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Abstract 

Background and purpose: This study aimed to develop and optimize a hydrogel-based RT-LAMP 

microreactor for pH-dependent colorimetric detection of SARS-CoV-2 at the point of care (POC), 

without the need for sophisticated equipment. Given the fundamental limitations of the reference RT-

qPCR method, including its reliance on expensive equipment, specialized laboratory infrastructure, and 

lengthy processing times, the main goal was to design an integrated, rapid, and portable platform that 

integrates isothermal amplification and visual detection without requiring complex RNA extraction or 

cold-chain maintenance. 

Materials and methods: Specific RT-LAMP primers targeting the conserved S region of the viral 

genome were designed. The pH-dependent colorimetric detection system was optimized using phenol red as an 

indicator, with a color change from pink to yellow in positive samples, and the reaction components were 

immobilized in an agarose hydrogel matrix. 

Results: The stability of the reaction components in the gel matrix was maintained for more than 45 

days at 4°C, whereas in the standard reaction mixture, activity decreased significantly after 5 days and 

was no longer detectable after 14 days. The RT-LAMP reaction in the gel matrix produced a classic 

ladder-like pattern, although the amplification efficiency was adequate; under gel-based conditions, the 

capillary tube showed better performance than the microtube. 

Conclusion: Based on the study's findings, this innovative platform, which offers long-term stability 

and simple visual readout without requiring conventional laboratory infrastructure, may be a useful tool 

for rapid SARS-CoV-2 detection in resource-limited settings. Furthermore, the system may provide a 

framework for the development of molecular diagnostic tools for emerging infectious pathogens. 
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 ـدرانـــازنـــي مـكـــــزشـــوم پـــلــشـــگاه عــه دانـــلــمج

 (51-04)   5041سال    آبان  سي و ششم    شماره ویژه نامه    دوره 

          5041 آبان، ویژه نامه، شماره ششممجله دانشگاه علوم پزشكي مازندران                                                                             دوره سي و               57

 پژوهشی

شده برای تشخیص رنگی ویروس توسعه ریزراکتور ژلی بهینه

SARS-CoV-2  با روشRT-LAMP در نقطه مراقبت 

 1عادله رافتی

 2پوریا گیل

 3سید محمود مهدی زاده دیوا

 

 چكیده
شاد  یساا نهیو به افتهیتوسعه  RT-LAMPواکنش  یبرا دروژلیبر ه یمبتن زراکتوریمطالعه، ر نیدر ا سابقه و هدف:

 زاتیاباه تجه ا ی(، بدون نPOCرا در نقطه مراقبت ) SARS-CoV-2 روسیو pHوابسته به  یسنجرنگ صیمکان تشخکه ا

 زاتیاباه تجه ی، ا  هملاه وابسات RT-qPCRمرها   روش نیادیابن یهاتی. باا توهاه باه مدادودساا دیفراهم م ده،یچیپ

ساامانه  کیا یپاووهش ررا ا نیاا یهدف اصل ،ندیبر بودن فراو  مان یش اهیآ ما یتخصص یهارساختی  مت،یقگران

 اساتخرا  دهیچیپفرآیندهای به  ا یرا بدون ن یبصر یدما و آشکارسا هم ری مل بود که مرا ل تکثو قابل  یسر کپارچه،ی

RNA شتیبانی می کندسرد پ رهیدر  نج ین هدار ای. 

 روسیاا  ژناو  و Sشاده  فاظت هیانا  یبارا RT-LAMP یاختصاصا یمرهاایپووهش، پرا نیدر ا ها: مواد و روش

شاد،  یساا نهیباا اساتفاده ا  شناسااگر فناول رد به pHوابساته باه  یسنجرنگ یسامانه آشکارسا  ن،یشدند. همچن یررا 

 سیماتر کیواکنش در  یاهزا ن،یا بر. افزون دیبه  رد مشاهده گرد یرنگ ا  صورت رییمثبت تغ یهادر نمونه کهیروربه

 شدند. تیرو  تثبا  آگا یدروژلیه

رو   فظ  44ا   شیب گرادیدرهه سانت 4 یدر دما یژل سیواکنش در ماتر یاهزا یدارینشان داد که پا جینتا ها:یافته

 44و پاس ا   افاتیکااهش  یتوههرور قابلرو  به 4سامانه پس ا   تیکه در مخلوط واکنش استاندارد، فعال یشد؛ در ال

 اگار چاههماراه باود و  کیکلاس ینردبان یال و لیبا تشک یلدر بستر ژ RT-LAMPنش رور کامل متوقف شد. واکرو  به

 نشان داد. وبیکروتینسبت به م یبر ژل عملکرد بهتر یمبتن طیدر شرا نییشد، لوله مو یابیمناسب ار  ریتکث ییکارا

عد  مدت، آشکارسا ی بصری ساده و این پلتفر  نوآورانه با فراهم آوردن پایداری بلند براساس نتایج این مطالعه استنتاج:

برخوردار ا  های کمدر مدیط SARS-CoV-2آ مایش اهی، ابزاری کارآمد برای تشخیص سری   های یرساخت وابست ی به

عمومی برای توسعه نسل آینده ابزارهای تشخیص  یعنوان چارچوبتواند به، سامانه مذکور میهمچنین. در نظر گرفته می شودمناب  

 .های عفونی نوپدید مورد استفاده قرار گیردی در برابر پاتوژنمولکول
 

  بر ژل یمبتن الاتیکروسیم، دماهم ریتکث، در ژل شدههیتعب زراکتوریرمراقبت، در نقطه  صیتشخ واژه های کلیدی:
 

 :a.raafati@mazums.ac.ir      E-mailکی گروه نانوتکنولوژی پزشکی                  ساری، مجتم  دانش اهی پیامبر اعظم )ص( دانشکده فناوری های نوین پزش -عادله رافتیمولف مسئول: 

  ، دانش اه علو  پزشکی ما ندران ، ساری، ایرانفناوری های نوین پزشکی ، دانشکده  نانوتکنولوژی پزشکی دانشیار، گروه آمو شی .4

 ، دانش اه علو  پزشکی ما ندران ، ساری، ایرانهای نوین پزشکی  یفناور، دانشکده  نانوتکنولوژی پزشکی استاد، گروه آمو شی. 2

 ، دانش اه علو  پزشکی ما ندران ، ساری، ایرانفناوری های نوین پزشکی ، دانشکده  نانوتکنولوژی پزشکی . کارشناسی ارشد ناوتکنولوژی پزشکی، گروه آمو شی3

  : 6/2/4444 تاریخ تصویب :               44/2/4444 ههت اصلا ات : تاریخ ارهاع              22/2/4444 تاریخ دریافت 
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 و همکارانی عادله رافت     

 

 55         5041 آبان، ویژه نامه دوره سي و ششم، شماره ران                                                                  مجله دانشگاه علوم پزشكي مازند              

 پژوهشی

 

 

