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اي برخوردار اسـت.   نرم از اهمیت ویژهزیستی و فیزیک مواد  هاي فیزیک هاي دینامیکی تک ذره در حوزه دستیابی به مشخصه  –چکیده 
در این مقاله یک روش تجربی نوین براي ردیابی سه بعدي تک ذره کلوئیدي کروي با استفاده از میکروسکوپ نـوري ارائـه شـده اسـت.     

ها بر روي  . آزمایشگیري از فاز نسبی بازیابی شده از طریق معادله انتقال شدت است اساس این کار بر پایه پردازش تصویر و همچنین بهره
تک ذرات کروي میکرونی شناور در سیال انجام گرفته است. ابتدا مسیر حرکت سه بعدي در فضا و زمان مشخص شـده اسـت. در ادامـه    

گیري شده است. مقایسه نتایج تجربی بـا مقـادیر مـورد انتظـار      نشینی ذره و ضرایب پخش در سه بعد به صورت تجربی اندازه سرعت ته
 دیگر دارد. ها با یک ان از انطباق خوب آننظري نش

Abstract- Finding dynamical characteristics of a single particle has an especial importance in the area of soft and biological 
physics.  This work introduces a new experimental method to track a spherical colloidal particle in three dimension by 
applying optical microscopy.  The work is based on applying image processing methods and using the obtained relative phase 
from transport of intensity equation (TIE).  We applied our method to study a single micron-sized spherical particles floating 
in the fluid.  At first step, we found the coordinates of the particle in three dimension, then we obtained the sedimentation 
velocity and diffusion coefficients using the experimental data. Comparing the experimental results with theoretical one 
showed a good coincidence between them. 

Keywords: Single particle tracking, Transport of intensity equation, Diffusion. 
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 مقدمه -1
امکان دستیابی به مشخصات  تکنیک ردیابی تک ذره،

هاي فضایی  ي در بازها دینامیکی ذره را با دقت قابل ملاحظه
در  رو ز اینکند. ا نانومتري فراهم می و حتی میکرومتري

براي  فیزیک مواد نرم و فیزیک زیستی ،هایی چون حوزه
و  ها مطالعه مواردي از قبیل فرایند انتقال در سلول

مورد ]  2برهم کنش بین ذرات کلوئیدي [ و ]1[ ها باکتري
 نسبتاً ساده ،صفحه. ردیابی ذره در  توجه قرار گرفته است

ترین روش براي ردیابی دو بعدي پیدا کردن  است. متداول
 .هاي ویدیوئی است مرکز جرم ذره براي هر تصویر از فیلم

، قادر به مشخص کردن مسیر حرکت    هاي رایج میکروسکوپ
اما دستیابی به  سه بعدي ذره در طول زمان نیستند.

تر شدن هر چه  اطلاعات دقیق از موقعیت ذره و نزدیک
یندهاي زیستی رخ چه در واقعیت و در طی فرا به آنتر بیش
ه بعدي پیدا کردن راه حلی براي ردیابی س مسلتزمدهد،  می

لفی هاي مخت اخیر روش دو دهه طی. است ذرات میکرونی
براي حل مشکلات مرتبط با سنجش موقعیت ذره در عمق 

و ردیابی  ]3نگاري دیجیتالی [ ، که تمام است پیشنهاد شده 
هاي سرآمد در این زمینه  شرو جمله از ]4[ ذرات فلورسانی

در این مقاله روشی جدید براي ردیابی سه بعدي . هستند
 ذرات میکرونی با استفاده از فاز نسبی بازیابی شده از معادله

  .ه است) ارائه شد TIE  انتقال شدت (
 

 مبانی نظري -2
 TIEاز است نور زبراي محاسبه فا روشی غیرتداخلی .

