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  پيشگفتار ناشر
يك درس در يك  هاي دانشگاه پيام نور حسب مورد و با توجه به شرايط مختلف كتاب

و  ،، مـتن آزمايشـگاهي، فرادرسـي   كتـاب درسـي  صـورت   بـه  يا چند رشتة دانشـگاهي، 
  . دنشو درسي چاپ مي كمك

نيازهـاي  ي صاحب اثـر اسـت كـه براسـاس     مهاي عل ثمرة كوشش درسيكتاب 
، طراحـي   هـاي مصـوب تهيـه و پـس از داوري علمـي      درسي دانشـجويان و سرفصـل  

پـس از  . رسـد  به چـاپ مـي   ،آموزشي علمي و هاي در گروه آموزشي، و ويرايش علمي
 هايبـا دريافـت نــظر   ها و داوري علمي مجدد و  نظرخواهيبا چاپ ويرايش اول اثر، 

صـاحب اثـر در كتــاب تجديدنــظر     ،متناسب با پيشرفت علوم و فناوري و اصـلاحي
  . شود چاپ ميجديد  زباني و صوري با اعمال ويرايش كتاب ويرايش جديد كند و مي

 كمـك اسـتفاده از آن و  است كه دانشـجويان بـا    راهنمايي) م( متن آزمايشگاهي
  . دهند آزمايشگاهي را انجام مي و كارهاي عملي ،استاد

 ـ بـه منظـور غنـي   ) ك( درسي كمكو ) ف( هاي فرادرسي كتاب ر كـردن منـابع   ت
دانشـگاه   وبگـاه ند و يـا در  شـو  و بر روي لوح فشرده تكثير مـي درسي دانشگاهي تهيه 

  . گيرند قرارمي
  

 محتوا    و تجهيزات آموزشي وليدمديريت ت
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  پيشگفتار
يادي جهت كشف هاي آزمايشگاهي موجب تغييرات ز در دهه گذشته بعضي از روش

. ، الترا سانتريفيوژ، و الكتروفورز و غيرهxهاي شگرف طبيعت شد مثل تفرق اشعه  پديده
گاهي بسيار پيچيده جديد شهاي آزماي در اين كتاب سعي شده است كه با وجود روش

اسيدهاي نوكلئيك  فقط منظور اينجا در كه( زيستي هاي مولكول درشت مورد در حدي تا
 اين .كنند، مورد توجه قرار گيرند هايي كه ايجاد مي و كمپلكس) تندها هس و پروتئين

كانفورماسيوني،  راتتغيي ساختار، كانفورماسيون، ها، شكل حاوي ها مولكول درشت
تر از آنچه در  هاي بسياري هستند كه بحث در مورد آنها بسيار مفصل شحركت، اندركن

هاي  و مفهوم كلي اين مولكولهدف ما بررسي اصول . اين كتاب آمده، خواهد بود
اين . دهند اسي مولكولي را تشكيل ميشن قيقت قلب زيستاست كه در ح آور شگفت

 دست بهشناسي  اصول و نتايج حاصل از آن توسط علومي مثل فيزيك، شيمي، و زيست
  .اند آمده

امروزه پروتئوميكس، ژنوميكس، ترانس كريپتوميكس، و متابولوميكس يعني 
ها با  جالب است كه اين فناوري. جديد هستند نسبتاًهنوز ) omics -(كس هاي اُمي روش

اند و اميدواريم كه  هاي مختلف باز كرده سرعت زياد جاي خود را در پژوهش
  .ها نشان دهند مولكولدرشت خصوصيات بيشتري در مورد 

هاي  خواهند سفر علمي خود را آغاز كنند و وارد آزمايشگاه دانشجوياني كه مي
در  ه يكي از اين نوع اطلاعات مخصوصاًحقيقاتي شوند، نياز به اطلاعات اوليه دارند كت

  .باشند ها مي بيوشيمي ساختار و عملكرد اسيدهاي نوكلئيك و پروتئين

 نه

 

