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 چکیده:

 اند. شده تشخیص سرطان پیشنهاد به عنوان نشانگرهای زیستی بالقوه برای  miR-21-5pو  ctDNAدر APCژن مقدمه: 

  FAMفلوئوروفور  دارای ماده DNA پروب و (MWCNT) دیواره چند کربنی نانولوله بر مبتنی زیستی نانوحسگر در این مطالعه فوق یک روش کار:

  تشخیص برای رودامین(-x-کربوکسی-5) ROX  فلوئوروفور دارای ماده DNA و پروب ، ctDNAدر APCتشخیص ژن  برای کربوکسی فلورسین( -0)
miR-21-5p، کولورکتال سرطان به مبتلا بیماران شناسایی برای (CRC) و تثبیت  جذب بر مبتنی روش این .است شده طراحیDNA ایرشته تک 

(ssDNA) با شده نشاندار FAM  وROX روی بر MWCNT  فلورسانسی خاموش شدن نشر به منجر که استFAM  وROX افزودن با .شودمی 

DNA هاآن مکمل های(cDNA) ، های که منجر به آزادسازی پروبDNA ایرشته تک (ssDNA)   از سطحMWCNT  شده و یکDNA دو 
  .گردید ROXو  FAMنشرفلورسانسی  به بازگشت منجر که شده تشکیل (dsDNA) ایرشته

( به دست آمد. مدت nM35 نانومولار ) ROX ،35( و حساسیت فلوروفور nM57 نانومولار ) FAM ،57در این مطالعه، حساسیت فلوروفور  ها:یافته

به  میکرومولار 213 و نانومولار 8183 ترتیب به تکی صورت به DNA بیوسنسور LOQ و LOD  دقیقه است.83هدف  دهی در حضور رشتهزمان پاسخ
  .دست آمد

 تواندمی موجود، هایروش بر علاوه ، DNA پروب کربنی و هاینانولوله بر مبتنی زیستی نانوحسگر که داد نشان مطالعه این نتایج گیری:بحث و نتیجه

 .گیرد قرار استفاده مورد CRC زودهنگام تشخیص برای بالا حساسیت با روش یک عنوان به
 

 بیومارکر، فلورسانسیزیستی، ژنوسنسور، نانوذرات کربنی،  نانوحسگر واژگان کلیدی:

 

 مقدمه:
 کشورها، برخی دومین )در سرطان مختلف، بیماری های بین از

 CRC. [8]است دنیا سراسر در هاانسان میر و مرگ نخستین( عامل

از موارد ابتلا به سرطان در مردان(  ٪87سومین سرطان در مردان )

از ابتلا به سرطان در زنان( است.  ٪ 3/7)و دومین سرطان در زنان

این چهارمین علت شایع مرگ و میر ناشی از سرطان در مردان 
  .[3]است و سومین علت شایع در زنان است

 جدی توجه که یافته شیوع نحوی به جهانی ابعاد در سرطان امروزه

است. به طور خاص سرطان  کرده جلب خود به را پژوهشگران
های بدخیم در ایران و جهان ترین سرطانکلورکتال یکی از شایع
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می باشد.   است. تشخیص زودهنگام سرطان گام اساسی در درمان
شیوع و کشندگی بالای سرطان کلورکتال به این معناست که 

اند، به اندازه های تشخیصی که تاکنون برای آن ارائه شدهروش
در  عاند و بنابراین ابزار تشخیصی حساس و سریکافی موثر نبوده

مراقبت ویژه سرطان کلورکتال برای تشخیص اولیه و غربالگری 
رها حسگبیومارکرهای سرطان کلورکتال موردنیاز است. زیست

تر و با دقت زیاد، سرطان دهند که در زمان کوتاهاین امکان را می
 های مختلفهای گسترده شرکتگذاریرا تشخیص داد. سرمایه

ه سرطان اهمیت این ابزار دهندحسگرهای تشخیصروی زیست
های اصلی ایکه در رابطه با سرطان مطرح دهد. چالشرا نشان می

است شامل تشخیص زودهنگام وهمچنین بررسی پاسخ به درمان 
باشد. تشخیص دیرهنگام یا تشخیص در مراحل پیشرفته، به می

های اصلی مثل سال برای سرطان 5معنی نرخ زندگی کمتر از 
 برای قوی ابزارهای زیستی . حسگرهای[8]ده استسینه، ریه و رو

 تندهس بیولوژیکی هایمولکول سریع و حساس خاص، تشخیص
 مختلف هایزمینه در متنوع کاربردهای از ایمجموعه که

 ینب واکنش بر مبتنی زیستی حسگر شناسایی اصل. [2]دارند
 کربنی نانوساختارهای .[0]است بیولوژیکی و تحلیلی های سیستم

 یکیمکان و نوری الکتریکی، هایقابلیت دلیل به حاضر حال در
 هایچارچوب کلیدی هایبخش عنوان به خود توجه قابل

 وساختارهاینان که شودمی بینیپیش. اندشده پدیدار حسگرزیستی
 لدلی به را زیستی حسگرهای سرعت و کارایی دقت، کربنی،
 .[5]بخشند بهبود شانبرجسته هایقابلیت

 تومور نشانگرهای دهدمی نشان که دارد وجود ایفزاینده هایداده
 دنب هایبافت یا مایعات در است ممکن که هستند هاییمولکول

 محصولات ها،ژن ها،آنزیم ها،پروتئین شامل و شوند شناسایی
شناسایی اولیه  .هستند هاهورمون یا خاص هایسلول ژنی،

