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 بر شدت فلوروسانس در تشخیص لیپیدهای درون سلولی تأثیر روش نگهداری محلول نایل رد

 3رضا قشلاقی، 2*محمود اخوان مهدوی، 1زهره نوروزی مطلق

 چکیده

تواند با دقت شود. این روش مینایل رد یک رنگ فلورسنت است که برای تعیین میزان لیپید درون سلولی استفاده می مقدمه:

کند و همین مساله شناسایی کند. اما شدت فلورسانس نایل رد با زمان تغییر می بالا مقادیر بسیار کم لیپید درون سلولی را

کند. با توجه به اینکه شوند با مشکل مواجه میاستفاده از آن را برای مجموعه آنالیزهایی که در یک فاصله زمانی انجام می

های نگهداری شده در فریزر برای آنالیزها ید از محلولاستفاده از محلول نایل رد تازه برای تمام آنالیزها امکان پذیر نیست و با

هایی برای حفظ شدت فلورسانس محلول نایل رد باید بکار گرفته شود تا بتوان از این معرف با اطمینان استفاده نمود، روش

شدت فلورسانس  و سپس نگهداری شد -24℃دمای در  محلول در این مطالعه :هاروش برای آنالیز لیپید استفاده نمود.

پس  ،یاثر زمان نگهدار یبررس یبرا محلول نایل رد با توجه به دو عامل زمان و تعداد دفعات ذوب و انجماد بررسی شده است.

نتایج  نتیجه و بحث: شد. یریاندازه گ لیفلورسانس محلول استوک قرمز ن شدت -24℃ یروز در دما 224و  04، 01، 21از 

یابد. اما اگر محلول منجمد شده تا زمان استفاده محلول نایل رد در اثر انجماد کاهش می نشان داد که شدت فلورسانس

نگهداری کرد و کاهش شدت فلورسانس  روز 224توان آن را برای منجمد باقی بماند و فقط در هنگام مصرف ذوب شود، می

درصد  04بیشتر( شدت فلورسانس تا حدود  بار یا 0درصد خواهد بود. اما اگر به دفعات ذوب و منجمد شود )24کمتر از 

یابد که دیگر برای آنالیز مناسب نیست. به دلیل همین تغییرات شدت فلورسانس، برای هر مجموعه آنالیز غلظت کاهش می

برای محدوده غلظت  ،بهینه نایل رد برای رنگ آمیزی لیپید باید تعیین شود. در صورتی که از معرف منجمد شده استفاده شود

میکروگرم بر میلی لیتر از نایل رد مناسب است و لیپید را  41/4میکروگرم بر میلی لیتر غلظت  0یپید )روغن زیتون( صفر تا ل

 کند.بدرستی شناسایی و غلظت آن را تعیین می
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 مقدمه

ها، که برای تخمین و شناسایی میکروپلاستیک یک معرف با خاصیت فلورسنت قوی است( Nile redنایل رد )

 ,.Shim et alشود )شناسایی اثر انگشت بر روی سطوح و تولید حسگرهای شیمیایی تشخیص منواکسید کربن استفاده می

2016; de la Hunty et al., 2014; Madea et al., 2020; Wase et al., 2017.)  یکی از شناخته شده ترین کاربردهای نایل رد

لیپیدها خود دارای  .(,.Ahmad et al., 2015; Alemán-Nava et al 2016) گیری لیپیدهای خنثی درون سلولی استاندازه

گیری شدت فلوروسانس، شوند که با اندازهبا اتصال به نایل رد دارای خاصیت فلوروسانسی می و خاصیت فلوروسانسی نیستند

های فلورسانس ا استفاده از رنگگیری لیپید به روش اسپکتروفلورومتری بشود. اندازهغلظت لیپید درون سلولی تعیین می

(. Fam et al., 2018بسیار دقیق است ) ،روشی ارزان، آسان و سریع است. علاوه بر این، این روش به دلیل حساسیت بالا

 کنند بسیار جذاب است. بنابراین این روش برای پژوهشگرانی که بر روی تولید لیپیدهای درون سلولی تحقیق می

