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ژن اختصاصی پروستات با استفاده از بیوسنسور الکتروشیمیایی تشخیص آنتی
مبتنی بر آپتامر 

2، سمیرا عسکري1اسماعیل حیدري بفروئی

08/12/96پذیرش مقاله:06/12/96اصلاحیه از نویسنده:دریافت 30/10/96ارسال مقاله به نویسنده جهت اصلاح:06/08/96دریافت مقاله:

چکیده
باشد. در حال آن مییستیمؤثر تشخیص و درمان سرطان پروستات تشخیص نشانگر زيهااز روشیکیزمینه و هدف:

;Prostate specific antigen)ژن اختصاصی پروستات آنتی،ل و تشخیص این سرطانکنتريبرایستیحاضر بهترین نشانگر ز

PSA) آپتاسنسور الکتروشیمیایی) جهت (بر آپتامریمبتنییایمیالکتروشوسنسوریبطراحی است. هدف پژوهش حاضر
است.PSAگیرياندازه

، (AuNPs)، نانوذرات طلا )MWCNTs(هاي کربنی چند دیوارهلولهنانوپژوهش آزمایشگاهی ازایندر ها:مواد و روش
به منظور هدایت الکتریکی و افزایش سطح استفاده شد. (CS)و کیتوسان (rGO)فته یااکسید کاهشنانوصفحات گرافن

، پالس تفاضلیيولتامتريهااز تکنیکبه سطح الکترود استفاده شد.PSAجهت اتصال PSAاز آپتامر اختصاصی چنینهم
اهمیت نانوکامپوزیت سنتز سنجی امپدانس الکتروشیمیایی جهت بررسی خواص الکتروشیمیایی و و طیفايولتامتري چرخه

افراد مبتلا به سرطان پروستات به کار گرفته شد و یچهار نمونه خونPSAيریگاندازهيآپتاسنسور برانیا.شدشده استفاده 
.شدانجام مستقل tبا آزمون	يهاتجزیه و تحلیل داده.دیگردسهیمقايومتریرادمونویایشگاهیبا روش آزما

نانوگرم بر 01/0-0/100لیتر و محدوده خطی پیکوگرم بر میلی0/6بندي، حد تشخیص منحنی درجهبر اساس ها:یافته
به ترتیب PSAلیترنانوگرم بر میلی9/0آپتاسنسور براي غلظت يو تکثیرپذیريتکرارپذیردست آمد. بهPSAلیتر براي میلی

حاصل شد.درصد 01/4و 39/2(%Relative standard deviation; RSD)با درصد انحراف استانداردهاي نسبی 
آپتاسنسور يریبه کارگتیقابل،يومتریرادمونویابین روش ارائه شده و روششده انجاميهاسهیمقاجیانت: گیرينتیجه

بیوسنسور ساخته شده با حدتشخیص کم و رسد به نظر می.دهدرا نشان مییقیحقيهانمونهيریگساخته شده در اندازه
باشد.پروستاتسرطانصیتشختواند ابزار مناسبی جهت حدوده خطی وسیع میم

ژن اختصاصی پروستات، آپتامر، ولتامتري پالس تفاضلی، آپتاسنسور، الکتروشیمیآنتیهاي کلیدي:واژه

پایه، دانشگاه ولیعصر (عج)، رفسنجان، ایران(نویسنده مسئول) استادیار گروه آموزشی شیمی، دانشکده علوم-1
e.heydari@vru.ac.ir، پست الکترونیکی: 034- 31312440، دورنگار: 034- 31312433تلفن: 

کارشناس ارشد شیمی تجزیه، دانشکده علوم پایه، دانشگاه ولیعصر (عج)، رفسنجان، ایران-2
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مقدمه
اي (اعـم  رشـته تکآپتامرها لیگاندهاي الیگونوکلئوتیدي

70تـا  30ین ب ـهـا  ) هستند که طول آنRNAوDNAاز 

تک رشـته، قابلیـت پـیچ و    يهااین توالینوکلئوتید است. 

