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ای برخوردار است. در های فیزیک زیستی و فیزیک مواد نرم از اهمیت ویژههای دینامیکی ذرات در حوزهدستیابی به مشخصه -چکیده 

نگاری زیستی متحرک با استفاده از میکروسکوپی تمامعنوان یک نمونه اسپرم گاوی به بعدیاین مقاله روشی تجربی برای ردیابی سه

نگاشت بازیابی شده از طریق ثبت تمام اطلاعاتگیری از چنین بهرهی پردازش تصویر و همدیجیتالی ارائه شده است. اساس این کار بر پایه

 میکرومتر ۱۹/2تفکیک بهتر از تواننانومتر و  ۱۷۵ با اندازه پیکسل معادلپیاده سازی شده دارای  نگاری دیجیتالیتماممیکروسکوپ است. 

  ۵۱/۱2۷ هامیانگین سرعت حرکت نمونه وتعیین  در فضا و زمان هانمونهبعدی مسیر حرکت سهاین میکروسکوپ با استفاده از  .است

.شدگیری اندازهمیکرومتر بر ثانیه 
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Abstract- Finding dynamical characteristics of particles has an especial importance in the area of soft and biological physics. This work 

introduces an experimental method to track bovine sperm in three dimension as movable bio particles by applying digital holographic 

microscopy. The work is based on applying image-processing methods and using the obtained information from the hologram record. Pixel 
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size and Resolution of this microscope measured 175 nanometer and better than 2.19 micrometer respectively. We found the coordinates of 

the particles in three dimension. The average speed of the samples measured 127.51 micrometer per second. 

Keywords: 3D Particle Tracking, Digital Holographic Microscopy, Motility, Sperm.

 

 مقدمه -۱

، امکان دستيابی به مشخصات دیناميکی تکنيک ردیابی ذرات

های فضایی ميکرومتری ای در بازهرا با دقت قابل ملاحظهها آن

هایی چون، کند. از این رو در حوزهو حتی نانومتری فراهم می

مواردی از قبيل  فيزیک زیستی و فيزیک مواد نرم برای مطالعه

ها  و برهمکنش بين ذرات ها و باکتریفرآیند انتقال در سلول

ردیابی ذره در صفحه  .کلوئيدی مورد توجه قرار گرفته است

ترین روش برای ردیابی دو بعدی، پيدا است. متداولنسبتا ساده 

 های ویدیوئی استکردن مرکز شدت ذره برای هر تصویر از فيلم

قادر به مشخص کردن مسير  های رایجميکروسکوپاما  .[1]

عدی ذره در طول زمان نيستند. در صورتی که بحرکت سه

تر شدن دستيابی به اطلاعات دقيق از موقعيت ذره و نزدیک

هرچه بيشتر به آن چه در واقعيت و در طی فرآیندهای زیستی 

بعدی يدا کردن راه حلی برای ردیابی سهدهد، مستلزم پرخ می

های مختلفی برای اخير روش ذرات ميکرونی است. طی دو دهه

حل مشکلات مرتبط با سنجش موقعيت ذره در عمق پيشنهاد 

از  رات فلورسانینگاری دیجيتالی و ردیابی ذشده است، که تمام

سلامت  .[3و۲] های سرآمد در این زمينه هستندجمله روش

ها و چه در حيوانات یک مذکر، چه در انسان باروری در گونه

همچنين  است. زیستیحقيقاتی مهم در مطالعات تی زمينه

ای با ارزش تلقيح مصنوعی یک کار مهم در گسترش گله

شوند، این شيوه آبستن میها به اصلاحی بالا است. وقتی که دام

ی گله و اقتصاد حاصل از آن کمک از جهات بسياری به آینده

ای به مراتب کمتر نسبت هرچند تلقيح مصنوعی هزینهشود. می

به تلقيح طبيعی دارد، اما در نتيجه بهتر و در آینده مقرون به 

بعدی و تعيين الگوی حرکتی صرفه تر است. بنابراین ردیابی سه

ترین الگو به منظور افزایش ای گاوی برای تعيين مناسبهاسپرم

 رواز ایناحتمال باروری در گاوهای ماده، هدف این مقاله است. 

