
 

 

  فصل يازدهم
  1سازي نشين ته
  

  كاربردهاي. هاي زيستي است هاي فيزيكي مهم در مطالعات مولكول سازي يكي از تكنيك نشين ته
   ، تعيين ها ، تجزيه مخلوطها سازي ماكرومولكول جداسازي و خالص: از سازي عبارت است نشين ته

  .هاي مولكولي و نيز ابعاد مولكولي جرم
  

 :سازي نشين تئوري ته .1- 11

      اين. شوند وسيله نيروي جاذبه زمين به سمت پايين كشيده ميه ذرات معلق در يك محلول ب
از آنجايي كه نيروي جاذبه زمين . شود  ذرات جبران مي2جابجايي قدري توسط خاصيت شناوري

ي ها معمولا يكنواخت است كه ناشي از حركت حرارتي تصادف ، محلول حاوي ماكرومولكولضعيف است
يابد و نسبت مستقيم  سازي ذرات با افزايش جرم ذرات افزايش مي نشين سرعت ته. باشد مي ها مولكول

  .نيز با قدرت ميدان جاذبه دارد
چنين محلولي تحت تاثير يك . چرخد را در نظر بگيريد محلولي كه در يك لوله سانتريفيوژ مي

     وارد شونده در اين محلول  ذره حليك   كه به3نيروي سانتريفوگال. ميدان جاذبه قوي قرار دارد
  :شود برابر است با مي

  

)( 1112 −= ωmrFc  
  

اي  سرعت زاويه ω شونده از مركز دوران و فاصله ذره حل r شونده، جرم ذره حل m در اين معادله،
 ، بايد نيروي شناوريعلاوه بر نيروي سانتريفوگال. راديان بر ثانيه است بر حسب 4چرخنده

در نيز شود را  شونده ايجاد مي هاي حلال توسط ذرات حل كه در نتيجه جابجايي مولكول) ارشميدس(
ضرب شتاب سانتريفوگال در جرم  نيروي شناوري نيروي وارده بر ذره را به اندازه حاصل. نظر گرفت

  :يعني. دهد ه كاهش ميحلال جابجا شد
  

                                                 
١ Sedimentation 
٢ Buoyancy 
٣ Centrifugal Force 
٤ Rotor 
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)(s 1122 −= ωrmFb  
 نيروي خالص ،بنابراين. شتاب سانتريفوگال است 2ωr شده و  جرم حلال جابجا sm در اين معادله،

  :شود وارده بر ذره توسط معادله زير داده مي
  

    روي خالصني  =  نيروي سانتريفوگال - نيروي شناوري
 

                                  )(s 11322 −−= ωω rmmr  
  

Vm                              :دانيم كه مي
V
m

s ρρ =⇒= s  
 

  :جاگذاري كرد Vρ توان به جاي جرم حلال جابجا شده، از معادل آن يعني مي
  

)( 11422 −−= ωρω Vrmrنيروي خالص  
  

، بر طبق قانون دوم حركت نيوتن. دباش ترتيب حجم و چگالي حلال ميه ب ρ و V در اين معادله،
فقط ، شتاب اوليه سازي نشين مورد تهدر . نيروي وارد شده به يك ذره موجب شتاب آن خواهد شد

 حركت ارد و پس از آن ذره با سرعت ثابتتداوم د) در مرتبه نانو ثانيه(ن كوتاهي براي مدت زما
آورد كه  كننده نيروي اصطكاكي وارد مي اين بدان علت است كه محيط بر ذره حركت. خواهد كرد

)/( سازي نشين متناسب با سرعت ته dtdr ضرب  نيروي اصطكاك معادل است با حاصل. است
)( اصطكاكضريب  f يعني.سازي نشين در سرعت ته :  

  

)()( 115 −=
dt
drfFf  

  

 در شكل . كند  در جهت عكس نيروي خالص وارده بر ذره عمل ميFf) يا (Fd نيروي اصطكاك 
سازي در يك سل قطاعي  نشين شونده در حين يك آزمايش ته نيروهاي وارده بر يك ذره حل) 1- 11(

