
زیست فناوري دانشگاه تربیت مدرس

121

درنزدیک به سطح سازفاميهامولکولوزیع تسازيکمی

کلی-داخلی-بازتابفلورسانسِتصویربرداري با میکروسکوپ

*6سجاد، بتول *5منش، حسین نادري4بصام، محمدامین 3تودد، شراره 2نیالدشجاع، بهناز 1یخیشالهام 

ایرانتهران،الزهرا،دانشگاهشیمی،وفیزیکدانشکدهفیزیک،گروهدکتري،-1

ایرانتهران،مدرس،تربیتدانشگاهزیستی،علومدانشکدهنانوبیوتکنولوژي،گروهارشد،کارشناسی-2

بریتانیاادینبورگ،ادینبورگ،دانشگاهاخترشناسی،وفیزیکدانشکدهپسادکتري،محقق-3

ایرانتهران،اشتر،مالکصنعتیدانشگاهفیزیک،دانشکدهفیزیک،گروهدکتري،-4

ایران  تهران،مدرس،تربیتدانشگاهزیستی،علومدانشکدهبیوفیزیک،گروهاستاد-5

ایرانتهران،الزهرا،دانشگاهشیمی،وفیزیکدانشکدهفیزیک،گروهدانشیار-6

6/8/1399پذیرش:24/9/1398دریافت: 

*نویسندگان مسئول:

naderman@modares.ac.ir
bsajad@alzahra.ac.ir

:چکیده

داده دررخيهادهیپدکلی ابزاري کارا، براي مشاهده و ثبت - داخلی-فلورسانسِ بازتابمیکروسکوپِ

کیفیمیکروسکوپ، براي بررسی فردهمنحصربنانومتر است. از این ویژگیصدکمتر از يافاصله

فاصلهدر هانیاکتتوزیع در این مقاله، . شودیمنزدیکی سطح زیرینِ سلول استفاده در ،اسکلت سلولی

با استفاده از میکروسکوپِ فلورسانسِ کمتر از صد نانومتري از سطحِ تماسِ سلول با بستر زیرین، 

برايسلولیاسکلتيهانیاکتيسازیکممنشور تصویربرداري شده است. هیبرپاکلی -داخلی-بازتاب

برخورداربالاییاهمیتازحرکتآغازتازیرینبستربهاولیهاتصاللحظهازهاسلولخزیدنبررسی

،سازفاميهامولکولحجمی-سطحیبا استفاده از محاسبه توزیع ، در این مقالهجهتنیبد؛است

اینشده است.ارائهسلول زیرینسطحیِنزدیکدر سازفاميهامولکولتوزیع سازيیکمبراي روشی 

را از طریقاز سطح سلول يالحظهتصویربرداريبراساسسلول خزیدنطالعهامکان مروش جدید،

.کندیمفراهم در آن ناحیه سازفاميهامولکولموضعیمحاسبه توزیع

- توزیع- ، تابعسازفام، مولکول يسازیکمکلی، -داخلی- میکروسکوپِ فلورسانسِ بازتاب: کلیدواژگان

.حجمی- سطحیاحتمال، توزیع 
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مقدمه

و با گسترش دقت در ابزارها،گذشتهدههدر دو 

علوم زیستی حوزهپژوهشگران میکروسکوپی، يهاروش

انداي کردهژهیواسکلت داخلی سلول توجهبررسی به 

يهاکرولولهیملت داخلی سلول شامل اسک. ]5-1[

استاکتینیيهاکرورشتهیمبینابینی و يهارشته، توبولینی

اکتین يهانیپروتئاز بسپارش اکتینیيهاکرورشتهیم. ]6[

در خزش سلول اکتینی يهارشتهاین . اندافتهیتشکیل 

خزش سلول، با . ]7[و]6[دکننیمنقش اصلی را بازي 

غاز آگیري و چسبیدن سلول به سطح زیرین خود، قرار

شدن سلول روي سطح زیرین، گستردهو سپس با شودیم

.]8[شودیمغاز آخزیدن سلول 

قادر به چونمعمولمیکروسکوپیِيهاروش

سلول سطح زیرینِی اکتینی در نزدیکشبکهآشکارسازي 

کلی-داخلی-، میکروسکوپیِ فلورسانسِ بازتابنیستند
1)TIRFM( يهادهیپدابزاري کارا، براي مشاهده و ثبت

