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خلاصه

مقدمه: میکروس��کوپ فلوئورسانسی کاربردهای گسترده​ای در زمینه​های متنوع پزشکی نظیر 
تصویربرداری از تومورها در اندازه​های کوچک​تر از میلی​متر، تشخیص انتخابی سلول​های سرطانی، 
انجام جراحی​های دقیق هدایت​ش��ده با میکروسکوپ فلوئورسانس و درمان فوتودینامیک دارد. از​
سویی​دیگر میکروس��کوپ​های فلوئورسانسی گران​قیمت هستند، به​همین​دلیل هدف اجرای این 
پروژه مقایسۀ�� عملکرد منابع نوری لیزر، دیود و تنگستن در ساخت میکروسکوپ فلوئورسانسی 

ارزان​قیمت می​باشد.

روش بررس�ی: در این پروژۀ تحقیقاتی یک دس��تگاه میکروسکوپ فلوئورسانسی ارزان​قیمت 
با اس��تفاده از منابع نوری مختلف نظیر لیزر )405 نانومت��ر(، دیودها) 365،370 و380 نانومتر( 
و لامپ تنگس��تن)30 وات( و فیلترهای تداخلی مختلف)450،490 و520 نانومتر( س��اخته شد. 
تأثیر منابع نوری، فیلترهای تداخلی و موقعیت آن​ها بر کیفیت تصویر فلوئورسانسی و همچنین 
بزرگ​نمایی تصویر به​دست​آمده مورد مطالعه قرار گرفت. دو عامل رنگ​ساز فلوئورسانسی مختلف 
)س��یکلو​ای و فلوئورس��ین( برای فعال​سازی فلوئورسانس��ی بافت​های هدف تصویربرداری، مورد 

استفاده قرار گرفت.

یافته‌ها: بهترین تصاویر و بالاترین بزرگ​نمایی)400 برابر( با استفاده از منبع نوری تنگستن و 
فیلتر تداخلی نشری 520 نانومتر به​دست آمد. هنگام استفاده از منابع لیزر، تصویر حاصل دارای 
نشر زمینۀ قابل توجهی بود که این امر کاربرد آن را جهت تصویربرداری از بافت​ها محدود می​کرد. 
میکروسکوپ فلوئورسانسی ساخته​شده با موفقیت برای تصویربرداری با بزرگ​نمایی 400 برابر و 
با کیفیت مطلوب از اپیدرم پیاز فعال​ش��ده با ترکیب سیکلو ای و تودۀ باکتری استرافیلوکوکوس 

فعال​شده با فلوئورسین ایزوسیانات به​کار برده​شد.

نتیجه​گیری: میکروس��کوپ فلوئورسانی ساخته​ شده توانایی تصویربرداری با بزرگ​نمایی400 
برابر را دارا است. میکروسکوپ ساخته​شده حداقل20 برابر ارزان​تر از میکروسکوپ​های خارجی با 

قابلیت و کارآیی مشابه است.

واژه‌های كليدی: میکروسکوپ فلوئورسانسی، لیزر، باکتری استافیلوکوکوس، لامپ تنگستن، 
فلوئورسین ایزوسیانات، تصویربرداری، فیلتر تداخلی
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مقدمه
ام��روزه، میکروس��کوپ فلوئورسانس��ی1 کاربردهای وس��یعی در زمینۀ 
پزش��کی نوین و زیست​شناسی سلولی و مولکولی پیدا کرده است. ازجمله 
کاربرده��ای میکروس��کوپ فلوئورسانس��ی در زمینۀ پزش��کی می​توان به 
شناس��ایی و تصویرب��رداری از تومورهای س��رطانی در ابع��اد کوچک​تر از 
میلی​متر]2و1[، تش��خیص بافت سالم از بافت سرطانی در هنگام جراحی 
جهت کاهش آس��یب به بافت سالم]3[، تشخیص مکانیسم عمل داروهای 
ضدس��رطانی و تخمین میزان مؤثر بودن دارو در روند درمان بیماری]4[،  
تش��خیص سلول مرده از سلول​های زنده]5[، تشخیص مکانیسم و ردیابی 
مس��یر ورود داروها به درون سلول]6[، بررسی و تعیینpH برخی اجزای 
درون س��لولی]7[ و درمان فوتودینامیک2]8[ اشاره کرد. با توجه به اینکه 
در تصویربرداری میکروس��کوپ فلوئورسانسی از نشر نمونۀ فعال در ناحیۀ 
طول​موجی زیر قرمز نزدیک3 اس��تفاده می​ش��ود، بافت زمینه )آب و سایر 
سلول​های غیرهدف( حداقل سیگنال نشری را دارا می​باشند به​همین​دلیل 
 تصویر ایجاد​ش��ده در این روش قدرت فوق​العاده​ای در تش��خیص تفاوت
 بافت​های هدف )معمولاً بافت سرطانی( از بافت​های سالم را دارا می​باشند]9[.
با​توجه به کاربردهای وس��یع میکروسکوپ فلوئورسانسی در علم پزشکی 
نوین دسترس��ی به چنین ابزار پژوهش��ی و کاربردی در پیشرفت دانش 
پزش��کی کش��ور و همچنین اجرای موفق جراحی​ه��ای مختلف ضروری 
به​نظر می​رس��د. از​طرفی قیمت این دس��تگاه در ح��دود 2 میلیارد ریال 
است. به​همین​دلیل بومی​س��ازی تکنولوژی ساخت آن از اهمیت شایانی 

برخوردار اس��ت.

