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傳統上，若要穿透可觀的厚度而獲得生物組織內的細胞生理學資料，切片方法可提供高解

析度的影像。但是切片方法每次只能探測一個二維的平面且有可能破壞三維的結構，同時切片

的樣品必須經過化學處理及固定，無法觀測活體。以上的缺點都可由改用共焦顯微術與雙光子

顯微術而克服。 

 

 

一、簡介 

三維共焦及雙光子顯微術 

共焦顯微術使用一個透鏡將入射光源聚焦，

以焦點掃描樣品，再以同一個透鏡收集樣品的反射

光或受激發所發出的螢光，會聚到另一側的對應焦

點上，用一個針孔將焦點以外的光線濾除。共焦顯

微術以限制收光的區域達到三維的鑑別。 

雙光子顯微術在 1990 年由 Denk 等人提出 
[1]。此技術與共焦顯微術的基本架構類似，不同的

是使用在短時間內發出極高強度光子量的脈衝式

雷射，一次以兩個較長波長的光子激發一個螢光分

子。由於雙光子激發要求較高的光子量，幾乎沒有

焦點外的螢光分子會被激發，故雙光子顯微術無須

在另一側的對應焦點上用針孔濾除背景。軸方向的

高對比度為雙光子顯微術的最大優點。若使用 NA 

1.25的物鏡與960 nm的激發光源，螢光總量的80%

都來自焦點上下 1um的區域。 

圖 一 、 雙 光 子 顯 微 的 點 散 佈 函 數

(point-spread-function)，軸方向的聚焦

點寬度為 0.9 um ，徑向方向為 0.3 um。 

 

共焦顯微術和雙光子顯微術都可做三維的顯

微，前者可測量兩種來自樣品的訊號：反射或螢

光。且因為共焦顯微術使用波長較短的光，聚焦點

較雙光子使用的近紅外光子波長較小。但雙光子顯

微術有幾個無法取代的優點：(1)在進行深度生物

組織掃描時，螢光共焦顯微術通常所使用的藍紫、
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雙光子顯微鏡的架構一般皆包含三部分(如

圖)：飛秒(fs)等級之脈衝式雷射、高集光效率的顯

微鏡系統、高敏感度的光電轉換系統。雷射通常使

用鈦-藍寶石雷射，經過兩面反射鏡以在 x-y 平面

上移動聚焦點。 

紫外光易被樣品吸收，只能觀測到大約 20 ~ 40um

的深度；雙光子螢光顯微術使用的紅外光則比較不

易被吸收。(2)雙光子顯微術對樣品的激發侷限在

焦點附近，故對樣品及螢光分子可能造成的漂白破

壞也只發生在焦點附近，能進行更長時間的重複觀

察。1998年 Mohler等人將倉鼠胚胎置於雙光子顯

微鏡下觀察數小時[2][3]，而此胚胎在移植回子宮發

育後仍然能成長為健康的成鼠。(3)雙光子螢光顯

微中的激發光與樣品發出的螢光波長相差甚多，較

不必擔心為了濾除激發光源而降低訊號。(4)最重

要的一點，當觀測本身會散射光線的樣品時，共焦

顯微術中不可或缺的針孔不只阻擋了非聚焦點附

近的光線，同時也阻擋了部分來自焦點、卻經過散

射而無法回到共阨焦點的訊號。雙光子顯微術的三

維鑑別是源自於激發範圍的限制，不需要針孔阻

擋。 

雙光子激發所得到的螢光由高 NA 值的水鏡

收集；此物鏡的有效工作距離同時也大約限制了可

能的觀測深度。物鏡與樣品間的相對高度以壓電晶

體控制以快速移動。最後將物鏡收集到的螢光通過

分光鏡、光纖，進入光電倍增管，光電倍增管轉換

出的訊號交由電腦重組出三維的影像。 

二、生物組織顯像所使用的螢光分子 

雙光子螢光顯微用於生物組織顯像時所使用

的螢光分子分為兩種：自體螢光與外加螢光。 

 

 自體螢光(Endogenous fluorescence) 

雙光子顯微鏡的架設 生物組織本身通常即含有可以以雙光子激發

的螢光分子，胺基酸中的 tryptophan和 tyrosine都

會發光。但是胺基酸的單分子吸收波長大約在 250 

~ 300 nm的範圍，也就是 500 ~ 600 nm的雙光子吸

收，通常雙光子顯微系統所使用的雷射可用波長並

不包括這個波長。且因為胺基酸在生物各部為的分

佈密度差異不大，從而得到的螢光分佈也並不是特

別有意義。 

Sample

Titanium-sapphire
laser (fs)

