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 اطلاعات مقاله  چکیده

ها در تشخیص زود هنگام گیری آنباشند که اندازهمانند پروتئین می زیستیبایومارکرها ساختارهای 
های خاصی باشد. اکسید گرافن به دلیل ویژگیمثل سرطان بسیار مورد توجه می های خطرناکیبیماری

خاص براساس اسپکتروسکوپی لومینسانس  زیستیهای های اخیر برای تشخیص نمونهکه دارد در سال
مورد توجه بوده است. در این پژوهش اکسید گرافن سنتز شده و با استفاده از اسپکتروسکوپی  بسیار

 اشعه ایکس آنالیز شده است. در ادامه اکسید گرافن در فاز محلولی در حضور  فوتوالکترون
 های شیمیایی با استفاده از زنجیره سنگین آنتی بادی پروتئین استخوانی گالا عامل دار شده معرف

 شناسایی شد. در ادامه برهم کنش اکسید گرافن عامل دار شده توسط  زیستیو به صورت 
 دار شده، منجر به کاهش نشر بادی با زنجیره سبک آنتی بادی نشانزنجیره سنگین آنتی 

 باشد، فلورسانس شد. با اضافه کردن پروتئین استخوانی گالا که یک بایومارکر بافت استخوان می
به محلول حاوی اکسید گرافن عامل دار شده و زنجیره سبک نشان دار شده بر اساس مکانیسم 

سانس بازیابی شده و از آن برای شناسایی پروتئین استخوانی گالا ایمنوساندویچ، شدت نشر فلور
 های نانومولار شد.استفاده شد، که این سیگنال  منجر به شناسایی  بایومارکردر محدوده غلظت
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 مقدمه
 باشند که براساسهاي نوين بايو سنسوري ميکوينچ بادي سيستم

وابستگي نشر فلورسانس سيستم ساخته شده به غلظت آنتي ژن مربوطه 
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 دار شده براي تشخيص پروتئين استخواني گالا،عامل دار کردن اکسيد گرافن با زنجيره سنگين آنتي بادي و برهم کنش آن با زنجيره سبک نشان جواد غلامي، مهرداد منطقيان، ارجاع:

 (.1404) 30 تا 23: 44(3) ،رانيا يميش يو مهندس يميش هيشرن

 اي از آنتي بادي با استفاده ازها ابتدا قطعهاند. در اين سيستمطراحي شده
شود. آنتي بادي از قطعات مختلف تشکيل شده است. دار ميعاملفلوفور 

https://www.nsmsi.ir/article_728392.html


 1404 ،3، شماره 44دوره   مهرداد منطقيان جواد غلامي، شيمي ايران نشريه شيمي و مهندسي
 

24 
 

 شکل آنتي بادي از چهار زنجيره پلي پپتيدي تشکيل شده است yقسمت 
 که با استفاده از  باشدمي که شامل دو زنجيره سنگين و دو زنجيره سبک

هاي دي سولفيدي بهم اتصال دارند. هر زنجيره از دو قسمت گروه
 هاي کوينچ بادي،( تشکيل شده است. در سيستمCثابت )( و Vمتغيير )

قطعات آنتي بادي با فلوفورهاي آلي مانند مشتقات رودامين از جمله 
( و همچنين اتصال دهنده TMARAکربوکسي تترامتيل رودامين )

پلي پپتيدي عامل دار مي شوند. با توجه به برهم کنش بين فلوفور 
 [.1] تشخيصي استفاده مي شود براي کاربردهايو قطعه آنتي بادي 

 باشند که در بدنها ميمانند پروتئين زيستيساختارهاي 1بايومارکرها
 گيريهاي اخير اندازهباشند. در سالها مياي در بافتنشانگر فعاليت ويژه

 هاي بدن بسيار مورد توجهبايوماکرها در تشخيص زود هنگام ناهنجاري
 هاي خطرناکيبايومارکرها نشان دهنده بيماريبوده است، زيرا ميزان بعضي از 

