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چکیده

اپتامرها الیگونوکلئوتیدهایی مثل ربیونوکلئیک اســید )RNA( و تک شاخه ی دئوکسی ریبونوکلئیک اسید )ssDNA( هستند که به دلیل ساختار سه بعدی 
خاص شان با میل ترکیبی زیاد و اختصاصیت بالا به هدف موردنظر وصل می شوند. اپتامرها در زمینه های مختلفی مثل ابزارهای تشخیص و درمانی، پروب 
بیوسنســور و توسعه ی داروهای جدید و سیستم های حمل دارو قابل کاربرد اســت. آنتی بادی ها معروفترین مواد برای تشخیص مولکولی می باشند، اپتامرها 
علاوه بر مزایای آنتی بادی ها دارای خصوصیاتی چون پایداری گرمایی بالا و تحریک پاســخ ایمنی کم می باشــند، بنابراین توجه بســیاری از دانشمندان را 
به خودجلب کرده اند. در این پژوهش دلایل جایگزینی اپتامرها به جای آنتی بادی ها موردبررســی قرار گرفته است. به علاوه تعدادی از فرآیندهای انتخاب در 
محیط مصنوعی شــامل کروماتوگرافی میل ترکیبی ،بیدهای مغناطیســی و الکتروفورز مویینگی توضیح داده می شود. همچنین کاربردهای مختلف اپتامرها 
برای تشــخیص مولکول های کوچک و پروتئین ها، تصویربرداری رزونانس مغناطیســی و انتقال دارو مو رد بررســی قرار می گیرد. تکنیک های آنالیزوری 
مختلف مثل الکتروشــیمیایی، اپتیکی و روش های حســاس به جرم به دلیل اصلاحات متداول و پایداری اپتامرها می توانند برای شناســایی هدف به کاربرده 

شــوند و درنهایت برخی کاربرد های آنالیزوری و پزشکی اپتامرها ارائه می شود. 

واژه های کلیدی: اپتامر، تکامل ستیماتیک لیگاند با غنی سازی نمایی، اپتاسنسور
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اله ه اسماعیلی، متین محمودی فرد

دانشگاه صنعتی شریف، پژوهشکده علوم و فناوری نانو

1- مقدمه

و تک شاخه ی   )RNA( ربیونوکلئیک اسید مثل  الیگونوکلئوتیدهایی  اپتامرها 

سه بعدی  ساختار  به دلیل  که  هستند   )ssDNA( دئوکسی ریبونوکلئیک اسید 

به هدف موردنظر وصل  بالا  اختصاصیت  و  زیاد  ترکیبی  میل   با  خاص شان 

می شوند]1[. میل تركیبی برای اتصال اپتامرها بسیار وابسته به هدف است 

تا   )10-12M×1( پیكومولار پروتئینی مختلف در دامنه ی  برای هدف های  و 

به عنوان  آلی كوچك  تركیبات  high-nanomolar )1×10-7( می باشد. وقتی 

هدف قرار گیرند، ثابت  تفكیك در حدود میكرومولار است؛ زیرا مولكول های 

كوچك سایت های برهمكنش كمتری دارند]2[.

حدود  در  كه  است  تكامل  اساسی  مكانیسم هایی  از  یكی  طبیعی  انتخاب 

انتخاب in vitro مصنوعی  150 سال پیش توسط داروین كشف شد. ولی 

به  نوکلئیک اسیدها  اتصال  است]3[. مفهوم  گرفته  قرار  اهمیت  مورد  اخیراً 

پروتئین ها از سال 1980 با تحقیقات روی HIV و آدنوویروس آغاز شد]4[. 

الیگونوكلئوتید RNA كاركردی، اپتامر نام گرفت كه از واژه لاتین aptus به 

به نام   in vitro انتخاب  فرآیند  زمان  از  است]3[.  گرفته شده   to fit معنی 

اولین بار  برای  که   )SELEX( غنی سازی نمایی  با  لیگاند  ستیماتیک  تکامل 

روی  مطالعات  شد؛  گزارش   1990 در   Szostak و   Gold گروه های  توسط 

هم اکنون  که   SELEX توسعه  با  کرد]5,6[.  قابل توجهی  پیشرفت  اپتامرها 

 in به صورت  زیادی  اپتامرهای  اپتامر هاست،  جداسازی  برای  پایه  تکنیک 

داروها،  آمینواسید،  پپتید،  پروتئین،  مثل  مختلف  هدف های  دربرابر   vitro

یون های فلزی و حتی برای كل سلول انتخاب شده اند. اپتامر به دلیل امكان 

اتصال و پیچش میل تركیبی زیادی نسبت به هدف دارد. به عبارت  دیگر آنها 

جا  خود  نوکلئیک-اسیدی  ساختار  درون  را  كوچك  مولكول های  می توانند 

دهند و یا درون ساختار ماكرومولكولی پروتئین ها گنجانده شوند]3[.

پروب  درمانی،  و  تشخیص  ابزارهای  مثل  مختلفی  زمینه های  در  اپتامرها 

بیوسنسور و توسعه ی داروهای جدید و سیستم های حمل دارو قابل کاربرد 

بیماری های  که خاص  اپتامرهایی  برای حصول  بسیاری  تلاش های  است]4[. 

در  است.  شده  انجام  است،  ویروسی  عفونت های  یا  مثل سرطان  مختلفی 

 )VEGF( سال 2004 ماکوژن که اپتامر مخصوص فاکتور رشد درون پوشرگی

برای درمان AMDاست، توسط سازمان غذا و دارو )FDA( تصویب شد که 

از آن پس تکنولوژی  اپتامرها محسوب می شود]7[.  نقطه تحولی در کاربرد 

اپتامرها  کاربرد  و مطالعات روی  کرد  به خود جلب  را  زیادی  توجه  اپتامر 

افزایش یافت.

