
فصلنامه تخصصیدانش آزمایشگاهی ایران شبکه آزمایشگاهی فناوری نانو

بررسی انواع پوشش های رسانا به منظور 
تصویربرداری با میکروسکوپ

 الکترونی روبشی

 تعیین وزن مولکولی با دستگاه 
تفرق نور پویا

بررسي مواد در مقیاس نانو با استفاده 
از میکروسکوپ ظرفیتي روبشي

info@ijlk.ir
w w w. I J L K . i r

سال سوم    شماره  2  تابستان   1394  شماره پیاپی 10

روش های
 کروماتوگرافی
 برای تخلیص پروتئین ها

ایجاد بستر نوین خدمات آزمایشگاهی در قالب ارائه اعتبار به محققان و پژوهشگران

ارایه بیش از 260 هزار خدمت آزمایشگاهی طی گذشت کم تر از یک سال





§Æر�d م�ا·\

صاحب امتیاز: شبکه آزمایشگاهی فناوری نانو

سردبیر: رضا اسدی فرد

مدیرمسئول : مجتبی نسب

مدیریت اجرایی: شبکه آزمایشگاهی فناوری نانو

دبیر مقالات: داود قرایلو

همکاران این شماره: روزبه عباسی، فرانک پور نوربخش، 
محسن نمازی زادگان، فریبا علی، داود قرایلو، ساسان مرادده، 

 مریم خراشادي زاده، صدیقه صادق حسني، زهرا ثبات
 امير فتحي، مریم یوسفی، مهدی محمدی، محمود نادری
 سمانه غفرانی، مریم عليزاده ذوالبين، معصومه معدنی پور

طراحی و صفحه آرایی : سيمين رفيع پور لنگرودی

ویراستاران:  زینب زرینچه، صدیقه صادق حسني 

نشانی: تهران . صندوق پستی 14565-344

تلفن:  63103451 021

www.IJLK.ir :پایگاه اینترنتی

info@ijlk.ir :پست الکترونیکی

فصلنامه تخصصیدانش آزمایشگاهی ایران

شبکه آزمایشگاهی فناوری نانوشبکه آزمایشگاهی فناوری نانو

سال سوم  شماره  2 تابستان  1394 شماره پیاپی 10

رد
دا
تان

اس
/ار

/^y
ا

�c
Óا
/¬
»

4

2

7

تعیین وزن مولکولی با دستگاه
 تفرق نور پویا     

بررسي مواد
 در مقیاس نانو با استفاده از 

میکروسکوپ ظرفیتي روبشي
10

روش های کروماتوگرافی برای
 تخلیص پروتئین ها

  )قسمت دوم(
18

بررسی انواع پوشش های رسانا به منظور 
تصویربرداری با میکروسکوپ الکترونی 

روبشی
25

 6

اندازه گیری ضخامت پوشش با روش 
میکروسکوپ الکترونی روبشی

ارائه اعتبار به محققان  ایجاد بستر نوین خدمات آزمایشگاهی در قالب 
و پژوهشگران

ارایه بیش از 260 هزار خدمت آزمایشگاهی طی گذشت کم تر از یک سال 
از شکل گیری شبکه آزمایشگاهی فناوری های راهبردی
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آزمایشگاهی  فناوری های  شبکه  مدیر  اسدی فرد  رضا  دکتر 
به  آزمایشگاهی  خدمات  ارائه  جدید  بستر  ایجاد  از  راهبردی، 
خبر  اعتبار  اعطای  قالب  در  پژوهشگران  و  محققين  نخبگان، 
از  راهبردی  فناوری های  آزمایشگاهی  »شبکه  گفت:  و  داد 
و  محققين  برای  اعتبار  تعریف  ضمن  زیرساخت،  این  طریق 
کد  ارائه  با  بتوانند  افراد  تا  کرده  فراهم  زمينه ای  پژوهشگران، 
آزمایشگاهی  شبکه  عضو  آزمایشگاه های  از  هریک  به  خود  ملی 
به  آزمایشگاهی  تسهيلات  و  خدمات  از  راهبردی،  فناوری های 

شوند.« بهره مند  اعتبارشان  ميزان 
اسـدی  فـرد بـا بيـان این کـه یکـی از اهـداف معاونـت علمـی 
و فنـاوری از ایجـاد شـبکه آزمایشـگاهی فناوری هـای راهبـردی، 
و  آسـان تر  بهره منـدی  بـرای  مناسـب  زیرسـاختی  فراهم سـازی 
کيفی تـر متقاضيـان خدمات آزمایشـگاهی بوده اسـت، افـزود: »در 
حـال حاضر زیرسـاختی نوین در شـبکه آزمایشـگاهی فناوری های 
راهبـردی ایجـاد شـده کـه یـک محقـق، پژوهشـگر یـا صنعتگـر، 
می توانـد از اعتبـاری کـه در شـبکه آزمایشـگاهی بـرای وی تعریف 

می شـود، بـا ارائـه کارت ملـی خـود،  بهره منـد شـود.«
وی ادامه داد: »با بهره گيری از چنين زیرساختی، محققين و 
پژوهشگران که چنين اعتباری به آن ها اختصاص داده می شود، 
عضو  آزمایشگاه   200 حدود  از  هریک  به  مراجعه  با  می توانند 
ملی،  کارت  ارائه  با  استان کشور،   20 از  بيش  در  مستقر  شبکه 
از اعتبار تعریف شده برای دریافت خدمات آزمایشگاهی بيش از 

شوند.« بهره مند  دستگاه   2000
معاونت  راهبردی  فناوری های  آزمایشگاهی  شبکه  مدیر 
خود  اعتبار  مانده  باقی  می توانند  افراد  این که  بيان  با  علمی، 

کرد:  عنوان  کنند،  استفاده  شبکه  آزمایشگاه های  دیگر  در  را 
»آزمایشگاه  ها، گزارش خدماتی را که از این طریق به مشتریان 
ارائه داده اند، به شبکه آزمایشگاهی ارسال کرده و معادل نقدی 

آن را دریافت می کنند.« 
اسدی فرد، با اشاره به این که در بيش تر موارد،  بخش عمده 
طرح  یک  برای  شده  پيش بينی  مالی  منابع  از  عظيمی  حجم  و 
اظهار  است،  آزمایشگاهی  خدمات  نوع  از  پژوهشی،  پروژه  یا 
اعتبار خدمات آزمایشگاهی،  این تسهيلات در قالب  کرد: »ارائه 
می تواند ضمن کمک به بهره مندی از خدمات بهتر و با کيفيت تر 
به مدیریت هزینه ها کمک کرده و از طرفی، از پرداخت مستقيم 

کند.« جلوگيری  نقد  وجه 
کد  با  آزمایشگاهی  تسهيلات  ارائه  »زیرساخت  افزود:  وی 
نوعی  به  که  نهادهایی  تا همه  فراهم می کند  امکان خوبی  ملی، 
ارائه می دهند،  و گرنت  پژوهشگر، تسهيلات  و  فعالان محقق  به 
فعاليت های  انجام  برای  نقد  وجه  مستقيم  پرداخت  جای  به 
اعتبار  شکل  به  را  آن  از  بخشی  یا  تسهيلات  این  پژوهشی، 

کنند.« ارائه  آزمایشگاهی  خدمات 
فناوری های  آزمایشگاهی  شبکه  آمادگی  به  اسدی فرد 
با ستادهای  و همکاری سازنده  تفاهم نامه  انعقاد  برای  راهبردی 
دهنده  ارائه   نهادهای  همه  و  راهبردی  فناوری های  توسعه 
افزود:  و  کرد  اشاره  پژوهشگران  و  محققان  به  تسهيلات 
ریاست  فناوری  و  علمی  معاونت  فناوری  توسعه  »ستادهای 
نخبگان،  ملی  بنياد  پژوهشگران،  از  حمایت  صندوق  جمهوری، 
از  حمایت  که  نهادهایی  تمامی  و  کشور  سراسر  دانشگاه های 
انعقاد  با  می توانند  دارند،  خود  کار  دستور  را  پژوهش  و  تحقيق 

ایجاد بستر نوین خدمات آزمایشگاهی 
در قالب ارائه اعتبار به محققان و پژوهشگران

مدیر شبکه آزمایشگاهی فناوری های راهبردی، 
از فراهم شدن امکان ارایه خدمات آزمایشگاهی از 
همه آزمایشگاه های عضو شبکه در سراسر کشور به 
پژوهشگران و نخبگان و در قالب تعریف اعتبار و از 

طریق کد ملی خبر داد.
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راهبردی، فهرستی  فناوری های  آزمایشگاهی  با شبکه  تفاهم نامه 
از افراد منتخب مشمول این تسهيلات شامل نخبگان، محققين، 
ارائه  کنند  آزمایشگاهی  به شبکه  را  یا صنعتگران  پژوهشگران و 
خود  ملی  کد  طریق  از  افراد  این  اعتبار،  تخصيص  از  پس  تا 
فناوری های  آزمایشگاهی  شبکه  عضو  آزمایشگاه های  خدمات  از 

شوند.« بهره مند  راهبردی 
راهبردی،   فناوری های  آزمایشگاهی  »شبکه  داد:  ادامه  وی 
سوی  از  شده  معرفی  متقاضيان  به  شده  ارائه  خدمات  مجموعه 
آنان  به  زمانی معين،  را، در دوره های  توافق نامه  دارای  نهاد  هر 
مالی گزارش شده،  از دریافت منابع  گزارش خواهد کرد و پس 
توزیع  خدمت  دهنده  ارائه  آزمایشگاه های  ميان  را  منابع  این 

می کند.«
معاونت  راهبردی  فناوری های  آزمایشگاهی  شبکه  مدیر 
در  یادشده  بندهای  و  مقررات  رعایت  الزام  به  اشاره  با  علمی، 
راهبردی  فناوری های  آزمایشگاهی  شبکه  دستورالعمل های 
توسط آزمایشگاه های عضو، اضافه کرد: »فعال بودن دستگاه های 
 40 )حداقل  معين  ساعات  ميزان  به  خدمات  ارائه  آزمایشگاه، 
 8 روز  هر  و  هفته  در  روز   5 حداقل  معادل  هفته(  در  ساعت 
از  مهم تر  و  نمونه ها  امانت داری  و  حفظ  مشتری مداری،  ساعت، 
همه تعامل خوب با مشتریان و دیگر آزمایشگاه ها از عمده ترین 

الزامات عضویت آزمایشگاه ها در شبکه است.« این اصول و 
روند  آزمایشگاهی،  اعتبار خدمات  این که  بيان  با  اسدی فرد 
دریافت کنندگان  برای  چشمگيری  طور  به  را  خدمات  دریافت 
خود  ملی  کد  ارائه  با  صرفاً  افراد  و  کرد  خواهد  آسان  خدمات 
زیرساخت  »این  افزود:  کنند  استفاده  خود  اعتبار  از  می توانند 

برای آزمایشگاه های عضو شبکه نيز سودمند خواهد بود، چراکه 
آنان سرازیر خواهد  به سوی  پژوهشی  اعتبارهای  این طریق،  از 

یافت.« افزایش خواهد  آزمایشگاه  بهره وری  شد و 
وی افزود: »این تسهيلات یک سود چند جانبه را به همراه 
مثل  می کنند  انعقاد  تفاهم نامه  شبکه  با  که  نهادهایی  و  دارد 
پژوهشگران  از  حمایت  صندوق  و  فناوری  توسعه  ستادهای 
در  را  تسهيلات  نقد،  وجه  مستقيم  پرداخت  جای  به  کشور، 
اعتبار  این که  این طریق ضمن  از  که  اعطا می کنند  اعتبار  قالب 
به ميزان واقعی هزینه خواهد شد و حتی ممکن است بخشی از 
که  می شود  پرداخت  تأخير  با  اعتبار  این  هزینه  بماند،  باقی  آن 

نهادها خواهد بود.« به سود 
معاونت  راهبردی  فناوری های  آزمایشگاهی  شبکه  مدیر 
این  کامل  آمادگی  به  اشاره  ضمن  پایان  در  فناوری،  و  علمی 
به  تسهيلات  ارائه کننده  نهادهای  با  همکاری  برای  شبکه 
شبکه  تفاهم نامه  »نخستين  شد:  یادآور  پژوهشگران  و  محققان 
آزمایشگاهی در این طرح، به ارزش یک و نيم ميليارد تومان با 
برنامه »دستيابی به مرجعيت علمی« که از سوی معاونت علمی 
افراد  و  منعقد شده  می شود،  دنبال  ریاست جمهوری  فناوری  و 
برتر و عضو باشگاه مرجعيت علمی،  می توانند به ميزان اعتباری 
که شبکه آزمایشگاهی به آن ها اختصاص می دهد، با ارائه کارت 
آزمایشگاهی  خدمات  شبکه،  عضو  آزمایشگاه های  همه  از  ملی، 

کنند.« دریافت 
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معاونت  اطلاع رسانی  و  عمومی  روابط  مرکز  گزارش  به 
مدیر  اسدی فرد  رضا  دکتر  جمهوری،  ریاست  فناوری  و  علمی 
ارزیابی  به  اشاره  با  راهبردی،  فناوری های  آزمایشگاهی  شبکه 
فعاليت های  از  یکی  به عنوان  شبکه  این  عضو  آزمایشگاه های 
در  علمی  معاونت  راهبردی  فناوری های  آزمایشگاهی  شبکه 
به  کيفی تر  خدمات  ارائه  به  آزمایشگاه ها  ترغيب  راستای 
توانمندی های  و  خدمات  کيفيت  بهبود  پژوهشگران،  و  محققان 
آزمایشگاه ها از طریق کمک به عملکرد آزمایشگاه های فعال عضو 
نخستين  گذشته،  سال  این که  به  توجه  »با  کرد:  عنوان  شبکه، 
معاونت  راهبردی  فناوری های  آزمایشگاهی  شبکه  فعاليت  سال 
علمی بود،  نخستين دوره ارزیابی آزمایشگاه های عضو شبکه از 
برتر  آزمایشگاه    10 و  گرفت  تاکنون، صورت  فعاليت شبکه  آغاز 
شبکه  این  ارزیابی  شاخص های  و  معيارها  اساس  بر  شبکه،  این 

شدند.«  مشخص 

ارائه بیش از 260 هزار خدمت آزمایشگاهی
 

بيان  با  راهبردی،   فناوری های  آزمایشگاهی  شبکه  مدیر 
راهبردی  فناوری های  آزمایشگاهی  شبکه  عضو   54 صرفاً  این که 
که عضویت آن ها قطعی شده، مورد ارزیابی قرار گرفته اند افزود: 
در  مجموع  در  108 عضو شبکه،  ميان  از  قطعی  54 عضو  »این 
بيش  شده اند  موفق   93 سال  پایان  به  منتهی  ماه  هشت  طی 
  25000 از  بيش  به  آزمایشگاهی  گوناگون  خدمت  260هزار  از 
دانش بنيان،  شرکت های  از  گسترده ای  طيف  که  خود  مشتری 
را  و...  پژوهشگران  و  محققان  دانشگاهيان،  صنایع،  صاحبان 

ارائه کنند.« شامل می شود، 
این که شبکه آزمایشگاهی فناوری های  به  اشاره  با  اسدی فرد 

راهبردی، با ارزیابی آزمایشگاه های عضو، ضمن استخراج، پایش 
و بررسی وضعيت تک تک آزمایشگاه ها به یک رتبه بندی نهایی 
توجه  قابل  را  شده  ارائه  خدمات  و  مالی  تبادل  رقم  می رسد، 
دانست و افزود: »از مجموع بيش از 260هزار خدمت ارائه شده 
گردش  ریال  ميليارد   116 حدود  شبکه،  آزمایشگاه های  توسط 
شده  حاصل  آزمایشگاه ها  برای  درآمد  ميزان  همين  به  و  مالی 

است.« 

حضـور قابـل قبول بخـش خصوصـی در جمع 
برتر آزمایشـگاه های 

مدیر شبکه آزمایشگاهی فناوری های راهبردی، بر ضرورت حضور 
ارائه خدمات آزمایشگاهی تأیيد کرد و گفت:  بخش خصوصی در 
قطعی  اعضای  مجموع  از  درصد   10 فقط  »شرکت های خصوصی 
سهم  شده اند  موفق  خوشبختانه  اما  می شوند،  شامل  را  شبکه 
یک سوم از جمع آزمایشگاه های برتر و به تبع آن، عدد قابل توجهی 

از خدمات ارائه شده شبکه را به خودشان اختصاص دهند.«
به  توجه  با  را  آزمایشگاه های خصوصی  نقش آفرینی  اسدی فرد 
ميزان حضور این آزمایشگاه ها در شبکه درخور توجه دانست و گفت: 
»عليرغم این که 10 درصد از اعضای قطعی شبکه، آزمایشگاه های 
 10 ميان  در  آزمایشگاه خصوصی   3 اما حضور  هستند،  خصوصی 
ارائه  در  خصوصی  بخش  قبول  قابل  مشارکت  ارزیابی،  برتر  رتبه 

