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時域聚焦之多光子激發顯微術
Temporal Focusing-Based Multiphoton Excitation 
Microscopy

鄭力中、 張家源、林俊佑、李益誠、連啟翔、胡瑜凌、陳顯禎
Li-Chung Cheng,  Chia-Yuan Chang, Chun-Yu Lin,  Yi-Cheng Li,  Chi-Hsiang Lien,  Yvonne Yuling Hu,  
Shean-Jen Chen

本論文主要以時域聚焦所發展出的廣視域多光子激發顯微術應用於快速三維生醫影像與微細加工上，這技

術目前影像大小為 256  256 像素的取像速度可達每秒 100 幀幅以上、側向解析度小於 0.5 m 以及縱向
解析度達 3.5 m，因此我們也藉由三種不同的技術來進一步提升成像的空間解析度。其中我們也利用數
位微型反射鏡元件來替換系統中的繞射元件光柵，藉以達到可以同時保有時域聚焦以及任意圖案的照射。

在空間解析度提升方面，首先藉由二階非線性結構式照明顯微術來提升系統的側向解析度至 168 nm 以及
縱向解析度 1.22 m；另利用人工像散法可保有系統快速取像的能力來提升縱向解析度至約 50 nm；最後
藉由無波前感測式適應性光學系統修正樣品以及外界的干擾，進一步提升系統的照射效率以及影像品質。

在生醫應用方面，除展現快速的三維生醫分子影像外，並完成任意三維圖形之蛋白質結構的微製作以及多

光子誘發蝕除的應用。

A microscope based on temporal focusing offering widefi eld multiphoton excitation has been developed to provide 
fast three-dimensional (3D) biomedical imaging and microprocessing. This confi guration can produce multiphoton 
images at a frame rate greater than 100 Hz with a lateral spatial resolution of less than 0.5 m and an axial 
resolution of approximately 3.5 m. Also, three techniques have been adopted to promote the spatial resolution. 
Furthermore, by replacing the conventional diffraction grating with a digital micromirror device, the setup can 
provide temporal focusing and arbitrary pattern illumination simultaneously. In the spatial resolution improvement, 
the lateral and axial resolutions are enhanced to 168 nm and 1.22 m by using a second order nonlinear structured-
illumination microscopy. Then, the lateral resolution is further improved to 50 nm with the fast frame rate by 
integrating an astigmatism approach. Finally, a wavefront sensorless adaptive optics system was utilized to correct 
the disturbances induced from the sample and the environment. In the biomedical applications, the system provides 
fast 3D biomedical molecular imaging, but additionally, it also achieves freeform 3D protein microstructures and 
multiphoton-induced ablation.
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一、前言

多光子激發螢光 (multiphoton excited fluore-
scence, MEF) 顯微術從 1990 年首先應用在生物影
像上(1)，其本身擁有先天優勢如減少對樣品傷害、

光漂白現象較低、及穿透深度更深等，更適合應用

在厚組織以及活體動物的成像上(1)。傳統上利用高

數值孔徑的物鏡產生只在聚焦點附近區域的雙光

子激發螢光訊號，達到超高信噪比 (signal-to-noise 
ratio，SNR) 及逐一像素掃描的三維影像。礙於機
械式逐點掃描的方式速度過慢的限制，近年有許多

研究發表利用時域聚焦技術可以提供廣視域且擁有

縱向解析能力的多光子激發成像技術(2-8)。

相較於一般機械式點掃描顯微技術，廣視域多光

子激發螢光顯微技術基於時域聚焦技術 (temporal 
focusing-based multiphoton excitation microscopy, 
TFMPEM) 為同時大面積的激發樣品，使用高靈敏
度電子倍增電荷耦合元件 (electron multiplying charge-
coupled device, EMCCD) 當作接收器，可以實現
超高幀速度的應用，不再受限機械的移動速度。

