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用于高分辨犡射线显微镜的相衬方法研究进展
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摘要　Ｘ射线显微镜具有很高的分辨率，但随着光子能量的增加和研究物体尺寸的减小，物体对Ｘ射线的吸收减

少，Ｘ射线穿透物体后携带出来的信息很弱，成像对比度很低，因此对生物样品等轻元素组成的物质进行显微成像

时需要借助相位衬度成像方法。介绍了近年来新发展的几种应用于高分辨Ｘ射线显微镜的相衬方法，主要包括泽

尼克（Ｚｅｒｎｉｋｅ）相衬法、微分干涉法和离轴全息法。着重介绍了这几种相衬显微成像方法的基本原理和主要研究进

展，并比较了各自的优缺点，力图通过Ｘ射线相衬显微成像技术的发展历程呈现其在生物样品内部结构检测中的

潜在优势和主要问题。
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１　引　　言

自从１６世纪末显微镜登上研究物质细微结构的历史舞台，人类对各种物质和生物体的内部结构从未终止

过探索，因此随着科技的发展，各种各样的显微成像技术应运而生。然而常规光学显微镜由于受到瑞利判据和

可见光波长较长的限制，分辨率很难突破２００ｎｍ，限制了人们对微观世界的认识。而电子显微镜虽然点分辨率

可达０．１ｎｍ，但由于电子束的穿透能力很弱，因此只能对样品表面或很薄（不超过３００ｎｍ）的样品进行成像，对
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生物样品内部结构的观测还需要一系列如脱水、切片和染色等处理，这样无疑又破坏了样品的内部结构。

