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 هرساله که است مو بادبزنی برگ ویروس مو، گياه در شده شناخته ویروسی بيماری ترینمخرب

 به نسبت انگور کشت زیر سطح کهآنجایی از. شودمی هاتاکستان در ناپذیریجبران خسارت موجب

 شود،می انجام رویشی مواد طریق از آن گسترده انتشار و انتقال و بوده گيرچشم تمحصولا سایر

 ضروری بالا، حساسيت با سریع روش یک از استفاده با هاتاکستان در بيماری این دقيق شناسایی

 ژن cDNA از گرافناکسيد  پایه بر زیستی نانوحسگر یک طراحی منظور به پژوهش این در. است

 حسگر، این در کار اساس. شد استفاده مو بادبزنی برگ ویروس به مربوط (CP)کت پروتئين 

 بوپر DNA شدن هيبرید صورت در که باشدمی دارنشان DNA بوپر از حاصل نشری فلورسانس

 یفلوریمتر دستگاه از استفاده با و شده مشاهده نشری فلورسانس CP ژن به مربوط DNA با

 به DNA بوپر اتصال زمان فاکتورهای تمام نانوحسگر سازیبهينه منظور به. شودمی گيریاندازه

 و دارنشان DNA بوپر به مکمل DNA هيبریداسيون زمان اکسيد، گرافن غلظت اکسيد، گرافن

 قرار ارزیابی مورد اکسيد گرافن به متصل بوپر با هيبریداسيون منظور به مکمل DNA غلظت

 و داشته را CP ژن شناسایی قابليت شده طراحی وحسگرنان که داد نشان آزمایشات نتایج. گرفت

 .نماید شناسایی بر ليتر مول 10-13 تا بالا کارایی با را مو بادبزنی برگ ویروس تواندمی
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  مقدمه

و  می شودبه صورت تجاری پرورش داده  Vitis viniferaانگور 

نام در نقاط  2400تحت  spp  viniferaرقم از گونه 5400بیش از 

های ویروسی و شبههمچنین بیماری انتشار دارد.مختلف دنیا 

ناپذیری به بخش ویروسی هر سال موجب خسارات جبران

این ویروس،  .(Martelli, 2009) ندشوکشاورزی از جمله مو می

در صورت آلودگی شدید، باعث کاهش تشکیل میوه و کاهش 

(. این ویروس به Hinkle, 1995شود )درصد می 80عملکرد تا 

یابد. با این حال، بخشی از طور طبیعی توسط نماتد انتقال می

های آلودگی و شیوع آن در نتیجه تکثیر با قلمه، پیوندک و نهال

(. ویروس برگ بادبزنی مو Hewitt et al, 1958است ) آلوده

بخش غیرقابل  3نانومتر بوده و مشتمل بر  28چندوجهی با قطر 

 M)بالا( ،  Tتشخیص سرولوژیکی از لحاظ چگالی است که 

 ,Quacquarelli et alشوند ))پایین( نامیده می B)متوسط( و 

1976; Brown et al, 1995; Mayo and Robinson, 1996 .)

و  RNA 1 حامل  Mاسکلت خالی، اجزای بخش  Tاجزای بخش 

شامل دو   GFLVباشد. ژنوممی RNAشامل هر دو رشته  Bبخش 

برای رشته  4/2×610لا با وزن مولکولی مثبت تک RNAرشته 

1RNA  2برای رشته  4/1×610وRNA  است، برای ایجاد آلودگی

 ,Andret-Link et alمورد نیازند ) RNA1و  RNA2هر دو رشته 

2004; Quacquarelli et al, 1976.) 

حسگر زیستی یا بیوسنسور نام گروهی از حسگرها است و به 

شوند تا تنها با یک ماده خاص واکنش نشان ای طراحی میگونه

آید که یک هایی در میاین واکنش به صورت ِپیامدهند. نتیجه 

های زیادی در شرفتپی .ها را تحلیل کندتواند آنریزپردازنده، می

 فیتعر طبق ی حسگرهای زیستی به دست آمده است.زمینه

 International Union محض وی کاربردی میشی المللنیب هیاتحاد

of  Pure and Applied Chemistry (IUPAC )ی ستیز حسگر

های ابزاری که با استفاده از واکنش :از است عبارت( 1-)شکل

ها، ها یا سلولها یا ایزوله، بافته آنزیمواسطبیوشیمیایی خاصی، به

 ،یکیالکتر صورتبهمعمول طوربه موردنظررا مادهیی ایمیشعناصر 

 .(Monosik et al, 2012) کندی آشکارسازیی گرما ای وی کیاپت

ی برادکتر کلارک  توسطیستی زی حسگرها مفهوم بار نیخستن

 گلوکز میآنزط توسی ابتید مارانیبی برا گلوکز غلظتی ریگاندازه

. آنزیم، (Clark & Lyons, 1962) شدی معرف( GOX) دیاکس

بادی، نوکلئیک اسید، لکتین، هورمون، ساختار سلول یا بافت آنتی

عنوان عنصر بیولوژیکی استفاده شود. نقش عنصر  تواند بهمی

بیولوژیکی، ارتباط برقرار کردن با آنالیت )مواد مورد تجزیه( هدف 

واکنش شیمیایی از طریق مبدل به علامت قابل  است که نتیجه

تواند الکتریکی، شود. سیستم مبدل میگیری تبدیل میاندازه

نوری، حرارتی، یون حساس، مغناطیسی یا صوتی باشد. بخش 

خیلی مهم در ساخت حسگر زیستی تثبیت عنصر بیولوژیکی 

ی و ها به فاکتورهایی از قبیل شرایط فیزیکباشد. تثبیت مولکولمی

و دما(، ضخامت و ثبات مواد بستگی دارد  pHشیمیایی )

