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تصویربرداری فراطیفی رامان و پیاده سازی تصویربرداری فراطیفی رامان و پیاده سازی 
الگوریتم های یادگیری ماشین، راهکاری نوین در الگوریتم های یادگیری ماشین، راهکاری نوین در 

استخراج نقشه توزیع مولکولی مواداستخراج نقشه توزیع مولکولی مواد

طیف سـنجی پراکندگـی غیرخطـی رامـان، از جملـه روش هـای طیف نـگاری اپتیکی اسـت که بـه دلیل آشکارسـازی مدهای ارتعاشـی 
مولکـول هـدف کـه بیانگـر اثر انگشـت مولکـول بوده، امـکان طیف سـنجی و آشکارسـازی گونه های شـیمیایی موجـود در مـواد در مقیاس 
مولکولـی را فراهـم مـی آورد. همچنیـن یـک سـامانه اپتیکـی ترکیبی متشـکل از یک سیسـتم طیف سـنجی رامـان به همراه میکروسـکوپ 
کانفـوکال نـوری، ایـن امـکان را فراهـم مـی آورد کـه بتوان سـطح نمونه مـورد بررسـی را به صورت نقطـه به نقطه، بـا گام هـای فضایی قابل 
کنتـرل، جـاروب نمـوده و بـا اندازه گیـری طیـف پراکندگـی رامـان غیرخطی هر نقطـه، اطاعـات مولکولی موجود در سـطح نمونـه را ثبت 
کـرد. از تجمیـع داده هـای خـام طیفـی تهیـه شـده و مختصـات فضایی هـر طیف، تصاویری موسـوم بـه تصاویـر فراطیفی1 دو بعُـدی تهیه 
شـده کـه در آن هـر پیکسـل حـاوی یـک بـازه طیفـی از پراکندگـی غیرخطـی رامان اسـت. سـپس در مرحلـه تجزیـه و تحلیـل داده های 
HS حاصـل شـده، بـا اسـتفاده از روش هـای آمـاری پیشـرفته در حوزه هـوش مصنوعی و یادگیـری ماشـین، اطاعات مربوط بـه چگونگی 
توزیـع مولکولـی و فازهـای شـیمیایی نمونـه مزبـور بـا حساسـیت و دقـت بالا اسـتخراج می شـود. ایـن روش ترکیبـی به همـراه روش های 
عـددی مذکـور، بـه خوبـی می توانـد مجموعه داده هـای پیچیده و بـزرگ تصویر HS را تحلیـل و اطاعات مربوط به نقشـه توزیـع مولکولی 
نمونه هـای طیف نـگاری شـده را فراهـم  کنـد. لـذا در این مقالـه، از یک چیدمـان اپتیکـی ترکیبی، متشـکل از یک میکروسـکوپ کانفوکال 
نـوری و یـک سـامانه طیف سـنجی رامـان اسـتفاده شده اسـت و بـا اسـتفاده از این چیدمـان و بهره گیـری از لیـزر مرئی با طـول موج 532 
نانومتـر، سـطح یـک نمونـه دو پلیمـری بـا توزیـع ناهمگن بـه تعـداد 3900 نقطه جاروب شـد و طیـف پراکندگـی غیرخطی رامـان نمونه 
در نقـاط مختلـف آن بـه ثبـت رسـید و تصاویـر فراطیفـی خام از ایـن نمونه هـدف تهیه شده اسـت. در نهایت، نقشـه مولکولـی از چگونگی 

توزیـع فضایـی پلیمرهـا در ایـن قـرص بـا اسـتفاده از روش های آماری هـوش مصنوعی و یادگیری ماشـین اسـتخراج شده اسـت.
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علـم آشکارسـازی مـواد در مقیـاس مولکولـی2، شـامل روش هـای نویـن و فناوری هـای نوظهـوری اسـت که بـه مطالعه 
رفتـار یـک مولکـول منفـرد در میان سیسـتم پیچیـده ای3 از مولکول ها می پـردازد؛ به طوری که بررسـی در لحظه سـاختار، 
دینامیـک و عملکـرد مولکولـی و همچنیـن درک ویژگی هـای فیزیکـی و شـیمیایی در مقیـاس مولکولـی بـدون نیـاز بـه 
میانگین گیـری و روش هـای آنسـامبلی4 را میسـر می سـازد ]1 تـا 3[. طیف سـنجی و تصویربـرداری فلوئورسـانس5 یکـی از 
مرسـوم ترین روش هـای اپتیکـی اسـت که در یـک دهه اخیر، آشکارسـازی مـواد در مقیـاس مولکولی را امکان پذیر سـاخته 
اسـت. در ایـن روش، مولکول هـای هـدف مـورد بررسـی بـا رنگدانه هـای آلـی، رنگ آمیـزی و برچسـب گذاری  می شـود و 
پـس از برانگیختگـی، ایـن رنگدانه هـا بـا طـول موج مشـخص، تابش فلوئورسـانس حاصـل به منظـور آشکارسـازی و مطالعه 
فرایندهـای دینامیکـی مولکول هـای هـدف بررسـی می شـوند ]4 و 5[. بـا این حـال، این روش نیـز در آشکارسـازی مواد در 
مقیـاس مولکولـی بـا محدودیت هایـی روبـه رو اسـت. از جملـه مهم تریـن این چالش هـا و محدودیت ها این اسـت کـه امکان 
اتصـال برچسـب بـه همه انـواع مولکول هـا امکان پذیر نیسـت و همچنین خود برچسـب گذاری و نشـان دار کـردن مولکول ها 
]6[ به منظـور تشـخیص و آشکارسـازی، می توانـد روی جنبـش و حرکـت6 مولکول ها تاثیرگذار باشـد ]7[ که ایـن امر منجر 

