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Дано краткое описание концепции мягкого рентгеновского микроскопа для станции “Наноско-
пия”, которая планируется для установки на синхротроне четвертого поколения СКИФ. Микро-
скоп будет предназначен для изучения строения клеток и динамических процессов в них с наномет-
ровым пространственным разрешением. Прибор будет использовать уникальный абсорбционный
контраст ~15 между углеродсодержащими структурами и водой в спектральном диапазоне “окна
прозрачности воды” λ = 2.3–4.3 нм, что исключает необходимость контрастирования и применения
флуорофоров и минимизирует необходимые для получения высококачественных 3D-изображений
поглощенные в образцах дозы ионизирующего излучения. Приведены сканирующая и проекцион-
ная схемы микроскопа, их основные технические характеристики, в том числе расчетные спектры
и параметры ондуляторного источника, получена оценка поглощенных доз в зависимости от разре-
шения. Основное преимущество предлагаемой концепции заключается в использовании объектива
из высокоапертурных многослойных рентгеновских зеркал, который позволяет четко визуализиро-
вать фокальный срез образца. Для восстановления трехмерной структуры замороженных или высу-
шенных образцов будет также использована технически простая аксиальная томография. В скани-
рующей схеме благодаря малой дозе облучения можно будет изучать живые клетки растений с раз-
решением до 10 нм, животных – до 80 нм и замороженные образцы с разрешением до 5 нм.
В проекционной схеме за счет одномоментного наблюдения всего фокального ХY-среза существен-
но уменьшено время получения трехмерных изображений, но за счет большой дозы она будет ори-
ентирована в основном на изучение фиксированных образцов.
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ВВЕДЕНИЕ
В современных биологических и медицинских

задачах для понимания механизмов функциони-
рования биологических клеток, а также для изу-
чения влияния различных болезней на клетки [1, 2]
требуется увидеть детали нативных, в идеале жи-
вых, клеток с разрешением в десятки нанометров.
Для решения этой проблемы в настоящее время в
арсенале исследователей имеются фактически
два инструмента – электронная микроскопия [3]
и оптическая микроскопия с суперразрешением [4].

Основным физическим ограничением этих
методов является необходимость использования
флуорофоров в случае флуоресцентных методов
или контрастирования в электронной микроско-
пии. Использование этих веществ уже само по се-
бе модифицирует исследуемый объект. Эти мето-
ды позволяют наблюдать только структуры и мо-
лекулы, несущие на себе флуоресцентную метку
или контрастное вещество, в то время как осталь-
ная часть материала образца, образующая биоло-
гический “контекст”, в котором находится иссле-
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дуемая структура или протекает исследуемый
процесс, остается недоступной для наблюдения.

Уже более 30 лет развивается мягкая рентге-
новская микроскопия в спектральной области
“окна прозрачности воды” 2.3–4.3 нм. Уникаль-
ность этого метода заключается в следующем. Во-
первых, наблюдается большой, ~15, абсорбцион-
ный контраст между протеинами, жирами и угле-
водами, основу которых составляет углерод, по
отношению к межклеточной жидкости (основой
поглощающий элемент кислород). Благодаря этому
не требуется контрастирование и минимизирует-
ся поглощенная доза, необходимая для получения
качественных изображений. Во-вторых, практи-
чески полностью отсутствует рассеяние, что в со-
вокупности с достаточно большой длиной пробе-
га излучения позволяет изучать достаточно тол-
стые, до 10 мкм и более, образцы, которые даже
могут быть помещены в кювету при нормальном
давлении. Подробнее об особенностях взаимо-
действия излучения этого диапазона с биологиче-
скими образцами изложено в [2].

В виду актуальности темы на современных
синхротронах имеются соответствующие станции
мягкой рентгеновской микроскопии. Микроско-
пы делятся на сканирующие [5–8] и проекцион-
ные [9–12]. Как сканирующие, так и проекцион-
ные микроскопы на основе зонных пластинок
Френеля обеспечивают высокое латеральное (2D)
разрешение. Например, в [6] 2D-разрешение со-
ставило менее 10 нм. Существенно хуже ситуация
с объемным разрешением. В [5] получено 3D-раз-
решение 30 нм в латеральной плоскости и 550 нм
вдоль оптической оси. В лучших проекционных
мягких рентгеновских микроскопах, в которых
изучали замороженные образцы, было получено
объемное (3D) разрешение на уровне 50–60 нм
[9–12]. Однако, несмотря на перспективы и де-
монстрацию ряда несомненных достижений,
мягкая рентгеновская микроскопия так и не стала
важным инструментом в клеточной биологии.

Основная причина этого – недостатки исполь-
зуемой концепции микроскопов на базе зонных
пластинок Френеля. Главными недостатками та-
ких пластинок являются низкие эффективность и
угловая апертура (NA < 0.1). Низкая эффектив-
ность пластинок в проекционных микроскопах
приводит к дополнительной поглощенной дозе.
Низкая числовая апертура приводит к большой
(единицы микрометров) глубине фокуса, что
сильно ограничивает 3D-разрешение в схеме ска-
нирующего микроскопа. Проекционная микро-
скопия для восстановления 3D-структуры клетки
требует применения трудоемкой и длительной
процедуры угловой томографии, которая помимо
потери точности приводит к дополнительным по-
глощенным дозам.

