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 PVAو Au-NP طراحي ايمونوسنسور الكتروشيميايي با استفاده از
 گيري كمي آلبومين ادراري اندازه منظور به
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 چكيده

و: مقدمه و توسعه  در بدن،ك يا پاتولوژيك فيزيولوژي فرايندهاي براي تشخيص بالا ويژگي بهبود ايمونوسنسورها با حساسيت

و درمان زود هنگام بيم مي اريفرصت مناسبي را براي تشخيص .نمايد ها ايجاد

 مونوكلونـال عليـه آلبـومين سـرم انـسان بـادي يك ايمونوسنسور رقابتي جديد با استفاده از يك آنتـي در اين مطالعه،:ها روش

)HSA(به نانو، متص طلال بـادي در ابتـدا، آنتـي. دهـد ومين موجود در ادرار را تـشخيص مـي طراحي شد كه آلب ) AuNP( ذره

و  ژن مونوكلونال به سطح نانوذره طلا متصل شده باو وينيل الكل روي سطح HSA سپس مخلوط آنتي  الكترود سنسور نواري

شد چكاSPCE (Screen Printed Carbon Electrode)ي كربنكار ، وينيل الكل پليمريـزه گرديـد تـا UVبا استفاده از موج. نده

.ايجاد گردد) PVA(پلي وينيل الكل

و تصاوير ميكروسكوپ الكتروني از الكترود:ها يافته آن تغيير يافته يك اتصال مناسـب بـاديو آنتـي HSAي ژن ت ـپايـدار بـين

و نانوذره طلا  چر. را نشان داد مونوكلونال به خوبي انجام شـده اسـت، نشان داد كه فرايند مديفيكاسيوايخهروش ولتامتري .ن

تشخيص كمي آنتـي، براي)SWV( ولتامتري امواج مربعيو ) DPV(هاي الكتروشيمي شامل ولتامتري تمايز پالسي گيري اندازه

و واقعي، پاسخ در نمونهHSAبا افزايش غلظت. ژن استفاده گرديد . كاهش يافتSWVو DPVهاي هاي استاندارد

كه هاي مخلوط شده با نمونه هاي الكتروشيمي با ديگر پروتئين گيري اندازه و حساسيت بالايي براي اين ويژگيها نيز انجام شد

مي. را نشان دادند HSAايمونوسنسور در تشخيص از( را در طيـف خطـي بـالايي HSAتوانـد، در شرايط بهينه، ايمونوسنسور

و ندازها)mL  µg/200تا5/2 آن دقت اندازهگيري كند . استng/ml25گيري

و جديد،: گيري نتيجه هـاي براي تشخيص آلبومين در نمونـه با استفاده از ايمونوسنسورهاي رقابتي در اين مطالعه، روشي آسان

و براي اندازهميراهبرداين.شدابداعار ادر ژن تواند بهبود يافته . رودبه كارهاي ديگر گيري آنتي

طلا، آلبومين، ايمونوسنسور: واژگان كليدي  پلي وينيل الكل، نانوذره

.است رسيده چاپبه 26sBioelectronic and Biosensors)2011(4177-4183 مجلهدركهتاساي مقاله ترجمه مقاله اين

و متابوليسم، دانشگاه علوم پزشكي تهرانپژوهشكده علوم غدد/ مركز تحقيقات غدد-1
،و متابوليـسم پژوهـشكده علـوم غـدد/ن كارگر شمالي، بيمارستان شـريعتي، طبقـه پـنجم، مركـز تحقيقـات غـدد تهران، خيابا : نشاني∗
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482  ...از استفادهبا الكتروشيميايي ايمونوسنسور طراحي:و همكاراناميدفر

