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(57)摘要

用于确定分子结构的方法和系统。可以基于

从样品的衍射图和电子显微镜图像中求解的结

构因子来确定分子结构。具体地，所述结构因子

的振幅可以基于多个衍射图中的各衍射峰的强

度来确定。所述结构因子的相位可以基于电子显

微镜图像和所述各衍射峰的所述强度来确定。
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1.一种用于确定样品的分子结构的方法，其包括：

在相对于入射束倾斜所述样品的同时获取所述样品的多个衍射图；

基于所述多个衍射图中的衍射峰的强度来确定结构因子的振幅；

获取所述样品的第一电子显微镜(EM)图像；

在获取所述第一EM图像之后，以比用于获取所述第一EM图像的电流密度更高的电流密

度获取所述样品的第二EM图像；

基于所述第一EM图像、所述第二EM图像和所述多个衍射图中的所述衍射峰的所述强度

来确定所述结构因子的相位；以及

基于所述结构因子的所述振幅和所述结构因子的所述相位来确定所述样品的所述分

子结构。

2.根据权利要求1所述的方法，其进一步包括基于所述第二EM图像确定对比度传递函

数(CTF)，并且基于所述第二EM图像确定所述结构因子的所述相位包含基于所述CTF确定所

述结构因子的所述相位。

3.根据权利要求1到2中任一项所述的方法，其中获取所述第一EM图像包含以一定倾斜

角获取所述第一EM图像，并且基于所述第一EM图像、所述第二EM图像和所述多个衍射图中

的所述衍射峰的所述强度来确定所述结构因子的所述相位包含基于所述第一EM图像和所

述衍射峰在所述倾斜角下的强度来确定所述结构因子在所述倾斜角下的所述相位。

4.根据权利要求3所述的方法，其中所述结构因子在所述倾斜角下的所述相位基于所

述衍射峰的弗里德尔配对(Friedel  mate)的强度来进一步确定。

5.根据权利要求4所述的方法，其中所述衍射峰的所述强度与所述衍射峰的所述弗里

德尔配对的所述强度是不同的。

6.根据权利要求1到2中任一项所述的方法，其中基于所述衍射峰的强度确定所述结构

因子的所述振幅包含通过取所述衍射峰在所述倾斜角下的强度的平方根来计算所述结构

因子在特定倾斜角下的所述振幅。

7.根据权利要求1到2中任一项所述的方法，其中基于所述衍射峰的强度确定所述结构

因子的所述振幅包含：使所述衍射峰的所述强度与曲线拟合，以及通过取所述曲线在所述

倾斜角下的强度的平方根来计算所述结构因子在特定倾斜角下的所述振幅。

8.根据权利要求1到2中任一项所述的方法，其进一步包含通过对所述多个衍射图进行

阈值化来标识所述衍射峰。

9.根据权利要求1到2中任一项所述的方法，其中所述多个衍射图中的所述衍射峰的强

度非零。

10.一种用于确定样品的分子结构的系统，其包括：

电子源，所述电子源用于生成电子束；

样品固持器，所述样品固持器用于使所述样品相对于所述电子束倾斜；

第一检测器，所述第一检测器用于获取所述样品的衍射图；

第二检测器，所述第二检测器用于获取所述样品的电子显微镜(EM)图像；

控制器，所述控制器具有存储在非暂时性介质中的计算机可读指令，所述控制器被配

置成：在所述样品通过所述样品固持器相对于所述电子束倾斜时，将所述电子束朝着所述

样品的第一位置引导，并且通过所述第一检测器获取所述样品的多个电子衍射图；
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基于所述多个衍射图中的衍射峰的强度来确定结构因子的振幅；

将所述电子束引导到所述样品的第二位置，并且通过所述第二检测器获取所述样品的

低剂量EM图像；

基于所述低剂量EM图像和所述衍射峰的所述强度来确定所述结构因子的相位；并且

基于所述结构因子的所述振幅和所述结构因子的所述相位来确定所述样品的所述分

子结构。

11.根据权利要求10所述的系统，其中所述控制器被进一步配置成：

在将所述电子束引导到所述样品的所述第二位置并获取所述低剂量EM图像之前，以第

一倾斜角定位所述样品；

在获取所述低剂量EM图像之后，在所述样品的所述第二位置处获取高剂量EM图像；并

且

其中基于所述低剂量EM图像和所述衍射峰的所述强度来确定所述结构因子的所述相

位包含基于所述低剂量EM图像、所述衍射峰的所述强度和所述高剂量EM图像来确定所述结

构因子在所述第一倾斜角下的所述相位。

12.根据权利要求10到11中任一项所述的系统，其中所述控制器被进一步配置成沿着

两个正交轴倾斜所述样品，并且获取所述多个衍射图包含：在沿着所述两个正交轴中的一

个正交轴倾斜所述样品的同时获取第一组衍射图，以及在沿着所述两个正交轴中的另一个

正交轴倾斜所述样品的同时获取第二组衍射图。

13.根据权利要求11所述的系统，其中所述控制器被进一步配置成：

在获取所述高剂量EM图像之后，以第二倾斜角定位所述样品；

将所述电子束引导到以所述第二倾斜角定位的所述样品的第三位置，并且顺序地获取

所述样品的第二低剂量EM图像和第二高剂量EM图像；

基于所述第二低剂量EM图像、所述第二高剂量EM图像和所述衍射峰的所述强度来确定

所述结构因子在所述第二倾斜角下的所述相位；并且

其中基于所述结构因子的所述振幅和所述结构因子的所述相位确定所述分子结构包

含基于所述结构因子的所述振幅、所述结构因子在所述第一倾斜角下的所述相位和所述结

构因子在所述第二倾斜角下的所述相位来确定所述分子结构。

14.根据权利要求10到11和13中任一项所述的系统，其中所述控制器被配置成在通过

所述样品固持器持续地倾斜所述样品的同时获取所述多个衍射图。
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用于确定分子结构的方法和系统

