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 نشانگر برای فاقد DNAمبتنی بر  شیمیاییالکترو حسگرزیستعملکرد نانوسازی بهینه

 انجیر موزاییک ویروس شناسایی
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 چکیده

مورد توجه  هدف نوکلئیک هایاسید دلیل حساسیت و دقت بالا در ردیابیهب شیمیاییالکترو هایحسگرزیست امروزه

های آن از جمله یماریباند. از طرفی به دلیل اهمیت اقتصادی درختان انجیر، تشخیص سریع و دقیق بسیار قرار گرفته

 یروسیو یهایماریب نیترو مخرب نیتراز مهم یکیعنوان به ،Fig Mosaic Disease (FMD) ،ریانج کیموزائبیماری 

مبتنی  ییایمیشالکتروحسگر زیستنانومطالعه،  نیدر ا کند.ایفا میثری در مدیریت این بیماری ؤ، نقش مریانج درختان

در این شد.  سازیبهینه آلوده یهادر نمونه FMV روسیو یو کم یفیک ییشناسا یبرا نشانگر مولکولی و فاقد DNAبر 

 تشکیل برای DNA کاوشگر غلظت هایپارامتر شده، طراحی حسگرزیست عملکرد بهبود و سازیبهینه جهت، راستا

 در ثیرأت بیشترین با زیستی محدوده در هیبریداسیون فرآیند انجام جهت لازم زمان و انباشته خود هایلایهتک

 -3 یمحدوده خط نیاول ون،یبراسیکال یمنحن یهابا توجه به داده گرفت. قرار بررسی مورد ،DNA حسگرزیست

حسگر زیستدست آمد. ( به2R=9967/0) صیتشخ بیو ضر  = 34.58x+4.81yبا معادله خط  کرومولاریم 3تا  کرومولاریم

 کاربریهمچنین بالا و  پذیریدارای پایداری،گزینش FMV ماده ژنتیکی صیتشخ جهت سازی شده در این پژوهشبهینه

 دهد.یرا م روسیواین  ییبالا جهت شناسا یی و دقتبا کارا یصیروش تشخ کی دینوبوده که  عیو سر آسان

 

 سازی، کالیبراسیونشیمیایی، بهینهالکترو حسگرزیست انجیر، موزاییک ویروس: یکلیدواژگان 

 

 مقدمه

 شناسایی سریع و دقیق برای متعددی های تشخیصیکیت گیاهی، هایگربیمار های شناساییروش بهبود با امروزه

کم  تشخیص دقت با شده شناخته هایگربیمار شناسایی به کنونی هاینوآوری اما اند،شده ایجاد گیاهی هایگربیمار

 .(Patel et al., 2022)است  شده محدود

 هایبیماری خیصـتش سمـمکانی نوع ترینپیشرو RNA و DNA زیستی هاینشانگر از استفاده با مولکولی تشخیص

؛ Firrao et al., 2005)آلوده  گیاهان و (Mikkelsen, 1996؛ Pividori et al., 2000؛ Liu et al., 2009; 2011)عفونی 

Haji-Hashemi et al., 2018a,b; 2019 ؛Papadakis et al., 2015 ؛Lau et al., 2017 ؛Patel et al., 2023؛Rana et al., 

  برای ردیـکارب وزهـح ترینکارآمد به لــدیـتب الـح در DNA بر یـمبتن تیـزیس هایگرـروزه حسـام. تندـسـه (2021
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 غلبه قدیمی هایروش هایپیچیدگی و نمونه اندازه محدودیت مانند تشخیص موانع بر که هستند ژنی هاییابیتوالی

 .کند¬می

 شیمیاییفیزیکو سازآشکار یک با را زیستی عناصر که است تحلیلی دستگاه یک DNA بر مبتنی زیستی حسگر

د ـکنمی بـترکی یتالـجـدی یـروجـخ با ازـسکارـآش کـی و دلـمب یک گر،ـحس تیـسـزی رندهـگی یک از متشکل

(Khan et al., 2020) .شوند،می تبدیل گیریاندازه قابل پاسخ به مبدل یک با زیستی هایپذیرنده تشخیص فرآیند، در این 

 الکتریکی پاسخ به( ترمودینامیکی و الکتریکی حرارتی، نوری، خواص) آن شیمیاییفیزیکو خواص در تغییرات را این مبدل

 گیریاندازه قابل پاسخ یک به و پردازش پردازشگر، توسط شده تولید پاسخ نهایت در و کندمی تبدیل گیریاندازه قابل

 .(Uliana et al., 2011؛ Kuehn, 2016؛ Luo et al., 2008؛ Adam et al., 2010)شود می تبدیل

دهند می ارائه کـیـنوکلئهای اسید شـجـسن رایـب ترساده و ترارزان تر،سریع جایگزین یک هاحسگرزیست

(Brazaca et al., 2021 ؛Mazlan et al., 2019)هایسگرـح نتی،ـس یونـبریداسـهی ایـهروش با هـایسـقـم . در 

