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 چکیده

 یک .تاس شده یک نشانگر زیستی بالقوه برای تشخیص سرطان پیشنهاد عنوانبه  ctDNAدر APCژن 

له بر مبتنی زیسگگگتی نانوحسگگگگر ند کربنی نانولو ماده DNA پروب و (MWCNT) دیواره چ  دارای 

شخیص ژن  برای فلوئوروفور سایی برای که ،ctDNA در APCت  کولورکتال سرطان به مبتلا بیماران شنا

(CRC)، است شده ساخته. 

 روی بر FAM با شگگگده نشگگگاندار (ssDNA) ایرشگگگته تک DNAجذب و تثبیت  بر مبتنی روش این

MWCNT فلورسانسی خاموش شدن نشر به منجر که است FAM افزودن با .شودمی DNA آن مکمل 

(cDNA)،  سازی پروب شته تک DNAکه منجر به آزاد سطح  (ssDNA) یار  شد و یک MWCNTاز 

DNA ایرشته دو (dsDNA) نشرفلورسانسی  به بازگشت منجر که شد تشکیلFAM در کهدرحالی. شد 

مشاهده  FAM بازگشت نشرفلورسانسی بنابراین و نشد تشکیل مربوطه dsDNA غیرمکمل، DNA مورد

ش شان مطالعه این نتایج .دن سگر که داد ن ستی نانوح  هایروش رب علاوه کربنی، هاینانولوله بر مبتنی زی

ستفاده مورد CRC زودهنگام تشخیص برای بالا حساسیت با روش یک عنوانبه دتوانمی موجود،  قرار ا

 .گیرد

 APCبیوسنسور، نانوذرات کربنی، : واژگان کلیدی
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 مقدمه -1

مجموعه از (CRC-Colorectal cancer) کلورکتال سرطان

( رکتوم) رودهراست  و( کلون) بزرگ روده هایسرطان ی

 نوع یک اثر در اینکه دلیلبه. [2،1]اسگگت شگگده تشگگکیل

 ماکارسگگینو آدنوماتوز آید،می وجود به آدنوما نام به پولیپ

 ریه، هایسرطان از بعد سرطان . این[2]شودمی نامیده نیز

ستات سرطان و ستان سرطان و مردان در پرو  زنان، در پ

 ینا. شودمی شناخته دنیا در رایج سرطان سومین عنوانبه

 کانادا، آمریکا، خصگگو  به غربی درکشگگورهای سگگرطان

سترالیا چنینهم و اروپا شتر نیوزیلند و ا ست دهش دیده بی  ا

 نسگگگبت یک به زنان و مردان میان در آن شگگگیوع میزان و

 مردان در رکتوم سگگرطان دنیا نقاط از برخی در اما. اسگگت

   .[3]است شده گزارش بیشتر

یاز CRC درمان کلونال، انتخاب و تکامل به با توجه  به ن

شرفت بر مانیتورینگ دقیق درمانی و رویکردهای  ومورت پی

ی هاسگگلولو اثر درمانی دارد. بیوپسگگی مایا اسگگتفاده از 

توموری در گردش  DNA ،(CTCs) توموری در گردش

(ctDNA) کاملی و اگزوزوم نگ ت مانیتوری جایگزین  ها 

سخ درمانی  سه پا  روده سرطان .[4]اندشدهتومور و مقای

 علت دومینو سگگرطان شگگایا نوع سگگومین( CRC) بزرگ

. [3]است جهان سراسر در سرطان از ناشی ومیرمرگ شایا

ست ناهمگن بیماری یک( CRC)بزرگ  سرطان روده  که ا

 معروف اپیتلیال داخل خیم تا ضگگایعاتوضگگعیت خوش از

سینومای بدخیم ایجاد  تا آدنوما به در  . تغییراتشودمیکار

سیگنالینگ  سیر  سیر هاژن ،Wntم و   TGFβ،MAPKی م

ونی یافته مسئول این دگرگ ی تغییرهاسلولانتشار کلونال و 

شخیص آدنوما ستند. ت سرطان مرحله یا ه  انبیمار در اولیه 

 برای بینیپیش و آگهیپیش نشگگگانگرهای علامت و بدون

سگگگومین  CRC .اسگگگت مهم CRC بالینی مدیریت بهبود

صد 10)سرطان در مردان   در سرطان به ابتلا موارد از در

از ابتلا به  درصگگد 9.2)و دومین سگگرطان در زنان  (مردان

 ومیرمرگ شایا علت چهارمین سرطان در زنان( است. این

شی ست مردان در سرطان از نا  در شایا علت سومینو  ا

ست. ستثنای نوع به) شودمی ایجاد آرامی به CRC زنان ا  ا

 متمایز ضگگگایعات طریق از سگگگال چندین طی که در( ارثی

 Aberrant crypt foci (ACF) معروف به منفرد، خیمخوش

در  که ،شگگگودمیتبدیل  بدخیم کارسگگگینومای و آدنوما به

. این شودمیسرطان تهاجمی  به منجر ماندن باقی صورت

 یهاژن در کلیدی مولکولی تغییرات با همزمان پیشگگگرفت

نده هارکن  gatekeeper سگگگایر و انکوژن یهاژن تومور، م

 و APCدر جهش شگگگامل اولیه تغییرات اسگگگت. برخی از

KRAS، حالی  ، PIK3CA در اضگگگافی هایجهش کهدر

TP53 سگگیگنالینگ و Wnt  ی مسگگیرهاژنو سگگایر TGF-β 

شرفت باعث سینومای پی  مارکرهای شوند.می تهاجمی کار

نده بینیپیش آگهیپیش ناهمگنی کن ند  ید بتوان با  قوی 

سته طوربه را مولکولی شخیص دهند و بیماران در ناخوا  ت

 در کنند، که مقاومت بینیپیش را درمانی همچنین پاسگگگخ

است.  CRC به حساسیت و خا  درمانی هایروش برابر

. شگگودمیچنین تحولاتی منجر به درمان هدفمند سگگرطان 

 شگگناسگگایی برای گذشگگته دهه ای در دوتحقیقات گسگگترده

های جام شگگگگده  بینیپیش و آگهیپیش مارکر شگگگگده ان

 .[2،1]است

تال  طان کلورک مده طوربهسگگگر  ژن در جهش اثر در ع

(Adenomatous polyposis) APC تلیالاپی سلولی رده در 

 که شودمی ایجاد روده راست و بزرگ روده آستری سطح

شته آن پی در  انتقال و سیتوپلاسم در β catenin شدن انبا

β catenin سته به سته در β catenin .شودمی دیده ه  به ه

TCF/LEF ته متصگگگل  TCF/LEF/ β کمپلکس و گشگگگ

catenin شگگدن فعال سگگب  کمپلکس این .کندمی ایجاد را 

ثل ییهاژنانکو یت در و c-myc، cyclinD م ها  تکثیر ن

ستری یهاسلول غیرطبیعی  هضرب دومین. شودمی روده آ

 ا،آدنوم طبیعی غیر یهاسگگگلول در که افتدمی اتفاق زمانی

ثل ییهاژن در جهش  ،  KRAS،MACC1 ،DAND5 م

SMAD4  در و سگگرطانی هایپولیپ به هاآن تبدیل سگگب 
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 کار از و جهش چنینهم .[3،8،9]دشگگومی متاسگگتاز نهایت

