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

  

 ی سر  سنجاق  DNAدار شده با    عامل  یبر نانوذرات طلا  یمبتن  یجزئ  تک  یسنج نانوحسگر رنگ  کیمطالعه،    نیدر ا:  چکیده
(H-SNA) ژن   ییشناسا  ايبرRdRp  روسیو  SARS-CoV-2  مرازیپل  یارهیپس از انجام واکنش زنج  (PCR  )و ارائه   ی طراح

 یحلقه حاو   هی. ناحگرددیبه سطح نانوذرات طلا متصل م  یالقه ح-با ساختار ساقه  یسر  سنجاق  DNA  ،سامانه  نیشده است. در ا
موجود    یکننده، که مکمل توال  است. با افزودن پروب فعال  کی ندرومیپال  یساقه شامل دو بازو  هیمکمل ژن هدف و ناح  یتوال

  رد یگیطلا صورت م  وذراتتجمع نان  ک،یندرومیپال  یبازوها  نیباز شده و در اثر تعامل ب  یسر  ساختار سنجاق  باشد،ی در حلقه م
ژن هدف هستند، پروب   یکه حاو    مثبت  یها. در نمونهشودیم  ی آب    از قرمز به    رنگ محلول  رییتغ    امر منجر به     نیا    که

  میآنز  یاگزونوکلئاز-5'    تیفعال  شده و توسط    دیبریه  ژن هدف    کونیآمپل    با  مرازیپل  یارهیواکنش زنج  یکننده در ط  فعال
DNA  پس از افزودن محلول    جه،ی. در نتگرددیم  بی تخر  مرازیپلH-SNA  ییبه محصول نها  PCRیسر  ، ساختار سنجاق 

 یکننده ط   فاقد ژن هدف، پروب فعال   یمنف  یها. در نمونهشودیحفظ م  H-SNAو رنگ قرمز محلول    مانده  یهمچنان بسته باق
در اثر  یسر  ، ساختار سنجاقPCR یینها ولبه  محص H-SNAو پس از افزودن محلول   ماندیم یباق رییبدون تغ PCR ندیفرا

. گرددیم  یرنگ محلول به آب  رییتغ   تی امر موجب تجمع نانوذرات طلا و در نها  نیشده، که اکننده باز    کنش با پروب فعال  برهم
 ییناساش  یتوسعه برا  لیروش از پتانس  نیهر ژنوم، ا  یتوال  نیدر طرف  کیندرومیپال  یدو بازو  ی با در نظر گرفتن امکان طراح

 . برخوردار است زین یروسیو یهاژنوم ریسا
 

واژه  سنجی،  RdRpژن   :كلید  رنگ  تشخیص  طلا،  اگزونوکلئاز-5'تیفعال،  نانوذرات  زنج،  ویروسمرازی پل  یارهیواکنش   ، 
SARS-CoV-2 

 

 
 

 

 مقدمه  -1
های اخیر، سنجش زیستی مبتنی بر نانومواد به در سال        

ترین موضوعات در علوم و فناوری نانو تبدیل   یکی از داغ
 دانان   رو، نیاز به حضور و مشارکت شیمی  شده است. ازاین 

 

 

احساس می پیش  از  بیش  این حوزه  ویژگیدر   هایشود. 

ایده منحصربه بسترهای  نانومواد،  انتقال فرد  برای  را  آلی 
امکان  سیگنال و  کرده  فراهم  نوری  و  الکترونیکی  های 

ابزارهای زیست از  ارائه    طراحی نسل جدیدی  را  سنجی 

 
 

 



 

 

                                                                                                                                                  
 

       

  

Chem. Res., 1404, Vol. 8, 1-10 

 

 

 

 

سنجی مفاهیم نوینی را برای    زیسترو، نانو  ازاین .  دهندمی
سنجش   و توسعه ابزارهای جدید  ، کاربردیتحقیقات بنیادی

زیستی    های بالینی، محیطزیستی با حساسیت بالا در حوزه
از طرف دیگر، ادغام    .[2و    1] و صنعتی ارائه کرده است
 پپتیدها،  [3] ، پروتئین هاDNAمولکول های زیستی مانند  

های کربنی، ها و نانولولهبا نانوذرات فلزی، نیمه هادی [4]
های منحصر  های جدیدی با ویژگیمنجر به ایجاد نانوساختار

تنهایی وجود   یک از اجزا به  که در هیچبه فرد شده است  
 شودناشی میهای هر دو بخش  افزایی ویژگی   از هم   و  ندارد

ی جدید و ر این مقاله، تمرکز اصلی بر روی دسته د  .[5]
نانو  یجذاب نوکلئیکاز  عنوان  تحت  اسیدهای ساختارها، 

  باشد.می (SNA) کروی
کرو  نوکلئیک       با  به     یاسیدهای  معمول  قرار طور 

 DNA)ی  اسیدهای خطنوکلئیک  گرفتن یک لایه متراکم از
شوند  ساخته می  ذره  نانو   هستهیک   ( در اطراف  RNAیا  

نوکلئیک  [7-5] کرویآنچه  سایر    اسیدهای  از  را 
ده  سازد و موجب جلب توجه گسترنانوساختارها متمایز می

سه ساختار  است،  شده  علمی  جامعه  متراکم    در  و  بعدی 
آن نوکلئیک مرکزی  هسته  اطراف  در  هاست، اسیدها 

نمیویژگی یافت  طبیعت  در  که  تاکنون SNA.  شودای  ها 
در حوزه  کاربردهای چشم بهگیری  پزشکی،  در    ی  ویژه 

 های سامانه   و[  8-10ها ]هایی نظیر تشخیص بیماریزمینه
  این .  اندداده   نشان   خود  از [  11]  هدفمند  دارورسانی
  و   طراحی  در  بالایی  پتانسیل  همچنین  نوین  ساختارهای

ایم[ و نیز در حوزه12های جدید ]ی واکسنسعهتو -نيی 
]  رمانيد داده 14و    13سرطان  ارائه  سال   .اند[   یهادر 

 یچگونگ   رامونیپ  یمتعدد  یمرور  هايهمقال  ر،یاخ
مختلف   یهادر حوزه   یکرو  یدهایاسکی نوکلئ  یکاربردها

در   هابیترک  نیروزافزون ا  تیاهم  انگریاند که بمنتشر شده
 . [15-17] باشدینانو م یو فناور یستیز قاتیتحق

رایج   های رنگسیگنال       از  فلورسانس  و  ترین   سنجی 
ر حسگرهای زیستی مبتنی  های مورد استفاده دانواع سیگنال

هستند نانوذرات  ویژگی.  بر  دلیل  به  طلا  های نانوذرات 
پدیده اندازه و شکل،  به  وابسته  نام رزونانس نوری  به  ای 

دهند که منجر به جذب شدید را نشان می پلاسمون سطحی
جذب نور توسط اتم    .[18]  شودنور در محدوده مرئی می

ایجاد    های باعث  نانوذره،  در یک  نوسانات فلزی موجود 
هداالکترون  یکپلاسمون نوار  در     ن یا.  شودیم  تیها 

شد  ی،جمع  هايوسانن جذب  به  محدوده    نور  دیمنجر  در 
رن  550-520 مسئول  و  شده  شدید     گنانومتر     قرمز 

