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  و  miR-21در سيستم ميكروفلوييديك به منظور شناسايياصلاح خصوصيات سطح 

miR-486 در سرطان ريه  
  حسين و  2فاطمه كوه كن ،2سهي نادري رضاعلي ،1، مسلم صدقي*1عبداله اله وردي ،1الهام كشاورز باحقيقت

  *1نادري منش
  بيوفيزيك/نانوبيوتكنولوژي زيستي، گروه علوم مدرس، دانشكده تربيت ايران، تهران، دانشگاه 1

  ايران، تهران، مركز تحقيقات فن آوري بن ياخته 2

  12/5/1398 :تاريخ پذيرش  27/3/1398 :تاريخ دريافت

  چكيده

استفاده از . اندآگاهي سرطان مطرح شدهگردشي به عنوان بيوماركرهايي جديد جهت تشخيص و حتي پيش يها RNA كرويم
امكان دستيابي غيرتهاجمي ، موجب كاهش  به دليلموقع پيش از متاستاز، ها علاوه بر تشخيص زودهنگام و به اين مولكول

هاي گردشي خون RNAميكروو شناسايي  بيوسنسوري جهت جداسازي  ،در اين مطالعه. شد آسيبهاي وارد شده به بيمار خواهند
 RNA  )miR-21كرويمدو  پايه تحقيقات گذشته مبني بر دخالتبر  انتخاب . ميكروفلوئيديك طراحي شده است در بستر

در اين سيستم  .، انجام شده استيتشخيصبه عنوان بيوماركر  در ايجاد و گسترش سرطان ريه و همچنين استفاده  )miR-486و
سطح  ير روب GPTMS نكريل به وسيلهكه ) تك رشته DNA( رندهيگ كاوشگر با استفاده ازبر روي چيپ ميكروفلوئيديك، 

PDMS كرويم يجداساز ،شده تيتثبRNA  كرويبا اتصال م. شدانجامRNA پروب، پروب دوم كه  نيبه اDNA مكمل  نهيوتيب
 انيبه دام افتاده م RNAكرويم تيدر نها.  كنديم جاديا يچياست به آن متصل شده و  ساختار ساندو RNAكرويم ييبخش بالا

 .دشداده  صيتشخ FITCمتصل به  نيدياسترپتاو به وسيلهدو كاوشگر 

  ، سرطان ريه، تشخيص سرطان، ميكروفلوئيديكRNAكرويم :واژه هاي كليدي

  a-allahverdi@modares.ac.ir و naderman@modares.ac.ir :پست الكترونيكي،  02182884749 :نويسنده مسئول، تلفن* 

  هقدمم
دومين سرطان شايع در مردان و زنان است و  هيسرطان ر

از سرطان  يناش ريم و مرگ تعلترين با اختلاف زياد اصلي
 ). 5(فوت در سال است ونيليم كيبا حدود  در جهان،

عدم وجود  علت اصلي مرگ و مير بالا در اين سرطان،
اين . مي باشد هير نسرطا هيدر مراحل اول ينيبال هاي  نشانه
سرطان ريه  شده و يماريب رهنگاميد صيموجب تشخامر 

 .)16(را تبديل به كشنده ترين سرطان در جهان كرده است
رود ميبه كار  در مورد تومورهايي Lung Cancerعبارت 

ها، و برونش، برونشيول(كه از اپيتليوم مجاري تنفسي 
در مورد كارسينوم لغت  بنابراين .گرفته نشأت )هاآلوئول

روشهاي  .مي رودبه كار  بدخيمي ناشي از بافت پوششي
بر پايه روشهاي تصويربرداري و  غالباًتشخيص اين سرطان 

اين روشها  .در ادامه انجام بيوپسي و برونكوسكوپي است
 PETاسكن و  CTراديوگرافي قفسه سينه، : عبارتند از

، برونكوسكوپي، بافت برداري اسپيراسيون و اسكن
  . )MRI(پرتونگاري با استفاده از تشديد ميدان ميغناطيسي

در مراحل  سرطان ريه هم اكنون اين  نكهيبا توجه به ا
 درصد 75از  شيبمتاسفانه  ،تشخيص داده مي شود شرفتهيپ

كه تومور  شونديداده م صيتشخ يهنگام هير ياز سرطانها
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 طيشرا نيدر او  متاستاز داده ايكرده  شرفتيدر محل پ
سال بعد زنده خواهند  5تا  ماريافراد ب درصد 15كمتر از 

 شوندداده  صيكه زودتر تشخ يمارانيب حالي كهدر .ماند
به عبارت ديگر . بهتر است اريبسشانس درمان و زنده ماني 

 50 بيش از ،يماريب يهاول احلدر مردر صورت تشخيص 
 ازين نيبنابرا. سال وجود دارد 5عمر تا  يبقا شيافزا درصد
 مخصوصاً هيسرطان در مراحل اول صيجهت تشخ يمبرم

