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摘 要 对生物样品的研究，软 ’ 射线显微术具有独特的优势 (例如，它能够对较厚的活性含水的生物样品直接

进行显微成像以及元素分布的微区分析等 (文章简要论述了软 ’ 射线显微术的衬度机制及其优势；列表概括了包

括 )*’+，,’+，),’+，-./01 全息以及衍射等几种类型的 ’ 射线显微术的基本特性；简要综述了合肥国家同步辐射

实验室（2)34）软 ’ 射线显微术的研究进展 (
关键词 软 ’ 射线，显微术
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! 引 言

人类对微观世界的认识很大程度上取决于显微

技术的发展 (人眼能分辨的最小细节约是 $W!HH，而

普通光学显微镜则可以使人们观察到更微细的世

界 (根据公式

B X $WS!!
&J9<"

， （!）

可以估算出光学显微镜的点分辨极限约 $W"!H( 尽

管光学显微镜的分辨率比人眼的分辨率要高近三个

量级，但是这一分辨率在认识微观世界中的作用非

常有限 (利用电子束作为“光源”来成像的电子显微

镜，由于电子的德布罗意波长很短，因此它的极限分

辨率很高 (点分辨达 $W!<H 的电镜早已商品化 (尽管

电镜的分辨率非常高，但是它仍然存在局限性，主要

表现在：（!）样品制备难度大 (由于电子穿透能力弱，

因此样品必须很薄，一般的生物样品厚度要求在

T$<H(制备这样的超薄样品是很困难的 ( 不仅需要

一套专门设备，而且要求操作者具有丰富的经验 (
（"）含水样品不能直接成像 (这是因为电镜样品的成

像需要在高真空的环境中完成 (一般来说，含水的样

品是要脱水干燥的 (（#）生物样品需要重金属“染

色”(生物样品中的物质主要是一些原子序数小的轻

元素组成，它们对电子的吸收差异极小，不能产生足

够的衬度，因此需要用重金属对生物样品进行“染
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色”才能成像 !由于样品需要切片、脱水和染色，因此

电镜成像往往会出现假象 !
由于光学显微镜和电子显微镜存在着各自的缺

陷，因此它们的应用受到很大的限制 ! 软 " 射线显

微术正好弥补了光镜和电镜的缺陷，能对较厚的含

水样品直接进行高分辨率的显微成像 !这一点对生

物样品的研究尤为重要 !

# 软 " 射线显微术的特色及衬度机制

" 射线显微术的衬度是来自 " 光子与样品中电

子的相互作用 ! " 射线穿过物质时，要发生光电吸

收、散射等相互作用，在软 " 射线波段，光电吸收是

最主要的形式［$］!
" 射线与物质相互作用时发生的散射有四种形

式的效应，即不产生波长变化的弹性散射和瑞利散

射以及伴随着波长增加的非弹性散射和康普顿散

射 !其中，入射的 " 射线和散射的 " 射线之间存在

着一定的相位关系的散射被称作相干散射 !
" 射线线性散射系数

! % !" # &（$ ’ " #）， （#）

式中 ! 为原子序数，" 是电子散射因子 !（#）式右边

的两项分别表示相干和不相干散射的贡献 !相干散

射以及 " 射线晶体衍射与 " 射线同轴全息显微成

像密切相关，它提供了同轴全息成像时的物波 !
软 " 射线显微术大多数的工作主要利用光电

吸收（也有利用相位衬度）!光电吸收的直接效应就

是入射方向上的光子数减少，它形成了透射软 " 射

线显微术的最简单衬度机制 !穿过样品的光子数变

化可按照下面的公式计算，

# % #( )’"$ ， （*）

式中 #( 是入射光子数，# 是出射光子数，$ 为光子

穿透深度，!是线性吸收系数 !就软 " 射线显微术来

说，特别重要的一点就是，!与入射 " 射线波长的函

数关系并非单调变化，而有复杂的跃变存在 !
图 $ 是水、蛋白质和碳水化合物的 " 射线的吸

收系数和电子的线性散射系数曲线［#］!从图中可以

看出，在软 " 射线波长范围内，蛋白质、碳水化合物

等重要的生物物质的线性吸收系数在 $!+
’$ 左右，

也就是经过大约 $!+ 厚的样品，入射光子强度减少

到 $ , ) !这就是说可以用软 " 射线来研究几个微米

厚的样品 !由于生物细胞的线度通常在几个微米的

范围，因此软 " 射线的穿透深度也非常适合于对完

整的细胞进行成像研究 !这也是软 " 射线显微术的

图 $ " 射线线性吸收和电子线性散射系数［#］

（右边纵轴表示穿过 $!+ 厚样品的透过率；-. 和 /.

