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Îïèñàíà ìåòîäèêà îïðåäåëåíèÿ êðèñòàëëè÷íîñòè, ýëåìåíòíîãî ñîñòàâà è ëèíåéíûõ

ðàçìåðîâ íàíî÷àñòèö îêñèäîâ æåëåçà, öåðèÿ è òèòàíà â áèîëîãè÷åñêèõ òêàíÿõ ìåòîäîì

àíàëèòè÷åñêîé ïðîñâå÷èâàþùåé ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè. Ïðåäëîæåí ñïîñîá îöåíêè

ïîãðåøíîñòè èçìåðåíèÿ ðàçìåðîâ íàíî÷àñòèö ñ ïîìîùüþ ýëåêòðîííîãî ìèêðîñêîïà.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: ëèíåéíûé ðàçìåð, êðèñòàëëè÷íîñòü, ýëåìåíòíûé ñîñòàâ, íåîðãà-

íè÷åñêèå íàíî÷àñòèöû, áèîëîãè÷åñêèå òêàíè, ïðîñâå÷èâàþùàÿ ýëåêòðîííàÿ ìèêðîñêî-

ïèÿ.

The procedure of determination of linear sizes, crystallinity and chemical composition of

iron, cerium and titanium oxides nanoparticles in biological tissues by transmission electron

microscopy is described. The method for estimation of nanoparticle size measurement error

by means of transmission electron microscope is suggested

Key words: linear size, crystallinity, elemental composition, inorganic nanoparticles, biological

tissues, transmission electron microscopy.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ íàíîìàòåðèàëû øèðîêî ïðèìåíÿþòñÿ â ñàìûõ
ðàçíûõ îáëàñòÿõ íàóêè è òåõíèêè. Ñïåöèôè÷åñêèå ñâîéñòâà âåùåñòâà
â âèäå íàíî÷àñòèö îòêðûâàþò óíèêàëüíûå âîçìîæíîñòè ïîëó÷åíèÿ
ìàòåðèàëîâ ñ íîâûìè ñâîéñòâàìè, òàêèìè êàê âûñîêàÿ ìåõàíè÷åñêàÿ
ïðî÷íîñòü è îñîáûå ñïåêòðàëüíûå, ýëåêòðè÷åñêèå, ìàãíèòíûå, õèìè÷åñ-
êèå è áèîëîãè÷åñêèå õàðàêòåðèñòèêè. Ýòî, â ñâîþ î÷åðåäü, ïðèâîäèò ê
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óâåëè÷åíèþ îáúåìîâ ïðîèçâîäñòâà íàíîìàòåðèàëîâ. Íàèáîëåå ðàñ-
ïðîñòðàíåííûìè èç íèõ ÿâëÿþòñÿ íàíî÷àñòèöû îêñèäîâ êðåìíèÿ, òèòàíà,
öèíêà, æåëåçà, öåðèÿ, àëþìèíèÿ, ìåòàëëè÷åñêèå íàíî÷àñòèöû æåëåçà,
ìåäè, êîáàëüòà, íèêåëÿ, àëþìèíèÿ, ñåðåáðà, çîëîòà, óãëåðîäíûå íàíîòðóáêè,
ôóëëåðåíû [1, 2]. Êàê ñëåäñòâèå, íåèçáåæíî óâåëè÷èâàåòñÿ ïîñòóïëåíèå
çíà÷èòåëüíûõ êîëè÷åñòâ íàíîìàòåðèàëîâ â îêðóæàþùóþ ñðåäó, èõ
íàêîïëåíèå â êîìïîíåíòàõ áèîòû è àáèîòè÷åñêèõ ñðåäàõ ñ ïîñëåäóþùåé
ïåðåäà÷åé ÷åëîâåêó. Ïîñëåäñòâèÿ ýòèõ ïðîöåññîâ â áîëüøèíñòâå ñëó÷àåâ
íåïðåäñêàçóåìû. Â ñâÿçè ñ ýòèì íåîáõîäèìà ðàçðàáîòêà ãîñóäàðñòâåííîé
ñèñòåìû êîíòðîëÿ è íàäçîðà çà ïðîèçâîäñòâîì íàíîòåõíîëîãè÷åñêîé
ïðîäóêöèè, ñîñòàâíîé ÷àñòüþ êîòîðîé ÿâëÿåòñÿ ñèñòåìà ìîíèòîðèíãà
çàãðÿçíåíèé íàíîìàòåðèàëàìè îáúåêòîâ îêðóæàþùåé ñðåäû,
êîìïîíåíòîâ áèîòû, ñåëüñêîõîçÿéñòâåííûõ ðàñòåíèé è æèâîòíûõ,
ïèùåâûõ ïðîäóêòîâ.

Ôîðìàëèçîâàííàÿ ñèñòåìà êðèòåðèåâ îöåíêè áåçîïàñíîñòè íàíîïðî-
äóêöèè ñ òî÷êè çðåíèÿ òîêñèêîëîãèè è ýêîëîãèè äîëæíà îïèðàòüñÿ
íà ìåòðîëîãè÷åñêè îáåñïå÷åííûå ðåçóëüòàòû èçìåðåíèé ïàðàìåòðîâ
íàíîïðîäóêöèè, òàêèõ êàê ðàçìåðû ÷àñòèö, èõ ñòðóêòóðà, ñîñòàâ è äð.
Íàñòîÿùàÿ ðàáîòà ïîñâÿùåíà ðåøåíèþ çàäà÷ ìåòðîëîãè÷åñêîãî îáåñïå-
÷åíèÿ èçìåðåíèé ïàðàìåòðîâ íàíîïðîäóêöèè.

