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نشانگرهاي  قیدقزودهنگام و  صیتشخ .تدر سراسر جهان اس ژهیو يهابخش مراقبت در ومیرگمر یاز علل اصل یکی سیسپس -یدهچک

 ينـور  حسگر زیستیاز یک مقاله،  نی. در ااست یاتیح ازین کیو کاهش مرگ،  يماریب شرفتیاز پ يریدر جلوگ سیسپس با مرتبط زیستی

 C (CRP) دهندهواکنش نیپروتئگیري متخلخل، براي اندازه نسیلیکو بستر دربازتابی  تداخل فوریه تبدیل سنجیبر پایه طیف بدون برچسب

با انـدازه   متخلخل سیلیکون هیلاسطح . شایع سپسیس استفاده شد زیستی هاينشانگرعنوان به )TNF-α( آلفا يفاکتور نکروز دهنده تومور و

اتوکسـی  تـري   پروپیـل آمینو -3 توسط آپتامر، یکووالانس اتصال زیستی منظوربه درصدي 70نانومتري و تخلخل  50تا  5بازه  در حفرات

بـا بررسـی پرتـو    . وردآدسـت  بـه  راهدف  تیبه دام انداختن آنال ییتواناتا  شد ییایمیاصلاح ش )GA( و گلوتارآلدهید )APTES( سیلان

اسبه کرد که با تغییـرات  ضریب شکست لایه متخلخل را مح توانیم یتداخل بازتاب هیفور لیتبد یسنجفیطشده از لایه متخلخل و بازتاب

-نانوگرم بر میلی 10000تا  10 يهاغلظت در یخط رفتار هاشیآزما جینتا کند.یمتغییر  نشانگرهاي زیستیهاي مختلف میزان حضور غلظت

و همچنـین   آلفـا  يفـاکتور نکـروز دهنـده تومـور     درلیتر نانوگرم بر میلی 10000تا  100 يهاغلظت در و C دهندهواکنش نیپروتئ درلیتر 

  دهد.براي توسعه درزمینه تشخیص بالینی سپسیس را ارائه می ییرا نشان داد که پتانسیل بسیار بالا حسگر زیستیپذیري این انتخاب
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ABSTRACT 
Sepsis is one of the leading causes of death in intensive care units (ICU) and is becoming more prevalent globally. As a 
result, an accurate and timely diagnosis of sepsis is critical for selecting the best treatment to prevent disease 
progression and mortality. In this study, CRP and TNF-α as common biomarkers of sepsis were detected using a label-
free optical biosensor based on interferometric Fourier transform spectroscopy from a porous silicon substrate. The 
porous silicon layer was chemically modified with APTES and glutaraldehyde to immobilize the aptamer covalently in 
order to capture the analyte. The refractive index of the porous layer was determined by analyzing the reflection 
spectrum from the porous layer, which was associated with different biomarker concentrations. The results 
demonstrated linear responses in concentrations ranging from 10-10000 ng/ml for CRP and 100-10000 ng/ml for TNF-α 
and the biosensor's high discrimination. Thus, it has a high potential for advancement in clinical sepsis diagnosis. 
 
Keywords: Sepsis, Reflectometric interference Fourier transform spectroscopy (RIFTS), Porous Silicon, CRP, TNF-α. 

  

