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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. 

 
Keywords: Polypyrrole, Reduced graphene oxide, Electrochemical sensor, CD8⁺ T Cells, Cyclic voltammetry, Differential pulse 

voltammetry. 
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 چکيده 

  هدف   است.   برزمان   فعلی  هایروش   با  ، شناسیايمنی  هایبیماری   کلیدی   شاخص  يک  ،CD8⁺ T  یهاسلول   زيستی  نشانگر  شناسايی  :اهداف  و  مقدمه
  تشخیص   جهت   يافتهکاهش   گرافن  اکسید   و  پیرولپلی   نانوکامپوزيت  برپايه  ،حساس  يیایمیالکتروش  زيستی  حسگر   يک  توسعه   ،پژوهش  اين  از

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

  25  و  20  ،15  یهاکل یس  تعداد   با  ی،اچرخه   یولتامتر  رويکرد  با  يافتهکاهش  گرافن  اکسید  و   رولیپی پل  کامپوزيت  یدهرسوب   ندي فرا  :هاروش  و  مواد
  بهینه سیکل تعداد با گرافن اکسید و  پیرولپلی  کامپوزيت  با نمونه تهیه برای .شد انجام حسگر کار  الکترود روی  (A25 و A15، A20 هاینمونه  )کد

 حسگر   عملکرد  و  گرديد  ايموبلايز  افتهي توسعه   الکترود  روی  بادیآنتی   شدند.  يابیمشخصه   هانمونه   و  تکرار  (،B20  نمونه  )کد  فرابنفش  لامپ  تحت
 شد.  انجام یتفاضل ی پالس یولتامتر آزمون با

  تر يکنواخت   سطحی  مورفولوژی  دارای  ،B20  نمونه  با  مقايسه   در  A20  نمونه  که   داد   نشان  ی میدان  گسیل   روبشی   الکترونی  میکروسکوپی   تصاوير  ها:یافته 
 یمنحن به  توجه با . شد اني جر شدت  کاهش  به  منجر  ،CD8⁺ T یهاسلول  غلظت شي افزا لی،ضتفا پالس ولتامتری نتايج براساس است.  ترمتخلخل  و

 است.  CD8⁺ T یهاسلول  يیشناسا در حسگر یبالا  تیحساس دهندهنشان که شد نییتع تریلی لیم در سلول هفت با برابر  صیتشخ حد ون،یبراسیکال

 . شد يیشناسا  يیایمیالکتروش زيستی هایحسگر در کاربرد یبرا نهیبه ساختار عنوانبه  ،A20 نمونه ی:ریگجه ینت

 
  یپالس  یولتامتر  آزمون  ،یاچرخه   يیایمیالکتروش  ،T +CD8  یهاسلول  ،يیا یمیالکتروش  حسگر  افته،ي کاهش   گرافن  دی اکس  رول،یپی پل  کلیدی:  یهاواژه

 .یتفاضل
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 مقدمه -1

  در  را   یزياد  توجه  CD8  زيستی  نشانگر  اخیر،  هایسال  در

  کرده  جلب   خود   به   شناسیسرطان  و  شناسیايمنی  هایحوزه

  های پاسخ  تنظیم  در  که  کلیدی  نقش  دلیلبه  ، نشانگر  اين  است.

