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. 射线探测、成像及应用专题

高分辨率 . 射线显微成像及其进展!

陈- 洁- - 柳龙华- - 刘- 刚- - 田扬超/

（中国科学技术大学国家同步辐射实验室- 合肥- 012203）

摘- 要- - 介绍了高分辨率 . 射线显微成像产生背景和发展过程，着重分析了基于光学元件波带片的放大成像的基

本原理，并简述了高分辨率三维成像的有关理论。同时给出国内外高分辨率 . 射线显微成像研究的最新进展，展望

了高分辨率 . 射线显微成像的应用前景。
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O- 引言

OPPR 年，英国人 V=D9F" 5==E 设计和制造了一

台光学显微镜，并第一次观察到细胞这一生物单元，

从此显微镜登上了研究物质细微结构的历史舞台。

显微镜是人类认识微观世界的重要桥梁，随着科学

技术的突飞猛进，人们发明了各种显微镜。常规的

光学显微镜受波长的限制（T22—Q22 ,L），分辨率

很难突破 022 ,L 的衍射极限。电子的德布罗意波

波长由加速电压决定，可远小于 O ,L。近代高分辨

率透射 电 镜 的 点 分 辨 率 达 2& 1 ,L，线 分 辨 率 为

2& OTT,L。但电子显微镜需要高真空环境，对生物

样品的观测还需要一系列诸如切片、脱水等处理，这

无疑破坏了样品的内部结构信息。而且电子在样品

中的平均自由程很短，所以电子显微镜与近年来发

展的力场显微镜和近场光学显微镜一样，虽然分辨

率很高，但只适用于研究样品的表面结构。

OW3R 年，德国科学家伦琴在试验阴极射线管时

发现了 . 射线，从此吸引了很多人开始研究 . 射线

成像。. 射线波长短、穿透深度大，不仅具有对厚样

品进行无损纳米分辨成像的潜力，而且成像机制多

样（如吸收、荧光、化学态、自旋、相位等），衬度来源

丰富，同时曝光时间短，效率非常高，因而可观察分

析多种微观物理、化学变化和微纳米结构，在生物医

学、材料科学和工业上有着广泛的应用。多年来，人

们已经发展了多种 . 射线成像技术。例如，. 射线

接触式成像技术、. 射线扫描成像技术、. 射线光栅

成像技术、. 射 线 类 同 轴 成 像 技 术（. 射 线 全 息

术）、. 射线衍射增强技术、. 射线干涉法成像技术

和 . 射线 4A 技术等［O—W］。然而这些成像技术的空

间分辨率很低，一般取决于探测器或记录介质的分

辨率，只达到微米或亚微米量级。

空间分辨率是确定图像清晰度的最重要指标。

自发现 . 射线 O22 多年来，提高 . 射线显微镜的分

辨率一直是 . 射线显微学研究者追求的一个重要

目标。但是由于缺乏性能优良的 . 射线光源和高

分辨率成像光学元件，. 射线高分辨率成像的潜力
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长期得不到发挥。一方面，4 射线的衍射效率比较