ستم به مربوط یهاژن افتادن  MSH،MLH مثل ترمیم سی

،MUTYH  طرف از. شودمی کلورکتال سرطان ایجاد سب 

 نیز و ها microRNA ،(هاژن متیلاسگگیون) ژنتیکاپی دیگر

 .[2]دارد نقش سرطان این ایجاد در خانوادگی سابقه

 در که ،شگگودمی محسگگوب تومور مهارکننده یک APC ژن

یه یه  .[2،6]دارد قرار انسگگگگان 21q5 کروموزوم ناح ناح

آن  mRNA اگزون تقسگگگیم شگگگده اسگگگت. 15کدکننده به 

ید طول دارد و پروتئین  8535باز و جفت 10719 نوکلئوت

به طول  ید و وزن ملکولی  2843بزرگی   310آمینواسگگگ

 APC توسط که پروتئینی .[5،6،7] کندمیکیلودالتون را کد 

چرخه تنظیم در wnt پیام انتقال برمسیر علاوه ،شودمی کد

 (،cytoskeleton) هاسگگگایتواسگگگکلتون پایداری سگگگلولی،

آپوپتوز  و (Intracellular adhesion) سلولیبین چسبندگی

 یک مهار و تخری  در APC معمول طوربه. دارد نقش نیز

. [3،9،8]کندمی ایفای نقش β catenin بنام رونویسی فاکتور

 نوع از دهندمی رخ APCدر که هاییجهش از درصگگگد 98

 مطالعات در .[2،10]معنی هسگگگتندبی جهش قال  یا تغییر

 زیادی هایمورفیسمپلی ،APC یهاژن روی گرفته صورت

 سگگگرطان ردیابی جهت هاآن از توانمی که اندشگگگده دیده

ستفاده کلورکتال  ارتباط ایمطالعه در مثال برای[. 11]کرد ا

 با  C18122V ،E1317Q، E1307K مورفیسگگگمپلی سگگگه

CRC ست شده گزارش شی در چنینهم [.12،13]ا  پژوه

 یخانوادگ دنوماتوزآ پولیپوز به مبتلا ایخانواده روی که

(FAP)و شد بررسی جهش پنج شیوع ،انجام شد چین در 

که، جهش تایج نشگگگان داد   C.847C>T/P.Arg283Ter ن

 . [14،15،16]دارد بیشتری شیوع جمعیت میان در (3.15%)

شان مطالعات ،کلی طوربه  و چینی هایخانواده در که داد ن

سر بیماران ستان) دنیا سرا سترالیا  ،درصد 10 له  4/8-4/2ا

صد شکانزی ،در صد 7-5/1 ا صد 16 ایتالیا ،در  و ایران در

بی کره نو  و C.3183-3187delACAAA جهش دو( ج

C.3927-3931deAAAGA در جهش میزان به APC در 

یش یجگگاد سگگگگبگگ  موارددرصگگگگد  80 از ب  CRC ا

بیوسگگنسگگورها گروهی از حسگگگرها  .[14،15،16]شگگودمی

های ردیابی آنالیتاختصگگاصگگی جهت  طوربههسگگتند که 

ها در پزشگگکی کاربرد زیسگگتی، جهت تشگگخیص بیماری

هایی از دارند. در نتیجه اتصگگال آنالیت به بیورسگگپتور پیام

 . [18]شودمیمبدل به پردازنده جهت تحلیل فرستاده 

صه شخ سودمند در مورد م سور  سن سی یک بیو سا های ا

ای قابل پیشگونهتوان گفت که پاسگگخگویی آن باید بهمی

بینی باشگگگد که برای تغییرات مختلر در محیط بیولوژیک 

بتوان به آن اعتماد کرد و سنسور باید حساس و ویژه باشد. 

ارد و ددسته جدیدی از بیوسنسورها که نانوبیوسنسور نام 

یافته است  می باشند توسعهها دارای نانوذرات و نانوتیوب

ست. نانوتیوب که مزایای مواد نانو را با هم ترکی  نموده ا

سومیو آیجوما سط  سال   های کربنی در ابتدا تو  1991در 

توصگگگیر شگگگد و در آن زمان دریافتند که خوا  مفید و 

های منحصگگر به فرد زیادی دارند. برای تشگگخیص بیماری

طان یک، سگگگر تابول بدخیم و عفونی، اختلالات م های 

های آشگگکارسگگازی آلودگی محیطی شگگدیدای به سگگیسگگتم

آشگگکارسگگازی سگگریا، کم هزینه، چند بار مصگگرف، قابل 

ست. برخی از روش ساس نیاز ا های متداول، اطمینان و ح

تهاجمی، کند، پرهزینه و دشوار هستند و به ابزارهای کاملای 

معرفی بیوسگگنسگگورهای سگگاخته شگگده با  خا  نیاز دارند.

سیگنال به حذف نقاط  سدیوسرهای  مواد نانو همچون تران

ست. ویژگی سازهای متداول کمک کرده ا شکار ضعر آ

ستحکام بالای مکانیکی، رسانایی الکتریکی  هایی همچون ا

تراندیسگگگور سگگگیگنال کارآمد،  عنوانبهبهتر و توانایی کار 

را در میان مواد نانو به ماده ها(CNTهای کربنی )نانوتیوب

ست. ای ایده سور تبدیل کرده ا سن آل برای کاربردهای بیو

برخورداری از سطوح گسترده دلیلبهها CNTعلاوه بر این 

شدن  سادگی قابلیت عاملدار  ای که برای تثبیت گیرنده به 

سورها اهمیت می سن ساخت بیو یابند. حوزه در دارند، در 

را میان علوم فیزیکی و زیستی ها، پلی CNTحال گسترش 
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های اسگگت، زیرا برای توسگگعه ابزارها و پلتفرم کردهایجاد 

