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 چکیده 

تشخیص  ،باشد و علت اصلی عدم موفقیت در درمان آندر جوامع بشری میسرطان یکی از عوامل مرگ 

 عنوانبهتواند میبدن  عاتیما ستییز یسنجش نشانگرها باشد.میبدن درگیر شدن دیگر اعضا دیرهنگام و 

 یگردش یها RNA کرویم .باشد هیسرطان، در مراحل اول صیهای غربالگری و تشخروش نیتراز مهم کیی

 هامولکول نای از استفاده. اندسرطان مطرح شده آگاهی شیو پ صیتشخ برای دیجد ییومارکرهایب عنوانبه

بی، موجب کاهش آسیرتهاجمیغ یابیامکان دست لیدلهاز متاستاز، ب شپیزودهنگام و  صتشخی بر علاوه

 آنسازی آشکار سازی و کمی ،شناسایی برای یروش ابداع بنابراین،. دش خواهند ماریوارد شده به ب های

 RNA کرویاز م یکی عنوانبه RNA-9کرویم صیمطالعه، بهبود تشخ نیهدف از ا باشد.یضرورت م کی

تفاده با اس ستم،یس نیدر ا است. هیدروژلدر بستر نوری  کیبا استفاده از تکن هیدر سرطان ر لیدخ یها

انجام شد.  RNAکرویم یشد، جداساز تیتثب هیدروژل در بسترتک رشته( که  DNA) رندهیاز کاوشگر گ

است به  RNAکرویم ییمکمل بخش بالا نهیوتیب DNAپروب، پروب دوم که  نیبه ا RNAکرویبا اتصال م

دو کاوشگر  انیبه دام افتاده م RNAکرویم تیدر نها .کردند جادیا یچیساختار ساندو وآن متصل شده 
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فمتومولار برای تخمین  ۱پیکومولار تا  ۱000از  RNA-9 های متفاوت میکرودر این پژوهش غلظت

 گیری شد. عنوان حدتشخیص اندازهفمتومولار به 50بیوسنسور طراحی شده استفاده شد و  صیحدتشخ

 

 بیوسنسو-RNA، میکروFITC-بیومارکر، کیتوزان، استراپتاویدین :واژگان دیکل

 

 مقدمه  -۱

 یاتک رشته RNA یهامولکولاز  یگروهها  RNAمیکرو

که ب دینوکلئوت 23-۱9 طولبا  ند  در ژن را  انیهستتتت

کاریوت ندمی میتنظ هایو ندو  کن  یکیولوژیزیف یهافرای

ما ند ت  و آپوپتوز را کنترل یمنیا ر،یتکث ،یستتتلول زیمان

ناتیح اهان،یها که در گ RNAکرویم. [۱و2]کنندمی و  وا

 RNA، در خاموش کردن شتوندمی افتیها روسیو یبرخ

 .[3] دارند ینقش مهم یستتتیژن پس از رونو انیب میو تنظ

ئچیه هتتا RNAمیکرو پروت فراورده  را کتتد  ینیگونتته 

 . [3و4]کنندمین

درون  RNA Pol II توستتطها  RNAمیکرو یهاژن شتتتریب

با  (pri-miRNA) هی. رونوشت اولشوندمی یسیهسته رونو

دارد و  دیطولی در حدود چند صتتتد تا چند هزار نوکلئوت

 درصتتد 30حدود  .باشتتدیم 5ʹو کلاهک  A یدم پل یدارا

نده پروتئ یهاژن نترونیاز اها  RNAمیکرو از  نیکد کن

 یغالبا از نواح نیریستتتا ،کهیحال در .شتتتوندمیپردازش 

 .[4] شتتوندمی انیبها  RNAمیکرو یاختصتتاصتت یژنوم

کند  جادیبالغ را ا  RNAمیکرو کی تواندمی هیاولرونوشت 

شه ایو  شد. ب  RNAمیکروچند  ایاز دو  اییخو ژن شتریبا

سان  RNAمیکرو های شه ریمجزا و غ صورتهب ان  ایخو

از  یمیاز ن شیب ،کتتهدر حتتالی شتتتونتتد.میرونویستتتی 

miRNAقرار دارند ایصتتورت خوشتتهبه لایدروزوف در ها 

[5] . 

