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  آشنائي با آزمايشگاه بيوشيمي
 هاي بيماران؛ قند، چربي، با انجام آزمايش بر نمونه در اين آزمايشگاه. آزمايشگاه بيوشيمي جزئي از آزمايشگاه پزشكي است

  .شودگيري ميهاي بيمار شناسائي يا اندازهآنزيم و يا هورمون
  اي تقسيم كردلوازم غير شيشهاي و لوازم شيشهتوان به دو دستة عمدة مورد استفاده در آزمايشگاه را ميلوازم. 

 شيشه اي از دير باز به دليل خنثي يا ظروفinert  ها مورد استفاده مقاومت به حرارت در آزمايشگاههمچنين بودن، شفافيت و
 .كندا پيركس اين ظروف را در مقابل تغييرات ناگهاني حرارت مقاوم مياستفاده از مادة بوروسيليكات ي. گيرندقرار مي

 
  :عبارتند ازدارند در آزمايشگاه  كه كاربرد زيادياي برخي از لوازم شيشه

 

 
 

  
 

 
 

برده  براي مخلوط كردن مواد به كار بوده و اي شكلاستوانه :(Beaker)بشر  - 1
 .شودمي

براي مخلوطمخروطي شكل بوده و :(Erlenmeyer flask)ارلن  -2
 .شودبه كار برده ميكردن و نگهداريِ مواد 

سازي و داراي يك بدنة كروي و يك گردن است و براي محلول :(Flask)بالن  - 3
نوع خاصي از آن گردن باريك و درازي داشته و براي . شودحرارت دادن استفاده مي

  ن ژوژهـرد كه به آن بالـگياده قرار ميـجم رساندن مورد استفبه ح
(volumetric flask) حجم آن را مشخص  ،يك خط در بخش گردني. گويندمي

هنگام به حجم رساني دقت كنيد تا سطحِ محلول درست روي خط قرار . كندمي
 .گيرد
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 ترازو، هائي مانند تا دستگاه )كاردك(اي از ابزار ساده مانند سه پايه، گيره، اسپاتول لوازم غير شيشهpH متر، اسپكتروفتومتر ،
زير (هاي كم حجم روپيپت يا سمپلر كه براي جابجائيتوان به ميكاز مهمترين آنها مي .دگردرا شامل مي... فتومتر و فليم

 .اشاره كرد ،شوداستفاده مي )ميكروليتر 1000

  
  
  
  

وده اي شكل و مدرج باستوانه :(Measuring cylinder)استوانة مدرج  - 4
 .رودهاي مختلف به كار ميگيري و جابجائيِ حجمبراي اندازه و

 است و بندي دقيقدراز و نازك با درجه ايلوله :(Pipette)پيپت  - 5
حجم و دقت پيپت . شودهاي دقيق استفاده ميبراي جابجائيِ حجم

هرگز از . كار با پيپت نياز به تمرين دارد. روي آن درج شده است
براي اين  و حلول به داخل پيپت استفاده نكنيدم دهان براي مكش

 .اي به نام پوار استفاده كنيدكار از وسيله

. مانند پيپت است با اين فرق كه يك شير در قسمت پائين آن وجود دارد :(Burette)بورت  - 6
 .تيتراسيون مانند ،شوداستفاده مي حجم خروجي دقيقِ گيريِبراي اندازه

براي معمولا ته گرد است واي واستوانه:(Test tube)لولة آزمايش  -7
 .رودمايش و نگهداري نمونه به كار ميگيري، انجام آزنمونه
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  نكات ايمني در آزمايشگاه بيوشيمي
 .از كنتاكت لنز استفاده نكنيد .كفش روبسته بپوشيدو  )دست و پا گير نباشد(لباس مناسب  - 1

در تمامي مراحل آزمايش از دستكش و عينك محافظ  .تمام افراد حاضر در آزمايشگاه ملزم به پوشيدنِ روپوش مناسب هستند - 2
 .استفاده كنيد

 .كس اجازه ندارد به تنهائي در آزمايشگاه كار كند و يا آزمايش غير مجاز انجام دهدهيچ - 3

 .ن، نوشيدن، جويدن و استعمال دخانيات در آزمايشگاه مطلقا ممنوع استخورد - 4

در صورت نياز به بوئيدن، هرگز بيني خود را روي ظرف . اكثرِ مواد شيميائي آزمايشگاه سمي هستند و نبايد چشيده شوند - 5
 .نيدنة ظروف آزمايشگاهي به آن نگاه نكهرگز از دها .نگيريد

 .شكلات پزشكي را بلافاصله به مسئول آزمايشگاه گزارش دهيدها و مها، حساسيتكليه آسيب - 6

 .آن را پاك كنيد صورت پاشيده شدن يك مادة شيميائيدر  - 7

 .ها با هر نوع مادة شيميائي بلافاصله آنها را بشوئيدپس از اتمام آزمايش، همچنين تماس دست - 8

 .ا نظر مسئول آزمايشگاه به صورت درست دفع كنيدهرگز مواد شيميائي مازاد را به ظرف اصلي باز نگردانيد و آنها را ب - 9

 .ها را قبل از استفاده مطالعه كنيدها و دستورالعمل دستگاهبرچسب - 10

 .در تمام طول آزمايش، آن را زيرِ نظر داشته باشيد و ميزِ كار خود را ترك نكنيد - 11

 .ميزِ كار خود را هميشه تميز و مرتب نگهداريد - 12

  .به داخل پيپت استفاده نكنيدهرگز از دهان براي مكش محلول  - 13

  :هامحلول
 يك محلول )solution(، شوحل مخلوط همگني است كه از دو يا چند ماده تشكيل شده و در آن مادة حل شونده را 

)solute( گرحل و مادة حل كننده را )حلال ،solvent( نامندمي.  

  :غلظت
  ستامحلول يا گر حلدر شو حلمعياري براي نشان دادن مقدار.  
 اندكمي غلظت وجود دارد كه بر اساس جِرم، حجم و يا هر دو بنا شده هاي متفاوتي براي بيانِروش.  

  :مولاريته
  اين واحد بر اساس جرم و حجم بنا شده و با واحدهايmol/L مولار يا ،M هاي يك نشان دهندة تعداد مولشود كه عنوان مي

  .است در يك ليتر از محلولشو حل
 مولار هاي كم از واحدهاي ميليبراي غلظتmmol/L)  يا(mM ميكرومولار ،µmol/L)  يا(µM  و نانومولارnmol/L)  يا

(nM شوداستفاده مي.  
 هاي رقيق است، با اين حال عاري از عيب نيستخصوصا براي محلول ،گيري غلظتترين واحد اندازههر چند مولاريته متداول .

ولي تعيين حجم اغلب دقيق نبوده و حجم محلول با تغيير . آزمايشگاهي معمولا دقيق استتعيين جرم به دليل دقت ترازوهاي 
  .شوددما و فشار دستخوش تغيير مي

  :مولاليته
  اين واحد بر اساس جرم بنا شده و با واحدهايmol/kg در شو حل يك هايشود كه نشان دهندة تعداد موليا مولال عنوان مي

  .استگر حلكيلوگرم از  يك
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 ِحل شده گر حلگرم  1000در  ،شوحلاست يعني محلولي كه در آن يك مول  »محلول يك مولال«مولال  منظور از محلول
  .است

 تر از مولاريته استبه دليل امكان تعيين وزن دقيق جرم به وسيلة ترازو، اين واحد براي بيان غلظت دقيق.  
  
 كيلوگرم  1عددي مولاريته و مولاليته بسيار نزديك خواهند بود زيرا  در يك محلول رقيق و در دماي اطاق و فشار جو، مقدار

  .آوردتغيير چنداني در حجم محلول به وجود نميشو حلليتر حجم دارد و چون محلول رقيق است، افزودن  1آب 

 جرم -جرمدرصد:  
  جرم ،در يك مخلوطشو حلدرصد جرم وزن نيز ناميده شده و به  -وزن گويند كه درصدمي جرم -به كل جرم مخلوط را درصد

  .شودنشان داده مي w/w صورت
  ِ40اتانول محلول %w/w  گرم در سانتيمتر مكعب است،  8/0جرم حجمي اتانول تقريبا ( گرم آب 60گرم اتانول در  40يعني

  .)ط كردليتر آب مخلوميلي 60ليتر اتانول را با ميلي 50بايد  w/w% 40بنابراين براي تهية محلول اتانول 

  :حجم -درصد جرم
 وزن حجم نيز ناميده شده و به صورت  - درصدw/v با واحد گرم در شو حلگر جرمِ بيان حجم - درصد جرم .شودنشان داده مي

  جامد در شو حلهائي كه از حل شدن يك را براي محلول حجم - جرممعمولا درصد . ليتر از محلولِ نهائي استميلي 100
  .كنندشود استفاده ميت ميمايع درسگر حل

  ِ40 اتانولمحلول %w/v ،گرم  8/0جرم حجمي اتانول تقريبا ( است ليتر محلول نهائيميلي 100در هر  گرم اتانول 40 حاوي
ليتر آب مخلوط ميلي 50ليتر اتانول را با ميلي 50بايد  w/v% 40در سانتيمتر مكعب است، بنابراين براي تهية محلول اتانول 

  ).كرد

حجم -حجم درصد:  
  به صورتv/v  ليتر از محلول نهائيميلي 100ليتر به ازاي هر بر اساس ميليشو حلنشان داده شده و عبارت است از حجم.  
  ِ40اتانول محلول %v/v  8/0جرم حجمي اتانول تقريبا ( است محلول نهائيليتر ميلي 100ليتر اتانول در هر ميلي 40داراي 

ليتر آب ميلي 60ليتر اتانول را با ميلي 40بايد  v/v% 40كعب است، بنابراين براي تهية محلول اتانول گرم در سانتيمتر م
  ).مخلوط كرد

  :نرماليته
 كندمي ن را مشخصاندازة يك يوفقط هاي مختلف در يك محلول است و ت يونگرِ هر گونه تفاوت بين غلظنرماليته بيان.  
 به ازاي هر ليتر محلول استشو حلوالان از عني وجود يك گرم اكيطبق تعريف، محلولِ يك نرمال به م. 

 دهدالكترون واكنش مي 02/6 × 1023والان مقداري از يك ماده بر اساس مول است كه با اكي.  
 هاي يونوالان گرم اكي كاربرد نرماليته بيشتر در مورد اسيد و باز بوده و به ترتيب نشان دهندة تعدادH+  وOH- به  .است

اسيد سولفوريك  محلول نرماليتةد، بنابراين وجود دار +Hيون  2 ،(H2SO4) اسيد سولفوريك مولارِ 1محلول در عنوان مثال 
   .است 2 مولار، 1

 استفاده از نرماليته در انجام تيتراسيون بسيار مفيد است.  
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  هاكربوهيدرات
  

 نشاسته و (ي از قبيل ذخيره و انتقال انرژي هاي گوناگونستند كه نقشه ي طبيعتهاترين بيومولكولفراوانجزو ها كربوهيدرات
خود و يا يكي از و داشته در موجودات زنده  )سلولز در گياهان، كيتين و غضروف در جانوران(اجزاء ساختماني  و )گليكوژن

  .دندار نقش... و  ستم ايمني، انعقاد خون، نمودر بسياري از فرآيندهاي ديگر مانند سي مشتقات آن
 آلي سادة آلدئيدياز لحاظ شيميائي، كربوهيدرات ها تركيبات ( 

 
هاي غير از هستند كه در كربن(  )  يا كتوني (

 .باشندهاي هيدروكسيل ميداراي گروه، )گروه كربونيل( خود هاي فعال آلدئيدي و كتونيِگروه

  توان آنها را با مي وگويند ميمونوساكاريد ي دارند، رگيت احياخاص گروه كربونيلكه به دليل وجود اين واحدهاي ساده را اين

 .نشان داد n(C.H2O)فرمولِ 

 شوندنوع گروه كربونيل و تعداد اتمِ كربن نامگذاري مي توجه به اب مونوساكاريدها. 

  )كتوز ←كتون  آلدوز، ←آلدئيد ( گروه كربونيل نوع  - 
  )گزوز، هپتوزتريوز، تتروز، پنتوز، ه( تعداد اتمِ كربن  - 

  ... ... ... ... شوند؛ آلدوتريوز، كتوتريوز، آلدوتتروز، تركيب مي نامگذاريمعمولا اين دو نوع 
 گراحياو يا غير )، سلوبيوزمالتوز، لاكتوز( گرند احياتواد كه ميآيبه وجود مي ساكاريددييك  ،از اتصال دو مونوساكاريد 

 .باشد )ساكاروز، ترهالوز(

  يندآبه وجود مي )ساكاريدهاي رافينوز و ملزيتوزتري(اليگوساكاريدها  ،مونوساكاريد 10 تا 3از اتصال. 

  گليكوژننشاسته سلولز،( آوردساكاريدها را به وجود ميپلي ،مونوساكاريد 10بيش از اتصال ،(.  

  :هاشناسائي كربوهيدرات

اطلاعات مفيدي براي شناسائيِ قندها به  و انداريدها ابداع شدهبر اساس دو خاصيت شيميائي مونوساك چند آزمايش ساده وجود دارد كه
  .دندهدست مي

  :اثر اسيد بر قندها -1

  ندشومي و به فورفورال و يا مشتقات آن تبديلشده  دهيدراتهشرايط اسيدي در مونوساكاريدها. 

                                   
  

   

 به فورفورال و يا مشتقات آن  ده و سپسابتدا به مونوساكاريدها تجزيه شط اسيدي ساكاريدها در شرايپليساكاريدها و دي
 .شوندتبديل مي

 شوندبر اين اساس انجام مي سليوانف و بيالموليش، ي هاآزمايش. 

  
 .اندوسط مسئول آزمايشگاه تهيه شدهاز قبل ت )%2/0(هاي قندي ها و محلولكلية معرف: توجه

 مالتوز ،)كتوهگزوز( ، فروكتوز)آلدوهگزوز( ، گلوكز)پنتوز( گزيلوزهاي قندي ها، از محلولخشِ كربوهيدراتهاي بدر آزمايش :توجه
  .شوداستفاده مي )ساكاريدپلي(، نشاسته و گليكوژن )ساكاريد غير احيا كنندهدي(ساكاروز  )احيا كننده ساكاريددي(

  :(Molisch’s Test) آزمايش موليش

furfural  5-hydroxymethylfurfural 
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  بوده و نتيجة آن براي همة قندها مثبت استزمايش حساس براي نشان دادن حضور قند در يك محلول يك آ موليشآزمايش. 

  الكل بنزني(فورفورال و مشتقات آن با آلفا نفتول(  كنندميبنفش  - قرمزتوليد يك كمپلكس به رنگ. 

             

  
  :روش آزمايش

 2 ايش بريزيددر يك لولة آزمرا ليتر محلول قندي ميلي. 

 2  اضافه كنيدبه آن  )هدشتازه تهيه (قطره معرف آلفانفتول. 

 3 -2 لوله . ليتر اسيد سولفوريك غليظ از كنارة لوله و به آرامي اضافه كنيدميلي دقت كنيد محلول به هم نخورد و اسيد به ته
 .برسد

 است در محلول حضور قند نشان دهندةبنفش  - تشكيل حلقة قرمز.  

 :(Bial’s Test) لآزمايش بيا

 رودهگزوز به كار مي بيال براي تمايز قندهاي پنتوز از تست.  

  شوندتبديل ميبه سرعت به فورفورال با از دست دادن آب  )آلدوپنتوز و كتوپنتوز(در شرايط اسيدي، قندهاي پنج كربني. 