ا یک گام اساسی در درمان هبیومارکرهای اختصاصی در سرطان
است. اخیراً تجزیه و تحلیل چندگانه بیومارکرها نتایج خیلی دقیق 
و با حداقل درصد خطا ارائه کرده است. آنالیز بیومارکرهای 

های سرطانی دقت تشخیص و حساسیت چندگانه در نمونه
هند. دبیشتری نسبت به شناسایی بیومارکرهای تکی نشان می

ضروری برای ایجاد یک پلتفرم مراقبت ویژه در بنابراین تقاضای 
تشخیص سرطان با اختصاصیت و دقت بالا وجود دارد، که قیمت 

 . [8]مناسب و سهولت استفاده داشته باشد
، برای یافتن یک راهکار  CRCغربالگری و تشخیص زود هنگام 

درمانی مناسب و بقای طولانی مدت بسیار مهم است. چندین 
رویکرد شامل کولونوسکوپی، سیگموئیدوسکوپی، آزمایش مدفوع، 

، نشانگرهای زیستی سرم مانندآنتی ژن  (FOBT)آزمایش خون 
، همراه با 7CA-87کربوهیدرات ژنو آنتی (CEA)جنینی

( و پرتونگاری کامپیوتری MRI) سیتصویربرداری تشدید مغناطی

(CT هستند که معمولاً برای غربالگری یا تشخیص )CRC 
 هصرف به مقرون روش پرکاربردترین FOBT  .[3]شونداستفاده می

 است، بادی آنتی از استفاده با مدفوع در هموگلوبین آزمایش برای
 ساسیتح همچنین و کاذب منفی و مثبت نتایج از بالایی میزان اما

 و سیگموئیدوسکوپی ،CTC که درحالی دارد، محدودی
 ضایعات،. ندکنمی ارائه را تریدقیق مستقیم تجسم کولونوسکوپی

 نرخ و هستند ترگران دارند، روده وسیع سازیآماده به نیاز اما
 .[0،0] دارند پایینی مشارکت

 روش از استفاده با CRC تشخیصی رویکردهای دیگر، سوی از
 ،[7] (IHC) ایمونوهیستوشیمی[، 1](ELISA)الایزا 

 ،[83] شیمیایی نورتابی ،[ 88] فلورسانس ،[87] رادیوایمونواسی
 یافته توسعه[ 80] پلیمراز ایزنجیره واکنش و ،[82] الکتروفورز

 .است
های زیستی هستند که به عنوان بیومارکرهای سرطان مولکول

ه باشند. متفاوتی داشتتوانند انواع کنند و مینشانه بیماری عمل می
در   APC  سرطان کلورکتال به طور عمده در اثر جهش در ژن

تلیال سطح آستری روده بزرگ و راست روده ایجاد رده سلولی اپی
در سیتوپلاسم و  β cateninشود که در پی آن انباشته شدن می

در هسته به  β catenin شود.به هسته دیده می β cateninانتقال 
TCF/LEF تصل گشته و کمپلکس مTCF/LEF/ β catenin  را
مثل  هاییکند. این کمپلکس سبب فعال شدن انکوژنایجاد می

c-myc ،cyclinD تری های آسو در نهایت تکثیر غیرطبیعی سلول
 . [85]شودروده می
نوکلئوتیدی  81-35های غیر کدکننده ها مولکولRNAمیکرو 

ا باشند، که بیان ژن رهستند که از نظر تکاملی حفاظت شده می
یا القا تجزیه آن  mRNA  پس از رونویسی از طریق مهار ترجمه

کنترل می کنند و این کار را از طریق اتصال به ناحیه ترجمه 
در بین  .[80]دهند( انجام میUTR ´2) mRNAنشدنی  

  هاmicroRNA (miRNA)از قبیل  RNAبیومارکرها،  مارکرهای 
ند ابه طور رایجی در سرطان های گوارشی مورد بررسی قرار گرفته

ای برای تشخیص اولیه سرطان، در و به عنوان کاندیدهای بالقوه
به  miRNAباشند. نقش بافت و مدفوع و سرم قابل تشخیص می

ژنتیکی در پاتوژنز سرطان کلورکتال در عنوان فاکتورهای اپی
ها به عنوان miRNA  د شده است.مطالعات بسیاری ارزیابی و تایی

هستند که با جراحی قابل  IIمرحله  CRCنشانگرهای زیستی 
ظهور مجدد بیماری و  IIمرحله  CRCدرمان است. مشکل عمده 

یکی از نشانگرهای  miR-21  افزایش میزان مرگ و میر است.
یکی از  miR-21  است. IIمرحله  CRCزیستی مهم برای 

miRNA هایی است که به طور گسترده ای در سرطان های متعدد
در بیماران مبتلا به سرطان کلورکتال  miR-21بررسی شده است. 

را به عنوان یک  miR-21بسیاری نقش  دشود. شواهنابجا بیان می
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ی از افاکتور کلیدی برای شروع،  پیشرفت و متاستاز انواع گسترده
ی سرکوبگر تومور متعدد هاگیری ژنتومورها با عملکرد هدف

سرطان زا  "oncomiRs" یکی از اولین miR-21کنند. تایید می
است نقش قابل توجهی در چرخه سلول، آپوپتوز، مهاجرت، تمایز 
و خودتجدیدی سلول بنیادی دارند و نسبت بزرگی از این اهداف 
در شروع سرطان، ترانسفورماسیون، تهاجم و متاستاز درگیر 

 .[81،80] باشندمی
لذا هدف ما در این پروژه طراحی یک بیوسنسور نوری است که  

بتواند همزمان چند مارکر سرطانی را شناسایی کند، که درواقع به 
عنوان یک ابزار سریع، کم هزینه و قابل اطمینان به تشخیص 

