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一、前言

現代科技之日新月異，自從 1960 年代矽元素

首次被用在製造電晶體及二極管的用途上，數位化

的世界與我們的生活已密不可分！傳統相機雖然仍

有其獨特之處，但取而代之的是高解析度、高靈敏

度、甚至高畫質 (搭配影像輸出) 的消費型數位相

機 (digital camera, DC)，以及數位錄影機 (digital

video, DV) 攻佔個人生活的影像市場，這當中推波

助瀾的主要幕後功臣是關鍵技術：電荷耦合元件或

稱電荷耦合器 (charge-coupled device, CCD) 的發

明、發展與改進。本文將討論如何將這類高級研究

用數位相機整合在一個研究級的顯微鏡中，進而應

用在生物醫學研究或其他材料科學研究上。

電荷耦合元件 (charge-coupled device, CCD) 的發展，帶給我們多采多姿的數位化影像生活。

本文描述如何將研究級冷卻式 CCD 應用在生物螢光顯微鏡上，以符合取得動態單細胞影像

的需求。筆者同時以幾類實驗作為實際應用的範例，包括細胞內離子濃度變化之偵測、細胞

內特定粒子或某類胞器移動軌跡之動態追蹤等。這類被稱為動態螢光顯微數位影像整合系統

的儀器，還可與其他高階或特殊設計之顯微鏡相容及搭配，使該系統成為實驗科學的一大利

器。

The fast and dramatic development of charge-coupled device (CCD) has made our images of life
digital and colorful. In this article, the authors describe the basic principle and application of research
grade, low-light-level, high sensitive, fast cooled CCD to be integrated into the biological
fluorescence microscope. This integration system was used to fit the needs of basic research in
single cell level images. Several examples, such as cytosolic calcium image measurement and
movement tracking of cytosolic particles or specific organelle will also be introduced in this article.
The high compatibility with other types of microscope, such as total internal reflection fluorescence
microscope and polarization microscope has made this system one of the best tools in single cell research.
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二、CCD的基本原理介紹

1. 發展簡史
CCD 是屬於半導體的一種固態影像元件 (solid

state imager device)，其發展之歷史可追溯至美國貝

爾 (Bell) 實驗室於 1969 年的發明，然而日本的新

力 (Sony) 公司於同年年底也開始著手研究，並且

在整個 CCD 的發展及演進有很大的貢獻 (1)。目前

低照度的高靈敏 CCD 相機的開發與國防科技及遠

距通訊的發展息息相關。

2.結構原理
CCD 可視為一組可以進行「光電轉換」的半

導體元件 (圖 1(a))，其感光晶片的二維結構，基本

上是由一群緊密排列的光電二極管陣列所組成，被

稱為像素 (或畫素，pixel) 的小方格為其最小組成

單位，又可稱為具有儲存電荷能力之電位阱

(potential well)，其結構可以比喻為有如裝雨水之

容器 (圖 1(b))，當光通過鏡頭聚焦形成影像時，

CCD 利用光電效應 (photoelectric effect) 將形成影

像的光子之光訊號轉換成電荷形式之電訊號 (電

壓)，在該半導體層中二極管陣列下接近矽表面的

電位阱儲存電荷後，再以時序脈衝將電荷依序傳送

到另一電位阱，直到 CCD 的輸出端為止 (2)。這些

電訊號經由數位類比轉換器 (digital/analog

converter, D/A converter) 數位化儲存於可攜式記憶

卡 (如 compact flash 或 smart media 等) 或電腦硬碟

後，方便影像的紀錄、編輯處理及各種分析。代表

影像之光量愈大，釋放出之電子數量便愈多，電訊

號愈強，像素的強度顯示則會愈大。

3.影像強化
一個屬於研究級的 CCD 相機通常會在 CCD

元件的環境以低溫裝置真空低溫處理，也就是所謂

的冷卻式 (cooled) CCD，目的是將訊號雜訊比

(signal to noise ratio, SN 值) 提高，增加 CCD 元件

圖 1. 

(a) 科學級冷卻式 CCD 相機之外觀，(b) 像素之示意圖

。圖 (a) 左邊正中間之長方形構造為 CCD 光感應晶片

之所在。圖 (b) 可以接雨之水桶，比喻像素感應光子之

強弱，水位越滿表示該像素之光訊號越強。

(a)

(b)
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之敏感度 (sensitivity)，即使在極低照度下也能夠分

