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In der dritten der folgenden Arbeiten wird die geometrisch-optische Darstellbarkeit der Fadenmolokt~le yon 
Virusproteinen gezeigt. Vorher werden die Eigenschaften der fibermikroskopischen Abbildung und die Unter- 

snchungstechnik dargestellt, die man zur Deutung der Ergebnisse ~iberblicken muB. 

Eigenschaften der fibermikroskopischen Abbildung ~. 
Von  B. v. BORRIES u n d  E. RUSKA, Be r l i n -S i emen s s t ad t .  

1.  B i I d e n t s t e h ,  z~nff. 
I m  ~be rmik roskop  ~ wird das zu un te r suchende  

Objek t  durchs t rah l t .  Der  S t rah lenver lauf  zwischen 
E lek t ronenque t l e  und e rs tem ]gild (Zwischenbild) 
wird in Fig. r anschaul ich dargeste l l t .  Bei  der  ats 
St rahlenquel le  ve rwende ten  Glf ihkathode bi ldet  
sich kurz  vor  der  K a t h o d e  ein engster  Querschni t t  
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Fig. i. Erzeugung des Bildes im l~bermikroskop durch 
enge Strahlb~ndel. (Die zweite Vergr6gerungsstufe ist 

weggelassen.) 

des Strahlenbfindels  v o m  Durchmesser  d~n aus, 
den  man  als s t rah lende  Fl~che ansehen kann.  Von 
ihm wird in die S t rah le rape r tu r  c~, die bei e twa  o,o2 
liegt, de r  gesamte  S t r o m  entsandt ,  so dab wi t  es 
m i t  e inem s ta rk  gebfindel ten R ich t s t r ah le r  zu tun  
haben  im Gegensatz  zur  Lichtquel le  einer Mikro-  
skopier lampe,  die nach allen R ich tungen  s t rahl t .  
I nne rha lb  des V~Tinkels ~ s t r ah l t  j edoch  jeder  
P u n k t  des engsten Querschni t t s  nach  allen Rich-  
tungen,  d. h. in einer diffusen (optischen) Strahlung.  

Zwischen S t rah lenquel le  nnd Objek t  is t  die 
Kondensorspule  angeordnet .  W e n n  die S t rom-  
durchf lu tung  (Amperewindungszahl  JE  • N~-) dieser 
Spnle e rh6h t  wird,  so wi rk t  dies so, Ms ob die 
S t rah len  yon  einer h in te r  der  K a t h o d e  l iegenden, 
v i r tue l len  St rahlenquel le  herk~tmen. En t sp rechend  

• Mitteilung aus dem Laboratorium ffir Elektronen- 
optik der Siemens & Halske A.G, 

1 E. RUSKA, Z. Physik 87, 580 (1934). - -  B. v. BOR- 
RIES U. E. RUSKA, Wiss. Ver6ff. Siemens 17, 99 (1938). 

z ieht  sich das Strahlenbt indel  m e h r  und mehr  fiber 
d e m  Objek t  zusammen.  Dabei  s te igt  die S t rom-  
dichte  im Objek t  an. W~hrend  aber  die Kondensor -  
ape r tu r  a~, un te r  der  ein bes t immte r  Objek t -  
p u n k t  P von  E lek t ronens t r ah len  getroffen wird, 
bei s t romloser  Kondensorspule  gegeben ist  dureh 

dm~ 
~ - 2 (a + b)' (I) 

s te igt  diese Aper tu r  mi t  s te igender  S t romdurch-  
f lutung, d. h. kleiner werdender  Brennwei t e  an, u m  
ebenso wie die Ob jek t s t romdich t e  des Kondensors  
ein M a x i m u m  zu erreichen, wenn die St rahlquel le  
(engster Querschni t t )  auf  dem Objek t  abgebi lde t  
wird,  dann  gil t  a 

~ . . . .  = ~ - ~ .  (2) 1.~. einP~/lender 3tmhl 
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Fig. 2. Elektronenbeugung dutch Objektteile vom 
Abstand d ), 

S te iger t  man  den S t rom weiter,  so werden Konden-  
so raper tu r  und Objek t s t romdich te  wieder  Meiner. 
Zwischen d e m  Gr6Btwer t  und dem IKleinstwert is t  
die Kondenso rape r tu r  s te t ig  regelbar.  

Wie in einer frf iheren Arbe i t  2 gezeigt  werden  
konnte ,  werden die K o n t u r e n  des f ibermikro-  
skopischen Bildes nun  nicht  e twa  yon  allen Elek-  
t ronen  erzeugt ,  die das Objek t  im P u n k t  P ver -  
lassen, sondern  ausschliel31ich yon denjenigen,  
welche ohne  merMiche  Ver~ndernng  ihrer  R ich tung  
h indurch t re ten ,  also ebenfalls e twa ein ]3findel mi t  
der  Ape r tu r  a~ bilden. Wenn  es gilt, sehr feine 
Ob jek t s t ruk tu ren  yore  Abs tand  ~ aufzul6sen (vgl. 
Fig.  2), so i s t  das v o m  durchs t rah l t en  O b j e k t p u n k t  
ger ich te t  ausgehende  Bfindel nm den Beugungs-  
winkel  Z 

~B ~-~ sin ~B = d- (3) 

B. v. BORRI~S u. E. RUSKA, Z. techn. Physik I9, 
4o2 (1938). 
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verbreitert,  wobei nut  das erste Beugungsmaxi- 
mum berficksichtigt wird. Die Wetlenl~nge Z der 
Elektronenstrahlen ist dabei gegeben dureh 

1 , 2 3  . 
Z = 1 / ~  IO -~mm. (4) 

Sie betr~gt bei 57 kV-Strahlspannung etwa 
Z---- 5 " I o - ~ m m .  

