
 

 

  فصل هفتم
  (CD)1اي رنگي دايره اسپكتروسكوپي دو

 
  :2هاي كايرال كنش نور پلاريزه و ساختمان ميان. 1- 7

ها را با نور  كنش متفاوت برخي مولكول اي يك تكنيك اسپكتروسكوپي است كه ميان دو رنگي دايره
 كايرال است بدين معني اي نور پلاريزه دايره. كند گيري مي گرد اندازه گرد و راست اي چپ پلاريزه دايره

براي . شوند اي يكديگر محسوب مي كه در دو شكل غيرقابل انطباق وجود دارد كه تصاوير آيينه
كايرال بودن كروموفور .  مولكول كروموفور نيز بايد كايرال باشد،تشخيص دادن دو شكل كايرال نور

گرد و  اي راست  پلاريزه دايرهگردد بدين معني كه نسبت به نور موجب ايجاد فعاليت نوري در آن مي
فعاليت نوري ويژگي بسياري از . باشد  ميεL) و (εRگرد داراي ضرايب جذب مولي متفاوت  چپ

خصلت مشترك تمامي تركيبات فعال . هاي بيولوژيك است هاي آلي و تقريبا تمامي مولكول مولكول
اي خود  باشد، آنگاه بر تصوير آيينهاگر يك مولكول نامتقارن . نوري، عدم تقارن در ساختمان آنان است

  :توانيد ببينيد مي) 1-7(هاي فعال نوري را در شكل  هايي از ساختمان مثال. قابل انطباق نخواهد بود

  
وسيله ستاره نشان داده ه  كربن نامتقارن ب(B) و )(Aدر . هايي از چند ساختمان فعال نوري مثال: )1-7(شكل 

  . نيز داراي عدم تقارن است(C)ساختمان مارپيچي . شده است
  

  :تواند به يكي از سه صورت زير باشد  در مولكول كروموفور مي3وجود پديده كايراليتي

                                                 
١ Circular Dichroism Spectroscopy 
٢ Chiral 
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  . كايرال باشداش واسطه ساختمان ويژهه  مولكول كروموفور ذاتا ب-1
  . مولكول كروموفور به وسيله يك پيوند كووالان به يك مركز كايرال متصل شده باشد-2
  .روموفور در يك محيط نامتقارن قرار گرفته باشد مولكول ك-3
  

تكنيكي كه . هاي بيولوژيك داراي خاصيت كايراليتي هستند طور كه گفته شد، بيشتر مولكول همان
را از ) انانتيومرها(اي يكديگر  هاي غيرقابل انطباق و تصوير آيينه هاي ظريف بين مولكول بتواند تفاوت

از اين نظر . ها شديدا حساس باشد فضايي و ساختار مولكول ايهم تشخيص دهد بايد نسبت به بن
    واسطه دارا بودن حساسيت بالا در بيوشيمي و بيوفيزيك داراي كاربردهاي بسياريه  بCDتكنيك 

 به صورت مارپيچ پپتيد پپتيدي بسته به اينكه پلي  يـك زنجيـر پليCDف ـ، طيبه عنوان مثال. باشد مي
 در بناهاي DNAهاي  ، متفاوت خواهد بود و يا مولكولبتا و يا پيچه نامنظم باشددار  چين، صفحه آلفا

بسياري از ليگاندهايي كه به . باشند  كاملا متمايزي از يكديگر ميCD داراي طيف  Z و يا A ،Bفضايي 
       CDشوند كايرال نيستند و در نتيجه داراي طيف  ها و يا اسيدهاي نوكلئيك متصل مي پروتئين

هاي دهيدروژناز و يا اتيديوم برومايد به   به آنزيمNADH  ، به گلوبين4هم  باشند ولي وقتي پروتو نمي
DNAبندهاي جذبي اين ليگاندها طيف شوند  متصل مي ،CDاتصال . دهند  قوي از خود نشان مي
 پروتئين و CDتواند طيف   نيز ميDNA -كنش پروتئين پروتئين و يا ميان - كنش پروتئين ، ميانليگاندها

