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حذف پروتئین
مواد با دسترسی محدود بر 

پایه ی پلیمر، 
مواد با دسترسی محدود بر 

پایه ی سیلیکا، 
مواد با دسترسی محدود بر 

پایه ی حلّل های فراذره ای
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ــم  ــای ک ــری غلظت ه ــخصه یابی، اندازه گی ــتگاه های مش ــاخت دس ــرفت  در س ــود پیش ــا وج ب
مــواد در محیط هــای پیچیــده بــه خصــوص ســیالات زیســتی ماننــد خــون، پلاســما، بــزاق ، شــیر 
ــا لازم  ــا، نه تنه ــن نمونه ه ــازی ای ــن آماده س ــت. در حی ــز  اس ــخت وچالش برانگی و...، کاری س
اســت ترکیبــات مزاحــم از محیــط حــذف شــوند، بلکــه بایــد مــواد مــورد نظــر در حیــن ایــن 
فراینــد از دســت نرفتــه، حتــی بتواننــد تغلیــظ شــوند. از ایــن رو در تحلیــل مقادیــر بســیار کــم 
مــواد، مراحــل آماده ســازی نمونــه بیــش ازپیــش، اهمیــت پیــدا می کنــد. یکــی از پرکاربردتریــن 
ــا  ــد ))Solid Phase Extraction )SPE( ب ــاز جام ــتخراج ف ــه، اس ــازی نمون ــای آماده س روش ه
جاذب هــای پلیمــری اســت کــه در صــورت ادغــام بــا مرحلــه ی حــذف پروتئیــن، کــه به طــور 
معمــول بــرای نمونه هــای زیســتی بایــد اجــرا شــود، منجــر بــه کاهــش خطــا و افزایــش ســرعت 
روش پیشــنهادی می شــود. از جاذب هــای مناســب در روش SPE می تــوان بــه پلیمرهــای 
قالــب مولکولــی و مــواد بــا دسترســی محــدود )RAM( اشــاره کــرد. تاکنــون، انــواع مختلفــی از 
ــد  ــی، تولی ــای کربن ــا نانولوله ه ــای اصلاح شــده ب ــا RAMه ــای پلیمــری، ســیلیکایی ی RAMه
ــد. اســتفاده از RAMهــا درعیــن ســهولت در آماده ســازی  شــده و به صــورت تجــاری درآمده ان
نمونه هــای پیچیــده، بــازده بالایــی نیــز دارد. حضــور گروه هــای آب دوســت و از طرفــی منافــذ 

کوچــک ســبب افزایــش کارایــی ایــن دســته از مــواد می شــود.

مواد با دسترسـی محـدود )RAMs(: نوع، 
کاربرد و  سازوکار 
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مــقــالات عــلــمــی

1 مقدمه
ــوان  ــدی اســت کــه وجــود پروتئین هــا، به عن مدت هــای مدی
یکــی از چالش هــای مهــم اندازه گیــری مقادیــر بســیارکم 
ــد  ــات درون زا مانن ــا و ترکیب ــد داروه ــرون زا مانن ــات ب ترکیب
می آینــد.  به شــمار  زیســتی  محیط هــای  در  متابولیت هــا 
اســتخراج فــاز جامــد )Solid Phase Extraction, SPE( یکی از 
روش هــای کارامــد بــرای آماده ســازی نمونــه اســت. پلیمرهــا 
 Molecular Imprinted( ــی ــب مولکول ــای قال ــژه پلیمره به وی
ــورد  ــیار م ــاذب در SPE بس ــوان ج ــه عن Polymer, MIP( ب
 MISPE )Molecularly ــام ــا ن ــا را ب ــتند و آن ه ــتفاده هس اس
Imprinted Solid-phase Extraction( می شناســند .در مقایســه 
ــی  ــای معمول ــده در SPEه ــرده ش ــه کارب ــای ب ــا جاذب ه ب
ــری و  ــا انتخاب پذی ــراه ب ــا در SPE، هم ــری MIPه به کارگی
ــای  ــا، pH و حلال ه ــات مناســب در دم ــالا و ثب ــیت ب حساس
مختلــف اســت ]1[. امــا بــا ایــن حــال وجــود ترکیباتــی ماننــد 
پروتئین هــا در محیــط نمونــه بــا اغلــب روش هــای اســتخراج 
ــذب  ــرای ج ــا ب ــت و نه تنه ــازگار اس ــد SPE ناس ــاز جام ف
ترکیبــات هــدف روی فــاز جــاذب ایجــاد مزاحمــت می کنــد، 
ــاذب و  ــری ج ــت و انتخاب پذی ــش ظرفی ــث کاه ــه باع بلک
ــن رو  ــود. از ای ــتخراج می ش ــرد اس ــش عملک ــه کاه در نتیج
ــه ای  ــام مرحل ــای SPE، انج ــری روش ه ــه کارگی ــل از ب قب
بــرای حــذف پروتئیــن الزامــی اســت. از طــرف دیگــر اگرچــه 
روش هــای ســنتی حــذف پروتئیــن، ســریع و ســاده هســتند، 
امــا انتخاب پذیــری کــم ایــن روش هــا منجــر بــه از بین رفتــن 
برخــی نمونه هــا در مرحلــه ی ته نشــینی پروتئین هــا می شــود. 
همچنیــن اســتفاده از ایــن روش هــا، فقــط باعــث پاک ســازی 
ــد  ــر مانن ــای دیگ ــود و مولکول ه ــا می ش ــه از پروتئین ه نمون
فســفولیپیدها را کــه در محیــط وجــود دارنــد و باعــث 
ســرکوب یون هــا در طیف ســنجی جرمــی می شــوند و در 
مراحــل بعــدی مشــخصه یابی، مشــکل آفرین هســتند، حــذف 
نمی کنــد. بنابرایــن اســتفاده از روش اســتخراج پــس از مرحلــه  