分别表示氧元素和碳元素的 . 层吸收边）

优势之一 !
目前，绝大多数 " 射线显微术的研究都是在

“水窗”波段 !因为在这一波段光子能量位于碳元素

和氧 元 素 的 . 层 吸 收 边 之 间（即 能 量 为 #01—

21*)3）对于能量刚好在氧元素吸收边下的 " 射线

（如 2$4)3），主要含碳的有机材料对 " 射线的吸收，

与水对此能量 " 射线的吸收相比，要低 $ 个量级 !因
此，我们可以利用水的天然衬度来研究含水的生物

以及其他样品 ! 这是软 " 射线显微术的另一个优

势 !
软 " 射线显微术还可以利用元素对不同波长 "

射线的吸收差异来研究元素在样品中的分布 !在某

个波长附近，入射 " 光能量的很小改变会导致某种

元素吸收发生很大的变化，而其他元素的吸收变化

很小，这个波长就是这种元素的吸收边 !对于同一样

品，用某一元素吸收边两侧波长的 " 射线分别进行

透射成像，就会由于该元素对 " 射线的吸收差异而

获得两张不同的图像 !如果将这两张图像进行适当

的计算处理即可得到样品中该元素的定量图谱 !依
据不同的情况可获得它的相对数量或绝对数量图

谱 !生物体结构和功能物质中的最重要元素，如碳、

氮、氧、钙、硫、磷等，它们对 " 射线吸收边都在软 "
射线波段 !因此，使用软 " 射线吸收差微区分析，特

别适合于生物样品的研究［*］!
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将 ! 射线近限吸收结构谱（"!#$% 和 !#&"%）

理论和显微成像技术结合起来的光谱显微术（%’()*
+,-./),-0)-’1）是 ! 射线显微术的一种非常有意义的

方法［2—3］4利用 ! 射线近限吸收结构谱可以区分同

一元素的不同化学结合状态，进而获得不同化合物

的分布情况 4例如在有机材料和生物学的研究中，碳

元素的含量很高，其化合状态对材料的性质起着重

要作用 4 碳元素可以和多种元素结合，形成 5 5，

!!5 5，""5 5，!!5 &， ""5 &， !!5 6等!键，并且不同

的!#键具有不同的共振能量 4而且同样的化学键在

不同的环境中能量也会有所不同 4在最重要的两种

生物物质 7&# 和蛋白质当中，!!5 5，""5 &，!!5 6的

浓度不同，这些化学键都对碳元素的近限吸收结构

作出贡献 4因此，可以预期它们的近限吸收谱也会有

所不同 4

8 软 ! 射线显微术基本类型及其应用举例

按照成像方式的不同，软 ! 射线显微术可以划

分为四种基本类型，即接触显微术、透射 ! 射线显

微术（波带片直接成像）、扫描显微术和全息显微术 4
在每种基本类型中，又可以依据某种方法，细分为几

种亚型，比如，扫描显微术可以有透射吸收、光电发

射、衍射、荧光等等形式 4在这四种基本类型中，目前

发展较好的主要是第二和第三种成像方法 4 图9是

透射 ! 射线显微镜（:）和扫描显微镜（;）的示意图 4
前者成像分辨率决定于物镜波带片的最外环宽度，

而后者成像分辨率则主要取决于微波带片的最外环

宽度和扫描台的精度 4

图 9 ! 射线透射显微镜（:）和扫描透射显微镜（;）原理示意图

有关软 ! 射线显微术的类型及其在生命科学

研究中的应用研究，作者已经在以前的《物理》上介

绍过［<］，这里将以列表的形式归纳出几种 ! 射线显

微术的特征（见表 =），并图示几个研究结果（图 8 至

图 3）［>］4

表 = 几种 ! 射线显微技术的比较［>］

透射 ! 射线显微镜 扫描透射 ! 射线显微镜 接触 ! 射线显微术 ?:;-,（伽伯）全息 衍射成像

探测器 557 计数器 557 557 557

视野大小 物镜波带片决定 操作者控制 大 大 小

分辨率 物镜波带片决定 波带片决定 光刻胶和衍射决定 光刻胶和相干性决定 不受技术限制

剂量 较高 最低 较高 较高 @

成像时间 快（总体） 快（每象素） 快（总体） 快（总体） 慢（87）

时间相干 单色（AB） 单色（AB） 可以多色 单色 单色

光源 多种模式 单一模式 多种模式 单一模式 单一模式

强度变化影响 小 大 小 小 小

闪耀光源 行 不能 行 97 行，87 不 87 不

相位衬度 A(,C/D(（泽尼克） 微分 不能 内含 内含

暗场成像 有可能 能 不能 不能 不能

光电发射 能 能 不能 不能 不能

荧光成像 不能 能 不能 不能 不能

元素图谱 有可能 能 — — —

!#&"% 图像 有可能 能 很难 很难 很难

偏正 有可能 能 有可能 有可能 有可能

微光谱 难 能 不能 不能 不能
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图 ! 含水的鸡胚胎皮肤组织纤维原细胞的扫描 " 射线显微图

