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一、前言

傳統寬視野顯微鏡觀察樣品時，影像是由來自

聚焦面 (focal plane) 及非聚焦面 (out-of-focal plane)

兩者的光所形成，因此看到的影像並不能代表樣品

真實的狀態。螢光顯微鏡的光路設計沿用傳統寬視

野光學顯微鏡，觀測螢光檢體時，由於檢體全部發

光，且接目鏡採大面積集光 (圖 1)(1)
，因此會大量

收集到來自非焦面的迷光 (stray light)，特別在樣品

厚度大於 2 mm 的時會相當嚴重。迷光的產生會讓

影像的背景值提高，導致焦面上的解析受到嚴重的

干擾，因此無法取得清晰影像。為解決迷光所造成

的問題，進而衍生出許多的樣本處理技巧，包括組

織切片、培養細胞於蓋玻片或從玻片擠壓胚胎等技

巧。但是這些處理技巧會讓樣品受到人為影響，可

能讓已固定的組織產生形變，或使活體細胞無法呈

現出原來真實的面貌。

共軛焦顯微鏡所得到的影像亮度會隨著影像的

擷取真實的影像為顯微觀測技術所追求的終極目標；雷射掃描共軛焦顯微鏡以共軛焦原理去

除雜訊得到單點影像，並結合單波長雷射、掃描器和電腦影像處理，在不破壞樣品下以光切

片來觀測樣品內部結構，其結果使受測物之樣品結構由點、線、面和體的三度空間相對位置

真實呈現。雷射掃描共軛焦顯微鏡在生醫科學上主要被用來觀測標幟上螢光的樣本，其特殊

之處為解析佳、訊號強、背景干擾極低、立體定位準確和具光學切片的能力，因此雷射掃描

共軛焦顯微鏡是目前生物醫學、組織工程或材料技術上，顯微評估技術上相當重要的工具。

To get real and accurate images of a measured target is the final goal of microscopic techniques. We
use confocal laser microscope to eliminate the noise in order to get single-point images. It can also
be combined with single wavelength laser, scanner and computer to observe internal structures of
samples by optical slices and without destroying the samples. Confocal laser microscope can
actually display the fine structures of the sample in three dimensions and has been already widely
used to observe the fluorescence-labeled samples in biomedical field. The advantages of confocal
microscope are excellent resolution, strong signals, low background noise, precisely stereo-type
localized and optical slices available. So confocal laser microscope plays an important role in the
fields of biomedicine, tissue engineering and material techniques.
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脫離焦點而快速的降低，這種現象在傳統寬視野顯

微鏡裡是觀察不到的。換句話說，共軛焦顯微鏡中

脫離焦點的影像亮度相當低，所以不會像寬視野顯

微鏡一樣把不在焦點的影像以模糊的方式呈現出

來。而利用共軛焦顯微鏡來觀察立體內部某一點所

得到的訊號，就不會和其他點產生混淆；這種特質

相當適合觀察生物樣品，特別是微小到趨近光學極

限的待測物。

世界上第一台共軛焦顯微鏡是 Marvin Minsky

在 1955 年設計製造，目的是為了要觀察未染色的

活體腦神經網狀組織
(2)
，於 1957 年取得美國專利

(3)
；此時的共軛焦顯微鏡因缺乏適當的光源，只能

藉著移動樣本來看一些閃動的信號。在導入光電偵

測器後，光訊號的強弱可由示波器上讀取，再以人

工記錄下來，但這樣還是無法看到整面清楚的影

像。10 年後 Egger 及 Petran 成功地設計出 Nipkov-

disk 式的共軛焦顯微鏡，藉由 Nipkov-disk 的快速

轉動，可即時看到共軛焦影像。其後科學家為了生

物醫學和材料科學上的應用，更陸續發展出 slit

scanning 技術及 point scanning 技術 (圖 2)。基本上

Nipkov-disk 及 slit 的呈像技術都可提供即時顯像的

鏡檢應用，然而來自樣品大區域且多方向的光，會

導致顯微鏡無法提供更好光學解析；當時此種技術

絕大部分應用於工業材料及半導體鏡檢，但尚無法

滿足生物醫學上的應用。

當時共軛焦顯微鏡由於缺乏電腦的協助，並未

顯出其獨到與優越之處，因此其發展略呈停頓狀。

此時染色技巧和彩色組織切片技術大有進展，由染

色來增加樣品和背景的對比，樣品可在光學顯微鏡

上以照相的方式得到高解析的影像，促成螢光顯微

技術大幅進步。但由於光學顯微鏡的解析能力受限

於光波繞射的自然現象、物鏡的材質和樣品本身的

處理，近數十年來已經沒有很大的進展，螢光顯微

鏡沿用光學顯微鏡的原理，終究無法擺脫傳統光學

顯微鏡的限制，故其發展也已經推到了極限。

近年來由於電腦的高度發展，共軛焦顯微鏡有

了它在影像處理與儀器操控方面的支援，於是可以

克服解析度不佳的缺點；又因具有光切片的功能，

相當適合目前的生醫科技所用，因此漸漸取代螢光

顯微鏡成為主流。Point scanning 技術能提高軸向

圖 1. (a) 寬視野影像和 (b) 單點掃描影像比較圖。
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及橫向的解析，此種超高光學解析相當適用於觀察

生物樣品的表面以及內部細微結構，而且無論是固

定的樣品或活體樣品皆可應用此種技術。因此 point

scanning 技術便逐漸取代 Nipkov-disk 或 slit 方式，

被應用於工業上和生物醫學上，提供更高解析的光

學品質。共軛焦顯微鏡可濾除來自非焦面的干擾，

去除影像中來自非聚焦面的迷光，僅觀測來自聚焦

面的真實影像，因此具有極高的軸向 (axial, Z 軸)