TFMPEM 擁有大面積光學切片取像的能力，
搭配不同的技術提升空間的解析度，可使此系統

接近生物分子影像等級。如隨機光學重建顯微術 
(stochastic optical reconstruction microscopy)／光敏
定位顯微術 (photoactivated localization microscopy) 
(5, 9-11)，結構式照明顯微術 (structured illumination 

microscopy, SIM)(12-16) 等；另外藉由像散法提升
三維空間解析的能力且不降低取像速度。藉由 
TFMPEM 高速取像優點配合像散獲得縱軸方向資
訊，達到三維空間的解析能力。由於 TFMPEM 同
時激發整個二維平面，各個頻率成份的傳播路徑不

同、外在環境以及樣品折射率不連續等皆會導致在

物鏡聚焦平面上脈衝波形品質下降。藉由無波前感

測式適應性光學系統，可消除時域干擾使系統維持

在一定的時域聚焦品質。

TFMPEM 擁有同時大面積的照射，適於高速
影像要求的生醫研究，目前取像速度可達 100 Hz
以上(17)。大面積的照射也使微製作的方式由原本

的點掃描擴展到面掃描，而提升多光子微製作的

生產能力，我們搭配數位微型反射鏡元件 (digital 
micromirror device, DMD) 動態地產生加工圖案以
製作出任意形狀的三維結構(18)。以及藉由結合多

光子誘發蝕除 (multiphoton-induced ablation) 技術
(19)，加工時間只需幾秒鐘，相對於傳統多光子單

點掃描加工方式加工速度可提升 1,000 倍以上。

二、整體顯微系統

1. 原理與架構
TFMPEM 基本原理可以簡化如圖 1 所示，主

要的光學元件包含繞射光柵、準直透鏡、以及高數

值孔徑的物鏡。當脈衝雷射入射至繞射光柵後取其
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圖 1. 
時域聚焦技術光路架構圖。
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第一階繞射光，脈衝內的頻率成分會在空間中依照

不同的繞射角度分開，在繞射光柵之後為一組由準

直透鏡以及高數值孔徑的物鏡組成的 4f 架構，各
個頻率成分通過 4f 架構之後會在物鏡的聚焦平面
上重新會合，透過傅立葉光學可知，假設在入射光

柵之前其脈衝寬度為最理想的狀態，也就是所有頻

率的光皆同相位，而且物鏡的聚焦平面與繞射光柵

平面屬於共軛平面，因此在物鏡的聚焦平面上可以

得到與入射光柵前的脈衝相當的脈衝寬度，也就是

僅在這平面上所有頻率的光互相重合，更重要的是

在這平面上所有頻率的光彼此之間皆同相位，因此

只在此聚焦平面上產生最窄的脈衝寬度，在此平面

前後皆會因為不同頻率之間的重合性以及彼此相位

之間的不同而使得脈衝寬度隨著距離此聚焦平面越

遠而越寬，已知多光子激發效率與脈衝寬度成反

比，因此僅有在物鏡聚焦平面有極大的機率可以激

發出多光子訊號。另一方面透過準直透鏡以及物鏡

所組成的放大縮小倍率來決定最後激發面積的大

小，因此可以達到廣視域且同時擁有縱向解析的能

力。

2. 藉由數位微型反射鏡元件實現時域聚焦技
術
為了在 TFMPEM 系統上產生任意的圖形照射

以拓展更多應用，藉由空間光調變器 (spatial light 
modulator) 以及 DMD 等都可以產生任意的圖形並
應用於高速微製作(18, 20)。由於 DMD 上面包含許多
微米級的反射鏡像素，每個反射鏡各自皆有「開」

