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ی لوسیجنین با مولکولتشکیل کمپلکس سوپرانقش پیش انکوباسیون در 

 آرن در محیط کشت سلولی [4]پاراسولفوناتوکلیکس
 *امیر نوروزی وریحانه خسروی 

 گروه مهندسی زیست فرآیندپژوهشکده صنعت و محیط زیست، ایران، تهران، پژوهشگاه ملی مهندسی ژنتیک و زیست فناوری، 

 24/12/1400تاریخ پذیرش:  03/03/1400تاریخ دریافت: 

 چکیده 

شده و ایجاد کمپلکس متّصل  CX4یا  آرن [4] کسیپاراسولفوناتوکل سبد مانند لکولوبه م  (LCG) لوسیجنین ترنگ فلورسان

رنگ لوسیجنین دچار خاموشی فلورسانسی یا کووینچ می شود. این کمپلکس  LCG.4CXکمپلکس  به موجب تشکیل. کندمی

سنجش جایگزینی "طی  مورد استفاده قرار می گیرد. LCGبا  ((A)آنالیت  به عنوان) یبقر لیگاند لکولوم زینیجایگبرای 

تشکیل  A.4CXجای لوسیجنین را گرفته، کمپلکس  آنالیت انکوبه می شود و LCG.4CXآنالیت با کمپلکس  مولکول "نشانگر

به  با پپتید تتراآرژنین LCG.4CXدر این مطالعه یکبار راه است. با افزایش نشر فلورسانس محلول هم LCGآزاد شدن  وشود می

)حاوی انواع  Ham’s F12انکوبه شده و سپس با محیط کشت  پیش  در بافر فسفات )محیط بدون لیگاند رقیب( عنوان آنالیت

 بار دیگر کل فرآیند .آزاد شده از طریق روبش فلورسانسی اندازه گیری شد LCGو میزان  است لیگاندهای رقیب( رقیق شده

انجام شده  و در حضور لیگاندهای رقیب در محیط کشت از ابتدا تتراآرژنین آنالیت انکوبه شدن باو  LCG.4CXتشکیل کمپلکس 

معنی داری نشان  تفاوتدو آزمایش نتایج  بر خلاف باور رایج .و سپس محلول مورد روبش فلورسانسی قرار گرفته است است

چند ی در نهایت به تعادل مولکولسوپرا برهم کنش های بنابراین یگر ثابت اتصّال دستخوش تغییر نمی شود.به بیان د .نمی دهند

جهت سنجش آنالیت در محیط های همراه با لیگاندهای رقیب و مزاحم  "سنجش جایگزینی نشانگر"از روش  می رسد وجانبه 

 هم می توان استفاده کرد.   –ی مختلف زیستی استاز جمله محیط کشت که بسیار پرکاربرد و مورد توجه گرایش ها–

 ، سنجش جایگزینی نشانگریمولکول، آنالیت، برهم کنش سوپراسفلورسان کلیدی: واژه های

 a_norouzy@nigeb.ac.ir، پست الکترونیکی:   021-44787349نویسنده مسئول، تلفن: * 

  مقدمه

هستند ها  پاپیلارنکاملًا مشابه ( Calixarenes)کسرین ها کلی

شوند.  یحاصل م دیو معمولاً از جفت شدن فنل با آلده

 یی، جادر ساختار شیمیایی آنها استآنها  نیتفاوت عمده ب

 پاپیلارن هاساختار سبد و  کی یداراکلیکسرین هاکه 

 رهستند. در نامگذا یستون ای یساختار استوانه ا کی یدارا

calix[n]arene  ،n تکرار شده در  یتعداد واحدها

با پراش  کسارنیکل یاست. ساختارها یحلقو یساختارها

در عکس های  .مشخص شده است کسیاشعه ا یسنج

 سطل یسه بعدساختار  ککه ی کلیکسرین کریستالوگرافی

مشخص شده است تر  کیبار نییپابا دهانهء پهن و  مانند

، لنیمت یر اطراف گروههاچرخش د لی. به دل(1شکل )

