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 پکروسکویم کیدر نمونه،  شدهیگذارساز برچسبفام یهاتابش فلورسانسِ مولکول یپژوهش، به منظور آشکارساز نیدر ا -چکیده 

 دهیاز پد یکل یِفلورسانسِ بازتابِ داخل یکروسکوپیشده است. در م یاندازو راه یطراح یموجبر نور هیبر پا یکل یِبازتابِ داخل یِفلورسانس

و  بداییانتشار م ترقیرق طیدر مح رایموج م کی دهد،یرخ م یکل یبازتابش داخل کهی. درواقع، هنگامشودیگرفته م هبهر یکل یبازتابش داخل

ساز فام یهاعمق( که با مولکول ینمونه )به جا یامکان مشاهده بخش سطح تی. درنهاشودینمونه استفاده م ینورده یبرا رایموج م نیا

 کروسکوپیم کی شگاه،یموجود در آزما یکیو اپتومکان یکیاپت یمنظور، ابتدا با استفاده از ابزارها نیشود. بدینشاندار شده است، فراهم م

 هیبر پا یکل یِفلورسانسِ بازتابِ داخل کروسکوپیم دمانیوارون، چ کروسکوپیم نیو ساخته شده است. سپس با استفاده از ا ین طراحوارو

 صورت گرفته است. یربرداریتصو د،یسلن میکادم یاست و از چند نمونه نقطه کوانتوم هبرپا شد یربرداریجهت تصو یموجبر نور

 ساز.مولکول فام را،يفلورسانس، موج م ،یكل یبازتاب داخل -كليد واژه
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Abstract- In this works a lightguide-based total internal reflection fluorescence microscope is designed and demonstrated to detect 

the fluorescence of fluorophore molecules labeled in the sample. Total internal reflection fluorescence microscopy (TIRFM) is a 

technique that utilizes the total internal reflection phenomenon. Indeed, when total internal reflection occurs, an evanescent wave 

is generated in the less dense medium which is used for illuminating the sample and consequently the possibility of observing a 

superficial (instead of bulk) part of fluorophore-labeled sample is opened up. For this purpose, an inverted microscope first has 

been designed using the available optic and optomechanical devices. Subsequently, the arrangement of lightguide-based total 

internal reflection fluorescence microscope has been done by means of the inverted microscope to carry out the imaging operation 

for some CdSe quantum dot samples. 

Keywords: total internal reflection, fluorescence, evanescent wave, fluorophore. 

ری سیِ بازتابِ داخلیِ کلی بر پایه موجبر نواندازی میکروسکوپ فلورسانطراحی و راه

   م سلنیدهای کوانتومی کادمیبرای تصویربرداری نقطه

  1و بتول سجاد 3شراره تودد ،2، محمدامين بصام1، نرگس قلمبر1، نورا افشار1، الهام شيخی1، فریبا جاپلاقی1ندا روستایی

 گاه الزهرا، خيابان ده ونک، تهرانگروه فيزیک دانش1

 صنعتی مالک اشتر، لویزان، بزرگراه شهيد بابایی، تهران گروه فيزیک دانشگاه2

 اسکاتلند، نبورگیادفيزیک دانشگاه گروه 3
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 مقدمه -1

