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ن یآفلاتوکس یابیرد يد برایجد یشده به عنوان پروب مولکولآپتامر کوتاه DNA یمعرف
1B یمحاسبات يسازهیشب يهاکیبه کمک تکن  
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  دهیچک
 هاييباد یدر حد آنت یتیشوند قادرند مولکول هدف را با اختصاصیکه تحت عنوان آپتامر شناخته م RNAا ی DNAتک رشته  يهایتوال

آنها با  یوزن مولکول يکوچک و تفاوت بالا هايها در گروه مولکولنیکوتوکسیما يرین وجود قرارگیند. با اینما یابیمونوکلونال رد
 یبه توال یابیحاضر با هدف دست یآنها شده است. در بررس يبرا يآپتامر هايپروب یدر معرف يجد یل به چالشیتبد يآپتامر هايیتوال

) براساس 1Libه(یاول يدیگونوکلئوتیک کتابخانه الیک یتتم ژنی)، ابتدا به کمک الگور1B )AFB1ن یآفلاتوکس يتر براد و کوتاهیجد يآپتامر
 AFB1به مولکول  1Libکتابخانه  يآپتامر هايید. قدرت اتصال توالیگرد ی) طراح,1B )bp 50 Apt1ن یآفلاتوکس یاختصاص يآپتامر یتوال

ر داده ییکوتاه کردن تغ ي) و با استراتژ2Libد(یجاد کتابخانه جدی) با هدف اC52(يآپتامر ین توالیو بهتر یابیارز ینگ مولکولیبا روش داک
 T-C52 شدهکوتاه يآپتامر یتوال یمنجر به معرف AFB1از نظرقدرت اتصال به مولکول  2Libکتابخانه  يآپتامر هايیتوال يشد. غربال مجاز

و  یک مولکولینامید سازيشبیه هايبا روش AFB1و مولکول  C52-T يو نوع تعاملات درکمپلکس آپتامر يدارید. پایگرد bp 19با طول 
MM-PBSA يآپتامر هايیتوال ين ثابت اتصال برایج حاصل از تخمیقرار گرفت. نتا یمورد بررس C52 ،C52-T  وApt1  با روش

 هايکیکنترسد که میبود. به نظر  ياانهیج مطالعات درون رایافته طلا در مطابقت کامل با نتایر نییبر نانوذرات تغ یمبتن یسنجرنگ
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Abstract 
Single strand DNA or RNA known as aptamers, are able to detect the target molecule with specificity at the 
monoclonal antibody level. However, the placement of mycotoxins in small molecule groups and their high 
molecular weight differences with aptamers have become a serious challenge in introducing aptameric 
probes for them. In the present study, in order to achieve a new and shorter aptameric sequence for aflatoxin 
B1 (AFB1), an initial oligonucleotide library (Lib1) was designed based on the sequence of a known AFB1 
aptamer (named Apt1, 50 bp) using the genetic algorithm. The best aptamer from the Lib1 library was 
selected based on the molecular docking results and has been modified to create a new library (Lib2) using 
the truncating strategy. Virtual screening of the Lib2 library in terms of their binding affinity over AFB1 
molecule led to obtain the truncated aptamer, C52-T, with 19 bp in length. Type of interaction and stability 
of C52-T-AFB1 complex were investigated using molecular dynamics simulations (MD) and MM-PBSA 
method. The affinity constant of C52, C52-T and Apt1 aptamers over AFB1 were estimated through 
unmodified gold nanoparticle-based colorimetric assay. The experimentally founding and in silico results 
were completely consistent. It seems that the computational techniques have the great potential to introduce 
sensitive molecular probes to design specific mycotoxins aptasensors.
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  مقدمه
دو حلقـه فـوران    يدارا ییایمیاز نظر ش ـ هانیآفلاتوکس
یین مرتبط با سـرطانزا یگروه کومارک یت و یمرتبط با سم 

بـات  یک ترکیدر گروه  1Bن یآفلاتوکس قرارگیريباشند. می
 هـــايآلـــودگی آن از يدرصـــد 75 ســـرطان زا و ســـهم

 & Stroka( دام خـوراك  و غـذایی  مـواد  در آفلاتوکسـینی 

Anklam, 2002 (يبه ابزارها یابیدست يمنجر به تلاش برا 
آن شـده اسـت. در    يو قابل کاربرد در محل برا یصیتشخ
 ـرد يبـه تکنولـوژ   یابیدست ير تلاش برایاخ هايسال  یابی
 هــايدر محــل منجــر بــه توســعه روش هــانیکوتوکســیما

فلورســنت  یابیــ)، ارزELISA(زا یــماننــد الا یتکیآنــال
 ـ)، ارز1FPIA( يمنولـوژ یبر ا یون مبتنیزاسیپولار  هـاي یابی

 یهمگ ـمنوسنسـورها شـده کـه    یز ایو ن یمنوکروماتوگرافیا
  ). Wang et al. 2011(باشند می يمنولوژیبر اصول ا یمبتن

، یکیمنولـوژ یا هايکیتکن يرغم سرعت و دقت بالایعل
 قیمـت  بودن ، بالايباد ید آنتیتول يستم زنده برایاز به سین

 اختصاصـی  بادي آنتی و مایکوتوکسین کامل ژن آنتی تولید
 سـختی  و بـودن  بـر  زمـان  نگهداري، دوره کوتاه بودن آن،

 یآنت در شیمیایی تغییرات ایجاد تیآن، محدود تولید فرایند
 يت سـاختار یو حساس بیوسنسور طراحی منظور به هايباد

ــه حــلال  ــا ب ــايآنه ــ ه ــتخراج   یآل ــتفاده در اس ــورد اس م
 هـاي تکنیـک  عملی کاربرد اصلی از موانع هانیکوتوکسیما

ــمــذکور در رد ــه شــمار  هــانیکوتوکســیما یابی ــیب  رودم
)Huang et al. 2012 .(ایجـاد  با فوق مشکلات از بسیاري 

 حــال عــین در و باشــد داشــته ســنتتیک منشــا کــه پروبــی
 بالایی در برابر مولکول هـدف  اتصال قدرت و اختصاصیت

 تـا  شـده  باعـث  مسـئله  همـین . است رفع قابل باشد داشته
 جـایگزین  یـک  عنـوان  بـه  آپتامرها جدید نسبتا تکنولوژي

                                                      
1 Fluorescence Polarization Immunoassays 

 مـورد  بیوسنسـورها  سـاخت  در هـا بادي آنتی براي مناسب
  ).Mascini, 2009( گیرد قرار استفاده
تا  20( ايرشته تک و الیگونوکلئوتیدي توالی یک آپتامر

 از (SELEX)2 سـلکس  پروسه طی که است) دینوکلئوت 90
 متـوالی  هـاي چرخـه  طـی  و الیگونوکلئوتیدي کتابخانه یک

 سـاختار  بـه  شـدن  تبدیل با و آمده بدست تکثیر و انتخاب
 مولکـول  اختصاصـی  صـورت  به است قادر خود بعدي سه

 ییشناسـا  ).Tuerk & Gold, 1990( نماید ردیابی را هدف
 هـا نیکوتوکس ـیما يبـرا  یو اختصاص ـ يآپتـامر  هايیتوال
و  2008باشد کـه از سـال   می يدینسبتا جد یقاتینه تحقیزم

ن یاکراتوکس ـ يبـرا  یو اختصاص يآپتامر یتوال ییبا شناسا
)Cruz-Aguado & Penner, 2008ي) آغــاز شــده و بــرا 
 Mckeague etن (یزیچون فومون يگرید هاينیکوتوکسیما

al. 2010زیرالنون ،( )Chen et al. 2013(،  پـاتولین  )Wu 

. 2016et al(، ــین  1B  )NeoVentures آفلاتوکسـ

Biotechnology, 2013( 1 و آفلاتوکسینM  )(Malhotra 

et al. 2014 دا کرده است.یتوسعه پ  
بـا   ییت پروسه سلکس در انتخـاب آپتامرهـا  ینرخ موفق

ن زده یتخم ـ %50بـا  یتوان اتصال بالا به مولکول هـدف تقر 
در شـروع   يدی ـگونوکلئوتین کتابخانـه ال ییشود. تنوع پـا می
بـه   سلکس هايدر چرخه تنوع حفظ دشواري شات ویآزما
واکنش  یط الیگونوکلئوتیدي هايتوالی نامتعادل تکثیر لیدل

 ـاز دلا مـراز یپل ايرهیزنج نـد  ین فراییرانـدمان پـا   یل اصـل ی
 ـ). در اMayer et al. 2010شوند (میسلکس محسوب  ن ی

 هـاي در گـروه مولکـول   هـا نیکوتوکس ـیما قرارگیـري ان یم
 ـو تفاوت ز Mw<900 g/mol)کوچک (  یاد وزن مولکـول ی

 ـا یآنها با آپتامرها بر مشکلات انتخاب آپتامر اختصاص ـ ن ی
بات بـا اسـتفاده از پروسـه سـلکس افـزوده و      یروه از ترکگ

                                                      
2 Systematic Evolution of Ligands by Exponential 
Enrichment 
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بـا   يآپتـامر  هايیبه توال یابیت در دستیمنجر به عدم موفق
 & Ruscito(گــردد مــیآنهــا  يقــدرت اتصــال بــالا بــرا

DeRosa, 2016.(  
غلبـه بـر    يبـرا  کننـده  امیـدوار  هـاي استراتژي جمله از

و  نـد سـلکس  یفرا یط ـ هایمشکل از دست رفتن تنوع توال
 شـده سازيشبیه بلوغ کاربردي، روش آپتامرهاي به دستیابی

