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خلاصه

مقدمه: طیف​ســنجی بازتابی پخشی به​عنوان یک روش غیر تهاجمی جایگاه و کاربردهای 
ویژه​ای در شاخ​ۀپزشــکي پيدا کرده اســت که در آن نور با تابشــي غيــر مخرب وارد بافت 
بيولوژيکــي می​شــود و در زمان خروج از بافــت حاوی اطلاعات ارزشــمند طیفی از موضع 
موردنظــر خواهد بود. در این تحقیق بررســی کمی تغییرات ضریب جــذب کلی کروموفور 
هموگلوبیــن به​عنوان عامل اصلی اکسیژن​رســانی در خون و یکــی از مهم​ترین فاکتورهای 

خونی نشان​دهندۀ عوامل بیماری​زا مورد ارزیابی قرار گرفته است.

روش بررســی: این مقاله به شیوۀ​ مطالعۀ موردی به بررســی رفتار طیفی هموگلوبین و 
محاســب​ۀ مشــخصۀ ضریب جذب در دو حالت غیرشفاف​ســازی نوری و شفاف​سازی نوری 
بافت پوســتی می​پــردازد. بدین منظور 5 نمونۀ مرد داوطلب و با رضایت آگاهانه با شــرایط 
آزمایشــگاهی یکسان توســط تکنیک طیف​سنجی بازتابی پخشــی مورد ارزیابی قرار گرفته​

اند. آنالیز رفتار طیفی از نمونه​ها از طریق ســه طیف اخذشده از ناحیۀ داخلی انگشت دست 
هر فرد در حالت​های بدون شفاف​ســازی نوری مکانیکی بافت، حالت با شفاف​ســازی نوری 

مکانیکی بافت و طیف​ســنجی بعد از حالت با شفاف​سازی انجام شده است.

یافته‌هــا و نتیجه‌گیری: با ارزیابی کمی نتایج به​دســت​آمده از تغییرات ضریب جذب و 
رفتار طیف​های مذکور مشــخص گردید که مقادیر ضرایب جذب کروموفورهای اکسی‌ و دی​

اکســی​هموگلوبین حاصل از روش طیف​سنجی در حالت با شفاف​سازی نسبت به حالت بدون 
شفاف​سازی کاهش می​یابد و مجدداً با حذف عمل شفاف​سازی به حالت قبل از شفاف​سازی 
بازمی​گردند. این نتیجه با توجه به مقادیر به​دســت​آمده از طریق محاسبۀ ضریب جذب کلی 
طیف از آنجا حائز اهمیت اســت که می​توان روش شفاف​ســازی نوری مکانیکی را به​عنوان 
روشــی برگشت​پذیر و امن ازنظر حفظ شــرایط فیزیولوژیکی بافت در طیف​سنجی به​منظور 

کاهش پراکندگی نور درون بافت و کاهش ضخامت بافت پیشــنهاد داد.

واژه‌های كليدی: طیف​ســنجی بازتابی پخشی، شفاف​ســازی نوری، کمی​سازی ، ضریب 
جذب، ‌هموگلوبین، پوست
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مقدمه

نقش نور و اســتفاده از ویژگی​های آن در سیســتم​های اپتیکی به​منظور 
تشــخیص و درمان بیماری​ها طی چند دهۀ اخیر جایگاه ویژه​ای پیدا کرده 
است. سیستم​های اندازه​گیری اپتیکی بافت مانند طیف​سنجی توسط نور از 
کاربرد​​های این سیستم​های اپتیکی می​باشد. برتری قابل توجه نور در زمینه​

