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اطلاعات مفیدی در رابطه با ساختار و حاوی ن کمیت ایدر فضاست.  فلورسانس قطبش گسیلبیانگر  فلورسانسناهمسانگردی   –چکیده 

بلو محیط جانبی است. در کار تجربی حاضر مقدار این کمیت برای ترکیب شیمیایی متیلنهای مولکولو برهمکنش آن با دینامیک مولکول 

های فوتودینامیکی و نوری در درمان گیری شده است. دو مورد از کاربردهای مهم این دارو یعنی استفاده از آن به عنوان حساسگراندازه

اهمیت نظری  بلومتیلنهای نوری ویژگیشود ست که باعث میبرهمکنش آن با نور مرتبط اآمیزی تشخیصی سلول و بافت به رنگدیگری 

بدست ی متفاوت با چسبندگبلو در دو حلال مختلف با طراحی و ساخت یک چیدمان اپتیکی، مقدار ناهمسانگردی متیلن. پیدا کندو عملی 

 گیری شد.موج تحریک نیز اندازهآمد. علاوه بر این وابستگی ناهمسانگردی متیلن بلو به طول

 کلید واژه- حساسگر نوری، قطبش نور، متیلنبلو، ناهمسانگردی فلورسانس
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Abstract- Fluorescence anisotropy is a measure of the polarization of fluorescence radiation of the molecule. This quantity 

provides valuable information on the structure and dynamics of the molecule and the effect of its surrounding environment. In 

this work, fluorescence anisotropy of methylene blue has been measured. Methylene blue is considered as a drug, as a 

photosensitizer and as a dye for staining cells and tissues. Two latter applications involve the interaction with light, so optical 

properties of the methylene blue including its emission anisotropy find theoretical and experimental significance. An optical 

setup was designed and implemented. The anisotropy of methylene blue in two different solvents with different viscosities was 

measured. The excitation wavelength dependency was investigated, too. 

Keywords: Fluorescence anisotropy, Light polarization, Methylene blue, Photosensitizer 

 بلومتیلن فلورسانسگیری ناهمسانگردی تابش اندازه
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 مقدمه -1

مندیِ میدان بیانگر جهت فلورسانساهمسانگردی ن

است که بصورت قطبش آن ظاهر  فلورسانسالکتریکی تابش 

شود. این ویژگی ممکن است از قطبش نور تحریک به می

های جهتی مولکول گسیلندة ارث رسیده باشد و یا از ویژگی

بررسی این کمیت اطلاعات مفیدی در  تابش ناشی شود.

دست خواهد داد. ساختار و دینامیک مولکول بهرابطه با 

معمولاً بصورت اختلاف نسبی  فلورسانسقطبش تابش 

که شود های عمود و موازی میدان الکتریکی بیان میمؤلفه

 .کندمیزان قطبش را درصفحة عمود بر جهت انتشار بیان می

قطبش آن را در کل فضا نشان  ،اما کمیت ناهمسانگردی

 دهد و بصورتمی

(1) 









II

II
r

II

II
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شدت نور خروجی در  IIIشود. در این رابطهتعریف می

 عمودیدر حالت هر دو حالتی است که قطبشگر و تحلیلگر 

 شدت نور خروجی مربوط به حالت قطبشگر Iباشند و 

 ناهمسانگردی .[1] استافقی و تحلیلگر  عمودی

 ناهمسانگردی واقطبشی، عوامل حضور رعدمد یورسانسفل

که ناشی از گزینش نوری و  دارد ( نام0r) پایه یفلورسانس

. [2]های جذب و گسیل است زاویة ذاتی بین ممان دوقطبی

چرخشی و انتقالات انرژی   پخش پراکندگی، ازتاب،ب

غیرتابشی از جمله عوامل مؤثر بر ناهمسانگردی هستند. 

تر از آهنگ گسیل هنگ چرخش مولکول، آهستهزمانی که آ

باشد پخش چرخشی باعث واقطبش ناچیزی  فلورسانس

گیری کردن اثر پخش چرخشی در اندازهشود. برای کممی

ناهمسانگردی از منجمد کردن محلول یا افزایش چسبندگی 

 [.2 و 1] شودحلال استفاده می

با  گونهدر مواد نوردستگونه، جفت ایزومرهای دست از سویی

وجود خواص فیزیکی و شیمیایی مشابه تنها در برهمکنش 

[. بنا بر 3] دهندبا نور قطبیده خواص متفاوتی را نشان می

تواند این مواد می فلورسانساین مطالعة ناهمسانگردی 

کاربردهای نظری و عملی بسیاری داشته باشد. بعلاوه 

اندازه  تواند در تعیینی میفلورسانسبررسی ناهمسانگردی 

صلبیت  گیری حجم ظاهری،ها یا اندازهو شکل پروتئین

، تعیین یپروتئینبین  ، ارتباطمختلف مولکولیهای محیط

چسبندگی غشاها و سنجش ایمنی بسیاری از مواد مفید 

 [.4 و 2] واقع شود

متیلن بلو یا متیل تیوتینیوم کلراید ترکیبی شیمیایی است 

هایی چون مان بیماریکه عمدتاً به عنوان دارو در در

های هموگلوبینمی و به عنوان پادزهر مسمومیتمت

های . این ترکیب در درمان[6,5]شودسیانیدی استفاده می

است فوتودینامیکی یکی از حساسگرهای نوری متداول 

 و بافت آمیزی تشخیصی سلولبر این در رنگعلاوه [. 8,7]