Îäíèì èç ïåðâûõ øàãîâ íà ïóòè ðàçðàáîòêè ñèñòåìû êîíòðîëÿ è
íàäçîðà çà âûïóñêîì è îáðàùåíèåì íàíîïðîäóêöèè ñòàëî ñîçäàíèå è
óòâåðæäåíèå ìåòîäè÷åñêèõ ðåêîìåíäàöèé ñëóæáû ãîñóäàðñòâåííîãî
ñàíèòàðíî-ýïèäåìèîëîãè÷åñêîãî íîðìèðîâàíèÿ Ðîññèéñêîé Ôåäåðàöèè
[3, 4]. Â íèõ, â ÷àñòíîñòè, îòìå÷åíî, ÷òî ñðåäè ìåòîäîâ, èñïîëüçóåìûõ â
íàñòîÿùåå âðåìÿ äëÿ âûÿâëåíèÿ è èäåíòèôèêàöèè íàíî÷àñòèö â
áèîëîãè÷åñêèõ îáðàçöàõ, íàèáîëåå ðàçðàáîòàííûìè è íàäåæíûìè ÿâ-
ëÿþòñÿ ìåòîäû àíàëèòè÷åñêîé ïðîñâå÷èâàþùåé ýëåêòðîííîé ìèê-
ðîñêîïèè (ÏÝÌ). Ýòè ìåòîäû ïîçâîëÿåò îáíàðóæèâàòü â ñîñòàâå
ñëîæíûõ ìíîãîêîìïîíåíòíûõ áèîëîãè÷åñêèõ îáðàçöîâ, òàêèõ êàê
áèîëîãè÷åñêèå òêàíè è îòäåëüíûå êëåòêè, ýëåêòðîíîïëîòíûå íàíî÷àñ-
òèöû ðàçìåðàìè 5 – 100 íì (â ñëó÷àå áîëåå ìåëêèõ ÷àñòèö ðåçêî
ñíèæàåòñÿ äîñòîâåðíîñòü àíàëèçà), îïðåäåëÿòü èõ ÷èñëî, ðàçìåð è ôîðìó.
Ñ ïîìîùüþ ìåòîäà äèôðàêöèè ýëåêòðîíîâ ìîæíî ïîäòâåðäèòü, ÷òî
îáíàðóæåííûå â îáðàçöå íàíîðàçìåðíûå âêëþ÷åíèÿ èìåþò êðèñòàë-
ëè÷åñêóþ ñòðóêòóðó, õàðàêòåðíóþ äëÿ äåòåêòèðóåìûõ íàíî÷àñòèö.
Ñïåêòðîñêîïèÿ õàðàêòåðèñòè÷åñêèõ ïîòåðü ýíåðãèè ýëåêòðîíîâ
(ÑÕÏÝÝ) ïîäòâåðæäàåò, ÷òî â ñîñòàâ âûÿâëåííûõ íàíî÷àñòèö âõîäÿò
îïðåäåëåííûå õèìè÷åñêèå ýëåìåíòû.
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Âîçìîæíîñòè àíàëèòè÷åñêîé ÏÝÌ ïîçâîëÿþò èñïîëüçîâàòü åå äëÿ
ðåøåíèÿ îñíîâíûõ çàäà÷, êîòîðûå ñòàâÿòñÿ â ýêñïåðèìåíòàõ ïî
äåòåêòèðîâàíèþ òåõíîãåííûõ íàíî÷àñòèö â îðãàíàõ è òêàíÿõ æèâûõ
îðãàíèçìîâ. Îíè âêëþ÷àþò â ñåáÿ îïðåäåëåíèÿ ðàçìåðîâ íàíî÷àñòèö
(ðàñïðåäåëåíèÿ ïî ðàçìåðàì), èõ õèìè÷åñêîãî ñîñòàâà è êðèñòàëëè÷íîñòè.
Ìåòðîëîãè÷åñêîå îáåñïå÷åíèå (ÌÎ), íåîáõîäèìîå äëÿ ðåøåíèÿ ýòèõ
çàäà÷, òðåáóåò äåòàëüíîé ðàçðàáîòêè. Â ÷àñòíîñòè, àêòóàëüíîé ÿâëÿåòñÿ
ðàçðàáîòêà ìåòîäîâ è ñðåäñòâ ÌÎ äëÿ ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè. Â
êà÷åñòâå ñðåäñòâ ÌÎ ÷àñòî èñïîëüçóþòñÿ  ìåðû, ïîçâîëÿþùèå îï-
ðåäåëèòü ìåòðîëîãè÷åñêèå õàðàêòåðèñòèêè ñðåäñòâ èçìåðåíèé –

ïðîñâå÷èâàþùèõ ýëåêòðîííûõ ìèêðîñêîïîâ. Âàæíûì ýëåìåíòîì ÌÎ
ÿâëÿåòñÿ ìåòîäèêà èçìåðåíèé, ñ ïîìîùüþ êîòîðîé îïðåäåëÿþòñÿ
ïåðå÷èñëåííûå âûøå ïàðàìåòðû íàíî÷àñòèö â îðãàíàõ è òêàíÿõ.

Â êà÷åñòâå ñîñòàâíîé ÷àñòè ãîñóäàðñòâåííîé ñèñòåìû êîíòðîëÿ è
íàäçîðà çà ïðîèçâîäñòâîì íàíîòåõíîëîãè÷åñêîé ïðîäóêöèè àâòîðàìè
áûëà ðàçðàáîòàíà ìåòîäèêà èçìåðåíèé [5], ïîçâîëÿþùàÿ ïðîâîäèòü
èçìåðåíèÿ ñòðóêòóðû, ýëåìåíòíîãî ñîñòàâà è ëèíåéíûõ ðàçìåðîâ íà-
íî÷àñòèö îêñèäîâ æåëåçà, öåðèÿ è òèòàíà â áèîëîãè÷åñêèõ òêàíÿõ
ìåòîäàìè àíàëèòè÷åñêîé ÏÝÌ. Äàííàÿ ñòàòüÿ ñîäåðæèò ïîÿñíåíèå
îñíîâíûõ ïîëîæåíèé ìåòîäèêè èçìåðåíèé [5], ðàçðàáîòàííîé è àòòåñ-
òîâàííîé â ñîîòâåòñòâèè ñ ïîëîæåíèÿìè [6].