به صورت کانفورماسیون های  نندتوا یمکلیکسرین 

 مولکول کیبا افزودن  لیوجود داشته باشند و مختلفی

 یحلقه برا یدر بالانسباتاً بزرگ با ممانعت فضایی زیاد 

کرد.  یریچرخش جلوگ نیتوان از ا یم  بیقفل شدن ترک

 یحرکت یب یراغالباً ب یمولکول ی، از پل هانیعلاوه بر ا

ساختار منعطف شود.  یاستفاده م کلیکسرین باتیترک

ی مناسبی تبدیل مولکولکلیکسارن ها آنها را به میزبان های 

https://dorl.net/dor/20.1001.1.23832738.1402.36.2.2.5
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لکول میهمان می توانند وکرده است زیرا در برهم کنش با م

ساختاری متناسب با شکل میهمان خود را به دست بیاورند 

ی حداکثر شود. مولکولتا برهمکنش های پایدار کننده بین 

(11) 

تک  کسیاشعه ا یکه با پراش سنج کسارنیکل نیاول

است ( Calix[8]arene)[آرن 8]کسیکال کشف شد یستالیکر

و همکاران سنتز شده است. در سال  آنگارو که توسط

 ،هارچ یکسارن ها با اندازه هایکل ریپس از آن ، سا 1981

آماده شده  زیشش، هفت، و هشت واحد تکرار ن ج،پن

 شتریتوان ب یرا م کلیکسرین ها نیسپس ا (18, 11)است.

 یدسته بند کلیکسرین هاو هترو کلیکسرین هادر هومو

از  یتکرار ینشان دهنده واحدها یکرد، به موجب آن اول

از  یتکرار ینشان دهنده واحدها یهمان نوع است و دوم

 . انواع مختلف است

کلیکسرین از  یانواع مختلف یقاتیتحق یاز گروه ها یاریسب

مهمان در نظر گرفته -زبانیم یمجتمع ها لیتشک یرا براها

با ابعاد  p-sulfonatocalix[n]aren اند. کلمن و همکاران سنتز

n=4, 6, 8 باکمپلکس آنها  را سنتز کردند و امکان ایجاد 

که  دش یریگ جهی. نتندمختلف مطالعه کرد نهیآم یدهایاس

توانند بر فعل و  یمکلیکسارن  در عاملی یگروهها

طبق مطالعه  بگذارند. ریتأث نهیآم یدهایانفعالات آنها با اس

بیشترین قدرت اتّصال را با آرژنین، لایزین و  CX4 ایشان

 یدهایاز فعل و انفعالات با اس یجدا (6)پرولین دارد. 

با  ییتواند مجتمع ها یم نیهمچن کلیکسرین ها ،نهیآم

خاص که  یعملکرد ید. گروههانده لیتشک یفلز یهاونی

 تیشوند، معمولاً در تثب یمتّصل م کلیکسرین هادر لبه 

 یینها همانیم-یزبانم یها نقش دارند و مجموعه ها ونیکات

فلزات  صیتشخ یبرا ینور یتوانند به عنوان سنسورها یم

بنابراین در محیط کشت سلولی  (9)عمل کنند.  ینیمهم بال

آمینواسید استاندارد و یونهای مختلف برای رشد و  20که 

های میهمان مختلفی  مولکولنمو سلولی وجود دارد بلقوه  

 وجود دارد.  CX4جهت اشغال حفره 

 کسارنیبا کال بیترک یکه برا یهمانیم مولکول گرید انواع

وچک ک یو مولکولها یآل یشوند، رنگها یاستفاده م

 یبرا CXn (n=4, 5)  از هستند. ناو و همکاران یکیولوژیب

 نیسنجش کول یبرا یرنگ آل یبا انواع مولکولها بیترک

در   (13)کردند. استفاده  استراز نیکول لیو است دازیاکس

و همکاران، استفاده از  ماراتوسط  یبررس کی

 یکیولوژیب یکاربردها یبرا کلیکسرینی یدهایکوزیگل

[ آرن 4متصل به فولات ] کسیمورد بحث قرار گرفت. کال

مورد استفاده  نیندومتاسیضد التهاب ا یدارو لیتحو یبرا

[ آرن ابتدا 4] کسیهموکال یحاو دی. آزستاقرار گرفته 

 یسنتز شد. گنجاندن دارو کیفول دیبا اس بیقبل از ترک

 تیبه عنوان سنتز، حلال کسارنیبا کل نیندومتاسیا زیآبگر

بالقوه دارو  لیتحو یتواند برا یرا نشان داد و م یخوب یآب

 (22). ردیمورد استفاده قرار گ

 
ساختار شیمیایی رنگ فلورسانت لوسیجنین )بالا( و  -1شکل 

  )پایین(. مسیر ورود CX4یا  [آرن4]کسیپاراسولفوناتوکل

 با فلش مشخص شده است. CX4لوسیجنین به 

متداول  دی( شاbis-N-methylacridinium nitrate) نینیجلوس

 صیتشخ یبرا نسانسیلوم یاییمیش پروب نیتر

نکته  نیو بافت باشد. توجه به ادر سلول ها  دیسوپراکس

درون زا،  یسلول یمهم است که در حضور ردوکتازها
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 شرکت می کند کاهش-اکسایشیک چرخه لوسیجنین در 