اس��اس کار میکروس��کوپ فلوئورسانسی بر جذب و نش��ر پرتوهای نور 
اس��توار است )شکل1(. در این دستگاه طول​موج مشخصی از پرتوی نوری 
ناش��ی از یک منبع نوری پایدار توسط آینه​ها و عدسی​های متمرکز​کننده 
و آیینه​ه��ای دورنگ​نما4 بر​روی نمونه تابانده می​ش��ود. نمونه حاوی گونۀ 
 فعال فلوئورسانس��ی اس��ت که توانایی جذب پرتوی تابیده​ش��ده را دارد و
می​تواند پس از برانگیخته ش��دن، پرتوی نوری را که دریافت کرده است، 
در طول​موجی متفاوت )معمولاً طول​موج بلندتر( نشر کند. این نور با عبور 
از قطعات اوپتیکی به عدس��ی چش��می می​رسد و تصویری از نمونۀ هدف 
را برمبن��ای میزان نور نشر​ش��ده از نمونه ایجاد می​کن��د. چنین تصویری 
قابلیت عکس​برداری شدن و ذخیره​سازی دارد. طراحي ميکروسکوپ​هاي 
فلوئورسانس امروزي بر​اساس طراحي يوهان​پلوم5 است که در سال ۱۹۶۰ 
ارائه گرديد. شماي س��اده​اي از مبناي کار اين ميکروسکوپ​ها در شکل1 

نشان داده شده است.

1. Fluorescence microscope
2. Photodynamic therapy
3. Near infrared
4. Dichromatic mirror
5. Johan Ploem

نور نشر​شده از منبع فلورئورسانس برانگيختگي به​وسيلۀ آينۀ دورنگ​نما  
 منحرف مي​شود و از طريق عدسي شيئي به نمونه برخورد مي​کند. آينه​هاي
دورنگ​نما براي طول​موج​هاي کوت��اه مانند آين​ۀ کامل عمل مي​کنند ولي 
براي طول​موج​هاي بلندتر ش��فاف هس��تند. اين پدیده باعث مي​شود نور 
فلورئوس��انس نمونه از اين آينه عبور کند و به چشم يا ابزار تصويربرداري 

)دوربین( برسد. این میکروسکوپ​ها از اجزای زیر تشکیل شده اند:

محفظۀ�� لام��پ فلوئورس��انس ک��ه مح��ل قرارگيري منب��ع مخصوص 
تصويربرداري فلوئورسانس است و معمولاً از لامپ​هاي بخار جيوه يا زنون 

استفاده مي​کند.

محفـظۀ�� لامپ عبـوري ک��ه براي تصويـربـ��رداري معمولـي از نمونـه 
استفاده مـي​شـود.

عدسي چشمي که مشاهدۀ مستقيم تصوير را براي شخص ممکن مي​سازد.

صفحۀ گردان داراي عدس��ي شيئي، اين قسمت شامل چند لنز شيئي با 
بزرگ​نمايي​هاي مختلف است، با چرخاندن صفحه لنز موردنظر در راستاي 

پرتوی نور و نمونه قرار مي​گيرد.

س��کوي نمونه و پيچ​هاي تنظيم ارتفاع که براي ثابت نگه​داش��تن نمونه 
و همچن��ين تنظيم ارتفاع براي قرارگيري دق��يق نمونه در صفحۀ کانوني 

عدسي شيئي مورد استفاده قرار مي​گيرند.

مجموعۀ�� لنزها و ديافراگم​ها که براي کنترل ش��دت پرتوی رسي��ده به 
نمونه اس��تفاده مي​ش��وند و با تنظيم آن​ها روشنايي و وضوح تصاوير قابل 

کنترل است.

امروزه، در جزئیات س��اخت این میکروس��کوپ​ها نوآوری و متنوع​سازی 
فراوانی مش��اهده می​ش��ود. جوتامولی��ا6 و همکاران در س��ال 2015 یک 

6. Jutamulia

شکل1: شمای طراحی یوهان​پلوم یک میکروسکوپ فلوئورسانسی تجاری
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میکروسکوپ فلوئورس��انس تک​لنز با حس‌گر CMOS7 ساختند. در این 
زمینه آن‌ها از یک لنز، یک فیلتر نش��ری، یک حس‌گرتصویربرداری و یک 
سیستم نوردهی بین نمونه و لنز استفاده کردند. این سیستم نوردهی شامل 
یک هرم با سر تخت بود که به‌وسیلۀ آن پرتوی نور منبع را به سمت محل 
نمونه منحرف می​کردند. نور از سطح جانبی شیب‌دار وارد هرم می‌شد و از 
سر هرم خارج می​گردید و به نمونه می‌رسید.آن‌ها توانستند با این سیستم 
یک میکروس��کوپ فلوئورسانس با منبع برانگیختگی LED8 بسازند]10[.
در س��ال 2005 نیز ب��اق9 و پایج10 با اس��تفاده از تکثیرکننده​های تثبیت​

