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  چکیده
 خوراکیموم اگر از راه مواد س نی. ارندیگیم نشات سپرژیلوس پارازیتیکوسآو  آسپرژیلوس فلاووسمانند  لوسیآسپرژقارچ  يهاهستند که از گونه یعیطب یسموم قارچ هانیآفلاتوکس

 ينانو ذرات طلا لهیوسهب یسنجرنگ يروش آپتاسنسورها .باشدپرهزینه میو  ربوجود دارد که زمان نیآفلاتوکس يبرا یمتفاوت یصیتشخ يهاروش زا باشند.سرطان توانندیوارد بدن شوند م
ی توال با يآپتامر پژوهش این در شود.که با استفاده از یک ملکول شناساگر با درجه انتخابی بالا انجام می باشدیم یو اختصاص عیسر یروش ،شده در آب ونیسوسپانس

GTTGGGCACGTGTTGTCTCTCTGTGTCTCGTGCCCTTCGCTAGGCCCACA 1 سنیآفلاتوک چهارتشخیص  يبراB ،2B ،1G  2وG 
نانوذرات آپتامر و  حاوي به محلول 1G نیهنگام اضافه شدن آفلاتوکسکه  نحويبه را داشت  1G سنیآفلاتوک صیتشخ ییتوانا یطور اختصاصهآپتامر ب نیانتایج نشان داد که استفاده شد. 

منجر به تغییر که  هدادنانوذرات ناپایدار شده بلافاصله تجمع و رسوب  پس از جدا شدن آپتامر، .گرددمی نیجذب آفلاتوکس شود ودچار تغییر ساختار شده و از نانو ذرات طلا جدا می آپتامرطلا ، 
حساس  ساختارتغییر  ها بهآپتامر در برابر آناین که  ستهنده آن ادکه نشان مشاهده نشد یرنگ رییتغچنین  بررسیمورد  يها نیآفلاتوکس ریمورد سا دراما  گردند.به بنفش میاز قرمز رنگ 
   .کندو اختصاصی عمل نمی نیست

  
  .نانوذرات طلا سوسپانسیون، ،وسنسوریب ،نیآفلاتوکس آپتامر،: کلیدي هايواژه

   
  1قدمهم

ت حرک طول( نانومتر در حد یطول اسیکه اندازه ماده به مق یهنگام
 خواص ابدی یکند) کاهش م یم نییکه خواص ماده را تع یالکترون
کند. در یم رییآن به شدت تغ ییایمیخواص ش نیو بنابرا یالکترون
ر نوار ها دالکترون از یمنسجم تجمع نوسانمانند طلا و نقره،  ینانوذرات

 درکند که یرا القا م یبزرگ یسطح یکیالکتر يهادانیرسانش، م
 یابشخواص ت، یسیالکترومغناط یتابش رزونانسش با نصورت برهمک

روند باعث  نی. ا)El-Sayed, 2001( ابدییم شیبه شدت افزا آن ها
 ندیرآاز ف نیرومندتربرابر  نینانوذرات چند نیا یجذب ندیگردد فرآیم

 یزن هاآن از جاذب شود و نور پراکنده شده يهامولکول نیتریقو یجذب
-Link and El( باشد یآل يهااز فلورسانس رنگ دتریبرابر شد نیچند

Seyed, 1999; Yguerabide, 1998.( فرد، به خواص منحصر نیا
 ياریر بستا بتوانند د کندمینانوذرات فراهم  نیا يرا برا بالایی لیپتانس

و  يلوژویب يربرداری، تصوییایمیوشیب ياز کاربردها مانند سنسورها
 ,Freund and Spiro( رندیاستفاده قرار گ مورد یپزشک يهادرمان

1986; Mirkin et al., 1996 and Hirsch et al., 2003 .(
                                                        

، گروه علوم وصنایع غذایی ترتیب دانشجوي کارشناسی ارشد و استادیار،به -2 و 1
  .اسلامی، قوچان، ایران واحد قوچان، دانشگاه آزاد

 دیفپرتو نور س کیکه در معرض  ینانوذرات طلا هنگام ونیسوسپانس
 يهاد همانند محلولنتوایم و ندکیپراکنده م ینور رنگ د،ریگیقرار م

). Eustis, 2004 and Shankar et al., 2006( فلورسانس ظاهر شوند
 نانوذرات حساس است تیامپوزکنور به اندازه، شکل و پراکندگی

