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میکروسکوپ روبشی لیزری همک‌انون به شدت به فلورسانس، به‌عنوان پایه تصویربرداری متکی است؛ حساسیت 
مثال: سلول‌ها  به‌عنوان  نمونه  دینامیکی  فرآیندهای  و  اجزای ساختاری  دادن  قرار  قابلیت هدف  و  این روش  بالای 
و بافت‌های زنده تثبیت شده، نشان‌دهنده اهمیت بالای این موضوع است. بسیاری از نشانگرهای فلورسنت با مواد 
شیمیایی آلی آروماتیک سنتز می‌شوند که برای اتصال به یک ماکرومولکول زیستی )مانند پروتئین یا اسید نوکلئیک( یا 
برای قرار گرفتن در یک منطقه ساختاری خاص مثل اسکلت سلولی، میتوکندری، دستگاه گلژی، شبکه آندوپلاسمی و 
یا هسته طراحی می‌شوند. همچنین نشانگرهای دیگر برای نظارت بر فرآیندهای دینامیکی و متغیرهای محیطی محلی، 
از جمله غلظت یون‌های فلزی، pH، گونه‌های اکسیژن فعال و پتانسیل غشایی استفاده می‌شوند. رنگ‌های فلورسنت 
در نظارت بر یکپارچگی سلولی )زنده در مقابل مرده یا آپوپتوز(، اندوسیتوز، اگزوسیتوز، سیالیت غشاء، انتقال پروتئین، 
انتقال سیگنال و فعالیت آنزیمی مفید هستند. علاوه‌بر این، نشانگرهای فلورسنت به‌طور گسترده برای نقشه‌برداری 

ژنتیکی و تجزیه و تحلیل کروموزوم در زمینه ژنتیک مولکولی استفاده می‌شوند.
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در بخش اول این مقاله، به تاریخچه نشانگرهای فلورسنت پرداخته شد. رنگ‌های فلورسنت در اوایل قرن بیستم 
به‌عنوان رنگ‌های حیاتی برای تصویربرداری از باکتری‌ها، تک یاخته‌ها و تریپانوزوم‌ها با میکروسکوپ فلورسنت معرفی 
شدند، اما تا سال 1920 که این میکروسکوپ برای اولین بار برای مطالعه اتصال رنگ در بافت‌های ثابت و سلول‌های 
زنده مورد استفاده قرار گرفت، استفاده گسترده‌ای از آن مشاهده نشد. در طول 60 سال گذشته، پیشرفت‌ها در 
ایمونولوژی و زیست‌شناسی سلولی و مولکولی، طیف گسترده‌ای از آنتی‌بادی‌های ثانویه را تولید کرده و بینشی را در 
مورد طراحی مولکولی ردیاب‌های فلورسنت که در مناطق خاصی از کمپلکس‌های ماکرومولکولی هدف قرار می‌گیرند، 

ارائه کرده است ]1[.
نشانگر‌ها با توجه به ویژگی‌های جذب و فلورسانس، از جمله پروفایل‌های طیفی، طول موج‌های بیشینه جذب، نشر 
و شدت فلورسانس ساطع شده، فهرست‌بندی و توصیف می‌شوند ]2[. انتخاب نشانگر، یکی از حیاتی‌ترین جنبه‌های 
کار با میکروسکوپ همک‌انون است و کارایی ابزار نیز باید به دقت در نظر گرفته شود تا تصاویر با یکفیت بالا تهیه 
شود. در بخش اول، به انواع رنگ‌های فلورسنت سنتی به‌عنوان مثال، فلورسین، مشتقات رودامین، 4 و6 دیامیندینو-2 
فنیلیندول1 و غیره، رنگ‌های الکسافلور و رنگ‌های سیانین پرداخته شد. در ادامه، به سایر نشانگرهای مورد استفاده در 

ردیابی هدف با استفاده از میکروسکوپ همک‌انون می‌پردازیم.