شناسایی  برای  دسته  معروف ترین  آنتی بادی ها  كه  است  ده ه  سه  از  بیش 

مولكولی می باشند. اپتامرها به دلیل عدم وجود برخی از مشكلات آنتی بادی ها 

به  نسبت  اپتامرها  مزایای  رفته اند.  به كار  آنها  برای  جایگزینی  به عنوان 

بزرگی  مولكول های  به  تنها  نه  اپتامرها  است:  آمده  ذیل  در  آنتی بادی ها 

كوچكی  مولكول های  به  بلكه  می شوند  متصل  سلول ها  و  پروتئین ها  مثل 

مثل نوكلئوتیدها، رنگینه های آلی، آمنیواسیدها و یون های فلزی نیز متصل 

بزرگتر  مولكول های  به  اتصال  برای  آنتی بادی ها عموماً  درحالیكه  می شوند، 

مناسب هستند. بنابراین وقتی كه مولكول های كوچك در تشخیص و رهایش 

دارو به عنوان هدف باشند اپتامرها كارآمدتر هستند. 

اپتامرها به صورت in vitroانتخاب می شوند بنابراین می توانند برای گستره ی 

به كارروند.  غیرایمونوژنیك  یا  سمی  مولكول های  مثل  هدف ها  از  وسیعی 

یا  انتخاب می تواند تحت شرایط غیرفیزیولوژیكی مثل دما  به علاوه شرایط 

 in vivo كم یا زیاد انجام شود، ولی آنتی بادی ها به دلیل شرایط تولید pH

می شود،  انتخاب  اپتامر  نوع  یك  كه  نیستند.وقتی  مزایایی  چنین  دارای 

می توانند در مقادیر زیاد به طریق سنتز شیمیایی كه مقرون به صرفه است، 

حاصل شود. 

نشانگرهای  فلوروفورها،  انواع  با  اپتامرها  شیمیایی  عامل داركردن 

در  تیول  اول،  نوع  آمین  مثل  عاملی  گروه های  رامان،  یا  الكتروشیمیایی 

به علاوه  است.  آسان   DNA بلند رشته  روی  یا  بازها  روی   ،31 یا   51 انتهای 

یا  دو  یك،   DNA براساس  نانوساختارهای  به صورت  می توانند  اپتامرها 

سه بعدی شكل بگیرند كه در كاربردهای بالینی یا تشخیصی مفید است. در 

سایز  آنجاییكه  از  مثال  برای  دارند.  مزایایی  اپتامرها  میكروآرایه ها،  طراحی 

اپتامرها )2nm~<10kDa-1,( از آنتی بادی ها )10nm~ ~155kDa,( كمتر 

كه  دارند  كمتری  فضایی  و ممانعت  بیشتر  دانسیته سطحی  اپتامرها  است، 

بازدهی اتصال را افزایش می دهد. به علاوه جذب  سطحی غیراختصاصی برای 

نوكلئیك اسید ثابت شده روی سطح نسبت به پروتئین ثابت شده روی سطح 
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بسیار  آلی  حلال های  و   pH ،گرما برابر  در  اپتامرها  درنهایت،  است.  كمتر 

پایدارتر از آنتی بادی ها هستند و برخلاف آنتی بادی ها می توانند بدون فقدان 

با  قابل توجه فعالیت دناتوره و رناتوره شوند.اپتامرها معمولاً مولكول هایی 

به وسیله  نوكلئیك  اسیدها  معمولاً  زیرا  هستند.  كم  ایمونوژنیك  و  سمیت 

ولی  نمی شوند،  شناخته  خارجی  عوامل   به عنوان  بدن  ایمنی  سیستم 

آنتی بادی ها به طور قابل توجهی ایمونوژینك هستند كه مانع استفاده از دوز 

بالایی از آنها می شود. اپتامرها با اتصال به هدف اغلب دستخوش تغییرات 

كنفورماسیونی قابل توجهی می شوند كه این موضوع انعطاف پذیری اپتامرها 

در طراحی بیوسنسورهای جدید با حساسیت و گزینش پذیری بالا را نشان 

برای  به عنوان جایگزینی  اپتامرها  بالا،  به دلیل مزایای ذكرشده در  می دهد. 

آنتی بادی ها در بسیاری از كاربردهای بیولوژیكی درنظر گرفته می شوند.