  :شان داده شده است ن5شكل

                                                 
٥ Sector Shaped 
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اي   با سرعت زاويه، در يك چرخنده،يك سل قطاعي شكل: سازي نشين دياگرام يك آزمايش ته: )1-11(شكل 

ω حول محور Aشونده تحت تاثير نيروهاي سانتريفوگال، شناوري و اصطكاكي قرار دارد مولكول حل. چرخد  مي .
گيرد، از سل قطاعي شكل استفاده شده است زيرا هر  سازي در امتداد خطوط شعاعي صورت مي نشين چون ته

602ضرب  اي معادل حاصل سرعت زاويه. شود ها مي نوع سل ديگر موجب تغيير غلظت در نزديك لبه /π در 
  .چرخش در دقيقه است

  

 در شرايط ،به عبارت ديگر.  استصطكاك برابر با نيروي خالص وارده به ذره، نيروي ا 6در شرايط پايا
  :يعني. بر ذره برابر صفر است، برآيند نيروهاي وارده پايا كه سرعت حركت ذره ثابت است

  

)( 1160 −=++ fbc FFF  
 

                                        )()()( 117022 −=−+−+
dt
drfVrmr ωρω 

  

)(   :     يا 1180 2222 −−=⇒=−− ωρωωρω Vrmr
dt
drf

dt
drfVrmr  

  

استفاده  ν)( از اينرو از حجم ويژه جزيي. شده مشكل استگيري حجم ذره يا حجم حلال جابجا  اندازه
. شود مي به حلال اضافه m افزايش حجم است وقتي يك مولكول با جرممعادل ، νm كميت. شود مي

                                                 
٦ Steady State 
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 ml.g-1 0/74 حدود ν ، مقدارها براي بيشتر پروتئين. باشد برابر با حجم ذره مي νm به عبارت ديگر
 :صورت زير نوشته  را ب)8-11(توان معادله  حال مي. است

  

22 ωνρω rmmr
dt
drf −=  

  

                                                    )( ρνω −= 12mr  
  

)( ،در ايـن معادله ρν−1 توان ضريب  با نوآرايي اين معادله مي.شود ناميده مي 7فاكتـور شناوري    
  :سازي را تعريف نمود نشين ته
  

)()()()/(

A

11911
2 −

−
==

−
=

fN
Ms

f
m

r
dtdr ρνρν

ω
  

 

. عدد آووگادرو است AN شونده و حلجرم مولكولي  M سازي، نشين ضريب ته s در اين معادله،
سازي به شتاب سانتريفوگال  نشين صورت نسبت سرعت تهه سازي ب نشين ترتيب، ضريب ته بدين

        s 13-10 است و يك سودبرگ برابر با 8، سودبرگسازي نشين  ضريب تهواحد. شود تعريف مي
  :گويد معادله فوق مي .باشد مي
  .نشين خواهد شد تر باشد، با سرعت بيشتري ته ه مولكول سنگين هر چ-1
نشين خواهد  ، با سرعت بيشتري ته)حجم ويژه كمتري داشته باشد(تر باشد   هر چه مولكول چگال-2

  .شد
  .نشين خواهد شد شونده با سرعت كمتري ته هاي حل تر باشد، مولكول  هر چه محلول چگال-3
 ،از اينرو. نشين خواهند شد تر ته ها آهسته  باشد، مولكول هر چه ضريب اصطكاك بزرگتر-4

  .نشين خواهند شد هاي كروي ته هاي نامنظم كندتر از ماكرومولكول تر و پيچه هاي گسترده ماكرومولكول
  

 :برابر است با استوكس قانون طبق، ضريب اصطكاك هاي كروي براي مولكول
  

                                                 
٧ Buoyancy Factor 
٨ Svedberg 
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rf ηπ6=  
 

           :          داشتيم)9-11(له از معاد
)()(

AA

ρν
ηπ

ρν −
=

−
= 1

6
1

rNsfNsM  
 

                  :          ادله انشتين داشتيمطبق معو 
D
kT

f = 

 

