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با و نشاندار کردن پپتید  وَنگرزین  بهآمینو اسید  صالات واکنشهای بهینه سازی

 کربوکسی فلورسین–(6/5)کروموفور
 *1امیر نوروزی و 4،1قمریم محقّ، 4محمّد حسین صنعتی، 3، زهرا عزیزی2مرتضی دلیری، 1ریحانه خسروی

 شکده صنعت و محیط زیست، گروه مهندسی زیست فرآیندپژوه ،یفناور ستیو ز کیژنت یمهندس یپژوهشگاه مل، تهرانایران،  1

 زیست فناوری دامیگروه  ،بیوتکنولوژی کشاورزی پژوهشکده ،یفناور ستیو ز کیژنت یمهندس یپژوهشگاه مل، تهرانایران،  2

 یمولکول یگروه پزشک ،یپزشک نینو یها یفناور دانشکده، تهران یعلوم پزشک دانشگاه ایران، تهران، 3

 گروه ژنتیک پزشکی پژوهشکده زیست فناوری پزشکی، ،یفناور ستیو ز کیژنت یمهندس یپژوهشگاه مل، تهرانن، ایرا 4

 23/06/1398تاریخ پذیرش:  24/04/1398تاریخ دریافت: 

 چکیده 

 ینرایج تریکی از  (Wang) ونَگمتداول ترین روش سنتز پپتیدها، سنتز روی رزین جامد است. در بین انواع رزین، رزین 

و همچنین  ونَگبه رزین   (C-terminus)از انتهای کربوکسیل اسیدوآمینلین او   صالاتدر این مطالعه روشهایی برای بهبود آنهاست. 

  (RRRR)نینیپپتید تتراآرژ شود.ارائه میکربوکسی فلورسین  -(6/5) رنگ فلورسنتبا  سنتز شده نشاندار کردن انتهای آمین پپتید

 مت صل شد. نیفلورس یکربوکس -(6/5) فلورسنتبه انتهای آن رنگ  سنتز شده و به روش سنتز بر پایه جامد ونَگرزین روی بر 

 نآرژینیین اول  اتصالبهره واکنش  مورد ارزیابی قرار گرفت. )نین هیدرین( کایزرکردن پپتید توسط تست  نشاندار

(Fmoc-Arg(pbf)-OH) گروه سازیآزاد توسطFmoc(Fluorenylmethyloxycarbonyl chloride)  و سنجش میزان متصل به آن

 اتصال"های جهت مقایسه بهره واکنش ی قرار گرفت. نانومتر مورد اندازه گیری کم  278جذب ماوراء بنفش آن در طول موج 

 DIC  نامهای هال کننده معروف کربوکسیل ب، از دو گروه فع "فلورسنت  نشاندار کردن با رنگ"و  "اسید به رزینلین آمینواو 

(N,N′-diisopropyl carbodiimid) و ( HBTU (N,N,N′,N′-Tetramethyl-O-(1H-benzotriazol-1-yl)uronium 

hexafluorophosphate )  .واکنشگر نینیآرژ اسیدلین آمینواو  اتصالدر استفاده شد ،DIC  بیشتر از واکنشگربهره واکنش را 

HBTU برای نشاندار کردن در حالی که ساعت افزایش یابد.  17طول زمان انکوباسیون به  دهد. هر چند لازم استافزایش می

برای نشاندار کردن پپتیدها  DIC از اکثر پروتکلها در که است در حالیاین دارد.  DICعملکرد بهتری نسبت به  HBTUپپتیدها، 

 ساعت 17بسیار کمتر از نیز زمان انکوباسیون  لین آمینواسیداو   اتصالو برای  استفاده شده استرنگ فلورسنت توسط انواع 

 .پیشنهاد شده است

 ، واکنش تراکمی، گروههای فعال کنندهسنتز پپتید، ، رنگ فلورسنت :کلیدیواژه های 

 a_norouzy@nigeb.ac.ir،  پست الکترونیکی:   021-44787349* نویسنده مسئول، تلفن: 

  مقدمه

 شده اندتشکیل  آمینواسیدهافیشر نشان داد که پروتئینها از 

پپتیدها  شده اند. مت صلبه هم پیوند پپتیدی که توسط 

توالیهای کوتاهی از آمینواسید ها هستند که توسط پیوند 

شوند و در علوم  مختلف پپتیدی)آمیدی( به هم مت صل می

 . کاربرد دارندمولکولی، فیزیولوژی و.. شیمی، سلولی و

توان به وزن می ااز مزایای استفاده از پپتیده .(37 و 13)

مولکولی پایین، زیست سازگاری بالا و سم یت کم اشاره 

( را سنتز کرد و دی گلایسیناولین پپتید ) فیشر. (37) کرد

https://dorl.net/dor/20.1001.1.23832738.1401.35.4.4.4
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به سبب اهمی ت سنتز  .(26) نام گرفت "پدر شیمی پپتید"

