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一、前言

螢光顯微術具有高靈敏度、高分子鑑別度、同

時偵測多重色和活體細胞影像等優點，是生物學家

研究生物體內特定的微細結構、細胞結構間的交互

作用、各種蛋白質分子的分布和作用等性質的最重

要工具。也因此 2008 年的諾貝爾化學獎頒給日本 
Osamu Shimomura 教授、美國 Martin Chalfie 教授
和 Roger Y. Tsien 教授，表彰他們發現綠色螢光蛋
白 (green fluorescence protein, GFP) 和發展相關研
究的貢獻。相對地，除了螢光蛋白或染劑容易光漂

白 (photobleaching) 的缺點，螢光顯微術的空間解
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螢光顯微術具有高靈敏度、高分子鑑別度、同時偵測多重色和活體細胞影像等優點，但空間解析度受光繞

射特性的限制，無法解析距離比 1/2 螢光波長還要靠近的兩物體，產生模糊且重疊的影像。近期以來許多

先進螢光顯微術利用非線性光學、光干涉或特殊螢光染劑的光激發特性，已成功地突破繞射極限，提高螢

光影像的二維或三維解析度，解析出更細微的細胞結構，分辨出多種蛋白質分子的分布和交互作用等性

質。國家同步輻射中心於 2010 年建立一套高解析結構照明螢光顯微實驗系統，主要利用不同角度的三維

結構照明圖案激發螢光樣品，再由螢光影像解析出高頻率的新資訊，提供近兩倍的三維解析度。本文將簡

介結構照明螢光顯微術高解析影像的重建原理、可快速調變照明圖案相位和方位的顯微實驗系統，以及在

生物研究的應用。

Fluorescence microscopy enables biologists to observe the fine structures of specimens with great contrast and 
specificity through fluorescent labeling; however, the spatial resolution is limited by the diffraction nature of 
light. Several super-resolution fluorescence microscopic techniques related to confocal or wide-field microscopy 
have been developed based on various excitation strategies. Among them, structured illumination fluorescence 
microscopy (SIFM) that illuminates specimens with structured light, rather than the uniform light used in a wide-
field microscope, can attain a doubled resolution in three dimensions. At NSRRC, we have developed a 3D-SIFM 
system that uses a spatial light modulator (SLM) to shift and to rotate the illumination pattern rapidly and precisely, 
without mechanical calibration. Simulations of the optical transfer function of this SIFM system are also performed 
for Wiener deconvolution to improve image resolution. Here, we describe the concept of SIFM, introduce our newly 
launched SLM-based 3D-SIFM system, and demonstrate the prospective application to biological systems. 

生物醫學

影像專題
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析度受到光繞射特性的限制，無法解析距離比 1/2 
螢光波長還要靠近的兩物體，也大大地限制了其在

生物研究的應用。

廣視野 (wide-field) 螢光顯微術只能提供 220－
300 nm 的橫向解析度和 800－1000 nm 的縱向解
析度。共軛焦 (confocal) 掃描螢光顯微術聚焦激
發雷射光，並使用針孔遮罩 (pinhole aperture) 去
除離焦平面的螢光訊號，提高了縱向解析度到 
400－500 nm，並提供三維的斷面影像，但橫向解
析度的增加卻有限。近年來，數種先進螢光顯微

術
(1, 2)
，如光啟動定位顯微鏡技術 (photoactivated 

localization microscopy, PALM)(3) 和隨機光學重建
顯微術 (stochastic optical reconstruction microscopy, 
STORM)(4)

、受激發射損耗 (stimulated emission 
depletion, STED)(5) 顯微術等，利用非線性光學
及共軛焦顯微術的特性、以及結構照明顯微術 
(structure illumination microscopy, SIM)(6, 7, 8) 利用光
干涉的方式，已成功地突破繞射極限，提供二維或

三維的高解析螢光影像。

螢光影像的解析度主要取決於顯微系統的點

擴散函數 (point spread function, PSF) 或光學傳遞函
數 (optical transfer function, OTF)。點擴散函數對應
於螢光點經由顯微系統產生的螢光影像，光學傳

