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های زیستی، با کمترین از نمونه بعدیسه تصویربرداریبرای نوری روشی کارآمد  لایه فلورسانی میکروسکوپ -چکیده 

 تک عرضی بالا در مطالعات توان تفکیکدستیابی به  با این وجود،. نوری به نمونه و سرعت تصویربرداری بالاستآسیب

کره رومیکیک  شود که با بکارگیری ین مقاله،  نشان داده میسلولی به کمک این شیوه موضوعی چالش برانگیز است. در ا

 بهبودعرضی  توان تفکیکو  شدهزیاد  برابر 2/3به میزان  نمایی، ضریب بزرگآشکارسازدر مسیر  mμ 250با قطر   شفاف

لت بدون و تصاویر با حاشده  نشان داده (MCF7)های سرطان پستان . کارایی این چیدمان با تصویربرداری از سلولیابدمی

های با گشودگی یئشیبه جای استفاده از ساده  و کم هزینه جایگزینی  روشارائه شده  رهیافتاند. شده مقایسهمیکروکره 

 است.نوری فلورسانی لایه عددی بالا در میکروسکوپی 

 میکرو کره تقویت شده با ، میکروسکوپیفلورسانی ، میکروسکوپ لایه نوریبعدیسهابرتفکیک،  -کلید واژه

Resolution enhancement of light-sheet fluorescence microscopy using 

a microsphere 
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Abstract- Light-sheet fluorescence microscopy (LSFM) is a powerful method 3D imaging of biological samples 

with the minimal photodamage, and high imaging speeds. However, achieving high lateral resolution for single cell 

imaging applications is a challenging issue for the method. Here, we demonstrate that using a transparent 

microsphere (250 µm diameter) in the imaging system, leads to 3.2x increase of the magnification, and an enhanced 

resolution.  The capability of the approach is verified single-cell imaging of breast cancer cell line MCF7, and the 

results are compared with conventional LSFM images without the microsphere. Our proposed arrangement can 

be considered as an inexpensive and simple  alternative for using high-NA objectives in LSFM. 
 

Keywords: 3D, Light-Sheet Fluorescence Microscopy, microsphere-assisted microscopy, Super-Resolutio
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 مقدمه

 مقیاس‐های زیستی درشتاز نمونه بعدیسهری داتصویربر

زیست  لیهای اصاز دغدغههمواره  بالا توان تفکیک با

به منظور تصویربرداری  های رایج و نوینشیوهپژوهان است. 