ش��ده بر​روی تراشه11 و آشکارسازهای فوتونی CCD12 یک میکروسکوپ 
فلوئورسانسی ساختند که قادر به اندازه​گیری غلظت ترکیبات فلوئورسنت 
در غلظت​های بس��یار کم بود]11[. در سال2014 نیز پارازال13 و همکاران 
با حذف اجزای گران​قیمت یک میکروس��کوپ فلوئورسانسی به یک الگوی 
ارزان​قیمت برای تولید میکروس��کوپ فلوئورسانسی با کاربرد معین نظیر 
تصویرب��رداری مریی از نورون​ها14 دس��ت یافتن��د]12[. در مقالۀ حاضر، 
مراحل س��اخت یک دس��تگاه میکروسکوپ فلوئورسانس��ی با قابلیت ثبت 
تصاویر فلوئورسانس��ی با بزرگ​نمایی400 برابر و با قیمت بسیارکم )حدود 
 30 میلیون ریال( بر پایۀ یک میکروسکوپ نوری معمولی گزارش می​شود.

اثر عوامل س��اختاری مختلف بر کیفیت تصویر مورد بحث قرار می​گیرد و 
کاربرد آن برای ثبت تصاویر بافت​های حقیقی مورد مطالعه قرار می​گیرد. 
پارامترهای مختلف، بهینه​س��ازی می​ش��وند و درنهایت، بهترین س��اختار 

میکروسکوپ​ انتخاب می​شود.

روش بررسی
یکی از ترکیبات فعال فلوئورسانس��ی برای برچس��ب​زنی بافت​های مورد 
نظ��ر برای تصویربرداری، ترکیب Cyclo A اس��ت که با روش ذکرش��ده 
در مرجع]13[ س��نتز شد. شکل 2 س��اختمان ترکیب Cyclo A، طیف 

تحریک و طیف نشر فلوئورسانس آن را نشان می​دهد.

فلورس��ین و فلورسین​ایزوتیوس��یانات )FITC(15 نی��ز به​‌منظ��ور رنگ​
دارکردن باکتری‌ها و بررس��ی کارآیی میکروس��کوپ ب��ه​کار رفتند هر دو 
ترکیب از ش��رکت مرک خریداری شدند و دارای خلوص تجزیه​ای بودند. 
جهت تهیۀ محلول مادر از ترکیب Cyclo A با غلظت 4-10×2/5 مولار، 
 ابتدا مقدار دقیق 0/0026 گرم از Cyclo A توزین ش��د، سپس در بالن
mL 25 توسط حلال اتانول به حجم رسانده‌شد و برای استفاده‌های بعدی 

7. Complementary metaloxide semiconductor
8. Light-emitting diode
9. Bagh
10. Paige
11. On-chip multiplier
12. CCD photomultiplier
13. Parrazal
14. Neuron visualized recording
15. Fluorescein Isothiocyanate

 نگهداری شد. جهت تهیۀ محلول مادر از ترکیب فلورسین، مقدار 0/0080 گرم
از آن به‌طور دقیق توزین ش��د. س��پس در بالن حجمی 10 میلی‌لیتر در 
حلال آب به حجم رس��ید که محلولی با غلظت 3-10×2/5 مولار به​دست 
آمد. به​دلیل پایداری نوری کم، محلول فلوئورسین به‌طور روزانه تهیه و در 

ظرف پوشش‌دارنگهداری شد.

برای بررس��ی امکان اس��تفاده از این میکروس��کوپ در تصویربرداری از 
 FITC نمونه‌ه��ای حقیق��ی و بافت‌های زن��ده، از روش ج��ذب رنگ‌دانه
به‌وس��یلۀ باکتری و تصویربرداری از کلونی باکتری اس��تفاده شد. در ابتدا 
باکتری‌های گرم مثبت اس��تافیلوکوک16 درون محیط کشت خون-آگار17 
که ش��امل کلرید سدیم آگار و 5 درصد خون بود، کشت داده شدند. پس 
از 12 س��اعت که کلونی‌های باکتری تش��کیل ش��دند، به کمک سوآپ18 
پنب��ه دار به محیط کش��ت مول��ر هینت��ون آگار19 دارای FITC منتقل 
ش��دند. این محیط کشت از شرکت ATD ANTEC تهیه‌شده و مطابق 
دستورالعمل آماده‌سازی شد. ابتدا مقدار 38 گرم از پودر درون 1 لیتر آب 
یون‌زدایی شده ریخته​شد و به​مدت 10 دقیقه به​هم زده شد تا آماس پیدا 
کند. س��پس در دمای 121 درجۀ س��انتی‌گراد به​مدت 15 دقیقه استریل 
ش��د. بعد از رسیدن به دمای 47 درجه، به 5 میلی‌لیتر از آن،100 میکرو​

لیتر محلول10 میلی​مولار FITC اضافه شد و به ظرف کشت منتقل شد. 

