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ABSTRACT 

Introduction and Objectives: Detecting the CD8⁺ T cell biomarker—a key indicator of immunological diseases—is often slow with 

current methods. This research aims to develop a sensitive, accurate, and easy-to-use electrochemical biosensor, utilizing reduced 

graphene oxide and polypyrrole nanocomposite, for on-site, sensitive, accurate, and rapid detection of CD8⁺ T cells.  
Materials and Methods: The polypyrrole/reduced graphene oxide composite was deposited onto the sensor's working electrode using 

cyclic voltammetry with 15, 20, and 25 cycles, corresponding to sample codes A15, A20, and A25. To prepare the sample containing 

the polypyrrole and graphene oxide composite with the selected number of cycles under a UV lamp (sample code B20), the same 

procedure was repeated, followed by characterization of the samples. Antibody immobilization was then performed on the developed 

electrode, and sensor performance was assessed using differential pulse voltammetry.  

Results: FESEM imaging revealed that the sample A20 had a more uniform and porous surface morphology compared to the sample 

B20. According to the differential pulse voltammetry results, an increase in the concentration of CD8⁺ T cells led to a decrease in 

current intensity. Based on the calibration curve, the detection limit was determined to be seven cells.ml-1, indicating the high sensitivity 

of the sensor in identifying CD8⁺ T cells. 

Conclusion: Sample A20 was identified as the optimal structure for application in electrochemical biosensors based on Ppy-rGo 

composite to detect CD8+T cells. 
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 چکيده 

هدف  بر است.  های فعلی زمان با روش  ،های ایمونولوژییک شاخص کلیدی بیماری   ، T+CD8ی  هاشناسایی نشانگر زیستی سلول   :مقدمه و اهداف
یک  ،پژوهش  این  از الکتروشحسگر    توسعه  پلی   ،یی حساسایمیزیستی  نانوکامپوزیت  و  برپایه  کاهش اکسید  پیرول  تشخیص  گرافن  یافته جهت 

 قابلیت مراقبت در محل، دقت، حساسیت بسیار مناسب و ساده می باشد. با  T+CD8 یهاسلول

  25و    20،  15  یهاکلیبا تعداد س  ی،اچرخه  یولتامتر  ک یبا تکنیافته  گرافن کاهش  و اکسید  رولیپیپل  ی کامپوزیتدهرسوب  ندیفرا:  هاو روش  مواد
گرافن با تعداد سیکل بهینه  اکسید پیرول و . برای تهیه نمونه با کامپوزیت پلی انجام شد( روی الکترود کار حسگر A25و  A15، A20های )کد نمونه 

بادی روی الکترود توسعه یافته ایموبلایز گردید و عملکرد حسگر  یابی شدند. آنتیها مشخصه (، تکرار و نمونه B20تحت لامپ فرابنفش )کد نمونه 
 انجام شد.  یتفاضل ی پالس یولتامتربا آزمون 

تر  دارای مورفولوژی سطحی یکنواخت   ،B20در مقایسه با نمونه    A20نشان داد که نمونه    ی الکترونی روبشی گسیل میدانتصاویر میکروسکوپی    ها:یافته 
 یمنحن با توجه به. شد انی شدت جر منجر به کاهش ،T+CD8ی هاغلظت سلول  شی افزالی، ضتر است. براساس نتایج ولتامتری پالس تفاو متخلخل

 است.  T+CD8 یهاسلول  ییحسگر در شناسا یبالا  تیدهنده حساسشد که نشان نییتع تریلی لیسلول در م هفتبرابر با  صیحد تشخ ون،یبراسیکال

 . شد ییشناسا  ییایمیزیستی الکتروش هایدر حسگرکاربرد  یبرا نهیبه عنوان ساختار به،  A20نمونه ی:ریگجه ینت

 

  ی پالس یآزمون ولتامتر ،یاچرخه  ییایمی، الکتروشT+CD8 یهاسلول ،ییایمیحسگر الکتروش افته،ی کاهش  گرافن دیاکس رول،یپی پل کلیدی: یهاواژه

