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تصویر از طریق  نگاری دیجیتالی میرائوتفکیک در میکروسکوپی تمامبرای افزایش توان در این مقاله از نوردهی ساختاریافته   -چکیده 

غیرمخرب و آسان برای تصویربرداری وشی نگاری دیجیتالی رمیکروسکوپی تمام .استشده استفاده بر نمونه  های دوبعدیکردن توری

ابل ارتعاشات بب سادگی و حساسیت کمتری که در مقبه س مسیر و خودمرجع میرائوسه بعدی از اجسام فازی است. چیدمان شبه هم

بالا گران هستند و در  عددیگشودگیهای میرائو با . شیئیاست یتالینگاری دیجبرای میکروسکوپی تمام اسبمن یمحیطی دارد، چیدمان

یک  توری کردن توان با تصویربرند. نشان داده شده است که میرنج می کم تر از توان تفکیکعددی پایینی با گشودگیهامقابل شیئی

تفکیک توان به افزایش توانبا چرخش توری می را در یک راستا افزایش داد و عرضی تفکیک بعدی با فرکانس مناسب بر روی نمونه توان

نیاز توان بیمیزنبوری هنهای شطرنجی و لابا طرح های دوبعدیدهیم که با استفاده از توریدر تمام راستاها رسید. در این مقاله نشان می

 329/1از  کیک چیدمان با نوردهی معمولیاستفاده از روش فوق به بهبود توان تف .چرخش توری به ابرتفکیک در تمام راستاها رسید از

که با نوردهی معمولی قابل  هاآن ی ازهایها در میان انبوههمیکروکره میکرومتر منجر شد و با استفاده از آن 84/0میکرومتر به 

 . ندتفکیک شدآشکارسازی نبودند، 

 ، میرائو، نوردهی ساختاریافتهجیتالینگاری دیتمامابرتفکیک، میکروسکوپی  -کلید واژه
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Abstract- In this paper we apply structured illumination in Mirau digital holographic microscopy to  improve the lateral 

resolution. Digital holographic microscopy (DHM) is an effective and non-contact technique for 3D imaging of phase 

objects. Among different DHM setups, Mirau DHM due to its simple and vibration-immune nature is of a high interest. 

Mirau objectives with high NA are expensive and low NA ones suffer from low lateral resolution. It has been shown that by 

imaging 1D gratings on the sample we can obtain super-resolution in DHM in 1 direction and to have super-resolution in all 

directions the gratings should be rotated. We demonstrate that by projecting 2D gratings, instead, super-resolved 3D images 

in all directions may be obtained. We apply the technique to resolve microparticles within aggregations of them which can 

never be resolved under uniform illumination of the Mirau DHM setup.  The resolution power of the system was improved 

from 1.3 to 0.84 microns. 

Keywords: Super-resolution, Digital Holographic Microscopy, Mirau, Structured Illumniation 
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 مقدمه -1

موج با طول λ/2NAتفکیک بنا به حد آبه طبق رابطه توان

-( محدود میNA) و گشودگی عددی سیستم تصویرساز نور

 هایی که بر این محدویت غلبه کنند،مام روش. به ت[1] شود

گویند. برخی از این ابرتفکیک می های تصویرگیریروش

ها بر به کارگیری امواج میرا استوارند و میکروسکوپی روش

 ،های میدان دور. در روش[2] شوندمیمیدان نزدیک نامیده 

مانند  هایی نظیرروش در توانرا می های نوآورانهایده شامل

سکوپی با نوردهی و میکرو STED میکروسکوپی 

در میکروسکوپی با نوردهی . [3] ( یافتSIMساختاریافته )

