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　　摘要　按照生物样品各分辨单元具有多种透过率的特点,设计了一个多衬度的台

阶状蛋白质模型, 模拟各台阶的真实成像条件,测量了各台阶所对应的抗蚀膜显影速率

曲线, 对显影条件作了定量分析,并将显影条件与分辨率紧密结合起来,找到了一种较

好的定量确定显影条件的方法。
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1　引　　言

　　长期以来,光学显微镜和电子显微镜是研究生物样品结构的最常用工具。光学显微镜使用

可见光照明,受衍射效应的影响, 成像分辨率不能超过 200 nm ;电子显微镜具有极高的分辨

率,但样品必须经过脱水、干燥、染色、超薄切片等处理,要研究活体生物样品具有极大困难。在

软 X射线波段,各种生命物质的线吸收系数为 �m- 1量级,软 X射线可以穿透几个微米厚的生

物样品;同时各元素在此波段存在大量共振态, 可以通过选择波长得到满意的衬度, 并利用此

区域的吸收限进行定量分析。尤其重要的是,在 2 . 3- 4 . 4 nm 波段, 各生命物质和水的吸收

系数相差约一个数量级,可以认为水是透明的, 因而可以观察含水的活体生物样品 [ 1]。

用软 X射线显微术观察生物样品时, 不需要脱水和染色就可以获得很好的衬度,这对于

排除水的本底干扰,实现自然状态下的生物活体的高分辨显微观察具有特殊意义。正是由于软
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X射线显微术具有这种独特的优点, 才使它填补光学显微镜和电子显微镜之间的空白成为可

能,并发展成为一种重要的研究和检测工具。

2　软 X射线接触式显微术原理

　　接触式显微术是目前软 X射线成像方法中最简单也是分辨率最高的一种方法。其结构如

图 1所示。这种显微术的原理在于: 软X射线与物质相互作用过程中,弹性散射和非弹性散射

相对于光电吸收可以忽略不计,因此当以平行的软 X射线照射生物样品时,可以通过观察透

过各分辨单元的软 X 射线的强度变化来获得各分辨单元在光束传播方向的透过率变化,进而

得知样品内部结构及成分等信息。这种方法有以下四个基本步骤: 1)将样品紧贴在抗蚀膜上;

2)以适当的曝光量曝光; 3)将抗蚀膜进行显影处理; 4)用光镜、电镜或原子力显微镜对抗蚀膜

图形进行放大观察。决定这种显微术分辨率的客观因素有:衍射效应、半影模糊、光刻胶的分辨

本领、曝光量、辐射损伤等[ 2]。

Fig . 1　So ft X-ray contact micr oscopy 　　　　　F ig . 2　P ro file o f a featur e in the r esist

after three different depths of

development

在实验中,我们注意到,这种显微术有一个不足之处,就是最后放大观察的不是样品本身,

而是抗蚀膜的显影图形。因此, 抗蚀膜的显影图形能否代表生物样品的原貌,对成像质量有重

要影响,这就决定了在成像过程中有一个影响分辨率的重要人为因素——显影条件的控制。这

种影响包括两个方面: 一种为欠显影,一种为过显影。欠显影是由于显影量不够造成的,此时样

品经曝光后在抗蚀膜上的潜影没有完全显露出来,不能真实地反映样品的原貌。除此之外,最

容易发生的就是在显影过程中的侵蚀效应造成的过显影。显影液对曝光区域有较大的溶解速

度,对非曝光区域也有较小的溶解速度。如图2 所示,在正常情况下,先暴露的轮廓的侧壁会发

生侵蚀,边缘成斜坡状。如果显影量过大, 则会造成细节损失,达不到所要求的分辨率。目前,

显影量的控制基本是依靠实验者的经验来完成的,很难保证显影条件恰好能够满足分辨率的

要求
[ 3]
。在本文中,我们根据建立的模型, 通过实验的方法,定量地确定了最佳显影条件,将显
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影条件与软 X射线接触式显微术的分辨能力有机地结合起来。