Поэтому поиск новых подходов к построению
микроскопов для “водного окна прозрачности”
является крайне актуальным. Целью предлагае-
мых в работе решений является достижение на-
нометрового 3D-разрешения при минимально
возможных поглощенных дозах в биологических
образцах, в идеале – возможность наблюдения за
живыми клетками. Для достижения этой цели на
синхротроне четвертого поколения СКИФ будет
разработана станция “Наноскопия”, предназна-
ченная для изучения строения клеток и динами-
ческих процессов в них с нанометровым про-
странственным разрешением. В работе описаны
принципы построения микроскопа, его рентге-
нооптические схемы и оценка поглощенных доз
в зависимости от разрешения.

ВЫБОР ТИПА МИКРОСКОПА,
ОПТИКИ И ДЛИНЫ ВОЛНЫ

При выборе типа микроскопа руководствова-
лись следующими соображениями. Минималь-
ных поглощенных доз можно достичь при ис-
пользовании сканирующих рентгеновских мик-
роскопов. Это связано с тем, что в проекционном
микроскопе потери интенсивности на рентгено-
оптических элементах объектива напрямую при-
водят к увеличению поглощенной дозы. Например,
при эффективности схемы 10% для достижения
требуемого числа полезных событий необходимо
в 10 раз увеличить поглощенную дозу. В сканиру-
ющем микроскопе потери на рентгенооптиче-
ских элементах приводят лишь к потере интен-
сивности зондового пучка и никак не влияют на
поглощенную в образце дозу.

Еще одним преимуществом сканирующего
микроскопа является то, что для регистрации
изображений не требуются матричные детекто-
ры. Это позволяет повысить эффективность реги-
страции почти до 100% и заметно (до МГц) увели-
чить быстродействие детектора.

Однако использование сканирующего микро-
скопа для 3D-реконструкции образцов ограниче-
но величиной глубины фокуса DoF фокусирую-
щей оптики:

(1)

где λ – рабочая длина волны микроскопа, NA –
числовая апертура. Из соотношения (1) видно,
что для достижения разрешения на уровне длины
волны необходима светосильная оптика с NA,
приближающейся к единице. В случае зонных
пластинок Френеля NA < 0.1 [5–12], поэтому их
продольное разрешение будет больше, чем ±100λ.
Поэтому этот тип оптики для сканирующего мик-
роскопа сверхвысокого разрешения не годится.

Большими геометрическими и угловыми апер-
турами обладают многослойные рентгеновские

≈ ± λ 2,DoF NA
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зеркала нормального падения, нанесенные на
фокусирующие подложки. В частности, на осно-
ве этих элементов изготовлены объективы для
проекционной литографии на длине волны 13.5 нм
с числовой апертурой NA = 0.3–0.33 [13, 14] и в
разработке объектив с NA = 0.55 [15].

Максимального абсорбционного контраста
между протеинами и водой (около 20), а также
минимального поглощения (длина поглощения
около 10 мкм) можно достичь на длине волны
непосредственно вблизи края поглощения кис-
лорода λOK = 2.33 нм. Для этой спектральной об-
ласти наибольшим коэффициентами отражения
R ≈ 9% при нормальном падении на длине волны
λ = 2.42 нм обладают многослойные рентгенов-
ские зеркала Cr/V [16]. Полоса пропускания со-
ставляет 0.2%.

Интерес также представляют зеркала Cr/Ti/B4C
и Cr/Sc. В первом случае на длине волны 2.83 нм
при нормальном падении получен коэффициент
отражения R ≈ 15.75% при спектральной полосе
пропускания 0.3% [17]. Однако результаты [16, 17]
вызывают определенные сомнения, так как при-
ведены однократно и в не реферируемых изданиях.

Многослойные рентгеновские зеркала Cr/Sc
имеют рекордный коэффициент отражения R ≈ 23%
на длине волны 3.12 нм при спектральной полосе
пропускания 0.3% [18]. Для разрабатываемого
микроскопа была выбрана пара материалов Cr/Sc
и, соответственно, рабочая длина волны 3.12 нм.
Этот выбор сделан по следующим причинам. Во-
первых, авторы имеют многолетний опыт в раз-
работке и применении зеркала Cr/Sc [19–21].
В [22] на структурах без барьерных слоев Cr/Sc
был получен коэффициент отражения R ≈ 21%.
Полагаем, что применение барьерных покрытий
и нитридизации слоев, как в [18], позволит замет-
но увеличить коэффициент отражения. Во-вто-
рых, многослойные рентгеновские зеркала Cr/Sc
обладают как большим коэффициентом отраже-
ния, так и широкой спектральной полосой, что
увеличит интенсивность зондового пучка и, соот-
ветственно, уменьшит время проведения экспери-
мента. В-третьих, при изготовлении многослой-
ных зеркал для объектива очень жесткие требова-
ния предъявляют к подложкам. Для обеспечения
дифракционного качества изображения, согласно
критерию Марешаля, среднеквадратическая абер-
рация объектива не должна превышать RMS ≤
≤ λ/14. В случае λ = 3.12 нм это соответствует
величине RMS ≤ 0.22 нм. Изготовление таких под-
ложек находится на пределе возможностей совре-
менных технологий [23]. В-четвертых, несмотря
на отход от края поглощения кислорода, абсорб-
ционный контраст и длина поглощения умень-
шились не сильно, до 15 и 6 мкм соответственно.

