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   چکیده

شده در  تیهدا یمولکول کینامید يساز هیبا استفاده از شب ینیگرافصفحات دار  عبور از نانومنفذ عامل نیح DNA رشته تک توالیتعیین امکان  قیتحق نیدر ا

 يروی، نDNAعبور تک رشته  نیاستفاده شده است. ح لیدروکسیو گروه ه دروژنیه يها از اتم ،دار کردن نانومنفذ شده است. جهت عامل یسرعت ثابت بررس

 ن،یشده است. همچن یبازها بررس نیب زیتما صیجهت تشخ روین راتییو سپس تغ شود یاعمال م آن اتم فسفر ستون فقرات به DNAمورد نیاز براي حرکت 

با که  دهد ینشان م جیشده است. نتا یاز نانومنفذ بررس DNAعبور  نیح شود، یم دهیبتا نام هین، که زاویگراف به صفحه باز نسبت صفحه بروز تغییرات در زوایه

این امید وجود دارد  .هستند زایقابل تماین روش با استفاده از  نیمیتو  نیگوان ن،یتوزیسهاي  مورد تحقیق، مولکولي پارامترها یبررساستفاده از این ساختار و 

، افقی نو براي طراحی نسل جدید هاي منحصر به فرد نانوساختارهاي حالت جامد دوبعدي و توجه بیشتر به پتانسیل هاي این روش که با به خدمت گرفتن قابلیت

  ها در دید محققان پروژه کلان ژنوم شناسی انسانی بگشاید. یابی پروتئین توالیهاي  ماشین

  ، دینامیک مولکولی هدایت شده، تمایز.DNAیابی ن، توالیینانومنفذ، گراف :کلیدي هاي واژه

   

  

DNA Sequencing Using Functionalized Graphene Nanopore: A Molecular Dynamics 
Study  

   

Department of Mechanical and Aerospace Engineering, Shiraz University of Technology Shiraz, Iran M. M. Mohammadi 
Department of Mechanical and Aerospace Engineering, Shiraz University of Technology Shiraz, Iran O. Bavi 
Department of Mathematics, Tarbiat Modares University, Tehran, Iran Y. Jamali 

   

Abstract 
DNA translocation/sequencing through a solid-state functionalized graphene nanopore with the aid of constant velocity steered 
molecular dynamics simulation was studied. Hydrogen atoms and hydroxyl molecules have been used to functionalize the nanopore. 
Phosphorus atom of the DNA backbone has been pulled during translocation and then the pulling force variation was tracked to 
verify the distinction between bases. Besides, the rotation of the base plane with respect to the graphene plane, called beta angle, was 
also evaluated during translocation. The results show that cytosine, guanine, and thymine are distinguishable by this method. 
Employing the capabilities of the current method and considering the unique potentials of two-dimensional solid-state 
nanostructures, can shed light on the design of a new generation of protein sequencing machines for the Human Genome Project 
(HGP). 

Keywords: DNA Sequencing, 2D Solid-State Nanostructures, Graphene Nanopores, DNA translocation. 

   

   مقدمه - 1

شناسایی  ، به حیاتی بودنDNAهاي  رشته 1اهمیت تعیین توالی

به  ،ها در واقع ژن. گردد بر میها  ژنهاي اطلاعات وراثتی یا همان  حامل

هستند که یک پروتئین  DNAصورت یک توالی خاص از نوکلئوتیدهاي 

تعیین توالی در  کنند؛ با توجه به اهمیت به سزاي این را رمزگذاري می

تر از همه،  فناوري، داروسازي، درمان و تشخیص پزشکی و مهم زیست

رفتارشناسی ویروس، همواره توجه بسیاري از محققان به مطالعه 

ف شده تر معطو تر و سریع هاي موجود و توسعه ابزارهاي دقیق روش

  است.

