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同步輻射 X 光的生醫顯微影像應用
The Applications of Biomedical Imaging with
Synchrotron X-Rays

近年來由於同步輻射光源所產生 X 光的優異性能，X 光顯微成像在解析度、影像對比與品質方面有突破

性的進展，X 光成像術是 X 光應用最廣的領域。因此同步光源的高空間同調性應用在創新的超高解析度

X 光顯微術時，其結果特別地引人注目。利用小劑量的 X 射線輻射即可獲得高品質的 X 光顯微影像和動

態影片。這些技術除了在傳統的材料科學的研究分析外，已經在生物學和醫學研究方面上產生重要的應

用，本文將詳細探討全影像式的兩種 X 光顯微技術，並以數個生醫樣品的成像為例，說明 X 光成像的發

展與展望。
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Radiology is the oldest and by far the largest field of application of X-rays. In recent years, this domain has been
literally revolutionized by the exploitation of the unique characteristics of synchrotron sources. The results are
particularly spectacular when the high spatial coherence of the radiation is used for novel and powerful approaches
to radiology. The results are very high quality microradiology and microtomograhy images and movies- taken with
a limited X-ray dose- that find a variety of applications in materials science, biology and medical research.

一、前言

自從倫琴 (Röntgen) 一百多年前發現 X 光以來
(1)
，X 光成像術 (radiology) 即是這種神奇的電磁輻

射線最廣泛的應用之一，其中診斷用的 X 光顯微

術更是醫學發展的一個里程碑。X 光最重要的也是

最吸引人的特性就是與其他之前所知道的電磁波相

比起來極高的穿透性能，使人類第一次能夠在不破

壞、不侵入的狀況下看到人體內部許多重要的器官

與結構。也因此它改變了傳統醫學的診斷模式，使

醫生能對許多症狀判斷不再侷限於單純外表病徵觀

察來推測病情，而是演進到利用可靠的影像資訊來

建立更完整的分析。這對醫學的貢獻可說是革命性

的，而且一直延續一百年到現在，X 光仍是醫院中

最重要的診斷工具。

除了 X 光的高穿透能力外，相對於大多數常

用的光源來說，其波長極短，理論上其影像解析度

應不會受可見光的 繞射極限 (diffraction limit)

的影響，因此一直不斷的有科學家嘗試提高 X 光

成像的解析度，進一步希望使用它來進行顯微術。

以生物醫學而言，所有的研究都希望能對活生物體

進行觀察，對研究對象不加以破壞的需求也因此比

同步光源與

生醫科技專題
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其他的科學研究高得多。此外，我們希望不但能觀

察器官，更能進一步觀察更小的組織、細胞、胞

器、甚至 DNA 與蛋白質。利用 X 光進行高解析度

顯微術，有可能看到物體內部比光學顯微鏡可看到

的還要細微的結構，這將是生物醫學上非常有用的

工具。

可惜幾十年來，影像科技雖有極大的進展，但

是受到 X 光光源品質的限制，到目前為止，傳統

醫用 X 光成像技術的效能，和一百年前倫琴發現

X 光時所進行的 X 光成像，在解析度上可說是並

無太大差異。近年來主要是基於同步輻射光源的發

展，X 光的光源性質已有相當的進展，在研究領域

中 X 光顯微術的性能已大幅改觀(2-15)
。譬如說因為

X 光的空間同調性 (spatial coherence) 已得到初步實

現
(2, 5)
，也使得 X 光顯微術中同調性的影響變得極

為重要。這些 X 光顯微術目前雖然大部分建立在

同步輻射光源的優異性能，但是並不影響其快速成

長，並迅速擴展到不同領域的應用。所造成的影響

也從初步小規模的技術研究，發展到現在已經開始

在不同領域裡產生重要的研究結果
(2-15)
。這樣的發

展對材料科學和生物學來說有其特別的重要性 (例

如對材料動態的高解析度、非破壞性分析及單一細

胞的 X 光影像等)(16)
，而在醫學上的應用遠景更是

令人鼓舞
(2, 3)
。

我們將會討論 X 光顯微成像技術這個領域發

展的兩種對生醫研究特別有潛力的成像方式，並且

介紹我們已獲得的結果。本文將藉由回顧該領域的

發展和近年來的研究成果，配合同步輻射 X 光顯

微術的概念及其理論背景的討論
(3)
，使讀者能夠瞭

解該技術未來應用的無限潛力。

二、原理及技術背景

1. X光顯微成像原理
各種類型的 X 光顯微術都基於光子與凝聚態

物質 (軟的或硬的) 之間相互作用的不同作為其成

像的機制。本文所要介紹的兩種全景穿透式 X 光

顯微術其取像方式都基於相同的原理：讓 X 光子

束進入並穿透目標物體後，然後由兩維探測儀器來

接收穿過樣品後的 X 光。兩種顯微技術唯一的差

異在於其對穿透物體後 (在轉換成可見光影像前)

