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One-step Conjugation Method for Antibodies with CdTe 
Quantum Dots Using Activated Dextran

[1] Quantum dots for live cells, in vivo imaging, and diagnostics. science [2] Quantum dots 
versus organic dyes as fluorescent labels [3] Engineering luminescent quantum dots for in vivo 
molecular and cellular imaging [4] Highly stable fluorescent nanocrystals as a novel class of labels 
for immunohistochemical analysis of paraffin-embedded tissue sections [5] Nanotechnology 
applications in cancer [6] Biocompatible fluorescent nanocrystals for immunolabeling of 
membrane proteins and cells [7] Signal amplification using functional nanomaterials for biosensing 
[8] Lateral flow immunochromatographic assay for sensitive pesticide detection by using Fe3O4 
nanoparticle aggregates as color reagents [9] Advanced procedures for labeling of antibodies with 
quantum dots [10] Microwave-assisted synthesis of water-dispersed CdTe nanocrystals with high 
luminescent efficiency and narrow size distribution [11] Multiplex detection of protease activity 
with quantum dot nanosensors prepared by intein-mediated specific bioconjugation [12] Creating 
self-illuminating quantum dot conjugates [13] Review: Biofunctionalized quantum dots in biology 
and medicine [14] Fluorescent colloidal particles as a detection tools in biotechnology systems 
[15] Albumin-CdTe nanoparticle bioconjugates: Preparation, structure, and interunit energy 
transfer with antenna effect [16] Simultaneous and sensitive determination of multiplex chemical 
residues based on multicolor quantum dot probes [17] Biological applications of quantum dots 
[18] Experimental determination of the extinction coefficient of CdTe, CdSe, and CdS Nanocrystals 
[19] Luminescent properties of water-soluble denatured bovine serum albumin-coated CdTe 
quantum dots [20] Stanford: Bio-protocol; 2011 [21] Synthesis of a unique high‐performance poly‐
horseradish peroxidase complex to enhance sensitivity of immunodetection systems [22] A simple 
and fast synthesis route for preparing CdTe quantum dots in aqueous medium 11th Internatioal 
Conference on Advanced Materials [23] Bioconjugate techniques

Aims The use of semiconductor quantum dots (QD) nanoparticles with emission spectrum 
in the visible region as a marker in immunoassays provides the user with an opportunity to 
detect the desired agent without using advanced equipment. Accordingly, the aim of this study 
was to present a one-step conjugation method for antibodies with CdTe quantum dots, using 
activated dextran. 
Materials & Methods In this experimental study, CdTe nanoparticles were synthesized and 
the transmission electron microscope was used to study the morphology of the synthesized 
QD of CdTe and the size, concentration, and stability of the synthesized nanoparticles were 
evaluated. In order to stabilize the nanoparticles synthesized by BSA (Bovine Serum Albumin), 
they were coated and connected to antibodies with activated dextran. Immunosuppression 
tests were used to evaluate the conjugated antibodies.
Findings Spot and spherical nature were completely evident in the morphology of nanoparticles. 
The difference in QD and dBSA-QD displacement from the agarose gel confirmed the formation 
of dBSA-QD and the same dilution spectrum from nanoparticles was obtained in the presence 
and absence of BSA. Connecting with dBSA, in addition to maintaining and improving the 
properties of the nanoparticle’s diffusion led to the creation of diverse functional groups for 
the next steps of nanoparticle connection. The fluorescence emission of nanoparticles was 
higher in both coated with dBSA and conjugated with antibodies than free nanoparticles. By 
using antibodies connected to nanoparticles, the detection limit of 30ng for protein antigen 
was obtained as an eye.
Conclusion In the conjugation process, in order to connect CdTe quantum dots to antibodies via 
dextran, by coating nanoparticles with a denatured BSA in addition to increasing the stability of 
nanoparticles, new functional groups are created on the surface of the nanoparticle.
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 چکيده
طیف نشری در با  (QD)هادی  نقاط کوانتومی نیمهاستفاده از نانوذرات  اهداف:

عامل شناسایی های ایمونواسی، امکان  عنوان نشانگر در روش محدوده مرئی به
ن بر همی دهد. را بدون نیاز به تجهیزات خیلی پیشرفته به کاربر می مورد نظر

 با ها بادی آنتی کونژوگاسیون برای ای مرحله تک اساس، هدف پژوهش، ارایه روش
  فعال بود. دکستران از استفاده با تلورید کادمیوم دات کوانتوم

، سنتز (CdTe)تلورید  کادمیومدر این پژوهش تجربی، نانوذرات ها:  مواد و روش
 CdTeبرای بررسی مورفولوژی نقاط کوانتومی  از میکروسکوپ الکترونی عبوریو 

شد. ارزیابی نانوذرات سنتزشده اندازه، غلظت و پایداری  و استفاده سنتزشده
(آلبومین سرم  BSAپایدارنمودن نانوذرات سنتزشده با استفاده از  منظور به

برای  ها متصل شدند. بادی به آنتی دکستران فعالگاوی)، پوشش داده و با 
  گذاری ایمنی استفاده شد. های لکه آزمونهای کونژوگه از  بادی ارزیابی آنتی

اختلاف . بودبودن مورفولوژی نانوذرات کاملاً مشهود  ای و کروی نقطهها:  یافته
 dBSA-QDتاییدکننده تشکیل  ،از روی ژل آگارز dBSA-QDو  QDجایی  جابه
 BSAهای یکسان از نانوذرات در حضور و عدم حضور  طیف نشری رقت و بود
ماندن و بهترشدن خصوصیات نشری  علاوه بر باقی dBSAاتصال با  دست آمد. به

های عاملی متنوع برای مراحل بعدی اتصال  وجودآمدن گروه باعث به ،نانوذره
و  dBSAدار با  نشر فلوئورسانسی نانوذرات در هر دو حالت پوشش. دشنانوذرات 

 های بادی آنتی از استفاده با .بودبادی از نانوذرات آزاد بیشتر  کونژوگه با آنتی
 صورت به پروتئینی ژن آنتی برای نانوگرم۳۰ تشخیص حد نانوذرات، به شده متصل
  .آمد دست به چشمی
به  CdTeمنظور اتصال نقاط کوانتومی  در فرآیند کونژوگاسیون بهگیری:  نتیجه
شده  دناتوره BSAبا پوشاندن سطح نانوذرات با  ،ها از طریق دکستران بادی آنتی