(Kissinger, 2005.)  عناصر بیولوژیکی عامل اصلی گزینش در

شوند که عمدتاً در پنج گروه آنزیم، حسگر زیستی محسوب می

بندی ها تقسیمسلولی و سلولبادی، اسیدنوکلئیک، ساختارهایآنتی

ورد کارهایی که صورت گرفته (. در مFinti et al., 2005شوند )می

و  magnetic Beads-Based) sensor)MBsشامل پروبدو نوع 

را برای ردیابی ویروس برگ Scorpion probe عقربی  پروب

 ,.Finti et alاند )بادبزنی مو از مواد گیاهی و نماتد طراحی کرده

های ( گروهی از مولکول1های طراحی شده )جدولپروب(. 2005

شود، که مولکولی د هیبریدشونده را شامل میرسنت خوفلو

-ROX (6-carboxy( و carboxyfluorecein) FAM]فلورسنت ]

X-rodamine به یک انتهای سنجاق موئی و یک مولکول )

 [DABCYL (4-(4-dimethyl-aminophenylazo)کنندهخاموش

benzoic acid) به انتهای دیگر متصل شده و از نشر فلورسنس ]

مکمل )ویروس( متصل  DNAبه  پروبکند. زمانیکه ممانعت می

شود، ساختار سنجاق موئی خطی شده و گروه فلورسنتاز می

یابد. توالی کننده دور شده و نور فلورسانس نشر میخاموش

 های طراحی شده عبارتند از:پروب
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 GFLVشناسایی ویروس  برایپروب های طراحی شده  - 1جدول
Table1-  Probes for detection of GFLV 

Position (nt) Sequence  

951-970 GCTCGAAATATATGTGTGTA (forward )Scorpion probe 

1254-170 GCTCGACCCTCAGATA (reverse )Scorpion probe 

2431-2447 (G/A)AGGTTGCATTTCAV(G/A)T (forward )MBs 

2559-2576 CA-TT(G/A)AAAAC(A/T)CCTGGGT (reverse )MBs 

 
 

 

 
 شمایی از یک بیوسنسور -1شکل

Figure1- Schematic of a biosensor 
 

ابزارهای تشخیص مفیدی برای شناسایی ویروس در  پروبهر دو 

باشد. هوانگ و مواد رویشی و نماتدهای ناقل ویروس می

همکاران حسگر زیستی فلورسنت مبتنی برگرافن اکسید را برای 

ره هیبریداسیون های زنجیشناسایی جیوه از طریق واکنش

(hybridization chain reactionsطراحی کردند ) که و از آنجایی

مسمومیت به جیوه اثرها سوء بر سلامت انسان دارد، این حسگر 

العاده بالا برای شناسایی روشی با حساسیت و قدرت انتخاب فوق

در این . (Huang et al., 2014) های آبی استجیوه در محلول

 hairpin DNA probe 1 سنجاق موئی پروب، دو سیستم شناسایی

andhairpinHP1) DNA probe 2 و (HP2 است.  طراحی شده

( سنجاق HCRsهای زنجیره هیبریداسیون )برای تحریک واکنش

( استفاده T-+2Hg-Tتیمین )-جیوه-موئی، شیمی تناسب تیمین

طور بهHCRs شود.  شده است که منجر به افزایش فلورسنس می

ها استفاده شده بود و و پروتئین DNAی برای شناسایی وسیع

اولین بار در این بررسی برای شناسایی جیوه استفاده شده است 

 (.2 )شکل

 
 شماتیک واکنش شناسایی پیشنهاد شده -2شکل

Figure 2- Schematic of the proposed identification method 

 

کمکی،  DNA (DNAهای پروب، گرافن اکسید 2Hg+در غیاب 

HP1  وHP2های غیرکووالانت جذب کرده و ( را با واکنش

 ،2Hg +که در حضورشود. درحالیخاموش می 1HPفلورسانس 

DNA  1کمکیHP  را با تشکیل ساختار محکمT-+2Hg-T  باز

شود، که میHP1-HP2 کرده و منجر به هیبریداسیون پیوسته 

ید فلورسانس نتوانسته جذب گرافن اکسید شده، در نتیجه تول

 شود.افزایشی می

ای زیستی هلو و همکاران صفحه گرافنی برای شناسایی مولکول

صفحات گرافن در آب و قابلیت محلول بودن  طراحی کرده

 ها ثابت کردندو پروتئین DNAاکسیدی را برای شناسایی دقیق 

 DNAبینی کردند که گرافن اکسید بتواند به ها پیش(. آن3)شکل

 a طور کامل فرونشاند )مرحلهشده و فلورسنس را به رنگی متصل

رنگی و  DNAهدف، در نتیجه اتصال  DNA(. در حضور 3شکل 

رنگی و گرافن اکسید DNA واکنش بین  هدف،  DNAمولکول

فن رنگی را از گرا DNAهایی، خورد. چنین واکنشهم میبه

د گرداکسید رها کرده، در نتیجه فلورسنس به حالت اولیه برمی

(Liu et al., 2010.) 
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 . ssDNA-FAM-GOنمایش شماتیک تغییر فلورسنس ترکیب  -3شکل

FAM .رنگ فلورسنس برپایه فلورسین است 

Figure3-  Schematic of fluorescence change of ssDNA-FAM-

GO composition. FAM is the fluorescence dye based on 

fluorescein. 
 

شناسایی بر اساس افزایش فلورسنس برای  تواند درطرح میاین 

ها برای بخش باشد. آنای هدف حساس و انتخابی نتیجههمولکول

تحقق بخشیدن به طرحشان، صفحه گرافن اکسید را برای 

 ssDNAرا بررسی کردند. توالی  HIV1مربوط به  DNAشناسایی 

-5'-AGTCAGTGTGGAAAATCTCTAGC (:P1رنگی )

FAM-3' (FAM = و توالیرنگ برپا ،)یه فلورسین DNA  هدف

-ʹ5عبارت است از:   HIV1شامل

GCTAGAGATTTTCCACACTGACT-3')  از توالی تکراری

-'5)عبارت است از: ) HIV1(، و توالی ناجور HIV-1 انتهایی

'3-TCCACACTGACTGGCTAGAGATT  زیر نوکلئوتید

جانگ و همکاران  حسگری  ناجور خط کشیده شده است.

