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 چکیده

تولیید و  حیین در آسپرژیلوسهایی از جنس ه توسط قارچک است یکوتوکسینما نوعی B1ینآفلاتوکس

 کیه هستندمتعدد بر روی بدن  سمی اثرات ها دارایآفلاتوکسینشوند. ساخته می نگهداری مواد غذایی

 و کبید در سیرطانایجیاد  باعث که هستند بالایی زایی سرطان دارای خاصیت و تراتوژن موتاژن، باعث

در میواد  B1آفلاتوکسیین گییریانیدازهمرسوم دستگاهی جهت های روشاگرچه شود. می هاسایر اندام

به یک  زمان تشخیصی بالا، گران قیمت، نیاز همچونمعایبی دارای و دقیق هستند، ولی   حساس غذایی،

در ی سنجشینیوین های توسعه روش ،بنابراین .باشدمیجواب مثبت کاذب ایجاد و وزش دیده کاربر آم

هیا ، اسیتااده از زیسیت حسیگرسنجشیهای . از جمله این روشقرار گرفته استپژوهشگران اولویت 

. در غیذایی اسیت صینایعمیورد اسیتااده در بیوده و امیروزه تر صرفه بهو مقرون  ، سادهسریع کهاست 

با حساسییت مناسیو و با استااده از نانوذرات طلا سنجی رنگنوری  آپتاسنسوراز یک  حاضر پژوهش

نیانوذرات  کار،برای این  .ستااده شده استادر سرم و بافر  B1انتخابیت بالا برای تشخیص آفلاتوکسین

 سینتز، (-27.5زتا  پتانسیل نانومتر و14.40)با اندازه  توسط سدیم سیترات HAuCl4طلا به روش احیا 

در سیط  نیانوذرات طیلا در ح یور ییا عیدم ح یور  DNAد. در این روش از اثر محافظتی توالی ش

روش ایین . حد تشیخیص است گ استااده شدهرنچشمی با دخالت نمک با ویژگی تغییر آفلاتوکسین 

درنتیجیه از  .تخمیین زده شید نیانوگرم بیر لیتیر 200-28000 نانوگرم بر لیتر و محدوده خطیی آن 50

شناسایی و غربالگری سریع این توکسیین در میواد غیذایی آلیوده برای  توانمیآپتاسنسور طراحی شده 

 .کرداستااده 

 ، حسگر زیستی.، نانوذرات طلاسنجیرنگ، آپتامر، تشخیص، B1آفلاتوکسین : کلید واژگان
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 مقدمه-1

از دسییته  یسییم یبییاتاز ترک یهییا گروهییینآفلاتوکسیی

ه توسیط قیارچ هیایی از جینس ها هستند کیکوتوکسینما

، 2آسییپرژیلوس فییلاووسبییه خصییو ،  1آسییپرژیلوس

و به مقدار خیلی کمتیر توسیط  3آسپرژیلوس پارازیتیکوس

 تولید و نگهداری مواد غیذایی نحی 4آسپرژیلوس نومیوس

و  آسییپرژیلوس فییلاووسهییای شییوند. قییارچسییاخته مییی

تواننیید بییر روی خییا ، مییی آسییپرژیلوس پییارازیتیکوس

هیای خیوراکی زیجات در حیا  فسیاد، یونجیه و دانیهسب

مخصوصا در مناطقی با آب و هیوای اسیتوایی و ییا نیمیه 

توانند در ها می، این قارچعلاوه بر ایناستوایی رشد کنند. 