)( :و با جاگذاري خواهيم داشت
)()(

A 111011 −
−

=
−

=
ρνρν D

sRT
D

kTNsM 

 

تنها كميتي كه در تعيين جرم ، ان توسط آزمايشات مجزا تعيين نمودتو را مي ν و D از آنجايي كه
             سازي را توسط نشين ضريب ته. سازي است نشين ضريب ته، گيري دارد ي نياز به اندازهكولمول
هاي بسيار  سازي كه در سرعت نشين در اين نوع ته. كنند گيري مي  اندازه9سازي مرز متحرك نشين ته

كنند و ناحيه  ها شروع به حركت مي ، ماكرومولكولشود، با اعمال ميدان سانتريفوگال  ميبالا انجام
شود و در نتيجه يك مرز متحرك  شونده تهي مي كاملا از حل 10 سطح تماس هوا و محلولمجاور

سازي را  نشين توان ضريب ته گيري سرعت حركت اين مرز متحرك مي گردد كه با اندازه تشكيل مي
  .ودمحاسبه نم

سازي به  نشين سازي عبارت است از نسبت سرعت ته نشين همان طور كه گفته شد، ضريب ته
  :يعني. قدرت ميدان سانتريفوگال

  

2ωr
dtdrs )/(

=  
  

)(                                  :و يا 11111
2 −=

r
drdts

ω
  

  

  :خواهيم داشت r = r (t = t) تا r = rо( t = tо)شده توسط ذره از  گيري بر روي فاصله طي گرالبا انت

                                                 
٩ Moving Boundary 
١٠ Meniscus 
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or
r

t
s

r
dr

sdt
r

r

t
ln=⇒= ∫∫ 20 2

11
0 ωω

 

 

ln)(                     :                      يا 11122 −= ts
r
r ω
o

  
 

ln)/( با رسم نمودار تغييرات orr سازي را از شيب نمودار  نشين توان ضريب ته در مقابل زمان مي
  .بدست آورد

  هاي نوري مناسب مثل شونده در يك زمان معين از روش نشين تعقيب حركت ذرات تهبراي 
  ، ω)( اي چرخنده با دانستن سرعت زاويه. شود  استـفاده مي11هاي ضريـب شكست نور گيري اندازه
توجه بايد . نمودرا محاسبه  M)( شونده حل يكولجرم مولو سپس  s)( سازي نشين ضريب تهتوان  مي

اي روتر است زيرا با  مستقل از سرعت زاويه، سازي يك مولكول معين نشين داشت كه ضريب ته
2ωr ، dtdr افزايش  )1-11 (جدول. ماند باقي ميبت آنها ثابت سيابد كه ن نحوي افزايش ميه نيز ب /

  :دهد خواص مهم چندين پروتئين را در آزمايشات اولترا سانتريفيوژ در آب نشان مي
 

  .K 293ها در آب در دماي  برخي از خواص فيزيكي پروتئين: )1-11(جدول 
  

  S20,w (10-13 s) D ×107 (cm2.s-1)  (ml.g-1)ν  M (g.mol-1)  پروتئين
  C 1/71  11/40  0/728  13370سايتوكروم 
  13930  0/703  11/20  1/91  لايزوزيم

  12640  0/707  13/10  2/00  رايبونوكلئاز
  16890    0/74    11/3  2/04  مايوگلوبين

  68460  0/733  6/10  4/60  آلبومين سرم انساني
  73050  0/751  6/50  4/88  الكل دهيدروژناز

  

 Co20 ه ويسكوزيته و چگالي آب درسازي نسبت به حلال مرجع ك نشين بر طبق قرارداد، ضرايب ته
 .سازي اشاره به اين تصحيح دارند نشين  ضرايب ته w و20هاي  زيرنويس. گردند را دارد، تصحيح مي

                                                 
١١ Refractive Index 
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  :سازي نشين  فاكتورهاي مؤثر بر سرعت ته.2- 11
زي كوچكتر سا نشين هاي بالاتر، ضريب ته سازي بستگي به غلظت دارد و در غلظت نشين ضريب ته

