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  دانشگاه آزاد اسلامي پزشكيعلوم جله م
  40تا  30صفحات ، 92بهار، 1، شماره 23 ورهد

  

بدون آنزيم براي تعيين مقدار سيستئين و استيل حسگر آمپرومتري توسعه زيست
 سيستئين

 3حسين هلي، 2و1ستاراحمدينغمه 

 
  نشگاه علوم پزشكي شيرازدا دانشكده داروسازي، ي،ياستاديار بيوفيزيك، مركز تحقيقات علوم دارو 1
   دانشگاه علوم پزشكي شيراز دانشكده پزشكي، پزشكي، و مهندسي استاديار بيوفيزيك، گروه فيزيك 2
  پژوهشكده مكانيك شيراز، سازمان فضائي ايراناستاديار شيمي، 3

  چكيده
اربرد آنها در طراحي زيست حسگرها انجام اي در زمينه خواص جالب نانوذرات و كهاي اخير تحقيقات گستردهدر سال :سابقه و هدف

سادگي ساخته شده و براي تعيين تركيبات سولفيدريلي قابل اطمينان باشند، ه ي كه بيدر اين بين، توسعه زيست حسگرها. شده است
تئين سيس- L-استيل- Nدر اين تحقيق، يك زيست حسگر بدون آنزيم براي تشخيص سيستئين و . اي برخوردار استاز اهميت ويژه

 .طراحي شد
نانوذرات با هسته اكسيد آهن و پوسته كبالت هگزاسيانوفرات ساخته و به عنوان مبدل سيگنال زيست حسگر  :يسروش برر 

  . كار رفته آمپرومتري ب
د نشان نانوذرات رفتار ردوكس برگشت پذيري ارائه كرده و فعاليت كاتاليتيكي موثري در برابر اكسايش سوبستراها از خو  :هايافته
  .دادند

سيستئين با موفقيت ثبت شد و زيست - L-استيل-Nپاسخ آمپرومتري زيست حسگر براي تعيين مقدار سيستئين و  :گيرينتيجه
 .كار گرفته شده ي، سرم، خون و ادرار بيهاي داروحسگر براي تشخيص و تعيين مقدار اين مواد در نمونه

  .سيستئين-L- استيل-N، زيست حسگر، نانوذره، سيستئين :واژگان كليدي

  

  1مقدمه
كنند كه اين خواص از نظـر  نانومواد خواص جديدي ارائه مي

ژيكي، به دليل اندازه كوچك، بسيار  فيزيكي، شيميايي و بيولو
ايـن خـواص   . تـر اسـت  متفاوت از مواد مشابه با اندازه بـزرگ 

، به )1(يا در اثر اندازه نانو است ناشي از بيشتر بودن سطح و 
پذيري اين مـواد افـزايش   اي كه با كاهش اندازه، واكنشهگون
حتي اين مواد از نظر خصوصـياتي همچـون هـدايت    . يابدمي

 .)1(الكتريكي و فعاليت كاتاليستي رفتار متفاوتي دارند 

                                                 
  ، پژوهشكده مكانيك شيراز، سازمان فضائي ايرانحسين هليدكنر : آدرس نويسنده مسئول

)email: hheli7@yahoo.com  (  
      22/3/91: تاريخ دريافت مقاله
  10/7/91 :تاريخ پذيرش مقاله

 Ai[B(CN)6]. nهاي سيانيد فلزي با فرمول عمومي كمپلكس

H2O )A  ،كاتيون فلز اصلي يا واسطهB  طه كاتيون فلـز واس ـ
ضريب اسـتوكيومتري   iباشد، مي Fe,Ru,Osكه عمدتا شامل 

ــاتيون  ــپلكس Aك ــيانيد و   CN، در كم ــروه س تعــداد  nگ
را به خـود  توجه زيادي ) مولكولهاي آب تبلور كمپلكس است

هـا  خصوصيات پليمرهاي ردوكس آلي، زئوليت. اندجلب كرده
بـه   )Intercalating compounds( و مواد اينتركليـت شـونده  

بررسـي ايـن   . شـود زمان در ايـن مـواد ديـده مـي    ورت همص
اي مورد توجه قرار گرفته اسـت  خصوصيات به شكل گسترده

در اين مواد ارتباط تنگاتنگي بـين سـاختار و خـواص    . )3،2(
سري از مطالعات در اين زمينه مشـتمل   شود و يكديده مي

بر تغيير خواص در اثـر تغييـر در سـاختار بـراي كاربردهـاي      
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هـاي سـيانيدي   به دليـل آنكـه كمـپلكس   . لف بوده استمخت
هـا  فلزي محيط مختلطـي دارنـد كـه در آن الكتـرون و يـون     

توانند خصلت يون گزيني داشته شوند، اين مواد ميجابجا مي
امكـان كنتـرل واكـنش    . و براي ساخت حسگرها به كار روند

شود تـا بتـوان از آنهـا در طراحـي     پذيري اين مواد باعث مي
  .ها و زيست حسگرها به خوبي استفاده كردحسگر
هاي اخير علاقه و توجه بسياري به طراحي، توصيف و در سال

در اين راسـتا، اسـتفاده از   . كاربرد زيست حسگرها شده است
هاي سيانيد فلزي سـاخته  ي كه با كمپلكسيزيست حسگرها

سـرعت زيـاد   . )4(شوند نيز بسيار مورد توجه بوده اسـت  مي
ي يترون و عدم انحلال هر دو فرم اكسـيدي و احيـا  انتقال الك
شـود تـا ايـن مـواد     هاي سـيانيد فلـزي باعـث مـي    كمپلكس

كانديداهاي خوبي براي ساخت زيست حسـگرها باشـند و در   
. )4(اين زمينه، از سيانيد فلزات مختلف استفاده شده اسـت  

