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金奈米粒子非線性散射之研究與    
超解析顯微術應用
Investigation of Nonlinear Scattering in A 
Single Gold Nanoparticle and Its Application to 
Superresolution Microscopy

李炫、黃彥達、朱士維
Hsuan Lee, Yen-Ta Huang, Shi-Wei Chu

光學顯微鏡的解析度受繞射所限，一般只能達到約波長的一半。過去二十年中，發展了許多新穎的超解析

顯微技術，主要利用螢光的開關或是飽和等非線性光學特性來達到超高解析度，然而螢光具有光漂白的問

題，無法做長時間的觀察。在此研究中，我們首次發現電漿奈米粒子散射具有可飽和的非線性現象。在不

同的激發波長下，達到飽和散射所需的強度也不同，可推論出此飽和特性跟表面電漿共振有直接的關係。

我們並利用此可飽和的散射作為顯微鏡對比機制，結合飽和激發顯微術，實現空間解析度小於 80 nm 的超
解析顯微術。以散射為對比的顯微技術，不論觀察多久，信號都不會變弱，因此實現了一種可以長時間觀

察的超解析顯微技術。此外，新發現的非線性散射現象，將在奈米電漿子以及超解析顯微術的領域開拓新

的研究方向。

Conventionally, the resolution of optical microscopy is limited to about half of wavelength, due to diffraction 
barrier. During the past two decades, super-resolution imaging was realized by several innovative approaches, 
which were based on manipulating the on/off switching of fl uorophores, or by saturation of fl uorescence emission. 
However, fluorescence exhibits a severe issue of bleaching, significantly preventing long-term observation. To 
prevent the photobleaching of fluorophores, we demonstrate novel super-resolution imaging based on saturation 
of scattering from plasmonic particles, for the fi rst time. From spectral studies, we have confi rmed the saturation 
is directly linked to surface plasmon resonance effect. With the aid of saturation excitation microscopy, we have 
achieved optical resolution below 80-nm based on scattering, which is continuously observable without bleaching. 
Our study will open up a completely new paradigm for not only nano-plasmonics but also super-resolution 
microscopy.
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一、簡介

光學顯微術自發明以來，就一直在生物影像觀

察上扮演重要的角色，其非侵入式 (non-invasive) 
的特性讓我們得以在常溫常壓下觀測活體的行為。

但由於光的繞射現象，使得光在經過透鏡後無法以

幾何光學的方式聚焦成無限小的點，因而限制了一

般光學顯微鏡的空間解析度，無法清楚觀察奈米尺

度下的生物樣本結構。基本上，顯微鏡的空間解析

度取決於聚焦後的焦點大小，而焦點大小可由光的

波長及物鏡的聚焦能力來決定。在最佳的情況下解

析度大約能達到波長的一半。

近二十年來，物理學家嘗試用不同的方法來突

破光的繞射極限，發展出許多不同的超解析顯微術 
(super resolution microscopy)。這些超解析顯微術主
要可分為兩大類，第一類是應用螢光的開關性質 
(switching)(1-3)，在不同的時間點把螢光打開再關

上，使得空間上不同位置發出的螢光訊號在時間上

錯開，以突破一般光學顯微鏡的空間解析度；第二

類是應用螢光的非線性飽和 (saturation) 性質(4-6)，

並萃取出飽和的訊號，以獲得超解析度的影像。

然而，以上提到的兩種方法都需要使用到螢

光，且需要不斷的「開關」螢光訊號或是極強的光

強度，一段時間後容易造成螢光分子的結構遭到破

壞。而整體的螢光訊號也因此逐漸減弱，形成所謂

光漂白 (photobleaching) 現象。因此如何長時間且
穩定地獲得超解析度影像就變成一項重要的課題。

為了克服該問題，在這項研究中，我們嘗試以散射 
(scattering) 訊號來取代螢光，檢驗其非線性特性，
並試圖運用在超解析度顯微影像上。

金奈米粒子 (gold nanoparticle) 是這項實驗的
最佳的選擇之一：其局域表面電漿共振 (localized 
surface plasmon resonance) 的效應使其散射訊號非
常強，且此電漿子效應可以使光場有效集中在極小