ها نامتقارن هم  وقتي كه مولكول. ها هر چه بيشتر باشند، اصطكاك آنها بيشتر است است زيرا مولكول
  .سازي به غلظت بيشتر خواهد بود نشين باشند، آنگاه وابستگي ضريب ته

  :ها بستگي به فاكتورهاي مختلفي دارد سازي ماكرومولكول نشين ضريب ته
  .ي به تركيب حلال دارد شكل ماكرومولكول كه بستگ-1
  .ها ممكن است باردار باشند  بسياري از مولكول-2
  .هاي حلال بسيار بزرگ باشند ها ممكن است نسبت به مولكول  بسياري از ماكرومولكول-3
  .ها ممكن است در حين حركت دفرمه شوند  برخي از ماكرومولكول-4
  

  :سازي به غلظت نشين وابستگي ضريب ته .1- 2- 11
در محلول با ) ها و اسيدهاي نوكلئيك مثل پروتئين(هاي درشت و يا بسيار گسترده  ولكولماكروم

وقتي اين . كنند كنند زيرا در هنگام چرخش، حجم بزرگي از محلول را اشغال مي يكديگر برخورد مي
هاي حلال با مشكل براي حركت در جهت مخالف روبرو  رسند، مولكول ها به يكديگر مي ماكرومولكول

اين افزايش . يابد ها افزايش مي به عبارت ديگر ويسكوزيته حلال در مجاورت ماكرومولكول. ستنده
د و در گرد ها به سمت ته سل سانتريفيوژ مي ويسكوزيته موجب كاهش سرعت حركت ماكرومولكول

سازي به غلظت  نشين وابستگي ضريب ته) 2-11(در شكل . يابد سازي كاهش مي نشين نتيجه ضريب ته
oss صورت نمودار تغييراته ب   :نشان داده شده است c  در مقابل/
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oss كه به صورت نمودار تغييرات c به s وابستگي: )2-11(شكل   os .در مقابل غلظت رسم شده است /
با افزايش جرم  c به s توجه كنيد كه وابستگي. يابي شده است است كه تا غلظت صفر برون s مقدار

  .يابد مولكولي و همچنين گستردگي مولكول افزايش مي
  

هاي كوچك و  هاي كروي مثل پروتئين شود براي مولكول ه ميهمانطور كه در نمودار فوق مشاهد
DNAحلقوي فاژ X174 Φ وابستگي ، s به c خيلي كم است. 

 :بي زير نشان دادوسيله رابطه تجره توان ب را براي بسياري از موارد مي c به s وابستگي
 

)( 11131 −
+

=
kc

ssc

o

  
 

ثابتي است كه  k غلظت و c در غلظت صفر، s مقدار c ، os در غلظت s مقدار cs در اين رابطه،
در  s/1 هاي مختلف و رسم نمودار در غلظت s گيري وسيله اندازهه ب os  مقدار.ويژه هر مولكول است

 .آيد ي كردن تا غلظت صفر بدست ميياب وسيله برونه ب os/1 و تعيين c مقابل
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 :سازي به بار الكتريكي نشين وابستگي ضريب ته .2- 2- 11

. باشند ميهايي با بار مخالف همراه آنان   و يون هستندها معمولا داراي بار الكتريكي ماكرومولكول
 همراهشان هاي سازي يون نشين ها در مقايسه با ضريب ته سازي ماكرومولكول نشين مقدار ضريب ته

. شوند نشين مي هاي همراهشان ته ها بسيار سريعتر از يون در نتيجه ماكرومولكول. بسيار بزرگ است
اين بارهاي منفي به سمت . هاي مورد آزمايش داراي بار منفي هستند فرض كنيد كه ماكرومولكول

مثبت هستند در پشت هاي همراهشان كه داراي بار  كنند و يون پايين سل اولتراسانتريفيوژ حركت مي
         اين جدايي بار منجر به ايجاد يك شيب پتانسيل الكتريكي عليه جهت. مانند سرشان به جا مي

