


SPECIÁLNÍ ZDRAVOTNICKÁ TECHNIKA
Elektronová mikroskopie
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Historie
• Vývoj a technologický pokrok dosažený od dob konstrukce prvních mikroskopů dokumentuje

3 MV transmisní elektronový mikroskop, který představuje nejvýkonnější nástroj pro pohled
do mikrosvěta, který zatím člověk vytvořil

• Tyto mikroskopy byly postaveny dva, jeden v Japonsku a jeden ve USA na konci osmdesátých
let minulého století a díky jim lidé poprvé spatřili atom

• První komerčně vyráběný trasmisní elektronový mikroskop firmou Siemens a Halske od roku
1939
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3MV elektronový mikroskop postavený v Osace

12/12/21 Speciální zdravotnická technika 3



Nadpis
• Kromě už zmíněných firem se výrobou a vývojem elektronových mikroskopů v současnosti

zabývají firmy JEOL, LEO, Hitachi a Zeiss a o jejích nejnovějších produktech se lze dozvědět z
internetových stránek
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Proč elektrony I.
• Elektron je nositelem záporného náboje a má nepatrnou hmotnost ve srovnání například s protony

či neutrony. Záporný náboj umožňuje urychlovat elektron elektrickým napětím U, přičemž získá
kinetickou energii podle vztahu:

• m - hmotnost elektronu (9,109x10-31kg)

• e-náboj elektronu (1,602x10-19 C)

• U - urychlovací napětí (V)

• v - rychlost elektronu

12/12/21 Speciální zdravotnická technika 5

2

2
1 mveU ⋅=



Proč elektrony II. 
• Z výše uvedeného vztahu dostaneme po několika dosazeních a úpravách vztah:

• 𝜆𝜆 - vlnová délka

• h - Planckova konstanta (6,626x10-34 Js)

• Z tohoto vztahu vyplývá, že vlnová délka urychleného elektronu je nepřímo závislá na použitém
urychlovacím napětí.
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Transmisní elektronový mikroskop (TEM)
• TEM je možné popsat jako složité technické zařízení, které umožňuje pozorování preparátů

do tloušťky 100 nm při vysokém zvětšení a s velkou rozlišovací schopností.

• Vzhledem k příbuznosti paprskových diagramů lze jej považovat za analogii světelného
mikroskopu v procházejícím světle.
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Transmisní elektronový mikroskop (TEM)
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TEM
• TEM je obdobou světelného mikroskopu.

• Světelný zdroj optického mikroskopu je zde nahrazen zdrojem elektronů (elektronovým dělem),
skleněné čočky jsou nahrazeny čočkami elektromagnetickými a místo okuláru je zde fluorescenční
stínítko.

• Celá dráha elektronů od elektronového děla až po stínítko musí být ve vakuu.

• Vakuum je zde nutné hned z několika důvodů.

• Prvním z nich je, že ve vzduchu by elektron byl absorbován.

• Druhým, neméně důležitým důvodem, jsou molekuly obsažené ve vzduchu. Ty by způsobily
kontaminaci tubusu a vzorku.
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TEM 
• Výsledný obraz je pak pozorován přes okno v projekční komoře (na fluorescenčním stínítku).

• Dalším důležitým rozdílem mezi světelným a elektronovým mikroskopem je, že
elektromagnetické čočky jsou oproti skleněným nastavitelné (změnou proudu,
procházejícího cívkou, lze měnit ohniskovou vzdálenost čočky)
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Základní konstrukce TEM
• Transmisní elektronový mikroskop se skládá ze čtyř hlavních částí:

• tubusu s elektronovou optikou,

• vakuového systému,

• nezbytné elektroniky (napájení čoček pro zaostřování a

• vychylování elektronového paprsku a zdroj vysokého napětí pro zdroj elektronů)

• softwaru.
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Konstrukce TEM
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Elektromagnetické čočky
• Jsou tvořeny prstenci z velmi čistého železa, které jsou zasazené v cívkách napájených

stejnosměrným proudem.

• Elektromagnetické čočky pracují pouze ve vakuu (celý tubus musí být pod vakuem), slouží
pouze jako spojky a jsou lehce fokusovatelné.

• Jestliže cívkami prochází elektrický proud, vznikne mezi pólovými nástavci
elektromagnetické pole, které tvoří mezeru v magnetickém obvodu
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Elektromagnetické čočky
• Zvětšení čoček lze měnit změnou proudu, který cívkami teče.

• To je základní rozdíl mezi magnetickými a skleněnými čočkami.