遞函數則是螢光影像在頻率空間分布的資訊。因

此，要提高螢光影像的解析度必須縮小點擴散函數

在空間的分布或是增加光學傳遞函數的頻率涵蓋

範圍。結構照明螢光顯微術 (structure illumination 
fluorescence microscopy, SIFM) 主要利用有結構的
照明圖案激發螢光樣品，將高頻率的影像資訊轉移

到 OTF 涵蓋的範圍，並經由影像重建取得這些高頻
的影像資訊，提供兩倍於廣視野顯微術的解析度。

SIFM 依結構照明圖案的二維或三維週期變
化特性分為 2D-SIFM 和 3D-SIFM。2D-SIFM 是
利用兩道雷射光干涉產生結構照明圖案，能提高

兩倍的橫向解析度，適合研究薄樣品，若進一步

使用非線性的激發方式
(9) 或是結合全內反射式螢

光顯微技術
(10) (total internal reflection fluorescence  

microscopy, TIRF)，橫向解析度可以低於 100 nm。
3D-SIFM 則是利用三道雷射光進行干涉，產生
三維的週期變化，進而提供兩倍的三維解析度，

若能搭配雙物鏡的 I5M (incoherent interference 
illumination image interference microscopy)(11) 

顯微

術，稱為 I5S(12)
，則三維解析度皆可達到 100 nm。

SIFM 雖然解析度不比 PALM、STORM 和 STED 
等先進螢光顯微術高，但具有許多優點，如不需

要特殊的螢光蛋白或染劑、昂貴的高功率雷射系

統，且可同時偵測多重色的影像。因此，我們預期 
SIFM 在生物螢光顯微影像研究的應用，將是一個
有發展潛力與高應用性的技術。

國家同步輻射中心於 2010 年建立一套高解析
結構照明螢光顯微實驗系統。不同於文獻報導的實

驗系統，我們利用液晶空間光調變器 (spatial light 
modulator, SLM) 產生結構照明圖案，相較於傳統
光柵的設計，可以精準且快速地轉換結構照明圖案

的方位及相位。另外，也利用理論模擬建立二維和

三維結構照明實驗系統的點擴散函數資訊，用於消

除重疊資訊，進一步提高影像的解析度。在本文

中，我們將介紹結構照明螢光顯微術的原理、可快

速調變照明圖案相位和方位的顯微實驗系統，以及

在生物影像的應用，例如，解析海拉 (HeLa) 細胞
內的肌動蛋白 (actin) 和微管 (microtubules) 等細胞
骨架 (cytoskeleton) 的結構。

二、結構照明螢光顯微術原理 
在螢光顯微鏡中，螢光影像 D(r) 的形成可以

表示成 

 (1)

其中 r 是位置，S(r) 是螢光樣品，I(r) 是激發光強

度分布，P(r) 是點擴散函數， 是卷積運算。同

樣地，螢光影像頻譜 D(k) 可經由傅立葉 (Fourier 
transform) 轉換 D(r) 得到

 (2)

其中 D(k)、S(k)、I(k) 與 OTF(k) 分別對應於傅立葉
轉換的 D(r)、S(r)、I(r) 和 P(r)。以下分別依二維
和三維結構照明圖案敘述重建高解析影像的邏輯。
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1. 二維結構照明原理
在廣視野螢光顯微鏡中，利用汞燈均勻照亮

樣品，I(r) 是一個常數，而在二維結構照明，由於
週期性的干涉圖案，入射光特性變成 I(r) = I0[1 + 
cos(k0r + φ )]，I0 是入射光平均強度，k0 和 φ  分別
是圖案的頻率與相位。將入射光特性經由傅立葉轉

換後代入式 (2)，得到螢光影像頻譜 D(k) 為
 

(3)

由此可知，D(k) 包括三個被 OTF 範圍限制的頻
譜，分別是螢光樣品頻譜 S(k)，位移 -k0 和 k0 的
樣品頻譜 S(k + k0) 和 S(k - k0)。由於圖案頻率 k0 也
受 OTF 的範圍限制，因此，兩個新頻譜 S(k + k0) 
和 S(k - k0) 最多只能增加兩倍的資訊，提高兩倍
影像解析度。要解出 D(k) 的三個頻譜，我們分別
以圖案相位 φ 1，φ 2 和 φ 3 照射樣品，得到三個影
像頻譜 D1(k)、D2(k) 和 D3(k)，再利用下列矩陣求
得 D(k)、D′(k + k0) 和 D′(k - k0)，其中 D(k) = S(k)
OTF(k)、D′(k + k0) = S(k + k0)OTF(k) 和 D′(k - k0) = 
S(k - k0)OTF(k)。