是否對 X 光影像進一步放大。如欲取得高於光學

顯微技術的解析度，必須使用適當的 X 光光學元

件對 X 光影像精確地放大。

因為樣品的內部各部分對X 光光子之作用不同

(受到其複數折射係數的控制)，造成穿過樣品後 X

光在垂直光進行方向平面的分布有所變化，分析這

些變化可了解樣品各部複數折射係數的分布，進而

了解物體內部的細微結構。從理論上說，複數折射

係數的實數部 (也就是相位) 和虛數部 (吸收) 在這

一機制中都有作用
(4)
。然而在實際情形中，除非 X

光束具備高同調性，否則折射係數的實數部影響並

不明顯
(2, 4)
。例如標準醫用 X 射線儀的光源多半來

自典型使用高壓電子束轟擊金屬陽極板所產生，因

其波長範圍寬，光源尺寸大，光束發散，因而都不

具備同調特質。因此在標準的 X 光成像技術中，通

常無法利用相位成像的效應。事實上迄今為止，所

有醫用 X 射線診斷儀都是根據樣品不同部位間對

X 射線吸收的差異造成影像對比來進行成像的。

2.同步輻射 X光的同調性
同調性一般是指當一個輻射源的波長 (光子能

量) 被限制在一個極小的範圍內，並且光源的尺寸

和角發散性足夠小
(2, 4)
，干涉和繞射現象可被觀察

到時的一個特性指標。根據此一概念導引，可區分

兩種不同的同調性，縱向 (longitudinal，或稱為時

間，temporal) 同調性及橫向 (lateral，或空間，

spatial) 同調性。

高時間同調和高空間同調性都與波長有決定性

之關聯，當波長變小時較難達到高時間同調和高空

間同調。也因此可以理解為何 X 光比可見光或紅

外光更難達到同調的特性。傳統 X 光源同調性極

差的另一個原因是，因為它們的光源尺寸、發散角

和頻寬都非常大。值得注意的是，非同調的光源是

可以提高同調性的。例如寬頻光源可藉由單光器過

濾的方法來減小頻寬。另外，縮小光源的大小，例

如使用帶有針孔的遮蔽物，將其置於遠離發散的傳

統光源處，這樣小孔就變為具有空間同調的二次光

源。但是由於這些方法只利用到小部分的光子強

度，雖然可提高同調性，但是會造成光源強度太
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弱，以致很難有實際用途。

同步輻射光源因其高準直、低度發散的光源特

性，其自然的輻射已具備相當高的空間同調性。此

外，使用所謂插件元件 (insertion device)，同步輻

射光源通過增頻 (wiggler) 或聚頻 (undulator) 磁鐵

的控制，從一個小點發出一道準確的平行光束，可

大幅提高空間同調性。至於時間同調性，通過聚頻

磁鐵同步輻射可以提供一道相當窄頻寬的光束，因

此產生時間同調性。另外，也可用單光鏡過濾掉發

散輻射來增加時間同調性。由偏轉 (bending) 和增

頻磁鐵發出的 X 光其同調程度已足夠滿足大部分

應用。若有需要則可進一步利用單光器來增加時間

同調性。

為瞭解利用相位差異成像的方法，我們採用非

常簡單成像機制的圖片加以說明。如圖 1(a) 所

示，可發現物體的邊緣因為不同的折射係數而產生

明顯的一系列繞射條紋。這些條紋讓人聯想起由菲

涅爾繞射 (Fresnel diffraction) 在不透明物體邊緣所

產生的繞射條紋。這兩種現象的確很相似
(14)
，唯

一的區別只是在於：對 X 光而言，沒有所謂的不

透明物體，只是不同區域有不同的折射係數而已。

但整體而言，其結果就如圖 1(a) 中的菲涅爾繞射

條紋一樣
(14)
。

圖 1(b) 的結果和圖 1(a) 既相似又不同。我們仍

可看到邊緣加強效應。然而一系列繞射條紋被較寬

明暗相間的條紋所取代。其實造成該現象的原因可

以用一個比較簡單與折射現象類比的方式來解釋。

圖 1(c) 表示傾斜的邊緣所產生的折射可造成明暗

相間的條紋，其他形狀的邊緣也可產生類似現象。

圖 2 是以一根光纖當作樣品所取得的影像，顯

示繞射與折射成像的轉變過程
(15)
，兩者主要差異

在於物體和偵測器的距離，只要改變這項參數就可

以選擇加強繞射或折射機制。雖然含有繞射信號的

成像包含較多的訊息 (類似全像術)，但折射現象的

觀察則較為簡單且易於瞭解
(15)
。而且在同調 X 光

顯微影像的實際應用上，利用邊緣折射成像的機制

較容易達成，只要調整物體與偵測器就可以實現。

圖 2 顯示的折射與繞射之間的交互出現可與產

生側向與縱向同調性的條件一併探討，此方法的細

節在參考文獻之 14 與 15 有詳細討論。從這些討論

中可以發現顯示時間同調性的條件非常容易滿足，

幾乎所有的同步輻射光源即使不加單光器也能符合

所需條件
(5)
。空間同調性也是相當微弱的條件，大

部分同步輻射光源皆符合此要求
(4, 5)
。此外，另一個

限制條件就是物體與偵測器之間的距離必須大到足

夠讓偵測器的側向解析度偵測到繞射條紋。換句話

說，如果偵測器和物體的距離太短，就無法觀測到

條紋。但是，如果距離太大，則折射所產生的明暗

條紋又會重疊在一起，以至於模糊不清，意即折射

機制只在某一段有限的物體－偵測器距離內才有

效。

我們現在可以總結折射與繞射的交互作用如

下：如果物體和偵測器之間的距離很短，則不會有

邊緣加強效應，影像對比完全取決於吸收對比。隨

著物體－偵測器距離的增加，折射條紋開始出現。

當隨著物體－偵測器距離的進一步增加，繞射條紋

開始出現而折射條紋則逐漸淡出。

從這個角度來說，同步輻射光源的出現正從三

visible
light
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object

x-rays

x-rays

x-rays
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圖 1. X 光成像在物體影像邊緣形成不同效應的示

