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 مجله ایمنی زیستی

 1396 ابستانت، 2، شماره 10دوره 

 

 ین وگیری کولآنزیمی برای اندازه زیستی هایحسگر اصلاح الکترودهای فلزی و توسعه
 های غذایی و زیستی در نمونه استیل کولین

 
 ، علیرضا جهانی*جهانیمسلم 

 ایران ،شهدم، مشهد استادیار پژوهشکده علوم و صنایع غذایی*

 ان، تهران، ایراحد تهران مرکزیدانشجوی کارشناسی ارشد بیوتکنولوژی میکروبی دانشگاه آزاد اسلامی، و

 

      moslemjahani@yahoo.com 

 چکیده

زمن را مو التهابات  ها را ارتقاء دادهتواند متابولیسم چربی در کبد و کلیهت که میویتامینی اس -کولین یک ترکیب شبه

. مقدار ثر استای یکپارچگی غشاء سلولی نیز موکولین و فسفولیپیدها شرکت دارد و برکاهش دهد. در سنتز استیل

ه و ان سینهایی مانند سرطکافی آن در دوران جنینی ضرورری است و رابطه میان غلظت کولین و علائم بیماری

غذایی  مواد پروستات تایید شده است. معمولا تامین آن از طریق زنجیره غذایی ضروری است و امروزه کولین به

های در سال یت دارد.گیری آن در آنالیزهای بالینی و صنایع غذایی اهماندازه ،همین دلیلد و بهشومختلف اضافه می

زین نوان جایگعلا بهعنوان ابزارهایی قابل حمل، ارزان و با حساسیت و انتخاب پذیری بااخیر به حسگرهای آنزیمی به

یلادی( در م 2000عات صورت گرفته )از سال های کروماتوگرافی توجه شده است. در این مقاله مروری، مطالروش

 شده است. ی بررسیهای غذایی و زیستگیری کولین و استیل کولین در نمونهزمینه اصلاح الکترودهای فلزی و اندازه

اهش کلکترون و اتقال اصلاح الکترودها، تثبیت بیشتر و پایداری بالاتر آنزیم همراه با حفظ فعالیت زیستی، بهبود ان

 .شودو در نتیجه حسگرهایی با ارقام شایستگی بهبود یافته را سبب می مقاومت

 های غذاییکولین، نمونههای الکتروشیمیایی، حسگر آنزیمی، کولین، استیلروش: کلمات کلیدی

 
 مقدمه

و ماده  Bنوعی ویتامین ، (Cho: Cholineکولین )

مغذی مهمی برای انسان است که متابولیت استیل 

( )انتقال دهنده AcCh: Acetylcholineکولین )

در پشتیبانی و نگهداری از سیستم  وباشد عصبی( می

عصبی، عملکردهای متابولیکی و انتقال پیام در شبکه 

عصبی مرکزی و محیطی نقش حیاتی دارد. کولین 

ساز سنتز فسفاتیدیل کولین )چربی غشاء سلولی( پیش

ی و و بتائین نیز هست و برای یکپارچگی غشاء سلول

ب . این ترکی[3-1]متابولیسم لیپیدها ضروری است 

فسفاتیدیل( و  برای سنتز فسفولیپیدها )مخصوصا

ها و نیز متابولیسم گروه متیل ضروری لیپوپروتئین

نقش اساسی در بیوسنتز  دن،های متیله شاست. واکنش

لیپیدها، تنظیم چندین مسیر متابولیکی مهم و 

برای  ، همچنیننمایندزدایی در بدن ایفا میمسمومیت
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باشند. کولین در توسعه ضروری می DNAمتیله شدن 

مغز در دوران جنینی اهمیت دارد و مشخص شده که 

های کانال عصبی موثر در کاهش خطر توسعه نقص

وران بزرگسالی، عمده سرنوشت آن تبدیل است. در د

شدن به فسفاتیدیل کولین )فسفولیپید غالب )بیش از 

های پستانداران( است که درصد( در اغلب غشاء 50

. مطالعه [6-4]دهد دار رخ میهای هستهدر تمام سلول

یم غذایی محروم از کولین نشان افراد بالغ با رژ

از زنان درصد 80از مردان و درصد 77دهد که می

)پس از سن بارداری(، علائمی همانند کبد چرب و یا 

اما با دریافت مقادیر  ،های عضلانی دارندتحلیل بافت

ها ناز آدرصد  10، این اختلالات تنها در Choکافی 

شود. انستیتوی پزشکی و انجمن غذا و دیده می 

تغذیه، مقدار کافی جذب کولین را برای زنان و مردان 

تعیین  mg/day550و  425سال به بالا( به ترتیب  19)

از مادر به جنین و کاهش  Choانتقال  دلیلاند. بهنموده

سطح آن در پلاسما، مقدار دریافت کافی برای زنان 

تعیین  mg/day550ده و برای زنان شیر 450باردار 

های موجود، . بر اساس داده[9-7, 4]شده است 

متوسط دریافت کولین در زنان باردار در ایالات متحده 

. در بیماران مبتلا [10]باشد گرم در روز میمیلی 338

به سرطان سینه، سطوح غیرطبیعی و بالا از کولین 

(mmol/kg9/4-4/0 و ترکیبات مرتبط با آن یافت )