در. ]9-16[زیرینِ سلول استنزدیکی سطح داده در رخ

-بازتابفلورسانسِتصویرازاستفادهباگذشتهدهه

وبسپارشنرخودینامیکمطالعهسلول،کلی-داخلی

-طولانییابیمشخصه]،16[و] 15[هانیاکتوابسپارش

انجام] 17[معینزمانیبازهدراکتینيهارشتهشدن

درسلولداخلیاسکلتکیفیبررسی. استگرفته

-بازتابفلورسانسِتصویروسیلهنیز بهسطحنزدیک

بازتابیفلورسانستصویروسیلهبهعمقدروکلی-داخلی

اگرچه شده انجاميهاپژوهش. ]18[استشدهانجام

نزدیکی داده در رخفرایندهاي باره مفیدي دريهاداده

، ولی با توجه به ویژگی شدت دهدیمسطح زیرین سلول 

کلی که -داخلی- نور در میکروسکوپیِ فلورسانسِ بازتاب

ه بهادهیپدگزارشی کیفی از فقط ، کندیمبا عمق تغییر 

، یافتن روشی زمینه. در این دهدیمدست پژوهشگران 

شده با میکروسکوپیِ کمی که بتوان براي تصاویر گرفته

1. Total-Internal-Reflection Fluorescence Microscopy

. دینمایمکار برد، مهم ه کلی ب-داخلی-فلورسانسِ بازتاب

اسکلت سلولی انجام يسازیکمزیادي براي يهاتلاش

رایج که از يهايربرداریتصودر]. 19-22[شده است

، محاسبه شدت میانگین شودیمعمق اسکلت سلول انجام 

متصل به سازفاميهامولکولفلورسانس گسیلی از 

هانیاکتتوزیع يسازیکممعادلی مناسب براي هانیاکت

-داخلی-فلورسانسِ بازتابتصویردراما]؛23[است

تغییربهتواندیمگسیلیفلورسانسشدتدرتغییر،کلی

هانیاکتبهمتصلسازفاميهامولکولعموديموقعیتدر

سازفاميهامولکولغلظتدرتغییرنه(باشدمربوط

پردازشبراياگردر این صورتموجود در سطح).

محاسبه شدت ازنیزسلولیاسکلتسطحتصاویر

اکتینتوزیعبایدمیانگین فلورسانس گسیلی استفاده شود

دقیقفرضیکهشودفرضیکنواختسلولیاسکلتدر

گسیلیفلورسانسمیانگینشدتدر نتیجه .]18[نیست

مناسبیکمیتهانیاکتبهمتصلسازفاميهامولکولاز

فلورسانسِ میکروسکوپیتصاویردرگزارشبراي

با استفاده از ،در این مقاله. نیستکلی-داخلی-بازتاب

، یک سازفاميهامولکولحجمی-سطحیتوزیع محاسبه 

نزدیک سازفاميهامولکوليسازیکمروش جدید براي 

است.شدهارائهبه سطح سلول

ت (ملانوماي انسانی) روي سرطان پوسيهاسلول

سلول رشد داده شده و سپس صورت تکه نازك، بشهیش

توزیع اکتین، يهارشتهبه سازفاميهامولکولاتصال با 

-فلورسانسِ بازتابدر میکروسکوپیِ اکتین يهارشته

با پردازش تصویر . ه استکلی ثبت تصویر شد-داخلی

،مرزو از روي تعیین ،سلولمرز ،میدان روشن

در .استاستخراج شدهسلول هندسیيهایژگیو

-داخلی-میکروسکوپِ فلورسانسِ بازتابي کهتصویر

استگرفته موجود در سلولسازفاميهامولکولاز کلی 

(قطر بزرگ وبا توجه به مشخصات و  هندسی سلول 

سلول یک بیضی به سطح مقطع ، و مرکز هندسی)،کوچک
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با ییهاقاچبه است. سپس، بیضیشدهمحاط یا محیط 

