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میکروسکوپ الکترونی عبوری چند گذری

فینمـن2 به‌منظـور دسـتیابی بـه قابلیت مشـاهده‌ فعالیت‌های زیسـتی، از فیزیکدانان درخواسـت نمود تا میکروسـکوپ‌های 
الکترونـی بهتـری طراحـی کننـد. بـا وجـودی کـه امـروزه دسـتیابی بـه تصاویـری بـا وضـوح یـا قـدرت تفکیک‌پذیـری اتمـی 
امـکان پذیـر بـوده امـا بـه دلیـل آسـیب رسـاندن پرتـو الکترونـی بـه نمونه‌هـای حسـاس نظیـر: پلیمرهـا یـا تـک پروتئین‌ها، 
هنـوز تهیـه تصاویـری بـا قـدرت تفکیک‌پذیـری بـالا از نمونه‌هـای ذکـر شـده با مشـکلات فراوانـی روبرو اسـت. در ایـن مقاله 
بـا اسـتفاده از شبیه‌سـازی نشـان داده می‌شـود کـه چگونه بـدون میانگین‌گیـری از سـاختارهای درون چندین تصویـر پیاپی و 

با حداقـل صدمه و تنهـا بـا بهره‌گیـری از پروتـکل اندازه‌گیـری چندگذری سـاده در میکروسـکوپ الکترونی عبـوری می‌توان 
قـدرت تفکیک‌پذیـری بـالا از تـک پروتئین‌هـا تصویربـرداری نمـود. در ایـن مقالـه، روش 
چنـد گـذری بـرای تصویربـرداری از اهدافـی خـاص بررسـی شده‌اسـت امـا از آن می‌توان 
به‌طـور گسـترده بـرای ارتقـای قـدرت تفکیک‌پذیـری و حساسـیت انـواع مختلـف حالات 
تصویربـرداری بـا کمک میکروسـکوپ الکترونی نظیـر تصویربرداری روبشـی و طیف‌نگاری 

اسـتفاده نمـود. ایـن رویکـرد در واقـع روش بهینـه‌ مکانیکـی - کوانتومـی بـوده که در 
شـرایط ایـده‌آل بـدون برخـورد و تعامـل در نظـر گرفتـه می‌شـود. امـا در 
عمـل، کاهش دادن مرتبه‌ بزرگی فرایند آسـیب در قـدرت تفکیک‌پذیری 

مشـابه امکان پذیر اسـت.

چکیده

نویسندگان
ساناز شبیکه1 

researchers4u@yahoo.com

میکروسکوپ الکترونی عبوری چند گذری، تفکیک‌پذیری مکانی 
محدود به دوز، نسبت سیگنال به نویز، جابجایی‌های فاز، نویز 

ضربه‌ای.

