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میکروسکوپ روبشی لیزری هم کانون به شدت به فلورسانس، به عنوان پایه تصویربرداری متکی است، حساسیت 
بالای این روش و قابلیت هدف قرار دادن اجزای ساختاری و فرآیندهای دینامیکی نمونه مانند سلول ها و بافت های زنده 
تثبیت شده، نشان دهنده اهمیت بالای این موضوع است. بسیاری از نشانگرهای فلورسنت با استفاده از مواد شیمیایی 
آلی آروماتیک سنتز می شوند که برای اتصال به یک ماکرومولکول زیستی )مانند پروتئین یا اسید نوکلئیک( یا برای قرار 
گرفتن در یک منطقه ساختاری خاص مانند اسکلت سلولی، میتوکندری، دستگاه گلژی، شبکه آندوپلاسمی و یا هسته 
طراحی می شوند. همچنین نشانگرهای دیگر برای نظارت بر فرآیندهای دینامیکی و متغیرهای محیطی محلی، از جمله 
غلظت یون های فلزی، pH، گونه های اکسیژن فعال و پتانسیل غشایی استفاده می شوند. رنگ های 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. علاوه بر این، نشانگرهای فلورسنت به طور گسترده برای نقشه برداری ژنتیکی و 

تجزیه و تحلیل کروموزوم در زمینه ژنتیک مولکولی استفاده می شوند.
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تاریخچه نشانگرهای فلورسنت مصنوعی به اواخر دهه 
1800 باز می گردد، بسیاری از رنگ های مورد استفاده در 
بافت شناسی مدرن در آن زمان توسعه یافتند. از این میان 
گرین،  مالاشیت  ویولت،  متیل  روزانیلین،  پارا  به  می توان 
سافرانین O 3، متیلن بلو و رنگ های آزو )نیتروژن( متعدد 
نشانگرها  این  اگرچه  کرد.  اشاره  بیسمارک  قهوه ای  مانند 
را  نور مرئی  از  نوارهایی  بودند و می توانستند  بسیار رنگی 
و  داشتند  ضعیفی  فلورسنت  آنها  بیشتر  اما  کنند،  جذب 
برای میکروسکوپ های مبتنی بر فلورسنت که چندین دهه 
بعد ساخته  شدند، مفید نبودند. با این حال، در این دوره، 
چندین رنگ مصنوعی بر پایه حلقه های هتروسیکل گزانتن 
و آکریدین سنتز شدند که دارای فلورسنت بسیار شدیدی 
فلورسنت  نشانگرهای  توسعه  برای  زمینه ای  و  هستند 
مصنوعی مدرن فراهم آوردند. در این میان، قابل توجه ترین 
رنگ های فلورسنت اولیه، گزانتن های جایگزین، فلورسین، 

رودامین B 4 و آکریدین نارنجی بودند ]1[.
به عنوان  بیستم  قرن  اوایل  در  فلورسنت  رنگ های 
تک  باکتری ها،  از  تصویربرداری  برای  حیاتی  رنگ های 
یاخته ها و تریپانوزوم ها با استفاده از میکروسکوپ فلورسنت 
معرفی شدند، اما تا سال 1920 که این میکروسکوپ برای 
و  ثابت  بافت های  در  رنگ  اتصال  مطالعه  برای  بار  اولین 
سلو ل های زنده مورد استفاده قرار گرفت، استفاده گسترده ای 
از آن مشاهده نشد ]2[. با این حال، در اوایل دهه 1940 بود 
که آلبرت کونز5 روشی را برای نشان دار کردن آنتی بادی ها با 
استفاده از رنگ های فلورسنت ابداع کرد و در نتیجه، زمینه 
گسترش علم ایمونوفلورسانس را فراهم نمود ]3[. در طول 
60 سال گذشته، پیشرفت ها در ایمونولوژی و زیست شناسی 
ثانویه  آنتی بادی های  از  سلولی مولکولی طیف گسترده ای 
مولکولی  طراحی  مورد  در  را  بینشی  و  کرده  تولید  را 
ردیاب های فلورسنت که در مناطق خاصی از کمپلکس های 