 .یتفاضل
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 مقدمه -1

سال زیستیدر  نشانگر  اخیر،  در   رای  زیادتوجه   CD8 های 

به خود جلب کرده است. این    های ایمونولوژی و انکولوژیحوزه

های ایمنی از طریق  دلیل نقش کلیدی که در تنظیم پاسخبه  ،نشانگر

عنوان  کند، بهایفا می T  +(CD8رده سلولی)  1میس  Tهایلنفوسیت 

های بالینی و پایش درمانی  های اساسی در تشخیصیکی از مولفه

اجزای  ،   CD8دارای T های. سلول(1)شود  شناخته می از  یکی 

ایمنی سیستم  که  مرکزی  سلول  هستند  یا قادرند  آلوده  های 

کنند حذف  و  شناسایی  را  یک  به  CD8 .  سرطانی  عنوان 

با   سطحی،   به   I2نوع    یبافت  یسازگار  مجموعهگلیکوپروتئین 

شناسایی    سبب   ،و از این طریق  شوندمتصل میهای هدف  سلول

آنتی آغاز فعالیت  ژناختصاصی   T هایتوسط سلول  سمیها و 

را   CD8 گیری و بررسی کمی. این ویژگی، اهمیت اندازهشودمی

بیماری در  ایمنی  سازوکارهای  درک  از جمله  در  مختلف،  های 

عفونت  برجسته  سرطان،  خودایمنی،  اختلالات  و  ویروسی  های 

 .(2)سازد می

ویژه در زمینه سرطان  به T +CD8هایتحلیل و بررسی سلول

است  مهم  سلول  مقدار .بسیار  عنوان این  با  که  تومورها  در  ها 

می  3تومور  ینفوذ  ی هات یلنفوس رابطه    معمولاً  ،شوندشناخته 

ای  طور فزایندهبا نتایج درمانی بهتر در بیماران دارد و به  مستقیمی

پیشبه نشانگرهای  درمانبینیعنوان  به  پاسخ  ایمنی،  کننده  های 

کنترل  یهامهارکنندهویژه  به استفاده  4یمنیا  ستمیس  ینقاط   ،

گسترده (3)شوند  می نفوذ  بافت    T+CD8های  سلول  .  داخل  به 

های سرطانی است  بیانگر یک پاسخ ایمنی فعال علیه سلول  ،تومور

پیش با  اغلب  اساس،  و  همین  بر  است.  همراه  مطلوب  آگهی 

ارزیابی پیشنه CD8 گیریاندازه بلکه در  تنها در  بیماری،  آگهی 

 .کنددرمان نیز نقش مهمی ایفا می روند

در ایمنی ضدویروسی   T +CD8هایبر انکولوژی، سلولعلاوه

های  ها در کنترل و حذف عفونت نیز نقش کلیدی دارند. این سلول

از جمله مزمن،  هپاتیت ایدز   ویروسی  ایفا میC  و  نقش  کنند. ، 

سلول این  سطح  بیماریپایش  چنین  در  اطلاعات  ها  هایی، 

ارزشمندی درباره پیشرفت بیماری و وضعیت کلی سیستم ایمنی  

 . (4)گذارد در اختیار می

ها و مطالعات  همچنین در توسعه واکسن T +CD8هایسلول

بیماری با  زمینه  مرتبط  در  دارند.  حیاتی  نقش  خودایمنی  های 

یکی از معیارهای   CD8+ واکسیناسیون، بررسی پاسخ ایمنی سلولی

ها  ویژه در برابر ویروسها بهکلیدی برای ارزیابی کارایی واکسن

ایمنی پایدار در این موارد بسیار مهم است   است، چراکه ایجاد 

پاسخ  ؛(5) از   T +CD8هایسلول هایبنابراین،  بسیاری  در 

  شمارها بهعنوان شاخص عملکرد واکسنزایی بهمطالعات ایمنی

 .رودمی

بیماری در  دیگر،  سوی  نظیر  از  خودایمنی    پل یمالتهای 

عملکرد6دیروماتوئ  تیآرترو    5سیاسکلروز در  اختلال   ، 

تواند منجر به التهاب مزمن و برهم خوردن می  T +CD8هایسلول

در   کلیدیعنوان یک نشانگر  به   CD8تعادل ایمنی شود. درنتیجه،

بیمارانپروفایل این  ایمنی  سیستم  قرار   ،سازی  بررسی  مورد 

مکانیسممی شناسایی  به  و  اهداف   شناسیآسیب های  گیرد  و 

 . (6)کند درمانی بالقوه کمک می

فناوریپیشرفت  در  اخیر  ایمنیهای  مانند های  شناسی، 

اندازه 7یم یستوشیمونوهیاو    فلوسایتومتری گیری دقیق و  ، امکان 

  های تحقیقاتی و بالینیدر محیط T +CD8هایتحلیل عمیق سلول

است   را کرده  امکان (7)  فراهم  آوردن  فراهم  با  ابزارها  این   .

 هایهای سلولسازی جامع ایمنی، درک ما را از دینامیکپروفایل

T +CD8اند و زمینه را برای  های مختلف افزایش دادهدر بیماری

پزشکی شخصی به حوزه  اطلاعات  این  فراهم سازیورود  شده 

 . (8) اندکرده

از روشاگرچه   برای  فلوسایتومتری یکی  مؤثر  رایج و  های 

شمارش ایمنوفنوتایپ  و  با   T +CD8هایسلول سازی  اما  است، 

روش  محدودیت  این  حساسیت  مثال،  برای  است.  همراه  هایی 

ست. همچنین ا هایی با فراوانی پایین محدود  برای شناسایی سلول

فلورسانس شدت  به  روش  این  زیاد  باعث  می  ،وابستگی  تواند 

کالیبراسیون دستگاهبه  ،هادر داده  هاایجاد نوسان تفاوت  ها  علت 

سازی  براین، نیاز به آمادههای مختلف شود. علاوهبین آزمایشگاه

گسترده نمونه و هزینه بالای مواد و تجهیزات، دسترسی به این 



 

 

 . (9)سازد روش را در مراکز با منابع محدود دشوار می

،  8یتفاضل  ی پالس  یولتامترویژه  های الکتروشیمیایی، بهروش

جایگزینبه نشانگرهای  عنوان  تحلیل  در  مؤثری  و  نوین  های 

ها اند. این روش، مطرح شدهT +CD8های سلول زیستی، از جمله

برخوردار   بالایی  اختصاصیت  و  حساسیت  قابلیت    هستنداز  و 

 دارندرا ب با حجم نمونه اندک میا نشانگرهای ک شناسایی زیست 

از نظر   توجهیدارای مزایای قابلDPV آزمون    براین،. علاوه(10)

مینیاتوری قابلیت  و  سرعت  در  هزینه،  استفاده  برای  شدن 

نقطهتست  بالینی  با روشاست  ایهای  مقایسه  در  مرسوم .  های 

زنج،  9زایالامانند   ایمونوهیستوشیمی،    10مرازیپل   یارهیواکنش  و 

 نمونه،  عنوان. به(11  و  7)  دهدارائه می  ی را هایبرتری DPV روش

کافیالایزا   حساسیت  نادر  نشانگرهای  تشخیص    را   برای 

قیمت  سازی پیچیده و تجهیزات گراننیازمند آماده   qPCRندارد،

و آنتیبه ایمونوهیستوشیمی است  کیفیت  به  و  بادیشدت  ها 

رنگ مقابل،شرایط  در  است.  وابسته  امکان     DPVآمیزی 

های  حتی در ماتریس T +CD8هایسلول اعتمادگیری قابلاندازه

 . (12)کند فراهم میرا زیستی پیچیده، با حداقل تداخل،  

در   DPVهدف این مطالعه، بررسی کارایی و توانایی روش  

به   T +CD8هایتشخیص دقیق و حساس سلول با توجه  است. 