 شتريمسئله موجب توجه ب نيا  .وجود دارد از متاستاز شيپ
سرطان در  صيكارآمد در تشخ يروش غربالگر كيبه 

بالا مانند  سكيبا ر يگروهها يبرا خصوصاً،  هيمراحل اول
  .شود يم ،يگاريافراد س

 ينيژن سرطان جن يمولكول مانند آنت يتاكنون تعداد
)Carcinoembryonic antigen( ،19 نيتوكراتيسا 
)Cytokeratin 19( ،عصب ژهيانولاز و ميآنز )Neuron-

specific enolase (مورد  وماركريهدف استفاده به عنوان ب با
اگرچه در  وماركرهايب نيا .)7و  5(دانمطالعه قرار گرفته

و  تيحساس اما روند،يبالا م هيبه سرطان ر انيسرم مبتلا
 ،ئمافراد بدون علا صيشخت يلازم را ندارند و برا يژگيو

 نهيهز اريگسترده آنها بس ديتول نيهمچن ستند؛يقابل اعتماد ن
  .باشديبر بوده و مقرون به صرفه نم

 يهافرآينداز  يعيدر گستره وس ها RNA كرويماز  ياريبس
 ،يسلول ريشامل تكامل،تكثو پاتولوژيكي  يكيولوژيب

نقش  و پاسخ به استرس اميانتقال پ، زيتما سم،يمتابول
در   RNA كرويم نياز زمان كشف اول و )4و  2(دارند
لغ در با RNA كرويم 30000از  شيب،  C.elegans نماتود

  ). 3( اندشده ييگونه شناسا 206

 به وسيلهشدن  ميتنظ ينقاط هدف برا از ژنها، ياريبس
 انيب ميتنظ يياناتو RNA كرويم كي. را دارند RNA كرويم

شبكه  نيا يدگيچيپ شيژن را دارد كه موجب افزا نيچند
 RNA كرويم 800از  شيدر انسان ب. شود يم يميتنظ

از آنها در مراحل خاص  يارياست كه بسشناخته شده
 انيب افتمخصوص هر ب يرهايدر مس ايتكامل 

 ها RNA كرويم كه  شوديزده م نيتخم، )8(شونديم
در انسان را  نپروتئي كننده كد ژنوم از درصد 30حدود 

  ).2(كند ميتنظ

 انيب رييتغ يانسان يهاييتومورزامسيرهاي از  ياريبس در
 شود،ياحتمال داده م نيبنابرا. د داردوجو RNA كرويم
انكوژن  يهاناز ژ يديبه عنوان دسته جد ها RNA كرويم
 انيسطح ب. )10( داشته باشند يتومورساپرسور نقش مهم اي
در  شوند،يم دهينام ريانكوژن كه انكوم يها RNA كرويم

 ها RNA كرويم نيا. ابدييم شيافزا فمختل يسرطانها
 زيكه تما ييژنها اي /تومورساپرسور و يبا مهار ژنها غالباً

تومور  شرفتيموجب پ كنند،يآپوپتوز را كنترل م ايسلولها 
هم  ياديز هايRNA كرويم نيبا وجود ا. شونديم
آنها  انيب رايتومورساپرسور درنظرگرفته شوند ز تواننديم

 هاRNA كرويم نيا. ابدييكاهش م ميبدخ يدر سلولها
 زيكه تما ييژنها اي /انكوژنها و يبا مهار منف تواننديم

را انجام  عملكردشان كنند،يآپوپتوز را مهار م اي يسلول
د نمي توان هاRNA كرويم اين ،بنابراين). 8 و 2(دهند

بيوماركر خوبي براي تشخيص سرطان در ابتدايي ترين 
حسين پور فيضي و  مثال، به طور .مراحل تشخيص باشد

را در سرطان سينه با   miR16همكاران  افزايش بيان 
كردند در  تأييداندازه گيري كردند و  PCRاستفاده از 

حتي در ابتداي سرطان كه با هيچ روش ( بيماران سرطاني 
نسبت به  miR16افزايش بيان ) ديگري قابل اثبات نيست 

ين گروه همچنين ا). 6(مشهود است كاملاًافراد سالم 
 در مواردي از  miR 4270دريافتند افزايش ميزان بيان 

الزامي است  تهاجم مي كند، به ساير بافتها كه سرطان سينه
)1.(  

ميكرفلوئيديك هم به عنوان دانش مطالعه رفتار مايعات 
درون ميكروكانالها و هم تكنولوژي كوچك سازي كانالها و 

مايعات مورد تونلها در حد ميكرو جهت جريان يافتن 
ميكروفلوئيديك با حجم بسيار  ). 13( گيردتوجه قرار مي

رفتار  .كم مايعات، در حدود ميكروليتر در ارتباط است
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هيدرومكانيكي سيالات در محدوده ميكرومتر با رفتار آنها 
اين ويژگي خاص،كليدي براي . در حجم بالا متفاوت است

به براي رسيدن . آزمايشهاي علمي و نوآوريهاست
ميكروفلوئيديك بايد در نهايت يكي از ابعاد كانال در 