انبارهایی که مواد غذایی در شرایط نامناسو نگهداری می

نیو   20از  امیروزه بییش .[1]کنند ایجاد شوند، نیز کلونی

انید کیه مهمتیرین آنهیا شیامل آفلاتوکسین شناسایی شیده

هستند. اکثر  2Mو  1B ،2B ،1G ،2G ،1Mآفلاتوکسین های 

ت، انیوا  ها بر روی مواد غذایی نظیر غلااین آفلاتوکسین

در  .شیوندهیای خشیک شیده یافیت مییهیا و مییوهفلال

و  1Mهیای آفلاتوکسیین نظییرها وجود متابولیت ،کهحالی

2M آلیوده غیذای بیا کهو طیوری  هادر گوشت و شیر دام 

 .[2]انیدنیز گیزارش شیده اند،شده تغذیه هاآفلاتوکسین به

 بیه در اییران غذایی مواد در آفلاتوکسین آلودگی تاریخچه

نان  مصرف علت به مسمومیت که گرددمیباز  1976 سا 

و امییروزه از روش  اسییت شییده گییزارش تهییران در آلییوده

هیا در دسیتگاهی جهیت شناسیایی ایین توکسیین آنالیزی

 .[3]ترکیبییات خییورا  دام و طیییور اسییتااده شییده اسییت

 بیرای المللی،استاندارد بین موسسات و هاکمیته از بسیاری

 تعییین حید غذایی مواد در مایکوتوکسین  قبو مقدار قابل

 سط  حداکثر کدکس اروپایی کمیته مثا  عنوانبه. اندکرده

 و گرم بر نانوگرم 4 را برنج در کل قبو  آفلاتوکسین قابل

 در B1 آفلاتوکسییین بییرای را گییرم نییانوگرم بییر 2 میییزان

                                                           
1 Aspergillus 
2 A. flavus 
3 A. parasiticus 
4 A. nomius 

 متحده ایالات در میزان این. است کرده تعیین اروپا اتحادیه

 شده تعیین آفلاتوکسین کل برای برگرم نانوگرم 20 آمریکا

( ISIRI) موسسه استاندارد و تحقیقات صنعتی ایران. است

نانوگرم بر گرم و آفلاتوکسیین  5را  B1مقدار آفلاتوکسین 

 .[4-7]نانوگرم بر گرم در برنج تعیین کرده است 30کل را 

مسیتقیم مسیتقیم و غیر صیورتبهند توانمی هاآفلاتوکسین

مسیتقیم شیامل ت لبنی را آلوده کنند. عوامیل غیرصولامح

را  B1است که دام ها غذای آلوده به آفلاتوکسین مواردی 

مصرف می کنند و در اثر متابولیزه شدن این سیم در بیدن 

تبدیل شده و وارد شییر آنهیا  M1حیوانات به آفلاتوکسین 

یکوتوکسیینام با لبنی محصولات مستقیم شود. آلودگیمی

 هیایقیارچی ناشیی از قیارچ رشد دلیلبه است نممک ها

 غییر قیارچی رشید ییا و تخمییر برای عمل استااده مورد

مخلوط  و B1آفلاتوکسین  2006در سا   .[8]باشد عمدی

توسط سیازمان بیین المللیی  Mو  B ،Gآفلاتوکسین های 

مییواد  1( در گییروه 5IARCتحقیقییات بییر روی سییرطان )

تیرین اثیر اقیع مخربدر و .زا طبقیه بنیدی شیدندسرطان

ها میی( در انسیان6HCCها بروز سرطان کبد )آفلاتوکسین

در  HCCهزار میورد جدیید از  320باشد. هر ساله بالغ بر 

ها نسبت به سایر سیرطانشود. این سرطان دنیا گزارش می

درنتیجییه شناسییایی و  .[9]میییر بییالاتری داردونییرم مر 

اد غذایی بسیار غربالگری ساده و سریع این توکسین در مو

 ضروری است.

آزمایشیگاهی ماننید  یهیاهای اخیر، برخیی روشدر سا 

 ، کرومییاتوگرافی مییایع(TLC) کرومییاتوگرافی لایییه نییاز 

(LC)کروماتوگرافی ایمونوافینیتی ، (IAC) کرومیاتوگرافی ،

طیی   -، کروماتوگرافی میایع (HPLC) مایع با کارایی بالا

 ،الاییزاسینجش  ، LC-MS/MS، (LC-MS)سنجی جرمی 

برای تشیخیص  و نانوفناوری ایمونوسنسور الکتروشیمیایی

مختل  مطالعه در مواد غذایی   B1 آفلاتوکسین و سنجش

 و دقییق ها حسیاساگرچه این روش .[11. 01]است شده

                                                           
5 International Agency for Research on Cancer 
6 Hepatocellular carcinoma 
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 توانمیولی معایبی نیز دارند. از جمله این معایو  هستند،

، بودن روش به وجود یک کاربر آموزش دیده، گران قیمت

و جواب مثبت کاذب با ایین دسیتگاه آزمونزمان بر بودن 

 .کیرداشیاره ها بادیهزینه بالای تهیه آنتیو همین طور ها 

بیر ی آنالیتیکا  جدید کیه عیلاوه هاشروتوسعه  ،بنابراین

ی موجیود هیاروشهای دقیق و صحی  بودن بتوانند نقص

ی هیاروشاست. از جملیه ایین  ضروری ،را هم بپوشانند

 بنیابراین، .ها اسیتجایگزین، اسیتااده از زیسیت حسیگر

تر و تر، سیادههیای سیریعروشایین ی زیادی برای تقاضا

وجود هبغذایی  عتدر صناستااده تر مورد صرفه به مقرون

اخییرا،، حسیگرهای زیسیتی نیوری همیراه بیا  آمده است.

یک پلتارم امیدوارکننده برای ایین  (GNPs) نانوذرات طلا

العییاده بییالا و بییر اسییاس ضییریو جییذب فوقو منظییور 

های نوری به شدت وابسته بیه فاصیله آنهیا فیراهم ویژگی

دن اند. تغیییر رنیگ در ایین میورد، کیه از جایت شیکرده

ییا پراکنیدگی  GNP پلاسمون بین ذرات در طیو  تجمیع

شییود، شییاید یکییی از ناشییی می GNP مجییدد یییک دانییه

های نانوحسگر موجود باشید. ترین روشترین و سادهقوی

نشان دادند که تشخیص حساس اهداف خا  را  هاروش

به سادگی و به سرعت بدون ابیزار دقییق پیچییده  توانمی

  .[13. 12]انجام داد

الیگونوکلئوتییدهای کوتیاه  عنوانبه آپتامرهااز سوی دیگر، 

ایین توانیایی را دارنید کیه  با قابلیت ف ایی تک رشته ای

 آپتامرهیاهیدف  .بطور اختصاصی به هدفشان متصل شوند

 حتییپیچیده  اهدافگرفته تا  مولکو یک تک  تواند ازمی

و پاییه واسیاس  شیودرا شیامل میییک ارگانسییم کامیل 

شناسایی توسط آپتامرها، ساختار سوم تشکیل شده توسیط 

ای از اده ترین شکل، آپتامرهای تک رشتهدر س. استها آن

( بییه شییکل فیزیکییی بییر سییط  ssDNA) DNAجیینس 

ر، اثری پایدار کننده نانوذرات طلا جذب می شوند. این ام

ناشی از  تجمعبر نانوذرات طلا دارد و منجر به کاهش اثر 

 DNAهیای مولکیو شود. این در حالی است که مک مین

ای متصل به لیگاند چنین قابلیتی ای و یا تک رشتهدو رشته

 آپتامرهیا کیه جیالبی خصوصییات دلیلبه .[14-16]ندارند

حسیگرهای  طراحیی در ایگسیترده طوربیهامروزه  دارند،

رفته کار به شناساگر، عامل عنوانبه، ))آپتاسنسورها زیستی

 سنجی، رنگ حسگرهایطراحی  درتاکنون از آپتامرها  اند.