حجمی-سطحیتوزیع برابر تقسیم شده، و مرکزيزاویه 

است. با آمدهدست ه بقاچ هر در سازفاميهامولکول

سازفاميهامولکولحجمی-سطحیبودن توزیع معلوم

حجمی-سطحیاحتمال -توزیع-تابعمودار در هر قاچ، ن

رسم بر حسب زاویه سلول در هر تکسازفاميهامولکول

است.شده 

هایی که در مراحل مختلفسلولبا انتخاب تک

-نمودار تابعچسبیدن به سطح زیرین یا گسترش هستند، 

هر سازفاميهامولکولحجمی-سطحیاحتمالِ-توزیع

.و با یکدیگر مقایسه شده استآمدهدست ه بسلول 

هاروشو مواد

زیستیيهاسلوليزیآمرنگتهیه و 

) از A-375انسانی (منشأسرطانی پوست با يهاسلول

و در ترکیبی از محیط شدهانستیتو پاستور ایران تهیه 

DMEM)BIO_IDEA(،%10سرم جنین گاوي)Gibco (

-BIOپنیسیلین و استرپتومایسین (يهاکیوتیبآنتی %1و 

IDEA و گرادیسانتدرجه 37)، و شرایط محیطی دماي ،

با هاسلولدي اکسید کربن رشد داده شدند. سپس، %5

،مربعمتریسانتسلول بر 3000تقریبی چگالی سطحی 

قرار فیبرونکتین پوششنازکی بايهاشهیشروي سطح 

نازك را داخل محیط کشتی که در يهاشهیش. ندداده شد

ساعت در شرایط 24به مدت برده وبالا گفته شد فرو

دي اکسید کربن 5%، و گرادیسانتدرجه 37دماي 

چسبیده و فیبرونکتین هیلابه هاسلول، تا هنگهداري شد

براي تثبیت شوند. آماده اسکلت سلولی يزیآمرنگبراي 

هاسلول،فیبرونکتینهیلارويشده دادهرشد يهاسلول

دقیقه در معرض پارافرمالدهید با غلظت 10- 30به مدت 

) و بعد از شستشو با پی بی Sigma-Aldrich(4%حجمی 

(فسفات بافر سیلانت)، به مدت  دقیقه در 3-5اس 

-Sigma(1/0%با غلظت حجمی x-100معرض تریتون 

Aldrich قرار داده شدند. بعد از شستشوي مجدد (

دقیقه، در معرض 90با پی بی اس، به مدت هاسلول

) با غلظت حجمی SantaCruz(633فالویدین کروز فلور 

تا ندشدقرار داده )1%(رقیق شده با بافر بی اس اي %1

اکتین اتصال يهارشتهفالویدین به داخل سلول نفوذ و به 

در يزیآمرنگمرحلهلازم است یک پیدا کند. - به-یک

در محیط خشک و هاسلولتاریکی انجام شود و سپس 

.ندوشخنک و به دور از تابش نور نگهداري 

زیستی و اسکلت سلولیيهاسلولاز تصویربرداري

-بازتابفلورسانسِمیکروسکوپِیک تصویربرداري با 

شده انجام، شدهطراحیبر پایه منشور که کلی-داخلی

به این ترتیب است )، 1آزمایشگاهی (شکل مان چیداست.

نانومتر و توان 532نئودمیوم یاگ با طول موجلیزرکه نور

تخت بازتاب نهیآبا برخورد به میلی وات60اسمی 

به منشور ياهیزاوتحت نور ،. با تنظیم آینهدیابیم

که در شودیمتابیده 52/1با ضریب شکست ياشهیش

،ترتیببدین.کلی رخ دهد-داخلی-بازتاب،مرز نمونه

شده تولیدمیراي الکتریکی ان با استفاده از میدسلول سطح 

)فلورسانستابش گسیلی (تابش .شودیمروشن 

عدسی یک وسیلهبههانیاکتمتصل به سازفاميهامولکول

25/1و عدد گشودگی برابر،100با بزرگنمایی 

)ACHRO, OIL( شودیميآورجمع، در کانون عدسی .

در کانون )ToupCam)U3CMOSدوربین دیجیتالی 

، با تعداد پیکسل خاکستريتصویر و گرفته عدسی قرار 

مدت زمان . شده استثبت بیت8و 3584×2746

زمان برانگیختگی ثانیه، 5/0یکسان (هانمونهبه نوردهی 

وشده درنظر گرفتهفالویدین) مولکول فام سازِ متصل به 

تصویربرداري در دو حالت میدان روشن و فلورسنت 

.شده استانجام 
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کلی بر پایه منشور-داخلی- و چیدمان میکروسکوپیِ فلورسانسِ بازتابوارهطرح1شکل 

سلولتکاسکلت تصویر پردازش 

افزارنرمباهاي میدان روشن، و فلورسنتپردازش تصویر

الگوریتم مربوط به مراحل متلب انجام شده است. 