خدمات به مشتریان را به ميزان30 درصدی نشان می دهد.«
وی با اشاره به تنوع آزمایشگاه های دولتی و خصوصی حاضر در 
ميان 10 رتبه برتر ارزیابی گفت:  »بر اساس این ارزیابی در ميان 
10 رتبه برتر آزمایشگاه های عضو ارائه دهنده خدمات آزمایشگاهی، 
و  علوم  وزارت  به  وابسته  آزمایشگاه  سه  آزمایشگاه خصوصی،  سه 

ارایه بیش از 260 هزار خدمت آزمایشگاهی
طی گذشت کم تر از یک سال از شکل گیری شبکه 

آزمایشگاهی فناوری های راهبردی

        مدیر شبکه آزمایشگاهی فناوری های راهبردی، با اشاره به 
عضو  که  آزمایشگاهی  خدمات  ارائه کننده  برتر  آزمایشگاه   10 معرفی 
قطعی این شبکه هستند،  از ارائه بیش از 260هزار خدمت آمایشگاهی 
طی گذشت کم تر از یک سال از شکل گیری این شبکه آزمایشگاهی 

خبر داد.
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تجارت،  و  معدن  صنعت،  وزارت  نفت،  وزارت  از  آزمایشگاه هایی 
وزارت جهاد کشاورزی و جهاد دانشگاهی قرار دارند.« 

کارنامه  یک  ارزیابی،  و  رتبه بندی  بر  »علاوه  داد:  ادامه  وی 
عملکرد  بررسی  با  تا  شد،  خواهد  ارائه  آزمایشگاه ها  برای  عملکرد 
خود، به اصلاح نقاط ضعف و تقویت و بهبود عملکرد خود در آینده 

بپردازند.«

سازنده،  همکاری  و  عملکرد  مداری،  مشتری 
شاخص های رتبه بندی آزمایشگاه ها 

عملکرد  ارزیابی  برای  شبکه  اصلی  شاخصه های  به  اسدی فرد، 
براساس  که  آزمایشگاه  »کارکرد  گفت:  و  کرد  اشاره  آزمایشگاه ها 
گزارش های عملکرد ارائه شده توسط آزمایشگاه بررسی می شود و 
نشان می دهد این آزمایشگاه، تا چه ميزان از تجهيزات و ظرفيت های 
است. مشتری مداری  برده  بهره  ارائه خدمات  برای  انسانی خودش 
دومين شاخصه ارزیابی آزمایشگاه ها است، که با توجه به ارتباط و 
نظرسنجی از مشتریان آزمایشگاه ها، در قالب شش شاخص ارزیابی 
می شود و سومين معيار برای ارزیابی آزمایشگاه ها، ميزان همکاری 
و تعاملات شبکه ای است، بدین معنا که یک آزمایشگاه تا چه ميزان 
در همکاری با دیگر آزمایشگاه ها و مراکز پژوهشی برای پياده سازی 

سياست های شبکه آزمایشگاهی موفق بوده است.«

بهینه  استفاده  در  آزمایشگاهی  شبکه  نقش 
تجهیزات کشور و جلوگیری از خریدهای موازی 

اشاره  با  راهبردی،  فناوری های  آزمایشگاهی  شبکه  مدیر 
خدمات  کيفيت  بهبود  در  آزمایشگاهی  شبکه  اثرگذار  نقش  به 
ملی  ظرفيت های  شناسایی  طریق  از  مشتریان  به  آزمایشگاهی 
شاخص های  گرفتن  نظر  در  با  آزمایشگاهی،  شبکه  »این  گفت: 
و  تسهيلات  از  گوناگونی  طيف  آزمایشگاه ها،  ارزیابی  مختلف 
و  گرفته   نظر  در  برتر  و  فعال  آزمایشگاه های  برای  را  حمایت ها 
با لحاظ کردن این تسهيلات به آزمایشگاه ها، ضمن ترغيب آنان 
روی  به  آزمایشگاه ها  درب  بودن  باز  خدمات،  کيفيت  بهبود  به 
و  تجهيزات  خرید  هزینه   در  صرفه جویی  مشتریان،  و  مراجعين 
جلوگيری از ایجاد آزمایشگاه های موازی، زمينه ای مناسب برای 

ارائه خدمات گسترده و یکپارچه به کل کشور فراهم می کند.«
اسدی فرد با اشاره به این که شبکه آزمایشگاهی با نيازسنجی 
از  جلوگيری  به  منطقه ای  متقاضيان  نياز  اساس  بر  و  ملی 
خریدهای موازی و تهيه تجهيزات ضروری کمک می کند، گفت: 
تجهيزات  از  که  کاملی  داده  بانک  از  بهره گيری  با  شبکه  »این 
حمایت  دارد،  اختيار  در  کشور  آزمایشگاهی  توانمندی های  و 
سنجش  بر  علاوه  و  نمی کند  تأیيد  را  دستگاهی  هر  خرید  از 
آزمایشگاه   داشتن  قرار  آن ها  از  یکی  که  آزمایشگاه  شرایط 
تجهيزات  خرید  از  است،  شبکه   عضو  برتر  آزمایشگاه    20 جزو 

آزمایشگاهی ضروری کشور حمایت می کند.«
آن  از  که  می کند  بررسی  آزمایشگاهی  »شبکه  افزود:  وی 
ظرفيت  ميزان  چه  و  خير  یا  دارد  وجود  ملی  سطح  در  دستگاه 

بررسی  با  بعدی،   مرحله  در  و  دارد  وجود  صحيح  بهره برداری 
بر  و  دستگاه  آن  داشتن  اختيار  در  برای  آزمایشگاه  شایستگی 

اساس اولویت، حمایت خود را صورت می دهد.«

خصوصی  آزمایشگاه های  از  حمایت  زمینه  ایجاد 
دانش بنیان 

به  اشاره  با  راهبردي  فناوري هاي  آزمایشگاهی  شبکه  مدیر 
در  آزمایشگاهی  خدمات  ارائه کننده  خصوصی  شرکت های  حضور 
فهرست شرکت های دانش بنيان، گفت: »اخيراً با موافقت کارگروه 
معاونت  دانش بنيان  شرکت های  صلاحيت  تشخيص  و  ارزیابی 
علمی و فناوری،  آزمایشگاه های خصوصی نيز در جمع شرکت های 
دانش بنيان پذیرفته می شوند و می توانند از تسهيلات قانون حمایت 

از شرکت های دانش بنيان بهره مند شوند.« 
وی با اشاره به این که آزمایشگاه های عضو شبکه با پيوستن به 
بنيان، می توانند علاوه بر حمایت هایی  جمع آزمایشگاه های دانش 
که شبکه آزمایشگاهی به این آزمایشگاه ها ارائه می کند، از تسهيلات 
معافيت های  جمله  از  بنيان  دانش  شرکت های  از  حمایت  قانون 
نوآوری و شکوفایی   وام و حمایت های  صندوق  گمرکی، تسهيلات 
بهره مند شوند افزود: »علاوه بر این موارد، خود شبکه آزمایشگاهی 
خصوصی  شرکت های  برتر  رتبه های  برای  راهبردی،  فناوری های 
راستای  در  که  کرده  پيش بينی  خوبی  قرض الحسنه  تسهيلات 
این  دهند.  قرار  استفاده  مورد  خودشان  توانمندی های  افزایش 
در  بيش تر  سرمایه گذاری  برای  خصوصی  بخش  ترغيب  باعث  امر 

حوزه های مورد نياز کشور خواهد شد.«

تعامل بهتر آزمایشگاهیان در بستر شبکه اجتماعی 
کارشناسان و متخصصان 

شبکه  ایجاد  راهبردی،  فناوری های  آزمایشگاهی  شبکه  مدیر 
خدمات   از  یکی  را  آزمایشگاهی  متخصصان  و  کارشناسان  مجازی 
اثرگذار شبکه در راستای بهتر معرفی شدن ظرفيت ها و توانمندی های 
این که  بر  آزمایشگاهی و تخصصی کشور دانست و گفت: »علاوه 
به طيف  آزمایشگاهی  کامل شبکه  داده  پایگاه  از طریق  مشتریان 
گسترده ای از خدمات دسترسی دارند، اخيراً شبکه ای اجتماعی در 
فضای مجازی ایجاد شده تا کارشناسان و متخصصان آزمایشگاه های 
عضو شبکه، از این طریق بتوانند تجربيات و دستاوردهای خود را 
در حوزه آزمایشگاهی از طریق کارگروه های تخصصی ایجاد شده به 

هم منتقل کنند.«
وی در پایان به عضویت بيش از 300 نفر از فعالان آزمایشگاهی 
»هشت  گفت:  و  کرد  اشاره  مجازی  شبکه  این  از  آنان  استفاده  و 
تجهيزات،  نوع  مبنای  بر  مجازی  این شبکه  در  تخصصی  کارگروه 
متخصصين  و  کارشناسان  از  درصد   80 از  بيش  و  شده  ایجاد 
آزمایشگاهی در این شبکه مجازی حضور دارند که به مرور، بر تعداد 

اعضای این شبکه مجازی تخصصی افزوده خواهد شد.
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پراش پودری اشعه ایکس )XRPD( یک روش آزمون 
قدرتمند غير مخرب )NDT( برای تعيين محدوده ای از 
مي شود.  محسوب  مواد  فيزیکی  و  شيميایی  ویژگی های 
این ویژگی ها شامل نوع و مقدار فازهای موجود، سلول 
اندازه  ميکروتنش،  بلورشناسی،  بافت  و  ساختار  واحد، 
بلور و تابع توزیع شعاعی الکترونی هستند این استاندارد 
روش  در  استفاده  مورد  پایه  دستورالعمل های  اروپایی، 
سنج  پراش  دستگاه های  قراردادن  محوریت  با   XRPD
را  فاز  شناسایی  در  براگ-برانتو  هندسه  با  ایکس  اشعه 
ارائه می کند اگر چه برای طيف وسيعی از پراش سنج ها 
یا خاص  تفضيلی  استاندارد  اما یک  استفاده است،  قابل 

برای هر حوزه از کاربرد یا نوع تحليل نمی باشد.
با در نظر گرفتن این واقعيت که آماده سازی نمونه در 
تحليل، تعيين اعتبار و کيفيت داده های جمع آوری شده 
نقش به سزایی دارد، بخش قابل توجهی از این استاندارد 
به روش های صحيح آماده سازی نمونه پودری و قطعه )از 
جمله آسياب و الک کردن نمونه های پودری چند فاز و 
و  غيره(  و  نمونه  قرارگيری  سطح،  آماده سازی  فاز،  تک 
همچنين به خطاهای رایج در روش ها آماده سازی نمونه 

اختصاص می یابد.
محدوده  تعيين  چگونه  که  می شود  بيان  علاوه،  به 
زاویه ای پراش و روش جمع آوری داده ها جهت دستيابی 

آناليز  نوع  به  قابل حصول،  فواصل صفحه ای  به حداکثر 
فرآیندهای  تفصيل  به  و  دارد.  بستگی  آزمون  نمونه  و 
)کاهش  خام  داده های  تحليل  و  پردازش  در  سودمند 
زمينه،  کردن پس  غير ضروری( چون کسر  پارامترهای 
در  پراش  الگوی  پروفایل  تطابق  و  پيک  جستجوی 

حوزه های مختلف کاربری آمده است.
در پيوست های این استاندارد نيز، مواردی چون فرم 
گزارش نتایج، روابط مراحل مختلف فرآیند جمع آوری 
و چندین  پروفایل  تطابق  متداول  تحليلی  توابع  داده ها،  
روش سازگاری و ارزیابی کيفيت داده ها خلاصه و مستند 

شده است.

نویسندگان
روزبه عباسی5،1، فرانک پور نوربخش5،2 

محسن نمازی زادگان5،3، فریبا علی5،4
f .a l i .ars@gmail.com
1. دانشگاه تهران، دانشکده متالورژی

2. سازمان زمين شناسی و اکتشافات معدنی کشور
3. دانشگاه تحصيلات تکميلی کرمان

4. دانشگاه صنعتی اميرکبير
5. عضو کارگروه تخصصي دستگاه هاي اشعه ایکس شبکه آزمایشگاهي

EN/3925-2:2003
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DLS، تفرق نور پویا، وزن مولکولی.

واژه های کلیدی

دستگاه تفرق نور پویا3 ابزاری ساده و سریع برای تعيين وزن مولکولی است. این دستگاه می تواند از 
روی شعاع هيدرودیناميکی نمونه های مختلف، وزن مولکول را مشخص کند. در این دستگاه، با استفاده 
از پراش ایستایی نور و همچنين به کارگيری نمونه های آماده سازی شده در غلظت های مختلف، فرآیند 
تعيين وزن مولکولی انجام می شود. در این دستگاه یک محاسبه گر دبای تک زاویه ای نيز وجود دارد که 
به کمک آن مي توان اثرات زاویه اي را با استفاده از محاسبات ریاضي انجام داد. تعيين وزن مولکولی با 
کيووت )سل مخصوص انجام آزمایش( شيشه ای و کوارتزی قابل انجام است و غالباً از تولوئن به عنوان 
نمونه استاندارد استفاده می شود. لازم به ذکر است که کيووت های پلی استایرن نمی تواند مقاومت بالایی 

در برابر تولوئن داشته باشد.

نویسندگان

داود قرایلو1  * 
 ساسان مرادده2

Davoud.gharailou@gmail.com

چکیده
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نمونه  یک  به  ليزر  نور  تابش  از  استفاده  با  آن  در  که  است  دستگاهي  پویا  نور  تفرق  دستگاه   ،DLS
سوسپانسيون، برخي از خواص آن اندازه  گيري مي شود. براي مثال، به کمک این دستگاه مي توان توزیع 
اندازه ذرات در ابعاد نانو، پتانسيل زتا و وزن مولکولي را به دست آورد. همچنين توزیع اندازه ذرات نيز در 
ابعاد نانو با دستگاه DLS قابل اندازه گيری است. این دستگاه، کاربردهاي زیادی در صنایع مختلف دارد 
که از جمله آنها می توان به صنعت رنگ، داروسازی، پتروشيمی و مواد  غذایی اشاره نمود. همان طور که 
گفته شد یکی ازکاربردهای دستگاه DLS تعيين وزن مولکولی است. در این مقاله، چگونگی محاسبه وزن 

مولکولی با این دستگاه مورد بررسی قرارگرفته است.
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 تئوری پراکندگی ثابت شدت نور
در ابتدا به این موضوع پرداخته می شود که این دستگاه از چه 
 DLS روشی برای رسيدن به وزن مولکولی استفاده می کند؟ دستگاه
برای تعيين وزن مولکولی نمونه آزمایشی، از روشی به نام پراکندگی 
ثابت شدت نور استفاده می کند. نور مرئی از منبع تابش به نمونه 
هستند،  سوسپانسيون  در  موجود  معلق  نانوذرات  که  آزمایشی 
برخورد می کند و بعد از برخورد، از سطح ذره متفرق می شود. به 
و  سوسپانسيون  در  معلق  نانوذرات  در  براونی  حرکت  وجود  دليل 
جابجایی آنها به طور پيوسته، ميزان پراکندگی ثابت شدت نور که 
متغير  زمان  هر  در  می شود،  ثبت  دستگاه  شناساگرهای  به وسيله 
است. شدت پراکندگی متغير نور، همان عاملی است که این دستگاه 
با استفاده از آن می تواند توزیع اندازه نانوذرات سوسپانسيون مورد 
آزمایش را اندازه گيری کند. به ميانگين شدت پراکندگی متغير نور 
در یک بازه زمانی ) مثلًا 10 تا 30 ثانيه ای(، شدت پراکندگی ثابت 
نور گفته می شود که برای تعيين وزن مولکولی و ضریب ویریال در 
دستگاه DLS مورد استفاده قرار می گيرد. با استفاده از پراکندگی 
ثابت شدت نور در غلظت های مختلف سوسپانسيون حاوی نانوذرات 
مورد آزمایش، می توان وزن مولکولی نانوذرات را با استفاده از معادله 

ریلی )1( محاسبه نمود:

معادله )1(:

که در آن:
Rθ: نسبت ریلی4 )نسبت نور پراکنده شده به نور ساطع شده5(

M: وزن مولکولی نانو ذرات
A2: ضریب دوم ویریال6

C: غلظت
نمونه  از  شده  متفرق  نور  پراکندگی  شدت  وابستگی   :Pθ

آزمایشی به زاویه تابش فوتون
شده  تعریف  تابعی  اپتيکی  ثابت  که  است  اپتيکی  ثابت   :K

به صورت زیر دارد:

معادله )2(:

که در آن:
NA: ثابت آووگادرو

λО: طول موج نور متفرق شده

ηО: ضریب شکست سيال )دیسپرسانت(

dη/dc: تغييرات ضریب شکست به تغييرات غلظت است.
برای محاسبه وزن مولکولی با دستگاه DLS باید عوامل معادله 
ریلی را به دست آورد تا با قرار دادن در معادله، وزن مولکولی که 

مجهول معادله است، تعيين شود.