نیز فرد را مستعد اختلالات  AcChشود. کاهش می

. [3-1]نماید عصبی )پارکینسون، آلزایمر و ام اس( می

های سرطان پروستات نیز غلظت بالایی از در سلول

در خون با  Choهمچنین غلظت  .کولین وجود دارد

افزایش خطر ابتلا به سرطان پروستات ارتباط دارد 

زای کولین به مقادیر کافی از آمینو . تولید درون[11]

همراه فولیک اسید و به ،اسیدهای سرین و متیونین

نیاز دارد. مصرف خوراکی  B12  ،B6ایهویتامین

کولین معمولا در فرم فسفاتیدیل کولین، به جای فرم 

کلراید و -گیرد و کولینبازی آزاد آن، صورت می

تارترات به انواع محصولات تهیه شده از بی-کولین

شوند شیر و نیز فرمولاسیون غذای کودکان افزوده می

ویژه محصولات کم چرب، منابع بسیار . لبنیات، به[6]

گرم  175طوری که خوبی برای تامین کولین هستند به

گرم میلی 1/7و  6/25ترتیب گرم پنیر به 50ماست و 

لیتری از میلی 250 کولین دارند. همچنین یک وعده

ترتیب شیر گاو، شیر بز و نوشیدنی شیر سویا به

باشد گرم کولین میمیلی 2/31و  9/24، 9/32محتوی 

[9]. 

 گیری کولین توسط حسگرهای آنزیمیاندازه

طور گسترده به مواد به AcChو  Choدر حال حاضر 

شوند. علاوه براین غذایی خاص افزوده می

عنوان به ،گیری این ترکیبات در مایعات زیستیاندازه

ها نیز روشی برای شناسایی و ردیابی برخی بیماری

، [14-12]های کروماتوگرافی شود. تکنیکشناخته می

و رزونانس مغناطیسی  [16, 15]الکترولومینه سانس 

گیری این دو های اندازهعمده روش ،[17]هسته 

 کاربرد حسگرهای زیستی اما به .ترکیب هستند

)Biosensor( گر یا ای شده است. شناسانیز توجه ویژه

های اصلی جزء حساس، مبدل و واحد پردازش بخش

در یک حسگر زیستی . [19, 18]یک حسگر هستند 

، بادی، آنتیجزء حساس، یک ترکیب زیستی )آنزیم

( تثبیت شده است که قادر به RNAیا  DNA، باکتری

باشد. مبدل خیص اختصاصی گونه هدف )آنالیت( متش

نیز اثر ایجاد شده از ترکیب جزء حساس زیستی با 

آنالیت را به سیگنال الکتریکی )ولتاژ یا جریان( و یا 
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های الکتروشیمیایی )از د. مبدلینمابدیل مینوری ت

دلیل قابل اعتماد بودن، قدرت و به ،انواع الکترودها(

دقت ساخت، قیمت پایین،  حساسیت بالا، سادگی در

تر، عدم وجود نور محدوده خطی وسیعبالاتر، 

 ،گر، نیاز به میزان کم آنالیت و قابل حمل بودنمداخله

, 20]اهمیت بیشتری دارند  هادر مقایسه با سایر مبدل

21] . 

حسگرهای الکتروشیمیایی آنزیمی، مبتنی بر تشخیص 

ای هسیگنال الکتریکی ایجاد شده توسط گونه

الکتروفعالی هستند که در یک واکنش آنزیمی تولید و 

توسط  Choاند. در یک حسگر آنزیمی، یا مصرف شده

( و ChOx: Choline oxidaseآنزیم کولین اکسیداز )

در حضور اکسیژن، اکسید شده و پروکسید هیدروژن 

(2O2Hتولید می )(. پروکسید هیدروژن 2نماید )واکنش

الکتروفعال، در سطح یک  عنوان یک گونهحاصل، به

( و جریان 3الکترود اصلاح شده اکسیده شده )واکنش

شود. محصول گیری میعبوری از سیستم اندازه

-کولینکولین توسط استیلز آنزیمی استیلهیدرولی

نیز کولین  ،(AcChE: Acetylcholinesteraseاستراز )

تواند در فرآیندی مشابه به ( و می1است )واکنش

یدروژن اکسید شده و اندازهگیری شود پروکسید ه

[2]. 

