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سیالی5  اتمی  نیروی  میکروسکوپ 
است  روبشی  پروبی  میکروسکوپ  نوع  یک 
میکروسکوپ  یک  با  معمول  به طور  که 
ویژگی  می شود.  استفاده  معکوس  نوری 
بودن  دارا   ،FluidFM فرد  به  منحصر 
در  میکروسکوپی  )مجراهای(  کانال های 
است.  اتمی6  نیروی  میکروسکوپ  پروب 
از  کوچکتر  منافذی  می توانند  کانال ها  این 
نانومتر داشته باشند. این ویژگی های   300
مقیاس  در  مایع  حجم  بررسی  نانومتری، 
جامع  می سازد.  امکان پذیر  را  فمتولیتر7 
آزمایش   ،FluidFM بالای  کارایی  و  بودن 
در  تنها  نه  میکرون  از  کمتر  مقیاس  در  را 
زیست شناسی بلکه در فیزیک، شیمی و علم 

مواد نیز شبیه سازی می کند.

چکیده

در حقیقت میکروسکوپ نیروی سیال، یک نوع میکروسکوپ نیروی اتمی است که براساس پروب های توخالی 
)میان تهی( برای توزیع، انتقال8 مایع و تحریک سلول های منفرد9 زنده در شرایط فیزیولوژیکی استفاده می شود. 
کانال نانوسیال در پروب، امکان انتقال و رهایش مولکول های محلول را از طریق منفذ )دهانه( با ابعادی کوچکتر 
از میکرون، در سوزن AFM فراهم می کند. مدار بازخورد نیرو در AFM ، نزدیک شدن کنترل شده سوزن به 
سطح نمونه را برای اصلاح موضعی سطوح در محیط های مایع آسان می کند. همچنین تبادل قابل اعتمادی در 
تماس آهسته )ملایم( با غشاء سلولی و یا سوراخ کردن آن را فراهم می کند. با استفاده از این تزریق و تبادل، 
می توان برای تهیه تصویر و دستکاری سلول های منفرد، ساختارها و اجزاء سلول در محیط طبیعی خود استفاده 

کرد که برای تحقیقات در حوزه های مختلف نظیر کشف دارو و تشخیص بیماری اهمیت زیادی دارد.
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و کاربردهای آن 
در زیست شناسی 
سلولی و مولکولی
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اصول و عملکرد میکروسکوپ نیروی اتمی سیالی

در دو دهـه گذشـته، بـه کمـک میکروسـکوپ نیـروی اتمـی 
تحـول بزرگـی در بررسـی سـطح نانومـواد ایجاد شـد. بـا این نوع 
میکروسـکوپ، علاوه بـر تهیـه تصویـر با تـوان تفکیـک اتمی ]1[، 
امـکان جابجایی اتم ها ]2[، دسـتکاری و تغییر شـکل مولکول های 
پیچیـده ]3[ و انتقـال )رهاسـازی( مولکول هـا به طـور موضعی در 
سـطح ]4[ نیـز وجود دارد که به مطالعات زیست شناسـی سـلولی 
کمـک می کنـد. بـه کمـک AFM، ویژگی هـای مورفولوژی غشـاء 
متابولیسـم   ،]7[ تقسـیم  ]6[، سـازوکار  مکانیکـی  ]5[ ، خـواص 
]8[، تغییـر شـکل ولتـاژ القایـی ]9[ یـا چسـبندگی قابل بررسـی 
بـرای  ارزشـمند  ابـزاری  به عنـوان  همچنیـن  ]10و11[؛  اسـت 
بررسـی و تشـخیص سـلول های سـالم، بیمار و تشـخیص سـرطان 
بـه کار مـی رود ]12[. بنابراین، اسـتفاده از AFM برای دسـتکاری 
سـلول ها تـا حـد زیـادی بـه فرآیندهـای مکانیکـی ماننـد ایجـاد 

