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 مقدمه
عفونت ویروسی حاملی است که در اواسط قرن زیکا یک 

از زمان  .]1[بیستم در جنگل زیکا اوگاندا رخ داده است
در  2015کشف آن، چند شیوع مهم زیکا، اخیرا در سال 

آمریکاي شمالی و جنوبی از جمله ایالات متحده وجود دارد 
اثرات درازمدت زیکا شامل نقایص شدید مغزي در  .]2[

در بزرگسالان  Guillain-Barreو سندرم  ]3[جنین
به عنوان یک نتیجه، اپیدمی ویروس زیکا نگرانی  .]4[است

 بیش رو به رشد در بهداشت عمومی در ایالات متحده است.
در  2015از ژانویه  Zikaمورد از عفونت ویروس  41000از 

ایالات متحده و سرزمین هاي آن گزارش شده است که 
استانداردهاي  .]5[تند مورد آن زنان باردار هس 3461

                                                           
28 dengue 

 RNAعبارتند از:  Zikaتشخیصی فعلی براي تشخیص 

Nucleic Acid Testing (RNA NAT) ،Trioplex 

rRT-PCR  یا آنتی باديZika IgM  آنتی بادي آنزیمی
-Zika MACمرتبط با آنزیم مرتبط با ایمونوسوربنت (

ELISA با این حال، به  .]6[) در ادرار، سرم یا مایع مغزي
 cocirculatingلیل واکنش پذیري متقابل با ویروس هاي د

میزان  ]Sironi  ]7)ژاپنی ( 29و آنسفالیت 28مانند دنگ
 ELISA براي ٪50تایید نتایج مثبت پیش فرض کمتر از 

هر دو قابلیت تشخیصی به موقع و  ]8[تجاري  IgMتست 
دقیق فن آوري هاي در حال ظهور براي مبارزه با این تهدید 

 عمومی مورد نیاز است.بهداشت 

29 encephalitis 

  zika ویروس ی برايبیوسنسور تشخیص

حرك توسعه غیرمتما یک بیوسنسور فعال با گرافن قابل انتقال براي شناسایی ویروس زیکا با یک آنتی بادي مونوکلونال  چکیده:
با آنتی بادي هاي مونوکلونال که به صورت گرافیکی با هم ارتباط دارند، باعث تشخیص کمی  (FEB)داده ایم. اثرمیدانی بیوحسگر 

 (ZIKVتغییر درصد ظرفیت در پاسخ به دوز آنتی ژن  در زمان واقعی می شود. (ZIKV)از آنتی ژن هاي بومی ویروس زیکا 

(NS1  با سطوح اهمیت بالینی با تشخیص آنتی ژن در بافر در غلظت هايpM 450 .کاربرد هاي تشخیصی بالقوه با  معادل است
، یک آنتی Encephalitis NS1انتخاب پذیري توسط  اندازه گیري آنتی ژن زیکا در سرم شبیه سازي شده انسان نشان داده شد.

علاوه بر این، پلتفرم گرافن می تواند به طور همزمان داده هاي پیشرفته اي  جی شد.ژن ویروسی همولوگ و بالقوه متقابل اعتبارسن
 از ابزارهاي سینتیک بیوفیزیک غیر کلاسیک فراهم کند، و آن را براي هر دو تحقیق بالینی و کاربردهاي تشخیصی سازگار کند.

لین بار از نوع خود نامزدي ایده آل براي توسعه به سرعت، حساسیت و انتخاب پذیري بیوسنسور زیکا فعال شده باگرافن براي او
 عنوان یک تست تشخیصی پزشکی است.

 FEBبیوسنسور، زیکا،  :هادواژهیکل
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نانومواد بسیار حساس به عنوان حسگرهاي بیوسنسور، با 
محدودیت پایین تر تشخیص با انتخاب پذیري بهتر، نسبت 
به آزمایشات قدیمی نشان می دهد. یک نامزد بوسنسور 
امیدبخش، گرافن، یک ورقه دو لایه از اتم هاي کربن شش 

ت آزمایشی به صور 2004ضلعی است که ابتدا در سال 
به عنوان یک ماده دوجانبه هدایت . ]9[جداسازي شدند 

کننده، هر اتم در یک ورق گرافن، در تماس مستقیم با 
محیط آن قرار دارد و به نوسانات الکترواستاتیک پاسخ می 
دهد، و آن را نامزد ایده آل براي کاربردهاي سنجش می 

ع شامل در واقع، گرافن در حسگرهاي تمام انوا. ]10[کند 
، ]12[، سنسورهاي بخار شیمیایی ]11[سنسورهاي فشار 

 ]14[و سنسورهاي مولکولی  ]13[حسگرهاي نوري 
اخیرا استفاده از یک تراشه گرافنی  گنجانده شده است.