 از ایگسییترده بییرای طییی  الکتروشیییمیایی و فلورسییانس

اسیتااده  فلیزات سینگین و هیاسم داروها، همچون اهداف

 دسیتبه مطلوبی نتایج موارد، این تمامی در کهشده است، 

 تشخیصی حد دارای شده ساخته حسگرهای و آمده است

مناسیبی  اختصاصیت و پیکومولار بوده و حد نانومولار در

 حاضر تلاش شده است پژوهش در .[17-20]اندنیز داشته

ر شناسیایی و منظیویک آپتاسنسور حساس و انتخیابی بیه

 .دشوها آلوده ارائه در نمونه  B1غربالگری آفلاتوکسین

 هامواد و روش -2

 مواد -2-1

بر مبنای  و مکمل آن B1سم آفلاتوکسینآپتامر اختصاصی 

 از ،[21] و همکیارانش کاسیتیلومقاله ارائیه شیده توسیط 

 ومسییم .شیید خریییداری جنییوبی کییره Bioneer شییرکت

 ، زرالنیونA (OTA )خراتوکسیینا ،B1،  M1 آفلاتوکسین

(ZENوومیتوکسییین ،) (DON،) ویآلبییومین سییرم گییا 

(BSA) ،،پودر طیلا ] سدیم سیتراتGold (III) chloride 

trihydrate (HAuCl4·4H2O) شییییرکت سیییییگما[ از ،

 پوشش داده شده با استرپتاویدین( SNP)نانوذرات سیلیکا 

 96پلییت  خرییداری شید. ،آلمیان  Micromodاز شرکت

 .خانه سیاه مخصو  فلورسانس از شرکت بتاژن تهیه شد

 طلا سنتز نانو ذرات 2-2
( بیر اسیاس روش پیشینهادی ژانیگ و GNPsنانوذرات طیلا )

توسط سیدیم سییترات، تهییه  4HAuClهمکاران مبنی بر احیا 

  شده است. 
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 [21]آپتامر اختصاصی آفلاتوکسین و مکمل آن 1جدول

 ('3 - '5) ترادف الیگونوکلئوتید

AFB1 aptamer (Apt) GTTGGGCACGTGTTGTCTCTCTGTGTCTCGTGCCCTTCGCTAGGCCCACA-Biotin 

Complementary 

strand (CS) 
CAACCCGTGCACAACAGAGAGACACAGAGCACGGGAAGCGATCCGGGTGT 

 

 

 
و نانوذرات طلا. در ح ور آفلاتوکسین )هدف( رشته مکمل از  SNP-dsDNAکمپلکس تصویری از استراتژی تشخیصی با  1شکل 

ماند. اما در در برابر تجمع نمکی مقاومت کرده و به رنگ قرمز باقی می،  GNPsجدا شده و با اتصا  به سط   SNP-dsDNAکمپلکس 

صورت دو رشته باقی مانده و رشته مکمل از آن جدا نشده و درنتیجه نانودرات طلا در به SNP-dsDNAکمپلکس عدم ح ور هدف، 

 آید.ح ور نمک تجمع یافته و به رنگ بناش در می

 

با غلظت  4HAuClلو  از مح لیترمیلی یکخلاصه،  طوربه

ه شید. بیه لیتر آب دیونیزه اضیافمیلی 49مولار به میلی 50

لیتر از محلو  سدیم سییترات بیا میلی 5این محلو  مقدار 

دقیقه هم زده  20اضافه و به مدت  مولارمیلی 8/38غلظت 

و  گرادسانتیدرجه  4شد. پس از تهیه نانوذرات، در دمای 

و در  شیددقیقه سانتریاوژ  20و به مدت  g 14000 با دور

ون نانوذرات یسوسپانس ،سپس .جدا شد محلو  رویی انتها

 30:70، 20: 80 ، 10:90 هیایبه نسبتبا آب دیونیزه طلا 

بررسیی نیانومتر  520شد و جذب آن در طو  میو   تهیه

بیرای 6/0تیا  5/0شد و نمونیه دارای جیذب در محیدوده 

غلظیت  ،با مشیخص شیدن جیذب .شدادامه کار انتخاب 

تعییین  1لامبیرت-بیا اسیتااده از قیانون بییر نانوذرات طلا

بییا اسییتااده از  GNPsدر نهایییت ویژگییی هییای  .[22]شیید

  .شدبررسی  DLSمیکروسکوپ الکترونی و 

 شناساگر پروببیوطراحی و تهیه نانو  2-3

، پیژوهشکار گرفته شده در این هدر استراتژی تشخیصی ب

و  ، طراحیی1شیکل مطیابق  SNP-dsDNAکمپلکس ابتدا 

حجیم ،  SNP-dsDNAتشکیل کمیپلکس برای  تهیه شد. 

