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دار شده   با نانوذرات طلای عامل SARS-CoV-2 ویروس RdRp سنجی ژنتشخیص رنگ

 هابا قابلیت تعمیم به سایر ویروس PCR سری: رویکردی مبتنی بر سنجاق DNA با
 

 *عباس کرمی و معصومه حسنی

 
 دانشکده شیمی و علوم نفت، دانشگاه بوعلی سینا، همدان، ایران

 

 1404  اردیبهشت 5  تاریخ پذیرش:                                 1404  فروردین    13تاریخ دریافت:  

 یسر  سنجاق   DNAدار شده با    عامل  یطلا  بر نانوذرات      یمبتن  یجزئ  تک    یسنج رنگ    نانوحسگر  کی  مطالعه،    نیدر ا  :چکیده 

(H-SNA) ژن  یی شناسا  ایبرRdRp روسیو SARS-CoV-2  مرازی پل یارهیپس از انجام واکنش زنج (PCRطراح )و ارائه شده   ی

ا ناحگرددیبه سطح نانوذرات طلا متصل م  یا لقهح-با ساختار ساقه  یسر  سنجاق   DNA  ،سامانه  نیاست. در   ی توال  یحلقه حاو  هی. 

  باشد، یموجود در حلقه م  یکننده، که مکمل توال  است. با افزودن پروب فعال  کیندرومیپال  یساقه شامل دو بازو  هیمکمل ژن هدف و ناح

 ر ییتغ    امر منجر به    نیا    که  ردیگیطلا صورت م   وذراتتجمع نان  ک،ی ندرومیپال  یبازوها  نیباز شده و در اثر تعامل ب  یسر  ساختار سنجاق 

 ی ارهیواکنش زنج  ی کننده در ط  ژن هدف هستند، پروب فعال   یکه حاو    مثبت  یها. در نمونهشودیم   ی آب    از قرمز به    رنگ محلول

پس    جه،ی. در نتگرددیم  بیتخر  مرازیپل  DNA    میآنز  یاگزونوکلئاز-5'    تیفعال  شده و توسط    دیبری ه  ژن هدف    کونیآمپل    با  مرازیپل

 H-SNAو رنگ قرمز محلول    مانده  یهمچنان بسته باق  یسر  ، ساختار سنجاق PCR  ییبه محصول نها  H-SNAاز افزودن محلول  

و پس از افزودن محلول   ماند یم یباق   رییبدون تغ  PCR  ندیفرا یکننده ط  فاقد ژن هدف، پروب فعال ی منف  یها. در نمونهشودیحفظ م

H-SNA  یینها  ولبه  محص  PCR امر موجب تجمع   نیشده، که اکننده باز    کنش با پروب فعال  در اثر برهم  یسر  ، ساختار سنجاق

هر  یتوال نیدر طرف کیندرومیپال یدو بازو  ی. با در نظر گرفتن امکان طراحگرددیم یرنگ محلول به آب رییتغ تینانوذرات طلا و در نها

 . برخوردار است زین یروسیو یهاژنوم ریسا  ییناساش یتوسعه برا لیروش از پتانس نیژنوم، ا

 

س ویرو    ،  مرازیپل     یاره یزنج   واکنش    طلا،     نانوذرات     ،  اگزونوکلئاز-5'   تیفعال    رنگ سنجی،  تشخیص    ،  RdRp    ژن :كلید واژه

SARS-CoV-2 
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 مقدمه  - 1

  بر نانومواد   مبتنی      های اخیر، سنجش زیستیدر سال       

  فناوری نانو   و      علوم  در    موضوعات    ترین    از داغ    یکی   به  

مشارکت     و  حضور    به    نیاز    رو،    ازاین    تبدیل شده است.

میدانان    شیمی احساس  پیش  از  بیش  حوزه  این  شود.  در 

آلی را برای  فرد نانومواد، بسترهای ایده منحصربه  هایویژگی

های الکترونیکی و نوری فراهم کرده و امکان  انتقال سیگنال

زیست ابزارهای  از  جدیدی  نسل  ارائه    طراحی  را  سنجی 

سنجی مفاهیم نوینی را برای    زیسترو، نانو  این  از.  دهندمی

سنجش  های جدیدو توسعه ابزار  ، کاربردیتحقیقات بنیادی

زیستی    های بالینی، محیطزیستی با حساسیت بالا در حوزه

است کرده  ارائه  صنعتی  ادغام    .[2و    1] و  دیگر،  طرف  از 

 ، پپتیدها[3] ، پروتئین هاDNAمولکول های زیستی مانند  

هادی  [4] نیمه  فلزی،  نانوذرات  نانولولهبا  و  کربنی،  ها  های 

های منحصر های جدیدی با ویژگیمنجر به ایجاد نانوساختار

است   فرد شده  هیچبه  به  که در  اجزا  از  تنهایی وجود   یک 

  شود های هر دو بخش ناشی میافزایی ویژگی  از هم  و  ندارد

بر  د  .[5] اصلی  تمرکز  مقاله،  این  دستهر  و  روی  جدید  ی 

 اسیدهای کرویاز نانوساختارها، تحت عنوان نوکلئیک  یجذاب

(SNA)  باشد.می   

قرار گرفتن  طور معمول با به   یاسیدهای کرو نوکلئیک       

از متراکم  لایه  خطنوکلئیک  یک  یا    DNA) ی  اسیدهای 

RNA  )    شوند  می  ساخته   ذره  نانو   هستهیک   در اطراف

را از سایر نانوساختارها    اسیدهای کرویآنچه نوکلئیک  [5-7]

وجه گسترده در جامعه علمی  سازد و موجب جلب تمتمایز می

نوکلئیک  شده است، ساختار سه در  بعدی و متراکم  اسیدها 

ای که در طبیعت یافت  هاست، ویژگیاطراف هسته مرکزی آن 

چشمSNA.  شودنمی کاربردهای  تاکنون  در   ها  گیری 

بهحوزه  پزشکی،  در  ی     تشخیص  نظیر      هاییزمینه     ویژه 

 از[ 11]  هدفمند دارورسانی هایسامانه و[ 8-10]  هابیماری

  پتانسیل   همچنین  نوین  ساختارهای  این .  اندداده  نشان  خود

[ و نیز  12های جدید ]ی واکسن سعه تو  و  طراحی  در  بالایی

 در  .اند[ ارائه داده14و    13سرطان ]  درمانینیی ایمدر حوزه 

 یچگونگ رامونیپ  یمتعدد یمرور هایهمقال ر،یاخ یهاسال

حوزه  یکرو  ی دهایاسکینوکلئ  ی کاربردها مختلف    ی هادر 

بمنتشر شده ا  تیاهم  انگر یاند که  در    ها ب یترک  نیروزافزون 

 . [15-17]  باشدینانو م یو فناور یستیز قاتیتحق

ترین انواع    سنجی و فلورسانس از رایج  های رنگ سیگنال      

مورد  سیگنال بر  های  مبتنی  زیستی  استفاده در حسگرهای 

هستند ویژگی.  نانوذرات  دلیل  به  طلا  نوری نانوذرات  های 

ای به نام رزونانس پلاسمون وابسته به اندازه و شکل، پدیده

نشان می سطحی در  را  نور  به جذب شدید  دهند که منجر 

فلزی    جذب نور توسط اتم های  .[18]  شودمحدوده مرئی می

ایجاد   باعث  نانوذره،  یک  در  پلاسمونموجود   یکنوسانات 

نوار هداالکترون در    ی، جمع  های وسانن    ن یا.  شود یم  ت یها 

نانومتر شده    520-550در محدوده    نور  دیمنجر به جذب شد

نانوذرات  های کلوئیدی  محلول    قرمز شدید    و مسئول رنگ

یابند،  زمانی که نانوذرات طلا تجمع می .[18]  باشند می  طلا

دهد، از  ها رخ میتوجهی در طیف جذبی آن  قابل  هایتغییر

از   جذبی  پیک  جابجایی  نانومتر،    650به    520جمله 

تغییر رنگ محلول از قرمز  و    شدگی نوار پلاسمون سطحیپهن

شده(.    به دلیل همپوشانی پلاسمون بین ذرات متصل) بیبه آ

فرد باعث شده است که نانوذرات طلا به   این ویژگی منحصربه

آرمانی یک   سنجش  سکوی  رنگبرای  تبدیل    های  سنجی 

را به خود جلب کنند   پژوهشگران  از  شوند و توجه بسیاری 

   .[20 و 19]

