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، تشخيص وضعيت ايمني افراد نسبت به اين عامل  دليل آلودگي سريع و آسان با اين باكتري به   تتاني ايجاد ميشود.  كلستريديوم   توكسين حاصل از باكتري  كزاز توسط چكيده.  

هايي مانند سرعت، سادگي، تجهيزات ارزان و قابل حمل  رو بيوسنسورهاي الكتروشيميايي يكي از ابزارهاي سودمند در اين رابطه بوده و داراي ويژگي حائز اهميت است. از اين 
رو در بررسي  از اين   ها پيشنهاد شده است. طلا براي بهبود شناسايي آناليت - تقويت نقره در ارتباط با نانوذرات ن،  وجود حساسيت شناسايي آنها كافي نيست. بنابراي اين هستند، با 

هاي  به روش الكتروشيميايي با قالب سنجش   "آري يا نه "توكسوئيد كزاز به صورت  بادي ضد عنوان برچسب و پس از آن تقويت نقره، حضور آنتي به طلا  - اخير با كاربرد نانوذرات 
بادي بر روي  ¬و آنتي كزاز  سم  شده با نانولوله كربني مورد ارزيابي قرار گرفت. روش آناليتيكال شامل برهمكنش  شيشه اي اصلاح - ايمني غير مستقيم بر روي الكترودهاي كربن 

اي و تغييرات سيگنال طلا نسبت به  چرخه - تغيير ولتامتري   . گرديد ال  طلا و پس از آن تقويت نقره دنب - بادي ثانويه كانجوگه شده با نانوذرات ¬الكترود است كه توسط اتصال آنتي 
ولت پس از آن افزايش يافت.    ٠/ ٥٧ولت پيش از واكنش تقويت نقره به    ٠/ ٢٤از   ∆pEنتايج نشان دادكه  بررسي شد.    بر روي سطح الكترود   1Ag+بر اساس تغييرات يون  نقره  

به سمت پتانسيل هاي منفي انتقال يافت.    به سمت پتانسيل هاي مثبت و در    گيري افزايش يافت و نمودار جريان در  همچنين، پس از تقويت نقره، جريان به ميزان چشم 
 استفاده شود.   هاي زيستي مولكول تواند به راحتي براي شناسايي ساير  مجموع اين روش باعث افزايش حساسيت شناسايي شده و مي در 
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Electrochemical assay of anti-tetanus toxoid monoclonal antibody by 
silver enhancement of gold nanoparticles at carbon nanotubes 

modified glassy carbon electrode 
 

Salimeh Raeisi, Ahmad Molaei Rad, Mino Sadri & Hamideh Rouhani Nejad  

Faculty of Biological Science and Technology, Department of Chemistry and Chemical Engineering, Malek-e-Ashtar 
University of Technology, Tehran, Iran 

Correspondent author: Ahmad Molaei Rad, molaeirad@mut.ac.ir 
  

Abstract. Tetanus is caused by the toxin secreted by Clostridium tetani. Due to the rapid infection with this bacterium, it is so 
important to investigate the tetanus immunity of people. Therefore, electrochemical biosensors, as one of the most effective 
tools in this regard, have demanded characteristics such as being fast, simple, cost-effective and portable. However, their 
detection sensitivity is not sufficient. Hereon, silver enhancement of gold-nanoparticles was proposed for the improvement of 
detection. Hence, the current study applied gold-nanoparticles as label, following with silver enhancement, to investigate the 
yes/no electrochemical detection of anti-tetanus toxoid antibodies in the indirect immunoassay utilizing glassy-carbon 
electrodes modified by carbon nanotubes. The analytical procedure consists of the reactions of the tetanus toxoid with the 
antibody at electrode, so that followed by the interaction of gold-labeled secondary antibody and then silver enhancement 
process. In this study, the cyclic-voltammeter variation and difference of gold to silver signal based on silver ions fluctuations 
were also investigated. The results indicated that ∆Ep increased from 0.24 V before silver enhancement reaction to 0.57 V 
after the silver enhancement. The results also demonstrated that after silver enhancement, current significantly increased and 
current plot at Ec

p transferred to positive potentials and at Ea
p moved to negative potentials. In conclusion, this method 

increases the detection sensitivity and can simply use to other bio-molecules detection. 
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  مقدمه    
كنند      ايجاد  عامل  كه  است  عفونت  نوعي  كزاز  آن    هبيماري 

تتاني است. اين    هوازي كلستريديومتوكسين حاصل از باكتري بي
مي ترشح  تتانوس  نام  به  عصبي  سم  نوعي  به  باكتري  كه  كند 

درانقبا و  عضلات  شديد  بيمار  ض  مرگ  مي  نهايت  شود. منجر 
ويژ علائم  بروز  مسئول  كه  است  قوي  اگزوتوكسيني    ه تتانوس، 

 ;Burkin et al., 2004; Jain et al., 2010( بيماري كزاز است

Van Hoeven et al., 2008 .(    قابل كاملاً  بيماري  يك  كزاز 
  ،كزاز)  سوئيدكزاز (توك  كه با تزريق واكسنطوريبه  كنترل است،

در انسان  مي  بدن  ايمن  ميكروب  سم  ايمنيبرابر  در شود.   زايي 
آنتي بررسي سطوح  توسط  زيادي  ميزان  به  كزاز  عليه برابر  بادي 

ارزيابي مي  Burkin et al., 2004; Reder et(   شودتوكسوييد 

al., 2008; Schauer et al., 2003; Van Hoeven et al., 
سطوح  ).  2008 ايمني  IgG  باديتي آنارزيابي  با  طي  زايي 

بررسي   است.  ايمني  پاسخ  در  مفيدي  شاخص  كزاز،  توكسوئيد 
افراد در ايمني  بسياري است و    وضعيت  اهميت  كزاز داراي  برابر 

بيماريبه اين  عليه  ايمني  سيستم  فعاليت  افزايش  به    منظور 
يادآورتزريق دارد  هاي  مبرم  ).  Schauer et al.,2003(  نياز 

ايمونوگلوبولينتريمتداول ارزيابي  براي  روش  اختصاصي ن  هاي 
به    عليه توكسين ايمني متصل  كزاز درآزمايشگاه، سنجش جذب 

است  ,.Burkin et al., 2004; Van Hoeven et al(  آنزيم 

شناسايي با حساسيت بالا و تحليل صحيح بيوماركرها در    ).2008
مديرنمونه و  درمان  زودهنگام،  تشخيص  براي  زيستي  يت  هاي 