قیق لیپیدهای درون سلولی با روش رنگ آمیزی با نایل رد توجه به عوامل مختلفی مانند برای تعیین صحیح و د

های تحریک و انتشار اهمیت دارد. زیرا این عوامل بر شدت غلظت لیپید و طول موج آمیزی، غلظت نایل رد،زمان و دمای رنگ

دم در استفاده از این روش، تعیین طول موج تحریک و گذارند. اولین قفلوروسانس و در نتیجه بر تعیین میزان لیپید تأثیر می

(. طول موج Elsey et al., 2007; Greenspan & Fowler, 1985; Chen et al., 2011انتشار با توجه به حلال و نوع لیپید است )

 (.Elsey et al., 2007; Greenspan et al., 1985های غیر قطبی است )های قطبی بالاتر از حلالتحریک و انتشار برای حلال

تر از طول موج انتشار لیپیدهای نانومتر( نیز بیش 364همچنین طول موج انتشار لیپیدهای قطبی مانند فسفاتیدیل کولین )

پس از تعیین طول موج  (.Greenspan & Fowler, 1985; Chen et al., 2011نانومتر( است ) 164گلیسرید ) خنثی مانند تری

ر مناسب، انتخاب دما و مدت زمان رنگ آمیزی لیپید توسط نایل رد اهمیت دارد. دمای مناسب برای تحریک و انتشا

ها، به نوع میکروارگانیسم بستگی دارد. به عنوان مثال دمای مناسب برای آمیزی لیپیدهای درون سلولی میکروارگانیسمرنگ

 & Satpatiاست ) 04-64 ℃و  04-14 ℃به ترتیب  Chlorococcum infusionumو  Chlorella ellipsoideaهای ریزجلبک

Pal, 2015).  یابد )کاهش می 04 ℃و بالای  21 ℃به طور کلی شدت فلورسانس در دماهای زیرSatpati & Pal, 2015; 

Chen et al., 2009.) 64تا  1شود. زمان رنگ آمیزی نیز بین انتخاب می 04 ℃تا  21 ℃دما بین  "به همین علت اصولا 

دقیقه در نظر گرفته می شود که مقدار دقیق آن به نوع حلال و سرعت نفوذ نایل رد به داخل سلول وابسته است. نفوذ نایل رد 

به منظور  .(Wu et al., 2014; Wong et al., 2014به درون سلول بستگی به نوع سلول و ضخامت دیواره سلولی دارد )

 ,Doan & Obbardها افزایش دهد )حلالی استفاده کرد که نفوذ نایل رد را به درون سلول توان ازتر میدستیابی به نفوذ بیش

2011; Natunen et al., 2015). ( مشاهده شده است که هنگامی که از دی متیل سولفوکسیدDMSO و گلیسرول به عنوان )

 & Martinezخل سلول کافی بوده است )دقیقه زمان برای نفوذ نایل رد به دا 1و  24حلال استفاده شده است به ترتیب 
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Henary, 2016.) تر از دما و زمان رنگ آمیزی و نوع حلال، غلظت نایل رد و لیپید است. اگر چه افزایش غلظت نایل رد اما مهم

 Huang etشود )شود. اما افزایش بیش از حد آن نه تنها باعث افزایش شدت فلورسانس نمیباعث افزایش شدت فلورسانس می

al., 2009; Bertozzini et al., 2011; Cooksey et al., 1987گردد )( بلکه در برخی موارد باعث کاهش آن نیز میChen et 

al., 2009 & Genicot et al., 2005; Kimura et al., 2004.)  