ــر اســت.  ــن، اجتناب ناپذی حــذف پروتئی
ــام  ــور ادغ ــددی به منظ ــات متع ــر تحقیق ــال های اخی در س
دو مرحله حــذف پروتئیــن و اســتخراج ترکیبــات هــدف، 
ــش  ــث کاه ــه باع ــه اســت ک ــه صــورت گرفت ــک مرحل در ی
خطــای نتایــج آزمایشــگاهی، زمــان مراحــل آماده ســازی 
ــای  ــی از راه کاره ــود. یک ــده می ش ــه  صرف ش ــه و هزین نمون
 Restricted( پیشــنهادی اســتفاده از مــواد بــا دسترســی محــدود
 SPE جاذب هــای  ســاخت  در   )Access Material, RAM
ــل گروه هــای  ــه به دلی ــی هســتند ک ــواد ترکیبات ــن م اســت. ای

عاملــی مهندســی شــده در آن هــا، در طــی فراینــد اســتخراج، 
پروتئین هــا را از روی ســطح جامــد دفــع کــرده، تنهــا ترکیبــات 
هــدف بــا جــرم مولکولــی کــم را به صــورت انتخاب پذیــر و از 
طریــق ســازوکار های تقســیم، تبــادل یونــی یــا از طریــق نفــوذ 
ــا  ــن جاذب ه ــد. در ای ــتخراج می کنن ــیمیایی اس ــی و ش فیزیک
ــوذ فیزیکــی  ــد توســط ســد نف ــزرگ می توانن ــای ب مولکول ه
ــوذ شــیمیایی ایجــاد  ــا ســد نف ــذ( ی ــه قطــر مناف ــا توجــه ب )ب
ــن  ــبکه پروتئی ــک ش ــط ی ــی ذره )توس ــطح بیرون ــده در س ش
ــتفاده از  ــا اس ــر ب ــارت دیگ ــوند. به عب ــذف ش ــر( ح ــا پلیم ی
ایــن مــواد، حــذف پروتئین هــا و اســتخراج انتخابــی ترکیبــات 
ــان صــورت  ــتی به صــورت هم زم ــای زیس ــدف از محیط ه ه
ــه  ــق اضاف ــرد. بســیاری از جاذب هــای پلیمــری از طری می گی
کــردن گروه هــای عاملــی خــاص، بــه RAMهــا تبدیــل 
ــه ای  ــه گون ــا ب ــته از جاذب ه ــن دس ــرد ای ــوند. عملک می ش
اســت کــه از یــک طــرف ســطح خارجــی پلیمــر بــا گروه هــای 
آب گریــز و دارای منافــذ کوچــک پوشــانده می شــود تــا امــکان 
عبــور مولکول هایــی بــا وزن کــم را فراهــم نمایــد و از طــرف 
دیگــر ســد شــیمیایی حاصــل از گروه هــای آب دوســت 
باعــث جلوگیــری از اتصــال غیرقابــل برگشــت پروتئین هــا بــه 

جــاذب شــود]2[.
و   SPE مختلــف  روش هــای  در  RAM هــا  اگرچــه 
 Solid Phase Micro Extraction,( ــد ــاز جام ــتخراج ف ریزاس
SPME( به صــورت گســترده بــه کار می رونــد، امــا بیشــترین 
 )On-line( ــط ــای برخ ــا در روش ه ــن جاذب ه ــتفاده از ای اس
 Column Switching( ماننــد ســوانگاری تعویــض ســتون
Chromatography( اســت. در ایــن روش هــا حــذف پروتئیــن، 
ــودکار  ــور خ ــری به ط ــدف و اندازه گی ــب ه ــتخراج ترکی اس
ــا  ــن روش ه ــتفاده ازای ــرد. اس ــام می گی ــامانه انج ــک س در ی
به دلیــل مزایایــی همچــون کــم بــودن هزینــه مشــخصه یابــی 
)آنالیــز(، حجــم حــلال مصرفــی و خطــای کــم انداره گیــری، 
ــای  ــری جاذب ه ــوه  به کارگی ــود. نح ــنهاد می ش ــیار پیش بس
 )In-Tube SPME( در روش ریــز اســتخراج درون لولــه RAM
ــادل  ــع تب ــوانگاری مای ــامانه س ــه س ــه به صــورت برخــط ب ک
یونــی متصــل اســت، در شــکل 1 آورده شــده اســت. در 
ــه   ــچ مرحل ــام هی ــدون انج ــما ب ــه ی پلاس ــن روش نمون ای
آماده ســازی بــه داخــل لولــه ی اســتخراجی تزریــق می شــود. 
ــا  ــدف روی RAM، پروتئین ه ــات ه ــتخراج ترکیب ــس از اس پ
ــز ســامانه خــارج می شــوند.  ــواد مزاحــم از دورری و دیگــر م
در نهایــت بــا تعویــض حالــت شــیر چندراهــه، مــواد شســته 
ــس از  ــی شــده، پ ــر یون شــده از جــاذب وارد ســتون تبادل گ
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جداســازی، مشــخصه یابی می شــوند.
مــورد   )Detector( آشکارســاز  نــوع  از  صرف نظــر 
بــر  از جاذب هــای  اســتفاده، روش هایــی کــه در آن هــا 
ــوب،  ــظ خ ــل پیش تغلی ــود به دلی ــتفاده می ش ــه  RAM اس پای
ــکان  ــتند و ام ــبی هس ــی مناس ــه خط ــیت و دامن دارای حساس
ــم  ــز فراه ــا را نی ــم نمونه ه ــیار ک ــر بس ــخصه یابی مقادی مش
از  می تــوان  را  پلیمرهــا  از  برخــی  همچنیــن  می کنــد. 
ــال  ــرای مث ــرد. ب ــل ک ــه RAM تبدی ــردن ب ــق اصــلاح ک طری
پلی کاپرولاکتــون )Poly-ε-caprolactone( از دســته پلیمرهایــی 
اســت کــه امــروزه بــا اعمــال تغییراتــی به عنــوان RAM بــرای 
زیســتی  نمونه هــای  از  کوچــک  مولکول هــای  اســتخراج 
مــورد اســتفاده قــرار می گیــرد ]4[. از طرفــی عــلاوه بــر 
جاذب هــای جامــد، رویکردهــای جدیــدی نیــز بــرای توســعه 
ــتفاده  ــای Supra Molecular اس ــه از حلال ه ــی ک RAMهای
می کننــد، پیشــنهاد شــده اســت ]5[. در ادامــه بــا توجــه 
ــا،  ــه ی RAMه ــیده در زمین ــاپ رس ــه چ ــای ب ــه گزارش ه ب

