
 

109 
 

 مجله ایمنی زیستی

 96 تابستان، 2، شماره 10دوره 

 

 ستی درزی برای مشاهداتای : روزنهمیکروسکوپ نوری ارتقاء وضوحآخرین دستاوردها در 

 مقیاس نانو

 *الناز تمجید ،یناریعلی د

 تهران، ایران.گروه نانوبیوتکنولوژی، دانشکده علوم زیستی، دانشگاه تربیت مدرس، 

tamjid@modares.ac.ir 

 چکیده

 نی زیستی وی ایمنهدر زمییی هاهای امیدبخش، همواره با نگرانیعنوان یک فناوری نوین با افقظهور نانوفناوری به

ادعای  ولکولی،مویژه آنکه این فناوری با دستکاری مواد در مقیاسهای سلولی و ست. بهمحیطی همراه بوده ازیست

ن از سلامت این اطمیناسازد. لذا فناورانه را مطرح میبا اهداف پزشکی و زیست های زیستیبهبود عملکرد سامانه

 ا در مقیاسهستی آنهای عملکرد زیسلولی و مطالعه دقیق ساز و کارزیر ها براساس مشاهده مواد و اجزاینانوسامانه

ده کان مشاهعنوان ابزاری مهم در توسعه علوم، اممزیت میکروسکوپ نوری به رسد.نانومتری ضروری به نظر می

ر ور و تاثیا پراش نپذیری، حساسیت و اختصاصیت است. امها، انعطافل اختلال در عملکرد آنهای زنده با حداقنمونه

یار ضوح بسوبا توسعه روشهای جدید تصویربرداری با  هاست. اخیرالی این میکروسکوپآن بر وضوح، محدودیت اص

درت قف بین های حاوی عوامل نشانگر ساختاری به عنوان یک منبع نوری نانومقیاس، شکابالا مبتنی بر مولکول

وی ها، حاو الکترونی کاهش چشمگیری یافته است. تصاویر حاصل از این روش فلورسنتتفکیک میکروسکوپ 

روسی و ای ویهآلودگی ،یابی ژنوم، انتقالات غشایی، تقسیم سلولیاطلاعات ارزشمندی در بررسی کروموزوم، نقشه

نانو  ه مقیاسبهای نوری های فناورانه در بهبود وضوح میکروسکوپاین مقاله آخرین پیشرفت درسمیت سلولی است. 

 د.شونشناسی معرفی میپزشکی و زیست های مختلفدر حوزه دانش عمومیبا امید ارتقاء 

 ، پراش، مقیاس نانو، ایمنی زیست ، وضوحفلورسنت میکروسکوپ نوری کلمات کلیدی:

 مقدمه
در  مهم ابزارهای از یکی عنوان به نوری میکروسکوپ

گرفته شده است. از  نظر آوری در فن و توسعه علم

 زمان اختراع آن در اواخر قرن شانزدهم، این شهرت را

بدست آورد که قادر به نمایان کردن اشیائی باشد که با 

چشم غیر مسلح قابل دیدن نیست. از این رو انواعی 

های علمی از قبیل بیولوژی، پزشکی، و علم از رشته

مواد شکل گرفت. توانایی این تکنیک برای 

طراحی مرز  گیری ریخت شناسی سطح،اندازه

ولکوهای یابی اختصاصی ممیکروساختارها و مکان

ناشی از تحقیقات  in vivoتوزیع شده در شرایط 
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در واقع بدون  های این ابزار است.مدرن و پیشرفت

میکروسکوپ نوری دانش ما در مورد دنیای میکرو به 

سال از زمان  300شد. با گذشت شدت مختل می

اختراع میکروسکوپ نوری موضوع پراش نور و تاثیر 

ورت کاملا جدی بالقوه آن بر قدرت تفکیک به ص

که به را باقی مانده است. کمترین فاصله بین دو نقطه 

های جداگانه، با عنوان موجودیتوضوح به

نامند که به میکروسکوپ دیده شود قدرت تفکیک می

 ضریب دهانهد دو عامل طول موج نور مرئی و عد

(NA= Numerical aperture)  سیستم عدسی شیئی

نابراین حد نهایی تفکیک ب مورد استفاده بستگی دارد.

تا  400های نوری طول موج نور مرئی )میکروسکوپ

به  1873آقای ارنست ابه در سال نانومتر( است.  720

 واضحی نشان داد که محدوده وضوح یکطور 

میکروسکوپ حدود نصف طول موج اصلاح شده با 

به  در واقع. (1) باشدشیئی میضریب دهانه عدسی 

های مختلف موجود در دلیل ماهیت موجی نور، موج

کنند. به همین یکدیگر تداخل مییک پرتو نور، با 

یک عدسی، بسته به طول تمرکز پرتو نور توسط دلیل، 

را جمع  تواند نوری که عدسی میاموج نور و زاویه

نانومتر در  ۲۰۰کند، یک نقطه نورانی به پهنای آوری 

 Z نانومتر در راستای ۵۰۰عمق  و Y و X هایجهت

 میکروسکوپ فلورسنت میدان دور .هددمیتشکیل 

(FFFMاز انواع پیشرفته میکروسکوپ ) های نوری

یکروسکوپ به علت م نوعتقدم و پیشتازی این است. 