)3ISM (.از پـس  تکمیلـی  فرایند نوعی که روش این است 
 یـک  طـی  باشـد مـی  ژنتیـک  الگـوریتم  بر مبتنی و سلکس
 ژنتیـک  الگـوریتم  اپراتور سه از استفاده با و تکراري پروسه
و  اوور کـراس  شایسـتگی،  بهتـرین  بـا  افراد انتخاب (شامل
 آپتامري هايتوالی درون در بیشتر جستجوي امکان جهش)
 هـاي در روش مذکور تـوالی . فراهم نموده است را منتخب
ــامر ــس از تغ  يآپت ــلکس پ ــل از س ــحاص ــک  یی ــه کم ر ب
مـورد   یشـگاه یط آزمایک در شرایتم ژنتیالگور ياپراتورها

منتخـب مجـدداً    يآپتـامر  هـاي یقرار گرفته و توال یابیارز
 چنـدین  ارزیـابی  تـا  مراحـل  این. شوندمین چرخه یوارد ا
 شیهمچنـان منجـر بـه افـزا     که زمانی تا و هاتوالی از نسل
 اسـت  ادامـه  قابل شوند مطالعه مورد يآپتامرها اتصال توان

)Ikebukuro et al. 2005 .(  
موثر بـه منظـور کـاهش مشـکلات      يگر راهکارهایاز د

 یبـا وزن مولکـول   یبـات یترک يبرا یانتخاب آپتامر اختصاص
اســـتفاده از کتابخانـــه  هـــانیکوتوکســـین ماننـــد ماییپـــا
باشد که منجـر بـه   میتر کوتاه هايیبا توال يدیگونوکلئوتیال

ش یکاهش تفاوت وزن آپتـامر و مولکـول کوچـک و افـزا    
  ).Neves et al. 2015گردد (میند سلکس یفرا ییکارا

ــال آزما ــه یشــگاهیغرب ــايکتابخان ــگونوکلئوتیال ه  يدی
ــ هــاييحاصــل از کــاربرد اســتراتژ ــوغ  یمختلف چــون بل

و  هـا یازمند سنتز تمام تـوال ین يسازا کوتاهی شدهسازيشبیه

                                                      
3 In Silico Maturation (ISM) 

ط یقدرت اتصال آنهـا بـه مولکـول هـدف در شـرا      یابیارز
 بسیاري براي زمان و هزینه نظر باشد که ازمی یشگاهیآزما
 بررسـی  همچنـین . نیسـت  صرفه به مقرون آزمایشگاهها از

 هـدف  مولکـول  و آپتامرها میان ممکن تعاملات از بسیاري
ــق از ــايروش طری ــذیر امکــان محــض آزمایشــگاهی ه  پ
  ). Cowan et al. 2000(باشد مین

 هـاي کمک تکنیـک  آپتامري به هايغربال مجازي توالی
 غیـر  مانند داکینگ و دینامیک مولکولی نقـش  ايرایانهدرون
 آنکـه  بـدون  دارنـد  هامکانیزم سازيشفاف در انکاري قابل

ــتلزم ــه صــرف مس ــند ايهزین ــه دانشــی. باش ــاس ک  براس
 سازيشبیه و مولکولی داکینگ مانند کامپیوتري هايتکنیک
 سـازي شـبیه  عنوان تحت شودمی مولکولی حاصل دینامیک
 شـدت  بـه  کـه  شـود می شناخته) In silico( ايرایانهدرون
 کـاملی  تصویر هم کنار در و بوده آزمایشگاهی نتایج مکمل

ایجــاد  بیومولکــولی هــايسیســتم مکانیســم و عملکــرد از
  ).Li et al. 2014( کنندمی

چـون   یعیدر صنا یمحاسبات هايکیاگر چه کاربرد تکن
 ییدر شناســا یر نقــش اساســیــدر دو دهــه اخ ســازيدارو
 ـجد ي، کشف و توسعه داروهاهايماریزم بیمکان د داشـته  ی

در  یهـای کی ـن تکنیکـاربرد چن ـ ) اما Taylor, 2015است (
 ـهنـوز   یاهیگ یشناس يماریعرصه ب  یقـات ینـه تحق یک زمی

شود که کمتـر مـورد توجـه قـرار     مید محسوب یار جدیبس
 ـن جدیتوالکسیک فی ییگرفته است. شناسا ت ید بـا خاص ـ ی

بلاسـت بـرنج    يمـار یدر برابـر قـارچ عامـل ب    یضد قارچ
)Yang et al. 2002(، ســاختار و عملکــرد  ســازيشــبیه

 ـن عامل مقاومـت بـه بلا  یپروتئ  ـت باکتری ) xa5(بـرنج   ییای
 Xanthomonas oryzae pv. oryzae )Dehury etاز  یناش

al., 2013بـه عنـوان    1فسفات سنتتاز-6-ترهالو یی)، شناسا
 یومعرف ـ Magnaporthe oryzaeمولکول هدف در قـارچ  

)، Xue et al. 2014م مـذکور ( یآنز يبات بازدارنده برایترک
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بررسی تعامـل فیتوالکسـین گیـاه کلـم در برابـر برخـی از       
از قبیـل بتـا    Alternaria brassicicolaقـارچ   هايپروتئین

دسـتیابی بـه    هدف با ABC transporter ز وتوبولین، کیتینا
چنـد   یمعرف ،)Pathak et al., 2016ترکیبات ضد قارچی (

ــرا   ــش ب ــد ک ــد   ينمات ــرل نمات  Bursaphelenchusکنت

xylophilus )(Shanmugam et al., 2018  طراحـــی و
 ,.Jokar et alآپتانانوسنسـور ردیـابی کننـده اسـتامپیرید (    

داکینـگ  ا روش ) بJokar et al., 2016) و دیازینون (2015
ــولی   ــک مولک ــولی و دینامی ــال مولک ــایمث ــاربرد  یه از ک

 یاهپزشـک یدر عرصه گ سازيشبیهو  یمحاسبات هايکیتکن
  شوند.میمحسوب 

ــا هــدف معرفــیــا و  یآپتــامر اختصاصــ ین پــژوهش ب
ــاه ــدهکوت ــرا ش ــ يب ــول آفلاتوکس ــک  1Bن یمولک ــه کم ب
 ـانجـام گرد  یو محاسـبات  ايانـه یرادرون هـاي ياستراتژ د. ی

 ـجد يآپتامر یقدرت اتصال توال  يآپتـامر  هـاي ید و تـوال ی
 یشـگاه یط آزمایدر شـرا  1Bن یوالد به مولکول آفلاتوکس ـ

 سه شد.یمقا ايانهیراج درونیو با نتا يریگاندازه

  هامواد و روش
  )In silico( ايانهیرامطالعات درون

بـا اسـتفاده از    )Lib1کتابخانه الیگونوکلئوتیدي ( ایجاد
   ISM روش

 ـرفت یکه قبلا صورت پذ یدر کار پژوهش ک کتابخانـه  ی
سـازي  شـبیه ) به کمک روش بلوغ Lib1( يدیگونوکلئوتیال

و  يآپتـامر  یشتر در درون توالیب يو با هدف جستجو شده
ــ ــ یاختصاصـ ــت   1Bنیآفلاتوکسـ ــت پتنـ ــماره ثبـ (شـ

(Apt1;PCT/CA2010/001292 ان ذکـر  ید. شـا یجاد گردیا
جـاد کتابخانـه   یو ا Apt1است که تغییر در تـوالی آپتـامري  

با برنامه نویسی الگوریتم ژنتیک در محیط  يدیگونوکلئوتیال

از  گیـري و بهـره   (MATLAB R2013B)نرم افزاري متلب
ک شامل جهش تک نقطه یتم ژنتیمختلف الگور ياپراتورها

تــک نقطــه، دو نقطــه و  ينگ اوورهــایو دونقطــه و کراســ
ــ ــاز    یونی ــال مج ــود. غرب ــده ب ــام ش ــه  يفرم انج کتابخان
انجـام و   ینگ مولکـول یبه کمک داک Lib1 يدیگونوکلئوتیال

اتصـال و نـوع    يزان انـرژ ی ـم براسـاس  يآپتـامر  هايیتوال
شـده   سـازي مرتـب  1Bن یتعاملات بـا مولکـول آفلاتوکس ـ  

  ).Mousivand et al. 2020بودند (

ــدي ــه الیگونوکلئوتی ــا اســتراتژي  2Libایجــاد کتابخان ب
  سازيکوتاه

 ین تـوال ی، بهتـر يج حاصل از غربال مجـاز ینتا براساس
ــامر ــه  يآپتـ ــرا 1Libدر کتابخانـ ــه  یا يبـ ــاد کتابخانـ جـ

) مورد اسـتفاده قـرار گرفـت.    2Libد(یجد يدیگونوکلئوتیال
 ی، تـوال تـر کوتـاه  يآپتـامر  هـاي یبه تـوال  یابیبا هدف دست

ر داده شـد و  یی ـتغ سـازي کوتاه يمنتخب با استراتژ يآپتامر
که از نظـر طـول بـا     يآپتامر هايیاز توال يدیکتابخانه جد

  د. یجاد گردیگر متفاوت بودند ایکدی

 هـاي یتـوال  يو سـه بعـد   يسـاختار دو بعـد   ینیبشیپ
  يآپتامر

در کتابخانــه  يآپتــامر هــايســاختار ثانویــه تــوالی  
ــتراتژ  ــدي حاصــل از اس ــاه يالیگونوکلئوتی ــازيکوت ــا  س ب