است.  بيماري اهميت  حائز  برچسب  باها  مولكول  ماهيت  به  توجه 
به منزلة سيگنال با  ژن  بادي و آنتيواكنش اختصاصي ميان آنتي

الكتروشيميايي، راديواكتيو، روش نوري، مغناطيسي،  هاي مختلف 
مبدل   توسط  جرمي  اسپكتروسكوپي  و  مكانيكي  پيزوالكتريك، 

مي  ,.Arruebo et al., 2009; Dobosz et al(  شودارائه 

سنجشزماني  از).  2015 برچسبكه  بر  مبتني  ايمني  هاي  هاي 
پيشرفت  فلزي توسعه است،  انواع  هاي گستردهيافته  كاربرد  با  اي 

است شده  ايجاد  فلزي  كلوئيدي   ,.Jazayeri et al(  نانوذرات 

اگرچه روش2016 از).  آناليتيكال بسياري،  روش  هاي  هاي  جمله 
براي  طيف  سنجشسنجي  كمي  بر  تعيين  مبتني  ايمني  هاي 

با اما  دارد،  وجود  فلزي  شناساييايننانوذرات  هاي  وجود، 
توجه به سرعت، سادگي، كاربرد تجهيزات ارزان  الكتروشيميايي با

اميدوار حمل  قابل  اين    و  شناسايي  حساسيت  هستند.  كننده 
روشروش با  مقايسه  در  برچسبها  واجد  فلورسانس  هاي  هاي 

ن ). Chu et al., 2005; Gupta et al., 2007(  يستكافي 
پيشنهاد شده است.   بهبود حساسيت شناسايي  براي  نقره  تقويت 

- هاي ايمني بهتقويت نقره در ارتباط با نانوذرات طلا در سنجش
مي گرفته  شناسايي،  شود.  كار  ويژگيزماني حساسيت  هاي  كه 

يون به كاهش  نانوذرات طلا  نقره  كاتاليتيك  فلز  )1gA+(هاي  به 
يابد و سيگنال را تقويت  شود، افزايش ميميمنجر     )0Ag(نقره  

رو، در  ايناز).  Gupta et al., 2007; Liu et al., 2014(  كند مي
كلوئيدي طلا با قطر   نانوذرات  با كاربرد  اخير  نانومتر   ١٠بررسي 

آنتيبه حضور  نقره،  تقويت  آن  از  و پس  برچسب  هاي  بادي مثابة 
ضدمونوكلونا كزاز  ل  بهروش    yes or noصورت  بهتوكسوئيد 

سنجش قالب  با  غيرالكتروشيميايي  ايمني  روي هاي  مستقيم 
كربن اصلاحشيشه-الكترودهاي  نانولولهاي  با  كربني  شده  هاي 

شامل   آناليتيكال  روش  گرفت.  قرار  ارزيابي  كنش  همبرتحت 
كزاز وئيدبادي مونوكلونال ضد توكسكزاز و آنتيژن توكسوئيدآنتي

آنتي اتصال  توسط  كه  است  كانجوگه(آناليت)  ثانويه  با  بادي  شده 
الكترود  نانوذرات طلا روي  نقره  از آن تقويت  نانوذرات طلا و پس 

  ).١اي اصلاح شده با نانولوله كربني دنبال شد (شكل  شيشه - كربن 

  
  ها مواد و روش   

شيشه  كربن  الكترود  سطح  نانولوله اصلاح  توسط  هاي  اي 
  ربنيك 

اي، تا زماني كه سطح الكترود كاملاً شفاف الكترود كربن شيشه     
ميكرومولار آلومينيوم پوليش داده شد و به   ٠/ ٠٥شود، با محلول  

دقيقه سونيكه شد. براي اطمينان از تميزي سطح الكترود   ٥مدت  
و فقدان ناخالصي روي آن، در ابتدا، نمودار جريان در برابر پتانسيل 

الكتر  آن، براي  از  پس  شد.  بررسي  مقطر  آب  درحضور  دوباره   ود 
محلول  درحضور  الكترود  براي  پتانسيل  برابر  در  جريان  نمودار 

هگزا ميلي   ٥الكتروليت   پتاسيم  و  - مولار  مولار ميلي   ٥سيانوفرات 
پتاسيم نيترات بررسي شد و از ايجاد واكنش در محلول الكتروليت 

شد حاصل  اصلاح Musameh et al., 2002(   اطمينان  براي   .(
گرم ميلي   ١هاي كربني با غلظت  اي از نانولوله الكترود كربن شيشه 

ميلي  محلول  در  در  در   ١ليتر  نافيون  حجم  به  وزن  اتانول   درصد 
-٧هاي كربني با ساختارهاي چندلايه با طول  استفاده شد. نانولوله 

قطر    ١٥ و  دست   ١٠تا    ٠/ ٥نانومتر  صورت  به  از ميكرومتر  ساز 
مدت  پژوهشگ  به  محلول  اين  شدند.  تهيه  نفت  ملي  دقيقه   ١٠اه 

حجم   و  شد  سطح   ١٠سونيكه  روي  محلول  اين  از  ميكروليتر 
روش   به  ريخته نقطه الكترود  يك   گذاري  مدت  به  الكترود  شد. 

گراد) قرار گرفت تا كاملاً درجة سانتي  ٢٥شبانه روز در دماي اتاق ( 
شود   ,.Grieshaber et al., 2008; Thvenot et al(   خشك 

2001; Wang & Li 2007 .(  
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  هاي كربني. اي اصلاح شده با نانولوله بادي مونوكلونال ضد توكسوئيد كزاز با كاربرد تقويت نقرة نانوذرات طلا روي الكترود كربن شيشه آنتي طرح كلي شناسايي    - ١شكل  

Figure 1. The outline for the detection of anti-tetanus toxoid monoclonal antibody by using silver enhancement of gold 
nanoparticles at carbon nanotubes modified glassy-carbon electrode. 