ــد. ــد ش ــح داده خواه ــواع آن توضی ــن ان متداول تری

RAM 2هــای بــر پایــه ی پليمرهــای قالــب مولکولی 
)RAMIP(

همان طورکــه توضیــح داده شــد RAMهــا جاذب هایــی هســتند 
کــه از جــذب  مولکول هــای بــزرگ جلوگیــری می کننــد 
ــد.  ــذب کنن ــم را ج ــی ک ــا وزن مولکول ــواد ب ــد م و می توانن
ــت در  ــا دارای محدودی ــن RAMه ــب ای ــفانه  اغل ــا متأس ام
انتخاب پذیــری هســتند کــه روی کارایــی مشــخصه یابی تأثیــر 
 Molecular( می گــذارد. از طرفــی پلیمرهــای قالــب مولکولــی
Imprinted Polymer, MIP( از آن دســته از جاذب هــا هســتند 
ــکلات  ــی از مش ــد ول ــل می کنن ــر عم ــیار انتخاب پذی ــه بس ک
در  عملکردشــان  اختــلال  بــه  می تــوان  آن هــا،  بــزرگ 
ــه  ــی اشــاره کــرد]6[. به منظــور غلب بســیاری از نمونه هــای آب

ــده،  ــر ش ــای ذک ــک از جاذب ه ــر ی ــای ه ــر محدودیت ه ب
 RAMIP (Restricted Access ــام ــه ن ــی ب ــای ترکیب جاذب ه
ــن  ــده اند. ای ــاخته ش Molecularly Imprinted Polymers( س
ــان  ــی همزم ــه توانای ــتند ک ــی هس ــای آل ــا، پلیمره جاذب ه
مولکول هــای  حــذف  و  نمونــه  انتخاب پذیــر  اســتخراج 
ــد  ــال دارن ــای اتص ــل آب در محل ه ــدون تداخ ــزرگ را ب ب
]7[. محققــان معرفی کننــده  ایــن جاذب هــا، آن هــا را بــا توجــه 
ــار  ــه چه ــر، ب ــرای ســطح پلیم ــای اصلا ح شــده ب ــه معرف ه ب
ــورد  ــک در م ــه تفکی ــه ب ــه در ادام ــد ک ــته تقســیم کرده ان دس

ــد شــد. ــی داده  خواه ــدام توضیحات ــر ک ه
باکومونومرهــای  شــده  ســاخته   RAMIP جاذب هــای 
آب دوســت اولیــن دســته از ایــن جاذب هــا هســتند. ســاخت 
ــه  ایــن جاذب هــا )گــروه I( ماننــد ســنتز جاذب هــای MIP ب
ــول  ــر، مولک ــردن مونوم ــوط ک ــا مخل ــی ب ــنتی یعن روش س
هــدف به-عنــوان قالــب )Template( و اتصال دهنــده و در 
ــس  ــود. پ ــروع می ش ــدن ش ــد پلیمری ش ــام فراین ــت انج نهای
 MIP ــلاح ــرای اص ــت ب ــای آب دوس ــی، کومونومره از مدت
شــکل گرفته تولیــد شــود. RAMIP بــه محیــط واکنــش اضافــه 
ــن  ــوند. ای ــه آب دوســت  ش ــاد لای ــا موجــب ایج ــوند ت می ش
ــزرگ، از  ــای ب ــری از ورود مولکول ه ــر جلوگی ــلاوه ب ــه ع لای
 MIP تداخــل مولکول هــای آب نیــز در محل هــای اتصــال
جلوگیــری می کنــد )شــکل 2(  ]3[. همچنین ســطح آب دوســت 
ماننــد محافــظ عمــل کــرده، از واکنــش غیرانتخابــی  بیــن آب و 
ــه  ــه همیــن دلیــل ب ــد. ب جایگاه هــای اتصــال جلوگیــری می کن
ایــن دســته از مــواد، MIP ســازگار بــا آب نیــز می گوینــد ]8[.
باکومونومرهــای   RAMIP جاذب هــای  ســنتز  بــرای 
در  کــه   )Bovine Serun Albumin )BSA (( و  آب دوســت 
ــطح  ــدا س ــروه I، ابت ــد گ ــد، همانن ــای می گیرن ــروه II ج گ
ــکل 3(.  ــود )ش ــانده می ش ــت پوش ــه آب دوس ــا لای MIP  ب
ســپس ایــن لایــه آب دوســت بــا لایــه ای از BSA احاطــه شــده 

]3[ RAM شکل 1 سوانگاری مایع تعویض ستون با استفاده از جاذب
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و در نهایــت، پلیمــر RAMIP-BSA تولیــد می شــود. پوشــش 
BSA زمانی کــه pH محیــط، بالاتــر از نقطــه ایزوالکتریــک آن 
باشــد، به دلیــل افزایــش چگالــی بــار منفــی روی ســطح پلیمــر، 
عملکــرد حــذف مولکول هــای بــزرگ را بهبــود می بخشــد ]3[. 
گروه هــای  RAMIPهــای  رفتــار  بهتــر  درک  به منظــور 
داروی                 اســتخراج  روی  بــر  مقایســه ای  مطالعــه   ،II و   I
ایــن  در  انجــام گرفــت.  ایــن جاذب هــا  بــا   β-Blocker
ــوع  ــنتی، RAMIP ن ــس MIP س ــی از جن ــق، جاذب های تحقی
ــنتز  ــه BSA، س ــا لای ــده ب ــیده ش ــنتی پوش I و II و MIP س
شــد. مقایســه ها نشــان داد، ایــن پلیمرهــا بــرای جــذب داروی 
مــورد بررســی کارآمــد هســتند. پوشــش آب دوســت به طــور 

