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摘要 

全反射式顯微鏡可以在縱向上達到奈米等級的解析度，加上高訊號/背景比及其他許多優

點，使的他在細胞表面及單分子偵測上有的許多便利之處，本文中介紹了全反射式顯微術的原

理，各種光路架設跟比較，及一些生物上的應用。 

 

原理: 前言 

漸逝波的強度 全反射現象發生在光從高折射率的介質入射

到低折射率介質時，入射角大於臨界角的時候。而

在全反射發生的介面會產生一種漸逝波，他的強度

是成指數衰減的[1]。利用這種性質，全反射式的顯

微鏡可以僅僅激發介面上數十奈米的螢光分子，而

達到奈米級的解析度[1]。另外，由於僅僅激發表面

的螢光分子，他的訊號/背景比比起其他的顯微技

術都要高的很多[2]。另外，由於全反射式顯微鏡是

由 CCD接收，接收訊號的頻率可以達到 200HZ，

而一般掃描式的顯微鏡如共軛焦或雙光子顯微鏡

大約只到達 0.1~5HZ[3]。所以全反射式顯微鏡可以

很容易的做到快速的顯影。雖然全反射式顯微鏡沒

辦法像共軛焦或雙光子顯微鏡做到 3D 的斷面顯

影，但是全反射式顯微鏡很容易可以跟其他光學技

術配合，截長補短，得到具有不同性質的影像 [3]。

以下我們會簡介全反射式顯微術的原理，光路的搭

設及一些應用。 

當一道光束從折射率高的介質傳播到折射率

較低的介質時，如果入射角大於臨界角時，就會有

全反射現象的發生。根據 Snell’ Law，我們可以得

到臨界角θc 為 

 
)/(sin 12

1 nnc
−=θ                        (1) 

           

在上列的公式中，n1 及 n2分別為入射面及折射面

的折射率。根據幾何光學來看，若發生全反射，光

完全不會傳遞到折射面內。但是若是以電磁波的觀

點來看，在發生全反射的介面，電磁場會透入一小

段距離，我們叫這個波為漸逝波 (evanescent 

wave)。漸逝波是一個不會傳播的波，他的強度是

成指數衰減的，但是如果在非常靠近介面的地方，

有會吸收光的物質，例如螢光分子，漸逝波仍然是

有能力去激發這個螢光分子，因而產生螢光。這個

漸逝波的電場強度為  
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dz
z eII /

0
−=                           (2) 漸逝波的電場 

從 Maxwell Equations中，我們可以推導出漸

逝波的各方向電場與強度 (s 和 p 波) 跟其角度

和振幅的關係，如下式[1] 

 
2
21

22
1 sin4/ nnd −= θπλ              (3) 

 
在上列公式內 為入射光強度、z為縱軸距離、

為波長。由上式我們可以發現大於臨界角時越接近

臨界角，d越大，入射的強度衰減的就越慢。除了

入射角等於臨界角時，d約小於或等於入射波長，

如此一來，藉由調整光的強度及入射的角度，我們

就可以只激發介面上數十到兩三百奈米的螢光分

子，獲得介面上縱方向上奈米等級的解析度。 
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其中 

]cos/)[(sintan 22/1221 θθδ nns −= −      (7) 

]cos/)[(sintan 2/1221 θθδ np −= −        (8) 

 

值得注意的是，p-偏振方向沿著表面呈現一種

以 λ/(n1sinθ)為空間週期的橢圓偏振，如圖所示 
圖(一)I0/Iz versus z (nm)入射角:70 度 由折射

率 1.515 到折射率 1.33 的介面中 
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 圖(三)p-polarization 在全反射介面上的情形 

圖(二)d verse 角度 由折射率 1.515 到折射率

1.33 的介面 
 

這種特別的偏振現象，可以利用來測定表面螢
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光分子的方向性及轉動[1][4]。 光源經過擴束後打到物鏡的外圍，經過物鏡的偏折