 ارزیابی زودهنگام سرطان کلورکتال کمک کند. که در این طرح،

 APC ژن و miR-21 توالی  شناسایی شامل مولکولی های شاخص

 .بررسی شد (ctDNA)توموری  آزاد DNA در
 

 روش کار:

 پلاسما: در miRNAو    ctDNAاستخراج و بردارینمونه
 در آگاهانه، رضایت با ،(بیمار هر از لیتر میلی 3) خون نمونه
 آوریو در مراحل مختلف سرطان جمع EDTA حاوی هایلوله
 rpm 3777دقیقه در دور 87 مدت به خون هاینمونه. شد

 rpmدر دور دقیقه 2 مدت شدند و بار دیگر به  سانتریفیوژ
 0 استخراج شود. پلاسما ظرف پلاسما تا شدند سانتریفیوژ88777

آوری خون جداسازی شد و از پلاسمای جدا ساعت پس از جمع
 استفاده گردید.  miRNAو  ctDNAشده جهت استخراج 

از پلاسمای بیماران سرطانی با استفاده از کیت  miRNA استخراج
miRNeasy صورت گرفت. مقدار RNA از استفاده با 

 طول در جذب از  (UV1800, SHIMADZU)  اسپکتروفتومتر
 لوصخ محاسبات اساس بر سپس و شد محاسبه نانومتر 307 موج

RNA هاینسبت اساس بر A260/A280  شد محاسبه. 
به دلیل حساسیت کار و پایین  آزاد توموری، DNAجهت استخراج 

  column basedاز روش   در سرم و پلاسما، DNAبودن میزان 
 ® NucleoSpinاستفاده  شد و در این پژوهش نیز از کیت 

plasma XS  برای استخراجctDNA  استفاده شد. بررسی کمی
DNA با استفاده از دستگاه اسپکتروفتومتر(UV-1800, 

SHIMADZU) و سپس  نانومتر محاسبه گردید 307رطول موج د
 A260/A280های بر اساس نسبت DNAمحاسبات خلوص 

با استفاده از ژل الکتروفورز  DNAمحاسبه شد. بررسی کیفی 
 APCمحاسبه شد. در این تحقیق ، یک جفت پرایمر مربوط به ژن 

 ژنومی طراحی و به کار برده شد.  DNAجهت تقویت 
معمولی جهت تقویت ناحیه و   PCRپلیمراز،ای واکنش زنجیره

سازی زیست جهت بهینه 5q22تکثیر قطعه خاصی از کروموزوم 
و مقایسه عملکرد  PCR و به دست آوردن حساسیت DNAحسگر 

آن با تکنیک نانوبیوسنسور است. شرایط دمایی و زمانی واکنش 
PCR  برای پرایمرAPC  آمده است. 8در جدول 

 

 ها:معرف
DNA توالی هدف یا تارگت  کاوشگر عنوان به ایرشته تک ،

طراحی گردید.  APC ژن خاص هایتوالی مکمل سنتتیک، برای
کاوشگرهای  .شدند سنتز کره bioneer ها توسط شرکتکه توالی

 هاستفاد با در انسان مشخص توالی اساس بر APCمربوط به ژن 
پروب مربوط به ژن  5'شدند. انتهای  طراحی 0oligo افزار نرم از

APC  باFAM  مربوط به ژن  3پروب  2'نشاندار شد و انتهای
APC ( با عامل آمینNH2 عاملدار شد. پروب با عامل آمین )

(NH2 روی سطح نانوذره کربنی با عامل )COOH  به صورت
ای بدین منظور در یک ظرف شیشه کوالانسی تثبیت گردید.

ی ، محلول تازه تهیه شدهμg/ml877نانولوله کربنی با غلظت 
EDC.HCl  با غلظتmM87 سدیم کلرید ،mM35  وDNA 

، آماده گردید. مخلوط با μM3اصلاح شده با آمین به غلظت 
 μl577به حجم  pH=6و  mM 35به غلظت  PBSاستفاده از بافر 

ساعت در دمای محیط  2رسانده شد. مخلوط حاصل به مدت 
کانژوگه شده به  MWCNT-ssDNAزده شد. پس از این مدت هم

سانتریفیوژگردید. به منظور خارج  rpm 5/80دقیقه با دور  37مدت 
رسوبات بدست آمده دو  EDC.HClواکنش نکرده و  DNAشدن 

( شسته شدند. در نهایت رسوبات 277×3مرتبه با آب دیونیزه )
 C0آب دیونیزه دیسپرس شده و در دمای  μl877حاصل در 

 نگهداری شدند.
در حضور   FAM( به پروب NH2تصال پروب با عامل آمین )ا

انجام شد. سپس دناتوراسیون انجام شد که کانژوگه  توالی تارگت
FAM -Lprobe + MWCNT .از توالی تارگت جدا شود 

DNA کاوشگر، توالی هدف یا تارگت  عنوان به ایرشته تک
 bioneer که توسط طراحی گردید. miR-21برای  مکمل سنتتیک،

 شدند. سنتز کره
شدند.  طراحی 0oligo افزار نرم از استفاده با miR-21کاوشگر های

نشاندار  ROXبا فلوروفور  miR-21 پروب  مربوط به 5'انتهای 
 حل تهیه شده با ssDNA پروب های استوک شده است. محلول

تهیه ( pH 7,0) خنثی pH با استریل آب در الیگونوکلئوتیدها کردن
 یک شامل نانومواد. شد نگهداری درجه -37 دمای شد و در

 آمریکا متحده ایالات آلدریچ، سیگما از دیواره چند کربنی نانولوله
 .شد تامین

در  miR-21و کاوشگرهای  APCتوالی پرایمر و کاوشگرهای ژن 
 آمده است. 3جدول 
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نشاندار شده با  APCژن  تثبیت پروب سازی بهینه

