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  (ع) دانشيار دانشگاه جامع امام حسين -3 و استاد -2دانشجوي دكتري،  -1

 )02/10/92 ، پذيرش:14/02/92(دريافت: 

  چكيده

  روش بـه  Escherichia coli O157:H7بـاكتري   rfbE) مربـوط بـه ژن   (DNA ssDNAدر اين تحقيق، تثبيت و هيبريداسـيون تـوالي تـك رشـته     

مـدت سـه   تجمعي، روي سطح الكتـرود طـلا بـه   لايه خودصورت تكبيني امپدانس الكتروشيميايي مورد بررسي قرار گرفته است. اين توالي بهطيف

عنوان يك طراحي رابـط بـراي    به شامل مركاپتوهگزانول و مركاپتوپروپيونيك اسيد مخلوطلايه تك) تثبيت شد. C25° ساعت و در دماي محيط (

              در غلظـت  ssDNAورسـازي الكتـرود طـلاي اصـلاح شـده بـا        بـا غوطـه   DNA/DNAهيبريداسـيون   توسعه بيوسنسور مورد استفاده قـرار گرفـت.  

بيني امپدانس الكتروشـيميايي  اي و طيف هاي ولتامتري چرخه ) انجام شد. از روش4/7برابر  pHهدف در محلول بافر فسفات ( DNAميكرومولار  1

 باشـد. در سطح الكتـرود طـلا مـي    DNAدهنده تثبيت و هيبريداسيون مناسب نشان ،استفاده شد. نتايج DNAبراي بررسي تثبيت و هيبريداسيون 

منظـور  زيسـت حسـگر الكتروشـيميايي بـه    ساز توسـعه آتـي نـوعي نانو   ين تحقيق زمينهپذيري خوبي برخوردار بود. احسگر طراحي شده از گزينش

  باشد.آشكارسازي عوامل بيولوژيك مي
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Abstract 

In this paper, the immobilization and hybridization of single strand DNA (ssDNA) sequences of rfbE gene Escherichia 

coli O157:H7 has been studied by electrochemical impedance spectroscopy technique. A self-assembled monolayer of 

the ssDNA was immobilized on the gold electrode for three hours at ambient temperature (25 °C). A mixed monolayer 

comprising both mercaptohexanol (MCH) and mercaptopropionic acid (MPA) were used as an interface design for 

developing biosensor. The hybridization of DNA/DNA was performed by immersion the modified gold electrode with 

ssDNA at a concentration of target DNA, 1 µM in the phosphate buffer solution (pH 7.4). Cyclic voltammetry and 

electrochemical impedance spectroscopy techniques were used for investigation of the DNA immobilization and 

hybridization. Results showed that immobilization and hybridization of DNA on gold electrode is suitable. This research 

underlie the future development of nanobiosensor electrochemical for detection of biological agents. 
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  مقدمه .1

  و  پـاتوژن مهـم روده انسـان اسـت     O157اشرشيا كلي سـويه  باكتري 
طور معمول با تظاهرات شديد باليني، از جمله اسهال خوني، كوليت به

   rfbEباشـد. ژن  همـراه مـي   1و سندرم اورمي هموليتيـك هموراژيك 
كننـد داراي  ژن را بيان ميهايي كه اين آنتي دليل اينكه تمام سويهبه

 گيـرد باشند، بيشتر مورد بررسـي قـرار مـي    علايم كلينيكي شديد مي
ــه   ]. 1[ ــازي عوامــل بيولوژيــك ب ــدگي آشكارس هــاي  دليــل پيچي

هـاي تشـخيص     دشـوار اسـت. روش  هاي حيـاتي بسـيار   ماكرومولكول
شخيص ت براي و كنوني عوامل بيولوژيك داراي معايب مختلفي هستند

باشـد.   با اطمينـان بـالا بـه بـيش از يـك روش تشخيصـي نيـاز مـي        
اند  هاي تشخيص ژنومي متمركز شده  هاي مختلف بر روي روش كشور

هاي تشخيصي جديدي براي برطرف كـردن    دنبال روشو همچنين به
عنـوان ابـزاري   ]. زيست حسـگرها بـه  2[ باشند هاي موجود مي  شچال

