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软 � 射线最微成像

谢 行 恕

�中国科学技术大学 基础物理中心�

摘,
�

软 � 射线显微成像技术为研究生物显徽结构开辟了一条新的途径
,

突破 了 光

学显微镜和电子显微镜在应用上的某些限制
。

本文评述了软� 射线接触显微镜
、

软 � 射

线成像显微镜
、

软� 射线扫描显微镜以及三维软 � 射线显微成像和� 射线全息术
,

并 介

绍 了中国科技大学在软� 射线接触显徽成像方法研究中所取得的成果
。

引 言

生物学家早就梦想有一种显微工具
,

它可以观察自然状态下的生物样品
,

分辨率达到或

接近分子水平
,

可以看到活细胞和细胞器的超徽结构以至其内部的动态变化
。

高亮度的软 �

射线光源 �同步辐射
、

� 射线激光等�
、

高分辫率软� 射线光学及高灵敏度
、

高速的 � 射线 探

侧器的发展已使我们可能做成这样一种显微工具
,

它就是软 � 射线显微镜
。

长期以来
,

光学显微镜和电子显微镜是研究生物显微结构的最常用工具
。

光学显微镜使

用可见光为光源
,

由于受波长衍射效应的限制
,

它的成像分辨率不能超过 � � �� 人
,

而且常常

需要对样品进行染色
。

电子显微镜虽然有很高的仪器分辨率
,

但研究生物样品时仍遇到许多

困难
。

为此
,

电镜学家采用了许多样品的准备方法如脱水
、

固定
、

切片及染色等等
。

这不仅

不可能实现在自然状态下观测生物样品
,

而且由于人为性的样品准备因素破坏了样品的原始

状态
,

使得人们对观测的真实性保持有一定的疑问
。
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‘ 软 � 射线显微成像技术开辟了一条新的途径
。

由干软� 射线与物质相互作 用的特点使 之

适用于较厚的生物样品 �厚度到 几个拌�
,

它是典型的完整细胞线度 �
,

不需脱水
、

切 片和染

色
。

因此可能直接观察活的生物样品 �图 � �
。

在辐射损伤允许的剂量下分辫率仍可达到 � �。入
。

使用同步辐射产生的单色
、

可调软 � 射线可以实现刘 样品的高分辨率微区元素分析
。

应用软

� 射线全息等方法还可以做到三维 立体成像
。

当前
,

美
、

德
、

日
、

英
、

法
、

苏等国的科学家都正在积极研制各种形式的软 � 射线显微

镜
,

并应用生物
、

医学的样品进行试验
,

取得了显著的进展
。

过去十年中世界范围内从事高

分辨 � 射线显微镜研制的工作增长了一个数量级
,

而将其应用于生物及医学的研究工作也增

长了 � 倍以上
。

预计今后十年内各种软 � 射线显微成像方法将会日趋完善
,

能够实现活细胞

的实时成像
,

分辨率达到 � �� 入
。

这将是九十年代软 � 射线光学技术研究的一项重要 成 果
。

它对于生物
,

医学及其它科学 �冶金
、

陶瓷
、

薄膜
、

地质等� 必将发挥重要作用
,

产生重要

的社会及经济意义
。

粉

二
、

高分辨率软 �射线显微镜

�
�

软� 射线接触显微成像

软 � 射线接触显微术是软� 射线显微成像中最简单
、

但也是迄今唯一能达到理论分辨率

盆纽拐

性

扮

, � 州

轰 图 � 软 � 射线接触显微成像装置示意图

极限的方法
,

原理如图 � 所示
。

试验样品紧贴

着放在对于软� 射线灵敏的探测器 上 �如� 射

线光刻胶�
。

经过软 � 射线
“
曝光

” 及“
显影

,
后

在光刻胶上留下辐射损伤的图样
。

通过光学或

电子显微镜可以读出 � 射线显微图
。

近 期的发

展主要是使用了高分辨率的 � 射线光刻胶 �如

� �� � � 作为探测器及应用高分辨率电 子显

微镜
,

特别是透射电镜读出图像
。

软 � 射线接

触显微术的分辨率极限是衍射效应和光刻胶材

料分辫率的综合效果
。

衍射效应分辨率为以 � �
’