ه توان ب سادگي ميه اين مشكل را ب. خواهد شد s شود كه موجب كاهش مقدار مي سازي نشين ته
  .وسيله اجتناب از قدرت يوني بالا از بين برد

  

  :سازي استاندارد نشين ضرايب ته .3- 11
شونده انجام شود،  حل - هاي مختلف حلال سازي در سيستم نشين هاي سرعت ته گيري اگر اندازه

)( يعني به جمله(شده به چگالي محلول  گيري اندازه s مقدار ρν−1( ويسكوزيته محلول و دما ،) كه
  .بستگي خواهد داشت) گذارد طور اولي بر چگالي و ويسكوزيته اثر ميب

 مشاهده s  مقاديرتوان  و دماهاي مختلف، ميها بدست آمده در حلال s براي مقايسه مقدار تجربي
كه براي حلال و دماي استاندارد تعريف  استاندارد s  به مقدار)14- 11(ابطه شده را با استفاده از ر

تعريف شده  Co20  در و حالت استاندارد براي حلال آب،بر طبق قرارداد. د تبديل نمو،شده است
  :است

)(
)(

)( w,
Observedw, 11141

1
20

20
20 −

−
−

=
oη
η

η
η

ρν
ρν T

T

ss  
  

oηη شونده، حجم ويژه جزيي حل ν درجه،20اندارد در آب است s مقدار w,20s در اين رابطه، / 

20ηη  درجه،20چگالي آب  w,20ρ ويسكوزيته نسبي حلال به آب، /T  ويسكوزيته نسبي آب در دماي
T درجه و20 نسبت به آب در دماي  ρ باشد چگالي حلال مي.  

 ، 20η توان در منابع مختلف پيدا نمود و حلال مي - شونده هاي حل را براي بسياري از سيستم η مقدار
Tη و oη گيري كرد وسيله ويسكومتري اندازهه را نيز ب.  
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  سازي استاندارد  فاكتورهاي مؤثر بر ضريب ته نشين.4- 11
  

  :)اصطكاك(فاكتور شكل  .1- 4- 11
سكوز سانتريفيوژ شوند، توپ جرم و چگالي يكسان در يك محيط وياگر يك توپ و يك ميله با 

اگر ميله بتواند بچرخد به نحوي كه در امتداد . تر حركت خواهد كرد تر است سريع چون فشرده
ركت كند، بحث فوق ديگر صادق نخواهد بود ولي به خاطر حركات تصادفي مولكولي، محورش ح
اي شكل در حين حركت چرخش هم خواهد داشت و در نتيجه سرعت آن از سرعت  مولكول ميله

تر باشد، مقاومتش در  قانون كلي اين است كه هر چه يك جسم گسترده. حركت توپ كمتر خواهد بود
  . نتيجه ضريب اصطكاكش بيشتر خواهد بودبرابر حركت بيشتر و در

  

رشته اي آن است كه در آن بازهاي نوكلئوتيدها   واسطه ساختمان مارپيچي دوه  بDNAصلبيت : مثال
بازهاي مقابل هم در دو رشته با هم پيوند هيدروژني تشكيل  اند و جفت بر روي يكديگر انباشته شده

شود و  بازها شكسته مي پيوندهاي هيدروژني بين جفت، DNA با افزايش دماي يك محلول . اند داده
 در نواحي كه در آنها پيوندهاي ،در نتيجه. يابد بازهاي مجاور به انباشتگي كاهش مي تمايل جفت

 كولـرود، صلبيت مولكول كاهش يافته و در اين نواحي مول هيدروژني و انباشتگي بازها از بين مي
DNA شود كه گستردگي مولكول كاهش   اين پيچ خوردگي موجب مي.تواند پيچ خوردگي پيدا كند مي

هرچه تعداد پيوندهاي هيدروژني بيشتري شكسته شوند و انباشتگي .  افزايش يابدsيافته و در نتيجه 
پذيرتر خواهد شد و گستردگي كمتري خواهد داشت و در   انعطافDNAبازها بيشتر از بين برود، 