پایه گرافن اکسید برای شناسایی رترویروس  ایمنی بر -زیستی

(Retrovirus) اند. شناسایی با به عنوان بیماری مدل طراحی کرده

کنندگی گرافن اکسید تحریک قدرت و حساسیت بالا با خاموش

( بین FRETوسیله انتقال انرژی شدت فلورسنس )شده به 

افتد. ( اتفاق میAuPNsهای گرافن اکسید و نانوذرّات طلا )ورق

های از طریق واکنش های رترویروس روی آرایهبادیآنتی

و سلول رترویروس با  آمیداسیون مرتبط با کاربوماید ثابت شده

دام افتادن سلول افتد. به دام میژن ویژه به آنتی -بادیواکنش آنتی

کنندگی فلورسنس ناشی از گرافن اکسید هدف با مشاهده خاموش

از بادی آنتی .استبررسی شده  AuNPsو  GOبین  FRETبا 

-ab-DNAمتصل شده ) AuPNsبه  ssDNAطریق مولکول 

AuPNs که مولکول ،)DNA  کرده است. عنوان واسط عملبه

گیرد. بنابراین، نانوذرّات طلا نزدیک سطح گرافن اکسید قرار می

برای  DNAهای آمینونوکلئوتیدهای میل ترکیبی زیاد گروه

کنندگی  چندگانه منجر به افزایش کارایی خاموشنانوذرّات طلا

به  ab-DNA-AuPNsکه ترکیب شود. زمانیگرافن اکسید می

 طور انتخابی متصل سلول هدف که به گرافن اکسید متصل شده به

 شود، کاهش نشر فلورسنس گرافن اکسید به عنوان خاموشمی

ف های هدکننده تشخیص داده شد، بنابراین شناسایی سلول

 . (Jung et al., 2010)سازدپاتوژنیک را توانا می

بالاپانورو و همکاران  استراتژی تبادل ساده یونی برای ترکیبات 

های سنتتیک برای ایجاد الکترواستاتیک گرافن اکسید با رنگ

اند. مشتقات پرین به ترکیب انتقال بار یا انرژی گزارش کرده

کار گرفته ها به لهای غیرکووالانتی با مولکوجهت واکنش

-(pyrenyl-vinyl-1)-4ها در حسگرهای زیستی، رنگشوند. آنمی

N-butylpyridnium bromide (PNPB)  با بار مثبت و قابل حل

تواند با گرافن با بار منفی برای اند، که میدر آب طراحی کرده

کننده فلورسنس واکنش دهد بار خاموش -تشکیل ترکیب انتقال

سازی شود. اصول آمادهنامیده می  -PNP+GOکه از این پس،

نظیر برمبنای الکترواستاتیک بی -PNP+GOصفحات شناسایی 

است، که +PNP و  های غیرکووالانت بین آنالیتواکنش

 ,.Balapanuru et al)فلورسنس خاموش شده روشن خواهد شد

لی و همکاران از صفحات گرافن اکسید برای شناسایی  . (2010

خاصی از طریق انتقال انرژی تشدید  DNAون هیبریداسی

به سطح گرافن  پروب  DNAکهاند. زمانیفلورسنس استفاده کرده

مکمل نانوذرهّ طلادار هیبرید  DNA شده با رشتهاکسید متصل 

داری کاهش طور معنیشود، شدت نشر صفحات گرافن بهمی

در دهند که نانو ذرّات طلا نشان می TEMها یابد. دانستهمی

ها به محض هیبریداسیون نانو ذرات ساختارهای تاخورده و کناره

شوند. نانوذرهّ در هر متر مربع پراکنده می 80طلا با چگالی حدود 

این امر منجر به خاموش شدن فلورسنس ناقل انرژی فلورسنس 

(. 4شود )شکل بین نانو ذرّات طلا و صفحات گرافن اکسید می

ه نانو مواد گرافن اکسید، که به آسانی دهنده آن است کنتایج نشان

تواند شود، میدر مقیاس بزرگ از یک منبع گرافیت ارزان سنتز می

طیف وسیعی از کاربردهای زیستی را در حسگرهای زیستی، 

 ,.Liu et al)تصویربرداری مولکولی و نانوبیوتکنولوژی داشته باشد

2010) . 
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شدت فلورسنس نسبی  Au NP-dsDNA-GO-Cو  GO, UV-vis،GO-ssDNAنمودار جذب  GO-bمبتنی بر  DNAتصویرسازی شماتیک حسگر زیستی  -4شکل

GO  وAu NP-dsDNA-GO 

Figure4- Schematic of DNA biosensor based on GO-b of a absorption graphs UV-vis, GO,ssDNA-GO and Au NP- ds DNA-Goc and 

relative biosensor strength of GO and Au NP-ds_dna -GO

 

گرافن اکسید به روش هامر اصلاح شده، تهیه شد. در این روش، 

ر هاون خوبی دگرم پودر گرافیت به 3و  4KMnOگرم  18مقدار 

 4PO3Hو  4SO2Hاز  1به  9 با هم ساییده شدند. مخلوط

به مخلوط گرافیت و پتاسیم  طور سریعبه( تهیه شده و 40/360)