های عاملی جدیدی روی سطح نانوذره  علاوه بر افزایش پایداری نانوذرات، گروه
  آید. میوجود  به

گذاری  شده، لکه دکستران فعال تلورید، کادمیوم نقاط کوانتومیکونژوگاسیون،  ها: کلیدواژه
  ایمنی
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  مقدمه
 (QD) دات یا کوانتوم هادی های اخیر، نقاط کوانتومی نیمه در سال

از نظر تاثیر آنها در استفاده از تصویربرداری بیولوژیکی، تشخیص و 
. رشد [3-1]اند ها، توجه زیادی را به خود جلب کرده شناسایی پاتوژن

شدت مورد توجه محققان قرار  آبی نانوذرات در یک دهه اخیر به
واسطه  به (CdTe)تلورید  گرفته است. رشد آبی نانوذرات کادمیوم

در  (+Cd2)و کادمیوم  (-HTe)شده  ریم فعالواکنش بین تلو
شود. سپس افزایش دمای  ها در دمای اتاق انجام می حضور تیول

هایی برای نمونه  محلول منجر به رشد نانوذرات و تشکیل خوشه

توان از  شود که می می Cd54Te32- (SCH2CH2OH)52کمپلکس 
هر چند شکل دقیق  .های اولیه نام برد عنوان هسته آن به

شده در محیط آبی کاملاً مشخص نیست،  مونومرهای تشکیل
شده از  های مشتق های اولیه و کمپلکس ترکیبی از چنین خوشه

در حضور عامل پوششی را  +Cd2و  HTe–های  واکنش بین یون
عنوان مونومرهای اولیه موجود در محلول نام برد. یکی از  توان به می
سازی  ابودن مرحله هستههای روش تولید آبی، جد ترین مزیت مهم

سازی و  گیری یا هسته از رشد نانوذرات است. مرحله اول، شکل
. درک بهتر از خواص [4]وسیله حرارت است مرحله دوم، رشد به

فیزیکی و شیمیایی نقاط کوانتومی و همچنین بهبود مراحل 
ساخت این نانوذرات، آنها را به نشانگرهای فلوئورسانسی 

های  کرده است که بر بسیاری از محدودیتفردی تبدیل  منحصربه
دلیل خواص  . به[7-5]نوری فلوئوروفورهای آلی غلبه کرده است

فرد از جمله بازده کوانتومی و ضریب خاموشی مولی بالا،  منحصربه
پایداری نوری استثنایی، پیک نشری متقارن و گستردگی جذبی، 

در حال  ،های سنجش ایمنی استفاده از این نانوذرات در زمینه
 ،های آلی بازده کوانتومی آنها از بهترین رنگو  [10-8]توسعه است

های تکی  برابر بیشتر است که امکان ردیابی مولکول ۲۰حداقل 
  کند. را فراهم می QDمتصل به 

گیری  ها با شکلQDامروزه بسیاری از کاربردهای بیولوژیکی 
ها با  بادی که در آنها آنتی (nanoprobes)وجوگرهایی  نانوجست QDاند، به ورطه ظهور رسیده است. فرآیند اتصال  دار شده ها نشان

. در [14-11]صورت کووالانسی یا غیرکووالانسی باشد تواند به می
بادی معمولاً گروه آمین  و آنتی QDاتصال کووالانسی بین نانوذره 

بادی  ل در آنتییا کربوکسیل سطح نانوذره با گروه آمین یا سولفیدری
منظور افزایش شدت و پایداری نوری این  . به[15]دهد واکنش می
توان سطح خارجی این نانوذرات را با آلبومین سرم  نانوذرات، می

 dBSAکردن  . اضافه[17 ,16]پوشش داد (dBSA) شده دناتورهگاوی 
های عاملی مختلفی در  روی سطح نانوذره باعث ظاهرشدن گروه

توان  شود که این را می ها می بادی تصال با آنتیبرای ا QDسطح 
ایجاد  ،عنوان یک مزیت به حساب آورد، چرا که در غیراین صورت به

های  های عاملی مختلف روی سطح نانوذره نیازمند واکنش گروه
 ،های رایج شیمیایی مختلف است. علاوه بر این در بیشتر واکنش

تجمع غیرقابل کنترل هایی از جمله عدم تکرارپذیری و  محدودیت
هایی هستند  های آمین از جمله گروه . گروه[18]نانوذرات وجود دارد

همراه دارد و از  وجودآوردن آنها در سطح نانوذره مشکلاتی به که به
نانوذرات نقاط کوانتومی در  ،کاهد. در این تحقیق پایداری نانوذره می
ختلف و های عاملی م منظور ایجاد گروه و به محیط آبی سنتز

 dBSAافزایش پایداری و شدت نوری، سطح خارجی نانوذرات با 
پوشانده شد. همچنین در این تحقیق، یک روش اتصال جدید بین 

شده معرفی  ها با استفاده از دکستران فعال نانوذره و ماکرومولکول
آمده در  دست های به شد. در انتها کارکرد صحیح نانوبیوکونژوگه

ن داده شد. بنابراین هدف پژوهش حاضر، ارایه گذاری ایمنی نشا لکه
ها با  بادی ای برای کونژوگاسیون آنتی مرحله یک روش تک

  تلورید با استفاده از دکستران فعال بود. دات کادمیوم کوانتوم
  

  ها مواد و روش
در این پژوهش تجربی، از تریس،  مواد شیمیایی:

و آگارز  G250بلو  ، کوماسی(SDS)سولفات  دودسیل سدیم
)Acros،(۱۰۰فیلتر سانتریفیوژی  ؛ ایالات متحده) کیلودالتونیPall Life Sciences؛ ایالات متحده)، غشای نیتروسلولز، 
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ها  بادی کیسه دیالیز و آنتی، (PVDF)فلوراید  وینیلیدین پلی (mouse antibody) ژن؛ ایران)، دکستران  (سیتومتین T500KDکلرید  ودر تلوریم، کادمیوم، پ۲۰پریودات، توئیین  ، سدیم
، (NaBH4)بروهیدرید  ، سدیم(TGA)آبه، تیوگلیکولیکاسید  ۵/۲

