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مق سال چهارم  شماره  2 تابستان  1395 شماره پیاپی 14 دانش آزمایشگاهی ایران
تخصصی

فصلنامه 

کروماتوگرافی مایع یکی از روش های کلیدی در رشته های مختلف شیمی و علوم زیستی است؛ برخلاف کروماتوگرافی 
گازی که برای ترکیبات غیرفرار و ناپایدار از نظر حرارتی مناسب نیست، کروماتوگرافی مایع می تواند گستره وسیعی 
از ترکیبات آلی از مولکول های کوچک دارو گرفته تا پپتیدها و پروتئین ها را جدا کند. طیف سنجی جرمی می تواند 
داده های طیف جرمی را به دست دهد که اطلاعات ارزشمندی در رابطه با وزن مولکولی، ساختار، ماهیت، مقدار و 
خلوص نمونه فراهم می آورد. همان گونه که در مقاله اصول و مفاهیم کروماتوگرافی مایع - طیف سنج جرمی )قسمت 
اول(، ذکر شد کروماتوگرافی مایع - طیف سنجی جرمی از کشش ذاتی ماده به فاز متحرک و فاز ساکن بهره می گیرد. 
در هنگام عبور نمونه با جریان حلال، نمونه از یک ستون تجزیه ای عبور کرده و در طول آن، ترکیبات مختلف از 
یکدیگر جدا می شوند. ترکیبات جداسازی شده سپس از یک آشکارساز جرمی عبور می کنند. سه نوع از متداول ترین 
فشار  در  یونیزاسیون شیمیایی  اسپری6،  الکترو  یونیزاسیون  از:  عبارتند  نمونه ها  یونش  برای  یونیزاسیون  روش های 
قطبی،  چهار  به  می توان  جرمی  تجزیه گرهای  متداول ترین  از  اتمسفری8.  فشار  در  فوتویونیزاسیون  و  اتمسفری7 
با منابع یونش پیشرفت های چشمگیری  تله یونی و زمان پرواز اشاره کرد که در طی دهه گذشته برای سازگاری 
داشته اند. در مقاله قسمت اول، اصول و مفاهیم اولیه و دستگاهوری )شامل منابع یونی و تجزیه گرهای جرمی( در 
LC-MS مورد بحث قرار گرفت و در بخش دوم به انواع آشکارسازها و کاربردهای این روش در شاخه های مختلف 

علوم پرداخته می شود.

 ،)LC-MS( جرمی  طیف سنج   – مایع  کروماتوگرافی 
آشکارسازها، کاربردها.

واژه های كلیدی

بسیاری  برای  جرمی5  طیف سنج   - مایع  کروماتوگرافی 
آنالیزهای  تا  گرفته  دارویی  ترکیبات  توسعه  از  کاربردها  از 
محیط زیستی، روش مناسبی است. توانایی شناسایی گستره 
وسیعی از ترکیبات، این روش را برای دانشمندان در بسیاری 
از زمینه ها به یک روش عمومی و متداول تبدیل ساخته است. 
زمینه های کاربرد LC-MS بسیار متنوع است که دستگاه ها و 
روش های بسیار زیادی را شامل می شود. ارائه لیست کاملی از 
کاربردهای LC-MS عملا غیرممکن است. انعطاف پذیری این 
روش، استفاده از آن را در زمینه های بسیاری جذاب و کارآمد 
ساخته است. برخی از کاربردهای جالب توجه این روش در 

مقاله حاضر فهرست شده است.

چکیده
اصول و مفاهیم 

کروماتوگرافی
 مایع - طیف سنج جرمی

نويسندگان

 مريم يوسفی1و4 *، مرضیه رضائی2و4
محمود نادری3و4 

*m.yousefi@avicenna.ac.ir
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آشکارسازها

  آشکارساز افزاينده الکترونی
باید  می کنند  عبور  جرمی  تجزیه گرهای  از  که  یون هایی 
آشکارسازی شده و به پیام های مفید تبدیل شوند به همین دلیل 
جرمی  طیف سنج های  بخش های  مهمترین  از  یکی  آشکارسازها 
به  می توان  آشکارسازها  این  معروف ترین  از  می شوند.  محسوب 
با  آشکارسازها  این  داخلی  سطح  کرد.  اشاره  الکترونی9  افزاینده 
ماده ای پوشش داده شده که در اثر برخورد یون ها با آن، الکترون 
آزاد می کند و الکترون های آزاد شده در اثر برخورد با سطح داخلی 
آشکارساز الکترون های بیشتری آزاد می کنند، همچنین وجود یک 
پیام  تقویت  موجب  و  می کند  تسهیل  را  امر  این  پتایسل  اختلاف 
حاصل از یک یون خواهد شد ]1[. نمایی از یک افزاینده الکترون 

در شکل )1( نشان داده شده است.