.]3[ I گروه  RAMIP شکل 2  طرح واره سنتز عمومی

]3[ II گروه RAMIP شکل 3  طرح واره سنتز عمومی

ــود  ــی را بهب ــای آب ــری در محیط ه ــی گزینش پذی قابل توجه
ــدن  ــه ش ــان داد اضاف ــج نش ــن نتای ــت. همچنی ــیده اس بخش
لایــه آب دوســت و  همچنیــن پوشــش BSA، نــه تنهــا باعــث 
تغییــر خــواص شــیمیایی پلیمــر نمی شــود، بلکــه بــرای 
ــای  ــود در محیط ه ــزرگ موج ــای ب ــام  مولکول ه ــذف تم ح
زیســتی بســیار مهــم اســت. از طرفــی بــا اســتفاده از بررســی 
مشــخصات فیزیکــی مشــخص شــد مراحــل ســنتز روی اندازه 

ــت ]9[. ــذار اس ــاذب تأثیرگ ــکل ذرات ج و ش
RAMIPهــای گــروه III شــامل کومونومرهایــی هســتند کــه 
ــوند.  ــت می ش ــنتز، آب دوس ــن س ــی در حی ــد از اصلاحات بع
بدیــن صــورت کــه لایــه آب دوســت پــس از ســاخت پلیمــر، 
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ــال  ــور مث ــود. به ط ــد می ش ــیمیایی تولی ــش ش ــط واکن توس
به دلیــل   )Glycidyl  Methacrylate( گلیســیدیل متاکریلات 
وجــود حلقــه اپوکســید در ســاختار شــیمیایی، به طــور معمــول 
به عنــوان کومونومــر مــورد اســتفاده قــرار می گیــرد. در ادامــه 
ــای  ــی از گروه ه ــم بالای ــید، تراک ــه ی اپوکس ــدن حلق ــاز ش ب
ســطح  ایجــاد  باعــث  و  می کنــد  ایجــاد  هیدروکســیل 

آب دوســت می شــود )شــکل 4(.
اندازه گیــری  و  ریزســاختار  زمینــه  در  تحقیقاتــی  طــی 
خصوصیــات آب دوســتی ایــن گــروه از RAMIPها، مشــخص 
شــد کــه از یــک طــرف برهم کنــش غیراختصاصــی آب گریــز 
بیــن قالــب و بافــت  پلیمــری برقــرار شــده و از طــرف دیگــر 
ــه  ــل ســطح آب دوســت ب ــزرگ به دلی ــای ب جــذب  مولکول ه
 ،IV ــروه ــت ]RAMIP .]11هــای گ ــه اس ــش یافت ــدت کاه ش
ــاوت  ــن تف ــا ای ــتند؛ ب ــروه III هس ــای گ ــد RAMIPه همانن
ــا اســتفاده از BSA پوشــش داده  کــه در انتهــا، ســطح آن هــا ب

ــکل 5(.  ــود )ش می ش
ــوان  ــا می ت ــه  RAMIPه ــات در زمین ــن تحقیق از جدیدتری
بــه RAMIPهــای مغناطیســی اشــاره کــرد. ایــن نــوع از 
RAMIPهــا بــا اســتفاده از ظرفیــت مغناطیســی مــواد، باعــث 
ــی  ــا جای ــوند ت ــه می ش ــر نمون ــریع و راحت ت ــازی س آماده س
کــه بســیاری از نمونه هــای زیســتی مثــل پلاســما بــدون نیــاز 
بــه آماده ســازی، مســتقیم وارد مرحلــه اســتخراج آنالیــت 

می شــوند ]12[.
ــرای  ــه برخــی از کاربردهــای RAMIPهــا ب در جــدول 1 ب
ــا  ــای زیســتی ی ــف در محیط ه ــات مختل مشــخصه یابی ترکیب

.]10[ III گروه RAMIP شکل 4  طرح واره سنتز عمومی

ــت  ــن اس ــایان گفت ــت. ش ــده اس ــاره ش ــن اش ــاوی پروتئی ح
تمامیRAMIPهــای معرفــی شــده دارای عیــب بزرگی هســتند 
ــد  ــا می توان ــت تنه ــی اس ــای اختصاص ــود قالب  ه و آن وج
بــرای یــک آنالیــت و یــا یــک دســته از مــواد، مــورد اســتفاده 
ــد  ــن جاذب هــا، نیازمن ــاخت ای ــه س ــد. درنتیج ــرار  گیرن ق

ــراوان اســت. ــه ف ــان و هزین زم

RAM 3های بر پایه ی سيليکا
ــا ی  ــورد از RAMه ــن م ــیلیکا اولی ــه ی س ــر پای ــای ب RAMه
ــال 1985  ــواد از س ــن م ــه ای ــا آن ک ــتند. ب ــده هس ــد ش تولی
ــاز  ــی ف ــطح درون ــا س ــوادی ب ــوان م ــا عن ــان ب ــط محقق توس
 )Internal Surface Reversed-Phase, ISRP( معکــوس 
ــار  ــن ب ــرای اولی ــاواژه RAM ب ــد ]15[، ام ــدا کردن توســعه پی
در ســال 1991 بــه آن هــا اطــلاق شــد ]10[. بــه طــور معمــول 
در ایــن جاذب هــا یــک ســطح داخلــی و یــک ســطح خارجــی 
وجــود دارد کــه بــر اســاس هماهنگــی ویژگــی شــیمیایی ایــن 

دو ســطح، بــه دو دســته تقســیم بندی می شــوند:
• فــاز تک حالتــه )Unimodal Phases( کــه در آن نــوع 
گروه هــای عاملــی ســطح خارجــی و داخلــی یکســان هســتند.
• فــاز دوحالتــه )Biomodal Phases( کــه در آن گروه هــای 
عاملــی ســطح خارجــی از نــوع آب دوســت و گروه هــای 

ــز هســتند. ــی آب گری ــی ســطح داخل عامل
ــد از  ــا می توان ــذف در RAMه ــازوکار ح ــلاوه، س ــه ع ب
ــا ســد نفــوذ  ــر اســاس منافــذ ی طریــق ســد نفــوذ فیزیکــی ب
شــیمیایی بــر اســاس حضورگروه هــای عاملــی باشــد ]16[. بــا 

]3[ IV گروه  RAMIP شکل 5 طرح واره سنتز عمومی
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مــقــالات عــلــمــی

1: β-Blockers; 2: Chlorpromazine; 3: Folic Acid; 4: Tricyclic Antidepressants; 5: Column Switching; 6: SPE Offline; 7: SPE Online; 8: Liquid 
chromatography Tandem Mass spectrometry; 9: High Performance liquid Chromatography-Ultraviolet Detector; 10: High Performance liquid 
Chromatography- Photo Diode Array; 11: Limit of Detection/ Limit of Quantitation.