الكترود كربن   هاي زيستي غير مستقيم رويايجاد سنجش
  شده  اصلاح  ايشيشه

الكترود،       سطح  اصلاح  از  غلظت آنتي پس  با  كزاز  توكسوئيد  ژن 
 )٥٠  µg/ml (    در بافر فسفات باpH=7.4    ٤منتقل شد و به ميزان 

ميكروليتر روي الكترود اصلاح شده توسط ميكروپيپت چكانده شد 
مدت   به  آن  از  پس  دماي    ١و  در  سانتي   ٢٥ساعت  گراد درجة 

 Dutta et al., 2017; Qu et al., 2011; Zhangنگهداري شد (

Songbai et al., 2016 كزاز   د ژن توكسوئي). استوك آنتي  lf/ml 

) از مؤسسة تحقيقات واكسن و سرم mg/ml  ١.٢٤معادل (   2550
بافر   توسط  كه  شد  تهيه  رازي  به رقيق   PBSسازي  و  شد  سازي 

 ) نهايي  كربن µg/ml  ٥٠غلظت  الكترود  بعد  مرحلة  در  رسيد.   (
آنتي شيشه  واجد  كه  بلوكه اي  بافر  توسط  است  شده  تثبيت  ژن 

مدت   به  منظور    ٢كننده  به  برهم كنش كساعت  -غير هاي  اهش 
مولار سديم ميلي   ٢٠اختصاصي انكوبه شد. بافر بلوكه كننده شامل  

درصد آلبومين سرم گاوي  ٤كلرايد، سديممولار ميلي  ١٥٠فسفات، 
در  ميلي   ٢و   آزيد  ادامه،   pH=7.4مولار سديم  در  بادي آنتي   بود. 

اج   كزاز   توكسوئيدضدمونوكلونال   و  منتقل شدند  الكترود  زه ا روي 
به  تا  شد  الكترود   ٦٠مدت    داده  سطح  با  اتاق  دماي  در  دقيقه 

هاي استاندارد كيت بادي از نمونه آنتي ه  واكنش دهند. استوك اولي 
ELISA   كزاز با   توكسوئيدضد بادي مونوكلونال  براي شناسايي آنتي

 ) اوليه  زيستي IU/ml  ١غلظت  سنجش  براي  شد.  استفاده   (
غلظت مشخص ( آنتي  بافر IU/ml  ٠.٠٨بادي با  تهيه   ) در  فسفات 
  ). Qu et al., 2011; Xu et al., 2016(  شد 

كانجوگه طلاايجاد  نانوذرات  به  آنتي- هاي  ثانويه  روش    بادي 
  الكترواستاتيك 

ويژگي      با  طلا  نانوذرات  از  مرحله،  اين  قطر در  نانومتر،   ١٠هاي 
پيك رزونانس پلاسمون ٥/ ٩٨× ١٠١٢ليتر  ميزان نانوذره در ميلي   ،

نوري    ٥٢٠- ٥٢٥حي  ط س  چگالي  و   ٥٢٠در    ١/ ٥نانومتر،  نانومتر 
مولي  نانوذرات  108× 01/1 (M-1cm-1) جذب  شد.  استفاده 

نانو سلامت آروين خريداري    ١٠كروي طلا با قطر   از شركت  نانومتر 
 شد. در بررسي حاضر، در ابتدا، نانوذرات طلا توسط اسپكتروفوتومتر 

UV-Vis (4300 Pro UV–vis, Amersham Biosciences)    در
نانومتر و همچنين توسط تصاوير ميكروسكوپ   ٧٠٠- ٤٠٠موج طول 

عبوري  قرار )  TE 2000 Ziess TEM(   الكترون  ارزيابي  تحت 
توسط  تصويربرداري  از  پيش  در TEM  گرفتند.  طلا  نانوذرات   ، 

rpmو    ١٥براي   ١٥٠٠٠ سانتريفيوژ  چند  دقيقه  براي  آن  از  پس 
نمونة  شدند.  سونيكه  طلا   دقيقه  از   نانوذرات  ماده   هر   كه  اي  نوع 

شده خالص  مس  سازي  با  شده  پوشيده  كربن  شبكة  يك  روي  اند 
اين   نشين ته  تا  وسيلة   شدند،  به  و   TEM كه  تصويربرداري 

  . ) Jana et al., 2001(   مشخص شود   ها هاي آن ويژگي 
( كنش همبر     فيزيكي  براي كنش همبرهاي  الكترواستاتيك)  هاي 

كانجوگه  آنتي ايجاد  روش هاي  شد.  استفاده  طلا  نانوذرات  با  بادي 
 ) روش  بر  مبتني  است.Hall et al., 2011اخير  كه   از   )  آنجا 

داراي    IgG  باديآنتي  مثبت   pI=6.6-7.2انساني  بار  داراي  و 
ابتدا   در  از    pHاست،  نانوذرات  تا    ٩به    ٣محلول  كرد   pHتغيير 

از   بالاتر  به  و    pIمحلول  شود  منتقل  به صورت نپروتئين  انوذرات 
ميكروليتر   ٣٠٠بادي اتصال يابند. سپس، به  الكترواستاتيك به آنتي 

 ٠.٠٨بادي ( ميكروليتر آنتي   ٢٤ميزان    pH=9از محلول نانوذره با  
IU/ml  مدت به  اين محلول  شد.  اضافه  اتاق   ١)  در دماي  ساعت 

كردن  خارج  براي  انكوباسيون  زمان  گذشت  از  پس  و  شد  انكوبه 
به بادي آنتي  محلول  نيافته  اتصال  دور   ١٥مدت    هاي  با  و  دقيقه 

 )١٤٠٠٠  rpm  دماي در  سانتي   ٢٥)  شد. درجة  سانتريفيوژ  گراد 
آنتي كانجوگه  ته   باديهاي  درنانوذرات  شده،  براي   نشين  نهايت 

سازي و در دماي رسيدن به حجم قبلي با آب مقطر استريل رقيق 
). پس از Hall et al., 2011(   گراد نگهداري شدند درجة سانتي   ٤

كانجوگه   ٤آن   از  طلاميكروليتر  نانوذرات  روي آنتي   هاي  بادي، 
دقيقه در دماي   ٦٠اي منتقل شدند و به مدت الكترود كربن شيشه 

آنتي  با  تا  شدند  انكوبه  الكترود  روي  اوليه  اتاق  كنش همبر بادي 

 [
 D

O
I:

 1
0.

52
54

7/
nb

r.
8.