 مقدمه

و حـساس،  پيشرفت بيوسنـسورها بـراي تـشخيص سـريع

هـاي در نمونـه موجـود هاي آناليت شناخت عامل مهمي در

ايمونوسنسورها، بيوسنـسورهايي هـستند بـر. زيستي است 

و آنتي پايه برهمكنش ويژه بين آنتي   ژن كه كاربردهاي بادي

و علوم پايه دارند مفيدي در زمينه .]1،2[هاي پزشكي

 بـر پايـه يـك ايمونوسنـسور الكتروشـيميايي،در اين مطالعه

 شناسـايي بـه منظـوره طـلا با نـانوذر شده بادي نشاندار آنتي

.طراحي گرديده استآلبومين ادراري با حساسيت مورد نياز

ني هزار دالتون بيـشترين پـروتئ67آلبومين با وزن مولكولي

كه مس عمـل.ل فـشار اسـمزي خـون اسـتؤوپلاسماست

و فشار اسمزي، بنيادي آلبومي  عـلاوهبهن تنظيم حجم خون

ه انتقال مولكول  هـا، اسـيدهاي ورمونهاي مختلفي همچون

و ويتامين بيليچرب، داروها، ].3،4[باشدميها روبين

در يك شخص سالم، تنها نسبت كـوچكي از كـل پـروتئين

،هـا اكثـر بيمـاريدر امـا. آلبومين است،دفع شده در ادرار 

 كــه گــردد مــشاهده مــيدر ادرار افــزايش نــسبت آلبــومين

ديگر، آلبومينوريبه عبارت.]4[شودميآلبومينوري ناميده

و همچنين به شا عنـوان عامـل خص آسيب گلومرول است

اي بـرايه اسـت كـه نـشانه خطر مستقل نيـز شـناخته شـد 

و قلبي پيشرفت در جمعيت عروقي- هر دو بيماري كليوي

و افراد ديابتي است .عمومي

اد به راري ممكن است با فشار خـون، علاوه، افزايش آلبومين

ل بعــضي ناهنجــاري ورزش،، اخــتلالات ايمنــييپيــديهــاي

، دهيدراسـيوني ادرارير، عفونت مجـا، خون در ادرار شديد

].5،6[ هاي دارويي خاص مرتبط باشد مانو در

هـاي طـور كلـي بـا روش عادي دفع آلبومين بـه ميزان غير

و)HPLC(گرافي مايع با كارايي بـالا اي چون كروماتو ويژه

 يـا h24/mg30بـر بـا گيـري شـده كـه برا اسي اندازه ايمونو

)min/gµ20(گرافي مــايع بــا كــارايي بــالا كرومــاتو. اســت

)HPLC(گرافي مايع اسپكترومتري جرمـيو كروماتو)LC-

Mass ( بـراي گيري با حـساسيت بـالا چندين تكنيك اندازه

.تعيين آلبومين ادراري هستند

 هاي معمولي براي آناليز آلبومين ادراري بـر پايـه بيشتر روش

،1يمتــرياد ايمونوتــوربي هــاي روش.ســي اســت ايمونوا

1- Immunoturbidimetry 

از جملــه4و راديوايمونواســي3، الايــزا2فلوروايمونواســي

كه روش  كمـي آلبـومين گيـري بر اندازه هاي ايمونواسي بوده

ا بنـابراين ايـن روش.]5-11[نـداادراري بنا شـده غلـب هـا

و وسـايل ويـژه نيازمند يك واكنش طولاني مدت، معرف  هـا

ميمراحو هستند  .دنگيرل گوناگوني را در بر

مي در موارد اورژانس عنـوان يـك تواننـد بـه، بيوسنسورها

هـاي ايـن برتـري.گيرنـد قرار استفاده موردروش ايده آل 

،، حـساسيت بـالا، كـارايي ويـژه پاسـخ سـريع شامل روش

و و تفسير ].12،2،1[استآن استفاده آسان هزينه كم

هاي الكتروشـيميايي سورهدف اين مطالعه توسعه ايمونوسن

ن ادراري اسـت كـه بـري براي تشخيص آلبوم يكبار مصرف 

با كار الكترودتغيير سطح اساس پلي وينيـل از جنس كربن

طلااز استفادهو) PVA(الكل  بنـا نهـاده ) AuNP( نانو ذره

و حـساس آناليـت اندازهوشده  هـا در مـايع گيـري سـريع

مي زيستي را امكان .سازد پذير

شناسايي نيز بر پايه واكنش آناليـت بـان روش اساس در اي

 گرديـده هاي طـلا بنـا خاص كونژوگه با نانو ذره بادي آنتي

 نـانو احيـاي-بـا اسـتفاده از خاصـيت اكـسيداسيون.است

ــان،محـــيط اســـيديدر ) AuNPs(هـــاي طـــلا ذره  امكـ

و در واقع گيري اندازه ناليت موجـود در نمونـهآ نانو ذرات

مي امكان سيگنال الكتروشيميايي توليد شده بعـد.گردد پذير

ويكاز اكسيداسيون نانو ذرات در اسيد كلريدريك   مـولار

 بـاAuCl4يو در ادامـه احيـا ثانيـه40و زمان25/1ولتاژ

مي اندازهDPVوSWV هاي استفاده از روش .شود گيري

ك و احيـا تاليتيكي توليد شده توسـطابراي ثبت جريان اكـسيد

ــا شــيميايي همچــون الكتروهــاي روشاز،نوذره طــلاشــدن ن

و)DPV(ولتـامتري تمـايز پالـسي،)CV(اي ولتامتري چرخـه 

در ايـن.دگـرد اسـتفاده مـي)SWV(ولتامتري امـواج مربعـي

ذريها، سيگنال پتانسيل سـنج روش  طـلاات در حـضور نـانو

)AuNPs (دوشميدر پتانسيل مناسبي در محيط اسيدي توليد.

نيبراي تثبيت آلبوم ) PVA(مطالعه پلي وينيل الكل در اين

عنوان لايه سنسور استفاده شده به SPCروي سطح الكترود

 يـك پليمـر مـصنوعي غيـر ) PVA(پلي وينيل الكل.است

و سازگار با محيط زيست اسـت ويژگـي از جملـهوسمي

 
2- Fluoroimmunoassay 
3- ELISA 
4- Radioimmunoassay 
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و ليپيد ايران 483)5شماره(10؛ دوره 1390 تير-خرداد. مجله ديابت