气 其中 几为使用波长
,

� 为样品到探测器表

面的距离
。

软 � 射线接触显微术的另一种形式是使用光阴极为探测器
,

再用电子光学系统对发射的

电子进行成像
,

因而可以做到实时成像
。

在法国 � � � 电子贮存环上装置的这台软� 射线显

微镜分辨率达到��� 人
。

悠日洲胜

甲

�
�

软� 射线成像显微镜

软 � 射线成像显微镜是光学显微 镜 的 模

拟
。

它使用软� 射线光学元件 �衍射元件或反

射镜 � 为聚光及成像元件
,

将软 � 射线投射到

样品上
,

再成像到像平面上 �装置 二 维 探 测

器 � 从而得到直接放大的软� 射线显微图
。

图

� 是装置在柏林 � �   � 同步辐射光源上 的

� �� �� � � � � 大学软� 射线成像显微镜光 路 安

排示意图
。

它使用� 射线波带片作为主要 的 �

多色� 封找摘射

图 � � � �七�� � � � 大学软� 射线成像

显微镜光路安排示愈图



射线 光学元件
。

图
,
扣会聚波带片和针孔组成线性单色器

,

从同步辐射光源中得到单色的软 �

射线并投射到样品上
。

单色仪的波 长带宽为刀元� ��久� �
,

其中� 为会聚波带片直径
,
己为 针

孔直径
。

当工作在波长 亢� � � 、 时
,

�刀� 幻一� � �
。

被单色软� 射线照射的样品经过微波带

片得到放大的� 射线图
。

在成像平面上用照相底片
、

微通道板阵列或 � � � 探测器记录
。

使

川波带片成像的软� 射线显微镜需用单色软 � 射线照射
,

所得 � 射线显微图的分辨率取决于

使用微波带片的最外环宽度
。

目前他们使用的微波带 片 主 要 参 数 为
� , � � �

�

�� 拼�
, , 二 �

� �
�

�拼�
,

万 � � � � ,

才 , 二 � �  入
。

� � ���� � � � 大学软 � 射线成像显微镜�� 分辨率为� � � 入
,

放大倍数��� 倍
,

它是目前世界上性能最好的软 � 射线成像显微镜
。

软 � 射线成像显 微 镜 不

需使用相干� 射线辐射
。

曝光时间短
,

因而可以使用脉冲软� 射线光源
。

它的缺点是由于低

效率的� 射线光学元件置于样品之后
,

从而
,

使样品所受辐射剂量加大
,

这对生物样品的辐射

损伤是极为不利的
。

最近 � � 七��� � � � 大学的� � �� � ��和� � � � �� �提 出使用相位衬度组成�

射线成像显微镜
,

它对于扩展使用� 射线波 长范围及减少样品的辐射损伤都是极为有利 的
,

但它至少需要中等程度的相干� 射线辐射
。

�
�

软� 射线扫描显微镜

软� 射线扫描显微镜是使用软� 射线光学元件 �波带片或反射镜系统 � 将软 � 射线聚焦

成一微束并投射到被观测的样品上
。

� 射线束对样品按电视光栅形式相对扫描
,

通过探测透

级辐射

�级焦点

图 � � �� � � � � � � � 大学软� 射线扫描

显微镜波带片聚焦光路示意图

射样品的软� 射线强度
,

从而做出样品的 � 射

线显微图
。

图 � 是装置在美国 � �  � 同步辐

射光源上的� 七� � � � � � � � 大学软� 射线扫描

显微镜的聚焦光路示意图‘它使用切趾微波带

片将软� 射线聚焦成微小斑点
,

并在焦平面上

去除零级辐射
。

软� 射线扫描显微镜的分辨率

取决于聚焦光斑的大小
,

因而取决于聚焦光学

元件的性能
。

为了达到衍射极限性能
,

聚焦元

件必须由空间相干的� 射线辐射照射
。

而如果

聚焦元件使用波带片则还需用单色 �时间相干 �

的� 射线辐射
。

� 七� � � � � � � � 大学的软 � 射

线扫描显微镜现装置在� � � � 的 � � � � �� �� �

光束线上
,

它并使用光栅单色仪得到 以� � 幻 �

�� �的单色软� 射线
。

目前他们使用的波带片最外环宽度为 � �� 人
,

在波长 几二 �� 入 时成像
,

所得扫描显微图像分辨率约为�� �入
,

这是目前世界上软� 射线扫描显微镜的最好性 能
。

由

于在软 � 射线扫描显微镜中低效率的 � 射线光学元件均置于样品的前方
,

且使用的探测器

�多为正比计数器�
‘

探测效率高
,

因此可以大大减小样品所受辐射损伤
。

扫描显微镜的记录

方式也极易得出数字图像
,

这使它非常容易地做出样品的微区元素分析
。

软� 射线扫描显微

镜的缺点是由于它是遂点记录得出图像
,

因此它不能使用单次闪光式脉冲光源
,

而且相对来

说成像时间较长
。

替代记录透射样品的软� 射线而记录样品产生的荧光辐射或光电子
,

这就组成了扫描荧

光显微镜或扫描光电子显微镜
,

它们在材料和表面科学研究中都是十分有意义的
。

争



三
、

三维软�射线显微成像
、

�射线全息术

�
�

� � ��� 在 � � � �年提 出全息原理时就想像能把它应用到 显微术中
。

但是由于在 � 射线

范围内缺乏高度单色的
、