توسط  دیسوپراکس میمستق دیتواند منجر به تول یکه م

 نهیرغم استفاده معمول از آن در زم یپروب شود. عل

 ایه آک نیبحث بر سر ا احیا-اکسیداسیون یشناس ستیز

گونه  دیتول صیتشخ یپروب مناسب برا کیلوسیجنین 

حال، مطالعات  نیاست وجود دارد. با ا ال آزادکهای رادی

ها  کیاز تکن یگسترده ا فیاستفاده از ط اب یاعتبارسنج

 ونیداسیدهد که اکسیمنشان  دیسوپراکس دیتول یبرا

رخ  کرومولاریم 5-1لوسیجنین  یهاغلظتدر  کیاتومات

 یبرا کرومولاریم 5انواع سلول ها، غلظت  ی. برادهد ینم

 یااز غلظت ه دیاست و نبا یکاف دیسوپراکس صیتشخ

( 1شکل رنگ فلورسانس لوسیجنین ) بالاتر استفاده شود.

میهمان  مولکولقابلیّت ورود به حفره کلیکسرین به عنوان 

را دارد. در اثر این جایگزینی لوسیجنین دچار خاموشی 

از آنجا که اتّصال   (13)ینچ( می شود. فلورسانس )کوو

گفته شده مانند آمینو اسیدها، یونها،  میهمان های مولکول

نشانه یا سیگنال خاصی به  CX4ترکیبات آلی و غیره به 

ری این اتّصال به سادگی قابل جای نمی گذارد لذا اندازه گی

تشخیص نیست. ولی با کمک رنگ لوسیجنین می توان 

را در معرض  CX4‧LCGمطابق واکنش زیر کمپلکس 

 متّصل شونده یا آنالیت قرار داد: مولکول

A + LCG.CX4 LCG + A .CX4 

بنابراین لوسیجنین آزاد شده قابلیتّ نشر فلورسانس دارد. 

ن نهایتاً منجر به افزایش نشر در یاتّصال آنالیت به کلیکسر

 "سنجش جایگزینی نشانگر"محلول می شود. به این روش 

 می گویند.( Indicator Displacement Assay (IDA))یا سجن 

 در این روش، یک مولکول آنالیت جایگزین مولکول

متّصل به مولکول میزبان می شود. با این جایگزینی،  نشانگر

د به جای می گذارد که می تواند نشانگر، نشانه ای از خو

بعنوان مثال تغییر در شدّت فلورسانس و یا جذب ماوراء 

در  مرئی در طول موج خاصی باشد. مولکول نشانگر-بنفش

اینجا رنگ لوسیجنین است و سنجش بر مبنای جایگزینی 

آنالیتی است که قابلیّت اتّصال به  مولکولنشانگر با 

ایگزینی نشانگر برای روش سنجش جکلیکسرین را دارد. 

اتّصال انواع  قدرت و  اندازه گیری ارزیابی امکان اتّصال

از جمله آنزیم های  (3)، پروتئین ها  (20, 12, 10)پپتیدها 

, 5)ها  مولکولو سایر بیو (19, 17, 16, 14)تثبیت شده 

 می تواند مورد استفاده قرار گیرد. CX4 مولکولبه  (21, 15

کلیکسرین به نوبه خود می تواند نفوذپذیری  مولکول

لذا اتّصال  (13)لی مواد متّصل به خود را افزایش دهد. سلو

میزبان راهگشای افزایش نفوذپذیری  مولکولکلیکسرین به 

در این مطالعه به این پرسش پاسخ میهمان است.  مولکول

میهمان  مولکولحیط هایی که علاوه بر خواهیم داد در م

 مولکول)خواه با هدف حمل شوندگی یا آنالیتی( سایر 

چه  به عنوان رقیب ناخواسته وجود دارند، های میهمان

تاثیری بر ثابت اتّصال تام خواهد داشت و اینکه آیا سجن 

   در چنین محیطی امکان پذیر می باشد یا خیر.  

