،  بـا  مولکولـی  وزن  آوردن  به‌دسـت  بـرای 
بـر  گـرم  حسـب  بـر  غلظت‌هایـی  بـا  سوسپانسـیون‌هایی  تهیـه 
میلی‌لیتـر از نمونـه اسـت )شـکل )4((. همان‌طـور کـه قبلا اشـاره 
شـد، می‌تـوان بـرای افزایـش اطمینـان از نتیجـه به‌دسـت آمـده، 

بالاتـر هـم تهیـه نمـود. بـا غلظت‌هـای  سوسپانسـیون‌هایی 

شکل )4(: آماده‌سازی غلظت‌های مناسب ]13[.

بـا توجـه بـه شـکل )5( می‌تـوان نتیجـه گرفـت کـه غلظـت 
سوسپانسـیون بـا شـدت پراکندگـی نـور رابطـه مسـتقیم دارد و 
همچنیـن بـا افزایـش غلظت شـدت پراکندگی نـور در نمونـه زیاد 
می‌شـود، چنانچـه شـدت پراکندگـی نـور تنهـا از یـک زاویـه ثبت 

شـود، نسـبت بـه غلظـت بایـد به‌صـورت خطـی باشـد.
درنهایـت، بـا داشـتن نسـبت )KC/Rθ(، نمـودار انـدازه شـدت 
پراکندگـی نـور در غلظـت صفـر کـه بـه کمـک نمـودار دبـی قابل 
محاسـبه اسـت و نقطـه تلاقی نمودار دبـی با محور yها و اسـتفاده 
را  نظـر  مـورد  نمونـه  مولکولـی  وزن  می‌تـوان  ریلـی،  معادلـه  از 
محاسـبه کـرد. لازم بـه ذکر اسـت کـه ضریـب ویریال نیـز از روی 

شـیب نمـودار دبـی قابل محاسـبه اسـت ]4[.

شکل )5(: تصویر نمودار دبی نمونه مورد آزمایش در آزمون وزن مولکولی ]4[.
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  مثالی کاربردی در زیست فناوری
حـــوزه زیســـت فنـــاوری بـــرای تعییـــن وزن مولکولـــی 
بـــه ســـرعت افزایـــش یافتـــه اســـت و الزامـــات بـــرای یـــک 
ــه  ــول، نـ ــت‌مولکول‌ها در محلـ ــار زیسـ ــل از رفتـ تصویرکامـ
ــی  ــدگاه نظارتـ ــه از دیـ ــک، بلکـ ــرای درک آکادمیـ ــا بـ تنهـ
بـــرای ایمنـــی و کارایـــی حیاتـــی اســـت. به‌عنـــوان مثـــال، 
داروهـــای زیســـتی ماننـــد اینترفـــرون کـــه در درمـــان 
هپاتیـــت مزمـــن اســـتفاده می‌شـــود، لازم اســـت کـــه 
توده‌هـــای مولـــی بالاتـــر از توده‌هـــای کلیـــوی باشـــند 
تـــا نیمـــه عمـــر و در نتیجـــه کارایـــی دارو افزایـــش یابـــد. 
ــا  ــی از علاقه‌مندی‌هـ ــوزه بزرگـ ــازی حـ ــت داروسـ در صنعـ
پروتئین‌هایـــی  تشـــخیص‌های  و  درمـــان  ســـمت  بـــه 
mAb ســـوق دارد  و  آنتی‌بادی‌هـــای مونوکلونـــال  ماننـــد 
ــان  ــون درمـ ــی همچـ ــداف خاصـ ــرای اهـ ــوان بـ ــه می‌تـ کـ
ــا  ــرطان و یـ ــد سـ ــا ماننـ ــیاری از بیماری‌هـ ــش بسـ و کاهـ

ــا کمـــک گرفـــت ]10[. ــروز، از آنهـ حتـــی آرتـ
از دســـتگاهی بـــا قابلیـــت تفـــرق نـــور، بـــرای شناســـایی 
و تعییـــن کمّـــی الیگومرهـــا و تجمـــع آنهـــا هنـــگام مطالعـــه 
زیســـت‌مولکول‌های محلـــول حیاتـــی ماننـــد پروتئین‌هـــا، 
ـــا  ـــاکاریدها، الیگونوکلئوتیده ـــی س ـــزرگ، پل ـــای ب ـــی پپتیده پل
به‌طـــور  آنهـــا  مولکولـــی  وزن  کـــه  آنتی‌بادی‌هایـــی  و 
عمومـــی بیشـــتر از 10 کیلـــو دالتـــون اســـت، می‌تـــوان 

