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 محوری مدولاسیونروش کانون با هم جاروب لیزری میکروسکوپی توان تفکیک بهبود

 یسازی آشکارروزنه

 مهدی مزدور دشتابی، رضا مسعودی محمد دلجور،

 پژوهشکده لیزر و پلاسما، دانشگاه شهید بهشتی، تهران

های ضخیم با نمونه ازتصویربرداری سه بعدی  افت،علاوه بر اینکه توان تفکیک افزایش ی ،کانونبا ابداع میکروسکوپی هم –چکیده 

ی آشکارساز روزنه محوری مدولاسیونبا استفاده از  ،بردارییک روش پردازش آنی داده ،. در این مقالهگردید ممکننیز پراکندگی بالا 

معرفی  ،کانون هم اروب لیزریج محوری در یک میکروسکوپ  توان تفکیک، به منظور افزایش شوندهی قفلبه یک تقویت کننده متصل

، ی جاروب()در بالا یا پایین صفحه یابی نمونههمچنین ابهام در مکان را بهبود بخشیده و نگاری نوریاین روش برشبه علاوه،  شده است.

 کند. را برطرف میمرسوم کانون همموجود در میکروسکوپی 

 آشکارسازی یروزنهمحوری یزری، مدولاسیون کانون، میکروسکوپی جاروب لمیکروسکوپی هم -کلید واژه

 

 

Resolution enhancement of confocal laser scanning microscopy by detection 

pinhole axial modulation technique 

Mohammad Deljoor, Mahdi Mozdoor Dashtabi, Reza Massudi 

Shahid Beheshti University, G.C., Laser and Plasma Research Institute 

 

Abstract- With the invention of confocal microscopy, in addition to the enhancement of resolution, 3D imaging of thick highly-

scattering samples became possible. In this article, an instant data acquisition processing method is introduced using axial 

modulation of detection pinhole in order to increase the axial resolution of a laser scanning confocal microscope (SCM). This 

method, improves optical sectioning as well and also resolves the ambiguity of sample positioning (above or below the scanning 

plane) existing in conventional confocal microscopes. 

Keywords: Confocal microscopy, Laser scanning microscopy, Detection pinhole axial modulation 
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 مقدمه -1