روشمحدودیت  مزایای  های  و  فلوسایتومتری  مانند  سنتی  های 

ت  در   ،DPVروش تحقیق  کهاین  است  شده  راهکاری    لاش 

مقرون و  نشانگر  صرفهبهکارآمدتر  این  بررسی  برای  زیستی  تر 

. در این مطالعه، عملکرد دو  ارائه شود  های پیشیننسبت به روش

شناسایی برای  ارزیابی  T +CD8هایسلول زیرلایه  و  مقایسه 

گرافن    دیاکسبا    ،مورداستفاده  11شدهچاپالکترود  .  گرددمی

جهت    13رولیپی پلبا      CVطراحی شده و طی فرآیند 12افتهیکاهش

 . (14 و 13)گردید اصلاح افزایش رسانایی و حساسیت حسگر 

سال زیست در  متعددی  مطالعات  اخیر،  حسگرهای  های 

مختلفی شناسایی  را  الکتروشیمیایی  توسعه   نشانگرها CD برای 

اند. برای  شناسی متفاوتی بهره گرفتهاند که هرکدام از روشداده

همکاران و  کارینلی  زیست   ، (15)  مثال،  مغناطیسی  یک  حسگر 

توسعه دادند  CD4+ هایبرای شناسایی سلولرا  الکتروشیمیایی  

سلول در میکرولیتر بود. این حسگر با    44که حد تشخیص آن  

  گذاریاستفاده از جداسازی مغناطیسی ایمنی و مراحل برچسب 

های  رغم دقت بالا، از پیچیدگیعلی  قبولی دارد. اماعملکرد قابل

و   مرحلهآمادهفنی  برای  سازی چند  که   است  کرده  استفاده  ای 

 . (16)کند و قیمت بالایی پیدا می بودهنکاربر راحت 

مطالعه  همکاراندر  و  بیالاس  دیگر،  یک    ،(17)  ای 

 CD4+ هایحسگر مبتنی بر امپدانس برای تشخیص سلولزیست 

شده از خون، حد  های استخراجطراحی کردند که برای سلولرا  

مهمترین مزایای   لیتر داشت.سلول در میلی 1/ 41× 510تشخیص 

آن، روش تشخیص سنجش بدون برچسب گذاری، طراحی ساده  

سازی برای استفاده  و امکان استفاده در محل است اما نیاز به بهینه

 بالینی دارد. 

همکاران و  یدگری  پژوهش  یک  (18)  در    حسگر   نیز 

فوق شناسایی  برای  سلولالکتروشیمیایی  حساس  های  العاده 

پروستات ساختارهای   Du-145 سرطانی  از  که  یافت  توسعه 

سلول در    20برد و توانست حد تشخیص  طلا بهره می–نانوگرافن

لیتر را ثبت کند. این دقت بالا ناشی از دو مکانیسم شناسایی  میلی

و  آنتی اما  بود 14یمیآنز  گنالیس  ت یتقو بادی  اصلاح  افر.  یند 

زمان و  پیچیده  نسبتاً  با سایر    است بر  الکترود  تداخل  احتمال  و 

نمونهسلول در  نیازها  که  دارد  وجود  واقعی  مراحل    به  های 

دارد. مهمترین متغیر مورد نیاز برای حسگرهای  کالیبراسیون دقیق  

الکتروشیمیایی، رسانایی بالا است که بتواند کمترین تغییرات در 

سطحی   با  ازطرفی  دهد.  تشخیص  را  تخلخل    دارای مقاومت 

خوبی داشته باشد  را به  نشانگرزیست قدرت گیراندازی    ،مناسب 

(18) . 

بیماری بررسی  در  است  ذکر  به  و  های  لازم  ایمونولوژی 

بسیار قابل اهمیت   T+CD8  هایسلولنشانگر  زیست   ،انکولوژی

روش حاضراست.  حال  در  استفاده  مورد  جمله    ،های  از 

چالش  ،فلوسایتومتری روش  با  که  هستند  مواجه  هایی 

ها توجهی همچون سادگی نسبت به آنالکتروشیمی مزایای قابل

دارد. این پژوهش برآن است تا زیست حسگر الکتروشیمیایی را  

گیری  یابی کند و برای بررسی عملکرد و اندازهطراحی و مشخصه



 

  

های حسگری را انجام دهد. امید است این  حد تشخیص آزمون

هزینه بتواند برای تولید انبوه مناسب باشد و در  روش ساده و کم

   .(19)بالینی دردسترس شود  های محیط

پژوهش  با  مقایسه  در  حاضر  پژوهش  اصلی  های  اهمیت 

زیست  تشخیص  تهیه   T+CD8  هایسلولنشانگر  پیشین،  در 

حسگری الکتروشیمیایی است که با تهیه زیرلایه رسانا و داشتن  

های عاملی موردنیاز، دقت و حساسیت بسیار مناسب، ساده  گروه

محل   در  مراقبت  قابلیت  با  باشدو  زیرلایه برخوردار  ازطرفی   .