及側向 (lateral, XY 平面) 解析能力 (圖 3)。在不需

破壞樣品的狀況下，一層一層的深入樣品作光學切

片觀察，確保樣品中微細構造的相對部位可真實呈

現，不會受到物理性的破壞。

共軛焦 (confocal) 一辭，是形容光源在接物鏡

所形成的焦點，和光電倍增管 (photomultiplier tube,

PMT) 所偵測到的一小光點，是來自相同的物鏡焦

點，也就是照明點與探測點在光學成像上共軛。利

用通過光學針孔光圈 (pinhole) 收集來自樣品聚焦

面的光，將非同一聚焦面的光排除於光學針孔光圈

外，所形成的影像簡單的稱為共軛焦點影像。為排

除傳統顯微鏡會收集到來自非焦面所產生的迷光，

共軛焦顯微鏡在偵測器前方具有獨特的針孔光圈設

計，行空間濾波的功用，阻擋來自非焦點的迷光，

確保所偵測到的光絕對來自於接物鏡的焦點，也就

是組織或細胞內被標示特異性螢光的巨分子所發出

的螢光 (圖 4) 。

共軛焦顯微鏡所看到的影像只是一個極小的亮

點，而不是如傳統顯微鏡所看到的二維空間影像；

利用共軛焦顯微鏡內建的掃描器，可將影像由很多

點組成線，很多線組成面，取得由點厚度所組成的

單一平面影像稱為光切片 (optical sections)。光切片

配合電腦輔助運算處理，可呈現出兼具高解析度和

低背景雜訊的二維空間相片；或將多張同平面不同

螢光探針的相片重疊，可研究其相對部位的關係；

或由一系列不同平面的相片，可組合成三維空間的

立體影像。共軛焦顯微鏡的橫向解析能力，介於傳

統寬視野的光學顯微鏡 (最大解析理論值為 200

nm) 和穿透式電子顯微鏡 (約 0.1 nm) 之間(4)
。共軛

焦顯微鏡比傳統顯微鏡有更高的橫向解析和軸向解

析，不但可用以觀察物體表面，也可以觀察活體組

織的深部結構。

圖 3.

共軛焦顯微鏡可濾除來自非焦

面的干擾，具有極高的解析能

力。圖為活的 Pacinian corpuscle

(Leica 10X NA 0.35 stained with

FM 1-43 )。

圖 4. 共軛焦顯微鏡光徑原理圖。

Wide Field (synthetic) about 200 mm Confocal single slice about 1.5 mm



74 科儀新知第二十四卷第六期 92.6

在生物醫學上，共軛焦顯微鏡可利用影像重建

技術，觀測多螢光標幟的固定組織或活體，應用在

觀察與定量活細胞或固定後細胞之各項結構、分子

及離子之立體分部與瞬間變化；也可用於觀察組織

內的細胞、血管及神經網路等的立體結構。現已廣

泛應用於細胞生物學、胚胎發展、組織工程、神經

生物、病理學、分子生物、免疫學、生理學和訊號

生物等領域的研究。

現代共軛焦顯微鏡系統的使用介面已經相當易

於上手，有經驗的螢光顯微鏡使用者和熟悉電腦的

人，只要經過很短的訓練期，就有能力得到可接受

的影像。共軛焦顯微鏡所取得實際影像的解析度決

定於儀器本身的能力和樣品的特性；若要取得極高

品質的影像，一定要具備製作高品質樣品的能力。

由於雷射掃描共軛焦顯微鏡的解析能力高出螢光顯

微鏡甚多，在樣本製作上也有些許的差異，因此要

把雷射掃描共軛焦顯微鏡的性能發揮到極致前，樣

本製備的基本功夫一定要相當紮實。

目前共軛焦顯微鏡隨著光學、光譜方法或物理

機制的引用，一直有新的發展方向，包括：倍頻與

三倍頻對比機制的引進、4p 全立體角共焦顯微鏡
(5)
、差動式反射光共焦顯微鏡

(6-8)
、光致電流對比

(9)
、adaptive optics 於共焦顯微鏡的運用和利用

Nipkov-disk 產生 video-rate 的影像擷取速度等(10)
。

雷射掃描共軛焦顯微鏡的重要技術包括：多重

螢光影像 (multi-color fluorescence imaging)、3D 立體

影像重建 (3D reconstruction)、3D 動態影像擷取與分

析 (dynamic 3D imaging)、神經立體分布影像 (3D

neuron imaging)、形態與動態分析 (morphology)、

次微米單晶螢光影像技術 (nano-crystal)、多重螢光

蛋白影像技術 (multi-color GFP imaging)、螢光共振

能量轉換 (FRET or FLIM, FRAP)、細胞離子流定量

分析 (cellular ion concentration and ratio imaging)、長

時間影像紀錄 (time-lapse recording)、縱深掃描與量

測 (Z-section and measurement)、基因影像分析

(genetic fish imaging and quantification)、染色體多

重螢光原色表現 (chromosome spectral analysis)、活

體胚胎研究 (Embryo, Zebrafish/Drosophila Embryo)、

穿透光影像／反射光影像、材料表面分析 (surface

and roughness analysis)、材料顯微硬度分析 (micro-

hardness analysis)、晶圓分析 (wafer analysis) 和薄膜

分析 (thin layer analysis) 等。

二、螢光的發光原理

螢光是分子藉光子的吸收而促成激發，其與磷

光不同處是電子能量之躍遷並不涉及電子自旋的改

變 (圖 5)。螢光的生命期很短，通常小於 10–5
秒，

通常其釋放波長比用來激發的輻射還長，此種現象

稱為 Stokes shift。螢光物質可受到較短波長的光及

足夠的能量所激發，例如 FITC 激發光波長為 488

nm；當要回到穩態的能階時，會釋出較長波長的

螢光，例如 FITC 釋放光波長為 515 nm；非螢光物

質則成為黑色的背景。

圖 5.

螢光和磷光的發光原理圖。
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分子發光方法的偵測極限通常在 ppb 的等級，