از ميان سيانيدهاي فلزي مختلف، كبالت هگزاسـيانوفرات بـا   
باز زئوليتي، در كنار آبي پروس بسيار مورد توجه  يك ساختار

  .است
اي در اهميـت ويـژه  ) هـا سولفيدريل(تركيبات آلي گوگرددار 

بيولوژي و پزشكي داشته و مطالعه بـر روي آنهـا در بررسـي    
. )5(هـا مـؤثر اسـت    فعاليت فيزيولوژيكي و شناخت بيمـاري 

ر سيستئين يك آمينو اسيد گوگرددار است كه نقش مهمي د
هاي بيولوژيكي به دليل پيوند آن به تركيبات مختلف سيستم

به علاوه، اين ماده . ها داردو مشاركت آن در تشكيل پروتئين
هـاي سيسـتم ايمنـي ايفـا     نقش مهمي در ارتباط بين سلول

همچنين اين ماده دهنـده گـوگرد در بيوسـنتز    . )6(كند مي
 بدوپترينگوگرد و كوفاكتورهاي مولي - هاي حاوي آهنخوشه

از جملـه   ينقصان سيستئين باعث مشكلات متعدد. باشدمي
تصلب شرائين، سرطان خون، سـرطان دهانـه رحـم، ديابـت،     

هـاي  هـاي پوسـتي، بيمـاري   مسموميت، آب مرواريد، بيماري
    كبــدي، كــاهش رشــد، آلزايمــر، پاركينســون، ســكته و ايــدز 

هاي ها در محيطاين تركيب مدلي از پروتئين. )7- 9(شود مي
از ايـن رو، تعيـين مقـدار ايـن     . )10(بيولوژيكي نيـز هسـت   

تركيب با حساسيت بالا يكي از موارد مهم در مسير مطالعات 
هــاي تعيــين مقــدار آن بــا بيولــوژيكي اســت و توســعه روش

و بـاليني  استفاده از حسگرها و زيست حسگرها براي اهـداف  
  . تجاري مهم است

N -استيل -L -ه شـده سيسـتئين   سيستئين يك مشتق استيل
. )11(هاي بيولوژيكي نقش مـؤثري دارد  است كه در سيستم

اكسـيداني داشـته و در اثـر متـابوليزه     اين ماده فعاليت آنتـي 
شـود كـه سـنتز گلوتـاتيون را     شدن به تركيباتي تبديل مـي 

اين ماده يك جاروبگر راديكال آزاد است كـه  . كندتسريع مي
- N .)12(بـرد  بـين مـي   هاي واكنش پذير اكسيژن را ازگونه

سيستئين نقش محافظتي در برابر تابش داشـته و  - L- استيل
هـاي  اين تركيب مخاط را در بيمـاري . ي استييك ماده دارو

 هـاي كبـدي ناشـي از   كنـد و از مسـموميت  ريوي رقيق مـي 
اين مـاده  . كنداستامينوفن جلوگيري ميمصرف بيش از حد 

ن، آنفولانزا، اثرات ي مثل سندروم شوگريهادر درمان بيماري
. )13(رود به كـار مـي   Cترك سيگار، تيك عصبي و هپاتيت 

هاي مزمن ريوي، التهاب چنين اين ماده در درمان بيماريهم
  .معده، گلودرد و حملات قلبي كاربرد دارد

هـاي  سيسـتئين بـه روش  - L- اسـتيل -  Nو سيستئينتاكنون 
متري و كروماتوگرافي، اسپكتروسكپي، فلـوريمتري، پتانسـيو  

امـا هريـك از   . )14- 25( گيري شده اسـت آمپرومتري اندازه
- به عنوان مثال، روش. هاي گزارش شده اشكالاتي دارندروش

هاي كروماتوگرافي و فلوريمتري نيازمند تجهيزات پيچيده و 
ها مستلزم انجـام  گيري با اين روشگران قيمت بوده و اندازه

 يي بـازده كـامل  فرايندهاي مشتق سازي است كه مشتق ساز
ي ياز طــرف ديگــر، زيســت حســگرهاي الكتروشــيميا. نــدارد

گزارش شده تاكنون با اين مشكل روبرو هستند كه در تعيين 
سيستئين در - L- استيل-  Nو ها، سيستئينمقدار با اين روش

ايـن امـر زيسـت    . شوندهاي بسيار مثبت اكسيد ميپتانسيل
گيـري و  ر انـدازه ها دحسگر را با دو مشكل تداخل ديگر گونه

كه (جذب سطحي شدن اين دو ماده در سطح زيست حسگر 
رو،  از ايـن . سازدجه ميامو) شودباعث ناكارآمد شدن آن مي

ي لازم را در يي كـه كـارا  يتوسعه حسگرها و زيست حسـگرها 
در ايـن   .تعين مقدار اين دو ماده داشته باشند، ضروري است

ي تعيـين مقـدار   يك زيست حسگر بدون آنـزيم بـرا   ،مطالعه
ارائـه و خصوصـيات آن    سيستئين- L- استيل-  Nسيستئين و
     .بررسي شد

  
  مواد و روشها
 يـا سـيگما   ي به كـار رفتـه از شـركت مـرك    يكليه مواد شيميا

- قـرص . خريداري و بدون خالص سازي بيشتر استفاده شـدند 

. سيسـتئين از يـك داروخانـه تهيـه شـد     -L-اسـتيل - Nهاي 
سيستئين به روش زير ساخته -L-تيلاس- Nهاي تزريقينمونه
آب ليتـر  ميلي 10 سيستئين در-L-استيل- Nازگرم  2 :ندشد

پتاسـيم   %3/0سـديم كلريـد،    %9/0گلـوكز،   %5مقطر حـاوي  
 .تنظيم شد 4/7آن در  pHحل شده و  EDTA 1%كلريد و 

  )III(سنتز نانوذرات اكسيد آهن 
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فـزايش سـود   در هوا بـا ا ) III(و ) II(آهن هاي مخلوطي از نمك