طراحی با  کامپوزیتی  ازشده  ویژه  برخورداری  قدرت    ،تخلخل 

 .را دارد T+CD8های  گیراندازی سلول

 

 ها مواد و روش  -2
 مواد مورد استفاده در پژوهش -2-1

چاپ  کد پیرول،  Drop senseشرکت    C110شده  الکترود 

(S8135392)   گرم بر    67/ 09و جرم مولی  درصد    98با خلوص

گرافن  اکسید  رهای  تهیه شد. پود   Sigma-Aldrich مول از شرکت 

و اندازه ذرات  درصد    99با خلوص    51گرافناکسید  و    یافتهکاهش

از شرکت   7تا    3/ 4 -C)  کدبا     American Elements نانومتر 

GENEO-01-P.REDU  )شد پتاسیم   .خریداری  همچنین، 

-45-7)  کد با  (KCl) و پتاسیم کلرید(K₃[Fe(CN)₆])   سیانیدفری

شرکت   ،(7447 آنتی  Merck از  شدند.  تأمین  بادی  آلمان 

ضد موشی  از   (SB-019972) کد  انسانی   CD8 مونوکلونال 

 . ایران تهیه شد  SINA BIOTECH شرکت 

قابل نگهداری است و    -C  ͦ  20آنتی بادی مذکور در دمای  

  CD8سلول حاوی   باشد.لیتر میگرم بر میلیمیلی  یکغلظت آن  

نوترکیب ا آزمایشگاه    جداشده  نسانی  از  زن  انسانی  سرم  از 

تهیه شد. طبق پروتکل ایمونولوژی دانشگاه علوم پزشکی اصفهان  

شده تا یک هفته در دمای یخچال  آزمایشگاه مذکور، سلول تهیه

 . قابل نگهداری بود

قرص اتانول،61ی فسفاتبافر  های  همچنین،   ،  EDC71  کد  با 

(S7663807) کد  با  18دیم ینیسوکسیدروکسیه-ان و  (-G5

گاو  نیآلبومو  درصد    98با خلوص    (130672  کد  با  19یسرم 

(A9418-5G)   بالای خلوص  از  درصد  96با  همگی   ،

های آبی  آلمان تهیه شدند. تمام محلول   Sigma-Aldrichشرکت

از  الکترود پس  تحلیل سطح  گردید. جهت  تهیه  دیونیزه  با آب 

نمونهآماده کمک  سازی،  به  و  شده  خراشیده  آن  از  هایی 

 . بررسی شدند 02هیفور  لیقرمز تبد مادون یسنجفیط

 

 دهی الکتروشیمیایی فرایند پوشش سازی وآماده  -2-2

مورداستفاده  غلظت  آمادههای  فرایند برای  در  الکترولیت  سازی 

الکتروشیمیاییپوشش از:دهی  عبارتند  کلرید  ،   (KCl) پتاسیم 

غلظت     M  1 / 0  ،rGO  غلظت   دارای   بر  میلی  0/ 33با  گرم 

.  M  025 /0  و پیرول با غلظت   M  05 /0  با غلظت PBS لیتر،  میلی

انحلال   10در آب مقطر به مدت     KCl ابتدا تا  دقیقه حل شد 

به ترکیبات شاملکامل حاصل شود. سپس،  ،  rGO  ترتیب سایر 

PBS  دقیقه    30پیرول به آن افزوده شدند. محلول نهایی به مدت    و

   .زن مغناطیسی هم زده شد تا ترکیبی همگن حاصل شودروی هم

لایه  هابررسی  Origalyzeدستگاه  باالکتروشیمیایی    نشانیو 

Systems   فرایند لایه ابتدا  انجام شد.  دمای محیط  به  در  نشانی 

و    20،  15های  به تعداد سیکل  12یاچرخه  ییای میالکتروشروش  

و    V  1تا    -V  5 /0  محدوده ولتاژ   های پتانسیلی در، با چرخه25

گردید   انجامشده  روی الکترود چاپ mV.s   50-1  روبش  با نرخ

  پس س.  ندشد  کدگذاری  A25و    A15  ،A20ها به ترتیب  نمونهو  

گرفتند و   قرار  ارزیابی  مورد  ها  بهینه    ای نمونهنمونه  با ساختار 

این مرحله در  بهینه    ، انتخاب شد.  نشانی  برای لایهتعداد سیکل 

انتخاب شد. در مرحله بعد برای انتخاب ماده  روی الکترود کار  

نگه ثابت  با  ماده  برتر  اولیه،  مواد  تمامی  مقادیر     GOداشتن 

، از اتانول جهت  GOاستفاده از  فرایند  شد. در     rGOجایگزین  

گرفته   GOهایورق  سازیهپراکند منظور  به  ،همچنین  شد.  بهره 

 . در این پژوهش(20)های متفاوتی وجود دارد  روش  GOاحیای  

در حین   ( نانومتر  365، طول موج  TL 8W BLB) UV از لامپ 

لایهرف فعال  این  .گردیداستفاده   نشانیایند  برای  سازی  تابش 

کامپوزیت گروه سنتز  مرحله  در  کربوکسیل  عاملی   انجام  ،های 

 شد. نام گذاری B20 کدنمونه حاصل شده به   .گرفت 



 

 

و کد  PBSدر محلول   CD8 مقادیر مختلف غلظت - 1جدول 

 هااختصاصی نمونه 

 کد نمونه  CD8( lcells.m-1) غلظت

0 0cell 
20 20cells 
80 80cells 

1000 1000cells 
20000 20000cells 

 