هیبرید       تک   شدنفرآیند  اسید  نوکلئیک  یک   بین 

از ویژه  (ssDNA)  ایرشته  ترین   و رشته مکمل آن، یکی 

شناختهسازوکار مولکولی  شناسایی  این   های  است.  شده 

فرآیند منجر به ایجاد یک فاصله کوتاه و پایدار بین نانوذرات 

، امکان تبدیل نانوذرات  DNAپذیری شده و از طریق برنامه

سنجی  های رنگکنترل برای سیگنال های قابلطلا به مبدل

   شیمیایی    هایاکنون، روش ت  .آوردو فلورسانس را فراهم می

متعددی برای اتصال   و    متنوع  و در دسترس    ارزان     ساده، 

سطح     DNA هایرشته    مانند    زیستی  هایمولکول به 

ویژگی، در کنار    نای.  [  22و    21]  اند نانوذرات طلا توسعه یافته

صرفه نانوذرات طلا، موجب شده است  به  سنتز آسان و مقرون

آن  بهکه  مبدل  ها  پرکاربردترین  در  عنوان  سیگنال  های 
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    مطرح شوند. به همین دلیل، تاکنون حجم   حسگرهای زیستی

مطالع از  نانوذراتها هوسیعی  کاربرد  بررسی  به  در   ،  طلا 

 . [23] اختصاص یافته است زیستیتشخیص اهداف 

برنامه       قابل  مونتاژ  پدیده  از  مطالعه  این  ریزی   در 

 (SNAs) اسیدهای کروی  جزئی نوکلئیک  های تکسامانه

  رنگ  سکوییک    عنوان      های نانوذرات طلا بهحاوی هسته

 RdRp    ژن    توالی برای تشخیص مولکولی  ویژه      سنجی

ستفاده شده است. این روش،  ا    SARS-CoV-2 ویروس

های ویروسی  همچنین قابل تعمیم برای تشخیص سایر ژنوم 

 .باشدنیز می
 

 بخش تجربی   - 2

 ها  مواد شیمیایی و دستگاه - 1-2

کلیه مواد شیمیایی مورد استفاده در سنتز نانوذرات طلا       

انجام  تهیه    و   بدون  و  گردید  تهیه  مرک  شرکت  از    بافرها 

 تهیه    برای.  ندقرار گرفت  بیشتر، مورد استفاده    سازی    خالص

از   ویژه      هدایت  با    بدون یون    از آب      ها محلول   ی   کمتر 

سانتیمتر    میکروزیمنس  06/0 تمامی        استفاده    بر  شد. 

متصل   رشتهشامل    شده،   اولیگونوکلئوتیدی طراحی  یهارشته

سطح   به  با   (  SNAرشته  )    طلا  نانوذره     شونده  که 

اصلاح شده PS)    وآتیفسفوروت اصلاح توالی    بود،     (    های 

فلورسئین   رنگ  با  و  دهنده  اتصال،  (FAM-6)شده  ها 

بایونیر    از شرکت   ،PCR  برای واکنشپرایمرهای مورد نیاز  

جنوبی شدند.   سفارش     کره  پروب    همچنین،داده 

TaqMan  اصلاح )   با  و  -5′دوگانه  -خاموش-3′فلورفور 

 . تهیه گردیدننده( از شرکت متابیون آلمان ک

دستگاه   سنجی  طیفهای  گیری اندازه       از  استفاده    با 

مدل  سنج طیف پرتویی  شرکت ساخت    210اسپِکورد    دو 

انجام   جنا  سامانهآنالیتیک  یک  به  دستگاه  این  ی شد. 

دستسردکننده پلتیر  به ی  دما   ساز  دقیق  کنترل  منظور 

 .مجهز شده بود

 

  تهیه بافرها  - 2-2

بافر         تهیه  از  میلی  500برای  با    HEPESمولار 

6/7=pH  ،   پودر    از   گرم     915/11     ابتداHEPES      در

آب    میلی  90 از     یون حل شد.   بدون   خالص   فوق  لیتر 

   سدیم هیدروکسید، سپس با استفاده ازهیدروکلریک اسید و  

pH    کل   حجم     در نهایت، شد.   تنظیم    6/7محلول روی 

آب   محلول   بیشتری  مقدار  کردن  اضافه  به  با  یون    بدون 

سیترات     بافر    تهیه برای   .  شد  رسانده  لیتر    میلی  100

مقدار   نمکی،  کاملا   پایه  با pH  =1/3  مولار با میلی 500

در    دو آبه       سیترات سدیم    از نمک تری    گرم    705/14

یون  آبلیتر    میلی  90 از هیدروکلریک  حل    بدون  و سپس 

استفاده شد. سپس    3تا حدود    pHاسید غلیظ برای تنظیم  

    به حجم نهایی با اضافه کردن مقدار بیشتری آب بدون یون  

   .شدلیتر رسانده  میلی 100

 

 سنتز نانوذرات طلا   - 3-2

روش  کروی    یهاهسته       از  استفاده  با  طلا  نانوذرات 

کاهش س  4HAuCl استاندارد  شدند    ترات،یتوسط  سنتز 

محلول    تریل  یلیم  50ابتدا،    در  [.24]  مولار  یلیم  1از 

4HAuCl     یدهانه   سه       گرد   ته      بالن        کی    در     

 قهیدق  30تا    20مجهز به مبرد، به مدت    یتریل  یلیم  100

  تریل یل یم 5تا به نقطه جوش برسد. سپس،  شد دادهحرارت 

محلول   صورت   به  تراتیس  میسد  مولار یلیم  8/38از 

به محلول در حال جوش  د،یشد دنز هم نیو در ح  یناگهان

رنگ محلول از زرد شفاف   قه،یدق  کیکمتر از    در  افزوده شد.

، رنگ محلول  بازروانی  یو با ادامه  افتی  رییتغ  رهیبه کدر و ت

    مدت   به      دی شد    زدن  هم  و      بازروانیقرمز شد.    جیتدر به

  یدیو شد  کنواختیتا رنگ قرمزِ    افتیادامه    گرید  قهیدق  12

پا    ن یا  سرد شد.  تاق ا  یمحلول در دما  ان،یحاصل گردد. در 

 یدهایاسکیعنوان هسته جهت سنتز نوکلئ  نانوذرات طلا به 

   .مورد استفاده قرار گرفتند یدر مراحل بعد یکرو

 

نوكلئیک  - 4-2 هسته سنتز  با  كروی  اسیدهای 

 نانوذرات طلا

متراکم       اتصال  و  DNA برای  طلا  نانوذرات  سطح  به 

نوکلئیک از    سنتز  استفاده  کروی،  اسیدهای 
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یا   (SH–) های تیولشده با گروه اولیگونوکلئوتیدهای اصلاح

دهنده، در منابع   عنوان عوامل اتصال به (PS) فسفوروتیوآت

های شیمیایی  [. این گروه22  و  21مختلف گزارش شده است ]

 دلیل تمایل بالا به سطح طلا، قادر به ایجاد پیوندهای شبه به

طور    رو به کووالانسی پایدار با سطح نانوذرات هستند و از این

الیگونوکلئوتیدها بر سطح نانوذرات طلا  گسترده برای تثبیت  

می قرار  استفاده  از  مورد  مطالعه،  این  در  گیرند. 

