
    

 

 

國立中山大學機械與機電工程研究所 

碩士論文 

Department of Mechanical and Electro-Mechanical Engineering 

National Sun Yat-sen University 

Master Thesis 

 

暗視野架構下利用光色暗視野架構下利用光色暗視野架構下利用光色暗視野架構下利用光色相差相差相差相差效應於微管道內快速偵測效應於微管道內快速偵測效應於微管道內快速偵測效應於微管道內快速偵測 
流動樣本深度之應用流動樣本深度之應用流動樣本深度之應用流動樣本深度之應用 

Rapid Detection of Flowing Objects in Microchannel  

Utilizing the Chromatic Aberration Effect under a  

Dark-field Illumination Scheme  

 

 

研究生：蘇歆宇 Shin-Yu Su 

指導教授：林哲信 教授 Dr. Che-Hsin Lin 

 

 

中華民國 101年 7 月 

July 2012 

國

立

中

山

大

學 

機
械
與
機
電
工
程
所    

碩
士
論
文  

暗
視
野
架
構
下
利
用
光
色
相
差
效
應
於
微
管
道
內
快
速
偵
測  

研
究
生
：
蘇
歆
宇      

學
年
度 

 

100 



 

 

 

 

 

 

國立中山大學機械與機電工程研究所 

碩士論文 

Department of Mechanical and Electro-Mechanical Engineering 

National Sun Yat-sen University 

Master Thesis 

 

暗視野架構下利用光色暗視野架構下利用光色暗視野架構下利用光色暗視野架構下利用光色相差相差相差相差效應於微管道內快速偵測效應於微管道內快速偵測效應於微管道內快速偵測效應於微管道內快速偵測 
流動樣本深度之應用流動樣本深度之應用流動樣本深度之應用流動樣本深度之應用 

Rapid Detection of Flowing Objects in Microchannel  

Utilizing the Chromatic Aberration Effect under a  

Dark-field Illumination Scheme 

 

 

研究生：蘇歆宇 Shin-Yu Su 

指導教授：林哲信 教授 Dr. Che-Hsin Lin 

 

 

中華民國 101年 7 月 

July 2012 



 

 

 



誌謝誌謝誌謝誌謝    

 

蘇家小女兒是一個幸運兒。 

 

幸運地擁有樂天知足的傻老爸、精明可愛的俏媽咪，還有毒舌卻善良的機車笨

蛋老哥，聯手把這任性妄為的蘇家小女兒寵的無法無天。因為這蘇家的小女兒也

幸運地擁有一點小聰明，所以作了很多讓老媽難過、老爸傷神的事情。 

 

於是，蘇家小女兒決定離家探險。這段期間，幸運地認識很多夥伴和指路人，

一起走過很多地方，一起因為發現而愉悅，也一起因為失去而難過。 

 

蘇家小女兒長大了很多，也想了很多。最後，幸運地了解每個看似理所當然的

日常，是世界上最重要、最需要珍視的東西。 

 

現在這個嬌縱的蘇家小女兒，終於要回家了。 

 

現在這幸運的蘇家小女兒，正在回家途中，老爸正曬好暖呼呼的被子、老媽正

燒完香噴噴的飯菜、老哥正修完髒兮兮的檔車：他們都期待著蘇家小女兒的歸來。 

 

 

 

 

 

感謝每個出現在我人生的妳(你)們，讓這我這份幸運變的更完整。 



i 

 

