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Abstract �
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2Faculty of Biological Science, Kharazmi University, Tehran, Iran 
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Introduction: Iron oxide nanoparticle-based bioprobes are highly suitable platforms for the ear-
ly diagnosis of fatal infectious diseases like tetanus, due to their exceptional reactivi-
ty, biocompatibility, cost-effective production, and straightforward isolation under a magnet-
ic field. This research focused on employing magnetic iron nanobiosensors to detect tetanus toxoid.

Materials and Methods: The initial step involved coating iron oxide nanoparticles with silane groups through 
the hydrolysis of tetraethoxysilane (TEOS). This was followed by the introduction of amine (NH₂) groups 
onto the silanized surface using (3-aminopropyl)triethoxysilane (APTES). Antibodies were subsequent-
ly immobilized onto the modified nanoparticles. The success of the silanization and antibody conjuga-
tion procedures was analyzed using Fourier-transform infrared (FT-IR) spectroscopy, Energy-dispersive 
X-ray spectroscopy (EDX), Vibrating-sample magnetometry (VSM), and the Sulforhodamine B (SRB) test. 
The biosensor's performance and specificity were ultimately assessed through UV/Vis spectroscopy, flu-
orescence spectroscopy, an agglutination assay, and an enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA).

Results: FT-IR spectroscopy verified the successful formation of Si-O-Si and Si-O-Fe bonds, alongside the 
presence of TCT chloride and amine groups originating from the anti-tetanus toxin antibodies on the na-
noparticle surface. EDX analysis corroborated the silanization process by identifying the existence of sil-
icon (Si), nitrogen (N), and carbon (C) elements. VSM results confirmed that the magnetic saturation 
value of the nanoparticles remained adequately high for biological uses post-conjugation. Antibody im-
mobilization resulted in an increased absorption intensity observed via UV/Vis spectroscopy. Fluores-
cence data indicated a rise in the signal intensity of the nanobioprobe when exposed to an antigen con-
centration of 10 ng/mL. Furthermore, the nanobioprobes exhibited agglomeration in the presence of the 
tetanus toxoid antigen. The specific formation of an antigen-antibody-nanoprobe complex was confirmed 
by detection with an HRP-conjugated antibody, validating the high specificity of the nanobioprobe.

Conclusion: The developed magnetic nanobioprobe for tetanus detection, which has a de-
tection limit of 10 ng/mL for the target antigen, presents an efficient solution for integra-
tion into Lab-on-a-Chip (LOC) devices and microfluidic chips, enabling rapid diagnostics.
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مقدمـــه: بیوپروب ها یا کاوشـــگرهای زیســـتی مبتنی بـــر نانوذرات اکســـید آهن به دلیـــل واکنش پذیری بالا، زیســـت 

ســـازگاری، هزینـــه تولید پایین و جداســـازی نمونه تحـــت میدان مغناطیســـی، گزینه خوبـــی برای تشـــخیص زودهنگام 

بیماری های کشـــنده و عفونی مانند کزاز هســـتند. هدف ازین پژوهش شناســـایی توکســـوکوئیدهای کزاز با نانو زیســـت 

است آهن  مغناطیـــسی  حسگرهای 

مـــواد و  روش: ابتدا گروه های ســـیلان، با اســـتفاده از هیدرولیز تترااتوکســـی ســـیلان )TEOS(  بر روی ســـطح نانوذرات 

اکســـید آهن پوشـــش داده شـــده و گروه های NH2 با اســـتفاده از 3-آمینوپروپیل تری‌اتوکسی ســـیلان )APTES(  بر روی 

ســـطح نانوذرات ســـیلانی شـــده، تولید شـــدند و آنتی بادی بر روی سطح نانوذرات ســـیلانی شده تثبیت شـــد. در ادامه، 

سیلانیزاســـیون و آنتی بادی تثبیت شـــده با اســـتفاده از تکنیک FT-IR، EDX، VSM، SRB مورد بررســـی قرار گرفت. در 

نهایت، طیف ســـنجی UV/vis، فلورســـانس، آزمایش آگلوتیناســـیون و ELISA برای عملکرد و ویژگی حســـگر زیســـتی به 

شد گرفته  کار 

یافتـــه هـــا: نتایج طیف ســـنجی FT-IR نشـــان داد کـــه پیوندهـــای Si-O-Si و Si-O-Fe و گروه‌های کلـــر TCT و آمین 

آنتی بادی‌های ضد ســـم کزاز روی ســـطح نانوذرات اکســـید آهن تشـــکیل شـــده‌اند. وجـــود عنـــاصر Si، N و C در آنالیز 

EDX، سیلانیزاســـیون نانـــوذرات اکســـید آهن را تاییـــد می کند. از طرفـــی، نتایج VSM نشـــان داد که مقـــدار نانوذرات 

مغناطیســـی پس از کونژوگه شـــدن برای کاربردهای بیولوژیکی کافی اســـت. تثبیـــت آنتی بادی بـــر روی نانوذرات باعث 

افزایش شـــدت جذب در طیف ســـنج uv/vis شـــد. نتایج نشان داد که شـــدت فلورســـانس این نانوپروب زیستی در حضور 

10 نانوگـــرم در میلـــی لـــیتر افزایش می یابـــد. همچنین نانوبیوپـــروب ها در حضور آنتی ژن توکســـوئید کـــزاز به صورت 

آگلومرا مشـــاهده شـــدند. وجود آنتی ژن کزاز باعث تشـــکیل کمپلکس آنتی ژن آنتی ژن-نانوبیوپروب شـــد. شناسایی این 

کمپلکس توســـط آنتی بادی متصـــل به HRP، ویژـــگی نانوبیوـــپروب را تایید می کند

نتیجـــه گیری:  نانوبیوپروب مغناطیســـی کزاز با محدودیت تشـــخیصی 10 نانوگـــرم در میلی لیتر آنتـــی ژن کزاز، در مدت 

زمـــان کوتاهی می توانـــد ابزار خوبی را برای دســـتگاه های LOC و تراـــشه های میکروـــسیال فراهم کند.
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ره 1 ان    .   سال1402  .   دوره 18 .   شماا دانش زیستیی ایرر

نانـــوذرات به دلیل انـــدازه ي کوچـــک و در نتیجه بالا بودن 

نســـبت ســـطح به حجم، ســـطح تماس بالایی بـــا محیط و 

میکروارگانیســـم ها پیـــدا می کند کـــه این امر مـــی تواند 

منجـــر به افزایش فعالیت بیولوژیک و شـــیمیایی آنها شـــود. 

