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   الوحيدة عن الجزيئات البصريالكشف  ٨,٢
Optical Detection of Single Molecules  

   ة متحد البؤر بمجهر التألق وحيدةالجزيئات العن  كشفل ا٨,٢,١
Detecting Single Molecules with Confocal Fluorescence Microscopy 
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كـشف ) أ( للكشف عن الجزيئات الوحيـدة شائعة الاستخدام الثلاث بصريةال طرائقال ):٨,١(الشكل رقم 
 فــي كــل .ي الكلــي الانعكــاس الــداخلتــألقمجهــر ) ج( . الخــارجيلتــألقباتــصوير ) ب( .ة البــؤر  متحــدنقطــةال

 ،ة الخلفية مـرة أخـرىإلى الفتح) DM(ثنائية  مرآة منعكس ضوء الليزر الموجهة يتم الثلاث،  تالهندسيا
ويـتم تجميـع التـألق . (SP)  مـستوى العينـةفـيبعـد ذلـك  هار يتصو يتم و ، (NA) الرقمية العاليةالفتحة شيئية ل

كشف الفي و ). BF(نطاقي ر امر إمرشح بيتم ترشيحه أكثر  و ،ا نفسهالشيئيةء وحيد خلال ين جز م الناشئ
علــى مــستوى ع و ضــمو ، )PH( خــلال ثقــب صــغير لــك بعــد ذالــضوء المرشــح طيفيــاً يــتم إمــرار ، ةالبــؤر متحــد 
 مجهر تألق الانعكاس الداخلي الكلـيو ، الخارجي تألقلا تصوير يتصميميحتاج كل من و  . الابتدائيالصورة

TIRF خلفـي البؤري المستوى ال على اً ركز م ضوء الليزر إلى أن يكون)BFP(شيئية للـ (BFP).  للكـشف،و 
يـــستخدم  بينمــا، )APD ( الجــسيماتنهياريــةاة  ضــوئيثنائيــات يــاً نموذج ةالبــؤر متحــدة  اتتجهيــز  تــستخدم

 CCD  ذات جهـاز مـزدوج الـشحنةكـاميرات والتـألق الخـارجي  TIRFمجهر تألق الانعكاس الداخلي الكلي 
 مجهر تألق الانعكـاس الـداخلي الكلـيل الشيئيةيبين الزاوية الحرجة المطلوبة لتحقيق ) د( .عالية الحساسية

TIRF  ،١,٤٥ أو ١,٤ قمية عالية مقدارها فتحة ر ب.  
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Visualizing Single Molecules with Epifluorescence Detection 
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. وحيدالشعاع ال  انحدارمصيدةليزر ثلاثية الأبعاد من ال بؤرة توضيحي ل موسعرسم) أ). (٨,٢(الشكل رقم 
  بإحكام مركزة شدةرانحدا لإنتاج ، العاليةNA  الفتحة الرقميةشيئيةخلال   جاوسيتم توجيه شعاع ليزر

لليزر وقوة ا  منTEM00ط نممن ) FT( قوة مستعرضة انحدار الشدة يواجهجسيم في محيط أي ). |∇∇∇∇(
 Laguerre-Gaussian اوس ج–لاجير   دوناتطنم) ب. (من الشيئية محكمالتركيز لل؛ )FL(طولية 

)LG0
الأشرطة الملونة و . ر للشعاعاالدو الطور  بسبب ؛الشعاع على طول محورالتداخل الهدام يبين ) 1
. وجة الموضحة باللون الرمادي الم لجبهةرا الدو طورالفردية التي تشكل الئية موجات الضو المثل تُ 
حافظ على القلب الذي ي ،الدوناتب شبيه انحدارفي  وضعالمنتجة من نتائج ة تجالنا للشدة صورة  )ج(

