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无损获取高分辨率、高衬度微纳米材料结构图像,并能够原位、定量分析是 X射线成像技术发展方向之一.最
新发展起来的相干 X射线衍射成像技术,也称为无透镜成像技术,为实现这一目标提供了可能.本文介绍了相干 X
射线衍射成像技术的成像原理和发展过程,以及在材料学和生物学中的一些典型应用和最新进展,例如掺杂铋元素
在硅晶体中的分布成像, GaN量子点壳层结构的三维高分辨成像,染色大肠杆菌的二维成像,鱼骨的二维成像及矿
化机理研究,单个未染色疱疹病毒的二维高衬度成像,未染色酵母菌细胞的三维高分辨成像及原位定量分析.最后
对相干 X射线衍射成像技术的发展方向做了展望. 随着 X射线自由电子激光的应用和冷冻技术与相干 X射线衍射
成像技术的结合,相干 X射线衍射成像技术将得到快速的发展和广泛的应用.
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1 引 言

1895年伦琴首次发现 X射线以来, X射线被广
泛用于成像和结构解析.其中布拉格根据晶体的 X
射线衍射现象, 将 X 射线用于解析晶体的原子和
分子结构. 经过近 100年的发展, X射线晶体学在
解析晶体的原子结构方面起了重要作用. 但是 X
射线晶体学的方法不适用于具有复杂结构的非结

晶性样品,如细胞、病毒、多数膜蛋白等生物样品
等 [1]. 因此,需要通过其他显微成像方法获得此类
样品的微观结构图像.
用于获取非结晶性样品微观结构的传统成像

方法主要有光学显微镜、电子显微镜、原子力显

微镜和透射 X 射线显微镜等. 但是普通光学显微
镜的分辨率仅为 200 nm 左右, 很难满足高分辨率
的要求. 经过特殊技术处理的光学显微镜分辨率可
以达到 50 nm 左右 [2], 但是对于生物样品需要染

色处理, 且只有染色部分可见 [3]. 电子显微镜, 如
扫描电子显微镜 (scanning electron microscope, 简
记为 SEM)、透射电子显微镜 (transmission electron
microscope, 简记为 TEM)和原子力显微镜 (atomic
forth microscope, 简记为 AFM)尽管可以获取微纳
米样品的高分辨率图像, 但是 SEM 和 AFM 仅能
提供样品的表面形貌信息.虽然 TEM可以进行三
维高分辨成像, 但是由于电子的多级散射和穿透
能力有限, TEM只能获得厚度不超过 500 nm样品
的三维结构信息. 对于更厚的样品则需要进行切
片处理, 限制了 TEM在微米级样品三维无破坏成
像中的应用. 由于 X 射线具有波长短、穿透能力
强的特点, 是对微纳米样品进行无破坏高分辨成
像的理想光源. 但 X射线聚焦元件制造困难,目前
采用波带片聚焦 X 射线 [4−7], 最高分辨率很难超
过 10 nm[8−10], 且焦深小于 0.5 µm, 限制了成像样
品的厚度.同时传统的吸收 X射线显微镜成像衬度
和分辨率较低. 一种全新的 X射线成像技术—–相
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干 X射线衍射成像的出现能够弥补以上显微成像
系统的缺陷,在非结晶物质的显微成像方面有广阔
的应用前景.
相干 X 射线衍射成像技术 (coherent X-ray

diffraction imaging, 简记为 CDI 或 CXDI)[11], 是以
相干 X 射线为光源, 通过测量样品的相干衍射图
样, 采用相位恢复算法对相干衍射图样进行相位
恢复和图像重建的成像方法. 由于 CDI 不以透镜
为成像元件, 克服了由于透镜的数值孔径和波带
片对成像分辨率的限制, 其理论分辨率仅受到 X
射线波长的限制, 可达原子水平. 另外, CDI 成像
技术不依靠 X 射线吸收成像, 不存在衬度降低现
象. 该方法由 Sayre 等 [12,13] 在 1980 年首次提出.
1999 年 Miao 等 [14] 在实验上首次成功实现非晶

样品的二维衍射成像. 经过十几年的发展, 此项技
术已经被广泛应用于材料学、生物学、物理学等

学科的科学研究中, 成像分辨率在不断提高. 目前
采用 CDI 成像系统, 最高二维和三维分辨率分别
为 2 nm[15]和 10 nm[16],其中,生物样品的二维、三
维成像最高分辨率分别为 10 nm[17]和 50 nm[18].
经过十几年的发展, CDI成像技术已经发展为

