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شاكرم كه اين توفيق را به بنده عنايت نمود كه گام در زيباترين، واقعي ترين و خداوند بلند مرتبه و بسيار بخشنده را 

ي بشريت نهم و بدين وسيله و با درك اعجاز علمي آيات او، نوع نگرشم به عالم هستي دگرگون ترين رشتهجذاب

  .شود

تحقيق و پژوهش كوچك را  از خداوند متعال سپاسگزارم كه به من فرصت و ياري داد تا در راه علم گام نهم و اين

  .نهايت الهي نبود قادر نبودم بر مشكلات موجود فائق آيمبي شك اگر الطاف بي. به آخر برسانم

دانم از استاد لذا بر خود لازم مي. مسلما طي  اين راه جز با كمك و ياري سروران و عزيزاني بزرگ ميسر نبوده است

كمال تشكر را داشته باشم كه در طول اين مسير همواره از  سن زادهسن زادهسن زادهسن زادهدكتر عبداالله حدكتر عبداالله حدكتر عبداالله حدكتر عبداالله حراهنماي ارجمندم جناب آقاي 

ي بسيار و اخلاق زيبايشان الگوي ايشان با صبر و حوصله. اندراهنمايي، كمك و گذاشتن وقت بسيار دريغ ننموده

  ي زندگي بنده خواهند بودمناسبي براي ادامه

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



 چكيدهچكيدهچكيدهچكيده

 1هاي بررسي و مطالعه، در زيست شناسي سلولي و زيست شناسياز بهترين ابزارميكروسكوپ فلورسنس به عنوان يكي 

امروزه تصويربرداري فلورسنس به عنوان يك ابزار اصلي در زيست شناسي، . مولكولي نقش بسزايي داشته است

در نظر هاي مرتبط با غشاء سلولي، شكل سلول، حركت سلول و چسبيدگي موضعي سلول ي پديدهمخصوصا در مطالعه

هاي هاي مربوط به زيست شناسي سلولي در سالي تماس سلول با زيرلايه و بررسي پديدهي ناحيهمطالعه. شودمي گرفته

هاي متفاوتي در اين زمينه شده ها باعث رشد روشاخير رشد سريعي داشته است و اهميت تصويربرداري از اين پديده

  .اشاره كرد) WEFFM(2وپ فلورسنس ميدان ميراي موجبري توان به ميكروسكي آن مياست كه از جمله

گيري فاصله سلول با موجبر و همچنين بررسي هاي  نازك، اندازهتصويربرداري از نقاط  تماس سلول  با   زيرلايه و  فيلم

. از جمله كارهايي است كه با ميكروسكوپ ميدان ميراي موجبري انجام گرفته است  هاي تاثير داروها روي سلولنحوه

كند كه شود، بعد از انتشار در موجبر ميدان ميرايي روي سطح آن ايجاد ميهنگامي كه يك باريكه نور وارد موجبر مي

اين . است nm 100حدود در ) رسدآن روي سطح موجبر مي% 36ايي كه در آن بزرگي ميدان بهفاصله(عمق نفوذ آن

)   شوندكه براي برچسب زدن محيط سلول يا غشاء سلول استفاده مي( هاي فلورسنسميدان ميرا باعث تحريك مولكول

هاي فلورسنس در واقع انتشار نور با طول موج بالاتر توسط مولكول. گيرندآن قرار  مي  يشود كه در محدودهمي

الكتروني با  افتد و در اين فرآيندتر اتفاق ميانيه بعد از جذب نور با طول موج پايينث 10-9فلورسنس است كه در   مدت 

گردد و در اين بازگشت فوتوني ي خود باز ميبه حالت پايه شود و سپس مي تحريك بالاتر حالت جذب يك فوتون به

ها را با استفاده از يك جمع كرد و آنها را توان اين فوتونكند كه به كمك يك عدسي ميبا طول موج بيشتر گسيل مي

هايي نسبت اين روش داراي مزيت. ي كم را مشاهده كردهاي تحريك كننده جدا نمود و تصويري با زمينهفيلتر از فوتون