 هایآنالیز به بتـنس لـحـدر م صـیـتشخ ل،ـحم تـیـقابل ودن وـک بـوچـد کـاننـم یـایـزایـم دارای یـستـزی

 دونـب م،ـک زینهـه ان،ـآس ردـکـعمل الا،ـب یـجرم یتـساسـ، ح(Wu et al., 2001؛ Silvestrini et al., 2015) ولیـمعم

 تندـک هسـنوکلئی اسید سریع اطلاعات ارائه با ولیـمولک صـخیـتش و (Cesewski and Johnson, 2020)ب ـسـبرچ

(Dai Tran et al., 2011 ؛Topkaya et al., 2016 ؛Jafari et al., 2019) .هیبریداسیون شدت و هدف فراوانی همچنین 

حسگر زیست عملکرد اساس. (Yu et al., 2017؛ Saylan et al., 2019) باشدمی DNA بر مبتنی زیستی هایحسگر اساس

DNA الیگونوکلئوتید ایرشته تک یک تثبیت حسگر، ژن یا (ssDNA )برای مبدل سطح در کاوشگر یک عنوانبه 

 .(Guliy et al., 2019؛ Rasheed and Sandhyarani, 2017) باشدمی آن هدف مولکول یا مکمل DNA توالی شناسایی

 هستند، ارزان و ادهـس یارـبس داربرچسب هایتکنیک با مقایسه در برچسب بدون شیمیاییالکترو هایحسگرزیست

نیست  ویهـثان بادییـآنت به ازیـین نیـوده و همچنـتر باهـتشخیص کوت فرآیند در آنها ساده و نمونه سازیآماده زیرا

(Du et al., 2012 ؛Mazloum-Ardakani et al., 2015). 

. شودایجاد می( FMV) انجیر موزاییک ویروس توسط انجیر درختان بیشترین خسارت اقتصادی از نظر دیگر، طرف از

 منطقه در ویژهبه جغرافیایی، مناطق از بسیاری در است که مهم میوه درخت گونه یک (Ficus carica) معمولی انجیر

 جدید خانواده از Emaravirus جنس به گونه متعلق (. اینDalkılıccedil et al., 2011) کندمی رشد مدیترانه ساحلی

Fimoviriadae (2018., et alElbeaino ) ویروس باشد. ژنوممی FMV قطعه شش صورتهب RNA منفی ایرشته تک 

باز یا  خواندنی چارچوب کـی دارای یـومـژن عاتـطـق نـای از دامـک رـه که (Elbeaino et al., 2009a, b) باشدمی

Open Reading Frame= ORF که باشدمی مونوسیسترون RNA3 باز جفت 1490 طول با ژنومی ساختار این در 

 NP ژن واقع کند. درمی تولید ( ویروسNPپروتئین نوکلئوکپسید ) عنوانبه دالتونکیلو 35 مولکولی وزن با را پروتئینی

 ژنی نسخه ترینفراوان عنوانبه و پذیرفته صورت آن از رونویسی سازی،همانند فرآیند در که باشدمی ویروسی ژن اولین

 عنوانبه پوششی هایپروتئین همانند بردارینسخه فرآیند طی تنوع وقوع امکان دلیل به و دارد وجود آلوده هایسلول در

 Walpita and؛ Nguyen and Haenni, 2003باشند )می مطرح هاویروس در ژنتیکی تنوع بررسی جهت مناسبی کاندید

Flick, 2005)ایپیسه و موزائیکی علایم متنوعی از جمله آلوده درختان و بوده متنوع و گسترده بیماری این در . علایم 

 نشان را های نارسمیوه ریزش همراه به هامیوه و هابرگ روی بر نکروزه هایلکه وجود و هابرگ شکلیبد همچنین و

 از امر این که شوند شکلبد و معمول اندازه از ترکوچک است ممکن آلوده هایانجیر ارقام برخی در هامیوه .دهندمی

 اریوفید هایکنه توسط مکانیکی انتقال امکان داشت. همچنین خواهد دنبال به را عملکرد کاهش کیفی و کمی لحاظ

 در FMV گسترش مدیریت برای روش ترینثرؤم شده ییدتأ و سالم نهال کاشت. (Elbeaino et al., 2018) وجود دارد

 باشد.می انجیر درختان

های مختلفی جهت ا روشـهران و سایر کشورـاری در ایـبا توجه به اهمیت اقتصادی درختان انجیر و شیوع بیم

و  Real time PCRهای ها عبارتند از آزموند. این روشـدنـی شـرفـعـوده مـای آلـهونهـدر نم FMVایی ـاسـشن
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Reverse Transcription= RT-PCR (Alimoradian et al., 2016 ؛Alsaheli et al., 2021 ؛Caglayan et al., 2012 ؛

Elbeaino et al., 2009b ؛Walia et al., 2009) ، Reverse Transcription Loop Mediatioed Isothermal 

