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کاربرد میکروسکوپ کاربرد میکروسکوپ 
  CryoCryo--FIBFIB--SEMSEM
برای آماده سازی برای آماده سازی 

لاملا میکروسکوپ لاملا میکروسکوپ 
الکترونی عبوری کرایو الکترونی عبوری کرایو 

از نمونه های زیستی از نمونه های زیستی 
منجمدمنجمد

در سال های اخیر، میکروسکوپ الکترونی روبشی دربرگیرنده 
پرتو یونی متمرکز، کاربرد قابل توجهی در تحقیقات زیستی داشته 
و  روبشی  الکترونی  میکروسکوپ  دربرگیرنده  دستگاه  این  است. 
سیستم تولید کننده پرتو یون متمرکز درون یک ستون است. در 
نتیجه، می توان هر دو پرتو مذکور حاوی الکترون و یون را به طور 
استفاده  نمود.  متمرکز  نمونه  از  یکسان  نقطه  روی یک  هم زمان 
)با  نازک  مقاطع  تهیه  حوزه  در  کرایو-اولترامیکروتوم  دستگاه  از 
ضخامتی کمتر از 200 نانومتر( از نمونه های زیستی منجمد برای 
روشی  به عنوان  عبوری  الکترونی  میکروسکوپ  با  تصویربرداری 
مرسوم محسوب می شود. اما به دلیل برخی معایب و محدودیت ها، 
محققان همیشه به دنبال روشی مطلوب تر بوده که کمتر مستعد 
به خطا باشد. آنها پس از آزمودن روش های مختلف به این نتیجه 
رسیدند که استفاده از پرتو یونی متمرکز، دقت و سرعت عملیات 
تهیه مقاطع مورد نظر را به طور قابل توجهی افزایش می دهد. در 
ضمن، انتخاب مکان مورد نظر در نمونه زیستی به دلیل حضور 
ویژگی تفکیک پذیری نانومتری در پرتو یونی متمرکز امکان پذیر 
از  یکی  هم اکنون  دستگاه  این  فوق،  تعاریف  به  توجه  با  است. 
متمرکز  یونی  پرتو  تولید کننده  دستگاه  کاربردهای  مهمترین 
آماده سازی نمونه های زیستی منجمد برای مشاهده با میکروسکوپ 
الکترونی عبوری کرایو به شمار می آید. در این دستگاه، به منظور 
نفوذ مطلوب پرتو الکترونی از نمونه های زیستی منجمد به صورت 
این  در  می شود.  تهیه  )لاما(  نازک  بسیار  مقاطعی  یکنواخت 
نام لاما  به  نازک  مقاطع  آماده سازی  بهینه  و  نوین  مقاله، روش 
الکترونی  میکروسکوپ  دستگاه  با  منجمد  زیستی  نمونه های  از 
تصویربرداری  برای  متمرکز  یونی  پرتو  دربرگیرنده  کرایو  روبشی 

درون میکروسکوپ الکترونی عبوری کرایو شرح داده شده است.
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از زمـان اختـراع نخسـتین میکروسـکوپ نوری توسـط رابرت هوک1 در سـال 1665، محققان با دسـتیابی دنیای 
شـگفت انگیز میکروسـکوپی، تمایـل زیـادی به مشـاهده سـطوح ریزتـر بـا بزرگنمایی و قـدرت تفکیک پذیـری بالاتر 
داشـته اند. کشـف محدودیـت پراش2 در سـال 1896 منجر شـد دانشـمندان بـا دیدگاهـی واقع گرایانه تـر به موضوع 
دسـتیابی بـه تصاویـری بـا جزئیـات دقیـق در مقیاس هـای بسـیار پایین تر بنگرنـد. لازم به ذکر اسـت، اشـعه ایکس 
نیـز در سـال 1895 توسـط ویلهلـم کنـراد رونتگن3 کشـف شـد. در سـال 1897 جوزف جـان تامسـون4  الکترون ها 
و همچنیـن منشـاء نامعلـوم اشـعه های ایکـس که شـباهت زیـادی به نور دارند را کشـف نمـود. اولین میکروسـکوپ 
الکترونـی عبـوری5 در سـال 1940 اختـراع و به کارگیـری الکترون هـا در فرآینـد مشـاهده و تصویربـرداری منجـر به 
کاهـش قابـل توجـه محدودیت پـراش نوری شـد. درون دسـتگاه TEM به منظور دسـتیابی به قـدرت تفکیک پذیری 
بسـیار فراتـر از نـور، از منبـع تولیدکننـده الکتـرون اسـتفاده می شـود. برخـاف میکروسـکوپ های نـوری، تمـام 
تجهیـزات اصلـی میکروسـکوپ الکترونـی عبـوری درون خـاء فوق العـاده بـالا قـرار گرفته اسـت. تنها با اسـتفاده از 
ایـن نـوع خـاء می تـوان الکترون هـا را کنتـرل کـرد. در ایـن شـرایط، از طریق اعمـال قوانیـن فیزیک، دسـتیابی به 
تصویـر نهایـی بـا بزرگنمایـی بسـیار بـالا و جزئیـات کاماً واضـح امکان پذیر اسـت. بیشـتر نمونه های زیسـتی حاوی 
آب بـوده و یـا به صـورت مایـع در طبیعـت و محیط زیسـت موجود هسـتند. در روش مرسـوم آماده سـازی نمونه های 
زیسـتی بـرای TEM، ابتـدا عملیـات پایدارسـازی بـا اسـتفاده از مـواد شـیمیایی بـرای آنهـا انجام و سـپس عملیاتی 
نظیـر: آبگیـری، نفوذدهـی بـا حـال، نفوذدهـی با رزیـن، قالب گیـری، تهیه برش هـای بسـیار نـازک و رنگ آمیزی با 
فلـزات سـنگین اجـرا می شـوند. در مرحلـه نفوذدهـی بـا رزیـن، نمونـه عـاری از آب درون رزیـن تعبیه می شـود. در 
ایـن مرحلـه، رزیـن، جایگزیـن آب موجـود درون نمونه هـای مذکـور شده اسـت. لازم بـه ذکـر اسـت، الکترون ها تنها 
قادرنـد از سـطحی بسـیار نـازک عبـور کرده و تصویـر نهایی را تشـکیل دهند. با توجه بـه این امـر، از اولترامیکروتوم 
بـرای تهیـه برش هایـی بسـیار نـازک بـا قابلیـت عبـور دادن پرتـو الکترونـی اسـتفاده می شـود. به منظـور بـالا بردن 
کنتراسـت تصویـر نهایـی نمونـه از فلزات سـنگین برای رنگ آمیـزی برش های نازک به دسـت آمـده از اولترامیکروتوم 
اسـتفاده می شـود. همان طـور کـه پیش تـر نیز ذکر شـد، به دلیل وجود خاء بسـیار بالا درون سـتون TEM مرسـوم 
و قسـمت نگهدارنـده نمونـه آن نمی تـوان از نمونه هـای حـاوی آب و نمونه هـای مایـع به صورت عـادی تصویربرداری 
کـرد. بایـد توجـه داشـت کـه آبگیـری نمونه هـای زیسـتی و همچنیـن اسـتفاده از مـواد شـیمیایی و رنگ آمیـزی با 
فلـزات سـنگین عاوه بـر خـارج کـردن نمونه هـای مذکـور از محیـط طبیعی شـان منجـر به تخریـب جزئی امـا قابل 
توجـه سـاختار نانومتـری آنهـا و همچنیـن ایجـاد آسـیب می شـود. دانشـمندان پـس از تحقیقـات فـراوان و انجـام 
دسـتکاری محـدود درون سـاختار نگهدارنـده نمونه میکروسـکوپ الکترونی عبوری مرسـوم موفق به ارائه دسـتگاهی 
بـا عنـوان میکروسـکوپ الکترونـی عبـوری کرایـو6 شـدند. مشـاهده نمونه هـای زیسـتی در ایـن نـوع میکروسـکوپ 
بـدون نیـاز بـه آبگیـری و رنگ آمیـزی بـا فلزات سـنگین تنها بـا اسـتفاده از دسـتگاه های مخصوص و نیتـروژن مایع 
منجمـد انجام پذیـر اسـت. بـرای ایـن منظـور از دسـتگاه کرایو-اولترامیکروتـوم بـرای تهیـه لایه هایی بسـیار نازک از 
نمونه هـای زیسـتی منجمـد و مشـاهده و تصویربـرداری آنهـا درون Cryo-TEM اسـتفاده می شـود. پس از گذشـت 
مدتـی، محققـان بـه معایـب اسـتفاده از دسـتگاه کرایو-اولترامیکروتـوم پـی بردنـد. آنهـا از دیربـاز و هـم اکنـون نیز 
 TEM معتقـد هسـتند کـه انجمـاد، بهترین روش برای آماده سـازی نمونه های زیسـتی با هـدف تصویربـرداری درون
اسـت. لـذا بایـد روشـی را بـرای تهیـه لایه هـای بسـیار نـازک و به نسـبت ایـده آل از نمونه هـای منجمد زیسـتی نیز 
پیـدا کننـد. محققـان پـس از آزمـودن روش هـای مختلـف بـرای دسـتیابی به شـرایطی نزدیک بـه ایـده آل به منظور 
 ،Cryo-TEM تهیـه لایه هـای بسـیار نـازک از نمونه هـای زیسـتی منجمـد بـرای مشـاهده و تصویربـرداری درون
دریافتنـد کـه بهتریـن روش بـا اسـتفاده از میکروسـکوپ الکترونـی روبشـی کرایـو دربرگیرنـده پرتـو یونـی متمرکز 
حاصـل می شـود. آنهـا به منظـور تمیـز دادن بیـن لایه هـای فوق العـاده نـازک حاصـل شـده از ایـن روش و لایه های 
بسـیار نـازک بـا اسـتفاده از دسـتگاه کرایو-اولترامیکروتوم، لایه هـای فوق العاده نازک به دسـت آمده از میکروسـکوپ 
الکترونـی روبشـی کرایـو دربرگیرنـده پرتـو یونـی متمرکـز7 را »لامـا« نامیدنـد. در ایـن مقالـه، عاوه بـر چگونگـی 
Cryo-FIB- با اسـتفاده از روش انجماد و شـرح مختصری از سـاختار درونـی TEM آماده سـازی نمونه هـای زیسـتی

