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سرعت و راندمان بالا فرايند هاي شيميايي و بيوشيميايي را افزايش دهند از اهداف مهندسي فرايندهاي زيـستي    
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٣٤٠٢

  مقدمه
، رديابي وجود مادة پروتئيني خاص يا ارزيابي بيان ژنهاسنجش زيستي، با هدف يكي از بهترين راههاي 

هاي  و تراشه] ۳،۴ [DNAهاي  همچون تراشه ،]۱،۲[زيستيهاي  از تراشهاستفاده  ترکيبات ويژه در سيستم،
 ة به انداز...)، طلا، سيليكون، شيشهمثل (مواد مختلف  جامد از يبستر، ها هتراشاين . باشد مي پروتئيني

 متصل ها منظم روي آنةصورت يك آراي   بهاي، فانکشنال ويژهكه مولكولهاي هستند، اسلايدهاي ميكروسكوپي 
در يكي از اين روشها يك روبات . باشد ي ممکن ميهاي متفاوت به روشها ساخت اين دستگاه. ]4[شوند مي

هاي خاص   در جايگاهبا دقت زيادي  فانکشنال،مولكولهايبيو حاوي نقطة صدها تا هزارها ،شده ريزي برنامه
 به بيومولکول جهت اتصال اي هاي ويژه موقعيت، نشد خشكپس از  اين نقاطِ. گيرد خود روي تراشه قرار مي

  .]5[گردند سطح مي
از آنجا که با استفاده از . شود  بازي استفاده مي٥٠٠٠ تا ٥٠٠هاي cDNAاغلب از ، DNAهاي  تراشهدر 

هايي با قابليتهاي  ، تراشهقابل توليد است براي مصارف مختلف هر نوع تواليهاي مهندسي ژنتيک،  دستگاه
هر تراشه  .، هستند باز٢٥ل  اليگونوكلئوتيدهايي با طو،هاي تجاري تراشه. شدن دارند گوناگون امکان ساخته

اغلب ، DNAپروبهاي .  جايگاه را شامل شود٢٠٠٠٠٠تواند حدود   كه مي، سانتيمتر طول دارد۳/۱ حدود
EST هستند ، ١ . ESTمولكول جزئي از(ي از توالي يك ژن يجز cDNA ( بوده و است كه مختص آن ژن

مولکولهاي (كه بايد آناليز شوند مورد نظر ئيك اسيدهاي نوكل. توان آنرا براي تشخيص بيان ژن بكار برد يم
 mRNAدف ممكن است مولکول ه. شوند گذاري مي نشانهس  با گروههاي فلوئورسن،جداسازيپس از ، )٢هدف

اطمينان هدف با پروبها مطلوب مولکلولهاي اتصال از تا زماني كه  را، تراشهبعد از اين مرحله، .  باشدcDNAيا 
مولكولهاي سپس به منظور زدودن .دارند  نگاه ميمحلول حاوي مولكولهاي هدفبا حاصل شود، در تماس 

حضور . شود توسط پرتو ليزر اسكن ميآماده،  ةتراش. شود نشده به سطح، سطح تراشه شسته مي تصلم
از اين طريق . هدف در آن نقطه استمولکول پروب خاص به مولکول  بيانگر اتصال ،فلوئورسانس در يك نقطه

  .]6[برد  به ميزان بيان يك ژن پيتوان مي
 بجاي -از ميکروسيالات تا ميکروالکترونيک-ها  اي از فناوري ها، نمايانگر گستره  و ميکروآرايهDNAهاي تراشه

بندي  اي فراتر از استفادة کنوني آنها در طبقه از اين رو کاربرد آنها، در محدوده. باشند يک فناوري خاص مي
اين تحقيق از طراحي، مطالعه و ساخت ]. ۷،۸[ها، در حال گسترش يافتن است يماريها و شناسايي ب بيان ژن

کشف بيماري، درمان سريع، (، براي کاربرد در فناوري زيستي )تعريف نانوتکنولوژي(دستگاهي در مقياس نانو 
  ).نانوبيوتکنولوژي(کند  استفاده مي) توليد صنعتي

  
  

                                                   
1 Expressed Sequence Tag 
2 Target 
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  مواد و روشها
، اسيد ۷۰%اي، طلا و کروم، اسيدسولفوريک  اسلايدهاي شيشه:  تحقيق عبارتند ازمواد مورد استفاده در اين

 ،NaCl ،KCl ،MgCl2.6H2O، نمکهاي DNAکلريدريک، اتمسفر نيتروژن، آب اکسيژنه، بيومولکول 
CaCl2.2H2Oهاي   نيز در کنار بافرTEمادة مرکاپتوهگزانول نيز به طور جداگانه خريداري شد.  استفاده شدند. 

