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ایــن اســاس در گام نخســت،  بــر 
ــت  ــا مهل ــار 98 ب ــف به ــای تخفی طرح ه
ثبــت نــام تــا پایــان خــرداد 98 و مهلــت 
ــازی  ــس از فعال س ــاه پ ــا 3 م ــتفاده ت اس
اعضــای  بهره منــدی  بــرای  اعتبــار، 
هیئــت علمــی سراســر کشــور و اعضــای 
ــگاهی  ــبکه آزمایش ــتریان ش ــگاه مش باش

ــت. ــده اس ــال ش فع
هـر عضـو هیئـت علمـی بـا ثبـت نام 
در باشـگاه مشـتریان شـبکه آزمایشگاهی 
و انتخـاب طـرح »تخفیـف ویـژه اعضـای 
هیئـت علمـی- بهـار 98« از 30 میلیـون 
تخفیـف  درصـد   30 بـا  اعتبـار  ریـال 
اسـت  ذکـر  شـایان  می شـود.  بهره منـد 
ظرفیـت ثبـت نام ایـن طـرح در بهار 98، 
نفـر اسـت و 60 میلیـارد  تعـداد 2،000 
ریـال یارانـه بـرای ایـن طـرح تخصیـص 

داده شـده اسـت.
در همیـن راسـتا، بـرای هـر شـخص 
حقیقـی یا حقوقی عضو باشـگاه مشـتریان 

فناوری هـای  آزمایشـگاهی  شـبکه 
عنـوان  بـا  ویـژه ای  طـرح  راهبـردی، 
»تخفیـف ویژه اعضای باشـگاه مشـتریان- 
بهار 98« ارایه شـده اسـت کـه 20 درصد 
از هزینـه خدمات آزمایشـگاهی متقاضیان 
را تـا سـقف 10 میلیـون ریـال، پوشـش 
می دهـد. ظرفیـت پیش بینـی شـده بـرای 
ثبـت نـام در ایـن طـرح نیـز 4،000 فـرد 
و یـا شـرکت اسـت و 40 میلیـارد ریـال 
یارانـه از سـوی معاونـت علمـی و فناوری 
منظـور  ایـن  بـرای  جمهـوری  ریاسـت 

اختصـاص یافتـه اسـت. 
آزمایشـگاهی  شـبکه  همچنیـن 
فناوری هـای راهبـردی در راسـتای کمک 
دانـش  شـرکت های  توسـعه  و  رشـد  بـه 
مناسـب  شـرایط  آوردن  فراهـم  و  بنیـان 
آزمایشـگاهی  خدمـات  دریافـت  بـرای 
مـورد نیـاز واحدهـای تحقیـق و توسـعه 
آن هـا، یارانـه 30 میلیـون ریالـی را به هر 
شـرکت دانـش بنیـان تخصیـص می دهد. 

شـرکت های دانـش بنیـان بـرای اسـتفاده 
از تخفیـف 30 درصـدی در زمـان دریافت 
بـه  مراجعـه  بـا  آزمایشـگاهی،  خدمـات 
پایـگاه اینترنتـی شـبکه آزمایشـگاهی بـه 
نشـانی WWW.LabsNet.ir و ثبـت نـام 
ایـن  از  می تواننـد  مشـتریان،  باشـگاه  در 
اعتبـار اسـتفاده کننـد. مهلت اسـتفاده از 
اعتبـار مذکور، تـا پایان اسـفندماه 1398 

شده اسـت. تعییـن 
باشگاه مشـتریان شـبکه آزمایشگاهی 
بیـش از 16،500 عضـو حقیقـی و حقوقی 
دارد کـه از ابتـدای سـال 1398 تا کنون، 
در حـدود 2،000 عضـو بـه تعـداد اعضای 
باشـگاه اضافـه شـده اسـت. دانشـجویان، 
پژوهشـگران  علمـی،  هیئـت  اعضـای 
صنعتگـران  تحقیقاتـی،  و  علمـی  مراکـز 
بـرای  بنیـان  دانـش  شـرکت های  و 
شـبکه  حمایت هـای  و  خدمـات  دریافـت 
راهبـردی  فناوری هـای  آزمایشـگاهی 
تخفیـف،  طرح هـای  از  بهره منـدی  و 

از اعضای هیئت علمی دانشگاه ها و 
مراکز علمی- پژوهشی و شرکت های 

دانش بنیان سراسر کشور

حمایت ویژه شبکه آزمایشگاهی

معاونت‌علمی‌و‌فناوری‌ریاست‌جمهوری‌در‌سال‌‌1398با‌هدف‌حمایت‌از‌اعضای‌هيئت‌علمی‌دانشگاه‌های‌
و‌ علمی‌ مراکز‌ و‌ اسلامی‌ آزاد‌ دانشگاه‌‌ و‌ بهداشت‌ وزارت‌ علوم،‌ وزارت‌ به‌ وابسته‌ )دانشگاه‌های‌ کشور‌ سراسر‌
برای‌دریافت‌ ویژه‌ای‌ یارانه‌ و‌محققين‌سراسر‌کشور،‌ بنيان‌ دانش‌ و‌شرکت‌های‌ معتبر‌سراسر‌کشور(‌ پژوهشی‌

خدمات‌آزمایشگاهی‌مورد‌نياز‌پژوهشگران،‌در‌قالب‌اعتبار‌طرح‌های‌تخفيف‌اختصاص‌داده‌است.
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آزمایشـگاهی عضو شـوند. اعضای باشـگاه 
بـرای مدیریـت اعتبـارات خـود، مشـاهده 
آزمایشـگاهی دریافـت  فهرسـت خدمـات 
شـده از آزمایشـگاه ها، انتقـال اعتبار خود 
به شـخص دیگـر و ثبت درخواسـت انجام 
آزمـون توسـط آزمایشـگاه ها، می توانند از 
امکاناتـی کـه در باشـگاه مشـتریان وجود 

نماینـد. اسـتفاده  دارد 
عـاوه بـر اعتبـار طرح هـای تخفیـف 
طرح هـای  و  اعتبـارات   ،98 بهـار  ویـژه 
ملـی  بنیـاد  برگزیـدگان  ویـژه  تخفیـف 

نخبگان، پژوهشـگران منتخب فدراسـیون 
سـرآمدان علمـی ایـران و منتخبیـن پسـا 
دکتـری خـارج از کشـور فعـال هسـتند.

شـایان ذکـر اسـت برگزیـدگان سـال 
تحصیلـی 98-97 بنیـاد ملـی نخبـگان از 
20 میلیـون ریـال اعتبـار، منتخبین پسـا 
از 50 میلیـون  از کشـور  دکتـری خـارج 
ملـی  بنیـاد  برگزیـدگان  و  اعتبـار  ریـال 
نخبـگان در طـرح شـهید احمدی روشـن 
از 20 میلیـون ریـال اعتبـار، بـا تخفیـف 

نماینـد. اسـتفاده  90 درصـد می تواننـد 
فناوری هــای  آزمایشــگاهی  شــبکه 

تــا   98 ســال  ابتــدای  از  راهبــردی 
ــگاه  ــای باش ــدادی از اعض ــه تع ــون، ب کن
مراکــز  خدمــات  از  کــه  مشــتریان 
عضــو شــبکه اســتفاده نموده انــد، بــه 
ــعبان، ولادت  ــه ش ــاد نیم ــبت اعی مناس
امــام حســن مجتبــی )ع( و عیــد ســعید 
ــد  ــب ک ــژه ای در قال ــارات وی ــر، اعتب فط
تخفیــف 100 درصــدی دریافــت خدمــات 
ــا  ــت. ت ــاص داده اس ــگاهی اختص آزمایش
کنــون اعتبــار مربوطــه بــه بیــش از 650 
ــق  ــر از اعضــای باشــگاه مشــتریان تعل نف

ــت.   ــه اس گرفت

اگر‌تا‌کنون‌در‌باشگاه‌مشتریان‌شبکه‌آزمایشگاهی‌ثبت‌نام‌نکرده‌اید،‌می‌توانيد‌با‌ثبت‌نام‌در‌این‌باشگاه،‌
‌500هزار‌ریال‌اعتبار‌جایزه‌عضویت‌دریافت‌کنيد‌و‌از‌طرح‌های‌تخفيف‌متنوع‌این‌باشگاه‌برای‌دریافت‌خدمات‌از‌
مراکز‌عضو‌شبکه‌آزمایشگاهی‌تا‌سقف‌اعتبار‌مذکور‌بهره‌مند‌شوید.‌برای‌کسب‌اطلاعات‌بيشتر‌در‌این‌خصوص‌

به‌پایگاه‌اینترنتی‌شبکه‌آزمایشگاهی‌فناوری‌های‌راهبردی‌مراجعه‌کنيد.
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ــش  ــذب و افزای ــر ج ــه خاط ــو X  ب ــنجی پرت ــف س ــس در طی ــرات ماتری اث
پرتوهــای X در نمونــه بوجــود می آیــد. جــذب اولیــه زمانــی اتفــاق می افتــد کــه 
نمونــه پرتــو X را از منبــع جــذب می نمایــد. وســعت جــذب بــه ماهیــت ترکیــب 
 ،X ــو ــه پرت ــرژی خروجــی منبــع برانگیختگــی، نظیــر لول ــه، نحــوه توزیــع ان نمون
ــی اتفــاق می افتــد کــه  ــه زمان و هندســه طیــف ســنج بســتگی دارد. جــذب ثانوی
ــه جــذب  ــه توســط عناصــر موجــود در نمون پرتــو مشــخصه تولیــد شــده در نمون
ــاه  ــوج کوت ــا طــول م ــو X ب ــس، خطــوط پرت ــه عناصــر ماتری ــی ک شــوند. هنگام
ــردد،  ــی گ ــع م ــت واق ــذب آنالی ــه ج ــر لب ــه ب ــد ک ــر می ده ــالا( را نش ــرژی ب )ان
ــن  ــد به کمــک ای ــر برانگیختگــی مســتقیم توســط منبــع می توان آنالیــت عــاوه ب
ــانس  ــده فلورس ــن پدی ــردد. ای ــه گ ــو مشــخصه برانگیخت ــرای نشــر پرت ــا ب پرتوه

ــا افزایــش یافتــه نامیــده می شــود. ــه ی ثانوی
ــی  ــای ریاض ــرای روش ه ــه ای ب ــتاندارد ر)ASTM 1361-02 (2014، مقدم اس
ــف  ــه روش طی ــی ب ــه کم ــس( در تجزی ــری )ماتری ــن عنص ــرات بی ــح اث تصحی
ســنجی پرتــو X می باشــد. تنهــا اثــرات بیــن عنصــری در نمونه هایــی بــا ترکیــب 
شــیمیایی همگــن را شــرح می دهــد. ایــن آثــار بــه انــدازه ذرات، فازهــای معدنــی 
یــا متالورژیکــی درنمونــه کــه عملیاتــی بــر روی آن هــا انجام نشــده اســت، بســتگی 
دارد.. ایــن روش هــا بــرای هــر دو نــوع طیــف ســنجی تفکیــک طــول مــوج و انــرژی 
کاربــرد دارد جایــی کــه نمونــه بی نهایــت ضخیــم، صــاف و نســبت بــه عمــق نفــوذ 

پرتــو X همگــن در نظــر گرفتــه می شــود. 
ــن  ــی در ای ــی واژگان تخصص ــس از معرف ــت، پ ــتاندارد در گام نخس ــن اس ای
مبحــث، بــه بررســی مفاهیــم اصلــی پدیــده اثــرات بیــن عنصــری در نمونه هــای 
ــر  ــرات ماتریــس ب ــو ایکــس از منبــع و تاثیــر اث مــورد آزمــون پــس از تابــش پرت
ــردازد. و در بخــش بعــدی،  ــه آشکارســاز می پ ــو رســیده ب شــدت فلورســانس پرت
تاریخچــه تــاش محققیــن بــرای حــذف ایــن اثــر بــه منظــور بدســت آوردن غلظت 
ــه  ــد. در ادام ــان می کن ــر بی ــور مختص ــه ط ــون را ب ــاده آزم ــر در م ــی عناص اصل
ــه عنــوان شــیوه های  روش هــای تصحیــح ضرایــب نفــوذ و پارامترهــای بنیــادی ب
اصلــی تصحیــح اثــرات بیــن عنصــری بــه تفصیــل شــرح می دهــد. و همچنیــن نــرم 

افزارهــای کاربــردی پارامترهــای بنیــادی را معرفــی می کنــد. 

مترجم
فریبا‌علی1و4*،‌حميدرضا‌نبوی2و4

‌مریم‌حسن‌زاده‌مها3و4

 f.ali.ars@gmail.com

1. کارشناسی ارشد فیزیک، آزمایشگاه مرکزی 
دانشگاه صنعتی امیرکبیر

2. کارشناسی ارشد  زمین شناسی، مرکز 
پژوهش متالورژی رازی

3. کارشناسی ارشد فیزیک ، دانشگاه سمنان
X-Ray 4. عضو کارگروه تخصصی

راهنمای استاندارد برای 
تصحیح اثرات بین عنصری 

در آنالیز به روش طیف 
 X سنجی پرتو

ASTM: E1361-02 (2014) 



سال هفتم    شماره   1  بهار  1398  شماره پیاپی 25   دانش آزمایشگاهی ایران
تخصصی

فصلنامه 
w

w
w

.I
JL

K
.i

r

نویسندگان
فریبا‌علی1و4*

‌سيداحمد‌ظهيرميردامادی2و‌4
مریم‌بنازاده‌اميرخيز3و4

*
f.ali.ars@gmail.com

ت 
الا

مق

5

تضمین کیفیت به عنوان بخشی از مدیریت کیفیت تعریف می شود که بر 
حصول اطمینان در رابطه با برآورده کردن الزامات کیفیت تمرکز دارد؛ دیگر 
هستند.  کیفیت  بهبود  و  کیفیت  کنترل  کیفیت،  برنامه ریزی  آن،  بخش های 
این موارد برای تمام فعالیت های اقتصادی در ارتباط با محصولات، خدمات و 
رویه های دربردارنده امور ارزیابی انطباق، حائز اهمیت است. تضمین کیفیت نه 
تنها برای یک فعالیت خاص بلکه برای فعالیت های دیگر مرتبط با آن نیز اهمیت 
دارد که می تواند شامل تامین، تولید، بازاریابی، ارزیابی انطباق، اعتباربخشی، 
آموزشی  نیازهای  از  برخی  به  مقاله  این  باشد.  مشتریان  و  ذی صاح  مقامات 
تمرکز دارد که به جنبه های خاصی از توجه طرف های اصلی درگیر در هر مورد 
در  قبرس،  اعتباربخشی  در سازمان  آمده  به دست  تجربه  براساس  دارد.  اشاره 
این مقاله نمونه هایی از اهمیت آموزش و آگاهی برای درک جنبه های مختلف 
که  بدانند  آن ها  تا  تصویر می کشد  به  را  تمام طرفین  توسط  تضمین کیفیت 
دنبال چه چیزی هستند، چه میزان انطباق با الزامات مستند و چگونه ارزیابی 
انطباق تایید می شود. این مقاله به آزمایشگاه ها و فعالیت های مرتبط با اشاره به 
الزامات اعتباربخشی و استانداردهای صدور گواهینامه قابل اعمال در هر مورد 
تاکید می کند. درک عمومی از جنبه های اصلی تضمین کیفیت و استفاده از 
آن ها به عنوان ابزارهایی در یک زبان فنی مشترک، نیاز به آموزش و آگاهی در 
همه سطوح دارد تا تضمین کیفیت به درک انتظارات و اهداف کلی کیفی و 
اقتصادی جامعه کمک کند. بدین گونه فرهنگ کیفیت ایجاد و تقویت می شود.

چکيده

تضمین کیفیت، آموزش و آگاهی، ارزیابی 
انطباق، اعتباربخشی و گواهینامه.

واژه‌های‌کليدی

نیازهای آموزشی به منظور درک تضمین کیفیت
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کيفيت‌و‌تضمين‌کيفيت‌

‌‌تعاریف‌کلی‌
و  کیفیت  به  مربوط  بنیادی  اصطاحات  منابع،  از  مجموعه ای 
ابزار و فعالیت های مرتبط با آن را ارائه می دهند. این منابع به طور 
 ISO/IEC 17000 و   ]1[ ISO 9000 استانداردهای  عمده شامل 
علم  در  پایه  و  عمومي  واژگان  بین المللي  لغت نامه  عاوه  به   ]2[
است.  مربوطه   ]4[Eurachem راهنمای   و   ]3[7VIM اندازه شناسي، 
قانون شماره 2008/765 مقررات پارلمان و شورای اروپا8 ]5[ مبنای 
قانونی را برای برخی از تعاریف ارائه می کند. با وجود شناخت این 
اسناد و استفاده گسترده از آن ها، عدم وجود زبان مشترک عاملی 
است که همچنان حداقل برای برخی از تعاریف و اصطاحات خاص، 
نمی تواند به راحتی برطرف شود، ترجمه به زبان های مادری همیشه 

نمی تواند تمایز بین اصطاحات مختلف مرتبط را تضمین کند.
و  کیفیت  درک  به منظور  لازم  اساسی  اصطاحات  زیر  موارد 

تضمین کیفیت برای نیازهای ذینفعان اصلی است:
 کیفیت، میزانی از ویژگی های ماهیتی، الزامات و یا خواسته ها 

را برآورده می سازد ]1[.
 مدیریت کیفیت، به معنای فعالیت های هماهنگ شده برای 

هدایت و کنترل یک سازمان از نظر کیفیت است ]1[.
بر  که  کیفیت  مدیریت  از  بخشی  به عنوان  کیفیت  تضمین   
ایجاد اطمینان از این که الزامات و یا خواسته های مربوط به کیفیت 

برآورده خواهند شد، تمرکز دارد ]1[.
 کنترل کیفیت9 به عنوان بخشی از مدیریت کیفیت متمرکز 

بر الزامات کیفیت مؤثر است ]1[.
 ارزیابی انطباق، اثبات اینکه الزامات مشخص شده در رابطه با 
یک محصول فرایند، سیستم، شخص یا نهاد برآورده شده است ]2[.

 نهاد ارزیابی انطباق، نهادی که خدمات ارزیابی انطباق را ارائه 
می دهد ]2[ که شامل آزمایشگاه های آزمون / کالیبراسیون، بازرسی 

و صدور گواهینامه ها است ]4[.

برای  مدیریت  سیستم  معنی  به  کیفیت  مدیریت  سیستم   

هدایت و کنترل یک سازمان از نظر کیفیت است ]1[.
 سیستم مدیریت به معنای سیستمی برای تعیین خط مشی 

و اهداف و دستیابی به آن اهداف است ]1[.
خواننده می تواند به ISO 9001 برای تعریف و همبستگی بین 

تمام اصطاحات مربوط به کیفیت و تضمین کیفیت مراجعه کند.

‌‌اهميت‌تضمين‌کيفيت‌

برای  بلکه  خاص،  فعالیت  یک  برای  تنها  نه  کیفیت،  تضمین 
شامل  می تواند  که  است  اهمیت  حائز  آن  با  مرتبط  فعالیت های 
مقامات  اعتباربخشی،  انطباق،  ارزیابی  بازاریابی،  تولید،  عرضه، 
صالح، مشتریان / کاربران باشد )توجه داشته باشید: در موارد ذیل، 

»مشتری« به هر دو اصطاح اشاره می کند(.
فعالیت های  تمام  با  مرتبط  اصطاحات  و  کیفیت  تضمین 
جمله  از  رویه ها،  و  خدمات  محصولات،  به  توجه  با  اقتصادی 
ضروری  مورد  هر  در  می شود.  اعمال  انطباق،  ارزیابی  فعالیت های 
است که محتوای جامع تضمین کیفیت را مطابق با الزامات خاص با 

اشاره به نکات زیر مشخص کنید:
 ماهیت فعالیت و محصولات و خدمات مرتبط؛

 استفاده از نتیجه آن فعالیت؛
 دیگر الزامات و قوانین.

‌‌چه‌کسی‌الزامات‌را‌معرفی‌می‌کند؟‌
الزامات به طور عمده با توجه به اینکه آیا آن ها اجباری هستند 
یا خیر، تغییر می کنند. قوانین هم در سطح ملی و هم منطقه ای 
در تعدادی از بخش ها، مانند غذا، دارو، دستورالعمل جدید، مقررات 
بهداشتی  خدمات  محیطی،  زیست  قوانین  ساختمانی،  محصولات 
را مشخص  نیاز  مورد  الزامات  از  ارگانیک مجموعه ای  و کشاورزی 
رقابت  بزرگ،  سازمان های  مانند  بازار  خود  این،  عاوه بر  می کند. 
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امروزه اصطاحات مربوط به کیفیت و فعالیت های پشتیبانی کننده از آن، به کار می روند؛ برای همه ما زمان قابل 
ماحظه ای به طول می انجامید تا اصطاحات را به درستی درک و از آن ها به صورت هماهنگ استفاده کنیم. این امر 
با استفاده از منابعی مانند استانداردهای ISO 9000 ]1[ و ISO/IEC 17000 ]2[ و واژگان بین المللی اندازه گیری 
دقیق ISO/IEC Guide 99/VIM ]3[ تسهیل می شود. سوالی که در اینجا مطرح می شود این است که چقدر میزان 
از آن ها استفاده می کنند، درک می شود؟ کاربرد هر روزه این اصطاحات  اصطاحات و مفاهیم توسط کسانی که 
مبین آن است که سعی و تاش بیش از پیش مورد نیاز است تا اطمینان حاصل شود که جنبه های اساسی تضمین 
کیفیت5 و نیز استفاده ابزاری آنها به عنوان یک زبان فنی مشترک توسط همه اعضا، بطور یکسان درک شود. این امر 
به آزمایشگاه ها، سازمان های دیگر، مشتریان آنها و دیگر خدمات گیرندگان، به عنوان مثال، صنعت، مقامات ذیصاح، 
سردرگمی  سبب  که  خاصی  موارد  به  اشاره  ضمن  مقاله  این  دارد.  اشاره  قرارداد  طرف  افراد  و  مقامات/سازمان ها 
به طور مختصر  ذینفع  استفاده طرف های  برای  را  برای جنبه های خاص  آگاهی لازم  و  آموزشی  نیازهای  می شوند، 
ولی  است،  آن ها  ذینفعان  و  انطباق6  ارزیابی  نهادهای  تمام  به  مربوط  اساسی،  بیشتر جنبه های  اگر چه  کند.  بیان 

تأکید بیشتر بر آزمایشگاه ها است.
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الزامات  سخت گیر،  و  آگاه  کنندگان  مصرف  همچنین  و  فزاینده 
برای  اما  نیست،  اجباری  چه  اگر  که  می آورند  بوجود  را  اضافی ای 
هستند.  بازار  در  خدمات  و  محصولات  خوب  سهم  از  اطمینان 
فهرست منابعی که باید توسط سازمان درگیر شامل یک آزمایشگاه 

در نظر گرفته شود عبارتند از:
  قانون )ملی، منطقه ای، بین المللی(؛

  استانداردهای اصطاحات، روش هاو رویه ها؛
  استانداردهای مدیریت و اعتباربخشی؛

  الزامات بازار.
فعالیت های  و  بخش ها  در  که  دارد  وجود  رویه هایی  مجموعه 
عملیات خوب  به  آن،  اصلی  مثال های  اجرا می شود.  تعریف شده، 
آزمایشگاهی10 ]6[، روش های خوب ساخت11 ]7[، مدیریت کیفیت 
 ،]9[ (ISO 14001( مدیریت زیست محیطی ،]8[ (ISO 9001(
تجزیه و تحلیل خطر و شناسایی نقاط کنترل بحرانی12 ]10[ در 
ایمنی شغلی )18001)13  با ISO 22000 ]11[ و سامت و  ارتباط 
هر  آن ها،  بین  توجه  قابل  تفاوت های  وجود  با  برمی گردد.   ]12[
بررسی همه  به  نیاز  برنامه خاص،  به یک  برای رسیدگی  سازمانی 
منابع خارجی ذکر شده در بالا را دارد. عاوه بر این، باید اسناد داخلی 
شامل یک  اساساً  مثال، سیستم مدیریت کیفیت که  به طور  خود، 
کتابچه راهنمای کیفیت و مجموعه ای از رویه ها و دستورالعمل های 
مستندسازی  برای  مناسب  سیستم  یک  کند.  تهیه  است،  کاری 
خدمات  سوابق  همچنین  و  مدیریت  سیستم  پیاده سازی  مدارک، 
ارائه شده نیز مورد نیاز است. این عناصر باید آماده، اجرا و بازبینی 
را  خاص  فعالیت  آن  ویژه  و  عمومی  نیازهای  که  طوری  به  شوند 
بازتاب دهد. در مورد آزمایشگاه، وظیفه اصلی این است که چگونه 
نتایج قابل اعتماد را بدست آوریم و این به چندین تابع نیاز دارد 
باشد.  فراهم  کارآمد  و  عملیاتی  روشی  به  آزمایشگاه  محل  در  که 
الزامات صاحیت آزمایشگاه در ISO / IEC 17025 ]13[ تعریف 
شده است. برای آزمایشگاه های پزشکی، ISO 15189 ]14[ در حال 
از CAB ها استانداردی  اجرا است، در حالی که برای هر نوع دیگر 
خاص در استاندارد ISO / IEC 17000 برای اعتباربخشی ]15[ در 

دسترس است.

آموزش‌و‌آگاهی‌

‌‌سردرگمی‌و‌درک‌نادرست
و  نادرست  فهم  و  از موضوعات گاهی سبب سردرگمی  بعضی 
اشتباه می شوند. براساس تجارب حاصل از عملکرد دهه  اول مرجع 
به دقت  و  تایید صاحیت مصر، چنین موضوعاتی شناسایی شده 
بررسی  مورد  دهنده  آگاهی  امور  و  مداوم  آموزشی  برنامه های  در 
قرار  بحث  مورد  ذیل  در  مثال  گرفتند. چند  قرار  تحلیل  تجزیه  و 

گرفته است.
بسیاری از سازمان ها نقش بسزایی در آموزش مستمر و افزایش 
آگاهی طرفین ذینفع ایفا می کنند؛ این سازمان ها عبارتند از: مراجع 
تایید صاحیت و سازمان های اعتباربخشی منطقه ای مانند اتحادیه 

اروپایی برای اعتباردهی14 و اتحادیه بین المللی تایید صاحیت15 و 
سازمان های علمی مثل Eurachem، Eurolab و همکاری در ردیابی 
به  نمی توان  موارد  این  با  تنها  اما  تجزیه16.  شیمی  در  بین المللی 
هدف مورد نظر رسید و باید کار مضاعفی در خصوص سازگاری با 

نیازها و اولویت های محلی، زبان و ویژگی های فرهنگی انجام داد.

‌‌دیدگاه‌های‌بنيادی‌از‌منظر‌صدور‌گواهی‌و‌تائيد‌صلاحيت

صدور گواهی، به معنی تصدیق محصولات، فرایندها، سیستم ها 
است.  ثالث  شخص  توسط   )ISO/IEC 17000 cl. 5.5( افراد  و 
تصدیق، به بیان کردن یک تصمیم به دنبال بازبینی اشاره دارد که 
موجب تحقق الزامات خاصی شده است ]2[. طبق نکته در مرجع 
ذکر شده، صدور گواهی برای همه موارد ارزیابی انطباق به جز خود 
نهادهای ارزیابی انطباق قابل اجراست که برای آن ها اعتباربخشی17 

قابل اطاق است.
آیا احراز گواهینامه اجباری است؟ پاسخ منفی است. اما افزایش 
نیاز بازار، به عنوان مثال، دعوت برای مناقصه، خریدهای کان و در 
بعضی موارد قوانین، آن را به شدت توصیه می کنند. این راحت ترین 
راه برای تأمین نظرات مشتریانی است که بدنبال شاهد و مدرکی 
برای وجود مؤثر سیستم تضمین کیفیت هستند. برای اطمینان از 

این مدرک، گواهینامه باید توسط سازمانی معتبر صادر شود.
است  ثالثی  شخص  توسط  ارزیابی  معنی  به  صاحیت،  تایید 
ارزیابی  نشان دهد صاحیت  که  باشد   CAB با یک  ارتباط  در  که 
تا   .]2[ دارد  را   )ISO/IEC 17000, cl.5.6( خاص  انطباق های 
داشتن  گواهی،  صدور  با  صاحیت  تائید  کلیدی  اختاف  اینجا، 

صاحیت و نمود آن است.
یک  ارزیابی  کلی،  به طور  است؟  اجباری  صاحیت  تائید  آیا 
آزمایشگاه داوطلبانه است؛ با وجود این بعضی مواقع، طبق قوانین 

اروپا و یا قوانین ملی ارزیابی و اعتباربخشی الزامی است.
شکل )1( مراحل حصول اطمینان از کار آزمایشگاه را از طریق 
صدور  و  صاحیت  تائید  الزامات  بین  اختاف  کشیدن  تصویر  به 
گواهی برای یک آزمایشگاه را نشان می دهد. بر این اساس به راحتی 
آزمایشگاه  یک  برای  گواهینامه  اخذ  چرا  که  داد  توضیح  می توان 
ارجاع نمی شود.  اعتماد  به عوامل صاحیت و  مناسب نیست، زیرا 
»تائید  ولی هنوز  داده شده است  پاسخ  به سوال یک  ترتیب  بدین 
کننده  گیج  آزمایشگاه«  یک  برای  گواهینامه  صدور  یا  صاحیت 
ISO/IEC 17000:2004 است  با متن صریح  و مطابق  ]16و17[ 
این  از  غیر  حتی   .]2[ شده است(  ذکر  بالا  در  گواهینامه  )تعریف 
بخواهد  آزمایشگاه  یک  است  ممکن  مطلب(  این  به  توجه  )بدون 
گواهینامه اخذ کند، بخصوص وقتی تحت نظارت یک سازمان مادر 

باشد.
یک آزمایشگاه ارزیابی نشده می تواند خودش، خودش را طبق 
که  است  معنی  بدین  این  کند؛  ارزیابی  استاندارد،  جوانب  تمام 
می تواند به پله  بالاتر در شکل )1( صعود کرده و عملکرد و اعمال 
تأیید  ندارد،  وجود  که  آنچه  کند.  مستند  را  کیفیت خود  تضمین 
مستقل است که فقط می تواند توسط سازمان اعتباربخشی17 انجام 
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)اعتباردهی(  ارزیابی  تأمین کننده  شود که سبب تسهیل پذیرش 
دلایل  به  خاء  این  محتمل،  به طور  است.  مشتری  توسط  شده 
بازاریابی مهم است، حتی در مواردی که ارزیابی )ممیزی( ضروری 
نباشد. بنابراین، مشتری در صورتی که بخواهد، می تواند بررسی کند 
و تشخیص دهد که خدمات ارائه شده در راستای انتظاراتش است.