 یکياپت یروش ،یكل یِورسانسِ بازتابِ داخلفل یکروسکوپيم

از نمونه را فراهم  ینازك هیلا یربرداریاست كه امکان تصو

 و بررسی مشاهده یبرا یسلول یشناسستیدر زو  كندیم

 .رودیبه كار م یسلول یغشا

نمونه و  نیریسطح ز انيم یكل یاز بازتابش داخلاین روش 

از . رديگیه بهره مجهت مشاهده نمونه مورد مطالع هیرلایز

با  یطينور از مح یپرتو كهیهنگام ،یهندس کياپت دگاهید

شکست كمتر  بیبا ضر یطيبه مح شتريشکست ب بیضر

 ،یبحران هیتابش خاص، به نام زاو هیزاو کیدر  شود،یوارد م

 طيشده، در امتداد فصل مشترک دو محنور شکسته یپرتو

 هیاز زاو رتبش بزرگتا یهاهیزاو یو به ازا ابدییانتشار م

 .دهدیرخ م یكل یبازتابش داخل ،یبحران

 یرو یكل یبازتابش داخل كهیهنگام ،یموج کياپت دگاهیاز د

 رايكه موج م ،یتابش یسياز موج الکترومغناط یبخش دهد،یم

شکست  بیبا ضر طيبه مح یصورت جزئبه شود،یم دهينام

 یبرا توانیم رايموج م نیاز ا كند؛یم دايكمتر نفوذ پ

از نمونه كه در تماس با سطح  یخاص یهاقسمت ینورده

، در )الف(-1قرار دارند، استفاده كرد. مطابق شکل  هیرلایز

ابتدا نمونه مورد  ،یكل یِفلورسانسِ بازتابِ داخل یکروسکوپيم

و  كنندیم یگذارساز برچسبفام یهامطالعه را با مولکول

 یپرتوده یبحران هیاز زاوتر بزرگ یاهیسپس نمونه تحت زاو

موجب  ینشیزطور گشده، به ديتول یراي. امواج مشودیم

سطح تماس  کیساز نزدفام یهاشدن مولکول ختهيبرانگ

 شدهليتابش گس ت،ی. درنهاشوندیسلول م-یاشهيپوشش ش

كرده و امکان مشاهده  یآورساز را جمعفام یهااز مولکول

 .شودیمورد نظر فراهم م یهابخش

فاصله از فصل  شیبا افزا ییطور نمابه رايشدت موج م

 هیتنها لا رو،نی. ازاكندیم دايكاهش پ ط،يمشترک دو مح

نانومتر روشن  100-200از نمونه به ضخامت حدود  ینازك

سطح نمونه  یهایژگیاز و یبرخ یكه امکان بررس شودیم

 .كندیرا فراهم م یمانند چسبندگ

 

، )ب( یكل یِ فلورسانسِ بازتابِ داخل دهیطرحواره پدنمودار )الف( : 1شکل 

 .بر حسب فاصله از فصل مشترک نمودار شدت موج ميرا

فلورسانسِ  یکروسکوپيم یبرا یمختلف ینور یهادمانيچ

دهه  لیبه كار روند. در اوا توانندیم یكل یِبازتابِ داخل

 یشگاهیآزما یهادمانيچ اكسلرد ،یلاديم 1980

 یرا برا یكل یِبازتابِ داخل یِانسفلورس کروسکوپيم

 [.2و  1كرد ] فيتوص ميوارون و مستق یهاپکروسکويم

 یكل یِبازتابِ داخل یِفلورسانس کروسکوپيم یبرای طوركلبه

قرار گرفته است:  یمورد بررس دمانيتاكنون سه نوع چ

موجبر  هیو بر پای ئيش یعدس هیمنشور، بر پا هیبر پا دمانيچ

دارند كه بسته به  یمتفاوت یهایژگیو ماندي. هر سه چینور

 .شودیها استفاده منظر از آن كار مورد

تفاوت دارند؛  یپرتوده یهادر روش هادمانيچ نیدرواقع ا

 هیبر پا یكل یِبازتابِ داخل یِفلورسانس کروسکوپيدر م

فوق  هیمنشور تحت زاو کی قیاز طر زريل یمنشور، پرتو

 تینمونه هدا-یاشهيبه فصل مشترک پوشش ش یبحران

فراهم شود.  یكل یبازتاب داخل دهیتا امکان پد شودیم

بر  یكل یِبازتابِ داخل یِفلورسانس کروسکوپيكه در میدرحال

قبل از روشن كردن نمونه از  زريل یپرتو ،یئيش یعدس هیپا

 یهم برا یعدس نی. اكندیعبور م یئيش یعدس کی

ده فلورسانس مشاه یبه فصل مشترک و هم برا یپرتوده

بازتابِ  یِفلورسانس کروسکوپي. در مشودیاستفاده م یليگس

 تارنور توسط  یپرتوها ،یموجبر نور هیبر پا یكل یِداخل

. شودیم تیهدا یاز منبع نور به داخل موجبر نور ینور

 یاشهيپوشش ش کی تواندیم دمانيچ نیدر ا یموجبر نور

ور وارد موجبر ن نکهیمدور باشد. بعدازا ایشکل  یليمستط

موجبر بازتاب چندگانه  نیيدر سطوح بالا و پا شود،یم ینور

 .شودیم جادیا راياز موج م یعيوس هيدهد و ناحیرخ م
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 جربیروش ت -2