的區域，進而提高光場強度，此特性也已經被廣泛

地應用在奈米光學上(7-9)。雖然目前並沒有研究發

現這種表面電漿共振結構的散射有可開關或是飽

和的特性，但是已經有許多研究指出此奈米結構

的吸收在光場極強的情況下會達到飽和(10-12)。由於

金奈米粒子的吸收與散射可以藉由米氏理論 (Mie 

theory) 產生連結，因此可以預期散射在光場夠強
的情況下，散射可能也會產生飽和的現象。而如果

在單顆金奈米粒子上，我們發現了飽和散射的性

質，就可以結合原本的超解析顯微術，進而在無光

漂白的情況下達到超越光學繞射極限的解析度。

二、飽和激發顯微術

其實只要用簡單的圖示就可以了解如何應用

飽和的性質來提高光學解析度 :想像雷射光聚焦
在焦點上後，光強度在空間上可近似為高斯分布 
(Gaussian distribution)，飽和現象必定先發生於焦
點的中間，因為其光強度最強。因此如果可以抽出

這些非線性的訊號，等效的焦點將會變小。

為了應用飽和性質在超解析顯微術上，並將飽

和的區域抽出來，關鍵在於必須將激發光在時間上
(6) 或是空間上(4, 5) 加入調變 (modulation)。在此，
我們使用前者的概念，此技術稱為飽和激發顯微

術 (saturated excitation microscopy)，基本的概念可
見圖 1 所示。首先將激發光的光強度在時間上加入
頻率為 fm 的正弦調變，在焦點的外緣光場較弱，
訊號與激發強度成正比，因此訊號輸出同樣是正弦

波。對於具有正弦波形的訊號做傅立葉轉換分析

後，可以在頻譜空間上得到一  fm 項 （原激發光的
頻率） 的訊號。也就是說，在線性的區域只會得
到 fm 項。另一方面，在焦點中心的光場比較強，
若強度足夠使訊號產生非線性的飽和現象，就會使

得這項區域的訊號輸出不再是漂亮的正弦波。這樣

的非線性訊號在經過傅立葉轉換後，還可以得到其

他高階諧頻項 (2fm, 3fm, 4fm⋯)。而如果將這些諧頻
項抽出形成影像，即可獲得超解析度的影像。此技

術的重要優點之一，是三維空間上的解析度都可以

有進一步提昇，且取得愈高階諧頻項的影像解析度

也愈好。

三、實驗架設

實驗的基本架設如圖 2 所示。紅色框內的區
域為標準的共軛焦雷射掃描顯微鏡 (confocal laser 
scanning microscope)，其激發光源為數台波長不同
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的連續波雷射，包含 405 nm、532 nm 與 671 nm 
等。入射光經過一個分光片 (beam splitter, BS) 反
射後，被導進具有旋轉掃描鏡 (galvano mirror) 的
顯微系統，經過物鏡後聚焦在奈米粒子上。由奈米

粒子發出反向散射光，經由原路返回穿過分光片，

以光電倍增管 (photomultiplier tube, PMT) 接收散射
訊號，並透過電腦與掃描鏡同步，而形成影像。光

電倍增管前有一針孔 (pinhole)，其位置在物鏡焦點
的共軛平面上，以擋掉來自焦點以外的激發訊號，

得到光學切片的能力。

飽和激發顯微術的架設重點，在於對激發光源

增加一個時間上的完美正弦調變，其具體做法則

是，利用兩台聲光調變器 (acousto-optic modulator, 
AOM) 搭配一組 Mach-Zehnder 干涉儀來實現。如
圖 2 中藍色方框內所呈現，雷射光先被 50/50 分光
片分成兩道後各自導進一台聲光調變器，再通過

另一片 50/50 分光片合併回一道雷射光。此時由於
兩台聲光調變器設定的頻率分別為 40.00 與 40.01 
MHz，具有 10 kHz 的頻率差，而產生拍頻，使得
最後的激發光會具有該拍頻頻率差的正弦調變。

值得一提的是，在這裡為了產生完美而穩定的

正弦波調變，兩台聲光調變器是必須的。如果只使

用一台聲光調變器，雷射光的一階繞射對於外加的

調變電壓並沒有良好的線性關係，導致最後雷射光

調變並不是一個很好的正弦波形，進而影響最後實

驗數據的解讀。經由兩台聲光調變器，由於拍頻的

頻寬主要與雷射光、聲子頻寬有關，因此只要兩者

的頻寬夠窄，最後產生的拍頻結果才能接近一個完

美的正弦波形。

當激發光具有良好的正弦調變後，將之送入共

軛焦雷射掃描顯微鏡打到樣本。以光電倍增管接收

散射訊號後，再將訊號連接至鎖相放大器 (lock-in 
amplifi er)，可以等同於對訊號做傅立葉轉換，並取
出高階諧頻項的訊號，最後再連至電腦。由於共軛