[0001] 本说明书总体上涉及用于确定分子结构的方法和系统，并且更具体地涉及基于衍

射图和电子显微镜图像确定分子结构。

背景技术

[0002] 可以通过其对应的结构因子来确定有机分子的分子结构。结构因子描述了晶体的

晶格如何散射入射辐射。形成晶体的分子的3D分子结构可以通过确定晶体的结构因子来解

析。来自晶体的散射波相互干扰，并且可以形成二维衍射图。当散射角满足布拉格条件

（Bragg  condition）时，衍射图中的高强度建设性地形成。结构因子包含振幅和相位。尽管

可以从衍射图中获得结构因子的振幅，但是相位信息丢失。为了解决分子结构，可以从晶体

的电子显微镜图像中提取相位信息。具体地，可以从电子显微镜图像的傅立叶变换

（Fourier  transform）中读出相位信息。

发明内容

[0003] 在一个实施例中，一种用于确定分子结构的方法，其包括：在倾斜角范围内使样品

倾斜的同时获取所述样品的多个衍射图，基于所述多个衍射图中的衍射峰的强度来确定结

构因子的振幅；获取所述样品的电子显微镜（EM）图像；基于所述EM图像和所述多个衍射图

中的所述衍射峰的所述强度来确定所述结构因子的相位；并且基于所述结构因子的所述振

幅和所述结构因子的所述相位来确定所述样品的所述分子结构。以此方式，所述分子结构

可以从所述样品的所述衍射图和所述EM图像中求解。所述样品可以是通过铣削巨观晶体

（macro‑crystal）制备的薄片。

[0004] 应当理解，提供以上概述以便以简化的形式引入在详细描述中进一步描述的一系

列概念。其并不意味着标识所要求保护的主题的关键或必要特征，其范围由详细描述之后

的权利要求进行唯一地限定。此外，所要求保护的主题并不限于解决上文或本公开的任何

部分中指出的任何缺点的实施方式。

附图说明

[0005] 图1展示了根据示例性实施例的用于确定分子结构的系统。

[0006] 图2A展示了三维晶体和埃瓦尔德球（Ewald  sphere）在倒易空间中的反射的示例

位置。

[0007] 图2B示出了在图2A的条件下所获取的衍射图。

[0008] 图3是示出了用于基于衍射图和电子显微镜图像来确定分子结构的示例方法的高

级流程图。

[0009] 图4展示了用于获取衍射图和电子显微镜图像的薄片的示例位置。

[0010] 图5展示了处于不同倾斜角下的薄片。

[0011] 图6是用于获取衍射倾斜系列的示例子例程。

[0012] 图7A展示了在多个衍射图中所采样的衍射峰。
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[0013] 图7B示出了针对图7A的衍射峰所生成的摇摆曲线。