بـه طـور اختصاصـی بـا     تواننـد تاب خوردگی دارنـد و مـی  

از ]. اتصـال هـدف  1هدف پیونـد برقـرار کننـد [   يهاگونه

هـاي الکترواسـتاتیک،   طریق پیوندهاي هیدروژنی، واکنش

روهـا  اي از این نینیروهاي ضعیف واندروالسی و یا مجموعه

].2دهد [رخ می

هـا  تنی و آزمایشگاهی آپتامرها آندلیل ساخت برونبه 

صـورت اختصاصـی   بهبسیار بالا ويگرتوانند با انتخابمی

هـا،  ها، پپتیدها، آنـزیم پروتئینمثلبه لیگاندهاي مختلفی 

و غیره متصل شـوند  سطح سلول، ریزجانداران يهاگیرنده

ژن/ تشخیصـی آنتـی  زیسـت و جایگزین مناسبی براي لایه

تـرین مزیـت آپتامرهـا    ]. از مهـم 3[باشـند مـی  يبادآنتی

تـوان بـه راحـت بـودن     بـادي مـی  ژن/ آنتینسبت به آنتی

]، اختصاصـی  4هـا [ سـازي و تثبیـت آن  هاي اصـلاح وشر

]، حساسـیت  1]، پایداري بـه گرمـا [  5ها [اتصال آنبودن

]، 6هـدف [ تـرین تغییـر در مولکـول   کوچـک العاده بهفوق

انـدازه  ]، 3ها [نمکو غلظتpHدر برابر تغییرات مقاومت 

سازي امکان ذخیرهبسیار آسان و ]، سنتز6بسیار کوچک [

هـاي  ویژگـی ] اشاره کرد. 7[آنهاداري طولانی مدتو نگه

هـاي  هـا در زمینـه  بارز آپتامرها باعث شـده اسـت کـه آن   

اربرد ک ـهـا بیوسنسورمختلف درمانی، تشخیصی و ساخت 

.]6[داشته باشند 

ــور ــورها، بیوسنس ــاآپتاسنس ــا  ه ــر آپتامره ــی ب ي مبتن

هـا بـه شناسـایی و    وسـیله آن تـوان بـه  باشند کـه مـی  می

هـاي نـانومولار   هـاي هـدف در غلظـت   گیري مولکولاندازه

]. تاکنون بـه طـور عمـده آپتاسنسـورها در دو     8پرداخت [

در ].8-10انـد [ دسته الکتروشیمیایی و نوري معرفی شده

ساخت آپتاسنسور الکتروشـیمیایی معمـولاً از یـک سـطح     

عنوان سطح هادي جهت تثبیت آپتامر حسـاس  الکترود به

ــی  ــتفاده م ــوژیکی اس ــا بیول ــرد آپت ــود. عملک ــورش سنس

ات جریـان الکتروشـیمیایی   الکتروشیمیایی مبتنی بر تغییر

. ]11[باشدکنش مولکول هدف با آپتامر میپس از برهم

مـردان  تی ـجمعنیهـا در ب ـ سرطاننیترعیااز شیکی

100000به ازاي 1/31(باشدیسرطان پروستات م،جهان

رده را بـه خـود   نیدوم ـپوست يهابعد از سرطاننفر) که 

کـه در سـال   یقـات یطبـق تحق .]12اختصاص داده است [

ــدر ا2008 ــده آمرالاتی ــایمتح ــرطان  ک ــد س ــام ش انج

یص ـیتشخيهـا از کل سرطاندرصد25پروستات حدود 

نیشـتر یبهی ـو بعد از سرطان رشودیدر مردان را شامل م

].13[دهدیرا به خود اختصاص مریمرگ و مزانیم

ياژهیوتیزود هنگام سرطان پروستات از اهمصیتشخ

و درمـان  صیمؤثر تشـخ يهااز روشیکیبرخوردار است. 

. در حـال  باشدیآن میستینشانگر زصیتشخيماریبنیا

نی ـاصیکنترل و تشخيبرایستینشانگر زنیر بهترحاض

Prostate specific(ژن اختصاصی پروسـتات آنتیسرطان

antigen; PSA( ] 14اسـت .[PSAـ  نییپروتئـاز سـر  کی

لیآن را قند تشکدرصد7و دیآن پپتدرصد93است که 

دینواسیآم240ژنیآنتنیاي. در ساختار مونومردهدیم

]. 15[شودیمشاهده مدراتیکربوهینبجارهیو چهار زنج

PSAسـرطانی  يهاسالم و هم سلوليهاهم توسط سلول

در PSAنرمـال  زانی]. م16[شودیغده پروستات ترشح م

اسـت امـا در   لیتـر  نانوگرم بر میلی0/4خون انسان حدود 

نیمبتلا به سرطان پروستات مقـدار آن بـه چنـد   مارانیب

مـردان بـا   درصـد 30. حـدود  ]17[ابـد ییمشیبرابر افزا
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لیتـر  نـانوگرم بـر میلـی   1/4-9/9در محـدوده PSAسطح 

قی ـدقيری ـگانـدازه نی. بنـابرا باشندیميماریبنیايدارا

و صیدر تشـخ یاز عوامل اصـل یکی،در خونPSAزانیم

].16درمان سرطان پروستات است [

،با توجه به مطالـب ذکـر شـده، هـدف از ایـن مطالعـه      

ــا ــدون  سنســورطراحــی آپت الکتروشــیمیایی حســاس و ب

در خـون انسـان اسـت.    PSAگیـري  برچسب جهت اندازه

،)rGO(نانوصـفحات گـرافن   ازبراي رسیدن به این هدف،

و نـانوذرات  )MWCNTs(کربنی چند دیـواره  يهانانولوله

به منظور افزایش سطح و هدایت الکتریکی )AuNPs(طلا 

PSAجهـت اتصـال   PSAاز آپتامر اختصاصی چنینو هم

و PSAکـنش  به سطح الکترود استفاده شده اسـت. بـرهم  

آپتامر تثبیت شده بـر سـطح آپتاسنسـور باعـث تغییـر در      

شـده و ایـن بـه عنـوان     Fe3+Fe/+2جریان اکسایش ردیاب 

ــت    ــی غلظ ــت بررس ــیمیایی جه ــیگنال الکتروش PSAس

استفاده شده است. 