تائید صاحیت، شواهدی برای صاحیت تکنیکی و فنی و نیز 
ارائه  را  موجود  محدوده های  براساس  نتایج  بودن  معتبر  تشخیص 
 ISO/IEC 17011 تائید صاحیت ملی18، که طبق  نهاد  می دهد. 
کننده  ارزیابی  سازمان  توسط  کامل  به طور   ]18[ می کند  عمل 
موافقت نامه  عضو   NAB شده است.  ممیزی   EA مانند  منطقه ای 
تائید  فعالیت های  شامل  معین  دامنه   برای   EA با  چندجانبه19 
صاحیت در زمینه هایی که خودش با موفقیت مورد ارزیابی کامل 

قرار گرفته بود، می گردد.

قابلیت اطمینان
 احراز صلاحیت پرسنل
 مناسب بودن تجهیزات

 قابلیت ردیابی اندازه شناسی
 کنترل کیفیت داخلی

 مقایسات بین آزمایشگاهی
 روش صحه گذاری / تصدیق

 اندازه گیری عدم قطعیت

سیستم مدیریت کیفیت  صدور گواهینامه

شکل‌)1(:‌مراحل‌اطمينان‌از‌کار‌آزمایشگاه‌]13[.

با  متقابل20  شناسایی  موافقت نامه  عضو   NAB اساس،  این  بر 
تائید  درخصوص  که  می شود  بین المللی  صاحیت  تائید  نهادهای 
در   NAB واقع،  در  است.   ILAC نهاد  این  آزمایشگاه،  صاحیت 
جهان شناخته می شود. همان طور که قبل از آن اشاره شد، ممکن 
است تمام فعالیت های آن را پوشش ندهد. شایان ذکر است که بر 
ارزیابی  نهادهای  فقط   ،]5[  2008/765 شماره   )EC( قانون  طبق 
انطباق تأیید صاحیت شده  از نیازهای حوزه نظارتی مطلع می شوند، 
به شرط این که نهاد تایید صاحیت نیز از قبل به طور کامل و موفق 

برای دامنه  MLA خاصی مورد ارزیابی قرار گرفته شده باشد.

‌‌در‌عمل‌چه‌اتفاقی‌می‌افتد؟

بازار واحد و حرکت آزادانه  کالاها و خدمات بستگی به تعهد و 
کیفیت  تضمین  درخصوص  سهامداران  تک  تک  مسئولیت پذیری 
از موارد،  و همین طور مستندسازی مناسب آن دارد. در تعدادی 
قوانین خاصی وضع شده است. دستورالعمل های رویکرد  الزامات و 
نیاز است  آنچه مورد  از  جدید مثالی عینی هستند. درک عمومی 
کردن  برآورده  ضمن  می تواند  شود،  مستند  باید  چگونه  اینکه  و 

انتظارات، عملکرد بازار را نیز تسهیل کند.
داده  نشان  واحد  فنی  زبان  یک  به  نیاز  ذیل،  مثال های  در 
را  صنعتی  فعالیت  یک  عمومی  چوب  چهار   )2( شکل  شده است. 

نشان می دهد. بنا به ماهیت سیستم مدیریت و تضمین کیفیت باید 
جوانب مشخص و معینی در طراحی و پیاده سازی آن در نظر گرفته 
شوند. این جوانب در بر گیرنده  هر دو نوع وظایف اجباری و اختیاری 
هستند. شکل )3( یک مورد خاص از زنجیره  تأمین مواد غذایی را 

نشان می دهد؛ هر مرحله باید به طور مقتضی در نظر گرفته شود.

 مدیریت فروش
 تولید

 آزمایشگاه

CAB ها

  ISO 9001

  ISO 14001

GLP/GMP

نهاد مطلع
CE نماد

مشتری ها

تامین کشنده ها
ISO 9001 

/HACCPمحیط زیست
ISO 22000

 OHSAS
18001

مقامات صلاحیت دار نهاد تائید 
صلاحیت

شکل‌)2(:‌تعامل‌یک‌فعاليت‌صنعتی‌بسته‌به‌ماهيت‌و‌محصولات‌آن.‌)علامت‌
‌CEاظهار‌صلاحيت‌محصول‌براساس‌دستورالعمل‌رویکرد‌جدید‌مقتضی‌توسط‌

توليد‌کننده(‌]5[.

سازنده بسته بندی
تامین غذای خام )مواد خام / بسته بندی نهایی(

تامین افزودنی ها

توزیع

محیط زیست مشتری

فرآوری غذا

شکل‌)3(:‌دیاگرام‌زنجيره‌‌تأمين‌مواد‌غذایی.

‌‌محيط‌آزمایشگاه
از  مجزا  نمی توان  را  کالیبراسیون  یا  آزمون  آزمایشگاه  یک 
براساس  که  می شود  متعهد  آزمایشگاه  گرفت.  نظر  در  محیطش 
خدمات  آن ها  به  قانونی  مقررات  طبق  و  مشتریان  درخواست های 
و  رابطه ها  تمامی  با  را  آزمایشگاه  یک  محیط   )4( شکل  دهد. 
مقتضیات طبیعی مورد نیاز در هر مورد نشان می دهد. درخصوص 
آزمایشگاه های طبی، نمودار طوری تنظیم می شود که مبین نیازهای 
مقتضی مربوط به استانداردهای ممیزی و قانونی ملی و نیز اروپایی 

این بخش باشد ]19و20[ )به شکل )5( رجوع کنید(.
در بین عناصر مختلف نشان داده شده در شکل های )4( و )5(، بعضی 
مثل برنامه ریزی آزمون های مهارت21، مواد مرجع22 و خدمات کالیبراسیون 
در کنترل مستقیم آزمایشگاه نیستند. در این گونه موارد آزمایشگاه باید به 
ارائه کنندگان این خدمات یعنی انجام دهندگان آزمون های مهارت، تولید 
کنندگان مواد مرجع و آزمایشگاه های کالیبراسیون اطمینان و مستندات 
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لازم در این خصوص را تهیه کند. مستندات مزبور باید مناسب بودن 
ارائه شده را به صورت واضح نشان دهند. طبق  محصولات و خدمات 
دستورالعمل EC/79/98 برای تجهیزات تشخیص آزمایشگاهی، کنترل ها 
23 بوده تا قابل ردیابی باشند. 

 CE ها( و کالیبراتورها باید دارای عامتRM(
عاوه بر این، تجهیزات، معرف ها و کیت های تشخیصی نیز باید دارای 
عامت CE باشند. مشتری باید بقدر کافی از تمامی جوانب مربوط به 
کیفیت و تضمین کیفیت آگاهی داشته باشد تا مستندات قرار داده شده 

در اختیارش را بطور کامل بفهمد.

طرح های آزمون مهارت 
ISO 17043 

تامین کننده های معروف
ISO 9001مشتری

مواد مرجع
ISO Guide 34

نهاد صدور گواهینامه 
ISO 17025 

تامین کننده تجهیزات 
ISO 9001

وضع قانون / 
مقامات

آزمایشگاه 
کالیبراسیون / 

آزمون 
ISO 17025

آزمایشگاه آزمون  
ISO 17025

آزمایشگاه کالیبراسیون   
ISO 17025

نهاد تایید صلاحیت
 ISO 17011
MLA?MRA

مرکز اندازه شناسی ملی مقایسه 
CIPM کلیدی
ISO 17043 

شکل‌)4(:‌محيط‌آزمایشگاه‌کميته‌‌بين‌المللی‌برای‌اوزان‌و‌مقياس‌ها‌24]13[.

طرح های آزمون مهارت 
ISO 17043 

تامین کننده های معروف
ISO 9001مشتری

مواد مرجع
ISO Guide 34

نهاد صدور گواهینامه 
ISO 17025 

تامین کننده تجهیزات 
ISO 9001

وضع قانون / 
مقامات

آزمایشگاه طبی
ISO 15189

آزمایشگاه مرجع/ 
پیمانکارهای فرعی
ISO 17025  

آزمایشگاه کالیبراسیون   
ISO 17025

نهاد تایید صلاحیت
 ISO 17011
MLA?MRA

مرکز اندازه شناسی ملی مقایسه 
CIPM کلیدی
ISO 17043 

شکل‌)5(:‌محيط‌آزمایشگاه‌تشخيص‌طبی‌]‌19و‌20[.

‌‌نيازهای‌ویژه‌در‌بخش‌طبی
با توجه به بخش طبی، تمایز قائل شدن میان نیازهای آزمایشگاه های 
اهمیت  حائز  کلینیک،  یا  بیمارستان  فعالیت های یک  دیگر  و  طبی 

است. شکل )6( وظایف و نیازهای متفاوت را نشان می دهد. در برخی 
اعتباربخشی در گواهینامه های مربوط به  از اصطاح  موارد، استفاده 
بیمارستان ها و کلینیک ها و دیگر اسناد که توسط بعضی از سازمان های 
گواهی دهنده صادر می شود، مناسب نیست و گاهی اوقات گمراه کننده 
اعتبار  سازمان های  وضوح  به  شماره 2008/765   )EC( قانون  است. 

دهنده ملی را به منظور تضمین اعتباربخشی، فراهم آورده است.

آزمایشگاه های پزشکی

تست نمونه ها از بدن انسان

)فابلیت اطمینان نتایج(

صلاحیت انجام وظایف مشخص

اعتبار بخشی مناسب می باشد

بیمارستان ها / کلینیک ها

خدمات کلی به بیماران

)مدیریت و سازمان(

اطمینان از انطباق با نیازهای مشخص 

گواهینامه مناسب می باشد

بخش پزشکی

شکل‌)6(:‌اعتباربخشی‌و‌گواهينامه‌در‌بخش‌طبی‌]20[.

‌‌گواهينامه‌های‌تائيد‌صلاحيت
باشد،  آگاه  آزمایشگاهی  خدمات  از  خوبی  به  که  مشتری ای 
به عنوان  صاحیت  تائید  گواهینامه  از  می تواند  امکان  درصورت 
استفاده  شده است،  ارائه  که  خدماتی  سطح  برای  اساسی  ابزاری 
کند. تمامی گواهینامه های اعتباربخشی به وضوح مربوط به دامنه 
دقیقی است که آزمایشگاه برای آن اعتبار گرفته است؛ معمولا این 
دامنه تمام طیف فعالیت های آزمایشگاه را پوشش نمی دهد. به این 
صحت  و  صاحیت  تائید  دامنه  از  خوبی  به  باید  مشتری  منظور، 
گواهینامه آگاه باشد. این اطاعات در گواهینامه تائید صاحیت که 
معمولاً دامنه فعالیت ها نیز به صورت پیوست با آن همراه است، قابل 
دستیابی است. اگرچه این امر می تواند در وب سایت سازمان اعتبار 
دهنده نیز تصدیق شوند؛ این وب سایت تنها مرجع اطاعات به روز 
شده است و به یاد داشته باشید که امکان لغو اعتباربخشی یا کم 
کردن دامنه آن وجود دارد. بر پایه این اطاعات، مشتری می تواند 
تصدیق کند که آیا گزارش آزمون یا گواهی کالیبراسیون که توسط 
آزمایشگاه فراهم شده است، به اندازه کافی می تواند نتایج روش های 
گواهی های  به  است  لازم  خیر.  یا  دهد  نشان  را  نامعتبر  یا  معتبر 
کالیبراسیون و مدارک مربوط به ردیابی نتایج اندازه گیری گزارش 

.]21[ )ILAC P 10( شده توجه ویژه داشت

‌‌گزارش‌های‌آزمون‌ها‌و‌گواهينامه‌های‌کاليبراسيون
اسـتانداردهای تائیـد صاحیـت بـا جزئیات مشـخص می کنند 
کـه چـه مـواردی بایـد در گزارش هـای آزمون هـا و گواهینامه های 
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کالیبراسـیون وجـود داشـته باشـند. سـوال رایـج ایـن اسـت کـه 
آیـا نشـان تائیـد صاحیـت بایـد روی گـزارش صادر شـده توسـط 
آزمایشـگاه اعتباردهی شـده وجود داشـته باشـد یا خیر. متاسـفانه 
اسـتفاده از آن روی گزارش های آزمون و حتی روی گواهینامه های 
کالبیراسـیون الزامـی نیسـت و این موجب دشـواری هایی می شـود. 
مشـتری چطـور باید تشـخیص دهـد که آیـا نتایج مشـخص، واقعا 
از روش هـای معتبـری کـه به صـورت صحیح انجام شـده اند، حاصل 
شده اسـت یـا خیر؟ در مـورد گواهینامه های کالیبراسـیون، مشـکل 
صـادر  گواهینامـه  دو  بیـن  بایـد  کاربـر چگونـه  اسـت؛  بزرگ تـر 
شـده توسـط آزمایشـگاه کالیبراسـیون معتبـر کـه یکـی مربوط به 
کالیبراسـیون در دامنه اعتباربخشـی و دیگری شـامل نتایج بررسی 
عملکرد قسـمتی از دسـتگاه اسـت، بدون نشـان اعتباربخشی تمایز 

قائل شـود؟
وقتی خدمات غیرمعتبر به صورت محتمل بیشتر به دلیل مسائل 
و  مشتریان  که  است  ضروری  می شوند،  داده  ترجیح  اقتصادی، 
مسئولینِ با صاحیت به خوبی از جنبه های اصلی که باید به منظور 
ارزیابی قابلیت اطمینان خدمات ارائه شده در سطحی مناسب برای 

هدف بررسی کنند، مطلع باشند.
در هر صورت، آزمایشگاه باید هم مدارک صاحیت فنی و هم 

مدارک تامین کنندگان خود را مستند و فراهم کند، از جمله:
]13[ و   ILAC P10  ]21[( کالیبراســـیون  خدمـــات     

ISO/IEC 17025(؛
  آزمایشگاه های آزمون )]ISO/IEC 17025 ]13 یا در مورد 

آزمایشگاه های پزشکی ]ISO 15189 ]14(؛
  مدارک آزمون مهارت )]ISO/IEC 17043 ]22(؛

  تولید کنندگان مواد مرجع )]ISO Guide 34 ]23(؛
.)ISO 9001 ]8[( سازندگان تجهیزات و معرف ها  

و‌ بحث‌ موجب‌ متناوب‌ به‌طور‌ که‌ دیگری‌ جنبه‌های‌
گفتگو‌می‌شود

‌

‌‌خدمات‌کاليبراسيون
  آیا لازم است تامین کننده خدمات کالیبراسیون اعتباربخشی 
 )ISO 15189 )نه   ISO/IEC 17025 الزامات  از  مورد  این  شود؟ 

نیست اما بعد از ILAC P10:2013 به شدت ارجح است.
  در مواردی که هیچ خدمات کالیبراسیون معتبری برای یک 

عامل مشخص در کشور موجود نیست، این بر عهده مشتری است 
که مدارک کافی که قابل ردیابی باشند را درخواست کند.

  بازبینـی قـرارداد چطـور؟ ایـن بـر عهده مشـتری اسـت که 
مـوارد الزامی را مشـخص کنـد؛ از آزمایشـگاه کالیبراسـیون انتظار 
مـی رود کـه تاییـد کنـد خدمات ارائـه شـده می توانند ایـن الزامات 

را برطـرف کنند.
را  گواهینامه ای  کالیبراسیون  آزمایشگاه  که  صورتی  در    

برای عاملی که در دامنه اعتباربخشی آن است، بدون اینکه نشان 

اعتباربخشی روی آن باشد، فراهم آورد، این مورد ممکن است برای 
مشتری گیج کننده/گمراه کننده باشد.

  تا چه اندازه مشتریان گواهینامه کالیبراسیون را می فهمند 
و بهترین استفاده را از آن می کنند؟

PTمشارکت‌در‌طرح‌های‌‌‌
آیا تامین کنندگان PT باید تائید صاحیت شوند؟ این مورد از 
الزامات ISO/IEC 17025 نیست؛ اگرچه با افزایش تعداد طرح های 
اعتباردهی  تامین کنندگانی که  آزمایشگاه ها  اعتباردهی شده،   PT

از  باید  شده اند را ترجیح می دهند. در غیر این صورت، آزمایشگاه 
معیار مناسبی برای انتخاب تامین کنندگان PT، متناسب با هدفش 
استفاده کند؛ مدارک مربوطه ضروری است. در مورد آزمایشگاه های 
پزشکی، ISO 15189 ضرورت طرح های PT به منظور برآورده کردن 
الزامات استاندارد ISO/IEC 17043 را مشخص می کند. در مواردی 
که اعتباردهی وجود ندارد، این بر عهده آزمایشگاه است که به دنبال 
مدارک کافی برای چنین انطباقی باشد و به شکل مناسبی آن را 

مستند کند.
این مساله که مشارکت در طرح های PT ابزاری برای نشان دادن 
صاحیت پرسنل )جدید و در حال کار(، بهبود مستمر، آموزش و 
خوبی  به  هیچ گاه  می کند؛  فراهم  را  بودن  اطمینان  قابل  تصدیق 
که  است  آزمایشگاه  مدیر  مسئولیت های  از  این  نشده است؛  درک 
تضمین کند سیاست و عملکرد آزمایشگاه به طور موثری تمامی این 

جنبه ها را پوشش می دهد.

‌‌استفاده‌از‌مواد‌مرجع

  آیا تولید کننده مواد مرجع باید اعتباردهی شود؟ در حال 
حاضر، چنین الزامی وجود ندارد.

 ISO/IEC 17025 تا همین اواخر، اعتباربخشی بر مبنای  
و ISO Guide 34 بود. الان این موضوع تغییر کرده است؛ فقط از 

ISO Guide 34 ]23[ استفاده می شود.
قابلیت ردیابی را ممکن  انتخاب مستند شده مواد مراجع    

می سازد.
اشاره  تا الان  در مورد آزمایشگاه های طبی، همان طور که    

وجود  )کنترل ها(  مرجع  مواد  برای  مشخصی  الزامات  شده است، 
دارند]19 و 20[.

‌‌عدم‌قطعيت‌اندازه‌گيری‌ها
درک  مشتریان  توسط  خوبی  به  هنوز  قطعیت  عدم  مفهوم 
نتایج شان  که  آزمایشگاه هایی  مشتریان،  است  ممکن  نشده است. 
برای  مشتریان  همه  نکنند.  انتخاب  را  دارند،  قطعیت«  »عدم 
نمی کنند  پرداخت  هزینه  دارد  کمی  قطعیتی  عدم  که  نتیجه ای 
قابلیت  دادن  نشان  برای  قطعیت  عدم  بیان  که  نمی دانند  آن ها  و 
اطمینان به نتایج ضروری است و مبین آن است که نتیجه گزارش 

شده به درستی تخمین زده شده است.
چطور سیستم مدیریت کیفیت یک آزمایشگاه را »بسازیم«؟

آزمایشگاه  عملیات یک  و  مدیریت کیفیت  »ساختار« سیستم 
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بـرای آن کـه اطمینـان از کیفیـت بـه 
کیفیـت  و  سـرمایه گذاران  انتظـارات  درک 
کلـی و هدف هـای اقتصـادی جامعـه کمک 
کنـد؛ تمرین و آگاهی در همه سـطوح مورد 
نیـاز اسـت. این گونـه اسـت کـه فرهنگی با 
کیفیـت ایجـاد می شـود و ارتقـا می یابـد. از 
عملکـرد یـک بـازار واحـد و جریـان روان 
اطمینـان  شـرایطی  در  خدمـات  و  کالاهـا 
از  متداولـی  درک  کـه  می شـود  حاصـل 
معانـی و ابـزار موجود بـرای مسـتند کردن 
رعایـت الزامـات کیفی وجود داشـته باشـد. 
اختیـاری،  و  اجبـاری  بخـش  دو  هـر  در 
اطمینـان از کیفیـت بسـیار حائـز اهمیـت 
اسـت. سیسـتم اعتباربخشـی قبـرس تاکید 
قابـل توجهـی روی آمـوزش و آگاهی کرده 
دهـه  دومیـن  تقریبـا  بـه  ورود  بـا  اسـت؛ 
فعالیـت خـود نتایـج این تاش و اثـر آن بر 
توجـه جامعـه بـه کیفیـت، بـه وضـوح قابل 

است. مشـاهده 

ری
گي
جه‌

نتي

پی‌نوشت

صنعتی  دانشگاه  مرکزی  آزمایشگاه  فیزیک،  ارشد  کارشناسی   .1
امیرکبیر

ارشد مدیریت دولتی، مدیر کیفیت پژوهشگاه مواد  2. کارشناسی 
و انرژی

3. کارشناسی ارشد شیمی زیستی بالینی، مرکز تحقیقات دارویی 
دانشگاه علوم پزشکی تبریز

4. عضو کارگروه استاندارد و کالیبراسیون
5. Quality Assessment (QA(
6. Conformity Assessment Body (CAB(
7. International Vocabulary of Metrology (VIM(
8. European Parliament and the Council (EC(
9. Quality Control (QC(
10. Good Laboratory Practice (GLP(
11.  Good Manufacturing Practice (GMP(
12. Hazard Analysis and Critical Control Points 
(HACCP(
13. Occupational Health and Safety (OHSAS(
14. European cooperationfor Accreditation (EA(
15. International LaboratoryAccreditation Coopera-

tion (ILAC(
16. Co-Operationon International Traceability in Ana-
lytical Chemistry (CITAC(
17. Accreditation Body (AB(
18. National Accreditation Body (NAB(
19. Multilateral Arrangement (MLA(
20. Mutual Recognition Arrangement (MRA(
21.Proficiency Testing (PT)
22. Reference Materials (RM(
23. عامت CE روی یک محصول، اعام می کند که محصول مطابق 
از  حفاظت  و  ایمنی  سامت،  به  مربوط  قوانین  اساسی  الزامات  با 

محیط زیست اروپا است.
24. International Committee for Weights and Mea-
sures (CIPM(
25. European Communities Confederation of Clinical 
Chemistry and Laboratory Medicine (ECCCCLM(
26.International Federation of Clinical Chemistry and 
Laboratory Medicine (IFCC(
27. International Union of Pure and Applied Chemis-
try (IUPAC(

نیاز به در نظر گرفتن و استفاده صحیح از یک سری عناصر دارد. 
این عناصر، همان طور که در بخش های قبلی بررسی کردیم برای 
نیاز هستند. شکل )7(  عملکرد موثر همه روابط آزمایشگاه مورد 
ساختار کلی را نشان می دهد. سقف آزمایشگاه مربوط به اعتباردهی 
اعتباربخشی در  به ذهن سپردن نقش  برای  نمادگرایی  آن است. 
نتایج آن،  قابلیت اطمینان  و  آزمایشگاه  مستندات صاحیتِ فنی 

حائز اهمیت است.

اعتبار بخشی

شرایط و 
تعاریف

استانداردهای ایمنی و محیطی

ILAC  و EA اسنادQA دیگر ابزار برای

مسائل مدیریتیروش های استاندارد

قانون گذاری ) ملی یا منطقه ای(

صلاحیت فنی

قواعد و 
روش های 

NSB

Eurachen, CITAC,Eurolab, 
IUPAC eloter medical Labs: 

ECCCCLM,IFCC

سيستم‌ در‌ باید‌ که‌ اصلی‌ای‌ جنبه‌های‌ آزمایشگاه:‌ یک‌ »ساخت«‌ ‌:)7( شکل‌
اروپایی‌ انجمن‌های‌ کنفدراسيون‌ شوند؛‌ گرفته‌ نظر‌ در‌ آزمایشگاهی‌ مدیریت‌
و‌ بالينی‌ شيمی‌ بين‌المللی‌ فدراسيون‌ پزشکی25،‌ آزمایشگاه‌ و‌ بالينی‌ شيمی‌
آزمایشگاه‌پزشکی26،‌اتحادیه‌بين‌المللی‌شيمی‌خالص‌و‌کاربردی‌27]‌13و‌14[.
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آماده‌سازی
نمونه‌های‌زیستی‌

به‌منظور‌تصویربرداری
با‌استفاده‌از

میکروسکوپ‌الکترونی‌
روبشی

میکروسکوپ الکترونی روبشی، نمونه های زیستی، 
بافت های زنده، آماده سازی نمونه.

واژه‌های‌کليدی

میکروسکوپ الکترونی روبشی5 یکی از بهترین روش های 
فراوانی  کاربردهای  مختلف  حوزه های  در  که  است  آنالیزی 
ریزساختار  و  سطح  بررسی  امکان  میکروسکوپ،  این  دارد. 
است.  آورده  فراهم  نانومتری  و  میکرونی  ابعاد  در  را  داخلی 
نمونه های  توجه،  مورد  و  تخصصی  حوزه های  از  یکی  امروزه 
زیستی و بافت های زنده است. مشاهده این نمونه ها و بررسی 
الکترونی  میکروسکوپ  از  استفاده  با  آن ها  ساختارهای  ریز 
دلیل حساسیت  به  است.  آماده سازی خاصی  نیازمند  روبشی 
بالای نمونه ها در صورتی که هر مرحله از آماده سازي با دقت 
یا  و  فروپاشی  چروکیدگی،  ایجاد  باعث  نگیرد  صورت  کافی 
آسیب به ساختار نمونه می شود و روي کیفیت تصاویر نهائي 
تاثیر مي گذارد، بنابراین  بسیار مهم است که شرایط و مراحل 

آماده سازي بافت با دقت و با روش استاندارد انجام پذیرد.
روش های بسیار متنوعي براي آماده سازي انواع بافت های 
زیستی و آنالیز آن ها وجود دارند که با توجه به نوع بافت و 

ساختار آن متفاوت هستند.
آماده سازی  کلی  روش های  بررسی  به  مقاله  این  در 
تثبیت های  )الف(  زنده شامل:  بافت های  و  زیستی  نمونه های 
آبگیری  )ب(  فیزیکی(،  تثبیت  و  شیمیایی  )تثبیت  مختلف 
خشک  مختلف  روش های  )ج(  و  الکل  مختلف  درصدهای  با 
کردن )خشک کردن در هوا، خشک کن نقطه بحرانی، خشک 
به منظور مشاهده  انجمادی و خشک کن های شیمیایی(  کن 
زنده  ساختار  به  حالت  نزدیک ترین  در  زیستی  ساختارهای 

آن ها در SEM با قدرت تفکیک بالا پرداخته شده است.

