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光學顯微鏡



顯微鏡的分類
正立顯微鏡：觀察組織切片
倒立顯微鏡：觀察培養活細胞
實體顯微鏡：解剖及立體定位





觀察法的顯微鏡分類
明視野 (bright field) ：一般光學組織切片
暗視野 (dark field) ：小動物如線蟲及纖毛鞭毛結構



偏光 (polarized light) ：堅硬的結晶結構等
位相差 (phase contrast) ：一般培養活細胞
微分干涉 (differential interference contrast, DIC) ：活體卵細胞及線蟲等
螢光 (fluorescence) ：一般螢光染色標示或活體螢光如GFP等



照明光源路徑:

1.穿透光照明：一般光學組織切片，薄具透光性；對比與染色
2. 反射照明：解剖及實體顯微鏡，螢光顯微鏡；表面光源反射



The typical diameters/wall thicknesses of blood vessel for humans and mice are given in 

micrometers. The smallest capillaries have diameters of a very few micrometers and a wall 

thickness of about one micrometer (μm).





Cryostat sectioning



物鏡

• 開口值 /NA

• 消色差

• 工作距離

• 色帶

• 蓋玻片厚度



Lens: 
Most important part of 
Microscope 



開口值 (NA)
• 開口值越大，鏡頭聚光能力越強，
解析能力越強．





• Correction efficiency ( UV – VIS – IR )

• N. A.

• Type ( What’s CS Objectives ? ) -

Quality

PL-APO ( Delta, HCS )

PL-Fluotar

N Plan

C Plan

Air, Water, Oil ( Imm )

Cover slip thickness 

correction ? 

Chamber Type ?



The Best Lens:
Apochromat



介質的種類 • 乾式物鏡

• 油鏡

• 水鏡



• Observation and optical 

setup

Micro objective

Immersion

Cover slip

Sample

The last 3 optical elements are usually added by the user !







LAB-TEK® II 

CHAMBERED COVERGLASS

NUNC FLASKETTE®  

CHAMBER SLIDE/FLASKS 







可修正蓋玻片的物鏡
• 高開口值物鏡需要可調整蓋玻片厚度，以取得最佳
影像．(0.11-0.23mm)             Depression slide

使用0.17mm 蓋玻片不使用蓋玻片蓋玻片厚度無關



位相差顯微鏡 (Phase Contrast)



位相差的配件
• 位相差專用物鏡

• 位相差環

• 萬用聚光鏡

• 調整用目鏡



位相差的原理



微分干涉顯微鏡



微分干涉顯微鏡的配件

• 萬物聚光鏡

• 微分干涉錂鏡

• 起偏鏡

• 檢偏鏡



微分干涉位相差的比較

位相差 微分干涉

對比方式 以標本厚度轉換
成對比

以厚度變化轉換成對
比

對比的調整 無法調整 以錂鏡調整

影像的特性 以明暗度表現 以立體感及明暗表現

解析度 比微分干涉差 高

合適的標本 細微構造

標本厚度10μm

細微構造，外觀．
標本厚度數百μm

容器 可使用塑膠類 不可使用塑膠類



微分干涉及位相差的實例



微分干涉及位相差的實例











常見的抗退劑
• P-phenylenediamine

• DABCO

• N-propylgallate

• 2-mercaptoethylamine

Figure 1. Immunofluorescence imaging of a human keratinocyte stained with FITC-labeled 

antibodies without (top) and with (bottom) PromoFluor Antifade Reagent at different excitations 

intervals (5, 10, 15, 20, 25 seconds).  PromoFluor Antifade Reagent



Thank you for your attention