در  4و کـاربرد تـابع مـی نـیمم انـرژي آزاد       Mfoldافزارنرم
 ولارو غلظت صـفر م ـ  Na+مولار  کی، غلظت C◦37دماي 

+2Mg گردید ( بینیشیپZuker, 2003.(   ساختارهاي ثانویـه
آپتــامري از نظــر حــداقل انــرژي آزاد تشــکیل  هــايتــوالی

                                                      
4 Free Energy Minimization Function 
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و همین طور تنوع ساختار با یکـدیگر   G∆)( 5هیساختارثانو
  مقایسه شدند.
 يساختار سه بعدي هر توالی آپتـامر  بینیشیپ به منظور
 ير نـرم افـزا  یمـذکور از مس ـ  يدیگونوکلئوتیدر کتابخانه ال

 ,Jeddi & Saizو همکـاران (  يتوسـط جـد   شـده شنهادیپ

رات استفاده شد. به طور خلاصه پـس  ییتغ ی) با اندک2017
بـا نـرم افـزار     يآپتـامر  یه هر توالیساختار ثانو بینیشیاز پ

Mfold  ــدي ــه بع ــوالی    ssRNA، ساختارس ــر ت ــادل ه مع
 RNA composer )Popendaالیگونوکلئوتیدي با نرم افزار 

et al. 2012با نرم  هاانرژي ساختار سازيو بهینه بینی) پیش
) انجام شد. تبدیل Chimera )Pettersen et al. 2004افزار 

و  ssDNAبه سـاختار سـه بعـدي     ssRNساختارسه بعدي 
 MOE )MOEانرژي ساختار نهایی با نرم افزار  سازيبهینه

  ). Mousivand et al. 2020) انجام شد(2013.08

از نظر قدرت اتصال به  يآپتامر هايیتوال يغربال مجاز
   1Bن یآفلاتوکس

ــابی تما ــارزی ــوالی لی ــايت ــول    ه ــه مولک ــامري ب آپت
 بـا مجازي و  يبا استفاده از فرایند غربالگر 1Bآفلاتوکسین 
. (Morris et al. 2009)گردید انجام یمولکول نگیروش داک

 بـه  آپتـامري  هـاي تـوالی  يبعـد  سـه  ساختار فرایند این در
 عنـوان  بـه B1 آفلاتوکسـین  و ناپـذیر  انعطاف گیرنده عنوان
 بعـدي  سـه  سـاختار . ندشـد  معرفـی  پـذیر  انعطـاف  لیگاند

.PubChem ) https://pubchem از پایگـاه  1B آفلاتوکسین

ncbi.nlm.nih.gov ( انـرژي   سـازي دریافت و پس از بهینـه
به عنوان لیگاند استفاده گردید. جعبه  Chimeraبا نرم افزار 

 بـین  فاصـله  و شـد  سـاخته  126×126× 126گرید با ابعاد 
 گرفتـه  نظر در آنگستروم 375/0 باکس دهنده تشکیل نقاط

                                                      
5 Minimum Free Energy of Secondary Structure 

Formation 

 د،یگر جعبه از تربلند یطول با يآپتامر هايیتوال يبرا. شد
 نـرم  از اسـتفاده  با مولکولی داکینگ. گردید ایجاد باکس دو

 /AutoDock 4.2.0 (http:/ /www. scripps.edu افـزار 

mb/olson /doc / autodock)     انجام شد. براي هـر بـاکس
 الگـوریتم  اجراهاي تعداد 1Bآفلاتوکسین-ازکمپلکس آپتامر

 تعــداد حــداکثر، 150 جمعیــت افــراد انــدازه، 100 ژنتیــک
 نـرخ ، 27000 هـا نسل تعداد ماکزیمم، 2500000 هاارزیابی
. شـد  گرفته نظر در 8/0 اوور کراسینگ نرخ و 02/0 جهش
 نیفراوانتـر  آپتـامري،  تـوالی  هر براي داکینگ انجام از پس

 کمتـرین  و اتصـال  انرژي میزان ینترپایین با کونفورماسیون
 یتـوال  نیبهتـر ) انتخـاب شـد.   ik( بازدارنـدگی  ثابت میزان
انرژي اتصال، نـوع تعـاملات (پیونـدهاي     براساس يآپتامر

الکتروسـتاتیک و هیـدروفوبیک)، میـزان ثابـت     هیدروژنی، 
 جهــت. شــد انتخــاباتصــال  جایگــاه) و ikبازدارنــدگی (

 1Bبررسی انواع تعاملات بین آپتامر و مولکول آفلاتوکسین 
اسـتفاده   )Discovery studio)Biovia, 2015 از نـرم افـزار  

به عنوان فایل  1Bآفلاتوکسین -منتخب کمپلکس آپتامر شد.
دینامیـک مولکـولی مـورد     سـازي شبیهورودي در مطالعات 
  استفاده قرار گرفت. 

  دینامیک مولکولی سازيشبیه

در  1Bآفلاتوکسـین  -منتخـب  آپتـامر کمـپلکس   يداریپا
دینامیـک   سـازي شـبیه نـانو ثانیـه بـا روش     50مدت زمان 

مولکولی مـورد مطالعـه قـرار گرفـت. بـه منظـور بررسـی        
پایداري کمپلکس نهایی و تعیین نوع تعاملات بین آپتامر و 

 Gromacs 5.1.2از پکــیج گــرومکس   1Bآفلاتوکســین 
)(Berendsen et al. 1995  ــر ــدان نیـــروي آمبـ و میـ
)amber99sb-ildn( )Perez et al. 2007 .اســتفاده شــد (

ــدل پارامترهــاي  محاســبه swissparam پایگــاه توســط یگان
). با حفظ شرایط مرزي متناوب Zoete et al. 2011شدند (
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در مرکـز   1Bآفلاتوکسـین  -در تمام جهات، کمپلکس آپتامر
یک باکس به شکل دودکاهدرون و درون محلـول آبـی بـه    

 قرارداده شد. فاصله کمپلکس با لبـه بـاکس   TIP3Pفرمت 

nm1   کلـی سیسـتم بـا جـایگزینی      در نظر گرفته شـد. بـار
خنثی شـد. بـراي    Cl -و Na + هايآب با یون هايمولکول

محاسبه کامـل تعـاملات الکتروسـتاتیک دور بـرد از روش     
).  1993et alDarden .استفاده شد ( 6مش ایوالد –پارتیکل 

تا رسیدن  Steepest descentانرژي کل سیستم با الگوریتم 
به حداقل رسـانده شـد.    kJ/mol/nm 1000به مقدار انرژي 

 سـازي شـبیه پیکـو ثانیـه تحـت     20سپس سیستم به مـدت  
ــا هنگــرد کانونیــک  ــت.  7دینامیــک مولکــولی ب ــرار گرف ق

و  8دینامیک مولکولی با هنگرد کانونیـک بـزرگ   سازيشبیه
اعمال شرایط مرزي متناوب ادامـه داده شـد. بـراي کنتـرل     

ن اسـتفاده  فشار سیستم از ترموستات و باروسـتات برندس ـ 
) LINCSشد. طول پیوندها با به کارگیري الگوریتم لینکـز ( 

محــدود شــدند. در نهایــت  fs1 گیــريو بــا زمــان انتگــرال
نـانو ثانیـه در    50دینامیک مولکـولی بـه مـدت     سازيشبیه

درجه کلوین و فشـار یـک بـار انجـام شـد. بـه        300دماي 
هـت  و ج VMDمنظور مشاهده و آنالیز نتایج از نـرم افـزار   

دینامیـک   سـازي شبیهاز اکسل استفاده شد.  هاترسیم گراف
 16نـوکس بـا   یتحت ل ين مجازیمولکولی با استفاده از ماش

هســته پردازنــده در مرکــز ابــر رایانــه دانشــگاه امیــر کبیــر 
http://hpcrc.aut.ac.ir .انجام شد  

                                                      
6 Particle Mesh Ewald (PME) 
7 Canonic Ensemble (NVT) 
8 Grand Canonic Ensemble (NPT) 

MM-آزاد اتصـال بـا اسـتفاده از روش     يمحاسبه انـرژ 

PBSA9  

 1Bقدرت اتصال آپتامر منتخب به مولکول آفلاتوکسـین  
 سـازي شـبیه انـرژي آزاد اتصـال در طـول     گیـري با انـدازه 

-MMبـا نـرم افـزار گـرومکس و روش      یک مولکولینامید

PBSA قرار گرفـت (  ترمورد بررسی دقیقKumari et al. 

