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一、前言

在 20 世紀的科學發展中最重要的影像技術
就是 X 光結晶學。利用高強度 X 光照射於結晶樣
品上，因結晶樣品的週期性，使得具有相同空間

尺度的的晶格平面產生強大的相長干涉亮點：布

拉格點 (Bragg peak)。儘管這些布拉格點告訴我
們樣品的內部結構資訊，且數學上我們可證得這

些布拉格點為實空間電荷密度經由傅立葉轉換得

到，然而，儀器卻僅能量測到這些布拉格點的強

度而無法得到該點的相位，因此，科學家並無法

直接透過反傅立葉轉換得到三維實空間的分布。

過去數十年間，科學家發展了多種方法，如派特

森函數 (Patterson function)、分子取代法 (molecular 
replacement)、直接法 (direct methods)、同形取
代法 (isomorphous replacement)、與異常色散法
(anomalous dispersion)，來解決這些遺失的相位問
題。

隨著同步輻射光源的發展，光源強度與同調性

都得到顯著的進步，科學家開始思考是否可能利用

類似的方法得到非結晶樣品的內部結構。當樣品為

非結晶時，所產生的繞射圖譜為連續圖譜，而偵測

器收得的資料即為繞射圖譜於該像素位置的強度取

樣，亦即樣品電荷密度經由傅立葉轉換後取絕對值

再平方。此時，相位資訊仍然遺失，但前述的方法

卻無法再使用來求得遺失的相位。
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同調光繞射顯微術為近年來台灣光子源重點發展的影像技術之一。此技術的優美之處在於實驗裝置簡單，
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Coherent diffraction imaging is currently one of the major image techniques in Taiwan Photon Source. The 
beauty of the experimental setup is so simple that no lenses are needed to form an image. This lensless imaging 
technique bypasses the sophisticated aberration-correction process; hence it has been widely applied to image 
biological structures, soft matters, and micro-/nano-materials. In addition, a high-resolution non-destructive 3D 
structural determination can be performed through the combination of computed tomography. In this article, the 
history, developments, and various experimental setups of coherent diffraction imaging will be introduced. The 
bottleneck and future challenges are also discussed. 
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1950 年代，Shannon 等人提出了取樣定理(1)，

證明對一個具有帶寬限制 (band-limited) 連續訊號
的傅立葉空間進行取樣時，其取樣頻率以 2 倍的
最高類比訊號頻率，即奈奎斯特 (Nyquist) 頻率取
樣，所取得的樣本，可完整的代表這個被取樣的連

續訊號，當以超過奈奎斯特頻率做取樣，即過取樣

(over-sampling)，理論上即可能回復原來的訊號。
儘管早在 1950 年代即存在的取樣理論在數位訊號
處理領域蓬勃發展，一直到 1980 年，Sayre 等人
才意識到取樣定理背後的數學結構本質上與非結晶

繞射完全相同！當平行光束照在比光束尺寸略小的

樣品上，可想像成在實空間為一個具有帶寬限制的

連續訊號，而繞射圖譜為樣品的傅立葉轉換，若可

將繞射圖譜進行過取樣，理論上就可以得到原樣品

在實空間的影像。儘管理論上可回復遺失的相位資

料，實際上卻不是那麼容易。幸運的是，在計算機

快速的發展下，Fineup 等人發展了至今依然是主
流方法的混合輸入輸出法 (hybrid input-output, HIO)
(2, 3)，可大幅度回復遺失的相位資訊，進而得到樣

品的二維影像 (投影)。Fineup 利用 HIO 法，只從
模擬的繞射強度，就得到了相位與影像。這種無

須經過透鏡即能把傅立葉空間 (倒空間) 的繞射資
料，利用電腦計算迭代 (相當於透鏡的功用)，就能
得到實空間影像的技術，開啟了同調光繞射顯微學

革命性的發展。

不過，實驗方面的進展則稍晚於理論。同步

輻射光源一直到 90 年代同調性與光強度才趨近完
美。同調性是為了繞射滿足傅立葉轉換關係，而光

強度的需求是肇因於繞射解析度取決於散射角度，

散射角度越高則可得的影像解析度越高。因此，越

強的光通量可以得到越多的高角度散射，所得到的

影像才能達到奈米級或甚至原子級的解析度。當原

子級解析度可以達成時，將不需要再利用結晶，即

能得到樣品的原子結構。

第一個同調光繞射顯微實驗是 1999 年 Miao 
等人利用布魯克海文國家實驗室的第三代同步光源

所完成的(4)。由於同步輻射光源太強，偵測器中心

因光線阻擋器 (beamstop) 的屏蔽而失去中心區域的
繞射資料。Miao 等人使用光學顯微鏡的低解析度
影像填補繞射圖譜中的遺失部分，解得 75 奈米解
析度的影像。自此之後，同調光繞射顯微術成為同

