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تشخیص بیومارکرهای miRNA با استفاده از نانوذرات طلا
مهسا مختاری1، مهدی ارجمند2*، مهدی رهایی جهرمی3، علیرضا نیک فرجام4

11 گروه1مهندسی1گروه1بیوتکنولوژی1،1دانشکده1فنی1و1مهندسی،1دانشگاه1آزاد1اسلامی1واحد1علوم1و1تحقیقات1تهران.
21 گروه1مهندسی1شیمی،1گروه1بیوتکنولوژی،1دانشکده1فنی1و1مهندسی1،1دانشگاه1آزاد1اسلامی1واحد1علوم1و1تحقیقات1تهران،1ایران.
31 گروه1علوم1زیستی،1دانشکده1علوم1و1فنون1نوین،1دانشگاه1تهران.
41 گروه1مهندسی1سیستم1و1مکاترونیک،1دانشکده1علوم1و1فنون1نوین،1دانشگاه1تهران.

چکیده
سابقه و هدف:کشف1اخیر1راجع1به1اینکه1"بیان 11miRNAدر1بیش1تر1مواقع1در1سرطان1دچار1تغییر1می1شود"1و1از1آنجایی1که1امروزه1سرطان1
دومین1عامل1مرگ1و1میر1انسان ها1در1جوامع1بشری1است،1مسیر1جدیدی1از1تحقیقات1را1باز1نموده1است.1در1چندین1سال1گذشته، از1رویکرد1
بسیار1متفاوتی1نسبت1به1توسعه1انواع1روش1های1مختلف1تشخیص1بیومارکرهای1miRNA1استفاده1شده1است.1به1طور که1در1طول1دهه1گذشته1

پیشرفت1های1زیادی1در1استفاده1از1روش1های1نانو1جهت1تشخیص1مولکولی1حاصل1شده1است.1
مواد و روش ها:برای1تهیه1نانوذره1های1طلا،1نسبت1مشخصی1از1سدیم1سیترات1و1HAuCl43H2O1با1یکدیگر1ترکیب1نموده.1میانگین1قطر1
نانوذره1های1طلا1با1استفاده1از1دستگاه1زتا سایزر1محاسبه1شد.1سپس1نسبت1های1مشخصی1اولیگونوکلئوتید1به1نانوذرات1اضافه1نموده1و1نانوپروب1

ساخته1شده1در1معرض1توالی1هدف1قرار1گرفت1و1نواسانات1پلاسمون1سطحی1با1استفاده1از1دستگاه1طیف1سنج1مرئی-فرابنفش1بررسی1گردید.
یافته ها:میانگین1قطر1نانوذرات1طلای1سنتز1شده1با1کمک1دستگاه1زتا سایزر1اندازه1گیری1شد1که1201نانومتر1به1دست1آمد.1غلظت1بهینه1
اولیگونوکلئوتید1برای1اتصال1به1نانوذرات1با1استفاده1از1دستگاه1طیف1سنج1مرئی-فرابنفش1حدودpM1 15به1دست1آمد.1حد1تشخیص1این1روش1برای1

1miRNAسنتز1شده1تک1رشته1ای1با1طول1mer1 1،23در1حدودpM1 15می1باشد.

نتیجه گیری: این1بررسی1نشان1داد،1تهیه1نانوذرات1طلا1با1استفاده1از1روش1کاهش1سیترات1جهت1تشخیص1بیومارکرهای1miRNA1با1استفاده1
از1خاصیت1SPR1نانوذرات1طلا1میسر1می1باشد.

کلمات کلیدی: سرطان،1بیومارکر،1 ،1نانوذرات1طلا

مقدمه

مجله1تازه1های1بیوتکنولوژی1سلولی1-1مولکولی
1دوره1ششم،1شماره1بیست1و1دو1-1بهار13951
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مسئول1نویسنده:1گروه1مهندسی1شیمی،1گروه1بیوتکنولوژی،1دانشکده1فنی1و1

مهندسی1،1دانشگاه1آزاد1اسلامی1واحد1علوم1و1تحقیقات1تهران،1ایران
پست1الکترونیکی:11

تاریخ1دریافت:1393/09/041
تاریخ1پذیرش:1394/02/091

mrahaiee@yahoo.com

MicroRNAها1یاmiRNAs(1(1مولکول1های1RAN1کوچکی1هستند1

با1طولی1حدود1181تا1251نوکلئوتید1که1قادر1به1تعدیل1و1اصلاح1ژن1ها1
در1گیاهان1و1حیوانات1می1باشند.(13) .