توان براي محاسبه توزیع فاز  رو، این روش را می این
. تیاگو نشان داد که برد کاربه  همدوس نیز نیمههاي  باریکه

بر نزدیک به هم که عمود  اگر توزیع شدت براي دو صفحه
اند محاسبه شوند، با نوشتن معادله  راستاي انتشار موج

 ،انتقال شدت  توان فاز را از معادله ، می هلمهلتز
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I(rعدد موج ، , z)T و(r , z)Tφ  هم به ترتیب شدت و فاز
تیاگو با جایگزین کردن میدان اسکالر  اند. موج منتشر شده

r)پیوسته , z)T Tψ∇ به جاي(r , z) r z)I ( ,TT Tφ∇،  معادله
TIE پواسون درآورد و به کمک  معادله را به صورت یک

براي حل  در این مقاله ].5[ محاسبه کردتابع گرین فاز را 

تبدیل به کمک از روش بازیابی تقریبی فاز  TIEمعادله 
فاز  انشهمکار  و        آلناستفاده شده است که  فوریه دو بعدي

 ،را به صورت
)۲(      1 2 1.[(r , z) (r , z) ( ]r , z)Ir T TTT TF k Fφ ψ− − −= − ∇ ∇ 

1Fو  F که در آن ].6[ آوردند دست به به ترتیب  −
 اند. عملگرهاي تبدیل فوریه و تبدیل فوریه معکوس

2همچنین  2 2
r x yk k k= به ترتیب  ykو xkهاست ک +

 هستند. yو xدر فضاي معادل فوریه هاي فضاي مولفه
 

 چیدمان آزمایش -3
متصور  1 لیدمانی میکروسکوپی را به صورت شکچاگر 
نقاط بنفش رنگ در سمت چپ نمایانگر  که در آن  شود

2L و عدسی شیئی 1L ، حضور ذره در عمق هاي مختلف

 نیز و نقاط بنفش رنگ سمت راست عدسی تصویر ساز
هاي مختلف است. فرض  نمایانگر تصویر ذره به ازاي عمق

را  2  تا نقطه 1اي وجود دارد که حد فاصل نقطه  کنید ذره
قرار دارند که  2I و 1I هم در نقاط    CCD   کند. دو طی می

مختلف به هاي  توانند شدت نور عبوري از ذره را در عمق می
با حل معادله انتقال  ،طور همزمان ثبت کنند. به این ترتیب

ذره را براي هر یک    توان فاز نسبی ناشی از حضور می  شدت
 و 1I  هاي حرکتی ذره در محل بین دو توزیع شدت از گام

2I 0 هیعنی نقطI دست آورد. به 

 
دهد که در  اي از چیدمانی میکروسکوپی را نمایش می واره طرح: 1شکل 

طرح شدتی  2  و 1بنفش رنگ بین نقاط   جایی ذره آن با هر بار جابه
 شود. ثبت می 2Iو  1Iدر محل  CCDمتفاوتی توسط دو 

تصویري شماتیک از چیدمان آزمایش را نمایش    2 شکل
ها توسط میکروسکوپ نوري وارون،  تمامی آزمایشدهد.  می

صورت گرفته  IX-71 مدل Olympus محصول شرکت
نور سفید منبع، پس از عبور از یک فیلتر سبز با طول  است.

سپس نور شود.  وارد چگالنده نور می 550±30 موج عبوري
قبل از  همچنین د.رس می یعدسی شیئبه      عبوري از ذره

 است.قرار گرفته تصویرساز  خروجی میکروسکوپ، عدسی
 که بتوانیم دو تصویر همزمان از ذره داشته باشیم براي این

متصل ه خروجی میکروسکوپ یک قطعه اپتومکانیکی ب
شکن استفاده شده  یک باریکه ازقطعه  این در وسط د.شو می
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 با نسبت شدت سکوپ رانور خروجی از میکروکه  است
که در راستاي عمود  B  و A هايCCDبه سمت  50:50

ها از  CCDفاصله کند.  اند، ارسال می قرار گرفتهبر هم 
برابر  δzدر نظر گرفته شد که    z +δz    و    z     شکن باریکه

  .بود 35/8

 
 .از چیدمان آزمایشکلی تصویري : 2شکل 

 