 )Rθ(نسبت ریلی
استاندارد  نمونه  آزمایشی،  نمونه  ریلی  نسبت  تعيين  برای 
مورد نياز است. معمولاً از تولوئن به عنوان نمونه استاندارد استفاده 
می شود که دليل آن می تواند تغيير ناچيز نسبت ریلی تولوئن در 

دماها و طول موج های مختلف باشد. با داشتن نسبت ریلی نمونه 
استاندارد و با استفاده از رابطه زیر می توان ضریب ریلی نانوذرات 

مورد آزمایش را به دست آورد:

معادله )3(:

که در آن:
IA: شدت پراکندگی نور باقيمانده است که با استفاده از رابطه 

زیر حاصل می شود:
)شدت   - سيال(   = دیسپرسانت  نور  پراکندگی  })شدت 

پراکندگی نور نمونه( = )شدت پراکندگی نور باقيمانده({
IT: شدت پراکندگی نور در تولوئن

ηО: ضریب شکست دیسپرسانت

ηΤ: ضریب شکست تولوئن

RT: ضریب ریلی تولوئن است.

)Pθ( وابستگی زاویه ای شدت پراکندگی ریلی
اگر شدت پراکندگی نور یک ذره از دو زاویه مختلف به وسيله 
شناساگر اندازه گيری شود، جواب به دست آمده برای اندازه شدت 
اندازه مختلف است.  زاویه متفاوت، دو  این ذره در دو  پراکندگی 
با  شناساگر  که  زاویه ای  به  نور  پراکندگی  شدت  اندازه  واقع،  در 
 )1( در شکل  است. همان طور که  وابسته  دارد،  نور  تابش  امتداد 
نيز دیده می شود، شدت پراکندگی فوتون های متفرق شده ذره ای 
ثبت  شناساگر  به وسيله  مشخص  زاویه  دو  با  آزمایشی  نمونه  در 
که  برد  پی  مطلب  این  به  می توان  شکل،  به  توجه  با  شده است. 
اندازه شدت پراکندگی این ذره از دو زاویه مختلف با هم تفاوت 
با ذره  برخورد کننده  فوتون های  تفرق  زاویه، شدت  از یک  دارد. 
یکدیگر  باعث خنثی شدن  دیگر،  زاویه  از  و  می شوند  باهم جمع 
نور  پراکندگی  در شدت  تغيير  موجب  که  پدیده  این  به  شده اند. 
مختلف  زوایای  در  آزمایشی  نمونه  از  شده  متفرق  فوتون های 
اتفاق می افتد که  می شود، پراکندگی می7 گفته می شود و زمانی 
اندازه ذرات به قدری بزرگ باشند که فوتون های متعددی با این 

ذره برخورد کنند.

شکل1: نمایی از محل قرار گیری شناساگر در دو زاویه مختلف

با توجه به توضيحات داده شده می توان نتيجه گرفت، در صورتی 
وابستگی  باشند،  در سوسپانسيون خيلی کوچک  موجود  ذرات  که 
زاویه ای شدت پراکندگی نور نزدیک به عدد یک است و می توان از آن 
در معادله ریلی صرف نظر کرد. برای نمونه هایی با اندازه ذرات کوچک، 
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معادله ریلی به صورت زیر ساده می شود؛ در واقع شدت پراکندگی 
تقریبی جایگزین شدت پراکندگی ریلی شده است.

معادله )4(:

نمودار دبی8 و روش کار دستگاه DLS برای اندازه گیری 
وزن مولکولی

وزن  با  آزمایشی،  نمونه  از  متفرق شده  نور  پراکندگی  شدت 
متناسب  آزمایشی  نمونه  سوسپانسيون  غلظت  و  نمونه  مولکولی 
است. در دستگاه DLS براي به دست آوردن وزن مولکولي، شدت 
و  زاویه   یک  در  آزمایشي  نمونه  از  شده  متفرق  نور  پراکندگي 
شدت  تغييرات  سپس  مي شود.  اندازه گيري  مختلف  غلظت هاي 
پراکندگی نور در غلظت های مختلف با شدت پراکندگی نور متفرق 
شده از یک نمونه استاندارد مثل تولوئن مقایسه می شود. با توجه 
می توان  می آید،  به دست  مقایسه  این  از  که  نموداری  و  نتایج  به 
وزن مولکولی نمونه آزمایشی را تعيين نمود. نمودار حاصل از این 
مقایسه را نمودار دبی می نامند که در شکل )2( آورده شده است.

شکل 2: نمودار دبی غلظت بر شدت پراکندگی نور

)DLS( روش کار دستگاه
برای به دست آوردن وزن مولکولی با دستگاه DLS، نياز به تهيه 
)4( سوسپانسيون با غلظت های 0/001، 0/002، 0/003 و 0/004 
البته می توان  است.  آزمایشی  نمونه  از  ميلی ليتر  بر  برحسب گرم 
برای افزایش اطمينان از نتيجه به دست آمده، سوسپانسيون هایی 
با غلظت های بالاتر تهيه نمود. شکل )3( نشان می دهد که چگونه 

وزن مولکولی از روی نمودار دبی به دست می آید.
غلظت  می شود،  مشاهده  نيز   )3( شکل  در  که  همان طور 
با  و  دارد  مستقيم  رابطه  نور  پراکندگی  شدت  با  سوسپانسيون 
زیاد  نيز  آزمایشی  نمونه  در  نور  پراکندگی  شدت  غلظت  افزایش 
می شود. چنانچه شدت پراکندگی نور تنها از یک زاویه ثبت شود، 
با  باشد.  خطی  به صورت  باید  غلظت  به  نسبت   )KC/Rθ( نمودار 
به کمک  که  غلظت صفر،  در  نور  پراکندگی  اندازه شدت  داشتن 
نمودار دبی قابل محاسبه است و نقطه تلاقی نمودار دبی با محور 
مولکولی  وزن  می توان  ریلی،  معادله  از  استفاده  همچنين  و  yها، 
از  نيز  ویریال  ضریب  در ضمن،  کرد.  محاسبه  را  آزمایشی  نمونه 

روی شيب نمودار دبی به دست می آید.

شکل 3: تصویر نمودار دبی نمونه مورد آزمایش در آزمون وزن مولکولی

برای اندازه گيری وزن مولکولی نمونه با استفاده از 
با غلظت های مختلف  نمونه  باید چند   ،DLS دستگاه 
در  استاندارد  نمونه  یک  همراه  به  و  نموده  تهيه  را 
دستگاه DLS آزمون گرفت. در این دستگاه با استفاه 
ویریال  دوم  ضریب  و  مولکولي  وزن  ریلي،  معادله  از 

محاسبه مي شود.
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نيمه هادي،  ظرفيتي،  روبشي  ميکروسکوپ 
غيرمخرب و ظرفيت الکترواستاتيک.

واژه های کلیدی

نویسندگان

مریم خراشادي زاده1و5*
صدیقه صادق حسني2و5 

زهــرا ثبـات3
امیر فتحي4

M_khorashad_ph@yahoo.com

تعيين مشخصات فيزیکی یک قطعه نيمه هادي همواره یک موضوع چالش برانگيز برای مهندسين و محققين 
روبشی7،  الکترونی  ميکروسکوپی  شامل  نيمه هادي ها،  مشخصات  تعيين  استاندارد  روشهای  تاکنون  است.  بوده 
و  گسترده10  صفحه  مقاومتی  نمودار  ترسيم  ثانویه9،  یون  جرمی  طيف سنجی  عبوری8،  الکترونی  ميکروسکوپی 
بوده اند.  قطعات  این  بعدی  دو  بررسی  برای  مؤثري  ابزارهاي   ،)C-V( ولتاژ   - ظرفيت  بعدی  یک  نمودار  ترسيم 
ظهور قطعاتی با ابعاد کوچک تر و ضرورت دست یابی به قابليت اطمينان در اندازه گيری ها، باعث شده است ابزارهای 
شناسایی جدیدی برای تشخيص، مورد نياز قرار گيرند. از جمله این ابزارها، انواع مختلف ميکروسکوپ های پروبی 
آنها  عملکرد  فرآیند  می توانند  بلکه  دارند،  را  نيمه هادي ها  بررسی  و  توانایی شناسایی  تنها  نه  که  روبشی11هستند 
اتمی12 به دليل  نيروی  ميکروسکوپی  روبشی با  ميکروسکوپی ظرفيتی  ترکيب روش  دهند.  قرار  پایش  مورد  نيز  را 
غيرمخرب بودن و توان تفکيک فضایی بالا، یکی از روش های توانمند براي شناسایی و بررسی قطعات نيمه هادي 

مه
قد

م

پروبي  ميکروسکوپ های  انواع  از  یکي  روبشي6،  ظرفيتي  ميکروسکوپ 
روبش  را  نمونه  نازك، سطح  الکترودي  پروب  یک  آن  در  که  است  روبشي 
می کند. در این روش با استفاده از اطلاعاتی که از تغيير ظرفيت الکترواستاتيک 
بين سطح و پروب حاصل می شود، سطح نمونه مورد بررسی و شناسایی قرار 

می گيرد.
ميکروسکوپي ظرفيتي روبشي، روشي غيرمخرب است که براي شناسایي 
و بررسي نمونه هاي نيمه  هادي مورد استفاده قرار مي گيرد. یکی از کاربردهاي 
در  ناخالصی ها  از  تصویربرداری  روبشی،  ظرفيتی  ميکروسکوپ  تجاری 
قطعات نيمه هادي است. این ميکروسکوپ مي تواند براي اندازه گيري چگالي 
حامل هاي بار با دقتی در مقياس نانومتر نيز استفاده شود. توانایی این روش 
در تصویربرداری از توزیع بار با توان تفکيک و حساسيت بسيار بالا سبب 
شده است که به عنوان روشي با ارزش براي شناسایي نانومواد محسوب شود.

چکیده
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کاربردهای  رایج ترین  از  یکی  کند.  تصویربرداری  را  ظرفيت  فضایی  تغييرات  می تواند  روبشی  ظرفيتی  ميکروسکوپ  است. 
این روش، تهيه نقشه تراکم بار در نمونه های نيمه هادي با آلایيدگی غيریکنواخت است که مرحله کليدی در فرآیند ساخت 
در  آلاینده ها  مشخصات  تعيين   ،SCM روش  از  استفاده  با  می رود.  به شمار  نانوالکترونيکی  و  ميکرو  ابزارهای  جدید  نسل 
نيمه هادي هاي یون کاشته13، شناسایی خواص الکتریکی نيمه هادي هاي فلز– اکسيد14 و تهيه نقشه توزیع نقص ها با موفقيت 
قابل دست یابی است. همچنين می توان از SCM برای بررسی حافظه های غيرفرار با تراکم فوق العاده بالا استفاده نمود ]1-3[.

بـا روکش  از یک پروب رساناي بسيار تيز )اغلب پروب سيليکونی اسيدشویـی شده  در ميکروسکوپ ظرفيتي روبشي 
پلاتين - ایریدیوم یا کبالت - کروم( استفاده مي شود. وقتي پروب به سطح نزدیک مي شود، در مجاورت سطح، ولتاژ بایاس 
)AC( اعمال می شود تا اختلاف ظرفيتي را در نمونه ایجاد کرده و با استفاده از یک حسگر ظرفيتي، فرکانس تشدید را در 
مقياس )GHz( شناسایی کند. سپس در حالی که ارتفاع سوزن به وسيله سيستم بازخورد نيروی تماسی کنترل می شود، سوزن، 

سطح نمونه نيمه هادي را در دو بعد روبش می کند.
اعمال ولتاژ بایاس متناوب به پروبی که دارای پوشش فلزی است باعث می شود که بار به صورت متناوب در لایه هاي سطحي 
نيمه هادي انباشته و خالي شده و از این طریق ظرفيت سوزن – نمونه تغيير کند. ميزان بزرگی تغيير ظرفيت با اعمال ولتاژ، اطلاعاتي 
را در مورد تراکم بارها فراهم می کند )داده های دامنه در SCM(، در حالي که اختلاف فاز بين تغيير ظرفيت و ولتاژ اعمالی )داده های 

فاز در SCM(، اطلاعات حامل های بایاس را در خصوص علامت حامل هاي بار به صورت متناوب تغيير می دهد ]1[.

 اصول کار میکروسکوپ ظرفیتي روبشي

ميکروسکوپی  نوعی  واقع  در  روبشی  ظرفيتی  ميکروسکوپی 
نيروي الکترو استاتيک15 است که در آن تيرك به صورت مستقيم 
زیر  به صورت  ولتاژ  این  می گيرد.  قرار  بایاس  ولتاژ  اعمال  تحت 

تعریف می شود:
--------------------------------------
Vtip=Vdc+Vac sin (wt)     )1(
--------------------------------------

که در آن )Vac( ولتاژ محرك است. نيروی ظرفيتی )Fcap)z  بين 
سوزن و سطح نمونه در پتانسيل )Vs( به صورت زیر تعریف می شود:

--------------------------------------
Fcap (z)=(1⁄2) (Vtip-Vs )

2 (dC⁄dz)                         )2(
--------------------------------------

ساختار  به  که  است  نمونه   – سوزن  ظرفيت   C)z( آن  در  که 
– سطح  ميزان جدایی سوزن  و  توپوگرافی سطح  هندسی سوزن، 

)z( وابسته است.
دومين هارمونی نيروی ظرفيت به )dC/dz( و )Vac( وابسته است:

--------------------------------------
Fcap2w(z)=(1⁄2)(dC⁄dz)Vac

2 sin(2wt)                         )3(
--------------------------------------
اضافی  اطلاعات  آوردن  به دست  برای  مي توان  معادله،  این  از 
به  برای  نمود.  استفاده  نمونه  روی  سطحی  ظرفيت  توزیع  مانند 
  )w( )AC( نوسانات هارمونی دوم، فرکانس ولتاژ حداکثر رساندن 

باید برابر نصف فرکانس تشدید تيرك تنظيم شود ]4[.
ميکروسکوپ SCM شامل یک سوزن پروب فلزی رسانا و یک 
AFM معمولي  حسگر ظرفيتی فوق العاده حساس به همراه اجزای 
ولتاژ  یک  نمونه،  و  سوزن  بين   ،EFM همانند   SCM در  است. 
به صورت ساختار MOS اعمال می شود. سوزن فلزی پروب در تماس 
با نمونه نيمه هادي اکسيدی، یک خازن MOS را به وجود می آورد 
که در آن )M( پروب فلزی، )S( ماده نيمه هادی و )O( دی الکتریک 
نازکی است که روی سطح نيمه هادي تشکيل شده است. در خازن 
MOS، الکترود فلزی که با نام گيت16 شناخته می شود با یک لایه 

اکسيدی از الکترود نيمه هادی، جدا می شوند ]2[.
نيمه هادي  و   SCM سوزن  از  که  را   MOS خازن   )1( شکل 
تشکيل شده است، نشان می دهد. ظرفيت کل با ضخامت لایه اکسيد 
لایه  زیر  در  بار  تراکم  به  و  تعيين می شود  تخليه  لایه  و ضخامت 
سيليسيم و ولتاژ )DC( اعمال شده بين سوزن و نيمه هادي وابسته 

شکل 1: خازن MOS که از سوزن SCM و نمونه نیمه هادي تشکیل شده است ]2[.
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)AC( که به وسيله پروب رسانا اعمال می شود، قرار گيرند حرکت 
خواهند کرد ]2[. مدار شامل ظرفيت ذخيره )Cox( و ظرفيت تخليه 
)Cd( است که به ترتيب به ضخامت لایه اکسيد و ميزان ناخالصی 

وابسته هستند.
ظرفيت اندازه گيری شده به وسيله حسگر SCM، با حرکت بارها 
)وضعيت  آن  از  شدن  دور  با  و  انباشتگی(  )حالت  پروب  به سوی 
داده  نشان   )2( در شکل  مطلب  این  نماي  می کند.  تغيير  تخليه( 

شده است ]5[.

حامل ها  حرکت  با   SCM حسگر  به وسیله  ظرفیت  اندازه گیری   :2 شکل 
به سوی پروب )وضعیت انباشته( و یا دور شدن از آن )وضعیت تخلیه( ]5[.