[0014] 图8示出了用于获取电子显微镜倾斜系列的示例子例程。

[0015] 图9示出了用于确定结构因子的相位的示例子例程。

[0016] 图10A示出了示例衍射图。

[0017] 图10B示出了以与图10A相同的倾斜角获取的低剂量电子显微镜图像的傅立叶变

换。

[0018] 贯穿附图的若干视图，相似的附图标记指代对应的部分。

具体实施方式

[0019] 以下描述涉及用于基于样品的衍射图和电子显微镜（EM）图像来确定分子结构的

系统和方法。在一个实例中，衍射图和EM图像可以从如图1的电子显微镜系统等电子显微镜

成像系统中获取。

[0020] 分子结构可以基于其在倒易空间中的结构因子来求解，所述倒易空间是实空间的

傅立叶变换。结构因子包含振幅和相位。结构因子的振幅和结构因子的相位两者是在倒易

空间中所限定的三维（3D）数据集。来自实空间中的晶格的平面的散射波在倒易空间中形成

反射。每次反射具有相对于倒易空间的原点中心对称定位的弗里德尔配对（Friedel 

mate）。反射和其弗里德尔配对形成弗里德尔对。反射可以通过2D衍射图来捕获或采样。如

图2A中所示，衍射图中的衍射峰可以仅当其对应反射与倒易空间中的弯曲的埃瓦尔德球重

叠（或在距所述弯曲的埃瓦耳德球的阈值距离内）时才会出现。对于弱相位物体，衍射图中

的反射的弗里德尔对的振幅可以具有相同强度。然而，由于埃瓦尔德球的曲率，单个衍射图

可能无法捕获反射的弗里德尔对的振幅。换句话说，如图2B的衍射图中所示，衍射图中的衍

射峰可能不是中心对称的。衍射图中的衍射峰的弗里德尔对可以具有不同强度。因此，结构

因子的弗里德尔对的强度可能是不同的。进一步地，当基于EM图像确定结构因子的相位时，

需要考虑由衍射峰的弗里德尔对的不相等强度所引起的另外的相移。

[0021] 图3示出了用于基于样品的衍射倾斜系列和EM倾斜系列来确定3D晶体的分子结构

的示例方法。衍射倾斜系列包含以多个倾斜角获取的衍射图，并且EM倾斜系列包含以多个

倾斜角获取的EM图像。所述样品可以呈薄片的形式。结构因子的振幅可以基于衍射倾斜系

列中的衍射峰的强度来确定。结构因子的相位可以基于样品的EM图像和来自衍射倾斜系列

的衍射峰的强度来求解。图4展示了用于获取衍射图和EM图像的薄片上的示例位置。图5展

示了处于不同倾斜角下的薄片。图6示出了用于确定结构因子的振幅的子例程。图7A和7B展

示了用于生成衍射峰的摇摆曲线的过程。图8示出了用于获取EM倾斜系列的子例程。图9示

出了用于确定结构因子的相位的子例程。图10A和10B分别示出了以相同倾斜角获取的低剂

量EM图像的衍射图和傅立叶变换。

[0022] 转到图1，示出了根据本公开的实施例的透射电子显微镜（TEM）系统100。TEM系统

100包含沿着发射轴110（如电子束11）朝着柱12发射带电粒子的电子源10。电子源10可以生

成高能电子，即，具有介于约10  keV与1,000  keV之间的典型能量的电子。在一些实施例中，

柱12可以包含如聚光器透镜120和121等一个或多个聚光器透镜，以及如孔径122等一个或

多个孔径。柱12使从电子源10生成的电子准直，并且将电子束引导到样品14上。样品14可以

由样品固持器13固持。样品固持器13可以通过倾斜和/或平移样品来调整样品位置。聚光器
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孔径15可以任选地插入到束路径中，以允许电子束仅照射样品的选定区域。

[0023] TEM系统100可以用于获取样品的衍射图和EM图像两者。在衍射成像模式中，散射

电子可以透射通过样品14，并且在顺序地行进通过物镜123、中间透镜126和投影仪透镜127

之后由检测器25收集，如用实线所示。未散射束可能被束霖止器17阻挡。所收集的散射电子

用于形成电子衍射图，如选定区域电子衍射（SAED）图。在EM成像模式中，从束路径中移除束

霖止器17。从样品14中所透射的电子顺序地行进通过物镜123、中间透镜126和投影仪透镜

127，并且在检测器25上形成样品的TEM图像，如用虚线所示。

[0024] 检测器25可以检测接收到的电子并且将信号发送到图像处理器24以形成图像。检

测器25可以包含用于在将信号发送到图像处理器24之前放大信号的放大器。在一个实例

中，检测器25可以是CCD摄相机或CMOS摄相机。在一些实施例中，不同的检测器可以用于衍

射图获取和EM图像获取。

[0025] 控制器30可以响应于操作员指令手动地或根据存储在非暂时性存储器（或计算机

可读介质）32中的计算机可读指令自动地控制TEM系统100的操作。控制器30可以包含处理

器，并且被配置成执行计算机可读指令并控制TEM系统100的各种组件，以便实施本文所描

述的任何方法。例如，控制器可以通过调整选定区域孔径15和物镜光阑124的位置来调整成

像模式以获取SAED图或EM图像。控制器30可以通过调整电流密度来调整朝着样品照射的电

子束的剂量。例如，电流密度可以通过调整聚光器光学器件（如聚光器透镜120和121）来调

整。控制器30可以通过调整在柱12中的一个或多个孔径和/或透镜来调整入射束的轮廓。控

制器30可以通过调整样品固持器13来调整样品相对于入射束的位置和/或朝向。控制器30

可以进一步耦接到显示器31以显示样品的通知和/或图像。控制器30可以从用户输入装置

33接收用户输入。用户输入装置33可以包含键盘、鼠标或触摸屏。

[0026] 尽管通过举例描述了TEM系统，但是应当理解的是，可以通过其它显微镜系统来获

取衍射图和EM图像。在一个实施例中，衍射图和EM图像可以通过不同的显微镜系统来获取。

作为一个实例，衍射图可以是从X射线衍射系统获取的X射线衍射图。作为另一个实例，EM图

像可以从扫描透射电子显微镜（STEM）系统来获取。TEM系统的本讨论仅被提供作为一种合

适的成像模态的实例。

[0027] 图2A示出了3D晶体和埃瓦尔德球在倒易晶格中的例反射的位置。图2B示出了在图

2A的条件下所获取的对应衍射图。在图2A中，在倒易空间中的kx‑kz平面中示出了反射的位

置。倒易空间由轴kx、ky和kz限定。在方向212处，用带电粒子束照射3D晶体。反射（201、202、

203、204和205）表示3D晶体在倒易空间中的反射的子集。在本文中，反射（201‑205）沿着kx‑

kz平面中的虚线210对准。弓形211是埃瓦尔德球的一部分。尽管反射的弗里德尔对可能具

有相同的振幅，但是由于埃瓦尔德球的曲率，衍射峰的弗里德尔对可能具有不同的强度。接

近（即，在小的距离内）埃瓦尔德球的反射表现为衍射图中的高强度衍射峰。在此实例中，与

轴kz左侧上的反射（即，kx  <  0）相比，轴kz右侧上的反射（即，kx  >  0）更接近埃瓦尔德球。在

对应的衍射图图2B中，衍射峰（223、224、225和226）沿着倒易空间的kx‑ky平面中的线222对

准。大多数衍射峰出现在图像的右侧，在位于衍射图原点（即，倒易空间的原点）处的束霖止

器221的右侧。衍射峰223和224是弗里德尔对。衍射峰225和226的弗里德尔配对没有在衍射

图中被捕获。换句话说，衍射峰225和226的弗里德尔配对的强度分别与衍射峰225和226的

强度相比更低。
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[0028] 图3示出了用于确定分子的分子结构的示例方法300。分子可以呈2D晶体或3D晶体