شکل 1: نمايی از آشکارساز افزاينده الکترونی ]1[

  طیف سنجی متوالی
MS/MS ترکیبی از دو یا بیش از دو آزمایش طیف سنج جرمی 
متوالی را نشان می دهد که هدف از این طیف سنجی های متوالی، 
به دست آوردن اطلاعات ساختاری با استفاده از شکستن یون های 
و  حساسیت  افزایش  یا  و  اول  طیف سنجی  از  حاصل  شده  فیلتر 
و  خاص  آنالیت  یون  انتخاب  با  کمی  آنالیزهای  در  انتخاب پذیری 
شکست های خاص حاصل از آن است. آنالیزهای MS/MS به وسیله 
متفاوت(  یا  و  نوع  یک  )از  جرمی  تجزیه گر  چندین  بستن  جفت 
می شود،  انجام  افتاده  دام  به  یون های  پیاپی  انجام شکست های  و 
MSn مخففی است برای تولید یون های متعدد و فیلتر کردن آنها 

کوادراپل ها  از  ترکیبی  دادن  قرار  با  اغلب  که  جرمی  تجزیه گر  با 
ایجاد می شوند؛ به طور مثال، در MS/MS آنالیز به این صورت انجام 
می گیرد که یون های فیلتر شده ناشی از کوادراپل اول قبل از ورود 
ثانویه )کوادراپل سوم( در کوادراپل دوم که فقط  فیلتر جرمی  به 
محفظه ای برای شکستن یون هاست و فیلتر جرمی در آن صورت 
نمی گیرد، با استفاده از یک گاز بی اثر شکسته می شوند و یون های 
ناشی از این شکست برای آنالیز جرمی وارد کوادراپل سوم می شوند. 
از  حاصل  یون های  آنالیز  و  تولیدی  یون های  شکست  روندهای 
شکست به صورت متوالی می تواند دنبال شود و یک MSn را تولید 

کند ]2[. از تجزیه گرهای جرمی مختلف می توان به صورت ترکیبی 
پرواز،  زمان  و  کوادراپل  از  عبارتند  که  نمود  استفاده  هم  با  یا  و 
البته یکی از پرکاربردترین آنها در طیف سنجی های متوالی، استفاده 
با توجه به  از تجزیه گر جرمی کوادراپل به صورت متوالی است که 
از  متعددی  انواع  کوادراپل ها  این  عملکرد  و  فیلتراسیون  چگونگی 
می توانند حساسیت  که  می آیند  وجود  به  یون  پایش  سیستم های 
اشاره  آنها  به  ادامه  ارتقاء دهند که در  را  آنالیزها  انتخاب پذیری  و 
نشان   )2( تصویر  در   MS/MS سیستم  یک  از  نمایی  شد.  خواهد 

داده شده است.

]2[ MS/MS شکل 2: نمايی از يك سیستم

انواع پايش

   پايش كامل10
در این نوع پایش، تمامی m/zهای موجود در نمونه مورد پایش 
را  نمونه  در  موجود  m/zهای  تمامی  اول  کوادراپل  می گیرند.  قرار 
محسوب  عبور  محل  فقط  دیگر  کوادراپل  دو  و  می کند  تفکیک 

می شوند )شکل 3( ]3[.

شکل 3: نمايی از چگونگی پايش كامل ]3[

   پايش به روش نظارت كردن يك يون خاص11
 m/z در این روش از پایش که برای شناسایی یک یون خاص با
خاص به کار می رود، کوادراپل اول روی یک ولتاژ خاص برای عبور 
دادن یک یون خاص تنظیم می شود و بقیه یون ها در اثر برخورد 
با الکترودها حذف می شوند؛ کوادراپل دوم و سوم فقط محل عبور 

هستند )شکل 4(.