 1950اولین تعیین توالی پروتئین، مربوط به انسولین، در سال 

. براي این تعیین توالی یک تیم پنج نفره ]1[توسط فرد سنگر انجام شد 

گرم مخمر به دست  140ا یک گرم ماده خالص که از طی سه سال ب

                                                             
1 Sequencing 

. زمان صرف ]2[نوکلئوتید را تعیین توالی کنند  76آمد توانستند تا  می

شد که  شده براي این کار بسیار زیاد بود و این نیاز به شدت احساس می

بازده هر کدام از مراحل کار افزایش یابد. این اتفاق با تغییراتی در مراحل 

. نحوة کار به شکلی بود که بین به وقوع پیوست 1990انجام کار در دهۀ 

مرتبه  4توالی به ازاي هر باز،  هزینۀ تعیین 2012تا  2007هاي  سال

به بعد سرعت بهبود کار به کندي پیش  2012. از سال ]3[کاهش یافت 

رود. می
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هایی که براي  هاي قبلی و پیچیدگی خطاهاي موجود در روش

و با دقت  1آنیها اضافه شده است، به تعیین توالی  بهبود روش

یکی  3. تعیین توالی با استفاده از نانو منفذهانیازمند است 2مولکولی تک

باشد. نانو منفذ،  میهاي جدید براي رسیدن به این هدف  از روش

بسیار  بسترينانومنفذها  ناوريف. ]4[منفذي با ابعاد نانو متري است 

مهیج است که آشکارسازهایی که در مقیاس مولکولی و حتی اتمی کار 

. ایدة استفاده از نانو منفذها ]5[توانند از آن استفاده کنند  کنند می می

مطرح شد. در اوایل کار محققین نشان  1980براي اولین بار در دهۀ 

 - توان از یک حفره یونی در آلفا را می RNAیا  DNAرشته  دادند که تک

شود،  شناخته می 5، که به عنوان یک نانو منفذ بیولوژیکی4همولیزین

عبور داد و با برقراري یک اختلاف پتانسیل در دو طرف حفره، حین 

هاي موجود از طریق حفره کاهش پیدا  عبور رشته از حفره، عبور یون

تواند روشی براي  شود که می کرده و باعث کاهش جریان (یونی) می

. تا قبل از کاربرد نانومنفذها ]6[شناسایی نوکلئیک اسیدها باشد 

هاي حاصل از شیمی تجزیه  هاي تعیین توالی مبتنی بر تکنیک روش

  بودند.

اغلب در غشاهاي بیولوژیکی و غشاهاي حالت جامد ایجاد  نانومنفذ

همولیزین، این  - نانومنفذهاي زیستی، مانند آلفا. استفاده از ]4[شود  می

ایراد را دارند که مقاومت مکانیکی پایینی دارند و به دما، غلظت 

از یکی دیگر  .]7[ باشند می حساس pHهاي محیط (نمک) و  یون

باشد. براي حل  ها می مشکلات این نانومنفذها ضخامت بالاي نانوحفره

با ضخامت تک اتمی است)  کربنین (که یک ورق یاین مشکل از گراف

  شود. استفاده می

بسیار مورد مطالعه قرار  6استفاده از نانو منفذهاي حالت جامد

ها  . اگرچه براي تعیین توالی با استفاده از حفره]8[گرفته است 

 نیست هاي زیادي حاصل شده ولی همچنان دقت کار در حدي پیشرفت

که بتوان یک تک باز را شناسایی کرد. نانومنفذهاي حالت جامد اساسا 

هایی از ترکیبات سیلیکون و اغلب از نیترات سیلیکون  به صورت فیلم

هاي مختلفی نیز براي ساخت نانو منفذها  شوند. روش نیز ساخته می

و سوراخ کردن با  7توان به ساخت با باریکۀ یونی وجود دارد که می

  .]10, 9[اشاره کرد  8کترونیباریکۀ ال

مزیت اصلی استفاده از نانوساختارها در تعیین توالی، قابلیت بسیار 

 هاي فناوريها در مقایسه با سایر  بالاي آنها براي عبوردهی مولکول

کنند و در بازار  ز نانومنفذ استفاده میکه ا هایی فناوريموجود است. 