 است بوده مردان و زنان در سرطان نیترکشنده هیر سرطان

 با هسیمقا در هیر سرطان اثر در یشتریب تعداد ساله هر و

 از را خود جان پروستات و پستان بزرگ، روده یهاسرطان

ست سال هیسرطان ر انیمبتلا یبقا زانیمند. دهیم د  پنج 

یدرصتتتد م ۱3-۱5 در حدود یماریب صیپس از تشتتتخ

شد ضر، اغلب  .[5و6]با مورد  ینیبال یهاروشدر حال حا

 یتهاجم ییهاروش ،هیستترطان ر صیتشتتخاستتتفاده برای 

از لحاظ  نیو همچ شوندمی ماریب آزرده شدنبوده و سبب 

 رادیا نیمهمتر اماهستتتند.  نهیپر هز اریبستت زین یاقتصتتاد

یی آنها عدم توانا هیستتترطان ر صیتشتتتخ جیرا یهاروش

ای که دایی ابتلا است. به گونهبرای تشخیص در مراحل ابت

سرطان میاین روش شخیص  شند که ها زمانی قادر به ت با

شد که در این سانتی ۱قطر تومور حداقل به  سیده با متر ر

مرحله به احتمال زیاد متاستتتتاز را داده استتتت و ستتتایر 

یم خون یستیز یمارکرها سنجش .اندشدهها درگیر اندام

 موجود یبردار ریتصو یهاروش نیگزیجا ای مکمل توانند

و  نیدر تکو RNA کرویم. شوند هیر سرطان یغربالگر در

در  یمتعدد یهاRNA کرویمند. هست موثر هیر ییتومور زا

با  هیمبتلا به سترطان ر مارانیب یطیبافت، خلط و خون مح

سا یتوجهقابلثبات  ست ییشنا عنوان ، که آنها را بهشده ا

شانگرها شخ یستیز ین  کروی. م[7] کندیجذاب م ،یصیت

RNA یها miR-221، miR-222 ،miR-18a ،miR-372 ،

miR-155، miR-144 ،miR-21 ،miR-9،miR-486 

 .[7و8] ریه هستندعنوان انکوژن در سرطان به

فاز کی دروژلیه مد  یمخلوط ی وماده دو جا از مواد 

 ای آن وزن از درصد ۱0حداقل  است. ریمتخلخل و نفوذپذ

ما کل از آب ی،نینابیب عیحجم  در  .[۱4]استتتتت  متشتتت

 یشبکه سه بعد کی ،ریجامد متخلخل نفوذپذ ها،دروژلیه

 کبا یو  یمصتتنوع ای یعیطب یمرهاینامحلول در آب از پل

ست که مقدار ز الیس را  یکیولوژیب الاتیس ایآب  یادیا

   .[۱2-۱5] کرده استخود جذب 

 ژهیوهستتتند، به یمتعدد یکاربردها یربنایها زیژگیو نیا

 یها مصنوع دروژلیاز ه یاریبس یپزشک ستیدر حوزه ز
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 . اولین باراندمشتق شده عتیطباز آنها از  یهستند، اما برخ

  .[8]ابداع شد ۱894در سال  "دروژلیه"اصطلاح 

 یاهستمیعناصر فعال در سعنوان به توانیرا م هادروژلیه

 یبا هدف کاربردها ییتحقق عملکردها یبرا الیکروستتیم

 ان،یگراد یژنراتورها ،یستیز یتر، مانند حسگرهاگسترده

 ییهادروژلیه ن،یبر ا ها گنجاند. علاوهو محرک هاچهیدر

 الیوسکریم ستمیدر س وارهاید ایعنوان بسترها، موانع که به

را  الیمقاومت ستتت توانندیم رند،یگیاستتتتفاده قرار م وردم

 انیبدون جر طیمح کی جادیدهند و انتشار آزاد و ا شیافزا

به ریاخ یدر دهه یعیطب یهادروژلیه .[20] کنند دییرا تا

را به خود  یشتتتتری، توجه بخود یهیاول یهایژگیو لیدل

 جادیا نمحققا یرا برا یبزرگ یهااند که چالشجلب کرده

  .[22] کرده است

س لیدلبه توزانیک صر به فرد خود، پتان  کی لیخواص منح

 بیتخر ستتتتیعلاوه بر ز .[2۱] را دارد دیمف دروژلیه

ستان دریایی مانند  یریپذ سخت پو ست  شتقات پو )از م

 ،[۱0]یسازگار ستیز ،شود(میگو و خرچنگ استخراج می

 ،[9] یمخاط یکم و چستتبندگ ییزایمنیبودن، ا یرستتمیغ

ند  یگرید یکیولوژیب یهایژگیو دیجد قاتیتحق مان

سرطان تیفعال ست یضد  شان داده ا  نیا رزش. ا[23]را ن

شدن کاربردهای جدید یعیطب دیساکاریپل  شیاافز با پیدا 

 دوستتتو آب یونیبا خواص کات مریتنها پل توزانی. کابدییم

بر استتتاس  یونیکات تیخاصتتت نیکه اییاستتتت. از آنجا

 یخواصتت یآن استتت، دارا لیدروکستتیو ه نهیآم یهاگروه

ار و ب تیحلال ،یستتتیز یفراهم ،یمخاط یمانند چستتبندگ

خواص  شیافزا برایها را آن توانیاستتتت که م یکیالکتر

ش یکیزیف صلا ییایمیآن از نظر  سیولیت .[24]کرد  حا  ونیزا

ها  دیمشتتتتق جد کیعنوان به توزانیدر ک نهیآم یگروه 

عه قرار گرفته  راتییتغ ریستتتا انیدر م توزانیک مورد مطال

ا را به ه میآنز ولهیت توزانیک یمرهایپل ن،یاست. علاوه بر ا

                                                           
1 Fluorescein isothiocyanate  
2 Thioglycolic acid 

 دکننیماصلاح نشده مهار  توزانینسبت به ک یطور موثرتر

[23].  

د و ستتنتز شتت دیاستت کیپالمت ولیت توزانیمطالعه، ک نیدر ا

شتق ک کی عنوانبه سا یابتکار کیلیفیآمف توزانیم  ییشنا

 یبرا یستتتیحستتگر ز یمطالعه طراح نیشتتد. هدف از ا

 منظور، در نیا یبود و برا هیزودهنگام سرطان ر صیتشخ

ستر هیدروژلها  RNAکرویم ستم،یس نیا ستفاده  در ب با ا

شگر کی زا شته DNA رندهیگ کاو شد  یاتک ر بر  وجدا 

ال با اتصتت ولهیت توزانیک دروژلیستتطث ثابت شتتد. ه یرو

 )آشکارساز( کاوشگر، کاوشگر دوم نیبه اها  RNAکرویم

 کرویم ییشود. قسمت بالایم DNAمکمل  ،نیوتیبحاوی 

RNA  را  یچیستتاختار ستتاندو کیبه آن متصتتل شتتده و

 نیبه دام افتاده ب RNA کرویم ت،یدهد. در نهایم لیتشتتک

سترپتاو  ییشناسا ۱FITCمتصل به  نیدیدو پروب توسط ا

   شد.