اندازه گيری  ظرفيت  شود،  تخليه  کاملًا  نمونه  که  هنگامي 
که  زماني   و  است  مربوط  تخليه  لایه  و  اکسيدی  لایه  به  شده 
به  شده  اندازه گيری  ظرفيت  شوند،  انباشته  سطح  در  حامل ها 
در  خازن  ظرفيت  تغييرات،  این  می شود.  مربوط  اکسيدی  لایه 
را   SCM اندازه گيری  اساس  سوزن،  به  شده  اعمال  ميدان  برابر 
تشکيل می دهد ]5[.باید توجه داشت که ظرفيت بين دو صفحه 

با رابطه زیر به دست می آید:

--------------------------------------
C= εA

t                                  )4(
--------------------------------------

 )t( و  سطح  مساحت   )A( دی الکتریک،  ثابت   )ε( آن:  در  که 
فاصله بين صفحات را نشان می دهد. بنابراین، زمانی که صفحات به 

یکدیگر نزدیک هستند، ظرفيت بالا خواهد بود.
می شوند.  جذب  سطح  سوی  به  بارها  انباشتگی،  شرایط  در 
بدین  است.  بالا  به سمت  پایينی  مشابه حرکت صفحه  این عمل، 
و ظرفيت خازنی  یافته  )t( کاهش  ميزان جدایی صفحات  ترتيب، 
افزایش می یابد. بنابراین، برای ترکيبات نوع )n( هنگامی که ولتاژ 
اعمالی مثبت است، ظرفيت اندازه گيری شده بالاترین مقدار را دارد. 
هنگامی که ولتاژ به سوی مقادیر منفی جابه جا می شود، به دليل این 
که بارهاي آزاد از سطح رانده می شوند، ظرفيت کاهش پيدا می کند 
افزایش  جدایی صفحات  ميزان  آن  در  که  است  حالتی  مشابه  که 

می یابد )شکل 3( ]5[.
حرکت بارهاي آزاد و در نتيجه دامنه تغييرات ظرفيت خازن 
زیر  در  مستقيم  به صورت  که  است  نمونه  آلاینده های  تابع سطح 
پروب قرار دارند. در ترکيباتی که به شدت آلایيده شده اند، بارها 
اندازه گيری  ظرفيت  تغيير  این  رو  از  شوند،  دور  زیاد  نمی توانند 
برای  برعکس،  است؛  تخليه کم  ناحيه  و  انباشته  ناحيه  بين  شده 

نمونه هاي نيمه هادي  که اندکی آلایيده شده اند، تغييرات ظرفيت 
اندازه گيری  نتيجه سيگنال  در  و  تغييرات  این  بود.  بزرگ خواهد 
C-( می تواند برای مواد آلایيده در منحنی ،SCM شده با حسگر

V( مشاهده شود ]5[.
شکل )3( )سمت چپ(، منحنی )C-V( مربوط به یک ماده نوع 

)n( را در دو سطح مختلف ناخالصی نشان می دهد.

مقدار  با   )n( نوع  هادي  نیمه  براي   )C-V( منحنی  بالا(  )شکل   :3 شکل 
آلاییدگي زیاد در بالا و مقدار کم آلاییدگي در پایین را نشان مي دهد. دامنه 
δC ( برای ترکیباتی که کمتر آلاییده شده اند، بزرگ تر است. 

δV ( SCM داده های
δC ( را برای ترکیبات نوع )n(  و )p(  نشان 

δV منحنی )C-V( در شکل پایین، )
می دهد. در هر دو مورد، نمودار دامنه به صورت تابعی از غلظت آلاییده تغییر 

می کند و نمودار فاز با نوع آلاییده جابه جا مي شود]5[.

منحنی )C-V(، مسير حرکت بارها و یا لایه تخليه در پاسخ به 
ولتاژ اعمال شده را نشان می دهد. وضعيت SCM در حالت اجرای 
)C-V( نشان مي دهد که با اعمال ولتاژ )δv( متناوب بين سوزن 
که  همان طور  آمد.  خواهد  به وجود   )δC( ظرفيت  تغيير  نمونه،  و 
پيش از این اشاره شد، دامنه این تغيير ظرفيت، اطلاعاتی را درباره 
ماهيت  هرحال،  به  می کند.  فراهم  سوزن  زیر  در  ناخالصی  سطح 
دامنه هميشه مقداری مثبت است. بنابراین، نمی توان به سادگی و 
 )n( ناخالصی هــای نوع ،) δC

 δV با نگاه کردن به دامنــه داده هـای ) 
تصویربرداری  هنگام   ) δC

 δV  ( داد.  تشخيـص  یکدیگــر  از  را   )p( و 
در حالت دامنه، برای ترکيبات نوع )n( و نوع )p( از نظر حسگر 
SCM، یکسان به نظر می رسند. حال اگر منحنی )C-V( را برای 
نيمه رسانای نوع )p( در شکل )3( )سمت راست( در نظر بگيریم، 
بنابراین،  است.  )C-V( مثبت  ملاحظه می شود که شيب منحنی 
δC ( مورد تجزیه و تحليل قرار گيرد، مشاهده 

 δV  ( اگر فاز سيگنال 
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 )p( و )n( درجه ای بين مواد نوع )می شود که یک تغيير فاز )180
وجود دارد. بنابراین، با دریافت هر دو مؤلفه دامنه و فاز سيگنال 
بلکه  ناخالصی،  ميزان  تشخيص  تنها  نه   ،SCM حسگر  از   ) δC

 δV  (
به دست  تصاویر  می شود.  امکان پذیر  نيز  ناخالصی  نوع  تشخيص 
آمده از روبش سطح نمونه، تغيير ناخالصی ها را در دو بعد نشان 
با روش  می دهند. هنگامی که این تصاویر در مورد نمونه هایی که 
سه  تغييرات  به  دست یابی  می آید،  به دست  شده اند  تهيه  درست 

بعدی ناخالصی ها امکان پذیر می شود ]5[.
نمونه  یک  برای   ) δC

 δV ( اندازه گيری  چگونگی   )4( شکل  در 
نيمه هادي نوع )p( نشان داده شده است. ولتاژ بایاس )AC(، باعث 

تغيير ظرفيت در ولتاژ بایاس )DC( ثابت می شود ]2[.

.]2[ )p( برای نمونه نیمه هادي نوع ) δC
 δV شکل 4: چگونگی اندازه گیری )

ولتاژ بایاس متناوب )δV( از طریق پروب به نمونه اعمال شده 
و با به حرکت در آوردن بارها باعث تغيير ظرفيت  )δC( می شود. 
تغييرات ظرفيت خازنی )δC( را می توان به کمک یک تقویت کننده 
دامنه  به صورت  تقویت کننده  خروجی  کرد.  اندازه گيری  حسگر  و 
δC ( و یا تصویر فاز نشان داده می شود. کنتراست تصویر به دست 

 δV  (
آمده، تغييرات ظرفيت اندازه گيری شده را نشان می دهد و از این رو 

حاوی اطلاعاتی در مورد سطح ناخالصی و نوع آلاینده است ]5[.
در SCM سيستم شناسایی ظرفيت از سه ولتاژ مختلف استفاده 
محدوده  در   )VAC( بایاس  ولتاژ   ،)VDC( بایاس  ولتاژ  می کند: 
.)Gz1 در حدود( )UHF( در محدوده )VAC( و ولتاژ بایاس )kHz(
ولتاژ بایاس )DC( به سوزن - نمونه اعمال می شود تا سيستم 
را در نقطه شروع، آماده کند، ولتاژ )AC( نيز باعث نوسان سریع در 
محدوده )kHz( می شود. فرکانس سيگنال )AC( باید به ميزان کافی 
بزرگ باشد تا فرکانس هاي بالا در منحنی )C-V( حاصل شود. دامنه 
ولتاژ )UHF( کوچک انتخاب می شود تا با خروجی سيستم تداخل 
پيدا نکند. این ولتاژ تنها برای آشکارسازی سيگنال های کوچکی که 

به وسيله حسگر ظرفيت ایجاد می شوند، استفاده می شود ]6[.

آماده سازی نمونه

با  و  قبول  قابل  نتایج  آوردن  به دست  برای  نمونه  آماده سازی 
کيفيت بالا بسيار مهم است. می توان نمونه ها را روي سطح سيليسيم 
تصویربرداری نمود. با توجه به ساختار قطعه مورد نياز، آماده سازی 

نمونه معمولاً با ترکيبی از صيقل کاری مکانيکی و حکاکی شيميایی 
انجام  می شوند،  انتخاب  اختصاصی  به صورت  نمونه  هر  برای  که 
می شود که در این صورت تغييرات توپوگرافی در حد چند نانومتر 

خواهد بود ]3[.
تا  است  نمونه  ایده آل  آماده سازی  مرحله،  این  اصلی  هدف 
با ضخامت  اکسيدی  و مسطح، لایه  کاملًا صاف  با سطح  نمونه ای 
آید.  به دست  یافته  کاهش  چگالی  با  ميانی  لایه های  و  یکنواخت 
دست یابی به این مشخصات برای رسيدن به نتایج تکرارپذیر برای 
برای آماده سازی نمونه  هر نمونه ضروری است. روش استانداردی 
نتایج نهایی این روش به شدت  در روش SCM تهيه شده است و 
به تميز بودن محيط و مهارت های فردی که عمليات صيقل کاری 
را انجام می دهد، بستگی دارد. بهترین نتایج SCM برای نمونه های 
بسيار صاف با RMS کمتر از )nm 1( به دست می آید. بعد از این که 
نمونه کاملًا تميز شد، در مرحله بعد اکسيدهای طبيعی با استفاده 
چند  می شود.  زدوده   )HF( اسيد  فلوئوریک   1:10 آبی  محلول  از 
برای حذف  ثانيه  تقریبی ده  به مدت  اسيد رقيق  فلوئوریک  قطره 
اکسيدهای طبيعی از سطح نمونه کافی است. سپس نمونه بلافاصله 
ثانيه شسته  به مدت 30-20  و  یون زدایی شده  آب  از  استفاده  با 
داده  رشد  روی سطح  اکسيدی  بعد، یک لایه  مرحله  در  می شود. 
می شود که برای تهيه آن می توان اکسيداسيون را به دو روش انجام 

داد:
�  در دمای C°300 در هوا و تحت تابش اشعه فرابنفش به 

مدت 40 دقيقه.
�  در دمای C°70 در محيط هيدروژن پراکسيد به مدت 10 

دقيقه.
 )3-4 nm( هر دو روش اکسيداسيون، لایه اکسيدی به ضخامت
نشت  از  اجتناب  برای  که  به وجود می آورند. مشخص شده است  را 
لایه اکسيدی و برای رسيدن به سيگنال ظرفيت قوی، لازم است که 
ضخامت لایه اکسيدی حداقل )nm 3( باشد. درخصوص آماده سازی 
مشخص  و  گرفته   صورت  مطالعه ای   ،SCM روش  در  نمونه ها 
الماس،  پروب های  روی  خشک  اکسيداسيون  انجام  که  شده است 
بهترین نتایج را از نظر تکرارپذیری فراهم می کند. در حالي که، در 
روش اکسيداسيون مرطوب لایه های اکسيدی یکنواخت تری فراهم 
می شود و از این نظر برای نمونه هایی با سطح بزرگ مناسب تر است 

.]6[

SCM ویژگی پروب های

سوزن مورد استفاده در روش SCM باید تا حد امکان تيز باشد 
با  عمل،  در  است.  اتمی  مقياس  در  بودن  تيز  ایده آل ،  حالت  که 
استفاده از پيشرفته ترین فناوری هایی که تا به امروز به دست آمده 
نانومتر  چند  در حدود  انحنای  شعاع  با  پروب هایی  می توان  است، 
از  یکی  زیرا  است؛  بالا  بسيار  پروب  نوك  اندازه  اهميت  ساخت. 

مؤلفه های مهم در تعيين توان تفکيک این روش است.
از دیگر ویژگی مهم پروب، سختی آن است؛ زیرا در روش های 
کاهش  باعث  که  روبش  به هنگام  پروب  شکستگی  از  تماسی 
حساسيت سوزن و کاهش کنترل در اندازه گيری می شود، ممانعت 
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از  سخت،  پوششی  لایه  شود،  روکش  سوزن  اگر  می آورد.  به عمل 
که  است  لازم  می کند.  جلوگيری  خارجی  رسانای  لایه  فرسودگی 
هدایت الکتریکی پروب بسيار بالا و نزدیک به هدایت فلزات باشد. 
قابليت انعکاس خوب سطح فوقانی تيرك نيز برای سيستم ليزری 

آشکارساز نوری ضروری است.
در روش SCM، تيرك، نيرویی در حد چند نانونيوتن به سطح 
وارد می کنــد و از ایـن رو سختــی تيــرك معمولاً در محــدوده 
 N/m 5-0/1( در نظر گرفته می شود. در پروب های SCM به منظور 

2(
به حداقل رساندن برهم کنش الکتریکی سوزن – نمونه، بهتر است 
پروب های  نمود.  استفاده  بزرگ تر  منظر17  نسبت  با  از سوزن هایی 
با پوشش  SCM، پروب های سيليسيمی  برای  تجاری در دسترس 
که  الماس هستند  پوشش  با  آلایيده  پروب های سيليسيمی  و  فلز 
اولی با شعاع )30nm-10( تيزتر است ولی سریع تر سایيده می شود، 
با شعاع )100nm-60( ضخيم تر بوده ولی در  در حالی که دومی 
این  عملی  مقایسه  است.  مقاوم تر  بسيار  مکانيکی  آسيب های  برابر 
دو نوع پروب آشکار می کند که کارایی سوزن های با پوشش الماس 
در انجام روبش از نظر تکرارپذیری اندازه گيری، بسيار بالاتر است. 
رسانایی بالای این نوع سوزن ها به دليل مقدار زیاد بور بوده که در 

لایه روکش الماس آلایيده به کار رفته است ]6[.

عوامل مؤثر بر تکرارپذیری نتایج

روش SCM یک روش شناسایی نانومتری است که به وسيله آن 
می توان تغيير خواص لایه اکسيدی از یک نقطه به نقطه دیگر را 
تشخيص داده و عدم یکنواختی ضخامت لایه اکسيدی را در کل 
سطح نمونه ارزیابی کرد. تغيير ضخامت لایه اکسيدی به اندازه چند 
دامنه  در  ملاحظه ای  قابل  تغيير  ایجاد  باعث  می تواند  آنگستروم، 
غيریکنواخت  توزیع  مي توان  روش  این  با  سيگنال شود. همچنين 
در  قابل ملاحظه   به صورت جابه جایی  اکسيدی  در لایه  را  نقص ها 
منحنی های حاصل از آن، تشخيص داد. ولی به هرحال عواملی وجود 
دارند که می توانند کيفيت اندازه گيری در این روش را تحت تأثير 

قرار دهند که در ذیل شرح داده می شوند ]3[.

----  تغییر اندازه سوزن ----
الکترود  نقش  سوزن،   ،SCM ميکروسکوپ  اندازه گيری های  در 
گيت را بازی می کند. ابعاد سوزن در انواع مختلف آن متفاوت است 
و همچنين ممکن است در طول روبش دچار نقصان شده، شکلش 
تغيير یافته و شعاعش افزایش یابد. تماس بين سوزن و نمونه می تواند 
باعث فرسایش لایه اکسيدی و یا سوزن شود. زمانی  که سوزن تغيير 
شکل یابد، سيگنال SCM بزرگتر از مقدار واقعي اندازه گيری می شود 
که دليل آن تغيير غلظت نمونه تحت روبش نيست بلکه بزرگتر شدن 
سطح گيت است. همچنين ممکن است بخشی از لایه روکش سوزن بر 
اثر سایيدگی در طول فرآیند روبش از بين برود که این اثر نيز می تواند 
روی کنتراست تصویر تأثير بگذارد. با توجه به این که سيگنال ظرفيت 
متناسب با ابعاد الکترود گيت است، به نظر می رسد که باید سوزن ها با 
اندازه های مختلف و همچنين عامل فرسایش سوزن را به عنوان عوامل 

مؤثر در نوسانات دامنه سيگنال SCM مد نظر قرار داد ]3[.

----  نشت ظرفیت ----
یکی دیگر از منابع انحراف در این روش، نشت ظرفيت است که 
بر اثر برهم کنش بين نمونه و بدنه تيرك حاصل می شود. برای حل 
که  به گونه ای طراحی می شود  مسئله، شکل هندسی دستگاه  این 
اتصالات پشتيبانی کننده تيرك در بالای نمونه قرار نگيرند، بلکه در 
نواحی جانبی آن واقع شوند. بدین ترتيب، ظرفيت نویزي بين بدنه 

تيرك و نمونه حذف می شود ]3[.
  