  ايفا   T +(CD8  سلولی  رده)  1سمی  T  هایلنفوسیت   طريق   از  ايمنی

  بالینی   هایتشخیص  در  اساسی  هایمولفه  از  يکی  عنوانبه  کند،می

  ،CD8  دارای  T  هایسلول  .(1)   شودمی  شناخته  درمانی  پايش  و

 هایسلول قادرند که هستند ايمنی سیستم مرکزی اجزای از يکی

  يک  عنوانبه  CD8  .کنند  حذف  و  شناسايی  را  سرطانی  يا  آلوده

  به   I2  نوع   ی بافت   ی سازگار   مجموعه   با   سطحی،   گلیکوپروتئین 

  شناسايی   سبب   ، طريق   اين   از   و   شوند می   متصل   هدف   های سلول 

-می   T  های سلول  توسط   سمی   فعالیت  آغاز   و   ها ژن آنتی   اختصاصی 

  در   را   CD8  کمی   بررسی   و   گیری اندازه   اهمیت   ويژگی،   اين   . ود ش 

  سرطان،   ازجمله   مختلف،   های بیماری   در   ايمنی   سازوکارهای   درک 

 .( 2)   سازد می   برجسته   خودايمنی،   اختلالات   و   ويروسی   های عفونت 

 سرطان زمینه در ويژهبه CD8⁺ T هایسلول بررسی و تحلیل

  عنوان   با  که  تومورها  در  هاسلول  اين  مقدار  .است   مهم  بسیار

  رابطه  معمولاً  ،شوندمی  شناخته  3تومور  ینفوذ  ی هات یلنفوس

  ایفزاينده  طوربه  و  دارد  بیماران  در  بهتر  درمانی  نتايج  با  مستقیمی

  ايمنی،   های درمان  به  پاسخ  کنندهبینیپیش  نشانگرهای  عنوانبه

  استفاده  ،4یمنيا  ستمیس  یکنترل  نقاط  یهامهارکننده  ويژهبه

  بافت   داخل   به   CD8⁺ T  هایسلول  گسترده  نفوذ  .(3)  شوندمی

  است  سرطانی   های سلول  علیه  فعال  ايمنی   پاسخ   يک  بیانگر  ،تومور

  اساس،  همین   بر  است.  همراه  مطلوب  آگهیپیش  با  اغلب   و

 در  بلکه  بیماری،  آگهیپیش  ارزيابی  در  تنهانه  CD8  گیریاندازه

 .کندمی ايفا مهمی نقش نیز درمان روند

 ايمنی  در  CD8⁺ T  هایسلول  ،شناسیسرطان  برعلاوه

  و   کنترل  در  هاسلول  اين  دارند.  کلیدی  نقش  نیز  ضدويروسی

  ،C  هپاتیت   و  ايدز  ازجمله   مزمن،  ويروسی  های عفونت   حذف

  هايی، بیماری  چنین  در  هاسلول  اين  سطح  پايش  کنند.می   ايفا  نقش

  کلی   وضعیت   و  بیماری  پیشرفت   درباره  ارزشمندی  اطلاعات

 . (4) گذاردمی اختیار در ايمنی سیستم

 مطالعات  و  هاواکسن  توسعه  در  همچنین  CD8⁺ T  هایسلول

  زمینه   در  دارند.  حیاتی  نقش  خودايمنی   هایبیماری  با  مرتبط

  از   يکی  CD8+  سلولی  ايمنی  پاسخ  بررسی  واکسیناسیون،

  برابر  در  ويژهبه  هاواکسن  کارايی  ارزيابی  برای  کلیدی  معیارهای

  بسیار  موارد  اين  در  پايدار  ايمنی  ايجاد  چراکه  است،  هاويروس

 بسیاری  در  CD8⁺ T  هایسلول  هایپاسخ  بنابراين،  ؛(5)  است   مهم

  ها واکسن  عملکرد  شاخص  عنوان به  زايیايمنی  مطالعات  از

 .رودمی شماربه

  پل یمالت  نظیر  خودايمنی  های بیماری  در  ديگر،  سوی  از

 عملکرد  در  اختلال  ،6دیروماتوئ  ت يآرتر  و  5سياسکلروز

  خوردن  برهم  و  مزمن  التهاب  به  منجر  تواندمی  CD8⁺ T  هایسلول

 در  کلیدی نشانگر يک عنوانبه  CD8 درنتیجه، شود. ايمنی تعادل

 قرار  یموردبررس  ،بیماران  اين  ايمنی  سیستم  سازیپروفايل

 اهداف  و   شناسیآسیب   هایمکانیسم  شناسايی   به   و  گیردمی

 . (6) کندمی کمک بالقوه درمانی

 مانند  شناسی،ايمنی  هایفناوری  در  اخیر   های پیشرفت 

  و   دقیق  گیریاندازه   امکان  ،7یم یستوشیمونوهيا  و  فلوسايتومتری

  بالینی   و  تحقیقاتی  هایمحیط  در  CD8⁺ T  هایسلول  عمیق  تحلیل

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

  های سلول هایدينامیک  از  را  ما  درک   ايمنی،  جامع سازیپروفايل

CD8⁺ T  برای   را   زمینه  و   اندداده  افزايش  مختلف  های بیماری  در  

 فراهم  شدهسازیشخصی  پزشکی  حوزه  به  اطلاعات  اين  ورود

 . (8) اندکرده

  برای   مؤثر  و  رايج   هایروش  از  يکی  فلوسايتومتری   اگرچه

  با  اما  است،  CD8⁺ T  هایسلول  شمارش  و  سازیايمنوفنوتايپ 

  روش   اين  حساسیت   مثال،  برای  است.   همراه   هايیمحدوديت 

 همچنین  ست.ا   محدود  پايین  فراوانی  با  هايیسلول  شناسايی  برای

  باعث   تواندمی  ،فلورسانس  شدتبه  روش  اين  زياد  وابستگی

  ها دستگاه  کالیبراسیون  تفاوت  علتبه  ،هاداده  در  هانوسان  ايجاد

  سازی آماده  به  نیاز  براين،علاوه  شود.  مختلف  هایآزمايشگاه  بین

 اين   به  دسترسی  تجهیزات،  و  مواد   بالای  هزينه  و  نمونه  گسترده

 . (9) سازدمی دشوار محدود منابع با مراکز در را روش
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 ،8یتفاضل  یپالس  یولتامتر  ويژهبه  الکتروشیمیايی،  هایروش

  نشانگرهای   تحلیل  در  مؤثری  و  نوين  هایجايگزين  عنوانبه

 هاروش اين اند.شده  مطرح ،CD8⁺ T هایسلول ازجمله زيستی،

  قابلیت   و  هستند  برخوردار  بالايی  اختصاصیت   و  حساسیت   از

 دارند را اندک نمونه حجم  با بمیا ک   نشانگرهایزيست  شناسايی

 نظر  از  توجهی قابل  مزايای   دارای  DPV  آزمون  براين،علاوه  .(10)