的形式。分子结构可以通过求解其结构因子的振幅和相位来确定。结构因子的振幅可以基

于衍射倾斜系列来确定。结构因子的相位可以基于衍射倾斜系列和EM倾斜系列来确定。

[0029] 在302处，制备晶体样品。所述样品可以呈薄片的形式。可以从巨观晶体铣削薄片。

例如，可以通过使用带电粒子束（如聚焦离子束）铣削巨观晶体而从巨观晶体形成薄片。可

以通过如坐滴或悬滴汽相扩散或分批结晶等的标准蛋白质结晶方法来制备巨观晶体。薄片

的厚度可以基于被研究的分子的类型来确定。例如，薄片厚度可以大于晶体的晶胞（unit 

cell）的尺寸，以确保分子结构是完整的。薄片厚度可以处于300  nm以下。较薄的薄片可以

减少动态散射对确定结构因子的振幅的影响。在一些实施例中，样品可以包含多个薄片。

[0030] 图4示出了通过用聚焦离子束铣削巨观晶体制备的示例薄片401。对于每个薄片，

可以对多个位置进行成像以获取衍射图和EM图像。例如，在图4中，薄片上的实心方形指示

用于EM图像获取的位置，并且薄片上的虚线方形指示用于衍射图获取的位置。用于衍射图

和EM图像的成像区域可以是相同的。图像的像素分辨率可以基于分子结构的期望分辨率来

确定。例如，分子结构中5埃的期望分辨率可能需要EM图像中2.5埃的像素分辨率以满足奈

奎斯特条件（Nyquist  condition）。成像区域可以由晶体的辐射硬度确定。在一个实例中，

在成像区域中可以是0.01‑1  um2。

[0031] 在303处，设置如图1的成像系统等成像系统，以便获取图像。设置成像系统可以包

含将薄片加载到系统中。设置成像系统可以包含在对样品进行成像之前执行无慧差对准

（coma‑free  alignment）。

[0032] 在304处，获取样品的衍射倾斜系列。衍射倾斜系列是包含多个2D衍射图的3D数据

集。这些衍射图可以是用低于0.1  el/Å2的电流密度所获取的电子衍射图。例如，电流密度

为0.01  el/Å2。

[0033] 在一个实施例中，薄片可以绕倾斜轴以倾斜速度持续地倾斜。倾斜轴可以与入射

束正交。倾斜速度可以基于衍射图的期望采样分辨率和获取速度来确定。当每个倾斜角差

Δ θ使薄片倾斜时，可以形成衍射图。换句话说，每个衍射图跨越倾斜角差Δ θ。连续获取的

衍射图之间的倾斜角差Δ θ可以基于期望采样分辨率来确定。例如，倾斜角差Δ θ可以随着

期望采样分辨率的增加而减小。进一步地，可以基于过采样率来调整倾斜角差Δ θ，以获得

更精细的切片。倾斜角差Δ θ可以与过采样率成反比。在一个实例中，倾斜角差Δ θ可以是3

度。即，在每3度角倾斜期间获取一个衍射图。在另一个实施例中，薄片可以离散地倾斜。例

如，可以首先使薄片倾斜倾斜角差Δ θ。然后，当样品相对于束静止时，朝着样品照射所述带

电粒子束以获取衍射图。

[0034] 图5展示了薄片在由轴x、y和z限定的实空间中的处于不同倾斜角下的位置。可以

用由箭头501指示的带电粒子束沿着z轴照射薄片。薄片可以围绕与入射束正交的轴倾斜。

例如，薄片可以绕y轴倾斜或旋转，如箭头510所指示的。Y轴可以与样品固持器的旋转轴相

对应。倾斜角可以由薄片与x轴之间的角限定。例如，在位置502处，薄片的倾斜角为零。在位

置504处，薄片的正倾斜角为505。在位置503处，薄板的负倾斜角为506。

[0035] 在一些实施例中，倾斜角的范围可以由样品固持器的最大旋转范围来限制。倾斜

角范围可以与样品固持器的最大旋转范围相同。例如，可以在将薄片从‑70度倾斜到+70度

的同时获取衍射倾斜系列。在一个实施例中，可以在样品的相同位置处获取整个衍射倾斜
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系列。在另一个实施例中，可以从样品的多个位置中获取衍射倾斜系列。例如，可以在样品