سنتز پپتید در فاز  1960س مریفیلد در سال روپپتیدها، ب

زمینه  در سنتز پپتید از آن زمان .(22)معرفی کرد راجامد 

مورد آلی شیمی مختلف مانند شیمی پروتئین و  علمی های

که منجر به تولید انواع پپتیدهای دارویی  توجه قرار گرفته

تراکمی  هایطریق واکنش پپتید از سنتز، اً. اساسشده است

و گروه  اسیدآمینوبین گروه آمین یک  متوالیآمیداسیون 

که منجر به گیرد صورت می سید بعدیکربوکسیل آمینوا

. در طبیعت، شودمی پپتیدیآمیدی یا پیوند پیوند  تشکیل

در  ،استاندارد مینواسیدآ-اِلعدد  این میانکنشها بین بیست

 سنتزمنجر به در نهایت گیرد و ریبوزوم صورت می

در حالی که در ریبوزوم پپتیدها از  (3) .می شودپروتئینها 

به سمت ناحیه کربوکسیل (N-terminus) ناحیه آمین انتهایی 

شوند، در سنتز پپتید به روش شیمیایی این انتهایی سنتز می

 (. 1مسیر برعکس است )شکل 

 

نمایش شماتیک سنتز   -1شکل

اتصال او لین  -1پپتید در فاز جامد.

جدا شدن  -2آمینو اسید به رزین. 

از انتهای  Fmocمحافظتی  گروه

گروه  -3آمینو اسید اول. 

کربوکسیل آمینو اسید دوم ابتدا با 

HBTU  فعال شده و سپس به

گروه آمین آمینو اسید او ل مت صل 

به تعداد  3و2مراحل  می شود.

اسیدهای مورد نظر تکرار آمینو

، 4شود و نهایتاً در مرحله  می

پپتید سنتز شده در حضور اسید 

از رزین جدا  (TFA)قوی آلی و 

شده و همزمان گروههای 

محافظتی زنجیره های جانبی نیز 

 .شوند.حذف می
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سنتز شیمیایی پپتید به دو صورت انجام  در حال حاضر

 گیرد:می

 Liquid Phase Peptide)(LPPS)فاز محلول در سنتز-1 

Synthesis): برای سنتز پپتیدهای کوچک با تعداد  بیشتر

ت این روش مهمترین مزی   .رودکار میه ب رزیدوهای کم

پپتید محافظت زدایی امکان جداسازی و خالص سازی 

  .(11)استبعد از هر مرحله و کامل  شده

 Solid Phase Peptide )(SPPS)فاز جامد  درسنتز -2 

Synthesis):  روی یکعبارتست از رشد زنجیره پپتیدی 

از انتهای  ن متوالی اسیدهای آمینهدبا افزو که جامد رزین

توالی پپتیدی به سمت انتهای   (C-terminus)کربوکسیل

 .(31, 23, 11) شودانجام می  (N-terminus)آمین

ت سنتز در فاز جامد نسبت به سنتز در فاز مایع این مزی  

اسید با یک مهم را دارد که پس از اضافه کردن هر آمینو

-شستشوی ساده پپتید مت صل به رزین روی فیلتر باقی می

 از جمله ناخالصیها و محصولات جانبی ماند و سایر مواد

زی بسیار ساده تر از سنتز شوند. پس خالص ساشسته می

با فاز جامد  یند سنتز پپتید درآفرپپتید در فاز مایع است. 

به آن  اتصالو آمینواسید  لیناو  کربوکسیلسازی گروه  الفع 

اسیدهای مورد (. در مورد آمینو1)شکل  دشوآغاز میرزین 

آنها مین انتهای آاستفاده در سنتز لازم به ذکر است که 

 Fmoc(Fluorenylmethyloxycarbonylتوسط گروه 

chloride)،  شده است. در این مشتقات آمینومحافظت-

اسیدی علاوه بر آمین انتهایی، در صورت وجود گروه 

ال )مانند گروه عاملی هیدروکسیل در سرین، عاملی فع 

ن و غیره،( آن گروه جانبی نیز یگروه عاملی آمین در لیز

بنابراین  .ستندی محافظت شده هلکولهای خاص وتوسط م

تنها گروه عاملی در دسترس و آزاد گروه کربوکسیل آنها 

 محافظ گروه ،به رزیناسید آمینو لیناو  اتصالپس از  است.

Fmoc  پیپریدین  درصد 20توسط محلول(Piperidine ) در

-جدا می( Dimethylformamide) (DMF)متیل فرمامید دی

 اسیدآمینویل با کربوکس آزاد شده سپس گروه آمین .شود

در مرحله بعد رزین  دهد.پیوند پپتیدی تشکیل می دوم

واکنشگر های اضافی  و محصولات جانبی و شدهشسته 

جدا شدن گروه و اسید آمینو اتصالمراحل  شوند.حذف می

Fmoc  پس از اتمام  ادامه می یابد.اسید آمینوبرای تک تک

ری با اسید قوی ت شده پپتید سنتزسنتز روی رزین، 

به مد ت ( Trifluoroacetic acid) (TFA)فلورواستیک اسید

بسته به توالی پپتید(  ،بیشتر یا حت ییک تا چهار ساعت )