های تشــخیصی، درمانی و نیز انواع تصویر​برداری​ها از آن جهت که شرایط 
فیزیولوژیکی بافت را برهم نمی​زند و اثر​های مخرب کمتری نسبت به سایر 
روش​ها دارد، پر​کاربرد می​باشــد]۱[. روش طیف​سنجی بازتابی پخشی که 
اســاس آن باز​تاب​های پیاپی درون بافت اســت، روشی کاملًا غیرتهاجمی 
و آســان در اجرا می​باشــد. با وجود مزيت​هاي ذکرشده، استفاده از نور در 
روش​هــاي درماني محدوديت​هايــي نيز دارد. اين محدوديت​ها ناشــي از 
تضعيف شــدت نور درون بافت مي​باشــد. خون، آب و ديگر کروموفور​​ها از 
عوامل پراکننده و جاذب نور درون بافت به​شمار مي​آيند. شفاف​سازي نوری 
مکانيکي بافت به​عنوان تکنيکي مؤثر در راستاي افزايش تأثير نور در بافت 
از طريق کاهش عوامل پراکنندگي نور، افزايش جذب نور توســط ترکيبات 

بافت و کاهش تأثير عوامل مداخله​کننده به​شمار مي​رود]۲[.

هدف از این مطالعه، بررســی رفتار طیف جذبی کروموفور هموگلوبین 
موجود در بافت پوســتی در تکنیک طیف​سنجی بازتابی پخشی به روش 
شفاف​سازی نوری مکانیکی می​باشد. بر این اساس، تغییر رفتار و برگشت​
پذیری طیــف جذبی هموگلوبین قبل و بعد از شفاف​ســازی نوری مورد 

بررسی قرار می​گیرد.

روش بررسی
مکانیسم طیف​سنجی بازتابی پخشی

اساس طیف​سنجی بر پایۀ جذب نور توسط اجزای تشکیل​دهندۀ​ محیط 
در طول​موج​های متفاوت می​باشــد. در طيف​سنجي باز​تابي​پخشي، مطالعۀ 
فوتون​هاي باز​تابي به​صورت پخشــي مطرح است نه باز​تاب آينه​اي از سطح. 
درحالت آينه​اي، باز​تاب از يک سطح کاملًا صاف، آينه​اي و بدون خلل و فرج 
اتفاق مي​افتد که در آن قوانين اسنل و معادلات فرسنل صادق هستند]۳[.

 باز​تاب پخشي حالتي است که نور درون محيط مورد نظر منتشر می​شود
و در توزيع نور زاوۀي​ باز​تاب​شده مستقل از زاوۀي نور فرودي است. در حالت 
بازتابي پخشي، نور در حين انتشار درون بافت به اجزاي پراکننده برخورد 
می​کنــد و دچار پراکندگي​هاي متوالي می​گردد و در نهايت از بافت خارج 
مي​شود. نور خارج​شــده از بافت حاوی اطلاعات ارزشمند طیفی می​باشد 

که اغلب اطلاعات بیولوژیکی و بیو​شیمی بافت را نیز در​بر​دارد]۲[. 

در ايــن نوع باز​تاب، ميزان راهي که نور باز​تابي​ پخشــي طي مي​کند به 
اجزاي ســازندۀ​ بافت وابسته است. در​واقع طيف حاصل از اين نوع باز​تاب 

حاوي اطلاعات اپتيکي بافت و اجزاي سازندۀ​ آن مي​باشد.