 Caenorhabditis(1اولین1بار1در1سال119931در1کرم1نماتود1سی1الگانس
1mRNA11گزارش1شد1که1بهlin-411به1نامRNA11ژن1یک1ریز،)elegans

1mRNA11متصل1می شود1و1موجبات1مهار1ترجمه1اینlin-41سازنده
را1فراهم1می1آورد.1

1RNA ریز1 یک1 همکارانش1 و1 1Ruvukun 1،2000 سال1 در1 سپس،1
دیگر1به1نام1Let-71را1در1همان1کرم1شناسایی1کردند.1گفتنی1است1

که1توالی1Let-71از1کرم1تا1پستانداران1حفظ1شده1و1ثابت1باقی1مانده1
است.1این1ریزRNA1ها1به1عنوان1تنظیم1کننده1های1زمان1رشد1و1نمو1
سلولی1عمل1می1کنند.1گروهRuvukun1،1به1نحو1گسترده1ژن1های1
هم1ساخت1Let-71را1در1جانوران1دیگر1از1جمله1موش1و1انسان1کشف1

کردند(12،2.)
کشف1 miRNAها1 تشخیص1 برای1 روش1 چندین1 امروز،1 به1 تا1
دار1 برچسب1 پروب1 با1 1Northern blot آنالیز1 جمله1 از1 است.1 شده1
با1 باشد.1 می1 1(15،3) 1PCR روش1 1،Microarray-based1 )4،1،10)
این1وجود1هیچ1یک1از1این1روش1ها1کامل1نبوده1و1هر1کدام1دارای1
محدودیت1هایی1می1باشند.1بنابراین1انتخاب1مناسب1ترین1روش1برای1
تشخیص1miRNA1به1طور1عمده1به1زمینه1تجربی1خاصی1بستگی1
باید1دارای1 1miRNA1آنالیز ایده1آل1 این1وجود،1روش1 با1 دارد(16).1

چندین1خصوصیت1باشد:
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 برای1آنالیز1کمی1miRNA1حتی1با1مقادیر1کم1مواد1برای1آزمایش،1	
به1اندازه1کافی1حساس1باشد

 به1اندازه1کافی1specific1بوده1تا1تفاوت1های1تک1نوکلئوتیدی1بین1	
miRNAها1را1تشخیص1دهد

 باید1قادر1به1پردازش1نمونه1های1متعدد1به1صورت1موازی1باشد	
 و1سرانجام،1باید1روش1انجام1آزمایش1ها11ساده1بوده1و1نیازی1به1	

تجهیزات1و1امکانات1گران1قیمت1نباشد
در1چندین1سال1گذشته،1از1روی1کرد1بسیار1متفاوتی1نسبت1به1توسعه1
انواع1روش1های1مختلف1تشخیص1miRNA1استفاده1شده1است.1اکثر1

روش1های1تشخیصی1نیاز1به1دانش1قبلی1ازmiRNA1ها1دارد.
این1روش1ها1را1می1توان1در1فاز1محلول1)هیبریداسیون1در1محلول1
صورت1می1گیرد(،1فاز1جامد1)پروب1برای1هیبریداسیون1بر1روی1یک1
سطح1جامد1قرار1می1گیرد(1و1روش1های1هیبریداسیونin situ1،1تقسیم1
بندی1کرد(8،10.)1روش1هایی1که1در1فاز1محلول1استفاده1می1شوند،1
روش1های1آنالیز1سریع1تری1می1باشند،1در1حالی1که1روش1هایی1که1
در1فاز1جامد1صورت1می1گیرند1به1طور1کلی1برای1تجزیه1و1تحلیل1با1