شکل 4: نمايی از چگونگی مونیتور كردن يك يون خاص ]3[
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   پايش به روش يون محصول
در این نوع از پایش، یون های حاصل از شکست یک یون خاص 
مورد بررسی قرار می گیرند، به این صورت که کوادراپل اول فقط 
از یک  استفاده  با  دوم  کوادراپل  در  و  داده  عبور  را  ما  یون خاص 
گاز بی اثر مانند نیتروژن، این یون شکسته می شود؛ کوادراپل سوم 
به صورت پایش کامل عمل کرده و کلیه جرم های حاصل از شکست 

یون اولیه را تفکیک می کند )شکل 5(.

شکل 5: نمای پايش به روش يون محصول ]3[

   پايش يون ها با روش نظارت يك واكنش مشخص12
اساس  ترکیبات،  خاص  شکست های  پایش،  از  نوع  این  در 
نظر  مورد  یون  برای  اول  کوادراپل  می گیرند.  قرار  آنها  شناسایی 
SIM عمل  ما تنظیم شده که به صورت نظارت یک یون مشخص 
نیتروژن  از  استفاده  با  نظر،  مورد  یون  دوم  کوادراپل  در  می کند، 
از  حاصل  شاخص  شکست  سوم  کوادراپل  در  و  می شود  شکسته 
آن را عبور داده و بقیه یون های حاصل از شکست حذف می شوند 

)شکل 6(.

]3[ SRM شکل 6: نمايی از پايش يون ها با روش

LC-MS كاربردها ی روش

از  بسیاری  در  جذابیت  به  منجر   LC-MS انعطاف پذیری 
تا  گرفته  زیستی  محیط  زمینه  از  مذکور  روش  می شود.  زمینه ها 
از  وسیعی  گستره  شناسایی  در  آن  توانایی  و  دارد  کاربرد  دارویی 
در  را  آن  که  می شود  بالا  ویژگی  و  به حساسیت  منجر  ترکیبات، 
بسیاری از زمینه ها به یک روش عمومی تبدیل ساخته است. از آنجا 
که این کاربردها بسیار متنوع هستند در ادامه به فهرستی از آنها 

اشاره خواهد شد ]5و6[.

   تعیین وزن مولکولی
یکی از اساسی ترین کاربردهای LC-MS، تعیین وزن مولکولی 
است. اطلاعات مربوط به وزن مولکولی برای تعیین ماهیت ترکیبات 
بسیار کلیدی هستند. شکل )7( طیف دو پپتید را نشان می دهد که 
نسبت جرم به بار آنها تنها m/z 1 با هم متفاوت است. تنها تفاوت 
در انتهای کربن است که در یکی ترئونین و در دیگری ترئونین آمید 
است. پیک های مربوط به قطعات کوچک تر در هر دو طیف مشابه 

هستند که نشان می دهد بخش بزرگی از دو پپتید بسیار شبیه هم 
هستند. اما قطعات بزرگتر حاوی پپتید های متمایز کننده هستند.

شکل 7: طیف جرمی متمايز كننده دو اكتا پپتید بسیار شبیه به هم ]4[

   تعیین وزن مولکولی پروتئین سبز فلوئورسنت
و  اسید  آمینو   238 با  پروتئینی  فلوئورسنت13  سبز  پروتئین 
27000 دالتون است. این پروتئین زمانی که در معرض نور ماورای 
بنفش قرار می گیرد رنگ سبزی از خود ساطع می کند. در هنگام 
به دست می آید و همین  بار  GFP چند  الکترواسپری،  یونیزاسیون 
باعث می شود بتوان آن را با طیف سنج جرمی که گستره محدودی 
موارد  گونه  این  در  کرد.  آنالیز  می دهد،  نشان  را  بار  به  جرم  از 
واپیچیدگی طیف جرمی برای تعیین وزن مولکولی پروتئین انجام 
کامل طیف  پایش  )8( طیف جرمی،  بالایی شکل  بخش  می شود. 
GFP را نشان می دهد. الگوی پیک های طیف جرمی از ویژگی های 
یک آنالیت دارای بار چند گانه است. هر پیک، نشانگر مولکولی با 
تعداد بارهای مختلف است. بخش پایینی، طیف واپیچیده شده ای 
ایجاد  بار  تک  یک  با  آنالیتی  برای  داده  سیستم  توسط  که  است 

شده است.