در مرحله نشان داده شده است.2پردازش در شکل 

افزار متلب، مرز سلول از روي تصویر میدان نرمنخست، با 

سلول، و با دست آمده و براساس مرز تکه روشن ب

افزار متلب، مشخصات هندسی سلول مثل نرماستفاده از

(Aمساحت ( (P)، محیط  دست ه ) بC) و مرکز هندسی 

بیضی را با نیترشبیهافزار متلب نرم. علاوه بر آن، دیآیم

)، و قطر بزرگ bقطرهاي کوچک و بزرگ (قطر کوچک (

)aکندیمسلول، محاط یا محیط )) بر تک.

سازفاميهامولکولتصویر تابش، و الگوریتم پردازش تصویرهاي میدان روشن2شکل 

شکل هندسی نیترکینزدکه موضوع با دانستن این

با وبیضی است،تصویرصفحهدر به سطح مقطع سلول

و دو قطر کوچک و ،سلولدراختیارداشتن مرکز هندسی

بر اساس سه کمیت ظاهري سلول يهایژگیو،بزرگ

(Aمساحت ( )، خروج از مرکز 
2

21 be
a

= ) و -

2(سلول بودندایرويضریب 

4 Ac
P
p

بررسی ) =

.]24[و]18[شودیم
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. کندیممیزان کشیدگی سلول را بیان ،خروج از مرکز