In vitro 2- گزینش

اپتامرهای  جداسازی  برای  كه  است  تكنیكی   in vitro گزینش  یا   SELEX

كتابخانه   1015-1012 میان  از  خاص  هدفی  برای  زیاد  میل تركیبی  با 

الیگونوكلئوتیدی تركیبی استفاده می شود. به طوركلی فرآیند SELEX شامل سه 

اتصال بهتر به هدف  توانایی  با  نوكلئوتیدی  یافتن  به منظور  مرحله است كه 

تكرار می شود)شكل 1(. در مرحله اول )تولید كتابخانه(، 1014-1015 شاخه 

الیگونوكلئوتیدی با توالی های تصادفی به صورت شیمیایی سنتز می شود و با 

روش واكنش زنجیره ای پلیمراز )PCR( تقویت می شود. در مرحله دوم )اتصال 

و جداسازی( كتابخانه نوكلئیك اسیدی درمعرض مولكول هدف قرار می گیرد كه 

اغلب روی ماتریس حالت جامدی مثل ژل یا ستون ثابت شده است، به طوریكه 

DNA یا RNAای كه دارای میل تركیبی با مولكول هدف باشد به آن متصل 

می شود. سپس مولكول های نوكلئیك اسیدمتصل به هدف از انواع متصل نیافته 

RNA یا DNA جدا می شود. درنهایت در مرحله سوم )تقویت سازی( شاخه

PCR از استفاده  با  تقویت سازی  و  از هدف جدا می شود  به هدف  متصل 

از  كه  نوكلئیك اسیدها حاصل می شود  از  انجام می شود و مجموعه جدیدی 

توالی هایی با میل تركیبی بیشتر با هدف، غنی است. چرخه بعدی فرآیند گزینش 

تحت شرایط سخت تری مثل غلظت هدف كمتر و زمان كمتر برای اتصال انجام 

می شود. بعد از 10-20~ چرخه از فرآیند گزینش، الیگونوكلئوتیدی با بیشترین 

میل تركیبی به مولكول هدف حاصل می شود]4[.

مخلوط  اجزای  سازنده  جداسازی  برای  روشی  میل تركیبی  كروماتوگرافی 

بیوشیمیایی است. این روش براساس برهمكنش بیولوژیكی بسیاراختصاصی 

تخلیص  برای  آنتی بادی  و  آنتی ژن  یا  لیگاند  و  گیرنده  مثل  موادی  بین 

پروتئین های نوتركیب به كار می رود. فاز ثابت عموماً دانه های آگارس است 

و دانه ها در ستونی برای شستشو و استخراج متراكم شده اند. مولكول های 

هدف روی دانه ها تثبیت می شود و اجزایی كه دارای میل  تركیبی با هدف 

برچسب های  پروتئین ها،  تثبیت  درمورد  )شكل2(.  می شوند  انتخاب  باشند 

شیمیایی  واكنش  با  هدف  كوچك،  آلی  مولكول های  درمورد  و  مختلف 

به صورت كووالانسی )مثل اتصال باEDC( روی دانه ها ثابت می شود. عیب 

این روش آن است كه اگر هدف، برچسب یا گروه عاملی لازم برای اتصال به 

دانه ها را نداشته باشد، این روش كارآمد نخواهد بود.

دانه های مغناطیسی نیز برای تثبیت هدف با واكنش شیمیایی بین برچسب 

جداسازی  برای  مغناطیسی  بیدهای  از  استفاده  می شود.  استفاده  بیدها  و 

سریع و آسان هدف تثبیت شده روی بید با مگنت مفید است )شكل 3(.

.SELEX ]1[ شکل 1- تصویر شماتیک فرآیند
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شکل 2- فرآیند SELEX به روش كروماتوگرافی میل تركیبی.

مزایایی  دارای  جداسازی  روش های  دیگر  به  نسبت  موینیگی  الكتروفورز 

این  در  است.  كم  نمونه  رقیق سازی  و  ظرفیت  تفكیك،  قدرت  مثل سرعت، 

روش گونه های یونی تحت میدان  الكتریكی براساس شعاع هیدرودینامیكی، 

براساس  اپتامر  روش  این  با  می شوند.  جدا  بارشان  و  اصطكاكی  نیروهای 

)كتابخانه( و كمپلكس  اپتامرها  از هدف، مجموعه  تفاوت تحرك مخلوطی 

این روش برای  هدف-كتابخانه گزینش می شود )شكل 4(. مهمترین مزیت 

SELEX آن است كه گزینش اپتامر درمقایسه با دیگر روش ها در تعداد كمی 

چرخه، معمولاً 4-2 چرخه انجام می شود.

3- هدف ها

 ،SELEX براساس  تولیدشدن  مصنوعی  فرآیند  به دلیل  همچنین  اپتامرها 

آنتی بادی های شیمیایی نام گرفته اند. برخلاف تهیه آنتی بادی ها كه بر تحریك 

سیستم ایمنی حیوان استوار است، فرآیند SELEX، تولید اپتامر برای اهداف 

بدن  ایمنی  سیستم  توسط  آن  به دست آوردن  كه  غیرایمونوژنیك  و  سمی 

غیرممكن است را امكان پذیر می سازد. 

 شکل 3- فرآیند SELEX به روش دانه های مغناطیسی و روش های 

مختلف عامل دارکردن بیدها.

تولید  دارد،  روی هدف ها وجود  مختلفی  اپی توپ های  آنجاییكه  از  به علاوه 

برای  سختی  فرآیند  این  كه  دارد  وجود  هدف  از  خاصی  ناحیه  برای  اپتامر 

اهداف  از  دربرابر گستره ی وسیعی  اپتامرها  تا هم-اكنون،  آنتی بادی هاست. 

شامل یون های فلزی )مثل K+، Hg2+ و Pb2+(، مولكول های آلی كوچك )مثل 

آمینو اسیدها، ATP، آنتی بیوتیك، ویتامین و كوكائین(، رنگینه های آلی، پپتیدها 

و پروتئین ها )مثل ترومبین، فاكتورهای رشد و پپتیدهای مربوط به HIV( و یا 

حتی كل سلول یا میكروارگانیسم ها )مثل باکتری( انتخاب شده اند ]3[.

4- اپتاسنسور

بیوسنسوری كه براساس اپتامر به عنوان عنصر شناسایی ساخته شود اپتاسنسور 

نامیده می شود. بیوسنسورهای براساس اپتامر نسبت به آنتی بادی ها قابلیت 

تثبیت  امكان  آنها  تنوع  و  كوچك  سایز  به علاوه،  دارند.  را  مجدد  استفاده 

مینیاتوری  سیستم های  در  زیادی  اهمیت  كه  می دهد  را  بالا  دانسیته  در 

براساس  اپتاسنسورها  دارد.  بیوتراشه ها  و  بیوآرایه ها  multiplexمثل 

روش های مختلفی مثل بیوسنسورهای الكتروشیمیایی، بیوسنسورهای اپتیكی 

و بیوسنسورهای حساس به جرم ساخته می شوند.