های بیولوژیک در تشگگخیص و جدید برای درک سگگیسگگتم

ستفاده میدرمان بیماری از روش شیمیایی ا . در شودهای 

خود یک استفاده شده است که  MWCNTاین پژوهش از 

ی فلورسگگنت اسگگت، اما جال  توجه اسگگت که باعث ماده

سانس  صیت فلور . این خوا  به ظاهر شودمیکاهش خا

ناقض جلوه ناهمگن، اتمی و مت یایی  ای از خوا  شگگگیم

اسگگت. بخوبی مشگگخص شگگده که  MWCNTالکترونیکی 

له ند نانولو یت  دیواره کربنی چ خاصگگگ کاهش  عث  با

ی رنگی جذب شگده روی سگطح هامولکولفلورسگانسگی 

 .[17] شودمیخود 

متنوع ترین کلاس  ،حسگگگرهای زیسگگتی تشگگخیص نوری

ند برای انواع توانمیزیرا  ،حسگگگگرهای زیسگگگتی هسگگگتند

جذبی، فلورسگگگگانسگگگی، مختلر طیر ند  مان سگگگنجی 

ست و طیر شک سی، رامان،  سان سفر سنجی پراکندگی ف

اسگگاس  هایی که برحال، دسگگتگاه. با اینشگگوندمیاسگگتفاده 

سگگنجی فلورسگگانسگگی، تشگگدید پلاسگگمون سگگطحی،  طیر

ده هسگگتند در سگگنجی هدایت شگگونسگگنجی و طیرتداخل

ترین هسگگگتند.در اکثر مطالعات سگگگاختارهای نوری رایج

تشگگگخیص برای توموری در گردش،  DNAموجود، از 

ست. تجزیه و تحلیل  شده ا ستفاده  اغل   cfDNAجهش ا

نه تشگگگخیص جهش هاجمی در زمی به های غیرت که منجر 

ارت درمانی در بیماران سرطانی های مقاومتی و نظمکانیسم

های گیرد. در واقا، با پیشرفتشود، مورد بحث قرار میمی

چشمگیری که در این زمینه حاصل شده است حساسیت 

 . [18]مورد شناسایی واقا شدند هاژنو تعداد زیادی از 

 لولهنانو بر مبتنی زیسگگگتی نانوحسگگگگر یکدر این مطالعه 

دارای  DNA و پروب (MWCNT) دیواره چنگگد کربنی

سایی ژن  برای ،FAM فلوئوروفور شنا شخیص و   APCت

ماران ،ctDNA در طان به مبتلا در بی تال  سگگگر کولورک

(CRC)، است شده ساخته. 

 هاروش و مواد -2

 پلاسما در  ctDNAاستخراج و بردارینمونه 2-1

 آگاهانه، رضگگگایت با ،(بیمار هر از لیترمیلی 2) خون نمونه

و در مراحل مختلر سگگگرطان  EDTA حاوی هایلوله در

قه در  10 مدت به خون یهانمونه. شگگگد آوریجما دقی

 3 مدت شگگدند و بار دیگر به سگگانتریفیوژ rpm 2000دور

 پلاسگگما تا شگگدند سگگانتریفیوژ rpm 11000 در دور دقیقه

شود. پلاسما ظرف  ستخراج  آوری جما ساعت پس از 6ا

خون جداسگگازی شگگد و از پلاسگگمای جدا شگگده جهت 

ستخراج  ستفاده  ctDNAا ستخراج  برای. شدا آزاد  DNAا

سیت کار و پایین بودن میزان  دلیلبه ،توموری سا  DNAح

ستفاده column based از روش  ،در سرم وپلاسما شد و  ا

 NucleoSpin ® plasma XSدر این پژوهش نیز از کیت 

با  DNAاستفاده شد. بررسی کمی  ctDNAبرای استخراج 

 ,UV-1800)اسگگگتفگگاده از دسگگگتگگگاه اسگگگپکتروفتومتر

SHIMADZU)  و  شگگدنانومتر محاسگگبه  260درطول موج

های بر اسگگاس نسگگبت DNAسگگپس محاسگگبات خلو  

A260/A280  سی کیفی شد. برر سبه  ستفاده  DNAمحا با ا

، یک جفت پژوهشاز ژل الکتروفورز محاسبه شد. در این 

به ژن پر یت  APCایمر مربوط  هت تقو ژنومی  DNAج

  PCRای پلیمراز،واکنش زنجیره طراحی و به کار برده شد.

خاصگگگی از  عه  یه و تکثیر قط ناح یت  معمولی جهت تقو

و  DNAحسگر  زیست سازیبهینهجهت  5q22کروموزوم 

ستبه سیت د سا سه عملکرد آن با  PCR آوردن ح و مقای

تکنیک نانوبیوسنسور است. شرایط دمایی و زمانی واکنش 

PCR  پرایمر برایAPC  آمده است. 1در جدول 

 هامعرف 2-2

DNA  کاوشگگگگر، توالی هدف یا  عنوانبه ایرشگگگتهتک

تارگت مکمل سگگنتتیک و توالی هدف غیرمکمل سگگنتتیک، 

ها توالی. که شگگگدطراحی  APC ژن خا  هایتوالی برای

کاوشگرهای مربوط  .شد سنتز کره bioneer توسط شرکت

ساس بر APCبه ژن  شخص توالی ا سان م ستفاده با در ان  ا

 شدند. طراحی 7oligo افزارنرم از
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APC برای پرایمر   PCR شرایط دمایی و زمانی واکنش 1جدول     

Step number Step name Temperature (°C) Time 

1 Initial denaturation 95 5 min 

2 Denaturation 94 45 s 

3 Annealing 58 45 s 

4 Extension 72 60 s 

5 Go to step 2 36 cycle  

6 Final extension 72 10 min 

 

 

 APCهای پرایمر و پروب طراحی شده برای ژن توالی 2جدول 

 نام ژن

(Gene) 

موقعیت 

 کرووزومی

(Location) 

طول 

 قطعه

(bp) 

 توالی پرایمر و پروب نام توالی

(Sequences) 

APC 
p.E1309fs, 

c.3927delAAAGA 
5q22.2  

APC-F 

 
APC-R 

 

Probe1 
 

Probe2 

 
T  

 

dt  

5ʹ- GATCTTCAGCTGACCTAGTTCCAA-3ʹ 

 
5ʹ- CAGATTCTGCTAATACCCTGCAA-3ʹ 

 

5ʹ-FAM-CCCTGCAATAGCAGAAAAGA-3ʹ 
 

5ʹ- AAAGATTGGAACTAGGTC-NH2-3ʹ 

 
GACCTAGTTCCAATCTTTTCTTTTCTGCTATTGCAGGG 

 

GACCTAGTTCCAATCTTTTAGGCTCTGCTATTGCAGGG 

نشگگگاندار  FAMبا  APCمربوط به ژن  1پروب  5'انتهای 

با عامل آمین  APCمربوط به ژن  2پروب  3'شد و انتهای 

(NH2.عاملدار شد ) پروب استوک محلول ssDNA حل با 

 pH) خنثی pH با اسگگتریل آب در الیگونوکلئوتیدها کردن

. شگگگد نگهداری درجه -20 دمای تهیه شگگگد و در( 7,0

 سگگیگما از دیواره چند کربنی نانولوله یک شگگامل نانومواد

توالی پرایمر و  .شگگگد تامین آمریکا متحده ایالات آلدریچ،

 است. آمده 2در جدول  APCژن کاوشگرهای 

 APCژن  اختصاااصاای تثبیت پروب سااازیبهینه 2-3

 MWCNT سطح روی FAMنشاندار شده با 

 روی APCژن  اختصاصی تثبیت کاوشگر سازیبهینهبرای 

MWCNT، و  زمان تثبیت مانند های واکنششگگگرایط تمام

 10واکنش با مخلوط کردن  .شدند بهینه MWCNTغلظت 

 15بگگا پیکو مولار(،  10) بگگا غلظگگت 1 میکرولیتر پروب

 (رلیتگرم بر میلیمیکرو 50) با غلظت MWCNTمیکرولیتر 

یی  نهگگا لی 2در حجم  ی فر م تر از بگگا ی  Tris-HCL 20ل

 100mM NaCl,5mM)های، که شگگگامل محلولمولارمیلی

Kcl,5 mM Mgcl2)  باpH=7.4 یه  ،اسگگگت  و شگگگدته

 ،همچنین .شد بررسی مختلر هایزمان در نشرفلورسانس

ظت تعیین برای نه غل  کردن خاموش برای MWCNT بهی
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سی سان شرفلور  با MWCNT مختلر یهاغلظت پروب، ن

