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 چکیده

ها را تعیین آنفزیولوژیکی بسیاری از خواص مهم  اند که ییهاپروتئین امینو اسیدها واحدهای ساختمانی تمامی پپتایدها و

 مو نگهداری سالم پوست، انرژی، منبع هورمون، ساخت ،بدن انساج ترمیم و رشد غذا، در تجزیه اسیدها امینو نمایندامی

ی مختلف در طبیعت نوع امینو اسیدها ۵۰۰بیش از ا کنندکمک می بدن ایمنی سیستم تقویت و سازیعضله ناخن، و

امینو اسیدها در  و تسلسل تعیین ترتیبا گیرندمی سنتز پروتئین سهمترکیب و ها در نوع آن ۲۰اما تنها  ؛شناخته شده است

 این درنمایدا ها ارایه میژیکی آنلوهای فزیو یک پروتئین یا پپتاید اطلاعات مفیدی جهت درک ساختمان و فعالیت

 مانند مختلف کیمیاوی هــایمعرف چنینهم و سنگــر ادمن، تجزیه مانند مختلف کیمیاوی هایروش مروری، یمقاله

به  پروتئین هایمالیکول اسیدها در تسلسل امینو و ترکیب شناسایی برای هــایدرازین و پپتایداز کاربوکســی ننهایدرین،
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Abstract 

Amino acids are the building blocks of all peptides and proteins, determining many 

critical physiological properties. Amino acids help break down food, grow and repair 

body tissue, make hormones, provide energy, maintain healthy skin, hair, and nails, build 

muscle, and boost one's immune system. In nature, there are over 500 different amino 

acids. However, only 20 of them are involved in protein synthesis. Identifying the amino 

acid sequence of a protein or peptide provides valuable information for understanding its 

structure and physiological functions. In this review article, different chemical methods, 

such as Edman and Sanger degradation, as well as different chemical reagents, such as 

ninhydrin, carboxypeptidase, and hydrazine, to identify the composition and sequence of 

amino acids in protein molecules, have been reviewed. 
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 مقدمه

 تشکیل کسیجنآ  و هایدروجن کاربن، نایتروجن، از عمدتا   که هستند عضوی هایمالیکول اسیدها امینو

 کراتین، مانند دارنایتروجن مهم مرکبات سایر و بدن هایپروتئین سنتز برای امینو اسیدهاا اند شده

 از یک امینو اسید یک ا(۱) هستند نیاز مورد عصبی هایدهندهانتقال برخی و پیپتایدی هایهورمون

 )-R(و یک زنجیر جانبی  )-COOH(ربوکسیلیک اکگروپ اسیدی یک ، )-2NH(گروپ القلی امین 

و  -2NH- ،COOHها گروپ نوع الفا هستند که درآن ازترین امینو اسیدها ا مهم(۲) ستساخته شده ا

متفاوت  Rقیمت ( که در امینو اسیدهای مختلف، ۳باشد )میمتصل به کاربن الفا  Rجانبی گروپ 

خنثی، گروپ کاربوکسیلیک امینو اسیدها به گروپ  pH(ا در محلول آبی با ۱باشد )جدولمی

توسط پروتون جدا شده  کند،عنوان یک القلی عمل میو گروپ امین که به شدهکاربوکسیلیت تفکیک 

بنابراین، شکل برجسته امینو اسیدها از یک آنیون  گرددامی پروتونیت از گروپ کاربوکسلیک،

+(( و یک کتیون آمونیوم -COO-کاربوکسیلیت )
4NH(  نام شکل آیون دوقطبی یا شکل و بهساخته شده

 ا(۴) (۱شود )شکلنامیده می (Zwitterion ion)زویترینی 

 
 اسیدها : ساختمان کیمیاوی و آیون دوقطبی امینو۱شکل

متصل  مختلف گــروپ چهــار αکاربن به ا به استثنای گلایسین کایرل بوده، چون ــام امنیواسیدهــتم

ــین، گروپ  )در ــت( Rمورد گلایس ــندا همهمی یک اتوم هایدروجن اس ــین آن یباش ها به جز گلایس

یا دو  نابراین مرکزدارای یک  ند و ب ـــت قارن هس ـــکل )می ،نامت به دو ش ند  عال نوری -Lو  -Dتوان ( ف