نانوذرات طلامحلول کلوئیدی  زمانی   .[18]  باشندمی  های 
توجهی در   قابل  هايیابند، تغییرکه نانوذرات طلا تجمع می

دهد، از جمله جابجایی پیک جذبی یها رخ مطیف جذبی آن
  شدگی نوار پلاسمون سطحینانومتر، پهن  650به    520از  
به دلیل همپوشانی ) تغییر رنگ محلول از قرمز به آبیو  

فرد    شده(. این ویژگی منحصربه  پلاسمون بین ذرات متصل
نانوذرات طلا به یک   آرماني باعث شده است که    سکوی 

تبدیل شوند و توجه بسیاری سنجی    های رنگبرای سنجش
   .[20 و 19]از پژوهشگران را به خود جلب کنند 

 ای رشته بین یک نوکلئیک اسید تک  شدنفرآیند هیبرید      
(ssDNA)  ویژه از  یکی  آن،  مکمل  رشته  ترین   و 

شناختهسازوکار مولکولی  شناسایی  این   های  است.  شده 
پایدار بین نانوذرات فرآیند منجر به ایجاد یک فاصله کوتاه و  

برنامه طریق  از  و  تبدیل   DNAپذیری شده  امکان   ،
مبدل به  طلا  قابلنانوذرات  سیگنال  های  برای  های کنترل 

می رنگ فراهم  را  فلورسانس  و  اکنون، ت  .آوردسنجی 
   متنوع   و در دسترس    ارزان     ساده،    شیمیایی    هایروش

اتصال    و برای    نندما    زیستی  هایمولکولمتعددی 
یافته   DNA هایرشته توسعه  نانوذرات طلا   اندبه سطح 

 به ویژگی، در کنار سنتز آسان و مقرون  نای.  [  22و    21]

عنوان    ها بهصرفه نانوذرات طلا، موجب شده است که آن 
مبدل در  پرکاربردترین  سیگنال  زیستی های    حسگرهای 

حجم تاکنون  دلیل،  همین  به  شوند.  از      مطرح  وسیعی 
تشخیص هاهمطالع در  نانوذرات طلا  کاربرد  بررسی  به   ،

 . [23] اختصاص یافته است زیستياهداف 
برنامه       قابل  مونتاژ  پدیده  از  مطالعه  این  ریزی    در 

 (SNAs) اسیدهای کروی جزئی نوکلئیک های تکسامانه

هسته بهحاوی  طلا  نانوذرات  یک    های   سکویعنوان 
ویژهرنگ ژن  سنجی  مولکولی  تشخیص  برای   توالی 

RdRp ویروس SARS-CoV-2   این است.  شده  استفاده 
ژنوم سایر  تشخیص  برای  تعمیم  قابل  همچنین  های روش، 

 .باشدویروسی نیز می
 

 بخش تجربی   -2
 ها مواد شیمیایی و دستگاه -2-1
کلیه مواد شیمیایی مورد استفاده در سنتز نانوذرات طلا        

بافرها از شرکت مرک تهیه گردید و بدون انجام  تهیه    و  
استفاده    سازی    خالص  مورد  گرفت  بیشتر،    برای.  ندقرار 

کمتر   ویژه      هدایت  از آب بدون یون با    هامحلول  ی  تهیه
تمام  0/ 06از   شد.  استفاده  سانتیمتر  بر  ی میکروزیمنس 

طراحی  یهارشته   رشته شامل    شده،  اولیگونوکلئوتیدی 
که    (  SNAرشته  )    طلا  نانوذره     متصل شونده به سطح  

شدهPS)    وآتیفسفوروتبا   اصلاح  های  توالی    بود،     ( 
ها دهنده  ، اتصال(FAM-6) شده با رنگ فلورسئین    اصلاح

   از شرکت   ،PCR  برای واکنشو پرایمرهای مورد نیاز  
جنوبی کره  شدند.   سفارش     بایونیر  پروب   همچنین،داده 

TaqMan  خاموش-3′فلورفور و  -5′دوگانه )    با اصلاح-
 .تهیه گردیدننده( از شرکت متابیون آلمان ک

دستگاه    سنجي  طیفهای  گیری اندازه       از  استفاده   با 

پرتویی مدل  سنج طیف شرکت ساخت    210اسپِکورد    دو 
انج جنا  سامانهام  آنالیتیک  یک  به  دستگاه  این  ی شد. 

منظور کنترل دقیق دما مجهز   ساز به ی پلتیر دستسردکننده
 .شده بود
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  تهیه بافرها -2-2
بافر         تهیه  از  میلي  500برای  با   HEPESمولار 

6/7=pH  ،   از پودر   گرم     915/11ابتداHEPES     در
لیتر از آب فوق خالص بدون یون حل شد. سپس   میلي  90

هیدروکسید،   سدیم  و  اسید  ازهیدروکلریک  استفاده    pHبا 
به    کل   در نهایت، حجم   شد.   تنظیم    6/7محلول روي 

به  با اضافه کردن مقدار بیشتری آب   محلول   بدون یون 
سیترات    بافر    تهیه برای   .  شد رسانده  لیتر    میلي  100
 نمکی،   کاملا     پایه   با  pH  =1/3   مولار با  میلي  500

تری گرم    705/14مقدار   نمک  دو    سیترات سدیم    از 
یون  آبلیتر    میلي  90در    آبه   از  حل    بدون  سپس  و 

استفاده    3تا حدود    pHهیدروکلریک اسید غلیظ برای تنظیم  
آب   بیشتری  مقدار  کردن  اضافه  با  نهایی  حجم  سپس  شد. 

  .شدلیتر رسانده  میلي 100   به بدون یون 

 
 سنتز نانوذرات طلا  -2-3

روش  کروی    یهاهسته       از  استفاده  با  طلا  نانوذرات 
کاهش س   HAuCl4استاندارد  شدند    ترات،یتوسط  سنتز 

محلول    تریل  یلیم  50ابتدا،    در  [. 24]   مولار  یلیم  1از 
HAuCl4     ی دهانه   سه       گرد   ته      بالن     کی  در    

  قه یدق  30تا    20مجهز به مبرد، به مدت    یتریل  یلیم  100
 تریل  یلیم  5تا به نقطه جوش برسد. سپس،    شد دادهحرارت  

محلول   صورت  به  تراتیس  میسد  مولار یلیم  38/ 8از 
به محلول در حال جوش   د،یشد  دنز هم  نیو در ح    یناگهان

از    در  افزوده شد. رنگ محلول از زرد    قه،یدق   کیکمتر 
ت و  کدر  به  ادامه   افتی  رییتغ  رهیشفاف  با  ، بازرواني  یو 

  د یزدن شد  و هم   بازروانيقرمز شد.    جیتدر رنگ محلول به
 کنواختیتا رنگ قرمزِ  افتیادامه  گرید  قهیدق  12به مدت 

سرد    تاقا  یمحلول در دما  ان،یحاصل گردد. در پا  یدیو شد
به  نیا  شد. طلا  سنتز    نانوذرات  جهت  هسته  عنوان 

مورد استفاده قرار    یدر مراحل بعد یکرو  یدهایاسکینوکلئ 
 .گرفتند

 