ماکرومولکولی هدف قرار می گیرند، ارائه کرده است.
ارتباط فناوری نشانگرهای فلورسنت و علم زیست شناسی 
سلولی مولکولی با کشف پروتئین سبز فلورسنت6 استخراج 
شده از عروس دریایی و توسعه انواع باندهای طیفی جهش 
یافته آن، به  طور چشمگیری تغییر یافت ]4[. اخیراً نیز توسعه 
نقاط کوانتومی نیمه هادی فلورسنت کننده با اندازه نانومتری، 
راه جدیدی را برای تحقیق در میکروسکوپ روبشی لیزری 
علیرغم   .]5[ است  کرده  فراهم  وسیع  میدان  و  هم کانون 
پیشرفت های متعدد در سنتز رنگ های فلورسنت در چند دهه 
گذشته، شواهد بسیار کمی در مورد قوانین طراحی مولکولی 
برای توسعه نشانگر های جدید، به ویژه با توجه به تطبیق 
طیف های جذبی با طول  موج های تحریک لیزر هم کانون وجود 
دارد. در نتیجه، تعداد نشانگر هایی که کاربرد گسترده ای در 
میکروسکوپ هم کانون پیدا کرده اند، زیرمجموعه محدودی از 

هزاران کشف انجام شده است.

مه
قد
ویژگیهایاساسینشانگرهام

نشـانگر ها بـا توجـه به ویژگی هـای جذب و فلورسـانس، از 
جملـه پروفایل هـای طیفـی، طـول موج هـای بیشـینه جذب، 
و  فهرسـت بندی  شـده،  سـاطع  فلورسـانس  شـدت  و  نشـر 
توصیـف می شـوند ]6[. یکـی از مفیدتریـن عوامـل کمّی برای 
مشـخص کـردن طیف هـای جـذب، ضریـب خاموشـی مولـی 
اسـت که با نماد یونانی )e( نشـان داده می شـود )شـکل )1(( 
کـه معیـار مسـتقیمی از توانایی یـک مولکول بـرای جذب نور 
اسـت. ضریـب خاموشـی بـرای تبدیـل واحـد جذب بـه واحد 
غلظـت مولـی مفیـد اسـت و بـا اندازه گیـری جـذب در طـول 
مـوج مرجـع )به طـور معمـول بیشـینه، مشـخصه گونه هـای 
جذب کننـده(، غلظـت مولـی در طـول مسـیر نوری مشـخص 

تعییـن می شـود.

شـکل)1(:پروفایلهـایطیفیجذبونشـرنرمالشـدهفلورسـنت
نشـانگرهایمصنوعـیپرکاربـرد،بهعنـوانتابعـیازطـولمـوج.
بـرای نشـری طیفهـای )ب(: و تحریـک طیفهـای )الـف(: 

.]1[ )الـف( شـکل نشـانگرهای

بـازده کوانتومـی یـک نشـانگر، انـدازه کمّـی از بازده نشـر 
فلورسـانس اسـت و به عنوان نسـبت تعـداد فوتون های سـاطع 
شـده بـه تعـداد فوتون هـای جـذب شـده بیـان می شـود. بـه 
عبـارت دیگر، بـازده کوانتومی نشـان دهنده احتمال نشـر یک 
فوتون گسـیل شـده )فلورسـانس( بر اثر تحریک معین اسـت. 
بـازده کوانتومـی به طـور معمول بیـن مقدار صفـر و یک متغیر 
اسـت و مولکول هـای فلورسـنت کـه بیشـتر به عنـوان نشـانگر 
در میکروسـکوپ بـه کار می رونـد، دارای بـازده کوانتومـی از 
بسـیار کـم )0/05 یـا کمتـر( تـا نزدیـک بـه واحـد هسـتند. 
کاربردهـای  بیشـتر  در  بـالا  کوانتومـی  بـازده  کلـی،  به طـور 
تصویربـرداری، مطلـوب اسـت. بـازده کوانتومـی نشـانگرهای 
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معیـن در اثـر عوامـل محیطـی بسـیاری ماننـد غلظت یـون فلزی، 
pH و قطبیـت حـلال، گاهـی تـا حد زیـادی متفاوت می شـود ]6[.