گروههای محافظتی  همزمانبه طور انکوبه می شود. اسید 

و پپتید را از رزین اسید ها آمینورا از  جانبیهای زنجیره 

و  شده ن جدا سپس با فیلتراسیون پپتید از رزی کند.جدا می

رسوب داده  دیشود. پپت یسرد رسوب داده مبا دی اتیل اتر 

  HPLC ایبا بهره بالا  یشده توس ط روش کروماتوگراف

 .ردیگ یقرار م یمورد خالص ساز

بزرگتر  در فاز جامد، انقلابی در تولید پپتید های سنتز پپتید

بروس ". (17) ایجاد کردو پیچیده تر )یا حتی پروتئینها( 

است که در آن  سنتز پپتید بر پایه جامدپیشگام در  "مریفیلد

 سنتز می شود و در آخرروی یک رزین نامحلول  بر پپتید

دهد پپتید اجازه می جداسازی پپتید از رزین یک مرحله

او در سال . (21)آیدمحلول به دست  به صورتمورد نظر 

به  دلیل اهمی ت این ابداعش جایزه نوبل شیمی را به 1984

طور که گفته شد، مزی ت اصلی  . همان(26) دست آورد

سنتز در فاز جامد سهولت در خالص سازی تنها با یکبار 

به  اتصال. اساساً استفاده از فاز جامد برای شستشو است

است. به  یک روش خالص سازی پروتئینها و آنزیمها هم

این ترتیب که پس از انجام واکنش آنزیماتیک آنزیم تثبیت 

شده بر روی رزین با یک شستشوی ساده قابل جداسازی 

بعد از برای بازیابی  (28, 25, 24)از محیط واکنش است. 

اسید ، محصولات جانبی واکنش و واکنش هر آمینو اتصال

 دیفرمام لیمت یدده های اضافی به راحتی با حلال دهن

  ماند.شسته شده و توالی پپتیدی مت صل به رزین باقی می

 اسیدولین آمیناو  اتصال ،گام کلیدی سنتز پپتید در فاز جامد

به رزین است. مقیاس واکنشهای فاز جامد با توجه به 
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صل شده به رزین مشخص اسید مت لین آمینومقدار او 

سایر آمینواسیدها به یکدیگر،  اتصالو نسبت به  ودشمی

اسید به رزین مرحله محدود کننده بازده او لین آمینو اتصال

رزینهای تجاری روی گذاری  بار ظرفیت .واکنش است

 گرم رزین هرمیلی مول به ازای  5/2تا  3/0بین معمول 

 اتصالبنابراین هدف از بهبود  .(26)گزارش شده است

اسید به رزین، افزایش بهره واکنش بارگذاری اولین آمینو

 است تا بدین وسیله بهره نهایی سنتز پپتید افزایش یابد. 

 هقابل مشاهد ریغ کروسکوپیم ریدر ز دهایا و پپتهنیپروتئ

توان آنها را در یم فلورسانسی هستند و با نشاندار کردن

 نیبنابرا (35, 27, 15, 14) کرد دیابیر رهیسلول، بافت و غ

 اریابزار بس کی عنوان به نهایپروتئ و دهایپپت کردن نشاندار

گیرد. رنگ استفاده قرار میمورد  یضرور ل ومتداو

-(5/6)) نیفلورس یکربوکس-(6/5)فلورسانس یا کروموفور 

carboxyfluorescein )با نام تجاریFAM   یکی از متداول

. است دهایپپت و نهایپروتئ کردن دار نشان یبراترین رنگها 

پایداری شیمیایی در  ونیمد را تیمحبوب نیا FAMرنگ 

های بسیار اسیدی و بازی،  pHمایی و شرایط سخت د

بهره کوانتومی بالا است.  و نییپا متیق ،یسازگار ستیز

به عنوان  نینشان دار شده با فلورس یدیپپت مشتقات

 کروسکوپیم مانند یزاتیتجهفلورسنت در  ینشانگرها

 Laser Scanning Confocal) یزریل یروبش کونفوکال

Microscope)، فلورسانس قطبش یریگ اندازه تومتر،یفلوسا 

 استفاده یسلول درون فلورسانس قطبش یسنج فیط و

 .(10) شوندیم

سبز رنگ و از  ،نیفلورس یکربوکس-(6/5) فلورسنترنگ 

()فلورسین FITC (Fluorescein isothiocyanateمشتقات 

 یبالا جزء رنگها یکوانتومه بوده و با بهرایزوتیوسیانات( 

ها مانند ولکولنشاندار کردن انواع م نهیدر زم کاربرد پر اریبس

, 20, 19, 9) باشد یها م دیو پپت دهایگونوکلئوتیال نها،یپروتئ

 بهبود اتصال یبرا ییراهکارها پژوهش، نیا رد .(36, 32

 رنگ اتصال بهبود نیهمچن و وَنگ، نیرز به لاو  دیاسآمینو

 .شده است  شنهادیپ دیپپت کردن دار نشان جهت فلورسنت

 روشها و مواد

مواد شیمیایی مورد استفاده و منبع آنها به شرح زیر می 

صد کربوکسی فلورسین با در-(6/5باشد: رنگ فلورسنت )