  مقدمه -1

بدن سراسري و گسترده  یالتهاب فیضع ای دیشد پاسخ س،یسپس

 ای ـ میصـورت مسـتق  بـه  مهاجمزاي عوامل بیماري با مواجهه در

 ـانـدام   نیچنـد  کننـده مختل سندرم درواقع. است میرمستقیغ  هب

 ـنها در که است یذات یمنیا ستمیشدن س فعال واسطه منجـر   تی

 يهـا داده .)1-3( شـود یم ـ کیحـاد و شـوك سـپت    سیبه سپس ـ

-یم ـ نشان کشور 75 ژهیو يهامراقبت بخش از شدهيآورجمع

 گـرم هاي باکتري جداشده مثبت يهانهنمو از درصد 62که  دهد

 قـارچ  درصـد  19 و مثبـت  گـرم هـاي  بـاکتري  درصد 47 ،یمنف

 فعـال  را یمنیا يهاسلول، مهاجم زايعوامل بیماري. )4( هستند

 بـا  زابیمـاري  بـات یاز ترک ی. برخدکننیم آزاد را هانیتوکایسا و

 قـرار  هـا تیسطح مونوس روي) که sTLR( 1شبه تال يهارندهیگ

کننده  یسیفاکتور رونو يسازفعال با و دهندیم برهمکنش دارند

KB-NF،  ماننــد یالتهـاب  شیپ ـ يهـا نیتوکایسـا  شیرهـا  باعـث 

ــوکیا ــا 1-نینترل ــوکی)، ا1β-IL( 2بت ــاکتور و) IL-6( 3 6-نینترل  ف

 دهنـده کـه نشـان   شـوند یم) α-TNF( 4آلفا تومور دهنده زنکرو

 ـتولکبد بـه   کیباعث تحر 6-نینترلوکی. ااست هیاول سیسپس  دی

 ـC5 )CRP دهنـده واکنش نیپروتئ  ـ کـه  شـود ی) م گـروه از   کی

از  یعنـوان بخش ـ که بـه  بودهفاز حاد  دهندهواکنش يهانیپروتئ

. )5و  1( اسـت  شـده  شـناخته هـا  به عفونـت  عیسر یمنیپاسخ ا

 و مطمـئن  صیتشـخ  جهـت  تواننـد یم ـ نشانگرهاي نیا درواقع

 کـه  ینیبـال  صیتشـخ  حـد . رنـد یگ قـرار  مورداستفاده زودهنگام

و  مـار یافـراد ب  زیتما يبرا یسرم يهانیپروتئ ریمقاد هدهندنشان

فـاکتور نکـروز دهنـده    و  Cدهنـده  واکـنش  نیپـروتئ  يسالم برا

پیکوگرم  17 ولیتر میلی میکروگرم بی 10 بیبه ترت آلفا يتومور

  .)6( است لیتربر میلی

 هـا مارسـتان یب در کـه  يارانهیشـگ یپ اقدامات لیبه دل اگرچه  

 سرعتاما همچنان  ابد،ییم کاهش یکل ومیرمرگ شودیم انجام

 صیتشـخ . )3( است داردنباله یچالش دهندهنشان ،سیبروز سپس

 صیتشـخ  يابـر  ینیبـال  يهـا نشانه اساس بر مارانیب در عفونت

 سیسپســ هیــاول علائــم رایــز اســت ســخت اریبســ زودهنگــام،

در  ریخأهــر ســاعت تــ گــر،ید طــرف از. اســت یراختصاصــیغ

 6/7 کاهشباعث  ،یکیوتیبیثر آنتؤو درمان م سیسپس صیتشخ

 يهـا . روش)8و  7( شـود یم ـ مـار یفـرد ب  ينـرخ بقـا   يدرصد

 يبـاکتر  گونـه  نیـی تع اسـاس  بـر  یشگاهیآزما صیتشخ معمول

 ازمنـد ین کـه  است یخون نشانگرهاي زیستی سنجش و زااريبیم

 ـ و هسـتند ماهر  کارکنان اد،یز نهیو هز زمان متعدد، مراحل  از ای

بـا عفونـت کـم     ییهـا نمونـه  صیتشـخ  يبـرا  یکـاف  تیحساس
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ــوردار ــتندین برخ ــابرا؛ )10و  9( س ــ ن،یبن ــر روش کی  و عیس

 زیتجـو  جهـت  هیاول مراحل در سیسپس صیتشخ يبرا حساس

 و يمـار یب دیتشـد از  يریجلـوگ  مناسب، يهاکیوتیبیآنت عیسر

  .است يضرور هاانسان جان نجات جهیدرنت

هـاي رایـج نـوري ماننـد     هاي اخیر، همگام با روشدر سال  

)، سـیلیکون  SPR( 6سـطحی فلورسانس و رزونـانس پلاسـمون   

متخلخل به علت مساحت سـطحی زیـاد، شـیمی سـطح آسـان،      

 هـاي سـامانه گاري در میـان  روش ساخت ساده و زیسـت سـاز  

. )11( قـرار گرفتـه اسـت    موردتوجهبدون برچسب بسیار نوري 

 فوریـه  تبدیل یسنجطیف ،بدون برچسب يهاروش نیاز ا یکی

 ـنـور در ناح  بازتاب فیطکه  است) RIFTS( 7یبازتاب تداخل  هی

. سـپس  کندیم يریگاندازهنازك  هیلا کیو فروسرخ را از  یمرئ

 ه،یفور لیتبد یمنحنشود. در یمحاسبه م فیط نیا هیفور لیتبد

 EOT (8مـؤثر (  ينور ضخامتکه مکان آن  شودیظاهر م ياقله

  :)12( شودیم فیتعر ریو توسط مقدار ز است هیلا

)1(EOT= 2nL                                                                      

 هیــلا خامتضــ ،Lشکســت و  بیضــر ،nدر رابطــه فــوق،  کــه

 یمتخلخل ـ هیروش، لا نیدر ا یبررس مورد هیلا اگر. حال هستند

بـه درون   مولکـول زیسـتی  متخلخل باشد، ورود  کونیلیسمانند 

سبب  کاوشگر، يهاتوسط مولکول هاآنحفرات و به دام افتادن 

ثر ؤم ـ يضـخامت نـور   جهیدرنتو  هیشکست لا بیدر ضر رییتغ

اسـتفاده   حسگر زیسـتی ان پاسخ عنوتوان از آن بهیشده و م هیلا

علت حساسیت و  به ايحسگرهاي زیستیچنین . )12-14( دکر

 ياعتمـاد قابلپایداري بالا، امکان سنجش زیستی بسیار پایدار و 

 کننـد یم ـ فراهم DNA و ییایباکتر ،هاي پروتئینی را براي هدف

)19-15(. 18 ,)16( )17(  

بـر   يحسگرها ،یستیز هايرندهیعنوان گآپتامر بهستفاده از ا  

هـدف از ایـن   . ددهن ـیم ـ لیرا تشـک  هاحسـگر آپتا ایآپتامر  هیپا

 حسـاس و بـدون  نـوري   حسـگر آپتا و سـاخت  طراحیتحقیق، 

 نیپــروتئگرهــاي زیســتی نشــانگیــري برچســب جهــت انــدازه

است که بـر   آلفا يفاکتور نکروز دهنده تومورو  Cدهنده واکنش

ی از بستر سیلیکون بازتابتبدیل فوریه تداخل  سنجیطیفاساس 

، براي رسـیدن بـه ایـن هـدف    . )21و  20( کندمتخلخل کار می

سطح سیلیکون متخلخل پس از سـاخت، اصـلاح سـطح شـد و     

گرهـاي  نشـان اختصاصـی  دار و آمـین آپتـامر   کووالانسی اتصال

 يفاکتور نکروز دهنده تومـور و  Cدهنده واکنش نیپروتئ زیستی

هاي مختلف هر یـک  . سپس غلظتانجام گرفت هاآن روي آلفا

قـرار   موردسـنجش بـر روي نانوحسـگر    گرهاي زیستینشاناز 

 زاتی ـتجهبه صورت خلاصـه و شـماتیک    )1(شکل در  گرفت.