پوشش داده شده با استرپتاویدین  SNPمیکرولیتر از  13.2

میکرولیتیر آپتیامر  5بیه لیتر گرم بر میلیمیلی 25با غلظت 

)غلظیت میکرومیولار اضیافه شید  75ه بیا غلظیت بیوتینیل

ست(. پس الیتر میکروگرم بر میلی 660 معاد  SNPنهایی 

                                                           
1 Beer-Lambert law 
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 5از گذشییت یییک سییاعت از زمییان انکوباسیییون، مقییدار 

میکرومیولار  75با غلظیت  (CS)میکرولیتر از رشته مکمل 

نیز به مجموعه بالا اضیافه شید و کیل نمونیه بیرای ییک 

 بیرایساعت دیگر در دمای اتاق انکوبه شدند. در نهاییت 

استااده درصد  5/2به آپتامر از ژ  آگارز  SNPتایید اتصا  

از  لیتیرمیلیمیکروگیرم بیر  440و  220ی هاغلظتو  شد

SNP بررسیی اتصیا   بیرای ،نیز بررسی شیدند. همچنیین

نانومولار از رشته مکمیل بیه  GNPs  ،400رشته مکمل به 

و تاییید بررسیی  برایاضافه شده و  GNPsنانومولار از  7

 5/2اتصا  رشته مکمل به نانوذرات طلا نییز از ژ  آگیارز 

 ه شد.استااد درصد

 ارزیابی عملکرد آپتاسنسور در بافر و سرم 2-4

سیینجی بییرای بررسییی شییدت رنییگ، رنگهییای در روش

سنسور قیرار های مختل  از هدف در مجاورت آپتاغلظت

 0، 2000، 12000و  25000هیای . در اینجا غلظتگیردمی

را طبیق مراحیل گاتیه شیده در  1AFBنانوگرم بر لیتیر از 

ت آپتاسنسور تهیه شده قرار داده ، در مجاورهای قبلبخش

نانوگرم بر لیتر( تا قرمز  0شد و تغییر رنگ از آبی )غلظت 

ابلییت شناخت توانیایی و ق برای ،همچنین بررسی شد.در 

های زیستی از سیرم اسیتااده عملکرد آپتاسنسور در نمونه

 PBS 10توسیط  50بیه  1سرم به نسیبت  شد. ابتدا نمونه

تااده از اییین سییرم، س بییا اسییرقیییق شیید. سییپ مییولارمیلی

-1AFB (0هیای افزاینیده از های متعددی با غلظیتنمونه

تییی ثابییت از نییانوگرم بییر لیتییر( آمییاده و بییا غلظ 60000

گیری مخلوط شید. مشیخص اسیت آپتاسنسور برای اندازه

نیز افیزایش  A)/A-0(A، مقدار 1AFBکه با افزایش غلظت 

 گاتیه پیشیین های، مشابه آنچه که در بخشیابد. سپسمی

گییری حید تشیخیص شد منحنی اسیتاندارد بیرای انیدازه

(LOD در سرم رسم )شود.می 

 تعیین حد تشخیص آپتاسنسور 2-5

،  PBSبررسی کارکرد و عملکرد آپتاسنسور در بیافر  برای

 B1از آفلاتوکسیین  نانوگرم بیر لیتیر0- 50000های غلظت

(1AFB انتخاب شد. براین اساس حجم )ر از میکرولیتی 50

 1AFBمیکرولیتیر از  50به حجم  dsDNA-SNPکمپلکس 

 با 

اضیافه شید.  نانوگرم بر لیتر  50000-0های مختل  غلظت

دقیقه انکوباسییون در دمیای اتیاق هیر ییک از  30پس از 

دقیقه سانتریایوژ  10و به مدت  g 11000ها با دور مخلوط

نانومولار  18با غلظت  GNPsمیکرولیتر  50شدند. سپس، 

سیاعت انکوباسییون  1ها اضافه شد. پس از ه سوپرناتانتب

بیییا غلظیییت  NaClمیکرولیتیییر از  4در دمیییای اتیییاق، 

ها اضافه شد و جذب خوانده شد. میکرومولار به مخلوط1

A  0عدد اگریگاسیون بعد از اضافه کردن هیدف وA  عیدد

شیود. اگریگاسیون قبل از اضافه کردن هیدف محاسیبه می

ها را در طیو  میو  ت جذب نمونیهعدد اگریگاسیون نسب

در حالیت اگریگاسییون  GNPsدهد. نانومتر نشان می 650

کنند. درنتیجه نموداری ترسییم این طو  مو  را جذب می

و محور افقیی آن  A)/A-0(Aشود که محور عمودی آن می

بر حسو نانوگرم بر لیتیر اسیت. از  1AFBلگاریتم غلظت 

 محاسبه شد.این نمودار حد تشخیصی آپتاسنسور 

 بررسی انتخابی بودن آپتاسنسور 2-6

 بیرایمیزان عملکیرد انتخیابی آپتاسنسیور پیارامتر مهمیی 

آپتاسنسیور در مجیاورت  برای این کیار،ارزیابی آن است. 