Как уже отмечалось выше, достоинством ска-
нирующего микроскопа является минимально

возможная доза, поглощенная в исследуемом об-
разце. Однако эта схема мягкого рентгеновского
микроскопа имеет один существенный недоста-
ток. Из-за ограниченной скорости пьезоэлектри-
ческого 3D-наносканера (например, [24]) время
съемки томограммы может достигнуть часа и бо-
лее. Этого недостатка лишена схема проекцион-
ного микроскопа, в которой за один кадр снима-
ется сразу все ХY-поле, а для восстановления 3D
строения образец перемещается вдоль оптиче-
ской оси Z. Такой подход позволяет уменьшить
время томографии до долей единиц минут, а при
наблюдении тонких образцов или выбранных
срезов – долей секунды. Поэтому для реализации
обеих мод работы на станции “Наноскопия” бу-
дут установлены два мягких рентгеновских мик-
роскопа – сканирующего и проекционного типов.

РЕНТГЕНООПТИЧЕСКАЯ СХЕМА 
СКАНИРУЮЩЕГО МИКРОСКОПА

При разработке рентгенооптической схемы
микроскопа надо учитывать особенности синхро-
тронного источника четвертого поколения. Па-
раметры источника рентгеновского излучения
приведены в табл. 1. На рис. 1, 2 показаны интен-
сивности различных гармоник источника, из ко-
торых следует следующее. Во-первых, часть энергии
пучка синхротронного излучения соответствует
высоким гармоникам и должна быть “убрана”,
чтобы не попадать на прецизионные рентгенооп-
тические элементы микроскопа. Во-вторых, на
расстоянии 20 м от источника размер рентгенов-
ского пучка на полувысоте интенсивности соста-
вит 1 мм (рис. 3). Это является серьезнейшей про-
блемой для применения зеркальной оптики, так
как фактически требуется использование изобра-
жающей микрооптики. С учетом того, что много-
слойные рентгеновские зеркала – это брэггов-
ские отражатели, в каждой точке падения излуче-
ния на зеркало должно выполняться брэгговское
условие. Очевидно, что большие градиенты тол-
щин пленок на общей длине порядка 1 мм не мо-
гут быть получены.

Другая проблема – это ориентация оптиче-
ской оси микроскопа. Оси микроскопов, описан-
ных в упомянутых выше работах, расположены
горизонтально, в плоскости орбиты синхротрона.
С точки зрения эргономики и удобства работы
с образцами – это неудобная ориентация. Обыч-
но все микроскопы имеют вертикальную оптиче-
скую ось.

В настоящем проекте обе эти проблемы реше-
ны за счет гибридной схемы микроскопа, вклю-
чающей отражательные и дифракционные рент-
генооптические элементы. Рентгенооптическая
схема сканирующего мягкого рентгеновского мик-
роскопа приведена на рис. 4, основные элементы
и их взаимное расположение описаны в табл. 2.
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Излучение из ондулятора, распространяясь по
каналу, падает на систему двух плоских зеркал 1
(рис. 4). Система зеркал выполняет функции
фильтра высоких гармоник и аттенюатора интен-
сивности рентгеновского пучка, попадающего в
микроскоп. Для примера на рис. 5 приведена
спектральная зависимость коэффициента отра-
жения от кремниевого зеркала при угле падения
излучения 3°. Как видно из рисунка, при коэф-
фициенте отражения первой (рабочей) гармони-
ки 55%, подавление второй гармоники составит
около 16 раз, соответственно, при двукратном от-
ражении – около 260. Положение относительно
источника и параметры зеркал (угол падения, ма-
териал покрытия) будут оптимизированы в даль-
нейшем с целью обеспечения близости к 100% от-
ражения. Тем не менее видно, что такая система
обеспечивает практически полное подавление
всех гармоник, что в дальнейшем не потребует
охлаждения зеркал микроскопа. Отсутствие силь-

ных тепловых нагрузок имеет принципиальное
значение для предотвращения искажения волно-
вых фронтов.

Проходя далее, излучение падает на первый
элемент наноскопа – линзу Брэгга–Френеля 5
(рис. 4) [25]. В качестве отражающего будет ис-
пользовано покрытие Cr/Sc. Линза Брэгга–Фре-
неля выполняет сразу несколько функций. Во-
первых, осуществляет первую стадию фокусиров-
ки рентгеновского излучения до размера порядка
0.125 мкм (уменьшение 200 раз). Во-вторых, по-
ворачивает пучок на 90°, тем самым обеспечивая
удобную ориентацию оптической оси микроско-
па. В-третьих, так как на линзу падает квазимоно-
хроматический пучок, при ее изготовлении не
требуется напыления многослойного зеркала с
градиентом периода по поверхности.