باشند نیازمند کار فراوان براي آماده سازي نمونه و  موجود می

. وسایلی که از ]4[هاي پیچیده براي پردازش اطلاعات هستند  الگوریتم

ها قابلیت حمل  يفناورکنند، در مقایسه با سایر  اده مینانو استف فناوري

توان آنها را از مکانی به مکان  و جابجایی بالاتري دارند و به آسانی می

. البته محدودیت نانومنفذهاي حالت جامد در ]2[دیگر منتقل کرد 

وان ت می مقایسه با نانو منفذهاي بیولوژیکی بسیار کمتر است. براي مثال

                                                             
1 Real Time 
2 Single Molecule 
3 Nano Pore 
4 Α-Hemolysin 
5 Biological Nanopore 
6 Solid State Nanopores 
7 Deploying and Sculpting With Ion Beam 
8 Fabrication by Electron Beam 

امکان کارکرد در دماهاي بالاتر، امکان کار در دامنه ولتاژي بالاتر و  به

توان  ها اشاره کرد. به علاوه می سازگاري و پایداري بیشتر در محلول

  .]11[قطر آنها را در ابعاد زیر نانومتري تنظیم کرد 

هزار باز  30تعیین توالی با استفاده از نانو منفذها قادر به خواندن 

. نسل سوم تعیین توالی که از نانومنفذها ]12[میلیون باز است  3/2تا 

هایی دارد که باید برطرف  نقطه ضعف بسترهاکند در بعضی  استفاده می

. ]13[توان به نیاز به غلظت بالاتر نوکلئیک اسید اشاره کرد  شوند؛ می

نیز باید براي  9هاي محاسباتی مانند یادگیري ماشین مدل ،علاوه بر این

. یکی از مشکلات استفاده از ]14[ها مورد استفاده قرار گیرد  این تحلیل

. مشکل دیگر نوسانات در طبیعت آبگریز آن است ،ن به طور خاصیگراف

  .]16, 15[جهت گیري بازها حین عبور از حفره است 

یکی از  ،نیی، غشاي گرافاز میان مواد موجود براي ساخت نانومنفذ

تر  از دید اتمی نازك است، از فولاد مقاومکه باشد؛  بهترین کاندیداها می

پذیر است، قابلیت کشیده شدن دارد، شفاف  و در عین حال انعطاف

الکتریکی آن،  رساناییها غیر قابل نفوذ است و قابلیت  است، توسط یون

. از آنجا که تا ]17[کند  ن را به گزینۀ بسیار مناسبی تبدیل مییگراف

اند  کنون هیچ یک از مواد مورد استفاده جهت تعیین توالی نتوانسته

دقتی در حد شناسایی تک نوکلئوتید فراهم کنند، جستجو براي یافتن 

, 18[باشند  مواد جدید ادامه دارد. دو تا از این مواد فسفر و سیلیسن می

ها را براي شناسایی در  . هر دو ماده داراي خواصی هستند که آن]19

  .]20[سازد  سب میحد تک نوکلئوتید منا

قات انجام شده جهت تعیین توالی یشایان ذکر است که عمده تحق

ی بر روش جریان یونی بوده که به نحوي ن، مبتنیبا استفاده از گراف

تحت  DNAو  ودش ن اعمال مییطرف گرافدو اختلاف پتانسیلی در 

. ندک ن عبور مییتاثیر این اختلاف پتانسیل از حفره موجود در گراف

دهد که استفاده از روش جریان یونی با  نتیجه تحقیقات اخیر نشان می

؛ لذا در ]15[نیست  ن جهت تعیین توالی مناسبیاستفاده از گراف

جهت عبور از نانومنفذ با استفاده از یک  DNAبررسی پیش رو حرکت 

تواند توسط یک  در عمل این کشش می فنر مجازي انجام شده است که

در این تحقیق، علامه بر حرکت  انبرك نوري یا مغناطیسی انجام پذیرد.

با استفاده از روشی متفاوت نسبت به عمده تحقیقات  DNAتک رشته 

رایج، اتم هیدروژن و گروه هیدروکسیل به عنوان گروه عاملی در لبه 

  اند.  نانومنفذ قرار داده شده

  

  سازي شبیهروش  - 2

توسط فنري با ثابت تک رشته  DNAدر این تحقیق مولکول 

1000
��

Å
10با سرعت ثابت  � Å

کشیده  zدر راستاي محور  ���

. نانومنفذ داده شده استقرار  xyن در صفحه یلایه گراف شود و تک می

اي است که دلیل این  اي متقارن و دایره مورد استفاده داراي حفره

؛ هندسه نانومنفذ و عملکرد بهتر آن براي تعیین توالی است ،انتخاب

بر  ن چند لایهیگراف از اثرات تقارن و عدم تقارن، به علاوه اثرات عبور

 فرد و همکارانش بررسی شده است توسط ستاري ،روي تعیین توالی

پارامترهایی از قبیل جنس غشا،  ی دیگرعلاوه بر این بررس. ]21[

توسط محققین بسیاري مورد بررسی  ،سرعت عبور و اثرات قطر حفره

                                                             
9 Machine Learning 
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عیت بازها حین فرایند جهت تعیین توالی، موق .]11[ قرار گرفته است