 فرایند ردیابی سه بعدي -4
ز ناشی از حضور ذره تغییرات توزیع فا   براي شناخت رفتار 

چسبیده  اي ابتدا آزمایشی براي ذره CCD و در محل بین د
ذرات درون   .داده شد تدارك  میکرون 10 شعاع به لامل با

 د.نقرار دار  سیالی چند ده میکرولیتريکه حاوي  اي محفظه
  استفاده شد. x20با توجه به اندازه ذرات از عدسی شیئی

به گونه اي روي ذره  Olympus مدل x20   عدسی شیئی  
 CCDتصویرساز   یر ذره در کانون  شود که تصو تنظیم می

به      ).3در شکل   CCD A (گام اول از قرار گیرد  تر نزدیک 
، در هر  ي میکروسکوپکمک پیچ نانومتري تعبیه شده رو

عدسی شیئی به ذره  نانومتري 280±20 ممرحله با گا
 ).3نزدیک شده و تصاویر مربوطه ثبت شده است (شکل 

 
 .(x,y)در صفحه  CCD تصاویر شدتی ثبت شده توسط دو: 3شکل 

 CCD تصویرساز   ین کار تا جایی که تصویر ذره در کانونا
B  نجام این فرایند مشابه سقوطیابد. ا قرار گیرد، ادامه می 

در فضاي تصویرساز  CCD  دو حد فاصل بین واقعی ذره در 
هاي به  ) را براي هر یک از جفت شدت2اگر معادله (. است

توان فاز مربوط به  حل شود، می CCDدست آمده از دو 
محاسبه کرد (سطر اول  CCDبین دو  ذره را در صفحه

دست آمده ه در صورتی که براي تمامی فازهاي ب ).4 شکل
پیوسته در امتداد هاي مختلف، یک برش عرضی  در عمق

برداریم، تصویري به صورت قسمت  و از مرکز آن xر محو
مشاهده   صورتدر این   . آید به وجود می 4 پایینی شکل

پهناي فاز محاسبه شده توزیع ،  شود که با سقوط ذره می
گیري  این پهنا در محل نصف ارتفاع اندازه .یابد کاهش می
 شده است.

 
، فاز بازیابی شده معادل براي تصاویر  قسمت بالایی شکل : 4شکل 

یک برش عرضی پیوسته در است. قسمت پایینی شکل،  3  شدتی شکل
براي تمامی فازهاي بدست آمده در  و از مرکز آن xر امتداد محو

  است. هاي مختلف عمق
که حاصل  z بر حسب را فاز ذره توزیع رفتار پهناي 5ل شک

، نمایش  آزمایشگاهی است    سري داده  10گیري از  میانگین
 بیشینهدهد. نتایج به دست آمده بیانگر این است که  می

پهناي فاز نسبی همواره محلی است که تصویر ذره در 
آن محلی  کمینهقرار دارد و  CCD A کانون تصویرساز

   قرار دارد. CCD B است که تصویر ذره در کانون تصویرساز
توان یک خط  هاي تجربی می با تقریب خوبی به این داده

 برازش کرد.

 
از  زخطاي آزمایش نی .z بر حسب ز نسبینمودار پهناي فا  : 5شکل 

 .محاسبه شده است سري آزمایش مشابه  10حاصل از   انحراف از معیار 
 10 عاي با شعا بعدي آزمایشی مشابه براي ذره در مرحله 

 خیز تک و سیال ترتیب داده شد. افت میکرون و شناور در
 با CCD ، در حد فاصل کانون تصویرساز دو ذره کروي

استفاده عکس در ثانیه ثبت شده است.   سرعت شش 
باعث محدود شدن سرعت  CCDهمزمان از دو 

پهناي   دار تغییراتنمو 6 شکل تصویربرداري شده است.
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توجه به با  . دهد بر حسب زمان نمایش می ز راتوزیع فا
فاز و عمق که در قسمت قبل  توزیع رابطه خطی بین پهناي