辨出微弱之光或螢光訊號。冷卻的方式有許多種，

常見的有如硬體上使用特製散熱環 (multi-stage

peltier type cooler) 的熱電冷卻器 (thermoelectric

cooler, TEC)，以排熱之方式降低；此外，也有加

液態氮氣方式等。其規格通常是以低於室溫約 30

度，也就是說相對於外界降低 30 度 (若室溫為 25

°C，即約 –5 °C)，或直接指明能將 CCD 冷卻於攝

氏某度數 (如 –15 °C 或 –30 °C)。增加 SN 值的方

法，除了冷卻之外，還可以透過增加訊號數據，如

提升量子效能 (quantum efficiency, QE) 的任何方

法，例如所謂 back-illuminated 或 front-illuminated

者，其 QE 通常都高達 80% 以上(4)。

4.種類概述
隨應用範圍有所不同，如高解析度 (high

resolution) 與高傳輸速度 (high speed；high transfer

rate) 是兩個極端的需求。高解析度上，市售的優

良機種之間，並沒有太大的差別，若實驗計畫中並

不特別著重在活細胞影像及時擷取的要求上時，高

QE 及高畫素的 CCD 是可考慮的機種。至於高傳

輸速度上，以外國頂級的設備來說，事實上還得與

專門研發 CCD 的實驗室合作 (如美國著名的 MIT

林肯實驗室，他們主要的工作是以國防科技為

主)，筆者將在第 5 點舉例說明特殊規格的 CCD。

市面上所銷售的冷卻式 CCD 相機，依影像訊號傳

送方式與原理的不同，可分為幾大類 (圖 2)：全畫

面傳輸 (full frame transfer，圖 2(a))、畫面傳輸

(frame transfer，圖 2(b))、以及交錯式傳輸 (interline

transfer，圖 2(c)) 等(1)。

CCD 相機的解析度是取決於畫素的大小；若

以相同像素大小 (如同是 8.3 µm/pixel) 來看，不論

其總畫素有多大 (如 1030 × 1024 或 782 × 582)，在

同一個光學物鏡放大下，其解析度是一樣的；但具

有 6.8 µm/pixel 之 CCD，其解析度比 8.3 µm/ pixel

的 CCD 還大。理論上，光學解析與波長及物鏡數

值孔鏡 (numerical aperture, NA) 有關 (表 1 至表

3)(4)，一般來說在 520 nm 時，NA 為 1.3 的物鏡

下，光學解析之極限在約 200 nm。然而以 8.3

µm/pixel 的 CCD 而言，在物鏡為 40 倍之放大倍率

下，數值上能解析到 207.5 nm/pixel，接近上述理

論光學解析值。因此若經常使用的物鏡是 40 倍

(a) (b) (c)

圖 2. 科學級冷卻式 CCD 之三大種類：(a) 全畫面傳送 (full frame transfer)，(b) 畫面傳送 (frame transfer)，以

及 (c) 交錯式傳送 (interline transfer)。

物鏡種類

Plan Achromat              Plan Fluorite          Plan Apochromat

放大倍率 NA 值 解析度 (µm) NA 解析度 (µm) NA 解析度 (µm)

4 × 0.10 2.75 0.13 2.12 0.20 1.375

10 × 0.25 1.10 0.30 0.92 0.45 0.61

20 × 0.40 0.69 0.50 0.55 0.75 0.37

40 × 0.65 0.42 0.75 0.37 0.95 0.29

60 × 0.75 0.37 0.85 0.32 0.95 0.29

100 × 1.25 0.22 1.30 0.21 1.40 0.20

表 1.

由物鏡種類決定光學解析度及

數值孔鏡。
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時，選擇規格是 8.3 µm/pixel 的 CCD 就已足夠。