FAM   و پروبmiR-21  نشاندار شده باROX روی 

 :MWCNT سطح
-miRو  APCژن  اختصاصی برای بهینه سازی تثبیت کاوشگر

 زمان تثبیت مانند شرایط های واکنش تمام ، MWCNT روی ،21
 .شدند بهینه  MWCNTو غلظت 

با غلظت    FAM میکرولیتر پروب 87واکنش با مخلوط کردن  
(10 pM)  میکرولیتر  85، باMWCNT ( با غلظت µg/ml57)  در

، که شامل Tris-HCL 20mMاز بافر  2mlحجم نهایی 
 PH با  (100mM NaCl 5 mM Kcl 5 mM Mgcl2)های محلول

 میکرولیتر پروب 87در ویال دیگری   است تهیه گردید. 7.4

ROX با غلظت(10 pM) میکرولیتر 85، باMWCNT  با غلظت
(µg/ml57)  2در حجم نهاییml  از بافرTris-HCL 20mM تهیه ،

با هم مخلوط  ROXو    FAM گردید. دو ویال واکنش پروب
 چنینهم .شد بررسی مختلف هایزمان در نشرفلورسانسی شدند و

 کردن خاموش برای MWCNT بهینه غلظت تعیین برای
 87 با MWCNT مختلف هایپروب ها، غلظت نشرفلورسانسی

 (pM 10) پروب لیترمیکرو 87و   FAM (pM 10) پروب میکرولیتر

ROX در زمان بهینه تثبیت، نشر  و شد به طور همزمان مخلوط
 فلورسانسی خاموش گردید.

  FAM/ROX-Lprobe + MWCNTپس از آماده سازی کونژوگه 
 TEM (TEM, Zeiss EM 900توسط میکروسکوپ الکترونی 

electron microscope)  میکروسکوپ الکترونی،SEM (SEM, 

Zeiss-DSM 960A microscope)  و پراش انرژی پرتو ایکس،
EDX (EDX, Zeiss-DSM 960A microscope)  بررسی شدند. و

ها توسط دستگاه اسپکتروفلوریمتری آننشر فلورسانسی 
 گیری شد.اندازه

 

 توسط miR-21و APCاختصاصی  های توالی تشخیص

 :FAM/ROX-Lprobe + MWCNT بر مبتنی نانوحسگر
 بر بتنیم نانوحسگر هیبریداسیون زمان واکنشبرای بهینه سازی 

FAM/ROX-Lprobe + MWCNT با، DNA ،با هدف و تارگت 
 رد نشرفلورسانسی شدت  شده، بهینه پروب های مقادیر مساوی

 غلظت سازیبهینه سپس برای. شد بررسی مختلف هایزمان
مکمل،  DNA  مختلف هایغلظت هیبریداسیون، واکنش

 مخلوط  FAM/ROX-Lprobe + MWCNTباکونژوگه پروب 
 هیبریداسیون بهینه زمان در نشرفلورسانسی شدت گردید و

 . شد گیریاندازه

 
 

 ها:یافته
به صورت دوگانه ساخته   FAMو  ROXبیوسنسور مورد نظر برای 

شد و پاسخ آن ارزیابی شد. در تشخیص همزمان نیز پارامترهای 
 PHغلظت پروب، زمان تثبیت، غلظت و مقدار نانوذره کربنی، 

ش سازی شد. نمایبافر،  مقدار تارگت و زمان هیبریداسیون بهینه
مبتنی بر انتقال انرژی  همزمان،  DNA نانوحسگر شماتیک

 ، نشان داده شده است. 8( در شکلFRETانسی )رزونانس فلورس
 MWCNT-ssDNA و کونژوگه پروب MWCNT خصوصیات

تائید شد. نتایج آنالیز  EDXو  SEMتوسط آنالیزهای اتمی 
 در EDX، و نتایج آنالیز عنصری 3درشکل  SEMمورفولوژی 

 ، آورده شده است.2شکل 
 

 نتایج آنالیز اتمی:
ه ای باشد که پدیدبه گونه در تشخیص همزمان طراحی بایستی

FRET بین دو فلوئوروفور رخ دهد، نشر فلورسانسی FAM/ROX-

Lprobe   به صورت همزمان برپایه پدیدهFRET  0در شکل ،
، برای به دست آوردن زمان بهینه 5آورده شده است. در شکل 

در داخل بافر MWCNT بر سطح FAM/ROX-Lprobeجذب 
Tris-Hcl 73/7 مولار PH=7.4)   طیف نشری فلورسانسی در )

 زمان های مختلف گرفته شد. بهینه زمان لازم برای جذب

FAM/ROX-Lprobe  بر سطح  MWCNT  را از رسم طیف
های مختلف به دست آوردیم. با گذشت زمان فلورسانسی در زمان

، شدت نشر MWCNT  بر سطح FAM/ROX-Lprobeو جذب 
دقیقه  83از گذشت یابد و پس فلورسانسی به تدریج کاهش می

سد. ربرای حسگر دوگانه، شدت نشر فلورسانسی به مقدار ثابتی می
دن تر شهای بیشتر از مقدار حد صرفا باعث طولانیدر واقع، زمان

 شود. آنالیز می
 شدن مشخص و مختلف هایزمان اعمال از در مرحله بعد، بعد

 تعیین جهت ، MWCNT سطح بر پروب DNA جذب زمان بهینه

 فلورسانسی نشر خاموشی بهینه نانولوله کربنی برای مقدار

  غلظت ازای شد. به بررسی MWCNT از مختلفی هایغلظت
µl07 میکرولیتر  MWCNT، دوگانه، بیشترین کاهش  حسگر برای