خـراش، فشرده سـازی وکشـش محـدود می شـود.
در ایـن مقالـه بـا بهره گیـری از اصول AFM، کاربـرد جدیدی 
زیسـتی  سـلول های  دسـتکاری  شـامل  کـه  می شـود  معرفـی 
زنـده، از طریـق انتقـال مسـتقیم عوامـل فعـال از محلـول اسـت؛ 
بـا  را   AFM شـده  کنتـرل  نیـروی  دقیـق  موقعیـت   FluidFM
اسـتفاده از سـیال تلفیـق می کنـد کـه در آن یک کانـال میکرونی 
در  کانال هایـی  طریـق  از  و  شده اسـت  تعبیـه   AFM پـروب  در 
نگهدارنـده پایـه AFM بـه یـک سیسـتم انتقـال متصل می شـود؛ 
بنابرایـن، کانـال پیوسـته و بسـته ای ایجـاد می شـود کـه می تواند 
بـا یـک محلـول دلخـواه پـر و در محیـط مایـع غوطـه ور شـود. 
FluidFM را می تـوان در هـوا و یـا به صـورت غوطـه ور در مایـع 
اسـتفاده کـرد. مایع خارجـی یا حمـام و مایع میکروکانـال ممکن 
اسـت یکسـان یـا متفـاوت باشـند. در هنـگام توزیـع مایع، بسـتر 
از طریـق  نـوری  میکروسـکوپ  بـا  به طـور هم زمـان  را می تـوان 
نگهدارنده پروب شـفاف یا بسـتر شیشـه ای مشـاهده کرد )شـکل 
)1-الـف((. منفـذ در انتهـای پـروب AFM، امکان توزیع و انتشـار 
مایعـات را به طـور موضعـی فراهـم می کنـد که بـا اسـتفاده از آن 
می تـوان مـواد را بـه درون سـلول زنـده تزریـق نمـود. در هنـگام 
نزدیـک شـدن سـوزن بـه نمونـه و انتقـال مایع، نیـرو با اسـتفاده 
از سـوزن بـه نمونـه اعمـال می شـود. ایـن روش مشـابه اسـتفاده 
از تزریـق میکرونـی10 بـا اسـتفاده از پیپت هـای شیشـه ای اسـت. 
امـا تفاوت هایـی بین آنهـا وجـود دارد. در روش تزریـق میکرونی، 
پیپـت  سـوزن  موقعیـت  کنتـرل  بـرای  نـوری  میکروسـکوپ  از 
شیشـه ای در صفحـه xy و در جهت z )از طریـق تمرکز بر تصویر( 
اسـتفاده می شـود. به دلیـل وضـوح محـدود میکروسـکوپ نـوری، 
سـاختارها و اجـزاء سـلول نشـان داده نمی شـود و تمـاس سـوزن 
بـا غشـاء سـلول را نمی تـوان از نفـوذ سـوزن در غشـاء تشـخیص 
داد و در واقـع کنتـرل و نفـوذ سـوزن بـه داخل غشـاء امکان پذیر 
نیسـت. سـلول ها بیشـتر در معـرض آسـیب هسـتند؛ بنابرایـن به 
مهارت هـای شـخصی بـرای تزریـق میکرونـی نیـاز اسـت ]13[. 

تـوان تفکیـک اتمی محدود ایـن روش و نبود اطلاعـات مکانیکی، 
مانـع از تهیـه تصویـر بـا تـوان تفکیک بالا می شـود. امـا در روش 
تزریـق میکرونـی بـا FluidFM، کنترل مسـتقیم نیروهـای اعمال 
شـده بـا AFM امکان پذیر اسـت. اسـتفاده از مـدار بازخـورد نیرو 
بـا دقـت بـالا، آسـیب احتمالـی بـه سـلول را  کاهـش می دهـد؛ 
شـکل هندسـی پـروب، نیروهـای تماسـی معمـول روی سـلول و 
لرزش هـای جانبـی سـوزن را به حداقل می رسـاند که ایـن نیروها 
می تواننـد غشـاء سـلول را پـاره کننـد. کنتـرل نیـرو در سیسـتم 
توزیـع / تزریـق امـکان توزیـع موضعـی روی سـطوح را فراهـم 
می کنـد. بـا اسـتفاده از بازخـورد نیـرو، سـوزن می توانـد بـدون 
احتمـال آسـیب بـه نمونـه یـا بـه سـوزن، بسـیار نزدیـک نمونـه 
شـود و حداقـل مقـدار محلول به طور مسـتقیم در محـل موردنظر 
رهـا شـود. توزیـع موضعـی، امـکان تحریـک دقیـق سـلول ها را 
فراهـم می کنـد. پـروب توخالـی بـه یـک پایـه سـیلیکونی متصل 
اسـت. میکروکانال هـای بسـته پـروب وارد پایـه سـیلیکونی شـده 
و بـه یـک مخـزن بـاز ختـم می شـود. سـوزن از جنس سـیلیکون 
سـاخته  نانومتـر   100 دیـواره  ضخامـت  بـا   )Si3N4( نیتریـد 
شده اسـت. منفـذ بـا اسـتفاده از پرتـو یونـی متمرکز11، بـا قطری 
ایجـاد می شـود. یـک  نانومتـر  تـا 100  در حـدود 1 میکرومتـر 
لایـه فلـزی )طـلا و یـا پلاتیـن( در هـر دو طـرف پـروب به منظور 
جلوگیـری از تاثیـرات شـارژ در حیـن سـوراخ کاری پوشـش داده 
می شـود کـه باعـث افزایـش انعـکاس نـور لیـزر می شـود. باتوجه 
بـه انعطاف پذیـری FIB، می تـوان موقعیـت نسـبی منفـذ نزدیـک 
بـه انتهـای سـوزن )به منظـور تسـهیل آزمایش هـای تزریـق بـه 
سـلول پس از سـوراخ کردن غشـاء آن(، یـا در رأس سـوزن )برای 
توزیـع بـر سـطح یا تمـاس نرم با غشـاء سـلولی( انتخـاب کرد که 
بـه ترتیـب در شـکل های )1-ب( و )1-ج( نشـان داده شده اسـت.