SEM، روش آماده سـازی لامـا از نمونه هـای زیسـتی منجمـد بـا اسـتفاده از میکروسـکوپ FIB-SEM به منظـور 
مشـاهده و تصویربـرداری در میکروسـکوپ TEM به طـور جامـع شـرح داده شده اسـت.
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  آماده سازی نمونه های زیستی TEM با روش انجماد

همان طـور کـه پیش تر نیـز ذکر شـد، مرسـوم ترین روش برای 
آماده سـازی نمونه هـای زیسـتی TEM، اسـتفاده از مواد شـیمیایی 
خـاص اسـت. هدف نهایی روش مذکـور، تثبیت نمونه هـا به گونه ای 
اسـت کـه حداقل تغییـر ممکن در حجـم و ریخت شناسـی آنها رخ 
دهـد. لازم بـه ذکـر اسـت کـه مراحلـی نظیـر: تثبیـت شـیمیایی، 
آبگیـری، تعبیـه درون رزیـن، رنگ آمیـزی بـا فلـزات سـنگین و 
تهیـه برش هـای بسـیار نـازک بـا اولترامیکروتـوم منجـر بـه وقـوع 
آسـیب هایی درون نمونـه می شـوند. به عنـوان مثـال، اسـتفاده از 
مـاده شـیمیایی گلوتارآلدئیـد برای مرحلـه تثبیت، منجـر به وقوع 
پدیـده شـبکه ای شـدن می شـود. ایـن پدیـده بـه نوبه خـود منجر 
بـه تجمـع پروتئین هـا، افـت شـدید گلیکان هـا8 و از بیـن رفتـن 
لیپیدهـا می شـود. تعبیـه درون رزیـن و پخـت آن نیـز به منظـور 
ارائـه حالتـی جامـد و انعطاف پذیـر به نمونـه برای تهیـه برش های 
بسـیار نـازک کـه قابلیـت عبـور دادن الکترون هـا را دارنـد، الزامی 
بـه  نسـبت  نمونـه  ریخت شناسـی  در  مرحلـه  امـا همیـن  اسـت. 
حالـت زنـده اش تغییراتـی را ایجـاد می کنـد. رنگ آمیزی بـا فلزات 
سـنگین نیـز آسـیب هایی از نـوع رسـوبات را درون نمونـه ایجـاد 
می کنـد. هنـگام تهیه برش های بسـیار نـازک از نمونه تعبیه شـده 
درون رزیـن نیـز احتمـال اعمـال آسـیب توسـط دسـتگاه مذکور و 
شـرایط محیـط وجـود دارد. وقـوع آسـیب ها قـدرت تفکیک پذیری 
نهایـی تصویـر تهیـه شـده از نمونـه را به شـدت کاهـش می دهند. 
عبـوری  الکترونـی  میکروسـکوپ های  کـه  اسـت  ذکـر  بـه  لازم 
پیشـرفته، دربرگیرنـده تفنـگ الکترونـی نشر/گسـیل میدانـی در 
زمینـه تصویربـرداری قـدرت تفکیک پذیـری زیر آنگسـتروم را ارائه 
می دهنـد. بـه همین دلیل پژوهشـگران درصورت اسـتفاده از روش 
آماده سـازی نمونه هـا  بـا اسـتفاده از مـواد شـیمیایی، از نظر قدرت 
تفکیک پذیـری بـا محدودیـت زیـادی روبـرو خواهنـد شـد. از ایـن 
نظـر، دسـتیابی بـه روش نزدیـک بـه ایـده آل بـرای آماده سـازی 
نمونه هـا بـا هـدف رفـع محدودیـت قـدرت تفکیک پذیـری به یکی 
از  پـس  آنهـا  تبدیـل شده اسـت.  اصلـی محققـان  از چالش هـای 
تحقیقـات فـراوان بـه ایـن نتیجه رسـیدند که بـا اسـتفاده از روش 
انجمـاد می تـوان آب درون سـلول های نمونـه را حفـظ کـرد. آنهـا 
ایـن روش را »تثبیـت کرایـو« نامیدنـد. در روش تثبیـت کرایـو، 
دیگـر نیـازی بـه اعمال مراحلـی نظیر: تثبیـت شـیمیایی، آبگیری، 
تعبیـه درون رزیـن و رنگ آمیـزی بـا فلـزات سـنگین وجـود ندارد. 
در ایـن روش، آب درون نمونـه بـه سـرعت به حالـت جامد آمورف 
یـا همـان غیربلـوری همچـون شیشـه به طـور کامل شـفاف تبدیل 
می شـود. بـه دلیل خـارج کردن سـریع گرما از نمونـه، مولکول های 
آب فرصـت بلـوری شـدن ندارند. روش هـای متغیری بـرای انجماد 
نمونه هـای مختلـف زیسـتی وجـود دارد. برخـی از ایـن روش هـا 
آماده سـازی  بـرای  زیـاد9  فشـار  اعمـال  بـا  انجمـاد  از:  عبارتنـد 
بـرای  سـریع10  فروبـری  طریـق  از  انجمـاد  و  بافتـی  نمونه هـای 
آماده سـازی نمونه هـای سوسپانسـیون. درصـورت اسـتفاده از هـر 

