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انواع نشانگرها در میکروسکوپ روبشی 
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ميکروسکوپ روبشی ليزری هم كانون به شدت به فلورسانس، به عنوان پایه تصویربرداری متکی است؛ حساسيت 
مثال: سلول ها  به عنوان  نمونه  دیناميکی  فرآیندهای  و  اجزای ساختاری  دادن  قرار  قابليت هدف  و  این روش  بالای 
و بافت های زنده تثبيت شده، نشان دهنده اهميت بالای این موضوع است. بسياری از نشانگرهای فلورسنت با مواد 
شيميایی آلی آروماتيک سنتز می شوند كه برای اتصال به یک ماكرومولکول زیستی )مانند پروتئين یا اسيد نوكلئيک( یا 
برای قرار گرفتن در یک منطقه ساختاری خاص مثل اسکلت سلولی، ميتوكندری، دستگاه گلژی، شبکه آندوپلاسمی و 
یا هسته طراحی می شوند. همچنين نشانگرهای دیگر برای نظارت بر فرآیندهای دیناميکی و متغيرهای محيطی محلی، 
از جمله غلظت یون های فلزی، pH، گونه های اكسيژن فعال و پتانسيل غشایی استفاده می شوند. رنگ های فلورسنت 
در نظارت بر یکپارچگی سلولی )زنده در مقابل مرده یا آپوپتوز(، اندوسيتوز، اگزوسيتوز، سياليت غشاء، انتقال پروتئين، 
انتقال سيگنال و فعاليت آنزیمی مفيد هستند. علاوه بر این، نشانگرهای فلورسنت به طور گسترده برای نقشه برداری 

ژنتيکی و تجزیه و تحليل كروموزوم در زمينه ژنتيک مولکولی استفاده می شوند.
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در بخش اول این مقاله، به تاریخچه نشانگرهای فلورسنت پرداخته شد. رنگ های فلورسنت در اوایل قرن بيستم 
به عنوان رنگ های حياتی برای تصویربرداری از باكتری ها، تک یاخته ها و تریپانوزوم ها با ميکروسکوپ فلورسنت معرفی 
شدند، اما تا سال 1920 كه این ميکروسکوپ برای اولين بار برای مطالعه اتصال رنگ در بافت های ثابت و سلول های 
زنده مورد استفاده قرار گرفت، استفاده گسترده ای از آن مشاهده نشد. در طول 60 سال گذشته، پيشرفت ها در 
ایمونولوژی و زیست شناسی سلولی و مولکولی، طيف گسترده ای از آنتی بادی های ثانویه را توليد كرده و بينشی را در 
مورد طراحی مولکولی ردیاب های فلورسنت كه در مناطق خاصی از كمپلکس های ماكرومولکولی هدف قرار می گيرند، 

ارائه كرده است ]1[.
نشانگر ها با توجه به ویژگی های جذب و فلورسانس، از جمله پروفایل های طيفی، طول موج های بيشينه جذب، نشر 
و شدت فلورسانس ساطع شده، فهرست بندی و توصيف می شوند ]2[. انتخاب نشانگر، یکی از حياتی ترین جنبه های 
كار با ميکروسکوپ هم كانون است و كارایی ابزار نيز باید به دقت در نظر گرفته شود تا تصاویر با كيفيت بالا تهيه 
شود. در بخش اول، به انواع رنگ های فلورسنت سنتی به عنوان مثال، فلورسين، مشتقات رودامين، 4 و6 دیاميندینو-2 
فنيليندول1 و غيره، رنگ های الکسافلور و رنگ های سيانين پرداخته شد. در ادامه، به سایر نشانگرهای مورد استفاده در 

ردیابی هدف با استفاده از ميکروسکوپ هم كانون می پردازیم.