 ها روش و مواد -2

  مواد 2-۱

سیگما از شرکت درصد  95 ونیلاسیبا درجه داست توزانیک

گرم  ۱5000 یبا وزن مولکول کیتیپالم دیشد. اس یداریخر

سایز  زیالید سهیو ک در مول  شرکت از نیزکیلودالتون  3با 

س تهیه گمایس ، 3(EDAC)، (TGA)2 کیکولیوگلیت دیشد. ا
4(NHS) از  ییایمیشتت یهامعرف ریو ستتا کیاستتت دیو استت

و  BioRP ن،ی. علاوه بر اندشتتد یداریخرشتترکت مرک 

کت  یدیگونوکلئوتیال یهایتوال )کره  Bioneerاز شتتتر

 FITCمتصتتل به  نیدی. استتترپتاوشتتدتهیه ( خالص یجنوب

 شد. یداریخر )امریکا( بایولجنداز  نیز

 مناسب  یها RNA کرویانتخاب م 2-2

ها در ستتترم  RNAکرویم از یبرخ انیب هیدر ستتترطان ر

 .[۱7] باشتدمی یریگکه قابل اندازه ابدییم شیافزا مارانیب

شدند. از miR-486 و miR-9 دو  یبرا MiRBase انتخاب 

3 N-(3-Dimethylaminopropyl) -N' Ethylcarbodiimide 

Hydrochloride  
4 NHydroxysuccinimide  
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ستفاده شد. کل ها RNAکرویم نیا یانتخاب توال مواد و  هیا

 مطالعه از درجه نیمورد استتتتفاده در ا ییایمیعوامل شتتت

یار ند اربرخورد ییبالا خلوص بستتت دو  نیا یتوال .بود

 آمده است. ۱جدول در  RNAکرویم

خاب توال  یهاپروب یها، توال RNAکرویم یپس از انت

 است. ذکر شده 2جدول در ها  RNAکرویمکمل م رنده،یگ

 

 miR 486-5p و miR 9 ریبونوکلوتیدی توالی ۱جدول

 Accession number 5-´ 3´توالی  RNA میکرو نام

Hsa-miR-9 (5'-UCUUUGGUUAUCUAGCUGUAUGA-3') MI0000466 

Hsa-miR-486 (5'-UCCUGUACUGAGCUGCCCCGAG-3') MIMAT0002177 

 

 دهایگونوکلئوتیال یتوال 2جدول

5-´ 3´ یتوال الیگونوکلوتیدها  

Capture probe 9 SH-TTTTTTTTTTTTTTTTTTCATACAGCTAG 

Capture probe 486 SH-TTTTTTTTTTTTTTTTTCTCGGGGCAGC 

Detection probe 9 TGTTTCCAATAGATCGACATACT-Biotin 

Detection probe 486 TCAGTACAGGATTTTTTTTTTTTTTT-Biotin 

 دیاس کیپالمت-توزانیسنتز ک 2-3

 کیپالمت دیمحلول استتت تریلیلیم 25در  توزانیگرم ک 25/0

 یدر دما ستتاعت 24درصتتد حل شتتد و در طول  5/0 یآب

 ۱) زانتویهم زده شد تا محلول ک مغناطیسیبا استیرر  اتاق

مشاهده  ، برای. سپسدیدست آ( بهیحجم - یدرصد وزن

شتتده با  هیته توزانیمحلول ک ،ینیته نشتت یهانشتتانه نیاول

 میستتتد مولار 0.2و  0.0۱، 0.5 یهااستتتتفاده از محلول

مورد  دیدروکسیه میسد شد تا غلظت ییایقل دیدروکسیه

و  EDAC مولار یلیم 2 ن،یعلاوه بر ا .دشتت نهیبهاستتتفاده 

ه محلول اضافه شد ) غلظت نهایی( ب NHS مولاریلیم ۱.8

 ،چرب اشباع دیاس نیهم زده شد تا ا زمان کافیو به مدت 

فعال شتتده به پالمتیک استتید محلول ،فعال شتتود. ستتپس

شتتتده  هآماد شیاز پ توزانیبه محلول ک یاصتتتورت قطره

  .اضافه شد

مدت  مورد نظر واکنش ما زمان مطلوببه  تاق و  یدر د ا

. در مرحله پیدا کردمداوم ادامه  یستتیتحت هم زدن مغناط

عد، برا نده،یباق یحذف محصتتتولات جانب یب مخلوط  ما

به  زهیونیدر برابر آب د زیالید ستتهیواکنش با استتتفاده از ک

سه روز د ست توزانیک ت،یشد. در نها زیالیمدت  س کیا  دیا

شد و  زیلیوفیل یاز خشک کن انجماد هسنتز شده با استفاد

ی روند ادامهو  ییشناسا یگراد برایدرجه سانت 4 یدر دما

 شد. ینگهدار آزمایش

 دیاس کیاست توزانیک ونیولاسیت 2-4

س کیپالمت توزانیک سنتز  نیب یدیآم یهاوندیپ تیبا تثب دیا

 کیتپالم-توزانیک مریدر پل توزانیک هیاول نهیآم یهاگروه

انجام  نیستیال سدر  کیلیکربوکس دیاس یهاو گروه دیاس

فعال  عنوانبه NHSو  EDACواکنش توستتتط  نیشتتتد. ا

یلیم ۱25طور خلاصتته، بهانجام شتتد.  نیستتتیال ستتکننده 

نه طور به NHSمولار یلیم ۱۱2.5و  EDAC رمولا گا جدا
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دو  نیا ،حل شتتتدند. ستتتپس زهیونیآب د تریلیلیم ۱در 

صورت به یکیساعت در تار ۱که به مدت یمحلول در حال

 نیستیسگرم ال یلیم 500به شدند، یهم زده م یسیمغناط

مقدار در  PA-Chi۱ گرم 0.025 ن،یعلاوه بر ا اضافه شدند.