 2(BGP. پروتئين استخواني گالا )[2-3]مانند سرطان در بافت مي باشد 
 باشد.هاي استخوان ميباشد که نشان دهنده فعاليتاز جمله بايو مارکرها مي

 درصد از پروتئين هاي غيرکلاژني استخوان را 25اين پروتئين حدود 
. اين پروتئين بايومارکر مناسبي براي بررسي [5-4]دهد تشکيل مي

 . بنابراين ميزان پروتئين استخواني گالا[6]متابوليسم استخوان مي باشد 
هاي مانند سرطان در حين فرايندهاي درماني استخوان يا بيماري

گيري ميزان پروتئين . براي اندازه[7]در استخوان دچار تغيير مي شود
 ها استفاده شده استآن از راديوايمنوارايه استخواني گالا بعد از کشف

هاي اخير استفاده از . در سال[6]باشد که روشي بسيار پيچيده مي
گيري پروتئين هاي فلورسانسي براي تشخيص و اندازهروش

ها استفاده استخواني گالا مورد توجه بوده است. از جمله اين روش
 .[9-8]باشد ها مياز کوينچ بادي

 هاي اخير نانومواد کربني در طيف سنجي فلورسانسدر سال
. استفاده از براي فرايندهاي سنسوري مورد توجه قرار گرفته است

 وعامل فلورسانس کننده نانومواد کربني به دو صورت عامل خاموش کننده
از نانومواد کربني به عنوان عامل  باشد. در نانومواد خاموش کنندهمي

شود، به اين ترتيب که در حضور گونه مورد خاموش ساز استفاده مي
 نانو مواد کربني در شود.گيري ميشناسايي، تغيير شدت فلورسانس اندازه

 دار نمودن سطح نانومادهبا استفاده از عاملکه عامل فلورسانس کننده باشند، 
 .[10] شودافزايش داده ميبا آناليت فلورسانسي و برهم کنش آن  بازده

در زمينه باشد که از جمله نانومواد کربني مياکسيد گرافن 
هاي استفاده از روش طيف سنجي فلورسانس براي تشخيص نمونه

خواصي  بدليل مورد استفاده قرار گرفته است.  اکسيد گرافن زيستي
، همچنين ر محيط محلوليدسنتز و  شدن، راحت تر عامل دار مانند 

 .[11] مختلف کاربرد دارد هاي در زمينهپايداري مناسب در فاز محلول 
 تقريبا اولين کارهاي تحقيقاتي در حوزه استفاده از اکسيد گرافن در زمينه

بر اساس برهم کنش سطح اکسيد گرافن  زيستي تشخيص نمونه هاي
باشد. با تک رشته مکمل ميواکنش متقابل آن تک رشته و  DNAبا 

                                                                                                                                                                                                   

1 Biomarkers 

باشد. بالا ميبراي اکسيد گرافن اثر خاموش سازي فلورسانس بسيار 
منجر به کاهش  DNAبنابراين برهم کنش سطح اکسيد گرافن با 

 هايشده و در ادامه برهم کنش رشته نشان دار DNA شدت فلورسانس
DNA هاي متناظر خود و جدايش از سطح اکسيد گرافن با رشته

شود. اين افزايش شدت منجر به افزايش شدت فلورسانس مي
گيرد. تشخيصي مورد استفاده قرار مي فلورسانس به عنوان سيگنال

هاي تغييرات حاصل در نشر فلورسانس معمولا ناشي از برهم کنش
هاي عاملي اکسيدي و هيدروکسيلي سطح و گروه πپيوندهاي 

باشد، که منجر به اکسيد گرافن با عامل فلورسانس دهنده مي
 تحقيقاتهاي اخير در سال .[12]شود خاموش شوندگي فلورسانس مي
به عنوان مثال به فرايندي مخالف  ،در اين زمينه ادامه يافته است

توان مکانيسم گفته شده در بالا، براي تشخيص آنزيم هليکاز مي
تشخيص  . از آپتامرها نيز در حضور اکسيد گرافن در[13]اشاره کرد 