Äëÿ àïðîáàöèè ìåòîäèêè [5] áûëè èñïîëüçîâàíû ñëåäóþùèå
íàíî÷àñòèöû* (Sigma-Aldrich, ÑØÀ): TiO

2
 (íå áîëåå 25  íì), CeO

2 
(íå

áîëåå 25  íì), Fe
2
O

3
 (íå áîëåå 50  íì). Èç ïîðîøêîâ ïåðåä ââåäåíèåì â

æèâûå îðãàíèçìû ñ ïîìîùüþ óëüòðàçâóêà ãîòîâèëè âîäíûå ñóñïåíçèè.
Äëÿ àïðîáàöèè ìåòîäèêè íà ðàñòåíèÿõ èñïîëüçîâàëè ñåìåíà ðèñà

Oryza sativa L. Ñåìåíà ïðîðàùèâàëè âî âëàæíîé êàìåðå, êîãäà äëèíà
êîðåøêîâ äîñòèãàëà 1,5 ñì, ïðîðîñòêè ïåðåíîñèëè íà 24 ÷ â ñóñïåíçèþ
íàíî÷àñòèö, çàòåì îïîëàñêèâàëè â äèñòèëëèðîâàííîé âîäå è èñïîëü-
çîâàëè äëÿ ïðèãîòîâëåíèÿ ïðîá. Ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêîìó
èññëåäîâàíèþ ïîäâåðãàëè ó÷àñòêè ëèñòüåâ, êîðíÿ è ñòåáëÿ.

Äëÿ àïðîáàöèè ìåòîäèêè íà æèâîòíûõ èñïîëüçîâàëè ìûøåé cd-1
(ïîëîâîçðåëûå íåëèíåéíûå ñàìöû, âîçðàñò 4 ìåñÿöà). Êàæäîé ìûøè
ïóòåì èíúåêöèè âíóòðèáðþøèííî ââîäèëè 1 ñì3 ñóñïåíçèè íàíî÷àñòèö
â ôèçèîëîãè÷åñêîì ðàñòâîðå (0,9 %-é ðàñòâîð õëîðèäà íàòðèÿ â
äèñòèëëèðîâàííîé âîäå) èëè ÷èñòûé ôèçèîëîãè÷åñêèé ðàñòâîð

*Ðàçìåðû íàíî÷àñòèö ïðèâîäÿòñÿ ïî äàííûì ïðîèçâîäèòåëÿ
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(êîíòðîëüíûé ýêñïåðèìåíò). ×åðåç 3 ÷ ïîñëå ââåäåíèÿ íàíî÷àñòèö æèâîò-
íûõ óìåðùâëÿëè ñ ïîìîùüþ ýôèðíîãî íàðêîçà è îòáèðàëè ïðîáû îðãà-
íîâ (ïå÷åíè, ïî÷êè) äëÿ ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêîãî èññëåäîâàíèÿ.

Ïîäãîòîâêó ïðîá ê ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêîìó èññëåäîâàíèþ
(ôèêñàöèÿ, îáåçâîæèâàíèå, çàëèâêà è ïðèãîòîâëåíèå ñðåçîâ) âûïîëíÿëè
ïî ðåêîìåíäàöèÿì [3, 4, 7]. Îòìåòèì, ÷òî òÿæåëûå ìåòàëëû, ïðèìåíÿåìûå
äëÿ êîíòðàñòèðîâàíèÿ êëåòî÷íûõ ñòðóêòóð ïðè ñòàíäàðòíîé ïîäãîòîâêå
áèîëîãè÷åñêèõ îáðàçöîâ äëÿ ÏÝÌ, ïðåïÿòñòâóþò âûÿâëåíèþ íàíî÷àñòèö
îêñèäîâ ìåòàëëîâ. Ïîýòîìó ïðè ïðèãîòîâëåíèè îáðàçöîâ äëÿ èçìåðåíèé
ñòðóêòóðû, õèìè÷åñêîãî ñîñòàâà è ðàñïðåäåëåíèÿ ïî ðàçìåðàì íàíî÷àñòèö
â ñîîòâåòñòâèè ñ [5] êîíòðàñòèðóþùèå ðåàãåíòû íå èñïîëüçîâàëè.

Ïðè ïðîâåäåíèè ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêîãî àíàëèçà âàæíîå
çíà÷åíèå èìååò èäåíòèôèêàöèÿ íàíî÷àñòèö. Áèîëîãè÷åñêèå îáðàçöû, â
òîì ÷èñëå ñðåçû òêàíåé, ñîäåðæàò áîëüøîå êîëè÷åñòâî ýëåêòðîíîïëîò-
íûõ íàíîðàçìåðíûõ âêëþ÷åíèé, êîòîðûå ìîãóò áûòü îøèáî÷íî ïðèíÿòû
çà âíåäðåííûå èñêóññòâåííûå íàíî÷àñòèöû. Äëÿ òîãî ÷òîáû îòëè÷èòü
âíåäðåííûå â îáðàçåö íàíî÷àñòèöû îêñèäîâ æåëåçà, öåðèÿ è òèòàíà îò
áèîãåííûõ èñïîëüçóþò äèôðàêöèþ ýëåêòðîíîâ è ÑÕÏÝÝ. Êîãäà äîêàçàíî,
÷òî îáíàðóæåííûå â îáðàçöå íàíî÷àñòèöû ÿâëÿþòñÿ èìåííî íàíî÷àñòè-
öàìè îêñèäîâ, îïðåäåëÿþò èõ ðàçìåðû è ñòðîÿò ðàñïðåäåëåíèå ïî ðàçìåðàì.

Ìåòîäèêà [5] ïðåäíàçíà÷åíà äëÿ ðåøåíèÿ òðåõ çàäà÷ – îïðåäåëåíèÿ
êðèñòàëëè÷íîñòè ñòðóêòóðû íàíî÷àñòèö, èõ ýëåìåíòíîãî ñîñòàâà è ðàñ-
ïðåäåëåíèÿ íàíî÷àñòèö ïî ðàçìåðàì.