د آرژینین با ، آمینواسی(35)درصد، رزین وَنگ  90خلوص 

و  (10)، دی متیل فرمامید (27)درصد  99درصد خلوص 

متان کلرو، دیHBTU(32)، (32)دی ایزو پروپیل اتیل آمین

و پیپریدین،   HOBtایمید،دیو دی ایزو پروپیل کربو (10)

 .(32)پیریدین آمینومتیلدی

اسید بر روی رزین وَنگ در سنتز پپتید گذاری آمینوبار

گرم رزین وَنگ پس از سه بار میلی 50: در فاز جامد

به   (swelling) ل فرمامید، به منظور تورمشستشو با دی متی

دقیقه در دی متیل فرمامید قرار داده شد تا  80-90مدت 

گروههای عاملی هیدروکسیل برای واکنش در معرض قرار 

-اسید به رزین، ابتدا آمینوبگیرند. برای اتصال او لین آمینو

به آن  HOBtحل و سپس  DCM/DMF اسید در محلول

، محلول حاوی HOBtل شدن کامل اضافه شد. پس از ح

و در آخر  DICاسید به رزین اضافه شد و سپس آمینو

DMAP  به رزین اضافه شدند، در حالی که فلاسک واکنش

دور در دقیقه قرار داشت  50در دمای اتاق بر روی شیکر با 

 (.4)شکل 

به منظور مقایسه میزان بارگذاری در یک روش دیگر به 

فع ال کردن گروه کربوکسیل برای  HBTUاز  DICجای 

اسید او ل و اتصال آن به رزین استفاده شد. مانند روش آمینو

 قبل پس از متورم کردن رزین، آمینواسید به آن اضافه شد.

اسید توسط به این صورت که ابتدا گروه کربوکسیل آمینو

HBTU وDIPEA  به رزین اضافه شد )آمینواسید  فع ال و

ه و هر بار به مد ت یک ساعت اضاف فع ال شده دو بار

 278نور فرابنفش را در طول موج  Fmocانکوبه شد(. گروه 

کند که از این ویژگی برای سنجش میزان نانومتر جذب می
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اتصال آمینواسید به رزین و مقایسه میزان بارگذاری در دو 

گرم از میلی 10روش فوق استفاده شد. به این ترتیب که 

لیتر از محلول میلی 1زین و رزین بار گذاری شده تو

درصد در دی متیل فرمامید به آن اضافه شد و  20پیپریدین 

ساعت در دمای اتاق بر روی  یک بعد از ورتکس به مدت

به طور کامل جدا  Fmocشیکر قرار گرفت تا گروههای 

از محلول  رمیکرو لیت 10شود. پس از ته نشین شدن رزین،

 20لیتر از پیپریدین  میکرو 990رویی برداشته شد و با 

(. سپس در طول 01/0درصد رقیق شد )ضریب رق ت = 

نانومتر شد ت جذب توسط دستگاه  278موج 

درصد پیپریدین در  20اسپکتروفوتومتر با محلول شاهد 

 دی متیل فرمامید مورد اندازه گیری قرار گرفت.

برای نشاندار کردن انتهای آمین پپتید متّصل به رزین: 

کربوکسی فلورسین به منظور  -(6/5رنگ ) فع ال کردن

 اتصال آن به انتهای آمین پپتید به دو روش زیر عمل شد:

 HBTUع ال سازی گروه کربوکسیل رنگ توسط ف-1

 . (5)( 2)شکل

 DIC-HOBtرنگ توسط  لیگروه کربوکس یساز الفع -2

  .(33) (3)شکل

کربوکسی فلورسین -( 6/5میلی مول ) 3/0در روش اول ، 

نین میلی مول پپتید تترا آرژی 1/0فعال شده و به  HBTUبا 

 رزین اضافه شد. محلول فوق در دمای اتاق بامت صل به 

ساعت انکوبه شد.  17دور در دقیقه به مد ت  50سرعت 

سپس تست کایزر )نین هیدرین( به منظور اطمینان از 

اتصال رنگ به انتهای آمین پپتید انجام شد. مکانیسم 

 نشان داده شده است.  2واکنش در شکل 

ید با انتهای آمین پپت-میلی مول رزین 1/0در روش دوم، به 

-میلی 2کربوکسی فلورسین در -(6/5میلی مول ) 3/0آزاد، 

میلی  14/0حل شد و بعد   DMF/DCMلیتر محلول حجمی 

به آن اضافه شد و سپس  HOBtمیلی گرم  13و  DICلیتر 

پپتید اضافه شد در حالی که -محلول حاصل به رزین

ر دور در دقیقه قرا 50 فلاسک واکنش بر روی شیکر با

 17داشت و مانند روش او ل در دمای محیط به مد ت 

مکانیسم فع ال  3شکل  .ساعت انکوباسیون صورت گرفت

 دهد. را نشان می DICبا  FAMسازی رنگ 

 

 

 .آن به انتهای آمین پپتید اتصالو  HBTU با  نیفلورس یکربوکس -(6/5)رنگ کردن الفع  -2 شکل

 

 .DIC-HOBtتوسط  نیفلورس یسکربوک-(6/5) رنگ کردن الفع  -3شکل
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 اسید بر روی رزین وَنگ.بارگذاری اولین آمینو -4 شکل

 