 مقدمه
ا   یناشااا  COVID-19یپانااادم یظهاااور ناگهاااان

-SARS) دیشاد یعامل سندر   اد تنفسا 2 روسیکروناو

CoV-2)  نیتاااارا  مهم یکاااای، 2442در اواخاااار سااااال 

آورد  دیادر قرن  اضار را پد یبهداشت عموم یهاچالش

 لیتبااد یههااان اسیاادر مق یبااه بدرانااکوتاااه  یو در ماادت

 قیادق  ،یسار یصیتشخ یهاتوسعه روش رو،نیا  ا. (4)شد

 نیا. در ا(3، 2)بادل شاد یفاور یو در دسترس به ضارورت

 RT-qPCR (Real-Time Quantitative PCR) ان،یاام

 ،یمولکاول صیتشاخ یایرلا اریاعنوان روش مره  و معبه

لا، بااا بااا یوگاایو و تیا   ساساا یاربرخااورد رغاامیعلاا

 ماتیقگران زاتیاباه تجه ا ین رینظ یاساس یهاتیمددود

 یرویان شرفته،یپ یش اهیآ ما یهارساختی  کلر،یترموسا

   (.4، 4)آ مون مواهه است ندیبر بودن فرامتخصص و  مان

 کیاانوکلئ یدهایاساا یدماااهم ریااتکث یهاااروش

. در (2، 6)اندمطار  شاده دبخشیام ییهانهیعنوان گزبه

 Loop-Mediated Isothermal)یفناااور ان،یاام نیااا

Amplification) LAMP  وRT-LAMP (Real Time 

Loop Mediated Isothermal Amplification) بااه ،

 تارا  بااهم یتیاهرا، سرعت بالا،  ساسا یسبب سادگ

PCR ماورد توهاه  ،ی رارتا یاهبه چرخاه ا یو عد  ن

ن امکاا  ار،ید ی. ا  ساو(8 -44)انادگسترده قرار گرفته

بااه کمااک  ریااتکث یهااافرآورده یبصاار یآشکارسااا 

، pH وابساته باه یهاساامانه ایا یسانجرنگ یهااروش

 صیو انجا  تشخ دهیچیپ یکیاپت زاتیامکان  ذف تجه

 .(42، 44)را فراهم کرده است یتنها با مشاهده چشم

همچناان بار  یموان  متعادد ها،شرفتیپ نیرغم ابه

در  RT-LAMP یساا یو تجاار  یسر راه کاربرد وسا

 یداریادر پا تی. مدادود(43)وهود دارد POC طیشرا

 رهیاباه  نج ا یان ط،یمدا یواکانش در دماا یهامعرف

و نبااود  ،یروساایو RNAاسااتخرا   یدگیااچیساارد، پ

را  صیمرا اال تشااخ هکااه هماا یاکپارچااهی یهاسااامانه

و کاربرپسااند در خاود ادغااا  کننااد، ا   داریااشاکل پابه

 در. (44 -46)رونادیشامار ماهاا باه چالش نیا نیترمهم

بار اساتفاده ا   ینوآورانه مبتنا یکردیرو  اضر، مطالعه

 یژلاا سیعنوان ماااتربااه نییآگااارو  بااا نقطااه  وب پااا

ضمن  فاظ  یژل تربس نیواکنش اتخا  شد. ا دارسا یپا

و  یماایآنز بیااواکاانش، ا  تخر یاهاازا ماادتیرااولان

 یساا کارده و امکاان فعال یریمتقار  هلوگ یآلودگ

. کنادیرا فراهم ما نهیبه طیدر شرا ریتکث ندیفرا یتخابان

 یبا ساامانه آشکارساا  سیماتر نیافزون بر آن، ادغا  ا

ساده و  ،یکاملاً بصر ی، بسترpHوابسته به  یسنجرنگ

رنااگ ا   رییااکااه در آن تغ کناادیم جااادیا اعتمااادبلقا

سامانه،  نیوضو  قابل مشاهده است. ابه  رد به یصورت

 POC یصایتشخ یهااتیدر توساعه ک نیون یکردیرو

(Point of Care) یداریاکه در آن پا شودیمدسوب م 

 رساختیبه   یبلندمدت، سهولت کاربرد، عد  وابست 

 مان صورت همصرفه بودن، بهبهو مقرون یش اهیآ ما

پووهش افازون بار  نیا جیاند. در مجموع، نتاشده نیتأم

و  ساس   یسر صیتشخ یپلتفر  کارآمد برا کیارائه 

SARS-CoV-2توسااعه  یباارا ریپااذمیتعم ی، چااارچوب

در مواههاه باا  نادهینسل آ یمولکول صیتشخ یابزارها

 د،یاانوپد یعفااون یهااایماااریو ب یآتاا یهااایریگهمااه

  .(42 -24)آوردیبرخوردار، فراهم مکم منارقدر  وهیوبه

 

 هامواد و روش
 و LAMP یهااماورد اساتفاده در واکنش یمرهایپرا

PCR  توساط شارکتMetabion GmbH  آلماان( سانتز(

(، dNTPs) هافسافاتیتار دیابونوکلئوتیریشدند. دئوکس

 نردباانو  ©RevertUPمعکاوس و باافر  یسایرونو میآنز

 هیااکلون تهناساای شاارکت ا  DNA 1000 bp Plus ژناای

 Bst DNA polymerase (large میشااادند. آناااز

fragment)واکاااانش  افر، بااااBst میزیااااو سااااولفات من 

(MgSO₄ ا  شاارکت )New England Biolabs نیتااأم 

ا  شارکت  EmeraldAmp PCR کسی. مستر ما(22)شدند

Takara Bioscience Inc طیشاد. شارا یداریا)ژاپن( خر 

هاا باا اساتفاده ا  دسات اه انجا  واکنش یلا   برا ی رارت

Mastercycler Gradient (Eppendorf فااراهم )آلمااان ،

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jm

um
s.

m
az

um
s.

ac
.ir

 o
n 

20
26

-1
1-

16
 ]

 

                             3 / 16

http://jmums.mazums.ac.ir/article-1-22942-en.html


  روسیو يرنگ صیتشخ یبرا شدهنهیبه يژل زراکتوریتوسعه ر
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، OA-78 (Fargenا  دسااات اه  الکتروفاااور ، یشاااد. بااارا

.کداخلاق ایااااان رااااار  ( اساااااتفاده شااااادرانیاااااا

IR.MAZUMS.REC.1401.198 .است   

 

شااده و و  فاظت یهادف اختصاصا هیانا  ییشناساا -
 SARS-CoV-2 روسیو صیتشخ یبرا مرهایپرا یررا 

 روسیاشاده وو  فاظت یاختصاص یژنوم یهایتوال

SARS-CoV-2 ییشناساا یهااعنوان اهاداف واکنشکه به 

 -24)شناساایی شادند NCBI  ااهیپا قیاا  رر کنند،یعمل م

-Wuhanهی، سااو SARS-CoV-2روسیاا. مشخصااات و(23

Hu-1 شاااماره مرهااا ، NCBI: NC_045512.2 ؛ راااول

گازارش ی ارشتهتک یخط RNA تیبا ؛ ماههفت 22243

   .(26)شده است

 یساطد نیکاوپروتئیگل ایا S (Spike protein) هیانا 

–24463، که درباا ه نوکلئوتیادی SARS-CoV-2 روسیو

براباار بااا  یواقاا  شااده و رااول (NC_045512.2در) 24384

شاده  فاظت یا  ناوا  یکیعنوان دارد، به دینوکلئوت 3822

   .(22 -26)است شده یمعرف NCBI  اهیدر پا روسیژنو  و

 gene) یژن کانستراکتو ساخت  یررا  منظوربه

constructتااور اسااتاندارد مااورد نظاار در وک ی(، تااوال

pUC57شارکت  یدی، تولGenScript (، کلاون نی)چا

معاادل  یراول یدارا یدیوکتور پلاسم نی. ا(22)دیگرد

 244مطلوب با راول  DNAبا  است. سا ه هفت 2244

 MCS (Multiple Cloning Site) هیاباا  در نا هفت

 هیااا  نا  یشاامل بخشاکااه شاد.  ی اذاریها دیپلاسام

  .(34)است دینوکلئوت 34 یبیتقر یبا رول T7پروموتر 

 