換句話說，經常使用 100 倍物鏡的實驗使用者，

8.3 µm/pixel (83 nm/pixel) 也仍足以應付。至於畫素

多寡，越多畫素所代表的意義是：可觀測紀錄的範

圍可以越大。如 782 × 582、8.3 µm/pixel 的 CCD，

其在物鏡為 40 倍之放大倍率下能觀測的區域是

162 × 120 µm，約是十顆單一細胞可涵蓋的範圍。

圖 3 是在 100 倍油鏡下，攝取的一顆約 10 µm 的

細胞螢光影像。

5.經典實例
麻州大學醫學院生理系有一位數學出身的

Walter A. Carrington 副教授，他與林肯實驗室合

作，特製了一顆總像素只有 128 × 128 的畫面傳輸

式 CCD，其擷取總面積約為 18 µm，足以涵蓋一

顆普通大小約 10 µm 的單一細胞，解析度在 60 倍

物鏡下，一個像素大小為 133 nm (實際像素大小約

為 8 µm)，然而驚人的是，這顆 CCD 的速度之

快，能夠在一秒鐘之內，擷取高達 543 個影像；也

就是一個影像只需 1.8 ms 就可以擷取完成，並傳

送至數位儲存系統中，代表影像傳輸系統之高效能

(四個輸出孔，相對於一般市售只有一個)。每 1.8

ms 取一個畫面的另一個重要的涵義是：該 CCD 具

有極高之 QE；在波長約 550 nm 時其 QE 高達 70

%，代表著極為優異的高敏感度、能允許極短曝光

時間！加上相關儀器與數學演算法 (algorithm) 的配

合使用，如 Z 軸的自動化及 deconvolution，該研究

單位的儀器 (圖 4(a))(5) 能將一個細胞內的粒線體影

像處理到超高解像之程度 (圖 4(b))(6)。

圖 3.三顆單細胞分泌泡之活體螢光影像。在 100

倍油鏡、MicroMAX：782YHS之 CCD 相機

下 (83 nm/pixel)，以 100 pixels 為 8.3 µm 而

言，每一顆細胞直徑約為 10  µm。

波長 解析度
(nanometers) (micrometers)

360 0.19

400 0.21

450 0.24

500 0.26

550 0.29

600 0.32

650 0.34

700 0.37

放大倍率 Plan Achromat Plan Fluorite Plan Apochromat

20 × 0.40 0.50 0.75

40 × 0.65 0.75 0.95

40 × (oil) n/a 1.30 1.00

60 × 0.75 0.85 0.95

60 × (oil) n/a n/a 1.40

100 × (oil) 1.25 1.30 1.40

表 2.解析度與波長之關係。

表 3.

常用物鏡之數值孔鏡。
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三、動態螢光顯微數位影像整合系
統：CCD的整合應用

設計這類儀器的主要目的，是為了要能擷取活

著的單一細胞內，某一或多個螢光影像所代表的特

殊粒子，隨時間的濃度變化，或移動軌跡之追蹤。

舉個例子，想要知道某些離子 (如鈉、鉀、鈣、氯

或氫離子) 在細胞內的含量，是否會因某些有興趣

的藥物存在而改變，或者是否這些離子改變的形式

(pattern) 會因不同藥物之刺激而有所不同(7)。這類

應用實例將在第四節詳細論述。又比如說，研究者

想知道某一類蛋白質在細胞內表現的位置，以獲得

更多的功能證據 (functional evidences)，此時若能

在細胞還是存活的狀態下直接觀察到該蛋白的動態

行為，其直接的證據遠較一般免疫染色要高明多

了。這類的實驗通常應用到分子生物技術，最常被

使用的是將加強型綠螢光蛋白 (enhanced green

fluorescence protein, EGFP) 基因與有興趣的蛋白質

之基因融合，多量表現在細胞株中 (8)。這類應用實

例則在第五節中詳述。以下分述這類系統所需要的

各式搭配元件。1－7 為基本架構上絕對必要的組

成；8－13 則為視不同之實驗需求而可增刪的部

分。

圖 4. (a) Carrington 的實驗設備(5)以及 (b) 細胞內粒

線體之螢光影像(6)。利用快速的、四個傳輸孔

(4 output ports) 的畫面傳送式 CCD，加上 Z

軸步進器 (圖示之 PZT)、SGI 工作站之影像

處理 (deconvolution)，才得以將細胞內粒線體

螢光影像 3D 重組成如此清晰之畫面。

(a)
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1.正立式或倒立式螢光顯微鏡
凡是研究級螢光顯微鏡皆可作為動態螢光顯微

數位影像系統之光學主體 (圖 5)。物鏡的選擇是一

大重點；由於光學原理 (如上述)，通常高放大倍率

之物鏡，若同時也要有較高的 NA 值 (數值越高影

像越佳，如上述)，其工作距離 (working distance,

WD) 必須相對的變短，因此對於倒立式顯微鏡 (圖

5B) 而言，一般細胞培養的塑膠底部，相對地就因

太厚而導致不能對焦。因此細胞必須培養在比較薄

的玻璃片或蓋玻片 (coverslip，或稱 cover glass)

上，在做實驗時，再將其轉移到特殊的灌流紀錄槽

(perfusion recording chamber) 來當做載具 (將在以下

第 7 點中詳述)。有些研究者將細胞養在厚度至少

0.17 mm 以下的 chamber slide 上，這也是一種方

便、但較花成本的選擇。此外，正立式顯微鏡的物

鏡鏡頭可能因 chamber 直徑不夠大，加上其具有一

圖 5.

