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شود. برپایی یک سامانه میکروسکوپ تابش پرداخته می (SIM)در این مقاله به برپایی یک میکروسکوپ بر پایه تابش طرحدار  –چکیده 

باشد. در چیدمان اپتیکی مورد نظر از یک مدولاتور فضایی نوری طرحدار شامل طراحی چیدمان اپتیکی و الگوریتم بازیابی تصویر می

(SLM)  طرح توری پراش در سه زاویه و  9جهت تولید تابش طرحدار استفاده شد. تابش استفاده شده جهت میکروسکوپی تعداد بازتابی

سه فاز مختلف هستند که توسط مدولاتور فضایی نوری تولید می شوند. همچنین کد رایانه ای برپایه اپتیک فوریه برای بازیابی تصاویر 

ته شد. با توجه به نتایج بدست آمده، تصویر برداری از جزئیات نمونه مورد نظر بدلیل افزایش توان حاصل از تابش طرحدار روی نمونه نوش

 پذیر شد.تفکیک میکروسکوپ امکان

 ميکروسکوپی تابش طرحدار، ميکروسکوپی ابرتفکيک، مدولاتور فضایی نور -کليد واژه

 

 

Structured Illumination Microscope based on a Spatial Light Modulator for 

High-resolution Microscopy 

Mohammad Ghandi Monfared, Amir H. Baradaran Ghasemi, Hamid Latifi 

Department of Physics, Shahid Beheshti University, Tehran, Iran 

Abstract- In this paper we proceed with the implementation of a structured illumination microscope (SIM). SIM systems consist 

of two main parts i) Optical setup design and ii) image reconstruction algorithm. In the optical setup, we make use of a reflective 

spatial light modulator (SLM) in order to generate structured illumination. Nine different diffraction grating patterns were 

produced for microscopy through the SLM with three different related angles and phases. Moreover, we implemented a 

computer code in MATLAB based on Fourier optics to reconstruct the final image. According to our results, the fine details of 

a given biological sample were resolved by the SIM-SLM system due to an appreciable increase in resolution. 

Keywords: Structured illumination microscopy, Super-resolution microscopy, Spatial Light Modulator 
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 مقدمه -1