فرد آن از جمله توانایی کار با مزایای منحصر به

العاده های زنده، حساسیت و اختصاصیت فوقنمونه

تی، حداقل اختلال در عملکرد نمونه زنده، نمایش زیس

مستقیم و نمایان کردن نمونه، انعطاف پذیری و 

یک  FFFMسادگی کار کردن با آن است. بنابراین 

وسیله ترجیحی برای بررسی موقعیت مکانی اجزای 

سلول است. با این وجود پراش ذاتی ابه به عنوان یک 

ی دریافت  مانع قدرت مانور میکروسکوپ نوری برا

یابی اجزای شناسی و مکاناطلاعات مهم ریخت

چندین تکنیک  اخیراشود. سلولی محسوب می

 (6-۲)اند تصویربرداری با وضوح عالی توسعه یافته

زیستی حل نشده،  ها برای سوالهایبا کمک آنکه 

مده است. در این مقاله های جدیدی بدست آجواب

دستیابی به آوردهای علمی در زمینه آخرین دست

گونه که انگیرد. هموضوح عالی مورد بررسی قرار می

است که  ذکر شد پراش محدود کننده وضوح فضایی

 (Lateralترتیب در جهت وضوح جانبیبه

Resolution)  و در جهت وضوح نانومتر  ۲۰۰به

نانومتر محدود  ۵۰۰به  (Axial Resolution)محوری 

شده است. بدین ترتیب مانعی برای کاربرد 

در شناسایی جزییات ظریف  میکروسکوپ نوری

های های ریز سلولی ایجاد کرده است. تلاشساختار

و بدست  ای برای غلبه بر محددیت پراشگسترده

ر محدوده پراش وضوح در زی آوردن تصویربرداری با

های بیولوژیکی صورت گرفته است. بر روی نمونه

هایی های زیادی ابداع شده اند که قادرند تصویرروش

نانومتر یا کمتر ایجاد  1۰با وضوح دلخواه در ابعاد 
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وضوح بسیار بالا  های باکنند. به طور کلی تکنیک

(Super-Resolution Imaging ) نوع اصلی تقسیم  3به

  شوند.می

وضوح بسیار  با های تصویربرداریاولین نوع از روش

الگو یافته است. این روش از طریق  نور بر بالا مبتنی

روشنایی الگو یافته وضوحی در زیر محدوده پراش را 

طور همزمان برای کنترل فقط چند مولکول که به

کند. از جمله حاصل می  ،شوندبرانگیخته و آشکار می

 STED توان بهین گروه میهای میکروسکوپی اروش

microscopy ،RESOLFT technology  وSSIM 

  اشاره کرد.

 تصویربرداری با وضوح بالا مبتنیهای روشدوم  نوع

مولکول است که  سازی ( تک)محلی بر مکان یابی

های متفاوت های منفرد )مستقل( را در زمانمولکول

و  STORM کند. این گروه به طور عام شاملفعال می

PALM .است 

رنگ تصویربرداری بر پایه بیهای روشوم س نوع

است ( Blinking) و چشمک زدن(Bleaching) شدن

که شامل تصویربرداری با وضوح عالی مبتنی بر تک 

رنگ شدن نوری بی های فلورسنت به واسطهمولکول

(SHRImP)، های سیگنال یابی تک مولکولمکان

( و BaLMن )توسط بلیچ شدن /چشمک زددهنده 

همچنین روش تصویربرداری با وضوح عالی توسط 

ادامه هر کدام از  است. در( SOFI)نوسانات نوری 

الذکر به اختصار مورد بحث و بررسی های فوقروش

 گیرد.قرار می

و الگ نور بر وضوح بسیار بالا مبتنی با تصویربرداری

 یافته

  STEDمیکروسوپ  -الف

( نشر تحریک شده کاهش) STEDدر میکروسکوپ 

-Point)به طور مستقیم با کاهش تاثیر تابع نقطه گستر 

spread function (PSF) ) میکروسکوپ از طریق

خاموش نگه داشتن مولکول بین حالت فلورسنت و 

لازم شکند. غیر فلورسنت محدودیت پراش را می

است قبل از معرفی این روش میکروسکوپی تابع نقطه 

ای . اگر یک ذره با اندازهگستر توضیح داده شود

عنوان مثال کوچکتر از حد تفکیک میکروسکوپ به

نانومتر در نظر گرفته  ۲۰۰یک پرتو فلورسنت با قطر 

شود، هنگام تهیه تصویر از این ذره، ابتدا آن را با نور 

ها برانگیخته کرده و سپس با استفاده از یک لنز فوتون

لورسنت به د. این پرتو فوشبه دوربین هدایت می

شود. گرفته می ها در نظرعنوان نقطه منبع برای فوتون

صورت یک آل تصویر ایجاد شده باید بهدر حالت ایده

 دیده شود.( bead)نقطه )فقط یک نقطه( به عنوان ذره 

چه ها پراکنده شده و آناما در عمل تعدادی از فوتون

صورت اسمیر )هاله( در به ،شوددر تصویر دیده می

ف مکان مربوط به پرتو فلورسنت متمرکز شده اطرا

عبارتی پاسخ شود. این اسمیر یا بهظاهر می

ها تابع نقطه گستر میکروسکوپ به نقطه منبع فوتون

شود. در واقع عمل تابع نقطه گستر باعث نامیده می

شود. به این صورت که در محدود کردن وضوح می
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کمتر از  نظر بگیرید دو ذره نزدیک به هم )در فاصله

نصف طول موج( پس از ترکیب شدن تابع نقطه گستر 

ها، در تصویر تولید شده ایجاد اسمیر کرده و به آن

دو عبارت دیگر به. (7)شود صورت یک ذره ظاهر می

فلوروفور یکسان که توسط یک فاصله کمتر از عرض  

ای تصویر امتزاج یافته ،اندتابع نقطه گستر جدا شده

نالیز آن  دشوار یا حتی غیر تولید خواهند کرد که آ

 ،است. بنابراین وضوح نهایی میکروسکوپ ممکن

در شود. توسط عرض تابع نقطه گستر محدود می

فلورفورها به وسیله پرتو  STEDمیکروسکوپ نوری 

لیزری متداول )لیزر برانگیزنده( برانگیخته شده و به 

با ( STED laser)دنبال آن توسط لیزر تخلیه ثانویه 

شوند ای( متاثر مییک الگوی پرتو دونات شکل )حلقه

برعکس  STEDدر این تکنولوژی لیزر (. 1 شکل)

