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با  FRET  هرقابتی برای اکراتوکسین بر پای طراحی نانو حسگر زیستی

 استفاده از کوانتوم دات

 3هزاوهیهاشم دجمالیس ،2فریمحسن نیافش ،1*اتیب منصور ، 1یمظفری مهد

 

 چکیده
 Fluorescence از پدیده این پژوهش، ایمونواسی رقابتی حساس، با استفاده در

resonance energy transfer(FRET)  انتقال انرژی رزونانسی فلورسانس( از کوانتوم(

قرار گرفته برروی سطح خارجی  بادیآنتیاکراتوکسین  آنتیدات کادمیوم/تلوریت )

رودامین کونژوگه  )اکراتوکسین نشاندار شده با (Rho123) کوانتوم دات( به رودامین

اختصاصی  واکنش بسیار گیری اکراتوکسین ارائه شده است.شده با آلبومین( برای اندازه

بادی استقرار یافته برروی سطح خارجی کوانتوم آنتیاکراتوکسین  آنتیرخ داده بین 

دات و اکراتوکسین نشاندار شده با رودامین کونژوگه شده با آلبومین، منجر به نزدیکی 

کروموفور رودامین به کوانتوم دات شده که متعاقب تحریک نوری کوانتوم دات باعث 

عنوان دهنده( به کروموفور رودامین ه )ب کوانتوم دات انتقال انرژی رزونانسی، از رخ داد

فقدان اکراتوکسین آزاد، واکنش ایمنی رخ داده بین  گردد. درعنوان گیرنده( میه )ب

بادی قرار گرفته برروی آنتیاکراتوکسین  آنتی رودامین و اکراتوکسین نشاندار شده با

، بدنبال تحریک نوری کوانتوم FRETر و وقوع پدیده سطح کوانتوم دات، باعث نش

 د. گردمیدات 

 انون ین درصورت حضور اکراتوکسین آزاد، با اکراتوکسین نشاندار شده با رودام در 

، دامینحسگر زیستی، بصورت رقابتی جایگزین شده  که این امر باعث کاهش نشر رو

، ارتباط س گیرنده رودامینفلورسان د. کاهش درگردمی FRETبعد از وقوع پدیده 

 220شخیصنمونه دارد. این روش دارای حد ت مستقیمی با غلظت اکراتوکسین آزاد در

م بکار ههای سرمی انسان گیری اکراتوکسین نمونهلیتر، و برای اندازهمیلی پیکوگرم در

 ر،  ونانومت 580 برده شد. وابستگی خطی بین افزایش شدت فلورسانس رودامین در

 رپیکوگرم د 800تا  100 گستره غلظت نمونه سرمی، در اکراتوکسین درغلظت 

 کارا و ساده، حساس، هموژن، سریع یافت شد. شمای تشخیص رقابتی بسیار لیترمیلی

 د.باشمیشستشوی زیاد نیز ن مراحل جداسازی و نیازمند و دباشمی

 ،رسانسسی فلوبیوسنسور، انتقال انرژی رزونان : اکراتوکسین، نانوواژگان کلیدی

 کوانتوم دات
 

 23/10/1396تاریخ پذیرش:    3/8/1396تاریخ دریافت: 
 

 مقدمه

ها چهای سمی دنیای قاراکراتوکسین یکی از مهمترین متابولیت

 متابولیت ثانویه  عنوانبه 1965سال  برای اولین بار در د وباشمی
 
ران یتهران، ای سلاما آزاد دانشگاه قات،یحقو ت علوم ، واحدیدامپزشک ، دانشکدهیولوژیپاتوب گروه -1*

(dr_mansour_bayat@yahoo.com) 
 ایران تهران، تهران، ستی، نانوزیفناور ستیو ز کیژنتی مهندسی مل پژوهشگاه -2

 تهران، تهران، ایران دانشگاهی پزشک علوم دانشگاهی بهداشت و علوم بهداشت دانشکدهی شناسو قارچی شناسانگل گروه -3

های بعد سال گرچه در گزارش گردید. اکراسئوس پرژیلوسآس

 و کربوناریوس( آ. نیجر، های آسپرژیلوس )آ.دیگر گونه

های پنی سلیوم گونه پترومایسس و های نئوپترومایسس،جنس

های تولید گونه عنوانبههم  وروکوزوم( پ. نوردیکوم، )پ.

ه گون هرچند که امروزه کننده این مایکوتوکسین مطرح شدند.

های رم(. ف5و9دانند)می کربوناریوس( اکراسئوس، آ. غالب را آ.