Amplification= RT-LAMP (Ishikawa et al., 2015)کلونال سرم پلی، تولید آنتی(Shahmirzaie et al., 2019)  و

. بنابراین تشخیص دقیق و حساس این ویروس (Rajabi et al., 2022)بادی نوترکیب مونوکلونال اختصاصی توسعه آنتی

طراحی شده بر اساس  FMVحسگر سازی زیستتر ضروری است. در این مطالعه بهینههای آلوده در زمان کوتاهدر نمونه

 فرآیند انجام جهت لازم زمان بررسی و انباشته خود هایلایهتک تشکیل برای DNA کاوشگر غلظت هایمترپارا

تر ویروس موزاییک انجیر تر و سریعبرچسب برای تشخیص و شناسایی دقیقشیمیایی بدون الکترو DNA هیبریداسیون

 .مورد بررسی قرار گرفت

 

 هامواد و روش

 تبدیل با ربعیم موج ولتامتری و( Circular Voltametery= CV) ایچرخه ولتامتری شامل شیمیاییالکترو هایآزمون

 پتانسیواستات دستگاه با (Fast Fourier Transformation-Square Wave Voltametery= FFT-SWV) سریع فوریه

UltralabVoltammetry مدل Modern voltammetry system: M-ENA-V2012 شیمیالکترو انیستیتو در که دش انجام 

 شیمیاییترولکا امپدانس اسپکتروسکوپی آزمون برای. ستشده ا ساخته و طراحی نوروزی پرویز دکتر توسط تهران دانشگاه

(Electerochemical Impedance Spectrometery= EIS )شرکت پتانسیواستات دستگاه از PalmSens4 به متصل هلند 

 و کمکی کترودال عنوانبه پلاتین الکترود مرجع، الکترود عنوانبه Ag/AgCl الکترود معمولی الکترودی سه سیستم یک

 دقیق گیریی اندازهراـب. شد استفاده کار الکترود عنوانبه متردو میلی قطر با شکل دیسکی ایشیشه کربن الکترود از

pH از pHشرکت ساخت متر Shanghai San-Xin مدل MP512 precision مدل ترازو از همچنین .یدگرد استفاده 

Sartorius analytic A200 مدل  صوتفرا حمام وBranson Ultrasonics B8510 شد استفاده.  

( NaClمولار و غلظت نمک سدیم کلرید )میلی 10( با غلظت Phosphate Buffer Saline= PBSافر فسفات نمکی )ب

فاده شد. جهت است ۸برابر  pHمولار در میلی 10( با غلظت EDTA) دیاس کیاست تترا نیآمید لنیاتمولار و میلی100

برابر با  pHمولار و میلی 100با غلظت  NaClمولار و یلیم 10با غلظت  PBSنیز از بافر  DNAهای های نمونهسازیرقیق

با  PBSافر بامل استفاده شد. بافری تحت عنوان بافر شوینده از مرحله تثبیت کاوشگر به بعد استفاده شد که ش 4/7

گیری نیز شده در اندازه شد. بافر استفاده ساخته 7 برابر pHمولار در میلی 137 با غلظت NaClمولار و میلی 50غلظت 

PBS میلی 10 با غلظت( مولار و پتاسیم کلریدKCl )2/0  مولار باpH  استفاده شد. 4/7برابر 

 مربوط هدف توالی :شامل که شد خریداری پیشگام از شرکت مصنوعی DNA هاینوکلئوتیدلیگوا تمام مطالعه این در

 کـت DNA های، توالی('GTGTTTCGGACGTCGTGAG-3-'5)بازی 19 مصنوعی نوکلئوتیدالیگو یک ،FMV به

و  (Tiol-CTCACGACGT CCGAAA CAC-3'5')صورت دف بهـه یـتوال ندهـکنیلـمـکـت گرـاوشـک ایهـتـرش

ورت ـصبـه تـسـزی رـگــســح ابــخــتــان یـــابــارزی (FMV-Mt) (NC) لـمــکـم رــیــغ دفـــه هــالــبـدن

('-GTCATACTGATACATGACCTG-3'5) بود. 

 مکمل) شده تیولدار ،کاوشگرssDNA نظر، مورد بستر سازیآماده از پس ابتدا در زیستی حسگر ساخت به منظور

 بر نظر، مورد توالی شناسایی کاوشگر عنوانبه وندهتشکیل ش خود لایه تک روش از استفاده با( هدف DNA رشتهتک

 و گرفته رقرا هدف DNA رشتهتک معرض در الکترود بعد مرحله در. گردید تثبیت شده ایجاد طلای ذره نانو سطح روی

 امپدانس پیکوـاسپکتروس مربعی، موج ای،هـچرخ ولتامتری طـتوس راحلـم این یهـکل. رفتـگ انجام یونهیبریداس

 استفاده با( هیبریداسیون از بعد و قبل) جریان اختلاف گیریاندازه از استفاده با و گرفته قرار بررسی مورد شیمیاییالکترو