نشده (سطح مقطع گستردهيهاسلولاین کمیت براي 

يهاسلولو براي کندیممیل مقدار صفر به شکل)يارهیدا

(سطح مقطع دوکیشده،گسترده شکل) بهبیضیشکل 

کمیت خروج از مرکز ،بنابراین.کندیممیل مقدار یک 

شده از گستردهيهاسلولمعیاري براي جداسازي تواندیم

نشده در نظر گرفته شود.گستردههاي سلول

تشخیص میزان معیار خوبی براي بودن دایرويضریب 

سلول به مقطعِشکل هندسی سطحِو دوريِنزدیکی

. محیط آن استدر "همواري"ضمن در نظر گرفتن ،دایره

باشد شکل سطح مقطع ترکینزدهرچه این کمیت به یک 

و مرز آن هموارتر است و این یعنی ترهیشبسلول به دایره 

گرفتن این کمیت از فاصلهبا .سلول هنوز باز نشده است

عدد یک، سطح مقطع سلول از شکل دایره دورتر و مرز 

این امر خواهد بود که (داراي گوشه و ضلع) آن ناهموارتر 

.کندحکایت میشدن سلول گستردهاز 

سلول پردازش نس ِاتصویر فلورس، بعددر مرحله 

-داخلی-فلورسانسِ بازتابمیکروسکوپِدر . شودیم

مرز فاصله تابعی نمایی از میرا کلی، تغییرات شدت موج 

اگر شدت موج برانگیزاننده در . کلی است-داخلی-بازتاب

نور شدت اینکه بین فرضعمق نمونه، یکنواخت بود، با

-تابشنور شدت ، با برانگیختگیشده به نمونه براي تابش

فام سازهاي متصل (در اینجا سازفاميهامولکولشده از 

وجود دارد، و شدت نور یک تناسب خطی )اکتینبه 

چگالی حجمی ساز با فاميهامولکولشده از ثبت

که، در حالی. درخواهد داشتساز رابطه فاميهامولکول

شدت کلی،-داخلی-فلورسانسِ بازتابمیکروسکوپِ 

ه نیست و بموج برانگیزاننده در عمق نمونه یکنواخت 

محل (در اینجا انسطح بازتابصورت نمایی با فاصله از

، روایناز. رابطه دارد)با سلولفیبرونکتینهیلاتماس 

، براي بررسی "تباین در شدت"یا"شدت"هايکمیت

يمعیارهانیاکتتوزیعسازيو کمیسازفاميهامولکول

سازي یکمروش دیگري براي ،در ادامهنیستند.مناسب

که در آن معرفی شده استدر نمونه سازفاميهامولکول

جاي مقدار شدت ه هاي نورخورده باز مساحت پیکسل

شود.استفاده می

شده با ثبتبا درنظرگرفتن اینکه در تصویر 

توزیع فقطکلی، -داخلی-فلورسانسِ بازتابمیکروسکوپِ

که در یک حجم با يسازفاميهامولکولسطحی 

نانومتر حضور دارند ثبت شده 100ضخامت کمتر از 

با تقریب خوبی یک سازهافامتوزیع ،است، بنابراین

توزیع سطحی در یک حجم ناچیز است که از تعبیر توزیع 

معلوم بودن مرکز با استفاده خواهیم کرد. حجمی-سطحی

، ییا محیطیهاي بیضی محاطقطرهندسی هر سلول و 

مرکزي برابريهاهیزاوبا ییهاقاچبه شده رسمبیضی 

سطح مقطع سلول نیز به به این ترتیب،. شودیمتقسیم 

تعداد و مرکزي برابر تقسیميهاهیزاوبا ییهاقاچ

.شودیميسازیکمقاچدر هر تکنورخورده يهاکسلیپ

- سطحیبا توزیع نورخورده يهاکسلیپتعداد

در مؤثردر حجم محدود و سازفاميهامولکولحجمی

. بنابراینستامتناسبکلی-داخلی-بازتابمیکروسکوپِ

ن دادن آربطو پیکسلهردر شدت اندازهجاي بررسی ه ب

در هر سازفاميهامولکولحجمی-سطحیبا توزیع 

در سازفاميهامولکولحجمی-سطحی، توزیع پیکسل

ها. بدیهی است که هرچه قاچشودیمیک قاچ بررسی 

در يترقیدق، اطلاعات يسازیکمد، این نتر باشکوچک

مساحتهر قاچ، نسبت اختیار قرار خواهد داد. در

حجمی-سطحیمتناسب با توزیع نورخورده (يهاکسلیپ

در هر قاچمساحت سلولبه ) سازفاميهامولکول

-بهتواند می)در یک قاچاز سلولمحدود شده(مساحت

این کمیت در نظر گرفته شود.کمیت معنادار یک عنوان 

به مساحت و ،هاکسلیپشدت به جاي وابستگی به مقدار

وابسته است و در نتیجه دقت و معناي هاکسلیپتعداد 

کلی -داخلی-در میکروسکوپِ فلورسانسِ بازتاببیشتري 
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خورده، و نوريهاکسلیپتعداد با شمارش دارد. 