 )III(قليايي شد تا براساس واكنش زير نانوذرات اكسـيد آهـن   
  Fe2+ + Fe3+ + O2 + 2OH-  Fe2O3 + H2O   (1) :تشكيل شود

البته قليايي شدن مخلـوط ايـن دو نمـك در ابتـدا منجـر بـه       
اما اين ماده در هوا بر اسـاس واكـنش   . شودمي Fe3O4تشكيل 
  2Fe3O4 + ½O2  3Fe2O3   (2) :شودتبديل مي Fe2O3زير به 

ي داشـته و بـراي   ياين نانوذرات نقش هسـته را در سـنتز نهـا   
  .مرحله بعد در خلا نگهداري شد

) III(هسته با هسته اكسيد آهن -سنتز نانوذرات پوسته
مبدل سيگنال زيست (و پوسته كبالت هگزاسيانوفرات  

  )حسگر
از M 1/0 محلولليتر ميلي 10 را در) III(نانوذرات اكسيد آهن 

Na3[Fe(CN)6]  شــاملmM10 HCl   وارد كــرده و مخلــوط
سـپس بـه ايـن    . دقيقـه بـه هـم زده شـد     30حاصل به مدت 

 mM10شـامل  M1/0 CoCl3محلـول  ليتـر  ميلـي  10 مخلوط،
HCl  بـدين  . دقيقـه ديگـر بـه هـم زده شـد      30افزوده و براي

سطح  ترتيب كبالت هگزاسيانوفرات به صورت يك لايه نازك بر
رسوب كرده و نانوذراتي بـا سـاختار   ) III(رات اكسيد آهن نانوذ

  .هسته را ايجاد كرد-پوسته

  تجهيزات 
هاي الكتريكـي در يـك سـل سـه الكتـرودي      گيريكليه اندازه

ــفات  ــافر فسـ ــاوي بـ ــد pH 4/7در  mM100حـ ــام شـ . انجـ
يـك  . بـود  پتانسيواستات مـورد اسـتفاده يـك دسـتگاه اتولـب     

و يـك الكتـرود كمكـي     Ag/AgCl, 3M KCl الكتـرود مرجـع  
هـاي ميكروسـكوپ   عكـس . پلاتيني مورد استفاده قرارگرفتنـد 

و  X-30 Philipsالكتروني روبشي توسـط يـك دسـتگاه مـدل     
 CEMميكروسكوپ الكتروني عبوري توسط يك دستگاه مـدل 

902A ZEISS  با ولتاژkV80 ثبت شدند.  

  ساخت زيست حسگر
ني و مبـدل  زيست حسگر با اختلاط پـودر كـربن، روغـن معـد    

وزني در يك هاون بـه مـدت    %5و  25، 75سيگنال به نسبت 
دقيقه و قرار دادن آن در حفره نوك يك ميله تفلوني تهيه  20
سطح زيست حسگر با سايش و صـاف كـردن روي سـطح    . شد

جهت مقايسه، الكترود كربنـي  . يك تكه كاغذ توزين آماده شد
غن معـدني بـه   بدون مبدل سيگنال با اختلاط پودر كربن و رو

  .وزني به صورت مشابه تهيه شد 20%به  80نسبت 
   روش هاي عمومي

هـا بـا انحـلال آنهـا در بـافر      هاي استاندارد سولفيدريلمحلول
درجـه   4 تهيه شده و در يخچال pH 4/7در  mM100فسفات 
هـا بـه   رقيـق سـازي ايـن محلـول    . نگهداري شد گراديسانتي

  . گرديدجام ميصورت روزانه و قبل از استفاده ان

  هاي سرم خون و ادرارآناليز سيستئين در نمونه
هاي سرم از افراد سالم تهيه و تا زمان استفاده، به صورت نمونه

هاي سرم با بافر فسفات به نسـبت  نمونه. منجمد نگهداري شد
كيلودالتـوني عبـور    30رقيق شده و سپس از يـك فيلتـر    1:7

هاي اسـتاندارد سيسـتئين   مقادير متفاوتي از محلول. داده شد
نمونـه  ليتـر  ميلـي  3/3 كه حاويليتري ميلي 10 در بالن ژوژه

هاي ادرار از فرد سـالم تهيـه و تـا    نمونه. سرم بود، رقيق گشت
هاي اسـتاندارد سيسـتئين و بـافر    حجم ده برابر توسط محلول

هاي حاصل با روش ارائه شده تعيين محلول. فسفات رقيق شد
  .گيري شدمقدار و اندازه 

  سيستئين در قرص و آمپول-L-استيل-Nتعيين مقدار 
ها در يك هاون پودر شده و در حجـم مشخصـي از بـافر    قرص

محلول حاصل فيلتر شد و تا حجم مشخصي رقيق . حل گرديد
هاي تزريقي مستقيما به بالن ژوژه منتقل و با بافر نمونه. گشت

   . رقيق گشت
  

  بحث و هايافته
 ونيميكروسكوپ الكتر

به منظور ارزيـابي مورفولـوژي سـطح، انـدازه و سـاختار ذرات      
هــاي ميكروســكوپ مبــدل ســيگنال زيســت حســگر، عكــس 

ميكروگـراف   1در شكل . الكتروني روبشي و عبوري ثبت شدند
، )III) (A(ميكروسكوپ عبوري نمونـه نـانوذرات اكسـيد آهـن     

ــانوذرات هســته اكســيد   ميكروگــراف ميكروســكوپ روبشــي ن
و ميكروگــراف ) B(پوســته كبالـت هگزاســيانوفرات  -)III(آهـن 

. ارائه شده اسـت ) C(هسته -ميكروسكوپ عبوري ذرات پوسته
از طرف . دارند nm20قطري حدود ) III(نانوذرات اكسيد آهن 