یـک از روش هـای تثبیـت کرایو، بـه نگهدارنده نمونـه TEM مجهز 
بـه کنتـرل دمـا نیـاز اسـت. میکروسـکوپ های الکترونـی عبـوری 
مجهـز به این نـوع نگهدارنده هـا »Cryo-TEM« نامیده می شـوند. 
هماننـد روش تثبیـت بـا مـواد شـیمیایی کـه بـرای مشـاهده و 
تصویربـرداری از نمونه هـا بـا اسـتفاده از دسـتگاه اولترامیکروتـوم 
برش هـای بسـیار نـازک از نمونه هـای مـورد نظـر تهیـه می شـود، 
در روش تثبیـت کرایـو نیـز بـرای امکان پذیـر بـودن مشـاهده و 
بایـد  نمونه هـا   ،Cryo-TEM درون  نمونه هـا  از  تصویربـرداری 
ضخامتـی فوق العـاده نـازک داشـته باشـند. درصـورت آماده سـازی 
نمونه هـای سوسپانسـیون می تـوان ضخامـت را با اسـتفاده از روش 
فروبـری سـریع تعییـن نمـود. امـا هنـگام آماده سـازی نمونه هـای 
بافتـی، به منظـور حفـظ حالـت انجامـد نمونه هـا در روش تثبیـت 
کرایـو حتـی در مرحلـه تهیـه برش هـای بسـیار نـازک نیـز بایـد 
از دسـتگاهی بـا عنـوان »کرایـو اولترامیکروتـوم« اسـتفاده کـرد. 
وقـوع آسـیب هایی  بـه  اولترامیکروتـوم منجـر  از کرایـو  اسـتفاده 
نظیـر: اثـر چاقو، خطـوط افقـی، چروکیدگی و شـکاف های عمودی 
روی برش هـای بسـیار نـازک نهایـی از نمونـه می شـود. بایـد توجه 
داشـت کـه برش هـای نهایـی تهیـه شـده بـا کرایـو اولترامیکروتوم 
بـدون رنگ آمیـزی درون Cryo-TEM مشـاهده و تصویربـرداری 
می شـوند. در این صورت، کنتراسـت تصویر تهیه شـده در مقایسـه 
بـا نمونه هـای آمـاده شـده بـا اسـتفاده از روش تثبیـت بـا مـواد 
شـیمیایی کاهـش می یابـد. عاوه بـر ایـن امـر، وقـوع آرتیفکت هـا 
در هنـگام تهیـه برش هـای بسـیار نـازک از نمونه هـای منجمد نیز 
منجـر به افت شـدید قدرت تفکیک پذیری می شـوند. پژوهشـگران 
از بیـن بـردن آرتیفکت هـای مذکـور در هنـگام تهیـه  به منظـور 
میکروسـکوپ  جایگزیـن  روش  از  منجمـد  نمونه هـای  از  بـرش 
الکترونـی روبشـی دربرگیرنـده پرتـو یونـی متمرکز به جـای کرایو 
اولترامیکروتـوم اسـتفاده می کننـد. در دو بخـش بعـدی، به منظـور 
آشـنایی هـر چـه بیشـتر خواننـده محتـرم میکروسـکوپ الکترونی 
روبشـی دربرگیرنـده پرتـو یونـی متمرکـز تشـریح و پیکربنـدی و 

سـاختار درونـی آن تعریـف شده اسـت.

Cryo-FIB-SEM معرفی میکروسکوپ    

نخسـتین سیسـتم تجاری پرتو یونی متمرکز مبتنـی بر فناوری 
نشر/گسـیل میدانـی توسـط لوی-سـتی11 و اورلاف-سوانسـون12 با 
به کارگیـری منابـع یونیزاسـیون میـدان گازی13  در سـال 1975 
سـاخته شد. سپس سـلیگر14 و همکارانش در سـال 1978 پیشنهاد 
اسـتفاده از منبع یون فلز مایع15 درون دسـتگاه FIB را ارائه نمودند. 
ایـن منبـع مزایـای زیـادی از جملـه: چگالی جریـان بالا، روشـنایی 
بـالا و پخـش انـرژی یـون پاییـن را فراهـم مـی آورد. در سـال های 
اخیـر فرآینـد آماده سـازی نمونه هـای مختلـف TEM نظیـر: نیمـه 
نمونه هـای  و  بافت هـا  پلیمرهـا،  سـرامیک ها،  فلـزات،  هادی هـا، 
زیسـتی بـا اسـتفاده از میکروسـکوپ الکترونـی روبشـی دربرگیرنده 
پرتـو یونـی متمرکز رشـد قابل توجهی داشـته اسـت. در ایـن مقاله، 
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آماده سـازی نمونه هـای زیسـتی منجمـد بـا روشـی بهینـه مـورد 
بررسـی قـرار می گیـرد. دانشـمندان حـوزه زیسـتی به طـور مرسـوم 
بـرای  ترتیـب  بـه  کرایو-اولترامیکروتـوم17  و  اولترامیکروتـوم16  از 
آماده سـازی نمونه هـای زیسـتی و زیسـتی منجمـد اسـتفاده کردند. 
درصـورت فراهـم بـودن شـرایط ایـده آل، اولترامیکروتـوم و کرایـو-

اولترامیکروتـوم لایه هـای فوق نازک بسـیار مطلوبـی را از نمونه ارائه 
می دهنـد. امـا فراهم آوردن شـرایط به طور کامل ایـده آل امکان پذیر 
نبـوده و همیشـه نقایصی در روند آماده سـازی وجود خواهد داشـت. 
یکـی دیگـر از معایـب اسـتفاده از این دو دسـتگاه برای آماده سـازی 
لایه های فوق نازک از نمونه های زیسـتی، عدم آشـکار شـدن نقایص 
تعبیـه شـده تا زمان مشـاهده زیـر میکروسـکوپ الکترونـی عبوری 
اسـت. محققـان ایـن حـوزه اخیـراً به منظـور آماده سـازی نمونه های 
زیسـتی منجمـد بـا حداقـل آسـیب و همچنیـن مشـاهده هم زمان 
فرآینـد آماده سـازی و نتیجـه نهایـی پیـش از تصویربـرداری درون 
TEM به طـور موفقیت آمیـزی از دسـتگاه میکروسـکوپ الکترونـی 
روبشـی کرایـو دربرگیرنـده پرتـو یونی متمرکـز اسـتفاده کردند. در 
میکروسـکوپ الکترونـی روبشـی )SEM( الکترون هایـی بـا جـرم به 
نسـبت پاییـن به صورت غیر مخرب با سـطح نمونه برخـورد نموده و 
منجـر به تولیـد الکترون های ثانویه می شـوند. درصـورت جمع آوری 
ایـن الکترون هـا، دسـتیابی بـه تصویـری بـا کیفیـت و بـا قـدرت 
تفکیک پذیـری زیـر نانومتـری امکان پذیـر می شـود. پـس از مدتـی، 
دانشـمندان بـرای افزایـش کارایـی میکروسـکوپ SEM از دو پرتـو 
درون آن اسـتفاده کردنـد. آنهـا ایـن میکروسـکوپ را میکروسـکوپ 
 )FIB-SEM( الکترونـی روبشـی دربرگیرنـده پرتـو یونـی متمرکـز
نامیدنـد. پـس از ایجـاد تغییراتـی در محفظـه نگهدارنـده نمونه این 
Cryo-FIB- نـوع میکروسـکوپ، محققـان موفـق بـه دسـتیابی بـه

نمونه هـای  دیگـر  و  زیسـتی  نمونه هـای  آماده سـازی  بـرای   SEM
مـورد نیـاز در حالـت انجمـاد شـدند. در حـال حاضـر، کاربردهـای 

Cryo-FIB-SEM در حـوزه علـوم زیسـتی عبارتنـد از:
)الف(: آماده سـازی لایه بسـیار نـازک لاما بـرای تحیل درون 

TEM؛
)ب(: مکان نگاری نمونه های تعبیه شده درون ماتریکس؛

)ج(: فـرزکاری مکانی معین با اسـتفاده از FIB و تصویربرداری 
.SEM با طیفـی گسـترده از بزرگنمایی ها با

FIB مشـابه میکروسـکوپ الکترونـی روبشـی )SEM( بوده، اما 
بـه جـای الکتـرون از پرتـوی یون هـای گالیـومGa+( 18( اسـتفاده 
می کنـد. یون هـای )+Ga( 130000 برابـر سـنگین تر از الکترون ها 
اسـت، بـه همیـن دلیـل برخـورد آنها بـا سـطح نمونه به طـور قابل 
توجهـی اثـری قوی تـر بـر جـای می گـذارد. لازم بـه ذکـر اسـت 
کـه سـطح نفـوذ ایـن یون هـا پایین تـر اسـت. بنابرایـن، یون هـای 
مـورد نظر پیوندهای شـیمیایی را شکسـته و منجر به یونیزاسـیون 
اتم هـای زیرلایـه می شـوند. از آنجایـی کـه پرتـو یونی قابـل تمرکز 
و کنترل پذیـر بـوده، لـذا می تـوان از ایـن ویژگی هـا بـرای اصـاح 
کـردن سـاختار نمونه در مقیاس نانومتری اسـتفاده کـرد. به عبارت 
دیگـر، می تـوان از پرتـو یونـی متمرکـز )FIB( تعبیـه شـده درون 