Die f~r die Abbildung maBgebende Objektiv- 
apertur ao ist also gegeben dutch 

~0 = ~ + ~ .  (5) 

Diese Objektivapertur c~o ist bei pratdischen Ver- 
h~tltnissen ebenso wie die Kondensorapertur c~ 
etwa gleich io-~, demnaeh also klein gegen die 
durch die Objektivblende gegebene Apertur c~o~, 
die im allgemeinen bei io --~ liegt. Infolgedessen 
beaufschlagt das vom Objektpunkt kommende 
]3findel nur einen kleinen Teil des Objektives, und 
ffir seine Abbildung kommen auch nur die diesem 
kleinen Gebiet zukommenden Offnungs- und 
Beugungsfehler in Betracht. 

2, Die Tie/enscMir/e. 

Die Tiefensch~rfe eines Mikroskops ergibt sich 
aus Iolgender ~berlegung. Es sei a' die Dingweiten- 
~tnderung, um die das Objekt gegen das Objektiv 
bei unge~inderter Objektivbrennweite verschoben 

II 642/38. 
Fig. 3. ~u¢~ aus Zedern6lJlamme. Die raumliche Flocke 
wird in den meisten Teiten infolge der grol3en Tiefen- 
sch~rfe scharf abgebildet; nut in der linken unteren 
Ecke is~c die axiale Ausdehnung so groB, dab die Ab- 
bildungunscharfgewordenist. (Aufnahme: H. RVSKA.) 

el.opt. 25ooo : I. 

werden kann, ohne dab die Bilder zweier Objekt- 
punkte vom Abstand d infolge ihrer Zerstreuungs- 
kreise ineinander verlaufen. Dann ist die Tiefen- 
sch~rfe T offenbar um so besser, je gr6ger das Ver- 
h~ltnis yon a'/d ist; dieses Verh~ltnis erreehnet sich 

als umgekehrt proportional dem Sinus der I(onden- 
sorapertur, so dab gilt 

a t I 

T -- ~ ~ sin ~K" (6) 

Um in einem Zahlenbeispiel diese ]3eziehung 
zu erl~utern, seien folgende, ftir das ~Tbermikro- 
skop praktisch gegebenen Beispiele gebracht:  
sin~K ~ c~x = 1/1000; d = o,oi #: dann ist a '  = IO # 
und T---- IOOO. Diese Tiefenseh~rfe ist ganz 
auBerordentlich, wenn man bedenkt, dab sie bei 
25 ooo facher Vergr6Berung besteht. Aus Fig. 3 kann 
man damit  feststellen, dab die axiaie Ausdehnung 
der Rugflocke an der unscharf wiedergegebenen 
Stelle io tt tiberschreitet. Im Gegensatz dazu ist die 
Tiefensch~rfe eines Liehtmikroskopes best immt 
durch folgendes Beispiel: sinc~k = o,95; d --- o,2 #; 
d a n n i s t  (~' = 0,2 l* und T = 1,o 5. Die gegentiber 
dem Lichtmikroskop Iooofach grSgere Tiefen- 
schfxrfe hat  einerseits den Vorteil zur Folge, dab 
man das gauze Gesichtsfeld des Objekts gleichzeitig 
scharf einstelten kann; andererseits entf~lIt die 
M6g]ichkeit durch ein in axialer Richtung aus- 
gedehntes Objekt nacheinander in verschiedener 
Tiefe ,,optische Schnit te"  zu legen und damit  die 
rgumliche Gestalt des Objekts festzulegen. 

3. Der Kontrast.  

Die Kontraste in den fibermikroskopischen Bil- 
dern zeigen, dab eine Steuerung der Zahl der un- 
beeinfluBt bzw. gestreut das Objekt verlassenden 
Elektronen dutch die verschiedene Massendicke 
der Objektpunkte e r fo lg t  Dabei wird mit steigen- 
dem Weft  der durchstrahlten Massendicke (Objekt- 
dicke x [mm~ • Objektdichte 7 [g/ccm~) der t3ruch- 
teil der Elektronen, der das Objekt mit der ur- 
sprtinglichen Kondensorapertur c~K wieder in Rich- 
tung auf und dutch das Objektiv verl~iBt, kteiner, 
der gestreute Bruchteil also gr613er. Entsprechend 
sind die IBildpunkte yon Stellen gr6Berer N[assen- 
dicke dunkler. Demnach liel3e sich also eine Grada- 
t ionskurve angeben, die den Zusammenhang zwi- 
schen durchstrahlter Massendicke des Objektes und 
der Differenz der Schw~rzungen yon Bildpunkt 
und ]3ild einer objektfreien Stelte der Objektebene 
angibt. Da bisher Angaben fiber das Verh~ltnis der 
Zahl der unbeeinfluBt durchgehenden Elektronen 
fehlen, ka.nn eine quanti tat ive Darstellung noch 
nicht gegeben werden. Solche Messungen dfirften 
aber je tz t  yon besonderem Interesse sein, da die 
t3estimmung der Dicke yon Objektteilen eine wich- 
tige Aufgabe der ~bermikroskopie i s t  Grunds~tz- 
lich ist es m6glich, solche Messungen im ~ber-  
mikroskop selbst durchzuffihren, wenn man bei- 
spielsweise die Intensit~tsschw~chung dutch kleine 
KtigeIchen (Kolloide) bekannter Dichte und be- 
kannten Durchmessers im Bild bestimmt. 