مزاياي  از .محدوده يك تا دهها ميكرومتر باشد
، كمتر نمونه و مواد مصرفميكروفلويديك مي توان به 

ي، انجام جداسازيي، افزايش سرعت انتقال گرما شيافزا
 شيافزاو  حمل و نقل تيقابلتستها،  و همزمان يمواز

  .)12- 11(اشاره كردي جداساز كارآيي

از اين مطالعه طراحي بيوسنسوري جهت تشخيص هدف 
ثبيت است و براي اين كار از ريه زودهنگام سرطان 

وجود  .گرديداستفاده بر روي سطح  RNAميكرو
ي گردشي در خون يكي ديگر از مزيتهاي هاRNAكرويم

از آنها  در اين تحقيقاستفاده از اين مولكولهاست كه 
زيرا تنها با استفاده از چند قطره سرم خون  استفاده شد

. امكان تشخيص به صورت غير تهاجمي وجود دارد
همچنين در اين طراحي از سيستم ميكروفلوئيديك استفاده 

تا علاوه بر مصرف كمتر نمونه و مواد بتوان سرعت  گرديد
  .)15( ادانجام تست را افزايش د

  مواد و روشها
طبق  :هاي مناسب و سفارش تواليها RNA كرويمانتخاب 

 ها RNA كرويمگزارشات در سرطان ريه مقدار بيان بعضي 
يابد كه قابل بررسي و در سرم خون افراد بيمار افزايش مي

و   miR 21، در نهايتبررسيهاپس از . گيري استاندازه
miR 486-5p 14 و 9(انتخاب شدند .(  

 تيها از سا RNA كرويم نيا يتوال انتخاب جهت
miRBase كرويمتوالي اين دو  .استفاده شد RNA  در

  . ذكر شده است 1جدول 

  
  miR 486-5pو  miR 21توالي ريبونوكلوتيدي  -1جدول 

Accession number نام ميكرو  5´- 3´ يتوالRNA  
MI0000077 UAGCUUAUCAGACUGAUGUUGAhsa-mir-21 
MIMAT0002177 UCCUGUACUGAGCUGCCCCGAGhsa-miR-486-5p 

  

 يهايتوال ،تيها از سا RNA كرويم يتوال انتخاب پس از
مطابق ها  RNA كرويمكاوشگرها به صورت مكمل با 

و به شركت تكاپوزيست سفارش  شدند، يطراح 2جدول 
  .داده شدند

  
 دهايگونوكلئوتياول يوالت.Error! No text of specified style in document -2جدول 

  اوليگونوكلئوتيد 5´-3´توالي
SH-TTTTTTTTTTTTTTTTTTCAACATCAGT Capture probe 21 
SH-TTTTTTTTTTTTTTTTTCTCGGGGCAGC Capture probe 486 
CTGATAAGCTATTTTTTTTTTTTTTT-Biotin Detection probe 21 
TCAGTACAGGATTTTTTTTTTTTTTT-Biotin Detection probe 486 
UAGCUUAUCAGACUGAUGUUGAmiR 21 
UCCUGUACUGAGCUGCCCCGAGmiR 486 

  

به  دهايگونوكلئوتياول :آماده سازي اوليگونوكلئوتيدها
و هنگام استفاده در آب مقطر  تحويل شد  زهيليوفيصورت ل

كه در (آب  يپس از افزودن مقدار مشخص. حل شدند
پيكومول  100 ، غلظت)شده بود ديدستورالعمل شركت ق

دست ه ب دهايگونوكلئوتياول نياز ا كياز هر بر ماكروليتر
  .استفاده شد DEPCاز آب  هاRNA كرويمبراي  .آمد

نقشه  ترسيمطراحي و  :ساخت تراشه سيليكونيطراحي و 
انجام  Adobe Illustrator تراشه ها با استفاده از نرم افزار
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 RNA كرويم اين تراشه به  منظور به دام انداختن. شد
موجود در مايع رويي سلولهاي كشت داده شده سرطاني 

) الگو ( هاي سيليكوني ساخت تراشه. طراحي شده است
توسط شركت فنون ريز تراشه  در اين تحقيق مورد استفاده

  . ميزان انجام شد

و كپي برداري از تراشه  PDMSتهيه الاستومر 
و ماده  هيپا PDMS بياز ترك PDMS :سيليكوني

 ت،يشفاف به دليل مريپل نيا. شوديم ليتشك كنندهزهيمريپل
 باتيعدم واكنش با ترك ،ييايميو ش يكيبودن الكتر يخنث
 يبرا تيبه گازها و عدم سم يريو بافرها، نفوذپذ يسلول
به كار  كيديكروفلوييدر م عيبه طور وس ،يسلول باتيترك
و ماده  هيپا PDMSالاستومر،  نيا هيته جهت .روديم
 گريكديبا  كاملاً 10:1 وزنيكننده به نسبت  زهيمريپل