 روسیااو S هیاانا  RNA یتااوال آ مایشاا اهیساانتز  -
SARS-CoV-2 یهایو توال cDNA 

-SARS روسیاو S هینا  RNA یتوال مصنوعی سنتز

CoV-2 ا   یریگبا بهرهRNA مرا یپل T7  یال او کیو 

DNA یاهازا (34)شاد انجاا هادف  یتاوال ی او یسنتز 

 2واکنش باه مادت ده اند. ( ش4در)هدول شماره واکنش 

تاا سانتز شاد انکوباه  گرادیدرهه سانت 32 یساعت در دما

RNA سانتز  دییامنظور تأ به .شود لیتکمRNA مدصاول ،

به B3 و F3یاختصاص یمرهایواکنش ابتدا با استفاده ا  پرا

cDNA قیااو ساپس ا  رر( 2شاد )هادول شاماره  لیتباد 

)هادول  دیاگرد ریا( تکثPCR) مرا یپل یارهیواکنش  نج

 (.  34، 33)(3شماره 

 
 S هینا  یبرا یسیمخلوط واکنش رونو :1جدول شماره 

 

 غلظت (Reagent) گرواکنش فیرد

 (.Batch conc) دسته 

 غلظت

 (.Mix conc) یینها 

 — — DNA (DNA Template) یال و 4

 4 مرا یپل T7 RNA میآنز یسیبافر رونو 2

 T7 RNA polymerase) برابر

transcription buffer 5X) 

 (4X) برابر 4 (4X) برابر 4

 (mM 2) مولاریلیم 2 (mM 44) مولاریلیم 44 (NTPs 2mM) چهارگانه یدهاینوکلئوت 3

 T7 RNA) مرا یپل T7 RNA میآنز 4

polymerase) 

 44) تریکرولیوا د بر م 44

U/ µL) 

 4.6) تریکرولیوا د بر م 4.6

U/ µL) 

 

 cDNA رای سنتزمخلوط واکنش ب :2جدول شماره 
 

 Batch) غلظت دسته (Reagent) گرواکنش ردیف

conc.) 

 Mix) ییغلظت نها

conc.) 

 H2O) آب باادون نوکلئااا  4

DNAase free) 

— — 

 Reaction) باااافر واکااانش 2

buffer) 

 (4X) برابر 4 (4X) برابر 4

 4.2) کرومولاریم 4.2 (µM 4) کرومولاریم CF3/CB3 4 مریپرا 3

µM) 

 چهارگاناااه یدهایاااتنوکلئو 4

(dNTPs) 

 44) مااولاریلاایم 44

mM) 

 (mM 4) مولاریلیم 4

 (μL 4) تریکرولیم 4 (μL 24) تریکرولیم RNA (RNA template) 24 یال و 4

 معکاوس پتا یترنساکر میآنز 6

(Reverse transcriptase 
enzyme) 

وا اااااد بااااار  244

 (U/ µL 244) تریکرولیم

وا ااااااد باااااار  44

 (U/ µL 44) تریکرولیم

 

توالی های پرایمراهاای ررا ای شاده اختصاصای  :3جدول شماره 

 برای نا یه هدف
 

Name of Primer Primer Seq 

Forward bumper primer 

(CF3) 

5' CTG ACA AAG TTT TCA GAT CCT 

CAG 3' 

Backward bumper primer 

with T7 handle (CB3) 

5' (Biotin) AAT TCT AAT ACG ACT CAC 

TAT AGG GAG AAG GAG TAC CAA 

AAA TCC AGC CTC TT 3' 

 

 CF3 و CB3 برای تأیید پرایمرهای PCR واکنش -

 برای ار یابی عملکرد و اختصاصیت پرایمرهای پیش

اساتاندارد  PCR ، واکانش(CB3) و معکاوس (CF3) رو

میکرولیتار  24هاایی  جام ن انجا  شد. مخلوط واکنش در

 کلای مطاابق پروتکال. برنامه دماایی ترموساایکلر شد تهیه
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اهاارا شااد. مدصااولات تکثیرشااده پااس ا  هداسااا ی بااا 

   .، تأیید شدنددرصد4/4الکتروفور  روی ژل آگارو  

 
 یروسیو RNA یبرا RT-LAMPواکنش  -

پرایمرهااای اختصاصاای بااا  RT-LAMP واکاانش

رباق  تاریکرولیم 24 یی جام نهاا( و در 4)هدول شاماره 

انجااا   ویسااندگانپروتکاال بهینااه شااده در مطالعااه پیشااین ن

 (.  34)شد

 LAMPواکنش مورد استفاده در  توالی پرایمرهای :4جدول شماره 
Name of Primer Primer Seq 

Forward bumper primer (CF3) 5' CTG ACA AAG TTT TCA GAT 

CCT CAG 3' 

Backward bumper primer with 

T7 handle (CB3) 

5' (Biotin) AAT TCT AAT ACG ACT 

CAC TAT AGG GAG AAG GAG 

TAC CAA AAA TCC AGC CTC TT 

3' 

Forward inner primer (FIP) 5′TCCCAGAGACATGTATAGCATG

GAATCAACTCAGGACTTGTTCTT

ACC3′ 

Backward inner primer (BIP) 5′TGGTACTAAGAGGTTTGATAAC

CCTGTTAGACTTCTCAGTGGAAG

CA3′ 

Loop forward primer (CLF) 5′CCAAGTAACATTGGAAAAGAA

A3′ 

Loop backward primer (CLB) 5′GTCCTACCATTTAATGATGGTG

TTT3′ 

 