رفتار طیفی هموگلوبين

هموگلوبين يک پروتئين با وزن مولکولی 64458 دالتون اســت و شکل 
عملکردي آن يک ســاختار تترا​مريک دارد]۴[. اين ساختار نتيجۀ ترکيب 
چهار زيرواحد به​نام گلوبين می​باشــد و نشان​دهندۀ تعامل ديناميکی بين 
آن​ها است. هر زيرواحد، يک مولکول ارگانيک حلقه​گونه به​نام »هِم« دارد 
که حاوي يک اتم آهن اســت. »هِم« گروهي اســت کــه در ترکيب قابل 
‌بازگشت اکسيژن توســط هموگلوبين، ميانجي​گري مي​کند. هموگلوبين 
اکسيژن را از ريه دريافت مي​کند تا با تشکيل اکُسي​هموگلوبين، آن را به 
بافت​ها و اعضاي بدن برســاند. در​واقع هموگلوبين در خون به دو صورت 
موجود اســت: دي​اکسي​همو​گلوبين و اکسي​هموگلوبين. هموگلوبين فاقد 
اکســيژن است و رنگ قرمز تيره مربوط به دي​اکسي​هموگلوبين مي​باشد. 
همو​گلوبين متصل به اکســيژن، اکســي​هموگلوبين ناميده مي​شــود که 
به رنگ قرمز روشــن است. حجم بيشــتر هموگلوبين در رگ​هاي خوني 
انســان اکسي​هموگلوبين مي​باشد. در سرخرگ انسان بالغ بر 90 درصد از 

هموگلوبين موجود در خون، اکسيژنه مي​باشد]۴[. 

بافت پوستی انسان از لایه​های مختلفی تشکیل شده است که لایۀ میانی 
آن دِرم نــام دارد. در این لایه، رگ​هاي خوني وجود دارند که دربرگيرندۀ 
هموگلوبين هســتند. هموگلوبين به​عنوان جــاذب اصلي در ناحۀي مرئي 
طيف به​شــمار مي​رود. اکســي​هموگلوبين به​عنوان یکی از کروموفورهای 
اصلــی هموگلوبین دارای پیک جذب در طول​موج​هاي420، 542 و 577 
 نانومتر و دي​اکسي​هموگلوبين به​عنوان جاذب اصلی دیگر در طول​موج​هاي

430، 555 و 760 نانومتر جذب​کنندۀ نور مرئي هســتند]۵[. در شکل ۱ 
ضرایب خاموشی سایر کروموفورهای موجود در بافت پوستی به​ازای طول​

موج​های ناحیۀ مرئی )۴۵۰ تا ۷۰۰ نانومتر( نشان داده شده است]۶[.

از میــان این جاذب​هــا، مِت​هموگلوبین و ســولف​هموگلوبین به میزان 
نرمال در خون یافت می​شــوند]۶[. مِت​همومگلوبين نوعي از متالوپروتئين 
همو​گلوبين اســت که آهن در گروه »هِــم« در حالت +Fe3 قرار دارد )که 
اين متفاوت با حالت +Fe2 براي هموگلوبين حالت نرمال مي​باشــد(. این 
کروموفور توسط آنزيم معيني به هموگلوبين تبديل مي​شود. معمولاً يک تا 
دو درصد هموگلوبين هر فرد مِت​هموگلوبين است درصد بالاتر از اين ميزان 
مي​تواند ناشي از عوامل ژنتيکي و يا نشأت​گرفته از قرارگيري درمعرض مواد 
شيميايي مختلف باشد که بسته به سطح آن مي​تواند بيماري​هايي معروف 
به مت​هموگلوبينميا را به وجود آورد. سولف​هموگلوبين با ورود اتم گوگرد به 
مولکول همو​گلوبين تشکيل مي​گردد. در​صورت ترکیب سولفيد هيدروژن يا 
يون​هاي سولفيد و يون​هاي 3 بار مثبت با خون، اکسيژن​رساني خون دچار 
اختلال خواهد شد. بيماري​هاي ناشي از افزايش ميزان سولف​همو​گلوبين در 
خون، ســولفا​همو​گلوبينمي ناميده مي​شوند. با عنایت به ردپای ناچیز مِت​

هموگلوبین و سولف​هموگلوبین در طیف پوستی افراد سالم، این کروموفورها 
در بررسی ضرایب جذب نقش غالبی ایفا نخواهند کرد.
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شفاف​سازی نوری مکانیکی بافت