م كه اين مطالب موجب گرايش و تحريك شما جهت ميل به يصادقانه اميدوار ما
شما براي كشف معجزات طبيعت  در نتيجه. كسب اطلاعات بيشتر در اين زمينه گردند

  .ميا به هدف خود رسيده) كتاب نويسندگان(نجاست كه ما ترغيب شويد و در اي
  

  مؤلفان كتاب
  1391بهار  

 هشت

هشت  



  
  

  1فصل 
  
  

  ها ساختار پروتئين
  
  

  پروتئين چيست؟
دانيم كه بايد پروتئين بخوريم، ولي اين پروتئين چيست و چرا بايد خورده  همه ما مي

و  گاو، گوسفند(توانند گوشت  يني ميپروتئ منابعاز غذاها پروتئين دارند، شود؟ بسياري 
  .هاي گياهي و غيره باشند ، تخم مرغ، لبنيات، آجيل، دانه)ماهي

طور مفصل در  كه در همين فصل به اسيدها هستند متشكل از آمينوها  پروتئين
و عملكرد آنها در ها  مطالعه پروتئين. مورد ساختار و عملكرد آنها صحبت خواهد شد

آمده دلايل اهميت آنها  ادامه،شود كه در  ها و موجودات مي واقع موجب فهم بهتر سلول
  .است

كنند و فرايندهاي متابوليكي را در سلول انجام  عنوان كاتاليزور عمل مي به ها پروتئين .1
  .دهند مي

  .ساختاري در داخل و خارج سلول دارند ها نقش پروتئين .2
هاي  ترشح شده و در بخش 1عنوان پيام ها در يك سلول ممكن است به نپروتئي .3

  .هاي ديگر شناسايي شوند ذخيره شوند، سپس توسط سلول 2خارج سلولي
هاي خارج سلول به داخل  از قسمت باعث انتقال اطلاعات 3عنوان گيرنده به آنها .4

  .شوند سلول مي

                                                                                                                                            
1. Signal 
2. Extracellular 
3. Receptor 
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عمل كنند و روي  1اخل سلوليرسان د صورت تركيبات پيام آنها ممكن است به .5
  .ها اثر بگذارند گيرنده

كننده بيان  ها هستند و تعيين اصلي ماشين بيان ژن هاي تشكليل دهندهها  پروتئين .6
  .به پروتئين دخالت دارند mRNAترجمه  آنها در. باشند خصوصي مي ههاي ب ژن

و  RNA 2دني ، برDNA، نوتركيب DNAدر انجام عمل همانندسازي  ها پروتئين .7
  .دخالت دارند 3پيرايش
 .هاي زنده هستند مولكول در سيستمدرشت ترين  ها متنوع پروتئين ،طور كل به

موارد ذكر شده در . ندعهده دار هبنابراين عملكردهاي مهمي در تمام فرايندهاي زيستي ب
هاي  دهند و اگر بخواهيم نقش ها را نشان مي ي از عملكردهاي پروتئينئفوق فقط جز

ها را در موجودات زنده ذكر كنيم بايد از ساختار اوليه آنها يعني آمينو اسيدها  پروتئين
  .شروع كنيم و كم كم به عملكرد آنها برسيم

 
  خصوصيات آمينو اسيدها

ها، و علائم  ساختار، نام. آمينو اسيد هستند -α 20ها  اصلي پروتئين سازنده واحدهاي
بيست آمينو اسيد . آمده است 1ـ1اشد، در شكل ب حرف مياختصاري آنها كه شامل سه 

به (د باش آنها مي) كربن كايرال(تقارن هستند كه مركز نام α –داراي كربن  همگي
، آرايش فضايي ها يا پپتيدها روي ريبوزوم وتئيندر هنگام سنتز پر). استثناي گليسين

توجه ). 1ـ1شكل (باشد  Lصورت ايزومر فضايي  اين مركز بايد به هاي اطراف گروه
ها  شود روي ريبوزوم به ندرت در پپتيدها ديده مي هاآمينو اسيد -Dداشته باشيد كه 