سـاختار SEM در ابعـاد نانـو به عنـوان چاقوی جراحی برای آشـکار 
سـاختن جزئیـات مـکان خاصـی از سـطح زیریـن ریزسـاختارها 
اسـتفاده کـرد. اسـتفاده از دو سـتون تولیـد کننده الکتـرون و یون 
درون میکروسـکوپ الکترونـی روبشـی قابلیـت دسـتیابی هم زمـان 
بـه تصاویـر SEM با تفکیک پذیری بسـیار بالا توسـط پرتو الکترون 
و همچنیـن انجـام اصاحـات مـورد نیـاز روی نمونه بـا به کارگیری 
پرتـو یونـی را فراهـم می کنـد. درصـورت به کارگیـری سـتون های 
الکترونـی  میکروسـکوپ  درون  یـون  و  الکتـرون  کننـده  تولیـد 
زیسـتی  نمونه هـای  اصـاح  عملیـات  می تـوان هم زمـان  روبشـی 
بـا پرتـو یونـی را اجـرا و بـا اسـتفاده از پرتـو الکترونـی و قـدرت 
تفکیک پذیـری بـالا به صـورت زنده شـاهد آن عملیات بـود. در این 
صـورت، برخـاف اولترامیکروتـوم و کرایو-اولترامیکروتـوم می توان 
در هـر لحظـه به طـور بادرنـگ از وقـوع آسـیب، نقـص و یـا خطـا 
در عملیـات تهیـه مقاطـع فوق العـاده نـازک اطـاع پیدا کـرد. این 
امـر بـه نوبـه خـود مزیتـی بـزرگ محسـوب می شـود. کاربردهـای 
معمـول ایـن نوع میکروسـکوپ دو پرتویـی عبارتند از: تهیه سـطح 
مقطـع، آماده سـازی لایـه فوق العاده نـازک به نام »لامـا« از نمونه 
میکروسـکوپ الکترونـی عبوری، بازسـازی حجمی سـه بعدی نمونه 
و لیتوگرافـی یونـی و الکترونـی. از طـرف دیگر، هنگامـی که نیازی 
بـه اسـتفاده از سـتون FIB نباشـد، می تـوان از ایـن میکروسـکوپ 
میدانـی  روبشـی  الکترونـی  میکروسـکوپ  یـک  به عنـوان  تنهـا 

معمولـی نیـز اسـتفاده کرد.

   پیکربندی و اصول عملکرد میکروسکوپ الکترونی 
روبشی کرایو دربرگیرنده پرتو یونی متمرکز

 )FIB( دسـتگاه های تولیـد کننـده پرتوهـای یونـی متمرکـز
نظـر گرفتـه می شـوند.  بسـیار مهـم در  فنـاوری  به عنـوان یـک 
مسـتقل،   FIB سیسـتم های  نظیـر:  مختلـف  FIBهـای  امـروزه، 
یونـی  پرتـو  دربرگیرنـده  روبشـی  الکترونـی  میکروسـکوپ های 
بـا   FIB-SEM میکروسـکوپ های  گالیـوم19،  منبـع  بـا  متمرکـز 
منبـع پاسـما و میکروسـکوپ های FIB-SEM بـا منبـع هلیـوم 
عملیـات  انجـام  و  تحقیقاتـی  پاسـخ های  بـه  دسـتیابی  بـرای 
در  می شـوند.  محسـوب  کلیـدی  ابـزاری  به عنـوان  نانوسـاخت 
بیـان کـرد کـه روزی در دنیـای  فینمـن  سـال 1959 ریچـارد 
میکروسـکوپی فنـاوری معرفـی خواهد شـد که به عنوان چشـمان 
انجـام  را  ریـز  فوق العـاده  عملیات هـای  محققـان،  دسـتان  و 
می دهـد. 40 سـال پـس از این سـخنان، نخسـتین میکروسـکوپ 
 )FIB-SEM( الکترونـی روبشـی دربرگیرنـده پرتـو یونی متمرکـز
به طـور تجـاری در اختیـار همـگان قرار گرفـت. با اسـتفاده از این 
دسـتگاه می تـوان مـکان معینـی از طیـف گسـترده ای از مـواد را 
بـا دقـت نانومتـری بـرش داد. بـه دلیـل اسـتفاده از فقـط یون ها 
درون FIB می تـوان ایـن گونـه بیـان کـرد کـه سیسـتم مذکـور 
تنهـا مـواد اضافـی از اطـراف نمونـه مورد نظـر را حـذف می کند. 
لـذا به منظـور دسترسـی بـه سیسـتمی کـه قابلیـت افـزودن مواد 
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روی سـطح نمونه درون دسـتگاه میکروسـکوپ الکترونی روبشـی 
را نیـز داشـته باشـد، باید از سیسـتم تزریـق گاز20 اسـتفاده کرد. 
GIS سیسـتمی اسـت کـه به طـور محلـی، گاز آلـی فلـزی را روی 
نمونـه اضافـه می کنـد. عاوه بـر ایـن، بـا اسـتفاده از گاز واکنشـی 
مناسـب می تـوان نـرخ زدایش را ارتقاء بخشـید و یا حتـی فرآیند 
لایه نشانی/رسـوب دهی بخـار شـیمیایی21 را در مناطقـی معیـن 
الکترون هـای  لایه نشانی/رسـوب دهی،  فرآینـد  در  کـرد.  اجـرا 
ثانویـه تولیـد شـده توسـط پرتـو یـون اصلـی، موفق به شکسـتن 
گازهـای پیش مـاده هیدروکربـن شـده و منجـر بـه رسـوب دهی/

لایه نشـانی یـک مـاده رسـانا )نظیـر: تنگسـتن، پاتینیـوم، کربن 
و غیـره( یـا عایـق )هماننـد: مونوکسـید سـیلیکون22( می شـوند. 
یـک  تعبیـه  طریـق  از   ،GIS سیسـتم  به کارگیـری  عاوه بـر 
ریزبـازوی مکانیکـی دسـتکاری نمونـه )بـرای برداشـتن و حرکت 
دادن نمونه هـا و یـا برش هایـی از نمونه هـا بـا دقـت نانومتـری( 
نیـز  روبشـی  الکترونـی  میکروسـکوپ  اصلـی  محفظـه  درون 
می تـوان FIB را بـه یـک واحـد نانوسـاخت پیشـرفته تبدیل نمود 

)شـکل )1((.

شـکل )1(: )الـف(: سـطح مقطعـی از پیکربندی دسـتگاه تجاری دنیـای واقعی 
روبشـی  الکترونـی  میکروسـکوپ  از  نمایـی  )ب(:   .]1[  Cryo-FIB-SEM
دربرگیرنـده پرتـو یونـی متمرکـز )FIB-SEM( مجهـز بـه سیسـتم GIS و 

ریزبـازوی مکانیکـی ]2[.

مهمترین قسـمت دسـتگاه FIB، منبع تولید کننـده پرتوی یونی 

آن اسـت؛ زیـرا درنهایـت، ارزیابـی سیسـتم های پرتـو یونـی متمرکز 
براسـاس کیفیـت پرتـوی برخـورد کننـده بـا نمونـه انجـام می شـود. 
پرتـوی یونـی نهایـی تحت تاثیـر بسـیاری از جوانـب قـرار گرفته که 
مهمتریـن آنها عبارتند از: منبع یونی و سـتون دسـتگاه )شـکل )2((.

شـکل )2(: نمایی از سـتون FIB. )الف(: سـتون FIB دربرگیرنـده منبع یونی 
)LIMS( و )ب(: سـتون FIB دربرگیرنـده منبع یونی پلاسـما ]3[.