مه
قد
م

  ردیاب‌های فلورسانس‌ کننده محیطی
داخلـی  محیـط  بررسـی  بـرای  شـده  طراحـی  نشـانگرهای 
سـلول‌های زنـده به‌طـور گسـترده توسـط محققـان مـورد بررسـی 
قـرار گرفته‌انـد و صدهـا مـورد بـرای بررسـی اثراتی همچـون غلظت 
موضعـی فلـزات قلیایـی و قلیایـی خاکـی، فلـزات سـنگین )از نظـر 
معدنـی،  یون‌هـای  آنزیمـی(  به‌عنـوان کوفاکتورهـای  بیوشـیمیایی 
تیول‌هـا و سـولفیدها، نیتریـت، pH، قطبیت حلال و پتانسـیل غشـاء 
توسـعه یافته‌انـد ]3 تـا 5[. در واقـع، آزمایش‌هـا در ایـن عرصـه بـر 
تغییـرات طـول مـوج و یـا شـدت طیف‌هـای جـذب و انتشـار، کـه با 
اسـتفاده از نشـانگرهایی کـه بـه یون‌هـای کلسـیم متصل می‌شـوند، 
به‌منظـور اندازه‌گیـری چگالی شـار درون سـلولی متمرکـز بودند. این 
ردیاب‌هـا بـا درجـه خاصـی از گزینش‌پذیـری بـه یون هـدف متصل 
می‌شـوند تـا پاسـخ اندازه‌گیـری شـده را ایجـاد کننـد. کلسـیم یـک 
یـون مهـم متابولیکـی اسـت که نقـش حیاتی را در پاسـخ سـلولی به 
انـواع بسـیاری از محرک‌هـای خارجـی ایفـا میک‌نـد. نوسـانات گذرا 
در غلظـت یـون کلسـیم، باعـث ایجـاد پاسـخ در سـلول‌ها می‌شـود. 
نشـانگرها بایـد طوری طراحی شـوند که نه تنهـا غلظت‌های موضعی 
کلسـیم را اندازه‌گیـری کننـد، بلکـه بایـد تغییـرات کمّـی در هنـگام 
پیشـرفت چگالی امواج شـار در کل سیتوپلاسـم را نیز گزارش کنند. 
بسـیاری از مولکول‌هایی که برای اندازه‌گیری سـطح کلسـیم طراحی 
شـده‌اند، بـر پایـه عوامـل یکلیتک‌ننده غیرفلورسـنت اتیلـن گلیکول 
اسـید تتراسـتیک2 و BAPTA3 هسـتند که سـال‌ها برای جداسـازی 
یون‌هـای کلسـیم در محلول‌های بافر اسـتفاده می‌شـوند. دو مـورد از 
رایج‌ترین ردیاب‌های کلسـیمی، شـاخص‌های نسبت‌سـنجی فورا-42  
5 هسـتند، امـا این نشـانگرها به‌خصوص در میکروسـکوپ 

و اینـدو-1 
همک‌انون مناسـب نیسـتند ]3[. لـذا از تعداد محـدودی از این رنگ‌ها، 
بیشـتر به‌صـورت تریکبـی بـرای اندازه‌گیـری کلسـیم بـا اسـتفاده 
از میکروسـکوپ همک‌انـون اسـتفاده می‌شـود ]6[. فـورا قرمـز، یـک 
هتروسـیکل چند هسـته‌ای ایمیـدازول و بنزوفوران اسـت که کاهش 
فلورسـانس را در 650 نانومتـر، هنگام اتصال کلسـیم نشـان می‌دهد. 

هنگامـی کـه مخلوطـی از نشـانگرهای فلـو-3 و فـورا قرمـز در 488 
نانومتـر برانگیختـه شـود و فلورسـانس در بیشـینه مقـدار انتشـار )به 
ترتیب 525 و 650 نانومتر( از هر دو نشـانگر اندازه‌گیری شـود، پاسـخ 
نسـبی بـه شـار یـون کلسـیم به‌دسـت می‌آیـد. از آنجایی که شـدت 
انتشـار فلـو-3 به‌طـور یکنواخت افزایـش و فورا قرمز کاهـش می‌یابد، 
زمانـی که غلظـت رنگ در ناحیه مورد بررسـی ثابت شـود، یک نقطه 

ایزوبسـتیک به‌دسـت می‌آیـد.
اندازه‌گیـری کمّـی یون‌هایـی غیـر از کلسـیم، همچـون منیزیم، 
سـدیم، پتاسـیم و روی، به روشـی مشـابه، با اسـتفاده از نشـانگرهای 
مشـابه انجـام می‌شـود ]3 و 4[. یکـی از پـر طرفدارتریـن کاوشـگرها 
بـرای منیزیـم، mag-fura-2 اسـت که از لحاظ سـاختاری شـبیه فورا 
قرمز اسـت، همچنین در محدوده اشـعه فرابنفش برانگیخته می‌شـود 
و مشـکلات مشـابهی هماننـد فـورا-2 و اینـدو-1 را در میکروسـکوپ 
همک‌انـون ارائـه می‌دهـد. نشـانگرهای برانگیختـه شـده در ناحیه نور 
مرئـی بـرای تجزیـه و تحلیل بسـیاری از کاتیون‌های تـک ظرفیتی و 
دو ظرفیتـی کـه در غلظت‌هـای مختلـف در ماتریکس سـلولی وجود 
 pH دارنـد، در دسـترس هسـتند. نشـانگرهای فلورسـانس مهم بـرای
داخـل سـلولی شـامل یـک مشـتق پیـرن معـروف بـه 6HPTS  یـا 
پیرانیـن، مشـتق فلورسـین 7BCECF و یک گزانتـن جایگزین دیگر 
بـه نـام کربوکسـی سـنارف-وان8 اسـت ]7[. از آنجـا کـه بسـیاری از 
نشـانگرهای معمولی به pH محیط اطراف حسـاس هسـتند، تغییرات 
در شـدت فلورسـانس کـه بیشـتر به برهمک‌نش‌های زیسـتی نسـبت 
داده می‌شـود، ممکن اسـت در واقع در نتیجه پروتونه شـدن نشـانگر 
رخ دهـد. بنابرایـن، در اندازه‌گیـری هم‌زمـان غلظـت یـون کلسـیم و 
pH، بیشـتر بـا تریکـب یک نشـانگر pH، ماننـد اسـنارف-وان، با یک 