 

 

 
ولت + 5/0پروکسید هیدروژن به راحتی و در پتانسیل 

ولت  7/0)و یا  Ag/AgClنسبت به الکترود مرجع 

ترود مرجع کالومل( تشخیص داده نسبت به الک

یا  Choشود و جریان حاصل متناسب با غلظت می

AcCh .است 

 های تثبیت آنزیم در سطح حسگرروش

که برای تثبیت آنزیم استفاده  طبیعت ماتریکسی

داری تاثیر مهمی بر کارآیی، حساسیت و پای ،شودمی

و به این منظور از  [23, 22]حسگرهای زیستی دارد 

(.1های مختلفی استفاده شده است )شکلاستراتژی

[24, 20]مختلف تثبیت آنزیم  هایروش -1شکل  

آنزیم درون یک  ،(Entrapment) در روش گیراندازی

آنیلین ده پلیماتریکس سه بعدی مثل فیلم پلیمریزه ش

(PA: Polyaniline) ،دوست متشکل از پلی شبکه آب

( PDMS: Polydimethylsiloxane)متیل سیلوکساندی
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شود. هیچ یا سیلیکاژل و به صورت فیزیکی تثبیت می

گونه اصلاحی روی آنزیم رخ نداده و فعالیت آن 

اما  ،شود. حسگر حاصل پایداری خوبی داردحفظ می

نیز ایجاد سدهای احتمالی در  تراوش جزء زیستی و

سازد. تثبیت برابر نفوذ، قابلیت آن را محدود می

، روش شناخته شده ها با اتصالات عرضیآنزیم

گر و یا در توانند یا با یکدیها مییمدیگری است. آنز

اثر )مثل آلبومین سرم دار بیحضور یک پروتئین عامل

ادگی دلیل سگاوی( اتصال عرضی شوند. این روش به

های و ایجاد اتصال شیمیایی قوی میان مولکول

زیستی، جالب است اما مهمترین ایراد آن احتمال 

. جذب [21, 20] باشدمیکاهش فعالیت آنزیم 

سطحی، مبتنی بر پیوندهای ضعیف مانند نیروهای 

گریز، های الکترواستاتیک یا آبواندروالس، برهمکنش

ترین روش برای تثبیت فیزیکی است. این تکنیک ساده

شامل هیچ گونه عامل دار شدن سطح نبوده و کمترین 

 تاثیر را در فعالیت آنزیم دارد اما پیوند ضعیف آنزیم با

 شود.تر سبب رهایش آسان آن میبس

سی یک روش شیمیایی است. آنزیم تثبیت کووالان

های عاملی خود که برای تواند از طریق گروهمی

فعالیت کاتالیزوری ضروری نیستند، به شکل 

کووالانسی به سطح بستر متصل شود. در این روش 

اما مقدار  ،شودپایداری خوبی برای آنزیم ایجاد می

عامل زیستی مورد نیاز است. برای تثبیت  زیادی از

دار و مکان ویژه آنزیم و جلوگیری از انسداد جهت

های فعال آنزیم، ایجاد پیوندهایی با میل ترکیبی مکان

میان یک بستر فعال شده و یک گروه ویژه )یک 

برچسب( از توالی پروتئینی )مثل بیوتین یا هیستیدین( 

ت در توالی خود پیشنهاد شده است. آنزیم ممکن اس

های مناسبی برای تثبیت داشته باشد )بخش برچسب

اما در مواردی لازم است تا این برچسب از  .قندی(

. [27، 25 ،7] شودطریق مهندسی ژنتیک به آن اضافه 

 -In) عنوان یک روش تثبیت در محلکپسوله کردن به

situ)نماید که محیط اطراف آن هم می، آنزیمی را فرا

کمترین تاثیر را در پایداری و نیز فعالیت آنزیمی دارد. 

در این فرآیند، گونه حامل بسیار اهمیت دارد و 

گر یونی یک پلیمر مبادله معمولا از نافیون به عنوان

 .[16]شود استفاده می

گیری کولین ی اندازهالکترودهای فلزی اصلاح شده برا

 و استیل کولین

فلزات نجیب همانند پلاتین و طلا، سینتیک انتقال 

اما  ،الکترون مناسب و پنجره پتانسیل بزرگی دارند

ها دامنه پایین بودن اضافه پتانسیل هیدروژن در آن

سازد. وجود جریان زمینه در کاتدی را محدود می

سازی سطح الکترود توان با تمیز یا فعالها را نیز میآن

 .[28]با اعمال پتانسیل، برطرف نمود 

های تثبیت آنزیم در سطح الکترودهای یکی از روش

عنوان یک های پلیمری بهفلزی، گیراندازی درون غشاء

و همکاران، فیلم پلیمری با  Dorettiروش آرام است. 

وینیل در غشاء پلی AcChEو  ChOxتثبیت فیزیکی 

 Pt( ایجاد و از آن برای اصلاح الکترود PVAالکل )

مزمان این دو آنزیم درون ژل استفاده نمودند. تثبیت ه

PVA همین دلیل از آنزیم آمیز نیست و بهموفقیت

ChOx اتیلناصلاح شده با پلی( گلیکولPEG به )

های با گروه PEGاستفاده شده است.  AcChEهمراه 

ها پیوند تواند با پروتئینکربوکسیل انتهایی خود می

 ممانعت ChOxکووالانسی برقرار نموده و از تراوش 

همراه اصلاح شده به ChOxمنظور کند. به این

AcChE  به محلول بافریPVA  افزوده شده و فیلم
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ریزی این محلول ویسکوز، بر روی حاصل از قالب