Die Gradationskurven sind fiir verschiedene 
Spannungen versclaieden in dem Sinne, dab bei 
kleineren Strahlspannungen schon geringere Ob- 
jektdickendifferenzen merkbare Kontraste auf der 
Ptat te  liefern. Es kann, daher notwendig sein, zur 
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Darstellung sehr schwacher Dicken- oder Dichte- 
unterschiede kleinere Strahlspannungen zu w~hlen, 
obwohl man damit  eine relativ h6here Objekt- 
belastung, eine Verringerung des Aufl6sungs- 
verm6gens und Herabsetzung der Leuchtschirm- 
helligkeit in Kauf nehmen mul3. Die kleinste Dicke 
eines Objektes, die einen noch gentigenden Kon- 
t rast  ergibt, so dab das Teilchen erkennbar ist, 
wurde yon MARTON als das Tiefenaufl6sungs- 
verm6gen eingeffihrt a. MARTON hat  damMs auch 
eine Rechnung gegeben, die eine quanti tat ive 
Absch~tzung dieser Gr6ge erlauben sollte. Die 
Rechnung ging abet noch yon der nach unseren 
Erfahrungen unzutreffenden Annahme aus, dab 
das Bild yon vielfach gestreuten Elektronenstrah- 
ten erzeug~ wird, die die gesamte Objektiv6ffnung, 
also die Objektivblendenapertur beaufschlagen; 
die Rechiiungsergebnisse sind daher, wie ein Ver- 
gleich mit  den inzwischeii erzielten experimen- 
tellen ~¥erten zeigt, gr613enordnungsmiil3ig falsch. 

VVtthrend die nnbeeiiiflugten Elektronen ffir 
den Kontras t  mat3gebend sind, kann die Verteilung 
der gestreuten EIektronen des bestraMenden 
Bfindels auf den gesamten RaumwinkeI hinter dem 
Objekt je nach der Struktur  und Massendicke des 
Objekts verschieden seiii und ist im einzelnen 
ebenfalls noch nicht bekannt.  Sicher ist nut,  dab 
die mittlere Intensit/~t im Raumwinkel sehr klein 
gegen die Intensit~t  im bestrahlenden Kegel ist; 
macht sich doch der Anteil, der durch die gegen- 
fiber dem abbildenden schmalen BfindeI linear etwa 
iomal,  r~umlich etwa ioomal gr6/3ere Objektiv- 
blendenapertur eindringt und demgemaB auf das 
Bild treffen wird, dort IIicht beinerkbar. Erst  wenii 
man die Objektivblendenapertur etwa raumlich 
IOOoomal so groB macht, wie die vom abbildenden 
Bfindel beaufschlagte Objektivapertur, beobacl~tet 
man eine merkliche Kontrastverschlechterung des 
Bildes. Dies bedeutet, dab die gestreuten Elektro- 
nen in namhafter  Anzahl in das t~ild gelangen und 
dort  eine grundhelligkeit verursaehen, keineswegs 
abet an den ihnen zukommenden Bildort gelangen, 
well sie nicht einen bestimmten Objektivteil durch- 
setzt haben, sondern die gesamte Linse als ver- 
h~ltnism~13ig welt ge6ffnetes ]3fiiidel beaufschlagten 
und demgemtiB dem gesamten (bffnungsfehler der 
Linse unterlagen. 

Dieses experimentelle Ergebnis steht in ~ber-  
einstimmung mit der Uberlegung, dab der Raum- 
winkel der Halbkugel etwa ~o6mal so grol3 ist wie 
der iRaumwinkel des abbildenden Strahles. Bei 
Berficksichtigung der Ioomal gr613eren Raum- 
apertur der Objektivblende gegenfiber der Kon- 
densorapertur ergibt sich also immer IIoch ein nur 
io-~mat  so grol3er Streustrom, wenn man z. t3. 
annimmt,  dab im abbildenden Btindel die H~lfte 
der auffallenden Elektronen sich wiederfindet und 
der Rest gleichm~Big fiber die KalbkugeI verteilt  
ist. Selbst wenn die Intensit~it je RaumwinkeI- 
einheit bei den gestreuten Elektronen in der N~he 

3 L. MARTON, Physica 3, 959 (I936). 
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der Achse erheblich, z. B. ioofach gr6Ber ist als im 
Mittel fiber die Halbkugel, ergibt sich immer noch 
ein sehr kleiner Streustromanteil (1/100), der dem 
starken 0ffnungsfehler der Obj ektivblendenapertur 
unterliegt. Infolge seiner Kleinheit kann er nicht 
mehr bildverschlechternd wirken. 

4. Die Konturen. 

Neben der durch die Massendieke der Objekt- 
stellen bedingten Steuerung der Zahl der innerhalb 
der Objektivapertur das Objekt verlassenden 
Elektronen mfissen wit jedoch noch eiiie, wenn auch 
beschr&nkte Steuerung dieser bilderzeugenden 
Objektivapertur annehmen, wenn wir eine auf 
den fibermikroskopischen 13itdern immer wieder- 
kehrende Erscheinnng erM~ren wollen. Eine Ver- 
gr6gerung der Objektivapertur ao = c¢~ + c~ 
k6nnte beispielsweise eintreten dutch gr613ere Beu- 
gungsaperturen ~ ,  die dutch nicht mehr aufgel6ste 
Einzelheiten des Objekts hervorgerufen sind. Die 
beobachtete Erscheinung besteht in einem Saum, 
der jede Kante  nnd jedes tEinzeIteilchen yon seiner 
weniger massendicken Umgebuiig trenii t  (Fig. 4 a 
bis c). Die ErklXrung Itir das Zustandekommen 
dieser Ums~umung gibt Fig. 5. ~¥ir betrachten zu- 
nXchst den l~bergang yon einem Gebiet ohne 
Objekt (vgl. Fig. 4 b) zu einem dtiiinen Objekt 
(Collod. Film Io -2 l~) und denken uns das Objekt 
an der I21bergangsstelle aufgeteilt. V~Zir betraehten 
nun getrennfi die Strahlintensit~iten, die in den 
Bildern der beiden Objektfeile vorhanden sind, und 
wie rasch sie am Rand des betrachteten Teilobj ekts 
auf Null abklingen wfirden, wenn nur der jeweils 
betrachtete Objektteil bestrahlt wfirde. Von den 
Punkten  des Filmloches treten in die Objektiv- 
linse Btindel der ungettnderten Kondensorapertur 
~K. Infolge des auch bei dieser kleinen Apertur 
merklichen 0ffnungsfehlers der Magnetlinse sinkt 
die Bestrahlungsintensit~tt im Bild des Filmloches 
am Lochrand nieht pl6tzlich auf Null, sondern 
innerhalb einer Strecke, die durch das (bffnungs- 
fehlerscheibchen gegeben ist (Fig. 5b). 