 (.0نشر فلورسانسی مشاهده گردید )شکل
 فرایند انجام جهت شرایط بهترین تعیین برای سپس،

 لازم زمان ابتدا هدف، رشته با پروب ایرشته تک هیبریداسیون

 این شد. برای ارزیابی  dsDNA     تشکیل هیبریداسیون و برای

 پایه بر DNA نانوحسگر هیبریداسیون مختلف هایزمان منظور

MWCNT قرار بررسی مورد سنتتیک مکمل توالی غلظت ثابت با 

افت یگرفت. شدت نشر فلورسانسی با افزایش زمان ابتدا افزایش 
 و سپس ثابت شد. دستیابی به بیشترین میزان هیبریداسیون در

دقیقه 83میکرولیتر از رشته هدف نیازمند مدت زمان  87محلول 
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باشد. می FAM/ROX-Lprobeجهت هیبریداسیون همزمان 
شده  ساخته نانوحسگر هر برای آمده بدست زمان بهینه بنابراین

 انجام برای انزم بهترین عنوان به بعدی مطالعات برای

 .(0شد )شکل انتخاب هیبریداسیون
 بر سنتتیک مکمل رشته مختلف هایغلظت در مرحله، بعد تاثیر

 شد. بررسی نانوحسگر به صورت همزمان فلورسانسی نشر شدت

 سطح از بیشتری کاوشگر ، Targetافزایش غلظت با آن طی که

  DNAدوتایی  زنجیره تشکیل دلیل به و شده جدا کربنی نانولوله
 شدن اشباع از بعد اما می یابد فلورسانسی افزایش نشر بیشتر،

 یعنی رسد.می ثابتی مقدار به فلورسانسی نشر شدت هیبریداسیون،

 سطح از شده جدا پروب توالی از بیشترین مقدار غلظت این در

در نانوحسگر  .است هیبریداسیون پدیده درگیر کربنی نانولوله
میکرولیتر غلظت تارگت،  بیشترین افزایش نشر µl857دوگانه با 

 (.1فلورسانسی مشاهده شد )شکل 
 

یست ز بررسی اختصاصیت و انتخاب پذیریدر مرحله بعد، برای 
 و TDNAطیف فلورسانسی  ( ،FRETبر ) مبتنی حسگر دوگانه

mDNA  ((mismatch ،بیوسنسور  ،7که در شکل   ارزیابی شد

 تمایز قائل شده است.  mDNA بین تارگت و مورد نظر
سازی پارامترهای ساخت بیوسنسور، حساسیت و پس از بهینه

تکرار پذیری پاسخ بیوسنسور، در حضور یک مقدار مشخص از 
، قابل مشاهده هست 87تارگت ارزیابی شد. همانطور که در شکل 

شدت نشر فلورسانسی بیوسنسور در هر چهار تکرار یکسان بوده 
ی بین شدت نشرفلورسانسی در چهار تکرار و تفاوت معنادار

ارزیابی شده، مشاهده نشد که حاکی از آن است که بیوسنسور 
پذیری قابل قبولی را از خود نشان داده طراحی و ساخته شده تکرار

 MWCNTمربوط به   FT-IRنیز نتایج طیف  ،88است. در شکل 
 نشان داده شده است.  MWCNT-ssDNAو 

 
 APC برای پرایمر PCR . شرایط دمایی و زمانی واکنش8جدول 

 

Step number Step name Temperature (°C) Time 

1 Initial denaturation 95 5 min 

2 Denaturation 94 45 s 

3 Annealing 58 45 s 

4 Extension 72 60 s 

5 Go to step 2 36 cycles  

6 Final extension 72 10 min 

 
 

 

 miR-21-5p و APC. توالی های پرایمر و پروب طراحی شده برای ژن 3جدول 
 

 نام ژن

(Gene) 

 موقعیت کرووزومی

(Location) 

 توالی پرایمر و پروب نام توالی

(Sequences) 

miR-21-5p 17q23.1 miR-21-

Lprobe 
Target 

mDNA 

 

5ʹ-ROX- TAGCTCGGTCAACATCAGTCTGATAAGCTAAAC -3ʹ 

 

5ʹ- TAGCTTATCAGACTGATGTTGA-3ʹ 
5ʹ-TTGCTTGTCAGACTGATCTTGA-3ʹ 

 

APC 

 

5q22.2 APC-F 

APC-R 

Probe1 

Probe2 

T 

dt 

5ʹ- GATCTTCAGCTGACCTAGTTCCAA-3ʹ 

5ʹ- CAGATTCTGCTAATACCCTGCAA-3ʹ 

5ʹ-FAM-CCCTGCAATAGCAGAAAAGA-3ʹ 

5ʹ- AAAGATTGGAACTAGGTC-NH2-3ʹ 

GACCTAGTTCCAATCTTTTCTTTTCTGCTATTGCAGGG 

GACCTAGTTCCAATCTTTTAGGCTCTGCTATTGCAGGG 
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 کربنی نانوذرات اساس بر همزمان  DNA حسگر شماتیک . نمایش8شکل

 
 

MWCNT                                                       ssDNA-MWCNT 

 
 

 MWCNT-ssDNA ازکونژوگه پروب SEM تصویر( ب) ،MWCNT از SEM تصویر( الف). 3شکل 
 
 
 

  
 

 FAM-Lprobe+ MWCNTکونژوگه  در P و N عناصر حاوی EDX طیف( ب ،MWCNT ازEDX طیف( الف. 2 شکل
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 FRETبه صورت همزمان برپایه پدیده   FAM/ROX-Lprobe . نشر فلورسانسی0شکل
 