 امپدانس سنجیطیف از حسگردر تمام مراحل ساخت زیست .برد پی هدف DNA غلظت به توانمی FFT-SWV روش از

 استفاده شد. ایچرخه گرامولتامو هایداده ییدأت جهت شیمیاییالکترو
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 (FMVموزائیک انجیر ) ویروس شناسایی برای DNA شیمیاییهای الکتروحسگرزیست -1شکل 

Fig. 1. Outline of DNA electrochemical biosensors label free to identify Fig Mosaic Virus (FMV) 

 

 اصلاح لکترودا سطح بر شده تثبیت کاوشگر با هیبریداسیون بررسی و( FMV) هدف DNA گیریاندازه منظوربه

 متر ازانون 10 محلول حاوی بشر درون الکترود که صورت این استفاده شد. به محلول در هیبریداسیون از روش شده،

DNA بافر با شده رقیق هدف PBS و  مولارمیلی 10 غلظت باNaCl مولار ومیلی 100 غلظت با pH به و 4/7 با برابر 

 به الکترود ،مشخص زمان این گذشت از بعد گرفت. قرار شد،می زده هم آرامی به محلول کهحالی در دقیقه 45 مدت

 یابیمشخصه نظورم به نیز مرحله این در. شد شسته شوینده بافر با دقیقه 2 مدت به نشده، هیبرید هایرشته حذف جهت

 محلول در ثانیه بر ولت 1/0 روبش سرعت با ولت۸/0 تا -3/0 محدوده در پتانسیلی با ایچرخه متریولتا روش از سطح

 10 فسفات بافر با سازیمحلول مولار کهمیلی 5/2 غلظت با فروسیانید مولار ومیلی 5/2 غلظت با سیانید فری پتاسیم

 .شد استفاده ،4/7 برابر pH مولار درمیلی 2/0 با غلظت KCl مولار ومیلی

 دستبه منظور به FFT-SWVسریع  فوریه تبدیل با مربعی موج ولتامتری روش از شده حسگر طراحیزیست در

  .شد استفاده DNA هایتوالی هیبریداسیون به زیستی حسگر پاسخ آوردن

 ،DNA حسگریستز در ثیرأت بیشترین های واجدپارامتر شده، طراحی حسگرزیست عملکرد بهبود سازی وجهت بهینه

 انباشته خود هایلایهتک تشکیل برای DNA کاوشگر غلظت شده، بررسی هایپارامتر ترینمهم. قرار گرفت بررسی مورد

 پاسخ بر کاوشگر غلظت اثر بررسی منظور به .بود زیستی محدوده در هیبریداسیون فرآیند انجام جهت لازم زمان و

 با DNA کاوشگر معرض در را حسگرزیست سپس و کرده آماده یکسان شرایط در را مجزا الکترود پنج حسگر،زیست

 ولار،ـمیکروـم 5 ولار،ـمکروـمی 3 مولار،میکرو 1 هایتـلظـغ در لیترروـمیک 10 میزان به گذاریقطره روش از استفاده

 سلسیوس رجهد 4 دمای در دقیقه 90 مدت به تاریک و مرطوب محفظه سپس. گرفت قرار مولارمیکرو 10 و مولارمیکرو 7

 روش از استفاده با هادالکترو تمام بعدی مرحله در. شد شسته شو،وشست بافر با هاالکترود سطح آن، از بعد شد؛ داده قرار

 به توجه با ایتنه در. شد داده قرار هدف توالی مولارپیکو 500 محلول در دقیقه، 60 مدت به محلول در هیبریداسیون

به  .شد مشخص DNA کاوشگر برای غلظت بهترین هیبریداسیون، از بعد و قبل مرحله در حسگرزیست پاسخ اختلاف

. شد برده پیش لازم هایگذاریلایه و تمیز هاالکترود ابتدا در حسگر،زیست پاسخ بر هیبریداسیون زمان اثر بررسی منظور

 مرطوب فظهمح در دقیقه، 90 مدت به گذاریقطره روش به لیترمیکرو 5 غلظت با کاوشگر DNA از لیترمیکرو 10 سپس

 مرحله این زا آمده بدست پاسخ و شد شسته شو،وشست بافر با سپس. شد داده قرار سلسیوس درجه 4 دمای در تاریک و

 هیبریداسیون وشر به مولار،پیکو 500 غلظت با هدف نوکلئوتیدالیگو با هیبریداسیون فرآیند بعدی مرحله در. شد ثبت

 در. شد انجام یقهدق 75 و دقیقه 60 دقیقه، 45 دقیقه، 30دقیقه، 20 دقیقه،10 دقیقه، 5 هایزمان مدت در محلول، در

 منظور به .شد محاسبه مشخص هایزمان در کاوشگر لایه به نسبت پاسخ اختلاف و شد ثبت حسگرزیست پاسخ نهایت