1.
1 

] 
 [

 D
O

R
: 2

0.
10

01
.1

.2
42

36
33

0.
14

00
.8

.1
.8

.7
 ]

 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 c
4i

20
16

.k
hu

.a
c.

ir
 o

n 
20

24
-0

4-
09

 ]
 

                             3 / 12

http://dx.doi.org/10.52547/nbr.8.1.1
https://dorl.net/dor/20.1001.1.24236330.1400.8.1.8.7
https://c4i2016.khu.ac.ir/nbr/article-1-2878-en.html


                                                 Raeisi et al. Electrochemical assay ofanti-tetanus toxoid monoclonal  مونوكلونال    بادي   آنتي   الكتروشيميايي   سنجش   و همكاران.  رئيسي 

 

4/٤ 

 

 ,.Ashworth-Sharpe et al., 2016; Lange et al(   دهند

2006; Li et al., 2014 پايداري همچنين  بررسي،  اين  در   .(
طلاكانجوگه  نانوذرات  بررسي آنتي   هاي  با  هفته  يك  طي  بادي 

  تغييرات طيف رزونانس پلاسمون سطحي موضعي ارزيابي شدند.
  تقويت نقره نانوذرات طلا 

از يك      نانوذرات طلا،  نقرة  تقويت  يا  و  اتومتالوگرافي  انجام  براي 
ترتيب حاوي دو محلول نيترات نقره و عامل   كيت واكنشي، كه به 

است  (هيدروكوئينون)   Silver Enhancer Kit, Li(   كاهشي 

Silver, Abcam براي استفاده شد.  نقره  واكنش كاهشي  براي   ،(
از  بررسي تقويت نقره در انتهاي مراحل سنجش زيستي مخلوطي 

محلول حجم  از  مساوي  تقويت هاي  و  نقره)  (نيترات  آغازگر  هاي 
الكترود كربن شيشه ن ك  ريخته نده (هيدروكوئينون) روي سطح  اي 

كانجوگه  نانوذرات طلا شد تا با  الكترود آنتي   هاي  بادي روي سطح 
كنش نشان دهند و يك واكنش كاهشي براي رسوب نقره انجام  هم بر 

). پس از  Gupta Shalini et al., 2007; Liu et al., 2014(  پذيرد 
جريان    ٤٠ نمودار  درحضور    ر د دقيقه،  الكترود  براي  پتانسيل  برابر 

الكتروليت   و  ميلي   ٥محلول  سيانوفرات  هگزا  پتاسيم    ٥مولار 
  ). Musameh et al., 2002(   مولار پتاسيم نيترات ارزيابي شد ميلي 

  اي اندازه گيري الكتروشيميايي توسط ولتامتري چرخه
اي  خه ر هاي ولتامتري چ هاي الكتروشيميايي از آزمايش براي بررسي    

و از يك سلول با حجم    Drop Sens, Microstate 200با دستگاه  
الكترود كربن شيشه ميلي   ٢٠ استفاده شد.  الكترود  واجد سه  اي  ليتر 

منزلة الكترود    به   Ag/AgClعنوان الكترود كار، الكترود  به اصلاح شده  
به  پلاتين  الكترود  و  شد.    مرجع  استفاده  شمارنده  الكترود  منزلة 

الكتريكي  گ اندازه  سيگنال  در  تغيير  مبناي  بر  الكتروشيميايي  يري 
بادي و  آنتي - ژن كنش ميان آنتي هم بر برابر پتانسيل پس از    جريان در 

هاي  بادي ثانويه است. در پايان، سنجش آنتي - بادي اوليه همچنين آنتي 
در  قرارگيري  از  پس  طلا  نانوذرات  از  حاصل  سيگنال  معرض    ايمني 

ا  نقره  تقويت  چرخه ر محلول  ولتامتري  بررسي  براي  شد.  از  زيابي  اي 
- ميلي   ١٠٠ولت و سرعت اسكن  ميلي   ١٠٠٠تا    - ٨٠٠هاي  پتانسيل 

  ٥ها در محلول الكتروليت حاوي  گيري اندازه ولت بر ثانيه استفاده شد. 
تمامي    K3Fe(CN)6مولار  ميلي   ٥و  KNO3 مولار  ميلي  - اندازه و 
 ,.Brun et al., 2013; Xu et al(   ها دردماي اتاق انجام شد گيري 

2016; Zhang Songbai et al., 2016 .(  
  

 نتايج    

در طول  UV-Vis هاي نانوذرات طلا توسط اسپكتروفوتومتر  ويژگي     
تحت ارزيابي قرار    TEMنانومتر و همچنين تصوير    ٧٠٠تا    ٤٠٠موج  

نانوذرات طلا توسط اسپكتروسكوپي  گرفت. نتايج بررسي ويژگي  هاي 
UV-Vis   ت نتايج    ٢در شكل    TEMوير  ص و  است.  داده شده  نشان 

ناحية   نانوذرات طلا در  باند جذب پلاسمون سطحي  نشان دادند كه 
نانومتر ديده شد. همچنين، باتوجه به تصوير    ٥٢٤مرئي در طول موج  

TEM    نانومتر تخمين زده شد.   ١٠ميانگين قطر نانوذرات طلا  
منظور بررسي  ذرات طلا، به و نان - بادي هاي آنتي پس از ايجاد كانجوگه     

آنتي  به  نانوذرات طلا  شدن  كانجوگه  تغييرات  بادي تأييد  ثانويه،  هاي 
از   نانوذرات طلا قبل  طيف رزونانس پلاسمون سطحي موضعي براي 

هاي  بادي بادي و پس از كانجوگه شدن با آنتي كانجوگه شدن با آنتي 
بي حاصل  ذ هاي ج مونوكلونال ضد توكسوئيد كزاز توسط بررسي طيف 

نانومتر    ٧٠٠تا    ٤٠٠در محدودة طول موج    UV/Visطيف سنجي   از 
شكل   گرفت.  قرار  ارزيابي  است.    ٣تحت  كانجوگاسيون  نتايج  مبين 

به  كلوئيدي  طلاي  يك  نانوذرات  جذب  طول تنهايي  بيشينه  در  موج 
 )max  شدن و اتصال    دهد. پس از كانجوگه نانومتر نشان مي   ٥٢٤) در

به   ميزان    maxبادي  آنتي نانوذرات  به    ٧به  به    ٥٣١نانومتر  نانومتر 
ميزان  موج طول سمت   به  جذب  همچنين،  شد.  منتقل  بالاتر  هاي 

به    ٠/ ٥٨٠(از    ٠/ ٣٠٣ اتصال  از  اتصال) كاهش    ٠/ ٢٧٧پيش  از  پس 
تأييد  تغييرات  اين  آنتي   يافت.  به  طلا  نانوذرات  اتصال  بادي  كنندة 

