
مجله تازه های بیوتکنولوژی سلولی - مولکولی
 دوره هشتم، شماره بیست و نهم - زمستان 1396

در بستر اصلاح شده طلا و گرافیت به روش  Cبررسی تثبیت متالوپروتئین سیتوکروم 
 الکتروشیمیایی

 یتمحمد کاظم حضر، *4، بی بی فاطمه حقیرالسادات3، علی نادری نژاد2ده مهریزیزارع زا رضا حمید، 1مهناز مرادی
 7عظیم اکبرزاده ،6فاطمه حکیمیان ،5، فاطمه دانشمند1یگوهر

 ، ايران.يزد ،نور پیام دانشگاه شناسی، زيست پايه گروه علوم بیوشیمی، دانشکده گروه .1

 ، تهران. ايران. مهندسی مکانیک، دانشکده مهندسی مکانیک، دانشگاه صنعتی شريفگروه  .2
 ، تهران. ايران.مهندسی برق، دانشکده مهندسی برق، دانشگاه صنعتی شريفگروه  .3

 ..ايران، تهران ،دانشگاه تهران ن،يدانشکده علوم و فنون نو ،یستيعلوم ز یگروه مهندس .4
 ، يزد. ايران.گروه زيست شناسی، دانشگاه پیام نور .5
 انستیتو بیوفیزيک و بیوشیمی، دانشگاه تهران، تهران، ايران. .6
 .بیوتکنولوژی، انستیتو پاستور ايرانمدير گروه پايلوت  .7

 
  چکیده

ورد م هایماریرمان بدو  صیتشخ یبرا یپزشک هاینهیطور معمول در زمهشده ب تیتثب یهانیها و پروتئميآنز  :و هدف سابقه 
 نیروتئپمطالعه  نيادر  ص،یشختشده در  تیتثب هاینیو پروتئ هاميافزون استفاده از آنز . با توجه به كاربرد روزرندگییاستفاده قرار م

 اده شد.استف یمیوالکتروشیحسگر و بستيز ایهيپا هایهپر كاربرد در مطالع نیتئمتالوپرو کيعنوان به C توكرومیس
 NHSو  EDCتفاده از با اس یبه روش كووالانس یمداد تیدر دو بستر متفاوت طلا و گراف Cپروتئین سیتوكروم  ها:مواد و روش

ه شوند لیخود تشک هایهيدو الکترود با نانوذرات طلا اصلاح شدند و از لا نيشد. ا تیعنوان عوامل جفت كننده تثببه
 استفاده شد. نیسطح نانوذره طلا و پروتئ نیعنوان رابط ببه دیاس کیونیمركاپتوپروپ

طح سشده در  تیتثب نیروتئپرا در هر دو سطح نشان داد.  نیمتالوپروتئ نيا زیآمتیموفق تیتثب ایچرخه یولتامتر جينتا ها:یافته
 داشت. یترشیب یداريپا یمداد تیالکترود طلا نسبت به الکترود گراف

نتخاب ار روند و اكزيستی به هایند در تثبیت گونهتوانمیبا توجه به رسانايی بالا  تیطلا و گرافدر اين مطالعه هر دو الکترود  بحث:
 حسگر مورد نظر دارد.انتظار كاربر از الکترود و زيست ها بستگی بهنهر يک از آ

ی های زيستتثبیت گونه توانند برایبستر می عنوان يک گونه زيستی نمونه، هر دوبه Cبا در نظر گرفتن سیتوكروم  گیری:نتیجه
 دارد.های مختلف ها بستگی به نوع كاربردشان در زمینهمختلف مناسب باشند و انتخاب هر يک از آن

 .ایولتامتری چرخه ،طلا نانوذره ،Cسیتوكروم  ،تثبیت کلیدی: هایواژه

 مقدمه
ای در طور گستردهههای تثبیت شده بها و پروتئینآنزيم

دارای  گرفته وها مورد استفاده قرار نهبسیاری از زمی
های ها و پروتئینآنزيمكاربردهای پزشکی و صنعتی هستند. 

نالیزهای كلینیکی، صنعتی و تثبیت شده پتانسیل زيادی در آ

-بادین بالايی در تولید آنتیمحیطی دارند و به میزاهای نمونه
-متابولیسم دارو، صنعت غذا، تولید سوخت زيستی و پاکها، 

های بستر گیرند. ويژگیسازی زيستی مورد استفاده قرار می
ثبیت آنزيم و پروتئین تثبیت و روش تثبیت از موارد مهم در ت

اربردی بودن روند. بستر تثبیت نقش مهمی را در كبه شمار می
آنزيم تثبیت شده با توجه به مقرون به صرفه بودن و فراهم 

   (.10) به عهده داردكردن سطح كافی برای تثبیت مناسب 
بیوسنسورها ابزار الکتريکی، نوری، شیمیايی يا مکانیکی با 
قابلیت شناسايی انتخابی ساختارهای زيستی هستند. اين ابزار 

تر انتخابی اغلب با اصلاح شدن توسط ساختارهای زيستی،

گروه مهندسی علوم زيستی، دانشکده علوم و فنون مسئول :  سندهينو 
 نوين، دانشگاه تهران.