 .[15-14]استفاده شده است  تري نيزبا فرايندهاي متفاوت زيستيهاي نمونه
 نيز از جمله زيستيهاي ها و ديگر گونههمچنين در تشخيص پروتئين

 سازي فلورسانساز قابليت خاموش RNAهاي هاي پاتوژنيک و رشتهعامل
  .[17-16]هاي فلورسانسي استفاده شده استاکسيد گرافن بر اساس روش

درکنار استفاده از اثر خاموش سازي، اکسيد گرافن به عنوان 
 زيستيهاي دهنده فلورسانس نيز درتشخيص نمونهعامل نشر 

استفاده شده است. با توجه به اينکه اکسيد گرافن داراي نشر 
باشد از اين خاصيت اکسيد گرافن در جهت تشخيص فلورسانس مي

 .[19-18] استفاده شده است. B12و ويتامين  مانند دوپامين زيستياي نمونه
فلورسانس اکسيد گرافن، افزايش هاي اخير با توجه به نشر در سال

هاي هاي گرافني به منظور بالا بردن قابليتشدت نشر نانولايه
ها ترين روشفلورسانسي مورد توجه قرار گرفته است. ازجمله مهم

 هاي اکسيد گرافن عامل دار نمودن لايهتوان به مي در اين زمينه
 مختلف هاي براي تشخيص گونههاي آلي با استفاده از مولکول

 .[20] شاره نمودمانند آهن ا
دار کردن اکسيد گرافن با استفاده از پژوهش عامل ايندر
 و برهم کنش آن  BGPآنتي بادي  (Vh) هاي سنگينزنجيره

دار شده با رنگدانه براي نشان (Vl) سبک آنتي بادي زنجيرهبا 
در صورتي که در فرايندهاي استفاده شده است.  BGPي ايشناس

معمولا  ،زيستيهاي استفاده از اکسيد گرافن در تشخيص نمونه
 شود اما صرفا از اثر خاموش کنندگي اکسيد گرافن استفاده مي

 دار شدهاکسيد گرافن با زنجيره سنگين آنتي بادي عاملپژوهش در اين 
و برهم کنش آن با زنجيره سبک آنتي بادي نشان دار در ابتدا باعث 

شدت نشر  BGPکاهش شدت فلورسانس شده و در ادامه حضور 
 شد،استفاده به عنوان سيگنال تشخيص افزايش داده که فلورسانس 

 . شدشناسايي پروتيئن با دقت مناسبي که منجر به 

2 Bone gala protein (1)  Biomarkers      (2)  Bone gala protein 
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 بخش تجربی
 هامواد و روش

مواد پتاسيم پرمنگنات، سديم نيترات، اسيد سولفوريک غليظ، 
  درصد 99با خلوص بيش از  هيدروژن، اسيد کلريدريکپروکسيد 

 هاي کلون کننده، کيت2و گرافيت از شرکت دايجانگ 1رکشرکت م از
PCR کيت ي سولفيدي 3از شرکت تاکارا بيو ،Ecoli 4از شرکت روچه، 

، هيستدين 5اسکريپت-از شرکت جن (BGP)پروتين استخواني گالا 
  k10، نانوفيلترهاي نانوسپ 6تگ نيکل از شرکت جي اي هلزکر

، 8رودامين ايزوتيوسيانات از شرکت بيوتيوم ، تترامتيل7از شرکت پال
 ،10ز شرکت کياجن، آنتي هيستدين ا9ايمنوبلاک از شرکت دي سي فارما

 از شرکت البومين سرم انساني ( وTMBZتترامتيل بنزيدين ) و
   اند.تهيه شده 12و پني سيلين از شرکت تکنولوژيلايف 11آلدريچ -سيگما

ها با استفاده از ( نمونهXPSطيف فوتوالکترون اشعه ايکس )
  Shimadzu ESCA-3400 electron spectrometerدستگاه 