                                               
  

 آوردسبز به وجود مي - و كلريد آهن يك محلول آبي )بنزني الكل(عرف اورسينول فورفورال با م. 

 

 هيدروكسي متيل فورفورال و واكنش بعدي با  -5شوند، ولي فرآيند دهيدراسيون به قندهاي شش كربني نيز دهيدراته مي
 .گيرداورسينول و كلريد آهن كندتر انجام مي

  بردهگزوز بودن قند پي توان به پنتوز يا مي آن محلول و رنگاز سرعت تشكيل. 

D-ribose 
( وپنتوزآلد ) 

D-ribulose 

( زپنتوتوك ) 
furfural

-3H2O 

+ H+ 
FeCl3 

(oxidation) 

orcinol 
( رنگبي ) 

furfural 
( رنگبي ) 

furfuryl 
( رنگبي ) 

furfuryl  
 )سبز - آبي(

+ 2 H+

-H2O 

5-hydroxymethylfurfural α-naphthol بنفش - كمپلكس قرمز

H+ 
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  اي مايل به قرمزقهوه ←رنگ حاصل از هگزوزها  سبز؛ - محلول آبي ←رنگ حاصل از پنتوزها. 

 هيدروكسي متيل فورفورال با معرف  - 5ساكاريدها در محيط اسيدي به مونوساكاريدها شكسته شده و به صورت فورفورال يا دي
 .دهنديبيال واكنش نشان م

  :طرز تهية معرف بيال
 3  اضافه كنيد% 10 يد آهنليتر كلرميلي 5/2ليتر اسيد كلريدريك غليظ حل كرده و به آن  1گرم اورسينول را در.  

  :روش آزمايش
 2 ليتر معرف بيال را در يك لولة آزمايش بريزيدميلي. 

 1 ليتر محلول قندي به آن اضافه كنيدميلي. 

  ه در حمام آب جوش قرار دهيددقيق 1لوله را به مدت. 

 است رنگ سبز نشان دهندة وجود پنتوز. 

 دهدتر كرده و به رنگ آبيِ تيره سوق ميسبز را پررنگ ،افزايش غلظت پنتوز. 

 :(Seliwanoff’s Test) فوانيلآزمايش س

 اين آزمايش بر اساس . گيردمي آزمايش سليوانف براي تمايز گروه آلدئيدي از گروه كتوني در قندهاي هگزوز مورد استفاده قرار
 .در آلدوهگزوزها و كتوهگزوزها ابداع شده است سرعت متفاوت دهيدراسيون

                                  
 
          

 

 

 5 - آوردهيدروكسي متيل فورفورال با الكل بنزنيِ رزورسينول يك محلول قرمز تيره به وجود مي. 

                               

 

 دقيقه  2 - 5ثانيه و آلدوزها در  60كتوزها در . سرعت واكنش كتوهگزوزها بسيار بيشتر از سرعت واكنش آلدوهگزوزها است
 .شوداز اين اختلاف سرعت براي تمايز كتوهگزوزها از آلدوهگزوزها استفاده مي .دهندواكنش مي

  سودمند نيستاين واكنش براي قندهاي پنج كربني.  

  :وانفيلطرز تهية معرف س
 5/0  ليتر اسيد كلريدريك  1گرم رزورسينول را درN6 حل كنيد. 

H+ -3H2O 

D-glucose D-fructose β-D-fructofuranose 5-hydroxymethylfurfural 

+
H+ 

5-hydroxymethylfurfural 
 )رنگبي(

resorcinol 
( رنگبي ) 

5-hydroxyfurfuryl 
 )قرمز(
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 در صورت تغيير رنگ قابل استفاده نيست. 

  :روش آزمايش
 3 وانف را در يك لولة آزمايش بريزيديلليتر از معرف سميلي. 

 1 ليتر محلول قندي به آن اضافه كنيدميلي. 

 2 ري قرار دهيدمادقيقه در بن. 

  است رسوب قرمز دليل بر وجود كتوهگزوزتغيير رنگ يا.  

  احياگري -2

  دهندهاي فورانوز و پيرانوز تشكيل ميهاي پنج و شش كربني به نامدر محلول به ترتيب حلقهقندها.  

                                      
  

 

 نامتقارنِ جديد، به دو شكل با يك كربن  )  (استال اين حلقوي شدن يك گروه هميα  ياβ كندايجاد مي. 

 اين قندها . دهندآورند با عوامل اكسيد كننده مانند يون مس واكنش نشان ميهاي حلقوي به وجود مياستالقندهائي كه همي
 .كنندگويند چون يون مس را احيا ميمي گرقندهاي احيارا 

 شوندم ميدو آزمايشِ بنديكت و بارفود بر اين اساس انجا. 

 دهندتري از خود نشان ميهمين خاصيت را به صورت ضعيفگر ساكاريدهاي احيادي.  

 :(Benedict’s Test) بنديكتآزمايش 

 در  .شودمي ده از املاح مسِ دو ظرفيتي انجامو با استفااحياگر هاي غيراز قندگر قندهاي احيابراي تمايز  آزمايش بنديكت
 .شودميتبديل شده و مونوساكاريد به يك اسيد كربوسيليك  احيا +Cuبه  +Cu2اين آزمايش 

  در محلول استاحياگر رنگ قرمز آجري دليل بر احيا شدن يون مس و حضور يك قند. 

 در شرايط آزمايش، قندهاي كتوني در حضور قليا به صورت آلدوز درآمده و . باشند احياگرتوانند هم كتوزها و هم آلدوزها مي
 .دهنداكنش ميبا معرف بنديكت و

                                                                
             

  براي جلوگيري از رسوب (، سيترات سديم )براي قليائي كردن محيط(معرف بنديكت از تركيبِ كربنات سديم(Cu(OH)2 
  .آيدو سولفات مس به وجود مي

α-D-glucopyranose  β-D-fructofuranose 

+  2Cu2+  +  4OH- +  Cu2O  +  2H2O
OH- 

D-fructose D-glucose D-gluconic acid 

 رسوب قرمز
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  :طرز تهية معرف بنديكت
 173  ليتر آبِ گرم حل كنيدميلي 800را در  گرم كربنات سديم 100گرم سيترات سديم و. 

 در صورت لزوم محلول را از صافي عبور دهيد. 

 2/17  ليتر آب حل كرده و آن را به آرامي به محلول فوق اضافه كنيدميلي 100گرم سولفات مسِ متبلور را در. 

 حجم را به يك ليتر برسانيد.  

  :روش آزمايش
 2 در يك لولة آزمايش بريزيد را ليتر محلول قنديميلي. 

 3 ليتر معرف بنديكت به آن اضافه كنيدميلي. 

  دقيقه در حمام آب جوش قرار دهيد 10لولة آزمايش را به مدت. 

 صبر كنيد تا لوله سرد شود. 

  زرد پررنگ تا قرمز آجري فرق  از رنگ رسوبتا شود غلظت قند باعث مي. است احياگررسوب قرمزِ نشان دهندة وجود يك قند
  .كند

  :(Barfoed’s Test) دآزمايش بارفو

 ولي به دليل حساسيت بيشتر، از آن براي . شودانجام مياحياگر از قندهاي غيراحياگر تمايز قندهاي  آزمايش بارفود نيز براي
 .شوداستفاده مياحياگر ساكاريدهاي دي از احياگرمايز مونوساكاريدهاي ت

  سرعت ظاهر شدن  .افتدساكاريدها اتفاق ميتر از دييك ظرفيتي توسط مونوساكاريدها سريع دو ظرفيتي به مسِ مسِاحياء
  .كندمتمايز مياحياگر ساكاريدهاي را از دي احياگررنگ، مونوساكاريدهاي قرمز  رسوب

  :دطرز تهية معرف بارفو
 7/66  ليتر آب جوش حل كنيدميلي 900گرم استات مس را در. 

 9 ليتر اسيد استيك گلاسيال به آن اضافه كنيدميلي. 

 حجم را به يك ليتر برسانيد.  

 :روش آزمايش

 1 در يك لولة آزمايش بريزيدد را معرف بارفوليتر ميلي. 

 2 به آن اضافه كنيد محلول قنديليتر ميلي. 

  دقيقه در حمام آب جوش قرار دهيد 5لولة آزمايش را به مدت. 

 شود ته نشينقرمز رنگ سرد و رسوب  صبر كنيد تا لوله. 

 :توجه شود كه

  شوددقيقه ظاهر مي 2 - 5در مورد مونوساكاريدها رسوب قرمز رنگ در عرض. 

 به وجود آيددقيقه برسد تا رسوب قرمز رنگ  10ساكاريدها زمان جوشيدن بايد به در مورد دي. 
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  :(Iodine Test)آزمايش يد 

 آزمايش يد براي تمايز نشاسته (starch) رودبه كار مي ساكاريدهاي غيراحياگراز دي و گليكوژن. 

 هاياز اتصال واحدهاي گلوكز با پيوند نشاسته α(1→4) )آميلوز( و α(1→6) )است درست شده )آميلوپكتين. 

  

                   
 

  بنفش - آبي واكنش كرده و كمپلكس مارپيچ اينيد با . دهداز نشاسته را تشكيل مي% 25حدود  مارپيچ دارد، ساختارآميلوز كه 
 .كندايجاد مي

 كنداي توليد مياي داشته و در حضور يد رنگ قرمز مايل به قهوهآميلوپكتين ساختارِ شاخه. 

 كنداي ميو افزودن يد، رنگ آن را قهوهاي دارد همانند آميلوپكتين ساختارِ شاخه نيز گليكوژن. 

  :يدطرز تهية محلول 
 2/0 ليتر آب مقطر حل كنيدميلي 100گرم يدور پتاسيم را در  2و  گرم يد. 

 :روش آزمايش

 2 ليتر محلول قندي را در يك لولة آزمايش بريزيدميلي. 

 2  به آن اضافه كنيد يدقطره محلول. 

  گليكوژن ←اي نشاسته، رنگ قهوه ←رنگ سياه مايل به آبي. 

  :با اسيدهيدروليزِ 

 دهندمحلول قندي را تحت تاثير اسيد و حرارت قرار مي ،)ترهالوز( ساكاريدهاي غيراحياگردييگر براي تمايز ساكاروز از د. 

  ساكاروز با جوشاندن محلول(sucrose) به مونوساكاريدهاي گلوكز و فروكتوز  ساكاريد غيراحياگردياين ، در اسيد كلريدريك
 .شودشكسته مي

 ِتائ و پس از هيدروليز با اسيد سليوانف آزمايش گراحياساكاريد غيردي دهد كهمي، نشان در محلولِ هيدروليز د فروكتوزوجويد ،
 .استساكاروز 

 :روش آزمايش

 5 ساكاروز را در يك لولة آزمايش بريزيد ليتر محلولميلي. 

 5 - 4 غليظ به آن اضافه كنيد قطره اسيد كلريدريك. 

  دقيقه در حمام آب جوش قرار دهيد 5لولة آزمايش را به مدت. 

 پس از سرد شدن آزمايش سليوانف را انجام دهيد.  

  آميلوز

α(1→4)

α(1→4) α(1→6)

 وپكتينآميل
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 ول قندي ناشناسمحل فلوچارت شناسائي

  
  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 موليش

 مثبت
 )ديمحلول قن(

  )محلول غير قندي( منفي

 بنديكت
  مثبت
  احياگرساكاريد مونوساكاريد يا دي

 )گلوكز، مالتوز گزيلوز، فروكتوز،(

 منفي

 احياگرغير ساكاريديا پليساكاريد دي

 )، گليكوژنساكاروز، نشاسته(

  يد  بارفود

 منفي

  احياگرساكاريد دي
 )مالتوز(

 مثبت

  احياگرمونوساكاريد 
 )گزيلوز، فروكتوز، گلوكز(

  منفي
و  احياگررساكاريد غيدي

  ساكاريدهاساير پلي

  مثبت
  ساكاريدپلي

 )، گليكوژننشاسته(

 بيال

  مثبت  سليوانف
  )گزيلوز( پنتوز

  منفي
 ) فروكتوز، گلوكز( هگزوز

  مثبت
  ساكاروز

  منفي
احياگر غير هايساكاريدساير دي

 سليوانف  ساكاريدهاي ديگريا پلي )ترهالوز(

 مثبت
  )فروكتوز( كتوهگزوز

 منفي
  )گلوكز( آلدوزهگزوز

  هيدروليز با اسيد
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  قندهاكاغذي كروماتوگرافي 
  كروماتوگرافيchromatography)اساس  انواع گوناگوني دارد كه وبوده ها زا مخلوطاجيك روش جداسازي  )نوشتن با رنگ ؛ 

 .ي دارنديكسانفيزيكيِ 

 فاز ثابت يك  داراي همة آنهاstationary phase) جامد يا مايع؛( فاز متحركيك  و mobile phase)؛ مايع يا گاز( 
 ،يك مخلوط عت حركت اجزا مختلفرس .كندفاز متحرك از ميان فاز ثابت عبور كرده و اجزا مخلوط را با خود حمل مي. هستند

 .دشومي باعث جدا شدن آنها از هم ومتفاوت بوده 

 گيردكروماتوگرافي كاغذي براي جداسازي و شناسائيِ اجزا رنگي يا قابلِ رنگ شدنِ يك مخلوط مورد استفاده قرار مي. 