-ديگر، مبدل سيگنال زيست حسگر در يـك چينمـان پوسـته   
اي قرارگرفته است، به شكلي كـه از ذرات حـاوي هسـته    هسته

و پوسته كبالت هگزاسيانوفرات تشكيل شـده  ) III( اكسيد آهن
داشـته و   nm40ذرات مبدل سيگنال قطـري در حـدود   . است

  .است nm30تا  10ضخامت پوسته آنها بين 
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ميكروگراف ميكروسكوپ عبوري نمونـه نـانوذرات اكسـيد     -1شكل 
، ميكروگراف ميكروسـكوپ روبشـي نـانوذرات هسـته     )III) (A(آهن 

و ميكروگـراف  ) B(پوسته كبالـت هگزاسـيانوفرات   -)III(اكسيد آهن
  ).C(هسته -ميكروسكوپ عبوري ذرات پوسته

  
  مطالعه فعاليت ردوكس زيست حسگر

اي زيست حسگر را در بافر فسفات ولتاموگرام چرخه A2شكل 
زيست حسگر دو زوج پيـك بـا پتانسـيل هـاي     . دهدنشان مي

 ـ كايـن زوج پي ـ . كنـد ارائه مـي  mV845 و  424فرمال  ه هـا ب
هاي موجـود  بر اساس گزارش. اندنامگذاري شده IIو  Iصورت 

هـاي كبالـت   مربوط به فرايند ردوكس گونـه  Iدر مراجع، زوج 
Co(II)/Co(III) )26،27(  و زوجII  مربـــوط بـــه فراينـــدهاي
كه ايـن   )26،27(است  Fe(II)/Fe(III)هاي آهن ردوكس گونه

  :ر نوشتتوان به صورت زيهاي ردوكس را ميواكنش

  
بنــابراين در طــي فراينــدهاي ردوكــس ايــن تركيــب، انتقــال  

- هـا صـورت مـي   زمان كاتيونخروج هم/الكترون همراه با ورود

  . گيرد

  
اي زيست حسگر در بافر فسفات با ولتاموگرام چرخه:  A. 2شكل 

اي زيسـت  هـاي چرخـه  ولتاموگرام: B ؛mV s-1 50سرعت روبش 
سيسـتئين بـا   - L- اسـتيل - µM122 N حسگر در غياب و حضور 

  .mV s-1 50سرعت روبش 

سيسـتئين بـا روش   - L- اسـتيل - Nمطالعه اكسيداسيون 
  ولتامتري
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اي زيست حسگر در غياب هاي چرخهولتاموگرام B2در شكل   

بـا  . سيستئين ارائه شده است-L-استيل-µM122 N و حضور 
سيستئين به محلول، جريان آندي پيـك  -L-استيل-Nافزايش 

II يابـد؛ در حـالي كـه    ش و جريان كاتدي آن كاهش مـي افزاي
-اسـتيل -Nدر حضور . مانندبدون تغيير مي Iهاي زوج جريان

L- سيستئين، بار آنديII 97/80%   ،بيشتر از بار كاتدي اسـت
 سيسـتئين -L-اسـتيل -Nدر حالي كه ايـن تفـاوت در غيـاب    

سيستئين از طريق يـك  -L-استيل-Nبنابراين . است 22/52%
ي، ياي جفت شده با يك واكنش شـيميا دوكس چرخهفرايند ر

. شـود شود، اكسيد ميتوليد مي III (Fe(در پتانسيلي كه گونه 
شود، مثبت توليد مي-كه در پتانسيل هاي كمتر Co(III)گونه 
  .سيستئين را اكسيد كند-L-استيل-Nتواند نمي

N-اســتيل-L- سيســتئين در ســطح الكترودهــاي كربنــي نيــز
اي پـي در پـي الكتـرود    هاي چرخهولتاموگرام. شوداكسيد مي

سيستئين در شكل -L-استيل-Nاز  µM122كربني در حضور 
A3 ها، يك پيك آندي پهـن بـا   در ولتاموگرام. ارائه شده است

اين پيك آنـدي كـه   . پتانسيل پيك نامشخص ظاهر شده است
-Nاحتمالا ناشي از برهمكنش كـربن و اتـم گـوگرد مولكـول     

-Nن اسـت، ناشـي از اكسـايش مسـتقيم     سيسـتئي -L-استيل
بـه عـلاوه،   . سيستئين در سطح الكترود كربني است-L-استيل

سيستئين در سطح الكتـرود  -L-استيل-Nمحصولات اكسايش 
اين مطلب باعث كاهش متوالي جريـان آنـدي   . شوندجذب مي

هـاي  سيستئين در طي چرخه-L-استيل-Nحاصل از اكسايش 
-L-اسـتيل -Nر طـي اكسـايش   بنـابراين د . شودپي در پي مي

- سيستئين در سطح الكترود كربني، سطح الكترود آلـوده مـي  

- ولتـاموگرام . گيري اين ماده مناسب نيسـت شود و براي اندازه

اي پي در پي ثبت شده با زيست حسگر در حضـور  هاي چرخه
N-استيل-L- سيستئين در شكلB3    ايـن  . ارائـه شـده اسـت

ئه كرده و اثر آلـودگي در سـطح   ها رفتار پايداري اراولتاموگرام
بنابراين زيست حسگر پايداري و . شودزيست حسگر ديده نمي

ــوالي  ــايش متـ ــذيري لازم را در اكسـ ــتيل-Nتكرارپـ -L-اسـ
  .سيستئين خواهد داشت

مبـدل سـيگنال زيسـت    (هسـته  -ي زياد نانوذرات پوسـته يكارا
تـوان بـه   سيسـتئين مـي  -L-استيل-Nرا در اكسايش ) حسگر

نـانوذرات در سـطح   . اختار ويژه و اندازه ربط دادهردو عامل س
اند و هر كدام به عنـوان يـك مركـز    زيست حسگر تثبيت شده

