
و ليپيد ايران  118-129)2شماره(12؛ دوره 1391دي-دو ماهنامه آذر. مجله ديابت

از ادرار تشخيص آلبومين جهتنوسنسور الكتروشيمياييوايمطراحي  با استفاده
م  به عنوان نشانغناطيسينانوذرات

*2كبري اميدفر،2، نرگس پورباقر2، آنيتا احمدي1هانيه شيرازي

دهيچك

در هاي طراحي روش:مقدمه و حساسيت بالا ميها تشخيص زودهنگام بسياري از بيماري سنجشي با دقت . كند كمك زيادي

از كه با استفاده از روش سنسورها ارائه گرديدند ايمونودر اين راستا و براساس سيگنال حاصل هاي الكتروشيميايي

كمبادي قادر به تشخيص آنتي-ژن هاي آنتي ميانكنش ميدرژن خاص يك آنتيمقادير بسيار در اين.دنباش نمونه فرد بيمار

بريك روش الكتروش، مطالعه / پوسته/ با ساختار هسته مغناطيسيبا استفاده از نانوذرات سنسورها ايمونويميايي سريع مبتني

. ادرار طراحي شده است)HAS(براي سنجش ميزان آلبومينپوسته

 عليه بادي منوكلونال سپس آنتي. سنتز گرديد)Fe3O4/Chitosan/Au(طلا/ كيتوزان/ ذرات اكسيد آهنابتدا نانو:ها روش

آن نانوذرات مغناطيسيوآلبومين  قرار استفاده مورد)Ab-MnGs( جهت تهيه كونژوگه با تجمع نانوذرات طلا بر روي سطح

بوده Screen Printed Carbon Electrode(SPCEs(اي صفحهكربني مورد استفاده در اين تحقيق الكترودهايسنسور.گرفت

به همراه پليمر پلييشده، آنت طراحي رقابتيكه براساس نوع سنجش آن) PVA(وينيل الكل ژن ميهادر سطح .گردد ثابت

.مورد بررسي قرار گرفتو الكتروشيميايي TEM ،XRD ،VSM هاي خصوصيات نانوذرات سنتز شده توسط تكنيك:ها يافته

با برقراري اتصالات لازم در سطح نهايتاً. گرديدو الكتروشيميايي استفادهالايزا هاي از روش) Ab-MnGs(كونژوگهدييبراي تا

و تكميل مراحل آماده صفحه كربنيالكترود )CV(اي چرخه ولتامتري الكتروشيمي شاملهاي سنجشسنسور، ايمونوسازي اي

به خوبي انجام شده كه فرايند تثبيت و نشان داد ژن انجام آنتيآشكارسازي كمييبرا) DPV( پالس ولتامتري تفاضلي است

ب كه و در نمونهHSAا افزايش غلظت گرفت . كاهش يافتDPVهاي، پاسخبيمارهاي استاندارد

حد(مرسوم هاي آلبومين ادرار با حساسيت بسيار بيشتري نسبت به روش، با طراحي اين روش:گيري نتيجه قابل) نانوگرم تا

. وجود دارد نيززيستي رهايسنسوامكان تعميم نتايج اين مطالعه براي طراحي ديگر ايمونو. گيري است اندازه

، آلبومينمغناطيسيذره سنسور، نانو ايمونو:واژگان كليدي

و تحقيقات، دانشگاه آزاد اسلامي، تهران-شناسي گروه زيست-1 ، ايران بيوشيمي، واحد علوم

 تهران پزشكي علوم دانشگاه متابوليسم،و غدد علوم پژوهشگاه-2
و متابوليـسمگا شريعتي، طبقـه پـنجم، پژوهـش تهران، خيابان كارگر شمالي، بيمارستان : نشاني∗  دانـشگاه علـوم پزشـكي تهـران،،ه علـوم غـدد

 omidfar@tums.ac.ir:، پست الكترونيك021- 88220052:، نمابر021- 88220037-8:، تلفن1411413137: كدپستي

 23/06/1391: تاريخ پذيرش 15/06/1391: تاريخ درخواست اصلاح 28/05/1391: تاريخ دريافت
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119 ...طراحي ايمونوسنسور الكتروشيميايي جهت تشخيص آلبومين ادرار با:همكارانواميدفر