ه اطراف های برانگیختکند و مولکوللیزر اول عمل می

نقطه کانونی را به حالت غیر برانگیخته برگردانده و 

های بدین طریق فقط پرتو فلورسنسی که از مولکول

قرار گرفته در ناحیه مرکزی زیر محدوده پراش ساطع 

به عبارت کنند. میدر ایجاد تصویر شرکت  ،شوندمی

ها در نقطه کوچکی از نمونه در اگر مولکولدیگر، 

اشد و یک پرتو دونات شکل ب( on) حالت روشن

اموش ی( حوالی این نقطه در حالت خا)شیرینی حلقه

(off )نقطه موثری که از آن پرتو فلورسنت  ،باشد

شود. در حقیقت شود، بسیار کوچکتر میبازتابیده می

دستیابی به قدرت  هامیکروسکوپاین با استفاده از 

 .پذیر شده استها نانومتر امکانتفکیک در مقیاس ده

کلید قابل  هایها یا رنگاگر در این روش از پروتئین

استفاده شود، به ( Photoswitchable)با نور زدنی 

 .قدرت تفکیک بیشتری نیاز نیست

تئوری این روش میکروسکوپی به این صورت است 

به ( De-excitation)یند برگشت به حالت پایه آکه فر

زمانی که . (8) آیدواسطه نشر تحریک شده بدست می

مولکول فلورفور در حالت برانگیخته با یک فوتون که 

این  ،کندانرژی متناسبی با آن دارد، برخورد می

مولکول برانگیخته انرژی خود را از دست داده و از 

طریق نشر تحریک شده )قبل از اینکه نشر فلورسنس 

به طور خودبه خود اتفاق بیافتد(، به حالت پایه 

 . (9)گردد برمی
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  MR 121 SEهای کلیه جنین انسان که با رنگ میکروتوبول مقایسه تصویر.  STED میکروسکوپواره چگونگی عملکرد الف( طرح -1شکل 

 .(1۰). استخراج شده از منبع STED( و میکروسکوپ aمیکروسکوپ کانفوکال )با  استنشاندار شده 

های پوشیده شده به وسیله لیزر دوم مولکولهمزمان 

در حالی  ،گردداز حالت برانگیخته به حالت پایه برمی

که مرکز آن هنوز به صورت خودبه خودی تشعشعات 

فلورسنت دارند. در این حالت تابع نقطه گستر به 

های دیگر اندازه کافی کوچک بوده و طول موج

رسازی فلورسنس و  پرتوهایی که برای آشکا

مورد استفاده قرار  ،کنندمحدودیت ایجاد می

گیرند. بنابراین تصاویر ایجاد شده با وضوح بسیار نمی

بالا قابل دستیابی هستند. در انتخاب لیزر تخلیه 

ضروری است پارامترهایی مثل طول موج، شدت، و 

عنوان به  (.11) ودشزمان تاخیر را به دقت انتخاب 

باید نسبت به پرتو  STEDمثال طول موج پرتو 

توسط  انگیزش مجددبرانگیزنده بلندتر باشد تا از بر

امروزه میکروسکوپ اجتناب شود.  STEDپرتو 

STED  دو رنگ از طریق رهیافت متکی بر لیزرهای

جداگانه برای هر فلورفور یا پروتئینهای فلورسنت 

. این (14-1۲)است  کلیدزنی با نور طراحی شدهقابل  

آمیزی برای طور موفقیتمیکروسکوپ به

و ( Gap junctions)برداری اتصالات فاصله تصویر

و  طور اکتینو همین (1۵)پرتئین ویمنتین 
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های زنده های سیناپسی در مشاهدات سلولوزیکول

کار رفته است. وضوح اولین تصاویر گرفته به (16)

 78 های زندهشده با این میکروسکوپ در سلول

 . (17)نانومتر بوده است 

 RESOLFTتکنولوژی  -ب

نانوثانیه(  5)کمتر از  به دلیل نیمه عمر فلورسنس کوتاه

طول موج /سانتی  910و شدت خیلی بالای )بیشتر از 

متر مربع( اغلب فلورفورها برای تصویربرداری با 

  STED وضوح بسیار بالا توسط روش میکروسکوپی

. با این وجود این (18, 4) (9)به لیزر تخلیه نیاز است 

لیزر با شدت بالا سبب بی رنگ شدن فلورفورها و یا 

شود. از نظر تئوری های بیولوژیکی میآسیب به نمونه

-Long)چنانچه فلورفورها بتوانند از حالت پایای 

lived  state )از خود سوئیچ شوند، انرژی مورد نی

اری کاهش دطور معنیبرای ایجاد پرتو دونات شکل به

بود  RESOLFTیابد. این ایده اصلی میکروسکوپ می

در آن از سوئیچ شدن بین حالات فلورسنت  که (19)

کم ثبات و تاریک مربوط به فلورفورها به جای نشر 

 کنونشود. تاایی( استفاده میالق گسیل)تحریک شده 

قابل ( probe) تعداد محدودی از انواع نشانگرهای

که بتواند چندین مرتبه  (۲۰)سوئیچ مقاوم به فرسایش 

 گزارش ،بین حالات تاریک و فلورسنت سوئیچ شود

این امر یکی از موانع توسعه کاربرد  .(۲1)شده است 

RESOLFT  در تصاویر مربوط به زیست شناسی

نوع جدیدی از پروتئین  2011در سال  است.

معرفی  Dreiklang( به نام YFPفلورسنت زرد رنگ )