رنگ به  اتصالدر هر دو روش برای سنجش کیفی میزان 

 تصالابرای  لاو در روش  .شد از تست کایزر استفاده پپتید،

ین به ا ،تست کایزر منفی مشاهده شد رنگ به انتهای آمین،

ود ندارد و واکنش به طور کامل معنی که آمین آزاد وج

دن در روش دوم، بعد از دو بار اضافه کر .انجام شده است

 ،(33)اتاق  یساعت در دما 17رنگ و هر بار به مدت 

 نیود آممثبت بود که نشان دهنده وج زریهمچنان تست کا

  .است ناکامل بودن واکنشدر نتیجه و  آزاد

 نتایج

شود، در شرایط مشاهده می 1همان طور که در جدول 

و  DIC ،HOBtیکسان و با استفاده از واکنشگر های 

DMAP،  افزودنDIPEA به واکنش باعث افزایش جذب 

در شود. میو بهبود بارگذاری بر روی رزین  پروتون

ساعت، در حضور  3ثابت مدت  انکوباسیون بهشرایط 

DIPEA  با  .گزارش شد 2/0و در غیاب آن  25/0جذب

ساعت، در حضور  17 به مدت زمان انکوباسیون افزایش

DIPEA  مشاهده  4/0و در عدم حضور آن  42/0جذب

شود که استفاده از گیری میگردید. به این ترتیب نتیجه

DIPEA هر به  به عنوان جمع کننده پروتون از محیط

به ویژه در ثر است، ؤمیزان بارگذاری م صورت در افزایش

 بارگذاریدو بار در  .طول زمانهای انکوباسیون کوتاهتر

 DIPEAو  HBTUبا استفاده از  اسید روی رزینمتوالی آمینو

گزارش شد  3/0ساعت، میزان جذب  هر بار به مدت یک

و  DMAPو  DIC، HOBtکه در مقایسه با واکنشگر های 

با افزایش طول مد ت ساعت بیشتر است. اما  3باسیون انکو

ساعت  17به  DMAP/HOBt/DICاسید با آمینو انکوباسیون

بالاتر  HBTU/DIPEAنسبت به استفاده از  بارگذاریبهره 

 .رودمی

نشاندار کردن پپتید با رنگ فلورسنت برای ردیابی آن و 

ید در این مطالعه، پپت مطالعات درون سلولی ضروری است.

نشاندار  FAMتترا آرژینین به دو روش مختلف با رنگ 

تفاوت روشها در استفاده از واکنشگرهای  شد.

HBTU/DIPEA  یاDIC/HOBt  بود. کامل بودن واکنش به

 صورت کیفی و با تست کایزر صورت پذیرفت.
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 .گذاری رزین با آمینواسید شرایط مختلف بار -1جدول 

DIC HOBt DMAP DIPEA HBTU / hr at A278
b 

● ● ● ● 

 

17 42/0  

● ● ● ● 

 

3 25/0  

● ● ● 

  

17 4/0  

● ● ● 

  

3 2/0  

   

● ● 2×1c 3/0  

a) طول مد ت انکوباسیون, b) جذب در 278 نانومتر, c) دو بار انکوباسیون

ل است زیرا در حضور آن ف آمین نوع او نین هیدرین معر 

ین انتهایی آید. در صورتی که آمبه رنگ آبی پررنگ در می

مت صل شود، پیوند حاصل یک پیوند  FAMپپتید به رنگ 

شود. پس از رنگ میآمیدی است و معرف نین هیدرین بی

نین یآرژاز انتهای آمین پپتید تترا Fmocجدا کردن آخرین 

با هر یک از دو واکنشگر  FAMمت صل به رزین، رنگ 

مت صل ال و به صورت مجزا به انتهای آمین پپتید مذکور فع 

شد. سپس پپتید نشاندار شده مت صل به رزین با معرف نین 

هیدرین مورد ارزیابی قرار گرفت. نتایج نشان داد که پس 

 یواکنشگرهااز یک بار واکنش، با هر یک از 

HBTU/DIPEA ای DIC/HOBt  تست کایزر مثبت بود. هر

چند رنگ آبی مشاهده شده با استفاده از واکنشگر 

HBTU/DIPEA گ تر بود. اما با تکرار واکنش روی کمرن

آمینهای آزاد پپتید )قسمتهای نشاندار نشده( تست کایزر 

استفاده شده بود   HBTU/DIPEAبرای واکنشی که در آن از

)عدم حضور آمین آزاد و در نتیجه کامل شدن  کاملاً منفی

استفاده  DIC/HOBtو برای واکنشی که در آن از  واکنش(

)وجود آمین آزاد و کامل نشدن  تشده بود همچنان مثب

واکنشگر پپتید،  بود. بنابراین برای نشاندار کردن واکنش(

HBTU/DIPEA   واکنشگر ازDIC/HOBt کندبهتر عمل می . 

  بحث

پپتیدها کاربردهای گسترده ای دارند که از آن جمله می 

توان به خواص ضد سرطانی و ضد میکروبی آنها اشاره 

سنتز پپتیدهای کوتاه به روش شیمیایی بسیار . (2, 1)کرد.