چکيده
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امروزه، میکروسکوپ الکترونی روبشی  نه تنها در علوم مواد، شیمی و فیزیک به کار می رود، بلکه در زمینه های متعددی 
همچون علوم پزشکی و زیستی کاربرد دارد. قدرت تفکیک بالای SEM آن را به یکی از ابزارهای قدرتمند و جامع برای 

بررسی و تحلیل محدوده  وسیعی از مشخصات ریزساختار نمونه ها در مقیاس نانومتر تا میکرومتر تبدیل می کند.
مواد زیستی، بافت های زنده ای هستند که در اصل 99 درصد ساختار شیمیایی آن ها را عناصر سبک )Z=1-20( تشکیل 
می دهند، به طوری که بیشتر از عناصر H, C, N, O و درصد کمتری از عناصر Na, Mg, Si, P, S, Cl, K, Ca ساخته 
 Cr،Co، Cu، Fe، تشکیل شده اند که شامل عناصر کمیاب Z=24-30 شده اند. 1 درصد باقیمانده به طور عمده از عناصر
Mn، Zn و I است و در متالوآنزیم ها و کوآنزیم های مختلف نقش مهمی دارند. آب جزء اصلی نمونه های زیستی زنده است 
و ماکرومولکول های آلی پیچیده  ای مانند پروتئین ها، لیپیدها و کربوهیدرات ها را شامل می شود. عناصر مختلف تشکیل 
 ،)N( 4 درصد نیتروژن ،)C( 11 درصد کربن ،)O( 24 درصد اکسیژن ،)H( دهنده  سلول عبارتند از: 59 درصد هیدروژن

2 درصد دیگر موارد، مثل فسفر )P(، سولفور )S( و غیره ]2[.
که  است  ویژگی هایی  بین  تمایز  ایجاد  توانایی  زیستی،  نمونه های   SEM تصاویر  تفسیر  در  چالش ها  مهمترین  از  یکی 
منعکس کننده  ساختار طبیعی و ویژگی هایی که در هنگام پردازش به صورت مصنوعی ایجاد می شوند، هستند. اگر این 
این  دهند.  نتیجه  را  بی مفهومی  تصاویر  می توانند  تفکیک ها  قدرت  کیفیت ترین  با  و  بهترین  نگیرد، حتی  تمایز صورت 
این  با  آرتیفکت ها  از  تمایز ساختارهای واقعی  آرتیفکت )مصنوعات( می نامند. مسئله   را  القا شده  ساختارهای مصنوعی 
واقعیت همراه است که بیشتر تصاویر میکروسکوپی به طور مستقیم از ساختارهای زیستی به دست نمی آیند، بلکه لکه ها، 
رنگ ها یا روکش ها نیز به نمونه ها اضافه می شوند تا بخش مورد نظر را قابل مشاهده سازند که خود عامل ایجاد آرتیفکت 

هستند ]3[.
عاوه بر فراهم نمودن اطاعات سودمند، باریکه الکترونی به کار رفته در یک SEM می تواند آسیب موقت یا دائمی را 
الکترونی  پراکندگی  نوع  براساس  این آسیب  ایجاد کند. روش دسته بندی  نمونه  بالک  یا ساختار  و  در ساختار سطحی 
)الاستیک یا غیرالاستیک( است )شکل )1(( ]4[. مواد زیستی از رساناهای ضعیف یا نارساناهای حرارت و الکتریسیته 

هستند که نسبت به آسیب تابشی بسیار حساسند ]5[.

شکل‌)1(:‌طبقه‌بندی‌آسيب‌تابشی‌با‌توجه‌به‌نوع‌الکترون‌و‌تاثير‌ایجاد‌شده‌در‌نمونه‌]4[.

SEMهای  بود.  خواهند  نیاز  مورد  ماحظات  برخی   ،SEM از  استفاده  با  زنده  بافت های  ریزساختار  مشاهده   به منظور 
الکترون های  و همچنین  اولیه  الکترونی  باریکه   با  گازی  مولکول های  تداخل  از  تا  می کنند  کار  بالایی  در خا ء   متداول 
ثانویه6 یا الکترون های پس پراکنده شده7 از نمونه جلوگیری کنند. این بدان معناست، هر نمونه ای که وارد SEM می شود 
باید کاما خشک و بدون هر گونه آلاینده  آلی که ممکن است به صورت بالقوه در محیطی با خاء بالا گاز خارج کند، 
باشد. این قضیه مشکلی را در بررسی نمونه های زیستی که تا حد زیادی از آب تشکیل شده اند به وجود می آورد و اعمال 
و هدف  نمونه  نوع  به  مراحل لازم  است.  الزامی  زنده  به منظور حفظ ساختار طبیعی موجود  اضافی  آماده سازی  مراحل 
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بررسی بستگی دارند، برخی از انواع بافت ها یا نمونه های زیستی نیازمند پردازش کمتری برای حفظ ساختار خود هستند 
در حالی که آماده سازی دیگر نمونه  های حساس تر، به زمان و دقت بیشتری نیاز دارند تا از ایجاد آرتیفکت های ناشی از 

خشک شدن، مانند چروکیدگی و فروپاشی بافت جلوگیری شود ]5[.
نتایج مطالعات مورفومتریک8 روی برش های بافت ممکن است به طور قابل توجهی تحت تاثیر روش های آماده سازی نمونه 
مانند تثبیت، آبگیری و جاسازی9 و در واقع نوع بافت قرار بگیرد. بسیاری از نمونه های زیستی از طریق تثبیت و آبگیری 
آماده سازی شده و پس از خشک شدن با فلزی همچون طا، پاتینیوم یا پالادیوم روکش می شوند تا سطوح آن ها از نظر 
الکتریکی برای تحلیل SEM رسانا باشد. نمودار )1( و شکل )2(، به ترتیب مراحل اصلی به کار رفته در آماده سازی تمامی 
نمونه های زیستی برای مشاهده توسط SEM را شرح می دهند. ماهیت و ترکیب مراحل به کار رفته با توجه به ماهیت 
نمونه، نوع روش میکروسکوپی و اهداف خاص علمی متغیر است. به منظور بررسی بیشتر روش  های مختلف آماده سازی 
نمونه  های زیستی برای SEM، لطفا به مراجع ]8-6[ مراجعه کنید. در اینجا هر مرحله به صورت مختصر توصیف می  شود 

.]5[
جدول )1(: نمودار پیشنهادی آماده سازی بافت های زنده ]5[.

جدول‌)1(:‌نمودار‌پيشنهادی‌آماده‌سازی‌بافت‌های‌زنده‌]5[.

رساناییخشک‌کردنسری‌آبگيریتثبيت‌با‌گروه‌الکل‌ها

گلوتار‌آلدهيد

فرمالدهيد

خشک‌کن‌انجمادی

هگزامتيل‌دی‌سيليسان

خشک‌کن‌نقطه‌بحرانی

استون

اتانول

متانول

پالادیوم

طلا

پلاتين

آماده‌سازی‌نمونه‌برای‌بافت‌های‌زنده‌برای‌مشاهده‌در‌ميکروسکوپ‌الکترونی‌روبشی

شکل‌)2(:‌فرآیند‌آماده‌سازی‌بافت‌های‌زنده‌برای‌تصویربرداری‌ميکروسکوپ‌الکترونی‌]5[.
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جمع‌آوری‌نمونه‌‌‌‌

جمع آوری نمونه از بافت ها حائز اهمیت و بر نتایج نهایی موثر 
است. در جمع آوری نمونه  زیستی، برش بافت ها باید به دقت انجام 
شود. برای مثال، در زمان برش یک قسمت کوچک از بافت ها برای 
اهداف تشخیصی، باید در چگونگی نگه داشتن و برش نمونه دقت 

کافی به کار گرفته شود ]5[.

     
تثبيت

مطالعه  برای  نمونه  انتخاب  از  پس  مرحله  مهمترین  و  اولین 
هدف  آنهاست.  مناسب  و  سریع  تثبیت  روش  زنده،  بافت های 
بتواند  به طوری که  است  نمونه  پایدارسازی ساختار  تثبیت،  اولیه 
آنکه  از  پیش  کند.  تحمل   SEM با  را  آزمایش  و  پردازش  مراحل 
بیفتد،  اتفاق  زنده  اندام  یک  مرگ  از  پس  بافاصله  سلولی  تجزیه 
باید سلول ها را تثبیت نمود تا از تغییرات ساختار از طریق تجزیه، 
جلوگیری به عمل آید. تثبیت متداول شامل شبکه سازی شیمیایی 
پروتئین ها )برای جلوگیری از حرکت آنزیم و گوارش( و حذف آب 
تثبیت  ساختار  یک  است.  سلولی  پروتئین های  بیشتر  تغییر  برای 
شده سبب توقف فرآیندهای سلولی شده و با هدف حفظ نمونه در 
نزدیکترین حالت ممکن به حالت طبیعی ایجاد می شود. مشخصات 

یک تثبیت کننده  مناسب عبارتند از:
 نفوذ راحت به سلول ها؛

 عملکرد سریع؛
 تغییرناپذیری؛

 عدم ایجاد آرتیفکت های تثبیت ]5[.
تقسیم می شوند: شیمیایی  اصلی  نوع  دو  به  تثبیت  روش های 
و فیزیکی )جدول )2((. تثبیت شیمیایی بیشتر مورد استفاده قرار 
انجماد،  به خصوص  فیزیکی،  روش های  از  استفاده  اما  می گیرد، 

افزایش قابل ماحظه ای یافته است ]3[.

جدول‌)2(:‌تثبيت‌کننده‌های‌زیستی‌رایج‌برای‌ميکروسکوپ‌های‌نوری‌و‌
الکترونی‌]3[.

زمان‌آناليز ستون

استون
الکل

 فرمالدهید10 
گلوتارآلدهید11 

تتروکسید اوسمیوم12 
واکنش گرهای شبکه سازی 

پروتئینی

روش های شیمیایی

انجماد
حرارت دهی روش های فیزیکی

 تثبيت‌شيميایی
نمونه ها،  روی  کننده های شیمیایی  تثبیت  تاثیرات  مبحث  در 

چند عامل باید در نظر گرفته شود:
 ماهیت ماده تثبیت کننده؛

 ساختار حاملی که ماده تثبیت کننده در آن حل شده است؛
  شرایط فیزیکی که تثبیت تحت آن صورت گرفته است.

قرار  اصلی  دسته   دو  در  شیمیایی  کننده   تثبیت  مواد 
انعقاد ماکرومولکول های  با تغییر ماهیت و  می گیرند: آن هایی که 
کووالانسی  شبکه سازی  با  دیگر  دسته  و  می کنند  تثبیت  زیستی 
کننده  ای  تثبیت  مواد  می شوند.  تثبیت  باعث  ماکرومولکول ها 
مانند استون، اتانول، و متانول )که سبب تغییر ماهیت می شوند( 
برای  فقط  تقریبا  و  شده  ریزساختار  ضعیف  بسیار  حفظ  سبب 
تثبیت  مواد  مقایسه،  در  هستند.  سودمند  نوری13  میکروسکوپی 
کننده شبکه ساز، از طریق معرفی شبکه های بین مولکولی و گاهی 
را  عالی  ساختاری  حفاظت  ماکرومولکول ها،  بین  مولکولی  درون 
شامل  شبکه سازی  کننده  تثبیت  مواد  رایج ترین  می کنند.  فراهم 
تتروکسید  و  گلوتارآلدهید  و  نوری  میکروسوپ  برای  فرمالدهید 

اوسمیوم برای SEM هستند ]5[.

)FA( فرمالدهید
فرمالدهید )FA( با فرمول )CH2O( یک مونو آلدهید است که با 
گروه های آمین واکنش داده و شبکه هایی را بین ماکرومولکول های 
آنکه  دلیل  به  می دهد.  تشکیل  پروتئین ها،  عمده  به طور  مجاور، 
مولکول  دو  بین  متیلن  پل  یک  تشکیل  براساس  شبکه سازی 
به  هیدرولیز  با  می توانند  و  بوده  کوتاه  شبکه ها  است،  فرمالدهید 
بسیار  نوری  میکروسکوپ  برای  فرمالدهید  برگردند.  اولیه  حالت 
محدود  بالا  تفکیک  قدرت  برای  فرمالدهید  کاربرد  است.  سودمند 
است. برای SEM، تثبیت فرمالدهید باید همراه با تثبیت بیشتر در 

گلوتارآلدهید باشد ]5[.
 

گلوتارآلدهید
می تواند  که  است  آلدهید  دی  یک   )GA( گلوتارآلدهید 
به صورت هم زمان با دو آمین واکنش دهد تا شبکه های درون و بین 
مولکولی، به طور عمده با پروتئین ها، را به وجود آورد. گلوتارآلدهید 
شبکه ای  مولکول های  تا  می دهد  واکنش  خودش  با  همچنین 
چند ظرفیتی شاخه دار و بلندی را تشکیل دهد. این مولکول های 
شبکه ای می توانند فاصله بین پروتئین های مجاور را در بر بگیرند 
و شبکه های چندگانه و اساسا بازگشت ناپذیری را به وجود آورند 
که سیتوپاسم کل سلول را به یک ژل ماکرومولکولی تبدیل کند. 
گلوتارآلدهید یک ساختار ظریف را حداقل تا سطح تفکیک پذیری 
ماکرومولکولی حفظ نموده و آن را نسبت به مراحل پردازش مختلف 
می سازد  مقاوم  بسیار   SEM برای  آماده سازی  به منظور  نیاز  مورد 
برای  تقریبا  ثابت،  انتخابی  به  را  کننده  تثبیت  این  که  طوری  به 
تصویربرداری میکروسکوپی تمام نمونه های زیستی تبدیل می کند. 
با وجود آن گلوتارآلدهید لیپیدها را تثبیت نمی کند، اما به خوبی 
با  استخراج  مقابل  در  که  می شود  زیستی  غشاهای  تثبیت  سبب 

شی
روب
ی‌
رون

کت
پ‌ال

کو
وس

کر
‌مي
‌از
ده
تفا

اس
‌با‌
ری

ردا
یرب
صو

ر‌ت
ظو

ه‌من
ی‌ب

ست
‌زی
ای

ه‌ه
مون

ی‌ن
ساز

ده‌
آما



سال هفتم    شماره   1  بهار  1398  شماره پیاپی 25   دانش آزمایشگاهی ایران
تخصصی

فصلنامه 
w

w
w

.I
JL

K
.i

r

1 7

ت 
الا

مق
مواد شوینده مقاوم بوده و سلول های تثبیت شده با گلوتارآلدهید 
می مانند باقی  فعال  تثبیت  از  پس  مدتی  برای  اسمزی  لحاظ   از 

.]3 ،6 ،9[
آهسته  بسیار  بافت  داخل  به  گلوتارآلدهید  نفوذ  نسبت 
است.   1  mm/h از  کمتر  نفوذ،  نسبت  فشرده  بافت هاي  در  است، 
گلوتارآلدهید معمولا به صورت تجاري در غلظت 25 درصد وجود 
 دارد که با استفاده از بافر فسفاتM( 14 0/1( و یا بافرکاکودیات15

)M 0/1( رقیق شده و غلظت بین 1/5 درصد تا 3 درصد )با توجه 
 به نوع بافت( به دست آمده و در شرایط دمای 4 درجه سانتی گراد و
باید  گلوتارآلدهید  قرار می گیرد.  استفاده  PH مورد   =  7/2 –  7/4
در یخچال نگهداري شده تا از پلیمریزه شدن آن جلوگیري شود، 
از طرفی این تثبیت کننده بسیار سمي است به طوری که باید از 
تنفس و تماس با آن بشدت احتراز نمود و حتي الامکان در زیر هود 

قوي با این ماده سمی کار شود ]10[.

تتروکسید اوسمیوم
کننده  تثبیت  ماده  یک  به عنوان   )OT( اوسمیوم  تتروکسید 
ثانویه رایج برای SEM است، چرا که با بیشتر لیپیدها شبکه سازی 
به کار  آلی  استخراج توسط حال های  به  را نسبت  کرده و آن ها 
رفته در مرحله آبگیری مقاوم می سازد .با وجود آن که تتروکسید 
اوسمیوم از غشاهای زیستی محافظت می کند، اما سبب غیرفعال 
شدن آن ها از نظر اسمزی شده و آن ها را نسبت به آب نفوذپذیر 
به  می تواند  اوسمیوم  تتروکسید  که  آن  دلیل  به  اما  می سازد. 
با  نمونه ها  که  است  بهتر  برساند،  آسیب  اجزا  دیگر  و  پروتئین ها 
از  استفاده  برای  آن که علت خاصی  مگر  نشوند،  تثبیت  اوسمیم 

آن وجود داشته باشد ]11-12[.
نمونه هایی  mm/h 0/5 است.  اوسمیوم  تتروکسید  نفوذ  نسبت 
باقی  نشده  تثبیت  بافت  وسط  در  باشند  بزرگتر  اندازه  این  از  که 
می مانند و برای میکروسکوپ الکترونی مناسب نیستند. تتروکسید 
اوسمیوم معمولا با غلظت 1تا 2 درصد و در زمان 1 تا 1/5 ساعت 
هم  و  چشم  براي  هم  اوسمیوم  تتروکسید  بخار  مي شود.  استفاده 
باید در زیر هود کار شود.  براي تنفس بسیار سمي است و حتما 
تتروکسید اوسمیوم را مي توان هم در آب مقطر و هم در بافر تهیه 

کرد و در ظرف شیشه اي داخل یخچال نگهداري نمود ]10[.

واکنش گرهای شبکه سازی پروتئینی
واکنش گرهای شبکه سازی پروتئینی دو عملکردی، شبکه های 
درون و بین مولکولی بین پروتئین ها را تشکیل می دهند، در نتیجه 
مشابه با گلوتارآلدهید عمل می کنند، به جز آنکه که برای تشکیل 
واکنش گرهای چند ظرفیتی به خود وابسته نیستند )با خود واکنش 
نمی دهند(. فاصله ای که آن ها می توانند شبکه ها را تشکیل دهند، با 

طول مولکول بین دو انتهای واکنشی آن تعیین می شود.
انواع زیادی از واکنش گرهای شبکه سازی پروتئین دو عملکردی 
توسط  عمده  به طور  که  هستند،  موجود  بازار  در  تجاری  به صورت 
پیرس16 معرفی شدند، اما تعداد کمی از آن ها به عنوان مواد تثبیت 

کننده برای میکروسکوپی آزمایش شدند ]3[.

تثبیت بخار
نمونه های  تثبیت  شد،  گفته  که  همان طور  کلی،  به صورت 
اما  می گیرد.  بهره  یکسانی  مواد  و  اصول  از   SEM برای  زیستی 
بنابراین  می شوند،  آسیب  دچار  سادگی  به  نمونه ها  از  برخی 
غوطه وری در مایع برای آن ها مناسب نخواهد بود. این به خصوص 
با  )کونیدی(18 که  آن ها  هاگدان های  و  قارچی  هایف های17  برای 
است.  اهمیت  حائز  می شوند  جدا  خود  والد  گیاه  از  کردن  لمس 
در  کننده  تثبیت  ماده  قطره  یک  از  استفاده  شامل  بخار  تثبیت 
نزدیکی نمونه در یک محفظه کاما بسته است. در مورد ماده برگ، 
تتروکسید اسمیوم 4 درصد )ساخته شده در آب(، در حدود بعد از 
1 ساعت نمونه را تثبیت می کند. این نمونه درصورت تثبیت شدن 
به رنگ مشکی در می آید که این تغییر رنگ به ارزیابی پیشرفت 
در  دادن  قرار  با  را  نمونه  می توان  تثبیت  از  پس  می کند.  کمک 
یک بلوک فلزی که با نیتروژن مایع خنک می شود، منجمد نمود 
درای(19 خشک  )فریز  انجمادی  کردن  روش خشک  به  سپس  و 
را می توان  اوسمیوم  تتروکسید  ثانویه  کننده  تثبیت  معمولا  کرد. 
حذف کرد، ولی نمونه هایی که دارای »مشکل شارژ شدن« هستند 
با  تثبیت  از  بیشتر می توانند  اعوجاج تصویر می شوند،  به  و منجر 

محلول اسید اسمیک بهره مند شوند ]13[.

 تثبيت‌فيزیکی
همان طور که قبا در جدول )2( ذکر شد، دو جایگزین برای 
مواد شیمیایی به منظور تثبیت مواد زیستی حرارت دهی و انجماد 
اما  برای میکروسکوپ نوری به کار می روند،  هستند. هر دو روش 
شیمیایی  تثبیت  برای  جایگزین  بهترین  کرایو(  )تثبیت  انجماد 
قدرت  با  میکروسکوپی  در  زیستی  ظریف  ساختار  حفظ  به منظور 

تفکیک بالا است ]5[.

تثبیت کرایو
انجماد سریع نمونه های زیستی پتانسیل خوبی در توقف همه 
در  را  ظریف  ساختار  بافاصله  تقریبا  و  دارد  مولکولی  حرکت های 
محل منجمد می سازند. آسیب به بلورهای یخ مانع اصلی برای یک 
تثبیت کرایوی خوب است. رشد بلور یخ تحت تاثیر سرعت انجماد 
قرار می گیرد، سرعت انجماد نیز به نوبه خود با نرخ انتقال حرارت 
خنک کننده و ابعاد نمونه تعیین می شود. برای اجتناب از آسیب 
ایجاد  بزرگ  یخ  بلورهای  به علت رشد  نمونه که  به  فرا ساختاری 
انتقال  نرخ  با  مایع  پروپان  است.  انجماد سریع ضروری  می شود، 
تاکنون  که  است  کننده ای  خنک  موثرترین   3900  °C/s حرارت 
آزمایش شده است و ارزان و خیلی راحت قابل استفاده است ]5[. 
برای بدست آوردن بلورهای یخ آزاد منجمد شده، سلول ها باید در نرخ 
بالای C/s° 1000 منجمد شوند. نمونه های خیلی ریز مثل سلول های 
منفرد می توانند خیلی سریع منجمد شوند، اما نرخ انجماد پایین تر 
برای نمونه های ضخیم تر مانند بافت ها، منطقه آزاد بلور یخ را به یک 
لایه چند میکرومتری با نزدیک ترین فاصله ازسطح یا محیط انجماد 

محدود می کند ]14و15[.
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 نکات‌کلی‌درخصوص‌تثبيت‌کردن‌نمونه‌‌ها
نظر  در  مفاهیم  اولین  از  یکی  نمونه ها،  آماده سازی  هنگام 
گرفته شده، تفاوت بین از بین بردن و تثبیت کردن نمونه است. 
استفاده  فرآیند  دو  برای هر  تثبیت کردن  اصطاح  اوقات،  بیشتر 
نیستند.  یکسان  آن ها  که  کنیم  فراموش  می شود  باعث  گاهی  و 
قرار  استفاده  مورد  امروزه  که  اولیه  کننده های  تثبیت  بیشتر 
به خوبی  آلدئیدها هستند و  از گروه تثبیت کننده های  می گیرند 
از مرگ، می توانند مدت زمان  اثبات شده است که سلول ها پیش 
قابل توجهی را به منظور پاسخ به محلول های تثبیت کننده داشته 
باشند. آمیب کپک لجن رشد یافته روی یک سطح آگار می تواند 
گلوتارآلدهید  مخلوط  که  آن  از  بعد  و  شود  دیده  گرد  به صورت 
ثانیه اول فضاهای بین مولکولی  روی آن ریخته می شود، در 30 
معرض  در  ابتدا  سلول ها  حاوی  پتری  ظرف  اگر،  می کند.  ایجاد 
دقیقه   3 برای  درصد   1 اسمیوم  تتروکسید  قطره  یک  از  بیش 
قرار بگیرد، گلوتارآلدهید اضافی باعث هیچ گونه تغییر موفولوژی 
واضحی در سلول ها نمی شود. بنابراین، بخارات بسیار فرار و سمی 
تتروکسید اسمیوم سلول ها را از بین می برد و سپس گلوترآلدئید 
آن را تثبیت می کند. مهم است فراموش نکنیم که این فرآیندها 

منحصر به فرد نیستند و می توانند متفاوت باشند ]13[.
تثبیت  دو  است.  کافی  معمولا  آلدهید  تثبیت  خاصه  به طور 
است.  فرمالدهید  و  گلوتارآلدهید  هدف،  این  برای  اصلی  کننده 
طریق  از  برگشت  قابل  غیر  به صورت  و  سرعت  به  گلوتارآلدهید 
طوری  به  می شوند  متصل  پروتئین ها  به  آمین هایشان  گروه های 
که به آرامی در داخل بافت نفوذ کرده و معمولا به صورت ترکیبی 
با فرمالدهید به کار می رود. فرمالدهید به صورت قابل برگشت به 
پروتئین ها متصل شده اما به علت اینکه مولکولی کوچک است به 

سرعت در بافت نفوذ می کند ]16[.
تعادل اسمولاریته20 محلول تثبیت کننده با اسمولاریته داخلی 
مورفولوژی  حفظ  به منظور  شده،  تثبیت  بافت های  یا  سلول ها 
طبیعی و ساختار خوب حیاتی است ]17[. اگر اسمولاریته تثبیت 
کننده کمتر از سلول ها باشد، سلول ها آب دار و متورم خواهند شد 
از دست داده و چروک می شوند.  باشد سلول ها آب  بیشتر  اگر  و 
استرس اسمزی می تواند باعث پارگی محفظه های داخلی غشاء و 
توزیع مجدد اجزای داخل سلولی شوند. گلوتارآلدهید، فرمالدهید 
و تتروکسید اوسمیوم آزادانه از غشاء عبور کرده و فشار اسمزی به 

سلول ها و بافت ها کمک نمی کند ]3، 7، 17[.
بسیاری از ساختارهای زیستی به دما حساس هستند. توصیه 
باشد  دمایی  همان  شدن  تثبیت  ابتدای  در  محلول  دمای  شده 
که نمونه موقع زنده بودن در آن نگهداری شده است. پس از آن 
و  اتاق  تا حد دمای  تثبیت شد، دما می تواند  به خوبی  نمونه  که 
بیاید.  پایین  4 درجه سانتی گراد  تا  نگهداری طولانی مدت  برای 
زمان،  مرور  به  نمونه ها  شدن  آلوده  از  جلوگیری  برای  همچنین 
تثبیت  دلایل  دیگر  نمود.  نگهداری  یخچال  در  را  آن ها  می توان 

نمودن در دماهای پایین تر )C°4-0( عبارتند از:
 کاهش تحرک جانبی پروتئین های غشا؛
  کاهش انتشار مولکول های بین سلولی

 کاهش نرخ تثبیت که باید با تتروکسید اوسمیوم یا مخلوط 
تتروکسید اوسمیوم وگلوتارآلدهید صورت گیرد ]3[.

زمان مورد نیاز کافی به منظور تثبیت سلول ها و بافت ها تا حد 
زیادی به سرعت پخش تثبیت کننده در نمونه و نرخی که تثبیت 
کننده با اجزای نمونه واکنش می دهد، بستگی دارد. حداقل زمان 
مورد نیاز برای تثبیت به نوع و اندازه نمونه بستگی دارد. به عنوان 
تثبیت  بافاصله  تقریبا  کشت  سلول های  می رسد  نظر  به  مثال، 
برای  امن  زمانی   ،)37°C( در  دقیقه   30 تا   15 چه  اگر  شوند، 
باکتریایی ممکن است  است. سلول های  تثبیت کافی  از  اطمینان 
فقط نیاز به 30 دقیقه زمان داشته باشند، در حالی که به منظور 
اطمینان از نفوذ کامل تثبیت کننده، یک قطعه ضخیم تر از بافت 
 8 )تقریبا  روز  یا حتی چند  به یک شب  نیاز  یا گیاه  یک حیوان 
ساعت( غوطه وری در تثبیت کننده خواهد داشت. درصورت لزوم، 
برای مدت  را می توان در گلوتارآلدهید سرد  نمونه ها  تقریبا تمام 
طولانی  به صورت  نمونه  نگهداری  اما  نمود.  ذخیره  طولانی  زمان 
باید  و  باشد  مخرب  بسیار  می تواند  اوسمیوم  تتروکسید  در  مدت 
فرمالدهید  پیوند  برگشت پذیر  ماهیت  نهایت  در  و  شود  اجتناب 
را  فرمالدهید  کننده  تثبیت  در  مدت  طولانی  ذخیره سازی 
غیرممکن می سازد. در نهایت، باید تمام تثبیت کننده ها به منظور 
pH فیزیولوژیک نمونه، بافر شوند که به طور  pH در حدود  حفظ 

معمول برای بافت های پستانداران 7/2 تا 7/4 است ]3[.
 