 مواد و روشها

آلدریچ -میایی به کار رفته از شرکت سیگماتمامی مواد شی

به  Ham’s F12به کار رفته از نوع  محیط کشتتهیه شدند. 

. انکوباسیون ها به مدّت بوده است سرم گاوی %10همراه 

ورتکس انجام  هم خوردن توسط باصرفاً ثانیه و  10حدوداً 

درجه سانتی گراد ثابت  25 دردمای آزمایشگاه شده اند. 

بافر فسفات از امتزاج سدیم دی هیدروژن بوده است. 

میلی  50فسفات و دی سدیم هیدروژن فسفات با غلظت 

 تنظیم pH = 7.4و متعاقباً اسیدیته بافردر  تهیه شده مولار

شده است. به منظور به حداقل رساندن پراش ناشی از 

 gبافر قبل از استفاده با سانتریفیوژ با دور  ،ذرّات معلق

شده و هر گونه ذرّات معلق احتمالی و  سانتریفیوژ 3400

ناخالصی های نامحلول رسوب داده شده اند. محلول رویی 

جهت پیش انکوباسیون کلیکسرین و لوسیجنین مورد 

برای روبش فلورسانسی از استفاده قرار گرفته است. 

اکلیپس استفاده شد. -اسپکتروفلوریمتر واریان کری

تهییج شده و نشر آن نانومتر  369لوسیجنین در طول موج  
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نانومتر مورد روبش قرار گرفته  800تا  380در محدوده 

میلی  4/1است. کووت استفاده شده از نوع کوارتز با حجم 

نانومتر  5لیتر بوده است. پنجره های تهییج و نشر به عرض 

 بوده است.  متوسطو سرعت روبش 

 نتایج

ناو و همکاران به تفصیل نحوه خاموشی فلورسانس 

تشکیل  (7)را توضیح دادند.  CX4سیجنین توسط لو

و  CXnدر (n = 4-5) در  نیب زبانیم-همانیم کمپلکس های

LCG ینور یسنج فیط یها کیبا تکن ،NMR ی، ولتامتر 

کریستالوگرافی با اشعه ایکس مورد و  ITC، یچرخه ا

ak نسباتاً قوی صال رنگ با ثابت اتّ نیا مطالعه قرار گرفتند. 

1-M 710=   بهCXn مکانیسم . شدمتّصل  ی مذکورها

اموشی یک نوع انتقال الکترون گرمازا است که منجر به خ

 CX4می شود. بنابراین  140خاموشی استاتیک با فاکتور 

یک خاموش کننده قوی فلورسانس لوسیجنین محسوب 

نشر لوسیجنین به تنهایی و نحوه  2شکل می شود. در 

محلول در  CX4خاموشی آن با اضافه شدن مقادیر مختلف 

یش در آمده است. به منظور حذف اثر بافر فسفات به نما

در حاوی لوسیجنین اضافه شده  CX4 غلیظ محلول ،رقتّ

بوده  (منحنی قرمز) محلول لوسیجنین تنها با برابر غلظت

است. به این ترتیب با اضافه کردن محلول فوق به 

غلظت لوسیجنین  ،لوسیجنین موجود در کووت فلورسانس

بار اضافه کردن افزایش با هر   CX4ثابت مانده ولی غلظت 

 می یابد. 

ترکیبات مختلف آلی و معدنی امکان اتصّال به کلیکسرین را 

ها می توان به عناصر کمیاب جدول دارند. از جمله کاتیون

و  3Yb+و  Dy+3, Gd+3, Eu+3, Sm+3, Nd+3La ,3+ تناوبی مانند 

 .(4)همچنین یون های بی والان مانند کلسیم ومنیزیم اشاره کرد 

در بین ترکیبات آلی اسیدهای آمینه لوسین، پرولین، تریپتوفان، 

ت، سرین، لیزین، آرژنین و هیستیدین فنیل آلانین، آسپارتا

 را دارند. CX4توانایی اتصّال به 

 

 الف(

 
 ب(

 
)قرمز(  میکرومولار 10 لوسیجنین فلورسانس طیف نشرالف(  -2شکل 

)مشکی( تهییج شده در  CX4به تنهایی و همراه با غلظت های فزآینده 

در طول  ن افت شدّت فلورسانسمیزاب(  و نانومتر 370طول موج 

 CX4های غلظتبر علیه  نانومتر 500موج 

آرژنین از بین همهء اسیدهای آمینه بیشترین توان اتّصال به 

کولین، استیل کولین و پپتید   (6)کلیکسرین را دارد. 