های اسپرم و غلظت سلولپذیری تحرک شناسی، ميزانریخت

در  ایکنندهتعييندر یک واحد حجم مشخص، پارامترهای 

دیجيتالی یک نگاری روش تمام دستيابی به این مهم هستند. 

-امتم تصویربرداری روش به روز و جذاب در این حوزه است.

پزشکی به ی زیستهای زنده در حوزهنگاری دیجيتال از سلول

 .[6] سرعت در حال پيشرفت است

نگاری دیجيتالی به دو روش روی محور و خارج محور انجام تمام 

ک گيرد. در روش روی محور، دو باریکه شئ و مرجع در یمی

اخلی حاصل روی صفحه و طرح تدکنند راستا با هم تداخل می

شود. اما در روش خارج از محور، دو باریکه میآشکارساز ثبت 

در این  کنند.دار با هم تداخل میصورت زاویهشئ و مرجع به

ی روی محور دیجيتال نگاریتمام ميکروسکوپیروش از  مقاله

ی پارامترهای محاسبهو  های گاویبعدی اسپرمسهردیابی  برای

  .شده است استفاده هاحرکتی آن

 مبانی نظری  -۲

تماسی، غير نگاری دیجيتالی یک روشميکروسکوپی تمام

بعدی است. این مخرب و پرکاربرد برای تصویربرداری سهغير

ثبت و بازسازی است. ابتدا طرح تداخلی  روش شامل دو مرحله

ای مرجع که حاوی اطلاعات دامنهناشی از نور مربوط به جسم و 

نگاشت شود. تمامنگاشت ثبت میصورت تمامو فازی آن است به

و سپس با  شود.عنوان تصویر دیجيتال در کامپيوتر ذخيره میبه

-های عددی، اطلاعات بعد سوم استخراج میاستفاده از روش

با استفاده  ئبعدی از شدر این مرحله به یک ساختار سه شود.

یابيم. دو بعدی آن روی پرده )دوربين( دست مینگاشت مامتاز 

یکی از کنيم. ئ را بازسازی میموج ش جبههدیگر به عبارتی 

 .است ایرهيافت انتشار طيف زاویه ،بازسازی عددیهای روش

در این  که در این مقاله نيز از این روش استفاده شده است. 

مرجع شود که یک موج روش به صورت عددی فرض می
)0,,( yxU باآن  نگاشت را روشن کرده و موج پراشيده ازتمام 

دهنده های تخت تشکيلموج استفاده از تبدیل فوریه به جبهه

 شود: رابطه زیر بيان می شود و باآن تجزیه می

(1 )
dxdyyfxfiyxU

ffA

yx

yx

)](2exp[)0,,(

)0,,(0

  





که  

xf وyf های فضایی در امتداد محورهایفرکانسx وy  

موج تخت به صورت هر جبهه  (۲مطابق با رابطه ) پسهستند. 

شود. سپس با فيلتر در فضا منتشر می zdعددی به اندازه 

شوند و با اعمال تبدیل فوریه حذف می اضافیهای مناسب مرتبه

نگاشت تشکيل از تمام zdدر فاصله معکوس، موج پراشيده شده 

 .[4]شودمی
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(۲)                     
]1exp[

)],,([),,(

2222

1

zyx

zz

dffik

dyxFUfiltFdyxU

 

 

    

( و 3به ترتيب از روابط ) توزیع شدت و فاز موج ناشی از جسم

 آیند: دست می( به4)