:FluidFM کاربردهای

بـه برخـی از مهمتریـن کاربردهـای FluidFM می تـوان بـه 
شـرح زیـر اشـاره نمود:

 تزریق مولکول های زیستی4:
و  زیست شناسـی  در  مهـم  ابـزاری  منفـرد،  سـلول  تزریـق 
پزشـکی اسـت. بـرای انجـام آزمایش هـای تزریـق سـلول منفـرد، 
بـا سـوراخ کـردن سـلول به وسـیله پـروب، مـاده تزریق می شـود. 
روش هـا  دیگـر  بـا  مقایسـه  در  موفقیـت  میـزان   ،FluidFM بـا 
تقریبـاً 100 درصـد اسـت، زیـرا پروب هـا کوچـک، تیـز و قـوی 
هسـتند. یـک سـلول منفـرد می توانـد از یـک سـلول چسـبیده 
و حتـی مخلـوط کشـت سـلولی یـا سوسپانسـیون سـلولی جـدا 
شـود. از FluidFM بـرای جداسـازی سـلول های پسـتان، مخمـر 
و باکتـری اسـتفاده شده اسـت ]14[. با اسـتفاده از میکروسـکوپ 
نیـروی اتمـی سـیالی، می تـوان پـروب را بـه  درون هسـته سـلول 
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فـرو بـرده و سـیال و مـواد زیسـتی مـورد نظـر را درون آن تزریق 
کـرد. از مزیت هـای سیسـتم آن اسـت کـه می تـوان نیـروی وارد 
شـده بـه سیتوپلاسـم و هسـته را رصـد کـرد، همچنیـن مقـدار 
فشـار اعمـال شـده بـرای رهایش سـیال مـورد نظر، قابـل کنترل 
اسـت. بـا تعییـن مقـدار فشـار، می تـوان حجـم مـاده ای کـه قرار 
اسـت تزریـق شـود را از یک یـا دو پیکولیتـر تا چنـد ده فمتولیتر 
کنتـرل کـرد. همچنیـن از ایـن روش بـرای تزریق های اسـتاندارد 
شـده بـه  درون هسـته سـلول می تـوان اسـتفاده نمـود. از سـوی 
دیگـر، ایـن میکروسـکوپ می توانـد امـکان بررسـی نقـش یـک 
پروتئیـن یـا ژن را در سـلول فراهـم کنـد کـه این امـر در مطالعه 
نقـش  شناسـی  عصـب  و  سرطان شناسـی  بنیادیـن،  سـلول های 
 FluidFM مهمـی دارد. سـامانه تشـخیص نیـروی میکروسـکوپ
بـه قـدری حسـاس اسـت کـه واکنش هـای بیـن نـوک سـوزن و 
نمونـه را می تـوان بـه محـدوده پیکونیوتـن کاهـش داد و بررسـی 
امکان پذیـر  را  زنـده  سـلول های  نظیـر  آسـیب پذیر  نمونه هـای 
می سـازد. در یـک سـلول جوانـه ماهیچـه12 در نقطـه تنظیـم بـا 
نیـروی کـم، پـروب بـا منفـذ نزدیـک بـه رأس سـوزن )می توانـد 
بـدون اینکه غشـاء سـلولی را سـوراخ نمایـد، به آهسـتگی نزدیک 
سـلول ها شـود. فلش، ناپیوسـتگی معمول در خراش دادن غشـای 
سـلولی را نشـان می دهد )شـکل )2-الف(( ]15[. از سـوی دیگر، 
همان طـور کـه در منحنـی فاصله - نیروی شـکل )2-الف( نشـان  
داده شده اسـت، عمـل سـوراخ کردن غشـاء بـرای تزریـق داخـل 
سـلولی بـه سـادگی با انتخـاب نیروی بالاتر، با اسـتفاده از سـوزن 
بسـیار تیـز )شـعاع خمیدگـی در حـدود ده هـا نانومتـر( حاصـل 
می شـود. بـا توجـه بـه شـکل )1-ج(، اگـر منفـذ در رأس قـرار 
گیـرد، هیـچ جهشـی در منحنی فاصلـه - نیرو مشـاهده نمی شـود 
)نمـودار )2-ب((، بـه ایـن معنـی کـه سـوزن بـا »تماس نـرم« با 