• Jinak se chovají stejně a mají stejné druhy optických vad:

• Sférickou (kulovou) vadu. Tato vada je velmi důležitá. Z velké části závisí na tvaru a zpracování čočky.
Projeví se tím, že zvětšení ve středu čočky je jiné než na okrajích.

• Chromatickou (barevnou) vadu. Zvětšení čoček je závislé na vlnové délce elektronů v paprsku. Tuto
vadu lze zmenšit co možná největší stabilizací urychlovacího napětí a použitím velmi tenkých
preparátů.

• Astigmatismus. Je vadou čoček, která se projevuje tím, že se kruh na preparátu zobrazí jako elipsa.
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Elektronové dělo
• Elektronové dělo se skládá z katody, tzv.Wehneltova válce a anody.

• Jako katoda se používá wolframové vlákno, které je přímo žhavené na teplotu 2800˚C.

• V posledních letech se staly oblíbenými dva jasnější zdroje elektronů, a to elektronová
tryska na bázi hexaboridu lanthanu (LaB6), která emituje 10x více elektronů než wolfram
zahřátý na stejnou teplotu, a tryska emitující elektrony vlivem elektrického pole (field
emission gun - FEG).

• V tomto případě jsou elektrony "vysávány" z velmi ostrého hrotu silným elektrickým polem.
S FEG se tak dá docílit až tisícinásobné elektronové hustoty.
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Elektronové dělo
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Elektronové dělo
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Elektronové dělo
• V praxi od elektronového zdroje vyžadujeme, aby poskytoval koherentní svazek elektronů,

což znamená, že by elektrony měly vycházet z bodového zdroje, měly by mít stejnou energii
a dokonce by se měla jejich průvodní vlna nacházet ve stejné fázi.

• Trysku tvoří katoda emitující elektrony a anoda s kruhovým otvorem ve svém středu, která
je přitahuje a dává jim dostatečné zrychlení na průlet tubusem mikroskopu.

• Vlákno katody je vystředěno do otvoru tzv. Wehneltova válce, který má záporné předpětí a
díky jehož působení se okolo emitujícího hrotu katody vytvoří mrak elektronů.
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Elektronové dělo
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Zobrazovací soustava
• Tuto část TEM tvoří držák preparátu, objektiv, mezičočky, projektivy a pozorovací stínítko .

• Do držáku se vkládají síťky, na kterých jsou umístěny vlastní preparáty.

• Díky držáku, který zapadá do goniometrického stolku, je možné s preparátem velmi jemně
posouvat ve všech směrech pomocí mikrometrických šroubů.
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Zobrazovací soustavy
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TEM - objektiv
• Objektiv je nejvýkonnější čočkou mikroskopu a často bývá označován za srdce celého

elektron-optického systému. Je schopen největšího zvětšení a má také nejkratší ohniskovou
vzdálenost.

• Obraz vyprodukovaný objektivovou čočkou se dále zvětšuje na požadovanou velikost
pomocí projektivů a intermediálních čoček.

• Abychom mohli vidět elektrony, které prošly preparátem a zobrazovacím systémem, je třeba
převést informace, které nesou, do oblasti viditelného světla. K tomuto účelu se na dno
tubusu umísťuje stínítko.
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Stínítko
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Pružný (elastický rozptyl)
• Když urychlený elektron prolétá elektronovým oblakem atomu preparátu, je vychýlen pod

úhlem, který je tím větší, čím blíže míjí elektron jádro a čím větší je náboj jádra (obr.12).

• Dokonce tento úhel může dosáhnout až 180° a elektron může být zpětně odražen. Při těchto
dějích se předpokládá, že se energie primárních, elasticky rozptýlených elektronů nemění.

• Jejich počet elektronů závisí na součinu hustoty a tloušťky preparátu v místě průchodu.
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Pružný (elastický rozptyl)
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Kontrast obrazu 
• Část elektronů rozptýlených s dostatečně velkým úhlem je zachycena objektivovou clonou a

tím vyřazena z tvorby obrazu na stínítku.

• V důsledku toho se mění intenzita elektronového svazku a vzniká kontrast obrazu.
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Nepružný rozptyl
• Vedou k němu srážky primárních elektronů s elektrony na orbitách atomů preparátu.

• Protože se jedná o srážku dvou částic o stejné hmotnosti, mohou při ní urychlené primární
elektrony utrpět relativně velkou ztrátu energie, ale nedojde k jejich odchýlení z původní
dráhy.

• Projdou do zobrazovacího systému mikroskopu, a protože změna energie a rychlosti přispěje
ke změně jejich vlnové délky, mají vliv na ostrost obrazu tím, že zhoršují chromatickou vadu
objektivu.