 فی، طیبازتاب تداخل فوریه تبدیل یسنجطیفروش  يلازم برا

 متخلخـل  کونیلیاز سطح س عیسر هیفور لیو نمودار تبد یبازتاب

  آورده شده است.

  

  تحقیق روش و ادمو -2

  متخلخل سیلیکون هیلا ساخت -2-1

 ـبـا آلائ  سیلیکون فریواز  قیتحق نیا در بـا بـرش    p+نـوع   یدگی

بــه متــر اهــم ســانتی 001/0 – 009/0 ژهیــ) و مقاومــت و100(

 9لـتچ  شـرکت  ازشـد کـه    استفادهمیکرومتر  255±25ضخامت 

 ربـع م متـر میلی 8×  8ابعاد  با ییهاو به مربع يداریسنگاپور خر

 زهیونی ـقطعـات بـا صـابون و آب د    نی ـبرش زده شد. در ابتدا، ا

 وردر محلـول اتـانول غوطـه    قـه یدق 15شسته و سپس به مدت 

 قـرار امـواج فراصـوت    معـرض  درفراصوت  شده و در دستگاه

خشک  زه،یونیپس از شستشو با آب د هانمونه تینها در. گرفتند

 قطعـات  ،ییایمیش ـالکترو یخوردگ ندیفرآ انجام منظوربه. ندشد

بـا   تی ـدر مجـاورت محلـول الکترول   یداخل محفظـه تفلـون   در

اسـید هیـدروفلوریک    ي) حـاو 1:3( یک بـه سـه   ینسبت حجم

 و) آلمان مرك ،درصد 97): اتانول (آلمان مرك ،درصد 38-40(

 قـرار متـر مربـع   آمپـر بـر سـانتی   میلـی  160ثابت  انیجر یچگال

کـه انـدازه منافـذ سـطح      10مـزاحم  هیلا لیعلت تشک . بهگرفتند

 ـاول هیلا ،)20و  19 ،17( است مطلوب اندازه از ترکوچک بـه   هی

با قرار گرفتن در معرض محلـول   سپس وساخته  هیثان 30مدت 

 پـنج  مـدت  بـه در حمام فراصوت  یک مولار دیدروکسیه میسد

 آب بـا  قطعه يشستشو از پس بعد مرحله در. شد بیتخر قهیدق

 ـثان 40 مـدت  بـه  یاصـل  هیلا ساخت زه،یونید  در. شـد  انجـام  هی
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  طیف بازتابی و  یبازتاب تداخل فوریه تبدیل یسنجطیفتجهیزات لازم براي روش  -1شکل 

  .نمودار تبدیل فوریه سریع از سطح سیلیکون متخلخل

  

 گـاز  و اتـانول  از اسـتفاده  بـا  متخلخـل  سـیلیکون  نمونـه  تینها

  .شد خشک تروژنین

  