آمینوبنزیدین  ، سوبستراهای دی(BSA)آلبومین سرم گاوی  (DAB) بنزیدین ( و تترامتیلTMBبادی  ؛ سیگما؛ آلمان)، آنتی
؛ Goat anti-mouse antibody( شده از بز ی گرفتهضدموش Kenosha C.V دات با طول موج نشری  سوئیس) و کوانتوم؛
  ؛ آلمان) استفاده شد.Plasmachemنانومتر (۶۲۰

به یک بالن  NaBH4گرم از پودر  میلیCdTe :۵۰۰سنتز نانوذرات 
همراه  لیتری روی همزن مغناطیسی به میلی۵۰دهانه  سه
لیتر آب اضافه شد. سپس حین جریان گاز آرگون،  میلی۷
وریوم به محلول اضافه شد. در ابتدا از آنجا که گرم از پودر تل میلی۹۰

دهد، رنگ  شدت با اکسیژن واکنش می مخلوط داخل بالن به
شود، اما با جریان گاز آرگون، رنگ بنفش از بین  محلول بنفش می
شود. در حالی که مگنت در حال چرخش  رنگ می رفته و محلول بی

نشین  ت تهتترابورا پودر سفیدرنگ سدیم ،ساعت بعد ۵/۲است، 
شود. نکته مهم که باید بدان توجه کرد این است که گاز آرگون از  می

کند و از سر دیگر خارج  یک سر وارد و از روی محلول عبور می
دارنده  تولیدشده توسط یک سرنگ متصل به نگه NaHTeشود.  می

شود.  داری می کاغذ صافی، از رسوب جدا شده و برای مرحله بعد نگه
لیتری محلول نمک  میلی۲۵۰دهانه  در مرحله بعد در یک بالن سه

 (TGA)اسید  کادمیوم آماده و سپس عامل پوششی تیوگلیکولیک
عنوان عامل پوششی  دار به اضافه شد. از آنجا که از عامل تیول

استفاده شد، بنابراین باید محیط از اسیدی به بازی تبدیل شود که 
یک مولار برای  (NaOH)هیدروکسید  از سدیمبرای این کار 

در حالی که گاز آرگون  واستفاده  ۰/۷محلول به بالای  pHرسانیدن 
به نمک کادمیوم اضافه  NaHTeقطره محلول  جریان داشت، قطره

به هم  +Cd2و  -Te2های  شد. اولین نانوذرات هنگامی که یون
ها  رشد خوشه شود. برای ای آغاز می رسند، تشکیل و رشد خوشه می

از نظر تئوری، اندازه نانوذرات  قرار داده شد. ºC۹۰بالن در حمام آب 
توان براساس طیف جذبی آنها تخمین زد و برای تعیین اندازه  را می

بایست از فرمول خاص همان نانوذره استفاده  نقاط کوانتومی می
  ، فرمول زیر به کار رفت: CdTeکرد. برای نقاط کوانتومی 

ܦ   = (9.8127 × 10ି଻)λଷ − (1.7147 × 10ିଷ)λଶ+ (1.0064)λ − (194.84) 
  Dدهنده اندازه نانوذرات : نشان  λغلظت . [18]دهنده ماکزیمم طول موج جذبی نانوذرات است : نشان

توان براساس اندازه نانوذرات تخمین زد. ابتدا ضریب  نانوذرات را می
 :از فرمول زیر محاسبه شد CdTeجذب مولی برای هر نانوذره 

ε =  2.12(ܦ)10043
عنوان اندازه نانوذره در فرمول، ضریب جذب  به Dگذاری  با جای

. سپس با خواندن جذب آمدبه دست  mol-1.cm-1 مولی بر حسب
در بیشینه طول موج جذبی نانوذره و با استفاده از ضریب جذب 

لمبرت، غلظت نانوذره بر حسب  -شده و رابطه بیر مولی محاسبه
 مختلف شرایط در CdTe نانوذرات سنتز از پس .آمدمولار به دست 

 با، نانوذرات این بهتر ساخت برای بهینه شرایط آوردن دست به و
 و ها اندازه با نانوذرات، مختلف های زمان در نمونه برداشتن
آمد. از میکروسکوپ الکترونی  دست به متفاوت نشری های طیف

 CdTeبرای بررسی مورفولوژی نقاط کوانتومی  (TEM)عبوری 

در این پژوهش به موازات نانوذرات استفاده شد.  سنتزشده
 plasmachemشده از شرکت  سنتزشده از یک نانوذره خریداری

غلظت  نانومتر نیز استفاده شد.۶۲۰آلمان با طول موج نشری 
ر گرفته شده از این نانوذره همانند نانوذرات سنتزشده در نظ استفاده

کارآیی آنها با هم مقایسه شود. زاویه پراش  ،شد تا در نهایت
های نشری  طیف .درجه انتخاب شد۹۰تا  صفرشده در گستره  اسکن

ترین و  سنتزشده یکی از معمول CdTeو جذبی نانوذرات 
حصول اطمینان از سنتز نانوذرات  برایهای اولیه  ترین روش ابتدایی

پایداری نوری نانوذرات سنتزشده در  ت.و تا حدودی کیفیت آنها اس
بدین منظور مقدار  .یک دوره زمانی کوتاه نیز بررسی شد

لیتر محلول بافر  میلی۳میکرولیتر از محلول نانوذرات سنتزشده به ۱۰
ساعت با  ۲مدت  اضافه و به ۴/۷برابر با  pHمولار با ۰۵/۰فسفات 

  دقیقه، طیف نشری آن ثبت شد.۱۰فاصله زمانی 
برای پوشاندن نقاط  :BSAبا  CdTeدارکردن نانوذرات  پوشش

لیتر  میلی۳در  NaBH4گرم  میلیBSA ،۴۰کوانتومی با پروتئین 
دقیقه ۳۰مدت  آلبومین حل و بهلیتر  بر میلیگرم  میلی۵/۲محلول 