درصد تحت هم زدن مداوم حل شد.  ۱ کیاست دیاس کافی

شده به آرام نیستئیس-Lپس از آن، محلول  طور به یفعال 

کونژوگه حاصل در  مریپل.اضافه شد  Chi-PAبه  یقطره ا

حاودر  یکیتار  ۱ یحاو HCLمولار یلیم 5 یمحلول 

 لهویت مریپل شد. زیالید زمان مناسبمدت  در NaCl درصد

در  یکیدر تار یشد و تا استفاده بعد زیلیوفیل ی نهاییشده

 .[۱6] شد ینگهدار گرادیدرجه سانت 4 یدما

 فی. طنددست آمدبه یاصورت پودر ورقهها بهنمونه تمام

IRTF سخه  2سنج مادون قرمزفیتوسط ط  فیط ۱0.4.۱ن

PerkinElmer .ثبت شد 

 ولهیت توزانیک دروژلیه هیته 2-5

 نیا ی. براشتتتد هیرا ته دروژلیهمختلف  یهاغلظت ابتدا

سلول 96 تیمنظور ازپل شت  سطوح  جادیا یبرا یخانه ک

 حلول. ماستتتتفاده شتتتد (off-chip) شیآزما یکوچک برا

 توزانیگرم کیلیم ۱.6شتتتد.  هیدرصتتتد ته 2 دروژلیه

حل شتتد و ستتپس  زهیونیآب د تریکرولیم 80در  زهیلیوفیل

 دروژل،یآب ه خشتتک شتتدن یبرا .شتتد قیرق بار ۱024

گراد یدرجه ستتتانت 38 یروز در دما کیبه مدت  تیپل

 .[۱6] انکوبه شد

 توزانیک ولهیت دروژلیبه ه کاوشگر گیرندهاتصال  2-6

تدا محلول  تریکرولیمدر هر  کومولیپ ۱00 تریکرولیم ۱2 اب

 تریکرولیم ۱2( به 486 رندهی)کاوشتتتگرگ یدیگونوکلئوتیال

 قهیدق 20-30اضتافه شتد. پس از  DTT نرمال 0.۱محلول 

و شتتکستتتن  DTT عمل یبرا طیمح یقرار گرفتن در دما

ندیپ فه و  تریکرولیم S=S ،56 و به محلول اضتتتتا  ۱آب 

سپس هیته DNA لمحلو کرومولاریم زمان مدت  در ،شد. 

تک رشته DNA مرحله مقدار نیمخلوط شد. در امناسب 
                                                           

1 Chitosan-Palmitic Acid 
2 Fourier Transform Infrared Spectrometer 

شب  کیبه مدت  تیپل .شد یریگبا نانو دراپ اندازه یا

دو بار با  ،انکوبه شد، سپس گرادیدرجه سانت 38 یدر دما

شد. ما زهیونیآب د سته   یآوراز هر خانه جمع ییرو عیش

 یریگبا نانو دراپ اندازه DNAمرحله مقدار  نیشد و در ا

صال بهتر گروه  یشد. برا  دروژلیه ولیبه گروه ت SH-ات

  باشد. 7.5و حدود  ییاینسبتا قل دیمحلول با pH توزان،یک

و کاوشااگرکشااکارسااازبه  RNAکرویم اتصااال 2-7

 رندهیکاوشگرگ

با افزودن  نیا در له   ۱0به   SSC3 بافر تریکرولیم 70مرح

 RNA ۱ کروی، محلول مRNAکرویم از محلول تریکرولیم

ساز با  رندهیگ تریکرولیم ۱ به .شد هیته کرومولاریم شکار آ

آب  تریکرولیم 90 تر،یکرولیدر م کومولیپ ۱00غلظتتت 

شد و آزما زهیونید ضافه  شد ریطبق مراحل ز شیا  .انجام 

با افزودن  نیا در له   ۱0به  SSCبافر  تریکرولیم 70مرح

 RNA کروی، محلول مRNAکرویم محلول تریکرولیم

انجام  یاتاق برا یدر دما قهیدق 30شد.  هیته کرومولاریم۱

ها در واکنش مهلت داده شتتد. مشتتابه مرحله اول، به خانه

 یگذشت زمان کافاضافه شد. پس از  یکشت سلول تیپل

 یراب ییرو عیدر انکوباتور، دو بار شستشو انجام شد و ما

نال نانو د زیآ  90 ،ستتتپس .شتتتد یآوراپ جمعرتوستتتط 

لیم نیآب د تریکرو لیم ۱بتته  زهیو گیکرو  رنتتدهیتر

کارستتتازحاو ظت  نیوتیب یآشتتت در  کومولیپ ۱00با غل

شد و زمان واکنش به مدت  تریکرولیم ضافه  در  قهیدق 30ا

کشتتتت  تیها در پلاتاق داده شتتتد. محلول به خانه یدما

درجه،  38روز در انکوباتور  کیاضافه شد. پس از  یسلول

شو  ست ش سط نانو دراپ  ییرو عیشد و ما انجامدو بار  تو

 شتتود. یبررستت نیو پروتئ DNA زانیشتتد تا م یآورجمع

و  Capture-prob 9، از اختصتتاصتتیتجهت انجام تستتت 

miR-486  .استفاده شد 

  همتصاال ب نیدیتوسااا اسااترپتاو یینها یابیارز 2-8
FITC 

3 Saline-Sodium Citrate Buffer 
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سیبریه انیاز پا پس سلول تیپل یهاخانه ون،یدا شت   یک