شـاخص یون کلسـیم )ماننـد فـورا-2( انجام می‌شـود.

  نشانگرهای اندامک
مثـال:  به‌عنـوان  اندامک‌هـای درون سـلولی،  نشـانگرهایی کـه 
را  آندوپلاسـمی  شـبکه  و  گلـژی  دسـتگاه  لیـزوزوم،  میتوکنـدری، 
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هـدف قـرار می‌دهنـد، بـرای نظارت بـر انـواع فرآیندهای زیسـتی در 
سـلول‌های زنده با اسـتفاده از میکروسـکوپ همک‌انون مفید هسـتند 
]3 و 4[. به‌طـور کلـی، نشـانگر اندامـک، از یک هسـته فلوئـورو کروم 
متصـل بـه یـک نیمـه گزینش‌پذیر تشـکیل شده‌اسـت کـه از طریق 
پیوندهـای کووالانسـی، الکترواسـتاتیک، آبگریـز و یا غیره بـه اندامک 
مورد نظر متصل می‌شـود. بسـیاری از نشـانگرهای فلورسنت که برای 
انتخـاب اندامک‌هـا طراحـی شـده‌اند، می‌تواننـد در غشـای سـلولی 
نفـوذ کننـد )بنابرایـن، در سـلول‌های زنده مفید هسـتند(؛ پروب‌های 
اندامـک بـرای بررسـی انتقال، تنفـس، میتوز، مرگ، تجزیـه پروتئین، 

پدیده‌هـای غشـایی و غیـره در سـلول‌های زنـده مفید هسـتند.
ردیاب‌هـای میتوکنـدری، از جملـه مفیدتریـن نشـانگرها بـرای 
بررسـی تنفس سـلولی هسـتند و بیشـتر همراه با رنگ‌های دیگر در 
تحقیقـات مورد اسـتفاده قرار می‌گیرند. نشـانگرهای سـنتی به‌عنوان 
مثـال رودامیـن 123 و تترامتیـل روزامیـن، هنگامـی کـه سـلول‌ها 
تثبیـت می‌شـوند، به سـرعت از بین می‌رونـد؛ بنابراین، تـا حد زیادی 
بـا اسـتفاده از نشـانگرهای جدیدتـر و خاص‌تـر کـه بـا ردیاب‌هـای 
مولکولی سـاخته شـده‌اند، جایگزین می‌شـوند ]4[. این موارد، شـامل 
سـری محبـوب میتوتراکر9 و میتوفلـور10 از هتروسـیکل‌های گزانتن، 
بنزوکسـازول، ایندول و بنزیمیدازول اسـت که از نظر ساختاری متنوع 
بـوده و در انواع پروفایل‌های طیفی تحریک و انتشـار موجود هسـتند.
رنگ‌هـای میتوتراکـر پـس از تثبیـت سـلولی در فرمالدئیـد بـه 
خوبـی حفـظ می‌شـوند و بیشـتر می‌تواننـد در برابر عوامـل نفوذپذیر 
چربی‌دوسـت مقاومـت کننـد ]8[. در مقابـل، پروب‌هـای میتوفلـور 
به‌طـور خاص، برای سـلول‌هایی کـه به‌صورت فعال تنفـس میک‌نند، 
طراحـی شـده‌اند و بـرای روش‌هـای تثبیـت و رنگ‌آمیـزی مناسـب 
نیسـتند ]4[. یکی دیگر از نشـانگرهای محبوب میتوکندری، با عنوان 
جی‌سـی-وان11، به‌عنـوان نشـانگر پتانسـیل غشـا و در آزمایش‌هـای 
رنگ‌آمیـزی متعـدد بـا سـلول‌های ثابـت مفیـد اسـت. به‌طـور کلـی، 
آمین‌هـای بـازی ضعیـف کـه قادرند از غشـاها عبور کننـد، کاندیدای 
ایده‌آلـی برای بررسـی سـنتز زیسـتی و پاتوژنز در لیزوزوم‌ها هسـتند 
]4 و 5[. ردیاب‌های لیزوزومی سـنتی شـامل مشـتقات غیراختصاصی 
فنازیـن و آکریدیـن قرمـز و آکریدیـن نارنجـی هسـتند کـه پـس از 
پروتونـه شـدن، در وزیکول‌هـای اسـیدی تجمـع می‌یابنـد ]5 و 9[. 
بـا فلورسـنت  دانه‌هـا و ماکرومولکول‌هـای لاتکـس نشـاندار شـده 
همچـون دکسـتران نیـز می‌تواننـد در لیزوزوم‌ها با اندوسـیتوز تجمع 
کننـد. با این حـال، مفیدترین ابزار برای بررسـی خـواص لیزوزومی با 
میکروسـکوپ همک‌انـون، رنگ‌هـای ردیـاب لیـزو12  و حسـگر لیزو13 
هسـتند کـه بـا اسـتفاده از پروب‌های مولکولی توسـعه یافته‌انـد ]4 و 
9[. ردیاب‌هـای لیـزو کـه در انـواع طـول موج‌هـای تحریک و انتشـار 
وجـود دارنـد، دارای گزینش‌پذیـری بالایـی بـرای اندام‌هـای اسـیدی 
بـوده و قـادر به نشـان‌دار کـردن سـلول‌ها در غلظت‌هـای نانومولاری 
هسـتند. شـدت فلورسـانس به‌طور چشمگیری در سـری حسگر لیزو 
پـس از پروتونـه شـدن افزایـش می‌یابـد و ایـن رنگ‌هـا را به‌عنـوان 