的第一位置处获取具有范围为‑70度到0度的倾斜角的衍射图，可以在样品的第二位置处获

取具有范围为0度到70度的倾斜角的衍射图。为了避免破坏分子结构，在每个位置处获取的

衍射图的数量可能受到电子束剂量的限制。在一些实施例中，衍射倾斜系列可以从在302处

制备的多个薄片中获取。

[0036] 在一些实施例中，衍射倾斜系列可以包含通过沿着两个正交轴倾斜所获取的衍射

图。例如，如图5中所示，第一组衍射图可以通过沿着y轴使样品倾斜来获取，并且第二组衍

射图可以通过沿着x轴使样品倾斜来获取。通过包含在沿着两个正交轴倾斜的同时获取的

衍射图，可以获得衍射峰在3D倒易空间中的更精确的轮廓。进一步地，可以减少动态散射对

确定结构因子的振幅的影响。

[0037] 在306处，结构因子的振幅可以基于衍射倾斜系列来计算。结构因子的振幅可以基

于衍射倾斜系列中的衍射峰的强度来确定。每个衍射峰与倒易空间中的反射相对应。由于

晶体的有限尺寸和/或束发散，衍射峰可能不是德尔塔函数（delta  function），而是占据倒

易空间中的体积。换句话说，衍射峰的强度在倒易空间中的体积内扩展（即，具有非零强

度）。因此，单个衍射图无法捕获衍射峰的全角斑点轮廓，并且多个倾斜角中的衍射峰的强

度用于求解结构因子振幅。

[0038] 图6和图7A‑7B详细示出了结构因子振幅计算。结构因子的振幅可以基于衍射峰的

强度非零的倾斜角的子集上的每个衍射峰的角斑点轮廓（或摇摆曲线）来确定。每条摇摆曲

线通过在多个倾斜角上拟合衍射峰的强度来生成。

[0039] 在601处，确定衍射倾斜系列中的每个衍射峰的强度。确定衍射峰的强度可以包含

通过对属于特定衍射峰的高强度斑点进行分组来标识每个衍射峰，并且基于衍射图中的衍

射峰的高强度斑点的总强度来计算衍射图（或在倾斜角下）中的衍射峰的强度。

[0040] 在602处，可以对衍射倾斜系列进行阈值化。例如，在移除背景之后，衍射倾斜系列

中的低强度数据点（或像素）通过阈值化被滤除。背景可能是由非弹性散射电子、从试样支

撑膜散射的电子或试样的非晶部分引起的。在一个实例中，可以通过低通滤波移除背景。在

移除低强度数据点之后，仅保留具有高于阈值水平的强度的数据点。在一个实施例中，阈值

水平可以是预定的。在另一个实施例中，阈值水平可以基于衍射倾斜系列中的最大强度来

确定。例如，阈值水平可以是最大强度的10%。在又另一个实施例中，阈值水平可以由成像系

统的灵敏度来确定。例如，阈值水平可以是衍射倾斜系列的噪声水平。

[0041] 在604处，标识衍射倾斜系列中的衍射峰。例如，标识衍射峰可以包含标识每个衍

射图中的高强度斑点，并且标识属于衍射峰的高强度斑点。高强度斑点是在衍射图中包含

一组高强度数据点（或像素）的区域。标识高强度斑点可以包含确定高强度斑点的位置和总

强度。高强度斑点可能不彼此重叠。在一个实施例中，标识高强度斑点可以包含标识每个高

强度斑点的边界。每个高强度斑点的总强度可以通过对高强度斑点的边界内的所有数据点

（或像素）的强度进行求平均或求和来计算。高强度斑点的位置可以是倒易空间中的高强度

斑点边界的几何中心。

[0042] 标识属于每个衍射峰的高强度斑点可以包含基于高强度斑点的强度和位置对其

进行分组。可以在多个衍射图中捕获衍射峰。在一个实施例中，属于衍射峰的高强度斑点可

以基于高强度斑点在倒易空间中的距离来标识。例如，在倒易空间中彼此相距阈值距离内
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的高强度斑点被确定为属于一个衍射峰。高强度斑点之间的距离可以基于高强度斑点在衍

射图中的位置和衍射图的倾斜角来确定。每个衍射峰的高强度斑点可以进一步基于高强度

斑点的总强度来标识。例如，总强度首先增加，然后随着倾斜角的增加而减小。

[0043] 在606处，计算每个衍射图中的衍射峰的强度。例如，衍射图（或在倾斜角下）中的

衍射峰的强度是衍射图内的衍射峰的高强度斑点的总强度。

[0044] 图7A展示了衍射倾斜系列中的示例衍射峰的强度。在图7A中，衍射倾斜系列701包

含以多个倾斜角θ获取的多个衍射图。在每个衍射图711、712、713和714上示出一个示例高

强度斑点。衍射图711‑714中的高强度斑点被确定为属于相同的衍射峰，因为其在倒易空间

中彼此靠近定位。高强度斑点的灰度水平指示高强度斑点的总强度，或衍射图中的衍射峰

的强度。高强度斑点越暗，总强度越高。总强度首先增加，然后随着倾斜角的增加而减小。

[0045] 在608处，可以基于多个衍射图中的衍射峰的强度来生成每个衍射峰的摇摆曲线

（或角斑点轮廓）。例如，可以通过使衍射峰的强度与如高斯曲线（Gaussian  curve）等曲线

拟合来生成摇摆曲线。

[0046] 图7B示出了基于从图7A的倾斜角θ1到θ2的衍射峰的强度所生成的示例摇摆曲线

725。在图7B中，x轴是倾斜角。y轴是衍射峰的强度，并且强度如由箭头所示增加。在此实例

中，因为在持续地旋转薄片的同时获取衍射图，所以每个高强度斑点的总强度呈具有倾斜

角差Δ θ的宽度的条的形式。条721、722、723和724的高度分别与衍射图711、712、713和714

中的高强度斑点的总强度相对应。衍射峰的强度从倾斜角θ1到θ2均高于零，并且在其它地方

为零。摇摆曲线可以通过使衍射峰的强度与曲线拟合来生成。例如，高强度斑点的总强度可

以与高斯曲线拟合 ，其中 是衍射峰的最大强度， 是具有 的最大强

度的倾斜角，并且 是高斯曲线的标准偏差。标准偏差 可以通过使衍射峰的强度与高斯曲

线拟合来获得。衍射峰在倒易空间中的位置可以基于摇摆曲线来确定。例如，衍射峰在倒易

空间中的位置可以基于衍射图中具有最大强度的倾斜角（如图7B中的 ）和具有最大强度

的高强度斑点的位置（如图7A的衍射图713中衍射峰的位置）来确定。

[0047] 在610处，结构因子的振幅可以基于摇摆曲线来确定。空间频率k下的结构因子的

振幅可以通过取对应倾斜角θ'下的摇摆曲线的平方根来计算。即， ，其中F(k)是

结构因子在倒易空间中的空间频率k（即，衍射峰的位置）下的振幅，并且I(θ ')是摇摆曲线

在倾斜角θ'下的强度。倾斜角θ'可以基于空间频率k来计算。注意，对于绝对结构因子确定，

需要对摇摆曲线进行适当的积分并且缩放。对于本发明，仅关注与弗里德尔配对相对应的

结构因子的相对强度，因此不需要积分和缩放。

[0048] 以此方式，结构因子的振幅可以基于衍射峰的摇摆曲线来确定。摇摆曲线通过拟

合衍射倾斜系列中的衍射峰的强度来生成。衍射峰在倒易空间中的位置可以基于衍射图中

其对应高强度斑点的位置来确定。衍射峰在特定倾斜角下的强度可以是高强度斑点在倾斜

角下的总强度。

[0049] 返回到图3，在308处，获取EM倾斜系列。EM倾斜系列可以包含样品在多个倾斜角下

的低剂量和高剂量EM图像两者。例如，在每个倾斜角下，在样品的相同位置处获取低剂量和

高剂量EM图像。图8示出了用于获取多个EM图像的示例子例程800。

[0050] 在802处，确定多个EM图像的倾斜角。EM倾斜系列的倾斜角的范围可以与图3的304
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处的衍射倾斜系列的倾斜角的范围相同。EM倾斜系列之间的间距，即连续的EM图像之间的