غشـاء بـدون پـاره شـدن آن باقـی می مانـد.
سـدیم  نمـک  از  اسـتفاده  بـا  سـلولی  داخـل  تزریـق 
فلورسینایزوسـیانات سـدیم13 به عنـوان رنـگ در شـکل )3-الـف( 
نشـان داده می شـود، زیـرا نـه بـه غشـاء سـلولی متصـل اسـت و 
)3-ب(  می شـود. شـکل  پراکنـده  درآن  به طـور خودبه خـود  نـه 
یـک سـلول  از  اتمـی  نیـروی  میکروسـکوپ  توپوگرافـی  تصویـر 
 )AM(  14جوانـه ماهیچه اسـت کـه در حالت مدولاسـیون دامنـه
 FITC بـا کانـال مایـع همراه بـا محلـول فیزیولـوژی حاوی رنـگ
گرفتـه شده اسـت. حالـت AM باعـث کاهـش نیروی اعمال  شـده 
بـر سـلول می شـود و سـلول بـا دقت سـه بعدی تـا جزئیـات 200 
نانومتـر را مشـخص می کنـد کـه قابلیـت پروب هـای میکروکانـال 
را بـرای اسـتفاده به عنـوان پـروب و نانوپیپـت تأییـد می کند. پس 
از تهیـه تصویـر بـا AFM، پـروب متوقف شـده و بـا کنترل کننده 
AFM، بـالای نقطـه موردنظـر در سـلول قـرار می گیـرد. بـا توجه 
بـه منحنـی فاصلـه - نیـرو، به منظـور تعییـن نقطـه تنظیـم برای 
نفـوذ بـه غشـاء سـلولی، بـه حالـت تماسـی تغییـر حالـت داده، 
انتهـای سـوزن را بـه سـلول نزدیـک کـرده، محلول فلورسـنت به 
مـدت چنـد ثانیـه بـا فشـار هیدرواسـتاتیک تزریق می شـود و در 
نهایـت سـوزن از سـلول دور می شـود. با شبیه  سـازی نـرخ جریان 
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شـکل )1(: FluidFM. )الـف( پـروب میکروکانـال که بـه نگهدارنده 
پـروب AFM وصـل شده اسـت. ایـن سیسـتم تا فشـار 4 بـار مقاوم 
اسـت امـا به طـور معمـول، از 10 میلی بـار اسـتفاده می شـود. )ب( 
تصویـر میکروسـکوپ الکترونی روبشـی از منفـذ نزدیک بـه انتهای 
سـوزن هرمی شـکل AFM بـرای انجـام آزمایش های تزریـق داخل 
سـلولی. )ج( تصویـر میکروسـکوپ الکترونـی روبشـی از منفـذ در 
انتهـای سـوزن هرمی شـکل AFM بـرای آزمایش هـای رنگ آمیزی 

سـلول با تمـاس ملایـم ]14[.

شـکل )2(: روش های تماس با غشـاء سـلولی. )الف( منحنـی فاصله - 
نیـرو در یک سـلول جوانـه ماهیچه برای پـروب با منفـذی نزدیک به 
انتهـای سـوزن )k برابر اسـت بـا 0/3 نیوتن بـر متر، سـرعت نزدیک 
 شـدن50 نانومتر بـر ثانیه(؛ نقطه تنظیـم حدود 3 نانونیوتـن، دو روش 
تمـاس را از هـم جدا می کنـد، تماس نرم روی غشـاء سـلولی و ایجاد 
سـوراخ  به منظـور تزریـق داخـل سـلولی. )ب( منحنی فاصلـه - نیرو 
در سـلول های جوانـه ماهیچـه بـرای پـروب بـا منفـذ 1 میکرومتر در 
رأس هـرم، )K برابـر اسـت بـا 0/3 نیوتـن بـر متـر، سـرعت نزدیک  
شـدن 50 نانومتـر بر ثانیـه(؛ در ایـن حالت هیـچ ناپیوسـتگی به نظر 

نمی رسـد ]15[. www.SID.ir
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از طریـق منفـذ پـروب توخالـی، می تـوان میـزان تزریـق محلـول 
اسـت. شـکل  فمتولیتـر  از 10  کـه کمتـر  زد  تخمیـن  را   FITC 
کنفـوکال15  لیـزری  میکروسـکوپ  بـا  فلورسـنت  تصویـر  )3-ج( 
همـان سـلول اسـت کـه در شـکل )3-ب( نشـان داده شده اسـت. 
مشـاهده می شـود کـه ورود مایـع بـه سـلول منجـر بـه پیدایـش 
سـلول  حجـم  در  مهمـی  تغییـر  بـدون  فلورسـنت  سـیگنال 
شده اسـت. بـرای نشـان  دادن ایـن  کـه رنگ درون سـلول اسـت، 
تصاویـر )z-stack(رz گرفته شـد. مقطع عرضی، شـدت فلورسـنت 
نشـان  نیـز  سـیتوزول  در  بلکـه  سـلولی  غشـای  در  تنهـا  نـه  را 
می دهـد. باقـی  مانـدن رنـگ در سـلول نشـان می دهـد که غشـاء 
پـس از خـروج سـوزن، بهبـود یافتـه و دوبـاره اسـتحکام می یابد. 
شـکل های )3-د( و )3-ه(، تزریق داخل سـلولی FITC را به سـه 
نـورون نشـان می دهـد کـه یکـی پـس از دیگـری بـا یـک پـروب 
به منظـور  می تـوان  را  پروب هـا  و  می شـود  انجـام  میکروکانـال 

دسـتکاری متوالـی بـدون گرفتگـی اسـتفاده کـرد.
زنـده  سـلول های  رنگ آمیـزی  بـا  آهسـته  تمـاس  روش 
نوروبلاسـتوما16 در شـکل )4-الـف( نشـان داده شده اسـت. پروب 

