
59科儀新知第三十三卷第四期 100.2

一、前言

X 光對物質超高的穿透力，使我們得以顯微觀
察高於影像解析度 104 倍厚的樣品。尤其在需要研
究三維立體的微觀組織時，高解析度 X 光顯微術
將是最理想的成像工具。表 1 列出電子和 X 光顯
微鏡所具有分析能力的特徵尺寸。目前軟 X 光顯

微技術擁有較佳的解析度，但卻沒有辦法觀察厚度

大於單層厚度的細胞。而使用電子顯微，樣品需使

用較複雜的準備程序，並且樣品的厚度也受到相當

的限制。利用同步輻射光源的硬 X 光顯微術可以
大幅放寬高解析度電子顯微鏡對觀測試片的嚴格要

求，因此如果需要在更「真實」的環境下測試厚樣

品，並獲得高解析度，硬 X 光顯微鏡可能是唯一
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利用奈米製程技術和與傳統光學概念巧妙結合，目前的 X 光顯微術已經步入奈米解析度時代。本文中將
敘述了 X 光光學元件製程技術以及新一代高解析度 X 光顯微鏡的最新發展。文中將特別指出，目前世界
上最高深寬比 (超過 20) 的菲涅耳環板可以藉由我們所研發的電子束微影和微電鍍製程製造成超高高解析
度 X 光顯微鏡所需要之成像物鏡，利用同步輻射光源我們所建構的 X 光顯微鏡的空間解析度已經可以達
到 20 nm 的目標，並將此具有超高空間和時間解析度以及高相位對比的硬 X 光顯微鏡發展成為解析奈米
級三維結構的利器，將可為生物、奈米醫學以及材料科學提供新的研究機會。

Contemporary X-ray microscopy has evolved into the “Nano” age thanks to the development of advanced nano-
device fabrication and elegant integration of traditional optic concepts. This article reviews the latest advance of 
fabrication of X-ray optic components and the next-generation ultrahigh resolution X-ray microscopy. Specifi cally, 
hard X-ray Fresnel zone plates with the highest aspect ratio in the world have been produced by e-beam lithography 
and micro scale electro-deposition. The state-of-the-art synchrotron X-ray based hard X-ray microscopes have 
demonstrated a resolution better than 20 nm. Ultrahigh spatial and temporal resolutions, combined with suffi cient 
phase contrast make hard X-ray microscopes powerful tools to resolve three-dimensional structure at the nanoscale. 
This new characterization methodology opens new opportunities in multiple research fields such as biology, 
nanomedicine, and material sciences.
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的解決之道。為了在生物、物理、化學和材料研究

領域取得奈米級的影像，優化硬 X 光顯微術的解
析度成為一個很重要的目標。由於聚焦高能量 X 光
之光學元件的製作十分困難，使得 X 光成像無法達
到高空間解析度的要求(1)。我們所採取的技術路線

是借助傳統光學的概念，搭配奈米製程技術，來製備

兩項高效率的 X 光光學元件：菲涅耳環板 (Fresnel 
zone plate, FZP) 與 Zernike 相位環 (phase ring)。 

二、菲涅耳環板

在諸多全視野成像模式中，利用 FZP 為 X 光
成像之光學元件可以提供高效率與低像差的諸多優

點，因此成為首選。菲涅耳環板是由數目很多的同

心圓環結構所構成的環欄狀光學元件，入射光藉由

同心環欄的繞射而會聚，各環的半徑都必須符合一

定條件，而環板的尺寸結構則隨著入射光的波長

而變動。使用 FZP 的全場 X 光顯微鏡，其理想解
析度可表示為 r/m，其中 r 為 FZP 最外圈 zone 
的寬度，m 為繞射順序 (diffraction order)，  由光
學相差及波的同調性來決定(2)，所以較高的繞射

順序，可以得到更高解析度(3-5)，而第一繞射順序 
(first-order diffraction) 的解析度只能利用控制 r 來
改變(6, 7)，但不能因為要得到更小 r，一直將厚度
縮小，因為會導致效率不佳。同時，為了得到較高

解析度之第一繞射影像，會提升試片上的 X 光光
通量，而使得分析可以更快地進行，進而得到更好

的時間解析度，降低時間對光束線的影響。這也表

示試片的限制可以放寬，其可在不同的環境、使用

鑲嵌材料、基底、厚試片，以及減少試片在空氣中

的變化。

如果使用最外圈 zone 為 20 nm 之 FZP，在其
合理效率的厚度下，其結構的深寬比 (aspect ratio) 