意圖。
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方面深刻地影響著 X 光顯微術技術的發展(2, 3, 5)
。

首先，即使我們忽略由非 X 光吸收機制所引起的效

應，同步輻射光源的高強度和準直性對於提高標準

的 X 光顯微術已多有裨益(5)
。其次，利用 X 光吸收

與入射 X 光能量的相關性，同步輻射光源提供的

單色 X 光束可以提高 X 光顯微術技術的效能(3, 5)
。

一般的 X 光源強度都很弱，從中獲取的單色光強

度，更無法有效用於 X 光顯微術。同步輻射 X 光

不僅單色性好，而且光強度比傳統光源高數千倍。

第三，由於同步輻射 X 光具有高同調性的特點，

這使我們可以同時利用複數折射係數的實數部和虛

數部所造成的效應來進行 X 光顯微術。

3.利用波帶片成像的超高解析度全景 X 光
顯微術

在目前生物及生物醫學領域中，發展超過光學

顯微解析度的新式顯微術是一個極為重要的方向，

而能夠偵測到個別細胞甚至其細胞內的結構無疑是

最重要的目標。X 光雖然在最近一世紀的生物醫學

研究中扮演基礎且重要的角色，但目前為止在這個

方向並無可觀之貢獻。在我們不斷的努力研究下，

利用同步輻射的全景 X 光顯微鏡觀察組織檢體，

已經可觀察到組織內細胞的內部結構。

我們的策略是希望能夠同時改進影像空間解析

度與其影像對比。為了達到此目標，高亮度的同步

輻射光源是無可取代的。由於同步輻射光源具有高

同調性，利用此特殊的性質將能夠使影像解析度大

幅提升
(17-20)
，同時亦將能改進所獲得的影像對比，

此乃主要基於折射係數實數部的貢獻 (決定波的相

位)(17, 18)
而非虛數部的貢獻 (吸收的衰減)，利用此機

制，預期可大幅增強軟組織與生物試片間之對比。

我們的實驗主要是利用短波長 (~1 Å) 之 X 光

(硬 X 光) 的特性來穿透較厚的生物檢體。相對

地，過去的 X 光顯微術乃利用長波長之軟 X 光 (23

－45 Å) 當作光源，在此長波長之 X 光能量範圍內

稱為水窗波段 (water window)，若在含有碳與水的

試片中，利用軟 X 光觀察試片將可獲得最強之對

比
(21, 22)

，因此若搭配使用先進之軟 X 光光學元

件，次細胞結構可在含有水氣之環境中觀察到
(23-

25)
。然而軟 X 光並無法穿透較厚之生物檢體，最多

只能穿透數層細胞而已，因此無法觀察到相對較厚

的組織內部細胞結構，也喪失了使用 X 光最原始

的目的。

若利用硬 X 光光源來觀察未經染色處理之組

織內部細胞 (組織厚度為數個微米)，如果使用毫米

解析度的 X 光顯微技術 (16)
，的確無法達到次細胞

解析度。但經由不斷的創新及改進，目前本實驗室

所獲得的影像解析度已能達到預期之目標，即可觀

察到組織內部細胞。最主的原因是因為我們使用本

實驗室製作之菲涅爾波帶片來放大 X 光影像(26-28)
。

菲涅爾波帶片之製作乃基於本實驗室領先於世界之

奈米製程技術
(29)
，使用此波帶片，X 光影像可達到

小於 30 奈米(30)
之空間 (Rayleigh) 解析度，同時影

像擷取時間亦可小於 50 ms。

我們亦利用染色方式標定與偵測細胞內部特定

的蛋白質，若能了解細胞內部的特徵，便能對次細

胞結構 (胞器) 有更深入的了解。相對於其他顯微

技術，如可見光、共軛焦螢光顯微鏡及穿透式電子

顯微鏡等，硬 X 光顯微術中，對於細胞或胞器之

染色，目前尚在摸索階段。目前只能使用基於傳統

免疫染色的染色標定方式來增強目標物對 X 光吸

收之對比，尚無法充分利用相對比。即便如此，使

用此技術已能更進一步探討具奈米解析度的特定蛋

白質在二維甚至是三維中的空間分布。

圖 2. X 光成像在物體 (樣品為一塑膠線) 實際影像

在不同成像距離，所得到折射 (左圖) 與繞射

(右圖) 的邊緣效應。
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相對於軟 X 光顯微術，使用硬 X 光顯微術具