  در  استفاده  برای  شدنمینیاتوری  قابلیت   و  سرعت   هزينه،

 مرسوم  هایروش  با  مقايسه  در  .است   اینقطه   بالینی   یهاآزمون

  ايمونوهیستوشیمی،   و  10مرازیپل   یارهیزنج  واکنش   ،9زايالا  مانند

  نمونه،  عنوانبه  .(11  و  7)  دهدمی  ارائه  را   یهايبرتری  DPV  روش

 ندارد،   را  کافی   حساسیت   نادر  نشانگرهای   تشخیص  برای  الايزا

qPCR  و   است   قیمت گران  تجهیزات  و  پیچیده  سازیآماده  نیازمند  

  شرايط  و   هابادیآنتی  کیفیت   به  شدتبه  ايمونوهیستوشیمی

  گیریاندازه  امکان  DPV  مقابل،  در  است.  وابسته  آمیزیرنگ

  زيستی  هایماتريس  در  حتی  CD8⁺ T  هایسلول  اعتماد قابل

 . (12) کندمی فراهم  را تداخل حداقل با پیچیده،

 در  DPV  روش  توانايی  و  کارايی   بررسی  مطالعه،  اين  هدف

  به  توجه  با  است.   CD8⁺ T  هایسلول  حساس  و   دقیق  تشخیص

  مزايای  و  فلوسايتومتری  مانند  سنتی  هایروش  هایمحدوديت 

 راهکاری  که  است   شده  لاشت   تحقیق  اين  در  ،DPV  روش

  زيستی  نشانگر  اين  بررسی   برای  ترصرفهبهمقرون  و  کارآمدتر

  دو  عملکرد  مطالعه،  اين  در  .شود ارائه  پیشین  هایروش  به  نسبت 

  ارزيابی   و  مقايسه  CD8⁺ T  هایسلول  شناسايی   برای  زيرلايه

  گرافن   دیاکس  با  ،مورداستفاده  11شدهچاپ  الکترود  .گرددمی

  جهت   13رولیپیپل  با  CV  فرآيند  طی  و  شده  طراحی  12افتهيکاهش

 . (14 و 13) گرديد اصلاح حسگر حساسیت  و رسانايی افزايش

  حسگرهایزيست   متعددی  مطالعات  اخیر،  هایسال  در

  توسعه   نشانگرها  CD  شناسايی  برای  را   مختلفی  الکتروشیمیايی

  برای   اند.گرفته  بهره  متفاوتی  شناسیروش  از  هرکدام  که  اندداده

  مغناطیسی  حسگرزيست   يک  ، (15)  همکاران  و  کارينلی  مثال،

 دادند   توسعه  CD4+  هایسلول  شناسايی  برای  را  الکتروشیمیايی

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

  گذاریبرچسب   مراحل  و  ايمنی  مغناطیسی  جداسازی  از  استفاده

 هایپیچیدگی  از  بالا،  دقت   رغمعلی  اما؛  دارد  قبولیقابل  عملکرد

  کاربر  برای   که  است   کرده  استفاده  ایچندمرحله  سازی آماده  و  فنی

 . (16) کندمی پیدا بالايی قیمت  و نبوده راحت 

  يک   ،(17)  همکاران  و  بیالاس   ديگر،   ایمطالعه   در

  CD4+ هایسلول تشخیص برای امپدانس بر مبتنی حسگرزيست 

  حد  خون،  از  شدهاستخراج  هایسلول  برای  که   کردند  طراحی  را

  مزايای  نيترمهم  داشت.   لیترمیلی  در  سلول  1/ 41×510  تشخیص

  ساده  طراحی  ،یگذاربرچسب   بدون   سنجش  تشخیص  روش  آن،

  استفاده   برای  سازیبهینه  به  نیاز  اما  است   محل  در  استفاده  امکان  و

 دارد.  بالینی

  حسگر   يک  نیز  (18)  همکاران  و   يدگری  پژوهش  در

  هایسلول  حساس  العادهفوق  شناسايی  برای  الکتروشیمیايی

  ساختارهای   از  که  يافت   توسعه  Du-145  پروستات  سرطانی

  در   سلول  20  تشخیص  حد  توانست   و  بردمی  بهره  طلا–نانوگرافن

  شناسايی   مکانیسم  دو  از  ناشی  بالا   دقت   اين  کند.  ثبت را  لیترمیلی

  اصلاح  يندافر  اما؛  بود  14یمي آنز  گنالیس  تيتقو   و   بادیآنتی

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

  مراحل   به  نیاز  که  دارد  وجود  واقعی  هاینمونه  در  هاسلول

  حسگرهای برای ازیموردن متغیر نيترمهم دارد. دقیق کالیبراسیون

 در  تغییرات  کمترين  بتواند  که  است  بالا  رسانايی  الکتروشیمیايی،

طرف  دهد.  تشخیص  را  مقاومت    تخلخل   دارای  سطحی  با  یاز 

  باشد  داشته  خوبیبه  را  نشانگرزيست   گیراندازی  قدرت  ،مناسب 

(18) . 

  و   شناسیايمنی  هایبیماری  بررسی   در  است   ذکر  به  لازم

  مهم   بسیار  CD8⁺ T  هایسلول  نشانگرزيست   ،شناسیسرطان

  ازجمله   ،حاضر  حال  در  مورداستفاده   هایروش  است.

  روش   که  هستند  مواجه  هايی چالش  با  ،فلوسايتومتری

 هاآن  به  نسبت   سادگی  همچون  توجهیقابل  مزايای  الکتروشیمی

  را  الکتروشیمیايی   حسگر  زيست   تا   است  برآن  پژوهش  اين  دارد.

  گیریاندازه  و  عملکرد  بررسی  برای   و  کند  يابیمشخصه  و  طراحی

  اين   است   امید  دهد.  انجام  را  حسگری  هایآزمون  تشخیص  حد



 همکاران و عمو                                                                        ... یهاسلول يیای میالکتروش حسگر  یابيمشخصه و ساخت 
 

 19 15-27:45(4؛) 1405 مهندسی در پیشرفته مواد
  

  در  و  باشد  مناسب   انبوه  تولید  برای   بتواند  هزينهکم  و  ساده  روش

   .(19)  شود دردسترس بالینی هایمحیط

  های پژوهش   با  مقايسه  در  حاضر  پژوهش  اصلی  اهمیت 

  تهیه   در  CD8⁺ T  هایسلول  نشانگرزيست   تشخیص  پیشین،

  داشتن   و   رسانا   زيرلايه  تهیه  با  که   است   الکتروشیمیايی   حسگری

  ساده  مناسب،  بسیار   حساسیت   و   دقت  موردنیاز،   عاملی   هایگروه

  زيرلايه   یاز طرف  .باشد  برخوردار  محل  در  مراقبت   قابلیت   با  و

  قدرت   ،ويژه  تخلخل  از  برخورداری  با  شدهطراحی  کامپوزيتی

 .دارد  را CD8⁺ T  هایسلول گیراندازی

 