步光源重要的一個應用分支，在過去將近 20 年的
發展中，各式各樣的樣品 (包含生物樣品)，無論是
在二維或三維影像，皆在世界各地不同研究團隊的

發表中形成一股熱潮。台灣同步輻射中心新建的台

灣光子源也有數條光束線以同調光繞射顯微術為發

展主題。在後面的文章中，將詳盡介紹各式同調光

顯影技術，以及二維與三維相位回復的步驟及原

理，最後談到同調光繞射顯微術在生物影像的應

用，及其瓶頸與未來展望。    

二、各式同調光顯影技術之介紹

同調光繞射顯微術因需求性發展出主要五種

不同的實驗設置：穿透式 (Transmitted CDI)、布拉
格式 (Bragg CRI)、掃描式 (Ptychographic CDI)、
發散式 (Fresnel CDI) 以及反射式 (Refl ected CDI)，
如圖 1 (a) 至 (b)(5-13)。穿透式 CDI 即為傳統 CDI 技
術，同調光照射於樣品後形成前向散射 (forward 
scattering)，因訊號主要來自於散射，入射光越強
則可達到的散射角度越高因而得到更佳的解析度。

然而，入射光過強 (如同步輻射光源) 卻會損傷偵
測器，因此需要射線阻擋器來保護偵測器並且控制

每個像素不至於過飽和。相位回復的難易程度卻與

繞射圖譜中心遺失的資訊有關。當中心失去越多資

訊，相位回復越困難。一般所觀察到的情形為，如

果中心損失的圖譜只在中央亮帶的範圍之內，相位

回復是容易的 (無須利用低解析度光學顯微鏡影像
回補)。當中心遺失資訊大於中央亮帶，則相位回
復將十分困難。儘管這並非數學上證明的結果，實

務上卻可觀察到此一現象。因此可以看出，增加光

強雖可以增加解析度，但也同時產生增加中心損失

使得相位回復較困難的狀況。

當實驗設置控制得宜或採用讀值範圍 
(dynamical range) 更大的偵測器時，雖然可以較為
同時滿足前述的需求，所能得到的繞射資料仍僅侷

限於低角度。主因是目前偵測器的大小無法滿足同

時收取繞射原點、高角度繞射且又滿足過取樣的條

件。因此，傳統 CDI 主要得到的是低角度繞射資
料，對應的是樣品的形態與電荷密度分布。布拉格 
CDI 則選擇收取布拉格點附近的繞射資料。適用
於此種 CDI 模式的樣品為奈米結晶 (nanocrystal)，
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由結晶產生的布拉格周遭的繞射圖加以還原，可

由還原的相位得到結晶與標準結構之間的位移

量 (displacement)，進而推算樣品所受到的應力
(strain)。
除了傳統穿透式 CDI 之外，最廣為使用的另

一種 CDI 技術就是掃描式 CDI。由前所述，傳統 
CDI 須滿足過取樣的條件方能進行相位回復 (在第
三節中詳述)，一般滿足過取樣條件需要樣品為獨
立樣品，意即入射光的尺寸 (4－10 微米左右) 需大
於樣品尺寸。這個限制大大地縮減的 CDI 的應用
範圍，因為大部分令人感興趣的樣品皆超過入射光

尺寸。而掃描式 CDI 聰明的利用每次入射光照射
不同位置的重疊部分當作增加的已知條件來解決取

樣不足的問題。例如光每次移動 1 微米，由於光斑
大小為 10 微米，這次與上次照射的位置將可有相
當大的重疊部分，這個重疊部分可在相位回復的計

算中加入成為預知條件。掃描式 CDI 突破了樣品
須小於 10 微米的限制條件，逐漸受到研究人員的
使用來探測較大的樣品。然而，掃描式 CDI 的資
料量相當大，這對資料處理與相位回復的計算能