مستر سيليكوني چيپ در ظرفي قرار داده   ، مخلوط شده
بر روي  كننده زهيمريو ماده پل هيپا PDMSشد و مخلوط 

به مدت  و آن ريخته شد و ظرف در دسيكاتور قرار گرفت
درجه حرارت  65 يساعت در انكوباتور در دما 4حداقل 

  .بسته شده و سفت شود مريتا پل شد داده

PDMS  پس از بسته شدن، به آرامي از مستر جدا گرديد و
طرح ميكروكانالها بر روي . ي اضافي برش داده شدبخشها

PDMS شكافنده(يك سوزن تيز  به وسيله. باقي ماند ( 
. منافذي روي وروديها و خروجيهاي كانال ايجاد گرديد

درون  هيثان 45به مدت به همراه يك لامل  PDMSسپس 
قرار گرفت و در نهايت  Plasma etching  Harrick دستگاه
PDMS  يدر دمادقيقه بر روي هيتر  2به لامل چسبانده و 

  .به يكديگر متصل شوند كاملاًقرار گرفت تا  100- 95

، جهت GPTMS نكريل :PDMSاتصال لينكر به سطح 
 %2( ، درصد 2 يدر متانول به نسبت حجماتصال به سطح 

v/v (چيپ  نكر،يمحلول ل يپس از آماده ساز.. گرديد حل
درون دستگاه  هيثان 45به مدت  ،PDMS ساخته شده از

Plasma etching system  ديقرار گرفت تا سطح آن اكس 
 نكريسپس محلول ل. شود جاديا لانيس يشده و گروه عامل

GPTMS  از  تريماكرول 150 زانينول به ممتاشده با  قيرق
 يدما رساعت د 5-4و  داخل كانالهاي چيپ عبور داده شد

خالي ) نيتروژن(، سپس با پمپ گاز درجه قرار داده شد 50
  . خشك گرديد كاملاًو 

: به لينكر)  capture probe( اتصال كاوشگر گيرنده 
با  DNA از محلول  تريماكرول 10ماكروليترآب به 90ابتدا 

 10اضافه كرده و محلول  تريبر ماكرول كوموليپ 100غلظت 
در اين مرحله با . آماده شد DNA تريبر ماكرول كوموليپ

  .گيري شدتك رشته اندازه DNAپ ميزان آنانو در

 5 ديگونوكلئوتياولمحلول از  ،تريماكرول100 به سپس 
 DTT  1/0  محلول تريماكرول 25 ، تريبر ماكرول كوموليپ

 يدر دما قهيدق 30-20بعد از اينكه  .گرديد، اضافه نرمال
 S=Sنموده و پيوند عمل  DTTتا  گرفتقرار  طيمح

محلول اين استات به ليات تريماكرول200سپس شكسته شود،
زمان داده  قهيدق 10ورتكس شد، سپس  هيثان 90اضافه و 

محلول . شود دهياستات به بالا كشليتوسط ات DTTشد تا 
 DTT ياستات حاوليات ييفاز رو دهديم ليدو فاز تشك

  DNAنيريشد و فاز ز ختهيكه جدا و دور ر باشديم
 DTTتا  گرديدبار تكرار  سهكار  نيا. محلول در آب است

پس از جدا شدن بخش انتهايي  .جدا شود كاملاً
 سريعاًمحلول بايد  ، SHاوليگونوكلئوتيد و آزاد شدن گروه 

با نانو دراپ  DNAدر اين مرحله نيز ميزان . استفاده شود
 . شدگيري اندازه

اتصال بهتر گروه  جهت: اتصال كاوشگر گيرنده به لينكر
SH يبه گروه اپوكس، pH و در  ييايقل نسبتاً ديمحلول با

 نيآملياتي، از ترpH افزايش يبرا. باشد  5/8حدود 
 100به اين محلول حاوي كاوشگر گيرنده،   .شداستفاده 
   .برسد 8محلول به  pHاضافه گرديد تا   TEA از تريماكرول

 100در كانال ميكروفلويديك پوشانده شده با لينكر،
و يك شب در  وارد گرديدفعال شده  DNA تريماكرول

پس از اين چيپ . درجه قرار گرفت 36انكوباتور با دماي 
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جذب نوري ميكروفلويديك را از انكوباتور خارج كرده و 
  .گيري شدبا نانو دراپ اندازهدرون ميكروكانال  مايع 

اتصال  تأييدجهت  :اتصال كاوشگر گيرنده به لينكر تأييد
 17ابتدا حدود ،  DNase لينكر توسط هكاوشگر گيرنده ب

تثبيت  PDMSسطح  يبر رو رندهينانوگرم از كاوشگر گ
 .كنترل مراحل بدون افزودن لينكر انجام شد ،چيپ در .شد

، از كوباسيون و تثبيت و شستشوي كامل چيپپس از ان
DNase  جهت تعيين ميزانDNA  استفاده  ميكروكانالدرون

  .شد

 ماكروليتر بافرDNase ،4ماكروليتر آنزيم  5/0 چيپدر هر 
ماكروليتر آب دوبار تقطير اضافه شد و  35و   مخصوص