 Fhaghirosadat@ut.ac.ir:  یکیالکترون پست
 11/10/1395تاريخ دريافت: 
 17/2/1396تاريخ پذيرش: 
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ی يهاتوانند مولکولبیوسنسورها می نمايند. برای مثالعمل می
ها و الیگونوكلئوتیدها را شناسايی بادیها، آنتیمانند آنزيم

های پايین آل نه تنها بايد به غلظتور ايدهكنند. يک بیوسنس
آنالیت پاسخ دهد بلکه بايد در میان ساختارهای زيستی 

طور ويژه تشخیص دهد. همختلف ساختار مورد نظر را ب
ها بیوسنسورها كاربردهای زيادی از جمله تشخیص بیوماركر

ها و تشخیص مواد سمی در های پزشکی، پاتوژنبرای تشخیص
شده  تثبیتآب و غذا دارند. در حال حاضر آنزيم و پروتئین 

های پزشکی برای تشخیص و درمان طور معمول در زمینهبه
های وتئینپرگیرند. های مختلف مورد استفاده قرار میبیماری

های ها در زمینه، گیرندههاها، آنزيمبادیمختلف مانند آنتی
در مدت زمان تشخیص، نیروی  اساسی هایپزشکی تحول

بردها شامل اين كاراند. كردهانسانی، دقت و تکرارپذيری ايجاد 
های تثبیت شده در ژنها يا آنتیبادیاستفاده از آنتی

ی تثبیت شده گیرنده يا لیگاندهاكروماتوگرافی میل تركیبی، 
های تثبیت شده در ها و سلولهای آنكنشبرای مطالعه میان

بر پايه آنزيم كاربرد اصلی های الکترودباشد. ورها میبیوسنس
دهند. تثبیت شده را در پزشکی ارائه می هایآنزيم

بیوسنسورهای مورد استفاده در كاربردهای كلینیکی دارای 
تکرارپذيری، حساسیت، دقت، حمل آسان و مزايايی مانند 

های تشخیص متداول تر در مقايسه با روشهزينه پايین
  . (3) هستند
های گذشته، بیوالکتروشیمی سهم زيادی را در سال در طی

های ردوكس داشته یندرک بهتر ساختار و عملکرد پروتئ
ردوكس چنین اين روش برای ايجاد عملکردهای است، هم

 1های موجود و هم با ساخت از نوجديد، هم با اصلاح پروتئین
های است. متالوپروتئینكار گرفته شده عناصر اولیه به

های ههای جالب توجهی را برای مطالعشده سیستم مهندسی
 ها درالکتروشیمیايی ساختار يا عملکرد پروتئین و كاربرد آن

های اسکن دهند. میکروسکوپنانو بیوتکنولوژی ارائه می
های ای مربوط به متالوپروتئینی چرخهو ولتامتر 2پروبی

مهندسی شده و الکترودها، تركیبی قدرتمند از ابزار مورد 
سال  20استفاده در زمینه بیوالکتروشیمی هستند. در طول 

های گذشته الکتروشیمی ثابت كرده است كه تثبیت پروتئین
انتقال بار يکی  فرآيندسی اكسیدوردوكتاز بر روی سطوح و برر

جديد و ابزار حسگرهای های مهم برای توسعه زيستاز روش
، كه از (18، 11) تر استتر و انتخابیبیوالکترونیک حساس

رود. ها به شمار میها و پروتئیننزيمكاربردهای مهم تثبیت آ
                                                      

1 De novo 

2 Scanning Probe Microscopy 

هايی از الکترودهای اصلاح شده با پروتئینويژه توسعه هب
های تحقیقاتی، در فعالیت های انتقال الکترون زيستی،سیستم

های مهم در الکتروشیمی در حال افزايش است. يکی از چالش
الکترود و  مسیرهای انتقال الکترون كارا میانپروتئین، ايجاد 
 (.20) باشدشده میپروتئین تثبیت 

ای عنوان وسیلهبه 1970ر اواخر سال الکتروشیمی مستقیم د
های های ردوكس با استفاده از تکنیکبرای مطالعه پروتئین

های اولیه بر روی فت. آزمايشالکتروشیمیايی توسعه يا
با استفاده از طلا يا الکترودهای گرافیت  C) (سی  سیتوكروم

انجام شد. در طی دو دهه گذشته الکتروشیمی  مختلف مدادی
های ردوكس مستقیم تبديل به روشی برای آنالیز پروتئین