有一些顯著的優勢。其中一項為具有較深的試片穿

透深度。當試片厚度大於 5 mm 時，仍然可以清楚

地觀察到細胞內的資訊，且其影像空間解析度亦不

會隨著試片厚度的增加而有明顯的損失。在先前的

影像測試中
(31-33)
，對 X 光繞射影像使用相位補償

可達到奈米等級的解析度，相對的，在我們的影像

測試中，實驗結果顯示不需使用任何影像處理就能

夠達到次細胞等級的解析度。此外，也曾利用相位

補償方式對未經染色之細胞作影像測試，經由相位

補償影像處理 (基於波傳遞演算法 (34, 35)) 能夠在次

細胞等級中產生相位分離 (separate phase) 與幅度圖

像 (amplitude images)。

我們目前正致力於研發奈米尺度中更具功能性

的標定方式，以及更具功能性的聚焦元件、影像擷

取及影像處理等。目前使用 X 光聚焦元件之波帶

片可獲得小於 30 nm 空間解析度，然而此影像解析

度仍然遠低於經由繞射極限所計算出的解析度極

限，以及從使用之儀器設備所推估之解析度極限。

使用奈米製程製作出的高性能波帶片，由於其具有

較小之最外圈線寬，因此可得到較佳之側向解析

度，目前本實驗室已製備出最外圈線寬小於 25 nm

的波帶片 (如圖 3)。圖 4 為此 X 光顯微鏡的光學組

成示意圖。新一代同步輻射光源由於 X 光亮度

(brightness) 可明顯提升，因此曝光時間將可大幅縮

減，進而減低活體試片在曝光時之瞬間移動而產生

不必要的干擾。更進一步，若能使用高階繞射模型
(36, 37)
，雖然此模型所產生之訊號強度相對較弱，而

造成影像擷取所需時間勢必增加，然而影像側向解

析度可大幅提升。

圖 3.本實驗室製備之最外圈線寬小於 25 nm 的波

帶片，由掃描電鏡在不同放大倍率所取得的

影像，顯示出 25 nm 的最小線寬。.

Pinhole

Capillary
Condenser

Beam

Monochromatic
X-rays

stopper

66.5 mm 325 mm 25 mm 2055 mm

Sample CCD

Objective
Zone Plate

Phase
Ring

圖 4.

穿透式波帶片取景式 X 光

顯微鏡的光學組成的示意

圖。

(a)

(b)

