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 کروماتوگرافی  

توانست رنگدانه های گیاهی را که جذب متفاوتی  او. شد نامگذاری و ابداع تسوت میخائیل به وسیله ۱۹۰۳کروماتوگرافی در سال 

 نمونهیک اجزاء  ،در این تکنیکنماید. بصورت باندهای رنگی از یکدیگر تفکیک  ،کربنات کلسیم داشتند حاوی ستون نسبت به

در این فرایند، فاز متحرک از  بین فازهای ثابت و متحرک از یکدیگر جدا می شوند. متفاوت شان بر اساس توزیع مخلوط

 نیبرای مدت طولا ،برای فاز ثابت دارند لابا تمایلمی نماید. موادی که  که حاوی فاز ثابت است، عبور ، لایه یا ستونمیان یک بستر

، انتهاو سریع تر حرکت می کنند. در  تری در فاز ثابت باقی می مانند و مواد با تمایل پایین، عمدتا در فاز متحرک قرار می گیرند

 از طریق تغییر ماهیت فیزیکی یا شیمیایی فاز متحرک از فاز ثابت جدا می شوند. چسبیده اند، با اتصال قوی به فاز ثابت ی کهمواد

 

 

 

 

 

 

 



@drjafarnezhad 
 

 pg. 2                                                           031-37138آزمایشگاه تشخیص طبی و پاتوبیولوژی میلاد اصفهان     

 کروماتوگرافی یک روش جداسازی قدرتمند است 

           نشان HPLCثانیه توسط  7۰داروی بنزودیازپین با ساختار بسیار مشابه را در مدت  8جداسازی مخلوطی از  کروماتوگرام زیر

اختصاصی  (Elution time)کروماتوگرام دارای اطلاعات کیفی و کمی است. هر ماده ای در مخلوط دارای زمان شستشوی  می دهد.

 است و مساحت و ارتفاع هر پیک با مقدار آن ماده متناسب است.
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 روماتوگرام ک

 .نشان می دهد یا حجم شستشو نموداری است که پاسخ دتکتور را بعنوان تابعی از زمان شستشو

 

  Vr یا (retention volume)حجم بقا 

 .شودی ستون جمع م ریز ظرفنمونه تا خروج جز مورد نظر از ستون در  قیتزر یکه از ابتدا )فاز متحرک( حجم محلول شستشو

 .تر است آن ساده یریگ که اندازه شود یستفاده ما (tr) اغلب از زمان بقا حجم بقا یبجا

Vr = Flow. tr 

 (Rs) فکیکت

متفاوتی بوده و پهنای باند به  (elution times) شستشوی های دارای زمان معیاری از جداسازی موفقیت آمیز است که دو پیک

 .ای باریک باشد که هم پوشانی پیک ها را به حداقل برساند اندازه
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جداسازی  25/۱از  لاتربا Rs جداسازی بطور ناقص انجام گرفته است، درباشد نشان می دهد که  8/۰کمتر از  Rs ارزشاگر  ❖

 .پیک ها از یکدیگر رخ می دهد

 

 قدرت تفکیک عوامل موثر در 

 

 . دیآ یم بدست (α) ستون نشیگز تیقابل و (N) ستون ییکارا، k)ʹ( فاکتور بقا ستوندر  رییتغ قیاز طر sR بهبود
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❖ kʹ .مستقیما به قدرت برهمکنش آنالیت ها با فازهای ثابت و متحرک وابسته است 

❖ kʹ ،متحرک و دمای ستون می باشد. فاز تابعی از خصوصیات فیزیکوشیمیایی آنالیت، فاز ثابت 

 بزرگتر خواهد بود. ʹkهر چه زمان ماندن آنالیت در ستون بیشتر باشد،  ❖

، آنالیت خیلی سریع از ستون خارج  می شود 2کمتر از  kʹدر )ترکیب فاز متحرک ثابت باشد(،  Isocraticدر یک سیستم  ❖

 2در محدوده  ʹkبسیار بزرگ موجب پهن شدن پیک ها می شود. در عمل  ʹkو قدرت تفکیک ضعیف می باشد. همچنین 

 مناسب است. ۹الی 

❖ kʹ مستقل از طول ستون و سرعت جریان فاز متحرک        در مقایسه نتایج حاصل از سیستم های مختلف مفید است زیرا

 می باشد.