-با ساختار معلوم روشن میای باریکهساختاریافته نمونه با 

آن دسته از  اطلاعات اختاریافتهشود. به این ترتیب نور س

ساختارهای ریز که با نوردهی معمولی قابل آشکار نبودند را 

ر خود سوار کرده و طی عملیات جداسازی در هنگام ب

کند. این روش برای اولین مشاهده میتصاویر قابل بازسازی  

. گوستافسون در [4] بار توسط نیل و همکارانش ابداع شد

تفکیک در آن را به منظور افزایش توان 2000سال 

جوانب  کنونتا. [5] میکروسکوپی فلوئورسانس به کار برد

 ه است. با نوردهی ساختاریافته بررسی شد مختلف کار

روشی آسان،  (DHM) نگاری دیجیتالیمیکروسکوپی تمام

غیرمخرب و غیرتماسی برای تصویربرداری سه بعدی از 

 . چیدمان[6] اجسام فازی و  نمایه سطوح بازتابان است

نگاری دیجیتالی چیدمان متداول برای میکروسکوپی تمام

با ایجاد قدری زاویه میان دو باریکه  زندر است که در آنماخ

محور داشت و های خارجنگاشتتوان تماممرجع و شیئ می

از هم جدا  مجازی و باریکه پراش نیافته را تصاویر حقیقی،

کرد. اما همین امر چیدمان را در مقابل ارتعاشات مکانیکی و 

-های هممحیطی حساس خواهد کرد. از این رو چیدمان

نگاری دیجیتالی ع برای میکروسکوپی تماممسیر و خودمرج

های مناسب تواند جایگزین مناسبی باشد. از چیدمانمی

های تداخلی هایی که از شیئیتوان به آنخودمرجع می

کنند اشاره نظیر مایکلسون، لینیک و میرائو استفاده می

ایم. در کرد. در این پژوهش ما از شیئی میرائو استفاده کرده

ئی تداخلی باریکه مرجع از آینه کوچکی که این نوع شی

شود. میرائوهای با درون شیئی تعبیه شده است بازتاب می

 های نمایی زیاد قیمتبزرگ

نمایی کم بالایی دارند و در مقابل در میرائوهای با بزرگ

 تفکیک عرضی به محوری بسیار کمتر است. نسبت توان

تصویرساز آن، تفکیک سیستم به توان DHMتفکیک در توان

ها و نیز به اندازه پنجره نگاشتمشخصات دوربین ثبت تمام

هایی غالب روشدر حین بازسازی بستگی دارد.  وریهف پالایه

-می رودک در میکروسکوپی به کار میبرتفکیارا که برای 

هم بکار برد. از جمله ترکیب نوردهی  DHMتوان برای 

باشد. الب توجه جتواند می DHMساختاریافته با چیدمان 

از توری  2013و همکارانش در سال  Maبرای مثال 

معمولی با فرکانس متغیر برای افزایش توان تفکیک در 

DHM گروهی دیگر از توری [8]در . [7] انداستفاده کرده-

کننده مدولهبعدی با جهات مختلف که بر روی های یک

فاده اند، برای ابرتفکیک است( ایجاد شدهSLMفضایی نور )

کار طولقبلا با وارد کردن یک میکروکره شفاف در  .اندکرده

نمایی و توان تفکیک را نشان میرائو افزایش بزرگکار فاصله

های سرخ مبتلا به و از آن برای تشخیص گلبول شده داده

 سطح تالاسمی نوع خفیف و نیز برای بررسی ناهمواری

در این  . [10و9] ایماستفاده کرده ی پلیمریهانانوکامپوزیت

مسیر میرائو را با نور ساختاریافته دوبعدی چیدمان هممقاله 

تفکیک عرضی ایم که با آن توانایم و نشان دادهروشن کرده

  شود.سیستم زیاد می

 مبانی نظری -2

در چیدمان  نوردهی ساختاریافتهترین شکل سادهدر 

  رانکی با تصویر یک تورینمونه  نگاری میکروسکوپی،تمام

طیف  ای از وارهطرح )الف(1شود. شکل روشن میسینوسی 

، همانند های پایین و بالافوریه یک نمونه شامل فرکانس

را   شود،ها دیده میآنچه در مرحله بازسازی تمام نگاشت

چین محدوده فرکانسی را که دهد. مستطیل خطنشان می

 دهد.دانند، نشان میموج و گشودگی سیستم مجاز میطول

های بازه سیستم فقط به فرکانس نوردهی معمولی در

 NA/λ , NA/λ دهد. وقتی که سیستم با اجازه عبور می

های بالا نوردهی ساختاریافته روشن شود، بخشی از فرکانس

و به اندازه زاویه شوند پراش توری می -1و 1سوار بر مراتب 

 نمایی سیستمو بزرگ xP پراش مرتبه اول که با گام توری

M صفر که مربوط  پراش مرتبه به شود، نسبتمشخص می

. )ب((1)شکل شوندهای پایین است جابجا میبه فرکانس

الامکان مراتب ها باید طوری انتخاب شود که حتیگام توری
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)ج( همپوشانی 1همپوشانی نداشته باشند. شکل  -1و  1

