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 لیبازتاب داخلی ک فلورسانس طراحی ترکیبی  از ریزبین میدان روشن با ریزبین

 2، شراره تودد1، بتول سجاد1بیتا مهرجویی

 شگاه الزهرانگروه فیزیک اتمی مولکولی، دانشکده فیزیک، دا .1

 دانشکده فیزیک، دانشگاه ادینبرو، انگلستان  .2

ه ب یستیز هایسلول یدر سرتاسر جهان جهت بررس یپژوهش یهاگروهتوسط  ریاخ یهادر سال یکل یِبازتابِ داخل نِیزبیر–چکیده 

را  یتنها فاصله محدود ایاست که موج ناپا نیا یکل یِبازتابِ داخل قینمونه از طر سازیروشن یژگیو نتری. مهمکار گرفته شده است

 ین. بنابرابردیم نیو از ب دهدیکاهش م بالاتر از عمق نفوذ را بشدت هایهلای سازفام هایکه تابش از مولکول کندیدر نمونه روشن م

در عین حال که نمونه با میدان ناپایا روشن  ،ینیزبیروش ر نی. در اابدییبه ش دت کاهش م زین نهیزم شیاز نور پ یناش  ینرخ نوفه

د دار یبه طراح ازین دهیدو ا نیا بیاست. ترک ازین نیز شروندهیپ هایهمزمان به موج ورتبه ص  کامل نمونه، یمشاهده یبراشود، می

 بیرکت آرایه مورد نیاز برای پژوهش، نیشود. در ا بیترک یکل یِبازتابِ داخل نِیزبیروشن با ر دانِیم نِیزبیر کی باید کار،  نیا یو برا

میدان روشن و فلورسانس  زمانهم یربرداریتصو . به این ترتیب امکانشد چیدمان آن در آزمایش گاه برپاو س سس  یطراح، دو نیا

 .دش زمان فراهمبازتاب داخلی کلی هم

 .رونده شیامواج پ ا،یناپاامواج ی، کل یِبازتابِ داخل نِیزبیروشن، ر دانِیم نِیزبیر -کلید واژه      
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Abstract- In recent years, the total internal reflection microscope has been used by research groups around the 

world to study biological cells. The most important feature of illuminating the sample through total internal 

reflection is that the evanescent wave illuminates only a limited distance within specimen, which greatly reduces 

the radiation from the fluorescence molecules of the layers above the penetration depth and eliminates it. 

Therefore, the noise rate caused by the background light is also greatly reduced. In this microscopy method, while 

the specimen is illuminated with an evanescent field, progressive waves are also needed to observe the specimen 

fully. Combining these two ideas requires design, for this, a bright field microscope needs to be combined with a 

total internal reflection microscope. In this research, the array needed to combine these was designed and then 

arranged in the laboratory. In this way, the possibility of simultaneous imaging of a bright field and a total internal 

reflection fluorescence was provided. 
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 مقدمه