)RAMIP( جدول 1 کاربردهایی از مواد دسترسی محدود با پایه پلیمر قالب مولکولی

مرجع پایداری
LOD/LOQ11

µg L_1

محدوده 
 µg/خطی

L_1

روش فن آماده سازی نمونه
 نوع 

 RAM
نمونه آنالیت

]8[
]3[
]13[
]14[

200
90

بیش از100
200

0/1-1/1-3

-/30
1/45/4/83

-/15

1-75
30-350
4/83-250
15-500

LC-MS/MS8

HPLC-UV9

HPLC-PDA10

LC-MS/MS

سوانگاری تعویض ستونی5

سوانگاری تعویض ستونی
SPE برونخط6
 SPEبرخط7

1
2
3
4

ادرار
پلاسما انسان
پودرشیر

پلاسما انسان

مسدودکننده های بتا1
کلروپرومازین2
اسیدفولیک3

داروهای ضدافسردگی 
سه حلقه ای4

ــار  ــه چه ــا را ب ــوان RAMه ــدی می ت ــر دو طبقه بن ــب ه ترکی
دســته ی کلــی تقســیم کــرد کــه در شــکل 6 نشــان داده شــده  
ــه تفکیــک، در مــورد هــر کــدام توضیــح  اســت و در ادامــه ب

می شود. داده 
ــوذ  ــد نف ــه، ب( س ــک حالت ــی ت ــوذ فیزیک ــد نف ــف( س ال
فیزیکــی دو حالتــه، ج( ســد نفــوذ شــیمیایی تــک حالتــه و د( 

ــه ]2[ ــیمیای دو حالت ــوذ ش ــد نف س
 ،)A هایــی بــا ســد نفــوذ فیزیکــی تک حالتــه )نــوعRAM در
خاصیــت آب دوســتی و آب گریــزی هــر دو ســطح داخلــی و 
خارجــی یکســان اســت ]16[. در ایــن جــاذب به دلیــل وجــود 
ــای  ــی از ورود مولکول ه ــطح داخل ــک در س ــرات کوچ حف
مولکول هــای  درحالی کــه  می شــود،  جلوگیــری  بــزرگ 
کوچــک از طریــق زنجیره هــای کوچــک داخــل حفــرات 

جــذب می شــوند ]17[. از طــرف دیگــر به دلیل پوشــیده شــدن 
ــا زنجیره هــای آب دوســت، تجمــع  ســطح خارجــی جــاذب ب
ــد.  ــل می رس ــه حداق ــی ب ــطح خارج ــر روی س ــا ب پروتئین ه
مهم تریــن مزیــت RAM نــوع A، ســهولت آماده ســازی آن هــا 
ــد در  ــت می توان ــا، آنالی ــن جاذب ه ــی در ای ــت. از طرف اس
ــد. در  ــی بمان ــز باق ــی نی ــطح خارج ــز س ــای آب گری گروه ه
ــطح  ــه در س ــی ک ــرای آنالیت های ــو ب ــه شستش ــه مرحل نتیج

ــرد. ــام می گی ــریع تر انج ــوند، س ــظ می ش ــی حف خارج
ــوع  ــه )ن ــی دو حالت ــوذ فیزیک ــد نف ــا س ــای ب در RAMه
ــتفاده  ــن اس ــذف پروتئی ــرای ح ــذ ب ــدازه مناف ــز از ان B( نی
می شــود امــا گروه هــای آب دوســت داخلــی و آب گریــز 
ــوند ]15[.  ــاوت می ش ــای متف ــث نگه دارندگی ه ــی باع خارج
ــوع  ــای ن ــروه RAMه ــه  گ ــا زیرمجموع ــت ISRPه در حقیق

شکل 6 طبقه بندی RAM بر پایه ی سیلیکا
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مواد با دسترسی محدود )RAMs(: نوع، سازوکار و کاربرد ...

B هســتند ]16[. از اولیــن مــوارد گــزارش شــده از ایــن 
 Glycine - L-Phenylalanine -(هــا می تــوان ازRAM نــوع
L-  نــام بــرد کــه از اســیدهای آمینــه  L-Phenylalanine) GFF
فنیــل آنالیــن و گلایســین در ســطح داخلــی آن اســتفاده شــده 
ــای  ــا گروه ه ــده ب ــن نگه دارن ــودن ای ــت ب ــت. آب دوس اس
گلیســرول پروپیــل )ایــن گروه هــا مســئول جلوگیــری از 
ــه ســطح خارجــی ســیلیکا  جــذب پروتئین هــا هســتند( کــه ب
 GFF ــی کــه ــد شــده اند، تقویــت می شــوند. در روش های پیون
ــان  ــه می شــود، زم ــه کار گرفت ــاز اســتخراج کننده ب ــوان ف به عن
مشــخصه یابی کوتاه تــر، تکرارپذیــری بالاتــر، اســتفاده ســاده تر 
و حــد تشــخیص پایین تــر اســت. همچنیــن بــا اســتفاده از ایــن 
ــزودن  ــا اف ــوند. ب ــذف می ش ــا ح ــا 99% از پروتئین ه ــواد ت م
گروه هایــی بــه ســطح داخلــی و خارجــی یــا بــا تغییــر انــدازه 