 مقدمه
 ايمونواسي روش مورددر تحقيق اخير هاي سال در

به دانشمندان توجه الكتروشيميايي .است نموده جلب خود را

 ابزارهاي آناليتيكي الكتروشيمياييايمونوسنسورهاي در واقع

هاي پذيري واكنش هستند كه قدرت انتخاباي كوچك شده

و ايمونولوژيكي را با حساسيت هاي تكنيكآسانيبالا

ميتشخيص  به تواندمي روشي چنين].1[كنند متفاوت تلفيق

 مقدار آناليت موردالكتروشيميايي مبدلازاستفاده راحتي با

كهو گيري تغيير پتانسيل، جريان نظر را با اندازه رسانايي

ميتوس  شود مشخص كندط اندركنش ايمونولوژيكي ايجاد

به].4-2[  در اين مطالعه نانوذرات مغناطيسي با تجمع طلا

بادي بر عليه آلبومين روش عنوان نشانگر براي تثبيت آنتي

سنسور جهت جايگزين جديدي را براي ساخت ايمونو

 اين نانوذرات داراي.فراهم كرده استتشخيص آلبومين ادرار 

براي تثبيت مقدار يي نظير فراهم كردن سطح بيشتر مزايا

انتخابي ملكول زيستي جداسازيو بيشتري از ماده بيولوژيكي

يك)ژن بادي يا آنتي آنتي( از يك مخلوط واكنش با استفاده از

66 با وزن مولكولييپروتيين آلبومين].5[ هستندربا آهن

ا ترين پروتيين سرم فراوانكيلودالتون  حضور.ستانساني

24گرم در ادرار ميلي30- 299آلبومين در ادرار با مقادير

و20- 199ساعته،  ميكروگرم در دقيقه در ادرار نمونه شبانه

گرم كراتينين در نمونه ادرار ميكروگرم در ميلي30- 299

و بيشتر از مقادير ذكر شده  رندوم معادل ميكروآلبومينوري

مي نشان گيري آلبومين اندازه].6[اشدب دهنده ماكروآلبومينوري

به اين دليل داراي اهميت است كه ميكروآلبومينوري شاخص 

 عروقي، اختلال- آگهي بيماري قلبي بسيار مهم در پيش

و در فشار عملكرد اندوتليال عروقي، بيماري كليه در ديابت

 خطر براي بروز ترومبوآمبولي وريديعاملخون بالا، يك 

ان].7[است گيري آلبومين در ادرار به منظور دازهبنابراين

هاي مختلف داراي اهميت ارزيابي عملكرد كليه در بيماري

هاي متفاوت سنجش آلبومين در مايعات روش. است

نولوژيك شاملوهاي ايم بيولوژيك تاكنون بيشتر برپايه روش

، ايمونوتوربيدومتري براي ونواسينواسي، آنزيم ايموراديوايم

و استريپگيري كمي اندازه به آلبومين ادراري منظور ها

و كيفي آلبومين طراحي شده گيري نيمه اندازه ].9،8[اند كمي

و حد تشخيص پايين، زمان شاخصه  هايي چون حساسيت بالا

بكمتر و سرعت تشخيص بالاتر، بردن كاره انجام آزمايش

 عواملحجم كمتر آناليت، تحت تاثير قرار نگرفتن توسط 

و آشفتگي: از قبيل) رنگ سنجي(ي اسپكتروسكوپ تيرگي

و جذب كننده نور در  محلول، دخالت تركيبات فلورسانس

و هاي حاوي نمونه، ارزان بودن، قابليت كوچك محلول سازي

 ايمونوسنسورهاي الكتروشيميايي توليد انبوه موجب برتري

همچنين.است شدههاي قديمي ايمونواسي نسبت به روش

 الكتروشيميايي را كانديداي سنسورهاينوها ايمو اين ويژگي

و سريع بيماري با مناسبي براي تشخيص كلينيكي هاي مرتبط

و پروتئيني كردهماركر و. است هاي زيستي ماركرهاي زيستي

 بنابراين. عوامل بيولوژيكي اغلب مقدار خيلي كمي دارند

هاي تشخيصي خيلي حساس جهت سنجش روشطراحي

].2[يابد آنها ضرورت مي

 از روش با استفادهFe3O4 نانوذرات، حاضر مطالعهدر

مي هم و سه آهن سنتز كه رسوبي نمك دو به تنهانهگردند

ميهبطلا نانوذرات تجمع براي بستريك عنوان ، روند كار

به هاي نانو كمپلكس سريع بلكه جداسازي كونژوگه

مي سنتز امكانازپسرابادي بر عليه آلبومين آنتي  سازند پذير

از].10[ از شدهمشتق پليمريك عنوانبه كيتوزانهمچنين

سازگار زيست به عنوان يك پليمر،طبيعي ساكاريد پلي كيتين

به دارايو . مورد استفاده قرار گرفتطلا توانايي اتصال

به كيتوزان اصلي مزيت كه در محلول استآن كيتين نسبت

ق اسيدي با پروتونه شدن گروه . ابل حل استآمين خود

 از اگريگه شدن تنها نهFe3O4كيتوزان بر سطح پوشش

با ايجاد بار جلوگيري كرده بلكه همچنينذرات اكسيد آهن

 بر سطح نانوذرات طلا با بار منفيباعث افزايش تجمعمثبت 

طلادر افزايش].11[گرددميكمپلكس سبب تعداد ذرات

به اتصال بيشتر آنتي  Fe3O4/Chitosan/Au كمپلكس بادي

 به عنوان يك نشان در استفاده از اين كمپلكس. است شده

درطلا احيا– خاصيت اكسيداسيون وجودبامطالعهاين

و در نتيجه رون الكت موجبمحيط اسيدي، قدرت دهي بيشتر

به تشخيص بيشتر  ميهاي روشنسبت ].12[باشد ارائه شده

اكه با توجه به اين لكترود براي تثبيت بيوملكول بر سطح

و پيشرفت موفق ايمونوسنسور اي از اهميت ويژه ساخت

به دام پليمر جهتاز مطالعهدر اين]13[برخوردار است

الكل، وينيل هادي پلي پليمر غير.شد استفادهژن انداختن آنتي
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غستيزمريپلكي ي است كه داراي مصنوعسميري سازگار