(c)
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三、X光成像實驗設施

圖 5 是位於新竹同步輻射研究中心光源的 X

光顯微鏡光束線 (BL01A) 的略圖。這一條光束線

的光源來自於一個超導移頻磁鐵 (superconducting

wavelength shifter, SWLS)，為三個實驗站中的一

條，可有效地將光子能量提高至較高能區域，主要

的光子能量起始於 4 keV，向上延伸至約 40 keV。

波帶片全景 X 光顯微鏡使用此三條光束線的另外

一條。儲存環中的電子束大小在垂直與水平方向分

別為 12 微米及 120 微米。BL01A 光束線的全長為

18.6 公尺，光子的通量為 1 ¥  1012 photons/s。

實驗站中的樣品台具有六軸的自由度 (精確度

為 0.1 微米)，外加旋轉及傾斜功能以配合諸如 X

光斷層掃描成像術或是其他需求。樣品離偵測器的

距離可由滑軌來控制，可調範圍為 0.5 毫米至 1.5

公尺之遠。X 光穿過物體之後，由閃爍計數晶片

(scintillator) 轉換成可見光，再經 CCD 相機加以紀

錄。閃爍計數晶片的材質為 250 微米厚的CdWO4

單晶晶片，尺寸有 10 ¥  10 及 30 ¥  30 毫米見方兩

種，視需要而更換。CdWO4 的優點是具有較高的

光轉換效率以及適當的解析度，而且非常能抵抗輻

射損傷，適合長時間使用。在閃爍計數晶片上形成

的影像，先經過光學顯微鏡頭放大之後，再由

CCD 相機加以擷取。光學顯微鏡頭是可拆換的，

倍率介於 1 至 50 倍之間，視實驗需求而更換適當

的鏡頭。CCD 相機部分亦有數種可供選擇，可供

高速連續攝影 (曝光時間短於 0.1 毫秒) 或是長時間

曝光使用，相機的畫素及灰階最大可至 2000 ¥
2000 畫素及 16 位元灰階。

目前本設施的整體性能，如小於 1 微米的空間

解析度、小於 1 毫秒的時間解析度，以及波帶片 X

光顯微鏡的 30 奈米解析度，已使它成為相當具競

爭力的顯微技術。而 X 光獨特的穿透力使我們得

以觀察高於解析度 104
次方倍的厚樣品 (例如以 1

微米的解析度來觀察細胞，在厚達 0.5 公分的組織

切片中仍可利用電腦斷層掃描方式重組出細胞結

構)。其在影像上的卓越區分性及靈敏度 (>1012 in

volume) 正可以補足其他電子顯微鏡或光學顯微技

術的缺點，尤其當研究三維的微觀組織時，高解析

度相對比 X 光顯微術將是最佳選擇。

四、生物學及醫學應用

1.生物學
將顯像技術推進至細胞的層級是 X 光顯微成

像術能否在生命科學方面有效應用的一個關鍵性挑

戰。因為 X 光能量在 284－543 eV 區間的能量範

圍內，含碳區域與水的相對比可以達到最大值
(22,

23)
，所以選擇這個能量區間 X 光顯微術已可在含水

的狀態下觀察次細胞的結構
(23-25)
。然而這個能量的

X 光光子最多只能穿透厚度超過幾 mm (大約是一

個單一細胞厚度)，因此在某方面來說限制了該項

技術的應用潛力。

同調 X 光顯微術由於利用折射率不同而造成

的邊緣加強效應，細胞影像可藉由硬 X 光而非軟

X 光取得。利用此方式可在更真實的環境下來研究

厚樣品內微結構的三度空間分析。我們成功地採用

此方法
(16)
，不需藉由任何染色或增強對比的樣品

製備程序，而直接觀察到細胞和次細胞等級的細微

結構。例如發現對於 5 mm 厚的樣品，從試片表面

到指定深度的細胞結構，在不需犧牲空間解析度的

情況下，仍然可以被清楚地識別。我們最近的後續

實驗更證明短波長的硬 X 光能用於獲得 25－60 nm

解析度的影像重建，這已大大超出基於繞射成像之

光學顯微鏡的解析度
(31)
。

圖 5.

位於新竹同步輻射研究

中心光源的 X 光顯微鏡

光束線 (BL01A 超導移

頻磁鐵光束線) 的略圖。

SWLS
source

20 mrad

CM (C) DCM (C)
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EXAFS XRD

SAXS
TXM
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FM (B)
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藉由我們的方法可以相當簡單地獲得植物細胞

的影像，圖 6 顯示的是在寬頻白光條件下孤挺花葉

子的 X 光顯微影像的例子 (16)
。本圖的水平視野

(field of view, FOV) 約為 1.5 毫米。要製備可觀察

的動物細胞也並不困難
(3)
，圖 7 所示為人工培養且

被固定住的老鼠腦部的神經元細胞。不僅神經元軀

體可輕易地被觀察到，互相連結的神經細胞軸突也

可以被觀察到。

我們的結果顯示利用同調 X 光顯微成像技術

可以在無染色的情形下，獲得清晰的細胞和次細胞

等級影像。從獨特性、適用性與未來改進潛力方面

考量，我們的方法和其他的技術相較都較為優異。

目前獲得的解析度大致和光學顯微技術相同，並且

還可以有很大的改進空間。軟 X 光顯微成像技術

雖擁有略佳的解析度，但卻無法觀察到大於單層細

胞厚度的樣品。穿透式和掃描式電子顯微鏡需要特

定的樣品準備程式，並且樣品的厚度同樣不能太

圖 6.寬頻白光條件下利用相對比 X 光成像技術所

取得的孤挺花葉子的 X 光顯微影像。

圖 7.人工培養且被固定住的老鼠腦部神經元細胞

的 X 光顯微影像。不僅神經元軀體可以輕易

的被觀察到，互相連結的神經細胞軸突也可

以被觀察到。

(a)

(b)

厚。而我們方法的優異處在於利用硬 X 光的高穿

透力，因此能容易地在保持樣品的自然狀態下觀察

動物的整體內部結構及狀態。事實上，目前尚無一

種顯微技術可以像同調 X 光顯微術技術一樣，以

類似的高解析度觀察厚試片
(16)
。

(1)次細胞解析度實驗

圖 8 與圖 9 為使用硬 X 光波帶片穿透式全景

顯微鏡所獲得的測試結果，透過上述的雷利準則

(Rayleigh-criterion) 計算其空間解析度優於 30 nm。

圖 8 為西門子公司所生產的標準氮化矽薄膜上製作

的金星狀圖案測試片，最小線寬為 30 nm，而不同

線寬的間距為 60 nm。圖 9 是本實驗室製作的測試

圖案，最小線寬為 20 nm，可以發現小於 20 nm 的

特徵也清晰可見。透過詳細分析 (相似於參考文獻

18) 可知道 Rayleigh 解析度為 29 nm。

圖 10 為使用單光 X 光高解析度，硬 X 光顯微

鏡影像測試的進展。在圖 10 中利用單光 X 光顯微

術，藉由使用鎳增強效果的 DAB 染色，可以清楚

地觀察到 HeLa 細胞內網狀分布的相對比影像，其

一微米的空間解析度近似於一般光學顯微鏡。我們

可以清楚地看到在細胞中染色後的細胞骨架

(vitemntin) 和細胞核 (FOV = 240 mm)。細胞核不會

被染色過程所影響，並且有較弱的吸收對比。相較
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於細胞核，細胞質有較深的對比，因為它具有較緻