在蓋玻片和樣品的介面產生全反射。如果我們使用

的是一般高 NA值的物鏡，例如 NA=1.4的油鏡，

細胞表面折射率為 1.38，透過 Snell’s Law，我們可

以知道臨界角等於 80 度，如此一來光束只能打在

物鏡的邊緣(可用範圍約為 2.8%)，而且產生的全反

射相當接近臨界角，漸逝波的強度就會變得很強，

以致激發的深度加深許多，另外由於表面本身性質

的不均勻，會造成一些入射的光不是以全反射而變

成了折射。所以透過物鏡的全反射式顯微鏡要透過

特製的高 NA值物鏡來建造[1]。目前有兩種選擇，

一個為 Olympus NA=1.65 的物鏡，如此一來臨界

角變為 57 度，可以調整的角度範圍就大幅提昇了

(約為 25%)。使用這顆物鏡的缺點在於需要另外定

製高折射率的蓋玻片跟物鏡油。另外一種物鏡的選

擇是 Olympus or Zeiss NA=1.45的物鏡，用這顆物

鏡，可以使用標準的蓋玻片及物鏡油，且可以使用

足夠的物鏡範圍(約為 10%)，這個是目前一般認為

比較好的選擇[1][3]。透過高 NA 值物鏡的全反射式

顯微鏡的好處是光路的搭設簡單，顯微鏡的台子會

有更多的空間可以用來操作。且透過高 NA值的物

鏡，可以有較好的解析度跟亮度。而他的缺點是會

收到不是由全反射所激發出的螢光，主要的原因是

由於細胞表面的不平整會造成的散射，還有物鏡本

身發出的冷光[1][3]。 

全反射式顯微鏡的結構 

全反射式顯微鏡主要可以分成兩種，一種是利

用光透過稜鏡進行全反射，另外一種是利用特別的

高NA值物鏡進行全反射(一般稱為 prism less式的

設計)[1][7][8]，不論在哪一種設計，入射面及折射面

的折射率都是很重要的，一般最常見的例子是透過

蓋玻片觀察細胞表面，接下來會分別討論這兩種全

反射式顯微鏡。為了方便起見，我們先假設我們是

為了觀察黏附在載蓋玻片上的細胞表面。蓋玻片的

折射率為 1.515，細胞表面的折射率為 1.38，如此

一來，臨界角為 65 度，若是細胞沒有接觸到蓋玻

片表面，則要考慮的是水溶液，折射率是 1.33，則

臨界角為 61度[5]。 

透過高 NA值物鏡式之全反射顯微鏡設計 

                        sample 
                      obj. 
                      
 

Laser    beam expander     
      

   

 
sample 

NA>1.4 

 
laser 

稜鏡式的全反射式顯微鏡 
fluorescence 

稜鏡式的全反射式顯微鏡一般都搭在倒立式

顯微鏡之上，因為這樣會有比較多的空間去加裝一

些光學物件，但正立式顯微鏡仍然有相當的便利

性。 基本的光路設計都是將光打入稜鏡，在蓋玻

圖(四),圖(五)為物鏡式全反射顯微鏡基本的光路

設計 
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片的表面進行全反射，稜鏡的所則有很多種，可以

適用在不同目的的實驗上。下圖是一些常見的光路

設計 
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圖(六)圖(七)  

 

 

 

  

 

OBj 

圖(八) 圖(九) 

  

圖(六)的設計相當的簡單便利，光從三角形稜

鏡的側面打入，在下方進行全反射。圖(七)這種設

計是利用一個 60 度的稜鏡加工，光可以垂直射

入，好處是再替換樣品以後，光很容易可以打到原

來的位置。圖(八)這個設計中的鏡子是拋物面鏡，

焦點對準半圓形稜鏡的圓心，如此一來，變換角度

時也可以打到同一點，只要垂直的變化光入射的位

置，就可以變化入射的角度了。圖(九)這個設計和

前面的設計比較不一樣，稜鏡是放置在下方的，光

從稜鏡進入後，在蓋玻片內做多次全反射，如同波

圖(六) 圖(七)   
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導一般。這個設計的好處是他上方有很大的空間可

以利用，而且更換樣品也很容易，只需要換上層的

蓋玻片就可以了。但是這個設計就不能使用油鏡，

只能使用水鏡或空氣鏡[1]。 

在很多情況之下，表面螢光的強度正比於膜蛋

白的密度，藉由量測表面的螢光強度，我們可以得

知和表面結合的膜蛋白的密度變化，如此一來就可

以得到膜蛋白和細胞膜表面的結合速率，平衡常數

的訊息[13][14]。 上面這些透過稜鏡式的全反射式顯微鏡跟物

鏡式的比較起來，(1)造價便宜很多(2)角度變化的

範圍很大，也且也很容易變換。但可利用的空間較

少。而且由於高 NA值的油鏡工作距離相當短，樣

品的兩片蓋玻片之間距離很近，很難去作微流和其

他的操作工作。如果是採用(九)圖的設計又不能使

用油鏡。另外，解析度也不如物鏡式的全反射顯微

鏡。 

 