低，亮度较低的 4 射线管不足以产生足够强的携带

高分辨信息的大角衍射信号；另一方面，缺乏适当的

光学元件，不能够在实验上实现精确的 4 射线聚

焦。近 $% 年来，随着高亮度的同步辐射光源、自由

电子激光、等离子体 4 射线源的发展，加上纳米加

工技术的飞速进步；人们能够制作出高效率、高分辨

率的物镜波带片；再加上高速度、高灵敏的 4 射线

探测器的研制成功，高分辨率的 4 射线显微成像技

术又重新活跃起来。目前，基于波带片的高分辨率

4 射线显微术以其独特的魅力吸引了世界各国众多

研究者的关注，它能提供其他无损检测方法所不能

提供的样品内部结构的细节信息。世界上许多同步

辐射装 置 上 都 建 造 了 高 分 辨 率 4 射 线 成 像 装

置［5—6$］，主要用于细胞分子生物学和材料科学方面

的研究。

下面我们对基于波带片的高分辨率 4 射线显

微术的原理、高分辨率的三维成像原理以及它们在

各学科领域应用等方面进行详细论述。

$! 基于波带片的高分辨率 4 射线显

微成像

人类对微观世界的认识很大程度上取决于显微

术的发展。人眼能达到的分辨率约为 %- $ 77，而普

通的光学显微镜则是利用聚焦透镜放大成像，使人

们观察到更细微的世界。众所周知，4 射线聚焦是

一个令人头痛的问题，这是由于在 4 射线波段中，

各种材料的折射率都近似等于 6。因此，常规的折

射光学元件都无法使用。近年来波带片应用于 4
射线聚焦得到了快速普及，同时也正逐步作为物镜

用于高分辨放大成像。

目前，4 射线成像采用的波带片是菲涅耳波带

片（89:;3:/ <=3: */1):;，8>?;）［6"］。波带片实质上就

是一圆形的衍射光栅，它是由线密度径向增加的明

暗相间的同心圆环带组成的。根据菲涅耳圆孔衍射

理论，如果按公式 !" # "$! !把圆孔连续分割成一个

个半波带，把奇数或偶数个半波带遮住，就构成一个

菲涅耳波带片（图 6）。

波带片在环带足够多（"$6%%）时，具有与薄透

镜一样的成像功能：

6 % $ # 6 % &6 ’ 6 % &$，( # &$ % &6， （6）

式中 &6 为物距（ 样品到波带片的距离），&$ 为像距

图 6! 菲涅耳波带片（ !6 为第一环带半径，!" 为第 " 环带半径，

"! 为最外环宽度，! 为入射光波长，$ 为波带片焦距，) 为波带

片直径）

（波带片到成像平面的距离），$ 为波带片焦距，( 为

放大倍率。

透镜空间分辨率的一种度量就是两个彼此不相

干的点源能够被分辨的最小间距。它依赖于透镜的

点扩展函数（*=03) ;*9:1@ A.32)0=3），即一个远处点源

在像平面上的强度分布。对于理想透镜，包括波带

片，点扩展函数都是艾里图案。图 $ 是波带片分辨

两个衍射点光斑的截面示意图，& 为两点间的距离，

!3.//为系统的分辨率（ 文中用 " 表示）。当 & * !3.//
时，系统能分辨出两个点；否则，不能分辨出两个点。

其横向分辨率 " 既依赖于波长又依赖于透镜的数

值孔径（瑞利判据）［6B］：

" # +6! % ,-C>?， （$）

式中 ,-C>?为波带片的数值孔径，+6 为由光源相干

性决定的常量，取值为 %- "—%- #6 。对于成像波带

片，,-C>? D ! E $!!［6F］，（ !! 为最外环宽度），而一般

+6取值为 %- #6。将这些代入（$）式，则可得到：

" # 6. $$"! . （"）

! ! 可见，基于波带片的 4 射线成像系统的空间分

辨率 " 取决于物镜波带片的最外环宽度 "!。因此，

要实现纳米级的空间分辨率，波带片的最外环宽度

也应为几十纳米，但是制作这种波带片的技术难度

很大。近年来，在提高纳米加工技术的研究过程中，

人们发展了多种制作波带片的理论方法和新型技术

手段（电子束光刻技术、高分辨率光刻胶合成技术

和 GH:9/1I 纳米加工技术等）［6#—6’］，同时设计了多

种不同功能的波带片（ 位相波带片、消色差波带片

和多层次高效率波带片等）［65—$6］。这些都使得制

造高衍射效率、高分辨率的波带片成为可能，极大地

推动了高分辨率 4 射线显微术的发展。目前，在硬
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图 .- 两个衍射光斑能够被恰好分辨开的距离（ 图中（/）所示

即为瑞利判据）

图 0- 123 同步辐射光源的软 4 射线透射式显微镜 4567

4 射线波段，美国 48*9)* 公司已经制作出最外环宽

度为 0: ,; 的波带片［..］，日本 3#8),<6= 光源上实现

了 0: ,; 空间分辨率的 4 射线成像［.0］。在软 4 射

线波段，美国的劳伦斯伯克利 国 家 实 验 室 的 196
>*,+?9 2)<!" 3@’8+?（简称 123）同步辐射光源已经

实现了 7A ,; 空间分辨率的 4 射线成像［7=］。

图 0 为 123 同步辐射光源的软 4 射线透射式

显微镜［7=］。图中聚焦波带片用于 4 射线聚焦和色

散。微波带片（也称为物镜波带片）用作 4 射线显

微镜的物镜进行放大成像。其中微波带片的参数

为：最外环宽度 !! B 7A,;，环带数 " B 7::，直径为

0: ";。由于使用的光源部分相干，所以（.）式中 #7
取 :& C，则空间分辨率 ! B :& =!!。因此，最外环宽

度 !! B 7A,; 时，其空间分辨率可优于 7A ,;。此

前，123 同步辐射光源已经制作了一个最外环宽度

为 .A ,; 的物镜波带片，取得了 .: ,; 空间分辨

率［.C］。

图 C 为使用最外环宽度分别为 .A ,; 和 7A ,;
的两个物镜波带片，分别对具有 7D& A ,; 和 7A& 7
,; 半周期的 E8 F 3) 多层喷镀金属膜的横断面进行