)موثر بر شدت برای تعیین صحیح لیپیدهای درون سلولی به روش فلوروسانس، تنها بهینه سازی موارد ذکر شده 

گیری لیپید به روش فلوروسانس با کمک معرف نایل رد، کیفیت معرف ترین عامل در اندازهفلوروسانس( کافی نیست. مهم

تر به آن پرداخته شده است. با توجه به توضیحات شرکت ای است که بسیار مهم است و کممورد استفاده است. این نکته

کند. در نتیجه، نگهداری نایل رد در دمای مناسب و مطالعه تغییرات خواص ان تغییر میسازنده، کیفیت نایل رد در طول زم

شده  ها، محلول استوک نایل رد روزانه تهیهگیری لیپید بسیار مهم است. در برخی گزارشآن در طول زمان و تأثیر آن بر اندازه

تواند به صورت روزانه یمت بالای آن، محلول استوک نمیاما، به دلیل ق (.Orr & Rehmann, 2015; Liang et al., 2020) است

نگهداری شود، حمل  0 ℃تا  2 ℃توسط همه افراد تهیه شود. صرف نظر از قیمت بالای این ماده، چون نایل رد باید در دمای 

حیح ماده یافت به و نقل آن در فواصل طولانی دشوار است. بنابراین برای رسیدن به نتایج صحیح، باید راهی برای نگهداری ص

ترین تغییرات ممکن شود. بسیاری از مطالعات گذشته به روش طوری که در مدت زمان نگهداری خواص ماده دچار کم

نگهداری نایل رد اشاره نکردند. برخی از محققان با نگهداری محلول استوک نایل رد در دمای اتاق، توانستند تنها یک هفته 

که ( Genicot et al., 2005; Carman et al., 1991; Johnson et al., 2017ن استفاده کنند )پس از تهیه محلول استوک از آ

 ;Fernandes et al., 2013روز افزایش یافت ) 01، این مدت تا -0 ℃دوره نسبتاً کوتاهی است. البته با ذخیره استوک در دمای 

Daban et al., 1991نگهداری شد اما با روشی که تغییر در کیفیت و شدت  -24℃ (. در مطالعه حاضر، نایل رد در فریزر

گیری شد. فلورسانس به حداقل ممکن برسد. برای این منظور، شدت فلورسانس محلول استوک نایل رد در دو حالت اندازه

حالتی که محلول استوک یک بار منجمد و سپس ذوب شد و حالتی که انجماد و ذوب شدن محلول استوک بیش از یک بار 

جام شد. علاوه بر این، اثر زمان بر شدت فلورسانس نیز بررسی شد. همچنین غلظت مناسب نایل رد تازه و منجمد شده برای ان

گیری لیپید تعیین شد. این در حالی است که بسیاری از مطالعات قبلی به تازه یا منجمد بودن نایل رد اشاره نکردند و اثر اندازه

 د.  آن بر نتایج را در نظر نگرفتن
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 اهروش و مواد

 مواد شیمیایی

از شرکت سیگما  (19123از شرکت مرک و محلول نایل رد ) با کد  (DMSOمتانول و دی متیل سولفوکساید )

 خریداری شد. بقیه مواد لازم از فروشندگان محلی تهیه گردید.  

 آماده سازی محلول نایل رد

تهیه شد. سپس در فریزر و در  DMSOمیلی لیتر  24میلی گرم نایل رد در 2محلول استوک نایل رد با حل کردن 

، 24میکرولیتر متانول اضافه شد. سپس  021میکرولیتر محلول استوک به  61نگهداری شد. برای هر آزمایش،  -24 ℃دمای 

میلی لیتر متانول اضافه شد. به طوری که غلظت نهایی نایل  6ها میکرولیتر از این محلول برداشته شد و به آن 34و  04، 24

دقیقه در دمای اتاق، شدت فلورسانس با  21لیتر در متانول شد. پس از میکروگرم در میلی 6/4تا   41/4رد بین 

انتشار به ترتیب  های تحریک وگیری شد. با توجه به اسکن اولیه، طول موج( اندازه(PerkinElmer, LS-45اسپکتروفلورومتر 

 شدند. نانومتر انتخاب 121نانومتر و  064

 گیری شدت فلورسانس نایل رداندازه

دمای برای بررسی تغییرات شدت فلوروسانس نایل رد دو عامل بررسی شد. یکی مدت زمانی که محلول استوک در 