کردن و احیاکردن  در دمای اتاق قرار داده شد. سپس فرآیند دناتوره
دهی در دمای  سولفیدی پروتئین از طریق حرارت پیوندهای دی Cº۷۰ -۶۰  لیتر محلول  میلی۱۲دقیقه تکمیل شد. ۱۵برای

شده اضافه و  میکرومولار از نانوذره به محلول پروتئینی دناتوره۵۰
منظور  انکوبه شد. به C۸۰° دقیقه در دمای۱۵-۲۰مدت  هب

بوروهیدرات اضافی از دیالیز در بافر  سازی نانوذره از سدیم خالص
برای  ،دارکردن مرحله پوشش استفاده شد. (PBS)نمکی فسفات 
نیز انجام  آلمان plasmachemشده از شرکت  نانوذره خریداری

  .[19]شد
  

  QD-dBSAتعیین خصوصیات نانوذرات 
میکرولیتر از نانوذره بدون ۳۰مقدار سنجی فلوئورسانس:  طیف

نانومولار درون ۲۰دار با غلظت  آلبومین و نانوذره آلبومین
لیتر بافر ریخته (ده برابر رقیق) و طیف فلوئورسانس آنها در  میلی۳

متر  میلی۵حالی که شکاف دستگاه برای نور جذبی و نشری روی 
گیری شد. طول موج مناسب برای  هتنظیم شده بود، انداز

نانومتر در نظر گرفته شد تا در اثر ۴۵۰کردن نانوذرات،  برانگیخته
تابش نور آسیب کمتری ببیند. طیف فلوئورسانس در بازه طول 

ریدر فلوئورسانس  نانومتر توسط دستگاه پلیت۶۰۰تا  ۵۰۰موجی  Synerg H4 .(بیوتک؛ ایالات متحده) ثبت شد  
ا.د.ت.آ  -بورات -ژل آگارز در بافر تریس %۲از آگارز: ژل الکتروفورز  (TBE 1X)  استفاده و بندهای مربوط به نقاط کوآنتومی زیر لامپ UV  نانومتر آشکارساز شدند.۳۱۰با طول موج تابشی  

-SDS :(SDS-PAGE)امید  اکریل پلی - دودسیل الکتروفورز سدیم PAGE برای شناسایی باندهای  و [20]براساس روش لاملی انجام
بلو و نیترات نقره استفاده  آمیزی کوماسی پروتئینی از روش رنگ

  شد. 
  ها بادی های مربوط به آنالیز آنتی آزمون
های  های مورد استفاده از روش بادی منظور بررسی کیفیت آنتی به

گذاری ایمنی استفاده  سنجش ایمنی از جمله آزمون الایزا و لکه
  شد.

ثانویه متصل  بادی مناسب آنتی منظور تعیین رقت به اآزمون الایز
بادی  میکروگرم از آنتی۲مقدار : (HRP) پراکسیداز ترب کوهیبه 

موشی استاندارد درون هر چاهک پلیت الایزا ریخته و در دمای 
°C۳۷ وشو با بافر  مدت دو ساعت انکوبه شد. سپس شست به

% ۱مرحله مسدودسازی با محلول  و% توئیین ۰۱/۰فسفات حاوی 
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BSA وشو،  مدت یک ساعت انجام شد. بعد از یک بار شست به
مدت  ها ریخته و به درون چاهک (goat anti-mouse IgG antibody)بادی ضدموشی کونژوگه با پروکسیداز  های مختلف آنتی رقت
وشو انجام و  مرتبه شست ۵دقیقه انکوبه شد. در این مرحله ۹۰
پروکساید  حاوی هیدروژن TMBلیتر محلول سوبسترای میکرو۱۰۰ (H2O2) دقیقه در تاریکی قرار ۱۰مدت  درون هر چاهک ریخته و به

مولار متوقف و در طول ۲داده شد. سپس واکنش با اسیدسولفوریک 
 سنجی شد. نانومتر رنگ۴۵۰موج  

مقدار  بادی ضدموشی: منظور سنجش آنتی آزمون الایزا به
درون هر چاهک  ،ژن عنوان آنتی بادی موشی به تیمیکروگرم از آن۲

مدت دو ساعت انکوبه شد.  به C۳۷°پلیت الایزا ریخته و در دمای 
مرحله  و% توئیین ۰۱/۰وشو با بافر فسفات حاوی  سپس شست

مدت یک ساعت انجام شد. بعد  به BSA% ۱مسدودسازی با محلول 
بادی ضدموشی  های مختلف آنتی رقت ،وشو از یک بار شست

وشو  ژن انکوبه و در انتها سه مرتبه شست ساعت با آنتی ۵/۱مدت  به
ها ریخته و  درون چاهک (rabbit anti goat IgG antibody)بادی ثانویه کونژوگه با پروکسیداز  انجام شد. رقت مناسب آنتی
مناسب شده در بالا برای تعیین رقت  ادامه کار طبق روش ارایه

   بادی ثانویه انجام شد. آنتی
 بررسی با. شد انتخاب ۱۰۰۰/۱ ثانویه، بادی آنتی مناسب رقت مقدار
 به متصل های بادی آنتی تهیه برای بهینه مقدار، شده دناتوره BSA با دار پوشش نانوذره و دکستران و بادی آنتی مختلف های نسبت

کوانتومی به مولکول چه اتصال نقاط  اگر .آمد دست به نانوذرات
های  اما در عمل حساسیت ،رسد بادی نسبتاً ساده به نظر می آنتی

د. با این شو موجود در تکنیک بعضاً باعث ایجاد مشکلاتی می
بادی به واسطه دکستران  عمل اتصال نقاط کوانتومی به آنتی ،وجود
دارکردن  های نشان رسانی کمتری نسبت به سایر روش آسیب ،فعال
 بادی دارد. نتیبرای آ
عنوان  بادی موشی به میکروگرم آنتی۲مقدار گذاری ایمنی:  لکه
گذاری شد تا کاملاً خشک شود.  ژن روی غشای نیتروسلولز لکه آنتی

 BSA% ۵سطح غشا با قراردادن در محلول مسدودکننده حاوی 
بادی ضدموشی  مدت یک ساعت پوشش داده شد. سپس آنتی به

روی غشا ریخته و پس از  ۵۰۰/۱ا رقت کونژوگه با پروکسیداز ب
 DABوشو داده شد. محلول سوبسترای  دقیقه پنج بار شست۹۰