                   

 
(4)

得到的 D′(k - k0) 和 D′(k + k0) 分別位移 -k0 和 +k0 
後，表示為 D(k - k0) 和 D(k + k0)。將解出的三個
影像頻譜 D(k)，D(k - k0) 和 D(k + k0) 相加，進行
反傅立葉轉換 (inverse Fourier transform)，即得到
高解析的螢光影像。舉例說明，圖 1(a) 是多顆 100 
奈米螢光小球的廣視野螢光影像。利用三個不同

相位的 0° 結構照明圖案照射所解出的 D(k)，D′(k 
- k0) 和 D′(k + k0)，以及三個影像頻譜位移後的總
頻譜，如圖 1(b) 所示。由於照射 0° 結構照明圖案
只能增加圖案週期變化方位的頻譜，提高對應方位

的解析度，因此重建的螢光影像在 0° 的解析度較
佳，圓型螢光小球變成細長型，如圖 1(c) 所示。
要重建一個等向性 (isotropic) 的高解析影像，必須

用不同角度的結構照明圖案照射樣品，解出對應的

影像頻譜組 D(k)、D(k - k0) 和 D(k + k0)，再加總所
得的頻譜組，然後進行反傅立葉轉換得到高解析度

的螢光影像。通常，利用三個結構照明圖案角度，

如 0°、60° 和 120°，可以得到近似等向的高解析影
像，利用四個結構照明圖案角度，如 0°、45°、90° 
和 135°，可以得到更高等向性的影像。

2. 三維結構照明原理
三維結構照明圖案是利用經 SLM 繞射產生的 

0 階和 ±1 階三道雷射光相互干涉產生，在橫向和
縱向皆有週期的變化。當 0 階及 ±1 階入射光的夾
角是 b，入射光的頻率是 k0，三道光的干涉圖案強

度變化可以表示成

 
(5)

其中 I0 和 I1 分別是 0 階及 ±1 階入射光的強度，kr 

= 2k0 sinb  和 kz = k0 (1 - cosb ) 分別是照明圖案的橫
向和縱向頻率，φ r 和 φ z 則是橫向和縱向相位。圖 
2 是三維結構照明縱向的圖案和在不同平面的橫向
圖案。如二維結構照明，利用三維傅立葉轉換干涉

圖案強度變化函數，得到干涉圖案頻率變化如下

wide-field

D(k - k0) + D(k) + D(k + k0)

D′(k + k0)

圖 1. 照射 0° 結構照明圖案，重建高解析螢光影像

示意圖。(a) 100 nm 螢光球的廣視野影像，

(b)兩個新增高頻資訊的頻譜疊加到廣視野的

頻譜，(c) 提高 0° 方向解析度的 SIFM 影像。

(a)

(c) (b)

SIFM

D′(k - k0) D(k)

FT-1
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(6)

相對應的三維螢光影像頻譜 D(k) 則可表示為

 (7)

