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های زیستی به شمار نمونه از جملهمیکرونی و زیرمیکرونی  هایی فازی نمونهبرای مطالعه های موثریروش های تداخلیمیکروسکوپ–چکیده 

ای برخوردار است زیرا با استفاده از آن نگاری دیجیتالی از اهمیت ویژهسنجی، میکروسکوپی تمامهای مختلف تداخلوند. در میان روشرمی

هایی با که بررسی افت و خیزهای سلولی نیاز به استفاده از روشهای در حال حرکت پرداخت. از آنجاییی دینامیکی نمونهتوان به مطالعهمی

، کارا مسیر متداول شده است. در این مقاله به معرفی چیدمانی سادههای هماستفاده از چیدمان اًدارد، اخیر و اختلاف راه نوری کم ی بالاپایدار

دو به علت اختلاف راه نوری بسیار کم میان  ایم.سنجی دو منشور فرنل پرداختهی تداخلو مقاوم در برابر ارتعاشات مکانیکی و اپتیکی بر پایه

با استفاده از تحلیل فریزهای تداخلی اطلاعات مربوط  کننده از یک لیزر دیودی با طول همدوسی کم به عنوان منبع استفاده شد.موج تداخل

با و نتایج آن  شد تغییرات راه نوری بر حسب زمان با استفاده از این چیدمان بررسیی مورد آزمایش قابل بازیابی است. به دامنه و  فاز نمونه

ی بازدهی بالای چیدمان دهندهزندر مورد مقایسه قرار گرفت. نتایج نشان -سنج ماخی تداخلنگاری دیجیتالی بر پایهچیدمان متداول تمام

     است.های زیستی تغییرات مورفولوژیکی نمونه یآن در مطالعه دقت نانومتریمورد استفاده و 

 لی.نگاری دیجيتامنشور فرنل، ميکروسکوپی تمام، دو زندر -ی سلولی، تداخل سنج ماخافت و خيزهااختلاف راه نوری،  -كليد واژه

Quantitative phase imaging based on Fresnel biprism interferometer  

Samira Ebrahimi, Masoomeh Dashtdar 

Department of Physics, Shahid Beheshti University, Evin, Tehran 

Abstract- Interferometric microscopes are one of the most effective methods in study of micron and sub-micron sized samples 

including biological cells. Among the different interferometric methods, digital holographic microscopy (DHM) has a significant 

importance in studying the dynamics of moving samples. Recently the utilization of common-path geometries has been popular 

for studying the cell fluctuations because of high temporal stability and low optical path difference (OPD) difference. In this 

paper, we present a compact, efficient and highly stable setup during each kind of mechanical, optical and environmental 

vibrations based on Fresnel biprism interferometry. A Diode Laser module with low coherence length was used as the source. 

Reconstructing the intensity and phase information is possible by using fringe analysis methods. We measured OPD variations vs. 

time by this configuration and compared the results with an off-axis DHM setup based on Mach-Zehnder interferometer 

geometry. The results illustrated the great performance and nanometer accuracy of our setup in studying the morphological 

changes of living cells. 

Keywords: optical path difference, cell fluctuations, Mach-Zehnder Interferometer, Fresnel biprism, digital holographic 

microscopy.

 چیدمان دو منشور فرنل یپایهبر تصویرگیری فازی کمی 
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 مقدمه -1

های ميکرونی شفاف كاربردهای ز نمونهكمی ا تصویرگيری

شناسی دارد و یکی از چالشای در پزشکی و زیستگسترده

ی برای مطالعهرود. های نوری به شمار میهای ميکروسکوپ

مرئی ميدان ی های زیستی كه در ناحيهفازی نمونه

های تباین فازی الکترومغناطيسی شفاف هستند از تکنيک

. در ميان شودمینجی استفاده سهای تداخلمانند روش

نگاری دیجيتالی ابزاری سنجی، تکنيک تمامهای تداخلروش

 تغييرات ضخامت و ضریب شکستی قدرتمند برای مطالعه

های توان از نمونهآید. با این روش میها به حساب مینمونه

نگاشت تهيه كرد و مخرب تمامميکرونی به صورت غير

ا به صورت عددی انجام داد. ها رنگاشتبازسازی تمام

ی عددی ميدان پراش بههای مختلفی برای محاستکنيک

ای در این مقاله از روش انتشار طيف زاویه وجود دارد.

 . [1] استفاده شده است

ی بر پایه معمولاً نگاری دیجيتالیهای متداول تمامچيدمان

از یک بازوی  كه در آن زندر هستند -های ماخسنجتداخل

قطعات  كهشود علاوه بر بازوی شیء استفاده میع مرج

. این قطعات اپتيکی بسياری در آن استفاده شده است

نگاشت، ایجاد اپتيکی اضافی منجر به مخدوش شدن تمام

نسبت به ارتعاشات  نوفه و حساسيت بالای فریزهای تداخلی

شکن به علت استفاده از دو باریکه از طرفی شود.میمحيطی 

 سنجاختلاف راه نوری زیاد در دو بازوی تداخل و در چيدمان

ی نور با همدوسی و توان بالا مخصوصاً لازم است از چشمه

در سالدر نمونه هایی كه عبور كمی دارند، استفاده شود. 