與「關」兩種狀態，並可獨立翻轉，而反射鏡的大

小相同，旋轉角度皆為 12 度，因此可被視為一傾
角為 12 度的定向光柵，並做為取代傳統架構中的
繞射元件光柵。透過控制各個像素的狀態，可以

由 DMD 產生任意的圖案，再根據反射定律，將雷
射光以兩倍該角度作為約略的入射角，使得雷射中

心波長的繞射角度為零，得到最佳效率為第十階

繞射，並經過 4f 系統成像到樣本品上，使成像面
以及 DMD 的平面相互共軛，將 DMD 上的圖案完
美的映射到時域聚焦平面(21)。圖 2 則為利用 DMD 
為繞射元件的 TFMPEM 系統架構。圖 3 為透過
量測厚度小於 200 nm 的螢光薄膜，藉著縱向掃瞄
得知以 DMD 為繞射元件時的縱向解析能力約為 4 

圖 2. 
以 DMD 為繞射元件的 
TFMPEM 系統架構圖，
DMD 與樣品上的紅色虛
線為共軛平面。
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m，與 600條／mm 光柵為主的系統接近。和光柵
相比，DMD 對於光的偏振性較不敏銳，不僅兼具
光罩的功能，更可避免加入光罩可能產生的畸變，

亦可作為提升影像解析度的方法(22)。

三、空間解析度之提升

1. 二階非線性結構性照射顯微技術 
由文獻中已知線性的 SIM 可以提升解析度最

高到兩倍(13)，然而透過非線性的現象，譬如光飽

和現象，可以使側向解析度更進一步的提升(14)。

在此系統架構下，利用雙光子激發螢光技術本身

就是一種非線性的效應，搭配二階非線性結構

性照射顯微技術 (nonlinear structured-illumination 
microscopy, NSIM) 將樣品上更高頻的資訊調變至
系統可接受的區間內，使側向解析度進一步提升。

因此利用 TFMPEM 系統中的 DMD 產生週期性結
構的照射圖案來實現二階 NSIM，如圖 4 所示，我
們利用 100 nm 的螢光小球當作樣品，並將其水溶
液滴在試片上乾燥後測量，在圖 4(a) 我們可以發
現遠小於系統解析度的螢光小球在紅色虛線區域

內，因為螢光小球聚集的關係導致系統本身無法區

分出來，在經過 TFMPEM 搭配二階 NSIM 後，如
圖 4(b)，原本無法區分的區塊因為解析度的提升而

圖 3. TFMPEM 系統基於光柵以及 DMD 的縱向解
析度比較。

圖 4. 100 nm 螢光小球之雙光子激發螢光影像。(a) TFMPEM 影像以及 (b) 搭配二階非線性結構照射顯微技
術的影像。(c) 跟 (d) 則是於 (a) 與 (b) 中的紅色標記區間。(e) 為 TFMPEM 以及搭配二階非線性結構照
射顯微技術後的側向解析度，分別為 397 nm 以及 168 nm。



70 科儀新知 200期 103.9

使得可以辨識，將圖 4(a) 與 (b) 的紅線區域放大如
圖 4(c) 與 (d) 所示，可以清楚看出經過二階 NSIM 
將解析度提升而可以區別出螢光小球的排列情形，

接著我們在圖 4(a) 與 (b) 當中隨機選取十顆螢光小
球將其剖面螢光分布繪製出來求得半高寬後再做平

均，如圖 4(e) 所示，藍色圈與紅色圈分別為原始
系統拍攝影像的解析度以及搭配二階 NSIM 的解析
度，在 TFMPEM 系統量測到的小球螢光分布半高
寬為 397 nm，而經過二階 NSIM 之後解析度提升
至 168 nm，整體提升了約 2.4 倍。