 RT-LAMP یبصر صیتشخ یبرا pHشناساگر  یسا نهیبه -

، RT-LAMPبااودن روش  یارتقاااک کاااربرد یبارا

باه  pHشناساگر وابسته باه  کیرنگ فنول رد به عنوان 

 یو بصار  یسار صیامر امکان تشخ نیکار گرفته شد. ا

درلدظاه مبتنای بار تغییارات  را یمثبت و منف یاهنمونه

رن اای ناشاای ا  تغییاارات غلظاات پروتااون در مداایط 

 یمثبت، آ ادسا  یها. در نمونهآوردیفراهم م واکنش

منجاار بااه  زوترمااال،یا ریااتکث ناادیپروتااون در رااول فرا

رناگ شناسااگر ا   رییاواکانش و تغ طیمد pHکاهش 

 یهاموناهکاه در ن ی. در  االمای شاودبه  رد  یصورت

 یبااق یصاورت هیارناگ اول ر،یفقدان تکث لیبه دل ،یمنف

رناگ، ا   رییا اصال ا  تغ جینتاا یاعتبارسانج .ماندیم

 نی. بادرفتیصورت پاذ آگارو الکتروفور  ژل  قیرر

با افزودن  مولاریلیم 2مدلول فنول رد  هیاول pHمنظور، 

عاادد  یباار رو مااولار،یلاایم 444 میپتاساا دیدروکساایه

 یدهپاساخ ه،یااول میتنظا نیا. ادیاگرد مینظات 4 یبیتقر

ا  واکانش  یناشا یدیاسا راتییامناسب شناساگر به تغ

  (.34)کندیم نیمثبت را تضم

- RT-LAMP   با استفاده اRNA استخرا   یروسیو
 یسیپروب مغنارونان یشده رو

 یساایوابسااته بااه رونو زوترمااالیا ریااواکاانش تکث

 تاریلکرویم 24 ییدر  جم نهاا (RT-LAMP) معکوس

که در مطالعه پیشین نویسندگان پروتکل بهینه  انجا  شد

   .(34، 33)است شده سا ی

میکرولیتار ا   444ها، سا ی نانوپروبههت آماده

)باا  Streptavidin-MNPاستوک نانو رات مغناریسای 

میکرولیتار  4نانومولار( با  24نانومتر و غلظت  84اندا ه 

دقیقاه  44ه مادت با CB3ا  پرایمر بیوتینیله اختصاصی 

شاد. پاس ا   انجاا  در دمای اتااق روی شایکر انکوباه

روی پلیت  MNP-CB3هداسا ی مغناریسی کمپلکس 

آمده باا دساتمغناریسی و  ذف مای  رویی، رسوب به

میکرولیتر آب مقطر شستشو داده شده و در نهایت  444

میکرولیتاار آب مقطاار بااا تعلیق گردیااد. باارای  44در 

 میناااه ناااانو رات رن ااای پس هلاااوگیری ا  تاااداخل

(، Phenol Redساانجی )رناگ بااا معاارف رنگایقهوه

سا ی متوالی انجا  شد. بر این اساس، رقات آنالیز رقت

)تهیااه شااده در  MNP-CB3ا  کمااپلکس  4:444بهینااه 

 آب عاااری ا  نوکلئااا ( بااه عنااوان رقاات هاادف تعیااین

 مینه کاملاً  اذف که، تغییر رنگ پسروریگردید به

پایااداری شناساااگر در وضااعیت اساایدی ) رد  شااده و

 RT-LAMP. در نهایاات، واکاانش شاادرنااگ(  فااظ 

میکرولیتار  42میکرولیتر شاامل  24مغناریسی در  جم 

باار پایااه پرایمرهااای  dNTPsمیکس پرایمرهااا و پااری

میکرولیتاار  LB  ،4و  FIP ،BIP ،F3 ،LFاختصاصاای 

میکرولیترآناازیم  Bsm DNA Polymerase ،4آناازیم 

RevertAid reverse transcriptase ،4   میکرولیتاار ا

RNA  میکرولیتار 4.24شده توسط نانوپروب، استخرا 

میکرولیتاار ا  رقاات بهینااه  4و  Phenol Redمعاارف 

فرمولااه شااده و ( 4:444)رقاات  MNP-CB3کمااپلکس 

درهاه  44دقیقاه در دماای  24واکنش تکثیر باه مادت 

  (.34)گراد انجا  پذیرفتسانتی
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 بر ژل یمبتن RT-LAMPواکنش  یسا نهیبه -

و  کپارچاااهی یراکتورهاااا کااارویم اناااواع انیااادر م

، ساختار ژل به عناوان  نقطه مراقبت صی مل در تشخقابل

، 34شاد ) ییشناساا ناهیگز نیو کارآمادتر نیتاریاقتصاد

 یاست که در دماا داریپا دروژلیه کیساختار،  نی(. ا36

مانناد دارد و و ژل  اتاق(  الت هامد ی)معمولاً دما طیمد

 رییاتغ  یفاا  آن باه  الات ماا ،ینیدما به نقطه مع شیبا افزا

دارد،  یاوهیاو تیااهم ریپذفاا  برگشات رییتغ نیا .کندیم

و اخااااتلاط مناسااااب  الیامکااااان  رکاااات ساااا رایاااا 

 راهمفا کیدیاکروفلوئیم یهاستمیها را در سدهندهواکنش

 ی، دماااRT-LAMPو LAMP یهااا. در روشکناادیماا

درهااه  64تااا  64معمااولاً در مداادوده  زوترمااالیش اواکاان

 ای کیبا نقطه  وب نزد ییهاژل ن،ی؛ بنابرااست گرادیسانت

 یآلدهیاا یهاناهیگز ،ییمدادوده دماا نیا  ا ترنییپا یکم

خاود  یساختار یداریپا ییهاژل نیشوند. چنمدسوب می

مهاااهرت  ایاااتاااق  فااظ کاارده و ا  نشاات  یرا در دمااا

باه  دنیاماا باا رسا کنناد،یما یریها هلوگفناخواسته معر

 ندیفرا دهندیشده و اها ه م  یواکنش، به سرعت ما یدما

منظاور  به .برود شیبه رور کارآمد پ کینوکلئ دیاس ریتکث

 یهاژل مناسااب، مدصااولات شاارکت کیاا ییشناسااا

 ، ساس به دما یهادروژلیو ه یمریمواد پل دکنندهیتول

  (.32)(4)هدول شماره مورد بررسی شد 
 

 انتخاب شد: ری  یارهایکننده بر اساس مععامل ژل

 34اتااق )کمتار ا   یدر دماا یساختار یداریپا -

 گراد(درهه سانتی

 LAMPواکانش  نهیبه یبه دما کی وب نزد نقطه

 یبااه دمااا دنیکااه بااا رساا یاگونااه( بهC64° ) اادود

رور کامل  وب شده و اختلاط آ اداناه واکنش، ژل به

 .سا د ریپذمؤثر را امکان زوترمالیا ریتکثها و معرف
 

 مناسب متیآسان و ق یدسترس -

شاامل نقطاه  یمشخصاات فنا قیادق یا  بررس پس

مدصاول  مات،یو ق یکیمکاان یداریا وب، خلوص، پا

عنوان باه AB0015با کد کاتالوگ  BioBasicشرکت 

باا  آگاارو مدصول کاه ا   نیبرتر انتخاب شد. ا نهیگز

نقطه  وب  دود  یشده است، دارا لیبالا تشک تیفیک

 34شاادن کمتاار ا  ژل یو دمااا گاارادیسااانت درهااه 64

مقادار و غلظات ژل  ن،یمچناه. است گرادیدرهه سانت

مطالعاات  یدر برخا LAMPمورد اساتفاده در واکانش 

و غلظات  نییبا نقطه  وب پاا آگارو صورت مدلول به

 زیان  رید یاگزارش شده است. در مطالعهدرصد 24/4

در  نییباا نقطاه  وب پاا آگاارو  درصاد 4/4غلظت  ا 

مدلاول  هیااول هیاته ن،یناابراواکنش استفاده شده بود. ب

 درصااد 24/4و غلظاات  نیی  بااا نقطااه  وب پاااوآگااار

 مر له در نظر گرفته شد. نیعنوان نقطه آغا  ابه

 

 یداریو پا ییبر کارا مریپل ژل طیمد ریتأث یبررس -
 LAMP زوترمالیا ریکثدر واکنش ت هامیآنز ی رارت