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

  کد   پیرول  ،Drop sense  شرکت   C110  شدهچاپ  الکترود

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

  گرافن   اکسید  رهایپود  شد.  تهیه  Sigma-Aldrich  شرکت  از  مول

  ذرات   اندازه  و   درصد  99  خلوص  با  51گرافن  اکسید  و  يافتهکاهش

  کد   با  American Elements  شرکت   از  نانومتر  7  تا  3/ 4

(C-GENEO-01-P.REDU)  پتاسیم  همچنین،  .شد  خريداری  

  کد  با  (KCl)   کلريد  پتاسیم  و  (K₃[Fe(CN)₆])  سیانیدفری

 بادیآنتی  شدند.  تأمین  آلمان  Merck  شرکت   از  ،(7-45-7447)

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

SINA BIOTECH  شد  تهیه ايران.  

  و   است   نگهداری  قابل  -C  ͦ  20  دمای  در  مذکور  یبادیآنت

  CD8  حاوی  سلول  باشد.می  لیترمیلی  بر  گرممیلی  يک  آن  غلظت 

  آزمايشگاه   از  زن  انسانی  سرم  از  جداشده  نوترکیب   نسانیا

  طبق   شد.  تهیه  اصفهان  پزشکی  علوم  دانشگاه  شناسیايمنی

 دمای  در  هفته  يک  تا  شدهتهیه  سلول  مذکور،  آزمايشگاه  پروتکل

 . بود نگهداری قابل يخچال

 کد  با  EDC71  اتانول،  ،61ی فسفات  بافر  هایقرص  همچنین،

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

 کد  با  19یگاو  سرم  نیآلبوم  و  درصد  98  خلوص  با  (130672

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

Sigma-Aldrich  آب  با  آبی  هایمحلول  تمام  شدند.  تهیه  آلمان 

  از  پس  الکترود   سطح   تحلیل  جهت  گرديد.  تهیه  ديونیزه 

  کمک   به  و  شده  خراشیده  آن  از  هايینمونه  سازی،آماده

  .شدند بررسی 02هيفور   ليتبد قرمزمادون یسنجفیط

 

 الکتروشیمیایی  دهیپوشش فرایند  و سازیآماده  -2-2

 فرايند  در  الکترولیت  سازیآماده  برای  مورداستفاده  هایغلظت 

  (KCl)  کلريد  پتاسیم  از:  عبارتند  ،الکتروشیمیايی  دهیپوشش

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

PBS   غلظت   با  M  05 /0  غلظت   با  پیرول  و  M  025 /0.  ابتدا KCl  

  حاصل  کامل  انحلال  تا  شد  حل  دقیقه  10  مدت  به  مقطر  آب  در

  پیرول  و   rGO،  PBS  شامل  ترکیبات  ساير  ترتیببه  سپس،  شود.

 همزن  روی   دقیقه  30  مدت  به  نهايی  محلول  شدند.  افزوده   آن  به

   .شود  حاصل همگن ترکیبی تا شد زده هم مغناطیسی

 Origalyzeدستگاه    با  الکتروشیمیايی  نشانیلايه  و  هابررسی

Systems  به  نشانیلايه  فرايند  ابتدا  شد.  انجام  محیط  دمای   در  

  و   20  ،15  هایسیکل  تعداد  به  12یاچرخه  يیای میالکتروش  روش

  و   V  1  تا  -V  5 /0  ولتاژ  محدوده  در  پتانسیلی  هایچرخه  با  ،25

 و  گرديد  انجام  شدهچاپ  الکترود  روی  mV.s  50-1  روبش  نرخ  با

 پس س  .ندشد  کدگذاری  A25  و   A15،  A20  ترتیب   به   هانمونه

  بهینه  ساختار  با  اینمونه  و  گرفتند  قرار  ارزيابی  مورد  هانمونه

  نشانیلايه  برای  بهینه  سیکل  تعداد  ، مرحله  اين  در  شد.  انتخاب

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

  GO  ماده  اولیه،  مواد  تمامی  مقادير  داشتننگه  ثابت   با  برتر

  جهت   اتانول  از  ،GO  از  استفاده  فرايند  در  شد.  rGO  جايگزين

  منظوربه  ،همچنین  شد.  گرفته  بهره   GO  هایورق  سازیهپراکند

 پژوهش  اين   در  . (20)  دارد  وجود متفاوتی  های روش  GO  احیای 

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

  سازی فعال  برای   تابش   اين  .گرديد  استفاده  نشانیلايه  ايندرف

 انجام  ،کامپوزيت   سنتز  مرحله  در  کربوکسیل  عاملی  هایگروه

 شد. یگذارنام  B20 کد  به شدهحاصل نمونه .گرفت 
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  کد و PBS محلول در CD8 غلظت مختلف  مقادیر -1 جدول

 هانمونه  اختصاصی

 نمونه  کد CD8 (lcells.m-1) غلظت

0 0cell 
20 20cells 
80 80cells 

1000 1000cells 
20000 20000cells 

 