ی درجه 50رمنگنات افزوده شد. سپس دمای مخلوط واکنش در پ

ساعت در این دما همگن  12گراد تنظیم شده و به مدت سانتی

یخ به  ml400شد. پس از آن واکنش تا دمای اتاق سرد شده و 

درصد به آن افزوده شد. مخلوط  30هیدروژن پراکسید  ml3همراه 

فیوژ یسانتر rpm4000دقیقه با دور  20دست آمده به مدت به

های اضافی، مواد جامد حاصله دو مرتبه گردید. برای خروج یون

درصد و در  30تقطیر، سه مرتبه با هیدروژن کلراید  با آب دوبار

درصد شسته شدند. برای هربار شست  98انتها دو مرتبه با اتانول 

فیوژ یسانتر rpm4000دقیقه و با دور  10مخلوط به مدت  ،و شو

 20دست آمده به مدت جامدات به ،از خشک شدن گردید. پس

های واکنش دقیقه اولتراسونیک شدند. برای خارج شدن گرافیت

 rpm5000دقیقه با دور  10مدت به نکرده محلول همگن شده

. محلول رویی حاوی گرافن اکسید بوده و برای شدفیوژ یسانتر

های ستگاههای بعدی نگهداری شد. همچنین با استفاده از داستفاده

 UV-Vis وFT-IR .تهیه صحیح گرافن اکسید تایید گردید 

 Transmission Electron Microscopyهمچنین از دستگاه

(TEM) شدمنظور تایید ابعاد نانومتری در گرافن اکسید استفاده به 

(Daniela et al, 2010 در این تحقیق توالی مربوط به ژن .)Cp  از

های پروببرای طراحی پرایمر و  گردید.استخراج  NCBIسایت 

چندین سویه ویروس برگ  Coat proteinاختصاصی توالی ژن 

ها با هم ی سویه)تا نقاط حفاظت شده در همه بادبزنی مو انتخاب

مقایسه شدند. در  Blastمقایسه شوند( و با استفاده از نرم افزار 

مورد  پروببرای طراحی  cpنهایت نقاط حفاظت شده مربوط به 

طراحی گردید.  Oligo 7با نرم افزار پروبگرفتند.  استفاده قرار

 ).2جدول( از شرکت سینا ژن خریداری شد پروباین 

 توالی پروب آزمایش -2جدول 
Figure2-  Probes of this experiment 

 پروبتوالی  توالی مکمل
ggggTg TAT gTggAAgAggA FAMTCC TCT TCC ACA TAC ACC CC C6 Amine 

  

  هاروش و مواد
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باشد. به این میπ- π، تثبیت از طریق پیوندهای پروبدر این 

اضافه شده و چون این  FAMرنگدانه  پروب 5 منظور در انتهای

بنابراین  ،باشدرنگدانه در ساختار خود دارای حلقه بنزنی می

به سطح گرافن اکسید متصل π- πتواند از طریق پیوندهای می

متصل شده در سطح گرافن  بپروبه توالی  cpگردد اتصال توالی 

و تغییر طیف جذبی گرافن اکسید  پروباکسید باعث جدا شدن 

باشد. ویروس قابل ردیابی می DNAشود. در نتیجه حضور می

محلول کاربرد دارد(. با  pH)برای تنظیم  برای تهیه بافر تریس

گرم  242/0، تریس به مقدار pH= 4/7و  Mm02/0غلظت 

آب دیونیزه حل شده و  mM100متال( در )هیدروکسی متیل آمینو 

pH  گرم سدیم کلرید،  5844/0گردید، سپس مقادیر تنظیم  4/7در

گرم منیزیم کلرید به آن  012/0گرم پتاسیم کلرید و  0373/0

های کل از برگRNA ابتدا  .افزوده، خوب به هم زده شدند

آوری شده از باغات شهرستان مراغه با استفاده از کیت جمع

استخراج گردید. بعد از تعیین  RNX-Plus (sina clon)تخراج اس

با توجه  RT-PCRبه روش اسپکتوفتومتری، واکنش  RNA غلظت

ماری با به جداول زیر انجام پذیرفت. محلول تهیه شده و در بن

شود. دقیقه قرار داده می 10درجه سانتیگراد به مدت  65دمای 

یخ قرار گرفته و محلول بلافاصله بر روی  1سپس محلول شماره 

 Oligo (dt) کل، یک میکرولیتر RNA )شامل پنج میکرولیتر 

 12و به حجم نهایی  DEPCهمچنین شش میکرولیتر آب 

ماری با . محلول نهایی در بنشدمیکرولیتر( ساخته و به آن اضافه 

ساعت قرار داده شد. در  5/1درجه سانتیگراد به مدت  42دمای 

ماری در دقیقه در بن 10شدن آنزیم، به مدت پایان جهت غیرفعال 

 ساخته شده cDNAدرجه سانتیگراد قرار داده شد.  70دمای 

میلی مولار( دو 10) dNTP( چهار میکرولیتر، مخلوط 5x) RTبافر(

نیم میکرولیتر، آنزیم رونویس  RNaseمیکرولیتر، مهارکننده آنزیم 

 20نهایی  نیم میکرولیتر و حجم O2dHمعکوس یک میکرولیتر، 

 -20در فریزر در دمای  PCRتا زمان انجام واکنش  )میکرولیتر(

نیاز به  برای طراحی آغازگر ابتدادرجه سانتیگراد قرار گرفت. 

مربوط به ویروس برگ بادبزنی مو بود. Cp توالی کامل ژن 

صورت پذیرفت  NCBI جستجو توالی کامل ژن مربوطه در سایت

 اندازه .لیگو طراحی آغازگر انجام گرفتافزار او با استفاده از نرم

 وتید بودئنوکل 3555در حدود  Cpی کل توالی ژن مربوط به ناحیه

 (.4)جدول

 PCRمقادیر مورد نیاز برای واکنش  -3جدول 

Table 3-  The amount of materials required for PCR reaction 

 مقدار )میکرولیتر( غلظت ماده

 x) 10( (Cinnagen) X1 5/2بافرتکثیر 

 1 میلی مولار 4/0 (Cinnagen( )مولارمیلی 10) dNTPمحلول

 5/0 پیکومول Revearse (Cinnagen) 10آغازگر 

 5/0 پیکومول Forward (Cinnagen) 10آغازگر 

mM)50( 2MgCl (Cinnagen(  3 2 میلی مولار 
cDNA 11 میکرولیتر 

Fermentus DNA Enzyme 

l/5unit (Cinnagen) 
 3/0 واحد1

 O2ddH - 2/17آب 

 25 - جمع
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 PCRشرایط واکنش  -4جدول 

