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中能犡射线光栅相衬显微成像分析及模拟
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摘要　理论分析了基于相位光栅分数塔尔博特效应的Ｘ射线相衬显微成像原理，采用菲涅耳衍射公式推导出相位光

栅在两个不同距离处的成像结果公式。然后建立一个水合蛋白质细胞模型，对成像系统进行了参数设计，得出１～

２ｋｅＶ的中能波段Ｘ射线是兼顾大景深和高成像衬度的最优选择。针对１０μｍ厚的细胞模型，选取１．５ｋｅＶ的中能Ｘ

射线做模拟计算，采用多步相移法从模拟条纹图中恢复出了细胞模型的相位信息。模拟结果表明在相同信噪比下采

用中能Ｘ射线得到的相衬图像比吸收图像具有更好的衬度和细节分辨率，为今后相关的实验奠定了基础。
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１　引　　言

从２０世纪９０年代至今，人们在Ｘ射线成像领

域开展了各种高分辨显微成像方法和相关器件的研

究，希望能够实现活细胞的无损三维成像，为研究生

物细胞内的生命过程提供依据［１～１０］。基于波带片

的“水窗”软Ｘ射线显微镜已经获得了完整的酵母

细胞三维结构图像［１］，但由于软 Ｘ射线波长较长，

成像景深只有几微米，限制了能获得清晰图像的细

胞厚度。硬Ｘ射线显微镜波长短，具有足够大的成

像景深，可以实现对大细胞的三维成像。然而，人们

至今未能在硬Ｘ射线显微镜上得到生物细胞的成

像结果，原因是这种传统的基于吸收的硬Ｘ射线显

１０３４００１１
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微镜不能为细胞样品提供足够高的吸收衬度图像。