استفاده از سطوح اصلاح ها شده است. محلول در آب و آنزيم
الکترودها، امکان مطالعه و بررسی  شده )فعال شده(

سازد. بنابراين یمی مستقیم و پايدار را فراهم میالکتروش
اكسیداز، پروتئین  Cهايی مانند آنزيم سیتوكروم متالوپروتئین
-، آسکوربات اكسیداز و بسیاری از متالوپروتئینCسیتوكروم 

های ديگر كه قادرند انتقال مستقیم الکترونی در سطح الکترود 
عنوان گونه زيستی توانند بهاصلاح شده داشته باشند می

 .(13) وندكار رحسگرها بهتشخیص دهنده در زيست
های كوچک حاوی پروتئین Cويژه سیتوكروم هها بسیتوكروم

توانند می م و محلول در فضای بین غشايی هستند كهگروه هِ
های ردوكس عمل الکترون بین آنزيمعنوان واسطه انتقال به

های ردوكس به و آنزيم Cكنند. تبادل الکترون بین سیتوكروم 
گیرد. تحقیقات الکتروشیمیايی صورت اختصاصی صورت می

متعددی در مورد اين پروتئین با توجه به ساختار الکترود و 
 . (21، 7) های مختلف تثبیت انجام شده استروش

های اكسیدوردوكتازی مناسب برای تحقیق پاسخ در دو
روی سطح طلا اصلاح شده با تثبیت شده بر  Cسیتوكروم 

  EDCوهای كوتاه تیوآلکانوئیک اسید و سیسته آمین زنجیره
 . (4) دست آمده استبه

تبادل مستقیم الکترون به ساختار الکترود در مقیاس  فرآيند
نانو نیز بستگی دارد. نشان داده شده است كه با اصلاح سطح 

-م و الکترود را در نزديکتوان آنزيالکترود توسط نانوذرات، می
هم برای انتقال ترين حالت نسبت بهترين فاصله و مناسب

توانند به عنوان مثال نانوذرات طلا میالکترون قرار داد. به
ها فراهم شکل مؤثری سطح پايداری را برای تثبیت بیومولکول

ها فعالیت زيستی خود را حفظ كنند. كنند، طوری كه مولکول
توانند الکترودهای رسانايی را رات طلا میچنین نانوذهم

-طوری كه وقتی به سطح سوبسترا متصل میهتشکیل دهند ب
واسطه باعث شوند، محل انتقال الکترون هستند و بدون نیاز به
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های ردوكس و سطوح انتقال مستقیم الکترون بین پروتئین

شوند. مشخصات گوناگون كلويید طلا، از جمله الکترود می
سطح به حجم بالا، سطح انرژی بالا و توانايی كاهش نسبت 

ها و ذرات فلزی ممکن است انتقال الکترون فاصله بین پروتئین
ها و سطح الکترود را های اكسید و احیای پروتئینبین محل

طح الکترود ابتدا بايد برای اصلاح س. (12، 2) تسهیل كند
سطح الکترود از نظر فیزيکی فعال شود كه شامل پولیش 
دادن، فعال سازی حرارتی، فعال سازی با لیزر، فعال سازی با 

باشد. سپس راديويی و فعال سازی با حلال می -امواج صوتی
بايد سطح الکترود از نظر شیمیايی اصلاح شود كه شامل 

شونده، در پوشش قرار  یلکتشخود های تک لايهنانوساختارها، 
 . (1) باشدو پلیمرها می های واكنش پذيرژل گونه-دادن سل
ه( كه ب<10n با )SH n)2X(CH(ها تیول-nهايی از تک لايه

شوند، مبتنی بر سطح طلا جذب می رویخودی هب طور خود
ويژه برای كنترل واكنش هكنش قوی بین طلا وگوگرد، ببرهم

یار مناسب است. پذيری در سطح مشترک الکترود و محلول بس
از شناورسازی الکترود طلا  طور معمولبه هاگونه تک لايهاين
های دارای غلظتهای اتانولی در محلولمدت يک شب به

 آيند.وجود میهها بلکان تیولآمولار از میلی
ی را ، نقش كلیدS-Hدر تشکیل تک لايه، شکستن پیوند  

 دارد:                    

RSH + Au ↔ RS-Au + e + H+ 
های متیل، به تک لايه جهت نیروهای واندروالسی بین گروه

انباشتگی، نتیجۀ تک  -خود فرآيندبخشند. بنابراين، چنین می
افته است كه در جريان آن، های پايدار و خوب سازمان يلايه

-ديگر در كنار هم بستههای هیدروكربنی به موازات يکدنباله
ارگانوسولفوری  هایتشکیل تک لايه(. 1شوند )شکل بندی می

دلیل كاربردهای بالقوه علمی و با ه خود تشکیل شونده، ب
 استارزش از لحاظ فناوری، توجه زيادی را به خود جلب كرده 