焦雷射掃描的技術，可以使掃描的位置與取得的訊

號同步，以獲得空間上每一點產生的訊號，且進一

步構建出影像。

四、飽和散射

為了解金奈米球是否具有飽和散射性質，先以

共軛焦雷射掃描顯微鏡來量測其散射訊號，以 100 

圖 1. 飽和激發顯微術之示意圖。中間的圖為焦點上在 xz 平面上的強度分布。左圖為低激發強度的線性非
飽和區，輸出訊號跟輸入同為正弦波，經過傅立葉轉換後只有 fm 項的訊號；右圖為高激發強度的飽和
區，輸出訊號 (藍線) 相較於正弦的輸入訊號 (灰線) 有所不同，經過傅立葉轉換後出現高階諧頻項的訊
號。
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圖 2. 飽和激發顯微術之實驗架設，紅色框內為共軛焦雷射掃描顯微鏡藍色框中則是對激發光源加入正弦調
變的系統。雷射光源經過一個 50/50 分光片後分別打進兩台聲光調變器，而後又以一個 50/50 分光片
合併，形成具有正弦調變的激發光。激發光經過一片載玻片 (slide glass) 反射少部分光進入光偵測器 
(photodetector, PD) 以作為鎖相放大器的參考訊號。大部分的激發光穿過載玻片後，送入一個共軛焦雷
射掃描顯微鏡打到樣本上，反向的散射訊號由光電倍增管接收。而後鎖相放大器以參考訊號的頻率 fm 
對光電倍增管的訊號作傅立葉轉換，最後再把所得到的高階諧頻項傳送到電腦，與掃描系統同步形成

影像。

nm 直徑的金奈米球為主要研究樣本，並將金奈米
球浸泡在油裡，以減少玻璃與空氣的介面反射，而

提高訊號與雜訊比。100 nm 金金奈米球浸泡在油
裡的吸收光譜，如圖 3(a)，可以看出圖中有一個明
顯的共振峰大約在 590 nm。為了探討表面電漿共
振與飽和散射的關係，我們使用了三個波長來觀

察散射訊號，分別為 405、532 以及 671 nm。其中 
532 與 671 nm 兩波長均在共振波段中，但以 532 
nm 距離該共振峰最近，而 405 nm 的波長則已經
不在共振波段中。

圖 3(b) 呈現金奈米球的散射訊號與這三種不
同波長的激發強度關係。圖中的圓點為實驗數據，

斜直線代表在維持線性的情況下散射強度與激發強

度的關係，而不同顏色則分別代表不同的波長。從

圖中可以發現金奈米球的散射不僅真的能達到飽

和，還有很明顯的波長相依性：532 nm 的激發波
長，也是離共振峰最近的波長，需要最低的強度就

能達到飽和散射。而當波長逐漸遠離共振峰，飽和

散射所需的強度也快速地上升。尤其是 405 nm 的
波長，在極強的光強度下也幾乎無法看到飽和散射

的現象。這些數據為可逆且可被重複的，無論是光

強度從高到低還是從低到高，數據點皆能重合，也

因此可以證明此飽和散射並非來自於金奈米粒子結

構的破壞。

如同飽和吸收(13)，飽和散射其中一個可能的

機制是因為基態電漿子用盡，而無法呈現線性的散

射。電漿子的激發速率與弛豫速率 (relaxation rate) 
可以決定基態電漿子數的改變，而當兩個速率一
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圖 3. (a) 100 nm 直徑的金奈米球浸泡在油裡的吸收光譜。圖中的三種不同顏色箭頭代表不同的入射光波
長，分別與金奈米球之表面電漿共振波長有不同的關係。(b) 不同入射波長下，散射與入射強度的關
係。圖中的斜實線代表該波長若為線性情況下的斜率，由結果中可以明顯看出 532 nm 與 671 nm 在激
發光較強時，散射訊號逐漸偏離線性區。