16. Gram-positive staphylococcus bacteria
17. Blood Agare
18. Swap
19. Mueller-Hinton agar

شکل2: )الف( ساختار ترکیب Cyclo A، )ب( طیف تحریک)ex( و نشر )em( فلوئورسانس 
cyclo A ترکیب
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بعد از رشد باکتری‌ها به​مدت 24 ساعت، به کمک سوآپ پنبه​دار روی لام 
شیشه‌ای مخصوص میکروسکوپ منتقل شدند و تصویربرداری انجام شد.

به​عنوان یک پایۀ س��اختاری ارزان​قیمت جهت س��اختن میکروس��کوپ 
 ،Xsz-107bn فلوئورس��انس از میکروس��کوپ ن��وری معمول��ی م��دل
س��اخت ش��رکت نینگبو​هینوتک20 اس��تفاده شد که در ش��کل 3 نمایی 
از آن مش��اهده می‌ش��ود. این میکروس��کوپ دارای 4 لنز شیئی با بزرگ​
نمایی‌ه��ای10،20،40 و 100 برابر اس��ت. در قس��مت چش��می این نوع 
میکروس��کوپ، یک هد دوچش��می با دو لنز با بزرگ​نمای��ی10 برابر قرار 
دارد که با کمک یک سیس��تم منش��وری امکان مشاهده با هر دو چشم را 
فراهم می​کند. منبع نور معمولی مورد اس��تفاده در این میکروسکوپ، یک 
لامپ تنگس��تن30 وات است که به‌طور مستقیم توسط برق شهری روشن 

20. Ningbo Hinotek Technology Co

می‌ش��ود. این میکروسکوپ دارای یک جمع‌کنندۀ نوری در قسمت پایین 
دستگاه است که روی محفظۀ لامپ قرار دارد و نور را به سمت کندانسور 

هدایت می‌کند و باعث یکنواخت شدن نور منبع می‌گردد.

یک��ی از مناب��ع برانگیختگی جدید مورداس��تفاده در میکروس��کوپ‌ها، 
لامپ‌های LED هس��تند]14[ که به​دلیل پهنای باند نش��ری کم بسیار 
 LEDمورد توجه پژوهش��گران قرارگرفته‌اند. در این پ��روژه از لامپ‌های
با طول‌موج‌های نش��ری 365، 370 و380 نانومتر اس��تفاده ش��د. پهنای 
طول‌موج خروج��ی هرکدام از این لامپ‌ها، مطاب��ق کاتالوگ محصول، 5 
نانومتر بود. مش��خصات کلی آن‌ها به‌طور خلاصه در جدول 1 آورده شده 

است.

یکی دیگر از منابع نوری که برای میکروسکوپ‌های فلوئورسانس استفاده 
 می‌ش��ود، منابع لیزر اس��ت]19-15[. در این پروژه ب��ا توجه به گونه​های
فعال فلوئوررس��انس انتخاب‌ش��ده از یک لیزر دیود ب��ا طول‌موج خروجی 
405 نانومتر و شدت 25 میلی​وات استفاده شد. این لیزر توسط یک منبع 
تغذیۀ س��ویچینگ21 که به‌وس��یلۀ یک آداپتور برق، با خروجی 12 ولت و 

شدت‌ جریان خروجی 1 آمپر، تغذیه و روشن می‌شد.

به​دلیل در​دس��ترس و ارزان بودن لامپ‌های تنگستن و همچنین طیف 
نشری در ناحیۀ400 تا700 نانومتر، لامپ‌های تنگستن منابع خوبی برای 
بررس��ی طیف‌های فلوئورس��انس در این منطقه‌اند. از لامپ تنگستن 30 
وات موج��ود روی میکروس��کوپ نوری برای برانگیخته کردن فلورس��ین 
در طول‌موج 488 نانومتر اس��تفاده ش��د. یکی از اجزاء مهم میکروسکوپ 
فلوئورس��انس، فیلترهای برانگیختگی و نش��ری اس��ت که امکان مشاهدۀ 
21. Switching Power Supply

شکل3:  نمایی از میکروسکوپ استفاده​شده در ساخت میکروسکوپ فلوئورسانس

جدول1: مشخصات LED های استفاده‌​شده در ساخت میکروسکوپ فلوئورسانس

جدول2: مشخصات لیزر استفاده​شده در ساخت میکروسکوپ بر​اساس کاتالوگ لیزر
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گزینش��ی طول‌موج‌های مادۀ فلوئورسانس را فراهم می‌کند. در این پروژه 
از فیلترهای تداخلی ساخت ش��رکت ایلینگ الکترواپتیک22 استفاده شد. 
به​منظور ثبت تصاویر میکروس��کوپ فلوئورسانس��ی نمونه از یک گوش��ی 
تلفن همراه با دوربین 5 مگاپیکس��ل استفاده شد. با قرار دادن لنز دوربین 
در مقابل عدس��ی چش��می و تنظیم تصویر، عکس‌برداری صورت گرفت. 
به‌منظور بررس��ی میزان فاصل‌ۀ مناسب برای تصویربرداری و تعیین فاصل‌ۀ 
بهینه برای عکس‌برداری با کیفیت مناس��ب، اپیدرم پیاز به​دلیل س��ادگی 

بافت جهت تصویربرداری انتخاب شد.