具有很大的線性範圍，但由於其高靈敏度的原因，

測量上常會受到來自試樣基質的干擾。螢光的量子

效應隨溫度的升高而減少，因為高溫會增加分子間

碰撞機率，因而促進位能的釋放由外轉換和系統間

的跨越回歸基態，而不走發出螢光的路徑。具有酸

性或鹼性環取代基的芳香族化合物，其螢光強度通

常受 pH 值影響，同一種螢光物質在不同 pH 值

下，螢光強度相差可達 4－5 個級數。溶解氧的存

在也會減低溶液的螢光亮度，此效應是由於氧分子

的順磁性增加了螢光物質的氧化作用，以及激態分

子跨越到三重態的結果。

樣品發出的螢光分為兩種：一種是背景物質發

出的螢光，稱為主要螢光 (primary fluorescence)；

另一種是由目標物接上的染劑所發出的螢光，稱為

次級螢光 (secondary fluorescence)。主要螢光又稱

為自體螢光 (auto-fluorescence)，是樣品本身在無螢

光染劑下受激發所產生的螢光。氨基酸中的

tryptophan 和 tyrosine 都會發光，其吸收波長約在

250－300 nm 範圍；NADPH 與 NADH 吸收譜線為

340 nm，釋放光為 460 nm；flavoprotein 吸收譜線

為 450 nm，釋放光為 550 nm；膠原蛋白吸收譜線

為 280－300 nm，釋放光為 350－400 nm(11)
。此種

背景螢光會干擾或覆蓋實際要觀察的螢光，讓我們

難以定性或定量次級螢光產生的部位在那裏，因此

在測量時一定要有實驗組和控制組互相對照，以免

產生螢光信號上面的誤判。

三、光切片的基本原理與應用

核磁共振造影 (MRI) 或電腦斷層掃描技術

(CT) 能以非破壞性的方式對全身作 3D 立體斷層掃

描，使我們能清楚的看到身體內部某一部位或某一

斷層面的組織結構。共軛焦顯微鏡也有類似的功

能，其原理是利用共軛焦顯微鏡內部的光學針孔

(pinhole) 做為空間濾鏡 (spatial filter)，阻隔來自非

焦點的光線。若把焦點放在組織內部進行平面掃

描，即可取得該深度平面的螢光相片，此種能力叫

做光切片。將一系列光切片再組合成立體的影像，

即可得到顯微結構的光學斷層掃描。

光學針孔的直徑可決定讓多少來自焦點的螢光

進入偵測器，以及光切片的厚薄程度。由物鏡聚焦

所造成的一小光點會造成 3D 繞射，在光學針孔處

RAiry 大小為 0.61l /NA (l 為激發光波長，NA

(numerical aperture ) 為物鏡的集光率，如果 NA 值

提高為兩倍，則收集的光量會增加為 4 倍)。調整

光學針孔讓它略微小於 airy disc 的中心部位大小，

則可允許大部分的焦點光進入，把非焦點的光阻擋

在外，如此信號和背景值相較於傳統寬視野顯微鏡

可提高 1000 倍以上。

阻擋在光徑上的光學針孔可改善側向解析和軸

向解析能力，至於改善多少要看光學針孔的大小而

定。根據實驗結果，要取得最大軸解析，光學針孔

必須調在 0.7 RAiry；要取得最大側向解析，光學針

孔必須小於 0.3 RAiry

(12)
。RAiry 小於 0.7 會減弱信號，

尤其是在螢光較弱的樣品時更會大幅降低，因此調

整時，必須要能兼顧解析力與信號的強弱。軸解析

和側向解析也會受到激發光和釋放光波長的影響

(表 1)。應用共軛焦顯微鏡呈像技術，使用人員可

任意依照樣品的厚度，指定樣品的上下點位置，設

定每一光學切片的厚度，做連續的光學斷層掃描。

最後可重組為立體影像，再以連續式的 3D 電影放

映，作各種角度的旋轉或切面觀察。

四、雷射掃描共軛焦顯微鏡的組成結構

雷射掃描共軛焦顯微鏡主要組成包括：顯微

鏡、雷射光源、濾鏡、共軛焦掃描器和電腦操控工

作站等 (圖 6)。雷射掃描共軛焦顯微鏡以光電倍增

管 (photomultiplier) 或數位 CCD (charge-coupled

device) 感應光點，以掃描器配合電腦處理影像，

再用高解析的彩色螢幕或彩色輸出設備，得到超高

品質的數位影像。

1. 顯微鏡

現代的共軛焦顯微鏡通常附帶配有螢光顯微

鏡。由於螢光標本於螢光顯微鏡下可呈現極高的亮

度，利用螢光顯微鏡可協助對欲觀測的對象做初步

的快速定位，並以濾鏡切換不同波長的光帶作染色

的初步確認。但由於螢光顯微鏡有相當強的迷光干



76 科儀新知第二十四卷第六期 92.6

擾，因此雖然可看到高亮度的螢光，但高亮度的背

景值導致解析不佳，且有很強的光漂白效應則為其

嚴重的缺點。若樣本的螢光染劑會快速漂白失效，

則不宜以螢光顯微鏡尋找樣本位置，應改用可見光

確定觀察位置後，再用雷射掃描共軛焦顯微鏡掃描

樣品，降低光漂白的發生程度，以免樣品失效。

目前的共軛焦系統絕大部分都可使用於正立或

倒立顯微鏡，掃描器可切換組裝於兩款顯微鏡。顯

微鏡本體必須具備高性能的光學解析，鏡片也要根

據匹配的光源做適當的修正。由於絕大部分的顯微

鏡光學修正技術都是在可見光譜範圍，對於紫外光

及紅外光無法提供較高的光學穿透效率，導致光學

效益與影像品質嚴重減損。雷射掃描共軛焦顯微鏡

經常會用到紫外波長和紅外波長，所以適用於全光

譜的顯微鏡必須對紫外光及紅外光有特別的修正，

以提供較廣的應用範圍。光學鏡頭的選用也是極為

重要的。高 NA 值的油鏡通常能提供較高的光學解

析；然而除了高 NA 值外，鏡頭在 UV-Vis-IR 的穿

透率是重要考慮因素之一。對於細胞培養或一些活

體組織樣品，有時因應實驗設計需要，可能必須使

用水鏡或長工作距離鏡頭。

Objective

lex/lem 10 ¥, 0.4 NA, air             40 ¥, 0.85 NA, air 60 ¥, 1.4 NA, oil

Lat. res. Ax. res. Lat. res. Ax. res. Lat. res. Ax. res.

Conventional fluorescence microscope

/518 0.79 6.48 0.37 1.43 0.24 0.93

/590 0.90 7.38 0.42 1.63 0.28 1.06

/680 1.04 8.50 0.49 1.88 0.32 1.22

Confocal fluorescence microscope

488/518 0.55 4.50 0.26 0.99 0.16 0.56

568/590 0.64 5.17 0.30 1.09 0.18 0.64

647/677 0.72 5.88 0.34 1.28 0.21 0.72

aData from Brelje et al. (1993). lex and lem, excitation and emission wavelengths;  

Lat. res. and Ax. res., lateral and axial resolutions.

表 1.

傳統顯微鏡和共軛焦顯微鏡的

理論解析值
a
。

圖 6.