 دهد.را نشان می SAM( شمای كلی از 1. شکل )(19) 

  الف

  ب
 

های خود تشکیل شونده كه شامل سه (. الف. شمای كلی از لايه1شکل )
های خود عملکردی است. ب. لايهقسمت اصلی گروه سر، دم و گروه 

متصل  SH–تشکیل شونده آلکان تیول كه در يک انتها دارای گروه عاملی 
 .(19) شونده به بستر فلزی و در انتهای ديگر دارای گروه سر است

 
ها بر روی سطح دار متالوپروتئیننترل شده و جهت تثبیت ك

بیوالکتروشیمی مورد توجه است. الکترود هدف در تحقیقات 
ت و میزان انتقال كارآمد يابی به سرعهدف اصلی دست

های سطحی میان متالوپروتئین و سطح الکترود است. الکترون
 كووالانسی پیوندهای تشکیل روش به هاتئینپرو تثبیت
 روش، اين مزايای از .دارد را كاربرد ترينبیش

 و آنزيم بین شده تشکیل پیوندهای طبیعی پايداری
برای  .شودنمی رها محلول در آنزيم و است ماتريس

باشد، سی نیاز به اصلاح سطح الکترود میايجاد پیوند كووالان
های چنین پیشنهاد شده است كه ماده اصلاح كننده گروه

طور كند كه پروتئین بهعاملی را روی سطح الکترود ايجاد می
كنش كرده و بنابراين ها برهمپذير با آناختصاصی و برگشت

شود. از اين طور مستقیم و سريع انجام میانتقال الکترون به
توان برای شناسايی موادی كه های ردوكس میويژگی پروتئین

 .(15)  كنند استفاده كرداين انتقال الکترون را مختل می
طلا و گرافیت مدادی به دلیل رسانايی الکتريکی بالا و واكنش 

-هالکترودها و مطالعپذيری اندک از مواد پر كاربرد در ساخت 
است  باشند. طلا از جمله بسترهايیالکتروشیمیايی می های

لکتروشیمیايی مورد بررسی ا هایكه به میزان زيادی در مطالعه
ای برای امکان گیرد. اين مطالعه يک تحقیق پايهقرار می

سنجی تثبیت يک متالوپروتئین در سطح اصلاح شده گرافیت 
 Cبیت موفقیت آمیز سیتوكروم مدادی است كه در صورت تث

های زيستی ديگر را توان گونهاين بستر به احتمال زياد میدر 
نیز در اين بستر تثبیت نمود. در اين مطالعه متالوپروتئین 

قلب گاو بر روی سطح الکترودهای طلا و گرافیت  Cسیتوكروم 
مدادی تثبیت شد و عملکرد الکترود گرافیت مدادی با الکترود 
طلا مقايسه شد. علت انتخاب الکترود گرافیتی قیمت پايین و 
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در دسترس بودن آن است. سطح هر دو الکترود با استفاده از 
تثبیت از  نانو ذارت طلا به منظور افزايش سطح اصلاح شد. اين

 (SAM)خود تشکیل شونده  هایطريق لايه
های عاملی كربوكسیلی و ايجاد گروه مركاپتوپروپیونیک اسید

های آمینی پروتئین تثبیت منظور ايجاد پیوند آمیدی با گروهبه
عنوان عوامل جفت كننده در به NHSو  EDCشده انجام شد. 

روش ولتامتری كار برده شدند. با ايجاد پیوند كووالانسی به
ای به بررسی انتقال مستقیم الکترون در سطح اين دو چرخه

 نوع الکترود اصلاح شده با نانوذرات طلا پرداخته شد.
 

 روش کار
 مواد

نمک  قلب گاو محصول شركت سیگما آلدريچ، Cسیتوكروم 
شركت مرک  سديم سیترات محصول -3( و 4HAuCLطلا )

-3 ،استفاده شدند. آلمان برای تهیه نانوذره طلا
  EDCمحصول شركت مرک آلمان، مركاپتوپروپیونیک اسید

محصول شركت سیگما آلدريچ و اتانول خالص  NHSو
 C محصول شركت مرک آلمان جهت تثبیت آنزيم سیتوكروم

 مورد استفاده قرار گرفتند. 
تهیه محلول پروتئینی و تعیین میزان جذب 

 Cسیتوکروم 
-میلی 10اكسید بود. برای تهیه  صورتبه Cپودر سیتوكروم 

لیتر محلول احیاء شده با استفاده از پروتکل شركت سیگما 
لیتر از میلی 8در  Cگرم از سیتوكروم میلی 100آلدريچ 

 5تا  3مولار حل شد. با افزودن میلی 10محلول بافر فسفات 
احیاء شد  Cگرم از ال آسکوربیک اسید سديم، سیتوكروم میلی

)محلول قرمز روشن(. نمک اسید آسکوربیک اضافی از طريق 
ديالیز خارج شد. سپس محلول از كیسه ديالیز خارج و توسط 