  .العالية NA  الفتحة الرقميةشيئيةعندما يتم تركيزه ب) د (امظلم
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  من الحمض النووياً ديوحconcatemer   متسلسلاً اً سلسل الصور تكثيفتيوضح ) أ( ).٨,٣( رقم شكلال
λ-DNA متر ميكرو ١ة متألقمن الحبات ال اً بطيئاً  تدفقةمتألقعرض الصور ال ت)ب( .بروتامينال في محلول 

الإجراءات )  هـ-ج. ()متر ميكرو ٥٠: المقياسشريط (ة الدائرية دقيقلغرفة ال الجانبي لالشقل داخ
 نووية أحماضتدفق ) i (كونة من م،دي الوحDNA  جزيئات الحمض النوويإزالة تكثيفالمستخدمة لبدء 

) ii(، )ج( الدائرية داخل الغرفة الدقيقة ، ٧,٥ يساوي pH هيدروجيني رقمذي   في محلولDNAsة مكثف
 البصرية مصيدةالب فيالتكثإزالة  بدأت) iii(و. )د(  الشق الجانبيإلى الحمض النووي انتقال و ،حصر فردي

 ٧,٥الرقم الهيدروجيني ذي محلول ال محل pH ٨هيدروجيني الرقم الذي محلول الحلال بعد إ
 ملي ١٥٠ثر من  لأكالوحيد λ-DNA   جزيء الحمض النوويفيتكث  تحدث إزالة)ط-و (.الانتشارب

 لأن ؛ةطفيف غشاوة حدثت.  ملي ثانية٥٠ يةزمنبدقة كل إطار  كان يكتسب  ،صفر = t بعد و  .ثانية
تم إعادة و  .لكاميرال ة الصور التقاطكانت أسرع من معدل ،   DNA لحمض النوويل الحركات الداخلية

 Science (Washington, D. C.) 286, 120,Copyright ن،ي وآخر Brewer  من برويرترخيصطبع بال

1999 AAAS.   

  

  ةوحيد الالإنزيمة جزيئات ي حرك  تقصي٨,٤,٢

  Probing the Kinetics of Single Enzyme Molecules  
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فردي في هلام  متألق  أوكسيديز الكولسترول، لجزيءمتحدة البؤرة ماسحةصورة ) أ(). ٨,٤( رقمشكللا
تم إعادة ، أوكسيديز الكولسترول النشط جزيء ناتجة من، غلق/ فتحني لدوراتيفلورسأثر ) ب. (اروزالأج

 Science (Washington, D. C.) 282, 1877,Copyright 1998 ن،ي وآخر Lu من لوترخيص بطبعها 

AAAS.) ثانية، ٦٠كل . لفوسفاتيز القلوي الموجودة داخل حويصلات دهنية وحيدةلالحفز نشاط ) ج 

عند )  الفلورسينسفاتو ثنائي ف( ةغير متألقركيزة  من ةتشكلالمة المتراكمة متألقالمنتجات الفحص تم 
بين الحفز في ي ،)ح(الجانب الأيسر من . ساعة التفاعل ضبطعادة تبيض لإ ثم ،متر نانو ٤٨٨ طول موجي

تم إعادة ، و متر نانو ٥٠٠قطرها  نصف  حويصلةالجانب الأيمن في، و مترميكرو ١,٥ها حويصلة نصف قطر 
 Chem. Phys., 247, Chiu et al., Manipulating the:  السيفير دار النشرطبعها بترخيص من

biochemical nanoenvironment around single molecules contained within vesicles, 133, 

Copyright (1999),.  
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.  في الزيتالدقيقة المائيةرات يين من القطتلاثن دمج الموجة يوضحصور من سلسل ت). ٨,٦(الشكل رقم 
 ،تم إعادة الطبع بترخيص من السيفير.  لتر١٣ -١٠×٢  حجميناظر، متر ميكرو ٤قطر لقطيرات بمقاس ا

-TrAC, 22, D. T. Chiu, Micro- and nanoscale chemical analysis of individual sub: نقلاً من

cellular compartments, 528, Copyright 2003 .  
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