Ｘ射线具有波长短、穿透能力强的特点，因此Ｘ射线显微镜具有对厚样品直接进行无损高分辨显微成

像的潜力。近２０年来，随着高亮度高相干性Ｘ射线源、高速高灵敏Ｘ射线探测器以及高效率高分辨Ｘ射线

光学元件纳米加工技术等各方面的发展，基于物质对Ｘ射线吸收的Ｘ射线显微镜已经迅速发展起来并趋于

成熟。但是，随着光子能量的增加和研究物体尺寸的减小，物体对Ｘ射线的吸收也在减少，Ｘ射线穿透物体

后携带出来的信息很弱，因此其成像对比度很低。故Ｘ射线高分辨显微成像的潜力尚无法真正发挥出来，

尤其是对于主要由轻元素组成的生物样品更是几乎无法成像。

研究表明，Ｘ射线穿透生物样品后，其相位变化可远大于其振幅的衰减，并且随着Ｘ射线光子能量的增加

这种现象更加明显。利用这类物质对Ｘ射线的相移信息来实现显微成像，对提高Ｘ射线显微镜的成像衬度及

分辨率具有重大的意义。这种利用物质对Ｘ射线的相移来实现显微成像的技术称为Ｘ射线相衬显微成像技

术［１］。目前能够实现这个目的的方法主要有泽尼克（Ｚｅｒｎｉｋｅ）相衬法
［２～９］、剪切干涉法［１０～１４］和离轴全息法［１５～１８］

等。这几种方法虽然均是可见光领域较为成熟的相衬成像技术，但是由于Ｘ射线的特殊性质，使得它们在应用

于Ｘ射线显微镜时难度仍然很大，而且其原理和具体实现手段也均有所不同，发展历程颇为曲折，进展也较为

缓慢。三种技术中发展较快的是Ｚｅｒｎｉｋｅ法，已初步应用于生物样品的显微成像
［８］；我国在北京同步辐射源

（ＢＳＲＦ）上建立的Ｚｅｒｎｉｋｅ法Ｘ射线相衬显微成像装置
［７］，其分辨率达３０ｎｍ，已跻身国际先进行列。

本文主要介绍上述三种Ｘ射线相衬显微成像技术的基本原理及主要研究进展，并就其各自的优缺点进

行比较。

２　Ｚｅｒｎｉｋｅ法Ｘ射线相衬显微成像技术

Ｚｅｒｎｉｋｅ相衬法是１９３５年德国科学家Ｚｅｒｎｉｋｅ在可见光波段提出的一种将物体的相位分布转换成图像对比

度的方法［１９］。研究人员们把这种方法借鉴到Ｘ射线显微镜，发展了Ｚｅｒｎｉｋｅ法Ｘ射线相衬显微成像技术。

图１ Ｚｅｒｎｉｋｅ法Ｘ射线相衬显微成像原理示意图

Ｆｉｇ．１ ＳｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆＺｅｒｎｉｋｅｐｈａｓｅｃｏｎｔｒａｓｔ

ｍｏｄｅＸｒａｙｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ

图２ Ｚｅｒｎｉｋｅ波带片示意图
［４］

Ｆｉｇ．２ ＳｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆＺｅｒｎｉｋｅｚｏｎｅｐｌａｔｅ
［４］

２００３年，法国研究人员Ｎｅｕｈｕｓｌｅｒ等
［２］利用同步辐射源作为成像光源提出了基于Ｚｅｒｎｉｋｅ法的Ｘ射线

相衬显微成像方案，其基本原理如图１所示。Ｘ射线透过聚光孔径形成空心锥束会聚于样品；菲涅耳波带片

（ＦＺＰ）作为显微物镜将透过样本的各级衍射光聚焦到像平面上形成像；位于菲涅耳波带片后焦面的相位环

（材料通常为金）使聚焦的０级衍射光（非衍射光）发生衰减同时相移±!

／２，使样品的相位信息转化为光强分

布，从而实现Ｚｅｒｎｉｋｅ相衬成像。该方案可在传统的Ｘ射线显微镜上直接加入相位环进行升级，其他光路和

结构保持不变。利用该相衬实验装置，Ｎｅｕｈｕｓｌｅｒ等对集成电路板进行显微成像，其衬度相当于不加相位

环时纯吸收成像衬度的５倍。

然而同步辐射源一定程度上限制了这种方法的广泛应用，因此２００６年美国研究人员Ｔｋａｃｈｕｋ等
［３］又进一

步发展了采用实验室源的Ｚｅｒｎｉｋｅ法Ｘ射线相衬显微成像装置，其基本原理与前述相同（由于实验室源的Ｘ射

线单色性不强，源后需要加上滤光片来提高单色性）。利用该实验装置对集成电路板进行成像，当入射光子能

量犈＝８ｋｅＶ时，分辨率为５０ｎｍ的吸收衬度只有０．０７％，而相位衬度为５．７％，是吸收衬度的８０倍。

不管采用何种光源，实验过程中相位环位置的精确调整应该说都是最大的难点，针对这个问题，科学家

又提出了单元件Ｚｅｒｎｉｋｅ相衬法
［４，５］，如美国研究人员Ｓａｋｄｉｎａｗａｔ等

［４］于２００８年提出的方案，其基本思路如

图２所示，即对于准直的入射Ｘ射线，可将作为空间滤波器（图２中的Ｈ）的相位环与普通波带片（ＲＺＰ）的综

０６０００４２
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合效果用一个Ｚｅｒｎｉｋｅ波带片（ＺＺＰ）来代替。这种方法虽然增加了光学元件的制作难度，但是却能使