طـور  ]. بـه 3براي تشخيص عوامل بيولوژيك در حال توسعه هسـتند [ 
كلي، حسگرهاي زيستي مبتني بر جفت شـدن يـك عامـل مشـخص     

همــراه يــك مبــدل فيزيكــي بــراي تبــديل اطلاعــات بيولــوژيكي بــه
 ـ    ا غلظـت آناليـت  بيولوژيكي به يك علامت قابل تشخيص، متناسـب ب

 ـ علت تغييراتباشند. علامت ممكن است به مي وجـود آمـده نظيـر    هب
، مثـال  عنـوان (بـه  گازهـا  جـذب  و يـا  انتشار، پروتون در غلظتتغيير 

، انتشـار گرمـا  ، تـابش نـور   انعكـاس  يـا  جـذب )، يا اكسـيژن آمونياك 
هـا  يا مبادله الكترون و تغيير در جـذب سـطحي گونـه    جرم تغييرات

روي سطح  بيولوژيكيبا تركيبات  هاي بين آناليت كنشبرهماساس بر
عنـوان يكـي از تركيبـات    بـه  DNA]. زنجيـره  4[ حسگر توليد شـود 

 آن، العاده تشخيص مولكـولي فوق پتانسيل با توجه بهبيولوژيكي مهم، 
زيسـت حسـگرهاي   بسيار مناسب است. براي توسعه زيست حسگرها 

تـوالي اسـيد    رشـته تـك  مـل مك ترجيحـي  اتصال، از DNAمبتني بر 
 DNAبـا تثبيـت پـروب     معمولاً ،اين سيستم. برند بهره مي، نوكلئيك

هـدف   تـوالي  تشـخيص  بـراي  يك سطح روي) ssDNA(اي  رشتهتك
DNA 5[ كند عمل مي هيبريداسيون خود از طريق مكمل[.  

 امپـدانس  سـنجي طيـف  مربـوط بـه   مطالعـات  هاي اخيـر،  سالدر    

افـزايش   تـوجهي  قابلطور آناليز زيستي به در )EIS( 2الكتروشيميايي
ــت ــه اس ــي از  EISروش  .يافت ــاسيك ــرين ابزار حس ــايت ــه ه  مطالع

 هـاي روش بـا  مقايسـه  در علاوه بر ايـن، . باشد مي سطحي هاي پديده
، يك بيولوژيكي عوامل شده بااصلاح سطوح در مورد  ويژهبه، ولتامتري
تثبيـت شـده در سـطح    تخريبي محسوب شده و به عوامـل  روش غير

 يلـپتانس ـ، مانند DCپتانسيل  يك رساند. در اين روش ازآسيب نمي
كوچك جهـت بررسـي    )AC( متناوبو يك پتانسيل ، )OCP( بازمدار

 بـا موفقيـت   EISبر اين اسـاس روش  . شودپاسخ سيستم استفاده مي
    DNA هيبريداسـيون  ،]DNA ]6ت الكتريكـي  هـداي  تشـخيص  براي

)، DNA )dsDNA دو رشـته  در نوكلئوتيدي عدم تطابق تك، ]8 و 7[

                                                                                           
1  Hemolytic Uremic Syndrome (Hus) 
2  Electrochemical Impedance Spectroscopy (EIS) 

 

 

 و RNAو DNA كثيـر  ت ،PNA/DNA ي طبيعـي جا در هيبريداسيون
يكـي از   .]9[ كاربرده شده استهب DNA با هاي فلزييون برهمكنش

ترين مراحـل در توسـعه نانوزيسـت حسـگرها الكتروشـيميايي،      اصلي
عنـوان حسـگر   تثبيت تركيب بيولوژيكي بـر سـطح الكتـرود كـار بـه     

(عنصر بيولـوژيكي)   ssDNA3ي متعددي بر تثبيت پارامترهاباشد.  مي
ترين هممثر هستند. ؤنوبه خود بر پاسخ امپدانس الكتروشيميايي مو به

 فيزيكـي شـيميايي   خـواص الـف)   شامل مـوارد زيـر اسـت:    پارامترها
، ج) غلظـت  ssDNAطول و نوع بازهاي آلي توالي ) ، بتيول مشتقات