بـه ایجـاد اثـرات ناخواسـته و نامطلـوب در مطالعـه دینامیکـی مولکول های هدف می شـود.
طیف سـنجی رامـان ابـزاری قدرتمنـد و مفیـد به منظـور مشـخصه یابی و آنالیـز سـاختار شـیمیایی مـواد در مقیـاس 
مولکولـی اسـت. از جملـه مزیت هـای ایـن روش طیف سـنجی، می تـوان بـه دو ویژگـی مهـم غیرمخـرب بـودن و عـدم نیاز 
بـه آماده سـازی نمونـه اشـاره نمـود. از طرفـی دیگـر، ماهیـت اپتیکـی ایـن روش، اندازه گیری هـا را به صـورت غیرتماسـی 
 µm3 امکان پذیـر سـاخته اسـت. به عـاوه، حجـم مورد نیاز نمونـه برای آنالیـز طیفی در این روش، بسـیار انـدک )از مقیاس
1( اسـت ]8[. همچنیـن، چیدمـان اپتیکـی طیف سـنجی رامـان، ایـن امـکان را فراهـم می آورد کـه اندازه گیری هـا در محل 
و به صـورت برخـط صـورت پذیـرد، از ایـن رو می تـوان فعالیـت شـیمیایی مد نظـر را در مقیـاس ثانیـه پایش نمـود. از دیگر 
ویژگی هـای ایـن روش طیف سـنجی ایـن اسـت که بسـته بـه کاربرد مـورد انتظـار، می توان میـزان تفکیک فضایـی از حدود 
µm 1 تـا cm 1 به منظـور آنالیـز سـطحی و یـا حجمـی نمونـه، تنظیـم نمـود ]9[. در این روش، امـکان اندازه گیـری برای 
تمامـی فازهـای شـیمیایی مـاده اعم از جامـد، مایع و گاز وجـود دارد. در نهایت، باید اشـاره نمود که در طیف سـنجی رامان 
برخـاف طیف نـگاری مـادون قرمـز7، رطوبـت و آب عاملـی مزاحـم محسـوب نشـده و ایـن بدیـن علـت اسـت کـه مدهای 

ارتعاشـی آب مشـخص و منحصربه فـرد بـوده و از ایـن  رو، در ترکیـب بـا سـایر مـواد، قابل تفکیک هسـتند.
امـروزه تصویربـرداری از اجسـام و پدیده هـا دارای مفاهیـم بسـیار پیچیده تـر و گسـترده تری نسـبت بـه چنـد دهـه 
اخیـر اسـت. در واقـع علـم MD، تحـول و پیشـرفت عظیمی در روش هـای تصویربـرداری اپتیکی بـر مبنـای تصویربرداری 
فراطیفـی8 را در مقیـاس مولکولـی موجـب شده اسـت ]10 و 11[؛ تـا آن جـا کـه روش هـای مبتنی بـر این رهیافـت، امکان 
ثبـت تصاویـر بـا دقـت، حساسـیت و قـدرت تفکیـک فضایی9 بـالا به منظـور تهیه نقشـه مولکولـی10 و تعیین توزیـع فضایی 
 HS گونه هـای مختلـف مولکولـی در یـک نمونه آزمایشـگاهی هـدف را فراهم آورده اسـت ]11[. از مهم ترین دسـته تصاویر
کـه حـاوی اطاعاتـی مربـوط به اثرانگشـت و سـاختار مولکولـی و توزیع شـیمیایی مولکولی موجـود در نمونه مورد بررسـی 
اسـت، تصاویـر HS غیرخطـی بـر مبنـای پراکندگـی رامـان اسـت ]11 و 12[. توسـعه چیدمان هـای اپتیکی طیف سـنجی 
رامـان نظیـر یـک سـامانه ترکیبـی متشـکل از یـک سیسـتم طیف سـنجی رامان بـه همـراه میکروسـکوپ کانفـوکال نوری، 
ایـن امـکان را فراهـم آورده اسـت کـه بتوان سـطح نمونـه مورد بررسـی را به صـورت نقطه به نقطـه با گام هـای فضایی قابل 
کنتـرل در سـه راسـتای فضایـی X-Y-Z جـاروب کـرده و طیف پراکندگـی غیرخطی رامان هـر نقطه را ثبـت نمود ]11[؛ 
در نهایـت، بـا اسـتفاده از اطاعـات تجمیـع شـده، تصاویـر HS غیرخطی دو بعُدی و سـه بعُـدی حاصل می شـود که حاوی 
اطاعاتـی در مـورد چگونگـی توزیـع گونه هـای مختلـف مولکولـی موجـود در نمونـه، بـا تفکیـک فضایـی بالا اسـت. اما این 
رهیافـت اپتیکـی بـا چالش هایـی روبـه رو اسـت کـه از جملـه آن می تـوان بـه عـدم توانایـی تحلیـل حجـم عظیـم اطاعات 

مولکولـی موجـود در طیف هـای غنـی پراکندگـی رامـان و داده هـای تصاویـر HS رامان اشـاره نمود.
اسـتفاده از روش هـای آمـاری پیشـرفته در حـوزه هـوش مصنوعـی11 و تحلیـل یادگیـری ماشـین12، امکان پـردازش و 
تجزیـه و تحلیـل مجموعـه داده هـای پیچیـده و بـزرگ طیفـی و بـه دنبـال آن، اسـتخراج اطاعـات، ویژگی هـا و الگوهـای 
پیچیـده موجـود در طیـف پراکندگـی غیرخطـی رامـان را به صـورت خـودکار فراهـم می کننـد ]13 تـا 18[. بـه عبـارت 
دقیق تـر، نتایـج حاصـل از تصویربـرداری فراطیفـی مبتنـی بـر طیف سـنجی رامـان، همـواره به صـورت مجموعـه داده هـای 
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بـزرگ و خـام بـوده ]19 و 20[ کـه شـامل تعـداد زیـادی از طیف هـای ارتعاشـی مربـوط بـه سـاختار و ترکیبـات پیچیـده 
شـیمیایی اسـت ]15 و 21[؛ از ایـن رو، به منظـور پـی بـردن بـه پیچیدگـی اطاعـات موجـود در داده هـای خـام طیفـی و 
همچنیـن تشـخیص افت وخیزهـای بسـیار جزئـی و درک تفاوت هـای ظریـف در نوارهـای ارتعاشـی مربوط بـه مولکول های 
متفـاوت، اسـتفاده از این گونـه روش هـای هوشـمند امـری ضـروری اسـت تـا بتـوان اطاعاتـی را در مـورد چگونگـی توزیع 