شـاخص pH مفیـد میک‌نـد ]4[.
پروتئین‌هـا و لیپیدهـا در دسـتگاه گلـژی طبقه‌بنـدی و پردازش 
و  فلورسـنت سـرامیدها  بـا مشـتقات  به‌طـور معمـول  و  می‌شـوند 

بسـیار  عوامـل،  ایـن  رنگ‌آمیـزی می‌شـوند ]10[.  اسـفنگولیپیدها 
چربی‌دوسـت بـوده و بنابرایـن، به‌عنـوان نشـانگر برای مطالعـه انتقال 
و متابولیسـم لیپیـد در سـلول‌های زنـده مفید هسـتند. چندین مورد 
از مفیدتریـن فلوروفورهـا بـرای دسـتگاه گلژی حاوی هسـته پیچیده 
هتروسـیکلیک، BODIPY هسـتند ]4 و 9[. هنگامـی کـه نشـانگر 
BODIPY بـا اسـفنگولیپیدها جفـت می‌شـود، بسـیار انتخابی عمل 
کـرده و در مقابـل نـور رنگ‌بـری14 مقاومـت میک‌ننـد به طـوری که 
بسـیار برتـر از بسـیاری از رنگ‌هـای دیگـر اسـت. علاوه‌بـر این، طیف 
انتشـار این نشـانگرها به غلظت )تغییر از سـبز به قرمز در غلظت‌های 
بالاتر( وابسـته اسـت و آنها را برای مکان‌یابی و شناسـایی ساختارهای 
درون سـلولی کـه مقادیـر زیـادی لیپیـد را انباشـته میک‌ننـد، مفید 

می‌سـازد.
فلورسـانس  آنالیـز  بـرای  سـنتی  پروب‌هـای  محبوب‌تریـن 
شـبکه آندوپلاسـمی بـه ترتیـب رنگ‌هـای کربوسـیانین و زانتـن، 
DiOC615  و چندیـن مشـتق رودامیـن هسـتند ]4 و 9[. بـا ایـن 

حـال، ایـن رنگ‌هـا باید بـا احتیاط اسـتفاده شـوند، زیـرا می‌توانند 
چربی‌دوسـت  نواحـی  سـایر  و  گلـژی  دسـتگاه  میتوکنـدری،  در 
درون سـلولی تجمـع پیدا کننـد. کاوشـگرهای جدیدتـر و پایدارتر 
بـرای رنگ‌آمیـزی انتخابـی شـبکه آندوپلاسـمی توسـط چندیـن 
از  اگـزازول  اعضـای  ویـژه،  بـه  شـده‌اند.  داده  توسـعه  سـازنده 
خانـواده داپوکسـیل تولیـد شـده بـا پروب‌هـای مولکولـی، عوامـل 
بسـیار خوبـی بـرای نشـان‌گذاری انتخابی شـبکه آندوپلاسـمی در 
سـلول‌های زنـده، بـه تنهایـی یـا در تریکـب بـا رنگ‌هـای دیگـر 
هسـتند. ایـن پروب‌هـا پـس از تثبیت بـا فرمالدئید باقـی می‌مانند، 
امـا می‌تواننـد بـا مواد شـوینده نفوذپذیـر، از بین برونـد. یکی دیگر 
از کاوشـگرهای مفیـد، برفلدین ای16 اسـت، یـک متابولیت قارچی 
پیچیـده استریوشـیمیایی کـه به‌عنـوان یـک مهـار کننـده انتقـال 