 ِو فاز متحرك يك محلولِ است )واتمن مانند كاغذ صافيِ(كاملا يكدست  در كروماتوگرافي كاغذي، فاز ثابت يك كاغذ جاذب 
 .باشدمناسب مي مايعِ

  در نوع بالاروندة(ascending)  مناسب گذاريِ نمونهبعد از لكه )فاز ثابت(كروماتوگرافي كاغذي، كاغذ صافي ها، در يك ظرف
با گذشت . تر باشدها پائينگيريِ نمونهگيرد كه سطح حلال از محل قرارمياست طوري قرار  )فاز متحرك(كه حاوي يك حلال 

   خود همراه  ها را بااجزا نمونهزمان، حلال به دليل خاصيت موئينگي و بر خلاف نيروي جاذبه به سمت بالا حركت كرده و 
آميزيِ پس از گذشت زمان معيني، با رنگ .دشومي آنهااريِ اين اجزا باعث اختلاف در سرعت حركت ـهاي ساختتفاوت .كندمي
، مكان اجزا جدا شده مشخص گرديده و فاصلة طي شده توسط حلال و اين )شودناميده مي كروماتوگرامكه اكنون ( ذكاغ

 .شودگيري ميتركيبات اندازه

  حلال در نوع پائين روندة سرعت حركت(descending)  كروماتوگرافي كاغذي، به دليل نيروي جاذبه، بيشتر از نوع بالارونده
 .يردبالا قرار گدر  تا حلالل نياز به ظرف مخصوصي دارد با اين حا بوده،

  به مسافت طي شده توسط حلال را  ،نسبت مسافت طي شده توسط يك تركيبدر يك كروماتوگرامretention factor 
 .تر نيستبيش 1از عدد  هيچ تركيبي Rf  .دهندنشان مي Rf  گفته و آن را با )عامل تاخير(

 توان نامشخص، مي براي شناسائيِ يك تركيبRf  آن را باRf نامشخص با تركيبِ شرايط يكسان كه تحت يتركيبات مشخص، 
  .مقايسه كرداند كروماتوگرافي شده

 :مواد مورد نياز

 حلال: 

 ليترميلي 100و  100، 300 ليتر حلال به ترتيبميلي 500براي تهية . 3/1/1 آب با نسبتايزوپروپيل الكل، اسيد استيك و  - 
 .را در يك بشر مخلوط كنيد آبالكل، اسيد استيك و پيل ايزوپرو

  آن 22ضلع  متريِسانتي 2صلة ادر ف .مترسانتي 22 × 13كاغذ صافي واتمن در ابعاد يك خط  و به موازاترسم سياه  با مداد
                                              .دقت كنيد تا دست با كاغذ تماس نداشته باشد .گذاري كنيدها را زير خط شمارهمكان لكه رده وك

 آميزيمحلول رنگ: 

 .ليتر استون حل كنيدميلي 100آمين را در فنيلگرم دي 1ليتر آنيلين و ميلي 1 - 

 .مخلوط كنيد% 85حجم اسيد فسفريك  1را با  محلولِ فوقحجم از  10هنگام مصرف  - 

  

  .شوداستفاده مي% 5/0غلظت با ز و مالتوز هاي قندي گزيلوز، فروكتوز، گلوكدر اين آزمايش از محلول: توجه
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 :روش آزمايش

 .ليتري بريزيد 1ليتر حلال را در يك بشرِ ميلي 50 - 1

اين كار از بخار شدن (هواي داخل بشر با بخارِ حلال اشباع شود صبر كنيد تا  چند دقيقه بشر را با پارافيلم بپوشانيد ودهانة  - 2
 .)كندجلوگيري ميآزمايش در طول و خشك شدن آن  صافي حلال از كاغذ

 .ديگر قرار دهيد كاغذ كاغذ واتمنِ آماده شده را روي يك صفحة - 3

4 - محلولِ قندي معلوم را در  4هر يك از  ليتر ازميلي 02/0 از محلول قنديِ مجهول و ليترميلي 02/0 پاستور به وسيلة پيپت
براي انجام اين كار ن .كشيده شده قرار دهيد فواصل مناسب روي خطرا روي كاغذ تماس داده و بلافاصله آن  پاستور وك پيپت

  .متر بيشتر نشودميلي 5ها از قطرِ لكهكه دقت كنيد . را كنار بكشيد

 .ها خشك شوندصبر كنيد تا لكه - 5

رار هاي كاغذ روي هم قمتري به صورت استوانه درآورده و بدون آنكه لبهسانتي 13ضلعِ  با محور قرار دادنِكاغذ واتمن را  - 6
 .در كنار هم ثابت نگه داريد عدد پنس 2با آنها را گيرند، 

 

سطح حلال بايد . ها در سمت پائين قرار گيردبگذاريد، به طوري كه خط نمونهحاوي حلال اي شده را درون بشر كاغذ استوانه - 7
 .ها باشدزير خط لكه

 .دهانة بشر را بپوشانيدبلافاصله  - 8

 .)دقيقه 80 حدود(متريِ انتهاي فوقاني كاغذ برسد سانتي 1به  حلال صبر كنيد تا. كندذ ميحلال شروع به بالا آمدن از كاغ - 9

 .مشخص كنيد سياه مداد با ،كاغذ را از بشر خارج كرده و بلافاصله محل پيشرفت حلال را روي كاغذ - 10

 .تفاده كرددرجه اس 100 فورِتوان از براي تسريع اين مرحله مي. صبر كنيد تا كاغذ كاملا خشك شود - 11

 .افشانيدآميزي را روي كاغذ بيآميزي فرو ببريد و يا محلول رنگكاغذ را در محلول رنگ - 12

 .خارج كنيد ها آن را از فوراز ظاهر شدن لكه درجه قرار دهيد و پس 105الي  100 فور درونِ كاغذ را به مدت چند دقيقه - 13

14 - Rf هاي قنديِ معلوم، هاي حاصل از محلوللولِ قنديِ مجهول با لكهها را مشخص كنيد و با مقايسة محل لكة حاصل از محلكه
مجهول را پيدا كنيد نوع قند. 
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  ليپيدها
 هاي آليِ ها هستند كه وجه مشترك آنها نامحلول بودن در آب و محلول بودن در حلالليپيدها گروه ناهمگوني از بيومولكول

 .استكلروفرم، اتر و بنزن  مانندغيرقطبي 

 توان آنها را با توجه به و مي ليپيدها ساختار شيميائي گوناگوني دارند و به همين دليل عملكردهاي آنها نيز بسيار متنوع است
 :دشان در سه گروه مختلف بررسي كردعملكر

بوده و ز موجودات ترين شكل ذخيرة انرژي در بسياري ااصليكه  (oil)ها و روغن (fat)ها شامل چربياي ليپيدهاي ذخيره - 1
    آمينِ ل و يا پيوند آميديِ گروهـيك الك (OH-)ها از پيوند استريِ گروه هيدروكسيلِ چربي. اسيدهاي چرب هستند حاويِ

(-NH2) با گروه كربوكسيليِ الكلآمين يك (-COOH) آينديك اسيد چرب به وجود مي. 

 

R—COOH + R1—OH → R—C—O—R1     R—COOH + R1—NH → R—C—N—R1 

 

بوده و با ايجاد يك دولاية ليپيدي، يك سد مولكولي بين داخل و خارج  هاي اسيد چربحاوي مولكول كه ئيليپيدهاي غشا - 2
 .آورندسلول به وجود مي

 .ليپيدهائي كه نقش سيگنال، كوفاكتور يا رنگدانه دارند - 3

 با فرمول عموميِ  اسيدهاي چربR—COOH، اين  درهاي كربنِ تعداد اتم. ز ليپيدها هستندوكربنيِ بسياري ابخش هيدر
 .استآنها زوج تعداد  هميشه به دليل روش ساخت،و  دهوب )اتم 24تا  12معمولا بين (و  اتم 36تا  4 بين زنجيرِ هيدروكربني

ي متيليِ هاهاي هيدروكسيلي يا شاخهچرب داراي گروه چند اسيد .كربنه هستند 18و  16مهمترين اسيدهاي چرب در انسان 
 .جانبي هستند

 گروه  چرب اسيدهاي دهد با اين حال خاصيت از خود نشان مي )دوستيآب( وكسيلي خواص هيدروفيليكرببه دليل وجود
به همين دليل  .غالب است ،در زنجير هيدروكربني (-CH2-)متيلن  هايآنها به دليل وجود گروه )گريزيآب( هيدروفوبي

 .شوندجابجا مي آلبوميناتصال به با ت آزاد وجود نداشته و به صوراسيدهاي چرب در خون 

 بندي كردقسيمدو گروه تتوان بر اساس داشتن پيوند دوگانه در اسيدهاي چرب را مي: 

 .دنزنجيرِ هيدروكربني ندار در هاي كربناي بين اتمكه هيچ پيوند دو گانه اسيدهاي چربِ اشباع - 1

به اسيدهاي چربي كه  .دندار زنجيرِ هيدروكربني در هاي كربنند پيوند دوگانه بين اتمكه يك يا چ اسيدهاي چربِ غير اشباع - 2
 .گويندمينيز  (PUFAs)يا  polyunsaturatedداراي چند پيوند دوگانه باشند اسيدهاي چربِ 

  يس و يا ترانس توانند به دو شكل سبه دليل وجود پيوندهاي دوگانه خواص ايزومري داشته و مياسيدهاي چرب غير اشباع
  .دندوگانه شكل سيس دار هاي، پيوندطبيعي اسيدهاي چرب غير اشباعِ در تقريبا تمام. باشند

  گذاريِ اسيدهاي چرب عبارتند ازبراي نام معمولدو روش: 

كان هر پيوند م .شودگذاري مينام α و كربن بعد از آن كربنِ (C-1) 1كربنِ گروه كربوكسيل، كربنِ شمارة  ،در روش استاندارد - 1
 دوگانه با علامتΔ )دوگانه كم) دلتا ترمشخص شده و شمارة اتمِ كربني كه در پيوند  راست علامت است در بالا و سمتΔ 

 .شودنوشته مي

 

 O 
││ 

 O 
││ 

 H 
│ 

 اسيد چرب لكلا اسيد چرب   الكلآمين  

O 

_
O 

C 
1 2 

α 

3 

4 

9 10 18 

18:1(Δ9) cis-9-Octadecenoic acid 
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مشخص  ωو مكانِ پيوند دوگانه نسبت به  ناميده شده) اُمگا( ωيا  1كربن شمارة  ،كربنِ انتهاي متيلي PUFAsگذاري نامدر  - 2
 .است 3يك اسيد چرب امگا  ،اسيد چرب زير .شودمي

 

  
  

  دارد سيكلو پنتانو پِر هيدرو فنانترنها يك هستة استرولكربني بوده و همانند ساير  27 يك الكل حلقويِ غير اشباعِكلسترول. 

 دو صورت آزاد و استريفيه وجود دارد هاي حيواني بوده و بهها در بافتترين استرولترين و مهمكلسترول جزو فراوان. 

 

  
  :تشخيص كيفي ليپيدها

 حلاليتآزمايش  -1

  :روش آزمايش
  ليتر آب، الكل، اتر و كلروفرم بريزيدميلي 3لولة آزمايش  4در. 

 5 ها اضافه كنيدقطره روغن زيتون به هر كدام از لوله. 

 ها بررسي كنيدكدام از لولهها را به خوبي تكان داده و حلاليت چربي را در هر لوله. 

 امولسيونآزمايش  -2

 ِآب و روغن، باعث انتشار مولكول افزودن اضافه . دآورميبه وجود  يكلوئيد يك محلولِ شده وهاي روغن در آب سود به مخلوط
اين . ده شوندبه صورت قطرات ريز در محلول پراكنهاي روغنِ اضافه شود تا مولكولكردنِ بيشترِ روغن به كلوئيد باعث مي

 .گويندپديده را امولسيون مي

 :روش آزمايش

 5/2 ليتر آب را در يك لولة آزمايش بريزيد و خوب مخلوط كنيدميلي 5/2ليتر روغن زيتون و ميلي. 

 چند قطره اسيد اولئيك به لوله اضافه كنيد. 

 1 رمال به آن اضافه كرده و لوله را به خوبي تكان دهيدن 1/0ليتر سود ميلي. 

 صابوني شدنآزمايش  -3

 آورندسديم و يا پتاسيم به وجود مي هايصابون هاي قليائي حل شده واتم كربن در محلول 10 با بيش از اسيدهاي چرب. 

  :روش آزمايش
 1 - 5/0 ليتر روغن زيتون را در يك لولة آزمايش بريزيدميلي. 

 1 الكلي به آن اضافه كنيدميلي ليتر سود. 

O 

_
O 

C 

20:5(Δ5,8,11,14,17) Eicosapentaenoic acid (EPA) 

1 
2       3      4       5        6      7       8        9     10     11    12     13     14      15    16     17     18     19      20 
α 

ω 
7        6      5       4        3      2       1 

CH3 

H3C 

H3C 

CH3 

CH3 

HO 
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 دقيقه در حمام آب جوش قرار دهيد 10ت لولة آزمايش را به مد. 

 صبر كنيد تا سرد شود. 

 2 -1 ليتر آب به آن اضافه كنيدميلي. 

 به خوبي مخلوط كرده و تشكيلِ كف را ملاحظه كنيد. 

  الكلي گرم سود مخلوط كنيد 5ليتر الكل و ميلي 15ليتر آب را با ميلي 15براي تهية سود. 

 شناسائيِ اسيدهاي چرب غيراشباع

 پرمنگنات زايل شدنِ رنگزمايش آ -4

  پتاسيم اكسيد مي هاي اكسيد كنندهتوسط محلول ،هاي غير اشباعچربيپيوندهاي دوگانة منگنز احيا  .شوندمانند پرمنگنات
 .كنداين عمل تا اكسيد شدن تمام پيونهاي دوگانه ادامه پيدا مي .دهدشده و تغيير رنگ مي

 

— C — C —   +   MnO4¯                  — C — C —   +   MnO2 

 :روش آزمايش

 2 بريزيد لولة آزمايش يك دررا % 5 ليتر كربنات سديمِميلي. 

 5  كربنات سديم با ايجاد  .دـرده و به خوبي مخلوط كنيـاضافه كبه آن قطره روغن زيتونpH  قليائي باعث حل شدن روغن
 .شودمي

 ِپرمنگنات تغيير كند ادامه دهيده مخلوط بچكانيد و اين كار را تا زماني كه رنگ ب را% 5/0 چند قطره پرمنگنات پتاسيم. 

 ُبراي انجام اين آزمايش چند قطره  .تواند با اكسيداسيونِ اسيدهاي چربِ غير اشباع، رنگ سياه توليد كندسميك نيز مياسيد ا
 .تركيب كنيد% 2قطره اسيد اسميك  2روغن زيتون را با 

 هادن هالوژنرنگ شآزمايش بي -5

 شوندها در محلِ پيوند دوگانه به اسيدهاي چرب غيراشباع وصل ميهالوژن. 

 :روش آزمايش

  ليتر كلروفرم حل كنيدميلي 3چند قطره روغن زيتون را در. 

 5  5قطره محلولِ الكليِ كلريد جيوة %(HgCl2) كندكلريد جيوه به عنوان كاتاليزور عمل مي. به آن اضافه كنيد. 

 رقيق به آن بيافزائيدچند ق شودرنگ ميمحلول بي .طره محلول الكليِ يد. 

 اين آزمايشبراي انجام  .توان با برم نيز انجام داداين آزمايش را مي: 

 چند قطره روغن زيتون را در اتانلِ گرم حل كنيد. 

 قطره قطره آبِ برم به آن اضافه كنيد. 

 شناسائي كلسترول -6

 مولكول كلسترول و اكسيده شدن آن به  3كربن شمارة  دا شدن يك مولكول آب ازغليظ باعث ج ياسيدهاي محلول�,� -
-كلستادينِ مي- �,�كلستادينِ از دو مولكول - �,�تداوم حضور اسيد باعث توليد يك ديمر به نام بيس . دنشومي كلستادينِ

 .شود

— 
│  │  O 

 اپوكسي
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  مونوسولفونيك بيس كلستادينيلبه اسيد سولفوريك در حضورِ اين ديمر سولفونيك دي بيس كلستادينيل سبز رنگ و اسيداسيد 
 .دنبرش ميسولفونيك پيهاي آهن و كبالت، واكنش را به سمت توليد اسيد ديافزودن يون. گرددقرمز رنگ تبديل مي

 Liebermann-Buchardروش   -الف

  سبز به را باعث اكسيد شدن كلسترول شده سپس اسيد سولفوريك آن در اين روش ابتدا انيدريد استيك اسيد مونو سولفونيك
 .كندرنگ تبديل مي

 :روش آزمايش

 2 را در يك لولة آزمايش بريزيد% 2/0 كلسترولِ يِكلروفرم ليتر محلولميلي. 

 15 قطره انيدريد استيك به آن اضافه كرده و خوب مخلوط كنيد. 

 5 قطره اسيد سولفوريك غليظ به آن افزوده و تغيير رنگ را مشاهده كنيد.  

  Salkovskiروش   -ب
 كندرنگ محلول كلسترول را قرمز مي سولفونيك اسيد،بيس كلستادينيل دي در اين روش اسيد سولفوريك غليظ با ايجاد . 

 :روش آزمايش

 3 را در يك لولة آزمايش بريزيد% 1/0 كلسترولِ يِكلروفرم ليتر محلولميلي. 

 3 ليتر اسيد سولفوريك غليظ به ان اضافه كنيدميلي. 

