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Aims Due to their unique properties, functionalized GNPs provide a high potential for solving 
many problems, such as diagnosis and treatment of genetic diseases using nanotechnology. 
Depending on the purpose of each experiment, a particular interaction of DNA and nanoparticle 
is desirable that can be achieved by changing various parameters. The purpose of this study 
was to investigate the effect of gold nanoparticles surface charge on the conjugation process 
and the type of DNA interactions, as well as increasing the loading of DNA on the surface of gold 
nanoparticles.
Materials and Methods Two types of 30nm gold nanoparticles with positive and negative 
charge were synthesized. Gold nanoparticles were functionalized with three different 
concentrations of DNA. Bioconjugation was investigated using UV-Vis and fluorescence 
spectroscopy. Quantification of the DNA loading on each nanoparticle surface was done using 
two methods by fluorescence assay.
Findings The SPR spectrum of nanoparticles confirmed the binding of DNA to the surface of 
nanoparticles and also illustrates the level of DNA loading to the surface of the nanoparticle, 
as well as the effect of the surface charge of nanoparticles on the bioconjugation process. The 
fluorescence assay showed a higher loading of DNA in CTAB-stabilized nanoparticles and more 
non-specific than citrate-stabilized nanoparticles.
Conclusion Depending on the surface charge of GNPs, DNA loading on the surface of GNPs 
occurs with different affinities. Based on the purpose of the study, citrate stabilized GNPs and 
high concentration of DNA was appropriate to achieve this goal.
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به نانوذرات  DNA یر یبارگ یاسهیمطالعه مقا
  یمثبت و منف یبار سطح یدارا یطلا
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  چکيده
های دلیل دارابودن ویژگیبه DNAشده با دار : نانوذرات طلا عاملاهداف
و  کلات همچون تشخیصفرد، پتانسیل بالایی برای حل بسیاری از مشبهمنحصر

کنند. بسته به هدف استفاده از نانوفناوری فراهم می های ژنی بادرمان بیماری
دادن ا نانوذره مدنظر است که با تغییر ب DNAکنش خاصی از هر آزمایش، برهم

حی اثر بار سط. هدف این پژوهش بررسی استپارامترهای مختلف قابل دستیابی 
به سطح و افزایش  DNAنانوذرات طلا بر فرآیند اتصال زیستی و نوع اتصالات 

  بر سطح نانوذرات طلا بود. DNAهای بارگیری توالی
و بار سطحی مثبت و منفی  نانومتر۳۰ دو نوع نانوذره با قطر حدود ها:مواد و روش

 DNA ه غلظت مختلف ازسنتز شد. فرآیند اتصال زیستی نانوذرات با استفاده از س
رسانس مورد بررسی و فلوئو UV‐Visانجام شد و با استفاده از اسپکتروسکوپی 

به سطح هر نانوذره با استفاده از دو  DNAسازی درصد اتصال قرار گرفت. کمی
  روش و با کمک سنجش فلوئورسانس انجام شد.

خوبی و بهیید کرد به سطح نانوذرات را تا DNA، اتصال SPR: طیف هایافته
به سطح نانوذره و نیز اثر بار سطحی نانوذرات بر  DNAدهنده میزان اتصال نشان

وذرات د اتصال زیستی در نانفرآیند اتصال زیستی بود. سنجش فلوئورسانس، درص
ترات شده با سیتر از نانوذرات تثبیترا بالاتر و غیراختصاصی CTABشده با تثبیت

  نشان داد.
به سطح با  DNAبسته به بار سطحی نانوذرات طلا، اتصالات گیری: نتیجه
ف این هد. با توجه به هددمقادیر متفاوت از بارگیری رخ میها و کنشبرهم

، DNAشده با سیترات و استفاده از غلظت بالای پژوهش، نانوذرات طلا تثبیت
  برای رسیدن به این هدف مناسب بودند.

  سازی اتصال زیستی، فلوئورسانس، کمیDNA یدگونوکلئوت: نانوذره طلا، الیهاواژهکلید
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  مقدمه
قیق مورد تح طور گستردههستند که به نانوذرات طلا یکی از نانومواد

 نانوذرات از زمان اولین گزارش تولید .[1]اندو مطالعه قرار گرفته
 که مبنای بیش از صد سال پیش در فارادیطلا توسط  یکلوئید
در مورد نحوه مطالعات بسیاری  ، تا به امروزمدرن شد فناورینانو

طلا  تخصوصیات و کاربردهای کلاسترها، کلوئیدها و نانوذراسنتز، 
های دلیل دارابودن ویژگینانوذرات طلا به .[2	,1]منتشر شده است

 سطحی سمونرزونانس پلافرد نوری و فیزیکی همچون بهمنحصر
(SPR)، یافته سطحیتفرق رامان افزایش (SERS) تعدیل ،

 مولکولی، جنبش تابشی پلاسمون سطحی فلوئورسانسپلاسمونیک 

منظور ها بهدر بسیاری از زمینه (NLO) های نوری غیرخطیو ویژگی
ترده طور گستصویربرداری و حسگرهای تشخیصی بهگذاری، برچسب

کردن آسان سطح نانوذرات دار امکان عامل .1]‐[3شوندبه کار برده می
خصوصیات ویژه  ر ازطلا با عوامل و لیگاندهای مختلف یکی دیگ

 اسب برای اتصالات نانوزیستیاست که آن را بستری من این نانومواد
تصال ا .ها کرده استئینها و پروتبادیآنتی با الیگونوکلئوتیدها،

نانوذرات طلا همچنین کاندیدای امیدبخشی برای طراحی  زیستی
های زیستی شده منظور تجسس در سیستمجدید به زیستی وادم