 نشانی یابی فیزیکی و شیمیایی کامپوزیت لایهمشخصه  -3-2

لایه کامپوزیت  ارزیابی  و  شناسایی  با  نمونه  شده،نشانیبرای  ها 

طیف از  فوریه  مادون  سنجی  استفاده  تبدیل   ,FTIR)قرمز 

Tensor27)1  در بازه طیفی  ، آلمان-cm  400    مورد بررسی  4000تا

تا تعداد سیکل برتر اتخاب شود. سپس مورفولوژی    قرار گرفتند

تشکیل نمونه  ترکیب  دو  از    ،B20و    A20شده  استفاده  با 

  ,FESEM)22یدانیم  لیگس  ی روبش  یالکترون  کروسکوپیم

Quanta FEG 450)  .بررسی شد 

 

لایهآماده   -4-2 و  نمونهسازی  نهایی  انجام  نشانی  برای  ها 

 های حسگری آزمون

از لایه آمادهپس  کامپوزیت و  الکترود،  نشانی  اولیه  جهت  سازی 

سلولنهایی،  سازی  آماده شناسایی  زیر  CD8  هایبرای  مراحل   ،

  BSAو  CD8بادی ، آنتیEDC/NHS هایانجام شد: ابتدا محلول

روی سطح الکترود ریخته شد    ،میکرولیتر دوترتیب و به میزان به

به هرکدام  مرحله،   30مدت  و  این  از  پس  شدند.  انکوبه  دقیقه 

با   آنالیز  آماده  هرغلظت سهگردید  DPVالکترود  از  آزمون  بار  ، 

شد نمونه  کد.  تکرار  به  مربوط  اطلاعات  شده،های  و  در    تهیه 

های مختلف به روش سریالی  غلظت   .ارائه شده است   (1)جدول  

 تهیه شدند.

 

 آزمون ولتامتری پالس تفاضلی -5-2

طراحی حسگر  رفتار  ارزیابی  غلظت برای  برابر  در  های  شده 

و محاسبه حساسیت و حد تشخیص آن، از آزمون   CD8مختلف  

DPV استفاده شد. این آنالیز در محلول بافر فسفاتی حاوی mM  

از آن، آزمون  فری  5 انجام شد. پس  پتاسیم  سیانید و فروسیانید 

DPV    ولتاژ محدوده  دامنه  میلی  750تا    250در  با    200ولت، 

روبش  میلی نرخ  و  انجام شد.  میلی  15ولت  ثانیه  بر  برای  ولت 

تغییرات    فراهم کردن بهینه برای سنجش  الکتروشیمیایی  شرایط 

 از  mM  5  الکترولیتی شامل از محلول      CD8جریان در حضور  

4+ ]6/ [Fe (CN) 3+]6[Fe (CN)و  mM  1 /0  استفاده    پتاسیم کلرید

 شد.

محاسبه   مقدار  32صیتشخحد  برای  حسگر،  حساسیت    و 

آزمون    مقاومت  از  صورت  به  CD8در هر غلظت    DPVحاصل 

غلظت   برحسب  از    CD8نموداری  استفاده  با  سپس  شد.  رسم 

 محاسبه شد  هشدمیزان حد تشخیص حسگر طراحی  ،(1)رابطه  

(21) . 
3S

LOD
Sd

=                                                           )1( 

را    CD8انحراف استاندارد نمونه در غلظت صفر    Sdکه در آن  

شیب منحنی کالیبراسیون است. جهت ارزیابی    Sدهد و  مینشان

گیری شد  بار اندازهتکرارپذیری حسگر، پاسخ آن در هرغلظت سه

به نتایج  ذکر و  به  لازم  شد.  گزارش  استاندارد  انحراف  صورت 

با در نظر گرفتن یک آنالیت منفرد، حساسیت عبارت است  است،  

از تغییر در پاسخ در اثر یک واحد تغییر در کمیت آنالیت )شیب  

محاس این  انجام  برای  معیاربندی(.  کافیبمنحنی  شیب  ا  ه  ست 

 .(22) قسمت خطی نمودار محاسبه شود 

 

 نتایج و بحث  -3
شده با  پلی ارزیابی ساختار شیمیایی کامپوزیت تشکیل -1-3

 یافتهگرافن کاهش اکسید  پیرول و

مادون  طیف  (،1)شکل   فوریهسنجی  تبدیل  به  قرمز  مربوط 

با بررسی دقیق  را نشان می A25 و  A15  ،A20  هاینمونه دهد. 

م  ها،فیط نمونه  شودیمشاهده   ی هاکیپ  یدارا A20 که 

  انگر یها بتفاوت نیاست. ا  گرینسبت به دو نمونه د  یترمشخص



 

  

 
  هاینمونه  قرمز تبدیل فوریهسنجی مادون طیف  -1شکل 

A15،A20  و A25ها در؛ شدت بالاتر پیک A20   بیانگر تشکیل

 . rGO/Ppy مؤثرتر کامپوزیت

 