生物體中常用的高能量分子 NADPH 與

NADH也會產生螢光。獨立的 NAD(P)H吸收譜線

為 340 nm並放出 460 nm的螢光，衰滅時間 400皮

秒。與其他分子結合的 NAD(P)H之螢光光譜會藍

移，且衰滅時間延長到 2奈秒。高新成代謝率的區

域因為有高濃度的 NAD(P)H，所得影像亮度較

圖二、雙光子顯微鏡的架構 
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高。NAD(P)H 的螢光因此可用來監測角膜與皮膚

中的氧化還原態。在粒線體中濃度特別高的黃素蛋

白(flavoprotein)(生化反應中電子傳遞鍊上的能量

分子)也可用於雙光子螢光顯微，其單光子的吸收

譜線在 450 nm，放出 550 nm的螢光。 

雙光子顯微術也可觀測細胞外間質，主要為膠

原(吸收在 280 ~ 300 nm左右，放出 350 ~ 400nm)

與彈力蛋白(吸收 400 ~ 450 nm，放射 340 ~ 370 

nm)。彈力蛋白可輕易以雙光子顯微觀測，但是膠

原蛋白的吸收譜線與 tryptophan相近，不容易單獨

激發；企圖觀測膠原蛋白時，在穿透方向觀測二倍

頻訊號是較好的選擇。 

 

外加螢光(Exogenous fluorescence) 

為了觀測生物組織中不會自發螢光的部分，外

加螢光染劑是必要的。且自發螢光分子在生物體內

基於化學條件的改變，幾乎都只侷限於氧化還原反

應，無法由光譜或螢光激發的衰滅時間得到更多的

資訊。外加螢光的主要困難通常是如何均勻而非破

壞性地染進活體組織中。 

螢光蛋白質技術是最近在外加螢光上重要的

發明。天然綠色螢光蛋白質來自水母，最近也有其

他各種顏色的螢光蛋白質被開發出來。螢光蛋白質

對生物無毒性，可被編譯在目標細胞的 DNA中由

細胞表現出來，若與其他蛋白質編譯在一起，即可

用螢光強弱來追蹤特定蛋白質在細胞中的表現強

度與出現位置。 

三、生物組織的光學性質 

生物組織的光學性質可大略被描述為三項：散

射、吸收與折射率。不均勻的折射率變化與散射是

劣化成像品質的主因；吸收紅外線激發光則會使樣

品因熱受損。 

 

雙光子激發效率與深度的關係 

雙光子顯微術在生物樣品中的探測深度受限

於將雷射脈衝有效送入的效率；以下假設點散佈函

數在幾百個微米的深度內沒有巨大改變，單從功率

和脈衝變寬的角度去討論。雷射功率傳達與深度的

關係可以表達如下： 

zg aseIzI ])1[(
0)( µµ +−−=               (1) 

I(z)是在深度 z時的強度， 是在樣品表面上的強

度， 為散射係數， 吸收係數，g是散射角度

取 cosine值的平均。在一般的生物組織中，散射係

數 、 吸 收 係 數 與 g 的 值 分 別 大 約 在

、0 、與0 。

由於雙光子激發的機率與入射光強度的二次方正

比，螢光訊號在樣品中的平均自由徑約為 20 ~ 

25um。 

0I

1mm

sµ

200~

aµ

~1120 −mm 1. − 9.0~7.

雷射脈衝在 150飛秒尺度的鈦藍寶石雷射，其

脈衝寬度會在光路中逐漸加寬而線性地降低雙光

子激發效率。雷射脈衝也容易在經過顯微鏡物鏡時

因色散被加寬到 500飛秒以上，可在進入鏡頭前先

做對應的修正以彌補色散的效應。但是即使物鏡造

成的色散效應被修正了，雷射脈衝仍然會因為樣品

的折射率變化與折射而劣化。這方面的問題還有待

深入研究。 

 

偵測來自多重散射樣品的螢光訊號 

如同激發光源所面臨的問題，樣品所發出的螢

光訊號也會被樣品本身散射且吸收。長波長的螢光
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被散射和吸收的問題較小，故開發長波長螢光分子