هامواد و روش
10در طول مدت است کهآزمایشگاهیاین پژوهش از نوع 

و در آزمایشـگاه شـیمی   1396و 1395هـاي  ماه در سـال 

تجزیه دانشگاه ولیعصر رفسـنجان بـه انجـام رسـید. کلیـه      

هـا و مـواد شـیمیایی اسـتفاده شـده از خلـوص       گرواکنش

هاي تولید کننده مـواد  برخوردار بوده و از شرکتاي تجزیه

انـد و  دهخریداري ش ـSigma-Aldrichو Merckشیمیایی 

سازي مورد اسـتفاده قـرار گرفتنـد.    هیچ گونه خالصبدون 

هـا و  چنـین از آب دو بـار تقطیـر بـراي تهیـه محلـول      هم

بـه کـار   MWCNTs.شده اسـت ها استفاده کردن آنرقیق

، با مشخصات: درصد خلـوص  Sigmaگرفته شده از شرکت 

و طـول  نـانومتر  70-110، قطر خارجیدرصد90بیش از 

هـاي  جهـت حـذف ناخالصـی   میکرومتر بود. 5-9متوسط 

هـاي کربنـی و ایجـاد خاصـیت     فلزي موجـود در نانولولـه  

سـاعت در  15هاي اولیه به مدت تقریبـاً  دوستی، نمونهآب

اسـید رفلاکـس شـدند. در ایـن     مولار نیتریک0/2محلول 

ــه  ــطح نانولول ــرایط، س ــه  ش ــی ب ــاي کربن ــروهه ــاي گ ه

ادامه، مواد به ند. درگردکربوکسیلیک یا کتونی اکسید می

مانـده در  دست آمده کاملاً شستشو گردیدند تا اسید بـاقی 

ها خارج شـود، سـپس در دمـاي اتـاق خشـک شـدند.        آن

HS-5′–مورد استفاده با توالیPSAدار تیولDNAآپتامر 

TTT TTA ATT AAA GCT CGC CAT–6)2(CH

CAA ATA GCT TT-3′ ــرکت ــره Bioneerاز ش (ک

اري شد. محلول اسـتوك آپتـامر در محلـول    جنوبی) خرید

) سـاخته شـد. محلـول    =0/7pHمـولار ( 1/0بافر فسـفات  

بـا غلظـت   6Fe(CN)3Kو 6Fe(CN)4Kردیاب آهن حـاوي  

مولار است. 1/0با غلظت KClمولار و میلی0/3

- پتانسیواستاتمطالعات ولتامتري با استفاده از دستگاه

اخت شرکت سPGSTAT302Nگالوانواستات اتولب (

Metrohm/Autolab (از .انجام شدکشور هلندpH متر

Metrohm ساخت شرکت 827(مدل ،

Metrohm/Autolab ،(ترازوي کشور هلند ،Sartorius

آلمان)، کشورSartoriusساخت شرکت ، BP221S(مدل 

PARSONICو حمام فراصوت شرکت پارس نهاد (مدل 

فاده شد. از ، شرکت پارس نهاد، ساخت ایران) است2600

Scanningدستگاه میکروسکوپ الکترونی پیمایشی (

electron microscope; SEM) (XL30 شرکت ،Philips

SEM S.A. آمریکا) جهت تصویربرداري سطوح استفاده ،

هاي ولتامتري، از سیستم سه گیريدر تمام اندازهگردید. 

الکترودي استفاده شد. مجموعه سه الکترودي شامل 

اي اصلاح شده)، ار (الکترودهاي کربن شیشهالکترود ک
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الکترود کمکی پلاتین و الکترود مرجع نقره/ نقره کلرید 

بود.

مطابق با روش هامر از پودر )GO(گرافن اکسید 

چنین جهت سنتز نانوکامپوزیت گرافیت به دست آمد. هم

از روش ارائه شده )rGO-AuNP(گرافن و نانوذرات طلا 

با اندکی تغییرات استفاده ]18[ن و همکاراwangتوسط 

0/20اکسید در گرافنگرممیلی0/50شد. بدین منظور 

ساعت تحت امواج 2لیتر آب دو بار تقطیر به مدت میلی

0/800مافوق صوت قرار گرفته شد و سپس مقدار 

وینیل پیرولیدین به مخلوط اضافه گردید و گرم پلیمیلی

0/250رحله بعد . در مهم زده شدساعت 12به مدت 

گرم میلی200و )درصد4HAuClW/V)1میکرولیتر 

اسکوربیک اسید به محلول اضافه شد که این محلول به 

گراد هم زده درجه سانتی95مدت یک ساعت در دماي 

، EBA20دقیقه سانترفیوژ (مدل 10شد. محلول حاصل 

گردید و به منظور حذف ، کشور آلمان) Hettichشرکت 

پیرولیدین و اسکوربیک اسید اضافه، رسوب وینیلپلی

حاصل چندین دفعه با آب شستشو داده شد. در نهایت 

rGO-AuNP لیتر آب دیسپرس میلی20سنتز شده در

شد. 

)Cs-AuNPs(نانو کامپوزیت کیتوسان و نانوذرات طـلا  
]19[و همکـارانش  Sunمطابق با روش ارائه شـده توسـط   

یتــر کیتوســان در  لمیلــی0/20ســنتز شــد. مخلــوط   

ــتیک ــید اس ــولار0/2اس ــدW/V)1م 0/250و )درص

به مدت یک سـاعت  )درصد4HAuClW/V)1میکرولیتر 

4NaBHمیکرولیتـر  0/100، پس از آن مقـدار  هم زده شد

کم به آن اضـافه گردیـد. ایـن    مولار کممیلی4/0با غلظت

محلول بـه مـدت یـک سـاعت هـم زده شـد و در نهایـت        

رنگ به دسـت آمـده نشـان دهنـده سـنتز      محلول شرابی 

از MWCNT-AuNPsجهـت سـنتز   است.AuNPsموفق 

با اندکی ]20[و همکارانش Sureshروش ارائه شده توسط 

کربنـی  يهـا گـرم از نانولولـه  05/0تغییرات استفاده شد. 

لیتر آب دوبار تقطیـر بـه   میلی0/5همراهدار شده بهعامل

صوت قرار گرفت. پس مدت یک ساعت تحت امواج مافوق 

بـه آن  )درصد4HAuClW/V)1میکرولیتر 0/250از آن 

. در هم زده شداضافه گردید و به مدت یک ساعت محلول 

)مولارمیلی4NaBH)4/0میکرولیتر 0/100نهایت مقدار 

،هـم زدن محلـول افـزوده شـد و پـس از یـک سـاعت      به

MWCNT-AuNPs.سنتز گردید

يشـده بـر رو  سنتز يهاپوزیتبه منظور تثبیت نانوکام

میکرولیتر از هـر محلـول بـر    0/5اي، الکترود کربن شیشه

روي سطح الکترود صیقل داده شده چکانده شـد و بعـد از   

خشک شدن، چندین بار با آب دو بار تقطیر شسته شد تـا  

هاي جذب نشده از روي سطح جدا شوند. در نانوکامپوزیت

.]21[ترود خشک شودنهایت اجازه داده شد که سطح الک

هـاي  شـده بـا نانوکامپوزیـت   الکترودهاي اصلاحدر نهایت 

ساعت درون محلول بـافر فسـفات  9سنتز شده  به مدت 

ــولار 1/0 ــا غلظــت  =pH)0/7(م ــامر ب 0/200حــاوي آپت

نانومولار قرار گرفت و سپس بـا آب دو بـار تقطیـر شسـته     

.]21[شد و اجازه داده شد تا خشک شود 

هاي ساخته شده هر کدام به طور جداگانه به آپتاسنسور

ــافر فســفات40مــدت  مــولار 06/0دقیقــه در محلــول ب

)0/7(pH=  و آب دو بار تقطیر در حضور و غیـابPSA  بـا

هاي مشخص قرار داده شد. سپس آپتاسنسور با آب غلظت

دو بار تقطیر شسته و به یک سـل الکتروشـیمیایی حـاوي    

آهـن انتقـال داده شـد و    لیتر محلـول ردیـاب   میلی0/10

تـا  -1/0ولتاموگرام پالس تفاضلی آن در محدوده پتانسیل 
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محلـول ازحاصـل جریانولت انجام گرفت. اختلاف55/0

