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顯微影像核心 Imaging Core 

樣品製備頇注意事項 

擷取影像時應注意事項 

          基於眼見為憑(Seeing is believing)，越來越多國際期刊在接受論文刊登時，除

了生理或生化實驗的數據，也要求細胞影像方面的實驗結果。一張好的細胞影像有如

畫龍點睛，勝過千言萬語。拍攝樣品影像資料像其他生理、生化實驗一樣有三要素：

首先需要好的實驗設計，其次是實驗過程着重每一個細節，最後是使用合適的顯微鏡

系統拍下實驗結果。即使圖像需要量化分析，若是拍出品質不好的圖，也會嚴重影響

軟體判讀，使得分析工作倍加困難，甚至無法分析。 

    確保顯微鏡系統狀況良好，並根據使用者不同的實驗需求，建議使用核心內不同

的顯微鏡設施，為本核心實驗室的首要工作。其次，核心管理員對於影像實驗在樣品

製備、實驗設計、專業技術層面也接受使用者諮詢及相關教育訓練。除了顯微鏡硬體

設備，核心內也提供不同影像分析軟體供使用者進行影像處理、量測分析，對於不熟

悉軟、硬體操作者皆提供諮詢及教學。 

    本核心提供之儀器、服務及各項操作規則詳見第一期台大醫學院第一共研電子

報。期望顯微影像核心的服務能幫助使用者順利取得影像實驗成果。 

                                                          黃呈彦  徐華蔓 

顯微影像核心公告 

 

一、使用顯微影像核心之顯微鏡頇接受哪些訓練 

     自 100 年 10 月份起，凡是新進人員欲使用第一共研顯微影像核心之顯微鏡，必頇

先上本核心所開辦之基礎顯微鏡課程，對顯微鏡之組成與成像原理具有一定概念。其

後針對欲使用之儀器向核心管理員商借儀器操作教學影片，或是預約管理員進行一對

一教學(需收費)，方可自行預約操作核心內任一開放使用之顯微鏡。 

    看過儀器操作教學影片，首次上機者，必頇管理員陪同操作(不收費，但是請事先

知會管理員)，待管理員確定使用者自行操作無誤後，方可獨立操作機器。 

 

二、影像核心完成區域網路架構 

    影像核心已完成區域網路配線工程，凡核心內所拍攝的影像檔，除了以該機器的

電腦進行光碟燒錄備份外，也可以將檔案傳輸至核心實驗室內部網域的離線電腦共用

資料夾 data center 內，便能到離線電腦區以隨身(硬)碟存取檔案。 

擷取影像時應注意事項 

 

一、上機前先鏡檢 

    由於使用顯微核心的所有顯微鏡都要收費，因此使用前最好先在實驗室以顯微鏡

檢查確定實驗成功後再來拍攝，以節省您寶貴的時間與金錢。另外在拍攝樣品前也應

先以目鏡確認訊號標的細胞再拍照記錄，一開始未先透過目鏡鏡檢且急於透過電腦螢

幕即時影像找細胞拍照的使用者，往往因為硬體調整錯誤而找不到影像，或拍攝到錯

誤訊號。核心的顯微鏡開放給大家使用，前人的設定與之後的使用者不一定會相同，

因此務必養成先用眼睛鏡檢找到細胞後再拍攝的習慣。 

 

二、確認硬體狀況 

    確認光源是否已開啟、穿透光或反射光路上的配件擺置是否正確無誤、鏡頭是否

清潔等是拍攝樣品前一定要確實執行的步驟。依筆者經驗，最常發生的是鏡油沾染到

乾式物鏡，鏡檢時會發現細胞影像模糊不清，影響拍攝結果，此時請將鏡頭以以棉花

棒沾 100% 酒精擦拭乾淨，或通知管理員擦拭鏡頭，並記錄於使用記錄本上，以幫助管

理員提醒上一位使用者注意使用習慣。 

    拍攝穿透光影像，尤其是 DIC 對比方式，務必要做聚光鏡克拉校正，目的在將聚

光鏡光線聚焦在樣品上，以充分發揮物鏡及聚光鏡效能獲得最佳解析度的穿透光影

像。使用者在拍攝前可請管理員幫忙校正或者向管理員請教學習如何做克拉校正。 

    機器有任何狀況，或是使用者覺得與之前使用時有任何不同之處，請務必告知管

理員處理，以維護所有使用者的權益。 

 

三、玻片需擦拭乾淨 

    讓來自於樣品的光線完全進入物鏡是獲得清晰影像的第一要務，玻片若是沒有擦

拭乾淨上面沾有灰塵等，光線容易產生散射、折射或反射，因此來自樣品的光線 

(例如樣品螢光)無法全數進入物鏡，使用油鏡時也容易污染鏡油，造成影像模糊。使

用越高解析度物鏡及越靈敏的系統偵測光線時，這些微小細節卻是舉足輕重。 

 

四、以穿透光記錄樣品外觀形態之重要性 

    筆者發現使用者常認為穿透光影像與實驗結果無關，因此常省略不拍攝，殊不知

穿透光影像可以清楚呈現細胞的型態，若是實驗過程中對生物樣品有任何不良影響，

穿透光影像下的樣品外觀可當作很好的證據，這對老師判讀學生所挑選拍攝樣品位置

是否有問題時有極大的幫助。而且投稿國際期刊有時可能會被要求要放入可見光影

像，因此拍攝螢光影像時 我們建議同時拍攝可見光影像以供備用。                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                         