روش هـــاي فیزیکی تولید نانـــوذرات نیازمنـــد صرف انرژي 

بالایـــی بـــوده و روش هاي شـــیمیایی نیز معمـــولا منجر به 

باقی ماندن مقداري از واکنشـــگرهاي ســـمی و عدم استفاده 

از نانـــوذرات حاصـــل در کاربردهاي زیســـتی میشـــوند. به 

همیـــن دلیل در ســـال هـــاي اخیر بیوســـنتز نانـــوذرات به 

وســـیله گیاهان و میکروارگانیســـم ها، به عنوان روش زیست 

ســـازگار و ســـبز مورد توجه بســـیاري از محققین قرار گرفته 

اســـت. اســـتفاده از عصاره برگ و میـــوه گیاهـــان میتواند 

جایگزینـــی بـــراي روش هـــاي فیزیکـــی و شـــمیایی تولید 

نانوذرات باشـــد و امکان تولید در مقیاس وســـیع و با هزینه 

کـــمتر را فراهم کنـــد و مـــواردي مانند گیاهـــان، جلبک ها، 

قارچ هـــا، مخمر ها، باکتري هـــا و ویروس ها در بیوســـنتز 

)1( دارند  کاربـــرد  نانوذرات 

داشتن یـــک ابزار قدرتمنـــد برای تشـــخیص زودهنگام بیماری 

ها نیازمند زیرســـاخت های پیشرفته، تجهیـــزات گران قیمت 

و افراد بســـیار ماهر اســـت )2، 3(. طولانی بودن مدت زمان 

تســـت، افزایش خطا، کمبـــود امکانات در مناطـــق محروم، 

می توانـــد روند درمـــان را مختل کنـــد. نانوتکنولوژی علاوه 

بـــر رفع این کاســـتی ها، ابزارهای تشـــخیصی سریع و دقیقی 

را در زمینـــه پزشـــکی فراهـــم می کنـــد ) 4، 5(. نانـــوذرات 

اکســـید آهن به دلیل خواص مغناطیســـی، تولیـــد با هزینه 

کم، ســـازگاری با محیط زیســـت و پایداری گزینه مناســـبی 

محســـوب می شـــود )6(. از این نانـــوذرات در فرآیندهایی 

ماننـــد سیســـتم دارورســـانی )7( تصویربـــرداری رزونانس 

مغناطیســـی MRI )8( هایپرترمی )9، 10( جداسازی پروتئین 

)11 ،12( DNA و RNA  )12،14(، ایمونوزیـــس )16، 15(، 

حســـگرهای زیستی )18، 17( اســـتفاده می شود. حسگرهای 

زیســـتی مبتنی بر نانوذرات اکســـید آهن به دلیـــل پایداری، 

واکنـــش پذیری بالا، ســـطح بســـیار فعال، ســـهولت اصلاح 

ســـطح، جداســـازی مغناطیســـی و زیست ســـازگاری مورد 

توجـــه زیادی قرار گرفتـــه اســـت )20، 19(. مهم ترین چالش 

بیوسنســـورها، تشـــخیص دقیق و توام با حساسیت آنالیت ها 

در خـــون و سرم اســـت )22، 21(. اولین قدم در این مســـیر، 

اصلاح ســـطح نانوذرات بـــرای جلوگیری از اکسیداســـیون و 

تجمع اســـت )23(. این نانـــوذرات به دلیل انرژی ســـطحی 

بالایـــی که دارنـــد واکنش پذیـــر هســـتند. در نتیجه ممکن 

اســـت در آنها مشـــکلاتی مانند تجمع، اکسیداسیون و کاهش 

خـــواص مغناطیســـی دیده شـــود )24(. پوشـــش ارگانیک با 

کاهش جاذبه دوقطبـــی از تجمع و اکسیداســـیون نانوذرات 

جلوگیری می کند )25(. مشـــتقات ســـیلان بـــه دلیل جذب 

قـــوی به ســـطح نانـــوذرات، جلوگیـــری از تجمـــع، افزایش 

پایـــداری، کاهش اثرات سیتوتوکســـیک، تشـــکیل گروه های 

عامل NH2، ســـطح را برای اتصـــال بـــه ماکرومولکول های 

بیولوژیکـــی آماده می کننـــد )25-28(. اتصـــال آنتی بادی ها 

به نانـــوذرات اکســـید آهن به دلیـــل نوع پیوند بیـــن آنها، 

به شـــدت محدود شـــده اســـت )29(. به ایـــن ترتیب، یک 

زیســـت حســـگر ارزان، ســـاده و کارآمد به عنوان آشکارساز 

در تراشـــه های میکروســـیال ساخته می شـــود )30(. با وجود 

واکسیناســـیون عمومی علیه کـــزاز، افراد زیـــادی دچار این 

بیماری می شـــوند. بـــاکتری عامل این بـــیماری، کلستریدیوم 

تتانـــی اســـت کـــه از طریق زخـــم وارد بدن می شـــود و با 

ایجـــاد انقباضـــات شـــدید عضلانی فـــرد را می کشـــد )32، 

31(. تشـــخیص فعلی بـــا الایـــزا، علیرغم حساســـیت بالای 

آن، نیازمند آماده ســـازی یـــک نمونه بـــزرگ، تجهیزات گران 

قیمت بـــوده و فراینـــدی زمان بر اســـت )34، 33(. بــــراي 

كاربردهــــاي بيومـديكال، نانوپارتيكـل هــــاي اكــسيد آهــن 

 nm100 داراي خاصـــــيت مغناطيــسي و انــدازه كوچـكتـر از

بـه كـار مـيرود. بـه عـلاوه، نانوذرات مغناطيسي سـازش پـذير، 

غيرســـمي و قابــــل انتقال بـــه محل هاي هدف يابي شــــده 

در سيــــستم هــــاي دارورساني میباشند. اكسيد آهن از طريق 

 Fe +3 و  Fe +2 متد هم رســـوبي محلــــول آبدار نمکهـــای

بــــا افـزودن بــــاز، ســــنتز ميشوند. كنترل تركيب نـانوذرات، 

اندازه و شكل بـه انـــــواع نمــكهــاي مــورد اســتفاده )مثــل 

كلريـــــدها، ســـولفاتها و...( و نســـبتFe +2 وFe +3 و pH و 

قــــدرت  يوني محيط بستگي دارد. محــــدوده هـاي بـين 10 

تــــا ،100 اندازه هاي مطلوب براي اين نــــانوذرات هـستند، 

چون در اندازه هاي بزرگتــــر از ايـن، ذرات تمايـل بـه آگلومره 

شـــدن دارند و پروتئين هاي پلاسـما را جــــذب ميكنند )35(

هـــدف از این مطالعه طراحی و ســـاخت یـــک نانوبیوپروب 

مناســـب برای تشخیص توکســـوئید کزاز بر اســـاس نانوذرات 

مغناطیســـی اســـت که می تواند در کیت های تشـــخیصی یا 

تراـــشه های تشخیصی کزاز اـــستفاده شود

مقدمه
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مواد
نانوپـــودر اکســـید آهن )Fe3O4(  توســـط شرکـــت یو اس 

ریسرچ نانومتریال تولید شـــده اســـت. آنتی بادی مونوکلونال 

توکســـوئید ضد کزاز از شرکت ایمونو-بیولوژیـــکال لابراتوریز 

و  IBL-America Toxoid Tetanus IgG تهیه شـــده اســـت. 