در بیشـتر مـوارد، ضریـب خاموشـی مولـی برای جـذب فوتون 
مشـخص  مـوج  طـول  یـک  در  و  کمّـی  اندازه گیـری  به صـورت 
بیـان می شـود، در حالـی کـه بـازده کوانتومـی، ارزیابـی کلـی از 
انتشـار فوتون هـای یکپارچـه در کل بانـد طیفـی نشـانگر اسـت 
بـا  کـه  الکتریکـی  قـوس  لامپ هـای  برخـلاف  )1-ب((.  )شـکل 
فیلترهـای تداخلـی، باندهـای کوچکـی از آن به منظـور اسـتفاده 
در میکروسـکوپ فلورسـانس میـدان گسـترده اسـتفاده می شـوند، 
سیسـتم های لیـزری مـورد اسـتفاده در میکروسـکوپ هم کانـون، 
تحریـک را بـه خطـوط طیفـی لیزری خاصـی محـدود می کنند که 
پهنایـی در حـد چند نانومتر دارد ]1[. طیف نشـر فلورسـانس برای 
هـر دو منبـع تحریـک، بـا فیلترهـای بانـد یـا طولانی گـذر مشـابه 
کنتـرل می شـود کـه می توانـد ده هـا تـا صدهـا نانومتـر را پوشـش 
دهـد. در زیـر سـطوح اشـباع، شـدت فلورسـانس بـا حاصلضـرب 
ضریـب خاموشـی مولی و بازده کوانتومی نشـانگر متناسـب اسـت، 
رابطـه ای کـه می توانـد بـرای قضـاوت در مـورد اثربخشـی نشـر 
به عنـوان تابعـی از طـول موج)های( تحریک اسـتفاده شـود. به طور 
کلـی، طیـف جـذب یک نشـانگر بسـیار کمتر بـه شـرایط محیطی 

نسـبت بـه طیـف نشـری فلورسـانس وابسـته اسـت ]6[.
بـرای کاربردهـای میکروسـکوپ هم کانـون  نشـانگرهایی کـه 
انتخـاب می شـوند باید سـطح روشـنایی و سـیگنال به انـدازه کافی 
پایـداری را برای دسـتگاه فراهـم کنند تا داده هـای تصویری، عاری 
از اثـرات ناخواسـته باشـد، علاوه بـر ایـن، برخـی اجـزای دسـتگاه 
باعـث کاهـش شـدت سـیگنال می شـوند. به عنـوان مثـال، دریچـه 
لایه هـای  آوردن  به دسـت  بـرای  کـه  میکروسـکوپ  هم کانونـی 
نـازک نـوری نقـش موثـری ایفـا می کننـد، مسـئول کاهـش 25 
تـا 50 درصـدی شـدت انتشـار اسـت، صـرف نظـر از اینکـه چقدر 
تـلاش بـرای تنظیـم دقیـق آن انجـام شـده باشـد ]1[. همچنیـن 
آشکارسـازهای فوتـو مولتی پلایرتیـوب متداول تریـن آشکارسـازها 
در میکروسـکوپ هم کانـون هسـتند، امـا از بـازده کوانتومـی پایین 
رنـج می برنـد کـه تابعـی از طـول مـوج اسـت و منجر به از دسـت 
دادن سـیگنال وابسـته بـه طـول موج در سراسـر طیف نشـری )به 
ویـژه در نواحـی قرمـز و مـادون قرمـز( می شـوند ]7[. در مجموع، 
تلفـات نـور در میکروسـکوپ هم کانـون می توانـد منجر بـه کاهش 
بیـش از 50 برابـر شـدت در میکروسـکوپ های فلورسـانس میدان 
گسـترده شـود. بـا ایـن اسـتدلال روشـن می شـود کـه انتخـاب 
میکروسـکوپ  بـا  کار  جنبه هـای  حیاتی تریـن  از  یکـی  نشـانگر، 
هم کانـون اسـت و کارایـی ابـزار نیـز بایـد به دقـت در نظـر گرفته 

شـود تـا تصاویـر بـا کیفیت بـالا تهیه شـود.
همان طور که پیش تر بحث شـد، توسـعه نشـانگرهای فلورسـنت 
بـه دلیـل عـدم آگاهی از خواص مولکولی مسـئول تولید فلورسـانس 
بهینـه، محـدود شده اسـت و قوانیـن طراحـی بـه اندازه کافـی درک 
نشـده اند تـا به عنـوان راهنمـای توسـعه نشـانگرهای کارآمدتر مفید 
باشـند. موفقیـت فعلی در توسـعه نشـانگرهای فلورسـنت جدید که 
قـادر بـه عملکـرد رضایت بخش در میکروسـکوپ هم کانون هسـتند، 

گـواه بر پیشـرفت حاصـل از اسـتفاده داده هـای تجربـی و فرضیات، 
در مـورد سـاختار مولکولی اسـت که بسـیاری از آنها بـرای اولین بار 

بیش از صدها سـال پیش سـنتز شـدند.