ش شــده اســت شــامل ديگــري كــه بــراي آن گــزارهــاي

، چـسبندگي عـالي بــه ذيرپــ زنجيرهـاي مولكـولي انعطـاف

ميا و طبيعت رسانا ) PVA( وينيل الكل پلي. باشد لكترودها

هاي كاربردهاي زيادي در بيومواد، بيوسسنـسورها، سنـسور 

و پزشـكي، بيوتكن شيمياييالكترو و صـنعت غـذايي ولوژي

در غير هاي ويژگي) PVA(پلي وينيل الكل. دارد طبيعـي را

و ذوب شدن ملايم در  از يك محلول طول فريز شدن  آبـي

و دفريـز شـدن،.دهـد خود نشان مي  بعـد از فراينـد فريـز

طـور فيزيكـي بـه PVA هاي پيوندهاي عرضي بين زنجيره

، ارتباطات ملكولي يا كريـستاله توسط پيوندهاي نيمه پايدار 

عنـوان ايـن سـاختار سـه بعـدي بـه. شـود شدن ايجاد مـي

در تهيـه هـاي زيـستي ماتريكس مناسبي براي تثبيت ملكول 

.بيوسنسورها مطرح شده است

 بـا بـه دام هاي بيولوژي مولكول، گذاري كپسولدر طي فرايند

ت شده كـه در طـول ايـن تثبي، ماتريكس جامد افتادن در منافذ

هـاي، نيروهاي ضعيفي همچون پيوند هيدروژني فاز برهمكنش

و استاتيك يـا وانـدروالس بـين مولكـول الكترو  هـاي بيولـوژي

ا ماتري ژن تثبيـت انكوباسـيون آنتـي].14،13[افتد تفاق مي كس

از ) AuNPs(هـاي طـلا نـانوذره بادي كونژوگـه بـا شده با آنتي 

.طريق سنجش مستقيم انجام شد

و تركيب ويژگـي،هدف اين تحقيق هـاي مفيـد نـانو مـواد

 ايمونوسنـسور الكتروشـيميايي گسترش براي مر نارسانا پلي

مـر پلـي وينيـل الكـل پلـي در اين بررسـي.پروتئيني است

)PVA ( ــانوذرو ــراي طراحــي يــك)AuNPs( طــلااتن  ب

و يكبار مصرف بـ ا حـساسيت ايمونوسنسور الكتروشيميايي

) ALB(تواند بـراي تعيـين آلبـومين بالا استفاده شده كه مي

.كار رودهبادراري 

 بـا اسـتفاده از تغلـيظ شـيميايي بـه)AuNPs(طلااتنانوذر

س تترايوسيله احيا  ديم سيترات به كلرو يوريك اسيد با تري

تـشكيل.عنوان يك احيا كننده در دمـاي بـالا سـاخته شـدند

 روي ســطح الكتــرود HSAبــادي آنتــي-ژن كمــپلكس آنتــي

 نـانوذرات طـلا در محـيطي احيـا-اكـسيد خاصيت توسط

و توسط اسيدي . نشان داده شد DPVوCVجستجو شد

ها روش

ها معرف

، تـري سـديم سـيترات،HAuCl4)(وريك اسـيد تترا كلروي

،)FCS( گوسـالهي سـرم جنينـ،1640RPMI،سديم آزايـد

،)BSA( آلبـومين سـرم گـاوي،سـيلين پني،استرپتومايسين

G ستون پروتئين، هموگلوبين،)HSA( آلبومين سرم انساني

ــه از ــه هم ــل ك ــل الك ــداري Sigma-Aldrichو ويني  خري

.(St.Louis, MO, USA)اند شده

ب و مواد شيميايي معدنيه همچنين همه مواد كار رفته در بافر

محلـول.انـد تهيـه شـده Fluka يـا Sigma-Aldrichديگر از 

 كلريد،M01/0شامل فسفات بافر سالين ) PBS(فسفات بافر 

 بـاKCl (M003/0( كلريد پتاسـيم،M137/0)NaCl( سديم

5/7pH بـ،عـلاوهبه. باشد مي ه همـان همـه مـواد شـيميايي

و همـه صورت خريداري شده مـورد اسـتفاده قـ رار گرفتنـد

آ محلول .بي در آب دو بار تقطير شده تهيه شدندهاي

ها دستگاه

پ گيري همه اندازه  بـاتنتواسـتاتِهاي الكتروشيميايي توسـط

هاي صـفحه اي والكترود يك رابط براي الكترودهاي صفحه

كه شامل يك الكتـرود  مـ كـار كربني دور بـا قطـر گرافيتـي

mm3،ــرود ــرود Ag/AgCl رفــرنس يــك الكت و يــك الكت

منظـور محـدود بـه.، انجام شد باشد مي شمارشگرگرافيتي

روشيميايي تفلن تك قسمتي با كردن منطقه واكنش سل الكت 

به قطر حفره همـه. گرديـد طراحـي) µl50حجم(mm5اي

 انجـام Beckmanوژيوژها توسط دسـتگاه سـانتريفيسانتريف

بـراي نـانوذره) SEM( يكروسكوپ الكتروني نگـارهم.شد

ب و تعيين تغييرات الكترود شدطلا .كار گرفته

و خالص  بادي مونوكلونال آنتيسازي توليد

كه توليد  هـستند mAbكننده آلبومين لاين سلول هيبريدوما

و ســلول ميلومــا  0/2sp از ادغــام لنفوســيت طحــال مــوش

 محـيط mL50 وما در سـلول هيبريـد.]15[انـد ساخته شده

و آنتـي 3FCS%كشت حاوي از بـادي رشد داده شـدند هـا

مايع رويي محيط كشت توسط كروماتوگرافي تمـايلي روي 
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484  ...از استفادهبا الكتروشيميايي ايمونوسنسور طراحي:و همكاراناميدفر