واژه‌های کلیدی
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تنها تعداد محدودی از الکترون‌ها پیش از آسیب دیدن ساختار مورد نظر قادر به پروب نمونه‌ زیستی هستند ]1[. این 
امر به همراه آمار شمارش الکترون )نویز ضربه‌ای( منجر به وقوع نسبت متناهی سیگنال به نویز )S/N( و تفکیک‌پذیری 
مکانی محدود به حداکثر دوز الکترون مجاز مربوط به نمونه )به جای کیفیت نورشناسی الکترونی( می‌شود. هنگام 
تصویربرداری از پروتئین‌ها با میکروسکوپ الکترونی عبوری کرایو درصورت وجود شرایط ایده‌آل حداکثر تفکیک‌پذیری 
مکانی قابل دسترس برابر با nm 2 است ]2[. به‌طور مرسوم برای بازسازی مدل یک پروتئین در تفکیک‌پذیری اتمی 
باید از هزاران تصویر تهیه شده از تک پروتئین میانگین گرفت ]3و4[. این فرایند علاوه بر وقت‌گیر بودن و درصد 
خطای بالا، به‌صورت معمول فرض را بر این گذاشته که تمام پروتئین‌هایی که تصاویرشان تهیه شده دارای ساختاری 
یکسان هستند ]5[. اجرای روش‌های میانگین‌گیری برای پلیمرها، مولکول‌های آلی ناهمگن و ماد‌ه‌ نرم حساس به 
پرتو نامتناوب امکان‌پذیر نیست. در تحقیق پیشین تمرکز اصلی به سمت دستیابی به تفکیک‌پذیری با دوز محدود3  
تعیین شده با استفاده از نویز ضربه‌ای4 و دوز بحرانی نمونه معطوف شده بود. در میکروسکوپ‌های الکترونی عبوری5 
مدرن محدودیت تفکیک‌پذیری مکانی فرایندهای طیف‌سنجی و تصویربرداری به جای نورشناسی الکترونی به آسیب 
تابشی مربوط می‌شود. اخیرا پیشرفت قابل توجهی ]6و7[ در زمینه‌ آشکارسازهای نوین ]8[، عناصر نوری الکترونی 
]9و10[ و روش‌های آماده‌سازی نمونه ]11و12[ انجام شده‌است. به زودی دسترسی به DLR مرسوم بهینه شده نیز 
امکان‌پذیر خواهد بود ]4[. نمونه‌های زیستی در میکروسکوپ الکترونی عبوری  به‌عنوان اشیائی با فاز ضعیف در نظر 
گرفته می‌شوند. انجمن اندازه‌گیری کوانتومی حساسیت دسترس‌پذیر در فرایندهای اندازه‌گیری فاز را مورد بررسی قرار 
است؛ که  داده است ]13[. حداقل خطای اندازه‌گیری دسترس‌پذیر با استفاده از ذرات پروب ناهمبسته برابر با 
در آن: N نماینده تعداد برخورد و تعاملات نمونه - ذره پروب است. با استفاده از ذرات همبسته می‌توان بر محدودیت 
نویز ضربه‌ای غلبه نمود و خطای مورد نظر را نیز به 1/1N کاهش داد )محدودیت هایزنبرگ( ]14[. فوتون‌های به اندازه 
کافی درهم تنیده6 این همبستگی‌های مورد نیاز را فراهم می‌آورند. از این روش در میکروسکوپ‌های نوری استفاده 
در ضمن،  نمود.  اشاره  تنیده  درهم  حالت‌های  این  ایجاد  فرایند  بودن  دشوار  به  باید  اینجا  در  ]15و16[.  شده‌است 
حالت‌های N00N نیز به ماهیت بوزونیک7  فوتون‌ها8 وابسته هستند ]17[. در تئوری می‌توان سیستم‌های درهم تنیده 
)ترکیبی( که با استفاده از فرمیون‌ها9 دستیابی به محدودیت هایزنبررگ را امکان‌پذیر ساخته را بررسی نمود. اما اجرای 
این سیستم‌ها در عمل دشوار است ]18و19[. یکی دیگر از روش‌های پیشنهادی برای دستیابی به محدودیت ذکر 
شده، استفاده از تعامل یا برخورد چند مرتبه‌ای یک ذره پروب با شئ فازی است ]20[. درصورت وجود تعداد معینی 
از برخوردهای نمونه - ذره پروب می‌توان این روش را به‌عنوان رویکردی بهینه برای اندازه‌گیری در نظر گرفت ]21[. 
برده  بکار  کامل  میدان  نوری  میکروسکوپ‌های  تصویرسازی خودکار ]22[ درون  از حفره‌های  استفاده  با  این روش 
شده‌است ]23و24[ در این مقاله با استفاده از شبیه‌سازی‌های مختلف نشان داده می‌شود که پروتکل چند گذری قادر 
به افزایش حساسیت و تفکیک‌پذیری مکانی میکروسکوپ الکترونی عبوری با دوز محدود است. شبیه‌سازی‌های تصویر 
میکروسکوپ الکترونی عبوری چند گذری10 تهیه شده از ساختارهای پروتئین قرار گرفته درون محیط یخ شیشه‌ای 
نشانگر بهینه‌سازی مرتبه بزرگی در آزمایش‌های انجام گرفته با میکروسکوپ الکترونی عبوری کرایو است. با استفاده 

از شبیه‌سازی‌های تصاویر گرافن تک لایه نیز محدودیت‌های روش چند گذری شرح داده می‌شود.
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از  اسـتفاده  بـا  نمونـه  بـه  کاهـش آسـیب رسـیدن    
چندگـذری: عبـوری  الکترونـی  میکروسـکوپ 

کاهـش آسـیب رسـیدن به نمونـه با اسـتفاده از میکروسـکوپ 
الکترونـی عبـوری چندگـذری در شـکل )1( بـه نمایـش گذاشـته 
فاقـد  تجهیـزات  از  اسـتفاده  بـا  نظـر  مـورد  تصویـر  شده‌اسـت. 
نمونـه   t گـذری  تـک  عبـوری  تابـع  تکـرار  طریـق  از  ابیراهـی11 
بـرای   tm عبـوری  تابـع  گـذر،   m ازای  بـه  می‌آیـد.   بدسـت 
 خواهـد بـود. کـه در آن: |t| نماینده‌ 
دامنـه‌ عبـوری و Φ نیز نشـان‌دهنده‌ جابجایی فاز توسـط پتانسـیل 

مربوطـه اسـت. هـر دو عامل فـوق از نظـر مکانی تغییـر می‌کنند.
قابلیـت  بـا  ضعیف نمونـه  وجـود  درصـورت 
فـازی  میکروسـکوپ  درون  بـالا عبوردهـی 
]9و25[، اگـر تعـداد N0 الکتـرون ناحیـه δ2 ثبـت شـده درون یک 
پیکسـل از آشکارسـاز را روشـن نمایند، آنـگاه نمونه‌ مذکـور تعداد 
را آشـکار خواهـد  الکتـرون   
سـاخت ]26[. بنابرایـن، طراحـی چنـد گـذری مـورد نظـر بـا ارائه‌ 
، سـیگنال و حساسـیت را به  نویـز ضربـه‌ای تقریبـی 
انـدازه m برابـر افزایـش می‌دهد. در اینجا نسـبت سـیگنال به نویز 