مشاهده توسط سیستم را ابلهای بالا و پایین قفرکانس

 دهد. نشان می

 
 تفکیک با استفاده از نوردهیاز نحوه افزایش توانطرحی  1شکل 

 ساختاریافته

های بالا برای از بین بردن این همپوشانی و انتقال فرکانس

ابتدا فرکانس مرتبه صفر که معادل  به مکان درست خود

شود مینمونه کسر  یز طیف فرکانسنوردهی معمولی است ا

های مراتب بالا به اندازه فرکانس)د((. سپس 1)شکل 

xPM شوند تا در جای در فضای فرکانسی جابجا می /

این معادل حالتی  )ه((.1شکل درست خود قرار گیرند )

 (effNA) ترگشودگی عددی بزرگاست که سیستم دارای 

SIeff از رابطه )و(1نظیر شکل باشد که  NANANA  

xSISI در این رابطه. آیدمی دستبه /sinθNA PM 

گشودگی عددی است که نوردهی ساختاریافته به سیستم 

 افزوده و برابر با پراش مرتبه اول توری تصویرشده بر نمونه

ترتیب حد تفکیک سیستم با نوردهی  اینبه  است.

effNA/اختاریافته از رابطه س  آید که می دستبه

نوفه نرخ سیگنال به  از پارامترهای تجربی نظیر در آن 

تمام این مراحل باید در هنگام  آید.می دستبهدوربین 

اجرا شوند. ما برای بازسازی از  نیز هانگاشتبازسازی تمام

 کنیم که دامنه و فازای استفاده مییف زاویهروش انتشار ط

تمام  در تفکیکتوانافزایش دهد. برای می دستبهرا  میدان

جهت  ی دست کم در دوبعدها لازم است توری یکجهت

تک دیگر بر نمونه تصویر شود و تمام مراحل بالا بر تک

بعدی، از ها اعمال شود. اما اگر به جای توری یکجهت

-ف نظیر شطرنجی یا لانهی با ساختارهای مختلتوری دوبعد

های به حد کافی کوچک ( با گامHexagonal) زنبوری

های زیاد توری توان روش را از چرخشاستفاده شود، می

 کرد. نیاز بی

 و چیدمان آزمایش سازی نمونهآماده -3

کلی از چیدمان مورد استفاده در این طرح )الف( 2در شکل 

، )شرکت پویا فرآزما نئون-لیزر هلیوم کار آمده است. باریکه

mW 2،  طول موجnm 8/632کننده چرخان ( ابتدا از پخش

که به منظور کاهش نوفه و فریزهای مزاحم از طریق کم 

گذرد. راه نور تعبیه شده میکردن همدوسی فضایی بر سر 

کننده ( جبهه موج خروجی از پخش=mm25f ) عدسی اول

 کند. طرح( تصویر میSLMنور )کننده فضایی را بر مدوله

اند که از طریق سوار شده SLMهای مناسب بر روی توری

 شیئی میرائو شکن وباریکه و  (=mm50f ) دومعدسی 

(X10, 3/3٫00=Nikon, NA )شوند. در بر نمونه تصویر می

دهانه  شکنی که درکهیداخل میرائو بخشی از باریکه از بار

بخش  گردد.برمینمونه  از و آن نصب شده عبور کرده

شیئی شکن به داخل باریکه باریکه از روی دیگری از

و سپس به آینه مرجع که در داخل شیئی  بازتابیده شده

شود. این می یدهکند و از آن بازتابتعبیه شده برخورد می

پس از کند. دو باریکه باریکه نقش باریکه مرجع را ایفا می

های این باریکه .کنندبا هم تداخل میخروج از میرائو 

به سمت  (=mm160f ) سومتداخلی از طریق عدسی 

نگاشت حاصل بر شوند و تمامآشکارساز هدایت می

محور نگاری خارجشود. برای داشتن تمامثبت می ،آشکارساز

در این چیدمان کافی است میزچه نمونه قدری زاویه داشته 

 زنبوریلانهشطرنجی و  های دوبعدیتصاویری از توریباشد. 