گونه هـای مختلـف مولکولـی موجـود در نمونـه، بـا تفکیـک فضایـی بالا اسـتخراج نمـود ]22 تـا 25[.
بـا توجـه بـه اهمیـت و جایگاه آشکارسـازی سـاختار شـیمیایی مـواد در مقیـاس مولکولـی و همچنین در راسـتای ارائه 
راهـکار اپتیکـی نویـن به منظـور تهیـه نقشـه مولکولـی از گونه هـای شـیمیایی موجـود در نمونـه مـورد بررسـی، در ایـن 
تحقیـق، پـس از مـروری کوتـاه بـر اصـول طیف نـگاری رامـان و تصویربـرداری فراطیفـی براسـاس طیف نـگاری رامـان، بـه 
ثبـت تصویـر فراطیفـی توسـط فوتون هـای پراکنـده شـده غیرخطی رامـان از یک نمونـه قرص پلیمـری با ترکیـب ناهمگن 
از سـاختار مولکولـی در دو بعُـد اقـدام شده اسـت و پـس از آن الگوریتم هـای آمـاری نظـارت نشـده و بـر مبنـای یادگیـری 
ماشـین روی داده هـای خـام فراطیفـی اعمال شـده و در نهایت، نقشـه مولکولـی از چگونگـی توزیع فضایـی پلیمرها در این 
قـرص اسـتخراج می شـود. در واقـع، در طـی ایـن تحقیـق نشـان داده می شـود کـه بـا بکارگیـری الگوریتم هـا و تحلیل های 
آمـاری چندمتغیـره مبتنـی بـر هـوش مصنوعـی و یادگیـری ماشـین در کنار داده هـای فراطیفی ثبت شـده در طـی فرایند 
تصویربـرداری HS رامـان، پروفایـل فضایی و نقشـه توزیع سـاختار شـیمیایی در مقیاس مولکولی، به صورت کاما هوشـمند 

و بـدون نیـاز بـه برچسـب گذاری و یـا رنگ آمیـزی و بـا حساسـیت، دقـت و قـدرت تفکیـک فضایی بـالا فراهم می شـود.

  تئوری

بـر پراکندگـی  ابتـدا اصـول فیزیکـی حاکـم  ایـن بخـش،  در 
غیرخطـی رامـان بیـان شـده و همچنیـن چیدمـان اپتیکی سـامانه 
ترکیبـی طیف سـنجی پراکندگـی غیرخطـی رامان و میکروسـکوپ 
کانفـوکال نـوری توصیف می شـود؛ سـپس، تصویربـرداری فراطیفی 
بـر مبنـای پراکندگـی رامـان به عنـوان رهیافتـی نویـن در راسـتای 
تهیـه نقشـه مولکولـی مـواد مـورد بحـث و بررسـی قـرار می گیرد و 
در نهایـت، انـواع الگوریتم هـای آمـاری مبتنـی بـر هـوش مصنوعی 
و یادگیـری ماشـین، به صـورت خاصـه و با هـدف تجزیـه و تحلیل 
مجموعـه داده هـای عظیـم و خـام تصاویـر فراطیفـی و تهیه نقشـه 
مولکولی مواد در دو و سـه بعُد به صورت هوشـمند بررسـی می شـود.

  اصـول فیزیکی حاکم بـر پراکندگی رامـان و توصیف 
اپتیکی چیدمان سـامانه ترکیبی طیف سـنجی پراکندگی 

غیرخطـی رامان و میکروسـکوپ کانفوکال نوری
به طـور کلـی، هنگامـی کـه یـک مولکـول در معـرض تابـش 
الکترونـی  بـار  توزیـع  می گیـرد،  قـرار  الکترومغناطیسـی  امـواج 
مولکـول تحـت تاثیـر نوسـانات سـریع میـدان الکتریکـی مختـل 
نسـبت  الکترون هـا  جابه جایـی  دلیـل  بـه  بنابرایـن،  می شـود؛ 
بـه هسـته ها بـا بـار مثبـت، یـک ممـان دوقطبـی الکتریکـی در 
نوسـانی،  القایـی  دوقطبـی  ممـان  ایـن  می شـود.  القـا  مولکـول 
به عنـوان یـک منشـأ بـرای تولیـد میدان هـای الکترومغناطیسـی 
ثانویـه تابشـی عمـل می کنـد، بـه طوری کـه ایـن میـدان ثانویه، 
معیـاری از نـور پراکنـده شـده توسـط مولکـول اسـت. تغییـرات 

زمانـی ایـن ممـان دوقطبـی القایـی و رابطـه آن بـا بسـامد نـور 
فـرودی )ω0( و همچنیـن بسـامد ویـژه مدهای ارتعاشـی مولکول 
)ωq( در رابطـه )1( بیـان شده اسـت. همان گونـه کـه در رابطـه 
)1( ماحظـه می شـود، دوقطبـی القایـی ایجـاد شـده در مولکول، 
شـود:  غیرکشسـان  و  کشسـان  پراکندگی هـای  عامـل  می توانـد 
μRayleigh) که هیچ گونه اطاعاتی 

پراکندگی کشسـان رایلـی )ر(t,ω0)ر 
و همچنیـن  نداشـته  بـر  در  مولکولـی  سـاختار  بـا  رابطـه  در  را 
رامـان آنتی اسـتوکس  و  اسـتوکس  غیرکشسـان   پراکندگی هـای 

μStokes/Anti-Stokes Raman( کـه حـاوی اطاعـات ترازهـای 
) (t,ω0±ωq)ر  

ارتعاشـی مولکولـی هسـتند:

رابطه )1(
μStimulated (t) = μRayleigh (t,ω0)+ μStokes Raman(t,ω0-ωq)+ 

μAnti-Stokes Raman (t,ω0+ωq)

بـا مطالعه میـزان تغییـرات حاصل شـده در انـرژی فوتون های 
پراکنـده شـده نسـبت بـه فوتون هـای فـرودی بـا اسـتفاده از یـک 
چیدمـان اپتیکـی دقیـق و مناسـب، می تـوان به اطاعـات ترازهای 
ارتعاشـی مولکولـی به منظـور آشکارسـازی و شناسـایی دقیـق تک  
مولکـول دسـت یافـت. به صـورت کلـی، یک سـامانه طیف سـنجی 

رامـان، از سـه قسـمت اصلـی تشـکیل می شـود ]8 و 11[:
از منابـع  به طـور معمـول  نـوری کـه  برانگیختگـی  منبـع   

می شـود. اسـتفاده  لیـزری  همـدوس 
فـرودی  فوتون هـای  کننـده  هدایـت  اپتیکـی  سیسـتم   
روی نمونـه و همچنیـن چیدمـان اپتیکـی به منظـور جمـع آوری 
فوتون هـای پراکنـده شـده که بیشـتر، یک سیسـتم میکروسـکوپ 

در ایـن بخـش می توانـد مـورد اسـتفاده قـرار گیـرد.
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 طیف سـنج بـرای ثبـت طیف فوتون هـای پراکنده شـده. لازم 
بـه ذکـر اسـت کـه دقـت و قـدرت تفکیـک طیـف پراکندگـی ثبت 
شـده، وابسـته به ویژگی هـای مولفه های بـه کار رفته در طیف سـنج 

اسـت کـه مهم تریـن آنها تـوری پراش و آشکارسـاز اسـت.
شـکل )1(، چیدمـان اپتیکـی یـک سـامانه ترکیبی متشـکل 
را  رامـان  یـک طیف سـنج  و  کانفـوکال  نـوری  میکروسـکوپ  از 
از  ابتـدا  لیـزر  نـور  ایـن چیدمـان،  در   .]11[ نمایـش می دهـد 
طریـق عدسـی شـیئی میکروسـکوپ نـوری روی نمونـه، کانونی 
شـده و پـس از پراکندگـی توسـط مولکول هـای حاضـر در لکـه 
کانونـی بیـم لیـزر، پرتوهـای پـس پراکنـده شـده توسـط همان 
عدسـی میکروسـکوپ، جمـع آوری شـده و به سـمت طیف سـنج 
هدایـت می شـود. سـپس، پرتوهـای جمـع آوری شـده به منظـور 
حـذف فوتون هـای پراکنـده شـده رایلـی از آنهـا، از فیلترهـای 
مناسـب عبـور می کنـد. در نهایـت، ایـن پرتوهـای فیلتـر شـده 
در مسـیر هدایـت بـه سـمت طیف سـنج، به منظـور ثبـت طیـف 
نقطـه ای پراکندگـی رامـان، درسـت از مولکول هـای موجـود در 
مرکـز لکـه کانونـی پرتـو لیـزر، از یـک شـکاف بـا پهنـای قابـل 
طیف سـنج  درون  می شـوند.  داده  عبـور  )پین هـول(13  تنظیـم 
نیـز بـا اسـتفاده از مولفه هـای اپتیکـی مناسـب و تـوری پـراش، 
یـک واگرایـی فضایـی بـر حسـب طـول مـوج بـرای فوتون هـای 
پراکنـده شـده رامـان اتفـاق افتـاده و در نهایـت، از طریـق یـک 
طـول  بـازه  براسـاس  فوتون هـا  ایـن  شـدت  نـوری،  آشکارسـاز 

موجـی آنهـا ثبـت می شـود ]11، 26 و 27[.

شـکل )1(: چیدمـان اپتیکی سیسـتم ترکیبی میکروسـکوپ کانفوکال 
.]11[ رامان  و طیف سـنج 

ــی  ــط عدس ــزر توس ــور لی ــه ن ــی ک ــکل )2(، زمان ــق ش مطاب
شــیئی میکروســکوپ روی نمونــه کانونــی می شــود، تمامــی 
ــیئی  ــی ش ــی14 عدس ــق کانون ــه عم ــه در ناحی ــی ک مولکول های
قــرار می گیرنــد، برانگیختــه شــده و موجــب پراکندگــی فوتون هــا 
در جهت هــای مختلــف می شــوند ]28 و 29[. قــرار گرفتــن یــک 
ــل  ــده قب ــده ش ــوی پراکن ــیر پرت ــم در مس ــل تنظی ــکاف قاب ش
از ورود بــه طیف ســنج، ایــن امــکان را فراهــم مــی آورد کــه 
تنهــا فوتون هــای پراکنــده شــده از مولکول هــای موجــود در 

ــنج  ــه طیف س ــیئی ب ــی ش ــه DOF عدس ــزی ناحی ــه مرک صفح
راه پیــدا کننــد؛ بــه عبارتــی دیگــر، شــکاف، مانــع از عبــور 
ــر از  ــا پایین ت ــر و ی ــطوح بالات ــده از س ــده ش ــای پراکن فوتون ه
ــن  ــه طیف ســنج می شــود. ای ــی عدســی ب ــزی کانون صفحــه مرک
ــود  ــناخته می ش ــی15 ش ــت کانفوکال ــوان خاصی ــا عن ــی، ب ویژگ
ــر،  ــور مؤث ــه به ط ــد ک ــک می کن ــی کم ــن ویژگ ]11 و 27[. ای
ــدرت  ــک ق ــی، ی ــری عرض ــدرت تفکیک پذی ــت ق ــر تقوی عاوه ب
ــک در  ــدرت تفکی ــار ق ــود. معی ــاد ش ــز ایج ــوری نی ــک مح تفکی
دو جهــت عرضــی و محــوری، شــاخصی مهــم و تعیین کننــده در 
کیفیــت تصویرهــای ثبــت شــده توســط ابزارهــای تصویربــرداری 
سیســتم های  واقــع،  در  می شــود.  محســوب  میکروســکوپی 
تصویربــرداری کانفــوکال، بــر ایــن اصــل اســتوار هســتند کــه نوری 
ــر  ــد از فیلت ــی گســیل نشــده باشــد، نمی توان ــه کانون کــه از ناحی

ــد. ــور کن ــاز عب ــل آشکارس ــی مقاب فضای

شکل )2(: توصیف اپتیکی عملکرد میکروسکوپ کانفوکال ]11[.