میکروکانـال بـا رنگ فلورسـنت غشـاء به نام ردیاب سـلولی سـبز 
رنـگ پر شـده و بـا میکروسـکوپ نوری روی سـلول قـرار می گیرد 
]16[. سـپس ایـن پـروب بـه سـلول متصل شـده و با یـک تماس 
آهسـته، رنـگ مـورد نظر به سیتوپلاسـم سـلول منتقل می شـود. 
سـوزن توخالـی در تمـاس بـا غشـاء سـلولی بـه کمـک بازخـورد 
نیـرو نگـه  داشـته می شـود )نقطـه تنظیـم کمتـر از 1 نانونیوتن(. 
بـه  غشـاء  از  به طـور خود به خـودی  میکرونـی  مجـرای  در  مـواد 
سیتوپلاسـم منتشـر می شـود. ردیـاب سـلولی سـبز رنـگ به دلیل 
ویژگـی فلورسـنت آن اسـتفاده می شـود کـه بـه فعالیـت آنزیمی 

سـلول زنده بسـتگی دارد.
رنـگ سـبز ردیـاب سـلولی، یـک رنـگ فلورسـنت اسـت کـه 
بـرای تهیـه تصویـر  از حرکـت و جابجایـی سـلول مناسـب اسـت. 
ایـن رنـگ از طریـق غشـاء سـلول بـه داخـل سـلول منتقـل و 
فعالیـت آنزیمـی سـلول باعـث انتشـار رنـگ فلورسـنت می شـود.

شـکل )4-ب( سـلول های نوروبلاسـتوما را روی یـک اسـلاید 
شیشـه ای در یـک بافـر فیزیولـوژی نشـان می دهد. پـروب حاوی 
رنـگ سـبز ردیـاب سـلولی بـا سـلول، تمـاس برقـرار می کنـد که 
بـا یـک دایـره قرمز رنـگ روی شـکل نشـان داده شده اسـت؛ این 
تمـاس 15 دقیقـه طـول می کشـد که این زمـان برای متابولیسـم 
سـلول و انتقال رنگ از میان غشـاء و ظاهر شـدن فلورسـنت لازم 
اسـت. سـلول هایی کـه به وسـیله سـوزن در معرض ایـن رنگ قرار 
می گیرنـد، فلورسـنت می شـوند در حالـی کـه سـلول های اطراف، 

بـا تمـاس  نروبلاسـتوما  شـکل )4(: رنگ آمیـزی سـلول های زنـده 
آهسـته روی غشـاء سـلولی. )الـف( نمـودار روش رنگ آمیـزی بـا 
تماس آهسـته )بـدون مقیـاس(. )ب( انطبـاق تصویر تداخـل اختلاف 
کنتراسـت و فلورسـنت مربـوط بـه یک سـلول پـس از رنگ آمیزی با 
ردیـاب سـلولی سـبز. )ج( تصویـر از تداخـل تمایـز یافته دو سـلول 
نروبلاسـتوما کـه با یـک برجسـتگی در قسـمت میانی به هـم متصل 
شـده اند )فلـش قرمـز( و مقطع عرضـی مربوطه در امتـداد نقطه چین 
سـفید رنـگ. )حالـت AM، دامنـه 50 نانومتـر، سـرعت روبـش 0/1 
ثانیـه(. )د( تصویر فلورسـنت بعـد از رنگ آمیزی بـا آکریدین نارنجی 

رنـگ به مـدت 1 دقیقـه ]16[.

شـکل )3(: )الف( روش تزریق داخل سـلولی با سـوراخ  شـدن غشـاء 
را نشـان می دهـد )بـدون مقیـاس(. منفـذ به صـورت عمـدی در کنار 
رأس هـرم به منظور تسـهیل نفـوذ در غشـاء ایجاد می شـود )حداقل 
نقطه تنظیـم 3 نانونیوتـن(. )ب( انطباق تصویر تداخـل جوانه ماهیچه 
نانومتـر، سـرعت روبـش  AFM )دامنـه 30  بـه  و تصویـر مربـوط 
0/3ثانیـه(. )ج( تصویـر CLSM از همان سـلول بـرای 1μm=Z پس 
از 15 ثانیـه تزریـق داخـل سـلولی FITC و مقطع عرضـی در امتداد 
خـط چیـن قرمز؛ ضخامـت فلورسـنت 6 میکرومتـر مطابق بـا ارتفاع 
سـلول که بـا AFM اندازه گیـری شده اسـت. )د( و )ه( انطباق تصویر 
تداخـل نروبلاسـتوما و تصویـر فلورسـنت بـه محـض تزریـق داخل 

سـلولی FITC، از سـه نورون در مرکـز ]15[.
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ایـن ویژگـی را نشـان نمی دهنـد کـه نشـان دهنده نفـوذ رنـگ به 
سـلول های موردنظـر اسـت. انتقـال رنـگ بـه سـاختارهای داخل 
 AFM سـلولی بـا تصویـر تهیه شـده بـا اسـتفاده از میکروسـکوپ
 FluidFM مشـاهده می شـود. ابتـدا یـک ناحیـه بـا میکروسـکوپ
روبـش شـده و سـپس اطلاعـات توپوگرافـی بـرای دسـتیابی بـه 
میکروتزریـق  سیسـتم های  بـرای  سـلول  اجـزاء  و  سـاختارها 