 Mg Kα (10 kV, 10 mA )با استفاده از استاندارد نقره و منبع ))
 اي بر روي ويفر سليکوني ها به دو روش قطرهنمونهسازي با آماده

 هاو پودر بر روي چسب کربني استفاده شده است. طيف فلورسانس نمونه
 fluorescence spectropHotometer Modelبا استفاده از دستگاه 

FP-8500 (JASCO)  .استفاده شده است 

 

 سنتز اکسید گرافن

از روش هامر استفاده در اين پروژه براي سنتز اکسيد گرافن 
 گرم پودر گرافيت را  1. بدين صورت که حدود [21]شده است 
ميلي ليتر اسيد سولفوريک  46گرم نيترات سديم به  1به همراه 

 شود. زده ميدقيقه هم 30غليظ در حمام يخ اضافه نموده به مدت
 شودگرم پرمنگنات پتاسيم به مخلوط به آرامي اضافه مي 6در ادامه حدود

 شود.درجه سلسيوس در حمام يخ حفظ مي 15و دماي مخلوط در زير 
درجه سلسيوس بالا رفته و براي  40سپس دماي مخلوط به حدود

شود. زده ميساعت با استفاده از هيتر مگنت مغناطيسي هم 2مدت 
 ميلي ليتر آب مقطر به مخلوط اضافه شده  80سپس حدود 

شود. زده ميساعت همدرجه سلسيوس به مدت يک  90و در دماي 
 (%30ميلي ليتر پروکسيد هيدروژن ) 2ميلي ليتر آب مقطر و  200در ادامه 

 درجه سلسيوس به مخلوط اضافه شده و به مدت 60در  دماي زير
 شود. مخلوط حاصل را پس از سرد شدن، فيلتر نمودهزده ميدقيقه هم 30

 شود.شستشو داده مي( و آب مقطر %1/0و با استفاده از اسيد کلريدريک )
محصول پودر در دماي اتاق خشک شده و با استفاده از اولتراسونيک 

                                                                                                                                                                                                   

1 Merck 

2Daejung 

3 Bio takara 

4 Roche 

5 Genscript 

6 GE Healthcare 

 هاي اکسيد گرافندقيقه به صورت لايه 30تحت شرايط معمولي به مدت 
شوند. سپس سوسپانسيون اکسيد گرافن را در آب مقطر پخش مي

 دقيقه 5به مدت  rpm 1000با استفاده از چند مرتبه سانتريفيوژ در 
 و جدا نمودن ذرات مريي موجود در سوسپانسيون، براي مراحل بعدي

 ذخيره مي شود. 

 
 (Vhعامل دار نمودن اکسید گرافن با زنجیره سنگین آنتی بادی )

 ميکروليتر 150ميلي ليتر از سوسپانسيون اکسيد گرافن و  1مقدار حدود 
 ميلي ليتر 5/1به محلول حاوي  BGPمربوط به آنتي بادي  vhاز محلول 

هيدروکسي سوکسين ايميدو  و  محلول 7حدود  pHبافر فسفاته با 
 دي متيل امينو پروپيل(کربودي ايميد -3) -3 -اتيل -1 مولار و محلول 4
 شبانه روز به آرامي 1اضافه نموده، و در دماي محيط به مدت  مولار 2

به همراه  10k. سپس با استفاده از نانوفيلترهاي نانوسيپ شدزده هم
درجه سلسيوس صاف شده و پس از شستشو  4سانتريفيوژ در دماي 

دار شده با استفاده از پپتيد هاي عاملبا بافر فسفاتي دوباره نانولايه
درجه سلسيوس  80در بافر فسفات پخش شده و در دماي منفي 

 [. 22شود]ذخيره مي
 

 BGPبرا ی تشخیص  (Vh)دار شده با از اکسید گرافن عامل استفاده

( و اکسيد µg/ml 150) Vl-TRITCنشر فلورسانس مخلوط 
 ارکرمهاي مختلفي از بايو( در حضور غلظتµg/ml 130) Vh-گرافن
BGP (M 9-10  ×5/7  تاM 7-10  ×2 ) در بافرPBS، کنشزمان برهم 

