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Ονοµατεπώνυµο........................................................................................................ΑΜ................ 
 
Σκοπός της άσκησης είναι: 
• Να µάθουµε τις αρχές λειτουργίας των Ηλεκτρονικών Μικροσκοπίων. 
• Να µάθουµε τι είδη Ηλεκτρονικών Μικροσκοπίων υπάρχουν. 
• Να µάθουµε τι πληροφορία µας δίνει κάθε είδος Ηλεκτρονικού Μικροσκοπίου. 
• Να µάθουµε τι προετοιµασία χρειάζεται ένα παρασκεύασµα για να παρατηρηθεί στο 

Ηλεκτρονικό Μικροσκόπιο. 

Α.  Θεωρητικό µέρος 

ΤΑ ΗΛΕΚΤΡΟΝΙΚΑ ΜΙΚΡΟΣΚΟΠΙΑ. 
 Ο όρος Ηλεκτρονικό Μικροσκόπιο, αν και λανθασµένος, έχει επικρατήσει στην Ελληνική 
ορολογία.  Πιο σωστά θα έπρεπε να ονοµάζεται Ηλεκτρονιακό Μικροσκόπιο επειδή η ακτινοβολία που 
χρησιµοποιεί είναι επιταχυνµένα ηλεκτρόνια.  Η λέξη ηλεκτρονικό, όπως έχει επικρατήσει στην 
Ελληνική γλώσσα, σηµαίνει απλά ότι είναι µια ηλεκτρονική συσκευή.  Ο αντίστοιχος Αγγλικός όρος 
είναι Electron Microscope και όχι Electronic όπως λάθος πολλοί το αναφέρουν.  Στη Γαλλική γλώσσα ο 
όρος είναι ο ίδιος, και για τις δυο έννοιες και µάλλον από αυτή προήλθε και ο αντίστοιχος Ελληνικός.  
 Σύµφωνα µε τη θεωρία του De Broglie, το µήκος κύµατος λ των ηλεκτρονίων υπολογίζεται από 
το τύπο:                                                          

λ = 01150.
V

   (1) 

όπου V είναι η τάση επιτάχυνσης των σωµατιδίων σε Volts και λ το µήκος κύµατος των επιταχυνµένων 
ηλεκτρονίων. Έτσι για µια τάση επιτάχυνσης 80 kV, το µήκος κύµατος λ γίνεται λ=0.004 nm.   
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σύµφωνα µε τον τύπο (2), όπου (Α) είναι το αριθµητικό άνοιγµα του φακού, η διακριτική ικανότητα (d) 
γίνεται περίπου 0.15 nm.  

Το Ηλεκτρονικό Μικροσκόπιο ∆ιέλευσης (ΗΜ∆, ΤΕΜ, Transmission Electron Microscope). 
 Στο ΗΜ∆  (Εικόνα 1), η πηγή ηλεκτρονίων αποτελείται ένα νήµα βολφραµίου (ή ακίδα LaB6) 
που µε την πυράκτωσή, όταν περάσει από αυτό ηλεκτρικό ρεύµα, εκπέµπει ηλεκτρόνια.  Μεταξύ του 
νήµατος, που αποτελεί την κάθοδο, και της ανόδου, εφαρµόζεται µια διαφορά δυναµικού (συνήθως της 
τάξης των 60-100 kV) η οποία επιταχύνει τα ηλεκτρόνια.  Η πορεία των ηλεκτρονίων, ρυθµίζεται από 
τους ηλεκτροµαγνητικούς φακούς στους οποίους αλλάζοντας την ένταση του ρεύµατος που τους 
διαπερνάει, µπορούµε να µεταβάλλουµε την ένταση του µαγνητικού πεδίου τους (δηλαδή την εστιακή 
τους απόσταση) και εποµένως να εστιάσουµε τη δέσµη των ηλεκτρονίων πάνω στο παρασκεύασµα. 
 
Οι κύριες ρυθµίσεις σε ένα ΗΜ∆ επιτυγχάνονται µε: 

1. τον συγκεντρωτή φακό (condenser lens), εστίαση της δέσµης στο παρασκεύασµα. 
2. τον αντικειµενικό φακό  (objective lens), εστίαση της εικόνας στην οθόνη. 
3. ενδιάµεσος ή και φακός προβολής (intermediate, projector lens) για τη ρύθµιση της µεγέθυνσης. 
 