成像。图 C（*）图和图 C（+）是用最外环宽度为 .A
,; 的波带片分别得到的两个样品的 4 射线成像，

图 C（*）中的条纹和间隔显示了好的调制度（ 约为

.:G ），但是图 C（+）的调制度为零，根本看不清楚，

说明利用最外环为 .A,; 的波带片不能够分辨半周

期为 7A& 7,; 的多层膜。对于具有 7D& A ,; 半周期

的多层膜，与图 C（ *）图相比，用最外环宽度为 7A
,; 的波带片得到的图 C（/）图噪声更低，图像更加

清晰。对于具有 7A& 7 ,; 半周期的多层膜，与图 C
（+）图相比，利用最外环宽度为 7A ,; 的波带片得

到的图 C（9）图，却显示极为优秀的调制度。这些都

验证了 4 射线成像系统的空间分辨率与波带片最

外环宽度的关系。

0- 高分辨率的 4 射线三维显微成像

4 射线显微术一直是医学诊断和研究物质内部

结构的重要手段。但是，4 射线成像装置是将三维

的样品显示在二维的记录介质或探测器上，物质内

部深度方向上的信息重叠在一起，引起混淆。为了

克服这一缺点，所谓的计算机辅助断层成像技术

（+@;#’"?8)H?9 "@;@<8*#!I，简 称 EJ）发 展 了 起 来。

7D7K 年奥地利数学家 L*9@, 最先提出 EJ 的思想，

其后又经过 M8*+?%?((，N(?,9@8O，E@8;*+P 等人近一

个世纪的发展，EJ 技术无论在原理上还是算法上，

都已经成熟，并且广泛应用到不同的领域［.A］。

EJ 技术的基本思想如下［.Q—.D］：如图 A 所示，首

先将 4 射线光照射在样品上，我们取得一组数据，

然后转动样品台一个小角度 !"，取得新入射角的另

一组数据。如此重复，直至旋转 $" 次（$" % !" &
7=:’），取得 $"组数据为止，我们称每一组数据为一

组“投影数据”。通过处理这些投影数据得到样品

三维信息的过程，我们则称为“反投影”。“反投影”

重构图像的思想为：断层平面中某一点的密度值可

·!"#·
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图 4! （1）用最外环宽度为 $5 36 的波带片对具有 78- 5 36 半周期的样品的成像；（9）用最外环宽度为 75 36 的波带片

对具有 78- 5 36 半周期的样品的成像；（2）用最外环宽度为 $5 36 的波带片对具有 75- 7 36 半周期的样品的成像；（:）

用最外环宽度为 75 36 的波带片对具有 75- 7 36 半周期的样品的成像。其中（1）和（2）在波长为 $- %& 36（光子能量为

#%% ;<）的情况下获得，（9）和（:）在波长为 7- 5$ 36（光子能量为 ’75 ;<）的情况下获得

图 5! => 技术的示意图。（ 1）=> 装置的简单示意图；（9）样品

的某一断层的投影示意图，!（ "，!）为该断层在 #$% 平面内以极

坐标表示的二维分布

看作这一平面内所有经过该点射线的投影之和（ 或

平均值）。就是说，反投影是一个将投影数据“均匀

回抹”的过程，在不同的投影线交点处，像素值由各

个投影数据叠加得到。反投影得到的是某一个断层

截面，最后通过软件将不同的断层截面组合得到样

品的三维视图。图 # 很直观地反映了“ 反投影”的

过程。样品为两个相隔的圆柱，利用反投影法，展示

图 #! 反投影重构样品截面的过程的示意图

了分别由 $，4，’，7# 个投影数据叠加而产生的断层

截面。由此可见，采集数据密度越大，即 &" 越大，得

到的断层图像越清晰。

图 5（9）是样品的某一断层的投影示意图，设 !
（ "，!）为该断层在 #$% 平面内以极坐标表示的二

维分布，一束平行的射线沿投影方向 ? 上穿过物体，

在与 ? 垂直的方向上（" 角的方向）记录一维投影数

据 ’（(）"：

’（(）" ) %!（ "，!）#［ * + "2@A（" + !）］:* ，（4）

它表示沿着直线 * ) "2@A（" + !）的线积分，即投影。

用 ,（ "，!）表示反投影后得到的断层数据。根据反

投影的叠加思想，反投影的表示如下：

,（ "，!）) 7
&"
&
&"

- ) 7
’"-［ "2@A（! + "-）］

) 7
!&

&"