 نشانی لایه کامپوزیت شیمیایی و فیزیکی یابی مشخصه  -3-2

  با   ها نمونه  شده،نشانیلايه  کامپوزيت   ارزيابی  و  شناسايی  برای

 ,FTIR)  فوريه  تبديل  قرمزمادون  سنجیطیف  از  استفاده

Tensor27،  )1  طیفی  بازه  در  آلمان-cm  400  ی موردبررس  4000  تا 

  مورفولوژی سپس شود. انتخاب برتر  سیکل تعداد تا  گرفتند قرار

  از  استفاده  با   ،B20  و  A20  نمونه   دو  شده تشکیل  ترکیب 

,FESEM)   22یدانیم  لی گس  ی روبش  یالکترون  کروسکوپیم

Quanta FEG 450) شد.  بررسی 

 

  انجام  برای   هانمونه  نهایی  نشانی لایه  و  سازیآماده   -4-2

 حسگری  هایآزمون

  جهت   الکترود،  اولیه  سازیآماده  و  کامپوزيت   نشانیلايه  از  پس

  زير   مراحل  ،CD8  هایسلول  شناسايی   برای  نهايی،  سازیآماده

  BSA  و  CD8  بادیآنتی  ،EDC/NHS  هایمحلول  ابتدا  شد:  انجام

  شد ريخته الکترود سطح روی  ،میکرولیتر دو میزان به و ترتیب به

  مرحله،  نيازاپس  شدند.  انکوبه  دقیقه  30  مدتبه  هرکدام  و

  بارسه  هرغلظت   از  آزمون  ،گرديد  DPV  با   آنالیز  آماده   الکترود

  در   ،شدههیته  هاینمونه  به  مربوط  اطلاعات   و  کد  .شد  تکرار

  سريالی  روش  به  مختلف   هایغلظت   .است   شده ارائه  (1)  جدول

 شدند. تهیه

 

 تفاضلی پالس ولتامتری آزمون -5-2

  های غلظت   برابر  در  شدهطراحی  حسگر  رفتار  ارزيابی  برای

 آزمون  از   آن،  تشخیص  حد  و   حساسیت   محاسبه   و  CD8  مختلف

DPV  حاوی   فسفاتی  بافر  محلول  در  آنالیز  اين  شد.  استفاده 

mM  5  آزمون   ،ازآنپس   شد.  انجام  پتاسیم  فروسیانید  و  سیانیدفری  

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

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

  تغییرات  سنجش  برای  بهینه  الکتروشیمیايی  شرايط  کردن  فراهم

  از   mM  5  شامل  الکترولیتی  محلول  از   CD8  حضور  در   جريان
4+]6[Fe(CN)/3+]6[Fe(CN)   و  mM  1 /0  استفاده   کلريد  پتاسیم  

 شد.

  مقدار  حسگر،  حساسیت   و   32صیتشخ  حد  محاسبه  برای

  صورتبه  CD8  غلظت   هر  در  DPV  آزمون  از  حاصل  مقاومت 

  از   استفاده  با  سپس  شد.  رسم  CD8  غلظت   برحسب   نموداری

 شد  محاسبه  هشدطراحی  حسگر  تشخیص  حد  میزان  ،(1)  رابطه

(21) . 

(1)                                                         3S
LOD

Sd
= 

  را  CD8  صفر  غلظت   در  نمونه  استاندارد  انحراف  Sd  آن  در  که

  ارزيابی  جهت   است.  کالیبراسیون  منحنی  شیب   S  و  دهدمی  نشان

  گیریاندازه  بارسه  هر غلظت   در  آن  پاسخ  حسگر،  تکرارپذيری

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

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

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

  شیب  ست ا  کافی  هبمحاس  اين  انجام  برای  معیاربندی(.  منحنی

 .(22) شود  محاسبه نمودار خطی قسمت 

 

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

 یافتهکاهش گرافن اکسید  وپیرول پلی 

  به   مربوط  فوريه  لتبدي  قرمزمادون  سنجیطیف  (،1)  شکل

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

 یهاکیپ  یدارا  A20  نمونه  که  شودیم  مشاهده  ها،فیط

 انگر یب هاتفاوت نيا  است. گريد  نمونه دو به نسبت  یترمشخص
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  ،A15 هاینمونه  فوریه تبدیل قرمزمادون سنجیطیف  -1 شکل

A20 و A25در هاپیک   بالاتر شدت  ؛ A20 مؤثرتر تشکیل بیانگر  

 . rGO/Ppy کامپوزیت

 