اسـتفاده می شـود.
شـکل )4-ج( تصویر دو سـلول نوروبلاسـتوما را نشان می دهد 
کـه بـا یـک برجسـتگی در قسـمت میانی به هـم متصل شـده اند. 
آکریدیـن  فلورسـنت  رنـگ  حـاوی   AFM میکروسـکوپ  پـروب 
نارنجـی بـه مـدت یک دقیقـه روی ناحیه برجسـته شـکل )4-ج( 
قـرار می گیـرد و رنـگ مـورد نظـر بـه آن ناحیـه انتقـال می یابـد 
]16[. تصویـر فلورسـنت مربـوط به شـکل )4-د( یک برجسـتگی 
روشـن با کاهش شـدت رنـگ فلورسـنت در اطراف سـلول نوریت 
دیـده می شـود کـه ایـن موضوع نشـان دهنـده  این اسـت که یک 
محلـول می توانـد به سـهولت به وسـیله یـک روش کنترل شـده از 
طریـق دسـتگاه AFM مایـع به سـاختارها و اجزاء سـلولی منتقل 

شود.
انتقال مواد به داخل سـلول براسـاس اسـتفاده از میکروسکوپ 
AFM توسـط دیگـر محققـان نیـز ارائـه شده اسـت، در یافته های 
آنـان سـوزن های نانویـی AFM بـا مولکول هـای انتخابی پوشـش 
داده شـده و سـپس بـا اتصـال از طریـق غشـاء سـلول بـه داخـل 

سـلول منتقل می شـوند.
بـا این حـال، این طرح بـه ویژگی هایـی از سـاختار مولکول ها 
 AFM برمی گـردد کـه می تواننـد به طـور برگشـت پذیر بـه سـوزن
متصـل شـده و بعـد بـه روش خودبخـودی از نـوک سـوزن بـه 
محیـط داخل سـلول آزاد شـوند. از آنجـا که مولکول های زیسـتی 
کـه بـه داخـل سـلول منتقل می شـوند بـه آن بلندی نیسـتند که 
بـه نـوک سـوزن پیونـد خـورده و یا جـذب شـوند، بـه راحتی در 
محلـول انتقالـی حـل شـده که ایـن موضـوع یک محدوده  وسـیع 

کار بـرای انتقـال مـواد بـه داخل سـلول ایجـاد می کند.
ایـن محـدوده از انتقـال، امـروزه از انتقـال ذرات تـا مطالعـه 
عملکـرد  براسـاس  سـلول  داخـل  در  آنهـا  حرکـت  چگونگـی 
شـیمیایی آنهـا، هماننـد انتقـال پروتئین هـا، ژن هـا )بـه داخـل 
هسـته سـلول(، آنزیم هـا، لیگاندهـا بـرای مطالعـات بنیادیـن در 
بافـت  مهندسـی  مطالعـات  همچنیـن  و  سـلولی  زیست شناسـی 

می شـود. اسـتفاده 
به عـلاوه، انتقـال آهسـته نانوذرات به داخل غشـاء سـلول، راه 
را بـرای مطالعاتـی از قبیـل رفتـار ویروس ها در غشـاء سـلول و یا 

اثـر داروهـا بـر پروتئین های غشـاء فراهـم می کند.

دستکاری سلول های زنده

دسـتکاری سـلول های زنده بـا اسـتفاده از FluidFM می تواند 

بـا دقـت میکرونـی انجـام شـود. مـواد می تواننـد به طـور معکوس 
در منفـذ پـروب با اسـتفاده از فشـار منفی جابه جا شـوند. سـپس 
مـواد را می تـوان روی بسـتر مـورد نظـر قـرار دا د و با اسـتفاده از 
فشـار مثبـت رهـا کـرد ]17[. با اسـتفاده از این اصل، سـلول های 
پسـتانداران )نورون هـا(، مخمرهـا و باکتری هـا دسـتکاری شـدند. 
مشـابه آزمایش هـای تزریـق، دسـتکاری های متوالـی بـا اسـتفاده 

از پـروب امکان پذیر اسـت ]18[.

نیروی چسبندگی سلولی

تعامـلات  شـامل  فیزیولوژیکـی  فرآینـد  سـلولی  چسـبندگی 
بسـیار منظـم سـلول ها بـا یکدیگـر و یـا بـا بسترشـان اسـت؛ بـا 
اندازه گیـری چسـبندگی سـلول های منفـرد، می تـوان اطلاعـات 
مهمـی بـرای موضوعـات مختلـف در زیست شناسـی و علـم مـواد 
به دسـت آورد. نیـروی چسـبندگی را می تـوان بـا تـوان تفکیکـی 

در مقیـاس پیکومتـر اندازه گیـری کـرد.
باکتـری، هماننـد سـلول  آزمایـش چسـبندگی  انجـام  روش 
منفـرد اسـت. ایـن روش اطلاعاتـی در مـورد چگونگـی ارتبـاط 
ارائـه می کنـد.  بـا بسـتر،  بـا یکدیگـر و یـا  باکتـری  سـلول های 
FluidFM چندیـن قابلیـت را برای مطالعه چسـبندگی در سـطح 
تـک  مولکـول ارائه می دهـد. همچنین با اسـتفاده از طیف سـنجی 
نیروی سـلول منفرد17  براسـاس FluidFM، چسـبندگی مخمرها 

و پسـتانداران مطالعـه شده اسـت ]19[.