تجاري به عنوان یک حسگر بیوسنس را با استفاده از سخت 
 ]15[. 2016افزار الکترونیکی قابل حمل اثبات کرده ایم 

گرافن به عنوان ماده پایه اي براي پلتفرم ما بر روي سایر 
نانومواد ها ؛ بخاطر تاریخ انتشار گسترده اي از دستگاه هاي 
حسگر همراه با دسترسی اخیر تراشه هاي بیوسنسور گرافن 
که از طریق فاکتورهاي تجاري، بسته بندي و فرایندهاي 

QA  اده از استف. ]16[پردازش شده اند انتخاب شده است
تراشه هاي بیوسنسور تجاري به جاي چیپ هاي بیوسنسور 
ساخته شده در آزمایشگاه، ما را قادر به ارزیابی ویژگی هاي 
مواد و دستگاه با استفاده از تولید مقیاس نزدیک تر به آنچه 
که براي یک دستگاه تشخیصی بالقوه در مقایسه با یک 

شه د. این ترادستگاه آزمایشگاهی ساخته شده است می نمای
ها براي تشخیص حساس و خاص پروتئین غدد ساختاري 

 در اینجا اصلاح شده است. Zika(ZIKV NS1(ویروسی 

 
) نمودار المان سنسور تراشه ي بیوسنسور گرافن. a( 1شکل 

آنتی بادي ها با استفاده از یک لینک دهنده با طول صفر 
، این PEGبه گرافن بکر تبدیل می شوند. همراه با بلوك 

آنتی بادي ها دي الکتریک را در یک ترانزیستور مجهز به 
) تصویر کل سیستم bیک کانال گرافن تشکیل می دهند. (

تراشه سنسور، شامل تراشه سنسور، الکترونیک خواننده و 
کنترل دیجیتال و نرم افزار کنترل و ارائه اطلاعات در 

گرافن پس از پیوستن  AFMتصویر  (c) کامپیوتر است.
 Z 10میکرومتر و ارتفاع  1پروتئین موفق، نوار مقیاس 

نانومتر است. (د) طیف رامان پس از ساخت دستگاه نسبت 
D / G ) .کم، و گرافن با کیفیت بالا را نشان می دهدe (

تغییر درصد ظرفیت خازنی در هنگام بی تحرك سازي 
هدف و خنک کردن روي سطح تراشه ي بیوسنسور گرافن. 

(f) I-Vg نی در مراحل مختلف بی تحرك سازي. منح
نشان دهنده تغییر قابل  I-Vgتغییر چشمگیر شیب 

ملاحظه در شیمی سطح و افزایش حساسیت بیوسنسور 
 است.

 مواد و روش ها -2
 ساخت بیوسنسور گرافن -2-1

تراشه هاي بیوسنسور در ریخته گري تجاري همانطور که 
. به طور خلاصه، [17]قبلا شرح داده شد، ساخته شده است 

پلاسمایی با استفاده از گرافیت به  CVDفتوولیتوگرافی و 
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ویفر " 6بر روي  Ti / Ptشکل گرافیتی و منعقد شدن با 
فیلم هاي  مورد استفاده قرار می گیرد. ]18[سیلیکون 

روي فویل  CVDگرافن تک لایه با کیفیت بالا از طریق 
) رشد می کنند و از طریق انتقال حباب Alfa Aesarمس (

قالب هاي فردي با استفاده از یک . ]19[انتقال می یابند 
پردازنده تراشه بسته بندي شده و با اپوکسی انکپسوله می 
شوند تا به خوبی در معرض سطوح بالاتر از سطح بیوسنسور 

 گرافن قرار گیرند.

 :اندازه گیري بیوسنسور گرافن2-2

سنسور گرافن با استفاده از سیستم تجاري تراشه هاي بیو
Agile R100 (Diagnostics Nanomedical که قبلا ،(

با  .]19[در جزئیات توضیح داده شده، خوانده می شود 
استفاده از این سیستم، تراشه هاي بیوسنسور گرافن به یک 
خواننده الکترونیکی وارد می شود که یک ولتاژ منبع تخلیه 

ل گرافن و ولتاژ دروازه بین مایع اعمال را در سراسر کانا
کانال قابل  2شده و الکترود تخلیه گرافن اعمال می کند. 