多方向、多用途的高分辨成像方法. 根据 CDI成像
技术所采用的光源, 主要有以下几个发展方向: 1)
基于第三代同步辐射光源的 CDI成像技术 [14−48],
是目前应用最广、技术较为成熟的相干衍射成像

技术; 2)以 X射线自由电子激光为光源的 CDI成
像[49−53],对 X射线自由电子激光相干衍射成像做
了初步的探索与应用; 3)基于相干软 X射线光源和
软 X射线激光光源的桌面 CDI成像系统 [54−58],探
索了相干衍射成像技术便捷化和小型化的可能.
本文中我们以基于第三代同步辐射光源的平

面波 CDI 成像技术为重点, 将文章主要分为五部
分: 第一部分是对 CDI成像原理和相位恢复算法的
介绍;第二部分对 CDI成像技术在材料学中的应用
进行简单的介绍和讨论;第三部分是 CDI成像技术
在生物学成像中的最新进展和简略评述;第四部分
是对 CDI成像技术的展望;第五部分是结论.

2 相干 X射线衍射成像原理及相位恢
复方法

2.1 CDI成像原理

CDI成像技术是 X射线晶体学的发展和延伸,
二者在成像原理上既存在相同点又各有特点. 由于

晶体具有周期性结构, 对 X 射线具有衍射增强作
用, 衍射图样是高强度、离散的布拉格衍射点. 非
晶样品由于不存在周期性结构,若采用非相干光源
照射样品, 得到的衍射图样是模糊的衍射信号, 没
有确定的相位关系. 而当一束相干光源, 如相干 X
射线、激光、相干电子束等照射非晶样品时,所获
得的衍射图样是微弱且连续的衍射信号,具有确定
的相位关系 [14−64]. 根据玻恩近似条件,远场处的
相干衍射图样为样品的傅里叶变换 [65]. 如果同时
知道衍射图样的强度和相位信息,即可得到样品在
实空间中的图像,这是 CDI成像的基本原理,如图 1
所示. 但是在 CDI成像中相位信息不能直接测量,
因此在 CDI成像中同样需要求解相位信息.

图 1 相干 X射线衍射成像原理示意图 (color online)

2.2 相位问题

相位问题的产生是由于 CCD或者其他探测器
只能记录样品衍射图样的振幅 (强度)信息,而不能
记录相位信息.只有在同时知道相位和振幅信息的
情况下, 对衍射图样做反傅里叶变换, 才可以获得
样品在实空间中的结构图像.由于晶体具有确定的
点群和空间群结构,为解决晶体的相位问题提供了
充足的信息.目前有多种方法求解晶体衍射图样的
相位信息 [66−70]. 由于非晶材料结构的无序性, 相
干衍射图样是连续且低强度的衍射信号,缺少充足
的已知条件进行相位求解.
过度取样理论的提出和发展为非晶样品相干

衍射图样的相位求解问题提供了理论基础. Sayre
根据晶体布拉格衍射和 Shannon 取样理论 [71],
在 1952 年首次提出, 如果能够测量晶体布拉格
衍射点之间的强度,也许能够直接求解晶体衍射图
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样的相位信息 [72]. 1980年, Sayre又指出单个分离
样品的衍射图样是连续的, 不受布拉格衍射的限
制,能够有更高的取样频率,可将 X射线晶体学方
法扩展到非晶样品领域 [12]. Bates[73,74] 进一步研
究了相位求解问题, 在 1982 年根据自相关理论提
出,在衍射图样每个方向上的取样频率超过布拉格
衍射频率两倍的时候, 具有唯一的相位信息. Miao
等 [75] 深入研究了过度取样理论, 指出 Bates 的取
样理论过于苛刻,提出当可测量强度点总数超过图
像未知点数目时, 相位信息即可恢复. 过度取样率
可表示为

σ =可测量点总数/未知点数目. (1)

过度取样方法如图 2 所示. 图 2(a) 为样品通过傅
里叶变换在倒空间的衍射图样, 过度取样率为 1,
可用 N × N 大小的矩阵表示. 对图 2(a)做反傅里
叶变换, 得到样品在实空间图像也是 N × N 的矩

阵 (图 2(b)). 当衍射图样 XY 方向分别以 2 倍的
尼奎斯特频率进行取样, 即过度取样率为 4 时, 衍
射图样矩阵大小为 2N × 2N (如图 2(c)),对衍射图
样做反傅里叶变换,所得实空间中的图像矩阵大小
为 2N × 2N ,样品部分的矩阵大小仍为 N ×N ,但
是在样品的外面被无电子区域包裹如图 2(d)所示.
其中, 过度取样率越高, 无密度的区域所占面积的
比例也越大.周光照等 [76,77] 通过数值模拟研究了

过度取样率和噪音对重建的影响,证实过度取样率
为 3—7之间时重建效果最佳.