، اجــزاي یبــراي کمــپلکس آپتــامري مــورد بررســ ).2014
 هــايال شــامل بــرهمکنش مختلــف انــرژي آزاد اتصـ ـ 
وانــدروالس، انــرژي   هــاي الکتروســتاتیک، بــرهمکنش 

 50حلالپوشی قطبی و انرژي حلالپوشی غیر قطبی در طول 
شـد.   گیـري انـدازه  یک مولکـول ینامید سازيشبیهه ینانو ثان

 MM-PBSAشــایان ذکــر اســت کــه بــا اســتفاده از روش 
دهنده انرژي آزاد اتصال براي نوکلئوتیدهاي تشکیل  ياجزا

ــین   ــول آفلاتوکس ــا مولک ــپلکس ب ــامر در کم ــن  1Bآپت ز ی
و نوکلئوتیــدهاي مــوثر در برقــراري واکــنش  گیــريانــدازه
  ز مشخص گردیدند.  یاتصالی ن

  مطالعات آزمایشگاهی
  آزمایشگاهی و دستگاهها مواد

 Gold (III) chloride شـامل  آزمایشـگاهی  مـواد  تمـام 

trihydrate، )7O3Na5H6Sodium Citrate (C، Sodium 

Chloride (NaCl) 1 آفلاتوکســین وB ــانی از  ســیگما کمپ
 از ايخانـه  96 هـاي پلیت). Italy, Milan( شدند خریداري
 آپتامري منتخـب  هايتوالی. شدند خریداري Nunc کمپانی
 در TAG Copenhagen A/S  )(Denmarkکمپـانی  توسـط 
 بـه  شـدند.  سـنتز µM 100نهـایی  غلظـت  و µM2/0 مقیاس
 دستگاه از مرئی محدوده در جذبی طیف گیرياندازه منظور

                                                      
9 Molecular Mechanics – Poisson Boltzmann Surface 

Area (MM-PBSA) 
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 تمـام  در. شـد  اسـتفاده ) Tecan, Swiss( ریدر میکروپلیت
 سیسـتم  توسـط  )کهMΩ18( خالص فوق آب از آزمایشات

 ,Millipore(گردیــد اســتفاده بــود ه شــدهیــکیــو ته میلــی

Bedford, MA, USA.(  

  سنتز نانو ذرات طلا

نـانومتر،  13 یب ـیقرجهت سنتز نانو ذرات طلا بـا قطـر ت  
 Aqua regiaدر محلـول   قرارگیـري تمـام ظـروف پـس از    

قه بـا آب مقطـر   یدق 15) به مدت 3HCl/HNO 1:3(نسبت 
میلـی لیتـري میـزان     250شسته شدند. سپس در یک ارلـن  

mL 98  آب مقطر وmL 2  4از محلولHAuCl )mM 50 (
شـد تـا   مـی با هم مخلوط و در حالیکه با مگنت به هم زده 

 mL 10زمان به جوش آمدن حرارت دید. پـس از افـزودن   
 20)، حـرارت دهـی تـا    mM 38محلول سـیترات سـدیم (  

دقیقه دیگر و تغییر رنگ سوسپانسیون به قرمـز ادامـه پیـدا    
شد تا خنک شدن میکرد. سپس ارلن در حالیکه به هم زده 

بـا   شـده در دماي اتاق نگهـداري گردیـد. نـانوذرات سـنتز    
 4نانومتر تا زمان استفاده در دمـاي   520جذب در  ماکزیمم

  . (Luan et al. 2015)وس نگهداري شدندیدرجه سلس

منتخــب بــا روش  يارزیــابی قــدرت اتصــال آپتامرهــا
  10افته طلایر نییبر نانوذرات تغ یمبتن سنجیرنگ

 1Lib ،2Libمنتخب از کتابخانه  يقدرت اتصال آپتامرها
 1B) به مولکول آفلاتوکسین Apt1ه و والد(یز آپتامر اولیو ن

افتـه طـلا   یر نیی ـبر نـانوذرات تغ  یمبتن سنجیرنگبا روش 
)Luan et al. 2015( ـمورد ارز   50قـرار گرفـت. ابتـدا    یابی

) بـا  nM 1000و  400، 200 هايمیکرولیتر آپتامر (با غلظت
ــین   50 ــر آفلاتوکس ــت 1Bمیکرولیت ــه ng/ml 10(غلظ ) ب

بـه مـدت پـنج دقیقـه در      میکروپلیت اضـافه و  هايچاهک
                                                      

10 Unmodified AuNPs based colorimetric assay 

میکرولیتــر  50دمــاي اتــاق انکوبــه شــد. پــس از افــزودن  
ون پـنج  ی) به محلول مذکور انکوباس ـGNPsنانوذرات طلا (

 10افــت. در مرحلــه بعــد بــه آرامــی یگــر ادامــه یدقیقــه د
ثانیه  60) به هر چاهک افزوده شد و NaCl )M1میکرولیتر 

ــوج    ــول م ــذب در ط ــزان ج ــد می ــا  620و  nm 540بع ب
شد. پـس از محاسـبه نسـبت     گیريمیکروپلیت ریدر اندازه

 )به کمک نـرم افـزار  aK، ثابت اتصال (nm 540/620جذبی 
Origin pro 8.6.1     و آنالیز رگرسیون غیـر خطـی و معادلـه

  محاسبه شد. 11اتصال اختصاصی تک جایگاهی 

  نتایج
بـا   1Bتوالی آپتامري اختصاصی آفلاتوکسین  سازيبهینه

  ISMروش 

ــه ال ــگونوکلئوتیکتابخانـ ــور  يدیـ ــل از الگـ تم یحاصـ
) Mousivand et al. 2020(ی) در مطالعـه قبل ـ Lib1ک(یژنت

قدرت اتصـال بـه    براساسبود که  يآپتامر یتوال 65شامل 
 ینگ مولکـول یو به کمک روش داک 1Bنیمولکول آفلاتوکس

 يانـرژ  ینگ مولکـول یج داکینتا براساسغربال شده بودند. 
 12یبا ساختار لوپ هارپین Apt1)امري والد(اتصال توالی آپت

ــرآورد گردیــد. نوکلئوت -Kcal/mol 21/5معــادل  ــب  يدهای
G25،T26 وC27 ه لـوپ آپتـامر   ی ـدر ناح Apt1   بـه عنـوان
شـدند کـه بـا گـروه فـوران و       ییاتصال شناسا يگاههایجا

ــار ــیکوم ــول آفلاتوکس ــاز طر 1Bن ین مولک ــدهایق پی  يون
ــه ــو ه یدروژنی ــد. ک در یدروفوبی ــل بودن ــدر م تعام ان ی
 C52 يآپتـامر  یدر کتابخانه مذکور، توال يآپتامر هايیتوال

میزان انرژي اتصال، تعـداد پیونـدهاي هیـدروژنی،     براساس
ــول      ــا مولک ــاملات ب ــداد تع ــوع و تع ــال، ن ــاه اتص جایگ

                                                      
11 One site specific binding equation 
12 Hairpin Loop 
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ــین  ــالاتر 1Bآفلاتوکس ــه    نیب ــال را ب ــدرت اتص ــود ق خ
ــوال گــاهیجا .اختصــاص داد ــامر یاتصــال ت ــا C52 يآپت ، ب

لـوپ و شـامل    هی ـخارج از ناح ،13ساختار لوپ چند شاخه
 يدهای ـسـاقه و نوکلئوت  هی ـدر ناح C7و  G6 يدهاینوکلئوت

G39،C40  وT41 ــدر ناح ــک هی ــتهت ــود.   ايرش ــامر ب آپت
 کیدروفوبیه ،یدروژنیه يوندهایمذکور با پ يدهاینوکلئوت

 لی ـفـوران و کربون  ن،یکومـار  هايبا گروه کیو الکتروستات
 جدولو  1 شکل( در تعامل بودند 1B نیآفلاتوکسمولکول 

1.(  

                                                      
13 Multibranch Loop 
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از نظر جایگـاه اتصـال، نـوع و     1B) در کمپلکس با مولکول آفلاتوکسین b( T-C52) و C52 )a. مقایسه ساختار سه بعدي آپتامر 1شکل 

  تعداد تعاملات.
Fig 1. Comparison of three-dimensional structure of C52 and C52-T aptamers in complex with aflatoxin B1 
molecule in terms of binding sites, type and number of interactions. 

  
ــوال یا ــاد ت ــامر یج ــاه يآپت ــدهکوت ــ ش  یو اختصاص

  1Bن یآفلاتوکس

 سازيکوتاه يبا استراتژ يدیگونوکلئوتیجاد کتابخانه الیا
)2Lib(  

با هـدف کـاهش تفـاوت در انـدازه آپتـامر و مولکـول       
 یکوتــاه کــردن طــول تــوال ي، از اســتراتژ1Bن یآفلاتوکســ

، ینـگ مولکـول  یج داکینتـا  براساسد. یاستفاده گرد يآپتامر
 ی، به عنـوان تـوال  1Lib،C52کتابخانه  يآپتامر ین توالیبهتر

مورد استفاده قـرار   Lib)2د (یجاد کتابخانه جدیوالد جهت ا
 یتــوال 19، ســازيکوتــاه يگرفــت. بــا اســتفاده از اســتراتژ

 ـجاد گردیا C52آپتامر  یتوال براساسد یجد يآپتامر د کـه  ی
 هـاي یگر متفـاوت بودنـد. طـول تـوال    یکدیاز نظر طول با 

بود  bp40تا  10در محدوده  شدهجادیدر کتابخانه ا يآپتامر

 ـ 5'، 3' يدها از انتهـا ی ـکه با حذف نوکلئوت ا هـر دو انتهـا   ی
  ). 2 جدولجاد شده بودند(یا

  2Libدر کتابخانه  يآپتامر هايیتوال يغربال مجاز

بـه عنـوان    1Bن یمولکـول آفلاتوکس ـ  يساختار سه بعد
 ینـگ مولکـول  یر بـا اسـتفاده ازروش داک  یگاند انعطاف پذیل

داك  شـده کوتـاه  يآپتامر یهر توال يدرون ساختار سه بعد
ن یک فراوانتـــریـــتم ژنتیران الگـــور 100شـــد. پـــس از 

هـر   ياتصـال بـرا   يرژزان انین میترنییون با پایکونفورماس
اتصـال   يج، انرژینتا براساسد. یانتخاب گرد يآپتامر یتوال
تـا   -24/5در محدوده  2Libدر کتابخانه  يآپتامر هايیتوال
 ـگرفت و تنها میبر مول قرار  يلوکالریک -02/4  یک تـوال ی
 يآپتـامر  یسـه بـا تـوال   یدر مقا ياتصال بهتـر  يانرژ يدارا

Apt1 اتصـال،  يزان انرژیم براساس يآپتامر هايیبود. توال
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 .1Bدر کمپلکس با مولکول آفلاتوکسین  T-C52و  C52برهمکنش هاي موجود بین نوکلئوتیدهاي آپتامرهاي  1جدول 
Table 1. Principal interactions between residues of C52 and C52-T aptamers with AFB1 .    

