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خطی تولید  میکروسکوپی غیرهای خونی با استفاده از  برداری از گلبول تصویر 

 هماهنگ سوم

 حسین حسینی، مهدی مزدور دشتابی، محمد دلجور، رضا مسعودی

 massudi@sbu.ac.ir-r, mohammad.deljour@gmail.com, m_dashtabi@sbu.ac.ir, h.hosseini.sbu@gmail.com 

که   خطی همچون تولید هماهنگ سوم را فراهم ساختهای غیر انیه، شدت مورد نیاز برای فرایندثهای فمتو لیزر ابداع –چکیده 

از  ،در این مقاله. های ضخیم و با پراکندگی بالا شد  های میکروسکوپی مانند تصویربرداری از نمونه چالشبرخی از  موجب رفع

و مزایای این روش بررسی خطی بر پایه تولید هماهنگ سوم استفاده متوثانیه جهت ساخت میکروسکوپ غیریک منبع نوری ف

ستفاده از های زیستی با ا از نمونه تصویربرداری بدون برچسبهای خونی،  ز گلبولبرداری اهمچنین با تصویر .شده است

  .غیرخطی تولید هماهنگ سوم، مورد ارزیابی قرار گرفته استمیکروسکوپ 

 ای جاروب نقطهمیکروسکوپ  تولید هماهنگ سوم، میکروسکوپ خطی،میکروسکوپ غیر
 

Imaging of blood cells using nonlinear microscopy of third 

harmonic generation 

Hossein Hosseini, Mahdi Mozdoor Dashtabi, Mohammad Deljoor, 

Reza Massudi 

Abstract- The invention of femtosecond lasers provided the intensity required for nonlinear processes, such 

as third harmonic generation which eliminates some of the microscopic challenges, such as imaging thick 

and high dispersion specimens.in this paper, use of a femtosecond optical source for the construction of a 

nonlinear microscope based on third harmonic generation, and study the advantages of this method. Also by 

imaging blood cells, label free imaging of biological specimens using a third-harmonic generation nonlinear 

microscope are evaluated. 

Keywords: non-linear microscope, third harmonic generation microscope, laser scanning microscope. 
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       مقدمه

تئوری با فرمول بندی ارنست آبه،  9719در سال 
میکروسکوپی  ،حوزه میکروسکوپی در های پیشین یافته
ی مرسوم ها یکروسکوپماما . ردکگذاری  پایهرا  نوین

 .مناسب نبودند ،های ضخیم نمونهاز  برداریبرای تصویر
کانون توسط مینسکی در  با اختراع میکروسکوپ هم

 کانون جاروب میکروسکوپ هم و همچنین 9191سال 
افزایش  ،می در راستایگام مه 9199لیزری در سال  

روند . [9]داشته شدو عمق تصویربرداری بر تفکیکتوان 
ها ادامه یافت و در  ها در این سال پیشرفت میکروسکوپ

خطی که بر  وسکوپ غیرنخستین میکر ،9110سال 
فوتونی بود توسط دنک اساس فرایند غیرخطی جذب دو

به دلیل جذب  این میکروسکوپ در . [9]ساخته شد
ت به نسبتفکیک   توانو فوذ ن  عمق ،خطیغیر

 در همچنین. [4, 9]میکروسکوپی خطی افزایش یافت
حدود در  ،تر های بزرگ موج از طولها  این میکروسکوپ

تر  در آن پایین های زیستی نمونهکه پراکندگی  فروسرخ
شد  در نتیجه امکان تصویربرداری از  میاستفاده  ،است
لذا استفاده از . های با پراکندگی بالا فراهم گردید نمونه

، یکی از مشکلات خطی در میکروسکوپیفرایندهای غیر
به همین  .مهم پیش روی میکروسکوپی را برطرف کرد

دلیل در این مقاله به بررسی چیدمان میکروسکوپ 
غیرخطی تولید هماهنگ سوم و تصویر برداری از 

  .های خونی خواهیم پرداخت گلبول

 تئوری

 غیر خطی-1

مطالعه برهمکنش بررسی و واقع  درخطی اپتیک غیر
  رابطهدر حالتی است که قطبش و میدان  ،نور و ماده