طور که در  متداول و ساده تر از بیوسنتز آن است. همان

مقدمه گفته شد، سنتز بر پایه جامد روی رزینهای 

انواع  یکی ازمخصوص سنتز پپتید صورت می گیرد. 

شود، ستفاده میرزینهایی که برای سنتز پپتید در فاز جامد ا

باشد. از مزایای استفاده از این رزین می می وَنگرزین 

توان به ظرفیت بار گذاری بالا، عدم نیاز به واکنشگرهای 

ها اشاره اسیدوگران قیمت و ممانعت از راسمیزاسیون آمین

اری از مطالعات برای سنتز پپتید در فاز در بسی .(30) کرد

در  .(34, 30, 7) جامد از این رزین استفاده شده است

سنتز شده است.  وَنگمطالعه حاضر نیز پپتید بر روی رزین 

لین سنتز پپتید بر پایه فاز جامد که توسط بروس در او 

برای  DCC (N,N′-dicyclohexylurea) از مریفیلد انجام شد،

منظور تشکیل پیوند پپتیدی ه ال کردن گروه کربوکسیل بفع 

به کار گیری پس از آن . (21)مورد استفاده قرار گرفت 

DCC در  .برای سنتز پپتید در فاز جامد گسترش یافت

به  هگزیل اورهسیکلودی ترکیب DCCاستفاده از  هنگام

عنوان یکی از محصولات جانبی تولید می شود که در 

استفاده در سنتز پپتید نامحلول الهای مورد بسیاری از حل 

و می تواند موجب انسداد منافذ فیلتر شود. برای غلبه  است

استفاده شد که محصول جانبی آن،  DICبر این مشکل از 

N-  ت بیشتری نسبت به دی آسیل اوره می باشد که حلالی

 .(16)سیکلوهگزیل اوره دارد

بر روی  اسیدآمینوگذاری هدف از این مطالعه بهبود بار

منظور افزایش بازده سنتز پپتید برپایه فاز ه ب وَنگرزین 
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-(6/5) رنگ اتصالدر  بهبود واکنش تراکمیجامد و نیز 

یکی در کربوکسی فلورسین به انتهای آمین سنتز شده بود. 

نتهای از ناحیه ااسید آمینولین او  ،اریذبار گ از روشهای

 و  HOBt-DICبا استفاده از  وَنگبر روی رزین  کربوکسیل

DMAP ساعت انجام  سهانکوباسیون  به مد ت زمان

ترسیم شده است. در  4مکانیسم واکنش در شکل  .(12)شد

از اکسیژن  و اسیدآمین (I)این بارگذاری، ابتدا در مرحله 

. سپس در یک کندحمله نوکلئوفیلی می DICبه  کربوکسیل

در  DICجایگزین باقی مانده  HOBtحذف -واکنش اضافه

یک گروه ترک  HOBtمی شود.  Amino acid/DICترکیب 

سیل کربوک شدن کننده خوب است که در صورت مواجه

 خوب با یک نوکلئوفیل HOBtمت صل به  اسیدآلفا در آمینو

نوکلئوفیل خوب در مرحله تواند با آن جایگزین شود.  می

(II) شود به این ترتیب کهتشکیل می DMAP  به میزان

باعث ایجاد یون  اکی والان نسبت به رزین 1/0کاتالیتیک 

گروه نسبت به  )–O–(شود. الکوکسی الکوکسی در رزین می

است  ینوکلئوفیل بسیار قوی تر (OH–)هیدروکسیل رزین 

داشته  (I)محصول مرحله ثرتری به ؤتواند حمله مکه می

 (.IIIمرحله  4باشد )شکل 

)واکنشهای سریالی  گذاریمیزان باردر مد ت سه ساعت 

مطلوب نبود و با افزایش زمان  (4در شکل  فوق

به میزان  گذاری میزان بار ساعت، 17 تبه مد  انکوباسیون

بنابراین واکنش  .(1)جدول  افزایش یافت درصد 40

از سینتیک پایینی برخوردار است و پیشنهاد  مذکورتراکمی 

به میزان  پیشنهادی انکوباسیون زمانطول رغم ه شود بمی

در اکثر پروتکلها، زمان انکوباسیون  حدود سه ساعت

ده باز با سا واکنشیک  II، مرحله 4در شکل  افزایش یابد.