  سولفونيك اسيدبيس كلستادينيل دي. جدا شوند) اسيد سولفوريك در پائينِ لوله و كلروفرم در بالاي لوله(صبر كنيد تا دو فاز 
 .گيردبه رنگ آجري بين دو فاز قرار مي

 شناسائي گليسرول -7

 گليسرول در  .شونديل ميدر اثر حرارت هيدروليز شده و به اسيد چرب و گليسرول تبد گليسريدهاتريهاي خنثي مانند چربي
ك آلدئيد غيراشباع به نام آكرولئين مولكول آب از دست داده و به يسولفات پتاسيم، يك گير مانند بيمجاورت يك جسم آب

 .سمي دارد يگردد كه بوئي تند و زننده و بخارتبديل مي

                                                                 
  

 :روش آزمايش

 چند قطره گليسرول و يا روغن زيتون را در يك لولة آزمايش بريزيد. 

 سولفات پتاسيم را به آن اضافه كنيدكمي پودر بي. 

 لوله را حرارت دهيد. 

  
  
  
  
  

 حرارت  حرارت

KHSO4 

 آكرولئين گليسرول گليسريدتري
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 اسيدهاي آمينه

 آمين و كربوكسيل در ساختمانِ شيميائيِ خود باشد يك اسيد آمينه مولكولي است كه داراي هر دو گروه. 

 نوع ها همگي ازتشكيل دهندة پروتئين اسيدهاي آمينة α آميني و كربوكسيلي به در همة آنها  به اين معني كه هستند دو گروه
 .اندوصل شده αكربنِ 

 

  ِاسيدهاي آمينةفرمول عمومي α، H2NCHRCOOH  است كه در آن گروهR  بوده و ساختار آن، يك زنجير جانبي
 .كنندبندي ميگروه تقسيم 5 در Rاسيدهاي آمينه را بر اساس نوع گروه  .كندسيد آمينه را تعيين ميخصوصيات شيميائي ا
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، (Cys) ، سيستئين(Arg) آمينة آرژينين هاياسيد گرم در ليترِ 1هاي محلولاز  مربوط به اسيدهاي آمينههاي آزمايشدر : توجه
  .شودمياستفاده  (Tyr) و تيروزين (Trp)يپتوفان تر

 آمينه اسيدهايتشخيص كيفي 

 (Ninhydrin test)هيدرين آزمايش نين -1

 آبيكمپلكس  ها،و پروتئين اسيدهاي آمينهآزاد در هاي آمينيِ هيدرين يك تركيب شيميائي است كه در مواجهه با گروهنين 
 .آوردهيدرين كمپلكس زرد رنگ به وجود مينيناسيد آمينة پرولين با  .كندرنگ توليد مي

 
 اين آزمايش براي همة اسيدهاي آمينه مثبت است.  

 :روشِ آزمايش

 3  در يك لولة آزمايش بريزيدرا اسيد آمينه از محلولِ يك ميلي ليتر. 

 را توسط پيپتور به لوله اضافه كنيد) در استون% 1/0(هيدرين چند قطره نين. 

 خوب مخلوط كنيد. 

  رنگ آبي نشان دهندة هيدروليزِ اسيد آمينه است .دقيقه در حمام آب جوش قرار دهيد 10به مدت. 

 (Xanthoproteic test) زانتوپروتئيكآزمايش  -2

 گيرداين آزمايش براي تمايز اسيدهاي آمينة آروماتيك از ديگر اسيدهاي آمينه مورد استفاده قرار مي. 

 يتريك، كمپلكسِناسيد  در مجاورت )و تيروزين يپتوفانآلانين، ترفنيل( اتيكاسيدهاي آمينة آروم بنزنيِهاي حلقه  زرد رنگ
 .دورآآن را به نمك تبديل كرده و رنگ نارنجي به وجود مي فرمِ كينوئيديِ ،سوداضافه كردن  .كنندميتوليد نيتروبنزن 

  
  

  
 :روشِ آزمايش

 1 يپتوفانهاي اسيدهاي آمينة ترميلي ليتر از يكي محلول (Trp) يا تيروزين (Tyr) را در يك لولة آزمايش بريزيد. 

 1 غليظ را ميلي به آن اضافه كنيد) زير هود(ليتر اسيد نيتريك. 

  شودميزرد محلول رنگ  .دقيقه در حمام آب جوش قرار دهيد 2لولة آزمايش را به مدت. 

 صبر كنيد تا لوله سرد شده به دماي اطاق برسد. 

 5/1 نيتروبنزنِ اسيد آمينة آروماتيك است. به لولة آزمايش اضافه كنيد% 40سود  ليترميلي رنگ نارنجي نشان دهندة نمك. 

 هيدريننين

 تيروزين  نيتروتيروزيندي  فرمِ كينوئيدي

آبيكمپلكس  
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 (Millon’s test) ميلونآزمايش  -3

  ِگيردآلانين و تريپتوفان انجام مياسيدهاي آمينة تيروزين از فنيلاين آزمايش براي تمايز. 

  جيوهنيتراو  ريكنيتحاوي اسيد (معرف ميلون حلقة فنليِ اسيد آمينة تيروزين در مجاورت يك كمپلكس به رنگ قرمز  ،)ت
 .آوردآجري به وجود مي

                                       

 :روشِ آزمايش

 1 ميلي ليتر از محلول اسيد آمينة تيروزين (Tyr) را در يك لولة آزمايش بريزيد. 

 5 يدقطره معرف ميلون به آن اضافه كن. 

  دقيقه در حمام آب جوش قرار دهيد 1به مدت. 

  ميلون غليظ ديليتر اسيميل 140گرم جيوه را در  100براي تهية معرف رده و حجم را دو برابر كنيدحل ك نيتريك. 

 

 (Hopkins-Cole test) كول -هاپكينزآزمايش  -4

 شودمي آلانين انجاماين آزمايش براي تمايز دو اسيد آمينة تريپتوفان و فنيل. 

 ِاسيد گلي هستة ايندولي و اسيد سولفوريك، يك تركيبِ  )كول- معرف هاپكينز( اگُزاليكاسيد آمينة تريپتوفان در مجاورت
 .كندارغواني رنگ ايجاد مي

2       +     CHOCOOH                                    

 

 
 :روشِ آزمايش

 3 تريپتوفان ليتر از محلولِ اسيد آمينةميلي (Trp) را در يك لولة آزمايش بريزيد. 

 2 كول به آن اضافه كنيد- ليتر معرف هاپكينزميلي. 

 تركيب را مخلوط كنيد. 

 2 غليظ را به آرامي از جدار لوله ميلي رنگ ارغواني به دليل واكنشِ  .به تركيب اضافه كنيد و زير هودليتر اسيد سولفوريك
 .باشدندوليِ اسيد آمينة تريپتوفان ميبا هستة اي كول- هاپكينز معرف

  
  
  
  
  
 

 معرف ميلون

 نيتريت سديم

 تيروزين  كمپلكس قرمز رنگ

  هستة ايندول

 اگزاليكاسيد گلي

 كمپلكسِ ارغواني رنگ

H2SO4
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 (Sakaguchi test) ساكاگوچيآزمايش  -5

 گيرداين آزمايش براي شناسائي اسيد آمينة آرژينين انجام مي. 

  آلفا نفتل گوانيدينِ اسيد آمينة آرژينين در مجاورت سديم، يك كمپلكس قرمز رنگ ايجاد وو هيپوبر) الكلِ بنزني(گروه ميت
 .كندمي

      
+

                                  
                          

 :روشِ آزمايش

 3 ليتر از محلولِ اسيد آمينة آرژينين ميلي(Arg) را در يك لولة آزمايش بريزيد. 

 1 ميلي به آن اضافه كنيد% 40ليتر سود. 

 2 ِبه مخلوط بچكانيد) گرم در ليتر 10( قطره آلفا نفتول. 

  مخلوط كنيدتركيب را. 

 5 -4  رنگ قرمز ناشي از ريشة گوانيدينِ اسيد آمينة آرژينين  ).زير هود(را به مخلوط اضافه كنيد ) آبِ برم(قطره محلولِ برم
 .است

  
  (Sodium Nitroprusside test) سديم يدنيتروپروسآزمايش  -6

  گيردانجام مي ئي خود داراي عنصرِ گوگرد است،كه در ساختمان شيميا سيستئيناين آزمايش براي شناسائي اسيد آمينة. 

 آوردو هيدروكسيد آمونيوم يك كمپلكس به رنگ قرمزِ ارغواني به وجود مي سديم يداسيد آمينة سيستئين در مجاورت نيتروپروس. 

 
                    Na2[Fe(CN)5NO]·2H2O     +    Cysteine 

 :روشِ آزمايش

 5/0 سيستئين اسيد آمينة  ليتر از محلولِميلي (Cys)را در يك لولة آزمايش بريزيد. 

 2 به آن اضافه كنيد) گرم در ليتر و تازه تهيه شده 20( نيتروپروسيد سديمليتر ميلي. 

 5/0 رنگ ارغواني ناشي از وجود عامل گوگرد در اسيد آمينة سيستئين . ليتر هيدروكسيد آمونيوم به مخلوط بيافزاييدميلي
 .است

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 ميت سديموهيپوبر

 ريشة گوانيدين لنفتوآلفا

 نگكمپلكس قرمز ر

 كمپلكس قرمز ارغواني
 هيدروكسيد آمونيوم
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 آلانيناسيدهاي آمينة آرژينين، سيستئين، تريپتوفان، تيروزين و فنيل فلوچارت شناسائي

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

هيدريننين  

 مثبت
 )زرد پرولين، آبي ساير اسيدهاي آمينه(

  )اسيد آمينه نيستمحلول ( منفي

  مثبت زانتوپروتئيك
 )آلانين، تريپتوفان و تيروزينفنيل(

 منفي

 )ساير اسيدهاي آمينه(

  ساكاگوچي ميلون

  مثبت
  )تيروزين(

 منفي

  )آلانين، تريپتوفانفنيل(
  مثبت

 )آرژينين(

كول -هاپكينز  

  مثبت
  )وفانتريپت(

 منفي
  )آلانينفنيل( 

  مثبت
  )سيستئين(

  نيتروپروسيد سديم

 منفي

 )ساير اسيدهاي آمينه(

 منفي

 )ساير اسيدهاي آمينه(



24 

 

  هاپروتئين
 تمامي فرآيندهائي  .ه جاي آنها وجود دارندها و همدر موجودات زنده بوده و در تمامي سلول هاترين بيومولكولها فراوانپروتئين

 .شودممكن مي هاپروتئينافتد با واسطة در سلول اتفاق ميكه 

 كنند، برخي عملكرد هاي بيوشيميائي را كاتاليز ميهاي زيستيِ متنوعي دارند؛ اكثر آنها آنزيم بوده و واكنشها نقشپروتئين
 .پاسخ ايمني، اتصال سلولي و سيكل سلولي دخالت دارنددهيِ سلولي، و بقيه در علامت تاري دارندساخ

 با  هاي بسيار متنوع وبا چينش كه آيندبه وجود ميه اسيد آمين نوع 20 از اتصالِ فقط و ها تنوع بسيار زيادي داشتهپروتئين
 .انديك پيوند پپتيدي به هم وصل شده

  گروه كربوكسيل يك اسيد آمينة پيوند پپتيدي از اتصالα، ه گروه آمينيِ اسيد آمينةب α تكرار اين  .شودمجاور تشكيل مي
 . آوردها را به وجود ميپيوندها، ستون فقرات پروتئين

 

 دهند؛ها، آنها را در چهار سطح مورد بررسي قرار ميبراي درك ساختار پروتئين 

نحوة  .يابدادامه مي گروه كربوكسيلي و به سمت كه از سمت گروه آميني شروع يا تواليِ اسيدهاي آمينه ساختمان اول - 1
 .، به ساختمان اولية آن بستگي دارد)هاي دوم، سوم و چهارمساختمان(تاخوردنِ پروتئين 

ساختارهاي منظمي  ،پردازد كه توسط پيوندهاي هيدروژنيهائي از ساختمانِ پروتئين ميبخش به بررسي دومساختمان  - 2
 .كننديرا ايجاد م βيا صفحات  αمانند مارپيچ 

پپتيدي در فواصلِ بين زنجير پلي .هاي مولكول پروتئين استتمام اتم ، نشان دهندة چينشِ سه بعديِساختمان سوم - 3
ها به دليلِ معمولا اين خميدگي. گرددهاي دوم، خميده شده و گاها باعث نزديكيِ اسيدهاي آمينة دور از هم ميساختمان

 .دنآيوردگي به وجود ميدر مكانِ تاخ وجود اسيد آمينة پرولين

پپتيدي مصداق دارد و چگونگي ارتباط اين زيرواحدها را هائي با بيش از يك واحد پلي، در مورد پروتئينساختمان چهارم - 4
 .دهدنشان مي

 ها در شكل بومي يا پروتئينnative  ل به دلي( تغيير اين ساختار. بهترين عملكرد را دارند، )ترين شكلِ فضائيمطلوب(خود
ت زيستيِ پروتئين ، منجر به از بين رفتن فعاليگويندمي (denaturation)شدن  دناتورهرا كه به آن  )تغيير شرايط محيطي

آورند، هاي دوم، سوم و چهارم را به وجود ميشدن به دليلِ از بين رفتن پيوندهاي ضعيفي است كه ساختمان دناتوره. شودمي
 ن اول دچار تغيير نشده باشد، با بهبود شرايط محيطي، پروتئين مجددا به شكل بوميِبه همين علت در صورتي كه ساختما

 .تا خواهد خورد ،خود

 قدرت يوني و . ها در آب محلول هستندپروتئينpH دهندمحلول، اين حلاليت را تحت تاثير قرار مي. 

 بر اساس  هاپروتئين هاي شناسائيِولي آزمايشدهند، هاي اسيدهاي آمينه پاسخ ميها به بسياري از آزمايشهرچند پروتئين
  .اندابداع شدهها شدنِ پروتئين دناتوره نيز وجود پيوند پپتيدي و

  

  .شودمياستفاده آلبومينِ تخم مرغ % 2ها از محلول پروتئينهاي در آزمايش: توجه
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  هاپروتئينتشخيص كيفي 

 (Biuret test)آزمايش بيوره   -1

 در يك  هاي مس دوظرفيتييون در اين آزمايش. گيرداسائي پيوندهاي پپتيدي مورد استفاده قرار ميآزمايش بيوره براي شن
وصل شده و كمپلكس بنفش رنگ هاي آميني گروه نيتروژنِ هاياتم يا هاي كربونيل وهاي اكسيژنِ گروه، به اتممحيط قليائي

 .كنندايجاد مي

 هاي مس و بيوره به يونمولكولِ د مولكولِ بيوره در معرف، بلكه واكنش مشابه گذاري اين آزمايش، نه به دليل وجوعلت نام
 .ايجاد كمپلكس بنفش است

  
  

 :روشِ آزمايش

 2 را در يك لولة آزمايش بريزيد يليتر از محلول پروتئينميلي. 

 2 به آن اضافه كنيد% 10ليتر سود ميلي. 

 5  اضافه كنيد به لولة آزمايش را به آرامي% 1قطره سولفات مس. 

 رنگ آن بنفش خواهد شد ،با به هم زدن محلول. ايجاد حلقة بنفش به دليل وجود پيوند پپتيدي در محلول است. 

  
 اثر حرارت  -2

 پيوندهاي ضعيف،  ،ها در اثر حرارتپروتئين در صورتيكه ميزانِ حرارت كم باشد، پس از سرد . شوندمي دناتورهبه دليل گسست
ولي اگر ميزانِ حرارت بالا باشد، پيوندهاي پپتيدي شكسته شده و . خوردئين به شكل بوميِ خود تا ميشدنِ محلول، پروت

 .تواند به شكل اولية خود بازگرددپروتئين نمي

 :روشِ آزمايش

 10 را در يك لولة آزمايش بريزيد پروتئين ليتر محلولميلي. 