- ) 7
’"-［ "2@A（! + "-）］""-， （5）
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图 .- （*）老鼠的乳腺上皮细胞的 / 射线显微成像（蓝色的为标记了的微管网络，橙色的为核仁）；（0）人类乳腺

上皮肿瘤细胞的核子（蓝色为标记了的细胞核膜上的细孔体系）；（+）人类乳腺上皮肿瘤细胞的核子（蓝色为标记

了的 123）

图 4- 发酵的酵母细胞不但是基因、分子和生物化学分析的模型系统，而且还是蛋白新陈代谢研究的重要对象。酵母细胞

直径 5!6，显微 78 空间分辨率为 9: ,6。（*）细胞壁半透明的三维显示；（0）细胞壁透明的三维显示；（ +）断层厚度为 :& 5

!6 的断层像

式中 !!"［ #+;<（" $ !"）］是经过点（ #，"）的第 " 个投

影值。由（5）式过渡到更一般的连续情况下的反投

影表达式为

%（ #，"）& =
" %

"

:
!!［ #+;<（" $ !）］>! ’ （9）

- - 三维图像重建的算法还有很多：傅里叶变换重

建、滤波反投影重建、卷积法重建以及代数重建等算

法。虽然反投影重建算法是原理最简单、直观的一

种，却是理解其他重建算法的基础。把高分辨率的

/ 射线成像技术与 78 技术结合起来，即添加相应

的旋转样品台和三维重构图像处理的软件，我们就

可以得到高分辨率的物质内部三维分布［?:，?=］。

@- 高分辨率 / 射线成像技术的应用

人们想探究物质超微观世界的强烈愿望使得高

分辨率 / 射线成像技术成为当今世界的主要研究

工具之一。将它与其他相关技术结合，可使其大放

异彩。

近年来，生物样品制备技术、低温成像技术以及

其他定影技术的迅猛发展，降低了 / 射线对辐射敏

感的样品（特别是生物样品）的损伤［?A］，使得高分辨

率 / 射线成像技术成为研究细胞生物学的又一有

力手段。同步辐射高分辨 / 射线成像技术在生物

医学方面也取得了一些令人振奋的结果，美国的

3BC 同步辐射装置利用常规吸收衬度与免疫金标记

法结合，获得标记的蛋白质或生物大分子体系在整

个细胞的空间分布图（见图 .）［??］。

美国的 3BC 同步辐射装置利用高分辨 / 射线

成像技术研究酵母细胞的三维成像，其分辨率达到

了 9: ,6，可以清楚地观察到细胞核、细胞质、类脂

滴、甚至液泡（见图 4）。此三维图像是通过一系列

细胞断层的图片（见图 D）重构得到的［?@，?5］。

在化学元素的吸收边，光子有足够的能量使特

定轨道的一个电子跃迁并被吸收。因此，通过调节

/ 射线的能量，使其高于或低于某一特定的吸收边，

则特定的化学元素对图像的贡献将增加或减少。台

湾的国家同步辐射研究中心则利用这一特性，研究

·!"#·
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图 4! 发酵的酵母细胞不同的断层图片

图 5%! （1）钨插拴阵列的三维视图，右边分别为两个生成锁眼

的插拴；（6）集成电路中的钨插拴分布图，红色区域的插拴为图

（2）中分析的插拴；（2）插拴的侧面三维示意图；（7）插拴中锁眼

尺寸的测量

了因生成锁眼（89:(;/9）而导致集成电路失效的机

制（图 5%）［"#］。实验样品是集成电路中的微钨插拴

阵列，他们把 < 射线的波长调到 %- 55’ 3=（ 能量为

5%- >89?），略高于钨的吸收边。实验得到了生成锁

眼的插拴的三维图像，分辨率达到 #% 3=［"#］。

>! 结论与展望

目前，< 射线显微成像的空间分辨率主要受限

于波带片的最外环宽度和厚度，三维成像也受限于

景深和有限的旋转角度。尽管如此，由于相应的光

学和纳米制造技术也更加成熟，同时基础设计的不

断改进和实用化，高效率的自动显微镜将保证高分

辨率 < 射线显微术在材料、环境和生物科学中有着

光明的应用前景［"&］。当前，细胞显微是研究细胞及

其内部各组成部分的结构、行为和功能的最重要的

方法之一。近年来很多技术的出现，如 @A 技术、量

子点技术和荧光能量共振技术等［"’—@5］，使人们可以

原位、实时、动态地从细胞或亚细胞层次研究细胞内

生物大分子间的相互作用，相互作用点的定位，信号

转导通路，以及大分子在细胞内及细胞表面的分布、

迁移。从事高分辨率 < 射线成像的研究者则是希

望把这些技术结合起来，发展一种独特的方法来研

究美妙的细胞分子世界。
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关于爱因斯坦“ 定域实在论”的新实验