شکل 8: تعیین وزن مولکولی پروتئین GFP از طريق LC-MS با سیستم 
الکترواسپری ]4[



w
w

w
.I

JL
K

.i
r

8

ت 
الا

تخصصیدانش آزمایشگاهی ایرانسال چهارم  شماره  2 تابستان  1395 شماره پیاپی 14مق فصلنامه 

   تعیین ساختار
یکی دیگر از کاربردهای LC-MS به دست آوردن اطلاعاتی در 
مورد ساختار مولکولی است و این علاوه بر اطلاعاتی است که در 
مورد وزن مولکولی و یا ماهیت در مقایسه با یک ترکیب شناخته 

شده به دست می آید.

 تعیین ساختار جینسنگ
است  در طب سنتی چین  درمانی  گیاه  یک  ریشه جینسنگ 
که  است  بیولوژیکی  فعال  از ساپونین های  زیادی  تعداد  که حاوی 
جینسنویید نامیده می شوند. از آنجا که بیشتر جینسنوییدها حاوی 
موقعیت های  در  که  هستند  متعددی  الیگوساکاریدی  زنجیره های 
ترکیباتی  چنین  ساختار  تعیین  یافته اند،  اتصال  مولکول  مختلف 
آنالیز طیف جرمی در یک طیف سنج جرمی  پیچیده است.  بسیار 
تله یونی این امکان را فراهم می آورد که مراحل متعدد جداسازی 
یون ها و قطعه قطعه شدن انجام شود. این قطعه قطعه شدن مرحله 
به مرحله، اجازه تشکیل مسیرهای قطعه قطعه شدن مجزا و منحصر 
فراهم  ارزشمندی  را می دهد که اطلاعات ساختاری بسیار  به فرد 

می آورند.
را   Rb1 جینسنویید  کامل  پایش  جرمی  طیف   )9( شکل 
به  سدیم  که  است  یونی  طیف،  جنبه  مهم ترین  می دهد.  نشان 
1131/7 دیده می شود   m/z +]M+Na[ که در  افزوده شده  آن 

.]4[
 789/7  m/z در  یون  یک   1131/7  m/z به  مربوط   MS/MS
مربوط به شکست یک پیوند ساده گلیکوزیدی است )شکل 10(. 
دو   )11 )شکل   789/7  m/z شدن های  قطعه  قطعه  و  جداسازی 
 m/z در  بیشتر  فراوانی  با  یون  یک  می دهد:  به دست  محصول 
الیگوساکاریدی زنجیره  یک  دادن  دست  از  به  مربوط  که   365/1 

 627/5 m/z با فراوانی کم  تر در  )-Glcد-ر2د Glc( است و یون دیگر 
مربوط به از دست دادن یک قند داکسی هگزوز است.

شکل 9: طیف جرمی پايش كامل جنسنويید Rb1 كه يون سديم افزوده 
شده اولیه را نشان می دهد ]4[

سديم  يون  از   )MS/MS( طیف  محصول،  يون  كامل  پايش   :10 شکل 
]4[ 1131/7 m/z افزوده شده در

]4[ 789/7 m/z شکل 11: طیف يون محصول پايش كامل از يون

   كاربردهای دارويی
 کروماتوگرافی بنزودیازپین ها

اطلاعات موجود در طیف جرمی این اجازه را می دهد که برخی 
ترکیبات را اگر چه از لحاظ کروماتوگرافی از هم تفکیک نشده اند 
ولی از هم جدایشان نمود. در این مثال یک سری از بنزودیازپین ها 
از طریق هر دو آشکارسازهای UV و MS آنالیز شدند. کروماتوگرام 
یون  اما  شود  گرفته  کار  به  کمی سازی  برای  نمی تواند   UV

کروماتوگرام حاصل از MS را می توان بدین منظور به کار برد.
برای شناخت ماهیت  را  تایید بیشتری  اطلاعات طیف جرمی 
ترکیب ها ارائه می دهند. کلر به دلیل فراوانی نسبی دو ایزوتوپ خود 
الگوی منحصر به فرد خود را دارد. در شکل )12(، طیف تریازولوم 
نشان گر آن است که این ترکیب دو اتم کلر دارد و طیف دیازپام 

نشان می دهد که این ترکیب یک اتم کلر دارد.
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شکل 12: شناسايی MS و تعیین مقدار كمی بنزوديازپین ها از مخلوطی 
كه به خوبی از هم تفکیك نشده است ]4[.