(a) 一般正立式

與 (b) 倒立式

之生物型螢光

顯微鏡平台。

圖 6. (a) 汞弧燈之結構圖及 (b) 其全部可見光之光譜。
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定之高度而無法觀察。因此筆者建議要建立這類系

統時，選用倒立式顯微鏡較為適合。

2.螢光光源 (汞弧燈、氙弧燈或雷射)
汞弧燈 (圖 6) 及氙弧燈 (xenon arc lamp，圖 7)

皆為涵蓋各種波長的激發 (excitation) 光源，其可

見光光譜如圖 6(b) 與 7(b) 所示。由於一般的弧燈

通常並沒有相對的波長控制器，因此要給予特定的

光波長時，必須搭配濾鏡組 (filter cube，以下第 3

點詳述) 以及濾鏡轉輪 (filter wheel)。

雷射 (laser，圖 8) 是具有單一波長，且為能量

較大之光源，但因其價格較為昂貴，一般來說較為

少用，使用者仍可以既有的不同光波長之雷射搭配

濾鏡設備來應用在實驗上，例如利用共軛焦雷射掃

描顯微鏡的雷射。離子雷射是廣泛被生物顯微螢光

應用的一種雷射，如鈍氣族之 argon (488 nm，或

不只一個波段的 multi-line argon)、krypton (568 nm)

及 helium-neon (532 nm) 等，圖 8(b) 為多種雷射光

譜範圍。

圖 7. (a) 氙弧燈之結構圖及 (b) 其全部可見光之光譜。
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圖 8. (a) 氬氣離子雷射之外觀圖及 (b) 兩種最常用的

雷射可見光光譜：氪 (krypton) 與氬 (argon)

離子雷射。氪最常用在 568 nm 當作紅色螢光

之光源，在 410 nm 也有些許突波。氬則最常

用到的是 488 nm 作為綠色螢光光源。
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3.濾鏡組搭配濾鏡轉輪或波長控制器
若顯微鏡已有螢光光源，基本上應該具有藍、

綠、紅三組搭配的濾鏡組。一個完整的單一濾鏡組

分別都包含有三大部分 (圖 9(b))：激發光濾鏡

(exciter)、雙色鏡 (dichroic mirror, DM)，以及發射

鏡 (emitter，或稱 barrier)(9)。而通常我們所說的顏

色，是指所謂的發射 (emission) 波段；例如能讓紅

色 (通常是大於 600 nm 的光) 光訊號讀出的濾鏡

組，在多重波段的激發光源中，只讓較短波長、但

能量較高的綠色光 (通常是約在 530 到 570 nm 左

右的波段) 通過，螢光分子因被激發光源之能量撞

擊而產生的發射波段，只被該濾鏡組所選擇通過

(圖 9(b))。然而在做活細胞實驗時，有時需要同時

(或及時) 能看到兩組螢光隨時間的變化，並將這兩

種光訊號分別儲存，此時就必須考慮使用多層鍍膜

的雙波長 (dual) 或三波長 (triple) 濾鏡組。這類濾

鏡組通常具有能允許同時可看兩種或三種不同波段

螢光訊號之功能。

此外，更重要的是：為了要區隔不同激發光源

導致之螢光訊號，必須將不同入射激發光分開執

行，以利電腦分批儲存。此時有兩種選擇：一是利

用濾鏡轉輪 (圖10) 交替給予，此時相當於分別由

數個單一波長選擇鏡片輪流切入，當作濾鏡組上的

激發濾鏡；或是直接將弧燈以波長控制器選擇所需

激發波段。由於這類儀器 (如 monochromator) 之運

作原理是利用電壓調控光柵的方式，來精確選擇所

要之特定波長 (圖 11)，這時已不需要濾鏡組上的

激發濾鏡了。但不論使用哪種方式的儀器來控制入

射之激發光源，這些儀器皆必須連線，並交由電腦

系統中之特殊軟體 (第 5 項) 來整合執行，才能將

影像紀錄器 (第 4 項) 擷取之影像數據一一分類完

整儲存。

4.影像擷取紀錄器
常用影像擷取紀錄器的使用有兩類選擇：一是

以快速、高敏感 (低照度)、動態範圍 (dynamic

(a) (b)
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圖 9. (a)螢光原理以及 (b) 濾鏡組之示意圖。高能量之光子 (hν ex) 能將螢光物質自較低能階 (S0) 提升到較

高、但不穩定的能階 (S1′)，隨著滑落在較穩的能階 (S1) 後，能量經由螢光之釋放 (hν em) 而落回最初始

態 (S0)。濾鏡組上藍色的鏡片表示激發光波段的選擇 (非所要的波段以綠色及紅色表示)，藉由雙色鏡

的反射通過物鏡達到生物樣本，經由上述螢光原理發射的光以紅色表示，雙色鏡只讓較長波長之發射

光通過，再經由發射濾片過濾。
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圖 10.