شونده در سطح الكترود، د) زمان تثيبت تركيبـات در  تركيبات تثبيت
   ].DNA ]10هاي سطح الكترود، هـ) دماي تثبيت و هيبريداسيون زنجيره

در اين تحقيـق، سـطح الكتـرود طـلا بـا تثبيـت اوليگونوكلئوتيـد           
ssDNA  مربوط به ژنrfbE   بـاكتريEscherichia coli O157:H7  و
ــك تشــكيل ــهت ــوط،  هــاي لاي ــول مخل ــاپتوهگزانول و تي شــامل مرك

  بــا اســتفاده از ايــن الكتــرود  .شــد مركاپتوپروپيونيــك اســيد اصــلاح
بيني امپدانس الكتروشيميايي، هيبريداسيون شده و روش طيفاصلاح

DNA/DNA  ــت ــد تثبي ــين اوليگونوكلئوتي ــد ب شــده و اوليگونوكئوتي
مكمـل تشـخيص داده شـد. نتـايج ايـن      مكمل، داراي ناجوري و غيـر 

ساز طراحي نانوحسگرهاي زيستي براي مقاصد تواند زمينه تحقيق مي
  تشخيصي عوامل بيولوژيك باشد.

  ها مواد و روش .2

و  Oligoافـزار  در اين مطالعه تجربي، اوليگونوكلئوتيـدها توسـط نـرم   
Primer 3 و پـس از سـفارش سـاخت، از شـركت     1 طراحي (جدول (

Bioneer Corporation  كشور كره شمالي خريداري شد. توالي انتخاب
ــه ژن   ــوط ب ــده مرب ــاكتري rfbEش  Escherichia coli O157:H7ب

    مـري تيولـه شـده     23اين اوليگونوكلئوتيدها شـامل تـوالي    باشد. مي
مكمل، توالي  مري كاملاً 23، توالي C6ساز به همراه فضا 5′در انتهاي 

باشـند.   مكمـل مـي  غيرمري  23و توالي  4باز ناجور 2مري داراي  23
ــاپتوهگزانول   ــر مرك ــواد نظي ــاير م ــيد 5س ــك اس  ،6، مركاپتوپروپيوني

K3[Fe(CN)6]/K4[Fe(CN)6]   و مانند آن از شركت سيگما خريـداري
  شد.

  
شده شامل توالي پـروب تيولـه شـده،     اوليگونوكلئوتيدهاي طراحي .1جدول 

  مكمل.باز ناجور و توالي غير 2ي داراي مكمل، توال توالي كاملاً

 توالي  اليگونوكلئوتيدنوع 

Prob1 
5′-SH-(CH2)6-

CGGTTGCTCTTCATTTAGCTTTG-3′ 

complementary GCCAACGAGAAGTAAATCGAAAC 

Mismaiched GCTAACGAGAAGTACATCGAAAC 

Non complementary ATGCAGTCTCCTACGCGATCGCA 

  

                                                                                           
3 Single Strand DNA 
4 Mismaich 
5 Mercapto-1-Hexanol (Mch)  
6 Mercaptopropionic Acid (Mpa) 
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  طلا الكترودتيمار اوليه  .2-1

 گبالامتر مطابق روش گزارش شده توسط ميلي 2طلا با قطر الكترود  
 05/0و  3/0دوغاب آلومينـا ( با  . الكترود]10[جلا داده شد  و شاهمن
 و شد جلا داده دقيقه 10مدت به پد) روي يك Al2O3 α- ميكرومتر

 پـس از آن . تميـز گرديـد   خـالص  سپس با حمام اولتراسونيك در آب
يابي به ولتاموگرام ثابـت تحـت   تا دست مولار H2SO4 1/0در الكترود 

 الكتـرود بـا   در ادامهقرار گرفت.  ولت 5/1 و 0 اي بين پتانسيل چرخه
 بـا گـاز نيتـروژن   و سطح الكتـرود  شد  شستشو داده آب فراوان مقدار

از اين الكترود براي تثبيت عنصر بيولـوژيكي اسـتفاده    .گرديد خشك
 ].12 و 11[ شد

  روي سطح الكترود طلا ssDNAتثبيت  .2-2

دليل تمايل بالاي را به 1تجمعيلايه خودتيوله يك تك ssDNAتوالي 
بـراي  دهـد.   گروه تيول نسبت به طلا، روي سطح الكترود تشكيل مي

 ssDNAروي الكترود طلاي تميز شده، اوليگـومر   DNAتثبيت توالي 
  Tris–HClميكرومـولار) درون بـافر تثبيـت (    1( 5′تيوله در موقعيـت 