های اخير برای رفع این مشکل تمایل به استفاده از چيدمان

توان ها میی آنافزایش یافته است كه از جملهمسير های هم

 ساگناک، و  [4]، دو آینه لوید[2,3]چينشی های به چيدمان

نگاری همدر این مقاله یک چيدمان تمام اشاره كرد. [5,6]

در مسير  منشور فرنلی استفاده از دومسير و ساده بر پایه

مورد  چيدمان شده است. معرفی ،یک ميکروسکوپ نوری باز

وچک بودن برای اندازهو به علت ك ارزان استفاده بسيار ساده،

فریزهای تداخلی دارای .است های آنلاین مناسبگيری

اختلاف راه نوری نزدیک به  نمایانی بسيار خوبی هستند و

صفر ميان دو موج تداخل كننده نياز به استفاده از منبع نور 

استحکام بالای برد. با همدوسی زمانی بالا را از بين می

بت به ارتعاشات محيطی چيدمان و حساسيت پایين آن نس

و  گيری افتشود بتوان از این چيدمان برای اندازهباعث می

های زنده استفاده كرد. تنها خيزهای نانومتری غشاء سلول

ی مسير بر پایههای هممشکلی كه در استفاده از چيدمان

های چينشی وجود دارد این است كه اطلاعات سنجتداخل

سنج وجود دارد و برای شیء در هر دو بازوی تداخل

هایی با غلظت بالا این اطلاعات باید از تصویرگيری از نمونه

یکی از بازوها حذف گردند. چنين مشکلی در تصویرگيری از 

  شود.های رقيق ایجاد نمینمونه

 تئوری -2

زاویه منشور فرنل منشوری است كه از اتصال دو منشور با دو

موج استوانه شود. اگر یک جبههساخته می رأس كوچک

به دومنشور برخورد كند بخش بالایی جبهه موج به  sای

شود و بخش پایينی آن به سمت بالا شکسته می پایين سمت

ر واقع از یک نهی دو جبهه موج كه دی برهمو در ناحيه

اند، فریزهای تداخلی تشکيل میجبهه موج تشکيل شده

نهی دو های تداخلی حاصل برهمان گفت فریزتو. میشوند

 و  1s منبع فرضی 
2s یاست كه در فاصلهd  نسبت به

به زاویه رآس منشور جدایی دو منبع  ی. فاصلههم قرار دارند

dLوابسته است. با فرض   از یزها ی بين فرفاصله

 آید،ی زیر بدست میابطهر

(۱) .
d

L
y                                      

و   1sی فاصله Lدر این رابطه
2s و  مشاهده، یهحاز صف

 تشکيل فریزهای  ۱. شکل ]7 [طول موج نور فرودی است

   دهد.منشور فرنل را نشان میتداخلی در دو

 
 ی تشکيل فریزهای تداخلی در دومنشور فرنل.: هندسه۱شکل 
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 Sشيئی ميکروسکوپ،  عدسی MOچگانده،  Cچيدمان آزمایش.  :۲شکل 

 دومنشور فرنل هستند. FBنمونه، و 

 چیدمان و روش انجام آزمایش -3

از یک ليزر دهد. را نشان می چيدمان آزمایش ۲شکل 

ه شد نانومتر به عنوان منبع استفاد 605با طول موج  یدیود

سنج آن با استفاده از تداخلكه طول همدوسی زمانی 

. نور ليزر پس از عبور از گيری شدميليمتر اندازه ۴مایکلسون 

  ميکروسکوپ( و عدسی شيئ S(، نمونه )Cعدسی چگالنده )

(MO،    X۴0   0.65عددی   شودگیگ با   )به دومنشور 

ی یک وسيلهبهفریزهای تداخلی كند و فرنل برخورد می

 با اندازه پيکسل CMOS (BFLY-U3-23S6M-C دوربين

شوند. در این تکنيک از موج مرجع ميکرومتر( ثبت می 5.86

جداگانه استفاده نشده است و هر دو موج مرجع و شيئی در 

با  انده نوری یکسان تشکيل شدهموج با راواقع از یک جبهه 

كننده ی ميان دو جبهه موج تداخلاین وجود به علت زاویه

. نگاری خارج محوری استی تمامنگاری برپایهی تمامهندسه

ی این است كه زاویه چينشیهای سنجتداخلی مشکل عمده

یکی از  . [6]سنج قابل تنظيم نيستميان دو بازوی تداخل

های چينشی با چيدمان مقایسهدمان در مزیت های این چي

مکان جایی جابه امکان تغيير فركانس فضایی فریزها با

برداری در نمونه است كه در راستای محور نوری منشوردو

ای بهتر همچنين برای جداسازی زاویه حائز اهميت است.