زنی نوری کلید ساز و کاری یک شد که به وسیله

ها، پروتئین YFPکند. مشابه با دیگر جدید عمل می

Dreiklang  کند در نانومتر فلورسنت نشر می 530در

باشد. نانومتر می 515حالی که برانگیختگی آن در 

ها دیگر پروتئین ازویژگی متمایز کننده این پروتئین 

طول  برخلافنانومتر روشن ) 365این است که در 

های تصویربرداری با پروتئین های رایج درموج

شود. نانومتر خاموش می 405فلورسنت( و در 

تصاویر به دست آمده با فلورسنت ناشی از پروتئین 

Dreiklang  در مد میکروسکوپیRESOLFT  با

نانومتر تهیه شده که  35وضوحی در ابعاد کوچکتر از 

های دیگر در مقایسه با تصاویر بدست آمده از روش

. شایان ذکر (۲۲) ری به همراه داشتجزیئات بیشت

است که ابعاد ربیوزوم انسان به عنوان بیونانوماشین 

 tRNAنانومتر،  12ها بادینانومتر، آنتی 35زیستی 

نانومتر و بسیاری از  6.5نانومتر، هموگلوبین  7حدود 

نانومتر است. بنابراین  ۲,۵های دیگر حدود پروتئین

 ،های میکروسکوپیتصاویر بدست آمده از این روش

های ور بررسی ساختار و عملکرد مولکولمنظبه

الذکر مفید و کارآمد خواهند بود.  زیستی فوق

لورسنت به معرفی  پروتئین ف ،های بعدیپژوهش

ین آن را پروتئ دیگری منجر شد که اصطلاحا

( rsEGFP)پذیر فلورسنت سبز قابل سوئیچ برگشت

رنگ شدن در اثر برخورد نور شدید اند که به بینامیده

گیری قادر است تا بیش از وم بوده و به طور چشممقا

چرخه قابل سوئیچ شدن خود را حفظ نماید.   1000

های فلورسنت سبز قابل کلیدزنی توزیع پروتئین

های موجود در برگشت پذیر امتزاج یافته با پروتئین

، تصاویری با هاباکتریرده سلولی پستانداران و 

ومتر ایجاد نان 40وضوحی در ابعاد کوچکتر از 

اصول به کار  RESOLFTآوری  اند. در واقع فننموده

 GSD و میکروسکوپ  STEDمیکروسکوپ  رفته در

نیز  GSDبا هم ادغام کرده است. در میکروسکوپ  را
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شود. در شرایط از نشانگرهای فلورسنت استفاده می

آزادانه از حالت پایه  قادر است استاندارد یک نشانگر

به صورت خود به خودی با نشر برانگیخته شده و 

فوتون فلورسنت به حالت پایه برگشت کند. با این 

وجود اگر نور با طول موج مناسب به صورت اضافی 

تواند به حالت طولانی اعمال شود مولکول رنگی می

 ،دهدعمر تاریک یعنی حالتی که فلورسانس رخ نمی

( برانگیخته شود. تا Triplet-state=  گانه 3)حالت 

 ،که مولکول در حالت طولانی عمر قرار بگیردزمانی

تواند از حالت پایه برانگیخته شود. سویچینگ بین نمی

این دو حالت )تاریک و روشن( به وسیله اعمال نور 

را  RESOLFTهای لازم برای مفهوم تمام پیش فرض

پراش و محدوده کند و تصویربرداری زیر برآورده می

 کند.وضوح بسیار بالا را مهیا می

 SSIMمیکروسکوپ  -ج 

برای ارتقاء وضوح جانبی  1990در سال 

 میکروسکوپ میدان دور از تکنیک تداخلی

(Interferometric) یکروسکوپی که در روش م

آن را میکروسکوپ نور ساختار یافته  اصطلاحا

 SIMاستفاده شد. در روش میکروسکوپی  ،نامیدندمی

یک وضوح گسترش یافته از طریق اثر مویر که از 

د. در یآبدست می ،بردالگوی فرکانس فضایی سود می

واقع شکسته شدن محدودیت وضوح جانبی که به 

به دست ( Factor of tow)واسطه قانون فاکتور دو 

آید از روشنایی ساختار یافته فضایی در می

برد. میکروسکوپ فلورسنت میدان گسترده سود می

شود به اطلاعات با وضوح بسیار این پدیده سبب می

 ،نیست هبالا که به طور معمول در تصویر قابل مشاهد

دسترسی حاصل شود. تصویر گزارش شده در یک 

د استخراج و در تهیه روند غیرخطی اطلاعات جدی

تصویر بازسازی شده با وضوح عالی به کار برده 

شود. مفهوم به کار رفته در روش میکروسکوپی می

نورتابی ساختار یافته به آسانی از طریق اثر مویر قابل 

 -درک است. اگر دو الگوی معین بر هم منطبق باشند

حاشیه مویر در محصول برآیند  -یک الگوی ضربان

، نورتابی SIM. در میکروسکوپ (3)هد شد ظاهر خوا

در سطح نمونه با نور الگویافته انجام شده و افزایش 

مویر  ها در الگوی گیری حاشیهوضوح توسط اندازه

آید که خود ناشی از تداخل الگوی بدست می

میکروسکوپ . ه استنمون پراش یافته نورتابشی و

SIM آوری اطلاعات وضوح فضایی را از طریق جمع

از فضاهای بیرونی ناحیه قابل مشاهده، افزایش 

دهد. این فرآیند در یک فضای متقابل )دو جانبه( می

شود. انجام معادلات فوریه ترانسفرم مربوط انجام می

حاوی اطلاعات اضافی  SIMبه تصویر بدست آمده از 

تلف فضای متقابل هست. در روش از نواحی مخ

( از دو رویکرد شامل ۲)شکل  SIMمیکروسکوپی 

افزارهای آنالیز کننده های اختصاصی و نرمپروتکل

 .شوداستفاده می
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تصویربرداری با وضوح بسیار ب(  .SSIM در روش میکروسکوپی moire( و اثر interferometricالف( استفاده از تکنیک تداخلی ) -۲شکل 

: تصویر سمت چپ توسط میکروسکوپ نوری میدان دور و تصویر سمت راست  C2C12بالا از کروماتین هسته در مرحله پرومتافاز سلولهای 

 . (۲3)تهیه شده است. استخراج شده از منبع  3D-SIMتوسط میکروسکوپ 

فلورفور از حالت برانگیخته به حالت پایه  SSIMدر 

این عمل از طریق نور تحریکی اشباع شود. خالی می

شده انجام شده و یک الگوی نشری سینوسی را ایجاد 

ی شود. در نتیجهکند که بر روی آشکارگر ثبت میمی

اثر غیرخطی، وضوح مناسبی بدست آمده و در ادامه 

شود. اگر چه تصویر با وضوح بسیار بالا بازسازی می

اما اثر  نامحدود است، SSIMاز لحاظ تئوری وضوح 

رنگ های شدید، بیفلورسنس غیرخطی با فرونشانی

شدن و پدیده اشباع شدن همراه است که کاربرد آن را 

 کند. اخیراهای زیستی به شدت محدود میدر نمونه

که یک پروتئین فلورسنت قابل  Dronpaپروتئین 

سوئیچ با نور هست، معرفی شده که وضوحی برابر 

سازی شده های خالصتوبولنانومتر را روی میکرو 40

برچسب دار ایجاد کرده است. امروزه با استفاده از این 

اند تصاویر با وضوح عالی روش میکروسکوپی توانسته

تصویر یند تقسیم هسته تهیه کنند. آاز هسته و فر

یابی تک برداری با وضوح بسیار بالا مبتنی بر مکان

ابل فعال مولکول )مولکول منفرد( بر پایه نشانگرهای ق

شدن با نور هست که توسط لیزری با طول موج 

مشخص فعال و توسط لیزر دیگر به فلورسنس 

برای  در این روش تصویربرداریشود. برانگیخته می

سازی تصادفی نشانگرهای قابل فعال شدن با نور فعال

ها در در هر مرحله تعداد کمی از مولکول (3)شکل 

نگیخته شده و برداری براهر شات )عکس( تصویر

مرکز هر مولکول فلورسنت مستقل با استفاده از تابع 

  (.۲4) شودیابی میگوسین مکان
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های فلورسنت. ب( تصاویر تهیه شده با میکروسکوپ یابی تک مولکولواره چگونگی عملکرد مکانطرحالف(  -3شکل 