Ｚｅｒｎｉｋｅ法Ｘ射线相衬成像的实验过程变得更加简便，大大提高了实验效率。

３　剪切干涉法Ｘ射线相衬显微成像技术

剪切干涉法是４０年前Ｎｏｍａｒｓｋｉ
［２０］首次在可见光显微镜中采用的一种相衬成像方法，又称微分干涉法

（ＤＩＣ），是指将光波波前分成彼此错开且相干的两个波前，并在像平面相遇形成干涉图样。近年来科学家也

利用类似的原理，将剪切干涉法运用于Ｘ射线显微镜。该技术属于双光束干涉技术，具有纳米级的分辨能

力，而且也可以直接在传统的Ｘ射线显微镜上进行升级。目前根据分束手段的不同，剪切干涉法Ｘ射线相

衬显微成像技术有双波带片法、单元件法、Ｔａｌｂｏｔ干涉仪法等多种形式。

３．１　双波带片法与单元件法

２００１年，德国研究人员 Ｗｉｌｈｅｉｎ等
［１０］提出了基于双波带片法的剪切干涉Ｘ射线相衬显微成像方案，其

基本原理如图３所示。波带片ＺＰ２位于波带片ＺＰ１后方，且其中心点错开的垂直距离为犪，入射光经过ＺＰ１

后其＋１级衍射光会聚于犘１ 点，而０级衍射光进入ＺＰ２后其＋１级衍射光会聚于犘２ 点，这两束光在像平面

相遇形成干涉条纹。样品的相位分布会使这两束相干光的相位发生变化，进而使像平面的干涉条纹发生变

化，从而实现将样品的相位信息转化为像平面光强分布的目的。

双波带片制作和调节的难度较大，因此研究人员也提出了单元件的方法［１１，１２］。例如，２００８年瑞典研究

人员ＶｏｎＨｏｆｓｔｅｎ等
［１２］提出的方案中，利用全息方法制备了一个可以产生两个波前的衍射光学元件（ＤＯＥ）

来实现微分干涉相衬成像。该ＤＩＣＤＯＥ元件的结构如图４所示，其图案由相差为π（即图案正好相反）的两

部分波带片图案组成，其分割线（称为相位切）的位置决定了分束后两波前之间的剪切量。利用该ＤＩＣＤＯＥ

进行相衬显微成像的基本原理与双波带法的一样，但采用这种方法很大程度上降低了双波带片制作和调节

的难度，提高了实验的效率。

图３ 基于双波带片的微分干涉Ｘ射线相衬显微成像

原理示意图

Ｆｉｇ．３ Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ

ｍｏｄｅＸｒａｙｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅｂａｓｅｄｏｎｚｏｎｅｐｌａｔｅｄｏｕｂｌｅｔ

图４ ＤＩＣＤＯＥ结构示意图
［１２］

Ｆｉｇ．４ ＳｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆＤＩＣＤＯＥ
［１２］

３．２　犜犪犾犫狅狋干涉仪法

图５ 基于Ｔａｌｂｏｔ干涉仪的微分干涉Ｘ射线相衬

显微成像原理示意图［１３］

Ｆｉｇ．５ Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｍｏｄｅ

ＸｒａｙｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅｂａｓｅｄｏｎＴａｌｂｏｔｉｎｔｅｒｆｅｒｏｍｅｔｅｒ
［１３］

Ｔａｌｂｏｔ效应是Ｔａｌｂｏｔ在１８３６年发现的一项重要的光学效应。单色平面波垂直照明一个具有周期性透射

率函数的图形，在图形一定距离后可以看到这个周期函数的像，这种不需要透镜对周期物体成像的现象便是泰

伯效应。Ｔａｌｂｏｔ干涉仪的方法最早在２００２年由瑞士研究人员Ｄａｖｉｄ等
［２１］引入Ｘ射线成像领域，并逐渐发展为

对宏观物体进行Ｘ射线相衬成像的主要技术之一
［２２～２４］。

２００８年，日本研究人员Ｔａｋｅｄａ等
［１３］将Ｔａｌｂｏｔ干涉

仪的方法引入Ｘ射线显微镜，其基本原理如图５所示：相

位物体位于波带片ＦＺＰ前方；相位光栅Ｇ１置于波带片

后方犚＋犳处，吸收光栅Ｇ２置于Ｇ１后方犣Ｔ 处（即Ｇ１、

Ｇ２距离满足Ｔａｌｂｏｔ距离整数倍），与Ｇ１的Ｔａｌｂｏｔ自成

像形成莫尔条纹并由其后的探测器进行探测；最后通过

条纹扫描法可以清晰地得到相位物体的相位分布。

２００９年，该研究小组进一步对实验方案进行改进，通过

０６０００４３
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使相位光栅形成放大倍数较多的自成像从而可被直接探测，避免了Ｇ２的使用
［１４］。然而值得一提的是，这种