که  یسبز و هنگام نور ،نانومتر 58 با اندازه ينانوذرات کرو طوریکهبه
لا نظر، نانوذرات ط نیکنند. از اینور زرد را پراکنده م ،نانومتر باشد 78
 باشندیم یپزشک يربرداریتصو يکاربردها يبرا بالایی لیپتانس يدارا

)Akbari et al, 2011.(  اگرچه احتمال سمیت نانوذرات مانند نانوذرات
 ,.Pan et al( ت نقره وجود دارد اما نانوذرات طلا داراي سمیت نیس

2007(.   
 RNA ای و DNA ياکوتاه تک رشته يدهایلئوتکگونویآپتامرها ال

طور هرا دارند که ب ییتوانا نیهستند که ا یاختصاص يهانیپروتئ ایو 
ف توسط هد ییناساو اساس ش هیپا. به هدفشان متصل شوند یاختصاص
 Blank and( باشدیها مشده توسط آن لیساختار سوم تشک آپتامرها،

Blind, 2005; Stoltenburg et al., 2007.( آنقدر  آپتامرها
 نیز رالیاک يهامولکول نیب یتوانند حتیم کنند کهاختصاصی عمل می
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توپ متفاوت از مولکول هدف را یاپ کند یتفاوت قائل شوند و قادر
ه هم ب کیدو هدف مرتبط و نزد نیب طوري که حتیبهبدهند  صیتشخ

 وندشمیتفاوت قائل  نیلیو تئوف نیمانند کافئ از نظر ساختاري
)Stoltenburg et al., 2007 .(هاي مهم آپتامرها نسبت یکی از مزیت

ر و تنفوذ راحت باشد که سببها میاندازه کوچکتر آن ،هايبادیآنتبه 
و یا مشکلات  تیسم آپتامرها . همچنینشودیها مموثرتر آن
 یراحتبهدر ضمن  .استکم  اریآن ها بس میزان اینداشته و  ایمونولوژي

ز ا يادیمقدار ز توانو می شودیها انجام مآن يرو ییایمیاصلاحات ش
 هیته یتنصورت برونچون بهعلاوه هب .کرد دیکم تول نهیآن ها را با هز

 ستند،هقابل استفاده بدون نگرانی از نظر سمیت و ایمونولوژي شوند یم
ظر از ن و بوده داریپا بالا يو دما ءکنندهایاح طیدر برابر شرا نیهمچن

د کمتر از ننباش يبادیاز آنت شتریهدف اگر ب يبرا لیتما و تیاختصاص
 ;Que and Sullenger, 2007; Hicke et al., 2006( ندستین هاآن

Ohuchi et al., 2006 .( بیوسنسورهایی که از آپتامرها بنابراین
عنوان کنند، بهکننده زیستی استفاده میعنوان عناصر شناساییبه

 Zhou et al., 2011; Hermman and( شوندآپتاسنسور شناخته می
Patel, 2000( .  

که  هاوسیله تعدادي از قارچهها سمومی هستند که بآفلاتوکسین
 ییمواد غذا برروي خوراك دام و ها هستندآسپرژیلوسعمدتا از خانواده 

نسبت به سایر سموم قارچی به علت اثرات سرطان زائی  و کنندرشد می
در طبیعت . ندحاد از اهمیت بیشتري برخوردار هايایجاد مسمومیت و

نوع  دو و 2Gو  1B، 2B، 1Gاصلی شامل  چهار نوع آفلاتوکسین
وجود دارند که  2Mو  1Mهاي به نام از آنها محصولات متابولیکی

 سویا، گندم، سورگوم، انسان همانند ذرت، دام و توانند خوراکهايمی
 Alex( را آلوده سازند خشکبارو  هازمینی، آجیلکنجاله پنبه دانه، بادام

et al., 2014هاي زیاد ناشی از تحقیق با توجه به زیان این ). در
ی ها شناسایهاي ناشی از آنها به مواد زراعی و مسمومیتآفلاتوکسین

  روش آپتاسنسور مورد بررسی قرار گرفت.سریع این سموم به 
  

  ها روشمواد و 
  ذرات طلانانو سازيو آماده سنتز

مولار از نمک تتراکلرید طلا تهیه میلی 50ابتدا محلول با غلظت 
و  ده شدرسان لیترمیلی 100به حجم  آنلیتر از میلی 2شد و سپس 

نانومولار  38لیتر سیترات سدیم میلی 10هنگام حرارت دادن آن مقدار 
دادن براي سرد  دقیقه حرارت 20پس از گردید. محلول به آن اضافه نیز 

