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 ینانومتر روش 100-200از سطح با ضخامت حدود  یربرداریکاربرد در تصو لیبه دل یکل یفلورسانس بازتاب داخل کروسکوپیم -چکیده 

 ابفلورسانس بازت کروسکوپیمیک  ،پژوهش نیر اسلول زنده، است. د یغشا یکیدر نزد ژهویبه ،یسلول یندهایفرا یبررس یمناسب برا

و گسترده  یساز یمواز یبرا گستر آزمایشگاهی، از یک باریکه دمانیچ سازینهیبهبه منظور است.  شدهر پایه منشور طراحی ب یکل یداخل

و جذب نور ضمن عبور از  یاز پراکندگ یاتلاف ناش تا استفاده شده یانیم هیعنوان لاهنیز ب یروغن شناوراز و ، به نمونه ینمودن سطح نورده

 زانیمو بررسی  تابشینور  یدگیجهت کنترل شدت و قطب لگریقطبشگر و تحلیک چنین . همیابد کاهششکست متفاوت  ضریببا  هایطیمح

صویر برداری فلورسانس برای ت شده آزمایشگاهی برپا دمانیچشده است. به کار برده  یو مکان یزمانمختلف  هایدر بازه زریتوان ل یداریپا

 . مورد استفاده قرار گرفته است (Rd6Gرودامین )های بازتاب داخلی کلی از محلول رنگدانه

 .کوپی فلورسانس بازتاب داخلی كلیميکروسفلورسانس، بازتاب داخلی كلی،  -كليد واژه
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Abstract- Total internal reflection fluorescence (TIRF) microscopy because of usage at imaging from surface with 100-200 nm in 

thickness is a good method for investigation of biological processes in/out of cells, specially in cell membrane proximity. In this 

paper a prism-based TIRF microscope is designed and operated. For optimizing the experimental setup, a beam expander for 

collimating light and expanding the illumination surface of sample, and the immersion oil for decreasing the loss due to scattering 

and absorption are employed. Also, the polarizer and analyzer are used to control the intensity and polarization of light and 

investigation of the laser power stability in different time and distance intervals. The experimental set up is used for total internal 

reflection fluorescence imaging of rhodamine (Rd6G) dyes.  

Keywords: Fluorescence, Total Internal Reflection, Total Internal Reflection Fluorescence Microscopy. 

 برپایه منشور یکل یفلورسانس بازتاب داخل کروسکوپیماندازی یک طراحی و راه
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 مقدمه -1

بار  نينخستبازتاب داخلی كلی  فلورسانس ميکروسکوپی

در  .[1] مطرح گردید 1980در سال  لردسآك ليدان توسط

منبع  یكل یبازتاب داخلناشی از  یرايموج م ، ازاین روش

حدود  یدر فاصله سازفام یهامولکول زشيبرانگ یبرانور 

منظور  به. [2]شود استفاده میاز سطح  نانومتر 200تا  100

های مختلفی برای این چيدمانسازی تصویربرداری، بهينه

 یهاکروسکوپيامروزه از م. [3]روش ارائه شده است 

 یبازتاب داخل رسانسوفل کروسکوپيم یو وارون برا ميمستق

منظور  به کروسکوپي. با انتخاب نوع مشودیاستفاده م یكل

ناسب م طیپرتو به سمت نمونه و فراهم نمودن شرا تیهدا

 یبا روزنه یعدس ایو  یا موجبر از منشور ،یكل یبازتاب داخل

  استفاده نمود.  توانیبالا م یعدد

سه نکته مهم باید در  ای استفاده از این نوع ميکروسکوپبر

نور تابشی بيشتر سطح نمونه را در  -1نظر گرفته شود: 

ی با هاشدت نور تابشی و قطبش آن كه از مولفه -2برگيرد، 

آید، به شمار می سازفامهای مولکول ميت برای برانگيزشاه

و جذب ناخواسته نور  كندگیپرا -3و  [۴]تحت كنترل باشد 

هایی كه نور از آن در اثر تغيير ناگهانی ضریب شکست محيط

 گسترده . قرار دادن باریکه[5]به حداقل برسد كند عبور می

ی از نمونه، نور در چيدمان برای رساندن نور به سطح بيشتر

ای از قطبشگرها جهت كنترل شدت و مجموعه استفاده از

ای ميانی بين منشور )عامل بازتاب لایه قرار دادنقطبش نور، 

و  اكندگیداخلی( و سطح زیرین نمونه جهت كاهش ميزان پر

ميکروسکوپ  تواندكارهایی است كه میاز جمله راه جذب نور

 عنواننماید تا بهه بهين را فلورسانس بازتاب داخلی كلی

-ها از جمله سلولگزینه مناسبی برای مشاهده سطح نمونه

 .در نظر گرفته شودبيوفيزیک  زمينههای زنده در 

در این مقاله، یک ميکروسکوپ مستقيم بر پایه منشور 

 (Rd6G) رودامين هایو از نمونهشده اندازی طراحی و راه

 تصویربرداری شده است.