  تخلخلم سیلیکون سطح اصلاح -2-2

شـده در برابـر    متخلخـل  یتازگبه هیلا يداریپا شیافزا منظوربه

 یـک بـه مـدت    سـطح  ییگرما ونیداسیاکس ابتدا ،یطیعوامل مح

 ونیداس ـیسـپس اکس  و گـراد درجـه سـانتی   65 يساعت در دما

 35( هیـدروژن پراکسـاید   شدن در محلـول  ورغوطه با ییایمیش

 24بـه مـدت    اتـاق و  يدمـا  ،یکی، مرك آلمـان) در تـار  درصد

 سـطح، فعـال شـدن    و دارسـازي عامـل  يساعت انجام شد. بـرا 

آمینوپروپیــل تــري  -3 درصــد 5 یدر محلــول اتــانول هــانمونــه

، مرك آلمان) بـه مـدت   درصد PTESA(11 )98( اتوکسی سیلان

 خشـک  اتـانول،  بـا  شستشـو  از پس و شده ورغوطهساعت  یک

 5/2ول در معـرض محل ـ  هـا نمونـه  سطح بعد، مرحله در. شدند

 ) در بـافر آلمان مرك، درصد GA (12 )25( گلوتارآلدهید درصد

 نـد گرفت قرار ساعت یک مدت به) 13 )4/7=pH(HEPES) هپس

از  ،)14 )4/7=pH(PBS)ینمک ـ فسـفات  بافر با شستشو از پس و

  .شدند خشک تروژنیگاز ن طریق

روي سطح فعال شده،  یستیز رندهیگ اتصال زیستی منظوربه  

- CRP (5’- NH2دار نیآمــــــــ DNAآپتــــــــامر 

ACACGATGGGGGGGTATGATTTGATGTGGTTGT

TGCATGATCGTGG-3’) )46  (آپتامر  ومرDNA دار  نیآم ـ

TNF-α (5’- NH2 -

TGGTGGATGGCGCAGTCGGCGACAA-3’) )25  (ــر مـ

خـالص شـدند. هـر     (BIO-RP) فـاز معکـوس   روش با و سنتز

 ،نـه هر نمو شده فعال سطح رويمیکرومولار  30آپتامر با غلظت

قرار گرفـت.  گراد درجه سانتی 37 يساعت در دما یکبه مدت 

 خشک و شسته 14ینمک فسفاتتوسط بافر  هاسپس سطح نمونه

ــرا. شــدند ــدازه يب ــگان  س،یسپســ گرهــاي زیســتینشــان يری

 يهادر معرض غلظت جداگانه صورتبهحاصل  يرهاحسگآپتا

ــر  گــرمکــرویم 001/0-10( مختلــف ــیمب ــریلیل ــروتئ) از ت  نیپ

فـاکتور نکـروز دهنـده     وآلمان)  گمای(س یانسان Cدهنده واکنش

 در سـاعت  یـک  مـدت  بهآلمان)  پروسپس( یانسان آلفا يتومور

 خشـک  و شسـته  بافر با هانمونه انتها در. گرفت قرار اتاق يدما

  .شدند

  

  یابی لایه سیلیکون متخلخلمشخصه -2-3

ــه  ــوژي ســطح لای ــرات و مورفول ــدازه حف  بررســی ســاختار، ان

صورت سـطحی و مقطعـی توسـط    متخلخل بعد از سنتز اولیه به
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  از نماي  تصاویر میکروسکوپ الکترونی روبشی گسیل میدانی -2شکل 

  .و ب) مقطع سیلیکون متخلخل )ذرات اندازه توزیع آنالیز داخلی یر(تصو الف) سطح

  

) SEM-FE( 15میکروسکوپ الکترونـی روبشـی گسـیل میـدانی    

)MIRA3, TESCANـاستخراج توز يبرانجام شد. ) ا  انـدازه   عی

ترکیبـات شـیمیایی و    استفاده شـد.  ImageJافزار حفرات از نرم

 فوریـه  سنجی تبـدیل استفاده از طیف هاي عاملی سطحی باگروه

 FTIR)-(ATR 16شـده فیتضع کلی بازتابندگی روش به قرمزمادون

گرفتنـد کـه طیـف حاصـل      آنالیز قرار آمریکا) مورد 27(تنسور 

معکـوس   متریسـانت اسکن با وضوح چهار  16طور میانگین از به

دست آمـده  بهمعکوس  متریسانت 4000تا  400در بازه عدد موج 

  است.

  

 ـ و یبازتـاب  تـداخل  هیفور لیتبد یسنجفیط -2-4  یبررس

  حسگر زیستی پاسخ

تنگستن پـس از متمرکـز شـدن     -از لامپ هالوژن یخروج پرتو

شـده   دهیسطح نمونه تاب يرو دعمو صورتبه ينور بریتوسط ف

(اوشـن   USB400 سـنج طیـف  بـه و پرتو بازتاب شده از نمونـه  

 1000تـا   400در بـازه   ی) منتقل شد. پرتـو بازتـاب  کایآمر کیاپت

 ـثانیلیم 10نانومتر هر  5/0 یفینانومتر با وضوح ط . شـد ثبـت   هی

کـاهش در شـدت    لیبه دل سنجش، بازه از خارج در فیافت ط

. در هـر مرحلـه از   اسـت آشکارسـاز   تیساس ـلامپ و کاهش ح

 افزارنرم از استفاده با یبازتاب تداخل فیط سطح، صلاحسنتز و ا

IGOR )ـ به) کایآمر کسیومتریو  . در شـد  لیتبـد  هی ـفور یمنحن

دهنـده ضـخامت   حاصـل نشـان   کی ـمحل پ ل،یتبد نیا يراستا

شکسـت و ضـخامت    بی. درصد تخلخل، ضراست رثؤم ينور

 بـا  (SLIM) 17عینفـوذ مـا   یسـنج فی ـوش طمتخلخل از ر هیلا

متخلخـل در دو   هی ـلاسـطح   یتـداخل  یاستفاده از بازتاب سنج

  .)15-20( شد محاسبهمختلف (هوا و متانول)  طیمح

  

   بحث و جینتا -3

  یابیمشخصه -3-1

میکروسکوپ الکترونـی روبشـی   توسط  شدهانجام یابیمشخصه

تـا   5 حفـرات  ادابع که دهدیم نشان )2( در شکل گسیل میدانی

 91/70±68/2تخلخـل   زانی ـم ن،ی. همچن ـاست بودهنانومتر  50

ــد ــخامت ،درص ــلا ض ــر  67/3 ± 36/1 هی ــرمیکرومت  بیو ض

مـایع  نفـوذ   یسـنج فی ـطروش  توسـط  39/1 ± 04/0شکست 

-دادهبـا  دست آمـده  ضخامت به که شد محاسبهنمونه  سه يبرا

 یمیکروسکوپ الکترونی روبشـی گسـیل میـدان   حاصل از  يها
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بررسی لایه سیلیکون متخلخل پس از ساخت و پس از  -3شکل 

با  نشانگر زیستیهر مرحله اصلاح سطح و همچنین اتصال زیستی 

 .یبازتاب تداخل فوریه تبدیل یسنجطیفروش 

  

گیـري شـده اسـت،    میکرومتـر انـدازه   65/3ب) کـه   -2(شکل 

 افـزار نـرم همچنین توزیع اندازه حفـرات توسـط    مطابقت دارد.