 .اندنمایش داده شده)ج( و )د( 2های در شکل مورد استفاده

 
جی و چیدمان آزمایش؛ )ب( طرح فازی شطرن وارهطرح)الف(  2شکل 

 ونه؛ )د( تصویر میکروسکوپی از نمSLMزنبوری سوارشده بر )ج( لانه
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ه نمون میکرونی به عنوان 1های در این کار از میکروکره

یل ویناستفاده کردیم. این میکروذرات در محلول الکل پلی

نشانی شده مخلوط شده و سپس بر روی یک لام با لایهرقیق

ه ب لامات بر روی آلومینیومی در هوای آزاد خشک شدند. ذر

ار در کن طوری هااند. برخی از آنطور تصادفی توزیع شده

ی ما توسط شیئ هاهذرامکان دارد تکاند که هم قرار گرفته

. در اندحی از نمونه مورد نظر ما بودهآشکار نشوند. چنین نوا

از این  X40میکروسکوپی با شیئی از  تصویری)ه( 2شکل 

 نمونه آمده است.

 نتایج تجربی -4

های تحت نوردهی نگاشتنتایج بازسازی تمام 3شکل

 دهد.ساختاریافته دوبعدی را نشان می و نوردهیمعمولی 

 نمونه هاینگاشت)الف( و )ب( به ترتیب تمام3 هایشکل

زنبوری هستند. تصاویر تحت نوردهی شطرنجی و لانه

( به )ج( تا )ه3های در شکل از این نمونهبازسازی دوبعدی 

ده زنبوری آورترتیب برای نوردهی معمولی، شطرنجی و لانه

ای بعدی در راستهای یک)و( نیز نمایه3در شکل شده است. 

های متفاوت نشان داده شده در گیریا جهتخطوط ب

-وردهیناند. با مقایسه نتایج بین شده رسم ،تصاویر دوبعدی

در جهات تفکیک های معمولی و دوبعدی افزایش توان

. قابل مشاهده استدوبعدی  با استفاده نوردهیمختلف 

است،  3/0معادل  X10گشودگی عددی شیئی میرائو 

نظر تحت نوردهی معمولی صرفبنابراین حدتفکیک سیستم 

میکرون است.  29/1معادل موجود ها و خطاهای از نوفه

ا های مورد استفاده برابر بگشودگی عددی حاصل از توری

 84/0است که باعث بهبود حدتفکیک سیستم به  16/0

 ارد.شود، که این عدد با نتایج تجربی مطابقت دمیکرون می

 گیرینتیجه -5

-توان تفکیک در میکروسکوپی تمامدر این پژوهش افزایش 

 .رفتگانجام نگاری دیجیتالی میرائو با نوردهی ساختاریافته 

 توری نور ساختاریافته با طرحنشان داده شد که استفاده از 

شود و نیازی دو بُعدی، توان تفکیک در تمام جهات زیاد می

های مختلف نیست. های بیشتر در جهتنگاشتبه ثبت تمام

تواند انجامد که میگیری میافزایش سرعت داده این امر به

 یرد.گهای پویا مورد استفاده قرار برای تصویربرداری از نمونه

 سپاسگزاری

نویسندگان از آقای یوسف پورویس برای کمک در تحلیل 

 کنند.ها سپاسگزاری میداده

 
 وبعدی؛ هولوگرامنتایج تجربی تحت نوردهی ساختاریافته د 3شکل 

-زیزنبوری؛ بازساشیئ تحت نوردهی با طرح )الف( شطرنجی )ب( لانه

-های دوبعدی تحت نوردهی )ج( معمولی، )د( شطرنجی و)ه( لانه

شده در بعدی در راستای خطوط مشخصهای یکزنبوری؛ )و( نمایه

 تصاویر دوبعدی )ج(، )د( و )ه(.
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