از سلول که در هر قاچ ییهابخشداخل نخوردهنور

مساحت هر پیکسل از بودن معلوممحصور شده است و 

يهامولکولحجمی- سطحیتوزیع توان می، تصویر

مساحت گرادست آورد. ه در هر قاچ را بسازفام

با توزیع سطحی که راقاچ روشن در هريهاکسلیپ

، وఏ௅ܣبااست متناسب در یک قاچ سازفاميهامولکول

که در یک قاچ محدود شده را مساحت بخشی از سلول 

و نسبت آن توان رابطه زیر، مینمایش دهیمఏ்ܣبااست

:دست آورده برا

ఏݎ = ஺ഇ
ಽ

஺ഇ
೅ )1(

يهامولکولحجمی-سطحیتوزیع آوردن دستهبا ب

بیضی که يهاقاچ، و براي تمام )ఏݎ(در هر قاچسازفام

نمودار توزیع توانیم، کنندیمسطح سلول را جاروب 

را برحسب سازفاميهامولکولياهیزاو-یسطح

مرکزي هیزاوهرچه رسم کرد.)ߠمرکزي برابر (يهاهیزاو

خواهد افزایش ياهیزاووضوح تر باشد، کوچکهاقاچ

در این حالت باز اگرچه خواهد بود. ترقیدقنتیجه و یافت

هر دو «با یکدیگر مساوي نیستند ولی هاقاچهم مساحت 

مقدار مساحت را دارند.نیترکینزد»قاچ مجاور به هم

نتایج و بحث

انجام مرحله در سه بر سطح زیرینقرارگیري سلول 

تقریباًسطح مقطع سلول ،در اتصال اولیهشود. می

با .استدر اصطلاح سلول باز نشده و استشکليارهیدا

سطح مقطع سلول به سطح زیرین،شدن سلول بر گسترده

که درنهایت . شودیمباز نیمهسلول وترکینزدبیضی 

و گستردهدر اصطلاح بازیا آمادهحرکتبرايسلول

،3شکل . داردچند ضلعیعموماًمقطعیِ، سطحِاستشده

سلول را در مراحل مختلف چسبیدن به سطح و سه تک

نشان ها راسلولمقطع سطحِيِاهیزاويبندمیتقسنحوه نیز

)، خروج Aمساحت (-مشخصات هندسی سلول .دهدیم

-) هر سلولcبودن (دایرويو ضریب )، e(از مرکز 

دهد سلولی را نمایش میالف-3شکل گزارش شده است. 

. این سلول هنوز استکه در اتصال اولیه با بستر زیرین 

دایره به آنروي بستر گسترده نشده و سطح مقطع 

دهد که سلولی را نشان میب-3شکل است. ترکینزد

شده است. ترگستردهاتصال بیشتري با بستر زیرین یافته و 

يارهیداسلول نیمه باز شده، و تقارن شودیممشاهده 

نهایی سلول کامل مرحلهخود را از دست داده است. در 

. شودیمآمادهحرکت برايباز و ،روي بستر زیرین

سلول شودیممشاهده ج-3در شکل کهطورهمان

بیضی دارد.شبیهبازشده، ظاهري کشیده و 

شده در شکل نمایش دادهيهاسلولبراي هرکدام از 

در هر قاچ سازفاميهامولکولحجمی -توزیع سطحی، 3

بیضی که سطح سلول را يهاقاچ)، و براي تمام ఏݎ(

نمودار کردنبهنجار. با استارائه شده، کنندیمجاروب 

-توزیع-حجمی بر حسب زاویه، تابع-توزیع سطحی

) بر ௥݂ഇ(سازفاميهامولکولحجمی-سطحیاحتمال 

در این . دیآیمدست ه ) در هر سلول بߠحسب زاویه (

حجمی-سطحیمحور شعاعی توزیع نمودار، 

يهاهیزاوو محور قطبی ،)௥݂ഇ(سازفاميهامولکول

.داده شده استیش نما)�(هاقاچمرکزي 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

32
22

11
5.

13
99

.1
1.

4.
6.

1 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 b

io
t.m

od
ar

es
.a

c.
ir

 o
n 

20
25

-0
4-

16
 ]

 

                             6 / 12

https://dorl.net/dor/20.1001.1.23222115.1399.11.4.6.1
https://biot.modares.ac.ir/article-22-38469-en.html


شیخی و همکاران________ ________________________________ ...ساز نزدیک فاميهامولکولتوزیع سازيکمی

127

(الف)

(ب)

(ج)

شده و مشخصات همراه مرز تعیین،باز و (ج) بازشدهنیمهتصویر میدان روشن سلول (الف) بازنشده، (ب) ،سمت راستدر 3شکل 

بیضی،سمت چپقرار دارد و در) cبودن (دایرويو ضریب ) e()، خروج از مرکز Aمساحت (که عبارت است ازسلول هندسی 

.رسم شده استدرجه بر سطح مقطع سلول5مساوي مرکزييهاهیزاوقاچ با 72شده بهمحاط یا محیط

.دهدیممیکرومتر را نشان 5خط مقیاس 
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- سطحیاحتمال - توزیع-مودار تابع، ن4در شکل 