密的細胞骨架染色，透過光學顯微鏡佐證可以發

現，尤其是位於細胞質周圍的區域會有明顯的 X

光吸收。

在圖 10 中明白指出結合波帶片之硬 X 光顯微

鏡，其放大倍率可以超越光學顯微鏡的限制。圖

10 中可清楚地看到靠近細胞核成束的細胞骨架結

構。細胞骨架也在靠近細胞質周圍呈現類似網狀物

的結構，細胞邊界可以藉此完整顯現出清晰的輪

廓，除了成束的細胞骨架外，也可以看到單一的細

絲 (filaments)。

(2) X光斷層掃描影像顯微術

對於數千張影像資訊的 X 光影像重建，快速

的影像擷取是相當重要。同樣的，空間和時間解析

度的妥協也要考慮。對那些培養細胞的檢體，平坦

在培養皿表面的結構，也會干擾到 360 度旋轉的影

像擷取範圍，部分角度受限於局部斷層掃描，使得

影像資訊損失。圖 11 是 EMT-6 免疫染色的測試結

果，很清楚地可以看到這個方法可以重現細胞骨架

的三維立體結構，圖 11(b) 是圖 11(a) 的 X 光斷層

掃描重建的影像。圖 12 是同樣檢體的有限角度之

影像重組，與奈米金粒子一起培養的 EMT-6 細

胞。如圖 12(a) 和 (b) 所示，細胞核附近叢集的金

粒子可被個別的解析出來，因此即使是有限角度的

局部影像重組，也不會造成空間解析度的惡化。

偵測奈米粒子的能力對於組織層的影像尤其重

要，金奈米粒子可清楚地在器官的組織層被偵測

到，像是肝、腎和脾的靜脈末梢，圖 13 是放置在

圖 8.使用硬 X 光波帶片穿透式全景顯微鏡測試西

門子公司所設計、Xradia 公司所生產的標準

氮化矽薄膜上製作的金星狀圖案測試片，所

取得的 X 光顯微影像顯示出此測試圖樣最小

線寬為 30 nm，而不同線寬的間距為 60 nm。

透過上述的 Rayleigh-criterion 計算其空間解

析度優於 30 nm。

圖 10.利用非單光 X 光顯微術，藉由使用鎳增強

效果的 DAB 染色，可以清楚地觀察到 HeLa

細胞內網狀分布的相對比影像。

圖 9.本實驗室製作的奈米測試圖案，最小線寬為

20 nm。

30 nm

60 nm
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細胞膜上的 200 mm 厚的含有奈米金的腫瘤組織。

這些重建後的影像顯示出 EPR 效應 (enhanced

permeation and retention)，即是奈米金 (橘色部分)

優先聚集在腫瘤上。

目前在進行奈米解析度的 X 光斷層影像術的

重要限制因素是，當執行次細胞成像等級的超高解

析度影像重組時，旋轉時樣品位置的精確度會受到

機械精密度及再現性的嚴重影響。但是在進行微米

等級的空間解析度之斷層成像與重建時樣品位置精

準度就相對不成問題。對於使用非單光的 X 光和

沒有波帶片取像影像重組也是相對簡單的，因為數

千張影像可在幾秒鐘內就擷取到。

圖 14 是利用標準背投影濾波方法所拍的小鼠

肝臟 X 光影像重建 3D 影像，360 張用於 3D 重建

的 X 光影像擷取都在 10 ms 達成。影像重組顯然

並不會影響到解析度。

(3)輻射破壞

高速影像擷取可讓檢體在被輻射嚴重破壞之前

得到結果，這一點已在在先前工作
(22)
測試過，我

們在潮濕狀態下從老鼠大腦和動物細胞中培養且固

定的神經元細胞，證實目前的實驗結果。基本上，

尚未在目前實驗的影像擷取發現到偵測得到的輻射

破壞。

這項結果並不令人驚訝，因為相位對比的加強

效應，相同品質與效果的影像可使用較低的輻射劑

量取得，因此可有效降低曝光和輻射效應。然而輻

射破壞的風險始終存在而且不會自動消失。該潛在

危機對於要處理大量投影影像數據的斷層掃描過程

尤其明顯，為了使用波帶片放大達到更高的空間影

像解析度，而使用較長的曝光時間，可能引起可偵

測到的輻射破壞。幸運地，仍然有進步的空間，像

是使用較好的偵測器
(39)
可以讓目前每個影像的曝

圖 12.

同樣檢體的有限角度的影像重

組，與奈米金粒子一起培養的

EMT-6 細胞。如 (a) 和 (b) 所

示，細胞核附近叢集的金粒子

可以被個別的解析出來。

圖 11.

使用硬 X 光波帶片穿透式全

景顯微鏡測試 EMT-6 細胞經

過免疫染色的測試結果，很清

楚可以看到這個方法可以重現

細胞骨架的三維立體結構，

(b) 是圖 (a) 的 X 光斷層掃描

重建的影像。

(a) (b)

(a) (b)

0.50 um
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光時間 (50 ms) 和相對劑量可以減少到一至兩個數