سـال های متمـادی، گالیـوم به دلیـل ارائه مزایایـی نظیر: نقطه 
ذوب پاییـن )C°29/8(، فراریـت و بی ثباتـی پاییـن، فشـار تبخیـر 
پاییـن، انـرژی آزاد سـطح پاییـن، مشـخصات انتشـار و ویژگی های 
 FIB خـاء مناسـب به عنـوان منبـع یـون محبـوب بـرای دسـتگاه
مـورد اسـتفاده قـرار گرفتـه اسـت. گالیوم بـه اندازه کافی سـنگین 
بـوده و قابلیـت کندوپاشـی طیـف گسـترده ای از مـواد مختلـف 
را دربـر دارد. البتـه لازم بـه ذکـر اسـت کـه پرتـوی متمرکـزی از 
یون هـای گالیـوم مشـکات مهمـی را هنگام پـردازش برخـی مواد 
ایجـاد می کنـد. ایـن امـر هنـگام در نظـر گرفتـن برهم کنش هـای 
یون-جامـد بـه وضـوح قابل مشـاهده اسـت. پرتـو یونی مـورد نظر 
بـه نمونـه برخـورد کـرده و در نتیجـه، یون هـای بـکار رفتـه بـه 
روش هـای مختلـف بـا اتم هـای نمونـه برهم کنش می کننـد. یون ها 
)هـر نـوع یونـی( در زمـان برخـورد بـا اتم هـای نمونه، انـرژی خود 
را از دسـت می دهنـد. در هنـگام وقـوع هـر یـک از برهم کنش های 
مذکـور، انـرژی در طـول ایـن فرآینـد آمـاری منتقل )و یـا اتاف( 
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از  ناشـی  مواقـع  بیشـتر  در  نظـر  مـورد  انـرژی  اتـاف  می شـود. 
𝑑𝑑𝑑𝑑/𝑑𝑑𝑑𝑑و اتاف های  = [𝑑𝑑𝑑𝑑/𝑑𝑑𝑑𝑑]𝑛𝑛𝑛𝑛𝑛𝑛𝑛𝑛 + [𝑑𝑑𝑑𝑑/𝑑𝑑𝑑𝑑]𝑒𝑒𝑛𝑛𝑒𝑒𝑛𝑛 )اتاف هـای انـرژی هسـته )الاسـتیکی
وقـوع  بـه   𝑑𝑑𝑑𝑑/𝑑𝑑𝑑𝑑 = [𝑑𝑑𝑑𝑑/𝑑𝑑𝑑𝑑]𝑛𝑛𝑛𝑛𝑛𝑛𝑛𝑛 + [𝑑𝑑𝑑𝑑/𝑑𝑑𝑑𝑑]𝑒𝑒𝑛𝑛𝑒𝑒𝑛𝑛  )غیرالاسـتیکی( الکترونیکـی  انـرژی 

می پیونـدد )رابطـه )1((:

  
𝑑𝑑𝑑𝑑/𝑑𝑑𝑑𝑑   رابطه 1  = [𝑑𝑑𝑑𝑑/𝑑𝑑𝑑𝑑]𝑛𝑛𝑛𝑛𝑛𝑛𝑛𝑛 + [𝑑𝑑𝑑𝑑/𝑑𝑑𝑑𝑑]𝑒𝑒𝑛𝑛𝑒𝑒𝑛𝑛 

همان طـور کـه در شـکل )3( مشـاهده می شـود، منبـع تولیـد 
کننـده پرتـوی یـون هلیـوم )منبـع یونیزاسـیون میـدان گازی-

GFIS( بـه دلیـل اسـتفاده از نـوک تیـز و یونیزاسـیون میدانـی از 
لحـاظ تئـوری بـا منبـع یـون فلـزی مایـع قابـل مقایسـه بـوده اما 
لازم بـه ذکـر اسـت کـه اتم هـای هلیـوم خنثـی در انتظـار تبدیـل 
شـدن بـه یـون بـه جـای جـاری شـدن در سرتاسـر سـوزن درون 
حالـت خـاء حول نوک سـوزن بـه سیسـتم وارد می شـوند. هنگام 
رسـیدن اتـم هلیـوم بـه نوک سـوزن مـورد نظر ایـن امـکان وجود 
دارد کـه بـه دلیـل وجـود میدانـی قـوی در سـطح نـوک مذکـور، 
ایـن اتـم یونیـزه شـود. دسـتکاری انتهـای نوک سـوزن مـورد نظر 
به گونـه ای کـه درنهایـت شـکل آن به صـورت یـک هرم سـه طرفه 
تغییـر پیـدا کنـد، منجـر بـه حصـول عملکـرد عالـی می شـود. بـا 
وجـودی کـه در برخـی مـوارد، عملکرد هلیـوم بهتـر از گالیوم بوده 
امـا بایـد در نظـر داشـت کـه ایـن نـوع منبـع یونـی دارای معایبی 
همچـون: بهـره کندوپاشـی پاییـن و جریـان کل پایین اسـت. یکی 
دیگـر از منابـع تولیـد کننـده یـون، منابع یونـی مبتنی بر پاسـما 
هسـتند. منابـع یونـی مبتنـی بر پاسـما دربـر گیرنده یـک مزیت 

و یـک عیـب هسـتند کـه بـه ترتیـب عبارتنـد از: جریـان بـالا و 
روشـنایی پاییـن. اخیـراً دانشـمندان منبـع پاسـمای جفت شـده 
القایـی23 روشـنی را سـاخته اند کـه هم زمـان بـا بـالا نگاه داشـتن 
جریـان، قـدرت تفکیک پذیـری بالایـی را نیـز ارائـه می دهـد. ایـن 
نـوع منبـع، یون هـای زنـون سـنگین و سـاکن را تولیـد می کنـد. 
به منظـور مقایسـه منابـع بـا یکدیگر و انتخـاب بهتریـن منبع برای 

کارکردهـای مختلـف بـه جـدول )1( مراجعـه نمایید.

 .FIB شـکل )3(: سـه منبـع پرکاربـرد برای تولیـد یون در سـاختار دسـتگاه
اشـکال سـمت چپ، میانی و سـمت راسـت بـه ترتیـب نمایانگر منبـع تولید 
کننـده یون هـای گالیـوم، منبـع تولید کننـده یون هـای هلیوم و منبـع تولید 

کننـده یون هـای زنون هسـتند ]4[.

جدول )1(: مقایسه منابع یونی تجاری به همراه مشخصات مهم آنها ]4[.

ICPGFISLMISواحد سنجش

A/m2srV9/1 × 1031 × 1096 × 105روشنایی

eV6/7≤ 15fwhm توزیع انرژی

nm7/2 × 103≤ 0/2538اندازه مجازی منبع

nA2500/130بیشینه مقدار جریان پرتو

XeHeGaگونه های اصلی یونی

H, He, Ne, Ar, O2, …NeB, Be, Si, Sn, Au, …گونه های سازگار
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   رویـه تهیـه مقاطـع بسـیار نـازک معـروف بـه 
لامـلا از نمونه هـای زیسـتی منجمـد بـا اسـتفاده از 

Cryo-FIB-SEM میکروسـکوپ.