، 1AFB ،1AFMاز  لیتیرنیانوگرم بیر میلیی 75000غلظیت 

DON ،ZEN  وOTA کیرد اختصاصیی قرار گرفتیه و عمل

 .شدمشابه با آفلاتوکسین مقایسه  هایآپتاسنسور بین نمونه

 نتایج -3

 های نانوذرات طلاویژگی تعیین 3-1

هیای ( براسیاس روشGNPsپس از سنتز نانوذرات طیلا )

، نیانوذرات طیلا هیاروش مطرح شیده در بخیش میواد و

 در UV-vis اسییپکتروفتومتر یییک از اسییتااده تولیییدی بییا

 . میاکزیمم پییکشید بررسیی نیانومتر 700-400 محدوده

نیانومتر بییانگر، سینتز و غلظیت  520جذبی در محیدوده 

 تصیاویر ،همچنیینبیالا(. -2)شیکل  است GNPsمناسو 



 1401 پاییز ،3، شماره 13 دوره  مدرس تیترب دانشگاه یفناور ستیز

171 

مقایسه مناسبی  گذاره، الکترونی میکروسکوپ با شده تهیه

نشیان  نسبت به حالت آگریگه شده را GNPs از پراکندگی

داد که بیانگر شکل مناسو نیانوذره در عملکیرد بیا نمیک 

 GNPsانیدازه  سیوی دیگیر پیایین(. از-2)شکل  باشدمی

 نیانومتر و DLS، 14.40 دسیتگاه از اسیتااده سنتز شده بیا

 شد ولت، محاسبهمیلی -27.5 زتای آن در حدود  پتانسیل

  .(3دست آمد )شکل بهو 

 

 

 

 

نانوذرات تولیدی با استااده مرفولوژی  -پایینهای مختل . طی  جذبی نانوذرات طلا در غلظت -بالامشخصات نانوذرات طلا.  2 شکل

 است.نانومتر  25، مقیاس در این تصاویر پراکندهو )چپ(  آگریگه شده )راست( نانوذرات طلا ،الکترونی گذاره از میکروسکوپ الکترونی

 

 

 سطحی نانوذره.  )چپ( منحنی میانگین اندازه نانوذره، )راست( بار. GNPsمربوط به تعیین اندازه و پتانسیل زتای  DLSمنحنی  3 شکل
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 سنسور طراحی شدهاارزیابی عملکرد آپت 2 -3

و تاییید اتصیا  رشیته مکمیل بیه آن،  GNPsپس از سنتز 

ارزیییابی عملکییرد آپتاسنسییور طراحییی شییده، ابتییدا  بییرای

، طراحیی و تهییه 1مطابق شیکل  SNP-dsDNAکمپلکس 

 5/2ژ  آگیارز بیه آپتیامر از  SNPتایید اتصیا   برای. شد

میکروگیرم  440و  220هیای شید و غلظت ادهستاادرصد 

. همیان طیور کیه در بررسیی شید نیز SNPلیتر از بر میلی

میکروگییرم بییر  660 مشییخص اسییت در غلظییت 4 شییکل

 مشیاهدههیچ بانیدی از آپتیامر آزاد بیر روی ژ   لیترمیلی

 .شدن

 ارزیابی عملکرد آپتاسنسور 3 -3

  میو  برای تایید عملکرد آپتاسنسور، میزان جذب در طو

طیور  بیالا(. همیان-5گیری شد )شکل های مختل  اندازه

که در این شکل مشخص است در صورت وجیود هیدف 

در محیط، به علیت اتصیا  آپتاسنسیور بیه هیدف، رشیته 

جییدا شییده و پییس از  dsDNA-SNPمکمییل از کمییپلکس 

این  چنانچه ،حا ماند. انتریایوژ در سوپرناتانت باقی میس

هیای مکمیل اضیافه شیود، رشیته به نانوذرات طلامحلو  

ند دور این نانوذرات قرار گرفته و از تجمیع ییافتن توانمی

جلیوگیری کننید. بیه ایین  NaClاین ذرات در مواجهه بیا 

 520  میو  ترتیو محیط به رنگ قرمز در آمده و در طیو

اگر در محییط، هیدفی  ،شود. حا نانومتر پیک مشاهده می

بیدون تغیییر  dsDNA-SNPوجود نداشته باشد، کمپلکس 

ماند و در نهایت پس از سانتریاوژ رشیته مکملیی باقی می

نیانوذرات طیلا در  ،آزاد وجود نیدارد. بنیابراین صورتبه

رنیگ محییط بیه کننید و تجمع پییدا میی NaClمجاورت 

رود و هییچ پیکیی مشیاهده نمییسمت آبی تیره پیش می

تیا نانوگرم )بدون هدف، آبی(،  0شود. درنتیجه از غلظت 

صورت چشیمی نییز هنانوگرم )قرمز(، تغییر رنگ ب 25000

 پایین(. -5است )شکل قابل تاکیک 

 

 

 
 با GNPs به مکمل توالی رشته اتصا  ارزیابی و )چپ( بررسی .درصد 5/2رات طراحی شده با استااده از ژ  آگاروز ذارزیابی نانو 4 شکل

بررسی تشکیل ( وسط) .مکمل )غلظت ( رشته: 2 چاهک. مکمل رشته به متصل لاط نانوذره: 1 چاهک. الکتروفورز روش ژ  از استااده

از لیتر میکروگرم بر میلی 440 علاوهبهآپتامر : 2 ؛، چاهکآپتامر آزاد: 1چاهک  .درصد 5/2بر روی ژ  آگارز  SNP-dsDNAکمپلکس 

SNPاز  لیترمیکروگرم بر میلی 660علاوه ه آپتامر ب: 3 ؛، چاهکSNP )3 ؛، چاهکرشته مکمل: 2 ؛: آپتامر، چاهک1چاهک . )راست :

 . dsDNA-SNPکمپلکس 
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. در صورتی که در محیط هدف وجود داشته باشد، به علت آزاد شدن رشته 1AFBبررسی عملکرد آپتاسنسور در مجاورت  -بالا 5 شکل