 مخلوط APC ژنپیکو مولار(  10) 1 پروب میکرولیتر 10

 بهینه تثبیت، نشر فلورسانسی خاموش شد. در زمان و شد

ماده  ،FAM-MWCNT-Probeسگگگازی کونژوگه پس از آ

سکوپ الکترونی  سط میکرو  TEM (TEM, Zeiss EMتو

900 electron microscope)،  میکروسگگگکوپ الکترونی

SEM (SEM, Zeiss-DSM 960A microscope) پراش  و

کس  ی تو ا پر نرژی   EDX (EDX, Zeiss-DSM 960Aا

microscope) تگاه دس توسط و نشر فلورسانس شد بررسی

 گیری شد.اسپکتروفلوریمتری اندازه

 توساا  APC اختصاااصاای هایتوالی تشااخیص 2-4

  FAM-MWCNT-Probe بر مبتنی نانوحسگر

 نانوحسگگگر هیبریداسگگیون زمان واکنش سگگازیبهینهبرای 

هدف  DNA با  FAM-MWCNT-Probe بر پروب مبتنی

 شگگگدت شگگگده، بهینه پروب مسگگگاوی مقدار با و تارگت،

سی سان شرفلور سی مختلر هایزمان در ن  سپس. شد برر

سیون، واکنش غلظت سازیبهینه برای  یهاغلظت هیبریدا

مل DNA مختلر گه پروب، مک  FAM --Probe باکونژو

MWCNT شرفلورسانسی شدت و شد مخلوط  زمان در ن

سیون بهینه سیت نانوحسگ. شد گیریاندازه هیبریدا ر حسا

 10 )از مکمل DNA ی مختلرهاغلظتزیسگگتی توسگگط 

ی سالم هانمونهژنومی  DNA ( تعیین شد.0.01 تانانو گرم 

 کنترل منفی استفاده شد. عنوانبه

پروب آمین ،APCژن  2 تثبیت کوالانساای پروب 2-5

نانوارا ،  (NH2)دار  MWCNT کربنی در سااطح 

  دارکربوکسیل

میکرو  100کربنی با غلظت  ای نانولولهدر یک ظرف شیشه

با  EDC.HClی محلول تازه تهیه شگگگده، لیترگرم بر میلی

 DNAو مولار میلی 25سدیم کلرید  ،مولارمیلی 10غلظت 

. شگگد، آماده میکرو ولار 2اصگگلاح شگگده با آمین به غلظت 

و مولار میلی 25به غلظت  PBSمخلوط با اسگگتفاده از بافر 

(pH=6 ) رسگگگانده شگگگد. مخلوط میکرولیتر  500به حجم

زده شد. پس ساعت در دمای محیط هم 3حاصل به مدت 

کانژوگه شگگگده به مدت  MWCNT-ssDNAاز این مدت 

. به منظور شگگگد سگگگانتریفیوژ rpm 5/14دقیقه با دور  20

رسگگوبات  EDC.HClواکنش نکرده و  DNAخارج شگگدن 

( شسته شدند. 300×2بدست آمده دو مرتبه با آب دیونیزه )

صل در  سوبات حا آب دیونیزه میکرولیتر  100در نهایت ر

 نگهداری شدند. C° 4 دیسپرس شده و در دمای

 روش شناسایی جهش 2-6

میکرو  MWCNT+P2 DNA 10 جهش شگگناسگگایی برای

 10 غلظت با P1 DNAلیتر میکرو 10  شگگده، کانژوگه لیتر

پیکو  10 غلظگگت بگگا TDNA لیترمیکرو 20 ،پیکو مولار

 میکرولیتر Ligation، 10 بافر میکرو لیتر 10 مقدارمولار، 

 یکدیگر با لیگاز DNA آنزیملیتر میکرو PEG ، 2محلول

 آب از اسگگتفاده با مخلوط حجم سگگپس و شگگده مخلوط

سید.لیتر میکرو 100 ،به دیونیزه صل مخلوط ر  ورتکس حا

 این از پسماند.  C 22° دمای در ش  یک مدت به و شده

 C° 85 دمای در دقیقه 5 مدت به حاصگگگل مخلوط زمان

 به بلافاصگگله سگگپسداده شگگد و  قرار دناتوراسگگیون جهت

 درجه صفر دمای در دقیقه 5 و شده منتقل یخ و آب حمام

 دور با دقیقه 10 مدت به بلافاصگگله حاصگگل مخلوط ماند.

rpm 5/14 شد سانتریفیوژ. 

 درشد.  تکرار T DNA جای به dt DNA برای بالا مراحل

 دیونیزه آب با (100 × 2 ) مرتبه دو حاصل رسوبات نهایت

 دیونیزه آبماکرو لیتر  100 در انتها در و شگگده شگگسگگته

 برای .شگگد نگهداری C° 22 دمای در و شگگد دیسگگپرس

 از حاصل مخلوط ازماکرو لیتر  100 روی جهش، شناسایی

Ligation با T DNA، قدار  با T DNA میکرولیتر 40 م

 با حاصگگگل مخلوط شگگگد.  ریختهپیکو مولار  10 غلظت

 و رسگگیدماکرولیتر  200 ،حجم به MWCNT از اسگگتفاده

مانده  محیط دمای دقیقه 30 مدت به و شده ورتکس سپس

 dt DNA شد. این مراحل برای گرفته جذبی طیر آن از و

 نیز تکرار شد.
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 ی اصلیهانمونهزیستی برای  آزمایش حسگر 2-7