 2-1  گيري از تغييرات بافري اسيد استيك براي پيش از خاصيت. به آن اضافه كنيد% 10قطره اسيد استيكpH شوداستفاده مي. 

  كدر شدنِ محلول نشان دهندة وجود پروتئين در محلول است . دقيقه در بن ماريِ جوش قرار دهيد 5لوله را به مدت. 

  
 هاي آليحلالاثر   -3

 كننددناتوره مي را هاپروتئينبيِ اسيدهاي آمينه، هاي جانبيِ غير قطگريز بين گروهبا مختل كردن تعاملات آب هاي آليحلال. 

 :روشِ آزمايش

 2 در يك لولة آزمايش بريزيدرا  پروتئين ليتر محلولميلي. 

 2 كدر شدنِ محلول نشان دهندة وجود پروتئين در محلول است .به آن اضافه كنيد) يا يك حلال ديگر(ليتر الكل ميلي.  

 بيوره  كمپلكس بنفش رنگ
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 (Sulfosalicylic acid)اسيد سولفوساليسيليك  اثر  -4

 كنند، دناتوره شده و رسوب ميمجاورت اسيد سولفوساليسيليكدر ها پروتئين. 

 

 :روشِ آزمايش

 2 پروتئين را در يك لولة آزمايش بريزيدليتر محلول ميلي. 

 5  ن دهندة وجود نشا رسوبِ سفيدتشكيل  .را به آرامي و از جدار لوله به آن اضافه كنيد%) 20(قطره اسيد سولفوساليسيليك
 .پروتئين در محلول است

  
 (TCA)كلرواستيك اسيد تري اثر  -5

 ها در پروتئينكنندميرسوب  اسيد، كلرواستيكتركيبِ تري مجاورت. 

 

 :روشِ آزمايش

 2 پروتئين را در يك لولة آزمايش بريزيدليتر محلول ميلي. 

 2 تشكيل رسوب سفيد دليل بر وجود پروتئين در محلول است .به آن اضافه كنيد%) 15(كلرواستيك اسيد تري ليترميلي. 

  
 فلزات سنگين اثر  -6

 فلزات سنگين، كمپلكسپروتئين كنندهاي نامحلول به وجود آورده و رسوب ميها در مجاورت.  

 :روشِ آزمايش

 2 پروتئين را در يك لولة آزمايش بريزيدليتر محلول ميلي. 

 1 كدر شدنِ محلول نشان دهندة وجود پروتئين در محلول است. روي محلول بچكانيدرا %) 5( كلريد جيوه ليترميلي. 
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  ادرار
 شود كه بايد از جريان خون خارج شوندمتعددي منجر مي ها به توليد ضايعات نيتروژنيِمتابوليسم پروتئين. 

 اين در انسان دشومي دفع انه و مجراي ادرار، مثهاحالب از طريق وشده  ها ترشحكليهاز به صورت ادرار محلول  ضايعات. 

 اضافي را  ها علاوه بر اين ضايعات محلول، آب،كليه كنندمينيز دفع قند و طيفي از ساير تركيبات. 

  تجزية ادرار ياurinalysis (UA) اولين ادرار صبحگاهي گيريبهترين زمانِ نمونهرتهاجمي و ارزان بوده و يك روش ساده، غي 
 :دنشومي معمولا موارد زير بررسي UAك آزمايش در ي .است

ظاهر  .رنگ تا كهربائي رنگ باشدتواند بيمي ،زرد روشن بوده ولي بسته به مقدار رنگدانة اوروكروم ،رنگ ادرار :و ظاهر رنگ -1
 .هاي يك متن را خواند نوشته ادرار، محتوي ةشيشيك  بايد بتوان از پشتشفاف است و ادرار 

اجزاي نشان دهندة غلظت  و بودهگرم در ليتر  030/1تا  005/1به طور طبيعي ادرار  ن مخصوصوز :وزن مخصوص -2
 .مختلف ادرار شامل مواد دفعي و املاح است

3- pH : 8تا  5به طور طبيعي. 

 .ندارددر ادرار وجود  به طور طبيعي :اجسام كتوني -4

 .ندارددر ادرار وجود  به طور طبيعي: پروتئين -5

 .ندارددر ادرار وجود  طبيعيبه طور  :هايتريتن -6

 .ميكرومول در ليتر 17كمتر از  :نوژناوروبيلي -7

 .ميكرومول در ليتر 3حداكثر  :روبينبيلي -8

 .ندارددر ادرار وجود  به طور طبيعي :گلوكز -9

 .ندارددر ادرار وجود  به طور طبيعي :قرمز گلبول -10

 .ندارددر ادرار وجود  به طور طبيعي :سفيد گلبول -11

 هاي بيوشيميائي براي انجام آزمايش ادرار، نوارهائي پلاستيكي تحت عنوان علاوه بر روشdipstick  اند كه در ابداع شدهنيز
ي، كمدر ادرار بوده و به صورت نيمهمورد آزمايش هاي شناسائيِ پروتئين، قند، خون، كتون و ساير مواد طول خود داراي معرف

 .دهندوجود مواد را با تغيير رنگ نشان مي

با روش و كتون  با روش پيراميدون ، خونبا روش اسيد سولفوساليسيليك ، پروتئينبا روش بنديكت هاي ادرار، قنددر آزمايش: وجهت
  .شناسائي خواهند شد روترا

 :(Benedict’s Test)بنديكت آزمايش   -1

  ندكنمي ايجادرنگ قرمز آجري  در حضور معرف بنديكتمنوساكاريدها. 

  :روش آزمايش
 5/0 در يك لولة آزمايش بريزيد راليتر ادرار ميلي. 

 3 ليتر معرف بنديكت به آن اضافه كنيدميلي. 

  دقيقه در حمام آب جوش قرار دهيد 5 -10لولة آزمايش را به مدت. 

 صبر كنيد تا لوله سرد شود. 

  استان دهندة وجود قند در آن نش تغيير رنگ ادرار. 
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 (Sulfosalicylic acid)اسيد سولفوساليسيليك  آزمايشِ  -2

 كنند، دناتوره شده و رسوب ميمجاورت اسيد سولفوساليسيليكها در پروتئين. 

 :روشِ آزمايش

 2 را در يك لولة آزمايش بريزيد ادرارليتر محلول ميلي. 

 1 نشان دهندة تشكيل رسوبِ سفيد . را به آرامي و از جدار لوله به آن اضافه كنيد%) 20(اسيد سولفوساليسيليك  ليترميلي
 .است وجود پروتئين در ادرار

 پيراميدون آزمايشِ  -3

 پروستتيك گروه مه (heme) هاي قرمز، خاصيت پراكسيدازي داشته و قادر است آب اكسيژنه در هموگلوبينِ موجود در گلبول
 .كندعوض ميبه آبيِ تيره را كرده و رنگ آن پيراميدون را اكسيده  ،راديكال آزاد شده از پراكسيد هيدروژن .را تجزيه كند

 

 محلول الكليِ پيراميدون را تازه تهيه كنيد.  

 :روشِ آزمايش

 2 ادرار را در يك لولة آزمايش بريزيدليتر محلول ميلي. 

 2 به آن اضافه كنيد %)10( الكليِ پيراميدونِليتر محلول ميلي. 

 5 قطره اسيد استيك به آن بيافزائيد. 

 3 اضافه كنيدبه آن  %)20(آب اكسيژنه  قطره. 

 رنگ آبي مايل به بنفش، نشان دهندة وجود خون در ادرار است. محلولِ درون لوله را مخلوط كنيد. 

 (Rothra test)آزمايشِ روترا   -4

 قليائي رنگ ارغواني به وجود ميدر مجاورت نيتروپروسيد سديم و ) هامحصول متابوليسم چربي( اجسام كتوني آورنددر محيط. 

  :تهية معرف روترا طرز
 1  اين مخلوط . گرم سولفات آمونيوم مخلوط كرده و در هاون بسابيد 20گرم كربنات سديم و  20گرم نيتروپروسيد سديم را با

  .داري كنيدرا در يك شيشة در بستة رنگي نگه

 :روشِ آزمايش

 5/0  رنگ صورتي . ره ادرار روي آن بچكانيدقط 1- 2گرم معرف روترا را روي يك شيشة ساعت يا روي يك تكه كاغذ ريخته و
 .مايل به بنفش نشان دهندة وجود كتون در ادرار است
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  اسپكتروفتومتري
 بر اساس  ايشگاه است كهگيري تركيبات شيميائي در آزمهاي متداول براي شناسائي و اندازهاسپكتروفتومتري يكي از روش

 .شده استابداع در طول موج مشخصي ها جذب نور توسط مولكول

  ِازعبارتند يك اسپكتروفتومتر اجزا اصلي: 

 .كنداي از نور را ساتع ميع نور كه طيف گستردهمنب -1

 .دهدطول موج مشخصي از نور را انتخاب و عبور ميكه  منوكروماتور -2

 .با ضخامت معين (cuvette)حاوي نمونه يا كووت  سلولِ -3

  .سنجدكه مقدار نور عبوري را مي دتكتور يا ردياب -4

  
  

  بير  - قانون لامبرتبر اساس(Lambert-Beer) ،كه در يك طول موج مشخص، توسط يك محلول جذب  از نور اوليه بخشي
 :دهندآن را با معادلة زير نشان مي وهاي جذب كننده ارتباط دارد و غلظت گونه شود، با ضخامت لاية عبوريمي

 

ضريب  ε ،عبوريا  ميتانسترانس )معكوس نسبت در معادله( I/I0، نسبت شدت نور عبوري Iشدت نور اوليه،  I0كه در آن 
  .هستند) سانتيمتر(نمونة جاذب نور ضخامت  lو  )مول در ليتر(ذب اهاي جغلظت گونه c، )سانتيمترمول ليتر به(جذب نور 

   يا  جذبراabsorbance  گفته و آن را باA دهندنشان مي. 

 را  موج اين طول. ، در طول موج خاصي، بيشترين جذب را داردخود يائيِهر تركيب بر اساس ساختار شيمλmax نامندمي. 

 به عنوان مثال λmax شودگيري مياندازهبه صورت زير  %)5( نيترات كبالت. 

گرم  5در مورد اين آزمايش (د كننحل مي گرحل از در مقدار معيني را شوحل ول، مقدار معيني ازدر تهية هر نوع محل :نكته
 ، براي حذفكندنور را جذب مي نيزمورد استفاده  گربا توجه به اينكه حل .)ليتر آب حل شده استميلي 100نيترات كبالت در 

را در اسپكتروفتومتر صفر در نظر گرفته و آن را ) در اين مورد آب خالص( گرحل جذب، شوگر در جذب مادة حلاثر جذب حل
 .نامندمي بلانك

 گيري كنيدهنانومتر و به روش زير انداز 560نانومتر تا  460يترات كبالت را در طول موج جذب نوري ن. 

 :روشِ آزمايش

 .نانومتر، جذب نوري را با استفاده از بلانك روي صفر تنظيم كنيد 460در طول موج  -1

 .گيري كرده و عدد جذب را ثبت كنيدنانومتر اندازه 460جذب نيترات نقره را در  -2

 .نانومتر تكرار كنيد 560و  540، 520، 500، 480هاي ل را در طول موجمراحل قب -3

4- λmax بيشترين عدد جذب نيترات نقره، طول موجي است كه (A) را دارد.  

 منبع نور  منوكروماتور

 كووت حاويِ نمونه

 ردياب

 شدت نور اوليه  وريشدت نور عب
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 هاي در اسپكتروفتومتري جذب نوري غلظت. شوداستفاده مي هاي استانداردمنحنيها از معمولا براي تعيين غلظت محلول
اي با گيري جذب نوري نمونهحال با اندازه. شودرسم مي گيري شده و منحني استاندارد آناندازه زمايشنمونة مورد آمشخصي از 

 .توان با استناد به منحني استاندارد غلظت نمونه را به دست آوردغلظت نامشخص، مي
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  خونگيري گلوكز اندازه

در حالت طبيعي بدن به عنوان بخشي . شودموجود در خون انسان گفته مي) قند(ز غلظت قند خون يا سطح گلوكز خون به مقدار گلوك

  .كنداز هموستاز متابوليك، غلظت گلوكز خون را به شدت تنظيم مي

سطح گلوكز . كنداست ولي اين مقدار در طول روز تغيير مي mg/dL 100يا  mM 5/5متوسط سطح گلوكز خون طبيعي در انسان 

مولار در كمترين مقدار خود است  و در يك تا دو ساعت پس از غذا چند ميلي) ناشتا(پيش از اولين وعدة غذائي ها و معمولا صبح

ليتر بوده و در صورت ناشتا گرم در دسيميلي 100تا  70سطح گلوكز خون طبيعي در افراد غيرديابتي ناشتا بايد بين . يابدافزايش مي

و غيرناشتا  mg/dL 130 -70انجمن ديابت آمريكا، اين مقدار را در بيماران ديابتي ناشتا . باشد mg/dL 125نبودن بايد كمتر از 

  .اعلام كرده است mg/dL 180كمتر از 

  به كاهش سطح گلوكز خون هيپوگليسمي . باشدترين علت آن ديابت ميشود كه شايعبه افزايش قند خون هيپرگليسمي گفته مي

  .ناكي استگويند كه وضعيت بالقوه خطرمي

، گلوكز ادرار، قند خون دو )FBS(شوند عبارت هستند از؛ قند خون ناشتا هائي كه براي سنجش گلوكز درخواست ميانواع آزمايش

، )IVGTT(وريدي ، آزمايش تحمل گلوكز درون)OGTT(، آزمايش تحمل گلوكز خوراكي )h PPBS-2(ساعت پس از غذا 

  ).RBS(خون اتفاقي و قند ) HbA1c(هموگلوبين گليكوزيله 

  گيري گلوكزاندازه

گيري گلوكز وجود هاي متعددي براي اندازهروش .دگردمياستفاده خون وريدي بيمار ناشتا  از سرمگيري سطح گلوكز خون براي اندازه

  .شوندتقسيم مي آنزيميو  شيميائيهاي د كه به دو گروه روشندار

هاي گوناگون است، از ويژگي احياگري رود و شامل انواعي از روشها به كار ميدر روش اول كه هنوز در برخي از آزمايشگاه

مانند (با توجه به اينكه ساير تركيبات خون . گر احياء شده و تغيير رنگ دهدشود تا يك مادة نشانغيراختصاصي گلوكز استفاده مي

  .نيز توان احياگري دارند بنابراين اين روش با خطا همراه است) اوره

گيري آنزيم دو آنزيمي كه به صورت متداول براي اندازه. وش آنزيمي اختصاص به گلوكز دارد بنابراين از اين نوع خطا به دور استر

  .هگزوكينازو  گلوكز اكسيدازشوند عبارت هستند از استفاده مي

  قند خون به روش گلوكز اكسيداز يگيراندازه

  كنده از اكسيژن به اسيد گلوكونيك اكسيد كرده و آب اكسيژنه توليد ميآنزيم گلوكز اكسيداز، گلوكز را با استفاد

D-Glucose + O2   D-Gluconic acid + H2O2 

  دهدايمين را تشكيل ميپيرين توسط آنزيم پراكسيداز، كمپلكس رنگي كينونآمينوآنتي- 4آب اكسيژنه در مجاورت فنل و 

Glucose oxidase
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 H2O2 + Phenol + 4-Aminoantipyrine   Quinoneimine + H2O 

  .نانومتر متناسب با غلظت گلوكز است 490- 510مقدار جذب نوري اين كمپلكس رنگي در طول موج 

هاي سازنده خريداري شده و بر اساس در حال حاضر كلية تركيبات لازم براي اين آزمايش به صورت كيت آزمايشگاهي از شركت

ستفاده در اين آزمايشگاه حاوي يك معرف و يك نمونة استاندارد با غلظت گلوكز  كيت مورد ا. روندالعمل سازنده به كار ميدستور

mg/dL 100 باشدمي.  