图 2 过度取样方法示意图 (color online)

理论上过度取样方法能够有效解决非晶样

品衍射图样的相位问题, 但是如何将相位从强

度信息中恢复出来仍是一个难题. 迭代算法为提
取相位信息提供了便捷有效的途径. 其中 Finup
在 1978 年根据 Gerchberg 和 Saxton[78] 的工作, 提
出了两种迭代算法 [79,80], 并在实验上成功进行
了相位恢复. 目前常用的迭代复原方法有: 混合
输入-输出算法 (hybrid input-output algorithm, 简记
为 HIO)[75,76], different map算法 [33,81],引导混合输
入-输出算法 (guided hybrid input-output algorithm,
简记为 GHIO)[82], shrink-wrap 算法 [83,84] 等. 其
中 Fineup 的 HIO 算法以及以此为基础发展而来
的 GHIO算法是提取相位信息常用的方法. 主要包
括以下几个步骤 [82]: 1)赋予原始衍射图样一个随
机初始相位, 对重组衍射图样进行反傅里叶变换;
2)设定约束条件,符合约束条件的重建图像得到保
留, 约束条件以外的重建图像逐渐消去; 3)对施加
约束条件的重建图像进行傅里叶变换,提取衍射图
样的相位信息,将其与实验测得的衍射图样振幅信
息进行重新整合,获得相位更新的衍射图样; 4)对
重新整合衍射图样进行反傅里叶变换,从而得到更
新的重建图像; 5)反复进行 2)—4)步骤. 为了表征
图像重建的质量,将理论计算衍射图样的强度与实
际测量衍射图样的强度的误差系数用来作为评价

重建质量的标准,即

Rf =
∑∣∣∣|Fcal| − |Fexp|

∣∣∣/|Fexp|, (2)

Rf 系数越小,重建图像的正确度越高.
采用过度取样与迭代相结合的方法能够成功

解决非晶样品衍射图样相位恢复问题. Miao等 [85]

的模拟计算表明此方法同样适用于求解晶体样品

衍射图样的相位问题.

3 相干 X射线衍射成像技术在材料学
中的应用

X射线与物质的作用是 X射线与物质电子的
相互作用, 由于 X 射线具有波长短、穿透能力强
的优势,为样品的高分辨成像、电子密度定量计算
及样品性质研究等提供了理想光源. CDI成像技术
的出现克服了传统 X射线显微镜难以聚焦、分辨
率和衬底较低的缺陷,已经被广泛应用于材料三维
微观结构成像 [16,18−20,24,34,37,43,47]、样品定量分

析 [21,86−88]、化学元素分布成像 [32,89]、纳米晶体

应变场成像 [23,24,28,90]等研究方向.
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3.1 首次相干衍射实验

1999 年 Miao 等 [14] 首次成功实现 CDI 成像,
实验证明了非晶样品衍射图样可以进行相位恢复

和图像重建. 测试样品是由沉积在厚度为 100 nm
氮化硅薄膜上的金颗粒组成的一组字母,其扫描电
子显微镜和光学显微镜照片分别如图 3(a)和 (b)所
示,图 3(c)为样品的相干 X射线衍射图样,图 3(d)
为采用过度取样和迭代算法重建出的样品图像,
分辨率为 75 nm, 同图 3(a) 相对比, 图像几乎完
全相同.
此工作为高分辨 CDI成像技术快速发展的开

始,是将 X射线晶体学方法扩展到非晶领域的开创
性工作. 自此以后, CDI 成像技术得到快速发展和
广泛应用 [91].

3.2 元素分布成像

随着 CDI 成像技术的发展, 将其他分析方法
同 CDI成像方法相结合成为该技术发展的一个热
点. 原位定量成像在材料研究中占有非常重要的地
位,能够将材料的微结构,如形貌、元素分布等 [48]

与材料的性能一一对应起来,从而更加真实地反映
材料结构与性能之间的关系. 其中, 掺杂元素对材
料整体物理性能的改进起重要的作用,对掺杂元素
的精确控制为制备先进功能材料提供了可能 [92].
为了充分了解材料的结构和性能之间的关系, 需
要在优于 100 nm分辨率上进行定量成分分析 [93].

Song等 [32]在 2008年将光谱学方法同 CDI成像相
结合,首次在纳米尺度实现了对掺杂在硅单晶中铋
元素的分布成像和定量分析.