對深度樣品探測相當重要。與共焦顯微術相比，雙

光子顯微術在偵測散射螢光訊號上較為靈敏。在典

型的樣品中，光子的平均自由徑為 100 m 左右，

意為穿出樣品的螢光分子可能平均皆會遭到一次

散射，共焦顯微術使用的針孔會阻擋部分訊號。雙

光子顯微術中，只要散射光子的角度在物鏡收光的

角度以內，就仍然可被偵測到。 

 

同時具有非均勻折射率變化與高散射係數樣品對

解析度造成的限制 

影像對比與解析度會隨著光通過組織的路徑

長度而降低，主要的原因可分為激發與發射光被散

射、物鏡和生物組織內多變化的的折射率無法配

合。散射可用蒙地卡羅法做模擬，2000年 Dunn與

其他人的研究中將激發與發射光受到散射的影響

分開並量化描述[4]，他們給出的結論是：在雙光子

顯微術中，隨著觀測深度的加深，訊號強度的減弱

比解析度的劣化要明顯許多。此份研究中提供了也

提供了實驗上觀測到的點散佈函數，並與 1998年

Centonze與White的研究結果相符[5]。 

由於生物樣品的折射率常隨組織種類的變化

而改變，以人類皮膚樣品為例，從表面到深度為

100 um左右，折射率從 1.52、1.34、1.48做不連續

的變化，觀測皮膚深處時，物鏡與樣品折射率不匹

配的問題將無法避免。在高折射係數樣品中，折射

率不匹配的點散佈函數測量，可使用大小遠小於點

散佈函數的螢光球，置於加入散射物質、折射率約

為 1.34的凝膠中；掃描螢光球便得到點散佈函數。

由實驗結果得知，油鏡在觀測此一折射率相當於水

的樣品時，點散佈函數在軸方向與徑向上都被明顯

加寬。觀測生物樣品時，最常用的選擇是水鏡。但

是在皮膚樣品的真皮層，甚至連水鏡也因折射率不

匹配而出現嚴重的像差。 

 

樣品遭受的光破壞 (photodamage) 

激發光源強度過強會對樣品造成光破壞，在

螢光訊號強度與激發光造成的光破壞之間必然要

做個平衡。使用飛秒等級、紅外線雷射時，可能造

成的氧化破壞主要來自於雙光子或者更多光子的

吸收，化學上與紫外光照射的情況類似：自發螢光

與外加螢光同樣會因為被激發而氧化。許多最近的

研究顯示，螢光分子遭到光破壞的程度與激發光強

度的四次方成正比，與激發得到的螢光強度直接成

正比，與雷射脈衝寬度無關。(Hockberger et al., 

1999[6]; Koester et al., 1999[7]; Konig et al., 1999[8]; 

Konig et al., 1996[9]; Sako et al., 1997[10])。因此使用

脈衝寬度較窄的雷射能在造成同樣強度螢光的前

提下，盡量減少光破壞的程度。同時，也有些研究

顯示螢光分子受到的光漂白(photobleach)可能源自

三個或更多光子的吸收(Patterson與 Piston, 2000年
[11])。這些多於雙光子的吸收可能造成破壞，但卻

對螢光訊號的增強沒有貢獻，應設法避免。除了光

破壞以外，熱破壞也是雙光子顯微術中應被關心的

問題。根據 Denk 等人在 1995 年[12]與 Schonle和

Hell在 1998年[13]的結果，通常功率在 1mK 以下

的雷射激發所造成的熱破壞可被忽略。 

四、雙光子顯微術在生物組織成像的應用 

雙光子顯微術的特點在觀測神經、胚胎、皮

膚、胃壁都有特別的優勢。雙光子顯微術可觀測活

體中的三維神經分布、神經反應電位 (action 
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potentials)、鈣離子濃度變化、神經傳導。許多雙

光子神經生物學研究都集中焦點在神經末梢分布

如何受學習和記憶的影響而改變，也可偵測離子流

動如何受外加刺激而改變、阿茲海莫症中的神經連

結。雙光子較不對樣品產生破壞的特性用於觀測活

體胚胎特別適合，例如 1999年 Squirrell等人利用

雙光子顯微觀測倉鼠胚胎中的粒線體[14]，時間長達

24 小時；共焦顯微術在相似的情況下只能持續數

小時。針對皮膚厚度薄、容易量測的特點，雙光子

顯微術特別適用。1997年Masters等人量測皮膚的

自發螢光[15]，深度可達 200 um。 

圖三、使用多面鏡的動態雙光子顯像系統，最高掃

描速度是每秒 100 張 256 * 256 個像素的

畫面。 
五、最新的雙光子生物組織成像技術 

 