لیتر رسانده شد. میلی 10مولار به حجم میلی 10بافر فسفات 
پس از افزودن اسیدآسکوربیک سديم میزان جذب سیتوكروم 

C نانومتر حالت 550جذب در گیری شد. احیاء شده اندازه-
دهد. نمودار نشان می Cهای احیاء را در گروه هم سیتوكروم 

(1 )UV- پیک جذب سیتوكروم  3مربوط به  طیفC  در
 414و 521،  550های ( در طول موج2Fe+حالت احیاء )

 .(9) دهدنانومتر را نشان می

 
در حالت  Cپیک جذب سیتوكروم  3مربوط به  طیف - UV( 1نمودار )

 احیاء
 تهیه نانو ذره طلا

سديم  -3ذره طلا با استفاده از روش احیاء نمک طلا با  نانو
-میلی 4HAuCL 3/0لیتر میلی 50. (6) سیترات تهیه شد

لیتر تری میلی 5 آبه در بشر به دمای جوش رسید. 3مولار 
مولار به محلول بالايی افزوده شد و به میلی 5سديم سیترات 

دقیقه جوشانده شد. در اين مدت رنگ محلول به  10مدت 
صورت قرمز آلبالوئی درآمد. محلول در دمای اتاق و در شرايط 

های بعدی در همزده سرد شد، اين محلول برای استفاده
 يخچال نگهداری شد.

 سطح الکترود طلا  آماده سازی و اصلاح
الکترود طلای مورد استفاده در اين آزمايش با اكسید 

 10آلومینیوم صیقل داده شد و در محلول پیرانا به مدت 
منظور دقیقه قرار گرفت. سپس با آب ديونیزه شسته شد. به

افزايش سطح، نانو ذرات طلا به روش الکتروشیمیايی روی 
 (.8) الکترود طلا نشانده شد

كه در  مركاپتو پروپیونیک اسید تركیبی اسیدی است -3
باشد و تمايل بالايی برای ساختار خود دارای گروه تیول می

تواند با جذب شیمیايی روی الکترود اتصال به طلا دارد و می
دوست ايجاد نمايد. ابتدا الکترود طلا يک سطح غیر باردار آب

مولار به مدت  1/0مركاپتو پروپیونیک اسید  -3طلا در محلول 
دقیقه قرار گرفت. سپس با اتانول و آب مقطر شسته و با  20

گاز نیتروژن خشک شد. الکترود مذكور درون محلول نانوذره 
 -2/0 به عنوان الکترولیت قرار گرفت، محدوده پتانسیل از طلا
 . (17)  دور انجام شد 90+ انتخاب شد و روبش 4/1تا 

آماده سازی و اصلاح سطح الکترود گرافیتی 
(GPE) 

جهت تهیه الکترودهای گرافیت مدادی پس از بررسی مغز 
دارای بالاترين  ترين مغز مداد كهمدادهای موجود در بازار، نرم

متر انتخاب میلی 2با قطر  B8باشد يعنی میزان گرافیت می
عنوان نگه دارنده میکرولیتری به 100شد. از سرسمپلرهای 

0
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 GPEدست آوردن برای اين مغزمدادها استفاده شد. برای به

دقیقه، درون  40به مدت GPEاصلاح شده با نانوذرات طلا، 
قرار  C85° بشر حاوی محلول كلوئیدی نانوذره طلا با دمای 

ها دو بار با آب ديونیزه شسته شده و در سپس الکترودگرفت. 
( تصوير 2دقیقه خشک شدند. شکل ) 5به مدت  C  60°دمای

SEM  نانومتری  20-85مربوط به قرارگیری نانوذارت طلای
 دهد.را نشان می GPEبر روی سطح 

 

 
از سطح الکترود گرافیت مدادی. الف. سطح  SEM(. تصوير 2شکل )

 نشده. ب. سطح الکترود اصلاح شده با نانوذارت طلا الکترود اصلاح
بر روی  Cاتصال پروتئین سیتوکروم  فرآیند

 نانوذرات طلا
ذره طلا به  در اين تحقیق هر دو الکترود اصلاح شده با نانو

( MPAمركاپتوپروپیونیک اسید )-3ساعت در محلول  4مدت 
 به MPA. شدندحل شده در اتانول در دمای اتاق غوطه ور 

دلیل داشتن گروه تیول تمايل بالايی برای اتصال به ذرات طلا 
كه اضافی  MPAتا  شدنددارد. سپس با آب ديونیزه شسته 

پس از سطح الکترود شسته شود.  اندطور فیزيکی جذب شدههب
در حضور  Cاز خشک شدن، الکترود در محلول سیتوكروم 