برای   شده با گروه فسفوروتیوآت اولیگونوکلئوتیدهای اصلاح

شد استفاده  نانوذرات  به  سنتز   .اتصال  برای  کار،  این  در 

 طراحی    سری  سنجاق      DNAاسیدهای کروی از  نوکلئیک

جدول  )   SARS-CoV-2 س  ویرو RdRp ژن    برای    شده

، که در هشت نوکلئوتید ابتدایی  DNA. این  استفاده شد(  1

پلی توالی  اصلاح فسفوروتیوآتدارای  با  بر  می  آدنین  باشد، 

یافته توسط لیو و همکاران،   توسعه pH کاهش روش     اساس

  .[25]  سطح نانوذرات طلا متصل گردید صورت پایدار به    به

     غلظت      با       DNA    از    تریکرولیم  15    خلاصه،  طور   هب

  ی از محلول نانوذرات طلا  تریکرولیم  500به    کرومولاریم  100

تقرسنتز غلظت  )با  درون    10  ی بیشده  لوله    کینانومولار( 

استر طر  لیاپندورف  از  شدت  با  محلول  و  شد    ق یافزوده 

   تا  10دقیقه،    5از    پس      . دیگرد     مخلوط    کردن  ورتکس  

  ( pH=0/3میلی مولار،    500)از بافر سیترات    میکرولیتر    15

محلول    pHبه مخلوط اضافه و مجددا به شدت ورتکس شد تا  

از  تریکرولیم  15تا    10  قه،ی دق  3پس از گذشت  کاهش یابد.  

به محلول افزوده شد و اجازه  مولار(    2محلول سدیم کلراید )

   طیشرا  در همان    گرید    قهیدق   3به مدت      داده شد که مخلوط

بافر  تریکرولی م  50تا    40سپس    بماند.  یباق    HEPES  از 

  pHتا    دیبه محلول اضافه گرد  (pH=6/7  ،میلی مولار  500)

    به مدت     ونیانکوباس    از  پس    .  بازگردد    یخنث  تیبه وضع

در    قهیدق  7به مدت    یی مخلوط نها،  اتاق   یدر دما  قهیدق  15

دور    ییرو  عیو ما  وژیفیسانتر  قهیدور در دق  12000سرعت  

   در      لوله    در ته    مانده   یباق     ی نیژلات    گلوله    شد.     ختهیر

بافر    تریکرولیم  500 مجددا    HEPESاز  و  پراکنده 

سه بار تکرار گردید و در  سانتریفیوژ شد. این فرآیند شستشو 

بافر    250نهایت گلوله ژلاتینی در   با  )  HEPESمیکرولیتر 

مولار  10غلظت   محلول    شد پراکنده    (=6/7pH  ، میلی  تا 

 طرح  1دست آید. شکل  به  اسیدهای کروی  نوکلئیکنهایی  

یک  ایی  واره نوکلئیکاز  هسته   نانوذره  با  کروی  از اسید  ای 

 .  دهدمینشان  را نانوذرات کروی طلا

 

 
با   یاسیدهای کرو نوکلئیکواره سه بعدی از  طرح .1شکل  

)گوی    هسته   رنگ(.    نانوذرات طلا  و   ناحیه    قرمز      مشکی 

اتصال  بلوک  نماینده  ترتیب  به  شده  متصل  رشته  در      قرمز 

( و بلوک شناسایی  PSشده با   اصلاح  poly-Aپلی آدنین یا  (

 باشد. می

 

 RNAو استخراج    ینیبال  یها نمونه  هیته  - 5-2

شتتناستتی   های مرتبط با زیستتتپیش از انجام آزمایش      

محتلتول جمتلتته  از  اولیگونوکلئوتیتتدهتتا، ستتتتازی    مولکتولی، 

وستایل مصترفی مانند   همهژل الکتروفورز،    و  PCRاستتخرا،،

ز  ا    PCR هایهای اپندورف و میکروتیوبسترستمپلرها، لوله

درزیر هود با    هاآزمایشکلیه  .طریق اتوکلاو استتتریل شتتدند

جریتان آرام )فلوی لامینتار( مجهز بته لامتا فرابنفش برای  

به طور کامل با  ابزار و سطوح   کردن انجام شد و همه  استریل

   درصد ضدعفونی شدند. 70محلول اتانول 

توستتط    یفوقان  یاز دستتتگاه تنفستت  ینیبال یهانمونه

و  یمولکول  صیتشتتخ  شتتگاهیدر آزما  دهید  پرستتنل آموزش

از    یمنیا ستتتتیز  یهتادستتتتورالعمتل  تیتبتا رعتا ،یولوژیپتاتوب

  منتاستتتب،     یفرد  حفتاتتت      زاتیجملته استتتتفتاده از تجه

وضتتعیت    مورد استتتفاده قرار گرفتند.   دقت  و به  یآورجمع
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توستط    شتده  یآورجمع  ینیبال یهانمونهبودن   یمنف  یا مثبت

هدف  را   RdRpکه ژن ، SARS-CoV-2 صیتشتخ تیک

استتتتاندارد تشتتتخیص آلودگی   هایآزمایش، در  دهدمی قرار

 شتتگاهیمراحل ذکرشتتده در آزما هیکلویروستتی تعیین شتتد.  

 فرزان، همدان انجام شد. یولوژیو پاتوب یمولکول صیتشخ

 

 ی اخلاق  هایهملاحظ - 6-2

  ستتتتیز  قتاتیاخلاق تحق  تتهیتوستتتط کم  قیتحق  نیا      

  ه یدییو با کد تا یهمدان بررست نایست  یدانشتگاه بوعل  یپزشتک

IR.BASU.REC.1400.017    تت قرار گرفتته   دییتمورد 

و   یمولکول  شتتتگتاهیاز آزمتا  ینیبتال  یهتانمونته  همتهاستتتت.  

ا  یولوژیپتاتوب و   یآورجمع  ران،یفرزان در همتدان،  شتتتتده 

اختذ   یقتاتیهتا در مطتالعتات تحقاستتتتفتاده از نمونته  موافقتت

 است.  دهیگرد

 

 نتایج و بحث - 3

 SNA  مبتنی بر   ئی سامانه تک جز  ی اصول طراح  -1-3

 SARS-CoV-2 در  RdRpژن    ص یتشخ  ی برا

توالی        محسوب   کیندرومیپال  یزمان   ی،دینوکلئوت  یک 

توال  شودیم خود  با  آن  مکمل  رشته  به    کسانی  یکه  باشد. 