約為 20，這對於奈米製程而言是個不小的挑戰，
困難點在於微影製程的尺度及準直的物理極限。

雖然製備的程度上不容易，但可以直接得到臨場 
(real time)、實空間的影像，為其最大優勢。此應
用在軟 X 光的應用已取得 15 nm 的解析度(6, 8)，而

在硬 X 光上卻還沒有達到類似的指標(9)。但是硬 X 
光比起軟 X 光有幾個優勢，如高穿透性：在 8 keV 
的能量下可達數百個 m，有助於試片的種類和準
備過程，提供了靈活的彈性和便利性，同時也可獲

得較大密度 (較重之元素)(10) 之 2D 與 3D 影像。
若欲製作兼顧解析度與效率的 FZP，則不可避

免的高深寬比的結構則需足夠的物理強度來支撐。

在這樣的元件製備過程中，由於其他的微影技術方

法，如極紫外光 (extreme UV)(11) 與 X 光微影(12, 13) 
等方法，都只能獲得效果較差之 FZP，因此目前使
用電子束微影及微電鍍製程(14) 是唯一經證實可以
製作清晰的 FZP 圖形的製程方式。經過金的微電
鍍製程，將所需的 FZP 鍍在一個透明的氮化矽薄
膜上。

以 25 nm 的 FZP 之製備過程為例，我們首先
要在 (100) 方向的矽基板上，以低壓化學氣相沉
積法 (LPCVD) 鍍製約 1 m 的氮化矽薄膜，將背
面的矽基板使用氫氧化鉀溶液蝕刻掉，只留下透

明的氮化矽薄膜，在正面上再鍍上 5 nm 的鉻，當
作緩衝層 (buffer layer) 與 12 nm 的金，隨後以旋
轉塗佈 (spin-coating) 的方式塗上光阻 PMMA A6 
(polymethyl methacrylate)，再以 170 °C 加熱 15 分
鐘，然後使用電子束微影系統 (Elionix ELS-7000) 
在加速電壓 100 keV 下，用 10 pA 的電流來曝光。
曝光完成後，使用異丙醇水溶液來進行顯影(14)，

去除由電子束曝光的光阻，再以電化學沉積的方

式來沉積金在已去除光阻的部分上，得到金的 FZP 
圖形。更詳細的電鍍過程可參考文獻 11(11)。    

Microscope Specimen
Thickness

Lateral
Resolution

Temporal
Resolution

TEM ~ 1 m ~ 1 nm
Soft X-Rays ~ 10 m ~ 15 nm
Hard X-Rays ~ 10 m ~ 1 m ~ 1 ms
Nano-TXM ~ 300 m ~ 18 nm ~ 1 ms

表 1. 
不同類型顯微鏡的特徵尺寸。
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所完成的 FZP 最外層區域的寬度可為 20－45 
nm，金吸收層的厚度為 450－700 nm；不同的 FZP 
直徑的最佳聚焦能量為 8－12 keV 的光子，空間頻
率寬達到 35 m1。FZP 的效率取決於金的厚度，
約為 1% 或 3%，皆小於 5% 的理論值。低於理論
值的部分，可歸咎於細微的圖案不完善和電鍍所導

致金的密度下降。如圖 1 中 SEM 圖所示，此 FZP 
的直徑是 50 m，最外層寬度是 25 nm，金的厚度
是 500 nm，因此深寬比為 500/25 = 20，其精細結
構可從 SEM 照片上之波紋圖案得到證明。
製備完成的 FZP，會以穿透式 X 光顯微鏡 

(transmission X-ray microscope, TXM) 來進行效率
以及空間解析度的測試。光束線分別為我國同步輻

射研究中心 (NSRRC, Taiwan) 的光束線 01BL(15)，

以及美國 Argonne 先進同步光子源 (APS, USA) 的
光束線 32－ID(7, 16)。圖 2(a) 顯示出光束線 32-ID 
光學設備的布置：主要元件是一毛細管狀的聚光

器，將 X 光聚焦到樣本上；一個針孔 (pinhole) 用
以過濾高階的繞射光，beam stop 用以擋掉直通
光；一個精密的樣本鏡臺；一個 FZP 物鏡；探測
器 (薄 CsI 晶閃爍體和 CCD 板) 和 Zernike 相位環 
(圖 2(b))。單色 X 光是由雙反射矽晶 (111) 單色器