雷射掃描共軛焦光譜顯

微鏡系統。(範例：Leica

TCS SP2 AOBS )

Scanner

Anti-vibration table Control Panel

Dual monitors

Laser power
High NA
Objectives

Power switch
for microscope Visible lasers box & merge

device

Z-stage
for Sectioning

Fluorescence Microscope
with HBO lamp
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2. 雷射光源

傳統螢光監測的光源皆利用高壓燈管作為激發

光，其缺點包括：容易產生電磁輻射、波幅間的各

波長能量不均，和無法提供單一激發光波長 (圖

7)。在雷射發明後，由於雷射具有高能量、波寬極

窄、強度易於控制和可聚焦於一小點，且不會對樣

品產生全光譜漂白的特性，相當適於共軛焦顯微鏡

使用，組合成雷射掃描共軛焦顯微鏡。

雷射可提供窄頻和強大的能量輸出，光源種類

相當多樣，選用雷射波長時必須考量螢光物質的激

發頻譜 (圖 7)。雷射燈管有單一波長輸出和多種波

長輸出之分別，也有光譜連續可調的雷射。例如

Ar-Kr 氣體雷射發出三種間距較遠的波長，分別為

488、568 和 647 nm，可同時激發 FITC、Lissamine

Rhodamine, Cy5 等螢光物質，其缺點是雷射光源的

壽命較短，一般低於 2000 小時。另一種同步使用二

種以上雷射的方法，是使用兩支以上的雷射光源，

導入相同的光徑之中，也可同步掃描多種頻段。

雷射系統基本裝置包括：雷射激發介質，如氬

氣體；激發高壓供電裝置；共振裝置 (resonator) 和

傳輸媒介 (如光纖管或光學鏡組)。一般的操作者只

要注意波長的選用、雷射的強度和雷射的壽命，以

及操作雷射的安全知識。雷射的選擇視所擬用的螢

光染劑而定，若同時使用多種雷射波長時，釋放光

的收集頻帶不可以包含任一激發光的波長。雷射強

度的調整也極為重要，若雷射能量已足夠激發螢光

物質，則不宜再調高能量，以降低光漂白效應的產

生。研究人員可嘗試多種不同的雷射作為激發光

源，調整適當的強度，以及避免釋放光收集上頻帶

跨越的問題，以便取得最佳化的影像。

3. 濾鏡

一般共軛焦顯微鏡可選用 ND 濾鏡 (neutral-

density filter) 或超音波光學調變系統 (acoustic

optical tunable filter, AOTF) 來調控衰減強度，以避

免高能量的雷射光造成樣品的光傷害。其中 ND 濾

鏡提供固定的能量衰減，如 20%、50%、75%

等。超音波光學調變系統調整振盪頻率可得到所需

的雷射波長，只有特定的波長可通過光纖傳導入顯

微鏡，非此頻率的波長則被折射阻擋 (圖 8)。利用

其振幅大小改變晶體的角度，可對所選定的波長強

度作 0－100% 的連續調整，以正確的掌控所需的

雷射強度。激發光源的強度控制應該要足以激發染

劑，但又不會傷及樣品，而且要避免染劑間的光譜

交互重疊。

就共軛焦系統的使用經驗而言，濾鏡的設計與

規劃極為重要。選用錯誤或不恰當的濾鏡，往往無

法取得所需的正確影像，或造成實驗的失敗。尤其

新一代的螢光蛋白 (GFP) 或同時使用多種螢光染劑

時，其激發光譜與釋放光譜都極為接近，甚至有部

分的光譜重疊，所以濾鏡的選用必須特別的小心。

4. 共軛焦掃描器

雷射調整波長及強度後，通過光纖，經由一系

列的鏡組傳導至共軛焦掃描器。共軛焦掃描器是一

個極為精密的聚光鏡，可將雷射光束聚焦通過單一

圖 7. 高壓汞燈、高壓氙燈和雷射 (HeNe、Ar 離

子、Ar-Kr) 的發射頻譜比較圖。

254
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351 364                457 476 488  514                             647  676
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nm200                      300                       400                 500                       600                     700

nm200                      300                       400                 500                       600                     700
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HeNe
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Argon Krypton

200        300          400          500          600          700          800          900        1000     1100
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的激發光針孔；紫外光雷射尚需配合所使用的物鏡