باا هاادف  یاختصاصا شیآ ماا کایان مر لاه یادر 

 یداریاو پا تیادر  فاظ فعال یسااختار ژلا ییتوانا یبررس

و اهرا شاد.  یررا  LAMPواکنش  یهابلندمدت معرف

 شاادهنهیباار اساااس پروتکاال به هامنظااور، نمونااه نیااا یباارا

ژل کپسااوله شاادند؛ - وآگااار سیماااتر کیاادر  ن،یشاایپ

هاا، بااافر، dNTP هاا،میآنز مرهااا،یشاامل پراکاه  یسایماتر

ها تدات باود. نموناه یسایرد و نانوپروب مغنارنشان ر فنل

اساتاندارد  یدماا گراددرهه سانتی 4 °) شدهکنترل طیشرا

 یرک مخصاوص ن هادار کیا( داخال یخاان  خچالی

مختلااف، بااا  ی مااان یهاااسااامانه در با ه یداریااپا .شاادند

، 2، 4، 3، 4، 4ینااه در رو هاااهداگا یهااسااتفاده ا  نمونااه

 قرار گرفت. یابیمورد ار  44و  34، 24، 44

ها ا  ا  نموناه یکای شاده،نییتع یدر هر با ه  ماان

 64 یسااعت در دماا 4مادت خاار  شاد و به خچالی

فا   رییگرفت تا تغ رارق کلریترموسادر گراددرهه سانتی

فعال شاود. پاس  LAMPرخ داده و واکنش   یژل به ما

بااا  رشاادهیمدصااولات تکث ،یمر لااه  رارتاا انیااپاا  

 یبانادها ی  هدا شادند و ال اووالکتروفور  ژل آگار

 قرار گرفت.  لی اصل مورد تدل
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 پلیمرهای مورد نظر برای بستر ماتریکس ژلی  : 5جدول شماره 
 *EEO شاخص ™ذوب  یدما (Gelling T) ژل شدن یدما (g/cm²) استحکام ژل درصد سولفات )%( نام محصول شرکت سازنده

SIGMA (A0701) آگاروز نوع VII-A: نییژل شدن پا یدما 

درون ژل  یمیآنز یهاواکنش ی)مناسب برا

 (نگیو کلون

 br>500>(٪.)در  050 01.0%

 (٪15.در )

02 ± ± 010 °C ( 15.در٪) 2515 °C 0.12 

SIGMA (A9414) یمناسب برا) نییآگاروز: نقطه ذوب پا 

و  DNase, RNase اقدف ؛یمولکول یولوژیب

 (پروتئاز

< 01.0% — ~00 °C ~65 °C 0.10 

SIGMA (A2790) ی)مناسب برا عیآگاروز: محدوده وس 

باز در جفت 000.تا  50قطعات  یجداساز

 (٪0ژل  کی

< 0105% — 05 °C 65 °C < 0.15 

ThermoFisher نییآگاروز با نقطه ذوب پا (Low Melting 

Point Agarose) 

 — درصد(4.4در ) C° 64.4 > درصد(4.4در ) C° 2 ± ± 26 درصد(15.ر ژل )د 500 < —

Bio Basic نییآگاروز با نقطه ذوب پا (Low Melting 

Point Agarose) 

≤ ≤ 0.15% ≥ ≥ 400 g/cm² 26 ± ± 0.5 °C 62-68 °C ≤ ≤ 0.12 

 

 فظ سااختار ژل،  قیدق یابیامکان ار  کردیرو نیا

 44تا  یارا در با ه ریکثت یکل ییو کارا ،یمیآنز تیفعال

ژل بار  طیاثار مدا ساهیمقا منظورباه رو  فراهم سااخت.

 زیچهار نمونه شاهد ن ها،میآنز تیبلندمدت فعال یداریپا

، بااااادون LAMPا  مخلااااوط اسااااتاندارد واکاااانش 

  .شد هیدر ژل، ته یمدصورسا 

 

 یبااارا یژلااا سیمااااتر یسااااختارها یابیاااانتخااااب و ار  -
 RT-LAMPبر  یمبتن زوترمالیا یاکتورهاکروریم یسا ادهیپ

منظور تعیین غلظت بهینه آگارو  برای  فظ سااختار به

(، گراددرهااه سااانتی 64) LAMPژل در دمااای واکاانش 

های آگااارو  بااا درصاادهای پایااداری  رارتاای هیاادروژل

های مختلف مورد ار یابی قرار گرفت. برای این منظور، ژل

( تهیاه w/vدرصاد(  )44و  8، 6، 4، 2های)آگارو  با غلظت

-TAE (Tris-Acetate× 4.4شدند و پودر آگارو  در باافر 

EDTA ل شد. هدف این آ مایش، شناسایی غلظتی باود  )

( کمتارین تغییار فاا  را گراددرهه سانتی 64 °که در دمای)

نشان داده و تا  د امکان  الت هامد خاود را  فاظ کناد؛ 

هااای کتااور، معرفکااه در کاااربرد عملاای میکروراروریبه

سا ی عمادی واکانش، پایاداری شده پیش ا  فعالمدبوس

ساختاری خود را ا  دست ندهند. نتایج این مطالعاه، مبناایی 

   برای انتخاب غلظت نهایی آگارو  بود.

 

 یهاسااااتمیساااااختار س نااااهیو انتخاااااب به یابیااااار  -
 بر ژل یمبتن کیدیکروفلوئیم

روفلوئیدیک سا ی ساختار سیستم میکمنظور شبیهبه

پذیری انجا  واکانش تکثیار مبتنی بر ژل و بررسی امکان

 هااااای مدصااااور و ژل( در مدیطLAMPایزوترماااال )

هااای واکاانش در یااک ماااتریس پلیمااری، ابتاادا معرف

عنوان   کپسوله شدند. ایان رویکارد باهوهیدروژل آگار

پلیمری عمل -های میکروفلوئیدیک ژلمدلی برای کانال

هاا ا  پایش بارگاذاری شاده و عرفهاا مکرد که در آن

شاده آغاا  ساا ی  رارتای کنترلواکنش ا  رریق فعال

با  جام  LAMP/RT-LAMPشود. مخلوط واکنش می

شده قبلی تهیه میکرولیتر بر اساس پروتکل بهینه 24نهایی 

( در باافر AB0015، کاد BioBasic) آگاارو شد پودر 

4.4 ×TAE آن  با غلظت بهینه  ل و مخلوط واکنش باه

ساا ی ساا ی شاد. بارای شبیهسارعت هم نافزوده و به

هااای میکروفلوئیاادیک بااا  جاام کاام و مداایط کانال

 :واکنش در دو فر  بارگذاری شد-مدصور، مخلوط ژل

عنوان ماادلی اولیااه باارای هااای اسااتاندارد بااهمیکروتیوب

ار یاااابی کلااای کیفیااات واکااانش و پایاااداری ژل در 

  (.38)مویینه لوله هایهای بالاترو  جم

 

 یافته ها
 یاعتبارسااانج یبااارا PCRواکااانش  جینتاااا یابیاااار  -
 شده سنتز cDNA ریدر تکث CF3و  CB3 یمرهایپرا

 یمرهاایپرا حیعملکارد صاد دییاهادف تأبا  جینتا

CB3و CF3 ریادر تکث cDNA یهاسنتزشاده ا  رشاته 

RNA  ارائاه شاده اسات. واکانش :4 شامارهتصاویر در 

PCR ماورد اساتفاده،  یمرهاایراانجا  شد و پ تیبا موفق

 قالاب یا  رو یرور اختصاصهدف را به هیتوانستند نا 

cDNAشده با اندا ه مورد باند مشاهده اندا ه .کنند ریتکث

 مطابقت دارد.  مریدو پرا نیانتظار قطعه هدف ب
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 یساا ه ژنا ی ااو pUC57 دیپلاسم کیشمات ینما :1تصویر شماره 