 اين تعادلات را هاي ابتث ،CD    توان با استفاده از تغييرات  از اينرو مي. يا اسيد نوكلئيك را تغيير دهد
   CDبنابراين . بدست آورد DNAپروتئين يا فضايي  د و شواهدي در مورد تغييرات بناينمو نييعت

ها و اسيدهاي نوكلئيك و همچنين اتصال  نكننده اطلاعاتي در مورد ساختمان دوم پروتئي تواند مهيا مي
  .ها و تغيرات ساختماني حاصل از اين اتصالات باشد ليگاندها به اين ماكرومولكول

  

  : CD تئوري .2- 7
ي ديديد، نور يك موج الكترومغناطيس مرئ - طور كه در مبحث اسپكتروسكوپي ماوراء بنفش همان

كه بر  )H(كننده مغناطيسي   و يك ميدان نوسان)E(كننده الكتريكي  است كه از يك ميدان نوسان

                                                                                                                                
٣ Chirality 
٤ Protho Heme 
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دوي اين اجزاء نور در فضا با طول موج هر . ، تشكيل شده استانتشارشان عمودندجهت  يكديگر و بر
  ):2- 7شكل(كنند  و فركانس يكساني ارتعاش مي

  

  
كند با خط   در فضا طي ميEمسيري را كه نوك بردار .  انتشار يك موج الكترومغناطيس(A): )2-7(شكل 

 و جهت E ،H بردارهاي .  با خط نازك نشان داده شده استHتيره و مسير پيموده شده توسط نوك بردار 
 توليد نور پلاريزه (B). شود ، صفحه پلاريزاسيون ناميده ميE صفحه بردار . انتشار آنان بر يكديگر عمودند

 محور پلاريزور شان بر E تنها آنهايي كه بردار كنند و اي از امواج به پلاريزور برخورد مي مجموعه. اي صفحه
  .توانند از آن عبور كنند عمود است مي

  

طور اتفاقي آرايش پيدا ه هايي كه ب اي از نشركننده از آنجايي كه يك منبع نوراني معمولا از مجموعه
ايي بردار هاي فض يابي اي از امواج با تمامي جهت عه، نور منتشر شده مجمواند تشكيل شده است كرده

Eيك (كننده  وسيله گذراندن نور از درون يك پلاريزهه اي يا خطي معمولا ب نور پلاريزه صفحه.  است
  .آيد وجود ميه ب) صفحه پلارويد و يا يك منشور نيكول

به . كننده تنها داراي يك صفحه پلاريزاسيون است اي خارج شده از يك پلاريزه نور پلاريزه صفحه
فرض ). B-2-7شكل ( الكتريكي آن تنها به يك صفحه منفرد محدود شده است عبارت ديگر، ميدان

اي كه به اندازه يك چهارم طول موج با يكديگر اختلاف فاز داشته باشند  كنيد دو موج پلاريزه صفحه
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منحني سينوسي ، گذرد يعني اختلاف فاز آنها باعث شود وقتي يك منحني سينوسي از محور انتشار مي(
هم  ، بر آنها نيز بر يكديگر عمود باشدEو بردارهاي ) شينه يا كمينه قرار داشته باشدديگر در بي

دهنده آن خواهد   تشكيلE منتج از دو بردارE، بردار انتشار اين دو موج به سمت جلوبا .  شوندمنطبق
 ).3- 7شكل(چرخيد به نحوي كه نوك آن يك مسير مارپيچي را تعقيب خواهد كرد 

  

  
 دو موج الكترومغناطيس به اندازه يك چهارم طول موج با Eبردارهاي . اي وليد نور پلاريزه دايرهت: )3-7(شكل 

 دو جزء موج الكترومغناطيس است Eبرداري كه حاصل جمع بردارهاي . هم اختلاف فاز داشته و بر هم عمودند
  .كند  تعقيب ميرا در فضا) چين خط نقطه(چرخد كه نوك آن يك مسير مارپيچي  به نحوي در فضا مي