مه
قد
م

ردیابهایفلورسانسکنندهمحیطی
داخلـی  محيـط  بررسـی  بـرای  شـده  طراحـی  نشـانگرهای 
سـلول های زنـده به طـور گسـترده توسـط محققـان مـورد بررسـی 
قـرار گرفته انـد و صدهـا مـورد بـرای بررسـی اثراتی همچـون غلظت 
موضعـی فلـزات قليایـی و قليایـی خاكـی، فلـزات سـنگين )از نظـر 
معدنـی،  یون هـای  آنزیمـی(  به عنـوان كوفاكتورهـای  بيوشـيميایی 
تيول هـا و سـولفيدها، نيتریـت، pH، قطبيت حلال و پتانسـيل غشـاء 
توسـعه یافته انـد ]3 تـا 5[. در واقـع، آزمایش هـا در ایـن عرصـه بـر 
تغييـرات طـول مـوج و یـا شـدت طيف هـای جـذب و انتشـار، كـه با 
اسـتفاده از نشـانگرهایی كـه بـه یون هـای كلسـيم متصل می شـوند، 
به منظـور اندازه گيـری چگالی شـار درون سـلولی متمركـز بودند. این 
ردیاب هـا بـا درجـه خاصـی از گزینش پذیـری بـه یون هـدف متصل 
می شـوند تـا پاسـخ اندازه گيـری شـده را ایجـاد كننـد. كلسـيم یـک 
یـون مهـم متابوليکـی اسـت كه نقـش حياتی را در پاسـخ سـلولی به 
انـواع بسـياری از محرک هـای خارجـی ایفـا می كنـد. نوسـانات گذرا 
در غلظـت یـون كلسـيم، باعـث ایجـاد پاسـخ در سـلول ها می شـود. 
نشـانگرها بایـد طوری طراحی شـوند كه نه تنهـا غلظت های موضعی 
كلسـيم را اندازه گيـری كننـد، بلکـه بایـد تغييـرات كمّـی در هنـگام 
پيشـرفت چگالی امواج شـار در كل سيتوپلاسـم را نيز گزارش كنند. 
بسـياری از مولکول هایی كه برای اندازه گيری سـطح كلسـيم طراحی 
شـده اند، بـر پایـه عوامـل كيليت كننده غيرفلورسـنت اتيلـن گليکول 
اسـيد تتراسـتيک2 و BAPTA3 هسـتند كه سـال ها برای جداسـازی 
یون هـای كلسـيم در محلول های بافر اسـتفاده می شـوند. دو مـورد از 
رایج ترین ردیاب های كلسـيمی، شـاخص های نسبت سـنجی فورا-42  
5 هسـتند، امـا این نشـانگرها به خصوص در ميکروسـکوپ 

و اینـدو-1 
هم كانون مناسـب نيسـتند ]3[. لـذا از تعداد محـدودی از این رنگ ها، 
بيشـتر به صـورت تركيبـی بـرای اندازه گيـری كلسـيم بـا اسـتفاده 
از ميکروسـکوپ هم كانـون اسـتفاده می شـود ]6[. فـورا قرمـز، یـک 
هتروسـيکل چند هسـته ای ایميـدازول و بنزوفوران اسـت كه كاهش 
فلورسـانس را در 650 نانومتـر، هنگام اتصال كلسـيم نشـان می دهد. 

هنگامـی كـه مخلوطـی از نشـانگرهای فلـو-3 و فـورا قرمـز در 488 
نانومتـر برانگيختـه شـود و فلورسـانس در بيشـينه مقـدار انتشـار )به 
ترتيب 525 و 650 نانومتر( از هر دو نشـانگر اندازه گيری شـود، پاسـخ 
نسـبی بـه شـار یـون كلسـيم به دسـت می آیـد. از آنجایی كه شـدت 
انتشـار فلـو-3 به طـور یکنواخت افزایـش و فورا قرمز كاهـش می یابد، 
زمانـی كه غلظـت رنگ در ناحيه مورد بررسـی ثابت شـود، یک نقطه 

ایزوبسـتيک به دسـت می آیـد.
اندازه گيـری كمّـی یون هایـی غيـر از كلسـيم، همچـون منيزیم، 
سـدیم، پتاسـيم و روی، به روشـی مشـابه، با اسـتفاده از نشـانگرهای 
مشـابه انجـام می شـود ]3 و 4[. یکـی از پـر طرفدارتریـن كاوشـگرها 
بـرای منيزیـم، mag-fura-2 اسـت كه از لحاظ سـاختاری شـبيه فورا 
قرمز اسـت، همچنين در محدوده اشـعه فرابنفش برانگيخته می شـود 
و مشـکلات مشـابهی هماننـد فـورا-2 و اینـدو-1 را در ميکروسـکوپ 
هم كانـون ارائـه می دهـد. نشـانگرهای برانگيختـه شـده در ناحيه نور 
مرئـی بـرای تجزیـه و تحليل بسـياری از كاتيون های تـک ظرفيتی و 
دو ظرفيتـی كـه در غلظت هـای مختلـف در ماتریکس سـلولی وجود 
 pH دارنـد، در دسـترس هسـتند. نشـانگرهای فلورسـانس مهم بـرای
داخـل سـلولی شـامل یـک مشـتق پيـرن معـروف بـه 6HPTS  یـا 
پيرانيـن، مشـتق فلورسـين 7BCECF و یک گزانتـن جایگزین دیگر 
بـه نـام كربوكسـی سـنارف-وان8 اسـت ]7[. از آنجـا كـه بسـياری از 
نشـانگرهای معمولی به pH محيط اطراف حسـاس هسـتند، تغييرات 
در شـدت فلورسـانس كـه بيشـتر به برهم كنش های زیسـتی نسـبت 
داده می شـود، ممکن اسـت در واقع در نتيجه پروتونه شـدن نشـانگر 
رخ دهـد. بنابرایـن، در اندازه گيـری هم زمـان غلظـت یـون كلسـيم و 
pH، بيشـتر بـا تركيـب یک نشـانگر pH، ماننـد اسـنارف-وان، با یک 

شـاخص یون كلسـيم )ماننـد فـورا-2( انجام می شـود.