ImageJ  نانومتر را بـراي   50تا  5انجام شد که ابعادي در حدود

الـف). بـرازش ایـن     -2دهـد (شـکل داخلـی    حفرات نشان می

نـانومتر را نشـان    10نمودار با یک تابع گاوسـی شـکل، بیشـینه    

  دهد.می

جهت بررسی و تأیید هر مرحله از ساخت و اصلاح سـطح،    

؛ اسـتفاده شـد   یتابباز تداخل فوریه تبدیل یسنجطیفاز روش 

زیرا هرگونه تغییـرات و شـیمی سـطح حفـرات مسـتقیماً روي      

دهنـده  ) نشـان 3گـذارد. شـکل (  اثر می EOTضریب شکست و 

طیف بازتابی حاصل از نمونه سیلیکون متخلخل بعـد از مرحلـه   

ایجاد تخلخل و سپس هـر مرحلـه از اصـلاح سـطح اسـت. در      

 میکرومتر تا 0/10±50/59 از EOTمرحله اکسیداسیون، کاهش 

 2SiOمیکرومتــر نمایــانگر تشــکیل لایــه نــازکی از  54/46±0/9

روي سطح حفرات و کاهش ضریب شکست نسبت به اسـکلت  

 -3سیلیکونی اسـت. در مراحـل بعـدي اصـلاح سـطح توسـط       

، این کمیت بـه  دیگلوتارآلدهو  لانیس یاتوکس يتر لینوپروپیآم

میکرومتر  46/67±9/0 میکرومتر و 48/56±9/0 بیبه ترتمقدار 

به علـت افـزایش ضـریب     EOTدهنده افزایش نشانرسد که می

سـیلان اسـت.   -گیـري لایـه ارگـانو   علـت شـکل   بـه  و شکست

 09/92±9/0همچنین اتصـال آپتـامر، ایـن کمیـت را بـه مقـدار       

 دهد.افزایش میمیکرومتر 

اصلاح سـطح  حاصل از  راتییتغ یبررس جهتروش دیگر   

از  ، اســتفادهملی موجــود در ســطحهــاي عــاو شناســایی گــروه

 )4( شکلدر  که است شدهفیتضع کلی بازتابندگی سنجیطیف

 تـازه  متخلخـل  سـیلیکون  سطح کهییازآنجا. استقابل مشاهده 

 شـدت بـه  کـه  اسـت  يدی ـدریه يهـا گـروه  از یغن ـ شده، سنتز

 ـناپا ر،یپـذ واکنش  در زیرولدی ـه ای ـ ونیداس ـیاکس مسـتعد  و داری

ــرا ــیمح طیش ــت یط ــه اس ــر ک ــه منج ــتغ ب ــیو ریی ــایژگ  يه

 موجـب  کـه  اسـت  زمـان  گـذر  یط در ينور و ییایمیکوشیزیف

-فعـال  ریپس غ شود،یم یستیز صیتشخ عناصر داریناپا اتصال

. )17( اسـت  يضرور ییایمیش و یحرارت صورتبه سطح يساز

 1000در  Si-O-Si وندیمنتسب به پ يهاقله ون،یداسیپس از اکس

 1000از  تـر نییپـا  xSiHnO ونـد یپ ومعکوس  متریسانت 1200تا 

 ونیداس ـیاکس دهنـده نشـان  کـه  شوندیم ظاهرمعکوس  متریسانت

سـطح   روياست. در مرحله بعدي اتصال زیستی پروتئین  موفق

کشش متقارن و نامتقارن هاي مربوط به با ظهور پیک شدهاصلاح

C-H ــه ترت ــب ــه  بی  2846و معکــوس  متریســانت 2923در ناحی

در ناحیـه   CO یکشش ـ ارتعاشـات و همچنین  معکوس متریسانت

 1400در  COOارتعاشـات کششـی    ،معکـوس  متریسـانت  1155

بـا  . در نهایت اتصال موفق پـروتئین  شد دأییتمعکوس  متریسانت

 1651در  بیبه ترت II دیو آم I دیآم يمنتسب به باندها کیدو پ

نشـان داده شـد.   معکـوس   متریسـانت  1545و معکوس  متریسانت

از اصـلاح سـطح و    حاصـل  يهادادهبا  یتجرب جینتا نیا یتمام

و  17 ،11( سیلیکون متخلخل مطابقت دارد روي پروتئین تیتثب

  .)22و  21

 به ثبات 19تولیدپذیريبه انحراف استاندارد و  18تکرارپذیري  

ــدازه ــريان ــاره دارد.    گی ــف اش ــرایط مختل ــدد در ش ــاي متع ه

نقطـه مرکـزي    صـورت خـوانش  تکرارپذیري در فرآیند سنتز به

حاصل از چهار بار سنتز، بررسـی   کونیلیسمتخلخل شده  منطقه

، درصد تخلخـل و ضـریب   عینفوذ ما یسنجفیطبر اساس  شد.