摘要摘要摘要摘要    

本系統旨為發展一利用色相差機制進行 Z 軸方向深度偵測系統。近年微全分析

系統(Micro-Total-Analysis-Systems, µ-TAS)快速發展，利用微流道整合多種微機械

系統之晶片大為盛行，其中微流道內流體行為甚為重要，尤其是管道內流動之固

體樣本行為，更高度引發研究者的興趣。傳統檢測方法多利用流場可視化技術，

此種方式對於 X-Y 平面之檢測非常有效，但對於流動樣本之 Z 軸方向行為卻無法

進行有效評估。部分研究利用數值模擬的方法進行預測，或使用外部機械(如自動

掃描平台等)進行管道內之 Z 軸成像掃描，但此方式之偵測速度較慢，無法適用於

高流速流動物體之 Z 軸深度偵測。 

本研究利用一典型物理光學：色相差效應，結合一物鏡式暗視野顯微鏡系統，

當流動物體通過色相差所成的偵測區域，透過分析其特定散射光波長的強度差異，

即可解析微流動樣本之 Z 軸方向位置。色相差(chromatic aberration)主要發生於光

穿越不同折射系數的介質時，因不同頻率的光束具有不同的折射係數，因此各個

光波長將聚焦於特定深度位置，而造成不同 Z 軸深度物體會散射相對應的波長。

利用此種特性，可對於流動物體進行軸向深度的檢測。為驗證此一想法，本研究

初步利用具備連續波長光譜的氙氣燈作為光源，並使用低阿貝數(Abbe number)之

壓克力(PMMA)透鏡作為色散插件。透過正規化光訊號後，建立其零位面，並選取

450 nm及 670 nm兩波長訊號作為散射光訊號中藍光以及紅光區域的消長指標，並

進行運算得到深度以及其短、長波長強度比例關係，並以此建立波長強度比與深

度位置之檢量線。於動態偵測中，將偵測物鏡定於零位面，利用光譜儀記錄流動

樣本之散射光譜，並對照該檢量資料線即可快速獲得樣本於微管道內之深度。 

實驗成果顯示，使用 20X偵測物鏡，並以 PMMA 為色散插件透鏡時，適用樣

本尺寸為 20~5 µm，且其線性偵測範圍為±15 µm(R2=0.9779)；使用高阿貝數透鏡

BK7 時，因色相差程度較低，所以可得到較高的尺寸解析度，並可適用於較小的

粒子尺寸(2~5 µm)，及較小的深度偵測範圍(約±10 µm)。由於光譜儀之光敏感度較
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低，致使可量測之粒子流動速率受限，實驗結果顯示使用光譜儀作為光偵測端系

統，可量測流速小於 0.5 mm/s粒子之深度。本研究為偵測更高流速之粒子，系統

改以兩支雪崩式光電二極體作為偵測端，配合一低通濾鏡(CWL=450 nm, ±20 nm)

及一高通濾鏡(CWL=650 nm, ±20 nm)，並最佳化光檔插件後，建構一新光偵測系

統，以提高可偵測之粒子速度。量測結果顯示，該系統可成功偵測流速為 4.167 mm/s

之流動樣本深度，且偵測範圍增大至±25 µm(R2=0.9929)，且解析能力(throughput)

可達 126 particles/s。此系統並成功解析於流速約為 2.778 mm/s環境下，人類紅血

球深度位置之測定，其可偵測流速約為一般micro-PIV對紅血球進行偵測的5-8倍，

證實此系統確實可運用於生醫應用範疇。 

本篇研究利用普遍在光學系統中被視為是缺陷之色相差，將其轉化成適用於 Z

軸微距改變量偵測之優勢系統。其可運用於對微機構或流道構造之性能評估、微

管道內粒子流動 Z 軸位置動態分析，並可應用於生物細胞、組織增生量測等定點

靜態偵測，本研究所發展之創新光學系統將提供未來生物醫學及微流體系統研究

更廣泛之應用。 

 

關鍵詞關鍵詞關鍵詞關鍵詞：動態深度測量, 色散效應, 暗視野照明, 微流道系統, 微流式細胞儀 
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Abstract 

This research mainly develops a new z-position measurement based on the 

chromatic aberration effect. An objective-type dark-field illumination scheme is built to 

produce diascopic chromatic aberration light, and aimed to enhance the signal-to-noise 

ratio. The xenon lamp is adapted to create white light with continuous spectrum, besides, 

lens with low Abbe number is needed to extend the degree of chromatic aberration, so 

lens made of PMMA is as a chromatic aberration component. In the proposed system, 

the depths of samples in micro-channel is illuminated by the dispersed light and scatter 

the optical signals, which are captured by a low numerical aperture (N.A.) objective lens. 