كند تا آخرين پيوند هيدروژني نيز  دا ميايـن روند ادامه پي.  خواهد داشتشتريبي s ارنتيجه مقد
اي كه  رشته  تكDNA از هم جدا خواهند شد و دو رشته DNAدر اين زمان دو رشته . شكسته شود

   سازي نشين ب تهتغييرات ضري) 3-11(در شكل . وجود خواهد آمده نصف جرم مولي اوليه را دارد ب
T7 DNA هاي  گيري اين اندازه. صورت تابعي از دما رسم شده استه  ب106 × 25 با جرم مولكولي

 .توانند از هم جدا شوند  ميDNA دو رشته داد ساده يكي از اولين مشاهداتي بود كه نشان مي
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 در pH 7/8 و M 0/1فسفات  با دما در بافر T7 DNAسازي  نشين نمودار تغييرات ضريب ته: )3-11(شكل 

جهت  Co20 آلدئيد از تشكيل دوباره پيوندهاي هيدروژني وقتي كه محلول تا فرم. آلدئيد حضور فرم
  .باشد  ميDNAهاي  دهنده جدا شدن رشته خط منقطع نشان. كند شود، جلوگيري مي سرد ميكردن سانتريفيوژ 

  

  :وزن مولكولي .2- 4- 11
fNMs معادله A/)( ρν−= و ضريب اصطكاك  ν)( دهد كه اگر حجم ويژه جزيي نشان مي 1

)( f ثابت باشند، با افزايشM ، s مقادير حجم ويژه جزيي تغيير زيادي با جرم . يابد نيز افزايش مي
از طرف ديگر ضريب . كند ها تغيير مي  هر چند كه با تركيب اسيدهاي آمينه پروتئين،كند نميمولكولي 

صورت گرفته      M و s هاي زيادي براي بدست آوردن ارتباط بين تلاش. است M اصطكاك تابع قوي
هاي   يافتن اين رابطه كار مشكلي نخواهد بود ولي براي ميله،هاي صلب يلهها و م براي كره. است

 اي كه در پي اين  بهترين معادله. ها چندان موفق نبوده است  اين كوششDNAپذير مثل  انعطاف
 :باشد  ميه صورت زيربدست آمده ب M NaCl 1  خنثي و در محلولpH در NaDNAها براي  تلاش

 

)(// /.
w, 111500834082 497

20 −+= Mso 
  

سازي با سرعت كمتري از  نشين يك نكته مهم كه بايد مورد توجه قرار گيرد اين است كه ضريب ته
  .شود مي M خطا در تعيين% 10موجب  s خطا در تعيين% 5كند و  ي تغيير ميكولجرم مول
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  :شونده اثرات حل .3- 4- 11
هاي   مولكولگذارند زيرا اثر مي s ها بر مقدار  به ماكرومولكولشده متصلشونده  هاي حل مولكول

براي مثال، . گذارند شونده بر وزن مولكولي و نيز در برخي موارد بر شكل ماكرومولكول تاثير مي حل
DNA در محلول NaClصورت ه  بNaDNAباشد در حالي كه در محلول   ميCsClصورت ه  ب

CsDNAو در نتيجه مقدار است كه وزن مولكولي بيشتر  s بار الكتريكي موجود در . بالاتري دارد
. تواند اثرات زيادي بر شكل ماكرومولكول داشته باشد پذير مي هاي باردار انعطاف ماكرومولكول
اي كه حامل يك بار منفي  شتهر  تكDNA و يا RNAپذير مثل  هاي با بار زياد و انعطاف ماكرومولكول

   اي در هر نوكلئوتيد هستند، در يك محلول با قدرت يوني خيلي كم داراي ساختمان بسيار گسترده
هاي يوني بالاتر، بارها  در قدرت. باشند زيرا بين بارهاي منفي همنام دافعه الكتريكي وجود دارد مي

اش يك بناي فضايي فشرده  پذيري طه انعطافواسه هاي همراه خنثي شده و ماكرومولكول ب توسط يون
 وجود M NaCl 0/05 و M NaCl 0/001در  s  تفاوت زيادي در مقدار،بنابراين. كند را تقبل مي