ســطحدرشــاهدنمونــهازحاصــلجریــانوPSAحــاوي

ياعنوان سیگنال تجزیـه بهblankI–PSA(ΔI=I(آپتاسنسور

نسـبت بـه   ΔIمورد استفاده قرار گرفت. در نهایت منحنی

.]22[رسم گردید PSAلگاریتم غلظت 

در نمونــه خــون، نمونــه تــازه PSAيریــگانــدازهيبــرا

شخص مبتلا به سرطان پروسـتات از  چهار خون يپلاسما

تـا قبـل از   شـد و  هی ـتهبیمارستان سیدالشـهداء اصـفهان   

هـاي سـرم   داري شـد. نمونـه  زده نگهآزمایش در حالت یخ

هـا بـا   در نمونـه PSAاء غلظـت  خون جدا شـده و در ابتـد  

گیري شد و سپس استفاده از روش ایمنو رادیومتري اندازه

مـولار  1/0مرتبه با محلول بافر فسفات 10ها همان نمونه

)0/7(pH=  ــا اســتفاده از روش افــزایش رقیــق گردیــد و ب

در آن بــا اســتفاده از آپتاسنســور PSAاســتاندارد، مقــدار 

ش بـه منظـور ارزیـابی اثـر     در این پژوه. ]23[گزارش شد

tاز آزمــونPSAهــا در تشــخیص مزاحمــت ســایر گونــه

استفاده شد.05/0در سطح معنی داري مستقل

نتایج
شناسی ، ریختSEMتصویربرداري به کمک روش

1ي سنتز شده مشخص گردید. شکل هانانوکامپوزیت

الکترود کربن SEMبه ترتیب تصاویر CوA،Bهايبخش

MWCNT-AuNPs ،CS-AuNPsشده با اصلاحايشیشه

طور که در تصویر دهد. همانرا نشان میrGO-AuNPsو 

Aشود مشاهده میMWCNT به صورت همگن بر روي

توزیع شده است و نانوذرات ايسطح الکترود کربن شیشه

Bتصویر شود. طلا نیز به خوبی در این تصویر مشاهده می

با قطرهاي مختلف که نانوذرات طلادهدنشان می

ند. در اقرار گرفتهCSهاي مختلف) بر روي فیلم (اندازه

بیانگر نانوذرات طلا هستند که هاي روشن نقطهCتصویر 

اند و پخش شدهايشیشهدر تمام سطح الکترود کربن

هاي هاي پرچین و لبهها در سایتبیشتر چگالی آن

Dتصویر چنین همباشد.یافته میاکساید کاهشگرافن

بر روي نانوکامپوزیتrGO-AuNPsنانوکامپوزیت 

MWCNT-AuNPs/Cs-AuNPs در سطح الکترود

. نتایج حاصل از این تصاویر دهدرا نشان میايشیشهکربن

به خوبی بیانگر قرار گرفتن و توزیع مناسب این 

هاي سنتز شده بر روي سطح الکترود کربن نانوکامپوزیت

باشد.اي میشیشه

ايشده تثبیت شده بر روي الکترود کربن شیشههاي سنتزتصاویر میکروسکوپ الکترونی پیمایشی نانوکامپوزیت-1شکل 

)A (MWCNTs-AuNPs ،)B (CS-AuNPs ،)C (rGO-AuNPs و)D (MWCNTs-AuNPs/CS-AuNPs/rGO-AuNPs
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و ياچرخهيولتامتريهاکاز تکنیدامه در ا

به منظور ییایمیکتروشاليمقاومت ظاهریسنجفیط

اصلاح سطح الکترودها استفاده شد. ندآیفریبررس

کربن يمربوط به الکترودهاياچرخهيهاولتاموگرام

-MWCNT-AuNPs ،MWCNTشده با اصلاحياشهیش

AuNPs/CS-AuNPs وMWCNT-AuNPs/Cs-

AuNPs/rGO-AuNPsهماندیآهن ثبت گردابیدر رد .