倍率來選用特定的針孔鏡，以便將紫外光雷射穩定

的平行導入分光鏡。分光鏡會將特定波長的光反射

至共軛焦 XY 掃描鏡，經由 XY 掃描鏡所掃描產生

的光會通過一組特殊的聚光鏡及鏡頭聚焦至樣品，

在樣品上作 XY 掃描；同時再配合縱深掃描載物台

的同步縱深上下顯微移動，即構成了 XYZ 三維立

體的連續掃描。

來自樣品的反射螢光，經由鏡頭收集螢光光

子，只有來自樣品聚焦面的螢光可以通過單一個感

測光針孔，其餘非聚焦面的反射光則被阻擋濾除，

呈像為黑色的背景。通過單一個感測光針孔分別導

入 PMT 光電感測器；在每個感測器之前，各有一

組濾鏡飛輪，可裝入所要感測的螢光光譜的篩選濾

鏡。

在傳統顯微鏡的應用裡，使用人員必須重複照

相，或個別旋轉更換螢光濾鏡，才可能取得解析極

為有限的螢光影像，而且無法瞭解其結構內部的相

對關係。雷射掃描共軛焦顯微鏡可在一個受檢樣品

內，同步取得多種超高解析的螢光影像，例如將

FITC、TRITC、Cy5 和 DAPI，重疊在 DIC 影像

裡，了解樣本其間的相對位置。同步取得多種超高

解析的螢光影像，並且大量降低其他波長所引起的

背景干擾，此種能力大舉開拓了研究的視野。

共軛焦掃描器分為濾鏡系統及分光光譜系統兩

種。在濾鏡系統設計上，主要都是利用 XY 掃描鏡

來作樣品的 XY 座標取像，以 Z-stage 的升降作為

Z 軸的縱深掃描取像，故 X-Y-Z 再配合時序的控制

(T ) 即可作多樣性的組合掃描應用。如 X-T、Y-

T、XY、XY-T、XYZ、XYZ-T…等，也有一些系

統可作角度變化的掃描。新一代的共軛焦分光光譜

系統更可執行光譜的掃描，其掃描參數的組合已達

7 種以上，如 X-Y-Z-T-lambda-angle-intensity，可視

實際需要任意搭配。

掃描器的反射螢光偵測可使用 CCD 相機或光

電倍增管 (photomultiplier, PMT) 來作為光子感測，

感應器對光子的光感效益是重要的考慮因素之一。

其中 PMT 能提供較佳的解析及靈敏度，可達 0.1

nA；使用人員可依實驗需要安裝多個螢光或穿透

光感測器，作多重螢光影像的擷取，以提供螢光原

位 (co-localization) 訊息。至於穿透光感測器是安裝

於顯微鏡內，供一般穿透光影像擷取，如相位差或

干涉對比的影像。

掃描器解析度的大小由掃描器品質的優劣決

定，現市售最大可達 4096 ¥ 4096 畫素超高解析。

一般取得一張 1024 ¥ 1024 畫素的影像通常須耗時

兩秒，若解析力提高則需要更多時間方可取得影

像。由於相對上取得影像的速度很慢，此種掃描方

式的顯微鏡被稱為 慢速掃描顯微鏡 ，目前主要

生產的廠牌包括有：Bio-Rad、Leica、 Meridian、

Molecular Dynamics、Nikon、Olympus 和 Zeiss 等。

雷射掃描共軛焦顯微鏡的掃描鏡由電腦控制，

可藉減少掃描區域距離和提高掃描畫素提供局部放

大的功能。大部分雷射掃描共軛焦顯微鏡具有重複

圖 8.

超音波光學調變系統。調整振

盪頻率可得到所需的雷射波

長，利用其振振幅大小改變晶

體的角度，可對所選定的波長

強度作 0%－100% 的連續調

整。
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掃描或定點掃描的功能，可應用於研究高速改變的

螢光訊號，例如在活化神經元上鈣離子指示螢光偵

測等新方法。某些雷射掃描共軛焦顯微鏡 (Life

Science Resources, Meridian和 Norau)，其內部使用

acousto-optical deflection device、rotating mirrors 或

resonating mirrors 裝置，蒐集影像的速度可和監視

器同步，達 30 frames/s 或更快。通常掃描速度要

求愈快，設備的價格相對愈高，且經常不能多波長

同步掃描。有一種低價格的快速掃描共軛焦顯微鏡

使用約 200,000 光學針孔的旋轉盤來同步激發與收

集樣本上的螢光，其優點是非常快速，在解析

5000 條線達 700 frames/s(13)
，影像可用肉眼直接觀

察或以相機擷取，缺點是光穿透效率僅有 1%；近

來有用微鏡片 (microlenses) 技術改進快速掃描共軛

焦顯微鏡的光穿透效率和增加感度。

共軛焦系統的掃描鏡是一高速掃描的光學與機

械組成的系統，每秒掃描近 2000 條掃描線，所以

震動、疲疺、光路失真、光面不一等等雜訊會因長

時間使用後相繼產生。掃描及旋轉的力矩必須愈小

愈好，才無震動雜訊，適宜高速掃描與高速旋轉。

例如在 patch-clamp 應用時，若掃描鏡產生震動，

將造成實驗的困擾與失敗。新型的旋轉式 K 型掃

描器已解決這些問題 (Leica)，能提供高掃描速度

與超高光學解析，讓單一掃描平面完全進入鏡頭照

明瞳孔，以提供最高的光學解析。

5. 電腦操控工作站

由於高解析的彩色圖檔會耗用大量的電腦資

源，雷射掃描共軛焦顯微鏡的電腦系統必須在大量

的資料傳輸下，兼能穩定的操控所有軟硬體，所以

高速穩定的多工使用平台是雷射掃描共軛焦顯微鏡

的基本需求。影像處理工作站以共軛焦系統為影像

擷取中心，再將結果單向傳輸至個人的電腦作進一

步的編輯處理。規劃為開放式的雙向作業，則必須

慎重考慮安全性。高階高速的影像處理軟體，和人

性化的簡易操作介面，已是目前發展的趨勢。目前

應用軟體除了影像擷取及 3D 立體重建外，長時間

影像擷取紀錄、細胞生理離子流應用、多重螢光分

析和自動編輯程式等都已發展成熟。

五、樣品製備

1. 固定

由於雷射掃描共軛焦顯微鏡解析力極高，要取

得高解析的影像，必須先製備出好的螢光樣本，精

確保存樣品三度空間結構的完整。Bacallao 在 1995

年發表甲醛 (formaldehyde) 固定的最佳化方法(14)
，

固定液含有甲醛加上 0.125－0.25% 的戊二醛

(glutaraldehyde)，比單獨用甲醛更能完整保存細胞

構造，其緩衝液的選擇必須考量樣品的滲透壓和

pH 值。有些研究指出戊二醛會產生自體螢光，不

適用於螢光檢測；要降低自體螢光可在固定後加入

NaBH4 (1 mg/mL in PBS, pH 8.0，細胞樣品每次五

分鐘處理兩次，較厚的樣品須延長時間)。加入戊

二醛較嚴重的是可能會傷及抗原的辨識部位，讓抗

體不易辨識。另一種替代方法為冷凍替代法
(15)
。多

聚甲醛 (paraformaldehyde) 不會產生自體螢光，且

較能保存樣本的抗原性，但會造成樣本三維結構的

扭曲、細胞膜或胞器膜產生小泡或穿孔，改變細胞

的外形。某些商品化固定液以甲醛加上甲醇

(methanol)，這種固定液會使細胞皺縮。為解決這

些問題，只要事先以微波的方式，將置於生理食鹽

水中的組織稍微固定，將樣本浸入多聚甲醛中進行

固定，即能同時保存良好的樣本三維結構，並解決

自體螢光及樣本抗原性降低的問題
(16)
。

2. 螢光物質選擇

螢光物質通常有很寬的激發波帶，因為雷射強

度極大，不需要在螢光物質激發光的峰值也可激發

螢光，因此雷射激發波長選擇上並不需要精準的吻

合，只要在激發波帶內即可。但因為螢光感測是仰

賴感測光子的多寡，愈多光子，螢光影像愈佳，所

以選擇較靠近螢光峰帶的雷射光源，可以較低的雷

射強度產生較高的螢光。另一原則是若用兩種螢

光，其兩種釋放光重疊性愈低愈好，避免釋放光顏

色太過近似產生重疊干擾。染色時必須將背景充分

洗淨，注意螢光漂白時間。新一代的染劑愈來愈

多，如 multi-color GFP、DsRed、nanocrystal…

等，使用時必須特別注意所匹配的激發光源及感測

的光譜範圍。



Media
Refractive index

(RI)