 د. که مهمترین وباشمی A, B, C اکراتوکسین آناصلی 

 A(OTA)ترین فرم مربوط به این گروه اکراتوکسین شایع

ز محصولات مشتق از آن که ا د. علاوه بر غلات وباشمی

ن درجوامع مهمترین منابع غذایی مسئول آلودگی اکراتوکسی

اب، آبجو، (، دیگر مواد غذایی آلوده شامل شر5د)باشمیانسانی 

قهوه، کشمش، آب انگور، گوشت خوک، ماکیان، مواد لبنی، 

راتوکسین با توجه به اینکه اک (.9د)باشمیجات و شکلات ادویه

مناطق  %100د که تقریبا از باشمیهایی از معدود مایکوتوکسین

. (1د)باشمیها قابل ایزوله از خون انسانمختلف جغرافیایی دنیا 

ه کهم درجوامع انسانی به اندازه کافی جدی است  آنسمیت  و

گرفته  نظر غذا در مایکوتوکسین کنترل شده در 20بین  تقریبا در

 های نفروتوکسیسیتی،(. دارای خاصیت5شده است)

 و ایمونوساپرسیو ،یهپاتوتوکسیستی، تراتوژنی، کارسینوژن

د باشمیگی برروی افلاتوکسین افزاینده اثر موتاژن و احتمالا

 المللی تحقیقات سرطانآژانس بین 1993 سال در و (.10)

(IARC from WHO) ی عامل احتمال عنوانبه اکراتوکسین را

ها اعلام کرده است. بدین برای انسان2B کارسینوژن گروه 

 تـاس برای اکراتوکسین درخواربار تنظیم شده یترتیب مقررات
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((EC 105/2010 amending regulation EC 1881/2006 and 

EC2006/576/EC, European Commission Regulation )

 (.3،10و 11)

رایج همانند  های آشکارسازی  کلاسیک وبسیاری از تکنیک

(HPLC,TLC,GC,ELISA)  که برای آشکارسازی این

رود ر میها بکاهای مختلفی از نمونهنوع مایکوتوکسین  در

 فیه وبودن مراحل تص برزمان پیچیده، نیازمند ابزارهای گران،

یل قابل بنابراین دلا .(6د)باشمیها ملالت بار بودن زمان تست

ریع سهای آنالیتیکی قبول اقتصادی و ایمنی برای برقراری روش

بسیار حساس برای غربالگری این  اختصاصی و موثر، و

 ر(. د19ها وجود دارد )نمونه ای ازگستره مایکوتوکسین در

وجه ترات ذ سالیان اخیر با تکامل سریع مواد نانوساختار این نانو

د ای را برای خصوصیات منحصر به فردشان به خوقابل ملاحظه

از  با استفاده اخیرا تعدادی از نانوبیوسنسور اند.جلب کرده

ای برای آشکار سازی های میکروآرایهنانوذرات با سیستم

(.  در طی سالیان 19ها طراحی شده است )کوتوکسینمای

 دشاناخیراستفاده از کوانتوم دات به علت ویژگی منحصر به فر

 ربنانوبیوسنسورهایی  حساسیت بالا وسریع و سادگی انتقال،

بطور وسیعی جهت آشکارسازی وتشخیص انواع  FRETپایه 

گیرد یمها مورد استفاده قرار بیماری و هامولکولمختلفی از 

را  آنها هادات(. ویژگی منحصر به فرد نوری کوانتوم 7و19)

 زشکی وپنشانگرهای بیولوژیکی مهم در کاربردهای  عنوانبه

های کوانتوم . از دیگر ویژگی(1)نگارهبیولوژی تبدیل کرده است

 ردر یتغی ه واندازه ذر ر دریبوسیله تغی توانمیدات این است که 

ز ایی ا)سنتز ترکیبات دوتایی یا سه ت نوع و ترکیبات نانو ذره

 2000 تا 400را درگستره وسیع  آنها( طول موج نشر اتم

 (. 7تنظیم کرد) (from the UV to the IR regionsنانومتر )

ند که سطح باشمیهای گرد غالبا نانوکریستال هاداتکوانتوم 

ی عامل محلول درآب پوشیده شده هاگروهتوسط  آنهاخارجی 

ی عامل هاگروه(. این 8ند)شومیپخش  آب سادگی درو به 

ی زیستی متصل شده وتشکیل هامولکولند به توانمیسطحی 

نانوبیوکونژوگه کوانتوم داتی را بدهند یک مثال برای این حالت 

ی کروبوکسیلی انتهایی تیوگلیکولیک اسید متصل به هاگروه

به  هاتدا(. کوانتوم 4د)باشمیی زیستی گوناگون هامولکول

طیف فلورسانس ظریف،باندهای جذبی  دلیل اندازه قابل تنظیم،

نوری وتوانایی کونژوگه  پایداری بازده کوانتومی بالا، وسیع،

 عنوانبهند توانمیپروتئین  و ی متعددهامولکولشدن با 

 (FRETانتقال انرژی رزونانس فلورسانس ) های عالی دردهنده

 د که درباشمیکی قدرتمند تکنی FRET (. پدیده8عمل کنند)