力都相當吃重。所幸近年來平行處理圖形處理單

元 (graphics processing unit, GPU) 的高效能運算逐
漸普及，對於掃描式 CDI 的巨量資料有相當的幫
助。

發散式及反射式 CDI 則較少有人採用。發散
式 CDI 主要是將樣品置於光聚焦點之後，由於聚

焦點與樣品距離為已知，可計算出發散光源抵達

樣品各處的相位差，則又可多一些已知條件，然

而其缺點為入射光與散射光在偵測器的中心低頻

區域訊號重疊與同軸全像術 (in-line holography) 相
似。儘管可利用相似的技術做影像回復，解析度太

差成為此技術的致命傷。反射式 CDI 則與前述四
種 CDI 有本質上的不同。前述的 CDI 皆為穿透模
式，在樣品製備上的限制較多。例如薄膜或半導體

這一類長於基板上的製程，一般光源不易穿透基

板且基板的散射亦會造成繞射訊號判讀的困難，

反射式 CDI 即成為另一個可能的選擇。當然，入
射光與反射光在偵測器的重疊 (一般發生於掠角小
角度散射，grazing angle small angle x-ray scattering, 
GASAXS)，或透射不同程度而造成的反射皆會造
成相位回復與影像判讀的困難。

三、二維與三維同調光顯影技術之相
位回復

在 CDI 的實驗架構中 (圖 2)，繞射圖像的資訊
收集所使用的工具為 CCD (charge-couple device) 或
是其他類型的偵測器，所蒐集到的繞射圖像僅為繞

射後的電子強度，開根後即為計算中所需的振幅，

而重要的相位資訊是缺少的。此外，由於 X-Ray 
直射光束射強度過強，若直接照射在偵測器上，會

造成損壞，故需在偵測器前放置一射線阻擋器，或

圖 1. 各式 CDI 實驗設置示意圖。(a) 穿透式。(b) 布拉格式。(c) 掃描式。(d) 發散式。(e) 反
射式。各式 CDI 乃針對不同的樣品與重組需求而進行設置。

(a) (b) (c)

(d) (e)
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是以拼合方式組成實驗所用的偵測器，將中間空出

一區域，而此遮蔽或空區域不僅遺失相位，也遺失

振幅。因此，雖然成功避免了偵測器在實驗過程中

損毀，但卻會造成更多繞射資訊的損失。這些損失

造成了還原影像的困難。以下將詳述如何克服上述

問題來還原遺失資訊。

在遠場繞射的計算近似下，可得到 X 光繞射
為樣品電荷密度投影的傅立葉轉換。現行主流的 
HIO 相位回復演算法流程如圖 3。此一演算法乃是
將實驗獲取之繞射圖形振幅，加入隨機的起始相

位，先經反傅立葉轉換得到實空間影像。利用前

言中所述的過取樣，可知在實空間中除了投影本

身，其外圍尚有零密度區圍繞。而零密度區域與

影像區域的比率則可由繞射條紋間隔來得到。因

此實空間可分為兩部分，其一為樣品影像所在區

塊 (support)，另一為無密度區域。若樣品滿足弱相
位物體近似 (weak phase object approximation)，則
樣品的吸收可忽略，即還原影像為實數。則反傅立

葉轉換後之影像，在 support 中若有虛數，可予以
抹除；而 support 之外為零密度區域，若有任何密
度出現，也予以抹除。此修飾後的實空間影像再以

傅立葉轉換轉至倒空間，此時相位與振幅皆與修飾

前不同。由於在倒空間須滿足實驗獲得之振幅，轉

圖 2. 同步輻射 X 光 CDI 之實驗流程示意圖。高強度同調 X 光照射於待測物
體上，在偵測器上收集經由散射產生的過取樣繞射圖譜。而電腦則擔任

透鏡成像的角色。利用傅立葉及反傅立葉轉換加上迭代法，可回復其遺

失的相位，並進而得到樣品的二維投影。

圖 3. HIO 相位回復演算法之流程圖。由於相位為
未知資訊，須先產生隨機相位並與實驗資料 
F(k) 生成完整倒空間 (藍色方塊)，方能開始
迭代流程 (淺藍色區域為因射線阻擋器遺失
的繞射資料區域)。藉由反傅立葉轉換得到實
空間影像 (紅色方塊)，利用過取樣與實空間
影像的限制條件加以修飾 (紫色方塊)，其中 s 
為support，再經由傅立葉轉換得到倒空間 (綠
色方塊)。保持相同的相位並以實驗資料更新
振幅，即得到下一次迭代的倒空間 (藍色方
塊)。如此數次循環得到最終的影像回復。
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換完後的倒空間資訊，其振幅的部分即以實驗資訊