人们由此提出了硬Ｘ射线相位衬度显微镜，它在原理

上可以为生物样品提供高得多的图像衬度，因为生物

细胞样品主要是由轻元素构成的，轻元素所组成的物

质对硬Ｘ射线具有的相移因子δ是其吸收因子β的

一千倍以上［１１］，比如，对于波长为０．１ｎｍ的Ｘ射线，

需要穿透４．８ｍｍ厚的蛋白质才能使其光强衰减一

半，而只需穿透２５μｍ就能使其波面产生πｒａｄ的

相移。

泽尼克早在１９３５年就提出并构建了可见光相

衬显微镜，它利用透射光和衍射光的干涉实现了样

品相位的探测［１２］。后来，人们将这一原理应用于Ｘ

射线波段，采用菲涅耳波带片聚焦，构建Ｘ射线泽

尼克相衬显微镜［１３，１４］。然而，虽然硬Ｘ射线显微镜

的相位衬度比其吸收衬度高３个数量级以上，但它

并不比“水窗”软Ｘ射线的吸收衬度高，难以获得细

胞样品的相衬图像。于是，Ｘ射线显微成像领域的

研究人员提出了各种记录相位信息的方法，主要有

微分干涉法［１５～１７］和离轴全息法［１８，１９］，并从实验上做

了验证分析。近年来，日本东京大学的Ａ．Ｍｏｍｏｓｅ

研究小组［２０，２１］将相位光栅塔尔博特效应引入硬Ｘ

射线显微成像领域，希望利用相位光栅主次级衍射

光相干叠加实现对生物样品相位的探测。

本文首先解释了 Ｘ射线相位光栅分数塔尔博

特效应，并对基于相位光栅塔尔博特效应的显微成

像方案进行了理论公式推导，然后建立水合蛋白质

细胞的模型进行系统参数设计，分析得出中能波段

Ｘ射线是兼顾大景深和高衬度成像的最优选择。细

胞模型水背景总厚度为１０μｍ，其中随机分布了４

个大小不一蛋白质小球，选用１．５ｋｅＶ的中能Ｘ射

线做模拟计算，给出相位光栅在两个不同距离处的

成像条纹图，最后采用多步相移算法从条纹图中恢

复出细胞模型的相位信息，模拟结果验证了该成像

方案的可行性。

２　Ｘ射线相位光栅分数塔尔博特效应

相干照明的任何周期性物体后面一定距离处，

会周期性地出现该物体的像，称之为塔尔博特效

应［２２］。对于周期为犱的相位光栅，在理想点光源照

明下，经过菲涅耳衍射在距离狕处得到的复振幅和

光强分布为

犈（狓，狔）＝
犓

狉＋狕∑
∞

狀＝－∞

犮狀ｅｘｐ（－ｉπ狆狀
２）ｅｘｐｉ２π狀

狓（ ）犿犱
，

（１）

犐（狓，狔）＝
１

（狉＋狕）
２∑
狀′，狀

犮狀′＋狀犮

狀′ ×

ｅｘｐｉπ狆 －（狀′＋狀）
２
＋狀′［ ］｛ ｝２ ｅｘｐｉ２π狀

狓（ ）犿犱
，　

（２）

式中狉是点源到光栅的距离，狕为光栅的成像距离，

犮狀 为光栅复振幅透过率函数的傅里叶变换系数。系

数犓含常相因子和二次相因子，与光强分布无关。犿

为光栅自成像周期的放大倍率，狆＝
λ狕

犿犱２
称为分数

塔尔博特阶。当狆取适当分数值时，在相应的距离狕

处就可以得到周期性的条纹分布，这就是相位光栅

的分数塔尔博特效应。以相移为π的一维朗奇光栅

做计算分析，其复振幅透过率函数的傅里叶展开零

级和偶数级系数均为零，只存在奇数级。Ｘ射线经

光栅衍射后大部分能量集中在±１级，约占了总光

能的８１％。取Ｘ射线点源中心波长能量为８ｋｅＶ，

光栅周期犱为５．６μｍ，点源与光栅距离狉为１ｍ，

利用（２）式可算得狆取不同分数值时得到的归一化

光强分布犐ｎ（图１）。当狆取１／４，１／２，３／４和１时，

得到的几乎是一片均匀亮场；当狆取１／８，３／８，５／８

和７／８时，得到形状和对比度最好的条纹分布，其周

期为 犿犱／２，就是分数塔尔博特像。Ｐ．Ｃｌｏｅｔｅｎｓ

等［２３］在欧洲同步辐射源上做了硬Ｘ射线相位光栅

的分数塔尔博特效应实验，与上述分析的结论一致。

图１ 归一化光强分布

Ｆｉｇ．１ Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｎｏｒｍａｌｉｚｅｄｌｉｇｈｔｉｎｔｅｎｓｉｔｙ

３　成像方案理论分析

Ｘ射线透过物体时，物体的透过率函数由复合

折射率狀＝１－δ＋ｉβ决定
［９］，δ，β可分别称为相移因

子和吸收因子。当物体的厚度狋足够薄，Ｘ射线穿过

物体的复振幅透过率函数表示为

狋狅（狓，狔）＝ｅｘｐ（ｉ犽狋）ｅｘｐ（－ｉ犽δ狋）ｅｘｐ（－犽β狋），（３）

式中ｅｘｐ（ｉ犽狋）ｅｘｐ（－ｉ犽δ狋）导致透过的Ｘ射线的相位

变化 ，ｅｘｐ（－犽β狋）引起Ｘ射线的强度在损耗介质中

１０３４００１２
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的衰减（即物体对Ｘ射线的吸收）。基于相位光栅塔