ــتون ــالصGHiT rap protein س ــد خ ــازي گرديدن . س

 سالين ديـاليز بافر فسفات هاي جدا شده در مقابل بادي آنتي

و تغليظ .گرديدشده

 سنتز نانوذره طلا

مياتنانوذر بنتوان فلزي  نمـك احيـاي طور شـيميايي بـاهد

ب واسطه يك عامل احيا كننده قـوي در محلـول سـنتزهفلزي

در اين مطالعه سنتز نانوذره طلا بـا اسـتفاده از فراينـد.دنشو

هـاي طـلاي طـور خلاصـه، نـانوذرههبـ. شيميايي انجام شد 

nm20 تتراكلرويوريـك اسـيد احيـاي با )HAuCl4 ( توسـط

 mL100بـه ايـن صـورت كـه.رات سـنتز شـدند سديم سيت 

را گـرم نمـوده)HAuCl4 ،w/v%01/0( تتراكلرويوريك اسيد

 محلـول تـري،تا بجوشد سپس در حال هـم خـوردن اسـيد 

شد1%سديم سيترات از. به آن اضافه  دقيقـه هنگـامي8بعد

كه محلول از رنگ زرد تـا قرمـز شـرابي تغييـر رنـگ داد در

 آن با سديم pHسپس. شد تا خنك شود دماي اتاق قرار داده 

 در نهايــتو تنظــيم5/8غلــيظ روي ) NaoH(هيدروكــسايد

 محلـول. بـه محلـول اضـافه شـد%01/0(w/v) سديم آزايد

اي تيـرهو در ظـرف شيـشهC4° در تهيه شده نانوذره طلاي

.]16[قابل نگهداري استرنگ براي چندين ماه 

 طلاي كلوئيدي-بادي كونژوگه آنتي

بـراي:طبق روش زير ساخته شـدطلا-بادي ونژوگه آنتيك

 حـل)HSA mAb )µg/mL30ازµg300كونژوگـه كـردن، 

 محلـول طـلاي mL10به ) pH=5/7(در بافر فسفات، شده

 شـبانه روز يـك مخلوط. مناسب اضافه شد pHكلوئيدي با

بـه  10BSA% محلـول سـپس.گرديداستيررC4°دماي در

 در سطح ذرات طلا خالي موجود جهت بلوكه كردن فضاي 

به مدت به و مجدداً  دقيقه در دماي اتاق استيرر5 آن اضافه

در45مـدت، بـه g15000 در دور سـپس. گرديد و  دقيقـه

 mL10،PBSدر حاصـله رسـوبووژي سـانتريفC4°دماي

. حــل شــد05/0%ســديم آزايــدو  %1BSA(w/v) حــاوي

و وژ همانند شرايط قبل دو بـار ديگـيسانتريف ر تكـرار شـد

وmL10 ،PBSســرانجام رســوب نهــايي در C4°در حــل

.]16[ذخيره شد

ي رودـالكت كـتغيير سـاخت(ايهـ صفح ربنيـافته

)ايمونوسنسورها

 مطابق  SPCEs روي سطح HSAساخت ايمونوسنسورهاي

در:روش زير انجام شد در ابتدا وينيل الكل در بافر استات

°C70 ش به وينيلد تا محلول هموژن مدت نيم ساعت حل

ب الكل با درصد   بـا HSA سـپس.دست آيـدههاي متفاوت

بـو استيرر شـد تـا محلـول وينيل الكل مخلوط هي همـوژن

 HSA وينيــل الكــل حــاويµl5 مرحلــه بعــد.دســت آيــد

)ng/mL250 (و سـپس قـرار داده روي سطح الكترود  شـد

مريـزه دقيقه پلـي20به مدت UVوينيل الكل تحت شرايط

 HSA حـاوي ) PVA(پلي وينيل الكل بدين ترتيب.رديدگ

 توسـط تلـه HSAژن طبق ايـن پروتكـل آنتـي. حاصل شد

در سـطح الكتـرود تثبيـت ) PVA(وينيل الكـل فيزيكي پلي

و قابليـت. گرديد پلي وينيل الكل با هدف افزايش پايداري

.تكرارپذيري الكترود اصلاح شده، استفاده شد

 اتــصالي غيــر اختــصاصي توســط هــاي بعــد از آن جايگــاه

و 1BSA% حـــاوي)PB)M1/0،7=pH انكوباســـيون بـــا

در15به مدت05/0%،20توئين . بلوكه شـدند C37° دقيقه

 شسته شد تـا05/0%،20و توئين PBS توسط SPEs سپس

. بانـد نـشده از سـطح الكتـرود برداشـته شـود هاي پروتئين

  Abگه شده بـا از محلول نانوذره طلاي كونژوµl25 متعاقباً

و الكترودها براي SPCEs سطح در در30پخش شد  دقيقـه

°C37 از انكوباسـيون، بعـد. انكوبه شـدند SPCEs توسـط 

PBS شسته شد تـا كونژوگـه بانـد05/0%،20 حاوي توئين

 از رونـد شـماتيكي تـصوير1 طـرح. نشده برداشـته شـود 

ميطراحي سنجش .دهد را نشان

 گيري روش اندازه

اي بعد نكه الكترود اصلاح شـده در سـل الكتروشـيميايي از

 در سـطح يـك مـولار HCl از محلـول µl50 قرار داده شد،

SPC شد  CV هاي آناليتيكالي توسط، سيگنال متعاقباً. ريخته

 در CVهـاي گيـري انـدازه. ثبت گرديدند SWVو DPVو

ــسيلي ــدوده پتان ــا-1مح ــوانش-V3/1 ت ــرعت خ  در س

mv/s50 ــراي. انجــام شــد ، SWVوDPVهــاي بررســيب

 ثانيه40 براي+V25/1يافته در پتانسيل ثابت الكترود تغيير

ــ ــد در هم ــته ش ــه داش ــاني نگ ــرايط زم ــه. ان ش ــلاوه ب ع
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و ليپيد ايران 485)5شماره(10؛ دوره 1390 تير-خرداد. مجله ديابت

-2/0 در محدوده پتانـسيلي SWVو DPVهاي گيري اندازه

صـورت توليـد جريـان كاتـدي بـه. نجام شدندا-V7/0تا

و احيـا سيگنال ي نـانوذره طـلا در هاي آناليتيكالي از اكسيد

همـه. روشيميايي ثبت گرديد در مطالعه بيوالكت HCl حضور

شدهاي الكت گيري اندازه .روشيميايي در دماي اتاق انجام

 تصوير شماتيكي از عملكرد ايمونوسنسور الكتروشيميايي براي تشخيص آلبومين ادراري-1 طرح