图 3 首次 CDI成像 [14] (a)样品的 SEM图像; (b)样品
的光学显微镜图像; (c)相干 X射线衍射图样; (d)衍射图样
图 (c)对应的样品重建图像

由于铋元素具有很好的分凝系数和固溶性,作
为表面活性剂得到人们的广泛关注. Song 等利用
元素特异性成像技术, 即在元素吸收边两侧原子
的 X射线散射因子有陡然的变化,成功定量标定出
掺杂铋元素在硅单晶中的分布情况. 图 4(a)为 X射
线在 2.55 keV时的衍射图样,图 4(b)和图 4(c)分别

图 4 铋掺杂硅单晶相干 X射线衍射图样 (color online)[32] (a) E = 2.550 keV时相干 X射线衍射图样; (b)白框区域放大图;
(c) E = 2.595 keV时衍射图样相同区域的放大图; (d)衍射图样 (b), (c)在相同位置处的线扫描比较图,绿线和蓝线分别对应
于 E = 2.550 keV和 E = 2.595 keV
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对应 X射线能量为 2.55 keV和 2.595 keV时的高角
度衍射图样. 通过对相同位置线扫描比较, 如 4(d)
所示,两幅衍射图样在衍射强度和衍射斑位置等方
面存在着差别.由于衍射图样不满足中心对称条件,
增加了图像的难度 [94], Song等采用 GHIO算法进
行图像重建 [82]. 铋元素吸收边两侧归一化重建图
像如图 5(a)和图 5(b)所示,形貌与 SEM图像相一
致 (图 5(d)),分辨率为 15 nm. 图 5(c)为掺杂铋元素
在硅单晶中的空间分布,铋元素基本上均匀分布于
整个样品之中,与铋元素有较小的分凝系数相一致.
通过分析样品相同位置的线扫描图像,对铋元素在
硅单晶中的分布进行了定量表征,如图 6黄线所示,
为铋元素定量分布曲线.比较图 5(c)和图 6,铋元素
出现了一定的聚集现象. 通过对结构的分析, 提出
层间关联效应的出现是由铋原子和硅原子大小不

匹配引起的弹性张力造成的.

图 5 铋掺杂硅单晶 CDI 重建图像 (color online)[32]

(a) X 射线能量为 2.55 keV 时重建图像; (b) X 射线能量
为 2.595 keV时重建图像; (c)铋元素在样品中的分布图像;
(d)同一样品 SEM图像

对于纳米结构的三维自组装机理研究一般都

是采用倒异空间分析技术, 例如散射 X 射线显微
镜以及对样品有破坏性的 TEM等方法. Song等的
方法为在纳米尺度、原位、定量解释样品中掺杂

原子生长机理提供了可能, 在磁性材料 [95,96]、半

导体材料 [97]、生物矿化材料 [98] 等化学态和电子

轨道研究方面有重要意义.由于 CDI成像技术在极
端条件下具有很好的稳定性,在解决极端条件下材
料的原位分析问题上有潜在的应用价值.将三维相
干 X射线衍射成像应用于此领域,可在不破坏样品
的前提下实现掺杂元素的三维分布成像及掺杂量

的定量分析等.

图 6 沿图 5(c)白色虚线所示方向,对重建样品的电子密
度图像进行定量分析:蓝线和绿线分别表示在铋元素吸收
边上、下两侧对应重建图像的扫描曲线;黄线表示铋元素
分布线扫描曲线,铋元素在硅单晶中有一定聚集现象 (color
online)[32]

3.3 GaN量子点三维定量成像

纳米尺度,甚至原子尺度三维成像是了解物质
结构的重要方法. 传统的三维成像方法或是受限于
较低的分辨率, 或是受限于样品的厚度, 难以满足
高分辨三维成像要求. 三维相干 X射线衍射显微镜
的出现很好地克服了上述两个难题,广泛应用于物
质的三维成像和定量研究 [21,86−88]. 图 7为三维相
干 X射线显微镜的结构示意图,主要包括针孔、光
镧、旋转样品台、CCD探测器. 通过旋转样品,获
得样品在一系列不同角度下的衍射图样. 对衍射图
样进行二维图像重建,然后采用断层扫描重建算法
实现二维重建图像的三维重建.

