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های مختلف بافت قرنیه انسان با تشخیص نقاط تلاقی فیبرهای کلاژن در عمق

 استفاده از میکروسکوپی تولید هماهنگ دوم حساس به قطبش

 مسعود قطبی، زادهمهدی علی

 کردستان، سنندج، ایرانگروه فیزیک، دانشکده علوم پایه، دانشگاه 

Alizadehmehdi65@gmail.com, M.Ghotbi@uok.ac.ir  

بافت قرنیه انسان تبدیل  مطالعه( به ابزاری توانمند برای pSHGاخیرا میکروسکوپی تولید هماهنگ دوم حساس به قطبش ) –چکیده 

ستا با هم تلاقی می سکوپی در نقاطی که دو فیبر کلاژن غیر همرا صل از این تکنیک میکرو ست. نتایج حا کنند باعث گمراهی شده ا

تغییرات نتایج شووود. در این مقاله شوووند. شووناسووایی و ح ن این نقاط باعث بهبود و افزایش قابلیت اطمینان نتایج  زمایش میمی

کند نسبت به عمق در نقاط تلاقی فیبرهای کلاژن موجود در قرنیه بررسی شده است. نتایج تایید می pSHGل از میکروسکوپی حاص

 کند.های مختلف قرنیه به درستی شناسایی و ح ن میکه تکنیک ارائه شده نقاط تلاقی فیبرهای کلاژن را در عمق

 .ماهنگ دوم، قرنیه، قطبش، میکروسکوپی غیرخطیتصویربرداری زیستی و پزشکی، تولید ه -کلید واژه
 

Identifying crossing collagen fibers in different depths of human cornea 
tissue using pSHG microscopy 

Mehdi Alizadeh, Masood Ghotbi 

Department of Physics, University of Kurdistan, Pasdaran St., 66177-15177, Sanandaj (Iran) 

Abstract- Recently, polar ization sensitive second harmonic generation (pSHG) microscopy has become a powerful 

tool for studying the human cornea tissue. The obtained results by pSHG may be misleading in the crossing points 

of two different collagen fiber  bundles. The results can be improved and become more reliable by detecting and 

filter ing out the crossing points. In this ar ticle, the possible changes in the results of pSHG microscopy with respect 

to the depth of the crossing points have been investigated. The results show that the proposed technique is able to 

identify and filter  out the crossing points of the collagen fibers in different depths of the cornea. 

Keywords: Cornea, Medical and biological imaging, Nonlinear Microscopy, Polarization, Second harmonic generation. 
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 مقدمه

 یداخلبخش قرنیه قسمت شفاف جلوی کره چشم است که 

-از لایه عمدتا کند. قرنیهچشم را از محیط خارج جدا می

کلاژن تشکیل شده است ولی  Iهایی از فیبرهای کلاژن نوع 

شود و پروتئوگلیکان نیز در این ساختار یافت می VIنوع 

تواند خصوصیات فیزیکی و می قرنیه ساختاردر  . تغییر[1]

  .ییر دهد و منجر به کاهش دید شودپتیکی آن را تغا

ی انسان توسط در قرنیه ساختار مولکولی کلاژن موجود

 SEMو  X-Rayهای میکروسکوپی مختلفی مانند تکنیک

متاسفانه برای استفاده از تحلیل شده است.  به طور دقیق

. اخیرا باید بافت را از بدن جدا کردها تکنیک این

-به یکی از رایج (SHG)میکروسکوپی تولید هماهنگ دوم 

. [3و2]ها برای مطالعه قرنیه تبدیل شده است ترین تکنیک

نمونه وجود فیبرهای کلاژن موجود در قرنیه آن را به یک 

. کندتبدیل می SHGآل برای میکروسکوپی ایده

رساند. به بافت قرنیه آسیب نمی SHGمیکروسکوپی 

به قطبش نور فرودی  SHGسیگنال  همچنین، حساسیت

وپی تولید هماهنگ باعث به وجود آمدن تکنیک میکروسک

که قادر است  ( شده استpSHGدوم حساس به قطبش )

 یهای تولید کنندهمولکولمفیدی از اطلاعات ساختاری 

نقاط  شناسایی کند. اخیرا فراهمهماهنگ دوم در نمونه را 

های انسانی با استفاده تلاقی فیبرهای کلاژن موجود در قرنیه

 شده است انجام یک عمق ثابت در pSHGاز میکروسکوپی 

پارامترهای مختلف مربوط به فیبرهای کلاژن در بافت . [3]