After the simple normalization, the intensity ratio of two selected wavelengths 450 nm 

(blue light) and 670 nm (red light) from the scattered spectrum becomes a reliable index 

for the depth information of the detecting objects. By means of  establishing the 

relationship between depth and intensity ratio, every object flowing through diagnosed 

spot is able to be determined the depth level by cross-referencing the database. By using 

spectrometer as detector, delicate moving components for light filtering or electrical 

stage for light scanning can be excluded for high-speed z-position detection. 

Furthermore, in order to identify the depth level of sample with high flowing rate, 

avalanche photodiodes are adapted to achieve rapid detection. 



iv 

 

The experimental results show that the relationship between depth and intensity 

ratio is a parabola curve, but in this research, the region which tends to behavior linearly 

is adapted. The proposed system provides a linear detection range of ±15 µm for 

particles with a diameter of 20 µm. The lens with high Abbe number only obtains ±10 

µm with linear detection range though, the resolution for size is better than PMMA. The 

BK7 lens is capable to discriminate the depth change of 2 µm micro-beads, note that 

there is no limitation of depth discrimination in this system, because of the 

measurement is achieved by cross-referencing the linear line. The use of UV-Vis-NIR 

spectrometer enable this system to analyze the depths of the samples in flow rate 0.5 

mm/s. To gain the higher performance, the two avalanche photodiodes are utilized, and 

the short(CWL=450 nm, ±20 nm) and long(CWL=650 nm, ±20 nm) band pass filter are 

also equipped to represent enhancements of blue and red ray. The effective detection 

range extends to ±25 µm and has high linearity(R2=0.99285) after the optimization of  

light stop. In high flowing rate detection, this system is able to identify the depth of 

sample when the flow velocity is 4.167 mm/s, the calculated throughput is 126 

particles/s. It also successfully analyzes the depth of flowing human erythrocytes under 

the flow velocity is 2.778 mm/s, the velocity which the developed system is capable to 

analyze is about 5-8 folds to the conventional micro-PIV system. 
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With this novel and simple approach, there will be the quantified information from 

z-direction of flowing body for bio-analysis, and also benefits estimating the 

performance of micro structure or device in the microfluidic chip, also the analysis of 

flow field. Except for dynamical detection, this system also be capable to apply in a 

open and static situation, such as cell or tissue proliferation assay.  

 

Keywords : Dynamical depth detection, Chromatic aberration, Dark-field illumination, 

Microfluidic channel, Micro flow cytometer 
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PAC 主軸向色相差( primary axial color ) 

SAC 二級軸向色相差( second axial color ) 

DOF 焦深( depth of focus ) 

DDPIV 離焦式數位質點影像測速系統( defocusing digital PIV ) 

SNR 信噪比( signal-noise ratio ) 

SDCM 轉盤式共軛焦顯微鏡( spinning disc confocal microscope ) 

OFM 光流體顯微鏡( optofluidic microscope ) 

PFF 擠壓流分級法( pinched flow fractionation ) 

AOD 聲光致偏器( acousto-optical deflector ) 

FWHM 半高寬( full width half maximums) 

HMDS 六甲基二硅氮烷( hexamethyl disilazane) 

OPs 塑膠光學透鏡( optical plastics) 

PMMA 聚甲基丙烯酸甲酯( poly methyl methaorylate) 
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第一章第一章第一章第一章    緒論緒論緒論緒論 