الکترود کربن شودیده ممشاهA1نمودارطور که در 

کاهش واضح را -شینشده دو موج اکسااصلاحياشهیش

با ياشهیو اصلاح الکترود کربن شدهدینشان م

با الکترود سهیدر مقاMWCNT-AuNPsتینانوکامپوز

ابیکاهش رد-شیاکساانیجرشیباعث افزانشدهاصلاح

کیپییجدانیبر اسطح الکترود شده است. علاوهيرو

شیافزالیبه دلنیکه اافتهیکاهش يو آنديکاتد

حاصل از یکیالکترتیهداشیمساحت سطح و افزا

.باشدیمMWCNTنانوذرات طلا و 

اي، براي تأیید نتایج حاصل از ولتامتري چرخه

بررسی شد سنجی امپدانس الکتروشیمیایی نیزطیف

). مطابق این شکل، کم شدن مقاومت انتقال B1نمودار (

-MWCNTنانوکامپوزیت شده بابار الکترود اصلاح

AuNPs تأییدي بر ،نشدهدر مقایسه با الکترود اصلاح

چنین پس باشد. هماي مینتایج حاصل از ولتامتري چرخه

بر روي الکترود کربن μL0/5CS-AuNPsاز اضافه کردن 

، جریان MWCNT-AuNPsشده با اي اصلاحشیشه

باز هم افزایش Fe3+Fe/+2ردیاب هاي کاتدي و آنديپیک

که این امر به علت اضافه )c، ولتاموگرام A1(نموداریافت

است. در الکترودشدن نانوذرات طلا بیشتر بر روي سطح 

کاهش مقاومت انتقال بار نیز نشان ) c(منحنی B1نمودار 

باشد. در نهایت پس از دهنده افزایش هدایت الکتریکی می

-MWCNT-AuNPs/CSبرروي rGO-AuNPsافزودن 

AuNPs/GCEاي افزایش بیشتر جریان ولتاموگرام چرخه

) و کاهش مقاومت انتقال بار امپدانس cولتاموگرام (

مشاهده شد که این افزایش ) dالکتروشیمیایی (منحنی 

شدید در جریان ناشی از اثر تعاونی هدایت الکتریکی 

باشد. مییافته و نانوذرات طلااکساید کاهشخوب گرافن

) b(و اصلاح شده با ) aاي اصلاح نشده (مربوط به الکترود کربن شیشه)Bهاي نایکوئیست () و منحنیA(ياچرخهيهاولتاموگرام- 1نمودار 
AuNPs-MWCNTs ،)c (AuNPs-AuNPs/CS-MWCNTs و)d (AuNPs-AuNPs/rGO-AuNPs/CS-MWCNTsيحاودر محلول

mmol/L0/36Fe(CN)4K 6وFe(CN)3K وmol/L1/0KCl با سرعت اسکنmV/s100
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-MWCNTتیکاربرد نانوکامپوزیبه منظور بررس

AuNPs/CS-AuNPs/rGO-AuNPsيریگاندازهدر

PSA،شده با اصلاحياشهیکربن شيالکترودها

، MWCNT-AuNPsمختلفيهاتینانوکامپوز

MWCNT-AuNPs/Cs-AuNPsوMWCNT-

AuNPs/CS-AuNPs/rGO-AuNPsشدند و با هیته

هاي پالس ولتاموگرام2نمودار.دیگردسهیمقاگریکدی

شده را در اصلاحياشهیالکترود کربن شسهنیاتفاضلی

طور . هماندهدینشان مPSAصیمراحل مختلف تشخ

به ياشهیبا اصلاح الکترود کربن ششودیکه مشاهده م

ش ردیاب آهن جریان اکسایگر، اصلاحسهنیالهیوس

تینشان از هدانیکه ا) bهاي افزایش یافته (ولتاموگرام

شده است. سنتزيهاتینانوکامپوزيبالایکیالکتر

قرار هاتینانوکامپوزنیايکه آپتامر بر رویهنگام

جریان اکسایش آهن کاهش ها در تمام حالترد،یگیم

تقال نشان از کاهش اننیکه ا) cهاي یابد (ولتاموگراممی

دارد. حها به سطالکترونیاز دسترسيریالکترون و جلوگ

مختلف متفاوت است. يالکترودهايبراکاهشنیازانیم

کاهشاًمجددسیگنال،PSAکنش آپتامر با پس از برهم

تمام يبرازنیکاهشنیکه ا) dهاي (ولتاموگرامابدییم

مشاهده هاي مختلف با بزرگیشده اصلاحيالکترودها

.شودیم

-A (MWCNT-AuNPs) ،B (MWCNT(يهایتاصلاح شده با نانوکامپوزيمربوط به الکترودهاهاي پالس تفاضلیولتاموگرام-2نمودار 

AuNPs-AuNPs/Cs) وC (AuNPs-AuNPs/rGO-AuNPs/CS-MWCNTيحاودر محلولmmol/L0/36Fe(CN)4K 6وFe(CN)3K و
mol/L1/0KCl.(a)لاح نشده، (الکترود اصbسنتزشدهيها) الکترود اصلاح شده با نانوکامپوزیت،(c) الکترود اصلاح شده پس از اضافه کردن

.ng/mL9/0PSAکنش بابرهمدقیقه40الکترود اصلاح شده با آپتامر پس از (d)آپتامر و 

نیاولتامتري پالس تفاضلیمربوط به جینتا3نمودار

y. محوردهدینشان متونیسالکترودها را به صورت 

دیجدهیلاتیقبل و بعد از تثبpIنیدهنده تفاضل بنشان

شود،یمدهیها دطور که در شکلهمان). I∆شد (بایم

الکترود يبر روPSAنیپروتئتیپس از تثبI∆مقدار 

يبراکاهشنیازانیمیول،(میله صورتی)ابدییمکاهش

-rGO-AuNPs،MWCNTگرکه از هر سه اصلاحیحالت

AuNPsوCS-AuNPsدتریشداریبس،استفاده شده است

ولتامتري حاصل از جینتانیبنابرا. باشدیها محالتهیاز بق

-MWCNT-AuNPs/CSکهدهدینشان مپالس تفاضلی

AuNPs/rGO-AuNPsگر اصلاحکیعنوان بهتواندیم

.کار روده بPSAيریگجهت اندازهیعال
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-MWCNT-AuNPs ،MWCNT-AuNPs/Csي هایتشده با نانوکامپوزاصلاحين اکسایش آهن مربوط به الکترودهایاتغییر در جر-3نمودار 

AuNPs وMWCNT-AuNPs/CS-AuNPs/rGO-AuNPs پس از تثبیت نانوکامپوزیت، آپتامر وPSAدر محلول ردیاب آهن