 مطالعه نیمورد استفاده در ا

 

 
 

و  CB3 یمرهاایپرا حیعملکارد صاد دییاو تأ PCRواکنش  :2تصویر شماره 

CF3  در ساانتزcDNA یهاا  رشااته RNA تاار،یکرولیم 444 یی/  جاام نهااا 

 DNA. ا  راسات باه چا  قاهیدق 64باه مادت  گرادیدرهه سانت 64 یدما

ladder 444  ( مدصاول واکانش 3هفت با ، چاهک ) 3444تاPCR   انجاا

( مدصااول 4، چاهااک )CB3تز شااده بوساایله پرایماار ساان cDNAشااده بااا 

. CF3ساانتز شااده بوساایله پرایماار  cDNAانجااا  شااده بااا  PCRواکاانش 

سانتز شاده بوسایله هار  cDNAانجا  شده با  PCRمدصولات واکنش های 

 هفت با  دارند.  DNA ladder ،244بر اساس  CF3و  CB3دو پرایمر 

 

 هدف هی نا ییشناسا یبرا LAMP واکنش یسا نهیبه -
 یساا نهیباا هادف به LAMP ریاواکنش تکث جینتا

در دو نموناه،  مرهاایپرا حیعملکرد صاد دییواکنش و تأ

ارائه  2 شماره تصویر در ن،ی ضور و عد   ضور بتائدر

 باه نردباان هیشاب یقاو یکه ال و ییهاشده است. نمونه

(ladder-like) پراکنده یال و ای (smear pattern)  نشان

 ی ضاور تاوال دهندهنشاانشاده و  یثبت تلقم دهند،یم

 هستند.  ریدر تکث تیو موفق SARS-CoV-2 هدف

 هیانا  ییشناساا یبارا RT-LAMPواکنش  یسا نهیبه
ال وی نردبانی شفاف و قوی  یال و: 4تصویر شماره هدف

 تیدهنده اختصاصاانشااان ،یاختصاصاا ریااغ یباناادها باادون

 شادهنهیکال بهپروت ییو کاارا شدهیررا  یمرهایپرا یبالا

 است. SARS-CoV-2هدف  یتوال ییدر شناسا

 

 
 

: 4چاهاک  حیعملکرد صاد دییو تأ LAMPواکنش  :3تصویر شماره

هفات  3444تاا  444باا هفت 3444تاا  444 (DNA ladder) مارکر

کاااه رفتاااار  RT-LAMP( مدصاااول واکااانش 2باااا ، چاهاااک )

  (Ladder-like pattern) الکتروفور ی با ال وی نردبانی

 

 
 

برای نمونه  اوی  RT-LAMPنتیجه الکتروفور  واکنش  :4 شماره تصویر

RNA  ویروس و نمونه بدونRNA چاهک به عنوان کنترل منفی ویروس .

 منفی RT-LAMP (3مثبت،  DNA Ladder ،2) RT-LAMP (4شماره 

 

مشاهده مدصول  یبرا یسنجواکنش رنگ یسا نهیبه -
 RT-LAMPواکنش 

 یدر را دروژنیاه یهااونی دیاولروش بار ت نیاصل ا

موهااب  ناادیفرا نیاااسااتوار اساات؛ ا DNAدمااای هم ریااتکث

 یرنگ فنل رد ا  صورت رییتغ جهیو در نت طیمد pHکاهش 
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 پژوهشی

 

 

( یدیاساا pH( بااه  رد )در ییایااقل یکماا ایاا یخنثاا pH)در 

 یهابه  رد در نموناه یرنگ واضح ا  صورت رییتغ .شودیم

نموناه هاا )تصاویر الکتروفاور  -در کناار تصاویر ژل مثبت

مخلوط واکنش  pH هیاول میکه تنظ کندیم دیی، تأ(6شماره 

 ناهیغلظت به زی( و نKOHبا استفاده ا   8/8تا  4/8)تا  دود 

 ی تاا ییشناسااا یباارا یکاااف تی(،  ساسااmM 2فناال رد )

با با ده متوساط را فاراهم کارده اسات.  فاظ  ییهاواکنش

 تیاختصاصا دهندهنشاان زیان یمنف نترلدر ک یرنگ صورت

 رنگ کا ب است. رییو عد  برو  تغ ستمیس یبالا

 

 
در  pH وابساته باه یسانجواکانش رنگ یساا نهیبه :5تصویر شماره 

 پنال .یبصار صیتشاخ یبا استفاده ا  فنل رد برا RT-LAMP روش

 یهااواکانش کاه در  ضاور غلظت یهانموناه شیسمت چ : نما

 پنال .انادشفاف خود را  فاظ کرده یمتفاوت فنل رد، رنگ صورت

 گوناگون  یهامثبت با شدت یهاواکنش جیسمت راست: نتا

 

 
 

نتیجه الکتروفور  نموناه هاای  ااوی فنال رد بادون  :6 شماره تصویر

، و ساه DNA Ladderتاثیر بار وقاوع واکانش. ا  راسات باه چا  : 

 در  ضور فنل رد RT-LAMPنمونه کنترل مثبت واکنش 

-RTداد کاه هار ساه مخلاوط واکانش نشاان  جینتا

LAMP رد بودناد، ا  فنل یمتفاوت یهاغلظت یکه  او

و کارآماد  یاختصاصا ریارور کامل مثبت باوده و تکثبه

ها  اصل شاد. عاد  در آن SARS-CoV-2هدف  هینا 

 انیابانادها م یال و ایدر شدت  داریمشاهده تفاوت معن

رد در ش غلظات فنالیکاه افازا کنادیما دییتأ ن،یسه لا

 مارا ،یپل تیبر فعال یاثر مهار چیه شده،یمددوده بررس

 یکلا نادیفرا ایا RevertAidمعکاوس توساط  یسیرونو

 نداشته است. زوترمالیا ریتکث

 

در  ضور الی وپروپِ  RT-LAMPسا ی واکنش بهینه -
 PHمغناریسی و شناساگر 

در  ضاااور  RT-LAMPنتیجاااه واکااانش تکثیااار 

ارائه  2در تصویر pHساگر اولی وپروب مغناریسی و شنا

دهناد کاه  ضاور وضاو  نشاان میشده است. نتاایج به

رد، همزمااان اولی ااوپروب مغناریساای و شناساااگر فناال

 RT-LAMPگونه تداخل یا مهاارگری بار واکانش هیچ

ایجاااد نکاارده و تکثیاار ایزوترمااال بااا کااارایی بااالا و 

اختصاصیت کامل انجا  شده است. ال وی نردبانی قوی 

ها، تأییدکننااده سااا گاری اخاات در تمااا  نمونااهو یکنو

کامل این اهزای نوآورانه )اولی وپروب برای هداسا ی 

سانجی چشامی( رد برای تشخیص رنگمغناریسی و فنل

  است. RT-LAMPبا سیستم 

 

 مریپل ژل سیماتر کیدر  LAMPواکنش  یسا نهیبه -
داده شااده اساات کااه  نشااان: 8 شااماره در تصااویر