 تشکیل  و  A20  نمونه  در  اولیه  مواد  ترکیب   نسبت   بودنبهینه

 .باشدمی مؤثرتر  و تريکنواخت  کامپوزيتی ساختار

 در  پیک  نخستین  است:  برجسته  پیک  دو  دارای  A20  نمونه

 نامتقارن   ارتعاشی  مد  به  مربوط  که   شودمی  ظاهر  cm⁻¹2976  ناحیه

  رود می  شماربه  پیرولپلی  مشخص  ويژگی  و  بوده  پیرول  حلقه

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

  اکسیدشده  ساختارهای   حضور  از   و   شودمی  مربوط   C–O–C  پیوند

  در  هاپیک  اين  دوی  هر  .شودمی  ناشی  ماده  ارچوبهچ  در

  کمتر   مقادير  سمت   به  جزئی  جايی جابه  با  نیز  پیشین  مطالعات

 . (24) اندشده گزارش

  در   هاپیک  اين  شدت  ،A25  و  A15  هاینمونه  با   مقايسه  در

  شدت   کاهش  ،A15  نمونه  در  ويژهبه  است؛  بیشتر  A20  نمونه

  کنشبرهم  يا  پلیمری  کامل  شبکه  تشکیل  عدم  دهندهنشان  هاپیک

  ،A25  نمونه  در  همچنین  باشد.می  rGO  و  Ppy  میان  ترضعیف

  ممکن  ها پیک  شدت  نسبی  کاهش  مشابه،  اجزای  حضور   باوجود

 در ناهماهنگی يا ترکیبات از يکی ازحدشیب  اشباع از ناشی است 

  کامپوزيتی   ساختار  تضعیف   به  منجر  که  باشد  اختلاط  نسبت 

 .شودمی

  در   کاررفتهبه  ترکیب  نسبت   که  گرفت   نتیجه  توانمی  ، بنابراين

  Ppy  و  rGO  بین  کنشبرهم  برای  را  ایبهینه  شرايط  A20  نمونه

 ترواضح  مشاهده  به  منجر  تنهانه  امر  اين  است.  آورده  فراهم

  تأثیر  احتمالاً  بلکه  شودیم  فوريه  تبديل  قرمزمادون  طیف  هایپیک

  خواهد  نیز  کامپوزيت  ساختاری   و  عملکردی   خواص  بر  مثبتی

  ها حسگر  انرژی،  سازیذخیره  با   مرتبط  کاربردهای  در  که   داشت 

 .است  اهمیت  حائز الکترونیکی  هایسامانه و

  نشانی لايه  فرايند  در  که  است   آن  بیانگر  هايافته  اين

  ایبهینه  شرايط   ،سیکل  20  تعداد  ،CV  روش   به  الکتروشیمیايی

  اساس،  برهمین  است.  کرده  ايجاد  کامپوزيتی  ساختار  رشد  برای

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

 نشانیلايه  سیکل  20  همان  با  هشدتهیه  B20  هنمون  ،مورداستفاده

 .(25) شد مقايسه بیشتر  هایبررسی برای

 

  میکروسکوپ   از  استفاده   با  B20  و  A20  های نمونه   بررسی  - 2-3

   میدانی  گسیل روبشی الکترونی

  با  ترتیب به   که  B20  و  A20  هاینمونه  FESEM  تصاوير  مقايسه

 مورد   در  ارزشمندی  اطلاعات  اند،شده  تهیه  GO  و  rGO  از  استفاده

  . (26)  دهدمی  ارائه  اولیه  ماده  نوع  از  ناشی  ساختاری  هایتفاوت

  های بزرگنمايی  در  A20  نمونه  از   FESEM  تصاوير  ،(2)  شکل  در

  ساختارهای  تصاوير،  اين  در  است.  شده  ارائه  میکرومتر  پنج  و  يک

  حضور  شاخص  شوند،می  مشاهده  وضوحبه  که  شکلکلمیگل

  اکسید  هایلايه  به  نیز  مانندلايه  ساختارهای   و  هستند  پیرولپلی

  تشکیل  دهندهنشان  ويژگی،  دو  اين  شوند.می  داده   نسبت   گرافن

  از  مطلوبی  ترکیب   که   هستند  يکپارچه   ساختار  يک  آمیز موفقیت 

Ppy  و  rGO  دو   هر  در  همچنین،  .(28  و  27)  دهدمی  نشان   را  

  مشاهده  42یاچندمرحله  یهاتخلخل  و  سطحی  منافذ  بزرگنمايی،

  نقاط  جاديا  و  مؤثر   سطح  افزايش  با  هايیويژگی  چنین  .شوندمی

  مؤثرتر  جذب  به  ،یمولکولست يز  تعاملات  یبرا  شتریب  فعال

  ت ی حساس  بهبود  ت يدرنها  و  ترعيسر  یکيالکتر  بار  انتقال  ت،یآنال

  و   هو   نمونه،  عنوانبه  .کنندیم  کمک  یستيز  حسگر  عملکرد  و

 متخلخل  یبعدسه  ساختار   که  دانداده  گزارش   ( 28)  همکاران
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 . میکرومتر  )ب( یک و )الف( پنج هایبزرگنمایی در A20 نمونه از  میدانی گسیل روبشی الکترونی میکروسکوپی  تصاویر -2 شکل

 

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

 

rGO/PPy،  الکترونی،   انتقال  بهبود  و  فعال  سطح  سازیبهینه  دلیلبه  

 شود. می زيستی سنجش در عملکرد  بهبود سبب 

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

  ص یتشخقابل  خوبیبه   rGO  مانندلايه  ساختار  آن  در  که  دهدمی

  مشاهده  پیرولپلی  با  مناسب   يکپارچگی   از  ای نشانه  اما  است،

  سطح  از  شستشو   فرايند  طی  در  پیرولپلی  رسدمی  نظربه  شود.نمی

  باقی  نهايی  ساختار  در  پايداری،نا  يا  چسبندگی  دلیلبه  و  شده  جدا

 . (13) است  نمانده

  نیز   بیشتر  بزرگنمايی  در  که  منسجم  ساختار  تشکیل  عدم  اين

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

 بار   انتقال   تواندمی  پیرولپلی  حضور  عدم  شود.می  يکنواخت 

  کارايی   و  حساسیت   جهیدرنت  و  کرده  مختل  را  الکتريکی

 . (29) دهد کاهش جدی طوربه  را زيستی حسگر الکتروشیمیايی

  A20  نمونه  ( 3  و  2  های)شکل  ،FESEM  تصاوير  براساس 

  نمونه  به  نسبت   تريکنواخت   پوشش  با  و  ترمتخلخل   سطحی  دارای

B20   فعال،  تماس  سطح  افزايش  برای  هايی ويژگی  چنین  .است 

  حسگر   کاربردهای  در  حساسیت   بهبود  و  الکترونی  تبادل  تسهیل

  تنها نه  FESEM  از استفاده  بنابراين،  د؛هستن  مطلوب   بسیار  زيستی

 بلکه  است،  مفید   FTIR  مانند  شیرو  کنار  در  مکمل  ابزار  عنوانبه

  طراحی  برای  بهینه  ساختار  انتخاب  در  تواندمی  نیز  مستقل  طوربه

  مهمی   نقش  هانانوکامپوزيت   پايه  بر  زيستی  حسگر  الکترودهای

 . (30) کند ايفا
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 . DPV آزمون نتایج ها:نمونه  حسگری آزمون  نتایج نمودار -4 شکل