در این مقاله ابتدا  کنند.قرنیه نسبت به عمق تغییر می

و پارامتر تشخیص نقاط تلاقی دو گیری تغییرات زاویه سمت

 مجاور ها در نواحیعمقسایر   درغیر همراستا  کلاژن فیبر

سپس  شده است. سازیشبیه در قرنیه تلاقی دو فیبر ینقطه

در هنگام  دو فیبر کلاژن توانایی تشخیص نقاط تلاقی

 های حاصل از آزمایشتوسط داده پیشروی در عمق قرنیه

  شده است. و تایید بررسی

 هامواد و روش

مدل بیوفیزیکی استفاده شده در این مطالعه شدت سیگنال 

SHG با  یمولکول یعبوری تولید شده توسط یک مجموعه

نسبت به  φای ای و با سمتگیری زاویهتقارن استوانه

چارچوب آزمایشگاه که با نوری فرودی با قطبش خطی در 

-بینی میشوند را به صورت زیر پیشتحریک می αراستای 

 :[3]کند

𝐼𝑆𝐻𝐺(𝜑. 𝛼) = 𝑎0 + 𝑎2𝑐𝑜𝑠2(𝜑 − 𝛼) + 𝑎4𝑐𝑜𝑠4(𝜑 − 𝛼) (1)  

ضرایبی هستند که با استفاده از الگوریتم  4aو  0a ،2aکه 

شوند. تبدیل فوریه رابطه فوق تبدیل فوریه تعیین می

 بصورت زیر است:

𝑖(Ω) = 𝑎0δ(0) + 𝑎2 exp(i2𝜑) δ(1 − Ω) +

𝑎4 exp(i4𝜑) δ(2 − Ω) + c. c. (2)  

معرف مزدوج مختلط است.  .c.cو  αتبدیل فوریه  Ωکه 

گیری فیبرهای کلاژن نسبت به چارچوب زاویه سمت

توان با محاسبه آرگومان جمله دوم و یا را می، φ، آزمایشگاه

 ( به صورت زیر محاسبه کرد:2سوم رابطه )

𝜑 = arg[𝑎2exp⁡(𝑖2𝜑)] /2 (3)  

𝜑′ = arg[𝑎4exp⁡(𝑖4𝜑)] /4 (4)  

نتایج  محاسبه تفاضلتوان با که میاست قبلا گزارش شده 

( نقاط تلاقی فیبرهای کلاژن 4( و )3بدست آمده از روابط )

  :[3] تشخیص داد در هر پیکسل بافت قرنیه را در موجود

∆φ = 𝜑 − 𝜑′ (5)  

°22.92 دارای پیکسلی کهو هر  < |∆𝜑| < باشد  53.11°

  شود.می در نظر گرفتهعنوان نقطه تلاقی فیبرهای کلاژن به 

کنیم که یک پالس گاوسی فرض می مسالهسازی برای شبیه

 یفضابه نانومتر  300معادل  FWHMبا ی زمانی با دوره

 شود.می وارد 60° و 0° یهاراستادر دو فیبر کلاژن  تماس
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با  SHGشدت سیگنال  های مختلف این فضادر عمق

و  180°تا  0°قطبش خطی از  9( برای 1استفاده از رابطه )

با استفاده از  شده است. سپس محاسبه آنتبدیل فوریه  نیز

های مختلف در عمق φ∆و  φ( مقادیر 5) ( تا3روابط )

 اند.نسبت به عمق رسم شده نتایج( 1در شکل )و  اسبهمح

 
نانومتر از  300سازی عبور پالس گاوسی با پهنای : شبیه1شکل 

. 0°و  60°ای های زاویهگیرینقاط تماس دو فیبر کلاژن با سمت

 دهد.را نشان می Δφو نقطه چین  φخط کامل 

دهد که تا زمانی که پالس گاوسی تماما ( نشان می1شکل )

ی نتیجه pSHGداخل فیبر اول قرار دارد میکروسکوپی 

دهد. این موضوع برای فیبر دوم نشان می φدرستی را برای 

گاوسی از سطح تماس نیز صادق است؛ یعنی زمانی که پالس 

باز  گیردکاملا در فیبر دوم قرار می کند ودو فیبر عبور می

 را به درستی φ∆و  φمقادیر  pSHGهم میکروسکوپی 

هایی از نمونه که پالس گاوسی اما در عمق کند.می محاسبه

 SHGو سیگنال  کندهر دو فیبر را بطور همزمان روشن می

 های تولید شده توسط هر دو فیبر استترکیبی از سیگنال

با نتایج هیچ یک  نتایج حاصل  (نانومتر 2500 عمق)مثلا 

وارد بازه  φ∆مقدار  در این عمق. مطابقت ندارد از فیبرها

22.92° < ∆𝜑 <  یکی ازشود. این بازه می 53.11°

( 1است که در شکل )مربوط به نقاط تلاقی فیبره هایبازه

 با رنگ ارغوانی نشان داده شده است.

-را نشان می pSHG( چیدمان مربوط به آزمایش 2شکل )

پالس است  Ti:Sapphireیک لیزر ی لیزری که چشمهدهد. 