倾斜角差，可以不同于衍射倾斜系列。在一个实施例中，用于EM成像的倾斜角的间距可以基

于衍射倾斜系列的倾斜角差Δ θ来确定。倾斜角的间距可以进一步取决于可用成像区域。

[0051] 在804处，可以使薄片样品偏移到新位置并倾斜到在802处确定的倾斜角之一。可

以通过操作样品固持器使薄片偏移和倾斜。在一些实施例中，新位置可以是不同薄片上的

位置。在一个实施例中，薄片可以围绕与衍射倾斜系列相同的倾斜轴倾斜。在另一个实施例

中，薄片可以围绕与衍射倾斜系列不同的倾斜轴倾斜。倾斜轴可以与入射束轴正交。

[0052] 在806处，可以获取样品的低剂量率EM图像。可以使用减小的电流密度来获取低剂

量EM图像。例如，低剂量EM图像可以用低于0.1  el/埃2
的电流密度来获取。低剂量EM图像可

以用0.01  el/埃2
电流密度来获取。低剂量EM图像包含来自晶格的布拉格反射。

[0053] 在808处，紧接着在获取低剂量EM图像之后，可以在不调整样品位置的情况下获取

样品的高剂量EM图像。高剂量EM图像可以使用低剂量EM图像获取的电流密度来获取。例如，

用于高剂量EM成像的电流密度可以是10‑100  el/埃2。通过用高能电子照射薄片样品的区

域，成像区域内的分子结构可能被损坏。如此，高剂量EM图像不包含来自晶格的布拉格反

射。从高剂量EM图像，可以导出反映成像系统的像差的对比度传递函数（CTF）。图10B示出了

低剂量EM图像的傅立叶变换。围绕图10B的中心的索恩环（Thon  rings）可能是由如成像系

统的散焦、球面像差和像散的像差引起的。由于低剂量，与图10A的衍射图相比，索恩环在EM

图像中仅可见性差，其是以与低剂量EM图像相同的倾斜角获取的。因此，计算CTF需要高剂

量EM图像。图10A的区域1001中的衍射峰与图10B的区域1002中的高强度信号相对应。

[0054] 在810处，子例程800确定是否获取了在802处确定的所有倾斜角下的EM图像。如果

已经对所有倾斜角进行成像，则子例程800结束。否则，获取在另一个位置和倾斜角下的EM

图像。

[0055] 在一个实施例中，在相对于入射束持续地倾斜样品的同时获取衍射倾斜系列，并

且在样品相对于入射束静止的同时获取多个EM图像中的每个EM图像。如此，每个衍射图与

倾斜角的范围相对应，而每个EM图像与离散倾斜角相对应。样品在EM获取期间保持静止，因

为在EM获取期间使样品倾斜可能抹掉这些EM图像中的高分辨率信息，并降低经过傅立叶变

换的EM图像中的分辨率。

[0056] 返回到图3，在310处，结构因子的相位可以基于在308处获取的EM倾斜系列和衍射

图中的衍射峰的强度来确定。图9示出了用于确定结构因子相位的示例子例程900。具体地，

倾斜角下的2D结构因子相位可以基于低剂量EM图像的傅里叶变换、从以倾斜角释放的高剂

量EM图像导出的CTF以及在倾斜角下的衍射峰的弗里德尔对的强度来求解。然后可以将多

个倾斜角下的2D结构因子相位重构成结构因子相位的3D数据集。

[0057] 在902处，可以将从步骤308的以选定倾斜角获取的高剂量和低剂量EM图像加载到

存储器中。选定角可以是在图8的802处确定的倾斜角之一。

[0058] 在904处，CTF可以从高剂量EM图像导出。在一个实施例中，可以基于高剂量EM图像

的傅立叶变换来导出CTF。可以进一步基于倾斜角调整CTF，以解决跨倾斜样品（如薄片）中

的成像区域的非均匀焦点。

[0059] 在906处，可以基于低剂量EM图像的傅立叶变换、在904处导出的CTF以及选定倾斜

角下的衍射峰的弗里德尔对的强度来计算选定倾斜角下的结构因子相位（即，2D结构相

说　明　书 7/11 页

10

CN 112129795 B

10



位）。

[0060] 例如，低剂量EM图像的单个傅立叶分量可以表示为：

[0061] ，  等式1

[0062] 其中 是以倾斜角θ获取的，x是在实空间中的位置、k是在倒易空间中的空间频

率， 和 是结构因子的弗里德尔对的振幅， 是在904处导出的CTF，并且 是空间

频率k下的结构因子的相位。 和 与衍射图中的衍射峰的弗里德尔对的强度的平方

根成比例。如图2B中所示，衍射图中的衍射峰的弗里德尔对的强度可能是不同的，因为反射

与埃瓦尔德球之间的距离相对于原点不是中心对称的。因此，结构因子、 和 的弗里

德尔对的振幅可能是不同的。在一个实施例中，在任何给定空间频率下的结构因子的振幅

可以基于衍射峰的摇摆曲线来获得。例如，如图7B中所示，结构因子F(k')的振幅可以是摇

摆曲线I(θ ')的平方根。在另一个实施例中，在不生成摇摆曲线的情况下， 可以从衍射

图中的衍射峰的强度中直接获得。例如，在图7B中，可以将 设定为强度731的平方根。在

另一个实例中，如果衍射图和EM图像是以相同的离散角θ '拍摄的，则可以将结构因子的振

幅设定为衍射图中的衍射峰强度的平方根。

[0063] 等式1可以被进一步简化：

[0064] ，

[0065] 等式2

[0066] 其中 ， ，

[0067] ，和 。如此，结构因子在倾斜角