شفاف​ســازی نوری بافت روشــی است که ســبب کاهش پراکندگی و 
شــفافیت بیشــتر بافت می​شــود]۷[. شفاف​ســازی نوری بافت به روش 
شــیمیایی و مکانیکی انجام می​پذیرد. در شفاف​سازی نوری مکانیکی، با 
اســتفاده از اعمال فشار به بافت، ویژگی​های اپتیکی بافت دچار تغییر می​
شــوند]۸[. به​دلیل نیروی مکانیکی خارجی اعمال​شده به موضع، مایعات 
درون​بافتــی دچار جابه​جایی می​گردد و شفاف​ســازی در محل ایجاد می​
شود. این فرآیند ســبب افزایش نفوذ نور به داخل بافت، کاهش ضخامت 
بافــت، کاهش عوامل تداخل​کننده و درنتیجه افزایش جذب نور توســط 

برخی از کروموفورهای بافتی می​گردد]۹[.

تکنیک طیف​ســنجی بر پایۀ جذب نور توســط اجزای تشــکیل​دهندۀ​ 
محیط استوار است. به​دست آوردن طیف جذبی پوست انسان کار دشوار و 
پیچیده​ای است. به​همین دلیل روش طیف​سنجی بازتابی پخشی جایگزین 
مناسبی برای به​دست آوردن اطلاعات طیفی بافت پوستی می​باشد]10[. 
روش طیف​ســنجی بازتابی از آن جهت مورد توجه است که روشی کاملًا 

غیرتهاجمی می​باشد و در عین حال رفتار طیفی بافت را دربر دارد.

در ایــن مقاله به​شــیوۀ مطالعۀ موردی از دســتگاه اســپکترومتر مدل  
USB2000 (Ocean Optics, Inc. USA) و لامــپ هالــوژن 
تنگســتن با ناحیۀ طول​موجی ۴۰۰ تا ۷۰۰ نانومتر استفاده شده است. با 
هدف مطالعۀ رفتار طیفی از 5 نمونۀ مرد با شــرایط آزمایشگاهی یکسان 
اســتفاده شده اســت. افراد مورد آزمایش کاملًا نمونۀ خون آزمایش​ها را 
داوطلبانه اهدا نمودند و با رضایت آگاهانه از روش انجام آزمایش​ها در این 

پژوهش طیف​سنجـــی نوری که تکنیکـی کاملًا غیرتهاجمی و غیرمخرب 
 بوده و در ناحیـــۀ طول​موجـــی ۴۰۰ تا ۷۰۰ نانومتر که ناحیـه​ای امن

مـی​باشد شرکت کرده​اند. 

به​منظور یافتن بهترین نقطۀ طیف​گیری، نواحی مختلفی از دست افراد 
مورد آزمایش و بررســی قرار گرفت. از طریق مقایســۀ طیف​های جذبی 
هموگلوبین در نواحی مختلف دست، ناحیۀ داخلی بند اول انگشت سوم به​
عنوان بهترین موضع برای طیف​سنجی تعیین گردید. این موضوع به​همراه 
عمق نفوذ نور مرئی در لایه​های مختلف پوست در شکل ۲ نشان داده شده است.

بدین​منظور از ناحیۀ مورد نظر دست راست هریک از افراد مورد آزمایش، 
در چیدمان بازتابی پخشی و در سه مرحله، فرآیند طیف​گیری انجام شده 
است. ابتدا از موضع مورد نظر یک طیف در حالت نرمال )بدون شفاف​سازی 
نوری مکانیکی( و یک طیف در حالت شفاف​ســازی نوری مکانیکی بافت 
با نیرویی در حدود 300 نیوتون ثبت گردیده اســت. سپس بعد از گذشت 
پنج ثانیه مجدداً از همان موضع برای بار دوم طیف​سنجی در حالت نرمال 
)بدون شفاف​ســازی نوری بافت( صورت گرفته اســت. به​منظور افزایش 
قابلیت اطمینان، هریک از طیف​گیری​های مذکور برای هر فرد سه مرتبه 
تکرار شده است و طیف میانگین حاصل در ارزیابی نهایی لحاظ شده است. 