، و آپتامرPSAنیکنش باثر برهمیجهت بررس

-MWCNT-AuNPs/CSبا ساخته شده آپتاسنسور 

AuNPs/rGO-AuNPsمختلف داخل محلول يهادر زمان

PSAابیدر حضور و غ=0/7pHبا مولار 1/0بافر فسفات

باقرار داده شد و پس از شستشو پیکومولار 9/0با غلظت

10يحاوییایمیبه سل الکتروشریبار تقطآب دو

ده شد. سپس آهن انتقال داابیمحلول ردلیتر میلی

. اختلاف دیمحلول ثبت گردیولتاموگرام پالس تفاضل

کنش کرده با برهميآپتاسنسورهادست آمده ازه بانیجر

PSAکنش نکرده با و برهمPSA)blankI–PSAΔI=I (

مورد استفاده قرار گرفت. در ياهیتجزگنالیعنوان سبه

. با دینسبت به زمان رسم گردΔIمنحنی تینها

منحنی مربوط ،مختلفيهادر زمانهاانیجريریگاندازه

جی). نتا4نمودار(دیبرحسب زمان رسم گردانیبه جر

و آپتامر PSAبرهمکنش انزمشیکه با افزادهدینشان م

انیدر جررییتغزانیسطح الکترود ميشده بر روتیتثب

. سپس در زمان ابدییمشیافزا)ΔI(آهن شیاکساکیپ

زمان به بعد نیو از ارسدیداکثر مقدار مبه حقهیدق40

از جهت رسم منحنی کالیبراسیوننی. بنابراماندیثابت م

کنش جهت برهمنهیبه عنوان زمان بهقهیدق40زمان 

PSAدیبا آپتامر استفاده گرد.

و آپتامر)PSA)ng/mL9/0کنشبرهمنتایج حاصل از -4نمودار
در محلول مختلفيهازماندر تثبیت شده بر سطح الکترود

ردیاب آهن
مختلف يهاکنش غلظتحاصل از برهميهاولتاموگرام

PSA نمودار با آپتامر متصل شده به سطح درA -5 نشان

ریمربوط به مقاديهاانیجريریگشده است. با اندازههداد

با رسم انیو جرPSAغلظت نیارتباط بPSAمختلف 

به نچنی. هم)B-5مودار (ندست آمده منحنی مربوطه ب
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ان،یغلظت و جرنیبیبه رابطه خطدنیمنظور رس

دیرسم گردPSAغلظت تمیبرحسب لگارΔIمنحنی

و غلظت گنالیسنیبطمطابق شکل ارتبا). C -5(نمودار 

است.یخطلیتر نانوگرم بر میلی01/0-100در محدوده

و ng/mL0 ،01/0 ،09/0 ،9/0 ،0/5 ،0/20(از بالا به پایین:PSAمختلف يهاپالس تفاضلی مربوط به غلظتيهاولتاموگرام(A)-5نمودار 
0/100 .((B) وابستگی سیگنال)p(ΔI به غلظتPSA .(C) وابستگی سیگنال)p(ΔI به لگاریتم غلظتPSA.

= LODروش، از معادله صیحد تشخنییتعيبرا

/mbs3 رابطهنیااستفاده شد که درLOD،حدتشخیص

bS انحراف استاندارد شاهد وmبنديدرجهمنحنی بیش

آپتاسنسور متفاوت 5نه،یبهطیمنظور در شرانیاست. بد

) PSAدر محلول شاهد (بدون حضور قهیدق40به مدت 

طور ه کدام بهرانیجريریگقرار داده و سپس با اندازه

اندارد متناظر با آهن، انحراف استابیمجزا در محلول رد

يروش براصیدست آورده شد. حد تشخه آن ب

لیتر پیکوگرم بر میلی0/6برابر با PSAيریگاندازه

پاسخ آپتاسنسور يریتکرارپذیبررسيبرا. دیمحاسبه گرد

∆pIيهاگنالیس،PSAيریگساخته شده نسبت به اندازه

ه بPSAلیتر نانوگرم بر میلی9/0يریگحاصل از اندازه

مشابه يهاقیپنج آپتاسنسور مجزا (که به طرلهیوس

یانحراف استاندارد نسبداند) ثبت شد. درصساخته شده

بر ي، شاهد39/2دست آمده برابر با ه بيهاانیجر

.باشدیآپتاسنسورها منیخوب پاسخ ايریتکرارپذ

پذیري پاسخ آپتاسنسور، به منظور بررسی میزان تکثیر

نانوگرم بر 9/0گیري غلظت اندازههاي حاصل ازسیگنال

روز 5آپتاسنسور مجزا در 5به وسیله PSAلیتر از میلی

درصد انحراف استاندارد نسبی متفاوت ثبت شد. 

که نشان باشدمی01/4هاي به دست آمده برابر با جریان

جهتباشد.دهنده تکثیرپذیري خوب این آپتاسنسور می

30ساخته شده به مدت پتاسنسور پنج آ،يداریپایبررس

شد و سپس يدارنگهگراد درجه سانتی4يروز در دما

PSAاز لیتر نانوگرم بر میلی9/0غلظتيریگاندازهيبرا

30پس از گنالینشان داد که سجی. نتاندکار برده شده ب

درصد96/5نه،یبهطیآپتاسنسور در شرايدارروز نگه

خوب و طول يداریدهنده پاننشانیکه اابدییکاهش م

.باشدیآپتاسنسور ميعمر بالا

يریگدر اندازههانیپروتئریساریثأتیجهت بررس

PSA،آهن مربوط به غلظت ابیردشیاکساانیجرءابتدا

الکترود کربن يبر روPSAاز لیترنانوگرم بر میلی9/0

تینانوکامپوزآپتامر متصل بهشده بااصلاحياشهیش

MWCNT-AuNPs/CS-AuNPs/rGO-AuNPs به روش

نیچندگریديهاگونهابیو در غیپالس تفاضليولتامتر

دامنه .دیمحاسبه گردنانیشد و دامنه اطميریگبار اندازه
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در غیاب مزاحم و در PSAاطمینان براي آپتاسنسور 

t،(81/0±2/39=96/1(درصد95سطح اطمینان 

اثر مزاحمت کهيامیکروآمپر به دست آمد. سپس گونه

سیگنال ناشی از وبه محلول اضافه،بودآن مورد بررسی 

افزودن آن ثبت شد. اگر افزودن گونه، سیگنال مربوط به 

PSA ،9/0را از دامنه اطمینان لیترنانوگرم بر میلی

عنوان مزاحم در نظر محاسبه شده خارج کند، آن گونه به

شود. نمیو در غیر این صورت مزاحم تلقیمی شودگرفته

) 6طبق نتایج (نمودار 

گنال سیيها بر رونتایج حاصل از بررسی اثر مزاحمت-6نمودار 
ng/mLها و غلظت مزاحمPSAng/mL9/0(غلظت يایهتجز

0/50( .(a)PSA ،بدون حضور مزاحم(b)PSA در حضور
در حضور BSA،(d)PSAدر حضور c (PSAایمونوگلوبین، (

در حضور PSA(f)در حضور ترومبین و PSA(e)هموگلوبین، 
لیزوزیم.