ــرد ]16[. ــه ک ــوان بهین ــا را می ت ــا، GFFه حفره ه
 ADS ــه ــوان ب ــوع B می ت ــای ن ــن RAMه از پرکاربردتری
 RAM ــوع ــن ن ــرد. ای ــاره ک i(Alkyl Diol Silica Group) اش
ــای  ــرای مولکول ه ــه ب ــتند ک ــی هس ــای کوچک دارای حفره ه
ــای  ــه آنالیت ه ــی ک ــل دســترس اســت. در حال ــزرگ غیرقاب ب
کوچــک به وســیله ی منطقــه ی داخلــی آب گریــز حفــظ 
می شــوند ]16[. وظیفــه ی حــذف پروتئین هــا را نیــز گروه های 
ــه  ــا ب ــن RAM ه ــی ای ــطح خارج ــول، در س ــت دی آب دوس
عهــده دارنــد. RAMهــای کایــرال از دیگــر مــواردی هســتند 
ــن  ــول ای ــور معم ــده اند. به ط ــی ش ــروه معرف ــن گ ــه در ای ک
ویژگــی بــا افــزودن لیگانــد کایــرال بــر روی ســطح آب گریــز 
داخلــی RAM، ایجــاد می شــود. ســطح خارجــی نیــز هماننــد 

ــت ]18[. ــت اس ADS آب دوس
ــه  ــوان ب ــوع B، می ت ــده ن ــلاح ش ــای اص ــر RAMه ازدیگ
ــا گــروه یونــی اشــاره کــرد. بــر  تعویــض گروه هــای دیــول ب
ــوان  ــرد می ت ــام می گی ــا انج ــه روی آن ه ــی ک ــق اصلاحات طب
 )Cation Exchange(در گــروه جاذب هــای تعویــض کاتیونــی
 )Anion Exchange( ــی ــض آنیون ــا تعوی ــوی ی ــف و ق ضعی
ضعیــف و قــوی طبقه بنــدی شــوند. بــرای حــذف پروتئین هــا 
ــون  ــه کاتی ــی ک ــای آنیون ــب تبادل گره ــا اغل و کربوهیدرات ه
روی ســطح جــاذب قــرار می گیــرد و بارهــای منفــی جابه جــا 

ــد ]19[. ــتری دارن ــوند رواج بیش می ش
ــیمیایی  ــوذ ش ــد نف ــا س ــای ب ــامل RAMه ــوم، ش ــته س دس
ــز از ســیلیکای  ــن دســته نی ــوع C( اســت. در ای ــه )ن تک حالت
ــطح  ــه س ــت ک ــز و آب دوس ــای آب گری ــا گروه ه ــره ب پرحف
داخلــی و خارجــی را بــا ســد نفــوذ شــیمیایی پوشــش 
ــال  ــوع C در س ــن RAM ن ــود. اولی ــتفاده می ش ــد، اس می دهن

ــز توســط  ــه آب گری ــن RAM منطق 1988 ســاخته شــد. در ای
منطقــه آب دوســت کــه وظیفــه حــذف پروتئیــن را دارد، 
احاطــه شــده اســت ]Hisep .]20 از مدل هــای تجــاری شــده 
ــا  ــخ گویی ت ــکان پاس ــی ام ــه گاه ــت ک ــوع RAM اس ــن ن ای

ــتفاده را دارد. ــار اس ــزار ب ه
RAM ــه ــوان ب ــروه می ت ــن گ ــته از ای ــن دس ــرای آخری ب
هــای بــا ســد نفوذشــیمیایی دو حالتــه )نــوع D( اشــاره کــرد. 
 )BSA( ــرم گاوی ــن س ــا از پروتئی ــوع از RMAه ــن ن در ای
ــا به وســیله ی آلفــا اســید گلیکو پروتئیــن،  اســتفاده می شــود ت
 RAM-BSA ــت ــاد و در نهای ــی ایج ــت خارج ــه آب دوس لای
تولیــد شــود. طــول عمــر ایــن گــروه از RAMهــا نســبت بــه 

ــر اســت. ــی کمت ــا نفــوذ فیزیکــی دو حالت RAMهــای ب
در جــدول 2 بــه تعــدادی از گزارش هــای بــه چــاپ رســیده 
اشــاره شــده اســت. انــواع مختلــف RAMهــای اســتفاده شــده،  
ــازی  ــن آماده س ــخصه یابی، ف ــای روش مش ــوع و ویژگی ه ن
نمونــه  بــه کار بــرده شــده، محــدوه ی خطــی و حــد تشــخیص 

به دســت آمــده در ایــن جــدول آورده شــده اســت.

ــی  ــای کربن ــه نانولوله ه ــر پای ــای ب RAM 4ه
)RACNT (

در   )Carbon Nano Tubes, CNT( کربنــی  لوله هــای  نانــو 
ســال 1991 معرفــی شــدند. ایــن مــواد، نتایــج و دســتاوردهای 
ــالات   ــد. مق ــان آوردن ــه ارمغ ــا ب ــترده ای را در جاذب ه گس
ــتخراج و  ــرای اس ــا ب ــت CNTه ــان دهنده ی قابلی ــر، نش اخی
ــای  ــی اســت. ویژگی ه ــی و معدن ــای آل ــظ آنالیت ه پیش تغلی
ــداری  ــالا و پای ــطح ب ــاحت س ــون مس ــا، همچ ــارز CNT ه ب
شــیمیایی و فیزیکــی مناســب، بــا نیازهــای اولیــه بــرای 
ایــن حــال  بــا  بالایــی دارد ]29[.  جاذب هــا هماهنگــی 
ــات  ــری ترکیب ــرای اندازه گی ــای CNT ب ــیاری از کاربرده بس
آلــی و معدنــی در نمونه هــای زیســتی، نیازمنــد مرحلــه آمــاده 
ــزرگ اســت  ــه به منظــور حــذف مولکول هــای ب ســازی نمون
کــه باعــث اثــرات نامطلــوب ماتریســی می شــوند. بــرای حــل 
 RACNT (Restricted Access ایــن مشــکل محققــان  نظریــه
ــه در  ــکل 7( ک ــد )ش ــرح کردن Carbon Nano Tube( را مط
ــق  ــی BSA از طری ــه خارج ــا لای ــی ب ــای معمول آن CNTه
اتصــال عرضــی اصــلاح می شــود. در کاربردهــای اولیــه، 
ــرم  ــای س ــر پروتئین ه ــذف مؤث ــه ح ــادر ب ــا ق ــن جاذب ه ای
ــا  ــر ایــن،RACNT هــا می تواننــد ت ــد. عــلاوه ب انســانی  بودن
300  چرخــه، بــدون اندکــی کاهــش در توانایــی اســتخراج و 

ــوند ]29[. ــتفاده ش ــذب اس ج
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مواد با دسترسی محدود )RAMs(: نوع، سازوکار و کاربرد ...