Immersion media

Air 1.00

Water 1.338

Glycerol 1.47

Immersion oil 1.518

Mounting media

5% n-propyl gallate/0.0025% p-phenylenediamine ( PPD) in glycerol 1.474a

0.25% PPD / 0.0025% DABCO / 5% n-propyl gallate in glycerol 1.473a

VectaShield (Vector Labs) 1.458a

50% glycerol / PBS / DABCO 1.416a

Slow Fade (Molecular Probes) 1.415b

Prolong (Molecular Probes) 1.3865b,c

aData from Bacallao et al. (1995).
bData from Molecular Probes.
cRI for liquid medium (RI for solid medium will be higher).
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3. 對照組樣品

共軛焦顯微鏡使用電腦影像增強技術，讓模糊

不清的螢光信號或非特異性的背景雜染信號看起來

更為明亮。為了能夠辨別背景裡面的真實信號，製

作對照組樣品是一定必要的，以避免對於信號產生

誤判。於單一種一抗的免疫螢光實驗裡，適當的對

照組樣品為未染色的樣品，和僅染二抗未染一抗的

樣品。在有兩種一抗的免疫螢光實驗裡，適當的對

照組樣品除上所述外，尚須增加確認二抗是否會和

錯誤的一抗產生交連反應的實驗。

4. 封片

理想的封片液必須能保存樣品的三度空間結

構，避免樣品的失真。含有 50% glycerol / 50% PBS

的封片液相當好用；封片液加入抗氧化劑可減輕光

漂白作用。最佳的抗氧化劑包含有：100 mg/mL

1,4-diazabicyclo [2,2,2] octane (DABCO, Sigma)(14)
、

n-propyl gallate(17)
和 p-phenylenediamine (PPD)(18)

；

DABCO 缺點是會減低螢光的強度，而 PPD 有可能

會傷害樣品
(14)
，因此使用前必須先測試其可用性。

選擇包埋液時尚須考量觀測樣品所用的物鏡，

為了讓物鏡有最佳的表現，包埋液 (mounting

media) 必須和埋入液 (immersion media，物鏡和蓋

玻片間的物質) 有相近的折射率 (表 2 )。兩者折射

率如果沒有適當的搭配，將會有嚴重的球面像差，

導致偵測器看到較低的螢光亮度，降低 z 軸的解析

程度，以及深度的誤判。隨著深度的增加，球面像

差的影響會更大，將導致影像亮度大減。如果樣品

在水溶液內，使用油鏡觀察，只要 5－10 mm 的深

度就會導致嚴重的信號和解析減損
(19)
。

大部分顯微鏡的物鏡觀察樣品都要用 0.17 mm

的蓋玻片，對於高 NA (> 0.5) 物鏡和水鏡 (water

immersion objectives)，使用正確的蓋玻片是相當重

要的事
(19)
，只要厚度多 5%，就會造成嚴重的球面

像差。樣品包埋的位置必須儘可能的靠近蓋玻片，

特別在用低工作距離 (~100 到 250 mm) 的物鏡時，

如此將有助於降低球面像差所引起的影像惡化。易

碎的樣品必須加入額外的支撐物，例如封片前先用

一層薄薄的指甲油把樣品外圍圈起來，或加上矽質

的襯墊。密封蓋玻片時，可用指甲油或矽隔離油密

封，有助於預防樣品乾燥和位移。

5. 活體樣品

以共軛焦顯微鏡做活體觀測是一項艱鉅的挑

戰。當以物鏡觀測時，小腔室中的樣品必須能保持

健康，且須固定不動。為獲得高解析的影像，腔室

表 2.

包埋液和埋入液的折射

率比較表。
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必須很薄，且能耐高 NA 值油鏡操作時的壓擠。活

體內的螢光信號常很微弱，活體照到雷射後很容易

受傷；為了收集許多影像，光漂白效應經常無法避

免；由雷射能量引起樣品週遭溫度的變動，易造成

聚焦點不易固定，這些都是活體觀測會遇到的問

題，這些問題必須能夠適當處理才能做有效的觀

測。樣品溫度的恆定是相當重要的，選用可溫控的

培養腔室系統或物鏡加熱器，可有效解決溫度所造

成的影響。光漂白效應會降低信號，增加傷害樣品

的自由基；解決方法是在培養液加入抗氧化劑，幫

助緩和對螢光物質的光漂白效應。有效的抗氧化劑

包括：oxyrase (0.3 U/mL)(20)
、ascorbic acid  (0.1－3.0

mg/mL; Sigma)(21)
、Trolo (10 mM; Aldrich) 和 N-

acetylcysteine (50 mM; Sigma) 的混合物(22)
。

六、影像最佳化

1. 物鏡的選用

鏡頭的解析是螢光影像品質的重要影響因素之

一，在雷射掃描共軛焦顯微鏡經常選用高 NA 值的

物鏡，因為高 NA 值的物鏡比低 NA 值的物鏡可收

集更多的釋放光。NA 值與鏡頭開口角度 a 的 sin

值成正比，若鏡頭必須使用折射率 n = 1.518

immersion oil，一般鏡頭解析計算，R = n．sina。
如：PL-APO 100 ¥ / 1.40 oil，同樣為 100 ¥ 鏡頭，
如果使用次一級的 N Plan 100 ¥ / 1.25 oil，則因其