در حضور PSAسنسورآپتايبراها میانگین سیگنال

ي آلبومین سرم گاوي، هموگلوبین، ترومبین، هاگونه

اطمینان ایمنوگلوبولین انسان و لیزوزیم همگی در دامنه

50با غلظت ها این گونهقرار دارند، بنابراین اضافه کردن 

ي گیرلیتر هیچ گونه مزاحمتی براي اندازهر میلینانوگرم ب

PSA.ندارد

يبراشدهشنهادیآپتاسنسور پتیقابلیمنظور بررسبه

یاز نمونه خونی،قیحقيهادر نمونهPSAيریگاندازه

هر يبراچهار فرد مبتلا به سرطان پروستات استفاده شد.

انجام شد. سپس يریگپنج بار اندازهینمونه خون

يشنهادیآپتاسنسور پلهیوسآمده به دسته بيهاظتغل

یشگاهیآمده از روش آزمادسته بيهايریگبا اندازه

سهیمقاt-testو F-testيهاتوسط روشيومتریرادمونویا

خلاصه شده ) 1آمده در جدول (دسته بجیشدند. نتا

کدام از دهد هیچطور که نتایج جدول نشان میهماناست. 

از مقادیر تئوري تجاوز =05/0Pتجربی در Fو tر مقادی

داري بین نتایج دهد تفاوت معنینکرده است که نشان می

شده انجاميهاسهیمقاجیانتدو روش وجود ندارد. 

آپتاسنسور ساخته شده در يریبه کارگتیدهنده قابلنشان

.باشدیمیقیحقيهانمونهيریگاندازه

هاي خون چهار فرد در نمونهPSAگیري د آپتاسنسور پیشنهادشده و روش آزمایشگاهی ایمونو رادیومتري براي اندازهمقایسه عملکر- 1جدول 
)1396گیري هر نمونه (اصفهان، مبتلا به سرطان پروستات در پنج بار اندازه

نمونه
غلظت بدست آمده 
با روش ارائه شده 

(ng/mL)

غلظت بدست آمده با 
يروش ایمنو رادیومتر

(ng/mL)

FتجربیFجدولtتجربیtجدول

A31/0±40/1349/0±51/13132/2423/0388/6498/2

B42/0±01/1760/0±49/16132/2587/1388/6041/2

C91/0±11/2279/0±98/21132/2243/0388/6327/1

D98/0±51/2590/0±18/25132/2554/0388/6186/1
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بحث
در این پژوهش، میزان کاهش در جریان اکسایش 

با آپتامر متصل PSAکنش پس از برهمFe3+Fe/+2ردیاب 

به عنوان سیگنال در نظر گرفته شد.به سطح الکترود

هر سه بیشترین کاهش سیگنال هنگامی مشاهده شد که 

-rGO-AuNPs،MWCNTاصلاحگر AuNPsوCS-

AuNPsکترود تثبیت شده باشند. به هم بر روي البا

-MWCNTتینانوکامپوزعبارتی الکترود اصلاح شده با 

AuNPs/CS-AuNPs/rGO-AuNPs به عنوان بستر

مناسب جهت تثبیت آپتامر بیشتر و در نتیجه برهمکنش 

اثر لیبه دلنیکه اباشد با آپتامر میPSAبیشتر 

تیهداشیدر افزاAuNPsوMWCNT،rGOتعاونی

تیخاصشیو افزاترودسطح الکشیافزا،الکترونی

این اثر تعاونی موجب .]19[باشدیميزوریالکتروکاتال

افزایش حساسیت، کارایی و بهبود سیگنال الکتروشیمیایی 

حساسیت بالا در این روش شود. میPSAگیري در اندازه

دهنده نانوکامپوزیت مورد از ویژگی ترکیبات تشکیل

باعث افزایش MWCNTsاستفاده مشتق شده است.

نسبت سطح به حجم، هدایت الکتریکی خوب در سطح 

الکترود، سنتیک سریع انتقال الکترونی و افزایش مناطق 

همراه DNAویژه براي تثبیت کارآمد مقدار زیادي آپتامر 

چنین . هم]24[شودبا حفظ فعالیت زیستی آن می

AuNPsد به علت نسبت سطح به حجم بسیار عالی و بهبو

سبب تثبیت بیشتر rGOو rGOهدایت بین نانوصفحات 

AuNPsچنین کیتوسان به جهت . هم]25[شود می

خصوصیات چسبندگی بالا، سازگاري زیستی، هدایت 

سازي عالی بستر مناسبی جهت نسبی خوب و قابلیت فیلم

آورد. مجموع این تثبیت بهتر و بیشتر آپتامر فراهم می

یل دهنده نانوکامپوزیت سبب در ترکیبات تشکها ویژگی

ایجاد فعالیت الکتروکاتالیزوري بسیار عالی و تقویت 

.]26[سیگنال مؤثر شد

ــه  ــیگنال تجزی ــدن س ــت مان ــس از ثاب ــه 40اي پ دقیق

ســطح يشــده بــر روتیــو آپتــامر تثبPSAکــنش بــرهم

40که بعـد از مـدت   باشدیامر منیدهنده االکترود نشان

و در دهیامر به حالت اشباع رس ـفعال آپتيهاتیساقهیدق

اسـت  کـنش اتفـاق افتـاده   حالت حداکثر مقدار بـرهم نیا

]19[.