پارامترهای  سگگازیبهینهو  DNAپس از سگگاخت حسگگگر 

استخراج  ctDNA با آزمایش بار ، اینموثر بر پاسخ حسگر

 د.ششده از پلاسمای افراد مبتلا به سرطان کلورکتال انجام 

شده و  های ctDNA منظور این برای ستخراج  ی هانمونها

PCR  بافر ماکرولیتر  100را باTris-Hcl 02/0  میلی مولار

گراد سگگگانتی درجه 95 در دقیقه 5 مدت به و رقیق شگگگده

 یخ از پر ظرف در داخل بلافاصله سپس شد، داده حرارت

داده شگگد. در این کار تحقیقاتی زمان هیبریداسگگیون و  قرار

مکمل سگگگنتتیک بهینه شگگگد تا بهترین بازده  DNAغلظت 

ی اصلی حاصل شود. حسگر زیستی با توالی هانمونهبرای 

هیبریداسگگگیون و شگگگدت نشگگگر  ،APCاختصگگگاصگگگی ژن 

 را نشان داد. توجهیقابلفلورسانسی 

 آنالیز آماری 2-8

فلورسگگگانس در سگگگه تکرار  یریگاندازه یهاشیآزما تمام

شد. نتا شکل  جیانجام  شده در هر   ریمقاد صورتبهارائه 

لیتحلوهیتجز یشگگگد. تمام انیب ارمعی انحراف ± نیانگیم

 Graphpad prism یبا اسگگتفاده از برنامه آمار یآمار یها

 نیانگیم ریمقاد نیب یآمار یهاانجام شگگگد. تفاوت 9.5.1

سان شار فلور سور سانت سن ژن  و تارگتدر واکنش با  بیو

APC  با اسگگتفاده از آزمون  ی اصگگلیهانمونهدرone-way 

ANOVA نییتع 0.05در  یآمار یداریشگگگد و معن نییتع 

 شد.

 جنتای -3

 FRET اساس بر تشخیص استراتژی 3-1

گه کل طرح در MWCNT-ssDNA کونژو  برای 1 شگگگ

 . است شده داده نشان APCتشخیص توالی اختصاصی 

-FAM (6 مگگدیفگگای شگگگگده بگگا ssDNA کگگاوشگگگگر

carboxyfluorescein )تشگگخیص توالی اختصگگاصگگی برای 

APC، غیاب در. شگگد انتخاب زیسگگتی حسگگگر پلتفرم در 

cDNA، های ند نشگگگر  ،ssDNA با پروب MWCNT پیو

 مقابل، در. کندمی را خاموش FAM فلورسانسی فلوروفور

ضور در سیون، در ،cDNAح  سطح پروب از طی هیبریدا

MWCNT کمپلکس یک شد، آزاد DNA بین ای،رشته دو 

بازگشگگت  و شگگد تشگگکیل توالی تارگت و ssDNA پروب

 نشر فلورسانسی دیده شد.

نانولوله 3-2 ید و بررساای   کربنی و کونژوگههای تائ

MWCNT -  ssDNA 

کربنی  هاینانولوله زیسگگتی، مبتنی برحسگگگرهای روش در

-MWCNTکونژوگه  و (MWCNTشده )دیواره تهیه  چند

ssDNA الکترونی میکروسکوپ از استفاده با ابتدا SEM و 

 شدند. تأیید EDX آنالیز

 

 
 به پروب MWCNT هدف، DNA غیاب در .APC اختصاصی تشخیص توالی برای MWCNT بر مبتنی بیوسنسور شماتیکشکل  1 شکل

ssDNA شده با نشاندار FAM  حضور در و کندمی خاموش نشر فلورسانسی را و شودمی متصل DNA ،سطح کاوشگر از هدف 

MWCNT یک  شده و هیبرید مکمل توالی شده و با آزادDNA بازگشت نشر فلورسانسی  تشکیل داده و ایدو رشتهFAM .مشاهده شد 
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SEM کاوشگر روی تثبیت از پس و دهدمی نشان را سطح 

 تایید را نانوذرات مورفولوژی تغییر ،MWCNT نانوذرات

 MWCNT-ssDNA کونژوگه سگگگاختار در تغییر .کندمی

سبت شان 2شکل  در MWCNT به ن ست شده داده ن  .ا

له کربنی  گه MWCNTنانو  MWCNT-ssDNA و کونژو

یه نالیز توسگگگط و ته ید EDX و SEM آ ند تای  .شگگگگد

یه یلتجز  را MWCNT مورفولوژیکی خوا  SEM وتحل

ستفاده نیز با عنصری کرد. آنالیز تایید ی پراش ازپرتو انرژ ا

 .شد انجام( EDX) ایکس

 تثبیت از قبل که دهدمی نشگگگان EDXوتحلیل تجزیه نتایج

 روی بگگالایی جگگذب نگگانوذره، این روی بر APCپروب 

 پس حال،این با(. الر 3شکل ) وجود دارد O و C عناصر

 بر علاوه ،MWCNT روی بر APC پروب  تثبیگگت از

نیز  P و N عناصگگر از هاییپیک اکسگگیژن، و کربن هایاتم

 MWCNT سگگطح در را APC تثبیت پروب که دارد وجود

 (.ب 3 شکل) کندمی تأیید

 
 ب الف

 .MWCNT-ssDNA ازکونژوگه پروب SEM تصویر( ب ،MWCNT از SEM تصویر( الر. 2 شکل

 

                      
 الف                                                                                           ب 

 FAM-Lprobe+ MWCNTکونژوگه  در P و N عناصر حاوی EDX طیر( ب ،MWCNT از EDX طیر( الر 3 شکل
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سی طیف 3-3 سان شری فلور شاندار پروب ن  اب شده ن

FAM تعیین توالی اختصاصی  برایAPC  

 روی APC کاوشگگگگر نانوذرات، مورفولوژی تایید از پس

شگر با فلوروفور . شد تثبیت MWCNT سطح  FAMکاو

 که با بود، نانومتر 520 در نوری گسگگگیل به تنهایی دارای

ضوح به نتایج. شد خاموش MWCNT سطح در تثبیت  و

 شدت به را ssDNA کاوشگر ، MWCNTکه دهدمی نشان

شر فلورسانسی آن موثر طوربه و کرده جذب  خاموش را ن

 واکنش انجام و پروب مکمل توالی افزودن از بعد. کندمی

سیون، ساس بر هیبریدا صل ا شدن ا  بازهای مکمل، جفت 

سی سان شرفلور شری ،4 شکل. شد ظاهر دوباره ن  طیر ن

سی سان  مختلر شرایط در را ssDNA FAMپروب  فلور

 .دهدمی نشان

 

 
 520بالاترین شدت نشر فلورسانسی در ناحیه  .PH=7.4مولار Tris-Hcl  0.02در بافر  FAMساختار مولکولی و نشر فلورسانسی  4شکل 

 .شد مشاهدهنانومتر  495پس از برانگیختگی در نانومتر و 

 

 
 کاهش زمان افزایش با نشرفلورسانسی شدت. های مختلردر زمان MWCNTدر حضور  FAM-Lprobeطیر نشری فلورسانسی  5شکل 

 در روبپ تثبیت برای بهینه زمان عنوانبه زمان این و نشد مشاهده نشرفلورسانسی شدت در توجهیقابل تفاوت دقیقه 6 از پس و یابدمی

    .شد انتخاب MWCNT سطح
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 روی FAM ssDNAتثبیت پروب  زمان سگگگازیبهینه برای

MWCNT،  حضگگگور در نشگگگری فلورسگگگانسگگگیطیر 

MWCNT، مان در ندازه مختلر هایز  در. شگگگد گیریا

 و یافت کاهش تدریجشگگدت نشگگر فلورسگگانسگگی به نتیجه،

مان یت پروب  ز نه تثب  MWCNT روی FAM ssDNAبهی

 (. 5 شکل) آمد دستدقیقه به 6در 

سی پروب ،6شکل  سان شری فلور شاندار طیر ن شده  ن

ssDNA غیاب  و را در حضگگورMWCNT دهد، نشگگان می

با  APCمیکرولیتر پروب  10طیر نشگگری فلورسگگانسگگی 

نوری  ، گسگگگیلMWCNTغیاب  پیکومولار در 10غلظت 

میکرولیتر  40دهد، اما با افزودن می را نشان نانومتر 520 در

MWCNT  در شگگگدت   لیترگرم بر میلیمیلی 1با غلظت

سی تا  سان شر فلور شد. علت  96ن شاهده  صد کاهش م در

از  MWCNTروی سطح  ssDNA این فرایند جذب پروب

ند  یدروژنی  ∗π→πطریق پیو ندهای ه نگ و پیو تاکی اسگگگ

 است.