نشانگرهایاندامک
مثـال:  به عنـوان  اندامک هـای درون سـلولی،  نشـانگرهایی كـه 
را  آندوپلاسـمی  شـبکه  و  گلـژی  دسـتگاه  ليـزوزوم،  ميتوكنـدری، 
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هـدف قـرار می دهنـد، بـرای نظارت بـر انـواع فرآیندهای زیسـتی در 
سـلول های زنده با اسـتفاده از ميکروسـکوپ هم كانون مفيد هسـتند 
]3 و 4[. به طـور كلـی، نشـانگر اندامـک، از یک هسـته فلوئـورو كروم 
متصـل بـه یـک نيمـه گزینش پذیر تشـکيل شده اسـت كـه از طریق 
پيوندهـای كووالانسـی، الکترواسـتاتيک، آبگریـز و یا غيره بـه اندامک 
مورد نظر متصل می شـود. بسـياری از نشـانگرهای فلورسنت كه برای 
انتخـاب اندامک هـا طراحـی شـده اند، می تواننـد در غشـای سـلولی 
نفـوذ كننـد )بنابرایـن، در سـلول های زنده مفيد هسـتند(؛ پروب های 
اندامـک بـرای بررسـی انتقال، تنفـس، ميتوز، مرگ، تجزیـه پروتئين، 

پدیده هـای غشـایی و غيـره در سـلول های زنـده مفيد هسـتند.
ردیاب هـای ميتوكنـدری، از جملـه مفيدتریـن نشـانگرها بـرای 
بررسـی تنفس سـلولی هسـتند و بيشـتر همراه با رنگ های دیگر در 
تحقيقـات مورد اسـتفاده قرار می گيرند. نشـانگرهای سـنتی به عنوان 
مثـال روداميـن 123 و تترامتيـل روزاميـن، هنگامـی كـه سـلول ها 
تثبيـت می شـوند، به سـرعت از بين می رونـد؛ بنابراین، تـا حد زیادی 
بـا اسـتفاده از نشـانگرهای جدیدتـر و خاص تـر كـه بـا ردیاب هـای 
مولکولی سـاخته شـده اند، جایگزین می شـوند ]4[. این موارد، شـامل 
سـری محبـوب ميتوتراكر9 و ميتوفلـور10 از هتروسـيکل های گزانتن، 
بنزوكسـازول، ایندول و بنزیميدازول اسـت كه از نظر ساختاری متنوع 
بـوده و در انواع پروفایل های طيفی تحریک و انتشـار موجود هسـتند.
رنگ هـای ميتوتراكـر پـس از تثبيـت سـلولی در فرمالدئيـد بـه 
خوبـی حفـظ می شـوند و بيشـتر می تواننـد در برابر عوامـل نفوذپذیر 
چربی دوسـت مقاومـت كننـد ]8[. در مقابـل، پروب هـای ميتوفلـور 
به طـور خاص، برای سـلول هایی كـه به صورت فعال تنفـس می كنند، 
طراحـی شـده اند و بـرای روش هـای تثبيـت و رنگ آميـزی مناسـب 
نيسـتند ]4[. یکی دیگر از نشـانگرهای محبوب ميتوكندری، با عنوان 
جی سـی-وان11، به عنـوان نشـانگر پتانسـيل غشـا و در آزمایش هـای 
رنگ آميـزی متعـدد بـا سـلول های ثابـت مفيـد اسـت. به طـور كلـی، 
آمين هـای بـازی ضعيـف كـه قادرند از غشـاها عبور كننـد، كاندیدای 
ایده آلـی برای بررسـی سـنتز زیسـتی و پاتوژنز در ليزوزوم ها هسـتند 
]4 و 5[. ردیاب های ليزوزومی سـنتی شـامل مشـتقات غيراختصاصی 
فنازیـن و آكریدیـن قرمـز و آكریدیـن نارنجـی هسـتند كـه پـس از 
پروتونـه شـدن، در وزیکول هـای اسـيدی تجمـع می یابنـد ]5 و 9[. 
بـا فلورسـنت  دانه هـا و ماكرومولکول هـای لاتکـس نشـاندار شـده 
همچـون دكسـتران نيـز می تواننـد در ليزوزوم ها با اندوسـيتوز تجمع 
كننـد. با این حـال، مفيدترین ابزار برای بررسـی خـواص ليزوزومی با 
ميکروسـکوپ هم كانـون، رنگ هـای ردیـاب ليـزو12  و حسـگر ليزو13 
هسـتند كـه بـا اسـتفاده از پروب های مولکولی توسـعه یافته انـد ]4 و 
9[. ردیاب هـای ليـزو كـه در انـواع طـول موج هـای تحریک و انتشـار 
وجـود دارنـد، دارای گزینش پذیـری بالایـی بـرای اندام هـای اسـيدی 
بـوده و قـادر به نشـان دار كـردن سـلول ها در غلظت هـای نانومولاری 
هسـتند. شـدت فلورسـانس به طور چشمگيری در سـری حسگر ليزو 
پـس از پروتونـه شـدن افزایـش می یابـد و ایـن رنگ هـا را به عنـوان 