سطح . شود اي استفاده مي هاي طلا، روي اسلايدهاي خاص شيشه در اين آزمايش، از لايه: نشاني لايه
نشاني،  قبل از شروع عمليات لايه. کند منظور استفاده در روشهاي مختلف تغيير مي اي به اسلايدهاي شيشه

دادن مادة  کنيک رسوبهايي توسط ت سپس لايه. شود سطح سوبسترا، در دما و مدت زمان معين، شسته مي
قبل از تثبيت  .شيميايي در حالت بخار، در دانشکدة فيزيک دانشگاه صنعتي شريف، روي سطح نشانده شد

DNAشوند ، مجدداً سوبستراها کاملاً شستشو داده مي. 
  

  و تغييرات داده شده در آنها  استفاده شدهDNA هاي  توالي رشته-۱جدول 
  کاربرد  توالي رشته

HS-C6-CAA CTA CCA GCA CGG G-FITC  گيري و کنترل اندازه  
CAA CTA CCA GCA CGG G-FITC  آزمايش کنترل  

  

جهت . ها سفارش داده شدند پس از انتخاب طول و توالي مناسب جهت فرايند تثبيت، اين رشته: تثبيت
هايي با  نين پروبهمچ. توان استفاده کرد پريم مي۵تثبيت بيومولکول روي سطح از گروههاي فعالي در انتهاي 

نشاندار ، خاصيالگيونوكلئوتيدها در حضور آنزيم انتهايي . ، سنتز شدندهدهند ، بدون گروه پيونديکسانطول 
کنترل مقدار . شود نگهداري مي محلول به صورتو به صورت خالص دريافت شده اين محصول . شوند مي

  .باشد شريف فراهم مي در دانشگاه صنعتي XPSتثبيت مولکلولهاي زيستي توسط سنجش 
  

  گيري بحث و نتيجه
گيريهاي   که بتوانند اندازهDNAمنظور توليد حسگرهاي بر مبناي  ، به٣شده  تثبيتDNAکيفيت  افزايش

نتايج حاصل از اين حسگر فقط به , گيري پوشش سطحي بدون اندازه. دقيقي انجام دهند، بسيار مهم است
 تثبيت شده DNAدر صورت دانستن تعداد . باشد  در نمونه مي هدفDNAمنظور تعيين وجود يا عدم وجود 

اي روي  تحقيقات گسترده. بيني کرد شدن پيش  هدف را بعد از هيبريدDNA توان تعداد  مي, روي سطح
, شدن با رشتة مکمل خود را داشته باشد ، که توانايي هيبريدDNAلاية منظمي از  آوردن تک چگونگي بدست
 DNAشدن  و به نوبة خود بر هيبريد, DNAشده از  لاية جذب ل متعددي بر ساختار تکعوام. انجام شده است
 پروب، غلظت محلول DNAنوع عملگر کردن : بعضي از اين عوامل اثرگذار عبارتند از. باشند هدف موثر مي

 پروب، استفاده از مولکول DNA پروب، طول رشته DNA پروب، زمان لازم براي تثبيت DNAحاوي 
پارامترهاي موثر در جذب بيومولکلول نيز در جدول يک نشان داده .  و ساختار سطح٤انداز فاصله
  ].۹،۱۰[اند شده

                                                   
3 Probe DNA 
4 Spacer 
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   پارامترهاي مختلفي موثر در تعيين شرايط بهينه- ۲جدول 
  پارامتر

  )، موقعيت هر کدام داخل رشته، گروههاي عامليترکيب اجزاي رشته(توالي رشته 
  طول رشته