اســـتفاده نمـــود ]1[.
مولکول‌هـــای  از  یکـــی  مونوکلونـــال  آنتی‌بادی‌هـــای 
ـــرات  ـــی و تغیی ـــل پیچیدگ ـــه دلی ـــه ب ـــت ک ـــتی اس ـــم زیس مه
ظریـــف در فعالیـــت زیســـتی به‌عنـــوان تابعـــی از تغییـــرات 
ــاده  ــاختاری سـ ــرات سـ ــوند. تغییـ ــداد می‌شـ ــاز قلمـ همسـ
اثـــرات  می‌توانـــد  گلیکوزیلاســـیون  تغییـــرات  از  ناشـــی 
کنـــد.  ایجـــاد  توجهـــی  قابـــل  ایمنی‌زایـــی  و  دارویـــی 
ــا، بـــرای مشـــخص  ــتفاده از روش پراکندگـــی نـــور پویـ اسـ
محاســـبه  امـــکان  مونوکلونـــال،  آنتی‌بادی‌هـــای  کـــردن 
»بلادرنـــگ« شـــعاع هیدرودینامیـــک را می‌دهـــد و توزیـــع 
ــد.  ــم می‌کنـ ــال را فراهـ ــادی مونوکلونـ ــی آنتی‌بـ وزن ملکولـ
شـــکل )6( یـــک آنتی‌بـــادی مونوکلونـــال انســـانی را نشـــان 
انـــدازه  از کروماتوگرافـــی  می‌دهـــد کـــه بـــا اســـتفاده 
طـــردی12  بـــا الوتاســـیون مســـتقیم بـــه یـــک آشکارســـاز 
ــور  ــت. همان‌طـ ــدا شده‌اسـ ــک جـ ــور دینامیـ ــی نـ پراکندگـ
کـــه مشـــاهده می‌شـــود DLS حساســـیت بالاتـــری نســـبت 
ــط  ــر مرتبـ ــا مقادیـ ــر بـ ــی بزرگ‌تـ ــه وزن مولکولـ ــه مولفـ بـ
شـــرایط  از  تابعـــی  به‌عنـــوان   Rh تغییـــرات  دارد.   Rh
ـــازه  ـــان اج ـــه محقق ـــره( ب ـــت و غی ـــا، غلظ ـــف )pH، دم مختل
می‌دهـــد تـــا فعالیـــت دارویـــی را بهتـــر درک کننـــد و 
ــا  ــد تـ ــازه می‌دهـ ــت اجـ ــرل کیفیـ ــمت‌های کنتـ ــه قسـ بـ
ســـازگاری محصـــول یـــا فرآینـــد خـــود را بـــرای ارائه‌هـــای 

ــد ]1[. نظارتـــی تضمیـــن کننـ

شکل )6(: آنتی‌بادی مونوکلونال انسانی ]1[.

ارزش  دادن  نشـــان  بـــرای  دیگـــر  خـــوب  مثـــال 
تخمین‌هـــای وزن مولکولـــی مبتنـــی بـــر DLS، ارزیابـــی 
ــکل )7(  ــه در شـ ــت کـ ــولین اسـ ــی انسـ ــاختار چهارتایـ سـ
ســـاختار  انســـولین   ،)۲(  pH در  شده‌اســـت.  داده  نشـــان 
دیمـــری بـــا وزن مولکولـــی شـــناخته شـــده kDa 11/4 دارد. 
ــر  ــا 1/7 نانومتـ ــر بـ ــک در pH )۲( برابـ ــعاع هیدرودینامیـ شـ
ــا  ــون بـ ــو دالتـ ــی 12/1 کیلـ ــا وزن مولکولـ ــه بـ ــت کـ اسـ
ـــازگار  ـــروی س ـــن ک ـــیون پروتئی ـــی کالیبراس ـــتفاده از منحن اس
ـــا  ـــر ب ـــی هگزام ـــاختار چهارتای ـــولین س ـــت. در pH )۷(، انس اس
 pH ـــعاع در ـــده kDa 34/2 دارد. ش ـــناخته ش ـــی ش وزن مولکول
ـــن  ـــی تخمی ـــا وزن مولکول ـــه ب ـــت ک ـــر اس ـــر 2/7 نانومت )۷( براب
ـــدار  ـــا مق ـــی ب ـــور تقریب ـــون، به‌ط ـــو دالت ـــده 34/1 کیل زده ش

شـــناخته شـــده یکســـان اســـت.