شـاخص pH مفيـد می كنـد ]4[.
پروتئين هـا و ليپيدهـا در دسـتگاه گلـژی طبقه بنـدی و پردازش 
و  فلورسـنت سـراميدها  بـا مشـتقات  به طـور معمـول  و  می شـوند 

بسـيار  عوامـل،  ایـن  رنگ آميـزی می شـوند ]10[.  اسـفنگوليپيدها 
چربی دوسـت بـوده و بنابرایـن، به عنـوان نشـانگر برای مطالعـه انتقال 
و متابوليسـم ليپيـد در سـلول های زنـده مفيد هسـتند. چندین مورد 
از مفيدتریـن فلوروفورهـا بـرای دسـتگاه گلژی حاوی هسـته پيچيده 
هتروسـيکليک، BODIPY هسـتند ]4 و 9[. هنگامـی كـه نشـانگر 
BODIPY بـا اسـفنگوليپيدها جفـت می شـود، بسـيار انتخابی عمل 
كـرده و در مقابـل نـور رنگ بـری14 مقاومـت می كننـد به طـوری كه 
بسـيار برتـر از بسـياری از رنگ هـای دیگـر اسـت. علاوه بـر این، طيف 
انتشـار این نشـانگرها به غلظت )تغيير از سـبز به قرمز در غلظت های 
بالاتر( وابسـته اسـت و آنها را برای مکان یابی و شناسـایی ساختارهای 
درون سـلولی كـه مقادیـر زیـادی ليپيـد را انباشـته می كننـد، مفيد 

می سـازد.
فلورسـانس  آناليـز  بـرای  سـنتی  پروب هـای  محبوب تریـن 
شـبکه آندوپلاسـمی بـه ترتيـب رنگ هـای كربوسـيانين و زانتـن، 
DiOC615  و چندیـن مشـتق روداميـن هسـتند ]4 و 9[. بـا ایـن 

حـال، ایـن رنگ هـا باید بـا احتياط اسـتفاده شـوند، زیـرا می توانند 
چربی دوسـت  نواحـی  سـایر  و  گلـژی  دسـتگاه  ميتوكنـدری،  در 
درون سـلولی تجمـع پيدا كننـد. كاوشـگرهای جدیدتـر و پایدارتر 
بـرای رنگ آميـزی انتخابـی شـبکه آندوپلاسـمی توسـط چندیـن 
از  اگـزازول  اعضـای  ویـژه،  بـه  شـده اند.  داده  توسـعه  سـازنده 
خانـواده داپوكسـيل توليـد شـده بـا پروب هـای مولکولـی، عوامـل 
بسـيار خوبـی بـرای نشـان گذاری انتخابی شـبکه آندوپلاسـمی در 
سـلول های زنـده، بـه تنهایـی یـا در تركيـب بـا رنگ هـای دیگـر 
هسـتند. ایـن پروب هـا پـس از تثبيت بـا فرمالدئيد باقـی می مانند، 
امـا می تواننـد بـا مواد شـوینده نفوذپذیـر، از بين برونـد. یکی دیگر 
از كاوشـگرهای مفيـد، برفلدین ای16 اسـت، یـک متابوليت قارچی 
پيچيـده استریوشـيميایی كـه به عنـوان یـک مهـار كننـده انتقـال 

پروتئيـن بـه خـارج از شـبکه آندوپلاسـمی عمـل می كنـد. 

نقاطکوانتومی
بلورهـای نانومتـری از نيمه هادی هـای خالـص به عنـوان نقـاط 
كوانتومـی شـناخته می شـوند كـه ماننـد یـک عامـل نشـان گذاری 
دو  هـر  در  ثابـت  و  زنـده  سـلول های  بـرای  مفيـد  فلورسـنت 
ميکروسـکوپ فلورسـانس و هم كانون مورد اسـتفاده قـرار می گيرند. 
به منظـور اتصـال نقـاط كوانتومـی بـه تركيبـات زیسـتی همچـون 
پروتئين هـا، آنتی بادی هـا و غيـره، ایـن بلورهـای نيمه هـادی ریـز 
خالص شـده را با یک پوسـته پليمری آبدوسـت می پوشـانند )شکل 
)1((. ایـن پروب هـا مزایـای قابـل توجهـی نسـبت به رنگ هـای آلی 
و پروتئين هـای فلورسـنت دارنـد؛ به عنـوان مثـال، پایـداری طولانی 
مـدت در برابـر نـور، شـدت فلورسـانس بـالا و رنگ هـای متعـدد بـا 