Η εικόνα σχηµατίζεται πάνω σε µια οθόνη επικαλυµµένη µε φωσφορίζουσα ουσία η οποία 

διεγείρεται από τα ηλεκτρόνια που πέφτουν επάνω της, αφού αυτά διαπεράσουν το παρασκεύασµα.  Τα 
σηµεία του παρασκευάσµατος που δεν είναι διαπερατά από τα ηλεκτρόνια, µας δίνουν σκοτεινές περιοχές 
(ηλεκτρονιόφιλες, ηλεκτρονιακά πυκνές, electron dense) ενώ αντίθετα τα διαπερατά σηµεία 



(ηλεκτρονιακά διαφανή, electron lucent) µας δίνουν φωτεινές περιοχές.  Αυτή η διαφοροποίηση 
επιτυγχάνεται µε την εκλεκτική «χρώση» του παρασκευάσµατος.  
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Εικόνα 1.  Σχηµατική παράσταση ενός ηλεκτρονικού µικροσκοπίου διέλευσης. 

  
 
 Φυσικά αυτές τις εικόνες εκτός του ότι µπορούµε να τις παρατηρήσουµε απ' ευθείας στην οθόνη 
του µικροσκοπίου, µπορούµε και να τις απεικονίσουµε µε τις ειδικές φωτογραφικές µηχανές που είναι 
πάντα ενσωµατωµένες στα µικροσκόπια.  Τα πιο σύγχρονα µικροσκόπια διαθέτουν ενσωµατωµένη 
ψηφιακή κάµερα και µικροϋπολογιστή και έτσι µπορεί να γίνει απ’εθείας ψηφιοποίηση και αποθήκευση 
της εικόνας.   

Επειδή τα ηλεκτρόνια δε µπορούν να ταξιδέψουν στον αέρα, το όλο σύστηµα, πηγή ηλεκτρονίων, 
φακοί, παρασκεύασµα, οθόνη και σύστηµα φωτογράφησης πρέπει να βρίσκονται σε υψηλό κενό της 
τάξης των 10-4 Torr τουλάχιστο.   

Ο τρόπος που λειτουργεί το ηλεκτρονικό µικροσκόπιο, µας θέτει πολλούς περιορισµούς ως προς τη 
φύση των δειγµάτων που µπορούµε να παρατηρήσουµε.  Έτσι ένα δείγµα για να είναι δυνατό να 
παρατηρηθεί µε το κλασσικό ΗΜ∆ και µε τις κλασσικές µεθόδους θα πρέπει να έχει τις παρακάτω 
ιδιότητες: 

α. να αντέχει σε υψηλό κενό, 
β. να είναι σταθερό στο βοµβαρδισµό ηλεκτρονίων, 
γ. να είναι αρκετά λεπτό για να µπορούν να το διαπερνούν τα ηλεκτρόνια, και 
δ. να επιτρέπει τη διαφορική σκέδαση των ηλεκτρονίων. 

 
 Αυτές οι ιδιότητες που πρέπει να έχει ένα παρασκεύασµα, µας περιορίζουν στο να µπορούµε να 
εξετάσουµε µόνο µονιµοποιηµένα δείγµατα (νεκρά), αφυδατωµένα, κοµµένα σε πολύ λεπτές τοµές 
(πάχος 50-100  nm) και «χρωµατισµένα» µε «χρωστικές» που περιέχουν βαριά µέταλλα, όπως για 
παράδειγµα είναι ο µόλυβδος και το ουράνιο.   