آنتی ژن توکســـوئید کـــزاز )مؤسســـه تحقیقات واکســـن و 

 ،Na2HPO4 سرم ســـازی رازی(، سدیم هیدروژن فســـفات

اتانـــول   ،Na2HPO4 فســـفات  هیـــدروژن  دی  ســـدیم 

C2H5OH %96، 3- آمینوپروپیـــل تری اتوکســـی ســـیلان 
 ،SiC8H2004 ســـیلان  اتوکســـی  تترا   ،C9H23NO3Si
آمونیـــا NH3، تـــری کلروتریازیـــن یـــا ســـیانوریک کلرید 

C3Cl3N3، ســـولفورودامینB C27H30N2O7S2، اســـید 

 ،C4H8O تتراهیدروفوران ، C2HCl3O2 تری کلرواســـتیک

 ،)BSA( گاوی  آلبومیـــن سرم   ،C2H4O2 اســـتیک  اســـید 

 3 · HCl تریس ،Na2HPO3 آمبیون، ســـدیم بی کربنـــات

) NH2C (CH2OH ، آنتی بـــادی مونوکلونال کونژوگه به 

آنزـــیم پراکـــسیداز، همگی از ـــسیگما تهیه ـــشده اند

پوشش سیلیکا از نانوذرات اکسید آهن
0/15 گـــرم نانـــوذرات Fe3O4 بـــا 45 میلی لـــیتر اتانول 96 

درصـــد به مـــدت 10 دقیقه بـــا امواج صوتی همگن ســـازی 

شـــدند. 6/8 میلی لیتر آب و 3/4 میلی لـــیتر آمونیاک 28 درصد 

)نســـبت وزن به حجم( و 454 میکرولیتر تترااتوکســـی سیلان 

به نانـــوذرات اضافه شـــد و به مـــدت 5 ســـاعت در دمای 

اتاق تکان داده شـــدند. نانوذرات توســـط میدان مغناطیسی 

جدا شـــده و چندین بار با اتانول شســـته شـــدند. در نهایت، 

نمونه تحت خلاء خشـــک شـــد )39-36(

آمینیزاسیون نانوذرات مغناطیسی سیلیکات
0/1 گـــرم از نانوذرات ســـیلیس را بـــا 1/5میلی لـــیتر اتانول 

مخلوط کرده و بـــه مدت 10 دقیقه با امـــواج صوتی همگن 

ســـازی شـــدند. 1 میلی لیتر 3-آمینـــو پروپیل تری اتوکســـی 

ســـیلان )APTES(  بـــه نانـــوذرات اضافه شـــد و به مدت 2 

ســـاعت تکان داده شـــدند. بعد از 1 ســـاعت تـــا دمای 50 

درجه ســـانتیگراد گرم شـــد. پس از رســـیدن به دمـــای اتاق، 

محلول، چندین بار با تتراهیدروفوران شســـته شـــد و توســـط 

میدان مغناطیســـی جداســـازی انجام  گردید )26، 40(

اصلاح سطح نانوذرات مغناطیسی با پوشش آمین

نانـــوذرات آمین با  1/5 میلی لـــیتر تتراهیدروفوران مخلوط و 

بـــه مدت 5 دقیقه تحت همگن ســـازی توســـط اموج صوتی 

  )TCT( قـــرار گرفتند. ســـپس  0/1 گرم تـــری کلروتریازیـــن

اضافه شـــد و به مدت 2 ســـاعت در دمای اتـــاق تکان داده 

شـــدند. نانوذرات تحت یک میدان مغناطیســـی جداســـازی 

شـــده و با اتانـــول، تتراهیدروفوران، بافر فســـفات شســـته 

.)41( شدند 

تثبیـــت آنتی بـــادی مونوکلونال ضد ســـم کزاز بر 
روی ســـطح نانوذرات اکســـید آهن ســـطح اصلاح 

ه شد
0/1 گـــرم از نانوذرات اصلاح شـــده روی PH برابـــر با  7/4 

تنظیم شـــد. ســـپس بـــه آن 10 میلی لیتر بافر فســـفات 10 

میلی مولار اضافه شـــد و بـــه مدت 25 دقیقـــه در دمای 25 

درجه ســـانتی گراد تحت همگن ســـازی صوتی قـــرار گرفت. 

15 میکرولـــیتر آنتی بـــادی مونوکلونـــال ضد توکســـوئید کزاز 

بـــا غلظـــت 2 میلی گرم بـــر میلی لیتر بـــه نانـــوذرات اضافه 

شـــد و به مدت 3 ســـاعت در دمای اتاق تکان داده شـــدند. 

نانوذرات توســـط میدان مغناطیســـی جداســـازی شده و سه 

بـــار بـــا بافر 10 میلی مولار فســـفات شســـته شـــدند. مایع 

رویـــی برای تعییـــن غلظت آنتی بـــادی های تثبیت شـــده، 

کنار گذاشته شـــد. مراحل مختلف اصلاح ســـطح نانوذرات و 

کونژوگـــه با آنتـــی بادی با اســـتفاده از مدل طیف ســـنجی) 

FTIR (NEXUS 870 و آنالیـــز عـــنصری EDX مدل آمتک 
SEM مـــورد بررســـی قـــرار گرفـــت. نیـــروی مغناطیســـی 

نانـــوذرات اکســـید آهن پـــس از کونژوگـــه با آنتـــی بادی، 

 VSM بـــا اســـتفاده از یک مغناطیس ســـنج نمونه ارتعاشـــی

ـــشد گیری  اندازه 

بررســـی میزان غلظت آنتی بادی تثبیت شـــده بر 
روی ســـطح نانوذرات اکســـید آهن با اســـتفاده از 

B سولفورودامین 
ســـولفوررودامین B یـــک آمینوگـــزانتن آنیونی بـــا دو گروه 

ســـولفونیک اســـت)40(. ایـــن ماده توســـط اســـقان برای 

تشـــخیص میـــزان داروهای ضد سرطان اســـتفاده شـــد )41، 

42(. آزمایش SRB بر اســـاس بررســـی اتصال الکترواستاتیکی 

ایـــن معرف بـــه اســـیدهای آمینه اساســـی پروتئیـــن ها در 

شرایط اســـیدی اســـت. شرایط اســـیدی توســـط اســـید تری 

کلرواســـتیک )TCA(  ایجاد می شـــود )42(. در این آزمایش، 
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نتایج انتشار دیســـک و چاهک متابولیت آسپرژیلوس 
ترئوس و فوزاریوم روی اســـتافیلوکوک اورئوس

مقادیـــر 20، 40 ، 60 و 80 میکرولیتر متابولیت آســـپرژیلوس 

ترئوس روی دیســـک در محیط کشـــت تریپتیک ســـوی آگار 

قـــرار گرفـــت و بعد انکوباســـیون، قطـــر هاله عدم رشـــد 

بـــه ترتیـــب 17، 24 ، 28 و 30 میلـــی متر ایجـــاد کرد و قطر 

هالـــه عدم رشـــد آنتی بیوتیـــک ونکومایســـین 22 میلی متر 

بدســـت آمد. مقادیـــر 100، 150 و 200 میکرولیتر متابولیت 

آســـپرژیلوس ترئوس در روش چاهک بعد انکوباســـیون، قطر 

هاله عدم رشـــد به ترتیـــب 31، 35 و 40 میلی متر ایجاد کرد. 