جهت انجام واكنش زمان داده  دقيقه در دماي محيط، 30
جهت بررسي توسط  از چيپ خارج وسپس پساب  .شد

  .نانودراپ جمع آوري شد

و كاوشگر آشكارساز به كاوشگر  RNA كرويماتصال 
 SSCحاوي كاوشگر گيرنده به آرامي با بافر  چيپ :گيرنده
 تريماكرول 90با افزودنشو داده شد، سپس وشست
با  RNA كرويماز محلول  تريماكرول 10ه ب  DEPCآب

بر  كوموليپ 10محلول، تريبر ماكرول كوموليپ100غلظت
ماكروليتر  10به  . شدآماده  RNA كرويم تريماكرول

پيكومول بر ماكروليتر،  100كاوشگرآشكارسازي با غلظت 
ماكروليتر بافر هيبريداسيون اضافه شد و آزمايش طبق  90

  . مراحل زير انجام شد

 چيپ ازپس از ساختن  :miR-486 آزمايش سيستم با 
PDMS چيپكاوشگر گيرنده به هر لينكر،  و فعال سازي با 
كاوشگر  .اضافه شدپيكومول بر ماكروليتر  2/4حدود 

و بافر   RNA ، RNase inhibitorميكرو  ،آشكارسازي
مورد چيپ مخلوط شده و در  3هيبريداسيون مطابق جدول 

دقيقه در دماي اتاق  30سپس حدود . تزريق شدمطالعه 
  قرار گرفتند تا هيبريداسيون انجام گيرد

  
  miR-486 اولاز مواد استفاده شده در تست  كيهر زانيم -3جدول 

 RNA كرويم 
  )كوموليپ 10(

يكاوشگر آشكارساز
  )كوموليپ10(

 RNase ميآنز ونيداسيبريهبافر

inhibitor  
 RNA كرويم غلظت

  )پيكومول بر ماكروليتر(

  پيكومول 3/3  تريماكرول 3 تريماكرول12 تريماكرول25 تريماكرول 20  نمونه
  ـ  ـ تريماكرول12 تريماكرول23 ـ  كنترل

  

،  طبق روش PDMS ساخته شده از چيپ :آزمايش دوم
اضافه شده به هر  رندهيكاوشگر گ زانيم .آماده شد قبل

ساير مواد  .بودا تريبر ماكرول كوموليپ 2,2حدود  چيپ

 مورد مطالعه  چيپمخلوط شده و در  4مطابق جدول
دقيقه در دماي اتاق قرار  30سپس حدود . شدندتزريق 

  .گرفتند تا هيبريداسيون انجام گيرد
  miR-486از مواد استفاده شده در تست دوم  كيهر زانيم -  4جدول 

  miRNA 
 )پيكومول 10(

كاوشگر آشكارسازي
  )پيكومول10(

 RNase آنزيم بافر هيبريداسيون

inhibitor  
  RNA كرويم  غلظت

 )تريبر ماكرول كوموليپ(

  پيكومول 4  تريماكرول 2 تريماكرول8 تريماكرول20 ماكروليتر 20  1نمونه 
  كوموليپ 3  تريماكرول 2 تريماكرول13 تريماكرول20 تريماكرول 15  2نمونه 
  كوموليپ 2  تريماكرول 2 تريماكرول18 تريماكرول20 تريماكرول 10  3 نمونه
  كوموليپ 1  تريماكرول 2 تريماكرول23 تريماكرول20 تريماكرول 5  4 نمونه
 -    تريماكرول 2 تريماكرول28 تريماكرول20  ـ  كنترل
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مطابق  miR-21جهت تست  :miR-21با  ستميس شيآزما
چيپ مورد نظر مخلوط شده و به  گريكديواد با م 5 جدول

 چيپاضافه شده به هر  رندهيكاوشگر گ زانيم. شدند تززيق
  .است تريبر ماكرول كوموليپ 3حدود 

  
 miR-21از مواد استفاده شده در تست  كيهر زانيم -5 جدول

 RNA كرويم  
  )كوموليپ 10(

 يكاوشگر آشكارساز
  )كوموليپ10(

 RNase ميآنز  ونيداسيبريه بافر

inhibitor  
   RNA كرويم غلظت

  كوموليپ 3  تريماكرول 2 تريماكرول13 تريماكرول20 تريماكرول15  1نمونه
   كوموليپ1   تريماكرول 2 تريماكرول23 تريماكرول20 تريماكرول 5  2نمونه
  ـ  تريماكرول 2 تريماكرول28 تريماكرول20  ـ  كنترل

 

: FITCمتصل به  نيدياسترپتاو به وسيله ستميس يبررس
با بافر دو مرتبه ها چيپ ون،يداسيبريزمان ه انيپس از پا

SSC  حاويTween 20  وSDS بافر  و يك مرتبه باSSC 
ماكروليتر استرپتاويدين متصل  5/0 .داده شدندشست و شو 