ي مولكولهايرهيازجمله زنج منحصر به فرد، هاييژگيو

شر،يپذ انعطاف طبييايمي ثبات كه استريپذ انعطافعتيو

با مي ساختار سه بعدي به عنوان ماتريكس ايجاد تواند

و همچنين ژن آلبومين استفاده گردد مناسبي براي تثبيت آنتي

در، مقدار آنتيژن بر ميزان پايداري آنتي و ژن جهت تثبيت

در].14[تاثيرگذار باشدنتيجه بر افزايش حساسيت سنسور 

كه استايمونوسنسور رقابتي طراحي شدهاين تحقيق

 بعد Ab-MnG توليد شده از كونژوگه اييسيگنال الكتروشيمي

و كاهشاز اكس و27/1 ولتاژبا يك مولار HClدر ايش

 DPVو CVهاي با استفاده از روش ثانيه30زمان

مي اندازه .شود گيري

ها روش

ها معرف

 هيدركــسيد ســديم،)+Fe3+ Fe2(هــاي كلريــد آهــنكنمــ

)NaOH(كيتوزان با جرم مولكـولي كـم، سـديم دودسـيل ،

 هيدروكـسي،)GLA(%25، گلوتارآلدئيـد)SDS(سولفات

 تتراكلرويوريــــــك،)TMOH( آمونيــــــومتترامتيــــــل

سـرم، 1640RPMI، سـديم سـيترات تري،)HAuCl4(اسيد

ســيلين، پنــي، استرپتومايــسين،)FCS(جنينــي گوســاله 

،)BSA( گاوي سرم آلبومين،G هموگلوبين، ستون پروتئين 

و،)HSA( انساني سرم آلبومين  كـه آزيد سديم وينيل الكل

 خريــداري Sigma-Aldrich از شـيميايي مـوادي ايـن تمـام

.)St. Louis, MO, USA( اند شده

كـار رفتـه در بافرهـا از همچنين سـاير مـواد شـيميايي بـه

Sigma-Aldrich ياMerk محلول فسفات بافر. اند تهيه شده 

)PBS(شامل فسفات بـافر سـالين M01/0كلريـد سـديم ،

)NaCl(M137/0ــد ــيم، كلري ــاKCl (M0003/0(پتاس  ب

2/7pH تمامي مـواد شـيميايي بـه همـان صـورت. باشد مي

و بدون هـيچ تغييـري  مـورد اسـتفاده قـرار خريداري شده

ارآب مقطـر دوبـدر آبييها محلول همه به علاوه. گرفتند

.تهيه شدندتقطير

ها دستگاه

و مورفولوژي نانو ذرات توسط  ميكروسكوپ الكترونيسايز

TEMفيليپس )Model CM120 ,120KV (هلند ساخت

پراكنش ذرات سنتز شده توسط فاز شناسايي. بررسي گرديد

خواص.گرديد انجام pw1800مدل ) XRD(اشعه ايكس

 VSM)7400, Lakeshore نانو توسطكمپلكس مغناطيسي 

Co.(طراحي سنسور بر روي. گرديد سنجيدهساخت آمريكا

كه)SPCEs( بار مصرف الكترودهاي صفحه كربني يك

متر، يك الكترود ميلي3شامل يك الكترود كار مدور با قطر

 كمكي گرافيتي استو يك الكترود Ag/AgClرفرنس 

الكترودهاي صفحه.)Drop Sens, Spain(گيرد صورت مي

ي تفلنيكربني براي اصلاحات لازمه در يك سل الكتروشيميا

 قرار µl30متر به حجم ميلي3اي به قطر تك قسمتي با حفره

و براي خوانش توسط دستگاه الكتروشيمي مي  گيرند

ميپتانشيواستات گردند كه در اين حالت با يك رابط وصل

مي µl50 به حجم متر ميلي5در سل به قطر  .گيرند قرار

 آلبومين مونوكلونال بادي آنتي سازي خالصو تهيه
و سلول ميلوما لاين، 0/2spاز ادغام لنفوسيت طحال موش

 مونوكلونال آلبومين بادي آنتي هيبريدوما توليد كنندهيسلول

و گزارش براساس روش].15[شدتهيه  شده توسط اميدفر

در]15[همكاران  محيط كشت ml50سلول هيبريدوما

و آنتي FCS%3حاوي ها از مايع بادي رشد داده شدند

 كروماتوگرافي تمايلي ستونرويي محيط كشت توسط

در. سازي گرديدند خالص) rap protein HiT(ينيپروت

شده در مقابل بافر فسفات تخليصهاي بادي آنتينهايت

و تغليظ گرديد .ندسالين دياليز شده

مگنتيك اكسيد آهن بـا ذرات كمپلكس نانوتهيه

و تجمع نانو ذرات طـلا  پوشش پليمري كيتوزان

)Fe3O4/Chi/Au(بر سطح آن 

همبه عنوانFe3O4نانوذرات در رسوبي هسته به روش

به عنوان عامل احيا كننده باز هيدروكسيد سديمحضور

ازgr365/2 حدود طورخلاصه،به].16[گرديدند توليد

H2O.6 ،FeCl3وgr 99/0ازH2O.4،FeCl2)با نسبت
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121 ...طراحي ايمونوسنسور الكتروشيميايي جهت تشخيص آلبومين ادرار با:همكارانواميدفر