2. 像散法
一般完美的成像系統是將聚焦處平面的影像成

像至 EMCCD 上，解析度縱向受限於原本的激發
的光切片厚度以及側向受限於使用之顯微物鏡的數

值孔徑。TFMEPM 搭配人工像散法 (astigmatism) 
的系統是將原系統中接收螢光影像的路徑上外加一

個圓柱透鏡，此透鏡會誘使螢光光線因像散影響在

兩個軸向的聚焦不相等，造成 EMCCD 上的成像
不完美，譬如本為圓點的小螢光分子團會變成橢圓

狀成像。然而在此則是將原本的不完美影像中像散

效應所產生的橢圓之長短比值進行分析處理，獲得

螢光分子團在相對應縱軸上更精細的位置(23-25)。進

而提高次微米級單一特定螢光分子團的三維空間

解析度，並搭配 TFMPEM 具有高速與大視野的優
點，因而提供即時高速進行觀測螢光分子團在三維

空間中位移。

在此選定直徑 200 nm 的螢光球做為模擬生物
螢光分子團，並將螢光球固定於玻璃基板上，在 
TFMPEM 下藉由高精度的 PZT 平台以每 20 nm 為
單位於縱向移動及進行取像並紀錄其位置。圖 5(a) 
展示在不同縱軸位置上得到的螢光球影像，並可清

晰的看出像散效應與縱軸位置的變化關係情形。

經由精確分析可得到類橢圓影像於 X 方向 (紅色) 
與 Y 方向 (藍色) 的長度對不同縱軸位置的變化曲
線，如圖 5(b) 所示。圖中之插圖是放大圓圈內的
數據曲線，並由此證實搭配人工像散法可提高在縱

軸空間上約 50 nm 的解析力。

3. 適應性光學
在 TFMPEM 建設完成後，我們整合適應性光

學系統並藉以修正時域干擾以促使系統能保持良好

的激發效率與品質(26)。本系統採用無波前感測式

的適應性光學系統，在系統設計中將可調變聚焦鏡
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圖 5. (a) 利用廣視域搭配人工像散法之多光子激發螢光顯微鏡拍攝已固定之螢光球在不同 Z 軸位置時所得
到之像散效應影像；(b) 由影像中經像散效應產生類橢圓分析出在每 20 nm 的 Z 軸位置上其 X 方向 (紅色)

  與 Y 方向 (藍色) 的長度變化，圓圈範圍內的放大數據於插圖上，並證明其位置解析度提升至約 50 nm。
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放置在頻域展開處，意即各頻域成份各自聚焦並彼

此分離之平面，可以將空間干擾的影響解耦合避免

設計上的困難。利用量得螢光影像的資訊進一步定

義影像銳利度來代表目前系統的影像品質(27, 28)，

間接表示干擾修正程度。系統控制採用修改過後的

爬山演算法(29, 30)，依序在每個可調變聚焦鏡的通

道群組上施加不同電壓，並記錄影像銳利度的變

化，並由此變化趨勢找出針對時間域干擾的最佳修

正解。

為了展示無波前感測式的適應性光學系統的時

間域干擾修正能力並進一步探討在不同樣品深度下

的修正狀況，將 1 m 螢光球封入瓊脂糖凝膠內製
作樣品。再以樣品界面為零點，在 19 m 處加入
干擾後的影像如圖 6(a)，修正後的影像如圖 6(b)，
圖 6(c) 則表示圖 6(a) 與 (b) 在紅色虛線處的剖面
圖，其三顆螢光球的強度增強效果分別為 2.1 倍、

2.0 倍與 2.1 倍。再往下至 60 μm 處，受干擾影
像如圖 6(d)，修正後影像如圖 6(e)，圖 6(f) 表示圖 
6(d) 與 (e) 中紅色虛線處的剖面圖，其中劃過的兩
顆螢光球的強度增強效果分別為 1.7 倍與 1.8 倍。
其中在 60 m 處除了修正原本加入的干擾之外，
比起 19 m 處更多了樣品本身深度的干擾。