قابليـت تحریـک تک طـول مـوج ]11[.
نقـاط كوانتومـی بـه روشـی شـبيه بـه دیودهـای نيمه هـادی 
سـاطع كننـده نـور17، روشـنایی ایجـاد می كننـد، اما بـه جای یک 
محـرک الکتریکـی، بـا جـذب فوتون فعـال می شـوند. فوتون جذب 
شـده یـک جفـت الکترون-حفـره ایجـاد می كنـد كه به سـرعت با 
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تابـش هم زمـان یـک فوتـون كـه انـرژی كمتـری دارد، بـه حالـت 
بـرای  تاكنـون  كـه  نيمه هـادی  مفيدتریـن  می گـردد.  بـاز  اوليـه 
توليـد نقـاط كوانتومـی زیسـتی كشـف شـده، كادميـوم سـلنيد18 
اسـت؛ مـاده ای كـه در آن انـرژی فوتون هـای سـاطع شـده تابعـی 
از انـدازه فيزیکـی ذرات نانوبلـور اسـت. بنابرایـن، نقـاط كوانتومـی 
بـا اندازه هایـی كـه تنهـا به انـدازه یـک دهـم نانومتر با هـم تفاوت 
دارنـد، طول موج هـای متفاوتـی از نـور سـاطع می كننـد، در حالـی 
سـاطع  كوتاه تـری  موج هـای  طـول   كوچک تـر،  اندازه هـای  كـه 

می كننـد و بالعکـس.

شـکل)1(:سـاختاروپروفایـلطیفینقاطکوانتومی.هسـتهکادمیومسـلنید
بـاپوسـتهسـولفیدرویمحصـورشدهاسـت،سـپسیـکپوشـشپلیمـری
ودرنهایـتیـکلایـهبیرونـیآبدوسـتکـهکنژوگهزیسـتیبـهآنمتصل
شدهاسـت،رویآنقـرارگرفتـهاسـت.پروفایـلجذب،یـکافتادگـیرادر
400نانومتـرنشـانمیدهـد،درحالـیکـهطیفهـایانتشـارهمگـیدارای

پروفایلهـایمتقـارنمشـابههسـتند]1[.

برخـلاف نشـانگرهای آلـی معمولی یـا پروتئين های فلورسـنت 
می دهنـد،  نشـان  را  مشـخصی  بسـيار  طيفـی  پروفایل هـای  كـه 
نقـاط كوانتومـی طيـف جذبـی دارنـد كـه بـا كاهـش طـول مـوج 
در  همچنيـن   .))2( )شـکل  می یابـد  افزایـش  پيوسـته  به طـور 
مقابـل، شـدت انتشـار فلورسـانس محـدود بـه یـک پيـک متقارن 
بـا بيشـينه مقـدار طـول مـوج اسـت كـه بـه انـدازه نقطه بسـتگی 
دارد، امـا مسـتقل از طـول مـوج تحریـک ]12[ اسـت. بنابرایـن، 

مشـخصات پروفایـل انتشـار بـرای نقـاط كوانتومـی كـه در 300، 
400، 500 یـا 600 نانومتـر برانگيختـه می شـوند، مشـابه اسـت؛ 
بـا ایـن تفاوت كـه شـدت فلورسـانس در طـول موج هـای تحریک 
افزایـش می یابـد. عـرض، در نيمـه  كوتاه تـر به طـور چشـمگيری 
ارتفـاع پروفایـل انتشـار یـک نقطـه كوانتومـی معمولی حـدود 30 
نانومتـر اسـت و نيمـرخ طيفـی بـه سـمت طـول موج هـای بلندتر 
)دارای »دم« بـا شـدت بالاتـر( منحـرف نمی شـود، ایـن مـورد در 
بيشـتر فلوروكروم هـای آلـی مشـاهده می شـود. ایـن ویژگـی باعث 
می شـود بـدون تداخل طيف های نشـری بتـوان از نقـاط كوانتومی 
متفاوتـی بـرای نشـان گذاری نمونه اسـتفاده كرد. بـرای كاربردهای 
زیسـتی، بلور هـای كادميـوم سـلنيد بـا یـک پوسـته متشـکل از 
سـولفيد روی پوشـانده شده اسـت تا خواص نوری را بهبود بخشـد. 
سـپس، هسـته بـا یک فيلـم پليمـری و ليگاندهـای دیگر پوشـانده 
می شـود تـا آب گریـزی را كاهـش دهـد و كارایـی اتصـال ماكـرو 
مولکول هـای مـزدوج را بهبود دهـد. محصول نهایی یـک ذره فعال 
زیسـتی اسـت كـه انـدازه آن از 10 تـا 15 نانومتـر اسـت ]13[ 
و در فرآیندهـای نشـان گذاری، بـه جـای معرف هـای رنگ آميـزی 

كلاسـيک اسـتفاده می شـود.