STORM 2های های سلولاز سانتریولS بادی آمیزی شده با آنتیرنگMD  بادی ثانویه آنتیوRABBIT-ANTI  ترکیب شده با

 (۲۵) استخراج شده از منبع. ALEXA 647/ALEXA 405رنگ آلی 

تصویربرداری با وضوح بسیار بالا با دقتی برابر با  

ها هزار ها نانومتر از طریق ترکیب کردن صدها تا دهده

های خام که هر یک حاوی فقط تعداد کمی ریماز ف

یابی این . مکانگرددمیمولکول منفرد هست بازسازی 

های مستقل با دقت زیاد برای بدست تک مولکول

حیاتی مهم و  آوردن تصاویر با وضوح بسیار بالا

ها این یابی با تعداد فوتونتخمین دقت مکان است.

، فراهم فرصت را برای میکروسکوپ با وضوح عالی

کند که محدودیت ناشی از پراش نور را مرتفع کند. می

 ،از این رو مسئله مهم دیگر که باید مد نظر قرار گیرد

خصوصیات فیزیکوشیمیایی نشانگرهای قابل فعال 

شدن با نور است که در تصویربرداری با وضوح عالی 

یابی تک مولکول مورد استفاده قرار مبتنی بر مکان

ی زیادی از فلورفورهای قابل فعال  گیرد. تعدادمی

های آلی سنتزی و شدن با نور از قبیل رنگ

های فلورسنت برای توسعه تصویر برداری با پروتئین

طور معمول در به. (۲7, ۲6)اند وضوح بالا ارائه شده

هر مرحله سوئیچ شدن این نشانگرها در حضور هزار 

 20فوتون عملکرد داشته و وضوح را تا ابعاد کمتر از 

 نانومتر ارتقاء داده است. 10الی 

   STORMمیکروسکوپ  -الف

 توسعه یافته است 2006 در سال  STORMآوری فن

که در آن تصویر نهایی از بازسازی تصاویر  (۲8)

های فلورسنت مستقلی که یابی مولکولمربوط به مکان

های مختلف روشن و خاموش با استفاده از نور رنگ

 STORMآید. میکروسکوپ شود بدست میمی

رهای قابل سوئیچ با نور ای از نشانگتواند با دامنهمی

کار برده به (۲9)های فلورسنت ها و پروتئینشامل رنگ

های سیانین، شود. در این روش میکروسکوپی از رنگ

های نانویی و های گرفتار شده در قفسرودامین، رنگ
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 3۰, ۵, ۲) شودهای چشمک زن استفاده میرنگ

 ۲6پژوهشگران خصوصیات سوئیچ شدن  . اخیرا(3۲و

طور خصوصیاتی که به طور مستقیم رنگ آلی و همین

یر با وضوح عالی مرتبط هستند با کیفیت تصو

شده های آلی ذکر اند. علاوه بر رنگنموده سازی کمی

 های فلورسنت سوئیچ شونده با نور ماننداز پروتئین

mEos2 های فلورسنت )و ژن مربوط به پروتئینPA-

GFPبرداری روش میکروسکوپی ( در تصویر

STORM  ای که نکته .(3۵-33)استفاده شده است

که زمانی که نشانگرهای بیان آن لازم است این

انتخاب  STORMفلورسنت برای روش میکروسکوپی 

های لازم ها شامل فوتونشوند، خصوصیات آنمی

های خاموش و برای هر سوئیچ شدن، بازده چرخه

های روشن شدن، پایداری در برابر نور و تعداد چرخه

. یکی از (36)یرد گسوئیچ شدن مد نظر قرار می

تصویربرداری با وضوح عالی، در روش  مزایای

، تهیه تصویر از STORM میکروسکوپی

های مولکولی با دقت خیلی زیاد است. برهمکنش

انواعی از ترکیبات رنگی قابل سوئیچ با نور و همین 

های فلورسنت ذکر شده در متن بالا برای طور پروتئین

تصویربرداری چند رنگ با وضوح بسیار بالا استفاده 

برداری سه بعدی با وضوح . تصویر(۲9)شده است 

های زنده بسیار بالا و همین طور تهیه تصویر از سلول

 STORMموضوعات مهمی برای میکروسکوپ 

تصاویری سه  هستند. با این روش میکروسکوپی

های زنده تهیه شده است که بعدی و سریع از سلول

 y   ،50و xنانومتر در جهت  30تفکیک کلی برابر با 

 Time)، و وضوح زمانی  zدر جهت نانومتر 

Resolutions ) ثانیه داشت  2تا  1با سرعتی برابر

(36). 

  PALM میکروسکوپ  -ب

هایی که در ساختار خود درک این نکته که مولکول

دار به عنوان یک منبع نوری حاوی عوامل برچسب

ای کلیدی و ارزشمند است. نکته ،نانومقیاس هستند

های برای غلبه بر محدودیت ناشی از پراش در روش

های میکروسکوپی باید فلورسانس مربوط به مولکول

نزدیکی ناحیه محدود کننده پراش در  قرار گرفته در

نمونه را از نظر خاموشی و روشنی تغییر داده و میزان 

نشر را در سطح خیلی پائین نگه داشته و در ادامه در 

های غالب یک الگوی زمانی پیوسته )شیوه زمان

های موجود در نمونه را به متوالی( تک مولکول

رد. یابی کصورت تصادفی روشن و خاموش و مکان

های منفرد مولکول بنابراین با گزارش کردن موقعیت

نانومتر )اندازه( به  ۲تا  1)تک مولکول( با اندازه 

تا  10فلورنست با دقت فضایی بالا ) عنوان نشر کننده

 ،37)نانومتر( نمونه مربوطه را تعین هویت کرد  40

مطالعات نشان داده مشکل تصویربرداری  .(39

معمولی در میکروسکوپ فلورسنت میدان دور این 

ش فضایی معین یها در یک آرااست که همه مولکول

شوند. به طور همزمان برانگیخته شده و فلورسنس می

های برانگیخته شود پراش نور مولکولاین باعث می

تصویر ایجاد شده با هم همپوشانی داشته و باعث   در

تداخل در تصویر و کاهش وضوح تصویر شود. از 

های منفرد به صورت این رو توزیع مولکول

هایی پراکنده )از نظر فضایی فواصل مجموعه

ها بیشتر از ابعاد ایجاد کننده پراش باشد( پراکندگی آن
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روشن  های نشانگر در حالتشود که مولکوباعث می