EDC  وNHS ساعت در  24مدت به°C 4  .انکوبه شدEDC 

يک عامل اتصال دهنده است كه گروه كربوكسیل مربوط به 
MPA كند. های آمین پروتئین متصل میرا به گروهEDC 

شود و يک استر ابتدا خود به گروه كربوكسیل متصل می
توانند میSulfo- NHS و  NHSدهد ناپايدار را تشکیل می

شده و تركیبی نیمه پايدار را ايجاد كنند كه  EDCجايگزين 
در حضور آنزيم يا پروتئین كه دارای گروه آمین هستند از 

دهد تا اتصال آمیدی )كه گروه كربوكسیل رها شده و اجازه می
ساعت الکترود  24پس از . يک پیوند كووالانسی است( رخ دهد

شده طور ضعیف متصل ههايی كه ببا آب شسته شد تا پروتئین
طور شماتیک نحوه عملکرد ( به3اند شسته شوند. شکل )

EDC  وNHS دهد.ايجاد پیوند آمیدی نشان می را در 

 
 . NHS  (14)و  EDCتشکیل پیوند آمیدی با استفاده از  فرآيند( 3شکل )

 
 ایروش ولتامتری چرخه

تثبیت شده با استفاده از  Cرفتار اكسیدوردوكتازی سیتوكروم 
های تمام آزمايش، ای بررسی شدروش ولتامتری چرخه

ولتامتری با استفاده از سامانه سه الکترودی انجام شدند كه 
عنوان الکترود مرجع و الکترود كلريد نقره به -الکترود نقره

و الکترود طلا و گرافیت  عنوان الکترود كمکیای پلاتین بهمیله
عنوان الکترود كار مورد استفاده قرار گرفتند. بافر مدادی به

به عنوان الکترولیت و  5/6رابر ب pHمولار و میلی 5فسفات 
 مورد استفاده قرار گرفت.  Cمحیط عمل سیتوكروم 

 نتایج
 نانوذرات طلا

ذرات از دستگاه  بینی اندازه نانومنظور پیشبه
 400اسپکتروفوتومتری استفاده شد و پیک جذب در محدوده 

نانومتر را نشان  525( جذب در 2خوانده شد. نمودار ) 700تا 
ذرات  طول موج و رنگ محلول تهیه شده نشانگر نانوداد. اين 

 باشد.نانومتر می 30تا  14
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 .(. پیک جذب نانو ذره طلا2نمودار )
 اصلاح سطح و بررسی افزایش جریان

منظور افزايش سطح الکترود طلا وگرافیت مدادی، الکترود به
طلا ابتدا در محلول مركاپتوپروپیونیک اسید قرار گرفت. سپس 

و با  ها نشانده شدروش الکتروشیمیايی نانوذرات طلا روی آنبه
های اصلاح نشده و ای حالتاستفاده از روش ولتامتری چرخه

( 3مورد بررسی قرار گرفت. نمودار )اصلاح شده با نانو ذره طلا 
ثیر أتوان تدر اين نمودار می دهد.نتايج ولتاموگرام را نشان می
ان عبوری از الکترود را مشاهده نانوذرات طلا بر افزايش جري

 .(17) نمود

 
 )الف(
 

 
 )ب(

های طلا و گرافیت به روش ولتامتری (. مقايسه سطوح الکترود3نمودار )
( سطح الکترود b( سطح الکترود طلای اصلاح نشده، )aچرخه ای. الف. )

( سطح الکترود گرافیت مدادی aطلای اصلاح شده با نانو ذرات طلا. ب. )
( سطح الکترود گرافیت مدادی اصلاح شده با نانو ذرات bاصلاح نشده، )

ولت بر ثانیه  1/0، سرعت روبش pH 5/6میلی مولار،  5طلا. )بافر فسفات 
+ الکترود طلا و گرافیت به عنوان الکترود كار 5/0تا  -5/0محدوده پتانسیل 

 كلريد نقره به عنوان الکترود مرجع استفاده شده است(-و نقره
بر روی الکترود   Cسیتوکروم  تثبیت پروتئین

 طلا و گرافیت مدادی
ذرات طلا و اصلاح  پس از اصلاح سطح الکترود طلا با نانو

عنوان عامل اتصال دهنده، الکترود در محلول به MPAسطح با 
( 4قرار گرفت. نمودار ) NHSو  EDCهمراه پروتئینی به

در  را Cولتاموگرام مربوط به تثبیت موفقیت آمیز سیتوكروم 
 دهد.را نشان می  GPEسطح الکترود طلا و

 
 )الف(

 
 )ب(

تثبیت شده )الف(  C( .ولتاموگرام چرخه ای مربوط به سیتوكروم 4نمودار )
 در سطح الکترود طلا )ب( در سطح الکترود گرافیت مدادی

ولت بر ثانیه  1/0، سرعت روبش pH 5/6میلی مولار،  5)بافر فسفات 
عنوان الکترود كار و + الکترود طلا و گرافیت به1تا  -5/0محدوده پتانسیل 