از . اين نانوذرات سطح مؤثر زيادي دارند. كنندواكنش عمل مي
هسته كه از مواد مختلـف تشـكيل   -طرف ديگر، ساختار پوسته

ح شده است، به دليل اثرات متقابل پوسته و هسته، باعث اصـلا 
بنابراين خواص . شودي مواد سازنده ميييا تغيير خواص شيميا

رو،  اين مواد متاثر از هـر دو مـاده سـازنده آن اسـت و از ايـن     
خواص آنها با موادي كه تركيب يكنواخت دارند، متفاوت است 

ديگر آن كه، هسته سازنده چنين موادي خواص پوسـته  . )28(
  .دهدرا تحت تاثير قرار مي

  
هاي چرخه اي پي در پي الكترود كربنـي در  ولتاموگرام: A. 3شكل 
 mVسيستئين با سرعت روبـش  -L-استيل-Nاز  µM122حضور 

s-1 50؛ B :هاي چرخه اي پي در پي ثبت شده با زيسـت  ولتاموگرام
سيسـتئين بـا سـرعت    -L-اسـتيل -Nاز  µM122حسگر در حضور 

  .mV s-1 50روبش 

ئين به روش سيست-L-استيل-N مطالعه اكسيداسيون 
  كرنوآمپرومتري

روش كرنوآمپرومتري نيز جهت مطالعه بيشتر بر روي واكـنش  
. و استخراج برخي پارامترهاي سينتيكي آن به كار گرفتـه شـد  

-Nهـاي مختلـف   ي كـه در غلظـت  يهاكرنوآمپروگرام 4شكل 
انـد  سيستئين با استفاده از زيست حسگر ثبت شـده -L-استيل

و محـدوده   mV860عمـالي برابـر   پتانسـيل ا . دهدرا نشان مي
جريـان  . بـود  µM366 تـا   61سيستئين -L-استيل-Nغلظتي 

ها با عكس جذر زمان رابطه خطي ثبت شده در كرنوآمپروگرام
اين ارتباط خطي مؤيد حـاكم بـودن فراينـد    ). A4شكل (دارد 

. سيستئين است-L-استيل-Nانتشار بر پاسخ زيست حسگر به 
ست حسگر به خوبي عمـل كـرده و   بنابراين، مبدل سيگنال زي

اي كـه هـيچ   كند، بـه گونـه  سيستئين را به سرعت اكسيد مي
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بـا  . محدوديت انتقال الكترون در تبديل سيگنال وجـود نـدارد  
و اسـتفاده از معادلـه    A4استفاده از خط ارائه شـده در شـكل   

]29[، I=nFAD1/2Cπ-1/2t-1/2     (5)     مقـدار ضـريب انتشـارN-
ــر  سيســتئين-L-اســتيل cm2/s براب

ــه ) 04/0±10/2(×5-10 ب
  . دست مي آيد

ــت ســرعت واكــنش   ــوآمپرومتري ثاب ــا اســتفاده از روش كرن ب
بـر اسـاس معادلـه    . تـوان بـه دسـت آورد   كاتاليتيكي را نيز مي

]29[: Icat/Id=π
1/2(kcatC)1/2     (6)  

-L-اسـتيل -Nبه ترتيب، جريان در حضور و غياب  Idو  Icatكه 
ثابت سرعت كاتاليسـتي اسـت، و رسـم     kcatسيستئين است و 

، مقدار ثابـت سـرعت   )B4شكل ( t1/2بر حسب  Icat/ILتغييرات 
سيسـتئين در  -L-استيل-Nواكنش اكسايش الكتروكاتاليتيكي 

) mol-1 s-1 cm3105 ×)03/0±30/4 سطح زيست حسگر برابـر  
  .به دست آمد

  
-هاي ثبت شده با زيست حسگر در غلظـت كرنوآمپروگرام -4شكل 

ــر . سيســتئين-L-اســتيل-Nهــاي مختلــف  پتانســيل اعمــالي براب
mV860   ــي ــدوده غلظت ــتيل-Nو مح ــتئين -L-اس ــا 61سيس  ت
µM366 .A : تغييراتI  باt-1/2 .B : تغييراتIcat/IL  باt1/2  

  
  سيستئين-L-استيل-Nعيين مقدار ت

هـاي  پاسخ آمپرومتـري حاصـل از زيسـت حسـگر بـه غلظـت      
ارائه شده است كه  5شكل  سيستئين در-L-استيل-Nمتفاوت 

پاسـخ زيسـت   . استفاده شد mV890براي ثبت آن از پتانسيل 
سيستئين بسيار سريع بوده و متناسب -L-استيل-Nحسگر به 

اي پارامترهـاي تجزيـه  ). 5شـكل درونـي   (با غلظـت آن اسـت   
مقايسـه بـين   . ارائه شده است 1مربوط به اين روش در جدول 

گر حاضر با ديگر انـواع مشـابه   اي زيست حسپارامترهاي تجزيه
اي دهد كه مختصـات تجزيـه  نشان مي) 31 ،30 ،23 ،21-18(

زيست حسگر حاضر از انواع مشابه بهتر بوده و بر ايـن اسـاس،   
حد تشخيص ارائه شده در اين كار، كمترين مقدار تا زمان ارائه 

ــي ــدم ــذيري روش   . باش ــرار و تكثيرپ ــابي تك ــور ارزي ــه منظ ب
-استيل-Nگيري مختلف در يك غلظت ندازهآمپرومتري، سه ا

L- سيستئين در يك روز و به صورت جداگانه در سه روز انجام
از . دست آمده ب% 1/2شد كه انحراف استاندارد نسبي كمتر از 

طرف ديگر، تكرارپذيري براي انـدازه گيـري بـا يـك الكتـرود،      
داشته و اين مقـدار بـراي    %59/0 انحراف استاندارد نسبي برابر