  .[4]است
و  هالیگاندنانوذرات طلا توسط طیف وسیعی از  کردندار عامل
 آسان جذب سطحیویژگی مندی از با بهره ،ی زیستیهامولکول

طلا که یک فرآیند نانوساختارهای فلزی همچون ها روی آلکان تیول
طور خاص، به .[5]استپذیر شیمیایی کاملاً شناخته شده است، امکان

 DNAهای کوتاه (توالی شده با تیولالیگونوکلئوتیدهای اصلاح
نانوذرات  .[6]توان بر سطح نانوذرات طلا تثبیت کردرا می سنتزی)

، (DNA‐AuNPs) شده با الیگونوکلئوتیدهای تیولهدار طلای عامل
یک های نوکلئشدت پایدار هستند و به توالیهای نمکی بهدر محلول

رفتار تعاونی خابی در یک انت شان به شکل کاملاً اسیدی مکمل
به شکل گسترده  DNAشده با دار نانوذرات عامل .[7]شوندمتصل می

های اسمبلی، اس در روشهای ساختمانی نانومقیعنوان بلوکبه
امل های تشخیص زیستی و عوپروب در بسیاری از سیستم

	,8]ها کاربرد دارندتشخیصی و درمانی برای بیماری 9]. ‐DNA
AuNPs سنس برای تنظیم بیان ژن درون عنوان عوامل آنتیبه
، حمل هایی همچون سرطان و ایدزبیماری درمان با هدفسلولی 

توترمال مورد ای فههای سرطانی و درماندارو، تصویربرداری از سلول
عنوان به DNAشده با متصلنانوذرات  .[10	,8	,7]انداستفاده قرار گرفته

این ند و بنابر کنمی در مقابل تخریب نوکلئازها عملعوامل حفاظتی 
 نانوذرات .دهندپذیری زیستی را افزایش میزمان گردش و دسترس

ایجاد  DNAهمچنین حفاظتی در برابر تخریب فیزیکی و آنزیمی 
با غلظت  DNAهای کنند تا رشتهاین امکان را فراهم میو  کرده

بت ترتیب کارآیی آنها نسبرسند و بدین به جایگاه عملشان بالاتری
  .[11]یابددرمانی فاقد نانوذرات، افزایش میهای سنتی به روش

 DNAشده با دار اسایی زیستی که از نانوذرات عاملاولین روش شن
استفاده کرد، شامل  نوکلئوتیدهامنظور شناسایی پلیبه

ران و همکا کینر میکه توسط  سنجی بودهای خوانش رنگاستراتژی
شده القا شدنایتودهها از این روش .[12]گزارش شد ۱۹۹۷در سال 
پس از  .با تغییر رنگ قرمز به آبی است، الهام گرفته بودند هکه همرا

شده با دار نانوذرات طلای عامل ،سنجیرنگهای توسعه اولین روش
DNA  ندشدهایی کزی در تعداد بسیار زیادی از طرحمر  عنصریک 
ر نور نش، ه، رادیواکتیویتیهای خوانش مانند فلوئورسانسروشکه از 

میکروبالانس کریستال کوآرتز، ، مبتنی بر واکنش شیمیایی
ستفاده اهای الکتریکی پراکنش نور و سیگنال اسپکتروسکوپی رامان،

ه نس کارسئوهای فلوکردن رنگجایگزینعنوان مثال به .[6]کردندمی
سیگنال نسبتاً پایین و پایداری نوری  اغلب دارای اشکالاتی همچون
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ایه نانوذرات طلا موجب شد تا پ بر موادضعیف بودند با نانو
ت با اختصاصی حساس برای شناسایی محصولات ژنیهایی فوقروش
رگیری نانوذرات طلا در کنار کاهمچنین به .[14	,13]ایجاد شود بالا
 و استفاده از ویژگی پراکنش رامان فلوئورسانسهای رنگ
های سازی توالیشده، امکان شناسایی و کمیتشدید
 انسفلوئورسثر همراه با گونوکلئوتیدی در یک روش حساس و موالی

ها، روش بیوبارکد علاوه بر این .[16	,15]ساخت زمینه بسیار کم را فراهم
با  لانانوذرات طسایی زیستی بر پایه در زمینه شناگام مهم یک  نیز

و دیگر  DNAها، یک پروتکل برای شناسایی پروتئین کردنفراهم
  .[6]ایجاد کرد های بسیار پاییندر غلظت هابیومولکول
درک میزان  ،DNAشده با دار ی نانوذرات عاملکاربردها در تمامی
اتصالات و نیز در بسیاری  نوع، DNAشدن سطح نانوذره با پوشانده

به سطح نانوذره از اهمیت  DNAاز موارد افزایش میزان اتصال 
شده به متصل DNAمزیت افزایش مقدار  .زیادی برخوردار است

ستی و زی نانوذره این است که به شکل چشمگیری فرآیند شناسایی
  .[6]بخشدنانودرمانی را بهبود می

 DNAشده با دار انوذرات طلا عاملبسیار گسترده ن دلیل کاربردهایبه
، در این در نانوفناوری به سطح نانوذره DNAو اهمیت نحوه اتصال 

ما دو نوع مختلف از نانوذرات طلا با سایز یکسان که دارای  پژوهش
عد ب در مرحله .سنتز کردیم ،بارهای سطحی مثبت و منفی بودند

 DNA نوکلئوتیدی۱۰ با کمک توالی نانوذراتبه  DNAمیزان اتصال 
ر از سر دیگ Cy3 فلوئورسانستیول از یک سر و رنگ  که دارای گروه

طحی ثیر بار سدرنهایت تاسازی شد و بود، با استفاده از دو روش کمی
مورد  DNAو نوع اتصالات  اتصال زیستیفرآیند  بر طلا نانوذرات