است.   كان به مونوكلونال  ارزيابي  طلا وگه ج منظور  نانوذرات  - هاي 
ها طي يك هفته توسط  اين كانجوگه   LSPRبادي ثانويه، طيف  آنتي 
به   UV/Visسنجي    طيف  نتايج  شد.  كه  ارزيابي  دادند  نشان  وضوح 

كانجوگه  جذب  طلا بيشينه  نانوذرات    يك   طي   ثانويه   بادي آنتي - هاي 
  اري د از پاي   حاكي   كه   مانده   باقي   نانومترثابت     ٥٣١±٢    ميانگين   با   هفته 
  جذب   ميزان   اين،   وجود با   است. ولي  هفته   يك   به مدت   ها كانجوگه   اين 
  كاهش يافت.   ٠/ ٤٤ميزان  به   ٠/ ٥٩از    هفته   يك   طي 
كربن   ٦شكل       الكترود  براي  پتانسيل  برابر  در  جريان  نمودار 

دهد. تصوير ) را نشان مي ٥شكل   ♦اي در آب مقطر (نمودار شيشه 
كه   صاف  خط  يك  جري هيچ مبين  پتانسيلي ا گونه  هيچ  در  را  ني 

نمي  دهنده نشان  واكنش  نوع  هر  فقدان  از  حاكي  و  روي دهد  اي 
شكل   است.  الكترود  برابر   ٦سطح  در  جريان  نمودار  همچنين، 

شيشه  كربن  الكترود  براي  را  الكتروليت پتانسيل  محلول  در  اي 
نمودار كاتدي و آندي، دهد، با بررسي) نشان مي ٥شكل    ■ (نمودار  
اكنش در محلول الكتروليت اطمينان حاصل شد. پس از و از ايجاد  

الكترود نانولوله كربن شيشه   اصلاح  توسط  توجه  اي  با  هاي كربني، 
درشكل   مندرج  نمودار  جريان   ٥به  بيشينة  در  كاتدي  پتانسيل 

) برابر با و پتانسيل آندي در كمينة جريان (  ٠/ ٣٧) برابر با ( 
اين علت است كه ولت به   ٠/ ٢٣تا ميزان    ∆pEكاهش    است.   ٠/ ١٤

الكترود شده نانولوله  اند. هاي كربني سبب افزايش جريان در سطح 
خوب  الكتريكي  پذيري  هدايت  با  مرتبط  جريان  افزايش  اين 

-هاي كربني چند ديواره و تسهيل انتقال الكترون ميان يون نانولوله 
  شود.ي مهاي پتاسيم هگزانوسيانوفرات و الكترود  
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  رفته در مطالعة اخير. كار نانومتري به  ١٠نانوذرات  TEMو تصوير  UV-Visطيف   -٢شكل 

Figure 2. UV-Vis spectrum and TEM image of employed 10 nm gold nanoparticles in this study  

  
  

  maxλنانومتر يك   ١٠نانوذرات كلوئيدي  LSPR؛ طيف كزاز توكسوئيد ل ضد ونابادي مونوكلآنتي - كننده كانجوگاسيون نانوذرات طلا تأييد LSPRطيف  -٣شكل 
چين  شود (خط نقطهجا ميبهنانومتر به سمت راست جا   ٧به ميزان   maxλبادي  آنتيشدن با   دهد و پس از كانجوگهنانومتر (خط ممتد آبي) نشان مي  ٥٢٤برابر با 

  قرمز). 
Figure 3. LSPR spectra confirming of gold nanoparticles-anti tetanus toxoid antibody conjugation; the LSPR spectrum 
of bare 10 nm gold colloids shows a λmax of 524 nm (solid blue), after conjugation with the monoclonal antibody, the 

λmax shifts 7 nm to the red (dashed red). 
  

  
  

  ثانويه طي يك هفته. بادي   آنتي- هاي نانوذرات طلايداري كانجوگهي پاارزياب  -٤شكل 
Figure 4. Consideration of gold nanoparticles-secondary antibody stability during one week 
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تقويت  تأييد  LSPRطيف    -٥شكل   كانجوگه  كنندة  نانوذرات طلانقره    ٥٣١  maxλبادي يك  آنتي- ذرات طلانونا   هايكانجوگه  LSPRبادي؛ طيف    آنتي- هاي 
چين   (خط   ٤٥٥/٠نانومتر با جذب  ٥٢٠  maxλ، يك  LSPRها طيف دهد، پس از تقويت نقرة اين كانجوگه(خط پر رنگ قرمز) را نشان مي  ٠/ ٢٧٧نانومتر با جذب 
  دهد.آبي) را نشان مي

Figure 5. LSPR spectra confirming of silver enhancement of gold nanoparticles- antibody conjugates; the LSPR 
spectrum of gold nanoparticles-monoclonal antibody conjugates shows a λmax of 531 nm with absorbance of 0.277 
(solid red), after silver enhancement of gold nanoparticles-monoclonal antibody conjugates, the absorbance increase to 
0.455 and LSPR spectra shows a λmax of 520 nm (dashed blue). 

 

  
  

اي در محلول الكتروليت (نمودار  )، الكترود كربن شيشه♦اي در آب مقطر (نمودار خاكستري  نمودار جريان در برابر پتاسيل براي الكترود كربن شيشه   -٦شكل  
  ). ▲هاي كربني (نمودار قرمز  با نانولوله  شده  حاصلااي ) و الكترود كربن شيشه■آبي 

Figure 6. The plot of current versus potential for GCE in mili-Q water (gray plot ♦), GCE in electrolyte solution (blue 
plot ■) and CNT modified GCE (red plot ▲). 
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سنجش      ايجاد  از  الكترود  پس  روي  زيستي  اي  شيشه كربن  هاي 
پتانسيل  شده،  كربن  اصلاح  الكترود  به  نسبت  كاتدي  و  آندي  هاي 

نانولوله   اي شيشه  با  با توجه به  اصلاح شده  هاي كربني سنجيده شد. 
ترتيب ٧شكل    نمودار  به  نمودارها  برابر    ،  در  جريان  نمودار  مبين، 

ي  هاي كربن لوله   اي اصلاح شده با نانو پتاسيل براي الكترود كربن شيشه 
اصلاح شده    اي الكترود كربن شيشه   ) و ♦محلول الكتروليت (نمودار  در  