پروتئیـن بـه خـارج از شـبکه آندوپلاسـمی عمـل میک‌نـد.‌

  نقاط کوانتومی
بلورهـای نانومتـری از نیمه‌هادی‌هـای خالـص به‌عنـوان نقـاط 
کوانتومـی شـناخته می‌شـوند کـه ماننـد یـک عامـل نشـان‌گذاری 
دو  هـر  در  ثابـت  و  زنـده  سـلول‌های  بـرای  مفیـد  فلورسـنت 
میکروسـکوپ فلورسـانس و همک‌انون مورد اسـتفاده قـرار می‌گیرند. 
به‌منظـور اتصـال نقـاط کوانتومـی بـه تریکبـات زیسـتی همچـون 
پروتئین‌هـا، آنتی‌بادی‌هـا و غیـره، ایـن بلورهـای نیمه‌هـادی ریـز 
خالص شـده را با یک پوسـته پلیمری آبدوسـت می‌پوشـانند )شکل 
)1((. ایـن پروب‌هـا مزایـای قابـل توجهـی نسـبت به رنگ‌هـای آلی 
و پروتئین‌هـای فلورسـنت دارنـد؛ به‌عنـوان مثـال، پایـداری طولانی 
مـدت در برابـر نـور، شـدت فلورسـانس بـالا و رنگ‌هـای متعـدد بـا 

قابلیـت تحریـک تک طـول مـوج ]11[.
نقـاط کوانتومـی بـه روشـی شـبیه بـه دیودهـای نیمه‌هـادی 
سـاطع کننـده نـور17، روشـنایی ایجـاد میک‌ننـد، اما بـه جای یک 
محـرک الکتریکـی، بـا جـذب فوتون فعـال می‌شـوند. فوتون جذب 
شـده یـک جفـت الکترون-حفـره ایجـاد میک‌نـد که به سـرعت با 
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تابـش هم‌زمـان یـک فوتـون کـه انـرژی کمتـری دارد، بـه حالـت 
بـرای  تاکنـون  کـه  نیمه‌هـادی  مفیدتریـن  می‌گـردد.  بـاز  اولیـه 
تولیـد نقـاط کوانتومـی زیسـتی کشـف شـده، کادمیـوم سـلنید18 
اسـت؛ مـاده‌ای کـه در آن انـرژی فوتون‌هـای سـاطع شـده تابعـی 
از انـدازه فیزیکـی ذرات نانوبلـور اسـت. بنابرایـن، نقـاط کوانتومـی 
بـا اندازه‌هایـی کـه تنهـا به انـدازه یـک دهـم نانومتر با هـم تفاوت 
دارنـد، طول‌موج‌هـای متفاوتـی از نـور سـاطع میک‌ننـد، در حالـی 
سـاطع  کوتاه‌تـری  موج‌هـای  طـول‌  کوچک‌تـر،  اندازه‌هـای  کـه 

میک‌ننـد و بالعکـس.

شـکل )1(: سـاختار و پروفایـل طیفی نقاط کوانتومی. هسـته کادمیوم سـلنید 
بـا پوسـته سـولفید روی محصـور شده‌اسـت، سـپس یـک پوشـش پلیمـری 
و در نهایـت یـک لایـه بیرونـی آبدوسـت کـه کنژوگه زیسـتی بـه آن متصل 
شده‌اسـت، روی آن قـرار گرفتـه اسـت. پروفایـل جذب، یـک افتادگـی را در 
400 نانومتـر نشـان می‌دهـد، در حالـی کـه طیف‌هـای انتشـار همگـی دارای 

پروفایل‌هـای متقـارن مشـابه هسـتند ]1[.

برخالف نشـانگرهای آلـی معمولی یـا پروتئین‌های فلورسـنت 
می‌دهنـد،  نشـان  را  مشـخصی  بسـیار  طیفـی  پروفایل‌هـای  کـه 
نقـاط کوانتومـی طیـف جذبـی دارنـد کـه بـا کاهـش طـول مـوج 
در  همچنیـن   .))2( )شـکل  می‌یابـد  افزایـش  پیوسـته  به‌طـور 
مقابـل، شـدت انتشـار فلورسـانس محـدود بـه یـک پیـک متقارن 
بـا بیشـینه مقـدار طـول مـوج اسـت کـه بـه انـدازه نقطه بسـتگی 
دارد، امـا مسـتقل از طـول مـوج تحریـک ]12[ اسـت. بنابرایـن، 