Table 4- PCR reaction condition  

دما  مرحله

 )سانتیگراد(

 زمان

Predenaturation 95 5دقیقه 
Denaturation 95 45 ثانیه 

Annealing 55-54 45 ثانیه 
Extension 72 1 دقیقه 

Final Extension 72 10 دقیقه 

 سیکل 36 هاتعداد سیکل

 

 دیاکس گرافن سطحی رو DNA تیتثبی هامحلول هیته

، ابتدا DNA پروبسازی زمان اتصال منظور بهینهبه

برداشته به فالکون ریخته شد.  HCLمیکرولیتر از بافر تریس 1975

به آن افزوده شد و در نهایت  DNA پروبمیکرولیتر از  10سپس 

گردید. محلول کرولیتر گرافن اکسید به محلول فوق اضافه می 15

آماده به سل دستگاه )از جنس کوارتز و در محل تقاطع دو محور 

، 12، 10، 7، 5، 0،2های متری ریخته شد و در زماناست( فلوری

گرفت. در این گیری انجام متری طیفدقیقه با دستگاه فلوری 15

و  30، 25، 20، 15، 10، 5ی هاآزمایش گرافن اکسید در غلظت

 5گیرد. در غلظت میکرولیتر به ترتیب مورد آزمایش قرار می 35

میکرولیتر از محلول تریس بافر  1985میکرولیتر گرافن اکسید، 

HCL  پروبمیکرولیتر  10برداشته و درون فالکون ریخته شد و 

DNA  میکرولیتر گرافن اکسید به آن  5به آن افزوده و در انتها

سازی زمان اتصال های آزمایش، بهینهافه شد. با توجه به دانستهاض

باشد. در دقیقه می 10به گرافن اکسید، زمان مناسب  DNA پروب

گیری متری طیفدقیقه با دستگاه فلوری 10نتیجه بعد از گذشت 

میکرولیتر  1980میکرولیتر گرافن اکسید،  10انجام شد. در غلظت 

برداشته و درون فالکون ریخته شد و  HCLاز محلول تریس بافر 

 10بر روی آن اضافه کرده و  DNA پروبمیکرولیتر  10

شدن گردید. پس از سپریمیکرولیتر گرافن اکسید به آن افزوده 

گیری شد. در متری طیفدقیقه محلول در دستگاه فلوری 10

از محلول  1975میکرولیتر گرافن اکسید، میکرولیتر  15غلظت 

 10برداشته و درون فالکون ریخته شد،  HCLتریس بافر 

میکرولیتر  15روی آن اضافه کرده و  DNA پروبمیکرولیتر 

دقیقه محلول در  10گردید. بعد از گرافن اکسید به آن افزوده 

میکرولیتر  20گیری گردید. در غلظت متری طیفدستگاه فلوری

ا ب HCLاز محلول تریس بافر  1970گرافن اکسید، میکرولیتر 

 پروبمیکرولیتر  10سمپلر برداشته و درون فالکون ریخته شد و 

DNA  میکرولیتر گرافن اکسید به آن  10بر روی آن اضافه شده و

دقیقه محلول در دستگاه  10شدن و بعد از سپری شدافزوده 

میکرولیتر گرافن  25گیری شد. در غلظت متری طیففلوری

با سمپلر  HCLبافر میکرولیتر از محلول تریس  1965اکسید، 

 DNA پروبمیکرولیتر  10برداشته و درون فالکون ریخته شد و 

میکرولیتر گرافن اکسید به آن افزوده  25بر روی آن اضافه شده و 

متری دقیقه محلول در دستگاه فلوری 10از گذشت  پس. شد

میکرولیتر گرافن اکسید،  30گیری انجام شد. در غلظت طیف

برداشته و درون  HCLحلول تریس بافر میکرولیتر از م 1960

بر روی آن اضافه  DNA پروبمیکرولیتر  10فالکون ریخته شد و 

 10از  پسمیکرولیتر گرافن اکسید به آن افزوده گردید.  30کرده و 

گیری شد. در غلظت متری طیفمحلول در دستگاه فلوری ،دقیقه

تریس بافر میکرولیتر از محلول  1955میکرولیتر گرافن اکسید،  35

HCL  میکرولیتر  10با سمپلر برداشته و درون فالکون ریخته و

میکرولیتر گرافن اکسید به  10بر روی آن اضافه و  DNA پروب

دقیقه محلول در دستگاه  10گردید. بعد از گذشت آن افزوده 

سازی زمان گیری انجام گردید. به منظور بهینهمتری طیففلوری

متصل به گرافن  DNA پروببه مکمل DNA  هیبریداسیون 

را با سمپلر   HCLمیکرولیتر از بافر تریس 1965 اکسید، ابتدا

میکرولیتر از  10برداشته و در داخل فالکون اضافه گردید. سپس 

گردید و با توجه به نتایج حاصل از به فالکون اضافه  DNA پروب

، DNA پروبآزمایش بهینه سازی غلظت اتصال گرافن اکسید به 

میکرولیتر گرافن اکسید به محلول آماده شده افزوده شده و در  15

متری دقیقه در دستگاه فلوری 10و  8، 6، 4، 2، 0هایزمان

  انجام گردید. (اسپکتروسکوپی الکترومغناطیسی) گیریطیف

مکمل برای هیبریداسیون DNA سازی غلظت تهیه محلول بهینه

 متصل به گرافن اکسید DNA پروببه 

 20، ،15، 10، 5، 2، 1های مکمل در غلظتDNA آزمایش  در این

 1در غلظت  گیرد.میکرولیتر به ترتیب مورد آزمایش قرار می 25
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میکرولیتر از محلول تریس بافر  1974مکمل، DNA میکرولیتر 

HCL  پروبمیکرولیتر  10برداشته و درون فالکون ریخته شد و 

DNA  شد کسید به آن اضافه میکرولیتر گرافن ا 15به آن افزوده و

 میکرولیتر 1دقیقه،  10دقیقه نگهداری شد. بعد از گذشت 10 و

DNA های آزمایش مکمل به محلول افزوده شد. با توجه به دانسته

متصل  DNA پروبمکمل به  DNAسازی زمان هیبریداسیون بهینه

باشد، در نتیجه بعد از دقیقه می 10به گرافن اکسید، زمان مناسب 

در  .شدگیری انجام متری طیفدقیقه با دستگاه فلوری 10گذشت 

میکرولیتر از محلول  1973مکمل، DNA میکرولیتر  2غلظت 

 پروبمیکرولیتر  10درون فالکون ریخته شد و  HCLتریس بافر 

DNA  میکرولیتر گرافن اکسید به آن اضافه  15به آن افزوده و

مکمل به DNA میکرولیتر  2دقیقه،  10گردید و بعد از گذشت 

دقیقه با دستگاه  10از گذشت  پس محلول افزوده شد.