برابر  pH ،مولار KH2PO4 1مولار و ميلي EDTA 0/1مولار، ميلي 10

جـذب  پـس از فراينـد    .]13[ شـد  ور مدت يـك سـاعت غوطـه   به) 7
هـايي كـه    داده تا رشتهشستشو  آب دوبار تقطيرشيميايي، الكترود با 

   پس از آن، براي تشـكيل اند حذف شوند.  صورت ضعيف متصل شدهبه
ــك ــهت ــاي لاي ــوط،  ه ــول مخل ــلاحتي ــرود اص ــول الكت ــده در محل   ش

در بـافر   مركـاپتوهگزانول و مركاپتوپروپيونيـك اسـيد   مولار) ميلي 2(
 ورسـاعت غوطـه   1مدت ) به4/2برابر  pH ،ولارمميلي 100سيترات (

  ].15 و 14[ شد

 شدهروي الكترود اصلاح DNAهيبريداسيون  .2-3

مكمل، الكترود طلاي اصلاح شده مرحله  DNAبراي هيبريداسيون با 
ــيون (  ــافر هيبريداس ــل در ب ــي Tris–HCl 10قب ــولار، ميل         EDTAم

  DNAميكرومولار 1شامل  7برابر  pHمولار،  NaCl 1مولار و ميلي 1
بـافر   بـا  الكتـرود  پـس از آن، ور شـد.  ساعت غوطـه  1مدت مكمل) به

) نشان 1. شمايي از مراحل تثبيت در شكل (شد شستشو داده فسفات
بـاز  هيبريداسيون بـا تـوالي داراي   داده شده است. همين روش براي 
  ].17 و16[ ناجور و توالي غير مكمل انجام شد

  گيري الكتروشيميايي اندازه. 2-4

  ردوكــــس حضــــور زوج در الكتروشــــيميايي امپــــدانسطيــــف 
 K3 [Fe(CN)6]/K4[Fe(CN)6] ــايغلظــت در ــي 2 ه ــولار ميل ــا  وم ب

   Ag/AgCl يـك الكتـرود مرجـع    متشـكل از  الكتـرود  سـه  استفاده از
   الكتــرود و ســيم پلاتــين كمكــي يــك الكتــرود)، مــولار KCl 3 (در

 ثابـت  DC پتانسـيل . شـد  ، ثبـت كار عنوان الكترودبه طلا شدهاصلاح
 توسـط و  اسـت  هاسـتفاده شـد  ) Ag/AgCl مقابل در ولتميلي 220(

 فركـانس  .ولت پوشـش داده شـد  ميلي 5حدود  دامنه با ACآشفتگي 

                                                                                           
1 Self-Assembled Monolayer (SAM) 

 هنقط ـ 60 بـا  هرتزگا م 10تا  كيلوهرتز 1از  AC (تعديل) مدولاسيون
هاي الكتروشيميايي  بررسي .]19 و 18[ انتخاب شد شده گيري اندازه

 III FAR 2 Autolabµدسـتگاه پتانسيواستا/گالوانواسـتا   با اسـتفاده از  
 هلنـد  Eco Chemieساخت شركت  كننده پاسخ فركانسيداراي آناليز
   .انجام گرفت

  
  

 

  
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

تثبيـت و هيبريداسـيون روي سـطح الكتـرود طـلا. الـف) تثبيـت         .1شكل 
ssDNA  (تثبيت روي سطح الكترود طلا، بssDNA كننده به همراه بلوكه

 DNA/DNAهيبريداسـيون  مركاپتوهگزانول و مركاپتوپروپيونيك اسيد، ج) 
  شـده. بـا هيبريداسـيون    مكمل روي سـطح الكتـرود طـلاي اصـلاح    با رشته 

) C)، سيتوزين (T) و تيمين (Aبين نوكلئوتيدهاي آدنين ( DNAهاي رشته

  شود. ) پيوند هيدروژني ايجاد ميGو گوانين (

  
  
  