  شده به داخل یخچال انتقال یافت.
  طی دومرحله با سرعتلد مورد نیاز گبراي هر تست میزان نانو

 rpm 12000  ین. به اگردیددقیقه سانتریفوژ  20در دماي اتاق به مدت 
 تسوپرنانیا  مایع رویی ،دور اول سانتریفوژاتمام صورت که پس از 

هایت در ن گردید. و دوباره سانتریفوژ مخلوطو با آب مقطر  شد برداشته

میکرولیتر آب مقطر  1500با  دست آمده از مرحله دومهب سوپرنانت
  ).Shankar et al., 2004(گردید خوبی مخلوطبه

  
  سنتز آپتامر

 SELEX )(Systematic Evolution ofفرایندآپتامرها طی 
Ligands by Exponential Enrichment   شدندانتخاب و تکثیر. 

سازي تنی براي انتخاب، تکثیر و غنییک تکنیک برونSELEX فرآیند 
اي (که براي هدف مورد نظر اختصاصی رشته الیگونوکلئوتیدهاي تک

اسیدهاي نوکلئیک به شکل  توالیاز  ايهستند) از میان کتابخانه
نقطه شروع  ).Davis et al., 1996; Gopinath, 2007( تصادفی است

است که حاوي  RNAیا  DNA اي ازایجاد خزانه SELEX فرآیند در
توالی منطقه  . معمولاًباشد DNA از ايقطعه تک رشته 133 -135

دو  امانوکلئوتید است  20- 80و حاوي حدود تصادفی هارشتهوسط 
 حاوي حدوداًها وجود دارد که توالی مشخص و ثابت در دو طرف آن

  ). Stoltenburg et al., 2007( نوکلئوتید است 21-18
  صورت خلاصه شامل مراحل زیر است:به SELEXمراحل فرآیند 

  اتصال نوکلئوتیدها به مولکول هدف  اتصال: )1
هدف از سایر  -شستشو: جداسازي کمپلکس آپتامر )2

  نوکلئوتیدهاي باند نشده
  جداسازي: جداسازي آپتامر از هدف مربوطه )3
 منظور اصلاحبه PCRتکثیر: تکثیر آپتامر مورد نظر توسط  )4

  خصوصیات آپتامرهاي انتخاب شده
و کاهش غلظت  DNAجدا کردن دو رشته شامل  :سازيآماده )5
 Blank and( خاب شدهنتافزایش تمایل آپتامرهاي ا منظوربه هدف

Blind, 2005; Stoltenburg et al., 2007.(   
  

  هاسازي آفلاتوکسینغلظت
. از شرکت سیگما خریده شد G1, G2, B1B ,2هاي آفلاتوکسین

 هاي استوك از صفر تاهاي مختلفی براي ساختن محلولسپس غلظت
 ).Amini et al., 2014( نانومولار تهیه شد 2000

 
  روش انجام آزمون

خانه انجام شد و براي هر غلظت سه تکرار  96در یک پلیت آزمون 
 ذرات طلامیکرولیتر از محلول نانو 100در نظر گرفته شد. در هر آزمون 

هاي پلیت غلظت و سه تکرار در خانه 11در  مرحله قبل در آماده شده
میکرومول به همراه  5 آپتامر با غلظت میکرولیتر از 15 سپس. تزریق شد

دقیقه در  30و به مدت  گردیدها اضافه آب مقطر به خانه میکرولیتر 10
میکرولیتر  25پس از گذشت این مدت . شد گذاريگرمخانهدماي اتاق 

میکرولیتر محلول نمک  15هاي مختلف آفلاتوکسین به همراه از غلظت
لاط اختو پس از  شدها اضافه میکرولیتر آب مقطر به خانه 35مولار و  2
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 Up & Downق مکش و رانش سمپلر که اصطلاحا ( از طری آن دقیق
  .قرائت گردیدریدر میزان جذب آن در دستگاه الایزا) نام دارد
  

  هاتجزیه و تحلیل آماري داده
مورد Gen5 ر افزاپژوهش با استفاده از نرماین دست آمده از هنتایج ب

  د.استفاده ش اکسلافزار و براي رسم نمودارها از نرم ارزیابی قرار گرفت
  

  نتایج و بحث
  1Gآفلاتوکسین 

 مخلوط شده است 1Gهایی که با آفلاتوکسین میزان جذب محلول
 شودیم دهید شکلهمانطور که در مشاهده کرد.  1توان در شکل را می
. داشتنبیشترین جذب را د نانومتر 620و  520در دو طول موج  هانمونه