(3)                                   
2

),,(),,( zz dyxUdyxI  

(4)                 
)],,(Re[

)],,(Im[
arctan),,(

z

z
z

dyxU

dyxU
dyx                                                                      

برای هر تصویر   zdترتيب، شدت و فاز نمونه در فاصله  به این

دست با بررسی تباین شدت برای تصاویر به شوند.محاسبه می

مربوط به  متفاوت و نسبت دادن عمق zdهای آمده در گام

برای  شود.بيشينه تباین به حالت فوکوس، محل ذره تعيين می

 شود:استفاده می( 6و )( 5) وابطمحاسبه تباین شدت از ر

    (5      )             
),,(),,(

),,(),,(

MinMax

MinMax
0

zz

zz

dyxIdyxI

dyxIdyxI
C




 

    (6)                                                          
Min

0

d

C
C  

Max),,(که zdyxI  و),,(Min zdyxI  و  بيشينهبه ترتيب شدت

 کمينه نيز فاصله Mindبرای هر تصویر و  همچنين  کمينهشدت 

بر حسب پيکسل در هر تصویر  کمينهو شدت  بيشينهبين شدت 

را برای هر تصویر بيشينه تباین محل  zdبه این ترتيب   است.

  .د بودهعمق نمونه یا همان بعد سوم خواکه دهد، میدست هب

 شرح آزمایش و نتایج تجربی -3

 چیدمان آزمایش -۱-3 

نگاری روی محور استفاده شده تمام در این پژوهش از هندسه

 ینگارتمام یميکروسکوپطرح کلی چيدمان  1 است. شکل

 ی نور همدوس ليزرباریکه دهد.ی را نمایش میدیجيتال

mW) 10 , nm 532(  ی فضایی پس از عبور از پالایه

و در  کندکننده چرخان عبور میاز یک پخش ورت واگراصبه

صورت موازی از آن خارج شده و بهوارد یک عدسی  ادامه

شود. سپس نور موازی وارد یک عدسی چگالنده شده و پس می

نمونه مورد بررسی  کند.میرا روشن از خروج از آن سطح نمونه 

که با قرار داردمتشکل از یک لام و لامل  ایمحفظهدرون 

حاوی نمونه  محفظهشده است. تهيه استفاده از چسب دو طرفه 

با قابليت تنظيم دمای نمونه کن الکتریکی بر روری دستگاه گرم

پراکنده شده از  باریکهگيرد. قرار میگراد درجه سانتی 38در 

 ,NA=0.25) ئيشعدسی   بعد از عبور از مرجع نمونه و باریکه

10x)  یطرح تداخلی حاصل بر روی صفحهبا هم تداخل کرده و 

ثبت و برای تحليل   ,1545M  DCC  (Thorlabs (مشاهده 

کننده چرخان و در استفاده از پخششود. به رایانه منتقل می

-نتيجه کاهش همدوسی نور فرودی از ایجاد بسياری از تداخل

هایی نگاشتتمام های ناخواسته جلوگيری کرده و منجر به ثبت

شت نگاتمامیک )الف( تصویر ۲شکل شود. بهتر می با کيفيت

همان )ب( ۲در حالت قبل از انتشار و شکل نوعی را ثبت شده 

  .دهدمیدر حالت بعد از انتشار نمایش تصویر را 

 
 نگاری دیجيتالی.: طرح کلی چيدمان ميکروسکوپی تمام۲شکل 

 

: )الف(  قبل از های گاویاسپرم های ثبت شده ازنگاشتتمام: 3کل ش

 .عددی )ب( بعد از انتشارو عددی انتشار 

 آماده سازی نمونه -2-3

-مد، طی فرآیندی، یخهای گاوی منجاسپرمباید  در این مرحله،

 گرادسانتی درجه 38در دمای برای تصویربرداری  زدایی، رقيق و

کننده نهایی رقيق حجم ابتدا، برای این منظور .شدندمی آماده

داخل  ليتر آب مقطرميلی 50. شدظر گرفته در نليتر ميلی 100

گرم اسيد  99/1و گرم تریس  634/3و سپس  شد بشر ریخته

 شد ر قرار دادهو بر روی هات پليت استير افهبه آن اضسيتریک 

و اضافه  هم فروکتوز  گرم 5/0پس از آن تا به خوبی حل شوند. 