Die gleiche Betraehtung ffir den Film ftihrt bei 
Annahme einer durch den Film bediiigten Vergr613e- 
rung der Objektapertur zu einer fiber eiiie gr6Bere 
Strecke sich erstreckenden Abnahme der an sich 
kleineren Bestrahlungsdiehte im Bild des Film- 
bereichs (Fig. 5c). Durch Uberlagerung beider 
Stromdichten gelangt man zu der auf der photo- 
graphischen Platte registrierten Sehw~irzung (5 d) 
und nach Umkehrung (Abzug yon einem Festwert) 
zur Sehw~irzungsverteilung auf dem Abzug (be). 
Man sieht, dab die Schfi.rfe der Umrisse gegeben ist 
durch die Steilheit des Abfalls des Lochbildes (sehr 
geringe. N[assendicke), w~hrend die Breite der 
SXume abhXngt yon der Abklingbreite des Bildes 
des Fiims (gr613ereMassendicke). DieseVerh~ltnisse 
Xndern sich nieht wesentIich, wenii dichtere Ob- 
jekte auf den sehr dtinnen Objekttr~tgerfilmen auf- 
liegen (vgl. Fig. 4 a unten). 

Fig. 6 zeigt die SchwXrzungsverh/iItnisse, wenn 
ein Meines diehteres Objektteilchen auf dem 

t9" 
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Tr~gerf i lm liegt.  Den  e n t s p r e c h e n d e n  S a u m  er- 
k e n n t  m a n  in F i g .  4 c lgngs de r  Moleki i l fgden des 
T a b a k m o s a i k v i r u s .  In  de r  fo lgenden  A r b e i t  v a n  
G. A. KAUSCHE, ]~. PFANKUCH und  H. 1RUSKA 4 s ind 

zung  die m i t t l e r e  Schw~rzung  h e r r s c h t  (Ha lbwer t s -  
brei te) .  L ieg t  das  O b j e k t  als Kugel  s t a t t  als P r i s m a  
vor ,  so is t  sein D u r c h m e s s e r  e twas  gr6Ber, als er aus  
de r  H a l b w e r t s b r e i t e  der  Schw~trznng b e s t i m m t  wird.  

a) I I  327/38.  b) I I  639/38. c) I I  672/38. 
(Aufnahmen: H. O. MOLLER.) (Aufnahme: H. RUSKA.) 

el.opt, etwa 2 5 ooo :i. Gesam~cvergr. iooooo : i. el.opt. 2 5 ooo : i. Gesamtvergr. 5 ° ooo : i. 

Fig. 4. Bg, ldsO, u m e  oar~ Kor~turen. a) Zementteilchen. b) Rest eines Objekttr~tgerfilms; bei diesen Bildern erkennt  
man Sgume an Randern zwischen Masse und masselosen Stellen (vgl. Fig. 5). c) Tabakmosaikvirus auf Objekt-  

trggerfilm; hier sieht man die Sgume um die Virusfgden, die auf dem Film liegen (vgl. Fig. 6). 

in  Fig. I3 S c h w g r z u n g s k u r v e n  eines T a b a k m o s a i k -  
fadens  wiedergegeben ,  die d e n t l i c h  die beschr iebe-  
n e n  Sgume zeigen. 

Den  w a h r e n  a r t  de r  K a n t e  eines g r6ge ren  Teil-  
chens  h a t  m a n  in de r  Mi t re  des  s te i l s ten  Abfal ls  zu 

Masaenverteilung 
im Objekt 

b 

C _ _  

d 

Elektronenverteilung 
im Bild des linken, 
massefreien Berelchs 

i 
i 

I 
I 
I Elektronenverteilung 
] I IIIIIIIIIIII im Bild des rechten, 
I massendicken Bereichs 

I 
Resultlerende Elektronen- 
verteilung im Bild und 
Schw~rzungsverteilung 
auf der Platte 

.Schw~rzut~gsverteilung 
auf dem Abzug 

Fig. 5. Erklgrung des hellen Holes dichter Objekte und 
des dunklen Holes diinner Objekte. 

Gelegent l ich  t r e t e n  Mehr fachs f iume auf ;  auch  
diese lassen  s ich ghn l ich  e rk lgren ,  w e n n  m a n  an-  
n i m m t ,  d a b  O b j e k t p u n k t e  n i c h t  d u r c h  e in fache  
O f f n u n g s f e h l e r s c h e i b c h e n  a b g e b i l d e t  werden ,  son-  
d e r n  d u t c h  F e h l e r s c h e i b c h e n  in  de r  F o r m  v a n  
R i n g e n  m i t  M i t t e l p u n k t e n ,  

l 

m Masaenvertei lung 
a I I  I im Objekt 
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ta 
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i 
I 

c A 
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Elektranemerteilung 
im Bild der ~uSeren, 
massendEnnen Bereiche 

Elektronenverteilung 
im Bild des inneren, 
massendicken Bereichs 

Resultlerende Elektronen- 
verteilung im Bild und 
Schw~rzungsverteilung 
auf der Platte 