Aptamer  Carbone and conventional hydrogen binding Hydrophobic interaction Electrostatic interaction 
H-Donor-H-Acceptor Pi-Orbitals- π/ σ /alkyl Negative-Pi-Orbitals 

C52-T G5:H1 - AFB1:O5 
G5:H1 - AFB1:O6 
AFB1:C3 - T14:OP2 
AFB1:C17 -C9:O2 
AFB1:C17 - C13:O2 

G15 - AFB1 
G15 - AFB1 
G15 -AFB1 
G15 - AFB1 

 

C52 G6:H21 - AFB1:O5 
G39:H21 - AFB1:O6 
C7:C4' - AFB1:O4 
AFB1:C17 - C40:O3' 
AFB1:C17 - T41:OP1 

G6:C2' -AFB1 
G39 - AFB1 
G39 - AFB1 
G39 - AFB1 

C7:OP1 -AFB1 

  
، تعداد نوکلئوتیدهاي سـایت  (Kcal/mol)بر اساس انرژي اتصال 2Lib. امتیاز داکینگ توالی هاي آپتامري کوتاه شده در کتابخانه 2جدول 

 وطول آپتامر.   1Bاتصال ، تعداد تعاملات آپتامربا مولکول آفلاتوکسین
Table 2. Docking score of the truncated aptamers in the library Lib2 based on binding energy (kcal/mol), the 
number of nucleotides in the binding site, the number of aptamer interaction with aflatoxin B1 molecule and 
aptamer length.  
Aptamer Binding energy 

(Kcal/mol) 
binding pocket Interaction with AFB1 

(Num.) 
Length 

(bp) 
Docking Score 

C52-10-5 -4.75 A2,C8,G3 8 10 3.12 
C52-20-5 -4.95 G9,T11,C10,T6 7 20 2.78 
C52-30-5 -5.24 G19,C20,T16 5 30 2.32 
C52-40-5 -5.03 G29,C30,T26 5 40 2.19 
C52-19-5 -4.58 G12,C4,C3 6 19 2.46 
C52-18-5 -4.45 C13,T5,T4,A10,G11 8 18 3.02 
C52-17-5 -4.51 C12,G10,A9 4 17 2.36 
C52-16-5 -4.02 A8,T16,T7 8 16 2.61 
C52-15-5 -5.11 G8,C14,T15,C10 5 15 2.83 
C52-10-3 -4.79 G5,A8,G6 3 10 2.74 
C52-20-3 -4.47 G10,T11,C13,G12 7 20 2.69 
C52-30-3 -4.55 G25,A8, 6 30 2.06 
C52-40-3 -4.93 G6,C7,C33,A8 6 40 2.45 
C52-19-3 -5.02 G5,T14,C9,C13,G15 9 19 3.18 
C52-18-3 -4.38 G15,T16,C17,G4 6 18 2.65 
C52-17-3 -4.62 T11,C13,G10,G12 7 17 2.81 
C52-16-3 -4.56 T11,G12,C13, 4 16 2.40 
C52-15-3 -4.55 G15,G4,T3 7 15 2.67 
C52-5-3 -4.44 G29,C30,T26,C28 13 30 2.98 

  
و نـوع   يآپتـامر  یاتصـال، طـول تـوال    هـاي گـاه یتعداد جا

 یاز ده ـی ـامت 1Bن یتعاملات آپتـامر بـا مولکـول آفلاتوکس ـ   
( کـه    C52-19-3 يآپتـامر  یج، تـوال ینتـا  براسـاس شدند. 

و  bp19معـادل   یشد) با طول يناگذار  C52-Tتحت عنوان

نـگ را  یاز داکی ـن امتیبالاتر -Kcal/mol 02/5اتصال  يانرژ
بـه   2Libدر کتابخانـه   يآپتامر هايیر توالیسه با سایدر مقا

و  شـده کوتـاه  يآپتامر یخود اختصاص داد و به عنوان توال
  ). 2د(جدول یانتخاب گرد 1Bن یآفلاتوکس یاختصاص
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 ـاز طر ینیبا ساختار لوپ هارپ  C52-Tيآپتامر یتوال ق ی
ــنوکلئوت ــک   G5 و T14 ،C9 ،C13 ،G15 يدهای ــه کم و ب

 هـاي بـا گـروه   یکیدروفوبی ـو ه یدروژنیه هايبرهمکنش
در  1Bن یمولکـول آفلاتوکس ـ  لی ـفـوران و کربون  ن،یکومار

  . تعامل بود
اگـر چـه منجـر بـه      C52-T يآپتامر یکاهش طول توال

ســه بــا مولکــول یوزن آپتــامر در مقا يبرابــر 62/2کــاهش 
شد اما در مقابـل منجـر بـه کـاهش تعـداد       1Bن یآفلاتوکس
ان ید. شـا یز گردیمذکور ن يآپتامر یتوال هايونیکونفورماس
ز ی ـاتصـال و ن  هـاي گـاه یکه برابر بودن تعداد جاذکر است 
 ینــوع و تعــداد تعــاملات در دو تــوال    یبــیتشــابه تقر

منجر بـه   1Bن یبا مولکول آفلاتوکس T-C52و  C52يآپتامر
ر یسـه بـا سـا   یدر مقا C52-Tنـگ آپتـامر   یاز داکیش امتیافزا
و شـکل   1د (جدول یگرد 2Libکتابخانه  يآپتامر هايیتوال

1.(  

ــوالی هــايویژگــی ــامیکی ت ــامري در  هــايترمودین آپت
    2Libو  1Lib هايکتابخانه

ــ ــیشیپ ــاختار ثانو بین ــس ــی ــیو یه و بررس ــايیژگ  ه
ــامیترمود ــوال یکینـ ــامر هـــايیتـ ــه  يآپتـ در دو کتابخانـ

 61/64نشـان داد کـه   Mfold با نرم افـزار   يدیگونوکلئوتیال
 در کتابخانه الیگونوکلئوتیـدي  يآپتامر هايیدرصد از توال

1ibL ،يدرصد دارا23/29داراي ساختار ساده لوپ هارپینی 
سـاختار   يز دارای ـدرصد ن 15/6ساختار لوپ چند شاخه و 

ل یتشـک  ين حـداقل انـرژ  یباشند. همچن ـمی 14یلوپ داخل
 1Lib يدی ـگونوکلئوتیکتابخانه ال ي) برا∆Gه (یساختار ثانو
کیلوکـالري بـر مـول قـرار      -30/11تـا   -20/2در محدوده 

 ـحضـور سـه نـوع سـاختار ثانو    گرفت. می  قرارگیـري ه و ی

                                                      
14 Internal Loop 

ک دامنه گسـترده نشـان دهنـده عملکـرد     یدر  ∆Gشاخص
جــاد تنــوع در کتابخانــه یموفــق الگــوریتم ژنتیــک جهــت ا

  بود. 1Libالیگونوکلئوتیدي 
ه یــو ســاختار ثانو یکینــامیترمود هــايیژگــیو یبررســ

نشان  2Lib يدیگونوکلئوتیدر کتابخانه ال يآپتامر هايیتوال
ساختار لـوپ سـاده    يدارا شدهکوتاه هايیداد که تمام توال

تـا   5/1آنها در محدوده  يبرا ∆Gبوده و شاخص  ینیهارپ
  رد. یگمیبر مول قرار  يلو کالریک -01/8

 يآپتـامر  هايیان ذکر است که کوتاه شدن طول توالیشا
ن آپتـامر و  یب یمولکول اگر چه منجر به کاهش تفاوت وزن

در  یار مهم ـیگردد کـه مسـئله بس ـ  مین یمولکول آفلاتوکس
بودن طـول   تررود اما بلندمیآپتاسنسورها به شمار  یطراح

را  يشـتر یب یونیرات کونفورماس ـیی ـجـاد تغ یآپتامر امکـان ا 
 يشـتر آپتامرهـا  ید. در واقـع امکـان تطـابق ب   ینمامیفراهم 

 هـاي یبـه تـوال   یابیبلندتر با مولکول هـدف، شـانس دسـت   
 Nevesدهد (میش یز افزایبا قدرت اتصال بالا را ن يآپتامر

et al. 2015.( د کـاهش تعـداد   یز مویحاضر ن یج بررسینتا
بــا قــدرت اتصــال بــالا بــه مولکــول  يآپتــامر هــايیتــوال

ــه  1Bن یآفلاتوکســ ــود. مقا 2Libدر کتابخان ــدرت یب ســه ق
بـا   یدر دو کتابخانه مـورد بررس ـ  يآپتامر هايیتوالاتصال 
 ـنشان داد که تنها  Apt1 يآپتامر یتوال  يآپتـامر  یک تـوال ی