برابـر اسـت با:
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کـه در آن: NS و NB بـه ترتیـب نماینـده‌ تعـداد الکترون‌های 
زمینـه  پـس  و  نمونـه  از  تصویربـرداری  هنـگام  شـده  آشـکار 
آسـیب،  از  ثابتـی  نـرخ  در  عملیـات  انجـام  هنـگام  هسـتند. 
تعـداد ذرات پـروب ورودی را بایـد به‌گونـه‌ای انتخـاب کـرد کـه 
تعـداد کل برخوردهـای پـروب - ذره نمونـه مسـتقل از m باشـد 
بـه حصـول  امـر منجـر  ایـن   . )به‌عنـوان مثـال:
12SNR در نـرخ آسـیب ثابـت متناظـر بـا و بـه تبـع آن، 
کاهـش نـرخ آسـیب در SNR ثابـت متناظـر بـا m/‌1 می‌شـود. 
ایـن امـر بـرای روش‌هـای آشکارسـازی حالـت میـدان تاریـک و 
ثابـت پراکندگـی نیـز صـادق اسـت. روش چند گذری در شـرایط 
ایـده‌آل دارای مقیـاس مشـابهی از آسـیب نسـبت بـه روش‌هـای 
بـدون برخـورد )پیشـنهاد شـده بـرای آشکارسـازی غیـر تخریبی 
به‌منظـور  ]27و30[.  اسـت  کننـده(  جـذب  کاماًل  نمونه‌هـای 
درک بهتـر شـرایط ذکـر شـده، فـرض را بـر ایـن گذاشـته کـه 
بـا: اسـت  برابـر  فـازی  شـئ  آشکارسـازی  بـرای  آسـتانه   SNR
. از طـرف دیگـر، تعـداد الکترون‌هـای 
غیرالاسـتیکی  پراکندگـی  از  اسـتفاده  بـا  کننـده  وارد  آسـیب 
در  بـا: برابـر  نیـز  خـود 
نظـر گرفتـه می‌شـوند. در فرمـول فـوق، و افت 
الاسـتیکی را نیـز می‌تـوان نادیـده گرفـت )بدین معنی کـه: هیچ 
الکترونـی خـارج از روزنـه13 میکروسـکوپ پراکنده نشـده اسـت(.

منطقـه بدون برخـورد کوانتومی به ازای  
قابل دسترسـی اسـت. بنابراین، پیکربندی چنـد گذری را می‌توان 
نمونه‌هـای  بـرای  مناسـب  برخـورد  بـدون  پیکربنـدی  به‌عنـوان 
ضعیـف در نظـر گرفـت. دسـتورالعمل‌های بـدون برخـورد اصلـی 
]27و28[ بـرای آشکارسـازی جاذب‌هـای کامل طراحی شـده‌اند، 
در صورتـی کـه روش چنـد گذری قـادر به ارائه‌ اطلاعـات فازی و 
مقیـاس خاکسـتری در رابطـه با نمونه‌های بسـیار شـفاف و نازک 
اسـت. در قسـمت ذیـل، کاهـش قابـل توجـه آسـیب در فراینـد 
تصویربـرداری از نمونه‌هـای زیسـتی نـازک در شـرایط واقعـی بـا 
بکارگیـری میکروسـکوپ الکترونـی عبـوری چنـد گـذری اثبـات 
می‌شـود. در هـر صـورت پیشـنهاد می‌شـود تصویربـرداری به‌طور 
به‌عنـوان محدودیـت نظـری مـورد  تنهـا  بـدون برخـورد  کامـل 
اسـتفاده قـرار گیـرد. کاهـش آسـیب به‌طـور مسـتقیم بـه ارتقای 
از  می‌انجامـد.   )DLR( دوز  بـه  محـدود  مکانـی  تفکیک‌پذیـری 
آنجائـی کـه SNR در نـرخ آسـیب ثابـت متناظـر بـا  
بـوده، لـذا حتـی در شـرایط m=1 تـا زمانـی کـه N0 بـه انـدازه‌ 
کافـی بـزرگ باشـد کوچکتریـن شـئ فـازی بـا SNR بـالا قابـل 
آشکارسـازی هسـتند. لازم به ذکر اسـت، تشعشـع قادر به تخریب 
ویژگی‌هـای سـاختاری مـورد نظـر اسـت، لـذا تصاویـر به‌صـورت 
برابـر دوز  تقریبـاً دو  معمـول در دوز تک‌گـذری  کـه 
بحرانـی DC بـوده بدسـت می‌آینـد ]31و32[. ایـن امـر منجـر به 
حصـول حداقـل انـدازه ویژگی/مشـخصه δ قابـل تصویربـرداری با 
SNR معیـن می‌شـود. بـا اسـتفاده از معـادلات فـوق می‌تـوان به 
دسـت پیـدا کرد. این تناسـب برای کنتراسـت  فرمول

پراکندگـی نیـز صادق اسـت.

	
عبـوری  الکترونـی  میکروسـکوپ  شبیه‌سـازی‌های   

چندگـذری:
الکترونـی  میکروسـکوپ  شبیه‌سـازی‌های  ذیـل  قسـمت  در 
از  نمونـه  سیسـتم  سـه  بـه  مربـوط  گـذری  چنـد  عبـوری 
 سـاختارهای معیـن گرافـن ]33و34[، واحـد شـش وجهی شـبکه