مشـخصات پروفایـل انتشـار بـرای نقـاط کوانتومـی کـه در 300، 
400، 500 یـا 600 نانومتـر برانگیختـه می‌شـوند، مشـابه اسـت؛ 
بـا ایـن تفاوت کـه شـدت فلورسـانس در طـول موج‌هـای تحریک 
افزایـش می‌یابـد. عـرض، در نیمـه  کوتاه‌تـر به‌طـور چشـمگیری 
ارتفـاع پروفایـل انتشـار یـک نقطـه کوانتومـی معمولی حـدود 30 
نانومتـر اسـت و نیمـرخ طیفـی بـه سـمت طـول موج‌هـای بلندتر 
)دارای »دم« بـا شـدت بالاتـر( منحـرف نمی‌شـود، ایـن مـورد در 
بیشـتر فلوروکروم‌هـای آلـی مشـاهده می‌شـود. ایـن ویژگـی باعث 
می‌شـود بـدون تداخل طیف‌های نشـری بتـوان از نقـاط کوانتومی 
متفاوتـی بـرای نشـان‌گذاری نمونه اسـتفاده کرد. بـرای کاربردهای 
زیسـتی، بلور‌هـای کادمیـوم سـلنید بـا یـک پوسـته متشـکل از 
سـولفید روی پوشـانده شده‌اسـت تا خواص نوری را بهبود بخشـد. 
سـپس، هسـته بـا یک فیلـم پلیمـری و لیگاندهـای دیگر پوشـانده 
می‌شـود تـا آب‌گریـزی را کاهـش دهـد و کارایـی اتصـال ماکـرو 
مولکول‌هـای مـزدوج را بهبود دهـد. محصول نهایی یـک ذره فعال 
زیسـتی اسـت کـه انـدازه آن از 10 تـا 15 نانومتـر اسـت ]13[ 
و در فرآیندهـای نشـان‌گذاری، بـه جـای معرف‌هـای رنگ‌آمیـزی 

کلاسـیک اسـتفاده می‌شـود.

شـکل )2(: پروفیل‌هـای طیفـی فلورسـنت، بـرای پروتئین‌های فلورسـنت که 
در نواحـی آبـی تـا نارنجی-قرمز، طیـف مرئی سـاطع می‌کنند )تابـع جذب یا 
انتشـار نرمـال ‌شـده به‌عنـوان تابعـی از طول مـوج رسـم شده‌‌اسـت(. )الف(: 
طیـف جذب و )ب(: طیف نشـری پروتئین‌های فلورسـنت قسـمت )الـف( ]1[.
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در میکروسـکوپ همک‌انـون، نقـاط کوانتومـی با بیشـتر خطوط 
طیفـی تولیـد شـده توسـط سیسـتم‌های لیـزری رایـج، از جملـه 
یـون آرگون، هلیوم-کادمیـم، کریپتون-آرگون و هلیوم-نئون سـبز 
تحریـک می‌شـوند. بـه ویـژه نقـاط کوانتومـی در مناطـق فرابنفش 
و بنفـش، لیـزر دیـود آبـی و لیزرهـای حالـت جامـد پمپ شـده با 
دیـود کـه دارای خطـوط طیفـی برجسـته در 442 نانومتـر و زیـر 
آن هسـتند، بـه خوبـی تحریـک می‌شـوند ]11 و 12[. لیـزر دیـود 
آبـی بـا طـول مـوج nm 405 یـک منبـع تحریـک اقتصادی اسـت 
کـه بـه دلیـل ضریـب خاموشـی بـالای آنهـا در ایـن طـول مـوج، 
بـرای اسـتفاده بـا نقـاط کوانتومـی بسـیار موثر اسـت. یکـی دیگر 
از مزایـای اسـتفاده از ایـن نشـانگرها در میکروسـکوپ همک‌انـون، 
)و  کوانتومـی  نقـاط  مختلـف  انـدازه  چندیـن  تحریـک  توانایـی 
رنگ‌هـای طیفـی( در یـک نمونـه با یک طـول موج تکی اسـت که 
ایـن پروب‌هـا را کاندیـدی عالـی بـرای آزمایش‌هـای نشـان‌گذاری 

متعـدد میک‌نـد.