  .بررسی قرار گرفت
  

  هامواد و روش
، (HAuCl4) اسیدتتراکلریک شاملمواد شیمیایی  مواد شیمیایی:

بروهیدرید، نقره، سدیمنیترات ،(CTAB)بروماید آمونیوممتیلستیل
اسید (سیگماآلدریچ؛ ایالات متحده آمریکا)، آسکوربیک

فسفات، هیدروژنکلرید، سدیمسدیم دهیدرات،سدیمتری
 ؛(مرک سازی بافرهافسفات و دیگر مواد برای آمادههیدروژندیسدیم
(ترموفیشر؛ ایالات متحده آمریکا) نیز  TCEP .ندخریداری شد آلمان)

فوق خالص  ها با استفاده از آبتمامی محلول .به کار رفت
  .آماده شدند کیومیلی
 باشده به شکل خالص DNAگونوکلئوتید یال گونوکلئوتید:یسنتز ال
HPLCشرکت ، توسط AnaSpec,	Inc  کانادا سنتز و به فرم پودر
کیو حل سنتزشده در آب میلی DNA .شد هتحویل گرفته لیوفیلیز 

و  DNAلی اتو .داری شدنگه -Ԩ۲۰در دمای شد و تا زمان استفاده 
نشان داده شده  ۱در جدول  ،آن ۳´و  ۵´دو سر  های عاملیگروه
  .است

دو نوع مختلف از نانوذرات طلا  یابی نانوذرات طلا:مشخصهسنتز و 
 .مورد استفاده قرار گرفتش سنتز و در این پژوهنانومتر  ۳۰~با سایز 

سطحی مثبت بودند با بار  CTABشده با تثبیتنانوذرات  نوع اول
سنتز  [17]رنجبرو  رضاییطبق روش  4HAuCl که از طریق احیای

 از میکرولیتر۲۵۰ محلول شاملبرای سنتز این نانوذرات سه  .شدند
 ومولار میلی۳سیترات میکرولیتر از سدیم4HAuCl ،۵۰۰ مولار۰۱/۰
 سپس محلول اول به .آماده شدمولار میلی4NaBH ۳از لیتر میلی۲

از میکرولیتر ۲۵۰اضافه شد و سپس  مقطرآب میکرولیتر۹۷۵۰
ه ن اضافترتیب به آبهاز محلول سوم میکرولیتر ۷۵محلول دوم و 

 .(محلول بذر طلا) زده شددقیقه هم۱۰رای مدت ول باین محلشدند و 
به مولار ۰۱/۰از محلول طلا  میکرولیتر۲۵۰در مرحله دوم مقدار 

طور در آن به CTABاز  گرم۳/۰آب اضافه شد و میکرولیتر ۹۷۵۰
 Cاز محلول ویتامین  میکرولیتر۵۰۰سپس  .کامل حل شد

نهایت ) و در از آب لیترمیلی۲در  Cاز ویتامین گرم میلی۲/۳۵(
قه همزده دقی۱۰مدت و بهمحلول بذر به آن اضافه از  لیترمیلییک
  .شد

  
  و اصلاحات آن DNAتوالی ) ١جدول 
  )٥´به  ٣´(از توالی و اصلاحات   اسم

	Cy3‐6(CH2)‐GAGCTACAGG‐6(CH2)‐S‐S	DNAالیگونوکلئوتید 

  
ه کسیترات با بار منفی بودند  شده بانانوذرات طلا تثبیتنوع دوم 
کی دبا ان [18]و همکاران گرابر طبق روش 4HAuCl احیای از طریق

 محلول طلا لیترمیلی۲۰ برای این منظور ابتدا .تغییر سنتز شدند
زن با دور متوسط و همراه با ماده شده و روی همآ مولارمیلی۲۵/۰

ه ، بوقتی این محلول در آستانه جوش قرار گرفت .گرما قرار داده شد
لیتر میلیگرم در یک۰۱/۰( سیتراتاز محلول سدیملیتر میلییکآن 
ود . بعد از حدزده شددقیقه همراه با حرارت هم۱۵و برای اضافه  آب)
شدن رفت و سپس به قرمز تغییر یقه رنگ محلول به سمت تیرهدق۳
گرمادهی همزده بعد از این مرحله، این محلول بدون  .نگ دادر 

  .سرد شود شود تا کاملاً می
سازی شد تا سایز هر دو نوع نحوی بهینهفرآیند سنتز نانوذرات به
ا بشده . سایز و غلظت مولی نانوذرات سنتز نانوذره یکسان باشد

اسپکترسکوپی و  (TEM) عبوریاستفاده از میکروسکوپ الکترونی 
  .دست آمده ب [1]همکارانو  لیو، طبق روش (AES) نشر اتمی

تغییر در تشکیل نانوذرات طلا و  :UV‐Visاسپکتروسکوپی 
ا ب کنشبرهمهای رزونانس پلاسمون سطحی قبل و بعد از ویژگی
دستگاه اسپکتروفوتومتر  با استفاده از DNAهای مختلف از غلظت

	cary مرئی مدل -ماوراء بنفش 100 )Agilent ایالات متحده ؛
  .گیری شداندازه نانومتر۴۰۰-۷۰۰در محدوده  آمریکا)
طلا با بار مثبت نانوذرات  :DNAشده با دار سازی نانوذرات عاملآماده

و  لیو و [8]و همکاران لیبا روشی مشابه با آنچه که توسط و منفی 
 DNAگونوکلئوتیدی یهای الایجاد کرده بودند، توسط توالی [19]لو

ق سولفید از طریعامل دیروش کار به این ترتیب بود  .دار شدندعامل
 تـبا غلظ DNAبه  لاروـرومـمیک۱۰۰ تـلظـبا غ TCEPردن ـکفهاـاض
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ساعت در دمات یکاین مخلوط برای مدت  .شد ، احیامیکرومولار۵۰
های مختلف از الیگونوکلئوتید غلظت در مرحله بعد .انکوبه شداتاق 
 از کلوئید طلا لیترمیلییکبه ) نانومتر۱۴۰۰و  ۷۰۰، ۳۵۰( شدهفعال

اضافه و غلظت بافر فسفات و  های جداگانهنانومولار) در ویال۳(
SDS رسانده شد %۰۱/۰و  مولار۰۱/۰به ترتیب در محلول نهایی به. 