توان به سفيد شدگي كمتر، عدم نياز هاي مشابه مانند ميكروسكوپ فلورسنس بازتابش كلي است كه از جمله ميبه روش

 تر آن با سايرتركيب ساده ،، ارزانيي جدايي سلول از سطح موجبرتر فاصلهبالاتر، تعيين آسان يقطر دهانه به لنز با

تئوري الكترو مغناطيسي . هاي متفاوت اشاره كردهاي گوناگون با بزرگنماييهاي ميكروسكوپي و استفاده از عدسيروش

مختلف مورد بحث قرار گرفته است اما تا بحال تئوري مذكور براي امواج هدايت شده در موجبر به طور كامل در منابع 

. هاي متفاوت و غير يكنواخت مانند سلول قرار گرفته، مورد بحث قرار نگرفته استموجبرهايي كه روي سطح آنها   لايه

ربرداري هاي مختلف مخصوصا تصويكاربردهاي روز افزون روش ميكروسكوپ فلورسنس ميدان ميراي موجبر در زمينه

نامه پايان ي تماس سلول با زيرلايه، زيست شناسي سلولي و زيست شناسي مولكولي، ما را بر آن داشت كه در ايناز ناحيه

موجبر ارائه كنيم و تمام مباحث مرتبط با ميكروسكوپ فلورسنس  -ايي سلولاي يك ساختار پنج لايهبرتئوري مذكور را 

  .همچنين عوامل تاثير گذار روي اين ميكروسكوپ  را مورد بررسي قرار دهيمميدان ميراي موجبر و تئوري آن و 

   قطر دهانه، سفيد شدگيميكروسكوپ فلورسنس ميدان ميراي موجبري، عمق نفوذ،  ::::كليد واژهكليد واژهكليد واژهكليد واژه

 

                                                           
١ Cell Biology 
٢ Waveguide evanescent field fluorescence microscopy 
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        مقدمهمقدمهمقدمهمقدمه

و  1، در زيست شناسي سلوليهاي بررسي و مطالعهاربه عنوان يكي از بهترين ابز) م ف(ميكروسكوپ فلورسنس 

امروزه تصويربرداري فلورسنس به عنوان يك ابزار اصلي در . داشته است نقش بسزاييزيست شناسي مولكولي 

ط با غشاء سلولي، شكل سلول، حركت سلول و چسبيدگي بهاي مرتي پديدهدر مطالعه مخصوصا زيست شناسي،

هاي جديد ها، تجهيزات و برچسببا استفاده از روش ميكروسكوپ فلورسنس. شودموضعي سلول در نظر گرفته مي

در هنگام بررسي و حل  ميكروسكوپ فلورسنسدانستن اصول و قوانين مربوط به . در حال پيشرفت سريع است

ها و خيلي از بهسازيهاي اخيردر سال. خواهد بودمسائل مربوط به تصاوير گرفته شده بسيار مفيد و با اهميت 

هاي كه ميكروسكوپ] 1[ بوده است )نتراستكا(سيگنال به نويزجهت افزايش در ي ها در ميكروسكوپپيشرفت

    .اندبخاطر مواردي كه در ادامه به آنها اشاره خواهد شد، به تحقق اين موضوع كمك شاياني كردهفلورسنس 

قدرت تشخيص يك . مواردي از جمله قدرت تشخيص و كانتراست تصوير دو پارامتر مهم در ميكروسكوپي هستند

ي بين دو نقطه روي نمونه، كه ميكروسكوپ توانايي تشخيص يا تفكيك آنها كمترين فاصلهميكروسكوپ به عنوان 

ي مجزا در هر مقدار توانايي تفكيك يا تشخيص دو نقطه. ي جداگانه از هم دارد تعريف مي شودرا به عنوان دو نقطه

 شخيصت درتق. دنمونه توسط ميكروسكوپ بيشتر باشد، قدرت تشخيص آن ميكروسكوپ بالاتر خواهد بو