 یتجرب دمانیچ -2

منبع نوری، از یک  آزمایشگاهی چيدمان، 1ق شکل مطاب

 منشور، ميکروسکوپ نوری و آشکارساز سی سی دی 

 

 
بر پایه  یكل یبازتاب داخل رسانسفلو کروسکوپيمچيدمان : 1شکل 

( آینه ۴( مجموعه پهن كننده باریکه، )3( قطبشگر، )2و1منشور شامل )

 ( مجموعه ميکروسکوپ و منشور.5و )

ابزارهای اپتيکی مختلفی سازی آن برای بهينه و تشکيل یافته

 . شده استگرفته  به كار

-گونه چيدماننوری مورد استفاده در اینمنبع  نیترجیرا رزيل

انتخاب  ساز موجود در نمونهها است كه با توجه به مواد فام

 میميونئودپيوسته  سبز زريدو ل، در این چيدمان شودمی

 یودید زريو ل mw 100با توان اسمی  (nm 532) اگی

كشور dpss مدل  mw 20با توان اسمی  (nm 635ز )قرم

برای كنترل شدت نور ليزر و  .نداشده به كار گرفته چين

قطبيدگی آن مجموعه دو قطبشگر به كار گرفته شده است 

عنوان تحليلگر به كار هعنوان قطبشگر و دیگری بهكه یکی ب

قطبشگر ميزان عبور نور رود. با تغيير زاویه محور قطبش می

تغيير نموده و با تغيير زاویه محور قطبش تحليلگر این ميزان 

شود و بدین ترتيب ميزان شدت قابل كنترل كم و زیاد می

كه هدف در این روش، تصویربرداری از جاخواهد بود. از آن

سطح نمونه سلولی است، نياز به پرتوی پهن و موازی برای 

شود. د مطالعه احساس میروشن ساختن كل سطح مور

با فاصله كننده باریکه شامل دو عدسی جهت از پهنبدین

 استفاده شده است.  متناسب هایكانونی

ای مناسب، كه باید پرتو نور با كمک یک آینه تحت زاویه

بزرگتر از زاویه حد باشد تا بازتاب داخلی رخ دهد، به سمت 

منشور است. تعبيه شده در ميکروسکوپ هدایت شده  منشور

عنصر اساسی این چيدمان بوده و با ایجاد بازتاب داخلی كلی 

نور دهد. و توليد موج ميرا كار روشن سازی نمونه را انجام می

)محيطی با ضریب  BK7 ی از جنسمنشوربا عبور از 

( وارد هوای موجود بين منشور و تيغه 518/1شکست 

كمتر( ای نازک زیر نمونه )محيط با ضریب شکست شيشه
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های نامطلوب پدیده باعث رخ دادنشود. این عبور می

پراكندگی و جذب نور، به دليل تغيير ناگهانی ضریب شکست 

ای ميانی است كه جهت احتياج به لایهد. بدینشومحيط، می

ضریب شکست منشور باشد تا با  برابرضریب شکست آن 

ورود نور به آن لایه، اتلافی رخ ندهد. در این چيدمان از 

با ضریب شکست  مخصوص ميکروسکوپ روغن شناوری

های حاصل از این داده. [6]استفاده شده است  518/1

 ليتحل یمناسب برا ریتصو یهيمنظور ته بهچيدمان، 

 زريرفتار توان ل گزارش و ،یسلول یبه غشا کینزد یهادهیپد

 ،شامل قطبشگر دمانيچ یدر هر مرحله عبور از اجزا

به  ای نازکتيغه شيشهو  یروغن شناور منشور،تحليلگر، 

  گرفته است.قرار  قيدق یمورد بررسسنج كمک توان

 و بحث جینتا -3

در  ،آزمایشدر  یتابش زريتوان ل یداریپا تيتوجه به اهم با

ها و در زمان زريل توان پایداری یمرحله به بررس نياول

توان  جهت تغييرهای مختلف پرداخته شده است بدینفاصله

نانومتر  635 و)سبز رنگ(  نانومتر 532ی با طول موج زرهايل

های فاصله و در min  5های زمانی)قرمز رنگ( در فاصله

نمودار  2شکل و در  مورد بررسی قرار گرفته cm  20مکانی

طور كه در شکل همان م شده است.ها رسآن زمانی ميانگين

و  گذشت زمان شود توان ليزرها تغيير چندانی بامشاهده می

است و این نشان از پایداری ليزر های مختلف نکرده در فاصله

  در یک بازه زمانی و مکانی مشخص دارد.