В плоскости фокусировки устанавливают диа-
фрагму с субмикронным отверстием. Диафрагма
выполняет функцию фильтра для обрезания
“хвостов” зондового пучка. Расходящийся пучок
падает на объектив Шварцшильда. Объектив с
числовой апертурой NA = 0.4 еще в 54 раза умень-

Таблица 1. Основные параметры источника рентгеновского излучения

Параметр Значение

Тип источника × планарный вертикальный ондулятор:
Период, см 5
Число периодов 78
Продольная длина, м 3.9
Рабочая длина волны, нм; энергия, эВ 3.12; 397.4
Монохроматичность пучка, %; уровень ширины на половине максимума (FWHM), эВ 2; 8
Размер на полувысоте интенсивности (наибольший), мкм 30
Угловая расходимость, мкрад 25

Средняя интенсивность излучения первой гармоники в полосе 0.1%, 1015 фотон/с 5.6

Полная мощность излучения, Вт 500

Рис. 1. Интенсивность различных гармоник источни-
ка в 0.1% полосе энергии (кольцевой ондулятор, B =
= 0.39 Tл, λu = 50 мм, диаметр потока фотонов 1 мм на
расстоянии 20 м от источника, Lu = 3.9 м, Np = 78).
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Рис. 2. Интенсивность первой гармоники в 0.1% по-
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Рис. 3. Расчетный пучок на расстоянии 20 м от источ-
ника синхротронного излучения, сечение в 0.1% по-
лосе энергии: а – ХY; б – X.
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Рис. 4. Рентгенооптическая схема сканирующего микроскопа на станции “Наноскопия”: 1 – два плоских зеркала; 2 –
выходная апертура фронтенда; 3 – визуализатор рентгеновского пучка; 4 – сильфон с шиберами; 5 – линза Брэгга–
Френеля; 6 – диафрагма; 7 – набор фильтров; 8 – первичное зеркало М1 объектива 54 крат; 9 – вторичное зеркало М2
объектива 54 крат; 10 – образец; 11 – детектор; 12 – криокамера; 13 – система виброизоляци; 14 – вакуумная система.
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шает размер фокуса в плоскости образца. Расчет-

ное распределение интенсивности зондового

пучка, ограниченное дифракцией, приведено на

рис. 6. Поперечный размер изображения состав-

ляет FWHM = 5 нм. Таким образом, потенциаль-

но рентгенооптическая схема обеспечивает лате-

ральное разрешение на уровне 5 нм.

В плоскости изображения помещают исследу-

емый образец. Прошедшее через образец излуче-

ние регистрирует детектор (pin-диод, микроканаль-

ная пластина), синхронизованный с электронны-
ми банчами синхротрона. Для реконструкции
3D-структуры образец помещают на столик-ска-
нер, осуществляющий перемещение образца по
трем координатам x, y, z с нанометровой точно-
стью. В качестве сканера выбран столик от ком-
пании PI модели P-561.3DD. Технические харак-
теристика сканера, взятые из [24], приведены
в табл. 3.

Методика проведения измерений и рекон-
струкция 3D-структуры аналогичны конфокаль-
ной микроскопии, за исключением отсутствия
флуорофоров и того, что полезный сигнал фор-
мируется по всему объему образца, в то время как
в конфокальной микроскопии сигнал дают толь-
ко области с флуорофором. Образцы для исследо-
ваний могут быть как зафиксированы с использо-
ванием заморозки в парах жидкого азота, так и
помещены в специальные кюветы при нормаль-
ных условиях.

Для уменьшения деформаций волнового
фронта и обеспечения размерной стабильности
рентгенооптической схемы в условиях мощных
рентгеновских потоков первое зеркало двухзер-
кальной системы будут охлаждать жидким азотом
или водой, что будет определено при более де-
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тальной проработке, второе зеркало – водой.

Последующие элементы в силу достаточно малой

мощности очищенного от гармоник излучения не

требуют принудительного охлаждения, и доста-

точно будет пассивного (радиаторного) охла-

ждения.

Для сохранения размерной стабильности рент-

генооптической схемы при ее разработке будут

использованы материалы с низкими, на уровне

10–8–10–7 К–1, температурными коэффициентами

линейного расширения (ULE, астроситалл и ти-

тан-ниобиевый сплав ТВ-36). Кроме того, корпус

объектива будет термостабилизирован.

ОЦЕНКА ИНТЕНСИВНОСТИ ЗОНДОВОГО 
ПУЧКА В СКАНИРУЮЩЕМ МЯГКОМ 

РЕНТГЕНОВСКОМ МИКРОСКОПЕ

Оценка интенсивности зондового пучка PBI
может быть определена из следующего соотно-
шения:

(2)

где ISR – интенсивность излучения из ондулятора,
выраженная в фотонах, излученных в секунду в
спектральной полосе 0.1%; ΔλM – спектральная
полоса пропускания оптической системы, выра-
женная в долях полосы 0.1%; RBFL – эффектив-

[ ]= Δλ 2 2

SR M BFL GIM MLM фотон с ,PBI I R R R

Таблица 2. Оптические элементы станции “Наноскопия”

№ Элемент

Расстояние 

от предыдущего 

элемента

Описание

0 Источник СИ 0 Ондулятор

1 Два плоских зеркала 15 м Охлаждаемый фильтр гармоник – аттенюатор 

интенсивности пучка

2 Выходная апертура фронтенда 13 м Система охлаждаемых щелей, выделяющих

центральный конус излучения с NA = 25 мкрад

3 Визуализатор рентгеновского пучка 0.5 м Мониторы положения и интенсивности пучка

4 Сильфон с шиберами 0.5 м

5 Линза Брэгга–Френеля 1 м Многослойное зеркало Cr/Sc с эллиптической 

зонной пластинкой на поверхности, 

наклонено на 45°. Рабочая область – эллипс 

(2a = 1.4 мм, 2b = 1 мм), охлаждается LN2

6 Диафрагма 88.4 мм Диафрагма размером 1 мкм, охлаждаемая H2O

7 Набор фильтров 200 мм Многослойные фильтры 

для контроля потока падающего излучения

8 Первичное зеркало М1 853 мм Выпуклое зеркало Cr/Sc объектива

Шварцшильда, строящего изображение 

диафрагмы 1 мкм на образце 

с уменьшением в 54 раза. 