准直的及高强度的光源使得 � 射线全息成像的研究受到限制
,

在几

乎三十年中进展极其缓慢
。

八十年代以后情况开始改变
,

这主要是由 于软� 射线范围内高亮

度及相干性光源的出现
,

包括同步辐射光源插入件 � � � ��  ! � � 辐射及 � 射线激光器
。

� � � �

年有几个研究组分别报告了他们使用 � � � ��  ! � � 辐射和� 射线激光器完成的� 射线全息成

像实验
,

成像分辨率达到优于亚微米的水平
,

他们的实验结果是非常令人鼓舞的
。

图 � 是�
�

� � � � ���等在美国� �  � 的� � � � �� � � � 光束线 上进行的 � � � � � 方式全息试

验示意图
。

为了完成全息图记录
,

对� 射线辐射相干性的要求是

奋

人射
单色光

《厅记系务质
空间位彼针孔

全息

图 � � � � � � 方式� 射线全息试验示意图

行

带

久� �刁之〔��
� � �

�
� 一 �

,

〕
, � �

�时间相干性 �

几� � 才甲� � �空间相干性 �

其中刁几是波长宽度
, � 是针孔直径

,

刁甲是发散角
,

〔��
� � �� � 一 �, 〕⋯ 是散射波和参考波

间最大光程差
。

衍射极限分辨率� �横向� 及刁 �纵向� 将分别为

占� 久� �

刁 � 几� � �
么

其中�为散射辐射在全息图上最大收集半张角
。

� � � � ���等使用� �  � 的 � �  ! ∀#∃ %& 辐射汽
= 24

.7入
,

使用光栅单色仪得到波长分辨

率 刀J 只~ 70 0
,

从而给出相干长度 以叮刀幻 一1
.8拌m

。

针孔直径为 50 拌m
,

且 在 样 品 前

1.74 m
,

从而提供样品上的空间相干辐照
。

全息图记录在 2000 入厚的 P M M A 光刻胶上
,

它置于样品后方约40如m 处
。

他们使用数值再现方法实现 了全息图再现
。

再现图像分辨率优

于 1000人
。

D

.

J
o

y
e u x 等在法国A C O 同步辐射光源也用 U n d u la to r 辐射进行T 类似G abor方式

的X 射线全息成像实验
。

他们使用波长为100 人的软X 射线进行全息图记录
,

并用H e一N e激

光器做全息图再现
,

得到的分辨率为 0
.5“m

。

另外一个很有意义的X 射线全息成像实验是由

T re b es 等在 L L N L 用S e x 射线激光器为光源进行全息图记录
,

并使用H e一N e激光器再

现
,

分辨率约为5“m
。

虽然它达到的分辨率还很差
,

但是很有意义的是它的装置简单性已可

能象可见光 全息术那样进行了
。

X 射线全息术作为高分辨率X 射线成像方法进行实际应用许多问题还有待研究
。

除了高

亮度及相干性的X 射线光源外
,

对于样品所造成的辐射损伤以及全息图再现中的亩卿都有 待



一 1仑一

解决
。

利用x 射线光学元件的发展 (如波带片) 进行F o u rier 变

换方式的全息记录将有利于得到更好的X 射线全息 成 像 的 结 果

(图 6 )
,

这方面的试验已在进行中
。

在九 卜年代人们期望能够使

用X 射线全息成像方法进行活细胞的成像
.
并使得分 辨 率 好 于

500入
。

相千人射
X 射践束

F resnel波带片

针孔一准直器 沪

今考波 代

、样品
, 物改

四
、

工 作 展 望

,
!
,
国科技大学建立的800兆电子伏特同步辐射光源为 软 X 射

线光学的研究和应用提供了极有 利的条件
。

已经建立起的一条软

X 射线光束线将可进行各种软X 射线显微成像的研究
。

它的波长

范围在20 一25 入连续可调
,

波长带宽0
.Z A 。

拟议中建立的U nd
_

ul at o
r 光束线将可提供高亮度及相干性的真空紫外及软 X 射线

辐射
。

同时我们建立起的固定靶软X 射线源可用 J’- 软X 射线光学
‘

_
_

-
-

-

一 一
-
一

- 一

全息图

元件及系统的调试
。

我们对干软X 射线接触显微成像方法进行 : 较为 界 统 的 研 立
究

,

做 出了生物细胞的软X 射线显微图 (图 7 )
。

它使我们对于X 图 6

射线显微图像的特征有了一定认识
。

同时实验方法中对 P M M A

F ou rier 变换 jJ’式

X 射线全息
,

后众图

光刻胶的研究及 s i
3
N
;
薄膜窗的研制对X 射线 全息图的记录 也奠定 了摧础

。

我们拟议中将开

展 x 射线全息图记录及全息图再现 的研究
。

‘

几

图 7 黑色素瘤的 X 射线显微图
,

P M M A 复型

用透射电镜观测
。

我们正在研制初型的软X 射线扫描显微镜
,

它将为研制高分辨率及高效率的软X 射线扫

摘显微镜建立基础
。

我们期望其分辨率能优于 100 0入 (好于光学显微镜分辨率)
,

它将对生

物样晶的 显微结构及微区元素分析的研究起到十分有意义的作用
。
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