شکل )7(: توزیع اندازه انسولین انسانی و گاوی در pH )۲( و )۷(. اندازه‌گیری 
شده با سیستم نانوابزار مالورن ]12[.
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پی‌‎نوشت

1. Dynamic light scattering (DLS)

2. Photon correlation spectroscopy (PCS)

3. Biomolecules

4. Molecular Weight

5. Static Light Scattering (SLS)

6. Gel permeation chromatography (GPC)

7. MALDI coupled to time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS)

8. Radius of gyration (Rg)

9. Rayleigh theory

10. Mie theory

11. Debye plot

12. Size exclusion chromatography (SEC)

13. High-performance liquid chromatography (HPLC)

14. Fast \Protein Liquid Chromatography (FPLC)

15. Gel Permutation Chromatography (GPC)

16. Hydrodynamic radius (RH)

ــر  ــک برآوردگ ــوان ی ــا به‌عن ــن زد، ام ــتگاه DLS تخمی ــا دس ــوان ب ــا را می‌ت ــت ملکول‌ه ــی زیس وزن ملکول
ــور  ــی ن ــود ]8[. روش پراکندگ ــتفاده ش ــاط اس ــا احتی ــن روش ب ــد از ای ــود و بای ــه نمی‌ش ــی توصی وزن مولکول
ــی  ــالا13، کروماتوگراف ــی ب ــا کارای ــع ب ــی مای ــر کروماتوگراف ــی نظی ــه ابزارهای ــی ب ــه راحت ــوان ب ــا را می‌ت پوی
ــی زیســت  ــن وزن مولکول ــر تعیی ــال حاض ــه در ح ــی15 ک ــی ژل تراوای ــریع14 و کروماتوگراف ــی س ــع پروتئین مای
ــعاع  ــن ش ــا تعیی ــراه ب ــالا هم ــیت ب ــا حساس ــخیص ب ــن تش ــا ای ــرد ت ــه ک ــد، اضاف ــام می‌دهن ــا را انج مولکول‌ه
ــم  ــدرن فراه ــای م ــازگاری زیســت مولکول‌ه ــب و س ــورد ترکی ــدی را در م ــای جدی ــک16، بینش‌ه هیدرودینامی
کنــد. اســتفاده از ترکیــب پراکندگــی نــور اســتاتیک و دینامیــک در یــک ســلول، ابــزار جدیــدی بــرای به‌دســت 
ــرای  ــی ب ــای تحقیقات ــه بخش‌ه ــا ب ــن بینش‌ه ــد. ای ــم می‌کن ــا فراه ــت مولکول‌ه ــرای زیس ــی ب آوردن اطلاعات
ــازگاری  ــر س ــرل بهت ــرای کنت ــت ب ــرل کیفی ــای کنت ــه و بخش‌ه ــود یافت ــی بهب ــال داروی ــات فع ــعه ترکیب توس

محصــول تجــاری شــده کمــک خواهــد کــرد ]1[.
ــا  ــط را ب ــی متوس ــوان وزن مولکول ــا می‌ت ــد هوریب ــدل SZ-100 از برن ــوذرات م ــزر نان ــتگاه آنالای ــا دس ب
ــه  ــون از زاوی ــن آزم ــرای ای ــد ب ــوش نکنی ــرد. فرام ــری ک ــا اندازه‌گی ــور پوی ــرق ن ــا تف ــتفاده از روش DLS ی اس
ــف  ــای مختل ــا غلظت‌ه ــه ب ــد نمون ــد. بای ــار طــرف شــفاف اســتفاده کنی ــای چه 90 درجــه شناســاگر و کووت‌ه
را تهیــه نمــوده و بــه همــراه یــک نمونــه اســتاندارد بــرای آزمــون اســتفاده کنیــد. مــاده اســتاندارد تولوئــن بــا 
ضریــب شکســت 1/496 و نســبت ریلــی RT=1/35×10-5 cm-1 اســت. در ايــن دســتگاه بــا اســتفاده از معادلــه 
ــا  ــدوده 103 × 1 ت ــری در مح ــدازه‌ گی ــود ]4[. ان ــبه مي‌ش ــال محاس ــب دوم ويري ــي و ضري ــي، وزن مولكول ريل

ــا دقــت 10 ± درصــد قابــل دســتیابی اســت. ــر مــول یــا دالتــون و ب 107 × 2 گــرم ب
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Dynamic light scattering is a non-invasive method common among academic and industrial 
laboratories that provides rapid, accurate and reproducible quality assurance for the study 
of biological and non-biological molecules that requires very small amounts of sample. This 
method, also known as photon correlation spectroscopy (PCS), is a very powerful tool for 
studying the diffusion behavior of biomolecules in solution. The dynamic light scattering 
device is a simple and fast tool for molecular weight determination. This method can 
determine the molecular weight of different samples based on the hydrodynamic radius 
and perform the process of determining the molecular weight by using static light diffraction 
and using samples prepared in different concentrations. In this method, there is a single-angle 
Debye calculator that can be used to calculate angular effects using mathematical 
calculations. Determination of molecular weight can be done using this equipment with 
special cell and using toluene as a standard sample. Various methods are available 
to researchers to measure or estimate the molecular weight of biological molecules. 
However, it's important to know how they work and 
which tool is most useful for your application. The 
purpose of this article is to provide an overview to 
the reader for determining the molecular weight of 
biomolecules with dynamic light scattering.
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