گیرد. در واقع در این سطح الکترود پلاتینی قرار می

روش یک پلیمر اتصال عرضی شده محتوی یک پلیمر 

شود که اتصال عرضی نشده دیگر و آب تشکیل می

دوست و متخلخل است و به این شکل پذیر، آبنفوذ

 PVAشود تا از تراوش آنزیم از هیدروژل سعی می

 .[29]ممانعت شود 

های تثبیت آنزیم در الکترودهای یکی دیگر از روش

ها و روش نشست لایه الکترولیتاستفاده از پلی ،فلزی

کترولیت از فاز محلول و با البه لایه است. پلی

های الکترواستاتیکی بر روی سطح جامد جذب جاذبه

های نازک محتوی آنزیم تهیه توان فیلمشود و میمی

الکترولیت کاتیونی ( یک پلیPEIاتیلن ایمین )کرد. پلی

با تفکیک و خاصیت بازی ضعیف است و درجه 

آلیل متیل دیدیاما پلی ،بستگی دارد pHیونش آن به 

الکترولیت قوی ( یک پلیPDDAآمونیوم کلراید )

است. از خود  pHاست و سطح یونش آن مستقل از 

ChOx آنیونی عنوان یک ماده پلیتوان بهنیز می

کرد که در بالاتر از نقطه ایزوالکتریک )حوالی استفاده 

pH=8همین دلیل برای تثبیت آن باشد و به( یونیزه می

استفاده  pH=8از محلول آنزیم در بافر فسفات با 

را توسط فیلمی  Ptو همکاران، الکترود  Shiشود. می

 (PAA/PVSوینیل سولفات )آلیل آمین/پلیاز پلی

و  PEIالکترولیت )پلیپوشانده و سپس درون محلول 

اند تا یک لایه کاتیونی در سطح ( فرو بردهPDDAیا 

 ChOxایجاد شود. در ادامه، الکترود درون محلول

(pH=8.0) ته تا آنزیم نیز از طریق قرار گرف

های الکتریکی جذب شود. عمل ترسیب برهمکنش

های شود تا تعداد مناسبی از لایهآنزیم تکرار می

دهد همزمان با ها نشان میند. بررسیآنزیمی ایجاد شو

لایه، و در  10تا  ChOx/PEIهای افزایش تعداد لایه

لایه، پاسخ جریانی  8تا  ChOx/PDDAمورد الکترود 

شود که ناشی از بهبود فعالیت الکترود هم زیاد می

اما تفاوت مشاهده شده  ،کاتالیزوری فیلم آنزیمی است

ری متاثر از ساختار تواند ناشی از اختلاف نفوذپذیمی

خیلی  PDDAهای ها باشد. زنجیرهکاتیونمتفاوت پلی

هستند و فیلمی با نفوذپذیری کمتر  PEIتر از فشرده

نمایند. حداکثر پاسخ جریانی الکترود اصلاح ایجاد می

است  ChOx/PDDAدو برابر  ChOx/PEIشده با فیلم 

 PEIدلیل نفوذ پذیری بیشتر درون فیلم که باز هم به

 .[30]باشد می

آنیلین به عنوان یک پلیمر هادی، هدایت الکتریکی پلی

پذیر خوبی نیز بالایی داشته و رفتار ردوکس برگشت

. [31] تواند انتقال الکترون را تقویت نمایددارد و می

Langer  و همکاران، برای اصلاح الکترود طلا ازPA 

فاده نمودند تا از یک طرف اری استنانوساخت

های آنزیم را در حفرات خود تثبیت نماید و مولکول

واحدهای آنزیم بر مبنای  از سوی دیگر

 PAهای های کولومبی میان درشت مولکولبرهمکنش

های قطبی در آنزیم به لایه پلیمری )بار مثبت( و گروه

ی گر یونعنوان یک مبادلهآنیلین بهمتصل شوند. پلی

به دفعات در  PAکند و این فرآیند وقتی عمل می

موثرتر  ،حضور مولکول آنزیم شارژ و دشارژ شود

بار از روش ساده خواهد بود. برای تثبیت آنزیم، یک

( به لایه فیلم pH=6.5-7دیفیوژن آنزیم از محلول آبی )

PA  استفاده شده است. اما روش دوم یک روش

 PAای لایه چرخهپیشرفته مبتنی بر اکسایش/کاهش 

 Vتا  -2/0درون محلول آنزیم با اسکن پتانسیل از 

+ بوده است. پاسخ الکتریکی حسگر آماده شده به 7/0

تر از ماکزیمم سیگنال روش دوم، شش مرتبه بزرگ

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

71
70

63
2.

13
96

.1
0.

2.
9.