  تصویربرداری فراطیفی بر مبنای طیف نگاری رامان
مفاهیـم  دارای  پدیده هـا  و  اجسـام  از  امـروزه تصویربـرداری 
بسـیار پیچیده تـر و گسـترده تری نسـبت به چند دهه اخیر اسـت 
]30[. به طـور کلـی، تصاویـر رنگـی کـه دوربین هـای معمول ثبت 
می کننـد، ترکیبـی از سـه تصویـر در باندهـای فرکانسـی قرمـز 
)R(، سـبز )G( و آبـی )B( هسـتند. در واقـع، ترکیـب تصاویـر در 
ایـن سـه بانـد فرکانسـی، ثبت توزیـع رنگ هـای بازتابی از سـطح 
نمونـه در ناحیه اپتیکی که چشـم انسـان به آن حسـاس اسـت را 
امکان پذیـر می کنـد؛ بـا ایـن حـال، بـا اینکـه روش تصویربرداری 
RGB16 بـرای مشـخص کـردن اجسـام براسـاس شـکل و رنـگ 

مناسـب بـوده امـا از آن جایـی کـه تنها سـه باند فرکانسـی مرئی 
در دسـترس اسـت، قابلیت شناسـایی اجسـام، به حداقل می رسد. 
بـا پیشـرفت فناوری، امـروزه امکان ثبـت تصاویـر فراطیفی فراهم 

شده اسـت.
بـه  آن  در  کـه  اسـت  روشـی   ،HS فراطیفـی  تصویربـرداری 
جـای اختصـاص دادن رنگ هـای اصلـی RGB بـه هـر پیکسـل، 
طیـف وسـیعی از باندهـای فرکانسـی نـور بازتـاب شـده از سـطح 
اجسـام اندازه گیـری و ثبـت می شـود ]11، 30 و 31[. شـکل )3(، 
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نمایـش  را   HS تصویربـرداری  روش  عملکـرد  و  ثبـت  چگونگـی 
می دهـد. همان گونـه کـه در شـکل ماحظـه می شـود، داده هـای 
ذخیـره شـده در طـی یـک فراینـد تصویربـرداری HS، به صـورت 
یـک مجموعـه داده مکعبـی هسـتند؛ بدیـن معنـا کـه ایـن مکعب 
تصویـر فراطیفـی17، حـاوی مجموعه اطاعات مربـوط به مختصات 
فضایـی بـه همـراه داده هـای طیفـی هـر نقطـه اسـت. بـه عبـارت 
سـاده تر، بـه ازای هـر پیکسـل از تصویـر در صفحـه x-y، یـک بازه 
طیفـی ثبـت می شـود. بسـته بـه ناحیـه طیفی ثبت شـده بـه ازای 
هـر پیکسـل، ایـن نوع تصاویـر به صـورت ذاتی حاوی حجـم بالایی 
از اطاعات ارزشـمند نظیر سـاختار مولکولی و ترکیبات شـیمیایی 
نمونه مورد بررسـی هسـتند. از جمله سـاده ترین موارد اسـتفاده از 
تصاویـر HS، بـه تصویـر کشـیدن داده هـا در باندهای فرکانسـی به 
غیـر از RGB اسـت؛ بـه طـوری کـه در این گونه تصاویـر، رنگ های 
اختصـاص یافتـه، بیانگـر رنـگ واقعـی نمونه نبـوده بلکه متناسـب 
بـا شـدت نـور بازتـاب شـده از سـطح نمونـه هـدف متناظر بـا باند 

فرکانسـی مـورد بررسـی، کدگـذاری شـده اند ]11 و 32[.

 شکل )3(: توصیف چگونگی ثبت و عملکرد روش تصویربرداری HS و 
داده های ثبت شده در این روش ]12[.

از مهم تریـن دسـته تصاویـر HS که حاوی اطاعاتـی مربوط به 
اثرانگشـت و سـاختار مولکولـی و توزیع شـیمیایی مولکولی موجود 
در نمونـه مـورد بررسـی اسـت، تصاویـر HS غیرخطـی بـر مبنـای 
 HS پراکندگـی رامـان هسـتند ]11 و 12[. به منظـور ثبـت تصاویر
غیرخطـی بـر پایـه پراکندگـی رامـان، از چیدمان اپتیکـی ترکیبی 
چنانچـه  بدین منظـور،  می شـود.  اسـتفاده  شـکل  در  شـده  ارائـه 
جایـگاه قرارگیـری نمونـه زیـر میکروسـکوپ بـه یک اسـتپ موتور 
بـا دقـت بـالا تجهیـز شـده باشـد، حرکـت نمونه در سـه راسـتای 
X-Y-Z را میسـر می کنـد، در ایـن صـورت ایـن امـکان فراهـم 
می شـود کـه بتـوان سـطح نمونه مـورد بررسـی را به صـورت نقطه 
بـه نقطـه بـا گام هـای فضایی قابـل کنترل در سـه راسـتای فضایی 
X-Y-Z جـاروب کـرد و طیـف پراکندگـی غیرخطـی رامـان هـر 