22. Ealing Electro Optics

یافته‌ها و بحث
پ��س از انتخ��اب بدن��ه ی��ک میکروس��کوپ معمول��ی جهت س��اخت 
میکروس��کوپ فلوئورس��انس، باید تأثیر هریک از عوامل انتخاب​ش��ده در 
س��اخت میکروسکوپ فلوئورس��انس نظیر منابع نوری لیزری، منابع نوری 
LED، فیلترهای انتخ��اب طول​موج برانگیختگی، فیلترهای انتخاب طول​
موج نش��ری و جایگاه مناس��ب قطعات انتخاب​ش��ده ب��ر کیفیت و بزرگ​
نمایی تصویر مورد مطالعه قرارگیرد. با توجه به سیس��تم تقس��یم نور در 
قس��مت هد میکروس��کوپ که باعث تولید تصویر در هر دو لنز چش��می 
می‌شد، تصمیم گرفته شد فیلتر نشری در قسمت بین منشور کوچک‌تر و 

)ب()الف(

شکل4: ساختار هد میکروسکوپ )الف(، مسیر عبور نور منبع از هد )ب(

)ب()الف(

شکل5:  تصویر نشر زمینۀ ناشی از منبع LED 370 نانومتر )الف( و منبع LED 365 نانومتر )ب(
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کیـومرث زرگــوش و علیرضـا طبیـبـی           7

ستون تقس��یم‌کنندۀ مرکزی قرار گیرد. در این صورت در یکی از لنزهای 
چش��می‌ تصویر نمونه با فیلتر نور در طول‌موج مش��خص دیده​می‌ش��ود و 
در لنز چشمی س��مت دیگر تصویر فیلتر نشده دیده می‌شود. ساختار هد 
میکروسکوپ، جایگاه فیلتر نشری و مسیر عبور نور در شکل 4 نشان داده 
ش��ده است. برای جاسازی فیلتر نشری، قس��مت هد میکروسکوپ به‌طور 
کام��ل باز ش��د و فیلتر در جایگاه خود قرار گرف��ت. اولین منابع نور مورد 
اس��تفاده نیز منابع LED با طول‌موج‌های380،370 و365 نانومتر بودند 
 Cyclo A این طول​موج​ها توانایی ایجاد برانگیختگی فلوئورسانس ترکیب

را دارا هستند.

 LED مشکل اصلی ایجاد​شده در تصویر حاصل هنگام استفاده از منابع
)دارای نورUV(، فلوئورس��انس خود​به​خودی اجزاء اپتیکی میکروسکوپ 
بود که دلیل آن جنس لنزهای استفاده‌ش��ده در آن‌ها اس��ت وهمان‌طور​
که در ش��کل 5 مشاهده می​شود، باعث نشر نور سبز رنگ شدیدی می‌شد 
و ب��ا کاه��ش طول‌موج منبع نور )اس��تفاده از LED با طول‌موج نش��ری 
368 نانومتر به‌جای 380 نانومتر( ش��دت این نش��ر نیز افزایش می‌یابد و 
امکان استفاده از این منبع نور را برای ساخت  میکروسکوپ فلوئورسانسی 
غیرممکن می​سازد، زیرا نش��ر زمینۀ قوی، سیگنال مربوط به بافت اصلی 
نمونه را می​پوش��اند. به​همین​دلیل به​عنوان انتخاب دیگر از یک لیزر دیود 
ب��ا توان 25 میل��ی‌وات و با طول‌موج 405 نانومتر اس��تفاده ش��د که در 
ش��کل6 ساختار این منبع، مدار اتصال آن به برق و جایگاه آن در ساختار 
میکروسکوپ مشاهده می​شود. با توجه به ساختمان میکروسکوپ، امکان 
قرارگی��ری این منبع نور در3 موقعیت مختلف وجود داش��ت که ش��امل 
قرارگیری لیزر در لنز چشمی، قرارگیری در جایگاه کندانسور و قرارگیری 
با زاویۀ 45 درجه روی جایگاه نمونه. در ابتدا یکی از عدس��ی‌های چشمی 
خارج شد و لامپ لیزر به‌جای آن قرار داده شد. در این حالت لنز چشمی 
دوم به‌منظ��ور تصویربرداری از پرتوی فلوئورس��انس حاصل​از رنگ‌دانه با 
فیلتر تداخلی450 نانومتری فیلتر ش��د. پرتوی لیزر پس از شکسته​شدن 
در قسمت هد میکروسکوپ، وارد مجموعه لنزهای عدسی شیئی می‌شود 
و دقیق��اً در محل تصویربرداری از نمونه متمرکز می‌ش��ود. طرحی از این 
چیدمان را در ش��کل6 نشان​داده​شده​است. نشر فلوئورسانس نیز از طریق 
عدس��ی جمع‌آوری‌شده و توس��ط فیلتر، زمینۀ آن حذف می‌گردد. بعد از 
قرارگیری اجزای میکروس��کوپ در این حالت، مش��اهده شد که سیگنال 
فلوئورس��انس بس��یار ضعیف است. علت این س��یگنال ضعیف، تلف شدن 
توان نش��ر فلوئورسانس در قسمت تقس��یم‌کنندۀ نور در هد میکروسکوپ 
بود که مانع از رس��یدن تمام پرتو به دوربین می‌شد. از​طرفی به​علت اینکه 
فیلترهای باند گذر باعث کاهش حدود 50 درصد از ش��دت نور می​شوند، 
با این چیدمان امکان تصویربرداری با وضوح قابل قبول وجود نداش��ت. به​
همین دلیل جایگاه  منبع لیزر تغییر داده ش��د و با زاویۀ 45 درجه روی 
سکوی نمونه قرار گرفت به​صورتی​که باریکۀ پرتوی خروجی لیزر دقیقاً به 
محل تصویربرداری لنز ش��یئی تابیده ش��ود که در شکل7 تصویری از این 