 )HIV-1 Gap،زID:5I4TPDB( نابالـغ   CTD-SP1HIV-1 Gap
]35[ و ویروس ماربورگVP35 14 ]36[ شـرح داده شده‌اسـت. در 
شبیه‌سـازی‌های میکروسـکوپ ذکـر شـده، پرتو الکترونـی چندین 
مرتبـه از نمونـه عبـور می‌کنـد. پـس از m عبـور، مـوج خروجـی 
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شـکل 1: طـرح کلـی میکروسـکوپ چنـد گـذری. نمونـه S میـان دو عدسـی 
شـیئی و میدانـی )بـه ترتیـب OL و FL( قـرار گرفته اسـت. ایـن پیکربندی 
میـان دو آینـه M اسـتقرار یافتـه کـه می‌تـوان آنها را بـرای تزویـج ورودی و 
خروجـی پرتـو الکترونـی مهار نمـود. پرتو پروب پالسـی به درون مسـیر نوری 
میکروسـکوپ چنـد گـذری تزویـج شـده و نمونـه S را روشـن می‌کنـد. موج 
خروجـی در ادامـه دوبـاره تصویربـرداری شـده و روی نمونـه )کـه هـم اکنون 
توسـط تصویـر واضـح خـود روشـن شـده( برمی‌گـردد. ایـن فرایند تـا زمانی 
کـه اسـتخراج تزویجـی پالـس مورد نظـر صـورت پذیرفتـه و تصویـرش روی 
آشکارسـاز شـکل گیرد، چندیـن )m( مرتبه تکرار می‌شـود. بـرای درک بهتر، 
اشـعه‌های میدانـی )سـیاه رنـگ( و تصویربرداری )قرمـز رنگ( در شـکل فوق 
نمایـش داده شـده‌اند. ایـن اشـعه‌ها پـس از یـک دور کامـل دوبـاره فرایند را 

از سـر می‌گیرنـد.

تابش پرتوی الکترونی

تابش پرتوی الکترونی
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حاصـل شـده روی آشکارسـازی ایـده‌آل تصویر مورد نظر را شـکل 
می‌دهـد. در اینجـا طرح آشکارسـازی حسـاس به فـاز در برگیرنده‌ 
یـک پلـه یا صفحـه‌ فازی به‌منظـور جابجایی فـاز پرتوی نپراشـیده 
بـه انـدازه ‌π/2 ± مدنظـر اسـت. دسـتیابی بـه چنیـن آشکارسـازی 
به‌منظـور   .]9،25،37،39[ اسـت  امکان‌پذیـر  روش  چندیـن  از 
شبیه‌سـازی نویـز ضربـه‌ای در واقـع نویـز پواسـونی15 بـه میـزان 
شـدت آشـکار شـده اعمال می‌شـود. دوز الکترون ورودی به‌گونه‌ای 
انتخـاب شـده کـه دوز مؤثر )تعـداد برخوردهـای الکتـرون - نمونه 
و در نتیجـه صدمـه وارد شـده بـا اسـتفاده از الکتـرون( مسـتقل از 
m باشـد. ایـن امـر بـرای نمونـه بـدون افت بدیـن معنی اسـت که 
دوز ورودی توسـط m/‌1 مقیاس‌گـذاری شـود. در شبیه‌سـازی‌های 
مربوطـه هـر دو افـت الاسـتیکی و غیرالاسـتیکی در نظـر گرفتـه 
بـه  بـرای  گرافـن  نمونـه‌  بـه  مربـوط  شبیه‌سـازی‌های  شـده‌اند: 
حداقـل رسـاندن آسـیب بـا اسـتفاده از انـرژی الکترونـی برابـر بـا 
KeV 60 انجـام پذیرفته‌انـد ]40[. در شـکل )2-الف( و )2-ب( به 
ترتیـب فـاز و دامنه‌ تابـع موج خروجی شبیه‌سـازی شـده به‌عنوان 
تابعـی از تعـداد برخوردهـا نمایـش داده شده‌اسـت. جابجایی‌هـای 
 π فـازی به‌صـورت خطـی افزایـش یافتـه و در نهایـت بـه بیـش از
می‌رسـند. دامنـه‌ تابـع مـوج خروجـی بـا تعـداد برخوردهـا کاهش 
می‌یابـد. با وجودی که افت در سرتاسـر سـلول واحـد همگن ]41[ 
در نظـر گرفته شـده، اما سـاختار شـبکه کلـی در تعـداد بالاتری از 
برخوردهـا و تعامالت ظاهـر می‌شـود. دلیـل ایـن امـر، وقـوع اثـر 
عدسـی16 قابـل توجـه در اثـر جابجایی‌های فـازی با توزیـع مکانی 
اسـت. در ایـن منطقـه، کنتراسـت فـاز حتـی در غیـاب پلـه‌ فازی 
نیـز بـه کنتراسـت دامنـه تبدیـل می‌شـود. تصویـر بـدون نویـز 
تابـع مـوج خروجـی در شـکل )2-ج( نمایـش داده شده‌اسـت. اثـر 
منفـی و مخـرب شـمارش آمـار براسـاس تفکیک‌پذیـری مکانی در 
شـکل‌های )2-د( و )2-ه( کـه تصاویـر شبیه‌سـازی شـده به‌عنـوان 

تابعـی از دوز مؤثـر نمایـش داده شـده‌اند، آشـکار می‌شـود.
همان‌طـور کـه مشـاهده می‌شـود، سـاختار شـبکه‌ تـوری پس 
از یـک تعامـل و برخـورد به‌طـور واضـح در شـکل‌های )2-د( و 
)2-و( قابـل تشـخیص نیسـت، بـه همین دلیـل برای بهینه‌سـازی 
اسـتفاده  گـذری  چنـد  روش  از  مکانـی  تفکیک‌پذیـری  و   SNR
می‌شـود. درصورت وقـوع تعداد بالاتـری از تعامالت، SNR دوباره 
کاهـش می‌یابـد. در ایـن حالـت، کاهـش SNR بـه دلیـل اینکـه 
جابجایی‌هـای فـاز بـه درجـه‌ای رسـیده کـه دیگـر نمی‌تـوان از 
میکروسـکوپ فـازی اسـتاندارد به‌عنـوان دسـتگاه تحلیلـی کارآمد 
بـه وقـوع می‌پیونـدد )شـکل )2-ج((. درصـورت  اسـتفاده نمـود 
حصـول تعـداد برخوردهـای بالاتـر، وقـوع افت‌هـای الکترون‌ها نیز 