نقطـه را ثبـت نمـود؛ بـه تجمیـع ایـن داده هـای طیفـی )شـدت 
پراکندگـی و جابه جایـی رامـان( با مختصـات فضایی کـه در آن به 
ازای هـر پیکسـل از تصویر، یک بازه طیفـی از پراکندگی غیرخطی 
رامـان ثبـت شده اسـت، تصویربـرداری فراطیفـی )HS( و غیرخطی 
رامـان می گوینـد. تصاویـر HS غیرخطـی دو بعُـدی و یا سـه بعُدی 
حاصل شـده، حـاوی اطاعاتی در مـورد چگونگی توزیـع گونه های 
مختلـف مولکولـی موجـود در نمونـه )نقشـه مولکولی(، بـا تفکیک 
فضایـی بـالا اسـت ]11 و 12، 30 و 32[. در این صورت، اسـتخراج 
ایـن مجموعـه اطاعـات مولکولـی، تنها منـوط به تجزیـه و تحلیل 
صحیـح و سـریع افت وخیزهـای موجـود در اطاعـات طیفـی ثبت 
شده اسـت. ایـن امـر بـا اسـتفاده از الگوریتم هـای آمـاری در حوزه 

هـوش مصنوعـی و یادگیـری ماشـین محقق می شـود.

 
  الگوریتم های آماری یادگیری ماشین

توسـعه روش هـای آماری پیشـرفته در حوزه هـوش مصنوعی و 
یادگیری ماشـین، راهکارهای مناسـب و مؤثـری را به منظور تجزیه 
و تحلیـل مجموعـه داده هـای عظیـم و پیچیـده ارائـه می کننـد. 
امـروزه بـه دلیل تنـوع در نوع و حجم وسـیع داده هـا در حوزه های 
مختلـف تحقیقاتـی، الگوریتم هـای آمـاری پیشـرفته متعـددی در 
حـوزه هـوش مصنوعـی و یادگیـری ماشـین به منظـور تحلیـل و 
تفسـیر آنها توسـعه داده شده اسـت. در حالت کلی، مبنای عملکرد 
روش هـای هوشـمند تحلیـل آمـاری پیشـرفته مبتنی بـر یادگیری 
ماشـین در حـوزه تفسـیر مجموعـه داده هـا، مطابـق بـا دو رهیافت 
کلـی الگوریتم هـای نظـارت شـده و الگوریتم هـای نظـارت نشـده 
اسـت. به طـور کلـی، مبنـای عملکـرد روش هـای هوشـمند تحلیل 
آمـاری مبتنـی بـر یادگیـری ماشـین در حـوزه تفسـیر مجموعـه 
داده هـا، مطابـق با دو رهیافت کلی به شـرح زیر اسـت ]33 و 34[:

 الگوریتم هـای نظـارت شـده18 ]11 و 35[: الگوریتم هایـی 
هسـتند کـه از طریـق آموزش19 بـا اسـتفاده از مجموعـه داده های 
شـناخته شـده بـا طبقه بنـدی قطعی، کـه با عنـوان پایـگاه داده20  
شـناخته می شـوند، بـه دسـته بندی21 داده هـای جدیـد بـر مبنای 

دانـش اسـتخراج شـده می پردازند.
 الگوریتم هـای نظـارت نشـده22 ]11 و 35[: الگوریتم هایـی 
هسـتند کـه در آنهـا از طریـق ارزیابـی مجموعـه داده هـا، الگوهای 
پیچیـده ای کـه بین داده ها وجود دارد، اسـتخراج شـده و در نهایت 

یـک طبقه بنـدی23 از داده هـا بـدون دانـش قبلی ارائه می شـود.
براسـاس دو رهیافـت ذکر شـده، از طریق دانش حاصل شـده 
از الگوریتم هـای آمـاری بـر مبنـای یادگیری ماشـین، ایـن امکان 
فراهـم می شـود کـه بتـوان اطاعـات خـام طیفـی را به صـورت 
کامـا خـودکار پـردازش و در جهـت اسـتخراج عوامل مـورد نظر 

نمود. ارزیابـی 
نظـارت  الگوریتم هـای  دسـته  در  کـه  روش هایـی  جملـه  از 
خوشـه بندی  الگوریتم هـای  بـه  می تـوان  می گیرنـد،  قـرار  نشـده 
سلسـله  مراتبـی24 و k-میانـه25 اشـاره نمـود. اسـاس عملکـرد این 

الگوریتم هـا بـه شـرح زیـر اسـت:
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ابـزار  یـک  مراتبـی،  سلسـله  خوشـه بندی  روش   :HCA  
اکتشـافی بـرای آشکارسـازی خوشـه های ذاتـی موجـود در یـک 
مجموعـه داده معیـن اسـت. ایـن الگوریتم، براسـاس یـک معیار، 
کـه در اینجـا فاصلـه اقلیدسـی میـان داده هـا اسـت، شـروع بـه 
خوشـه،  هـر  کـه  به گونـه ای  می کنـد  داده هـا  خوشـه بندی 
می توانـد زیرمجموعـه ای از خوشـه های بزرگتـر باشـد. در ایـن 
رهیافـت می تـوان بسـته بـه نیـاز، داده هـا را بـه k دسـته معیـن 

نمـود. دسـته بندی 
هـدف  ایـن  خوشـه بندی،  الگوریتـم  ایـن   :K-Median  
را دنبـال می کنـد کـه N مجموعـه داده معیـن را بـه k خوشـه 
تقسـیم بندی کنـد. رهیافـت ایـن تقسـیم بندی بدیـن گونـه اسـت 
کـه بایـد k مرکـز خوشـه ها به گونـه ای جسـتجو شـوند کـه فاصله 
داده هـای قـرار گرفتـه در هر خوشـه تـا مراکـز آنها، کمینـه مقدار 