$chwg~rzungsverfaeilurlg 
auf dem Abzug 

Fig. 6. Abbildung kleiner, gegeniiber dem Trggerfilm 
nicht  dicker Objekte. 

snchen ,  t3ei k le inen  O b j e k t e n  b e s t i m m t  s ich n a c h  
Fig. 6 de r  D u r c h m e s s e r  o h n e  grofge F e h l e r  ans  d e r  
13reite des Schw•rznngsta ls  anf  de r  P l a t t e  a n  d e r  
Stelle, wo zwischen k le ins te r  n n d  gr6fgter Schw~ir- 

4 G. A. KAUSCHE, E. P~'ANKUCH U. H. RUSKA, 
Naturwiss. 27, 292 (i939). 

Aus d e r  -0be rgangsb re i i e  d e r  K a n t e n  eines Bil- 
des u n d  aus  de r  Bre i t e  d e r  ]3i ldsgume k a n n  m a n  
anf  dell  Of fnungsfehIe r  des  O b j e k t i v s  u n d  se inen  
G a n g  m i t  s t e igender  13eaufschlagung des O b j e k t i v s  
schlieBen, w e n n  m a n  gleiche O b j e k t e  m i t  ve r -  
sch iedener  K o n d e n s o r a p e r t u r  a u f n i m m t .  Als solche 
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Objek te  eignen sich wegen der  wei tgehend definier-  
ten I-IersteltungsmSglichkeit  Objekt t r~ger f i lme aus 
Kol lod ium und daranf  l iegende Schwermeta l l -  
kol loide ~. 

5. Energie-  u n d  L a d u n g s a u / n a h m e  der Ob]ekte. 

Die gegenseit ige Beeinflussung von  Objek t  und 
den einzelnen E lek t ronen  ereignet  sich in der  unvor -  
s tel lbar  kurzen Zeit yon  IO -1G bis IO -1~ sec. Von 
den das Objek t  dnrchs t rah lendeu  E lek t ronen  blei- 
ben einige im Objek t  v611ig s tecken  (Absorption),  
andere  erleiden einen mehr  oder  weniger  grol3en 
Geschwindigkei tsver lust .  Diese E lek t ronen  geben 
also ihre Bewegungsenergie  ganz oder  teilweise an 
das Objek t  ab, wodurch  dieses erwS.rmt wArd. Die 
W ~ r m e a u f n a h m e  des Objektes  durch Absorpt ion  
der  E lek t ronens t r ah len  l~Bt sich nach den von 
LENARD 6 gegebenen Vors te l lungen und quant i -  
t a t i ven  Angaben  berechnen.  W e n n  die Dicke x 
einer Schicht  kleiner  ist  als diejenige Dicke xs, 
innerha lb  deren die auf t re f fenden  E lek t ronen  ihren 
paral lelen Gang annghernd  beibehal ten,  ohne du tch  
Diffusion wesent l ich zers t reu t  zu werden,  was bei 
den in der  E lek t ronenmikroskop ie  noch scharf  ab- 
gebi lde ten  Schichten  der  Fal l  ist, so gil t  fiir den 
absorb ie r ten  Antei l  J~ und den auf t re f fenden  An- 
teAl J~ des E l ek t ronens t roms :  

J~ 
j = - -  I - -  e - = ~ x ,  (7) 

wobei ~0" das wahre  Absorp t ionsve rmSgen  ist. Da 
bei x < x~ der  W e r t  c% • x i m m e r  klein ist  gegen I, 
kann man  in Vere infaehung yon  (7) schreiben:  

J~ v~ J /  vax 
j~  = ao" x = j ~ - - .  x .  (8) 

e% kann man  mAt einer  ftir die bier  in teress ierende 
Genauigkei t  ausre ichenden  Schgrfe ats dem spezi- 
f ischen Gewicht  y der  du rchse tz t en  Schicht  pro-  
por t iona l  ansehen.  Die GrSt3e c%/y ist  eine Funk-  
t ion  der  Vol tgeschwindigkei t  U= der  E tek t ronen  
und in Fig.  7 dargeste l l t .  

Neben  der  Absorp t ion  der  E lek t ronen ,  bei der  
die absorb ie r ten  S t romante i l e  ihre gesamte  Energ ie  
an  das Objek t  abgeben,  t r i t t  nun  noch  ein Ge- 
schwindigke i t sver lus t  ein, den die das Objek t  durch-  
se tzenden E lek t ronen  in mehr  oder  weniger  s t a rkem 
5iaBe erleiden.  Dabei  b e s t i m m t  m a n  zahtenm~tBig 
den mitt l 'eren Geschwindigkei t sver lus t  U~ nach 
den yon  LENARD gegebenen Vors te l lungen ffir 
d i inne  Schichten  x < xz wie folgt :  (Zur Xenn-  
zeichnung,  dal3 wAr uns im Gebiet  der  Parallelfal t-  
d icke  befinden,  schreiben wAr mat Lg~ARD x = x 0 .) 

U,, _ v~U/v~x v~v/v~Xo • ~ U  /v~v 
x =  - x = s 0 . x ,  (9) U,  U~ U= 

wobei v die l ineare  Gesehwindigkei t  bedeute t .  Auch 
hier  k6nnen war in einer fiir unsere  Zwecke a us- 

H. RUS~A, Naturwiss. z 7, ~87 (r939). 
P. L~ARD, Quantitatives fiber Ka±hodenstrahlen. 

Heidelberg ~924. 
• Diese yon LENARD stammende Bezeichnung a0 ist 

nicht zu verwechseln mAt der am Anfang dieser Arbeit ein- 
geffihrten 0bjektivapertur  c%. 
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re ichenden AnnXherung annehmen,  dab  der  Ge- 
schwindigkei t sver lus t  der  Dichte  propor t iona l  ist. 
Der  Geschwindigkei i sver lus t  eo/y ist  nun eine Funk-  
t ion yon  U, und ebenfalls in Fig. 7 dargeste l l t .  