رنگهایفلورسنتسنتی

میکروسـکوپ  بـرای  فلورسـنت  نشـانگر های  انتخـاب  در 
هم کانـون، بایـد بـه قابلیت هـای خـاص دسـتگاه بـرای تحریـک و 
تشـخیص نشـر فلورسـانس در مناطـق طـول موجـی کـه توسـط 
سیسـتم های لیـزری و آشکارسـازها ایجـاد می کنند، توجه داشـت. 
اگرچـه لیزرهـای فعلـی مـورد اسـتفاده در میکروسـکوپ هم کانون 
)جـدول )1(( خطـوط مجزایـی در بخش هـای فرابنفـش، مرئـی 
و مـادون قرمـز نزدیـک ایجـاد می کننـد، امـا مـکان ایـن خطـوط 
طیفـی همیشـه بـا بیشـینه مقـدار جـذب نشـانگرهای محبـوب 
منطبـق نیسـتند. البتـه لازم نیسـت کـه خـط طیفـی لیـزر به طور 
دقیـق بـا طول موج بیشـینه جذب نشـانگر مطابقت داشـته باشـد، 
شـدت انتشـار فلورسانس توسـط ضریب خاموشی نشـانگر در طول 
مـوج تحریـک تنظیم می شـود )همان طـور که در بالا مطرح شـد(. 
محبوب تریـن لیزرها برای میکروسـکوپ هم کانـون عبارتند از: لیزر 
آرگـون خنک شـده با هـوا، لیـزر یـون کریپتون-آرگـون، لیزرهای 
دیـود آبـی و انـواع سیسـتم های هلیـوم - نئـون. در مجمـوع، ایـن 
لیزرهـا قـادر بـه تحریـک در ده تـا دوازده طول موج مشـخص بین 

400 تـا 650 نانومتـر هسـتند.

جدول)1(:خطوططیفیلیزروقوسالکتریکیدرمیکروسکوپمیدان
گستردهوهمکانون]1[.

قرمزنارنجیزردسبزآبیبنفشفرابنفشنوعلیزر

477،488-351،364یونآرگون
457،----

-----405،440-دیودآبی

دیودحالت
--355430،442457،473532561جامد

هلیوم-
-----322،354442کادمیوم

کریپتون-
647-568-488--آرگون

هلیوم-
---543---نئونسبز

هلیوم-
--594----نئونزرد

هلیوم-
-612-----نئوننارنجی

هلیوم-
633------نئونقرمز

650،------دیودقرمز
635

--579-365405،436546لامپجیوه

-----467-لامپزنون
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بسـیاری از نشـانگر های فلورسـنت کلاسـیک کـه سـال ها بـا 
موفقیت در میکروسـکوپ فلورسـانس میدان گسترده مورد استفاده 
قرار گرفته اند ]2 و 6[، از جمله فلورسـین ایزوتیوسـیانات، لیزامین، 
رودامیـن و قرمـز تگـزاس، در میکروسـکوپ هم کانـون نیـز مفیـد 
هسـتند. فلورسـین یکـی از محبوب تریـن نشـانگرهایی اسـت کـه 
تاکنـون طراحـی شده اسـت و کاربـرد گسـترده ای در نشـانه گذاری 
ایمونوفلورسـانس دارد. ایـن رنـگ دارای حداکثـر جـذب در 495 
نانومتـر اسـت کـه به خوبـی با خـط طیفـی 488 نانومتـری )آبی( 
تولیـد شـده بـا لیزرهـای آرگـون و کریپتـون - آرگـون و همچنین 
خطـوط اصلـی 436 و 467 از لامپ هـای قـوس الکتریکـی جیـوه 
و زنـون منطبـق اسـت )بـه ترتیـب(. علاوه بر ایـن، بـازده کوانتومی 
فلورسـین بسـیار بـالا اسـت و اطلاعـات قابـل توجهـی در مـورد 
ویژگی هـای ایـن رنگ بـا توجه به خـواص فیزیکی و شـیمیایی آن 
جمـع آوری شده اسـت ]8[. با این حال، شـدت انتشـار فلورسـانس 
فلورسـین بـه شـدت تحت تأثیر عوامـل محیطی )مانند pH( اسـت 
و گسـتردگی طیـف انتشـار آن بیشـتر در نشـان گذاری دوگانـه و 