 DNA میکرولیتر 5در غلظت  .شدگیری انجام متری طیففلوری

درون فالکون  HCLمیکرولیتر از محلول تریس بافر  1970مکمل، 

 15به آن افزوده و  DNA پروبمیکرولیتر  10ریخته شد و 

دقیقه،  10از گذشت  پس شد.میکرولیتر گرافن اکسید به آن اضافه 

5 DNA 10شدن مکمل به محلول افزوده شده و بعد از سپری 

 10. در غلظت شدگیری انجام متری طیفدقیقه با دستگاه فلوری

میکرولیتر از محلول تریس بافر  1965مکمل، DNA میکرولیتر 

HCL  میکرولیتر  10را برداشته و درون فالکون ریخته شد و

میکرولیتر گرافن اکسید به  15وده شده و به آن افز DNA پروب

مکمل به  DNA میکرولیتر  10دقیقه،  10از  پس شد.آن اضافه 

دقیقه با دستگاه  10محلول اضافه شده و بعد از گذشت 

 میکرولیتر 15گیری انجام گرفت. در غلظت متری طیففلوری

DNA  ،میکرولیتر از محلول تریس بافر  1960مکملHCL  درون

به آن افزوده و  DNA پروبمیکرولیتر  10یخته شد و فالکون ر

 10بعد از گذشت  .گردیدمیکرولیتر گرافن اکسید به آن اضافه  15

مکمل به محلول افزوده شده و بعد از DNA  میکرولیتر  15دقیقه، 

گیری انجام گردید. متری طیفدقیقه با دستگاه فلوری 10گذشت 

از محلول تریس بافر  1955مکمل، DNA  میکرولیتر 20در غلظت 

HCL  میکرولیتر  10را برداشته و درون فالکون ریخته شده و

میکرولیتر گرافن اکسید به  15به آن افزوده گردید و  DNA پروب

 میکرولیتر 20دقیقه،  10گردید و بعد ازسپری شدن آن اضافه 

DNA  دقیقه با  10از گذشت  شد. پسمکمل به محلول اضافه

 25گیری انجام گرفت. در غلظت ری طیفمتدستگاه فلوری

میکرولیتر از محلول تریس بافر  1950مکمل،  DNAمیکرولیتر 

HCL  پروبمیکرولیتر  10درون فالکون ریخته شد و DNA  به

گردید و بعد میکرولیتر گرافن اکسید به آن اضافه  15آن افزوده و 

وده میکرولیتر مکمل به محلول افز DNA  25دقیقه،  10از گذشت 

گیری متری طیفدقیقه با دستگاه فلوری 10شد و بعد از گذشت 

 انجام گردید.

  cDNAاضافه نمودن 

cDNA  .میکرولیتر از محلول تریس بافر  1950افزوده شدHCL 

و  به آن افزوده DNA پروبمیکرولیتر  10درون فالکون ریخته و 

 10شت گردید. بعد از گذمیکرولیتر گرافن اکسید به آن اضافه  15

به محلول افزوده شد و بعد از  cDNA میکرولیتر 25دقیقه، 

 گیری انجام گردید.متری طیفدقیقه با دستگاه فلوری 10گذشت 

 غیرمکمل DNAبررسی با نمونه 

 DNAغیرمکمل به عنوان جایگزینDNA در یک بررسی دیگر از 

 1950مکمل ژن کد کننده پوشش پروتینی ویروس استفاده شد. 

 ودرون فالکون ریخته شد  HCLر از محلول تریس بافر میکرولیت

 میکرولیتر گرافن 15به آن افزوده،  DNA پروبمیکرولیتر  10

رولیتر میک 25دقیقه،  10گردید. بعد از گذشت اکسید به آن اضافه 

DNA  دقیقه با 10غیرمکمل به محلول افزوده شد، پس از گذشت 

روژه گرافن د در این پگیری انجام گردیمتری طیفدستگاه فلوری

زیه ز تجااکسید با استفاده از روش هامر تهیه شد و برای تایید آن 

 TEMترونی و میکروسکوپ الک FT-IR ،UV-Visو تحلیل 

ه تهیه گرافن اکسید نشان داده شد 5استفاده گردید. در شکل 

 است.

های عامل گرافن برای تایید وجود گروه ،بعد از سنتز گرافن اکسید

قابل  1نتیجه آن در نمودار  شد.استفاده  FT-IRاز طیف  اکسید

دهنده وجود نشان cm1375-1 باشد. در این شکل پیکمشاهده می

-2500ی باشد. نوار جذبی در محدوده( میC=Oهای )گروه

1-cm3500  به ارتعاش کششی گروهOH  گروه کربوکسیلیک اسید

ا پوشانیده الکلی ر OHشود. گروه اسیدی پیک جذبی مربوط می

به ارتعاش کششی  cm1629-1است. نوار جذبی ظاهر شده در 
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شود. نوار جذبی به دست آمده ( آروماتیک مربوط میC=Cگروه )

 دهد.می ( را نشانO-Cارتعاش کششی گروه ) cm1183-1در 

 