 اسیدهای کروی با هسته نانوذرات طلا سنتز نوکلئیک  -2-4
به سطح نانوذرات طلا و   DNA متراکمبرای اتصال        

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

دهنده، در   عنوان عوامل اتصال  به (PS) یا فسفوروتیوآت
های  [. این گروه22  و   21منابع مختلف گزارش شده است ]

به ایجاد   شیمیایی  به  قادر  طلا،  سطح  به  بالا  تمایل  دلیل 
کووالانسی پایدار با سطح نانوذرات هستند و   پیوندهای شبه

طور گسترده برای تثبیت الیگونوکلئوتیدها بر   رو به از این
گیرند. در این سطح نانوذرات طلا مورد استفاده قرار می 

اولیگونو از  اصلاحمطالعه،  گروه   کلئوتیدهای  با  شده 
در این   .برای اتصال به نانوذرات استفاده شد  فسفوروتیوآت

نوکلئیک  سنتز  برای  از  کار،  کروی      DNAاسیدهای 
 س  ویرو RdRp ژن    برای    شده  طراحی    سری  سنجاق

SARS-CoV-2   (  1جدول  )این  استفاده شد .DNA  که ،
آدنین با اصلاح ی پلی در هشت نوکلئوتید ابتدایی دارای توال

اساسمی  فسفوروتیوآت بر   pH کاهش روش     باشد، 

 صورت پایدار به    یافته توسط لیو و همکاران، به  توسعه

طور خلاصه،   ه ب  .[25]  سطح نانوذرات طلا متصل گردید
به   کرومولاریم  100با غلظت    DNAاز    تریکرولیم  15

طلا  تریکرولیم  500 نانوذرات  محلول  )با سنتز  یاز  شده 
تقر درون    10  یبیغلظت  اپندور  کینانومولار(  ف  لوله 

طر  لیاستر از  شدت  با  محلول  و  شد  ورتکس   قیافزوده 
 میکرولیتر    15تا    10دقیقه،    5پس از    .دیکردن مخلوط گرد
به مخلوط    (pH=0/3میلی مولار،    500)از بافر سیترات  

محلول کاهش    pHاضافه و مجددا به شدت ورتکس شد تا  
از محلول تریکرولیم  15تا    10  قه،یدق  3پس از گذشت  یابد.  

به محلول افزوده شد و اجازه داده  مولار(    2سدیم کلراید )
  طیشرا  در همان    گرید    قهیدق  3به مدت      شد که مخلوط

  HEPES  از بافر  تریکرولیم  50تا    40سپس    بماند.  یباق
تا    د یبه محلول اضافه گرد  (pH=6/7  ،میلی مولار  500)

pH  به مدت    ونیانکوباسپس از  .  بازگردد  یخنث  تیبه وضع
در    قهیدق  7به مدت    ییمخلوط نها،  اتاق  یدر دما  قهیدق  15

دق  12000سرعت   در  ما   وژیف یسانتر  قهیدور    ییرو  عیو 
ر ژلات  شد.  ختهیدور  در    مانده  یباق  ینیگلوله  لوله  ته  در 

بافر    تریکرولیم  500 مجددا    HEPESاز  و  پراکنده 
بافر  میکرولیتر  شستشو  فرآیند،  این  شد.  سانتریفیوژ 

HEPES  (  6/7  ،میلی مولار  10با غلظتpH=)    پراکنده
دست آید.    به  اسیدهای کروی  نوکلئیکتا محلول نهایی    شد

اسید کروی   از یک نانوذره نوکلئیکایي  واره طرح  1شکل
 .  دهدمی نشان را ای از نانوذرات کروی طلابا هسته

 

 
 یاسیدهای کرو  نوکلئیکواره سه بعدی از   طرح  .1شکل  

با هسته نانوذرات طلا )گوی قرمز رنگ(. ناحیه مشکی و  
قرمز در رشته متصل شده به ترتیب نماینده بلوک اتصال 

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

 
 RNAو استخراج  ینیبال  یهانمونه هیته -2-5
شتتناستتی   های مرتبط با زیستتتپیش از انجام آزمایش      

ستتتتتتازی اولیگونوکلئوتیتتدهتتا،    مولکولی، از جملتته محلول
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وستایل مصترفی   همهژل الکتروفورز،    و  PCRاستتخرا،،
 هایهای اپندورف و میکروتیوبمانند ستتترستتتمپلرها، لوله

PCR  هاآزمایشکلیه  ..ز طریق اتوکلاو استتتتریل شتتتدندا 
درزیر هود بتا جریتان آرام )فلوی لامینتار( مجهز بته لامت  

کردن انجتام شتتتتتد و همته ابزار و   فرابنفش برای استتتتتتریتل
درصتتتتتد    70محلول اتتانول  بته طور کتامتل بتا  ستتتتتطوح  

 ضدعفونی شدند.
توستتتط   یفوقان  یاز دستتتتگاه تنفستتت  ینیبال  یهانمونه

و  یمولکول  صیتشتتتخ شتتتگاهیدر آزما دهید پرستتتنل آموزش
از    یمنیا ستتتیز یهادستتتورالعمل تیبا رعا  ،یلوژویپاتوب

 یآورمناسب، جمع  یحفاظت فرد  زاتیجمله استفاده از تجه
  ی منف یا  مثبتوضتعیت   دقت مورد استتفاده قرار گرفتند.و به

 صیتشتخ  تیتوستط ک  شتده یآورجمع  ینیبال یهانمونهبودن 
SARS-CoV-2 ،  کته ژنRdRp     دهتد می هتدف قراررا  ،

استتاندارد تشتخیص آلودگی ویروستی تعیین   هایآزمایشدر  
 یمولکول صیتشتخ شتگاهیمراحل ذکرشتده در آزما هیکلشتد.  

 فرزان، همدان انجام شد.  یولوژیو پاتوب
 

 ی اخلاق  هايهملاحظ -6-2
 یپزشک  ستیز  قاتیاخلاق تحق  تهیتوسط کم  قیتحق  نیا      

 هیت دییت و بتا کتد تتا  یهمتدان بررستتتتت   نتایستتتتت  یدانشتتتتتگتاه بوعل
IR.BASU.REC.1400.017   تتت قرار گرفتتته   دییتت مورد 

و   یمولکول  شتتتتتگتاهیاز آزمتا  ینیبتال  یهتانمونته همتهاستتتتتت.  
شتتتتتده و   یآورجمع ران،یفرزان در همتدان، ا  یولوژیپتاتوب

اختذ   یقتاتیهتا در مطتالعتات تحقاستتتتتتفتاده از نمونته  موافقتت
 است. دهیگرد

 
 نتایج و بحث -3

بر   ئیسامانه تک جز  ی اصول طراح  -3-1  SNA  مبتنی 
 SARS-CoV-2  در RdRpژن  صیتشخ یبرا

محسوب    کی ندرومیپال  یزمان  ی،دینوکلئوت  یک توالی      
باشد. به   کسانی  یکه رشته مکمل آن با خود توال  شودیم

  انتهای  از  ی خوانش توال  ،ییهای توال  ن یدر چن  گر،یعبارت د
'5   ' اصلی،    3به  از    توالی  همانمکمل خوانش  در رشته 