----  رطوبت محیط ----
با ایجاد ميدان الکتریکی قوی بين سوزن و نمونه ممکن است ذرات 
آب موجود در سطح لایه اکسيدی تجزیه شده و باعث تزریق پروتون ها 
)+H( به داخل این سطح شود. تزریق بار به این شکل منجر به انحراف 
سيگنال می شود. همچنين وجود رطوبت می تواند پدیده اکسيداسيون 
آندی را که در AFM و STM پدیده شناخته شده ای است، به وجود 
آورد. پدیده اکسيداسيون به عواملی نظير درصد رطوبت، ولتاژ بایاس 
و  اکسيدی  اندازه سوزن، ضخامت لایه  پلاریزاسيون،  بایاس  اعمالی، 
این عوامل می توانند کيفيت  دارد که  اکسيداسيون بستگی  کيفيت 

اندازه گيری SCM را تحت تأثير قرار دهند ]3[.
  

----  تخلیه سوزن ----
عامل دیگر انحراف، تخليه سوزن است. هنگامی که عمل روبش 
روی نواحی به شدت آلایيده صورت می گيرد، لازم است ولتاژ بایاس 
قوی تری اعمال شود. این ولتاژ بایاس قوی ممکن است باعث تخليه 
انحراف  به  منجر  نتيجه  در  و  از جنس سيليسيم شده  سوزن های 

سيگنال شود ]3[.
  

----  وارونگی کنتراست ----
کنتراست  وارونگی   ،SCM روش  در  بحث  مورد  موارد  از  یکی 
است. در واقع باید سيگنال SCM با کاهش غلظت آلاینده در نمونه، 
به صورت یکنواخت افزایش یابد. بارها مشاهده مي شود که به هنگام 
آلاینده  غلظت  افزایش  با   SCM سيگنال  ميکروسکوپ،  این  با  کار 
وارونگی کنتراست گفته می شود.  پدیده  آن  به  افزایش مي یابد که 

عوامل پدید آورنده این اثر هنوز چندان مشخص نيستند ]3[.
 

----  نور لیزر ----
نور ليزر نيز باعث انحراف سيگنال SCM می شود و اثر نویزي 

در سيستم آشکارسازی دارد ]3[.

کاربردها

روش SCM یک ابزار ميکروسکوپی عالی است که به کمک آن 
می توان تصویر اختلاف غلظت آلاینده ها را با توان تفکيک بالا تهيه 
 SCM به کمک   ،)p یا   n )نوع  باشد  متفاوت  آلاینده  نوع  اگر  کرد. 
می توان با بهره گيری از آشکارساز حساس به فاز، این تفاوت را نشان 
داد. همچنين برای نمونه های بزرگ با سطح گسترده و یا قطعاتی که 
به چندین روبش در مناطق مختلف سطح نياز دارند نيز می توان از 
این ميکروسکوپ استفاده نمود. گرچه تاکنون، روش SCM به عنوان 
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یک روش اندازه گيری استاندارد برای استفاده عمومی در نظر گرفته 
نشده است، ولی تحقيقات انجام شده نشان می دهند که استفاده از 
قابل توجهی کرده  اندازه گيری های کمی، پيشرفت  برای  این روش 
نيمه هادی  ترکيبات  برای  روش  این  بودن  مناسب  همچنين  است. 

نظير سيليسيم کاربيد و الماس نيز به اثبات رسيده است ]5[.

از کاربردهای دیگر این روش می توان به موارد زیر اشاره نمود:
� بررسی و شناسایی قطعات نيمه هادی که به دليل غيرمخرب 
بودن این روش، تهيه تصاویر سه بعدي و به دست آوردن توان بالا 

قابل استفاده است؛
قطعات  در  ناخالصی ها  تغييرات  از  تصویر  تهيه  قابليت   �

نيمه هادی؛
� اندازه گيری تراکم حامل هاي بار به صورت دو بعدی و با دقتی 

در مقياس نانومتر؛
� نقشه برداری از تراکم حامل هاي بار در نمونه هایی که به صورت 

غيریکنواخت آلایيده شده اند؛
� توصيف خواص الکتریکی گيت اکسيد در قطعات MOS و غيره.

SCM پیشرفت های روش

با یک فرکانس   RF از یک نوسانگر  SCMهای متداول که  در 
ثابت استفاده می شود، دست یابی به یک تصویر خوب SCM برای 

نمونه های فلزی و دی الکتریک دشوار است ]2[.
تصویربرداری  در   XE-SCM مدل  از   SCM روش  پيشرفت  با 
عمليات   ،SCM دستگاه های  از   XE سری  در  می شود.  استفاده 
اندازه گيری با حساسيت عالی و توان تفکيک فضایی بسيار بالا همراه 
با فرکانس های عملياتی قابل تنظيم به منظور انتخاب فرکانس تشدید 
و عامل کيفيت بهينه برای هر اندازه گيری، انجام می شود. علاوه بر 
این، استفاده از محافظ های الکتریکی جدید و نگه دارنده های پروب 
SCM باعث مي شود که اندازه گيری ها مستقل از تأثيرات محيطی 

باعث کـاهش  پایين  با خاصيت دی الکتریک  ترکيبات  انجام شود. 
S ( می شود. 

N  ( نویــز  به  نسبت سيگنال  افزایش  و  نشت ظرفيت 
شکل )5( سازوکار عملی اندازه گيــری ظرفيت سری XE-SCM را 
 )≈1 GHz( RF1نشان می دهد. در حسگر ظرفيت از یک نوسانگـــر
که به یک تشدیدکننده با مدار آشکارسازی توان RF متصل است، 

استفاده می شود ]2[.
خازن  یک  دارای  که  ماکروویو  تشدیدکننده  به   SCM پروب 
داخلی متغير است، متصل می شود. در این صورت پروب به گونه ای 
کيفيت  عامل  و   )fr( تشدید  فرکانس  دارای  که  مي شود  تنظيم 
پایداری  که  است  به گونه ای  پروب  این  طراحی  باشد.  بهينه   )Q(

فوق العاده ای را برای فرکانس فراهم می کند ]2[.
یکی از رایج ترین کاربردهای XE-SCM، نقشه برداری از تراکم 
حامل بار در یک نمونه نيمه هادی است که به صورت غيریکنواخت 
و   SIMS، SRP مانند  رایجی  ابزارهای  تاکنون  شده است.  آلایيده 
)C-V( تک بعدی، توانسته اند اطلاعات مربوط به تراکم حامل بار 
و یا آلاینده را با دقت بسيار بالا و توان تفکيک محدود در یک بعد 
از  که  مي دهد  نشان   XE-SCM روش  حال،  هر  به  آورند.  فراهم 
توان فوق العاده ای برای اندازه گيری مستقيم تراکم حامل های فعال 

به صورت دوبعدی و با دقت در مقياس نانومتر برخوردار است ]2[.
امتداد  در  می توان   ،SCM بهبود سيگنال های  برای  همچنين، 
از یک تشدیدکننده و یک مدار تشدیدی استفاده  پروب و نمونه، 
در  و  نمونه شده   – تغيير در ظرفيت سوزن  ایجاد  باعث  نمود که 

نتيجه دامنه و ولتاژ خروجی آشکارساز را تغيير  دهد.
از دیگر پيشرفت هایی که در این حوزه انجام شده است، استفاده 
از حسگرهای چند پروبی با توان تفکيک بسيار بالاست. در شکل 
 SRAM برای مدارهای پشتيبانی SCM 6( تصاویری که به وسيله(
با  تصویر  داده شده است.  نشان  آمده،  به دست  در سطح سيليسيم 
بالای  فضایی  تفکيک  توان  معرف  پایين،  شکل  در  بالاتر  وضوح 
حسگر چند پروبی SCM است و نشان می دهد که در ميکروسکوپ 

SCM پيشرفت قابل ملاحظه ای اتفاق افتاده است ]5[.

شکل 5: )الف( نمای روش XE-SCM، )ب( نمودار تغییر در ظرفیت سوزن – نمونه ]2[.
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باید توجه داشت که روش SCM یک روش کيفی  به هرحال 
است. رویکردها براي کمی سازی نمودار آلاینده ها، همگی براساس 
روش های شبه کمی هستند، بدین ترتيب که ابتدا دامنه سيگنال 
یک آلاینده با غلظت مشخص ثبت می شود و سپس غلظت نواحی 
آلایيده شده با مقایسه دامنه سيگنال های ظرفيت در این نواحی با 
دامنه سيگنال ظرفيت در ناحيه مرجع تعيين می شود. تلاش های 
تعيين کميت  برای  تهيه مدل هایی  و  به منظور شبيه سازی  زیادی 
غلظت آلاینده ها انجام شده است که هنوز به روش های قطعی منجر 

نشده است ]3[.

روش SCM در آینده

یکی از رویکردهای اساسی برای ميکروسکوپ SCM در آینده، 
محاسبه یک مدل نظری کامل است که در آن کليه عوامل مؤثر 
در SCM مانند شکل سوزن، نشت ميدان، بارهای سطحی، زبری 
محاسبات  ترتيب  بدین  و  شده  گرفته  قرار  مدنظر  غيره  و  سطح 
نشت شده  ظرفيت های  ميان،  این  در  می شود.  امکان پذیر  کمی 
هنوز ناشناخته است و اگر بررسی و تجزیه و تحليل این موضوع 
SCM در حد یک روش کيفی برای  به خوبی انجام نشود، روش 

ترسيم نقشه آلاینده ها باقی خواهد ماند.
توجه  جالب  بسيار   SCM مطالعات  در  که  دیگری  موضوع 
ميکرویی  شکاف های  دارای  که  است  قطعاتی  بررسی  است، 
هستند. دست یابی به روشی استاندارد برای مطالعه ميکروشکاف ها 

به وسيله SCM یکی از چالش های این حوزه است.
تلاش برای تلفيق توان تفکيک پروب های روکش دار با ویژگی 
از  دیگر  یکی  الماسی  یا  فلزی  پروب های  خوب  هدایت  قابليت 
اکسيدی  پروب های  است.  حوزه  این  برانگيز  چالش  موضوعات 
انتهای  به  که  کربنی  نانولوله های  و  اکسيداسيون  برابر  در  مقاوم 

سوزن متصل می شوند، از جمله این تلاش ها هستند ]7[.
حسگرهای  ناتوانی  روش،  این  توجه  قابل  ضعف های  نقطه  از 
روش  در  است.  عامل  چند  هم زمان  اندازه گيری  براي  موجود 

به هنگام  فقط  که  شده اند  طراحی  گونه ای  به  حسگرها   ،SCM
جداسازی  از  پيش  می گيرند.  قرار  استفاده  مورد  تصویربرداری 
محل  تصویر  نتيجه  در  و  شود  کشيده  عقب  سوزن  باید  حسگر، 
مورد بررسي از دست می رود. به هر حال، محدودیت های موجود 
توجه  قابل  کاهش  باعث  حسگرها،  این  الکترونيکی  طراحی  در 
نسل  نماینده  پروبی  چند   SCM حسگر  شده است.  آنها  کارایی 
با  حسگرهایی  آینده،  در  است.  تصویربرداری  ابزارهای  بعدی 
را  عامل  چندین  اندازه گيری  امکان  الکترونيکی،  خاص  طراحی 
آورد و  فراهم خواهند  یا پروب،  نمودن حسگر  به جدا  نياز  بدون 
بدین ترتيب بهره وری و عملکرد SCM را به طور مستقيم افزایش 

خواهند داد ]5[.

روی  انجام شده  آزمایشگاهی  مطالعات  به  توجه  با 
روش ميکروسکوپی ظرفيتی روبشی، مشخص شده است 
ساختار  در  آلاینده ها  نقشه  تهيه  در  روش  این  که 
یک  اکسيدی،  لایه  شناسایی  و  تشخيص  و  نيمه هادی 
از  کيفی  تصویر  یک  تهيه  برای  است.  قدرتمند  روش 
بررسی  نظير  نيمه هادی،  ساختار  در  آلاینده  وجود 
مراحل ساخت و جای دادن صحيح ریزساختارها در یک 
قطعه الکترونيکی، همچنين بررسی حضور یا عدم حضور 
ناحيه، ميکروسکوپ  نوع مشخص در یک  با  آلاینده ای 
SCM به عنوان یک ابزار توانمند ظاهر شده است. هنگام 
کاليبراسيون  تا  است  لازم  روش،  این  با  کمی  بررسی 
به  آنها  در  اکسيدی  لایه  که  نواحی  در   SCM تصاویر 
روشی یکسان رشد یافته، انجام شود. ابتدا یک منحنی 
شبه کاليبره برای نمونه مرجع به دست آمده و سيگنال 
نمونه  برای  سپس  و  می شود  اندازه گيری  آن   SCM
آزمایشي، استفاده مي شود. البته این روش بسيار محدود 
اکسيدی  لایه  تهيه  برای  نمونه ها  آن  در  باید  که  است 

یکسان، به صورت کاملًا مشابه آماده سازی شوند.
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.]5[ SRAM برای مدار پشتیبانی SCM شکل 6: تصاویر
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پی نوشت

1. کارشناس ارشد فيزیک، دانشگاه بيرجند - آزمایشگاه مغناطيس و ابر رسانایي

2. کارشناس ارشد شيمي تجزیه، پژوهشگاه صنعت نفت، مرکز تحقيقات نانوفناوري

3. کارشناس ارشد شيمي فيزیک، پژوهشگاه صنعت نفت، مرکز تحقيقات نانوفناوري

4. کارشناس ارشد مهندسي مواد - مواد مرکب، پژوهشگاه صنعت نفت، پژوهشکده کاتاليست

5. عضو کارگروه تخصصی دستگاه هاي SPM شبکه آزمایشگاهی

6. Scanning capacitance microscopy (SCM)

7. Scanning electron microscopy (SEM)

8. Transmission electron microscopy (TEM)

9. Secondary ion mass spectroscopy (SIMS)

10. Spreading sheet resistance profiling (SRP)

11. Scanning Probe Microscope (SPM)

12. Atomic Force Microscopy (AFM)

13. Ion implanted semiconductor 

14. Metal Oxide Semiconductor (MOS)

15. Electrostatic Force microscopy (EFM)

16.Gate

17.Aspect ratio
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هزاران نوع پروتئين با خواص و عملکردهای مختلف وجود دارند. برای مطالعه یک پروتئين باید فرم خالصی از آن 
برای خالص سازی پروتئين، روش های جداسازی مختلفی بر حسب ویژگی های فيزیکی و شيميایی  را در اختيار داشت. 
اصول  است.  بيولوژیکی  ترکيبات  خالص سازی  و  شناسایی  برای  قدرتمند  روشی  کروماتوگرافی،  دارد.  وجود  پروتئين 
جداسازی در کروماتوگرافی، توزیع و یا تفکيک مولکول ها ميان دو فاز امتزاج ناپذیر به نام های فاز متحرك و فاز ساکن 
با کارایی بالا است.  است. امروزه متداول ترین روش شناسایی و خالص سازی مولکول های بيولوژیک، کروماتوگرافی مایع 
تبادل  کروماتوگرافی  ذکر شد؛  اول(،  )قسمت  پروتئين ها  تخليص  برای  کروماتوگرافی  روش های  مقاله  در  که  همان گونه 
یونی، کروماتوگرافی برهم کنش هيدروفوبی، کروماتوگرافی اندازه طردی و کروماتوگرافی ميل ترکيبی از جمله روش های 
جداسازی با استفاده از روش کروماتوگرافی به عنوان روش های تخليص پروتئين ها هستند. در قسمت اول مقاله به دو روش 

نخست پرداخته شد و در مقاله حاضر، دو روش آخر مورد بحث قرار خواهد گرفت.
اندازی7 است که ماده مورد نظر به سطح جاذب  به دام  اولين مرحله، مرحله  در یک فرآیند معمول کروماتوگرافی، 
متصل می شود در حالی که ناخالصی ها اتصال نمی یابند. پس از آن، پروتئين هایی که به ميزان ضعيفی اتصال یافته اند قبل 

از تغيير شرایط به منظور شویش پروتئين مورد نظر، خارج می شوند ]1-6[.
انواع روش های کروماتوگرافی مایع )که عمدتاً در نوع فاز ساکن متفاوت هستند( برای خالص سازی پروتئين استفاده 
اندازه  تفاوت  براساس  آن  در  جداسازی  زیرا  است؛  متفاوت  تا حدی  طردی  اندازه  کروماتوگرافی  فرآیند  تنها،  می شوند. 
پروتئين ها و اندازه حفره های فاز ساکن است و نه براساس جذب سطحی. مقایسه دو روش کروماتوگرافی تبادل یونی و 

اندازه طردی در شکل )2( نشان داده شده است.
به طور کلی، روش های تخليص پروتئين ها با استفاده از کروماتوگرافی را می توان به چهار دسته عمده کروماتوگرافی 
تبادل یونی، کروماتوگرافی بر پایه آب گریزي، کروماتوگرافی ميل ترکيبی و کروماتوگرافی اندازه طردی تقسيم بندی نمود. 
در قسمت اول این مقاله، به دو روش نخست پرداخته خواهد شد و دو روش دیگر در قسمت دوم مقاله مورد بحث قرار 

خواهند گرفت.