(Enantiomers) ،ـــندا تمام  ، موجودهای فیزیولوژیکی و بیولوژیکی متفاوتی دارندکه فعالیت باش

 (ا ۲) ده اندتشکیل ش Lهای طبیعی موجود در موجودات زنده از امینو اسیدهای پروتئین

عمده  یکندا دو دستههای کیمیاوی و فزیکی امینو اسیدها را تعیین میویژگی( Rزنجیر جانبی )گروپ 

و یاهم براساس قطبی بودن و یا  گریزدوست یا آباز امینو اسیدها وجود دارد که براساس ماهیت آب

دوست گریز یا آبهای آبویژگیشوندا اطلاعات در مورد بندی میزنجیر جانبی طبقهغیرقطبی بودن 

زنجیرهای جانبی امینو اسیدها ممکن برای شناسایی نوعیت کیمیاوی یک پروتئین خاص یا یک 

های مانند ها، هورمونانزایم تولیدامینو اسیدها در  .موقعیت خاص از یک پروتئین استفاده شود

برخی از امینو اسیدها ا (۵) باشندمیآدرنالین و تایروکسسین دخیل  ،انسولین، هورمون رشد، گلوکاگون

تم ایمنی سکنند که برای ترمیم حجرات، رشد، تولید مثل و سیمسیرهای میتابولیزم کلیدی را تنظیم می
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 و کردهای مهمی در تغذیه و سلامت بدن داردا بنابراین، امینو اسیدها عمل(۴) بدن ضروری هستند

شود ها باعث کاهش ساخت پروتئین میبود آنکمزیرا  اها در رژیم غذایی ضروری استمصرف آن

 گردداهای مختلف در بدن میکه در نهایت منجربه بیماری

 (۵، ۳-۱) امینو اسیدهای طبیعی مشخصاتساختمان و نام، : ۱جدول 

 مخفف سمبول ساختمان نوعیت مشخصات نام شماره

۱ 
گلایسین 

(Glycine) 
 نیمه ضروری غیرقطبی

 

G Gly 

 غیر ضروری غیرقطبی (Alanine)الانین  ۲

 

A Ala 

۳ 
 ویلین

(Valine) 

 غیرقطبی
 ضروری

 

V Val 

۴ 
 (Leucineلیوسین )

 ضروری غیرقطبی

 

L Leu 

۵ 

ایزو لیوسین 

(Isoleucine) 

 ضروری غیرقطبی

 

I Ile 

۶ 
 (Prolineپرولین )

 غیرقطبی
 غیر ضروری

 

P Pro 

۷ 
 نیمه ضروری قطبی (Serineسیرین )

 

S Ser 

۸ 

تریونین 

(Threonine) ضروری قطبی 

 

T Thr 

۹ 

اسپارگین 

(Asparagine) 

 قطبی
 غیر ضروری

 

N Asn 

۱۰ 

گلوتامین 

(Glutamine) 

 قطبی
 غیر ضروری

 

Q Gln 
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۱۱ 

سیستین 

(Cysteine) 

 قطبی
 نیمه ضروری

 
C Cys 

۱۲ 

میتیونین 

(Methionine) ضروری غیرقطبی 

 

M Met 

۱۳ 

فینایل الانین 

(Phenylalanine) ضروری غیرقطبی 

 

F Phe 

۱۴ 

تایروسین 

(Tyrosine) 
 نیمه ضروری قطبی

 
Y Tyr 

۱۵ 

تریپتوفین 

(Tryptophan) ضروری غیرقطبی 

 
W Trp 

۱۶ 

اسپارتیت 

(Aspartate) 
 غیر ضروری اسیدی

 
D Asp 

۱۷ 

گلوتامیت 

(Glutamate) 
 غیر ضروری اسیدی

 
E Glu 

۱۸ 

هیستدین 

(Histidine) 
 نیمه ضروری القلی

 
H His 

۱۹ 

 لایزین

(Lysine) ضروری القلی 
 

K Lys 

۲۰ 

ارژنین 

(Arginine) 
 نیمه ضروری القلی

 
R Arg 

ا یک (۱،۲)که هر کدام آن خواص کیمیاوی متفاوتی دارند ساخته شدهمینو اسید انوع  ۲۰ها از پروتئین