其中第二項和第三項是橫向和縱向的高頻資訊，

第四項和第五項是橫向的更高頻資訊。由式 (7) 可
知，每一個角度的結構照明圖案所測得的 D(k) 是
由五個頻譜組成，因此，必須測量五個不同相位的

平面影像，再將不同高度的平面影像組成一個三維

影像，才能解出五個頻譜。進一步加總三個或四個

結構照明圖案角度的影像頻譜組，則可重建等向的

高解析三維影像。

3. 溫納反卷積
在重建高解析度影像時，各個角度所增加的頻

率資訊部分重疊，會造成重複疊加，降低影像的解

析度，因此，必須對總合的影像頻譜進行溫納反卷

積 (Wiener deconvolution)，去除資訊的重疊，才能
達到兩倍的影像解析度。溫納反卷積的概念是將影

像的頻譜除以顯微系統的光學傳遞函數，以還原物

體的頻率資訊。我們利用模擬的方式得到在結構照

明顯微系統的點擴散函數影像，以避免實驗測量有

雜訊干擾，螢光訊號太小，不能使用太小螢光球

等缺點。傅立葉轉換點擴散函數影像得到的光學

傳遞函數 OTFSI(k)，依下列公式對總合的影像頻譜 

DSIT(k) 進行溫納反卷積，得到影像頻譜 DSI(k)。最
後，反傅立葉轉換頻譜 DSI(k)，即可得到高解析的
螢光影像。             

         

 
(8)

舉例說明，圖 3 是多顆螢光小球的廣視野、SIFM 
和經過溫納反卷積處理的 SIFM (a) 頻率分布圖，
(b) 螢光影像及 (c) 四個角度的解析度。圖中顯示
溫納反卷積處理的 SIFM 螢光影像有最多的頻率資
訊，最好的解析度約 120 nm。

三、結構照明螢光顯微實驗系統

國家同步輻射研究中心的結構照明螢光顯微實

驗系統架設於儲存環周邊的實驗室，圖 4(a) 是系
統圖片，圖 4(b) 則是實驗儀器和光路的配置圖，
主要包括雷射激發光源、透鏡組、液晶空間光調

變器 (SLM, Hamamatsu, X10468-04) 和正立式螢光
顯微鏡 (Nikon, 80i)。目前有兩套波長 473 nm (25 
mW, Cobolt) 和 543 nm (1 mW, LASOS) 的雷射光
源，可分別激發綠色及紅色的螢光分子。光路上加

裝四分之一波板，目的是將線性偏振光的繞射光轉

換為圓形偏振光，使不同角度的結構圖案強度相

近，較易重建出等向的高解析影像。SLM 類似動
態光柵 (dynamic grating)，利用各個像素 (pixel) 相
位的不同，將入射的雷射光反射成 0 階和 ±1 階的
繞射光，再利用繞射光干涉產生結構照明的圖案。

在設計上，入射的雷射光與 SLM 的夾角必須小於 
10°，以保持 SLM 調變相位的線性度，減少 ±1 階

x 

z x 

y 

圖 2. 模擬的三維結構照明圖案的縱向面和三個不

同高度的橫向面。
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圖 4. (a) 同步輻射結構照明螢光顯微系統圖，主要包括雷射激發光源、透鏡組、液晶空間光調變器和正立式

螢光顯微鏡，(b) 實驗光路配置圖，(c) 不同相位的 0° 和 45° SLM圖案和相對應的結構照明圖案；SLM 
的圖案有 800 × 600 個像素，此僅呈現 12 × 12 個像素。
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圖 3. 
說明 SIFM 提高影像解析度

和進行Wiener deconvolution 
(WD) 消除  SIFM 重疊的

頻率資訊，進一步提高影

像 的 解 析 度 。 圖 分 別 是

廣視野、SIFM 和 Wiener 
deconvolution 處理的 SIFM 
(WSIFM) 的 (a) 頻譜，(b) 
100 nm 螢光球影像，(c) 螢
光球強度的剖面及高斯擬合

曲線。
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繞射光強度的差異。0 階的繞射光主要經由顯微鏡
物鏡 (plan apochromat VC, 60x, NA = 1.2) 的中心進
入後照射樣品，±1 階的繞射光則分別由物鏡孔徑
的邊緣入射。進行 2D-SIFM 實驗時，我們選擇 ±1 
階繞射光在樣品平面進行干涉，產生二維的結構照

明圖案，3D-SIFM 實驗時，則用 0 階和 ±1 階三道
繞射光的干涉產生三維的結構照明圖案。結構照明

激發產生的螢光訊號，經由雙色鏡 (dichroic mirror) 
和放射濾片 (emission filter) 後，在 CCD 偵測器前
方放大兩倍，再被 CCD 偵測器 (Andor, DU885) 偵
測；CCD 像素的解析度約 60 nm。
我們主要設計 0°、45°、90° 和 135° 四組 SLM 