GaN半导体材料作为Ⅲ,Ⅳ主族氮化物宽禁带
半导体的典型代表, 被广泛应用于光电子器件中,
比如蓝绿光激光器、平板显示 [99,100]等. 为了进一
步理解 GaN 量子点的表面形貌和内部结构, Miao
等在 2005年 [21]和 2006年 [20]采用三维相干 X射
线衍射显微镜系统对 GaN量子点进行了三维定量
成像.采用旋转样品的方法, 在 −69.4◦ 到 69.4◦ 之

间获得了 27幅样品衍射图样. 采用 GHIO算法,对
衍射图样进行二维重建 [82],得到了 27个角度下的
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图 7 三维相干 X 射线衍射成像系统及三维重建示意
图 (color online)[20]

重建图像, 利用等倾断层扫描 (equally-sloped to-

mography, 简称为 EST)[101] 三维重建算法重建
出 GaN 量子点的三维微观结构图像, 如图 8 所
示,分辨率为 17 nm. 图 8(a), (b)和 (c)分别为 GaN
量子点在正面、背面及侧面的形貌图. 为了定量分
析 GaN量子点的内部结构,将 GaN量子点三维重
建图像进行等厚度切片分析,如图 8(d)所示, 切片
厚度为 17 nm. 黄色区域代表高电子密度的 GaN,
分布于整个样品接近中心的区域, 氧化而成的 β-
Ga2O3 包裹着 GaN,形成低密度的外壳,图 8中所
示的岛状结构就是由 GaN氧化而成的 β-Ga2O3 形

成的. 从三维成像角度直观地揭示了 GaN 量子点
在氧化过程中形成了 GaN-Ga2O3壳层结构.

由于三维相干 X射线衍射显微镜能够实现样
品的无破坏三维定量成像, 且具有较高的分辨率,
为多孔材料、半导体材料、量子点、量子线和生

物材料等材料的三维成像提供了可靠的途径,因此
可广泛应用于不同晶格量子点的形貌成像、衬底

和量子点的界面成像、量子点内部或者表面纳米

缺陷成像等量子点半导体材料研究中.

图 8 GaN量子点重建图像 (color online)[20] (a), (b), (c)分别为 GaN量子点三维重建图像正面、背面和侧面形貌图 (标尺:
200 nm); (d)沿三维重建图像 Z 轴方向 (垂直于图 (a))等厚度切片的电子密度分布图 (标尺: 200 nm)
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4 CDI成像技术在生物学中的应用

生物学的发展得益于新成像方法的出现与

完善. 生物学中传统的成像工具有电子显微镜,
透射 X射线显微镜 (transmission X-ray microscope,
简记为 TXM), 扫描透射 X 射线显微镜 (scanning
transmission X-ray microscope, 简记为 STXM)[102],
光学显微镜, X射线晶体学等. 而电子显微镜样品
厚度不超过 500 nm, TXM/STXM和光学显微镜所
获得的分辨率和衬度较低, X射线晶体学成像则需
要晶体样品,但是大部分生物样品很难或者根本不
能结晶. CDI 成像技术克服了以上成像方法的不
足,在生物材料的成像和机理研究方面有非常重要
的应用. 成像样品涉及病毒、蛋白质、细胞、细胞
器、鱼骨矿化材料等.

4.1 大肠杆菌相干 X射线衍射成像

X 射线成像是生物学重要的研究方法. Miao
等 [22] 在 2003 年首次利用 CDI 成像技术对染色
的大肠杆菌细胞进行了二维高分辨成像, 分辨率
为 30 nm.
实验中 Miao 等 [103] 研究了 Mn 离子标定组

氨酸序列的大肠杆菌, 图 9(a) 为 Mn 离子标定
大肠杆菌的衍射图样, 样品受到的辐射剂量约
为 8 × 106 Gray. 根据前期实验结果 [104], 此辐射
剂量不会引起样品内部结构变化. 图 9(b)的样品重
建图像与图 9(c)所示 X射线显微镜成像结果 [104]

相对比, 两者在形貌与结构上有很好的一致性. 重
建图像高密度部分对应于标定蛋白在细胞中的分

布, 与共聚焦显微镜荧光标记蛋白分布图相一致,
但图 9(b)的重建结果有更好的衬度.
实验中Miao等首次将 CDI成像技术应用于生

物学领域,相比传统的 X射线显微镜获得了更高分
辨率和衬度的重建图像.对开展生物细胞的无破坏
三维高分辨率、高衬度、定量成像以及生物细胞

中特异性蛋白、细胞器等的分布研究工作有指导

意义.

4.2 单个未染色病毒 CDI成像

由于大肠杆菌进行了 Mn 离子标定, 对相干
衍射信号具有增强作用, 但是离子标定改变了生
物体内部的真实结构, 而自然状态下的生物样品
成像更有研究意义. 2005 年 Shapiro 等 [33] 首次利

用 750 eV的软 X射线对未染色的酵母菌进行了相

干 X射线衍射成像,获得了分辨率为 30 nm的二维
重建图像. 2008年, Song等 [31] 利用 5 keV的硬 X
射线首次实现单个未染色小鼠疱疹病毒的成像.

