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光學顯微鏡基本原理及
在細胞生物學運用

錢宗良
臺灣大學醫學院

解剖學暨細胞生物學科



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







Cryostat sectioning



• Objective Lens

• Correction efficiency ( UV – VIS – IR )

• N. A.

• Type ( What’s CS Objectives ? ) -
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• Observation and optical setup

Micro objective

Immersion

Cover slip

Sample

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



• Measurements & artifacts: Message

• Refractive index mismatch drastically reduces 

resolution and leads to significant loss of intensity 

in fluorescence

• 15µm cover slip deviation approximately kills 

half of the resolution and intensity



影像擷取設備

傳統照相機及底片 (Camera and Film)

Film ISO (international organization for standardization) 底片感光度
測光模式設定：
K值= ISO感光度 x 標本照明度 (lux) x 曝光時間 (sec)

(http://www.kodak.com/global/en/professional/support/databanks/filmDatabankBW.jhtml)

•KODAK T-MAX 100 Professional Film (TMX)

•KODAK T-MAX 400 Professional Film (TMY)

Color negative films

http://www.kodak.com.tw/TW/en/nav/productInfo/films/blackWhite/tmax100.shtml
http://www.kodak.com.tw/TW/en/nav/productInfo/films/blackWhite/tmax400.shtml


數位照相機及記憶體 (Digital camera and Memory)

Professional color digital camera:

Nikon D1x: 533萬有效畫素 CCD (Charge Coupled Device)

3008 x 1960 pixels (Large)

2000x 1312 pixels (Medium)

(http://www.nikon-image.com/jpn/products/digital/d1x.htm)

D1x.pdf


Nikon D100     數位照相機
Professional color digital camera:

Nikon D100: CCD有效畫素 Effective Pixel 6.10 百萬

儲存影像
Image Resolution

3008x2000, 

2240x1488,

1504x1000

../Confocal2003/Nikon D100 數位影像坊-數位器材規格一覽表.htm


Kodak DCS 760: 6-million pixel CCD (3032 x 2008)
(http://www.kodak.com/global/en/professional/products/cameras/dcs760/dcs760Index.jhtml)

比較與參考數位照相機中文網站
http://www.digital.idv.tw/

../Confocal2003/柯達 Kodak DSC 760 規格一覽表 數位影像坊.htm
dcs760.pdf
http://www.digital.idv.tw/


Kodak DCS Pro 14n
Full-Sized CMOS 

CCD有效畫素
Effective Pixel

13.71 百萬

儲存影像
Image Resolution

4536×3024, 

3024×2016, 

2268×1512

../Confocal2003/Kodak DCS Pro 14n 數位SLR詳細規格及售價 數位影像坊.htm


Fujifilm  FinePix S2 Pro 
CCD有效畫素
Effective Pixel  12.1 百萬
儲存影像
Image Resolution

4256 x 2848, 

3040×2016, 

2304×1536, 

1440×960

../Confocal2003/富士 Fujifilm FinePix S2 Pro 數位單眼機身詳盡規格及實拍範例 數位影像坊.htm


Nikon CoolPix 995

CCD Pixels 3.34 百萬
影像解析度: 2048 x 1536

995.pdf


Nikon CoolPix 5000

CCD紀錄畫素
Effective Pixel  5.0 百萬

儲存影像
Image Resolution

FULL（2,560×1,920）

動畫模式Movie 

ES Cadiomyocyte

影像及聲音動態拍攝
(QVGA 檔，每秒15張，
連續拍攝60秒)

../Confocal2003/Nikon CoolPix 5000 專業級數位相機 詳細規格 - 數位影像坊.htm
DSCN1510.MOV
DSCN1510.MOV


主要為黑白灰階為主；適合動態螢光、低螢光照度擷取
Scientific grade cooled CCD camera systems with software (such as Metamorph)

High speed CCD camera: MicroMax 5Mhz (scan rate)

Good for Calcium imaging

High resolution CCD camera: MicroMax 1Mhz

Good for GFP

Professional cooled CCD camera請參考(http://www.roperscientific.com/)

Cooled CCD

http://www.roperscientific.com/


EB-1-YFP  in Neuro2A cell 10 second / frame, total 40 frames















光電倍增器Photomultiplier (PMT)
主要運用在分光譜後的共軛焦顯微鏡上共軛焦顯微鏡所使用的感測器是光

電倍增器(PMT)所提供的感測器精密度達 0.1 nA, 俱有冷卻設計,可除去暗電流
( Dark current ), 提供超高解析。

有關Confocal Microscope請參考http://info.ntu.edu.tw/biotech/core3-1.htm

../Confocal01/Confocal Homepage/index.html
http://info.ntu.edu.tw/biotech/core3-1.htm
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Leica TCS SP2/MP2: System Optics Overview 
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TCS SP/SP2: Prism Spectrophotometer Benefits 

 Maximize efficiency

 Maximize flexibility

 Minimize crosstalk

Analyze the spectrum
