کروماتوگرافـی  پروتئين،  کروماتوگرافـی، 
ميل ترکيبی، کروماتوگرافی اندازه طردی.

واژه های کلیدی

نویسندگان
مریم یوسفی1و4*
مهدی محمدی2
محمود نادری3و4

m.youse�@avicenna.ac.ir

دانش تخليص پروتئين قدمتی نزدیک به یک قرن دارد. برای 
جداسازی یک پروتئين خاص از مخلوط، از ویژگی های فيزیکی و 
شيميایی خاص آن پروتئين استفاده می شود. هيچ روش منحصر 
به فرد یا راه ساده ای برای خالص سازی همه انواع پروتئين ها وجود 
ندارد. روش ها و شرایط اعمال شده در تخليص یکی از پروتيين ها 
می تواند باعث غير فعال شدن سایر پروتيين ها شود. در این مقاله 
دو نوع از روش های کروماتوگرافی متداول، کروماتوگرافی ميل 
ترکيبی و کروماتوگرافی اندازه طردی بررسي شده و مزایا، معایب 

و محدودیت های هر روش مورد بحث قرار می گيرد.
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کروماتوگرافی میل ترکیبی

از جمله برهم کنش های بيولوژیکی پروتئين ها، برهم کنش های 
ویژه آن ها با دیگر مولکول هاست که ليگاند ناميده می شوند. این 
برهم کنش ها با ترکيباتی با وزن مولکولی پایين مانند سوبستراها 
پروتئين  یک  می دهند.  رخ  پروتئين ها  دیگر  یا  و  بازدارنده ها  یا 
ليگاند  مکمل  که  دارد  اتصالی  مکان های  کننده،  برهم کنش 
از برهم کنش های آب گریز یا  هستند. این اتصال می تواند تلفيقی 
الکتروستاتيک و یا برهم کنش های مولکولی کوتاه مانند نيروهای 
واندروالس و پيوندهای هيدروژنی باشد. یک ليگاند خاص به صورت 
می شود  متصل  خنثی  کروماتوگرافی  بستر  یک  به  کووالانسی 
با  پروتئين  برگشت پذیر  و  ویژه  اتصال  که  شرایطی  در  )شکل1(. 
آنجایی  از  می گيرد.  قرار  آناليز  مورد  نمونه  شود،  حاصل  ليگاند 
موردنظر  پروتئين  تنها  از ستون،  ماده مخلوط  عبور  در طول  که 
بدون  و  شده  شسته  ترکيبات،  دیگر  لذا  می شود،  سطحی  جذب 
هدف،  مولکول  شستشوی  برای  می کنند.  عبور  ستون  از  جذب 
 شرایط به گونه ای تنظيم می شود که برهم کنش پروتئين - ليگاند

شکسته شود.

شکل 1: یک بستر اتصال یافته به پروتئین هدف؛ A. دانه های ستون، 
B. بازوی حایل، C. لیگاند، D. پروتئین هدف

آنزیم ها  برای خالص سازی  این روش در سال 1968  ابتدا  در 
به کار گرفته شد و از آن زمان، کاربرد آن به پروتئين های گيرنده، 
ایمونو گلوبولين ها، نوکلئوتيدها و حتی به سلول های کامل، گسترش 
یافته است. کاربرد این روش تنها با در دسترس بودن ليگاندهای 

اختصاصی برای پروتئين موردنظر، محدود می شود.

�  فاز ساکن  
باید  ایده آل  بستر  یک  ترکيبی،  ميل  کروماتوگرافی  برای 
ویژگی های مشخصی داشته باشد. اول از همه بستر باید گروه های 
شيميایی مناسبی داشته باشد که ليگاند بتواند به صورت کووالانسی 
به آن متصل شود تا سطح بزرگی را برای اتصال فراهم آورد. شرایط 
ایجاب  می آید،  وجود  به  مشتق سازی  فرآیند  طول  در  که  سختی 
می  کند که بستر از لحاظ شيميایی و مکانيکی پایدار باشد. همچنين 
بستر موردنظر باید نسبت به حلال ها و بافرهای مورد استفاده در 
بنابراین،  باشد.  بی اثر  پروتئين  شویش  مرحله  در  ویژه  به  فرآیند، 
برهم کنش  از  جلوگيری  به منظور  خنثی  و  آب دوست  بستر های 
باید  بستر  می شوند.  داده  ترجيح  بستر  با  پروتئين  غيراختصاصی 
متخلخل با اندازه حفرات بزرگ 5 باشد تا برهم کنش پروتئين های 
بزرگ و ليگاندها را در خود جای دهد و در عين حال، جریان بتواند 
به خوبی از آن عبور کند. آگاروز متداول ترین بستر کروماتوگرافی 
برای  مناسبی  و  راه های ساده  این که  دليل  به  است؛  ترکيبی  ميل 

و  آلی  بستر های  تعدادی  دارد.  وجود  آگاروز  به  ليگاندها  اتصال 
دارند  وجود  کروماتوگرافی  بسترهای  به عنوان  نيز  سنتزی  معدنی 
از ميان آن ها می توان به موارد زیر اشاره نمود؛ دکستران های  که 
اتصال عرضی شده، پلی استایرن، پلی آکریلاميد، سلولز، سيليکا و 

شيشه متخلخل.

�  لیگاندها  
یک فرآیند تخليص موفق به ليگاندی نياز دارد که عملکردی 
اختصاصی داشته و به بستر کروماتوگرافی نيز به روش کووالانسی 
و  نموده  عمل  انتخابی  بسيار  باید  ليگاندها  باشد.  شده  متصل 
جمله  از  یابند.  اتصال  پروتئين ها  از  کمی  تعداد  یا  یک  به  تنها 
آنتی بادی ها، گيرنده های پروتئينی،  این مورد، می توان  مثال ها در 
هورمون های استروئيد، ویتامين ها و بازدارنده های آنزیمی را نام برد. 
گروه  به یک  و  داشته  اختصاصی ضعيفی  عملکرد  ليگاندها  برخی 
مشابه  شيميایی  ویژگی های  با  مشابه  ساختار  دارای  ترکيبات  از 
متصل می شوند. با این وجود، این برهم کنش ها برای حل برخی از 
این زمينه،  به عنوان مثال  در  مشکلات جداسازی کارگشا هستند. 
استافيلوکوکال، پروتئين های )A( و )G( به عنوان ليگاند هستند که 

برای ایمونوگلوبولين ها استفاده می شوند.
کمپلکس های  باشند،  قادر  باید  شده  کوپل  ليگاندهای 
تشکيل  شوند  جدا  است  قرار  که  پروتئين هایی  با  برگشت پذیری 
دهند. پایداری کمپلکس تشکيل شده نيز باید در حدی باشد که در 
بازداری کامل پروتئين موردنظر  باعث  طول فرآیند کروماتوگرافی 
شود. بسيار مهم است که پس از شستشوی ترکيبات بازداری نشده، 
تفکيک این کمپلکس با یک تغيير ساده در محيط، بدون تأثيرگذاری 
برگشت ناپذیر بر پروتئين جداسازی شده و یا ليگاند متصل به آن 
با  باید  ليگاند  ترکيبی،  ميل  جاذب های  تهيه  برای  پذیرد.  صورت 
حلال های مورد استفاده در فرآیند کروماتوگرافی سازگار باشد. به 
ترکيبی،  ميل  کروماتوگرافی  برای  ليگاند  نوع  بهترین  منظور،  این 
یک مولکول سنتزی است که پایدار، ایمن و ارزان باشد. ليگاندهای 
پروتئينی معمولاً گزینش پذیری مناسبی فراهم می آورند ولی برای 
توليد مناسب نيستند؛ زیرا در طول فرآیند پاك سازی ستون تخریب 
می شوند؛ علاوه بر آن، پروتئين ها گران هستند و باید قبل از اتصال 
ليگاند  که  است  ضروری  باشند.  داشته  بالایی  خلوص  ستون،  به 
موردنظر حداقل یک گروه عاملی داشته باشد که با استفاده از آن 
روی بستر تثبيت شود. متداول ترین این گروه ها، آمين ها، تيول ها، 

کربوهيدروکسيدها و گروه های هيدروکسيل هستند.

�  بازوی حایل6  
بر  بستر،  به  ليگاند  اتصال  گذاشتن  تأثير  از  جلوگيری  برای 
توانایی آن در اتصال به مولکول هدف، بهتر است یک بازوی حایل 
ميان ليگاند و بستر قرار داد )شکل 1(. در نتيجه ليگاند از سطح 
بستر فاصله گرفته و ممانعت فضایی را نسبت به حالتی که ليگاند 

به صورت مستقيم به بستر متصل باشد، کاهش می دهد.
بسيار  شده  تثبيت  کوچک  ليگاندهای  برای  حایل،  بازوهای 
اهميت دارند، اما برای ليگاندهای بزرگ تر وجودشان الزامی نيست. 
مناسب ترین طول برای بازوی حایل، )10-6( اتم کربن یا معادل آن 
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است. بازوهای حایل نباید از لحاظ شيميایی و یا ساختاری، اثری 
روی نمونه یا ليگاند داشته باشند.

�  اتصال لیگاند  
به طور کلی، فرآیند تثبيت ليگاند شامل سه مرحله است. ابتدا 
بستر برای واکنش با گروه عاملی ليگاند فعال می شود. پس از آن 
ليگاند به صورت کووالانسی، از طریق یک واکنش شيميایی اتصال 
مقدار  با  و  نداده  واکنش  باقيمانده  گروه های  نهایت،  در  و  می یابد 
اضافی از ترکيبی با وزن مولکولی پایين مانند اتانول آمين، مسدود  
می شوند. این عمل موجب می شود تا از همه اتصالات ميان ليگاند و 

نمونه اطمينان حاصل نمود.

روش های فعال سازی یک جاذب ميل ترکيبی، براساس شيمی 
یا خير،  است  نياز  مورد  بازوی حایل  آیا  این که  و  و جاذب  ليگاند 
متغير است. برخی از روش های متداول تثبيت در جدول )1( نشان 
داده شده اند. بستر باید به گونه ای فعال شده باشد که با روش شيمی 

ملایم، اتصال کووالانسی ليگاند به آن انجام شود.
فعال سازی معمولاً شامل وارد کردن یک گروه الکترون دوست به 
بستر است. در طول اتصال ليگاند، این گروه با گروه های هسته دوست 
مانند آمين، تيول و گروه هيدروکسيل واکنش می دهد. بستری که 
با گروه های هسته دوست مانند تيول فعال شده باشد را هم می توان 
برای اتصال ليگاندی که حاوی گروه های الکترون دوست است فعال 

نمود؛ گرچه چنين فرآیندی کم تر متداول است.

لیگاند متصل شده
گروه های 

عاملی 
لیگاند

واکنش گر لازم برای بستر فعال شده
فعال سازی

NH2ليگاندCNBr

NH2ليگاندEpichlorohydrine

NH2ليگاند

Epichlorohydrine
+6aminohe

xanoic acid +N-
 hydroxysuccinimide 

(NHS)

NH2ليگاند
N,N’ carbonyldiimid-

azole (CDI)

NH2ليگاندTosyl chloride

�  فاز متحرک  
در کروماتوگرافی ميل ترکيبی باید حداکثر دقت را به منظور 
برقراری اتصال ميان مولکول هدف و ليگاند به عمل آورد. شرایط 
داده  تغيير  به گونه ای  باید  ایده آل  اتصال  یک  برقراری  برای  بافر 
اطمينان  ليگاند،  با  هدف  مولکول  مؤثر  برهم کنش  از  که  شود 
ميل  کروماتوگرافی  به وسيله محيط  مولکول هدف  و  حاصل شود 
ترکيبی، بازداری شده و برهم کنش های غيرویژه به حداقل برسد. 
در اغلب موارد، بافر اتصال برای شستشوی ترکيبات اتصال نيافته 
می رود.  کار  به  هم  مولکول های هدف  بدون شستشوی  ستون  از 
تغيير سرعت جریان می تواند اثرات شگفت آوری بر موفقيت روش 
کروماتوگرافی ميل ترکيبی داشته باشد. اگر نمونه با سرعت بالایی 
پمپ شود، اتصال به خوبی برقرار نمی شود. در فاز شستشو، شرایط 

بافر به گونه ای تغيير می کند که برهم کنش ميان مولکول هدف و 
ليگاند را بشکند و در نتيجه مولکول هدف از ستون خارج شود.

�  راهبرد شویش  
فاز  از  شده  جذب  مواد  اتصال  تعادل  تغيير  واجذب،  اساس 
شرایط  تغيير  کمک  به  امر  این  و  است  متحرك  فاز  به  ساکن 
محلولی رخ می دهد که پيوند ليگاند و بيومولکول در آن رخ داده 
است و تغيير شرایط به گونه ای است که دیگر در آن، این اتصال 
چه  است  انجام  قابل  مختلفی  راه های  با  کار  این  نيست.  مطلوب 
به روش ویژه و چه غيرویژه. این که بافر شویش سریع عمل کند 
را تغيير ندهد بسيار مهم  یا فعاليت پروتئين موردنظر  و عملکرد 

است.
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برهم کنش ليگاند - پروتئين براساس تلفيقی از برهم کنش های 
عواملی  است.  هيدروژنی  پيوندهای  و  آب گریز  و  الکتروستاتيک 
به عنوان  است  ممکن  می سازند،  ضعيف  را  برهم کنش ها  این  که 
شوینده های مؤثر غيرویژه عمل کنند. درنظر داشتن اهميت نسبی 
به  شده  متصل  پروتئين  پایداری  روی  برهم کنش  نوع  سه  این 

انتخاب یک شوینده مناسب کمک می کند.

شکل 2: یک کروماتوگرام نمونه از خالص سازی براساس میل ترکیبی که 
pH پایین انجام شده است. شویش در آن با بافری با 

گروه ها  یونيزاسيون  حالت  تغيير  به  منجر   )pH( تغيير  یک 
اتصال  بر  مهمی  بسيار  اثر  و  شده  هدف  مولکول  و  ليگاند  در 
که  موادی  شستشوی  روش  متداول ترین  نتيجه،  در  می گذارد. 
 )pH( کاهش  غيراختصاصی،  به صورت  یافته اند،  اتصال  شدت  به 
اغلب )pH( حدود )2( لازم  برای واجذب،   .)2 بافر است )شکل 
اما ميزان )pH( را پایداری شيميایی بستر، ليگاند و مواد  است؛ 
کاهش  می توان  حد  چه  تا  را  بافر   )pH( که  این  و  شده  جذب 
داد، تعيين می کند. اگر شویش با تغيير )pH( انجام شود گاهی 
از  پس  بلافاصله  را  اجزای جمع آوری شده   )pH( که  است  لازم 
به  پروتئين  ساختار  دادن  دست  از  خطر  تا  کند  خنثی  شستشو 

برسد. حداقل 
بـا  اوليـه  فعال سـازی  اتصـال،  بـرای  روش  متداول تریـن 
سـيانوژن برمایـد7 اسـت کـه بـا گروه هـای هيدروکسـيل بسـتر 
پلی سـاکارید برهم کنـش می دهـد تـا یـک بسـتر فعـال به وجـود 
آورد. بسـتر های فعال شـده بـا )CNBr( برای اتصـال ليگاندهایی 
ماننـد پلی پپتيدهـا و پروتئين هـا بسـيار مناسـب هسـتند؛ زیـرا 
در شـرایط قليایـی ضعيـف )pH 9-10( بـا آمين هـای نـوع اول 
واکنـش داده و مشـتقات ایـزو اوره به وجـود می آورند. متأسـفانه 
پيونـد ایـزو اوره در )pH( فيزیولوژیـک )pKa ~ 9/5( بـار مثبت 
دارد و خـواص تبـادل آنيونـی بـه جـاذب می بخشـد. از طـرف 
دیگـر، بسـياری از ليگاندهایـی کـه اتصـال می یابنـد بـار منفـی 
دارنـد؛ بنابرایـن مشـتقات ایزو اوره ممکن اسـت اثـرات احتمالی 
 )CNBr( تبـادل کاتيونـی را خنثـی کننـد. بـا ایـن همـه، روش
بـرای اتصـال تـک نقطـه ای ليگانـد مناسـب نيسـت؛ زیـرا پيوند 
ایـزو اوره بـه راحتـی می شـکند و از آنجـا که )CNBr( به شـدت 
سـمی اسـت و بـا اسـيدی شـدن محيـط )HCN( آزاد می کنـد، 

بسـتر های تجـاری فعـال در ایـن مـورد توصيـه می شـوند.
بستر  را با دیگر واکنش های شيميایی نيز می توان فعال کرد. 