بتواند نشر نور داشته در حالی که بقیه هنوز تاریک 

ها در یک الگوی زمانی باقی مانده و موقعیت آن

متوالی استخراج شود. این روش از طریق یافتن مراکز 

و در ادامه بازسازی تصویر  مربوط به هر تک مولکول

های از موقعیت ایمجموعهواسطه خودآرایی  به

د. توانایی تعیین موقعیت هر شوتخمین زده انجام می

فرآیندی است که در  ،(4مولکول منفرد )شکل 

 Super-localizationیابی مکان ایناصطلاح به 

برای تصاویری که با هم  .(43 و4۰, ۲4) گویندمی

کنند و بنابراین به طور مستقل قابل تداخل نمی

 به صورت کنترل فعال ساز و کاراند یک شناسایی

(Active control) که محقق لازم است، یعنی جایی

های خاموش بتواند بین تعداد انبوهی از مولکول

ادل برقرار )تاریک( و کسر خیلی کوچک فلورسنت تع

صورت که در هر زمان کسر کوچکی از کند. بدین

به صورت  هاها روشن و قسمت اعظم آنمولکول

های منفرد از طریق نشر مولکول خاموش باقی بماند.

تعدادی فوتون در یک الگوی انفجار فوتونی قبل از 

برگشت به حالت غیر فلورسنت باعث آشکار شدن 

های راین مولکولشوند و بنابموقعیت خودشان می

کنند تا به حالت اطراف موجود در ساختار را وادار می

دهی وارد شده و موقعیت خود را در ترکیب سیگنال

گونه که در بالا ی مورد مطالعه نشان دهند. هماننمونه

اولین گزارشات تصویربرداری با وضوح  ،ذکر شد

ها در یابی تک مولکولمکان استفاده ازبسیار بالا با 

بدست  PALMو یا  STORMش میکروسکوپی رو

های با ساختار ایستا، اکتساب آمد. اگر چه در نمونه

های پویا باید برای نمونه ،زمان اهمیت کمتری دارد

دوره زمانی مربوط به بازآرایی ساختار لحاظ شود و 

شود. یک گر میبنابراین نقش بسیار مهم زمان جلوه

ش سرعت سوئیچ حل این است که از طریق افزایراه

های بیشتری را در موقعیتدر این روش شدن 

تری گزارش کرد. در واقع های زمانی کوتاهدوره

رود تا چندین گروه مولکولی قابل سوئیچ به کار می

 ثانیه کاهش دهد. 10تا  1بازه زمانی را در دامنه بین 
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های طریق خودآرایی لیستی از موقعیتردن مرکز مربوط به هر تک مولکول و بازسازی از الف( الگوی پیدا ک -4شکل 

  امتزاج بین پروتئینمربوط به این تصویر  .هبر روی سلول زند PALM تصویربرداری با میکروسکوپب( تخمین زده شده. 

PAXILLIN نتقال سیگنال در سلول( باآ)یک گیرنده فر نمایی بزرگ. ج( استشانگر فلورسنت( )یک پروتئین ن  EOSFP یند ا

 3دقیقه. مقیاس مورد استفاده  ۲3برای مدت زمان  (شروع چسبندگی کمپلکس) ب سبز رنگ موجود در تصویراز ناحیه 

 . (44) است. استخراج شده از منبع کرومتریم

بر پایه  (2) 2006در سال  PALMمیکروسکوپ 

شدن یابی و بلیچسازی تصادفی، مکانفعال

سازی/ شدن با های فلورسنت منفرد قابل فعالپروتئین

نور ابداع شد. در این میکروسکوپ به طور ویژه 

های فلورسنت با نوری که شدت تعدادی از پروتئین

نانومتر( دارد فعال  4۵۰های لیزری )پائینی از پالس

ی فعال شده با طول موج هاشده و در ادامه مولکول

نانومتر به طور پیوسته برای یک مدت زمان معین  ۵61

شدند. در هر مرحله فقط کسر کوچکی از تحریک می

های های فلورسنت فعال بوده و مابقی پروتئینمولکول

فلورسنت خاموش شده و در چرخه بعدی شرکت 

نانومتر برای  ۵61کنند. در واقع هنگامی که لیزر نمی

 ،ره طولانی مدت به سطح نمونه تابیده شودیک دو

های برانگیخته به صورت دائمی شود مولکولباعث می

بلیچ شده و بدین طریق در چرخه بعدی شرکت 

سازی نکنند. پس از تکرار شدن این چرخه فعال
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تصادفی برای چندین مرتبه تصویر نهایی با وضوح 

ه و آید. در ادامه از طریق محاسببسیار بالا بدست می

های برانگیخته شده مکان ثبت موقعیت مراکز مولکول

 آید.ها بدست میدقیق آن

( و رنگ شدن )بلیچ شدنتصویر برداری بر پایه بی -3

 چشمک زدن نشانگرهای فلورسنت

رنگ شدن و چشمک های رفتاری از قبیل بیویژگی

فلورسنت  نشانگرهایزدن از خصوصیات ذاتی اغلب 

دو روش  2004. بر این اساس در سال (45)است 

ها شامل تصویر . این روشدشتصویربرداری ابداع 

نوری و برداری با وضوح عالی از طریق بلیچ شدن 

ی تک یابی نانومتری به واسطههمچنین مکان

دقت  است که( NALMS) های چندگانهمولکول

, 46)نانومتری ذکر شده است  5یابی آن تا ابعاد مکان

47). 