سـه گانه با سـایر نشـانگرها همپوشـانی دارد.
دلیـل  بـه  ایزوتیوسـیانات8  مشـتق  و  رودامیـن7  متیـل  تتـرا 
تحریـک کارآمـد آنهـا با خـط طیفـی 546 نانومتـری از لامپ های 
تخلیـه قـوس جیـوه، بیشـتر در تحقیقـات نشـان گذاری چندگانـه 
اسـتفاده می شـوند.  میـدان وسـیع  فلورسـانس  میکروسـکوپ  در 
ایـن نشـانگرها با خطـوط 514 یـا 568 نانومتـری از لیزرهای یون 
آرگـون و لیـزر کریپتـون - آرگـون تداخلـی بـا فلورسـین ندارنـد 
]9[ و همچنیـن، شـدت انتشـار فلورسـانس مشـتقات رودامیـن به 

شـرایط محیطـی نسـبت بـه فلورسـین، کمتر وابسـته اسـت.
در  بـار  اولیـن  بـرای  کـه  آکریدیـن  رنگ هـای  از  تعـدادی 
فلورسـنت در  نشـانگرهای  به عنـوان  نوزدهـم جـدا شـدند،  قـرن 
 .]2[ می گیرنـد  قـرار  اسـتفاده  مـورد  هم کانـون  میکروسـکوپ 
پرکاربردترین آنها، آکریدین نارنجی، شـامل هسـته اصلی آکریدین 
بـا جایگزیـن گـروه عاملی دی متیـل آمینـو در موقعیت های 3 و 6 
سیسـتم سه حلقه ای اسـت. در محدوده pH فیزیولوژیکی، نیتروژن 
هتروسـیکل پروتونـه می شـود و به طـور عمـده به عنـوان یـک گونه 
کاتیونـی در محلـول وجـود دارد. آکریدیـن نارنجی بـا درهم آمیزی 
هسـته آکریدیـن بیـن جفت هـای بـاز متوالـی DNA بـه شـدت 
متصـل می شـود و فلورسـانس سـبز را بـا حداکثر طول مـوج 530 
 RNA نانومتـر نشـان می دهـد ]2 و 6[. ایـن نشـانگر همچنیـن به
یـا DNA تـک رشـته ای متصـل می شـود، امـا زمانـی کـه بـه ایـن 
ماکرومولکول هـا متصـل می شـود، طـول مـوج بیشـینه طولانی تـر 
)به طـور تقریبـی 640 نانومتـر: قرمـز( دارد. در سـلول های زنـده، 
آکریدیـن نارنجـی در غشـای سـلولی پخش می شـود )با مشـارکت 
در پروتونـه شـدن( و در لیزوزوم هـا و سـایر وزیکول هـای اسـیدی 
هتروسـیکل های  و  آکریدین هـا  بیشـتر  مشـابه  می یابـد.  تجمـع 
نیتروژنـی چند هسـته ای، آکریدیـن نارنجی دارای طیـف جذب به 
نسـبت گسـترده ای اسـت که امـکان اسـتفاده از ایـن نشـانگر را با 

چندیـن طـول مـوج از لیـزر یـون آرگـون فراهـم می کند.
یکـی دیگر از نشـانگرهای سـنتی محبوب که در میکروسـکوپ 