     
آبگيری

الکترونی  نمونه های زیستی توسط میکروسکوپ  برای مطالعه 
روبشی لازم است قبل از آنالیز و تصویربرداری، آب و مایعات آلی 
از نمونه ها حذف و یا بی حرکت شوند. به عبارت دقیق تر، اصطاح 
که  آنجا  از  می شود.  استفاده  آب  حذف  توصیف  برای  »آبگیری« 
آن ها  آبگیری  شده اند،  تشکیل  آب  از  عمده  به طور  زیستی  مواد 
و  مخرب  بسیار  فرآیندی  زیر،  موارد  به  توجه  با  بالقوه  به صورت 

ایجاد کننده آرتیفکت است:
1. استخراج مولکول ها توسط حال آب گیر؛

2. از بین رفتن مولکول ها در اثر از دست دادن آب؛
3. چروکیدگی نمونه به دلیل از دست دادن آب؛

4. شکستن نمونه توسط فصل مشترک هوا و حال.
چروکیدگی یک آرتیفکت اجتناب ناپذیر در آبگیری است، زیرا 
از دست دادن حال آب موجود در اطراف مولکول ها موجب به هم 
فشردگی زیاد مولکول ها می شود ]19، 18، 3[. بنابراین، نمونه ها 
باید طوری آبگیری شوند که به آهستگی منقبض شده و در اثر از 

دست دادن سریع آب از هم نپاشند ]3[.
بدیـن منظـور بسـیاری از روش هـای مختلـف از جمله خشـک 
کـردن در هـوا و آبگیـری شـیمیایی معرفـی می شـوند. رایج تریـن 
حال هـای آبگیـری متانـول، اتانـول و اسـتون هسـتند. اتانـول و 
اسـتون به طـور معمـول به منظـور آبگیـری و حفـظ سـاختار اصلی 
نمونه هـای زیسـتی ماننـد بافـت پروتئین اسـتفاده می شـوند. روند 
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آبگیـری بـا عبـور بافـت از یـک سـری غلظت هـای افزایـش یافتـه 
الـکل انجـام می شـود. بلوک هـای بافـت بـه ترتیـب در الکل هـای  
30، 50، 70، 80، 90، 95 و 100 درصـد قـرار گرفتـه و آبگیـری 
می شـوند ]23-20[؛ سـپس بـرای اطمینـان از اینکـه تمـام آب 
حـذف شده اسـت، بلوک هـا مجـددا در اتانـول 100 درصـد قـرار 
می گیرنـد. توجه داشـته باشـید کـه بایـد از اتانول خالص اسـتفاده 
شـود و از آنجایـی کـه اتانـول جـاذب رطوبـت اسـت و بخـار آب 
را از هـوا جـذب می کنـد بایـد اطمینـان حاصـل شـود کـه هیـچ 
گونـه آبـی جـذب نشـده و اتانـول خالص اسـت. بـه همیـن دلیل، 
معمـولا شـروع آبگیـری در 15 درصـد تـا 30 درصد حـال در آب 
اسـت و غلظـت حـال در گام هـای 15 درصـد تـا 20 درصـد، در 
نهایـت بـه 100 درصـد افزایـش می یابـد ]3[. مهـم اسـت که بین 
آبگیـری و خشـک کـردن تمایـز قائـل شـویم، بافت ها هرگـز نباید 
در مجـاورت هـوا خشـک شـوند. آبگیـری شـامل خـروج آهسـته 
آب از بافـت بـا یـک حـال آلـی اسـت. آبگیری باید نسـبتا سـریع 
صـورت گیـرد تا از اسـتخراج بیـش از حد الـکل و ترکیبات محلول 
در اسـتون جلوگیـری شـود، اما بـرای جلوگیری از پاسـمولیز21 به 
انـدازه کافی آهسـته باشـد. کنتـرل اسـتخراج اجزای نمونه دشـوار 
اسـت. کربوهیدرات هـا به خصوص بـا وزن مولکولی پایین، حسـاس 
هسـتند چـون اگـر کربوهیدرات هـا در تمـام تثبیت کننده هـا قرار 
بگیرنـد، معمـولا اتصـال ضعیفـی برقـرار می کننـد. پروتئین هـا در 
حیـن تثبیـت اولیـه و چربی هـا در حیـن تثبیـت ثانویه بـه ترتیب 
اوسـمیوم متصـل  تتروکسـید  و  گلوتارآلدهیـد  بـه  دارنـد  تمایـل 
شـوند. کربوهیدرات هـا اساسـا تثبیـت نشـده هسـتند. عـاوه بـر 
مشـکل اسـتخراج، مشـکل چروکیدگـی نیـز وجـود دارد، هـر یک 
از ایـن مشـکات در غلظت هـای پاییـن سـری های آبگیری بسـیار 
جـدی هسـتند. به طـور کلـی، راه حـل این مسـایل آبگیری سـریع 
اسـت. بـا اسـتفاده از الـکل 70 درصـد بافـت تا حد زیـادی چروک 
حقیقـت،  در  می کنـد.  شـدن  سـخت  بـه  شـروع  امـا  نمی شـود 
دوره هـای طولانـی آبگیـری در غلظت هـای بالاتـر الـکل، می توانـد 
بافـت را کامـا شـکننده کنـد. اگر در مراحـل تثبیت نمونـه توقفی 
نیـاز باشـد، بیشـتر بافت شناسـان الـکل 70 درصـد تـا 100 درصد 
در طـی شـب  نمونـه  توقـف  بـرای  مناسـبی  مـکان  به عنـوان  را 
آبگیـری پاسـمولیز رخ دهـد، ممکـن  اگـر در حیـن  می داننـد. 
اسـت مراحـل اضافه تر آبگیری لازم باشـد. غشـاهای سـلولی گاهی 
بعضـی از فعالیت هـای اسـمزی را پـس از مـدت کوتاهـی از تثبیت 
حفـظ می کننـد. زمان هـای طولانی تـر تثبیـت در گلوتارآلدهیـد 
دهـد.  کاهـش  خوبـی  بـه  را  اسـمزی  حساسـیت های  می توانـد 
غشـاها اساسـا بـه تغییـرات اسـمزی پـس از 48 سـاعت تثبیت در 
گلوتارآلدهید غیرحسـاس می شـوند. تثبیت ضعیف سـبب تشـدید 
مشـکات آبگیـری خواهـد شـد. آبگیـری در دمـای یخچـال کمی 
سـبب کنـد شـدن فرآینـد شـده و تمایـل بـه سـفت کـردن بافت 
دارد و همچنیـن ممکـن اسـت پاسـمولیز را قـدری کاهـش دهد. 
هسـتند،  ضعیـف حسـاس  آبگیـری  بـه  خیلـی  زنـده  بافت هـای 
بنابرایـن آبگیـری سـرد )در دمـای یخچال( بـرای اینگونـه بافت ها 
توصیـه می شـود. همچنیـن بایـد در هنـگام تعویـض محلـول دقت 

نمـود تـا نمونـه خشـک نشـود، نکته ای کـه خیلـی از افراد نسـبت 
بـه آن بی توجـه هسـتند.

توصیه  زیر  مراحل  زنده  بافت های  آبگیری  برای  کلی  به طور 
می شود:

1. نمونه ها با بافر تازه )هیچگونه تثبیت کننده ای اضافه نشود( 
سه مرتبه زیر هود فیوم شستشو شود.

سری  از  )اتانول(  الکل  غلظت  کمترین  در  نمونه ها  سپس   .2
غلظت های الکل در نظر گرفته شده برای آبگیری، قرار داده شود 

)مثا الکل 50 درصد به مدت 15 تا 20 دقیقه(.
3. مراحل را به ترتیب با الکل های درصد بیشتر ادامه داده تا 
نمونه به الکل 100 درصد برسد، سپس مراحل الکل 100 درصد 

تکرار شود.
4. نمونه ها اکنون آبگیری شده و آماده خشک شدن هستند.

     
خشک‌کردن

بسـیاری از نمونه هـای زیسـتی حـاوی مایعـات )بیشـتر آب( 
هسـتند. تبخیـر ایـن مایعـات می توانـد تاثیـر منفـی بـر عملکرد 
از  قبـل  نمونـه  اسـت  بهتـر  بنابرایـن،  باشـد،  داشـته  دسـتگاه 
 گذاشـته شـدن در محفظه میکروسـکوپ الکترونی روبشـی کاما 

خشک شود.
هنگامـی کـه آبگیـری کامـل شـد، حـال بایـد بـدون ایجـاد 
در  سـطحی  تنـش  یـا  کـردن  خشـک  از  ناشـی  آرتیفکت هـای 
نمونـه از بافـت خـارج شـود. ایـن امـر از طریـق اسـتفاده از یـک 
جریـان انتقالـی و معمـولا بـه کمـک دسـتگاه هایی مانند خشـک 
کـن در نقطـه بحرانـی22  و  خشـک کـن سرمایشـی23 و گاهـی 
اوقـات بـا اسـتفاده از دی اکسـید کربـن مایـع و یـا یـک سـری 
 ،113 فرئـون  سـیلیزان24،  دی  هگزامتیـل  ماننـد  حال هـا  از 
تترامتیـل سـیان25  و PELDRI II بـرای خشـک کـردن در هـوا 
به دسـت می آیـد. روش هـای ذکر شـده نیروهای کشـش سـطحی 
بـالا را کـه باعـث فروپاشـی و چروکیدگـی سـلول ها و ویژگی های 

سـطحی آن هـا می شـود، کاهـش می دهـد ]24، 25، 5[.
اگـر نمونه هـای زیسـتی پـس از آبگیـری در هوا خشـک شـوند، 
سـاختارهای  فروپاشـی  و  چروکیدگـی  قبیـل  از  آرتیفکت هایـی 
سـطح بـه علت اثـرات کشـش سـطحی می توانند مشـکل زا باشـند. 
همان طـور کـه سـطح مشـترک بیـن آب و هـوا، ابتـدا از سـطح و 
سـپس از بخـش تـوده ای نمونه می گذرد، نیروهای کشـش سـطحی 
مربـوط به سـطح مشـترک می تواننـد تـا 13/8 مگاپاسـکال افزایش 
یابنـد که در نتیجـه 45 درصد چروکیدگی در مرحله نهایی خشـک 
کـردن در هـوا رخ می دهـد ]26[. همچنان که سـاختارهای در حال 
خشـک شـدن کوچکتـر می شـوند ایـن نیروهـا به طـور فزاینـده ای 
بزرگتـر می گردنـد. افزایـش چشـم گیر نیروهای کشـش سـطحی به 
شـدت سـاختار یکپارچـه نمونه هـای نرم را از شـکل طبیعـی خارج 
می کنـد و حتـی می توانـد منجـر بـه فروپاشـی کامـل نمونه هـای 
توخالـی شـود. هـر تغییر شـکلی کـه رخ می دهد می توانـد به صورت 
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اشـتباه به عنـوان ویژگـی ذاتـی نمونـه یـا به عنـوان تاثیر یـک رفتار 
اعمـال شـده خـاص تشـخیص داده شـود. افزایش نیروهای کشـش 
سـطحی همچنیـن مشـکاتی بـرای نمونه هـای شـامل محلول های 

آلـی و غیرآلـی حل شـده ایجـاد می کنـد ]5[.

 خشک‌کن‌نقطه‌بحرانی

آبگیری  متداول  روش  یک   )CPD( بحرانی  نقطه  کن  خشک 
روبشی  الکترونی  میکروسکوپ  آزمون  از  قبل  زیستی  بافت های 
آماده سازی  برای  تجاری  به صورت  بار  اولین  روش  این  است. 
نمونه های SEM توسط پارن26 در سال 1970 معرفی شد. به طور 
سنتی نمونه های زیستی به منظور جلوگیری از چروکیدگی توسط 
CPD مورد پردازش قرار گرفته اند ]27 و 28[. خشک کن نقطه 
بحرانی بر این اصل استوار است که در شرایط دما و فشار معین 
)در نقطه بحرانی(، یک مایع و بخار آن غیر قابل تشخیص خواهند 
بین  مولکول ها  از  یکسانی  تبادل  نقطه،  این  در   .))3( )شکل  شد 
فازهای مایع و گاز وجود دارد و کشش سطحی نمونه برابر صفر 

خواهد شد.

شکل‌)3(:‌نقطه‌بحرانی‌مایع‌-‌بخار‌در‌نمودار‌فاز‌دما‌فشار‌در‌دمای‌بالای‌مرز‌فاز‌
گاز‌و‌مایع‌است.‌خطوط‌نقطه‌چين‌سبز‌رفتار‌غيرعادی‌آب‌را‌نشان‌می‌دهد‌]5[.

برای نمونه های زیستی که مساله اصلی حذف آب است نقطه 
بحرانی )برای آب( با مقادیر C°374+ و PSI 3212 نامناسب بوده 
و باعث آسیب حرارتی به نمونه می شود. دما و فشار بحرانی متانول 
و دیگر مایعات مشابه نیز بسیار بالاست. در مقابل، دماهای بحرانی 
کربن  دی اکسید  و  کربنی(  و  فلوئور  کننده  سرد  )یک   13 فرئون 
اما   13 فرئون  برای  کم  بحرانی  فشار  وجود  با  هستند.  کم  مایع 
به  اطاعات  این  از  دارد.  بالایی  مایع مقدار  فشار کربن دی اکسید 
نظر می رسد که فرئون 13 و دیگر فلوئوروکربن های مشابه بهترین 
گزینه برای خشک کن نقطه بحرانی هستند. اما تصاویر گرفته شده 
از مواد زیستی نشان می دهد که یکپارچگی ساختاری بهتر، زمانی 
حفظ می شود که دی اکسید کربن مایع به جای فلوئوروکربن ها مورد 
استفاده قرار گیرد. فلوئوروکربن ها به عنوان ماده سرد کننده ممنوع 
با تخریب لایه ازون و گرم شدن  هستند، چرا که به طور مستقیم 
هوای جهان در ارتباط اند و دیگر به طور کلی در دسترس نیستند. 

به همین دلیل، کربن دی اکسید مایع برای خشک شدن در نقطه 
 بحرانی به کار می رود. جدول )2( دما - فشار بحرانی  برخی از مواد را 

نشان می دهد.

جدول‌)2(:‌دما‌و‌فشار‌بحرانی‌مواد‌شيميایی‌که‌در‌خشک‌کن‌نقطه‌بحرانی‌
مورد‌استفاده‌قرار‌می‌گيرند‌]3[.

فشار‌بحرانی
‌)MPa(  )C( دمای بحرانی ماده‌شيميایی

22/12 375 آب

7/95 240 متانول

3/87 29 فرئون 13

7/39 31 دی اکسید کربن

نمونـه ای کـه آبگیـری شده اسـت بایـد در مقـدار کافـی الـکل 
درصـد بـالا )معمـولا اتانـول 100 درصـد( کـه به طـور کامـل آن را 
می پوشـاند، قـرار بگیـرد و در محفظـه یـک دسـتگاه خشـک کـن 
نقطـه بحرانـی قـرار داده شـود. محفظـه مهـر و مـوم می شـود و بـا 
اسـتفاده از آب خنک شـده و سـپس CO2 مایع مکررا وارد محفظه 
و اتانـول خـارج می شـود تـا هنگامی کـه تمـام اتانول بـا CO2 مایع 
جایگزیـن شـود. در مرحلـه بعـد، محفظـه مجـدد مهر و موم شـده، 
خنـک کـردن محفظه متوقـف می شـود و در عوض به آرامی شـروع 
بـه گـرم کـردن می کنـد. هنگامـی کـه فشـار از PSI 1072 و دمای 
محفظـه از C°31 تجـاوز کـرد یـک نقطـه بحرانـی به دسـت می آید 
کـه طبـق آن فـاز مایـع و گاز بـا هـم در تعادل هسـتند. اگـر دمای 
محفظـه بالاتـر برده شـود و از دمـای بحرانی عبور کند )بـرای مثال، 
C°38-36(، دی اکسـید کربـن مایع ناپدید شـده و محفظه می تواند 
گاز CO2 را بـدون هیچگونـه احتمـال تبدیـل مجـدد بـه CO2 مایع 
و تولیـد کشـش سـطحی روی نمونه هـای زیسـتی، خارج کنـد. این 
فرآینـد از پنجـره محفظـه قابـل مشـاهده اسـت. در نهایـت محفظه 
بایـد بـه آرامـی از گاز CO2 تخلیـه شـود، بایـد توجه داشـت خروج 
گاز از طریـق یـک دیافراگـم کوچـک )دریچه تخلیه( در سـرعت بالا 
منجـر بـه کاهـش دمـا خواهـد شـد اگـر دما بـه زیـر نقطـه بحرانی 
افـت کنـد سـطوح نمونـه می توانـد دوبـاره مرطـوب و آسـیب های 
ناشـی از کشـش سـطحی را متحمل شـود، به همین خاطر دماسنج 
بایـد دائمـا مشـاهده شـده و دما تحت نظـر باشـد]13 و 29[. زمانی 
کـه محفظـه از فشـار اتمسـفر پـر شـد، بایـد بـه سـرعت نمونه های 
کاما خشـک زیسـتی را برداشـته و بافاصله آنها به ظرف در بسـته 
منتقـل و داخـل دسـیکاتور نگهـداری نمـود. ایـن کار بایـد خیلـی 
سـریع انجـام شـود زیـرا نمونه هـای بـدون آب می توانند سـریعا آب 
اتمسـفر را جـذب کننـد ]3[. در شـکل )4( دو نمونـه از مدل هـای 
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مختلف دسـتگاه خشـک کن نقطه بحرانی )CPD( نشـان داده شـده 
کـه ظاهـر متفاوتی دارند اما در عملکرد و سـاختار یکسـان هسـتند.

شکل‌)4(:‌دو‌نمونه‌متفاوت‌از‌خشک‌کن‌نقطه‌بحرانی‌)CPD(‌با‌ظاهری‌متفاوت‌
ولی‌عملکردی‌یکسان‌]1[.

معایب خشک کن نقطه بحرانی
اگر چه خشک کن نقطه بحرانی مشکاتی را که در اثر تاثیرات 
شواهد  می کند،  برطرف  می شود،  ایجاد  سطحی  کشش  از  ناشی 
قانع کننده ای وجود دارد آبگیری و سپس توسط خشک کن نقطه 

بحرانی می تواند به دو روش نمونه های نرم را تخریب کند:

و  )بوید  دقیق  مطالعات  از  یک سری  ساختاری:  یکپارچگی   
که  است  آن  نشانگر  مکناچی، 1979(  و  بوید   - همکاران، 1977 
تغییرات  درصد(   70 )تا  افزایش  سبب  بحرانی  نقطه  کن  خشک 
و  بوید  می شود.  نمونه ها  بیشتر  در  نابرابر  و  ناخوشایند  ابعادی 
 )1985( گاملیل  و   )1981( و همکاران  وولوبر   ،)1979( مکناچی 
چگالی  با  عناصر  مختلف،  سنگین  فلزات  افزودن  مزایای  مورد  در 
بالا و افزودنی های آلی که می تواند در مراحل تثبیت صورت بگیرد 
گرچه  می کنند.  بحث  دهد،  کاهش  درصد   5 تا  را  چروکیدگی  و 

فرسایش و اختال ویژگی های سطح هنوز یک مسئله است ]3[.

معمولا  که  مایع،  کربن  دی اکسید  شیمیایی:  یکپارچگی   
دی اکسید کربن فوق بحرانی نامیده می شود، یک حال قوی است. 
فلزی،  یون های  کردن  فلزی، حل  مواد  برای  می تواند  مثال،  برای 
چربی ها، پروتئین ها و کربوهیدرات ها، بدون کافئین کردن چای و 
قهوه و حتی از بین بردن کل نیکوتین ها از برگ های پیچیده تنباکو 
مورد استفاده قرار گیرد. خشک کن نقطه بحرانی روشی نیست که 
آلی  نمونه های  در  بالا  تفکیک  قدرت  با  ساختاری  مطالعات  برای 
حساس و ظریف یا بررسی های تحلیلی روی هر نوع نمونه استفاده 
شود. در بزرگنمایی پایین، به عنوان مثال، بزرگنمایی 3000 تا 5000 
برابر، خشک کن نقطه بحرانی احتمالا برای مطالعات ساختاری قابل 
قبول است. نمونه هایی که در خشک کن نقطه بحرانی در مقایسه با 
نمونه هایی که در هوا خشک می شوند خیلی کیفیت عکس الکترونی 

بالاتری دارند ]3[.
نقطه  کن  خشک  که  کرد  اذعان  نکته  این  به  باید  نهایت  در 

بحرانی روش عالی نیست. چروکیدگی همچنان به میزان 1 درصد، 
در  درصد   13 تا   12 مرکزی،  عصبی  سیستم  مواد  در  درصد   15
جنین و بافت های جنینی و 20 درصد چروکیدگی برای ریه، کلیه، 

کبد و پوست مشاهده شده است ]13، 26، 29، 30[.
همواره باید در نظر داشت، دستگاه خشک کن نقطه بحرانی که 
گاهی اوقات بمب نامیده می شود، در فشار بسیار بالا کار می کند و 
بطور بالقوه بسیار خطرناک است و باید صرفا توسط افراد آموزش 

دیده و با رعایت دستور العمل های سازندگان استفاده شود ]1[.

 خشک‌کن‌انجمادی

در تئوری باید خشک کن انجمادی )FD( چروکیدگی کمتری 
 ،]30[ باشد  داشته   )CPD( بحرانی  نقطه  کن  خشک  به  نسبت 
علت  )به  از خطرات مشاهده شده  انجمادی  همچنین خشک کن 
فشار بالا( در فرآیند خشک کن نقطه انجمادی جلوگیری می کند. 
مراحل آماده سازی )تثبیت و آبگیری( نمونه با دستگاه خشک کن 

نقطه انجمادی یکسان است.
کاربرد خشک کن سرمایشی فراتر از آن است که تنها نمونه را به 
وسیله تصعید آبگیری نماید بلکه احتمالا برای کارهای میکروسکوپی 
و آنالیز همواره به صورت یک فرآیند تجربی کاربرد خواهد داشت. 
اما  دارد،  وجود  دستگاه  با  کار  برای  کلی  دستورالعمل های  اگرچه 
برای نمونه های موردنظر در راستای  باید دستورالعمل های تجربی 
بالا بردن کیفیت تصاویر میکروسکوپ الکترونی و صحت آنالیزهای 
شیمیایی در نظر گرفته شود ]1[. در کاربرد میکروسکوپی، دستگاه 
از ساختمان مواد  برای خارج ساختن حال  انجمادی  خشک کن 
دماهای  در  خاء  ایجاد  بواسطه  نمونه ها  کردن  خشک  و  زیستی 
کلی  روش  می شود.  استفاده  ساختار  در  تغییر  بدون  پائین  بسیار 
کار به این صورت است که حال منجمد شده موجود در نمونه به 
وسیله فرآیند تصعید به صورت بخار از نمونه خارج و سپس توسط 
پمپ خاء از داخل محفظه خشک کن مکیده می شود. گرمای مورد 

نیاز برای تصعید از طریق هدایت یا تشعشع، تامین می شود.
عملیات خشک کردن انجمادی دارای سه مرحله است: انجماد 
اولیه، خشک کردن اولیه به صورت تصعید در شرایط خاء و خشک 

کردن ثانویه با استفاه از تبخیر در شرایط خاء.
است،  درصد   100 اتانول  در  نمونه  که  هنگامی  اولیه:  انجماد 
می تواند در نیتروژن مایع یخ بزند یا به راحتی از حالت اصلی خود 

خارج شود.
خشک کردن اولیه به صورت تصعید در شرایط خاء: نمونه در 
جا نمونه ای از پیش سرد شده در دمای °40- تا °80- و در شرایط 
خاء کم )Pa 2-1/3310 یا کمتر( نگهداری می شود و برای بیشتر 
با  نمونه ای  و  ساعت،   2 تا   1 تنها  مونومرها  ساعت،   8-6 نمونه ها 
باقی بماند. هنگامی که  تا 3 روز  mm 3-1 ممکن است  ضخامت 
دیگر یخ زدگی در جا نمونه ای قابل رویت نباشد، نشان می دهد که 
تمام اتانول منجمد شده تصعید شده است و به صورت بخار درآمده 

است ]5[.
خشک کردن ثانویه با استفاده از تبخیر در شرایط خاء: نمونه 
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و هنگامی  بیشتر گرم می شود  یا  بازه 6 ساعته  در یک  تدریج  به 
قرار  محیطی  شرایط  از  بالاتر  کمی  نمونه  و  جانمونه ای  دمای  که 
بگیرد، بخار موجود در محفظه می تواند تخلیه شود. جداسازی بخار، 
کن  خشک  روش  کردن  عملی  است.  فرآیند  بخش  پرهزینه ترین 
انجمادی متکی بر این مرحله خاء است. پمپ خاء عاوه بر این 
که بخار حال منجمد را از محیط خارج می کند، موجب پایین نگه 
داشته شدن فشار در اتاقک خاء در زیر فشار اتمسفری می شود. 
حذف گازهای غیرقابل میعان، مقاومت در مقابل حرکت بخار آب به 
داخل کندانسور را کاهش می دهد. چون این گازها، موجب کاهش 
راندمان خشک کن انجمادی می شود، پمپ خاء به کار رفته باید 
قادر به کاهش فشار اتاقک خاء تا حداقل mbar 0/5، باشد ]1[. 
در شکل )5( تصویر دستگاه خشک کن سرمایشی آورده شده است.

با‌ شده‌ خنک‌ سرمایشی‌ کن‌ خشک‌ یک‌ محفظه‌ از‌ نمایی‌ )الف(‌ ‌:)5( شکل‌
نيتروژن‌مایع،‌)V(:تخليه،‌)D(:‌محفظه‌خشک‌کننده،‌)S(:‌نمونه‌یخ‌زده‌شده،‌
)M(:‌الک‌مولکولی،‌)LN2(‌نيتروژن‌مایع.‌)ب(‌تصویری‌کلی‌از‌دستگاه‌خشک‌

کن‌سرمایشی‌]1[.

معایب خشک کن سرمایشی
برای  به طور کلی خشک کن سرمایشی روشی بی نظیر  اگرچه 
حذف مایع از نمونه های زیستی، مرطوب و خیس مطرح می شود، 
اما آسیب نمونه و آرتیفکت می تواند اتفاق بیفتد. آسیب معمولا در 
طی فرآیندهایی قبل از خشک شدن اتفاق می افتد. تثبیت شیمیایی 
ناقص یا ناکافی، شکست برای حذف محلول و اجزای سطح ذرات 
ایجاد  را  از مشکات  نمونه فهرستی  و سرد کردن ضعیف رطوبت 
می کند. آسیب و آرتیفکت های ناشی شده از خشک کن سرمایشی 
می تواند در سه سطح آرتیفکت مولکولی، آرتیفکت ساختاری و در 

نهایت، آرتیفکت تحلیلی مطرح شود ]1[.

 
 عامل‌های‌خشک‌کننده‌شيميایی

عامل هـای خشـک کننـده شـیمیایی به منظـور حـذف نیـاز بـه 
سـرمایه گذاری مالی برای دسـتگاه های CPD یا FD و پیچیدگی های 
آن هـا پیشـنهاد شده اسـت. تصاویر منتشـر شـده از نمونه هـای آماده 
شـده بـا HMDS و TMS نقـش موثـر هـر دو عامـل شـیمیایی را 
ایـن  به عنـوان محلـول خشـک کننـده نشـان می دهـد ]13و31[. 
عامل هـا بـه نوبه خود بدون فشـار آوردن نیروی های کشـش سـطحی 

 CPD آب یـا حتی بدون آسـیب ناشـی از تبخیـر اتانول )که در مـورد
و FD دیـده می شـد( بخـار می شـوند. نمونه هـا در حـال )ترجیحـا 
اتانـول( می تواننـد ابتدا در یک محلـول 50:50 اتانـول و HMDS قرار 
گیرنـد و سـپس بـه محلـول 100 درصـد HMDS منتقـل شـود )2 
تغییـر(. در نهایـت در محلولـی کـه کامـا روی نمونه را گرفته اسـت 
بـرای تبخیـر زیـر هـود فیـوم قـرار داده می شـود. ایـن مراحـل برای 
نمونه هـای بسـیار کوچـک چند دقیقـه و برای نمونه هـای بزرگ چند 
روز طـول می کشـد. هنگامـی کـه نمونه هـا برای محفظه خشـک کن 
نقطـه انجمـادی مناسـب نیسـتند عامل هـای شـیمیایی جایگزینـی 
مناسـب برای این دسـتگاه اسـت. بـا این وجـود تمام نمونه هـا به طور 
موفقیت آمیزی با HMDS خشـک نمی شـوند؛ بنابرایـن، یک آزمایش 
و امتحـان، قبـل از اینکـه ایـن روش به عنـوان یـک رونـد اسـتاندارد 

انتخـاب شـود، مفید اسـت ]13و32[.
ثابت  زیستی  نمونه های  انواع  بیشتر  با  کار  برای  روش  این 
و  گران  دستگاه  با  کار  به  نیازی  روش  این  وجود  با  و  شده است 

زمان بر خشک کن نقطه بحرانی احساس نمی شود.
این روش ساده است:

1. نمونه را از اتانول 100 درصد به محلول HMDS: اتانول 100 
درصد به نسبت 2:1 برای 20 دقیقه در آن باقی بماند.

2. نمونه را در محلول تازه HMDS: اتانول100 درصد به نسبت 
1:2 برای 20 دقیقه قرار دهید.

3. اکنون نمونه را برای 20 دقیقه در HMDS 100 درصد قرار 
دهید و این مرحله را تکرار کنید.

4. هنگامی که نمونه در محلول HMDS 100 درصد غوطه ور 
می شود در حالی که محلول روی نمونه را کامل پوشانده است، به 

مدت یک شب در زیر هود قرار می گیرد.
5. تمامی مراحل HMDS نیاز دارند که در زیر هود فیوم انجام 
 HMDS چون  شود  پوشیده  لازم  فردی  حفاظت  وسایل  و  شوند 

بسیار سمی است.
و  دهی  پوشش  برای  نمونه  و  شد  خواهد  تبخیر   HMDS  .6

تصویربرداری آماده است.
به عنوان نکته ایمنی توجه داشته باشید که بخار HMDS نباید 
تنفس شود و هر محلول مخلوط شده با اتانول نباید در یک بطری 
باعث  و  بسازد  بخار  فشار  می تواند  چون  شود  ذخیره  شده  بسته 

انفجار شود.
به طـور خاصـه، خشـک کـن نقطـه بحرانـی دارای فرآینـدی 
زمان گیـر و بـا تکرارپذیـری پاییـن نمونـه بـود، در حالـی که روش 
خشـک کـردن HMDS همان طـور کـه گفتـه شـد ثابـت کـرد که 
می توانـد جایگزینـی مقـرون بصرفـه بـرای ایـن روش باشـد ]33[. 
قابلیـت HMDS و TMS به عنـوان یـک حال بـرای آخرین مرحله 
الکترونـی  میکروسـکوپ  بـرای  زیسـتی  نمونه هـای  آبگیـری  در 
روبشـی امتحـان شـده بـود. بـرای هـر دو روش های خشـک کردن 
HMDS و TMS ابتـدا بایـد تثبیـت نمونـه و آبگیـری انجام شـود. 
پـس از مرحلـه نهایـی آبگیـری، عامـل آبگیـری با عامل شـیمیایی 
خشـک کـردن جایگزین می شـود و در نهایـت HMDS و TMS در 

دمـای اتـاق تبخیر می شـوند.
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نصب‌نمونه‌های‌زیستی

نمونه ها باید بر نگهدارنده هایی نصب شوند که مخصوص دستگاه 
SEM است. بیشتر پایه های نمونه از جنس برنج یا آلومینیوم هستند، 
هر چند برنج از آلومینیوم گران تر است و هیچ مزیت بیشتری ندارد. 
با  پایه هایی  به  است  ممکن  پایدار  مواد  با  روکش هایی  یا  نمونه ها 
کلوییدی،  کربن  قلم  کلوییدی،  نقره  چسب  کلوییدی،  نقره  قلم 
دوطرفه  چسب  اگر  شوند.  متصل  دوطرفه  چسب  یا  کربن  چسب 
نارسانا استفاده شود، برخی از قلم های رسانا یا چسب های رسانا باید 
بین پایه و سطح نمونه اتصال برقرار کنند. در مورد پوشش ها که 
نارسانا هستند هم باید به همان صورت عمل شود. این چسب ها و 
قلم های رسانا باید قبل از اینکه داخل محفظه SEM با خاء بالا قرار 
بگیرند کاما خشک شوند، در غیر اینصورت از ایجاد خاء مناسب 

جلوگیری خواهند کرد ]13[.