(جریان از طریق کانال) و  30I-خواندن موجود است: پاسخ
(ظرفیت بیوسنسور به مایع). در این مطالعه،  31C-پاسخ

استفاده می شود. کنترل سیستم و همچنین  Cکانال پاسخ 
اجرا می  Agile Plusخواندن داده ها از طریق نرم افزار 

شود که بر روي یک کامپیوتر متصل به سیستم از طریق 
USB  1اجرا می شود، همانطور که در شکلb  نشان داده

 شده است.

 پروتئینعدم تحریک 2-3

را براي ساخت تراشه هاي حسگر  NHSقبلا شیمی سطح 
آماده براي پیوست پروتئین مورد استفاده توضیح داده ایم 

سپس تراشه هاي بیوسنسور  ).2017(افصحی و همکاران، 
 anti-Zika NS1با هدف، موش ضدباکتري موسوم به 

توسعه یافت.  (CDC) موسوم به مراکر کنترل بیماري 
Anti-Zika NS1  14,6به یک غلظت کاري nM  1درX 
در طی عدم  رقیق شد. PBS (pH 7.4)فسفات بافر شور 

                                                           
30 I-Response 

میکرولیتر از تمام محلول ها بر  75تحرك و اندازه گیري، 
روي تراشه هاي بیوسنسور استفاده شد و مراحل 
انکوباسیون در دماي اتاق انجام شد. این نرم افزار به مدت 

 کالیبره شد. pH 1/4 PBS pH 7.4ثانیه در ابتدا با  60

Anti-Zika NS1  دقیقه بر روي  15با انکوباسیون به مدت
) قبلا نشان داده PEGسطح قرار گرفت. پلی اتیلن گلیکول (

شده است که یک بلوك موثر در برابر تعاملات غیر 
اختصاصی به طور کلی و به طور خاص هنگامی که به 
صورت کششی به دستگاه هاي گرافن متصل می شوند می 

فعال با  NHSراین، ابتدا گروه هاي فعال بناب .[14]باشد 
 (PEGالکل (آمینو  PEG5میلی مولار آمینو  3استفاده از 

pH 7.4 (BroadPharm مولار  1) قبل از رفع نهایی با
 15خنک شدند. هر مرحله به مدت  pH 8.5اتانولامین 

 1X PBSدقیقه انجام شد و سپس چندین شستشو در 

pH 7.4  انجام شد. غلظت بالاPEG  مورد استفاده در حین
متصل بطور کووالانسی به  PEGمسدود کردن منجر به 

  به بقیه سطوح تراشه می شود. PEGسطح گرافن و جذب 

 

31 C-Response 
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بیوسنسور گرافن براي  Cسنسوگرام پاسخ  (A).2 شکل

0.45 nM   ازZIKV NS1  7,4درX PBS pH 1 می
 1X PBS pH 7.4مجدد از باشد. کنترل (آبی) استفاده 

در حین سنجش توسط  Cپاسخ   سنسوگرام (b) .است
ZIKV NS1    500نانوگرم بر میلی لیتر JEV NS1  در

خط آبی نشان دهنده   .ZIKV NS1 مقابل غلظت مساوي
 ZIKVبرازش نمایی منحصر به فرد براي منحنی پاسخ  

NS1   می باشد.(براي تفسیر مراجع براي رنگ در شرح این
 شکل، خواننده به نسخه وب این مقاله ارجاع داده می شود).

 

                           

 
تراشه سنسور براي هر رقت   4از  C ) پاسخA( 3شکل 
(پاسخ صفر)،  spike inسرم بدون هیچ  آنتی ژن  1:10

 ZIKV نانوگرم در میلی لیتر  500با  1:10رقت سرم با  

NS1  spike-in  نانوگرم در  500با  1:100و رقت سرم با
 C (ب) تغییر در پاسخ .ZIKV NS1 spike-in میلی لیتر

 خطاها،  انحراف استاندارد هستند. .با فاکتور رقیق سازي

و  SiO2 این باعث ایجاد یک خاصیت ضد جذبی براي 
همچنین یک بلوك پایدار بر روي گرافن در مقابل تعاملات 

 ود. اندازه گیري ها در یک بافر شغیر خاص در سطح می

× PBS pH 7.4 1  یا محلول سرم  شبیه سازي شده
)Cellastim, InVitria براي اندازه گیري هایی درنسبت،(

انجام  X PBS pH 7.4 1از سرم به 1:100و  1:10هاي 
بلافاصله پس از بی حرکت شدن و ثابت شدن، تراشه  .شد

مورد سنجش  دقیقه در بافر 5هاي بیوسنسور به مدت 
 ZIKV NS1 )The آنتی ژن نوترکیب کالیبره شدند.