توان1بالا1مورد1استفاده1قرار1می1گیرند.
به1 نیاز1 نیز1 پایین1بوده1و1 این1روش1ها1دارای1حساسیت1تشخیص1
پر1 و1 گیر1 وقت1 های1 روش1 نتیجه1 در1 دارند،1 زیادی1 مراحل1 تعداد1
زحمت1بوده1است1که1برای1تجزیه1و1تحلیل1معمول1miRNA1دشوار1
می1باشند.1بنابراین،1برای1اندازه1گیری1سریع1پروفایل1های1بیان1و1
تشخیصmiRNA 1ها،1به1طور1قابل1توجهی1سرعت1و1حساسیت1
نانو1 این،1پیشرفت1های1اخیر1در1فناوری1 بر1 مهم1می1باشد.1علاوه1
طراحی1بیوسنسور1و1تولید1انواع1نانو1ابزارها1را1برای1اهداف1بیولوژیکی1
میسر1کرده1است.1بنابراین،1از1نانوذرات1طلا ( GNPs)1به1طور1گسترده1
دلیل1 به1 تشخیصی1 کاربردهای1 برای1 بیوسنسورها1 از1 استفاده1 در1
 (SPR شکل،1اندازه1و1خواص1نوری1که1رزونانس1پلاسمون1سطحی
با1 نانوذرات1طلا1 ترکیب1 استفاده1می1گردد.1  (را1موجب1می1شود،1
اولیگونوکلئوتید1برای1ساخت1نانوبیوسنسورها،1امروزه1توجه1زیادی1
اتصال1 از1 استفاده1 با1 این1مطالعه،1 است.1در1 به1خود1جلب1کرده1 را1
نانوذرات1طلا1به1اولیگونوکلئوتیدها1و1استفاده1از1خاصیت1SPR1آن1
ها،1به1تشخیص1miRNA1مصنوعی1با1غلظت1کم1و1حساسیت1بالا1

پرداخته1شد.

مواد و روش ها
مواد

و1 1HEPES پودر1 1،)HAuCl43H2O(اسید تتراکلروآئوریک1 1،DTT

پروب1 گردیدند.1 خریداری1 سیگما1 شرکت1 از1 که1 سیترات1 سدیم1
الیگونوکلئوتید1با1طول1311نوکلئوتید1و1miR10-b1و1توالی1غیر1مکمل1

که1از1شرکت1BIONEER1خریداری1گردید.

سنتز نانوذره طلا 
روش1سنتز1به1روش1Turkovich1انجام1شده1است.1مقدار121میلی1لیتر1
11 mM1139سدیم1سیترات1را1به120میلی1لیتر1از1محلول mM1محلول
نمک1طلا1HAuCl43H2Oکه1در1حال1جوشیدن1است1اضافه1گردیده1

شد.1این1فرآیند1به1مدت1151دقیقه1به1طول1انجامید.
ساخت نانوپروب

1قبل1از1ساخت1نانوپروب1ابتدا1باندهای1دی1سولفیدی1تشکیل1شده1
در1انتهای1اولیگونوکلئوتیدها1که1به1علت1وجود1گروه1تیول)گروه1های1
1DTT1،N11سولفور1دار(1می1باشد،1احیا1شدند1و1برای1این1کار1از1محلول

استفاده1شد.)9(
سپس1601میکرولیتر1بافر1HEPES1یک1میلی1مولار1را1به1801میکرولیتر1
اولیگونوکلئوتید1اضافه1شد.1به1طور1تقریبی51-110دقیقه1زمان1داده1
شد1تا1نمونه1ها1در1دمای1اتاق1انکوبه1شوند.1سپس14001میکرولیتر1
نانوذره1طلا1به1استوک1اضافه1گردید.1برای1افزایش1راندمان1ساخت1
نانوپروب1از1محلول10/021مولار1NaCl1استفاده1شد.1به1این1صورت1
که1ابتدا1نیمی1از1محلول1NaCl1را1اضافه1کرده1سپس1ویال1حاوی1
نانوذره1طلا1و1اولیگونوکلئوتید1را1به1مدت201-130ثانیه1درون1دستگاه1
اولتراسونیک1قرار1داده.1پس1از1آن1محلول1به1مدت1201دقیقه1در1دمای1
اتاق1انکوبه1گردید،1سپس1باقی1مانده1محلول1NaCl1را1داخل1ویال1
ریخته1و1دوباره1محلول1حاصل1سونیکیت1گردید.1سپس1ویال1محتوی1
1rpm130001دور با1 دقیقه1 مدت1201 به1 را1 ساخته1شده1 نانوپروب1
سانتریفیوژ1کرده1و1سوپرناتانت1را1از1محیط1خارج1کرده1و1به1رسوبات1