دقیقه در تاریکی قرار ۱۰مدت  روی غشا ریخته و به H2O2حاوی 
  مولار متوقف شد.۲داده شد. سپس واکنش با اسیدسولفوریک 

های متصل به نانوذرات  بادی های سنتز و بررسی کیفیت آنتی آزمون
(Bioconjugates) :های مولی  آوردن نسبت دست برای به
دار، ابتدا دکستران  بادی و نانوذره آلبومین مناسب دکستران، آنتی

بادی و نانوذره مورد بررسی قرار  های مختلف آنتی شده و نسبت فعال
ها برای یک نانوذره به دست آمد و سپس برای  نسبت .گرفت

گر نیز استفاده شد. دکستران در های نشری دی نانوذرات با طول موج
منظور  ) حل و به۰/۵برابر با  pHمولار ( میلی۵۰استات  بافر سدیم

گرم بر  میلی۵/۳۷های هیدروکسیل آن به آلدئید،  اکسایش گروه
محلول پریدات به آن اضافه شد. سپس مخلوط حاصل  لیتر میلی
. [21]گراد انکوبه شد مدت نیم ساعت در دمای صفر درجه سانتی به
میکرولیتر دکستران فعال با ۵بادی ضدموشی با  میکرولیتر آنتی۴۰

 ۴/۱۰برابر با  pHدر بافر فسفات با  لیتر گرم بر میلی میلی۵غلظت 
-dBSAمدت دو تا چهار ساعت انکوبه و سپس مقادیر مختلف  به QD  ساعت در دمای  ۲۴اضافه وCº۴ کردن  انکوبه و با اضافه

تنظیم  ۴/۷محلول روی  pHر انتها گلیسین، واکنش متوقف و د
های آزاد (آلبومین) با استفاده از فیلترهای  شد. پروتئین

 Cº۴و در دمای  دور در دقیقه۲۰۰۰کیلودالتونی و سانتریفیوژ در ۱۰۰
دارشده جداسازی شد. میزان  دقیقه، از نانوذرات پوشش۶مدت  به

از  ها و همچنین میزان کونژوگاسیون بادی خلوص و کیفیت آنتی
آمید مورد بررسی قرار گرفت. در  آکریل طریق الکتروفورز در ژل پلی

  آمیزی به روش نیترات نقره انجام شد.  رنگ ، موارد حساس
: dBSA-QDگه با و بادی کونژ گذاری ایمنی برای ارزیابی آنتی لکه
 وسیله به نانوذره و بادی آنتی اتصال واکنش کردن بهینه از پس

 ایمنی گذاری لکه انجام با بعد مرحله در، کونژوگه ساخت و دکستران
 مورد دارشده نشان بادی آنتی توانایی، فلوئورسانس برداری عکس و

 چشم با تشخیص حد ترین پایین یافتن منظور به. گرفت قرار بررسی
 از که جدید های کونژوگه با ایمونوفلوئورسانس آزمون، غیرمسلح
 استفاده کونژوگاسیون برای مختلف های رنگ و ها اندازه با نانوذارات

  شد. انجام بود، شده
متر به کمک  سانتی۲×۲روی یک قطعه کاغذ نیتروسلولز به ابعاد 

گذاری انجام شد. برای نمونه  میکرولیتر نمونه۳مقدار  ،میکروسرنگ
  بادی موشی و برای کنترل منفی از دو پروتئین مثبت از آنتی

شدن  غیراختصاصی (نمیوپسین و تاو) استفاده شد. پس از خشک
 BSA% ۵ها، با قراردادن کاغذ در محلول مسدودکننده حاوی  لکه
روی کاغذ اشباع و های خالی موجود  مدت یک ساعت، جایگاه به

بادی ضدموشی کونژوگه با نانوذره در رقت  مسدود شد. سپس آنتی
ساعت انکوبه شد. سپس کاغذ  ۵/۱مدت  اضافه و به ۵۰۰/۱

وشو داده  دقیقه شست۵مدت  بار و هر بار به PBS ،۵نیتروسلولز با 
با طول موج  UVنتایج زیر لامپ  ،وشو بار شست ۵شد. پس از 

  ها آشکارسازی شد. بررسی و لکهنانومتر ۳۱۰تابشی 
  

  اه یافته
بودن مورفولوژی  ای و کروی نقطه :CdTeذرات سنتز نانوذرات 

ساعت  ۶سنتزشده پس از  CdTeنقاط کوانتومی  (XRD) پراش اشعه ایکس . الگویآ) -۱بود (شکل نانوذرات کاملاً مشهود 
های جذبی و نشری  . طیفب) - ۱تعیین شد (شکل دهی  حرارت

. پ و ت) -۱تعیین شد (شکل ساعت  ۶رفلاکس   در زمان (TGA) اسید تیوگلیکولیکشده با  پوشیده CdTeنانوذرات سنتزشده 
لمبرت مقدار  - ، با استفاده از قانون بیرCdTeبرای نانوذره سنتزشده 

پ و ت). پروفایل  ۱ مولار به دست آمد (شکل۵×۱۰-۵غلظت نانوذره 
در نیز تعیین شد.  گیری نشر نانوذرات بر حسب زمان طیفشدت 

طیف نشری نانوذرات حاصله در مدت زمان ، ارتباط با پایداری
معین ثابت بود و خاموشی شدت نشر نمونه نانوذرات سنتزشده در 

 توان گفت هر که در این صورت می بودبرابر نور تحریکی بسیار ناچیز 
گام استفاده از این نانوذرات، گونه تغییر در طیف نشری آنها هن

  ).۱ نمودار( بودناشی از عوامل محیطی 
  

 
گیری نشر  پایداری قدرت نشری نانوذره با استفاده از اندازه آنالیز) ١نمودار 
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از  TEMتصوير  - آ؛ تلورید خصوصیات نانوذرات سنتزشده ذرات کادمیوم) ۱شکل 

 )باسید  تیوگلیکولیکپوشيده شده با  CdTeمحلول سنتزي نقاط كوانتومي 
 ت) یجذب  طیف )پ ساعت رفلاكس ٦بعد از  CdTeنقاط كوانتومي  XRDطيف 
با اندازه  ینقاط كوانتوم( با طیف نشری سبز CdTe ینقاط كوانتوم نشری  طیف
  )نانومتر٤- ٥
  