'  3'  انتهای ا  5به  است.  مکمل  رشته  به   ،یژگیو  نیدر 
  . بخشد  یم    یمکمل  خود  تی خاص  کیندرومیپال  یهایتوال
  ک یندرومیپال    دهنده  اتصال    کیاز    ما      ،یقبل    کار  در  
تک  راهبرددر  ی  دینوکلئوت  شش  یبرا  یجزئ  مونتاژ 
ا  روسیژنوم و  میمستق   صیتشخ  1  نوعی  انسان  یمنینقص 

(HIV-1)      مونتاژ      روش    در  [.  26]    میاکرده    استفاده
ی  ،یجزئ  تک  همهو    شودیم  هیته   SNAنوع    کتنها 

با   طلا  رشته    ک ینانوذرات   ی توال  دارای  DNAنوع 
م  عامل  کیندروم یالپ   ی انتهاوجود  .  ندگردیدار 

مونتاژ    ،هارشته  نیا  در  کیندروم یپال موجب 
 .شودیم SNA یساختارها افتهیخودسازمان

از SARS-CoV-2برای تشخیص         نواحی مختلفی   ،
 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 

می  از    .[9و    8] گیرندقرار  کار،  این    SNAسامانه  در 
با  صیتشخ   برایمربوطه    کنندهفعال    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 ویژگی
انسانی، و همچنین دمای  با ژنوم سایر ویروس ها یا ژنوم 

بود پروب  با  هیبریداسیون  جهت  مناسب  وب پر  .ذوب 
تکفعال الیگونوکلئوتید  یک  بهرشتهکننده  که  است   ای 
ای در ساختار ه ی حلقای طراحی شده تا مکمل ناحیهگونه

همچنین  DNA سریسنجاق و  طلا،  نانوذرات  به  متصل 
  SARS-CoV-2   یروسو    RdRpی هدف از ژنناحیه

ای، منجر به ی حلقه شدن این پروب با ناحیه  شد. هیبریدبا
سنجاق ساختار  شدن  فعال  باز  نهایت  در  و  سازی    سری 

 .شودسامانه تشخیص می
 

از    -3-2   یطراح  یبرا  TaqMan  یها پروباستفاده 
 کننده  فعال  یهاپروب
 ی ارشته  تک  دیگونوکلئوت یال  کی  TaqManپروب        

  کیفلوروفور )نشانگر فلورسنت( در    کی  ی است که دارا
پروب   نیاست. ا  گرید  یدر انتها کننده   خاموش  کیانتها و  

 نیی بدر ناحیه ،  هدف  یاز توال  یبه بخش  یطور اختصاصبه
پرا م   PCRدر    مریدو  مرحله شودیمتصل  طول  در   ی. 

آنزیساز  لیطو سنتز از    پلیمر   Taq DNA می،  هنگام 
'رشته جهت  در  جدید  '  5ی  متصل   3به  پروب   ،شده  به 

ی فعالیت اگزونوکلئازی  واسطه  این آنزیم به  .کندبرخورد می
کند  شده را تجزیه می  ، پروب متصل3به '  5خود در جهت '

منجر به آزاد شدن فلوروفور و در نتیجه ایجاد سیگنال که  
می چرخه فلورسانس  هر  در  سیگنال  این     PCR یشود. 

می تکثیرتقویت  فرآیند  پایش  امکان  و  بهر DNA شود   ا 
   .سازدفراهم می صورت زمان واقعی

فعال  ی توال       کار  استفاده  کننده  پروب  این  در   به   شده 
مورد   TaqManانتخاب شده است که مشابه پروب    یاگونه

در زمان    PCRدر روش    RdRpژن    ییشناسا  یاستفاده برا
جا که در روش   (. از آن 1جدول  )  (qPCR)باشد    یواقع
کننده عملکردی مشابه   شده در این مطالعه، پروب فعال  ارائه 

 ارد و در چرخهد   qPCR در واکنش TaqMan پروب

PCR   تحتم نیز  فعال  عمولی    اگزونوکلئازی -5'  تیت ثیر 
وجب م   qPCR گیرد که در پلیمراز قرار می DNA آنزیم

تواند شود، طراحی توالی آن میمی TaqMan تجزیه پروب
 .انجام گیرد TaqMan مشابه با پروب
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سنجاق  -3-3 سامانه    ی سر  ساختار  و    H-SNAدر 
 عملکرد آن 

 DNA  رشته  آنمتصل به نانوذرات طلا که به  SNA  
م است. ساختار    یسر  ساختار سنجاق  یدارا  شود،یگفته 
در رشته   ینوع  یسر  سنجاق تاخورده   DNA  یهاشکل 

و   شوندیاز رشته به هم جفت م  ییهااست که در آن بخش
  SNAمطالعه، رشته    نی. در اسازندی حلقه و ساقه م  کی

حلقه  کیاز   مبتن -ساختار  توال  یساقه    کیندروم یپال  یبر 
م عملکردی    DNA  این.  بردیبهره  ناحیه  چهار  دارای 

است لنگر  :   اصلی  پل  ایبلوک  از  که   یهان یآدنی اتصال، 
  وند یپ   یشده و برا  لیتشک  وات یبا اصلاح فسفوروت  یمتوال

با    1  شده است )در جدول  ی به سطح نانوذرات طلا طراح
ی  داخل کی ندرومیپال توالی ، اند(ص شدهعلامت ستاره مشخ

 توالی   کند،یکمک م  یسر  ساختار سنجاق  یداریکه به پا
رشته هدف   ییشناسا  یکه برا  (تشخیص  یهدف )توالمکمل  

ی خارج  یکندرومیپال  توالی  در نهایت  و  شود،یاستفاده م
فرآ در  توال  ندیکه  دارد.  نقش  دو   انیم  تشخیص  یمونتاژ 

قرار گرفته و در    یو خارج  یداخل  کیندروم یپال  یهیناح
ا1جدول   ناح  نی،  سبز    کی ندرومیپال  یهیدو  رنگ  با 

 اند.مشخص شده

رشته      که  یهنگام       با  طلا   DNA  یهانانوذرات 
ساقه  یمبتن  یسر  سنجاق دار    عامل  کی ندرومیپال  یهابر 

کرد که   یزیر  برنامه یاگونه  ها را به آن  توانیم شوند،یم
توال حضور  فعال  یدر  پروب  ه   هدف،   گونه  چیکننده 

ا  هیبا ناح  یدیبریه ا  جادیحلقه   ل یدل  حالت، به   ن ینکند. در 
راکنده و پ  تیساقه، نانوذرات در وضع  تاربودن ساخ  بسته

که   یهدف هنگام  یتوال  ابی. اما در غمانندیم  یباق  داریپا
 دیبری حلقه )که مکمل آن است( ه یکننده با توال پروب فعال

سنجاق  شود،یم م  یسر  ساختار  ا  شودیباز    ر ییتغ  نیو 
القا موجب  تک  یساختار  نانوذرات   نیب  یجزئ  مونتاژ 

SNA  نیشده ب  مونتاژ فعال  نیکه ا  رودیم  تظار. انگرددیم 
  ی رنگ محلول از قرمز به آب  رییمنجر به تغ  SNAذرات  
  نیب  یک یکنش پلاسمون   از برهم  یرنگ ناش  رییتغ  ن یشود. ا