  پروتئین‌های فلورسنت
پروتئین‌هـای  توسـعه  و  کشـف  گذشـته،  سـال  چنـد  طـی 
فلورسـنت طبیعـی و مشـتقات آن بـه سـرعت در طیـف وسـیعی 
از فرآیندهـای درون سـلولی در موجـودات زنـده مـورد اسـتفاده 
تجسـم،  توانایـی  زیسـتی،  نشـانگرهای  ایـن   .]14[ گرفـت  قـرار 
نظـارت و ردیابـی تـک مولکول‌هـا را بـا وضـوح زمانـی و مکانـی 
بـالا در آزمایش‌هـای حالـت ایسـتا و پویـا در اختیـار دانشـمندان 
 100 از  بیـش  منبـع  دریایـی،  موجـودات  انـواع  داده‌انـد.  قـرار 
پروتئیـن فلورسـنت هسـتند کـه محققـان را بـا پالـت متعادلـی از 
نشـانگرهای زیسـتی غیرتهاجمی برای تجزیه و تحلیل فلورسـانس 
منفـرد، دوگانـه و چنـد طیفـی مسـلح میک‌ننـد. از جملـه مزایای 
پروتئین‌هـای فلورسـنت نسـبت بـه پروب‌هـای نیمه‌هـادی آلـی 
سـنتی و جدیـد کـه در بـالا توضیـح داده شـد، پاسـخ آنهـا بـه 
از رویدادهـا و سـیگنال‌های زیسـتی اسـت.  طیـف گسـترده‌تری 
ایـن ماکرومولکول‌هـای زیسـتی همراه بـا توانایی هدف قـرار دادن 
خـاص اجـزای داخـل سـلولی، عـدم سـمیت یا سـمیت بسـیار کم 
فوتودینامیـک و سـازگاری گسـترده بـا بافت‌ها و ارگانیسـم‌ها، مرز 
جدیـد و هیجـان انگیـزی را در تصویربرداری سـلول‌های زنده ارائه 

میک‌ننـد.
اولیـن عضـو ایـن سـری، کشـف پروتئیـن فلورسـنت سـبز19، 
از عـروس دریایـی اقیانـوس اطلـس شـمالی بـود و مشـخص شـد 
کـه درجـه بالایـی از فلورسـانس را بـدون کمـک سوبسـتراها یـا 
 ،GFP کوآنزیم‌هـای اضافـی از خود نشـان می‌دهـد ]11 و 12[. در
قسـمت فلورسـنت، یک مشـتق تـری پپتیـدی از سـرین، تیروزین 
و گلیسـین اسـت کـه بـرای فعال شـدن به اکسـیژن مولکولـی نیاز 
دارد، امـا هیـچ کوفاکتـور یـا آنزیـم اضافـی نـدارد. بررسـی‌های 
بعـدی نشـان داد کـه ژن GFP می‌توانـد در سـایر ارگانیسـم‌ها، 
از جملـه پسـتانداران، بیـان شـود تـا آنالوگ‌هـای کاماًل کاربـردی 
ایجـاد کنـد کـه هیـچ اثـر زیسـتی نامطلوبی از خـود نشـان ندهد. 

در واقـع، پروتئین‌هـای فلورسـنت را می‌توان با اسـتفاده از فناوری 
شبیه‌سـازی DNA تکمیلـی نوتریکـب، تقریبـاً بـه هـر پروتئینـی 
در سـلول‌های زنـده تریکـب کـرد و محصـول ژن پروتئیـن فیوژن 
حاصل را در رده‌های سـلولی با روش اسـتاندارد کشـت بافت، بیان 
نمـود. عـدم نیاز بـه کوفاکتورهـای فعال‌سـازی اختصاصی سـلول، 
پروتئین‌هـای فلورسـنت را به‌عنـوان ردیاب‌هـای تعمیـم یافتـه از 
سـایر ماکرومولکول‌هـای زیسـتی همچـون فیکوبیلـی پروتئین‌هـا 
بسـیار مفیدتـر میک‌نـد کـه بـرای تولیـد فلورسـانس نیاز بـه درج 
رنگدانه‌هـای جانبـی دارنـد. یکـی از اولیـن گونه‌هـا کـه به‌عنـوان 
 GFP تقویـت شـده20 شـناخته می‌شـود، حساسـیت دمایـی GFP
را کاهـش و کارایـی بیـان آن را در سـلول‌های پسـتانداران افزایش 
در  می‌تـوان  را   eGFP بـا  شـده  تریکـب  پروتئین‌هـای  می‌دهـد. 
شـدت نـور کم و برای مـدت زمان طولانی‌تری مشـاهده کـرد. این 
تریکـب بـا خـط طیفـی 488 نانومتـری از لیزرهای آرگـون و یون 
کریپتون-آرگـون در میکروسـکوپ همک‌انـون برانگیخته می‌شـوند. 
مطالعـات روی GFP جهـش یافتـه نشـان داد کـه قـادر اسـت 
ویژگی‌هـای جـذب و انتشـار را در کل منطقـه طیفـی مرئی نشـان 
دهـد، ایـن مهـم، محققـان را قادر می‌سـازد تـا تریکبـات ردیاب را 
بـرای مشـاهده هم‌زمـان دو یـا چنـد پروتئیـن فلورسـنت مجزا در 
یـک ارگانیسـم منفـرد ایجـاد کننـد )پروفایل‌های طیفی در شـکل 
)2((. در اولیـن تحقیقـات، بـا جایگزیـن‌ کـردن اسـید آمینه‌هـای 
GFP، انـواع جهـش یافتـه پروتئیـن فلورسـنت آبـی21 و پروتئیـن 
پروفایل‌هـای  کـه  آوردنـد  به‌دسـت  را  فیـروزه‌ای22  فلورسـنت 
طیفـی جـذب و انتشـار GFP را بـه مناطـق بـا طول مـوج پایین‌تر 
 ،GFP تغییـر داد ]15[. اسـتفاده از ایـن مشـتقات در تریکـب بـا
سـایر  و  فلورسـانس23  تشـدید  انـرژی  انتقـال  آزمایش‌هـای  در 
تحقیقاتـی که بـر تصویربرداری فلورسـانس چند رنـگ تکیه دارند، 
مفیـد هسـتند. پروتئیـن فلورسـنت آبـی را می‌تـوان با خـط 354 
نانومتـری از یـک لیـزر پرقـدرت آرگـون تحریـک کـرد، در حالـی 
کـه مشـتق فیـروزه‌ای، بـا تعـدادی از خطـوط لیـزر بنفـش و آبی، 
از جملـه دیـود آبـی 405 نانومتـری، طـول مـوج 442 نانومتـری 
لیـزر هلیوم-کادمیـم و خـط 457 نانومتـری از لیزر اسـتاندارد یون 