Wil l  m a n  die gesamte  in W~rme  umgese tz te  
Leis tung N O berechnen,  die in e inem Objek t  der  
Dichte  y und der  Dicke x erzeugt  wArd, wenn ein 
E l ek t ronens t rom J ,  yon  der  S t rah lspannung U~ 
auftr i f f t ,  so gil t  

No = U, . J ,  -~ U~ . J= . (io) 

Mit  der  Strahl le is tung 

N= = U , .  J= (I.T) 

f inden war nach Einf / ihrung yon  (8), (9) und (II)  
in  (io) 

S 
t 
t 

\ 

0 50 100 f.~kg 
bTmhl~#D'nnung 

Fig. 7- Absorption c% und Gesehwindigkeitsverlust s o 
als Funktionen der Strahlspannung U=. 

Die Sumlne  (c~0/y + e0/y ) is t  in Fig. 7 ebenfalls ein- 
getragen,  so dab es dami t  mSglich ist, die aufge- 
n o m m e n e  Leis tung zu bes t immen.  

Es  ist  nun noch zu untersuchen,  wie groB die 
sog. , ,Paral te l fa l ldicken" sAnd, innerhalb  welcher  die 
Beziehungen (8) und (9) gelten.  MAt einer gewissen 
AnnXherung kann m a n  nach  LENARD setzen:  

In (I,IX - -  o, I I  p~) 
z~ = , ( i3)  

~o 

dar in  ist  B der  sog. , ,Umwegfak to r " ,  der  angibt,  um 
wievietmal  l~nger ein E tek t ronenweg  bei diffnsem 
Lauf  der  E lek t ronen  im be t r ach te t en  Medium 
gegentiber dem geraden Lauf  ist. p i s t  die R i c k -  
d i f fus ionskons tante  und mat B du tch  die Gleichung 

B --  ~ + p (~4) I - - p  

verknf ipf t .  B und lo sand F u n k t i o n e n  des A tom-  
gewichtes  bzsv. des mi t t l e ren  Atomgewich ts  A des 
Objekts  und fiir die uns in teress ierenden Strahl-  
spannungen yon dieser unabh~ngig.  J ist ein Fak= 
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tor,  der  ebenfalls als yon der  Spannung unabh~ngig 
und yore  A tomgewich t  abh~tngig angesehen werden  
kann.  Die Kenntn is  dieser  3 Wer t e  ist  verhfil tnis- 
mgBig ungenau,  insbesondere  ist  tiber den  W e f t  
yon f bei kleinen Atomgewieh ten  wenig bekannt ,  
doch  sollen hier  ja  auch nu t  grSBenordnungsm~Bige 
A n h a l t s p u n k t e  ftir x~ gegeben werden.  

In  Fig.  8 sind die ans (13) m i t  den  K u r v e n  Fig. 7 
e r rechne ten  W e r t e  yon  x2. y als F u n k t i o n  yon  U, 
eingetragen,  so dab es mSglieh ist, ftir Schichten,  
deren  y bekann t  ist, die Paral lelfal ldicke i iber- 
schlgglich zu bes t immen,  g i n e  organische Schicht  
(z. B. Kol lod inm und EiweiB), ffir die ein mi t t l e res  
Atomgewich t  yon A = 7 angese tz t  werden  kann, 
wtirde bei e inem spezifischen Gewicht  yon y = 1,2 
nnd bei einer S t rah l spannung  yon  6o kV demnach  

,~hlspannuzvg 
Fig. 8. Parallelfalldicke ~'i, abh~ngig yon spez. Ge- 

wicht ~, Atomgewicht A und Strahlspannung U,. 

ein x~ yon e twa o,oo0I 5 m m =  o, 15/, haben.  Unsere  
eingangs gemachte  Annahme,  dab  die un te rsuchten  
Dicken innerhalb  der  Paral lelfal ldicke liegen, be- 
s t eh t  also zu Recht .  

Will  man  das gegentiber dem Lich tmikroskop  
h6here  AuflSsungsverm6gen des l~lbermikroskops 
ausnutzen,  so mtissen die un te r such ten  Schichten 
mindestens  dfinner Ms x~ sein. Je  kleiner sie gegen 
x~ sind, um so n~her kann man  an das Grenz- 
auf l6sungsvermSgen des l~bermikroskops heran-  
kommen .  

W e n n  man  ann immt ,  dab nur  ein Tel l  des Strahl-  
s t romes  das Objek t  durchsetz t ,  dab also das Objek t  
m i t  einer S t romdich te  ~'~ (A/mme) geiroffen wird,  
so ergib t  sich mit /~Q als Objektf t~che die Objek t -  
WXrmeleis tnng aus (12) zu 

= " F [ ~0 570 T3s, 0 II XY ~ - + ~ )  (15) 

und die auf  da~s Ob jek tvo lnm en  bezogene Leis tung  
v 

No z u  o N o  U ,  i0 ~ + • (16)  
2V° F 0 x 

Bei den yon  nns benutz ten,  in der  fotgenden 
Arbe i t  5 beschriebenen Objekt t rgger f i lmen be t rggt  

nach einer Beobach tung  die noeh ausgehal tene  
t3elastung i m A / m l n  2 bei 55 kV. D a m i t  finde~ sich 