  نشر اندک 3شکل  (13)پروتامین هم این ویژگی را دارند. 

  را نشان می دهد که در آن غلظت LCG.4CX کمپلکس

[LCG] = 5 M  در حضور[CX4] = 10 M   بوده است. به

 ،ی اتّصال لوسیجنین به کلیکسرینمولکولدلیل ماهیت سوپرا

 برگشت پذیر است: یک واکنش تشکیل کمپلکس 

LCG.CX4 + LCG ↔ CX4 

ی واکنش بنابراین علی رغم این که استوکیومتر

است اما  1:1ی لوسیجنین با کلیکسرین مولکولسوپرا

استفاده از غلظت دو برابری کلیکسرین واکنش را طبق 

 مولکولبرد و تعداد میاصل لوشتاتلیه به سمت راست 

که نتیجاتاً  آیندمیلوسیجنین بیشتری به فرم کمپلکس در 
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هر چند اضافه کردن  .شودمیخاموشی بیشتری هم گزارش 

سرین بیشتر خاموشی بیشتری هم در پی دارد ولی در کلیک

 های خالیکلیکسریناین صورت محلول حاصل با تجمع 

همراه است و در مرحله بعد که آنالیت اضافه  بیشتری نیز

می شود به جای جایگزین با لوسیجنین به کلیکسرین های 

رها شدن لوسیجنین که با افزایش . خواهد شدآزاد متّصل 

ست در غلظت های آنالیت تتراآرژنین با غلظت نشر همراه ا

گوانیدین هیدروکلرید با غلظت آنالیت یک میلی مولار و 

 قابل مشاهده است. 3شکل میلی مولار در  50و  5های 

 
پپتید تترا آنالیت های جایگزینی با  توسط LCG.4CX از کمپلکس فلورسانس سنجش جایگزینی نشانگر. آزاد شدن لوسیجنین طیف نشر -3شکل 

 با افزایش نشر فلورسانس همراه است. )HCl.Gn(و گوانیدین هیدروکلرید  4Rآرژنین 

به منظور مشاهده میزان اتّصال لوسیجنین به کلیکسرین در 

میکرومولار  10، )ناخواسته( حضور رقبای غیر آنالیتی

شت با محیط ک در لوسیجنین میکرومولار 5 کلیکسرین با

با غلظت  همدیگر انکوبه شدند و سپس آنالیت تتراآرژنین

(. در 4شکل به آن اضافه شد )منحنی آبی در  میلی مولار 1

در محیط بافر آزمایش دیگری کلیکسرین با لوسیجنین 

رقبای غیر میلی مولار بدون حضور انواع  50فسفات 

حاصل  LCG.4CXکمپلکس  به انکوبه شد و سپس آنالیتی

محیط  پپتید تترا آرژنین  اضافه شد. نهایتاً کل محلول با

کشت )حاوی متّصل شونده های غیر اختصاصی( رقیق 

)منحنی  غلظت یکسان در حالت قبلی رسیدشده و به 

غلظت نهایی کمپلکس و به بیان دیگر (. 4شکل مشکی در 

 آنالیت در هر دو محلول یکسان بوده است.

 
انکوبه شده در بافر فسفات و رهایش در محیط کشت )منحنی مشکی( و یا  LCG.4CXطیف نشر لوسیجنین آزاد شده از کمپلکس  -4شکل 

 انکوباسیون و رهایش در محیط کشت )منحنی آبی(. 
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 بحث

ی اتّصال غیر کووالانسی مولکولدر کمپلکس های سوپرا

وژنی( بین )مانند پیوندهای واندروالسی، لاندن و هیدر

 لیگاند و رسپتور برقرار است. در صورتی که در آب خالص

از این کمپلکس ها استفاده شود، تنها دو  و یا بافرهای ساده

جزء لیگاند و رسپتور امکان تشکیل کمپلکس را دارند و 

ثابت اتّصال آنها عددی ثابت است. اما در صورت نیاز به 

ل دارو نیاز است استفاده از این کمپلکس ها به عنوان حام

محیط کشت به عنوان محلول مورد استفاده قرار بگیرد تا 

امکان ساعت ها و روزها انکوباسیون با سلول ها وجود 

همانطور که در مقدمه گفته شد، کلیکسرین ها داشته باشد. 

