3.3.2. Электронная микроскопия

Возможности световых микроскопов ограничены волновой природой света. При оптимальных условиях световые микроскопы позволяют наблюдать объекты вследствие явления дифракции, не менее 1/3 длины световой волны. Дальнейшее проникновение в мир малых величин стало возможным лишь при использовании в микроскопии электронных лучей, обладающих более короткими длинами волн, чем длины волн световых лучей.

Приборы, в которых получают увеличенное изображение с помощью электронных пучков, называются электронными микроскопами. Пучку электронов, двигающемуся в вакууме с постоянной скоростью, обусловленной прохождением электронами ускоряющего электрического поля в U вольт, соответствует волновой процесс с длиной волны 
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где U – ускоряющее направление в вольтах

В электронном микроскопе роль линз играют неоднородные электроскопические или моментные поля, обладающие вращательной симметрией.

В зависимости от электроннооптической системы, используемой в электронных микроскопах, последние разделяются соответственно не электрические микроскопы с электроскопической оптикой и микроскопы с магнитной оптикой.

Качество изображения, получаемое при использовании магнитной оптики, несколько выше.
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Рис.9. Схема растрового электронного микроскопа (РЭМ): 1 - изолятор электронной пушки; 2-V-образный термокатод; 3 - фокусирующий электрод; 4- анод; 5 - конденсорные линзы; 6 -диафрагма; 7-  двухъярусная отклоняющая система; 8-объектив; 9-апертурная диафрагма объектива; 10-объект; 11-детектор вторичных электронов; 12 - кристаллический спектрометр; 13 - пропорциональный счётчик; 14 - предварительный усилитель; 15 - блок усиления; 16, 17-аппаратура для регистрации рентгеновского излучения; 18 - блок усиления; 19 - блок регулировки увеличения; 20, 21 - блоки горизонтальной и вертикальной развёрток; 22, 23-электронно-лучевые трубки.

Электронная микроскопия с успехом применяется для изучения биологических объектов, вирусов, катализаторов, коллоидных растворов. Красителей, селикаторов, тонких металлических слоев. В универсальном микроскопе УЭМВ – 100К используется электромагнитная оптика, позволяющая получать на экране и фотографировать изображения объекта при увеличении от 300 до 200000 крат с помосным наконечником объектива высокого разделения и от 300 до 35000 крат при работе гониометром.

Принципиально оптическая схема РЭМ (рис.9) аналогична схеме светового микроскопа, в которой все световые оптические элементы заменены соответствующими электрическими элементами: источник света заменяется источником электронов, а стеклянные линзы – линзами электромагнитными.

Источником пушка электронов является электронная пушка, состоящая из катода, фокусирующего на электроде и аноде.

Электронная пушка создает пучок электронов, который с помощью конденсорных линз формируется и направляется на используемый объект. Пучок электронов, пройдя сквозь объект, попадает в объективную линзу, которая формирует увеличенное изображение объекта. После объективной линзы электроны попадают в промежуточную линзу, которая предназначена для плавного изменения увеличения микроскопа и получения дифракции с участков исследуемых образцов (электронной модификации). Следующая линза (проекционная) создает конечное увеличение изображения объектов на флюоресцирующем экране. Увеличение конечного изображения на экране определяется как произведение увеличений, даваемых объективной, промежуточной и проекционной линзами. 

В качестве источника электронов в микроскопе используется V – образный вольфрамовый термокатод. При нагревании его до температуры порядка 2900 0С в результате термоэмиссии возникают свободные электроны, ускоряемые затем электростатическим полем. Электростатическое поле создается между фокусирующим электродом и анодом.

Между катодом и фокусирующим электродом приложено отрицательное напряжение (напряжение смещения) величина которого может плавно меняться. Катод располагается внутри фокусирующего электрода, благодаря чему достигается хорошее управление пучков электронов.

Осветительная система характеризуется электронной яркостью
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 где     jB - плотность тока электронного пучка на объекте (R/см2)
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В – апертура  осветителя (т.е. половина угла, при вершине конуса, образованного проходящими пучками)

На практике апертура осветителя задается осветительной диафрагмой конденсатора либо током 1-го конденсатора. Яркость изображения зависит от плотности тока на экране. Если для получения достаточной яркости конечного изображения требуется плотность тока пучка, падающего на экран  jЭ, то плотность тока на экране будет           
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 - полное увеличение микроскопа

плотность электронного пучка на объекте ограничивается следующими факторами:

1. температурой катода 

2. удельной эмиссией катода

3. ускоряющим напряжением 

4. аберрациями фокусирующей системы

Для получения оптимальных условий освещения в микроскопе предусматриваются механизмы юстировки элементов осветительной системы относительно оси объектива. Эти юстированные механизмы позволяют перемещать освещающий пучок в плоскости, перпендикулярной оси объектива. Кроме того, предусмотрена возможность юстировки катода с фокусирующим электродом относительно анода. Эти юстировки обеспечивают получение максимальной яркости на объекте. Наряду с этим в микроскопе имеется механизм наклона осветительной системы относительно оси объектива.
3.3.3. Поляризационная микроскопия

Введение. Свет представляет собой электромагнитные волны. Эти волны взаимодействуют с атомами вещества, когда свет распространяется по какой-либо среде. Вследствие этого скорость света уменьшается. Каждое вещество замедляет свет по-разному, причем этот эффект зависит еще и от длины волны. При исследовании тонкой структуры вещества широко пользуются поляризованным светом.