 تریکرولیم 0.5 مقدار شتتستتته شتتدند. زهیونیدو بار با آب د

 PBS2بافر  تریکرولیم 82به  FITC۱ متصل به نیدیاسترپتاو

در  ،یستتازقیشتتد. پس از رق قیبار رق ۱64اضتتافه شتتد و 

شتتد و به هر خانه  ینگهدار گرادیدرجه ستتانت -20 یدما

سلول نیا از تریکرولیم ۱0 شد.  ضافه  ها به مدت محلول ا

اتاق قرار گرفتند تا واکنش نشتتان دهند  یدر دما قهیدق 20

سپس دو بار با آب د شدند. در نها زهیونیو  سته  با  تیش

بی ارزیاشدند.  یفلورسانس مشاهده و بررس سکوپکرویم

 انجام شد. یکیدر تار نهایی

 یحاو یکیدییکروفلویم پیچ با ستمیسساخت  2-9

  (PDMS) سیلوکسانمتیلدیپلی

س یطراح شه میو تر شه ترا ی میکروفلوئیدیکی حاوی هانق

 افزاربا استتتفاده از نرم 3(PDMS) ستتیلوکستتانمتیلدیپلی

Adobe Illustrator به دام  برایتراشتتته  نیانجام شتتتد. ا

نداختن م ما RNA کرویا  یهاستتتلول ییرو عیموجود در 

شده است. ساخت تراشه یطراح یکشت داده شده سرطان

 ،در پژوهش حاضتترمورد استتتفاده  الگو یکونیلیستت یها

  انجام شد. زانیمتراشه  زیر فنون توسط شرکت

 یکونیلیتراشه س ساختو  PDMS الاستومر هیته 2-۱0

 بیترک زا (PDMSستتتیلوکستتتان )متیلدیپلیالاستتتتومر 

PDMS نی. اشتتودیم لیتشتتک کننده زهیمریو ماده پل هیپا 

 ،ییایمیو شتت یکیبودن الکتر یخنث ت،یشتتفاف لیدلهب مریپل

ها،  ، مولکولییستتتلول باتیترک با عدم واکنش بافر و 

در  عیطور وستتتبه ، تیبه گازها و عدم ستتتم یرینفوذپذ

ستفاده می کیدییکروفلویم ستومر، الا نیا هیته برای. شودا

PDMS ۱0:۱ یکننده به نستتتبت وزن زهیمریو ماده پل هیپا 

س گریکدیکاملا با  ستر  شده، م در  پیچ یکونیلیمخلوط 

 زهیمریو ماده پل هیپا PDMS شد و مخلوط داده قرار یظرف

 رکاتویظرف در دست . ستپس،شتد ختهیآن ر یکننده بر رو

در  انکوباتور ستتتاعت در 4قرار گرفت و به مدت حداقل 

بستتته شتتده و  مریدرجه حرارت داده شتتد تا پل 65 یدما

شود شدن PDMS .سفت  سته  شکل لایه پس از ب ای به 

 یاضاف یهاو بخش شداز مستر جدا  ی، به آرامبسیار نازک

 هامیکروکانال . طرحو بین دو لام قرار گرفت برش داده شد

در این مرحله با توجه  .ماند یباق هاو لامPDMS یبر رو

له یدروژل در مرح قادیر مختلف از ه بل، به تعیین م ی ق

 انتخاب شد. غلظت بهینه  عنوانهب درصد 0.25

 دوماز مواد استفاده شده در تست  کیهر زانیم 3جدول

 یکاوشگر آشکارساز RNA کرویم  نام لام
سالین سدیم  بافر

 سیترات
 RNA کرویغلظت م

C8 مایکرولیتر99 مایکرولیتر ۱ - تست اول - 

C7 نانومولار ۱0 تریکرولیما ۱00 - تریکرولیما ۱ تست دوم 

C6 پیکومولار ۱000 مایکرولیتر 200 مایکرولیتر 20 مایکرولیتر 20 تست سوم 

C5 پیکومولار 500 تریکرولیما ۱00 مایکرولیتر 50 مایکرولیتر 50 تست چهارم 

C4 پیکومولار ۱00 تریکرولیما ۱00 مایکرولیتر 20 مایکرولیتر 20 تست پنجم 

C3 فمتو مولار ۱000 تریکرولیما ۱000 مایکرولیتر ۱0 مایکرولیتر ۱0 تست ششم 
C2 فمتو مولار 500 تریکرولیما ۱00 مایکرولیتر 50 مایکرولیتر 50 تست هفتم 
C1 فمتو مولار ۱0 تریکرولیما ۱000 مایکرولیتر 20 مایکرولیتر 20 تست هشتم 

به ورودی هر  تدا  ندازه 8اب به ا نال  نهکا قدار بهی  ،ی م

شگر گ زانیم. شدوارد هیدروژل  شده به  رندهیکاو ضافه  ا

                                                           
1 Fluorescein Isothiocyanate 
2 Phosphate Buffered Saline 

واد م ریود. ستتاب تریبر ماکرول کومولیپ 2.2حدود  پیهر چ

طابق  عه  پیشتتتده و در چ مخلوط 3 جدولم طال مورد م

3 Polydimethylsiloxane 
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اتاق قرار  یدر دما قهیدق 30حدود  ،شتتدند. ستتپس قیتزر

 .شودانجام  ونیداسیبریگرفتند تا ه

 FITC همتصل ب نیدیاسترپتاو با ستمیس یبررس 2-۱۱

ها دو مرتبه با بافر پیچ ون،یداستتتیبریزمان ه انیاز پا پس

SSC سترپتاو تریکرولیما ۱0وشو داده شدند. شست  نیدیا

اضافه شد. به  PBSبافر  تریرولیماک 490به  FITCمتصل به 

 هاچیپمحلول اضتتافه شتتد.  نیاز ا تریماکرول ۱0 کانال هر

اتاق قرار داده شتتتدند تا واکنش انجام  یدر دما قهیدق 20

شو داده شدند. وشست SSCمرتبه با بافر  کی ،سپس شود.