（细胞用戊二醛固定）

图 # 不同光子能量下的多聚 $% & $’( 混合物的 )("* 显微图

（+）,-./!012；（3）,-./0412

图 . 空气干燥的牛精子的 )("* 图像以及蛋白质和 567 的图谱

［从图（+）中无法分辨蛋白质和 567 的分布，但从图（3）和（8）的显

微图谱可以看出，精子头部有一个蛋白质环带（3），精子尾部不含

567（8）］

# 6)9: 的软 " 射线显微术实验站及其研究

进展

实验站的光束线由前端、分束镜箱、六米真空段

以及直线型单色仪四部分组成 ;直线型单色仪由三

个不同参数的波带片和三个孔径不同的针孔光阑组

成 ;波带片的参数见表 , ;针孔的半径分别是 <==!>，

<.!> 和 #!>; 单 色 仪 的 工 作 波 长 范 围 为 </4?—

./##@>，覆盖整个“水窗”波段 ;实验站的光学系统如

图 0 肌腱炎病人肌腱切片中 %+ 元素的定量图谱

图谱显示出病理情况下 %+ 元素的分布和沉积密度 ;最亮处的 %+

的浓度为 ./.!AB8>
, ;切片厚度为 =/<!>，图下标尺是 ,=!>

图 ? 所示 ;
表 , 会聚波带片（%C$D）主要参数

波带片类型 %C$,! %C$!, %C$#.
主要波长 & @> ,;! ! ;, # ;.

波带片直径 & >> ,;- , ;- , ;-
波带数 <.=0 <=-, ??=

最外环宽度 &!> =;#0. = ;0#? = ;4=4
一级焦距 & >> .00 .00 .00

图 ? 软 " 射线显微术实验站光束线光学系统图

（< 光源；, 分光板；! 光阑；# 光阑；. 波带片；0 针孔）

实验站目前已经开展的研究有 " 射线接触成

像和三维成像 ;软 " 射线扫描透射显微镜正在建设

之中 ;另外，实验站还开展了软 " 射线辐射生物学

的研究 ;
接触显微成像是 6)9: 显微术站最早开展的 "

射线成像方法 ;目前已建立了一套较为完善的成像

系统和方法，获得了癌细胞等多种生物样品的显微

图像，且成像的空间分辨率好于 0=@>［4，<=］;
6)9: 开展的 " 射线三维成像研究主要包括同

轴全息和全息 %(［<<—<!］; 同轴 " 射线全息成像的横

向分辨率达到亚微米水平（约 =/,!>）［<#］；将全息理

论和 %( 技术结合起来的全息 %( 研究取得了较好

的实验结果［<!］;
改造的扫描透射 " 射线显微镜正在建设之中 ;

·0<!· 物理
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!" 世纪 #" 年代，$%&’ 曾经研制了一台软 ( 射线扫

描显微镜 ) 由于利用直径 !!* 针孔获得扫描光斑，

因此该显微镜的分辨率较差 )正在建设的扫描透射

( 射线显微镜将采用国际上目前通行的微波带片聚

焦 ( 射线方法获得扫描光斑 ) 按理论计算，该显微

镜的分辨率可达 +",*)实际确定的目标为分辨率不

差于 -"",*)
显微术光束线站提供波长连续可调的高亮度软

( 射线，且剂量可准确计算和测量 ) 因此，它可用于

诱变效应和育种研究 )在国家自然科学基金的资助

下，已有多位用户来站开展了生物样品软 ( 射线诱

变效应的研究并取得成果［-+］) 尤其值得一提的是，

由于实验站可提供光斑直径最小达 "."+!* 的聚焦

( 射线，因此它最适合生物样品的定位诱变 )
在本文结束之际，作者希望广大国内外用户积

极参与合肥国家同步辐射软 ( 射线显微术的实验

方法和应用研究 )
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!""! 年第 # 期《物理》内容预告

纪念《物理》创刊 $" 周年专刊（!）

三十而立（《物理》本届主编阎守胜教授）；

写在《物理》创刊 E" 周年（第二届《物理》主编应崇福院士）；

《物理》在推动交叉学科和高新技术应用中大有可为（第三届

《物理》主编梅镇岳教授）；

《物理》可以促进物理学研究成果向高新技术产业转化（第三

届、第四届《物理》主编吴自勤教授等）；

与时俱进（第五届、第六届《物理》主编王殖东教授）；

生物物理学的几个热点领域（中国科学院生物物理研究所陈

润生研究员等）；

物理学与化学交叉———有机分子固体与聚合物的物理问题

（中国科学院化学研究所朱道本院士）；

物理学与材料科学结合的机遇与挑战（北京科技大学材料科

学学院材料物理系马纪东教授等）；

地震预测与统计物理（中国地震局地球物理研究所吴忠良研

究员等）；

量子通信（中国科学技术大学物理系薛鹏等）；

物理学与太空物理学交叉———太空物理学当代前沿及其交

叉特点（中国科学院空间科学与应用研究中心刘振兴院

士）；

物理学和天文学（中国科学院研究生院邓祖淦教授）；

天体粒子物理———天文学与粒子物理学的交叉（中国科学院

高能物理研究所顾以藩研究员）

医学物理学———物理学在医学中的应用（北京大学医学部医

学物理教研组喀蔚波教授）；

物理学在促进农业发展中的作用（中国农业大学应用物理系

金仲辉教授等）；

物理学与计算技术交叉———计算物理当前前沿及交叉特点

（清华大学物理系倪军教授等）)
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