  .بود% 76/3 سه الكترود برابر
  

  مكانيسم واكنش و سينتيك آن
-Nبراساس نتايج به دست آمده، اكسـايش الكتروكاتـاليتيكي   

واكـنش  . هاي زير اسـت سيستئين بر اساس واكنش-L-استيل
  :ست ازا ردوكس انجام شده عبارت

  
-L-اسـتيل -Nين واكنش با اكسايش گروه تيولي موجـود در  ا

  )20(ود شسيستئين همراه مي

Fe(III) + NAC 
atck

  NAC + H+ + Fe(II)      (8)  
  

سيستئين بـه سـرعت   -L-استيل-Nراديكال  NAC•كه در آن 
) دي استيل سيستئين(ي يبر اساس واكنش زير به محصول نها

   :شودديمر مي

2 NAC 
2k

  NAC-NAC     (9)  
سيستئين -L-استيل-Nكه اكسايش  نكته قابل توجه اين است

از طرفـي،  . همراه با ايجاد پيك آندي در روبش برگشت نيست
-Nهاي چرخه اي پـي در پـي پاسـخ ثـابتي را بـه      ولتاموگرام

هاي پي دهند كه در طي چرخهسيستئين نشان مي-L-استيل
-Nبنـابراين، راديكـال   ). B3شـكل  (يابـد  در پي كـاهش نمـي  

تيل سيستئين در سطح زيسـت  سيستئين و دي اس-L-استيل
ــذا زيســت حســگر پاســخ. شــوندحســگر جــذب نمــي هــاي ل

 .سيستئين ارائه خواهد كرد-L-استيل-Nتكرارپذيري به 

بر اساس معـادلات   K-1و  K1هاي ارائه شده در بالا، در واكنش
  :اندزير به پتانسيل مدار خارجي وابسته

k1(E)=k0 exp [(1-a)nF(E-E0’)/RT]      (10)  
k-1(E)=k0 exp [-anF(E-E0’)/RT]      (11) 

ºكه 
k  ثابت سرعت استاندارد وα  ضريب انتقال الكترون اسـت .

  :چنين است 10تا  7قانون سرعت براي واكنش هاي 
n19=k1II - k-1III     (12)  

n20=kcat1IIICNAC     (13) 
n21=k2CNAC2     (14) 

  :ست ازا و پاسخ ايجاد شده توسط زيست حسگر عبارت
if=FAk1II - Fk-1II     (15)  
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بيشينه  Γهاي ردوكس آهن،نسبت پوشش سطح با گونه sθكه 
-اسـتيل -Nغلظت  CNACغلظت سطحي گونه ردوكس آهن و 

L-با توجه به اين كه. سيستئين است:  
II+III=1     (16)  

  :سرعت تغيير پوشش سطح
dII/dt = -dIII/dt=-k1II+k-1III +kcatIIICNAC     (17)  

  :با فرض اين كه تقريب حالت پايا حاكم باشد
dII/dt = -dIII/dt = 0     (18)  

  :ست ازا مقادير حالت پاياي پوشش سطحي عبارت
II

*=(k-1 + kcatCNAC)/(k1 + k-1 + kcatCNAC)      (19)  
III

*=k1/(k1 + k-1 + kcatCNAC)      (20) 
  :سپس .حالت پايا است كه علامت ستاره نشان دهنده مقادير

n8
*=k1kcatCNAC/(k1 + k-1 + kcatCNAC)      (21)  

و بر اساس معادلات سرعت، مقدار جريان فاراده در حالت پايـا  
  :چنين خواهد بود

if
*=FAk1kcatCNAC/(k1 + k-1 + kcatCNAC)      (22)  

بر مبناي مكانيسم ارائه شده و سينتيك نوشته شـده، جريـان   
هاي سيستئين به ثابت-L-استيل-Nاز اكسايش  فارادي حاصل

در يـك  . هاي آهـن بسـتگي دارد  سرعت و غلظت سطحي گونه
ماننـد و جريـان   پتانسيل خاص، ثوابت سرعت ثابت بـاقي مـي  

هاي آهـن بسـتگي خواهـد    فارادي تنها به غلظت سطحي گونه
ــز توســط ســرعت واكــنش  غلظــت. داشــت هــاي ســطحي ني

شوند و آن نيز به غلظت توده ميكنترل ) 8واكنش(كاتاليتيكي 
N-استيل-L- بـا توجـه بـه ايـن كـه      . سيستئين بسـتگي دارد

اســتوكيومتري واكــنش نســبت بــه واكنشــگرها واحــد اســت، 
-Nبنابراين جريان فارادي به صورت خطـي بـه غلظـت تـوده     

از طرفـي، معادلـه   . سيستئين بستگي خواهد داشت-L-استيل
-Nرادي بـه غلظـت   يك پيچيدگي در وابستگي جريان فـا  22

اما بر اساس مقـادير بـه   . دهدسيستئين را نشان مي-L-استيل
دست آمده براي ثابت سرعت كاتاليتيكي، مقادير گزارش شـده  

 αNACو مقـدار نـوعي بـراي     ]II ]32براي ثابـت سـرعت زوج   
ــت  ) 5/0( ــداكثر غلظ ــتيل-Nو ح ــن  -L-اس ــتئين در اي سيس

، mV890پتانسيل توان چنين استنتاج كرد كه در مطالعه، مي
 22در معادله ) k1+k-1(بسيار كوچكتر از بخش  kcatCNACبخش

اين باعـث  . نظر كرد توان از بخش اول صرفبنابراين مي. است
بين جريان فارادي و غلظـت ارتبـاط    22شود كه در معادله مي

، جريــان mV890بنــابراين در پتانســيل . خطــي ايجــاد شــود
 شكل دروني(ته خواهد بود فارادي به غلظت توده محلول وابس