 

 
 

 
مختلف. برای به دست آوردن زمان  زمان های به صورت همزمان در MWCNT بر سطح FAM/ROX-Lprobe. تعیین بهینه زمان جذب و تثبیت 5شکل 

-FAM/ROX، در زمان های مختلف طیف فلورسانسی رسم شد. با گذشت زمان و جذب MWCNT بر سطح FAM/ROX-Lprobeبهینه جذب 

Lprobe بر سطح MWCNT دقیقه برای حسگر دوگانه، شدت نشر فلورسانسی به مقدار ثابتی  83، شدت نشر فلورسانسی به تدریج کاهش یافته و پس از گذشت
 رسید.
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 زمان های اعمال از فلورسانسی. بعد نشر کامل خاموشی جهت MWCNT ( mg/ml 1) مختلف یغلظتها حضور در همزمان اسکن فلورسانسی . طیف0شکل

 فلورسانسی نشر خاموشی بهینه نانولوله کربنی برای مقدار تعیین جهت ، MWCNT سطح بر پروب DNA جذب زمان بهینه شدن مشخص و مختلف

دوگانه، بیشترین کاهش نشر فلورسانسی مشاهده  حسگر برای ،MWCNT میکرولیتر µl07 غلظت ازای شد. به بررسی MWCNT از مختلفی هایغلظت
 گردید.
 
 
 
 
 

 
مختلف به صورت  زمان های در سنتتیک هدف رشته حضور در ( FAM/ROX-Lprobe + MWCNT) زیستی نانوحسگر فلورسانسی . طیف0شکل

 dsDNA تشکیل هیبریداسیون و برای لازم زمان ابتدا هدف، رشته با پروب رشته ای تک هیبریداسیون فرایند انجام جهت شرایط بهترین تعیین همزمان. برای

 می باشد. FAM/ROX-Lprobeدقیقه، جهت هیبریداسیون همزمان 83دستیابی به بیشترین میزان هیبریداسیون در رشته هدف، نیازمند مدت زمان  شد. ارزیابی
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 تاثیر مرحله این . درDNA target مختلف غلظت های حضور در ( FAM/ROX-Lprobe + MWCNTزیستی) نانوحسگر فلورسانسی . طیف1شکل 

میکرولیتر غلظت تارگت،  µl857در نانوحسگر دوگانه در  .شد. بررسی نانوحسگربه صورت همزمان فلورسانسی نشر شدت بر سنتتیک مکمل رشته مختلف غلظت های
 بیشترین افزایش نشر فلورسانسی مشاهده شد.

 
 
 
 
 

 
ارزیابی شد، و  mDNA  ((mismatch و TDNA( . طیف فلورسانسی FRETبر ) مبتنی زیست حسگر دوگانه بررسی اختصاصیت و انتخاب پذیری. 7شکل 

 تمایز قائل شده است. mDNA بین تارگت و  مورد نظرزیست حسگر 
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سازی . ج: تکرارپذیری: پس از بهینهROXب: بررسی حساسیت فلوروفور  FAM ..بررسی حساسیت و تکرار پذیری.الف: بررسی حساسیت فلوروفور87شکل 
شکل بالا قابل مشاهده هست شدت نشر پارامترهای ساخت بیوسنسور، پاسخ بیوسنسور در حضور یک مقدار مشخص از تارگت،  ارزیابی شد. همانطور که در 

ز آن است که حاکی افلورسانسی بیوسنسور در هر چهار تکرار یکسان بوده و تفاوت معناداری بین شدت نشرفلورسانسی در چهار تکرار ارزیابی شده مشاهده نشد که 
 پذیری قابل قبولی را از خود نشان داده است.بیوسنسور طراحی و ساخته شده تکرار

 

 الف

 ب

Sensitivity: 50 nM 

 

Sensitivity: 25 nM 

 

 ج
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 فال

 
 ب
 

 cm 3436-1اوج در  کیبه عنوان  H -Oیگروه ها یمشاهده شد: ارتعاش کشش ریز ینوارها  MWCNTمربوط به   IR -FTفیز طا، الفدر شکل  .88شکل

  از   IR-FTفیط ، بشکل  .مشاهده شد  cm 1160-1در O -Cو ارتعاشات cm 1454- 1در   C=C، کششcm 1725-1در   C=O، ارتعاشات
ssDNA -MWCNT  3318-1را در  یعیوس کیتوان پ یمنشان داده شده است که cm  کشش یحالت ها یبراH -O یگروه هاCOOH - و 

 1-3012 cm یبراH-N   مشاهده کرد دیآم یقسمت ها. 

 

 بحث:
 کشورها، برخی دومین )در سرطان مختلف، هایبیماری بین از

است. بنابراین  دنیا سراسر در هاانسان میر و مرگ نخستین( عامل
م ها یک گاشناسایی اولیه بیومارکرهای اختصاصی در سرطان

اساسی در درمان است. اخیراً تجزیه و تحلیل چندگانه بیومارکرها 
نتایج خیلی دقیق و با حداقل درصد خطا ارائه کرده است. آنالیز 

های سرطانی دقت تشخیص و گانه در نمونهبیومارکرهای چند
حساسیت بیشتری نسبت به شناسایی بیومارکرهای تکی نشان 

دهند. بنابراین تقاضای ضروری برای ایجاد یک پلتفرم مراقبت می
ویژه در تشخیص سرطان با اختصاصیت و دقت بالا وجود دارد، 
 که قیمت مناسب و سهولت استفاده داشته باشد. لذا هدف ما در