د نجذب را داربیشترین نانومتر  520ذرات طلا در  دانیمیمانطور که مه
جذب را بیشترین نانومتر  620در  یابندتجمع میذرات طلا وقتی که  اما

به  1G آفلاتوکسین گرفت که جهیتوان نتیمبنابراین . خواهند داشت
ه در ابتدا ک يآپتامر دیگر، است. به عبارت آپتامر اتصال برقرار کرده نیا

 نیپس از اضافه کردن آفلاتوکس بوداتصال برقرار کرده  با نانوذرات طلا
ع تجم و ذرات طلا شدمتصل  نیاز ذرات طلا جدا شده و به آفلاتوکس

رنگ با چشم مشاهده شد و رنگ نانوذرات طلا پس  رییتغ نی. ایافتند
دست هب جینتا از دهند.میرنگ  رییاز آگلومره شدن از قرمز به بنفش تغ

هدفمند  1G نیآفلاتوکس يآپتامر برا نیکه ا گرفت توان نتیجهمیآمده 
 .باشدسنجی میو قادر به شناسایی آن بر اساس رنگ بوده

ساده و مشابه  کیمتریروش کالر کیاز  )،2013(چن و همکاران 
در  کیمتریکالر يهاشیاستفاده کردند. آزما میپتاس ونی صیتشخ يبرا

کمپلکس  K+ ونیاضافه کردن  زپس ا که نشان داد نتایج این محققین
+K-anti ه ب یبه ساختار فشرده و سخت شیچیدر محلول از ساختار پ

نگ از ر رییساختار باعث تغ نیکند. که ایم رییتغ G-quadruplexنام 
م رنگ قابل مشاهده است و با چش رییتغ نیشود که ایقرمز به بنفش م

 )،2013(تاکور و همکاران  گریمشابه د قیتحق در شود.یم دهیمسلح د
 يبراطلا ذراتانون هیتوسط آپتامر بر پا کیمتریکالر وسنسوریب کیاز تکن
سرکوبگر تومور است، استفاده  نیپروتئ کی، که P53ژن  صیتشخ

سوسپانسیون  از سطح P53دفع نتایج این محققین نشان داد که کردند. 
نانوذرات طلا  باعث تجمع RNAبه آپتامر  آن و اتصال نانوذرات طلا

نفش از قرمز به ب سوسپانسیون رنگ رییتغمنجر به  در نتیجه شده و
  .گردید

  

  
 1Gنمودار شدت جذب براي نمونه هاي حاوي آفلاتوکسین  -1شکل 

 
  2Gن آفلاتوکسی

 حاوي هايجذب مربوط به نمونه همانطور که در نمودار
بیشترین جذب فقط در طول  )2(شکل شوددیده می 2Gآفلاتوکسین 

نانومتر اتفاق افتاد و از آن به بعد میزان جذب روند نزولی  520موج 
وده و ب طلا داشت. به عبارت دیگر میزان جذب فقط مربوط به نانوذرات

مر آپتا گر. به بیان دیبعد ازآن ذرات طلا نتوانستند با هم تجمع پیدا کنند
 راي تشخیصآپتامر ب و ایناتصالی نداشته  2Gبا آفلاتوکسین 

  .ستیهدفمند ن 2G نیوکسنآفلا
  1Bآفلاتوکسین 

 520نیزبیشترین جذب را در  1Bهاي حاوي آفلاتوکسین نمونه
هاي بعدي کاهشی بود نانومتر نشان دادند و میزان جذب در طول موج

 1Bتوان نتیجه گرفت که این آپتامر نیز براي آفلاتوکسین بنابراین می
هدفمند نبوده و قابلیت اتصال به آن و آزادسازي نانوذرات طلا را ندارد 

 ).3ل (شک
  

 2Bآفلاتوکسین 
هاي حاوي شود نمونهنیز دیده می 4همانطور که در شکل 

در  و هم نتوانستند با آپتامر مد نظر اتصال برقرار کنند 2Bآفلاتوکسین 
صورت مجتمع در نیامده و نتیجه ذرات طلاي سوسپانسیون شده به
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رو این آپتامر نانومتر نشان ندادند. از این 520جذب دیگري را پس از 
 اختصاصی و مناسب نبود. 2Bنیز براي شناسایی آفلاتوکسین 