تجمع ا  افتهی  نانوذرات   ی هایتوال  یریکارگ  به  دهیاست. 
توانا  کیندروم یپال تشکآن  یمکمل  خود   ییاز  در   لیها 

 نیگرفته شده است. به هم  الهام  یسر  سنجاق  یساختارها
بر   یمبتن  یسر  سنجاق  یها DNAرا    های توال  نیا  ل،یدل
نانوذرات طلا     میاکرده     ینامگذار     کیندروم یپال   یو 

 .مینام یم H-SNAها را رشته  نیدار شده با ا  عامل

 مطالعه  نیاستفاده شده درا DNA یها یتوال .1جدول 
 نام توالی  ( 3به ′ 5ها )از ′توالی و اصلاح

A*A*A*A*A*A*A*A*AAACCGGGCATCTCCTGATGAGGTTCCACCTGCAACCGG  a DNA سری سنجاق 
CAGGTGGAACCTCATCAGGAGATGC پروب فعال کننده 

FAM-CAGGTGGAACCTCATCAGGAG ATGC-BBQb   پروبTaqMan 
GTGARATGGTCATGTGTGGCGG  پرایمر رفت 

CARATGTTAAASACACTATTAGCATA  پرایمر برگشت 

a مشخص شده است " *"با  وات یفسفروت با رنگ سبز و اصلاح ک یندرومیپال یتوال. FAMb نی= رنگ فلورسئ . 

 
رشته  -3-4 ثانویه  ساختار   طراحی DNA هایبررسی 

 شده

 یهارشته  یی احتمالثانویه  یساختارها  ینی بشیپ  یبرا      
استفاده شد.   نیوپک  زیآنال  یهاتمیاز الگور  ،در سامانه  ریدرگ

انرژ  نیا حداقل  محاسبه  با  پا  یابزار،   ن یدارتریآزاد، 
برا  هیثانو  یساختارها ب  یدادهایرو  ی را    ن یاتصال 

. کندیم  ینیب   شیپ  شده  یطراح  یدهایگونوکلئوت یال
به     مربوط    آزاد  یهایانرژ    قادرند  نیوپک   هایالگوریتم

 ناشی از برهم  ،نوکلئوتیدیهای  شدن رشته   تا شدن و جفت
کند.    یابیارز  صورت کمی به  راکریک  -های واتسونکنش
منرم  نیا  ن،یهمچن  ی ساختارها  نیدارتریپا  تواندی افزار 

  شکلهای صورت    به  دهایاس  ک یدوگانه را در مخلوط نوکلئ
  دهد. شینما  بسپاری

ثانویه       ساختارهای  مطالعه،  این  سه  در  به  مربوط  ی 
مختلف مورد بررسی قرار گرفتند: نخست، ساختار حالت  

 شدن درون  سری که ناشی از هیبرید سنجاق یی بستهحلقه 
دوم،    الف(-2)شکل    های پالیندرومیک استمولکولی ساقه
بازشده   اثر   در   که  کننده  فعال  ای حلقهرشته  ی جفتحالت 

سری و پروب   سنجاق DNA یحلقه   توالی  بین  شدن  هیبرید
به  فعال می  کننده  ساختار    ب(-2)شکل    آیدوجود  و سوم، 

جفت کننده  هدایت از  ناشی  که  مونتاژ  توالی   ی  های  شدن 
سری    ی سنجاقشده از دو رشته   پالیندرومیک خارجیِ آزاد 

این ساختارها    .،(-2)شکل    مربوط به ذرات مجاور است
  با    RdRpی مربوط به ژن  شده  های طراحیبرای توالی

سازی    بیهنیوپک ش افزارهای دقیق نرماستفاده از الگوریتم
 ساختار نمایش    که     دهندمی    نشان   شدند. نتایج      و تحلیل

 ، دارای کمترین انرژی آزاد محاسبه -2شده در شکل    داده 
حالت سایر  با  مقایسه  در  ساختار،  این  است.  از  شده  ها، 

عنوان وردار بوده و بهپایداری ترمودینامیکی بالاتری برخ
را  ترین ساختار شناخته می  محتمل فرآیند مونتاژ  شود که 

 .کندهدایت می

 
 سنجش  شرایط تجربیسازی   بهینه  -3-5
جزئی نانوذرات   سازی فرآیند مونتاژ تک برای بهینه      

داده  سینتیکیطلا،  نسبت- های  و  ثبت     طیفی 
Ex700/Ex520   ی زمان مورد بررسعنوان تابعی از    به  

گرفت. مرحله    قرار   یهامحلول  یداریپا نخست،     یدر 
H-SNA  غلظت حضور   NaClمختلف    یهادر  در  و 

2MgCl  625 /0  استفاده    ارزیابی  مولار   یلیم  ازشد. 

2MgCl  پا هدف  همچن  DNA  یساختارها  ی داریبا   نیو 
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  PCRموجود در واکنش    یستیز  طیسازی شرا  شبیه  رايب
  ی برا   یضرور   ی از اجزایکی     ⁺Mg²رایصورت گرفت، ز

واکنش   از  مریپل     DNA    آنزیم     حیصح    عملکرد    در 
PCR  .داد    است نشان  ازدر غلظت که  نتایج  بالاتر   های 

طور  به  Ex700/Ex520نسبت  ،NaClمولار  میلی 400
افزایش می  ناپذیر  یابد که بیانگر تجمع برگشتمحسوسی 

به دلیل کاهش پایداری کلوئیدی در قدرت   SNA  نانوذرات
است بالا  حفظ  .یونی  برای  محلول    بنابراین،   پایداری 

SNA  ،NaCl    ط یعنوان شرابه مولار  یلیم  380غلظت  با 
شد    نهی به مرحلهالف(-3)شکل  انتخاب  در  ب  ی.   رايبعد، 
به   نییتع فعال  ینهیغلظت  س   پروب   لیتشک  کینت یکننده، 

ی پروب )در بازهاین  از    یمختلف   ریمونتاژ در حضور مقاد
 نانومولار( مورد   25تا    12  پیکومول معادل با  1/ 2    تا  4/0

  NaCl  در حضور    شیآزما    ن یا  قرار گرفت.      یبررس
  ی در دما    نگیلیآن    قهیدق    ک یو پس از    مولاری لیم  380

 نینشان داد که بهتر  جی. نتاشدانجام    وسیسلس  یدرجه   60
در     RdRp   ژن   صیتشخ   یبرا   یسنجرنگ   پاسخ

  پروب  نانومولار از 20 با  معادل  پیکو مول 2/1حضور
 ب(.-3آید )شکل دست می  به  کننده فعال

 
توسط    یساز  هیشب  ی بسپار  یهاشکل  .2شکل   شده 
 یساختارهاتشکیل    انگریکه نماآنالیز نیوپک    یهاتمیالگور

انتظار  هیثانو سری  DNAبرای    مورد  پروب    سنجاق  و 
ژن   سیستم  برای  شده  طراحی  کننده  هستند.    RdRpفعال 

بسته به  یسر  سنجاق  ی)الف( ساختار  حلقه  که  -صورت 
  د یبریه   انگری)ب( ساختار باز که ب  شده است،  لیساقه تشک 