ته1ویال1بافر1HEPES1اضافه1شد.)14،7(

بررسی واکنش نانوپروب با توالی هدف
پس1از1ساخت1نانو1پروب1ها1نوسان1های1پلاسمون1سطحی1نانوپروب1
ها1پس1از1میان1کنش1با1غلظت1های1مختلف1توالی1مکمل1مورد1بررسی1
1،5 pM1قرار1گرفته1و1با1حالت1آزاد1مقایسه11شدند.1لذا1غلظت1های
pM 11وfM1 1500از1توالی1هدف1تهیه1شد1و1به1مدت141ساعت1در1

دمای1401درجه1سانتی1گراد1برای1هیبریداسیون1با1نانوپروب1های1با1
غلظتpM1 15زمان1داده1شد.1در1این1آزمایش1می1توان1به1غلظتی1از1
توالی1مکمل1که1باعث1تجمع1نانوپروب1می1شود1دست1یافت.1لازم1به1
ذکر1است1که1نانوذره1های1طلا1با1داشتن1نوسان1های1پلاسمونیک1
بسیار1حساس1قادر1خواهند1بود1که1با1دقت1بالایی1به1شناسایی1توالی1
هدف1بپردازند.1لذا1در1غلظت1پایین1توالی1هدف1نیز،1تغییرهای1کامل1

مشهودی1در1طیف1جذبی1پروب1اتفاق1می1افتد.
اختصاصیت نانوپروب

اختصاصیت1نانوپروب1به1معنای1قدرت1تشخیص1اختصاصی1توالی1
هدف1و1عدم1اتصال1به1توالی1غیر1هدف1می1باشد.1قدرت1تشخیص1
نانوپروب،1به1توالی1خاص1آن1بستگی1دارد.1لذا1بدین1منظور1توالی1
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1غیر1اختصاصی1طراحی1شد1تا1این1فاکتور1مورد1بررسی1قرار1گیرد.
در1واقع،1این1فاکتور1یکی1از1مهم1ترین1عواملی1است1که1برای1کاربردی1
نمودن1نانوپروب1حائز1اهمیت1می1باشد.1بدین1منظور،1نوسان1های1
15 pM1پلاسمون1سطحی1نانوپروب1در1حضور1توالی1غیر1مکمل1با1غلظت

مورد1بررسی1قرار1گرفت.
یافته ها

تعیین اندازه نانوذرات 
 1Malvern1تعیین1اندازه1نانوذرات1با1استفاده1از1دستگاه1زتاسایزر1)مدل
120 nm11انجام1شده1و1میانگین1سایز1ذرات1حدود)Instruments Ltd

گزارش1گردید.
ساخت نانوپروب

برای1ساخت1نانوپروب1با1افزودن1اولیگونوکلئوتید1با1غلظت1های5,1 ,11 
 10وpM1   15به1نانوذره1طلا،1کاهش1در1میزان1جذب1نانوذره1و1نیز1

تمایل1طیف1جذبی1به1سمت1طول1موج1های1قرمز1با1استفاده1از1دستگاه1
UV-1PG INSTRUMENT1T601طیف1سنج1مرئی-فرابنفش1)مدل

Vis(1مورد1بررسی1قرار1گرفت.

1در1غلظت1های1بالا،1کاهش1نوسان1های1پلاسمونیک1آن1قدر1زیاد1است1
که1حساسیت1نانوبیوسنسور1را1پایین1آورده1و1آن1را1به1سمت1تجمع1
غیراختصاصی1سوق1می1دهد.1بنابراین1غلظت1بهینه1اولیگونوکلئوتید1

برای1میان1کنش1با1نانوذرهpM1 15می1باشد.