شود. در ابتدا می ذوب شده و سپس برای انجام آزمایشات است و دیگری تعداد دفعاتی که محلول استوک منجمد -24 ℃

شود از یک محلول استوک استفاده شد. به طوری که محلول استوک برای بررسی تعداد دفعاتی که محلول منجمد و ذوب می

تکرار شد.  بار 0قرار گرفت و منجمد شد. این کار  -24 ℃ذوب شد و سپس برای استفاده در آزمایشات بعدی دوباره در دمای 

برای بررسی اثر گذشت زمان بر شدت فلوروسانس، از محلول استوکی استفاده شده که فقط یکبار ذوب  در آزمایشات دیگر،

لیتر( تقسیم شد و هر روز از میلی 1/4های میکروتیوبهای کوچکی )این منظور، محلول استوک تازه به بخش رایشده بود. ب

 ℃دمای روز در  224و  04، 01، 21د. شدت فلوروسانس محلول استوک تازه و محلولی که ها استفاده شیکی از میکروتیوب

 گیری شد.  نگهداری شده بود اندازه -24

 رنگ آمیزی لیپید با نایل رد

برای بررسی تاثیر تغییرات شدت فلورسانس نایل رد بر اندازه گیری لیپید، روغن زیتون به عنوان روغن مدل )لیپید 

میکرولیتر متانول )محلول  021میکرولیتر محلول استوک نایل رد به  61برای رنگ آمیزی لیپیدها، درون سلولی( استفاده شد. 

A.های مختلف نایل رد، شدت فلورسانس بررسی شد. برای این منظور ن با غلظتآمیزی روغن زیتوبا رنگ سپس، ( اضافه شد
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ی از از هر غلظتمیکرولیتر  244 سپس تهیه شد. در کلروفرماز روغن زیتون لیتر میکروگرم در میلی 224 و 34، 4های غلظت

میلی لیتر متانول اضافه شد.  6ها نمونهبه تمام  در نهایت ترکیب و Aمیکرولیتر محلول  14و  24، 24، 1با   های روغننمونه

میکروگرم در  6/4تا  41/4لیتر و میکروگرم در میلی 0و  2، 4بنابراین غلظت نهایی روغن زیتون و نایل رد به ترتیب بین 

ار انجام شد. دو ب دقیقه در دمای اتاق و در تاریکی قرار داده شدند. این آزمایش 21ها به مدت بود. نمونهدر متانول لیتر میلی

روز نگهداری محلول استوک  21در آزمایش اول از محلول استوک نایل رد تازه استفاده شد. در مرحله دوم، آزمایش پس از 

 تکرار شد. -24 ℃نایل رد در دمای 

 نتایج و بحث

 اثر تعداد دفعات ذوب و انجماد بر شدت فلوروسانس محلول نایل رد

دهد که الف نشان داده شده است. نتایج نشان می-2فلوروسانس نایل رد در شکل اثر ذوب و انجماد متوالی بر شدت 

یابد و این رفتار مستقل از غلظت نایل رد است. در غلظت شدت فلورسانس با افزایش تعداد دفعات ذوب و انجماد کاهش می

رسد و با می 226که با یک بار ذوب به است  206لیتر از نایل رد، محلول تازه دارای شدت فلورسانس میکروگرم بر میلی 41/4

های بالاتر از نایل رد نیز رفتار مشابهی دیده رسد. در غلظت می 06درصد افت کرده و به  63چهار بار ذوب و انجماد حدود 

دت بار ذوب و انجماد ش 0لیتر(، پس از میکروگرم بر میلی 6/4که با شش برابر کردن غلظت نایل رد )غلظت طوریشود بهمی

. است 600ترین شدت فلورسانس که محلول تازه دارای بیشدر حالی ،رسدمی 200درصد افت کرده و به مقدار  30فلورسانس 

ای مشابه، محلول استوک درصد است. در مطالعه 04های دیگر مورد مطالعه نیز میزان افت شدت فلورسانس بیش از در غلظت

ه شد که برای حفظ شدت فلورسانس محلول باید از ذوب و انجماد متوالی آن ذخیره شد و توصی -24 ℃نایل رد در دمای 