  :نشان داده شده است) 4- 11(سازي در شكل  نشين شونده بر روي ضريب ته اين اثر حل. خواهد داشت
  

  
  . NaCl اي به غلظت  رشته اي و دو رشته  تكDNAمولكول  w,20s بستگينمودار وا: )4- 11(شكل 

  

 NaClاي به مقدار زيادي با غلظت  رشته  تكDNAسازي  نشين توجه داشته باشيد كه مقدار ضريب ته
د پذيري بسيار كمتري دار اي كه انعطاف  دو رشتهDNAسازي  نشين كند ولي مقدار ضريب ته تغيير مي

  . نداردNaClبستگي به غلظت 
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  :12سازي تعادلي نشين ته .5- 11
وقتي سرعت چرخنده به . آيد وجود ميه سازي سرعتي يك شيب غلظت ب نشين در يك آزمايش ته
. شد دن خواهنشين تهشونده نهايتا در ته لوله سانتريفيوژ  هاي حل ، تمام مولكولاندازه كافي زياد باشد

،  دور در دقيقه كاهش يابد10000 دور در دقيقه به حدود 60000اي اگر سرعت چرخنده به جولي 
  .سازي و نفوذ برقرار خواهد شد نشين  بين تهتوازن
     روند در حالي كه در تر مي شونده از غلظت بالاتر به غلظت پايين هاي حل مولكول، فرآيند نفوذ در
بين اين دو فرآيند برقرار شود، هيچ وقتي تعادل  .صورت معكوس استه  اين فرآيند ب،سازي نشين ته

شونده كه در يك  هاي حل  تعداد مولكول،طبق قانون اول فيك. جريان خالصي وجود نخواهد داشت
  :شود كنند توسط معادله زير داده مي ثانيه از واحد سطح عبور مي

  

)(
A

1116−===
dr
dc

fN
RT

dr
dc

f
kT

dr
dcD

dt
dn  

  

dxdc توجه داشته باشيد كه در اينجا شيب غلظت به جاي drdc ، به صورت / از . ه استدشبيان  /
  :شود توسط معادله زير داده مي c سازي محلولي به غلظت نشين طرف ديگر، سرعت ته

 

)( ρνω
−= 1

2

f
mr

dt
dr  

  

 :تخواهيم داش c با ضرب كردن طرفين اين معادله در
 

)()( 11171
2

−−= ρνω
f

cmr
dt
drc  

 

  :توان نوشت ميپس .  استسازي نشين ، سرعت نفوذ برابر با سرعت تهدر حالت تعادل
  

)(
A

1118 −=
dr
dc

fN
RT

dt
drc  

  

                                                 
١٢ Equilibrium Sedimentation 
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:                                               يا
dr
dc

N
RTcmr

A

)( =− ρνω 12  
  

  :با جابجايي خواهيم داشت
 

                                             AmNM dr     و     =
RT

Mr
c
dc )( ρνω −

=
12

  
 

  : خواهيم داشتr2 (c2) و r1 (c1)گيري بين  با انتگرال
  

∫∫ )(
=

2

1

2

1

-12 r

r

c

c
drr

RT
M

c
dc ρνω

 

  

)()()(ln 11192
1 2

1
2

2

2

1

2 −−
−

= rr
RT

M
c
c ρνω  

 

 c2 و c1شونده  توان غلظت حل ، ميمعلوم باشند ω  وν ، ρ سازي تعادلي نيز اگر مقادير نشين در ته
  ):5- 11شكل  (گيري نمود هاي نوري اندازه  با استفاده از روشr2 و r1را به ترتيب در 

  

  

ژ  پس از شروع سانتريفيوt2 و t1توزيع غلظت يك پروتئين در يك سل سانتريفيوژ در دو زمان : )5- 11(شكل 
  .و نيز پس از رسيدن به حالت تعادل
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سازي تعادلي نيازي به دانستن شكل مولكول و يا ضريب  نشين ، روش تهسازي سرعتي نشين  تهبرخلاف
ها  ي ماكرومولكولكولين جرم مولهاي تعي ن روشتري ن روش يكي از دقيقاي نرواز اي. نفوذ آن ندارد
  .شود محسوب مي