 

  حسگر رفتار بررسی -3-3

  شناسايی  در  شدهطراحی  حسگر  کارايی  بررسی  منظوربه

 هر   برای  DPV  آزمون  ،CD8⁺ T  هایسلول  مختلف  هایغلظت 

  و  حساسیت   نظیر  عملکردی  متغیرهای  ارزيابی  شد.  انجام  غلظت 

LOD  های محلول  از  میکرولیتر  دو  آزمون،  اين  در  شد.  نجاما 

  سطح  بر  مختلف،  هایغلظت   با  CD8⁺ T  هایسلول  حاوی

 اکسید  يافتهکاهش  نانوکامپوزيت   با  شدهاصلاح  کاری  الکترود

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

 در  الکترود  زيستی،  تعاملات  تثبیت   منظوربه  اتاق  دمای  در  دقیقه

 ردوکس  جفت   از  mM5  حاوی   فسفات  بافر  محلول
4+]6[Fe(CN)/3+]6[Fe(CN)  آزمون  و  گرفت   قرار  DPV  شد  انجام. 

  غلظت  افزايش  با  شود،می  مشاهده   (4)  شکل  در  که  طورهمان

  پیوسته   صورتبه  خروجی  جريان  شدت  ،CD8⁺ T  هایسلول

 حفرات   در  هاسلول  استقرار  از  ناشی  پديده  اين  يابد.می  کاهش

  مسیرهای  جزئی  مسدودسازی  و  پلیمری  شدهزدهقالب   ساختار

  هایويژگی  دلیلبه  CD8⁺ T  هایسلول  است.   الکتريکی   بار  انتقال

 در محدوديت موجب  و کرده  ايفا  را  فیزيکی موانع نقش غشايی،

  اين   شوند.می  سیانیدفری  هایگونه  میان  هايون  و  الکترون  انتقال

  سطح   در  را  کاهش-اکسايش   هایواکنش  نرخ  سطحی،  انسداد

  جريان   افت   به  منجر  درنتیجه  و   دهدمی  کاهش  الکترود

 غلظت   بین  معکوس  رابطه  .(32  و  31)  شودمی  شدهگیریاندازه

  حضور   مهارگرانه  عملکرد  بر  دلیلی  جريان،  پیک  شدت  و  هاسلول

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

  کالیبراسیون   منحنی  حسگر،  کمی  متغیرهای  محاسبه  برای

 )شکل  شد  ترسیم  CD8⁺ T  هایسلول  غلظت   برحسب   مقاومت 

 محدوده  در  نمودار  شیب   ،آمدهدست به  هایداده  براساس  (.5

  و   است   خطی  تقريبا   لیترمیلی  بر  سلول  1000  تا   صفر  غلظت 

 ؛گرديد  محاسبه  0/ 054  با   برابر  GraphPad Prism  افزارنرم  توسط

  با  برابر  حسگر  تشخیص  حد  مقدار  ،(1)  رابطه  طبق  بنابراين
1-lcell.m  305=LOD  دهنده نشان  مقدار  اين  آمد.  دستبه 

  هایغلظت   شناسايی  در  شدهطراحی  سیستم  مناسب  حساسیت 

  در   کاربرد  برای  را  آن  پتانسیل  و  است   CD8⁺ T  هایسلول  پايین

  و  17)  کندمی  تأيید  خوبیبه  هدفمند  زيستی  تشخیص  هایسامانه

33).  
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  آزمون نتایج از حاصل غلظت برحسب جریان نمودار -5 شکل

 . حسگری

 

  سه  )حداقل  هانمونه  میانگین  صورتبه  ،کمی  آزمون  در  نتايج  کلیه

 مشخص  نمودار  در   و  گزارش   هاآن  معیار   انحراف  همراهبه  نمونه(

  آنالیز  با  و  GraphPad Prism  افزارنرم  از  استفاده  با  نتايج  شد.