 مولارمیکرو 100 تا 0 غلظت با هدف هاینوکلئوتیدالیگو استاندارد هایمحلول از کالیبراسیون، منحنی آوردن بدست

 .شد استفاده

 سپس و شد داده قرار تماس در شده ساخته DNA هایحسگرزیست با قبلی، هایقسمت در شده گفته فرآیند طبق

 هـنـدام و هرتز 20 فرکانس با ولت ۸/0 تا -2/0 از پتانسیل اعمال با سریع فوریه تبدیل با مربعی موج هایگرامولتامو
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و  مولارمیلی 5/2 غلظت با سیانید فری پتاسیم محلول در گیریاندازه. شد انجام چرخه 16تعداد  در ولتمیلی10 پالس

 pH درمولار میلی 2/0با غلظت  KCl ومولار میلی 10فسفات  بافر با سازیمحلول ،مولارمیلی 5/2غلظت  با فروسیانید

 کمی گیریاندازه جهت شده، سازیبهینه DNA حسگرزیست توانایی بررسی منظوردر نهایت به .شد انجام 4/7 برابر با

 در مولارپیکو 10 و مولارپیکو 5 غلظت با ویروس توالی از هاییمحلول آلوده، هاینمونه در FMV ویروس ژنوم توالی

 در آمده بدست پاسخ سپس. شد ثبت FFT-SWV روش از استفاده با حسگرزیست پاسخ. شد تهیه سالم گیاه عصاره

 شد. محاسبه ویروس توالی غلظت و شد گذاریجا کالیبراسیون منحنی در آمده بدست خط معادله

 

 نتایج

 و کیفی شناسایی نظورم به برچسب ساخته شده بدون شیمیاییالکترو DNAزیست حسگر  یک پژوهش، این در

 سطح روی شده تثاب پروب با هیبریداسیون مطالعه نتایج. شد بهینه آلوده هاینمونه در انجیر موزاییک ویروس کمی

 دسترسی که ددا نوکلئوتیدی ویروس موزائیک انجیر( نشان توالی) هدف DNA گیریاندازه برای شده اصلاح الکترود

  .است یافته افزایش الکترود سطح روی شده ثابت پروب به هدف هایمولکول

ویروس موزائیک  DNAهای توالی هیبریداسیون به حسگرزیست پاسخ دریافت منظور به شده طراحی حسگرزیست در

 برهمکنش زا ناشی هیبریداسیون حقیقت، در. شد استفاده سریع فوریه تبدیل با مربعی موج ولتامتری روش از انجیر

 هاییگونه یا فعالالکترو گونه نفوذ فرآیند شدن کند موجب الکترود، سطح در کاوشگر DNAتوالی  و هدف DNAتوالی 

 بنابراین. شودمی رامولتاموگ کاهش موجب نتیجه در و شودمی است وابسته هاآن به انتقال برای فعالالکترو گونه که

 بریداسیونهی از بعد و قبل جزئی، اختلافات حذف جهت DNA حسگرزیست از حاصل( I∆)ولتاموگرام  جریان اختلاف

 شود. می گرفته نظر در

 غلظت به وجهت با زیستی حسگر پاسخ در تغییرات ،DNA زیستی حسگر بر تأثیر بیشترین دارای پارامتر نتایج بنابر

 هایغلظت در و زایشاف مولار،میکرو 5 تا کاوشگر غلظت افزایش با حسگرزیست پاسخ. است الکترود سطح روی ثابت پروب

 و فضایی ممانعت زایشاف نتیجه در هیبریداسیون بازده کاهش دهندهنشان کاهش این. یابدمی کاهش کاوشگر، بالاتر

 فرآیند .باشدمی لارمومیکرو 5 الکترود سطح بر کاوشگر تثبیت برای بهینه غلظت بنابراین. باشدمی استاتیکیالکترو

 ،45 ،30 ،20 ،10 ،5 مدت به محلول در هیبریداسیون با مولارپیکو 500 غلظت در هدف نوکلئوتیدالیگو با هیبریداسیون

 (. 1 شکل)شد  ارزیابی کاوشگر لایه به پاسخ در تفاوت همچنین و زیستی حسگر پاسخ و دقیقه 75 و 60

 دلیل به کرد، أییدت را ویروس موزائیک انجیر DNA توالی غلظت افزایش کالیبراسیون، منحنی برای آمدهبدست نتایج

 جرم انتقال برابر در تیکیاستاالکترو و فضایی دافعه ای،رشته دو ویروس موزائیک انجیر DNA یابیتوالی و هیبریداسیون

. یابدمی کاهش سریع فوریه تبدیل با مربع ولتاموگرافی موج در اوج جریان الکترود، سطح به الکترون انتقال و ردوکس

 (.2 شکل) شد مشاهده مختلف هایغلظت در هدف توالی برای FFT-SWV پاسخ در توجهی قابل تغییرات