در انتشـــار دیســـک برای فوزاریـــوم با مقادیـــر مذکور قطر 

هاله عدم رشـــد بـــه ترتیـــب 8، 11 ، 12 و 15 میلی متر ایجاد 

کـــرد. در روش چاهک بـــرای فوزاریوم، قطر هاله عدم رشـــد 

بـــه ترتیـــب 16، 18 و 20 میلی متر بدســـت آمد )شـــکل ۲(. 

نتایـــج آماری نشـــان داد که مقادیر مختلـــف متابولیت تاثیر 

متفاوتـــی بـــر قطر هاله عدم رشـــد داشـــتند و بـــا افزایش 

غلظـــت متابولیت، قطر هاله عدم رشـــد نیـــز افزایش یافت 

 )P≥ 0/05( و معنی دار شـــد

نانـــوذرات اکســـید آهـــن، نانـــوذرات کونژوگـــه شـــده با 

آنتی بـــادی ســـموم ضد کـــزاز و مایـــع رویی آنهـــا حاوی 

آنتی بادی هـــای غیـــر متصل با اســـتفاده از بافـــر بی کربنات 

روی میکروپلیـــت 96 تثبیـــت شـــدند. بـــرای تهیـــه منحنی 

اســـتاندارد از مجموعـــه رقت هـــای BSA در یـــک ردیف 

چاهک اســـتفاده شـــد. نمونه ها بـــا 50 میکرولـــیتر بافر بی 

کربنـــات با غلظـــت 50 میلی مـــولار تثبیت شـــدند و برای 

یک شـــب در دمای 4 درجه ســـانتی گراد انکوبه شـــدند. 50 

میکرولیتر تری کلرواســـتیک اســـید 10 درصد )TCA(  به هر 

چاهک اضافه شـــد و به مدت 1 ســـاعت در دمـــای 4 درجه 

ســـانتی گراد انکوبه شـــدند. چاهـــک ها بـــا 200 میکرولیتر 

آب دیونیزه، شسته شـــدند. 50 میکرولیتر سولفورودامین B با 

غلظت 0.4 درصد تهیه شـــده با اســـید اســـتیک، به چاهک 

هـــا اضافه شـــد. پس از 30 دقیقه با محلول اســـید اســـتیک 

0/1 درصـــد و آب، شســـته شـــدند. 50 میکرولـــیتر محلـــول 

تریـــس بـــا غلظـــت 50 میلی مولار بـــه هر چاهـــک اضافه 

شـــد. میکروپلیت توســـط ریدرهـــای ELISA PLATE مدل 

LQ1170 بـــا طول موج 545 نانومتر خوانده شـــد )45، 46(

پایداری نانوبیوپروب مغناطیسی اکسید آهن
نانوبیوپروبهـــا به مـــدت 30 روز در بافر فســـفات در دمای 

4 درجه ســـانتیگراد نگهداری شـــدند، ســـپس توسط میدان 

مغناطیســـی جداســـازی شـــده و با بافر فســـفات به حجم 

اولیه بازگردانده شـــدند. غلظـــت محلول رویی با اســـتفاده 

از روش برادفـــورد تعیین گردید. برای تهیـــه معرف برادفورد، 

10 میلـــی گرم رنگ کوماســـی بلـــو G-250 در 50 میلی لیتر 

اتانـــول 96 درصد حل شـــده و ســـپس 10 میلی لیتر اســـید 

فســـفریک 85 درصد به آن اضافه گردیـــد و در نهایت با آب 

مقطر به حجم 100 میلی لیتر رســـانده شـــد. ســـپس محلول 

بدســـت آمده توســـط کاغذ واتمن 1 فـــیلتر گردید

تهیـــه نانوذرات اکســـید آهـــن کونژوگه بـــا آنتی 
آگلوتیناســـیون آزمایش  بـــرای  بادی 

2 میلـــی گـــرم از نانوذرات آمینه شـــده با 2 میلـــی لیتر بافر 

فســـفات به مـــدت 10 دقیقه همگن ســـازی صوتی شـــد و 

300 میکرولـــیتر از آن بـــه طـــور جداگانه بـــه 7 میکرولوله 

اضافـــه گردید. 13 میکرولـــیتر آنتی بادی ســـموم ضد کزاز با 

غلظت 500 میکروگـــرم بر میلی لیتر بـــه 4 میکرولوله حاوی 

  BSA نانـــوذرات اضافه شـــد. در 2 میکرولولـــه 13 میکرولیتر

یک درصـــد و در یک میکرولوله، 13 میکرولیتر بافر فســـفات 

به عنـــوان کنترل منفی اضافه شـــد و به مدت 3 ســـاعت در 

دمـــای اتاق بـــا دور 300 دور بر دقیقه تکان داده شـــدند و 

چندیـــن بار با بافر فســـفات شســـته شـــدند. 10 میکروگرم 

آنتـــی بـــادی ثانویه IgG با غلظـــت 16 میکروگـــرم بر میلی 

لـــیتر بـــه 2 میکرولوله حـــاوی آنتی بـــادی ضد توکســـوئید 

ضد کـــزاز اضافه گردیـــد. 10 میکرولیتر آنتی ژن توکســـوئید 

کزاز بـــا غلظت 900 نانوگـــرم در میلی لیتر بـــه 1 میکرولوله 

حـــاوی آنتی بادی ضد ســـم کزاز اضافه شـــد و بـــه مدت 1 

ســـاعت در دمای اتاق بـــا سرعـــت 200 دور در دقیقه تکان 

داده شـــد. پس از شستشـــو با بافر فســـفات و جداسازی با 

میدان مغناطیســـی، نمونه هـــا در زیر میکروســـکوپ نوری 

ــسی ـــقرار گرفتند میکروســـکوپ موتیک BA 400 مورد بررـ

نانوبیوپـــروب  اندازه گیـــری عملکـــرد و ویژگـــی 
تشـــخیصی توکســـوئید کزاز با اســـتفاده از واکنش 

TMB و HRP آنزیمـــی
در ایـــن فرآینـــد از بافر پوششـــی با غلظـــت 50 میلی مولار 

)0/079 کربنات ســـدیم )Na2CO3(  و 0/14 گرم بی کربنات 

ســـدیم )NaHCO3( H=9.6 ، بافر مسدود کننده )BSA یک 

 PH درصد تهیه شـــده در بافر فســـفات 10 میلی مـــولار با

برابـــر با 7.4(،  بافر شستشـــو )تهیه شـــده بـــا 25 میکرولیتر 

تویـــن 20 در بافـــر فســـفات 10 میلـــی مولار بـــا pH برابر 

بـــا 7.4(، بافـــر توقف )2.73 میلی لیتر اســـید ســـولفوریک( 

گردید. استفاده 

در یـــک ردیف چاهک آنتی ژن توکســـوئید کـــزاز با غلظت 

50 نانوگـــرم بـــر میلـــی لـــیتر و در ردیف دیگر بـــا غلظت 

هـــای 200، 100، 50، 25 و 10 نانوگـــرم در میلی لیتر در بافر 

پوشـــش تهیـــه شـــده و در غلظـــت 100 میکرولـــیتر تثبیت 

گردیـــد. میکروپلیت برای اجـــرای نانو پروب زیســـتی، آنتی 

ژن در غلظـــت 50 نانوگـــرم بر میلی لـــیتر در چاهک دیگری 

تثبیت شـــد. از بافر فســـفات به عنوان کنترل منفی اســـتفاده 

گردیـــد. پلیت بـــه مـــدت 24 ســـاعت در دمـــای 4 درجه 

ســـانتیگراد نگهداری شـــد و با بافر شستشـــو، شســـته شد. 