و ml 100دررا)5/0 مولي آب مقطر بدون اكسيژن ريخته

. دقيقه استيرر گردد30گذاريم سپس در حضور نيتروژن مي

 به را سريعاً)ml 50حدود(M2سپس هيدروكسيد سديم

حد pHداخل مخلوط واكنش وارد كرده تا . برسد12ود به

محلول حاصله را به مدت چند دقيقه استيرر كرده، بايد

به محض افزودن هيدروكسيد سديم  كه مدنظر داشت

و سپس سياه باشد قهوه محلولي كه زرد رنگ مي اي شده

كه نشانگر تشكيل نانوذرات مغناطيسي است مي . گردد

 خنك اتاق دمايدر ابتدا توليدي آهن اكسيد نانوذرات

. شوندمي شستهآب توسط بار چندين سپسوندگرد مي

 توانمي،آهن اكسيد نانوذرات مدت طولاني استفاده براي

وTMOH (M1/0(آمونيوم تترامتيل هيدروكسيدررا آنها

.كرد نگهداري اتاق دماي در

سازي نانوذرات اكسيد آهن سوپر آماده،مرحله بعد

 در ابتدا.استپارامگنتيك براي اتصال به نانو ذرات طلا 

 از نانوذرات اكسيد آهن سوپرgr2/0 براي اين منظور

 دقيقه اولتراسونيكاسيون20پارامگنتيك توليد شده را بعد از

 مولار حاويNacl 5/0 محلولml 5/27با اتانول خالص، به

SDS 025/0و درgr 09485/0 مولار  كيتوزان حل شده

ml2و براي مخلوط%2 استيك اسيد دركيكرده  ساعت

ml75/2 سپس. شودمي قرار دادهoC20 اولتراسونيكاسيون

لينكر- را به عنوان يك كراس)GLA%25(دئيگلوتارآلد

و براي   استيرر oC50 ساعت در حرارت5اضافه كرده

 پس از شستشو با آب مقطر، سديم آزايدادامهدر. گردد مي

)w/v(01/0%و  oC100 در فوربه محلول اضافه گشته

براي تشكيل كمپلكس نانوذرات در نهايت.گرددميخشك

2 را به مدت Fe3O4/Chi كمپلكسgr 2/0، مگنتيت طلا

طلاml 25ساعت در مجاورت از،nm 18-16 نانوذره  كه

 نمك طلا در مجاورت سديم سيترات براساسءاحيا

و همكاران سنتز بر روي استيرر]15[شدهپروتوكل اميدفر

با گذشت زمان نانوذرات طلا از طريق. شودمي قرار داده

 اتصال يافته Fe3O4/Chiواكنش الكتروستاتيك به كمپلكس 

پس. رنگ شدن محلول طلا اثباتي بر اين مسئله است كه بي

به محلولw/v(01/0%( از شستشو با آب مقطر، سديم آزايد

و در فور  ه پودر حاصل. گرددمي خشكoC100اضافه گشته

اي تيره رنگ براي چندين ماهو در ظروف شيشهoC4در

شكل. قابل نگهداري است  سنتز نانوذرات آهن روند1در

.است شده نشان دادهبا تجمع طلا

آلبومين به سطح نـانوذرات مگنتيـك اتصال آنتي

)Ab-MnGs(طلا

طلانانوذراتازmg 20، براي انجام كونژوگاسيون  مگنتيك

درر به مدت 2/7pH با M1/0PBS بافرml 1ا و  ريخته

شدن نانوذرات، ابتدا دقيقه براي جلوگيري از كلوخه10

و بعد استيرر  lµ ذرات را در سپس. گرددميسونيكاسيون
و M1/0PBS بافر 500  تنظيم9 روي راpH، مخلوط كرده

در اضافه آلبومينبادي عليه آنتيµg40 حالو] 17،18[ و
oC37 مي ساعت3به مدت  با بافر ذرات.شود انكوبه

M1/0PBS 2/7 باpHو شستشو داده به منظور شده

و 1/0BSA%هاي غير تخصصي جلوگيري از جذب  اضافه

آب رويي. شودمي انكوبه دقيقه30به مدت oC37 در

و  نانوذرات كونژوگه با توسط مگنت خارجي دور ريخته

و شسته2/7pH باM01/0PBS با بافربادي آنتي شده

 براي مصارف بادي با آنتيشده كونژوگهذرات نانوسرانجام 

 حاوي سديم 2/7pH باM01/0PBS بافرml 1بعدي در

درw/v(01/0%( آزايد و  قابلoC4در ظروف تيره

.نگهداري است

الكترود بر روي آلبومين ايمونوسنسورطراحي

اي اصلاح شده كربني صفحه
به مـدت نـيم oC70ابتدا وينيل الكل در بافر استات در در

2%الكــل وينيــل تــا محلــول همــوژنهســاعت حــل شــد

)2%PVA(براي تثبيـت%2الكل وينيل. به دست آيد HSA 

مـا قبلـي گزارشو همچنين اصلاح سطح الكترود براساس

%2الكل هموژن وينيل مخلوط سپس].14[انتخاب گرديد 

و) HSA)ng/ml 500 حــاوي ــد ــه گردي ــنµl 5تهي  از اي

و ــده ــرود چكان ــول روي ســطح الكت ــرايطمحل  تحــت ش

)nm250 -220(UV ــه ــدتبـ ــور20 مـ ــه منظـ ــه بـ  دقيقـ

وينيـل الكـل بـا پلي.مريزاسيون وينيل الكل قرار گرفت پلي

و قابليـت تكرارپـذيري الكتـرود حـساسيت هدف افزايش 

برا HSAژن آنتي اصلاح شده،  صـورته در سطح الكترود

هـاي اتـصالي غيـر بعد از آن جايگاه.كند فيزيكي تثبيت مي
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) PB)M01/0،2/7=pHاختصاصي توسط انكوباسـيون بـا