I k W  
No = 5 5 o o o . - - . 1 , 2 . 3  o ~ 2 -  

I000 IT1 ll~i 3 " 

l)ieser erslaunlich hohe Wert ist nut verstgndlich, 
wenn m a n  bedenkt ,  dab  infolge des sehr  d i innen 
Fi lms yon  t0  -5 m m  Dicke nur  der  sehr  vie l  ge- 
r ingere Energ iebe t rag  yon o, o2 ~Vat t /mm 3, bei 
einer Fl~che des Objekt t r~ger f i lms  yon  xo-~ m m  2 
also nu r  No = 2 0 o / , W  abzufi ihren sind. ]Bei einer  
zwei ten Beobach tung  erfotgte  ein Einreil3en eines 
Objekttr~tgerfilmes yon 1/100 m m  2 FI~Lche nn te r  
einer Bes t rah lung yon 0, i  m A / m m  2 bei e twa  
2/a ]3elegung des Fi lms mi t  1/3 # dicken Bakter ien .  
Mit  diesen W e r t e n  is t :  

N 0 = 5 5 o o o  2/3 I 
Ioooo " IOO " 3ooo " 1 ' 2 " 3 °  = 4 4 ° # W a t t '  

Die ~ lbere ins i immung dieser beiden Wer t e  ist  mi t  
Rt icksicht  auf  die Versuchsungenauigkei ten  als ge- 
ntigend zu be t rachten .  Ein  Objekfi reiBt also bei  
~be r schre i tung  eines bes t immten  Wer t e s  der  
W~rmele i s tung  je  Fl~cheneinhei t ,  w~hrend die 
Volumenbe las tung  bei selhr di innen Objek ten  sehr  
hoch werden kann.  Es l iegt  dies daran,  dab im 
V a k u n m  eine W~trmeabgabe nur  dureh  Abs t r ah lung  
yon  der  Objektfl~tche erfolgen kann.  Demnach  
kann m a n  ein dfinnes Objek t  mi t  gr6Beren S t rom-  
d ich ten  bes t rah len  als ein diekeres.  

hiessungen fiber die sich einstel lenden Tempe-  
r a tu ren  sind nicht  durchgefi ihr t ,  weil sie aus be- 
greif l ichen Grfinden schwier ig  sind. Man kSnnte  
daran  denken,  rein ver te i l t e  Objek te  verschiedener  
Schmetz-  und U m w a n d l u n g s p u n k t e  auf  den  Tr~ger-  
film zu br ingen und ihre Verf inderungen bei der  13e- 
s t rah tung zu tJeobachten. Diese F rage  ist  bis j e t z t  
nicht  bearbe i te t  worden,  da  sie n icht  dringlich 
scheint.  Beobach te t  man  doch z. ]3. bei n ieht  zu 
lange Zeit normal  belas te ten t3akterien noeh 
kanm eine ]3r/~unung. 

Verwende t  man  sehr dicke Objekte ,  die alle 
E lek t ronen  absorbieren,  so kann man  erhebliche 
Leis tungsdichten  in der  Fl~eheneinhei t  der  be- 
s t rah l ten  Bi6rper erzeugen. Mit  dem obigen Bei- 
spiel erh~tlt m a n :  

55 ooo W a t t  N 0  = U, ]0 55 
~0  I O OOO m m  2 

Diese Leis tungsdichte  kann  ausreichen, sehr er- 
hebl iche Tempera tu r en  zu erzeugen, wenn  die 
W g r m e  n ich t  gentigend abgeff ihr t  werden  kann.  
Wir  beobachte ten  beispielsweise Umkris ta l l i sa t ion  
w~hrend der  i ibermikroskopischen Be t r ach tung  
einer 1RasierMingenschneide oder  Schmelzen yon 
Silberdr~hten,  also Tempera tu r en  um Iooo ° C. 

Au/ladung der Ob]elcte. 
]3ei den  meis t  vorI iegenden,  nicht le i tenden 

Objek ten  kann  eine Auf ladnng durch  die absorbier-  
t en  E lek t ronen  erfolgen. Da die absorb ie r ten  Elek-  
t ronen  nicht  nur  ihre ganze Energie ,  sondern auch 
ihre ganze Ladung  an das Objek t  abgeben, is t  das  
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Verhgltnis der aufgenommenen zur durchgehenden 
Ladung ebenfalls J~/J~ = a o • x. Um eine negative 
Aufladung des Objektes gegen seine Umgebung 
und damit  Bildst6rungen zu verhindern, ist es 
daher n6tig, dab die durchgehenden Elektronen im 
Obj ekt dutch Sekundgremission denselben ger~ngen 
Bruchteil  a 0 - x anslSsen. 

Eine so geringe SekundXrausbeute der Gr6Ben- 
ordnung IO ---2 his to -4 scheint framer vorhanden zu 
seth, so dab Bildst6rungen, die auf eine Aufladung 
der Objekte schlieBen ]leBen, bisher nicht beobach- 
te t  wurden. 

Die das Objekt haltenden ]31enden und die 
Objektpatrone absorbieren natfirlich fast alle auf- 
treffenden Elektronen. Die Aufladung dieser Teile 
kann abet, da sie leitend sind, durch konstruktive 
MaBnahmen am ~bermikroskop vermieden werden, 
so dab auch dadurch eine Erschwerung des Mikro- 
skopierens nicht eintrit t .  Ebenso ist es natfirlich 
notwendig, diese Patrone in gutem "vV~rmekontakt 
mit  den gekfihlten Teilen des Gedites zu halten. 
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Z u s a m m e n f a s s u n g .  