این پروژه طراحی یک بیوسنسور نوری است که بتواند همزمان 
چند مارکر سرطانی را شناسایی کند، که درواقع به عنوان یک ابزار 
سریع، کم هزینه و قابل اطمینان به تشخیص زودهنگام سرطان 

 .[8]کلورکتال کمک کند
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در این مطالعه، از پلتفرم بیوسنسور برای تشخیص همزمان توالی 
استفاده شد. پروب  miR-21-5p ، و توالیAPCژن  اختصاصی

ssDNA نشاندار شده با ماده فلوئوروفور ROX به عنوان کاوشگر
miR-21-5p  وپروبssDNA  نشاندار شده با ماده فلوئوروفور

FAM به عنوان کاوشگر APCتعیین  همچنین .[87] انتخاب شدند
 DNAبیوسنسور   براساس  miR-21-5p و   APCژن توالی

 شد. انجام فلوریمتری
، در ابتدا  DNAبرای افزایش تکرار پذیری و حساسیت بیوسنسور  

تجمع  MWCNTمولکول های فلوئوروفور بر روی نانوذره کربنی 
 DNAیافتند ،که این یک روش جدید برای ساخت بیوسنسور 

 و ورفلوروف تعامل بین گرفتن نظر در با ، بعدی مرحله است. در
 ندپیو که شد فلورسانسی ثابت طریق از ssDNA پروب بازهای

 شده تشکیل ssDNA پروب بازهای و فلوروفور بین هیدروژنی
 است.

برای کاوشگر  MWCNT-ssDNAکونژوگه ، MWCNTبا افزودن 
تهیه گردید و با میکروسکوپ الکترونی  miR-21-5p و   APCژن

SEM  و آنالیزEDX تائید شد. 
نشاندار شده با  ssDNA پروب به cDNA، MWCNT غیاب در   

FAM  وROX  متصل شده و نشر فلورسانسی هر دو فلوئوروفور
 حضور در هیبریداسیون طول در مقابل، را خاموش می کند. در

cDNA ، پروب نشاندار شده باFAM  و ROX  از سطح MWCNT 

 هدف توالی با را ایرشته دو DNA آزاد شده و یک کمپلکس
 این از هدف نشر فلورسانسی مشاهده شد.دادند و برگشت  تشکیل
 و DNA رب مبتنی نوری زیستی حسگر توسعه و طراحی مطالعه

 با کولورکتال سرطان زودهنگام تشخیص برای کربنی نانوذرات
به صورت  miR-21-5pو ctDNA در APCاستفاده از دو بیومارکر 

 همزمان بود.

 هایفرم پلت عنوان به ایگسترده طور به بعدی دو نانومواد
 اسید هایپروب هاینانوحامل و فلورسنتی کننده خاموش

 برای گرهانانوکاوش طراحی برای فلوروفور با شده نشاندار نوکلئیک
 استفاده  سلولی درون های microRNA فلورسانسی تشخیص

 اند.شده
Xiaojun Fan  هلیکاز  ،3780و همکاران در سالRecQE،  را با

 GOبا  miRNAتشخیص  در HCRاستفاده از مکانیسم مولکولی 
در شرایط آزمایشگاهی برای اولین بار معرفی به عنوان نانوکوانچر 

یک رویکرد جدید سیگنال امپلیفیکیشن به کمک هلیکاز  کردند.
در این کار توسعه یافته است. ترکیبی از  miRNAبرای تشخیص 

فعالیت زیستی هلیکازها در بازکردن ساختار سنجاق سری 
برای تقویت سیگنال، پلتفرم  HCR/GOکاوشگرها با استراتژی 

با حساسیت و کارایی  miRNAسنجشی جدیدی برای تشخیص 
به  HCR/GOدهد. حساسیت پلتفرم سنجش بالا را نشان می

تبه بزرگتر از آنهایی است که فاقد آنزیم هستند. مر 3کمک هلیکاز 
در همین حال،  پلتفرم جدید تشخیصی به طور چشمگیری زمان 

دهد. دقیقه کاهش می 57ساعت به  0را از  miRNAتشخیص 
های سنجاق سری و ویژگی کاربرد گسترده هلیکازها در پروب

 ایها،  پتانسیل زیادی بربرای تارگت HCR/GOانتخابی پلتفرم 
 .[37]های زیستی به همراه داردها و سایر مولکول miRNAآنالیز 

Wang واسطه با فلورسانسی بیوسنسور و همکاران، یک 
 زنده هایسلول در miRNA تشخیص برای MnO2 نانوصفحه

 به عنوان دهنده  FAMشده با   کردند. کاوشگرنشاندار طراحی
به عنوان گیرنده  TAMRAنشاندار شده با  فلورسانس و کاوشگر

با حد تشخیص  miRNA-21فلورسانس است که در شناسایی 
(pM) 02 [38]استفاده گردید. 

Ji و همکاران، از دو کاوشگر فلورسنتی (NMM و DAPI)  برای
استفاده  سرطان با مرتبط miRNA-125b و miRNA-21شناسایی 

با حد  هاmiRNA  کردند که قادر به شناسایی و تشخیص
 .[33]بیولوژیکی بود های نمونه در 218  (pM)ین تشخیص پای

  Zhou،زا استفاده با فلورسنتی بیوسنسور یک و همکاران 
 کنندهخاموش فرمپلت عنوانبه( PDCN) کربن نیترید نانوصفحات

 عنوانبه ،ROX-ssDNA هایپروب نانوحامل و فلورسنتی
دادند. این حسگر زیستی برای  پیشنهاد کاوشگر فلورسنتی