زدن آرام انکوبه ساعت در دمای اتاق با هم۱۶این مخلوط برای مدت 
کلرید سدیماز  میکرولیتر۱۰ ها مقداریک از ویال سپس به هر .شد
 .ثانیه با دور کم سونیکیت شدند۱۰و برای مدت مولار اضافه یک

از بعد  .ساعت تکرار شدیکمرتبه دیگر با فواصل دو  زنیفرآیند نمک
مدت یک شب در ها بهخر نمک و سونیکیت، ویالدور آکردن اضافه

  .دمای اتاق انکوبه شدند
 :شده بر سطح نانوذرات طلاسازی الیگونوکلئوتیدهای تثبیتمیک

 .با استفاده از دو روش انجام شد اتصال زیستی سازیفرآیند کمی
ه نشده به نانوذرات کغلظت الیگونوکلئوتیدهای متصل روش اولدر 
 برای این منظور .گیری شدآزاد در محلول هستند، اندازهورت صبه

دقیقه ۱۵مدت به rpm۱۳۵۰۰با دور  حاوی محلول واکنش،های ویال
ها یک از ویالسوپرناتانت هر  .سانتریفیوژ شدند C۴° در دمای
در  Cy3، فلئورفور فلوئورسانسگیری منظور اندازهبه و جداسازی

 اهدستگبا استفاده از  نانومتر۵۷۰ درتهییج شده و نشر آن نانومتر ۵۱۲
	LS55 )Perkinاسپکتروفتومتر مدل  فلورسنت Elmer ؛ ایالات

از  موجود در هر نمونه DNAغلظت  .شدخوانده  متحده آمریکا)
 سپس .، محاسبه شدآمده از نمودار استاندارددستهطریق فرمول ب
ه محاسباتصال زیستی و درصد  گرفتقرار  )۱(ها در فرمول این غلظت

  :شد
)۱(  

ቀܣܰܦ	اولیه	غلظت െسوپرناتانت	در	موجود	غلظتܣܰܦ	ቁ ∗ 100
غلظت	اولیه	ܣܰܦ

	

 

سازی و شده به نانوذرات کمیمتصل DNA مقداردر روش دوم 
ه ماندرسوب باقیدر این روش،  .محاسبه شد اتصال زیستیدرصد 

برابر  pHمیزان  ،SDS %۰۱/۰با فسفات بافر سالین (درون هر ویال 
 .در همین بافر حل شدرسوب نهایت و در  سه مرتبه شسته )۴/۷با 

نانومولار به نانوذرات طلای ۵۰۰ با غلظت نهایی TCEP سپس
مدت یک شب در دمای ها بهاضافه و ویال DNAشده با دار عامل

یق های الیگونوکلئوتیدی که از طرتوالی با این کار .اتاق انکوبه شدند
 .شوندها جدا مینانوذرات طلا تثبیت شده بودند، از آنگروه تیول روی 
ها مجدداً مشابه قبل سانتریفیوژ و سوپرناتانت آنها جدا این محلول

نیز از طریق نمودار استاندارد  نمونهموجود در هر  DNAمقدار  .شد
محاسبه  اتصال زیستیدرصد  )۲( و با استفاده از فرمول آمددستهب

سه  رساندن میزان خطا،منظور به حداقلها بهآزمایش. تمامی [6]شد
  :شده تکرار شدهای تازه آمادهمرتبه و با استفاده از نمونه

)۲(  

ቀنانوذره	از	جداشده	ܣܰܦ	غلظتቁ ∗ 100

غلظت	اولیه	ܣܰܦ
	

  و بحث هایافته
براساس  تشکیل نانوذرات طلا: UV‐Visمطالعات اسپکتروسکوپی 

در ناحیه  (LSPR) موضعی پلاسمون سطحیباند رزونانس  مشاهده
 .مورد بررسی قرار گرفت UV‐Visمرئی با استفاده از اسپکتروسکوپی 

 دهنده ماهیت کروینشان نانومتر۵۲۶ وجود یک تک پیک در ناحیه
شده با استفاده از قطر نانوذرات سنتز  .نانوذرات سنتز شده بود

محاسبه شد و تعداد  نانومتر۳۰ میکروسکوپ الکترونی عبوری حدود
 )۳( های طلا برای این سایز از نانوذره کروی با استفاده از فرمولاتم
لا برای هر های طتعداد متوسط اتم N در این فرمول .دست آمده ب

 ،مترمکعب)گرم بر سانتی۳/۱۹(دانسیته طلا  ρنوع از نانوذره کروی، 
M و  گرم بر مول)۱۹۷( وزن اتمی طلاD [1]متوسط قطر ذره است:  
)۳(  

	N ൌ ஠஡ୈయ

଺୑
	

 
طلا  هایتمابا استفاده از تکنیک اسپکتروسکوپی نشر اتمی، تعداد 

 N( شده محاسبه شدطلای سنتز سی از محلول نانوذرات سیدر یک
مول استفاده از فر  با شدهو درنهایت غلظت مولار نانوذرات سنتز  کلی)

 Vهای طلا، تعداد متوسط اتم Nدر این فرمول  .آمددست ه ب )۴(
  :عدد آووگادرو است ANحجم محلول به لیتر و 