فنانتیدیـن،  مشـتقات  می گیـرد،  قـرار  اسـتفاده  مـورد  هم کانـون 
پروپیدیـوم یدید و اتیدیوم برماید اسـت. پروپیدیوم یدید به روشـی 
مشـابه آکریدین هـا )از طریـق درونـی( بـه DNA متصـل می شـود 
تـا فلورسـانس نارنجـی - قرمـز بـا طـول مـوج 617 نانومتـر تولید 
کنـد ]10[. همچنیـن نشـانگرهای دارای بـار مثبت، میـل ترکیبی 
بالایـی برای اتصـال به RNA دو رشـته ای دارنـد. پروپیدیوم دارای 
بیشـینه مقـدار جـذب در 536 نانومتـر اسـت و می توانـد با خطوط 
طیفـی 488 نانومتـری یـا 514 نانومتـری لیـزر آرگـون – یـون 
)یـا کریپتـون - آرگـون( یـا خـط 543 نانومتـری از لیـزر هلیـوم 
- نئـون سـبز تحریـک شـود. عوامـل محیطـی می تواننـد بـر طیف 
فلورسـانس پروپیدیـوم تأثیـر بگذارنـد، به ویژه هنگامـی که رنگ با 
محیط هـای حـاوی گلیسـرول اسـتفاده می شـود. اتیدیـوم بروماید 
از نظر سـاختاری مشـابه پروپیدیوم یدید اسـت و به شـکل مشـابه، 
بـه DNA متصـل می شـود ]10[، امـا بـه دلیـل رنـگ پـس زمینه 

بیشـتری کـه ایجـاد می کنـد، بـه انـدازه پروپیدیوم موثر نیسـت.
از  کـه  رنگ هایـی  بـا  می تـوان  نیـز  را  کروماتیـن  و   DNA
بیـرون بـه مارپیـچ دوگانـه متصـل می شـوند، رنگ آمیـزی کـرد. 
دی  و6-   4 از:  عبارتنـد  دسـته  ایـن  در  نشـانگرها  محبوب تریـن 
آمیدینـو-2- فنیـل اینـدول9 و رنگ هـای بیـس بنزیمیـد10 کـه با 
به طـور  نشـانگر ها  ایـن  می شـوند.  مشـخص  معینـی  شـماره های 
کامـل محلـول در آب هسـتند و از بیـرون، بـه خوشـه های جفـت 
بـاز غنـی از آدنیـن - تیمیـن در DNA دو رشـته ای بـا افزایـش 
چشـمگیری در شـدت فلورسـانس متصل می شـوند. هر دو رنگ را 
می تـوان بـا خط طیفـی 351 نانومتـری لیزر پر قـدرت یون آرگون 
یـا خـط 354 نانومتـری از لیـزر هلیـوم - کادمیـم تحریـک کـرد. 
فلورسـنت  ایـن نشـانگر های  فنانتیدین هـا،  و  مشـابه آکریدین هـا 
گزینه هـای محبوبـی بـرای رنگ آمیـزی هسـته سـلول در فرآینـد 
رنگ آمیـزی چندگانـه هسـتند. تابـش فلورسـانس آبی ایجاد شـده 
از ایـن نشـانگر بـا نشـر سـبز، زرد و قرمـز نشـانگرهای دیگـر در 

سـاختارهای سـلولی، کنتراسـت چشـمگیری ایجـاد می کنـد. 

رنگهایالکسافلور

پیشـرفت های امـروزی در فناوری نشـانگرها، مرهون پروب های 
)ردیاب هـای( مولکولی مانند رنگ های الکسـافلور اسـت ]11[. این 
مشـتقات سـولفونات شـده رودامین، بهـره کوانتومـی بالاتری برای 
نشـر فلورسـانس نسـبت بـه پروب های مشـابه خـود دارند )شـکل 
)2((. علاوه بـر ایـن، پایـداری نـوری11 را تقویـت می کننـد، خطوط 
جذبـی یکسـان بـا خطـوط لیـزر دارند، بـه pH وابسـته نیسـتند و 
بـه راحتـی در آب حـل می شـوند. مقاومـت بـه نـور رنگ بـری12  
در رنگ هـای الکسـافلور بسـیار مـورد توجـه اسـت، بـه طـوری که 
چنانچـه با منبع لیزری پرقدرتی تحریک شـود، شـدت فلورسـانس 
سـاطع شـده از آن بـرای یـک دوره زمانـی طولانـی باقـی می ماند. 
ایـن قابلیت، نشـانگر الکسـافلور را برای بررسـی سـلول های زنده و 
بافت هـای بـرش خـورده بـا روش هـای سـنتی آماده سـازی، مجهز 