 درادامــه، ازطریق محاســبۀ ضرایب جــذب کروموفورهای اکســی و
دی​اکســی​هموگلوبین برای محاسبۀ ضرایب جذب کلی در هر سه حالت 
یادشــده )نرمال بار اول، شفاف​ســازی و نرمال بار دوم( و مقایســۀ آن با 

شکل۱: ضرایب خاموشی کروموفورهای بافت پوستی انسان

شــکل2: ناحیۀ داخلی بند اول انگشت 
سوم دست به​عنوان بهترین موضع برای 
طیف​ســنجی باز​تابی پخشی به روش 

شفاف​سازی نوری مکانیکی 
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ضرایب جذب کلی طیف اصلی، برگشــت​پذیر بودن طیف هموگلوبین به 
روش دوم مورد بررسی قرار گرفته است. 

ضریب جذب کلی بافت پوستی از مجموع سهم هریک از کروموفورها و 
طبق رابطۀ )۱( محاسبه می​شود ]۲و۱۱[.

( ) ( )∑=
n

navnskina f λmλm                                         )1(

در رابطۀ فوق، λ طول​موج می​باشد که در این پژوهش با توجه به طیف​
گیری از بافت پوســتی زندۀ انسان و حفظ سلامت افراد، بازه​ای در ناحیۀ 
مرئی انتخاب شده است. µa(λ)skin ضریب جذبی کلی پوست و n تعداد 
کروموفورها می​باشــد که با توجه به نوع بافت و شــرایط نمونه​های مورد 
برررســی انتخاب می​شــوند. در این مطالعه با توجه به انتخاب افراد سالم 
و طیف​سنجی از بافت پوســتی، کروموفورهای نشان​داده​شده در شکل ۱ 
مورد استفاده قرار گرفته​اند. fvn سهم هر کروموفور در ضریب جذب کلی 

و µn(λ) ضرایب خاموشی هریک از کروموفورها می​باشند.

یافته​ها
 در شکل ۳ رفتار طیفی کروموفور هموگلوبین یکی از نمونه​ها در حالت​های
بدون شفاف​سازی نوری مکانیکی )مرحلۀ اول-خطوط پیوسته آبی​رنگ(، 
شفاف​ســازی نوری مکانیکی )خطوط پیوستۀ ســبزرنگ( و حالت بدون 
شفاف​ســازی نوری مکانیکی بار دوم )مرحلــۀ دوم-خط‌چین قرمزرنگ( 

نشان داده شده است.

در طیف​های جذب نشان​داده​شده در شکل 3، در مرحلۀ اول طیف​گیری 
حالت نرمال )بدون شفاف​ســازی نوری مکانیکی- خطوط پیوســتۀ آبی​
رنگ(، دو پیــک هموگلوبین در طول​موج​های حدود 540 و 575 نانومتر 
قابل مشاهده می​باشند. در حالت شفاف​سازی مکانیکی نوری، هموگلوبین 
به​همراه آب میان​بافتی بر اثر اعمال نیرو کنار می​رود و پیک​های جذب در 
طول​موج​های مذکور محو می​شــوند. همان​طور که در شکل ۳ نشان داده 
شده است، دامنۀ پیک​های طیف جذب در حالت با شفاف​سازی نسبت به 

حالت نرمال در حدود ۴۰ درصد کاهش یافته است.

طیف خط​چین در شــکل ۳ مربوط به حالت بدون شفاف​ســازی نوری 
مکانیکی مرحلۀ دوم می​باشــد. این طیف با فاصلۀ زمانی بســیار کوتاه در 
حــدود پنج ثانیه بعد از حــذف نیروی اعمالی بر​روی موضع ثبت شــده 
است. با توجه به شباهت رفتار طیفی همو​گلوبین در مراحل قبل و بعد از 
شفاف​سازی، برگشت​پذیر بودن طیف همو​گلوبین در طیف​سنجی باز​تابی 

پخشی به روش شفاف​سازی نوری مکانیکی به وضوح استنتاج می​شود. 