گیري باز حین  به علاوه جهت ،کشش و نیروي وارد شده به مولکول

عبور از حفره براي بررسی امکان تعیین توالی براي هر کدام از بازها با 

  .شده است هم مقایسه

آماده شده  VMD1افزار  سازي توسط نرم مدل مورد نیاز براي شبیه

اند. ابعاد  انجام شده NAMDافزار  ها با استفاده از نرم سازي شبیهاست. 

× 38 سازي شبیهجعبه   38 × م مکعب در نظر گرفته وآنگستر 114 

ها بتوان  شده است. انتخاب ابعاد به نحوي است که با کمترین تعداد اتم

در عین حال که مرزهاي سیستم و وجود لایه  ،را انجام داد سازي شبیه

ن با توجه به شرایط مرزي متناوب اثري بر روي نتایج نداشته یگراف

  باشد.

گام کمینه شده و  3000ابتدا انرژي سیستم در  ،سازي شبیهبراي 

پیکو ثانیه  400کلوین و زمان  300در دماي  NVTسپس تحت هنگرد 

 1و تحت فشار  NPTتحت هنگرد  بعد از آن به تعادل رسانده شده و

هر تک  نانو ثانیه تعادل رسانی ادامه داده شده است. 20اتمسفر و زمان 

جهت یکسان بودن شرایط  شش نوکلئوتید دارد که DNAرشته 

، xافزار در راستاي محورهاي  محورهاي اصلی آن توسط نرم سازي شبیه

y  وz اند. قرار داده شده  

  

  نتایج و بحث - 3

بر حسب زمان جهت بررسی سبک  SMDاتم  zلفه مؤپروفایل 

طی فرایند کشش ارائه شده است. همانطور که  DNAحرکت تک رشته 

10قبلا ذکر شد سرعت کشش  Å
این کمیت است. در نظر گرفته  ���

دار نشان داده شده  براي آدنین حین عبور از حفره هیدروژن 1در شکل 

 3و  2هاي  مشابه پلکانی است. در شکل تقریباّ است، سبک حرکت

دار و  هاي هیدروژن از حفره DNAبراي عبور  SMDموقعیت اتم 

دار در  دار رسم شده است. نمودار عبور باز از حفره هیدروژن هیدروکسیل

تر است؛ چرا که سطح مقطع  دار یکنواخت با حفره هیدروکسیل مقایسه

تر می تواند  تر است و مولکول باز راحت بزرگ دار نسبتاّ حفره هیدروژن

تر شدن حفره با وجود عامل  در واقع به دلیل تنگ عبور کند.

هیدروکسیل، در مقایسه با عامل هیدروژن، توقف باز قبل از عبور از 

یروي بیشتري لازم است تا باز بتواند از حفره عبور حفره بیشتر است و ن

هاي بلندتر در  د پرشهتر شا کند. با افزایش نیرو و توقف طولانی

نکته  دار به دست آمده است. نموداري هستیم که از حفره هیدروکسیل

حائز اهمیت دیگر این است که اندازه هر باز روي نحوه عبور و زمان 

صورت که هرچه اندازه باز بزرگتر باشد،  عبور تاثیرگذار باشد؛ بدین

تري داشته باشد و پرش بلندتري در نمودار موقعیت آن  عبور طولانی

شود  مشاهده نمی 3مشاهده شود، ولی چنین روندي در نمودار شکل 

دهد عواملی دیگر غیر از تعاملات الکتروستاتیکی و  که خود نشان می

عبور تاثیرگذار است؛ مانند پیوندهاي هیدروژنی در رفتار بازها حین 

تري در این  هاي دقیق اثرات آب گریزي، که به نوبه خود نیازمند بررسی

  زمینه است.