图 9 大肠杆菌 CDI 成像 (color online) (a) 相干 X 射
线衍射图像 [22]; (b) 相干 X 射线衍射重建图像 (标尺:
500 nm)[22]; (c) X射线显微镜图像 (标尺: 500 nm)[104]

病毒是由一个或多个核酸分子 (DNA或 RNA)
与蛋白质构成的非细胞形态的生命体, 其体积非
常小. 常规成像方法在不染色情况下很难获得
高衬度、高分辨率、量化的图像. Song 等首次实
现小体系生物样品的高分辨成像, 重建出分辨率
为 22 nm、高衬度的单个未染色病毒的量化图像,
如图 10所示. 图 10(a)为样品相干衍射图样,由于
病毒体积小, 相干衍射信号非常微弱. 为了提高信
噪比, Song 等 [105] 采用反卷积的方法整合了衍射

图样. 图中的特征环反映了病毒体的外形结构, 根
据环的直径估算出样品的大小约为 200 nm,是目前

图 10 小鼠疱疹病毒 CDI 成像 (color online)[31] (a) 相
干 X射线衍射图样; (b)相干 X射线衍射重建图像; (c)重建
图像去除厚度影响后的二维电子密度分布图, 虚线所示为
病毒的核壳体结构; (d)扫描电子显微镜照片
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CDI 成像的最小生物样品. 图 10(b) 为通过 GHIO
相位恢复算法获得的重建图像.重建图像与图 10(d)
所示同一样品的 SEM照片对比结果表明重建图像
的正确性. 但是 SEM照片只能提供表面信息, CDI
成像结果则有更高的衬度和内部结构信息.图 10(c)
为重建图像排除样品厚度影响之后的电子密度量

化图像,高电子密度部分集中于病毒的核壳体部分.
对重建图像定量分析结果表明中心区域的电子密

度为平均电子密度的 1.3倍.
Song等利用 CDI成像技术观察到了小鼠疱疹

病毒的核壳体结构, 获得了高分辨率、高衬度、
量化的二维电子密度重建图像. 由于此实验样品
只有 200 nm左右,为 X射线自由电子激光在 CDI
成像技术中的应用和 CDI成像技术研究大分子样
品 [106], 如单分子蛋白质成像等, 提供了非常有意
义的参考.

4.3 有机无机复合鱼骨矿化机理研究

有机无机复合材料长期以来是材料研究的一

个重要方向, 其中生物体中无机材料的矿化机理
具有重要的研究价值. 由于 X 射线具有很强的穿
透能力, X 射线散射已经在骨的研究中得到广泛

应用 [107], 但是传统的 X 射线散射一般提供的是
样品的平均信息, 并且需要根据实验数据预先建
模. Jiang 等 [30] 在 2008 年首次利用 CDI 成像技
术对不同矿化程度的鱼骨进行了成像和矿化机理

研究.

由于骨中矿化晶体和胶原纤维之间的超微结

构和分子结构一直是骨组织结构研究的难点问题,
Jiang等选择具有不同矿化程度的鲱鱼肌内骨,分别
对未矿化、低度矿化和高度矿化的鱼骨进行了成

像,并分析了骨的矿化机理. 从未矿化鱼骨重建图
像中能够看到鱼骨的胶原纤维结构, 如图 11(a)所
示,纤维内部密度变化周期约为 67 nm,与小角 X射
线散射的结果相一致 [108]. 图 11(b)是低度矿化鱼
骨的重建图像,矿化的胶原纤维在一定程度上彼此
平行. 两条纤维之间的距离大约为 50—60 nm,矿化
晶粒沉积在纤维内部孔隙.图 11(c)为高度矿化鱼
骨重建图像, 矿化纤维彼此之间接近平行, 矿化晶
粒填充到整个纤维孔隙内部,形成了周期为 67 nm
的带状结构,多余的矿物晶体填充到纤维之间的区
域,造成矿化纤维中带状结构的扩大甚至在一定区
域的消失. 根据实验结果和矿化机理的分析, 提出
了生物矿化机理的动态模型来说明骨内矿化晶体

的成核和生长过程 [109].

图 11 鱼骨 CDI成像 [30] (a)未矿化鱼骨重建图像 (标尺: 200 nm); (b)低度矿化鱼骨重建图像 (标尺: 200 nm); (c)高度矿化
鱼骨重建图像 (标尺: 200 nm)
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对于具有多级结构的生物矿化材料,传统的成
像方法, 如光学共聚焦显微镜、电子显微镜和原
子力显微镜等, 在分辨率或提供材料内部微观结
构等方面存在一定的限制. 而 CDI 成像技术对胶
原纤维的周期性结构成像敏感, 且分辨率和衬度
高 [110],因此在研究生物矿化机理、诊断骨质疏松
等疾病、骨组织功能材料的设计和生物相容性材

料的制备方面有重要的意义.