تـرین ارقـام شایسـتگی بـراي     حد تشخیص یکی از مهم

اي است کـه در ایـن کـار    هاي مختلف تجزیهمقایسه روش

لیتر بـه دسـت   پیکوگرم بر میلی6حد تشخیص بسیار کم 

و Pawanچنین و هم]27[و همکاران Çevikآمد. اگر چه 

ــاران  ــخیص  ]28[همک ــت تش ــورهایی جه PSAآپتاسنس

پیکـوگرم  1طراحی کردند که حدتشخیص کمتري دارند (

لیتر) اما محدوده خطی آپتاسنسـور ارائـه شـده در    بر میلی

آپتاسنسـورهاي طراحـی   تر از این پژوهش به مراتب وسیع

است. Pawanو Çevikشده توسط 

ــان در نانوک ــور کیتوســ ــت حضــ -MWCNTامپوزیــ

AuNPs/CS-AuNPs/rGO-AuNPs   باعث شده اسـت کـه

نتـایج تحقیقـات  تکرارپذیري این آپتاسنسور افزایش یابد. 

Erdem نشان داد کـه چسـبندگی بـالا و    ]26[و همکاران

هـاي  سازي عالی کیتوسان باعث سـاخت فـیلم  قابلیت فیلم

شـود. در ایـن پـژوهش نیـز     تکرارپذیر بر روي الکترود می

ور کیتوسان به صورت مخلوط با نانوذرات طلا در لایه حض

ــین  ــانی، ب ، باعــث MWCNT-AuNPsو rGO-AuNPsمی

ــه  ــتاندارد نســب ددرصــشــد ک ــنج یانحــراف اس ــراي پ ب

کاهش یابد.39/2گیري تکراري به مقدار اندازه

ــهاز محــدودیت ــن مطالع ــاي ای ــودن ه ــل حمــل نب قاب

ور مطالعـات  آپتاسنسور ارائه شده است که براي این منظ ـ
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-MWCNTنانوکامپوزیـت  تی ـتثبدیگري لازم است تا بـا  

AuNPs/CS-AuNPs/rGO-AuNPs ــامر و ــر PSAآپتـ بـ

و نهیکاملاً بهطیتحت شرا،اریسیکیالکتريهاتیکيرو

مربوطه ساخته شود.تراشهستیزمطمئن

گیرينتیجه
ي الکتروشیمیایی جهت سنسوردر این پروژه ساخت بیو

PSAالعاده حساس تشخیص سریع و فوقگیري واندازه

PSAانجام گرفت که در طراحی آن از آپتامر اختصاصی 

به عنوان یک مدل پروتئینی و از نانوکامپوزیت 

MWCNT-AuNPs/CS-AuNPs/rGO-AuNPs جهت

اي استفاده گردید. براي اصلاح سطح الکترود کربن شیشه

طی مراحل سنسوربررسی خواص الکتروشیمیایی آپتا

ولتامتري هاي از تکنیکختلف اصلاح سطح الکترود،م

سنجی امپدانس اي، ولتامتري پالس تفاضلی و طیفچرخه

نشان داد که مطالعه مانتایج.شداستفاده الکتروشیمیایی

-MWCNTالکترود اصلاح شده با نانوکامپوزیت 

AuNPs/CS-AuNPs/rGO-AuNPsرابیشترین کارایی

چنین اهمیت . همتامر دارددر تثبیت بیشتر و بهتر آپ

توسط PSAگیري نانوکامپوزیت مورد نظر در اندازه

مورد ارزیابی قرار گرفت ولتامتري پالس تفاضلیتکنیک 

-rGOهاي که نتایج نشان از اثر تعاونی بین نانوکامپوزیت

AuNPs،Cs-AuNPs وMWCNTs-AuNPsباشد. می

تشکر و قدردانی
اي مـالی معاونـت پژوهشــی و   ه ـنویسـندگان مقالـه از حمایـت   

نماینـد. از  فناوري دانشگاه ولیعصر رفسنجان صمیمانه تشکر می
ــاري و    ــه همک ــفهان ک ــهداي اص ــتان سیدالش ــنل بیمارس پرس

و فـراهم نمـودن   يرگی ـجهت کمـک در نمونـه  هماهنگی لازم 

ــات  ــدامکــان اســتفاده از امکان ــه عمــل آوردن ،بیمارســتان را ب
نماییم.صمیمانه تشکر و سپاسگزاري می
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Detection of Prostate Specific Antigen Using an Electrochemical Aptamer-

Based Biosensor
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Background and Objectives: Detection of the biomarkers is one of the effective methods for diagnosis and

treatment of prostate cancer. Prostate specific antigen (PSA) is currently the best biomarker available for

controlling and detecting this cancer. The purpose of the current study was to design an electrochemical aptamer-

based biosensor (electrochemical aptasensor) to measure the PSA.

Materials and Methods: In this laboratory study, multi-walled carbon nanotubes (MWCNTs), gold

nanoparticles (AuNPs), reduced graphene oxide (rGO), and chitosan (CS) were used to increase the electrical

conductivity and surface area. The PSA-specific aptamer was also used for binding PSA on the surface of the

electrode. Differential pulse voltammetry (DPV), cyclic voltammetry (CV), and electrochemical impedance

spectroscopy (EIS) techniques were applied to study the electrochemical properties and importance of

synthesized nanocomposite. This aptasensor was used to measure PSA in four blood samples in patients with

prostate cancer and was compared with the in vitro immuno-radiometric method. Data were analyzed using

independent t-test.

Results: Based on the calibration curve, the detection limit of 6.0 pg mL-1 and the linear range of 0.01-100.00

ng mL-1 were obtained. The repeatability and reproducibility of this aptasensor for PSA with the concentration of

0.9 ng mL-1 were obtained with relative standard deviations (RSD%) of 2.39 and 4.01%, respectively.

Conclusion: The results of the comparisons between the proposed method and the immuno-radiometric

method showed the applicability of the aptasensor to measure the real samples. It seem that the biosensor with

low limit of detection and wide linear range may be a suitable device for diagnosis of prostate cancer.
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