Îïðåäåëåíèå êðèñòàëëè÷åñêîé ñòðóêòóðû íàíî÷àñòèö. Ìåòðî-
ëîãè÷åñêîå îáåñïå÷åíèå íåîáõîäèìî äëÿ çàäà÷, â êîòîðûõ ïðîâîäÿòñÿ
êîëè÷åñòâåííûå èçìåðåíèÿ (ò. å. ãäå ðåçóëüòàòîì èçìåðåíèé ÿâëÿåòñÿ
çíà÷åíèå íåêîòîðîé âåëè÷èíû è åå ïîãðåøíîñòü). Ïîýòîìó äëÿ îòâåòà
íà âîïðîñ î íàëè÷èè ýëåêòðîíîãðàôè÷åñêîé êðèñòàëëè÷íîñòè ó îáíàðó-
æåííûõ íàíî÷àñòèö ÌÎ â óêàçàííîì âûøå ñìûñëå íå òðåáóåòñÿ. Îäíàêî,
äàæå â äàííîì ñëó÷àå íåîáõîäèì ôîðìàëèçîâàííûé êðèòåðèé îïðåäå-
ëåíèÿ êðèñòàëëè÷íîñòè.

Ïðè íàëè÷èè â îáðàçöå êðèñòàëëè÷åñêîé ñòðóêòóðû ïó÷îê ýëåê-
òðîíîâ äèôðàãèðóåò íà ïàðàëëåëüíûõ àòîìàðíûõ ïëîñêîñòÿõ. Ïðè
äèôðàêöèè ýëåêòðîíîâ íà ìîíîêðèñòàëëàõ äèôðàêöèîííàÿ êàðòèíà
õàðàêòåðèçóåòñÿ ïîÿâëåíèåì îãðàíè÷åííîãî ÷èñëà äèñêðåòíûõ
ðåôëåêñîâ. Ïîëèêðèñòàëëû è ãðóïïû õàîòè÷íî îðèåíòèðîâàííûõ
ìîíîêðèñòàëëîâ ïðèâîäÿò ê âîçíèêíîâåíèþ ìíîãî÷èñëåííûõ ðåôëåê-
ñîâ, ñëèâàþùèõñÿ â êîíöåíòðè÷åñêèå êîëüöà. Äëÿ àìîðôíûõ îáðàçöîâ
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õàðàêòåðíî íàëè÷èå ðàçìûòîãî ãàëî íà äèôðàêöèîííîé êàðòèíå. Òåì ñà-
ìûì õàðàêòåð äèôðàêöèè ýëåêòðîíîâ ïîçâîëÿåò îïðåäåëèòü ñòðóêòóðó íà-
íî÷àñòèö, ïðîâåðÿÿ èõ íà íàëè÷èå ýëåêòðîíîãðàôè÷åñêîé êðèñòàëëè÷íîñòè.

Ïðè áîëüøîì ñêîïëåíèè íàíî÷àñòèö (ïîðÿäêà 100 ÷àñòèö íà 1 ìêì2)
ýëåêòðîíîãðàììà âûãëÿäèò êàê ñèñòåìà êîíöåíòðè÷åñêèõ êîëåö
(ðèñ. 1, à), ýëåêòðîíîãðàììà îò îäèíî÷íûõ íàíî÷àñòèö – êàê íàáîð
äèñêðåòíûõ ðåôëåêñîâ (ðèñ. 1, á).

Îïðåäåëåíèå õèìè÷åñêîãî ñîñòàâà íàíî÷àñòèö. Äëÿ îáíàðóæåíèÿ  â
ñðåçàõ òêàíåé íàíî÷àñòèö æåëåçà, òèòàíà èëè öåðèÿ (Fe, Ce, Ti),
èñïîëüçóþò ìåòîä ÑÕÏÝÝ [8]. Ïðè ýòîì ïîëó÷àþò ýíåðãåòè÷åñêèé
ñïåêòð ýëåêòðîíîâ, ïðîøåäøèõ ÷åðåç àíàëèçèðóåìóþ îáëàñòü îáðàçöà,
è ïðîâåðÿþò íàëè÷èå â ýòîì ñïåêòðå õàðàêòåðèñòè÷åñêèõ ïèêîâ, ñîîò-
âåòñòâóþùèõ êðàÿì ïîãëîùåíèÿ èñêîìûõ õèìè÷åñêèõ ýëåìåíòîâ. Çíà-
÷åíèÿ êðàåâ ïîãëîùåíèÿ è ñîîòâåòñòâóþùèå èì ýëåêòðîííûå îáîëî÷êè
ïðåäñòàâëåíû â òàáëèöå.

Ïðè èñïîëüçîâàíèè ÑÕÏÝÝ äëÿ àíàëèçà ýëåìåíòíîãî ñîñòàâà íà-
íî÷àñòèö íàèáîëåå âàæåí âîïðîñ î äîñòîâåðíîñòè âûäåëåíèÿ ïèêà íà
ñïåêòðå íà ôîíå øóìà. Èññëåäîâàíèå îáðàçöà ïðîâîäÿò ïî ïðåäóñ-
ìîòðåííûì â ïðîãðàììíîì îáåñïå÷åíèè (ÏÎ) êîíêðåòíîãî ìèêðîñêîïà
ïðîöåäóðàì. Â ÷àñòíîñòè, ñïåêòð çàïèñûâàþò ñ íàèëó÷øèì âîçìîæíûì
ðàçðåøåíèåì ïî ýíåðãèè, à äèàïàçîí ýíåðãèé è õàðàêòåðèñòè÷åñêèé

Ðèñ. 1. Êàðòèíû äèôðàêöèè ýëåêòðîíîâ îò íàíî÷àñòèö îêñèäà öåðèÿ:

 ïðè áîëüøîì êîëè÷åñòâå íàíî÷àñòèö â ïîëå çðåíèÿ – íåïðåðûâíûå êîëüöà (à),

ïðè ìàëîì – îòäåëüíûå ðåôëåêñû (á)
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ïèê íà ýòîì ñïåêòðå âûáèðàþò â ñîîòâåòñòâèè ñ ðåêîìåíäàöèÿìè, çà-
ëîæåííûìè â ÏÎ ìèêðîñêîïà. Ïðèìåð ñïåêòðà õàðàêòåðèñòè÷åñêèõ
ïîòåðü îò åäèíè÷íîé íàíî÷àñòèöû îêñèäà æåëåçà ïðèâåäåí íà ðèñ. 2, à, á.