 5'  انتهای از  یخوانش توال  ، ییهای توال  نیدر چن  گر،یعبارت د

  3'  از انتهای  توالی  همان مکمل خوانش  در رشته اصلی،    3'به  

ا  5'به   است.  مکمل  رشته  توال  ،ی ژگیو  نیدر    یهایبه 

    ، ی قبل    کار  در    .  بخشد  یم    یمکمل  خود  تیخاص  کیندرومیپال

در ی  دینوکلئوت  شش  کیندرومیپال    دهنده  اتصال    کیاز    ما  

 روسیژنوم و  میمستق  صیتشخ  یبرا  یجزئ  مونتاژ تک  راهبرد

ا    م یاکرده    استفاده     (HIV-1)  1  نوعی  انسان  یمنینقص 

 ه یته  SNAنوع    ک تنها ی  ،ی جزئ  مونتاژ تک     روش    در  [.  26]

  دارای  DNAنوع رشته    کی نانوذرات طلا با    همهو    شودیم

م  عامل  کیندرومیالپ   یتوال   یانتهاوجود  .  ندگردیدار 

  افتهی موجب مونتاژ خودسازمان  ، هارشته نیا در  کیندرومیپال

 . شودیم  SNA یساختارها

تشخیص          از SARS-CoV-2برای  مختلفی  نواحی   ،

 RNA ، ژن(S)  سنبله  ژنوم ویروس از جمله ژن پروتئین 

به وابسته  پروتئین    RNA (RdRp)پلیمراز  ژن  و 

استفاده  به (N) نوکلئوکپسید مورد  شناسایی  اهداف  عنوان 

   SNA    سامانه    از  کار،    این    در    .[9و    8] گیرندمیقرار  

با   ص یتشخ  برایمربوطه    کننده فعال    یهاپروب  همراه 

SARS-CoV-2    ژن  ی  ریگهدفاز طریقRdRp  استفاده  

استشد ناحه  ژن  انتخاب  هی.  از   روس یو  RdRpشده 

SARS-CoV-2   پا از  استفاده  و    NCBIداده    گاهیبا 

شامل    یطراح  BLASTافزار  نرم انتخاب  معیار  شد. 

های خاص ژن، از جمله حساسیت بالا، عدم تطابق با  ویژگی

ها یا ژنوم انسانی، و همچنین دمای ذوب  ژنوم سایر ویروس

بود پروب  با  فعالپر  .مناسب جهت هیبریداسیون  کننده  وب 

الیگونوکل ای طراحی  گونه   ای است که بهرشته ئوتید تک یک 

ناحیه مکمل  تا  حلقه شده  سنجاق ی  ساختار  در   سریای 

DNA   ی هدف از  متصل به نانوذرات طلا، و همچنین ناحیه

شدن    شد. هیبریدبا   SARS-CoV-2   یروسو   RdRpژن

ناحیه با  پروب  حلقه این  ساختار  ی  شدن  باز  به  منجر  ای، 

در    سنجاق  و  فعالسری  تشخیص   نهایت  سامانه  سازی 

  .شودمی
 

از پروب  - 2-3  ی طراح  ی برا  TaqMan  یهااستفاده 

 كننده  فعال  یهاپروب

است   یارشته   تک  دیگونوکلئوتیال  کی  TaqManپروب         

  ک یانتها و    کیفلوروفور )نشانگر فلورسنت( در    کی  یکه دارا

انتها کننده   خاموش ا  گری د  یدر  به  نیاست.  طور پروب 

 مریدو پرا  نیی بدر ناحیه،  هدف   یاز توال  یبه بخش  یاختصاص

م  PCRدر   مرحله شودیمتصل  طول  در  ،  یساز  لیطو  ی. 

ی جدید در  هنگام سنتز رشته پلیمراز     Taq DNA میآنز

پروب متصل   3'به    5'جهت   این    .کندبرخورد می  ،شده  به 

به    5'اگزونوکلئازی خود در جهت  ی فعالیت  واسطه  آنزیم به

کند که منجر به آزاد شدن  شده را تجزیه می  ، پروب متصل3'

شود. این  فلوروفور و در نتیجه ایجاد سیگنال فلورسانس می

شود و امکان پایش  تقویت می   PCR یسیگنال در هر چرخه 

تکثیر بهر   DNA فرآیند  واقعی  ا  زمان  فراهم   صورت 

   .سازدمی

5 



 

  

 
 

       

  

Chem. Res., 1404, Vol. 8, 1-13 

 

 

 

 

فعال   یتوال        کار  استفاده  کننده   پروب  این  در    به  شده 

مورد    TaqManانتخاب شده است که مشابه پروب    یاگونه

در زمان    PCRدر روش    RdRpژن    یی شناسا  یاستفاده برا

  جا که در روش ارائه   (. از آن 1جدول  )  (qPCR)باشد   یواقع

فعال پروب  مطالعه،  این  در  مشابه    شده  عملکردی  کننده 

واکنش TaqMan بپرو چرخهد   qPCR در  در  و   ارد 

PCR   فعالم ت ثیر  تحت  نیز    اگزونوکلئازی-5'  تیعمولی 

  qPCR که در  ، فعالیتیگیردپلیمراز قرار می DNA آنزیم

توالی آن    طراحیشود،  یم   TaqMan وجب تجزیه پروبم

   .نجام گیردا  TaqMan تواند مشابه با پروبمی
 

سامانه    ی سر  سنجاقساختار    -3-3 و   H-SNAدر 

 عملکرد آن

 DNA  رشته آنمتصل به نانوذرات طلا که به  SNA 

م سنجاق   یدارا  شود،یگفته  ساختار    یسر  ساختار  است. 

است    DNA  یهاشکل تاخورده در رشته   ینوع   یسر  سنجاق 

  کیو    شوند یاز رشته به هم جفت م  یی هاکه در آن بخش

  ک ی از    SNAمطالعه، رشته    نی. در اسازندیحلقه و ساقه م

.  برد یبهره م  کیندرومیپال  ی بر توال  ی ساقه مبتن-ساختار حلقه

بلوک  :   دارای چهار ناحیه عملکردی اصلی است  DNA  این

پل  ایلنگر   از  که  اصلاح   یمتوال  یهانیآدنیاتصال،  با 

برا  لی تشک  واتیفسفوروت نانوذرات   وندیپ   یشده و  به سطح 

 با علامت ستاره مشخص   1  شده است )در جدول   یطلا طراح

ساختار    یداریکه به پا ی  داخل   کیندرومیپال  توالی   ، اند(شده

م  یسر  سنجاق  )توالمکمل    توالی  کند،یکمک    یهدف 

   و شود، یرشته هدف استفاده م ییشناسا یکه برا (تشخیص

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

نهایت مونتاژ   ندیکه در فرآی  خارج  یکندرومیپال  توالی  در 

توال ناح  انیم  تشخیص  ی نقش دارد.   کیندرومیپال  یهیدو 

 ی هیدو ناح  نی، ا1قرار گرفته و در جدول    یو خارج  یداخل

 اند. با رنگ سبز مشخص شده کیندرومیپال

  سنجاق  DNA  یهانانوذرات طلا با رشته      که  ی هنگام       

ساقه  یمبتن  یسر م   عامل  کیندرومیپال  ی هابر    شوند، یدار 

بهآن   توانیم را  در حضور   یزیر  برنامه  یاگونه  ها  که  کرد 

 هیبا ناح  یدیبریه  گونه  چی کننده ه  هدف، پروب فعال  یتوال

 تاربودن ساخ  بسته  لیدل  حالت، به  نینکند. در ا  جادیحلقه ا

. اما  مانندیم   یباق   داری راکنده و پاپ   تیساقه، نانوذرات در وضع

  یکننده با توال  که پروب فعال  ی هدف هنگام  یتوال  ابیدر غ 

  ساختار سنجاق  شود، یم  دی بریحلقه )که مکمل آن است( ه

 مونتاژ تک  یساختار موجب القا  رییتغ  نیو ا  شودیباز م  یسر

انگرددیم  SNAنانوذرات    نیب  یجزئ ا  رودیم   تظار.    ن یکه 

فعال ب  مونتاژ  تغ  SNAذرات    نیشده  به  رنگ   رییمنجر 

آب به  قرمز  از  ا  یمحلول  ناش  رییتغ  نیشود.  برهم  یرنگ    از 

پلاسمون ا  افتهی  نانوذرات تجمع  نیب  یکیکنش    به  دهیاست. 