مشکل عمده در  استفاده یکی از انواع رسپتورها می باشند. 

برای پپتیدها، آنزیمها، از میزبان کلیکسرین به عنوان حامل 

و سایر ملکلو های میهمان )حمل شونده( این است که این 

مواد بایستی در محیط کشت حل شوند و سلول در محیط 

مشکل با این مواد مواجه شود.  است که می تواند کشت

ی مختلف مولکولمحیط کشت شامل رقبای اینجاست که 

 مولکولل جهت اشغال حفره کلیکسرین می باشد. لذا اتصّا

ها موجب تضعیف ثابت  مولکولمیهمان در رقابت با سایر 

که در آن  اتّصال میهمان می شود به بیان دیگر در تعادل زیر

A میهمان یا آنالیت و  مولکولC رقیب است، مولکول 

میهمان به صورت آزاد در  مولکولبخشی بزرگتری از 

 . تا در آب خالص خواهد داشتمحلول وجود 

 

ی و برگشت پذیر کلیکسرین با آنالیت مولکولاکنش سوپراو -5شکل 

 رقیب لمیهمان( و ملکلو مولکول)

یکی از راهکارهایی که در برخی منابع شنیده شده است 

در محیط آبی مانند بافر  A.4CXاین است که کمپلکس 

فسفات ایجاد شود و سپس به محیط کشت اضافه شود تا 

رقابت نداشته رقیب و میهمان شانس  مولکولهمزمان 

 مولکولباشند و به اصطلاح حفره کلیکسرین از قبل توسط 

میهمان اشغال شده باشد. آزمایش ما نشان می دهد که این 

 مولکولروش کارایی ناچیزی در حفظ لوسیجنین به عنوان 

(. علتّ این امر برگشت پذیر بودن 4شکل میهمان دارد )

است خواه با ی به کلیکسرین مولکولهر گونه اتّصال سوپرا

رقیب. بنابراین یک تعادل  مولکولمیهمان خواه با  مولکول

 . تشکیل می شود 5شکل چند گانه مطابق 

متوجه می شویم که نه تنها  3شکل با  4شکل در مقایسه 

شکل طیف های فلورسانسی در محیط کشت تغییر یافته 

شکل نانومتر در  500اند بلکه طول موج قله هم از حدود 

تغییر کرده است. به این پدیده  4شکل نانومتر در  530به  3

شیفت استوک می گویند و در نتیجه فاصله انرژی بین 

الکترون جهش یافته در حالت تهییج شده با سطح پایه 

 کاهشافزایش یافته است و این افزایش خود را به صورت 

در بافر فسفات با طول سطح انرژی الکترون در حالت پایه 

نسبت به محیط کشت که نانومتر  500شر درموج بیشینه ن

سطحی انرژی پایینتری دارد به نحوی که طول موج بیشینه 

  مشاهده شده است، نشان می دهد. نانومتر  530 نشر در

در زیست شناسی و پزشکی ای پپتیدها کاربردهای گسترده 

ا و نونا آرژنینی به ترتیب با دارا پپتیدهای اوکت .(2, 1)دارند 

 سلولی آرژنین جزء پپتیدهای نفوذ کننده 9و  8بودن 

شناخته شده می باشند. پپتیدها نفوذ کننده به داخل سلول 

بر خلاف آنچه از نام آنها بر می آید فقط به سلول ورود 

نمی کنند بلکه همگی آنها حامل هم هستند. حمل شونده 

دارو ها و ترکیبات عکس برداری از  می تواند پروتئین ها،

سلول باشند که به تنهایی نفوذپذیری کمی دارند اما با 

کمک این پپتیدها مشکل نفوذ آنها به سلول یا بافت از بین 

یکی می رود. اشکال عمده در استفاده از الیگوآرژنین ها 

سنتز آنها.  دشواری سمیتّ آنها برای سلول است و دیگری

لیل مکانیسم نفوذ آنها است. طبق مقالات سمیتّ آنها به د

موجود نفوذ آنها با دو مکانیسم اندوسیتوز و نفوذ مستقیم 

از غشاء انجام می شود. به نظر می رسد مکانیسم نفوذ 

توسط گارسیا و دیگران گزارش  رمستقیم که برای اولین با
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نقش بیشتری در سمیتّ الیگو آرژنین ها داشته  (8)شد 