فتار نوری متیلن . نحوة ر[8]گیردمورد استفاده قرار مینیز 

در دو حوزة اخیر مهم است. به همین دلیل بخصوص بلو 

  ی جذب و گسیل این ماده مورد توجههابررسی ویژگی

پیوند با  و . اثر دما، حلال، مواد فعال سطحیاست

بر  آنهاطیف جذب وگسیل و نیز تأثیر  ها برماکرومولکول

 [.9ست ]از آن جمله ا فلورسانسانگردی ناهمس

گیری منظور اندازه اساس چیدمانی اپتیکی به بر این

سازی متیلن بلو طراحی و پیاده فلورسانسناهمسانگردی 

شد. در این چیدمان سعی شد از ساختاری ساده و قابل 

 دسترس استفاده شود.

 چیدمان -2 

در  فلورسانسگیری ناهمسانگردی رحوارة چیدمان اندازهط

یودی و دیودهای نشان داده شده است. از لیزرهای د 1شکل 

( به عنوان منبع استفاده شد که با توجه LEDگسیلندة نور )

دیودهای ترکیب  از LEDهایبه تکفامی نسبی و مزیت

های بنفش، آبی، سبز، کهربایی و قرمز( )رنگ گسیلندة نور

در طرح نهایی استفاده شد که تقریباً کل طیف مرئی را 

موجی را دهند و امکان بررسی وابستگی طولپوشش می

ها LEDپهنای باند طیفی کوچک  کرد. بدلیلفراهم می

و ای و شکاف عدسی استوانه کننده نبود.نیازی به تکفام

توزیع نور مناسب را برای تابش تحریک بر کووت ها، حائل

 کرد. محتوی محلول تولید می

تحریک توسط قطبشگر دورنگی تعیین  حالت قطبش نور

بل از ورود به محفظه قرار شد. این قطبشگر درست قمی

 حذفتا اثر واقطبش نور توسط قطعات دیگر  داده شده بود

های شود. بدلیل تغییر قطبش نور در عبور از دیواره

ای و کوارتز های شیشههای پلاستیکی، از نمونهکووت

داد در ها نشان میگیریشکل استفاده شد که اندازهبی
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 فلورسانسگیری ناهمسانگردی چیدمان اندازهرحوارة : ط1شکل 