کاهـش می‌دهـد. را  رویت‌پذیـری 
ــواری و  ــودار ن ــب نم ــه ترتی ــف( و )3-ب( ب ــکل )3-ال در ش
ــخ  ــده درون ی ــه ش ــده VP35MARV تعبی ــر ش ــیل تصوی پتانس
شیشــه‌ای بــرای عملیــات میکروســکوپ الکترونــی عبــوری کرایــو 
نمایــش داده شده‌اســت. افت‌هــای غیرالاســتیکی بیشــتر بــه 
ــد  ــکل می‌گیرن ــه‌ای ش ــخ شیش ــی درون ی ــوع پراکندگ ــل وق دلی
ــش آزاد  ــرژی KeV300، پوی ــا ان ــا ب ــال الکترون‌ه ــه ازای اعم )ب

میانگیــن غیرالاســتیک برابــر بــا nm 350 خواهــد بــود( ]42[. در 
ــی  ــج شبیه‌ســازی شــده میکروســکوپ الکترون شــکل )3-ج( نتای
عبــوری چنــد گــذری در ســطح‌های مختلفــی از دوزهــای موثــر 
 ،)Deff( نمایــش داده شده‌اســت. در ازای وجــود دوز موثــر معیــن
ــه  ــا بهین ــداد گذره ــش تع ــا افزای ــان ب ــر هم‌زم ــت تصوی کیفی
می‌شــود. بهتریــن SNR پــس از اجــرای 12 الــی 16 گــذر 
ــا در  ــی آلف ــش ضلع ــک ش ــگام ی ــن هن ــود. در ای ــل می‌ش حاص
ــای  ــرای نمونه‌ه ــده ب ــن ش ــی تعیی ــر از دوز بحران دوزی پایین‌ت
ــن  ــر رفت ــه وضــوح مشــاهده می‌شــود. درصــورت بالات زیســتی ب
تعــداد فرایندهــای گــذر SNR بــه دلیــل افت‌هــای غیرالاســتیک و 
ــد. همان‌طــور  ــاره کاهــش می‌یاب ــاز دوب افزایــش جایجایی‌هــای ف
 SNR ــود ــود در ازای وج ــاهده می‌ش ــکل )3-ج( مش ــه در ش ک
ثابــت، آســیب بــه انــدازه m/‌1 کاهــش می‌یابــد. پیــش از در نظــر 
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شـکل 2: شبیه‌سـازی میکروسـکوپ الکترونـی عبـوری چندگـذری از نمونـه‌ 
گرافـن. )الـف( و )ب( بـه ترتیـب فـاز و دامنه‌ تابع مـوج خروجی پـس از تعداد 
معینـی فراینـد عبـور را نمایـش می‌دهنـد. تصاویـر شبیه‌سـازی شـده بدون 
نویـز میکروسـکوپ الکترونـی عبوری چنـد گـذری در شـکل )ج( و همچنین 
تصاویرشبیه‌سـازی شـده در سـطوح مختلفـی از دوز مؤثـر نیز در شـکل‌های 
)د( و )ه( نمایـش داده شـده‌اند. مقیـاس رنگـی بـرای شـکل‌های )ج( و )ه( بـر 
حسـب واحدهـای انحـراف اسـتاندارد از متوسـط میـزان شـدت هـر تصویـر 

محاسـبه شده‌اسـت. نـوار مقیـاس برابر اسـت بـا 0/14.
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 گرفتــن افت‌هــا می‌تــوان SNR یــک تصویــر بــا مشــخصات
مشــخصات بــا  تصاویــری  بــا  را   )m =1,ز  Deff= 128 e-/Å2( 

برابــر   )m =16,ز  Deff= 8 e-/Å2( و   )m =4,ز  Deff= 32 e-/Å2(
ــوط  ــازی‌های مرب ــکل‌های )3-د( و )3-و( شبیه‌س ــت. در ش دانس
ــت.  ــش داده شده‌اس ــف نمای ــت مختل ــه HIV-1 Gag از دو جه ب
 SNR بــه دلیــل وجــود رویــداد روی هــم افتادگــی فــاز17 بهتریــن
بــه ترتیــب بــرای تصویرســازی در امتــداد محــور نــازک و ضخیــم 
پروتئیــن مــورد نظــر پــس از وقــوع 8 الــی 12 و 4 الــی 8 گــذر 
حاصــل می‌شــود. میکروســکوپ الکترونــی عبــوری چنــد گــذری 
قابلیــت شناســایی جهت‌گیــری پروتئین‌هایــی بــا انــدازه‌ متوســط 