  .شوند ساخته نمي
 و α يعني مركز ،دو آمينو اسيد وجود دارند كه داراي دو مركز نامتقارن هستند

آمينو ). 1ـ1شكل (ي آنها نيز ثابت است آرايش فضاي. است βديگر روي كربن  مركز
و ديگري آلو  4هاي آلو ايزولوسين به نام هستندنامتقارن  βكربن  داراي ي كهاسيدهاي
  .هستند 5ترئونين

  
                                                                                                                                            
1. Intracellular 
2. Splicing 
3. Editing 
4. Alloisoleucin 
5. Allothreonin 



 3     ها ساختار پروتئين

  :پلي پپتيد است هاي زنجيرهين از اساس ساختار كووالاني پروتئ
  

n3 1 2 n-1NH CHR CO NH CHR CO ... NH CHR CO NH CHR COO            
  

نويسند  هاي پپتيد هميشه از سمت چپ به راست مي براي نشان دادن زنجيره
NH3وه يعني سمتي كه گر

بنابراين، اگر اولين آمينو اسيد . دارد، اولين آمينو اسيد است +
آن به (است  N - انتهاي 1مانده باقيدهد كه ايزولوسين  نشان مي )Ile( ايزولوسين باشد

 مانده باقيباشد، اسيد اگر آخرين آمينو اسيد گلوتاميك  ).گويند انتهاي آميني نيز مي
توجه داشته ). گويند به آن انتهاي كربوكسيلي نيز مي(دهند  را تشكيل مي C –انتهايي 

هم متصل شوند و تشكيل ه ها با از دست دادن مولكول آب ب باشيد كه وقتي مولكول
  .گويند مانده باقيهر يك از آنها پليمر دهند به 

  
  هاي آميني و كربوكسيلي در آمينو اسيدها و پپتيدها يونيزاسيون گروه

) 7برابر  pHدر (اند به شكل يوني  نشان داده شده 1ـ2كل آمينو اسيدهايي كه در ش
صورت  گروه كربوكسيل به شوند ولي پروتونه مي α - گروه آميني pHدر اين . باشند مي

خنثي هستند يعني بار  ،pH 7بنابراين، اغلب آمينو اسيدها در . ماند باقي مي 2دپروتونه
NH3يعني  3دارند، ولي آنها به شكل زويتريونن

+ - CHR – COO-  يا وجود دارند 
چهار آمينو اسيد وجود دارند كه در . منظور اين است كه مومنتوم دو قطبي بزرگي دارند

: اين چهار آمينو اسيد عبارت از. شود ، بار اضافي ديده ميpH  7زنجيره جانبي آنها در 
Asp  وGlu ،با بار منفي Lys  وArg باشند با بار مثبت مي.  

يرهاي مهم محيطي در مطالعات مربوط به يكي از متغ pH كه ياز آنجاي
در كدام محل آمينو  pHهاست، بنابراين هنگام بررسي آن پروتئين بايد بدانيم كه  پروتئين

توسط تلفيق آمينو اسيدها به پروتئين موجب تغيير  pHشود و چطور اين  اسيد تيتر مي
تيدهاي كوچك توسط تيتراسيون اين اطلاعات براي آمينو اسيدها و پپ. گردد بار آن مي

، در خارج شود ها ممكن است به مولكول اضافه يا پروتون. آيند دست مي پتانسيومتري به
هاي دست نخورده، اگر به مقدار كافي  براي پروتئين. شود محلول مشخص مي pHنتيجه 

به . تاي اس پروتئين داشته باشيم، تيتراسيون با روش پتانسيومتري تقريباً يك روش ساده
                                                                                                                                            
1. Residue 
2. Deprotonated 
3. Zwitterion 
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در ميان آن همه ( مانده باقيهرحال، تفسير نتايج مشكل است، چون معلوم نيست كدام 
 در اين صورت. در ناحيه خاصي موجب منحني تيتراسيون گرديد) هاي مشابه مانده باقي
  .انتخاب كرد ها مانده باقين بعد از انجام تيتراسيو را روش ديگري بايد