 

سلولی الکتروفیزیولوژی 

و  سـلول ها  خـواص  مطالعـه  سـلولی،  الکتروفیزیولـوژی 
اندازه گیـری  الکتروفیزیولـوژی شـامل  بافت هـای زیسـتی اسـت. 
الکتریکـی در مقیاس هـای گسـترده ای  تغییـر ولتـاژ یـا جریـان 
از پروتئین هـای دارای یـک مجـرای یونـی تـا تمـام یـک عضـو 
ماننـد قلـب اسـت. کانال هـا یـا مجراهـای یونـی مسـئول انتقـال 
عملکـرد  در  اختـلال  هسـتند.  سـلول  غشـاء  طریـق  از  یون هـا 
ایـن پروتئین هـا همـراه بـا وقـوع چندیـن اختـلال انسـانی مانند 
آریتمـی قلبـی و بیماری هـای نوروژنیـک اسـت ]20 تـا 22[. در 
ایـن زمینـه، فناوری پـچ کلمپ18 بـرای مطالعه فیزیک زیسـتی و 
فارماکولـوژی خـواص کانال هـای یونـی در نظـر گرفته شده اسـت 
کـه بـرای دسترسـی بـه داخـل سـلول، بـا اعمـال ولتـاژ در یـک 
قسـمت از غشـاء سـلول و با قرار دادن یک میکروپیپت شیشـه ای 
روی سـلول، فشـار منفـی کمـی بـرای به دسـت آوردن مقاومـت 
پیپـت  ابتـدا،  در  اسـتفاده می شـود.  )گیگاسـل(  بـالا  الکتریکـی 
شیشـه ای بـه کمـک مکـش ضعیفـی به طـور کامـل بـه سـلول 
می چسـبد. سـپس، مکش بیشـتر در پیپت، غشـاء را پاره می کند 
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از زمـان اختـراع AFM و FluidFM بـه بسـیاری از مسـائل مهـم زیسـتی در زمینه هـای مختلـف 
پژوهـش )به عنـوان مثـال، زیست شناسـی سـاختاری، میکروبیولـوژی، زیست شناسـی مولکولـی و زیسـت 
فیزیک( پاسـخ داده شده اسـت. در حال حاضر، از FluidFM برای بررسـی سـاختار سـلول ها، دسـتکاری 
و تزریـق سـلول های منفـرد بـا رنگ هـا و مولکول های زیسـتی، اسـتخراج و تجزیـه و تحلیـل متابولیت ها از 
بخش هـای سـلولی خـاص و همچنیـن ثبـت فعالیت هـای الکتریکی و انقباضی سـلول ها اسـتفاده می شـود.

در ایـن مقالـه، تلفیـق میکروسـکوپ نیـروی اتمـی و نانو سـیالات با انتقال سـیال به کمـک پروب های 
دسـتگاه AFM حـاوی منافـذ کنتـرل  شـده برای کاربردهای متعددی نظیر بررسـی سـلول منفـرد معرفی 
شـد. پروب هـای حـاوی میکروکانـال به طـور موفقیت آمیـزی از طریـق یـک نگهدارنـده  پـروب AFM بـه 
دسـتگاه متصـل می شـوند، بنابرایـن، بـا کنتـرل نیـرو، مولکول هـای انتخابـی بـه داخـل سـلول های منفرد 
در داخـل یـک محیـط فیزیولـوژی منتقـل می شـوند. جامـع بـودن و کارآیـی بـالای FluidFM راهـی 
بـرای انجـام آزمایش هـا در طیـف گسـترده ای از رشـته ها، در فیزیـک )فعـل و انفعـالات قطـره ای(، علـم 
مـواد )حکاکـی ابعـادی کوچکتـر از میکـرون(، شـیمی )عملکـرد موضعـی پلیمـر( و الکترونیـک مولکولـی 

)قرارگیـری پلیمـر رسـانا روی نانـو الکترودهـا( و غیـره بـاز می کند.

ری
گی

جه 
نتی

و دسترسـی بـه سیتوپلاسـم امکان پذیـر می شـود ]23[. به تازگی 
روش پـچ کلمـپ را بـا AFM از طریـق فنـاوری FluidFM تلفیق 
کرده انـدFluid-PC(19(. ایـن تلفیـق، امـکان مطالعـه کانال هـای 
یونـی و به طـور هم زمـان نیـروی اعمـال شـده به سـلول را ممکن 