尔博特效应的显微成像示意图如图２所示，Ｅ０ 和

Ｅ２ 分别为物面和像面位置，Ｌ为菲涅耳波带片，其

焦距为犳，距离狊，狊′满足物像共轭关系１／犳＝１／狊＋

１／狊′，犕 为物像放大倍率。相位光栅Ｇ位于距后焦面

狉处，成像面到光栅距离为狕。菲涅耳波带片的作用

与可见光透镜的成像原理相似，Ｘ射线平行光穿透

物体后，经菲涅耳波带片衍射，在一级成像面上得到

其放大倒立的像。在距波带片后焦面狉处放置相位

光栅，由于相位光栅的多级衍射作用，使成像面上产

生物体多级衍射像的相干叠加。相位光栅的周期和

位置决定了物体多级衍射像的叠加结果。

图２ 显微成像示意图

Ｆｉｇ．２ Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆｍｉｃｒｏｉｍａｇｉｎｇ

在相干照明下，根据惠更斯 基尔霍夫衍射理

论，采用菲涅耳衍射公式可以推导出物体成像处的

复振幅分布为

′犈２（狓２，狔２）＝
犓′
犕 ∑

∞

狀＝－∞

犮狀ｅｘｐ（－ｉπ狆狀
２）×

ｅｘｐｉ２π
狀
犿犱
狓（ ）２狋ｇ 狓２－狀λ狕犱 ，狔（ ）２ ， （４）

式中狋ｇ（狓２，狔２）为物体放大犕 倍的倒立像复振幅分

布函数，光栅的每一级衍射使物体产生一个放大的

倒立像，该像的中心在狓２ 轴方向相对原点有
狀λ狕
犱
的

偏移。与（１）式对比可知，当未放上物体时，这与球

面波相位光栅的分数塔尔博特效应公式是一致的，

系数犓 含常相因子和二次相因子，与光强分布无

关。由此可得如下关系式：

狉＋狕＝狉＋
狉狆犱

２／λ
狉－狆犱

２／λ
＝

狉２

狉－狆犱
２／λ
， （５）

在已知后焦面与像面距离狉２＝狉＋狕和分数塔尔博特

阶狆值的情况下，可得到狉＝
狉２
２
１± １－

４狆犱
２

λ狉槡（ ）
２

两

种情况，分别对应一大一小两个犿值，即分别得到放

大倍率一大一小的光栅自成像结果。

对于弱吸收的相位物体，以π相位光栅为例，可

只取±１级衍射近似，物体±１级衍射像产生±
λ狕
犱

的空间位移，在成像面上相干叠加。当犿 取小值时，

用φｇ（狓２，狔２）表示物体理想像的相位分布函数，在

相位缓变的条件下做微分近似，代入（４）式得到成像

公式如下（推导过程见附录）：

犐２（狓２，狔２）≈
８

π
２犕２

１－ｃｏｓ２π
２

犿犱｛｛ ×

狓２－
狕犿λ
２π

φｇ（狓２，狔２）

狓［ ］
２

－２φ ｝｝０ ， （６）

可知此时在光栅自成像的条纹中包含了物体理想像

沿狓２ 方向的相位微分。当犿 取大值时，做弱吸收

近似，同样代入（４）式得到成像公式为

′犐２（狓２，狔２）≈
８

π
２犕２

１－ｃｏｓ２π
２

犿犱
狓２［｛ ＋

φｇ 狓２－
λ狕
犱
，（ ）狔 －φｇ 狓２－λ狕犱，（ ）狔 －２φ ］｝０ ，（７）

此时在光栅自成像的条纹中加载的是彼此相距２λ狕
犱

的±１级衍射像的反相位叠加，即两者的相位差值。

（６），（７）式中２φ０ 是由相位光栅初始位置决定的自

成像条纹初相位，通过横向移动相位光栅的位置，可

以得到不同初相位的自成像条纹。

４　系统参数设计及数值模拟

４．１　水合蛋白质细胞模型建立和系统参数设计

设想一个水背景下的蛋白质细胞模型对成像系

统进行模拟计算。细胞模型如图３所示，设细胞水

背景厚度为１０μｍ，其中随机分布了４个大小不一

的蛋白质小球，半径分别为２５０，１００，５０和２５ｎｍ。

水密度为１ｇ／ｃｍ
３，蛋白质（Ｃ９４Ｈ１３９Ｎ２４Ｏ３１Ｓ）密度为

１．３５ｇ／ｃｍ
３。可以查到水和蛋白质的复合折射

率［１１］随Ｘ射线波长λ的变化曲线如图４（其中δｐ和

βｐ 分别为蛋白质复合折射率的相移因子和吸收因

子，δｗ 和βｗ 分别为水复合折射率的相移因子和吸

收因子），在波长为２．３ｎｍ附近两者的相移因子差

别最大，此波长处得到的相位衬度最好。波长越短，

相位衬度越小。考虑到成像系统的焦深，最外环宽

度为５０ｎｍ成像波带片的焦深随波长λ变化曲线如

图５所示。波带片的焦深与波长成反比例关系，要

实现１０μｍ厚度细胞的三维成像，则需选择１ｎｍ以

下波长的Ｘ射线，可见１～２ｋｅＶ的中能波段Ｘ射

线是实现厚样品大景深、高衬度成像的最优选择。

这里 选 用 １．５ｋｅＶ 的 Ｘ 射 线，对 应 波 长 为

０．８２７ｎｍ。设系统采用成像波带片的最外环宽度
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为５０ｎｍ，直径１６０μｍ，则其焦距约９．６８ｍｍ。由