ليتر ميلی 100ه کردن مجدد آب مقطر به با اضاف حجم نهایی 

که های فریز شده اسپرمپایوت حاوی  سپس. داده شدافزایش 

 قرار داشتند ی سانتيگراددرجه -196در تانک ازت در دمای 

به  کنندهزدایی و با استفاده از رقيقماری یختوسط حمام بن

مقداری از آن به داخل شد. در ادامه  رقيق 100به  1نسبت 

کن قرار گرفته بر گرم ای مخصوص در محل نمونهمحفظه

  زمایش تزریق شد.در چيدمان آ الکتریکی
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 نتایج تجربی -3-3

ها آناز  اویر فوکوستص ،های ثبت شدهنگاشتبا تحليل تمام

های پردازش تصویر مکان دو که با استفاده از روش آمددست به

و با معين بودن ميزان انتشار برای رسيدن به تصویر بعدی 

که بر اساس  .آمد در عمق نيز به دست هانمونهمکان  ،فوکوس

 های گاویاسپرممسير حرکت دیناميک حرکتی ذرات و ها آن

دهد. را نشان مینگاشت فرآیند تحليل تمام 3شکل  .تعيين شد

دهنده نمونه در حالت غير )الف( نشان3طوری که شکل به

دهنده نمونه )ب( نشان3فوکوس و قبل از انتشار عددی،شکل 

)ج( 3شکل  و است در حالت فوکوس و بعد از انتشار عددی

دهد های انتشار را نمایش میتباین شدت بر حسب گام نمودار

  کننده عمق نمونه در حالت بيشينه تباین شدت است.که تعيين
برای را  اسپرمپنج سير حرکت م ،به عنوان نمونهنيز  4شکل 

 .دهدنمایش میبعد در سه اسپرم بر ميکروليتر 1۲50غلظت 

 

نگاشت: )الف( نمونه در حالت غير فوکوس و : فرآیند تحليل تمام3شکل  

)ج(  الت فوکوس و بعد از انتشار عددی،قبل از انتشارعددی، )ب( نمونه در ح

 . های انتشارنمودار تباین شدت بر حسب گام

 

 بعدی مربوط به پنج اسپرم متفاوت.   : مسير حرکت سه4شکل   

 گیرینتیجه -4

 نگاری دیجيتالیتمام روشی مبتنی بر ميکروسکوپی مقالهدر این 

استفاده   که با. ارائه شد های گاویاسپرمبعدی برای ردیابی سه

گيری و با بهرهمحور روی دیجيتالی  ینگارميکروسکوپی تماماز 

-مسير سه کند که نور همدوس این امکان را فراهم میاز منبع 

پارامترهای  1در جدول   های گاوی تعيين شوند.بعدی اسپرم

های مورد بررسی گيری شده برای نمونهاندازه ميانگين حرکتی

ترتيب از چپ به راست عبارتند  که به در این پژوهش آمده است

، Velocity)ar (Curvilineاز: سرعت در مسيرهای واقعی

سرعت ،  Velocity) line(Straightسرعت در مسير مستقيم

 ، درصد خطی بودن حرکتVelocity)  pass (Avrage ميانگين

)(Linearityدرصد مستقيم الخط بودن حرکت ، 

ess)(Straightn هاو ميزان تحرک اسپرم (Wobble) [7].   این

پذیری، گيری پارامترهایی مثل، تحرکروش قادر به اندازه

خواهد بود که در سرعت و ضریب پخش در شرایط مختلف 

 ها خواهيم پرداخت.آینده به آن

 . های گاوی اسپرم ميانگين انواع پارامترهای حرکتی: 1 جدول
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