ــه  ــد ک ــات کردن ــراوان اثب ــات ف ــس از تحقیق ــمندان پ دانش
ــا دســتگاه FIB بــرای آماده ســازی  اســتفاده از روش فــرزکاری ب
ــت. در روش  ــردی اس ــیار کارب ــد بس ــتی منجم ــای زیس نمونه ه
فــرزکاری نمونــه منجمــد، از یــک لایــه بســیار نــازک از یون هــا 
ــطح  ــرش در س ــاد ب ــور ایج ــوم( به منظ ــول گالی ــور معم )به ط
می شــود.  اســتفاده  کندوپاشــی  فرآینــد  طریــق  از  نمونــه 
ــه،  ــه ای بهین ــازی نمون ــان از آماده س ــول اطمین ــور حص به منظ
ــا اســتفاده از سیســتم SEM موجــود  ــه ذکــر شــده ب تمــام روی
درون دســتگاه Cryo-FIB-SEM مــورد نظــارت قــرار می گیــرد. 
بــه دلیــل احتمــال صدمــه دیــدن نمونــه بایــد حتمــاً برهم کنــش 
ــه منجمــد در نظــر گرفتــه شــود.  مســتقیم بیــن یون هــا و نمون
ــا مشــخصاتی  ــوم ب ــون گالی ــری ی ــر اســت، به کارگی ــه ذک لازم ب
نظیــر: جریــان pA 10 و ولتــاژ kV 30 منجــر بــه خــارج شــدن 
ــش  ــن، برهم کن ــر ای ــود. عاوه ب ــاد نمی ش ــت انجم ــه از حال نمون
ــه ای  ــاد لای ــه ایج ــر ب ــد منج ــه منجم ــا نمون ــای FIB ب یون ه
یونــی بــا ضخامتــی بیــن 5 تــا20 نانومتــر روی ســطح در حــال 
می تــوان  دیگــر،  عبــارت  بــه  می شــود.  فــرزکاری  فرآینــد 
ــی ایجــاد شــده در شــرایط  بیــان نمــود کــه ضخامــت لایــه یون
وجــود نمونه هــای منجمــدی بــا ضخامــت تقریبــی 100 تــا300 
نانومتــر را می تــوان نادیــده گرفــت. گذشــته از ایــن، لایــه 
ــده درون  ــت ش ــکاف های یاف ــا ش ــه ب ــور در مقایس ــی مذک یون
برش هــای منجمــد، دارای ضخامتــی بســیار نازک تــر اســت. 
ریزماشــین کاری FIB از نمونه هــای منجمــد، به صــورت تقریبــی 
ــرای آماده ســازی  ــوده کــه در ســال های اخیــر ب روشــی نویــن ب
میکروســکوپ  گریدهــای  روی  فــراوان  ســلولی  نمونه هــای 
ــورت  ــن ص ــه ای ــت. ب ــرده شده اس ــکار ب ــوری ب ــی عب الکترون
ــی  ــکوپ الکترون ــای میکروس ــدا روی گریده ــلول ها ابت ــه س ک
عبــوری تعبیــه شــده و ســپس بــا روش انجمــاد از طریــق 
ــاد،  ــه انجم ــس از مرحل ــوند. پ ــد می ش ــریع منجم ــری س فروب
نمونه هــای منجمــد بــرای انجــام مرحلــه تهیــه برش هــای 
ــه  ــر ب ــا100 نانومت ــدوده 10 ت ــی در مح ــا دقت ــازک ب ــیار ن بس
ــه،  ــن مرحل ــل می شــوند. در ای دســتگاه Cryo-FIB-SEM منتق
از  اســتفاده  بــا  متفاوتــی  فــرزکاری  از روش هــای  اســتفاده 
ــور  ــد مذک ــلولی منجم ــای س ــازی نمونه ه ــرای آماده س FIB ب
امکان پذیــر اســت. به عنــوان مثــال، شــکل هندســی بهینــه 
بــوده  گوه ماننــد  پروکاریوتــی24  بــرای ســلول های کوچــک 
کــه بــرای ایــن منظــور، مــاده منجمــد بــا زوایــه بــاز )منفرجــه( 
ــورد  ــد م ــطح گری ــه س ــبت ب ــه( نس ــی 10 درج ــور تقریب )به ط
ــوان  ــد می ت ــوه مانن ــد گ ــاده منجم ــوند. از م ــده می ش ــر بری نظ
ــا um 3 و شــیب ضخامتــی کمتــر از 400  ــا طــول شــفافیت ت ب

ــکل )4((. ــرد )ش ــرداری ک ــر تصویرب نانومت

شـکل )4(: نمایـش روش هـای موجود فـرزکاری نمونه هـای سـلولی منجمد با 
FIB. )الـف(: روش فـرزکاری مـوازی: در ایـن روش، زاویه برخـورد پرتو یونی 
مـوازی با سـطح گریـد میکروسـکوپ الکترونی عبـوری اسـت. )ب(: فرزکاری 
گوه ماننـد: در ایـن روش، فـرزکاری بـا اسـتفاده از تابانـدن پرتـو یونـی بـا 
زاویـه منفرجـه روی نمونه سـلولی منجمـد انجام می شـود. )ج(: آماده سـازی 
کرایـو لامـلا: در ایـن روش، نمونـه منجمد بـرای دسـتیابی به لاملایـی باریک 
 z فـرزکاری شـده که در ایـن صورت مشـخصات سـلولی آن در امتـداد محور

به طـور بهینـه حفـظ می شـود ]5[.

سـلول یوکاریوتـی25 و دیگر سـلول های هم شـکل و هـم اندازه 
آن، درون یـک غشـاء مسـتقل فـرزکاری می شـوند. در طـول ایـن 
فرآینـد ابتـدا ناحیـه مـورد نظـری از نمونـه مشـخص می شـود و 
سـپس بخـش بالایـی و پایینـی ناحیه مذکـور به صورت مسـتطیل 
شـکل بریده شـده که درنهایت، منجر به حصول یک غشـاء بسـیار 

نـازک معـروف بـه »لاما« می شـود )شـکل )5((.

)الـف(:   .  D. discoideum سـلول  فـرزکاری  فرآینـد  نمایـش   :)5( شـکل 
تصویـری از سـلول مذکور تعبیه شـده درون لایه ای نازک از یخ و چسـبیده به 
گریـد میکروسـکوپ الکترونی عبوری. )ب(: فـرزکاری نواحی بالایـی و پایینی 
نمونـه بـرای دسـتیابی به لامـلا باریـک نهایـی. )ج(: نمایـی با زاویـه مختلف 
از لامـلا نهایـی تهیه شـده. )د(: پـس از انتقال لامـلا نهایـی درون TEM این 
تصویـر میکروسـکوپ الکترونـی عبوری از مربع سـفید واقع درون شـکل )ج( 
تهیـه شده اسـت. در ایـن تصویر، سیتوپلاسـم سـلول مذکور مشـهود اسـت 
پیکان هـای  و سـر  گالیـوم  برجسـته  قطـرات  نماینـده  )سـتاره های سـفید 
سـفید نیز نمایـش دهنده آسـیب پـرده ای اسـت(. )ه(: تصویر میکروسـکوپ 

الکترونـی عبـوری از مربع سـفید رنگ واقـع درون شـکل )د( ]6[.
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روش  لامـا،  بـه  دسـتیابی  بـرای  گزینه هـا  از  دیگـر  یکـی 
اسـت  ذکـر  بـه  اسـت. لازم   FIB بیـرون کشـیدن  بـه  مرسـوم 
بـه دلیـل دشـواری لایه نشـانی پاتینیـوم در  تـا مدتـی پیـش 
دماهـای انجمـاد، ایـن روش غیـر ممکـن محسـوب می شـد. در 
ایـن روش، ابتـدا ناحیه مورد نظر با اسـتفاده از SEM شناسـایی 
می شـود. سـپس نمونـه بـا اسـتفاده از پاتینیـوم )Pt( در فضای 
کرایـو لایه نشـانی شـده و دو شـیار در دو طـرف لاما مـورد نظر 
فـرزکاری می شـود. ایـن امـر به منظـور اسـتخراج لامـا انجـام 
می شـود. در مراحـل بعـدی، اطـراف و پاییـن لامـا بریده شـده 
از ریزبـازوی مکانیکـی دسـتکاری  بـا اسـتفاده  و سـپس لامـا 
نمونـه کرایـو در مقیـاس نانو بیرون کشـیده می شـود. در مرحله 
بعـدی، لامـای بیرون کشـیده شـده بـا لایه نشـانی پاتینیوم به 
گریـد TEM چسـبانده می شـود. در مرحلـه نهایـی نیـز لامـای 
 TEM چسـبیده بـه گریـد آنقـدر نـازک شـده تـا الکترون هـا در
بتواننـد از آن عبـور کـرده و در نتیجـه، تصویـر واضـح و شـفافی 
به دسـت آیـد. روش تهیـه لامـا از نمونـه نسـبت بـه روش برش 
گوه ماننـد بهتـر اسـت؛ زیـرا در روش بـرش گوه ماننـد، هندسـه 
بـرش سـاده اجـازه یافتـن و هدف قـرار دادن سـاختارهای مورد 
را نمی دهـد. لازم  اعمـاق حجـم سـلولی  تعبیـه شـده در  نظـر 
بـه ذکـر اسـت، نمونه هـای ضخیـم و سوسپانسـیون سـلول ها و 
همچنیـن نمونه هـای بافتـی درون لولـه مسـی یـا درون صفحات 
مـدور تخـت فلـزی بـه روش انجماد بـا اعمال فشـار زیـاد آماده 

می شـوند )اشـکال )6( و )7((.