     
پوشش‌کندوپاش‌و‌هدایت‌سطح

دو هدف اولیه برای پوشش دادن نمونه وجود دارد:
که  بطوری  نمونه ها  ساختن  الکتریکی  رسانای  به منظور   .1
الکترون های اضافه ای که با استفاده از اتم های نمونه به دام افتاده اند 

بتوانند به زمین منتقل شوند.
در  آن ها  کردن  مشاهده  قابل  به منظور  کنتراست  ایجاد   .2

میکروسکوپ الکترونی.
بافت هـای  کلـی  به طـور  شـد،  ذکـر  قبـا  کـه  طـور  همـان 
آرتیفکت هـای  بـه  منجـر  و  هسـتند  خوبـی  عایق هـای  زیسـتی 
کـه  هنگامـی  می شـود.   SEM در  شـارژ  از  ناشـی  تصویربـرداری 
نمونه هـا خشـک شـوند، بایـد بـر پایه هـای نمونـه نصـب شـده، 
پوشـش داده و بـا بیشـترین سـرعت ممکـن بررسـی شـوند. اگـر 
نمونه هـا نیـاز بـه ذخیره شـدن دارنـد، بایـد در محفظه هایـی برای 
بـه حداقـل رسـاندن هیدراتاسـیون27 مجـدد ناشـی از رطوبـت هوا 
قـرار گیرنـد. به طـور خـاص، اگـر نمونـه پوشـش داده شـده از نظر 
هیگروپاسـتی28متورم شـود و یک شکسـتگی مویی را در پوشـش 
نـازک فلزی کـه به منظور افزایش رسـانندگی روی آن قـرار گرفته، 

ایجـاد کنـد در معـرض کاهـش کیفیـت تصویـر قـرار می گیـرد.
در خاء بالای مناسب، جریان پرتو الکترونی اولیه هیچ راهی 
نمونه  جریان  اگر  بنابراین  ندارد،  زمین  پتانسیل  به  رسیدن  برای 
خالص به زمین نرسد، نتیجه اعوجاج تصویر به این علت است که 
نمونه یک بار منفی از باریکه را تولید می کند و باریکه توسط بار 
شارژ،  تولید  نواحی  در  نمونه  سوختن  می شود.  دفع  نمونه  منفی 

می تواند یک معضل باشد.
به استثنای کربن، از فلزات سنگین برای پوشش دهی الکتریکی 
نمونه های زیستی به منظور مشاهده با استفاده از میکروسکوپ های 
SEM، STEM، TEM استفاده می شود. فلزات سنگین برای ایجاد 
هدایت الکتریکی و منبعی از الکترون های ثانویه برای SEM مورد 

فلزات  از  نانومتری  نازک  لایه  از  استفاده  می گیرند.  قرار  استفاده 
سنگین اجازه عبور الکترون ها از سطح نمونه به زمین، بدون تاثیر 

قابل توجهی بر خواص سطح نمونه را می دهد ]1[.
فراهـم کـردن یـک لایـه چـگال فلـزی روی نمونه هایـی کـه 
به طـور عمـده از عناصـر سـبک از قبیـل کربـن و نیتروژن تشـکیل 
شـده اند، همچنیـن بـه افزایـش سـیگنال های بازگشـتی از عناصـر 
سـبک نمونـه کمـک می کنـد و کنتراسـت و جزییـات بیشـتری از 
سـطح را فراهـم مـی آورد. نمونه هـای زیسـتی معمـولا در SEM با 
طـا، طـا - پالادیوم یا پاتین پوشـش داده می شـوند چـون اندازه 
دانـه ظریـف بـرای SEM معمولی مـورد نیاز اسـت. هنگام تفسـیر 
تصاویـر بـا قـدرت تفکیک بالای پوشـش داده شـده توسـط فلزات، 

سـه مـورد در نظـر گرفته شده اسـت:
1. ضخامت پوشش فلزی؛

2. یکنواختی پوشش فلزی؛
3. دانه دانه بودن ذرات پوشش.

تمـام پوشـش ها مـوادی را بـه سـطوح نمونـه اضافـه می کنند، 
سـاختارها ضخیم تـر و باعـث می شـود کـه آن هـا در میکروسـکوپ 
بزرگتـر ظاهـر شـوند. اگـر بـه انـدازه کافی ضخیم باشـد، پوشـش 
بنابرایـن،  کـرد.  خواهـد  مبهـم  را  پایـه  نمونـه  زیرسـاختارهای 
به منظـور کار بـا وضـوح بـالا، اندازه گیـری فلـز پوشـش داده شـده 
و اسـتفاده از یـک لایـه تـا انـدازه ممکـن نازک بـرای کارهـا، مهم 
اسـت. اهمیـت یکنواختـی بـا اسـتفاده از مـواد پوشـش داده شـده 
 SEM در  می کنـد.  تغییـر  میکروسـکوپی  روش  بـا  نمونـه  روی 
پوشـش یکنواخـت به منظور جلوگیـری از شـارژ الکتریکی ضروری 
اسـت. مشـکل اساسـی با پوشـش های فلزی این اسـت که پوشـش 
ممکـن اسـت زیـر سـاختار دانه ای خـودش را داشـته باشـد که در 
تصاویـر بـا وضـوح بالا دیـده خواهد شـد. در برخی مـوارد دانه دانه 
بـودن پوشـش می توانـد جزئیات سـطح نمونه را بهبود ببخشـد، در 
حالـی کـه در مـوارد دیگـر، دانـه دانـه بودن پوشـش ممکن اسـت 
سـاختارهای زیریـن را نادیـده بگیـرد یـا مصنوعـات تولیـد کنـد. 
بنابرایـن، هنگامـی کـه با وضـوح بـالا کار می کنید دانـه دانه بودن 
پوشـش در تفسـیر تصاویـر باید مورد توجـه قرار بگیـرد ]3[. برای 
SEM بـا قـدرت تفکیـک بـالا، ایـن مهم اسـت کـه پوشـش فلزی 
بـه انـدازه لازم نـازک و بـدون دانـه باشـد بـه طـوری که سـاختار 
ماکرومولکولـی کـه در زیـر قرار گرفته مبهم نشـده باشـد. بنابراین، 
اسـتفاده از فلـزات مقـاوم از قبیـل تنگسـتن، تانتالیـوم و نایوبیـوم 
ارتقـاء داده شـد، زیـرا آن هـا پوشـش هایی را تولیـد می کننـد کـه 
بسـیار ریـز دانـه و تقریبـا بدون دانـه هسـتند. این اجـازه می دهد، 
کـه فلـزات در لایه هـای نـازک پیوسـته )nm 2-0/5( کـه از لحاظ 
الکتریکـی رسـانا هسـتند و تعـداد کافـی الکتـرون ثانویـه بـرای 
میکروسـکوپ الکترونـی تولیـد می کننـد، رسـوب داده شـود ]35، 

.]18 ،34
به طور خاصه، پوشش های رسانا سیگنال های الکترون ثانویه )و 
در نتیجه کنتراست( را افزایش می دهند. عناصر با عدد اتمی بالاتر 
نسبت به عناصری که عدد اتمی کمتری دارند )مواد زیستی( دارای 

بازده بیشتری از الکترون های ثانویه هستند ]5[.
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بـرای میکروسـکوپ الکترونـی روبشـی هر مرحله مـورد نیاز در آماده سـازی نمونه های زیسـتی بـرای تصویربرداری 
می توانـد سـاختار نمونـه را تغییـر داده و سـاختارهای جدیـد نامطلوبـی ماننـد چروکیدگـی و آرتیفکـت را ایجـاد کند. 
از ایـن رو بایـد روش هـای فنـی به منظـور آماده سـازی ایـن نـوع نمونه هـا مـورد توجـه قـرار گیـرد. انجـام مراحـل 
آماده سـازی بـا توجـه بـه نوع بافت و سـاختار بـرای هر نمونـه در کلیات مانند تثبیت، آبگیری و خشـک کردن یکسـان 
امـا در جزییـات مراحـل ماننـد نـوع مـاده تثبیـت کننـده، درصدهـای مختلف الـکل و نـوع الـکل )اتانـول و متانول( و 
طریقـه خشـک کـردن ) نـوع دسـتگاه یا مـاده( متفاوت اسـت کـه از روی دسـتورالعمل  های موجود یا بـرای نمونه های 

جدیـد به عنـوان یـک کار تجربـی نو قابل دسترسـی اسـت.

ری
گي
جه‌

نتي

پی‌نوشت

1. کارشناس ارشد فیزیک، دانشگاه بوعلی سینای همدان
2. کارشناس فیزیک، دانشگاه صنعتی امیرکبیر تهران

3. کارشناس ارشد مهندسی مواد ،دانشگاه فردوسی مشهد
4. عضو کارگروه تخصصی میکروسکوپ الکترونی روبشی

5. Scanning Electron Microscope (SEM(

6. Secondry Electron

7. Backscattered Electron

8. Morphometric

9. Embedding

10. Formaldehyde (FA(

11. Glutaraldehyde (GA(

12. Osmium tetroxide (OT(

13. Light Microscope (LM(

14. Phosphat buffer

15. Phosphat buffer

16. Pierce

17. hyphae

18. کنیدی، اسپور غیرجنسی و غیرمتحرک قارچ است. 
19. Freez-dry

20. اسمولاریته، تعداد اسمول ) تعداد ذرات معلق در محلول( در یک لیتر محلول است.
21. پاسمولیز،کنش وارون آماسیدگی )باد کردن و حجیم شدن یاخته های گیاهی در اثر ورود آب به درون یاخته( است.

22. Critical Point Drying (CPD(

23. Freeze-Drying (FD(

24. HexaMethylDiSilazane (HMDS(

25. TetraMethylSilane (TMS(

26. Polaron Ltd
27. یون های منفی در محلول های آبی توسط جاذبه یون ها و اتم های هیدروژن مولکول آب، آبپوشیده می شوند. این عمل »هیدراتاسیون« یا 

»آبپوشی یون ها« نامیده می شود. 
28.  هیگرپاستی یا نم بینی به توان یک ماده در جذب مولکول آب از فضای پیرامون و نگهداری آن گفته می شود.
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چکيده

انرژی«  کردن  فیلتر  قابلیت  با  عبوری  الکترونی  میکروسکوپ  پایه ای  اصول  »معرفی  عنوان  با  پیشین  مقاله  در 
)منتشر شده در شماره 24 - زمستان 97 فصلنامه تخصصی دانش آزمایشگاهی ایران(، پیش زمینه ای جامع درباره 
اصول بنیادین چگونگی تشکیل تصویر نهایی در میکروسکوپ الکترونی عبوری با قابلیت فیلتر کردن انرژی3 در اختیار 
خواننده محترم قرار گرفته است. در این مقاله که هم اکنون مورد مطالعه قرار خواهد گرفت، ساختار دو فیلتر انرژی 
تجاری پرکاربرد با عناوین: فیلترهای درون ستونی و فیلترهای بعد از ستون که به ترتیب درون و زیر میکروسکوپ 
الکترونی عبوری مستقر بوده به طور تفصیلی بررسی شده است. کاربران حوزه های مختلف باید به منظور برطرف نمودن 
نیازمندی های خود، آشنایی مقدماتی با این دستگاه ارزشمند را داشته باشند. این امر به کاربران کمک می کند تا 
 EFTEM تشخیص دهند چه زمانی برای دستیابی به نتایجی خاص و مطلوب در حوزه ای مشخص از دستگاه ارزشمند
استفاده کنند. لذا به منظور درک بهتر موارد استفاده خاص و مزایای میکروسکوپ الکترونی عبوری با قابلیت فیلتر 
کردن انرژی، کاربرد این دستگاه در حوزه های مختلفی نظیر: زیست شناسی، پلیمر، نیمه هادی ها و نانولوله های کربنی 

شرح داده شده است.

معرفی ساختار و کاربردهای 
میکروسکوپ الکترونی عبوری با 

قابلیت فیلتر کردن انرژی
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افـزودن فیلترهـای انـرژی یـا طیف سـنج های مدرن بـه میکروسـکوپ الکترونـی عبوری مرسـوم4 امکانـات و فرصت های 
جدیـدی بـرای محققـان و دانشـمندان فراهم آورده تـا تحقیقات نظری خـود را در عمل مورد آزمایش قـرار دهند. پیش 
از پیدایـش میکروسـکوپ الکترونـی عبـوری بـا قابلیـت فیلتر کردن انـرژی، رویه معمول بـرای تحلیل طیف سـنجی افت 
انـرژی الکتـرون5 بـه ایـن صـورت بـود که تنهـا یک طیـف از منطقـه ای منتخـب از نمونه بـا CTEM ثبت می شـد. پس 
از بکارگیـری تجـاری EFTEM، تصویربـرداری از تمـام اطاعـات موجـود در طیـف مـورد نظـر امکان پذیـر شـد. عـاوه 
بـر قابلیـت فـوق، درصـورت انتخـاب بخـش معینـی از طیـف مـورد نظر می تـوان تصاویـری محتـوای اطاعـات مختلف 
را بدسـت آورد. مجهـز سـاختن میکروسـکوپ الکترونـی عبـوری بـه فیلترهـای انـرژی مطلـوب منجـر می شـود کاربران 
حوزه هـای مختلـف قـادر باشـند بـه اطاعـات تکمیلـی مربـوط بـه نمونه هـای بـه انـدازه کافـی نـازک خـود دسترسـی 
پیـدا کننـد. قابلیـت انتخـاب هـر ویژگـی طیفـی از یـک طیف افـت انـرژی معیـن روش هـای تصویربـرداری جدیدی را 
بـرای کاربـران فراهـم مـی آورد. یکـی از روش هـا، روش تصویربرداری افـت صفر6 نـام دارد. در این روش بـه دلیل حذف 
پراکندگـی غیرالاسـتیک، کنتراسـت تصاویـر TEM و الگوهـای پـراش به طـور فوق العـاده ای بهبـود یافتـه اسـت. روش 
دیگـر تصویربـرداری TEM بـا انـرژی فیلتـر شـده نـام دارد کـه به منظـور تنظیـم کنتراسـت نمونه هـای ناهمگـن به کار 
بـرده می شـود. یکـی دیگـر از روش هـا، نگاشـت ضخامـت نسـبی بـوده کـه بـرای ثبـت ضخامـت نمونـه مـورد نظـر بـر 
حسـب واحـد متوسـط فاصلـه آزاد غیرالاسـتیکی اسـتفاده می شـود. لازم بـه ذکـر اسـت، روش نگاشـت عنصـری بـرای 
نمایـش توزیـع دو بعـدی عنصـری خـاص کاربرد دارد. همچنین روش نگاشـت شـیمیایی نیـز به  منظـور تصویربرداری از 
سـاختار الکترونیکـی محلـی نمونـه تحـت بررسـی مورد اسـتفاده قرار می گیـرد. هم اکنون برای دسـتیابی بـه روش های 
تصویربـرداری فـوق 2 نـوع فیلتـر انـرژی به صـورت تجـاری در بـازار موجود اسـت: فیلتر درون سـتونی )معـروف به امگا 
)Ω(( و فیلتـر بعـد از سـتون )معـروف به فیلتـر تصویربرداری گاتـان7. فیلترهای درون سـتونی همان طور که از نامشـان 
نیـز مشـخص اسـت درون سـتون میکروسـکوپ الکترونـی عبـوری بیـن عدسـی های شـیئی )یا تصویـری( و میانـی قرار 
گرفته انـد. در ایـن صـورت، آشکارسـاز دوربیـن8 تنهـا الکترون هایـی را دریافـت می کنـد کـه از فیلتـر درون سـتونی 
عبـور کنـد. بنابرایـن، تمـام تصاویـر و الگوهـای پـراش شـامل الکترون هایـی بـا انـرژی معیـن هسـتند. البتـه می تـوان 
بـرای ثبـت تصاویـر TEM معمولـی فیلتـر مذکـور را خامـوش نمـود. فیلترهای بعد از سـتون در قسـمت زیریـن صفحه 
نمایـش TEM مسـتقر شـده اند کـه بـا توجـه بـه موقعیـت می توان بـه راحتی آنهـا را بـه/از فرآینـد تصویربـرداری وارد/

خـارج نمـود. درون فیلترهـای نامبـرده شـکافی تعبیه شـده کـه نـواری از انرژی های )افت هـای انرژی( معیـن را از خود 
عبـور می دهـد. در فیلترهـای امـروزی بـه جـای جابجایـی شـکاف مذکـور یـا تغییـر جریـان آهنربـا به منظـور انتخـاب 
افت هـای انـرژی مختلـف، ولتـاژ شـتاب دهنـده توسـط افـت انـرژی مـورد نظـر افزایـش پیـدا می کنـد. در این شـرایط 
الکترون هـا پـس از عبـور از نمونـه مربوطـه همیشـه دربر گیرنده انرژی یکسـان هسـتند. در این صـورت، جابجایی رنگی 
یـا تغییـر در بزرگنمایـی رخ نمی دهـد. همچنیـن دیگـر نیـازی بـه تغییـر فرآینـد تحریک عدسـی های تصویربـرداری یا 
چندقطبی هـای فیلتـر تصویربـرداری، کـه در گذشـته امـری چالـش برانگیـز بـوده نیـز نیسـت. به منظور آشـنا سـاختن 
خواننـدگان محتـرم فعـال در حوزه هـای مختلـف بـا میکروسـکوپ EFTEM مثال هایـی کاربـردی در ایـن مقالـه ارائـه 

شده اسـت. سـاختار مقالـه به شـرح ذیل اسـت:
در بخـش )1(، انـواع فیلترهـای انـرژی تجـاری بکار برده شـده در میکروسـکوپ EFTEM بررسـی شده اسـت. در بخش 
)2(، بـا اسـتفاده از مثال هایـی سـاده کاربـرد میکروسـکوپ الکترونـی عبـوری بـا قابلیـت فیلتـر کـردن انـرژی در حوزه 
زیست شناسـی شـرح داده شده اسـت. در بخـش )3(، کاربـرد میکروسـکوپ الکترونـی عبـوری بـا قابلیـت فیلتـر کـردن 
انـرژی در حـوزه پلیمـر توضیـح داده شده اسـت. در بخـش )4(، کاربـرد میکروسـکوپ الکترونی عبـوری با قابلیـت فیلتر 
کـردن انـرژی در حـوزه نیمـه هادی هـا ارائه شده اسـت. کاربـرد میکروسـکوپ الکترونـی عبوری بـا قابلیـت فیلتر کردن 
انـرژی در حـوزه نانولوله هـای کربنـی نیـز در بخـش )5( نمایـش داده شده اسـت. نتیجه گیـری مقاله در بخـش )6( درج 

شده اسـت.
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در‌ شده‌ برده‌ بکار‌ تجاری‌ انرژی‌ فيلترهای‌ انواع‌ ‌ ‌

EFTEMميکروسکوپ‌

به طور کلی دو دسته فیلتر انرژی برای میکروسکوپ الکترونی 
انرژی به طور تجاری مورد استفاده  قابلیت فیلتر کردن  با  عبوری 

قرار می گیرند:

‌فيلترهای‌بعد‌از‌ستون‌9
زیر  که  بوده  منشور  یک  واقع  در  ستون  از  بعد  فیلترهای 
و  قرار  می گیرد  عبوری  الکترونی  میکروسکوپ  نمایش  محفظه 
به طور معمول در انتهای این منشور یک آشکارساز تعبیه می شود 
میان  مشاهده می شود،   )2( در شکل  که  )1((. همان طور  )شکل 
منشور و آشکارساز یک شکاف10 انتخاب کننده انرژی قابل تنظیم 

قرار می گیرد.
به صـورت  شـده  پراکنـده  و  نشـده  پراکنـده  الکترون هـای   
به منظـور  آنهـا  منتشـر می شـوند.  یکسـان  انـرژی  بـا  الاسـتیک 
تشـکیل تصویـر مرسـوم میکروسـکوپ الکترونی عبوری از سـتون 
عبـور کـرده، توسـط منشـور خـم و از میـان شـکاف انـرژی رد 
الکترون هـای  ایـن حالـت  در  آشکارسـاز می رسـند.  بـه  و  شـده 
پراکنـده شـده به صـورت غیرالاسـتیک کـه انـرژی کمتـری دارند 
از سـتون عبـور کـرده و توسـط منشـور، بیشـتر خمیده می شـوند 
و بـه جـای عبـور از شـکاف، انرژی بـه بدنـه این قسـمت برخورد 
کـرده، جـذب شـده و از تصویـر نهایـی حـذف می شـوند. رونـد 
شـکل گیری تصویـر نهایـی بـا اسـتفاده از ایـن نـوع فیلترهـا در 

شـکل )3( نمایـش داده شده اسـت.

شکل‌)1(:‌نمای‌کلی‌محل‌قرار‌گرفتن‌فيلتر‌بعد‌از‌ستون‌]1[.

شکل‌)2(:‌نمای‌داخل‌فيلتر‌بعد‌از‌ستون.

پرتوی‌ )الف(‌ فيلتر‌شده.‌ نمایش‌روند‌شکل‌گيری‌تصویر‌ ‌ ‌:)3( شکل‌
تصویری‌ این‌عمل،‌ نتيجه‌ در‌ تابيده‌می‌شود.‌)ب(‌ نمونه‌ به‌ الکترونی‌
خام‌و‌فيلتر‌نشده‌بدست‌می‌آید.‌این‌تصویر‌فيلتر‌نشده‌دارای‌جزئيات‌
منشور‌ )ج(‌ نمود.‌ تفسير‌ را‌ آن‌ می‌توان‌ سختی‌ به‌ اما‌ بوده‌ بسياری‌
با‌ به‌یک‌طيف‌تبدیل‌می‌کند.‌)د(‌ را‌ تعبيه‌شده‌تصویر‌بدست‌آمده‌
فيلتر‌ نظر‌ مورد‌ انرژی‌طيف‌ انرژی،‌ کننده‌ انتخاب‌ از‌شکاف‌ استفاده‌
می‌شود.‌)ه(‌قسمت‌منتخب‌به‌یک‌تصویر‌با‌انرژی‌فيلتر‌شده‌تبدیل‌
مناسب‌ آشکارساز‌ توسط‌ فيلتر‌شده‌ انرژی‌ با‌ نهایی‌ تصویر‌ می‌شود.‌

ارائه‌می‌شود‌]2[.

مزیت های این نوع فیلترها عبارتند از:
 قابلیت نصب و تطبیق آنها در بیشتر ساختارهای TEM موجود؛

 عدم نیاز به باز کردن ستون حساس TEM؛
بکارگیری  بدون  پراش  الگوهای  ثبت  و  تصویربرداری  قابلیت   

فیلتر.

ژی
انر
ن‌
رد
ر‌ک

يلت
ت‌ف

بلي
‌قا
ی‌با

ور
عب
ی‌
رون

کت
پ‌ال

کو
وس

کر
‌مي
ای

ده
ربر

‌کا
ر‌و

ختا
سا
ی‌
رف
مع



تخصصیدانش آزمایشگاهی ایرانسال هفتم    شماره   1  بهار  1398  شماره پیاپی 25   فصلنامه 

w
w

w
.I

JL
K

.i
r

3 0

ت 
الا

مق

‌فيلترهای‌درون‌ستونی‌11
فیلترهای درون سـتونی نسـل اول در ابتدا از سیسـتم فیلتر 
منشـور-آینه کاسـتینگ و هنری )شـامل دو منشـور مغناطیسـی 
90 درجـه( اسـتفاده می کردنـد )کاسـتینگ و هنـری، 1962(. 
منبـع  تقسـیم  بـه  نیـاز  ایـن سیسـتم،  اصلـی  معایـب  از  یکـی 
تغذیـه ولتـاژ بـالا و افزایـش میـزان ولتـاژ آینـه مـورد نظـر بـه 
انـدازه ولتـاژ تفنـگ الکترونـی میکروسـکوپ الکترونـی عبـوری 
بـود. بـه همیـن دلیـل، پـس از اعمـال اصاحـات مـورد نیـاز، 
ایـن  شـدند.  اول  نسـل  جایگزیـن  مغناطیسـی  فیلترهـای 
فیلترهـای مغناطیسـی بـه فیلتر امـگا )Ω( معروف هسـتند. این 
فیلترهـا بیـن عدسـی شـیئی و عدسـی میانـی قـرار می گیرنـد 
)شـکل )4((. الکترون هـا پـس از پراکنـده شـدن توسـط نمونـه 
به صـورت خمیـده )بـه شـکل Ω( از منشـور بـه شـکاف انـرژی 
انتقـال یافتـه و الکترون هایـی بـا انـرژی تابشـی کامـل از ایـن 
شـکاف عبـور کـرده و بـه آشکارسـاز می رسـند. آشکارسـاز در 
بـه یـک  ابتـدا  الکترون هـا  قـرار می گیـرد.  فیلتـر  ایـن  انتهـای 
از  اسـتفاده  بـا  سـپس  و  درجـه   90 الکترومغناطیسـی  بخـش 
یـک آینـه الکترواسـتاتیک منعکـس می شـوند. در ایـن هنـگام 
انرژی هـای مختلـف پراکنـده می شـوند. منشـور  بـا  الکترون هـا 
90 درجـه دوم، الکترون هـا را بـه درون محـور نـوری منحـرف 
می کنـد. یـک شـکاف قبـل از عدسـی میانـی تعبیـه شـده کـه 
عهـده  بـر  را  معیـن  انـرژی  بـا  الکترون هایـی  انتخـاب  وظیفـه 
 ،TEM مرسـوم  تصویـر  حصـول  بـه  تمایـل  درصـورت  دارد. 
الکترون هـای پراکنـده شـده به صـورت غیرالاسـتیک دسـتخوش 
خمیدگـی بیشـتری شـده و توسـط دیواره هـای فیلتـر مذکـور یا 
بدنـه شـکاف انـرژی جـذب می شـوند. در ایـن صورت، ایـن نوع 

.]14[ می شـوند  نهایـی حـذف  تصویـر  از  الکترون هـا 

به‌ معروف‌ ستونی‌ درون‌ انرژی‌ فيلتر‌ تجاری‌ تصویر‌ و‌ نما‌ ‌:)4( شکل‌
.]13[‌)Ω(

شکل )5(، به منظور درک بهتر عملکرد فیلترهای درون ستونی 
از  الکترون ها پس  این شکل چگونگی هدایت  در  ارائه شده است. 

برخورد پرتوی الکترونی به نمونه از طریق فیلتر درون ستونی به 
نمایش گذاشته شده است.

شکل‌)5(:‌هدایت‌الکترون‌ها‌درون‌فيلتر‌انرژی‌درون‌ستونی‌]10[.