方法得到的是样品相位的差分图像，而不是传统意义上的微分图像。

４　离轴全息法Ｘ射线相衬显微成像技术

离轴全息技术是可见光领域应用得很早的一种方法［２５］，它利用波前干涉的方法记录物体的振幅和相位

的信息，然后再通过适当的方法进行波前重建来再现出物体。近年来，科学家将这个原理引入到Ｘ射线显

微镜，即利用参考光与物光在像平面的相干叠加将样品的相位信息转化为强度信息记录在全息图中。目前

主要有两种形式的离轴全息Ｘ射线相衬显微成像技术：一种是基于波带片的方法，另一种是基于折射和反

射的方法。

４．１　波带片法

２００４年，日本研究人员Ｋｏｙａｍａ等
［１５］利用特殊设计的波带片组合来产生参考光和物光，实现了离轴全

息法的Ｘ射线相衬显微成像，图６为其原理示意图。该方案中的波带片组合包括半月形波带片ＺＰＡ和普

通波带片ＺＰＢ［如图７（ａ）所示］，前者将参考光会聚于犛Ａ点，后者将入射物光会聚于犛Ｂ 点，而后参考光与物

光继续向前传播并在像平面上发生相干叠加形成全息图，将样品的相位信息调制成强度信息记录在全息图

中。利用该实验装置对聚苯乙烯小球进行显微成像，并通过条纹扫描法对相位进行解调后，可得到分辨率

１６０ｎｍ的清晰图像。

图６ 基于波带片的离轴全息Ｘ射线相衬

显微成像原理示意图［１５］

Ｆｉｇ．６ Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆｏｆｆａｘｉｓｈｏｌｏｇｒａｐｈｉｃ

ｍｏｄｅＸｒａｙｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅｂａｓｅｄｏｎｚｏｎｅｐｌａｔｅｓ
［１５］

图７ 用于会聚参考光和物光的波带片组合［１５，１６］。（ａ）半

月形波带片组合；（ｂ）环状波带片和普通波带片组合

Ｆｉｇ．７ Ｚｏｎｅｐｌａｔｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｆｏｒｆｏｃｕｓｉｎｇｒｅｆｅｒｅｎｃｅａｎｄ

ｏｂｊｅｃｔｗａｖｅｓ
［１５，１６］．（ａ）Ｈａｌｆｍｏｏｎｓｈａｐｅｄｚｏｎｅｐｌａｔｅ

＋ｒｅｇｕｌａｒｚｏｎｅｐｌａｔｅ；（ｂ）ａｎｎｕｌａｒｚｏｎｅｐｌａｔｅ＋

　　　　　　　　ｒｅｇｕｌａｒｚｏｎｅｐｌａｔｅ

图８ 基于棱镜折射的离轴全息相衬显微

成像原理示意图［１７］

Ｆｉｇ．８ Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆｏｆｆａｘｉｓｈｏｌｏｇｒａｐｈｉｃｍｏｄｅ

Ｘｒａｙｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅｂａｓｅｄｏｎｐｒｉｓｍｒｅｆｒａｃｔｉｏｎ
［１７］