)۴(  

	C ൌ
N	total
NVN୅

	

 
، لیگاند چون دماتوسط عواملی هم LSPRموقعیت و شدت باند 

 و محیط موضعی الکتریکدیهای سطحی، شکل، سایز، ویژگی
کردن اضافه .[21	,20]گیردشدت تحت تاثیر قرار میاطراف نانوذره به

موجب  شدهپوسته لیگاند پایدارکننده به نانوذرات فلزی تثبیتیک 
د و شوالکتریک موضعی نانوذرات میایجاد تغییراتی در محیط دی

میزان  .شودایجاد می LSPRباند  maxλیک شیفت در  ننتیجه آ در
 مچنین به نسبت حجم پوسته به هستهشیفت جذب ماکزیمم ه

بنابراین امکان بررسی  ،[22]فلزی و لیگاند بستگی دارد نانوذرات
بعد  LSPRاتصال به الیگونوکلئوتید از طریق مشاهده تغییر در پیک 

  .وجود دارد DNAنانوذرات با اتصال زیستی از 
و نانوذرات  CTABشده با نانوذرات طلا تثبیت UV‐Visطیف 
طور همان .نشان داده شده است ۱نمودار شده با سیترات در تثبیت

هر دو نانوذره دارای یک پیک رزونانس شدید شود که مشاهده می
هر دو نوع  SPRLباند  .هستند )maxλ( نانومتر۵۲۶ در ناحیه حدود

شیفت به سمت  دچار کاهش شدت و DNAنانوذره بعد از اتصال به 
دهنده شده است که نشان (shift	Red) بلندتر ناحیه با طول موج

مقدار شیفت  .است GNPهای الیگونوکلئوتیدی بهاتصال توالی
تا  ۸ حدود DNA، بعد از اتصال با CTABشده با نانوذرات تثبیت

تا  ۲ شده با سیترات، شیفتبود و نانوذرات تثبیت نانومتر۱۴
تصال اشدت پیک نیز در نانوذرات سیتراته بعد از  .داشتندنانومتر ۳

کاهش یافته  CTABبه میزان کمتری نسبت به نانوذرات  زیستی
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 در SPR شدت پیک تغییر نیز شیفت و مقداربودن کمتر .بود
 دهندهتواند نشانی بار منفی نسبت به بار مثبت، مینانوذرات دارا
نتیجه تغییر کمتر  در نانوذرات سیتراته و در DNAاتصال کمتر 

 شود که درهمچنین مشاهده می .محیط پیرامونی این نانوذره باشد
ده به شاضافه یدهر دو نوع نانوذره، با افزایش غلظت الیگونوکلئوت

دهد که این شدت پیک کاهش بیشتری را نشان مینانوذرات، 
تواند ناشی از اتصال بیشتر الیگونوکلئوتیدها به سطح موضوع نیز می
 اشدب نالکتریک سطحی آنتیجه تغییرات بیشتر دی نانوذره و در

  .)۱(نمودار 
کردن سوسپانسیونشود، مشاهده می ۱طور که در شکل همان

که دارای نمک  در بافر نهایی کانجوگه DNAشده با دار لنانوذرات عام
ب، آ حاضر درگونه تغییر رنگی نسبت به نانوذرات هیچبود،  SDSو 

اتصال بودن فرآیند دهنده موفقو رنگ قرمز آنها نشان ایجاد نکرد
های در واقع اتصال توالی .بود شدنایتودهو عدم  زیستی

شدن نانوذره وذرات موجب پایدار بر سطح نان DNAالیگونوکلئوتیدی 
 موجب کردن بافر نهایی کانجوگهاضافه .در برابر نمک شده است

ای سطحی نانوذرات طلا نمک بارهزیرا  نانوذره تنها شد، شدنایتوده
شده و متصلهمنتیجه این کار، نانوذرات به دهد و دررا پوشش می
 ای به نامد پدیدهموجب ایجا شدنایتودهاین  .کنندایجاد توده می

ن جذب ماکزیمم نور شود که میزاشدن پلاسمون سطحی میجفت
 موجب تغییر رنگنتیجه  های بلندتر تغییر داده و دررا به طول موج

  ).۱(شکل  [23]شودمحلول نانوذره می
  

  

  
در عدم حضور و حضور  CTABشده با نانوذره تثبیت SPR) باند a( )۱مودار ن

شده با نانوذره تثبیت SPR) باند DNA) ،bهای مختلف از الیگونوکلئوتید غلظت
  های مختلف الیگونوکلئوتیدسیترات در عدم حضور و حضور غلظت

  

  
کردن بافر بعد از اضافه DNAشده با دار عدم تغییر رنگ نانوذرات عامل) ۱شکل 

هایی، شدن بافر ننانوذره تنها با اضافه شدنایتودهو تغییر رنگ و ه نهایی کانجوگ
ر برابر ها دوتیدها به سطح نانوذرات و پایدارشدن آناتصال الیگونوکلئ دهندهنشان

  .نمک است

  
در  :شده به نانوذرات طلاالیگونوکلئوتیدهای کانجوگهمحاسبه درصد 

بلند، الیگونوکلئوتیدهای کوتاه زنجیر  DNAهای زنجیره کنشبرهم
با ها ( نوکلئوتیدها، نوکلئوزیدها و بازها) ه آندو واحدهای سازن

جود هایی وهای فیزیکوشیمیایی تفاوتنانوذرات طلا، از نظر ویژگی
طور که هر یک از این لیگاندها خودشان با هم از نظر دارد، همان

توان برای هر با این حال برخی از قوانین را می .ماهیت تفاوت دارند
 عنوان مثال مشاهده شده است کهبه .نظر گرفت ها درکدام از آن