取代，而相位部分則保留下來與轉換前資訊相同，

如此為完成一次的迭代過程。自下一迭代起，取用

上一迭代結果的相位資訊加在實驗獲取之振幅資訊

上，始進行第二次迭代。如此反覆的進行多次迭代

過程 (次數取決於訊號的強度及品質)，便可逐漸獲
將樣品影像還原。

然而，對應於不同實驗情況，通常無法僅使用

單純的 HIO 演算法來得到高品質的還原影像。因
此建立在此演算法基礎上，有了許多不同的變化型

態。舉例來說，由於起始的相位資訊為隨機施加，

可能導致結果有相當的不同，缺乏一致性。導引函

數迭代法 (guided hybrid input-output, GHIO)(14, 15) 即
發展來解決此問題，此方法在迭代開始時給了多組

不同的起始相位，每個獨立的起始相位皆以 HIO 
得到影像還原，此為第一代。令還原影像與實驗誤

差最小者為參考模板，以此模板與其他還原影像之

平均影像來得到新的起始相位，再將多組新的起始

相位重新進行影像還原得到下一代。觀察每一代還

原的結果將可發現利用導引法可在數代之後得到一

致的還原結果。又如在 Ptychographic CDI 中，實
空間影像的修飾會被與其他實空間影像的重疊部分

所修飾，因此不能單以 HIO 分別運算後重組，必
須在演算上進行變化，重疊區塊的相位須進行互相

填補的動作，方可還原原始影像。

前面所述為如何從二維實驗繞射振幅進行

影像還原。根據傅立葉切片定理  (Fourier slice 
theorem)，二維繞射還原之實空間影像為樣品的二
維投影，實驗過程中不斷改變樣品對應於入射光的

角度，蒐集各方向的繞射資訊，理論上即能還原獲

個別角度的二維投影，利用斷層掃描重組，即可

獲得三維影像 (如圖 4)。然而，在進行斷層重組之
前，個別角度之二維投影必須先進行共同轉軸的校

正，此步驟會增加更多的誤差(16)。目前較為主流

的做法，是先將二維繞射資料 (二維切片) 依序置
入三維倒空間製成三維的繞射振幅，並以三維 HIO 
進行影像還原，可跳過影像校正所可能產生的誤

差，一次性地得到三維影像(17, 18)。

圖 4. 三維 X 光 CDI 之示意圖。轉動樣品可得到樣品於各個不同角度
的繞射圖譜 (左下)，對每個二維圖譜進行相位回復可得到不同角
度的二維投影 (右下)，利用斷層掃描重組技術則可獲得三維影像
(右)。
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四、生物同調光顯影技術

當 CDI 成像技術日趨成熟，除了高原子序的
材料樣品之外，科學家們開始嘗試將此成像技術應

用於生物樣品。CDI 成像樣品的選擇與穿透式電子
顯微鏡不同，樣品厚度可提高至數微米(電子顯微
鏡樣品約須小於 100 奈米)。因為 X 光光子的散射
微截面較電子小約 4 到 5 個數量級，X 光可在較長
的行進距離中都視為一次彈性散射，滿足玻恩近

似 (Born approximation) 的條件，亦即繞射可直接
以傅立葉轉換得到 (當產生多次散射的情況，繞射
與投影並不存在簡單的傅立葉轉換關係)。此時樣
品厚度的限制主要是來自光的同調長度 (coherent 
length)，在目前世界上的同步輻射光源中，縱向 
(與光行進方向平行) 的同調長度為數微米。除此之
外，硬 X 光 (hard x-ray) 波長約為數埃，繞射影像
的解析度取決於光子散射角度的大小。當光強度提

高的條件下，硬 X 光生物 CDI 有達到奈米解析度
的潛力。除了樣品製備相較電子顯微鏡容易許多之

外 (可將樣品直接置於溶液中)，樣品選擇也相對更
加廣泛。

首次以 CDI 顯影技術應用於生物成像的樣品
為大腸桿菌，並以錳元素嵌入內部的蛋白質做為

標記(19)，此次繞射實驗達到 30 奈米解析度 (圖 5 
左)，而其還原影像 (圖 5 右) 相較於螢光顯微鏡影

像則成功證實了該蛋白質於大腸桿菌內的結構。隨

後，參考穿透式電子顯微鏡的冷凍樣品製備技術，

利用甘油解決了冰晶的繞射問題(20)，主要可應用

於以植物(21)、細菌(22, 23) 以及病毒(24) 等具有細胞壁
的細胞做為樣品進行成像。

然而生物樣品並不僅止於上述三類，與人類最

為相關的動物類則因無細胞壁保護而較為脆弱。

因此以高能量 X 光為光源 (以台灣光子源為例約為 
5－8 KeV)，長時間照射生物樣品，則有結構遭到
輻射損傷 (radiation damage) 的疑慮。基於上述原
因，如何在短時間內收到最佳訊號成了目前生物 
CDI 致力解決的目標。目前已有研究顯示，若是在
待測樣品中置入金奈米顆粒，其繞射振幅為樣品之