نمونهبهینه در  اولیه  مواد  ترکیب  نسبت  تشکیل   A20 بودن  و 

 .باشدتر و مؤثرتر میساختار کامپوزیتی یکنواخت 

دارای دو پیک برجسته است: نخستین پیک در   A20 نمونه

شود که مربوط به مد ارتعاشی نامتقارن ظاهر می  cm⁻¹   2976ناحیه

پلی ویژگی مشخص  و  بوده  پیرول  بهحلقه  میپیرول  رود  شمار 

در(23) پیک دوم  ارتعاش کششی    cm⁻¹ 1163؛  به  دارد و  قرار 

از حضور ساختارهای اکسیدشده  و    شود مربوط می C–O–C پیوند

چ ماده  هدر  میارچوب  پیکشودناشی  این  دوی  هر  در  .  ها 

جابه با  نیز  پیشین  کمتر  مطالعات  مقادیر  سمت  به  جزئی  جایی 

 . (24)اند گزارش شده

ها در  ، شدت این پیکA25  و A15 هایدر مقایسه با نمونه

به  بیشتر A20 نمونه نمونهاست؛  در  شدت A15  ویژه  کاهش   ،

کنش  پلیمری یا برهمکامل  تشکیل شبکه  عدم  دهنده  ها نشانپیک

، با  A25  باشد. همچنین در نمونهمی rGO و  Ppyتر میان  ضعیف

ها ممکن وجود حضور اجزای مشابه، کاهش نسبی شدت پیک

است ناشی از اشباع بیش از حد یکی از ترکیبات یا ناهماهنگی  

در نسبت اختلاط باشد که منجر به تضعیف ساختار کامپوزیتی  

 .شودمی

بهمی  ،بنابراین ترکیب  نسبت  که  گرفت  نتیجه  در  توان  رفته  کار 

   Ppyو   rGO کنش بینای را برای برهمشرایط بهینه A20 نمونه

نه امر  این  است.  آورده  بهفراهم  منجر  تر واضح  مشاهده  تنها 

فوریهمادون  طیف   هایپیک تبدیل  احتمالاً شود    می قرمز  بلکه 

نیز  کامپوزیت  ساختاری  و  عملکردی  خواص  بر  مثبتی  تأثیر 

ذخیره با  مرتبط  کاربردهای  در  که  داشت  انرژی،  خواهد  سازی 

 .های الکترونیکی حائز اهمیت است و سامانهها حسگر

یافته لایهاین  فرایند  در  که  است  آن  بیانگر  نشانی  ها 

به روش   تعداد  CVالکتروشیمیایی  بهینه  ،سیکل 20،  ای  شرایط 

برای رشد ساختار کامپوزیتی ایجاد کرده است. برهمین اساس،  

با توجه به مواد اولیه    در ادامه پژوهش و برای مقایسه عملکرد

 نشانیسیکل لایه  20همان    ه با شدتهیه   B20ه، نمونمورداستفاده

 .(25) های بیشتر مقایسه شدبرای بررسی

 

میکروسکوپ   با استفاده از B20 و A20 هایبررسی نمونه  -2-3

 الکترونی روبشی گسیل میدانی  

ترتیب با  ، که بهB20و A20 هاینمونهFESEM   مقایسه تصاویر

اند، اطلاعات ارزشمندی در مورد تهیه شدهGO و   rGO استفاده از

.در  (26)  دهدهای ساختاری ناشی از نوع ماده اولیه ارائه میتفاوت

  1های  در بزرگنمایی A20 از نمونهFESEM   تصاویر  ، (2)  شکل

شده  میکرومتر  5و   ساختارهای  است.  ارائه  تصاویر،  این  در 

بهکلمیگل که  میشکل  مشاهده  حضور  وضوح  شاخص  شوند، 

نیز به لایهو ساختارهای لایه  هستند  پیرولپلی   اکسید  هایمانند 

تشکیل  دهنده  نشانشوند. این دو ویژگی،  گرافن نسبت داده می

که ترکیب مطلوبی از    هستندآمیز یک ساختار یکپارچه  موفقیت 

Ppy    وrGO  در هر دو  . همچنین،  (28  و  27)دهد  را نشان می

مشاهده    42یاچندمرحله  یهاتخلخلبزرگنمایی، منافذ سطحی و  

نقاط    جادیسطح مؤثر و اهایی با افزایش  . چنین ویژگیشوندمی

ب مؤثرتر  یمولکولست یزتعاملات    یبرا  شتریفعال  جذب  به   ،

  ت ی بهبود حساس  ت یو درنها  ترعیسر  یکیانتقال بار الکتر  ت،یآنال

ز م  یستیو عملکرد حسگر  بهکنندیکمک  نمونه،  .  و    هو عنوان 

سهاندادهگزارش    ( 28)همکاران   ساختار  که   متخلخل  یبعدد 



 

 

 
 . میکرومتر یک )ب(و )الف(  پنجهای بزرگنمایی  در A20 از نمونه  میکروسکوپی الکترونی روبشی گسیل میدانی تصاویر  -2شکل 

 

 
 . میکرومتر یک )ب(و )الف(  پنج هایدر بزرگنمایی  B20 از نمونه  میکروسکوپی الکترونی روبشی گسیل میدانی تصاویر  -3شکل 

 

rGO/PPy   ،بهینهبه انتقال دلیل  بهبود  و  فعال  سطح  سازی 

 شود. می عملکرد در سنجش زیستی سبب بهبود الکترونی،

از  ،(3)  شکل را نشان   B20 نمونه FESEM تصاویر حاصل 

خوبی قابل تشخیص  به  rGOمانند  ساختار لایهکه در آن    دهدمی

نشانه اما  پلیاست،  با  مناسب  یکپارچگی  از  مشاهده  ای  پیرول 

پیرول در طی فرایند شستشو از سطح  رسد پلینظر میشود. بهنمی

پایداری، در ساختار نهایی باقی  نادلیل چسبندگی یا  جدا شده و به

 . (13) نمانده است 

این عدم تشکیل ساختار منسجم، که در بزرگنمایی بیشتر نیز 

شبکه پلیمری    نداشتن  شود، منجر به کاهش سطح فعال و تأیید می

می پلییکنواخت  حضور  عدم  میشود.  بار پیرول  انتقال  تواند 

کارایی   و  حساسیت  نتیجه  در  و  کرده  مختل  را  الکتریکی 

 . (29)طور جدی کاهش دهد الکتروشیمیایی حسگر زیستی را به

 A20نمونه(  3و    2های  )شکل  ،FESEM   تصاویربراساس  

 تر نسبت به نمونهتر و با پوشش یکنواخت دارای سطحی متخلخل

B20    هایی برای افزایش سطح تماس فعال، چنین ویژگی.  است

تسهیل تبادل الکترونی و بهبود حساسیت در کاربردهای حسگر  

تنها  نه FESEM بنابراین، استفاده از د؛هستن زیستی بسیار مطلوب

مفید است، بلکه     FTIRمانند  شیعنوان ابزار مکمل در کنار روبه

تواند در انتخاب ساختار بهینه برای طراحی  طور مستقل نیز میبه

نانوکامپوزیت  پایه  بر    مهمی ها نقش  الکترودهای حسگر زیستی 

 . (30)ایفا کند 



 