  

گري كه در جهت انتشار نور به  اگر نسبت به مشاهده. نامند  مي5اي چنين نوري را نور پلاريزه دايره
 ور پلاريزه    ، نهاي ساعت بچرخد  منتج در جهت حركت عقربهE، بردار كند منبع نوراني نگاه مي

هاي  عقربه  جهت خلاف حركت منتج درEردار ند و اگر جهت چرخش بنام گرد مي اي را راست رهداي
اي راست گرد  اگر يك موج پلاريزه دايره. شود گرد ناميده مي اي، چپ دايره، نور پلاريزه ساعت باشد

)R(گرد  اي چپ  و يك موج پلاريزه دايره)L(حاصل  كه دامنه يكساني دارند بر يكديگر منطبق شوند ،
اي  هاي پلاريزه دايره يك از موج  هرE، بردار  فضا خواهد بود زيرا در هر نقطه از6اي صفحهنور پلاريزه 

توان به دو  اي را مي زه صفحهبه طور مشابه، نور پلاري. شوند ي با يكديگر جمع مگرد گرد و چپ راست
  ):4- 7شكل (گرد تجزيه نمود  گرد و چپ اي راست جزء نور پلاريزه دايره

  
  
  
  

                                                 
٥ Circular Polarized Light 
٦ Plane Polarized Light 
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        گرد با هم تركيب گرد و راست اي چپ ور پلاريزه دايرهدهد كه چگونه ن دياگرام نشان مي: )4-7(شكل 

خواهد بود و ) خط ممتد(اي   اگر دو موج دامنه يكساني داشته باشند، حاصل نور پلاريزه صفحه(A). شوند مي
(B)طول محورهاي اصلي . خواهد بود) خط منقطع(هاي آنها متفاوت باشد، حاصل نور پلاريزه بيضوي   اگر دامنه
  . استb و aعي بيضي به ترتيب و فر

  

 منتج يك مسير بيضوي را تعقيب E، نوك بردار اي يكسان نباشد هاي دو موج پلاريزه دايره اگر دامنه
اي  با گذراندن يك تابش نور پلاريزه صفحه. نامند  مي7خواهد كرد و چنين نوري را نور پلاريزه بيضوي

اگر . داي توليد نمو توان نور پلاريزه دايره  مي8 موجنام صفحه يك چهارمه از درون يك دستگاه نوري ب
و يا (گرد نور جذب نشوند  گرد و راست چپ، اجزاء اي از درون نمونه پس از عبور نور پلاريزه صفحه

را در صفحه اوليه ، تابش پلاريزه ء پس از عبور از نمونه، تركيب اين اجزا)به يك ميزان جذب شوند
بيش از جزء ديگر توسط ) گرد گرد يا راست چپ(ولي اگر يكي از اجزاء . ره توليد خواهد كردخود دوبا

. )B−4−7 شكل( شود مي، تابش منتج از تركيب دو جزء به صورت بيضوي پلاريزه نمونه جذب شود
كند  گرد نور را دوباره تركيب نمي گرد و راست اجزاء چپ) اسپكتروپلاريمتر (CD ، دستگاهدر عمل

ه رنگي را در طول موج معين تابش عبور كرده ب گيري كرده و سپس دو كه دو جزء را جداگانه اندازهبل

                                                 
٧ Elliptical Polarized Light 
٨ Quarter Wave Plate 
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. دهد  نشان مي(θ) 9صورت اليپتيسيتيه  و يا ب(ΔA = AL-AR)صورت تفاوت در جذب دو جزء 
  :شود صورت آرك تانژانت نسبت محور فرعي به محور اصلي بيضي تعريف مي  اليپتيسيتي به

  
  
  

)()
a
b(tan)degrees(yEllipticit 711 −== −θ  

  

 θ و ΔAاي نيز بين  رابطه عددي ساده. باشد  محور اصلي بيضي ميa محور فرعي و b، كه در اين رابطه
  :صورت زير وجود دارده ب) در واحد درجه(