بر حسب زاویه هریک از سازفاميهامولکولحجمی

نمایش داده شده است. سلول 3شکل يهاسلولتک

شکل يارهیداباًیتقرسطح مقطع کهآنبازنشده علاوه بر 

يهامولکولحجمی- سطحیاحتمال -توزیع-تابعدارد، 

نسبت به قطر بزرگ و قطر آن نیزهیزاوبرحسب سازفام

(شکل  که الف). درحالی-4کوچک سلول متقارن است 

سطح مقطع آن ازب)،- 4بازشده (شکل نیمهبراي سلول، 

(که معیاري براي تشخیص  غاز چسبیدن آشکل دایره 

-سطحیاحتمال -توزیع-تابعتقارن واست) خارج 

بر حسب زاویه نیز نسبت به سازفاميهامولکولحجمی

شده است.قطر بزرگ و قطر کوچک سلول شکسته

باًیتقربازشده نیمهاگرچه مساحت دو سلول بازنشده و 

بازشده نیمهبودن سلول دایرويبرابر است، ضریب 

دهندهنشاناین امر که از سلول بازنشده است تر کوچک

(محیط) سلول نیمهتریطولان بازشده نسبت به بودن مرز 

باز کاملاین تابع، براي سلولی که . استسلول بازنشده 

نسبت به )،ج-4شکل است (آماده حرکتبراي شده و 

. از شدت نامتقارن استبهقطر بزرگ و قطر کوچک سلول

حجمی-سطحیاحتمال -توزیع-نمودار تابعمقایسه 

سلول در تکدربر حسب زاویهسازفاميهامولکول

4مختلف نسبت به بستر زیرین که در شکل يهاتیوضع

نتیجه گرفت که تقارن در توانیم، استنشان داده شده

نسبت به قطر سازفاميهامولکولحجمی-سطحیتوزیع 

وضعیت چسبیدن کوچک و قطر بزرگ سلول با تغییرِ

.شودیمشکسته ،سلول

گیرينتیجه

يهانیاکتيسازیکممیکروسکوپی معمول، يهاروشدر 

اسکلت سلولی اغلب بر مبناي محاسبه شدت میانگین 

ست. در این هاسلولدر سازفاميهامولکولشده از ثبت

شده با غلظت ثبت، شدت میانگین فلورسانس هاروش

است. متناسب موجود در حجم سلول سازفاميهامولکول

نیز متناسب با چگالی حجمیسازفاميهامولکولغلظت 

-. درحالیشودیماسکلت سلولی در نظر گرفته يهانیاکت

کلی، -داخلی-که در میکروسکوپیِ فلورسانسِ بازتاب

ناشی از تغییر فقطسازفاميهامولکولتغییر شدت در 

عمودي ۀنیست. بلکه فاصلسازفاميهامولکولغلظت 

به کاهش تواندیماز بستر سلول نیز سازفاميهامولکول

سازهاي فامیا افزایش شدت تابش گسیلی از مولکول

کاهش نمایی شدت علتشود. این پیچیدگی، به منجر 

يهامولکولکننده برانگیختهعنوان میدان موج میرا (به

له ئل است. این مس) با فاصله عمودي از بستر سلوسازفام

يهامولکولشده از ثبتسازي شدت یکمشودیمسبب 

هانیاکتناسبی در بررسی چگالی حجمی معیار مسازفام

رفع این کاستی در روش براي،در این کارنباشد. 

ارائهکلی روشی -داخلی- میکروسکوپیِ فلورسانسِ بازتاب

سلولسطح يهانیاکتاحتمال حضور بتوانشده است که

درشدهرا با استفاده از مساحت نسبی فلورسانس ثبت

می توان بهدر گذر زمان ویژه، دست آورد. بهه تصویر ب

يهامولکولحجمی-سطحی-احتمال-توزیع-تابع

بررسی و یافت و آن را بر حسب زاویه دستسازفام

.کردمقایسه 
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(الف)

(ب)

(ج)

احتمال توزیع -توزیع-تابعيارهیدانموداردر سمت چپ، وکلیداخلیبازتابفلورسانسرنگیتصویرراست،درسمت4شکل

قرار دارد.سازفاميهامولکولياهیزاو-یسطح

.دهدیمنشانرامیکرومتر5مقیاسخط. استبازشده،جسلول وبازنیمه،بسلول بازنشده،،الفسلول
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Abstract:
Total-Internal-Reflection Fluorescence Microscopy (TIRFM) is a
useful tool to visualize and record the phenomena that happen below
100 nm thickness of the sample surface. This unique property of
TIRFM helps  to  perform a  qualitative  study  of  cytoskeleton  near  the
cell-substrate contact. Here, by staining the actins filaments of the
human melanoma cell and implementing the prism-based total-
internal-reflection fluorescence microscope, a method to quantify
distribution of fluorophores at cell-substrate contact is proposed.

Keywords: total-internal-reflection fluorescence microscope,
quantification, fluorophore, probability-distribution-function, surface-
volume distribution
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