  

                                                             
1 Visualized Molecular Dynamics 

  
دار.  دار و هیدروکسیل عبور تک رشته آدنین از حفره هیدروژن -1شکل 

هر پرش نشان دهنده عبور یک نوکلئوتید است. بعضی از بازها به دلیل 

تر عبور کرده و پرشی در موقعیت اتم  تعامل ضعیف با حفره راحت

SMD شود. مشاهده نمی  

 

  
  دار. حین عبور از حفره هیدروژن SMDموقعیت اتم  -2شکل 

  

توان آن را  هاي مهمی که براي تعیین توالی می دیگر کمیت از

وارد  SMDبررسی کرد، نیرویی است که طی فرایند کشش به اتم 

شناخته  SMDیا نیروي کشش  SMDشود و تحت عنوان نیروي  می

دار و  هاي هیدروژن به ترتیب براي حفره 5و  4هاي  شود. شکل می

ده است. از آنجا که دار بر حسب زمان کشش رسم ش هیدروکسیل

قبل از عبور  DNAن و نوکلئوتیدها همگی آبگریز هستند، مولکول یگراف

به موقعیت  cisافتد. موقعیت  به دام می cisاز حفره در قسمت 

شود. با رسیدن بازها به لبه  ها قبل از عبور از حفره گفته می مولکول

ایش تا جایی و این افز کرده حفره نیروي فنر به طور خطی افزایش پیدا

یابد که نوکلئوتید از حفره عبور کند. بعد از عبور هر باز نیرو به  ادامه می

  کند. شدت افت می

توان به  می DNAاز جمله نیروهایی که حین جابجایی تک رشته 

آنها اشاره کرد نیروهاي الکتروستاتیک، واندروالسی و نیروهاي ناشی از 

ترهاي مربوط به این تعاملات پیوندهاي هیدروژنی است که کلیه پارام

  لحاظ شده است.  2در فایل میدان نیرو

  

                                                             
2 Force Field 
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هر چهار رشته حین عبور از حفره  SMDموقعیت اتم  -3شکل 

  دار. هیدروکسیل

  

  
  دار. ن هیدروژنیبراي گراف SMDنیروي  -4شکل 

  

  
  دار. ن هیدروکسیلیبراي گراف SMDنیروي  -5شکل 

 
 جهت عبور نوکلئوتیدها از با توجه به نمودارهاي نیروي کشش،

تواند  که این مطلب می ،لازم است نیروي بیشتري دار هیدروکسیل حفره

که درباره اتم  اي نکتهبا سطح مقطع کمتر حفره در ارتباط باشد و با 

SMD شد همخوانی دارد. بیان هاي قبل در پاراگراف 

دار و  براي بازها حین عبور از حفره هیدروژن SMDنیروي 

دار  دار متفاوت است؛ بدین معنی که در حفره هیدروژن هیدروکسیل

حداکثر نیروي اعمالی متعلق به گوانین است، در حالی که در حفره 

باشد. علاوه بر این،  دار حداکثر نیرو متعلق به تیمین می هیدروکسیل

دار بین گوانین  بیشترین اختلاف بین بیشینه نیروها در حفره هیدروژن

 دار بین تیمین و آدنین است. ظاهراّ و در حفره هیدروکسیل و سیتوزین

توان از این دو عامل براي تمایز بین بازها استفاده کرد؛ بدین شکل  می

دار  کند و حفره هیدروکسیل دار گوانین را متمایز می که حفره هیدروژن

طی تحقیقات آتی این البته باید  کند. تیمین را از سایرین متمایز می

تر، به چه دلیل در هر  ررسی شود که گوانین با داشتن صفحه پهننکته ب

را به  SMDدار بیشترین نیروي  دار و هیدروکسیل دو حفره هیدروژن

  دهد. خود اختصاص نمی

گیري بازها حین عبور از حفره نیز  ، جهتSMDعلاوه بر نیروي 

گیري بازها  و این بررسی صورت گیرد که آیا جهت شود رصدتواند  می

تواند مشخصه تمایزي بین نوکلئوتیدهاي مختلف باشد یا نه.  یم

شود که زاویه بین صفحه باز و  گیري باز بدین صورت تعریف می جهت

شود. تعریف زاویه  محاسبه می باشد، می xyکه در اینجا صفحه  ،نیگراف

دهد در  ن را به دست مییگیري بازها نسبت به صفحه گراف بتا که جهت

 است.  مشخص شده 6شکل 

  