于Ｘ射线探测器分辨率（通常在１μｍ以上）的限制，

故系统需要一个较大的物像放大倍率犕，考虑实际实

验条件和波带片的分辨率极限，这里取犕＝２００。为

最大限度使用Ｘ射线的辐射能量，选用πｒａｄ相位光

栅，对应的分数塔尔博特阶狆取１／８。光栅的周期犱

由光源的相干性和物体±１级衍射像的空间位移±狊１

决定，这里取８μｍ，由此可从（５）式计算得到系统各

图３ 水合蛋白质细胞模型截面图

Ｆｉｇ．３ Ｃｒｏｓｓｓｅｃｔｉｏｎｏｆｗａｔｅｒａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｃｅｌｌｍｏｄｅｌ

图４ 水合蛋白质的复合折射率随波长λ变化曲线图

Ｆｉｇ．４ Ｃｏｍｐｏｓｉｔｅｒｅｆｒａｃｔｉｖｅｉｎｄｅｘｃｕｒｖｅｏｆｗａｔｅｒａｎｄｐｒｏｔｅｉｎ

ｗｉｔｈＸｒａｙｗａｖｅｌｅｎｇｔｈλ

图５ 成像波带片的焦深随Ｘ射线波长λ变化曲线图

Ｆｉｇ．５ ＦｏｃａｌｄｅｐｔｈｏｆｚｏｎｅｐｌａｔｅｗｉｔｈＸｒａｙ

ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈλ

个距离参数。由上述（６），（７）式并结合图２可得，当

犿＝１．００５时，光栅与后焦面距离狉为１９２５．６７ｍｍ，光

栅与像面距离狕为９．７２６ｍｍ，此时物体±１级衍射像

产生的相对空间位移约为２．０１μｍ，近似得到物体理

想像的相位微分。当犿＝１９９时，狉为９．７２６ｍｍ，狕为

１９２５．６７ｍｍ，物体±１级衍射像产生的相对空间位移

约为３９８μｍ，对应得到的是两者的相位差值。

４．２　数值模拟及讨论

采用上述设计的系统参数，Ｘ射线探测器单个

像素大小取１μｍ×１μｍ，像素数为１００１ｐｉｘｅｌ×

１００１ｐｉｘｅｌ，对所建立的水合蛋白质细胞模型进行成

像数值模拟，并对成像结果添加信噪比为２５的白噪

声。当犿＝１．００５时，得到自成像条纹周期约为

４μｍ，受限于Ｘ射线探测器的分辨率，需要使用相

同周期的吸收光栅，在自成像后形成周期较大的叠

栅条纹，就可以通过探测叠栅条纹的形变来获取物

体的相变信息。当犿＝１９９时自成像条纹周期达到

了７９６μｍ，可以直接探测到成像条纹分布，如图６

所示。由上述成像理论分析可知，自成像条纹中加

载的是蛋白质小球±１级衍射像的相位差值信息，

它们在自成像条纹中形成两组相位相反的倒立像叠

加，中心相距约３９８μｍ。由于蛋白质小球像的相位

信号比较弱，从模拟图像中难以直接观察到其成像

效果，如图７所示。

利用多步相移法［２４，２５］，横向移动相位光栅在狓

方向不同位置得到多幅图像，分别计算出放置物体

前后每个像点处的相位值，两者之差就可以得到物

体每个像点的相位信息。本文采用五步相移法，取

犿＝１９９时进行模拟计算。相位光栅周期为８μｍ，

沿狓轴方向在光栅的半个周期内移动光栅４次，每

次步进４／５μｍ，分别得到放置细胞模型前后的５幅

图像（图６，７）。利用相移算法公式
［２０］，计算出每个

像点的相位信息［图８（ａ）］，得到两组相位相反的蛋

白质小球倒立像，正是细胞模型±１级衍射像的相

位叠加结果。再做进一步的图像分离和放大处理，

最后 可 恢 复 出 其 ＋１ 级 像 的 相 位 分 布 图 像

［图８（ｂ）］。图８（ｃ）为相同条件下模拟得到的吸收

成像图。比较图８（ｂ），（ｃ）可以看到，相位图比吸收

图具有高得多的衬度，在相同信噪比情况下，相位衬

度图中可以清晰地分辨半径为５０ｎｍ的蛋白质小

球，而吸收衬度图则一片模糊。
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图６ 放置样品前五步相移条纹图