شـکل )6(: نمایـی از بـرش دادن نمونه هـای منجمـد شـده بـا اعمال فشـار زیاد 
درون  منجمـد شـده  نمونه هـای  )ب(:  و  )الـف(  اولترامیکروتـوم.  کرایـو  درون 
لوله های مسـی. فلـز اضافی بـا اسـتفاده از کرایـو اولترامیکروتوم حذف شـده و 
تنهـا سـطحی گوه ماننـد )هماننـد سـقف منـزل( بر جـای گذاشـته که ایـن امر 
)د(:  و  )ج(  را تسـهیل می کنـد.   Cryo-FIB-SEM فـرزکاری درون  فرآینـد 
نمایـش دهنده نمونه های منجمد و تعبیه شـده درون صفحـات تخت آلومینیومی 
اسـتاندارد )هماننـد کلاه(. در اینجـا نیـز به طور مشـابه فلز اضافی حذف شـده و 

سـپس ضخامـت نمونه آشـکار شـده بـه um 20 کاهش می یابـد ]7[.

شـکل )7(: تصویـر میکروسـکوپ الکترونی عبـوری از بافت کبد مـوش آماده 
شـده بـه روش انجمـاد بـا اعمـال فشـار زیـاد کـه بـرش نهایـی از آن بـرای 
Cryo- تصویربـرداری درون میکروسـکوپ الکترونـی عبـوری کرایو توسـط

.]8[ تهیـه شده اسـت   FIB-SEM

ایـن نـوع نمونه هـا ابتـدا در مرحلـه پیـش اصـاح با اسـتفاده از 
کرایو-اولترامیکروتـوم بـرش داده می شـوند. متعاقبـاً، نمونـه منجمد 
بـا  یافتـه و مطابـق  انتقـال   Cryo-FIB-SEM بـه درون دسـتگاه
روش قالـب H فـرزکاری روی آن انجـام می گیـرد. در نهایـت، لامـا 
مـورد نظـر با ضخامـت بهینـه از نمونه اصلی تهیه می شـود. سـپس 
لامـا بـرای تصویربـرداری در حالـت دوز پایین درون میکروسـکوپ 
الکترونـی عبـوری کرایو قـرار می گیرد. نکته مهم در مراحل تشـریح 
شـده، انجـام هـر یـک از آنهـا در دمـای انجمادزدایـی و بـه حداقـل 
رسـانیدن فرآینـد تشـکیل برفـک در طـول مراحـل انتقـال نمونـه 
بیـن دسـتگاه ها اسـت. همیـن امـر، اسـتفاده از تجهیزات سفارشـی 
و مخصـوص را بـرای هـر یک از دسـتگاه های تجاری موجـود الزامی 
می سـازد. بـرای نمونه هـای منجمـد شـده بـا روش فروبـری سـریع 
ایسـتگاه های انتقـال FIB کرایـو و ابزار جابجایی FIB کرایو )اشـکال 
)8( و )9(( موجـود بـوده، در حالـی کـه نمونه هـای منجمـد شـده با 
اسـتفاده از روش انجمـاد با اعمال فشـار زیاد به سیسـتم های انتقال 
پیشـرفته و پیچیـده ای نظیـر سیسـتم میـز نانوکرایـو یـا نگهدارنده 

نمونـه میانی)شـکل )10(( نیازمند هسـتند.
روش آماده سازی نمونه با تجهیزات Cryo-FIB-SEM دسترسی 
قابل کنترل به ساختارهای ابرمولکولی خاص دفن شده درون سلول 
مورد نظر را فراهم می آورد. عاوه بر این، بیشتر کمپلکس های درشت 
مولکولی موجود در تعداد کپی پایین را می توان با استفاده از روش 
درون محیط سلولی طبیعی خود بررسی کرد. دلیل این امر، قابلیت 
آماده سازی لاماهایی با محیطی بیشتر از 100um2 است. البته توان 
عملیاتی این روش آماده سازی به چندین دلیل پایین است. همان طور 
که پیش تر نیز ذکر شد، پرتو یونی تابیده شده باید تا حد امکان دوز 
پایینی داشته باشد؛ زیرا عاوه بر اینکه هر چه زاویه فرزکاری کوچکتر 
باشد ناحیه مشاهده بزرگتری به دست می آید، این امر اثر لایه نشانی 
نمونه فرزکاری شده را نیز به حداقل می رساند. مورد دوم ذکر شده 
رابطه متقابلی با جریان های فرزکاری یا دیگر عوامل در طول فرآیند 
نازک سازی نمونه ندارد. ترکیبات ناهمگن و متغیر نمونه های منجمد 
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دلیل وقوع یکی از عیوب اصلی این روش آماده سازی به نام حالت 
پرده  ای هستند. در نهایت، حالت پرده ای منجر به حصول ناهمگنی 
شدید در ضخامت لاماها می شود. این اثرات را می توان به طور قابل 
توجهی از طریق لایه نشانی پاتینیوم آلی فلزی با استفاده از سیستم 
تزریق گاز )بدون ساطع نمودن پرتو الکترونی یا یونی( روی نمونه 
مورد نظر پیش از آماده سازی لاما به حداقل رسانید. یکی دیگر از 
مسائل، میزان اطاعات به دست آمده از نمونه های آماده شده در طول 
فرآیند توموگرافی الکترونی کرایو است. در طول فرآیند فرزکاری با 
Cryo-FIB-SEM بخشی از نمونه منجمد در امتداد تمام محورها 
به طور فیزیکی نابود می شود. به منظور رفع این مسئله، پس از حصول 
یک سری از برش های متوالی از نمونه منجمد در شرایط کرایو، بیشتر 
بازیابی   )z محور  )به خصوص  مذکور  محورهای  امتداد  در  اطاعات 
می شوند. مسئله دیگر، زمان مورد نیاز برای آماده سازی نمونه پیش 
از مرحله تصویربرداری و مشاهده است. به عنوان مثال، به دلیل اندازه 
با نمونه های پروکاریوتی،  بزرگ تر سلول های یوکاریوتی در مقایسه 
زمان فرزکاری آنها نیز بیشتر خواهد بود. یکی دیگر از مسائل مربوط به 
اندازه نمونه های منجمد، شناسایی و هدف گیری مناطق خاص در آنها 
است. به عنوان مثال، باسیل اشرشیاکلی26 دربرگیرنده اندازه کوچک 
مقابل،  در  است.  آسان  منجمد شفاف  یخ  از  آن  لذا تشخیص  بوده 
سلول های یوکاریوتی به دلیل اندازه شان، با یخ ضخیم احاطه شده و 
در نتیجه، شناسایی منطقه مورد نظر در آنها آسان نیست. به منظور 

غلبه بر این محدودیت می توان برای یافتن منطقه مورد نظر در نمونه 
منجمد تا حد امکان مناطق مجاور را فرزکاری کرد یا از روش های 
همبسته میکروسکوپ الکترونی و نوری استفاده کرد. بدین صورت که 
پیش از مرحله انجماد سلول ها، روی گریدهای میکروسکوپ الکترونی 
آنها  از  نوری  عبوری رشد داده شده و سپس تصاویر میکروسکوپ 
تهیه می شود. در ادامه، براساس همین تصاویر، مناطق مورد نظر برای 
انجام فرآیند فرزکاری Cryo-FIB-SEM انتخاب می شوند. درنهایت، 
پیش از آماده سازی نمونه با استفاده از Cryo-FIB-SEM، از نمونه 
منجمد مورد نظر با استفاده از میکروسکوپ کرایو فلورسانس برای 

انجام تحلیل های بیشتر تصویربرداری به عمل می آید.