شکل1:1طیف 1UV-Visحاصل1از1اتصال1اولیگونوکلئوتید1به1نانوذره1طلا1و1بهینه1

سازی1غلظت1اولیگونوکلئوتید

واکنش نانوپروب با توالی هدف
نوسان1های1پلاسمونیک1نانوپروب1در1حضور1غلظت1های1مختلف1
توالی1هدف1نشان1داده1با1افزایش1غلظت11توالی1مکمل1طیف1جذبی1
نانوساختار1با1روند1منظمی1کاهش1یافته1است1که1در1مورد1نوسان1های1
پلاسمون1سطحی1نانوپروب1به1وضوح1مشخص1است.1در1غلظت1های1
بالایpM1 11از1توالی1هدف1پدیده1تجمع1غیر1اختصاصی1نانوپروب1به1
تدریج1آغاز1شد1که1در1غلظتpM1 15از1آن1به1طور1واضح1مشهود1است.

شکل1:2طیف 1UV-Visحاصل1از1تشخیص1توالی1هدف

اختصاصیت نانوپروب
به1منظور1نشان1دادن1اختصاصیت1نانوپروب،1در1حضور1توالی1های1
مکمل1و1غیر1مکمل1پروب،1به1بررسی1تغییر1های1رخ1داده1در1طیف1
جذبی1پرداخته1شد.1در1حضور1توالی1غیرمکمل1تغییر1های1چندانی1
در1طیف1جذبی1نانوپروب1اتفاق1نیفتاده1است.1کاهش1بسیار1کم1طیف1
اتصال1 به1 توان1 را1می1 توالی1غیرمکمل1 نانوپروب1در1حضور1 جذبی1
فیزیکی1و1غیراختصاصی1الیگونوکلئوتیدها1روی1سطح1نانوساختارهای1
طلا1نسبت1داد.1این1در1حالی1است1که1در1حضور1توالی1مکمل،1نوسان1

های1پلاسمونیک1نانوپروب1به1طور1کامل1تحت1تاثیر1قرار1گرفت.

شکل1:3طیف 1UV-Visحاصل1از1تشخیص1توالی1غیر1مکمل

بحث
miRNA1در1سال1های1اخیر1استراتژی1های1مختلفی1جهت1تشخیص
ها1با1استفاده1از1نانوذرات1توسعه1داده1شده1است.1تمام1این1روش1ها1
روش1های1مستقیم1بوده.1در1سال1های1اخیر1تعدادی1از1روش1های1
مبتنی1بر1نانوتکنولوژی1بر1پایه1ی1روش1های1الکتریکی1ارائه1شده1

است.
در1سال12005Gao Z.1و1Yang Z.1با1استفاده1از1تگ1های1نانوذرات1
با1استفاده1از1یک1 الکتروکاتالیتیک1که1بر1اساس1تقویت1شیمیایی1

www.sid.ir


www.SID.ir

Arc
hive

 of
 S

ID

تازه های بیوتکنولوژی سلولی - مولکولی دوره ششم، شماره بیست و دو - بهار 1395، تشخیص بیومارکرهای ...

32

نانوذرات1OsO21می1باشد.1 ایندیوم1و1برچسب1 الکترود1اکسید1قلع1
در1این1روش1ابتدا1miRNA1با1سدیم1پریودات1اکسید1شده1سپس1
بر1روی1الکترود1فرآیند1هیبریداسیون1با1پروب1DNA1رخ1می1دهد.1
سپس1سیگنال1از1طریق1واکنش1miRNA1با1نانوذرات1OSO21تقویت1
می1شود.1با1این1روش1می1توان1مقدار1801fM1از1مقدار1miRNA1را1
1mir-13911و mir-106 1تشخیص1داد.1این1روش1برای1آنالیز1و1تشخیص