  اسيد پروپيونيكمركاپتو     
  

  هگزانول 6مركاپتو  1  

  (الف

  (ب

  (ج
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  نتايج و بحث .3

  روي سطح الكترود  ssDNAبررسي تثبيت  .3-1

ــت  ــامتري    ssDNAتثبي ــا دو روش ولت ــلا ب ــرود ط ــطح الكت روي س
بيني امپدانس الكتروشيميايي مطالعـه شـده اسـت.    اي و طيف چرخه

هــاي حاصــل از الكتــرود طــلا در حضــور زوج ) ولتــاموگرام2شــكل (
و  ssDNAقبل و بعد از تثبيت   K3[Fe(CN)6]/K4[Fe(CN)6] رودكس

MCH/MPA هـاي كاتـدي و آنـدي     دهد. كـاهش جريـان   را نشان مي   
 ssDNAدر ولتاموگرام (ب) نسبت به ولتاموگرام (الف) بيانگر تثبيـت  

بينـي امپـدانس   طيـف باشـد.   روي سطح الكترود مـي  MCH/MPAو 
ــيون      ــت و هيبريداس ــراي تثبي ــب ب ــي مناس ــيميايي روش الكتروش

DNA/DNA شامل يـك   طيف امپدانس باشد. روي سطح الكترود مي
هاي بالا (نمـودار نايكوئيسـت) مربـوط بـه     دايره در فركانسبخش نيم

        شده بـا فرآينـد انتقـال الكتـرون و يـك بخـش خطـي        كنترل فرايند
      مربـوط بـه مرحلـه كنتـرل شـده بـا انتشـار         تر هاي پاييندر فركانس

در فرايند الكتروشيميايي است. قطر نيم دايره برابر با مقاومت انتقـال  
دهد و  است كه رفتار سطح الكترود براي زوج رودكس را نشان مي 1بار

         عنـوان علامتـي بـراي مشـخص كـردن تغييـر       توانـد بـه   بنابراين مـي 
  در مراحل تثبيت و هيبريداسيون مورد استفاده قرار گيرد. 

  
ب) الكتـرود   شـده تميزالكترود طلاي الف)  ،اي هاي چرخهولتاگرام .2شكل 

ــا تثبيــت  زوج در حضــور ميكرومــولار)  ssDNA )1طــلاي اصــلاح شــده ب
ــي 2 هــايغلظــت در  K3[Fe(CN)6]/K4[Fe(CN)6]ردوكــس ــولارميل         م

  mVs−150در سرعت اسكن پتانسيل 

  هـاي امپـدانس الكتروشـيميايي يـك الكتـرود طـلاي       گيـري اندازه   
) نشان 3شكل ( در MCH/MPAو  ssDNAشده با شده و اصلاحتميز

   داده شده است.

نمــودار  ،شــود الــف) مشــاهده مــي -3گونــه كــه در شــكل (همــان   
صورت يك خط مستقيم به شده تقريباًنايكوئيست الكترود طلاي تميز

ــان  ــه نش ــت ك ــه    اس ــت. لاي ــار اس ــا انتش ــد ب ــرل فرآين ــده كنت   دهن
يـك   عنـوان بـه  الكتـرود  روي بر MCH/MPAو  ssDNAتجمعي خود

   الكتــرود سـطح در مـانع انتقـال الكتـرون     عمـل كـرده و   لايـه عـايق  

                                                                                           
1 Charge Transfer Resistance (Rct) 

هـاي بـالاتر   دايـره در فركـانس  يك نيم آن مشاهده نتيجهشود كه مي
   .ب) -3 باشد (شكل مي

اي تطابق مناسـبي بـا    روش ولتامتري چرخهدست آمده از هنتايج ب   
بيني امپدانس الكتروشيميايي دارد و دست آمده از روش طيفهنتايج ب

روي سطح الكتـرود   MCH/MPAو  ssDNAكند كه تثبيت  ييد ميأت
  خوبي انجام شده است.طلا به

  
    شـده تميـز الكتـرود طـلاي   الـف)   ،طيف امپدانس الكتروشيميايي. 3شكل 

در حضـور  ميكرومـولار)   1( ssDNAشده با تثبيت الكترود طلاي اصلاحب) 
  ميلي مولار 2 هايغلظت در  K3[Fe(CN)6]/K4[Fe(CN)6]زوج ردوكس