1

0.5

樣時，達到飽和所需要的激發強度可以表示為 Isat 

= (h / )，其中 Isat  是達到飽和所需強度的一半，
h  為光子能量，  為吸收截面 (absorption cross 
section)，  為激發態的弛豫時間。在此 100 nm 的
金奈米球的吸收截面大約為 3 1010 cm2，電漿

子的激發態弛豫時間大約為 10 fs(14)。以實驗中的 
532 nm 為波長的激發光做計算，帶入上式，可以
得到飽和強度大約為 105 W/cm2，與實驗中得到的

結果非常相似。

熱效應也是可能造成飽和散射的機制之一。在

此實驗中，金奈米球周圍的環境溫度上升，會造成

表面電漿共振峰在光譜上藍移(15)。如果此散射的

改變主要是因為熱效應所導致，在圖 3(b) 中，比
共振波長略短的 532 nm 散射曲線，在激發強度增
加時斜率應該要增加，因為藍移會導致該波長的散

射變強；同樣的原因，比共振波長略長的 671 nm 
散射曲線在激發強度增加時斜率應減少。然而在實

驗結果裡明顯地沒有看到此現象，因此推論在此實

驗中熱效應並非飽和散射的主要原因。

從散射的影像上也可以明顯看出飽和的性質，

單一金奈米球散射影像如圖 4(a) 至 (c)。影像下方
的圖為散射在空間上的強度分布，圖中的藍點為實

驗數據，紅線為激發光在焦點的強度分布。當激發

強度很低時，散射與激發強度間呈線性關係，因此

金奈米球的散射強度空間分布會跟隨著激發光而呈

高斯分布，如圖 4(a) 所示。然而，當強度逐漸增
加到進入非線性的區域時，影像中可以看出金奈米

球中心的散射強度分布逐漸平緩，從原來的高斯

分布，到圖 4(b) 的焦點中央出現飽和現象，再到
更強激發強度下的圖 4(c)，金奈米粒子中心幾乎完
全平坦，表現出極強的飽和散射的現象。而圖 4(b) 
與 (c) 的焦點外緣散射強度則如同預期，因為激發
強度不高而與紅線吻合。

五、以飽和散射實現超解析度影像

確認了 100 nm 的金奈米球具有飽和散射現象
後，我們希望將此性質應用在飽和激發顯微術上，

以提高光學影像解析度。為了使散射訊號較容易達

到飽和，選定 532 nm 的雷射為激發光導進圖 2 的
實驗架設中。

圖 5(a) 為金奈米粒子的飽和散射信號在經過
鎖相放大器後，萃取出的調變頻率諧頻項，包括 
fm、2fm 及 3fm，以及它們與激發光強度之間的關

係。可以發現，對於愈高階的諧頻項，其斜率也

會愈大，代表影像解析度可因此愈加提昇。圖 5(b) 
為不同諧頻項所取得的影像 (xy 截面)。從圖中可
以看出 fm，也就是線性的訊號，其影像的半高寬 
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圖 4. 金奈米粒子的散射影像，三張影像的大小皆為 1000 nm  1000 nm。影像下的圖中，藍點為實驗數據，
紅色實線代表焦點的高斯強度分布。(a) 金奈米粒子在 105 W/cm2 下的散射影像，散射強度呈高斯分
布。(b) 金奈米粒子在 106 W/cm2 下的散射影像，剛開始進入飽和區，散射強度稍微偏離高斯分布。(c) 
金奈米粒子在 107 W/cm2 下的散射影像，飽和散射的現象非常明顯。

(full width half maximum) 為 256 nm。而 2fm 及 3fm 
的影像半高寬分別減至 160 及小於 80 nm。值得注
意的是，此為使用飽和散射達到的超解析度影像，

因此即使是長時間觀測，也不會如螢光訊號具有的

光漂白缺點。

六、結論

此實驗結果為首次發現單顆的金奈米球具有

飽和散射性質，且成功地應用此飽和性質在超解

析顯微術上。金奈米球的非線性電漿振盪加上飽

和激發顯微術，使得光學的空間解析度提升至小

於 80 nm。由於散射與吸收可以經由米氏理論產生
連結，且飽和吸收已經在許多不同的材料上被發現
(16, 17)，可以預期的是，飽和散射現象與應用也將

會更為普及。飽和散射的現象不只在生醫影像上可

以作為超解析顯微術的無光漂白媒介，在生物探測

與光開關上也有很大的潛力尚待發展(18-20)。
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