獲得，在 8 keV 的能量下，此光束線每秒可提供 2 
 1011 個光子，此高亮度可以得到短時間曝光 (50 
毫秒) 的即時影像(17)。

解析度可依靠拍攝 Siemens star 測試圖案或是
由計算功率能譜 (power spectrum) (圖 2) 來決定(7, 

18)。大致上來說，在進行二維的傅立葉轉換之前，

先將圖案訊號乘上梯度函數來消除 edge artifacts，
然後將所得的頻率空間 (frequency space) 做積分，
進而得到功率能譜。低頻率的部分主要由成像物件

中大型結構所貢獻；而當訊號移至高頻率時，訊號

的貢獻則主要來自較微小的結構。訊號最終會被背

景雜訊覆蓋而消失，由所對應的截止頻率，即可

換算其解析度。圖 3 為最外圈寬度，分別為 45、
40、30、25 nm FZP 的測試圖案以及其功率能譜
圖，可看出隨著最外圈寬度的下降，功率能譜對應

的截止頻率也越高，代表其解析度更佳，以 25 nm 
FZP 為例，其最佳解析度可小於 20 nm。

三、Zernike 顯微術
因物質對硬 X 光的吸收通常較可見光微弱許

多，所以傳統 X 光顯微術受弱吸收對比影響，會

圖 1. 
菲涅耳環板 (FZP) 的 SEM 圖像。
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使影像品質變差，而 Zernike 對比原理透過採用相
對相位轉移四分之一波長的散射波與非散射波，增

強在不同樣本區域中散射波之間小相位差異的對比
(19)，因此 X 光顯微術可藉由 Zernike 對比來得到改
善(20, 21)。目前 4 keV 與 9 keV 的 X 光可達到 60 nm 
與 0.3 m 解析度(22, 23)，而 8 keV X 光可達 40－50 
nm 解析度(24, 25)。

近年來 8 keV X 光顯微術已達 30 nm 的解析
度(7)，為較厚的生物醫學樣本成像的一項重要成

果，而 Zernike 相位對比能否達到這個具有意義的
里程碑？從我們的研究結果已確切證實了這個可

行性。圖 4(a) 和 (b) 分別為是否有 Zernike 相位偏
移的 Siemens star (180 nm 厚度的金) 之測試圖案。
很明顯地，圖 3(b) 的對比度提高了，強度分布 (如
圖 4(c)) 量化地顯示出對比度增加 3 倍以上。至
於空間解析度，在圖 4(d) 中功率能譜分析 (power 
spectrum analysis, PSA) 顯示圖 4(a) 與 (b) 相似的解
析度：29 nm 和 31 nm，因此 Zernike 對比度增強
並不會犧牲空間解析度。 

Zernike 相位環位於 (圖 2(b)) 聚光器的共軛平
面 (接近物鏡區板後之聚焦平面)，其結構為金的圓

形環鍍在氮化矽膜上，而其厚度需可使入射光束的

相位偏移 3 /2。其中的原因是對於弱散射，相位
透射率的函數是 exp(i) ≈ 1  i，其大小為 1，一
個相位偏移 3 /2 的入射光會使相位因數變成 ≈ i 
+ i，大小 ≈ 1  2，使物體的圖像較暗，且較清
晰。這比起偏移  /2，相位因數變成 ≈ i + i，大小 
≈ 1  2，較明亮的物體之圖像要好。事實上，除
了考慮單純的相位因素外，X 光吸收效果也存在，
且會和偏移  /2 的效果互相抵消，但是偏移 3 /2 
則會增強這個效果。

儀器的校準是非常重要的，利用「勃氏鏡」
(26) (Betrand lens，一個有限解析度的 FZP)，以非散
射環形光來定義相位環的位置；而勃氏鏡會將聚光

器共軛平面上的光聚焦在探測器上，所有的聚光器

會以相位對比來做最佳調整，這表示環型光會縮

小，照明面積 ≈ 10% 的 FZP 面積，因此大多數散
射的 X 射線不會為相位環所影響，並且能夠產生
相位對比。

我們研究的主要目標是為了取得最高的空間解

析度，所以特別需要仔細分析像差與人為誤差。

為了評估金厚度的相關影響，測試在 8 keV 光束

圖 2. 
APS 光束線 ID-32 同步輻射
全視野式穿透式 X 光顯微鏡
之略圖：(a) 光束線配置；(b) 
Zernike 顯微鏡的光學原理。
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下三個相位環的厚度為 2.5 m、2.6 m (最佳) 與 
2.7 m，寬度和直徑則相同，分別為 4.5 m 和 68 
m。2.5 m 和 2.7 m 相位環產生的對比度非常有
限，如圖 4 所示，由於相位像差，而導致外部圖像
區域的強烈差異對比。