Ｆｉｇ．６ Ｆｒｉｎｇｅｂｙｆｉｖｅｓｔｅｐｐｈａｓｅｓｈｉｆｔｍｅｔｈｏｄ（ｎｏｍｏｄｅｌｅｄｃｅｌｌ）

图７ 放置样品后五步相移条纹图

Ｆｉｇ．７ Ｆｒｉｎｇｅｂｙｔｈｅｆｉｖｅｓｔｅｐｐｈａｓｅｓｈｉｆｔｍｅｔｈｏｄ（ｐｌａｃｉｎｇｍｏｄｅｌｅｄｃｅｌｌ）

图８ 相移算法恢复得到的相位分布图。（ａ）±１级衍射像的相位分布图；（ｂ）＋１级衍射像的相位分布图；（ｃ）吸收衬度图

Ｆｉｇ．８ Ｐｈａｓｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｒｅｃｏｖｅｒｅｄｂｙｔｈｅｐｈａｓｅｓｈｉｆｔａｌｇｏｒｉｔｈｍ．（ａ）Ｐｈａｓｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆ±１ｄｉｆｆｒａｃｔｉｏｎｉｍａｇｅ；

（ｂ）ｐｈａｓｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆ＋１ｄｉｆｆｒａｃｔｉｏｎｉｍａｇｅ；（ｃ）ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎｃｏｎｔｒａｓｔｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｍｏｄｅｌｅｄｃｅｌｌ

５　结　　论
基于相位光栅塔尔博特效应的Ｘ射线显微成

像方法将细胞样品的相位信息加载在光栅的自成像

条纹中，尽管细胞样品内部的相位信号很弱，从单幅

成像条纹图中无法直接观察到，但通过多步相移法

可以从多幅图像中将其准确恢复出来。理论分析和

模拟计算得出１～２ｋｅＶ的中能波段Ｘ射线是实现

细胞样品大景深和高衬度三维成像的最优选择，在

相同信噪比条件下其相位图比吸收图具有更好的衬

度和细节分辨率，这为探测生物细胞内部结构提供

了新的途径。由于本文所做分析和模拟都是在 Ｘ

射线相干照明的条件下进行的，今后将一步讨论实

际光源相干性对成像结果的影响，并考虑实验条件

建立一套合适的像质评价体系，为相衬显微成像实

验提供了理论依据和参考。
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附录
Ｘ射线经占空比为１／２的πｒａｄ相位光栅衍射后大部分能量集中在±１级，约占了总光能的８１％，只取其±１级系数

犮±１ ＝
２

π
ｅｘｐ（ｉφ０），φ０由光栅的初始横向位置决定，同时分数塔尔博特阶取狆＝

１

８
，对成像物体做弱吸收近似物体狋ｇ（狓２，

狔２）＝ｅｘｐ［ｉφｇ（狓２，狔２）］，代入（４）式得

′犈２（狓２，狔２）≈
犓ｅｘｐ（－ｉπ／８）

犕
－
２

π
ｅｘｐ（－ｉφ）ｅｘｐｉ２π

狓２（ ）犿犱
ｅｘｐｉφｇ 狓２－

λ狕
犱
，狔（ ）［ ］２｛ ＋

２

π
ｅｘｐ（－ｉφ）ｅｘｐｉ２π

－狓２（ ）犿犱
ｅｘｐｉφｇ 狓２＋

λ狕
犱
，狔（ ）［ ］｝２ ， （８）

对（８）式求模方，即可得光强公式为

′犐２≈
８

π
２犕２

１－ｃｏｓ２π
２

犿犱
狓２＋φｇ 狓２－

λ狕
犱
，（ ）狔 －φｇ 狓２＋λ狕犱 ，（ ）狔 －２φ［ ］｛ ｝０ ， （９）

光栅自成像放大倍率犿取小值时，可做如下的微分近似：

φｇ（狓２，狔）

狓２
≈
φｇ（狓２－

λ狕
犱
，狔）－φｇ（狓２＋

λ狕
犱
，狔）

－
２λ狕
犱

， （１０）

将（１０）式代入（９）式，即可得到成像公式为

′犐２（狓２，狔２）≈
８

π
２犕２

１－ｃｏｓ２π
２

犿犱
狓２－

犿狕λ
２π

φｇ（狓２，狔）

狓［ ］
２

２φ｛ ｝｛ ｝０ ， （１１）
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