爱因斯坦坚信一个真实世界的存在：对于一个系统的测量结果，应由系统本身的物理性质决定，物性先于测量并且独立

于测量（即所谓“实在论”，<K*()67）。爱因斯坦同时认为，测量结果不会受到远距离事件的即时影响（ 即所谓“ 定域性”，(1+*();
"=，或者说，任何影响的传递都不可能超光速）。为了论证“定域 ] 实在”论，爱因斯坦与 @1O1(62= 和 Z16K, 于 MP/N 年联名发表

了一篇文章，提出了两粒子纠缠问题———W@Z 纠缠态。

MPFG 年，I1!, LK(( 在研究了 W@Z 纠缠态之后，对“定域 ] 实在”论所预言的关联（ 例如，组成一对纠缠光子的甲和乙分开

后的线偏振 ），确定了一个“极限”，并以“不等式”表示。随后，关于 LK(( 理论的实验以极高的显著性证明：纠缠光子对的行

为服从量子力学的预言，而与从“定域 ] 实在”论导出的 LK((“不等式”相悖。仿佛甲光子知道自己应该拗着乙光子行事：你的

线偏振“垂直”，我就“水平”；你“水平”，我就“垂直”。

现在的问题是，定域或实在，究竟是哪一方面出了错？抑或两者都出了错？最近，奥地利维也纳大学的 R<1KX(*+!K< 等沿

着理论家 \K55K"" 0 I 的新思路，设计并完成了关于纠缠光子对的全新测量。该实验把原先对线偏振的测量改换成了对椭圆

偏振的测量，实验难度增大，但更适于研究上述问题。实验结果明显违背 \K55K"" 的以“ 实在论”为前提的广义不等式，即无论

是“定域 ] 实在”理论的预言，还是这次“非定域 ] 实在”理论的预言，均与观察到的量子关联不符，从而对“ 实在论”提出了质

疑。然而，有专家认为：R<1KX(*+!K< 等的实验只是证明“实在论”与某些非定域模型不匹配，不能就此认定问题出在“ 实在论”

上。总之，新实验必将促进我们更深入地探讨量子奥秘。

（戴闻- 编译自 Y*"’<K，.EEU，GGF：AFF，AUM）

单层锰原子的手征磁有序

一只光滑的铁环放在镜子前，它的像与铁环本身完全一样，不可区分。然而，将我们的右手放在镜子前，镜中的像将不

同，它像是我们的左手。自然界中有许多现象涉及“前进”与“旋转”方向二者的关系，他们被称为是“ 手性的”，或“ 手征”。在

讨论电磁感应时，我们区分“右手定则”和“左手定则”；在沃森和克里克的 [Y0 双螺旋结构示意图（MPN/ 年 G 月 .N 日发表）

中，两股并行盘绕的螺旋链被分别标记了“上行箭头”和“ 下行箭头”；在吴健雄验证“ 杨 ] 李理论”的实验中，发现：FE B1 在 !
衰变过程中并不是朝着FEB1 自旋极化的正反两个方向对称地发射电子，而是仅仅朝自旋极化的反方向发射。在稀土金属 [=
的低温反铁磁态，原子磁矩躺在六方晶格的基平面内，磁矩取向不共线，而是每上一个原子层绕 % 轴转一个角度，从而形成

所谓“螺旋（!K()+*(）反铁磁”。

最近，来自德国汉堡大学的 L1OK 等利用自旋极化扫描隧道显微镜，观察了淀积于钨衬底上单层锰原子的磁有序。他们

发现，与大块锰金属中共线反铁磁有序不同，单层锰原子的磁矩表现出不同程度的倾斜，以至于形成周期 M.,7 的螺旋结

构：毗邻自旋的取向逐步变化，遵循摆线（或称旋轮线）行为。他们运用 [9=*(16!),62)) ] >1<)=* 相互作用（ 在缺乏反演对称的

晶体中，若“自旋 ] 轨道”耦合足够强，此作用将诱发长周期无公度螺旋磁有序），定量解释了上述手征磁有序。同行专家高

度评价这项工作在自旋电子学领域的应用前景：当自旋极化电流流过上述纳米尺度的手征磁体时，将对后者的磁结构施加

一个转矩；接下来，将可能操控磁化强度的分布，发展超高密度磁记录介质、磁化开关和磁性马达。

（ 戴闻- 编译自 Y*"’<K，.EEU，GGU：MNU，MPE ）
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