  
ن به عنوان یانحراف صفحه مولکول باز نسبت به صفحه گراف -6شکل 

  شود. زاویه بتا لحاظ می

  

دار  دار و هیدروکسیل هاي هیدروژن توزیع احتمال زاویه بتا براي حفره

نمودار  این ریمقادنشان داده شده است.  8و  7 هاي به ترتیب در شکل

SEM يسه بار تکرار و خطا نیانگیم يبرا
براي حفره  رسم شده است. 1

). براي 1دار، تیمین داراي بیشترین توزیع احتمال است (جدول  هیدروژن

  دار مقدار بیشینه توزیع بتا متعلق به سیتوزین است. حفره هیدروکسیل

 SMDو نیروي  SMDموقعیت اتم همانگونه که در بحث مربوط به 

ترین باز موجود است داراي  رود که گوانین که پهن اشاره شد، انتظار می

بیشتري زاویه انحراف هنگام عبور باشد، چرا که براي عبور از حفره لازم 

 است صفحه خود را در مقایسه با سایر بازها بیشتر بچرخاند ولی در عمل

  آتی است.تر در تحقیقات  افتد که نیازند بررسی عمیق  چنین اتفاقی نمی

                                                             
1 Standard Error of the Mean 
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  دار مقادیر مرتبط با توزیع احتمال زاویه بتا براي بازها و دو حفره عامل -1جدول 

  		باز نوع
بیشینه احتمال حفره 

 (درصد) دار هیدروژن
  دار حفره هیدروژنزاویه؛ 

بیشینه احتمال حفره 

  (درصد) دار هیدروکسیل

حفره زاویه؛ 

  دار هیدروکسیل

  60  6/10   120  6/10  آدنین

  80  5/14   70و  50  6/9  سیتوزین

  160و  120تا  100  6/9  110  0/9  گوانین

  75  1/13  110  6/12  تیمین

  

  

  
حفره  توزیع احتمال زاویه بتا براي چهار باز حین عبور از -7شکل 

 SEMمقادیر نمودار براي میانگین سه بار تکرار و خطاي  دار. هیدروژن

  رسم شده است.

  

  
توزیع احتمال زاویه بتا براي چهار باز حین عبور از حفره  -8شکل 

مقادیر نمودار براي میانگین سه بار تکرار و خطاي  دار. هیدروکسیل

SEM .رسم شده است 

  

  گیري نتیجه - 4

با استفاده از نانومنفذ  DNAدر این پژوهش به مطالعه تعیین توالی 

سازي  ن پرداخته شده است. براي این منظور شبیهیدار گراف عامل

دینامیک مولکولی هدایت شده با سرعت ثابت مورد استفاده قرار گرفته 

است. پارامترهایی از قبیل نیروي کشش و توزیع انحراف بازها حین 

ها مورد مطالعه قرار گرفته است.  جهت تمایز بین آنعبور از حفره 

شود  دار باعث تمایز گوانین می بررسی نیروي کشش در حفره هیدروژن

دار باعث متمایز شدن  و بررسی همین پارامتر در حفره هیدروکسیل

توزیع زاویه انحراف بازها حین عبور  بررسیبه علاوه با گردد.  تیمین می

ابل دار سیتوزین ق تیمین و در حفره هیدروکسیل ،دار هیدروژنحفره  از

لازم به ذکر است که آدنین همچنان بدون تمایز باشند.  می شناسایی

  باقی مانده است.

نیازمند افزایش دقت  DNAبراي یافتن تمایز بین بازهاي  یقیناّ

هاي محاسباتی  محاسبات خواهیم بود که خود نیازمند افزایش هزینه

بر  هاي مبتنی بر مکانیک کوانتومی اگرچه هزینه وشاست. استفاده از ر

هاي  تواند راهگشاي این مسئله باشد و استفاده از روش هستند، ولی می

توانند براي رسیدن به  ها می رایج را تعیین تکلیف کند که آیا این روش

ن یتمایز آشکار امیدوار باشند یا نه. البته استفاده از موادي غیر از گراف

هایی هم وجود دارد، ولی همچنان  ل بررسی است و امیدوارينیز در حا

  راه حل قطعی کار نیستند.
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