以下介紹三個在生物醫學上可應用的雙光子

顯微技術：動態(video rate)雙光子成像、三維細胞

儀(cytometry)、雙光子多色螢光顯像(two-photon 

spectral resolved imaging)。 

但是因為觀測每一點的時間縮短，所得影像的訊號

噪音比便降低。 

另一個做法是使用多焦點的掃描，或者線掃描 

(Bewersdorf et al., 1998[17]; Buist et al., 1998[18])；只

要在空間或時間上分散多焦點，焦點間互相干涉的

問題並不嚴重。多焦點掃描主要的問題是在於必須

使用 CCD以同時觀測多點的訊號，敏感度較使用

PMT下降而價錢昂貴。 

 

動態雙光子成像 

動態雙光子成像要求每秒鐘得到 30 幅以上

的畫面，以觀察快速的生物反應與活體。觀測活體

時有許多不可避免的干擾：呼吸、心跳、血液流動，

這些生理雜訊的頻率約在 1 Hz左右；如果能用 10 

倍以上的頻率掃描，則可以忽略許多此種不可避免

的移動造成的破碎影像。快速掃描也可用於量測更

大的樣品。 

 

三維顯像細胞儀 

三維細胞儀以觀測個別細胞的螢光或散射光

以得知細胞的狀態，大致分為流體細胞儀與顯像細

胞儀兩種。流體細胞儀用於偵測在液體流中的細胞

所攜帶的成分，可做細胞分類。顯像細胞儀是用於

觀測二維平面上培養的細胞，雖然此法在速度上較

流體細胞儀要慢，每秒大約辨識兩百個細胞，但可

卻有可重複追蹤特定細胞的特點，例如觀察細胞再

不同時間的演化。顯像細胞儀也提供微米等級的細

一個做動態雙光子成像的方法是使用快速的

光學掃描，例如多面鏡(Kim et al., 1999年)[16]。 
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胞結構資訊，例如螢光分子在不同胞器間分布的密

度。三維顯像細胞儀可延伸至三維組織培養的觀

察。 

 

雙光子多色螢光顯像 

使用多種顏色的螢光分子可在光譜及空間上

提高影像的鑑別度。若使用單光子激發，則不同顏

色的螢光分子通常無法共用單一激發光；但許多常

見螢光分子的雙光子激發範圍都較單光子激發要

寬廣，用單一激發光源激發不同顏色螢光分子是可

能的(Xu et al., 1996)[19]。但多色螢光的接收不如激

發簡單，傳統上使用轉動的濾光片將不同色光分

開，較高價位的選擇也有可調式液晶濾片、可調式

聲光濾片。通常的做法是用光柵將光色散，然後從

不同的位置使用 CCD或者 PMT接收不同的色光。

PMT 雖然敏感而價錢低廉，但是對於偵測波長在

600 nm以上的光，效率常低於 1%。 

 

圖四、雙光子多色螢光顯像：基因突變的老鼠耳朵

掃描。這隻老鼠經過基因工程改造，表現出

強化的黃色螢光蛋白，上圖左邊的多角形是

角質，右邊針狀的部分是一根毛。(a)總螢

光亮度。(b)單獨像素點的光譜，可以看到

左邊角質上的螢光光譜在 530 nm 特別強，

是黃色螢光蛋白的特徵；右邊點的光譜較寬

且紅，來自自發螢光。 

 

已知螢光分子光譜的變化可用於了解生物體

內的化學環境；而不確定種類的螢光則可使用主要

成分分析法(PCA)來分析並識別螢光中特定螢光

分子的種類與濃度。 

六、結論 

雙光子顯微術在獲取生物結構與化學資訊上

是非常有力的技術，可從活體得到細胞尺度以下的

訊息。若再配合科技進步而改良，其在生物醫學方

面的應用可期望繼續增加。 
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     (a)        (b) 
圖五、(a)表皮—真皮層接合處的螢光掃描。(b)

上：此螢光分子的光譜；下：此螢光分子強

度與深度的關係。藉由 PCA 分析可知道這

是皮膚中的黑色素。 
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