 ،تجمع نمی یابند. حا  اگر در محیط GNPs (،aClN) و باقی ماندن در سوپرناتانت، با اضافه کردن نمک SNP-dsDNAمکمل از کمپلکس 

1AFB د از توانمیح ور نداشته باشد، رشته مکمل در سوپرناتانت ح ور ندارد و نGNPs  نمک در مقابل تجمع یافتن در مواجهه با

، 2000، 0ی اهغلظت. از راست به چپ، 1AFBی مختل  از هاغلظتتغییر رنگ نانوذرات طلا در مجاورت  -محافظت کند. پایین

 استااده شده است. 1AFBنانوگرم بر لیتر  25000و  12000

 

هیای بررسی عملکرد آپتاسنسیور در نمونیه برای ،همچنین

صیورت هزیستی، از سرم آلیوده شیده بیه آفلاتوکسیین )ب

 ،سیپس. شیدهای مختل ( اسیتااده مصنوعی و در غلظت

 ، منحنیی اسیتانداردشد بیان 4-2مشابه آنچه که در بخش 

 شدرسم  ،( در سرمLODگیری حد تشخیص )اندازه برای

 ،(. به این ترتیو مقدار حد تشیخیص ایین روش6)شکل 

 200-28000نییانوگرم بییر لیتییر و محییدوده خطییی آن  50

 .و تخمین زده شدنانوگرم بر لیتر محاسبه 

 هیایاز سوی دیگیر بیرای بررسیی بازییابی، ابتیدا غلظت

ه از بیا اسیتااددر سیرم تهییه و سیپس  1AFB مشخص از

دادن گییری شید. بیا قیرار آپتاسنسور میزان جیذب انیدازه

های دسیت آمیده از نمونیهمقادیر جذب در معادله خط به

کییه آپتاسنسییور قییادر بییه  1AFBسییرم، میییزان غلظتییی از 

 2اسیاس جیدو  بیر  گیری آن است، محاسیبه شید.اندازه

درصید میی 106تا  97در به تشخیص میزان آپتاسنسور قا

که مقادیر قابل قبولی است. انحراف از معییار نسیبی  باشد

شد که نشان دهنده صحت انجیام بامی درصد 8/5کمتر از 

تیوان گایت کیه ست. با توجه به تکرارپذیری کار میکار ا

 مطلوب بوده است. نیزدقت انجام کار 
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عدد اگریگاسیون قبل از  0Aو  1AFBاز اضافه کردن عدد اگریگاسیون بعد  A. حرف سرمدر نمونه آپتاسنسور بررسی عملکرد  6 شکل

 باشد.می 1AFBاضافه کردن 

 

 .های سرمدر نمونه 1AFBآزمون بازیابی برای ماده  2 جدول

 )ng/L(یافت شده  1AFBمقدار  )ng/L(اضافه شده  1AFBمقدار  نمونه سرم
 میزان بازیابی

(%) 

 میزان انحراف از استاندارد نسبی

(%, n=4) 

1 1000 975 97.5 4.8 

2 5000 4850 97 3.6 

3 15000 15900 106 5.8 

 

ارزیااابی حساساایت و اختتاآاایت آپتاسنسااور  3 -3

 طراحی شده

 )حساسیییت( محاسییبه حیید تشییخیصارزیییابی و  بییرای

براسیاس میوارد مطیرح شیده در سنسور ساخته شیده، آپتا

(. براین اساس بالا-7)شکل  شد، نمودار ترسیم 4-2بخش 

 = yو معادله  شدرسم  احیه خطی نمودار شکلن ،همچنین

2.0256x - 4.101  باR² = 0.998 7)شیکل  آمید دستبه-

. از تقسیم سه برابر انحراف استاندارد بر شییو ایین پایین(

 و محاسیبه نانوگرم بر لیتیر 30 (LOD) حد تشخیصخط 

-25000 آن حد تشیخیص خطی محدوده .آیدمی دستبه

 .شد و تخمین زده بهمحاس لیتر بر نانوگرم 200

آپتاسنسیور، ایین  انتخابییتاز سوی دیگیر بیرای بررسیی 

از  لیتیرمیلینانوگرم بر  75000ت حسگر در مجاورت غلظ

1AFB ،1AFM ،DON ،ZEN  وOTA  قرار گرفت. شیکل

جیذب نسیبی آپتاسنسیور در مواجهیه بیا  دهدنشان می 8

1AFM،  DON ،ZEN  وOTA کمی افزایش داشته اسیت. 

معناداری  طوربه 1AFBاین مقدار در مواجه با  ،کهدر حالی

دهد آپتاسنسیور شتر بوده است. این نتایج نشان میبسیار بی

 کند.عمل می 1AFBاختصاصی علیه  صورتبه
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عدد  A. حرف 1BAFنمودار استاندارد  -پایین  .1BAFهای مختل  از سنسور در مجاورت غلظتآپتابررسی کارکرد  -بالا 7ل شک

 باشد.گاسیون قبل از اضافه کردن هدف میعدد اگری 0Aاگریگاسیون بعد از اضافه کردن هدف و 

 

 

 

 .1AFBبررسی میزان انتخابی بودن آپتاسنسور طراحی شده در برابر مواد مختل  با ساختار شیمیایی نزدیک به  8 شکل

 

 بحث -5

مبتنیی  سینجیرنگهیای یستمدر سالیان اخیر استااده از س

محققان قرار گرفته است. بسیاری از مورد توجه  GNPsبر 

شده است کیه تغییر سط  پلاسمونیک این نانوذرات سبو 

و  بیادی، آنتیهمچون ،های تشخیصیبا استااده از مولکو 

بیرای ساده و سریع را  سنجیرنگیک روش آپتامر، بتوان 
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های زیستی نظییر توکسیین ییا بیاکتری، تشخیص مولکو 