ظرفیــت  روی  بــر   pH تأثیــر  محققــان،  از  گروهــی   
ــرار  ــی ق ــورد بررس ــن را م ــذف پروتئی ــا، در ح RACNT ه
دادنــد. نتایــج نشــان داد بــرای محــدوده  pH 3–2/2 و 7–5/6، 
ــا را  ــر از 85% از پروتئین ه ــا بالات ــد ت ــادر بودن ــا ق RACNTه
ــن  ــص پروتئی ــار خال ــن محــدوده  pH،  ب ــد. در ای حــذف کنن
ــت  ــی اس ــا منف ــت ی ــاذب( مثب ــم در ج ــه و ه ــم در نمون )ه
پروتئین هــای  بیــن  الکترواســتاتیک  دافعــه ی  باعــث  کــه 
ــود  ــا می ش ــطح RACNTه ــر روی س ــه BSA ب ــه و لای نمون
ــر از  ــی در pHهــای بالات ــه ی پروتئین ]29[. هنگامــی کــه نمون
 RACNT نقطــه ی ایزوالکتریــک پروتئیــن، از کارتریــج حــاوی
عبــور کنــد، پروتئین هــای نمونــه و لایــه BSA بــا بــار منفــی 
بــاردار می شــوند. بنابرایــن دافعــه ی الکتروســتاتیکی، از جــذب 
پروتئین هــای نمونــه بــر ســطح RACNT جلوگیــری می کنــد، 
در حالــی کــه یون هــای فلــزی روی CNT )یعنــی هســته ایــن 

ــوند. ــذب می ش ــاذب(، ج ج
ــار  ــه فش ــوان ب ــا، می ت ــتفاده از RACNTه ــب اس از  معای
ــر  ــلاوه ب ــرد. ع ــاره ک ــم ذرات اش برگشــتی ناشــی از قطــر ک
ایــن حتــی بــا ظرفیــت جــذب بــالا، دیــده شــده اســت بــرای 
اعتبارســنجی روش  تجزیــه ای معرفی شــده بــا اســتفاده از ایــن 
ــس  ــاوی ماتری ــدی ح ــای درجه بن ــم منحنی ه ــا، رس جاذب ه

)Matrix Matched Calibration Curve( لازم اســت ]30[.
عــلاوه بــر RACNTهــا، دســته دیگــری از جاذب هــا بــه نــام
RACC (Restricted Access Carbon Clothes)s هــا وجــود دارند 

کــه در آن هــا نــوع پوشــش کربــن  فعــال، متفــاوت اســت. اگرچه 
RACCهــا نســبت بــه RACNTهــا هزینــه کم تــری دارنــد اما در 
ــا  ــز هســتند و تنه ــری نی ــت جــذب کم ت عین حــال دارای ظرفی

ــرای آماده ســازی نمونه هــای ســاده مناســب هســتند ]30[. ب

)RACNT( شکل 7  طرح واره نانولوله های کربنی دسترسی محدود

ــراذره ای  ــای ف ــه حلال ه ــر پای ــای ب RAM 5ه
)RAM-SUPRAS(

ــه ی  ــا برپای ــرای توســعه RAMه ــدی ب ــروزه رویکــرد جدی ام
 ،)Supramolecular Solvent, SUPRAS( حلال هــای فــراذره ای
پیشــنهاد شــده اســت. ایــن حلال هــا، مایعــات غیرقابــل 
ــه  ــتند ک ــزرگ  هس ــی ب ــده از مولکول های ــاخته ش ــزاج س امت
ــد  ــط فراین ــا توس ــکل گیری آن ه ــش و ش ــته پخ ــاز پیوس در ف
و  مولکولــی  مقیــاس  در   )Self-Assembly( خود ســامانی 
ایــن حلال هــا در تمــاس  نانومولکولــی انجــام می شــود. 
بــا نمونه هــای زیســتی، پروتئین هــا را به واســطه انــدازه و 
ــرای  ــد. ب ــدا می کنن ــلال ج ــا ح ــاس ب ــیله تم ــینی به وس ته نش
 )SUPRAS( اولیــن بــار در ســال 2010، از حلال های فــراذره ای
ــرای  ــذف ب ــازوکار ح ــد ]31[. س ــتفاده ش ــوان RAM اس به عن
RAM-SUPRASهــا شــامل رســوب پروتئیــن به وســیله  مــاده  
ــاختار حــلال  ــیله س ــردی به وس ــدازه ط ــا ان ــال ســطحی ی فع
اســت. همــان طــور کــه در شــکل 8 نشــان داده شــده اســت 
ــل  ــا، به دلی ــی در حفره ه ــای قطب ــا، آنالیت ه ــن جاذب ه در ای
برهم کنــش بیــن گروه هــای دهنــده و پذیرنــده آنالیــت و ســر 
ــای  ــوند و آنالیت ه ــال ســطحی حــل می ش ــاده ی فع ــی م قطب
ــن  ــس بی ــای واندروال ــا برهم کنش ه ــد ب ــی، می توانن غیرقطب
ــاده ی  ــی م ــی روغن ــره ی کربن ــن و زنجی ــاختار هیدروکرب س