  آزمايش روش

 آماده كنيد سرم آزمايش براي بلانك، استاندارد و سه لولة.  

  بريزيد سرمميكروليتر  20 سرمميكروليتر نمونة استاندارد و به لولة  20به لولة استاندارد.  

 ميكروليتر معرف اضافه كنيد 2000 هبه هر سه لول. 

 دقيقه در داخل حمام آب گرم  10ها را مخلوط كرده و به مدت لولهC° 37 قرار دهيد. 

 با بلانك صفر كنيد نانومتر تنظيم كرده و جذب نوري آن را 500نورسنج را روي طول موج دستگاه طيف. 

 را بخوانيدسرم هاي نوري استاندارد و جذب. 

  را با فرمول زير محاسبه كنيدرم سغلظت گلوكز 

Glucose (mg/dL) = (ASerum  AStandard)  100 
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

Peroxidase 
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  ة خونگيري اوراندازه

دار غيرپروتئيني شود كه تحت عنوان تركيبات نيتروژنها و اسيدهاي نوكلئيك به توليد اوره و آمونياك منجر ميكاتابوليسم پروتئين

از نيتروژن % 75انسان بوده و بيش از  درمحصول كاتابوليسم پروتئين  تريناصلي )CO(NH2)2( ارباميداوره يا ك .شوندشناخته مي

شود و ميهاي كبد از اكسيداسيون اسيدهاي آمينه طي چرخة اوره توليد اوره در سلول. دهدغيرپروتئيني دفعي را به خود اختصاص مي

  .گويندافزايش اورة خون را ازوتمي مي. گرددتگاه گوارش و پوست دفع ميها و باقي آن از دسآن از طريق كليه% 90بيش از 

با اين حال عوامل خارج . دهدها به دست ميگيري اورة پلاسما اطلاعات باليني مفيدي در مورد عملكرد كليهدر شرايط ويژه اندازه

گيري شده و نسبت آن دو وره، كراتينين خون نيز اندازهگذارند به همين دليل معمولا همزمان با اكليوي بر غلظت اورة خون تاثير مي

  است mg/dL ��-��مقدار اورة خون در يك فرد طبيعي . گرددبررسي مي

رود اما اين آزمون نادرست و منسوخ هنوز به عنوان شاخصي براي بيان مقدار اورة خون به كار مي) BUN(اگرچه نيتروژن اورة خون 

و براي تبديل نيتروژن اوره به اوره بايد مقدار  467/0بديل اوره به نيتروژن اوره بايد مقدار اوره را در با اين حال براي ت. باشدمي

  .ضرب كرد 14/2نيتروژن اوره را در 

  گيري اورة خون با روش برتلوتاندازه

گيري اورة خون به دو گروه زههاي انداروش .دگردمياستفاده خون وريدي بيمار ناشتا  از سرمگيري سطح گلوكز خون براي اندازه

استيل با اوره تركيب باشند كه طي آن ديهاي شيميائي بر اساس واكنش فيرون مياكثر روش. شوندشيميائي و آنزيمي تقسيم مي

  .شودگيري مينانومتر اندازه 540آورد كه جذب نوري آن در شده و مولكلول رنگي ديازين را به وجود مي

  .اندگيري آن بنا شدهآز و توليد يون آمونيوم و اندازهگيري اوره بر اساس هيدروليز اوره توسط آنزيم اورهاندازه هاي آنزيمي برايروش

  

. و واكنش بِرتلوُت استفاده كرد) به عنوان روش استاندارد(توان از واكنش آنزيم گلوتامات دهيدروژناز گيري يون آمونيوم ميبراي اندازه

كربوكسيل ايندوفنل تبديل يون آمونيوم در مجاورت اسيد ساليسيليك و هيپوكلريت سديم به تركيب سبز رنگ ديدر آزمايش برتلوت 

  .مقدار جذب نوري با غلظت اوره متناسب است. شودگيري مينانومتر اندازه 578- 630شده و جذب نوري آن در 

NH4
+ + Salicylic acid + NaOCl → Dicarboxyl indophenol 

و يك محلول استاندارد ) R3و  R1 ،R2(شود كه حاوي سه معرف اي استفاده ميگيري اوره به روش برتلوت از كيت آمادهدازهبراي ان

  .باشدمي mg/dL ��اوره با غلظت 
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  روش آزمايش

  آماده كنيد سرمسه لولة آزمايش براي بلانك، استاندارد و. 

 ميكروليتر معرف  20 درون هر يك از سه لولهR1 دبريزي. 

  اضافه كنيد سرمميكروليتر  10 سرمميكروليتر نمونة استاندارد و به لولة  10به لولة استاندارد.  

 ميكروليتر معرف  1000 به هر سه لولهR2 اضافه كنيد. 

 دقيقه در داخل حمام آب گرم  10ها را مخلوط كرده و به مدت لولهC° 37 قرار دهيد. 

  ميكروليتر معرف  1000به هر سه لولهR3 اضافه كنيد. 

 با بلانك صفر كنيد نانومتر تنظيم كرده و جذب نوري آن را 578نورسنج را روي طول موج دستگاه طيف. 

 را بخوانيدسرم هاي نوري استاندارد و جذب. 

 غلظت اوره را با فرمول زير محاسبه كنيد 

Urea (mg/dL) = (ASerum  AStandard)  60 
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  ينينگيري كراتاندازه

 كراتينين محصول شكست فسفات كراتين در عضلات است و معمولا متناسب با حجم عضلاني، با سرعت نسبتا ثابتي در بدن توليد 
شود و در آنجا توسط ها از جمله عضله و مغز منتقل ميكراتين در كبد به وجود آمده و از طريق جريان خون به ساير اندام .شودمي

درصد از كراتين  2تا  1روزانه حدود (طي اين واكنش مقداري كراتينين . گرددپرانرژي فسفوكراتين تبديل مي كراتين كيناز به تركيب
  .آيدبه صورت خود به خود به وجود مي) عضله

مقادير طبيعي . باشدها ميشود به همين دليل سطح خوني يا ادراري آن شاخصي براي عملكرد كليهها دفع ميكراتينين توسط كليه
  .ليتر براي زنان تعيين شده استگرم در دسيميلي 0/1تا  5/0ليتر براي مردان و گرم در دسيميلي 2/1تا  7/0كراتينين سرمي 

گيري كراتينين است و در آن كراتينين در مجاورت اسيد پيكريك در يك محيط قليائي به يك مجموعة واكنش ژافه اساس اندازه
  . باشدنانومتر با مقدار كراتينين متناسب مي 500نوري اين مجموعه در جذب . شودنارنجي رنگ تبديل مي

  

 �و يك محلول استاندارد با غلظت ) R2و  R1(شود كه حاوي دو معرف گيري كراتينين از يك كيت آماده استفاده ميبراي اندازه
  .و محلول آمادة كار ناميده شده است از قبل آماده شده 1به  4با نسبت  R2و  R1هاي معرف. ليتر استگرم در دسيميلي

  روش آزمايش

  آماده كنيد سرمسه لولة آزمايش براي بلانك، استاندارد و. 

 ليتر آب مقطر بريزيدميلي 2بلانك  لولة درون. 

  اضافه كنيد سرمميكروليتر  200 سرمميكروليتر نمونة استاندارد و به لولة  200به لولة استاندارد.  

 اضافه كنيدمحلول آمادة كار ليتر ميلي 2 سرمرد و هاي استاندابه لوله. 

 با بلانك صفر كنيد نانومتر تنظيم كرده و جذب نوري آن را 500نورسنج را روي طول موج دستگاه طيف. 

  ثانيه پس از اضافه كردن محلول آمادة كار بخوانيد 30را  سرمجذب نوري استاندارد و )A1( دقيقه صبر كرده و دوباره  2، سپس

 .)A2( را بخوانيد سرمذب نوري استاندارد و ج

  محاسبه كنيد  سرمتفاضل جذب نوري را براي استاندارد و)A = A2 – A1∆.( 

  را با فرمول زير محاسبه كنيد كراتينينغلظت 

Creatinine (mg/dL) = (∆ASample  ∆AStandard)  2 
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  گيري كلسترولاندازه

در خون توسط تركيباتي به نام ليپوپروتئين كربني است كه به دو شكل آزاد و استريفيه  27 كلسترول يك ليپيد حلقويِ غيراشباعِ

گليسيريد در بيروني و كلسترول، استر كلسترول و تري بخشدر   پروتئين و فسفوليپيد حاوي تركيبات ميسل مانندي كه ؛يابد انتقال مي

ليپوپروتئين بسيار كم  ها، شيلوميكرونشوند؛ ر گروه مختلف تقسيم ميخود هستند و بر اساس اندازه و اجزاء به چهاقسمت داخلي 

  ).HDL(ليپوپروتئين چگالي زياد  و) LDL(ليپوپروتئين كم چگالي  ،)VLDL(چگالي 

 .باشد مي HDLو  LDLة سازندليپيد كلسترول بيشترين  هستند در حاليكه گليسيريدداراي بيشترين تري VLDL ها و شيلوميكرون

تواند به ايجاد تصلب شراين و در نتيجه انفاركتوس قلبي، سكتة مغزي و بيماري عروق مي HDLو كاهش غلظت  LDLغلظت افزايش 

  .انجامدبيمحيطي 

را يك  VLDLجوئي، غلظت كلسترول معمولا براي صرفه. گويندكلسترول تام مي VLDLو  HDL ،LDLهاي به مجموع كلسترول

را با استفاده از فرمول فريدوالد  LDLكنند و غلظت گيري ميرا اندازه HDLغلظت كلسترول در نظر گرفته و فقط  HDLپنجم 

غلظت طبيعي كلسترول تام كمتر  ).تخميني LDL] = كلسترول تام[ –] HDLكلسترول [ –] تخميني VLDL([كنند محاسبه مي

  .اندتعيين شده ليترگرم در دسيميلي 130كمتر از  LDL-Cليتر و گرم در دسيميلي 200از 

. گردددرخواست مي Total Cholesterol, LDL-C, HDL-C, TGاي شامل گيري كلسترول معمولا به صورت مجموعهاندازه

  .شوداستفاده مي) ساعت 12به مدت (گيري كلسترول از نمونة سرم يا پلاسماي خون ناشتا براي اندازه

هاي گيري كلسترول وجود دارند ولي روشبوشارد براي اندازه-فسكي و ليبرمنهاي شيميائي متعددي مانند روش سالكوهر چند روش

  .تر هستندتر و حساسآنزيمي دقيق

  گيري كلسترول با روش كلسترول اكسيدازاندازه

ز به در اين روش ابتدا استرهاي كلسترول توسط آنزيم كلسترول استراز هيدروليز شده و كلسترول آزاد توسط آنزيم كلسترول اكسيدا

  .شوداون و آب اكسيژنه تبديل مي- 3- ان-4- كلُست

  

آورد كه مقدار ايمين را به وجود ميپيرين توسط آنزيم پراكسيداز، كمپلكس رنگي كينونآمينوآنتي- 4آب اكسيژنه در مجاورت فنل و 

  .نانومتر متناسب با غلظت كلسترول است 490- 510جذب نوري آن در طول موج 

 H2O2 + Phenol + 4-Aminoantipyrine   Quinoneimine + H2O 
Peroxidase 
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هاي سازنده خريداري شده و بر اساس در حال حاضر كلية تركيبات لازم براي اين آزمايش به صورت كيت آزمايشگاهي از شركت

غلظت كلسترول  كيت مورد استفاده در اين آزمايشگاه حاوي يك معرف و يك نمونة استاندارد با. روندالعمل سازنده به كار ميدستور

mg/dL 200 باشدمي.  

  آزمايش روش

  آماده كنيد سرمسه لولة آزمايش براي بلانك، استاندارد و.  

  بريزيد سرمميكروليتر  20 سرمميكروليتر نمونة استاندارد و به لولة  20به لولة استاندارد.  

 ميكروليتر معرف اضافه كنيد 2000 به هر سه لوله. 

 دقيقه در داخل حمام آب گرم  10ه مدت ها را مخلوط كرده و بلولهC° 37 قرار دهيد. 

 با بلانك صفر كنيد نانومتر تنظيم كرده و جذب نوري آن را 500نورسنج را روي طول موج دستگاه طيف. 

 را بخوانيد سرمهاي نوري استاندارد و جذب. 

 غلظت كلسترول را با فرمول زير محاسبه كنيد 

Total Cholesterol (mg/dL) = (ASerum  AStandard)  200 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



38 

 

 آمينازهاگيري ترانساندازه

هاي دخيل در انعقاد خون در پلاسما فعال هستند، اما برخي از آنها مانند ليپوپروتئين ليپاز و آنزيم .هاي متعددي استپلاسما حاوي آنزيم

توان از آنها به عنوان ابزارهاي تشخيصي سودمند استفاده شوند كه ميه ميها در پلاسما ديدها فقط هنگام نشت از بافتبسياري از آنزيم

گيري اندازه. دهدهاي بافت منشاء آنها به دست ميها اطلاعات ارزشمندي را در بارة بيماريگيري فعاليت پلاسمائي اين آنزيماندازه. كرد

  .گيري مستقيم غلظت پروتئين استتر از اندازهات بدن سادهگيري غلظت يا محصول آنها در مايعفعاليت آنزيم از طريق اندازه

دو . كنندكتو شركت مي-αهائي هستند كه در انتقال گروه آميني از يك اسيد آمينه به يك اسيد آنزيم :آمينازهاآمينوترانس

كه به ترتيب سرم گلوتاميك ) ALT( آمينازو آلانين ترانس) AST(آميناز آميناز معروف عبارت هستند از آسپارتات ترانسآمينوترانس

 .شودنيز ناميده مي) SGPT(آميناز و سرم گلوتاميك پيروويك ترانس) SGOT(آميناز اگزالواستيك ترانس

         

د در قلب و كب ASTفعاليت . هاي مختلف متفاوت استهاي بدن وجود دارند اما فعاليت آنها در بافتهرچند اين دو آنزيم در اكثر بافت

 ��و در زنان كمتر از  U/L ��سرمي در مردان كمتر از  ASTمقدار فعاليت طبيعي . ها استدر كبد بيشتر از بقية بافت ALTو 

U/L مقدار فعاليت طبيعي . باشدميALT  سرمي در مردان كمتر از�� U/L  و در زنان كمتر از�� U/L در آسيب . باشدمي

فقط كمي يا اصلا  ALTيابد اما افزايش مي ASTدر انفاركتوس ميوكارد . كمي بيشتر ALTما يابند اكبدي هر دو آنزيم افزايش مي

  .كندافزايش پيدا نمي

  ASTگيري روش اندازه

  ASTبا توجه به واكنش آنزيم . گيردسنجي رِيتمن و فرانكل انجام ميگيري اين آنزيم به روش رنگاندازه

L-Aspartate + α-Ketoglutarate → Oxaloacetate + L-Glutamate 

هيدرازين به واكنش نيتروفنيلدي- 2،4افزودن . شودكتوگلوتارات به عنوان سوبستراهاي آنزيم استفاده مي- αاز دو تركيب آسپارتات و 

 .گرددگيري مينانومتر اندازه 505آورد كه جذب آن در طول موج اي به وجود ميفوق يك مجموعة قرمز قهوه

 روش آزمايش

 ر لولة آزمايش براي بلانك معرف چها)RB(بلانك سرم ، )SB( استاندارد ،)S ( سرم و)T (آماده كنيد.  