و نمی  از سرعت بالایی برخوردار است لذا است اسید

مراحل . در عوض مرحله محدود کننده سرعت باشد تواند

I  وIII حذف هستند. از -جایگزینی از نوع اضافه هایواکنش

و یون  یک گروه ترک کننده خوب HOBtآنجا که 

است، منطقاً  ( یک نوکلئوفیل قویIIالکوکسی )محصول 

 زیرا در مرحله  .باشد بیشتر باید Iاز  III شسرعت واکن

I اسید با کربوکسیل آمینوگروه ال شدن فعDIC  و سپس

مجموعاً یک واکنش دو مرحله ای  HOBtواکنش آن با 

یون الکوکسی در رزین  IIIدر مرحله در حالی که  ;است

اسید دارای یک نوکلئوفیل قوی و گروه کربوکسیل در آمینو

است. بنابراین هر دو  HOBtوب گروه ترک کننده خ

از واکنش پذیری  ال هستند وبسیار فع  واکنشگر این مرحله

آن  به دنبالحمله نوکلئوفیلی و  لذا. بالایی برخوردارند

. بنابراین  صورت می گیردانجام واکنش با سرعت بالایی 

است.  Iمرحله محدود کننده سرعت مرحله احتمالاً 

ش بازده موجب افزای نشواک به DIPEA افزودنهمچنین 

به سبب ساختار  DIPEA زیرا .بارگذاری بر روی رزین شد

به عنوان  -آمین نوع سوم با ممانعت فضایی بالا-خود 

 DMAPجمع کننده پروتون به کار می رود و از سویی باز 

تواند پروتون را از  میکه به پروتون و یا آب حساس است 

هتری داشته باشد. کاتالیزور عملکرد بتا محیط جمع کند 

تواند یک پروتون از گروه می  I، DIPEAهمچنین در مرحله 

جذب کند که باعث حمله موثرتر آن به اسید آمینواسیدی 

DIC  .خواهد شد 

و  HBTUگذاری با واکنشگرهای  دهد که بارنتایج نشان می

DIPEA  ی با زمان انکوباسیون کوتاهتر، بازده بیشتری حت

 در زمان سه ساعت دارد DMAP و  HOBtو DICنسبت به

در  DIPEAتاثیر مثبت  -1دو چیز است:  که نشان دهنده

ال کننده گروه به عنوان فع  HBTUبهتر بودن  -2واکنش و 

آمینو  اتصالمکانیسم  . HOBt-DICکربوکسیل نسبت به 

ال شدن می باشد یعنی فع  2مشابه شکل  HBTUاسید با 

له اکسیژن الکلی رزین به و حمآمینو اسید گروه کربوکسیل 

بهره بالاتری از  HOBt-DICبا افزایش زمان واکنش، آن. 

HBTU  دهد. بنابراین به رغم از خود نشان می بارگذاریدر

برای  HBTUهمچنان بهتر از  HOBt-DIC ،سینتیک پایین

 بر طوشرم ،کندعمل میروی رزین  اسیدوآمین بارگذاری

 زه کافی طولانی باشد. که زمان انکوباسیون به اندااین 

https://dorl.net/dor/20.1001.1.23832738.1401.35.4.4.4
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 شدانتهای آمین آن با بهتر است محل نشاندار کردن پپتید

سید امینوی آلاً در مقایسه با سایر نواحی پپتید که دارازیرا او 

 نندهایی با گروههای عاملی قابل نشاندار کردن هستند )ما

لیزین، سرین، ترئونین( گروه حجیم پروب فلورسانس به 

 است که معمولاً مزاحمت کمتری در انتهای پپتید مت صل

ه ور کط کند. ثانیاً همانعملکرد بیولوژیکی پپتید ایجاد می

( پپتیدها تا وقتی روی رزین هستند 1گفته شد )شکل 

توان انتهای گروههای جانبی محافظت شده دارند ولی می

ار اندآمین را با پیپریدین محافظت زدایی کرد. بنابراین نش

 -1د: را دار مزایامین به لحاظ سنتزی این کردن در انتهای آ

رنگ فلورسنت نمی تواند واکنش ناخواسته ای با گروه 

سیار خالص سازی ب -2بدهد اسید آمینوهای جانبی سایر 

با  -3 .چند بار شستشو قابل انجام است فقط با ساده و

ش کایزر می توان مشاهده کرد که آیا واکن یک تست انجام

ه است یا خیر، و در صورت مثبت رنگ کامل شد اتصال

ار بودن تست )وجود آمین آزاد( واکنش تراکمی دوباره تکر

با آمین انتهایی به اسید  FAMیوند آمیدی رنگ پ -4شود. 

از آن جدا نمی  حساس نیست و در اثر کلیویج TFAقوی 

را پپتید تتدر این مطالعه شود. بنا به دلایل گفته شده، 

 . شدانتهایی نشاندار در ناحیه آمین  آرژینین

برای نشاندار کردن از دیرباز  FAMرنگ فلورسنت 

مورد استفاده قرار  و ردیابی آنها در سلول (8) مولکولها

از این رنگ به دلایل گوناگون و در  .(29, 4)است  گرفته

سلولهای مختلف استفاده شده است. از جمله کاربردهای 

ردیابی پپتیدهای ضد میکروبی در ریه توان به این رنگ می

سلولهای  علیهمطالعه پپتیدهای حامل داروی  و (4)انسان، 

تعیین برای  در این تحقیقنیز اشاره کرد.  (38, 18) سرطانی

از دو پروتکل  ،FAMبا رنگ  بهترین روش نشاندار کردن

مورد  ها)قسمت مواد و روشها( استفاده شد و نتایج آن

در روش اول، گروه کربوکسیل رنگ سه قرار گرفت. مقای

FAM  باHBTU   فعال شده و به انتهای آمین اضافه شد

تست کایزر منفی بود که  ،نشاندار کردن بعد از (. 2)شکل 

و   Pengcheng Zhang دهنده تکمیل واکنش است. نشان

نتیجه  نیز از همین روش استفاده کردند و (38) همکاران

حاصل شده  آمینو اسیدبه  FAM رنگ اتصالدر  بهتری

را این تحقیق بودن پروتکل  کاربردی مطالعاتاین  .است

مطالعات و پروتکلهای  ثراک تعیین می کند. در حالی که در

-HOBtدوم یعنی استفاده از از روش (33, 10, 6)مرسوم 

DIC   برای فعال کردنFAM  .در این استفاده شده بود

زمان با روش دوم و حتی افزایش تحقیق مشخص شد 

 کوپلینگ، و تکرار مجددساعت  17انکوباسیون به مدت 

و تست کایزر همچنان مثبت حاصل نشد ه مطلوب نتیج

 بود. 