سال پیش تاکنون ابزار مهمی  350میکروسکوپی نوری از  

میدان های نوری رود. میکروسکوپدر تحقیقات به شمار می

های بسیار نازک برداری از نمونهقادر به تصویر تنها ،گسترده

مجموع اطلاعات  ،های ضخیمچرا که در نمونه ،هستند

ی مورد صویر صفحهدر تنیز نوری صفحات بالایی و پایینی 

د. در این حالت کنتراست تصویر به شدت شونظر دیده می

صویر و وضوح آن یت تاز کیف در نتیجهآید و پایین می

 .شودکاسته می

توسط مینسکی در سال کانون همبا اختراع میکروسکوپ 

با میکروسکوپی  و با ترکیب این نوع میکروسکوپی 1957

ی تصویر، و گذاشتن یک روزنه در صفحهلیزری  جاروب

این گونه  و حل یشکل تا حدوداین مجلوی آشکارساز، 

 در تحقیقات زیستینظیر به عنوان ابزاری بی میکروسکوپ،

های خارج از کانون که با حذف نور ،روزنه .به کار گرفته شد

باعث  ،رسداز صفحات بالایی و پایینی به آشکارساز می

شود. توان زمینه و بالا رفتن وضوح تصویر میحذف پس

بیشتر از برابر  1.4 حدود تفکیک این میکروسکوپ

ه ب و [1] است میدان گسترده میکروسکوپ معمولی

توان اطلاعات مربوط به می ی این میکروسکوپواسطه

ک صفحات مختلف را به طور جداگانه دریافت کرد و به ی

نگاری نوری دست یافت که در تصویربرداری سیستم برش

 کاربرد دارد. زیستیهای سه بعدی از نمونه

توان افزایش در  کانونمیکروسکوپ هم توانایی با وجود

این  ،های ضخیمربرداری از نمونهو توانایی تصوی تفکیک

ز کاربردها کافی نیست. به همین برای بسیاری ا هاویژگی

ی میکروسکوپی صفحه ،ی جدیدی از جملههاروش دلیل

و میکروسکوپی  [5] ، میکروسکوپی غیرخطی[4] نور

این  خدمت گرفته شد. بهابداع و  ،[6] نوررسانی ساختارمند

دگی و گران جمله پیچیاز  ها دارای معایب متعددیروش

 .هستند تصویربرداری بودن تجهیزات

 مدولاسیونروش آشکارسازی  ،مشکلاتبرای جبران این 

 توانایی ،مزیت اصلی این روش .شودپیشنهاد می

سازی حساس به فاز است، که منجر به محدود شدن آشکار

 در اطرافی باریک بازهپاسخ سیستم آشکارسازی به یک 

در  نخست ،این روش شود.میرکانس مدولاسیون ف

 به کار گرفته شده استهنگ سوم میکروسکوپی تولید هما

در  زمینهحذف پس مانندهایی ویژگی و دارای [2]

محوری و  توان تفکیکافزایش  های با پراکندگی زیاد،نمونه

 .[3] است جایگزیدگی و رفع ابهام در مکان نمونه

  کانونهم یهروزنمحوری مدولاسیون  روش ،این مقالهدر 

کنیم، و از آن به منظور بهبود را معرفی می آشکارسازی

  .بهره خواهیم برد کانونهممیکروسکوپی 

 اصول و تئوری -2

به منظور حذف نورهای خارج  ،کانوندر میکروسکوپی هم

گیرد. از کانون، یک روزنه جلوی آشکارساز قرار می

( 1د وشتشکیل می دو بخشتصویربرداری در این مورد از 

روی نمونه کانونی  ی لیزر توسط عدسی شیئیباریکه

 شیئی( سیگنال بازتابی از نمونه توسط عدسی 2شود و می

 شود.تصویر می جلوی آشکارسازی روی روزنه

که روی نمونه کانونی  یی لیزردلیل اثرات پراش، باریکهه ب 

بصورت تک نقطه نخواهد بود و یک توزیع شدت  ،شودمی

-نورای واهد داشت که به آن تابع توزیع نقطهسه بعدی خ

شود. به طور مشابه، سیگنال گفته می (excPSFرسانی )

آشکارساز  یبه صفحهکه  نمونه ینقطه هراز  بازتابی

نیز یک توزیع شدت سه بعدی خواهد داشت که به  رسدمی

گفته  (detPSFی )ای آشکارسازآن تابع توزیع نقطه

و آشکارسازی را  رسانی-نورشود. بنابراین کل فرایند می

 (confPSF) کانونهم ایتوان با یک تابع توزیع نقطهمی

 بصورت زیر تعریف کرد.
 

(1) 
det

( , , )

( , , ). ( , , )

conf

exc

PSF x y z

PSF x y z PSF x y z


  

ی کانونی باریکهکانون، در میکروسکوپ جاروب لیزری هم

شود و سپس سیگنال بازتابی روی نمونه جاروب می شده،

از پیچش  ،تصویرگردد. از هر نقطه توسط آشکارساز ثبت می

ی مختلط بازتابی کانون با دامنهای همبین تابع توزیع نقطه

 بنابراین خواهیم داشت:آید. از نمونه بدست می

(2

 ) 

2
( , , ) | ( , , ) ( , , ) |confI X Y Z O x y z PSF x y z  

)که  , , )X Y Z  و( , , )x y z  مختصات فضا به ترتیب در

) و ی تصویر و جسم هستندصفحه , , )O x y z 

 ی مختلط بازتابی از نمونه است.ی دامنهدهندهنشان

 یمحوری روزنهکانون مدولاسیون در میکروسکوپی هم

ی با دامنهکانون همی روزنه، مکان آشکارسازی  کانونهم

02  در طول محورz  با فرکانسf شود. در مدوله می
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صورت ه ب سیگنال ثبت شده توسط آشکارساز ،جهنتی