 یا قدرت یونی است. pHراحت ترین کار برای تغییر فاکتور بقا آنالیت ها، دست کاری ترکیب فاز متحرک نظیر قطبیت،  ❖

، با کاهش جزء آلی فاز متحرک زمان )فاز ثابت حاوی گروه های آبگریز است( بعنوان مثال در کروماتوگرافی با فاز معکوس

در تصویر پایین با کاهش درصد استونیتریل و افزایش جزء قطبی فاز متحرک ماندگاری آنالیت در ستون طولانی می شود. 

یعنی آب فاکتور بقا بهبود می یابد. همچنین آنالیت هایی که باردار هستند، در ستون با فاز معکوس ماندگاری کوتاهی 

 . و بقا را افزایش داد فاز متحرک می توان آنالیت را در شکل غیر یونی قرار داد pHبا تغییر دارند ولی 
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، ماهیت فیزیکوشیمیایی فاز GCو  HPLC، قدرت یونی و قطبیت حلال، دمای ستون در pHترکیب فاز متحرک نظیر  ❖

 هستند. Selectivityثابت و خصوصیات شیمیایی فاز متحرک از عوامل موثر در 
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 انواع کروماتوگرافی

 (Partition) روماتوگرافی تقسیمیک

یکی از این دو مایع، بعنوان  اساس جداسازی در کروماتوگرافی تقسیمی است. ،اختلاطمتفاوت آنالیت ها بین دو مایع غیر قابل توزیع 

در  لافاز مایع بر روی سطح جامد جذب می شود. جداسازی بر اساس اخت ینازک لایهفاز ثابت عمل می کند. برای تهیه این فاز، 

نیز می نامند نظیر  مایع -کروماتوگرافی مایعنسبی آنالیت ها بین فازهای ثابت و متحرک صورت می گیرد. آن را  لالیتح

آلکالوئیدها، ئوتیدها، لنوک، اسیدآمینه ها، برای جداسازی قندها نوعی کروماتوگرافی صفحه ای است و که گرافی کاغذیکروماتو

اسیدها و بازها  ،هایی که برای جداسازی استفاده می شوند شامل مخلوطی از آب، الکل ها لالاستفاده می شود. ح پپتیدها و لیپیدها

مثل  لالاجزاء قطبی تر ح فاز نرمالبا  تقسیمی. در کروماتوگرافی 4: 5: ۱اسید استیک در نسبت  -بوتانول -نظیر ترکیب آب هستند

آورند و اجزائی که قطبیت کمتری دارند فاز متحرک را بوجود می  را تشکیل می دهد ژله ای برهم کنش داده و فاز ثابت با کاغذ آب

 روی کاغذ حرکت می کنند. بر اساس خاصیت موئینه که

 

 

 

 

 

 

 در کروماتوگرافی صفحه ای  اجزاء نمونه fRمحاسبه تحرک نسبی یا 
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 (Adsorption)کروماتوگرافی جذبی 

 جامد -کروماتوگرافی مایعآن را اساس جداسازی، برهم کنش اجزاء مخلوط با نقاط فعال تثبیت شده بر روی جسم جامد است. 

نیز می نامند. ماهیت نقاط فعال بر حسب نوع کروماتوگرافی متفاوت است بعنوان مثال در کروماتوگرافی تعویض یون، نقاط فعال 

 گروه های باردار هستند.

 

 (TLC)کروماتوگرافی لایه نازک 

TLC  میلی  2/۰لایه نازکی از ماده جاذب نظیر ژل سیلیکا )معمولا به ضخامت نوعی کروماتوگرافی صفحه ای جذبی است که در آن

بر روی پلیت شیشه ای یا پلاستیکی یا فویل آلومینیومی کشیده می شود. پلیت های آماده که با انواع مواد  نواختمتر( بطور یک

نمونه بصورت یک نقطه کوچک جاذب نظیر سیلیکا، میکروسلولز، آلومینا یا دکستران پوشیده شده اند، بطور تجاری موجود هستند. 