 به توانمیها های این سیستماز مزیت .[23-25]توسعه داد

. کیردهای پیچییده اشیاره ساده بودن و عدم نیاز به دستگاه

بیادی آنتیی دار کردن، این حسگرها نیازی به نشانهمچنین

آپتامر توسط ترکیبات فلورسانس یا رادیواکتییو ندارنید.  یا

هیا وکسیینی دستگاهی شناسایی آفلاتهاروشالبته مزیت 

  .ها بر کسی پوشیده نیستسه با زیست حسگردر مقای

 

 .آپتاسنسورهای نوری و دامنه خطیحد تشخیص  مقایسه 3جدول

Detection technique Recognition probe Limit of detection 
Dynamic detection range 

 
Ref. 

Chemiluminesence (CL) Aptamer 0.11 ng/mL 0.1-10 ng/mL 33 

Electrochemiluminescence (ECL) Aptamer 
0.02 pg/mL 

 
0.05-100 pg/mL 34 

Real-time quantitative polymerase chain 

reaction (RT-qPCR) 
Aptamer 25 fg/mL 5.0×10-5- 5.0 ng/mL 35 

Real-time quantitative polymerase chain 

reaction (RT-qPCR) 
Aptamer 0.03 ng/ L 1.0 × 10−4- 1.0 μg/L 36 

Surface-enhanced Raman scattering 

(SERS) 
Aptamer 0.03 ng /L 0.03-100 ng/mL 37 

Surface-enhanced Raman scattering 

(SERS) 
Aptamer 0.48 pg /mL 1 to 1000 pg/mL 38 

Surface plasmon resonance (SPR) Aptamer 0.4 nM 0.4- 200 nM 39 

Microring resonator Aptamer 5 nM ……………….. 40 

Fluorescence Aptamer 
0.1ng/mL 

 
0.1 - 0.00001 ng/mL 41 

Fluorescence Aptamer 1.6 ng/mL 5-100 ng/mL 42 

Fluorescence Aptamer 3.4 nM 10-400 nM 43 

Fluorescence Aptamer 0.3 ng/g ng/g 0.1-10 ng/g 27 

Fluorescence Aptamer 5 pg/mL 5 pg/mL to 2.00 ng/mL 44 

Fluorescence Aptamer 1.4 nM 1.6 nM to 160 μM 45 

Fluorescence Aptamer 
0.2pg/mL 

pg/mL 
0.001-0.05ng/mL 46 

FRET Aptamer 0.34 pg /mL 0.005−100 ng mL−1 47 

Colorimetry and Chemiluminesence 

(CL) 
Aptamer 7 nM and 0.5 nM 80-270 nM 17 

Colorimetry Aptamer 
0.025 ng/mL 

 

0.025-100 ng/mL 

 
30 

Colorimetry Aptamer 50 ng/L  This work 
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 .B1ای شناسایی آفلاتوکسینمقایسه روشه 4 جدول

Detection Method Recognition probe Limit of detection Ref. 

Instrumental 

Methods 
UHPLC-FLD 2 ng/mL (6.4 nM) 48 

    

Antibody based 

methods 

Immunochromatography assay 2.5 ng/mL (8 nM) 49 

Clean-up tandem immunoassay column 5 ng/mL (16 nM) 50 

Enzyme immunoassay 2 ng/mL (6.4 nM) 51 

Aptamer based 

methods 

RT-qPCR 25 fg/mL (80 fM) 35 

ElectrochemicalAptasensor based on 

electropolymerized Neutral red 
0.016 ng/mL (0.05 nM) 52 

Electrochemical aptasensor based on Cys-PAMAM 

dendrimers 
0.12 ng/mL (0.4 nM) 53 

Aptamer-based dipstick assay 0.1 ng/ml (0.32 nM) 27 

Colorimetric sensor based on aptamer/split 

DNAzyme 
0.1 ng/mL (0.3 nM) 54 

Enzymatic method based on AChE inhibition 10 ng/mL (32 nM) 55 

FRET based aptasensor 0.34 pg mL−1 47 

SERS  aptasensor 0.48 pg mL-1 39 

Aptamer-based fluorescent assay 50 pg mL-1(50 ng/L) This work 

Fluorescence Aptamer 50 ng/L This work 
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سیریع و  یک روش عنوانبهند توانمی ، زیست حسگرهااما