و در راستاي  nm250 در راستاي افقيشود، ي پراش محدود ميبعلت پديده كه هاي نوري معموليميكروسكوپ

 .است nm400قائم بيشتر از 

  SIهايميكروسكوپتوان به ها مياز ديگر انواع ميكروسكوپ 
٢

،
  STED 

 به ترتيب اشاره كرد كه٤  STOR و ٣

اما با  .]2[در راستاي قائم هستند nm100و 100، 400در راستاي افقي وnm15و 20، 100 شخيصت درتداراي ق

                                                           
١Cell Biology 
٢Stimulated illumination 
٣Stimulated emission depletion 
٤Approach stochastic optical reconstruction  
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هاي فلورسنس از جمله ميكروسكوپها هاي جديد ميكروسكوپهاي لازم در اين زمينه و ساخت نسلپيشرفت

  ]. 3[رسيده است nm10كمتر شده و به حدود  شخيصت درتاين مقدار قميدان ميرا 

 ،گرفتن نتايج بهتر توسط ميكروسكوپ فلورسنس يك پيش نياز است و بدون شناخت آن آشنايي با فلورسنس براي

با طول موج بالاتر  فلورسنس در واقع انتشار نور. كار سختي خواهد بود يو مولكول يمطالعه در زيست شناسي سلول

در  افتد وتر اتفاق ميثانيه بعد از جذب نور با طول موج پايين 10-9كه در مدت هاي فلورسنس است توسط مولكول

        ي خود بازبه حالت پايه سپس  و شود مي تحريك بالاتر حالت به با جذب يك فوتون الكتروني اين فرآيند

هاي منتشر شده و همين اختلاف بين طول موج .كندگردد و در اين بازگشت فوتوني با طول موج بيشتر گسيل ميمي

را توانمند و پر  و هم ميكروسكوپ فلورسنس فلورسنسهاي مولكول هم كهاست ) شيفت استوكس(برانگيخته شده 

 كاربردي از جمله ].1[مي نامند 1فلوروفور هستندخاصيت فلورسنسي  دارايهايي را كه مولكول. كاربرد كرده است

 ها، اسپكتروسكوپيها، رنگشيميايي، برچسبتوان به حسگرهاي شيميايي وبيومي فلورسنسهاي مولكول

  . ]4[هاي فلورسنس اشاره كردفلورسنس، آشكارسازهاي زيستي و لامپ

هاي اخير رشد هاي مربوط به زيست شناسي سلولي در سالي ناحيه ي تماس سلول با زيرلايه و بررسي پديدهمطالعه

هاي متفاوتي در اين زمينه شده ها باعث رشد تكنيكو اهميت تصويربرداري از اين پديده]  5[سريعي داشته است

در اين ميكروسكوپ، ميدان ميرا براي . توان به ميكروسكوپ ميدان ميرا اشاره كردي آن ميكه از جمله. است

در ) nm100حدود (ي محدود اين فلوروفورها فقط در يك ناحيه. گيردتحريك فلوروفورها مورد استفاده قرار مي

اين ويژگي موجب شده است كه ميكروسكوپ ميدان ميرا . شونده تحريك مينزديك سطح مشترك زيرلايه و نمون

  هاي زيست شناسي سلولي تبديل شود و در خيلي از كابردها ازجمله ي پديدهبه يك ابزار توانمند براي مطالعه

هاي لي نواحي تماس سلول با زيرلايه، اسپكتروسكوپي تك مولكوليِ نزديك سطح و بررسي ديناميك سلومطالعه

  .كندزنده با قدرت تشخيص عمودي بالا نقش مهمي را ايفا مي

در اين ]. 7[دشي ناحيه تماس سلول با زيرلايه مطالعه در يپيشرفت خوب باعث (IRM) 2حدود چهار دهه پيش روش

سطح و ها هاي متوالي از لايهي اپتيكي شفاف و بعد از بازتابشي نور از ميان يك قطعه شيشهروش يك باريكه

هايي اما اين روش مشكلات و كاستي]. 8[كندكند و آن را روشن ميبه نمونه برخورد مي ،متفاوتهاي مشترك