به آن اشاره شد،  شيكه در بخش پ یدمانيسه چ نياز ب

 فراهمنسبت داده به نوفه را  نیمنشور بهتر هیبر پا دمانيچ

با محفظه باز در  یهانمونهمشاهده  یاما برا كند؛یم

 یعدس هیبر پا دماني. چستيوارون مناسب ن کروسکوپيم

اجرا است و  با محفظه باز قابل یهامشاهده نمونه یبرا یئيش

 دمانيچ نیا ییبرپا یبه نمونه وجود دارد ول یامکان دسترس

)گران( بالا  یبا عدد گشودگ یئيش یهایتنها با عدس

 [.3] است ریپذامکان

 هیبر پا یكل یِبازتابِ داخل یِ فلورسانس کروسکوپيم مانديچ

 یهایعدسبا  تواندیاست و م ریپذانعطاف ،یموجبر نور

 ای، آب و ماده واسط هوا عدد گشودگی كم و با با یئيش

 زيرا ن یخوب نوفهنسبت داده به  كهیانجام شود درحال روغن

 یليآن خ دمانيچ ییبرپا ن،یو علاوه بر ا كندیفراهم م

 .ستين برنهیهز

 یِ فلورسانس کروسکوپيم یشگاهیآزما آرایه ،2 در شکل

 کروسکوپيمدر  نوری موجبر هیبر پا یكل یِبازتابِ داخل

 لام کیاز  دمان،يچ نیوارون نشان داده شده است. در ا

شده است و  استفاده یعنوان موجبر نوربه شکلیاذوزنقه

 .شودیده مقرار دا لام نیا ینمونه مورد مطالعه رو

 

 یكل یِ بازتابِ داخل یِفلورسانس کروسکوپيم یشگاهیآزما آرایه: 2شکل 

 .یموجبر نور هیبر پا

. درواقع، شودیم یوارد موجبر نور یتار نور قیاز طر زرينور ل

رخ  یكل یبازتاب داخل یدر داخل موجبر نور نکهیا یبرا

به فصل  یبحرانفوق هیدهد، لازم است كه نور تحت زاو

 کی لهيوسبه هیزاو ميشود؛ تنظ دهينمونه تاب-ترک لاممش

تحت  زرينور ل نکهیمانند انجام گرفته است. بعدازاقطعه گوه

 شود،یم دهينمونه تاب-به فصل مشترک لام یبحرانفوق هیزاو

. سپس دهدیچندگانه در داخل موجبر رخ م یبازتاب داخل

 یختگيگشده و موجب بران جادیا راياز موج م یعيوس هيناح

تابش  ت،ی. درنهاشودیساز موجود در نمونه مفام یهامولکول

 نهیتوسط آ ،یئيش یساز نمونه پس از عبور از عد شدهليگس

نمونه  ری. تصورسدیم کروسکوپيم یبازتاب شده و به چشم

 دمانيچ نیقابل مشاهده است؛ در ا کروسکوپيم یاز چشم

 یچشم به یربرداریشده جهت تصوبار جفت نيدورب کی

 وصل شده است. کروسکوپيم

 صویربرداریتاندازی و راه -1-2

از  تنها یكل یِ فلورسانسِ بازتابِ داخل یکروسکوپيدر م

است،  هیرلایسطح نمونه كه در تماس با ز نیترنیيپا

 یكردن  عدس یكانون ابتدا بنابراینشود؛ می یربرداریتصو

دن كر یبعد از كانون است. انجام گرفته سطح لام یرو یئيش

، لازم است نمونه جهت سطح لام یرو یئيش یعدس

 آماده شود. یربرداریتصو

 یهااز دو نمونه نقطه یربرداریتصو یبرا دمانيچ نیاز ا

استفاده شده است. نمونه اول شامل  ديسلن ميكادم یكوانتوم

با  ختهيبر انگ ديسلن ميكادم یكوانتوم یهامحلول نقطه

 یسازت؛ جهت آمادهاس نيموج سبز در محلول رودامطول

 ميكادم یكوانتوم یهانقطه یاز محلول حاو ینمونه، مقدار

در محلول  شوند،یم ختهيموج سبز برانگكه با طول ديسلن

شده است. سپس چند قطره از نمونه  ختهیو اتانول ر نيرودام

 لام یرو ن،يو محلول رودام یكوانتوم یهانقطه نیشامل ا

به داخل  زرينور تکفام ل تیا هداشده و بقرار داده یاذوزنقه

موجود در  یكوانتوم یهااز نقطه یربرداریتصو ،یموجبر نور

 زريمرحله از ل نیصورت گرفته است. در ا نيمحلول رودام

 100 ینانومتر و توان اسم 532موج با طول اگی-ومينئودم

 یهانقطه یبرا نيچنهمشده است.  وات استفاده یليم

 ختهيبرانگ موج فرابنفشكه با طول ديسلن ميكادم یكوانتوم

 یكوانتوم یهاتکرار شده است و از نقطه شیآزما شوند،یم

 یربرداریتصو نيبا نور فرابنفش و محلول رودام ختهيبرانگ

فرابنفش با  ودید زريمرحله، ل نیانجام شده است. در ا

به كار رفته است.  واتیليم 20 اننانومتر و تو ۴05موج طول

 .استآورده شده  ۴ و 3های شده در شکلبتث یرهایتصو
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 ديسلن ميكادم یكوانتوم یهااز نقطه شدهثبت یرهای: تصو3شکل 