انتقال انرژی غیرتشعشعی انرژی فلورسانس رزونانس از  آنطی 

 دهنده برانگیخته شده به فلوئوروفور گیرنده در فلوئوروفور

(. برای اینکه پدیده انتقال 7د)دهمیحالت حداقل انرژی رخ 

انرژی فلورسانس رخ دهد چندین مشخصه باید فراهم گردد 

بازده کوانتومی بالای  وجود -1 مل:که این مشخصات شا

همپوشانی مناسب طیف جذبی گیرنده با طیف  -2دهنده 

 1دهنده با گیرنده ) فاصله مناسب کروموفور -3نشری دهنده 

دوقطبی جهشی  سوی نسبی گشتاور -4 میکرون ( 10تا 

 (4گیرنده) دهنده و

گیری این مطالعه ایمونواسی رقابتی حساس  برای اندازه در

توکسین با استفاده از سیستم انتقال انرژی رزونانس اکرا

(FRET) اکراتوکسین  آنتیتلوریت )ـ  از کوانتوم دات کادمیوم

ساکن شده برروی سطح کوانتوم دات( به رودامین  بادیآنتی

اکراتوکسین( طراحی شده ـ  )قرار گرفته برروی سطح آلبومین

 بادیآنتیاکراتوکسین  آنتیواکنش ایمنی اختصاصی بین  است.

اکراتوکسین نشاندار شده موجب فلوئوروفور  کوانتوم دات و

)عمل  گیرنده( وکوانتوم دات عنوانبهرودامین )عمل کننده 

مجاورت فضایی یکدیگر قرار گرفته  عنوان دهنده( دره کننده ب

شدت فلورسانس  و FRETباعث رخداد پدیده  شده و

در صورت  و د.شومیمتعاقب تحریک نوری کوانتوم دات 

نمونه اکراتوکسین نشاندار شده با  حضور اکراتوکسین آزاد در

رودامین بطور رقابتی با اکراتوکسین آزاد  جایگزین شده  که 

 د. گردمیکه منجر به کاهش شدت فلورسانس رودامین 
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بادی آنتیاکراتوکسین  آنتیاده از کوانتوم دات حاوی با استف FRETوسنسور طراحی شده برای تشخیص اکراتوکسین براساس پدیده  شمای نانوبیـ 1نگاره 

زمانی مشاهده  نانومتر 505 طول موج عنوان گیرنده،  فلورسانس کوانتوم دات دره نشاندار شده با آلبومین اکراتوکسین ب 123 رودامین عنوان دهنده، وه ب

 د.شومیآن شدت نشر  بیوسنسور موجب کاهش قابل ملاحظه در نانو درصورت حضور اکراتوکسین  در نانومتر  القا گردد، و 375د که با نور شومی

 

 کار روش و مواد
 لازم  مواد

اکراتوکسین آنتی ،Aکونژوگه البومین اکراتوکسین  ،Aاکراتوکسین

A 2( کلرید کادمیوم ،بادیآنتیcdcl(،  بروهیدرید سدیم

(4NaBH،) ( پودر تلوریمTe ،)1-دی متیل  3) -3-اتیل

 -N(، EDC) کربودی آمید هیدروکلرید یل(امینوپروپ

 کمپانی سیگما (، ازNHS) هیدروکسی سوکسینامید

((St.Louis,http://www.sigmaaldrich.com  .تهیه گردید

 از شیمیایی دیگر همه مواد ( وTGAتیوگلیکولیک اسید )

 .Darmstadt, Germanyشرکت شیمیایی مرک )

http://www.merck.de)) .موارد فوق  بدون  همه خریداری شد

ها هم با استفاده از آب مقطر دوبار همه محلول سازی وخالص

 تقطیر شده تهیه شدند.

 Shimadzu fluorescence های فلورسانس درهمه طیف

spectrometer (japan://www.shimadzu.com .ثبت شدند 

تحت شرایط استاندارد  های نوری فوق درگیریهمه اندازه

 معمول انجام شد.

( تهیه شده از TEMتصاویر میکروسکوپ الکترونی انتقالی )

 ,H-600;Philips (NetherLandsکوانتوم دات از 

http://Philips.com) جهت مشخص کردن اندازه  آمد. دسته ب

 Malvern dynamic lightپخش کوانتوم دات سنتز شده  و

scattering (DLS) apparatus (UK, 

http://www.malvern.com .همه  و مورد استفاده قرار گرفت

 سه دفعه پیاپی تکرار گردید. زمایشات درآ

 ملاز لیوسا

وک ن نوک سمپلر زرد )ایران(، کیسه دیالیز یک رول )ایران(،

لوله فالکون  )ایران(، لیترمیلی 5میکروتیوب  سمپلر آبی )ایران(،

 )ایران ( لیترمیلی 12لوله فالکون لیتر،میلی 50

 لازمی هادستگاه

 ترواسپک شیکر، سانتریفیوژ، استیرر، فلوریمتر، ماری جوش،بن

 ظرف ریفلاکس  فلوریمتر،

 کار روش

 دهیپوشتلوریت ـ  کادمیومکوانتوم نقاط ذره نانو ساخت 

 TGA)تیوگلیکولیک اسید) با شده

http://philips.com)/
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 در  4NaBH گرم 280/0بوسیله  )eT(گرم از پودر تلوریم  1/0

 و  2Nهای حباب لیترآب مقطر دوبار تقطیر شده  بامیلی 10

رنگ  بعد از پنج ساعت، د.گردمیاحیاء  استیرر کردن شدید

محلول حاصل تحت  محلول از بنفش به سفید تغیر رنگ داد.