 یکيوجود حد پراش اپت ینور یکروسکوپيچالش بزرگ در م

 با حالی کهرداست.  ییفضا یریپذ کيتوان تفک شیدرافزا

 تباین شیافزا فلوئورسانس امکان یکروسکوپيم اختراع

 یتیمحدودی کياپت پراش حد همچنان یشد ول سريم ریتصو

. به باشدیم یبه نانوسکوپ یکروسکوپيعمده در گذر از م

بار توسط ارنست آبه در  نيکه اول تیمحدود نیموجب ا

 یدو منبع نور انيم زیمطرح شد، امکان تما 1873 سال

باشد، وجود   NA2که فاصله آنها کمتر از مقدار یانقطه

-نقطهشده از منبع  ليطول موج نور گس  کهیندارد. بطور

 یبردارریتصو ستميس يئیش یعدد یگشودگ NAو  یا

 یگوناگون یهاروش رياخ یهاسال دربا این حال  .باشدیم

 .استشده  یزیرهیپا یکياپت تیمحدود نیعبور از ا یبرا

اهميت ميکروسکوپی فراتر از حد پراش در مشاهده 

 کیبعنوان  کهیبطورشود. های زیستی دو چندان میسامانه

مطالعه نحوه  جهتاستفاده  تيمخرب قابل ريغ وهيش

 یکی از . رودبه کار میموجود زنده  یعملکرد سلول ها

توسعه  یستیز کاربردهای در این راستا برایکه  هاییروش

 ،روشاین . [1](است SIM) تابش طرحدار کيتکن ،اندافتهی

 ییکه توانا دارد متينسبتا ساده وارزان قچيدمان اپتيکی 

سازد. یم سريتا دو برابر حد پراش را م یبردارریتصو

نشان داده  یخط ريخواص غ کیدر صورت تحر نيهمچن

چند برابر حد پراش  تا یبردار ریشده است که امکان تصو

 ک،يتکن نیا در. باشد یم سريم کيتکن نیبا استفاده از ا

 وطرحدار فرودی با پروفایل ماره حاصل از تابش  یهاطرح

سپس شوند. ثبت می انهیدر را ،از نمونه شده ليتابش گس

اطلاعات موجود در مراتب بالاتر پراش در  هیفور یدر فضا

 یشوند. با بازگشت به فضایم یابیخود باز یاصل یهامکان

 ریامکان پذ فراتر از حد پراش ریتصو یریپذکيتفک ،یواقع

تابش طرحدار، ایجاد  جادیا یهااز روش یکی .]2[گرددیم

ميکروسکوپ با استفاده  یکيمحور اپت ريمس پراش در یتور

مدولاتور  کی باشد.یم (SLM) ینور ییاز مدولاتور فضا

 یرو عیما یبلورها یآورفنمعمولا از   ینور ییفضا

 ليپتانس. با اعمال اختلاف کندیماستفاده  کونيليس

، SLMموجود در صفحه  ییفضا یهاکسليپ یرو یکیالکتر

فاز نقاط مختلف از جبهه و  شودمیاختلاف راه نوری ایجاد 

 دي. لذا امکان تولکندمی رييآن تغ یرو یموج نور فرود

 کياپت یطراح یبرا یاريتابش طرحدار با هندسه اخت

 یکياپت دمانيمقاله به چ نیا در .گرددمی سريم یقيتطب

مدولاتور  کیتابش طرحدار توسط  هیبر پا کروسکوپيم کی

که  دهيممیو نشان داده  شودیمپرداخته  ینور ییفضا

 نیا توسطی نمونه واقع کیموجود در  زیر اتيجزئ یابیباز

 است. ریامکان پذ یکروسکوپيروش م

 تئوری آزمایش -2

نقطه  یشدگپخشتابع  نيب همگشت ئيش هر ریتصو

)PSF(،)(rP  یليشدت گستوزیع و)(rE ئياز آن ش 

 .است

(1) 

 
)()()( rPErC    

شناساگر  یرو هافوتون یشدت عیتوز rC)(آن، در که

(CCD،) و  یکروسکوپيم در .باشندی م همگشتعملگر 

ی برابر با ضرب داخل یليگس یشدت عیتوز ،فلوئورسانس

شدت  عیتوز در ،rS)(فرودی شدت تابش عیتوز

 ،است rO)(نهفلوئورسانس نمو

(2) 
)()()( rOrSrE        

 یتابش یالگو کنواخت،یتابش  یبه جا یاگر منبع تابش حال

 آنگاه داشته باشد ینوسيس

(3  )  







 )2cos(

2
1)( 0,   rF

m
SrS


 

),(کهیبطور yxr 
 0،تيبردار موقعS نهيشيب شدت 

)sin,cos(تابش،  FFF 


بردار فرکانس تابش  

 بیضر m تابش و یفاز الگو معکوس، یدر فضای نوسيس

 .باشندیم (وني)مدولاس قيتلف

 
 . شيئ با فرکانس فضاییSIMدر  الگوی مارهنقش از  ی: مثال1شکل 

کی سيستم اپتي PSFو عبور از  دارتابش طرح نهی باپس از برهم بالا

 رتکوچکتصویر فرکانس فضایی  .آوردتصویر ماره حاصل را بوجود می

 .]3[گيردمیه و درون محدوده حد پراش قرار شد
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توان اطلاعات یطرح ماره م قیاساس معادلات بالا و از طر بر