نانومتر، و طول موج  544( exλطول موج برانگيختن ) ،دقيقه 25
 است.بررسي شده  نانومتر 580( emλنشر)

 

 ها و بحثنتیجه
 VHشناسايی اکسید گرافن عامل دار شده با استفاده از 

 دستگاه  با XPSهاي طيف براي شناسايي اکسيد گرافن از
 eV 1256استفاده شده است که داراي خط طيفي  Mg Kαبا منبع 

و فيت نمودن نمودار با استفاده از  XPSباشد. بر اساس طيف مي
 تابع لورنتزين  که در زير آمده است:

 

𝐿(𝑥) =   1/𝜋   ( 1/2 Γ)/((𝑥 − 𝑥0)2   (
1

2
Γ)

2

)  (1   )                

پارامتر ويژه پهناي  Γموقعيت مرکز پيک و   0x( 1تابع ) در
فيت شده با استفاده از تابع لورنتزين براي  XPSباشد. طيف پيک مي
 مربوط به عناصر کربن و اکسيژن که عناصر اصلي  s 1اوربيتال 

7 Pall 

8 Biotium 

9 Dee Sun Pharma 

10 Qiagen 

11 Sigma-aldrich 

12 Technolife 

(1)  Merck      (2)  Daejung 
(3)  Bio takara      (4)  Roche 
(5)  Genscript      (6)  GE Healthcare 
(7)  Pall       (8)  Biotium 
(9)  Dee Sun Pharma     (10)  Qiagen 
(11)  Sigma-aldrich      (12)  Technolife 
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 کربن اکسيد گرافن رنگ آبي، s1اوربيتال  Deconvolutionطيف  - 1 شکل

 ،COOH، رنگ بنفش گروه C=O، رنگ سبز پيوند C-Cرنگ قرمز پيوند 
 های فيت شده، نقطه چين قرمز مجموع طيفC-OHرنگ آبي گروه 

 
 آمده است. 1باشند در شکل موجود در ساختار شيميايي اکسيد گرافن مي

 1 s (Deconvolution)شود، در طيف مشاهده مي 1شکل  رگونه که دهمان
 هايهاي عاملي مختلف بر روي سطح اکسيد گرافن پيککربن گروه

 اند که به صورت خلاصه مشخصه مختلفي از خود نشان داده
هاي با اوربيتال ناحيه s 1اند. در طيف کربن آمده 1جدول در 

 (  مي باشندc=cو  c-c) يهاي اکسيژنه نشده کربنکه حلقه 2spهيبريدي 
 ،(FWHM=99/0با پهناي پيک نيمه ماکزيمم ) eV2/285در ناحيه 

 eV1/286هاي هيدروکسيل و اپوکسي ناحيه کربن مربوط به گروه
هاي کربونيل گروه، (FWHM=6/0) مميماکز مهين کيپ يبا پهنا

هاي کربوکسيل و استري گروه( و FWHM=85/0) eV5/287در 
 . باشندمشخص مي  eV1/289 (FWHM=7/0)در ناحيه 

 هايهاي هرکدام از گروهبا استفاده از ميزان سطح زير نمودار پيک
 هاي عاملي مورد نظر ميزان درصد گروه 2عاملي و براساس تابع 

 [. 19،23, 24آمده است ] 1در جدول 
 

𝑌 (𝑥) = 𝑎/(𝜋 𝑑𝑥(1 + (𝑥 − 𝑥0 )2/𝑑𝑥2)) (2      )               

 به ترتيب سطح پيک، نصف عرض 0xو  a ،dxپارامترهاي  2تابع  در
 باشند.در نيمه ارتفاع ماکزيمم و موقعيت پيک مي