(a) 濾鏡轉輪之設計圖、(b) 結

構示意圖及 (c) 常用型號之外

觀。轉輪可裝滿十組不同之濾

鏡 (a)，多數軟體可以在一個

影像擷取循環中，選擇至少兩

組以上之濾鏡。透過 RS232

訊號線，該機器之控制主機 (c

左圖)直接與電腦連線，轉輪

部分則放置在光源之前、顯微

鏡進光源之後方，支撐架能夠

固定在光學桌上。

(a) (b)

(c)

range) 廣 (通常具有 12 bit，也就是訊號強弱範圍在

0 與 212 之間) 的 CCD 為主體的研究級數位相機；

二是搭配雷射點掃描之光電倍增管 (photoelectric

multiplier tube, PMT)，如圖 12(a) 所示。前者在上

一節已詳述過，後者則將會在本文作者的另一篇文

章 (雷射共軛焦掃描顯微鏡原理與應用) 中論述，

PMT 通常搭配在共軛焦顯微鏡之整合系統中 (圖

12(b))。

5.影像擷取及分析軟體
市面上的研究級影像擷取整合軟體軟體中，通

常必備的功能是可驅動多種搭配之硬體，如上述之

濾鏡轉輪或波長控制器、CCD，以及下面將論述

之 Z 軸步進器 (Z step motor)。若所搭配之顯微鏡

主體為一組自動化系列顯微鏡 (如 Olympus 之

AX80 等)，則會有更多之控制選項要求，以儘可能

取代原有之控制面板。至於分析及測量方面，就視

使用者之需求而不同，通常這類軟體皆具有一些對

於選定物體之區域 (region of interest, ROI) 作亮度

之量測及運算 (如：平均或總量、最大或最小、統

計誤差值、雙色訊號之相加減乘除等)，或是一些

簡單及進階的影像處理技術 (如：影像強化、清晰

化、模糊化、邊緣化，甚至簡單的數學演算法

deconvolution 等)。這類全能的軟體可選擇的有：

MetaMorph (Universal Image Corporation, UIC)、

MetaFluo (UIC)、SimplePCI (Compix Inc.)、IPLab

(Scanalytics)、Axon Image Workbench (AIW，Axon

Instruments)、以及 Image-Pro Plus (Media Cybernetics)

等。

6.快速電腦
影像擷取及分析軟體的製造商，通常依其曾使
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圖 11. (a) 波長控制器 (monochromator) 之原理示意

圖及 (b) 整組儀器之架構圖。基本上光之波

長是透過反射光柵 (reflection grating)、搭配

出入光之狹縫 (slit) 大小來精確決定。光柵

位置的轉動是透過不同電壓來給予，因此圖

(b) 中的控制元件 (control unit)，基本上是依

電腦控制端給予之訊息 (input)，作電壓之

調整。

(a)
Entrance

slit

Reflection
grating Exit

slit

(b)

用測試過、確定穩定性及相容性沒問題的作業平

台，來作電腦系統之規格建議，甚至直接幫購買者

組裝好。這樣的好處是：已有測試過的機種，通常

不會有儀器搭配相容性上的問題；但缺點是：機型

因此可能並不是市面上最快、最新、最穩的。然而

在個人電腦 (PC) 製造大國的台灣而言，自組最

新、最快、最穩的 PC，也是一個不算太難的選

擇，例如主機板可選擇英特爾之奔騰四 (P4) 搭配

記憶體為 RAMBUS 的 850 晶片組系列。然而雙

CPU 的奔騰三 (P3) 主機板也是不錯的選擇。

如同上述，自組 PC 所要注意的是：儀器搭配

相容性的問題。例如研究者要使用某類軟體，其驅

動硬體的方式，若只能夠透過 ISA 介面卡，此時

除非該硬體有轉接 PCI 介面的裝置 (通常是沒有)，

或該軟體將來在新版中可能有增加其他驅動的選擇

(如使用 RS 232 之 COM port)，此時筆者的建議

是：選擇上述後者，也就是仍具有 ISA 介面卡插

槽之 P3 主機板。事實上利用雙 CPU 運作的 PC 系

統，其效能還不輸 P4 主機板。當然若以同樣硬

體，應用軟體若皆能在 P3 或 P4 以其各自方式驅

動時，P3 或 P4 的選擇也許只是價錢上的考量了。

影像顯示上要注意的是，好的顯示卡及顯示器

的選擇，可以考慮市面上作二維影像不錯之廠牌

(如加拿大的優良製造廠 Matrox)，至於強大三維貼

圖功能多用在 3D 動畫遊戲之 Geforce 3 或 4 等顯

示卡是否合用，就見仁見智了。

關於 CCD 介面卡 (或稱影像擷取卡)方面，該

卡大部分隨附在所購買的 CCD 相機中，亦即由製

造原廠搭配。然而有些 CCD 是屬於 IEEE 1394 介

面的，若原廠所附之介面卡不是最好的，也可以考

慮改用 IEEE 1394 卡中等級最高的產品 (如 Texas

Instruments)。此外，有些軟體製造商也會推薦特製

之影像擷取介面卡，去搭配他們自己的軟體，雖然

也是一種選擇，但此時仍要注意相容性；亦即只能

選用其測試過、並確定可相容之 CCD 種類及型

號。

7.細胞紀錄槽
由於本文提及之生物實驗，多半要看活著的細

胞行為，加上上述顯微鏡介紹中，觀察的平台必須
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圖 12. 