NA 較小，色差與像差的修正都略遜於 PL-APO

100 ¥ / 11.40 oil 鏡頭，故螢光影像品質較差。在低

強度的螢光影像鏡檢，表現更是明顯。

共軛焦顯微鏡建議使用專屬的鏡頭，其於 R、

G、B 各有特別的修正，能提供最高的光學穿透與

解析，故有別於一般鏡頭。大部分的高 NA 值物鏡

在可見光區有大於 80% 的光穿透量，但有些物鏡

在 UV 波長區穿透率很低，因此鏡片就必須做光學

上的修正，以提高光學穿透率，和延展高穿透率的

波長範圍。

若要觀測水中的活體樣品，高 NA 值的水鏡是

最佳的選擇，它們經常有很長的工作距離。油鏡通

常比水鏡的 NA 值高，但工作距離較短，近來也有

長工作距離，接近 200 mm 的設計。長工作距離對

樣品的觀測相當重要，如果樣品的包埋液和埋入液

有相近的折射率，樣品的觀測深度將可大大增加；

反之，如果樣品的包埋液和埋入液沒有相近的折射

率，則樣品深度必須另外做修正。焦點移動的距離

(ds) 和物鏡移動的距離 (dobj) 比例等於包埋液的折射

率比上埋入液的折射率 (ds/dobj = hs/hobj)
(23)
。

2. 針孔光圈

雷射掃描共軛焦顯微鏡可應用單一個雷射激發

光針孔光圈 (pinhole)，及單一個螢光／反射光的感

測光針孔光圈，構成一個真正的共軛焦掃描系統。

也正因為有此設計，所以任何來自樣品聚焦面且通

過感測光針孔到達光電感測器的螢光，都真正是通

過激發光針孔光圈的雷射光所激發產生的。對所有

波長的雷射光源，都能提供精確的光點針孔導入

口，保證光路的恆定與穩定，尤其能提供最佳的光

譜分布，免去長時間使用後必須再調整與校準。如

果無此激發光針孔作為參考點，光由不同方向或角

度導入至樣品，當然會造成不同的聚焦點；而且聚

焦點呈像往往造成嚴重扭曲的像差，因為樣品上出

現許多不同的照明聚焦點，光路的準確性也極難控

制，造成光路的不穩定、強度不均，失去共軛焦技

術原理的設計需求。如果不使用單一的感測光針

孔，則必須利用軟體去虛擬補償側面的像差，耗時

與耗人力去做調整，無法保證影像訊號的共位 (co-

localization )。使用超過單一個感測光針孔時，系

統在每次使用前都要重新校準一次，而且光路會呈

現不穩定狀態。光路的穩定在共軛焦系統設計上是

極為重要的一環，也是技術瓶頸之一。

3. 放大因子

雷射掃描共軛焦顯微鏡放大倍數設定，決定掃

描的區域大小；放大兩倍掃描的長和寬，都為放大

一倍的二分之一。若固定畫素數目，兩者顯示在監

視器的影像都由相同的掃描線所組成，但有不同大

小的掃描區域。若設定放大一倍，畫素大小為 0.25

mm ¥ 0.25 mm，放大兩倍下畫素大小為 0.125 mm ¥
0.125 mm。為了能讓影像顯示在螢幕上，解析度經

常要調小，否則影像會無法容納在螢幕裡。反之，

每一物鏡都有其最佳放大極限，超過會導致過度或
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重疊取樣，引起光漂白效應的危險
(24)
。

4. z 軸切片間距問題

研究樣品的 3D 結構，必須以固定間距獲得一

系列的影像，再以影像重建技術堆疊成立體的構

形。為了確定影像比例的正確性，理論上將切片的

間距設定為 x、y 畫素的直徑較不會發生問題。但

是 z 軸的解析往往比 x、y 軸差了許多 (表 1)，由

Nyquist 取樣理論，畫素直徑應等於光學解析力除

上 2.3。超過會導致過度或重疊取樣，增加光漂白

效應的危險
(25)
。

5. 發光強度

螢光釋放量的線性增加，最終會到達飽和，如

果用過強的激發光，非但不會增加信號的強度，反

而背景值會一直增加。最佳的信號值與背景 (雜訊)

值比例必須在待測螢光飽和之前取得
(26)
。雷射掃描

共軛焦顯微鏡的發射光強度可在光徑上用 ND 濾鏡

或超音波光學調變系統調整，或把雷射功率調小。

基本上樣品最佳的影像強度，為在可接受的光漂白

效應下，信號愈大愈好。

6. PMT 的暗度和增益

共軛焦顯微鏡所使用的感測器是光電倍增管

(PMT)，感測器精密度可達 0.1 nA，有些具有選配

的冷卻設計，可除去暗電流 (dark current )，提供超

高解析 (圖 9)。鏡影像的對比和影像的內容，和

PMT 所調整的暗度和增益有關。為了獲得最多的

影像資訊，暗度與增益必須調整的恰到好處。當樣

品在連續掃描時，首先要以較高的增益來尋找樣品

高度，找到後再調低增益。調整 PMT 時不要超出

其動態範圍；一般軟體會提供偽色 (pseudocolor

image) 的功能，以方便調整最佳的 PMT 值。

7. 影像平均

共軛焦顯微鏡由於畫素點太小、掃描速度太

快，加上樣品中所含的螢光物質濃度相當低，因此

在掃描時常會發生大的訊號－雜訊比。改善的方法

是降低掃描的速度，或者多次掃描後將訊號相加平

均。有些共軛焦顯微鏡可設定掃描線平均法或平面

影像平均模式，掃描線平均法通常可獲得較大的解

析，因為掃描線平均較容易免除樣品位移所造成的

模糊現象。

8. 電腦自動控制調整鏡頭瞳孔照明

讓照明光源能完全吻合所使用的各種鏡頭的瞳

孔照明，是一項極重要的光學解析技術，其原理是

讓每個鏡頭都有其不同的照明瞳孔孔徑 (圖 10)。

一般都是取 40 ¥ 鏡頭的瞳孔孔徑當作參考值，因
而忽略了其他鏡頭的瞳孔照明。當使用較低強度的

雷射時，此種沒有吻合瞳孔照明的缺點，會誤導使

用人員而影響實驗工作。例如過度加強雷射強度，

圖 9.

PMT放大原理圖。
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造成螢光漂白或樣品壞死；或者錯誤調整感測器靈

敏度，造成影像雜訊過高。所以選用電腦自動控制

調整鏡頭瞳孔照的儀器，可降低螢光漂白、樣品壞

死或影像雜訊過高的缺點。

七、雙光子雷射掃描共軛焦顯微鏡

雷射的射出方式可分成連續式雷射和脈衝式雷

射兩種。單光子的可見光雷射 (Ar-Kr/He-Ne laser)

或紫外光雷射 (Ar-UV laser) 為連續式雷射。另一

種脈衝式雷射用雙光子來激發螢光
(26)
，只需要用到

兩倍波長的雷射光，即可將螢光物質激發。然而螢

光染劑的分子本身並不管此激發能量是否來自單光

子、雙光子或更多的光子，只要能量足夠改變基態

能階即可。如果激發光源具有雙倍的波長，則其光

子僅有其一半的能量，並不足以激發螢光染劑；如

果同時使用 2 個以上的雙倍波長光子的能量，以能

量相加的交互共同方式來激發螢光染劑，則此共同

的能量就如同單光子的能量，足以改變能階，並促

使螢光染劑釋出與單光子激發後所產生的相同波長

的螢光，此即雙光子技術。例如 DAPI 的激發光波

長 359 nm，釋放光波長 461 nm，我們可使用單光

子 Ar-UV 雷射，波長 351 nm 來激發；也可使用雙

光子雷射 Ti-sapphire，波長 702 nm 來激發，同樣

可得到相同波長 461 nm 的螢光。

在雙光子技術中，只有焦點有足夠的光能量密

度會激發螢光，其他部位的光能量密度不足以激發

螢光物質，因此焦點上下被光漂白的程度將大為降

低，此將有助於厚片活體的長時間觀測；而且由於

使用兩倍波長，穿透深度將大為增加，理論上可達

800 nm，實際應用上可達 200－500 nm，有助於大

為提高樣品的觀測深度。除此之外，由於檢體的螢

圖 10.