 كلريد نقره به عنوان الکترود مرجع استفاده شده است(-نقره
 بررسی پایداری پروتئین تثبیت شده 

تثبیت  Cدست آوردن میزان پايداری سیتوكروم همنظور ببه
 4روز، هر  20های مذكور، در بازه زمانی الکترودشده در سطح 

گرفته شد. تا زمانی كه سیگنال مشاهده شده با  CVروز يکبار 
سیگنال دريافتی در بار اول تفاوت زيادی نداشته باشد، الکترود 
پايدار است. اين میزان تفاوت در سنسورهای الکتروشیمیايی تا 
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ت. درصد تفاوت با جريان اولیه قابل قبول اس 10حدود 

درصد جريان  90پانزدهم  الکترود طلا مورد آزمايش تا روز
درصد جريان اولیه را  76اولیه را دارا بود و از روز پانزدهم 

 90كه الکترود گرافیتی فقط تا روز چهارم نشان داد. در حالی
درصد از جريان اولیه را نشان داد و پس از آن جريان اولیه 

 بسیار كاهش يافت. 
 بحث
و  های زيستیفزون تحقیقات در حوزه تثبیت گونهروز اافزايش 

های پزشکی و صنعتی طراحی حسگرهای زيستی در زمینه
ها ن برای تثبیت آنزيمكارهای جديد و آسا منجر به بررسی راه

منظور تثبیت ها در بسترهای مختلف شده است. بهو پروتئین
های موفقیت آمیز يک پروتئین روی سطح الکترود بايد گروه

لازم برای برقراری ارتباط فعال با اين پروتئین را فراهم آورد. 
-ها از لحاظ ايجاد پیوند هیدروژنی، كووالانسی يا پلاين گروه

ها هستند. استفاده از سطوح های نمکی، مکمل ماكرومولکول
اصلاح شده )فعال شده( الکترودها، امکان مطالعه و بررسی 

ا فراهم ساخته است. چنین الکتروشیمی مستقیم و پايدار ر
های عاملی را پیشنهاد شده است كه ماده اصلاح كننده، گروه

طور اختصاصی كند كه پروتئین بهمی روی سطح الکترود ايجاد
كنش كرده و بنابراين انتقال ها برهمپذير با آنو برگشت
شود. از اين ويژگی طور مستقیم و سريع انجام میالکترون به

توان برای شناسايی موادی كه اين ردوكس میهای پروتئین
اين تحقیق  كنند استفاده كرد.انتقال الکترون را مختل می
ذرات طلا برای اصلاح سطح  نشان داد كه استفاده از نانو

الکترودهای طلا و گرافیت مدادی موجب افزايش سطح اين 
های زيستی به سطح و انتقال الکترودها شده و اتصال گونه

كند. بین گونه ردوكس و الکترود را تسهیل می الکترون
استفاده از عوامل اتصال دهنده بین نانوذرات طلا يا سطوح طلا 

كند. شرايط مناسبی را برای ايجاد پیوند كووالانسی فراهم می
های مختلفی به اين منظور وجود دارند، دهندهاتصال

تر نسبت دلیل داشتن زنجیره كوتاهمركاپتوپروپیونیک اسید به
ترين فاصله های زيستی را در كمها گونهدهندهبه ساير اتصال

دهنده با داشتن دارد. اين عامل اتصالاز سطح الکترود نگه می
در سمت ديگر  -COOHدر يک سمت و گروه  – SHگروه
راحتی توسط گروه سولفید به سطح طلا متصل تواند بهمی

گروه مستعدی  EDCشود و گروه كربوكسیل در حضور عامل 
های زيستی های آمین موجود در گونهبرای اتصال به گروه

 است.
های ولتامتری با استفاده از سامانه سه الکترودی تمام آزمايش

 1/0و سرعت روبش  pH 5/6مولار، میلی 5بافر فسفات در 

كلريد نقره در آن به  -انجام شد كه الکترود نقره ولت بر ثانیه
عنوان الکترود ای پلاتین بهعنوان الکترود مرجع، الکترود میله

عنوان الکترود كار كمکی و الکترود طلا يا گرافیت مدادی به
پروتئین تثبیت شده در سطح مورد استفاده قرار گرفتند. 