شکل 4- فرآیند SELEX به روش الکتروفورز مویینگی.
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1-5- سنسور براساس فلورسانس:

با انواع مختلف رنگینه های آلی عامل دار شوند.  اپتامرها می توانند به آسانی 

ساده ترین حالت این نوع سنسورهای اپتیكی، نشانداركردن اپتامر با فلوروفور 

و خاموشگر است. نقاط كوانتومی )QDs( یا نانوذرات نیمه رسانا یكی از مواد 

رنگینه های  با  درمقایسه  هستند.  منحصر به فرد  اپتیكی  خواص  با  فلورسان 

فلورسان آلی، نقاط كوانتومی در برابر نور پایدارترند و طول موج نور نشرشده 

با تغییر سایز و تركیب مواد قابل كنترل است. به علاوه نقاط كوانتومی دامنه ی 

تهییج وسیع و نشر تیزی دارند. بنابراین می توان نقاط كوانتومی مختلف را با 

یك طول موج تحریك كرد ولی نشر در طول موج های مختلف رخ دهد. براساس 

قابل كاربرد  تشخیص  و  بیوتصویربرداری  در  نقاط كوانتومی  این خصوصیات، 

براساس  اپتامر توسطEllington و همكارانش  با  اولین QD متصل  هستند. 

انتقال انرژی برای شناسایی ترومبین گزارش شد. در این كار، QD عامل دارشده 

با اپتامر ترومبین با شاخه مكمل DNAنشاندارشده با خاموشگر در انتهای آن 

هیبرید می شود. در غیاب ترومبین، به دلیل اینكه QD در مجاورت خاموش ساز 

نتیجه  در  و  خاموش ساز  به   QD از  انرژی  انتقال  باعث  است،  گرفته  قرار 

خاموش سازی سیگنال فلورسانس QD می شود. درحضور ترومبین، برهمكنش 

اپتامر-ترومبین باعث رهایش شاخه مكمل حاوی خاموش ساز شده، بنابراین 

سیگنال فلورسانس بازیابی می شود)شكل5( ]8[.

 برای كاربردهای پزشكی موردتوجه است كه با استفاده از یك سنسور در یك 

مرحله، شناسایی بیش از یك آنالیت انجام شود. Liu و همکارانش شناسایی 

multiplex مربوط به آدنوزین و كوكائین با استفاده از QDs و نانوذرات 

 QDs طلای متصل به اپتامر را گزارش کردند )شكل 6(. دراین كار، تجمعات

با طول موج نشر nm 525، نانوذراتطلا و اپتامر خاص آدنوزین و همچنین 

خاص  اپتامر  و  طلا  نانوذرات   ،nm  585 در  نشر  پیك  با   QDs تجمعات 

به   QD از هر انرژی  انتقال  دلیل  به  این سنسور  در  كوكائین ساخته شد. 

AuNPs فلورسانس خاموش می شود. با افزودن آدنوزین، سیگنال فلورسانس 

در nm 525 و با افزودن كوكائین سیگنال فلورسانس در nm 585 مشاهده 

می شود. زیرا درحضور آنالیت، برهمكنش اپتامر به آنالیت باعث جداشدن 

تجمعات QD-AuNPs می شود ]9[.

  

2-5- سنسور كالریمتریک:

یا  فلوروفورها  نشر  براساس  فلورسانس  براساس  سنسور های  آنجاییكه  از 

نقاط كوانتومی پس از تهییج در طول موج خاص استوار است، لازم است كه 

تجهیزات آنالیزوری مثل فلوریمتر یا میكروسكوپ فلورسانس برای شناسایی 

داشته باشیم. شناسایی كالریمتریک می تواند به وسیله چشم غیرمسلح انجام 

شود که از این نظر دارای مزیت می باشد. نانوذرات فلزی مثل طلا یا نقره، 

دارای  طلا  نانوذرات  هستند.  كالریمتریک  شناسایی  برای  ایده آل  موادی 

ابزاری حتی در  آنها بدون هیچ  بنابراین رنگ  بالا هستند،  ضریب خاموشی 

 nm 100 پخش شده با سایز كمتر از AuNPs .غلظت نانومولار قابل تمیز است

در محلول مایل به قرمز است. وقتی نانوذرات طلا تجمع می كنند به دلیل 

از  آنها  رنگ  بالاتر،  طول موج های  به  آنها  رزونانس پلاسمون سطحی  شیفت 

قرمز به آبی تغییر می كند. 

شکل 6- شناسایی چندین آنالیت با استفاده از QDs به روش فلورسانس.

]9[

دارد.  وجود   AuNP-DNA براساس  سنسورهای  طراحی  برای  روش  دو 

تغییر  به دلیل   AuNPs جداسازی(  )یا  مونتاژ  براساس  نشاندار شده  روش 

كنفورماسیون، شكافتگی یا اتصال مولكول های DNA خاص آنالیت است.دو 

.]8[QDs-شکل 5- سنسور فلورسانس براساس اپتامر
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دسته از نانوذرات طلا كه هر دسته براساس شیمی Au به تیول با شاخه های 

به دلیل  بنابراین  می شوند،  مخلوط  باهم  شده اند  عامل دار  مختلف   DNA

حضور  در  می شود.  حاصل  پخش شده  طلای  نانوذرات   ،DNA منفی  بار 

سطح AuNPمكمل  روی  مختلف   DNA شاخه دو  با  كه  شاخه DNAپل 

می كند.  تغییر  آبی  به  قرمز  از  رنگشان  و  می یابند  AuNPsتجمع  است، 

DNAتك شاخه،  متفاوت  جذب-سطحی  خواص  براساس  بدون نشان  روش 

)DNA(ss و DNAدوشاخه )ds)DNA روی نانوذرات طلای اصلاح شده با 

سیترات استوار است. AuNPsاصلاح شده با سیترات درحضور NaClناپایدار 

بوده و به آسانی تجمع می یابند. 