پيوند  اش مانده جانبي روتئين يا پپتيد با باقيده در پنما كه هر باقي يياز آنجا
هاي  مانده و باقي. دهد خاصيت زويتريون را از دست ميلذا ، دهد پپتيدي تشكيل مي

دو عامل ممكن است . هاي جانبي بايد مورد توجه قرار گيرند انتهاي پپتيد و زنجيره
وسيله  اتيكي بههاي الكترواست اين دو عامل اندركنش. روي تيتراسيون اثر بگذارند

ه جفت وسيل هاي ترموديناميكي به اي، و اندركنش اختلاف در ساختار شيميايي منطقه
يا  N -اختلاف بين انتهاي. آيند وجود مي نفورماسيون بهشدن تعادلي يونيزاسيون و ك

هاي آميني و كربوكسيلي مربوط به آمينو اسيدهاي آزاد را  پروتئين و گروه C -انتهاي
NH3جاذبه الكترواستاتيكي بزرگي بين . وجه قرار دادبايد مورد ت

در آمينو  -COOو  +
NH3اگر بخواهيم يك پروتون از . آيد وجود مي به pH 7اسيدهاي آزاد در 

خارج كنيم  +
اضافه نماييم، باز هم بررسي آن پپتيد كار مشكلي خواهد بود  -COOيا يك پروتون به 

  ).كنيد را مشاهده مي تعادل يوني اليگو آلانين 2ـ1در جدول (
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تمام آنها روي صفحه .  7برابر  pHساختار بيست آمينو اسيد طبيعي در  .1ـ1شكل 
كه گروه  گيرند، در حالي هيدروژن در بالاي صفحه قرار مي گروه آميني و.  α –كربن 

  .درنظر بگيريدصفحه  كربوكسيل و زنجيره جانبي در زير
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اندركنش . توان چنين مطالعه نمود را مي 4(Ala)يا  2(Ala)يا  Alaاثرات بار در 
مروري بر اصول  1ـ1پيوست . بين بارهاي انتهايي پپتيد از اهميت خاصي برخوردارند

در اين قسمت نحوه استفاده از اطلاعات تيتراسيون و محاسبه . تعادل يونيزاسيون دارد
  .كنيد لكترواستاتيك را مشاهده ميانرژي اندركنش ا

  
  ها ي بعضي از اليگو آلانينتعادل يوني برا .1ـ1جدول 

  
  

  اصول تعادل يونيزاسيون 1ـ1پيوست 
اين واكنش . آمده است دست بهواكنش يونيزاسيون زير از رابطه اسيدهاي ضعيف 

  :است Ka  تعادلي داراي ثابت تفكيك
  

H A H A    
  

 a
H A

K
H A

    
   


  

  
  :نشان دهيم، خواهيم داشت pKa صورت بهرا ) Ka(ابت تفكيك اگر بخواهيم  ث

  

loga aPK K   
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غلظت نمك آن باشد،  هاسل باخ وقتي غلظت اسيد برابر با ـ در رابطه هندرسون
  :شود چنين مي

 
loga

A
PH PK

HA

 
    

  
 A HA     

  
0aPH PK   

  :براينبنا
aPH PK  

  
تفكيك استاندارد يعني فرمول ثابت تفكيك بستگي دارد به انرژي آزاد . شود مي

  :زير
ln  aG RT K    

  
∆G°  تغييرات انرژي آزاد بين محصولات)H+  وA- ( و واكنشگر)H – A (است .