Ïî ïîëó÷åííûì ñïåêòðàì ÑÕÏÝÝ îïðåäåëÿþò êðàÿ ïîãëîùåíèÿ.
Åñëè ïèêè ïîãëîùåíèÿ äîñòîâåðíû è ïîëîæåíèå êðàåâ ïîãëîùåíèÿ
ñîîòâåòñòâóåò çíà÷åíèÿì, òèïè÷íûì äëÿ èñêîìûõ ýëåìåíòîâ (æåëåçà,
öåðèÿ è òèòàíà, ñì. òàáëèöó), òî ãîâîðÿò î ïðèñóòñòâèè ñîîòâåòñòâóþùèõ
ýëåìåíòîâ â îáðàçöå è ýëåìåíòíûé ñîñòàâ îáíàðóæåííûõ â ñðåçå òêàíè
íàíî÷àñòèö ñ÷èòàþò óñòàíîâëåííûì. Äëÿ îïðåäåëåíèÿ äîñòîâåðíîñòè
ðåãèñòðàöèè ïèêà àâòîðàìè áûë ïðåäëîæåí êðèòåðèé, àíàëîãè÷íûé
êðèòåðèþ 3σ [9]. Ñîãëàñíî åìó, ïèê íà ñïåêòðå ÿâëÿåòñÿ äîñòîâåðíûì,
åñëè ëîêàëüíûé ìàêñèìóì èíòåíñèâíîñòè I

max
 îòëè÷àåòñÿ îò îæèäàåìîãî

(òåîðåòè÷åñêè ïðåäñêàçûâàåìîãî) çíà÷åíèÿ ôîíà I
ò
(E

max
) íå ìåíåå

Êðàÿ ïîãëîùåíèÿ â ñïåêòðàõ ÕÏÝÝ íåêîòîðûõ ýëåìåíòîâ

Ýëåìåíò Êðàé ïîãëîùåíèÿ (ýëåêòðîííàÿ îáîëî÷êà), ýÂ

Ce
Fe

Ti

902 (M4), 884 (M5)
721 (L2), 708 (L3)
461 (L2), 455 (L3)

Ðèñ. 2. Ñïåêòð õàðàêòåðèñòè÷åñêèõ ïîòåðü ýíåðãèè ýëåêòðîíîâ â íàíî÷àñòèöàõ

îêñèäà æåëåçà:

 à – èñõîäíûé ñïåêòð; á – ñïåêòð ïîñëå óñðåäíåíèÿ, ïî êîòîðîìó îïðåäåëÿþò
E

max 
è I

max
. Ãðàôèê ôóíêöèè I

ò
(E)=AE-r ïîêàçàí ÷åðíîé ëèíèåé
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÷åì íà 3S, ãäå S – ñðåäíåêâàäðàòè÷íûé óðîâåíü øóìà, ò. å. êðèòåðèé
ìîæíî çàïèñàòü â âèäå

I
max

 – I
ò
(E

max
)>3S.

Äëÿ îöåíêè óðîâíÿ øóìà è äëÿ âû÷èñëåíèÿ îæèäàåìîãî çíà÷åíèÿ
ôîíà I

ò
(E

max
) èñïîëüçóþò ôîðìóëó I

ò
(E)=AE-r [8]. Äëÿ îïðåäåëåíèÿ

ìàêñèìóìà ïîãëîùåíèÿ E
max

 îáû÷íî óìåíüøàþò øóìû â ñïåêòðå ïóòåì
óñðåäíåíèÿ [5].

Ðèñ. 3. Ïðèìåð îïðåäåëåíèÿ ðàçìåðà íàíî÷àñòèöû îêñèäà öåðèÿ â ñðåçå êîðåøêà ðèñà:

à – èçîáðàæåíèå ñêîïëåíèÿ ÷àñòèö; á – óâåëè÷åííîå èçîáðàæåíèå; â – ïðîôèëü

èíòåíñèâíîñòè ÿðêîñòè âäîëü èçìåðÿåìîé íàíî÷àñòèöû; ã – ñõåìàòè÷íûé ãðàôèê,
èñïîëüçóåìûé äëÿ îïðåäåëåíèÿ øèðèíû ðàçìûòîé îáëàñòè (d

1
, d

2
) íà êðàþ ÷àñòèöû
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Äëÿ ñîïîñòàâëåíèÿ çíà÷åíèÿ ñèãíàëà è óðîâíÿ øóìà ïðè îáðàáîòêå
ñïåêòðîâ ÑÕÏÝÝ ìîæíî èñïîëüçîâàòü ÏÎ ìèêðîñêîïà èëè ñïåöèàëè-
çèðîâàííûå ïðîãðàììû äëÿ àíàëèçà è îáðàáîòêè ñïåêòðîâ.

Îïðåäåëåíèå ðàçìåðîâ íàíî÷àñòèö â áèîëîãè÷åñêèõ îáðàçöàõ. Ïðî-
íèêàþùàÿ ñïîñîáíîñòü íàíî÷àñòèö, òîêñè÷íîñòü è çàêîíîìåðíîñòè íà-
êîïëåíèÿ â îðãàíèçìå ñóùåñòâåííî çàâèñÿò îò èõ ðàçìåðîâ [10, 11].
Ïîýòîìó âàæíåéøèì ðåçóëüòàòîì ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêîãî
èññëåäîâàíèÿ áèîëîãè÷åñêîãî îáðàçöà, ïîìèìî îáíàðóæåíèÿ èñêóññò-
âåííûõ íàíî÷àñòèö, ÿâëÿåòñÿ óñòàíîâëåíèå ðàñïðåäåëåíèÿ íàíî÷àñòèö
ïî ðàçìåðàì. Äàííîå ðàñïðåäåëåíèå íàõîäèòñÿ èçìåðåíèåì ðàçìåðîâ
îòäåëüíûõ íàíî÷àñòèö â îáðàçöå.