از آنجایی كه ssDNAانعطاف پذیر است و می تواند به طورجزئی واپیچیده 

شود، می تواند به آسانی روی سطح AuNPsجذب  سطحی شده كه باعث 

 ،NaCl می شود كه حتی درحضورAuNPs افزایش دافعه الكتروستاتیك بین

نانوذرات طلا را پایدار می کند. از سوی دیگر، از آنجاییكه dsDNA سخت 

نانوذرات طلای  بنابراین  است،  منفی  بار  با  بدنه ی فسفاتی  دارای  و  است 

AuNPs اصلاح شده با سیترات با بار منفی را دفع كرده كه منجر به تجمع

می شود. اپتامرها می توانند در هر دو سیستم برای شناسایی كالریمتریک به 

كار روند]1[ .

در سال 2006، سنسور كالریمتریک به روش نشاندار برای شناسایی آدنوزین 

با  و كوكائین به كار برده شد. در غیاب مولكول هدف، AuNPsاصلاح شده 

اپتامر به صورت تجمعی باقی می مانند و رنگ آبی قابل مشاهده است، ولی 

در حضور هدف، AuNPsجدا شده و منجربه رنگ قرمز می شود )شكل 7(. 

تغییر رنگ در كمتر از یك دقیقه اتفاق می افتد]10[ .

روش نشاندار برای دیگر مولكول های كوچك و پروتئین ها به كار برده شده 

AuNPs را با استفاده ازATP و همكارانش، شناسایی كالریمتریکFan .است

 .)8 )شكل  كردند  گزارش  بدون نشان  روش  ATPبا  اپتامرهای  و  اصلاح شده 

AuNPsدر غیاب ATP، به صورت تجمعی بوده و رنگ آبی را نشان می دهند 

می دهند.  نشان  را  قرمز  رنگ  و  بوده  پخش  ATPبه صورت  درحضور  ولی 

شناسایی  روش  این  دارد.   0.6μM حدتشخیص  و  بالا  حساسیت  سنسور 

پتاسیم،  مثل  آنالیت ها  دیگر  برای  بدون نشان  اپتامر  براساس  كالریمتریک 

كوكائین و ترومبین به كار برده شده است]11[ .

Li و همكارانش، روشی را براساس تركیب روش های نشاندار و بدون نشان 

گزارش كردند. آنها در ابتدا شاخه های DNAكوتاه را روی AuNPsبه صورت 

شیمیایی قرار دادند و سپس این شاخه ها را با شاخه های اپتامرمكمل بلند 

AuNPs اپتامر بلند، بار منفی اضافی برایDNA .)9 هیبرید كردند )شکل

ایجاد می كند كه پایداری آنها را در حضور مقدار خاصی از NaClافزایش 

هدف  مولكول  بین  برهمكنش  باعث  هدف  مولكول  واردكردن  می دهد. 

می شود.  AuNPsجدا  از  اپتامر  شاخه  بنابراین  می شود.  اپتامر  شاخه  و 

و  AuNPsشده  روی  منفی  بارهای  تعداد  كاهش  باعث  اپتامر  جداشدن 

آبی  به  قرمز  از  رنگ  و  AuNPsمی شود  پایداری  كاهش  باعث  بنابراین 

تغییر می كند]12[ .

.[Au NP10 ]-شکل 7- سنسور کالریمتریک نشاندار براساس اپتامر

شکل 8- سنسور کالریمتریک بی نشان براساس Au NP-اپتامر]11[.
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:)SERS( 3-5- پراكندگی رامان افزایش یافته سطحی

فوتون  غیركشسان  پراكندگی  از  كه  است  اپتیكی  یك روش  رامان  پراكندگی 

استفاده می كند. این روش نسبت به فلورسانس دارای مزایایی مانند حصول 

پهنای  و   photobleaching برابر  در  پایداری  مولكول،  ساختاری  اطلاعات 

شناسایی  در  كه  می باشد  ارتفاع(  نصف  در  nmپهنا   1<( باریكتری  طیفی 

ناكارآمد  و  رامان، ضعیف  سطح مقطع  ازآنجاییكه  دارد.  multiplexاهمیت 

3-10 در برابر 16cm2/moleculs-10 برای فلورسانس(  cm2/moleculs( است 

محدودیتی در استفاده از پراكندگی رامان به عنوان ابزاری برای شناسایی های 

بسیارحساس وجود دارد. در سال 1974 گزارش شد كه وقتی كه مولكول ها 

روی سطح فلزی جذب می شوند، به دلیل میدان الكترومغناطیسی بسیار زیاد 

به  رامان  پراكندگی  فلزات،  تولید شده روی سطح  نقاط داغ  تشكیل شده روی 

افزایش یافته  پراكندگی رامان  این پدیده  قابل توجهی تقویت می شود.  مقدار 

سطحی )SERS( نامیده می شود. SERSروی سطوح فلزی زبر یا روی تجمعات 

نانوذره فلزی به دلیل تهییج پلاسمون سطحی مستقر، بسیار كارآمد است]1[.