يعني در محلول آبي برابر (رد در اين واكنش، محصولات و واكنشگر در حالت استاندا
 معمولاًهاي يونيزاسيون  تغييرات انرژي آزاد واقعي در واكنش. قرار دارند) باشند M 1با 

  :شوند در شرايط ديگري انجام مي
  

 
lnioniz

H A
G G RT

H A

    
      


  

  

  :حالت تعادل باشند، خواهيم داشت بنابراين موقعي كه محصولات و واكنشگر در
  

0ionizG   
  

. ها جفت شده باشد فرض كنيد كه واكنش يونيزاسيون با ساير فرايندها يا واكنش
هاي ديگر  با بعضي از گروه -Aموجب تغيير اندركنش  -A، پيوند پروتون به براي مثال
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ها دخالت دارند را  اگر تغييرات انرژي آزادي كه در اين نوع واكنش. شود در مولكول مي
بنابراين، تغييرات انرژي . آمده است 1كلمه جفت شدن از cدهيم، در اينجا نشان  Gc∆با 

  :آيد ميصورت زير در آزاد كل به
  

 
lnTot ioniz c c

H A
G G G G G RT

H A

    
            


  

  
اگر اجازه بدهيم كه سيستم به حالت تعادل برسد، در اين صورت خواهيم 

  :داشت
  

0TotG   
  

  :با شود ميبرابر   +Hت وقتي نصف اسيد يونيزه شود غلظ
  

( ) /

1/2

G G RTcH e     
  

  

pKaبنابراين 
  :شود با ظاهري برابر مي ´

  

loga 2.303RT
cG G

PK H
       


  

  
وجود نداشته  شدناگر در مدلي كه براي يك سيستم خاص ارايه شده، جفت 

  :با شود ميبرابر  pKaباشد، 
  

a 2.303RT

G
PK





  

  

تعيين  توان ميرا جفت شدن ، تغييرات انرژي آزاد ها pKaتلاف دو بنابراين، از اخ
  :كرد

  

2.303RT ( )a acG PK PK    
                                                                                                                                            
1.  Coupling 
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و  -COO هاي گروهاگر بخواهيم اين نتايج را براي اندركنش الكترواستاتيك 
NH3

داده شده،  2ـ1در جدول   در آمينو اسيد آلانين محاسبه كنيم، بايد از اطلاعاتي كه +
گذاري زماني كه خود آلانين بار( -COOاز  +Hبراي تفكيك يك  pKa. يماستفاده نماي
است، حساب كنيم و  42/3كه برابر با  4(Ala)توانيم از تيتراسيون  را مي) نشده باشد

pKa´ )چون . گيريم مي 34/2را برابر ) گذاري گرددكه آلانين به تنهايي باشد و بار زماني
RT ًبرابر تقريبا kcal mol-1 6/0 ر حرارت اتاق است، پس داريمد:  

  
-1

cΔG = (2.303)(0.6)(2.34 -3.42) = 2.5 kcal mole  
  

  :بنابراين براي واكنش
  

+ +
3 3 3 3NH CH(CH ) COOH NH CH(CH ) COO + H      

  
NH3هاي بين  واكنش

موجب كاهش انرژي آزاد مولكول به مقدار  -COOو   +
kcal mole-1 5/2 تر انجام شود  گردد كه تفكيك راحت اين عمل باعث مي. شود مي

  ).آيد ايين ميپ pKaيعني (
مشخص كند كه كدام موقعيت در  تواند مستقيماً ون پتانسيومتري نميتيتراسي

 توان از ب اطلاعات در اين مورد ميبراي كس. مولكول در حال تيتر شدن است
براي مثال، . هاي اسپكتروسكپي يا استفاده از تركيبات شيميايي مشابه كمك گرفت روش

هاي آميني و كربوكسيلي مربوط  گروه pKaند كه مقادير ده تركيبات مشابه زير اجازه مي
  :به اليگو آلانين را تعيين كنيم