در  فلورسانسکنند. تابش حالت قطبش تغییری ایجاد نمی

)چیدمان موسوم به چارچوب  بازوی عمود بر جهت تابش

Lگیری شد. نور تابشی بلافاصله پس از خروج از ( اندازه

گر در حالت قطبش معین عبور و سپس از محفظه از تحلیل

شد. کرد رد میکه طیف تحریک را حذف می فیلتر نوری

کننده نور را بر روی آشکار ساز که فوتودیود و یا یک جمع

نگار بود، متمرکز ورودی فیبر نوری برای اتصال به طیف

بین طیف  مناسبفاصلة تکفامی منابع و کرد. بدلیل می

 ازطیف براحتی گسیل طیف تحریک و تابش متیلن بلو، غالباً 

  .بود تفکیک قابل تحریک

از نظر اپتومکانیکی، برای حذف نورهای سرگردان و 

های قطبش را گیریتوانست اندازهبازتابی که میبخصوص 

رنگی های کوچک سیاهمختل کند هر عنصر در داخل جعبه

ها ورود های روی این محفظهها و حایلقرار گرفت. شکاف

ای هکرد. محفظنورهای سرگردان و بازتابی را محدود می

های دارندهنمونه طراحی و ساخته شد. نگهداری نگهبرای 

قطبشگر و تحلیلگر قابلیت تنظیم زاویه را نسبت به خط 

کردند. با توجه به لزوم می عمود بر محور چیدمان فراهم

تعویض منابع، فیلترها، قطبشگرها و محفظة نمونه 

هایی تعبیه شد که ایجاد پایداری مکانیکی عناصر و قالب

کرد. کل می ها را فراهمت فضایی آنقابلیت تکرار وضعی

سیستم در یک محفظة ثانویه قرار داده شد تا اثرات نور 

محیط حذف گردد. برای کاهش خطا، سیستم بصورت 

فشرده با حداقل فاصله بین اجزا ساخته شد بنحوی که ابعاد 

 کرد.متر تجاوز نمیهر یک از بازوها از چند سانتی

 نتایج -3

و حلال اتانول و گلیسیرین در بلو در دحلول متیلنم

از آنجایی که های مختلف مورد بررسی قرار گرفت. موجطول

ها ربط دارد و مستقل از ناهمسانگردی تنها به نسبت شدت

غلظتی انتخاب شد  ،غلظت است شدت کلی نور و متعاقباً

 2بدست آید. در شکل  فلورسانسکه در آن بهینة تابش 

نشان  بلو در گلیسیرینمتیلن فلورسانستحریک و طیف 

 700nmداده شده است. این طیف دو باند گسیلی اصلی در 

 دهد. را نشان می740nm و 

 

موج طول)در گلیسیرین  بلومتیلنتحریک و گسیل طیف : 2شکل 

 بازای زوایای افقی و عمودی قطبشگر و تحلیلگر (nm630تحریک 

شدت باند گسیلی در چهار  ،گردیگیری ناهمسانبرای اندازه

شدت بازای قطبشگر  HHI :حالت قطبشی در نظر گرفته شد

گر شدت بازای قطبشگر افقی و تحلیل HVIگر افقی، و تحلیل

گر افقی شدت بازای قطبشگر عمودی و تحلیل VHIعمودی، 

. (2)شکل  گر و قطبشگر عمودیشدت بازای تحلیل VVIو 

 ة مقدار ناهمسانگردی از رابط

(2)  
VHVV

VHVV

GII

GII
r

2


 

ید که در آنآبدست می
HH

HV

I

I
G   میزان عدم یکنواختی

دهد. مقادیر فوق نشان میرا حساسیت آشکارساز به قطبش 

گیری های مختلف تحریک در دو حلال اندازهموجبازای طول

ر جدول . نتایج دشده و مقدار ناهمسانگردی محاسبه گردید

انگردی در حلال گلیسیرین سممقادیر ناهدرج شده است.  1

بدلیل چسبندگی بالا و کاهش پخش چرخشی به مقدار 

 ( نزدیکتر هستند.0rناهمسانگردی پایه )
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 بلومتیلن فلورسانسناهمسانگردی گیری شدة اندازه: مقادیر 1جدول

طول موج  در حلال اتانول در حلال گلیسیرین

(nm)  1باند  2باند  1باند  2باند 

0.016 0.018- 0.005- 0.018- 395 
0.213 0.256 0.047 0.047 450 

0.236 0.240 0.128 0.084 530 
0.164 0.197 0.058 0.072 592 

0.267 0.215 0.097 0.081 633 

 

طول موج تحریک بازای  نحوة تغییر مقدار ناهمسانگردی با

و  3های بترتیب در شکل فلورسانستلف تابش دو باند مخ

 دیده می شود. 4

 

باند موج تحریک در بر حسب طولبلو ناهمسانگردی متیلن: 3شکل 

 nm700 فلورسانس

 

باند موج تحریک در بر حسب طول بلوناهمسانگردی متیلن: 4شکل 

 nm740 فلورسانس

 یریگنتیجه -4

با  در دو حلال بلوی متیلنفلورسانساهمسانگردی ن

نانومتر  740و  700چسبندگی متفاوت برای دو باند گسیلی 

 موجطول وابستگی مقدار ناهمسانگردی به گیری شد.اندازه

  ریک بدست آمد.تح

موج تحریک تغییر دوقطبی گذار جذب با تغییر طول ممان

های جذب و دوقطبی کند. بنابراین زاویة بین ممانمی

 های تحریک و گسیل بهموجکند. اگر طولگسیل تغییر می

های گذار جذب و گسیل دوقطبی نزدیکتر باشند، ممان هم

شود. بزرگتر می 0rتر خواهند بود و در نتیجه مقدار جهتهم

موج گسیل، و طولموج تحریک فاصلة طولافزایش با 

 nm395ه در یابد، بطوری کناهمسانگردی کاهش می

  کمترین مقدار خود را پیدا می کند.

ی متیلن بلو با افزایش چسبندگی فلورسانس ناهمسانگردی

توان در آن حلال، افزایش یافته است. دلیل این امر را می

دوقطبی گذار گسیل با وجود عوامل واقطبشی دید که ممان

شود جا میجابه فلورسانساز جمله پخش چرخشی قبل از 

میزان چرخش بیشتر باشد زاویه بزرگتر و  و هر چه

( کمتر خواهد شد. با افزایش چسبندگی r) ناهمسانگردی

کمتر و در زمان گذار طی در چرخش مولکول میزان  ،حلال

شود. این مقدار به نتیجه ناهمسانگردی بزرگتر می

 است. ناهمسانگردی پایه نزدیکتر 
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