)الف(

)ب(

ش�کل6: لیزر دی�ود با توان 25 میلی​وات و ب�ا طول‌موج نش�ری 405 نانومتر)الف(، جایگاه 
قرارگیری منبع لیزر در یکی از عدسی​های چشمی)ب(

طرح مشاهده می‌شود. به​دلیل پهنای باند باریک پرتوی لیزی و همچنین 
زاویۀ تابش نسبت به لنز شیئی نیازی به استفاده از فیلتر برانگیختگی نبود. 
برای کاهش اتلاف پرتوی فلوئورسانس در قطعات نوری سر میکروسکوپ، 
این قس��مت از روی دس��تگاه برداشته ش��د و لنز و فیلتر به‌طور مستقیم 
روی س��تون منتهی به عدس��ی ش��یئی قرار گرفت. در ادامۀ�� کار از این 
چیدمان برای عدسی چشمی و فیلتر استفاده شد. جهت مشاهدۀ عملکرد 
میکروس��کوپ در این حالت، از محل��ول Cyclo A با غلظت 10-4×2/5 
مولار استفاده ش��د و 100 میکرو​لیتر آن را در1میلی‌لیتر روغن به‌صورت 
امولسیون درآورده​شد تا قطرات ریزی تشکیل دهد و سپس10میکرو​لیتر 
از آن روی لام قرار داده​ش��د و زیر میکروس��کوپ از آن تصویربرداری شد 
که نمونه‌ای از تصاویر آن در ش��کل8 مش��اهده می‌شود. در تصویربرداری 
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در این حالت از فیلتر نشری باند گذر450 نانومتر استفاده شد. همان‌طور​
که مشاهده می‌شود، با استفاده از این چیدمان اجزاء میکروسکوپ، امکان 
تصویربرداری از قط��رات محلول دارای فلوئورس��انس با بزرگ‌نمایی200 
براب��ر به‌خوبی وجود دارد. از​طرفی به​دلیل زاویۀ تابش پرتوی لیزر نس��بت​
به آشکارس��از، مزاحمت حاصل​از رسیدن نور منبع به آشکارساز بسیار کم 
اس��ت. ولی در بزرگ​نمایی‌های بالاتر به​دلیل کاهش فاصلۀ لنز ش��یئی و 
نمونه و همچنین به​دلیل کاهش ابعاد عدس��ی آن، امکان رس��یدن پرتوی 
لیزر به نمونه در محل تصویربرداری لنز ش��یئی وجود ندارد. به​همین​دلیل 
جای��گاه لیزر برای بزرگ​نمایی‌ه��ای بالاتر باید به گون��ه​ای قرار گیرد که 
امکان رس��یدن پرتوی نور به نمونه فراهم باش��د. یکی​دیگر از جایگاه‌های 
ممک��ن برای قرار​دادن منبع نور لیزر، جایگزین​کردن آن با کندانس��ور نور 
بود. به این منظور، سیس��تم کندانسور نور میکروسکوپ معمولی برداشته​
شد و لیزر در محل آن قرار​داده​شد شکل9 )الف(. سپس یک لایه از اپیدرم 

 Cyclo ش�کل8: تصویر میکرووسکوپی فلوئورسانس امولس�یون قطرات بسیار ریز​ترکیب
A در روغن )بزرگ​نمایی 200 برابر، منبع لیزر 405 نانومتر و فیلتر نشری 450 نانومتر(

ش�کل7: جایگاه منبع لیزر در زاویۀ 45 درجه روی س�کوی نمونه و موقعیت س�ایر قطعات 
اوپتیکی میکروسکوپ

پیاز آغش��ته به محلول Cyclo A، روی لام میکروس��کوپ قرار​داده​شد و 
تصویربرداری با بزرگ‌نمایی400 برابر انجام شد. به​دلیل شدت بالای لیزر، 
در برخ��ی از نقاط ناهنجاری‌های نوری ناش��ی از عبور پرتو منبع از فیلتر 
450 نانومتر دیده می‌ش��د که نمونه‌هایی از آن در ش��کل9 )ب( مشاهده 
می​شود. این مشکل با کاهش ولتاژ منبع تغذیه از بین رفت که در شکل9 
)ج( تصویر آن دیده​می‌ش��ود. ولی همان‌طور ک��ه می‌بینید، به​دلیل عبور 
مس��تقیم پرتو با طول‌م��وج نزدیک با ناحیۀ UV و فلوئورس��انس خود​به​