شان 6 شکل در نتایج ست شده داده ن که در اینجا مقدار  ا

نه،  ظت  MWCNT رمیکرولیت 40بهی گرم بر میلی 1با غل

 دست آمد.بهلیتر میلی

سگگگپس، طیر نشگگگری فلورسگگگانسگگگی کونژوگه پروب 

MWCNT-DNA  10در حضگگگورμl cDNA  ظت با غل

pM)10سی شان 7 شکل در که همانطور .شد ( برر  داده ن

فلورسانسی که  ، شدت نشرcDNA افزودن با است، شده

یافت که باعث  افزایش نانومتر 520تا  خاموش شگگگده بود

 شد و منجر MWCNTاز سطح  ssDNA جداسازی پروب

 DNAو تشکیل  cDNA با ssDNA هیبریداسیون پروب به

ته به ایدورشگگگ نه شگگگد. برای  مان بهی دسگگگت آوردن ز

 هایزمان ن طیر نشگگری فلورسگگانسگگی درهیبریداسگگیو

 بهینه زمان عنوانبه دقیقه 8زمان  و شد گیریاندازه مختلر

 (.7شکل) آمد دستهیبریداسیون به

 

 

جهت خاموشی کامل نشر   MWCNT (1mg/ml )ی مختلر هاغلظتدر حضور   FAM-Lprobeفلورسانسی  نشری طیر 6شکل 

( جهت خاموشی کامل 1mg/ml) MWCNTمختلر یهاغلظت حضور در FAM-Lprobe نشری فلورسانسی پروب طیر. فلورسانسی

 نانوذره میکرولیتر 40 افزودن از پس و یابدمی کاهش نشرفلورسانسی شدت، MWCNT مقدار افزایش با. نشر فلورسانسی بررسی شد

MWCNT ،.خاموشی کامل نشر فلورسانسی مشاهده شد 
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های سنتتیک در زمانمکمل در حضور رشته هدف   FAM-Lprobe+ MWCNTفلورسانسی نانوحسگر زیستی نشری طیر  7شکل 

 هایزمان سنتتیک، در مکمل هدف رشته حضور (در ssDNA + MWCNT FAM-) زیستی نانوحسگرطیر نشری فلورسانسی  .مختلر

زمان بهینه هیبریداسیون شد و پس از آن طیر نشری فلورسانسی ثابت شده و  دقیقه، 8مختلر، بررسی شد. در حضور توالی هدف، زمان 

 ای در آن مشاهده نشد.ملاحظهتفاوت قابل
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نشری  طیر (الر تارگت.  DNAی مختلرهاغلظتدر حضور  FAM-Lprobe+ MWCNTطیر فلورسانسی نانوحسگر زیستی  8شکل

ی هاغلظت، آوردن زمان بهینه هیبریداسیون دستبه. پس از تارگت DNA ی مختلرهاغلظتدر حضور نانوحسگرزیستی فلورسانسی 

برگشت نشر فلورسانسی بیشتری مشاهده ( pM)10 میکرولیتر از توالی هدف با غلظت 50. در حضور شدتارگت بررسی  DNA مختلر

که پاسخ بیوسنسور در حضور  دهدمینشان تارگت  DNAی مختلر هاغلظتمنحنی کالیبراسیون در حضور منحنی کالیبراسیون.  (ب شد.

 .دهدمیمیکرومولار را نشان  0.07تا  0.01تارگت پاسخ خطی بوده که گستره خطی  DNAی بررسی شده از هاغلظت
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سخ سی پا سان سور فلور سن سبت نانوبیو  یهاغلظت به ن

سی cDNA مختلر شرشدت . شد برر سی ن سان  در فلور

 داده نشگگان 8 شگگکل در cDNA های مختلرغلظت مقابل

ست شده شان که ا سی با شدت دهدمی ن سان شر فلور  ن

ظت  بدمی افزایش ،cDNAافزایش غل نه . یا ظت بهی غل

DNA  لوتحلیمیکرولیتر محاسگگبه شگگد. تجزیه 50تارگت 

 لتفرمپ پذیریاختصگگگاصگگگیت وگزینش مطالعه برای کیفی

سخ گیریاندازه با APCسنجش  سی پا سان سگر  فلور ح

ستی سبت زی  انجام غیرمکمل نیز DNAیک  و cDNAبه  ن

 . شد

 یزیسگت طیر فلورسگانسگی نانوحسگگر نتایج 9 در شگکل

FAM-Lprobe+ MWCNT  برای تشگگخیص ژنAPC  در

 نمونه بیمار نشان داده شده است.  5سرم  حضور

 حسگگگرهای ،تشگگخیصگگی عملکرد، مقایسگگه 3در جدول 

 فلورسنتی و حسگر مورد مطالعه ارائه شده است. زیستی

است روش انجام نشان داده شده  3همانطور که در جدول 

نتایج  ،های موجودروش سگگایردر مقایسگگه با  ،این پژوهش

 و LOD در این مطالعه، قابل قبولی را ارائه کرده اسگگگت.