امكان اشتباه در تفسير  همچنين و سلولارائه ندادن اطلاعات كافي در مورد ابعاد و خصوصيات ذاتي  :از جمله رد،دا

كه  است يري فواصل سلول و زيرلايه فقط در حالتي ممكنگاندازه در اين روش]. 7[ها و تصاوير گرفته شده عكس

  ].8[كمتر نباشد nm1000ضخامت سيتوپلاسم از 
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 .است(TIRFM)١كلي داخلي بازتابش   فلورسنس   ميكروسكوپ  IRM  براي   و مناسب  جايگزين  روش  يك

براي  همچنين اين روش در ادامه. مورد استفاده قرار گرفت ابتدا در زيست شناسي سلولي توانمند اين ابزار و روش

 ].10،9،7،3[ي كيفي نقشه و توپوگرافي آن مورد استفاده قرار گرفتارائه ي تماس سلول با زيرلايه وي ناحيهمطالعه

: اشاره كردتوان به موارد زير هاي مختلف مي باشد كه از آن جمله مياين روش داراي كاربردهاي فراواني در زمينه

ي سلولي در ناحيه، بررسي ديناميك ]13،12،11،5[با زيرلايه هاي زندهسلول ي تماسناحيهتصويربرداري از

و  ]11[بيوشيمي، ، زيست حسگرها]12[2هاكوانتوم داتي ، مطالعه]15[ي، ميكروسكوپي تك مولكول]14[تماس

  ].16و17[اسپكتروسكوپي

معمولا (ي شفاف ي نور از داخل يك زيرلايهاساس كار بر اين است كه يك باريكه TIRFMدر ميكروسكوپ 

محيط مايع كه در آن  -زيرلايه3ي حد به سطح مشتركي بزرگتر از زاويهتحت زاويه) ي اپتيكيه شيشهعيك قط

ابش داخلي كلي ضريب شكست زيرلايه بيشتر از محيط مايع است، برخورد كرده و در نتيجه اين باريكه دچار بازت

 مشتركي دوم و در نزديك سطح يك ميدان ميراي كوتاه برد در ناحيه در اثر اين بازتابش داخلي كلي .شودمي

هاي فلورسنس را كه براي برچسب زدن غشاء سلول استفاده اين ميدان ميرا مي تواند مولكول ].7[شودمي      توليد

    ].7[آنها شود شوند برانگيخته كند و باعث گسيل نور ازمي

كه در آن ] 18[ي موجبرهاي تخت نيز انجام گيردتواند بوسيلههاي فلورسنس توسط ميدان ميرا ميتحريك مولكول

موجبرها  شد،خواهد همانطور كه در فصل دوم نيز اشاره   .دهدلايه ي رويي موجبر را تشكيل مي ،محيط مايع

. گيرندج الكترومغناطيسي مورد استفاده قرار مياموهدايت اساختارهاي اپتيكي هستند كه براي محدود كردن و 

و لايه ي رويي با  2n، فيلم موجبر باضريب شكست 1nي زيرلايه با ضريب شكست موجبرهاي تخت از سه لايه

ك موج قابل انتشار داشته باشيم لازم است يك براي اينكه در فيلم موجبر ي. اندتشكيل شده 3nضريب شكست 

فيلم موجبر ي رويي و زيرلايه در هاي مشترك با لايهي حد به سطحي بزرگتر از زاويهي نور تحت زاويهباريكه

برخورد كرده و تحت بازتابش داخلي كلي قرار گيرد و اين مستلزم آن است كه ضريب شكست فيلم موجبر از 

در سطح موجبر و با 4با نصب و استفاده از گريتينگ ).3n، 1n  >2n(باشد ي ديگر بزرگتر ضرايب شكست دو لايه

و يكي از مدهاي  ]19[تواند تحت زواياي خاصي وارد موجبر شودي نور به آن، اين باريكه ميتابانيدن يك باريكه

 معادلات ماكسول دراگر ). موجبرهر مد موجبر جوابي است براي معادلات ماكسول در فيلم (موجبر را تحريك كند 