کرایو  بین  سریع  فروبری  روش  با  شده  منجمد  نمونه های  جابجایی  ابزار   :)8( شکل 
شکل  این  )الف(:  عبوری.  الکترونی  میکروسکوپ  و   Cryo-FIB-SEM اولترامیکروتوم، 
نشان دهنده شاتل جابجایی نمونه های منجمد شده با استفاده از روش فروبری سریع )پیکان 
مشکی( است. )ب(: این شکل نیز نمایش دهنده ایستگاه پذیرش نمونه منجمد شده با روش 

فروبری سریع )پیکان مشکی( درون Cryo-FIB-SEM است ]7[.

شـکل )9(: تصویـر میکروسـکوپ الکترونـی عبـوری از دانه گرده 
گیاه آرابیدوپسـیس )رشـادی گوش موشـی( آماده شـده به روش 
انجمـاد از طریـق فروبـری سـریع که بـرش نهایـی 10 نانومتری از 
آن بـرای تصویربـرداری درون میکروسـکوپ الکترونـی عبـوری 

کرایـو بـا Cryo-FIB-SEM تهیـه شده اسـت ]8[.

انتقـال  بـرای  میانـی  نمونـه  نگهدارنـده  )الـف(:   :)10( شـکل 
نمونه هـای منجمـد شـده بـا اسـتفاده از روش انجمـاد بـا اعمال 
فشـار زیـاد درون ایسـتگاه کاری ]7[. )ب(: سیسـتم پیشـرفته و 
پیچیـده میـز نانوکرایـو بـرای انتقـال نمونه هـای منجمد شـده با 

اسـتفاده از روش انجمـاد بـا اعمـال فشـار زیـاد ]9[.
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پی  نوشت
1. Robert Hooke
2. Diffraction Limit
3. Wilhelm Conrad Röntgen
4. Joseph John Thomson
5. Transmission Electron Microscope (TEM)
6. Transmission electron cryomicroscopy (CryoTEM)
7. Cryogenic focused ion beam and scanning electron microscopy (cryo-FIB/SEM)
8. Glycan
9. High-pressure freezing (HPF)
10. Plunge freezing (PF)
11. Levi-Setti
12. Orloff and Swanson
13. Gas Field Ionization Sources (GFISs)
14. Seliger
15. Liquid Metal Ion Source(LMIS)
16. Ultramicrotome
17. Cryo-Ultramicrotome
18. Gallium (Ga+)
19. Focused ion beam scanning electron microscopy (FIB-SEM)
20. Gas Injection System (GIS)
21. Chemical Vapor Deposition (CVD)
22. SiOx
23. The inductively coupled plasma (ICP)
24. prokaryotic
25. Eukaryotic
26. Escherichia coli

آماده سـازی نمونه هـای زیسـتی بـرای تصویربـرداری بـا میکروسـکوپ الکترونـی عبـوری به طـور مرسـوم از طریـق 
به کارگیـری مـواد شـیمیایی، فلـزات سـنگین و اولترامیکروتـوم انجـام می پذیـرد. لازم بـه ذکـر اسـت، هـر یـک از مـوارد 
مذکـور بـه نوعـی آسـیب روی نمونه هـای زیسـتی بـر جـای گذاشـته و در نتیجه منجـر به افـت کیفیت و کاهش شـدید 
تفکیک پذیـری تصاویـر نهایـی TEM می شـوند. بـه همیـن منظـور، آماده سـازی و برش بـرداری از نمونه های زیسـتی باید 
به گونـه ای انجـام شـود کـه میزان وقوع آسـیب بـه حداقل رسـیده و درنهایـت، تصاویر TEM بـا کیفیـت و تفکیک پذیری 
بالایـی حاصـل شـوند. دانشـمندان بـرای تحقـق ایـن امـر، روش های مختلفـی را بررسـی نموده و بـه این نتیجه رسـیدند 
کـه درصـورت منجمـد سـاختن نمونه هـای زیسـتی و برش بـرداری از آنهـا در همـان حالـت انجمـاد می تـوان آنهـا را در 
نزدیک تریـن حالـت بـه حالـت طبیعی شـان نـگاه داشـت. در این صـورت، تصاویـر TEM تهیه شـده از چنیـن نمونه هایی 
حـاوی بیشـترین اطاعـات ممکـن از حالـت طبیعـی حفـظ شـده خواهـد بـود. آنهـا ابتـدا موانـع مربـوط به آماده سـازی 
انجمـادی نمونه هـای زیسـتی را رفـع کـرده و سـپس بـه عیـوب موجـود مربـوط بـه مرحلـه تهیـه مقاطـع بسـیار نـازک 
از نمونه هـای مذکـور بـا اسـتفاده از کرایو-اولترامیکروتـوم پرداختنـد. پـس از تحقیقـات فـراوان بـه ایـن نتیجـه رسـیدند 
کـه اسـتفاده از میکروسـکوپ Cryo-FIB-SEM بهتریـن نتایـج را ارائـه می کنـد. این دسـتگاه دربرگیرنده میکروسـکوپ 
الکترونـی روبشـی و سیسـتم تولید کننـده پرتـو یـون متمرکـز درون یـک سـتون اسـت. در نتیجـه می تـوان هـر دو پرتـو 
مذکـور حـاوی الکتـرون و یـون را به طـور هم زمـان روی یـک نقطـه یکسـان از نمونـه متمرکـز نمـود. بدین معنـی که در 
ایـن دسـتگاه، هنـگام تهیـه مقاطـع بسـیار نـازک معـروف بـه )لامـا( از نمونه هـای زیسـتی منجمـد در حالـت کرایـو با 
سیسـتم پرتـو یونـی متمرکـز )FIB( می تـوان به طور واضـح و بادرنگ عملیات مربوطه را از طریق سیسـتم میکروسـکوپ 
الکترونـی روبشـی )SEM( مشـاهده و هدایـت کـرد، کـه ایـن امر بـه نوبه خود، مزیتی بسـیار مطلوب محسـوب می شـود. 
در ایـن مقالـه، دسـتگاه Cryo-FIB-SEM معرفـی و نیازمنـدی شـدید محققـان فعال در ایـن حوزه به آن نیز شـرح داده 
شده اسـت. همچنیـن رویـه تهیـه مقاطع بسـیار نـازک معروف بـه لاما از نمونه هـای زیسـتی منجمد نیز به طـور تفصیلی 

توضیـح داده شده اسـت.
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Application of Application of 
Cryo-FIB-SEM for Cryo-FIB-SEM for 
Cryo-TEM lamella Cryo-TEM lamella 
preparation from preparation from 
frozen biological frozen biological 
specimen specimen 

In recent years, Cryo-Focused Ion Beam Scanning Electron Microscope (Cryo-FIB-SEM) has 
been used extensively in biological specimen preparation filed. This device is actually comprising 
of a Scanning Electron Microscope and a Focused Ion Beam system generating Gallium ions 
both integrated inside one column. As a result, it can focus both beams containing electrons 
and ions on one coincident point. Using Cryo-Ultramicrotome to prepare thin sections (less than 
200nm thick) of frozen biological specimen for imaging inside Cryo-Transmission Electron 
Microscope (Cryo-TEM) is considered a routine procedure in many TEM laboratories across the 
world. Due to presence of some artifacts in this procedure, researchers looked for other possible 
options that are less prone to errors. After experimenting with some options, they are convinced 
that using Cryo-FIB-SEM for preparation of thin sections from frozen biological specimen is 
the best way to minimize the artifacts associated with this method. It is also should be noted 
that FIB offers nanometer resolution, and therefore it is possible to select a specific location 
of frozen biological specimen and apply sectioning procedure on that very spot. FIB uses ion 
beam instead of electrons to prepare uniformly thin sections (called: lamella) of samples. In this 
article, detailed preparation process 
of aforementioned lamella from frozen 
biological specimen for viewing inside 
Cryo-TEM using FIB has been 
depicted.
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