شناسایی پروتئین ها یا مولكول های كوچك با استفاده از SERSو اپتامرهای 

برای  اپتامرها  از  همكارانش  Wang،Dongو  است.  شده  گزارش   DNA

شناسایی α-ترومبین با SERSاستفاده كردند )شكل 10(. ترومبین دارای دو 

ابتدا  است.  اپتامرهای DNA مختلف  با  زیاد  میل تركیبی  با  پیوندی  سایت 

سابستریت عامل دارشده با اپتامر 1 با ترومبین وارد واكنش می شود و سپس 

درمعرض AuNPsعامل دارشده با اپتامر 2 و نشانگر SERSقرار می گیرد. در 

نتیجه، AuNPsاز طریق برهمكنش اپتامر- ترومبین به سطح وصل می شود. 

بعد از نشست AgNPs، ذرات بزرگتر می شوند، در نتیجه پراكندگی رامان، 

تقویت شده و سیگنال بسیارحساسی حاصل می شود. حدتشخیص این سیستم 

nM 0.5 گزارش شده است]13[ .

از  استفاده  با  آدنوزین  شناسایی  برای  را  متفاوت  روشی  و همكارانش   Yu

آدنوزین و شاخه  اپتامر  از dsDNAشامل شاخه  آنها  ارائه كردند.  اپتامرها 

 .)11 )شكل  كردند  استفاده  رامان  نشانگر  با  پاره ای  مكمل  DNAكوتاه 

منجربه  كه  می شود  ساختار  تعویض  دستخوش  اپتامر  آدنوزین،  درحضور 

دناتوره شدن dsDNAمی شود. بنابراین الیگونوكلئوتید نشاندارشده با پروب 

رامان در محلول رها می-شود. شاخه رهاشده با DNAمكمل كه قبلًا روی 

سطح طلای زبر ثابت شده بود، هیبرید می شود. این مجموعه فرآیندها منجر 

به افزایش سیگنال رامان می شود]14[ .

شکل 9-سنسور کالریمتریک براساس تركیب روش های نشاندار و بدون نشان[12].

شکل 10- اپتاسنسور SERSبرای شناسایی پروتئین[13].
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شکل 11- سنسور براساس SERSبرای شناسایی آدنوزین[14].

4-5- شناسایی الكتروشیمیایی:

اغلب روش های شناسایی اپتیكی نیازمند محلول نمونه بسیارشفاف هستند، 

زیرا ممكن است رنگ محلول با سیگنال اپتیكی تولیدشده از سنسور تداخل 

ایجاد كند. برای شناسایی نمونه های بیولوژیكی مثل خون، لازم است كه روش 

برای  ارزشمندی  روش  الكتروشیمیایی  روششناسایی  كرد.  پیدا  را  جایگزینی 

با روش های غیراپتیكی  محلول های غیرشفاف است، زیرا ورارسانی سیگنال 

انجام می شود.

شناسایی الكتروشیمیایی با اندازه گیری تغییرحالات ردوكس پروب ردوكس فعال 

با  آنالیت  الكتروشیمیایی  شناسایی  برای  مختلفی  روش های  می شود.  انجام 

استفاده از اپتامرها وجود دارد. در یك روش می توان از تغییر حالت ردوكس 

كرد.  اپتامر DNAاستفاده  روی  تثبیت شده  كاتالیزورهای  به وسیله  القاشده 

مثالی از استفاده از نانوذرات پلاتین به عنوان نشانگر كاتالیزوری در شكل 12 

نشان داده شده است. ابتدا اپتامر 1 ترومبین روی الكترود Auتثبیت شده و 

درمعرض ترومبین قرار می گیرد تا به آن متصل شود. سپس اپتامر2 ترومبین 

كه به Pt NP متصل است وارد محیط واكنش می شود تا كمپلكس ساندویچی 

H2O بهH2O2 فرآیند كاهشPt NP .تشكیل شود -Pt NPترومبین-اپتامر

را كاتالیز می كند كه منجر به جریان كاتدی می شود كه درنتیجه شناسایی 

ترومبین تا حد تشخیص nM 1 را امكان پذیر می سازد]15[ .

 

شکل 12- استفاده از Pt NP در اپتاسنسور الکتروشیمیایی برای آنالیز 

DNAو پروتئین]15[.

به منظور توسعه این رویكرد به شناسایی multiplex، wangو همكارانش از 

پروتئین های نشاندارشده با QDsبا تركیبات شیمیایی مختلف استفاده كردند. 

در این كار، آنها دو اپتامر مختلف خاص ترومبین و لیزوزیم را روی سطح 

طلا تثبیت كردند و سپس ترومبین و لیزوزیم نشاندارشده با CdSو PbSرا 

وارد محیط واكنش كردند )شكل 13(. سپس آنالیت های ترومبین و لیزوزیم 

اضافه می شود كه درنتیجه پروتئین نشاندارشده با QDروی سطح با آنالیت 

موجود در نمونه جایگزین می شود. با اندازه-گیری QDsباقیمانده به روش 

امكان پذیر  نمونه  محلول  در  موجود  پروتئین  مقدار  تعیین  الكتروشیمیایی، 

است. با استفاده از این روش حدتشخیص زیر pMبا گزینش پذیری بالا حاصل 

شد]16[ .

 

شکل 13- شناسایی multiplexترومبین و لیزوزیم با اپتاسنسور 

الکتروشیمیایی]16[.