اسـت.  درصـد  39/1±04/0و  70، 91±68/2 بیبه ترتشکست 
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  .شدهفیتضع کلی بازتابندگی سنجیهاي عاملی سطح با استفاده از طیفشناسایی گروه -4 شکل

  

 حاصـل از  EOTعلاوه بر این، تولیدپذیري آپتاحسگر با بررسی 

قبـل و بعـد از اتصـال     یبازتـاب  تداخل فوریه تبدیل یسنجطیف

ــف،   ــاي مختل ــه ترتآپتامره ــب ــانومتر  08/9655±54/0 بی و ن

ــانومتر 21/2±51/10403 ــد ن ــبه ش ــراف ؛ محاس ــابراین، انح بن

تارهاي دهـد کـه نانوسـاخ   نشان می درصدسه استاندارد کمتر از 

 شـده مشـاهده یکنواخـت هسـتند و انحـراف     سیلیکون متخلخل

ناشی از واکنش آنودیزاسیون و همچنین تنظیم دسـتی موقعیـت   

  .گیري بازتاب از نقطه مرکزي استاندازه

  

  رحسگآپتا عملکرد -3-2

 ـناح دادن بـا قـرار   حسگر زیستی یابیرد ییتوانا سـنجش در   هی

ــرض  ــاغلظــتمع ــف  يه ــت دومختل ــانگر زیس ــروتئ ینش  نیپ

 يهـا انـدازه  بـا  يفاکتور نکروز دهنده تومورو  Cدهنده واکنش

طیـف تبـدیل   قـرار گرفـت.    یموردبررس دالتون لویک 17و  120

) بـا  5شـکل (  Cدهنده واکنشپروتئین فوریه تداخل بازتابی از 

فـاکتور  لیتر و پروتئین گرم بر میلینانو 10000 تا 10 هايغلظت

تـا   1/0 هـاي ) بـا غلظـت  6شـکل (  اآلف ـ ينکروز دهنده تومور

بـا   حسـگر زیسـتی   پاسـخ که  لیتر استگرم بر میلینانو 10000

بــه  A2و  A1) محاسـبه شــد کـه در آن،   2( ياسـتفاده از تســاو 

 حضـور  از بعـد  و قبل متخلخل هیثر لاؤم يضخامت نور بیترت

  .هستند هدف تیآنال

)2(                           1 0

0

EOT EOT

EOT


 محل قله راتییتغ=  

 قابـل  نـازك  هیلا EOT شیافزا جهیدرنت شکست بیضر شیافزا

 داخـل  بـه  هـا مولکول نفوذ ییتوانا دهندهنشان که است مشاهده

 سـطح  روي اتصـال زیسـتی یافتـه    آپتـامر  بـه  اتصـال  و حفرات

  .است شدهاصلاح

 لـو یک 120فـاز حـاد (   نیپروتئ کی Cدهنده واکنش نیپروتئ 

پلاسـما   يهـا نیاز پـروتئ  نیمتعلق به خانواده پنتراکس و دالتون)

است که توسط کبـد در پاسـخ    میوابسته به کلس گاندیمتصل به ل

 ـ. محـرك اول شودیم دیتول یبافت بیآس ایبه التهاب   ـتول هی آن  دی

IL-6 دهنـده  واکـنش  نیپـروتئ . سطح استC  19 عمـر مـه ین بـا 

-یم ـ شیزااف ـ کی ـساعت پس از تحر ششتا  چهار یط ه،ساعت

سـاعت   50تا  36 یط وشود یساعت دو برابر م هشتهر  ابد،ی

نشـانگر  ب Cدهنـده  واکنش نیپروتئ. رسدیمقدار آن به حداکثر م

عنـوان نشـانگر عفونـت و    طـور گسـترده بـه   به که است یزیست

 EOT راتیینمودار تغ )5( شکل. )23(شود یاستفاده م سیسپس

-نانوگرم بـر میلـی   00001 تا 10 يهاغلظت برحسب 0EOTبه 

 نیپـروتئ  نیپـروتئ  از پیکومولار 33/83 -نانومولار 33/83 ای لیتر

  .است یصورت خطبه Cدهنده واکنش
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 نیپروتئبا آپتامر  شدهاصلاح حسگر زیستی پاسخ -5 شکل

ثر لایه ؤتغییرات ضخامت نور م نسبتصورت به C دهندهواکنش

  .Cدهنده واکنش نیوتئپر نیمختلف از پروتئ يهاغلظت برحسب

فاکتور نکروز با آپتامر  شدهاصلاح حسگرستیز پاسخ -6 شکل  

 يتغییرات ضخامت نور نسبتصورت به آلفا يدهنده تومور

فاکتور نکروز  نیمختلف از پروتئ يهاغلظت برحسبثر لایه ؤم

  .اآلف يدهنده تومور

  

است  یندالتو لویک 17 نیپروتئ آلفا يفاکتور نکروز دهنده تومور

فعال (ماکروفاژهـا) بلکـه از    یمنیا يهاتنها عمدتاً از سلولکه نه

 يهـا ) در پاسخ بـه محـرك  هابروبلاستی(ف یمنیاریغ يهاسلول

فـاکتور نکـروز    ترشح. شودیمشتق م یالتهاب ای یعفون ،یتهاجم

آغاز  کیپس از تحر قهیدق 30،از ماکروفاژها آلفا يدهنده تومور

-شیپ ـ يهـا ماکروفاژها از سلول دیتول شیکه منجر به افزا شده

-مـی هـا  آن يبقا شیماکروفاژها و افزا زیساز، فعال شدن و تما

در  یالتهابشیپ يهاپاسخ شیاثرات باعث افزا نیا رنتیجهدشود. 