 شد که نشانالبته رنگ نارنجی در هر دو روش مشاهده می

است ولی  در محیط بازی و حلال آلی دهنده انجام واکنش

 ی کهتری دارد. بنابراین در مراحل نهایبالاروش اول بهره 

پپتید نشاندار  ،است HPLCبا  یکلیویج و خالص ساز

با بهره بیشتری سنتز شده و مانند روش دوم )محصول( 

ی ایاعلاوه بر مزوجود ندارد.  از پپتید نشاندار نشده بخشی

با توجه به گران بودن قیمت رنگهای فلورسنت از فوق، 

)علی رغم ذکر  لدر استفاده از روش او  FAMجمله رنگ 

 ماند. تردیدی باقی نمی روش دوم در اکثر پروتکلها(

 تواند بهمی نسبت به روش اول روش دوم پایین در بازده

با آب  DIC جانبی و ناخواسته واکنشیکی  :باشددلیل  دو

ال کردن در فع  HBTUثرتر ؤو دیگری واکنش م (5)شکل 

 نوکلئوفیلو طبیعتاً حمله بهتر  FAMرنگ  گروه کربوکسیل

  آمین انتهایی به آن. 

 

 .با آب DICواکنش   -5شکل 

https://dorl.net/dor/20.1001.1.23832738.1401.35.4.4.4
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 بارگذاریمی تواند در واکنش  توسط آب DICتخریب 

همین  روی رزینها هم ات فاق بیفتد، به DICبا آمینو اسید 

ه ال خشک توصیدلیل در اکثر پروتکلها به استفاده از حل 

 شده است. 

به  HBTUی ت حنتایج مشاهده شده در ارتباط با ارج

DIC/HOBt  روی  بارگذاریبرای نشاندار کردن عکس نتایج

ین امر، تفاوت در خواص نوکلئوفیلی ت ارزین بود. عل 

است.  وَنگآمین انتهایی با گروه هیدروکسیل در رزین 

 در) نسبت به گروه هیدروکسیل )انتهایی پپتید( گروه آمین

 نوکلئوفیل بهتری است.  رزین(

 گیرینتیجه

لین به عنوان او  وَنگبه رزین اسید آمینولین او  اتصالبرای 

 در سنتز پپتید بر پایه فاز جامد، و تعیین کننده ترین مرحله

و افزایش زمان  DIC/HOBtال کننده گروه فع استفاده از 

روی رزین محسوب  بارگذاریانکوباسیون روش بهینه در 

با رنگ  پپتید شود. برای نشاندار کردن انتهای آمینمی

استفاده ، به رغم اکثر پروتکلها کربوکسی فلورسین-(6/5)

از  رنگ کربوکسیل دن گروهال کربرای فع  HBTUاز 

 HBTUزیرا واکنشگر  بهتر است DIC/HOBt واکنشگرهای

 ال کننده بهتری برای گروه کربوکسیل است. فع 

 تقدیر و تشکر
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Abstract  

The most common method for peptide synthesis is to synthetize it on a solid resin. 

Among the variety of resins, Wang resin is one of the highly use ones. In this study, we 

introduced improved protocols for anchoring an amino acid on the Wang resin, a 

famous resin for peptide synthesis, and N-terminally labeling peptide with (5/6)-

carboxyfluorescein, a fluorescent dye. The peptide tetra arginine, RRRR, was 

synthetized on Wang resin with solid phase peptide synthesis (SPPS) method and the 

dye was attached to its N-terminus. The attachment yield of the first arginine residue 

(Fmoc-Arg(pbf)-OH) were quantified by liberating the Fmoc groups from the amino 

acid/resin complex following measure its UV absorption at 278 nm. The labeling was 

monitored by Ninhydrin test that reveals presence of primary, unbound N-terminally 

amines. In anchoring the first arginine residue on the resin, DIC (N,N′-Diisopropyl 

carbodiimide) works more efficiently than HBTU (N,N,N′,N′-Tetramethyl-O-(1H-

benzotriazol-1-yl)uronium hexafluorophosphate), only if the incubation time increases 

to 17 hours; while, HBTU undeniably enhances the efficiency of the fluorescence 

labeling compared to DIC. However, in most available protocols, DIC was 

recommended for labeling the peptides with (5/6)-carboxyfluorescein and the 
recommended incubation time for attaching the first amino acid on the Wang resin is 

usually far shorter than 17 hours.  

Keywords: Peptide synthesis, Fluorescent dye, Coupling reaction, Activating agents 
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