به%20،05/0و توئين شير خشك بدون چربي%5/0حاوي 

در15مدت الكترود اصلاح شده(بلوكه شدند C37° دقيقه

بـهmm 3در تمامي ايـن مراحـل در سـل الكتروشـيميايي 

 كنـده محدوده الكترود كـار را مـشخص مـيك µl30حجم 

،20حاوي توئين PBS توسط SPCEسپس). شدهقرار داده

شد05/0%  از سـطح اتـصال نيافتـه هـاييني تا پروتهشسته

 از محلـول نـانوذره µl20و در آخـر الكترود برداشته شـود

 ريختـه SPCE در سـطح Ab كونژوگه شده با مگنتيك طلا

در دقي30پس از الكترود. شد  PBS توسط C37°قه انكوبه

شد%20،05/0حاوي توئين  تا كونژوگه بانـد نـشدهه شسته

الكترود اصلاح شده بـراي خـوانش در سـل. برداشته شود

شد قرارµl 50و حجمmm 5الكتروشيميايي  .داده

 گيري الكتروشيميايي اندازه

و قرار دادن آن در سل پس از اصلاح الكترود

 يك مولار در سطح HCl از محلول µl50الكتروشيميايي، 

 شده توسط مطالعه پايه الكترود اصلاح.شدالكترود ريخته

+1تا-1در محدوده پتانسيلي)CV(اي چرخهولتامتري

هاي متعاقباً، سيگنال.شد انجام mV/s50در سرعت خوانش

يبرا) DPV( پالس ولتامتري تفاضلي آناليتيكالي با روش

و يا نمونه،تهالكترود تغيير ياف  در حضور نمونه استاندارد

 ولت، در پتانسيل-8/0تا-2/0در محدوده پتانسيلي بيمار

يه در همان شرايط زماني ثان30 ولت براي27/1ثابت

و ثبت نگه  كاتدي براساس جريان ايجاد.ندشد داري

طلا سيگنال و كاهش نانوذرات هاي آناليتيكالي از اكسايش

مHClدر حضور  همه. العه الكتروشيميايي ثبت گرديدط در

.ندشد الكتروشيميايي در دماي اتاق انجام هاي سنجش

 بحثوها يافته
و نانومواد مفيد خواصاز تركيبي، پژوهش ايناز هدف

توسعه ايمونوسنسور الكتروشيميايي براي نارسانا پليمر

 نانوذرات با براي اين منظور. سنجش آلبومين استجهت 

طلاتجمع خود با بخودي ذرات بر روي كمپلكس مگنتيك

 كه دارايشدسنتز نشانگربه عنوان پوشش پليمري كيتوزان

تقويت سيگنال توليد شده، افزايش تمايل مزايايي نظير

و پايدارسازي بيشتر اين بادي آنتي-ژن آنتي به يكديگر

، سازگاري زيستيبا PVA همچنين پليمر.باشدمي اتصالات،

اسبب اصلاح سطح منظورهب تصالات غير اختصاصيكاهش

و در HSAژن افزايش پايداري اتصال آنتيبرايالكترود 

كرده ارائهراهبرد جديدي نتيجه افزايش حساسيت سنسور

.است

طلا صحت سنتز نانوذرات بررسي  مگنتيت

 روشاز استفادهبا مغناطيسي نانوذرات مطالعه، اين در

و شرايط نيتروژن گازو آمونياك حضوردر رسوبي، هم

 مورفولوژي نانوذرات.گرديدند سنتز 10pHماننداي ويژه

 گذارهاالكتروني ميكروسكوپبررسي سنتز شده توسط

)TEM(شده توليد آهن اكسيد ذراتكهگرديد مشخص 

)الف-2شكل(دارندnm 12از كمتر سايزيروش اين در

شكل(nm 18-16 نانوذرات طلا با سايز حدودو همچنين

 نانوذرات كمپلكسكه حاليدر.ندسنتز گرديد)ب-2

-2شكل( دارندnm 30-27حدوددر سايزي مگنتيت طلا

به سايز).ج افزايش قطر كمپلكس سنتز شده نسبت

نانوذرات آهن تاييد كننده حضور نانوذرات طلا بر سطح 

.استاكسيد آهن 
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طلا-1شكل  روند سنتز نانوذرات مگنتيت

 تصوير نانوذرات اكسيد آهن توليد شده با سديم هيدركسيد با ميكروسكوپ الكتروني، متوسط انداره ذرات) الف(-2شكل
nm 12 -10،)ب(تصوير نانوذرات طلا سنتز شده با ميكروسكوپ الكترونيTEM متوسط انداره ذرات ،)nm 18 -16(ومي )ج(باشد

.باشدمي)nm30 -27(ذرات طلا بر روي سطح آن با ميكروسكوپ الكتروني، متوسط اندازه تصوير نانوذرات اكسيد آهن با تجمع نانو

و آهن اكسيد نانوذرات هاي نمونه تركيب بررسي منظور به

 نشان3 شكل.گرديد انجامXRDآناليزطلا- آهن اكسيد

 شده سنتز آهن اكسيدXRD ايكس پرتو پراش الگوي دهنده

در پيكباشد مي ،o16/30،o39/35،o12/43 هاي موجود
o06/57،o58/62وo96/73دهنده فاز مگنتيت اكسيد نشان