-SDSنتایج  :dBSAدارشده با  پوشش CdTeتهیه نانوذرات  PAGE دهنده تشکیل  نشانdBSA-QD اختلاف ۲(شکل  بود .(
از روی ژل آگارز نیز تاییدکننده  dBSA-QDو  QDجایی  جابه

دستیابی به نسبت  برای ب). -۲(شکل  بود dBSA-QDتشکیل 
های  کنش نسبت ، پس از بررسی برهمdBSAمناسبی از نانوذره و 
استفاده  dBSAو  QD، نسبت مولی از dBSAمختلف از نانوذره و 

 - ۲شد تا بند مربوط به آلبومین دناتوره روی ژل ناپدید شود (شکل 
  ).۲ردیف  -آ

  

 
 SDS-PAGE آنالیز آ)؛ dBSA با دارشده پوشش CdTe نانوذرات تهیه) ۲شکل 

و  QDحرکت نانوذرات ب) مختلف  های مولی نسبتبا  QDو  dBSAبرای اتصال  dBSA-QD روی ژل آگارز  
  

 ها بیوکونژوگه به نانوذره و تولیدبادی  اتصال آنتی
(Bioconjugates) : نسبت بهینه برای واکنش کونژوگاسیون

های یکسان از نانوذرات در  . طیف نشری رقت)۳(شکل  شد تعیین
اتصال با  ).۲به دست آمد (نمودار  BSAحضور و عدم حضور  dBSA ماندن و بهترشدن خصوصیات نشری نانوذره علاوه بر باقی، 

های عاملی متنوع برای مراحل بعدی  وجودآمدن گروه باعث به

نشر فلوئورسانس نانوذرات پس از  .دشاتصال نانوذرات 
. همچنین )۲افزایش یافت (نمودار  dBSAشدن توسط  پوشانده

دهنده مقداری کاهش در نشر فلوئورسانس  نشان ،طیف نشری
لی نشر طور ک . بهبودبادی  نانوذره پس از اتصال به دکستران و آنتی

و  dBSAدار با  فلوئورسانسی نانوذرات در هر دو حالت پوشش
   .بوداز نانوذرات آزاد بیشتر  ،بادی کونژوگه با آنتی

  

 
بادی و نانوذره به دکستران در  مربوط به اتصال آنتی SDS-PAGEآنالیز  )۳شکل 

-Abهای مولی  دهنده نسبت اعداد نشان( ساعت ۴۸مدت زمان انکوباسیون  Dex: dBSA-QD بادی  ) آنتی۱چاهک نژوکاسیون است؛ در کو(Ab)  ۲چاهک (
 ۱:۱) ۷چاهک  ۱:۸) ۶چاهک  ۱:۴) ۵چاهک  ۱:۲) ۴چاهک  ۱:۶۰) ۳چاهک  ۱:۴۰

  )۱:۲۰) ۸چاهک 
  

 
و نانوذرات  dBSAدار با  های فلوئورسانس نانوذرات آزاد و پوشش طیف) ٢نمودار 

نانومتر نانوذرات برای ۵۰۰همه موارد از غلظت در ( بادی کونژوگه با آنتی
  QD ۲ - dBSA-QD ۳ - dBSA-QD +Dex+Ab -۱گیری استفاده شد)،  طیف

  
 :گذاری ایمنی ها با استفاده از لکه وگهژبررسی کارآیی نانوبیوکان

بادی کونژوگه انجام گرفت. حداقل  منظور بررسی کارآیی آنتی به
ایمونوفلوئورسانس به کار گرفته شد، نسبت گذاری  نسبتی که در لکه

، ۳(شکل  بودبادی:دکستران:نانوذره  ترتیب برای آنتی به ۶۰:۱:۱مولی 
 نشان داد که تر رقیق های ژن آنتی با ایمنی گذاری لکه .بود) ۳مورد 
 چشمی طور به و گرفت قرار آزمایش مورد که ژنی آنتی مقدار حداقل
دارشده  بادی نشان توانایی آنتی .بود نانوگرم ۳۰ حدود بود رؤیت قابل

ژن اختصاصی و همچنین طیف نشری  برای شناسایی آنتی
؛ ۲بادی مورد بررسی قرار گرفت (نمودار  نانوذرات متصل به آنتی

تکرار شد   ژن گذاری ایمنی با مقادیر مختلف آنتی ). لکه۴شکل 
   ).۵ (شکل

ها  نانوذرات با اندازههایی که از  آزمون ایمونوفلوئورسانس با کونژوگه
انجام و مشخص شد که  ،های مختلف استفاده شده بود و رنگ

ه بزرگتر با طیف نشری قرمز در مقادیر زاستفاده از نانوذرات با اندا
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و حد  شتهمراه دا تری را به پاسخ مناسب ،ژن کمتری از آنتی
  ).۵(شکل  دادتشخیص را با وضوح بیشتری نشان 

  

  
ژن:  کنترل منفی، آنتی )۱؛ ذاری ایمونوفلوئورسانسگ آزمون لکه) ۴شکل 

 )GAM+dex+ 40 dBSA-QD ۲بادی:  پروتئین نمیوپسین، آنتی میکروگرم۱۰
  GAM+dex+ 40 dBSA-QD بادی: بادی موشی، آنتی آنتی میکروگرم۴۰ژن:  آنتی

  

 
با  (Ag) ژن های مختلف آنتی رسانس در رقتئوآزمون ایمونوفلو )۵شکل 
میکروگرم Ag ۳- ۸میکروگرم Ag ۲-۱۶میکروگرم ۳۲ -۱ )آ؛ بادی کونژوگه آنتی Ag ۴- ۴ میکروگرمAg ۵ - ۵ میکروگرم پروتئین ۴ -۶میکروگرم پروتئین تاو

ژن با  آنتی پایین ترهای  آزمون ایمونوفلوئورسانس در رقت ب و پ)، نمیوپسین
منظور تعیین  به نانوذرهسایز مختلف دو آنتی بادی های نشاندارشده با 