ر تانک حاوی فاز متحرک قرار می گیرد. فاز متحرک بر اساس خاصیت موئینه در نزدیک لبه پلیت گذاشته می شود و سپس پلیت د

روی پلیت حرکت می کند. زمانی که فاز متحرک به اندازه کافی حرکت کرد، پلیت را خارج کرده و خشک می کنیم. سپس با روش 

 شوند.محل ترکیبات روی پلیت مشخص می  ،های مختلف مثل استفاده از ترکیبات تولید کننده رنگ

 

شده است. جداسازی های  High-Performance TLCاستفاده از ذرات با قطر کوچک در فاز ثابت موجب ظهور  ✓

HPTLC .کارامدتر و تکرارپذیرتر می باشد 
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    انجام و ایمونواسی  TLCدر نمونه ادرار توسط تکنیک  (Drug Abuse)سوء مصرف مواد مخدر آزمایش غربالگری  ✓

       لذا از د. نپایین است و در معرض نتایج مثبت کاذب می باش هاحساسیت کافی دارد ولی ویژگی آن ها روشمی گیرد. 

 رفرانس جهت تایید نتایج استفاده می شود. های بعنوان روش MS/MS-LCیا گاز کروماتوگرافی 

 کروماتوگرافی تعویض یون

پپتیدها، پروتئین ها و اسیدهای نوکلئیک کاربرد دارد. همچنین در آزمایشگاه برای جداسازی مولکول های باردار نظیر اسیدآمینه ها، 

برای تهیه آب دیونیزه و حذف یون های معدنی از آب استفاده می شود. اساس این روش، تعویض یون ها بین یک سطح ثابت باردار 

ای آنیونی یا کاتیونی به آن تثبیت شده اند. و فاز متحرک است. سطح یک رزین یا ژل بعنوان فاز متحرک عمل می کند که گروه ه

اجزاء نمونه که باردار مثبت یا منفی هستند، به هنگام عبور از ستون براساس اختلاف در بار یونی شان یا بزرگی و اندازه بارهای یونی 

 شان از یکدیگر تفکیک می شوند.

 

 

 

 نظیر حاوی گروه های باردار منفی هستند که برای تفکیک پروتئین های خنثی یا قلیایی کاربرد دارند رزین های تعویض کاتیون،

ل ، فسفات، سولفواتی (CM) ، کربوکسی متیللاتگروه های اسیدی قوی مثل سولفونات یا گروه های اسیدی ضعیف مثل کربوکسی

(SE) سولفومتیل ، (SM)  حاوی گروه های باردار مثبت هستند که برای رزین های تعویض آنیوندر حالیکه  .سولفوپروپیلو 
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تفکیک پروتئین های خنثی یا اسیدی کاربرد دارند نظیر گروه های بازی قوی مثل آمین های نوع چهارم تری اتیل آمین اتیل یا 

 (DEAE) . دی اتیل آمینو اتیل ،(AE) ل گروه های بازی ضعیف مثل آمینواتی

 

 روماتوگرافی ژل فیلتراسیونک

 در این تکنیک اساس جداسازی اندازه و وزن مولکولی است. مولکول های درشت تر سریع تر از ستون خارج می شوند.
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از این تکنیک برای تعیین وزن مولکولی پروتئین ها استفاده می شود. هر چه پروتئین کوچکتر باشد، فاز متحرک بیشتری جهت 

 بیشتر می شود و بلعکس. (Ve)خارج کردن آن از ستون لازم است و حجم شستشو 

 

 برخی از ژل های رایج مورد استفاده در ژل فیلتراسیون

 

 برای نمک زادیی از محلول های پروتئینی و تعویض بافر استفاده می شود. G-25و  G-10از ژل های سفادکس  ❖

شناخته می شود. بعنوان مثال، پروتئین  fractionation rangeذرات ژل حاوی منافذ با سایز مشخصی هستند که بعنوان  ❖

و آنزیم لیزوزیم با  68وند. بعبارتی اگر آلبومین با وزن نمی ش G-25کیلودالتون وارد منافذ سفادکس  ۳۰های بزرگتر از 

 کیلودالتون را وارد ستون نمائیم، آلبومین سریع تر از ستون خارج می شود. ۱4وزن 
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 کروماتوگرافی تمایلی 

در این روش از واکنش اختصاصی بیومولکول ها با یکدیگر 

و قدرت یونی   pHتنظیمبرای جداسازی استفاده می شود. 

اگر برهم  است. لازمبرای اتصال مطلوب آنالیت به لیگاند 

کنش بین آنالیت و لیگاند اختصاصی باشد، آنالیت طی 

یک مرحله با افزودن یک سوبسترا یا یک مهارکننده یا از 

یا تغییر قدرت یونی یا افزودن یک عامل  pH طریق تغییر

  .دناتوره کننده مثل اوره از لیگاند جدا می شود

 

 

 

 نظیر Tag استفاده می شود. برای سهولت تخلیص پروتئین نوترکیب به آن یکرای جداسازی پروتئین های نوترکیب از این تکنیک ب

تصل می شود تا توسط ژل های متصل به نیکل از سایر پروتئین ها در عصاره سلولی م (tag-His) تایی از هیستیدین 6یک توالی 

 را از پروتئین نوترکیب جدا نمود. Tagبعد از تخلیص می توان توسط پروتئاز تفکیک شوند. 