 ریبه تکث یابیواکنش، امکان دست زیآمتیفقمو یسا نهیبه

را فاراهم  ماریپل کارآماد در سااختار ژل اریبس زوترمالیا

 دییاتأ شادهنهیدر نموناه به یقاو ینردبان ی. ال وکندیم

 مرا یپل تیبر فعال یاثر مهار چیژل ه سیکه ماتر کندیم

 .مناسب ندارد طیدر شرا
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وفااور  ژل آگااارو  الکتر جینتاااساامت راساات ) :7 شووماره تصووویر

 ب اوپرویدر  ضاور همزماان اول RT-LAMP مدصولات واکانش

واکانش  یهاانیچ  باه راسات: لا ا  :ردو شناساگر فنل یسیمغنار

RT-LAMP نیاا(؛ لاکنواخااتیو  یقااو ینردبااان ی)مثباات بااا ال ااو 

 ی: مارکر مولکاولیینها نیمشابه(؛ لا ینردبان یکنترل مثبت )با ال و

(Ladder(  سمت چ )وابسته باه یسنجرنگ صیتشخ جینتا pH  در

 رییا)بادون تغ ی؛ ا  چ  باه راسات: کنتارل منفاRT-LAMPواکنش

(؛ نموناه مثبات ریادهنده عاد  تکثنشان ،یرنگ و  فظ رنگ صورت

 لیاباه دل pHا  کااهش  یرنگ واضح باه  رد پررناگ، ناشا ریی)تغ

   موفق(. زوترمالیا ریتکث یپروتون در ر دیتول

 

 
باا  ماریپل ژل طیدر مدا LAMPواکانش  یسا نهیبه جینتا :8 شماره تصویر

و پهان، نشاان  یقاو ینردباان ی . ال اوواستفاده ا  الکتروفور  ژل آگاار

 DNA Ladder ینشان ر مولکولدر کنار  زوترمالیا ریدهنده تکث

 یداریاپا یابیاار  یبار ژل بارا یمبتن LAMPواکنش  -
 SARS-CoV-2هدف ریتکث مدتیرولان

 ریتأث مریپل که ساختار ژل دهدی  نشان مبه وضو جینتا

 میآناز تیافعال مادتیراولان یداریبر پا یتوههمثبت قابل

 داشااته اساات LAMPواکاانش  یهااامعرف ریو سااا ماارا یپل

 کنواخاتیو  یقاو ینردبان ی.  فظ ال و(2 شماره )تصویر

ژل قادر به مدافظات ا   سیکه ماتر کندیم دییتأ 44تا رو  

 ونیدناتوراس ای زیدرولیه ،ی رارت بیخرها در برابر تمعرف

 هیانا  یکارآمد و اختصاص زوترمالیا ریبوده و تکث یا تمال

 یرو  ن هاادار 44پااس ا   یرا  تاا SARS-CoV-2هاادف 

قابال  یداریاپا نیاکرده است. ا ریپذامکان خچالی یدر دما

  یماا یهاساتمیژل نسابت باه س طیآشکار مد یتوهه، برتر

 یهاااتیو امکااان توسااعه ک کناادیاسااتاندارد را برهسااته ماا

 یدر مداال مراقباات بااا ماناادگار مصاارفآماااده  صیتشااخ

   .می آورد)تا چند هفته(را فراهم یرولان
نشان دهناده  44و پهن تا رو   یقو ینردبان ی فظ ال و

و  ماارا یپل میآنااز تیااژل در  فااظ فعال سیاترمثباات ماا ریتااأث
اساات کااه  یرو  ن هاادار 44هااا در رااول معرف یداریااپا
دوره  کیاپس ا   یرا  ت یکارآمد و اختصاص ریتمال تکثا 

 ،یمعماول LAMPمخلوط واکانش  در .کندیم دییتأ یرولان
هاا باه سارعت کااهش معرف ریو ساا مارا یپل میآناز تیفعال
( 4فقااط در نمونااه تااا ه )رو   زیآمتیااموفق ریاا. تکثاباادییم

شادت ال او  ،یرو  ن هادار 4و تنها پس ا   شودیمشاهده م
رو   34تاا  44و پاس ا   ابادییکااهش م یری  چشام به رر

 یباالا تینشان دهنده  ساسا افتهی نیا. شودیکاملاً متوقف م
در  ی تا  یدر  الت ما بی( به تخرهامیآنز وهیها )به ومعرف

 2)شاامل  تر اشاره شادرورکه پیشهمان است. خچالی یدما
رو  تاا  کنواختیو  یقو ینردبان یبود(، ال و 44خط تا رو  

و  34، 24، 44) تاریراولان یدر رو هاا ی فظ شد و  ت 44
 )تصاویر کارآمد مشاابه کنتارل تاا ه مشااهده شاد ری( تکث44

نااه تنهااا امکااان  مااریپل ساااختار ژل ن،یبنااابرا .(44 شااماره
بلکاه  کناد،یرا فراهم ما یریتأخ یسا و فعال یبارگذارشیپ
باه  یسنت  یام یهاونیبا فرمولاس سهیرا در مقا ستمیس یداریپا

توسااعه  یو آن را باارا دهاادیماا شیافاازا یرااور قاباال تااوهه
در مدال مراقبات باا  مصرف یآماده برا یصیتشخ یهاتیک
 .کندیم آلدهیا یرولان یاندگارم
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Day 0 Day 1 Day 3 Day 5 Day 7 Day 14 Day 20 Day30 Day 45 

         

 

 . ا  چا  وتوسط الکتروفور  ژل آگار SARS-CoV-2هدف  ریتکث یبر ژل برا یمبتن LAMPواکنش  مدتیرولان یداریپا یابیار  :9 شماره تصویر

 .   رادیدرهه سانت 4 یدر دما یپس ا  ن هدار 4و  4، 3، 4، 2، 44، 24، 34، 44 یبه راست: رو ها

 
Day 0 Day 5 Day 14 Day 30 

    

واکانش  یهاامعرف مدتیرولان یداریپا یابیار  :11 شماره تصویر

LAMP ریاتکث یاستاندارد )بادون سااختار ژل( بارا  یدر مخلوط ما 

 . ا  چا  باه وتوساط الکتروفاور  ژل آگاار SARS-CoV-2هدف 

درهاه  4 یدر دماا یپس ا  ن هدار 4و  4، 44، 34 یراست: رو ها

 . رادیسانت

 یهاسااتمیساااختار سسااا ی  نااهیو انتخاااب به یابیااار  -
 بر ژل یمبتن کیدیکروفلوئیم

  مدصاااولات واکااانش وژل آگاااار الکتروفاااور 

LAMP نشان  44 شماره تصویرمختلف در  طیتدت شرا

شااکل، مشخصاااه  ینردباااان یداده شااده اسااات. ال ااو

نتایج  اکی است.  LAMP زیآمتیموفق ریتکث کیکلاس

 سیانجا  شده در ماتر یهاواکنشا  آن است که با ده 

رور باهآ اد(  دلاولمرساو  )م طیبا شارا سهیژل، در مقا

باا ایان  اال، در تنظیماات  ، تر اساتتوههی پاایینقابل

در  (capillary) میکروفلوئیدیک، استفاده ا  لوله ماویین

هااای مرسااو ، عملکاارد و بااا ده مقایسااه بااا میکروتیوب

  .دهدبهتری را درتکثیر هدف نشان می
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در ژل  LAMPلکتروفااور  مدصااولات واکاانش ا :11 شووماره تصووویر