(a) 光電倍增管 (photomultiplier tube,

PMT) 之結構剖面圖及 (b) 應用在共

軛焦雷射掃描顯微鏡上之結構圖。

要有一紀錄槽的載具 (圖 13(a))，使培養細胞的薄

玻璃片能架在物鏡上頭。有一類設備是設計給需要

恆溫器的實驗，也就是一組合於薄玻璃片的載具、

而其上有溫度控制迴路連線 (圖 13(b))。若實驗不

太在意溫度控制時，僅需載具部分就行了。為倒立

式顯微鏡所設計的載具較為簡單，並且這些載具可

以請加工廠多作幾個，既經濟又方便。

為正立式顯微鏡設計的載具，除了使用水鏡時

能用寬口細胞培養皿外，就只能用一類較為複雜、

且不能相容於顯微操作設備 (第 9－12 點) 的設計。

像是三明治結構的閉鎖式灌流槽 (圖 13(c))，相對

於上述載具，這類灌流槽在實際使用上較不方便，

加藥必須是以一進一出的方式將整個溶液置換，更

重要的是：因為要符合工作距離，通常有細胞的那

一面薄玻璃片因為要靠近物鏡 (第 1 點)，因此細胞

通常要倒吊在這個載具中 (圖 13(c) 下圖)，隨時可

能掉下來！這類灌流槽也可以應用在倒立式顯微鏡

上，但因不需倒著放，就沒有細胞掉下來的疑慮 (圖

13(c) 上圖)。載具在倒立式顯微鏡上的使用原則只

有一個：避免物鏡受到污染，也就是組裝好之後，

加在其上的細胞緩衝溶液不得滲出！以下選配之工

具，是依照不同實驗需求而可以增加應用的儀器。
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圖 13. 

(a) 單細胞活體影像紀錄

槽、(b) 搭配有控溫器之

樣式以及 (c) 灌流式紀

錄槽。

(a) (b)

(c)

0.7 mm

0.17 mm

8.防震桌
凡是要應用在顯微操作 (micromanipulation) 的

實驗儀器，如同光學物理的實驗設備一樣，都需要

良好的震動絕緣系統 (vibration isolation system)。

防震桌是少不了的輔助設備，種類上依能載重多少

來列等級，如羽量級的桌上型、輕量或重量級落地

型等。多數防震桌都有可搭配之外網結構，方便使

用者放置一些物品、或是架設電生理實驗設備：如

法拉第框 (Faraday cage)。

9.顯微操作手臂
顯微操作手臂 (micromanipulator) 基本上是為

了幫助研究者能夠在 400 倍或更高顯微放大下，操

作一顆或多顆單一細胞的一組設備。至於如何操

作，也是看實驗的需求。利用下面將敘述之拉針器

(第 11 點)、拉成尖端極細之細針，或稱微玻璃管

(micropipette)，至少有三類應用：(一) 微噴射

(microenjection)：將特定的藥物藉由製作開口稍大

(第 12 點) 之微玻璃管，迅速地、少量地打在細胞

的周圍(10)。(二) 微注射 (microinjection，圖 14)：將

特定物質 (如 DNA)，透過尖端極細之微玻璃管，

注入細胞內。(三) 細胞電拑 (patch clamp，圖

15)(11)：這是利用微玻璃管，作較高難度的實驗技

術。
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圖 14.

(a) 微注射系統示意圖，參考

網址 http://ourworld.compuserve.

com/homepages/TheBroons/

injapp.htm)、(b) 實際應用在人

工授精之情形，參考網址：

http://www.omrf.org/OMRF/Core/

Transgenic.asp)，以及 (c) 自動

化商品之結構示意圖，參考網

址：http://www.bch.bris.ac.uk/

staff/rutter/microinject.html)。
(a)

(b)
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圖 15.細胞電拑之方法示意圖(11)。
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10.微注射幫浦
除了細胞電拑之外，微注射或微噴射都需要有