電腦自動控制調整鏡

頭瞳孔照明。

• ( )
• ( )
• 
• 
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光物質只在焦點發光，並無來自非焦面的迷光產

生，因此在偵測器前不需要裝設光學針孔，螢光亮

度將可更為提高。

單光子雷射掃描會使所有在光徑上的螢光都會

受到激發，因此需要利用光學針孔來擋光，確保影

像的解析度。雙光子雷射掃描所產生的螢光影像只

發生在樣品的聚焦點 (圖 11)，可謂是 完全聚焦

點 ，不是大面積樣品的影光影像。故此聚焦點的

反射螢光光路無需經過共軛焦掃描器內的感測光針

孔，反射光徑內的光幾乎可 100% 直接被偵測器所

感測。所以雙光子螢光影像並非共軛焦影像，屬於

樣品焦點的直接螢光影像。如果同時使用更多個光

子共同來激發螢光染劑，使其產生與單光子激發後

所產生的相同波長的螢光，此為多光子技術。然而

兩個長波長光子以上的共同交互合作激發機制，必

須在 pico-second (10–12 s) 或 femto second (10–15 s)內完

成，也有人稱此為飛秒雷射或超快雷射
(27)
。

需要用紫外雷射才能激發的螢光物質，顯微鏡

上的透鏡都必須要個別做修正，而且穿透率都不

高，在顯微鏡系統經常會受到許多限制。紫外光雷

射為單光子，不但造價昂貴，且極易散射，會沉降

在樣品的表面層，就如同曬傷一般，導致樣品的熱

傷害。許多螢光染劑都使用較短波長的紫外光來當

作激發光源，因其能量較高會傷害 DNA，故無法

使用於活體細胞。紫外光還有極易散射、傳輸不易

與穿透力低的缺點，必須使用特別製作的光學元

件，其造價極為昂貴，且品質不易控制。雙光子技

術一舉解決紫外雷射所遭遇的問題，可用兩倍波長

激發紫外級的螢光物質，其釋放光通常位在可見光

範圍，因此鏡片不需特別的修正即可操作紫外級的

螢光物質。

嚴格來說，雙光子雷射掃描共軛焦顯微鏡並不

是共軛焦顯微鏡，因為其原理上並不需光學針孔。

雙光子雷射掃描共軛焦顯微鏡的最大缺點是價格極

為昂貴，通常在十萬美金以上，目前商品化的有

Bio-Rad 和 Leica 等。雙光子雷射掃描影像技術的好

處還包括：增加取樣的深度，能更深入樣品裡層，

而不會產生光毒傷害；減低螢光漂白的速率，增加

螢光觀察與掃描時間；使用多種染劑時，呈像無色

差現象；較容易將激發光與釋出光的波長分開，螢

光影像比較不會有重疊現像；較低的散射截面
(28)
；

無需感測光針孔，所以反射螢光可 100% 的被感

測；可使用絕大部分的螢光染劑，尤其是須使用紫

外光光源所激發的雷射。1998 年 Mohler 等人將倉

鼠胚胎置於雙光子顯微鏡下觀察數小時，而此胚胎

再移植回子宮後，仍能成長為健康的小鼠
(29)
，可見

使用於活體具有細胞傷害性極低等優點。可有效的

應用於胞外或胞內離子流定量分析及螢光影像、

FRAP (fluorescence recovery after photobleaching)、

FRET (fluorescence resonance energy transfer) 或

FLIM (fluorescence lifetime imaging microscopy) 等。

八、結論

取得真實影像為顯微觀測技術所追求的終極目

標；雷射掃描共軛焦顯微鏡以共軛焦原理去除雜訊

得到單點影像，結合單波長雷射、掃描器和電腦影

像處理，在不破壞樣品下以光切片來觀測內部結

構，將樣品結構由點、線、面和體的三度空間相對

位置真實呈現。雷射掃描共軛焦顯微鏡在生醫科學

上主要被用來觀測標幟上螢光的樣本，其特殊之處

為解析佳、訊號強、背景干擾極低、立體定位準確

和具光學切片的能力，因此共軛焦顯微鏡是目前生

物醫學或材料技術上，顯微評估技術上相當重要的

圖 11. 雙光子雷射掃描所產生的螢光影像只發生在樣

品的聚焦點，不會產生大面積光漂白的現象。
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工具。螢光樣品固定後加入抗氧化劑，可加強保護

樣品，降低光漂白效應的危害，讓 3D 影像重建獲

得最佳的解析。3D 影像重建可輕易觀測到細胞骨

架或軸突的終點－突觸部位。觀測最大深度由許多

因子決定，包含埋入液和包埋液折射率的匹配程

度、觀測的波長、樣品對入射光的吸收和對釋放光

的捕捉程度等。在最佳狀況下，取得樣品的最大深

度決定於接物鏡的工作距離，事實上，取得樣品的

最大深度往往比接物鏡的工作距離少了很多。

雖然以共軛焦顯微鏡觀察活細胞相當困難，但

可以 3D 重建免於細胞的破壞，和藉定時收集影像

研究數小時動態的過程，這些麻煩卻是值得的。目

前有許多強韌的的螢光物質可供選用，例如 GFP

(S65T, EGFP) 可在低損耗下重複顯影 (29)
。除此之

外，現代的雷射掃描共軛焦顯微鏡提供多樣的光學

平台，以及多樣的樣品處理技巧，適合廣大領域的

研究人員應用雷射光來研究活細胞。有些專家預期

未來共軛焦顯微鏡將可結合操作微小物件的工具，

例如雷射光鑷 (laser tweezers) 或雷射手術刀(30)
，變成

細胞分子生物學或奈米科技研究上的超重量級兵

器。

本文對雷射掃描共軛焦顯微鏡做一廣泛性的介

紹，希望更多的研究者能善用此一強有力的研究工

具，揭開許多未知的秘密。
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