.]17[ می سـازد 

استخراج و تجزیه و تحلیل سلول منفرد

تجزیــه و تحلیــل ســلول منفــرد نشــان داده اســت کــه 
دخالــت  فیزیولوژیکــی  فرآیندهــای  در  ســلولی  ناهمگنــی 
ــد  ــرد، چن ــلول منف ــک س ــات متابولی ــرای مطالع ــد ]24[. ب دارن
توســعه  منفــرد  ســلول های  یونیزاســیون  براســاس  روش 
ــا  ــلولی آنه ــل س ــوای داخ ــتخراج محت ــث اس ــه باع ــد ک یافته ان
ــل  ــه و تحلی ــلول را تجزی ــش از 3000 س ــان بی ــود. محقق می ش
بــرای  دســتگاه  ایــن  توانایــی  نشــان دهنده  کــه  کرده انــد 
ــرد اســت.  ــی متابولیکــی در ســطح ســلول منف ــق ناهمگن تحقی
به عنــوان مثــال، ناهمگنــی ســلول منفــرد جزایــر لانگرهانــس را 
ــور  ــی به ط ــن روش های ــال، چنی ــن ح ــا ای ــد. ب ــی کرده ان بررس
ــی  ــط فیزیولوژیک ــلول ها از محی ــتخراج س ــه اس ــاز ب ــول نی معم
ــر  ــت ب ــن اس ــلول ها ممک ــازی س ــه، جداس ــا دارد. در نتیج آنه
عملکــرد فیزیولوژیکــی آنهــا تاثیــر بگــذارد. بــرای غلبــه بــر ایــن 
ــدی را در زمینــه  ــات جدی ــاوری FluidFM امکان ــت، فن محدودی
ــاوری  ــن فن ــه از ای ــد ک ــه می ده ــرد ارائ ــلول منف ــل س تحلی
بــرای تجزیــه و تحلیــل مولکول هــای منفــرد اســتخراج شــده از 

بخش هــای مختلــف ســلول اســتفاده می کننــد ]17[.
FluidFM به صــورت نــوری  ایــن راســتا، پروب هــای  در 
ــنجی  ــپس، طیف س ــوند. س ــرار داده می ش ــدف ق ــلول ه روی س
ــاز  ــر آغ ــورد نظ ــلولی م ــه س ــه محفظ ــی ب ــرای دسترس ــرو ب نی
از  منفــی  فشــار  می شــود،  وارد  یکدفعــه  پــروب  می شــود. 
ــلولی  ــوای س ــتخراج محت ــرای اس ــال ب ــروب میکروکان ــق پ طری
ــتفاده از  ــا اس ــا ب ــتخراج، عصاره ه ــس از اس ــود. پ ــال می ش اعم
ــه و  ــی، تجزی ــکوپ الکترون ــد میکروس ــف مانن ــای مختل روش ه
ــل  ــه و تحلی ــورد تجزی ــد م ــیمیایی می توانن ــت ش ــل زیس تحلی

ــد ]25[. ــرار بگیرن ق
ــای  ــه آزمایش ه ــوان ب ــای FluidFM می ت ــر کاربرده از دیگ
ــل  ــای تعام ــری نیروه ــکان اندازه گی ــدی، ام بررســی ذرات کلوئی
ــام  ــتره انج ــود. گس ــاره نم ــطوح اش ــدی و س ــن ذرات کلوئی بی
ــد  ــرا به طــور معمــول بای ــم اســت زی ــا نســبتاً ک ــن آزمایش ه ای
AFM چســباند. پروب هــای  پــروب  را روی یــک  کلوئیدهــا 
کلوئیــدی را می تــوان تحــت فشــار، به صــورت برگشــت پذیر 
ــروب را  ــک پ ــن، ی ــرد. بنابرای ــل ک ــروب FluidFM متص ــه پ ب
ــا  ــیاری از کلوئیده ــا و بس ــیاری از آزمایش ه ــرای بس ــوان ب می ت

اســتفاده کــرد.
کــه  نانولیتوگرافــی  در  می تــوان   FluidFM از  همچنیــن 
ــدوده  ــاختارها در مح ــاپ س ــا چ ــتن ی ــی، نوش ــد حکاک فرآین
نانومتــر اســت، نیــز اســتفاده کــرد. در ایــن روش می تــوان 
ــروب جــدا  ــق ســوزن یــک پ مقــدار کمــی از مایعــات را از طری
ــر  ــا مقادی ــر ازfL ت ــی کمت ــوان حجم ــا FluidFM می ت ــرد. ب ک
بیشــتر از pL 20 را توزیــع نمــود. FluidFM در محیط هــای هــوا 

و مایــع عمــل می کنــد ]14[.
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پی نوشت

1. کارشناس ارشد زمین شناسی اقتصادی، آزمایشگاه مرکزی دانشگاه فردوسی مشهد
2. کارشناسی ارشد فیزیولوژی جانوری، آزمایشگاه مرکزی دانشگاه فردوسی مشهد

3. کارشناسی صنایع غذایی، پژوهشکده علوم و صنایع غذایی مشهد
4. عضو کارگروه تخصصی میکروسکوپ پروبی روبشی

5. Fluid Force Microscope (FluidFM)

6. Atomic force microscopy (AFM)

7. Femtoliter (fL)

8. Delivery

9. Single Cell

10. Microjunction

11. Focused ion beam (FIB(

12. Myoblast

13. Fluorescein isocyanate sodium salt

14. Amplitudemodulation

15. Confocal laser scanning microscopy (CLSM)

16. Neuroblastoma

17. Single cell force spectroscopy (SCFS)

18. Patch Clamp

19. Fluid- Patch Clamp (Fluid-PC)

20. picoliter (PL)
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