Native Antigen Company در بافر آزمون براي غلظت (
 مورد نظر رقیق شد.
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هر یک از غلظت ها براي تراشه هاي بیوسنسور به مدت 
کنترل  .دقیقه براي تولید پاسخ سنسوراعمال شد 5حداقل 

ژن ویروسی  آنتی 500ng/mlمنفی نیز با استفاده از 
 ) ژاپنیJEVالتهاب حاد مغزي (  NS1 (JEV)نوترکیب 

(The Native Antigen Company)  انجام شد که براي
 ZIKVبا استفاده از پروتکل مشابه تراشه هاي سنسور 

NS1 مورد استفاده قرار گرفت. 

 نتایج و بحث
) در طیف 0,1<کم (  D / Gکیفیت گرافن با نسبت 

Raman  1نشان داده شده در شکلd  .مشخص می شود
) نشان می دهد که عدم AFMمیکروسکوپ نیروي اتمی (

نانومتر  1,0حرکت  هدف در سطح گرافن با ضخامت 
رخ می دهد proteins/μm2 5) در چگالی بهینه  S1(شکل

، پس از عدم تحرك پروتئین را Cو بنابراین تغییر در پاسخ 
 ). 1cتایید می کند (شکل 

 Field Effect اشه بیوسنسور گرافن به تکنولوژيتر

Biosensing (FEB)  وابسته است، به این ترتیب ظرفیت
الکتریکی کانال ها و دروازه هاي موجود  یک ترانزیستور 
گرافینی اثر میدان مغناطیسی، زمانی که اهداف زیست 
محیطی مناسب به عنوان گیت  دي الکتریک روي سطح 

 گرافین. )a.1جا می شود( شکل  ثابت می ماند، جا به

Pristine سطح  .براي اهداف موردنظر عاملدار می شود
گرافن سپس براي کاهش تعاملات غیر اختصاصی، مسدود 
می شود.بیوسنسورها در طول این فرایند نظارت می شوند، 

بدیهی است  .نشان داده شده است 1همانطور که در شکل 
 وتئین خونی )موجبکه بی حرکت شدن آنتی بادي (نعی پر

 .)e.1 شکل( شد الکتریکی ظرفیت پاسخ در ٪20افزایش 

بین مرحله شستشو  C پاسخ در ٪100علاوه بر این، افزایش 
این نشان   .)e.1(شکل  و پایه کالیبراسیون دیده می شود

می دهد که اصلاحات شیمیایی غیرقابل برگشت روي سطح 
انجام شده است،  که به طور موفقیت آمیز بیوسنسورعاملدار 

تأثیر بیشتري بر ظرفیت   Anti-Zika NS1شده است. 
الکتریکی ترانزیستورهاي گرافن نسبت به مقاومت منبع 

 خ)دارد، به همین دلیل کانال پاس source-drainتخلیه  (
C در این مطالعه مورد استفاده قرار گرفت. 

، مربوط به یک چرخه e.1هر کدام از مقادیر داده در شکل 
) و Mvمیلی ولت ( 100تا  -100کامل ولتاژ گیت  مایع از 

منحنی ولتاژ ورودي در مقابل   1fشکل  .مشکی است
جریان کامل را در طول کالیبراسیون، خاموش کردن  و 

(هدایت  I-Vg افزایش شیب .شستشو نشان می دهد
انتقالی بالاتر)، حساسیت بیوسنسور گرافن را افزایش می 

در توسعه یک  آزمایش تشخیصی بالینی، به حداکثر   .دهد
در حال حاضر شیوع  .رساندن حساسیت بسیار مهم است

عفونت زیکا ناشی از میزان بالاي واکنش متقابل با دیگر 
براي  .) نا معلوم  استflavivirusپاتوژن هاي فلاویویروس (

این منظور، تشخیص یک پروتئین ویروسی خاص با اپیتوپ 
) منحصر به فرد را هدف قرار می دهند. epitopeهاي (

-C نشان می دهد که پروتئین ZIKV NS1 ساختار بلوري

terminal  داراي ویژگی هاي الکترواستاتیک است که آن
 یز می کند را از ویروس هاي عفونی مرتبط با آن متما

خاص با  mAbs این بارهاي منحصر بفرد براي توسعه[14].
واکنش متقابل  محدود شده در میان ویروس هاي مرتبط 

 ZIKV اجازه می دهدحساسیت تشخیص  .JEV مانند

NS1  بر روي یک تراشه بیوسنسور گرافن با استفاده از
،  برازش 2aشکل  .چندین غلظت آنالایزر تعیین شد

 nM 0,45کالیبراسیون، پاسخ و سنسوگرام نمایی براي 
ZIKV NS1سطح نویز .نشان می دهد RMS سیستم 