 
 واکنش تهیه گرافن اکسید  -5شکل

Figure5- Reaction of producing Graphene oxide 

 
 گرافن اکسید  FT-IRطیف -1رنمودا

Diagram1-  FT-IR graphene oxide spectrum 
 

 برای تایید گرافن اکسیدUV-Vis تجزیه و تحلیل 

قابل  2 گرافن اکسید در نمودار UV-Visنتایج طیف جذبی 

نانومتر دارای  226باشد. گرافن اکسید در طول موج مشاهده می

ذب ضعیف در این طیف یک ج باشد. درمی UVطیف جذبی 

مربوط  C=O گروه π- πنانومتر وجود دارد که به انتقالات  290

 .(Liu et al, 2010شود )می

 

 گرافن اکسیدUV-Vis طیف  -2نمودار

Diagram2- UV-Vis Graphene oxide spectrum 
 

 دیگرافن اکسTEM شکل 

گرافن  یالکترون کروسکوپیعکس م جهینت (3-)شکل ریز شکل

با ابعاد  دیگرافن اکس TEM جی. در نتاباشدیمسنتز شده  دیاکس

که  باشد،یقابل مشاهده م کرومتریم 3نانومتر تا  500 یجانب

 یهادر لبه ییهایتاخوردگ زیدر مرکز و ن یاریبس هایبرجستگی

طور به ،یکینامیمود. به منظور حفظ ثبات ترشودیآن را شامل م

 افتی یوبعدد دیدر گرافن اکس برجستگی و تاخوردگی معمول

 یهااست که گروه نیا انگریب ی. اگرچه مطالعات قبلشوندیم

 دیگرافن اکس یرو کنواختیصورت به دیاس کیلیکربوکس یعامل

 برجستگی و تاخوردگیکه  رسدینظر مبه نیاست. چن شده عیتوز

 دیاس کیلیکربوکس یهاگروه ش،یاکسا ندیشده در طول فرآ دیتول

 (.Liu et al,  2010دارند ) یستالیکر عنوان نقصرا به یشتریب

و  یداده شده، ساختار ورقنشان( 6)شکلچنانچه در شکل 

است که  نشان داده شده یخوببه دیگرافن اکس خوردهنیچ

 .کندیم دییگفته شده را تا اتیفرض

 گرافن اکسید حاوی ناهمواری ورقه TEMتصویر  -6شکل

Figure 6- TEM image of graphene oxide sheet has rippling 
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 RT-PCRنتایج واکنش 

 ونجام گرفت ا CP  ژن cDNAبرای تکثیر  RT-PCRواکنش 

 (.7نتایج حاصل روی ژل آگارز به صورت زیر مشاهده شد )شکل

 
ویروس برگ  CPژن  RT-PCRمربوط به نتیجه  الگوی الکتروفورز -7شکل 

ک چاه DNA ن مولکولی یک مربوط به نشانگر وز بادبزنی مو. چاهک شماره

 ربوطدو نتیجه مربوط به گیاه عاری از ویروس برگ بادبزنی مو، چاهک سه م

 به گیاه آلوده به ویروس برگ بادبزنی مو. 

Figure 7- Agarose gel electrophorese for RT-PCR results from 

CP gene of GFLV. Well number one related to ladder DNA. 

Well number two related to plant free of GFLV. Well number 

three related to plant infected with GFLV. 

 

و جفت پرایمرهای اختصاصی برای  RT-PCR با استفاده از روش

از ویروس برگ باد بزنی مو وجود آلودگی در  CP ژن ناحیه

های مشکوک مشخص شد. این در حالی بود که هیچ باندی نمونه

های عاری ازویروس مشاهده نگردید. مشابه این موارد نمونهدر 

  ,.Zaki-Aghl et alها دیگر نیز گزارش شده است )در پژوهش

دهد که علایم ظاهری سالم گیاه (. چنین مشاهداتی نشان می2003

ها و گیاهان کافی نیست و ضرورتا برای اطمینان از سلامت قلمه

لا برای تایید سلامت گیاهان های تشخیص با دقت باباید از روش

 تکثیری بهره گرفته شود.

 به گرافن اکسیدDNA  پروبسازی زمان اتصال آزمایش بهینه

 2به  0به گرافن اکسید از DNA  پروببا افزایش زمان اتصال 

دقیقه با  5تا  2دقیقه نشر فلورسنس به شدت کاهش یافت. از 

به بعد نشر  دقیقه 10دقیقه و 10تا  5شیب ملایم کاهش و از 

(. 3فلورسنس به آرامی کاهش یافته و به ثبات رسید )نمودار

دقیقه  10به گرافن اکسید  DNA پروببنابراین زمان بهینه اتصال 

کنندگی گرافن در نظر گرفته شد. با توجه به خاصیت خاموش

و گرافن اکسید نشر  DNA پروبπ- πاکسید از طریق پیوندهای 

 شود.وش میفلورسنس کاهش یافته و خام

 
 به پروب دیگرافن اکس اتصال زمان یساز نهیبه -3نمودار 

Diagram3- Optimizing the time of Graphene oxide-probe 
incubation 

 

وسیله واکنش قوی گرافن و گرافن اکسید با اسید نوکلئیک به

شامل واکنش بین ساختارهای حلقه باز π- πپیوندهای 

ضلعی گرافن وگرافن اکسید و در  های ششاسیدنوکلئیک سلول

کنندگی گرافن وگرافن اکسید توسط وانگ نتیجه خاصیت خاموش

منظور . به) et alWang ,.2003( گزارش شده است و همکاران

 10دستیابی به بهترین عملکرد شناسایی، غلظت گرافن اکسید با 

 4طور که در نموداربهینه شد. همانDNA  پروبمیکرولیتر 

میکرولیتر نشر فلورسنس به  10تا  5شود، از غلظت مشاهده می

میکرولیتر نشر  15به  10تدریج کاهش یافته، با افزایش غلظت از 

داری کنندگی معنیفلورسنس به شدت کاهش یافته و خاموش

میکرولیتر به بالا تغییرات  15های بیشتر از مشاهده شد. در غلظت

ولیتر گرافن اکسید به میکر 15جزئی مشاهده شد، بنابراین، غلظت 

در این غلظت تمام  عنوان غلظت بهینه در نظر گرفته شد.