0 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jo

ur
na

lo
fb

io
sa

fe
ty

.ir
 o

n 
20

24
-0

4-
19

 ]
 

                             5 / 13

https://dorl.net/dor/20.1001.1.27170632.1396.10.2.9.0
http://journalofbiosafety.ir/article-1-203-fa.html


 "1396 ابستانت، 2، شماره 10دوره ، مجله ایمنی زیستی"

 

152 
 

حسگر اول بوده و این سیگنال در طول یک هفته 

که در حسگر اول پس از در حالی ،ماندبدون تغییر می

 .[32]یابد تقلیل می روز به صفر 4

درون محلول  Ptدر پژوهش دیگری ابتدا الکترود 

آنیلین و اسید سولفوریک قرار گرفته و پلیمریزاسیون 

( انجام شده V75/0الکتروشیمیایی در پتانسیل ثابت )

درون محلول اسید و با  PAاست. در ادامه، فیلم 

( احیاء شده و بلافاصله درون -V3/0پتانسیل )اعمال 

گیرد و با اعمال پتانسیل قرار می ChOxمحلول بافری 

(V 5/0مجدد اکسید می ) شود و با این کار آنزیم )با

آنیلین )با بار مثبت( داپه شده بار منفی( درون فیلم پلی

 .[33]است 

( NPs: Nano-particlesاز انواع مختلفی از نانومواد )

برای ساخت ابزارهای تشخیصی و نیز بهبود 

حساسیت حسگرها استفاده شده که بر مبنای خواص 

کنند. های متفاوتی نیز ایفا مینقش ،منحصربفردشان

ژه و نیز انرژی آزاد دلیل مساحت سطح ویها بهآن

های زیستی با طح بالا، توانایی جذب محکم مولکولس

ها را دارند. بسیاری از این کمترین تاثیر بر فعالیت آن

های زیستی توانند مولکولنانومواد باردار هستند و می

 ،های الکترواستاتیک جذب کنندرا از طریق برهمکنش

نانوذرات طلا البته تشکیل پیوندهای کووالانسی )مانند 

(GNPs: Gold nano-particlesو گروه ) های آمین و

تواند ها( نیز مینیز واحدهای سیستئین در پروتئین

موثر باشد. ورود نانوذرات فلزی، با خواص 

تواند سبب کاهش اضافه ولتاژ و کاتالیزوری ویژه، می

های پذیری برخی از واکنشحتی تحقق برگشت

 )معمولا NPsنایی ردوکس شود. خصوصیات رسا

، نانوذرات غیر Agنانوذرات فلزی مثل نانوذرات 

و نیم رسانا( نیز سبب  فلزی مثل نانوذرات اکسیدی

های انتقال بار برای بهبود عنوان میانجیشده تا به

 .[34, 22]انتقال الکترون استفاده شوند 

در  2O2Hگونه که اشاره شد، اکسایش همان

به پتانسیل مثبت  حسگرهای آمپرومتری کولین، معمولا

+ نسبت به مرجع کالومل( V6/0 نسبتا بالایی )بیش از

نجر به ظهور مزاحمت ناشی از نیاز دارد که م

شود. استفاده از های الکتروفعال مختلف میونهگ

سیل اکسایش، عوامل اصلاح سطح برای کاهش پتان

ها تواند جهت کاهش مزاحمتهمانند نانوذرات، می

و همکاران، الکترود  Songمفید باشد. در یک بررسی، 

Pt ا الکترود اصلاح شده با اصلاح نشده را ب

( CNTs: Carbon nanotubesهای کربنی )نانولوله

ای از ابتدا با قطره Ptمقایسه نمودند. سطح 

ژل/ -و سپس با مخلوط سل CNTsسوسپانسیون 

ChOx  ( پوشانده شده است. وجود 1:1)نسبتCNTs 

را بهبود داده که ناشی از بهبود  2O2Hجریان اکسایش 

فرآیندهای انتقال الکترون است. در ضمن اضافه 

 16/0به  6/0 پتانسیل اکسایش پروکسید هیدروژن از

ایر به کاهش مزاحمت س ولت کاهش یافته که قطعا

)استامینوفن و کاتکول در شود ها منجر میگونه

شوند(. نتیجه ولت اکسید می 68/0و  6/0های پتانسیل

 Pt/ChOxدهد برای الکترود ها نشان میبررسی

تامینوفن و اسید اوریک، اسهای سرین، اسید گونه

شوند ای محسوب میبالقوههای آسکوربیک مزاحمت

های با مزاحمت Pt/CNTs/ChOxکه الکترود در حالی

 .[35]کمتری مواجه است 

از روشی مشابه برای  2007همین گروه در سال 

استفاده نمودند. نتایج نشان  Ptاصلاح سطح الکترود 
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های پاسخ زمان CNTsتر از های ضخیمدهد فیلممی