 
1

3 3 3 3 1CH CO NH CH(CH ) COOH CH CO NH CH(CH ) COO pk = 3.72       
2

3 3 2 2 3 2 2NH CH(CH ) CO NH NH CH(CH ) CO NH pk = 8.02        

  
شود  نيز زياد مي pK1يابد،  وقتي پيوند پپتيدي افزايش مي 1ـ1با توجه به جدول 

آمينو اسيد انجام داد  20يش را با تمام اگر بتوان اين آزما. يابد كاهش مي pK2و برعكس 
و پيوند پپتيدي بين آمينو اسيدهاي مختلف را مورد مطالعه قرار داد بدين ترتيب مقادير 
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ما كمك ه ها ب اين داده. دست آورد همتفاوت ب Rهاي  با گروه pK2و  pK1مختلفي از 
اين آزمايش . يميعيين نماكند تا نوع آمينو اسيدهايي كه با هم پيوند پپتيدي دارند را ت مي

با استفاده از ) Dixit, S.B. et.al., 1996(توانيد در مقاله  انجام شده و شما مي
  .افزارهاي مختلف مشاهده كنيد نرم
 

  هاي جانبي يونيزاسيون زنجيره
هاي جانبي حضور داشته باشند، اطلاعات در مورد تيتراسيون كامل  زنجيره موقعي كه 

  :شود صورت زير ديده مي باشد، ليزين بيشتر به pH > 2اگر . شود مي
  

+ +
3 2 4 3NH CH(COOH) (CH ) NH    

  
است كه شبيه  18/2يكي از آنها . دهد را نشان مي pKaتيتراسيون ليزين سه مقدار 

ليزين كمي كمتر از  pKaمقدار . دهد آلانين يونيزاسيون گروه كربوكسيلي را نشان مي
دليل آن اين است كه جاذبه الكترواستاتيكي بيشتري . تاس) بود 34/2كه برابر با (آلانين 

NH3و گروه جانبي آن يعني  -COOبين 
هاي  pKa ي دريونيزاسيون بعد(وجود دارد  +

 ε - و گروه آميني α - گروه آميني pKaمربوط به افتد كه  اتفاق مي 28/10و  9/8
كيبات مدلي ديگر توان اين موضوع را سريع مشخص كرد و بايد از تر اما نمي) باشد مي

  .استفاده نمود
توان ديد كه داراي مقادير به ترتيب  سه مرحله را مي Ala – Lysدر يونيزاسيون 

اولين عدد مربوط به گروه كربوكسيل است كه آن را . است 70/10، و 62/7، 22/3
براي دو يونيزاسيون ديگر . مشاهده كرد Ala – Lysو همچنين  Ala – Alaتوان در  مي

قبل از اين كه زنجيره جانبي بتواند پروتون  α –گروه آميني ) 1: (ان وجود دارددو امك
ممكن است زنجيره ) 2(خود را از دست بدهد، قادر به از دست دادن آن خواهد شد، يا 

  .يك پروتون از دست بدهد α - قبل از گروه آميني جانبي
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هاي آلكيل اوليه  آمين. ردتوان عنوان ك ، دو دليل ميbو  aبراي تشخيص تركيبات 
. كربونيل هستند -αهاي متيل جانشين شده  بالاتري نسبت به آمين pKaداراي مقادير 

كه  است در حالي 59/10برابر با ) n- butylamine(بوتيل آمين  -nماده   pKaبراي مثال، 
شد آمينو اسيدي كه توسط عوامل الكترواستاتيكي بارگذاري نشده با -αآمين مربوط به 

مربوط به اليگو آلانين  1ـ1كه در جدول  طور همان(شود  تيتر مي 8حدود  pHدر 
ه صورت ب كه در اين(نزديك هستند  aاين دلايل بيشتر به تركيب ). كنيد مشاهده مي

بايد  ε -گروه آميني pKaخاطر جاذبه الكترواستاتيكي گروه آميني به گروه كربوكسيل، 
α- NH3گروه  همچنين). كمي بيشتر از بوتيل آمين باشد

ε- NH3بايد در حضور  +
+ 

 Ala – Alaدر  α -آن بايد كمتر از گروه آميني  pKaباردار تيتر شود در نتيجه مقدار 
صحيح  bاگر تركيب . ها با مقادير مشاهده شده، مطابقت داشت اين پيشگويي باشد،