مي توليد شده كه از است به پراش ،)311(،)220(تواند

اك) 533(و) 440(،)511(،)400( سيد آهن اختصاص سطح

ت. داده شود  هاي پيكمگنتيت طلا يد تشكيل كمپلكسيابراي

دهo6/77وo2/38،o4/44،o4/64موجود در نده نشان

هاي براگ بازتاب.باشند نانوذرات آهن با تجمع طلا مي

دهد نشان ميAuاز سطح) 311(و) 220(،)200(،)111(

طلاكه نانوذرات طلا در كمپلكس  در. حضور دارد مگنتيت

 مطالعه نشان داد كه فاز اصلي در محلول نانوذرات نتيجه اين

و هم طلا مي و هم آهن تباشد ييد كننده تجمع مناسبااين

مطالعه.باشد نانوذرات طلا بر روي سطح اكسيد آهن مي

ت كه به منظور ييد تشكيل نانوذرات سنتز شده انجاماديگري

با حضورFe3O4گرديد، نشان دادن خاصيت پارامغناطيسي 

مقدار مغناطيس اشباع ذرات مگنتيك. ميدان مغناطيسي بود

كه بعد از تجمع در حاليemu/g52/66بدون پوشش برابر با 

نانوذرات طلا بر روي سطح اكسيد آهن اين ميزان كاهش 
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يسي كه خواص مغناط مطلب حاكي از آن استنيا. ابدي مي

ذرات مغناطيسي بدونباسهيذرات پس از پوشش در مقا

 مقدار مغناطيس اشباع كمپلكس نانو.يابد پوشش كاهش مي

emu/g80/60شد يج مطالعات الكتروشيمي نتا. تخمين زده

در سنجش الكتروشيمي ذرات طلا موجود در كمپلكس 

)HCl(مگنتيك طلا براساس سيگنال احيا در محيط اسيدي 

زصيتشخ.قابل شناسايي هستند : استري بر اساس واكنش
Au colloid (ads) +4Cl -→ AuCl4

- (ads) +3e 
AuCl4

- (ads) +3e-→ Au (ads) +4Cl –

طلاXRD-3شكل و نانوذرات مگنتيت  مربوط به نانوذرات آهن

بر كه-AuCl4هاي اكسايش نانوذرات طلا، يون  به شدت

ميمي سطح الكترود جذبيرو در.كند شود را توليد

و پيك كاتدي در-AuCl4هاي مرحله بعد يون احيا شده

 ولت را ايجاد4/0تا2/0 يك مولار در محدودهHCl محيط

ج الف،(طور كه در نمودار مانه.كند مي و 4 شكل)ب

درمي مشاهده گردد به علت عدم حضور ذرات طلا پيكي

يد سنتزياتدر)د( نداريم ولي در نمودار3/0 محدوده

تمگنتيت طلا كمپلكس نانو  براپيك قوي طلا كه ييدي

در. حضور آن در سطح اكسيد آهن است مشاهده گرديد

در ) CV(اي چرخهولتامتري الكتروشيميايي،مطالعه بيو

 سرعت خوانشو ولت+1تا-1محدوده پتانسيلي 

mV/s50 پس از اطمينان از صحت سنتز نانوذرات.شد انجام

. به آنها وصل گرديدبادي عليه آلبومين مگنتيك طلا، آنتي

براي صحت اتصال الايزايي طراحي شد كه نه تنها كونژوگه

ت آنتي  بادي آنتي نشان داد بلكهد كردييابادي به نانوذرات را

بعد از اتصال همچنان تمايل خود را نسبت به آلبومين حفظ

).1جدول( اند كرده

 بادي به نانوذره مغناطيسي نتايج آزمايش الايزا اتصال آنتي-1جدول

 كنترل تست آنتي ژن كوت شده

 HSA Skim milk 3% نانو ذره مغناطيسي
Ab-MnGs 3/1371/0
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 b(Fe3O4/Chitosan )c(Fe3O4/Chitosan/Gla)d(Fe3O4/Chi/Au(الكترود برهنه)mV/s50.)a:ت خوانشسرع

 ولت+1تا-1يك مولار در محدوده پتانسيل HClانواع اشكال الكترود با نانوذرات در مراحل مختلف سنتز، در حضور-4شكل