توالی فعال  یسر  سنجاق  یحلقه   شدن  پروب  و   با  کننده 
رشتهدساختار    کی  لیتشک  ساختار   باشد،  یم  یا و   )،(
نشان  یاهیثانو انتها  یدهنده  که  شدن   یچسبنده  یباز 

فرآ  کیندروم یپال و  تک  ندیاست  هدا  یجزئ  مونتاژ   تیرا 
در بالای هر   انرژی آزاد هر ساختارکمینه  . مقدار  کندیم

 .تصویر نمایش داده شده است

 
رنگ  بهینه  .3شکل   پاسخ  بررسی  سنجیسازی  الف( 

نانوذرات کلوئیدی  ژن  SNA  پایداری  پایه  .  RdRpبر 

 عنوان تابعی از غلظتبه    520Ex/700Ex نسبت جذب نوری

NaCl     حضور  درMg²⁺  625/0  گیری    اندازه مولار   میلی

 ده دقیقه پس از افزودن مریي-فرابنفش هایطیفه است.  شد

NaCl   شده نشانمیله)اند.  ثبت  خطا  انحراف   های  دهنده 

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

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

پروب   کننده مختلف  نسبت فعال  شد.   هایپایش 

 520Ex/700Ex    از کافی   8/0بالاتر  رنگ  تغییر  به  منجر 

 .با چشم غیرمسلح قابل تشخیص استراحتی   شوند که بهمی
 

اتصال    ی، دماPCRواکنش    طیشرا  یساز نهیبه  یبرا      
پرانگیلی)آن دماها  مرهای(    58و    57،  56،  55  یدر 

  PCRقرار گرفت. واکنش    یابیمورد ارز  وسیسلس  یدرجه 
دماها انجام شد و محصولات حاصل،    نیاز ا  کیدر هر  

ژل آگارز، با روش الکتروفورز   ی بر رو  ی پس از بارگذار
( نشان داد که  4)شکل    لکتروفورزژل ا  جیشدند. نتا  یبررس

با وضوح و    DNAنوار    وس،یسلس  یدرجه   55  ی در دما
  یدهنده   نشان   که      انتظار مشاهده شد  مورد       یاندازه

  ی دما  ن،یاست. بنابرا  یهدف ژن  یمؤثر و اختصاص  ریتکث 
  ی برا نگیلیآن ینهیبه یعنوان دما به وسیسلس یدرجه  55
 انتخاب شد.  RdRpژن  ریتکث 

 
آگارز  لژ  ریتصو  .4شکل    PCR محصول  الکتروفورز 

دماها برا  یدر  اتصال    یدما  یساز نهیبه  ی مختلف 
 .(نگیلی)آن
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سینتیکی     سنجي طیفبررسی    -3-6 مونتاژ   فرآیند   و 
 شده  جزئی سامانه طراحی 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
شکل   ریيم گرفت.  قرار  بررسی  تغییرات  -3مورد  الف 

دهد.  نشان می  این فرایندرا در طول   مریي- فرابنفش طیفی
اندازه در  ای،  دقیقه   2دقیقه با فواصل    40  طیگیری    این 

سلسیوس    25ثابت    دمای کل  درجه  حجم  در    60و 
برابر    pHبا     HEPESمولار  میلی  10میکرولیتر از بافر  

 نانومولار پروب فعال SNA  ،20  نانومولار  8، شامل  6/7
انجام شد. در این فرآیند،   مولار  میلی  NaCl  380  و  کننده

نومتر و افزایش آن در  نا  520کاهش شدت جذب در حدود  
مونتاژ    750تا    650محدوده   وقوع  بیانگر  نانومتر 

همان است.  شکل    نانوذرات  در  که  مشاهده    ب-5طور 
فعال   Ex700/Ex520نسبت    شود،یم پروب   در حضور 

یابد، در حالی که در فزایش میا  ییکننده با سرعت نسبتاً بالا 
باقی   تغییر  بدون  نسبت  این  آن،  نشانمیغیاب  که   ماند 

تغییر دهنده یک  با  فرآیند  این  است.  مونتاژ  وقوع  عدم  ی 
به    است      رنگ سریع و آشکار همراه از قرمز    آبی   که 

می بهتبدیل  و  رنگ  شود  پاسخ  یک  قابل   عنوان  سنجی 
شود )تصویر داخل تشخیص با چشم غیرمسلح محسوب می

 .ب(-5شکل 

 
اندازهت  -3-7 ساختا  حلیل  بررسی  و  گلذرات   مانند ر 

SNAها 
و    انیعر  ینانوذرات طلا  یکینام یدرودیاندازه ه  عیوزت      

SNAیک ی نامید  یپراکندگ  روششده با استفاده از  سنتز  یها 
داده-6شکل  در  نور   نشان  اندازه متوسط   الف  است.  شده 

  برابر با  بی ترت  به    ها  SNAو    انیعر  یطلا   نانوذرات  
 ریمقاد  نای  آمد.  دست  به  نانومتر  17  ±  3  و  نانومتر  13  ±  3

م اندازه  یهاکی پ  نیانگ یاز  سه  از  مستقل   یریگحاصل 
شده معمحاسبه  انحراف  و  ن  اریاند  شده    زیمربوطه  لحاظ 

 است. 
عبوري  ریتصو  ن،یهمچن       الکتروني   میکروسکو  

داده   شینماب  -6شده در شکل  سنتز  یهاSNAمربوط به  
فرد   به منحصر ی، ساختاراین تصویراساس  بر شده است.

مطالعه با    نیکه در ا  شودیبه گل مشاهده م  هیشب  یشیبا آرا
»پ     ن یا  است.   شده   یمعرفمانند«    گل  یکربندیعنوان 

 یهاشاخص سامانه  یهایژگ یاز و  ی ک یعنوان    به  ساختار
  ی ش یآرا  نی[. چن9  و  8گزارش شده است ]  یجزئ  مونتاژ تک

 با ذرات هم  وندیپ  جادیدر ا  SNA  یهر ذره  ییحاصل توانا
ً ینوع مجاور خود با احتمال تقر  تیاست، که در نها  کسانی  با

شکل به  منظم    نیا  یریگ  منجر    افته ی  سازمان  وساختار 
 .شودیم

 

 
تغییرات  .5شکل   به -فرابنفش  ی فیط  الف(  مربوط  مریي 

شده  برای ژن    سامانه طراحی  یتک جزئ  مونتاژ  لیتشک 
RdRp     )نسبت    راتییتغبEx700/Ex520    عنوان به 

های طیفی بخش الف محاسبه شده  که از داده  از زمان  یتابع
را در حضور و    SNAکه رنگ محلول    ییها. عکساست

غ میدهند    عالف  پروب  ابیدر  نشان  ب     درونکننده  شکل 
   .شود  .شده اندنشان داده 

 
 

  روس یو  RdRpژن    یسنج  رنگ  صیتشخ  -3-8
SARS-CoV-2 بر مونتاژ یمبتنH-SNA  

 ویروس RdRp سنجی ژن  منظور تشخیص رنگ به      

SARS-CoV-2سامانه یک  از      قابل      جزئی  تک     ، 
پالیندرومیک، همراه با    دهنده  اتصالریزی مبتنی بر    برنامه

در روش  DNA ز  اگزونوکلئا-5′فعالیت    PCR پلیمراز 

 معمولی، استفاده شد. 