)6و%3و%2وPVA)1%لفهاي مخت پاسخ ايمونوسنسور نسبت به غلظت-1شكل  HSAدر حضور%
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486  ...از استفادهبا الكتروشيميايي ايمونوسنسور طراحي:و همكاراناميدفر

– PVA-HSA-Ab-AuNPs الكترود تغيير يافته)a(PVA  -)b(PVA-HSA –)c( از ايمونوسنسور  SEM تصاوير-2شكل
)d(توزيع نانوذره طلا بعد از تشكيلAb-AuNPs 

: سرعت خوانش. ولت+1/1تا-7/0ه پتانسيل يك مولار در محدودHCl انواع اشكال الكترود تغيير يافته در حضور-3 شكل
mv/s50.)a(الكترود برهنه-)b(PVA -)c(-PVA-HSA)d(-PVA-HSA-AuNP )e(PVA-HSA-Ab-AuNPs 

 هاي تمايز پالسي پاسخ الكترود تغيير يافته براي بهينه سازي زمان ولتاموگرام
) ولت2/1،22/1،25/1،27/1،30/1،35/1،40/1(سيل پتان)b(ثانيه) a)()10،20،30،40،50،60،70،80،90: الحاق
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و ليپيد ايران 487)5شماره(10؛ دوره 1390 تير-خرداد. مجله ديابت

ژن بر اساس رقت HSAهاي تمايز پالسي براي تشخيص ولتاموگرام-4شكل  150و 180و µg/mL200(هاي سريالي مختلف آنتي
در ادرار با HSAمنحني استاندارد: الحاق. mv/s50يك مولار در سرعت خوانش HClدر)25/0و5/0و5/2و10و20و80و

.PVAاستفاده از الكترود تغييريافته با 

مي3، نتايج ارائه شده ميانگين CLIAوIT مقايسه تعيين غلظت آلبومين ادرار با استفاده از ايمونوسنسور،-1جدول .باشند بار آزمون

ها روش
ها نمونه

 IT (µg/ mL) CLIA (µg/ mL) (µg/ mL)ايمونوسنسور
(%)RSD 

1 5/9 10 10 2/5
2 5/2 65/2 75/2 6/6
3 5 25/5 15/5 5/5

4 10 5/10 10 5
6 1/33 35 2/34 7/5
7 20 6/20 21 3
8 50 2/52 2/51 4/4
9 180 200 189 5/5
10 37 35 35 4/5
13 4/63 2/58 2/60 2/8
14 6/55 2/51 2/53 9/7
15 2/97 87 92 9
16 6/121 124 114 9/1
17 1/150 3/141 3/145 6

 CILA: لومينومتريك؛ كميIT:يمترياد ايمونوتوربي

 ماكروآلبومين يوريا= µg/mL30>ميكروآلبومين يوريا؛ آلبومين=µg/mL 299-30طبيعي؛ غلظت آلبومين= µg/mL30<غلظت آلبومين

.بايستي رقيق گردندميµg/mL180نمونه ادرار با غلظت برابر يا بيشتر از
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488  ...از استفادهبا الكتروشيميايي ايمونوسنسور طراحي:و همكاراناميدفر