• Jejich nepříznivý vliv roste s tloušťkou preparátu a s klesajícím urychlovacím napětím.
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Pozorování a záznam obrazu
• Praktickým výstupem z transmisního elektronového mikroskopu je trvalý záznam

pozorovaného obrazu.

• V současnosti se obraz zaznamenává buď na speciální fotografický materiál nebo v digitální
podobě pomocí CCD kamer.

• Jako detektor elektronů, který zaznamená množství primárních elektronů a jejich energii v
závislosti na místě dopadu nám slouží slow scan CCD kamera, která se dnes již stala
standardním vybavením moderních transmisních elektronových mikroskopů.
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Příprava preparátů pro TEM chemickou cestou
• Vzorky pro transmisní elektronovou mikroskopii nesmí obsahovat vodu.

• Tloušťka preparátu nesmí překročit 100 nm.

• Silnějšími preparáty elektrony neprojdou a pokud ano, je obraz zatížený značnou
chromatickou vadou a nelze jej zaostřit.

• Obecně existují dvě cesty, jak připravit vzorky pro TEM:

• Přímá metoda
• Nepřímá metoda
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Příprava preparátů pro TEM chemickou cestou
• Přímá metoda, kdy do mikroskopu vkládáme celý studovaný objekt zbavený vody. Jedná se

buď o rozměrově nepatrné objekty (suspenze virů, bakterií nebo izolovaných buněčných
organel), které můžeme v mikroskopu pozorovat celé, nebo z větších vzorků je třeba
připravit řezy tloušťky cca do 100 nm, aby jimi mohly projít urychlené primární elektrony.

• Metoda nepřímá, kdy v mikroskopu pozorujeme repliku studovaného objektu, ne samotný
objekt.
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Příprava ultratenkých řezů
• Preparáty pro TEM by měly mít optimálně tloušťku 60 - 70 nm. Obecně platí, že čím tenčí

jsou ultratenké řezy, tím lepší je rozlišení struktur v obraze, ale slabší kontrast.

Jsou čtyři výchozí podmínky, ovlivňující celou přípravu ultratenkých řezů:

• kvalitně zpolymerovaný bloček s preparátem

• dobrý nůž

• ultramikrotom, tedy přístroj pro přípravu ultratenkých řezů

• síťka pro manipulaci s ultratenkými řezy
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Úprava bločku
• Před vlastním krájením je třeba si připravit řeznou plochu, aby měla vhodný tvar a velikost a

také odstranit přebytky pryskyřice.

• Čelo bločku by mělo mít tvar pravidelného lichoběžníku, aby se při řezání skládaly řezy do
pásky, kterou je snadnější nabrat na síťku.

• Seřezávání může být prováděno ručně pomocí žiletky nebo strojově pomocí trimovací
frézky.
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Seřezávání bločku
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Trimovací frézka firmy Leica
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Nože pro ultratenké krájení 
• Na krájení ultratenkých řezů se používají skleněné nebo diamantové nože
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Síťky
• Síťky slouží v transmisní elektronové mikroskopii k pohodlné manipulaci s ultratenkými řezy.

• Vyrábějí se z mědi, niklu, zlata a dalších materiálů elektrogalvanickým leptáním.

• Jejich průměr se v současnosti ustálil na 3 mm a v katalozích firem jich lze nalézt celou řadu
lišící se tvarem, velikostí a uspořádáním otvorů
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Různé typy elektronmikroskopických sítěk
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Příprava preparátů pro TEM fyzikálními metodami
Mrazící metody

• V současnosti zažívají obrovský rozvoj v biologické elektronové mikroskopii.

• Hlavním důvodem je skutečnost, že jsou schopny preparát zachovat co nejblíže nativnímu
stavu bez cizorodých přídavků a že se řada přístrojů stala komerčně dostupnými, které
spolehlivě a reprodukovatelně umožňují biologické objekty zmrazovat, krájet, sušit apod.
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Příprava preparátů pro TEM fyzikálními metodami
Mikrovlny

• Při přípravě biologických vzorků pro TEM a SEM se mikrovlnná trouba používá k urychlení a
zkvalitnění všech kroků přípravy.

• Obecně při ozáření připravovaného vzorku mikrovlnami dojde ke vzrůstu jeho teploty a ke
zlepšení penetrace roztoku, ve kterém je vzorek umístěn, do jeho vnitřku.
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Děkuji za pozornost

Doc. Ing. Martin Augustynek, Ph.D.

+420 597 325 852

martin.augustynek@vsb.cz
https://profily.vsb.cz/AUG011

www.bme.vsb.cz
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