一組推力及時間能精確控制的微注射幫浦

(microinjector)，有些廠牌的產品是將顯微操作手臂

及微注射幫浦整合成一組自動化利器 (如德國的

Eppendorff，圖 14(c))，但整組造價不低。

另一類廣受歡迎的幫浦，是個具有二到四個

(或更多) 輸出孔 (channel) 的多功能可程式化之儀

器，能因應設備之需求，而得以同時在一或兩套顯

微鏡平台上，分別架最多四或兩支針。這類儀器的

操作簡便，甚至有些機型還可連線於電生理設備，

經由軟體設定，在某個紀錄時間點上作出自動射出

的動作。
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圖 17. Z 軸步進器之外觀。

圖 16. (a) 拉針器之外觀及 (b) 白金絲之形狀示意

圖。

(a)

(b)

11.拉針器
上述的三類顯微操作應用皆需微玻璃管的製

作，而拉針器 (pipette puller，圖 16(a)) 就是為此目

的而需要。通常有水平式與垂直式兩類。顧名思

義，水平式是指：玻璃管先被水平固定置放在儀器

上，經由白金絲 (platinum filament，圖 16(b)) 的加

熱，以及精確的拉力，搭配氣體的冷卻，一個可重

複拉出相同形狀的微玻璃管，得以因模式的設定而

成功地製出。

12.修針器
微玻璃管拉好了之後，為了要讓表面光滑潔

淨，而得以在微注射或細胞電拑時使用，或切口稍

大以製出開口約 2 µm 的針，修針器 (microforge)

是一個很好的幫手。修針器的基本構造與拉針器有

點類似，外觀上則又有點類似一台解剖顯微鏡，一

組白金絲位在儀器之中心處，而白金絲在修針器中

有兩個功能：一是為了微注射與細胞電拑，在針尖

端附近加熱，以清除外界落塵；另一是為了微噴

射，以白金絲當作屏壁，使針尖端被撞成較大之切

口。

13. Z軸步進器
此項設備 (圖 17) 在共軛焦顯微鏡系統中是必

備之要件，然而有時候細胞的焦深較長時，研究者

可以利用此設備針對焦平面 (focal plane) 做些微

的、精確的移動，達到調整、比較這些不同對焦平

面設定所得出來的影像。這個步進器 (step moter)

通常是嵌在控制焦距的調節鈕上，以軟體控制步進

馬達的驅動。最常的應用是：可以搭配影像重組及

數學運算 deconvolution 等分析技術，建立出類似

共軛焦的高畫質三維影像，就如第一節第 5 點所提

到的經典實例。

四、單細胞實驗應用實例

1.細胞內離子濃度變化
以筆者所在單位 (台北榮總教學研究部) 既有

的儀器設備而言，要研究如細胞內鈣、鉀、鈉、

氫、氯離子等 (搭配相關之特殊螢光指示染劑，

如：fura-2、BCECF 等)，甚至細胞胞器內鈣離子

濃度變化，都是已建立好的、正在進行實驗研究的

實際應用例子。我們使用的顯微平台為 Olympus

的 IX70 倒立式顯微鏡； CCD 是 Princeton

Instruments 生產的 MicroMAX：782YHS；光源暨

波長控制器則是 T.I.L.L. Photonics 生產的

Polychrome II (使用的是氙弧燈)。最常應用到的

是 ： 偵 測 細 胞 內 鈣 離 子 (cytosolic Ca2+

concentration，簡稱 [Ca2+]i)
(12)，以及粒線體內鈣離
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圖 18. 

經由統計分析後、重新畫在統計軟

體之實驗數據。
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子含量(mitochondrial Ca2+ concentration，簡稱

[Ca2+]m)(13)的變化，以下分別概述。

(1)細胞前處理

將細胞置於含特定離子指示劑 (如 5 µM 的

fura-2/AM 或等量之 rhod-2/AM) 的生理緩衝溶液

中，37 °C 下靜置一固定時間 (30 分或一小時) 後，

再以生理緩衝溶液沖洗，靜置 10 分鐘。將蓋玻片

裝在載具中，置於倒立式顯微鏡上。

(2)數據擷取

在作業平台是Win 98 或Win 2000 下，使用軟

體 AIW(98) 或 SimplePCI (2000) 來控制硬體及擷取

數據。在顯微鏡下選擇涵蓋多顆單一細胞的區域，

以 340 及 380 nm 雙波長輪流變換激發 fura-2 之螢

光，或以 540 nm 單波長激發 rhod-2 之螢光。以

fura-2 而言，每 0.1 秒取得一種螢光訊號，並將兩

激發波長所得之螢光訊號值互除 (F340 / F380)，以此

商數之變化作為細胞內鈣離子濃度 [Ca2+]i變化之指

標；以 rhod-2 而言，每 0.5 秒取得一組螢光訊號，

並將 binning 調至 5 × 5。

(3)分析

以 AIW 而言，可事先框出細胞之區域，在隨

時間紀錄影像時，可及時得出該區域內平均數值之

數據，並且可以 ASCII 碼輸出成文字 (*.txt) 的格

式，方便以其他統計軟體畫出 (圖 18)，或者可以

畫面擷取方式直接將顯示在畫面的曲線快速存檔。

SimplePCI 的操作就較為複雜一些，但大致的精神

及邏輯步驟都是一樣的。

2.細胞內特定分子或胞器動態變化 (14)