از پراش مرتبه صفر )شدت  -۱و  ۱ی های مرتبهپراش

توان نشور حول محور اپتيکی مییکنواخت( با چرخاندن دوم

 3ی دلخواه تشکيل داد. شکل زاویهفریزهای مورب با 

شده در   فواصل های ثبت نگاشتتصاویری از  تداخل

 منشوردومختلف 

 

های ثبت شده در فواصل متفاوت دومنشور نسبت به نگاشتتمام: 3شکل 

ر حول درجه دومنشو 25به ازای چرخش  a=8 cm ،(b) a (a)دوربين، 

 .z( ،c )a=12cm ،(d) a=16 cmمحور 

-ی نازک از گلبولدهد. یک لایهنسبت به دوربين نشان می

نمونه آغشته در پلاسما  به  عنوان  (RBC)های قرمز خون 

نگاشت ثبت شده تمام ۴(a)شکل مورد استفاده قرار گرفت. 

. با دهدرا نشان می ۴(a) یفوریهطيف  ۴(b) و شکل RBCاز 

 یکی ازدر فضای فوریه  از یک فيلتر مستطيلی استفاده

ی فازی در . با ثبت نمایهپراش انتخاب شده است هایمرتبه

( اطلاعات  از  ی اختلاف فاز  )و محاسبه  غياب نمونه

شدت و  ۴(d)و  ۴(c)های آید.  شکلفاز  نمونه  بدست  می

هند. حال با استفاده درا نشان می RBCی فاز بازسازی شده

lnی از رابطه  .)2(


  با داشتن تغييرات ضریب

( نمونه  محاسبه  l( تغييرات ضخامت )nشکست )

 در  این  مقاله  ازشود. می

 

، RBCنگاشت ثبت شده از تمام (a)نگاشت. عددی تمامبازسازی : ۴شکل 

(b) طيف فوریه( یa و ،)(c)  و(d) ترتيب شدت و فاز بازسازی شده  به

 باشند.می
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 .۴نگاشت شکل از تمامبعدی یک (b)بعدی، و ی سهنمایه (a): 5شکل 

08.0n  استفاده شده است كه تغييرات ضریب شکست

RBC شکل  [4]و پلاسمای خون است .(a)5  و    (b)5  به

-را نشان می RBCبعدی بعدی و یکهای سهترتيب نمایه

برای نشان دادن كارایی بالای چيدمان نسبت به دهند. 

تغييرات راه نوری یک نقطه از  DHMهای مرسوم چيدمان

ثانيه با نرخ ثبت  60یک اسلاید ميکروسکوپ در مدت زمان 

 DHMگيری شد و با چيدمان ( اندازهfpsفریم بر ثانيه ) ۲0

انحراف . 6قایسه قرار گرفت، شکل د مخارج محوری مور

با استفاده از این  معيار تغييرات زمانی اختلاف راه نوری

 DHMبدست آمد كه در مقایسه با روش  nm 0.۱۴چيدمان 

( اختلاف قابل nm ۴.70زندر ) -ی چيدمان ماخبرپایه

توجهی دارد. هر دو آزمایش بر روی یک ميز اپتيکی و در 

قدرتمند ی نتایج است. مقایسه شرایط یکسان انجام شده

های نمونه گيری تغييرات نانومتریبودن روش را برای اندازه

 كند. می یيدتأ فازی

 گیرینتیجه -4

-ی تداخلمسير و ساده بر پایهیک چيدمان همدر این مقاله 

منشور فرنل برای تصویرگيری فازی سنجی با استفاده از دو

ورد نظر فاقد هرگونه . چيدمان ممعرفی شد در ابعاد ميکرون

های دقيق گيریاست كه در اندازه قطعات اپتيکی اضافی

و از  های اضافی هستندهزینهمند كيفيت بالا و در نتيجه نياز

طرف دیگر منجر به حساسيت بالای چيدمان در برابر 

  چيدمان  این  از   استفاده  با  .شوندارتعاشات محيطی می

 از   هایینگاشتتمام

 

رنگ آبی مربوط به  : تغييرات اختلاف راه نوری بر حسب زمان.6شکل 

DHM  خارج محوری و رنگ مشکی مربوط به روش مورد استفاده در این

 انحراف معيار اختلاف راه نوری است. σمقاله است. 

های قرمز خون تهيه شد و بازسازی عددی به روش گلبول

تغييرات   انجام شد. Matlabای در محيط انتشار طيف زاویه

حضور نمونه زمانی  راه  نوری  در  یک  نقطه  مشخص بدون 

خارج  DHMروش  گيری شد  و نتایج بدست آمده با اندازه

محوری مورد مقایسه قرار گرفت. نتایج نشان دادند كه 

انحراف معيار تغييرات راه نوری در این تکنيک با  اختلاف 

نتيجه است. در كمتر  ای  نسبت به  روش دیگرقابل ملاحظه

تغييرات  یتوان از این چيدمان ساده برای مطالعهمی

روشی برای های زیستی استفاده كرد كه سلول دیناميکی

  باشد.های بيمار میتشخيص سلول
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