را بـه خـود اختصـاص دهنـد.
لازم بـه ذکـر اسـت کـه به منظـور سـرعت بخشـیدن و بهینـه 
کـردن عملکـرد الگوریتم هـای خوشـه بندی، نیاز اسـت محاسـبات 
فضایـی انجـام پذیرنـد کـه در آن بیشـترین انحراف از معیـار میان 
داده هـا وجـود داشـته باشـد. به منظور دسـت یابی به چنیـن فضای 
محاسـباتی بـا ابعـاد کاهـش یافتـه از الگوریتـم تحلیـل مولفه های 
بـه  را  محاسـبات  الگوریتـم،  ایـن  می شـود.  اسـتفاده  اساسـی26 
فضـای ویـژه بـرداری ماتریـس همبسـتگی داده هـا انتقـال داده و 
ویـژه بردارهـا با بیشـترین انحـراف از معیـار میان داده هـا را، معیار 

محاسـبات قـرار می دهـد.
داده هـای خـام تجمیـع شـده فراطیفـی بـر مبنـای پراکندگی 
غیرخطـی رامـان، همـواره شـامل چندیـن هـزار طیـف پراکندگی 
رامـان بـه ازای یـک توزیـع فضایـی مشـخص اسـت، از ایـن رو، 
یـک مجموعـه عظیمـی از داده هـای خـام بـا حجم زیاد محسـوب 
می شـوند. بنابراین، در حالت معمول، اسـتخراج و تفسـیر اطاعات 
مولکولـی و یـا یافتـن افت وخیزهـا و شـباهت های موجـود در ایـن 
مجموعـه عظیـم از داده هـای طیفی ثبت شـده، به صورت سـریع و 
صحیـح بسـیار پیچیـده و دشـوار اسـت. از ایـن رو، در ایـن تحقیق 
از طریـق توسـعه کدهـای محاسـباتی مربـوط بـه الگوریتم هـای 
خوشـه بندی نظـارت نشـده مناسـب و اعمـال آنهـا روی داده هـای 
عظیـم تصاویـر HS، رهیافتـی بـرای اسـتخراج اطاعـات مربـوط 
بـه نقشـه مولکولـی مـواد، از مجموعـه داده هـای بـزرگ و پیچیده 

طیفـی ارائـه می شـود.

  بحث و بررسی نتایج

در ایـن تحقیـق، ابتدا یک قرص متشـکل از دو پلیمر پلی اتیلن28 
و پلی اتیلـن گایـکل29 که به صورت غیریکنواخـت و ناهمگن ترکیب 
قـرص  از  یـک سـطح مقطـع  تهیـه شده اسـت. سـپس،  شـده اند، 
پلیمـری بـه ابعـاد 130 در 130 میکرومتر که شـامل 3900 نقطه با 
گام فضایـی 2 میکرومتری برای تصویربـرداری HS دو بعُدی انتخاب 

شـد. ایـن تصویربرداری هـا بـا اسـتفاده از میکروسـکوپ کانفـوکال 
آزمایشـگاه  ر1800 در 

groove/mm تـوری پـراش بـا  رامـان هوریبـا29 
مرکـزی دانشـگاه شـیراز انجام شده اسـت.

مــدت زمــان 0/5 ثانیــه بــرای ثبــت طیــف هــر نقطــه در نظــر 
ــام  ــده خ ــع ش ــای تجمی ــکل )4( داده ه ــت. ش ــه شده اس گرفت
ــرص  ــان ق ــی رام ــف پراکندگ ــده از 3900 طی ــت ش ــی ثب طیف
پلیمــری در ناحیــه طیفــی cm-1 750 تــا cm-1 1250 را نمایــش 
ــر  ــه ازای ه ــان ب ــف رام ــه طی ــود ک ــه ش ــد توج ــد. بای می ده
ــان30  ــی رام ــامل 1024 جابه جای ــی ش ــازه طیف ــن ب ــه در ای نقط
بــوده، بــه طــوری کــه میــزان شــدت در هــر جابه جایــی رامــان، 
ــا  ــورد بررســی اســت. ب ــی نقطــه م ــات مولکول ــده اطاع دربردارن
توجــه بــه دشــوار بــودن تحلیــل داده هــای طیفــی 3900 نقطــه 
ــره  ــاری PCA به ــم آم ــدی، از الگوریت ــای 1024 بعُ ــن فض در ای
گرفتــه شده اســت تــا بتــوان ابعــاد فضــای 1024 بعُــدی را بــه دو 
بعُــد بــا بیشــترین میــزان انحــراف از معیــار میــان داده هــا کاهــش 
ــت،  ــهود اس ــکل )5( مش ــه در ش ــه ک ــکل )5((. همان گون داد )ش
ــه  ــده اند ک ــز ش ــالا متمرک ــی ب ــا چگال ــه ب ــا در دو ناحی داده ه
نشــان از حضــور دو دســته بــا ســاختار مولکولــی متفــاوت اســت.

 شکل )4(: داده های تجمیع شده طیفی حاصل از 3900 طیف پراکندگی 
رامان قرص پلیمری.

 شکل )5(: نمایش داده ها در فضا با ابعاد کاهش یافته PC1 و PC2 برای
 نمونه قرص پلیمری.
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داد ه هـا  از  خوشـه بندی  یـک  ارائـه  به منظـور  بعـد،  گام  در 
و بـا هـدف شناسـایی نقـاط بـا ویژگـی طیفـی مشـابه و سـپس 
دسـته بندی آنهـا در گروه هـای یکسـان، دو الگوریتم نظارت نشـده 
K-median و HCA به طـور هم زمـان روی داد ه هـا در فضـای دو 
بعُـدی PC1 و PC2 پیاده سـازی شده اسـت. نتایـج ایـن مرحلـه در 

شـکل )6( نمایـش داده شده اسـت.

شک

 K-median و HCA شکل 6: نتایج خوشه بندی داده های طیفی با دو روش
روی داده های HS قرص پلیمری.