مرتبه  164اضافه و   PBSماكروليتر بافر  82به  FITCبه 
. نگهداري شد - 20پس از رقيق سازي در دماي. رقيق شد

چيپها . ماكروليتر از اين محلول اضافه شد 10به هر چيپ 
دقيقه در دماي اتاق قرار داده شدند تا واكنش انجام  20

و  Tween 20 يحاو SSCافر گيرد و سپس دو مرتبه با ب
SDS  و يك مرتبه با بافرSSC  در . داده شدندشست و شو

 IX-81فلورسانس اليمپوس  نهايت به وسيله ميكروسكوپ
  .مشاهده و بررسي شدندCytation و دستگاه 

  و بحث جنتاي
اين طرح بر : و ساخت تراشه ميكروفلويديكطراحي 

  Comsolنرم افزار  توسط داده هاي شبيه سازي  اساس 
در اين طرح، اصل سادگي جهت ). 1شكل ( رسم گرديد 

 جلوگيري از مشكلات در مراحل ساخت حفظ شده است،
جهت  .  يك ورودي و يك خروجي داردمثال  به طور

افزايش سطح و كاهش سرعت جريان و افزايش احتمال 
اشكال ذوزنقه ايي تعبيه شد تا جريان  RNA كرويمتثبيت  

به  RNA كرويمو شانس اتصال داخل اين اشكال كند شده 
  .ابديسطح افزايش 

  ي باالاستومر PDMS :PDMSبه  GPTMS نكرياتصال ل

عنوان ماده  است كه به) C2H6OSi(،  ييايميفرمول ش
در فرآيند  يكيديكروفلوئيم هايساخت كانال يبرا يساختار

casting ياتصالات عرض جاديواكنش ا. شودياستفاده م 
 65 يكننده و دما زهيمريبه كمك ماده پل هيپا PDMSدر

ماده  كيبه صورت  PDMSآن  يشود كه طيدرجه انجام م
  .شوديمتبلور م كپارچهيكشسان و 

  
اساس اين طرح سادگي  طرح چيپ مورد استفاده در اين كار -1شكل 

بر اساس . و افزايش سطح جهت كاهش سرعت جريان بود
خصوصيات مكانيكي سيال، چون سرعت جريان در وسط كانال سريع 

لذا اشكال ذوزنقه ايي . شانس اتصال لينكر به سطح كمتر استاست، 
به كمترين مقدار برسد و شانس  كناره هاتعبيه شد تا سرعت جريان در 

 . يابدايش اتصال افز

 بدروفويبه علت گروه ه PDMSسطح  ،يعيحالت طب در
CH3 سطح  ونيداسياكس. به لينكر ندارد تمايلي به اتصال

PDMS را  ليمت هاياز گروه يپلاسما برخ فرآيند در
بر ) SiOH(لانوليس يانتها جاديحذف نموده و موجب ا

 يحاو PDMSستون در حقيقت سطح آن شده و 
 PDMSشده  ديسطح اكس. شوديم ليدروكسيه يگروهها

 رياتصال محكم و غ كيشده و  شهيوارد تماس متقابل با ش
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 رييتغ نيا نيهمچن. كنديم جاديقابل برگشت با آن ا
PDMS  را قابل اتصال با لينكر هايي از جنس سيلان نظير

GPTMS مي كند .  

 جاديو ا PDMSجهت اصلاح سطح  GPTMS نكرياز ل
 ،2مطابق شكل . شدآن استفاده  يبر رو يگروه اپوكس

GPTMS  با سيلاني حاوي گروه تري متوكسي است كه
اي به سيلانول طي واكنش چند مرحله پيوند كوالانسي
   .شودمتصل مي PDMS موجود بر سطح

انجام اين واكنش گروه اپوكسي مورد نياز جهت واكنش با 
  .)3شكل .(كنداوليگونوكلئوتيد تيوله را فراهم مي

  
 C=Oاين لينكر با داشتن گروه اپوكسي و  GPTMS نكريل -2شكل 

مي  PDMS ماده مناسبي جهت اتصال نوكليك اسيد به سطوحي نظير
 PDMSدر سطح  OH–به گروه  Si- C=Oماده مذكور از دم . باشد

پيوند كوالانسي برقرار مي كند و از طريق اپوكسي به انواع 
  .اوليگونوكلئوتيد پيوند تشكيل مي دهد

  
 اسيونباعث اكسيد) كه خود از برانگيخته شدن اكسيژن با امواج الكترومغناطيس بوجود مي آيد( پلاسما .  PDMSبه GPTMS اتصال لينكر  -3شكل

موجود در شيشه   Si- C=O گروههاي با مي سازدقادر  آن را كه. مي گردد OH–شده و بوجود امدن گروه  PDMSدر سطح  CH3- هايگروه
  . پيوند تشكيل دهد

پس از اتصال لينكر  :اتصال كاوشگر گيرنده به لينكر
GPTMS  به سطحPDMS حال بايد ،DNA  تك رشته