 (P  <0/ 05)  معنادار  صورتبه  و  گرديد  بررسی  ANOVA  آماری

   شد. گزارش

  برای   متعددی  الکتروشیمیايی  حسگرهایزيست   ،یطورکلبه

 اندشده  داده  توسعه  ايمنی  نشانگرهایزيست   و  هاسلول  شناسايی

 حسگر  دارند.   را  خود  خاص  هایمحدوديت   و  مزايا  يک  هر  که

  حد  باوجود  CD4+  برای  ،(15)  همکاران  و  کارينلی  مغناطیسی

 متعدد   مراحل  دلیل  به  میکرولیتر  بر  سلول  44  مناسب   تشخیص

  مقیاس   در  و  نبوده  کاربرپسند  چندان  گذاری،برچسب   و  جداسازی

  و  بیالاس  امپدانسی  حسگر  همچنین،   است.  برهزينه  بالینی

  اما   داد،   ارائه  را   گذاریبرچسب   به  نیاز   عدم  مزيت  ، (17)  همکاران

  سوی  از   است.  ضروری   همچنان  بالینی   استفاده   برای  سازیبهینه

  و   يدگری  توسط  شدهارائه  طلا–نانوگرافن  حسگر  در  ديگر،

  تر یلیلیم  بر   سلول  20  توجهی قابل  تشخیص  حد  ،(18)  همکاران

  تداخل   احتمال  و  الکترود  اصلاح  پیچیدگی  دلیلبه  اما  شد،  حاصل

  با  مقايسه  در   دارد.  نیاز  .دقیق  کالیبراسیون  به  واقعی  هاینمونه  در

  حسگرزيست   يک  توسعه  حاضر  پژوهش  هدف  مطالعات،  اين

  که  است بوده  CD8⁺ T هایسلول  تشخیص برای الکتروشیمیايی

  توجهمورد  کمتر  شناسیايمنی  نشانگرهای   ساير  به  نسبت   تاکنون

   است. گرفته قرار

  بسیار  زيرلايه  از  استفاده  که  داد  نشان   پژوهش،  اين  از  حاصل  نتايج

  متخلخل،   کامپوزيتی  ساختار  با  Ω·cm²  39 /35  مقاومت   با  ارسان

  گیراندازی  ظرفیت   حساسیت،  و  الکترونی  انتقال  افزايش  برعلاوه

 ،همچنین  دهد.می  افزايش  موثری  طوربه  را  CD8⁺ T  هایسلول

  سازوکار  که   دهدمی  نشان  DPV  آزمون  در  جريان   تغییر

  حضور   با  مرتبط  تغییرات  ني ترکوچک  تواندمی  شدهطراحی

 آن  بیانگر  هايافته ،درمجموع .کند آشکار را سلولی  نشانگرزيست 

  مانند  رايج  هایروش  با  مقايسه  در  حسگر  اين  که  است 

 محل  در  استفاده  قابلیت   و  کم  هزينه  سادگی،  از  فلوسايتومتری

  برای  مناسب   ایگزينه  عنوانبه  تواندمی  و  است   برخوردار

   .ردیقرار گ موردتوجه انبوه تولید و بالینی  کاربردهای

 

 گیرینتیجه  -4

  نانوحسگر   يک  ارزيابی  و  طراحی  منظوربه  پژوهش،  اين  در

 هایآزمون  مجموعه  از  ،rGO/Ppy  بر  مبتنی  الکتروشیمیايی

  که   داد  نشان   FTIR  نتايج  شد.  استفاده  عملکردی   و   ساختاری

  شده   تهیه  الکتروشیمیايی  نشانیلايه  سیکل  20  با  که  A20  نمونه

  ساختاری   کیفیت   از  ،A25  و  A15  هاینمونه  با  درمقايسه  بود،

  و   پیرولپلی  مشخصه  هایپیک  و  بوده  برخوردار   تریبهینه

 انتخاب  ها،داده  اين  شد.  مشاهده  آن  در  وضوحبه  عاملی  هایگروه

  تأيید  شرايط،  بهترين  عنوانبه  را  نشانیلايه  فرايند  برای   سیکل  20

  نیز  FESEM  از  استفاده  با  میکروسکوپی  هایبررسی  .کردند

  دارای   و  ترمتخلخل  تر،همگن  را  A20  نمونه  سطحی  ساختار

 B20  نمونه  به  نسبت  rGO  و  پلیمر   هایلايه  بین  بهتر  پیوستگی

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

  مشهود   کامپوزيت   اجزای  بین  مؤثر  اتصال  عدم  و  بود  نشده  تشکیل

 بهبود  در  سطحی  مورفولوژی  کننده تعیین  نقش  ،هايافته  اين  بود.

  عملکرد  درادامه،  . سازدمی  برجسته  را  شدهاصلاح  الکترود   عملکرد

  شناسايی  در  DPV  آزمون  طريق  از  A20  الکترود  حسگری

  نشان   هاآزمون  اين  گرفت.   قرار  ارزيابی  مورد  CD8⁺ T  هایسلول

 معناداری  طوربه  جريان  شدت  ها،سلول  غلظت   افزايش  با  که  دادند

  در  بار  انتقال  مسیرهای  انسداد  با   مستقیمی  ارتباط  و   يافته  کاهش
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 حد  آمده،دست به  کالیبراسیون  منحنی  براساس  دارد.  الکترود  سطح

  محاسبه   لیترمیلی  بر  سلول  305  معادل  نانوحسگر  اين  تشخیص

  شناسايی  در  آن  بالای  حساسیت   و  دقت   دهندهنشان  که  شد

 نتايج  به  توجه  با  A20  نمونه  درمجموع،  .است   هدف  هایسلول

FTIR،  تصاوير  FESEM  هایآزمون  در  دقیق  عملکرد  و 

  الکترود  ساخت  برای  بهینه  ساختار   عنوانبه  الکتروشیمیايی،

  برای  مناسب   بستر  سازیفراهم  با   ساختار   اين  شد.  انتخاب   حسگر

  مطلوب،   ساختاری  پايداری  و  مؤثر   زيستی  تعامل  الکترون،  انتقال

 بر  مبتنی  هدفمند  زيستی  هایحسگر   توسعه  در  بالايی  پتانسیل

 .دارد CD8⁺ T  ازجمله ايمنی هایسلول

 

 اخلاق کد
https://ethics.research.ac.ir/IR.UIT.REC.1403.006 

 

 سپاسگزاری   و تشکر
  و   صنعتی  عمومی،  مؤسسات   از  خاصی  حمايت  تحقیق  اين

 است.   نکرده دريافت  یرانتفاعیغ
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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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