فلورستتانس مشتتاهده و  کروستتکوپیم توستتط تیدر نها

  شدند. یبررس

  جینتا -3

 هولیت توزانیک اتیخصوص یبررس 3-۱

 لیان استتت یاز واحدها توزانیک مریکوپل یمولکول ستتاختار

مان ) ای نیگلوکوز آم– ید تام-2-(4←۱ه -دویاستتت

ت یداوکستتت2 مان  ای نیگلوکوز آم یگلوکان و د ید اب ه

کان ید-ب-یداوکستتت-2-نویآم-2-(4←۱) با گلو که   ،

اند، به هم متصتل شتده (4←۱)پیوندهای گلیک.زیدی بتا 

ست. شده ا س هدف (۱) شکل  تشکیل   دیاز جفت شدن ا

 دیاستت کیلیکربوکستت نیب وندیپ جادیا ،توزانیبا ک کیتیپالم

 لیو تشک توزانیموجود در ک نیچرب و آم دیموجود در اس

س داریپا یدیآم وندیپ کی ست. ا سط ابتد کیتیپالم دیا ا تو

EDAC  وNHS گروه  کی جهیو در نت هفعال شتتتد-OH 

 هچشتتد. اگر لیتشتتک کیلیکربوکستت یدهایمناستتب از استت

حل شتتود، اما درصتتد یک  کیاستتت دیدر استت دیبا توزانیک

س یبرا شد. ب ییایقل دیبا کیتیپالم دیحمله به ا حال، نیا ابا

یم توزانیک عتریشدن سر ولهیمنجر به ت شتریشدن ب ییایقل

ست یشود، برا در  نهیهب طیشرا دیبه حداکثر بازده با یابید

 میستتداز ستته غلظت مختلف  جه،ینظر گرفته شتتود. در نت

تفاده شد. اس دیاس کیپالمت توزانیسنتز ک یبرا دیدروکسیه

 دیفعال کردن اس یبرا NHSدر حضور  EDACاز  ن،یبنابرا

مورد  توزانیک نیتنها جفت آم ،سپس .استفاده شد کیتیپالم

. فعال متصتتل شتتد کیتیپالم دیحمله قرار گرفت و به استت

 فیاز ط کیتیپالم دیبه استت توزانیک شتتدن درصتتد جفت

FTIR شد. نییتع  

 دیاس کیپالمت-توزانیک FTIR فیط 3-۱-۱

 ولهیت زانتویو ک دیاس کیاست توزانیک توزان،یک FTIR فیط

 یهابه گروه ریز یهاکیپ ارائه شتتده استتت. 2شتتکل در 

 فیطشتتود. در ینستتبت داده م توزانیمختلف ک یعملکرد

صه در کی(، پA) توزانیک شخ مرتبط  cm 3250-3400-1 م

ش ش شات ک ست که با جذب  N-H نیمتقارن آم یبا ارتعا ا

دارد. با  یهمپوشتتان cm-1 3300 در OH–گستتترده گروه 

جذب نیا حدود H\Nحال،  به  cm ۱586-1 خمش در 

ضور گروه  یخوب شاره دارد. به NH2به ح  لیدلبه ،بیترتا

جذب I دی)آم C_Oجذب   cm-1 ( درII دی)آم NH( و 

 خم ،H\\C( cm 2875-1) باشتتتد. جذبیم ۱564 و ۱657

(1-cm ۱380-۱450 )H\\C شتتوندمیمشتتاهده  فیدر ط .

ند قو ن،یعلاوه بر ا با به ۱050و  cm ۱079-1 در یدو 

کل  -COبا گروه  بیترت به ال درجه  ۱درجه و  2مربوط 

نسخه  Origin افزارهای مورد نظر با نرمطیف مرتبط است.

 شد.  ترسیم 202۱

 ولهیت دروژلیبه ه رندهیاتصال کاوشگرگ 3-2

 له،ویت دروژلیبه ستتطث ه رندهیگ از اتصتتال کاوشتتگر پس

DNA توستتط گروه یاتک رشتتته ولهیت SH ولیبه گروه ت 

شد. ا صل  شد و از  ییایقل pH واکنش در نیفعال مت انجام 

 رندهیگ کاوشگر .استفاده شد pH شیافزا یبرا زهیونیآب د

 باشتتدیستتاختار خود م یمحافظ در انتها یتوال کی یدارا

به اتم جازه م یهاکه  تا دریگوگرد ا به فرم  S = S دهد 

 .برقرار کنند وندیخود پ دیاکس
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 .نیستئیس-توزانیک ونیکونژوگاس ۱شکل

 

 
 .ولهیت توزانیو ک کیاست دیاس-توزانیک توزان،یک FTIR یها فیط 2شکل

 

به گروه ه بل از اتصتتتتال  لازم استتتتت  ول،یت دروژلیق

تا  جدا شتتود یتوال نیشتتود و ا یبازستتاز دیگونوکلئوتیاول

 DTT ۱منظور از نیا یبتواند واکنش نشتتان دهد. برا ولیت

 . استفاده شد

DTT دیاکستت حالتاستتت. در  قوی کننده ایاحعامل  کی 

 یداخل دیستتتولف ید وندیبا پ یعضتتتو 6حلقه  کی یدارا

توستتط دو واکنش  یمعمول دیستتولف ید وندیپ کیاستتت. 

شد دیسولف ید ولیتبادل ت یمتوال با محلول  DTT .انجام 

DNA  مخلوط شد و واکنش نشان داد و سپس با شستشو

شد. شگر گیرنده با حذف  صال کاو  یتوال، DTTپس از ات

شگر گ یدیسولفید وندیپ قیمحافظ که از طر  هرندیبه کاو

(capture prob متصل )،توسط  بودDTT شد و از آن  ایاح

 3شتتکل در  DNAمقدار همانطور که  در نتیجه،جدا شتتد. 

شان ست ن شده ا  کاهش دیگونوکلئوتیجذب ال فیط، داده 

غلظت  نیز نشتتان داده شتتده استتت که، 4جدول یافت. در 

 لیدلبهکه  ابدییکاهش م DTTکاوشتتگرها پس از افزودن 

چند که شتتتامل  استتتت محافظت کننده یجداشتتتدن توال

 .بود دینوکلئوت

صال 3-4 شگر گیرندهو  RNAکرویم ات شگر کاو  به کاو

 کشکارساز

استتتفاده  نیدیاستتترپتاو-نیوتیاز واکنش ب صیتشتتخ یبرا

از  یکی واکنش یبرا نیوتیبه ب نیدیاستتترپتاو لیشتتد. تما

س ریغ یهاواکنش نیتریقو ست.  یکووالان شده ا شناخته 

شگر ساز حاو کاو شکار ست. و در نت نیوتیب یآ  نیا جهیا

 شود.یمتصل م نیوتین حداکثر به چهار مولکول بیپروتئ

 
                                                           

1 Dithiothreitol  
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 دراپبا استفاده از نانو  کینوکلئ دیاس لیتحلوهیو تجز یسازیکم 3شکل

 