توان به وضوح تغییر رنگ نمونه هاي حاوي نیز می 5در شکل 
را پس از لینک شدن با آپتامر ملاحظه نمود که براي  1Gآفلاتوکسین 

  شود.ها این تغییر رنگ دیده نمیسایر آفلاتوکسین

  
 2Gهاي حاوي آفلاتوکسین نمودار شدت جذب براي نمونه -2شکل 

 

  
 1Bهاي حاوي آفلاتوکسین نمودار شدت جذب براي نمونه -3شکل 

   

  
 2B هاي حاوي آفلاتوکسیننمودار شدت جذب براي نمونه -4شکل 
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  437   ... يبر مبنا G1 نیآفلاتوکس یاختصاص صیتشخ

  
 ها (راست)(چپ) با سایرنمونه G1هاي حاوي آفلاتوکسین تفاوت تغییر رنگ نمونه -5شکل 

  
  گیرينتیجه
اساس این تشخیص تمایل بالاي آپتامر مذکور براي  طور کلیبه

اتصال به آفلاتوکسین مناسب و در نتیجه جدا شدن از نانوذرات طلا 
غییر با تو  فتهنانوذرات طلا پس از جدا شدن تجمع یا شدکه منجر  بود

 در طول موج دیگري جذب بالایی را نشان دهند.رنگ از قرمز به بنفش 
در این تحقیق تمایل اتصال این آپتامر در حضور نانوذرات طلا فقط 

ایر ساین آپتامر توانایی اتصال به و  نشان داده شد 1Gبراي آفلاتوکسین 
در حضور نانوذرات را نداشت. این  2Bو  2G ،1Bیعنی  فلاتوکسین هاآ

آپتاسنسور توانایی کاربرد تشخیصی را براي موارد مختلفی مانند وجود 
  دارد یروغن يغلات و دانه ها لاتوکسین درآف
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2Introduction: When the size of a material is reduced to the nanometer length scale, the electron properties and 

therefore its chemical properties change greatly. In nanoparticles such as gold and silver, the coherent oscillation of 
electrons in the conduction strip creates large surface electric fields which, when they interact with electromagnetic 
resonance radiation, their radiant properties rises sharply. This process causes the absorption process of these 
nanoparticles to be several times stronger than the absorption process of the strongest adsorbent molecules and their 
scattered light is several times more intense than the organic materials fluorescence. These unique properties provide a 
high potential for these nanoparticles to be used in many applications such as biochemical sensors, biomedical imaging 
and medical treatments. Aptamers are single-stranded oligonucleotides, DNA, RNA or proprietary proteins that have the 
ability to attach specifically to their target. The basis for identifying the target by aptamers is the third structure formed 
by them. One of the important benefits of aptamers to antibodies is their smaller size, which makes them more easily and 
effectively penetrated. It also has neither toxicity nor immunogenicity unless in very low levels. Therefore, biosensors 
that use aptamers as biological identifiers are known as aptasensors. In this research, due to the high losses caused by 
aflatoxins to the crops and their toxicity, the rapid detection of these pesticides by aptasensor method was investigated. 

 
Materials and methods: The test was carried out in a 96-well plate and for each concentration three replicates were 

considered. In each test, 100 μl of the nano gold solution, which was centrifuged twice at 12000 rpm and at room 
temperature, was thrown into 11 concentrations and three repetitions in the plate houses. Then adding 15 μlit of aptamer 
at a concentration of 5 μmol plus 10 μlit of distilled ultrapure water to the houses and incubate for 30 minutes at room 
temperature. After this time, 25 μlit of different concentrations of aflatoxin plus 15 μlit of 2 molar salt solutions and 35 
μlit of distilled water were added to the houses and, after mixing (up and down) in the ELISA reader, absorbed it we read. 

 
Results and discussions: At first, with adding the aptamer to Nano gold particles a complex between nanoparticles 

and aptamer is created. But in present of suitable aflatoxin, the complex of nanoparticle and aptamer is separated and a 
new complex between aflatoxin and nanoparticle is formed. Subsequently the color is changed to purple. This color 
change is visible to the eye, indicating that the Aptamer is suitable for Target. In this study, it was found that an aptamer 
with GTTGGGCACGTGTTGTCTCTCTGTGTCTCGTGCCCTTCGCTAGGCCCACA sequence only affects aflatoxin 
G1 and other aflatoxins such as B1, B2, and G2 should be considered as another sequencer for Aptamer. 
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