 .نيدر محلول رودام نانومتر 532موج طولبا  ختهيبرانگ

 

 ديسلن ميكادم یكوانتوم یهااز نقطه شدهثبت یرهای: تصو۴ل شک

 لف()ادر شکل  ؛نيمدر محلول رودا نانومتر ۴05موج طولبا  ختهيبرانگ

-یهو )ب( مرز زیرلا چسبيده به سطح زیرلایه های كوانتومیتجمع نقطه

 .نمونه قابل مشاهده است

 یهانقطه شود،یم دهید ۴و  3 یهاطور كه در شکلهمان

 هاكه ابعاد آن شدهچسبيدههمبه ديسلن ميكادم یكوانتوم

 یخوببه نيدر محلول رودامحدود چند ده ميکرون است، 

 یابتدا عدس نکهیبا توجه به ا نيچنقابل مشاهده هستند؛ هم

 یشده است، از رو یكانون سطح لام یرو کروسکوپيم یئيش

حاصل شده است.  نانياطم یكوانتوم یهاسطح بودن نقطه

مناسب،  هیدر دسترس نداشتن پالا ليبه ذكر است به دل ملاز

 انجام نشده است. یکیكردن نور تحر هیپالا

 یریگنتیجه -3

 یاندازو راه یوارون طراح کروسکوپيم کیپژوهش،  نیا در

 یِفلورسانس کروسکوپيم دمانيچ یهاتیمز شده است.

اند تعبار یموجبر نور هیبر پا شدهیطراح یكل یِبازتابِ داخل

ر روبشگ یکروسکوپيم یهادر روش نکهی( با توجه به ا1از: )

 بیتخر تماس روبشگر با نمونه، امکان ليبه دل ،یشیپو

و مطالعه  یبررس یوجود دارد و برا یستیز یهانمونه

 ستند؛يمناسب ن یليخ یسلول یغشا روند یهاقسمت

 یكل یِفلورسانسِ بازتابِ داخل یکروسکوپيروش م كهیدرحال

 یهاو نمونه یسلول یغشا یبررس یطور گسترده برابه

 یهایبا عدس نکهیا لي( به دل2فاده است، )است قابل یستیز

 یجرا است، روشا قابل نیيپا یبا عدد گشودگ یئيش

 رداز نمونه مو ینازك هیمشاهده لا تجه یو كاربرد نهیهزكم

 ، روغنبا ماده واسط هوا یئيش یهایمطالعه است و با عدس

ود به نمونه وج ی( امکان دسترس3است، ) ریپذامکان آب ایو 

( 5) كند،یرا فراهم م ی( نسبت داده به نوفه خوب۴دارد، )

نها روش ت نی( ازآنجاكه در ا6است و ) ریپذميالعاده تنظفوق

 نانومتر از نمونه روشن 100ضخامت حدود  به ینازك هیلا

سلول  یامکان مطالعه غشا یستیز یدر ساختارها گردد،یم

 .گرددیفراهم م هیرلایسلول به سطح ز یچسبندگ زانيو م

 مراجع

[1] D. Axelrod, N.L. Thompson, and T.P. Burghardt., "Total 

internal reflection fluorescent microscopy", Journal of 

microscopy 129, No. 1, pp.19-28, 1983. 
[2] D. Axelrod, T.P. Burghardt, and N.L. Thompson, "Total 

internal reflection fluorescence", Annual review of biophysics 

and bioengineering 13, No. 1, pp.247-268, 1984. 
[3] D. Axelrod, "8 Total Internal Reflection Fluorescence 

Microscopy", Optical Imaging and Microscopy: Techniques 

and Advanced Systems 87, p.195, 2007. 

 

 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 w

w
w

.o
ps

i.i
r 

on
 2

02
5-

06
-0

1 
] 

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

                               4 / 4

http://www.opsi.ir/article-1-1331-en.html
http://www.tcpdf.org