量級大小，使用冷凍保存
(40)
也可以達到相似的效

果。

(4)厚樣品

硬 X 射線顯微鏡具有非破壞性的獨特優勢，

對於厚樣品不需複雜的準備程序即可觀察，我們經

過一系列的實際測試結果，證實樣品厚度對於空間

解析的影響主要是由 X 散射造成，衰退極為有限

也可相當準確的評估。在不超過釐米厚度的生物樣

品空間解析度仍足以解析厚組織的細胞位置。以昆

蟲之 X 光成像而言，可觀察到約 400 mm 蚊子腹部

數微米的細血管。擁有低於 1 mm 的高解析度及可

穿透大於 1 mm 的穿透深度，而體積敏感度可高於

1/109
。

這種具有選擇性的功能大大的降低樣品準備的

困難性，且容易尋找特定區域作研究。另外，試片

可保持在較自然的環境。相反的，一般顯微鏡技術

只能透過薄切技術去解析三維的結構，因而此方法

容易遺失一些重要訊息，因此 X 光顯微術不僅可

解析細胞輪廓，更可詳細解析次細胞的結構。如同

樣品厚度對於白光 X 光顯微術解析度所造成的影

響有限，我們發現使用波帶片，只要樣品厚度小於

200 mm，空間解析仍可達到最佳 30 nm 的程度。

如前所示高解析 X 光照片已清楚地顯示經合適減

薄及染色的次細胞解析度的三維影像，其解析度經

斷層掃描後並沒有被減損。因此經由這些例子的解

釋，顯示出 X 光顯微術觀察厚樣品的優點，可以

定位出腫瘤的位置，且利用金顆粒的分布作定量分

析。

大厚度的試片確實會降低解析度，就經驗而

言，以偵測次細胞為例，樣品厚度可達數毫米都能

維持的良好解析度。過大的樣品由於 X 光散射造

成影像模糊，因此會使局部斷層掃描發生重組困難

的問題
(31, 32)
。

(5)其他方法的比較與結論

由實驗證明高穿透性的硬 X 光不但可用來探

討動物組織的單一細胞，且可觀察到次細胞結構。

圖 14.利用標準背投影濾波方法所拍的小鼠肝臟 X

光影像重建 3D 影像，360 張用於 3D 重建

的 X 光影像擷取都在 10 ms 達成。影像重組

顯然並不會影響到解析度。

圖 13.

200 mm 厚、含有奈米金的腫

瘤組織的 X 光影像。這些重

建後的影像顯示出 EPR 效

應，即是奈米金 (橘色部分)

優先聚集在腫瘤上。
(a) (b)
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以空間解析為首要目地，影像可達 30 nm 的解析程

度。對於不同的研究，利用控制不同參數可在時間

解析和空間解析之間取得平衡點。使用白光及未經

波帶片放大的顯微術可即時觀察活體樣品，其空間

解析佳，且空間解析度可低於 1 mm。由結果顯示

X 光顯微術可擴展至生物及生物醫學的研究。為了

強調這項重點，我們將和其他顯微術作比較，雖然

硬 X 光顯微術確實擁有獨特的益處，但最好的策

略還是要和其他技術搭配。

與一般光學顯微鏡比較，我們的實驗可達較好

的解析度 (< 30 nm)，而且樣品製備簡單，更重要

的是，硬 X 光可以探測厚的樣品。雖然穿透式電

子顯微鏡提供較好的解析度，但其也需較複雜的樣

品準備步驟，樣品必須乾燥、經包埋後，利用超薄

切割成薄片，這樣的步驟不但複雜且耗時。另外，

穿透式電子顯微鏡只能觀察小於 l mm 厚度的薄樣

品，且其對比受到限制。一般而言，樣品可以大角

度的旋轉有助於擷取影像作斷層掃描重組，但薄樣

品卻無法達成此目標。穿透式電子顯微鏡也可利用

連續切片及演算重組而獲得厚樣品的三維影像，但

Z 軸解析度卻受到約束。我們的硬 X 射線顯微鏡

比軟 X 光顯微鏡 (< 10 mm) 或穿透式電子顯微鏡可

偵測較厚的樣品 (300 mm－10 mm)。但不需經過連

續切片便可以偵察整個細胞、多細胞結構 (multi-

cellular structures) 或動物組織，並減少訊息的遺失

或扭曲。

硬 X 光在生物及生物醫學研究的重要性非常

明顯。我們不但討論不同顯微術的利弊，並且在某

些方面可以取代它們，譬如穿透式電子顯微鏡在動

物組織的研究。硬 X 光顯微鏡的角色將進一步擴

展，目前的儀器並未達到理論的極限值，此技術有

很大的進展空間，因此目前也正在發展更先進的系

統。

圖 15. (a) 與 (b) 中顯示出一隻老鼠眼球內的彎曲放

血血管，從微弱可見的混雜的血管中可見脈

絡膜血管叢。(b) 是在注入對比染色劑之前

所獲得的影像。這些小血管的血管壁因折射

對比的增強效應強化下已經清晰可見。以

(a) 而言，在注入對比染色劑後對 X 光的大

量吸收減弱了邊緣增強效應，使得邊緣增強

效應產生的折射邊緣幾乎不可見。圖 (c) 與

(d) 則顯示出寬度約為 8 到 100 微米的樹枝

狀外耳血管。外耳血管的這種樹枝狀特徵在

此之前從未在活體動物影像中取得。(c) 是

在對比染劑流過後之影像。而 (d1) 和 (d2)