آرگـون تحریـک می‌شـود.
یکی دیگر از مشـتقات محبوب پروتئین فلورسـنت‌ها، پروتئین 
فلورسـنت زرد24 اسـت کـه براسـاس تجزیـه و تحلیـل سـاختاری 
بلـوری GFP طراحـی شـد تـا طیـف جـذب و انتشـار را بـه رنـگ 
قرمـز تغییـر دهـد ]15[. پروتئیـن فلورسـنت زرد به‌طـور بهینـه با 
خـط طیفـی 514 نانومتـری لیـزر یون آرگـون برانگیخته می‌شـود 
و انتشـار شـدیدتری نسـبت بـه پروتئیـن فلورسـنت سـبز تقویـت 
شـده ارائـه می‌دهـد، امـا بـه pH پاییـن و غلظـت یون هالـوژن بالا 
حسـاس‌تر اسـت. مشـتق پروتئین فلورسـنت زرد تقویت شـده25 با 
خـط لیـزر آرگون-یـون 514 نیـز مفید اسـت؛ زیرا می‌تـوان آن را 
بـا کارایی به نسـبت بالا، بـا خط 488 نانومتـری از لیزرهای آرگون 
و کریپتون-آرگـون تحریـک نمـود. هر دوی این مشـتقات پروتئین 
 CFP در تریکب با FRET فلورسـنت به‌طور گسـترده در تحقیقـات
بـه کار می‌رونـد؛ علاوه‌بـر این، در مطالعـات مربوط بـه انتقال چند 
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هسـتند. مفید  پروتئین 
رنگ‌هـای  سـنتز  در  متعـدد  پیشـرفت‌های  علی‌رغـم 
فلورسـنت در چنـد دهـه گذشـته، شـواهد بسـیار کمـی در 
مـورد قوانیـن طراحـی مولکولـی برای توسـعه نشـانگر‌های 
جدیـد، بـه ویـژه بـا توجـه بـه تطبیـق طیف‌هـای جذبـی 
دارد؛  وجـود  همک‌انـون  لیـزر  تحریـک  طول‌موج‌هـای  بـا 
گسـترده‌ای  کاربـرد  کـه  نشـانگر‌هایی  تعـداد  نتیجـه،  در 
زیرمجموعـه  کرده‌انـد،  پیـدا  همک‌انـون  میکروسـکوپ  در 

انجـام شده‌اسـت. از هـزاران کشـف  محـدودی 

در  سـال‌ها  کـه  سـنتی  نشـانگرهای  از  بسـیاری 
زمانـی  بوده‌انـد،  مفیـد  وسـیع  میـدان  کاربردهـای 
کـه بـا خطـوط طیفـی لیـزری، بـا طـول مـوج ثابـت 
امـروزه  دارنـد.  پایینـی  یکفیـت  می‌شـوند،  محـدود 
مجموعـه نشـانگرهایی کـه در میکروسـکوپ همک‌انون 
سـودمند هسـتند، بـه سـرعت در حـال رشـد بـوده و 
معرفـی سیسـتم‌های لیـزری جدیـد و پرقـدرت نیـز 
داده  کاهـش  را  روش  ایـن  پیرامـون  محدودیت‌هـای 
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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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