5-5- سنجش براساس حساسیت جرمی :

خاصیتی  كه  می شود  تعریف  ابزای  به عنوان  جرم  حساس  به  بیوسنسور 

با  حساس شده  سطح  به  متصل  جرم  با  متناسب  كه  می كند  اندازه گیری  را 

از  دسته ای  اپتامری  جرم  به  حساس  بیوسنسورهای  است.  گیرنده  پروب 

موج  براساس  سنسورهای  شامل  که  هستند  بدون نشان  بیوسنجش های 

براساس موج  ناپایدار )مثل رزونانس پلاسمون سطحی )SPR(، سنسورهای 

صوتی )مثل میكروبالانس كریستال كوارتز )QCM(( و سنسورهای براساس 

كانتیلور میكرومكانیكی می باشند. این سنسورها به دلیل اندازه گیری سنگینی 

به جرم منسوب  تکنیک های حساس  به عنوان  برای لایه نازک ها  یا ضخامت 

شده اند.

با  را  جرمی  تغییرات  می توانند  که  هستند  SPRابزارهایی  سنسورهای 

سنسوری، سطح  عملکرد  در  دهند.  نشان  در سطح  تغییر ضریب  شکست 

اپتامر روی سطح تشکیل می شود. هدف با سرعت  گزینش پذیری با تثبیت 

جریان ثابتی تزریق می شود و دستگاه تغییرات در زاویه رزونانسی سطح را 

اندازه گیری می كند. زاویه رزونانسی با اتصال هدف به اپتامر تغییر می كند. 

یافت شده است که سیگنال متناسب با مقدار مولكول های متصل است و 

شناسایی بدون نشان در كنفورماسیون تك سایتی را امكان پذیر می سازد ]3[.

و  اپتامرها  برهمكنش  شناسایی  QCMبرای  روی  میكروگراویمتری  آنالیز 

هدفشان استفاده شده است. کوارتز بین دو الکترود قرار می گیرد و اپتامرها 

اندازه گیری  درجا  به صورت  سیستم  فركانس  و  می شوند  تثبیت  آن  روی 

فركانس رزونانس  كاهش  باعث  اتصال  نتیجه ی  در  جرم  افزایش  می شود. 

می شود.

نویز  دارند.  بالایی  نویز كم و مقیاس پذیری  بیوسنسورهای میكرومكانیكی، 

كم باعث قدرت تفكیك بالا و مقیاس پذیری باعث می-شود كه سنسورهای 
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شکل 14- تصویربرداری رزونانس مغناطیسی براساس اپتامر-CLIOبرای حسگری مولکول کوچک آدنوزین[17].

شکل 15- تصویربرداری رزونانس مغناطیسی براساس اپتامر-CLIOبرای حسگری پروتئین ترومبین[18].

شکل16-استفاده از کمپلکس اپتامر-QDبرای تصویربرداری فلورسانس و انتقال دارو[19].



33

دنیای نانو، سال دهم )1393(، شماره سی  و پنج

ان
یر

ی ا
ور

فنا
نو

 نا
من

نج
ی ا

یج
رو

ی ت
لم

ه ع
نام

صل
ف

به  اپتامرها  سنجش،  نوع  این  در  شوند.  استفاده  موازی  به صورت  زیادی 

اپتامر به هدف منجر  اتصال  سطح فوقانی میکروکانتیلور وصل می-شوند. 

به ازدحام فضایی و درنتیجه خمش كانتیلور می شود، سپس اتصال به صورت 

الکتریکی یا اپتیکی آشكارسازی می شود

:)MRI( 6-5- تصویربرداری رزونانس مغناطیسی

به كاررفته اند، ولی   in vivo در تصویربرداریSERS درحالیكه فلورسانس و

طول نفوذ آنها محدودكننده می باشد. از سوی دیگر، MRIچنین محدودیتی 

كلینیكی در كل  قابل دسترس  با دستگاه های  ندارد و تصویربرداری 3Dبدن 

دنیا امكان پذیر است. هم-اكنون، هنگامیكه اختلاف در بافت ها مثل بافت 

MRI كم،  توموری  اطلاعات  با  است،  زیاد  سالم،  بافت  و  جامد  توموری 

كارآمدترین روش است. برای تصویربرداری MRIدر آینده، مدنظر است كه 

MRIنشانگرهای مولكولی تومور را قبل از گسترش تومور شناسایی كند. برای 

نیل به این هدف، به عوامل كنتراست MRIجدید كه به نشانگرهای مولكولی 

نانوذرات اكسیدآهن سوپرپارامغناطیس  نیاز می-شود.  كوچك پاسخ دهند، 

از  بسیاری  توجه  كه  MRIهستند  كنتراست  عوامل  از  جدیدی  دسته ی   ،

دانشمندان را به خود جلب كرده است. نشان داده شده است كه نانوذرات 

مثل  بیولوژیكی  مولكول های  به  می توانند  سوپرپارامغناطیس  اكسیدآهن 

الگونوكلئوتیدهای عامل دارشده با تیول برای هدف گیری فعال متصل شوند. 

DNA می توانند با )CLIO( نانوذرات اكسیدآهن-دکستران اتصال عرضی شده

الیگونوگلئوتیدی  توالی  برای شناسایی  ماده می تواند  این  و  عامل دار شوند 

خاص با MRIاستفاده شود. نانوذرات CLIOمی توانند زمان آسایش اسپین- 

اسپین )T2( پروتون های آب مجاور را تغییر دهند. به علاوه محققان مشاهده 

بود.  خواهد  مؤثرتر   T2 كاهش  كلاسترها،  سایز  بزرگ شدن  با  كه  كردند 

براساس این اصول، تمیزدادن حالت مونتاژشده و متفرق نانوذرات وبنابراین 

براین  است.  امكان پذیر  می شود  تغییری  چنین  باعث  كه  آنالیتی  شناسایی 

اساس، روشی برای شناسایی شیمیایی و بیولوژیكی مولكول ها با استفاده از 

نانوذرات CLIOعامل دارشده با اپتامر پیشنهاد شد. اپتامر آدنوزین می تواند 

متفرق شدن تجمعات نانوذره ای CLIOرا در حضور آدنوزین القا كند كه در

تصاویر weighted MR-T2 مشاهده شد  افزایش روشنایی  MRIبه صورت 

تغییری  آدنوزین،  اپتامر  روی  فعالیتی  بدون هیچ  كنترل  آنالیت  )شكل14(. 