 ی زیر خواهد بود:رابطه

 

(3) 
2

det 0

( , , )

| ( , , ) ( ( , , )

( , , sin(2 ))) |

s

exc

I X Y Z

O x y z PSF x y z

PSF x y z ft 





 

 

دهد که سیگنال ثبت شده توسط نشان می 3ی معادله

مشخص، در زمان مدوله شده  z آشکارساز به ازای یک مکان

) ،sIمربوط به  f یی فرکانساست. مولفه )fS z،  با عبور

رون یک دآشکارساز از  خروجیسیگنال الکتریکی 

قفل شده  fی قفل شونده که روی فرکانس کنندهتقویت

 اول یمرتبه متناسب با مشتقکه  ،آیددست میه است، ب

( )sI z  نسبت بهz  7,2[است[. 

رسانی -نوربه منظور  نگوسی یدلیل استفاده از باریکهه ب

زیع که تابع تو توان فرض کردی میبا تقریب خوب ،روی نمونه

 کانونی شدن،و  شیئیاز عدسی  رسانی نیز بعد-ای نورنقطه

ضمن در نظر  .[1] باقی خواهد ماند نگوسی صورته ب

متناظر با یک فصل  های تئوریسیگنال ،گرفتن این فرض

)خط توپر( و  معمولیکانون همبرای دو حالت  ،مشترک

 آشکارسازی کانون هم یروزنهحالت مدولاسیون 

 نشان داده شده است. 1در شکل  چین(نقطه)