پس از قرارگرفتن توكسوئيد كزاز روي آن (نمودار    هاي كربني با نانولوله 
با ■  هستند.  نمودار   )  به  بيشينة   ٧شكل    توجه  در  كاتدي    پتانسيل 

 ) آنتي )  جريان  توكسوئيد براي  با    ژن  برابر  و    ولت   ٠/ ٥٦كزاز 
( پت  جريان  كمينة  در  آندي  با  انسيل  برابر  است.    - ٠/ ٠٤)  ولت 

  برابر   ترتيب مبين، نمودار جريان در به   ٨همچنين، نمودارها در شكل  
هاي كربني  لوله  نانو   اي اصلاح شده با پتاسيل براي الكترودكربن شيشه 

كربن  ) و الكترود  ♦پس از قرارگيري توكسوئيد كزاز روي آن (نمودار  
با  شيشه  تغييريافته  از لوله نانو اي  پس  كربني  آنتي   هاي  بادي  ارائة 

 ) جريان  بيشينة  در  كاتدي  پتانسيل  هستند.  براي  مونوكلونال   (
كزاز برابر با    ژن توكسوئيد مونوكلونال پس از واكنش با آنتي   بادي آنتي 

با صفر است.  ) برابر  ولت و پتانسيل آندي در كمينة جريان (   ٠/ ٤
بادي كانجوگه شده  براي آنتي )  پتانسيل كاتدي در بيشينة جريان ( 

آنتي نانو با   با  واكنش  از  پس  طلا  اوليه ذرات  توكسوئيد آنتي - بادي    ژن 
(   ٠/ ٣٤كزاز   كمينة جريان  در  آندي  پتانسيل  و  برابر  ولت   (٠/ ١  

نانو   ولت است. كاملاً مشخص است كه  هاي كربني سبب  لوله   حضور 

ژن روي آن  زايش جريان پس از قرارگيري آنتي انتقال بهتر الكترون و اف 
از   شود. از مي  يا همان  ي كه با ارائة آنت آنجايي   طرفي،  بادي مونوكلونال 

سبب   هدف  با هم بر مولكول  انتقال  آنتي   كنش  بنابراين،  شده،  ژن 
  گيرد. ترود با تأخير صورت مي ك سمت ال الكترون از محلول الكترولت به 

بادي  آنتي-هاي نانوذرات طلااصول كلي تقويت نقره در كانجوگه   
آنتي شناسايي  براي  ضد  ثانويه  مونوكلونال  ،  كزاز  توكسوئيدبادي 

شكل   ولتامتري   ١در  شناسايي  اينجا  در  است.  شده  داده  نشان 
  روي سطح الكترود كربن   1Ag+اي بر اساس تغييرات يون  چرخه
نشين شدن ميزان زيادي اي است. فرايند تقويت نقره به تهشيشه 

به يوننقره  برچسبعلت كاهش كاتاليتيك  توسط  نقره  هاي  هاي 
، ٩شود. با توجه به نمودار مندرج در شكل  نانوذرات طلا منجر مي

كانجوگه در  نقره  تقويت  از  پس  كه  است  مشخص  هاي  كاملاً 
جريا آنتي-نانوذرات ثانويه،  افزايش به  نبادي  چشمگيري  ميزان 

سمت  به  )يابد و نمودار جريان در بيشينه پتانسيل كاتدي ( مي
( پتانسيل آندي  پتانسيل  كمينة  در  و  مثبت  بهسمت   )هاي 
يافت. همچنين، نتايج نشان دادند كه  پتانسيل انتقال  منفي  هاي 

pE∆  ولت پس   ٥٧/٠به  ولت پيش از واكنش تقويت نقره ٢٤/٠از
واكنش   از  ناشي  پاسخ  اين  يافت.  افزايش  نقره  تقويت  واكنش  از 

) و رسوب نقره  0Agبه فلز نقره (  ) Ag+كاهشي تبديل يون نقره (
نانو   سيگنال  تقويت  كه سبب  است  الكترود  روي سطح  بر  فلزي 

  شود.ذرات طلا و افزايش جريان مي

 
  

ب   -٧شكل   پتاسيل  برابر  در  الكترود كربن شيشهر نمودار جريان  نانولولهاي  با  آبياي اصلاح شده  (نمودار  الكتروليت  محلول  در  الكترود كربن  ♦هاي كربني  و   (
  ). ■هاي كربني پس از قرارگيري توكسوئيد كزاز روي آن (نمودار قرمزاي اصلاح شده با نانولولهشيشه

Figure 7. The plot of current versus potential for CNT modified GCE (blue plot ♦) and CNT modified GCE with 
tetanus toxoid antigen (red plot ■). 
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) و  ♦هاي كربني پس از قرارگيري توكسوئيد كزاز روي آن (نمودار قرمزاي اصلاح شده با نانولولهنمودار جريان دربرابر پتاسيل براي الكترود كربن شيشه   -٨شكل  
  ).■ بادي مونوكلونال (نمودار سبزهاي كربني پس از ارائه آنتيتغييريافته با نانولوله ايالكترود كربن شيشه

Figure 8. The plot of current versus potential for CNT modified GCE with tetanus toxoid antigen (red plot ♦) and 
monoclonal antibody after reaction with tetanus toxoid(green plot ■). 

 

  
  

) و پس از ♦كزاز (نمودار قرمز ژن توكسوئيد آنتي- بادي اوليهآنتيشده با نانوذرات طلا پس از واكنش با  بادي كانجوگه نمودار جريان در برابر پتانسيل براي آنتي -٩شكل 
هاي كربني (نمودار  با نانولوله  شده  اي اصلاحروي الكترودكربن شيشهكزاز    يدتوكسوئژن  آنتي- بادي اوليهآنتي- شده با نانوذرات طلا  بادي كانجوگهآنتينقرة    واكنش تقويت

  ).■آبي 
Figure 9. The plot of current versus potential for gold nanoparticle secondary antibody conjugates after reaction with tetanus 
toxoid- monoclonal antibody (red plot ♦) and after silver enhancement of gold nanoparticle secondary antibody conjugates at 
CNT modified GCE (blue plot ■). 
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  بادي ثانويه روي الكترود. آنتي- هاي نانوذرات طلاپذيري واكنش تقويت نقرة كانجوگهتكراربررسي  -١٠شكل 

Figure 10. Consideration of repetition for silver enhancement of gold nanoparticles-secondary antibody conjugates on electrode.  
  