با پيوند تيواتري به گروه  -SHگروه  به وسيلهتيوله 

اين واكنش در ). 4شكل(شوداپوكسي فعال لينكر متصل 
pH  قليايي انجام پذير است، جهت افزايشpH  محيط از

 . شدتري اتيل آمين استفاده 

 
  .از طريق گروه اپوكسي به لينكر پيوند تشكيل ميدهد) تك رشته بعنوان كاوشگر گيرنده DNA(اوليگومر  اتصال كاوشگر گيرنده به لينكر -4شكل 

 ولهيت يمحافظت كننده در انتها يتوال كي رنده،يكاوشگر گ
 S=S ونديگوگرد در پ هاياتم شوديمموجب خود دارد كه 
از اتصال به  شپي است لازم. گيردخود قرار  ديبه فرم اكس

تا  جدا شود يتوال نيشده و ا ءاياح ديگونوكلئوتياول نكريل
  كار از نيا يبرا. امكان واكنش تيول و اپوكسي فراهم گردد

DTT  شداستفاده.   

DTT 6حلقه  كي ديدر حالت اكس. كننده است ايعامل اح 
 ونديپ كي ياياح. دارد يداخل ديسولف يد ونديبا پ يعضو

-يد وليدو واكنش تبادل ت لهيبه وس يمعمول ديسولف يد
 DTT، DNA).  5شكل ( شوديانجام م يمتوال دسولفي
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. كندنموده و توالي محافظت كننده را جدا مي ءاياحرا  ولهيت
در حضور  خصوصاً وله،يت DNA يياتم گوگرد انتها

با  DTT.در محلول را دارد مريدا ليبه تشك ليتما ژنياكس

به و سپس  دهديمخلوط شده و واكنش م DNAمحلول 
  .شوديحذف م ونيلتراسيف وسيله

  
 capture(توالي محافظت كننده كه از طريق پيوند دي سولفيدي به كاوشگر گيرنده .  نحوه جداشدن توالي محافظت كننده از كاوشگر گيرنده -5شكل 

prob  ( متصل است توسطDTT شده و از آن جدا مي شود ءاحيا.  

 نيدياسترپتاو-نيوتياز واكنش ب ستميس يآشكارساز جهت
 نيوتيبه ب نيدياسترپتاوواكنش گري  ليتما .استفاده شد

. كوالان شناخته شده استغير  هايواكنش نيترياز قويكي 
 نيوتيمولكول ب كيبه  توانديم نيديهر مونومر استرپتاو
حداكثر به چهار  نيپروتئ نيا جهيمتصل شود و درنت

بر قدرت  علاوه .)6شكل( شوديمتصل م نيوتيمولكول ب
بوده و با سرعت بالا  ياختصاص ارياتصال بس نيا وند،يپ

و  pHدما و  راتييدر برابر تغ نيهمچن. ردگييانجام م
مقاوم  اريو عوامل دناتوره كننده بس يآل هايحضور حلال

  . است

 

هر مولكول بيوتين به يك . نيديو استرپتاو نيوتياتصال ب -6كل ش
كوالانسي بوده و غير پيوند . مولكول استراپتاويدين متصل مي شود

ن را مشاهده آرنگ كنژوگه كرد تا بتوان  با استراپتاويدين را مي توان
 .نمود

دين در اين استرپتاو- ستفاده از سيستم بيوتينعلت ا
از  FITC .است FITCكار،افزايش تعداد مولكولهاي 

در  خصوصاًمشتقات فلورسئين است كه كاربردهاي زيادي 
مولكول اصلي آن فلورسئين است كه . فلوسايتومتري دارد

يك گروه فعال ايزوتيوسيانات جايگزين اتم هيدروژن در 
طول موج برانگيختگي و . هاي آن شده استيكي از حلقه

نانومتر بوده و رنگ  519و  495انتشار اين مولكول در 
  .دهدميسبز 

متصل است كه با  FITCهر استرپتاويدين به چندين 
شكل ( دهدسيستم را افزايش مي كارآييافزايش فلورسانس 

7(.  

  
. به كاوشگر آشكارسازي -FITCاتصال استرپتاويدين -7ل شك

متصل كرد تا   FITCاستراپتاويدين را مي توان به چندين مولكول 
 كرويمبه عبارت ديگر وجود يك مولكول . سيستم افزايش يابد كارآيي

RNA  ندين مولكول چباFITC   متصل شده به استراپتاويدين
  . مشاهده مي شود

سيستم  ،پس از افزودن استرپتاويدين و اتصال آن به بيوتين
-شستشو داده مي SDSو   Tween 20حاوي SSCبا بافر 

شود تا از حذف پيوندهاي غير اختصاصي و مولكولهاي 
  .اطمينان حاصل شود  PDMSاسترپتاويدين متصل شده به 

  و تثبيت  منظور  به  ميكروفلويديك  تراشه   از  استفاده
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پس از تثبيت كاوشگر :  miR 486و   miR 21شناسايي 
كاوشگر با  3̕، انتهاي )4شكل (  GPTMSگيرنده به لينكر 