ــی‌آورد. ــم م ــن فراه ــاده پایی را در دوز فوق‌الع
یکـی از کاربردهـای مهـم ایـن فراینـد، ضبط تصاویـر متحرک 
بـا دوز تقسـیم‌بندی شـده و همچنیـن سـطوح پرتودهـی موثـر 
پایین‌تـری بـه ازای هـر فریـم در مقایسـه بـا سـطوح مـورد نیـاز 
بـرای تنظیـم فریم‌هـای متوالی اسـت. یکی از دلایـل اهمیت انجام 

ایـن کار بـه شـرح ذیل اسـت:
 حرکـت ناشـی از پرتـو الکترونـی در طـول نخسـتین 2 الـی

 e-/Å2 4 فراینـد پرتودهـی بسـیار زیـاد بـوده و در عیـن حـال 
ویژگی‌هـای تفکیک‌پذیـری و وضـوح بـالای نمونـه نیـز در مـدت 
زمـان مذکـور به سـرعت آسـیب خواهد دیـد ]43[. انتظـار ‌می‌رود 
بـا اسـتفاده از روش کاهـش حرکت فریم به فریم، بیشـتر سـیگنال 

تفکیک‌پذیـری و وضـوح بـالا حفظ شـود.

شرح مطالب  
تحلیل‌هـای انجـام گرفتـه در ایـن مقالـه نشـان می‌دهـد کـه 
تقویـت سـیگنال مورد نظـر از طریـق بکارگیری دسـتورالعمل‌های 
چنـد گذری امـکان آشکارسـازی نمونه‌هـای در بر گیرنـده‌ قابلیت 
فوق‌العـاده عبوردهـی الکتـرون بـا حداقل آسـیب ممکـن را فراهم 
بـا  اشـاره شـد  پیشـین  مـی‌آورد. همان‌طـور کـه در بخش‌هـای 
اسـتفاده از ایـن روش می‌تـوان در شـرایط تصویربـرداری واقعـی و 
بـدون میانگین‌گیـری جزئیات نمونه‌های حسـاس به دوز را آشـکار 
الکترونـی عبـوری چنـد گـذری رویکـرد  سـاخت. میکروسـکوپ 
کوانتومـی بهینـه‌ای را بـرای تحقیـق در زمینـه‌ تـک پروتئین‌هـا، 

DNA و پلیمرهـا بـرای محققـان ارائـه می‌کنـد.

روش‌ها  
	

 میکروسـکوپ الکترونـی عبوری چندگذری کنتراسـت 
پراکندگـی )مقیاس خاکسـتری(:

تغییـرات مکانـی  از  نـوع میکروسـکوپ، کنتراسـت  ایـن  در   
افـت الکتـرون بـه دلیـل وقـوع رویدادهـای پراکندگـی الاسـتیک 
و غیرالاسـتیک بدسـت می‌آیـد. لازم بـه ذکـر اسـت، کنتراسـت 
پراکندگـی نسـبت بـه جابجایی‌هـای ضعیـف فاز حسـاس نیسـت. 
بنابرایـن می‌تـوان ویژگی‌هـای عبوردهـی محلی و واقعـی T نمونه 

را بـر حسـب λf تعریـف کـرد:

 MARV شـکل 3: شبیه‌سـازی سـاختارهای پروتئینی با اسـتفاده از میکروسـکوپ الکترونـی چندگذری. )الف( نمـودار نواری و )ب( پتانسـیل تصویر شـده نمونه
VP35 را نمایـش می‌دهـد. )ج( تصاویر شبیه‌سـازی شـده‌ میکروسـکوپ الکترونـی عبوری چند گـذری در ازای اعمـال الکترون‌هایـی با انـرژی KeV 300 را در 
سـه سـطح نسـبی از دوز موثر محاسـبه نموده )مشـاهده شـده در قسـمت راسـت( و نمایـش می‌دهد. توجـه کنید کـه دوز ورودی بـرای هـر PANEL تقریباً به 
20e-/( یکسـان هسـتند. خط قرمـز رنگ، نماینـده‌ دوز بحرانـی SNR برابـر کمتـر از دوز موثـر اسـت. دایره‌هـای سـفید رنـگ، نماینده‌ شـکل‌هایی با m‌ انـدازه
Å2 ~( تعییـن شـده بـرای نمونه‌های زیسـتی اسـت ]32[. )د( و )و( نتایـج مربوط بـه دو جهت تصویربـرداری مختلف از نمونـه HIV-1 Gag را نمایـش می‌دهند. 

تمامـی نوارهـای مقیـاس برابـر با nm 2 هسـتند. مقیـاس رنگ بـرای شـکل‌های )ج( و )و( بر حسـب واحـد انحراف‌های اسـتاندارد از میانگین شـدت هـر تصویر 
شده‌اسـت. تعیین 
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کـه در آن: S نماینـده‌ ضخامـت محلـی نمونـه و λf نماینـده‌ 
طـول پویـش آزاد میانگیـن بیـن هـر رویـداد پراکندگی کـه منجر 

بـه وقـوع افـت می‌شـود، اسـت.
به دلیل آشـکار نشـدن الکترون‌های پراکنده شـده در زاویه‌های 
بالاتـر، λf بـه α0 )روزنـه‌ عدسـی شـیئی( وابسـته اسـت. نمونـه در 
میکروسـکوپ الکترونی عبـوری به‌طور معمـول روی فیلم محافظ یا 
درون محیطـی همگن )به‌عنـوان مثال، درون آب منجمد شیشـه‌ای 
بـرای میکروسـکوپ الکترونـی عبوری کرایـو( قرار می‌گیـرد. ضریب 
انتقال/عبـور نمونـه TS و محیـط یا فیلـم پس‌زمینـه TB را می‌توان 
مطابـق بـا فرمـول شـماره )1( محاسـبه کـرد. اگـر فـرض بـر وجود 
 SNR آشکارسـازی الکتـرون محـدود بـه نویز ضربه‌ای باشـد، آنـگاه
میکروسـکوپ الکترونـی عبوری چند گذری کنتراسـت پراکندگی را 