در  BaLMیکی از امتیازات روش میکروسکوپی 

بر این است که  PALM/STORMای هقیاس با روش

به  PALM/STORMروش تصویربرداری  خلاف

های قابل فعال های آلی سوئیچ شونده و پروتئینرنگ

هایی روبرو شدن با نور که از لحاظ تکنیکی با چالش

خصوصیات  راساس کار ب نیازمند نبوده و هستند

رفتاری بلیچ شدن و چشمک زدن نشانگرهای 

 به این ترتیب در این روش .(48)فلورسنت است 

ده و وقایع از تصاویر فلورسنس بدست آمای مجموعه

بلیچ شدن و چشمک زنی توسط کاستن متعاقب 

دنبال . بهدشوحاصل میها از توالی تصاویر فریم

های نشری فلورسنس از کاستن تصاویر، سیگنال

فلورفورهای منفرد تعیین هویت شده و با دقتی در حد 

. (48)گیرد نومتر مورد تجزیه و تحلیل قرار مینا 50

نوع دیگری از تصویربرداری با وضوح  SOFIروش 

است  BaLMمشابه با روش میکروسکوپی -بسیار بالا 

از ( Spatial resolution) که در آن تفکیک فضایی

 برابر ارتقاء یافته ۵طریق نوسانات نوری به میزان 

های آلی و نقاط رنگ از SOFI. در تکنیک (49) است

های گزارشگر استفاده شده لکوانتومی به عنوان مولکو

های تصویربرداری، است. در مقایسه با دیگر الگوریتم

عنوان یک رویکرد توانسته است به SOFIروش 

بعدی با سرعت بالا از  3جذاب برای تصویربرداری 

. (۵۰)یرد های زیستی مورد استفاده قرار گنمونه

دانشمندان طی تحقیقات، تصاویری با وضوحی در 

 4نانومتر از یک سلول کامل در کسر زمانی  50حد 

های دیگر انواعی از روش .(۵1)اند ثانیه بدست آورده

ابداع شده و برای   SOFIمبتنی بر روش استاندارد 

بررسی وقایع پویای درون سلول با وضوح زمانی 

شود دلخواه در تصاویر به دست آمده استفاده می

(۵۲). 

 ر زیاد درویربرداری با وضوح بسیااستفاده از تص

 زیست شناسی سلولی و مولکولی

های تصویربرداری مبتنی بر زیست شناسان از تکنیک

های فلورسنس با وضوح بسیار بالا در انواعی از زمینه

دهی انواع های سلولی، سازمانتحقیقاتی از قبیل سازه

 دهی پویاییهای نامتجانس، سازمانمولکول

کنند. ویژگی مشترک های عصبی استفاده میسیناپس

برآیند ها درگیر در ها این است که آنهمه این حوزه

گیری در شکل کلی ناشی از برهمکنش اجزا

تصاویر خصوصیات در مقیاس سلولی هستند. بنابراین 

بدست آمده حاوی اطلاعات اختصاصی از اجزاء 

اند منجربه توسلولی در مقیاس نانومتری هستند که می
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یک نگرش بنیادی جدید در این زمینه باشد. کاربرد 

, ۵4)، عصب شناسی (۵3)ها در میکروبیولوژی آن

های پزشکی بسیار زیاد و طور دیگر زمینههمین (۵۵

قابل ملاحظه است. با استفاده از تکنولوژی 

تصویربرداری با وضوح بسیار بالا اطلاعات و 

هایی مانند بررسی های ارزشمندی در حوزهیافته

، (6۰, ۵9)یابی ژنوم ، نقشه(۵8 ,۵6)ها کرموزوم

های ویروسی ، آلودگی(6۲, 61, ۵)انتقالات غشایی 

بدست آمده  (67, 66)و تقسیم سلولی  (6۵ ,63)

چگونگی برهمکنش توان آوری میبا این فن است.

گی چگونرا مشاهده کرد و یا به مطالعه  هاپروتئین

و  از سلولهای خاصی ها به بخشپروتئین انتقال

 .ها پرداختها در این بخشوجود آن ضرورت

های مرتبط با تصویر برداری با وضوح بسیار چالش

 بالا 

های تصویربرداری با وضوح بسیار بالا یکی از چالش

مشکلات تکنیکی   ،های زیستی و غیرزیستیاز نمونه

شود. ها اشاره میاست که در این بخش به برخی از آن

ع اصلی برای ایجاد خطا در این طور کلی دو منببه

ه رداری وجود دارد. منبع اول کهای تصویربروش

شامل  ،طور معمول در تصویربرداری نقش داردبه

چشمک زدن ذاتی مولکول نشانگر است که منجر به 

 شود. این در حالیمی خطای شمارش بیش از حد

ی غیر قابل اجتناب چند مولکول سازست که فعالا

یک ناحیه محدودیت پراش، باعث طور همزمان در به

-ها و شمارش تعداد کمتری از آنپنهان ماندن مولکول

. بنابراین یک الگوی اختصاصی (69, 68)شود ها می

سازی دقیق برای تعادل بین سازی و مدلاز فعال

اط با حالت بیشتر و کمتر از حد معمول در ارتب

. چالش دیگر در (7۰)شمارش لازم است 

تصویربرداری با وضوح بسیار بالا محدودیت تفکیک 

زمانی آن است. مقیاس زمانی برای تصاویر با وضوح 

بسیار بالا به طور معمول در بازه زمانی چند ثانیه تا 

عنوان مثال به دست آوردن تفکیک ه است. بهچند دقیق

طور به STORMنانومتری در  70تا  50فضایی در 

ها ثانیه نیاز دارد معمول چندین هزار فریم و یا ده

ست که این مقیاس زمانی برای ا . این در حالی(71)

های ساختاری طولانی پویا و ویژگی بسیاری از وقایع

های اطلاعاتی بوده و برای بدست آوردن سیگنال

های مد نیست. بنابراین روشآدار کارمعنی

تر هستند. تر به طور قطع مناسبتصویربرداری سریع

یابی تک های تصویربرداری مبتنی بر مکاناصولا روش

بر پایه  PALMو  STORMمولکول از قبیل 

یابی زیر قابل تکرار و مکان تصویربرداری

باشد. برای های فعال میهای پراکنده مولکولمجموعه

رسیدن به استاندارد نایکوئیست )واحد استاندارد در 

از حد  ،اندیابی شدهکه نقاط مجاور که مکانتایید این

تفکیک فضایی به هم نزدیکتر هستند(، وقایع فعال 

شود تا  سازی تک مولکول باید هزاران بار ذخیره

یابی شده یک نقاط مجاور مکان ودشاطمینان حاصل 

تر شده و در برابر از تفکیک فضایی مورد نظر نزدیک

کند نتیجه وضوح زمانی را تا حدود زیادی محدود می

(7۲). 