نیتروژن جهت حذف رسوب سفید تترابورات  شرایط اتمسفر

 )بوراکس( اولترا فیلتر شد. سدیم

ه ب را NaHTe بی بدون اکسیژن تازه تهیه شده ازسپس محلول آ 

 وبارداز آب مقطر  o2H2.5 2CdCl گرم 358/0 در لیترمیلی 200

 لیترمیلی 2/0 حضور در PH  10تقطیر شده اشباع از نیتروژن در

TGA ساز اضافه  شد.عامل پوشش پایدار کننده و عنوانبه 

 ا استیرراین ترکیب تحت شرایط اتمسفر نیتروژن )همزمان ب

 توانمیزمان رفلاکس  ریبوسیله تغی شدید( رفلاکس گردید و

ی حذف برا اندازه متفاوت برداشت کرد. را در هاداتکوانتوم 

ه داد پیش ماده اضافی  محلول خام  سه مرتبه با اتانول شستشو

ب سانتریفیوژ گردید. رسو 10000g دقیقه در 15برای  شد.  و

یط شرا در از آب پخش شد و رلیتمیلی 250حاصل دوباره در

به  آن نشر و القا ماکزیمم نگهداری گردید. C04دمای  تاریک و

 (.16و19بود ) نانومتر 375 و 535 ترتیب

 بادیآنتی نیاکراتوکس آنتی دات کوانتوم وکونژوگهینانوب هیته

 لیتریلیم  5از محلول کوانتوم دات تهیه شده با  لیترمیلی 1

 NHS4/0محلول لیترمیلی 5 ، ولیتردر گرم  EDC4/0محلول 

دمای  برای یک ساعت در و مخلوط، PH  6 لیتر در گرم در

 د.گردمیمحیط تاریک انکوبه  اتاق در

  بادیآنتیاکراتوکسین  آنتییخ نگهداری شده  متعاقبا محلول در

قطره قطره به محلول کوانتوم دات با گروه کربوکسیل فعال شده 

 برای یک و تیرر کردن ملایم اضافه،همراه با اس EDC/NHS با

د. برای اینکه تشکیل شومیشرایط تاریک نگهداری  ساعت در

کونزوگه شده با کوانتوم دات را  بادیآنتیاکراتوکسین  آنتی

 و بادیآنتیاکراتوکسین  آنتیمشخص کنیم. شدت جذب نمونه 

 280را درطول موج  بادیآنتیاکراتوکسین  آنتیکوانتوم دات 

 20 بعد از )ماکزیمم طول موج جذب پروتئین( قبل و رنانومت

 اسپکتروفتومتر در C04دمای  در  g 10000در دقیقه سانتریفیوژ 

تا زمان مصرف  C04ی در دمامحلول ذخیره  د.گردمیمحاسبه 

 (.12و19نگهداری کرد) توانمی

 نیرودام با نیاکراتوکسـ  نیآلبوم کردن نشاندار

از محلول  لیترمیلی 1مین را در رم از روداگمیلی 1ابتدا 

حل وسپس سرد گردید.  PH 6میلی مولار با  50بافرفسفات  

یلی مولار با م 50از بافرفسفات ) لیترمیلی 2محلول تهیه شده به 

PH6  خ یگرم از اکراتوکسین آلبومین خنک شده با میلی 1حاوی

رر مخلوط هموژنیزه بوسیله پی پت کردن آرام ومک اضافه شد.

 گرم درمیلی EDC (1از محلول  لیترمیلی 1سپس  یه گردید.ته

به  PH.6( درلیترمیلی 5/2میلی گرم در 1) NHS( ولیترمیلی 5/2

شرایط  در C04 و برای یکساعت در مخلوط تهیه شده اضافه،

متعاقبا آلبومین کونژوگه شده با  تاریک انکوبه گردید.