 

 
 های مختلف.در فاصله سبز و قرمزهای تغيير ليزر زمانی ميانگين: 2 شکل

الف و ب به بررسی تغيير توان ليزرها با عبور از  -3در شکل 

منظور توان نور قطبشگر و تحليلگر پرداخته شده است. بدین

های ليزر پس از عبور از قطبشگر و تحليلگر بازای زاویه

گيری شده است. با توجه به شکل مختلف محور قطبش اندازه

های شود. در زاویهرفتار منظمی در عبور نور مشاهده می

های یکسان عبور بيشينه به متعامد عبور صفر و در زاویه

توان خوبی مشهود است. با كمک این دو نمودار به خوبی می

محور قطبيدگی قطبشگر و تحليلگر را برای دستيابی به 

های زیستی بسيار نمونه شدت نور مطلوب تنظيم نمود.

پذیر و حساسند در نتيجه ميزان شدت نور تابشی به آسيب

ها باید كنترل شده و مناسب باشد كه با استفاده از این آن

 توان به آن دست یافت.نمودار می

ت در مسير رسيدن نور به مرز مشترک وهای متفاحضور لایه

 ای نازک و نمونه موجب تغيير درتيغه شيشه

 

 
زاویه محور قطبش  برحسبتوان ليزر  )الف( سبز و )ب( قرمز : 3 شکل

 تحليلگر.و قطبشگر 

 ۴0تا  35ها حدود محدوده تمام این زاویه شود.زاویه حد می

های متفاوت درجه بدست آمده است. توان عبوری از محيط

 تيغه منشور، منشور/روغن شناوری، منشور/روغن شناوری/
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های كمتر و بيشتر از زاویه حد در بازای زاویه نازک ایشيشه

با نشان داده شده است. كاهش شدت عبوری  ۴شکل 

افزایش زاویه تابشی نور پس از زاویه حد به خوبی مشهود 

 است.

و انتخاب شدت  یکياپت هایشدن تمام مولفه دهيبا چ

( RG6) نيرودام هایاز محلول رنگدانه سبز زريمناسب نور ل

 (٪99)محصول شركت مرک آلمان با خلوص  اتانولدر 

 ماده با نیا یشده است. رنگ زرد فلورسانس یربرداریتصو

و شدت مناسب كه پس از  هیتحت زاو زريتابش نور ل

 یس نيتوسط دورب سازی شده،نهيبه یمتوال هایشیآزما

در  ریتصاوشده است.  ثبت کروسکوپيمتصل به م ید یس

 .نشان داده شده است 5در شکل   و قبل آن نهيبه یهاحالت

 
ور، روغن تغيير توان ليزر  )الف( سبز و )ب( قرمز در عبور از منش: ۴ شکل

  .ای نازکتيغه شيشهو 

 
محلول بر پایه منشور از رسانس بازتاب داخلی كلی تصویر فلو: 5 شکل

 سازی.)الف( قبل و )ب( پس از بهينه  ((Rd6Gرودامين 

 

 گیرینتیجه -4

بازتاب  فلورسانس کروسکوپيم دمانيچ قيق،تح نیدر ا

 ینور یابزارها رفتنبا در نظر گ بر پایه منشور یكل یداخل

 یمواز یبرا کهباری كنندهپهن. سازی شده استبهينه مناسب

 نيبه نمونه و همچن ینمودن سطح نورده و گسترده یساز

از  یكاهش اتلاف ناش یبرا یانيم هیعنوان لاهب یروغن شناور

 یببا ضر هایطيو جذب نور ضمن عبور از مح یپراكندگ

 زريوان لت یداریپا زانيم    .اندشکست متفاوت استفاده شده

قطبشگر و  وشده  بررسیمتفاوت  یو مکان یزمان هایدر بازه

نور به كار گرفته  یدگيكنترل شدت و قطب جهت لگريتحل

آرایه برپا شده برای تصویربرداری نمونه رودامين  است. شده

(Rd6G) .مورد استفاده قرار گرفته است 
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