Âûÿâëåíèå ýêçîãåííûõ íàíî÷àñòèö â áèîëîãè÷åñêèõ îáðàçöàõ è
èçìåðåíèÿ èõ ãåîìåòðè÷åñêèõ ïàðàìåòðîâ (ðàçìåðîâ) âûïîëíÿþò ñ
ïîìîùüþ ïîâåðåííîãî àíàëèòè÷åñêîãî ïðîñâå÷èâàþùåãî ýëåêòðîííîãî
ìèêðîñêîïà. Ýòî îáåñïå÷èâàåò ïðîñëåæèâàåìîñòü ðåçóëüòàòîâ èçìåðåíèé
ê ýòàëîíó ñîîòâåòñòâóþùåé ôèçè÷åñêîé âåëè÷èíû. Ïðèìåð  îïðåäåëåíèÿ
ðàçìåðà íàíî÷àñòèöû îêñèäà öåðèÿ ïðèâåäåí íà ðèñ. 3, à – ã.

Ïðîöåäóðà îïðåäåëåíèÿ ðàçìåðîâ íàíî÷àñòèö ñ èñïîëüçîâàíèåì ïî-
ëó÷åííûõ ýëåêòðîííî-ìèêðîñêîïè÷åñêèõ èçîáðàæåíèé íóæäàåòñÿ â
ðàçúÿñíåíèè [12]. Âî-ïåðâûõ, ìåòîäîì ÏÝÌ ðåãèñòðèðóåòñÿ äâóìåðíàÿ
ïðîåêöèÿ òðåõìåðíîãî îáúåêòà íà ïëîñêîñòü, ïåðïåíäèêóëÿðíóþ íà-
ïðàâëåíèþ ðàñïðîñòðàíåíèÿ ïó÷êà ýëåêòðîíîâ. Âî-âòîðûõ, åñëè ïðîåê-
öèÿ ÷àñòèöû íå ÿâëÿåòñÿ ôèãóðîé ïðàâèëüíîé ãåîìåòðè÷åñêîé ôîðìû
(íàïðèìåð, êðóãîì), òî îïðåäåëÿåìûé ðàçìåð çàâèñèò îò íàïðàâëåíèÿ, â
êîòîðîì ïðîâîäÿò èçìåðåíèå. Ïîýòîìó ïðåäëîæåíî ðàçìåð íàíî÷àñòèöû
õàðàêòåðèçîâàòü äâóìÿ âåëè÷èíàìè: ìàêñèìàëüíûì è ìèíèìàëüíûì
ëèíåéíûìè ðàçìåðàìè åå äâóìåðíîé ïðîåêöèè.

Åñëè ïðîåêöèÿ ÷àñòèöû âûïóêëàÿ, òî ìàêñèìàëüíûé è ìèíèìàëü-
íûé ðàçìåðû ÷àñòèöû îïðåäåëÿþòñÿ ñðàâíèòåëüíî ëåãêî (ðèñ. 4). Ðå-
çóëüòàòîì àíàëèçà ðàçìåðîâ îáíàðóæåííûõ â îáðàçöå íàíî÷àñòèö
ÿâëÿþòñÿ ãðàôèêè èõ ðàñïðåäåëåíèÿ íàíî÷àñòèö ïî ìàêñèìàëüíîìó è
ìèíèìàëüíîìó ðàçìåðàì, ñîîòâåòñòâóþùèå ñðåäíèå çíà÷åíèÿ è ñðåäíèå
êâàäðàòè÷åñêèå îòêëîíåíèÿ. Îïðåäåëåíèå ðàçìåðà ÷àñòèöû, èìåþùåé
íåâûïóêëóþ ïðîåêöèþ, ìåòîäèêîé [5] íå ðåãëàìåíòèðîâàíî. Â ïðî-
âåäåííûõ ýêñïåðèìåíòàõ òàêèå ÷àñòèöû íå âñòðå÷àëèñü.

Ïîãðåøíîñòü èçìåðåíèÿ ðàçìåðîâ îäèíî÷íîé íàíî÷àñòèöû (íàèáîëü-
øåé è íàèìåíüøåé ïðîåêöèé) âû÷èñëÿåòñÿ êàê
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∆ + ∆= + ∆



50                                                                   Метрология  № 10,  2012

ãäå ∆
ï 
,  ∆

ì
,  ∆

ñ 
 – ïîãðåøíîñòè ïðèáîðà,

ìåòîäà è ñëó÷àéíàÿ; êîýôôèöèåíò k
îïðåäåëÿåòñÿ ïî [13].

Ïîãðåøíîñòü ïðèáîðà

Ðèñ. 4. Ïðîöåäóðà èçìåðåíèÿ ðàçìåðà
÷àñòèöû, ïîêàçàíû ìàêñèìàëüíûé è
ìèíèìàëüíûé ðàçìåðû ïðÿìîóãîëü-

íîé ÷àñòèöû

�
�� �∆ = + α                    (1)

ãäå Ñ, α – ïîñòîÿííûå ïðèáîðà;  L –
ðàçìåð êàäðà (ïîëÿ çðåíèÿ ìèêðîñ-
êîïà). Ýòè êîíñòàíòû îïðåäåëÿþò ïðè
èñïûòàíèÿõ èëè êàëèáðîâêå ÏÝÌ ñ
èñïîëüçîâàíèåì ìåðû ÌÏÓ278ÍÌ
(Ãîñóäàðñòâåííûé ðååñòð ÑÈ
¹ 47524-11). Ìåðà ÌÏÓ278ÍÌ ðå-
øàåò çàäà÷ó îáåñïå÷åíèÿ åäèíñòâà
ãåîìåòðè÷åñêèõ èçìåðåíèé â íàíî-
ìåòðîâîì äèàïàçîíå è ïðîñëåæè-
âàåìîñòè ðåçóëüòàòîâ èçìåðåíèé [14].