 برای درک بهتر این مطلب . هم دارندخطی با غیر
ماده به میدان اعمالی بررسی شده یک  وابستگی قطبش

ستگی قطبش به میدان به صورت زیر بیان ابو. است
 :شود می

                               
         

       

    
                (9) 

خطی، پاسخ غیرخطی یب پاسخ لات به ترتکه جم
خطی فرایند غیردر  .[9]دنباش می م و سومدو  مرتبه

جذب و یک فوتون  ωسه فوتون با فرکانس  سوم  مرتبه

فرایندهای . (9شکل) دشو تولید می 9ωبا فرکانس 
در  به عبارت دیگر هستندمتریک اپارتولید هماهنگ 

و  بوده یکسان پایه و نهاییحالت کوانتومی  ها این فرایند
منتقل به ماده هیچ انرژی در برهمکنش نور و ماده 

به همین . [9]در نتیجه ماده گرم نخواهد شدشود  نمی

 همچون)تولید هماهنگ  خطیدلیل فرایندهای غیر
های  برداری از نمونهبرای تصویر (هماهنگ سوم تولید

فرایند های  ویژگیدیگر از  .مناسب هستندزنده زیستی 
 سیگنال در محیط وجودعدم هماهنگ سوم تولید 

دلیل این  .باشد همگن به دلیل جابجایی فاز گوی می
د از سیگنال تولیدی قبل و بعتداخل ویرانگر پدیده 

و موجب  اختلاف فاز دارند πی  به اندازه بوده که کانون
اما در . [9] خواهد شدسیگنال تولیدی از بین رفتن 

که تقارن شکسته محیط  همچون مرز دو نقاطی
این که  شدهتولید قابل توجهی سیگنال  ،شود می

را برای  ویژگی میکروسکوپی هماهنگ سوم
و همچنین  های شفاف برداری از نمونهتصویر

رای مثال تعیین ب)آشکارسازی مرزها در نمونه 
 . [1]مناسب کرده است (ها گرانولسیته گلبول

 میکروسکوپی-2

  ی میدان ها به دو دسته به طور کلی میکروسکوپ
در  .دنشو بندی می ای دسته نقطه   گسترده و جاروب

همزمان ه، گسترده کل نمون های میدان میکروسکوپ
در این  .باشد برداری آنی میت تصویرعرروشن و س
به دلیل اینکه کل نمونه همزمان روشن ها  میکروسکوپ

مخلوط  کانونصفحه های دیگر با نور  بخشنور  شود، می
 و باعث کاهش نسبت سیگنال به زمینه و توانشده 

 9 مرتبه یرخطیغ ندیافر یشما: 9 شکل
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های جاروب  دسته دوم میکروسکوپ .دگرد تفکیک می 
ه به نمونه به صورت نقط ها ای هستند که در آن نقطه

از آن ثبت آوری شده  جمعنقطه روشن و سیگنال 
کانون  از روش هم اصولاً ها این میکروسکوپدر . گردد می

توان  موجب افزایشکه این موضوع شود  میاستفاده 
استفاده از . دگرد به زمینه می تفکیک و نسبت سیگنال

یک غیرخطی با نوری فمتوثانیه و تلفیق اپت منابع
منجر به لیزری ای  جاروب نقطه میکروسکوپی

. شود لیزری می ای جاروب نقطهخطی میکروسکوپ غیر
به دلیل جذب غیرخطی، حجم ها  کوپدر این میکروس

که  باشد میقابل دستیابی  ،پراش کانونی کمتر از حد
برداری عمق تصویرو توان تفکیک بهبود  موجب

 .[1, 7] گردد می

 چیدمان تجربی

خطی تولید هماهنگ چیدمان تجربی میکروسکوپ غیر
  .نشان داده شده است 9سوم در شکل 

 

 

 

 

 

 

 

لس ابا پ قفل مدیدر این چیدمان از لیزر تمام فیبری 
به   نانومتر 9910 مرکزی  و طول موج فمتوثانیه 990