، تمایل خوبی برای اتصال (ssDNA) ایرشتهتک DNAهای توالی
هنگام  DNAالبته ساختار واقعی زنجیره  .به سطح نانوذره طلا دارند

های بالاتر (در غلظت ssDNA جذب روی نانوذره بسته به غلظت
 های قائم و راستکانفورماسیوناغلب دلیل دافعه بدنه فسفات، به

 کتمایل هر یپذیری زنجیره و قدرت یونی، انعطاف ،شود)دیده می
. از آنجایی [11]داردها به سطح طلا از نوکلئوتیدها و همچنین توالی

با بار سطحی  طلا از نانوذرات اتصال زیستیهای که در اغلب روش
در این پژوهش از دو نوع نانوذره طلا با بار شود، منفی استفاده می

 سطحی هایاستفاده شد تا اثر این بار  مثبت و منفی سطحی
به همین  .مورد بررسی قرار گیرداتصال زیستی متفاوت نیز بر فرآیند 

شده به نانوذرات دارای بار منفی و بار متصل DNAدرصد منظور 
نشده به سازی الیگونوکلئوتیدهای متصلبا استفاده از کمیمثبت 
 به شدهگونوکلئوتیدهای متصلیسازی ال(روش اول) و کمی نانوذره

  .)۲محاسبه شد (جدول  نانوذره (روش دوم)
اتصال سازی در کمی ،شودمشاهده می ۲در جدول  طور کههمان
که دارای بار  CTABشده با نانوذرات تثبیت به روش اول، زیستی

ه با به نانوذرات سیتراتنسبت  بالاتری اتصالمثبت هستند، درصد 
دلیل به DNAالیگونوکلئوتیدهای  از آنجایی که .بار منفی دارند

این افزایش اتصال منفی هستند،  رداشتن بدنه فسفات دارای با
جاذبه الکترواستاتیک بین بارهای مثبت سطح  تواند ناشی ازمی

با افزایش غلظت  GNP‐CTABدر  .باشد DNAنانوذره و منفی بدنه 
DNA شود اما میزان کاسته می اتصال زیستی، درصدDNA 
  .شده رو به افزایش استمتصل

دلیل اثر دافعه بار منفی سطح نانوذره بر به GNP‐Citrateدر 
کمتر  GNP‐CTABنسبت به  اتصال زیستی، درصد DNAهای رشته
دیده  نانومولار۳۵۰ بیشترین میزان این اختلاف در غلظت .است
‐GNPبرابر GNP‐CTAB ،۷/۱ اتصال زیستیشود که درصد می

Citrate برابر و در۲/۱نانومولار، ۷۰۰ غلظت این اختلاف در .است 
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شود با مشاهده میطور که همان .برابر است۱/۱نانومولار، ۱۴۰۰
ر کمت اتصال زیستیاولیه، اثر بار سطحی بر  DNAافزایش غلظت 

های تیول به سطح دلیل تمایل بالای گروهتواند بهشود که میمی
لاتر های بان بر اتصالات غیراختصاصی در غلظتنانوذره طلا و غلبه آ

با افزایش ، GNP‐Citrateشود که در همچنین مشاهده می .باشد
 اتصال زیستی، درصد نانومولار۷۰۰ به نانومولار۳۵۰ از DNAغلظت 

این درصد  نانومولار۱۴۰۰ افزایش یافته است اما با افزایش غلظت تا
شده متصل DNAدر این نانوذره نیز مقدار  .گذاردرو به کاهش می

نتایج  .، رو به افزایش استDNAبه نانوذره با افزایش غلظت اولیه 
 یکسان بود UV‐Visآمده از مطالعات دستهبخش، با نتایج باین 

ازای هر شده بهمتصل DNA: تعداد DNA/GNP*؛ ۲(جدول 
   ).نانوذره

  
  بر سطح نانوذرات طلا DNAمقایسه درصد اتصال الیگونوکلئوتیدهای  )۲جدول 

  حجم و غلظت نانوذره طلا
شده در استفاده DNA غلظت

   (نانومولار) ابتدای فرآیند
 روش

GNP‐CTAB	GNP‐Citrate	

درصد اتصال 
  (%)زیستی 

 DNAمقدار 
شده متصل

  (نانومولار)

*DNA/GNP
درصد اتصال 

  (%)زیستی 

 DNAمقدار 
شده متصل

  (نانومولار)

*DNA/GNP

لیتر نانوذره طلا با میلییک
  نانومولار۳غلظت 

۳۵۰  
  ۱۰/۵۹  ۳۱/۱۷۷	۶۶/۵۰  ۴۶/۸۶  ۳۷/۲۹۵	۳۹/۸۴  اول
      ۷۵/۴۵      ۳۵/۴۳  دوم

۷۰۰  
  ۱۶/۱۵۴  ۴۹/۴۶۲  ۰۷/۶۶  ۸۲/۱۸۲  ۴۵/۵۴۸  ۳۵/۷۸  اول
      ۴۲/۶۲      ۵۱/۵۰  دوم

۱۴۰۰  
  ۷۲/۲۵۱  ۱۶/۷۵۵	۹۴/۵۳  ۳۱/۲۷۶  ۹۴/۸۲۸	۲۱/۵۹  اول
      ۸۱/۵۱      ۲۹/۳۴  دوم

*DNA/GNP تعداد :DNA ازای هر نانوذرهشده بهمتصل  

  

ت کردن غلظازای هر ذره از طریق تقسیمتعداد الیگونوکلئوتیدها به
مونه برای هر نبه غلظت نانوذرات  فلوئورسانسالیگونوکلئوتیدهای 