200 میکرولـــیتر بافـــر مســـدود کننده به چاهـــک ها اضافه 

شـــد و به مدت 24 ســـاعت در دمای 4 درجه ســـانتی گراد 

نگهداری شـــد. پس از شستشـــوی چاهک هـــا، غلظت های 

مختلـــف آنتی بـــادی مونوکلونال بر توکســـوئید کـــزاز )0.1، 

0.5، 1، 3، 5 نانوگـــرم بـــر میلـــی لـــیتر(  به چاهـــک حاوی 

50 نانوگـــرم در میلـــی لیتر آنتی ژن توکســـوئید کـــزاز اضافه 

شـــد. 1 نانوگـــرم در میلی لـــیتر آنتی بادی ســـموم ضد کزاز 

بـــه چاهک هـــای حـــاوی غلظت هـــای مختلـــف آنتی ژن 

توکـــسوئید کزاز اضاـــفه گردید
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 در چاهک هـــای حـــاوی 50 نانوگـــرم بر میلی لـــیتر آنتی ژن 

بـــرای اجـــرای نانوبیوپـــروب، نانـــوذرات اکســـید آهـــن، 

نانوزیســـت پروب و مایـــع رویـــی حـــاوی آنتی بـــادی غیر 

متصـــل در فرآینـــد کونژوگه اضافـــه شـــدند. میکروپلیت به 

مدت 24 ســـاعت در دمای 4 درجه ســـانتیگراد نگهداری شد 

و ســـپس شســـته شـــد. در ادامه 100 میکرولـــیتر آنتی بادی 

ثانویـــه کونژوگه به آنزیم HRP پراکســـیداز بـــه چاهک ها 

اضافـــه شـــد و به مـــدت 2 ســـاعت در دمای اتـــاق انکوبه 

گردیـــد. ســـپس 50 میکرولیتر بـــستر رنگـــی )TMB(  اضافه 

شـــد و بـــه مـــدت 15 دقیقـــه در تاریکی انکوبه شـــد. پس 

از ایجـــاد رنگ آبی برای توقـــف واکنش آنزیمـــی، 50 میلی 

مولار اســـید ســـولفوریک به چاهک ها اضافه شـــد تا رنگ 

زرد ایجـــاد شـــود و در نهایـــت میکروپلیت، با اســـتفاده از 

میکروپلیـــت ریدر مدل اپســـون با طول مـــوج 450 نانومتر و 

یک فیـــلتر دیفرانســـیل 630 نانومتر قرائت ـــشد

نتایج و بحث

مکانیسم سیلانیزاسیون نانوذرات اکسید آهن
در ایـــن آزمایـــش، مطابق شـــکل 1، با افـــزودن TEOS در 

مرحله 1 و هیدرولیـــز آن، پیوند هیدروژنـــی بین گروه های 

ســـیلانول و هیدروکسیل بر روی ســـطح نانوذرات اکسید آهن 

تشـــکیل می شـــود. این فرآینـــد منجر به تشـــکیل یک لایه 

ســـل-ژل در اطراف نانـــوذرات می  گردد و بـــا دی هیدراته 

کردن، پیونـــد کووالانســـی جایگزین پیونـــد هیدروژنی می 

)48  ،47( شود 

شکل 1. مکانیسم سیلیسی کردن نانوذرات اکسید آهن و تثبیت آنتی بادی سموم ضد کزاز

در مرحله 2، با افزودن 3-آمینوپروپیل تری اتوکســـی ســـیلان 

APTES بـــه نانوذرات ســـیلیکا، گـــروه های ســـیانول روی 

ســـطح نانـــوذرات، با این ترکیب پیوند داده شـــده و ســـطح 

نانـــوذرات، آمینـــه می شـــود )49(. در مرحلـــه 3، با افزودن 

تـــری کلروتریازیـــن )TCT(  به نانوذرات، گـــروه های آمین 

ایجاد شـــده در ســـطح نانـــوذرات، بـــا این ترکیـــب پیوند 

کووالانســـی برقرار می کننـــد. در مرحله 4، بـــا افزودن آنتی 

بـــادی مونوکلونال علیه ســـم کزاز به نانوذرات اصلاح ســـطح 

شـــده، گروه هـــای کلر در TCT بـــا آنتی بادی هـــای آمین 

ـــشوند. می  مرتبط 

FTIR تجزیه و تحلیل طیف
مراحـــل مختلـــف اصلاح ســـطح نانـــوذرات اکســـید آهن و 

کونژوگاســـیون آنهـــا بـــا آنتـــی بادی ســـموم ضد کـــزاز با 

اســـتفاده از طیف ســـنجی FTIR مورد بررســـی قرار گرفت 

کـــه نتایج آن در شـــکل 2 قابل مـــشاهده اـــست

طیف A در شـــکل 2 متعلق به نانوذرات اکســـید آهن است 

که باندهای جذبـــی در ناحیـــهcm -1 559 و 632  مربوط به 

ارتعاش کششـــی پیوندهـــای Fe-O و نوار جذبـــی در ناحیه 

cm -1 3416 مربوط به ارتعاشـــات کششـــی و خمشـــی گروه 

های هیدروکســـیل )-OH(  در شـــبکه کریســـتالی نانوذرات 

اســـت )50-56(. در طیف B با افـــزودن TEOS به نانوذرات 

اکســـید آهن، بانـــد جذب در محـــدوده بیـــن cm -1 948 تا 

1078 و cm -1 796 مـــشاهده می شود
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ایـــن باند به دلیل ارتعاش کششـــی گروه Si-O اســـت که در 

تشـــکیل پیوندهـــای Si-O-Fe و Si-O-Si شرکت می کند)38، 

53(. بـــا افزودن ترکیـــب APTES به نانـــوذرات، نوار جذب 

e در ناحیه cm-1  2923 مشـــاهده می شـــود که مربوط به 

ارتعاشـــات کششـــی گروه های C-H در APTES است)26، 

56، 58(. نـــوار جذبی در ناحیه  cm -1 1626 و 3416 ، نشـــان 

دهنـــده حضور گروه هـــای )-HN(  مربوط بـــه APTES در 

کنار گروه های -OH  نانوذرات اکســـید آهن اســـت)58(. نوار 

جذبـــی در ناحیـــه cm -1   1458 متعلق بـــه حلقه آروماتیک 

موجـــود در تری کلروتریازین اســـت)57(. طیف C متعلق به 

تثبیـــت آنتی بـــادی مونوکلونال ضد توکســـوئید کزاز بر روی 

ســـطح نانوذرات اســـت. وجود یـــک نوار جذبـــی در ناحیه 

cm -1  1618 نشـــان دهنده ارتعاشـــات کششـــی گروه‌هـــای 

-NH  آنتی بادی اســـت که بـــه کلر موجـــود در ترکیب تری 

کلر تریازین متصل اســـت )56(. بر اســـاس گـــزارش لوری و 

همکارانش، بین غلظت تترااتوکســـی ســـیلان و شـــدت پیک 

حاصلـــه در طیـــف FT-IR رابطه مســـتقیم وجـــود دارد. با 

افزایـــش غلظت، شـــدت پیک افزایـــش می یابـــد )54(. در 

ایـــن آزمایش، شـــدت پیک ایجاد شـــده متناســـب با غلظت 

مـــاده اســـت. محققانی مانند هـــی و همکارانـــش، وانگ و 

همکارانش، بیش از 48 ســـاعت را صرف فرآیند سیلانیزاسیون 

برای اصلاح ســـطح نانوذرات اکســـید آهن کردنـــد)37، 39(. 