در1Total RNA1استخراج1شده1از1سلول1استفاده1شده1است.(17)
برپایه1ی1روش1های1 را1 همان1گروه1در1سال120071روش1دیگری1
شیمیایی1بر1اساس1پلت1فرم1میکروسکوپی1ساخته1شده1با1طلا1و1
میکروالکترودهای1تیتانیوم1که1چاهک1هایی1در1میان1آن1تعبیه1شده1
بود،1توسعه1دادند.1در1این1روش1پروب1های1نوکلئیک1اسید1به1صورت1
شیمیایی1داخل1این1چاهک1ها1ثابت1می1شوند1و1هیبریداسیون1با1
نانوسیم1 میزان1هدایت1 ترتیب1 این1 به1 افتد.1 اتفاق1می1 miRNAها1

با1پروب1دارد.1 با1مقدار1miRNA1هیبرید1شده1 ارتباط1مستقیم1 ها1
از1Total RNA1استخراج1شده1از1سلول1های1سرطانی،1 با1استفاده1
1miRNAهدف1در1محدودهfM1 110تاpM1 120اندازه1گیری1شده1

است(6) 
miRNA11و1همکارانش1روشی1را1برای1تشخیصFang120061در1سال
ها1بر1اساس1SPRI1به1کار1بردند.1آن1ها1در1این1روش،1به1توصیف1
1LNA1ها1در1میکروآرایه1هایmiRNA روشی1جدید1برای1شناسایی
از1تکنیک1تصویربرداری1رزونانسی1 با1استفاده1 و1 110 fM1با1غلظت
از1 ترکیبی1 متدولوژی1 این1 پرداختند.1 1(SPRI) سطحی1 پلاسمون1
1SPRI111و1سنجش1های(A)ماهیت1شیمیایی1آنزیم1های1سطحی1پلی
نانوذرات-1تقویت1شده1را1به1کار1می1گیرد.1این1متدولوژی1فوق1حساس1
در1تعیین1غلظت1های1miRNA11ها1در1یک1نمونه1کل1RNA1از1بافت1

کبد1موش1مورد1استفاده1قرار1گرفت)5).
به1منظور1استفاده1از1یک1روش1با1حساسیت1بالا1که1نیازی1به1ابزار1
های1پیچیده1و1گران1قیمت1نداشته1باشد،1Yang1و1همکارانش1یک1
روش1کالریمتریک1بر1اساس1نانوذرات1طلا1ارائه1دادند.1در1این1روش1
به1دو1پروب1نیاز1است،1پروب1بیوتینه1شده1و1پروب1نانوذرات1طلا1که1
به1miRNA1هدف1هیبرید1می1شود.1سپس1ترکیب1این1دو1بر1روی1
میکروپلیت1هایی1که1با1streptavidin1پوشانده1شده1اند،1جذب1می1
شوند1و1سیگنال1نانوذرات1جذب1شده1با1استفاده1از1رنگ1جذب1شده1

توسط1میکروپلیت1خوانده1می1شود.
با1این1روش، 1miR-122a/miR-128در1Total RNA1استخراج1شده1
از1مغز1موش1و1بافت1کبد1تشخیص1داده1شد1و 1miRNA1-122aبا1حد1

تشخیصfM1 110و1یا211نانوگرم1از1Total RNA1محاسبه1شد)18(
روشی1که1این1پژوهش1برای1تشخیصmiRNA1ها1استفاده1شد1مبتنی1
بر1نانوتکنولوژی1بوده1و1در1فاز1مایع1می1باشد.1و1با1توجه1به1نتایجی1که1
به1دست1آمد1این1روش،1در1مقایسه1با1روش1های1ذکر1شده1یک1روش1

کاربردی1با1هزینه1عملیاتی1به1طور1نسبی1پایین1و1با1دقت1تشخیص1در1
حدpM1 15در1نمونه1سنتز1شده1می1باشد.

سپاسگزاری
تمامی1مراحل1آزمایشگاهی1در1آزمایشگاه1نانو1و1علوم1زیستی1دانشکده1
علوم1و1فنون1نوین1دانشگاه1تهران1انجام1شده1است. بدین1وسیله1از1
استاد1ارجمند1جناب1آقای1دکتر1مهدی1رهایی1جهرمی1که1با1تمام1

وجود1همکاری1لازم1را1داشته1اند،1تقدیر1و1تشکر1به1عمل1می1آید.
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