ويژگي      از  يكي  تكرارپذيري  دادن  ازطرفي  نشان  براي  مهم  هاي 
است.   الكترود اصلاح شده  - كه تكرارپذيري سيگنال طوري به عملكرد 

ن  نتايج  قرار گرفت.  ارزيابي  آناليتيكال طي يك هفته تحت    شان هاي 
شيشه  كربن  الكترود  كه  نانولوله دادند  با  شده  اصلاح  كربني  اي  هاي 

بررسي   براي  تكرارپذيري خوبي  و  مدت  پايداري طولاني  ديواره  چند 
ولتامتري چرخه پاسخ  تقويت  هاي  تكرارپذيري  دارند. همچنين،  را  اي 

نانوذرات طلا در كانجوگه  نانوذرات طلا نقرة  بادي ثانويه هر  آنتي - هاي 
ارزيابي شد. شكل  قيق د   ١٠ بار  يك  تقويت    ١٠ه  پذيري  تكرار  نتايج 

كاملاً    ٩دهد. با توجه به نمودارهاي مندرج در شكل  نقره را نشان مي 
كانجوگه  كه  شد  طلا مشخص  نانوذرات  كاملاً  آنتي - هاي  ثانويه  بادي 

بسيار   تغييرات  نانوذرات  اين  نقرة  تقويت  نمودارهاي  و  هستند  پايدار 
كه از تكرارپذيري بالاي اين سنجش حكايت دارد.    داد اندكي را نشان  

دقيقه از واكنش تقويت نقره و ارزيابي    ١٢٠با وجود اين بعد از گذشت  
نقره  هاي حاصل، مشخص شد كه سيگنال مكرر سيگنال  هاي تقويت 

به  موضوع  اين  است.  شده  نزديك  طلا  نانوذرات  سيگنال  علت  به 
ي تكرار پذيري است (شسته  ياب هاي مكرر تقويت نقره براي ارز بررسي 

  شدن محلول تقويت نقره به مرور زمان از روي سطح الكترود). 
  

  بحث    
نانوذرات  نتايج نشان دادند كه نوسان      هاي موجود در محيط اطراف 

نانوذرات مي   LSPRطلا سبب تغيير در طيف   با  شوند. بنابراين،  اين 
آنتي  به  نانوذرات  انتقا كانجوگه شدن  ب بادي سبب  به  ل  جذب  يشينة 

موج  طول  مي سمت  بالاتر  شده  هاي  بيان  مطالعات  برخي  در  شوند. 
قوي كه در بقية اجزاي    UV/Visاست كه نانوذرات يك پيك جذبي  

نمي  ارائه مي محلول مشاهده  به شود  پيك جذبي  طوري كنند،  اين  كه 
).  Arruebo et al., 2009(   آن نانوذره اختصاصي است   منحصراً براي 

به ويژگي   در   همچنين،  با توجه  هاي نوري  مطالعات مشخص شد كه 
هاي شناساگر  فرد نانوذرات، اتصال هر نوع آناليت به مولكول به منحصر 

نانوذرات سبب تغيير ويژگي  با  به كانجوگه شده  نانوذرات  - هاي نوري 
- علت تغيير در ضريب شكست موضعي در محيط اطراف نانوذره مي 

به  شود.  قية اجزاي محيط مشاهده نمي ر ب كه اين تغيير د طوري شود، 
مناسب  از  يكي  اثر موضعي  نانوذرات طلا  تعيين  براي  ساختارها  ترين 

ها با استفاده از بيشينة جذب طيف رزونانس پلاسمون  اتصال پروتئين 
 ) هستند  موضعي  حاضر،  Hall et al., 2011سطحي  مطالعة  در   .(

اتومتالوگراف  از  با استفاده  تقويت سيگنال  ( بررسي  به ي  نقره)  - تقويت 
پلاسمون سطحي و بررسي بيشينة  هاي رزونانس صورت بررسي پاسخ 

، گزارش  UV/Visدست آمده از طيف سنجي  هاي به جذب در طيف 
به  نتايج  به  توجه  با  كانجوگه شد.  در  نقره  تقويت  از  آمده  هاي  دست 

نانوذرات طلا  آنتي - نانوذرات طلا  اطراف  محيط  در  تغيير  ثانويه،  بادي 
را تغيير دهد،    LSPRند در اين مرحله نيز بيشينة جذب طيف  توا مي 
سمت چپ منتقل  تر و به هاي پايين را به طول موج   maxكه  طوري به 

- دست آمده با مطالعات محققان زيادي توافق دارد، به كند. نتايج به مي 
دهند محلول تقويت نقره (نيترات نقره  كه اين مطالعات نشان مي طوري 

ه به  به يدر علاوة  سرعت توسط نانوذرات طلا هسته تشكيل  وكوئينون) 
- دهد و به رسوب نقره فلزي و مشاهده تغيير رنگ تيره منجر مي مي 

  ). Liu et al., 2014(   شود 
طور گسترده  با بررسي منابع مختلف مشخص شد كه مواد كربني به     

ا  ه علت فعاليت الكتروكاتاليتيك چشمگير آن هاي الكتريكي به در تحليل 
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شوند. داشتن مساحت بالا و هدايت پذيري الكتريكي عالي  ستفاده مي ا 
مي  نانولوله سبب  تا  به شود  ديواره  چند  كربني  براي  هاي  گسترده  طور 

هاي آناليتيكال  منظور تقويت پاسخ ساخت سنسورهاي الكتروشيميايي به 
 ,.Feldman et al., 2008; Gupta Rakesh K. et al(   استفاده شوند 

2016; Musameh et al., 2002 وضوح نشان دادند كه چون  ). نتايج به
نانولوله  واكنش توانايي  توسعه  براي  كربني  با  هاي  الكترون  انتقال  هاي 

ها مرتبط است، پس از  ساختار الكترونيك و هدايت الكتريكي بالاي آن 
هاي كربني، افزايش جريان  اي توسط نانولوله اصلاح الكترود كربن شيشه 

انتقال الكترون ميان  دايت ه ا  مرتبط ب  پذيري الكتريكي خوب و تسهيل 
هاي  شود. ارزيابي پاسخ هاي پتاسيم هگزانو سيانوفرات و الكترود مي يون 

به  هم ولتامتري  كمي  علت  قسمت  اين  در  جريان  نمودارهاي  پوشاني 
كه، نمودارهاي جريان نسبت  اين، نتايج نشان دادند وجود پيچيده است. با 