خودی اجزاء اپتیکی، نشر زمینه به‌صورت سبزرنگ دیده می‌شود که برای 
تصویربرداری مناسب نیس��ت. اگرچه از​نظر بزرگ​نمایی و شفافیت تصویر 
توانایی تشخیص ساختار میکروسکوپی اپیدرم پیاز به​خوبی وجود دارد. با 
توجه به اینک��ه برانگیخته​کردن ترکیب Cyclo A  نیاز به منبع با تابش 
فرابنفش یا نزدیک به فرابنفش داشت و همان​طوری​که مشاهده​شد باعث 
ناهنجاری​های تصویری و طیف قوی زمینه می​ش��د، تصمیم گرفته​ش��د با 
اس��تفاده از ترکیب فلورسین که دارای طول‌موج ماکزیمم جذبی در ناحیۀ 
490 نانومتر و ماکزیمم نش��ر فلوئورسانس در512 نانومتر است، به‌​عنوان 
ترکیب فعال فلوئورسانس��ی اس��تاندارد برای بررسی کارآیی میکروسکوپ 
ساخته‌ش��ده استفاده ش��ود. با توجه به طول‌موج جذبی فلورسین، امکان 
اس��تفاده از منابع نوری مختلفی مانند لامپ‌های بخارِ جیوه، لامپ زنون و 
تنگس��تن وجود داشت. به​دلیل قیمت بالای لامپ‌های زنون و بخارِ جیوه، 
لامپ تنگس��تن برای برانگیخته​کردن فلورسین انتخاب شد. با این منظور، 
نی��از به ی��ک فیلتر برای مح��دود کردن طول‌موج‌های لامپ تنگس��تن و 
جداس��ازی طول‌موج موردنظر برای برانگیختگی فلورس��ین بود که از یک 
فیلتر باند گذر با طول‌موج ماکزیمم عبور در 488 نانومتر و پهنای باند در 
نیمۀ ارتفاع 10 نانومتر استفاده شد. فیلتر موردنظر زیر کندانسور نور قرار 
گرفت. همچنین برای فیلتر​کردن پرتوی نشری از یک فیلتر بلند گذر520 
نانومتر اس��تفاده ش��د. نمایی از این چیدمان در ش��کل10)الف( مشاهده 
می​ش��ود همچنین تصویر میکروسکوپ فلوئورسانسی از بخش کوچکی از 
اپیدرم پیاز که توس��ط فلوئورسین فعال شده است، در شکل10)ب( دیده​

می​شود. همان​طوری​که از ش��کل پیدا است، نشر زمینه به​طورکامل محو 
ش��ده است و اپیدرم فعال​ش��ده  با فلوئورسین با بزرگ​نمایی 400 برابر به​

وضوح دیده می​شود.

ب��رای بررس��ی کارآی��ی میکروس��کوپ در تصویرب��رداری از نمونه‌های 
حقیق��ی و بافت‌های زنده، رنگ‌آمیزی باکتری‌ها با FITC مورد بررس��ی 
ق��رار گرف��ت. برای این منظ��ور باکتری‌های گرم​مثبت در محیط کش��ت 
دارای فلورسین​ایزوتیوس��یانات کشت داده​ش��دند. سپس روی لام منتقل‌ 
و به​وس��یلۀ میکروس��کوپ از آن‌ها تصویربرداری ش��د. در شکل11)الف(، 
تصوی��ر نمونۀ باکتری‌هایی که FITC را جذب کرده‌اند با میکروس��کوپ 
معمولی و در ش��کل شکل11)ب(، تصاویر حاصل​از تصویربرداری از همان 
قس��مت از تودۀ باکتری با میکروسکوپ فلوئورسانس ساخته‌شده دیده​می​

 FITC ش��ود. نقاط سبزرنگ حاصل فلوئورس��انس باکتری‌هایی است که

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 ic

m
l.i

r 
on

 2
02

5-
07

-0
6 

] 

                             7 / 10

http://icml.ir/article-1-383-fa.html


کیـومرث زرگــوش و علیرضـا طبیـبـی           9

شکل10: موقعیت منبع تنگستن در طراحی میکروسکوپ فلوئورسانس)الف(، تصویر میکروسکوپ فلوئورسانسی با بزرگ​نمایی400 برابر از اپیدرم پیاز فعال​شده با ترکیب فلوئورسین با استفاده ازمنبع تنگستن

شکل9: نمای منبع لیزر در جایگاه کندانسور نور )الف(، ناهنجاری ناشی​از فلوئورسانس اجزای اوپتیکی در تصویر میکروسکوپی فلوئورسانس از اپیدرم پیاز، اصلاح ناهنجاری​ها با کاهش ولتاژ منبع نور)ج(

)ج()ب()الف(

)ب( )الف(

را جذب کرده‌اند که به‌وضوح قابل‌مش��اهده‌اند. این مش��اهده نش��ان می​
دهد که میکروسکوپ فلوئورسانس��ی ساخته​شده توانایی تصویربرداری از 
بافت زنده را دارد. حداکثر بزرگ​نمایی تصویر با​اس��تفاده​از منابع تنگستن 
و دیود400 برابر است.میکروسکوپ فلوئورسانسی با​استفاده​از منابع نوری 
دیود، لیزر و لامپ تنگستن و همچنین فیلترهای برانگیختگی و فیلترهای 
نشری ساخته​شد. حداکثر بزرگ​نمایی تصویر میکروسکوپ فلوئورسانسی 
ساخته​شده400 برابر اندازۀ واقعی جسم بود. برای دستیابی به بزرگ​نمایی​