四、生醫應用

1. 三維生醫分子影像
TFMPEM 有非常快速取像的優點，然而相

對於一般螢光影像而言，生物本體的自發螢光或

是倍頻訊號通常相對比較微弱，即使能高速取

像 SNR 將是個影響影像品質的因素。圖 7 中為
肌纖維本身非中心對稱結構所引發二倍頻 (second 
harmonic generation, SHG) 的影像，圖 7(a) 為利用
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圖 6. 封入瓊脂糖凝膠內 1 m 螢光球樣品不同深度的雙光子螢光影像。深度 19 m 處：(a) 加入干擾後，
(b) 修正後。(c) 為 (a) 與 (b) 紅色虛線處的強度剖面圖。深度 60 m 處：(d) 加入干擾後與本身樣品深
度干擾，(e) 修正後。(f) 為 (d) 與 (e) 紅色虛線處的強度剖面圖。
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全部 EMCCD 像素 (1000  1000) 所得到的 SHG 影
像，取像速度侷限在像素的傳遞時間，因此最快僅

能 30 Hz。然而利用像素結合的方式可將像素縮小
至 250  250 的大小且保持可視範圍不變同時提升
取像速度至 100 Hz，如圖 7(b) 所示，同時因單個
像素感光面積擴大為 16 倍，側向解析度則約為 2 
m。圖 7(c) 為直接選取有興趣的區域圖 7(a) 內的
紅色框選區域，其像素大小為 256  256，也可以
取到 100 Hz 的 SHG 影像且解析度不變，相對的利
用圖 7(c) 的條件累積訊號十次繪製出來如圖 7(d) 
所示可發現即使 100 Hz 取像的條件下，相較 10 
Hz 的影像，主要二倍頻 SHG 訊號都可以被保留
住，因此在本系統即使在高速取像的狀態下仍可保

持信息的可靠度。

本套系統搭配二 NSIM 也可應用在需要超高
解析度的生醫應用上，如圖 8 所示為骨架蛋白的螢
光影像，而細胞骨架當中的微絲尺寸約為 25 nm，

圖 8(a) 至 (d) 為利用 TFMPEM 拍攝不同深度底下
的細胞骨架，發現因樣品本身散射以及系統解析

度的關係導致影像模糊。搭配二階 NSIM 後，如圖 
8(e) 至 (h) 所示，可發現同樣深度下細胞骨架中接近
提升的解析度 168 nm 尺寸的微絲可被觀測出來。

2. 三維蛋白質結構之製作
多光子激發微製作主要可分成兩類，一為光

聚合反應、二為光交聯反應。本文中主要採用光

交聯機制，其光活化劑被激發後會與單體反應使

其活化，活化後的單體再與另一個單體產生反應

形成鍵結。實驗上，利用牛血清蛋白 (bovine serum 
albumin, BSA) 當聚合單體，而使用孟加拉玫瑰
素 (rose bengal, RB) 當光活化劑。蛋白質結構在
生醫應用大多用來製作仿生物體內的細胞外基質 
(extracellular matrix，ECM)，因此除了任意形狀的
製作能力外，製作出不同空間濃度的蛋白質結構也

20 m

5 m

20 m

5 m

圖 7. 快速 SHG 影像：(a) 10 Hz 的全視域 SHG 影像；(b) 藉由像速結合的 100 Hz 全視域 SHG 影像；(c) 100 
Hz 局部的 SHG 影像；(d) 為在 (c) 條件下累積十次後的 SHG 影像。

(a) (b)

(c) (d)
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10 m

(a)

(e)

(b)

(f)

(c)

(g)

(d)

(h)

圖 8. 不同深度的雙光子激發細胞骨架螢光影像，(a)－(d) 為廣視域多光子激發螢光顯微術所拍攝的影像，
鄰近的影像分別距離軸向 3 m 的深度，而 (e)－(f) 分別為 (a)－(d) 搭配二階 NSIM 的影像。

是一個重要的課題。為此發展了一套可利用調控雷

射劑量製作不同空間濃度的 BSA 結構之方法。首
先利用雷射系統直接控制每一層照射的脈衝數量，

再由 DMD 上微小面鏡處在開啟在「開」狀態的時
間控制 0-255 的灰階值，當作是一個局部控制脈衝
個數的選擇器。藉由上述功能，如圖 9(a) 所示設
計了 6 個不同灰階、大小為 12 12 m2 的方形圖
案。實驗中每層的雷射脈衝數設定為 1000 根，因
此 127 的灰階值代表此局域的脈衝根數為 500 根。
圖 9(b) 為製作出來的 BSA 灰階結構之雙光子激