圖案，且每組圖案有五種不同相位，以產生對應

的結構照明圖案。圖 4(c) 是三個相位的 0° 和 45° 

SLM 圖案和相對應的結構照明圖案；基本上，
90° 和 135° SLM 的圖案分別相似 0° 和 45° 的圖
案。設計上，45° SLM 圖案的對角線上佔有 5 個
像素，每移動一個像素可產生一個相位變化，對

應 3D-SIFM 所需的五個不同相位的結構圖案。另
外，45° SLM 圖案的週期是 5√2 (近似 7) 個像素，
在 0° 和 90° 的 SLM 圖案設計，也以 7 個像素為週
期，目的是使不同角度的照明圖案的橫向週期相

近，以得到相近的解析度，重建出一個二維等向的

高解析影像。根據上述設計概念，我們在樣品平

面創造的結構照明圖案的橫向週期分別是 286 nm 
(45° 和 135°) 和 284 nm (0° 和 90°)，相差 < 1%。
另外，SLM 圖案的設計必須配合實驗系統上五面
透鏡組的光學特性，以達到三個重要準則：(1) ±1 
階的繞射光入射位置必須靠近物鏡孔徑的邊緣，使

產生的干涉圖案週期近似繞射極限，(2) 繞射光須
聚焦於物鏡的後焦平面，經過物鏡後變成平行光，

以確保不同樣品高度的照明圖案週期相同，(3) 
SLM 與樣品平面為共軛平面，使 3D-SIFM 的縱軸
相位 φ z 為零。

四、結構照明螢光影像解析度與生物
應用

1. 二維螢光影像解析度和應用
顯微系統的二維螢光影像特性和相對應的解

析度由測量 100 nm 螢光球的螢光影像得到。樣品
螢光球利用正負電的吸引作用，吸附在鍍有 APTS 
((3-aminopropyl) triethoxysilane Sigma-Aldrich, 
A3648) 的蓋玻片上，並密封在去離子水中。另
外，我們進行理論計算，模擬 100 nm 螢光球的
影像和解析度，以驗證實驗的結果。程式中，100 
nm 螢光球以實心的圓盤表示，顯微系統的二維點
擴散函數 PSF 則根據公式 PSF = [2J1(r)/r]2

，其中 
J1(r) 為一階第一類貝索函數 (the first-order Bessel 
function of first kind)，r = 2πρNA/l，參數 ρ  為圓柱
座標，l  為螢光波長，NA 為物鏡的數值孔徑。提
高影像解析度的首要條件是維持原有影像的特徵，

也就是增加的解析度是等向的，也因此，一個二維

等向高解析度影像的重建必須包括足夠多角度的結

構照明圖案的資訊。下列說明由不同角度照明圖案

的資訊所重建的影像特徵和得到的解析度差異。

圖 5 和圖 6 分別是 100 nm 螢光球影像的模擬
和實驗結果；圖中的 (a)－(d) 分別是廣視野和重建 
0° +90°、45° + 135° 和 0° +45° +90° +135° 的影像
及對應的單顆螢光球剖面曲線。由圖 5 可以看出由
二或四個角度重建的 SIFM 影像，由於解析度的增
加，可以清楚地辨別原本廣視野中模糊無法分辨

的螢光小球影像。進一步比較二和四個角度重建

的 SIFM 影像，則發現 0° + 90°  重建的小球影像
是菱形的，45° + 135°  的是正方形，四個角度重
建影像才能還原圓形的螢光球。同樣地，單顆螢光

球剖面曲線也顯示兩個角度重建的影像在四個方向

的解析度差異較大，約有 15－20 nm；四個角度重
建影像的解析度較高且等向性佳。比較圖 5 和圖 6 
也顯示實驗的結果和理論模擬相吻合。我們推測兩

個角度重建影像的非等向解析度是由於結構照明

圖案和螢光訊號的強耦合 (coupling) 所造成的，多
個角度的重建可以減少這個效應。最後，由圖 6(d) 
剖面曲線的半高全寬 (full width at half maximum, 
FWHM)，得到五顆螢光球的平均值是  144 ±  5 
nm，解析度比廣視野影像的 290 ± 5 nm 提高約兩
倍。利用溫納反卷積去除頻率空間重疊的效應，解