 (.Zalogin & Pick, 2014اجتناب کرد )
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لیتر نایل رد. )الف( اثر تعداد دفعات ذوب و انجماد بر میکروگرم در میلی 3/5و 2/5، 1/5، 50/5تغییرات در شدت فلورسانس برای  -1شکل 

 استوک نایل رد و )ب( اثر زمان نگهداری محلول نایل رد بر شدت فلورسانس آن.شدت فلوروسانس محلول 

Figure 1. Changes in fluorescence intensity for 0.05, 0.1, 0.2 and 0.3 micrograms per milliliter of Nile red. 

(A) Effect of the number of melting and freezing times on the fluorescence intensity of the Nile red stock 

solution and (B) Effect of storage time of the Nile red solution on its fluorescence intensity. 

 اثر زمان نگهداری بر شدت فلورسانس محلول نایل رد

شدت فلوروسانس دهد. حداکثر ب اثر زمان نگهداری بر شدت فلوروسانس محلول نایل رد را نشان می-2شکل 

دهد که با نگهداری محلول نایل رد در حالت انجماد شدت مربوط به محلول استوک تازه تهیه شده است. نتایج نشان می

روز )حداکثر زمانی که در این مطالعه  224کند و تا فلورسانس در صورتی که فقط یک بار استفاده شود افت قابل توجهی نمی
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های بالا از ها در غلظتماد قابل نگهداری است. تفاوت های موجود بین شدت فلورسانس نمونهبررسی شده است( در حالت انج

 21لیتر، شدت فلورسانس بعد از میکروگرم بر میلی 6/4که در غلظت طوریدرصد است به 24طور متوسط کمتر از نایل رد، به

درصد افت  2/0روز  224درصد، و بعد از  1/0روز  04ز درصد، بعد ا 0/3روز  01درصد ، بعد از  1/2روز نگهداری در فریزر 

های کمتر از نایل رد، افت های نگهداری پیوسته بود و نمونه یک بار و فقط در هنگام استفاده ذوب شد. در غلظتکرد. زمان

میکروگرم  41/4که در غلظت طوریدرصد بود به 24شدت فلورسانس پس از ذوب شدن )مستقل از زمان نگهداری( بیشتر از 

درصد  60روز( بطور متوسط حدود  224تا  21های نگهداری متفاوت )بین لیتر از نایل رد، شدت فلورسانس در زمانبر میلی

دهد که گرچه شدت فلورسانس معرف نایل رد منجمد شده نسبت به تازه کمتر است، اما پس از افت کرد. این مقادیر نشان می

شرطی که فقط در ت طولانی بدون کاهش قابل ملاحظه در شدت فلورسانس نگهداری نمود بهتوان آن را برای مدانجماد می

 همان زمان استفاده ذوب شود و تا قبل از آن از حالت انجماد خارج نشود.   

های مشابه، با نگهداری محلول استوک نایل رد در دمای اتاق توانستند تنها یک هفته پس از تهیه محلول در بررسی

که زمان کوتاهی است. ( Genicot et al., 2005; Carman et al., 1991; Johnson et al., 2017از آن استفاده کنند ) استوک

 ,.Fernandes et al., 2013; Daban et alروز افزایش یافت ) 01، این مدت تا -0 ℃البته با نگهداری محلول استوک در دمای 

قرار دادند اما مدت زمان نگهداری آن را ذکر  -24 ℃(. قابل ذکر است که برخی از محققان محلول نایل رد را در دمای 1991

بر اساس نتایج بدست آمده، با اجتناب از ذوب (. Zalogin & Pick, 2014; Sutter et al., 2007; Rumin et al., 2015نکردند )

نگهداری کرد. نگهداری مناسب   -24 ℃آن را تا حدود چهار ماه در دمای انجماد توان و انجماد مکرر محلول استوک، می

محلول نایل رد، ضمن حفظ کیفیت فلورسانس در آنالیزهای مربوط، باعث جلوگیری از پرداخت هزینه اضافی برای خرید 