 ميكروليتر معرف  500ها درون تمامي لولهA بريزيد.  
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  ميكروليتر معرف  100به لولة استانداردD اضافه كنيد.  

  ميكروليتر معرف  100به لولة بلانك معرفE اضافه كنيد. 

 دقيقه در داخل حمام آب گرم  5 ها را به مدتلولهC° 37 قرار دهيد. 

  ميكروليتر سرم اضافه نماييد 100 سرمبه لولة. 

 دقيقه در داخل حمام آب گرم  30ها را به مدت لولهC° 37 قرار دهيد. 

 ميكروليتر معرف  500ها به درون همة لولهC اضافه كنيد. 

  ميكروليتر سرم اضافه كنيد 100به لولة بلانك سرم. 

 دقيقه در دماي اطاق نگه داريد 10ها را به مدت ولهل. 

 ليتر سود بريزيدميلي 5ها درون همة لوله. 

 دقيقه صبر كنيد 5ها را به آرامي هم زده و لوله. 

 نانومتر تنظيم كرده و جذب نوري آن را با استفاده از آب مقطر صفر كنيد 505نورسنج را روي طول موج دستگاه طيف. 

 هر چهار لوله را بخوانيدهاي نوري جذب. 

  درصد نسبت تفاضل جذب نوريAST و استاندارد را با فرمول زير محاسبه كنيد سرم 

AST% = (ASerum – ABlank Serum)/(AStandard – ABlank Reagent)  100 

 المللي با استفاده از منحني استاندارد، فعاليت آنزيم را با واحد بين)IU (به دست آوريد. 
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  پلاسما هايئينپروت

شود كه در شرايط هاي قرمز و سفيد گفته ميها، گلبولهاي موجود در خون پس از جدا كردن پلاكتهاي پلاسما به پروتئينپروتئين

ها انواع و عملكردهاي مختلفي دارند از جمله انتقال اين پروتئين. دهنداز حجم پلاسما را به خود اختصاص مي% 7طبيعي حدود 

  .ها و فلزات در جريان خون، تنظيم فعاليت غيرسلولي، نقش در سيستم ايمني و فعاليت كاتاليتيكها، ويتامينهورمون ليپيدها،

هاي كه مهمترين عامل ايجاد فشار اسمزي پلاسما بوده و در انتقال ليپيدها و هورمون%) 55(ترين پروتئين پلاسما است آلبومين فراوان

ها و ليپيدهاي دخيل در ها، هورموناند كه يونها به وجود آمدهگلوبولين هاي پلاسما ازاز پروتئين% 38حدود . استروئيدي نقش دارد

هاي انعقادي بوده و با دهد كه جزو پروتئينهاي پلاسما را تشكيل مياز پروتئين% 7فيبرينوژن . كنندعملكرد ايمني را منتقل مي

هاي شامل پروتئين%) 1(هاي پلاسما بقية پروتيئن. فيبرينوژن در سرم خون وجود ندارد .گرددتبديل به فيبرين باعث ايجاد لخته مي

  .شوندهاي خون در كبد توليد ميها، ساير پروتئينبه استثناء گاما گلوبولين. ها هستندها و هورمونآنزيمها، پيشتنظيمي براي آنزيم

گيري يك پروتئين خاص معمولا پيش از اندازه. شي از شرايط باليني فرد باشدتواند ناهاي پلاسما ميافزايش يا كاهش غلظت پروتئين

غلظت طبيعي پروتئين تام سرم . شودگيري ميگيرد، مقدار پروتئين تام و آلبومين پلاسما يا سرم اندازهكه با روش الكتروفورز انجام مي

g/dl 3/8 -4/6 حدود  است و در پلاسماg/dl 4/0 -2/0 شود مي وتئين پلاسما هيپوپروتئينمي گفتهبه كاهش غلظت پر. يابدافزايش مي

هيپرپروتئينمي يا . شودكه در سندرم نفروتيك، سيروز كبدي، خونريزي داخلي، سوختگي، اختلالات گوارشي و سوءتغذيه ديده مي

يا ) از اسهال و استفراغ شديد ناشي(تواند به دنبال دهيدراتاسيون شديد افزايش غلظت پروتئين پلاسما شيوع كمتري داشته و مي

  .به وجود آيد) هامانند ايمونوگلوبولين(هاي اختصاصي سرم افزايش پروتئين

  گيري پروتئين تام سرماندازه

هاي هاي مس دوظرفيتي در يك محيط قليائي، به اتمدر اين آزمايش يون. گيري پروتئين تام سرم روش بيوره استروش مرسوم اندازه

نانومتر بيشترين جذب نوري را  546كنند كه در طول موج دهاي پپتيدي وصل شده و كمپلكس بنفش رنگ ايجاد ميدخيل در پيون

  .آوردبه وجود مي كمپلكس بنفشهاي مس دوظرفيتي ها در مجاورت يونمولكلول بيوره نيز همانند پروتئين. دارد

  

كيت آماده حاوي يك معرف و يك محلول استاندارد با غلظت پروتئين  از يك گاهدر اين آزمايشگيري پروتئين تام سرم براي اندازه

g/dl 0/6 شوداستفاده مي.  
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  آزمايش روش

 سه لولة آزمايش براي بلانك، استاندارد و سرم آماده كنيد.  

  ميكروليتر نمونة سرم بريزيد 20ميكروليتر نمونة استاندارد و به لولة سرم  20به لولة استاندارد.  

 ميكروليتر معرف اضافه كنيد 2000ه به هر سه لول. 

 دقيقه در داخل حمام آب گرم  10ها را مخلوط كرده و به مدت لولهC° 37 قرار دهيد. 

 با بلانك صفر كنيد نانومتر تنظيم كرده و جذب نوري آن را 546نورسنج را روي طول موج دستگاه طيف. 

 را بخوانيد سرمهاي نوري استاندارد و جذب. 

 تام سرم را با فرمول زير محاسبه كنيد غلظت پروتئين 

Total protein (mg/dL) = (ASerum  AStandard)  6 
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  آلكالين فسفاتاز

ها از جمله هاي فسفات از بسياري از انواع مولكوليك آنزيم هيدرولاز است كه مسئول برداشت گروه) ALP ،ALKP(آلكالين فسفاتاز 

  .شود، آلكالين فسفاتاز در شرايط قليائي كارآمدتر استآنگونه كه از نام آنزيم مشخص مي. باشدها ميو پروتئيننوكلئوتيدها 

آلكالين فسفاتاز سه ايزوآنزيم . هاي انسان به ويژه كبد، مجراي صفراوي، كليه، استخوان و جفت وجود دارداين آنزيم در بسياري از بافت

تا  20محدودة فعاليت طبيعي آلكالين فسفاتاز . در جفت ALPPدر كبد، استخوان و كليه و  ALPLدر روده،  ALPIمختلف دارد؛ 

مقدار آن در . يابداست كه در كودكان و زنان باردار ميزان آن به صورت چشمگيري افزايش مي) IU/L(المللي در ليتر واحد بين 140

  .رودبالا مي) در بيماري پاژه مثلا(انسداد مجاري صفراوي و نيز طي تشكيل فعال استخوان 

  عاليت آلكالين فسفاتازاندازه گيري ف

ها تفاوت اصلي در اين روش. هاي مختلفي ابداع شده استگيري آن روشچون اين آنزيم يك سوبستراي اختصاصي ندارد بنابراين براي اندازه

  .گرددفسفات به عنوان سوبسترا استفاده ميز پارانيتروفنيلها ادر اكثر اين روش. باشدمي محيط pHدر نوع و غلظت سوبسترا، بافر و 

p-Nitrophenylphosphate + Buffer → Phosphate + p-Nitrophenole 

شود كه بافر مورد استفاده در آن حاوي    گيري فعاليت آلكالين فسفاتاز در اين آزمايشگاه از يك كيت آماده استفاده ميبراي اندازه

و  1به  4است كه با نسبت  R2و  R1همچنين اين كيت حاوي دو معرف . به عنوان گيرندة گروه فسفات است) DEA(آمين اتانولدي

  .با عنوان محلول آمادة كار از قبل آماده شده است

  روش آزمايش

 دو لولة آزمايش براي بلانك سرم )SB( و سرم ،)T( آماده كنيد.  

  بريزيدار ميكروليتر محلول آمادة ك 500درون هر دو لوله. 

 دقيقه در داخل حمام آب گرم  5ها را به مدت لولهC° 37 قرار دهيد. 

  ميكروليتر سرم اضافه نماييد 20به لولة سرم. 

  دقيقه در داخل حمام آب گرم  15لوله را هم زده و به مدتC° 37 قرار دهيد. 

  تا واكنش را متوقف كنيد(ليتر سود بريزيد ميلي 5درون هر دو لوله.( 

 ميكروليتر سرم اضافه كنيد 20ولة بلانك سرم به ل. 

 نانومتر صفر كنيد 405نورسنج را با آب مقطر در جذب نوري دستگاه طيف. 

 هر دو لوله را هم زده و جذب نوري آنها را بخوانيد. 

 ميزان فعاليت آنزيم آلكالين فسفاتاز را با استفاده از فرمول زير محاسبه كنيد 

ALP activity (IU/L) = (ASerum – ABlank Serum)  1000 
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  روبينبيلي

. كاتالاز وجود دارد هموگلوبين، ميوگلوبين، سيتوكروم وها از جمله پروتئينمهم در ه. روبين محصول زردرنگ كاتابوليسم هم استبيلي

شود و مقادير را و ادرار دفع ميروبين از طريق صفبيلي. گيردروبين از هموگلوبين منشا ميدرصد از توليد روازنة بيلي 80- 85حدود 

اي مدفوع و تغيير رنگي كه در يرقان به ها، بخشي از رنگ ادرار، رنگ قهوهزردي ناشي از كوفتگي. بالاي آن نشان دهندة بيماري است

  .استروبين يا مشتقات آن آيد ناشي از بيليوجود مي

در هم اين چهار حلقه به . به وجود آمده است) تتراپيرول(پيرول قة شبهروبين از يك زنجير باز شامل چهار حلاز لحاظ شيميايي بيلي

  .آورندشوند و يك حلقة پورفيرين بزرگتر را به وجود ميهم وصل مي

   شود، گلوبين آن به اسيدهاي آمينه تجزيه هموگلوبين آزاد مي. شوندهاي قرمز توسط طحال برداشته ميپس از اتمام عمر، گلبول

روبين غيركنژوگه در آب بيلي. شودتبديل مي )غيرمستقيم(روبين غيركنژوگه بيليهاي طحال به و هم توسط منوسيتگردد مي

روبين كنژوگه بيلي(شود كنژوگه مي اسيد گلوكورونيكگردد و در آنجا با نامحلول است، بنابراين با اتصال به آلبومين به كبد منتقل مي

هاي رودة بزرگ به بخشي از آن توسط باكتري. شوددر آب است و از طريق صفرا وارد روده مياين تركيب محلول ). يا مستقيم

  .گرددشود و از طريق ادرار دفع ميگردد كه مقدار اندكي از آن جذب مياوروبيلينوژن تبديل مي

 340مول در ليتر و در نوزادان ميكرو 17گويند كه در مورد بزرگسالان مي روبينميهيپربيليروبين به افزايش سطح خوني بيلي

روبينمي انواع مختلفي دارد كه آنها را به صورت روبين، هيپربيليبا توجه به متابوليسم پيچيدة بيلي. ميكرومول در ليتر ذكر شده است

مانند ( كبديپسو ) روبينمي كنژوگههيپربيلي مانند هپاتيت، سيروز؛( كبدي، )روبينمي غيركنژوگهمانند هموليز؛ هيپربيلي( كبديپيش

  .كنندبندي ميتقسيم) روبينمي كنژوگههيپربيلي انسداد صفراوي؛

جذب نوري رنگ . است روبينآزوبيليو توليد رنگ  ازتهاسيد سولفانيليك ديروبين استفاده از گيري بيليترين روش اندازهمتداول

روبين و بيلي) روبين مستقيم و غيرمستقيمشامل بيلي(روبين تام در آزمايشگاه، بيلي .شودگيري مينانومتر اندازه 546حاصل در 

روبين گيري بيليروبين مستقيم افزودن اسيد سولفانيليك كافي است، اما اندازهگيري بيليبراي اندازه .شوندگيري ميمستقيم اندازه

و يك محلول  R2و  R1حاوي دو معرف روبين گيري بيليكيت اندازه. نياز به يك تسريع كننده دارد) غيركنژوگه(غيرمستقيم 

  .ليتر استگرم در دسيميلي 20استاندارد با غلظت 

  روش آزمايش

 سه لولة آزمايش براي بلانك، استاندارد و سرم آماده كنيد.  

  ميكروليتر نمونة سرم بريزيد 150ميكروليتر نمونة استاندارد و به لولة سرم  150به لولة استاندارد.  

 ميكروليتر معرف  2000له به هر سه لوR1 اضافه كنيد. 

 دقيقه در داخل حمام آب گرم  5ها را هم بزنيد و به مدت لولهC° 37 قرار دهيد. 
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 با بلانك صفر كنيد نانومتر تنظيم كرده و جذب نوري آن را 546نورسنج را روي طول موج دستگاه طيف. 

 را بخوانيد  سرمهاي نوري اول استاندارد و جذب)A1.( 

 ميكروليتر معرف  500هر سه لوله  بهR2 اضافه كنيد. 

 دقيقه در داخل حمام آب گرم  5ها را هم بزنيد و به مدت لولهC° 37 قرار دهيد. 

 را بخوانيد  سرمهاي نوري دوم استاندارد و جذب)A2.( 

  محاسبه كنيد  سرمتفاضل جذب نوري را براي استاندارد و)A = A2 – A1∆.( 

 را با فرمول زير محاسبه كنيد روبين سرمغلظت بيلي. 