شـکل)2(:پروفیلهـایطیفـیفلورسـنت،بـرایپروتئینهایفلورسـنتکه
درنواحـیآبـیتـانارنجی-قرمز،طیـفمرئیسـاطعمیکنند)تابـعجذبیا
انتشـارنرمـالشـدهبهعنـوانتابعـیازطولمـوجرسـمشدهاسـت(.)الف(:
طیـفجذبو)ب(:طیفنشـریپروتئینهایفلورسـنتقسـمت)الـف(]1[.
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در ميکروسـکوپ هم كانـون، نقـاط كوانتومـی با بيشـتر خطوط 
طيفـی توليـد شـده توسـط سيسـتم های ليـزری رایـج، از جملـه 
یـون آرگون، هليوم-كادميـم، كریپتون-آرگون و هليوم-نئون سـبز 
تحریـک می شـوند. بـه ویـژه نقـاط كوانتومـی در مناطـق فرابنفش 
و بنفـش، ليـزر دیـود آبـی و ليزرهـای حالـت جامـد پمپ شـده با 
دیـود كـه دارای خطـوط طيفـی برجسـته در 442 نانومتـر و زیـر 
آن هسـتند، بـه خوبـی تحریـک می شـوند ]11 و 12[. ليـزر دیـود 
آبـی بـا طـول مـوج nm 405 یـک منبـع تحریـک اقتصادی اسـت 
كـه بـه دليـل ضریـب خاموشـی بـالای آنهـا در ایـن طـول مـوج، 
بـرای اسـتفاده بـا نقـاط كوانتومـی بسـيار موثر اسـت. یکـی دیگر 
از مزایـای اسـتفاده از ایـن نشـانگرها در ميکروسـکوپ هم كانـون، 
)و  كوانتومـی  نقـاط  مختلـف  انـدازه  چندیـن  تحریـک  توانایـی 
رنگ هـای طيفـی( در یـک نمونـه با یک طـول موج تکی اسـت كه 
ایـن پروب هـا را كاندیـدی عالـی بـرای آزمایش هـای نشـان گذاری 

متعـدد می كنـد.

پروتئینهایفلورسنت
پروتئين هـای  توسـعه  و  كشـف  گذشـته،  سـال  چنـد  طـی 
فلورسـنت طبيعـی و مشـتقات آن بـه سـرعت در طيـف وسـيعی 
از فرآیندهـای درون سـلولی در موجـودات زنـده مـورد اسـتفاده 
تجسـم،  توانایـی  زیسـتی،  نشـانگرهای  ایـن   .]14[ گرفـت  قـرار 
نظـارت و ردیابـی تـک مولکول هـا را بـا وضـوح زمانـی و مکانـی 
بـالا در آزمایش هـای حالـت ایسـتا و پویـا در اختيـار دانشـمندان 
 100 از  بيـش  منبـع  دریایـی،  موجـودات  انـواع  داده انـد.  قـرار 
پروتئيـن فلورسـنت هسـتند كـه محققـان را بـا پالـت متعادلـی از 
نشـانگرهای زیسـتی غيرتهاجمی برای تجزیه و تحليل فلورسـانس 
منفـرد، دوگانـه و چنـد طيفـی مسـلح می كننـد. از جملـه مزایای 
پروتئين هـای فلورسـنت نسـبت بـه پروب هـای نيمه هـادی آلـی 
سـنتی و جدیـد كـه در بـالا توضيـح داده شـد، پاسـخ آنهـا بـه 
از رویدادهـا و سـيگنال های زیسـتی اسـت.  طيـف گسـترده تری 
ایـن ماكرومولکول هـای زیسـتی همراه بـا توانایی هدف قـرار دادن 
خـاص اجـزای داخـل سـلولی، عـدم سـميت یا سـميت بسـيار كم 
فوتودیناميـک و سـازگاری گسـترده بـا بافت ها و ارگانيسـم ها، مرز 
جدیـد و هيجـان انگيـزی را در تصویربرداری سـلول های زنده ارائه 

می كننـد.
اوليـن عضـو ایـن سـری، كشـف پروتئيـن فلورسـنت سـبز19، 
از عـروس دریایـی اقيانـوس اطلـس شـمالی بـود و مشـخص شـد 
كـه درجـه بالایـی از فلورسـانس را بـدون كمـک سوبسـتراها یـا 
 ،GFP كوآنزیم هـای اضافـی از خود نشـان می دهـد ]11 و 12[. در
قسـمت فلورسـنت، یک مشـتق تـری پپتيـدی از سـرین، تيروزین 
و گليسـين اسـت كـه بـرای فعال شـدن به اكسـيژن مولکولـی نياز 
دارد، امـا هيـچ كوفاكتـور یـا آنزیـم اضافـی نـدارد. بررسـی های 
بعـدی نشـان داد كـه ژن GFP می توانـد در سـایر ارگانيسـم ها، 
از جملـه پسـتانداران، بيـان شـود تـا آنالوگ هـای كامـلًا كاربـردی 
ایجـاد كنـد كـه هيـچ اثـر زیسـتی نامطلوبی از خـود نشـان ندهد. 