 شیب با (I∆) مقدار هدف، DNA ظتغل مقدار افزایش با ابتدا در ،2آمده در شکل بدست هایولتاموگرام به توجه با

 پاسخ. یابدمی کاهش تقریباً اسخپ تغییرات شیب مولار،میکرو 10 از بالاتر هایغلظت در اما یابد،می افزایش زیادی نسبتاً

 افزایش نیز و هدف DNA از رکاوشگ انباشته خود هایلایه تک شدن اشباع به توانمی را بالا هایغلظت در کمتر شیب با

 .داد نسبت هالایه تک این در استاتیکیالکترو و فضایی ممانعت

 -3 محدوده در خطی محدوده دارای شده طراحی DNAحسگر زیست است، شده داده نشان 3 شکل در که همانطور

 این در .است 9967/0برابر با  2R تشخیص ضریب و  = 34.58x+4.81y خطی معادله با مولارمیکرو 3 تا مولارمیکرو

 مجزا DNA حسگرزیست سه از آمده بدست پاسخ میانگین مقدار هدف، DNA از غلظت هر ازاء به کالیبراسیون، منحنی

 شده طراحی DNA حسگرزیست توانایی بررسی .شد استفاده خطا مقدار دادن نشان جهت هاآن استاندارد انحراف و بوده

 حسگرزیست خوب عملکرد دهندهنشان واقعی هاینمونه موزائیک انجیر در ویروس ژنوم توالی کمی گیریاندازه برای

DNA تکنیک اساس بر FFT-SWV زیستی است پیچیده بافت در . 
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 مولارمیکرو 100 به مولارمیکرو 0 با تماس در DNA زیست حسگر یک سریع فوریه تبدیل با مربعی موج ولتاموگرافی -2شکل 

 در گیریاندازه. شد انجام سیکل 16 در هرتز 20 فرکانس در ولت 1 تا -6/0 پتانسیل اعمال با ویروس موزائیک انجیر DNA توالی

 غلظت و مولارمیلی 10 فسفات بافر با که مولارمیلی 5/2 غلظت با فروسیانید و مولارمیلی 5/2 غلظت با پتاسیم آهن سیانید محلول

 .شد حل 4/7برابر با  pH در KCl مولارمیلی 2/0 نمک

Fig. 2. Square-wave voltammogram was performed by rapid Fourier transform of a DNA biosensor in 

contact with 0 µM to 100 µM of target FMV- DNA sequence by applying a potential of -0.6 to 1 volts at a 

frequency of 20 Hz in 16 cycles. Measurements in a solution of potassium ferric cyanide with a 

concentration of 2.5 mM and ferrocyanide with a concentration of 2.5 mM, which was solubilized with a 

phosphate buffer of 10 mM and a salt concentration of 0.2 mM KCl at a pH of 7.4. 

 

 
 ونکالیبراسی منحنی. DNAزیست حسگر  توسط شده گیریاندازه هدف DNA غلظت با جریان پاسخ خطی رابطه -3 شکل

 لتامتریو روش اساس ویروس موزائیک انجیر بر DNA مولارمیکرو 120 تا مولارمیکرو 0 غلظت محدوده در DNA زیستی حسگر

 .است شده طراحی سریع فوریه تبدیل با مربع موج
Fig. 3. Linear relationship of current response vs target DNA concentration measured by DNA 

biosensor. DNA biosensor calibration curve designed in the concentration range of 0 µM to 120 µM of 

FMV target DNA based on square wave voltammetry method with fast Fourier transform. 

 

 پاسخ افزایش. یابدمی کاهش آن از پس و یافته افزایش دقیقه 70 تا هیبریداسیون زمان افزایش با حسگرزیست پاسخ

 را مانز این از پس پاسخ کاهش همچنین. است الکترود سطح روی بر هدف رشته بیشتر تجمع از ناشی دقیقه، 70 تا

 فضایی ممانعت یشافزا و محلول خوردن هم به نتیجه در انباشتهخود هایلایه تک کاهش و دیدن آسیب به توانمی

 .(4داد )شکل  نسبت الکترواستاتیکی، دافعه و سطح



 1402 سال ،1 شماره ،12 جلد ،کاربردی پزشکیگیاه

71 

 

 
 هیبریداسیون انجام زمان به نسبت حسگرزیست پاسخ منحنی -4 شکل

Fig. 4. Response curve of biosensor hybridization time, differences in response to layer probes (ΔI) at 

specific times. 
 