LOQ بیوسگگنسگگور DNA 1.12 ترتی  تکی به صگگورتبه 

 .شدتعیین  میکرومولار 3.2 و نانومولار

 

 

 
 الف                                                                     ب                                                       

و سه نمونه  نمونه بیمار 5سرم  در حضور APCبرای تشخیص ژن    FAM-Lprobe+ MWCNTطیر فلورسانسی نانوحسگر زیستی  9شکل

 نمونه بیمار پنجسرم  در APC ژن تشخیص برای بیوسنسور کاربرد ارزیابی برای یفلورسانس طیر (الر .سرم افراد سالم )نمونه کنترل(

 آماری وتحلیلتجزیه (ب .(p>0.05) شد مشاهده شاهدنمونه  با مقایسه در توجهیقابل یفلورسانسکه نشر. نشان داده شده است مختلر

نشان Error bars .شد انجام ارامتریکغیرپ طرفهیک ANOVA آماری وتحلیلتجزیه برای. ی کنترل )سرم افراد سالم(هانمونهو  اصلی یهانمونه

 P<0.0001**** و P<0.05 ، **P<0.01، ***P<0.001*. است SD ± میانگین دهنده

 

 گیریبحث و نتیجه -4

مطالعه، از پلتفرم بیوسنسور برای تشخیص توالی این در

نشاندار  ssDNA، استفاده شد. پروب APCاختصاصی ژن 

 کاوشگر عنوانبه FAMشده با ماده فلوئوروفور 

APCژن تعیین همچنین. [19]انتخاب شد APC براساس 

شد. برای افزایش  انجام فلوریمتری DNA بیوسنسور

در ابتدا ، DNAپذیری و حساسیت بیوسنسور  تکرار 

کربنی  ی فلوئوروفور بر روی نانوذرههامولکول

MWCNT  تجما یافتند، که این یک روش جدید برای

 نظر در با بعدی، مرحله است. در DNAساخت بیوسنسور 
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 از ssDNA پروب بازهای و فلوروفور تعامل بین گرفتن

 ینب هیدروژنی پیوند که شد فلورسانسی ثابت طریق

است. با  شده تشکیل ssDNA پروب بازهای و فلوروفور

 شدتهیه  MWCNT-ssDNAکونژوگه ، MWCNTافزودن 

تائید  EDXو آنالیز  SEMو با میکروسکوپ الکترونی 

 .[24]شد

 

  DSN یگنالس تقویت بر مبتنی فلورسنتی زیستی حسگرهای و فلورسنتی زیستی حسگرهای تشخیصی عملکرد مقایسه 3جدول 

Fluorescent Materials Targets Linear Interval (pM) 
Limit of 

Detection (pM) 
Ref. 

DNA-AgNCs miR-141 5 × 103–1 × 105 2.5 × 103 [29] 

Protonated phenyl-doped carbon nitride, ROX miRNA-224 103–2 × 104 200 [30] 

FAM, TAMRA miRNA-21 102–2 × 104 73 [31] 

NMM, DAPI miRNA-21 10–4.5 × 104 3.1 [32] 

Chameleon Ag NCs miR-17-5p 10–104 2.8 [33] 

CDs, FAM miRNA-21 50–104 1 [34] 

CdTe QDs, FCMMs let-7a 2–2 × 102 0.1 [35] 

Boron doped g-C3N4 nanosheets, Cu NCs miR-582-3p 0.2–1 0.049 [36] 

FAM let-7a 0.5–5 × 102 0.4 [37] 

FAM miRNA-21 0.1–1 × 103 0.1 [38] 

FAM let-7b 0.5–103 0.16 [39] 

FAM miRNA-141 5–103 0.42 [40] 

FAM let-7a 0.1–2 × 103 0.06 [41] 

Hairpin structure molecular beacons let-7a 1–104 0.0325 [42] 

MWCNTs@Au NCs, Atto-425 miR-92a-3p 0.1–10 0.031 [28] 

 

MWCNTs@prob FAM 
apc   

This 

work 

نشگگگاندار  ssDNA پروب به cDNA ، MWCNTغیاب در

متصگگل شگگده و نشگگر فلورسگگانسگگی آن را  FAMشگگده با 

ندمیخاموش  بل، . درک قا یداسگگگیون طول در م  در هیبر

 از سگطح FAM پروب نشگاندار شگده با ،cDNA حضگور

MWCNT آزاد شده و یک کمپلکس DNA  را ایرشتهدو 

و برگشت نشر فلورسانسی  دهدمی تشکیل هدف توالی با

 حسگر توسعه و طراحی مطالعه این از هدف .شودمیدیده 

 برای کربنی نانوذرات و DNA رب مبتنی نوری زیسگگگتی

 از اسگگگتفاده با کولورکتال سگگگرطان زودهنگام تشگگگخیص

 .بود ctDNA در APC تشخیص

هه فت ،اخیر هاید بل پیشگگگر  تشگگگخیص در توجهیقا

 .[20]است داشته زیستی حسگر توسط CRC بیومارکرهای

 الکتروشگگیمیایی، نوع سگگه به بیوسگگنسگگورها کلی طوربه

 حسگرهای .[21]شوندمی بندیطبقه فلورسنتی و مکانیکی

 رایب که هسگگتند تحلیلی ابزارهای ،فلورسگگانسگگی زیسگگتی

 یهانمونه در موجود زیسگگگتی یهامولکول شگگگناسگگگایی

 آنها. اندشگگده طراحی تهاجمی هایروش بدون بیولوژیکی

شخیص با سی جذب ت سط الکترومغناطی  یا هافلوروفور تو

سنت یهامولکول س  فلور  در .[22]کنندمی عمل داربرچ

 نانوذرات از فلورسگگانسگگی زیسگگتی حسگگگرهای طراحی

ستفاده نقره و طلا کربن، نانوذرات جمله از مختلفی  دهش ا

ست سیت و پذیریگزینش. ا سا سگرهای آنها، بالای ح  ح

سنتی سخ زمان دلیلبه را فلور  انتخاب یک شان بهکوتاه پا

 Farahani .[23]است کرده تبدیل بالینی تشخیص در عالی

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 b

io
t.m

od
ar

es
.a

c.
ir

 o
n 

20
25

-0
5-

05
 ]

 

                            13 / 18

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9312788/#B45-biosensors-12-00533
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9312788/#B46-biosensors-12-00533
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9312788/#B47-biosensors-12-00533
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9312788/#B48-biosensors-12-00533
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9312788/#B49-biosensors-12-00533
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9312788/#B50-biosensors-12-00533
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9312788/#B13-biosensors-12-00533
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9312788/#B25-biosensors-12-00533
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9312788/#B51-biosensors-12-00533
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9312788/#B52-biosensors-12-00533
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9312788/#B53-biosensors-12-00533
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9312788/#B54-biosensors-12-00533
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9312788/#B55-biosensors-12-00533
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9312788/#B56-biosensors-12-00533
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9312788/#B56-biosensors-12-00533
https://biot.modares.ac.ir/article-22-66299-fa.html