Êîíñòàíòà Ñ – ýòî ïîãðåøíîñòü, ñâÿçàííàÿ ñ ïðèìåíåíèåì äëÿ
êàëèáðîâêè ÏÝÌ ìåðû ÌÏÓ278ÍÌ, Ñ = 2 íì. Âòîðàÿ ñîñòàâëÿþùàÿ
ïîãðåøíîñòè αL îïðåäåëÿåòñÿ íåëèíåéíûìè èñêàæåíèÿìè êàäðà â
ýëåêòðîííîì ìèêðîñêîïå. Ïðè ìíîãîêðàòíûõ èçìåðåíèÿõ â ðàçëè÷íûõ
îáëàñòÿõ êàäðà è ïåðåóñòàíîâêå îáðàçöà â äåðæàòåëü ðåçóëüòàòû òàêèõ
èçìåðåíèé ìîãóò ðàçëè÷àòüñÿ ìåæäó ñîáîé. Ýòî ðàçëè÷èå äîñòèãàåò
7 – 10 %, ÷òî è âûðàæàåòñÿ êîíñòàíòîé α â (1). Ñòðîãî ãîâîðÿ, ñëàãàåìîå
αL â (1) äîëæíî ñîäåðæàòü ðàçìåð íå êàäðà, à èçìåðÿåìîãî îáúåêòà.
Îäíàêî ýòî íåïðàâèëüíî ñ òî÷êè çðåíèÿ íîðìàòèâíûõ äîêóìåíòîâ
[15]. Ñîãëàñíî èì  ó ñðåäñòâ èçìåðåíèé ìîæåò íîðìèðîâàòüñÿ îòíîñè-
òåëüíàÿ ïîãðåøíîñòü èçìåðåíèé, íî ïðè ýòîì îêàçûâàåòñÿ íåó÷òåííîé
êîíñòàíòà C, òàê êàê åå íåëüçÿ îòíåñòè ê ðàçìåðó èçìåðÿåìîãî îáúåêòà.
Â ñëó÷àå æå íîðìèðîâêè àáñîëþòíîé ïîãðåøíîñòè èçìåðåíèé çíà÷åíèå
åå íå ìîæåò çàâèñåòü îò ïàðàìåòðîâ èçìåðÿåìîãî îáúåêòà. Ïîýòîìó
ôîðìàëüíî ñëåäóåò èñõîäèòü èç ðàçìåðîâ êàäðà, ñòàðàÿñü âûïîëíèòü
êàäðèðîâàíèå èçîáðàæåíèÿ òàê, ÷òîáû èññëåäóåìûé îáúåêò õîòÿ áû ïî
îäíîìó èçìåðåíèþ çàíèìàë íå ìåíåå 90 % ïîëÿ çðåíèÿ. Ïðè êàäðè-
ðîâàíèè èçîáðàæåíèÿ íåîáõîäèìî ñîáëþäàòü óñëîâèå: ðàçìåð ýëåìåíòà
èçîáðàæåíèÿ, ïðîåöèðóåìîãî íà 1 ïèêñåë äîëæåí áûòü ìåíåå îäíîé
òðåòè ìåòîäè÷åñêîé ïîãðåøíîñòè ∆

ì
. Ýòî ïîçâîëÿåò ïðåíåáðå÷ü ïîãðåø-

íîñòüþ, ñâÿçàííîé ñ ïèêñåëèçàöèåé (îöèôðîâêîé) êàäðà.
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Îòìåòèì, ÷òî áîëüøàÿ ïîãðåøíîñòü îïðåäåëåíèÿ ðàçìåðîâ (íàíî-
ìåòðû) íå ïðîòèâîðå÷èò âûñîêîé ðàçðåøàþùåé ñïîñîáíîñòè ýëåê-
òðîííîãî ìèêðîñêîïà (äëÿ ñîâðåìåííûõ ïðèáîðîâ îíà ñîñòàâëÿåò îêîëî
1 À). Â ñëó÷àå ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè ïîãðåøíîñòü îïðåäåëÿåòñÿ
öåïî÷êîé ïåðåäà÷è åäèíèöû ôèçè÷åñêîé âåëè÷èíû îò ýòàëîíîâ (ñ
ïîìîùüþ ìåðû ÌÏÓ278ÍÌ èëè àíàëîãè÷íîé), à ðàçðåøàþùàÿ ñïî-
ñîáíîñòü íå çàâèñèò îò ýòîé öåïî÷êè.

Ïîãðåøíîñòü ∆
ì
 ñâÿçàíà ñ íåîïðåäåëåííîñòüþ ïîëîæåíèÿ êðàÿ

÷àñòèöû íà èçîáðàæåíèè è âû÷èñëÿåòñÿ ïî ôîðìóëå

 ∆
ì 
= 0,5d,                                                 (2)

ãäå d – øèðèíà ðàçìûòîé îáëàñòè íà êðàþ ÷àñòèöû â íì.
Ïðèìåð îïðåäåëåíèÿ âåëè÷èíû d ïðèâåäåí íà ðèñ. 3, åå óäîáíî

îöåíèâàòü ïî ãðàôèêó ñå÷åíèÿ, ïðîâåäåííîìó ÷åðåç ÷àñòèöó (ðèñ. 3, â).
Çíà÷åíèå d îïðåäåëÿåòñÿ âëèÿíèåì áîëüøîãî êîëè÷åñòâà ôàêòîðîâ, â
òîì ÷èñëå ìàòåðèàëîì íàíî÷àñòèö è íàëè÷èåì ó íèõ îáîëî÷êè èëè
ñòàáèëèçèðóþùåãî âåùåñòâà íà ïîâåðõíîñòè, ïàðàìåòðàìè ìèêðîñêîïà
(óñêîðÿþùèì íàïðÿæåíèåì, óðîâíåì øóìîâ è ò. ï.), äðåéôîì îáðàçöà
è ò. ä. Íåêîòîðûå îñîáåííîñòè îïðåäåëåíèÿ d ïðîèëëþñòðèðîâàíû íà
ñõåìå íà ðèñ. 3, ã. Åñëè íà ðàçíûõ êðàÿõ ÷àñòèöû çíà÷åíèÿ  d îòëè÷àþòñÿ
(íà ñõåìå d

2
>d

1
), òî â (2) ñëåäóåò ïîäñòàâëÿòü áîëüøåå èç íèõ. Â òîì

ñëó÷àå åñëè èçîáðàæåíèå çàøóìëåíî, òî íåîáõîäèìî ïîñòóïàòü â
ñîîòâåòñòâèè ñ ðåêîìåíäàöèÿìè äîêóìåíòà VDI/VDE 2656. Îïèñàííàÿ
â íåì ïðîöåäóðà ïîñòðîåíèÿ ñðåäíèõ ëèíèé çàøóìëåííûõ ïîâåðõíîñòåé
ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ìåäèàííóþ ôèëüòðàöèþ. Ïîýòîìó ðåêîìåíäàöèþ
äàííîãî äîêóìåíòà ìîæíî óïðîñòèòü è â ñëó÷àå çàøóìëåííîãî èçî-
áðàæåíèÿ äëÿ îïðåäåëåíèÿ d âûïîëíèòü ìåäèàííóþ ôèëüòðàöèþ ñ
îêíîì 3 íåñêîëüêî ðàç, óìåíüøèâ òåì ñàìûì óðîâåíü øóìà, è îï-
ðåäåëèòü ïàðàìåòð d ïî ïîëó÷åííîìó òàêèì îáðàçîì ñå÷åíèþ.