 



@drjafarnezhad 
 

 pg. 15                                                           031-37138آزمایشگاه تشخیص طبی و پاتوبیولوژی میلاد اصفهان     

 (GC) گاز کروماتوگرافی

این روش اجزاء مخلوط را به شکل گاز در آورده گاز کروماتوگرافی روشی برای جداسازی، شناسایی و اندازه گیری اجزاء فرار است. در 

فاز متحرک یک گاز خنثی نظیر  و از ستون های حاوی مواد جامد یا مایع بعنوان فاز ثابت عبور داده و آنها را تفکیک می کنند.

می نامند. انتخاب گاز حامل به نوع ستون و دتکتور  (Carrier gas)نیتروژن، هلیوم، هیدروژن یا آرگون است که آن را گاز حامل 

برای ستون های پک شده، نیتروژن وابسته است. بعنوان مثال در ستون های موئینه، هلیوم و هیدروژن گازهای حامل منتخب هستند. 

و  TCDو  FIDای استفاده می شود. گاز هلیوم با دتکتوره TCDو  FID ،ECDگاز حاملی است که غالبا همراه با دتکتورهای 

 می شوند. استفاده ECDنیتروژن با دتکتور  -آرگون -مخلوط متان

وارد ستون می شود و اجزا آن بر  لاجدا شدن مواد در ستون، نظیر فرایند استخراج است. نمونه که در فاز گازی محلول است از با

بر حسب تمایلی که ستون برای  ،زا موجود در نمونهشوند. در نتیجه اج حسب ضریب توزیع خود بین دو فاز مایع و گاز تقسیم می

شوند و به ترتیبی که متناسب با عکس تمایل  نگهداری آنها دارد از یکدیگر جدا شده و به وسیله عبور گاز حامل، اجزا جدا می

دا شده موجود در گاز گردند. در آشکارساز اجزاء ج نگهداری ستون برای آنها است، از انتهای ستون خارج شده، وارد آشکارساز می

 .گیرند گیری قرار می حامل مورد شناسایی و اندازه
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 انواع دتکتورها در گاز کروماتوگرافی

 

 

 

 فازهای ثابت مورد استفاده در گاز کروماتوگرافی برای جداسازی بالینی
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  (High Performance Liquid Chromatography) لاباتوان کروماتوگرافی مایع با 

 ، یک اندازه و با قطراز جنس سیلیکون با رزین های غیر قابل فشرده شدن که فولادی بلند و باریک از ستون های نسبتا HPLC در

را نسبت به  HPLCاستفاده از رزین ها با این مشخصات قدرت جداسازی  .، استفاده می شودپر شده اند میکرومتر ۱۰الی  ۱

 ، به دلیل استفاده از ذرات بسیار ریز بعنوان فاز ثابت و فشردگی زیاد داخل ستون کروماتوگرافی های سنتی بسیار افزایش می دهد.

امکان  HPLC در .ان آنالیز را کاهش می دهدزم که می تواند نمایدعبور ستون از  psi 15,000 فاز متحرک تحت فشار لازم است تا

 حلال و فاز متحرک Aluminaو  Silicaنظیر  قطبی حاوی گروه های فعال استفاده از فاز نرمال و معکوس وجود دارد. اگر فاز ثابت

 فاز متحرکو  ODS silica gelفاز ثابت حاوی گروه های فعال غیرقطبی نظیر و در صورتی که  فاز نرمالسیستم را  ،غیرقطبی باشد

 .دنامن می فاز معکوسین صورت سیستم را ا در ،قطبی باشدحلال 

 

  HPLCاجزاء اصلی 
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  HPLCانواع ستون های 

 فاز متحرک از ستون به قطر ستون بستگی دارد. (flow rate)سرعت جریان 

 

 

  HPLCنمونه هایی از ستون های فولادی و ضد زنگ 
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 HPLCانواع دتکتورهای مورد استفاده در 

 