 
کانون معمولی )خط ممتد( و : سیگنال تئوری میکروسکوپی هم1شکل 

 )نقطه چین( آشکارسازی کانون ی هممدولاسیون روزنه

به ازای بیشترین مقدار سیگنال  ،کانوندر میکروسکوپی هم

 ی کانونکه در صفحه هعی مورد مطالنمونهاز  یسطح آن

همیوغ مختلط با روزنه(  یقرار دارد )صفحه شیئیعدسی 

ای در به دلیل تقارن تابع پراکنش نقطهآید. دست میه ب

کانون همدر میکروسکوپی  مکان نمونهتشخیص ، zراستای 

نمونه در بالای  کهواضح نیست  معمولی دارای ابهام است و

 روشاما در  قرار دارد و یا در زیر آن. ی جاروبصفحه

به  ،آشکارسازی کانون هم یروزنه محوری مدولاسیون

 ،ی همیوغ با روزنه()صفحه جاروبی صفحه گذر ازهنگام 

)علامت  )fS z نمونه نسبت  مکان ،کند. در نتیجهتغییر می

 است. قابل تشخیص zدر راستای  جاروبی صفحه به

و  نگاریبهبود برشگی برای توان از این ویژمی نابراینب

جا که پهنای هر ز آنهمچنین اکرد.  گزیدگی استفادهجای

نواحی )مثبت و منفی( سیگنال مربوط به حالت یک از 

، نسبت آشکارسازی کانونهم یروزنه محوری مدولاسیون

توان تر است، کانون معمولی کمبه حالت میکروسکوپی هم

 ،. با انجام محاسباتخواهد یافتوری افزایش مح تفکیک

برابر  1.6ی ی به اندازهمحور توان تفکیکاین افزایش 

 .آیدبدست می

 تجربینتایج  -3

کانون شماتیک چیدمان تجربی برای میکروسکوپی هم

 کانونهم یروزنه محوری معمولی و مدولاسیون

 نشان داده شده است.  2در شکل  آشکارسازی

 
 شماتیک چیدمان تجربی :2شکل 

شونده که ی قفلاز یک تقویت کننده ،برای حالت معمولی

شود، سینگال مرجع آن توسط یک چاپر نوری تامین می

اما برای  شده است،برداری استفاده جهت رفع نویز و داده

تبدیل چیدمان معمولی به یک چیدمان مدولاسیون 

با  شده و روزنه ، چاپر حذفزیآشکارسا کانون ی همنهزور

شود، اندازی میراه سیگنالیک مولد  توسطیک بلندگو که 

  می شود.داده نوسان  zحول محور 

ای که در طول سیگنال ثبت شده از یک لام شیشه ،3شکل 

به سمت  شیئیعدسی  یکانون یاز بالای نقطه zمحور 

 ولیروش معم با کند،پایین )به سمت آشکارساز( حرکت می

 آشکارسازی کانون ی همنهزور محوری و مدولاسیون )الف(

  .، را نشان می دهد)ب(

های تئوری دهد که دادهنشان می 3و1های شکلی مقایسه

و تجربی در تطابق خوبی با یکدیگر هستند. همچنین از 

توان دید که سیگنال مدولاسیون محوری ، می3شکل 

متناسب با مشتق  ، بصورتآشکارسازی کانونی همنهزور
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ی اول سیگنال ثبت شده به روش معمولی است. در مرتبه

ی مثبت به ازای حالتی است که لام بالای ، ناحیه3شکل 

ی جاروب قرار دارد و هر چه به سمت عدسی شیئی صفحه

کنیم ابتدا سطح سیگنال صفر شده )قرار گرفتن حرکت می

 شود. یشیئی( و سپس منفی معدسی لام روی سطح کانون 

 
کانون شکل سیگنال تجربی بدست آمده برای میکروسکوپی هم :3شکل 

 آشکارسازی کانون ی هممعمولی )الف( و مدولاسیون محوری روزنه

 )ب(.

 و بهبود تفسیر سیگنالبرای نشان دادن بهبود جایگزیدگی 

 شرو دو گلبول قرمز با هر یک از زیستی، ینمونه در یک

 کانون ی همنهزورمحوری ( و مدولاسیون 4ل معمولی )شک

 ایم.(، تصویربرداری کرده5)شکل  آشکارسازی

شود، میکروسکوپی دیده می 4طور که در شکل مانه

 میکرومتر جابجایی 5کانون معمولی، قادر به تمایز بین هم

دولاسیون تصویر نیست. اما تکنیک م 5محوری موجود در 

تواند (، می5، )شکل آشکارسازی کانونهمی محوری روزنه

سطح جاروب )آبی( و زیر  )قرمز( بین نقاط نمونه که در بالا

تمایز قائل شود. همانطور که سطح جاروب از قرار دارد، 

کت آن حر بالایبه سمت  الف( 5)شکل سلول پایین

رنگ  آبیکاسته شده و نواحی  از نواحی قرمز ،کندمی

ی دهندهی سفید رنگ نشاننواح یابند.افزایش می

جاروب قرار  یهایی از نمونه است که بر روی صفحهبخش

 دارند.

 گیرینتیجه -4

ی دولاسیون محوری روزنهکانون ممیکروسکوپی هم

، علاوه بر افزایش توان تفکیک آشکارسازی کانونهم

پی وبرابر نسبت به میکروسک 1.6ی محوری به اندازه

نگاری نوری، امکان تفسیر شکانون معمولی و بهبود برهم

کند. از این بهتر سیگنال دریافتی از نمونه را میسر می

های زیستی ضخیم توان در تصویربرداری از نمونهویژگی می

 و با پراکندگی بالا به ویژه تصویربرداری از مغز، بهره جست. 

 
مز با گام یک : تصاویر برش نگاری ثبت شده از گلبول قر4شکل 

 کانون معمولی.با میکروسکوپی هم zمیکرومتر در طول محور 

 
: تصاویر برش نگاری ثبت شده از گلبول قرمز با گام یک 5شکل 

ی با روش مدولاسیون محوری روزنه zمیکرومتر در طول محور 

 .آشکارسازی کانون هم
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