ها  آن  یمکمل  خود  ییاز توانا  کیندرومیپال  یهایتوال  یریکارگ

گرفته شده است.   الهام  یسر  سنجاق   یساختارها  لیدر تشک

هم  یسر  سنجاق  یهاDNAرا    هایتوال  نیا  ل، یدل  نیبه 

پال  یمبتن نانوذرات      میاکرده     ینامگذار      کیندرومیبر  و 

 . م ینامیم H-SNAها را رشته نیدار شده با ا عامل  یطلا
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 مطالعه نیاستفاده شده درا DNA یها  یتوال .1جدول    

 نام توالی  ( 3′به  5′ها )از توالی و اصلاح

A*A*A*A*A*A*A*A*AAACCGGGCATCTCCTGATGAGGTTCCACCTGCAACCGGa DNA  سریسنجاق 

CAGGTGGAACCTCATCAGGAGATGC  پروب فعال کننده 

FAM-CAGGTGGAACCTCATCAGGAG ATGC-BBQb  پروبTaqMan 

GTGARATGGTCATGTGTGGCGG پرایمر رفت 

CARATGTTAAASACACTATTAGCATA  پرایمر برگشت 

    aمشخص شده است "*"با  واتیفسفروت  با رنگ سبز و اصلاح کیندروم یپال  یتوال. bFAM نی= رنگ فلورسئ . 
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 طراحی DNA هایبررسی ساختار ثانویه رشته  - 4-3

 شده

  ی هارشته   یی احتمالثانویه  یساختارها  ینیبشیپ   یبرا      

استفاده شد.    نیوپک  زیآنال  یهاتمیاز الگور  ، در سامانه  ریدرگ

  ی ساختارها  نیدارتری آزاد، پا  یابزار، با محاسبه حداقل انرژ  نیا

برا  هیثانو ب  یدادهایرو  یرا   یدهایگونوکلئوتیال  نیاتصال 

   قادرند   نیوپک   های. الگوریتمکندیم  ینیب  ش یپ   شده  یطراح

های  شدن رشته   به تا شدن و جفت    مربوط    آزاد  یهای انرژ

از برهم  ،نوکلئوتیدی  به  راکریک  -های واتسونکنش  ناشی 

کمی همچن  یابیارز  صورت  منرم  نیا  ن،یکند.   تواندیافزار 

 دهایاس  کیدوگانه را در مخلوط نوکلئ  یساختارها  نیدارتری پا

   دهد. شینما بسپاری شکلهایصورت  به

ی مربوط به سه حالت  مطالعه، ساختارهای ثانویه در این        

حلقه ساختار  نخست،  گرفتند:  قرار  بررسی  مورد  ی مختلف 

مولکولی    شدن درون  سری که ناشی از هیبرید  سنجاق  یبسته 

استساقه پالیندرومیک  حالت    الف(-2)شکل    های  دوم، 

 هیبرید  اثر  در  که  کننده  فعال-ای حلقهرشته   ی جفتبازشده

  سری و پروب فعال  سنجاق  DNA یحلقه   توالی  بین  شدن

  و سوم، ساختار هدایت   ب(- 2)شکل    آید وجود می  کننده به

جفتکننده از  ناشی  که  مونتاژ  توالی  ی  های  شدن 

آزاد سری    ی سنجاق شده از دو رشته   پالیندرومیک خارجیِ 

این ساختارها برای    .،(-2)شکل    مربوط به ذرات مجاور است

استفاده از    با    RdRpی مربوط به ژن  شده  های طراحییتوال

نرمالگوریتم  دقیق  ش افزارهای  تحلیل  بیهنیوپک  و     سازی 

شده    داده  ساختار نمایش    که    دهندمی    نشان  شدند. نتایج  

شده است.    ، دارای کمترین انرژی آزاد محاسبه-2در شکل  

حالت سایر  با  مقایسه  در  ساختار،  پاین  از  ایداری  ها، 

ترین    عنوان محتملترمودینامیکی بالاتری برخوردار بوده و به

 .کندشود که فرآیند مونتاژ را هدایت میساختار شناخته می

 

 سنجش شرایط تجربیسازی  بهینه - 5-3

جزئی نانوذرات طلا،    سازی فرآیند مونتاژ تک برای بهینه       

 به   520Ex/700Ex    طیفی ثبت و نسبت-های سینتیکیداده

  یدر مرحله   قرار گرفت.   ی عنوان تابعی از زمان مورد بررس

غلظت  H-SNA  یهامحلول   یداریپا نخست،     ی هادر 

حضور    NaClمختلف   در   مولار   یلیم  2MgCl  625/0و 

  ی ساختارها  یداریبا هدف پا  2MgCl  ازشد. استفاده    ارزیابی

DNA  موجود   یستیز  طیسازی شرا  شبیه  رایب  نیو همچن

 ی از اجزایکی     ⁺Mg²رایصورت گرفت، ز  PCRدر واکنش  

در    مرازیپل     DNA    آنزیم     حیصح    عملکرد  یبرا  یضرور

های بالاتر  در غلظتکه نتایج نشان داد    است.  PCR   واکنش

طور   به   520Ex/700Ex نسبت  ،NaClمولار    میلی 400 از

می افزایش  برگشتمحسوسی  تجمع  بیانگر  که   ناپذیر  یابد 

به دلیل کاهش پایداری کلوئیدی در قدرت    SNA  نانوذرات

،  SNA پایداری محلول  بنابراین، برای حفظ  .یونی بالا است

NaCl    شرابه  مولار  یلیم  380غلظت  با  نه یبه  طیعنوان 

شد   مرحله الف(-3)شکل  انتخاب  در  ب  ی.    نییتع  رایبعد، 

  مونتاژ     لیتشک  کینتیکننده، س  پروب فعال  ینهیغلظت به

بازهاین  از      یمختلف  ریمقاد    در حضور    تا   4/0ی  پروب )در 

قرار      یبررس  نانومولار( مورد    25تا    12  پیکومول معادل با  2/1

و    مولاریلیم  NaCl  380  در حضور    شیآزما    نیا  گرفت.  

 وس یسلس  یدرجه  60  یدر دما    نگیلیآن    قهیدق    کیپس از  

  ی برا یسنجرنگ   پاسخ  نی نشان داد که بهتر  جی. نتا شدانجام  

 با   معادل   پیکو مول  2/1در حضور   RdRp   ژن    صیتشخ

    آید می  دست    به   کننده  فعال     پروب     از    نانومولار  20

 ب(. -3)شکل 

اتصال    ی، دماPCRواکنش    طیشرا  یساز نه یبه  یبرا      

پرانگیلی)آن  ی درجه  58و    57،  56،  55  یدر دماها  مرهای( 

  ک یدر هر    PCRقرار گرفت. واکنش    یابیمورد ارز  وسیسلس

  یدماها انجام شد و محصولات حاصل، پس از بارگذار  نیاز ا

ژل    جیشدند. نتا  یژل آگارز، با روش الکتروفورز بررس  یبر رو

دما4)شکل    لکتروفورزا در  که  داد  نشان   یدرجه  58  ی( 

اندازه  DNAنوار    وس،یسلس و  وضوح  انتظار    مورد       یبا 

  یمؤثر و اختصاص  ریتکث    ی دهنده   نشان  که      مشاهده شد 

ژن بنابرا  ی هدف   به  وسیسلس  یدرجه   58  یدما  ن، یاست. 