Ñëó÷àéíàÿ ïîãðåøíîñòü ∆
ñ
 îïðåäåëÿåòñÿ êàê ñðåäíåå êâàäðàòè÷åñêîå

îòêëîíåíèå ïðè ìíîãîêðàòíîì èçìåðåíèè ðàçìåðà îäíîé è òîé æå
÷àñòèöû ïî îäíîìó êàäðó. Ïî ïîðÿäêó âåëè÷èíû ∆

ñ
 ≈ 0,1...1  íì (äëÿ

èçìåðåíèÿ ðàçìåðîâ ÷àùå âñåãî èñïîëüçóþò êàäðû, íà êîòîðûõ ìàñøòàá
ðàâåí 0,2 – 0,3 íì/ïèêñ).

Íàèáîëüøèé âêëàä â ñóììàðíóþ ïîãðåøíîñòü èçìåðåíèÿ ðàçìåðà
êîíêðåòíîé íàíî÷àñòèöû îáû÷íî îïðåäåëÿåòñÿ ïðèáîðíîé ñîñòàâëÿþ-
ùåé. Ïðè ðàçìåðå êàäðà L=235  íì, ïðèáîðíàÿ ïîãðåøíîñòü, âû÷èñëåííàÿ
ïî (1), êàê ïðàâèëî, ñîñòàâëÿåò íå ìåíåå 18,5  íì, ÷òî ñóùåñòâåííî
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áîëüøå ñëó÷àéíîé (0,1 – 1 íì) è ìåòîäè÷åñêîé (1  íì) ïîãðåøíîñ-
òåé.

Äëÿ ïîñòðîåíèÿ ãèñòîãðàìì ðàñïðåäåëåíèé íàíî÷àñòèö ïî ðàçìåðàì
èçìåðåíèÿ ïðîâîäÿò ìíîãîêðàòíî, ÷òîáû íàáðàòü äîñòàòî÷íûé îáúåì
âûáîðêè. Ðåêîìåíäóåìûé îáúåì âûáîðêè N

ð
 îïðåäåëÿåòñÿ ñëåäóþùèì

îáðàçîì. Âåñü äèàïàçîí ðàçìåðîâ íàíî÷àñòèö, âñòðå÷àþùèõñÿ â îáðàçöå,
íåîáõîäèìî ïîêðûòü áèíàìè ãèñòîãðàììû øèðèíîé 3Ñ, ãäå Ñ –

êîíñòàíòà, âõîäÿùàÿ â (1). Êîëè÷åñòâî áèíîâ ïðè ýòîì áóäåò N
á
.

Ìèíèìàëüíûé îáúåì âûáîðêè, ïðè êîòîðîì ñòðîÿò ãèñòîãðàììó, ðà-
âåí N

ð 
= 10N

á
. Åñëè ÷àñòèöû âñòðå÷àþòñÿ â îáðàçöå ðåäêî è âûïîëíèòü

íåîáõîäèìîå äëÿ ïîñòðîåíèÿ ãèñòîãðàììû êîëè÷åñòâî èçìåðåíèé íå
óäàåòñÿ, òî ðàñïðåäåëåíèå ïî ðàçìåðàì õàðàêòåðèçóþò íå ãèñòîãðàììîé,
à òàáëèöåé.

Òàêèì îáðàçîì, ìåòîä ÏÝÌ ÿâëÿåòñÿ îñíîâíûì àíàëèòè÷åñêèì
ìåòîäîì, ïîçâîëÿþùèì îáíàðóæèòü â áèîëîãè÷åñêîì îáðàçöå òåõíî-
ãåííûå íàíî÷àñòèöû, èäåíòèôèöèðîâàòü èõ, îïðåäåëèòü êðèñòàëëè÷íîñòü
è ýëåìåíòíûé ñîñòàâ è ïîñòðîèòü ðàñïðåäåëåíèå ïî ðàçìåðàì. Ðàç-
ðàáîòàííàÿ àâòîðàìè ìåòîäèêà [5] ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàíà íàó÷íûìè
ó÷ðåæäåíèÿìè è àíàëèòè÷åñêèìè ëàáîðàòîðèÿìè, çàíèìàþùèìèñÿ
ïðîáëåìàìè âîçäåéñòâèÿ íàíî÷àñòèö íà æèâûå îðãàíèçìû. Äëÿ ðàçâèòèÿ
ñèñòåìû ìîíèòîðèíãà çàãðÿçíåíèé îêðóæàþùåé ñðåäû íàíîìàòåðèàëàìè
ðåêîìåíäóåòñÿ ðàçðàáîòêà àíàëîãè÷íûõ ìåòîäèê èçìåðåíèé, ïðåä-
íàçíà÷åííûõ äëÿ ðàáîòû ñ äðóãèìè òèïàìè íàíî÷àñòèö è íàíîìà-
òåðèàëîâ, à òàêæå îáðàçöîâ (ôèçèîëîãè÷åñêèìè æèäêîñòÿìè, ïðîáàìè
âîäû è ò. ä.).

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ïîääåðæêå Ìèíèñòåðñòâà îáðàçîâàíèÿ è
íàóêè Ðîññèéñêîé Ôåäåðàöèè (ãîñóäàðñòâåííûé êîíòðàêò
¹ 16.648.11.3002 îò 08 èþíÿ 2011 ã.).
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