 شناسایی متابولیت های بایل اسید
مناسب  ابزاری  به  را  آن  یونی  تله  جرمی  طیف سنج  توانایی 
روش های  می سازد.  مبدل  پیچیده  ترکیبات  ساختاری  آنالیز  برای 
جمع آوری داده هوشمند، کارایی و سودمندی تله یونی را افزایش 
می دهد و امکان شناسایی متابولیت هایی که مقدار آنها اندک است 

را در فراوانی های پایین با یک بار آنالیز فراهم می سازد.
کولیک  داکسی  اسید  بایل  انکوباسیون  مورد  در  دیگر  مثال 
شبیه سازی  برای  صحرایی  موش  کبد  میکروزوم های  با  اسید 
انتخاب  برای  هوشمند  داده  روش جمع آوری  از  است.  دارو  یک 
این یون ها  استفاده شد.  فراوان ترین یون ها در هر اسکن جرمی 
کامل  اسکن  با  محصولات  و  شده  قطعه  قطعه  خودکار  به صورت 

شدند. تهیه 
شکل )13-الف( کروماتوگرام پیک های اصلی را نشان می دهد. 
 407 m/z شکل )13-ب( کروماتوگرام یون های استخراج شده در
که مربوط به متابولیت با کم ترین درصد است )کولیک اسید با زمان 
ثانیه( را نشان می دهد. طیف پایش کامل  شویش 9 دقیقه و 41 
MS/MS )شکل 13-ج( از یون با m/z 407 ماهیت ترکیب را تایید 

می کند.
زمان قابل توجهی در این روش ذخیره می شود، چرا که محصول 
MS/MS به صورت خودکار در همان زمانی که طیف پایش کامل 

MS ثبت شد به دست می آید.

   كاربردهای بیوشیمیايی
 شناسایی سریع پروتئین با LC/MS/MS مویینه و جستجو در 

بانک اطلاعاتی
به  نیاز  عموم  به صورت  پروتئین  شناسایی  متداول  روش های 
جداسازی تک تک پروتئین ها با استفاده از ژل الکتروفورز دو بعدی 
دارند. تلفیق LC/MS/MS مویینه و روش جمع آوری داده هوشمند، 
کارایی و جستجو در بانک اطلاعاتی براساس درصد احتمال، امکان 

شناسایی سریع بیش از صد پروتئین را در یک آنالیز فراهم می آورد. 
در این مثال LC مویینه و طیف سنج جرمی تله یونی برای جمع آوری 
کـدام  هر  که  مختلف  پروتئین  پنج  حاوی  مخلوط  یک  از   داده 
mol/lµ 1 غلظت دارند )شکل 14( مورد استفاده قرار گرفت. تمام 

داده های MS و MS/MS در یک تک آنالیز به دست آمد.

فراوانی  درصد  با  اسید  كولیك  داكسی  متابولیت  شناسايی   :13 شکل 
]4[ MS/MS اندک از طريق

شکل 14: كروماتوگرام پیك های پايه حاصل از تركیبات پروتئینی با غلظت  
mol/lµ 1 تزريق شده به ستون ]4[

MS/ داده های MASCOT شناسایی پروتئین با استفاده از نرم افزار
MS را با کمک بانک داده پردازش می کند. شکل )15( همخوانی خوبی 
 )807/2 m/z( یونی که بیشترین فراوانی را دارد MS/MS میان طیف
)در زمان بازداری 17.55 دقیقه در کروماتوگرام اصلی( و سری های 
یون-y پیش بینی شده مربوط به یک تریپتیک پپتید پروتئین انسانی 

)یکی از پروتئین های موجود در مخلوط( نشان می دهد.
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شکل 15: طیف پايش كامل MS/MS از يون مادر در m/z 807/2 و طیف 
مقايسه ای ]4[