ا ب ر بافرفسفاتمیلی مولا 50برابر  اکراتوکسین رودامین در

PH4/7 برای مشخص  گردید. برای حذف ماده اضافی دیالیز

 شدت اکراتوکسین با ردامین،ـ  کردن نشاندار شدن آلبومین

 450اسپکتروفتومتر درطول موج  نوری مخلوط دیالیز شده در

 آلبومینـ  محلول اکراتوکسین گیری گردید.نانومتر اندازه

وری خاطر حساسیت نه ب شاهد درنظر گرفته شد. عنوانبه

شرایط تاریک  در C04 یخچال رودامین محلول ذخیره را در

 (.12و19های بعدی نگهداری شد)برای استفاده

 وسنسوریبی ابیارز

ده حساسیت نانوبیوسنسور طراحی ش ارزیابی توانایی و برای

مخلوط واکنش حاوی  جهت تشخیص اکراتوکسین،

 ین ور شده با رودامآلبومین اکراتوکسین نشاندا بیوکونژوگه

 بافر در اکراتوکسین بادیآنتیکوانتوم دات نشاندار شده با 

کلرید  و PH4/7لیتر با  میلی مولار در 50) فسفات سدیم

 تهیه گردید. در لیترمیلی مولار  100سدیم 

دقیقه جهت اطمینان از  3بعد از انکوباسیون واکنش به مدت 

کوانتوم  کسین وبیوکونژوگه اکراتو تشکیل کمپلکس ایمنی

مخلوط واکنش فوق درطول  ،بادیآنتیدات نشاندار شده با 



 با استفاده از كوانتوم دات FRETطراحی نانو حسگر زیستی رقابتی برای اكراتوكسین بر پایه 

 2695 

نشری را به  طیف تابشی و نانومتر تهیج گردید. 370موج 

انتخاب  نانومتر اسپکتروفلوریمتر 620تا  450گستره  ترتیب در

 15 نانومتر و 10 پهنای باند تابشی ونشری به ترتیب در گردید.

 (.12و19انتخاب گردید) نانومتر

توکسین اکرا ی مختلفی ازهاغلظتبرای ارزیابی توانایی سیستم 

  100-800 یهاغلظت الذکر دررا بصورت پیاپی به محیط فوق

ها همانند فوق سپس نشر مخلوط اضافه گردید. در لیترپیکوگرم 

 (.12مشخص گردید)

های تشخیص اکراتوکسین نمونه برای ارزیابی توانایی سیستم در

اکراتوکسین در  در لیترمیکرو مول  1لول ذخیره از واقعی مح

سپس بصورت ترتیبی به مخلوط  های سالم انسانی تهیه وسرم

انکوبه کردن  بعد از هاواکنش اضافه گردید. طیف نشری نمونه

 1cm pass-length ی اتاق دردر دمادقیقه  3واکنش به مدت 

quartz cell (12درشرایط ذکر شده فوق گزارش گردید). 

 

 جینتا
 شده هیته تیتلور ومیکادم دات کوانتومی ابیارز

نشری محلول خالص کوانتوم دات  طیف جذبی و 1نمودار  در

 .نشان داده شده است رودامین تهیه شده و کادمیوم تلوریت

وانتوم د که ماکزیمم اوج نشر کدهمینشان  آمدهنتایج  بدست 

 ب نشرو ماکزیمم اوج جذ نانومتر 535 طول موج دات در

 باشد.  نانومتر می 580و  510طول موج  رودامین به ترتیب در

FWHM  (Full Width of Half Maximum نصــف  پهنــا در

 مقدار بیشینه،  کمیتی بیانگر گستردگی یک تابع اسـت بصـورتی

آن متغیـر  که اختلاف بین دو مقدار متغیر مسـتقل اسـت کـه در

ــته  ــود را داش ــینه خ ــدار بیش ــف مق ــته، نص ــد ووابس  در باش

هرچه کـوچکتر باشـد نشـان از طیـف  سنجی کاربرد دارد.طیف

 د(.باشمیمتقارن  نشری ظریف و

که نشان از طیف  د.باشمینانومتر  35طیف جذبی کوانتوم دات 

ضمنا )با توجه به  د.باشمیمتقارن کوانتوم دات  نشری ظریف و

طول موج نشری کوانتوم دات وطول موج جذبی  (1نمودار 

دهند که برای رودامین ماکزیمم طیف هم پوشانی را نشان می

 د.باشمیضروری  FRETال پدیده وردن ایدهآبدست 

  
 انومتر(ن 535: 2)اوج  همپوشانی ایده ال بین نشرکوانتوم داتـ 1 نمودار

 (ومترنان 580: 3 )اوج آننشر  و نانومتر( 510: 1رودامین )اوج  جذب و

 

بدست  DLSوآنالیز  TEM از از تصاویر آمدهجزئیات بدست 

د که کنمیتائید  TGAاز کوانتوم دات پوشیده شده از  آمده

تک  نانومتر و 3کوانتوم دات کروی  با اندازه  درحدود 

 رد آمدهد. پخش کوانتوم دات بدست باشمیپاشندگی مناسب 

 ری نوری بالا بدون کاهشنشان از پایدا PH4/7 بافر فسفات

 دباشمیاثنای سه ماه  شدت فلورسانس در قابل ملاحظه در

 )نتایج نشان داده نشده است(

 