در تصاویر MRنشان نداد. همچنین نانوذرات CLIOعامل دارشده با اپتامر 

جهش دار كه با آدنوزین برهمكنش نمی دهد نیز تغییری در تصویر MRنشان 

نداد ]17[.

و  به جای مولكول های كوچك  پروتئین ها  پاسخ روی  نشان دادن  به منظور 

آنالیت ترومبین مورد آزمایش قرار  با  مشاهده تغییر در كنتراست، سیستم 

گرفت. نانوذرات CLIOعامل دارشده با اپتامر ترومبین در حضور ترومبین، 

تصاویر weighted MR-T2 مشاهده  روشنایی  كاهش  با  كه  یافتند  تجمع 

عامل دار  سوپرپارامغناطیس  اكسیدآهن  نانوذرات  بنابراین  شد)شكل15(. 

شده با اپتامر برای تصویربرداری غیرهجومی in vivo نشانگرهای مولكولی 

آن  پیشرفت  از  قبل  را  بیماری  درمان  و  تشخیص  كه  است  مناسب  كوچك 

تامراحل زیاد امكان پذیر می سازد ]18[.

 
5- رهایش دارو

دارو  رهایش  در  اپتامرها  تصویربرداری،  و  تشخیصی  كاربردهای  علاوه بر 

را معرفی  از QD-اپتامر  اتصالی  Langerو همكارانش  رفته اند.  كار  به  نیز 

دارو  رهایش  در  هم  و  فلورسانس  تصویربرداری  به عنوان  هم  كه  كردند 

می باشد:  جزء   3 شامل  QD-اپتامر  سیستم   .)16 )شكل  می رفت  كار  به 

وداكسوروبیسین   )Pca( پروستات  سرطانی  سلول  RNAخاص  اپتامر   ،QD

)Dox( كه معمولاً از داروی آنتراسیسلین استفاده می شود كه وقتی كه بین 

جفت باز های الیگونوكلئوتید دوشاخه قرار می گیرد فلورسانس دارد. اپتامرها 

-QD اپتامرجاداده می شود و سیستم به QDsوصل شده و Doxدر شاخه 

Doxانتقال  QDبه  فلوئورسانس  آنجاییكه  از  می شود.  اپتامر-Doxتشكیل 

یافته و فلوئورسانس Doxتوسط اپتامر dsDNAخاموش می شود )از طریق 

انتقال انرژی بین دو جزء(، سیستم در ابتدا خاموش است. وقتی این سیستم 

اپتامر  به  هدف  مولكول  اتصال  با  می شود،  تزریق  سلول سرطانی  بهدرون 

Dox آزاد می كند. رهایشDox به تدریجDox-اپتامر-QD سیستم ،dsDNA

باعث بازیابی فلورسانس QDمی شود. بنابراین این سیستم نه تنها رهایش 

داروی هدفمند بلكه مشاهده رهایش دارو و تصویربرداری سلول های هدف 

را امكان پذیر می سازد]19[.

 

6- نتیجه گیری

میل پیوندی  با  می توانند  که  هستند  نوکلئیک اسیدی  مولکول های  اپتامرها 

به دلیل  اپتامرها  شوند.  متصل  هدف ها  از  بسیاری  به  بالا  اختصاصیت  و 

مزایایی نسبت به آنتی بادی ها از جمله پایداری تحت شرایط مضر یا گرما، 

به عنوان جایگزین مناسبی برای آنتی-بادی ها درنظر گرفته می شوند. اپتامرها 

می توانند در مقادیر زیاد با خلوص بالا سنتز شوندو با واکنش های شیمیایی 

بنابراین  هستند،  غیرسمی  و  غیرایمونوژنیک  موادی  شوند،  عامل دار  ساده 

می توانند در زمینه های وسیعی مثل تشخیص و درمان بیماری به کار روند.

اپتامرها طراحی  انتخاب سریع و مناسب  برای  روش های SELEX مختلفی 

مغناطیسی،  بید  و  میل ترکیبی  کروماتوگرافی  براساس   SELEX است.  شده 

مولکول های  از  آسان  جداسازی  و  هدف  به  زیاد  میل پیوندی  به دلیل 

پروتئین ها  مثل  بزرگ  مولکول-های  برای  مناسبی  روش های  غیرضروری، 

می باشند. به علاوه SELEX براساس الکتروفورز مویینگی، روش سریعی است 

که برای مولکول های کوچک مناسب است.
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اپتامرها براساس میل پیوندی و گزینش پذیری نسبت به هدف، به عنوان پروب 

گیرنده استفاده می شوند. بنابراین سنسورهای برپایه ی اپتامرها کارایی خوبی 

تشخیص  در  آنتی بادی ها  ازآنجاییکه  همچنین  دارند.  بیماری  تشخیص  در 

مولکول های کوچک دارای محدودیت هایی می باشند، اپتامرها در این زمینه 

مثل  مختلفی  زمینه های  در  اپتامرها  می باشند.  قابل کاربرد  مؤثری  به طور 

سنسورهای اپتیکی، کالریمتریک، الکتروشیمیایی و حساس به جرم، در درمان 

و انتقال دارو و در بیوتصویربرداری کاربرد دارند.
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