مالیکول پروتئن از یک زنجیر طولانی از این امینو اسیدها ساخته شده است که هر امینو اسید طریق 
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های مهم سنتز یکی از روش ،جوار خود متصل هستندهم رابطه پیپتایدی کووالانسی به امینو اسید

 ا (۶،۷،۸تو یح گردیده است) ۲شکل  پروتین در

 
 (تشکیل رابطه پیپتایدی )پولی پیپتاید ویا پروتئینتعامل : ۲شکل 

شوندا هزاران پروتئین مختلف شناخته شده اند عنوان پولی پپتاید نیز شناخته میها بهپروتئین ،بنابراین

امینو اسیدها  تسلسلدانستن  ،هر کدام آن ترتیب و تسلسل خاص از امینو اسیدها را دارندا بنابراینکه 

چنان بینی کنندا همرا پیش پروتئینوظیفه یک سازد تا در یک مالیکول پروتئین دانشمندان را قادر می

یک امینو اسید خاص را ا افه  مثال، طوربه ،ایجاد کنند در ساختمان پروتئینیک تعداد تغییرات را 

 خاص را پروتئینیک  توان فعالیت بیولوژیکیمیی ساز اصلاح نتیجه گزین نمایند و درویا هم جای

گیری ای را برای شناسایی، اندازهمرحلهیک روش سه سنگر، ۱۹۴۵سال در  برای این هدف افزایش دادا

، ادمن ۱۹۵۰ا سپس در سال (۹)نهایی در انسولین ایجاد کرد امینو اسیدهایکمی و مشخص کردن 

پیشنهاد کرد که اکنون بنام میتود تجزیه ادمن یاد  تسلسل امینو اسیدهابرای تعیین را روش جدیدی 

را معرفی  (automation)میتود ادمن خود کار  ،ی، ادمن و همکارش جفر ۱۹۶۷در سال  (ا۱۰گردد )می

ر ـــروش تجزیه ادمن بهتر از روش سنگتر ساختا عملیه تعیین تسلسل امینو اسیدها را سریعکردند که 

مختلف استفاده  زنجیرهایبرای شکستن پروتئین به  اــهانزایمر از ــ، زیرا روش سنگثابت شده است

فقط ، هنبود دیگر شامل چندین روش میتود این باشدامیتر که روش ادمن مستقیمکرد، درحالیمی

های اخیر برای دریافت تسلسل امینو اسیدها بیشتر از در سال اشودمییک مرحله بارها و بارها تکرار 
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یا مخلوط با تجزیه ادمن  و (Edman degradation-mass spectroscopy)طیف سنجی کتلوی 

 (ا ۱۱،۱۲،۱۳گردد )استفاده می

 تعاملات کیمیاوی برای شناسایی تسلسل امینو اسیدها 

ا ساختار اولی (۷)از امینو اسیدها تشکیل شده است خاص خطی تسلسلهر پروتئین یا پپتاید از یک 

-C)کاربوکسیل  شود و تا انتهایشروع می (N-terminal) طور معمول از انتهای امینوپروتئین به

terminal) تمام شکستن ،پروتئینساختمان  تشخیص اولین مرحله جهت .(۲یابد )شکل ادامه می 

(ا زنجیرهای ۸) باشدسلفایدی بین زنجیرهای پروتین توسط پرواوکسی فارمیک اسید می دای روابط

 (ا ۳گردد )شکل طور جداگانه تجزیه و تحلیل میپیپتایدی بدست آمده سپس به

 
 : اکسیدیشن روابط دای سلفاید یک پروتین توسط پرواکسی فارمیک اسید۳شکل 

 خالص و جدا جداگانه پیپتایدی زنجیرهای و شدند شکستانده سلفایدی دای هایپل کهبعد از این

برای شناسایی ساختمان یک زنجیر  قدم اولینا شود شناسایی باید زنجیر هر ساختمان گردیدند، سپس

ر پولی نسبت در زنجی چه به و امینو اسید کدام کنید تعیین امینو اسید( اینست که ۵۰کوتاه پولی پیپتاید ) 

 ۶ در ساعت ۲۴ مدت به آن زنجیر پیپتایدی در نتیجه جوشاندن این کار، برایا دارند وجود پیپتاید