θ下的相位可以基于低剂量EM图像 的傅立叶变换、结构因子的弗里德尔对的强度和CTF

来求解。结构因子的弗里德尔对（或衍射峰的弗里德尔对）的强度差异引起 额外相

移。当弗里德尔对的强度相等时，即 ， ，不存在额外相移。

[0068] 在908处，在2D结构因子相位中确定相位原点。具体地，将2D结构因子相位调整到

坐标系在实空间中的公共原点，使得可以合并具有不同倾斜角的2D结构因子相位，以获得

结构因子的3D相位。在一个实施例中，相位原点可以通过要求倾斜轴上的2D结构因子相位

具有相同相位来确定。例如，如果通过绕实空间中的y轴使样品倾斜来获取EM图像，则可以

调整2D结构因子相位，使得沿着倒易空间的ky轴的反射的相位是相同的。

[0069] 在910处，子例程900检查是否处理了所有EM图像。换句话说，子例程900检查是否

处理了用于EM成像的所有倾斜角。如果答案为否，则在912处选择另一个倾斜角，并且计算

结构因子在选定倾斜角下的相位。否则，如果处理了所有EM图像，则可以在914处基于不同

角下的2D结构因子来构建结构因子的3D相位。构建结构因子相位可以包含基于相对于晶体
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轴的倾斜角合并2D结构因子相位。

[0070] 返回到图3，在312处，可以基于在306处确定的结构因子的振幅和在310处确定的

结构因子的相位来重构分子结构。分子结构可以包含晶体在实空间中的原子坐标。在一个

实例中，分子结构可以基于3D结构因子振幅和3D结构因子相位的傅立叶逆变换来确定。在

一些实施例中，分子结构可以基于所获取的衍射倾斜系列进一步精细化。例如，分子结构中

的原子位置可以被微调以最小化经过计算的衍射图与所观察到的衍射图之间的差异。经过

计算的衍射可以通过傅里叶变换求解的分子结构以及来自衍射倾斜系列的所观察到的衍

射图来确定。

[0071] 在一些实施例中，EM倾斜系列可以在获取衍射倾斜系列之前获取。在一些实施例

中，衍射倾斜系列或EM倾斜系列中的倾斜角范围可以基于晶体的已知对称性而减小。例如，

可以获取覆盖第一倾斜角范围的第一衍射倾斜系列。可以基于第一衍射倾斜系列和晶体的

已知对称性来构建覆盖大于第一倾斜角范围的第二倾斜角范围的第二衍射倾斜系列。

[0072] 以此方式，3D晶体的分子结构可以基于衍射倾斜系列和EM倾斜系列来求解。衍射

倾斜系列可以包含以第一倾斜角范围获取的衍射图，并且EM倾斜系列可以包含以第二倾斜

角范围获取的低剂量和高剂量EM图像。3D结构因子振幅可以基于摇摆曲线在倾斜角之上的

积分来确定。3D结构因子相位可以基于EM倾斜系列和3D结构因子振幅来求解。分子结构可

以基于结构因子的振幅和相位来获得。

[0073] 获取衍射图的技术效果是获得结构因子的振幅。基于多个衍射图中的衍射峰的强

度来确定结构因子的振幅的技术效果是捕获衍射峰的总强度。基于衍射图中的衍射峰的弗

里德尔对的强度来确定2D结构因子的相位的技术效果是，可以考虑由于弗里德尔对的强度

不相等引起的额外相移。以每个倾斜角获取高剂量EM图像和低剂量EM图像的技术效果是，

可以基于高剂量EM图像来确定与低剂量EM图像相对应的CTF。

[0074] 在一个实施例中，一种用于确定样品的分子结构的方法，其包含：在倾斜角范围内

使所述样品倾斜的同时获取所述样品的多个衍射图；基于所述多个衍射图中的衍射峰的强

度来确定结构因子的振幅；获取所述样品的电子显微镜（EM）图像；基于所述EM图像和所述

多个衍射图中的所述衍射峰的所述强度来确定所述结构因子的相位；并且基于所述结构因

子的所述振幅和所述结构因子的所述相位来确定所述样品的所述分子结构。在所述方法的

第一实例中，在获取所述EM图像之后，以比用于获取所述EM图像的电流密度更高的电流密

度来获取所述样品的第二EM图像，并且进一步基于所述第二EM图像来确定所述结构因子的

所述相位。所述方法的第二实例任选地包含所述第一实例，并且进一步包含基于所述第二

EM图像确定对比度传递函数（CTF），并且基于所述第二EM图像确定所述结构因子的所述相

位包含基于所述CTF确定所述结构因子的所述相位。所述方法的第三实例任选地包含所述

第一实例和所述第二实例中的一个或多个，并且进一步包含：其中获取所述EM图像包含在

倾斜角范围内以一定倾斜角获取所述EM图像，并且基于所述EM图像和所述多个衍射图中的

所述衍射峰的所述强度来确定所述结构因子的所述相位包含基于所述EM图像和所述衍射

峰在所述倾斜角下的强度来确定所述结构因子在所述倾斜角下的所述相位。所述方法的第

四实例任选地包含所述第一实例到所述第三实例中的一个或多个，并且进一步包含其中所

述结构因子在所述倾斜角下的所述相位基于所述衍射峰的弗里德尔配对的强度进一步确

定。所述方法的第五实例任选地包含所述第一实例到所述第四实例中的一个或多个，并且
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进一步包含其中所述衍射峰的所述强度和所述衍射峰的所述弗里德尔配对的所述强度是