اي ولتامتري چرخه الكتروشيمياييبررسي

 طراحي HSA ايمونوسنسوراي بررسي پايه جهتCVروش

 يك HClدر حضورها گيري همه اندازه.شد استفاده،شده

 سرعت خوانشو+1تا-1در محدوده پتانسيل مولار

mV/s505در شكل)بو الف(منحني. انجام گرديد

و هاي چرخه ولتاموگرام  تغيير SPCEاي از الكترود برهنه

 CV ها هيچ پيكي در روش منحنياين. هستندPVAيافته با

اي نشان ندادند، عمدتاً به علت هاي چرخه از ولتاموگرام

و هيچ واكنش اكسايشPVAاينكه  - يك پليمر نارسانا است

 كه منحني در صورتي.دهد در سطح الكترود رخ نمييكاهش

 ولت را به علت حضور نانوذره3/0در پيك قوي)ج(

س آنتي- مگنتيك طلا شده طح الكترود اصلاحبادي روي

درهكرد ايجاد  كه به علت اكسيداسيون نانوذره طلا موجود

هاي در روشAuCl-4و در ادامه احياي كمپلكس مگنتيك

بر. است گرديدهالكتروشيمي ايجاد  وجود نانوذرات طلا

روي هسته مگنتيك باعث افزايش پيك كاتدي جريان در 

تواند انتقالمي به علت قابليت رسانايي بالا كهCVروش 

به الكترود  را افزايش دهد در نتيجه افزايش الكترون از سطح

ارتباط مستقيم با مقدار نانوذره نوسنسور ميزان جريان در ايمو

. بادي را دارد كونژوگه با آنتي

بدر ادامه - الكترودست آوردن حداكثر حساسيته به منظور

 Ab-MnGو)HSA(ژن كوت شده شيمي، غلظت بهينه آنتي

هاي غلظتبراي اين منظور. توسط اين روش مطالعه گرديد

) ng 100،200،400،500،800(ژن آلبومين متفاوت از آنتي

و در سطح الكترود تثبيت گرديدPVAدر براساس. تهيه

 تعيين به عنوان غلظت بهينه نانوگرم500،شدت پيك كاتدي

مي. گرديد  جريان هاي بالاتر شدت رفت در غلظت انتظار

افزايش پيدا كند ولي برعكس كاهش داشت، در نتيجه اين

در مرحله بعد براي تعيين مقدار بهينه. غلظت انتخاب گرديد

Ab-MnG بر روي الكترود اصلاح شده با مقدار مناسب 

 از µl10،15،20،25هاي مختلف، حجم)ng 500(ژن آنتي

و بابانانوذره كونژوگه را بر روي سطح الكترود ريخته ز هم

 به عنوان µl20 ولت،3/0مشاهده شدت پيك كاتدي در

.بهينه انتخاب گرديدحجم
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 b(PVA-HSA )c(PVA-HAS-Ab-MnG(الكترود برهنه)mV/s50.)a: سرعت خوانش
 ولت+1تا-1يك مولار در محدوده پتانسيل HCl انواع اشكال الكترود تغيير يافته در حضور-5شكل

 براي تشخيص آلبومينتامتري تفاضلي پالسولروش

)HSAروش آناليتيكالي براي تشخيص(

 DPV روش الكتروشـيميايي شده توسـط بهينهورسايمونوسن

 زمـان، شـامل حاكم در اين سـنجش براي بررسي سه پارامتر

و سـرعت خـوانش براسـاس ايجـاد جريـان بيـشتر پتانسيل

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

 در DPVگيــري دوم، انــدازه].19[مقــالات انتخــاب گرديــد

از طيف ،s120)10،20،30،40 تـا s10هاي زماني مختلف

شد) 60،70،80،90،100،120، 50 در نهايت، زمـان. انجام

و پتانسيل پاسخ بيوسنـسور   بهينه براساس پيك جريان كاتدي

s30 ــد ــاب گردي ــكل( انتخ ــف-6ش ــراي ). ال ــاب ب انتخ

هــاي مختلــف هــاي بهينــه ايمونوسنــسور در طيــف پتانــسيل

و2/1،25/1،27/1،30/1(4/1 ولــت تــا2/1پتانــسيل از 

و پتانـسيل) ولت40/1  ولـت بـه عنـوان27/1آزمايش شـد

ــي ــراي بررس ــه ب ــسيل بهين ــلي پتان ــامتري تفاض ــالس ولت پ

در)ب-6شـكل(ايمونوسنسور انتخاب گرديد  و در نهايـت

ولـت ميلي 100و25،50سرعت خوانش مختلف هاي طيف

 پيـك كاهـشي انتخـاب شـدت در نتيجـه mV/s50بر ثانيـه، 

).ج-6شكل(گرديد

 الف
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ب

ج
 10،20،30،40،50،60،70،80،90()الف(هاي تمايز پالسي پاسخ الكترود تغيير يافته براي بهينه سازي زمان ولتاموگرام-6شكل

(ثانيه )mV/s 100و50،25(سرعت خوانش)ج(،) ولت2/1،22/1،25/1،27/1،30/1،35/1،40/1( پتانسيل)ب)