   كاربردهای كلینیکی
 تشخیص با حساسیت بالای تریمیپرامین و تیوریدازین

برای اغلب ترکیبات، آشکارساز جرمی بسیار حساس تر از سایر 
ضدافسردگی  داروی  یک  تریمیپرامین  است.   LC آشکارسازهای 
سه حلقه ای است که خواص آرام بخش دارد. تیوریدازین هم یک 
آرام بخش است. شکل )16( این ترکیبات را در ادرار نشان می دهد 
و مقدار آنها هم به حدی است که با آشکارساز UV قابل شناسایی 
طیف سنج  یک  از  حساسیت،  بیشترین  به  رسیدن  برای  نیست. 
منتخب  یون های  کردن  مونیتور  با  آنالیز  و  قطبی  چهار  جرمی 

انجام شد.

شکل 16: تريمیپرامین و تیوريدازين در نمونه ادرار ]4[

  آنالیز مواد غذايی
  شناسایی آفلاتوکسین در غذا

آفلاتوکسین ها متابولیت های سمی هستند که به وسیله قارچ ها 
در مواد غذایی تولید می شوند. شکل )17( یون کروماتوگرام کلی 
آنها  ساختار  چه  اگر  می دهد.  نشان  را  آفلاتوکسین  چهار  مخلوط 
به طور  می توان  را  آفلاتوکسینی  هر  ولی  است  شبیه  هم  به  بسیار 

جداگانه از روی طیف جرمی آن شناسایی کرد )شکل 18(.

شکل 17: يون كروماتوگرام كلی مخلوط آفلاتوكسین ها ]4[

شکل 18: طیف های جرمی مختص هر تركیب، امکان شناسايی 
آفلاتوكسین هايی كه ساختار مشابه دارند را می دهد ]4[.

با نگاهی کلی به کاربران دستگاه، بر حسب چگونگی استفاده از LC-MS می توان آنها را به سه گروه کلی تقسیم نمود ]7و8[:
کاربرانی که عمده اطلاعاتی که از طیف سنج جرمی می خواهند اطلاعات جرمی است )وزن مولکولی و یا قطعات حاصل   -1
از شکست مولکول(. جنبه های کمی در این گونه موارد اهمیت کمی دارد و یا به طور کلی بی اهمیت است. به صورت عمده این 
کاربران تمایل دارند سنتز ترکیبات آلی را مونیتور و یا تایید نمایند، با استفاده از جمع آوری ترکیباتی که از ستون خارج می شوند، 
از تخریب یک ترکیب مادر است و یا وزن  بررسی می کنند که آیا پیک کروماتوگرام یک متابولیت است و یا محصول حاصل 

مولکولی و اطلاعات ساختاری ترکیب را مشخص کنند.
این کاربران مولکول ویژه ای را هدف قرار  آنها آشکارسازی گزینشی و بسیار حساس است.  کاربرانی که هدف عمده   -2

می دهند. جنبه های کمی اهمیت زیادی دارد و اطلاعات جرمی در درجه دوم اهمیت قرار دارد.
کاربرانی که مولکول های خاصی را مورد هدف قرار می دهند و تعیین کمی و تعیین ماهیت ترکیبات، مورد نظر آنهاست.   -3

وزن مولکولی و حضور قطعات خاصی که فراوانی آنها از اهمیت زیادی برخوردار است در این حالت ارزیابی می شود.
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پی نوشت
1. دکتری شیمی آلی، مرکز تحقیقات ریز فناوری زیستی، پژوهشکده فناوری های نوین علوم پزشکی جهاد دانشگاهی ابن سینا

2. کارشناس مهندسی شیمی، گروه پژوهشی آنالیزی کیمیازی
3. کارشناس ارشد شیمی آلی، بخش تحقیقات گیاهان دارویی، موسسه تحقیقات جنگل ها و مراتع کشور

4. عضو کارگروه تخصصی کروماتوگرافی شبکه آزمایشگاهی فناوری نانو

5.   Liquid chromatography–mass spectrometry (LC-MS)

6. Electrospray ionization (ESI)

7. tmospheric Pressure Chemical Ionization (APCI)

8. Atmospheric Pressure Photo Ionization (APPI)

9. Electron multiplayer

10. Full scan

11. Single ion monitoring (SIM)

12. Selected reaction monitoring (SRM)

13. Green fluorescent protein (GFP)
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