نوری  ایهنیزبیکه تاکنون ابداع شده، ر هایینیزبیر شتریب

هستند که برای بررسی یک جسم، از پرتوهای نور استفاده 

 و یکل یروشن، بازتاب داخل دانِیم هاینیزبیر. کنندمی

، از جمله انواع مختلف سازفام هاینیزبیر نیهمچن

روشن  دانِیم نیزبیر کیدر های نوری هستند. ریزبین

 چگالگر به نمونه و قیاز طر ییاستاندارد، نور از منبع روشنا

و در پس  رسدیبه چشم کاربر م هایعدس قیسپس از طر

 دانِ یم نیزبی. در واقع در رشودیروشن ظاهر م یانهیزم

 دانیو م شودیم دهیدروشن، نمونه در نور منعکس شده 

 هشود ب شتریب ،یتابش از حد بحران هیکه زاو یوقت دید

در  هایو قسمت شودیم دهیروشن د کنواختیصورت 

ر روشن بنظ نهیبا پس زم تررهیتماس با سطح، بصورت ت

 زیو ن هابافت مطالعه یبرااغلب  هانیزبینوع ر نی. ارسندیم

 یعیطب هایرنگ دانه ایشده  یزیرنگ آم هاینمونه یبرا

از یکی  مناسب است. یفتوسنتز یموجودات زنده ندمان

 با جذب هایینمونه یکم برا نیروش تبا نیا هایتیمحدود

 است. فیضع

 یلادیم 7811در دهه که  یکل یبازتاب داخل ینیزبیردر 

روشن سازی برمبنای ، [7د]شمطرح  آکسلرود لیدنتوسط 

 یاست. درواقع، هنگام کلی داخلیِ بازتابِ  فیزیکی یپدیده

از موج  یبخش دهد،یرخ م یکل یکه بازتابش داخل

ام محوشونده ن ای ایکه امواج ناپا ،یتابش یسیالکترومغناط

 نیا ابدییانتشار م ترقیرق طیدر مح یدارد، به صورت جزئ

زایای م شودیم جادیا یکل یکه توسط بازتاب داخل ایموج ناپا

 چرا دارد هامنحصر بفردی برای روشن سازی تک مولکول

 211تا  11محوشونده در محدوده  دانمی نفوذ عمق که

 بازتابِ داخلیِ کلی نیزبیامکان را در ر نینانومتر است و ا

ش بی هفاصل در نمونه سازفام هایکه مولکول آوردمی بوجود

 ازسفام ایهعمق برانگیخته نشوند و فقط مولکول نیاز ا

شود  هختیقرار دارد، برانگ هیرلازی سطح با تماس در که نمونه

. شود آوری جمع هادسته از مولکول نیاز ا یلگسی سازفامو 

این محدودیت عمق برانگیختگی نه تنها نقص  نیبنابرا

 نیزبیروش ر مبلکه مزیت مه آیدیروشن سازی به شمار نم

که مشاهده سطح . آیدمی شمار بهبازتاب داخلیِ کلی 

زنده را ممکن  هایدر سلول یسلول یمثل غشا هاییهیناح

 نیتصویرهای ثبت شده از نمونه در ا نیو همچن دسازیم

با بالاترین نسبت داده به نوفه و با قدرت  ییروش تصویرها

  [.2] بالا هستند یمحور کیتفک

روشن و  دانِ یم نیزبیر توانیبهتر م ریتصاو جادیا یبرا

 بازتاب نیزبیکرد. ر بیرا با هم ترک یکل یبازتاب داخل

 ریبه سطح، با دقت بالا تصو کینزد هایاز قسمت یکل یداخل

از  تواندیروشن م دانِ یم نیزبیو ر کندیم یبردار

 یربرداریتصو زنی هستند سطح از ترکه دور هاییقسمت

 کند.

 یکل یبازتاب داخل نیزبیگروه، ر نیا نیشیپهای در پژوهش

. [3.4]و ساخته شده است یموجبر و منشور( طراح هیبرپا )

 یافک زیعدم تما ها،نیزبیر نیبدست آمده از ا ریضعف تصاو

 یطراح حاضر، مقاله در بوده است. نهینمونه و پس زم نیب

 یکل یبازتاب داخل نیزبیروشن با ر دانِ یم نیزبیاز ر یبیترک

شده  یحاصل از آن بررس ریانجام شده است. سپس تصاو

 نیپژوهش ا نیبدست آمده در ا جینتا از ییاست. هدف نها

بازتاب  نیزبیزمان با رروشن هم دانِیم نیزبیاست که ر

ثبت  یستیز هاینمونهبالا از  نیبا تبا ریتصاو یکل یداخل

 کیش بخ نتریرهیو ت نتریروشن انیاختلاف م زانیکند تا م

 .[5] شود دهیبه طور واضح د ریتصو

 چیدمان تجربی

صفحه  ،چگالگر ،یمنبع نور کیاز  یشگاهیچیدمان آزما

کش مدرج، عدسی، دوربین سیموس، ریزبینی به همراه خط

 یرحطنخست  .است افتهیتشکیل  آینه و لیزر ،استوانه مدرج

با کمک نرم افزار کورل دراو رسم شده  میمستق نیزبیاز ر

های مختلف برای آماده سازی بخش (.7)شکل  است
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چیدمان از قطعه و ابزارهای موجود استفاده شده است. به 

 یبرا یمیقد نیزبیر کی ینور هایبخشاز این منظور، 

 2ل مطابق شک آن یکیو مکان یاپتیک یابزارها ،یبهینه ساز

 سفید رنگ کوچک ید یلامپ ال ا کی .دش استفاده 3و 

 ریزبینی قرار داده شد.  و در داخل محفظه مناسب هیته

 
، ینه( آب ،لیزر (الف بی:مورد نظر آرایه ریزبین ترکی طرح ریتصو :7شکل 

   ،دارکشی خطصفحه، ت( چگالگر، ج( منشور، چ( پ( منبع روشنایی

 ، ذ( پایه.دوربین( د ،یعدس نمونه، خ( ح(

 و روزنه دانیم یِ چگالگر آبه شامل مجموعه عدس کی سپس

 چگالگر مخصوص قاب نگهدارنده از یک  است و شده هیته

ر چگالگ دمانیچ نیدر ااستفاده شد.  ،تغییرهایی نجامطی ا

 قائم قرار یبالاتر از لامپ در راستا متریسانت 5/1با ارتفاع 

 با چگالگرو  لامپ محوریدر مرحله بعد هم داده شده است.