R = –28.2 мм, D = 12 мм NA = 0.4

9 Вторичное зеркало М2 77.7 мм Вогнутое зеркало Cr/Sc объектива 

Шварцшильда. R = –107.6 мм, D = 78 мм

10 Образец 130.6 мм Образец на Х,Y,Z-сканере

с обратной связью (табл. 3)

11 Детектор 70–150 мм Pin-диод или микроканальная пластина, 

регистрирующий сигнал, прошедший 

через наблюдаемые точки образца

12 Криокамера Предусмотрена возможность установки криока-

меры с охлаждением образца парами LN2

13 Система виброизоляции Оптический стол; пружинный подвес оптиче-

ской фермы; магнитный демпфер на токах Фуко

14 Вакуумная система Высоковакуумная откачка
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ность линз Брэгга–Френеля; RGIM – коэффици-

ент отражения зеркала скользящего падения;

RMLM – коэффициент отражения многослойного

зеркала Cr/Sс. Подставив в соотношение (2) ожи-

даемые величины ISR = 5.6 × 1015 фотон/с (табл. 1),

ΔλM = 2.4 (полоса пропускания микроскопа

0.24%), RBFL = 0.3, RGIM = 0.8 (значение после оп-

тимизации покрытия зеркала) и RMLM = 0.2 (со-

временный уровень изготовления зеркала Cr/Sc),

получим PBI = 1 × 1014 фотон/с.

ОЦЕНКА ПОГЛОЩЕННОЙ ДОЗЫ 
В ЗАВИСИМОСТИ 

ОТ ПРОСТРАНСТВЕННОГО РАЗРЕШЕНИЯ

Для получения качественных рентгеновских
изображений необходимо, чтобы число зареги-
стрированных событий было как минимум 25.
В этом случае пуассоновский шум составит 20%.
Так как контраст изображений между водой и
протеинами превышает 10, для оценки можно
считать, что все акты поглощения (события) про-
исходят в протеине. В этом случае для обеспече-
ния разрешения с латеральным размером d в ку-

бике с объемом d3 должно быть поглощено 25 фо-

Рис. 5. Фильтр гармоник. Спектральная зависимость
коэффициента отражения кремниевого зеркала при
скользящем угле падения 3°. Подавление второй гар-
моники при двукратном отражении достигает 260.
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Таблица 3. Характеристики Х,Y,Z-столика образца марки PI модели P-561.3DD (взяты из [24])

Характеристика P-561.3DD

Направление перемещения X, Y, Z
Скорость смещения, мм/с 0.2

Встроенный сенсор Емкостный

Диапазон перемещений без обратной связи (от –20 до +120 В), мкм 58 × 58 × 18

Диапазон перемещений с обратной связью, мкм 45 × 45 × 15

Разрешение без обратной связи, нм 0.1

Разрешение с обратной связью, нм 0.2

Нелинейность, % 0.01

Точность повторного позиционирования X, Y, Z, нм 2

Отклонение от поперечной оси (Pitch) при движении по осям X, Y, мкрад ±3

Отклонение от осей X, Y при движении по оси Z (Runout), мкрад ±3

Отклонение от вертикальной оси (Yaw) при движении по осям X, Y, мкрад ±3

Плоскопараллельность в плоскости X, Y, нм ±10

Перекрестное влияние вдоль осей X, Y (Crosstalk) при движении по оси Z, нм ±20

Диапазон рабочих температур, °С от –20 до +80

Материал Алюминий

Масса, кг 1.55

Длина кабеля, м 1.5

Рекомендуемый контроллер E-725, E-712

Рис. 6. Изображение (а) и поперечное сечение фокуса
(б) зондового рентгеновского пучка в схеме сканиру-
ющего мягкого рентгеновского микроскопа.
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тонов. Соответственно, в схеме сканирующего

мягкого рентгеновского микроскопа поглощен-

ная доза D [Грей] может быть выражена в виде:

(3)

где N – число фотонов, необходимых для восста-

новления изображения, Eph – энергия фотона

[эВ], множитель – перевод энергии из электрон-

вольт в джоули, ρ – плотность. Подставив ожидае-

мые величины (N = 25, Eph = 397 эВ, ρ = 103 кг/м3),

выражение (3) можно переписать в виде, показы-

вающем зависимость дозы от разрешения d:

(4)

На рис. 7 приведена зависимость требуемой

дозы от разрешения, рассчитанная по (4). Из при-

веденной зависимости можно выделить следую-

щее. Во-первых, даже при разрешении 1 нм необ-

ходимая доза не превышает допустимой 108 Грей

[26] для сохранения замороженных клеток в на-

тивном состоянии, поэтому разрешение ограни-

чивается уже не дозой, а размером зондового пуч-

ка 5 нм. Во-вторых, предельно допустимая доза

300 Грей, при которой сохраняется жизнедея-

тельность клеток животного происхождения [2],

соответствует предельному разрешению 80 нм.