و يافته  بحثها

 PVA اصلاح شده با SPCEsمشخصات سطح

سطح الكترود با سازگاري زيستي مورد نظـر براي اطمينان از

 HSA بـراي تثبيـت PVAو كم شدن جذب غير اختصاصي، 

و ــرود در نتيجــه ســازگاري زيــستي ــالا روي الكت ســختي ب

 را بـراي PVAبراي اين هـدف غلظـت اپتـيمم. انتخاب شد 

. تثبيـــت آنتـــي ژن روي ســـطح الكتـــرود تعيـــين كـــرديم

از هاي چرخه لتاموگرامو  اصـلاح SPCEsاي به دسـت آمـده

 نشان داده شـده1 در شكل PVAهاي مختلف شده با غلظت

 بـه PVA%1 انـد كـه پاسـخ جريـان دادهنتـايج نـشان. است

به عبارت ديگر تفاوت پاسخ. است%3و%2ترتيب بيشتر از

نـاچيز بـود كـه شـايد بـه علـت%3وPVA ،2%جريان بين 

، اگرچــه پوشــش ســطح. دت جريانــشان بــود شــتــشابه در

و نگهــداري ــداري ــر ازPVA%2 درHSAپاي  PVA%3 بهت

و HSA براي تثبيـت PVA%2 بر اساس اين مشاهدات،.بود

 در CVهـاي گيري همه اندازه. بيوسنسور انتخاب شد ساخت

HCl مــولار خــوانشيــك ســرعت شــدهmv/s50و . انجــام

و عـدم ژن روي سطح تثبيت آنتي كارايي الكترود در حـضور

و بــه طــور جداگانــه طبــق پروتكــل اميــد PVAحــضور  فر

].17[همكاران آزمايش شده بود

از%15-20 ژن تثبيت شده تقريباً آنتي كارايييافتيمدرما بيـشتر

و،ايـن روش. استالكترود برهنه   بهتـري از كـارايي پايـداري

اصلاح شـدهو همكارانش در استفاده از الكترود Hoهاي يافته

PEG مي اين يافته].18[ داشت كه نشان روي PVA لايه دهد

ا پايـداري نه تنها،سطح الكترود  لكتـرود تغييـرو تكرارپـذيري

شـده در تثبيـتژن آنتـي كـارايي بخشد، بلكهمييافته را بهبود 

ازتودهـد افـزايش مـي نيـز سطح الكتـرود را  عـداد بيـشتري

مي Ab-AuNP توسط فعالهاي توپ اپي .شود تشخيص داده

 هاي ميكروسكوپ الكتروني ررسيب

و آنتـي بـادي كونژوگـه بـه سـطح مورفولوژي نـانوذره طـلا

و مورفولوژي سطح فيلم بيوكامپوز  يـت الكتـرود نانوذره طلا

هـاي ميكروسـكوپ الكترونـي اصلاح شـده توسـط بررسـي 

از. مشخص گرديد  تـصاوير ميكروسـكوپ الكترونـي نگـاره

ر نانوذره سنتز  مي شده، ذرات كروي داد كـه نمايـانگرا نشان

 شـيميايي احيـاي است كه نانوذره طـلا در طـول فراينـد اين

سديم سيترات شكل گرفتـه تتراكلرويوريك اسيد توسط تري

ساختمان نانوذره طلا توسط فرايند احيا در دمـاي بـالا. است

بــه دســت. در آب ايجــاد شــد ازآمتوســط قطــر ذرات مــده

ــدي طــلا ــدازه كلوئي ــه توســط ان ــري ك ــاي گي و UV-Visه

بـه دسـت ) TEM(آزمايشات ميكروسكوپ الكتروني گذاره

].16[ بودnm20-18آمده حدود 

و PVAيافتـه بـا تغييـر SPCEsمشخصاتc2وa2شكل

PVA-HSA وPVA-HSA-AuNPs-Ab بـــه ترتيـــب در 

شكل. نشان داده است SEMتصاوير ساختار متراكمa2در

سـاختار. نـشان داده شـده اسـت PVAفقـدان الكترود در 

 نــشان داده شــده شاخــصي از جــذب HSAسـختي كــه از 

علاوه ساختار سـهبه).b2شكل( پروتئين پديدار شده است

 در PVA-HSAو PVAبعدي مناسبي براي هر دو الكترود 

ازيساختارهاي سخت. نشان داده شده استb2وa2شكل

-اختارهاي نـانو ذره از س ـالكترود بـا نظمـي سـاخته شـده

و شعاعي آنتي  روي الكتـرود تغييـر بادي كونژوگه گلوبولار

 تغيير SPCEsكه در حالي)c2شكل( ده شده يافته نشان دا

 چنين ساختاري را نشان نـداده PVA-HSAو PVAيافته با

نـانو ذرات طـلاي سـنتز)nm80-60(اندازهافزايش. است

در شده بعد از اتصال آنتي  كه  نشان داده SEM تصاوير بادي

را بـه سـطو mAbشده موفقيت اتـصال ح نـانوذرات طـلا

.)d2شكل(كند تصديق مي

اي بررسي ولتامتري چرخه

ــات ــهمطالع ــسوراي پاي ــراي ايمونوسن ــه HSA ب ــيله ب وس

در گيـري همـه انـدازه. انجـام شـد CV هـاي روش  PBSهـا

M01/0ــا ــوانش  2/7pH ب ــرعت خ ــام mv/s50 در س  انج

از هاي چرخـه ولتاموگرام3 در شكلbوa منحني. گرديد اي

و  ايـن. هـستند PVA يافتـه بـا تغييـر SPCE الكترود برهنـه

هـاي از ولتـاموگرام CV هـاي ها هيچ پيكـي در روش منحني

 يك پليمـر PVA به علت اينكه، عمدتاًاي نشان ندادند چرخه

هــيچ واكـنش اكــ و كــاهش در ســطح-سايشنارسـانا اســت

ــرود رخ ــيالكت ــد نم ــدازه.ده ــراي ان ــر ب ــذب غي ــري ج گي

-PVA بر روي الكترود AuNP از محلولlµ25اختصاصي، 
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HSA و پاسخ جريان ثبـت شـد تغيير سـيگنال. يافته چكانده