 وجود  هاآن   در  هدف  الگوی  که  مثبت  هاینمونه  در      
طور ویژه برای اتصال به    کننده که به  فعال    DNA  دارد،

یک بخش درون یک آمپلیکون خاص از توالی هدف انتخاب 
  هدف   الگویاضافه و با    PCR ی  هابه ویال   و  شده است

و از طریق فعالیت   PCR  شود. در طول چرخه هیبرید می
کننده تخریب   فعال DNA پلیمراز،  DNA اگزونوکلئاز-′5

محلو  گردد.می افزودن  با  صورت،  این   H-SNA ل  در 
   PCR   نهایی    محصول    به  RdRp شده برای ژن  ساخته

، فرم  PCRسنجی پس از عنوان مرحله تشخیص رنگ  به
 .شودمی   قرمز محلول سوسپانسیون حفظ      کلوئیدی و رنگ
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هسته  یک ینامید  یپراکندگ  فیطالف(   .6شکل    یهانور 

AuNP    وH-SNAهسته تهیه یها همان  با  های شده  
AuNP    ب(  25در و  یسلسیوس   ریتصاو  درجه 

الکتروني عبوري به سامانه مونتاژ   میکروسکو   مربوط 
   RdRpسیستم تک جزئی ژن 

 
کننده    DNA  رایز آنزیم  فعال  توسط  فرآقبلا    ند یدر طول 

قادر به بازکردن ساختار   گریدو  هضم شده    PCR  تی تقو
 شده به نانوذرات طلا  های متصلSNAسری رشته    سنجاق

بود به نخواهد  قرمز  .  رنگ  ماندن  ثابت  دیگر،  عبارت 
محصولات H-SNA محلول به  افزودن  از   ،PCR  پس 

   PCRدر واکنش DNA دهنده وجود الگوی صحیح  نشان
اما در صورت عدم وجود الگوی هدف    .نمونه مثبت استو  
 نخورده    دست   PCRدر طول ها  کننده  فعال   ونه،ر نمد

شدن با توالی حلقه، باعث  مانند و از طریق هیبرید باقی می
سری و    های سنجاقDNAساقه در  -شدن ساختار حلقهباز

در این حالت،   .شوندها میH-SNA در نتیجه القای مونتاژ
تغییر رنگ   مرحله رنگیک  در  آبی  به  قرمز  از   شدید 

از پس  بودPCR سنجی  خواهد  انتظار  ژل  .  مورد  آنالیز 
 های ژنآمپلیکون PCR الکتروفورز بر روی محصولات

RdRp   با مقدار ربوط به یک نمونه مثبتمCt     و یک  پایین
دهنده نوارهای   نمونه منفی انجام شد که تصویر ژل نشان

اندازه  در  یگانه  خط  های  واضح  برای  انتظار  مورد 
در حالی که در نمونه کنترل   .نمونه مثبت بوددر   RdRpژن

نشد  ،منفی مشاهده  انتظار  مورد  اندازه  در  نواری     هیچ 
بعد،  الف-7)شکل   مرحله  در  از  میکرولیتر 15(. 

ژن   PCR محصولات امپلیکون  به  به   RdRp مربوط 
  تریکرول یم  60مربوطه در حجم کل  H-SNA هایمحلول
مدت     سیلسیوس به   درجه  60دمای     در   سپس   و   اضافه

ب نشان داده  -7طور که در شکل  د. همانش  بازپختدقیقه    1
محلول ویال  رنگ  است،  نمونه   شده  به  مربوط  آزمایشی 

مربوط به   مثبت قرمز باقی مانده است، در حالی که ویال
نمونه کنترل منفی طی چند دقیقه دچار تغییر رنگ از قرمز  

  .ه آبی شدب

 
آنالالف  .7شکل محصولات    زی(  الکتروفورز    PCRژل 

 یهاکونی آمپل  ژه یو  یمرهایکه با استفاده از جفت پرا   یمعمول
 45مربوطه )پس از    یهاو در حضور پروب  RdRpژن  

دهنده  ( عکس نشانب  دست آمده است. ( بهتیچرخه تقو
  هایی   مربوط به نمونه  PCRبعد از    یرنگ سنج  صیتشخ

 . دست آمده بودند هب الکتروفورزژل   شیکه در آزما

 
 های بالینی واقعی ارزیابی عملکرد سامانه در نمونه -3-9
  ط یدر شرا  یشنهادیروش پ   یی دقت و کارا  یبررس  یبرا      
  ی شده از سواب حلق استخرا، RNA نمونه 9تعداد   ،یواقع

عفونت   مارانیب به  به   SARS-CoV-2 مشکوک  که 
فرزان )همدان،    یمولکول  کی و ژنت  یولوژیپاتوب  شگاهیآزما

  ن ی ( مراجعه کرده بودند، مورد مطالعه قرار گرفتند. ارانیا
در زمان   PCR استاندارد  تی با استفاده از ک   تر  شیها پ نمونه
قرار گرفته   شیمورد آزما RdRp ژن  یابی  و با هدف  یواقع

ها مشخص شده بود. از بودن آن   یمنف  ایمثبت    تیو وضع
منف  9  نیا  انیم مورد  سه  و  مثبت  مورد  شش   ینمونه، 

بودند شده  ارز  به  .گزارش  در   ییکارا  یابیمنظور  روش 
 قیرق  یالیصورت سر  مثبت به  یتر، سه نمونه  سخت  طیشرا

 یدر بازه   Ctو مقدار    ابدیها کاهش  آن   یروسیشدند تا بار و
گ  38تا    34 واکنش  ابتدا.  ردیقرار   ،RT-PCR  معمولی 
فرآنمونه  یتمام  یبرا شد.  انجام    ی بردار  رونوشت  ندیها 

و در حضور    یامرحله  کی صورت    به  ریمعکوس و تکث
اختصاص محصولات  یپروب  گرفت.  صورت   مربوطه 

PCR   طور جداگانه با    به  شیحاصل از هر آزما  عمولیم
ا از  ارزاستفاده  مورد  ژل  گرفتند.    ارقر  یابیلکتروفورز 

شکل    همان در  که  م-8طور  مشاهده  در    شود،ی الف 
شد،   دهیمورد انتظار د  یبا اندازه  ییهانوارمثبت،    یهانمونه

   7و    6،  2  یهاشامل شماره  یمنف  یهادر نمونه  که  ی در حال
 . دیمشاهده نگرد نواری چیه

ارز به         ارائه   یسنج  عملکرد روش رنگ  یابیمنظور 
در شرا از محصول   تری کرولیم  15مقدار    ،ینیبال  طیشده 
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PCR    به محلولH-SNA  ژن    یبرا  یاختصاصRdRp  
از   پس  شد.  دما  بازپختافزوده  در  درجه    60  یشدن 

رنگ   رییها از نظر تغنمونه  قه، یدق  کیمدت    به  وسیسلس
بررس گرفتند.  یمورد  رنگ   یهانمونه  در  قرار  مثبت، 

باق قرمز  نشان  یمحلول  که    پروب    بیتخر  یدهنده ماند 
ساختار    لیو عدم تشک   PCRواکنش    انیکننده در جر  فعال