می کنـد.
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موج هـا  طـول  از  وسـیعی  محـدوده  در  الکسـافلور  رنگ هـای 
)فرابنفـش تـا مـادون قرمـز نزدیـک( تحریـک شـده و نشـر دارند. 
نامگـذاری رنگ هـای الکسـافلور بـا نوشـتن طـول مـوج خطـوط 
می گیـرد.  انجـام  می شـود،  آنهـا  تحریـک  موجـب  کـه  طیفـی 
 488 nm به عنـوان مثـال، الکسـافلور 488، بـرای تحریک در خـط
لیـزر آرگـون کریپتـون و یـا الکسـافلور 568 بـرای تحریـک خـط 

طراحـی شده اسـت.  568 nm طیفـی 

شـکل)2(:سـاختارمولکولـینشـانگرهایالکسـافلور.ازچپبهراسـت:
الکسـافلور488،الکسـافلور532والکسـافلور568]13[.

برخـی از رنگ هـای الکسـافلور به طور مشـخص بـرای تحریک 
در ناحیـه لیـزر دیـود آبـی )nm 405(، لیـزر هلیـوم - نئـون زرد 
 )633 nm( و یـا لیـزر هلیـوم - نئـون قرمـز )594 nm( نارنجـی
رنگ هـای  سـری  کـه  آنجایـی  از  شـده اند.  سـاخته  و  طراحـی 
الکسـافلور در طـول موج هـای زیـادی وجـود دارنـد، ایـن امـکان 
وجـود دارد کـه بـرای نشـان گذاری چندگانه، فقـط از این رنگ ها 
اسـتفاده شـود. حتـی خانـواده ای از ایـن پروب هـا به طـور دائم در 
حـال گسـترش هسـتند کـه با وجـود طول مـوج تحریـک نزدیک 
بـه هـم، طیف هـای نشـری متمایـزی ایجـاد می کننـد. به عنـوان 
مثال، الکسـافلور 488، الکسـافلور 500 و الکسـافلور 514 هر سـه 
به طـور عینـی مشـابه هـم هسـتند و رنـگ سـبز روشـن دارنـد، 
امـا پروفایـل طیـف نشـری  آنهـا به طـور کامـل مجـزا اسـت. بـه 
یـون  لیـزر  یـک  بـا  می تواننـد  نشـانگر  هـر سـه  اینکـه،  اضافـه 
آرگـون تحریـک و به صـورت تفکیک شـده در کانال هـای مختلف 

شوند. آشکارسـازی 

رنگهایسیانین

و   Cy2 ،Cy3 ،Cy5 ،Cy7 سـیانین،  رنگ هـای  خانـواده 
اشـباع  اینـدول  نیتـروژن  هتروسـیکل  از هسـته  آنهـا،  مشـتقات 
نشـده بـا دو واحـد آروماتیـک کـه از طریـق یـک پـل پلـی آلکنی 
بـا تعـداد کربن هـای متفـاوت به هـم متصل شـده اند )شـکل )3((، 
تشـکیل می شـوند ]6[. ایـن پروب هـا پروفایـل تحریـک و انتشـار 
فلورسانسـی را مشـابه بسـیاری از رنگ های سـنتی مانند فلورسین 
و تتـرا متیـل رودامیـن از خود نشـان می دهند، امـا در آب حلالیت 
بالاتـری دارنـد و پایـداری نـوری و بـازده کوانتومـی بالاتـری نیـز 
دارنـد. بیشـتر رنگ های سـیانین نسـبت بـه رنگ های سـنتی خود 
از نظر محیطی پایدارتر هسـتند و شـدت انتشـار فلورسـانس آن ها 
حساسـیت کمتـری بـه pH و محیـط  آلـی دارند. به روشـی مشـابه 

سـیانین  سـری  تحریـک  موج هـای  طـول  الکسـافلور،  رنگ هـای 
به طـور خـاص بـرای اسـتفاده بـا لیزرهـای رایـج و منابـع تخلیـه 
قـوس تنظیم شده اسـت و انتشـار فلورسـانس را می تـوان با ترکیب 

فیلترهـای سـنتی تشـخیص داد.