5.(  

  سيستئين در نمونه حقيقي-L-استيل-Nتعيين مقدار 
سيسـتئين  -L-اسـتيل -Nكاربرد زيسـت حسـگر بـراي آنـاليز     

هاي تزريقي و قرص آن ارزيابي گيري آن در نمونهتوسط اندازه
سيستئين -L-استيل-Nمقادير به دست آمده براي مقدار . شد

  . ي با مقادير گزارش شده داشتي تطابق خوبيدر فرم هاي دارو
، EDTAبه منظور ارزيابي انتخابگري روش، اثر تداخل گلـوكز،  

ساكاروز، لاكتوز، فروكتوز، نشاسته، منيـزيم اسـتئارات، سـديم    
ساخارين، سديم بنزوات، منتـول، آمونيـوم كلريـد، بنزالكـونيم     

هـا در سـطح   كليه اين گونه. كلريد وسديم سيترات بررسي شد
شـوند و  ر در پتانسيل مورد مطالعـه اكسـيد نمـي   زيست حسگ

  .گيري ندارندتداخلي در اندازه

  مطالعه اكسيداسيون سيستئين با روش ولتامتري
اي زيسـت حسـگر در غيـاب و حضـور     هـاي چرخـه  ولتاموگرام

µM20 ي شـبيه آنچـه در شـكل    يهاسيستئين ثبت و منحني
B2   افــزايش سيســتئين بــه . نشـان داده شــد، حاصــل گرديـد

افـزايش و جريـان    IIمحلول باعث شد كه جريان پيك آنـدي  
بـدون تغييـر    Iپيك كاتدي كاهش يابد؛ امـا پيـك هـاي زوج    

 %9/79 به ميزان IIدر حضور سيستئين، بار آندي زوج . بمانند
 اين مقدار در غياب سيستئين برابر. بيشتر از بار كاتدي آن بود

ين با گونه فعال دهد كه سيستئاين نتايج نشان مي. بود 3/40%
)III(Fe      از طريق يك مكانيسـم ردوكـس چرخـه اي واكـنش

كه در  III(Co(از طرفي، گونه فعال . شوددهد و اكسيد ميمي
. مثبت ايجاد مي شود، اين توانائي را ندارد-پتانسيل هاي كمتر

  :توان اين طور نوشتبنابراين مكانيسم واكنش را مي

   

 سيستئين و سيستئين- L-استيل- Nي زيست حسگر براي تعيين مقدار يمتغيرهاي مربوط به كارا - 1 جدول

 سيستئين سيستئين-L-استيل-N متغير

 µM( 432-20 37-3(محدوده خطي 

 102 A M-1 cm-2( 67/1 84/10(حساسيت 

 nM( 92/20 0/40(حد تشخيص 

 nM( 73/69 0/230(زي حد كمي سا

 27/1 59/0 (%)انحراف استاندارد نسبي 

 29/1 87/0 (%)خطاي  مطلق 
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توان به اكسيد ستئين را ميجريان آندي حاصله و اكسايش سي
شدن گروه تيولي آن بر اسـاس واكـنش زيـر مربـوط دانسـت      

)33(: 2CySH  CyS-SyC + 2H+ + 2e-     (25)  
امــا، . شــودسيســتئين روي الكتــرود كربنــي نيــز اكســيد مــي

محصولات اكسايش مستقيم سيستئين بر سطح كـربن جـذب   
سـايش  بنـابراين سـطح الكتـرود كربنـي در طـي اك     . شوندمي

شود و الكترودهاي كربنـي مناسـب انـدازه    سيستئين آلوده مي
اي پي هاي چرخهاز طرفي ولتاموگرام. گيري سيستئين نيستند

در پي ثبت شده با زيست حسگر در محلول سيسـتئين پاسـخ   
بنابراين سطح زيست حسگر در طي انـدازه  . ثابتي را نشان داد

پـي در پـي مناسـب    هاي گيريگيري آلوده نشده و براي اندازه
  .است

  
هـاي  پاسخ آمپرومتري حاصل از زيست حسگر به غلظـت  -5شكل 

منحني كاليبراسيون : شكل دروني .سيستئين-L-استيل-Nمتفاوت 
  مربوط به پاسخ زيست حسگر

  
هـاي  وابستگي جريان پيك به غلظت سيستئين در ولتـاموگرام 

هاي ظتهاي شبه پايا براي غلولتاموگرام. اي بررسي شدچرخه
جريان . ثبت شد mV/s10مختلف سيستئين، با سرعت روبش 

به غلظت سيستئين وابسته  µM100تا حد  IIپيك آندي زوج 
شـكل  (بود و در حد غلظت هاي بيشتر به حالت پايدار رسـيد  

اين رفتار نشـان دهنـده ايـن اسـت كـه فراينـد اكسـايش        ). 6
 منـتن  -سيستئين در سطح زيست حسگر از مكانيسم مايكـل 

)Michaelis-Menten( كند پيروي مي)مرتبه واكنش نيز . )34
از شيب وابستگي خطـي لگـاريتم جريـان آنـدي بـه لگـاريتم       

  .دست آمده غلظت توده محلول سيستئين برابر واحد ب

  
وابستگي جريان ايجاد شده در زيسـت حسـگر بـه غلظـت      .6شكل 

  سيستئين

  تريمطالعه اكسيداسيون سيستئين با روش كرنوآمپروم
هـاي مختلـف   كرنوآمپروگرام هـاي زيسـت حسـگر در غلظـت    

ثبت شد كه بر اساس آنها،  mV900سيستئين با پله پتانسيل 
، 5شود و بر اساس معادله جريان تنها توسط انتشار محدود مي

ــر    ــتئين برابـ ــار سيسـ ــريب انتشـ ــدار ضـ  s-1cm2 مقـ
5-

همچنين با استفاده از معادله . به دست آمد) 05/0±47/3(×10
، مقدار ثابت سرعت الكتروكاتـاليتيكي اكسـايش سيسـتئين    6

ايـن  . بـه دسـت آمـد   ) mol-1 s-1cm3106 ×)03/0±17/5برابـر  
مقدار حدود ده برابر بزرگتر از مقدار مشابه به دست آمده براي 

N-استيل-L-سيستئين است.  