 377 (pM)  ، (LODبا حد تشخیص) miRNA-224تشخیص 
 .[32]استفاده گردید

 در مطالعه ای دیگر، بیوسنسور فلورسانسی با واسطه اگزونوکلئاز
T7 تعیین برای miRNA-21، کوانتوم دات ها از استفاده با (CDs )

 مقدار ، طراحی شد. FAM با شده نشاندار ssDNA و
FFAM/FCDs غلظت با خوبی خطی رابطه miRNA-21 در 

 تشخیص حد و داد را نشان نانومولار 87-7175 محدوده
miRNA-21  عالی  تکرارپذیری و پذیریگزینش با(pM)8  به

زیست حسگر دیگری با  ای دیگر،. در مطالعه[30]دست آمد
 CuNCو کاوشگر نشاندار شده با  C3N4واسطه نانو صفحات 

، با حد miR-582-3pطراحی شد. این حسگر برای تشخیص 
. در (35)به صورت خطی عمل می کرد 71707 (pM)تشخیص 

( PEC) مطالعه ای دیگر، یک بیوسنسور فوتو الکتروشیمیایی
ها  miRNA تشخیص برای MoS2@Ti3C2 نانوهیبرید بر مبتنی

 قادر است PEC بیوسنسور پذیری، گزینش نظر طراحی شد. از
miR-92a-3p با حد تشخیص نامتناسب های توالی از را(pM)  

 .[30]شناسایی کند71728

قادر  ROXو  FAMدر مطالعه ما،  زیست حسگر نشاندار شده با 
 LOQ و LOD بود که  miR-21-5pو   APCبه تشخیص 

 213 و نانومولار 8183 ترتیب به صورت تکی به DNA بیوسنسور
 گردید. تعیین میکرومولار
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نشاندار کردن  برای FAM فلورسنتی رنگ در مطالعه ما،
برای نشاندار کردن  ROX، و رنگ فلورسنتی  APCکاوشگر

وقتی نور از دستگاه به  .استفاده گردید miR-21-5pکاوشگر 
برانگیخته شده چون ناپایدار است باید به  Famمحلول تابیده  شد 

را از خود  Emissionتراز انرژی اولیه خود برگردد و در این هنگام 
نیز طیف  ROXو انتقال  داده  ROXنشان داده و انرژی را به 

 دهد.نشری فلورسانسی را از خود نشان می
  MWCNT  سطح روی miR-21-5pو کاوشگر APCابتدا کاوشگر

 537بیشینه نشر فلورسانسی در  دارای APCکاوشگر. شدند تثبیت
دارای بیشینه نشر فلورسانسی  miR-21-5pو کاوشگر  بود، نانومتر

شدند  خاموش MWCNT سطح در تثبیت نانومتر بودکه با 075در 
 توالی افزودن از بعد. و نشر فلورسانسی در هردو کاوشگرکوانچ شد

ی فلورسانس نشر هیبریداسیون، واکنش انجام ها و پروب مکمل
 تغلظ با فلورسانسی شدت نشر تغییرات. برگشت داده شد

ssDNA نانوبیوسنسور بود. این به صورت خطی DNA ساخته
 ی همزمان توال تعیین برای سریع و ، حساس روش ساده یک شده 

 پلاسما را ارائه داد. واقعی های نمونه در  miR-21-5pو  APC ژن
 

 گیری :نتیجه
 دلیل به miR-21-5pو  APC حسگر زیستی چندگانه و همزمان

 یابزار خوب، تکرارپذیری و بالا پایداری قوی، پذیریگزینش

 مجموع، در .است تشخیصی و تحقیقاتی کاربردهای برای قوی

 در APC ژن و miR-21 شناسایی داد، نشان مطالعه این نتایج

ctDNA  کربنی های نانولوله پایه بر نانوحسگرزیستی از استفاده با 

 PCR های روش کنار در مندی قدرت ابزار عنوان به می تواند

نتایج نشان  .گیرد قرار استفاده مورد مارکرها تومور شناسایی جهت
رود حسگر طراحی و ساخته شده بتواند با توالی داد انتظار می

هیبریداسیون قابل  miR-21-5pو توالی  APCاختصاصی ژن 
توجهی انجام دهد و در نتیجه شدت نشر فلورسانسی قابل 

 ای مربوط به هیبریداسیون ثبت شود.ملاحظه
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Abstract:  
Introduction: 

APC gene in ctDNA and miR-21-5p have been proposed as potential biomarkers for cancer diagnosis. 

Materials and Methods:  

In this above study, a biosensor based on multi-walled carbon nanotube (MWCNT) and DNA probe 

with fluorophore FAM (6-carboxyfluorescein) to detect APC gene in ctDNA, and DNA probe with 

fluorophore ROX (5-carboxy-x-rhodamine) to detect miR-21-5p, was designed to identify patients with 

colorectal cancer (CRC). This method is based on the adsorption and stabilization of single-stranded 

DNA (ssDNA) labeled with FAM and ROX on MWCNT, which leads to the quenching of the 

fluorescence emission of FAM and ROX. By adding their complementary DNA (cDNA), which led to 

the release of single-stranded DNA (ssDNA) probes from the MWCNT surface and a double-stranded 

DNA (dsDNA) was formed, which led to the return of FAM and ROX fluorescence emission.  

Result: 

 In this study, the sensitivity of FAM fluorophore was 50 nM (50 nM) and the sensitivity of ROX 

fluorophore was 25 nM (25 nM). The response time in the presence of the target strand is 12 minutes. 

The LOD and LOQ of DNA biosensor individually were 1.12 nM and 3.2 μM, respectively. 

Conclusion: 

The results of this study showed that the biosensor based on carbon nanotubes and DNA probe, in 

addition to existing methods, can be used as a high-sensitivity method for early detection of CRC. 
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