عمل می کند. در حالت ایزوکراتیک، ترکیب فاز متحرک در سرتاسر  Gradientو  Isocraticدر دو حالت  HPLCپمپ 

کروماتوگرافی ثابت باقی می ماند. این حالت معمولا برای جداسازی های ساده تر و جداسازی ترکیبات با ساختار یا زمان بقاء مشابه 

ه شده از چندین حلال نظیر متانول، استفاده می شود. فاز متحرک ایزوکراتیک یک حلال تنها نظیر متانول یا یک مخلوط آماد

استونیتریل و آب می باشد که از یک مخزن حلال وارد ستون می شود. یا اینکه فاز متحرک چند حلاله می تواند از دو یا چند مخزن 

تحت شرایط ایزوکراتیک صورت می گیرد.  HPLCحلال با نسبت مشخص ترکیب شده و وارد ستون شود. اکثر جداسازی های 

وی گرادیانی برای جداسازی های پیچیده استفاده می شود. در این حالت، ترکیب فاز متحرک در طول آزمایش در الگوی شستش

 پلکانی یا پیوسته تغییر می کند.
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Sample loop injector 

لوپ نمونه می چرخد و نمونه  inject modeنمونه تحت فشار اتمسفر به داخل لوپ فولادی وارد می شود. در  fill positionدر 

 در مسیر جریان فاز متحرک قرار می گیرد و وارد ستون می شود.

 

HPLC با فاز معکوس 

کل های مختلف )عمدتا کروی شکل( هستند در این نوع کروماتوگرافی، فاز ثابت شامل گرانول های منفذدار از ژل سیلیکا در ابعاد و ش

به آنها متصل شده اند. هر چه لیگاند بلندتر باشد، اجزاء نمونه برای مدت  C18و  C3 ،C4 ،C8که لیگاندهای هیدروکربنی نظیر 

 C18ی طولانی تر داخل ستون باقی می مانند. در جداسازی داروها، اسیدآمینه ها و ویتامین های محلول در چربی از ستون ها

شناخته می شوند. از حلال های قطبی تر نظیر آب، متانول یا استونیتریل  ODSیا  RP-18استفاده می شود که تحت نام تجاری 

بعنوان فاز متحرک استفاده می شود. هر چه درصد حلال آلی فاز متحرک بیشتر شود، اجزاء غیرقطبی تر نمونه سریع تر از ستون 

 خارج می شوند.
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  reverse-phase HPLCجداسازی داروهای ضد افسردگی سه حلقه ای توسط 

 

 

 در جداسازی اسیدآمینه ها reverse-phase HPLCاستفاده از 

. از دتکتور فلوریمتر برای شناسایی اسیدآمینه ها با دانسیل کلراید مشتق سازی می شوند تا ماهیت فلورسانس )نشر نور( پیدا کنند

 اسیدآمینه ها بهنگام خروج از ستون استفاده می شود.
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Boronate affinity chromatography 

 استفاده می شود.در آزمایشگاه های بالینی  A1Cاز این روش برای تعیین مقدار هموگلوبین 

 

 برونیک اسید ندارد.ابتدا هموگلوبین های غیر گلیکوزیله از ستون خارج می شوند زیرا تمایلی برای رزین  ✓

 و خارج کردن آن از ستون از سوربیتول استفاده می شود. HbA1Cبرای شستشوی  ✓

 

  (glycated hemoglobin)هموگلوبین قند دار شدن واکنش 
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  HPLCتعیین غلظت آنالیت ها در 

)نمونه های رفرانس که دارای غلظت مشخصی از آنالیت هستند(، یک منحنی کالیبراسیون از خارجی  کالیبراتورهایاستفاده از با 

 مساحت پیک در مقابل غلظت کالیبراتورها تهیه می شود و از آن برای تعیین غلظت آنالیت در نمونه استفاده می شود. یاارتفاع 

 

با غلظت مشخص آنالیت تهیه می شوند و مقدار ثابتی از یک ماده در کالیبراسیون داخلی )یا استاندارد داخلی( محلول های رفرانس 

متفاوت بعنوان استاندارد داخلی به تمام محلول های رفرانس و نمونه ها اضافه می شود. نموداری از نسبت ارتفاع یا مساحت پیک 

ز این نمودار برای تعیین غلظت آنالیت آنالیت به ارتفاع یا مساحت پیک استاندارد داخلی در مقابل غلظت آنالیت ترسیم می شود. ا

 در نمونه ها استفاده می شود.

 