كه در  مكمل مي باشد و در صورتي  miRNA 3̕انتهاي 
ن متصل آوجود داشته باشد به  RNA كرويمسيستم 

 ءبه عنوان عامل احيا DTTپس از اين مرحله از . شودمي
  S₌Sگروه دي سولفيد  يتا باعث احيا شدكننده استفاده 

شكار سازي از استرپتاويدين متصل به آجهت  سپس. گردد

FITC  به صورتيكرسكوپ فلورسانس م با  و شد استفاده 
  .)8شكل ( شد لايه يا نقاط سبز رنگ ديده 

استفاده از سامانه ميكروفلويديك باعث افزايش سرعت و 
كاهش مصرف مواد شده و همچنين مي توان تعداد كمتري 

اين امر در اوايل سرطان . را نيز مشاهده كرد RNA كرويم
انتشار يافته بسيار كم است بسيار  RNA كرويمكه ميزان 

  . اهميت دارد

  
  )10Xبزرگنمايي .(درون كانالهاي تراشه FITCحضور  الف-8ل شك

  
نشان از تثبيت موفقيت آميز  PDMSوجود لكه هاي سبز رنگ بر روي سطح  )20Xبزرگنمايي .(تراشه هايدرون كانال FITCحضور  ب-8شكل 

 تأييداصلاح سطح  كارآييلذا . بعد از هر مرحله شستشو وجود دارد و چنانچه ماده ايي متصل نشده باشد با شستشو از بين مي رود. دارد RNA كرويم
  .و سيستم آماده استفاده از مايعات بيولوژيكي نظير پلاسماي افراد را دارد

  نتيجه گيري

  بافت يوپسيشامل ب غالباًسرطان  صيموجود تشخ روشهاي

.  ي بر پايه پردازش تصاوير استتكنيكهاي و سرطان
 عاتيدر ما يتهاجم ريغ ينشانگرها افتنيپژوهش جهت 
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  هاينهياز زم يكيتومور،  صيتشخبه منظور  بدن 
يكي از  .سرطان است قاتيرو به رشد در تحق تحقيقاتي

از  هدف. مي باشد RNA كرويماين نشانگرهاي موجود 
 اصلاح خصوصيات سطح جهت تثبيت، مطالعه  نيا

نشان  جينتا. ها بود RNA كرويم يو آشكارساز يجداساز
دهد كه اصلاح خصوصيات سطح به خوبي و موفقيت يم

 ستميس نيها توسط ا RNA كرويم آميز انجام شد تا بتواند 
  قيتحق نيمراحل ا يكل يشما. شوند  يجداساز يبه خوب

 GPTMSدر ابتدا لينكر .  داده شده استنشان  9در شكل 
حضور اين لينكر جهت اتصال  .دشتثبيت  PDMSبر سطح 

سپس . الزامي است  PDMSبه رندهيگكاوشگر 
در  DNAاين تك رشته . گرديدكاوشگرگيرنده به آن اضافه 

خود با  يازده  3´يازده نوكلئوتيد ابتدايي در سمت 
بنابراين . ، مكمل است RNA كرويم 3´ ييابتدا نوكلئوتيد
به سيستم، بين اين دو رشته اتصالات  RNA كرويمبا ورود 

 كرويمعدم امكان نشاندار كردن  به دليل. شدعرضي برقرار 
RNA  گرديداز يك كاوشگر جهت آشكارسازي استفاده. 
 RNA كرويممكمل قسمتي از نيز كاوشگر گيرنده  اين

در اين . شوداست و در صورت حضور به آن متصل مي
بين دو كاوشگر به صورت ساندويچي  RNA كرويمهنگام 

حاوي  3´كاوشگر آشكارسازي در انتهاي . تثبيت شد

جهت آشكارسازي نهايي از . مولكول بيوتين است
با اتصال . استفاده شد  FITCاسترپتاويدين متصل به 

استرپتاويدين به بيوتين موجود در كاوشگر آشكارسازي 
  .گرديديت ؤسيستم قابل ر

  
  شماي كلي مراحل انجام كار -9شكل 
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Abstract 

Circulating miRNAs have also been proposed as novel biomarkers for diagnosis and 
even prognosis of cancer. Due to the non-invasive access, in addition to before 
metastase early detection, the use of these molecules can reduced injuries of patients. In 
this study, the biosensor was designed to isolate circulating mi RNAs by microfluidic 
system. The design was based on the isolation of two miRNAs (miR-21 and miR-486), 
which have been described in papers as miRNAs with potential to diagnosis of lung 
cancer. In this system, miRNA isolation is performed using a capture probe (single-

strand DNA), immobilized by GPTMS linker on PDMS surface. By attaching of 
microRNA to this probe, the second probe that was biotinilated DNA complement to 
upper portion of microRNA, attaches to it and creates a sandwich structure. Eventually, 
trapped microRNA between two probes was detected by FITC- streptavidin. 
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