 کیبه  x71 یک یعدس پژوهشدر این انجام شد. عدسی 

وصل شده است تا به صورت  یبعد کی قیدق کرومتریم

واند بت قیدر جهت قائم حرکت کند و به طور دق یکرومتریم

 . ردیقرار گ یدر کانون عدس

 شکخط کیو  یفلز قطعه کی برای ساخت صفحه ریزبین

روی هم سوار شد و  و یک گیره کمانی شکلبازشده  رجِ دم

 ایشهیش غهیت یریقرارگ یبرابا کمک تراشکار حفره مناسب 

 21ارتفاع در  صفحه نمونه آماده شده نمونه ایجاد شد. نازک

 ی از میز نوری قرار گرفت.رمتیسانت

رایج ترین منبع نوری مورد استفاده برای ایجاد بازتاب  ،لیزر

ساز موجود در نمونه داخلی کلی است که با توجه به مواد فام

دو ماده  بیرکاز ت ، نمونهدمانیچ ایندر شود، انتخاب می

و  تشکیل شده عیکربن در حالت ما یآگارز و نقطه کوانتوم

ل طونئودیم یاگ پیوسته در  هارمونیک دوم لیزرهمچنین 

 .شده است نانومتر استفاده 532موج 

 
 : صفحه ریزبین ساخته شده.2شکل 

 

 
 .باز شده خط کش متحرک هایقطعه: 3شکل 

 یاهیتحت زاواستوانه مدرج با کمک و  نهیآتوسط پرتو نور 

صفحه تعبیه شده در  قطعه شیشه ایمناسب، به سمت 

حد  هیاز زاو بزرگتر دیبا شود. این زاویهمی تیهدا ریزبینی

 یینها دمانیاز چ یینمارخ دهد،  ی کلیداخل باشد تا بازتاب

 نشان داده شده است. 4برپا شده در آزمایشگاه در شکل 
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 .یکل یروشن با بارتاب داخل دانِیم نیزبیر یبیترکچیدمان : 4شکل 

 نتایج و بحث

اب بازت نیزبیر دمانیچدر تصویر سلولی گرفته شده با 

تمایز کافی بین (، 5)شکل  نیشیپژوهش پ داخلی کلی ِ 

در چیدمان مربوط به  .شودنمونه و پس زمینه مشاهده نمی

به ایجاد تمایز کافی بین نمونه و پس  یسعحاضر،  پژوهش

بود که منجر به ثبت و نور لامپ با کمک چگالگر  زمینه

شن و رو دانیم نیزبیر بیتوسط ترکبا وضوح بالا  ریتصاو

 .شدکلی  یبازتاب داخلفلورسانس  نیزبیر

 

 دمانیدانشگاه الزهرا، الف( چ نیشیحاصل از پژوهش پ ریتصاو: 5شکل 

 یلولس ریمنشور، ب( تصو هیبر پا یکل یفلورسانس بازتاب داخل نیزبیر

 دمانیحاصل از چ

، و انتخاب لیزر مناسب یاپتیک یهابا چیده شدن تمام مولفه

 یرپذیکیبا تفک موسیس نیدورب با نمونه از یربرداریتصو

 (.6. )شکل شده است انجام با موفقیت کسلیمگاپ 71

 

 شنرو دانِیمب( ،یکل یداخل بازتاب(الف نیزبیرنمونه با  ریتصو: 6شکل 

گیرینتیجه  

وها الگبا هدف طراحی یک ریزبین ترکیبی، پژوهش،  نیا در

 ی، بخش چگالگرهاویژهبه  ینور هاینیزبیرهای و چیدمان

 یحاطراین اساس، است. بر  به طور جامع بررسی شده ینور

م زمان هبه طور هم ارائه شده است که میمستق نیزبیریک 

 .شودیرا شامل م یکل یِروشن و هم بازتابِ داخل دانیم

شده است.  سازینهینصب و به ه،یلازم ته هایسپس قطعه

، دست انجام شده تیکه با موفق هامونهناز  یربرداریتصو

 را تایید کرده است.ساخته شده  نیزبیریابی به هدف 
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