میکروسکوپی و  کانون هممیکروسکوپ  شاملبعدی سه

به  ،هااین شیوه با این وجود چند فوتونی است. فلورسانی

)روبش نقطه به نقطه نمونه( تصویربرداری کم  دلیل سرعت

نوری و یا  آسیب موجب نمونه که اضافی نوردهیو 

 یاتصویربرداری در لحظه  خواهد شد، امکان یسفیدشدگ

-. از سوی دیگر، میکروسکوپندارندا ر نمونه از مدت نیطولا

فردی در تصویربرداری هتوانایی منحصر ب نوری یلایههای 

های درشت نمونهز امدت  نیو طولا غیرمخرب بعدیسه

مشخص از نمونه ایی لایهتنها  در این شیوه. مقیاس دارند

که عمود بر مسیر  آشکارسازبه وسیله بازوی و نوردهی 

علاوه بر این، مجزا . ]1[ شودتصویربرداری می  نوردهی است،

برداری در این روش، های نوردهی و تصویربودن سیستم

کند. های درشت را نیز فراهم میامکان تصویربرداری نمونه

 آشکارسازجا کردن نمونه در راستای هجاب از بعدیسه تصاویر

در هر مرحله  شده ثبت هایلایه تصاویر دادن قرار هم و کنار

  .شودمیحاصل نمونه از روبش 

 های زیستینمونهتصویربرداری تک سلولی از ین حال، ا اب

هایی با گشودگی عددی بالا است مستلزم استفاده از شیئی

 د.کنتر میبا آنها دشوار بوده و نوعاً چیدمان را پیچده که کار

نوری فلورسانی لایه میکروسکوپ  توان تفکیکبرای بهبود 

توان به میجمله  این از اند کهارائه شدههایی نیز روش

تخلیه  چونتفکیک همهای ابرترکیب این شیوه با سایر روش

. ]3و  2[کرد اشاره   نوردهی ساختار یافتهو  تابشی القایی 

های با گشودگی علاوه بر بکارگیری شیئی هاروشاین 

از  .هستند هزینهداشته و پر پیچیده  چیدمانی عددی بالا 

شفاف  کروکرهیاستفاده از م ریدر چند سال اخسوی دیگر 

سهولت روش و  لیبه دل کیابرتفک یارتصویربردبه منظور 

 اریبس ،ینور یکروسکوپیم یهاستمیس توان تفکیکارتقاء 

در  کروکرهیمدادن روش، با قرار  نیمورد توجه است. در ا

موثر  یعدد یگشودگ کروسکوپ،یم یئیش کی یکاره فاصل

( نییپا یعدد یبا گشودگ یهایئیش در ی)حت ستمیس

. در ]4[ انجامدیم کیابرتفک یریرگیو به تصو یافته شیافزا

 روش نیاز استفاده از ا بخشتیرضا یجینتا ریاخ یهاسال

 ینور روسکوپیم یهاستمیدر س کیتوان تفک شیافزا یبرا

 این بیبه ترک توانیجمله م نیش شده است که از ارازگ

 ک،یتار دانی، مکانونهم ینور یهاکروسکوپیبا م دهیا

 رامان اشاره کرد. یسنجفیو ط ،یتالیجید ینگارتمام

روشی کره استفاده از میکرودهیم که در این مقاله نشان می

 چیدمان توان تفکیکهزینه و ساده برای افزایش کم

 .صفحه نوری فلورسانی است میکروسکوپ

آزمایشگاهیچیدمان   

در این چیدمان دهد. می مایشچیدمان آزمایش را ن 1شکل

شود. جزئیات از باریکه ایری برای نوردهی استفاده می

یکه لیزر با طول بارگزارش شده است.  ]5[چیدمان در مرجع 

فضایی نوری از سیستم  القاگرپس از عبور  نانومتر 473موج 

f4 مترسانتی15و  30های با فاصله کانونی متشکل از عدسی 

آینه  اته نوری با نوسانحصفو بر روی آینه روبش هدایت 

شود. لکه لیزر بر روی آینه روبش به وسیله تشکیل می

 30و  10ی با فاصله کانونی هاعدسیل از متشک f4سیستم 
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 بر روی صفحه کانونی پشتی شیئی نوردهی مترسانتی