: 2(: 4تاا  2مختلاف. خطاوط ا  چا  باه راسات ) طی  تدت شراوآگار

LAMP 8( ی)کنتاارل منفاا نییلولااه مااو - یدر ژل منفاا :LAMP  در ژل

در ژل  LAMP: 2( فیضاع اریبسا ینردباان ی)ال او نییلولاه ماو -مثبات 

 -در ژل مثباااات  LAMP: 6( ی)کنتااارل منفااا وبیاااکروتیم - یمنفااا

لولاه  - یمنفا یمعماول LAMP: 4( فیضاع ینردباان ی)ال و وبیکروتیم

 ی)ال او نییلولاه ماو -مثبات  یمعماول LAMP: 4( ی)کنترل منفا نییمو

( ی)کنتارل منفا وبیاکروتیم - یمنف یمعمول LAMP: 3متوسط(  ینردبان

2 :LAMP 4( میااملا ینردبااان ی)ال ااو وبیااکروتیم -مثباات  یمعمااول :

   به عنوان کنترل مثبت استاندارد(. یقو ینردبان ی)ال و ینردبان

 

 بحث
مبتنای  RT-LAMPدر این مطالعه، یک میکروراکتاور 

  باااا نقطاااه  وب پاااایین بااارای تشاااخیص وبااار ژل آگاااار

( POCدر مدااال مراقبااات ) SARS-CoV-2سااانجی رنگ

دهاد کاه های ماا نشاان میسا ی شاد. یافتاهررا ی و بهینه

هاماد ماتریس ژل، علاوه بر ایجاد یک مدیط واکانش نیمه

ریااب آنزیماای هلااوگیری کااه ا  آلااودگی متقااار  و تخ

رو  در دماای یخچاال  44هاا را تاا کند، پایداری معرفمی

نمایاد. تضمین کارده و نیاا  باه  نجیاره سارد را  اذف می

اگرچه راندمان تکثیر در این بستر ژلی در مقایسه باا شارایط 

های مدلول آ اد اندکی کمتر است، اما ایان پلتفار  در لولاه

اد کاااه ادغاااا  آن در ای نشاااان دماااویین عملکااارد بهیناااه

 کند.های میکروفلوئیدیک را تسهیل میسیستم

هاا ساا ی معرفهای رایج تثبیتدر مقایسه با روش

( که در مطالعات Lyophilization« )لیوفیلیزاسیون»مانند 

پیشین به عنوان استاندارد رلایی برای افزایش ماندگاری 

های تشخیصی مولکولی در تشخیص عوامل عفونی کیت

. 4های تنفسی و  یکاا معرفای شاده اسات  ر ویروسنظی

[، روش پیشاااانهادی مااااا دارای مزایااااای عملیاااااتی 2

توههی است. برخلاف لیوفیلیزاسیون کاه فرآینادی قابل

بر بااوده و نیا منااد تجهیاازات پیشاارفته و شاارایط هزینااه

انبااارداری دقیااق )کنتاارل رروباات( اساات، اسااتفاده ا  

صارفه و بهقرون  یاک اساتراتوی موماتریکس ژل آگار

کناد سا ی مواد بیوشایمیایی فاراهم میساده برای تثبیت

های آ مایش اهی پیچیده را کاهش که نیا  به  یرساخت

هاای دهد. علاوه بر این، در مقایساه باا ساایر ماتریسمی

 Paper-based« )سنسورهای مبتنی بر کاغاذ»هامد نظیر 

sensors که به راور گساترده بارای کاربردهاای )POC 

هاای رایاج ایان [، پلتفار  ماا چالش4. 3اند  توسعه یافته

ها ماننااد نوسااان در نفو پااذیری ساایال و تو یاا  سیسااتم

  وها را ندارد. شبکه متخلخل ژل آگاارناهم ون معرف

در مطالعااه  اضاار، تو یاا  یکنواخاات و پایاادار اهاازای 

واکاانش را تضاامین کاارده و ا  تجماا  غیاار اختصاصاای 

سنسورهای مبتنای بار غشااک دیاده ها که در برخی آنزیم

 کند.شود، هلوگیری میمی

هااا در دمااای رو ه معرف 44دسااتیابی بااه پایااداری 

های مای  رایج، فعالیات یخچال، در  الی که در مخلوط

شاود، رو ( متوقف می 34تا  44آنزیمی به سرعت )ری 

های  فااااظتی ایااان دهنده اثربخشااای مکانیسااامنشاااان

یداری به چناد عامال کلیادی میکروراکتور است. این پا

شااود: نخساات، کاااهش شاادید تداارک نساابت داده می

 Physical« )انادا ی فیزیکایدا به»مولکولی به واساطه 

entrapmentبعدی کاه برخاورد ( در شبکه هیدروژل سه

های تخریبی مانند پروتئولیز را تصادفی و سرعت واکنش

 Water« )فعالیاات آب»دهااد. دو ، کاااهش کااهش می

activity که در مدیط مای  به عنوان  لال و کاتاالیزور )

کند. در ساختار های هیدرولیتیک عمل میبرای واکنش

هاای هاای آب باه  نجیرهژلی، بخش بزرگی ا  مولکول

  متصاال شااده و در نتیجااه ساارعت هیاادرولیز وآگااار

پلیماااارا  و  Bstهااااای پیوناااادهای پپتیاااادی در آنزیم
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RevertAid وه باار ایاان، باارهم[. عاالا4یابااد  کاااهش می 

ساااکاریدهای هااای ضااعیف هیاادروژنی میااان پلیکنش

ها، به  فاظ سااختار های عاملی پروتئین  و گروهوآگار

هااا کمااک ( آنزیمNative conformationبعدی )سااه

های شاایمیایی نظیاار کنناادهکاارده و نقشاای مشااابه تثبیت

کناد، بادون آنکاه نیاا  باه گلیسرول یا ترهاالو  ایفاا می

 واد هانبی خارهی باشد.افزودن م

ایاان پلتفاار  بااا ادغااا  مرا اال اسااتخرا ، تکثیاار و 

تشخیص بصری در یک سیساتم وا اد، ضامن غلباه بار 

و  PCRهااای مولکااولی مبتناای باار های روشمدادودیت

های آ مایش اهی پیچیده، چارچوبی منعطاف  یرساخت

باارای توسااعه ابزارهااای تشخیصاای نساال بعاادی فااراهم 

ادگی و کاارایی ایان سیساتم در کند. با توهاه باه سامی

تواناد ابازاری  یااتی شرایط مدیطی، ایان دساتاورد می

هااای عفااونی نوظهااور در منااارق باارای ماادیریت بیماری

مداارو  و شاارایط اپیاادمیولوژیک باشااد. در مجمااوع، 

  نه تنها یک  امل فیزیکای، بلکاه وماتریکس ژل آگار

یک مدیط مدافظ فعال است کاه کاارایی و راول عمار 

رور چشام یری ارتقاا را باه POCهای تشخیصای کیت

 دهد.می

 

 سپاسگزاری
 یو فنااور قااتیمعاونات تدق تیبا  ما قیتدق نیا

 کما نادران، تدات شاماره کما یدانش اه علو  پزشک

 انجا  شده است. 44222 نهیهز
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