  
( و هیستوگرام Aتهیه شده از کوانتوم دات ) TEMتصویر ـ 2نگاره

 (Bتلوریت)ـ  چگونگی پخش اندازه کوانتوم دات کادمیوم



 هزاوهدجمال هاشمیفر، سیمهدی مظفری، منصور بیات، افشین محسنی

 2696 

 نیراتوکساک آنتی دات کوانتوم وکونژوگهینانوبی ابیارز

 بادیآنتی
 چگالی نوری نانوبیوکونژوگه محلول کوانتوم دات کاهش در

رعت سبعد از سانتریفیوژ با  بادیآنتیاکراتوکسین  آنتی

 تیآننانو متر دلالت براتصال محکم بین  280بالادرطول موج 

ضمنا قرار  کند.وکوانتوم دات را می بادیآنتیاکراتوکسین 

ات تغیری برروی کوانتوم د بادینتیآاکراتوکسین  آنتیگرفتن 

 د.کنمیدرطیف نشری ان ایجاد ن

 با نیاکراتوکس نیآلبوم کونژوگه شدن نشانداری ابیارز

 123نیرودام

مین اکراتوکسین با روداـ  برای تائید نشاندار شدن آلبومین

اسپکتروفتومتر  چگالی نوری مخلوط دیالیز شده فوق در

و نان 510ول موج رودامین  ماکزیمم جذب ط گیری شد.اندازه

نانومتر نشان از حضور  510 جذب قوی در د.باشمیمتر

 نمونه دارد. رودامین در

 و دات کوانتـوم نیبـی رزونانسـی انـرژ انتقـالی ابیارز

 12 نیرودام

 تیآنبا بروزواکنش ایمنی بین کوانتوم دات نشاندار شده با 

سین نشاندار وکاکراتـ  آلبومین )دهنده( و بادیآنتیاکراتوکسین 

د. شدت شومیمشاهده  FRET)گیرنده( پدیده  شده با رودامین

افه نانومتر به دنبال اض 580طول موج  فلورسانس رودامین در

 کسینکردن پیاپی محلول حاوی آلبومین کونژوگه شده با اکراتو

 تا ردر لیتمیکرو مول  /01نشاندار شده با رودامین  از غلظت 

 یافت.های خاص افزایش میدر دوره ردر لیتمیکرومول  06/0

نشر رودامین به طور وضوحی به  تغیرات مشاهده شده در

ین اکراتوکسن نشاندار شده با رودامـ  غلظت نهایی آلبومین

نی ژ آنتیهای اتصال اینکه همه جایگاه مگر نسبت مستقیم دارد

ده شن نشاندار اکراتوکسیـ  با آلبومین بادیآنتیاکراتوکسین  آنتی

ظت این صورت است که افزایش غل در با رودامین اشغال گردد.

بل ش قاآلبومین اکراتوکسین نشاندار شده با رودامین هیچ افزای

 ای در اوج نشر رودامین را ندارد.ملاحظه

اگر نمونه حاوی اکراتوکسین به محیط فوق اضافه گردد 

ر ااندشاکراتوکسین نـ  زاد بطوررقابتی با آلبومینآاکراتوکسین 

ژنی آنتیوردن جایگاه آشده با رودامین برای بدست 

د که این امر منجر به کنمیرقابت  بادیآنتیاکراتوکسین آنتی

یا افزایش فلورسانس  کاهش شدت فلورسانس رودامین و

 (2د.)نمودار گردمیکوانتوم دات سیستم 

  
کاهش درنشر کوانتوم دات)چپ( و رودامین  افزایش وـ 2نمودار 

کسین ی مختلف از اکراتوهاغلظتبه دنبال افزایش  ( به ترتیب)راست

 مخلوط واکنش زاد درآ

  
 رودامین و بین شدت فلورسانس کوانتوم دات و یوابستگـ 3نمودار 

 سرم انسانیر افزایش غلظت اکراتوکسین د
 

 د که ارتباط خوبی بینکنمیبطور وضوح مشخص  3 نمودار

 نانومتر با 580ل موج کاهش شدت فلورسانس رودامین درطو

 01/0 محدوده غلظت نمونه در افزایش غلظت اکراتوکسین در

حد  .وجود دارد در لیترمیکرومول  06/0 تا در لیترمیکرو مول 

 =K0S3LOD.-1,ه که براساس معادل LOD=2×10-12 تشخیص

گیری زهانحراف معیار اندا  0S حالتی که در دشومیتخمین زده 

 د.باشمینحنی کالیبراسیون شیب م K ( و=7n)شاهد 
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 بحث

را  FRETپایـه  این پژوهش، نانوحسگر حساس زیسـتی بـر در

ــرای کشــف اکراتوکســین ــا اســتفاده از ب ــی، ب اکراتوکســین  آنت

ده بـا اکراتوکسـین نشـاندار شــ  کونژوگه آلبـومین و بادیآنتی

 ایم.تلوریت ارائه دادهـ  کوانتوم دات کادمیوم رودامین و

 تلوریت یسیار تکـ  کوانتوم دات کادمیوماین مطالعه  در

محلول دراب جهت ساخت نانو بیوسنسور  پایدار و پاشنده،

ارزیابی نانوذره سنتز شده بوسیله  سنتز شده است.