شکل)3(:ساختارمولکولیدونمونهازرنگهایسیانین]14[.

رنگ هـای سـیانینی کـه در بـازار عرضـه می شـوند، بـه  راحتی 
بـا طیـف  همـراه  فلوروفـور  یـا  واکنش پذیـر  رنگ هـای  به عنـوان 
گسـترده ای از آنتی بادی هـای ثانویـه، دکسـترین، اسـترپتاویدین و 
آویدیـن سـفید تخم مـرغ در دسـترس هسـتند ]12[. رنگ هـای 
سـیانین همگـی دارای مناطـق طیفـی جـذب وسـیع تری نسـبت 
بـه اعضـای خانـواده الکسـافلور هسـتند، کـه آنهـا را در انتخـاب 
منابـع تحریـک لیـزری بـرای میکروسـکوپ هم کانـون تـا حدودی 
متنوع تـر می کنـد ]7[. به عنـوان مثـال، بـا اسـتفاده از خـط طیفی 
547 نانومتـری یـک لیـزر یـون آرگـون، Cy2 به طـور تقریبـی دو 
برابر بیشـتر از الکسـافلور 488 در انتشـار فلورسـانس کارآمد است. 
به روشـی مشـابه، خط لیـزر یون آرگون 514 نانومتـری، Cy3 را با 
بـازده بسـیار بالاتری نسـبت بـه الکسـافلور 546 تحریـک می کند. 
مشـخصات انتشـار رنگ های سـیانین از نظر عرض طیفی با سـری 

الکسـافلور قابل مقایسـه اسـت.
رنگ هـای  سـری  در  بلنـد  مـوج  طـول  بـا   Cy5 مشـتقات 
سـیانین گنجانـده می شـود کـه در ناحیـه قرمـز )650 نانومتـر( 
برانگیختـه شـده و در طـول موج هـای قرمـز دور )680 نانومتـر( 
منتشـر می شـوند. نشـانگر Cy5 به طـور موثـری بـا خـط طیفـی 
نانومتـری  لیـزر کریپتـون - آرگـون، خـط 633  نانومتـری   647
لیـزر هلیـوم - نئـون قرمز یـا خـط 650 نانومتری لیزر دیـود قرمز 
برانگیختـه می شـود و لـذا دسـت را بـرای انتخـاب نـوع لیـزر بـاز 
می گـذارد. مشـابه سـایر نشـانگرهای فلورسـانس کننـده در ناحیه 
طیفـی مـادون قرمـز دور، Cy5 بـرای چشـم انسـان قابل مشـاهده 
نیسـت و فقـط به صـورت الکترونیکـی قابـل تشـخیص اسـت )بـا 
اسـتفاده از یـک سیسـتم دوربین تخصصـی  یا مولتی پلایـر نوری(. 
بنابرایـن، این ردیـاب به نـدرت در آزمایش های فلورسـانس میدان 

گسـترده معمولـی اسـتفاده می شـود.
در بخش دوم این مقاله، به انواع نشـانگرهای فلورسـنت کننده 
محیطـی، نشـانگرهای اندامـک، نقـاط کوانتومـی و پروتئین هـای 

فلورسـنت کننـده به طـور مفصـل پرداخته خواهد شـد.
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بسـیاری از نشـانگرهای سـنتی کـه 
وسـیع  میـدان  کاربردهـای  در  سـال ها 
مفیـد بوده انـد، زمانـی کـه بـا خطـوط 
ثابـت  مـوج  طـول  بـا  لیـزری  طیفـی 
پایینـی  کیفیـت  می شـوند،  محـدود 
نشـانگرهایی  مجموعـه  امـروزه  دارنـد. 
کـه در میکروسـکوپ هم کانون سـودمند 
هسـتند، بـه سـرعت در حال رشـد بوده 
طراحـی  در  مسـتمر  پیشـرفت های  و 
دسـتگاه، از سیسـتم های روبـش دوگانه 
لیـزری تـا تصویربـرداری چنـد طیفـی، 
را  روش  ایـن  پیرامـون  محدودیت هـای 

اسـت. داده  کاهـش 
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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 mem-
brane 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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