انتخاب   RdRpژن    ریتکث  ی برا  نگیلیآن  ینهیبه  یعنوان دما

 شد. 
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توسط    یساز  هیشب  یبسپار  یهاشکل  .2شکل   شده 

نیوپک    یهاتمیالگور نماآنالیز    ی ساختارهاتشکیل    انگریکه 

پروب   سنجاق سری    DNAبرای      انتظار  مورد      هیثانو  و 

هستند.   RdRpفعال کننده طراحی شده برای سیستم ژن  

ساقه -صورت حلقه  که به  یسر  سنجاق  ی)الف( ساختار بسته

شدن    دیبریه  انگری )ب( ساختار باز که ب  شده است،   لیتشک

پروب فعال  یسر  سنجاق   یحلقه  توالی   لیکننده و تشک  با 

که    یاهی)،( ساختار ثانو  باشد،  یم  یاو رشتهدساختار    کی

است   ک یندرومیپال  یچسبنده  ی باز شدن انتها  یدهنده  نشان

فرآ تک  ندیو  هدا  یجزئ  مونتاژ  مقدار  کندیم  تیرا  کمینه . 

در بالای هر تصویر نمایش داده شده   ساختارانرژی آزاد هر  

   .است

 

 

 

 

 
الف( بررسی پایداری  سنجیسازی پاسخ رنگ  بهینه .  3شکل  

پایه ژن  SNA  کلوئیدی نانوذرات نسبت جذب  .   RdRpبر 

از غلظتبه    520Ex/700Ex نوری تابعی  در     NaClعنوان 

شد  اندازه مولار  میلی  Mg²⁺  625/0حضور   است.  گیری  ه 

افزودن مریی -فرابنفش های طیف  از     NaCl ده دقیقه پس 

شده نشانمیله)اند.  ثبت  خطا  معیار    های  انحراف  دهنده 

 نسبتفعال کننده.  ب( ارزیابی غلظت پروب  (،  n=3هستند،  

 520Ex/700Ex  از زمان در مقادیر مختلف    به تابعی  عنوان 

کننده پروب   نسبت  فعال  شد.    520Ex/700Ex هایپایش 

راحتی    شوند که بهمنجر به تغییر رنگ کافی می 8/0بالاتر از  

 .با چشم غیرمسلح قابل تشخیص است

 

 
آگارز  لژ  ریتصو  .4شکل در     PCR محصول  الکتروفورز 

 .(نگیلیاتصال )آن یدما یساز نهیبه یمختلف برا یدماها
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سینتیکی     سنجی طیفبررسی    -6-3  فرآیند   و 

 شده جزئی سامانه طراحی مونتاژ تک

  شده مربوط به   جزئی فعال   سینتیک تشکیل مونتاژ تک      

در حضور  RdRp شده برای ژن  طراحی  H-SNAسامانه  

-فرابنفش سنجی  با طیفدر شرایط بهینه  کننده    پروب فعال 

 الف تغییرات طیفی-5مورد بررسی قرار گرفت. شکل   رییم

طول   مریی-فرابنفش در  فرایندرا  می  این  این  نشان  دهد. 

 در دمایای،  دقیقه  2دقیقه با فواصل    40  طیگیری    اندازه

میکرولیتر از بافر    60و در حجم کل  درجه سلسیوس    25ثابت  

 نانومولار  8مل  ، شا6/7برابر    pHبا     HEPESمولار  میلی  10

SNA  ،20 و  کننده  نانومولار پروب فعال  NaCl  380  میلی  

انجام شد. در این فرآیند، کاهش شدت جذب در حدود   مولار

افزایش آن در محدوده    520 نانومتر    750تا    650نانومتر و 

نانوذرات است. همان مونتاژ  وقوع     در شکل     طور که  بیانگر 

م  ب-5 حضور    520Ex/700Exنسبت    شود، یمشاهده  در 

یابد، در  فزایش میا  ییکننده با سرعت نسبتاً بالا  پروب فعال

ماند  حالی که در غیاب آن، این نسبت بدون تغییر باقی می

ی عدم وقوع مونتاژ است. این فرآیند با یک  دهنده  که نشان

 آبی   که از قرمز به    است      تغییر رنگ سریع و آشکار همراه

می بهتبدیل  و  رنگ  شود  پاسخ  یک  قابل    عنوان  سنجی 

شود )تصویر داخل تشخیص با چشم غیرمسلح محسوب می

 .ب(-5شکل 

 

 مانند ذرات و بررسی ساختار گل  حلیل اندازهت   - 7-3

SNAها  

ه  عیوزت       طلا  ی ک ینامیدرودیاندازه  و    ان یعر  ینانوذرات 

SNAی کینامید  ی پراکندگ  روششده با استفاده از  سنتز  یها  

داده-6شکل  در  نور   نشان  متوسط   الف  اندازه  است.  شده 

   با   برابر      ب یترت    به   ها  SNA    و     انی عر    ی طلا   نانوذرات  

  ر یمقاد  نای  آمد.  دست  به   نانومتر  17  ±  3  و  نانومتر  13  ±  3

م اندازه   یهاکیپ   نیانگیاز  سه  از  مستقل   یریگحاصل 

 لحاظ شده است.    زیمربوطه ن  ار یاند و انحراف معمحاسبه شده

عبوری  ریتصو  ن،یهمچن        الکترونی  مربوط   میکروسکوپ 

شکل  سنتز  ی هاSNAبه   در  شده    شی نماب  -6شده  داده 

  یشیفرد با آرا  به  منحصر  ی، ساختار این تصویراساس    بر  است.

م  هیشب مشاهده  گل  ا  شود یبه  در  عنوان   نیکه  با  مطالعه 

  به  ساختار     نیا  است.  شده  یمانند« معرف  گل  یکربندی»پ 

و  یکیعنوان   سامانه  یهایژگیاز  تک  یهاشاخص    مونتاژ 

]  یجزئ است  شده  چن9  و  8گزارش  حاصل   یشیآرا  نی[. 

مجاور  نوع    با ذرات هم   وندیپ  جاد یدر ا  SNA  ی هر ذره  ییتوانا

تقر احتمال  با  نها  کسانی  باًیخود  در  که  به   تیاست،  منجر 

 . شودیم افتهی سازمان  و ساختار منظم  نیا یریگ شکل

 

 
تغییرات  .5شکل   به  -فرابنفش  یفیط  الف(  مربوط  مریی 

جزئ  مونتاژ  لیتشک طراحی  یتک  ژن   سامانه  برای  شده  

RdRp     )520نسبت    راتییتغبEx/700Ex  ی به عنوان تابع  

.  های طیفی بخش الف محاسبه شده استکه از داده  از زمان

  اب یرا در حضور و در غ   SNAکه رنگ محلول    یی هاعکس

نشان داده  شکل ب     درونکننده نشان میدهند    عالف  پروب

   .شده اند
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 روس یو  RdRpژن    یسنج   رنگ  ص یتشخ - 8-3

SARS-CoV-2 بر مونتاژ  یمبتنH-SNA  

رنگ به       تشخیص  ژن  منظور   ویروس RdRp سنجی 

SARS-CoV-2برنامه    قابل     جزئی  تک     ، از یک سامانه  

پالیندرومیک، همراه با فعالیت    دهنده  اتصالریزی مبتنی بر  

روش  DNA ز  اگزونوکلئا-′5 در  معمولی،  PCR پلیمراز 

 استفاده شد.  