  تعيين مقدار سيستئين
هــاي مختلــف پاســخ آمپرومتــري زيســت حســگر در غلظــت 

پـارامتر هـاي   . ثبت شد mV900اعمال پتانسيل  سيستئين با
بر اساس نتـايج  . ارائه شده است 1مربوطه اين روش در جدول 

اي مربوط به زيسـت حسـگر   دست آمده، پارامترهاي تجزيهه ب

 ي زيست حسگر براي تعيين مقدار سيستئين در سرم خون و ادراريمتغيرهاي مربوط به كارا - 2جدول 

 سرم ادرار متغير

 µM( 37-5/7 37-5/7(محدوده خطي 

 102 A M-1 cm-2( 42/7 31/8(حساسيت

 µM( 78/1 76/0(حد تشخيص 

 µM( 93/5 53/2(حد كمي سازي 

 69/2 72/2 (%)انحراف استاندارد نسبي 

 05/1 -69/0 (%)خطاي  مطلق 
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حاضر براي تعيين مقدار سيستئين از ديگر حسگرهاي مشـابه  

  .)35-38 ،23( باشدبهتر مي

  قدار سيستئيناثر تداخل ديگر مواد بر تعيين م 
اثر موادي كه امكان تداخل در اندازه گيري دارند نيـز بررسـي   

به اين منظور، اثر تداخلي گلوكز، ساكارز، لاكتوز، فروكتوز، . شد
اگزاليك اسيد، آلبومين سـرم خـون، سـديم بنـزوات، منتـول،      

ايـن تركيبـات   . بنزالكونيوم كلريد و سديم سيترات بررسي شد
شـوند  روي زيست حسگر اكسيد نمي در اين محدوده پتانسيل

  .و تاثيري در پاسخ ايجاد شده براي سيستئين ندارند

  تعيين مقدار سيستئين در سيالات بيولوژيك
پاسخ آمپرومتري زيست حسگر به سيستئين در سـرم خـون و   

بـر ايـن اسـاس، منحنـي     . ثبت شد mV900ادرار در پتانسيل 
ت آمـد كـه در   كاليبراسيون رسم و پارامترهاي مرتبط به دس ـ

بـه منظـور ارزيـابي صـحت روش و     . ارائه شده اسـت  2جدول 
بررسي اثر بافت سيالات بيولوژيك، سيستئين به روش افزايش 

ارائه  2مقدار بازيابي سيستئين در جدول . استاندارد تعيين شد
دهـد كـه در پاسـخ زيسـت حسـگر      نتايج نشان مي. شده است

  .شودت ديده نميتداخلي از تركيبات موجود در اين سيالا

  نتيجه گيري
پوســـته كبالـــت -)III(نـــانوذرات هســـته اكســـيد آهـــن -1

روش سـنتز  . هگزاسيانوفرات به روش شيميائي سـاخته شـدند  
شامل تركيب يون هاي هگزاسيانوفرات و يون هـاي كبالـت در   

جهت تشـكيل ذرات  . هاي نانوذره اكسيد آهن بودحضور هسته
و دمـا اهميـت    pHامل هسته كنترل شرايط ترسيب ش-پوسته
  .اي داردويژه

  .بود nm20و ضخامت پوسته  nm40قطر ذرات حدود  -2

هسـته فعاليـت ردوكـس قابـل تـوجهي      -نانو ذرات پوسـته  -3
  .ي طراحي كرديتوان زيست حسگرهاداشته و با آنها مي

به عنوان مبدل (زيست حسگر ساخته شده با اين نانوذرات  -4
-L-اســتيل-Nوادي مثــل توانــد مــبــه خــوبي مــي) ســيگنال

ــا   ــواد را ب ــرده و ايــن م سيســتئين و سيســتئين را اكســيد ك
  .گيري كندحساسيت و دقت زياد اندازه

زيست حسگر ساخته شده قادر به تشخيص مقتدير بسـيار   -5
-L-اسـتيل - Nسيسـتئين و  كـم مـواد سـولفيدريلي هماننـد    

باشد كه اين مواد نقش مهمـي در متابوليسـم و   سيستئين مي
تواند بـا  مقادير غيرنرمال اين مواد مي. ازي سلولي دارندهموست

كمبــود   بــراي مثــال،. هــاي خاصــي در ارتبــاط باشــدبيمــاري
سيستئين در سندرم رشـد آهسـته كودكـان و آسـيب كبـدي      

بنابراين تشـخيص سـريع و گزينشـي ايـن مـواد از      . نقش دارد
  .اي برخوردار استژه اهميت وي

كم، حساسيت زيـاد و پاسـخ    زيست حسگر حاضر با هزينه -6
-سريع در ابعاد كوچك از مزاياي بسياري نسبت به ديگر روش

- Nگيـري سيسـتئين و  هاي ارائه شـده تـاكنون بـراي انـدازه    
  .سيستئين برخوردار است-L-استيل

ــي  -7 ــوبي م ــه خ ــاخت ب ــر  روش س ــنتز ديگ ــراي س ــد ب توان
ه هگزاسيانوفرات هاي فلزي به كار گرفته شود و يا اثـر اسـتفاد  

  . هاي مختلف مطالعه شودهسته

  تشكر و قدرداني 
ي دانشـگاه  ي ـاين مطالعه با حمايت مركز تحقيقـات علـوم دارو  

وسـيله   به انجام رسيد كـه بـدين  ) 3109(علوم پزشكي شيراز 
  .گرددتشكر و قدرداني مي
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