کونژوگه با نانوذره  پ)نانومتر ۶۲۰کونژوگه با نانوذره  ب)، ترین حد تشخیص پایین
نانوگرم Ag ۲- ۵۰۰نانوگرم ۱۰۰۰ - ۱مقدار آنتی ژن در هر دو آزمایش: ( نانومتر۵۴۰ Ag ۳ - ۲۵۰ نانوگرمAg ۴ - ۱۲۵ نانوگرمAg ۵- ۶۰ نانوگرمAg ۶- ۳۰ نانوگرمAg( 

  
  بحث

ای برای  مرحله ارایه یک روش تک با هدف حاضرپژوهش 
تلورید با استفاده  دات کادمیوم ها با کوانتوم بادی کونژوگاسیون آنتی
از جمله نقاط کوانتومی هستند  CdTeانجام شد. از دکستران فعال 

توان آنها را در محیط آبی از مواد اولیه آن سنتز نمود. نقاط  که می
توان طی رفلاکس محلول در  تلف را میهای مخ کوانتومی در اندازه

که با  بودهای حاصل حاکی از آن  به دست آورد. طیف Cº۱۰۰دمای 
جایی به  هافزایش اندازه نانوذرات و جاب ،دهی افزایش زمان حرارت

. بعد از سنتز شود دیده می (red shift)های بالاتر  موج  سمت طول
 برایمی سنتزشده سازی محلول نقاط کوانتو نقاط کوانتومی، خالص

خصوص  نشده در بیشتر مواقع به های اولیه مصرف ماده حذف پیش
روند، لازم و  کار میه ها ب مولکول زمانی که برای اتصال با زیست

  .[22]ضروری است
برای تعیین مشخصات نانوذرات سنتزشده، به ابزارها و تجهیزات 

که خواص مواد نانوساختار به شکل و  آنجایی دقیقی نیاز است. از
اندازه آنها بستگی دارد، بنابراین مطالعات پیرامون شکل، اندازه و 

های موجود و در نهایت استفاده  آرایش این مواد از نظر فهم پدیده

های مختلفی  از آنها در کاربردهای مختلف، ضروری است. روش
جمله آنها  ه ازرود ک برای تعیین شکل و اندازه ذرات به کار می

توان به آنالیز میکروسکوپی، آنالیز ساختاری، آنالیز عنصری،  می
های تعیین مشخصات و سطوح ویژه،  آنالیز پیوندی، روش
پی و همچنین آنالیزهای کلاسیک و وآنالیزهای اسپکتروسک

صورت  های جداسازی اشاره کرد. نتیجه آنالیزهای مذکور به روش
ه اطلاعاتی در مورد ابعاد، شکل، انواع تصویر، طیف یا گراف است ک

دهند. میکروسکوپ  پیوندها، عناصر و مقدار تخلخل نشان می
های  الکترونی براساس رفتار الکترون یا تغییر شرایط محیط، روش

در پژوهش دهند.  ه میییابی نانوذرات ارا مختلفی را برای مشخصه
ای و  طهصورت نق به TEMمورفولوژی نانوذرات در تصویر حاضر، 

 XRD ،های مرسوم برای آنالیز ساختاری . از روشکوروی بودند
در طیف الکترومغناطیس در محدوده بین  X یاست. ناحیه پرتو

فرابنفش قرار دارد. با استفاده از این ناحیه طیفی  یو پرتو γ یپرتو
توان در خصوص ساختار، جنس ماده و نیز تعیین مقادیر عناصر،  می

اطلاعاتی به دست آورد. صفحات پراش برای ماده استاندارد 
های  مکان پیک و ۳۱۱و  ۲۲۰ ،۱۱۱، صفحات XRDتلورید در  کادمیوم

 CdTeهای استاندارد  ن پیکنانوذرات سنتزشده کاملاً منطبق بر مکا
 XRDنیز در طیف  CdSتولید و صفحات پراش مربوط به  CdS که عامل پوششی تیوله تجزیه و گوگرد آزاد شود، در صورتیبود. 

 CdSصفحاتی برای ماده ،شود. در نمونه سنتزی حاضر  ظاهر می
طور خالص  به CdTeتوان نتیجه گرفت، تشکیل  دیده نشد که می

  صورت گرفت.
که  دادشده از نانوذرات نشان  های نشری و جذبی گرفته سنجی  یفط

جایی قرمز طول  هاندازه نانوذرات و جاب ،دهی با افزایش زمان حرارت
بودن پیک جذبی این  پهن .افزایش یافتموج نشری و جذبی 

و  داشتنانوذرات کاملاً با تئوری جذبی نقاط کوانتومی همخوانی 
ای از ناحیه جذبی تحریک  توان این نانوذرات را در ناحیه گسترده می

توان به نورتابی  بودن لبه جذب به قله طیف نشری را می کرد. نزدیک
ناشی از لبه جذبی ربط داد و به این نتیجه رسید که تراز تله بین 

های انرژی در این سری نانوذرات سنتزشده وجود ندارد و  شکاف
خوبی صورت گرفت. در مورد پایداری  نوذرات بهبلورینگی نا

، تغییرات شدت نشر آنها در CdTe مدت نانوذرات سنتزشده طولانی
میکرولیتر از محلول ۱۰ماه بررسی شد. هر بار مقدار  ۶طول مدت 

 pHمولار ۰۵/۰لیتر محلول بافر فسفات  میلی۳نانوذرات سنتزشده به 
ماه اول و  ۳صدی برای در۶اضافه و یک کاهش حدود  ۴/۷برابر با 

ماه در شدت نشر نانوذرات  ۶درصدی بعد از گذشت ۱۰کاهش 
مشاهده شد که بیانگر پایداری بسیار مناسب محلول نانوذرات 

  .بودسنتزشده 
های نوری بهتر و پایدارتر،  آوردن نانوذراتی با ویژگی دست منظور به به
محلول در تلورید  برای پوشاندن سطح نانوذرات کادمیوم dBSAاز 

آب استفاده شد. اتصال پروتئین از طریق واکنش تبادل لیگاندی در 
وجودآمدن  باعث به ،dBSAسطح نانوذره انجام شد. اتصال با 

. شدهای عاملی متنوع برای مراحل بعدی اتصال نانوذرات  گروه
ها  منظور اتصال به ماکرومولکول های عاملی به استفاده از این گروه