 دهایگونوکلئوتیغلظت ال 4جدول

 DTTبعد از اضافه شدن  DTTقبل از اضافه شدن  

Cap-486 68 ng/μL 52 ng/μL 

 نیوتیمولکول ب کیبه  تواندمی نیدیهر مونومر استتتترپتاو

 اریبستت نگیاتصتتال علاوه بر قدرت باند نیا .متصتتل شتتود

در  ،نیشود. همچنیانجام م ییخاص بوده و با سرعت بالا

ما و  راتییبرابر تغ مل  یآل یهاو وجود حلال pHد و عوا

از آب  pH میتنظ ی. برامقاوم استتت اریدناتوره کننده بستت

موجود  DNAمرحله، مقدار  نیاستتتفاده شتتد. در ا زهیونید

 شکلدر  یی در هر خانه از پلیت کشت سلولیرو عیدر ما

ست. 4 شده ا شخص  4 شکلدر  همانطور که گزارش  م

 DNAمقدار  استتت، هرچه غلظت هیدروژل بیشتتتر باشتتد،

یی بیشتر است و در نتیجه طیف جذبی رو عیموجود در ما

بالاتر  ی طول موج مشتتخص شتتده،مورد نظر در محدوده

خواهد بود. این روند به این معنا استتتت که میزان جذب 

DNA یابد با افزایش غلظت هیدروژل مورد نظر کاهش می

 شود.آزاد در شستشوها خارج می DNAو مقدار 

 کاوشگر گیرنده به  FITC -نیدیاسترپتاو اتصال 3-5

س لیدل ستفاده از  سترپتاو-نیوتیب ستمیا کار  نیدر ا نیدیا

ست.  FITC یهامولکولتعداد  شیافزا شتق FITCا از  یم

ها نیفلورستتت کاربرد که  در  ویژهبه یادیز یاستتتتت 

س نیآن فلورسئ یدارد. مولکول اصل یتومترایفلوس ت که ا

م ات نیگزیفعال استتتت که جا اناتیوستتتیزوتیگروه ا کی

م یهتتاحلقتتهاز  یکیدر  دروژنیتته هر یآن  شتتتود. 

سترپتاو ست که با افزا FITC نیبه چند نیدیا صل ا  شیمت

سانس کارا شد  شیافزا ستمیس ییفلور سبداده  ز با و نور 

شد. تیفیشدت و ک شاهده   5شکل در همانطور که  بالا م

شده شان داده  ست ن طیف  ، با افزایش غلظت هیدروژل،ا

بالاتر می جه،اتصتتتتال جذب نیز  به  FITCرود و در نتی

باشتتتد. هرچقدر میزان تر میموردنظر قوی دیگونوکلئوتیال

میزان جذب هیدرژول در  غلظت هیدروژل بیشتتتر شتتود،

ودر نهتتایتتت در  یتتابتتدی مورد نظر افزایش میمحتتدوده

 رسند.به هم می 350تا  340ی محدوده
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 .دروژلیمختلف ه یهادر غلظت کینوکلئ دیاس زیو آنال تیکم 4شکل

 

 
 .دروژلیمختلف ه یهادر غلظت FITCاتصال  طیف 5شکل

 

 بررسی تصاویر 3-6

 دروژلیها به هگروه هیو بق رندهیگ کاوشتتگر تیپس از تثب

 3 ´ یانتها به کاوشتتتگر 3´ یانتها ،خانه 96در پلیت  هولیت

 ،. ستتتپسشتتتددر صتتتورت وجود متصتتتل  RNAمیکرو 

سترپتاو ستفاده شد  صیتشخ یبرا FITCمتصل به  نیدیا ا

 کروستتکوپیم توستتطصتتورت نقاط ستتبز روشتتن و به

شاهده  سانس م شان داده  6شکل  دراین مورد . شدفلور ن

ست.  سبز پررنگ (A) 6شکل  درشده ا ضور رنگ  ، ح

ستتتاندویچی مورد نظر،  اتصتتتالات معادل این استتتت که

ی صتتتورت گرفته استتتت و این میزان رنگ نشتتتان دهنده

 RNAکرویم ابی( در غB)یز استتتت. آماتصتتتال موفقیت

، هیچ رنگ ستتتبزی قابل مشتتتاهده کیتار ینهیزم ابیوغ

( مشتتاهده RNAپایه )بدون میکروو تنها هیدروژل نیستتت 

صالات RNAکرویمزیرا در نبود  شود،می سر هم  ات پشت 

در  RNAکرویم ابیغ (C) .شتتتودبه درستتتتی انجام نمی

بهکیتار نهیزم کروستتتکوپیم جا نیز  عدم ، در این یل  دل

صالات بعدی صورت نگرفته و در  ،RNAکرویمحضور  ات

 قابل مشاهده نیست. FITCنهایت رنگ سبز مربوط به 

 



 و همکاران تاجیک  ... مانهطراحی و ساخت سا

85 

 

  

 در بستر هیدروژل FITCتوسط رنگ فلوروفور  RNA کرویمآشکار سازی  6شکل 

 

ت و تثبی برایتراشااه میکروفلویدیک اسااتداده از  3-7

   RNA-9میکروشناسایی 

شان دهنده  دروژلیسبز رنگ در داخل ه یهاوجود لکه ن

صورت عدم  RNA کرویم زیآمتیموفق تیتثب ست و در  ا

نتایج  شتتود.یبا شتتستتتشتتو حذف م RNAحضتتور میکرو 

و  7شتتکل در  RNA-9 کرویبدون حضتتور مکنترل منفی 

سازنتایج کنترل منفی  شکار شگر آ ضور کاو در  یبدون ح

های نتایج در غلظت ،د. همچنینشتتومشتتاهده می 8شتتکل 

  .شودمیمشاهده  9شکل در  RNA-9 کرویم متفاوت

 

 
 .قابل مشاهده نیستدر بستر هیدروژل ، رنگ سبز RNAمیکرودلیل عدم حضور های بالا، بهبا توجه به تصویر 7شکل

 

 
 به دلیل عدم حضور کاوشگر آشکارساز، اتصالی صورت نگرفته است. 8شکل

 

 

 