)(/ 729832 −Δ= Aθ  
  

 تعريفه صورت زير براي حذف اثرات طول مسير عبور نور و غلظت ماده كايرال، اليپتيسيتي مولار ب
  :شود مي

)(][ 733298100
−Δ== εθθ

cl
  

  و

RL εεε −=Δ  
  

 طول l گرد ماده فعال نوري، گرد و راست اختلاف ضريب جذب مولي جزء چپ εΔ ،كه در اين رابطه
   degrees.cm2.dmol-1 ولار،اليپتيسيتي م واحد.  غلظت مولار ماده كايرال استc مسير عبور نور و

  .باشد مي
  

  : اطلاعات ساختمانيها و  در پروتئينCDكروموفورهاي  .7-3
بنفش  ي و ماوراءاي از ناحيه مرئ هاي كروموفوري هستند كه در نواحي ويژه ها داراي گروه پروتيئن

وان جهت ت  را مي(nm 240-180) 10بنفش دور مطالعه ناحيه ماوراء. باشند داراي بند جذبي مي
  كروموفور،در اين ناحيه. ها مورد استفاده قرار داد ارزيابي كمي محتواي كلي ساختمان دوم پروتئين

                                                 
٩ Ellipticity 
١٠ Far-UV Region 
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       و يك انتقال قويnm 210  در حدود→ π n*پيوند پپتيدي است كه داراي يك انتقال ضعيف و پهن 
*π → π 190 در حدود nmبنفش نزديك  در ناحيه ماوراء.  است(350-250 nm)، زنجيرهاي جانبي 

  پپتيدي پلي  جذب دارند و تاخوردگي زنجيرnm 290-250 اسيدهاي آمينه آروماتيك در محدوده
       حاصلهCDهاي كايرال قرار دهد كه در نتيجه طيف  تواند اين زنجيرهاي جانبي را در محيط مي
بنابراين ناحيه . ار گيردتواند به عنوان اثر انگشت ويژه ساختمان طبيعي پروتئين مورد توجه قر مي

هر يك از . باشد هاي جانبي آروماتيك مي بنفش نزديك حساس به محيط اطراف زنجير ماوراء
 تايروزين ،nm 290در حدود  تريپتوفان :اسيدهاي آمينه آروماتيك نيز پيك جذبي خاص خود را دارد

سه . باشند جذبي مي داراي پيك nm 270-255آلانين در حدود  و فنيل nm 282-275در محدوده 
  :گذارد هاي جانبي اسيدهاي آمينه آروماتيك اثر مي  زنجيرCDفاكتور بر شدت بندهاي 

 .باشند تري مي زنجيرهاي جانبي با تحرك بالا داراي شدت جذب پايين:  صلبيت پروتئين-1

بود كه  وقتي مهم خواهد كنش بين اسيدهاي آمينه به ويژه ميان: كنش بين اسيدهاي آمينه  ميان-2
 . باشدnm 1فاصله بين آنها كمتر از 

، بندهاي هاي با تعداد زياد اسيدهاي آمينه آروماتيك پروتئين:  تعداد اسيدهاي آمينه آروماتيك-3
كنندگي بندهاي مثبت و  واسطه اثرات حذفه انتظار دارند كه اين بجذبي كوچكتري از مقدار مورد 

  . استCDمنفي 
  

 در ناحيه n → σ*ها نيز داراي دو انتقال الكتروني   ساختمان پروتئينسولفيدي موجود در گروه دي
         هيدرال پيوند  ماوراء بنفش نزديك است و طول موج اين بندهاي جذبي بستگي به زاويه داي

       ها معمولا مقدار زاويه در پروتئين(  درجه باشد90  در حدودssχوقتي .  دارد(χss)سولفيدي  دي
هستند و يك بند جذبي  11 دژنرهn → σ*، دو انتقال )سولفيدي اين مقدار است  ديل پيوندهيدرا داي