در واقـع، پروتئين هـای فلورسـنت را می توان با اسـتفاده از فناوری 
شبيه سـازی DNA تکميلـی نوتركيـب، تقریبـاً بـه هـر پروتئينـی 
در سـلول های زنـده تركيـب كـرد و محصـول ژن پروتئيـن فيوژن 
حاصل را در رده های سـلولی با روش اسـتاندارد كشـت بافت، بيان 
نمـود. عـدم نياز بـه كوفاكتورهـای فعال سـازی اختصاصی سـلول، 
پروتئين هـای فلورسـنت را به عنـوان ردیاب هـای تعميـم یافتـه از 
سـایر ماكرومولکول هـای زیسـتی همچـون فيکوبيلـی پروتئين هـا 
بسـيار مفيدتـر می كنـد كـه بـرای توليـد فلورسـانس نياز بـه درج 
رنگدانه هـای جانبـی دارنـد. یکـی از اوليـن گونه هـا كـه به عنـوان 
 GFP تقویـت شـده20 شـناخته می شـود، حساسـيت دمایـی GFP
را كاهـش و كارایـی بيـان آن را در سـلول های پسـتانداران افزایش 
در  می تـوان  را   eGFP بـا  شـده  تركيـب  پروتئين هـای  می دهـد. 
شـدت نـور كم و برای مـدت زمان طولانی تری مشـاهده كـرد. این 
تركيـب بـا خـط طيفـی 488 نانومتـری از ليزرهای آرگـون و یون 
كریپتون-آرگـون در ميکروسـکوپ هم كانـون برانگيخته می شـوند. 
مطالعـات روی GFP جهـش یافتـه نشـان داد كـه قـادر اسـت 
ویژگی هـای جـذب و انتشـار را در كل منطقـه طيفـی مرئی نشـان 
دهـد، ایـن مهـم، محققـان را قادر می سـازد تـا تركيبـات ردیاب را 
بـرای مشـاهده هم زمـان دو یـا چنـد پروتئيـن فلورسـنت مجزا در 
یـک ارگانيسـم منفـرد ایجـاد كننـد )پروفایل های طيفی در شـکل 
)2((. در اوليـن تحقيقـات، بـا جایگزیـن  كـردن اسـيد آمينه هـای 
GFP، انـواع جهـش یافتـه پروتئيـن فلورسـنت آبـی21 و پروتئيـن 
پروفایل هـای  كـه  آوردنـد  به دسـت  را  فيـروزه ای22  فلورسـنت 
طيفـی جـذب و انتشـار GFP را بـه مناطـق بـا طول مـوج پایين تر 
 ،GFP تغييـر داد ]15[. اسـتفاده از ایـن مشـتقات در تركيـب بـا
سـایر  و  فلورسـانس23  تشـدید  انـرژی  انتقـال  آزمایش هـای  در 
تحقيقاتـی كه بـر تصویربرداری فلورسـانس چند رنـگ تکيه دارند، 
مفيـد هسـتند. پروتئيـن فلورسـنت آبـی را می تـوان با خـط 354 
نانومتـری از یـک ليـزر پرقـدرت آرگـون تحریـک كـرد، در حالـی 
كـه مشـتق فيـروزه ای، بـا تعـدادی از خطـوط ليـزر بنفـش و آبی، 
از جملـه دیـود آبـی 405 نانومتـری، طـول مـوج 442 نانومتـری 
ليـزر هليوم-كادميـم و خـط 457 نانومتـری از ليزر اسـتاندارد یون 

آرگـون تحریـک می شـود.
یکی دیگر از مشـتقات محبوب پروتئين فلورسـنت ها، پروتئين 
فلورسـنت زرد24 اسـت كـه براسـاس تجزیـه و تحليـل سـاختاری 
بلـوری GFP طراحـی شـد تـا طيـف جـذب و انتشـار را بـه رنـگ 
قرمـز تغييـر دهـد ]15[. پروتئيـن فلورسـنت زرد به طـور بهينـه با 
خـط طيفـی 514 نانومتـری ليـزر یون آرگـون برانگيخته می شـود 
و انتشـار شـدیدتری نسـبت بـه پروتئيـن فلورسـنت سـبز تقویـت 
شـده ارائـه می دهـد، امـا بـه pH پایيـن و غلظـت یون هالـوژن بالا 
حسـاس تر اسـت. مشـتق پروتئين فلورسـنت زرد تقویت شـده25 با 
خـط ليـزر آرگون-یـون 514 نيـز مفيد اسـت؛ زیرا می تـوان آن را 
بـا كارایی به نسـبت بالا، بـا خط 488 نانومتـری از ليزرهای آرگون 
و كریپتون-آرگـون تحریـک نمـود. هر دوی این مشـتقات پروتئين 
 CFP در تركيب با FRET فلورسـنت به طور گسـترده در تحقيقـات
بـه كار می رونـد؛ علاوه بـر این، در مطالعـات مربوط بـه انتقال چند 