4.4 酵母菌细胞三维定量高分辨成像

由于生物细胞结构的复杂性, 二维成像提供
的信息有限. 为了更好地了解生物体内部结构, 需
要对生物细胞进行无破坏的三维高分辨成像. 尽
管低温透射电子显微镜可以对生物样品进行高

分辨成像, 但是电子的穿透能力有限, 样品厚度
一般小于 100 nm 或者对样品进行切片处理 [111].
CT (computer tomography)[112] 技术可以对生物样
品进行三维无破坏成像, 但是分辨率只有微米量
级 [113]. Nishino等 [34] 在 2009年首次利用 CDI成
像技术对人体染色体进行了三维成像,但分辨率仅
为 120 nm. 2010年 Jiang等 [18] 采用 CDI成像技术
对未染色酵母菌细胞进行定量成像,获得了分辨率
为 50 nm的无破坏的三维重建图像.
裂殖酵母菌细胞由于耐 X 射线辐射, 作为细

胞生物学的模板,具有非常重要的研究意义. Jiang
等将化学固定后的酵母菌细胞置于厚度为 30 nm
的氮化硅薄膜上, 通过等斜率旋转角度的方法获
取 −69.4◦ 到 69.4◦ 之间的 25 幅二维衍射图样.
图 12 为酵母菌二维衍射图样和二维重建图像, 重
建图像中箭头所指部分是厚度约为 120 nm的细胞
壁. 将归一化之后的二维重建图像 [114] 采用 EST
算法进行三维重建,得到酵母细胞的三维重建图像
如图 13(a)所示. 相比于传统的滤波反投影重建算
法, 在投影数量有限的情况下 EST 具有更精确的
重建效果 [115,116]. Jiang等根据细胞器电子密度的
不同, 对细胞器的形状、分布进行了标定, 计算出
酵母菌细胞的平均密度为 1.14 g/cm3, 与其他实验

图 12 未染色酵母菌细胞 CDI 成像 (color online)[18]

(a) 0◦ 相干 X 射线衍射图样, 中心像素点因为阻挡直射
光而丢失; (b)相干 X射线衍射重建图像 (标尺: 500 nm)

图 13 酵母菌三维重建结构及分析图 (color online)[18] (a)酵母菌三维重建图像及细胞器分布图,主要有细胞核 (橘色)、内质
网 (绿色)、液泡 (白色)、线粒体 (蓝色)、颗粒 (浅蓝色 (标尺: 500 nm)); (b)细胞内细胞核,线粒体和内质网的三维结构,放大部
分为细胞核,内部橘色部分为密度更大的核仁 (标尺: 200 nm); (c)液泡三维结构 (标尺: 200 nm); (d)酵母菌细胞切片电子密度分
布图; (e)沿图 (d)所示白色虚线电子密度线扫描曲线
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结果 [117] 相一致. 图 13(b) 给出了线粒体、内质
网、细胞核的结构图, 细胞核中心密度更大的核
仁部分清晰可见.通过不规则外形的液泡及其切片
图 (图 13(c)), 可观测到液泡中存在密度较大的颗
粒和凝集的蛋白质. 图 13(d) 和 (e) 是对酵母菌细
胞的切片和线扫描,沿着线粒体和液泡有明显的密
度变化.
相比传统的三维显微成像技术, CDI成像技术

对未染色细胞能够得到更高衬度和分辨率的三维

结构图像. Jiang等在无破坏三维相干 X射线衍射
成像技术上取得的进展,将对构建新型冷冻三维相
干X射线衍射显微镜系统 (cryogenic coherent X-ray
diffractive imaging,简记为 Cryo-CDI) ,实现冷冻状
态下的细胞及细胞器等生物材料的三维高分辨成

像具有重要参考价值.