با افزایش شود، دیده می ۲نمودار طور که در همان .[6]محاسبه شد
های DNA، تعداد اتصال زیستیشده برای استفاده DNAغلظت 
شده به متصل DNAمقدار  .یابدشده به نانوذرات افزایش میمتصل

است و این  GNP‐Citrateبیشتر از  GNP‐CTABهر نانوذره در 
 [24]همکارانو  میرکین .شودها مشاهده میغلظتتمامی اختلاف در 

ازای شده بهمتصل DNA، مقدار نانومتر۳۰نیز برای نانوذرات با قطر 
مقدار  نگزارش داده بودند که ای ۲۵۰-۲۷۰سیتراته را  ههر نانوذر 

در نانومولار) ۱۴۰۰( شدهاستفادهاولیه  DNAدل آخرین غلظت امع
 DNAهای بالاتر از لازم به ذکر است که غلظت .تاین پژوهش اس

در اما  )،۱۴۰۰>نیز انتخاب شدند ( اتصال زیستیاولیه برای فرآیند 
شده و برای  ایحالت تودههمگی دچار  GNP‐Citrateهای نمونه

نظور مرسد که بهبه همین دلیل به نظر می .مقایسه مناسب نبودند
بر سطح نانوذرات، خصوصاً  DNAافزایش اتصال الیگونوکلئوتیدهای 

نانوذرات دارای بار منفی عوامل دیگری همچون ساختار لینکر باید 
  ).۲(نمودار  [6]مورد توجه قرار گیرد

ال اتصتر اثر بار سطحی نانوذره بر فرآیند دقیق منظور بررسیبه
 .سازی شدبا استفاده از روش دوم نیز کمی اتصال، درصد زیستی
 اتصال زیستی، درصد شودمشاهده می ۲ طور که در جدولهمان

دارای اختلاف محسوسی  GNP‐CTABآمده از روش دوم در دستهب
روش دوم و اول  اتصال زیستیکه درصد  حالی با روش اول است در

این موضوع  .اختلاف چندانی با هم ندارد GNP‐Citrateدر 
های الیگونوکلئوتیدی با دهنده اتصال توالیتواند نشانمی
به نانوذرات دارای بار  (Au‐S) دهایی به غیر از پیوند کووالانسیپیون

منظور به TCEPکننده زیرا استفاده از احیا، باشدمثبت 

شده از طریق گروه تیول به متصل DNAکردن شیمیایی جایگزین
بر سایر نیروها و  ثیریو این ماده تا گیردمی صورتسطح نانوذره 

بنابراین چنانچه  .به سطح نانوذره ندارد DNAکننده پیوندهای متصل
های دیگری همچون کنشبرهمهای الیگونوکلئوتیدی با توالی

ردن کبعد از اضافه الکترواستاتیک به سطح متصل شده باشند
TCEP نیز به سطح نانوذره متصل خواهند ماند.  

  

  
و  GNP‐CTABهای ازای هر نانوذره در نمونهبه DNAمقدار اتصال  )۲نمودار 

GNP‐Citrate  
  

های متصل DNAتر اشاره شد، با افزایش تعداد طور که پیشهمان
 .دخواهند بوها به شکل قائم نانوذره اغلب کانفورماسیونه سطح ب

ه کلئوتید که بدر واقع مشاهده شده است که قسمت داخلی الیگونو
ه ک حالی کشیده شده است در تر است کاملاً سطح نانوذره نزدیک

قدر  هر .کویل دارندیرونی بیشتر کانفیگوراسیون رندومهای بقسمت
بیشتر باشد، میزان اتصالات غیراختصاصی به سطح  DNAکه غلظت 
شود، در سطح نانوذره می DNAکمتر شده و مانع از پیچش  نانوذره

شده برای هیبریداسیون با کانجوگه DNAبنابراین این قطعات 
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صورتی که  در .[25]شوندپذیرتر میهای مکمل خود، در دسترستوالی
ذب وتیدی به سطح نانوذره جبخش بزرگی از بازهای توالی الیگونوکلئ

داری بیشتری نسبت به حالت در این موقعیت پای DNAشوند، توالی 
یون رای هیبریداسشده با مکمل خود دارد و بنابراین تمایلی بهیبرید

گونه بازها هیچ اگرطور برعکس، به .دهداز خود نشان نمی
صورت قائم قرار به کاملاً  با سطح نداشته باشند، کنشیبرهم
  .[26]گیرندمی

ود که در هر دو شنتیجه میگونه شده، اینبا توجه به نکات اشاره
 DNAتعداد زایش اولیه و اف DNAبا افزایش غلظت  ،نوع نانوذرات

ازای هر نانوذره، میزان اتصالات اختصاصی که از طریق شده بهمتصل
یابد و گیرد، افزایش میصورت می Au‐Sایجاد پیوند کووالانسی 

در  .بود صورت قائم خواهداسیون الیگونوکلئوتیدها بیشتر بهکانفورم
شده به سطح متصل DNAاولیه، تعداد  DNAتر های پایینغلظت

های غیراختصاصی و کنشبرهمتر است، بنابراین انتظار وجود مک
میزان این  .خواهد بودروی سطح نانوذره بیشتر  DNAشدن پیچیده
‐GNPبیشتر از  GNP‐CTABهای غیراختصاصی در کنشبرهم

Citrate  طور که نتایج نشان داد، نیروی جاذبه همانزیرا است
نیز در  DNAالکترواستاتیک بین بارهای مثبت و منفی نانوذره و 

ین رسد اآنچه که بسیار مهم به نظر می .نقش دارند به سطح اتصال
سته واب هتر کاملاً انتخاب روش ب اتصال زیستیفرآیند است که در 

صورتی  عنوان مثال دربه، دارد DNAنانوذره با  بارگیریبه هدف ما از 
، استفاده از روی نانوذره مطلوب باشد DNAکه ایجاد یک پوسته از 