-ايداری بیشالکترود طلا نسبت به الکترود گرافیت مدادی پ
درصد جريان اولیه  90تری داشت. الکترود طلا تا دوازده روز 

درصد جريان اولیه را نشان  76را دارا بود و از روز شانزدهم 
درصد از  90كه الکترود گرافیتی فقط تا چهار روز داد. در حالی

جريان اولیه را نشان داد و پس از آن جريان اولیه بسیار كاهش 
كه با روش اتصال  Cبا پروتئین سیتوكروم يافت. در رابطه 

روز پايدار  4عرضی بر روی الکترود طلا تثبیت شد، به مدت 
درصد جريان اولیه را نشان داد. در  30بود. در روز هشتم فقط 

درصد جريان اولیه را  40 كمابیشالکترود گرافیتی روز چهارم 
 نشان داد و اين نشان دهنده پايداری كم در سطح الکترود

 گرافیتی است. 
توانند در يی بالا میبنابراين هر دو الکترود با توجه به رسانا

ها كار روند و انتخاب هر يک از آنهای زيستی بهتثبیت گونه
بستگی به انتظار كاربر از الکترود و زيست حسگر مورد نظر 
دارد. اگر پايداری گونه زيستی تثبیت شده حائز اهمیت باشد 

شود اما لا و پیوند كووالانسی پیشنهاد میالکترود طاستفاده از 
ای مدنظر باشد و اگر فقط تشخیص حضور و عدم حضور ماده

چنین مقرون به صرفه بودن و استفاده از تعداد بالای هم
حسگر مورد توجه باشد استفاده از الکترود گرافیت مدادی با 

هر دو  تواند مناسب باشد.و ارزان آن میتوجه به ساخت آسان 
 نوع روش تثبیت استفاده شده يعنی پیوند كوالانسی و اتصال

رد و كار بهای زيستی بهتوان برای تثبیت گونهعرضی را می
دهد پیوند كووالانسی پايداری گونه كه نتايج نشان میهمان
 تری دارد. بیش

( الکتروشیمی مستقیم تثبیت 2012همکاران )اسکروپر و 
قلب اسب را انجام دادند، در  Cمیل تركیبی سیتوكروم  -تگ

میل تركیبی زيستی  –های اتصال، تگ اين آزمايش استراتژی
قلب  Cو الکترواستاتیک را برای تثبیت مستقیم سیتوكروم 

 انداسب بر روی سطح الکترودهای طلا مورد بررسی قرار گرفته
(16). 

را روی  Cسیتوكروم به طور مشابه،  (2008دويل و همکاران )
 جفت كننده تثبیتعنوان عامل به EDCالکترودهای طلا با 

 .(4) كردند
ملین و همکاران انتقال مستقیم الکترون را بین الکترود و 

اكسیداز نشان دادند. در اين  3boآنزيم تثبیت شده سیتوكروم 
ح الکترود با نانو ذرات طلا اصلاح شده بود. عملکرد تحقیق سط
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آنزيم تثبیت شده در حضور اكسیژن بررسی شد و نتايج نشان 
ثر بوده و ذرات ؤداد كه سايز ذرات طلا در انتقال الکترون م

 .(12)شوند تری را موجب میريزتر انتقال بیش
 بینو همکاران سه پروتئین دارای هم میوگلوبین، هموگلو فنگ

 نورا بر روی الکترود طلای اصلاح شده با نا Cو سیتوكروم 
يج موفقیت تثبیت كردند. نتاذرات طلا از طريق چیتوسان با 

ن تئیهای پروزايش انتقال الکترون میان مولکولالکتروشیمی اف
 ذرات طلا و و سطح الکترود را به دلیل اصلاح آن با نانو

 شانكه نتايج مشابهی را با تحقیق حاضر ن شان دادچیتوسان ن
 . (5) داده است
  گیرینتیجه

 ترسارزان و در دس اریكه بس یمداد تیاز گراف قیتحق نيدر ا
ستر استفاده شد و عملکرد آن با ب تیعنوان بستر تثباست به
لا طات نشان داد كه استفاده از نانو ذر جيشد. نتا سهيطلا مقا

آن را در انتقال  يیشده و كارا تیباعث اصلاح سطح گراف
در  توانیبستر م نياز ا نيدهند. بنابرایم شيالکترون افزا

 نياستفاده نمود. ا يیایمیالکتروش یحسگرها ستيز یطراح
 ومتوكریس نیتوان از متالوپروتئینشان داد كه م یاهيپا قیتحق

C با  كننده استفاده نمود و اءیاح هایبیترك يیشناسا یبرا
ز ا بستر نيا ،یمداد تیتوجه به ارزان و در دسترس بودن گراف

 یبرا یمناسب نهیمقرون به صرفه بوده و زم یدنظر اقتصا
ه شود كگیری مینتیجه شود.یتر محسوب مشرفتهیپ قاتیتحق

اگر پايداری گونه زيستی تثبیت شده حائز اهمیت باشد 
خیص فقط تش شود اما اگرپیشنهاد میاستفاده از الکترود طلا 

ه چنین استفادای مد نظر باشد و همحضور و عدم حضور ماده
 روداستفاده از الکت ؛از تعداد بالای حسگر مورد توجه باشد

د توانمیگرافیت مدادی با توجه به ساخت آسان و ارزان آن 
  باشد. یمناسبپیشنهاد 
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