هر ماده یک ضریب اپتیکی به​نام ضریب خاموشی دارد که بیانگر میزان 
جذب نور در نقاط جذب ماده می​باشــد. ضریب خاموشــی برای هر ماده 
منحصر به فرد اســت و اصطلاحاً اثر انگشت آن ماده نامیده می​شود]۶[. 

در ایــن پژوهش، با داشــتن ضرایب خاموشــی کروموفورهای موجود در 
بافت پوســتی اعم از بیلیروبین، ملانین، اکســی​هموگلوبین و دی​اکسی​
هموگلوبین که در شــکل ۱ نشان داده شــده است، ضرایب جذب اکسی​

هموگلوبین و دی​اکسی​هموگلوبین در 3 حالت نرمال بار اول، شفاف​سازی 
نــوری )غیرتهاجمی(، نرمال بار دوم، به​کمــک نرم​افزار متلب و معادلات 
ذکرشده در مراجع ]2[ و ]11[ محاسبه و در جدول 1 گزارش شده است.

در شــکل ۴ ضرایب جذب کلی حاصل از طیف​سنجی بازتابی پخشی 
در دو حالــت نرمــال مرحلۀ اول )خطوط پیوســتۀ آبی​رنــگ( و نرمال 
مرحلۀ دوم )خطوط پیوستۀ سبزرنگ(، در مقایسه با ضرایب جذب کلی 
محاسبه​شده به​ازای ضرایب مذکور در جدول ۱ )منحنی​های خط​چین( 

شکل۳: طیف جذب پوســت یکی از نمونه​ها در سه حالت: )الف( مرحلۀ اول بدون شفاف​
سازی )خطوط پیوستۀ آبی​رنگ(، )ب( با شفاف​سازی نوری )خطوط پیوستۀ سبز​رنگ(، )ج( 

مرحلۀ دوم بدون شفاف​سازی )خط​چین قرمز​رنگ(

جدول1: ضرایب جذب کرومو​فور​های اکســی​همو​گلوبین و دی​اکســی​همو​گلوبین در سه 
حالت: مرحلۀ اول بدون شفاف​سازی، با شفاف​سازی، مرحلۀ دوم بدون شفاف​سازی 
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برگشــت​پذیری رفتار طیفی هموگلوبین ازطریق محاسبۀ ضرایب جذب 
اکسی​هموگلوبین و دی​اکسی​هموگلوبین نیز مورد بررسی و صحت​سنجی 
کمــی نیز قرار گرفت. ضرایب جذب کلی حاصل از طیف​ســنجی بازتابی 
پخشــی در دو حالت نرمال قبل و بعد از شفاف​سازی با استفاده از رابطۀ 
)۱( و ضرایب جذب ذکرشده در جدول ۱، محاسبه شد و از مقایسۀ آن با 
 ضرایب جذب کلی طیف اصلی در شکل ۴، دقت ضرایب جذب گزارش​شده

در جدول ۱ مورد تأیید قرار گرفت.

از مقایســۀ مقادیر ضرایب جذب به​دســت​آمده در جدول ۱ برای ســه 
 حالت طیف​سنجی، این نتیجه حاصل می​شود که ضرایب جذب در حالت
شفاف​سازی​شــده کمتر از حالت نرمال می​باشــند که این مســئله ناشی 
از کاهــش ردپای هموگلوبین در اثر اعمال نیــرو، کنار رفتن رنگدانه​های 
محلــول در آب میان​بافتــی و نیز کاهش ضخامت بافت می​باشــد. علاوه​

براین از نزدیکی ضرایب جذب حالت​های نرمال مرحلۀ اول و مرحلۀ دوم، 
برگشــت​پذیری رفتار طیفی هموگلوبین با حفــظ ویژگی​های بیولوژیکی 
بافت در روش غیرتهاجمی طیف​ســنجی بازتابی پخشــی با شفاف​سازی 

نوری مکانیکی استنتاج می​شود.