則比較了同樣的血管在對比染劑流過期間與

流過後的影像。

圖 16.沒有注射任何對比染劑而進行微血管造影很

好的一個例子。這個影像清楚的顯示出接近

老鼠足踝部位的血管的形態。
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2.醫學應用
X 光顯微術開始發展的一個重要目的即是偵測

活體生物體內部的微小結構 (如小血管)。傳統 X

光成像因完全依賴吸收對比，如果想要對於體內對

X 光吸收極少的軟組織成像，則為了提高對比度必

須使用對 X 光具有高吸收性的造影劑，這無疑地

大幅限制了血管造影技術的進一步發展。

使用額外的相對比，X 光顯微術在對軟物質的

成像能力方面有很大的改進。實驗結果證明同步輻

射所產生 X 光非常適合做相對比成像，並可獲得

高品質的血管影像
(40)
。由於不需使用單色光，因

此訊號強度極高，從而可獲得時間解析度小於 1 毫

秒的即時影像。目前所發展的同調 X 光顯微術已

達到無需使用造影劑便可即時觀察到活體中最小的

微血管。在不同活體動物樣品中我們均可觀察到小

於 10 微米尺寸的影像。雖然醫用核磁共振影像有

時可達到比傳統 X 光成像更好的影像對比，但是

這些方法不能觀測到微米級的細微結構。而這一尺

度細微結構的觀察對血管疾病、腫瘤醫學的早期診

斷是非常重要的。

圖 15 與圖 16 是我們所完成許多微血管造影影

像中比較典型的例子。圖 15(a) 與 (b) 中顯示一隻

老鼠眼球內的彎曲放血血管，從微弱可見的混雜血

管中可見脈絡膜血管叢。值得注意的是，在圖

15(a) 中少量並已稀釋一倍的碘對比染色劑在取得

影像之前已從預先插入的聚乙稀管內注入頸動脈，

因此以這個影像作為參照，在確定無顯影劑時所成

像的微觀特徵是真正來自運動中的血管。圖 15(b)

是在注入對比染色劑之前所獲得的影像，這些小血

管的血管壁因折射對比的增強效應強化已經清晰可

見。事實上我們可由這個對比判斷出，這些小血管

管壁的影像在沒有對比染劑流過時反而更加清晰，

這是血管內強 X 光吸收與折射增強效應共同影響

的結果。以圖 15(a) 而言，在注入對比染色劑後對

X 光大量吸收減弱了邊緣增強效應，使得邊緣增強

效應產生的折射邊緣幾乎不可見。圖 15(c) 與 (d)

則顯示寬度約為 8 至 100 微米的樹枝狀外耳血管。

外耳血管的這種樹枝狀特徵在此之前從未在活體動

物影像中取得。圖 15(c) 是在對比染劑流過後之影

像。而圖 15(d1) 和 (d2) 則比較同樣的血管在對比

染劑流過期間與流過後的影像。圖 16 是在沒有注

射任何對比染劑而進行微血管造影很好的例子，該

影像清楚的顯示出接近老鼠足踝部位的血管形態。

圖 17 顯示小鼠心肺器官附近的組織結構。圖

17(a) 的影像是取自一連續影片中，在注射顯影劑

後所取得的血管成像，曝光時間 1 毫秒。圖 17(b)

曝光時間也是 1 毫秒，小鼠肺臟內之血管結構清晰

可見。這個例子顯示在一個快速運動的系統 (以顯

微術觀察之極小尺度而言，幾乎所有的活體運動皆

相當快速) 中，要得到清晰影像，快速的成像速度

的確是必要的，因此同步輻射白光的使用對於獲得

這類動態影像來說是不可或缺的。

(a)

(b)

圖 17.顯示一隻小鼠心肺器官附近組織結構。(a)

的影像是取自一連續影片中，在注射顯影劑

後所取的的血管成像，曝光時間 1 毫秒。

(b) 曝光時間也是 1 毫秒，小鼠肺臟內之血

管結構清晰可見。
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五、結論

本文描述有關即時同步輻射 X 光顯微成像研

究的技術及其在生命科學與醫學應用的實驗結果。

該結果清楚地顯示使用同步輻射 X 光光源的顯微

技術已經快速的發展成熟，而該具有次毫秒時間及

奈米級空間解析度的技術也可廣泛使用於許多不同

研究系統，特別是活體生物進行即時影像觀察或是

厚樣品內奈米結構的三度空間成像。實驗結果也顯

示利用全景 X 光顯微鏡可對組織之細胞內部結構

作深入之觀察及探討，研究核心乃基於三項主要因

素：同調 (同步輻射) X 光的使用、應用複數折射

係數的實數部所貢獻之相對比機制，以及使用具放

大效果之菲涅爾波帶片。利用菲涅爾波帶片的 X

光成像技術可獲得高品質的人類及小鼠細胞之顯微

X 光影像，Rayleigh 空間解析度可達到 29 奈米，

利用影像重組技術也可繼續應用於觀察次細胞特徵

的三維空間結構，在生物醫學應用上與其他生物影

像設備相比較，全景 X 光顯微術在細胞與次細胞

結構觀察上將更具發展潛力。目前 X 光顯微技術

發展尚未達到極限，也顯示未來在技術發展與應用

上仍有相當的挑戰。
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