م(
دو
ش

بخ
ن)

انو
مک
یه

زر
لی
شی

روب
پ

کو
وس

کر
می
در
ها
گر

شان
عن

نوا
ا



دانش آزمایشگاهی ایران   سال یازدهم    شماره  2  تابستان   1402  شماره پیاپی 42
مه فصلنا

w
w

w
.I

JL
K

.i
r

3 0

ت 
الا

مق

هسـتند. مفيد  پروتئين 
رنگ هـای  سـنتز  در  متعـدد  پيشـرفت های  علی رغـم 
فلورسـنت در چنـد دهـه گذشـته، شـواهد بسـيار كمـی در 
مـورد قوانيـن طراحـی مولکولـی برای توسـعه نشـانگر های 
جدیـد، بـه ویـژه بـا توجـه بـه تطبيـق طيف هـای جذبـی 
دارد؛  وجـود  هم كانـون  ليـزر  تحریـک  طول موج هـای  بـا 
گسـترده ای  كاربـرد  كـه  نشـانگر هایی  تعـداد  نتيجـه،  در 
زیرمجموعـه  كرده انـد،  پيـدا  هم كانـون  ميکروسـکوپ  در 

انجـام شده اسـت. از هـزاران كشـف  محـدودی 

در  سـال ها  كـه  سـنتی  نشـانگرهای  از  بسـياری 
زمانـی  بوده انـد،  مفيـد  وسـيع  ميـدان  كاربردهـای 
كـه بـا خطـوط طيفـی ليـزری، بـا طـول مـوج ثابـت 
امـروزه  دارنـد.  پایينـی  كيفيـت  می شـوند،  محـدود 
مجموعـه نشـانگرهایی كـه در ميکروسـکوپ هم كانون 
سـودمند هسـتند، بـه سـرعت در حـال رشـد بـوده و 
معرفـی سيسـتم های ليـزری جدیـد و پرقـدرت نيـز 
داده  كاهـش  را  روش  ایـن  پيرامـون  محدودیت هـای 

. ست ا

ری
گی
جه

نتی
پینوشت

1. 4’,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI)

2.  Ethylene glycol tetraacetic acid (EGTA)

3. 1,2-bis(o-aminophenoxy) ethane-N,N,N′,N′-tetraacetic acid (BAPTA)

4. fura-2

5. indo-1

6. 8-hydroxypyrene-1,3,6-trisulfonic acid (HPTS)

7. (2′,7′–bis-(Carboxyethyl)-5-(and-6)-carboxyfluorescein (BCECF)

8. carboxy SNARF-1

9. MitoTracker

10. Mito Fluor

11. JC-1

12. LysoTracker

13. Lyso Sensor

14. Photobleaching

15. 3,3′-dihexyloxacarbocyanine iodide

16. Brefeldin A

17. light-emitting diode (LED)

18. Cadmium selenide (CdSe)

19. Green Fluorescent Protein (GFP)

20. The enhanced green fluorescent protein (eGFP)

21. blue fluorescent protein (BFP)

22. Cyan fluorescent proteins (CFP)

23. Fluorescence resonance energy transfer (FRET)

24. Yellow fluorescent protein (YFP)

25. Enhanced Yellow Fluorescent Protein (EYFP)
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Biological laser scanning confocal microscopy relies heavily on fluorescence as an imaging 
mode, primarily due to the high degree of sensitivity afforded by the technique coupled with the 
ability to specifically target structural components and dynamic processes in chemically fixed as 
well as living cells and tissues. Many fluorescent probes are constructed around synthetic 
aromatic organic chemicals designed to bind with a biological macromolecule (for example, a 
protein or nucleic acid) or to localize within a specific structural region, such as the cytoskeleton, 
mitochondria, Golgi apparatus, endoplasmic reticulum, and nucleus. Other probes are employed 
to monitor dynamic processes and localized environmental variables, including concentrations 
of inorganic metallic ions, pH, reactive oxygen species, and membrane potential. Fluorescent 
dyes are also useful in monitoring cellular integrity  
(live versus dead and apoptosis), endocytosis, exocytosis, 
membrane fluidity, protein trafficking, signal transduction, 
and enzymatic activity. In addition, fluorescent probes 
have been widely applied to genetic.
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