مناسب  DNAهای پایین از ات دارای بار مثبت همراه با غلظتنانوذر 
صورت به سطح چه به DNAاگر هدف تنها افزایش اتصال  .است

اختصاصی و چه غیراختصاصی باشد، نانوذرات با بار مثبت و غلظت 
افزایش اتصال  ،هدف در صورتی کهمناسب هستند و  DNAبالا از 

تنها به شکل اختصاصی باشد، نانوذرات با بار منفی و غلظت بالا از 
DNA های مناسبی این نانوذرات همچنین پروب .مطلوب هستند

  .هستندهای مکمل خود یبرای هیبریدشدن با توال
 به توانمی ،DNA با دارشدهعامل نانوذرات کاربرد هایمحدودیت از

 تواندمی که کرد اشاره DNA نانوذره هایپروب این پایین پایداری
 به نانوذره سطح به متصل DNA هایتوالی هیبریدشدن از ناشی

 اتصالات و نانوذرات برخی سطح کافی دارشدنعامل عدم یکدیگر،
 نانوذرات سطح از DNA هایتوالی برخی آزادشدن یا هم به نانوذرات
 رهاسازی سونیکاسیون، و بالا دمای همچون عواملی. باشد
 همچنین. دهندمی سرعت را نانوذره سطح از DNA هایتوالی
 نجرم گذرد،می آنها سنتز از زیادی زمان مدت که نانوذراتی کاربردنبه
 هک شودمی پیشنهاد بنابراین. شد خواهد هاپروب این ناپایداری به
 تازه نانوذرات از ،DNA-نانوذره هایپروب پایداری افزایش منظوربه

 ،DNA توالی طراحی زمان در امکان حد تا ،شود استفاده سنتزشده
 نانوذرات و گیرد قرار توجه مورد هم مکمل هایتوالی نبود
. شوند دارینگه نور از دور به و یخچال در DNA با دارشدهعامل
 صالاتـات به جرـمن که دارکردنلـعام هایروش کاربردنبه نینـهمچ

 به شود،می نانوذرات سطح به DNA هایتوالی محکم و کووالانسی
 هایتوالی رهایش از و افزود خواهد هاپروب این پایداری میزان
DNA کرد خواهد کم نانوذرات سطح از.  

  
  گیرینتیجه
های های بلند چند صد بازی و چه توالیتوالی، چه DNA کنشبرهم

 وادقش بسیار مهمی در نانومکوتاه الیگونوکلئوتیدی، با لیگاندها ن
 تریننانوذرات طلا یکی از مهم .کندتشخیصی و درمانی ایفا می

ی هاعنوان لیگاند برای توالیتوانند بههستند که می موادینانو
DNA کنشبرهم .عمل کنند DNA  به عوامل و نانوذرات طلا

، DNAمتعددی همچون طول توالی، محتوای بازی سکانس 
، نوع لینکر بین گروه عاملی و DNAشده به ی اضافههای عاملگروه
DNA های نانوذره طلا (سایز، بار سطحی، مورفولوژی) و ویژگی

ر طلا ب کروی این مطالعه اثر بار سطحی نانوذراتدر  .بستگی دارد
با هدف  ،DNAهای مختلف از الیگونوکلئوتید تیوله اتصال غلظت

مورد بررسی به سطح نانوذره،  DNA اختصاصی افزایش میزان اتصال
دلیل به GNP‐CTAB نتایج این پژوهش نشان داد که .گرفتقرار 

دارد  DNAبا  اتصال زیستیداشتن بار مثبت، توانایی بالاتری برای 
از این اتصالات به شکل غیراختصاصی  اما درصد قابل توجهی

‐GNPاغلب اتصالات در  در این غلظت، که حالی در .هستند
Citrate  صورت استفاده از  همچنین در .هستنداختصاصی
بیشتر توالی  GNP‐CTABدر  DNA های پایینغلظت

ک روی الکترواستاتیهای کنشبرهمدلیل ایجاد الیگونوکلئوتیدی به
ها با توالی ار گرفته و امکان هیبریداسیون آنسطح نانوذره قر 

خوبی اثر بار سطحی نتایج این پژوهش به .شان کمتر استمکمل
به سطح  DNAو نحوه اتصالات  اتصال زیستینانوذرات طلا بر فرآیند 
با توجه هدف این پژوهش، نمونه نهایت در  .نانوذره را نشان داد

GNP‐Citrate  با مقدارDNA های که توالی نانومولار۱۴۰۰ اولیه
DNA ،روب عنوان پبه در آن به میزان بیشتری به شکل قائم هستند
  .انتخاب شد ی ساخت نانوبیوسنور در مراحل بعدیبرا

  
 برای سمدر تربیت دانشگاه از مقاله این نویسندگانتشکر و قدردانی: 

  .ارندد را تشکر کمال پژوهش این پیشبرد راستای در مالی هایکمک
  .ندارد اخلاقیتاییدیه به نیاز مقاله این: اخلاقیتاییدیه

گونه تعارض دارند که هیچنویسندگان اعلام میتعارض منافع: 
 منافعی وجود ندارد.
(نویسنده اول)، نگارنده نسرین فراهانی  سهم نویسندگان:

 مهرداد بهمنش )؛%٤٠مقدمه/پژوهشگر اصلی نگارنده بحث (
(نویسنده سوم)، بیژن رنجبر  )؛%١٠( کمکی(نویسنده دوم)، پژوهشگر 

  )%٥٠نگارنده بحث (/شناس/پژوهشگر اصلیروش
دانشگاه تربیت پژوهش حاضر تحت حمایت مالی منابع مالی: 

  است. انجام شده مدرس
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