ه��ای بالاتر، اس��تفاده​از آیینه های دو رنگ​نما ضروری اس��ت. در طراحی 
میکروسکوپ​های بعدی به این موضوع و افزایش قابلیت​های میکروسکوپ 

ساخته​ش��ده پرداخته​می​شود. قیمت تمام​ش��دۀ میکروسکوپ ساخته​شده 
حدود30میلی��ون ریال اس��ت که تقریب��اً 70 برابر ارزان​ت��ر از نمونه​های 
خارجی اس��ت. ناگفته نماند تجاری​سازی و افزودن قطعات خاص اوپتیکی 
ممکن اس��ت قیم��ت نهایی را تا حدود10 میلیون ری��ال افزایش دهد که 
هنوز20 برابر ارزان​تر از نمونه​های خارجی با قایبلیت​های مش��ابه اس��ت. 
میکروس��کوپ​های خارج��ی فقط به منابع نوری ب��ا طول​موج بالای 450 
نانومتر مجهز هس��تند و به​همین​دلیل قابلیت اس��تفاده از مشتقات دارای 
فلوئورس��انس در طول​موج​های پایین​تر را ندارند. در​صورتی​که با متحرک​
س��ازی بخش منبع مشابه آنچه در طراحی این میکروسکوپ بررسی شد، 
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ش�کل11: تصویر میکروسکوپ معمولی از باکتری​های گرم مثبت)الف( تصویر میکروسکوپ 
فلوئورسانسی از باکتری​های گرم مثبت با بزرگ​نمایی400 برابر)ب(

)ب(

)الف(

می​ت��وان از تمام منابع دارای ش��دت نش��ر قابل توج��ه در ناحیۀ مرئی و 
فرابنف��ش نزدیک اس��تفاده کرد. چنی��ن قابلیتی امکان اس��تفاده از انواع 
مش��تقات شیمیایی و بیوشیمیایی که دارای نش��ر فلوئورسانس در ناحیۀ 
مرئی هستند و واکنش​پذیری لازم را جهت فعال​کردن و برچسب​زنی گونه​
های مهم زیستی دارند، جهت تصویربرداری فلوئورسانسی استفاده کرد و 

نشر فلوئورسانس آن​ها را در بافت​های هدف رصد کرد.

نتیجه​گیری
میکروس��کوپ فلوئورسانس��ی با​اس��تفاده​از منابع نوری دی��ود، لیزر و 
لامپ تنگس��تن و همچنین فیلترهای برانگیختگی و فیلترهای نش��ری 
ساخته​ش��د. حداکثر بزرگ​نمایی تصویر میکروس��کوپ فلوئورسانس��ی 
ساخته​ش��ده400 برابر اندازۀ واقعی جسم بود. برای دستیابی به بزرگ​

نمایی​های بالاتر، اس��تفاده​از آیینه های دو رنگ​نما ضروری اس��ت. در 
طراح��ی میکروس��کوپ​های بعدی به ای��ن موضوع و افزای��ش قابلیت​

ه��ای میکروس��کوپ ساخته​ش��ده پرداخته​می​ش��ود. قیمت تمام​ش��دۀ 
میکروس��کوپ ساخته​ش��ده حدود30میلیون ریال اس��ت که تقریباً 70 
برابر ارزان​تر از نمونه​های خارجی اس��ت. ناگفته نماند تجاری​س��ازی و 
افزودن قطعات خاص اوپتیکی ممکن اس��ت قیمت نهایی را تا حدود10 
میلی��ون ریال افزای��ش دهد که هن��وز20 برابر ارزان​ت��ر از نمونه​های 
خارجی با قایبلیت​های مش��ابه اس��ت. میکروس��کوپ​های خارجی فقط 
ب��ه مناب��ع نوری ب��ا طول​موج ب��الای 450 نانومتر مجهز هس��تند و به​
همین​دلیل قابلیت اس��تفاده از مش��تقات دارای فلوئورس��انس در طول​

موج​های پایین​تر را ندارند. در​صورتی​که با متحرک​س��ازی بخش منبع 
مش��ابه آنچه در طراحی این میکروسکوپ بررسی شد، می​توان از تمام 
منابع دارای ش��دت نش��ر قابل توجه در ناحیۀ مرئی و فرابنفش نزدیک 
اس��تفاده کرد. چنین قابلیتی امکان استفاده از انواع مشتقات شیمیایی 
و بیوش��یمیایی که دارای نش��ر فلوئورس��انس در ناحیۀ مرئی هستند و 
واکنش​پذی��ری لازم را جهت فعال​کردن و برچس��ب​زنی گونه​های مهم 
زیس��تی دارند، جهت تصویربرداری فلوئورسانس��ی استفاده کرد و نشر 

فلوئورس��انس آن​ها را در بافت​های هدف رصد کرد.
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