سـه بـا   یدر مقا ياتصال بهتر يانرژ يداراLib2 در کتابخانه 
 هـا یدرصد از تـوال  84/53که یباشد در حالمی Apt1آپتامر 

در  ي) قدرت اتصـال بهتـر  bp50(با طول  1Libدر کتابخانه 
 هـاي سه با آپتامر والـد داشـتند. اگـر چـه در کتابخانـه     یمقا

ممکـن اسـت    سـازي کوتـاه  يحاصـل از اسـتراتژ   يآپتـامر 
ابـد امـا   یبهتر کـاهش   يآپتامر هايیبه توال یابیشانس دست

توانـد بـا   مـی  یهـای ن کتابخانـه یچن ـ يجاد و غربال مجازیا
 ـ يکه قدرت اتصال بهتـر  يترکوتاه يآپتامرها یمعرف د دارن

ت یبـا حساس ـ  تـر مـت یقارزان يوسنسورهایب یامکان طراح



 ۱۱۷-۹۹ :۱۳۹۹ سال / ۱ شماره / ۵۶ جلد / گياهي هايبيماري

111 111  
 

ن نوع آپتامرهـا بـه  یتوان از امیشتر را فراهم آورد. ضمنا یب

 
 C52(قرمـز)؛  بـراي آپتـامر     1Bدر حالت آزاد (آبی) و در کمـپلکس بـا آفلاتوکسـین    T -C52براي آپتامر  RMSD.نمودارهاي  2شکل 

  (بنفش) در طول زمان شبیه سازي. 1Bدرحالت آزاد (سبز) و در کمپلکس با آفلاتوکسین 
Fig 2. RMSD plots of the lone C52-T (Blue) and C52-T in complex with aflatoxin B1 (Red), the lone C52    
(Green) and C52 in complex with aflatoxin B1   (Purple), during the simulation time. 

  
چنـد   يآپتامر هايجاد پروبیدر ا يآپتامر يعنوان واحدها

واحده با قدرت اتصال چند برابر به مولکول هدف اسـتفاده  
  ). (Hasegawa et al. 2016نمود 

   یک مولکولینامید سازيشبیه

 ـز پایبا هدف بررسـی تغییـرات سـاختاري و آنـال      يداری
، 1Bنیو مولکـــول آفلاتوکســـ T-C52کمـــپلکس آپتـــامر 

دینامیک مولکولی یک بار براي آپتامر آزاد و بار  سازيشبیه
ن انجـام و نتـایج   یدیگر براي آپتامر در تعامل بـا آفلاتوکس ـ 

ــال  ــا آن ــله ب ــز پایحاص ــپلکس  يداری ــول  C52کم و مولک
مورد مقایسه قرار گرفت. لازم به ذکر اسـت   1Bنیآفلاتوکس
رات انرژي پتانسیل در طـول زمـان   ییدار نبودن تغ یکه معن
دینامیـک   سـازي شبیهبه منزله همگرایی سیستم  سازيشبیه

  د.  یگرد یمولکولی تلق
بـا   C52-Tکمپلکس آپتـامر   يداریزان پاین مییجهت تع

ن یانگی ـاز شاخص انحراف جـذر م  1Bنیمولکول آفلاتوکس

د. کـاهش شـاخص مـذکور    ی) استفاده گرد15RMSDمربع (
 ـسه با حالـت آزاد مو یدر حالت کمپلکس در مقا  ـد پای دار ی

ل کمـپلکس بـا مولکـول    یشدن ساختار آپتامر پس از تشـک 
رات ییــان ذکــر اســت کــه تغیباشــد. شــامــین یآفلاتوکســ

در دو حالــت آزاد و در  C52-Tآپتــامر  یونیکونفورماســ
ن به مراتب کمتـر از آپتـامر   یکمپلکس با مولکول آفلاتوکس

C52 ـبودن طـول آپتـامر و پا   تربود که با کوتاه   سـازي داری
ن در ارتبـاط  یشتر آن پس از اتصال به مولکول آفلاتوکس ـیب

ــی ــد (م ــکلباش ــاخص 2 ش ــرا RMSD). ش ــول  يب مولک
و  T-C52يآپتـامر  یدر کمپلکس با دو توال 1Bن یآفلاتوکس

C52  ن زده شـد کـه   یآنگستروم تخم 8/3و  5/3ب یبه ترت
ــمو ــد پای ــ يداری  ــیبس ن در یار خــوب مولکــول آفلاتوکس

 سـازي شبیهدر طول زمان  يآپتامر یکمپلکس با هر دو توال
  بود .

پاکـت اتصـال در دو    یونیرات کونفورماس ـیی ـتغ یبررس
نشـان داد کـه در    سـازي شـبیه آپتامر مذکور در طول زمـان  

                                                      
15 Root Mean Square Deviation 
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 يبـاز ن صـفحات  ین در بیمولکول آفلاتوکس C52-Tآپتامر 
ل دهنده پاکـت اتصـال قـرار گرفتـه و     یتشک يدهاینوکلئوت

)intercalation( سم تشکیل کمپلکس از نوع تـداخل یمکان

نانو ثانیـه   50و میزان پایداري آنها در طول  1Bو مولکول آفلاتوکسین   T-C52و   C52. برهمکنش هاي هیدروژنی بین آپتامرهاي3جدول 
 شبیه سازي دینامیک مولکولی.

Table 3. Hydrogen bond interactions and occupancy of C52- aflatoxin B1 and C52-T – aflatoxin B1 complexes 
during 50ns of MD simulations. 

Number (mean±SD) Occupancy (%) Acceptor Donor Aptamer 
0.154±0.37 9.3 AFB1(O6 ) 12DG (H21) C52-T 

0.4 AFB1(O5 ) 12DG (H21) 
1.7 AFB1(O2 ) 12DG (H21) 
2.4 AFB1(O1 ) 12DG (H21) 
0.4 AFB1(O1 ) 10DG (H21) 
0.4 AFB1(O5 ) 9DC (H41) 

0.83±0.51 10.9 AFB1(O5 ) G6 (H21) C52 
6.3 AFB1(O4 ) G5 (H21) 

65.3 AFB1(O3 ) G5 (H21) 
  

بوده ومنجر بـه   16ییجفت شدن القا بوده که مشابه مکانیزم
ــا یپــس از تشــک RMSDش شــاخص یافــزا ل کمــپلکس ب

ل یسـم تشـک  یکه مکانیگردد در حالمین یمولکول آفلاتوکس
ــامر   ــپلکس در آپت ــوع  C52کم ــرياز ن ــول  قرارگی مولک

ار کوچک بوده که مشابه مکانیزم قفـل و  ین در شیآفلاتوکس
پتـامر ایجـاد   بوده و تغییرات ساختاري چنـدانی در آ 17د یکل
شـاخص   یـی ). کـاهش جز Lin & Patel, 1997کنـد( مـی ن

ه پاکـت  ی ـناح يدهای ـنوکلئوت يبـرا  )18Rg( چرخش شعاع
 يشـاخص مـذکور بـرا    ییش جزیو افزا C52اتصال آپتامر 

ــامر  ــک  C52-Tآپت ــس از تش ــول  یپ ــا مولک ــپلکس ب ل کم
ل یمــذکور در تشــک هــايزمید مکــانیــز مویــن نیآفلاتوکســ

ان ذکـر  یباشد . شـا می 1Bن یآفلاتوکسکمپلکس با مولکول 
 میــزان دهنــده نشــان اســت کــه شــاخص شــعاع چــرخش

 بـه  دار لیگانـد یپا اتصال .باشدمی مولکول ساختار فشردگی
 سـه  سـاختار  در کونفورماسـیونی  تغییـرات  بـه  منجر آپتامر

                                                      
16 Induced-fit 
17 Lock-and-key 
18 Radius of gyration 

 میــزان افــزایش و چرخشــی کــاهش شــعاع آپتــامر، بعــدي
  .Stoddard et al. 2010)(گردد می ساختاري فشردگی
بـراي هـر دو آپتـامر در     RMSF19شاخص  گیرياندازه

هـاي  نشان داد که میزان نوسانات اتم سازيشبیهطول زمان 
ز ی ـمربوط به نوکلئوتیدهاي تشـکیل دهنـده کـل آپتـامر و ن    

ل دهنده پاکـت اتصـال در حالـت کمـپلکس     یتشک هاياتم
ج، ینتــا براســاسیابــد. مــینســبت بــه حالــت آزاد کــاهش 

ل دهنـده پاکـت   یتشـک  يدهاینوکلئوت يذکور براشاخص م
 14/0±051/0بــه 207/0±114/0از  C52اتصــال در آپتــامر 

-C52پاکت اتصال در آپتـامر   يدهاینوکلئوت ينانومتر و برا

T  دا ی ـکاهش پنانومتر  262/0±150/0به  371/0±161/0از
  کرد.  می

ــا براســـاس ــج، مینتـ ــدروژنی یانگیـ ــدهاي هیـ ن پیونـ
در طــول زمــان  1Bآفلاتوکســین-بــین آپتــامر شــدهلیتشــک
-C52شتر از آپتامر یبه مراتب ب  C52آپتامر يبرا سازيشبیه

T  )36/5 ـسـه پا ین مقاید. همچن ـیبرابر) برآورد گرد   يداری

                                                      
19 Root Mean Square Fluctuation 
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نشان داد که  سازيشبیهدر طول زمان  یدروژنیه يوندهایپ
 يدر کمـپلکس آپتـامر   یدروژنی ـه يوندهایدرصد اشغال پ

C52  شتر ازکمپلکس یببه مراتبC52-T جـدول باشد (می 

3.(  
 ـ شـده لیتشـک  یدروژنی ـه يونـدها یتعداد پ یبررس نیب

 1Bآفلاتوکسین  -پاکت اتصال آپتامرو مولکول هاي آب -تعداد و میزان پایداري برهمکنش هاي هیدروژنی بین مولکول هاي آب .4جدول 
 .C52-Tو  C52نانوثانیه شبیه سازي دینامیک مولکولی در کمپلکس آپتامري  50میانگین) در طول  ±(انحراف معیار

Table 4. Hydrogen bond interactions and occupancy of the binding pocket –water molecules and aflatoxin B1-
waret molecules (mean ±SD) in C52 and C52-T complexes during 50ns of MD simulations. 