  دارد،  وجود  هاآن  در  هدف  الگوی  که  مثبت  هاینمونه   در      

DNA   از   یطور ویژه برای اتصال به بخش  کننده که به  فعال  

است شده  انتخاب  هدف  توالی  از  خاص  آمپلیکون  به    یک 

شود. در  هیبرید می  هدف  الگویاضافه و با    PCR ی  هاویال

 DNA اگزونوکلئاز-5′و از طریق فعالیت    PCR  طول چرخه

ر این صورت، د  گردد. کننده تخریب می  فعال DNA پلیمراز،

 RdRp شده برای ژن   ساخته  H-SNA ل  با افزودن محلو

 عنوان مرحله تشخیص رنگ  به   PCR   نهایی    محصول    به

از پس  رنگPCRسنجی  و  کلوئیدی  فرم  محلول     ،  قرمز 

قبلا  فعال کننده    DNA  را یز  .شودمی  سوسپانسیون حفظ  

  گری دو  هضم شده   PCR  تیتقو  ندیدر طول فرآتوسط آنزیم  

سنجاق ساختار  بازکردن  به  رشته    قادر  های  SNAسری 

عبارت دیگر، ثابت  . بهنخواهد بود  شده به نانوذرات طلا  متصل

محلول قرمز  رنگ  به  H-SNA ماندن  افزودن  از  پس 

 DNA دهنده وجود الگوی صحیح  نشان  ،PCR محصولات

واکنش استو     PCRدر  مثبت  عدم    .نمونه  در صورت  اما 

   PCRدر طول ها  کننده  فعال   ونه،ر نموجود الگوی هدف د

شدن با توالی  مانند و از طریق هیبرید  باقی می نخورده    دست

باز باعث  حلقهحلقه،  ساختار  در  -شدن  های  DNAساقه 

  .شوندها میH-SNA  سری و در نتیجه القای مونتاژ  سنجاق 

در این حالت، یک تغییر رنگ شدید از قرمز به آبی در مرحله  

آنالیز ژل  .  مورد انتظار خواهد بودPCR سنجی پس از رنگ

محصولات روی  بر  ژنآمپلیکون  PCR الکتروفورز   های 

RdRp   با مقدار ربوط به یک نمونه مثبتمCt     و یک  پایین

نشان ژل  تصویر  که  شد  انجام  منفی  نوارهای    نمونه  دهنده 

   RdRpهای مورد انتظار برای خط ژن واضح یگانه در اندازه

بودنمودر    ،کنترل منفی   نمونه    در      در حالی که  .نه مثبت 

-7)شکل     مورد انتظار مشاهده نشد  در اندازه      هیچ نواری

  PCR از محصولات  میکرولیتر 15    بعد،    (. در مرحلهلفا

 H-SNA   هایمحلول   به   RdRp مربوط به امپلیکون ژن

  در   سپس   و   اضافه  تریکرولیم   60کل      در حجم  مربوطه  

د.  ش  بازپختدقیقه    1مدت     سیلسیوس به   درجه  60دمای  

ب نشان داده شده است، رنگ ویال  -7طور که در شکل  همان

آزمایشی مربوط به نمونه مثبت قرمز باقی مانده است،    محلول 

ویال که  حالی  چند    در  طی  منفی  کنترل  نمونه  به  مربوط 

 . دقیقه دچار تغییر رنگ از قرمز به آبی شد

 

 
هسته  یکینامید  یپراکندگ  فیطالف(   .6شکل    یهانور 

AuNP    وH-SNAهسته تهیه یها همان  با  های  شده  

AuNP    میکروسکوپ   ر یتصاو درجه سلسیوس و ب(  25در

مربوط به سامانه مونتاژ سیستم تک جزئی    الکترونی عبوری

   RdRp.ژن 
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 یمعمول  PCRژل الکتروفورز محصولات    زی( آنالالف  .7شکل

پرا جفت  از  استفاده  با  ژن   یهاکونیآمپل  ژهیو  یمرهایکه 

RdRp   پروب در حضور  از    یهاو  )پس  چرخه   45مربوطه 

 ص یدهنده تشخ ( عکس نشانب  دست آمده است. ( بهتیتقو

سنج از    یرنگ  نمونه  PCRبعد  به  در    هایی   مربوط  که 

 .  آمده بودند دست هب الکتروفورزژل  شیآزما

 

نمونه  - 9-3 در  سامانه  عملکرد  بالینی  ارزیابی  های 

 واقعی 

 طیدر شرا  یشنهادیروش پ   یی دقت و کارا  یبررس  یبرا      

  یشده از سواب حلق  استخرا، RNA نمونه  9تعداد    ، یواقع

عفونت  مارانیب به  به  SARS-CoV-2 مشکوک  که 

ژنت  یولوژیپاتوب  شگاهیآزما )همدان،   یمولکول  ک یو  فرزان 

ارانیا گرفتند.  قرار  مطالعه  مورد  بودند،  کرده  مراجعه    نی( 

در زمان  PCR استاندارد ت یبا استفاده از ک تر شیها پ نمونه 

قرار گرفته و   شیمورد آزما RdRp ژن یابی  و با هدف یواقع

  انیها مشخص شده بود. از مبودن آن یمنف  ا یمثبت    تیوضع

گزارش شده   ینمونه، شش مورد مثبت و سه مورد منف  9  نیا

تر، سه    سخت  طیروش در شرا  یی کارا  ی ابیمنظور ارز  به  .بودند

  ی روسیشدند تا بار و  قیرق  یالیصورت سر  مثبت به  ینمونه 

.  ردیقرار گ  38تا    34  یدر بازه  Ctو مقدار    ابد ی ها کاهش  آن 

ها انجام  نمونه  یتمام  یبرا معمولی  RT-PCR، واکنش ابتدا

  ک یصورت    به  ریمعکوس و تکث  یبردار  رونوشت  ندیشد. فرآ

مربوطه صورت گرفت.    یو در حضور پروب اختصاص  یامرحله 

آزما  عمولیم   PCR محصولات هر  از  طور   به  شیحاصل 

گرفتند.    ارقر  ی ابیژل مورد ارزجداگانه با استفاده از الکتروفورز  

  ی هادر نمونه  شود، یالف مشاهده م-8طور که در شکل    همان

  که   یشد، در حال  دهیمورد انتظار د  یبا اندازه  یی هانوارمثبت،  

 نواری  چیه   7و    6،  2  یهاشامل شماره  یمنف  یهادر نمونه 

 .  دیمشاهده نگرد

شده    ارائه  یسنج  عملکرد روش رنگ  یابیمنظور ارز به      

به   PCRاز محصول    تریکرولیم  15مقدار    ،ی نیبال  طیدر شرا

شد.    RdRpژن    یبرا   یاختصاص  H-SNAمحلول   افزوده 

مدت    به   وسیدرجه سلس  60  یشدن در دما  بازپختپس از  

تغنمونه  قه، یدق  کی نظر  از  بررس  رییها  مورد  قرار   ی رنگ 

ماند که    یمثبت، رنگ محلول قرمز باق   یهانمونه  در   گرفتند.

واکنش    انیکننده در جر  فعال    پروب   بیتخر  یدهنده نشان

PCR  امر    نیبود. ا  ی جزئ  ساختار مونتاژ تک  ل یو عدم تشک

هدف در نمونه و صحت عملکرد    ی روسیو  RNAحضور    انگریب

مرحله  PCRواکنش   در    نیشیپ   یدر  مقابل،  در  است. 