فمتوثانیه در طول موج  160های فوق کوتاه با دوره زمانی 

ند. این کتولید میمگاهرتز  76نانومتر با نرخ تکرار  810

عبور  و (GM) دو آینه گالوانومتری پس از بازتاب ازها پالس

 (HWP) موجو یک تیغه نیم (LP) ک قطبشگر خطیاز ی

ور در آب با گشودگی غوطه (OB) توسط یک عدسی شیئی

قرنیه  یبرابر روی نمونه 25و بزرگنمایی  05/1ای زاویه

باریکه  (BPFو  F) شوند. پس از فیلتر کردنمتمرکز می

 (PMT)تولید شده به آشکارساز  SHGفرودی، سیگنال 

 0از  ) αراستای قطبش خطی  9رسد. این آزمایش برای می

ها برای پردازش و داده شده ( تکرار20° گام هایر د 180°تا 

 اند. نهایی ذخیره شده

 
 : چیدمان آزمایش.2شکل 

 نتایج

 بتوانیم بررسی تجربی موضوع آزمایشی طراحی شد تا برای

 های مختلف بافت قرنیه به صورت پیوستهعمق از

. ابتدا کانون عدسی شیئی در سطح قرنیه تصویربرداری کنیم

 قطبش 9پیکسل برای  500×500عکس  9 شد وقرار داده 

 2سپس باریکه لیزر را در عمق  مختلف گرفته شد. خطی

 انجامبرداری و دوباره عکس کرده رومتری بافت متمرکزمیک

 30 بافت میکرومتری 60به همین روال تا عمق  شد.

( نتایج 3شکل ) .بافت قرنیه تهیه شد هایعکساز مجموعه 

 دهد.حاصل از آزمایش را نشان می

حاصل از نه  SHGشدت میانگین سیگنال  a( 3شکل )

میکرون را  54قطبش خطی اعمالی به بافت قرنیه در عمق 
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( 3در شکل ) لهر پیکس متناظر با φدهد. مقادیر نشان می

b  .( 3پس از حذف نقاط تلاقی، شکل )قابل مشاهده است

c 30همانطور که در بالا اشاره شد تعداد  شود.حاصل می 

های مختلف قرنیه و به در عمق b( 3تصویر مشابه شکل )

م ا55ردیف  پیکسل 500تعداد  میکرون گرفته شد. 2فاصله 

 انتخاب و های مختلفگرفته شده در عمق φ تصویر 30از 

نسبت به  φنشان داده شده است. تغییرات  d( 3در شکل )

مقادیر  e( 3شکل ) قابل مشاهده است.مق در هر پیکسل ع

∆φ (3های )شکل .دهدمینشان ها را برای همان پیکسل d 

مقدار  وقتی در حین پیشروی در عمق کهدهند نشان می eو 

φ  د مقدارشومی شدیدیمتحمل تغییر ∆φ هایدر بازه 

این نقاط توسط یک  .گیردقرار میمتناظر با نقاط تلاقی 

. قابل مشاهده است f( 3در شکل ) کهاندماسک فیلتر شده

دلخواه برای بررسی بهتر این موضوع روی یک پیکسل 

)نمودار  φو مقادیر  ( تمرکز شده308و ستون  55دیف ر)

 نسبت به عمقای( و ماسک )نمودار فیروزه φ∆ (،قرمزرنگ

دهد که در . نتایج نشان میاندرسم شده g( 3در شکل )

شود، تغییر زیادی را متحمل می φهایی که مقدار عمق

گیرد فیبرهای متقاطع قرار می در بازه مربوط به φ∆مقدار 

 شود.توسط ماسک فیلتر میمربوطه پیکسل و 

 نتیجه گیری

برهمکنش یک پالس گاوسی سازی شبیهابتدا با در این مقاله 

تاثیر است   60°ها با دو فیبر کلاژن فرضی که زاویه بین آن

روی نتایج  فیبرهای کلاژن موجود در قرینهنقاط تلاقی 

 های مختلفدر عمق pSHGحاصل از میکروسکوپی 

نتایج این بررسی شد.  ی اطراف نقطه تلاقی دو فیبرناحیه

در حین پیشروی در  φسازی نشان داد که وقتی زاویه شبیه

 Δφشود، مقدار قرنیه تغییر محسوسی را متحمل میعمق 

ی متناظر با مقادیر مربوط به فیبرهای متقاطع قرار در بازه

به صورت های مختلف از بافت قرنیه در عمق سپسگیرد. می

مورد نظر  تغییرات پارامترهایتصویربرداری شد و پیوسته 

نتایج همخوانی خوبی با نتایج  نسبت به عمق بررسی شد.

ک مورد کند که تکنیسازی دارد و تایید میحاصل از شبیه

 عمقحین پیشروی در نظر تلاقی فیبرهای کلاژن را در 

 دهد.به درستی تشخیص می بافت

 
 میکرون است. 10: نتایج حاصل از آزمایش. خط مقیاس 3شکل  
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