همان گونـه کـه ماحظـه می شـود، هـر دو الگوریتـم نظـارت 
نشـده، دسـته بندی های یکسـانی را برای این مجموعـه داده طیفی 
پیش بینـی می کننـد کـه نشـان از تفکیک پذیـری مناسـب داده هـا 

در فضـای محاسـباتی پیشـنهادی با PCA اسـت.
در ادامـه، بـا ترکیـب اطاعـات حاصـل شـده از دسـته بندی 
داده هـا و موقعیـت فضایی ثبت شـده بـه ازای هر طیـف )داده های 
ایـن  مولکولـی  سـاختار  توزیـع  نقشـه  رامـان(،   )HS( فراطیفـی 
قـرص پلیمـری مطابق شـکل )7( اسـتخراج شده اسـت. این نقشـه 
مولکولـی، غیریکنواختـی توزیـع مولکولـی دو پلیمـر PE و PEG را 
در ایـن قـرص تاییـد می نمایـد. در نهایـت در پایان ایـن گام، نتایج 
حاصـل از اسـتخراج نقشـه مولکولـی، بـا مقایسـه طیف هـر ناحیه 
بـا طیـف رامـان نمونه هـای اسـتاندارد هـر پلیمـر اعتبارسـنجی 
شده اسـت. بدیـن ترتیـب بـا ترکیـب الگوریتم هـای نظـارت نشـده 
هـوش مصنوعی بـا تصویربرداری HS براسـاس طیف نـگاری رامان، 
نقشـه مولکولـی دو بعُـدی قـرص پلیمیـری بـه همـراه تفکیـک و 
چگونگـی توزیـع فضایـی دو پلیمـر PE و PEG تشـکیل دهنـده 

نمونـه هدف، اسـتخراج شـد.

شکل )7(: نقشه توزیع ساختار مولکولی قرص دو-پلیمری استخراج شده 
از طریق اعمال تحلیل آماری پیشرفته HCA و K-Median روی داده های 

فراطیفی )HS( رامان ثبت شده از نمونه قرص پلیمری.

دو  حـاوی  قـرص  یـک  از  تحقیـق،  ایـن  در 
پلیمـر مختلـف با توزیـع غیرهمگن، با اسـتفاده از 
سـامانه ترکیبی طیف سـنج رامان و میکروسـکوپ 
کانفـوکال نـوری، یـک تصویـر HS شـامل 3900 
مجموعـه  تجمیـع  از  شده اسـت.  ثبـت  نقطـه 
اطاعـات عظیـم داده هـای خام طیفی بـا موقعیت 
فضایـی متناظـر بـا هـر نقطـه طیفـی، داده هـای 
فراطیفـی )HS( غیـر قابل نمایش حاصل می شـود 
کـه می تـوان بـا تجزیـه و تحلیـل ایـن اطاعـات 
و  آمـاری هـوش مصنوعـی  از طریـق روش هـای 
یادگیـری ماشـین، نقشـه توزیع فضایـی گونه های 
مختلـف مولکولی موجود در نمونه مورد بررسـی را 
اسـتخراج نمـود کـه در این پژوهش، بـا بکارگیری 
الگوریتم هـای آمـاری در حـوزه یادگیـری ماشـین 
نظیـر کاهش فضای محاسـباتی PCA و روش های 
خوشـه بندی HCA و K-median، نـوع پلیمرهـا 
به صورت دقیق شناسـایی شـده و در نهایت نقشـه 
مولکولـی از چگونگـی توزیـع فضایـی آنهـا در این 
قـرص پلیمـری اسـتخراج شده اسـت. در واقـع، بـا 
الگوریتم هـای هـوش مصنوعـی  نمـودن  ترکیـب 
و روش تصویربـرداری فراطیفـی اپتیکـی رامـان، 
امـکان ثبـت تصاویـر بـا کیفیت، دقت، حساسـیت 
تهیـه  به منظـور  بـالا  فضایـی  تفکیـک  قـدرت  و 
نقشـه مولکولـی و تعیین توزیع فضایـی گونه های 
آزمایشـگاهی  نمونـه  یـک  در  مولکولـی  مختلـف 

هـدف فراهـم می شـود.
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پی نوشت

1. Hyperspectral (HS) images
2. Molecular Detection (MD)
3. Complex System
4. Ensemble
5. Fluorescence Spectroscopy and Microscopy
6. Kinetics
7. Infrared spectroscopy (IR)
8. Hyperspectral Imaging (HSI)
9. Spatial Resolution
10. Molecular Mapping
11. Artificial Intelligence (AI)
12. Machine Learning
13. Pin Hole
14. Depth of Focus (DOF)
15. Confocality

16. The use of red, green, and blue (RGB) color imaging
17. Hyperspectral Image Cube Data
18. Supervised Algorithm
19. Training
20. Data Base
21. Classification
22. Unsupervised Algorithm
23. Clustering
24. Hierarchical Clustering Algorithm (HCA)
25. K-Median
26. Principle Component Analysis (PCA)
27. Polietylen (PE)
28. Polyethylene glycol (PEG)
29. HORIBA
30. Raman Shift
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Raman hyperspectral imaging and the 
implementation of machine learning 
algorithms: an innovative approach for 
molecular mapping of materials

Nonlinear Raman scattering spectroscopy is an optical method used to detect vibrational modes 
of target molecules, enabling the analysis and detection of chemical species at the molecular 
scale. When combined with a confocal optical microscope, this system can scan the sample 
surface point-by-point and record the molecular information present. By processing the raw 
spectral data and spatial coordinates, two-dimensional hyperspectral images are generated, 
containing nonlinear Raman scattering information for each pixel. Advanced statistical methods 
in artificial intelligence and machine learning are then used to extract information about the spatial 
distribution of molecules and chemical phases with high sensitivity and accuracy. In this study, an 
integrated optical setup consisting of a confocal optical microscope and a Raman spectroscopic 
system was used to scan the surface of a heterogeneous polymer sample at 3900 points using 
a visible laser with a wavelength of 532 nanometers. The recorded hyperspectral images were 
then processed using artificial intelligence and machine learning statistical methods to extract 
a molecular map of the spatial distribution of 
polymers in the sample.
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