 Κλασσικές τεχνικές προετοιµασίας προετοιµασία βιολογικών δειγµάτων για παρατήρηση στο ΗΜ∆. 
      Ένα βιολογικό δείγµα για να αποκτήσει τις πιο πάνω ιδιότητες θα πρέπει να υποβληθεί στην πιο κάτω 
διαδικασία: 
α.  Μονιµοποίηση (στερέωση, καθήλωση, προσήλωση, fixation).  Έχει ως σκοπό την ακινητοποίηση 
(νέκρωση) όλων των διαδικασιών του κυττάρου και µπορεί να επιτευχθεί µε χηµικούς και φυσικούς 
τρόπους.  Οι χηµικοί τρόποι, που είναι και οι πιο συνηθισµένοι) περιλαµβάνουν επεξεργασία του 
δείγµατος µε ουσίες όπως οι αλδεΰδες (φορµαλδεΰδη HCHO, παραφορµαλδεΰδη, γλουταρική αλδεΰδη 
CHOCH2CΗ2CH2CHO και µίγµατά τους) ή άλλες ουσίες όπως η ακρολεΐνη CH2CH2CHΟ, το τετροξείδιο 
του οσµίου OsO4, το υπερµαγγανικό κάλιο KMnO4, κ.ά. διαλυµένα σε κατάλληλα ρυθµιστικά διαλύµατα 
(φωσφορικά, κακοδυλικό νάτριο, veronal acetate, PIPES κλπ.) των οποίων η συγκέντρωση και το pH 
πρέπει να είναι ρυθµισµένα µε µεγάλη ακρίβεια.  Οι φυσικοί τρόποι µονιµοποίησης χρησιµοποιούν 
γρήγορη ψύξη του δείγµατος, συνήθως µε υγρό Ν2  ή Freon σε θερµοκρασία υγρού Ν2.  Αυτές οι µέθοδοι 



είναι ιδιαίτερα χρήσιµες σε περιπτώσεις όπου χρειάζεται να διατηρηθεί η δραστικότητα ουσιών όπως τα 
νουκλεϊνικά οξέα (DNA, RNA) ή οι πρωτεΐνες (ένζυµα).   
β. Αφυδάτωση.  Σ' αυτό το στάδιο γίνεται αντικατάσταση του νερού του µονιµοποιηµένου δείγµατος µε 
αιθυλική αλκοόλη ή ακετόνη και στη συνεχεία µε τον ενδιάµεσο διαλύτη 1,2-εποξυπροπάνιο 
(προπυλενοξείδιο) που είναι διαλύτης των εποξικών ρητινών που χρησιµοποιούνται στο επόµενο στάδιο. 
γ. Εµπότιση - έγκλειση.  Για να µπορέσει να κοπεί ένα βιολογικό παρασκεύασµα σε λεπτές τοµές θα 
πρέπει το µέσο αφυδάτωσης ν' αντικατασταθεί µε το µέσο έγκλεισης που πριν πολυµεριστεί είναι υγρό 
και στερεοποιείται µε πολυµερισµό όταν εκτεθεί σε υψηλή θερµοκρασία (περίπου 700C) ή υπεριώδη 
ακτινοβολία.  Τα µέσα έγκλεισης είναι συνήθως εποξικές ή άλλες ρητίνες µε διάφορα εµπορικά ονόµατα 
όπως Araldite, Spurr, LR-White κ.ά.  
δ. Τµήση τοµών Τα δείγµατα κατόπιν κόβονται σε πολύ λεπτές τοµές, πάχους 50-100 nm, µε τον 
υπερµικροτόµο, και τοποθετούνται πάνω σε ειδικά πλέγµατα Εικόνα 2, (grids, αντίστοιχα µε τις 
αντικειµενοφόρους πλάκες) που τοποθετούνται στο ΗΜ∆.  
ε. Χρώση.  Συνήθως τα βιολογικά δείγµατα είναι τελείως διαπερατά από τα ηλεκτρόνια γιατί τα στοιχεία 
από τα οποία αποτελούνται (συνήθως C, H, O και N) είναι πολύ ελαφριά για να σκεδάσουν τα 
επιταχυνµένα ηλεκτρόνια και να δώσουν την απαιτούµενη αντίθεση (contrast).  Για  το λόγο αυτό 
χρειάζεται να τα «χρωµατίσουµε» µε χηµικές ουσίες που δεσµεύονται εκλεκτικά από τα διάφορα 
συστατικά του κυττάρου, µε αποτέλεσµα τη διαφορική σκέδαση των ηλεκτρονίων και το σχηµατισµό της 
εικόνας.  Οι πιο συνηθισµένες χρωστικές για τη χρώση τοµών είναι το οξικό ουρανύλιο, ο κιτρικός 
µόλυβδος και το υπερµαγγανικό κάλιο. 