3　样品模型的建立

　　软 X射线接触式显微术最后得到的结果实际是各分辨单元的透过率图形。当以光强为 I

波长为 �的软 X射线对生物样品成像时,任一分辨单元对软 X射线的透过率都是光束传播过

程中各种生命物质综合作用的结果。为简化讨论,我们仅以一定厚度的一种生命物质(本文选

为蛋白质)来代表一个分辨单元对软 X射线的吸收作用,换算公式为:

T = exp( - �蛋白质* d蛋白质)

其中, T 为某一分辨单元的透过率, �蛋白质为蛋白质对波长为�的软X 射线的线吸收系数, d蛋白质

为这个分辨单元所等效的蛋白质的厚度。

生物样品的特点是具有复杂的结构及成分,各分辨单元具有多种透过率,即每个分辨单元

对应的蛋白质厚度是不相同的。为反映生物样品具有多种衬度的特点,我们通过两种方法建立

生物样品模型。第一种模型为等差透过率台阶模型,各台阶对应的蛋白质厚度呈对数关系变

化;第二种模型为等间距台阶状蛋白质模型,各台阶对应的透过率呈指数关系变化。这两种模

型本质上是等效的,我们仅以第二种模型为例讨论显影条件。

我们在实验中采用 Henke 源曝光, �= 4 . 4 nm(实际上本方法对任何单色光源均适用) ,

蛋白质的线吸收系数为 �蛋白质= 0 . 52 �m- 1。在等间距台阶状蛋白质模型中各台阶高度分别为

0 �m 、0 . 5�m 、1 �m、1. 5 �m、2 �m, 对应透过率分别为1、0 . 77、0 . 6、0 . 45、0 . 35。其中0 �m
代表完全透光处, 2 �m 代表透过率最小的分辨单元(当然随着样品的变化, 模型的厚度可适当

增加)。

当以Henke源曝光 15 h,各台阶对应抗蚀膜曝光时间分别为: H0�m= 15 h , H 0. 5�m= 12 h

, H1�m= 9 h , H 1 . 5�m = 6 . 75 h , H2 �m= 5 . 2 h。

4　显影条件的确定

　　在显影过程中,显影条件包括三个因素:温度、显影液浓度、显影时间。在一定曝光量下,温

度越高、显影液浓度越大、显影时间越长, 则抗蚀膜的显影量越大。为讨论方便,我们在恒温 20

℃的条件下进行显影过程。

1)显影浓度的确定

抗蚀膜( PM M A )的显影液一般是由良溶剂(对任何分子量的抗蚀膜都能很好地溶解, 只

存在速率的不同)与非溶剂按适当比例配制而成的混合溶液。PM MA 的良溶剂是甲基异丁基

酮( M IKB ) ,非溶剂是异丙醇( IPA )。显影液浓度对显影速率有重要影响,为了确定合适的

显影液浓度, 我们分别配制了 MIKB : IPA = 3: 1, 2: 1, 1: 1, 1: 2, 1: 3的混合溶液
[ 4]
。

在实验过程中,最大曝光量为 15 h, 针对五种比例的显影液曝光五片 15 h的空白抗蚀膜。

用特殊方法设置一个基准, 采用分段式重复显影的方法, 每显影 15 s 就放在 T alystep台阶仪

上测量台阶。结果发现用 M IKB : IPA = 3: 1 , 2: 1的显影液显影时,抗蚀膜显影过快,难以控

制显影质量,而 MIKB : IPA = 1: 2, 1: 3的显影液显影速度又过于缓慢,故选择 1 : 1的显影液
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完成整个实验。 resi st f ilm thickness ( um )

　　Fig . 3　Development speeds of r esist w it h dif-

ferent exposure

　　2)显影时间的确定

对于曝光时间为 15 h、12 h、9 h、6 . 75 h、5 .

2 h 的各空白抗蚀膜用 1: 1 的显影液显影, 每隔

15 s 取三个点测三个台阶,取其平均值作图。由图

3可见,在不考虑侧向显影的条件下,随着显影时

间的增加,样品模型各台阶对应的抗蚀膜向下的

显影深度不与台阶呈线性关系。显影时间 t < 15

s 时, 12 h 与 15 h 曲线基本不可分辨, 样品的信

息过于集中在很小的抗蚀膜厚度内,而 9 h 与 12

h 曲线间距又相对极大, 这样在用电子显微镜等

后续手段放大观察时, 不利于对细节进行分辨。随

着显影时间逐渐增大, 各曲线逐渐拉开距离,有利

于分辨细节。值得注意的是,上述讨论是在忽略侧

向显影的条件下所得的结果,为了避免过显影, 作

如下分析。

对于15 h 的背景, 当以 12 h、9 h、6 . 75 h、5 .