 ـنمـودار تغ  )6(شـود شـکل   یم سیسپس  0EOTبـه   EOT راتیی

 ـ لیتـر نـانوگرم بـر میلـی    10000تا  100 يهالظتغ برحسب  ای

ــانومولار 03/578 ــولار 78/5 -نـ ــروتئ پیکومـ  �-TNF نیاز پـ

ــه     .  است یخط صورتبه ــم اســت ک ــه مه ــن نکت ــه ای توجــه ب

 49در حـدود   يابعـاد  Cدهنـده  واکـنش  نیپـروتئ  هـاي مولکول

دارا هســتند.  راکیلــو دالتــون  120وزن مولکــولی  و آنگســتروم

 در يابعـاد  يدارا آلفا يفاکتور نکروز دهنده تومور کهیدرصورت

؛ اسـت کیلـو دالتـون    17ی مولکـول  وزن و آنگسـتروم سه  حدود

 متخلخـل  کونیلیس ـ حفـرات  ابعاد و ابعاد نیا سهیمقا بابنابراین 

تـر  شده کوچک يریگاندازه پاسخ رسدیبه نظر م ،ج) -2(شکل 

از احتمـال   یناش Cدهنده واکنش نیپروتئ يهانسبت به مولکول

-مولکـول  کهیدرصورتبه درون حفرات باشد.  هاآنکمتر ورود 

 ابعـاد  داشـتن بـه علـت    آلفـا  يفاکتور نکروز دهنده تومور يها

 راتییتغ و شده وارد حفرات درون به یراحتبه تر،کوچک اریبس

  .کنندیم جادیا متخلخل هیلا شکست بیضر در را يشتریب

  

  حسگر زیستی يریپذانتخاب -3-3

 و یراختصاص ـیغ یسـطح  جـذب  سنجش هدف یبررس نیا در

. اسـت  نشانگر زیسـتی هر  یاختصاص آپتامر يریپذانتخاب دیأیت

در مراحل اولیه سپسیس دیده نشانگر زیستی این دو  کهییازآنجا

 نیبـد  ،روداند و همچنین مقدارشـان در سپسـیس بـالا مـی    شده

هدف بـا   ریهدف و غ نیدر معرض پروتئ حسگر زیستی بیترت

) 7شـکل (  ت.قرار گرفته اس ـ لیترمیکروگرم بر میلی یک غلظت

 کـه يطـور بـه پـذیري اسـت   اي از نتایج آزمایش انتخابخلاصه

فـاکتور نکـروز   در معـرض   Cدهنـده  واکنش نیپروتئ حسگرآپتا

فاکتور نکـروز   آپتاحسگرالف) و  -7(شکل  آلفا يدهنده تومور

(شـکل   Cدهنـده  واکنش نیپروتئدر معرض  آلفا يدهنده تومور

و  دوره نهفتگـی زمـان  شـدن   يسپر از پس ب) قرار گرفت. -7
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فاکتور هدف  ریغ نیو پروتئ Cدهنده واکنش نیپروتئهدف  نیبه پروتئ Cدهنده واکنش نیپروتئ حسگرآپتاپاسخ  سهیالف) مقا -7 شکل

و  آلفا يفاکتور نکروز دهنده تومورهدف  نیبه پروتئ آلفا يفاکتور نکروز دهنده تومور حسگرآپتاو ب) پاسخ  آلفا ينکروز دهنده تومور

  .لیترمیکروگرم بر میلی یک در غلظت Cدهنده واکنش نیپروتئهدف  ریغ نیپروتئ

  

 TNF-αو  CRPهاي مختلف در تشخیص مقایسه استراتژي -1جدول 

  مرجع  محدوده پاسخ خطی  نشانگر زیستی  روش تشخیص

 ]CRP  μg/ml01-20/0  ]24  فیبر نوري بر پایه رزونانس پلاسمون سطحی

 ]CRP μg/ml 25/1- 25/0  ]25 ر اساس رزونانسسنجی بشکست

 ]CRP μg/ml 06 -70/0  ]26  فیبر نوري پلاستیکی بر پایه رزونانس پلاسمون سطحی

  20نوريکاواك 
CRP μg/ml01 -10/0  ]27[  

  این تحقیق CRP μg/ml 01 -10/0  یبازتاب تداخل فوریه تبدیل یسنجطیف

 ]TNF-α  ppm1 -50  ]28 یبازتاب تداخل فوریه تبدیل یسنجطیف

  ]TNF-α µg/ml 04 -2/0 ]29  کروبالانسیکوارتز م بلور مبتنی برحسگر ایمنی 

  این تحقیق TNF-α μg/ml 1-10/0 یبازتاب تداخل فوریه تبدیل یسنجطیف

  

مبنـی بـر پاسـخ حسـگر زیسـتی بـه        يزیناچ راتییتغ ،شستشو

 جـذب  به مربوط احتمالاً که شد مشاهدههاي غیر هدف پروتئین

. است سیلیکون متخلخل حفراتسطح  به یراختصاصیغ یسطح

این نتایج توانایی این حسـگر زیسـتی را در تشـخیص انتخـابی     

دهد. این امر غیر هدف نشان میپروتئین هدف خود از پروتئین 

-و اصلاح سطح آن نسبت داده مـی  به اختصاصی بودن آپتامرها

داقل هاي نامرتبط را به ح ـمولکول یراختصاصیغشود که جذب 

 رساند.می

هاي مبتنی بـر حسـگرهاي   اي بین گزارش) مقایسه1در جدول (

فـاکتور  و  Cدهنـده  واکنش نیپروتئزیستی نوري براي تشخیص 

بـا ایـن تحقیـق ارائـه شـده اسـت.        آلفـا  ينکروز دهنده تومور

 حسگر زیستینانوشود، محدوده خطی که مشاهده می طورهمان

هـا مخصوصـاً در   گـزارش  بـا مقـادیر مشـابه دیگـر    این تحقیق 

ــخیص  ــروتئتش ــنش نیپ ــده واک ــگري  Cدهن ــدوده حس ، مح

 انـدازه بهتوان را نشان داده است. این نتایج را می ياملاحظهقابل

هـا اجـازه   نسبتاً کوچک حفرات نسبت داد که بـه ایـن مولکـول   
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هـاي اتصـال روي سـطح را    دهد تا چگالی بالاتري از مکـان می