Agile R100  در کار قبلی ما براي   .است %0,2 در حدود
در بافر،  یک تشخیص   محدودي  Zika اندازه گیري آنتیژن

در بافر را نشان می دهد، که  nM ZIKV NS1 0,41از 
ده از سیستم آنتی بادي آنتی ژن  براي تکنیک در استفا

بهبودچشمگیري  BLIهاي عاري از برچسب  دیگر مانند  
 .]10[دارد

که بر  anti-Zika NS1انتخاب پذیري   براي نشان دادن
روي تراشه هاي بیوسنسور مبتنی بر گرافن ثابت شده است، 

بر  JEV NS1 یا ZIKV NS1 نانوگرم بر میلی لیتر 500
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شه هاي بیوسنسور منحصر بفرد عامل دار شده با روي ترا
anti-Zika NS1 .به کار گرفته می شود 

JEV NS1  با اسید آمینواسید ٪56,5داراي ZIKV  است
 و گونه هاي بالقوه متقابل واکنشی را نشان می دهد

هنگامی که  از یک برازش نمایی براي نتایج [15].
 براي  cپاسخ)، 2bسنسوگرام استفاده می شود  ( شکل 

ZIKV NS1 8٪ در مقایسه، .بود JEV NS1  پاسخ
 حساسی قابل اندازه گیري در هنگام قرار گرفتن در معرض 

anti-ZIKV NS1  را نشان نداد انتخاب پذیري بالایی براي
-Spikeنشان داد. اندازه گیري هاي  ZIKV NS1آنتی ژن 

in  در دو رقت در چهارنسخه   در سرم شبیه سازي شده
جام شد تا پتانسیل بهینه سازي این آزمایش براي اهداف ان

نشان  3aسنسوگرام ها در شکل  .تشخیصی را نشان دهد.
دقیقه با  5داده شده اند و پاسخ هاي متوسط پس از 

 .نشان داده شده است 3bانحرافات استاندارد در شکل 

(  رقیق سازي سرم  سبب بهبود ضریب درصد تغییرات
CV%( به  .پاسخ  کلی سنسور می شود با وجود کاهش

 ≤CV مقدار با باشد، ٪20 ≤ باید ٪CVطور کلی، برامقدار 
،  یک تست به عنوان یک آزمون قابل اعتماد محسوب 10٪

با این حال این پارامترها بر اساس دقت سنجی  .می شود
در رابطه با خطاي مجاز بالقوه (موسسه استاندارد هاي 

 .استوار است) 2012آزمایشگاهی بالینی، 

است، در  %19,89در حدود  CV، مقدار 1:10قت ددر 
 جدول( ٪9,17برابر با  CV، 1:100قت دحالیکه در 

را ببینید)، که این امکان را براي یک ارزش  S1 تکمیلی
 .تشخیصی در یک محیط بالینی فراهم می کند

 نتیجه گیري-4

بیماري هاي واگیردار در حال ظهور مانند زیکا، پیشرفت 
هایی در بخش هاي پزشکی و تحقیقاتی به دنبال داشته 

 تفسیرنتایج آزمایشات آنتی بادي ویروس زیکا .است

(IgM)  ممکن است به علت واکنش پذیري بالا در میان
 بغرنج باشد. JEV ویروس هاي مرتبط با ویروسی مانند

بر روي  تراشه ي  anti-Zika NS1اتصالات کووالانتی 
می شود تا هزینه هاي کم وحصول  بیوسنسور گرافن باعث

قابل انتقال از داده هاي اتصال سینتیکی در زمان واقعی از 
 Agile تراشه بیسنسور .فراهم شود FEB طریق فن آوري

R100  باanti-Zika NS1  ،عاملدار شد ZIKV NS1  را
 .نانومتري تشخیص می دهد 0,45در غلظت هاي کم 

مورد  JEV NS1 علاوه بر این، هنگامی که دستگاه با
آزمایش قرار گرفت، هیچ واکنشی متقاطع قابل اندازه گیري 

 ZIKV NS1 و ویژگی آنتی ژن LLOD وجود نداشت.

فرصتی براي تشخیص مراحل اولیه  بیماري هاي زودرس  
  Agile R100 FEB پلت فرم .فراهم می کند Zika عفونی

ي دیک پایه  امیدوار کننده براي توسعه برنامه هاي کاربر
و بهبود تست تشخیص در اوایل عفونت فراهم  Zika بالینی

 .می کند
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