析度則是 119 ± 4 nm。
影像解析度的提高不僅能解析小於繞射極限的

結構，也對相鄰結構的分辨有助益。另外，二維 
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圖 5. 模擬 100 nm 螢光球在 (a) 廣視野和重建 (b) 0° + 90°，(c) 45° + 135°，(d) 0° + 90° + 45° + 135° SIFM 的
影像；下面是紅色框內相對應的螢光球強度剖面及高斯擬合曲線。螢光影像調整過亮度和對比，以清

楚地顯示旁瓣的影像。
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圖 6. 實驗測量 100 nm 螢光球在 (a) 廣視野和重建 (b) 0° + 90°，(c) 45° + 135°，(d) 0° + 90° + 45° + 135° 

SIFM 的影像；紅色方框內相對應的螢光球強度剖面及高斯擬合曲線。由圖得知只由兩個角度的頻

譜，無法重建等向性的影像，圖形和理論模擬結果一致。
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SIFM 只提高焦平面的解析度，沒有光學切片的特
性，應用於較厚的生物樣品，會有所限制。舉兩個

例子說明二維 SIFM 的優缺點。圖 7(a)－(d) 分別
是 200 nm 螢光球 (molecular probes, F8809) 在焦平
面和縱向面的廣視野和 SIFM 影像；縱向影像是由
間隔 100 nm 的 30 層平面影像組合得到。圖 7(a)－
(b) 顯示 SIFM 橫向解析度提高，可以清楚地分開
一顆顆的 200 nm 螢光球，影像的半高全寬由 304 
nm 降低為 163 nm；圖 7(c)－(d) 則說明 SIFM 影像
有較好的對比，但縱向解析度幾乎沒有增加，約 
800－900 nm。圖 8 是 HeLa 細胞螢光標定 actin 之
細胞骨架的影像和剖面曲線的比較圖；原本廣視野

螢光影像中無法解析的四條 actin，在 SIFM 影像中
可以清楚地觀察到，解析出的 actin 間距約 186 nm。

2. 三維結構照明螢光解析度和應用
三維結構照明螢光顯微系統可以提高橫向和縱

向解析度，提供清晰的三維螢光影像，適合研究厚

度約數微米的細胞或是薄組織切片。在 3D-SIFM 

的理論模擬，螢光球是以實心的圓球表示，不同

縱向位置的點擴散函數性質 PSF 則修改網路上 Dr. 
Braat 撰寫的點擴散函數 Matlab 程式(13)

。理論模擬

主要計算 3D-SIFM 的點擴散函數影像，以進行溫
納反卷積，提高解析度。如理論所敘述，重建一個

高解析的三維影像，每一個焦平面須加總 20 個頻
譜，將造成多次重複計算重疊的頻譜，降低影像解

析度。因此，相對於 2D-SIFM，3D-SIFM 的溫納
反卷積是提升解析度的關鍵步驟。在我們系統中，

首次嘗試用理論計算模擬 3D-SIFM 的點擴散函數
特徵，希望以一個簡單且通用的計算程式，消除不

同實驗系統間影像測量的差異性和不準度。

圖 9 和圖 10 分別是單層分布的 100 nm 螢光
球影像的模擬和實驗結果；圖 (a)－(c) 分別是廣視
野、3D-SIFM、和 3D-SIFM + Wiener deconvolution 
的焦平面和縱向面影像，圖 (d)－(e) 則是單顆螢光
球的橫向及縱向剖面曲線。圖中顯示 SIFM 影像將
廣視野中模糊無法分辨的螢光球影像縮小，大致

已可分辨單顆的螢光球，不過，橫向和縱向剖面

曲線的 FWHM 顯示解析度的提高，並沒有達到預
期的兩倍。圖 9 模擬的 SIFM 影像的橫向和縱向值
是 160 nm 和 444 nm，只提高解析度約 1.5 倍和 2 
倍。圖 10 的實驗值約 160 nm 和 500 nm，橫向值
與模擬的結果相吻合，縱向值比模擬值略大，可