Hydrogen bonding  Hydrogen bonding  
Aflatoxin B1- water molecules Binding pocket-water molecules Aptamer 

Occupancy range (%) Number (mean±SD) Occupancy range (%) Number (mean±SD)  
0.1 -1 3.28 ±1.21  0.1-34.8 46.5 ±4.48 C52-T 

1.1-5.9 2.11±1.25  1- 6.3 71.27 ±4.7 C52 

  
 یآب در دو آپتامر مورد بررس هايپاکت اتصال و مولکول

در  شـده لیتشـک  یدروژنیه يوندهاین پیانگینشان داد که م
-C52شتر از آپتـامر  ی) به مراتب بC52 )7/4± 27/71آپتامر 

T )48/4± 5/46 (یدروژنی ـه يونـدها یپباشد اگر چـه  می 
  د.یگرد یابیدارتر ارزیپا C52-Tآپتامر  يمذکور برا

بررســی تشــکیل پیونــد هیــدروژنی بــین مولکــول      
 يآب در دو کمپلکس آپتامر هايو مولکول 1Bآفلاتوکسین

نشــان دهنــده بـالاتر بــودن میــانگین پیونــد   یمـورد بررس ــ
 28/3±21/1بود که معادل  C52-Tهیدروژنی در کمپلکس 

ن وجود طول عمر پیوندهاي هیـدروژنی  یگردید با ا برآورد
و در محـدوده   تـر کوتاه C52مذکور در مقایسه با کمپلکس 

  ).4 جدولد(ینانوثانیه برآورد گرد 1تا  1/0
نشان داده است که پیونـدهاي هیـدروژنی کـه     هابررسی

دهـد بـراي   مـی و نیز لیگاند تشـکیل   DNAمولکول آب با 
ــدن  ــه ش ــپلکس  DNAهیدرات ــز کم ــد  - DNAو نی لیگان

در حفـظ پایـداري    ايکننـده ضروري بـوده و نقـش تعیـین   
  ).Dolenc et al. 2005کمپلکس دارند (

   MM-PBSA آنالیز انرژي آزاد اتصال با استفاده از روش

 ـل در پای ـدخ هـاي يز انـرژ ین و آنالییبا هدف تع  يداری
از  سـازي شـبیه در طـول زمـان    C52-T   يکمپلکس آپتامر

 يج، انـرژ ینتـا  براسـاس د. یاستفاده گرد  MMPBSAروش
ــامر  ــپلکس آپت ــال کم ــادل  C52-T يآزاد اتص  -53/27مع

ن زده شد کـه بـه مراتـب کمتـر از     یکیلوکالري بر مول تخم
 ـارز C52 يآزاد اتصال کمپلکس آپتامر يانرژ  ـگرد یابی د. ی

آنالیز اجزا تشکیل دهنده انـرژي آزاد اتصـال در کمـپلکس    
 ينشان داد کـه انـرژي وانـدروالس، انـرژ     C52-Tآپتامري 
بـه ترتیـب    یر قطب ـی ـغ یحلالپوش ـ يک و انرژیالکتروستات

 شـده موثرترین اجزاي انرژي در پایداري کمپلکس تشـکیل 
 یحلالپوش ـ يکـه انـرژ   ه استنشان داد هایبررسباشند. می
 1Bن یآفلاتوکس ـ کیدروفوبی ـه تی ـماه لی ـبه دل یقطب ریغ

در پاکـت اتصـال آپتـامر     گاندیدر حفظ ل يگذار رینقش تاث
ر یان ذکر است کـه مقـاد  یشا). Almeida et al. 2018دارد(
در  یر قطب ـی ـغ یحـلال پوش ـ  يوانـدروالس و انـرژ   يانرژ
ــپا ــامر يداری ــپلکس آپت ــب ب C52 يکم ــه مرات ــتر از یب ش

 يد. مثبت بودن انـرژ یبرآورد گرد C52-Tيکمپلکس آپتامر
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نشـان دهنـده    يدر هر دو کمپلکس آپتامر یقطب یحلالپوش
 ـز آن بـر پا یر نـاچ یتاث  شـده لیتشـک  هـاي کمـپلکس  يداری
  ). 5 جدولباشد(می

  MM-PBSAانـرژي آزاد اتصـال بـا روش    يز اجزایآنال

براي نوکلئوتیـدهاي آپتـامر    سازيشبیهه ینانوثان 50در طول 
T-C52   1در کمپلکس با مولکـول آفلاتوکسـینB   نشـان داد
بـه   C7و  C13 ،G15،C9،A8،G12 ،T14نوکلئوتیدهاي  که

ترین نوکلئوتیدهاي تشکیل دهنده پاکت اتصـال ترتیب مهم
MM-بـا روش    1Bدر تعامل با مولکول آفلاتوکسـین   C52و  T-C52. مقایسه اجزاي انرژي آزاد اتصال کمپلکس هاي  آپتامري 5جدول

PBSA .بر حسب کیلوکالري بر مول 
Table  5. Comparison of free binding energy components of C52 and C52-T complexes obtained from MM-PBSA 
method given in kcal/mol. 
Aptamer ΔE van der Waals ΔE electrostatic ΔG polar ΔG non-polar ΔG binding 
C52-T -24.63±3.09 -10.87±5.40 10.44±5.95 -2.47±0.27 -27.53 
C52 -42.06±4.07 -9.30±8.13 1.29±27.75 -9.44±6.37 -59.51 

  

 
 50در طـول    1Bدر بـرهمکنش بـا مولکـول آفلاتوکسـین      T-C52. آنالیز انرژي آزاد اتصال به تفکیک براي نوکلئوتیدهاي آپتامر 3شکل 

  .MM-PBSAنانوثانیه شبیه سازي با روش 
Fig 3. Analysis of the free binding energy components for C52-T residues interacting with aflatoxin B1 through 
MM-PBSA method during 50ns of MD simulation . 

  
نوکلئوتیــدهاي تشــکیل دهنــده پاکــت اتصــال  .باشــندمــی

در  شـده با پاکت اتصال تعیین   MM-PBSAآنالیز  براساس
درصـد مطابقـت داشـت و     80مطالعات داکینگ مولکـولی  

 – 02/20تــا  -18/8انــرژي آزاد اتصــال آنهــا در محــدوده 
  ).3 شکلگرفت (میکیلوژول بر مول قرار 

مبتنی بر  سنجیرنگمنتخب به روش  يآپتامرها یابیارز
  نانوذرات تغییر نیافته طلا 

در  یکـاربرد نــانوذرات طــلا بـه عنــوان شناســاگر رنگ ــ 
ر رنگ قابل مشاهده ییل تغیبر آپتامر به دل یمبتن هايیابیرد

یا قابل ردیابی آنها از قرمز (در حالتی که نانو ذرات پراکنده 
هستند) به ارغوانی (در حالتی کـه نـانو ذرات تجمـع پیـدا     

 .Alivisatos et al)باشـد  میکنند) بعد از افزودن نمک می
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 هـاي ینشان داده اسـت کـه جـذب تـوال     هایبررس .(1996
آپتـامري، بـر روي    هـاي ، ماننـد تـوالی  DNA ايرشـته تک

نانوذرات طلا به عنوان فـاکتور پایـدار کننـده آنهـا پـس از      
افزودن نمک عمل نموده و مـانع از تجمـع و تغییـر رنـگ     

بـه چنـین    گردد. افزودن مولکول هدف آپتـامر مینانوذرات 
 يآپتـامر  هـاي توالی ير ساختارییسوسپانسیونی منجر به تغ

به علت واکنش با مولکول هدف (در این بررسـی مولکـول   
) و جدا شدن آنها از سطح نـانوذرات طـلا   1Bآفلاتوکسین 

ط یون مذکور تحت شرایگردد. افزودن نمک به سوسپانسمی
فوق منجر به تجمع نانوذرات طلا و تغییر رنگ از قرمز بـه  

  .(Luan et al. 2015)گردد میارغوانی 
(منتخـب    C52ل آپتامرهايیزان تمایحاضر م یدر بررس

ــه  ــه  Lib، T-C52)1از کتابخان ) و 2Lib(منتخــب از کتابخان
Apt1  افتـه  یر نیی ـمبتنی بر نانوذرات تغ سنجیرنگبا روش

نتـایج در حضـور    براسـاس طلا مورد ارزیابی قرار گرفت. 
و پس از افـزودن نمـک میـزان جـذب در      1Bآفلاتوکسین 
نـانومتر افـزایش    620نـانومتر کـاهش و در    540طول موج

ــی ــول     م ــور مولک ــذبی در حض ــف ج ــر طی ــت. تغیی یاف
نشان دهنـده بـروز تغییـرات سـاختاري در      1Bآفلاتوکسین 