از روش  Vhدار شدن اکسيد گرافن با استفاده از براي تاييد عامل
دار شده استفاده شده است. براي اين فرايند به محلول عامل زيستي

اکسيد گرافن و همچنين سوسپانسيون اکسيد گرافن به عنوان شاهد 
ايمنو بلاک  %5( و محلول His-HRP congugateمعرف کانجوگه )

اضافه شد. در ادامه بعد از يک ساعت هر دو مخلوط اکسيد گرافن 
شاهد ( µg/ml 130) و اکسيد گرافن  (µg/ml 130) دار شدهعامل

 سانتريفيوژ شده و به خوبي شستشو شده است. سپس به هر دو سوسپانسيون
 ( %02/0( و پروکسيد هيدروژن )TMBZ( )mg/ml 1تترامتيل بنزيدين )

 های عاملي روی سطح اکسيد گرافن براساس طيفدرصد گروه - 1جدول 
 .2از معادله کربن با استفاده  s1فيت شده اوربيتال 

 درصد گروه عاملي متناظر (eVموقعيت پيک )
eV2/285 کربن (C- C, C= C) 38% 

eV286 هيدروکسي و اپوکسي (C- OH) 6% 

eV6/287 کربونيل (C= O) 40% 

eV3/289 کربوکسيل و استر (COO) 16% 

 

 
  Vhدار شده با الف( اکسيد گرافن شاهد، ب( اکسيد گرافن عامل - 2شکل 

 
 اضافه شد. با توجه به برهم کنش معرف کانجوگه با پروتئين و در ادامه

برهم کنش آن با تترامتيل بنزيدين در حضور پراکسيد هيدروژن، 
 دهند، بنابراين تغيير رنگي به سمت رنگ سبز از خود نشان مي

 در صورت عامل دار شدن سطح اکسيد گرافن با پروتئين بايد 
ب(  -2مشاهده شود. باتوجه به شکل )در مخلوط نهايي رنگ سبز 

 دار شده رنگ سبز که نشان دهندهشود که در ساختار عاملمشاهده مي
عامل دار شدن سطح اکسيد گرافن است، ديده مي شود و اکسيد 

الف( تغيير رنگي از خود نشان نداده است.  -2گرافن شاهد در شکل)
  vhدار شدن سطح اکسيد گرافن با استفاده از در نتيجه عامل

 با موفقيت صورت گرفته است. 
 

 BGPدار شده و بررسی نشر فلورسانسی برهم کنش اکسید گرافن عامل

 دار شدههاي موجود بين اکسيد گرافن عاملدر ادامه بررسي برهم کنش
مورد بررسي  BGP( در حضور µg/ml 150) Vl-TRITCو  vhبا 

 همان گونه که Vl-TRITCقرار گرفت. در ابتدا طيف نشر فلورسانس 
 شود ثبت شد، سپس به محلول مورد نظر( مشاهده ميالف -3در شکل )

دار شده از محلول اکسيد گرافن عامل  Vlغلظت يکساني نسبت به 
 ب( -3شود. همان گونه که در شکل ) اضافه مي VH (µg/ml 130)با  

مشاهده مي شود، خاموش سازي فلورسانس با افزايش اکسيد گرافن 
 باشد. افتد که مورد انتظار نيز مياتفاق مي vhدار شده با عامل

 اثر خاموش سازي اکسيد گرافن با استفاده از مکانيسم انتقال انرژي رزونانسي
 هايبرهم کنش عواملي مانند ناشي ازهاي غير کووالانسي و برهم کنش

 اکسيد گرافن sp2بين ناحيه اي با اوربيتال هيبريدي  π−πپيوندهاي 
 پيوندهاي هيدروژني اسيدهاي امينه  ،TRITCهاي آروماتيک حلقه و

292             290               288               286               284              282 
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 Vl-TRITC (µg/ml 150 ،)الف( نشر فلورسانس  - 3 شکل

 (پس از  افزايش اکسيدµg/ml 150) Vl-TRITCب( نشر فلورسانس 
 Vl-TRITC( ج( نشر فلورسانس مخلوط  µg/ml 130) Vh-گرافن