 بحث

 خود به را سیاریب توجه زیستی هایحسگر توسعه و طراحی در خود توانایی دلیل به نانو فناوری اخیر، هایدهه در

 موادنانو از. شود هاحسگر نآ خواص بهبود باعث تواندمی زیستی هایحسگر تولید در موادنانو از استفاده. استکرده جلب

 .کرد استفاده زیستی هایحسگر طراحی در نشانگر عنوانبه یا هالایه اصلاح برای توانمی

 تشخیص فرآیند هایویژگی با را شیمیاییالکترو هایروش تحلیلی قدرت ،DNA شیمیاییالکترو هایحسگرزیست

 را DNA یونـبریداسـهی ترعـریـس و رـتقـدقی تر،ساسـح یصـخـتش دـنوی که کنندمی یبـترک نوکلئیک اسید

 پاسخ ی،ادگـس یلــدل به سبـبرچ دونـب شیمیاییروـالکت نیـایم هایگرـحس .(Fotouhi et al., 2013)ند ـدهمی

 یـروسـوی یاـهماریـبی صوصـبخ هابیماری خیصـشـت برای گسترده طوربه واقعی زمان در نظارت انــامک و ریعــس

 حساسیت ،کم زینهـه ندـمان بیـاسـمن ایـهژگیـوی دارای هاحسگر این. (Brazaca et al., 2021)شوند  می استفاده

 روی بر اـهمارگرـبی ریعـس شخیصـت وریت ـهای مدیرورتـداقل ضـح (Tian et al., 2020) آسان حمل قابلیت بالا،

؛ Felix and Angnes, 2018؛ Furst and Francis, 2018؛ Mishra et al., 2018؛ Amiri et al., 2018) تندـهس سطوح

Duffy and Moore, 2017 ؛Rastogi and Singh, 2019).  

 یک با ندتوامی که شودمی شناخته کاوشگر یک عنوانبه( ssDNA) ایرشته تک DNA یک هیبریداسیون، فرآیند در

 رآیندف این. دهد تشکیل الکترود سطح روی را( dsDNA) شده هیبرید ایرشته دو DNA یک و شود هیبرید مکمل رشته

 زیستی تجزیه قابلیت و دنبو فعالالکترو دلیل به فلزی اکسید و فلزی ذراتنانو از. است برخوردار بالایی ویژگی و کارایی از

 دارای ذراتنانو بر مبتنی هایسنجش. شودمی استفاده بسیار DNA زیستی هایحسگر در نشانگر عنوانبه عالی، بسیار

 از یکی .باشدیم بالاتر پذیریگزینش و حساسیت مانند معمولی تشخیصی هایسیستم به نسبت توجهی قابل مزایای

 دلیل به ذرهاین نانو. هستند( AuNPs) طلا ذراتنانو زیستی، هایحسگر ساخت برای استفاده مورد ذراتنانو بهترین

 ایبر خوبی بستر بالا، کاتالیستیالکترو و عالی الکتریکی رسانایی بالا، حجم به سطح نسبت مانند فرد به منحصر خواص

شود می یافته توسعه ستیـزی حسگر با قـابـمط بهتر حساسیت و پایداری به منجر که دهدمی ارائه DNA تثبیت

(Kerman et al., 2004؛Authier et al., 2001 ؛Sedlackova et al., 2020)کاوشگر . ابتدا DNA سطح روی شده تیوله 

 DNA وشگرکا یک روی آمینه گروه به تا هشد کربوکسیله کامپوزیت لایه سپس. شودمی حرکتبی شده اصلاح الکترود

 .(Sun et al., 1998)شود  هیبرید خود مکمل DNA با سپس و شود متصل

 در. ستا هدف دنباله هیبریداسیون سینتیک کنندهکنترل عوامل از یکی الکترود سطح روی ثابت کاوشگر چگالی

 سطح روی بر الاب پروب تراکم ایجاد تشخیص، حد بهبود نتیجه در و بهتر هایپاسخ به دستیابی منظور به موارد، بیشتر

 فضایی مانع ادایج باعث تواندمی الکترود سطح روی پروب بالای چگالی دیگر، سوی از. شودمی گرفته نظر در الکترود

 .(Movilli et al., 2018)شد  گرفته نظر در بهینه مقدار یافتن برای لازم اقدامات بنابراین شود،
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 حیاتی هایویژگی از پذیریگزینش (Idili et al., 2014)اتصال  میل زیستی، حسگر عملکرد و طراحی در مهم نکات از

 یک برابر در زیستی شناسایی جزء کدام اینکه استنباط بنابراین،. کند هدایت را تشخیص نوآوری کل تواندمی که است

 .(Esfandyarpour et al., 2013)است  دشوار شود، استفاده معین هدف بیمارگر

 یکی. است مهم بسیار امری هیبریداسیون عوامل مؤثر بر فرآیند کنترل حسگر،زیست یک هیبریداسیون طی فرآیند

 طوربه یداسیونهیبر بازده محیط، یونی قدرت افزایش با. باشدمی محیط یونی قدرت بازده در مهم بسیار عوامل از

 الکترود سطح در ستاتیکالکتروا دافعه کاهش دلیل به افزایش این. (Lucarelli et al., 2004)یابد می افزایش ایفزآینده

 توسط هدف DNA و ssDNA در فسفات هایگروه از ناشی منفی بار بالا، یونی قدرت با هاییمحیط در زیرا دهد؛رخ می