به عنوان مثال، بستر پلی ساکارید را می توان با اپی کلروهيدرین 
الکترون  به عنوان  را  اپوکسی  گروه  که  اپوکسيران ها  بيس  یا 

دوست به بستر وارد می کنند، فعال نمود.
بـه غيـر از واکنـش بـا آمين هـای نـوع اول، گـروه اپوکسـی 
گروه هـای  بـا  آهسـتگی  بـه  و  سـرعت  بـه  سـولفهيدریل8  بـا 
مفيـد  آنجایـی  از  پدیـده  ایـن  واکنـش می دهـد.  هيدروکسـيل 
اسـت کـه امـکان اتصـال ليگاندهـای قنـدی را فراهـم مـی آورد. 
زمانـی کـه از بيـس اکسـيران اسـتفاده می شـود، ویژگـی قابـل 
توجهـی مشـاهده می شـود و آن، ليگانـدی اسـت کـه به وجـود 
بـازوی  یـک  بخـود  خـود  کـه  اسـت  به گونـه ای  زیـرا  می آیـد؛ 
کاربردهـای  بـرای  کـه  دارد  کربنـه   )12( آب دوسـت  حایـل 
خاصـی مطلـوب اسـت. پـس از اتصـال یـک آلکانوئيـک اسـيد 
به عنـوان بـازوی حایـل، گـروه کربوکسـيل انتهایی ایـن قطعه را 
می تـوان بـاز هم با اسـتفاده از اسـتر N-هيدروکسـی سوکسـين 
 )NHS( بـا ایميـد )NHS( فعـال کـرد. بسـتر های فعـال شـده 
امـروزه به طـور متـداول اسـتفاده می شـوند، چنيـن بسـتر هایی 
بـا گروه هـای حـاوی آميـن نوع اول واکنـش داده و پيونـد پایدار 

می دهنـد. تشـکيل  آميـدی 
بستر های پلی ساکاریدی را می توان با عوامل کربونيله کننده 
N و′N کربونيل دی ایميدازول )CDI( فعال  کم ضررتری مانند 
این مشتقات در  توليد شود.  ایميدازول کربنات  تا مشتقات  کرد 
pHهای قليایی به آسانی با ليگاندهای حاوی آمين های نوع اول، 
در  و  پایدار  بسيار  کربامات  پيوند  می دهند.  تشکيل  کربامات 
شرایط کروماتوگرافی تبادل یونی بدون بار است. البته این روش 

اتصال، حداقل فاصله از بستر را ایجاد می کند.
از  نمی آید  وجود  به  حایلی  بازوی  هيچ  آن  در  که  روشی 
از  آن  از  فعال تر  یا  و  کلراید  توسيل  چون  هاليدهایی  سولفونيل 
گروه های  با  واکنش گرها  این  می کند.  استفاده  کلراید  ترسيل 
هيدروکسيل واکنش داده و سولفونات ها را به وجود می آورند که 
گروه های ترك کننده بسيار خوبی بوده و امکان اتصال مستقيم 
هسته دوست هاي ليگاند به کربن هيدروکسيل را فراهم می آورند. 
اتصال  پروتئين های  شویش  برای  هم  بافر  یونی  قدرت  افزایش 
این  برای  اغلب  مولار  یک   )NaCl( نمک  از  است.  کارآمد  یافته 
هدف استفاده می شود. زمانی که اتصال از طریق برهم کنش های 
شویش  برای  سخت تری  روش های  از  شود  انجام  آب گریز  قوی 
باید  کيليت دهنده  نمک های  افزودن  یا  قطبيت  کاهش  مانند 

شود. استفاده 
 

اندازه طردی کروماتوگرافی 

گرفتند،  قرار  بحث  مورد  تاکنون  که  روش هایی  تمامی  در 
است.  بوده  بستر   و  پروتئين  ميان  برهم کنش  براساس  بازداری، 
و  ساختار  برای حفظ  روش  بهترین  اندازه طردی  کروماتوگرافی 
بستر   طردی،  اندازه  کروماتوگرافی  در  است.  پروتئين ها  عملکرد 
و شکل  اندازه  براساس  و جداسازی  است  متخلخل  ذرات  شامل 
مولکول انجام می شود )شکل های )3( و )4((. نام دیگر این روش 

ژل فيلتراسيون9 و یا ژل تراوایی10 است.
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شکل 3: مدلی که نشان دهنده تخلخل دانه های ژل آب دوست به کار رفته در 
کروماتوگرافی اندازه طردی است.

اندازه طردی.  کروماتوگرافی  از  استفاده  با  پروتئین  دو  4: جداسازی  شکل 
مخلوط پروتئین ها در بالای ژل بارگذاری می شود. سپس مولکول های بزرگ 

سریع تر از مولکول های کوچک عبور می کنند.

�  غربال مولکولی  
بـرای جداسـازی در کروماتوگرافـی اندازه طـردی )SEC(11 از 
خـواص غربالگـری مولکولـی برخـی بسـتر های متخلخـل اسـتفاده 
می شـود. بسـتر های )SEC( گسـتره وسـيعی از ذرات هسـتند کـه 
تفـاوت اندکـی در انـدازه حفـره خـود دارنـد. فرآیند جداسـازی به 
بـه تمامـی،  بـرای ورود  توانایـی متفـاوت پروتئين هـای مختلـف 
بخشـی و یـا هيچ کـدام از کانال ها در ذرات متخلخل بسـتگی دارد. 
مولکول هایـی کـه از سـتون )SEC( عبـور می کننـد بایـد از یـک 
مـاز عبـور نماینـد کـه هـر چـه مولکـول کوچک تر باشـد ایـن ماز 
پيچيده تـر می شـود؛ زیـرا مولکول هـای کوچـک، کانال هـای عبـور 
بالقـوه بيشـتری در دسـترس دارنـد. از طـرف دیگـر، مولکول هـای 
بزرگ تـر بـه دلایـل فضایـی از کانال هـا طرد می شـوند و به آسـانی 
از ميـان ذرات عبـور می کننـد. در نتيجـه، مولکول هـای کوچک تـر 
بـازداری  کم تـر  بزرگ تـر  مولکول هـای  و  شـده  بـازداری  بيشـتر 
وزن  براسـاس   )SEC( در  جداسـازی  کلـی،  به طـور  می شـوند. 
مولکولـی اسـت، ایـن ادعا که جداسـازی براسـاس طـرد و یا جذب 
متفاوت درون حفرات اسـت، دقيق تر اسـت. سـهولت نفوذ به حجم 
هيدرودیناميک بسـتگی دارد؛ تفاوت ميـان حجم هيدرودیناميک و 
وزن مولکولـی، در شـکل مولکول اسـت. پروتئين ها تمایـل دارند تا 
بـه شـکل کروی باشـند در حالی کـه )DNA( و یا پلی سـاکاریدها 
تمایـل دارنـد بـه شـکل خطـی قـرار گيرنـد. مولکول هـای خطـی 
حجـم هيدرودیناميـک بزرگ تـری از مولکول هـای کـروی دارنـد؛ 
بنابرایـن، یک مولکـول )DNA( با وزن مولکولی 10/000 سـریع تر 

از پروتئينـی بـا وزن مولکولـی10/000 از سـتون خـارج می شـود.

�  فاز ساکن  
چنين تلقی می شود که در )SEC(، گزینش گری تنها به تخلخل 
به گونه ای  ساکن  فاز  شيمی  نتيجه،  در  دارد.  بستگی  مواد  ذاتی 
انتخاب می شود که خواص جذب سطحی آن در حداقل ميزان خود 
باشد.  بسترهای مورد استفاده در روش )SEC( متشکل از پليمرهای 
طبيعی مانند آگاروز و یا دکستران هستند اما می توانند مخلوطی از 

پليمرهای سنتزی مانند پلی آکریلاميد هم باشند.
عرضی  اتصالات  برقراری  طریق  از  که  است  ممکن  را  ژل ها 
را می توان  اندازه حفرات  نمود.  تهيه  بعدی  به شکل شبکه ای سه 
 )SEC( بستر  اولين  آورد.  به دست  عرضی  اتصال  درجه  تغيير  با 
تجاری، سفادکس، از برقراری اتصال عرضی ميان دکستران و اپی 
امروزه ژل های بسياری به صورت  کلروهيدرین به وجود آمده است. 
بسترها  این  سطح  دارند.  وجود  متنوع  حفرات  اندازه  با  تجاری 
عمدتاً حاوی گروه های هيدروکسيل است که محيط خوبی را برای 
تا  آب دوستي  این  اگر چه  می آورد.  فراهم  آب دوست  پروتئين های 
برخی  می یابد.  کاهش  کننده  عرضی  اتصال  عوامل  ورود  با  حدی 
پليمرها مانند آگاروز قادر به تشکيل خود بخود ژل در شرایط غير 
پروتون دهنده هستند. سيليکاهای متخلخل با اندازه حفرات بزرگ 
هم در )SEC( استفاده شده اند اما باید با یک لایه آب دوست برای 

جلوگيری از تخریب پروتئين پوشانده شوند.
تمامی مولکول های بزرگ تر از اندازه حفره کاملًا از کانال های 
از  هم  همراه  به  و  نشده  بازداری  بنابراین،  می شوند؛  طرد  حفرات 
می توان  را  ژل  حفرات  اندازه  نتيجه،  در  می شوند.  خارج  ستون 
به گونه ای طراحی کرد که همه مولکول هایی که اندازه آنها بيشتر از 

اندازه حفرات است از ستون خارج شوند.
اندازه حفرات، سرعت مولکول هایی که وارد حفرات  همچنين 
می شوند را هم تعيين می کنند. زمان ميانگين اقامت مولکول ها در 
می شوند  وارد حفرات  که  مولکول هایی  و شکل  اندازه  به  کانال ها، 
بستگی دارد؛ بنابراین، مولکول های مختلف، زمان اقامت مختلفی در 
ستون دارند. رزین ها معمولاً براساس ظرفيت جداسازی اندازه های 
مختلف یک پروتئين کروی فرضی، طبقه بندی می شوند. حد بالایی، 
حدی است که مولکول های بزرگ تر کاملًا از کانال ها خارج می شوند 
است  حدی  پایينی  حد  نمی دهد.  رخ  جداسازی  هيچ  بنابراین،  و 
بنابراین،  شوند؛  کانال ها  وارد  قادرند  کوچک تر  مولکول های  که 
برای  دیگری  کانال  این حد کوچک تر هستند  از  که  مولکول هایی 
این  ميان  گزینش گری  هيچ  دليل،  همين  به  و  نداشته  دسترسی 
این دو حد آن چيزی  اندازه ها رخ نمی دهد. محدوده خطی ميان 

است که برای هر بستر گزارش می شود.

�  فاز متحرک  
تغيير  با   )SEC( بستر  گزینش گری  دیگر  بسترها،  برخلاف 
هيچ  حالت  بهترین  در  نيست.  تغيير  قابل  متحرك  فاز  ترکيب 
جذب سطحی رخ نمی دهد و فاز متحرك را باید تنها به عنوان فاز 
بر کروماتوگرافی.  تأثيرگذار  عامل  نه یک  و  نظر گرفت  در  حامل 
قدرت  و   )pH( با  بافر  محلول  یک  به  است  ممکن  نمونه  اگر چه 
یونی معين برای حفظ ساختار و فعاليت بيولوژیکی ماده موردنظر 

نياز داشته باشد.
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�  راهبرد شویش    

از آنجایی که مولکول ها در ستون )SEC( جذب سطحی نشده و 
فقط بازداری می شوند، پروتئين ها به روش ایزو کراتيک شسته شده و 
به ترتيب بزرگی )بزرگ ترین مولکول در ابتدا( از ستون خارج می شوند. 
در این سيستم یک تک بافر استفاده می شود که به معنای آن است 
 )SEC( که نيازی به استفاده از پمپ گرادیان نيست. روش جداسازی
حداقل جداسازی با کم ترین ظرفيت و بالاترین ميزان دقت نمونه را 
همچنين  می دهد.  به دست  کروماتوگرافی  روش های  دیگر  ميان  در 
به دليل سهولت اجرای آن و برخی مشخصاتی که در دیگر روش ها دیده 
 ،)SEC( نمی شود این روش، متداول ترین روش است. مزیت اساسی
عدم برهم کنش بستر کروماتوگرافی با نمونه است که باعث بالاترین 
درجه حفظ خواص بيولوژیکی آن می شود. علاوه بر این، از آنجایی که 
 )SEC( ندارد،  بستگی  مولکول  خواص جذب سطحی  به  جداسازی 
روشی برای جداسازی مالتيمرهایی که با استفاده از دیگر روش های 
کروماتوگرافی قابل جداسازی نيستند، فراهم می آورد. زمانی که نمونه 
وارد ستون می شود، جداسازی به صورت مستقيم آغاز شده و به همين 
دليل، مقطع عرضی باید به حد کافی برای حجم نمونه موردنظر بزرگ 
باشد. اگر چه طول ستون هم عامل مهمی است؛ زیرا بر درجه تفکيک 
و زمان فرآیند تأثيرگذار است. در نتيجه )SEC(، به عنوان مرحله نهایی 

که حجم نمونه کاهش یافته است مورد استفاده قرار می گيرد.

�  کاربردها  
کروماتوگرافی اندازه طردی کاربرد وسيعی در تخليص پروتئين 
چه به روش تجزیه ای و چه تهيه ای دارد. )SEC( تهيه ای را می توان 
به دو دسته تعویض بافر و جزء به جزء سازی12 تقسيم بندی نمود. 

تخلخل بستر براساس هدف موردنظر انتخاب می شود.

�  تعویض بافر    

با وزن مولکولی پایين  بافر حالتی است که ترکيبات  تعویض 

در نمونه، به عنوان مثال، مولکول های نمک با ماده بافری دیگری 
در حلال تبادل می شوند. )SEC( را می توان با استفاده از تعویض 
پایين  مولکولی  وزن  با  نمک  مولکول های  زیرا  برد؛  کار  به  بافر 
حالت،  این  در  می شوند.  جدا  بزرگ  پروتئين های  از  آسانی  به 
انتخاب  کند،  دفع  را  پروتئين ها  که  روشی  به  ژل  تخلخل  درجه 
پروتئين ها در حجم خالی ستون13 وجود  آنجایی که  از  می شود. 
مولکولی  وزن  با  یا حل شونده های  آلودگی ها  که  در حالی  دارند 
پایين در کانال های حفرات گير افتاده اند، این فرآیند را در سرعت 
می توان  تفکيک  قدرت  دادن  دست  از  بدون  بالا  جریان های 
برای  حفرات  کل  حجم  این که  دليل  به  این،  علاوه بر  کرد.  اجرا 
آلودگی های با وزن مولکولی پایين حجم بالای نمونه در دسترس 
بالای نمونه را هم می توان در یک مرحله  است، حتی حجم های 
خالص سازی کرد. این روش سریع تر و کارآمدتر از دیاليز است و 
حتی در مقياس های پایين )در حد نوك سمپلر( و یا مقياس های 

بالا )در حد ليتر( قابل انجام است.

�  جزء به جزء سازی پروتئین    

در جزء به جزء سازی تهيه ای، پروتئين موردنظر باید از بقيه حل 
شونده ها با اندازه مشابه جدا شود. از نقطه نظر تئوری، جداسازی 
مولکولی  در جرم  از 30درصد  که کمتر  مولکول های کروی  کامل 

متفاوت باشند، امکان پذیر نيست.