 30/8برابر با   pKaدر  Ala – Alaدر  α -باشد، بايد توضيح داده شود چرا گروه آميني
  pKaكه زنجيره جانبي آن بار نداشته باشد، در  Ala – Lysكه در  شود، در حالي تيتر مي
  .نيست مناسبي ماده b تركيب و نيست آن توضيح براي راهي .گردد مي تيتر 70/10برابر با 

شود،  در ليزين در يك پپتيد تيتر مي ε -براي پيدا كردن اين كه كجا گروه آميني
زم است كه از تركيباتي استفاده كنيم كه انتهاي آميني و كربوكسيلي آزاد آنها خيلي لا

براي . وجود نياورند هاي الكترواستاتيكي به هاي جانبي باشند تا جاذبه دور از زنجيره
 58/10، و 01/8، 58/3برابر با   pKaمقدار ، سه Ala – Lys – Ala – Alaمثال، در پپتيد 

قرار دارند و با گروه آميني  4(Ala)هاي  عدد اول نزديك به موقعيت دو. شوند ديده مي
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– ε  درn- به هر حال، در تركيباتي با كثرت . توان مقايسه كرد بوتيل آمين نمي
تر  لي پيچيدههاي تيتراسيون خي منحني براي مثال، هاي جانبي قابل يونيزه شدن، زنجيره

  )32/11و  54/10، 80/9، 34/7، 06/3رابر ب pKaمقادير با  Lys – Lys – Lys(شوند  مي
  

  ها تعادل يونيزاسيون در پروتئين
 در. ها در يك پروتئين بستگي به ترادف آمينو اسيدها دارد مانده باقيتيتراسيون 

هاي الكترواستاتيكي تمام بارهاي  ، بايد به اندركنشها پروتئين ساختارهاي دوم و سوم
صورت كمي تلاش شده  ها به اين نوع اندركنش جهت محاسبه. هم توجه كرده نزديك ب

هر پلي . كار دشواري است واقعاًآميز بود ولي  است و در بعضي موارد موفقيت
اين عمل باعث ضعيف  خنثي اطراف خود را جذب خواهد كرد،هاي  الكتروليت، يون

هاي محيط بستگي به غلظت كلي  يون چگالي. شود هاي يوني مي شدن همه اندركنش
. بستگي داردهاي باردار پليمر نيز  به گروه هر چند كهروليت در محلول دارد، الكت

دست  هاي خاصي در ساختار دوم و سوم به بنابراين، بعضي از اطلاعات فقط در محل
در عمل، اگر تمام آنها تيتراسيون . شود گيري مي آيند و روي آنها تيتراسيون اندازه مي

  .بخش نخواهد بود نتيجهدست آمده خيلي  هبپتانسيومتري كلي شوند، اطلاعات 
مشاهده  2ـ1را در شكل  اكسي هموگلوبين اسبتيتراسيون يون هيدروژن 

هاي  تعادل يونيزاسيون تمام زنجيرهبراي تفسير آن بايستي اطلاعاتي در مورد . كنيد مي
كه هاي جانبي  زنجيره اطلاعات. و اسيدهاي موجود در پروتئين داشته باشيمجانبي آمين

گيري پپتيد  وان از روي اندازهت توسط بارهاي مجاور بارگذاري نشده باشند را مي
طور  تواند به يرا كه در آن هر زنجيره جانبي م pHاي از محدوده  خلاصه. دست آورد هب

تيتراسيون هر زنجيره  pKaدر عمل، . كنيد مشاهده مي 2ـ1در جدول  طبيعي تيتر شود
نسبت به  pHيك واحد  حدود معمولاًادير مشاهده شده مقبا جانبي در يك پروتئين 

 3ـ1اي از اطلاعات را در جدول  خلاصه. مقادير مورد انتظار تفاوت خواهد داشت
يعني انحراف از منحني تيتراسيون  1با هيسترزيس pKaاين تغييرات  .كنيد مشاهده مي
ني تيتراسيون تواند درست روي منح يعني منحني تيتراسيون اسيدي نمي. همراه است