هیای دسیتگاهی روشکار بیردن ارزان شناسایی پیش از به

گیرنیدهها و آپتامرها پرکاربردترین بادیمطرح باشند. آنتی

حا ، ها هستند. با اینینهای زیستی در شناسایی آفلاتوکس

هیا عمیر بیادیاسیدهای نوکلئیک )آپتامرها( نسبت به آنتی

کیوچکتر، تولیید  ی دارند. علاوه بر این انیدازهماید بالاتر

و توانیایی ایجیاد  (SELEX)تنیی توسط یک روش بیرون

ث شیده اسیت آپتامرهیا اصلاحات بر روی سیاختار، باعی

ها بیشتر مورد توجه پژوهشیگران قیرار بادینسبت به آنتی

بییا توجییه بییه مشخصییات سییم شناسییی  .[26-28]بگیرنیید

ابی کیایت منابع غذایی، (، در ارزیAFB1) B1آفلاتوکسین 

 M1شناسییایی متابولیییت اصییلی آن نظیییر آفییلا توکسییین

(AFM1،)  ،به دلیل سطوح بسیار مهم است. از سوی دیگر

ی قابیل هیاروشهیای سیمی، توسیعه پایین این متابولیت

هیای امیروزه روشباشید. اعتماد و حساس ضیروری میی

ا الکتروشیمیایی و نوری به شدت برای توسعه آپتاسنسوره

. آپتاسنسییورهای مختلاییی بییرای [29]شییوداسییتااده می

توسیعه  AFM1 و متابولییت اصیلی آن AFB1 تشیخیص

، [31]، فلورسییانس[30]سیینجیرنگانیید، از جملییه، یافته

 3. در جیدو  [33]و نورتابی شیمیایی [32]الکتروشیمیایی

هیای های روش تشخیصی در این مطالعه بیا روشویژگی

شده است. اگرچه این روش  تشخیصی نوری دیگر مقایسه

ی اشییاره شییده، دارای حیید  هییانسییبت بییه برخییی روش

باشید، امیا سیادگی روش، سیهولت تشخیص کمتیری می

استااده، قیمت مناسو و قابلییت روش بیرای اسیتااده در 

عنوان یک روش تشخیصی مناسو محیط، باعث شده تا به

معرفیی شیود. همچنیین در  B1برای سنجش آفلاتوکسیین

ی سنجشی هاوش مبتنی بر آپتامر با سایر روشر 4جدو  

 بادی مقایسه شده است.بر آنتیدستگاهی و مبتنی 

 گیرینتیجه -6

 از اسیتااده بیا چشیمی آپتاسنسیور ییک حاضر مطالعه در

 حیاوی AFB1 آپتیامر. شید طراحی( GNPs) طلا نانوذرات

 در موجیود اسیتراپتاویدین بیا پیوند طریق از بیوتین گروه

 شیده، متصیل ذرات نیانو ایین بیه سیلیکا اتنانوذر سط 

 اضافه محیط به را آپتامر مکمل رشته اتصا ، تایید با سپس

 محییط در اگیر. شیودمی وصل آپتامر به رشته این و کرده

AFB1 بیشیتری پیوندی میل که آپتامر باشد، داشته ح ور 

 متصل AFB1 به و شده جدا مکمل رشته از دارد AFB1 به

 حیاوی کیه سوپرناتانت کردن، انتریایوژس با حا . شودمی

 ،GNPs بیه کیردن اضیافه با و شده جدا ،است مکمل رشته

 تجمیع مانع و گرفته قرار GNPs دور مکمل هایرشته این

. شیوندمیی NaCl از میولار ییک محلو  مجاورت در آنها

 غلظیت چیه هر و باشدمی رنگ قرمز محیط رنگ بنابراین

AFB1 (. 1 شیکل) بیود واهیدخ قرمزتیر رنگ باشد بیشتر

 رشیته باشید، نداشیته وجود AFB1 محیط در اگر برعکس

 مرحلییه از پییس بنییابراین و نشییده جییدا آپتییامر از مکمییل

در  GNPsبرای ممانعت از تجمیع  مکملی رشته سانتریاوژ،

 تیره آبی محیط رنگ ،بنابرایننمک وجود ندارد.  مجاورت

 شده ائهار 1 شکل در آپتاسنسور عملکرد مکانیسم. شودمی

 بیراید در توانمیدرنتیجه این آپتاسنسور تشخیصی  .است

مییورد اسییتااده و  AFB1شناسییایی سییاده، سییریع و دقیییق 

 توسعه قرار گیرد.

 تشکر و قدردانی 

 زیسییتی فنییاوری و علییوم پژوهشییکده در مطالعییه حاضییر

 بودجیه و اسیت گرفتیه انجیام مالک اشتر صنعتی دانشگاه

. اسیت شیده تیامین نشیگاهدا این سوی از فوق آزمایشات

می سپاسگذاری دانشگاه، این مسئولین زحمات از بنابراین

 .شود
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Abstract 

Aflatoxin B1 is a type of mycotoxin produced by Aspergillus fungi during 

food production and storage. Aflatoxins have many toxic effects on the body 

that cause mutagens, teratogens and have high carcinogenic properties that 

cause cancer in the liver and other organs. Although conventional device 

methods for measuring aflatoxin B1 in food are sensitive and accurate, they 

have disadvantages such as high diagnostic time, high cost, the need for a 

trained user, and the creation of false positive results. Therefore, the 

development of new measuring methods has been prioritized by researchers. 

Among these measurement methods is the use of biosensors, which are fast, 

simple and more affordable and are used in the food industry today. In this 

work, a colorimetric optical aptasensor using gold nanoparticles with 

appropriate sensitivity and high selectivity was used to detect aflatoxin B1 in 

serum and buffer. For this purpose, gold nanoparticles were synthesized by 

reducing HAuCl4 by sodium citrate (with a size of 14.40 nm and a zeta 

potential of -27.5). In this method, the protective effect of DNA sequence on 

the surface of gold nanoparticles has been used in the presence or absence of 

aflatoxin with the intervention of salt and the characteristic of visual color 

change. The detection limit of this method was estimated to be 50 ng/L and 

its linear range was 200-28000 ng/L. As a result, the designed aptasensor can 

be used for quick identification and screening of this toxin in contaminated 

food. 
 

Keywords: Aflatoxin B1, Detection, Aptamer, colorimetric, Gold 

nanoparticles, Biosensor. 

 