کند تائید می DLSو  TEMاسپکتروفلوریمتر، اسپکتروفوتومتر،

 ند.باشمیمناسب  که این ذرات جهت طراحی نانوبیوسنسور

ف نشـری کوانتـوم دات وطـول مـوج تابشـی نجایی که طیـآاز 

بـه  تـوانمیند آنهـا را دهمیرودامین همپوشانی مناسبی را نشان 

د. )دهنــده( مناســب انتخــاب کــر )گیرنــده( و عنوانبــهترتیــب 

درحقیقت به علت طیف جذبی پهن کوانتوم دات حـق انتخـاب 

نجایی که کونژوگـه آاز  ای وجود دارد.طول موج نشری گسترده

اکراتوکسـین نشاندارشـده بـا رودامـین هـیچ شـدت ـ  نآلبومی

نـانتومتر  375ای را  درطول موج نشریفلورسانس قابل ملاحظه

ی بـرای طول موج القـای عنوانبهدهد این طول موج را نشان نمی

 آنتـیانتخـاب گردیـد. ترکیـب کوانتـوم دات بـا  FRETسیستم 

روه گـین از طریق اتصالات کووالانسـی بـ بادیآنتیاکراتوکسین 

 بـادیآنتیی آمینی هاگروه ( وTGA-capped QDs) کربوکسیلی

 .صورت گرفته است

بین کوانتـوم دات  FRETبرای مشخص کردن ماکزیمم سیگنال  

کونژوگه آلبومین اکراتوکسـین  ی متفاوتی ازهاغلظترودامین  و

 آنتـیکوانتـوم دات نشـاندار شـده بـا  شده با رودامین و نشاندار

ازی نانوحسگر زیسـتی مـورد سآمادهبرای  بادینتیآاکراتوکسین 

ال بـین کوانتـوم دات واکـنش ایمنـی ایـده آزمایش قرار گرفت.