不同的。所述方法的第六实例任选地包含所述第一实例到所述第五实例中的一个或多个，

并且进一步包含：其中基于所述衍射峰的强度来确定所述结构因子的所述振幅包含通过取

所述衍射峰在所述倾斜角下的强度的平方根来计算所述结构因子在特定倾斜角下的所述

振幅。所述方法的第七实例任选地包含所述第一实例到所述第六实例中的一个或多个，并

且进一步包含：其中基于所述衍射峰的强度来确定所述结构因子的所述振幅包含使所述衍

射峰的所述强度与曲线拟合，以及通过取所述曲线在所述倾斜角下的强度的平方根来计算

所述结构因子在特定倾斜角下的所述振幅。所述方法的第八实例任选地包含所述第一实例

到所述第七实例中的一个或多个，并且进一步包含通过对所述多个衍射图进行阈值化来标

识所述衍射峰。所述方法的第九实例任选地包含所述第一实例到所述第八实例中的一个或

多个，并且进一步包含其中所述多个衍射图中的所述衍射峰的强度非零。所述方法的第十

实例任选地包含所述第一实例到所述第九实例中的一个或多个，并且进一步包含其中所述

样品是薄片。

[0075] 在另一个实施例中，一种非暂时性计算机可读介质，其包括指令，所述指令当执行

时使处理器执行以下：在倾斜角范围内使样品倾斜的同时获取所述样品的多个衍射图；基

于所述多个衍射图中的每个衍射峰的强度来确定结构因子的振幅；以多个倾斜角获取所述

样品的多个电子显微镜（EM）图像；基于所述多个EM图像和衍射峰的所述强度来确定所述结

构因子的相位；并且基于所述结构因子的所述振幅和所述结构因子的所述相位来确定所述

样品的分子结构。在第一实例中，其中基于所述多个EM图像和所述衍射峰的所述强度来确

定所述结构因子的相位包含基于所述多个EM图像和所述衍射峰的弗里德尔对的所述强度

来确定所述结构因子的相位。所述非暂时性计算机可读介质的第二实例任选地包含所述第

一实例，并且进一步包含其中基于所述多个EM图像和所述衍射峰的所述强度确定所述结构

因子的相位包含：基于所述衍射峰的所述强度确定所述结构因子的弗里德尔对的强度，并

且基于所述多个EM图像和所述结构因子的弗里德尔对的所述强度来确定所述结构因子的

相位。所述非暂时性计算机可读介质的第三实例任选地包含所述第一实例和所述第二实例

中的一个或多个，并且进一步包含：指令，所述指令当执行时使所述处理器在所述样品的第

一位置处获取多个衍射图，并且在所述样品的第二位置处获取多个EM图像。

[0076] 在又另一个实施例中，一种用于确定样品的分子结构的系统，其包含：电子源，所

述电子源用于生成电子束；样品固持器，所述样品固持器用于使所述样品相对于所述电子

束倾斜；第一检测器，所述第一检测器用于获取所述样品的衍射图；第二检测器，所述第二

检测器用于获取所述样品的电子显微镜（EM）图像；控制器，所述控制器具有存储在非暂时

性介质中的计算机可读指令，所述控制器被配置成：通过所述样品固持器在倾斜角范围内

倾斜所述样品；在所述样品倾斜时，将所述电子束朝着所述样品的第一位置引导，并且通过

所述第一检测器获取所述样品的多个电子衍射图；基于所述多个衍射图中的衍射峰的强度

来确定结构因子的振幅；将所述电子束引导到所述样品的第二位置，并且通过所述第二检

测器获取所述样品的低剂量EM图像；基于所述低剂量EM图像和所述衍射峰的所述强度来确

定所述结构因子的相位；并且基于所述结构因子的所述振幅和所述结构因子的所述相位来

确定所述样品的所述分子结构。在所述系统的第一实例中，所述控制器被进一步配置成：在

将所述电子束引导到所述样品的所述第二位置并获取所述低剂量EM图像之前，以第一倾斜
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角定位所述样品；在获取所述低剂量EM图像之后，在所述样品的所述第二位置处获取高剂

量EM图像；并且其中基于所述低剂量EM图像和所述衍射峰的所述强度来确定所述结构因子

的所述相位包含：基于所述低剂量EM图像、所述衍射峰的所述强度和所述高剂量EM图像来

确定所述结构因子在所述第一倾斜角下的所述相位。所述系统的第二实例任选地包含所述

第一实例，并且进一步包含其中所述控制器被进一步配置成沿着两个正交轴倾斜所述样

品，并且获取所述多个衍射图包含：在沿着所述两个正交轴中的一个正交轴倾斜所述样品

的同时获取第一组衍射图，以及在沿着所述两个正交轴中的另一个正交轴倾斜所述样品的

同时获取第二组衍射图。所述系统的第三实例任选地包含所述第一实例和所述第二实例中

的一个或多个，并且进一步包含其中所述控制器被进一步配置成：在获取所述高剂量EM图

像之后，以第二倾斜角定位所述样品；将所述电子束引导到以所述第二倾斜角定位的所述

样品的第三位置，并且顺序地获取所述样品的第二低剂量EM图像和第二高剂量EM图像；基

于所述第二低剂量EM图像、所述第二高剂量EM图像和所述衍射峰的所述强度来确定所述结

构因子在所述第二倾斜角下的所述相位；并且其中基于所述结构因子的所述振幅和所述结

构因子的所述相位确定所述分子结构包含：基于所述结构因子的所述振幅、所述结构因子

在所述第一倾斜角下的所述相位和所述结构因子在所述第二倾斜角下的所述相位来确定

所述分子结构。所述系统的第四实例任选地包含所述第一实例和所述第三实例中的一个或

多个，并且进一步包含其中所述控制器被配置成在通过所述样品固持器持续地倾斜所述样

品的同时获取所述多个衍射图。
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