منظور اطمینان از  مطرح شد. به در پژوهش حاضر برای اولین بار
وجود حداقل پروتئین دناتوره آزاد در محیط مقدار نانوذره پس از 

، نسبت dBSAهای مختلف از نانوذره و  کنش نسبت بررسی برهم
استفاده شد  BSAنانوذرات نقاط کوانتومی پنج برابر نسبت مولی 

بند مربوط به  که پدید شودتا بند مربوط به آلبومین دناتوره در ژل نا
در بالای ژل جداکننده  (dBSA-QD)پروتئین  -کمپلکس نانوذره

مشخص است. لازم به ذکر است که پراکندگی بندهای مربوط به 
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BSA های آلبومین  به اختلاف در میزان دناتوره شدن مولکول ،آزاد
طور جزئی اثر گذاشت.  که بر سرعت حرکت روی ژل به ارتباط داشت

های علمی آمده است میزان پایداری و نشر  همان طور که در گزارش
خوبی  به  ،فلوئورسانس برای نانوذره با سطح پوشیده از پروتئین

که پژوهش حاضر با آنها همخوانی  [17 ,16]یافته است افزایش 
  .داشت

پیوند بین  %۹۵ز است که پلیمری منشعب از گلوک ،دکستران
-1و باقیمانده آن از نوع پیوندهای  6α-1واحدهای گلوکز از نوع  2α ،1-3α  4-1وα  است. پیوندهای اخیر در محل انشعابات قرار

هر واحد گلوکز دارای سه گروه  ،دارند. با توجه به اینکه در دکستران
های هیدروکسیل تحت تاثیر تغییرات  هیدروکسیل است، این گروه
شوند و مشتقات  های مختلفی تبدیل می شیمیایی خاص به گروه

عنوان مثال، یکی از این  به .[23]شود چندظرفیتی متفاوتی ایجاد می
های هیدروکسیل توسط  اکسایش گروه ،تغییرات شیمیایی

یدات است که سبب ایجاد دو گروه آلدئید فعال به ازای هر پر سدیم
های آلدئید از طریق  شود. این گروه واحد گلوکز در دکستران می
های آمین  توانایی اتصال به گروه ،باز -تشکیل پیوندهای شیف

به  dBSA-QD. نسبت مولی [21]های زیستی را دارند مولکول
ان مورد بررسی قرار گرفت دکستران تا بیست برابر مقدار مول دکستر

 گذاری ایمونوفلوئورسانس های مختلف آزمون لکه و در نسبت
شده از  بادی ضدموشی گرفته در این پژوهش از آنتی صورت گرفت.

عنوان  بادی موشی به از آنتی ومنظور اتصال به نانوذرات  بز به
های  بادی مذکور استفاده شد. با توجه به آزمایش ژن برای آنتی آنتی
کارآیی  ،شده مشخص شد که با افزایش زمان انکوباسیون انجام

گذاری ایمنی، کارآیی  اتصال افزایش یافته است. با انجام لکه
 و های متصل به نانوذرات مورد بررسی قرار گرفت بادی آنتی
  د.تر تکرار ش های رقیق ژن گذاری ایمنی با آنتی لکه
است این نانوذرات به منظور استفاده از نقاط کوانتومی لازم  به

های زیستی متصل شوند. در این اتصال باید به مواردی  مولکول
گیری مولکول زیستی و موقعیت آن نسبت به نقاط  همچون جهت

های هدف  کوانتومی، حفظ فعالیت مولکول زیستی، تعداد مولکول
شده به هر نقطه کوانتومی و پایداری ترکیب حاصل از اتصال  متصل

صورت کوالانس یا غیرکوالانس  تواند به کرد. اتصال میاین دو توجه 
انجام گیرد. انتخاب هر روش بستگی به هدف از اتصال و 

عنوان مثال، برای اتصال نقاط کوانتومی  کاربردهای بعدی دارد. به
و  Gهای آویدینی و پروتئین  ها از استرهای فعال، پل بادی به آنتی

. انواعی [17]شود تفاده میهیستیدینی اس های پلی همچنین برچسب
 ،از نقاط کوانتومی که دارای گره کربوکسیل در سطح خود هستند

هیستیدینی  های پلی به بخش (+Ni2) نیکل واسطه توانند با می
صورت غیرکووالانس متصل شوند. اتصال  ها به پروتئین

. [23]پذیر است از طریق آویدین و بیوتین نیز امکان غیرکووالانسی
توان از  های زیستی را می نانوذرات و ماکرومولکول اتصال بین

های آمین و کربوکسیل  طریق تشکیل پیوند کووالانسی بین گروه
- ۳( -۳- اتیل- ۱، ایمیدها ترین کربودی انجام داد. یکی از معروف

تنهایی یا  است که به (EDC) ایمید کربودی) آمینوپروپیل متیل دی
شود و  استفاده می (NHS)سوکسینیمید  هیدروکسی همراه به

های زیستی  های کربوکسیل سطح مولکول سازی گروه موجب فعال
) مالمیدومتیل - ان( .[13]شود یا نقاط کوانتومی می

های  های سولفیدریل به گروه برای اتصال کووالانسی گروه (SMCC) سوکسینیمیداستر هیدروکسی -اسید ان کربوکسیلیک سیکلوهگزان
. بر خلاف اتصال از طریق پلیمر [23]گیرد میاستفاده قرار  آمین مورد

هایی از جمله عدم  های رایج محدودیت دکستران در بیشتر واکنش

. [18]تکرارپذیری و تجمع غیرقابل کنترل نانوذرات وجود دارد
بادی  دلیل اتصال بیش از یک نانوذره به مجموعه آنتی همچنین به
  حد تشخیص وجود دارد. یامکان ارتقا ،و دکستران

  
  گیری نتیجه

به  CdTeمنظور اتصال نقاط کوانتومی  در فرآیند کونژوگاسیون به
 BSAبا پوشاندن سطح نانوذرات با  ،ها از طریق دکستران بادی آنتی
های عاملی  شده علاوه بر افزایش پایداری نانوذرات، گروه دناتوره

  آید. میجدیدی روی سطح نانوذره به وجود 
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