پس لیزری باریکه . شده استعنوان منبع نوری استفاده 
های  و حذف طول موج 9  از فیلتر شماره از عبور

درجه  49  ینهآ توسط ،ناشی از محیط بهره  ناخواسته
شده و به شدت  40نمایی وارد عدسی شیئی با بزرگ

سیگنال هماهنگ سپس . شود کانونی میروی نمونه 
 آوری‏جمع دیگرتوسط یک عدسی شیئی سوم تولیدی 

و حذف طول موج منبع  9   با عبور از فیلتر شماره و
آشکارساز هدایت شده و با پردازش به سمت  ،یلیزر

تصویر   Lab Viewافزارسیگنال دریافتی توسط نرم 

جاروب نقطه لیزری  به منظور .گردد نهایی تشکیل می
  روی یک پایهه نمونه ب ،روی نمونه جهت تشکیل تصویر

XYZ  عدسی شیئی دوم به همراه  .قرار گرفته است
 تشکیل یک میکروسکوپ ،عدسی چشمی

توان  دهد که با استفاده از آن می ترده میگس میدان
در این چیدمان از  .محل مناسب نمونه را پیدا کرد

شونده به همراه چاپر اپتیکی  لکننده قف دستگاه تقویت
به  .شده استبه عنوان سیستم حذف نویز استفاده 
 از آشکار ساز  ،دلیل ضعیف بودن سیگنال هماهنگ سوم

PMT   ر ی برخوردایکه از حساسیت بالا شدهاستفاده
نورهای محیطی موجب بالا رفتن سطح نویز و  .است

برای جلوگیری . شوند همچنین آسیب به آشکارساز می
از این مشکل، چیدمان در داخل محفظه تاریک قرار 

 .داده شده است

 تجربی ایجنت

سیگنال هماهنگ سوم ثبت شده در فصل مشترک 
که از جاروب  نشان داده شده 9هوا در شکل -شیشه

پ در راستای محوری به دست آمده یک لام میکروسکو
 .است

 

 

 

 

 

است زمانی که شکل قابل مشاهده  در ر که همانطو
بیشترین سیگنال  رسد ه صفحه کانون میسطح لام ب

هر چه سطح همچنین . شود هماهنگ سوم تولید می
شود تولید  کانون دور می  از صفحه ،فصل مشترک

به صفر میل کاهش یافته و در نهایت هماهنگ سوم 
 .کند می

از آنجایی که بیشترین شدت در صفحه کانون رخ 
مکان صفحه  9توان با استفاده از  شکل  دهد می می

 .کانون را با دقت میکرومتری تعیین کرد

 از مرسوم سوم هماهنگ دیتول یوپکروسیکم یتجرب نالیگس: 9شکل 

 هوا‐شهیش  مشترک فصل
 ای خطی جاروب نقطهچیدمان تجربی میکروسکوپ غیر: 9ل شک
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تصویر میکروسکوپ غیرخطی هماهنگ سوم از گلبول قرمز : 4شکل 

ای با استفاده از  خطی جاروب نقطهتصویر میکروسکوپ  (راست)خون

 (چپ)لیزر هلیوم نئون

 از سوم هماهنگ یرخطیغ کروسکوپیم ریتصو: 9شکل

  خون قرمز گلبول اهگلبول سفید به همر

میکروسکوپی آزمایی عملکرد  و راستیبه منظور بررسی 
هر دو روش گلبول قرمز به  از یک ابتدا هماهنگ سوم

میکروسکوپی غیر خطی هماهنگ سوم و میکروسکوپ 
همانطور . تصویربرداری شده است ای جاروب نقطهخطی 

ل قرمز تصویر گلبونشان داده شده است  4که در شکل 
خون به خوبی ثبت شده و شکل کلی گلبول به همراه 

که نشان از عملکرد  باشد تقعر آن قابل مشاهده می
خطی تولید هماهنگ سوم  مناسب میکروسکوپ غیر

 .دارد
 

 

 

  

 

 

 