能由於實驗上不同層的螢光訊號干擾。進一步以

溫納反卷積處理過的 SIFM 影像則顯示，模擬的橫
向和縱向解析度達到 110 nm 和 324 nm，提高約為 
2.2 倍和 2.8 倍，實驗則得到解析度 115 nm 和 390 
nm，和理論模擬提高解析度的趨勢一致。
在生物樣品的應用說明，我們用染劑標

定  HeLa 細胞內  micro tubules  細胞骨架進行 
3D-SIFM 測量。圖 11(a) 是廣視野和 3D-SIFM 的 

 

 

圖 7. 200 nm 螢光球的 (a) 廣視野，(b) 2D-SIFM
影像比較圖；上面是焦平面影像，下面是

藍色區域的縱向面影像 (maximum image 
projection)。
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HeLa 細胞的 actin (a) 廣視野，(b) 
2D-SIFM 螢光影像，(c) 是 (a) 和 (b)
中黑色及藍色線上的螢光強度；

2D-SIFM 可以解析的兩根 actin 的間

隔為 186 nm。
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microtubules 螢光影像；相較於廣視野影像，SIFM 
影像清楚地顯示原本在廣視野中無法分辨的相鄰的 
microtubules，且有較低的背景雜訊。圖 11(b) 是較
厚的生物樣品的比較圖，同樣顯示 SIFM 影像的橫
向解析度高，離焦影像的干擾小，由縱向面 (xz) 的
影像，更能夠解析出更細微的結構。3D-SIFM 除
了可以解析細胞骨架的微細結構，文獻報導解析出

線蟲 (C. elegans) 染色體的雙股結構(14)
，對研究不

同環境、分裂狀態或輻射照射下的染色體結構變化

的應用有很大的幫助。另外，3D-SIFM 技術的發
展先驅 Sedat 教授也和生物專家合作，利用此技術
的高解析度和多重色影像的優點，清楚地解析出細

胞核模內部和外部的多種蛋白質的分布位置，並因

此提出這些蛋白質相互關係的模型，此重要結果於 
2008 年發表於科學期刊(15)

。

最後，SIFM 技術不僅應用於研究固定的
細胞或生物體，2009 年文獻報導利用液晶空間
光調變器快速變換照射的圖案，成功地觀察到 
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圖 10. 實驗測量單層分布 100 nm 螢光球在 (a) 廣視

野，(b) 3D-SIFM，(c) 3D-WSIFM 的焦平面

及縱向面影像；(d) 和 (e) 是螢光球強度剖面

及高斯擬合曲線。

microtubules 細胞骨架的運動形貌和 microtubules 
末端分支的特性

(16)
。另外，2D-SIFM 技術雖只能

提高兩倍的橫向解析度，利用非線性的激發機制
(9)
，文獻報導已可達到 50 nm 的橫向解析度。螢光
奈米鑽石具有穩定的螢光，不像螢光蛋白或染劑容

易有光漂白現象，如 2009 年，受激發射損耗顯微
術已成功地利用螢光奈米鑽石達到 6 nm 的橫向解
析度

(17)
。我們相信結合非線性 2D-SIFM 技術和螢

光奈米鑽石為生物螢光標定的技術，將有機會達到

更高的解析度。

五、結論

螢光顯微術的螢光標定技術成熟和可以觀察活

細胞的動態行為，這些優點都是超高解析度的電子

顯微鏡及 X 光顯微鏡所欠缺的，近年來高解析螢
光顯微術的發展，相信更提升了螢光顯微術在生物

領域的應用。國家同步輻射中心已成功地建立一套

三維結構照明螢光顯微系統，具有可快速且精準變

換結構照明圖案的優點，重建的立體螢光影像可以
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突破繞射的限制，分別達到 120 nm 和 400 nm 的
橫向和縱向解析度。同時，三維結構照明圖案具備

了光學切片的能力，研究有厚度的生物樣品，可以

避免非聚焦平面的訊號干擾，提供清晰的影像；實

驗站使用 SLM 變換結構照明圖案，縮短影像擷取
時間，也有機會應用於研究活細胞的動態行為。最

後，希望藉由本文的說明，讓讀者了解這個尖端的

顯微技術，更期望有機會與國內學者專家合作，開

創新的生命科學研究。
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