2 h分别为细节时,显然最接近 15 h的 12 h 侧向

显影将最严重,容易形成过显影。对于在不同曝光时间的背景上, 如 12 h 及 15 h,细节曝光为

9 h,则它们的侧向显影程度将基本相同。因此, 对于所讨论的模型,在整个显影过程中,只要保

证背景为15 h,细节为 12 h ,显影时满足横向分辨率即可避免过显影,所需要的是在完全曝光

的背景上选择最小的样品台阶, 使其避免过显影。

根据以上分析,我们做如下实验。

首先,准备一片空白抗蚀膜及一片 0 . 2 �m 厚的矩形金薄片(金片的厚度应小于划分的台

阶的厚度,以满足衍射极限及半影模糊的要求) ;根据金的线吸收系数,计算出金片遮拦部位的

透过率为T ;将金片紧贴在抗蚀膜上,曝光 3 / T h 后将金片取下; 继续曝光,直到整个程序的

曝光时间为 15 h; 曝光结束后,将抗蚀膜取下, 用 MIKB : IPA= 1: 1的显影液显影 15 s、30 s,

⋯⋯120 s 等;显影后的抗蚀膜经镀金后,在扫描电镜下以 80°倾角观察侧向结构,读出单向侧

向显影距离 X , X 应满足 X ≤ R / 2, R 为由衍射极限等客观因素决定的横向分辨率。

以上所讨论的样品模型台阶间距较大,如果要求分别的精度更高,可以按上述步骤将样品

台阶的梯度确定为 0 . 2 �m 、0 . 1 �m 等,分辨测量显影速率曲线并做过显影分析。对于台阶

划分得很细的样品模型,不需要按上述步骤测量每一条曲线, 只需将样品模型划分成几个较大

间距的台阶, 使它们显影后,各曲线保持合理的间距,即可近似地使每条曲线的间距保持合理,

便于辨别。做过显影分析时,测量完全曝光区与透过率最大区域的侧向显影分析即可。通过这

种方法选择的显影条件,可使显影后的抗蚀膜在满足分辨率的条件下,更真实地反映生物样品

的原貌。
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5　结　束　语

　　在以软 X射线接触式显微术对生物样品成像过程中,生物样品曝光后, 通过光学显微镜、

电子显微镜或原子力显微镜放大观察抗蚀膜的显影图形来获得样品的内部结构信息,因此抗

蚀膜的显影质量对最后的成像质量有重要影响。本文通过建立多衬度的样品模型,对具有不同

透过率的各分辨单元逐个分析, 将显影条件与分辨率紧密结合起来,找到了一种新的控制显影

条件的方法,既满足了分辨率, 又能更清晰地观察样品内部结构的信息,避免了按经验来确定

显影条件的不足之处, 提高了软 X射线接触式显微术的成像质量。
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Development Conditions of Resist in Soft X-Ray Contact Microscopy

Liu Yinan , Wang Zhang shan , L i Zhe , Lin Yiping , Cao Jianlin

( The State K ey L ab. of App lied Op tics , Changchun Inst itute of Op tics and Fine Mechantics ,

Chinese A cademy of S ciences , Changchun 130022)

Abstract

　　Dif ferent resolut ion pix els have a series of t ransmission coeff icient , acco rding to this fea-

ture of biolog ical specimen, w e device a protein m odel w ith sever al different high steps, calcu-

late the resist expo sure co rresponding to every step, af ter exposure, measure the r esist devel-

opm ent speed, analy se the developm ent condit ion quant itat ively, find out a bet ter method to

control development condit ion, especially connect resist developm ent w ith r esolut ion closely.

Keywords: Sof t X-r ay contact microscopy, Biolog ical specim en, Resist , Development con-

dit ions
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