В-третьих, предельно допустимая доза 104–105 Грей,

при которой сохраняется жизнедеятельность кле-

ток растений [27, 28], соответствует предельному

разрешению 10–25 нм.

−= × ρ19 3

ph( 1.6 10 ,) ( )D d NE d

×  = 8 3 3
1.6 10 Грей нм( .)D d d

ОЦЕНКА ВРЕМЕНИ ЭКСПОЗИЦИИ 
ДЛЯ ВОССТАНОВЛЕНИЯ 3D-СТРУКТУРЫ 

В СКАНИРУЮЩЕМ МЯГКОМ 
РЕНТГЕНОВСКОМ МИКРОСКОПЕ

Без учета временных потерь на перемещение
сканера необходимое время для получения 3D то-
мографических данных Texp определяется разме-

ром образца L × W × H, разрешением d, интен-
сивностью пробного пучка на образце PBI и
числом фотонов Nph, поглощенных в кубе со сто-

роной, равной разрешению. Взаимосвязь между
этими параметрами может выть выражена в виде:

(5)

Для образца кубической формы (5) можно пере-
писать в виде:

(6)

Подставив в (6) значения Nph = 25 фотонов и
PBI = 1 × 1014 фотон/с, получим

(7)

Например, для клетки размером 10 × 10 × 10 мкм

и разрешения 20 нм потребуется время 3 × 10–5 с.
Таким образом, основным ограничением высту-
пает не мощность источника рентгеновского из-
лучения, а скорость перемещений сканера. Для
рассмотренного случая время полного сканиро-
вания составит около 3.5 ч. Так как время скани-
рования обратно пропорционально кубу простран-
ственного разрешения (т.е. кубу шага сканирова-
ния), при изучении динамических процессов, где
ожидаемое разрешение составит 80 нм, время из-
мерений клетки размером 10 × 10 × 10 мкм сокра-
тится примерно до 3 мин, а ее фокального среза
до 15 мс!

ПОЛНОПОЛЬНЫЙ ПРОЕКЦИОННЫЙ 
МИКРОСКОП

Первая половина проекционной схемы (эле-
менты 0–7 на рис. 8) в точности повторяет скани-
рующую схему (рис. 4). Далее идет двухзеркаль-
ный объектив-осветитель, состоящий из зеркал 8
и 9. В отличие от объектива сканирующей схемы
он должен собирать излучение не в точку, а под-
свечивать поле зрения размером 16.6 × 16.6 мкм
(равно размеру матрицы детектора 13.3 × 13.3 мм,
деленному на увеличение 800 крат) на образце 10,
поэтому требование к точности формы оптики у
него умеренные. Изображение образца с увеличе-
нием проецируется трехзеркальным объективом
11–13 (рис. 8) на матричную камеру 14. Увеличе-
ние 800 крат оптимально, чтобы, с одной сторо-
ны, размер пикселя в предметной области был
мал и равен 8 × 8 нм, а с другой, поле зрения было
достаточно для наблюдения большинства клеток.
Описание основных элементов проекционной

[ ]= 3

exp ph( ) с( ) .T N LWH PBId

[ ]= 3 3

exp ph( ) ) .( сT N L PBId

[ ]−= × 13 3 3

exp 2.4 10 с .T L d

Рис. 7. Зависимость дозы от пространственного раз-
решения в сканирующем мягком рентгеновском
микроскопе. Сплошные горизонтальные линии от-
мечают уровень доз, ниже которых незамороженные
клетки сохраняют свою жизнедеятельность (верхние –
для растений, нижняя – для животных).
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схемы и их взаимное расположение приведено
в табл. 4.

Высота проекционного объектива составила
около 500 мм, ширина 100 мм – достаточно ком-
пактные для такого большого увеличения. Диа-
метр малого выпуклого зеркала 12.6 мм достаточ-
но большой, поэтому удобен для механической и
ионной полировки шероховатой поверхности и
нанесения отражающего многослойного покры-
тия. Расчетные аберрации объектива для всех по-
левых точек субнанометровые. Это обеспечивает
близкую к дифракционному пределу (рис. 9а,
верхняя кривая) долю энергии пятна фокусиров-
ки в одном пикселе размером 6.5 мкм – от 51 до
62% в зависимости от полевой точки. На рис. 9б
показано, как пятно фокусировки на регистриру-
ющей матрице укладывается в пиксели.

Запись и обработка изображений образца бу-
дет осуществляться следующим образом. Образец
будет сдвигаться вдоль оптической оси, и будет

получена серия изображений его срезов I(x', y'),
где x', y' – координаты на регистрирующей матри-
це. Далее в стандартных программах, например в
ImageJ с плагином Deconv.Lab2 [29], итерацион-
но решается уравнение:

(8)

где  – интенсивность поля засветки образца, ко-
гда образца нет, h – функция рассеяния точки с
учетом дифракции, аберраций и конусного схож-
дения лучей в изображаемую точку и конусного

выхождения из нее,  – искомый трехмер-

ный коэффициент поглощения структур клетки,

 – оператор деконволюции. Для улучшения
качества изображения перед деконволюцией бу-
дут устранять шум, делать нормировку средней
интенсивности в ХY-срезах и устранять ХY-сме-
щения при Z-скане. Такой подход отлично заре-
комендовал себя при реконструкции трехмерных

( ) −μ= − Δ ⊗ 1

0       ln     ,I I L h

0I

( )μ , ,x y z

−⊗ 1

Рис. 8. Рентгенооптическая проекционная схема канала и станции. Обозначения как на рис. 4.
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изображений в запущенном в работу лаборатор-
ном микроскопе экстремального ультрафиолето-
вого излучения с абсорбционным контрастом [29].