A B C 
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شاهده 9شکل ضور م دروژل،یدر ه FITC یم  (RNA-9 .Bکرویم کومولاریپ A) ۱000های مختلف. با غلظت RNAکرویدر ح

 ومولارفمت RNA-9 .(E 500کرویفمتومولار م RNA-9. (D ۱000کرویم کومولاریپ RNA-9. C) ۱00کرویم کومولاریپ 500

 .  RNA-9کرویم ومولارفمت RNA-9 .(F 50. کرویم

 

 بحث-4

دلیل تشتتتخیص های کنونی تشتتتخیص ستتترطان بهروش

شده دیرهنگام، ست که باعث  مانی بیماران شاخص زنده ا

این شاخص در مورد سرطان ریه  سال کم باشد. 5از  پس

صد  22 حدود شدمیدر قین در توجه محق بنابراین، .[25]با

ستتتاخت  برایهای اخیر به استتتتفاده از بیومارکر ستتتال

سور و غربالگری جوامع هدف  سن ست. بیو شده ا سیل  گ

هتتای دخیتتل در  RNAمیکرویکی از  RNA  -9میکرو

 مطالعه این از هدف .[26]استتت گستتترش ستترطان ریه 

 تثبیت، برای هیدروژل ستتتطث خصتتتوصتتتیات اصتتتلاح

  .[۱7]بود ها RNA میکرو آشکارسازی و جداسازی

 قتتاتیدر تحق یمختلف یو مصتتتنوع یعیطب یمرهتتایپل

 .شتتده استتتمورد مطالعه قرار گرفته  با کیتوزان، دروژلیه

ست که مناف یعیطب یونیکات مریکوپل کی توزانیک  یع خوبا

 تیماه یدارا مریپل نیدارد. ا دروژلیه یستتاختارها یبرا

ستیکه منجر به زاست شخیص بالا ت تیآبدوست با قابل

دو  . اینشتتتودیم یریپذ بیتخرستتتتیز و یستتتازگار

 یکیولوژیب یهادستتتگاه یمعمولاً برا یکیولوژیب تیخاصتت

طور به توزانیبر ک یمبتن یهادروژلیاستتتت. ه ازیمورد ن

 .[۱9 ,۱8] هستند تشخیصی یدستاوردهادارای  وهبالق

                                                           
1 point-of-detection  

 یهاکنندهبه کنترل ازین یاستراتژ نیاست که ا نینکته مهم ا

ما را  ستتتتمیو ستتت بردیم نیرا از ب دهیچیپ یخارج انیجر

 نیحال، انی. با اکندیم ناستتبم عمیق تر یکاربردها یبرا

فلورستتانس بود و  یها یریگبر استتاس اندازه یریگاندازه

 دهیچیو پ متیگران ق یربرداریتصتتتو یبه ابزارها یازین

برچستتب زدن فلورستتنت  کردیرو کیاز  نجا،یندارد. در ا

 یربرداریو تصتتو گنالیستت تیتقو یبرا دروژلیبر ه یمبتن

ستفاده  کیتار دانیم ستفاده. شدا شخیص ب از روش ا ر ت

ستترعت و  شیباعث افزا هیدروژل ستتتمیستت ۱بالین بیمار

از  یتعداد کمتر نیو همچن شتتودیکاهش مصتترف مواد م

شاهده کرد. ایها را م RNAکرویم در  ژهیوامر به نیتوان م

کم  اریبس RNAکرویمانتشار  زانیکه میهنگام هیسرطان اول

)  از مقادیر متفاوت پژوهشاین  در دارد. تیاستتتت، اهم

تا  ۱000  برای RNA -9میکرو فمتو مولار( ۱پیکومولار 

ستفاده  شخیص ا سبه حدت سازی و محا شکار  حد . شدآ

 RNA -9فمتو مولار میکرو 50تشتتتخیص در این تحقیق 

هب RNA -9فمتو مولار میکرو ۱تعیین شتتتد و داده های 

هر  .پذیری مناستتتب غیر قابل استتتتناد بودعدم تکراردلیل 

 ۱ستتتازی نوری توانایی تشتتتخیص تا شتتتکارآچند روش 

ندارد [26] زپتومولار ما .را  ظت  ا که غل به این جه  با تو

مولار فمتو 400تا  200در اوایل ستتترطان  ها RNAمیکرو
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 برایمورد نظر کارایی لازم بیوستتنستتور  ،[28و27]استتت 

شد که ونقل میقابل حمل سوییغربالگری را دارد و از  با

 [۱7. ۱۱] خود مزیت قابل توجه است.

 تشکر و قدردانی

از پژوهشتتگران و  تیاز صتتندوق حما نیمولف لهینوستتیبد

شور  شماره گرنت  INSFفناوران ک شکر  96006759با  ت
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Abstract 

Cancer is one of the causes of death in human societies, and the main reason 

for failure in its treatment is late diagnosis and involvement of other body 

organs. Biomarkers measurement of body fluids can be one of the most 

important methods of cancer screening and diagnosis in the early stages. 

Circulating microRNAs have been proposed as new biomarkers for cancer 

diagnosis and prognosis. The use of these molecules, in addition to early and 

timely diagnosis before metastasis, will reduce the damage to the patient due 

to the possibility of non-invasive access. Therefore, developing a method to 

identify, reveal and quantify it is a necessity. In this study, a biosensor was 

designed to isolate and identify circulating blood microRNAs in a hydrogel 

platform. In our work, microRNA was isolated using a single-stranded DNA 

receptor probe and fixed in a platform containing hydrogels. By attaching the 

microRNA to the probe, the second probe, which complements the biotinylated 

DNA at the top of the microRNA, forms a sandwich structure. Finally, 

microRNA trapped between the two probes was detected by FITC-bound 

streptavidin in the hydrogel platform. In this research, different concentrations 

of microRNA-9 from 1000 picomolar to 1 femtomol were used to estimate the 

limit of detection (LOD) of the designed biosensor, and 50 femtomol was 

measured as the detection limit. 

 

Keywords: Biomarker, Chitosan, Streptavidin-FITC, MicroRNA-biosensor. 
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