藉由影像的功率能譜分析 (power spectrum 
analysis, PSA)，以圖元乘以圖元的 Hanning window 
function 來避免邊緣效應影響，再將圖像的二維傅
立葉轉換平方後，對其方位角做積分，由此來評估

厚度效應對影像的影響。由此所產生的功率能譜分

析曲線顯示，非最佳厚度下的截止頻率都較差，即

解析度較差。功率能譜分析顯示相位環的直徑大小

也會引起像差。另一方面，通過微調入射光的光子

能量，也可以改善解析度，而我們使用這組光學元

件測試所得到的最佳值為 7.95 keV。
圖 5 的結果為一近似純相位物體 (nearly phase 

object) 的聚苯乙烯 (C8H8)n 粒子在 8 keV 的光束下
所得的影像。其折射率為 n = 1  i，而 = 3.88 
106、 = 5.58 109。圖 5(a) 至 (c) (在焦點、
或稍微失焦) 為吸收對比的圖像，只能看出邊緣對
比度稍微增強，而 Zernike 圖像 (圖 5(d)) 顯示對比
度增強兩倍。圖 6 為 EMT (小鼠乳腺癌) 細胞的影
像。圖 6(b) 與 (c) 顯示兩個相位對比影像，但是相
位環的寬度不同，厚度及直徑相同。由此可以判

斷相位環的最適合寬度為 4.5 m，圖 6(c) 為最佳
圖像，而其餘都比較模糊。圖 6(d) 從功率能譜分
析，也證實了這一結論。在圖 7 中這種相位對比影
響甚至更強。在圖中顯示 EMT 細胞的影像，以及
細胞所吞噬之金奈米粒子。

Zernike 相位環還可以消除其他影響吸收問題
的因素，如球面像差(27)、同步加速器光源產生的

雜訊(28) 等。但是，Zernike 相位對比也並不是對
所有樣本都具有提高影像品質能力。對於厚 (幾個 
m) 的樣品，在稍低於或高於聚焦平面範圍的 X 
光吸收，可能會導致相位偏移，而減少吸收的對

比。對於面積較大的樣品，因為 shading off 效應，
它會減少物體中心的對比度(29)，它也會產生光環

效應，影響樣品的形貌分析。儘管 Zernike 相位對
比可能有這些潛在問題，能夠達到 30 nm 的解析
度仍是一個顯著的進展，Zernike 相位環對比度的
提升是在 30 nm 解析度的條件下測得的，因此可
以推測，類似的對比增強效應，即使在更優的解析

度下仍然適用。

四、結論

我們利用先進的奈米製程方法成功地製備出

最外圈寬度為 25 nm 和深寬比達到 20 的菲涅耳環
板。在全視野 X 光顯微鏡下，得到優於 20 nm 解

圖 3. 最外層寬度為 45、40、30、25 nm FZP 的測
試圖案，(a) 功率能譜分析，(b) 顯示這些圖
案的截止頻率，以及其對應的解析度。其中 
25 nm FZP 達到小於 20 nm 的解析度。
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圖 4. 
180 nm 厚金測試圖案
的硬 X 光顯微影像由
於吸收 (a) 和 Zernike 
(b) 相位對比，(c) 沿
著 (a) 和 (b) 紅線的
強度分布，(d) 功率
能譜分析的空間解析

度。

圖 5. 
聚苯乙烯顆粒的圖像：

(a)－(c) 吸收對比圖，(b) 在
焦點，(a)、(c) 焦點前、後
20 微米，(d) Zernike 相位
對比圖與箭頭標記一個 100 
nm 的粒子對比的圖像。
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圖 6. 
EMT 細胞圖像：(a) 吸
收和 (c) Zernike 對比使
用最佳的相位環；(b) 使
用略窄的相位環；(d) 功
率能譜分析證實，使用

寬度最佳的環，確實產

生的結果最好。

圖 7. 
EMT 細胞的影像，其中
分布有共同培養的金奈

米粒子採用不同的對比

模式：(a) 吸收對比；(b) 
Zernike 對比。
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析度和高效率，並搭配後聚焦平面的 Zernike 相位
環，可以進一步增強對比度，使對厚生物樣本的

進行 3D 影像之空間解析度得到極大提升。這也見
證了同步輻射硬 X 光顯微術已經快速地發展成一
個成熟的成像技術，而隨著此一技術的廣泛使用，

將會有許多有價值的研究成果即將陸續出現。未來

的研究規劃，包括優化奈米製程的參數、提高最終

產品的良率，以及挑戰硬 X 光顯微術解析度的極
限，以期獲得解析度優於 15 nm 的下一代超高解
析度硬 X 光顯微鏡。
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