  

ــي  .3-2 ــيون بررسـ ــرود  DNA/DNAهيبريداسـ   روي الكتـ

  شدهاصلاح

و  ssDNAطيف امپدانس الكتروشيميايي يك الكترود اصلاح شده بـا  
MCH/MPA    ،ــل ــد مكم ــا اوليگونوكلئوتي ــيون ب ــد از هيبريداس و بع

ــد غير ــاجوري اوليگونوكلئوتيـ ــد داراي نـ ــل و اوليگونوكلئوتيـ            مكمـ
  ) نشـان داده شـده اسـت. مقاومـت انتقـال بـار ناشـي از        4در شكل (
از احياي ردياب هگزاسيانوفرات در نمودار نايكوئيسـت بعـد    اكسايش/

      نسـبت بـه ايـن نمـودار    ، ب) -4(شـكل   مكمـل  DNAهيبريداسيون 
الـف)   -4مكمل (شكل  DNAدر الكترود طلا قبل از هيبريداسيون با 

  افزايش يافته است.

شـده و   تثبيـت  ssDNAكنش مناسب بـين  همبيانگر بر اين نتايج    
DNA اي از ژن آميز قطعهدهنده تشخيص موفقيت مكمل بوده و نشان
rfbE  باكتريEscherichia coli O157:H7 باشـد.   در محلول آبي مي

  براي بررسي كارايي حسـگر زيسـتي در تمـايز بـين اوليگونوكلئوتيـد     
كننــده احتمــالي طيــف نظــر و اوليگونوكلئوتيـدهاي مداخلــه  مـورد  

و  ssDNAامپــدانس الكتروشــيميايي الكتــرود اصــلاح شــده بــا      
MCH/MPA  مكمل و اوليگونوكلئوتيداوليگونوكلئوتيد غيربا دو نمونه 

ج و د) نشـان داده شـده اسـت.     4داراي ناجوري به ترتيب در شكل (
كـنش حسـگر بـا ايـن دو گونـه      برهم ،شود گونه كه مشاهده ميهمان

پذيري دهنده گزينشثير محسوسي در پاسخ حسگر نداشته و نشانأت
  باشد. بسيار مناسب حسگر تهيه شده مي

 پتانسيل (ولت) 

ر)  
مپ

روآ
يك

 (م
ان

جري
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شـده بـا   الـف) الكتـرود اصـلاح    ،طيـف امپـدانس الكتروشـيميايي    .4شكل 

ssDNA ن بـا  ، ب) هيبريداسيون با اوليگونوكلئوتيد مكمل، ج) هيبريداسـيو
ــد غير ــد داراي   اوليگونوكلئوتي ــا اوليگونوكلئوتي ــيون ب ــل، د) هيبريداس مكم

  ناجوري. 
  
       غلظــت در K3[Fe(CN)6]/K4[Fe(CN)6] حضــور زوج ردوكــس در   
 ،ولـت ميلـي  5 حـدود  دامنـه  بـا  ACآشـفتگي   توسط ومولار ميلي 2

بـا   هرتـز گـا  م 10 تا كيلوهرتز 1از  AC (تعديل) مدولاسيون فركانس
  انتخاب شد. ،گيري اندازه هنقط 60تعداد

  گيري. نتيجه4

موفق با حساسـيت   فنيك  EISدهد كه  دست آمده نشان ميهنتايج ب
اسـت.   DNA/DNAو كارايي بالا بـراي مطالعـه رونـد هيبريداسـيون     

-Label( برچسـب  بـدون ، EIS تشـخيص  اساس بر DNAحسگرهاي 

free ،هزينـه كـم   مزاياي استفاده از جملـه  داراي) هستند و بنابراين ،
. در ايـن مطالعـه، تـوالي    باشـند  سازي مـي كوچكو  سهولت سادگي،

روي سطح الكترود، اوليگونوكلئوتيـد خاصـي از    ssDNAتثبيت شده 
توانـد بـراي توسـعه     دهـد و ايـن موضـوع مـي     باكتري را تشخيص مي

حسـگرهاي بيولوژيــك جهـت آشكارســازي عوامـل بيولوژيــك مــورد    
  استفاده قرار گيرد. 
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