 
Εικόνα 2.  Πλέγµα (grid) ηλεκτρονικού µικροσκοπίου τα οποία έχουν διάµετρο 3mm και είναι συνήθως 
κατασκευασµένα από χαλκό, νικέλιο, χρυσό ή άνθρακα. 

Αρνητική χρώση  (Negative staining). 
 Ορισµένες κατηγορίες κυττάρων, µικροοργανισµών ή µεγαλοµορίων των οποίων δε µας 
ενδιαφέρει άµεσα η εσωτερική τους δοµή (βακτήρια, ιοί, πρωτεϊνικά µόρια, νουκλεϊκά οξέα κλπ.) 
µπορούν να παρατηρηθούν µε το ΗΜ∆  µε αρνητική χρώση.  Με αυτή τη µέθοδο συνήθως το 
παρασκεύασµα δε χρειάζεται να µονιµοποιηθεί, παρά µόνο να τοποθετηθεί και απλωθεί  πάνω στα 
πλέγµατα (grids) που είναι καλυµµένα µε µια πολύ λεπτή  µεµβράνη, από πλαστικό ή άνθρακα.   Στη 
συνέχεια γίνεται η χρώση µε ένα διάλυµα που περιέχει ένα βαρύ µέταλλο, όπως για παράδειγµα το 
φωσφοβολφραµικό οξύ (PTA), το µολυβδαινικό αµµώνιο, το οξικό ουρανύλιο, η βολφραµική 
µεθυλαµίνη, το µυρµηκικό ουρανύλιο ή συνδυασµούς τους.  Η µέθοδος αυτή είναι πολύ απλή και 
γρήγορη και ιδιαίτερα χρήσιµη στη διάγνωση ιώσεων φυτών και ζώων.  Η µέθοδος αυτή µπορεί να 
χρησιµοποιηθεί σε συνδυασµό και µε άλλες ιστοχηµικές ή ανοσοβιολογικές µεθόδους. 

Ηλεκτρονικό Μικροσκόπιο Σάρωσης (ΗΜΣ, Scanning Electron Microscope, SEM). 
 Το ΗΜΣ παράγει καλά εστιασµένες τρισδιάστατες εικόνες µε µεγάλη λεπτοµέρεια.  Ένα 
σύγχρονο ΗΜΣ έχει διακριτική ικανότητα που φτάνει τα 3 nm. Το ΗΜΣ χρησιµοποιεί, όπως και το 
ΗΜ∆, µια δέσµη ηλεκτρονίων που εδώ όµως αντί να διαπερνούν το παρασκεύασµα, σαρώνουν την 
επιφάνειά του (όπως σαρώνουν τα µάτια µας τη σελίδα ενός βιβλίου όταν διαβάζουµε) µε πολύ µεγάλη 
ταχύτητα.  Η δέσµη των ηλεκτρονίων παράγεται και εδώ από ένα νήµα, και ένα σύστηµα ανόδου 
καθόδου όπου εφαρµόζεται υψηλή τάση, συνήθως της τάξης των 15-40 kV, για την επιτάχυνση των 
ηλεκτρονίων  Η δέσµη των ηλεκτρονίων αφού εστιαστεί από  σύστηµα  συγκεντρωτών  φακών 
βοµβαρδίζει το παρασκεύασµα µε αποτέλεσµα κάποια από τα ηλεκτρόνια να το διαπερνούν, κάποια να 
σκεδάζονται ή να άγονται ενώ συγχρόνως να προκαλείται η παραγωγή δευτερογενών ηλεκτρονίων, 
ακτινών Χ και ηλεκτρονίων Auger, όπως δείχνει η Εικόνα 4.  Τα δευτερογενή ηλεκτρόνια, που 
προέρχονται από την επιφάνεια του παρασκευάσµατος έχουν µικρή σχετικά  ενέργεια που σχετίζεται µε 
τη τοπογραφία του.  Αυτά τα δευτερογενή ηλεκτρόνια συλλέγονται και στέλνονται σαν ένα ηλεκτρονικό 
σήµα µέσω ενός ενισχυτή εικόνας σ’ ένα καθοδικό σωλήνα (CRT) όπου γίνεται και η παρατήρηση ή και 
η φωτογράφηση του δείγµατος.  Τα υπόλοιπα ηλεκτρόνια ή ακτινοβολίες που παράγονται µπορούν να 
µας δώσουν άλλες πληροφορίες σχετικές µε την υφή και σύσταση του παρασκευάσµατος. 
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Εικόνα 3.  Σχηµατική παράσταση των διαφόρων τµηµάτων ενός ηλεκτρονικού µικροσκοπίου σάρωσης 
(ΗΜΣ). 