این در حالی اســـت کـــه در ایـــن تحقیق، تنها 13 ســـاعت 

زمان صرف ـــشده است.

شکل 2. الف( طیف FT-IR نانوذرات    Fe3O4 ب(  سطح نانوذرات اصلاح شده با TEOS و APTES  ج( نانوذرات 

سیلیس کونژوگه شده با آنتی بادی مونوکلونال توکسوئید ضد کزاز

EDX تجزیه و تحلیل عنصری
با توجه بـــه نتایج آنالیـــز عنصری EDX در شـــکل 3، وجود 

عنـــاصر Fe و O متعلـــق به نانوذرات اکســـید آهن اســـت 

و وجـــود Si، N و C بـــا اجـــرای TEOS و APTES بر روی 

ســـطح نانوذرات مرتبط اســـت. نســـبت اتمی نشـــان دهنده 

پیوند کووالانســـی بین هیدروکســـیل های ســـطحی نانوذرات 

)59( است   TEOS ســـیانول های  و 
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شکل 3. آنالیز عنصری EDX نانوذرات اکسید آهن با پوشش سیلیسی

نانوذرات  تجزیـــه و تحلیل خـــواص مغناطیســـی 
آهن اکســـید 

نتایج تحلیل VSM نشـــان مـــی دهد که مقـــدار مغناطیس 

اشـــباع )Ms(  مطابق شـــکل 4 برای نانوذرات اکســـید آهن 

اولیـــه برابر با 60emu/g =/ اMsاســـت. پس از کونژوگاســـیون 

بـــا آنتی بادی ســـموم ضد کـــزاز مطابق شـــکل 5 این مقدار 

برابر با  27.09emu/g =/ اMs اســـت. دلیـــل کاهش مغناطیس 

نانـــوذرات پس از کونژوگـــه با آنتی بادی وجود ســـه ترکیب 

TEOS، APTES و TCT بـــرای اصلاح ســـطح و پیوند آنتی 

بادی اســـت. علیرغم کاهش مقدار مغناطیـــس نانوذرات در 

مقایســـه با نانوذرات اکســـید آهن اصلی، نانـــوذرات مزدوج 

به راحتی با اعمال میدان مغناطیســـی جداســـازی می شـــوند 

.)63-60(

شکل 4. حلقه هیسترزیس نانوذرات اکسید آهن پس از تثبیت آنتی بادی سموم ضد کزاز

Fe3O4 نانوذرات VSM شکل 5. منحنی مغناطیسی
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تعییـــن غلظـــت آنتی بـــادی متصل بـــه نانوذرات 
SRB اکســـید آهن بـــا اســـتفاده از تکنیک

مزیت ایـــن آزمایـــش، پایـــداری، غیرمخرب بـــودن و نقطه 

پایانـــی ثابت در رنگ آمیزی اســـت کـــه می توانـــد نمونه را 

برای هفته هـــا حفظ کند. سرعـــت بالا، قابلیـــت اطمینان و 

تکرارپذیـــری، این روش را نســـبت بـــه روش برادفورد و بیور 

بـــرای اندازه گیری پروتئیـــن کل، برتری می دهـــد )42، 64(

شکل 6. واکنش رنگی معرف سولفورودامین B با آنتی بادی های سموم ضد کزاز

 SRB با توجـــه به نتایـــج جـــذب به دســـت آمده از واکنش

در جـــدول 1، جذب نانوذرات اکســـید آهن برابـــر با 0.237 

نانومتر و نانـــوذرات کونژوگه بـــا آنتی بادی برابـــر با 0.766 

نانومتر اســـت، تفاوت جذب نشـــان دهنده اتصـــال آنتی بادی 

مونوکلونال توکســـوئید ضـــد کزاز به نانو ذرات اکســـید آهن 

اســـت. رقت هـــای مختلفی از پروتئیـــن BSA وجود دارد که 

بر اســـاس غلظت اســـتفاده شـــده باعث کاهش جذب، شده 

اســـت. هدف از اســـتفاده از پروتئین BSA ترســـیم منحنی 

اســـتاندارد غلظـــت آن از نظـــر جذب اســـت تا بر اســـاس 

شـــیب نمودار، مقـــدار غلظت آنتـــی بادی تثبیت شـــده بر 

روی ـــسطح نانوذرات اکـــسید آهن به دـــست آورده شود

بـــا توجه به منحنی اســـتاندارد به دســـت آمـــده از تکنیک 

SRB، مقـــدار آنتـــی بـــادی کونژوگه بـــا نانوذرات اکســـید 

آهـــن 86 درصد اســـت. میزان جذب محلول شســـته شـــده 

نانـــوذرات اکســـید آهن 0.125 =/ ا اABSاســـت که بر اســـاس 

فرمـــول غلظـــت، معادل 0.33 میلـــی گرم بر میلـــی لیتر می 

. شد با

فرمول:

ســـیف و همکارانـــش تنها از یـــک ترکیـــب 3-آمینوپروپیل 

تری اتوکســـی ســـیلان برای بارگیری مورین کـــه یک داروی 

ضد سرطان اســـت بر روی نانوذرات اکســـید آهن اســـتفاده 

کردنـــد و مقدار تثبیت انجام شـــده 48 درصـــد با غلظت 78 

میلـــی گرم بر میلـــی لیتر بـــود، در حالی که مقـــدار تثبیت 

در نانـــوذرات ایـــن تحقیق به دلیـــل اســـتفاده از TCT که 

نقـــش افزایـــش اتصال را داشـــت، با غلظت 2 میلـــی گرم بر 

میلی لـــیتر به 86 درصد رســـید)40(
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SRB جدول 1. نتایج جذب به دست آمده از نمونه های حاوی پروتئین در نتیجه واکنش با معرف

SRB شکل 7. منحنی استاندارد آلبومین سرم گاوی با استفاده از نتایج جذب از روش

جدول 2.جذب محلول های شسته شده نانوبیوپروب اکسید آهن پس از 30 روز با استفاده از بردفورد



11

h tt p s : / / z i s ti . i a u v a r a m i n . a c . i r

ره 1 ان    .   سال1402  .   دوره 18 .   شماا دانش زیستیی ایران   .  سال 1404    .    دوره  20  .   شماره1 دانش زیستیی ایرر
کارخانه و همکاران شناسایی توکسوئید کزاز ...