  شود.مجدد این معرف می

 ی نایل رد در آنالیز لیپیدغلظت بهینه

فلورسانس محلول تازه و منجمد شده نایل رد یکسان نیست، برای رنگ آمیزی لیپید با نایل رد، از آنجایی که شدت 

شدت فلورسانس نمونه های  2باید به تازه یا منجمد بودن آن توجه نمود و در هر حالت غلظت بهینه آن را تعیین نمود. شکل 

دهد. همان های مختلف را نشان میایل رد تازه در غلظتهای مختلف رنگ آمیزی شده با معرف نروغن زیتون )لیپید( با غلظت

ب( شدت فلورسانس نایل رد در طول موج -2الف و -2های های کم از نایل رد )شکلدهد در غلظتطور که شکل نشان می

روگرم بر میک 0که شدت فلورسانس نمونه با غلظت لیپید طورینانومتر توانایی تشخیص غلظت لیپید را ندارد به 121انتشار 

میکروگرم بر میلی لیتر و یا حتی نمونه شاهد )غلظت صفر از لیپید( است. هنگامی که  2تر از نمونه با غلظت میلی لیتر کم

د( روند تغییر شدت فلورسانس منطبق بر -2ج و -2های شود )شکلغلظت معرف نایل رد در نمونه لیپید افزایش داده می
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ترین غلظت لیپید است و در غلظت ترین شدت فلورسانس مربوط به نمونه با بیشکه بیشیطورشود بهتغییر غلظت لیپید می

بین شدت فلورسانس و غلظت لیپید C+668.17×=34.25 IF  (=12R )میکروگرم بر میلی لیتر از نایل رد رابطه خطی  21/4

سب میکروگرم بر میلی لیتر است. نتایج غلظت لیپید بر ح Cشدت فلورسانس اندازه گیری شده و  IFآید که در آن بدست می

میکروگرم بر میلی لیتر رابطه خطی بین غلظت لیپید و شدت  21/4تر از  های نایل رد کمدهد که در غلظتنشان می

میکروگرم بر میلی لیتر از معرف نایل تازه غلظت بهینه برای آشکار سازی  21/4فلورسانس برقرار نیست. در نتیجه غلظت 

 میکروگرم بر میلی لیتر است.  0ید درون سلولی در محدوده صفر تا غلظت لییپ

 1تا  1/2لیتر از معرف نایل رد تازه به عنوان غلظت مناسب برای میکروگرم در میلی 21/4در پژوهشی مشابه، 

در پژوهش دیگری، از میان دو  (.Bertozzini et al., 2011( انتخاب شد )Trioleinلیتر محلول تریولئین )میکروگرم بر میلی

لیتر به عنوان غلظت مناسب انتخاب شد. میکروگرم بر میلی 2/4لیتر نایل رد، غلظت میکروگرم در میلی 42/4و  2/4غلظت 

لیتر، تفاوت بین شدت فلوروسانس میکروگرم در میلی 42/4لیتر در مقایسه با غلظت میکروگرم در میلی 2/4زیرا در غلظت 

در یک مطالعه غلظت بهینه نایل رد طوری انتخاب شد که  (.Shi et al., 2016تر بود )های مختلف لیپید واضحبرای غلظت

های گذشته به این در بسیاری از پژوهش (.Gao et al., 2014رابطه خطی بین غلظت لیپید و شدت فلورسانس بدست آمد )

تخاب شود که شدت فلورسانس نمونه شاهد )نمونه بدون لیپید( نکته اشاره شده است که غلظت بهینه نایل رد باید طوری ان

 (.Cooksey et al., 1987; Johnson et al., 2017های حاوی لیپید باشد )تر از نمونهکم
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ی نایل رد. در شکل لیتر روغن زیتون رنگ آمیزی شده با محلول تازه تهیه شدهمیکروگرم بر میلی 4و  2، 5شدت فلورسانس  -2شکل 

A ،B ،C  وD  لیتر بود.میکروگرم در میلی 20/5و  1/5، 50/5، 520/5غلظت نهایی نایل رد به ترتیب 

Figure 2. The fluorescence intensity of fresh Nile red with 0, 2, and 4 μg/ml of olive oil.  Nile red 

concentration of A, B, C, and D are 0.025, 0.05, 0.1 and 0.25 μg/ml, respectively. 