  .کنند براي ایجاد حساسیت ایجاد

  

  گیرينتیجه -4

 بسـتر  روي یبازتـاب  تـداخل  فوریـه  تبـدیل  یسـنج طیـف  روش

عنـوان  بـه  آپتـامر،  یکووالانس ـ اتصال بریمبتن متخلخل کونیلیس

 مختلـف  يکاربردهـا  يبرا ،بدون برچسب ينور حسگر زیستی

 ـآنال اعتمـاد قابل و عیسر صیتشخ ،جشنس امکان  فـراهم  را تی

درصد تخلخـل   70با  ون متخلخلسیلیک ق،یتحق نیا در. کندیم

 ـپا ونیداسیپس از ساخت و اکس میکرومتر ضخامت 6/3و   دار،ی

و  آمینوپروپیـل تـري اتوکسـی سـیلان     -3 يهـا مولکـول  توسط

 آپتـامر  به یکووالانس اتصال با تا شد سطح اصلاحگلوتارآلدهید 

 نشانگر زیستی صیتشخ به منجر ،نشانگر زیستی هر یاختصاص

 هی ـلا از هی ـفور لیتبد و یبازتاب فیط لیتحلوهیتجز. شود هدف

 بـا  متنـاظر  آن شدت و قله محل ییجاجابه دهندهنشان متخلخل

 يهـا غلظـت  صیتشـخ . اسـت  نیپـروتئ  هر مختلف يهاغلظت

مـولار و عـدم   کویاز نـانومولار تـا پ   هـدف  نیپـروتئ  از مختلف

 يبـالا  يریپـذ  انتخاب و تیحساس ،هدفریغ نیاتصال به پروتئ

 گـر، یطـرف د  از. کنـد یم دأییت را آپتامر بر یمبتن یحسگر زیست

 هاآندر دسترس بودن  ،ییعنوان عناصر شناساآپتامرها به يبرتر

، همـراه بـا   یعال يداریو پا يریپذنشیگز ،مختلف هدافا يبرا

عنـوان  توانـد بـه  ی، م ـسیلیکون متخلخل ينور يهامبدل يایمزا

سـاده،   یسـت یز سـنجش  يهاسامانهساخت  يبرا یمناسب دیکاند

قـرار   اسـتفاده  مـورد  حمـل قابـل و  حساسارزان،  ر،یپذانعطاف

 تواند به تغییـرات غلظـت  پیشنهادي مینانوحسگر زیستی . ردیگ

در  آلفـا  يفاکتور نکروز دهنده تومورو  Cدهنده واکنش نیپروتئ

 در بـدن انسـان   نشانگر زیسـتی دو  محدوده سطح فیزیولوژیکی

نشـانگر زیسـتی   سپسـیس ایـن دو    در کـه ییازآنجـا . پاسخ دهد

، قابلیـت  انتخـاب پـذیري  افزایش غلظت دارند، نتایج آزمـایش  

فـاکتور نکـروز   و  Cدهنـده  واکـنش  نیپروتئ اعتمادقابلتفکیک 

-یم ـ سامانه نیا جهیدرنترا از هم نشان داد.  آلفا يدهنده تومور

ارائـه   پـادتن بر  یمبتن يهاسنجش يبرا یمناسب ینیگزیجا تواند

مـرتبط بـا    یص ـیتشخ يهـا اسـتفاده در سـامانه   لیه پتانس ـکند ک

در  آلفـا  يفاکتور نکروز دهنده تومورو  Cدهنده واکنش نیپروتئ

  را دارا است. سیسپس هیمراحل اول

  

  تشکر و سپاسگزاري

 دانشـگاه تهـران   در یتخصص ـ يدوره دکتـر  رسـاله مقاله از  نیا

 از داننـد یلازم م ـ خـود  بـر  سـندگان ینو. اسـت  شـده  اسـتخراج 

 کشـور  فنـاوران  و پژوهشگران از تیحما صندوق یمال تیحما

   .کنند تشکر و یقدردان ،)4005582: طرحطرح (شماره  نیدر ا

  

  نامهواژه

1. toll-like receptors 
2. Interleukin 1β 
3. Interleukin 6 
4. tumor necrosis factor α 
5. C-reactive protein 
6. surface plasmon resonance 
7. reflectometric interference fourier transform 

spectroscopy 
8. effective optical thickness 
9. latech scientific supply 
10. parasitic layer 
11. 3- Aminopropyl triethoxysilane 

12. Glutaraldehyde 
13. 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid 
14. Phosphate buffered saline 
15. field emission scanning electron microscopy 

(FESEM) 
16. attenuated total reflectance-fourier-transform infrared 

spectroscopy 
17. spectroscopic liquid infiltration method 
18. repeatability 
19. reproducibility 
20. optical cavity 
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