   خود  ( به  یبه آب  ل ی)ما    یرنگ آب    ، محلول  یمنف  ی هانمونه 

باز شدن    کننده،   فعال    پروب    ماندن   ی باق  انگریب    که    گرفت

   نانوذرات بود؛    تجمع  یالقا    جهیو در نت  ،یسر  ساختار سنجاق 

نبود  که    یادهی پد    رخ    یاختصاص    PCRمحصول      در 

  یدرست  ها بهنمونه  جینتا  یم ب، تما -8شکل  . مطابق  دهدیم

 . شدند یبند و دسته ییشناسا

نتا  دست به  جینتا       با  استاندارد    جیآمده  از روش  حاصل 

RT-qPCR  نشان  به که  داشتند،  مطابقت  کامل    طور 

پ   یبالا   نانیاطم  تیقابل  ی دهنده در    یشنهادیروش 

  روش رنگ  یبالا  تیاهم  هاافتهی  نیا    است.  ینیبال  یکاربردها

به  H-SNAبر    یمبتن  یسنج که    یطیشرا  در  ژهیو را 

  ستند،یدر دسترس ن  یمولکول  صیتشخ  یشرفته یپ   زاتیتجه

م همچنسازدیبرجسته  در   نیا  یبالا  تیحساس  ن،ی.  روش 

 ی مناسب برا  یانهیآن را به گز  ن،ییپا   یروسیبار و  صیتشخ

درمان  هیاول  یغربالگر مراکز  آزما  ی در  امکانات    یشگاه یو  با 

 .  کند یم  لیمحدود تبد 
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محصولات    ریتصو الف(  .8شکل   به  مربوط   PCRژل 

دقت آزمون   د ییت    یکه برا  بالینینمونه    9حاصل از    یمعمول

  ج ینتا  ی دهنده  ( عکس نشان . باندمورد استفاده قرار گرفته

 است.  ینیبال  یهامربوط به نمونه  یسنج  رنگ صیتشخ

 

 تکرارپذیری و حساسیت روش  -10-3

یک  PCR برای ارزیابی تکرارپذیری سنجش، محصول      

لوله     در دمای   تقسیم و    مجزا     PCR نمونه مثبت به سه 

تا در سه تکرار جداگانه   شدگراد نگهداری  درجه سانتی -20

شده   تهیه  تازه      های   SNAو در سه روز مختلف، توسط

تکرار کاملاً   از هر سه  نتایج حاصل  قرار گیرد.  بررسی  مورد 

قابلیت اطمینان تکرار پذیری،    دهنده  یکسان بودند، که نشان

ارائه   روش    حساسیت    .است    پیشنهادی    روش    و پایداری

های  رقت نیز با مقایسه نتایج حاصل از سنجش بر روی  شده

 مرحله( از سه نمونه   5و در    10سازی    سریالی )با فاکتور رقیق

آمده    دست  شده، با نتایج به  استخرا، RNA مثبت  حقیقی

روش ژنی  RT-qPCR   استاندارد از  ناحیه   RdRp برای 

در  RT-PCR نتایج  2در جدول    .بررسی قرار گرفتمورد  

اززم ارائه  PCR ان واقعی و روش رنگ سنجی پس  )روش 

بولین     و پاسخ Ct ترتیب به صورت مقداربه    شده در این کار(

های  به تعداد چرخه  Ctمقدار    است.   شده  گزارش   (-)+ یا  

که برای تشخیص    RT-qPCRاستاندارد   روش  در  تقویتی

پس از    اشاره دارد.  ،ها نیاز استیک سیگنال معنادار از نمونه

های ژن هدف از سطح آستانه  انجام چندین چرخه، تعداد کپی

تولید  تقویت  فلورسانسی که در حین  و سیگنال  رفته  فراتر 

زمینه )یا خط آستانه(    شود، به طور نمایی از سطح پسمی

معکوسی با بار ویروسی دارند،  رابطه    Ctکند. مقادیر  عبور می

پایین مقادیر  که  طوری    تعداد   دهنده    نشان  Ctتر    به 

ویروسی است. به طور کلی، مقادیر     RNA های بالاترکپی

Ct    از نظر بالینی به عنوان نتیجه مثبت در نظر   40از  بالاتر

نمی مقادیرگرفته  مقابل،  در  و  ی  برا   40از  کمتر     Ctشود 

SARS-CoV-2    میمثبت عملکرد   د.شوتلقی  در 

مرحله RT-qPCR ص  تشخی در  واقعی،  زمان  نجم  پ     در 

رقت    رقیق  ضریب  )یعنی  نمونه 510سازی  برای  عملکرد   ،)

اما برای نمونه  2و    1شماره   اما    3  مناسب بود،  ضعیف بود. 

رنگ از  روش  پس  ارائه ) PCR سنجی  این   روش  در  شده 

سازی،   مرحله رقیق  در پنج      و    نمونه    در هر سه  ،پژوهش( 

نشان که  داد  ارائه  دقیقی  و دهنده    نتایج  اطمینان  قابلیت 

ارائه   2در جدول    هاشیآزما  نیا  ج ینتا.  کارایی این روش است

 اند. شده

 

در زمان واقعی با    PCR  مقایسه حساسیت روش  .2جدول  

 روش رنگ سنجی
Post-PCR 

colorimetric method 
RT-qPCR (Ct value)  

شماره  

3 

شماره  

2 

شماره  

1 

شماره   3شماره 

2 

شماره  

1 

 

+ + + 38/24 09/24 87/22 1 
+ + + 72/28 08/26 40/25 10 
+ + + 57/31 42/30 68/29 100 

+ + + 51/34 42/33 33/32 1000 
+ + + 16/36 16/36 34/35 10000 
قابل کاربرد   + + +

 نیست 

72/39 82/38 100000 

 

 ی ر یگ  جهی نت  - 4

کار          ودراین  پذیر  یژگیاز  ساقه  تغییر  حلقه -ساختار 

توال  یمبتن تک    یالقاء مونتاژها  یبرا  کیندرومیپال  ی هایبر 

استفاده شد. این مونتاژ  ها  SNA  درپاسخگو به هدف    یجزئ

هدف، به  سنج  کی  پاسخگو  رنگ  قابل  ساده    یپاسخ  و 

-5′  تیفعال . هددیم  را ارائهغیر مسلح    چشم   با   تشخیص  
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حاوی    H-SNAی  پروبها  با  مرازیپل  DNA  اگزونوکلئازی

نانوذره طلا  هسته نتایج  ادغام    یمعمول  PCRبا  های  و  شد 

ژن    رنگ  صیتشخ  یبراخوبی   ویروس    RdRpسنجی 

SARS-CoV-2  یهاسامانه  ازیبا توجه به ندست آمد.    به  

عموم ابزارها  یبهداشت  در   یصیتشخ  یبه  و  ارزان  ساده، 

  ی ستیسنجش ز  ی هاروش  ، یعفون  یهایماریب  یدسترس برا

  یکرو  یدهایاس  کینوکلئ  یزیر  بر مونتاژ قابل برنامه  یمبتن

   ی روسیو  یهایماریب  صیدر تشخ  یاکاربرد گسترده  توانندیم

باشند.   با طراح  یادگس  به    روش  نیا  داشته  بازو  یو    ی دو 

توال  کیندرومیپال دو طرف  قابل  یدر  برا  تیهدف،   یتوسعه 

 دارا است.  زیرا ن یروسیو  یهاژنوم ریسا ییشناسا

 
 سپاسگزاري 
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