 صورتبه هیبریداسیون ازدهب نتیجه در. کندمی کم را استاتیکالکترو دافعه و شودمی احاطه مخالف بار با هایییون

را این امکان وجود زی کرد؛ استفاده نمک برای شده بهینه غلظت از بایستفرآیند می این در. شودمی افزوده گیریچشم

 .گردد نیز اشتباه توالی و کاوشگر بین برهمکنش پایداری موجب نمک بالای غلظت دارد که

 عواملی از دیگر یگیرد. یکانجام می محیطpH در هیبریداسیون فرآیند و باشدمی pH از مستقل اساساً هیبریداسیون

 درجه 20 در ونهیبریداسی میزان بالاترین. است دما دهد،می قرار تأثیر تحت بسیار را DNA هیبریداسیون سرعت که

  .(Rasheed and Sandhyarani, 2017)است  شده گزارش رشته دو DNA (Tm) ذوب دمای از ترپایین سلسیوس

 هدف DNA و کاوشگر DNA اگر. دارد معکوس رابطه DNA رشته توالی طول با هیبریداسیون سینتیک این، بر علاوه

 کافی اندازه به باید کاوشگر. (Lucarelli et al., 2004)یابد می کاهش حساسیت فضایی، ممانعت دلیل به باشند، بلند

 کاوشگر دیگر، رفط از. کند تضمین را اختصاصیغیر توالی زیادی تعداد حضور در اختصاصی اتصال بتواند تا باشد طولانی

در  مارپیچ ورتصبه هاکاوشگر تربلند هایتوالی در. نباشد مطلوب DNA هیبریداسیون برای است ممکن طولانی خیلی

 .(Palecek and Fojta, 2005)دهد  کاهش را هیبریداسیون بازده ممکن است مورد همین و سطح درآمده

 کوتاه دوره. شودمی تنظیم هیبریداسیون زمان کنترل با هدف DNA تشخیص خطی دینامیکی محدوده 

 .(Felix and Angnes, 2018)شود می تریگسترده خطی دینامیکی دامنه ایجاد باعث هیبریداسیون

 هدف دسترسی میزان زیرا است محلول در هیبریداسیون از ترکند جامد سطوح در سینتیک هیبریداسیون واکنش

است  نیاز اسب،من بازدهی به دستیابی برای لذا به زمان بیشتری و بوده کمتر جامد سطح روی بر شده تثبیت کاوشگر به

(Erdem et al., 1999). 

شیوع  با توجه به اهمیت اقتصادی درختان انجیر و .است شده شناساییهای متعددی توسط آزمون FMVتاکنون 

ات اقتصادی ها، شناسایی و تشخیص سریع و آسان بیماری به منظور جلوگیری از خساربیماری در ایران و سایر کشور

سریع  های تشخیصهای زیستی دقیق با چارچوبسنگین بسیار ارزشمند است. متعاقباً، تقاضای زیادی برای حسگر

بر محدودیت  وسازی یک حسگر زیستی قابل حمل، ساده و ارزان بسیار مهم بوده ویروسی وجود دارد، از این رو بهینه

ثر در ؤهای مبا توجه به بررسی پارامتر شپژوه این در. (Amiri et al., 2018)کند های پیشین غلبه میاستفاده از روش

 نجیر،ا موزاییک بیماری عامل ویروس تشخیص جهت شده سازیبهینه DNA حسگرحسگر، زیستبهبود عملکرد زیست

 سرعت و سهولت هب توجه با حسگراین زیست. داد نشان خود از مناسب پذیریتکرار پایین و تشخیص حد بالا، حساسیت

 هنگام زود شخیصت جهت بالایی پتانسیل ،PCR نظیر زیستی برزمان و برانرژی هایروش به نسبت استفاده در بالا

 .دارد انجیر موزاییک ویروس

 

 یسپاسگزار
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ABSTRACT 

Today, electrochemical biosensors are highly regarded due to their high sensitivity and accuracy in tracking target 

nucleic acids. On the other hand, due to the economic importance of fig trees, rapid and accurate diagnosis of its 

diseases, including Fig Mosaic Disease (FMD), which is one of the most important and destructive viral diseases of 

fig trees plays an effective role in the management and control of this disease. In this study, a novel label free 

electrochemical DNA-based biosensor was optimized to qualitatively and quantitatively identify the presence of FMV 

in the infected samples. In this regard, in order to optimize and improve the performance of the designed biosensor, 

the concentration parameters of the DNA probe to form self-assembled monolayers and the time required to perform 

the hybridization process in the biological range with the greatest impact on the DNA biosensor were investigated. 

According to the data of the calibration curve, the first linear range at -3 μM to 3 μM was obtained with the equation 

of the line y= 4.81x+34.58 and the detection coefficient (R2= 0.9967). In this research, the omtimized biosensor to 

detect a stable, high selective, easy and fast FMV-DNA, promises a diagnostic method with high efficiency and 

accuracy. 
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