به سطح گرافن از طریق cp ژن  DNA پروبهای مولکول

کنند. در اثر این اتصال باتوجه به اتصال پیدا میπ- πپیوندهای 

طور کنندگی گرافن اکسید، نشر فلورسنس بهخاصیت خاموش

  پروببا گذشت زمان نور ساطع شده از  شود.کامل خاموش می

DNA پروبافزایش یافت که به علت جدا شدن DNA  هیبرید

 DNA پروبمنجر به جدا شدن  وباشد می مکمل DNAشده با 

 (.5از سطح گرافن اکسید شد )نمودار 
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 طول موج ومتر()نان

 DNA پروبسازی غلظت اتصال گرافن اکسید به بهینه -4نمودار 

Diagram 4- Optimizing the concentration of graphene oxide for attaching to DNA probe 

 

از  DNA پروبمکمل و  DNAکه پیوند هیدروژنی جاییاز آن

تر است و از و گرافن اکسید قوی DNA پروب π- πپیوندهای 

های باز توسط فسفات با بار ای حلقهدورشته DNAطرفی در 

درنتیجه  ،شودفن اکسید دفع میاز سطح گرا منفی محافظت شده و

کنندگی گردد. به علت خاصیت خاموشنور فلورسنس منتشر می

ای تک رشته DNAالعاده زیاد گرافن اکسید، نشر فلورسنس فوق

که با تشکیل صورتیدر .رسددر حضور گرافن اکسید به حداقل می

منجر به بازگشت  ،با مکمل هدف پروبای مارپیچ دورشته

کنندگی گرافن اکسید ز بین رفتن خاصیت خاموشا فلورسنس و

 گردد.می

 
 طول موج )نانومتر(

 افزایش یافت(.DNA  پروب)با گذشت زمان نور ساطع شده از DNA  پروبمکمل به DNA سازی زمان اتصال بهینه -5نمودار 

).increased primer het of DNA romf emitted ightl het time, Over( DNA probe cDNA with Optimizing time of incubation of -Diagram 5 
 

 DNA پروبمکمل، نور فلورسنس DNA با افزایش غلظت 

مکمل باعث  DNAافزایش یافت. بدین علت که، اضافه شدن 

شود، این میDNA  پروبمکمل با DNA هیبرید شدن بیشتر 

از سطح گرافن اکسید شده و نور  پروبپدیده باعث جدا شدن 

 دوباره مشاهده شد. DNA  پروبورسنس ساطع شده از فل

DNA پروبمکمل با DNA  تشکیلDNA ای داده و دورشته
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سپس از سطح گرافن اکسید دفع شد و در نتیجه نشر فلورسنس 

اند که به حالت اولیه برگشت. لی و همکاران گزارش کرده

طور مشخص با گرافن اکسید خاموش به پروبفلورسنس 

و رشته مکمل و  پروبکه هیبریداسیون رشته الیشود، در حمی

-ای، منجر به ایجاد فلورسنس مجدد میدو رشته DNAتشکیل 

 .(Li et al., 2012)شود

طور که نشان داده شده است، حضورگرافن اکسید منجربه همان

(. با 7داری در نشر فلورسنس شد )نمودارشدن معنیخاموش

 DNA، به علت هیبریداسیون cDNAمکمل و DNA افزودن 

داری در ، افزایش فلورسنس معنیDNA وبپربا  cDNAمکمل و 

 DNAکه با افزودن مشاهده شد، درحالی GO-DNAترکیب 

 DNAچنین افزایشی مشاهده نشد. اتصال بین  ،غیرمکمل

ساختار را تغییر  ای مکملرشتهتک DNAو  پروبای رشتهتک

از سطح گرافن اکسید رها  پروبای رشتهتک DNA داده، متعاقبا

تحقق  cDNAه به حالت اولیه برگشته و شناسایی شده و در نتیج

و خاموش  پروبمتصل شدن گرافن اکسید به  یافت. لو وهمکاران

اند که در حضور مکمل شدن نشر فلورسنس را گزارش کرده

DNA از سطح گرافن اکسید رها  پروبای تشکیل شده و دورشته

 .(Liu et al., 2010) شودنشر فلورسنس بازیابی می شده و

 
 طول موج )نانومتر( 

 .افزایش یافت( DNA پروبمکمل، نور فلورسنس DNA )با افزایش غلظت DNA  پروبمکمل به DNA غلظت اتصال  یسازنهیبه -6نمودار 
Diagram 6- Optimizing the concentration of cDNA of CP gene of GFLV for attaching to DNA probe (As the concentration of cDNA 

increased, the fluorescence of the DNA probe increased). 

 نانومتر(طول موج)

 GFLVویروس  cpژن  cDNAدر حضور DNA  پروبنشرفلورسنس   -7نمودار 
Diagram 7-  Fluorescence of DNA probe in the presence of cDNA of CP gene of GFLV 
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Abstract  

The most destructive viral disease in vine plants is grapevine fan leaf virus (GFLV) which causes severe 

damages to vineyards every year. Since the area under grape cultivation is significant compared to other 

crops and its propagation is done by vegetative materials, therefore, the identification of this disease in 

vineyards using a rapid method with high sensitivity is essential. In this study, in order to design a nano-

biosensor based on graphene oxide, cDNA of the coat protein (CP) gene of GFLV was used. The basis of 

action of this sensor is the fluorescence emission obtained from the DNA probe. If the probe DNA is 

hybridized with the cDNA of the CP gene, the emission fluorescence is observed and measured using a 

fluorimetric device. In order to optimize the nanosensor, all factors of binding time of DNA probe to 

graphene oxide, graphene oxide concentration, time of hybridization of cDNA to DNA probe and 

concentration of cDNA for hybridization with probe attached to graphene oxide were evaluated. The 

results showed that the designed nanosensor was able to detect CP gene and could detect GFLV with high 

efficiency up to 10-13 mol/l. 

 

Key words: Grafen Oxide, fluorescence, Grape fan leaf virus, nanobiosensor, hybridization. 
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