  

 
 . DPVها: نتایج آزمون نمودار نتایج آزمون حسگری نمونه  -4شکل 

 

 بررسی رفتار حسگر  -3-3

طراحیبه حسگر  کارایی  بررسی  شناسایی  منظور  در  شده 

برای هر   DPVآزمون   ،  CD8⁺ Tهایهای مختلف سلولغلظت 

و    ارزیابی متغیرهای عملکردی نظیر حساسیت   غلظت انجام شد.

LOD  آزمون،    نجاما این  در  محلول  دوشد.  از  های میکرولیتر 

سلول غلظت  CD8⁺ T هایحاوی  سطح  با  بر  مختلف،  های 

اصلاح کاری  کاهشالکترود  نانوکامپوزیت  با   اکسید  یافتهشده 

گذشت   (rGO/Ppy) پیرولگرافن/پلی از  پس  شد.    30چکانده 

منظور تثبیت تعاملات زیستی، الکترود در دقیقه در دمای اتاق به

حاوی فسفات  بافر  ردوکس   mM  5  محلول  جفت   Fe] از 

4+]6/ [Fe (CN) 3+]6(CN)  قرار گرفت و آزمونDPV  انجام شد. 

شود، با افزایش غلظت  مشاهده می  (4)شکل  طور که در  همان

بهCD8⁺ T  هایسلول خروجی  جریان  شدت  پیوسته  ،  صورت 

پدیده  کاهش می این  ازیابد.  ها در حفرات استقرار سلول  ناشی 

قالب  مسیرهای    شدهزدهساختار  جزئی  مسدودسازی  و  پلیمری 

های  دلیل ویژگیبه CD8⁺ T هایانتقال بار الکتریکی است. سلول

غشایی، نقش موانع فیزیکی را ایفا کرده و موجب محدودیت در 

شوند. این  سیانید میهای فریها میان گونهانتقال الکترون و یون

واکنش نرخ  سطحی،  اکسایش انسداد  سطح  -های  در  را  کاهش 

کاهش   جریان    دهدمیالکترود  افت  به  منجر  درنتیجه  و 

غلظت   بین  . رابطه معکوس(32  و  31)  شودشده میگیریاندازه

 حضور  ها و شدت پیک جریان، دلیلی بر عملکرد مهارگرانهسلول

CD8⁺ T  (17) در انتقال بار سیستم است  . 

کالیبراسیون   منحنی  حسگر،  کمی  متغیرهای  محاسبه  برای 

غلظت سلول  مقاومت  )شکل  ترسیم شد   CD8⁺T هایبرحسب 

داده  (.5 بهبراساس  محدوده   ،آمدهدست های  در  نمودار  شیب 

تا   صفر  میلی  1000غلظت  بر  و  سلول  است  خطی  تقریبا  لیتر 

 ؛محاسبه گردید  0/ 054برابر با    GraphPad Prismافزار  توسط نرم

( رابطه  طبق  با    ،(1بنابراین  برابر  حسگر  تشخیص  حد  مقدار 
1-lcell.m  305    =LOD  آمد.  به مقدار  دست  دهنده این    نشان 

طراحی  مناسبحساسیت   غلظت سیستم  شناسایی  در  های  شده 

و پتانسیل آن را برای کاربرد در است   CD8⁺T هایپایین سلول

  و  17)  کندخوبی تأیید میهای تشخیص زیستی هدفمند بهسامانه

33).  



 

 

 
حاصل از نتایج آزمون   نمودار جریان بر حسب غلظت -5شکل

 . حسگری

 

  سهها )حداقل  صورت میانگین نمونهبه  ،کمی  کلیه نتایج در آزمون

و در نمودار مشخص ها گزارش  همراه انحراف معیار آنبه  نمونه(

و با آنالیز    GraphPad Prismنتایج با استفاده از نرم افزار    شد.  

( P  <0/ 05صورت معنادار )بررسی گردید و به  ANOVAآماری  

 گزارش شد.  

برای  زیست طوکلی،  به متعددی  الکتروشیمیایی  حسگرهای 

اند نشانگرهای ایمنی توسعه داده شدهها و زیست شناسایی سلول

های خاص خود را دارند. حسگر که هر یک مزایا و محدودیت 

کارینلی با وجود حد   CD4+ برای  ،(15)  و همکاران  مغناطیسی 

به دلیل مراحل متعدد   سلول بر میکرولیتر  44   تشخیص مناسب 

گذاری، چندان کاربرپسند نبوده و در مقیاس  جداسازی و برچسب 

هزینه و  بالینی  بیالاس  امپدانسی  حسگر  همچنین،  است.  بر 

گذاری را ارائه داد، اما  مزیت عدم نیاز به برچسب   ، (17)همکاران  

سازی برای استفاده بالینی همچنان ضروری است. از سوی  بهینه

در     و   یدگری  توسط  شدهارائه  طلا–نانوگرافن  حسگردیگر، 

سلول بر میلی لیتر    20 توجهیقابل  تشخیص  حد  ،(18)همکاران  

پیچیدگی اصلاح الکترود و احتمال تداخل  دلیل  بهحاصل شد، اما  

در مقایسه با    . نیاز دارد.های واقعی  به کالیبراسیون دقیقدر نمونه

زیست  یک  توسعه  حاضر  پژوهش  هدف  مطالعات،  حسگر  این 

است، که  بوده   CD8+ T هایالکتروشیمیایی برای تشخیص سلول

  توجه تاکنون نسبت به سایر نشانگرهای ایمونولوژی کمتر مورد

 قرار گرفته است.  