ــال ســطحی، حــل شــوند ]32[. فع
 i،(Size Exclusion)  ــدازه طــردی  در ســازوکار مکانیســم ان
ــد بعضــی از  ــزرگ مانن ــای ب ــا، مولکول ه RAM-SUPRASه
پروتئین هــا و پلی ســاکارید ها را حــل نمی کننــد. در ایــن 
جاذب هــا بــا افزایــش وزن مولکولــی آنالیــت، اســتخراج 
ــد. ایــن امــر نشــان دهنده ی ارتبــاط اســتخراج،  کاهــش می یاب
بــا نــوع برهم کنــش آنالیــت و جــاذب، همچنیــن انــدازه  
ــدی در  ــش کلی ــذ نق ــدازه  مناف ــه ان ــت. درنتیج ــا اس آنالیت ه
ــن  ــه همی ــد. ب ــا می کنن ــا ایف ــن جاذب ه اســتخراج، توســط ای
دلیــل مطالعــات به منظــور تنظیــم انــدازه  منافــذ ایــده ال بــرای 
هــر آنالیــت و ماتریــس انجــام می شــود. در مشــخصه یابی های 
ــیار  ــا بس ــته از RAMه ــن دس ــی ای ــع غذای ــه صنای ــوط ب مرب
مــورد اســتفاده هســتند ]5[. از مزیت هــای RAM-SUPRAS هــا 
می تــوان بــه اســتخراج و پاک ســازی در یــک مرحلــه، ســرعت 
ــوع از  ــای متن ــم حــلال و اســتخراج آنالیت ه ــالا، مصــرف ک ب

لحــاظ قطبیــت، اشــاره کــرد ]31[.

6 نتيجه گيری
بــا ظهــور مــواد بــر پایــه ی RAM، تحولــی جدیــد در فازهــای 
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ســاکن ســوانگاری مایــع و جاذب هــای روش هــای اســتخراج 
فــاز جامــد رخ داد. درگذشــته نمونه هــای زیســتی به صــورت 
دســتی قبــل از مشــخصه یابی، آماده ســازی می شــدند امــا اکنون 
 ،RAM می تواننــد مســتقیم، بــه ســامانه ســوانگاری مایع دارای
ــدود،  ــی مح ــا دسترس ــواد ب ــن م ــوند. متداول تری ــق ش تزری
دســته ای هســتند کــه پایــه ی ســیلیکایی دارنــد و به دلیــل عمــر 
طولانــی و ظرفیــت بــالای حــذف پروتئیــن، تجــاری شــده اند. 
البتــه، به جــز آلکیــل دیــول ســیلیکاها، به دلیــل تخریــب 
ــتفاده  ــورد اس ــیعی از pH م ــتره  وس ــیلیکا در گس ــی س احتمال
انتخاب پذیــری  مــواد  ایــن  همچنیــن  نمی گیرنــد.  قــرار 
ــل  ــوی مث ــاز  ق ــود آشکارس ــا وج ــا ب ــد ام ــز دارن ــی نی کم
RAM طیف ســنج جرمی، بســیار کارآمــد هســتند. در بیــن
هــا، RAMIPهــا از انتخا ب پذیــری و همچنیــن مقاومــت بــالا 
ــن  ــا ای ــتند. ب ــوردار هس ــلال، برخ ــا، pH  و ح ــل دم در مقاب

)RAM-SUPRAS( شکل 8  نمایی از حلال های فراذره ای دسترسی محدود

حــال ایــن جاذب هــا در تعییــن همزمــان بســیاری از ترکیبــات 
ــان  ــبی نش ــرد مناس ــاوت، عملک ــیمیایی متف ــاختار ش ــا س ب
نمی دهنــد. بنابرایــن RAMIPهــا  انحصــاری هســتند کــه ایــن 
خــود مســتلزم صــرف هزینــه و زمــان اضافــی اســت. از دیگــر 
ــه RACNTهــا اشــاره کــرد. ایــن دســته  RAMهــا می تــوان ب
از RAMهــا دارای ظرفیــت جــذب بــالا و پایــداری شــیمیایی 
ــته از  ــن دس ــی ای ــت اصل ــتند. از مزی ــب هس ــی مناس و دمای
ــای  ــا درغلظت ه ــتخراج آنالیت ه ــه اس ــوان ب ــا می ت جاذب ه
کــم اشــاره کــرد. همچنیــن به دلیــل ســهولت اصــلاح ســطح 
ــز ،  ــت و آب گری ــای آب دوس ــا گروه ه ــا ب ــی CNTه بیرون
ــع شــدند. نقطــه ضعــف  ــان واق ــورد اســتقبال محقق بســیار م
ایــن جــاذب،  فشــار برگشــتی بــالا بــه واســطه ی قطــر کوچــک 
ــا  ــوان از RAM-SUPRASه ــت می ت ــت. در نهای ــوذرات اس نان
نــام بــرد کــه  در مقایســه بــا جاذب هــای عنوان شــده، جدیدتــر 
بــوده، بــرای آماده ســازی نمونه هــای حــاوی  مولکول هــای 

بــزرگ بســیار کارآمــد  هســتند. 
ــب  ــط مناس ــتخراج برخ ــرای اس ــط ب ــا فق ــن حلال ه ــا ای ام
ــدارد.  ــود ن ــا وج ــدد از آن ه ــتفاده مج ــت اس ــتند و قابلی هس
ــالا اســت. براســاس  ــه  اســتفاده از ایــن مــواد ب درنتیجــه هزین
ــرد  ــی ک ــوان پیش بین ــا، می ت ــه RAMه ــوط ب ویژگی هــای مرب
اســتفاده از ایــن نــوع جاذب هــا در آینــده در ســامانه های 
ــه ســرعت  ــاز ب برخــط و به صــورت رایــج درمــواردی کــه نی
درآزمایشــگا ه های  به ویــژه  اســت  مشــخصه یابی  بــالای 
ــات،  ــن مطالع ــد. در جدیدتری ــش یاب ــی افزای ــخیص طب تش
مثــل  از جاذب هــای طبیعــی  اســتفاده  به دنبــال  محققــان 
ــا را  ــی، آن ه ــام اصلاحات ــا انج ــتندکه ب ــج هس ــای برن دانه ه

ــد. ــی کنن ــه RAM طبیع ــل ب تبدی
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