می‌تـوان از فرمـول ذیل بدسـت آورد:

2
عبـور دادن الکتـرون ورودی بـه انـدازه‌ تعـداد دفعـات معین از 
نمونـه منجـر به افزایـش میـزان کل دوز قابل تحمل توسـط نمونه 
مـورد نظـر می‌شـود. در نتیجـه، دوز چنـد گـذری موثـر به‌صـورت 

ذیـل تعریف می‌شـود:

3

 m=1 بدسـت خواهد آمـد. درصورت در ازای
معادله‌هـای ذکـر شـده نتایـج مـورد نیـاز بـرای یـک گـذر را ارائه 
می‌دهنـد. به‌منظـور تعیین یـک ویژگی بـا SNR=SNR0 و اعمال 
دوز موثـر معیـن Deff =Deff, 0، انـدازه‌ ویژگـی مذکـور بایـد برابر با:

	 
3

باشـد. از ایـن طریـق می‌تـوان DLR چنـد گـذری را تعییـن 
کـرد. مقیـاس δm بـرای نمونه‌هایی بـا قابلیت عبوردهـی فوق‌العاده 
الکترون‌هـا ) TS→1, TB→1 ( برابـر بـا  اسـت. تصویـر با 
تفکیک‌پذیـری ثابـت را می‌تـوان در دوز موثـر m مرتبـه کمتـر نیز 
تهیـه کـرد )بدیـن معنی که آسـیب، m مرتبـه کمتر خواهـد بود(.

عبـوری  الکترونـی  میکروسـکوپ  در   DLR و   SNR  
تاریـک: میـدان  حالـت  بـا  چندگـذری 

پرتـوی  تاریـک  میـدان  حالـت  تصویربـرداری  روش‌هـای  در 
پراشـیده نشـده مسـدود می‌شـود و سـیگنال مـورد نظر بـرای یک 

نمونـه جابه‌جـا کننـده کامـل فـازm2 Φ2 به‌دسـت می‌آیـد ]26[. 
نویـز ضربـه‌ای نیـز در بـر گیرنـده‌ مقیاسـی مشـابه m بـوده و این 
 SNR امـر منجر بـه حصـول قوانیـن مقیاس‌گذاری یکسـان بـرای
و DLR )مشـابه قوانیـن موجـود بـرای روش‌هـای حالـت میـدان 

روشـن( می‌شـود.
	

 شبیه‌سـازی‌های چنـد مقطعی میکروسـکوپ الکترونی 
چنـدگذری: عبوری 

و  روش‌هـا  از  اسـتفاده  بـا  مقطعـی  چنـد  شبیه‌سـازی‌های 
پتانسـیل‌های اتمـی ارائه شـده در مقالـه‌ کرکلنـد18 ]44[ انجام 
شـده کـه شـامل کدنویسـی سفارشـی و اختصاصـی بـا نرم‌افـزار 
جهت‌هـای  در  ایـده‌آل  صفحـه‌ای  مـوج  یـک  اسـت.  متلـب19 
متنـاوب بـدون اعمـال ابیراهی‌های جبهـه موج میان مسـیرهای 
گـذر از نمونـه عبـور داده می‌شـود )فـرض بـر ایـن اسـت کـه 
جبـران  بـه  قـادر  نـوری  درون سسـیتم  آینه‌هـای  و  عدسـی‌ها 
ابیراهـی یکدیگـر هسـتند(. بـرای هـر دو نمونه‌هـای پروتئینی و 
گرافنـی بـه انـدازه Å 0/1 پخش حرارتـی بر پتانسـیل‌های اتمی 
اعمـال شده‌اسـت. ایـن امر بـرای نمونـه‌ گرافن بـا 32 پیکربندی 
فونـون منجمـد و بـرای نمونه‌هـای پروتئینـی از طریـق اعمـال 
درهـم پیچش گاوسـی بـر پتانسـیل‌های اتمـی انجـام می‌پذیرد. 
حداکثـر زاویـه پراکندگـی مجـاز بیـن هـر فراینـد گـذر تعییـن 
بـرای نمونه‌هـای پروتئینـی و  تابـع قطـع روزنـه  شـده توسـط 
گرافنی به ترتیب برابر اسـت با mrad 20 و mrad 50. از طریق 
حـذف بخشـی از مـوج الکترونـی هر یـک از فرایندهـای گذر، با 
فـرض دسـترس پذیـر بـودن قابلیـت حـذف موثـر الکترون‌هـای 
در بـر گیرنـده افت‌هـای غیرالاسـتیک بـالا )eV 5 >( در هـر 
افت‌هـای  می‌تـوان  نـوری،  پشـته  از  اسـتفاده  بـا  گـذر  فراینـد 
نیـز در نظـر گرفـت. درصـورت تصویربـرداری  را  غیرالاسـتیک 
از گرافـن بـا انـرژی 60kV می‌تـوان افـت غیرالاسـتیک را بـه 
ازای هـر فراینـد گـذر برابـر با 1/54 درصـد در نظـر گرفت )این 
طیـف  در  شـده  ثبـت  افت‌هـای  اندازه‌گیـری  طریـق  از  عـدد 
ترکیبـی میکروسـکوپ الکترونـی عبوری/روبشـی - طیـف نگاری 
افـت انـرژی الکتـرون20 بدسـت آمـده از دسـتگاه میکروسـکوپ 
سـوپر  موسسـه‌  در  واقـع  نیـون21  شـرکت  عبـوری  الکترونـی 
اسـتم22 حاصـل شده‌اسـت(. درصـورت تصویربـرداری از نمونـه‌ 
پروتئینـی فـرض بـر ایـن اسـت کـه بخـش یـخ شیشـه‌ای نمونه 
یـخ  ضخامـت  اگـر  می‌کنـد.  غلبـه  غیرالاسـتیک  افت‌هـای  بـر 
برابـر بـا nm 20 فرض شـود، آنگاه بـا اسـتفاده از مراجع موجود 
می‌تـوان افـت تقریبـی 5/5 درصـد را بـه ازای هـر فرایندگذر در 
شـرایط اعمال انرژی kV 300 محاسـبه کرد ]42[. سـاختارهای 
شـده‌اند اسـتخراج  پروتئینـی  داده‌هـای  بانـک  از   پروتئینـی 