                                                                                                                                            
1. Hysteresis 
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خيزند موجب تغييرات  مين برسيواين چنين تأثيراتي كه از تيترا. قليايي قرار گيرد
  .شوند نفورماسيون ميك
  

    
مربوط به اكسي هموگلوبين اسب در قدرت  pHنمودارهاي تيتراسيون  .2ـ1شكل 
واحد بار  3نمودارد اطلاعات آزمايشگاهي كه تا ) C 29) .a°حرارت  و 02/0يوني 

در اين نمودار سعي شده . كنيد مشاهده مي pHداده شد را در مقابل  لكتريكي تغييرا
هاي جانبي كه بارگذاري  ن براي خصوصيات يونيزاسيون تمام زنجيرهآ است كه منحني

هاي الكترواستاتيكي مابين ساختار چهارم پروتئين،  اندركنش نشده باشند توسط
هاي پيوند شده به نيمي از ماده قابل يونيزه  تعداد پروتون محاسبه )b(. محاسبه شدند

 C: كار رفته عبارتند از هعلايم اختصاري ب. كنيد مي را مشاهده pHدر مقابل عملكرد 
اعدادي كه در نمودار داخل ). N –منظور انتهاي ( Nو ) Aspبه اضافه  Gluيعني (

  .دهند را نشان مي ها بينيد، تعداد انواع گروه پرانتز مي
  

د كه زنجيره جانبي آمينو اسيدي مستقيماً در اندركنش شركت كرده و فرض كني
اگر تغييري در يونيزاسيون آن . موجب پايداري ساختار دوم يا سوم پروتئين شده است

براي . صورت گرفته باشد اندركنش از بين رفته و از پايداري ساختار پروتئين مي كاهد
ديگر در نظر  مانده باقيمل كربوكسيلي مثال، پيوند هيدروژني يك تيروزين را به عا

  :تيتراسيون آن چنين است. بگيريد
  

2OH Tyr O H... O CO R Tyr O + O CO R + H O            
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  pKaمقادير : هاي قابل يونيزه شدن در آمينو اسيدها گروه .2ـ1جدول 

  
  

تيروزين خواهد   pKaساختار باز شده باشد، اثر زيادي روي اگر اين اندركنش در
اما اگر . شود پيوند هيدروژني در حدود چندين كيلو كالري ميگذاشت چون انرژي آزاد 

؟ مشاهده افتد چه اتفاقي مي طور فيزيكي از هم جدا شود نتواند به -R- COOتيروزين از 
. ها از هم جدا شوند مانده باقيافتد كه ابتدا ساير  اتفاق مي ن عمل زمانيشده است كه اي

ها  حتي اگر اين گروه(شود  يون مصرف ميدر اين صورت انرژي بيشتري براي يونيزاس
و  O – CO – R-نزديك هم باشند و نيروي دافعه بين آنها وجود داشته باشد يعني بين 

Tyr – O- .(توان چنين نوشت تغييرات انرژي آزاد براي يونيزاسيون را مي:  
  

Tol ioniz cΔG = ΔG +ΔG  
  



 15     ها ساختار پروتئين

ي يونيزه كردن تيروزين خالص تغييرات انرژي آزاد برا ΔGionizدر فرمول فوق  
شود يكي از دست  انرژي آزاد جفت شده كه شامل اين دو حالت مي ΔGcشده است و 

 .و ديگري تغييرات كنفورماسيون) ترواستاتيكيدافعه الك(دادن پيوند هيدروژني 
در  ΔGcبينيد كه اثر  در آنجا مي. نشان داده شده است 1ـ1كه در پيوست  طور همان
زيادتر از تيتراسيون مورد  pKaاست، مقدار  ΔGc < 0چون . باشد ظاهري مي ،pKaتغيير 

  .شود انتظار در تيروزين خالص شده مي
  

  ها هاي قابل يونيزه شدن در بعضي از پروتئين دروني مشاهده شده براي گروه pKa .3ـ1جدول 

  