ОЦЕНКА ВРЕМЕНИ ЭКСПОЗИЦИИ 
ДЛЯ ВОССТАНОВЛЕНИЯ 3D-СТРУКТУРЫ 

В ПРОЕКЦИОННОЙ СХЕМЕ

Время томографии складывается из времени
на z-перемещение столика и времени экспозиции
всех кадров Texp. Время на z-перемещение сто-

лика на 30 мкм составляет 0.15 с, так как скорость

движения столика от компании PI составляет
0.2 мм/с [24]. Время на экспозицию всех кадров
Texp определяется по формуле:

(9)

где = 55 × 103  – емкость пикселя,  –

энергия, затрачиваемая на рождение одной элек-
тронно-дырочной пары в полупроводниковом

пикселе,  = 397 эВ – энергия фотона с длиной

волны 3.12 нм, PBI = 1 × 1012 с–1 – интенсивность

=
Δ

pix pix

exp ,
e

p

C E N HT k
E PBI h

pix  C e = 3.6 эВeE

pE

Таблица 4. Оптические элементы проекционного микроскопа для станции “Наноскопия”

№ Элемент

Расстояние 

от предыдущего 

элемента, мм

Описание

0 Источник СИ 0 Ондулятор

1 Два плоских зеркала 15000 Охлаждаемый фильтр гармоник – аттенюатор 

интенсивности пучка

2 Выходная апертура фронтенда 3000 Система охлаждаемых щелей, выделяющих

центральный конус излучения с NA = 25 мкрад

3 Визуализатор 

рентгеновского пучка

500 Мониторы положения и интенсивности пучка

4 Сильфон с шиберами 500

5 Линза Брэгга–Френеля 1000 Многослойное зеркало Cr/Sc с эллиптической 

зонной пластинкой на поверхности, наклонено 

на 45°. Рабочая область – эллипс 

(2a = 1.4 мм, 2b = 1 мм), охлаждается H2O или LN2

6 Диафрагма 88 Диафрагма, охлаждаемая H2O

7 Набор фильтров 200 Многослойные фильтры для контроля 

потока падающего излучения

8 Первичное зеркало 

конденсорного объектива 

Шварцшильда

853 Выпуклое зеркало Cr/Sc конденсорного объектива 

Шварцшильда, увеличивающего апертуру пучка 

в 50 раз до 0.28 и создающего равномерное поле 

засветки на образце. R = –28.2 мм, D = 12 мм

9 Вторичное зеркало конденсор-

ного объектива Шварцшильда

77 Вогнутое зеркало Cr/Sc конденсорного объектива 

R = –107.6 мм, D = 78 мм

10 Образец 130 Образец на Z-сканере с обратной связью

11 Первичное зеркало 

объектива ×800

166.3 Вогнутое зеркало проекционного объектива 

R = 133.3 мм, D = 100 мм, Dсветовой = 92 мм

12 Вторичное зеркало 

объектива ×800

95.9 Выпуклое зеркало проекционного объектива

R = –31.1 мм, D = 12.6 мм

13 Третичное зеркало 

объектива ×800

401.4 Выпуклое зеркало проекционного объектива

R = –16.3 мм, D = 20 мм, Dсветовой = 0.6 мм

14 Регистрирующая матрица 265,

угол 4° 

к горизонтали

GPIXEL GSENSE2020BSI PulSar с размером поля 

2048 × 2048 пикселей и размером пикселя 6.5 мкм

15 Охлаждение матрицы Медный хладопровод, от “холодного пальца”, 

охлаждаемого парами жидкого азота 

с наружи вакуумной камеры
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подсвечивающего образец пучка с учетом отра-

жения от пяти зеркал [30],  – число шагов по

оси z, H = 20 мкм – перемещение столика по оси z
для съемки образца толщиной 10 мкм и его окру-

жения, ∆z = 16 нм – z-шаг; k – коэффициент

ослабления интенсивности из-за поглощения в

образце. Например, при прохождении излучения

с длиной волны 3.12 нм через образец (клетку 10 ×

× 10 × 10 мкм в слое льда толщиной 20 мкм) коэф-

фициент

(10)

Подставив эти числа в (9), получим, что Texp =

= 10 мин. Так как это время рассчитано из усло-

вия, что вся емкость пикселей заполнена, шумы

должны быть малы, а это очень важно для декон-

волюционной реконструкции 3D-изображения.

Оценим время на сохранение кадров в памяти

компьютера для толщины 20 мкм с z-шагом 16 нм.

Оно составит 10 мин при скорости сохранения

2 кадр/с. Так как это время равно времени экспо-

зиции всех кадров, накопление сигнала и сохра-

нение в памяти кадра, полученного на предыду-

щем z-шаге, могут быть реализованы одновре-

менно, поэтому время томографии не увеличится

и составит те же 10 мин.