پایداری نانوپروب مغناطیسی اکسید آهن
در ایـــن روش نانوبیوپـــروب ها پـــس از یک مـــاه نگهداری 

با بافر فســـفات شســـته شـــدند و جذب محلـــول حاصل از 

شستشـــو کـــه در آن احتمال وجـــود آنتی بادی جدا شـــده 

از نانوذرات اکســـید آهن وجود داشـــت، توســـط براندفورد 

)Bradford ml1(  و در طول مـــوج 595 نانومتر اندازه گیری 

. شد

uv/vis نتایج
با توجـــه به نتایـــج uv/vis در شـــکل 8، نانوذرات اکســـید 

آهـــن دارای یک اوج یا پیک جذبـــی در محدوده 400 تا 560 

نانومتر هســـتند)65، 66(. با اصلاح ســـطح نانوذرات توســـط 

ترکیبـــات TEOS و APTES، افزایش شـــدت جذب در طیف 

آنها مشـــابه با نتایج تحقیقات ســـیلویا ویلا و همکارانش رخ 

داده اســـت. افزایش جـــذب می تواند به دلیـــل افزایش قطر 

نانوذرات به دلیل اصلاح ســـطح توســـط این دو ترکیب باشد 

)66، 67(. پـــس از تثبیت آنتی بادی ســـم ضد کـــزاز بر روی 

ســـطح نانوذرات، افزایـــش جزئی در جـــذب در طیف جذب 

مشاهده می شـــود )68، 69(. شـــدت جذب نانوبیوپروب در 

حضـــور 10 نانوگرم در میلی لـــیتر آنتی ژن توکســـوئید کزاز 

بـــه شـــدت افزایش مـــی یابد که نشـــان دهنده تشـــخیص 

است نانوبیوپروب  توـــسط  ژن  آنتی 

شکل A .8: طیف جذب نانوذرات اکسید آهن .B  Fe3O4: طیف جذبی ناشی از اصلاح سطح نانوذرات اکسید آهن با TEOS ب.ا  :C :طیف 

جذبی ناشی از اصلاح سطح نانوذرات اکسید آهن با ترکیبات TEOS و APTES جذب شده توسط ترکیبات TEOS وAPTES و . D: طیف 

جذب حاصل ازکونژوگه کردن نانوذرات اکسید آهن سیلانی شده با آنتی بادی مونوکلونال علیه سم کزاز E:  طیف جذب نانوبیوپروب 

مغناطیسی برای تشخیص کزاز در حضور 10 نانوگرم در میلی لیتر آنتی ژن توکسوئید کزاز

نتایج طیف سنجی فلورسانس
در شـــکل 9، طیـــف A و B بترتیـــب شـــدت فلورســـانس 

 TEOS نانـــوذرات اکســـید آهن و ســـطح اصلاح شـــده بـــا

و APTES را نشـــان مـــی دهد. مشـــابه نتایج پائولا ســـی. 

پینهیـــرو و همکارانـــش که قصد داشـــتند نانوذرات اکســـید 

آهـــن را با پلی اتیلـــن ایمین با ســـیلانیزه کـــردن نانوذرات 

اکســـید آهن کونژوگه کننـــد، نانوذرات اکســـید آهن با طول 

مـــوج تحریک 350 نانومتر دارای فلورســـانس نیســـتند )70(. 

طیـــف C شـــدت فلورســـانس نانـــوذرات کونژوگه شـــده با 

آنتی بادی ســـم ضـــد کزاز نشـــان می دهد که هیـــچ تغییر 

محسوســـی در آن مشـــاهده نمی شـــود. با حضور 10 نانوگرم 

در میلـــی لـــیتر آنتی ژن توکســـوئید کـــزاز در محلول حاوی 

نانوبیوپروب، شـــدت فلورســـانس افزایش یافته اســـت. این 

افزایش مربوط به فلورســـانس ذاتی توکســـوئید کزاز اســـت 

کـــه می تواند نشـــان دهنده تشـــخیص ســـم کزاز توســـط 

نانوبیوپـــروب باشـــد و از آنجایـــی که تشـــخیص آنتی ژن با 

تجمع نانوذرات مرتبط اســـت، شـــدت فلورســـانس نانوذرات 

)71( اســـت  یافته  افزایش 

نتایج آزمایش آگلوتیناسیون
  )LAT( آگلوتیناســـیون بر اســـاس مهره ها بـــا اختراع آزمون

توســـط ســـینگر و پلاتز )72( پیشنهاد شـــد. در این تکنیک، 

شناســـایی آنتی ژن بر اســـاس ایجاد یک ســـاختار آنتی ژن-

آنتـــی بادی بـــزرگ صورت می گیـــرد. اســـتفاده از نانوذرات 

با خـــواص مغناطیســـی و براونی، حساســـیت تشـــخیص را 

بهبـــود می بخشـــد. زمانی کـــه نانوپروب مغناطیســـی آنتی 

ژن را شناســـایی کرد، با اســـتفاده از میدان مغناطیســـی، یک 

دوقطبی مغناطیســـی در نانـــوذرات مجاور ایجاد می شـــود
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که منجر به تشـــکیل شـــبکه یا زنجیره لحظـــه ای در محلول 

مـــی شـــود. در نتیجه تـــام نانوذراتی که آنتـــی ژن را گرفته 

اند بـــه هم متصل می شـــوند و ایـــن ارتباط حتـــی پس از 

قطـــع میدان نیز بر اســـاس حرکـــت براونی باقـــی می ماند. 

ایـــن مجتمـــع نانوذره-آنتی ژن را مـــی توان با اســـتفاده از 

میکروســـکوپ شناســـایی کرد. وجود خاصیت مغناطیســـی 

تعـــداد برخـــورد آنتـــی بـــادی بـــا آنتـــی ژن را افزایش می 

دهـــد و این منجـــر به شناســـایی کمترین غلظـــت آنتی ژن 

در محلـــول می شـــود )73(. شـــکل 10 بخش هـــای 1 و 2 

نانوبیوپـــروب را در حضور آنتی بادی ثانویه IgG نشـــان می 

دهد که توســـط آنتـــی بادی شناســـایی کننـــده ناحیه Fc و 

ناحیـــه Fab آنتی بـــادی توکســـوئید ضد کزاز تجمـــع یافته 

اســـت. در بخـــش 3، نانوبیوپروب به تنهایی تراکم را نشـــان 

نمی دهـــد. مقاطـــع 4 و 5 نانـــوذرات بـــا  BSA یک درصد 

و بخـــش 6 با بافر فســـفات )کـــنترل منفی( بـــه دلیل عدم 

وجـــود آنتی بادی، در ســـطح خـــود تجمعی را نشـــان نمی 

دهنـــد. بخـــش 7، نانوبیوپروب را در حضـــور 900 نانوگرم بر 

میلـــی لـــیتر آنتی ژن توکســـوئید کزاز نشـــان مـــی دهد که 

نشـــان دهنده تجمـــع نانوذرات اســـت که مشـــخص کننده 

بادی-آنتی ژن اـــست تـــشکیل کمپلکس آنتی 

شکل A .9: شدت فلورسانس نانوذرات اکسید آهن B: شدت فلورسانس نانوذرات اکسید آهن پس از اصلاح سطح توسط ترکیبات 