5 展 望

CDI 成像技术的发展弥补了光学显微镜成
像分辨率低、SEM 和 AFM 只能提供表面形貌信
息、TEM穿透能力有限、X射线晶体学只能对晶
体样品成像的问题, 是一种非常有应用前景的成
像技术. 目前辐射损伤和相比电子显微镜较低的
分辨率是限制相干 X射线衍射成像技术进一步发
展的主要因素.针对辐射损伤和成像分辨率问题主
要有以下两个解决办法: 1) 采用冷冻技术对样品
进行速冻处理; 2)采用第四代同步辐射光源, 即 X
射线自由电子激光 (X-ray free electron laser, 简记
为 XFEL)[118]对样品进行单脉冲成像.
对样品进行速冻处理是减轻辐射损伤和实现

原位观察的有效方法, 且最接近于样品的生存环
境 [119−121],已被广泛应用于冷冻透射电子显微镜
成像.将冷冻技术与 CDI成像技术相结合是 CDI成
像研究的热点. 近期的实验结果表明, 对样品进行
速冻处理后, 样品的耐辐射能力显著提高 [122]. 由
于 Cryo-CDI 成像技术处于初步探索阶段, 目前只
进行了初步的二维成像, 分辨率较低, 成像方法还
有待完善 [17,35,36]. 提高 Cryo-CDI的二维成像分辨
率和构建三维 Cryo-CDI成像系统是目前 Cryo-CDI
的研究方向. 理论研究表明采用 Cryo-CDI 成像技
术, 三维分辨率有望达到 5—10 nm[121], 在实现自

然状态下生物样品的无破坏三维高分辨成像方面

有广阔的应用前景.
CDI 成像技术的成功应用离不开高性能的同

步辐射光源,目前大部分 CDI成像依托于第三代同
步辐射光源. 作为第四代同步辐射光源 —–XFEL
的出现, 为解决辐射损伤问题, 提高成像分辨率和
动态成像提供了理想的光源 [52]. 由于 XFEL具有
脉冲时间短、能量高、相干性好的特点,可进行单
脉冲成像,能够在样品结构发生变化前记录下衍射
图样 [123],使得获取样品更高分辨率和动态图像成
为可能. 实验模拟证实, 采用 XFEL 可以进行单分
子,如单个非结晶蛋白质等原子分辨率的成像 [124].
对非结晶性蛋白质结构成像, 比如大部分的膜蛋
白, 具有非常重要的意义. Chapman 等 [49] 在 2006
年已经利用 XFEL展开前期的成像研究.利用波长
为 32 nm,脉冲时间为 25 fs的 flash软 X射线自由
电子激光进行了相干衍射成像研究,证实了 XFEL
用于 CDI成像是可行的. 由于 XFEL只是初步应用
到 CDI成像方法中,在成像方法学中还有很多急需
要解决的关键问题,如样品制备及数据分析等问题.
目前采用 XFEL为光源的 CDI成像技术在方法学
上是前景与挑战并存.

6 结 论

本文介绍了 CDI成像技术的发展历史、成像
原理、相位恢复算法,重点结合 CDI成像的典型实
例,介绍了 CDI成像技术在材料学和生物学中的应
用, 并对 CDI成像技术发展方向进行了展望. CDI
成像技术具有高分辨、高衬度、定量、原位成像

的特点,适合于生物样品的无破坏三维高分辨成像
和无机材料的原位定量结构分析, 自 1999 年首次
实验成功以来得到成像分析领域的广泛重视和应

用. 目前采用 CDI成像技术,在无机材料成像中最
高分辨率为 2 nm, 利用更高亮度的光源, 如 XFEL
和 KB 镜 X 射线聚焦技术等, 最终分辨率有望达
到原子量级. 在生物材料的成像中, 其二维最高分
辨率为 10 nm, 采用冷冻技术, 三维分辨率有望达
到 5—10 nm. 因此,随着冷冻技术与 CDI成像技术
的结合和 XFEL的发展及应用, CDI成像技术将迎
来更加快速的发展与广泛的应用.
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Abstract
In site quantitative, high-contrast and high-resolution imaging of micro/nanoscale material is an important goal of the X-ray

microscopy and imaging. A novel method which is called lensless imaging or coherent X-ray diffraction imaging, is a promising
approach to solving these problems. In this review, a brief introduction to imaging theory and development of coherent X-ray diffraction
imaging, and some typical applications in material science and biology are presented. For instance, two-dimensional (2D) imaging of
Bi dopant distribution in a Si crystal, quantitative three-dimensional (3D) imaging of a GaN quantum dot with core shell structure,
2D imaging of stained Escherichia coli bacteria, nanoscale imaging and mechanisms of biomineralization of fish bones, 2D high-
contrast imaging of an unstained herpes virus, 3D high-resolution imaging of an unstained yeast cell and in situ quantitative analysis
are illuminated. Finally, the future prospect of coherent X-ray diffraction imaging is given. With the development of X-ray free electron
lasers and combining cryogenic techniques with coherent X-ray diffraction microscopy, coherent diffraction imaging will be a powerful
tool and widely used in materials science and biology.
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