Таким образом, сканирующая схема лучше

подходит для изучения живых образцов, потому

что обеспечивает на три порядка меньшую дозу, а

проекционная схема – для изучения химически

фиксированных или замороженных образцов,

потому что время съемки меньше примерно в

300 раз.

Δ
H

z

( )( )
= − μ + μ ≈

≈ − ≈
льда льда белка белкаexp

exp 1 4 20

( (

50.

))

1

k H H

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Описана концепция и рентгенооптическая
схема станции “Наноскопия”, которая планиру-
ется к установке на синхротроне четвертого поко-
ления СКИФ. Станция предназначена для изуче-
ния строения клеток и динамических процессов в
них с нанометровым пространственным разре-
шением в спектральной области “окна прозрач-
ности воды”. Новизной подхода является исполь-
зование для формирования зондового пучка
многослойных рентгеновских зеркал. Благодаря
большой числовой апертуре объектива Шварц-
шильда по сравнению с зонной пластинкой Фре-
неля глубина фокуса (область острой фокусиров-

ки) зондового пучка составляет DoF = λ/NA2 =
= 20 нм для λ = 3.12 нм и NA = 0.4, что позволяет
для восстановления объемной структуры исполь-
зовать Z-томографию вместо более сложной, ме-
нее точной и увеличивающей поглощенную в об-
разце дозу угловой томографии. Также малая
глубина фокуса дает возможность изучения дина-
мики живых клеток с нанометровым разрешени-
ем путем слежения за остро изображаемым фо-
кальным срезом в сканирующей схеме (с времен-
ным разрешением миллисекунды) или путем
полного ХYZ-скана (с временным разрешением
единицы минут).

При построении схем рентгеновского мик-
роскопа впервые предложена гибридная схема
транспортировки пучка до образца, включающая
оптику Брэгга–Френеля и зеркальную оптику,
которая позволяет работать с пучками рентгенов-
ского излучения малых размеров.

Проведенные расчеты показывают, что во
всем диапазоне разрешений, которые обеспечи-
вает мягкая рентгеновская микроскопия, благо-
даря уникальному абсорбционному контрасту
между протеинами и водой можно изучать даже

Рис. 9. Распределение энергии в пятне фокусировки для разных полевых точек (центра и краев матрицы (а). Пятно фо-
кусировки в центре поля зрения на регистрирующей CMOS-матрице GPIXEL 2020BSI Pulsar (б).
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живые образцы с разрешением до 10 нм (для кле-
ток растений), а замороженные – с разрешением
до 5 нм в сканирующей схеме и до 8 нм в проек-
ционной схеме.

Ожидаем, что работы на станции позволят
найти новые ниши для микроскопии в “окне про-
зрачности воды”, а также позволят продвинуться
в разрешении и скорости проведения исследова-
ний по сравнению с аналогичными микроскопа-
ми, установленными на синхротронах.
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Project of Scanning and Projection Microscopes for the Nanoscopy Station
for Biological Research in the “Water Transparency Window”

I. V. Malyshev1, *, A. E. Pestov1, V. N. Polkovnikov1, D. G. Reunov1, M. N. Toropov1, N. I. Chkhalo1, 
Ya. V. Rakshun2, Yu. V. Khomyakov2, V. A. Chernov2, I. A. Shchelokov3

1Institute for Physics of Microstructures of RAS, Nizhny Novgorod, 603950 Russia
2Institute of Nuclear Physics G.I. Budker of the Siberian Branch RAS, Novosibirsk, 630090 Russia

3Institute for Problems of Microelectronics Technology and High Purity Materials of RAS, Chernogolovka, 142432 Russia
*e-mail: ilya-malyshev-wot@yandex.ru

A brief description of the concept of a soft X-ray microscope for the Nanoscopy station is given, which is
planned to be installed at the SKIF fourth-generation synchrotron. The microscope will be designed to study
the structure of cells and dynamic processes in them with nanometer spatial resolution. It will use a unique
absorption contrast of ~15 between carbon-containing structures and water in the spectral range of the “water
transparency window”, λ = 2.3–4.3 nm, which eliminates the need for contrasting and the use of f luoro-
phores and minimizes the doses of ionizing radiation absorbed in the samples to obtain high-quality 3D-im-
ages. The scanning and projection schemes of the microscope, their main technical characteristics, including
the calculated spectra and parameters of the undulator source are presented, and an estimate of the absorbed
doses depending on the resolution is obtained. The main advantage of the proposed concept lies in the use of
an objective of high-aperture multilayer X-ray mirrors, which makes it possible to clearly visualize the focal
section of the sample. Technically simple axial tomography will also be used to reconstruct the three-dimen-
sional structure of frozen or dried samples. In the scanning scheme, due to the low dose of radiation, it will
be possible to study living plant cells with a resolution of up to 10 nm, animals with a resolution of up to
80 nm, and cryofixed samples with a resolution of up to 5 nm. In the projection scheme, due to the simulta-
neous observation of the entire focal XY-section, the time for obtaining three-dimensional images is signifi-
cantly reduced, but due to the large dose, it will be oriented mainly on the study of fixed samples.

Keywords: soft X-ray microscopy, “water transparency window”, synchrotron radiation, SKIF synchrotron
station, study of living cells with nanometer resolution.
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