發螢光 (two-photon excited fl uorescence，TPEF) 影
像，可知當灰階值小於 153 時，雷射脈衝數太少
而不足以製作出微結構。圖 9(c) 為相對應圖 9(b) 
中紅色虛線處的螢光強度剖面圖，其中大約 3.3 個
像素對應 1 m。當 BSA 結構濃度越高時，RB 的 
TPEF 強度將隨之提高(31, 32)。因此圖 9(c) 證實了這
套高通量微製作系統具備快速且同時製作出不同空

間濃度蛋白質結構的能力。而目前的側向微製作解

析度約為 1 m(33)。
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圖 9. 藉由全域和局域控制雷射脈衝數方法所製作出來的 BSA 結構之 TPEF 影像和剖面圖 (a) 六個要在 DMD 
上顯示的灰階方形圖案，其灰階值分別從左上角的 255 遞減到右下角的 127。(b) 製作完成後的 BSA 
灰階結構其相對應的 TPEF 影像。(c) 相對應 (b) 紅色虛線所示處的螢光強度剖面圖。
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(a)

(b)

(c) (d)

3. 多光子誘發蝕除
為了測試本系統用於大面積的生物組織切除之

應用，將脈衝的平均能量提升到 1.6 J/cm2 且降低
加工速度至 0.5 mm/sec，加工線條間隔為 30 m，
每條加工線條掃描 3 次以提高加工的均勻性。生物
組織之多光子誘發蝕除加工的結果則使用 SHG 影
像來檢視，其影像大小為 500  500 m2，圖 10(a)
為不同深度下的影像，由左到右深度分別為 10、
20、40、60 與 70 m，而圖 10(c) 為 圖 10(a) 的三
維重建影像在加工分向的投影。從 SHG 影像中可
以發現在加工表面上有週期性的條紋出現，在影像

中加工區域下方的影像會產生此結構的陰影，此週

期性的條紋是由於加工的能量密度不均勻所產生，

而陰影則可能是因結構造成的折射率不匹配。因加

工的雷射光束為高斯分佈且有效加工光斑約為 50 
m，為改善加工的均勻性，每條加工線條間隔須
小於實際的加工光斑一半，因此將加工線條的間隔

改為 20 m，實驗結果如圖 10(b) 與 (d) 所示，週
期性的條紋消失且只有在加工區域的邊緣產生下方

的 SHG 影像會產生陰影。實驗證實此多光子誘發
蝕除可用於大面積的生物組織切除，並顯著地減少

折射率不匹配而降低取像的品質。因此，大範圍的

高速蝕除技術後可利用在生物組織內部的全光組織

學上，藉由迭代的高通量蝕除與影像掃描來獲得生

物組織的內部全光學影像。

五、結論

根據我們的實驗，我們已經發展出基於時域聚

焦之廣視域多光子激發螢光顯微技術，同時我們

也得到了快速 100 Hz 的幀速度所取得的雙光子激
發螢光影像以及 SHG 訊號影像，且具有相當的縱
向解析度。透過利用 DMD 取代光柵來實現時域聚
焦，使 TFMPEM 系統擁有任意圖案的照射能力將
系統的應用更加擴展，如我們實驗中展示的利用 
NSIM 將系統空間解析度提升至 168 nm、任意形
狀與不同濃度之 3D 蛋白質結構的微製作以及適用
於生物組織內部的全光組織學上之多光子誘發蝕除

應用。同時 TFMPEM 系統也可以搭配人工像散法
提高系統在縱軸空間上約 50 nm 的解析力，以及
搭配無波前感測式適應性光學系統來修正樣品本身

深度引起的干擾而提升系統的影像品質。

圖 10. 光子誘發蝕除加工大面積雞腱後，在不同深度下所擷取到的 SHG 影像。
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