تواند سرعت سوئیچ شدن شدت برانگیختی بالاتر می

را افزایش دهد و در نتیجه باعث بهبود یافتن وضوح 

. (73) ودشزمانی شود اما از طرفی سبب آسیب نوری 

های فلورسنت سریع این در مورد پروتئینعلاوه بر

تواند سبب تخریب سیگنال شدن نرخ سوئیچ شدن می

اکم شود. یک رویکرد جایگزین افزایش تر
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طوری که هر فریم فلورفورهای فعال شده است، به

های بیشتری را در نمونه ذخیره کند. با دوربین مولکول

های فلورسنت سبب اکم بالای لکهاین وجود این تر

های ها شده و بنابراین الگوریتمپوشانی سیگنالهم

مد بوده و مورد آتواند کاریابی کلاسیک نمیمکان

یابی جدید های مکاناستفاده قرار گیرد. الگوریتم

تصویربرداری را بهبود بخشیده و به دنبال آن  سرعت

ازیافت ثانیه مبتنی بر تکنولوژی ب 3وضوح زمانی 

 .(7۵, 74)های پراکنده و ضعیف را سبب شود سیگنال

های زیستی، بعدی سازه 3با توجه به خودآرایی 

دیگر تصویربرداری فلورسنت با وضوح بسیار  چالش

بعدی با وضوح نانومتری در همه  3بالا  تهیه تصاویر 

عدی ب 3ترین راه برای ایجاد تصاویر ابعاد است. ساده

های با وضوح بسیار زیاد تهیه یک ردیف برش

های استاندارد  مکانیکی از بافت در ترکیب با تکنیک

با استفاده از این استراتژی،  2008است. در سال 

، با STEDبعدی حاصل از روش  3بازسازی تصویر 

نانومتر در همه جهات بدست  80وضوحی کمتر از 

ر روش تر دهای پیشرفته. در تکنیک(76)آمد 

نانومتر را  30وضوحی برابر با  STEDمیکروسکوپی 

بهبود  یکی دیگر از راهکارهای .(77)ایجاد کردند 

های تصویربرداری با وضوح بسیار زیاد استفاده روش

از نشانگرهای فلورسنتی با طول عمر بیشتر و 

های برای افزایش نشر از برچسب تر است.درخشان

برانگیخته شده چندین مسیر شامل مهندسی کردن 

ها بهبود یافتن تکنیک ،(78)های فلورسنت پروتئین

ش اختصاصیت، برچسب گذاری اهداف برای افزای

و توسعه  (79)داخل سلولی با فلورفورهای آلی 

 ها مد نظر قرار گرفته است.روش

 گیرینتیجه

ها و در دسترس بودن با بهبود یافتن روش

وضوح  میکروسکوپ فلورسنت با تصویربرداری با

ی بسیار بالا، کاربرد این تکنولوژی قدرتمند در دامنه

تواند مورد وسیعی از تحقیقات زیست شناسی می

استفاده قرار گرفته و منشاء نگرشی جدید در حیات 

های تصویربرداری موجودات زنده باشد. ارتقاء روش

با وضوح بسیار زیاد در میکروسکوپ نوری شکاف 

های در تقابل با روشها را بین قدرت تفکیک آن

مبتنی بر میکروسکوپ الکترونی از بین برده است. 

های میکروسکوپی که مبتنی بر توالی امروزه این روش

های مستقل است یابی تک مولکولای از مکانپیوسته

بعدی منحصر به  3توسعه یافته و تبدیل به یک ابزار 

فرد برای مطالعه دنیای پویای سلولی شده و کلیدی 

ای اختصاصیت بالاتر مولکولی و حداقل نگه داشتن بر

های موجودات زنده است. حالت تهاجمی برای بافت

چگونگی با بهره گیری از این تکنولوژی جدید 

ها با یکدیگر، نحوه انتقال کنش پروتئینبرهم

ها به بخشهای خاصی از سلول و ضرورت پروتئین

قابل  ،های مختلف سلولها در بخشحضور آن

ترتیب به به این. و مطالعه خواهد بود شاهدهم

ها و ساز و کاردرک این ها برای کارگیری این روش

های در تمام حوزههای درمانی جدید ابداع روش

و  بسیار ضروریپژوهشی نانوزیست فناوری 

 گشاست. راه
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Abstract  

The advancement of nanotechnology, as a promising novel technology, have been associated with 

concerns about biosafety and bioenvironmental issues. Specially, since this technology raises the claim of 

material manipulation in cellular-molecular-level, and improving biological functions of biomaterials 

with medical and biotechnological aims. In this regard, the safety of nanostructures and sub-cellular 

components according to the biological observations, and accurate study of biological mechanisms at the 

nanometer scale is of critical importance. The advantage of optical microscopy as an important tool in 

development of science is the ability to observe the living sample models, with minimal disruption to 

their functions, flexibility, sensitivity, and specificity. However, the limitation is the diffraction of light 

and its effect on the resolution. Recently, improvement of novel super-resolution imaging methods 

relying on molecules consisting of a labeled structure as nanometer source of light, has led to a significant 

reduction of resolution gap between fluorescent and electron microscopy. The images obtained by super-

resolution technique contain valuable information in areas such as chromosome studies, genome mapping, 

membrane transport, cell division, viral infection and cytotoxicity. This article introduces the latest 

scientific achievements of optical microscopy resolution improvement to the nanoscale with hope to 

upgrade the general information in different field of biology and medicine. 

Keywords: optical fluorescent microscopy, resolution, diffraction, nanometer scale, biosafety.  
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