امینو اسیدهای حاصل شده روی ستون  مخلوط سپس ا(۱۴بطور کامل هایدرولیز گردد ) HCl مولار

 (ا۴قرار داده شود )شکل  (Amino acids analyzer)کننده امینو اسید تحلیل
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 (۸کننده امینو اسیدها )تحلیل: ستون ۴شکل 

نو اسیدها تعامل یامینو اسید حاوی محلول نن هایدرین بوده که با گروپ امین ام یکنندهستون تحلیل

 (ا ۱۶( )۵)شکل  دهدنموده و یک کامپلکس آبی بنفش را تشکیل می

 
 : تعامل نن هایدرین با امینو اسیدها۵شکل 

 هر عبور برای لازم زمانا شودمی چاپ و ثبت زمان از تابع به UVکننده نور توسط اسکن کشف جذب

دارد  بستگی ایونی تبادل رزین با امینو اسید آن تعامل شدت به( آن ماندگاری زمان) ستون از اسید امینو
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 شناسایی شده آن شناخته مقادیر با هاآن ماندگاری زمان مقایسه با نمونه در موجود امینو اسیدهایا (8)

 (ا۶)شکل شوند می

 
 (۸) کننده امینو اسیدهاانسانی با استفاده از تحلیل (Bradykinin)برادی کینین تسلسل: تعیین ۶شکل 

لسل توان نوع امینو اسید موجود در یک پیپتاید را تعیین کرد، اما تسکننده امینو اسیدها، میتوسط تحلیل

برای شناسایی تسلسل امینو اسیدها  دهدانمیدیگر متصل اند، نشان ها را که به کدام ترتیب به یکآن

یر ردد و متباقی زنجباید یک زنجیر پیپتایدی طوری هایدرولیز گردد که تنها یک امینو اسید از آن جدا گ

های انت و یا( Nانتهای گروپ امین آزاد )ترمینال توان از اش باقی بماندا امینو اسید را میبه حالت اصلی

 ا (۸جدا کرد )( Cگروپ کاربوکسیل آزاد )ترمینال 

  (C-terminal)انتهای گروپ کاربوکسیل  تسلسل امینو اسیدها از طرف شناسایی

ساییــــنشکمتری وجود دارد که عملا  از آن برای  هایمیتود سیل ا توان یــــمپروتئین  انتهای کاربوک

ستفاده  سید ا نمودا سیلامینو ا ستفاده از یک معرف  توانیـــــرا م انتهای گروپ کاربوک  کیمیاویبا ا

ــی کا انزایــــــم یاو  )هایدرازین( معــــــرف ا (۱۵) تعیین نمود (Carboxypeptidase)یدازپیپتاربوکس

ـــاختمان پولی پیپتایدبا هر  (Hydrazine)یدرازینها کیمیاوی ـــید موجود در س جز انتهای به امینو اس

ــایل مینوایدرازیدهای ها، کاربوکســیل تعامل نموده  ،بنابراینا (۱۶) (۷)شــکل  دهدرا تشــکیل می اس

 شوداکروماتوگرافی شناسایی می هـــایروش با استفاده ازبه راحتی  انتهای کاربوکسیل
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طور هبکاربوکسی پپتایداز یک انزایم است که  امینو اسیدها شناسایی تسلسل: تعامل کیمیاوی هایدرازین با پولی پیپتاید جهت ۷شکل 

 (ا۸)شکل  کندکند و امینو اسید انتهای کاربوکسیل را آزاد میرابطه پیپتایدی انتهای کاربوکسیل را هایدرولیز می خاص

 Proو  Lys ،Argتمام امینو اسیدهای انتهای کاربوکسیل را به جز  Aبطور خاص، کاربوکسی پیپتایداز  

 کندانتهای کاربوکسیل را آزاد می Lysو  Argامینو اسیدهای  Bکندا کاربوکسی پیپتایداز هایدرولیز می

 ا(۱۷) کندانتهای کاربوکسیل را هایدرولیز می Proامینو اسید  Cکاربوکسی پپتایداز  و

 های کاربوکسی پیپتایدازامینو اسیدها با استفاده انزایم تسلسل: شناسایی ۸شکل 
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 (N-terminal) انتهای گروپ امین تسلسل امینو اسیدها از طرف شناسایی