�  تعیین اندازه مولکولی    

مولکولی  اندازه  از  استفاده  با  عمدتاً  پروتئين ها  شویش  حجم 
آن ها تعيين می شود؛ در نتيجه، تهيه یک منحنی کاليبراسيون با 
پروتئين هایی با شکل مشابه و وزن مولکولی مشخص این امکان را 
فراهم می آورد که اندازه مولکولی دیگر پروتئين ها را تخمين زد. با 
پروتئين های  اندازه  در  تفاوت  تشخيص  امکان   )SEC( روش،  این 

سالم و تخریب شده را هم می دهد.
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فناوری های نوین علوم پزشکی جهاد دانشگاهی ابن سينا

2. دکتری شيمی آلی، گروه مهندسی فرآیند، پژوهشکده زیست فن آوری 
صنعت و محيط زیست، پژوهشگاه ملی مهندسی ژنتيک و زیست فناوری، تهران

3. کارشناس ارشد شيمی آلی، بخش تحقيقات گياهان دارویی، موسسه 
تحقيقات جنگل ها و مراتع کشور

4. عضو کارگروه تخصصی کروماتوگرافی شبکه آزمایشگاهی فناوری نانو
5. Macro porous.
6. Spacer Arm
7. Cyanogen bromide (CNBr)
8. Sulfhydryl
9. Gel filtration
10. Gel permeation
11. Size Exclusion Chromatography (SEC)
12. Fractionation
13. Void Volume

در این مقاله به بحث در مورد دو نوع از متداول ترین 
روش ها برای تخليص پروتئين ها، کروماتوگرافی ميل ترکيبی 
هر  مورد  در  شد.  پرداخته  طردی  اندازه  کروماتوگرافی  و 
روش به ویژگی های کلی، خواص فاز ساکن به فاز متحرك 
از  ترکيبی  ميل  شد.کروماتوگرافی  اشاره  آن  کاربردهای  و 
ساکن  فاز  اما  است؛  کروماتوگرافی  انواع  ویژه ترین  جمله 
آن بسيار گران است و اتصال برای یک مولکول خاص و یا 
یک دسته مولکول خاص برقرار می شود. در کروماتوگرافی 
سيستم های  و  کوچک  ستون های  از  اغلب  ترکيبی،  ميل 
کروماتوگرافی  جداسازی  اصول  می شود.  استفاده  ساده 
اندازه طردی، نفوذ مولکول ها به درون حفرات دانه ها است. 
مولکول های بزرگ قادر به نفوذ در حفرات نيستند در صورتی 
که مولکول های کوچک تر به درون حفرات نفوذ می کنند. از 
آنجا که حفرات، اندازه های مختلف دارند، مولکول ها براساس 

جرم مولکولی شان از هم جدا می شوند.
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باریکه  برخورد  انجام می شود. در  الکترونی  باریکه  از  استفاده  با  نمونه  بررسی  الکترونی روبشی،  در ميکروسکوپ 
الکترونی با سطح نمونه مورد نظر، الکترون ها قسمت اعظم انرژی خود را از دست داده و به وسيله نمونه جذب می شوند. 
حال اگر نمونه مورد نظر هادی باشد، جریان الکترون ها از نمونه به جانمونه ای منتقل شده و پدیده روبش الکترونی به 
سادگی صورت می پذیرد؛ اما اگر نمونه نيمه رسانا یا نارسانا باشد، الکترون ها روی سطح نمونه جمع شده و پدیده شارژ 
الکتریکی رخ خواهد داد. در پدیده شارژ الکتریکی با تجمع الکترون ها روی سطح نمونه، باریکه الکترونی هنگام روبش 
معمولاً  بود.  بی کيفيت خواهند  و  نامطلوب  بسيار  آمده  به دست  تصاویر  نتيجه،  در  و  انحراف شده  و  دچار جابه جایی 
از تصویربرداری  الکتریکی به شکل منطقه بسيار روشن در تصویر دیده می شود و در اغلب موارد، مانع  پدیده شارژ 
مطلوب خواهد شد ]1و2[. در شکل )1( تصویر مربوط به نمونه ای که پدیده شارژ الکتریکی در آن اتفاق افتاده است، 

دیده می شود.

روبشی،  الکترونی  میکروسکوپ 
پوشش، هدایت الکتریکی.

واژه های کلیدی

نویسندگان

سمانه غفرانی1و4 *
مریم علیزاده ذوالبین2و4 

معصومه معدنی پور3و4 

Samaneh_ghofrani@yahoo.com
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بررسی انواع پوشش های رسانا به منظور 
تصویربرداری با میکروسکوپ الکترونی روبشی

امروزه مطالعه درباره خواص مواد بدون آگاهی از اطلاعات مربوط به ریزساختار 
ميکروسکوپ  از  استفاده  مهم،  این  به  دستيابی  به منظور  نيست.  امکان پذیر  آن ها 
کارگيری  به  به ضرورت  توجه  با  است.  اهميت  و حائز  رایج  بسيار  روبشی5  الکترونی 
باریکه الکترونی برای تصویربرداری در این ميکروسکوپ ها و همچنين با در نظر گرفتن 
این مسئله که طيف گسترده ای از مواد هدایت الکتریکی مناسبی ندارند، استفاده از 
این ميکروسکوپ باعث بروز مشکلاتی برای رسيدن به نتایج مطلوب می شود. برای این 
به عنوان  نارسانا  و  نيمه رسانا  نمونه های  پوشش هادی روی سطح  از  استفاده  منظور، 

بهترین راهکار ارائه شده است که به طور گسترده ای مورد استفاده قرار می گيرد.
در این مقاله ابتدا به انواع پوشش های استفاده شده روی نمونه های مورد بررسی 
در ميکروسکوپ الکترونی روبشی اشاره می شود و در ادامه نيز، به دلایل استفاده از هر 

یک از آن ها و انواع روش های پوشش دهی خواهيم پرداخت.

چکیده
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شکل 1: تصاویر مربوط به تجمع الکترون ها روی سطح نمونه که منجر به پدیده شارژ 
الکتریکی شده و به شکل مناطق روشن در تصویر دیده می شود.

با در نظر گرفتن این مهم، نمونه های مورد استفاده در ميکروسکوپ الکترونی روبشی باید هادی باشند تا از تجمع 
نمونه های  مانند  نارسانا  یا  و  نيمه رسانا  نمونه های  بررسی  مورد  در  آید.  عمل  به   ممانعت  آن ها  روی سطح  الکترون ها 
سراميکی، پليمری و نمونه های زیستی که در برخورد با باریکه الکترونی، الکترون ها روی سطح آن ها جمع شده و منجر 
به ایجاد پدیده شارژ الکتریکی6 می شود، بهترین راه حل ارائه شده، اعمال یک پوشش هادی بسيار نازك روی سطح 

نمونه است ]1و3[.
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  انواع پوشش های اعمالی روی سطح نمونه

نمونه های  سطح  روی  استفاده  مورد  متداول  پوشش های 
نيمه رسانا و نارسانا به طور معمول شامل طلا، طلا/ پالادیوم، پلاتين 
و  نمونه  به جنس  اعمالی  پوشش  نوع  انتخاب  کربن هستند.  یا  و 
نکات  از  دارد.  بستگی  است،  نياز  مورد  نمونه  از  که  اطلاعاتی  نوع 
مهم برای انتخاب ماده پوشش اعمالی می توان به دارا بودن هدایت 
مناسب،  ثانویه  الکترون های  انتشار  سرعت  مناسب،  الکتریکی 
پایداری شيميایی و قيمت مناسب آن اشاره کرد. لازم به ذکر است 
که در موارد بسيار خاص و با توجه به نتایج درخواستی از نمونه، 
فلزات دیرگداز نظير  انواع  و  آلومينيوم  از پوشش های کروم، مس، 
تنگستن و تانتاليوم نيز می توان به عنوان پوشش هادی روی سطح 

نمونه ها استفاده نمود ]4[.
به طور کلی، برای بررسی توپوگرافی سطح نمونه، از پوشش طلا 
الکترونی  برگشتی  زیرا ضریب  استفاده می شود،  یا طلا/پالادیوم  و 
عنصر طلا بيشتر از بقيه عناصر بوده و کيفيت تصاویر به دست آمده 
مطلوب تر خواهد بود. از طرف دیگر، ذرات طلا به طور کامل ریزدانه 
بوده و به شکل همگن تری روی سطح نمونه می نشيند. در مورد نتایج 
مربوط به آناليز شيميایی نمونه، عنصر طلا بيشترین هم پوشانی را 
با عناصری نظير فسفر و گوگرد دارد و از طرفی باعث کاهش دقت 
مربوط به درصد عناصر موجود در نمونه می شود؛ بنابراین، معمولاً 
برای نمونه هایی که نتایج مربوط به ترکيب شيميایی آن ها مورد نياز 
به پوشش طلا ترجيح داده می شود که علت  است، پوشش کربن 
آن، عدد اتمی کم عنصر کربن است و کمترین تأثير را روی طيف 
اشعه  ایکس خواهد داشت. در جدول )1( موارد استفاده هر یک از 

انواع پوشش های رایج، با توجه به نتيجه مورد نياز، به شکل خلاصه 
آورده شده است ]3[.

جدول1: انواع پوشش های متداول و موارد استفاده آن ها ]3[

عنوانکاربرد

طلا، پلاتين، طلا-پالادیومتصاویر الکترون های ثانویه

کربنتصاویر الکترون های برگشتی

کربن، آلومينيوم، طلاآناليز عنصری

کربنالگوی کانال زنی

  انواع روش های پوشش دهی

پوشش  اعمال  مورد  در  توجه  مورد  نکات  مهم ترین  از  یکی 
نارسانا، مقدار ضخامت  و  نيمه رسانا  نمونه های  مناسب روی سطح 
پوشش اعمالی است که رابطه مستقيمی با روش پوشش دهی دارد. 
اندازه ا ی باشد که بتواند  ضخامت لایه پوشش اعمالی باید تنها به 
یک مسير هادی مناسب برای جریان الکترون ها ایجاد کند. از طرف 
تيره  باعث  که  باشد  نازك  اندازه ای  به  باید  اعمالی  پوشش  دیگر، 
شدن و ناپدید شدن جزئيات مربوط به توپوگرافی سطح نمونه نشود. 
معمولاً از دو روش، پوشش دهی به روش کندوپاش8 و پوشش دهی 
به روش تبخير تحت خلأ 9 برای پوشش دهی نمونه های مورد بررسی 
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الکترونی روبشی استفاده می شود که در  در دستگاه ميکروسکوپ 
ادامه به شرح هر یک از آن ها خواهيم پرداخت ]5و6[.

روش کندوپاش
اتم هاي هدف که از شمش خالص )طلا،  در روش کندوپاش، 
طلا/ پالادیوم، پلاتين و غيره( به وسيله پلاسمای تشکيل شده از یک 
گاز خنثی )معمولاً آرگون( بمباران شده و به این ترتيب، اتم های 
هدف مبدأ برای مثال طلا که به عنوان کاتد عمل می کنند، کنده 
شده و روی سطح نمونه می نشيند )شکل 2(. به دليل این که روش 
کندوپاش بسيار سریع و آسان بوده و پوشش نسبتاً همگن تری را 
ارائه می دهد، متداول ترین روش پوشش دهی نمونه، برای استفاده 

در ميکروسکوپ الکترونی روبشی به شمار می رود.

شکل2: چگونگی عملکرد دستگاه کندوپاش ]4[.

جریان،  عامل  سه  با  اعمالی  پوشش  ضخامت  روش،  این  در 
زمان و فاصله نمونه از هدف، قابل کنترل است و به طور معمول از 
یک نمودار جریان بر حسب زمان، برای تنظيم مقدار ضخامت لایه 
استفاده می شود.کنترل ضخامت مورد نياز در این روش، در مقایسه 
با روش تبخير الکتریکی، دارای دقت بيشتری بوده اما دارای معایبی 

همچون گرم شدن نسبی نمونه و درشت دانه شدن لایه است.
در این روش، از هدف های مختلفی می توان استفاده نمود اما 
هدف طلا/پالادیوم بهترین انتخاب برای مصارف عادی است. معمولاً 
برای کار در بزرگنمایی های کم )5 تا 10 هزار برابر( هدف طلای 
خالص، در بزرگنمایی های متوسط )10 تا 50 هزار برابر( هدف طلا/

پلاتين و در بزرگنمایی های بالای 50 هزار برابر،هدف پلاتين مورد 
استفاده قرار می گيرد ]4[.

به منظور دستيابی به حد تفکيک بسيار بالا که در آن ها ضخامت 
باشند،  کوچک  خيلی  ذرات  اندازه  و  بوده  ناچيز  باید  پوشش  لایه 
نظير  دیرگداز  فلزات  از  یکی  یا  و  کروم  پلاتين،  هدف  از  می توان 
تنگستن یا تانتاليوم استفاده کرد. لازم به ذکر است که هدف های 
فلزی همچون طلا، طلا/پالادیوم و پلاتين به شکل صفحه نازك نورد 

شده با یک ضخامت معين، در دستگاه کندوپاش قرار می گيرند که 
پس از پایان مدت زمان مصرف آن ها، باید تعویض شوند.

روش تبخیر تحت خلأ
در  کربن(،  )معمولاً  مبدأ  هدف  خلأ،  تحت  تبخير  روش  در 
محيط خلأ، به اندازه ای گرم می شود که اتم های هدف تبخير شده 
و روی نمونه مقصد می نشيند )شکل 3(. با استفاده از این روش، در 
مقایسه با روش کندوپاش، نمونه ها کمتر گرم شده که در نتيجه، 
لایه  ضخامت  کنترل  اما  داشت  خواهيم  ریزتری  دانه های  با  لایه 
مشکل تر و زمان بر بوده و لایه تشکيل شده ناهمگن تر خواهد بود 
]4[. از این روش معمولاً برای پوشش دهی کربن استفاده می شود 
که در آن، هدف کربن به شکل رشته ای است که پس از یک بار 
استفاده، قابل استفاده مجدد نبوده و باید تعویض شود. در شکل )3( 

نمای کلی مربوط به روش تبخير تحت خلأ نشان داده شده است.

شکل 3: تصویر مربوط به سازوکار پوشش دهی به روش تبخیر تحت خلأ ]4[.

با توجه به مطالب ذکر شده درباره اعمال 
پوشش هادی روی نمونه های مورد بررسی در 
ميکروسکوپ الکترونی روبشی، می توان نتيجه 
ميزان  به  مصرفی  پوشش  جنس  که  گرفت 
از  که  اطلاعاتی  نوع  و  نمونه  به جنس  زیادی 
آن مورد نياز است، بستگی دارد و همچنين به  
کارگيری هر یک از این دو روش متداول برای 
و  مزایا  تبخير خلأ(  و  )کندوپاش  پوشش دهی 
معایبی نيز به همراه دارد که مهم ترین تفاوت 
آن ها، قابل کنترل بودن ضخامت لایه پوشش 
داده شده به وسيله روش کندوپاش و ریزدانه تر 

بودن لایه به روش تبخير تحت خلأ است.
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Abstract
Studying of the materials properties is impossible without 

knowing the details of microstructures. In order to achieve 
this, using a scanning electron microscope (SEM) is very 
common and important. Due to the necessity of using elec-
tron beam in these microscopes and considering the fact that 
a wide variety of materials don’t have a good electrical con-
ductivity,  obtaining desired results with this microscope have 
some problems. For this purpose, a conductive coating on 
the surface of the non-conductive samples is applied, which 
is widely used.

This article is an attempt to introduce a variety of coat-
ings used on the samples in scanning electron microscope 
and the reasons we use them and then diffrent techniques of 
coating will be discussed.

Scanning electron microscope, 
coating, electrical conductivity.
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proteinproteinproteinproteinproteinproteinproteinproteinproteinproteinproteinproteinproteinproteinproteinproteinproteinproteinproteinproteinproteinproteinproteinproteinproteinproteinprotein
purification purification purification purification purification purification purification purification purification purification purification purification purification purification purification purification purification purification purification purification purification purification purification purification purification purification purification purification purification purification purification purification purification purification purification purification purification purification purification purification purification purification purification purification purification purification purification purification purification purification purification purification purification purification purification purification purification 
 (Part  (Part  (Part  (Part  (Part  (Part 2)22)2))2)

Keywords

Chromatography, Protein, Affinity Chroma-
tography, Size Exclusion Chromatography.

The science, art, and practice of protein purification have 
been with us for more than a century. For purification of a spe-
cific a specific protein from a crude mixture the physical and/
or chemical properties of the individual protein must be utilized. 
There is no single or simple way to purify all kinds of proteins. 
Procedures and conditions used in the purification process of 
one protein may result in the inactivation of another. In this arti-
cle, two types of conventional chromatographic methods, affin-
ity chromatography and size exclusion chromatography are in-
vestigated; the advantages, disadvantages and the limitations 
of each method are discussed.
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Abstract
Scanning Capacitance Microscope (SCM) is kinde of scanning probe mi-

croscope in which a thin electrode probe scan across the sample surface. In 
this way, the sample surface is characterized by data obtained from changing 
electrostatic capacitance between surface and probe.

Scanning Capacitance Microscopy is non-destructive method and used to 
characterize and describe the semiconductors. One of the commercial ap-
plications of SCM is imaging the dopant in semiconductors. This microscope 
can also be used to to measure charge carrier density in nano-meter scale. 
The ability of SCM to image charge distribution with high resolution and sen-
sivity cause that this is known as a valuable method to identify nano-materials.

Investigation of materials
in nano scale using
Scanning Capacitance Microscopy
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Keywords
Dynamic Light Scattering, molec-

ular weight, DLS

DLS is a fast and simple tool to identify molecular weight. This instrument can be 
used to determine the molecular weight from the hydrodynamic radius for various 
types of specimens. It is possible to perform static light scattering as well with the 
software by measuring at several manually prepared concentrations. There is also 
a single-angle Debye Calculator that allows mathematical correction for angular 
effects. Typically the molecular weight measurements are performed using glass 
or quartz cuvettes due to their superior optical quality over plastic. and toluene are 
often selected as a standard sample and polystyrene will not hold up to toluene for 
a longer time.
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