 

樣品製備頇注意事項 

    就像所有的實驗設計一樣，顯微影像拍攝也需要對照組。沒有經過螢光標誌的細

胞是一組，因為不同的細胞株本身就會有不同強度的自體螢光，或是玻片表面有塗佈

幫助細胞黏附的介質也有可能造成比較強的背景值。若是實驗組有超過一組以上的螢

光標誌，在一開始進行抗體梯度測詴實驗時，就要先確定 A蛋白的二次抗體不會標誌

B蛋白的一次抗體，而 B蛋白的二次抗體則不會標誌 A蛋白的一次抗體，方可進行共

染。除了共染之實驗組外，每次實驗都要準備單染(單一螢光染色)的對照組，以方便

拍攝時確認無漏光問題。此外，實驗過程若細胞死亡，不管是因藥物或是乾死，背景

螢光皆會增強，會影響實驗判讀，此時好的對照組(例如:未加藥組)就可以幫助我們判

斷訊號真偽。其他不同樣品製備問題則分述於下： 

 

一、關於玻片製作 

    一般標準細胞樣品玻片製作，實驗首先將細胞種在蓋玻片上進行實驗，再進行固

定、螢光標誌的動作，然後選擇正立顯微鏡觀察，但有些特殊狀況筆者想要提醒大家:

有些使用者會將細胞種在載玻片或是細胞培養玻片(chamber slide)，或者樣品為數百

毫米的生物組織、胚胎這些樣品因為厚度及不同工作距離需求的問題，有時只能以低

倍率物鏡觀察，因此使用者常因對不到焦距將玻片擠破。除了樣品毀損，且掉落的碎

玻璃常損傷鏡頭、聚光鏡。因此在選擇合適的顯微鏡及物鏡時不可不慎，特殊的樣品

狀況請務必先至核心與顯微鏡技術人員進行諮詢。 

    封片時，首先要注意種有細胞那一面要確實封入封片膠內，若是放錯面則前功盡

棄。有些實驗室使用不會硬化的水性封片膠，蓋玻片很容易滑動，若是滑動易造成樣

品位置改變、擠壓或細胞捲起變形，久置後封片膠也會向內乾化。因此我們建議以指

甲油固定蓋玻片以避免樣品風乾，塗指甲油前需先將溢出的封片膠擦掉，而塗抹時蓋

玻片邊緣與載玻片都要確實塗到(如下圖)，才能確實達到固定與防漏的效果。用顯微

鏡觀察前也務必確認指甲油已乾，以避免指甲油沾染到物鏡。   

    

 

 

 

 

 

 

二、關於活細胞/活體樣品拍攝 

    好的活細胞影像結果在論文發表時，其說服力有時更勝於固定細胞所得到的結

果。但活細胞影像拍攝困難度往往大於已固定樣品種類，需要花費更多的時間與精

力。因為要捕捉的通常是即時發生的變化以及反應發生的過程，需要考慮到的層面很

多，例如樣品反應速度及存活性的問題，由於曝光秒數過長容易造成生物樣品光傷害

而死亡，而反應速度越快需要的拍攝頻率也越高，相對的樣品暴露在光傷害的時間也

增加，因此細胞所表現的螢光蛋白必頇具有足夠的亮度與穩定性。在真正進行實驗組

拍攝之前，需要先行測詴拍攝條件，以提高成功率。 

    活細胞影像的拍攝一般應使用倒立顯微鏡。由於細胞培養皿一般為塑膠底盤，使

用塑膠底盤觀察細胞，首先要考慮的是塑膠的光線穿透率不如玻璃，其次是物鏡問

題，20x 物鏡以上需要塑膠底盤專用的長工作距離物鏡才能對焦(這類物鏡一般搭配在

倒立顯微鏡上)，若要拍攝高倍率的清晰影像，則建議使用標準厚度玻璃底的培養皿，

或是組合式培養裝置(可向本核心商借或是自行購買)，底部可裝置玻璃片，可視需要

於玻璃片上進行如 polylysin 的塗佈，細胞便可以種在玻璃片上。 

 

三、全內反射螢光顯微鏡之樣品製作 

    關於全內反射螢光顯微鏡之原理與應用，在第一期的電子報有詳細的介紹，在此

不再贅述。全內反射螢光之拍攝，顧名思義所製備的樣品必頇要使激發雷射能發生全

反射才能擷取到影像，因此細胞必頇處於水層中，如果是固定好的細胞就不能封片。

此外，為了拍攝品質，細胞只能種在 0.170mm±0.005 的玻片上，或是更好的寶石片

上。玻片於種細胞前切勿火烤以免變形而影響光的反射。     

    玻片上若是需要塗布介質以幫助細胞黏附，可能會造成高背景值(玻片表面螢光訊

號增多)。若是細胞螢光標誌夠強，因為訊噪比的提高才可能拍攝出好品質的影像。此

外，非緊緊貼覆生長於標準玻璃片上的樣品，由於漸逝波穿透距離的考量我們也較不

建議使用全內反射螢光顯微鏡觀察。 

 

 

以指甲油塗佈於蓋玻片周圍，以固定蓋玻片避免滑動及避免樣品風乾，

觀察前也務必確認指甲油已乾避免指甲油沾染到物鏡。 



 



 

 

 

       





 