然而图７（ａ）中的波带片组合由于是制作在同一个基底上的，因此一旦制作好就不能再调整其间距，全

息图的条纹周期也因此不能调整，故该小组于２００６年又对其装置进行了改进
［１６］。改进后产生参考光的波

带片变成一个环形波带片，并且与会聚物光的普通波带片前后放置（焦平面重叠），如图７（ｂ）所示。成像原

理与２００４年的方案基本相同，但采用环形波带片的组合使得实验过程中可以方便地将干涉条纹的周期调整

到无限大（超过探测器尺寸），因此成像时可直接看到样品的相位像。

４．２　反射折射法

除了采用特殊的波带片，日本研究人员 Ｓｕｚｕｋｉ

等［１７，１８］还提出了另一种产生参考光的途径来实现离轴全

息Ｘ射线相衬显微成像，即通过折射或全反射的方法。

图８所示为该小组于２００５年提出的利用Ｘ射线棱镜的

折射来产生参考光的成像方案［１７］原理。

然而棱镜存在转折偏向角受限以及对Ｘ射线有严

重吸收损耗等缺点，该小组于２００８年又对实验装置进行

了改进，利用全反射原理来产生参考光［１８］。改进后的实

验装置在对聚苯乙烯小球进行相衬显微成像时获得了高

达３０ｎｍ的空间分辨率。

０６０００４４
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５　三种技术的优缺点比较

根据上述三种Ｘ射线相衬显微成像技术的基本原理和特点，可以看出每种方法均有其优缺点。

１）Ｚｅｒｎｉｋｅ相衬法：优点是对Ｘ射线源的相干性要求不高，对于弱相位样品，图像衬度与物质对Ｘ射线

的相移信息成正比，因此图像比较直观；缺点是当物质对Ｘ射线的吸收不能忽略时，吸收衬度和相位衬度会

相互干扰，并且较难在后期处理中分离出相位信息，另外对于强相位样品，图像衬度与物质对Ｘ射线的相移

信息成非线性关系，图像的物理意义也较难解释。

２）微分干涉法：优点是形式比较灵活多样，对光源相干性的要求也不高，物质对Ｘ射线的相移信息反映

在干涉图样中，可以方便地通过傅里叶变换法或条纹扫描法恢复出相位信息；缺点是对波带片、光栅、衍射光

学元件等Ｘ射线光学元件的性能要求较高，制作难度较大。

３）离轴全息法：优点是形式灵活多样，物质对Ｘ射线的相移信息反映在全息图中，也可以方便地通过条纹

扫描法对相位信息进行恢复；缺点是对光源的相干性要求很高，因此目前主要还局限在同步辐射源上应用。

６　结束语

Ｘ射线相衬显微成像技术具有其他显微成像技术和吸收衬度Ｘ射线显微镜所无法比拟的优势。本文

详细阐述了目前国际上研究较热的三种Ｘ射线相衬显微成像技术的基本原理及其发展情况，并比较了其各

自的优缺点。

然而，目前上述技术只有Ｚｅｒｎｉｋｅ法在生物样品内部结构的显微成像方面得到初步应用
［８，９］，其他几种

技术均尚无针对生物样品的应用报道。这几种方法的缺点也正是其难点所在，只有进一步改进这些技术和

方法，降低Ｘ射线相干性要求和Ｘ射线光学元件制作难度，在提高成像衬度的同时兼顾高的成像分辨率，才

有可能使Ｘ射线相衬显微成像技术真正走向应用。

除了本文介绍的这三种技术，科学家们还在做更多的尝试，例如Ｓａｌｄｉｔｔ等
［２６］和Ｐｅｌｌｉｃｃｉａ等

［２７］分别在同

步辐射源和实验室源上，通过将照明光源聚焦成点光源，综合利用类同轴全息相衬的原理［２８］和投影放大的

思路，实现了纳米级和亚微米级分辨的Ｘ射线相衬显微成像；Ｃｈｏｉ等
［２９］则利用傅科刀口扫描的方法得到了

样品的微分信息，从而间接实现了Ｘ射线相衬显微成像。

随着各种相关技术的进一步发展，Ｘ射线相衬显微成像技术必将取得更多发展成果，补偿其他显微成像

技术在观测由轻元素物质组成的生物样品内部结构方面的不足，为显微成像提供更好的手段，使人们得以更

进一步地了解生命的发展历程，进而推进人类文明的发展。
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