سـطح  در   .)]36[  PDP ID: 5TOIو  ]35[  PDB ID: 5I4T(
پروتئین مورد نظر مدل پیوسـته یخ شیشـه‌ای ارائه شـده توسـط 
شـانگ23 و سـیگورث24 ]45[ با اسـتفاده از یکپارچه‌سـازی سـه 
بعـدی بـکار بـرده شده‌اسـت. سـرانجام فـرض بـر ایـن گذاشـته 
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 –π/2 شـد کـه یـک صفحـه‌ فـازی ایـده‌آل )بـا جابجایـی فـاز
بـرای پرتـو مرکـزی پراکنده نشـده( درسـت پس از خـروج موج 
تخـت الکترونـی از حفـره‌ نـوری بـا اسـتفاده از فراینـد تزویـج 
بـر آن اعمـال می‌شـود )طـرح نزدیـک به ایـده‌آل صفحـه‌ فازی 

به‌صـورت آزمایشـی در مرجـع ارائـه شده‌اسـت ]10[(.
	

 مهندسـی و طراحـی تجهیزات میکروسـکوپ الکترونی 
عبـوری چندگذری

فنـاوری تولیـد قطعـات و تجهیـزات مـورد نیـاز برای سـاختن 
میکروسـکوپ الکترونـی عبـوری چنـد گـذری بـه سـرعت در حال 
پیشـرفت اسـت. از عدسـی‌ها و آینه‌هـای بـدون افـت بـکار رفتـه 
ابیراهی‌هـای  بـرای اصالح  نـوع میکروسـکوپ می‌تـوان  ایـن  در 

یکدیگـر اسـتفاده کـرد ]46[. زمان‌هـای ذخیره‌سـازی طولانـی و 
اندازه‌گیری‌هـای پیشـرفته حفـره درون تله‌های ذرات شـارژ شـده 
و حلقه‌هـای انبـارش نمایـش داده شـده‌اند ]47و48[. دسـتیابی 
بـه تزویـج ورودی و خروجـی پرتـوی ذرات شـارژ شـده از طریـق 
بکارگیـری الکترودهـای ورودی و خروجـی پالسـی و فراینـد قطـع 
سـریع پرتـو امکان‌پذیـر اسـت ]49[. طـرح بهینـه‌ تجـاری بـرای 
میکروسـکوپ الکترونـی عبـوری چند گـذری هم اکنون در دسـت 
بررسـی اسـت. اثبـات مفهومی شبیه‌سـازی‌های مذکور در شـرایط 
طراحـی تمـام الکترواسـتاتیک میـدان کامـل بـا اسـتفاده از آینـه 
تتـرود بـرای اصالح ابیراهی‌هـای بـه وقـوع پیوسـته بـا عدسـی 
را   4  nm تـا   10  KeV انـرژی  بـا  مجـدد  تصویربـردای  شـیئی، 

می‌دانـد. امکان‌پذیـر 
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Multi-pass Transmission 
Electron Microscope

Feynman once asked physicists to build better electron microscopes to be able to watch 
biology at work. While electron microscopes can now provide atomic resolution, electron beam 
induced specimen damage precludes high resolution imaging of sensitive materials, such as 
single proteins or polymers. Here, we use simulations to show that an electron microscope 
based on a simple multi-pass measurement protocol enables imaging of single proteins at 

reduced damage and at nanometer resolution, without averaging  
structures over multiple images. While we demonstrate the method 
for particular imaging targets, the approach is broadly applicable 
and is expected to improve resolution and sensitivity for a range 
of electron microscopy imaging modalities, including, for example, 

scanning and spectroscopic techniques. The approach 
implements a quantum mechanically optimal strategy 
which under idealized conditions can be considered 

interaction-free. In practice, an order-of-magnitude 
reduction in damage at equivalent resolution ap-
pears feasible.

Abstract
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spatial resolution, Signal-to-noise, shot-noise, Phase 
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