 ریدار از درون تصورا با استفاده از تابش طرح زیر اءياش

 یليشدت گس عیتوز نیشده استخراج کرد. بنابرا ینهبرهم

در فضای وارون ( ری)تصوی کياپت ستميمشاهده شده در س

 بصورت 

 (4 )    )(
~

)(
~

)()(
~

)(
~

,, kNkPkOkSkC


  

rN)(خواهد بود که در آن 
 باشد.یم ديسف نيوساگ زینو 

ز ا حاصل ریتصو یبرا ییرابطه نها، بعد از انجام محاسبات

 ،]4[آید( بدست می5از معادله )تابش طرحدار 

(5) 
)(

~
)(~)(

~

2

)(
~

2
)(

~

2
)(

~ 0
,

kNkpeFkO
m

eFkO
m

kO
S

kC

i

i















 







  

 
دایره مرکزی فضای فرکانسی قابل مشاهده در . SIM: مفهوم 2شکل 

ی محدوده حد پراش می باشد.  دوایر زرد رنگ فضای فرکانسی بازیاب

 .]5[باشندمی( فراتر از حد پراش 5) طبق رابطه ،شده

)(که  دهدیم( نشان 5) معادله
~

, kC


 از  یخط یبيترک

)( از نمونهی رویدا هيدرون سه ناح یمجموعه فرکانس
~

kO


 

F مبدا، دروارون  یفضا آنها در باشد که مرکزیم


 و 

F


F(، اگر فرکانس فضایی 2مطابق شکل ). باشندمی 


 

مجموع  برابر فرکانس قطع حد پراش باشد )دایره صورتی(،

دا، دو شعاع دایره حد پراش و شعاع دایره انتقال یافته از مب

شود. از طرفی تفکيک برابر شعاع فرکانس قطع پراش می

ظر با در نپس  پذیری با فرکانس فضایی رابطه مستقيم دارد.

حد  چين،رنگ و دایره نقطهگرفتن نقاط خالی بين دوایر زرد

 ت.شده اسبرابر پذیری تقریبا دوتفکيک

 چیدمان آزمایش -3

-یممقاله را نشان  نیمورد استفاده در ا دمانيچ (2) شکل

 محدب یپس از عبور از عدس nm532 ودید زرينور ل .دهد

f=5cm،  روزنهµm25، محدب  یعدسf=12.5cm یک  و

پس از عبور از  کنواختی شدتبا  و یموازبطور  ،افراگمید

قطبش شده تا فقط  یقطبش کهیمقسم بار واردقطبشگر 

منعکس شود. نور  SLM (LETO, Holoeye)وارد  یافق

  f=50cm محدب یعدس هیبه صفحه فور SLMاز سطح  شده

پراش و حذف مرتبه  -1+ و 1. با انتخاب مرتبه رسدیم

توسط یک تا  دهيسر f=50cmمحدب  یبه عدس پرتوصفرم، 

-طرح ریتصوشاخه ميکروسکوپ سيستم،  درمقسم باریکه 

شاخه عمودی در  د.نبه وضوح مشاهده شو ینوسيس یها

( ميکروسکوپ سيستم را نمایش 2سمت چپ شکل)

 CCD(، یک NA=1 ،x100) شيئیدهد که شامل یک می

 µm8 کسلياندازه پبا  و 480720رزولوشن  تک رنگ با

یک به همراه عدسی دوربين با ميدان دید کم و همچنين 

LED  با توانmW12 نور پس زمينه ميکروسکوپ،  به عنوان

پراش مرتبه صفر با نقاط مرده که  به دليل اینکهباشد. می

کند و همچنين مرتبه تداخل می SLMميان پيکسل های 

صفرم پراش و تداخل حاصل از مراتب بالاتر پراش در یک 

 در .]6[یابدکاهش می SLM، بازده مکان تشکيل می شوند

بالا گذر  فيلتراین مقاله برای حذف پراش مرتبه صفر از 

 0ماسکی که فقط مراتب اول پراش را در سه زاویه  بصورت

درجه عبور می دهد و بقيه مراتب را مسدود  120و  60،

 شود.می کند،  استفاده می

 
 .SLMدار بر پایه يدمان تجربی ميکروسکوپی تابش طرح: چ3شکل   

 نتایج -4

مغز  هاینورونبرشی از جسم سلولی  ،العهمط نمونه مورد

یک موش صحرایی هستند که روی لام ميکروسکوپ مهيا 

شدند. جهت بازیابی تصویر حاصل از سيستم ميکروسکوپی 

افزار متلب با  ذکر شده در بخش قبل، کد رایانه ای در نرم

 60، 0 هیزاو 3با انتخاب ( نوشته شد. لذا 5توجه به رابطه )