آن موجبر را تك مده و اگر  ،دنداشته باش) به طور مشابه يك زاويه براي ورود به موجبر(موجبر فقط يك جواب 

زوايايي كه تحت آنها موج . باشد آن موجبر را چند مده گويند بيش يك جواب براي معادلات ماكسول وجود داشته
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به ضخامت فيلم موجبر، پريود گريتينگ، طول موج نور فرودي و ضريب  شودالكترومغناطيسي وارد موجبر مي

  ].20[شكست فيلم موجبر و ضريب شكست گريتينگ بستگي دارد

 ميكروسكوپ فلورسنس ميدان ميراي موجبر تواندميTIRFM  روشجايگزين مناسب براي  يكرو از اين

)WEFFM(  كه مانند  است ميكروسكوپي باشد كه TIRFM  از ميدان ميرا براي تحريك فلوروفورها استفاده      

طح موجبر قرار هاي بسيار نازك و سلول هاي زنده كه روي سبراي تصويربرداري از فيلم WEFFMاز . كندمي

ي سلول از ها، تعيين فاصله، ديناميك مربوط به سلول]22،21[ي ناحيه ي تماس سلول هاي زنده مطالعه ،]19[ دارند

موجبرها كه  روشدر اين . استفاده شده است فلوروفورها نزديك سطح غلظت، بررسي توزيع و ]22،19[موجبرسطح 

ميكروسكوپ  .]19[گيرندمورد استفاده قرار مي 1هاي ميكروسكوپيكنند به عنوان زيرلايهترين نقش را ايفا مياصلي

اين بدين معناست كه . ]21[است قائم در راستاي نانومتري شخيصداراي قابليت ت فلورسنس ميدان ميراي موجبر

ها كه در ابتدا به تعدادي از آنها اشاره قدرت تشخيص در اين ميكروسكوپ در مقايسه با ساير انواع ميكروسكوپ

  .كرديم  بسيار بالاست

ي به محيط ، اگرچه هيچ شارش خالصي از انرژداخل فيلم موجبر هادر اثر هدايت امواج و بازتابش داخلي كلي آن

شود كه باعث توليد يك ميدان ميراي كوتاه برد در محيط مايع و در نزديك سطح موجبر مي سوم وجود ندارد اما

بعد از طي يك طول موج در راستاي عمود  اين ميدان ميرا شدت]. 23[فركانس آن با فركانس نور فرودي برابر است

 .رسدبر سطح موجبر، تقريبا به صفر مي

. رسدمي    مقدار آن در سطح% 37به  ميدان بزرگيجايي است كه در آن ي سوم در لايهميدان ميرا  2عمق نفوذ

ي فرودي، طول موج و ضرايب شكست محيط مايع و به قطبش نور فرودي، زاويهدر سطح موجبر شدت ميدان ميرا 

  ]. 24[است nm100ست در حدود عمق نفوذ ميدان ميرا كه مستقل از قطبش نور فرودي ا .فيلم موجبر بستگي دارد

از اين ميدان ميرا به عنوان يك منبع روشنايي براي  )TIRF در تشابه با ميكروسكوپ (همانطور كه اشاره شد 

هاي فلورسنس مولكول و همچنين هاي فلورسنس موجود در محيط مايع نزديك سطح مشتركتحريك مولكول

ي دورتري از سطح موجبر قرار هاي فلورسنسي كه در فاصلهمولكولطبيعتا ]. 21[روي سطح سلول استفاده مي شود

همچنين سيگنال توليد شده توسط يك منبع . شوندكمتر توسط ميدان تحريك ميبعلت كاهش شدت ميدان، دارند 

هاي دود فقط مولكولبا اين عمق نفوذ مح ].25[يابدفلورسنس نيز به طور نمايي و با افزايش فاصله از منبع كاهش مي

پايه و  ،همين دليل) . شوندكل فلوروفورهاي اطراف سلول تحريك نمي] (1[شوندمي  ر تحريكنزديك سطح موجب
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