آپتامر و کـاهش اثـر پایدارکننـدگی آن بـر نـانوذرات طـلا       
  باشد.  می

ــق ــالیز دقی ــا تــربــه منظــور آن ) aKیج، ثابــت اتصــال(نت
شده نسبت جذبی و نرمال براساس یابیمورد ارز يآپتامرها

 يمختلـف آپتـامر   هـاي نانومتر در حضور غلظت 540/620
 وC52،T -C52 يآپتامرها a(Kثابت اتصال( د.یمحاسبه گرد

Apt1 1به مولکول آفلاتوکسین B  15/3× 10-5ب ی ـبـه ترت،  

 تخمـین زده شــد. نـانو مـولار    30/1× 10- 5و  75/1× 5-10
در مقایسه بـا   C52قدرت اتصال آپتامر  يبرابر 4/2ش یافزا

ز روش یت آمینشان دهنده عملکرد موفق )1Aptآپتامر والد (
 ـبـه   یابیدر دسـت  شدهسازيشبیهبلوغ  نـه در  یک پاسـخ به ی

ان ذکـر  یوالد بـود. شـا   يآپتامر یجستجو درون توال يفضا
در بهبـود   دهش ـسـازي شـبیه را از روش بلـوغ  ی ـاست که اخ

استفاده  یش قدرت اتصال آپتامرهاي مختلفیعملکرد و افزا
 &Noma et al. 2006; Savory et al.2014شـده اسـت (  

Hasegawa et al. 2016)..(  
) در C52-T( شـده ش قدرت اتصـال آپتـامر کوتـاه   یافزا
 ـز موی ـن Apt1)ه (ی ـسه با آپتـامر اول یمقا د عملکـرد موفـق   ی

 يآپتــامر هــايپــروب یدر معرفــ ســازيکوتــاه ياســتراتژ
ــرا تــرحســاس ــرد يب کوچــک ماننــد  هــايمولکــول یابی

ان ذکر است که کوتاه شدن طـول  یبود. شا هانیکوتوکسیما
نـه  یبر کاهش هز يدار یبه صورت معن يآپتامر هايپروب

بـر   یمبتن ـ يو ساخت آپتاسنسـورها  یز طراحیسنتزآنها و ن
ال آپتـامر  ر خواهـد گذاشـت. کـاهش قـدرت اتص ـ    یآنها تاث
ل ی ـبـه دل  C52سـه بـا آپتـامر    ی) در مقاC52-T( شـده کوتاه

آپتـامر و متعاقبـا کـاهش     هـاي ونیکاهش تعداد کونفورماس
تطابق آپتامر با مولکول هدف کاملا قابل انتظـار بـوده و در   

 Nevesد قرار گرفته اسـت ( ییز مورد تایگر نید هايیبررس

et al. 2015.( رسد که میبه نظر  ین بررسیج اینتا براساس
 يقبل از کـاربرد اسـتراتژ   شدهسازيشبیهاعمال روش بلوغ 

 یابیر گـذار در دسـت  یو تـاث  يضـرور  ايمرحله سازيکوتاه
بـا تـوان اتصـال     ترکوتاه يآپتامر هايیز به توالیت آمیموفق
  باشد. هیاول يآپتامر یا معادل با توالیشتر یب

حاصـل از   هـاي تطابق کامل نتایج آزمایشگاهی با یافتـه 
تـوان  می) نشان داد که In silicoاي (رایانهدرون سازيشبیه

محاسـباتی بـراي    هـاي با ضریب اطمینـان بـالایی از روش  
بهبود ساختار و عملکرد آپتامرهاي حاصل از سلکس بهـره  

در مـــورد  ســـازيشـــبیه هـــايکیـــبـــرد. کـــاربرد تکن
 ـا قرارگیريل یبه دل هانیکوتوکسیما گـروه  بـات در  ین ترکی

مرتبط با انتخـاب آپتـامر    هايکوچک و چالش هايمولکول
 يشــتریت بیــنــد ســلکس از اهمیفرا یاختصــاص آنهــا طــ



  ...جديد براي رديابي آفلاتوکسينشده به عنوان پروب مولکولي آپتامر کوتاه DNAمعرفي   :موسيوند وهمكاران
 

116 116 
 

 ايانـه یرادرون هـاي کیتکن گیريباشد. به کارمیبرخوردار 
 هايیابیمنجر به کاهش تعداد ارز هانیکوتوکسیدر مورد ما

 ـسک کار با ایو متعاقب آن کاهش ر یشگاهیآزما ن گـروه  ی
نکه مسـتلزم  یبدون ا شدهیشگاهیط آزمایبات در شرایاز ترک

  ).  6جدولباشند ( اينهیصرف هز

   یکل يریگجهینت
بلــوغ  يز اســتراتژیــت آمیــق موفقیــق تلفیــن تحقیــدر ا
 يک و اسـتراتژ ی ـتم ژنتیبـر الگـور   یمبتن ـ شـده سـازي شبیه
بـه   یابیمنجر به دسـت  ینگ مولکولیبا روش داک سازيکوتاه
  اریبس ـ ید که ضمن داشتن طولیگرد C52-T يآپتامر یتوال

  

) بر حسب نـانومولار بـا روش   Ka. تعیین ثابت اتصال (6جدول 
رنگ سنجی مبتنی بر نانوذرات تغییر نیافته طـلا بـراي آپتامرهـاي     

C52،C52-T   و Apt1   در مقایسه با یافته هـاي حاصـل از روش
 شبیه سازي درون رایانه اي.

Table 6. Binding affinity (Ka) values (nM) for C52, 
C52-T and Apt1 aptamers calculated using 
unmodified AuNPs-based colorimetric assay and 
comparison with the in silico approach.   
Aptamer Colorimetric assay In silico score R2 
C52 3.15E-05 3.02 0.99 
C52-T 1.75E-05 2.713 0.99 
Apt1 1.30E-05 2.209 0.98 

  
 يشـتر یقـدرت اتصـال ب   ي)، داراApt1ه(یکمتر از آپتامر اول

ان ذکـر  یز بود. شـا ین  1Bن یدر اتصال به مولکول آفلاتوکس
اتصـال آپتـامر بـه مولکـول      هـاي گـاه ین جایـی است کـه تع 
ک سو و یاز  ینگ مولکولیدر مطالعات داک 1Bن یآفلاتوکس

سـه بـا   یدرمقا شدهکوتاه يکمپلکس آپتامر يداریپا یابیارز
 ییار بـالا یت بس ـیگر اهمید يوالد از سو يکمپلکس آپتامر

قابل حصول از  ید آپتامر منتخب داشت که به سادگییدر تا
ــطر ــود. در واقــع مطالعــات  یشــگاهیق مطالعــات آزمای نب
و روش  یک مولکـول ی ـنامید سـازي شبیه، ینگ مولکولیداک

MM-PBSA اتصــال بــه مولکــول  يامکــان محاســبه انــرژ
 هاانواع برهمکنش یاتصال، بررس هايگاهین جاییهدف، تع

 يآپتـامر  هـاي کمـپلکس  يداریز پایبا مولکول هدف و آنال
فـراهم   يو به صورت معتبر یمورد مطالعه را در سطح اتم

 باشـند  ینـه خاص ـ ینکه مستلزم صرف هزیآورند بدون امی
)Li et al. 2014.(  

ــالامط ــت ب ــا يابق ــهیراج درونینت ــا  ايان ــهیب ــايافت  ه
 ـن نکته است که اید ایمو یشگاهیآزما بـا   هـا ين اسـتراتژ ی
 ـ  هـاي برهمکنش سازيت شفافیقابل ن آپتـامر و  یموجـود ب
توانند بـه عنـوان   می یاتم یو حت یگاند در سطح مولکولیل

ــزار ــیتکم ياب  ــ یل ــد در طراح ــهیو به یو کارآم ــازين  س
کوچـک ماننـد    هـاي مولکول يژه برایبو يآپتامر هايیتوال
ان ذکر اسـت  یرند. شایمورد استفاده قرار گ هانیکوتوکسیما

ل ی ـدر تکم یمحاسبات هاييز استراتژیت آمیکه کاربرد موفق
اسـت   يدینسبتا جد یقاتینه تحقیزم یشگاهیمطالعات آزما
مورد توجه قـرار گرفتـه    یاهپزشکیدر حوزه گ یکه به تازگ
بـات  یترک ییبـا هـدف شناسـا    شدهانجام هايیاست. بررس

 Xue et al. 2014 )،Yang et یت قارچکشید با خاصیجد

al. 2002 ،Pathak et al., 2016چند نماتـد کـش    ی)،معرف
عملکرد و  سازيشبیه، Shanmugam et al., 2018)د (یجد

ت یــن عامــل مقاومــت بــرنج بــه بلا   یســاختار پــروتئ 
ــباکتر ــDehury et al., 2013(ییایــ  ی) و طراحــ

 Jokar etمانده سموم (یباق یابیوسنسور با هدف ردیآپتانانوب

al., 2015 ،Jokar et al. 2016  نـگ  ی) بـه کمـک روش داک
ــول ــات  یمولک ــبیهو مطالع ــازيش ــنامید س ــولی  یک مولک
  باشد.مینه ین زمیدر ا شدهانجام هاياز پژوهش ییهامثال

  یقدردان
 ـق با حمایتحق نیا دانشـگاه تهـران در قالـب     یت مـال ی

در  یاز آن در قالب فرصت مطالعـات  یو بخش يرساله دکتر
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