 
 های در گام ،پیکسلی 90*90ای  این تصویر از آرایه

که میدان دید آن  تشکیل شده است مترینانو 900
با توجه به اینکه صفحه  .باشد میکرومتر می 90*90

کانون روی گلبول قرار دارد بیشترین سیگنال هماهنگ 
باشد و متناسب با  سوم تولیدی مربوط به لبه گلبول می

 .کند فاصله از صفحه کانون، سیگنال افت می
از یک  ،برای بررسی توان تمایز ساختاری میکروسکوپ

ه شده توسط چند گلبول قرمز ید احاطگلبول سف
 .است نشان داده شده 9برداری شد که در شکل تصویر

های  پیکسلی، در گام 40*40ای  این تصویر از آرایه
نانومتری تشکیل شده است که میدان دید آن  900
 .باشد میکرومتر می 90*90

 

هماهنگ سوم حاصل از گلبول سفید شدت سیگنال 
 که به دلیل مرزهای ناشی باشد بیشتر از گلبول قرمز می

پذیرفتاری مرتبه تفاوت  گرانولسیته گلبول سفید و از
 به این ویژگی. باشد میرمز سوم گلبول سفید و ق

مخرب و بدون برچسب از  ی غیرتصویربردار منظور
 .گیرد میمورد استفاده قرار تی های زیس نمونه

دهد این  همچنین تصویر ثبت شده نشان می
 های شفاف برداری از نمونهچیدمان جهت تصویر

های مرسوم  که میکروسکوپ( همچون گلبول سفید)
 ،برداری از آنها دچار مشکل هستنددر تصویر
 . باشد مناسب می

 گیری نتیجه
های خونی انجام  گلبولتصویربرداری هماهنگ سوم از 

این تصویربرداری تمایز خوبی بین . شده است
برداری ی تصویردهد و برا های خونی نشان می گلبول

شدت  .های خونی مناسب است گلبول آمیزی بدون رنگ
بول گل. های مختلف متفاوت است ده از گلبولثبت ش

دت بالا دارای ش های سفید به دلیل گرانولسیته
با توجه به تصویر ثبت شده . ستندسیگنال قوی تری ه

از گلبول سفید این میکروسکوپ برای تصویر برداری از 
 .باشد های شفاف مناسب می نمونه

 اجعمر

1. Minsky, M., Microscopy Apparatus. U.S. Patent 

#3013467, 1957. 

2. W. Denk, J.S., and W. Webb,Science,, “Two-photon 

laser scanning fluorescence microscopy,” 1990. . vol. 

248, no. 4951, pp. 73–76. 

3. P. J. Campagnola, M.-d.W., A. Lewis, and L. M. Loew, 

“High-Resolution Nonlinear Optical Imaging of Live 

Cells by Second Harmonic Generation,”  Biophysical 

Journal, 1999. , vol. 77, no. 6, pp. 3341–3349. 

4. Denk, F.H.a.W., “New developments in multiphoton 

microscopy,” Current Opinion in Neurobiology,, 2002. 

vol. 12, no. 5, pp. 593–601. 

5. Robert.W.Boyd., ”Nonlinear Optics”. p. 2. 

6. G. T. Boyd, Y.R.S., and T. W. Hansch,  and 1986., 

“Continuous-Wave 2nd-Harmonic Generation as a 

Surface Microprobe,”. Optics Letters,. vol. 11, no. 2, pp. 

97–99,. 

7. Tsang, T.Y.F., , “Optical third-harmonic generation at 

interfaces,” Physical Review A, 1995. vol. 52, no. 5, pp. 

4116–4125. 

8. al., J.S.e., “Characterization of femtosecond pulses 

focused with high numerical aperture optics using 

interferometric surface-third-harmonic generation,”.  

Opt. Commun. 147, 153–156 (1998). 

9. Squier, E.E.H.a.J.A., “Advances in multiphoton 

microscopy technology,”. Nat. Photonics 7, 93–101 

(2013). 
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 o

ps
i.i

r 
on

 2
02

6-
02

-2
4 

] 

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

                               4 / 4

http://opsi.ir/article-1-1933-en.html
http://www.tcpdf.org