اما استفاده از محلول تازه نایل رد برای آنالیز لیپید درون سلولی به دلایل اقتصادی و تکنیکی همیشه امکان پذیر 

غیر نیست. قیمت بالای این معرف و هم چنین مقدار مورد نیاز بسیار ناچیز آن برای هر آنالیز استفاده از آن را به صورت تازه 

شود. به دلیل افت شدت فلورسانس معرف تر آنالیزها از معرف منجمد شده استفاده میکند. به همین دلیل در بیشعملی می

منجمد شده نسبت به معرف تازه، غلظت بهینه معرف منجمد شده برای هر آنالیز لیپید درون سلولی باید تعیین شود. البته 

ذوب نشده  "(، در صورتی که معرف نایل رد منجمد شده قبلا2-6ست آمده )بخش باید توجه داشت که بر اساس نتایج بد

توان آن کند و با اطمینان میباشد نگهداری طولانی مدت آن در حالت انجماد تغییر چندانی در شدت فلورسانس آن ایجاد نمی

 را برای آنالیز استفاده کرد. 
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های مختلف رنگ آمیزی شده با معرف نایل رد )لیپید( با غلظتهای روغن زیتون شدت فلورسانس نمونه 6شکل 

الف(، معرف -6میکروگرم بر میلی لیتر از نایل رد )شکل  421/4دهد. در غلظت های مختلف را نشان میمنجمد شده در غلظت

نانومتر را ندارد.  121 ها از یکدیگر در طول موج انتشارهای آنبه دلیل غلظت پایین توانایی شناسایی لیپید و تشخیص غلظت

بین غلظت لیپید و شدت فلورسانس 71.405C+×91.00=1 IF  (8=0.92R )ب(، رابطه خطی -6با افزایش غلظت معرف )شکل 

-آید که نشان دهنده مناسب بودن غلظت معرف نایل رد برای آنالیز لیپید است. با افزایش غلظت لیپید )شکلنمونه بدست می

های محتوی لیپید آید و تداخل بین شدت فلورسانس نمونه شاهد و نمونهمعناداری بدست نمید( پاسخ -6ج و -6های 

مشاهده شد. این تداخل در مطالعات دیگر هم مشاهده شده است و توصیه شده است برای اجتناب از این تداخل بهتر است از 

 .(Bertozzini et al., 2011غلظت کم نایل رد استفاده شود )

های بالاتر نیاز است و این درحالی است که داد که در هنگام استفاده از نایل رد به صورت تازه به غلظتنتایج نشان 

تر نیاز است. های پایینعلیرغم انتظار در استفاده از نایل رد منجمد شده، که دارای شدت فلورسانس کمتری است، به غلظت

شود که شود غلظت کم آن باعث میل رد به صورت تازه استفاده میتواند این باشد که هنگامی که نایعلت این مشاهده می

شدت فلورسانس نمونه حاوی لیپید کم باشد و با فلورسانس نمونه شاهد که شدت فلورسانس بالا دارد تداخل کند و نتیجه 

ها روند گیریو اندازه های حاوی لیپید تداخل رفع شدههای بالا به دلیل افزایش شدت فلورسانس نمونهمعکوس شود. در غلظت

دلیل پایین بودن میزان شدت شود، بهکند. اما هنگاهی که از معرف نایل رد منجمد شده استفاده میمنطقی پیدا می

های بالا نیست و دهد و لذا نیازی به غلظتهای حاوی لیپید رخ نمیفلورسانس، تداخل شدت فلورسانس نمونه شاهد با نمونه

 شود. م روند منطقی نتایج آنالیز مشاهده میهای کدر همان غلظت
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، Aی نایل رد. در شکل لیتر روغن زیتون رنگ آمیزی شده با محلول منجمد شدهمیکروگرم بر میلی 4و  2، 5شدت فلورسانس  -3شکل 

B ،C  وD   بود.لیتر میکروگرم در میلی 20/5و  1/5، 50/5، 520/5غلظت نهایی نایل رد به ترتیب 

Figure 3. The fluorescence intensity of frozen Nile red with 0, 2, and 4 μg/ml of olive oil.  Nile red 

concentration of A, B, C, and D are 0.025, 0.05, 0.1 and 0.25 μg/ml, respectively. 