(µg/ml 150و اکسيد گرافن )-Vh (µg/ml 130در حضور غلظت )های 
 ( M 7-10  ×2تا  M 9-10  ×5/7) BGP ارکر ممختلفي از بايو

و زمان  PBSکه با مکان نما افزايش غلظت مشخص شده است، در بافر 
 (. nm 544 =exλ  ،nm580 =emλدقيقه ) 25برهم کنش 

 
و سطح اکسيد گرافن، برهم کنش الکتروستاتيک بين بار منفي 

 هاي هيدروفوباکسيد گرافن و وکتورهاي نشاندار شده، و برهم کنش
اي که [. در ادامه به گونه23يابد]شدت نشر فلورسانس کاهش مي

 هاي مختلف شود با افزايش غلظتج( مشاهده مي -3در شکل )
 افتد.ايش شدت نشر فلورسانس اتفاق مي، افزBGPاز بايومارکر آنتي ژني 
 دقيقه بعد 25 زده شده و حدودمخلوط هم BGPالبته هنگام افزايش 

 شود. طيف فلورسانس ثبت مي
در اين فرايند افزايش شدت نشر فلورسانس بعد ازخاموش سازي 

هاي مختلف و در حضور غلظت Vhبا اکسيد گرافن عامل دار شده با 
 هاي ايمنوساندويچي باز باشد. از مکانيسم تواند ناشيمي BGPاز 

 هاي ايمنوساندويچي باز با استفاده از قطعات متغير آنتي باديدر مکانيسم
، براساس برهم کنش قطعات آنتي بادي و آنتي ژن VLو  VHمانند 

[. بر طبق 25گيرد ]به صورت غير رقابتي تشخيص نمونه صورت مي
 شود،به صورت شماتيک مشاهده مي 4اي که در شکل اين مکانيسم به گونه

BGP  در بينVH  وVL  قرار گرفته، که اين نوع از برهم کنش
 شود و در نتيجه آناز سطح اکسيد گرافن مي VL-TRITCباعث جدايش 

 شود که منجر بهراندمان خاموش سازي انتقال انرژي رزونانسي کم مي
 شود. افزايش شدت نشر فلورسانس مي

نشر فلورسانس در حضور  Fکه  F/F0منحني کاليبراسيون براي 
BGP  وF0  نشر فلورسانس در غيابBGP باشد، نسبت به مي
آمده است که رابطه خطي  5در شکل  BGPهاي نانومولار غلظت

 (LODباشد. بنابراين براي محاسبه حد تشخيص)دارا مي 0017/0با شيب 
 استفاده شده است که  5و 4( از روابط LOQو حد تعيين کمي )

 [. 20باشد ]مي  006/0( Sdدر اين روابط انحراف ازمعيار بلانک )

 
 VL-TRITCبا  Vh-شماتيک برهم کنش اکسيد گرافن  الف( - 4شکل 

 ، ب( شماتيک تغييرات شدت نشر فلورسانس BGPدر حضور 
 در هر مرحله از برهم کنش.

 

 
 TRITC-Vl (µg/ml 150)مخلوط   0F/F منحني کاليبراسيون  - 5شکل 

های مختلفي از ( در حضور غلظتµg/ml 120) Vh-و اکسيد گرافن
  PBS( در بافر M 7-10  ×2تا  M 9-10  ×5/7) BGP بايوکارکر 

 (. nm 544 =exλ  ،nm580 =emλدقيقه ) 25و زمان برهم کنش 

 
LOD=3 Sd/m                                                   (4)  

LOQ=10 Sd/m                                                 (5)  

 باشند.نانومولار مي 35و  11به ترتيب  LOQ و LOD نتيجه در
 VL-TRITCو  VH -براي بررسي فرايند با استفاده از اکسيد گرافن