نشان داد که استفاده از زیرلایه بسیار    حاصل از این پژوهش،نتایج  

با مقاومت رسان کامپوزیتی متخلخل،    Ω·cm² 35.39 ا  با ساختار 

بر افزایش انتقال الکترونی و حساسیت، ظرفیت گیراندازی  علاوه

 ،دهد. همچنینطور موثری افزایش می  را به T +CD8هایسلول

شده  دهد که مکانیزم طراحی نشان می DPV تغییر جریان در آزمون

زیست می حضور  با  مرتبط  تغییرات  کوچکترین  نشانگر  تواند 

ها بیانگر آن است که این  ، یافتهدرمجموع  .سلولی را آشکار کند

باحسگر   مقایسه  از    رایجهای  روش  در  فلوسایتومتری  مانند 

و    است برخوردار    و قابلیت استفاده در محل  کمسادگی، هزینه  

مناسب برای کاربردهای بالینی و تولید ای عنوان گزینهتواند بهمی

   مورد توجه قرارگیرد.انبوه 

 

 گیرینتیجه  -4

به پژوهش،  این  نانوحسگر  در  یک  ارزیابی  و  طراحی  منظور 

بر   مبتنی  مجموعهrGO/Ppyالکتروشیمیایی  از  های آزمون  ، 

نتایج   استفاده شد.  و عملکردی  که     FTIRساختاری  داد  نشان 

نشانی الکتروشیمیایی تهیه شده  سیکل لایه   20، که با  A20  نمونه

نمونه با  درمقایسه  ساختاری  A25و A15 هایبود،  کیفیت  از   ،

پیکبهینه و  بوده  برخوردار  پلیتری  مشخصه  و  های  پیرول 

ها، انتخاب وضوح در آن مشاهده شد. این دادههای عاملی بهگروه

عنوان بهترین شرایط، تأیید  نشانی را بهسیکل برای فرایند لایه  20

ازبررسی.  کردند استفاده  با  میکروسکوپی  نیز   FESEM های 

نمونه سطحی  همگن A20 ساختار  متخلخلرا  دارای  تر،  و  تر 

 B20 به نمونهنسبت   rGO های پلیمر وپیوستگی بهتر بین لایه

نمونه  در  درمقابل،  داد.  مناسب  B20  نشان  کامپوزیتی  ساختار   ،

تشکیل نشده بود و عدم اتصال مؤثر بین اجزای کامپوزیت مشهود  

کننده مورفولوژی سطحی در بهبود نقش تعیین  ،هابود. این یافته

درادامه، عملکرد    . سازدشده را برجسته میعملکرد الکترود اصلاح

الکترود آزمون A20 حسگری  طریق  شناسایی    DPV  از  در 

ها نشان  مورد ارزیابی قرار گرفت. این آزمون CD8⁺T هایسلول

طور معناداری ها، شدت جریان بهدادند که با افزایش غلظت سلول

کاهش یافته و ارتباط مستقیمی با انسداد مسیرهای انتقال بار در  



 

  

آمده، حد دست سطح الکترود دارد. براساس منحنی کالیبراسیون به

لیتر محاسبه  سلول بر میلی  305تشخیص این نانوحسگر معادل  

نشان که  شناسایی  شد  در  آن  بالای  حساسیت  و  دقت  دهنده 

   با توجه به نتایج A20 درمجموع، نمونه.  های هدف است سلول

FTIRتصاویر  ، FESEM  آزمون در  دقیق  عملکرد  های  و 

به الکترود  الکتروشیمیایی،  ساخت  برای  بهینه  ساختار  عنوان 

سازی بستر مناسب برای  حسگر انتخاب شد. این ساختار با فراهم

انتقال الکترون، تعامل زیستی مؤثر و پایداری ساختاری مطلوب،  

حسگر  توسعه  در  بالایی  بر   هایپتانسیل  مبتنی  هدفمند  زیستی 

 .دارد CD8⁺T های ایمنی از جملهسلول
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 نامهواژه
1. cytotoxic T cell 

2. major histocompatibility complex I (MHC-I) 

3. tumor-infiltrating lymphocytes (TILs) 

4. immune checkpoint inhibitors 

5. multiple sclerosis (MS) 

6. rheumatoid arthritis (RA) 

7. immunohistochemistry (IHC) 

8. differential pulse voltammetry (DPV) 

9. enzyme-linked immuno-sorbent assay (ELISA)   

10. quantitative polymerase chain reaction (qPCR)  

11. screen printed electrode (SPE) 

12. reduced graphene oxide (rGO) 

13. polypyrrole (Ppy) 

14. horseradish peroxidase (HRP) 

15. graphene oxide (GO) 

16. phosphate buffered saline (PBS) 

17. N-(3-Dimethylaminopropyl)- ethyl carbodiimide 

hydrochloride (EDC) 

18. N-hydroxysuccinimide (NHS) 

19. bovine serum albumin (BSA) 

20. Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) 

21. cyclic voltammetry (CV) 

22. field emission scanning electron microscope 

(FESEM) 

23. limit of detection (LOD) 

24. hierarchical porosity 
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