در این پژوهش علی​رغم اینکه مطالعه به​صورت موردی به بررسی کمی 
تغییرات ضریب جذب و نیز بررســی رفتار طیف جذب  ظاهری کروموفور 
هموگلوبین در بافت پوستی پرداخته شده است، ولیکن با استناد به نتایج 
محاســبات ضریب جذب قبل و بعد از فرآیند شفاف​ســازی نوری و نیز با 
افزایش جامعۀ آماری و همچنین اســتخراج میزان غلظت هموگلوبین از 
روی ضرایب جذب کروموفورهای پوســتی، می​توان طیف​سنجی بازتابی 
پخشــی را به​عنوان یک تکنیک غیــر تهاجمی، غیر مخرب و مکمل برای 
روش​هــای ارزیابی کمی هموگلوبین خون به​ویــژه در نوزادان و افراد کم​

توان پیشنهاد داد. 

تشکر و قدرداني‌
از  راهنمایی​های جناب آقای دکتر حامد نعمتیان در راســتای پیشبرد 

اهداف این تحقیق سپاسگزاری می​گردد.

نشان داده شده است. همان​طور که مشاهده می​شود، ضرایب جذب کلی 
محاسبه​شده با دقت بسیار بالایی )در حدود ۹۵ درصد( با ضرایب جذب 

کلی طیف​های اصلی تطابق دارند.

نتیجه​گیری
در این پژوهش با رويکرد بررسی کمی تغییرات ضریب جذب کروموفور 
هموگلوبیــن به​عنوان یک کروموفــور حیاتی و نیز پیشــنهاد یک روش 
غيرتهاجمي برای ارزیابی هموگلوبین در شــرايط نبض نرمال و دماي 37 
درجۀ سانتي​گراد بدن انسان، تغییرات رفتاری طیف جذبی این کروموفور 
در اثر شفاف​سازی نوری مکانیکی در روش طیف​سنجی بازتابی پخشی، به 
دو شــیوۀ مقایسۀ طیف​های جذبی و محاسبۀ ضرایب جذب مورد بررسی 
قرار گرفت. بدین​منظور در هر دو شــیوه، تغییــرات رفتاری طیف جذبی 
هموگلوبین به​ازای ۳ حالت بدون شفاف​سازی بار اول، شفاف​سازی نوری 
مکانیکی و بدون شفاف​سازی بار دوم با فاصلۀ بسیار کوتاه در حد ۵ ثانیه 

از حالت شفاف​سازی مورد بررسی قرار گرفت.

 همان​طور که در شکل ۳ نشان داده شده است، در طیف​سنجی بازتابی پخشی
پیک​هــای جــذب همو​گلوبیــن در طول​موج​هــای ۵۴۰ و ۵۷۵ نانومتر به​

خوبی قابل مشــاهده می​باشــند. پیک​های مذکور در اثر شفاف​سازی نوری 
مکانیکی در حدود ۴۰ درصــد کاهش یافتند که این امر به​دلیل کنار رفتن 
 هموگلوبین به واســطۀ اعمال نیــرو رخ می​دهد. همچنین در این شــکل،
برگشــت​پذیری رفتار طیفی هموگلوبین ازنظر ظاهری از مقایسۀ حالت​های 
نرمال قبل و بعد از شفاف​سازی نوری مکانیکی به​خوبی قابل مشاهده می​باشد. 

شکل۴: ضرایب جذب کلی حاصل از طیف​سنجی باز​تابی پخشی در دو حالت طیف​سنجی 
نرمال مرحلۀ اول و طیف​سنجی نرمال مرحلۀ دوم در مقایسه با ضرایب جذب کلی محاسبه​

شده از​طریق مقادیر گزارش​شده در جدول ۱ 
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