 90هيدرال از  با باز و بسته شدن زاويه داي. آورند  بوجود ميnm 260 در حدود  رامنفرد و پهن
 ديگر n → σ*به سطح انرژي بالاتر و انتقال  n → σ*شده و يك انتقال   شكسته12اين دژنريسي، درجه

 هاي گروه ،ها اجزاء غيرپروتئيني يا كوفكتورهايي از قبيل فلاوين. شود تر جابجا مي ه سطح انرژي پايينب
باشند كه از جذب اسيدهاي  هايي از طيف داراي جذب مي ، پيريدوكسال فسفات و غيره در ناحيههم

                                                 
١١ Degenerate 
١٢ Degeneracy 
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عات مفصل كننده اطلا  در اين نواحي مهياCDهاي  سيگنال. آمينه و پيوندهاي پپتيدي مجزاست
هاي مختلف  نشان داده شده است كه شكل. ساختماني در مورد محيط اطراف اين كروموفورهاست

    بنفش دور مشخصي هستند   ماوراءCDها داراي طيف  ساختمان منظم دوم موجود در پروتئين
  ):5- 7شكل (
  

  
پيچه ) 3(ساختمان بتا و ) 2(ا، مارپيچ آلف) 1. (لايزين- ال-بنفش دور پلي  ناحيه ماوراءCDطيف : )5- 7(شكل 
  .نامنظم

  

ترين طيف مربوط به مارپيچ آلفاست كه داراي دو بند  قوي، شود همانطور كه دراين شكل مشاهده مي
.  استnm 190 و يك بند قوي مثبت در nm 208 و nm 222منفي با بزرگي قابل مقايسه در 

 و    nm 217 و داراي دو بند منفي در تري دارند  سادهCDفضايي بتا طيف  پپتيدهاي داراي بناي
180 nm  195يك بند مثبت در و nmپپتيدهاي غيرمنظم نيز داراي يك بند جذبي  پلي. باشند  مي

باشند و ممكن است داراي يك بند جذبي ضعيف مثبت و يا منفي   ميnm 200منفي قوي در حدود 
  .هاي بالاتر نيز باشند در طول موج

     نتايج حاصله . نشان داده شده است) 6-7( مايوگلوبين در شكل CDبه عنوان نمونه طيف 
  :باشد نشان دهنده وفور ساختمان ماپيچ آلفا در اين پروتئين مي
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با استفاده ) نقاط(شده   محاسبهCDبراي مايوگلوبين و منحني ) خط ممتد(شده   مشاهدهCDمنحني : )6-7(شكل 
  .لايزين- ال-براي پلي) 5-7(هاي شكل  از داده

  

 CDقابل توجه است كه نتايج حاصل از تعيين محتواي ساختمان دوم بسياري از پروتئين ها توسط 
محتواي ) 1-7(در جدول . ايكس است در تطابق بسيار خوبي با نتايج حاصل از آناليز پراش تابش

- تيك دهيدروژناز، آلفاهاي مايوگلوبين، لايزوزيم، رايبونوكلئاز، پاپايين، لاك مارپيچ آلفاي پروتئين
 تعيين شده است، با نتايج حاصل از آناليز پراش CDكايموتريپسين و كايموتريپسينوژن كه توسط 

  .ها مورد مقايسه قرار گرفته است تابش ايكس همين پروتئين
  

  . و مقاسيه آن با آناليز پراش تابش ايكسCDتعيين محتواي مارپيچ آلفاي چند پروتئين توسط : )1-7(جدول 
)پراش ايكس( آلفا مارپيچ درصد  (CD) آلفا مارپيچ درصد  پروتئين

  77  77  مايوگلوبين
  29  29  لايزوزيم
  19  18  رايبونوكلئاز



    بيوفيزيك.......................................................................................................................................................
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  21  21  پاپايين
  29  31  لاكتيك دهيدروژناز

  9  8  كايموتريپسين-آلفا
  6  9  كايموتريپسينوژن

 