Поляризованный свет в отличие от неполяризованного характеризуется тем, что колебания векторов напряженности электрического и магнитного полей совершаются в нем только в одном определенном направлении. Получение поляризованного света может быть достигнуто различными способами. Для этого, в частности, можно использовать явление двойного лучепреломления, т.е. свойство некоторых веществ разлагать естественный луч на два поляризованных луча.

В зависимости от степени симметрии строения вещества оно может быть либо изотропным, либо анизотропным. В первом случае скорость света по всем направлениям в веществе одинаково, во втором – разная. И в этом последнем случае имеет место двойное лучепреломление.


Оптическая анизотропия может быть обусловлена двумя причинами: либо ассиметричным строением молекулы вещества, либо тем, что молекулы вещества упакованы определенным образом. Например, в молекулах аминокислот (-углеродный атом со всех сторон окружен разными радикалами и поэтому наличие такого атома приводит к оптической активности растворов аминокислот. С другой стороны, молекулы миозина в мышечных клетках ориентированы определенным образом – их длинные оси параллельны длинной оси клетки. Поэтому структура так называемых А-дисков поперечно-полосатой мышцы оптически анизотропна. Чем более хаотично расположение молекул в какой-либо структуре, тем меньше выражены анизотропные свойства. Поэтому, наблюдая за изменениями оптических свойств биоструктур, можно судить об изменении этих структур. Например, при прохождении нервного импульса через данный участок аксона, структура мембраны в этом участке становится менее упорядоченной, а это приводит к уменьшению двойного лучепреломления в этом участке. 

Для изучения двойного лучепреломления пользуются поляризованным микроскопом. Основными частями этого микроскопа является поляризатор и анализатор. Поляризатор помещается между зеркалом микроскопа и осветительным конденсатором. Его назначение состоит в превращении естественного света в линейно поляризованный свет. Анализатор накладывается на окуляр микроскопа и приводит колебания поляризованного луча, прошедшего через исследуемый объект и претерпевшего двойное лучепреломление в одну плоскость, называемую плоскостью колебаний. 

Обычно поляризаторы и анализаторы делают из кристаллов исландского шпата или специальных поляроидных пленок. Если оптические оси поляризатора и анализатора образуют угол 900, то свет через такую систему не проходит, т.к. он полностью гасится в анализаторе.

Принцип  работы поляризационного микроскопа


поляризатор      объект     анализатор      направление   колебаний                                                                                
 колебаний,пропускаемых   пропуск-хполяризатором      направление                                                  анализатором  света  анизатропный объект


Анизотропный объект делит свет на равные компоненты, поляризованные во взаимоперпендикулярных плоскостях:

Jxo – Jyo = Jo/2


Входя в объект, оба компонента в фазе друг с другом:

Ех = Ехsin(t          Ey = Eyosin(t


Интенсивность света пропорциональна квадрату амплитуды колебаний и значит:

Ехо = Еуо = Е/
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Если х-компонента будет иметь меньший коэффициент преломления, то у-компонента от нее отстает по фазе при выходе из объекта на угол (. Т.е. на выходе из объекта:

Ех = Ехоsin(t          Ey = Eyosin((t - ()

Чтобы найти интенсивность света, прошедшего через анализатор, нужно сложить проекции векторов Ех  и  Ey  на направление колебаний, пропускаемых анализатором. Ось Х образует с этим направлением 450, а ось У – 450. Проекция вектора на эту ось будет равна длине вектора, умноженной на sin ( = sin 450 = 1/
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Результирующий вектор равен сумме:
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Это преобразование следует из формулы разности синусов:

sin ( - sin ( = 2cos(( + ()/2 ( sin(( - ()/2

Т.о. амплитуда прошедшего луча пропорциональна sin (/2, т.е. зависит от разности хода двух компонент, на которые разлагает плоскополяризованный свет анизотропный объект. Поэтому при скрещенных поляризаторе и анализаторе все поле темное, а анизотропный объект светится. Наблюдая биологические объекты в поляризованный микроскоп, можно изучать влияние различных воздействий на биологические структуры, что в конечном итоге позволяет понять механизмы работы этих структур. Так можно изучать действие на клетки наркотических средств, ядов, изменений осмотического давления, температуры и т.д.

Необходимое оборудование: поляризационный микроскоп, покровные истекла, предметные стекла, скальпел, пинцеты

Реактивы: 0,9% NaCl4% формалина

Ход работы
Берут лягушку и приготавливают нервно-мышечный препарат. Затем нерв отрезают и разрезают на 4 куска около 1 см каждый. Затем в растворы 4% формалина, Рингера для холоднокровных и 0,9% NaCl вносят по кусочку нерва и оставляют стоять на 20-30 мин. Затем просматривают препараты под поляризационным микроскопом в темном поле и сравнивают характер свечения объектов. Делают зарисовки.
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