ــسور  ــعيفي از ايمونوسنـ  PVA-HSA-AuNPs SPCEضـ

مشاهده گرديد، كه ممكن اسـت بـه علـت بـرهمكنش غيـر

3/0درريتـ قويپيك. باشد PVAو AuNPاختصاصي بين 

 روي سـطح الكتـرود بـادييآنت-ولت در حضور نانوذره طلا

به)3شكل( شد توليد وسيله پراكسيداسيون نـانوذره طـلا كه

هـاي الكتروشـيمي ايجـاد گرديـده در روش AuClو احياي 

مي ولت نانوذره3/0در. است توانند هيدروژن يوني هاي طلا

: كنندرا به هيدروژن مولكولي طبق مسير زير احيا
AuNP + HCl (H+) → AuNP (oxe) + H2

عبارت ديگر افـزايش غلظـت نـانوذره طـلا روي سـطح به

هـاي روشدر الكترود باعث افزايش پيـك كاتـدي جريـان 

CV لا بـاطـات دهـد نـانوذر شود، جايي كه نـشان مـيمي

توانند انتقـال الكتـرون از سـطح بـه قابليت رسانايي بالا مي

 هيـدروژن احيـاي، علاوه بـر ايـن.ندود را افزايش ده الكتر

يوني دليلي بر انتقال الكترون در سل الكتروشـيميايي اسـت

درو همچنـــين علـــت دومـــي بـــراي افـــزايش جريـــان

ايـن نتـايج. طـلا اسـتاتايمونوسنسور در حضور نانوذر

مي  وسنـسور ممكـن اسـت بـه غلظـت دهد كـه ايمون نشان

وابـسته طلاي تثبيـت شـده روي سـطح الكتـروداتنانوذر

.باشد

و ولتامتري امواج روش هاي ولتامتري تمايز پالسي

)HSAروش آناليتيكالي براي تشخيص(مربعي

و كونژوگـه HSAپاسخ ايمونوسنسور  بر پايه واكنش آنتـي ژن

مي نانوذره-بادي آنتي شدت جريان توسـط افـزايش.باشد طلا

تاندارد هاي بالاي نمونه اسـ آزاد در غلظت HSAاثر متقابل بين 

و ايـن كـاهش بـين كونژوگـهو واقعي كاهش خواهـد يافـت 

طلا-بادي آنتي در. ژن تثبيت شـده مقايـسه شـد با آنتي نانوذره

و دنـاتوپاينجا، اكـسيداسيون نـانوذره طـلا در ره تانـسيل بـالا،

طـور همزمـان اي زيستي در شرايط اسـيدي بـالا بـهه مولكول

شــد ســطح بيوك. انجــام امپوزيــت، ناحيــه بنــابراين جداســازي

اكـسيداسيون بزرگي كه از نظر الكتريكي فعـال اسـت را بـراي 

هـاي در طـول روش كـارايي كنـد تـا هاي طلا فراهم مـي يون

SWV وDPVــه. را كــاهش دهــد  وســيله آناليزهــاي كمــي ب

 انجـام HSAهاي مختلـف با غلظت DPVو SWVهاي روش

 خيـرهذسـازي محلـول وسـيله رقيـق محلول استاندارد بـه. شد

 تـا آمـاده شـد، اي طبيعـي ادراره با نمونه)mg/mL1( آلبومين

ــت ــايي غلظ ــاي نه ،25/0،50/0،5/2،10،15،20،65،80ه

.حاصل شود µg/mL200و 150،180

ــايش ــ آزم ــرار دادن ه ــا ق ــن روش ب ــوطµl5ا در اي  از مخل

و سـريالي هـاي غلظت  از محلـول µl20 محلـول اسـتاندارد

و سطح الكترودها به هاي طلا روي نانوذره دسـت آمـده بـود

ولـت بـه+25/1 كار در شرايط پتانـسيلي هايسپس الكترود 

هـاي گيـري انـدازه در نهايتوه شد داري ثانيه نگه40مدت 

DPV ،و+7/0در يكي از اين ولتاژهـا  ولـت يـا-2/0ولـت

).4شـكل( انجـام شـد mv/s50ها با سرعت خـوانش بين آن

 پاسـخ الكتروشـيميايي صـورته جريان كاتدي توليد شده بـ

 از محلـول µl50 با گذاشـتن واكنش زمينه. گزارش شده بود

HCl ــولار ــك مـ ــابق يـ ــرود مطـ ــطح الكتـ  روش روي سـ

 بـا كـاهش DPVپيـك جريـان. الكتروشيميايي گزارش شـد

و نمونه HSAغلظت هاي واقعـي بـراي در محلول استاندارد

و نرمال افزايش يافته است  از جريـان پاسخ. اشخاص ديابتي

µg/mL025/0 بــا حــدود تشخيــصي µg/mL200 تــا025/0

 خطـي ايمونوسنـسور طيـف).4شـكل الحاق(افزايش يافت

در مقايـسه بـا كه است µg/mL200تا5/2 بين،طراحي شده

ــسورهاي ــي ايمونوسنـ ــف خطـ ــر طيـ ــيمي ديگـ  الكتروشـ

در همـان SWV گيـري بـا انـدازه].19،18[تري دارد گسترده

 ثانيـه40ي ولـت بـرا+25/1يط پتانـسيل وشرا DPVشرايط 

+7/0 در DPV يـا SWV هـاي گيـري انجام شد وسپس اندازه

و هـاي داده. هرتز انجام شـد15 ولت با فركانس-2/0ولت

SWV ش گيـري كـه نتيجـه را نشان داد، DPV رايط، اثر همان

 طراحـي شـده در ايـن مطالعـه HSA ايمونوسنـسور شود مي

 متنـوع هاي الكتروشـيميايي روشباژن آنتي تشخيص قابليت

. داردرا

و پتانـسيل، پارامتر براي بهينه هـاي زيـر سازي شرايط زمـاني

بـ)V3/1(در ابتدا، يك پتانسيل ثابت. آزمايش شد  ه با توجـه

 در DPVگيــري دوم، انــدازه].20[مقــالات انتخــاب گرديــد

،s100)10،20،30،40 تـا s20مختلف از هاي زماني طيف

شد)50،60،70،80،90،100 در نهايت، زمان بهينـه. انجام

و پتانـسيل پاسـخ بيوسنـسور  بر اساس پيك جريـان كاتـدي

هـاي بهينـه براي انتخاب پتانـسيل).a3 شكل(انتخاب گرديد 
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از ايمونوسنسور در طيـف  تـاV2/1هـاي مختلـف پتانـسيل

V4/1)2/1،22/1،25/1،27/1،30/1،35/1ــت40/1و ) ول

و پتانسيل آزمايش عنـوان پتانـسيل بهينـه ولت بـه25/1 شد

).b3شـكل( ايمونوسنسور انتخاب گرديد DPVبراي بررسي 

ب به دسـت آوردن حـداكثر حـساسيت الكتروشـيمي، منظـور

 لازم Ab-AuNPsو ) HSA(ژن كوت شـده غلظت بهينه آنتي 

، از الايـزاي رقـابتي مـستقيم همـراه بـا در اين مطالعه. است

ب رد آزمايش چكربـو دسـت آوردن ايـن غلظـت بهينـه بـراي

.استفاده گرديد

صورت زيـر بهAb-AuNPsو HSAبنابراين، غلظت مناسب

 HSAهــــاي مختلــــف ابتــــدا، غلظــــت: آمــــاده شــــد

ــانوگرم50،100،200،250،300( و روي PVAدر) ن ــت  تثبي

مقـدار مناسـب آنتـي ژن بـراي. سطح الكترود چكانـده شـد

هــاي ســپس حجــم. يــد نــانوگرم تعيــين گرد250ســنجش، 

ــف  ــاده Ab-AuNPsمختل ــراي آم ــسور، ب ــازي ايمونوسن س

،Ab-AuNPsنتايج نـشان داد كـه مقـدار بهينـه.شدآزمايش 

µl20 بهينـه واكنـشگر تعيـين گرديدنـد هـاي لظـتغ. است .