(10×, NA=0.3) شود.تصویر می 

 
 : طرح کلی چیدمان آزمایش.1شکل 

تصویر صفحه نوردهی شده به وسیله میکروسکوپ فلورسانی 

 این میکروسکوپ متشکل ازشود. افقی چیده شده ثبت می

، عدسی (LWD, NA=0.42 ,×20) آشکارسازشیئی 

بلندگذر ، فیلتر (TTL200, Thorlabs)تصویرساز 

(FEL0500, Thorlabs)  و دوربینCCD  است. میکروکره

در فاصله بین نمونه و  μm250 )از جنس سیلیکا( با قطر 

منظور امکان نوردهی به. شودمیقرار داده  آشکارسازشیئی 

 جاگرجابهبر روی  های مختلف، نمونهصفحات از عمق

 یهندس شی، نما2در شکل  .گیردمیقرار  موتوری نانومتری

در دو حالت  ریتصو لیتشک زیو ن ریثبت تصو یچگونگ

)پرتو سبز رنگ( آورده  یقیرنگ( و حق ی)پرتو آب یمجاز

 یئیش ی)صفحه ش  z=0شده است. ابتدا نمونه در محل 

 کره،وکری. قبل از افزودن مشودیآشکارساز( قرار داده م

 شکارسازآ یئیش یعدد یرا گشودگ ستمیس یریپذ کیتفک

 کروکرهی. با قراردادن مکندیم نییمتناسب است تع 𝜃0 که با

 ریدو تصو بیآن، به ترت یکانون بعد از فاصله ایقبل  یاندک

 لیتشک یئیش یدر محل صفحه ش یقیو حق یمجاز

داده شده است،  شینما  2طور که در شکل. همانشودیم

 شیافزا  𝜃1به یمخروط نور هیزاو کروکره،یدرحضور م

 . ]4[ ابدییم

 
نمایش هندسی تشکیل تصویر در اثر میکروکره برای دو  :2شکل 

حالت مجازی )پرتو آبی رنگ( و حقیقی )پرتو سبز رنگ( با 

  میکروکره.

 نتایج تجربی

تصویربرداری به منظور بررسی کارایی چیدمان از آن برای 

 استفاده شد. (MCF7)های سرطان پستان از سلول

ها در حضور و در غیاب میکروکره در تصاویر این سلول

)الف( تصویر سلول را 3نمایش داده شده اند.  شکل  3شکل

های دهد. در شکلپیش از قراردادن میکروکره نمایش می

)ب و ج( تصویر حقیقی و مجازی در حضور میکروکره 3

داده شده است. تصاویر حقیقی و مجازی ناشی از نشان 

تر برابر بیش 2/3و  8/2نمایی بزرگ دارایترتیب میکروکره به

چنین تصاویر بدون میکروکره هستند. هم نسبت به حالت

تشکیل شده به وسیله میکروکره به وضوح دارای توان 

و( توزیع شدت بر روی -)د 3تفکیک بالاتری هستند. شکل

-دهد. تصاویر نشان میدلخواه را نشان می سه برش خطی

دهد، ساختارهایی که در حالت بدون میکروکره پنهان 

 شوند.هستند در هر دو تصویر حقیقی و مجازی آشکار می

های مختلف، نمونه بر روی منظور ثبت تصاویر از عمق به

 آشکارسازجاگر موتوری قرار گرفت و در راستای محور جابه
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-بندی )ثبت تصاویر از عمققابلیت لایه 4شکلجا شد. جابه

نوری با استفاده میکروسکوپ صفحه چیدمانهای مختلف( 

 دهد.از میکروکره را نمایش می

 

؛ الف( قبل MCF7ثبت شده از تک سلول  یدوبعد ریتصاو: 3شکل 

ج( با  ،یقیدر حالت حق کروکرهیبا م ب( کروکره،یاز افزودن م

در طول  یتک بعد یهاهیو( نما-د ،یدر حالت مجاز کروکرهیم

 IIIو  I ،IIدلخواه   یهابرش خط

گیرینتیجه  

میکروسکوپ  توان تفکیکنمایی و مقاله افزایش بزرگدراین 

 بین نمونه ومیکروکره قراردادن  باصفحه نوری فلورسانی 

 ثبت برای چیدمانگزارش شد. از این  آشکارسازشیئی 

قابلیت  و ن استفاده شدهای سرطان پستاتصاویر از سلول

-از عمق دوبعدیتصاویر  ثبتچیدمان با  بعدیسهبندی لایه

نتایج نشان دهنده افزایش توان   های مختلف نشان داده شد.

با استفاده از این  برابر( 2/3نمایی)تا و بزرگ توان تفکیک

برای استفاده جایگزینی کم هزینه  ،این رهیافت شیوه است.

 با گشودگی عددی بالا است. آشکارسازهای از شیئی

 

 MCF7ثبت شده از تک سلول  یبعدسه ویرتص: نمایش 4شکل

 .μm 4صورت برشی در چند عمق مختلف. خط مقیاس:به
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