تعیین  (Edman) یا ادمن (Sanger)ترتیب امینو اسیدهای یک پروتئین معمولا  با میتودهای تجزیه سنگر 

با امینو اسیدهای انتهای امین امینو اسید  fluoro-2،4-dinitrobenzene-1شودا در روش سنگر، می

ترمینال  Nا امینو اسید اصلاح شده (۱۸،۱۹) نمایدجا شده و در نتیجه کل پروتئین را هایدرولیز مییک

در روش تجزیه  ا(۹را به آسانی شناسایی کرد )شکل توان آندر برابر هایدرولیز اسیدی پایدار بوده و می

تاید حاوی یک پیپ شودا پروتئین یا پولیحذف می پولی پیپتایدادمن، امینو اسید انتهای امین از یک 

شکل هو در نتیجه امینو اسید انتهای امین ب شدهگروپ امین آزاد با فینایل ایزوتیوسیانیت تعامل داده 

مشتق بدست آمده فینایل تیوهیدانتویین توسط بعدا  ا شودیک مشتق فینایل تیوهیدانتوئین حذف می

پولی پیپتاید دست نخورده  باقیمتکه همه روابط پیپتایدی حالی شود، درشناسایی میاش  UVسپکتر 

 (ا۱۰ماند )شکل باقی می

 (Sanger’s degradation): میتود تجزیه سنگر ۹شکل 

دوباره با فینایل ایزوتیوسیانیت تعامل داده شده و امینو اسید بعدی  و پولی پیپتاید کوتاه شده باقیمانده

پولی پیپتاید یا پروتئین مشخص شود که تمامی ترتیب شودا این روش تا زمانی تکرار میمشخص می

 ا(۱۸،۱۹) شود
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 (Edman’s degradation): میتود تجزیه ادمن ۱۰شکل

 l-dimethylaminonaphthalene-5-sulfonyl chlorideپروتئین از معرف  تسلسلبرای شناسایی در میتود دیگر 

 ا (۲۰) شود)دانسیل کلوراید( نیز استفاده می

 
 با دانسیل کلوراید : تعامل پولی پیتاید۱۱شکل 

نشان داده  ۱۱طور که در شکل ها همانپروتئین ،های امین آزاددر این میتود دانسیل کلوراید با گروپ

کندا در نتیجه هایدرولیز اسیدی پروتئین اصلاح شده و مخلوط از امینو اسیدهای آزاد شده تعامل می



 

 ګڼه 1( ۶) هـ.ل   1۴0۲ 126

فلورسنت است و با کروماتوگرافی لایه نازک بر  UVدهدا امینو اسید دانسیل در زیر نور دست میبه

 شوداهای پولی اماید شناسایی میروی ورقه

 یگير نتيجه

ها را ا هستند و بسیاری از خواص مهم آنـهپتایدها و پروتئینیای سازنده همه پـا واحدهـامینو اسیده

های ا از سمت امین ساختمان پروتئین بنام تحلیل انتـامینو اسیده تسلسل ویا ترتیبکنندا تعیین تعیین می

N ا از سمت کاربوکسیل ساختمان پروتئین ـطور مشابه، تعیین ترتیب امینو اسیدهروف استا بهـمع

های مختلفی توان به روشرا می Nشودا امینو اسید در انتهای نامیده می Cعنوان تحلیل انتهای به

عبارتند از روش تجزیه سنگر، روش تجزیه ادمن و  N-terminalردا سه روش پرکاربرد ـی کـاسایــشن

شناسایی امینو  وتحلیل جهت ای محدود ـهباشدا در مقابل روشاستفاده از معرف دانسیل کلوراید می

عبارت از ها ا پرکاربردترین روشاندموجود  پولی پیپتایدهـااسیدها از سمت انتهای کاربوکسیل 

در هر حجره  پروتئین اباشدمـیو استفاده از کاربوکسی پپتایداز  (Hydrazinolysis)رازینولیزهاید

تسلسل امینو اسیدها در شناسایی باشدا بنابراین، موجود بوده و برای هر پروسه بیولوژیکی ضروری می

 ای حجرویـــههـو درک پروس پروتئین هایات در مورد فعالیتــترین اطلاعپروتئین با ارزش ترکیب

 تسلسل خاص امینو اسیدهای آن بستگی داردا  به پروتئین هر ، چون ویژگـیدهدیــم را
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