  )نوع بافر، غلظت بافر(بافر بهينه اتصال 
  زمان در معرض قرار گرفتن 

   در تماس با سطحDNAغلظت 
  

، قسمتي از ژنوم ويروس هپاتيت DNAاي از يک تراشه  در اين مقاله، با هدف ارايه راهبردي عملي در ساخت نمونه
ست آوردن نقشه کامل با استفاده از برنامة نوشته شده، پس از بد. به عنوان پروب مورد استفاده قرار گرفت  ،٥ب

هاي خاصي از اين رشته که  اي کامپيوتري جهت انتخاب توالي هاي مختلف، برنامه ژنتيکي ميکروارگانيسم
  : کند اين برنامه، خواص عمدة زير را در طراحي رشته لحاظ مي. مشخصات خاصي داشتند، نوشته شد

 کارآمد، يکتا بودن پروتئين توليدي در ترين شرط يک سنجش زيستي  بنيادي.پروتئين سطحي خاص •
 .باشد هاي مختلف يک سويه مي تمام گونه

هايي  با استفاده از طولهاي مختلف امکان انتخاب توالي معيني از ژنوم ميکروارگانيسم. طول مشخص •
 .گردد تري را داشته باشند، ميسر مي شدن ساده و سريع که مختص به همان موجود بوده و احتمال بيان

مکمل روي رشته، سبب گره خوردن آن و -وجود نواحي خود. ٦م وجود نواحي مکمل روي رشتهعد •
گرچه بعضاً ساختارهاي . شدن را به همراه خواهد داشت هاي مختلف و عدم هيبريد امکان تشکيل حلقه

Hairpinردن اين گيرد، عدم کارايي ثابت شدة آنها، باعث لحاظ ک ، در طراحي پروبها مورد استفاده قرار مي
 .شرط در طراحي برنامه شده است

 ترکيب اجزاي موجود روي تک رشته پروب، با ايجاد آرايش .تمايل زياد براي جذب مولکول هدف •
اي ها در  رشته-معيار جذب دو. سازد فضايي مناسب و پايدار، امکان جذب آسانتر مولکهاي هدف را فراهم مي

کردن مقدار گوانين و سيتوزين در رشتة طراحي   هدف با بهينهاين. باشد اين سيستم، دماي همجوشي آنها مي
 .شدة برنامه کامپيوتري، ميسر گرديد

به علت ساختار شيميايي . تمايل جذب سطحي کم و دفع آسان در صورت جذب  •
با . آيد ، ميانکنش خاصي نيز بين آنها و سطح بوجود مي)اي حلقه اي و تک دوحلقه(اليگونوکلئوتيدهاي مختلف 

توان حضور نسبي آدنين و تايمين را  هاي تجربي انتالپي جذب سطحي و دفع از روي سطح، مي اسبه دادهمح
 .به عنوان مولکولهاي موثري در جذب سطحي ناپايدار و دفع آسان نام برد

باشد، اما بسته به روش  انتخاب رشتة مناسب، اگرچه منوط به لحاظ کردن شروط بالا مي. ديگر شرايط •
هاي مطالعه نانوتکنولوژي، شرايط  دستگاه. شوند هاي محدودکنندة ديگري نيز مطرح مي شرطآزمايشي، 

در اين برنامه، به علت استفاده از چند راهکار مختلف . طلبند هاي بيولوژيکي مي اي را جهت کار با نمونه ويژه
  .آزمايشي، شروط ديگري نيز در طراحي رشته، لحاظ گرديدند

                                                   
5 Hepatitis B Virus 
6 Non-self-complementary 
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هاي ژنتيک، چندين هفته را به خود  ي اين برنامه، فعاليت تحقيقاتي که در آزمايشگاهها با توجه به قابليت
، اگرچه، امکان ميانکنش DNAشدة  اصلاحمولکولهاي  .برداري رسيد داد، در مدت کمي به بهره اختصاص مي

ي فعال انتهايي ها گروه از طريق ؛دنطح داررا با سهاي جانبي نوکلئوتيدهاي حاوي نيتروژن  غيرمستقيم زنجيره
از طريق گروه تنها (بيومولکول " خاص" جذب ةبراي تعيين نحو. دهند  با سطح واکنش مي،اي به طور ويژه