زیرا با  ،تر و حساسیت کمتر را به دنبال داردطولانی

فاصله مراکز فعال آنزیم  CNTsافزایش ضخامت فیلم 

شود. یتقال الکترون کندتر مبا سطح الکترود بیشتر و ان

خام و اصلاح شده، پتانسیل اکسایش  Ptالکترود 

2O2H دهند. ولت نشان می 15/0و  4/0ترتیب در را به

 ،دهدنه تنها پاسخ جریانی را بهبود می CNTsوجود 

بلکه پتانسیل الکتروکاتالیزوری را هم کم و به دنبال 

با این بخشد. علاوه برآن حساسیت را بهبود می

، پاسخ جریانی افزایش مقدار آنزیم بارگیری شده

اما در مقادیر خیلی زیاد،  ،یابدحسگر هم افزایش می

های آنزیم با اتصال سست، به راحتی از غشاء مولکول

انع از تشکیل یک فیلم یکنواخت رها شده و م

همین دلیل مسیرهای نفوذ سوبسترا و شوند. بهمی

پاسخ جریانی محصولات آنزیمی مسدود شده و 

 .[36]یابد کاهش میحسگر نیز 

دار شده عامل CNTsو همکاران،  Qin، 2009در سال 

تثبیت نمودند. در ادامه این  Ptرا در سطح الکترود 

های آمین منتقل شده که گروه PAAالکترود به محلول 

 COOH–های تواند توسط گروهبا بار مثبت دارد و می

های ب شوند. سپس، الکترود وارد محلولجذ

شود تا لایه می  PDDAنیز و PVSآنیون پلی

کاتیونی هم آن را بپوشاند و به دنبال آن درون پلی

گیرد. الکترود اصلاح قرار می  ChOxمحلول بافری

های جریانی پاسخ ،Ptدر مقایسه با  CNTsشده با 

طور قطع ناشی از توانایی انتقال بهتری دارد که به

های است. افزایش تعداد لایه CNTsالکترونی 

ChOx/PDDA  اسخ جریانی و افزایش پ ،لایه 8تا

همراه دارد که ناشی از افزایش بهبود حساسیت را به

های بیشتر، از ، اما لایهمقدار آنزیم تثبیت شده است

رون فیلم کاسته و جریان را کم ها دسرعت نفوذ گونه

 .[37]کنند می

)برای بهبود  GNPsدر مطالعه دیگری، همزمان از 

همراه ریکی و سهولت انتقال الکترون( بههدایت الکت

CNTs  جهت بهبود در پاسخ جریانی( و نیز(PDDA 

های کربوکسیل سطح استفاده شده است. ابتدا گروه

CNTsهای های مناسب واکنش داده و گروه، با معرف

ید. با واکنش نمااستری فعال در سطح ایجاد می

CNTs های دار با سیستامین، گروهعامل–SH  در سطح

CNTs گیرد که مکانی برای اتصال کووالانسی قرار می

GNPs  است. برای اطمینان از بار منفی آنزیم، از

در بالاتر از نقطه ایزوالکتریک )بافر با  ChOxمحلول 

pH=7.6 ،استفاده شده و برای تثبیت آنزیم )NPs  با

های شوند تا متاثر از جاذبهآنزیم مخلوط میمحلول 

ها جذب آنزیم روی آن ،گریزالکترواستاتیکی و آب

پراکنده شده و روی سطح   PDDAشود و سپس درون

گیرد. پاسخ جریانی الکترود اصلاح الکترود قرار می

سه برابر الکترود اصلاح شده با  CNTs-GNPsشده با 

GNPs ده با و دو برابر الکترود اصلاح شCNTs  است

ها برای انتقال الکترون، که حاکی از اثر اشتراکی آن

فعالیت کاتالیزوری و نیز مساحت سطح بالاتر برای 

 .[38]اتصال مقدار بیشتر آنزیم است 

و همکاران، از تلفیق  Houدر کار مشابه دیگری، 

ژل و خودآرایی برای تثبیت همزمان -روش سل

ChOx  وAcChE  در سطحPt  استفاده نمودند. برای

تهیه محلول سلُ از معرفی استفاده شده که در قسمت 

های تری متوکسی سیلان دارد که متحمل سر، گروه

تثبیت ای مناسب برای شوند و شبکههیدرولیز می

CNTs کنند. در قسمت انتها نیز و آنزیم ایجاد می
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های تیول وجود دارد که موقعیت را برای اتصال گروه