در فضاي تصویرسازي را  z تتوان تغییرا می ،به دست آمد
 .تعیین کرد زمان ر حسبب

 
میکرونـی شـناور در    10   بـراي  فـاز ذره  توزیـع  نمودار پهنـاي   : 6شکل 

 .بر حسب زمان درجه سانتیگراد 15 لی با دمايسیا
معادل  zتوان  با استفاده از روابط تصویرسازي به سادگی می

 انیآغاز و پا ).a(7اي جسم به دست آورد (شکل(ضرا در ف
اول  CCDمنطبق بر مشاهده ذره در  بینمودار به ترت نیا

شیب خط برازش شده به این نمودار که  و دوم است.
 ± smμ 005/0/ نشینی ذره است برابر با سرعت ته گر بیان
رود  طور نظري انتظار میکه به  دست آمده است به 165/0

                                .آید دست  به s/mμ 002/0± 167/0ه نشینی ذر سرعت ته
و     z  کنون با به دست آمدن موقعیت ذره در راستايا

از تکنیک  با استفادهموقعیت عرضی آن در صفحه   محاسبه
که در آن با  از روش مرکز جرم (شدت) پردازش تصویر و

استفاده از آستانه شدت تصویر حاصل تبدیل به یک تصویر 
توان  می ]8شود [ ها تعیین می منطقی شده و مرکز پیکسل

به  را نمودار مسیر حرکت سه بعدي ذره در طول زمان
براي محاسبه تجربی ضریب  نمایش داد.  b(7( صورت شکل

r) از رابطه پخش ) 2 D
ii rMSD T=      ،      .که در استفاده شد

Dآن 
ir

نمودار  8  . شکلاست سیال  دماي T ضریب پخش و
هر سه راستاي فضایی بر  درها را  جایی جابه میانگین مجذور
شیب این نمودارها متناسب  .دهد می مایشحسب زمان ن

براي ضرایب دست آمده ه مقادیر ببا ضریب پخش است. 
پخش حاکی از مطابقت و نزدیکی مقادیر پخش تجربی و 

  .تئوري دارد

 گیري نتیجه -5

و تحلیـل   CCDدر این مقاله با به کار گیـري همزمـان دو   
هاي ثبت شده، با استفاده از معادله انتقال شـدت فـاز    شدت

گیـري شـد. بـا بررسـی      هـاي مختلـف انـدازه    جسم در عمق

کـه پهنـاي فـاز در محـل     پارامترهاي مختلف مشخص شـد  
اي خطی با عمق دارد. به این ترتیب روشـی   نصف قله، رابطه

 براي تعیین عمق ذرات کلوئیدي ارائه شد. 
 

 
و بر حسب زمان  z در راستاي نمودار افت و خیز گرمایی ذره : 7شکل 

) a (.   دهد نمایش می سه بعديبه صورت   را   مسیر حرکت ذره ) b   (. 

 
و  x،  yي ها هابراي مختصه جایی میانگین مجذور جابه  نمودار  :8شکل 

z بر حسب زمان. 
 

براي تائید صحت این روش و همچنین بررسی عملکـرد آن  
نشـینی و   در تحلیل دینامیـک ذرات کلوئیـدي، سـرعت تـه    

میکرونی، مورد بررسی قرار  10حرکت پخشی ذره کلوئیدي 
ســرعت گرفــت. همــانطور کــه در مــتن اشــاره شــده اســت 

نشینی با مقـادیر نظـري تطـابق خـوبی دارد و همچنـین       ته
ضرایب پخش در سـه بعـد بـر     8مطابق با نمودارهاي شکل 

   هاي نظري منطبق هستند. بینی پیش
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دو  کیاتومات ابیرد ان،یگلستان نیو رام فرد یخالص درضایحم ،یچھارسوق نیمحمد اول ]۸[
و  کیکنفرانس انجمن اپت نیشانزدھم ،ینور کروسکوپیدر م یدیذرات کلوئ یبًعد

 .۱۳۸۸بھمن  زد،یدانشگاه  ران،یا کیفوتون
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