در هـر دو دسـته از فیلترهـا می توان شـکاف انـرژی را به طور 
کلـی حـذف کـرد یـا حتـی اگـر شـکاف انـرژی قـرار داده شـده 
باشـد می تـوان موقعیـت و عـرض ایـن شـکاف را تنظیـم کـرد. 
ایـن قابلیـت وجـود دارد کـه بـا تنظیم شـکاف انرژی بـه صورتی 
عبـور  اجـازه  معینـی  انـرژی  افـت  بـا  الکترون هایـی  تنهـا  کـه 
داشـته باشـند تصویـری را تشـکیل داد. بـه ایـن امـر طیف نگاری 
اطاعاتـی  بـه  می تـوان  تصویـر  ایـن  از  اسـتفاده  بـا  می گوینـد. 
نظیـر عناصـر موجـود درون نمونـه و موقعیـت آنهـا پـی بـرد. اما 
معمـولاً شـکاف انـرژی حول انـرژی پرتـو الکترونی میکروسـکوپ 
 )100 KV - 300 KV( الکترونـی عبـوری تابیده شـده به نمونـه

بـا محـدوده ای تقریبـاً برابـر بـا eV 20 تنظیـم می شـود.
از مزایای این نوع فیلترها می توان به موارد ذیل اشـاره نمود:

 تقـارن آینه ای موجود فرآیندهای ابیراهی را کاهش می دهد؛
 تصاویـر فیلتـر شـده و الگوهـای پـراش را می تـوان به صـورت 

نمود؛ ثبـت  مسـتقیم 
پراکندگـی  زوایـای  قادرنـد  مـدرن  سـتونی  درون  فیلترهـای   
بسـیار بـزرگ و میـدان دیـد وسـیعی را با اسـتفاده از افـت انرژی 

ارائـه دهند. یکسـان 

‌‌کاربـرد‌ميکروسـکوپ‌الکترونی‌عبوری‌بـا‌قابليت‌
فيلتـر‌کردن‌انـرژی‌در‌حوزه‌زیست‌شناسـی

الکترونـی  از پرداختـن بـه کاربردهـای میکروسـکوپ  پیـش 
عبـوری بـا قابلیـت فیلتـر کـردن انـرژی در حوزه هـای مختلـف 
بهتـر اسـت ابتـدا شـرایط و نیازمندی هـای مربـوط بـه نمونه هـا 
بررسـی شـوند. در EFTEM، الکترون هـای با انرژی بـالا از طریق 
نیـروی کولنـی بـه شـدت بـا مـاده برخـورد می کننـد. در ایـن 
صـورت به منظـور انجـام موثـر تحلیل هـای EELS دو نیازمنـدی 

نمونـه بایـد برآورده شـود:
1.  نیازمنـدی نخسـت، بـه انـدازه کافـی نـازک بـودن نمونـه 
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 KV به منظـور عبـور الکترون هـا اسـت. درصـورت وجـود منبـع
200، بیشـترین ضخامتـی کـه الکترون ها قادرند بـدون پراکندگی 

غیرالاسـتیک از آن عبـور کننـد برابـر بـا nm 100 اسـت.
2.  نمونـه بایـد در محیط هـای خـاص )نظیـر: خـاء( پایـدار 
باشـد. معمـولاً منطقـه اطـراف نمونه در شـرایط خاء بـوده، البته 
در برخـی از TEMهـا یـا نگهدارنده هـای نمونـه ویـژه فشـارهای 
بیشـتری در مجـاورت نمونـه مذکـور اعمال می شـود کـه این امر 
در نهایـت منجـر بـه پاییـن آمـدن قـدرت تفکیک پذیـری تصویـر 
می شـود. بسـیاری از مـواد قـادر به تحمل شـرایط خاء هسـتند. 
البتـه مـواد دارای آب یـا مـاده فـرار درون محیـط خـاء تبخیـر 
می شـوند. به منظـور غلبـه بـر ایـن چالـش می تـوان یـک سـری 
کـرد  نمونـه  درون  آب  جایگزیـن  به گونـه ای  را  مـواد شـیمیایی 
کـه ریزسـاختار اولیـه آن تغییـر نکنـد. یـک روش دیگـر، منجمد 
کـردن نمونـه و نگاه داشـتن آن در دمای انجمـاد در طول مراحل 

اسـت. تصویربرداری 
بایـد  انجمـاد  عملیـات  دوم،  روش  انتخـاب  درصـورت 
بسـیار سـریع انجـام شـود. در غیـر ایـن صـورت بلورهـای یخـی 
بزرگـی درون نمونـه ایجـاد و ریزسـاختار آن را نابـود می کننـد. 
میکروسـکوپ های الکترونـی عبـوری ویژه ارائه شـده بـرای تحقق 
الکترونـی عبـوری کرایـو12   بـا عنـوان میکروسـکوپ  ایـن روش 
شـناخته شـده اند. در ادامـه، کاربردهـای میکروسـکوپ الکترونـی 
از حوزه هـا  انـرژی در برخـی  قابلیـت فیلتـر کـردن  بـا  عبـوری 
نیـز  پیشـین  بخش هـای  در  کـه  همان طـور  می شـود.  بررسـی 
 )CTEM( ذکـر شـد، در میکروسـکوپ الکترونـی عبوری مرسـوم
الکترون هـای پراکنـده شـده به صـورت الاسـتیک و غیرالاسـتیک 
از یکدیگـر تمیـز داده نمی شـوند. الکترون هایـی بـا مقـدار معینی 
افـت انـرژی در اثـر برخورد بـا نمونـه )الکترون هایی بـا پراکندگی 
از آنهـا بـرای  غیرالاسـتیک( توسـط طیف سـنج آشـکار شـده و 
اسـتفاده  عناصـر  توزیـع  فرآیندهـای  تحلیـل  یـا  تصویـر  ایجـاد 
می شـود. مقـدار انـرژی تلـف شـده الکترون هـا در اثـر برخـورد با 
اتم هـای نمونـه و همچنیـن لبه هـای یونیزاسـیون پوسـته هسـته 
تعییـن کننـده نـوع عنصر اسـت )ریمـر، 1995(. طیف هـای افت 
انـرژی الکتـرون )EELS( از طریـق جداسـازی الکترون هایـی بـا 
مقـدار معینـی از افـت با اسـتفاده از طیف سـنج شـکل می گیرند. 
از طریـق بکارگیـری روزنـه ای کـه تنهـا پهنـای بانـد معینـی از 
انـرژی را عبـور داده می تـوان قسـمت هایی از طیـف بدسـت آمده 
را بـرای شـکل دهی تصاویـر طیـف نـگاری الکترونـی13 و نمایـش 
فرآیندهـای توزیـع عناصـر اسـتفاده نمـود. بـه دلیـل اینکـه لبـه 
جـذب مشـخصه هـر عنصـر روی پس زمینه نامشـخص بـه خوبی 
قابـل تشـخیص نبـوده، لـذا بـرای دسـتیابی بـه تصویـر توزیـع 
شـبکه ای عنصـری معیـن، پـس زمینـه بایـد به طور دقیـق حذف 
شـود. میکروسـکوپ الکترونـی عبـوری بـا قابلیـت فیلتـر کـردن 
تحلیـل  روش  از  زیسـتی  نمونه هـای  بررسـی  حـوزه  در  انـرژی 
14 کـه به طـور معمـول درون TEM هـا 

 X تفکیـک انـرژی اشـعه
و میکروسـکوپ های الکترونـی عبوری-روبشـی15 مـورد اسـتفاده 
قـرار گرفتـه برتـر اسـت. ایـن برتری بـه دلایـل اثبات شـده ذیل 

بدسـت آمده اسـت:
 تفکیک پذیری مکانی بهتر؛

 ارائه حساسیت بالاتر؛
 وجود قابلیت تشـخیص عناصر سبک؛

 قابلیت تعیین حالات اکسـایش یون ها.

 STEM درون میکروسـکوپ EELS اخیـراً حساسـیت بـالای
از طریـق آشکارسـازی تـک اتم هایـی از عناصـر نظیـر: آهـن و 
اثبـات  نویـز  بـه  سـیگنال  قبـول  قابـل  نسـبت های  بـا  کلسـیم 
شده اسـت )لیپمـن، 2003(. اگـر نمونـه زیسـتی بـرای مشـاهده 
کـردن  فیلتـر  قابلیـت  بـا  عبـوری  الکترونـی  میکروسـکوپ  بـا 
آنـگاه  آمـاده شـود،  نـازک  به صـورت  کافـی  انـدازه  بـه  انـرژی 
آشکارسـازی یـک یـا چنـد اتـم درون نمونـه مذکـور امکان پذیر 
خواهـد بـود )شـکل های )6(-)8((. تعییـن کمیـت تصاویر توزیع 
عنصـری EFTEM نیـز هماننـد تحلیـل اشـعه X از طریق تبدیل 
نقشـه های عنصـری بـه نقشـه های غلظـت در نمونه های زیسـتی 
و بلوریـن امکان پذیـر اسـت )هافـر و همـکاران، 1997(. تهیـه 
تصویـر بـا اسـتفاده از روش فیلتـر کـردن انـرژی در مقایسـه بـا 
میکروسـکوپ الکترونـی عبـوری مرسـوم در انـرژی بـا افت صفر 
)انگـرت و همـکاران، 2000( یـا قبـل از لبـه جذب معیـن کربن 
مزایـای  دارای  زیسـتی  نمونه هـای  ریزسـاختار  نمایـش  بـرای 
قابـل توجهـی اسـت. حصول نتایـج موفقیت آمیـز از EFTEM در 
زمینـه تهیـه تصویـر و تحلیـل عنصـری نمونه هـای زیسـتی بـه 
اجـرای صحیـح فرآیندهـای فیکساسـیون و آماده سـازی نمونـه 
بسـتگی دارد. در سـال های اخیـر اسـتفاده از روش هـای کرایـو 
باعـث  بـرای فیکـس کـردن و آماده سـازی نمونه هـای زیسـتی 
بـالا رفتـن قابلیـت اطمینـان نتایـج به دسـت آمـده شده اسـت. 
اعمـال  بـا  انجمـاد  طریـق  از  کـردن  فیکـس  روش  به خصـوص 
 EFTEM بـرای  ابـزار  کاربردتریـن  پـر  از  یکـی  زیـاد16  فشـار 
کـردن  فیلتـر  روش  از  اسـتفاده  درصـورت  می شـود.  محسـوب 
انـرژی، تصویـر بدسـت آمـده در محـدوده قبـل از لبـه جـذب 
معیـن کربـن عاوه بر کنتراسـت بالا دربـر گیرنـده اطاعاتی در 
مـورد ماهیـت زیسـت شـیمیایی سـاختارها نیز بـوده و همچنین 
می تـوان در آنهـا اثـرات رنگ آمیـزی بـا فلـزات سـنگین کـه بـه 
احتمـال زیـاد سـاختارهای حسـاس را پوشـانده به طـور کامـل 
حـذف نمـود. در بیشـتر مـوارد از روش رنگ آمیـزی بـا فلزهـای 
زیسـتی  نمونه هـای  کنتراسـت  بـردن  بـالا  به منظـور  سـنگین 
اسـتفاده  تصویربـرداری  هنـگام  در  سـبک  عناصـر  از  متشـکل 
می شـود. بـه همیـن دلیـل، ظاهـر سـاختار مـورد بررسـی درون 
میکروسـکوپ الکترونـی عبـوری بـا توجـه بـه غلظـت، ماهیـت، 
و مـدت زمـان اسـتفاده از فلزهـای سـنگین متغیـر خواهـد بود. 
از طـرف دیگـر، تجمـع فلزهـای سـنگین مذکـور در یـک مـکان 
منجـر بـه پوشـیده شـدن سـلول ها و کاهـش شـانس دسـتیابی 
مالمـت  )کارل  می شـود  بـالا  تفکیک پذیـری  بـا  اطاعـات  بـه 
بـا  برچسـب گذاری  روش  در  همچنیـن   .)1985 همـکاران،  و 
نانـوذرات طـا رنگ آمیـزی ثانویـه بـا فلـزات سـنگین مانـع از 
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بهتریـن  در  یـا  شـده  مارکرهـا  کمیـت  تعییـن  و  آشکارسـازی 
می دهـد.  کاهـش  شـدت  بـه  را  فرآینـد  ایـن  کیفیـت  شـرایط 
البتـه درصـورت حـذف رنگ آمیـزی ثانویه، بررسـی همپوشـانی 
دشـوار  سـاختاری  جزئیـات  بـه  نسـبت  نظـر  مـورد  آنتـی ژن 
می شـود. حتـی زمـان بکارگیـری روش هـای پیشـرفته فیکـس 
و  انجمـاد  فرآینـد  تدریجـی  جایگزینـی  )نظیـر:  کرایـو  کـردن 
HPF( و همچنیـن ظاهـر سـاختار نمونه هـا بـه حضـور فلزهـای 
سـنگین مـورد اسـتفاده در رنگ آمیـزی ثانویـه بسـتگی داشـته 
و همیـن امـر قابلیـت اطمینـان نتایـج را کاهـش می دهـد. دو 
الکترونـی  انـرژی در میکروسـکوپ  حالـت بـرای فیلتـر کـردن 
دارد.  وجـود  زیسـتی  نمونه هـای  از  تصویـر  تهیـه  و  عبـوری 
حالـت میـدان روشـن الاسـتیکی فیلتـر شـده مبنـی بـر انـرژی 
بـا افـت صفـر )ریمـر، 1995( کـه به منظـور ارتقـای کنتراسـت 
تصویـر شـکاف انتخـاب کننـده انـرژی به گونـه ای تنظیـم شـده 
کـه الکترون هـای پراکنـده شـده به صـورت غیرالاسـتیک حـذف 
شـوند. حالـت دیگـر، کنتراسـت مبتنـی بـر عنصر نام داشـته که 
اطاعـات مربـوط بـه ترکیـب زیسـت شـیمیایی سـاختار مـورد 
بررسـی را نیـز ارائـه می دهـد. درصـورت بکارگیـری نمونه هـای 
زیسـتی ایـن حالـت هنگامـی قابـل دسـتیابی بـوده کـه کربن را 
به عنـوان عنصـر اصلـی بـرای تصویربـرداری در نظـر گرفت ]3[.

شکل‌)6(:‌تهيه‌تصویر‌‌EFTEMاز‌مقاطع‌‌50نانومتری‌رنگ‌آميزی‌
نشده‌ميکراستریاس‌جلبک‌سبز.‌)الف-ج(‌نمایش‌دیکتيوزوم‌پس‌از‌
اعمال‌روش‌های‌فيکس‌کردن‌انجماد‌با‌اعمال‌فشار‌زیاد‌و‌جایگزینی‌
تدریجی‌فرآیند‌انجماد.‌)الف(‌فيکس‌شده‌از‌طریق‌مواد‌شيميایی‌و‌
فيلتر‌شده‌مبتنی‌بر‌انرژی‌با‌افت‌صفر.‌)ب‌و‌ج(‌فيلتر‌شده‌براساس‌
‌.)250 ‌eV ‌)± ‌10 ‌eV( انرژی‌ )افت‌ کربن‌ معين‌ لبه‌جذب‌ زیر‌ ناحيه‌
کنتراست‌و‌اطلاعات‌ساختاری‌این‌تصاویر‌در‌مقایسه‌با‌تصویر‌)الف(‌
مطلوب‌تر‌است.‌کيسه‌های‌لعاب‌17در‌درجات‌مختلفی‌پر‌شده‌اند.‌)ب(‌
فيلتر‌شده‌ پردازش.‌)ج(‌تصویر‌ از‌طریق‌روش‌ تصویر‌معکوس‌شده‌
لوتز‌ميندل‌و‌آیچينگر‌ از‌مقاله‌ )برگرفته‌ با‌کنتراست‌»منفی«‌ اصلی‌
با‌ انجماد‌ اندامک‌ها‌در‌روش‌ ميان‌ تعامل‌های‌ نمایش‌ )د-و(‌ ‌.))2004(
از‌طریق‌روش‌جایگزینی‌ اعمال‌فشار‌زیاد‌و‌سلول‌های‌فيکس‌شده‌
لبه‌ زیر‌ ناحيه‌ براساس‌ نظر‌ مورد‌ تصاویر‌ انجماد.‌ فرآیند‌ تدریجی‌
شده‌اند.‌ فيلتر‌ ‌)250 ‌eV ‌)± ‌10 ‌eV( انرژی‌ )افت‌ کربن‌ معين‌ جذب‌
محفظه‌های‌ليتيک‌18برآمدگی‌هایی‌را‌به‌درون‌ميتوکندری‌19تشکيل‌
شده‌اند.‌ معکوس‌ پردازش‌ از‌ استفاده‌ با‌ )ه(‌ و‌ )د(‌ تصاویر‌ می‌دهند.‌
تصویر‌)و(‌نيز‌تصویر‌فيلتر‌شده‌اصلی‌است‌)برگرفته‌از‌مقاله‌آیچينگر‌

و‌لوتز‌ميندل‌)2005((‌]3[.

شـکل‌)7(:‌تصویربـرداری‌طيفـی‌از‌مقاطع‌رنگ‌آميزی‌نشـده‌جزایر‌
لانگرهانـس‌لوزالمعـده‌مـوش‌بـا‌اسـتفاده‌از‌فيلتـر‌تصویربـرداری.‌
)الـف(‌تصویـر‌لبـه‌‌L2,3فسـفر‌که‌وجـود‌مقادیـر‌زیـادی‌‌Pدرون‌
 L2,3کروماتيـن‌هسـته‌سـلول‌را‌نمایـش‌می‌دهـد.‌)ب(‌تصویر‌لبـه‌
سـولفور‌کـه‌وجـود‌مقادیـر‌زیـادی‌‌Sدرون‌گرانول‌هـای‌ترشـحی‌
سـلول‌بتـا‌توليد‌کننـده‌انسـولين‌و‌همچنيـن‌مقدار‌کمـی‌‌Sدرون‌
گرانول‌هـای‌ترشـحی‌سـلول‌آلفا‌توليد‌کننـده‌گلوکاگـون‌را‌نمایش‌
درون‌ قـوی‌ ‌N نيتـروژن،‌سـيگنال‌ ‌K لبـه‌ تصویـر‌ )ج(‌ می‌دهـد.‌
گرانول‌هـای‌هـر‌دو‌نوع‌سـلول‌و‌همچنين‌درون‌هسـته‌های‌سـلول‌
‌βرا‌آشـکار‌می‌کنـد.‌)د(‌قـرار‌دادن‌نقشـه‌های‌عنصـری‌‌P)قرمـز‌
رنـگ(،‌‌S)آبـی‌رنگ(،‌و‌‌N)سـبز‌رنـگ(‌روی‌یکدیگر؛‌نـوار‌مقياس‌
برابر‌با ‌1‌μmاسـت.‌)ه(‌‌EELSاسـتخراج‌شـده‌از‌گرانول‌ترشـحی‌
سـلول‌بتـا‌را‌می‌تـوان‌بـرای‌دسـتيابی‌بـه‌نسـبت‌اتمـی‌سـولفور‌
بـه‌نيتـروژن‌برابـر‌بـا‌‌0/01:‌1±‌‌0/11به‌صـورت‌کمـی‌تحليـل‌نمود.‌
برگرفتـه‌از‌مقالـه‌جی.‌گوپينگ‌و‌همـکاران،‌و‌ام.‌آ.‌آرونـوا‌و‌آر.‌دی‌

.]4[ ليپمن‌

قابليت‌ با‌ عبوری‌ الکترونی‌ ميکروسکوپ‌ کاربرد‌ ‌ ‌
فيلتر‌کردن‌انرژی‌در‌حوزه‌پليمر

بـا وجـود اینکـه به طـور مرتـب از پلیمرهـا به عنـوان مولفه هایی 
پلی متیـل  و  پلی آمیـد20  نظیـر  پلیمـری  آلیاژهـای  و  آمیزه هـا  در 
زمینـه  در  کمتـری  تحقیقـات  امـا  شـده  اسـتفاده  متاکریـات21 
تصویربـرداری از توزیـع عنصـری آنهـا انجـام پذیرفته اسـت. احتمالاً 
 EELS درون O و N یکـی از دلایـل ذیـل نظیـر: حساسـیت پاییـن
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درصـورت بررسـی نمونـه ای کـه عنصـر غالـب آن کربـن بـوده، از 
بیـن رفتـن عناصـر سـبک بـه دلیـل آسـیب تابـش و دشـواری 
آماده سـازی لایه هـای نـازک به خصـوص از نمونـه PA )ضـروری 
بـرای کاهـش پراکندگـی غیرالاسـتیک دسـته جمعی( منجـر بـه 
کاهـش تمایـل محققان این حوزه برای اسـتفاده از میکروسـکوپ 
شده اسـت.  انـرژی  کـردن  فیلتـر  قابلیـت  بـا  عبـوری  الکترونـی 
اسـتفاده از EFTEM بـرای نمونه هـای پلیمـری منجـر به حصول 
نقشـه های توزیـع عنصـری و تصاویـر EELS شـده که آنهـا نیز به 
نوبـه خـود قابلیـت دسـتیابی بـه منحنی هـای غلظـت اکسـیژن و 
 10nm نیتـروژن در سرتاسـر رابط هـا بـا تفکیک پذیـری کمتـر از
را فراهـم می آورنـد ]5[. لازم بـه ذکر اسـت غالب عناصر تشـکیل 
دهنـده پلیمرهـای مصنوعـی هماننـد نمونه هـای زیسـتی از نـوع 
عناصـر سـبک بـوده کـه در اثـر برخـورد الکترون بـا آنهـا فرآیند 
پراکندگـی الاسـتیک ضعیفـی بـه وقـوع می پیونـدد. بـه همیـن 
دلیـل تولیـد تصاویـری با کنتراسـت بـالا یکـی از چالش های این 
حـوزه اسـت. البتـه پراکندگی هـای غیرالاسـتیک بـه وجـود آمده 
در اثـر برخـورد الکتـرون بـا مـواد نـرم نسـبتاً قدرتمنـد بـوده لذا 
می تـوان بـه طیـف نـگاری بهینـه ای دسـت یافـت )امـا در عوض 
نمونـه در برابـر تابـش پرتـو آسـیب پذیر اسـت(. پراکندگی هـای 
بـه نگاشـت کمـی  بـرای دسـتیابی  غیرالاسـتیک منبـع مهمـی 
ترکیبـات، خواص شـیمیایی و توزیـع فازها درون مـواد بدون نیاز 
بـه اعمـال مرحلـه رنگ آمیـزی با فلزات سـنگین اسـت. درصورت 
می تـوان  عبـوری  الکترونـی  میکروسـکوپ  درون   EELS تعبیـه 
افت هـای انـرژی در ناحیـه زیـر KeV را بـه خوبـی تحلیـل کـرد. 
ایـن ناحیـه شـامل تحریـک یـا تهییج های هسـته ای مهم پوسـته 
و   )532  eV( اکسـیژن   ،)284  eV( کربـن  از  آمـده  بدسـت   K
نیتـروژن )eV 401( و همچنیـن تحریک های پوسـته L و پوسـته 

M حاصـل شـده از محـدوده گسـترده ای از عناصـر دربـر گیرنده 
عـدد اتمـی بالاتر می شـود. بیشـتر مواد نـرم نظیـر پلیمرها دارای 
غلظـت بالایـی از کربـن، نیتـروژن، اکسـیژن و هیـدروژن بـوده و 
سـاختار الکترونیکـی مربـوط بـه ترکیبـات مولکولـی درشـت این 
نـوع عناصـر منجـر بـه ایجـاد سـاختار ریـز متمایـزی در لبه های 
یونیزاسـیون می شـود )شـکل های )9(- )11((. در بیشـتر مواقـع 
فازهـای پلیمـری مختلـف را می تـوان براسـاس ترکیبـات نسـبی 
آنهـا از یکدیگر تشـخیص داد. مشـخصه حالات پیونـدی ترکیبات 
چندگانـه )به خصـوص( کربـن سـاختار ریـز بهینـه ای از ظرفیت-

الکتـرون درون مـواد نـرم ارائـه می دهـد. طیف هـای افـت پاییـن 
تـا   eV بیـن چنـد  انـرژی  افت هـای  از  نمونه بـرداری  )محـدوده 
تقریبـاً eV 50 کـه ناحیـه ظهـور حـالات ظرفیـت در نظـر گرفته 
شـده( نـوع دیگـری از روش تشـخیص فازهـای پلیمری براسـاس 
خـواص شـیمیایی نسـبی نمونه هـای پلیمـری را فراهـم می آورند 
]11[. در دهـه اخیـر محققـان به منظـور بررسـی جوانـب مختلف 
ریخت شناسـی22 پلیمـر چنـد فـازی انـواع متنوعـی از ترکیبـات، 
آمیزه هـا و همبسـپارهای دسـته ای23 از میکروسـکوپ الکترونـی 

عبـوری بـا قبلیـت فیلتـر کـردن انـرژی اسـتفاده نموده انـد.

/75PA6/25شکل‌)9(:‌)الف(‌تصویر‌انرژی‌با‌افت‌صفر‌ساختار‌آميزه‌
‌‌PCبا‌نمونه‌رنگ‌آميزی‌نشده‌نمایش‌داده‌شده‌است.‌)ب(‌طيف‌های‌
از‌ آمده‌ بدست‌ نيتروژن‌ ‌K لبه‌ و‌ کربن‌ ‌K لبه‌ دهنده‌ نمایش‌ ‌EEL

مناطقی‌که‌در‌شکل‌)الف(‌دور‌آنها‌دایره‌کشيده‌شده‌است‌]5[.

شکل‌)10(:‌تصویر‌انرژی‌فيلتر‌شده‌آميزه‌‌‌PC/75PA6/25تهيه‌شده‌
.]5[‌410‌±‌5‌eVبا‌استفاده‌از‌الکترون‌های‌دربر‌گيرنده‌افت‌انرژی‌

پلاستيکی‌ مقاطع‌ از‌ شده‌ تهيه‌ ‌EFTEM طيفی‌ تصویر‌ ‌:)8( شکل‌
نانو-کمپلکس‌ترکيبی‌دربر‌گيرنده‌هپارین،‌پروتامين،‌و‌فروماکسيتول‌
بنيادی(.‌ سلول‌های‌ مغناطيسی‌ گذاری‌ برچسب‌ برای‌ استفاده‌ )مورد‌
‌FeL2,3 FeL2,3؛‌)ب(‌از‌طریق‌قرار‌دادن‌تصویر‌لبه‌ )الف(‌تصویر‌لبه‌
‌N‌K)سبز‌ لبه‌ ‌FeL2,3)آبی‌رنگ(‌و‌تصویر‌ لبه‌ )قرمز‌رنگ(،‌تصویر‌
دربر‌ هپارین‌ از‌ متشکل‌ نرم‌ هسته‌ شدن‌ احاطه‌ یکدیگر‌ روی‌ رنگ(‌
نانوذرات‌ توسط‌ نيتروژن‌ گيرنده‌ دربر‌ پروماتين‌ و‌ سولفور‌ گيرنده‌
فروماکسيتول‌دربر‌گيرنده‌آهن‌نمایش‌داده‌می‌شود.‌دو‌مولفه‌موجود‌
با‌ پروتامين‌ و‌ منفی‌ شارژ‌ با‌ هپارین‌ بين‌ رابطه‌ دليل‌ به‌ هسته‌ درون‌
شارژ‌مثبت‌دچار‌همپوشانی‌می‌شوند.‌)برگرفته‌از‌مقاله‌ال.‌اچ.‌برایانت‌

و‌همکاران(‌]4[.
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شکل‌)11(:‌تصویر‌انرژی‌فيلتر‌شده‌آميزه‌‌‌85PS/PMMA/15تهيه‌
‌.544‌±‌5‌eVشده‌با‌استفاده‌از‌الکترون‌های‌دربر‌گيرنده‌افت‌انرژی‌

)ب(‌تصویر‌توزیع‌اکسيژن‌]5[.

قابليت‌ با‌ عبوری‌ الکترونی‌ ميکروسکوپ‌ کاربرد‌ ‌ ‌
فيلتر‌کردن‌انرژی‌در‌حوزه‌نيمه‌هادی‌ها

بـا توجـه بـه کاهـش روز افـزون ابعاد نیمـه هادی ها اسـتفاده 
از میکروسـکوپ الکترونـی عبـوری در زمینـه تحلیـل و بررسـی 
ایـن نـوع قطعات افزایش چشـمگیری داشـته اسـت. در طول دهه 
اخیـر از میکروسـکوپ الکترونی عبوری به منظـور ارزیابی و تعیین 
فناوری هـا و ماژول هـای فرآینـد نوین سـاخت و همچنیـن کنترل 
کیفیـت قطعـات نیمـه هـادی اسـتفاده شده اسـت. پیشـرفت های 
سـریع انجـام پذیرفتـه در حـوزه فنـاوری منجر شـده کارخانجات 
تولیـد تراشـه بـرای رقابـت هر چه بیشـتر بـا یکدیگر، همـواره به 
دنبـال جـای دادن تعـداد بی شـماری قطعـه نیمـه هـادی درون 
مـدارات مجتمـع24 باشـند. بدیـن منظـور اسـتفاده از TEM برای 
نواقـص  آشکارسـازی  و  بلوریـن  سـاختارهای  کیفیـت  بررسـی 
و  نابجایـی  )نظیـر:  نیمـه هـادی  بلـوری موجـود درون قطعـات 
نقص هـای انباشـتگی( در مقیـاس نانومتـر اجتناب ناپذیـر اسـت. 
یکـی دیگـر از دلایـل محبوبیـت بکارگیـری TEM در ایـن حوزه، 
قابلیـت دسـتیابی سـریع بـه نمـای سـطحی و نمای سـطح مقطع 
از نمونـه بـه انـدازه کافـی نازک اسـت. همچنیـن قابلیـت ترکیب 
روش هـای تحلیلـی پیشـرفته نظیـر: طیف سـنجی پـراش انـرژی 
پرتـو ایکـس25و مهمتـر از همه طیف سـنجی افت انـرژی الکترون 
)EELS( بـا میکروسـکوپ الکترونـی عبـوری منجر شـده محققان 
فعـال در حـوزه نیمـه هادی هـا بیـش از پیـش نیـاز خـود بـه این 
 EELS نـوع میکروسـکوپ را حـس کنند. درصـورت تعبیـه روش
درون میکروسـکوپ الکترونـی عبـوری و دسـتیابی بـه محصـول 
نهایـی میکروسـکوپ الکترونـی عبـوری بـا قابلیـت فیلتـر کـردن 
انـرژی بـه دلیل اینکه این نوع میکروسـکوپ قادر به آشکارسـازی 
بیشـتر عناصـر شـیمیایی بـوده و حساسـیت بالایـی نسـبت بـه 
عناصـر سـبک وزن )در محـدوده لیتیـوم26 تا روی27( داشـته، لذا 
می تـوان بـه سـرعت نمونه هـای نیمـه هـادی در مقیـاس نانومتـر 
را بـا اسـتفاده از آن تحلیـل کـرد. یکـی از روش های آماده سـازی 
نمونه برای مشـاهده نمای سـطح مقطعی آن، اسـتفاده از دسـتگاه 

میکروسـکوپ  کاربـرد  بهتـر  درک  به منظـور  اسـت.  یونـی  فـرز 
الکترونـی عبـوری بـا قابلیـت فیلتـر کردن انـرژی در حـوزه نیمه 
هادی ها،مثالـی در قسـمت ذیـل ارائـه شده اسـت. همان طـور کـه 
در شـکل )12( مشـاهده می شـود، سـطح گسـترده ای از نمونـه 
بـرای آشکارسـازی سـریع نواقـص موجود آمـاده شده اسـت ]6[.