از طريق بازهاي نوکلئوتيدي و يا ديگر عوامل موجود در ( آن "غير خاص "ة جذبنحوهمچنين  و ،)انتهايي
. بدست آمد و مقايسه شدل بدون گروه عاملي، بيومولکول حاوي گروه عاملي و بيومولکو XPS، اطلاعات )رشته

باشد، چراکه  روي سطح مي بيومولکول  معيار مناسبي از جذبXPSدر اطلاعات عناصر معيني حضور پيک 
بعضي عناصر  قابل رؤيت از XPS، هيچگونه پيک بيومولکول در مجاورت محلول بافر عاري از مورد نظر،سطح 

 چرا که حضور ،باشد شده مي  جذبDNAرديابي رف بسيار مناسبي براي ، معنيتروژنحضور  .دهد نميخاص را 
توان نتيجه  بنابراين مي. سازي و جابجايي تاثيرپذير نيست هاي سطحي در طي آماده  از آلودگيآنها معمولاً

، به طور انحصاري از بازهاي پورين و پيريميدين موجود در نيتروژنشده از  گرفت که هرگونه سيگنال رؤيت
هاي مختلف با مقايسه سطوح  نمونهاز شده  جذببيومولکول  به علاوه مقدار نسبي .گيرد ميت أ نشومولکولبي

با مطالعة  .باشد عنصري قابل تعيين است و معياري کمي از نوع آرايش بيومولکولها روي سطح ميزير منحني 
شده روي  داد مولکلولهاي تثبيتتوان تع  ميXPSشده روي سطح، با استفاده از تکنيک  مقدار مولکلول جذب
  .اي از پوشش سطحي بدست آمده در آزمايش ما مي باشد شکل يک، نمونه. سطح را بدست آورد

  

  
   نمودار تغييرات جذب سطحي مولکلولها بر حسب زمان-۱شکل 

  

، يومولکول با غلظت معيني بيف جذبي سطح، اطلاعات طي اثر غلظت بافر در جذب بيوموکول روي بررسيبرا
در اين آزمايش با توجه به پتانسيلهاي خاص بافر فسفات، به .  مختلف بدست آمدي با غلظتهاييدر بافرها

فها بر حسب غلظت بافر در يتروژن اين دسته از طيک ني پير منحنيسطح ز. عنوان اولين گزينه انتخاب شد
لظت بافر از نقطه اول، تا آخرين ، تغيير غديآ يبر مبالا همانطور که از شکل . ، نشان داده شده است۲شکل 

اين آزمايش اثر مهم غلظت . دهد  برابر نشان مي۵غلظت بافر آزمايش شده، افزايش سطح زير پيک را به اندازة 
  .کند بافر را بر پوشش سطحي نهايي نمايان مي
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  ۱۳۸۳ آذرماه ۵ الی ۳نهمين کنگره ملی مهندسی شيمی ايران، دانشگاه علم و صنعت ايران،  

٣٤٠٦

  
  .ست آمده است سطح زير منحني پيک نيتروژن بر حسب غلظت بافر که در غلظت معيني از بيومولکول بد-۲شکل 

  
  يريگ جهينت

اي مناسب از ژنوم ويروس هپاتيت ب، طول مشخصي از اين رشته  تحقيق، با تکيه بر انتخاب ناحيهن يدر ا
هاي تجاري و مقياس تحقيقاتي، عدد مطلوبي  اين طول با توجه به مقدار انتخاب شده، در دستگاه. انتخاب شد

بودن طول  دهندة مناسب يش بيني شدة تئوري، نشانتطابق پوشش سطحي بدست آمده با مقدار پ. است
علاوه بر اين، در نظر گرفتن شرايط ويژه در طراحي رشته، که پتانسيل جذب را افزايش . انتخابي است

. با احتساب شرايطي مبنا، زمان و غلظت بهينة يک بافر خاص بدست آمد. دهند، در نتايج آشکار شده است مي
 ساعت، مي تواند ۵هاي عاملي، در زماني بيش از  ن بيومولکلولِ همراه با گروهتحت اين شرايط، قرار گرفت

تحت اين . علاوه بر اين بافر فسفات به عنوان اولين گزينه انتخاب شد. پوشش سطحي مناسبي را فراهم کند
  . شرايط، غلظت يک مولار بافر مناسب تشخيص داده شد
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