Das fiberlnikroskopische ]gild entsteht dmch 
Fokussierung sehr schmaler Strahlenbfindel mittels 
eines Objektivs groBen (}ffnungsfehlers. Die Aper- 
tur der abbildenden Bfindei liegt etwa bet 1/i000 
und ist praktisch gegeben dutch die I~:ondensor- 
apertur, vermehrt  dutch die im Objekt entstehen- 
den ]3eugungswinkel erster Ordnung. Die Kon- 
traste entstehen dadurch, dab mit  steigender 
_'v[assendicke der Objektpunkte die Zaht der das 
Objekt unbeeinfluBt in unver~inderter Richtung 
verlassenden und dadurch das Bild erzeugenden 
Elektronen ab- nnd der diffus gestreute, zum Bild 
nicht beitragende Anteil entsprechend zunimmt. 
BildMiume, die an den Konturen fibermikro- 
skopischer Bilder h~iufig auftreten, k6nnen aus dem 
Offnungsfehler der Linse erkl~irt werden. Ffir die 
vom Objekt infolge Absorption der Elektronen auf- 
genommene W~rme nnd elektrische Ladung werden 
quanti tat ive Angaben gemacht;  es wird erliiutert, 
warum beide unsch~idlich bleiben. 

Obermikroskopische Untersuchungstechnik.* 
Von IrI. RUSKA, Berlin-Nikolassee. 

Durch die Entwicklung und die technische 
Durchbildung des f2bermikroskopes sind die Vor- 
aussetzungen ffir eine bildliche Wiedergabe yon 
Teilchen bis zu 5 m# Durchmesser (Gitterkonstante 
io m/z) geschaffen worden ~'2. Die fibermikro- 
skopischen Bilder geben dabei die Massenverteilung 
in den Objekten wieder S und nicht andere, sekun- 
d~.re Eigenschaften wie die lichtmikroskopischen 
Bilder. Da die Elektronenstrahlen, die diesen Fort-  
schritt  in der optischen Auf16sung erm6glicht haben~ 
jedoch ein sehr beschdinktes Massendurchdrin- 
gungsverm6gen besitzen, und eine Auflicht- 
mikroskopie aus anderen Grfinden groge Schwierig- 
keiten bietet, kann man die ftir die L~chtmikro- 
skopie entwickelten Untersuchungsverfahren in der 
Obermikroskopie nicht ohne weiteres iibernehmen. 
Objekttr~iger, Deckgl~iser und selbst Schichten yon 
der Dicke dfinnster Mikrotomschnitte (> I #) sind 
fiir die Durchstrahlung mit  Elektronen zu dick. 

1. A n]orderungen an  i~bermik~'oskopische Ob]el~ttr@er. 

Gut durchstrahlbare Schichten dfirfen nur eine 
Dicke yon kolloiden Dimensionen besitzen, d. h., es 
mfissen Gebilde sein, die der Kolloidchemiker als 
Filme bezeiehnet. Diese k6nnen entweder selbst 
Gegenstand der Untersuchung werden, oder als 
Tr~ger ffir andere Objekte dienen. Von Objekt- 
tr~gerfilmen mfissen die folgenden Bedingungen 
erffillt sein, wenn sichere Aussagen fiber die Massen- 

* Mitteilung aus der I. Medizinischen Universit~ts- 
klinik der Charit6 und dem Laboratorium ffir Elektronen- 
optik der Siemens & Halske A.G. 

i E. R~JSKA, Z. Physik 87, 58o (I934). 
2 ]3. V. BORRIES 1I. E .  RUSKA, %~Tiss. VerSff. Siemens 

17, 99 (t938). 
3 B. v. BORI~IEs u. E. RUSXA, Naturwiss. 27, 281 

(t939). 

verteilung in den Objekten gemacht werden sollen : 
Der Trggerfilm rnnB im Elektronenstrahl durch- 
sichtig erscheinen wie der Objekttrgger und das 
Deckglas im Lichtmikroskop. Er  muB yon ein- 
heitlicher Dicke sein nnd fret yon jeder sons±igen 
elektronenoptisch sichtbaren gigenstruktur.  Er  
darf beim Aufbringen der Objekte und bet der 
DurchstrahIung mit  Elektronen nicht zerreiBen. 
Die aufgebrachten Objekte mfissen auf ihm ~est- 
haften, nnd sehlieBlich muB man eine Untersuchung 
des Films im ~bermikroskop durchfiihren k6nnen, 
bevor er mit  dem Objekt beschickt wird. Werden 
diese Bedingungen nicht erffillt, so k6nnen T/in- 
schungen durch zuf~illig entstehende Kunst- 
produkte und dem Film anhaftende, objektfremde 
Bestandteile eintreten. Aus der Lichtmikroskopie 
bekannte Objekte wird man auf solehen Tdigern 
auchdann wieder erkennen, wenn dieseFordernngen 
nur in m~/3igem Umfang erfiillt sind. Handel t  es 
sich aber datum, auf derartigen Filmen Objekte zu 
betrachten, die wegen ihrer tCleinheit ether licht- 
optischen Abbildung unzug~inglich sind, und bet 
denen indirekte MeBverfahren zu teilweise wider- 
spruchsvollen Ansichten fiber Gestalt nnd Gr613e 
geffihrt haben, wie es vielfach in dem Gebiet der 
Virusforschnng~ der Fall ist, so sollte yon den 
aufgestellten Bedingungen keinesfalls abgewichen 
werden. Sie sind nicht zuletzt anch zu stellen, mn 
die Bedenken bet der Beurteilung fibermikro- 
skopischer Bild er zu zerstreuen, die dort auftanchen 
k6nnen, wo zwar einerseits mit  dem jeweils nnter- 
suehten Gegenstand Vertrautheit  herrseht, wo 
andererseits aber noch die M6glichkeit fehlt, Er- 
fahrungen mit  dem ~bermikroskop selbst zn 

4 N~heres s. in der folgenden Arbeit yon G. A. 
K&USCHE, ]~. PFANI(UCI~[ U. I-I. RUSKN, Naturwiss. 
27, 292 (1939), 
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