  

 :13سازي شيب چگالي نشين ته .6- 11

صورت يك محلول يكنواخت است و ه ها در ابتدا ب سازي مرزي، محلول ماكرومولكول نشين در ته
عيب بزرگ اين روش اين . آيد ها بدست مي تمامي اطلاعات از مشاهده مرزهاي متحرك ماكرومولكول

 در .شوند  از يكديگر جدا نميسازي متفاوتي دارند نشين هايي كه ضريب ته  مولكول در آن،است كه
حدود ( غليظ سزيمكلريد ، محلول ماكرومولكول با محلول سازي شيب چگالي نشين روشي موسوم به ته

6 M (در حالت تعادل. چرخد تا اينكه به تعادل برسد شود و در يك لوله سانتريفيوژ مي مخلوط مي ،
 دقت روي هم وسيله بهه توان از ابتدا ب همچنين مي. گيرد لوله شكل مي در امتداد چگالي شيبيك 
شيب چگالي را ايجاد ، اين هاي متفاوت از پايين به بالا در لوله سانتريفيوژ هاي با چگالي دادن لايه قرار
  :داشتيم .نمود

)( ρνω
−== 1

2

f
mr

dt
drv  

 

شونده برابر است  با عكس حجم ويژه جزيي حل ρ)( چگالي محلول،  از محور چرخشrدر فاصله 
νρيعني( 01 اين بدان معني است كه در اين فاصله،). =1/ =− )( ρν خواهد بود و در نتيجه، 

)/( سازي نشين سرعت ته dtdr درها در حالت تعادل براي مخلوط ماكرومولكول. برابر صفر است ،   
r در آن كلريد سزيمبا چگالي محلول عكس حجم ويژه جزيي هر ماكرومولكول  ،هاي مختلف r برابر 

 بالاتر از هر بند. شود و بند هر ماكرومولكول ثابت باقي خواهد ماند و ديگر حركت نخواهد كرد مي

νρ ،)نزديكتر به محور چرخش( )( است و 〉1/ ρν−1 نتيجه  يك مقدار مثبت خواهد بود و در
در . خواهد راند) به سمت بند مربوط به خود(ها را به سمت پايين  وگال ماكرومولكولنيروي سانتريف

νρ ،)نزديكتر به ته لوله سانتريفيوژ(زير هر بند  )( است و 〈1/ ρν−1  يك مقدار منفي خواهد بود و
. راندخواهد ) به خوده سمت بند مربوط ب( ها را به سمت بالا  ماكرومولكولدرنتيجه، نيروي ارشميدس

                                                 
١٣ Density Gradient Sedimentation 
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كند كه از مخلوط شدن  كننده عمل مي م به عنوان يك نيروي پايدارشيب چگالي كلريد سزي حضور
 حاوي DNAهاي  توان مولكول با استفاده از اين تكنيك مي. نمايد بندهاي مختلف جلوگيري مي

سازي تعادلي اين است كه وقتي  نشين وش تهامتياز ديگر ر.  را از هم جدا كرد15N و 14Nهاي  ايزوتوپ
وسيله سوراخ كردن ته ه توان لوله سانتريفيوژ را از دستگاه خارج كرد و ب مي، حالت تعادل برقرار شد

 و هر بخش را در لوله آزمايش نموده بندهاي مختلف را از يكديگر جدا هاي سلولزي سانتريفيوژ، لوله
 براي جدا كردن اسيدهاي نوكلئيك از شيب چگالي كلريد وشدر اين ر. آوري كرد اي جمع جداگانه
 14جزء كردن به جزء. گردد سوكروز استفاده مي چگالي شيبها از   براي جدا كردن پروتئينوسزيم 

  : نشان داده شده است)6- 11( در شكل اي آوري قطره محتواي يك لوله سانتريفيوژ توسط روش جمع
  
  

  
  

  

  .سازي شيب چگالي نشين ر تهجداسازي اجزاء د: )6- 11(شكل 
 

                                                 
١٤ Fractionation 