ــا  ــده ب ــاندار ش ــینش ــین  آنت ــادیآنتیاکراتوکس ــومین  و ب آلب

 2اکراتوکسین نشاندار شده با رودامین درنسبت مولار درحـدود 

مولکول  این نسیت واکنش ایمنی بین دو که در فراهم  شد. 1به 

 د.باشـمیبینـی قابـل پیش بـادیآنتیاکراتوکسین با یک مولکول 

ــومین اکراتوکســین  ــزایش آلب ــایینتر اف ــولار پ درنســبت هــای م

نشاندارشده با رودامین درتشکیل کمـپلکس ایمنـی اکراتوکسـین 

دخالتی ندارد که ایـن امـر منجـر بـه کـاهش سـیگنال  بادیآنتی

FRET د.شومی 

 سـین درآزاد که به اکراتوک بادیآنتیر دراین شرایط بخاطرحضو

ند این منجر به  تخمـین کـم مقـدار غلظـت شومینمونه متصل 

ــه  ــالاهــاغلظت در د.گــردمیاکراتوکســین درنمون تر ی مــولار ب

افزایش اکراتوکسین نشاندار،  منجر به کاهش دقـت وحساسـیت 

خــاطر ه ایــن شــرایط بــ در د.شــومینانوحســگر زیســتی 

 اکراتوکسـین نشاندارشـده بـا رودامـین در حضورزیادی آلبومین

نانوحسگر تهیه شده اکراتوکسین بیشـتری بایـد اضـافه شـود تـا 

اکراتوکسـین  آنتـیهای اتصـال درجایگزینی رقابتی کسب مکان

ساسـیت غلبه کند که این امر منجر به کاهش دقت و ح بادیآنتی

ــایین هــاغلظتکشــف  نانوحســگر زیســتی بخصــوص در ی پ

 د.گردمینمونه  اکراتوکسین در

ــرف بیو ــک ط ــامولکولاز ی ــیی ه ــین  آنت ــادیآنتیاکراتوکس  ب

ا ووآلبومین کونژوگه شده با اکراتوکسین وقتی کـه بـه ترتیـب بـ

ابـل قند منجـر بـه انتقـال شومیکوانتوم دات ورودامین نشاندار 

 ند شومیتوجه انرژی بین کوانتوم دات ورودامین 

ن مایشـات تکمیلـی بیشـتر ایـبنابراین براساس نتایج فوق وبا آز

نمونـه  امکان وجود دارد کـه بتـوانیم غلظـت اکراتوکسـین را در

بیمار یا محصولات کشـاورزی بوسـیله مقایسـه کـردن سـیگنال 

 با منحنی استاندارد تخمین زده شود. آمدهبدست 

 نـد درتوانمینهایتا گرچـه فلوئوروفورهـایی هماننـد رودامـین 

ــردن  ــا وژنآنتینشــاندار ک ــا دربادیتیآنه های ایمونواســی ه

پایـه فلورسـانس مـورد اسـتفاده قـرار گیرنـد. امـا  هتروژن بر

ــی ــرخلاف ایمونواس ــرب ــین  های ب ــانس چن ــه نانوفلورس پای

نقـل دارنـد.  ضـمنا  هایی زمان بـر ومشـکل حمـل  وسیستم

مراحــل متعــدد شستشــو  نیازمنــد چنــدین محلــول اضــافی و

نظـیم تها  به سـادگی خـود علاوه بران نانوبیوسنسور ند.باشمی

 ند.شومی
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Bacher روش ابــداعی خــود  در  2012ســال  و همکــاران در

تشـخیص را  حـد دقیقـه و 20را  زمان انجام آزمـایش منفـرد

pg/ml1/0 (2در  ،)  حالیکــه Liao2010همکــاران درســال  و 

 ng/mlتشخیص را  حد دقیقه و 3زمان انجام آزمایش منفرد را 

1/0 (14  ،)Sapsford  زمـان انجـام  2006سال  و همکاران در

 ng/ml 3/0نـیم وحـد تشـخیص را  ساعت و 2 آزمایش منفرد

(15  ،)Xiulan زمان انجام آزمـایش  2006سال  همکاران در و

  ng/ml 5/2 (18،)تشـــحیص را  دقیقـــه وحـــد 10را  منفـــرد

Lamberti  زمان انجام آزمایش منفرد  2009و همکاران درسال

 و  ng/ml   3(13  ،)Xiulanخیص را حـد تشـ سـاعت و 4را 

دقیقه  10زمان انجام آزمایش منفرد را  2006سال  همکاران در

(. ایــن 17انــد). ذکــر کرده/ng/ml 1/0-05وحــد تشــخیص را 

مقایسـه  د که روش ابداعی مـا درباشمیمطلب کاملا مشخص 

بـا زمـان  (1های تحقیقاتی ذکـر شـده )جـدول با اغلب روش

بسـیار  pg/ml 220دقیقه وحدتشخیص  3رد انجام آزمایش منف

 .(1)جدولدباشمیتر مطلوب

 
 ص مایکوتوکسینییوسنسورهای توسعه یافته برای تشخانواع مختلف نانوب  ـ1جدول 

 
 منابع       ه حد تشخیص    گستر   یص   حد تشخ       گیرنده         عنوانبهنوع ماده مورد استفاد ه               روش تشخیص                          

 17       نامشخص                         ng/ml 5/2        نشاندارشده با طلا                       بادیآنتی                     ایمونوکروماتوگرافی      -1

 ng/ml 1/0-05/0ppb       50-2                 18                             نشاندار شده با طلا بادیآنتی                       ایمونوکروماتوگرافی    -2

3-Lateral –flow                                طلاـ  سته نقرهپوـ  نشاندار شده باهسته بادیآنتی     ng/ml 1/0                 14              نامشخص      

 13                  نامشخص                ng/ml   3                                                   بادیآنتی                           ریزارایه               -4

 pg/ml1/0               pg/ml 180-30           2   مستقر شده برروی سیم نقره                بادیآنتی                          ایمپدیمتریک         -5

 Cys-Anti-AFB1                                         ng/ml 3/0 ng/ml               1/5 -6/           .15 ریز ارایه)ایمونواسی رقابتی غیر مستقیم( -6

 اضرمقاله ح     pg/ml 220             pg/ml 800-100            م دات مستقر شده برروی کوانتو بادیآنتی                         FRETسیستم برپایه  -7

 
 

 و بـادیآنتیاکراتوکسـین  آنتـیکوانتوم دات نشاندار شده با 

ــا رودامــین  ــهآلبــومین اکراتوکســین نشــاندار شــده ب  عنوانب

  FRETسانسی تهیه شدند تا براساس پدیـدهنشانگرهای فلور

درحقیقت بـه محـت تشـکیل  .اکراتوکسین را شناسایی کنند

تـوم قـرار گرفتـه بـرروی کوان بـادیآنتیکمپلکس ایمنی بین 

 دات واکراتوکسین آلبومین نشاندار شده بـا رودامـین پدیـده

FRET ــد.رخ می ــاوی  ده ــه ح ــدن نمون ــافه ش ــام اض هنگ

ــین در ــین اکراتوکس ــین، رودام ــیله  اکراتوکس ــومین بوس آلب

کـاهش شـدت  ایـن باعـث د وشومیاکراتوکسین جایگزین 

ــین و ــوم دات  فلورســانس رودام ــزایش فلورســانس کوانت اف
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