傅氏轉換加上金粒子之傅氏轉換後再取絕對值，若

將其展開，可以發現除了樣品與金粒子各自的繞射

振幅，尚有兩者交互作用的項 (cross term)，由於
金粒子之傅氏轉換遠較生物樣品來得強，此交互作

用的項將大大提高生物樣品的訊號，克服純生物樣

品訊噪比過低的問題。因此若結合前面所提及的生

物標記法，以金粒子標記於生物待測細胞上或進行

細胞表面改質，則能夠以不改變樣品內部結構為前

提之下，增強此樣品繞射訊號來提高解析度。而在

生物細胞中結構較為堅固的骨骼細胞，就相對適合

使用 CDI 來觀測其奈米解析度之下的礦物分布(25) 
(圖 6)，透過 CDI 可以展示不同礦化階段的礦物晶

圖 5. 以螢光標記之大腸桿菌的繞射圖形 (左) 及其影像還原 (右)。比較螢光顯微
鏡的影像可證實 CDI 技術於生物樣品觀測的可行性。

250 nm
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體以及膠原基質之間的空間關係。

在生物 CDI 三維成像方面。2009 年 Nishino 
等人使用硬 X 光以 38 張不同角度二維繞射圖譜
重組出解析度 120 奈米的染色體的三維立體影像
(26)。於 2010 年 Jiang 等人也以相同技術獲得乾燥
酵母菌的三維結構(17)，解析度在橫向達到約 40 奈
米，在縱向約 60 奈米。為了增加樣品承受輻射的

時間，以利於收集更高角度的散射與更多方向的二

維圖譜，Rodriguez 等人嚐試利用冷凍技術，也就
是將樣品置於乾燥液氮氣體中，使樣品一直處於極

低溫狀態。在 2015 年獲得角度由 60.6° 至 50.9° 

共 72 張影像，並重組出感染瘧疾之細胞(27) (圖 
7)。其解析度在橫向達到 74 奈米，而在縱向達到 
99 奈米。

圖 6. 利用 X 光 CDI 觀測魚骨樣品之礦質分布。(左) 低礦化的骨質影像還原，灰框內
顯示礦化膠原纖維密集排列。(右) 高礦化的骨質影像還原，白框內的線條結構為
礦質的帶狀結構。

圖 7. 利用三維 X 光 CDI 觀測感染瘧疾之細胞。1.細胞外觀 (白色) 2.棒狀
體 (紅色) 3.可能為頂質體 (橘色) 4.細胞核 (褐色) 5.粒腺體 (藍色)。
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五、結論

從 1999 年第一次 CDI 實驗成果發表以來，在
此約 20 年間，CDI 技術在各種材料上的展示，不
論在二維或是三維，都獲得了長足的進步。同時，

從歐美乃至東亞，無不一一建造新的同步輻射光源

並把 CDI 列為其中一項關鍵發展技術，其不需要
透鏡即能成像的簡單實驗設計，具備了無透鏡造成

像差的絕對優點。然而在這 20 年間，CDI 技術的
瓶頸也一一浮現。CDI 的樣品厚度需求為數微米，
但由於 X 光光子的散射少，一百奈米以下的樣品
在高角度的散射訊號極弱，因而造成實空間解析度

不佳。以一般金屬材料來說，一微米的樣品在倒空

間散射所能達到的解析度約可達到 5 奈米，而一微
米的生物樣品其解析度可能在 50 奈米左右。對材
料學家來說，其關心的原子結構缺陷已然超過其

解析極限，遠不如利用電子顯微鏡來的有用。在

生物材料上，50 奈米左右的解析度已經遠遠落後
於近代的超解析度 (super resolution) 光學顯微鏡，
而光學顯微鏡更可運用於活體觀察。至於冷凍電子

顯微鏡已在生物巨分子領域達到原子級解析度，更

是 CDI 技術所遠遠無法達到的。CDI 在這兩大應
用領域皆未能成為獨一無二的影像工具，是此技術

一個深遠的隱憂。目前全世界都積極建造第四代同

步輻射光源自由電子雷射 (X-rat free electron laser, 
XFEL)，即是著眼於增加光源強度。然而儘管一個
飛秒級脈衝可以比第三代光源亮度高約 10 個數量
級，其總體散射量卻未能較第三代光源強上許多。

也就是說就算是利用第四代光源，CDI 也不能達到
原子級解析度。如何改善實驗技術以達到更好的解

析度，或在其樣品厚度與解析度的限制下尋找合適

並具有影響力的領域與樣品，將成為未來 CDI 能
否繼續發展的關鍵。
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