،  0فاز  3و انتخاب  ینوسيس یهاطرح یدرجه برا 120و 

 9در مجموع  ا،یزوا نیاز ا کیهر  یدرجه برا 240و  120

 شد.الگوریتم بازیابی تصویر روی آنها اعمال ثبت و  ریتصو
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( یکی از این تصاویر و تبدیل فوریه آن در فضای 4شکل )

 دهد. فرکانس را نمایش می

       
ا است( تصویر برهم نهی نمونه با نور طرح دار سينوسی ب: )ر4شکل 

 درجه. )چپ( تصویر تبدیل فوریه تصویر سمت راست. 0زاویه و فاز 

نقاط پر رنگ سمت چپ و راست ناحيه مرکزی، مراکز ناحيه های 

 دایروی، در فضای فرکانسی هستند.

 
 

:)بالا و چپ( تصویر نمونه حاصل از شاخه ميکروسکوپ شکل 5شکل 

نمونه  SIMبدون اعمال تابش طرحدار. )بالا و راست( تصویر  (3)

تصاویر نمونه  (.3)حاصل از اعمال تابش طرحدار توسط چيدمان شکل 

 اند.شدهه ش دادزیر خود تصویر نمای ،در فضای فوریه در هر حالت

 شدهیابیباز رینمونه و تصو ریتصو نيب ایسهیمقا (5) شکل

به  یریپذکيتفکدهد. یرا نشان م SIMبه روش  یینها

سيستم  OTF. فرکانس قطع است افتهی شیوضوح افزا

Fو فرکانس پيکسل  71اپتيکی 


محاسبه پيکسل  44برابر  

Fفرکانس و شعاع  OTF شد. پس نسبت مجموع شعاع 


 

، ميزان (OTF) تقسيم بر فرکانس قطع سيستم اپتيکی

 باشد.می 1.62دهد که برابر افزایش تفکيک را نشان می

 (، در شکل5) پروفایل شدتی در امتداد خط سبز رنگ شکل

شود ( نمایش داده شده است. همانطور که مشاهده می6)

ر استخراج جزئيات نمونه در روش د افزایش توان تفکيک

SIM از ميکروسکوپی استاندارد بيشتر است. 

 
 ليمحدوده مستطراستای خط سبز در  در یشدت فایلپرو: 6 شکل

چين قرمز و خط آبی بترتيب مربوط به نقطه (.5از شکل ) بزرگ شده

 باشند.می SIMتصویر حاصل از ميکروسکوپ معمولی و ميکروسکوپ 

 نتیجه گیری -5

پرداختيم. با نور  SIMدر این مقاله به بررسی ميکروسکوپی 

آن دسته از اطلاعات فاز نمونه که  ،طرحدار و تکنيک ماره

 ،خارج از ناحيه طيف فرکانسی قطع سيستم اپتيکی است

دهند به تفکيک توانند بازیابی شوند. نتایج نشان میمی

 ایم.رسيده حد پراشپذیری بهتری از  

 سپاسگزاری -6

نویسندگان از ستاد علوم شناختی و معاونت علمی ریاست 

بخاطر حمایت از این پروژه تشکر و قدردانی  ،جمهوری

نمایند. همچنين از دکتر ليلا درگاهی به خاطر آماده می

های عصبی و دکتر محمد اسماعيل سازی نمونه برش سلول

 گردد.زیبایی قدردانی می
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