پايه طراحي شده بر HSA سنسوراساس عملكرد ايمونو

PVA و كونژوگهAb-MnGو به عنوان يك ايمونو - است

ميسنسور در سل الكتروشيميايي،.شود رقابتي محسوب

HSAو آزاد در محلول استاندا و نمونه اصلي تثبيت شده رد

و بيمار( -Abبراي واكنش متقابل با كونژوگه) شخص نرمال

MnGبه.كنند رقابت مي  DPV وسيله روش آناليزهاي كمي

به. انجام شدHSAهاي مختلف با غلظت  محلول استاندارد

 با نمونه)µg/ml 1(سازي محلول ذخيره آلبومين وسيله رقيق

وژي سانتريفينياز هرگونه پروتبراي عاري بودن(طبيعي ادرار

،5/0،2/0،05/0،02/0 در محدوده غلظتي) گرديدند

 در اين تحقيق.شد تهيهµg/ml 0002/0و001/0،0005/0

رومنظور رسم منحني استاندارد به هم دو وش رقابتي زمان

ت هم.شداستفاده خيريأرقابتي ازµl5 زمان در روش رقابتي

و هاي سريال مخلوط غلظت  از µl20ي محلول استاندارد

قرار روي سطح الكترودهاي اصلاح شده Ab-MnGsمحلول

ت.شد داده  از مخلوطµl5 خيريأدر روش رقابتي

و غلظت -Ab از محلول µl20هاي سريالي محلول استاندارد

MnGs از و بعد در20را ابتدا مخلوط كرده  دقيقه انكوبه

°C37 ،را قراري اصلاح شده روي سطح الكترودهامخلوط

 از محلول µl50واكنش زمينه با گذاشتن متعاقباً.شد داده

HCl و نگهداري الكترودهاي يك مولار روي سطح الكترود

و30ولت به مدت+27/1كار در شرايط پتانسيلي   ثانيه

ولت با سرعت+8/0تا-2/0 مابين DPV گيري نهايتاً اندازه

ت mV/s50خوانش  به پاسخ مناسبانجام شد كه با تر وجه

ت جريان).7 شكل(شد گرفته خيري در نظرأروش رقابتي

كاتدي توليد شده به صورت پاسخ الكتروشيميايي گزارش 

 نشان داد كه رابطه متناسبي بين7نتايج شكل. استشده 

 DPVو كاهش شدت جريان پيك HSAافزايش غلظت

كه در محدوده طيف خطي به نحوي تا0005/0وجود دارد،

2/0µg/ml  مي با درنظر گرفتن. يابد پاسخ جريان افزايش

ب ng/ml 2/0 گيري دقت اندازهو دست آمدهه طيف خطي

ايمونوسنسور طراحي شده، در مقايسه با ايمونوسنسورهاي

].20[الكتروشيمي ديگر عملكرد قابل توجهي دارد
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ا HSAمنحني استاندارد: الحاق  دهنده ميانگين سه تكرار است هر نقطه نشان. PVAلكترود تغييريافته با در ادرار با استفاده از
(gتاa(ژن هاي سريالي مختلف آنتي براساس رقت HSAهاي تمايز پالسي براي تشخيص ولتاموگرام-7شكل (5/0،2/0،05/0،02/0،

 mV/s50يك مولار در سرعت خوانش HClدر)µg/ml 0002/0و001/0،0005/0

به ايمونو اي كه از همه دادههنتيج  رقابتي سنسورهاي مربوط

HSA ب ميه براساس نانوذرات كه دست آمده نشان دهد

و توسعه سنسور يك ايمونو،HSA سنسورايمونو  بهينه شده

و با اختصاصيت بالا است حد. يافته به علاوه داراي دقتي در

µg/ml وng ml براي رديابيHSA در تعداد متنوعي از 

مي ها از جمله نمونه ونهنم و اصلي .باشد هاي استاندارد

 اختصاصيت ايمونوسنسور

مي حضور عوامل مداخله تواند بـر عملكـرد گر در زمينه ادرار

ت آنتي و نتايج به دست آمده از سنجش . باشـد ثير داشتهابادي

 مبتني بر نانوذرات مگنتيك در طراحي سيستم الكتروشيميايي

كننـده سـطح عنـوان تثبيـت بـه PVAو طلا به عنوان نشان

،)mol/L1(شـامل اوره گـر نقـش عوامـل مداخلـه الكترود،

،)mg/L 10(، هموگلــــوبين انــــسان)gr/L10( كــــراتينين

،)gr/L 20(، گلـــوكز)mg/L 10(ايمونوگلـــوبين انـــسان

ــايكلين ــتامينوفن) mg/L 200(تتراســ ) mg/L 200(و اســ

و مشاهده يبات ذكر شده در شده كه حضور ترك بررسي شده

ت  با توجه به اينكـه.ثيري در نتيجه آزمايش نداردأنمونه ادرار

اســت، بــادي مــشابه اســتفاده شــده در ايــن تحقيــق از آنتــي

مي پيش شود كه حضور اين عوامـل در نتـايج بـه دسـت بيني

ت .باشد ثير نداشتهاآمده از روش پيشنهادي نيز

ج ارائهتحقيق هدف از اين در مجموع جهـت ديـد روشـي

 براي سنجش آلبومين سنسور الكتروشيميايي ايمونو طراحي

ب ادرار به خواص منحصر و فيزيكـيه با توجه  فرد شيميايي

طلا نانو كمپلكس هـاي ويژگـي. اسـت سـنتز شـده مگنتيك

از جمله خاصيت سوپرپارامگنتيك، مگنتيت طلا اختصاصي

ب  آوري جمـع كار رفته دركمـپلكس،ه غير سمي بودن پليمر

به مگنت خارجي،  توانايي اتـصال آسان در پاسخ سريع آنها

به  وآلبومين آنتيآسان  ايجـاد در نتيجهجهت نشاندار كردن

 نقش نظر موردسازي ايمونوسنسور مناسب در بهينه سيگنال

 بـه دليـل سيستم ايمونواسي طراحـي شـده. بسزايي داشت

و حساسيت مي دقت آ بالا را توانـد هـاي درغلظـت لبـومين

كن اندازه ادرار هاي سيار كم در نمونهب و همچنـين نـد گيري

و صـرف به وسـايل پيـشرفته به دليل عدم نياز در مواردي

و هزينه زياد براي تشخيص   در مراكز كوچك لبومينآزمان

، امكان سيستمهاي اين از مزيت. با امكانات كم كاربرد دارد

تعمــيم نتــايج آن بــراي طراحــي ديگــر ايمونوسنــسورهاي

.باشد زيستي مي

 سپاسگزاري

و پژوهـشگاه علـوم غـدد پژوهش حاضـر بـا حمايـت مـالي

.متابوليسم دانشگاه علوم پزشكي تهران انجام شده است
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