  
 

Εικόνα 4. Οι διάφοροι τρόποι αλληλοεπίδρασης παρασκευάσµατος και δέσµης επιταχυνµένων ηλεκτρονίων, 
όπως συµβαίνει και στο ΗΜΣ. 

 Προετοιµασία παρασκευασµάτων για το ΗΜΣ. 
 Ένα παρασκεύασµα για να παρατηρηθεί µε το κλασσικό ΗΜΣ θα πρέπει να έχει ορισµένες 
ιδιότητες που είναι:  

α. να αντέχει στο υψηλό κενό,  
β. να αντέχει στο βοµβαρδισµό ηλεκτρονίων,  και 
γ. να είναι αγώγιµο.   

 
 Έχοντας αυτές τις ιδιότητες υπ' όψη µπορούµε να κρίνουµε τι επεξεργασία χρειάζεται κάποιο 
παρασκεύασµα ανάλογα µε την υφή του.  Πιο κάτω αναφέρονται µερικά χαρακτηριστικά παραδείγµατα 
µεθόδων προετοιµασίας παρασκευασµάτων.  
1. Μέταλλα:  δεν απαιτείται καµιά απολύτως προετοιµασία, µπορούν να παρατηρηθούν απ' ευθείας αφού 
πρώτα επικολληθούν στις ειδικές βάσεις (stubs) µε ειδική αγώγιµη κόλλα όπως είναι ο κολλοειδής 
άργυρος (silver dug) ή ο κολλοειδής άνθρακας. 
2. Ορυκτά: επικόλληση σε stubs και επικάλυψη µε λεπτό στρώµα µετάλλου (χρυσού), που συνήθως 
γίνεται µε εκκένωση αίγλης σε ατµόσφαιρα αργού, για να γίνουν αγώγιµα. 
3. Βιολογικά παρασκευάσµατα ξερά, π.χ. γυρεόκοκκοι, φυτικά σπέρµατα, ξύλο, δόντια κλπ.  
ακολουθείται η ίδια προετοιµασία όπως και για τα ορυκτά.   
4. Βιολογικά παρασκευάσµατα νωπά. Ο κλασσικός τρόπος προετοιµασίας περιλαµβάνει χηµική 
µονιµοποίηση, συνήθως µε γλουταρική αλδεΰδη και καµιά φορά και µε OsO4, σε ευαίσθητα 
παρασκευάσµατα, ακολουθεί αφυδάτωση µε αλκοόλη ή ακετόνη, ξήρανση σε συσκευή κρίσιµου σηµείου 



(critical point dryer) και στη συνέχεια όπως και στο (2). Καλύτερη µονιµοποίηση επιτυγχάνεται µε τη 
φυσική µονιµοποίηση, όπου το παρασκεύασµα παγώνεται πολύ γρήγορα και παρατηρείται παγωµένο.  Η 
φυσική µονιµοποίηση (κρυοτεχνική) απαιτεί ειδικές για τη διατήρηση του παρασκευάσµατος σε χαµηλή 
θερµοκρασία κατά τη διάρκεια της παρατήρησης.  Λόγω του πολύ γρήγορου παγώµατος τα 
παρασκευάσµατα υφίστανται τις λιγότερες δυνατές τεχνητές αλλοιώσεις (artefacts).   
 Με τη µέθοδο της φυσικής µονιµοποίησης, µπορεί να γίνει παρατήρηση σχεδόν οποιουδήποτε 
παρασκευάσµατος όπως είναι  διάφορα τρόφιµα, γαλακτώµατα, σε υγρή η στερεή κατάσταση. 
 

Β.  Πρακτικό µέρος. 
Θα γίνει επίδειξη των Ηλεκτρονικών Μικροσκοπίων ∆ιέλευσης και Σάρωσης καθώς επίσης και 
επίδειξη των µεθόδων προετοιµασίας παρασκευασµάτων, από µέλη του Εργαστηρίου,  
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