如前所述，過去對於難以及時取得的、清晰的

活細胞螢光動態影像，時至今日不再是遙不可及的

任務。細胞內特定分子動態變化方面，可以分子生

物技術為工具，將能代表細胞分泌泡的蛋白質基

因，與加強型綠螢光蛋白 (EGFP) 的基因黏接，製

成融合蛋白。胞器的標定也可以用上述分生技術，

將特定某胞器中之表現蛋白與 EGFP 基因融合，或

使用一些特殊染劑。同樣以上述設備，筆者已經可

以拍攝得到代表單一細胞分泌行為之 EGFP 螢光影

像，以及粒線體螢光之動態！

(1)細胞前處理

將序列已確定之 EGFP 融合蛋白基因，經轉染

(transfection) 程序送入細胞，讓細胞表現至少 24

小時；或將細胞置於含 100 nM 的 MitoTracker

Green FM 的生理緩衝溶液中，室溫下作用 30 分鐘



71科儀新知第二十四卷第二期 91.10

圖 20. 粒線體在一顆單一活細胞中的螢光影像。

圖 19. 轉染 EGFP-Rab-3A 融合蛋白的細胞株所代表的分泌泡螢光影像。箭頭指示的，是一顆正在往畫面上

方移動的分泌泡。

(a) (b) (c)

後，用上述溶液沖洗，浸泡在同樣生理溶液中。將

蓋玻片裝在載具中、置於倒立式顯微鏡上

(Olympus 的 IX70)。

(2)數據擷取

使用軟體 WinVIEW 搭配 TILL ADC (控制波

長) 或 SimplePCI 來擷取。圖 19 顯示一顆細胞中的

分泌泡影像，而圖 20 則是細胞內粒線體的螢光影

像，我們可以清晰看出粒線體的絲狀結構。

(3)分析

粒子的動態分析是一件複雜的大工程，最耗費

人力及眼力，但最簡單的做法是：先將擷取畫面中

某個區域幾個畫面輸出，再透過軟體作螢光強度的

重新畫出 (14)。此外，有些軟體也有所謂動態分析

(motion analysis) 的功能選項，但通常因生物分子

之眾多及複雜，往往分析結果反而不如上述人工方

式，因此筆者不建議太過依賴該功能。

六、與其他光學系統之相容性

本文所介紹的 CCD 應用，是以一般螢光顯微

鏡為作業平台的整合系統，事實上它還可以與其他

相容類型之光學顯微鏡搭配。如筆者將會在下一篇

文章 (全反射原理在生物螢光顯微鏡之應用) 中，

介紹內全反射螢光顯微鏡 (total internal reflection

fluorescence microscopy, TIRFM)(15) 的原理與應用，

這類系統完全能相容於既有之數位化系統。此外，

由於擷取原理及系統不相同，與共軛焦系統是只能

共存、但不能相容的。

七、結論

筆者在本文中詳細論述了 CCD 在生物螢光顯

微鏡上的整合，以及數個實際的應用例子，以供讀

者參考。CCD 最大的特點就是數位化，以往顯微

照相術的輸出，必須搭配傳統相機及膠卷，加上化

學銀染劑的相片製作。影像數位化後，對實驗科學



72 科儀新知第二十四卷第二期 91.10

最大的衝擊就在：實驗結果快速的被審閱、影像資

料的方便儲存管理，甚至因應功能強大的軟體，而

得以將影像數據加以定量與分析。本文點出的另一

個重點是：紀錄有如電影拍攝般的動態螢光影像的

可行性。由於在一般活體單細胞內的螢光影像屬於

低照度，也就是相對於白光來說，是極微弱的光訊

號，因此低階的、低敏感度的錄影相機 (video

camera，33 ms/frame，通常是類比訊號，還必須經

由數位轉換才能進一步儲存及分析) 基本上是無法

符合該需求。而高階的研究級冷卻式 CCD，由於

具有高 QE 值，能夠在極短時間內、又不會失去空

間解析度下，取得一張清晰的生物影像 (約 100

ms/frame)，經由各種影像增強方式，甚至能將影

像取得速度加快 (如快至錄影相機之速度等級：30

或 20 ms/frame)。搭配功能強大的顯微操作系統，

可以把許多過去原來是傳統生化反應的實驗結果，

分別在單一細胞的模型上一一驗證 (或推翻)。
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