GNPs آورد. ابتدا فرآهم میCNTs وPDDA   تحت

را تشکیل  PDDA/CNTsامواج فراصوت، کامپوزیت 

ژل/ -با مخلوطی شامل محلول سل Ptدهند. سطح می

ChOx/  و کامپوزیتPDDA/CNTs شود. وشانده میپ

، نانوذرات از GNPsبا فروبردن الکترود درون محلول 

د شوند. الکتروسطح متصل میبه SH-های طریق گروه

  AcChEهایی از اصلاح شده به تناوب درون محلول

شود. در این حالت فرو برده می PDDAو 

PDDA/CNTs واسطی برای آرایش عنوان حدبه

GNPs  وAcChE ش های از طریق برهمکن

و  GNPs)با بار مثبت( و  PDDAالکترواستاتیک میان 

AcChE به نقطه  کند. با توجه)با بار منفی( عمل می

، این آنزیم در آخرین AcChE (pH=5.0)ایزوالکتریک 

، مقدار امپدانس CNTsمرحله بار منفی دارد. تثبیت 

ژل -الکترود را افزایش داده است که متاثر از لایه سل

و انتقال جرم  سدود کننده انتقال الکترونعنوان مبه

از مقدار مقاومت  GNPsاست. اما با افزوده شدن 

به نسبت دو آنزیم  AcChشود. پاسخ حسگر کاسته می

دهد، بیش از دو نشان می هانیز بستگی دارد. بررسی

ود را افزایش پاسخ جریانی الکتر PDDA-AcChEلایه 

تفاوت در فعالیت  به دلیل به دنبال ندارد که احتمالا

 AcChE 1100 U/mgها )برای کاتالیزوری نسبی آنزیم

 .[39]باشد ( میChOx 17 U/mgو برای 

ژل درون مواد سیلیکاتی  -کپسوله کردن با روش سُل

های دیگر تثبیت نیز از روش )Mesoporous( مزوحفره

آنزیم است. در این حالت آنزیم از پایداری مکانیکی 

که اندازه حفرات باشد ضمن اینخوبی برخوردار می

این مواد متخلخل منطبق با ابعاد آنزیم قابل تنظیم 

و همکاران برای  Shimomura، . در پژوهشی[3]است 

تثبیت آنزیم از یک ساختار سیلیکای متخلخل )قطر 

( استفاده نمودند. به این منظور، با nm 12حفرات 

ژل، یک غشاء مزو حفره ایجاد  -استفاده از روش سل

گیرد تا قرار می ChOxشده و در تماس با محلول 

صورت به آنزیم جذب شود. غشاء بارور شده با آنزیم

روی  ای برش داده شده و مستقیمافحات دایرهص

شود. پاسخ قرار گرفته و تثبیت می Ptسطح الکترود 

نشان  pHحسگر پایداری مناسبی در برابر تغییرات 

دلیل دهد که ناشی از پایداری بالای آنزیم بهمی

کپسوله شدن درون منافذی است که به ابعاد خود 

یم از دناچوره زآنزیم نزدیک هستند و به این شکل آن

دلیل کپسوله شود. اما بهفعال شدن حفظ میو غیر

های پایین ویژه در غلظتشدن آنزیم، سرعت پاسخ به

Cho  زیاد نبوده و نسبت به نوع بافر و یاpH  محیط

 .[40]حساسیت کمی دارد 

های زیستی طور گسترده در حسگربهاز چیتوسان 

های آمین چیتوسان و استفاده شده است. گروه

ف های استخلاتوانند با کینونهای پروتئین میمولکول

راحتی متحمل نشده )مثل پارا بنزوکینون( به

های هسته دوستی شوند که در نهایت به واکنش

های آمین و نیز تشکیل پیوند کووالانسی میان گروه

. [41]انجامد ک شبکه اتصال عرضی شده میی ایجاد

Santos و همکاران، میکروالکتروده( اییμm50 از )

را ابتدا درون محلول نافیون و  Pt/Ir (90:10)سیم 

بنزوکینون و -سپس محلول تثبیت آنزیم )شامل پارا

محلول چیتوسان و نسبت حجمی برابری از محلول 

آنزیم( فرو برده اند. این روش تثبیت آنزیم در مقایسه 

با روش کلاسیک )اتصال عرضی به کمک 

ومین سرم گاوی( ز آلبگلوترآلدهید در ماتریسی ا

 .[41]تر بوده است خیلی سریع و موثر
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 گیری کولین و استیل کولینفلزی اصلاح شده برای اندازه یالکترودها یهایژگیو یسهمقا -1جدول 

گستره غلظتی  روش اصلاح الکترود  

 کولین

(µM) 

حد 

 تشخیص

(µM) 

 حساسیت

(µA/mM) 

 پتانسیل

(V) 

زمان 

 پاسخ

(s) 

 پایداری

 )روز(

ثایت 

 مایکلز

(mM) 

 مرجع

1 Pt PVA/ChOx-
PEG/AcChE 

200-5 3 425/0 65/0 120 30 4/0 [29] 

2 Pt PVA/ChOx-

PEG/AcChE 
استیل  100-5

 کولین

2 423/0 65/0 120 30 4/0 [29] 

3 Pt PAA/PVS/PEI/ChO

x 
1000-5/0 5/0 79/3 6/0 10 - 436/0 [30] 

4 Pt PAA/PVS/PDDA/C

hOx 
100-5/0 5/0 04/9 6/0 15 - 131/0 [30] 

5 Au PA/ChOx 
(amprometry) 

50-20 - 5 4/0 - 30 - [32] 

6 Au PA/ChOx 

(potentiometry) 
20-0 - 10-5 

mV/mM 
4/0 - 30 - [32] 

7 Pt PA/ChOx 100-5/0 2/0 9/61 
2mA/M.cm 

5/0 30 30 4/1 [33] 

8 Pt CNTs/sol-gel, 
ChOx 

100-5 1/0 39/9 16/0 8 30< - [35] 

9 Pt CNTs/sol-gel, 

ChOx 
100-5 5/0 48/9 15/0 10 30 42/0 [36] 

10 Pt CNTs/PVS-

PAA/PDDA-ChOx 
100-5/0 0,2 53/12 6/0 8 15 - [37] 

11 Pt GNPs-

CNTs/PDDA-

ChOx 
500-1 3/0 9712 35/0 7 30 42/0 [38] 

12 Pt CNTs-
ChOx/GNPs/PDDA

AcChE 
استیل  400-5

 کولین

1 395/3 35/0 15 60 - [39] 