 1403بهار  ،2، شماره 15 دوره  مدرس تیترب دانشگاه یفناور ستیز

144 

کارانش،  یهو هم ناح طه متیلاسگگگیون در   از ژن bp18 راب

APC  با کمک نانوبیوسگگنسگگور فلئورسگگنتی و تشگگخیص به

و  Pan .[24] دادندموقا سگگگرطان را مورد بررسگگگی قرار 

در ژن  bp100 یی متیله شگگدهCPG همکارانش یک ناحیه

APC .سی کردند صو  در تعدادی از بیماری برر ها به خ

 ژن A1متیله دیده شگگده اسگگت. پروموتور  DNA سگگرطان،

APC جهت ردیابی توالی هدف DNA  مورد بررسگگی قرار

شده با بیوتین که حاوی  شاندار  گرفت. که از یک پروب ن

شده می CPG ناحیه سورمتیله  سن شد، روی سطح   SPR با

 5. شودیمو سپس با استرپتاویدین پوشیده  شودمیتثبیت 

شده با این  APC ژنی DNAپیکو مول از پروموتور  متیله 

جام این روش  مدت ان که  یابی اسگگگت  بل رد قا  1روش 

سرعت ساعت طول می شد. با این روش به راحتی و با  ک

ها خا  را در بیماری DNA ناحیه میتلاسگگگیون توانمی

 .[25] تشخیص داد

نشگگگان  2007درسگگگال و همکاران Zouدیگر  ایدر مطالعه

 DNA به خا  طوربهنوترکی   MBD دادند که پروتئین

له   هایپروتئین که از شگگگودمی شگگگگده متصگگگگل متی

MBDند برای  COMPARE-MS و MIRA ، MECP2مان

های پیشرفته در سرطان متیلاسیون تشخیصی هایسنجش

  .[26]است شده استفاده

در  و همکاران M. Darestani-Farahani 2018در سگگگال 

--بگا نگام آیوپگاک  جگدیگد فلوروفور یگکای، مطگالعگه
((thiophen-2-yl) methyleneamino)-5-(1H-indol-3-

yl)-4H-1,2,4-triazole-3-thiol 4-  که ند  را معرفی کرد

سور سی  DNA برای ساخت بیوسن  کارایی دلیلبهفلورسان

 در ادهاستف قابلیت و نشری خوب موج ، طولبالا کوانتومی

 APC ژن تعیین ،آبی اسگگگتفاده شگگگد. همچنین هایمحیط
ساس سور  برا سن شد. در ابتدا  انجام فلوریمتری DNAبیو

ی فلوئوروفور بر روی نانوذره طلا تجما یافتند هامولکول

سور ربرای افزایش تکرا سن سیت بیو  ،DNAپذیری و حسا

 DNAکه این یک روش جدید برای سگگاخت بیوسگگنسگگور 

له اسگگگت. در عدی، مرح مل بین گرفتن نظر در با ب عا  ت

سانس طریق از ssDNA پروب بازهای و فلوروفور و  فلور

 بین هیدروژنی پیوند که شگگگد ثابت  FTIRسگگگنجی طیر

اسگگت.  شگگده تشگگکیل ssDNA پروب بازهای و فلوروفور

آماده شده  DNAبه بیوسنسور  ssDNAوقتی توالی تارگت 

اضگگافه شگگد نشگگر فلورسگگانسگگی با افزایش غلظت تارگت 

ssDNA  .شدت تغییراتافزایش پیدا کرد س در  سان  یفلور

 اسگگگگت. این خطی صگگگورتبگگه ssDNA غلظگگت بگگا

سور سن ساس یک DNA نانوبیو ساده، ح  سریا و روش 

ظت توالی تعیین برای نه در APC ژن غل  واقعی یهانمو

  .[27] پلاسما را نشان داد

 و همکاران یک حسگگگگر Zhiwei Sun ای دیگردر مطالعه

و  دیواره های چندزیسگگگتی فلورسگگگنتی مبتنی بر نانولوله

به کمک  (MWCNTs@Au NCsنانوکلاسگگگترهای طلا )

 برای (DSN) دوبلکس توسگگگط نوکلئاز سگگگیگنال تقویت

که   miRNAتشگگگخیص  ند.   miR-92a-3p طراحی کرد

 از شگگده اسگگتخراجو ( CRC) کولورکتال سگگرطان با مرتبط

 MWCNTs@Au .شد انتخاب هدف عنوانبه هااگزوزوم

NCs فلورسگگانسگگی و کننده نشگگرخاموش دوگانه عملکرد 

 .[28] دهدمی برگشت آن را انجام

عه طال ئه و طراحی بر ما م نه روش یک ارا  بر مبتنی بهی

 در. بود متمرکز  APCتشگگخیص ژن برای زیسگگتی حسگگگر

نشگگگاندار کردن  برای FAM فلورسگگگنتی رنگ مطالعه، این

 .شد استفاده ،APCر کاوشگ

 کاوشگر. شد تثبیت MWCNT سطح روی APC کاوشگر

سی در  دارای سان شر فلور شینه ن  که با بود، نانومتر 520بی

 افزودن از بعد. شگگد خاموش MWCNT سگگطح در تثبیت

 نشگگگر هیبریداسگگگیون، واکنش انجام و پروب مکمل توالی

 شگگدت نشگگر تغییرات. شگگد ظاهر فلورسگگانسگگی دوباره

 بود. این خطی صگورتبه ssDNA غلظت با فلورسگانسگی

سور سن ساده،  یک DNA نانوبیو ساسروش   سریا و ح

ظت توالی تعیین برای نه در APC ژن غل  واقعی یهانمو

 پلاسما را نشان داد.
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 و بالا پایداری قوی، پذیریگزینش دلیلبه APC بیوسنسور

 قاتیتحقی کاربردهای برای قوی ابزاری خوب، تکرارپذیری

صی و شخی ست ت  که گرفت نتیجه توانمی مطالعه این از. ا

APC در توان می را ctDNA نانوحسگگگرها از اسگگتفاده با 

 رتومو نشگگانگرهای تشگگخیص در قدرتمند ابزاری عنوانبه

قادر به شناسایی جهش در  APC بیوسنسور .کرد شناسایی

یه  نداز طریق  p.E1309fs, c.3927delAAAGAناح  فرای

رود حسگر طراحی نتایج نشان داد انتظار می لایگیشن بود.

 APCو سگگگاخته شگگگده بتواند با توالی اختصگگگاصگگگی ژن 

انجام دهد و در نتیجه شدت نشر  توجهیقابلهیبریداسیون 

ای مربوط به هیبریداسگگیون ثبت ملاحظهفلورسگگانسگگی قابل

 شود.

 سپاسگزاری

نویسگگندگان از دانشگگگاه آزاد اسگگلامی واحد تهران شگگمال 

شکر و قدردانی دارند.  صل کمال ت ساله این پژوهش حا ر

تهران شگگمال با کد  واحد لامیدانشگگگاه آزاد اسگگ دکتری
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Abstract 

APC gene in ctDNA has been proposed as a potential biomarker for cancer 

diagnosis. A biosensor based on a multi-walled carbon nanotube (MWCNT) and 

DNA probe with fluorophore FAM (6-carboxyfluorescein) for detection of APC 

gene in ctDNA was developed to identify patients with colorectal cancer (CRC). 

This method was designed based on the adsorption and immobilization of FAM-

labeled single-stranded DNA (ssDNA) on MWCNT, which leads to the 

quenching of FAM fluorescence emission. By adding its cDNA could release 

single-stranded DNA probe (ssDNA) from the MWCNT surface and a double-

stranded DNA (dsDNA) was formed. It led to the return of FAM fluorescence 

emission. While in the case of non-complementary DNA the corresponding 

dsDNA was not formed and therefore we did not have the return of FAM 

fluorescence emission. The results of this study showed that the biosensor based 

on carbon nanotubes can be used as a high-sensitivity method for the early 

detection of CRC. 

 

Keywords: Biosensor, Carbon nanoparticles, APC  
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