شکل‌)12(:‌تصویر‌ميدان‌حالت‌روشن‌‌TEMو‌تصاویر‌توزیع‌عنصری‌
)تصاویر‌نسبت‌پرش‌Al‌K،‌N‌K،‌O‌K،‌Si‌K،‌و‌Ti‌L23(‌تهيه‌شده‌

از‌سطح‌مقطع‌نمونه‌نيمه‌هادی‌]6[.

در شکل )12-الف(، تنها ساختارهای خاصی مشهود بوده، در 
صورتی که تمام ساختارها و فازها درون تصاویر توزیع عنصری قابل 
Si K نقشه  لبه  از  با استفاده  مشاهده هستند. در شکل )12-ه ـ( 
سیلیکون تهیه شده، لذا مناطق روشن متناظر با ویفر سیلیکونی و 
لایه نازک پلی سیلیکون به خوبی رویت می شوند. مناطق خاکستری 
نیترید  اکسی  سیلیکون،  دی اکسید  لایه های  نشانگر  ترتیب  به 
این روش تصویربرداری  نیترید سیلیکون هستند. در  و  سیلیکون، 
آشکارسازی شیب کوچک درون غلظت سیلیکون )حاصل شده از 
طریق بکارگیری فرآیند آلایش28 با برن29 و فسفر 30( واقع در لایه 
دی اکسید سیلیکون نیز امکان پذیر است. همچنین ناخالصی غنی 
از سیلیکون درون لایه رسانش )آلیاژ Al-Si-Cu( در حاشیه سمت 
راست شکل های )12-ب( و )12-ه( قابل مشاهده است )روش های 
مرسوم قادر به آشکارسازی این ناخالصی نبودند(. نقشه تیتانیوم در 
 TiN ثبت شده و لایه روشن Ti L2 شکل )12-و( با استفاده از لبه
که نمایان گر جهش های لحظه ای به درون لایه رسانش بوده نیز به 
وضوح قابل مشاهده است. نقشه آلومینیوم نیز در شکل )12-ب( با 
استفاده از لبه Al K ثبت شده و لایه رسانش را به وضوح نمایش 
می دهد. در این شکل، نقص غنی از سیلیکون و جهش های لحظه ای 
در  داده شده اند.  نمایش  تاریک  مناطق  به صورت  تیتانیوم  از  غنی 
شکل )12-ج( که نقشه ثبت شده نیتروژن بوده می توان لایه نیترید 
تیتانیوم، اکسی نیترید سیلیکون، و بالای ساختار مورد نظر نیترید 
ثبت  اکسیژن  نقشه  مشابه،  به طور  نمود.  مشاهده  را  سیلیکون31 
شده در شکل )12-د( نیز فازهای اکسی نیترید سیلیکون و اکسید 
سیلیکون را نمایش می دهد. به منظور بررسی لایه نیترید تیتانیوم 
توزیع عنصری در  باید نقشه های  با جزئیات کامل  رابط های آن  و 
توزیع  نقشه های  بر  عاوه  اینجا،  در  شوند.  تهیه  بالاتر  بزرگنمایی 
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عنصری، تصاویر نسبت پرش نیز ارائه می شوند. تصاویر نسبت پرش 
کمتر تحت تاثیر کنتراست پراش قرار گرفته و نقشه های عنصری 
پرش  نسبت  تصاویر  فرآیند کمی سازی ضروری هستند.  برای  نیز 
در شکل )13( و نمایه خطی32 نیز با استفاده از نقشه های عنصری 

کمی شده در شکل )14( نمایش داده شده اند.

شکل‌)13(:‌تصویر‌حالت‌ميدان‌روشن‌‌TEMو‌تصاویر‌نسبت‌پرش‌
)‌Al‌K،‌N‌Kو‌Ti‌L23(‌تهيه‌شده‌از‌لایه‌نيترید‌تيتانيوم‌و‌رابط‌های‌
نشانگر‌ شده‌ مشاهده‌ )12((.‌خط‌ از‌شکل‌ شده‌ بزرگ‌ )منطقه‌ای‌ آن‌

موقعيت‌و‌طول‌نمایه‌خطی‌)مراجعه‌به‌شکل)14((است‌]6[.

 )12( شکل  در  شده  داده  نمایش  تیتانیوم  نیترید  لایه 
در شکل  مستطیلی  ناحیه  لذا  بوده،  مشهودی  نواقص  دربرگیرنده 
تصویر  بزرگ شده است.  )13-الف(  برای شکل  و  انتخاب  )12-ج( 
در   90  nm ضخامت  با  تیتانیوم  نیترید  لایه  روشن  میدان  حالت 
شکل )13-الف( نمایش داده شده است. نقشه آلومینیوم ثبت شده 
 ،)Al-Si-Cu در شکل )13-ب( عاوه بر نمایش لایه رسانش )آلیاژ
می کند.  آشکار  نیز  را  پایین تر  آلومینیوم  غلظت  با  ناقص  مناطقی 
لایه  نمایش  بر  عاوه  )13-د(  شکل  در  شده  ثبت  تیتانیوم  نقشه 
نازک نود نانومتری، جهش های لحظه ای روشن نفوذ کننده به درون 
از نقشه نیتروژن ثبت شده در  لایه رسانش را نیز آشکار می کند. 
شکل )13-ج( می توان به این نتیجه دست پیدا کرد که ضخامت 
لایه نیترید تیتانیوم موثر نازکتر )تقریباً برابر با nm 70( از ضخامت 
لایه تیتانیوم مورد نظر است. یکی از ویژگی های ضروری و قدرتمند 
مقاله های  در  که  همان طور  است.  کمی سازی33  قابلیت   EFTEM
هافر و همکاران )1997( و گراگر و همکاران )1998( نیز نشان داده 
شده، نقشه های عنصری را می توان از طریق محاسبه تصاویر نسبت 
اتمی و ضرب کردن آنها در نسبت سطح مقطع یونیزاسیون مناسب 
طیف های  از  استفاده  با  داد.  نمایش  کمی  به صورت   )k )ضریب 
EELS بدست آمده از نواحی معینی از نمونه لایه نیترید تیتانیوم و 
مناطق رابط آن می توان نقشه های غلظت را محاسبه کرد. با استفاده 
از این نقشه ها می توان مقادیر غلظت را بر حسب درصد اتمی برای 
هر پیکسل نمایش داد. نقشه های غلظت مورد نظر مشابه تصاویر 
کشیدن  فرآیند  غلظت  نقشه های  بکارگیری  هستند.  پرش  نسبت 
امکان پذیر  را  تیتانیوم  نیترید  لایه  سرتاسر  در  کمی  خطی  نمایه 

 Ti و Al، N، O، Si ساخته و در نتیجه می توان به نمایه های غلظت
دست پیدا کرد )شکل )14((. شکل گیری لایه رابط متشکل از Al و 
Ti میان Al و TiN با استفاده از نمایه خطی به خوبی قابل مشاهده 
است. از طرف دیگر، رابط متمایل به سمت SiO2 دارای یک لایه 

میانی دربر گیرنده O است ]6[.

شکل‌)14(:‌نمایه‌خطی‌کمی‌رسم‌شده‌در‌سرتاسر‌نقشه‌های‌عنصری‌
کمی‌شده‌مربوط‌به‌عناصر‌معين‌)به‌منظور‌اطلاع‌از‌موقعيت‌این‌نمایه‌

خطی‌به‌شکل‌)13-الف(‌مراجعه‌شود(‌]6[.

 EFTEM لازم به یادآوری است که نقشه های توزیع عنصری
روشی موثر و کارآمد برای تعیین دقیق ترکیب شیمیایی قطعات 
نیمه هادی است )شکل )15((. تحلیل کمی نیمه هادی های جدید 
دربر گیرنده چندین لایه فوق نازک با ابعاد اتمی به منظور کنترل 
مشخصات نوری و الکترونیکی از اهمیت بالایی برخوردار بوده اما 
تفکیک پذیری  محدودیت  دلیل  به  مذکور  تحلیل  اجرای  امکان 

روش های موجود بسیار دشوار است.

روشن‌ ميدان‌ حالت‌ تصویر‌ )الف(‌ هادی34:‌ نيمه‌ نمونه‌ ‌:)15( شکل‌
.]7[‌Tiو‌‌O،‌Nالاستيکی35.‌)ب(‌تصویر‌توزیع‌عنصری‌برهم‌نهی‌عناصر‌

قابليت‌ با‌ عبوری‌ الکترونی‌ ميکروسکوپ‌ کاربرد‌ ‌ ‌
فيلتر‌کردن‌انرژی‌در‌حوزه‌نانولوله‌های‌کربنی

از زمـان کشـف نانولوله های کربنی36 توسـط لیجیما در سـال 
1991 محققـان دسـت بـه تحقیقـات گسـترده ای در ایـن حـوزه 
زده انـد. نانولوله هـای کربنـی تـک دیـواره37 بـه دلیـل ویژگی های 
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در ایـن مقالـه، سـاختار دو فیلتـر انـرژی تجـاری محبـوب بـا عناویـن: فیلترهـای درون سـتونی و فیلترهـای بعـد 
از سـتون کـه بـه ترتیـب درون و زیـر میکروسـکوپ الکترونـی عبـوری بـا قابلیـت فیلتـر کـردن انـرژی مسـتقر بـوده 
به طـور تفصیلـی بررسـی شده اسـت. کاربـران حوزه هـای مختلـف بایـد به منظور برطـرف نمـودن نیازمندی هـای خود، 
آشـنایی مقدماتـی بـا ایـن دسـتگاه ارزشـمند را داشـته باشـند. ایـن امر بـه کاربران کمـک نموده تـا زمان اسـتفاده از 
EFTEM به منظـور دسـتیابی بـه اهـداف خـود را بـه درسـتی تشـخیص دهند. بـه همین منظـور، کاربرد این دسـتگاه 
در حوزه هـای مختلـف بـرای درک بهتـر مـوارد اسـتفاده خـاص و مزیت هـای آن شـرح داده شده اسـت. لازم بـه ذکـر 
اسـت، قابلیـت ثبـت موثـر اطاعـات مکانـی توسـط EFTEM منجـر بـه حصول قابلیـت نمایـش کمیت های محاسـبه 
شـده به صـورت نقشـه های دو بعـدی می شـود. تاکنـون بیشـتر فرآیندهـای تحلیلـی EFTEM بـه تولیـد نقشـه های 
توزیـع عنصـری محـدود شده اسـت. ایـن نوع نقشـه های تولید شـده توسـط روش هـای پیشـرفته ابزاری مطلـوب برای 
مشـخصه یابی کیفـی محسـوب شـده، امـا فرآینـد ارزیابـی کمـی هنوز چالـش برانگیـز باقی مانده اسـت. در سـال های 
اخیـر، روش هـای زیـادی بـرای بهبـود تحلیـل EFTEM ارائه شـده اند. تمرکـز اصلی محققـان در این زمینه به سـمت 
تعییـن توزیـع و ترکیـب شـیمیایی نمونـه در سـطح نانومتـر به صورت کمی با سـطح اطمینـان بالا معطوف شده اسـت. 
چنیـن تحلیل هایـی به منظـور شناسـایی و درک بهتر ویژگی های سـاختارها و مواد مدرن )نظیر: کاتالیسـت ها( توسـط 
بررسـی تغییـرات صـورت پذیرفتـه درون ترکیبات نانومتـری از اهمیت بالایی برخوردار اسـت. امروزه بیشـتر تحقیقات 
پیشـرفته بایـد در مقیـاس زیـر نانومتـر انجـام پذیرنـد، لـذا ضـرورت بهینه سـازی میکروسـکوپ الکترونـی عبـوری بـا 
قابلیـت فیلتـر کـردن انرژی و تجهیـزات جانبی آن به منظـور بکارگیـری در حوزه هایی همچون: زیست شناسـی، پلیمر، 

نیمـه هادی هـا، چنـد لایه ای هـا، چاه هـای کوانتومـی و غیـره بیـش از پیـش احسـاس می شـود ]9[.
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مثـال  یـک  ارائـه  بـا  حرارتیشـان  و  مکانیکـی  الکتریکـی،  برتـر 
بکارگیـری  قـرار می گیرنـد. درصـورت  بررسـی  اینجـا مـورد  در 
اسـتفاده  پلیمـری،  ماتریـس  کامپوزیت/ترکیـب  درون   SWNT
آسـان  ماکروسـکوپی  مقیـاس  در  فـوق  ویژگی هـای  از  موثـر 
خواهـد شـد. پلیمرهـای بـا دمـای بـالا نظیر: پلـی ایمیدهـا برای 
کاربردهـای الکترونیکـی پیشـرفته و فضایـی مـورد اسـتفاده قرار 
می گیرنـد. پراکندگـی یکنواخـت SWNT درون ماتریس پلیمری 
بـه دلیـل فقـدان چسـبندگی میـان SWNT و پلیمـر مـورد نظـر 
دشـوار اسـت. دسـتیابی به فرآینـد پراکندگی یکنواخـت و تقویت 
موثـر SWNT درون ماتریـس پلیمـری مسـتلزم خیـس کـردن 
سـطح غیرواکنشـی SWNT بـا اسـتفاده از پلیمـر حال پوشـیده 
در طـول مرحلـه تولید اسـت. تحقیقات پیشـین اثبـات نموده که 
افـزودن wt 0/1 درصـد از SWNT بـه ماتریـس پلـی ایمید منجر 
بـه افزایـش 10 برابـری رسـانایی الکتریکی بدون وقـوع افت قابل 
توجهـی در انتقـال و عبـور نـور می شـود. ایـن امـر ویژگی هـای 
 )16( در شـکل  می بخشـد.  ارتقـاء  نیـز  را  و حرارتـی  مکانیکـی 
تصویـری بـدون افـت از دو دسـته از نانولوله هـای کربنـی تـک 
دیـواره بـا قطـر تقریبـی nm 1/4 نمایش داده شده اسـت )قطر هر 
دسـته به طـور تقریبـی برابر اسـت بـا nm 40(. تصویـر مذکور در 
شـرایط حداقـل آسـیب تابشـی و رانـش حرارتی تهیه شده اسـت. 
طیف هـای افـت انـرژی الکتـرون SWNT خالص و پلـی ایمید در 
شـکل )17( نمایـش داده شـده اند. همان طـور که در شـکل )17( 
 EELS در طیف هـای  اسـت  قـادر  نیتـروژن  مشـاهده می شـود، 
بدسـت آمـده بـرای تمیـز موثـر دسـته SWNT آغشـته بـه پلـی 
ایمیـد از دسـته های معمولـی SWNT کنتراسـت قابـل قبولـی را 
ارائـه دهـد. درصورت حصول سـیگنالی قـوی می توان با اسـتفاده 

از قلـه نیتـروژن پلـی ایمیـد را از SWNT تشـخیص داد ]8[.

از‌ شده‌ تهيه‌ افت‌ بدون‌ ‌HREM شده‌ فيلتر‌ تصویر‌ ‌:)16( شکل‌
دسته‌های‌خالص‌نانولوله‌کربنی‌تک‌دیواره‌]8[.

شکل‌)17(:‌طيف‌های‌افت‌انرژی‌الکترون‌‌SWNTخالص‌و‌پلی‌ایميد.‌
لبه‌های‌جذب‌‌Kکربن‌و‌پلی‌ایميد‌در‌نمودار‌کوچک‌داخلی‌نمایش‌داده‌

شده‌اند‌]8[.
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1. لیسانس الکترونیک، کارشناس آزمایشگاه میکروسکوپ الکترونی 
عبوری دانشگاه شیراز

2. عضو کارگروه تخصصی میکروسکوپ الکترونی عبوری
3. Energy-Filtering Transmission Electron Micro-
scope (EFTEM(
4. Conventional Transmission Electron Microscope 
(CTEM(
5. Electron Energy Loss Spectroscopy (EELS(
6. Zero-Loss Imaging
7. GATAN Imaging Filter (GIF(
8. CHARGE-COUPLED DEVICE (CCD(
9. Post-Column Filter
10. Slit
11. In-Column Filter
12. CRYO-TEM
13. Electron Spectroscopic Imaging (ESI(
14. Energy Dispersive Analysis X-Ray (EDAX(
15. Scanning-Transmission Electron Microscope (STEM(
16. High-pressure freezing (HPF(
17. Mucilage vesicles (MV(
18. Lytic compartments (LC(

19. Mitochondria (M(
20. Polyamide (PA(
21. Poly(methyl methacrylate( (PMMA(
22. morphology
23. block copolymer
24. Integrated circuits (ICs(
25. Energy-dispersive X-ray spectroscopy (EDXS(
26. Lithium
27. Zinc
28. Doping
29. Boron
30. Phosphorus
31. Silicon Nitride
32. Line Profile
33. Quantification
34. Dynamic Random-Access Memory (DRAM(
35. Elastic Bright Field (EBF(
36. Carbon nanotubes (CNT(
37. Single-Walled carbon Nanotube (SWNT(
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تونـل‌زنـي‌ میکروسکـوپ‌
روبشي‌اسپین‌قطبیده

از خانواده  اولین عضو  به عنوان  روبشی6  تونل زنی  میکروسکوپ 
سوزن،  کوچک  بسیار  ابعاد  دلیل  به  روبشی،  پروبی  میکروسکوپی 
حد  )در  را  سطح  در  موجود  بلندي  و  پستي  کوچکترین  مي تواند 
نانومتر( حس کند. با توسعه روش های شناسایی نانوساختارها، همواره 
برای  میکروسکوپ  این  تفکیک  توان  افزایش  اصلی  اهداف  از  یکی 
بررسی ساختارهای کوچک تر و همچنین شناسایی نانوساختارهای 
مغناطیسی بوده است. به این منظور، در سال های اخیر میکروسکوپ 
بررسی  برای  قدرتمند  ابزاری  به  قطبیده7  اسپین  روبشی  تونل زنی 
شده است.  تبدیل  نانومتر  مقیاس  در  مغناطیسی  ساختارهای 
مطالعات  تکمیل  به  قطبیده  اسپین  روبشی  تونل زنی  میکروسکوپ 

مغناطیسی در مقیاس نانومتر کمک می کند.

چکيده

نانو ساختارهای مغناطیسی، میکروسکوپ تونل زنی روبشی اسپین قطبیده، 
چگالی الکترون، میکروسکوپ پروبی روبشی.

واژه‌های‌کليدی
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‌ميکروسکوپ‌تونل‌زني‌روبشي‌اسپين‌قطبيده
)Sp-STM(

میکروسکوپ تونل زني اسپین قطبیده، به عنوان یک روش تهیه 
این  است.  نانومتر  مقیاس  در  تفکیکی  توان  با  مغناطیسي،  تصویر 
میکروسکوپ امکان ثبت تصاویر را در دو حالت جریان ثابت و ارتفاع 
ثابت، فراهم می کند. همچنین این توانایی را دارد که به طور هم زمان 
چگالي الکترون اسپین قطبیده را که مربوط به گشتاور مغناطیسي 

است، بررسی کند ]2[.
در سال 1919 بارخوسن9 نخستین بار این ایده را مطرح کرد 
که یک ساختار مغناطیسی ممکن است شامل نواحی باشد که در 
آن نقاط مغناطیسی در جهت های مختلف قرار گرفته باشند ]3[. با 
طرح این ایده، روش هایی که امکان تهیه تصویر مستقیم الگوهای 
در  شد.  ابداع  می نمودند،  فراهم  واقعی  فضای  در  را  مغناطیسی 
مطالعات بنیادی مغناطیسی، یکی از نیازهای اساسی تهیه تصویر 
مغناطیسی با توان تفکیک بالا است. Sp-STM در راستای مطالعات 

مغناطیسی در مقیاس نانومتر به کار می رود.

 ‌اثر‌مقاومت‌مغناطيسی‌تونل‌زنی

اثر  تونل زنی  جریان  روی  انرژی  حالت های  چگالی  شکاف 

نشان  فرومغناطیس  سوزن های  با  میدان  نشر  آزمایش های  دارد. 
به خاء،  از سوزن  تونل زنی  فرآیند  در طول  که   ]5 و   4[ داده اند 
به  جزئی  به صورت  سوزن،  حالت های  چگالی  اسپین  پاریزاسیون 
الکترون های منتشر شده، منتقل و یک جریان اسپینی پاریزه را 
به وجود می آورند. این امر با توجه به قانون فرمی قابل درک است. 
حالت های  در  الکترون ها  تعداد  تفاوت  بدلیل  نهایی  پاریزاسیون 
بیشینه و کمینه به وجود می آید. الکترون هایی که در حالت بیشینه 
قرار می گیرند، می توانند در فرآیند تونل زنی شرکت کنند. بررسی ها 
نشان می دهند، هنگامی که الکترون  ها بین دو ماده فرومغناطیس 
تونل می زنند، نه  تنها جریان اسپین - پاریزه می شود بلکه اندازه 
جریان هم تحت  تأثیر قرار می گیرد ]6[. در این مطالعات، دو لایه 
نازک مغناطیس به وسیله یک لایه نازک عایق از هم جدا می شوند 
اجازه  وضعیت  این  آورند.  به وجود  را  مسطح  تونلی  اتصال  یک  تا 
نازک مغناطیسی،  می دهد که جهت گیری مغناطیسی در دو لایه 
از میدان مغناطیسی  تابعی  به عنوان  یا ضدموازی  موازی  به صورت 
 G این اساس، هدایت تونل زنی10  بر  اعمال شده جهت گیری کند. 
)و بدین  ترتیب مقاومت( به جهت گیری نسبی مغناطیس دو لایه 
نامیده  تونل زنی11  مغناطیسی  مقاومت  اثر  اثر،  این  دارد.  بستگی 
می شود. هدایت )G(، کمیتي است که به توصیف خواص الکتریکي 
مواد مي پردازد که براساس آن مواد به ترکیبات هادی، نیمه هادی 
و عایق تقسیم مي شوند. براي یک مولکول کوچک، هدایت، تابعی 
الکترونیک مولکولي  پتانسیل است. در  از شدت جریان و اختاف 

در ابزارهای مدرن، نانوساختارهای مغناطیسی دارای اهمیت فراوانی هستند. هم زمان با تمایل به کوچک  سازی ابزارهای 
مغناطیسی، پرسش های جدید در مورد رفتار مغناطیسی ساختارهای کوچک  شده در مقیاس نانو نیز افزایش یافته است. 
از طرفی، عاقه به تهیه تصویر از آرایه های مغناطیسی و دستیابی به ساختارهای آن در مقیاس نانو یا حتی اتمی از دیرباز 

مورد توجه دانشمندان بوده و انتظار می رود چشم اندازی بر رفتارهای جدید پدیده های مغناطیسی فراهم آورد.
در میکروسکوپ تونل زنی روبشی به عنوان اولین عضو خانواده میکروسکوپی پروبی روبشی، یک سطح رسانا با سوزنی که 
در موقعیت و وضعیت مناسبی نسبت به سطح قرار گرفته، روبش می شود. این میکروسکوپ به دلیل ابعاد بسیار کوچک 
سوزن، مي تواند کوچکترین پستي و بلندي موجود در سطح را )در حد نانومتر( حس کند. برای این منظور، سوزن به وسیله 
یک سیستم کنترل کننده آنقدر به سطح نزدیک می شود تا برهم کنش های دلخواه بین سوزن و سطح نمونه پدید آید. در 
این فاصله بین سوزن و سطح نمونه که ممکن است در حد چند آنگستروم باشد، با اعمال ولتاژ مناسب )به بزرگی چند ده 
میلی ولت( بین سوزن و سطح، براساس پدیده تونل زنی مکانیک کوانتوم، جریان الکتریکي برحسب نانوآمپر برقرار مي شود. 
در میکروسکوپ تونل زني روبشی  مقدار جریان تونلي، تابع فاصله سوزن از سطح، شکل و جنس سوزن، هندسه و جنس 
سطح و اختاف ولتاژ بین سوزن و سطح است. در این روش، سوزن به بازوهاي پیزوالکتریکي متصل بوده که به وسیله آنها 
سوزن با فاصله دلخواه، به نقطه موردنظر روی سطح نمونه منتقل شده و بدین ترتیب، امکان بررسي خواص آن نقطه از 

سطح نمونه فراهم مي شود.
با توسعه روش های اولیه، یکی از تاش های اصلی همواره ارتقاء توان تفکیک این روش میکروسکوپی برای بررسی ساختارهای 
کوچک تر بوده است. به این منظور، در سال های اخیر میکروسکوپی تونل زنی روبشی اسپین قطبیده و طیف سنجی تونل زنی 
روبشی اسپین قطبیده8 به دو ابزار قدرتمند برای بررسی ساختارهای مغناطیسی در مقیاس نانومتر تبدیل شده اند به گونه ای 
که حتی می توان تصویر سطوح آنتی فرومغناطیس را با این روش ها تهیه کرد. این روش ها همچنین می توانند برای مطالعه 
چگونگی خنثی سازی مغناطیسی در سطح لایه های نازک آنتی فرومغناطیس ها که در تماس مستقیم با پایه های مغناطیسی 
هستند و همچنین بررسی ویژگی های مرتبط با برهم کنش بین آنتی فرومغناطیس ها با فرومغناطیس ها، نیز به کار گرفته 

شوند ]1[.

مه
قد
م

ده
طبي

ن‌ق
سپي

ي‌ا
بش
رو
ي‌
ل‌زن

تون
پ‌

کو
وس

کر
مي



تخصصیدانش آزمایشگاهی ایرانسال هفتم    شماره   1  بهار  1398  شماره پیاپی 25   فصلنامه 

w
w

w
.I

JL
K

.i
r

4 0

ت 
الا

مق
ده
طبي

ن‌ق
سپي

ي‌ا
بش
رو
ي‌
ل‌زن

تون
پ‌

کو
وس

کر
مي

براي تعیین هدایت یک مولکول، باید مولکول حداقل در تماس با 
باید قوي و تکرارپذیر  اتصال  این  و  قرار گیرد  الکترود خارجي  دو 
باشد که بتواند یک تماس الکتروني مناسب بین مولکول و الکترودها 
ایجاد کند. G در حالت جهت گیری موازی )منظور از جهت گیری 
از  بزرگتر  است(  الکترود  و  مولکول  در  مغناطیسی  حالت  موازی، 
براساس  می توان  را  یافته  این  است.  ضدموازی  جهت گیری  حالت 
یک مدل ساده شرح داد. در این مدل تنها روی چگالی حالت های 
بایاس  ولتاژ  یک  اعمال  فرض  با  می نماییم.  تمرکز  الکترود  دو 
کوچک در سراسر اتصال و در غیاب پراکندگی اسپین، الکترون های 
تعیین  را  تونل زنی  فرمی، هدایت  انرژی  نزدیکی  در  فرومغناطیس 
می کنند. برای جهت گیری موازی، چنانچه یک ولتاژ بایاس محدود 
برقرار شود، همه حالت های بین سطوح فرمی در تونل زنی درگیر 
می شوند که هر یک مطابق با احتمال تونل زنی  خود که وابسته به 
بیشینه/ الکترون های  حالت،  این  در  می گیرند.  وزن  است،  انرژی 

کمینه نخستین الکترود، به ترتیب به سوی حالت های بیشینه/کمینه 
 G در الکترود دوم تونل می زنند. با استفاده از قانون فرمی، هدایت
 f قبل از انجام هدایت( و حالت نهایی( i حالت اولیه N با چگالی
)بعد از انجام هدایت( در لبه فرمی متناسب است. بنابراین، هدایت 
برای مغناطیس با جهت گیری موازی با استفاده از رابطه )1( نشان 

داده می شود:

  
       )1(

یک  در  بیشینه  الکترون های  ضدموازی  جهت گیری  برای 
تونل زنی از الکترود به  سوی حالت کمینه با استفاده از رابطه )2( 

هدایت داده می شود:

  
       )2(

به طور کلی، این دو هدایت متفاوت هستند که به تغییر جریان 
تونلی با جهت گیری نسبی مغناطیس الکترودها منجر می شود. در 
حقیقت هدایت با ترکیب حالت  های مختلفی از اسپین های موازی 
و ضد موازی انجام می شود که رابطه )1( هدایت ناشی از ترکیب 
حالت های موازی و رابطه )2( هدایت ناشی از ترکیب اسپین های 

ضد موازی را نشان می دهد.