تک ا  یجزئ  مونتاژ  ب  نیبود.    RNAحضور    انگریامر 
  PCRهدف در نمونه و صحت عملکرد واکنش    یروسیو

مرحله  نمونه  نیشیپ  یدر  در  مقابل،  در  ، یمنف  یهااست. 
آب   محلول   آب  لی)ما    یرنگ     که     گرفت    خود  ( به  یبه 

باز شدن ساختار   کننده،    فعال    پروب    ماندن   یباق  انگریب
نت  ،یسر  سنجاق در  بود؛    تجمع  یالقا    جهیو    نانوذرات 

نبود  که    یادهیپد    رخ     یاختصاص    PCRمحصول      در 
 ی درست  ها بهنمونه جینتا یم ب، تما-8شکل  . مطابق دهدیم

 .شدند یبند و دسته ییشناسا
حاصل از روش استاندارد    ج یآمده با نتا دست به  جینتا      

RT-qPCR  یدهنده  طور کامل مطابقت داشتند، که نشان  به 
 ینیبال  یدر کاربردها  یشنهادیروش پ   یبالا  نانی اطم  تیقابل

  ی مبتن  یسنج  روش رنگ  یبالا  تیاهم  هاافته ی  نیا    است.
به  H-SNAبر   تجه  یطیشرا  در  ژهیو را   زاتیکه 

ن  یمولکول  صیتشخ  یشرفتهیپ برجسته    ستند،یدر دسترس 
 صیروش در تشخ  نیا  یبالا  تیحساس  ن،ی. همچنسازدیم

و گز  ن،ییپا  یروسیبار  به  را  برا  یانه یآن   ی مناسب 
درمان  هیاول  یغربالگر مراکز  آزما  یدر  با    یشگاهیو 

 .  کندیم لیامکانات محدود تبد

 

 
محصولات    ریتصو الف(  .8شکل   به  مربوط    PCRژل 
دقت آزمون    دییت   ی که برا  بالینینمونه    9حاصل از    یمعمول

  ج ینتا  یدهنده  ( عکس نشان. ب اندمورد استفاده قرار گرفته
 است.  ینیبال یهامربوط به نمونه یسنج رنگ صیتشخ

 
 تکرارپذیری و حساسیت روش -10-3

ارزیابی تکرارپذیری سنجش، محصول        PCR برای 

مجزا تقسیم و در دمای   PCR یک نمونه مثبت به سه لوله

سانتی  -20 نگهداری    درجه  تکرار    شدندگراد  سه  در  تا 
توسط مختلف،  در سه روز  و   تازه     های   SNAجداگانه 

شده مورد بررسی قرار گیرد. نتایج حاصل از هر سه   تهیه
یکسان بودند، که نشان پذیری،    دهنده تکرار کاملاً  تکرار 

  حساسیت    .است    پیشنهادی    روش    قابلیت اطمینان و پایداری
نیز با مقایسه نتایج حاصل از سنجش بر    ارائه شده  روش
و در    10ازی  س  های سریالی )با فاکتور رقیقرقت  روی  

شده،   استخرا، RNA مثبت   حقیقی  مرحله( از سه نمونه  5
برای    RT-qPCR   استاندارد آمده از روش  دست  با نتایج به
  2در جدول    .بررسی قرار گرفتمورد    RdRp ناحیه ژنی

در زمان واقعی و روش رنگ سنجی پس   RT-PCR نتایج
صورت  ترتیب به  به    )روش ارائه شده در این کار( PCR از

   است.     شده    گزارش    (-بولین )+ یا      و پاسخ Ct مقدار
چرخه   Ctمقدار   تعداد  تقویتیبه  استاندارد   روش  در  های 

RT-qPCR    از معنادار  سیگنال  یک  تشخیص  برای  که 
پس از انجام چندین چرخه،    اشاره دارد.   ،ها نیاز استنمونه

کپی و تعداد  رفته  فراتر  آستانه  سطح  از  هدف  ژن  های 
میسیگ  تولید  تقویت  حین  در  که  فلورسانسی  به نال  شود، 

کند.  زمینه )یا خط آستانه( عبور می  طور نمایی از سطح پس
معکوسی با بار ویروسی دارند، به طوری  رابطه    Ctمقادیر  

پایین مقادیر  تعداد کپی  نشان  Ctتر    که  بالاتردهنده   های 

RNA     ویروسی است. به طور کلی، مقادیرCt    از  بالاتر
گرفته   40 نظر  در  مثبت  نتیجه  عنوان  به  بالینی  نظر  از 
مقادیر نمی مقابل،  در  و  ی  برا  40از  کمتر     Ctشود 

SARS-CoV-2     می مثبت عملکرد   د.شوتلقی  در 
مرحله RT-PCR ص  تشخی در  واقعی،  زمان  پنجم      در 
رقت    رقیق ضریب  )یعنی  برای  (،  105سازی  عملکرد 

ضعیف    3  مناسب بود، اما برای نمونه  2و   1نمونه شماره  
شده   روش ارائه ) PCR سنجی پس از بود. اما روش رنگ

مرحله   در پنج      و    نمونه    در هر سه  ،در این پژوهش(
داد که نشان  رقیق ارائه  دقیقی  نتایج  قابلیت   سازی،  دهنده 

در    هاشیآزما  نیا  جینتا.  اطمینان و کارایی این روش است
 اند. ارائه شده   2جدول 

 
در زمان واقعی با   PCR  مقایسه حساسیت روش  .2جدول  

 روش رنگ سنجی 
Post-PCR 

colorimetric method 
RT-PCR (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 

در دسترس   + + +
 نیست

72/39 82/38 100000 
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 ی ریگ جهینت -4
حلقه  -ساختار ساقه  تغییر پذیر  یژگیاز ودراین کار         

 یالقاء مونتاژها  یبرا  کی ندروم یپال  یهایبر توال  یمبتن
استفاده شد. این  ها SNA  درپاسخگو به هدف  یتک جزئ

و  ساده    یپاسخ رنگ سنج  کی  مونتاژ پاسخگو به هدف،
 تی. فعالهددیم را ارائهقابل تشخیص با چشم غیر مسلح  

  H-SNAی  پروبها  با  مرازی پل  DNA  اگزونوکلئازی-′5
شد  ادغام    یمعمول  PCRبا  های نانوذره طلا  حاوی هسته

نتایج خوبی    RdRpسنجی ژن    رنگ  صیتشخ   یبراو 
 ازیبا توجه به ندست آمد.    به  SARS-CoV-2ویروس  

ساده،    یصیتشخ  یبه ابزارها  یبهداشت عموم  یهاسامانه
  ی هاروش  ،یعفون  یهایماریب  یارزان و در دسترس برا

ز برنامه  یمبتن  یستیسنجش  قابل  مونتاژ   یزیر  بر 
در   یاکاربرد گسترده  توانندیم  یکرو  یدهایاس  کینوکلئ 
   روش  ن یا  داشته باشند.      یروسیو  یهایماری ب  صیتشخ

با طراح  یادگس  به بازو  یو  دو   کیندروم یپال  یدو  در 
توال قابل  یطرف  برا  تیهدف،   ریسا  ییشناسا  یتوسعه 

 دارا است. زیرا ن یروسیو یهاژنوم
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