شده است. برخی از پژوهشگران معتقدند های مختلف، غلظت بهینه نایل رد متفاوت معرفی به طور کلی در پژوهش

 Wu et al., 2014; Priyanka etها و تجهیزات مقدار بهینه تعیین شود )که، در هر مطالعه باید با توجه به نوع لیپید و سلول

al., 2020; Kou et al., 2013.) حتمال گیری یک نمونه در دو روز مختلف )به علت احتی برخی از محققان معتقدند که اندازه

(. بنابراین در هر آنالیز باید Hicks et al., 2019تغییر در شدت فلوورسانس نایل رد( ممکن است نتایج متفاوتی داشته باشد )

نتایج این  (.Montalbo‐Lomboy et al., 2014; Hicks et al., 2019; Wase et al., 2015غلظت بهینه نایل رد مشخص شود )

 تواند بر نتایج اثر بگذارد.وه بر نوع لیپید و تجهیزات، روش نگهداری نایل رد نیز میمطالعه نیز نشان داد که علا

 گیرینتیجه

نایل رد به عنوان یک معرف دارای خاصیت فلورسانس در شناسایی لیپیدهای درون سلولی کاربرد وسیعی دارد. اما 

کند. شدت فلورسانس کار با این معرف را مشکل میتغییرات شدت فلورسانس این معرف با زمان و تاثیر شرایط نگهداری روی 

نتایج نشان داد که استفاده از معرف تازه به دلیل شدت فلورسانس بالاتر بهتر است. اما به دلایل اقتصادی امکان استفاده تازه از 

ان برای مدت تواین معرف همیشه فراهم نیست. در صورتی که معرف منجمد شده فقط برای یک بار استفاده ذوب شود می

ای داشته باشد. ذوب و انجماد که شدت فلورسانس آن کاهش قابل ملاحظهطولانی آن را در فریزر نگهداری کرد بدون این

 کند و برای آنالیز لیپید مناسب نیست.متوالی معرف شدت فلورسانس را به شدت کم می
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 کنم. علت راهنمایی ایشان در خرید نایل رد تشکر میاز جناب آقای دکتر فاضلی، مسئول شرکت زیست آزما  به 
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Abstract: 

Introduction: Nile red is a fluorescent dye that is used to detect and measure intracellular lipids. This method 

can detect very low amounts of intracellular lipid with high accuracy. However, the intensity of Nile red 

fluorescence changes over time, and this makes it difficult to use for analyzes that are performed in a time 

intervals. Hence, it is very important to understand the changes of Nile red florescent intensity at frozen state 

and its effect on lipid detection results. 

Methods: For study of the number of melting and freezing times effect, the stock solution was melted and then 

frozen for a later use. For study of the effect of storage time, fluorescence intensity of Nile red stock solution 

was measured after 15, 45, 90 and 120 days at -20 ℃.  

Result and discussions: In this study, by storing Nile red at -20 °C, the fluorescence intensity decreased. 

However, if the solution remains frozen until use, the decrease in fluorescence intensity will be less than 10%. 

The results show that in this condition, storage time could be prolonged to 120 days. If the stock solution is 

repeatedly melted and frozen (4 times or more), the fluorescence intensity decreases nearly 80%, which is no 

longer suitable for analysis. When the frozen stock solution is used for lipid (olive oil) concentration range of 0 

to 4 μg/ml, the concentration of 0.05 μg/ml of Nile red was suitable and it identified the lipid and determined its 

concentration accurately. 

 Key words: Fluorescent, Nile red dye, olive oil 
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