 ‌اصول‌ميکروسکوپی‌تونل‌زنی‌روبشی‌اسپين‌-‌پلاریزه

توان  با  تصویر  تهیه  همکارانش  و  بینینگ12   ،STM اختراع  با 
تفکیک مطلوب که قادر به تشخیص یک اتم منفرد بود را تحقق 
بخشیدند ]7 و 8[. در روش STM، نوک سوزن رسانا در نزدیکی 
سطح رسانای نمونه قرار داده می شود. بین نمونه و سوزن یک ولتاژ 
بایاس برقرار شده و یک جریان تونل زنی کوچک به وجود می آید که 
با فاصله بین سوزن و نمونه به صورت توانی یا نمایی کاهش می یابد. 
در حالت جریان ثابت STM، فاصله سوزن و نمونه به گونه ای تنظیم 
که  هنگامی  آید.  به دست  ثابت  تونل زنی  جریان  یک  که  می شود 

سوزن سطح نمونه را روبش می کند، نوک سوزن روی خطوط جریان 
ثابت حرکت می کند و توپوگرافی نمونه را منعکس می سازد. پیش از 
 STM این، در سال 1988، پیرس13 پیشنهاد کرد که یک دستگاه
راه اندازی شود که در آن از مفهوم TMR برای تهیه تصویر هم زمان 
اثر مقاومت مغناطیسی و جریان تونل زنی نمونه استفاده شود ]9[. 
در این طرح تنها به یک جریان تونل زنی اسپین - قطبیده همراه 
Sp- برای را  متفاوت  دیدگاه  دو  او  است.  نیاز  مورد   STM با یک 
STM مطرح نمود. عاوه بر استفاده از فرومغناطیس، به عنوان مثال، 
اسپین  حامل های  از  استفاده  امکان  او  پاریزه،  اسپین  سوزن های 
 GeAs پاریزه ای که با نور برانگیخته می شوند را در سوزن های -
این سوزن ها توسط سوزوکی14 و همکارانش  قرار داد.  مورد بحث 
ابداع شده بودند ]10[. در رویکرد آنها، نوری که به صورت دایره ای 
 - اسپین  حامل های  نمودن  برانگیخته  برای  شده است  پاریزه 
پاریزه در باند هدایت سوزن که بعداً به نمونه تونل می زند، استفاده 
می شود. به دلیل وابستگی اسپین به جریان تونلی، با مدوله کردن 
نور، مدولاسیون جریان نیز اجرا می شود. برای جدا کردن اطاعات 
تقویت کننده  یک  با  مدولاسیون ها  توپوگرافی،  اطاعات  از  اسپین 
به علت کنتراست  به هر حال،  قفل شونده تشخیص داده می شود. 
نسبتاً پایین و کنتراست مغناطیسی - نوری اضافی ناخواسته در توان 
تفکیک جانبی، موفقیت این رویکرد محدود بود. از طرفی رویکرد 
مبتنی بر آزمایش های Sp-STM با سوزن های فرومغناطیس بسیار 
موفق تر بود. در گزارش منتشر شده از سوی پیرس، سه حالت تهیه 
پیشنهاد شده است. همه   Sp-STM برای  تصویر کاربردی متفاوت 
این روش ها به صورت تجربی اجرا شده و به طور خاصه در ذیل این 

بخش شرح داده شده است ]2[.
با   STM تصاویر  ثابت،  جریان  حالت  در  ثابت:‌ حالت‌جریان‌
سوزن های غیرمغناطیسی و غیرفرومغناطیسی گرفته و نتایج به دقت 
مقایسه می شوند. ویسندانجر15 و همکارانش نخستین افرادی بودند 
که نتایج بدست آمده با این حالت ]11[ را روی سطح لایه ای غنی از 
ماده آنتی فرومغناطیس )Cr (001 گزارش کردند ]11[. آنها در این 
حالت با استفاده از سوزن های تنگستنی و به کمک پله اتمی ایجاد 
 Cr (001( شده در اثر تغییر جریان، توانستند پله های اتمی را روی
بود. در حالی   0/14 nm انتظار  ارتفاع آن در حد  آشکار کنند که 
مقادیر به  را  پله  ارتفاع   CrO2 فرومغناطیس از سوزن  استفاده    که 

nm 0/16 و nm 0/12 تغییر می دهد. این امر به اثر TMR بین سوزن 
فرومغناطیس و اتم های Cr که به صورت فرومغناطیسی روی تراس ها 
جهت گیری کرده اند، نسبت داده می شود. هنگامی که پاریزاسیون 
جریان  باشند،  موازی  تراس  در  واقع   Cr اتم های  و  سوزن  اسپین 
ثابت  ارتقاء می یابد و در حالت جریان   TMR اثر  به دلیل  تونل زنی 
STM، سوزن به مقدار اندکی )nm 0/02( عقب رانده می شود ]12[. 
بنابراین، روی این تراس اثر TMR باعث کاهش جریان می شود و 
سوزن STM تقریباً نزدیک سطح می شود. این سازوکار سبب تغییر 
اسپین - پاریزه مشاهده شد.  با سوزن  پله می شود که  ارتفاع  در 
به  هر حال، در این حالت تهیه تصویر، هیچ تفکیکی در اطاعات 
توپوگرافی و اسپین نمی تواند به دست آید و اندازه گیری های مرجع 

باید با سوزن های غیرمغناطیسی به دست آیند ]2[.
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حالت‌طيف‌سنجی:‌حالت میکروسکوپی Sp-STM در شرایط 
خاصی، تفکیک اطاعات توپوگرافی را از اطاعات اسپینی امکان پذیر 
می سازد. این حالت طیف سنجی تونل زنی روبشی اسپین - قطبیده  
می شود  استفاده  واقعیت  این  از  حالت  این  در  می شود.  نامیده 
و  است  انرژی  از  تابعی  تونل زنی  جریان  اسپین  پاریزاسیون  که 
تونل زنی  نمونه هر دو در  و  اسپین حالت های سوزن  پاریزاسیون 
به طور کلی پاریزاسیون اسپین جریان  بنابراین،  شرکت می کنند. 
تونل زنی با بایاس نمونه تغییر می کند. در حالت طیف سنجی، ولتاژ 
بین سوزن و نمونه تغییر می کند تا اطاعاتی از ساختار الکترونی 
 (dI/dU( سطح به دست آید. در این حالت هدایت تونلی دیفرانسیلی
به عنوان تابعی از ولتاژ بایاس و مختصات فیزیکی نوک سوزن اندازه 
گرفته می شود. این حالت می تواند در شرایط حالت جریان ثابت نیز 
استفاده شود به گونه ای که در آن جداسازی نمونه و سوزن منجر به 

تغییر نتایج در اطاعات توپوگرافی و الکترونی خواهد شد.
 SP-STM دیفرانسيلی:‌ مغناطيسی‌ تصویر‌ تهيه‌ حالت‌
می تواند در حالت مغناطیسی مدولاسیون استفاده شود که در آن 
سوزن مغناطیسی به صورت دوره ای تغییر می کند و موجب جریان 
گشتاورهای  )چگالی  مغناطش16  با  متناسب  که  می شود  تونلی 
مغناطیسی دائم یا القایی در یک ماده مغناطیسی( موضعی نمونه 
است. این حالت قادر است که ویژگی های مغناطیسی را از ویژگی های 
توپوگرافی و الکترونی جدا کند. در حالت تهیه تصویر مغناطیسی 
آن  مغناطیس  که  فرومغناطیسی  بدنه  با  سوزن  یک  دیفرانسیلی، 
 ،TMR اثر  به دلیل  می گیرد.  قرار  استفاده  مورد  شده است،  تنظیم 
با  که  می شود  تونل زنی  جریان  مدولاسیون  به  منجر  تنظیم  این 
پاریزاسیون اسپین نمونه مرتبط است. در آزمایش، یک سوزن قابل 
به صورت  سوزن  مغناطیس  می شود.  استفاده  مغناطیسی،   تنظیم 
می کند.  تغییر  متضاد  مغناطیس  پایدار  وضعیت  دو  بین  متناوب 
این وضعیت معادل تغییر عامت پاریزاسیون اسپین نوک سوزن 
است. در یک دستگاه آزمایشگاهی، مغناطیس سوزن با تغییر جریان 
در یک سیم پیچ کوچک که روی سوزن نصب شده است، معکوس 
بازخورد  قطع حلقه  در  تناوب  باعث  تغییر جریان  تناوب  می شود. 
STM می شود ]13[. بنابراین، حلقه بازخورد تنها می تواند متوسط 
اسپین  منفی(  و  )مثبت  پاریزاسیون  دو  برای  را  تونل زنی  جریان 
ثابت شامل  به طوری که تصویر جریان  نمایان کند  نوک سوزن  در 
هیچ اطاعات مغناطیسی نمی شود. با یک تقویت کننده قفل شونده 
حساس به فاز، تغییر بخشی از جریان تونل زنی ΔI تشخیص داده 
می شود. این بخش شامل همه اطاعات مربوط به اسپین است. با 
این روش، اطاعات توپوگرافی و اسپین قویاً از هم جدا شده و تصویر 
مؤلفه اسپین در طول محور مغناطیس سوزن به صورت هم زمان با 
توپوگرافی ثبت می شود ]13[. تغییر میدان مغناطیسی که در داخل 
سیم پیچ القا می شود برای معکوس کردن کامل مغناطیس سوزن به 
اندازه کافی بزرگ است. ولی  به  هر حال، تغییر میدان جریان های 
تنها  دلیل،  بدین  می کند.  ایجاد  تونل زنی  حلقه  در  نیز  را  القایی 
استفاده شوند.  به عنوان سوزن  می توانند  نرم  مغناطیسی  ترکیبات 
نیز در طول  از الاستیسیته مغناطیسی17 سوزن  باید  این،  عاوه بر 
که  اولیه ای  آزمایش های  شود.  جلوگیری  معکوس سازی  فرآیند 

توسط جانسون18 و همکارانش انجام شد، با الاستیسیته مغناطیسی 
بزرگ سوزن Ni مواجه بود، به طوری که تهیه تصویر توپوگرافی یا 

مغناطیسی پایدار امکان پذیر نبود ]14[.

دستگاهوری

مغناطیسی کردن الکترود فرومغناطیس با برقراری یک جریان 
متناوب کوچک در سیم پیچی که دور الکترود پیچیده است، انجام 
می شود. جهت مغناطیس الکترود STM بیشتر با استفاده از شکل 
سطح  از  خارج  مؤلفه  تصویر  تهیه  برای  می شود.  تعیین  الکترود 
پاریزاسیون اسپین، یک سوزن نوک تیز استفاده می شود. نمای این 
حالت در شکل )1-الف( نشان داده شده است. میدان مغناطیسی 
کامل  کردن  معکوس  برای  می شود،  القاء  سیم پیچ  با  که  تناوبی 
جهت  سوزن،  در  است.  بزرگ  کافی  به  اندازه  سوزن  مغناطیس 
محور  طول  در  همواره  بزرگ  ناهمسانگردی19  به علت  مغناطیس 
سوزن قرار دارد. بنابراین، در نوک سوزن جایی که تونل زنی روی 
می دهد، مغناطیس عمود بر سطح نمونه است. برای تهیه تصویر 
از مؤلفه درون سطح پاریزاسیون اسپین نمونه، از یک حلقه که 
نمای آن در شکل )1-ب( نشان داده شده است، به عنوان الکترود 
را در  استفاده می شود. میدان مغناطیسی سیم پیچ جریان   STM
حلقه ای که بین دو ساختار مغناطیسی دایره ای قرار دارد، عوض 
می کند. در پایین حلقه، مغناطیس مماس بر حلقه یعنی در سطح 
صفحه قرار دارد. با انتخاب صفحه ای که حلقه در آن جهت گیری 
جهت  بنابراین،  می شود؛  تعیین  حلقه  مغناطیس  جهت  می کند، 
حساسیت در سطح صفحه برای سیگنال اسپین اندازه گیری  شده، 

معلوم می شود ]2[.

شکل‌)1(:‌نمای‌الکترودهای‌‌Sp-STMبرای‌اندازه‌گيری‌)الف(‌مولفه‌
خارج‌از‌صفحه‌و‌)ب(‌مولفه‌داخل‌صفحه‌پلاریزاسيون‌اسپين‌نمونه‌]2[.

شکل )2( چگونگی ساخت آزمایشگاهی الکترودهای STM را 
از سطح  خارج  مؤلفه  ثبت  برای   STM سوزن های  می دهد.  نشان 
پاریزاسیون اسپین )شکل )2-الف(( با اسیدشویی الکتروشیمیایی 
سیم های CoFeSiB نازک با قطر µm 130، تهیه می شوند. مخلوط 
رقیقی از HCl و HF به عنوان معرف اسیدشویی استفاده می شود که 
در طول فرآیند اسیدشویی با استفاده از کشش سطحی به صورت یک 
غشاء نازک در حلقه Pt پخش می شود. مقدار pH به گونه ای تنظیم 
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می شود که از تشکیل سیلیکا از Si موجود در سیم آمورف جلوگیری 
 ،250 µA شود. استفاده از جریان های ضعیف اسیدشویی در حد
بین  مخروطی  زاویه  با  نوک تیزی  سوزن های  آمدن  به وجود  باعث 
°8 تا °15 می شود )پایین، شکل )2-الف((. به دلیل ناهمسانگردی 
بزرگ، مغناطیس سوزن در راستای محور سوزن است. سوزن های 
مغناطیسی در یک محور غیرمغناطیسی که دور آن یک سیم پیچ 
پیچیده شده، نصب می شود. در طول عوض شدن جریان در سوزن، 
الاستیسیته مغناطیسی ایجاد شده در دیواره های محدوده، به اندازه 
کافی کوچک است و این اطمینان را حاصل می کند که تقریباً تمام 
ارتعاشات مکانیکی متوقف شده اند. با شبیه سازی میکرومغناطیسی 
مغناطیسی  الاستیسیته  سوزن،  جریان  شدن  عوض  فرآیند  دقیق 
مورد انتظار کمتر از m 14-10 برآورد می شود، بدین معنی که این 

مقدار به آزمایش ارتباط نمی یابد.
برای تهیه تصویر از یک مؤلفه درون سطح پاریزاسیون اسپین، 
استفاده   CoFeSiB جنس  از   STM شکل  حلقه ای  الکترودهای 
حدود  در  خارجی  قطر  با  حلقه ای  تصویر  )2-ب(  شکل  می شود. 
mm 2 و ضخامت µm 25 را نشان می دهد. حلقه ها از ورق نازک 
اسیدشویی شدند. سیم پیچی  الکتروشیمیایی  به صورت   CoFeSiB
با  است.  مشاهده  قابل  )2-ب(  شکل  در  حلقه  دور  شده  پیچیده 
تعیین  صفحه  سطح  در  حساسیت  جهت  حلقه،  جهت  انتخاب 
زبری  حتی  تا  می شوند  داده  حلقه ها جا  بیرونی  محیط  می شود. 
جا  از  بعد  شود.  برطرف  نیز  شده است  ایجاد  اسیدشویی  با  که 
دادن، محیط بیرونی نرم و دارای حداقل تراس های بر جای مانده 
از جادهی است )پایین، شکل )2-ب((. با وجودی که الکترودهای 
تفکیک  توان  ولی  نیستند  تیز   STM در  شده  استفاده  حلقه های 
نانوسوزن هایی  زیاد  به  احتمال  به دست می آید.   1 nm زیر  جانبی 
را  بالایی  جانبی  تفکیک  توان  چنین  که  دارد  وجود  آن  نوک  در 
لازم  اسپین،  کنتراست  آوردن  به دست  برای  است.  آورده  به وجود 
به وسیله اسپری کردن  STM به صورت هم زمان  الکترودهای  است 
Ar تمیز شوند. این کنتراست می تواند با روکش کردن الکترودهای 

CoFeSiB با چندین لایه از Fe افزایش یابد ]2[.

شکل‌)2(:‌الکترودهای‌Sp-STM برای‌اندازه‌گيری‌)الف(‌مولفه‌خارج‌
از‌صفحه‌و‌)ب(‌مولفه‌داخل‌صفحه‌پلاریزاسيون‌اسپين‌نمونه.‌تصاویر‌
بزرگنمایی‌شده‌ميکروسکوپی‌الکترونی‌روبشی‌را‌به‌‌ترتيب‌برای‌انتهای‌

تيز‌حلقه‌و‌کف‌حلقه‌نشان‌می‌دهند‌]2[.

‌کاربردهای‌ميکروسکوپ‌الکترونی‌روبشی‌
اسپين‌پلاریزه

سطوح  بررسی   SP-STM میکروسکوپ  کاربردهای  از  یکی 
ویژگی های  بیشتر،  این  جا  در  است.  آنتی فرومغناطیس  ترکیبات 
یک  در  ترکیب  است.  توجه  مورد  آنتی فرومغناطیس ها  توپوگرافی 
ماده آنتی فرومغناطیس به صورت لایه ای است. )Cr (001 نمونه ای از 
یک ماده آنتی فرومغناطیس لایه است که روی)Fe  (001 به عنوان 
نشان  را  صفحه  در  اسپین  پاریزاسیون  دو  هر  و  یافته   رشد  پایه 

می دهند.
به طور  می تواند   Cr است.  آنتی فرومغناطیس  یک   Cr  (001(
در  اسپین  پاریزاسیون  یک  و  کند  رشد   Fe  (001( روی  پراکنده 
صفحه همراستا با پایه زیرین را به وجود آورد ]15[. در این مطالعه 
جهت گیری  رشد  محور  راستای  در  که  حلقه ای  الکترودهای  از 
استفاده  آنتی فرومغناطیس  سطح  تصویر  تهیه  برای  کرده اند 
شده است. شکل )3-الف( توپوگرافی لایه نازک Cr را نشان می دهد. 
همان طور که انتظار می رود، تصویر Sp-STM که به صورت هم زمان 
می دهد  نشان  را  تراس ها  آنتی فرومغناطیسی  نظم  شده است  ثبت 

)شکل )3-ب(( ]2[.

‌Sp-STM تصویر‌ )ب(‌ و‌ توپوگرافی‌ ‌STM تصویر‌ )الف(‌ ‌:)3( شکل‌
مغناطيسی‌همان‌منطقه‌]2[.

اسپین  روبشی  تونل زنی  میکروسکوپ  کاربردهای  از  یکی 
زیر  بخش  در  است.  مغناطیسی  نانوساختارهای  بررسی  پاریزه، 

نانوساختارهای Co و Fe روی )Cu(111 شرح داده شده است.
 Fe ،، و Coو(BLH( 20در ایـن مطالعـه لایـه ای بـا ارتفـاع دو اتـم
کـروم  از  جزیره هایـی  و  شـده  تشـکیل   Co از  کـه  جزیره هایـی 
کـه دارای اثراتـی از Fe اسـت )Fe/Co( و روی )Cu(111 نشـانده 
شده اسـت، مـورد بررسـی قـرار گرفتنـد. شـکل )4-الـف( نمـای 
فرآینـد )3(  ایـن  را نشـان می دهـد.  نمونـه  آماده سـازی  فرآینـد 
نـوع جزیـره BLH را ایجـاد می کنـد کـه نمـای آن در شـکل )4-

ب( نشـان داده شده اسـت: همان طـور کـه در شـکل )4-ج( نشـان 
داده شده اسـت، ابتـدا رسـوب دهی یـک لایـه تکـی Co در دمـای 
اتـاق باعـث به وجـود آمـدن جزیره هـای Co می شـود. سـپس ایـن 
جزیره هـای Co بـا ارتفـاع 4Å~ بـه کمـک تصویـر STM در حالت 

جریـان ثابـت، مشـخص می شـوند.
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این جزیره ها دارای ابعاد جانبی 5 تا 30 نانومتر هستند. رسوب گذاری 
 )0/28 ML(ر Fe و سپس )0/24 ML(  ررCo پی درپی نخستین تک لایه های
در دمای اتاق، دو نوع جزیره را به وجود می آورد که در شکل )4-د( نشان 

داده شده است:
 جزیره خالص BLH Fe؛

 Fe حفره را تشکیل داده و Co که در آن BLH Fe/Co جزیره 
پیرامون Co را احاطه کرده است.

در این بررسی Sp-STM و نیز STS برای هر سه نوع جزیره و 
روی جزیره های تکی اجرا شد ]32[.

به   Cu(111( روی   Co نانوجزیره های  بررسی  به  )4-الف(  شکل 
است.  پرداخته  قطبیده  اسپین  روبشی  تونل زنی  میکروسکوپ  روش 
مطابق این شکل، تصویر STM جزیره های BLH از جنس Fe/Co روی 
)Cu(111 مشاهده می شوند. بخش هسته جزیره ها که از جنس کبالت 
است، به وسیله خطوط نقطه چین محصور شده و با شماره های )1( و )2( 
مشخص شده است. بخش هایی که با خطوط متقاطع مشخص شده اند، 
انجام شده است را مشخص   dI/dV اندازه گیری آنها  نواحی را که در 
جنس  از  سوزن هایی  از  استفاده  با   Sp-STM بررسی های  می کند. 
تنگستن و با روکش آهن که در میدان مغناطیسی خارجی µ0H تهیه 
شده، انجام می شود. نمای مراحل آماده سازی این سوزن ها در شکل )4-
ب( نشان داده شده است. دمای مناسب برای تهیه سوزن ها K 10 است.

شکل )4-الف( طیف STS به دست آمده در مرکز هسته Co در 
ناحیه )1( را نشان می دهد. محدوده این اندازه گیری در شکل )4-
ب( و با رنگ قرمز مشخص شده است. این طیف با تغییر µ0H در 
راستای سطح نرمال به دست می آید. طیف STS در همه میدان ها 
در   Co الکترونی  حالت  به  که  می دهد  نشان  را   3dz2 تیز  حالت 
محدوده Vb = -0/3 V مربوط می شود که با پیکان تیره عمودی 
نشان داده شده است. شکل و بزرگی طیف با تغییر میدان مغناطیسی 
تغییر می کند. در این میان ولتاژ بایاس Vb = -0/87 V به عنوان 
ولتاژی که تغییرات وابسته میدان به سیگنال dI/dV کاماً مشهود 
و واضح است، معین شد. همچنین از شکل )4-د( می توان دریافت 
 Vb = -0/87 V در dI/dV از مقدار dI/dV که پسماند مغناطیسی
قابل دست یابی است. حلقه پسماند مغناطیسی شامل منحنی هایی 
به شکل پروانه است که نسبت به محور عمودی دارای حالتی است 
در  سیگنال  ناگهانی  افت  می دهد.  نشان  متقارن  تقریباً  را  آن  که 
 Co 1/6± نشان دهنده تغییر جهت مغناطیسی در هسته T حدود
است. تغییرات تدریجی سیگنال dI/dV در محدوده میدان Hsw، بر 

این نکته دلالت می کند که مؤلفه خارج از سطح مغناطیس سوزن 
با میدان خارجی تغییر می کند ]16[.

تصویر‌ )الف(‌ ‌.Sp-STM در‌ ‌dI/dV مغناطيسی‌ پسماند‌ ‌:)4( شکل‌
‌STMدو‌هسته‌مثلثی‌شکل‌‌Coکه‌دارای‌جزیره‌هایی‌از‌جنس‌‌Feاست‌
روی‌ ‌dI/dV به‌ وابسته‌ مغناطيسی‌ ميدان‌ تغييرات‌ اندازه‌گيری‌های‌ و‌
اندازه‌گيری‌ نمای‌ )ب(‌ ‌.)Vb ‌=-0/2  V; )Iset=1nAر‌ شده‌است‌ انجام‌ آن‌
خارجی‌ مغناطيسی‌ ميدان‌ در‌ ‌Co دولایه‌ای‌ جزیره‌ روی‌ ‌Sp-STM

تغيير‌ اثر‌ در‌ ‌dI/dV منحنی‌ اندازه‌گيری‌های‌ از‌ مجموعه‌ای‌ )ج(‌ ‌.µ0H
 ‌µ0Hextدر‌محلی‌که‌در‌شکل‌)الف(‌با‌)1(مشخص‌شده‌است‌و‌در‌شرایط
ميدان‌ از‌ مغناطيسی‌ پسماند‌ استخراج‌ )د(‌ ‌)Vb ‌=-0/5  V; )Iset=1nAر‌

وابسته‌به‌مقادیر‌‌dI/dVدر‌‌Vb‌=‌-0/85‌Vدر‌)ج(‌]16و17[.

از  با استفاده  نانو است که  الکتروشیمیایی موضعی در مقیاس  بـرای بـررســی خــواص  STIM روشـی جـدیـد 
تصویربرداری حرارتی از کرنش وگارد ناشی از نوسانات غلظت یونی کار می کند که این تغییرات با نوسانات دمایی موضعی 
اعمال شده با استفاده از پروب حرارتی ایجاد می شود. این ابزار از حساسیت و توان تفکیک بالایی برخوردار بوده و برای 
بررسی خواص الکتروشیمیایی و ترمومکانیکی موضعی به کار برده می شود. پس می تواند برای مطالعه طیف وسیعی از 

مواد و سیستم های الکتروشیمیایی که فعالیت های یونی در آنها ضروری است، مورد استفاده قرار گیرد. 
عاوه بر این، انبساط حرارتی و سختی مکانیکی نمونه نیز قابل دستیابی خواهد بود و بینش بیشتری را در فرآیندهای 

الکتروشیمیایی موضعی ایجاد خواهد کرد.
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Spin-Polarized Scanning 
Tunneling Microscopy

Keywords
magnetic nanostructure, Spin-Polarized 

Scanning Tunneling Microscopy, electron 
density, Scanning probe microscope.

Scanning tunneling microscope is considered as the first 
member in the scanning probe microscope family, which 
it can sense the smallest height and pitch in the surface 
(nanometer scale) due to the very small size of tip. 

Development of nanostructured detection methods lead 
to increase the resolution of this microscopic method in 
order to investigate smaller structures and identify magnetic 
 nanostructures. For this purpose, Spin-Polarized Scanning 
Tunneling Microscopy (Sp-STM) has become a powerful tool 
for examining magnetic nanostructures in recent years. The 
basis of the polarized spin scanning tunneling microscope is 
the improvement of magnetic studies in nanometer scale.
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Introduction to
Energy-Filtering
Transmission Electron
Microscope structure
and applications

A comprehensive background infor-
mation concerning underlying basis of fi-
nal image formation procedure inside an 
Energy-Filtering Transmission Electron 
Microscope (EFTEM) has been provided 
in our previous article titled “Introduction 
to Energy-Filtering Transmission Elec-
tron Microscope fundamental principles”  
(published in Iranian Journal of Laborato-
ry knowledge; Volume 6; Issue 4; Winter 
2019; No. 24). In this article, structures of 
two widely used commercial energy filters 
have been reviewed in detail, namely, In-
Column Filters and Post-Column Filters.  
. In-Column Filters and Post-Column 
Filters are located inside and beneath 
a Conventional Transmission Electron 
Microscope (CTEM), respectively. It is 
very important that users in various fields 
know when to use this piece of valuable 
equipment to get the desired results. For 
this purpose, applications of Energy-Fil-
tering Transmission Electron Microscope 
in various fields like: Biology, Polymer 
science, Semiconductors, and Carbon 
nanotubes has been explained with sim-
ple examples in order to obtain a better 
comprehension of the unique operations 
and advantages of  this equipment.
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Preparing of 
biological samples 
for observing with 
Scanning Electron 
Microscope (SEM)

Scanning electron microscope is one of the best methods of analysis that is 
widely used in various fields. The microscope provides the possibility of examin-
ing the surface and microstructure in micron and nano dimensions. Today, one of 
the most specialized areas of interest is biological and living tissue. The observa-
tion of these samples and the investigation of their microstructures by scanning 
electron microscope require special preparation. Due to the high sensitivity of the 
samples, if any of the steps in the preparation are not carefully performed, it will 
cause shrinkage, collapse, or damage to the sample structure and will affect the 
quality of the final images, so it is very important that the conditions and proce-
dures for tissue preparation carefully done with the standard method. 

There are many different techniques for preparing and analyzing various types of 
tissue that vary according to the type of tissue and structure.

This paper study the general methods for the preparation of biological samples 
and living tissues including: a) various fixations (chemical fixtaion and physical fixa-
tion), (b) dehydration with different percentages of alcohol, and (c) different drying 
methods In air, critical point dryers, freeze dryers and chemical dryers), in order to 
view the biological structures in the clos-
est to their living structure in a high reso-
lution SEM is discussed.

Abstract

Keywords

Scanning Electron Microscope (SEM), 
biological samples, Live Tissues, sample 
preparation
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Quality assurance is defined as part of qualitymanagement focused on providing confi-
dence that qualityrequirements will be fulfilled, other parts being qualityplanning, quality control 
and quality improvement. Theseterms are of importance to all activities of economicinterest 
with regard to products, services and proceduresincluding conformity assessment activities. 
Quality assurance is important not only for a particular activity but alsofor other activities 
linked with it; this may include supplies, manufacture, marketing, conformity assessment, 
accreditation, competent authorities and customers. This article isfocused on some of the 
training needs referring to specificaspects of interest to the main parties involved in each 
case.Based on the experience gained within the CyprusAccreditation Body, the article gives 
examples illustratingthe importance of training and awareness for the understanding of 
various aspects of quality assurance by allparties, to the extent necessary so that they know 
what theyare looking for, how compliance with requirements isdocumented and how an 
assessment of compliance isconfirmed. The article gives emphasis to laboratories 
andinterrelated activities with reference to the requirements ofaccreditation and certification 
standards applicable in each Case. Common understanding of basic aspects of qualityassurance 
and their use as tools in a common technical  
language require training and awareness at 
all levels so thatquality assurance helps the  
expectations and the overallquality and  
economic goals of the society to be realized. This 
is how a quality culture is created and enhanced.

Abstract

Keywords
Quality assurance, Training and  

awareness, Conformity assessment, 
Accreditation, Certification.
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