13 Pt Mesoporous 
membrane-ChOx 

800-5 5 25/1 6/0 4/1 80 228/0 [40] 

14 Pt-Ir Chitosan-

benzoquinone-
ChOx 

150-30 016/0 0064/0 - 4/1 - 4/0 [41] 

 

 گیرینتیجه

گیری و نظارت بر نشانگرهای زیستی ویژه اندازه

ارهای تشخیصی، بینی، توسعه ابزها از نظر پیشبیماری

اروهای جدید اهمیت دهای درمانی و ارزیابی پتانسیل

یق کولین و استیل کولین در گیری دقدارد. اندازه

ای های تجزیههای زیستی و غذایی به روشنمونه

نیاز دارد. در  پذیری بالاجدید و حساس با انتخاب

های کروماتوگرافی برای حال حاضر، از روش

شود که با وجود استفاده می Cho, AcChگیری اندازه

بر بوده و به مراحل پیش ان و زمانرمطمئن بودن، گ

سازی نیاز دارند. در این پردازش، استخراج و مشتق

 ،میان، حسگرهای زیستی آمپرومتری مبتنی بر آنزیم

اند. در ی یافتههای کمگیریای در اندازهه ویژهجایگا

ستقیم محصول واکنش این حسگرها، سنجش غیرم

وری انجام های الکتروشیمیایی و یا نآنزیمی به روش

پذیری منحصربفرد واکنش بر انتخابشود. علاوهمی
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آنزیمی، تشخیص الکتروشیمیایی نیز بر عملکرد 

های زیادی تلاش .افزایدانتخابی این حسگرها می

برای اصلاح الکترودهای آنزیمی صورت گرفته که 

هدف آن افزایش مقدار تثبیت آنزیم، حفظ فعالیت و 

بود طول عمر مفید حسگر، افزایش پایداری آنزیم، به

های انتقال الکترون، افزایش دهی واکنششتاب

پذیری، حساسیت و در نهایت بهبود حد انتخاب

باشد. گیری میتشخیص و گستره غلظتی قابل اندازه

تواند سبب افزایش جذب آنزیم و کاربرد نانوذرات می

پذیری شود همچنین جذب بهبود حساسیت و انتخاب

کمترین تاثیر را بر پایداری و  NPsآنزیم بر روی 

توانند فعالیت زیستی آنزیم دارد. نانوذرات کربنی می

های زیستی و پذیری الکتریکی مولکولواکنش

ها را بهبود های انتقال الکترون در پروتئینواکنش

پتانسیل عملکرد  ها، اغلببخشند و استفاده از آن

اخله معنی امکان مددهد که بهحسگر را کاهش می

گیری با کمترین کمتر از سوی سایر ترکیبات و اندازه

مزاحمت است. ویژگی حسگرهای اشاره شده در این 

 -( مقایسه شده است. ثابت مایکلز1مقاله در جدول )

منتن پارامتری است که تمایل آنزیم به سوبسترا را 

ها در حالت محلول نوعا مقادیر دهد. آنزیمنشان می

 M10-7)میل ترکیبی پایین( تا  M10-1ثابت مایکلز 

از  ،اما با تثبیت روی سطح ،)میل ترکیبی بالا( دارند

شود. پس از تثبیت، ثابت مایکلز مقدار آن کاسته می

دهد که آنزیم تثبیت شده فعالیت تر نشان میکوچک

بیشتری داشته و تمایل بیشتری برای سوبسترای خود 

 .[42, 36]دارد 
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Modification of the metal electrodes and development of the enzyme bio-sensors for the 

determination of the choline and acetylcholine in the food and biological samples 
 

moslem jahani*, alireza jahani 
*Assistant Professor, Research Institute of Food Science and Technology, Mashhad, Iran 

MSc Student of Microbiology Biotechnology, Islamic Azad University, Central Tehran Branch, Tehran, Iran 

 

      moslemjahani@yahoo.com 
Abstract 

Choline is a vitamin-like compound which can promote the lipid metabolism in the liver and kidneys and 

reduces the chronic inflammations. It also participates in the synthesis of the phospholipids and 

acetylcholine and is important for the integrity of the cell membrane. Its sufficient amount in the 

embryonic stage is necessary and, the relation between its concentration and the appearance of the signs 

of the diseases such as breast and prostate cancers is confirmed. It is usually necessary to supply choline 

through the food chain and nowadays choline is widely added to the certain foods and therefore its 

quantitative determination is very important in the clinical analysis and food industries. In the recent 

years, application of the enzyme sensors as the cheap and portable tools with high selectivity and 

sensitivity has attracted much attention as the alternatives for the chromatographic methods. In this 

review, the studies (from 2000 to present) in the field of the modification of metal electrodes and 

determination of choline and acetylcholine in the food and biological samples have been reviewed. 

Modification of the electrodes leads to more enzyme immobilization with better stability and bioactivity, 

improve the electron transfer and decrease the resistance, and consequently, enhancement in the figure of 

merits of the method. 

Keywords: electrochemical methods, enzyme sensor, choline, acetylcholine, food samples 
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