سط زیرا در نفوذ مستقیم حفراتی در سطح سلول تو باشد

الیگوآرژنین ایجاد می شود. دیواره این حفرات از جنس 

فسفولیپید غشایی با بار منفی است که در برهم کنش 

امکان نفوذ آنرا فرآهم می  ،الکتروستاتیک با الیگوآرژنین

نشانداده است  (13)در مطالعات گذشته  ماآورد. مشاهدات 

که استفاده از پپتیدهای غنی از آرژنین مانند پروتامین به 

محض اضافه شدن باعث نکروز سلولی می شوند. به 

منظور کاستن از خواص سمّی آرژنین می توان از حامل 

CX4  برای حمل آن به داخل سلول استفاده کرد. اتّصال

به  3شکل توسط روش سجن در  CX4پپتید تتراآرژنین به 

نمایش در آمده است. به نظر می رسد به دلیل وجود 

شکل سولفات های بار منفی در حاشیه بالایی کلیکسرین )

( اتّصال آرژنین از ناحیه گروه گوانیدینوی زنجیره جانبی 1

 (. 6شکل باشد )

به منظور اثبات این فرضیه اتّصال گوانیدین هیدروکلرید و 

به آرژنین به کلیکسرین توسط روش سجن پپتید تترا

بررسی شد. نتایج حاصل نشان می دهد که صورت مجزّا 

هر دو مولکول توانایی اتّصال به کلیکسرین را دارند ولی 

میلی مولار رهایش تعداد بیشتری  1تتراآرژنین در غلظت 

مولکول لوسیجنین را باعث می شود تا گوانیدین 

ولار. تتراآرژنین دارای میلی م 5هیدروکلرید در غلظت 

چهار گروه گوانیدینو می باشد و غلظت گروه های 

میلی  4میلی مولار تتراآرژنین برابر  1گوانیدینو در محلول 

 مولار است.

 
ر ساختار شیمیایی آمینو اسید آرژنین. گروه گوانیدینو د -6شکل 

 زنجیره جانبی به رنگ قرمز مشخص شده است.

یلی م 5به مراتب بیشتر از محلول با این حال افزایش نشر 

فقط گروه نتیجه در  مولار گوانیدین هیدروکلرید است.

صل گوانیدینو نیست که زنجیره جانبی را به کلیکسرین متّ

، گروه تری متیلن زنجیره جانبی هم نقش می کنده بلکه

 رد. آرژنین به کلیکسرین دازنجیره جانبی مهمی در اتّصال 

 تقدیر و تشکر
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The Role of Pre-incubation in Formation of Supramolecular 

Complex Between Lucigenin and p-Sulfonatocalix[4]arene  
in Cell Culture Medium 

Khosravi R. and Norouzy A.* 

Dept of Bioprocess Engineering, Institute of Industrial and Environmental Biotechnology, National 

Institute of Genetic Engineering and Biotechnology (NIGEB), Tehran. I.R. of Iran 

Abstract  

Lucigenin (LCG) is a fluorescent dye that can form supramolecular complex with p-

Sulfonatoclix[4]arene by doing a simple incubation. By formation of CX4.LCG 

complex, fluorescence intensity of LCG is quenched. The complex is used in indicator 

displacement assay (IDA), in which an analyte (A) is incubated with the CX4.LCG 

complex, the A then displaces LCG and CX4.A complex forms in real time. The 

liberated LCG regains its fluorescence. In cell culture medium there are ample of 

competitor ligand molecules for LCG. The presence of competitors decreases the 

association constant (ka) of LCG to CX4.  In this study, the CX4.LCG complex were 

pre-incubated with tetra-arginine peptide in phosphate buffer, a solution devoid of any 

competitor molecule, prior to dilution with the cell culture medium to the desired 

concentration. The fluorescence intensity of the solution was measured hoping for 

maximum fluorescence recovery. Next time, all incubations were performed in the 

medium then the fluorescence was measured. Contrary to popular belief, two 

experiments did not show a significant difference i.e., the ka value remains unchanged. 

We concluded that the supramolecular interactions will come to a multi-lateral 

equilibrium; therefore, IDA can be used for monitoring and measuring the concentration 

of analyte-of-interest even in the presence of competitors in the cell culture medium 

which is an interesting solvent in many biological sciences.  

Keywords: Fluorescence, Analyte, Supramolecular interaction, Indicator displacement 

assay 
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