ها، سـيگنال جريـان مـاكزيمم حـدود طوري كه اين غلظت به

µA220-200 رگبا حداقل مصرف واكنش در غياب آناليترا

) دقيقـه60تا20(انكوباسيون هاي مختلف زمان.نشان دادند

ب به مـاكزيمم. دست آوردن زمان بهينـه، ارزيـابي شـد منظور

در30جريان توليـد شـده در   درجـه37 دقيقـه انكوباسـيون

ب. حاصل شد دسـت آمـده بـراي در ايـن مطالعـه زمـان كـل

ي هـا كـه روش دقيقه بود در حالي80 تقريباً سنجشتكميل 

].20،19[ديگر نياز به زمان بيشتري دارد

و اطمينان ايمونوسنسورويژگي

در وسيله مطالعه سنجش به ويژگي اي، آزمـايش گرديـد كـه

ــراتينين)mol/L1(اوره آن، ــسان)g/L10(، ك ــوبين ان ، هموگل

)mg/L 10(ايمونوگلوبين انـسان ،)mg/L 10(گلـوكز ،)g/L 

) mg/L 200( وفنتامينو اســ) mg/L 200(، تتراســايكلين)20

. اضـافه گرديـد)mg/L 20(حـاوي آلبـومين ادرار نمونـه به

كه وجه شود كه همه اين مواد در غلظتت هايي استفاده شدند

. هــاي كلينيكــي بودنــد تر از غلظــت مــاكزيمم در نمونــهبــالا

ــايج در ــا نت ــالا ب ــستراهاي ب ــك از سوب ــيچ ي ــه ه ــافتيم ك ي

. تداخل نداردHSA ايمونوسنسور

 توسط انجام آزمـايش در طراحي شدهر نان ايمونوسنسو اطمي

باس24هاي ادراري نمونه و مقايسه نتايج آن ي هـا روشاعته

ــوربي ــريايد ايمونوت ــيو IT مت ــك كم  (CLIA) لومينومتري

 ITو در اين مطالعه ايمونوسنـسور).1جدول(بررسي گرديد

و كنتـر نمونه17را استفاده كرديم تا را ادرار افـراد ديـابتي ل

ــيم ــست كن ــك. ت ــان پي ــزايش در جري ــاهش DPVاف ــا ك  ب

و هـم هم در نمونه HSA هاي غلظت هاي اصلي افراد طبيعي

انحـراف اسـتاندارد.)1جـدول(راد ديابتي مشاهده گرديـد اف

گيـري تكـرار شـده بدست آمده از سه انـدازه ) RSDs( نسبي

و براي نمونه  شان داده شـدهنـ1كنترل در جدول هاي ديابتي

مي.تاس دهد كه هر دو روش، انطبـاق معنـاداري نتايج نشان

.در تشخيص دارد

ــسور در نتيجــه ــه HSAايمونوسن ــر پاي ــه PVA ب و كونژوگ

AuNP-Ab در ســل. رقــابتي اســت يــك ايمونوسنــسور

و آزاد در محلول استاندارد HSA،الكتروشيميايي  تثبيت شده

و(و نمونه اصلي م) ديابتي شخص نرمال تقابل براي واكنش

مي AuNP-Abبا كونژوگه   در HSA اگر غلظـت.كنند رقابت

شود كه سطح بالايي از كونژوگـه، باعث مي نمونه پايين باشد

AuNP-Ab ــا ــرود HSA ب ــطح الكت ــده روي س ــت ش  تثبي

 يا DPVبرهمكنش كند، كه منجر به افزايش پاسخ جريان در

SWV اگر غلظت ديگر از طرف. گرديد ،HSA در نمونه بالا 

 AuNP-Abسطح بالايي از برهمكنش كونژوگـه باعث اشد،ب

 منجـر بـه شـود كـه مـي در سل الكتروشيميايي آزاد HSAبا

و نهايتاً  جريان كاهش كاهش نانوذره طلا روي سطح الكترود

.دگـرد مـي SWV يـا DPVدر هر دو روش الكتروشـيميايي

هاي مربوط به ايمونوسنـسور رقـابتي دادهيجاعلاوه بر اين، نت

HSA ب دهـد كـه دسـت آمـده نـشان مـي بر اساس نانو مواد

و توسـعه HSAايمونوسنسور  ، يك ايمونوسنسور بهينه شـده

و يا و فعاليت بلند مـدت ويژگيبا فته  عـلاوه بـه.اسـت بالا

حديدقت داراي  در HSA براي رديـابي µg/mLو ng/mL در

و نمونـه از جملـه هـا نمونهتعداد متنوعي از  هـاي اسـتاندارد

.باشد اصلي مي

 سپاسگزاري

پژوهش حاضر با حمايت مالي مركز تحقيقات غدد درون ريـز

.و متابوليسم دانشگاه علوم پزشكي تهران انجام شده است
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