Bilirubin (mg/dL) = (∆ASample  ∆AStandard)  20 
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  الكتروفورز

ها به سمت قطب كاتد و كاتيون. گويندبه حركت ذرات باردار از ميان الكتروليتي كه تحت تاثير ميدان الكتريكي است الكتروفورز مي
 هاي مختلف از ميان الكتروليت حركت توان تركيباتي را كه با سرعتبا اين فناوري مي. كنندحركت ميها به سمت قطب آند آنيون
 .رودها، پپتيدها و اسيدهاي نوكلئيك به كار ميهاي زيستي به ويژه جداسازي پروتئينالكتروفورز معمولا در بررسي. كنند جدا كردمي

  

قدرت ميدان ، محيط pH، شكل ذرهو  جرم، بار خالص ذرهبه عوامل زير بستگي دارد؛  شو در ميدان الكتريكيسرعت مهاجرت يك حل
  .حرارتو  هاي بستر پشتيبانويژگي، الكتريكي

  تحرك الكتروفورزي) مترولت بر سانتي(به ازاي هر واحد قدرت ميدان ) متر بر ثانيهسانتي(شو طبق تعريف به سرعت مهاجرت حل
شو و شعاع يوني حل rبار خالص يون،  Qحركت الكتروفورزي،  دهند كه در آن نشان مي  = Q/6rت گويند و آن را به صورمي
  حركت الكتروفورزي به طور مستقيم با بار خالص و به طور معكوس با اندازة مولكولي و گرانروي . بستر هستند) ويسكوزيتة(گرانروي

  .گذاردر بر مقدار و نوع بار الكتريكي بر حركت تاثير ميمحلول با تاثي pH. بستر الكتروفورز ارتباط دارد
هاي مناسبي براي الكتروفورز هاي باردار مولكولها، اسيدهاي نوكلئيك، نوكلئوتيدها و اسيدهاي آمينه به دليل وجود گروهپروتئين
ليپيدها . شوندصل و سپس الكتروفورز ميهاي بورات و سولفيت متها كه فاقد بار الكتريكي هستند ابتدا به يونكربوهيدرات. هستند

  .گرهاي قطبي است كه ليپيدها در آنها نامحلول هستندقابل الكتروفورز شدن نيستند زيرا جريان الكتروفورز نيازمند حل
منبع شوند، كه از پلاتين يا كربن ساخته مي الكترودها، بافربراي نگه داشتن بافر،  مخزندستگاه الكتروفورز شامل اجزاء زير است؛ 

 .بستر پشتيبانو  تغذيه

  
  .شوداي كه بايد جدا شود بستگي دارد، در ضمن الكتريسيته با جريان و سرعت ثابتي اعمال ميانتخاب بافر به ماهيت ماده

ن بستر پشيبان از مواد زير به عنوا .گيرد يا مستقيما و يا از طريق فتيله با بافر در تماس استبستري كه الكتروفورز بر آن انجام مي
  آميدآكريلشود؛ كاغذ صافي، غشاء استات سلولز، آگار يا ژل آگاروز، ژل نشاسته و ژل پليبراي الكتروفورز استفاده مي

 الكتروفورز كاغذي
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ازي از نوار در. رودها، اسيدهاي آمينه و اليگوپپتيدها به كار ميبستر پشتيبان يك كاغذ صافي است و معمولا براي جداسازي پروتئين
دو . گيردشود و نمونه به صورت عرضي در بخش مركزي نوار قرار ميدلخواه خيسانده مي pHكاغذ صافي با محلول بافر مناسب و 

ميدان الكتريكي با قدرت . گيرنداند و به الكترودها وصل هستند قرار ميانتهاي نوار در عمق محلول بافري كه در دو تشتك ريخته شده
ذرات باردار نمونه متناسب با بار خالص، اندازه و تعامل با ماتريكس جامد، در طول نوار به سمت . شودمتر اعمال مينتيولت بر   سا 20

الكتروفورز به . كنندهاي ذرات همگن به صورت يك باند جداگانه مهاجرت ميگروه .كنندالكترودهاي مربوطه با بار مخالف حركت مي
هايي مانند استون و متانول بر يك پشتيبان جامد هاي جدا شده با استفاده از ثابت كنندهپروتئين. دگيرساعت انجام مي 16- 18مدت 

. شوندهاي جدا شده به صورت باندهاي جداگانه ظاهر ميپروتئين. شوند تا قابل مشاهده گردندها رنگ ميپروتئين. گردندثابت مي
  .اشكال اين روش زمان طولاني آن است

  

  ز غشاء استات سلولزيالكتروفور
توان العاده است، ميشود، زمان اتلاف كمتري دارد، جداسازي آن فوقاين بستر پشتيبان نسبت به بقية بسترهاي جامد ترجيح داده مي

  .روديها و انواع هموگوبين به كار مها، ايزوآنزيمغشاها را براي مدت طولاني نگه داشت، به طور متداول براي جداسازي ليپوپروتئين

  ژل الكتروفورز
در اكثر موارد ژل يك پليمر . شودهاي هدف به كار برده ميشود كه براي نگهداري و سپس جداسازي مولكولژل به ماتريكسي گفته مي

آميد، آگاروز يا آكريلژل از جنس پلي. شوددرهم تنيده است كه تركيب و تخلل آن بر اساس وزن مخصوص و مولكول هدف تنظيم مي
  .استه استنش

  الكتروفورز ژل آگاروز
روند و همانند اكثر هاي پروتئيني همچنين اسيدهاي نوكلئيك به كار ميآگاروز براي جداسازي انواع مختلف مخلوط الكتروفورز ژل

-D( آرابينوز ساكاريدساكاريدي خطي است كه از تكرارهاي ديآگاروز يك پليمر پلي. گيردانواع الكتروفورز به صورت افقي انجام مي
آگاروز يكي از دو تركيب اصلي آگار است و از تخليص آگار به دست . به وجود آمده است) گالاكتوپيرانوز- L-آنهيدرو-3،6گالاكتوز و 

اي از مجموعه(ها وجود دارد و مخلوطي از آگاروز و آگاروپكتين آگار يك مادة ژلاتيني است كه در ديوارة سلولي برخي از جلبك. آيدمي
  .است) هاي كوچكمولكول
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متناسب با نوع ژلي كه بايد تهيه گردد، و به . شودرود و به صورت پودر سفيد عرضه ميترين بستري است كه به كار ميآگاروز متداول
. دگردحل مي TBEيا  TAE، مقدار مشخصي پودر آگاروز در يك بافر مناسب مانند )درصد 2مثلا آگاروز (شود صورت درصد بيان مي

شود، و پس از كمي سرد شدن درون قالب حرارت داده مي) از جوشاندن اجتناب شود(سپس محلول تا دماي نزديك به جوش 
هايي كه بايد نمونة مورد آزمايش درون آنها قرار گيرد استفاده اي به اسم شانه براي ايجاد چاهكاز وسيله. شودمخصوصي ريخته مي

هاي مورد آزمايش در ادامه نمونه. پوشاننددهند و سطح آن را با بافر ميا درون مخزن بافر قرار ميپس از سفت شدن ژل آن ر. شودمي
  .دقيقه است 90معمولا زمان الكتروفورز حدود . شودشوند و جريان برق برقرار ميها ريخته ميتوسط ميكروپيپت درون چاهك

  

  )PAGE(آميد آكريلالكتروفورز ژل پلي
شود و برخلاف انواع ديگر الكتروفورز به صورت ها و اسيدهاي نوكلئيك استفاده ميتروفورز براي جداسازي پروتئيناز اين نوع الك

گر كند و يا يك واسرشتمانند اكثر انواع ژل الكتروفورز، مولكول مورد بررسي پيكربندي بومي خود را حفظ مي. گيردعمودي انجام مي
هاي از سديم براي اسيدهاي نوكلئيك از اوره و براي پروتئين. شكل درآوردن را به حالت خطي بيشود تا آشيميايي به ژل اضافه مي

. وجود دارد؛ بومي و واسرشتي PAGEبر اين اساس دو نوع . شودگر استفاده ميبه عنوان عوامل واسرشت) SDS(دودسيل سولفات 
  .ها است و در نوع واسرشتي بر اساس طول و نسبت جرم به بارولدر نوع بومي، جداسازي بر اساس بار، اندازه و شكل ماكرومولك

. شودتنظيم شده تهيه مي pHو يك بافر با ) در صورت نياز(گر آميد، مادة واسرشتآكريلآميد، بيسآميد معمولا از آكريلآكريلژل پلي
آميد با آكريلبيس. شودرسولفات به محلول اضافه ميهاي آزاد و يك پايدار كننده مانند آمونيوم پِبراي شروع پليمريزاسيون راديكال

- آكريلبسته به اهداف مورد نظر، نسبت بيس. كندآميد ساختار آن را متخلخل ميآكريلهاي پليايجاد پيوندهاي متقاطع بين مولكول

ن هنگام پليمريزاسيون ژل بايد از در ضم. تفاوت دارند) درصد 25تا  5(آميد و غلظت آكريل) 35به  1معمولا (آميد آميد به آكريل
  .كنندهاي هوا جلوگيري كرد كه براي اين كار ژل را با خلاء گاززدايي ميايجاد حباب
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. ها را به وجود آوردگيرد تا چاهكريزند و يك شانه در بالاي قالب قرار ميپس از آماده شدن ژل آن را در يك قالب ميان دو شيشه مي

توانند شوند و بافرهاي آند و كاتد مياستفاده مي PAGEبافرهاي مختلفي براي . گيردن بافر قرار ميسپس كاست ژل درون مخز
  .گرددشوند و در نهايت ميدان الكتريكي اعمال ميها ريخته ميها توسط ميكروپيپت درون چاهكنمونه. يكسان و يا متفاوت باشند

  
از ) پروتئين يا اسيدهاي نوكلئيك(هاي مورد بررسي آيد، ژلي است كه در آن نمونهآنچه كه در انتهاي يك ژل الكتروفورز به دست مي

هاي مختلف براي مشاهدة اين باندها از رنگ. اند كه قابل مشاهده نيستنداند و به صورت باندهايي در طول ژل قرار گرفتههم جدا شده
زاي اتيديوم برومايد مشاهدة اسيدهاي نوكلئيك از تركيب سمي و سرطان به عنوان مثال در الكتروفورز ژل آگاروز براي. شوداستفاده مي
ها توان پروتئينآميد ميآكريلو يا در الكتروفورز ژل پلي. درخشدمي UVشده و زير نور  DNAشود كه وارد شيار بزرگ استفاده مي

  .آميزي استفاده كردرا با نقره   رنگ

                                 
  آميزي نقرهآميد با رنگآكريلژل پلي             آميزي اتيديوم برومايدژل آگاروز با رنگ                

  
  )فليم فتومتري(نورسنجي شعله 
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اتمي است كه در شيمي تجزية ) اسپكتروسكوپي(بيني اي از طيفشاخه) فوتوالكتريك فليم فوتومتري(نورسنجي فوتوالكتريك شعله 
اين فناوري بر اين . رودبه كار مي... هاي فلزي مانند سديم، پتاسيم، ليتيوم، كلسيم، سزيوم و ين غلظت برخي از يونمعدني براي تعي

  .اساس ابداع شده است كه اشعة ساتع شده از شعله به ويژگي عنصر موجود در آن بستگي دارد
  .چرخندهستند و در آن دور هستة اتم مي ساكن هاي انرژيلايهمركزي به نام هاي همها در كرههاي اتمالكترون

  

-عدد كوانتوميِ نزديك.... ، 3، 2، 1هميشه يك عدد صحيح است،  nمقدار . شودنشان داده مي nهر لايه يك عدد كوانتومي دارد كه با 

به حالتي كه يك . تتر استر باشد، انرژي الكترون كمتر و الكترون به هسته نزديكهرچه عدد كوچك. است 1ترين لايه به هسته 
در . اندها قرار گرفتهها با حداقل انرژي در لايهتمامي الكترون. گويندمي حالت پايهكمترين انرژي را داشته باشد ) در اينجا اتم(سامانه 

حالت برانگيخته . رودمي حالت برانگيختهصورتي كه به اتمي انرژي اعمال شود، يك الكترون از حالت پاية خود به لاية انرژي بالاتر يا 
هاي ماده را از حالت پايه به حالت برانگيخته افزودن انرژي الكترون. بيشتر و در نتيجه انرژي بالاتري دارد و كمتر پايدار است nعدد 
گرما، نور (ها انرژي را كه جذب كرده بودند به شكل اشعة الكترومغناطيس با بازگشت از حالت برانگيخته به حالت پايه، الكترون. بردمي

  .كنندساتع مي) و غيره
-سنجي شعله اين است كه گونهاساس طيف. مورد استفاده در طيف به شكل اتم هستند) هاي فلزييون(هاي در نورسنجي شعله گونه

روند كه مي به دليل انرژي حرارتيِ ناشي از شعله به سطح انرژي بالاتري) 2گروه (و فلزات قليايي خاكي ) 1گروه (هاي فلزات قليايي 
در . گيري كردها را اندازههاي جذب مستقيم، جذب نور ناشي از تحريك الكترونتوان با استفاده از فناوريمي. در آن پايدار نيستند

توان آن را در بخش كند كه ميگرداند و كمي اشعه منتشر ميانرژي بازميهاي تحريك شده را به وضعيت كمادامه، كاهش انرژي اتم
  .طول موج نور منتشر شده براي هر عنصر خاص است. طيف مشاهده كرد مرئي

  
  

  قطعات يك نورسنج شعله
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نورسنجي شعله از . توان آن را در يك شكل ثابت و در دماي ثابت نگه داشتكند و ميچراغي است كه شعله را توليد مي :منبع شعله. 1
دماي شعله به نسبت سوخت . كنداستفاده مي) N2O(، اكسيژن يا اكسيد نيترو ها مانند گاز و اكسيدگرهايي مانند هواانواعي از سوخت

  .به اكسيدگر بستگي دارد
  .كندبه انتقال محلولِ همگن ماده به شعله با يك نرخ ثابت كمك مي :و محفظة اختلاط) نبولايزر(ساز مه. 2
آينة محدب به انتقال نور منتشر شده . حدب، عدسي و صافيآينة م: سامانة نوري شامل سه قطعه است ):صافي نوري(سامانة نوري . 3

هاي آينه از بازتاب. نمايداي به نام شكاف متمركز ميعدسي محدب نور را بر نقطه. كندها بر عدسي كمك ميها و تمركز تابشاز اتم
هاي خارجي گيري شود از ساير تابشندازهتوان طول موجي را كه بايد ابه اين ترتيب مي. رسندها ميكنند و به صافيشكاف عبور مي

  .كردجدا مي
علائم الكتريكي توليد شده با . كندگيري مياين قطعه نور منتشر شده را شناسايي و شدت اشعة تابيده شده از شعله را اندازه :نورياب. 4

  .شدت نور رابطة مستقيم دارند
  .شودر ديده ميالگويي از قطعات تشكيل دهندة يك نورسنج شعله در شكل زي

  

  روش كار
شود و پس از آن به محلولِ تركيب مورد آزمايش به درون اجاق مكيده مي عملكرد يك نورسنج شعله شامل مراحل مختلفي است؛ ابتدا

هاي يون .كندهاي گازي توليد ميكند و يونگر را بخار ميشعله ذرات فلز را دهيدارته و حل. شودصورت ذرات ريز به شعله افشانده مي
ها و هستة اتم باعث جذب مقدار نيروي الكترواستاتيك جاذبه بين الكترون. شوندهاي فلزي احياء ميفلزي توسط حرارت به اتم

با توجه به اينكه حالت بالاي انرژي ناپايدار . جهندها برانگيخته شده و به حالت بالاتري از انرژي ميسپس اتم. شودمشخصي انرژي مي
شدت نور منتشر شده با غلظت . كنندگردند و در اين زمان اشعة عنصر مشخص را منتشر ميها به حالت كم انرژي بازمياست، اتم

  . عنصر ارتباط دارد
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به بررسي كمي فلز مورد نظر در ) رسم منحني كاليبراسيون(هاي استاندارد هاي نامعلوم با شدت نور محلولمقايسة شدت نورهاي نمونه
  .كندنه كمك ميمحلول نمو

  .هاي فلزات قليايي و قليايي خاكي در جدول زير نشان داده شده استطول موج و رنگ خاص تابش

  

  نام عنصر
طول موج ساتع 

  )نانومتر(شده 
  رنگ شعله

بنفش  K(  766(پتاسيم 
             

قرمز  Li(  670(ليتيوم 
               

نارنجي  Ca(  622(كلسيم 
             

زرد  Na(  589(سديم 
                 

سبز ليمويي       Ba(  554(باريم 
  

 