分子的方向性和旋轉速率 

如同式(3),(4)所示，我們可以使用偏振化的漸

逝波來測量表面的螢光分子吸收/發散偶極矩的方

向性，可以用來測量細胞膜表面方向性的變化

[15][16]。另外，配合螢光分子專一位置結合和 FRET

的技術，也可以用來測量單分子的旋轉，結構的改

變等等[17]。 綜觀兩種全反射式顯微鏡，都可以搭建在一般

標準的顯微鏡上，照價和共軛焦顯微鏡比較起來也

便宜很多，而且可以提供更好的縱向解析度，另外

全反射式顯微鏡也很容易和很多的顯微方法結

合，例如 FCS，FRAP，FRET, FLIM，光鑷子，共

軛焦顯微鏡，雙光子顯微鏡，原子力顯微鏡等等

[1][3][4]。 

 

受器的叢生(Receptor Clustering) 

在很多的情況中，受器的叢生代表細胞膜表面

調整訊號的轉換，利用全反射式顯微鏡配合 FCS，

可以測量到受器叢生的發生[18][19]。使用全反射式

顯微鏡的好處除了低背景和高縱向解析度以外，由

於全反射式顯微鏡是固定區域已 CCD接收影像，

跟以 PMT接收，一點一點掃描的顯微鏡比起來，

全反射式顯微鏡是 Autocorrelation的，這在資料分

析上會有很大的方便性[20]。 

全反射式顯微鏡的應用 

許多生化上的反應都是發生在細胞膜和周圍

環境的介面，例如膜蛋白質的運動，生物巨分子的

傳輸與交互作用等等[8][9][10]，全反射式顯微鏡可以

說是一種非常好的觀察工具，另外，由於全反射式

顯微鏡的高訊號/背景比例，近年來也開始以全反

射式顯微鏡配合其他光學技術，做單分子的觀測

[11][12]。下面會概略的介紹一些應用全反射式顯微

鏡的例子。 

高時間解析度的測量 

所以利用全反射式顯微鏡可以作為在介面上

高時間解析度的螢光測量，配合快速傅立葉轉換，

將時域轉為頻域，可以達到奈米秒等級的時間解析

度[21]，如果利用一種相位解析漸逝波的方法，可以

達到皮秒的時間解析度。這種方法是利用一個高頻

的正弦光波做全反射[22][23]。 

 

蛋白質-細胞膜的結合平衡與動態 
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單分子的偵測 

單分子的偵測再近年來造成一股生物物理界

的熱潮，但是由於單分子的顯影最大問題在於訊號

/背景比太低了，Funatsu et al.試著非常小心的設計

出一套背景最低的光學系統，大約可以將背景降低

到數千到 140 個光子每秒每繞射極限面積(0.25 

*0.25)[4]，而利用同一套系統配合全反射式顯微

鏡，可以將背景降至 3 個光子每秒每繞射極限面

積，這在單分子的偵測上面有著非常大的便利[4]。

而且全反射式顯微術很容易跟別的光學技術搭配,

例如 Yanagida 等人利用光鑷子配合全反射式顯微

術,觀察到了 RNA聚合脢單分子在λ-DNA上的運

動[24]，還有 Chu 也利用全反射式顯微術觀察單

ribozyme分子的結構變化[28]。 

結論與展望 

我們在這篇文章中簡介了全反射式顯微鏡的

原理，光路上的設計和一些應用。其間還有很大的

發展空間。在技術的改進方面，一個方向是將全反

射式顯微鏡和各種光學技術結合，例如我們提到過

的 FCS，AFM，FRET等等，另一方面是做多色的

全反射式顯微鏡，如此一來就可以同時觀察細胞表

面不同分子的交互作用[29]，另外配合一些特別的螢

光分子，例如啶黃素核甘酸(flavin nucleotide)的類

似物和量子點(quantum dots)，因為其特殊的光學性

質和生物相容性，可以在單分子偵測上有相當的便

利。在研究的題目方面，除了表面分子的性質外，

全反射式顯微鏡在細胞骨架(cytoskeleton)和基質

之間的作用(例如微小(microtubules)和肌動蛋白

(actin)的研究)也是相當重要[25][26][27]。另外，最近

相當熱門的研究就是利用綠色螢光蛋白(GFP)做為

蛋白質的螢光標記來研究蛋白質在細胞中的表

現，而全反射式顯微鏡就是其中一個分析的最佳工

具之一 。 縱上所述，全反射式顯微鏡有著很多特

別的優點，包括奈米等級的縱向解析度，高訊號/

背景比，架設容易便宜，和其他的光學方法容易結

合等等，毫無疑問的，不論在細胞和單分子的顯

影，偵測上，全反射式顯微鏡都占有相當重要的地

位。 
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