- ) افزايش يافته Bareاي ( لية جريان در الكترود كربن شيشه او  به نمودار 
نانولوله  اثر  از  حاكي  كه  هدايت  اند  تقويت  بر  ديواره  چند  كربني  هاي 

افزودن   با  اشاره دارند كه  اين موضوع  پذيري است. همچنين، نتايج به 
ژن،  الكترود اصلاح شده، اعم از آنتي   هريك از عناصر سنجش زيستي به 

) كاهش  هاي آندي ( بادي ثانويه، كمينه جريان ليه و آنتي او   بادي آنتي 
يابند. نتايج مبين اين احتمال هستند كه تعادل ايجاد شده در سطح  مي 

الكترون   انتقال  ولتامتري  برگشت الكترود طولاني نيست و  پذير نيست. 
ر  هاي كه انتقال الكترون برگشت پذير نيست رفتا اي براي حالت چرخه 

مي ك  نشان  پذير  برگشت  حالات  به  نسبت  متفاوتي  اين  املاً  در  دهد. 
رين  حالت، پتانسيل كاتدي در بيشترين جريان و پتانسيل آندي در كمت 

ژن موجود روي سطح الكترود  آنتي - بادي جريان با توجه به واكنش آنتي 
مي  ازطرفي،كاملاً  Kissinger & Heineman 1983(   يابد تغيير   .(

علت حضور  ژن روي الكترود، به از قرارگيري آنتي پس مشخص است كه 
- شود. با هاي كربني سبب افزايش جريان و هدايت پذيري آن مي نانولوله 
بادي مونوكلونال و يا  كه با ارائة آنتي آنجايي   اين، در مرحلة بعد، از وجود 

ژن شده، انتقال الكترون از  مولكول هدف سبب برهم كنش با آنتي همان  
  گيرد. لت به سمت الكترود با تأخير صورت مي ترو محلول الك 

شيميايي منحصر ويژگي      و  فيزيكي  نانوذرات سبب شده  به هاي  فرد 
ها گزينة مناسبي براي طراحي ابزارهاي سنجش خصوصاً  است كه آن 

سنسورها و بيوسنسورهاي الكتروشيميايي باشند. يكي از عملكردهاي  
تقويت انتقال الكترون ميان  و    گذاري بيومولكول برچسب مهم نانوذرات  

 Luo et al., 2006; Qu et(  محلول الكتروليت و سطح الكترود است 

al., 2011; Zhang Jingjing et al., 2008  در مطالعة حاضر، از .(
بادي استفاده شد. پس از آن،  گذاري آنتي برچسب وذرات طلا براي  نان 

تقويت نقره،  نش  سوي نانوذرات طلا، توسط واك   سيگنال ايجاد شده از 
در   نقره  به وضوح نشان دادند كه پس از تقويت  نتايج  يافت.  افزايش 

نانوذرا كانجوگه  طلا هاي  ميزان  آنتي - ت  به  جريان  ثانويه،  بادي 

هاي محققان  دست آمده با پژوهش چشمگيري افزايش يافت. نتايج به 
). طي  Chu et al., 2005; Qu et al., 2011(   ديگر هماهنگ است 

دربارة اي  ه پژوهش  شده  بيوسنسورهاي    انجام  در  نقره  تقويت  كاربرد 
بيومولكول  شناسايي  براي  روش  الكتروشيميايي  از  مختلف،  هاي 

اي  گيري آندي روي الكترودهاي كربن شيشه شناسايي ولتامتري رنگ 
). حال آنكه در مقالة حاضر از  Chu et al., 2011استفاده شده است ( 

دست آمده  وجود اين نتايج به د. با ه ش اي استفاد روش ولتامتري چرخه 
از تقويت چشمگير سيگنال هستند. تقويت   و حاكي  كاملاً هماهنگ 
طلا   نانوذرات  روي  نقره  رسوب  كاتاليتيك  واكنش  از  ناشي  سيگنال 

سنجش  حساسيت  افزايش  سبب  كه  است  برچسب)  هاي  (مولكول 
  شود. ايمني مبتني بر نانوذرات فلزي مي 

  

  گيرينتيجه   
ن ي      شناسايي  ك  ارزيابي  براي  الكتروشيميايي  ايمونوسنسور  مونة 

yes or no   توكسوئيد آنتي ضد  اختصاصي  مونوكلونال  كزاز    بادي 
هاي كربني چند  اي اصلاح شده با نانولوله توسط الكترود كربن شيشه 

به  اينجا  در  شده  ارائه  ايمونوسنسور  در  يافت.  توسعه  منظور  ديواره 
صورت افزايش جريان، از تقويت نقره  ال به تيك هاي آنالي افزايش پاسخ 

كه سنجش  است. مشخص شد  استفاده شده  نانوذرات طلا  هاي  در 
بادي  آنتي - هاي نانوذرات طلا ايمني مبتني بر تقويت نقره در كانجوگه 

- امكان بادي مونوكلونال ضد توكسوئيدكزاز  ثانويه براي شناسايي آنتي 
- هاي بسياري دارد از زيت پذير است. روش توصيف شده در اينجا م 

به  روش  اين  اينكه  و  جمله  افزايش  نقره، سبب  تقويت  كاربرد  دليل 
الكتروشيميايي مي  بر بهبود حساسيت شناسايي روش  - شود. علاوه 

برچسب  برچسب اين،  از  پايدارتر  طلا  كلوئيدي  نانوذرات  هاي  هاي 
گذاري   برچسب  فرايند  همچنين،  هستند.  آنزيمي  يا  راديوايزوتوپي 

به نوذ نا  و  است  ساده  بسيار  طلا  بيوشيميايي  رات  فعاليت  كلي  طور 
نمي  قرار  تأثير  تحت  را  روش بيومولكول  ازطرفي  هاي  دهد. 

مي  به الكتروشيميايي  قابليت  توانند  داراي  و  روند  كار  به  راحتي 
اينجا مي  روش توصيف شده در  نهايتاً  به  تكرارپذيري هستند.  تواند 

  . هاي مهم استفاده شود لكول ومو راحتي براي شناسايي ديگر بي 
  

  سپاسگزاري   
را از تمامي كساني       نويسندگان مقاله مراتب تشكر و قدرداني خود 

ابراز مي  نمودند،  و كمك  اين مطالعه حمايت  انجام  در  اين  كه  دارند. 
مطالعه مربوط به نتايج حاصل از رساله دكتري تخصصي نويسنده اول  

   . است 
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