TEOSو APTES و. C: شدت فلورسانس نانوذرات اکسید آهن پس از کونژوگه کردن آنتی بادی توکسید ضد کزاز D:شدت فلورسانس 

ناشی از حضور آنتی ژن توکسوئید کزاز در کنار نانوذرات اکسید آهن کونژوگه شده با آنتی بادی سموم ضد کزاز

شکل 10.  قسمت 1 و 2: شامل نانوذرات اکسید آهن کونژوگه شده با آنتی بادی سموم ضد کزاز همراه با آنتی بادی ثانویه IgG .  بخش 3: 

نانوذرات اکسید آهن به تنهایی با آنتی بادی سموم ضد کزاز کونژوگه شده . بخش 4 و 5: نانوذرات اکسید آهن با BSA یک درصد.  بخش 6: 

نانوذرات اکسید آهن با بافر فسفات. بخش 7: نانوذرات اکسید آهن کونژوگه شده به آنتی بادی سموم ضد کزاز در حضور 900 نانوگرم بر میلی 

لیتر آنتی ژن سم کزاز. بخش 8: بررسی اجمالی آزمایش آگلوتیناسیون نانوذرات کونژوگه شده با آنتی بادی ضد توکسوئید کزاز و حضور آنتی ژن 

توکسوئید کزاز
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مغناطیســـی  نانوپروب  ویژگی  اندازه گیـــری  نتایج 
TMB و HRP کـــزاز با واکنش آنزیمـــی

در این بررســـی که بـــرای اختصاصـــی بـــودن نانوبیوپروب 

اســـت، اگر آنتی ژن کزاز توســـط نانوبیوپروب تشخیص داده 

 ،HRP شـــود، با افزودن یک آنتـــی بادی ثانویـــه کونژوگه به

یک کمپلکـــس آنتی ژن-آنتی بادی تشـــکیل می شـــود، این 

کمپلکس تشـــخیص داده می شـــود و یک رنـــگ آبی رنگ در 

کنار بـــستر TMB ایجاد می شـــود )74، 75(

شکل 11. مروری بر مراحل تشخیص آنتی ژن توکسوئید کزاز با استفاده از نانوبیوپروب مغناطیسی کزاز با کمک آنتی 

TMB و بستر HRP بادی ثانویه کونژوگه شده به آنزیم

نتایج جـــذب حاصل از واکنش HRP کونژوگـــه به آنتی بادی 

ثانویه با بستر TMB در جدول 3 نشـــان داده شـــده اســـت. 

کاهـــش جذب، متناســـب با غلظت آنتی بادی مشـــاهده می 

شـــود. در ردیف 3 نانوذرات اکســـید آهن بـــه تنهایی وجود 

دارد کـــه به دلیل عـــدم وجود آنتـــی بادی در ســـطح آنها، 

قادر به شناســـایی آنتی ژن و تشـــکیل کمپلکـــس آنتی ژن-

آنتی بـــادی نبـــوده و در نتیجه واکنش رنگی مشـــاهده نمی 

شـــود. در ردیـــف چهـــارم، نانوبیوپروب ها وجـــود دارند که 

میزان جذب 0.441 و 0.612 نشـــان دهنده تشـــکیل کمپلکس 

آنتی بادی-آنتـــی ژن اســـت. رنگ آبی در چاهـــک ها به علت 

واکنش TMB در حضور H2O2 اســـت )77-75(.   در ردیف 

5، مایع رویـــی حـــاوی نانوبیوپروب هایی اســـت که حاوی 

آنتـــی بادی های غیر متصل در حین شستشـــو اســـت. ردیف 

6، جایـــی که جـــذب مشـــاهده نمی شـــود، بافر فســـفات 

)کنترل منفی( اـــست.

شکل 12. بخش های 1 و 2. رنگ آبی ایجاد شده توسط واکنش آنزیمی HRP با TMB در چاهک های حاوی کمپلکس 

آنتی ژن کزاز. بخش 3 و 4: توقف واکنش آنزیمی بین HRP و TMB با استفاده از اسید سولفوریک و ایجاد رنگ زرد 

در چاهک های حاوی نانوذرات اکسید آهن کونژوگه شده به آنتی بادی و آنتی ژن سموم ضد کزاز
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tmb وhrp جدول 3. نتایج جذب شناسایی آنتی ژن توکسوئین کزاز توسطنانوبیپروب مغناطیسی بر اساس واکنش
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در مجمـــوع بـــا توجه بـــه نتایج بدســـت آمده مـــی توان 

گفت نانوحســـگر ســـاخته شـــده در ایـــن مطالعـــه کارایی 

قابـــل قبولـــی دارد. در ســـال 2003، لیـــو و همکارانش یک 

حســـگر زیســـتی تشـــخیص کزاز را با اســـتفاده از ورقه های 

طلای حـــاوی آنتی بادی هـــای تثبیت شـــده طراحـــی کردند 

کـــه برای تشـــخیص آنتـــی ژن کزاز بـــه لامپ هـــای تنگستن 

جهـــت تابش نـــور نیاز داشـــت. ایـــن روش در مقایســـه با 

نانوبیوپروب مغناطیســـی ســـاخته شـــده در این پروژه که 

از مواد ارزان قیمت ســـاخته شـــده اســـت، مقرون به صرفه 

نخواهـــد بـــود )78(. الکســـاندر گلدبـــرگ و همکارانش در 

ســـال 2008 با ساخت یک تراشـــه میکروسیال، ســـم کزاز را 

بررســـی و شناســـایی کردند. با وجود فنـــاوری بالایی که در 

ســـاخت این تراشـــه به کار رفته بود، حد تشـــخیص دستگاه 

0.5 میلـــی گرم بـــر میلی لیتر بـــود. این در حالی اســـت که 

حد تشـــخیص نانوبیوپروب ساخته شـــده در این مطالعه 10 

نانوگرم بـــر میلی لیتر اســـت )79(.

نتیجه گیری

در ایـــن مطالعه از مشـــتقات ســـیلان به دلیـــل جذب قوی 

به ســـطح نانوذرات، جلوگیـــری از تجمع، افزایـــش پایداری، 

کاهش اثـــرات سیتوتوکســـیک، ایجـــاد گروه هـــای عامل –

NH2 در ســـطح بـــرای پیوند بـــا آنتی بادی ها، بـــرای تولید 

نانوپـــروب مغناطیســـی کزاز اســـتفاده شـــد. ظرفیت اتصال 

نیز با تـــری کلروتریازین TCT افزایش یافته اســـت. پاســـخ 

سریع، حساســـیت بـــالا، تکرارپذیـــری، محدوده تشـــخیص 

در کمتریـــن غلظـــت، مدت زمـــان تشـــخیص، از مزایای این 

حســـگر زیســـتی نســـبت به الایزا می باشـــد. اســـتفاده از 

TMB باعـــث می شـــود که نانوذرات اکســـید آهـــن به یک 

نانوپـــروب رنگ ســـنجی تبدیل شـــود که به دلیـــل هزینه 

کـــم نانوذرات مـــی تواند ابزاری ارزان برای تشـــخیص ســـم 

کزاز باـــشد.
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