 مورد بررسي PBSهاي مختلفي از بافر و با افزايش حجم BGPدر غياب 
 اي کهقرار گرفت، که نتايج سيگنال مشخصي از خود نشان نداد به گونه

شود. همچنين فرايند در غياب الف نيز مشاهده مي -6در شکل 
 هاي مختلفيدر حضور غلظت VHو  VL-TRITCاکسيد گرافن با استفاده از 

 ب(  -6اي که در شکل )نيز مورد بررسي قرار گرفت، به گونه BGPاز 
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 سازی( خاموشµg/ml 150) Vl-TRITCالف( نشر فلورسانس  - 6شکل 

 های  مختلفي از ( در حضور حجمµg/ml 130شده با اکسيد گرافن )
 دقيقه  25در زمان برهم کنش  BGPدر غياب بايوکارکر  PBSبافر 

(nm 544 =exλ  ،nm580 =emλ(  نشر فلورسانس )ب ،TRITC-Vl 
(µg/ml 150 و )Vh (µg/ml 130 در غياب اکسيد گرافن در حضور )

 (M 7-10  ×2تا  M 9-10  ×5/7) BGP های مختلفي از بايوکارکرغلظت
  PBSکه با مکان نما افزايش غلظت نشان داده شده است، در بافر 

 ( nm 544 =exλ  ،nm580 =emλدقيقه ) 25و زمان برهم کنش 

 
شود، نتايج کاهش شدت فلورسانس را نشان داده است مشاهده مي

باشد. بنابراين درحضور تواند ناشي از اثر افزايش حجم بافر ميکه مي
 BGPوابسته به غلظت افزايش شدت نشر فلورسانس اکسيد گرافن 

  BGPمنجر به شناسايي هاي ايمنوساندويچ مکانيسم براساس
  نانومولار شد. 11با حد تشخيص 

 گیرینتیجه

آناليز شده  XPSبا استفاده از دستگاه  شدهاکسيد گرافن سنتز
 دار شد.عاملپروتئين استخواني گالا آنتي بادي زنجيره سنگين  سپس با

هاي استفاده از اکسيد گرافن در تشخيص روش در مقايسه با ديگر
گرافن  که معمولا از اثر خاموش کنندگي اکسيد زيستيهاي نمونه

، در اين پژوهش سطح اکسيد گرافن در حضور شوداستفاده مي
 .دار شده استهاي شيميايي با زنجيره سنگين آنتي بادي عاملمعرف

 ،نشان دار شده Vl و vhدار شده با اکسيد گرافن عاملسپس برهم کنش 
سازي دليل اثر خاموش کنندگي اکسيد گرافن منجر به خاموشه ب

  شد. در ادامه در حضور Vlفلورسانس رنگدانه متصل به 
نشر فلورسانس بر اثر مکانيسم  بايومارکر پروتئين استخواني گالا

عنوان اين افزايش شدت فلورسانس به، بازيابي شدايمنوساندويچ 
 با حد به شناسايي اين بايومارکرمنجر  BGPسيگنال غلظت 

 .شدنانومولار  11تشخيص 
 
 

 نمادها
 Vh  : زنجيره سنگين آنتي بادي

 Vl  : زنجيره سبک آنتي بادي

 TMARA  : کربوکسي تترامتيل رودامين

 BGP  : پروتئين استخواني گالا
 TRITC  : رودامين ايزوتيوسيانات تترامتيل

 XPS  : طيف فوتوالکترون اشعه ايکس

 FWHM  : پهناي پيک در نيمه ماکزيمم
 TMBZ  : تترامتيل بنزيدين

 LOD  : تشخيصحد 

 LOQ  : تعيين کميحد 

 

 
 قدردانی
 هايهاي زنده ياد پرفسور يودا بدليل راهنماييها و تلاشاز راهنمايي

اد ايشان . يشودايشان در طول انجام اين پژوهش تشکر فراوان مي
 . همچنين از دانشگاه ملاير براي پشتيبانيهميشه جاودان خواهد ماند

 شود. اين پژوهش تشکر مي
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