近年來，由於微機電系統(Micro-Electro-Mechanical-System, MEMS)技術的發展

以及引入，可於小尺寸晶片內建立微米尺寸流道結構，使之於物理、化學或是生

物分析等應用領域蓬勃發展[1-4]。相較於傳統的分析測定方法，單次檢測通常需

要人力、物力以及時間，使作業流程繁雜且易有外界干擾。故將分析樣本中不同

階段之操作流程與檢測端子微小化並整合入單一晶片，實現實驗室晶片(lab on a 

chip)的概念應運而生。在眾多微系統中，微流道裝置(microfluidic device)在樣本於

流體中的運輸、儲存、混合以及反應扮演重要的角色[5-8]。而微全分析系統運用

微流道系統於微小化晶片上可有效縮減樣本或試劑使用量、增加分析物其空間解

析度、降低運行儀器的能量、提升偵測速度以及可平行化偵測，去除傳統循序單

一步驟的費時，並替代傳統的分析方法[9, 10]。 

於微流道系統中進行生物樣本的測定有多種方法，如利用電性分析、光學或是

化學方法，適用於不同屬性的樣本或所需的偵測方式。而其中屬光學方法最為廣

泛使用，其高穩定度、空間解析度以及對檢測樣本有極佳的分辨度，對於在微流

道內的偵測有優異的表現。但光學系統最為之詬病的即為其偵測器具的體積大，

並需要精細的光學組件配合，這使微晶片的整合有所困難；故降低光學元件組的

使用，降低偵測端所需儀器之體積對於整合晶片為首要之務。另外，微流道系統

中，主要以流體乘載樣本進行傳輸等其他功能，故於微流道系統內流體其流動行

為需要被測定甚至量化。配合光學偵測方法分析生物樣本於微管道內流動、分布

行為為最普遍之作法並可獲得許多資訊，故有眾多學者致力於發展可於微管道內

偵測樣本流動行為之系統。因於微流道系統內小於一般流場空間，其在微米環境

下流場行為並不能以評估一般環境下流場之方式獲取其流場訊息，使微流道內流

場之分析以及樣本流動行為更添困難。 

質點影像測速技術(particle image velocimetry, PIV)為典型的觀察粒子流動速度、

位置分布以及流場行為的方法[11]。主要為利用雷射所產生的光頁(laser light sheet, 
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LLS)進行方式進行掃描，而透過光頁平面上粒子的散射光，以及配合高速攝影的

CCD，便可進行對粒子的移動速度以及向量進行紀錄以及分析[12]。相對於 PIV 系

統，micro-PIV可偵測尺寸更小的樣本，多運用於觀測微管道內流場行為，對流場

可視化有極大的幫助，可觀測微米等級的樣本以及提供極高空間與時間解析度[13, 

14]。此行之已久的技術可於二維平面獲得精準的速度場或流場資訊，對於第三維

的解析能力因需與共軛焦掃描系統結合，故受限於 Z 軸方向的掃瞄速度。另一亦

以光學切片方式進行三維成像的顯微系統：共軛焦顯微鏡(confocal microscope)，

其結合精細的移動掃描平台以及高速攝像系統即可建構其觀察物之三維影像

[15-17]。近年內，更有利用色相差方法配合共軛焦顯微系統，藉由對焦個別色散

波長可建構出不同 Z 軸圖像資訊，並結合繪構出 3D 真實影像[18, 19]。對於高速

流體，共軛焦顯微鏡解析能力則受限於其掃描平台的所需時間，以及其高速攝相

系統的取像速度也為一受限條件。 

 

1-1 研究研究研究研究動機動機動機動機 

現今利用微流道系統進行生物檢測越發重要，其樣本於流動狀態間之各項資訊，

如位置分布、速度場行為皆為檢測之重要參數；或於微機械系統如微混合裝置或

者微幫浦等都需要第三維流場或是流動粒子資訊以改進其裝置效率。對於流場可

視化，第三維的量測較少被提及討論，PIV 系統雖可對樣本二維的位置以及速度場

作精確的評估以及測量，但對於第三維的測量則受限於雷射光頁為 X-Y 軸平面，

無法同時無法同時無法同時無法同時對對對對 Z 軸軸軸軸展開光頁展開光頁展開光頁展開光頁而使而使而使而使同步進行量測同步進行量測同步進行量測同步進行量測有所困難有所困難有所困難有所困難。雖於 micro-PIV 方法中已

有對管道內流動樣本三維位置以及速度場已有文獻報導，利用兩隻雷射同時由X-Y

平面，以及 X-Z 平面入射來取代單一光頁的使用；但雷射對位問題卻嚴重影響取但雷射對位問題卻嚴重影響取但雷射對位問題卻嚴重影響取但雷射對位問題卻嚴重影響取

得影像的一致性得影像的一致性得影像的一致性得影像的一致性。另，結合共軛焦掃描系統的 micro-PIV方法，受限於對 Z 軸方向

掃描速度以及擷取影像系統的取像速度，無法進行過高速信號擷取無法進行過高速信號擷取無法進行過高速信號擷取無法進行過高速信號擷取而限制而限制而限制而限制偵測極偵測極偵測極偵測極

限限限限。使用色相差原理結合共軛焦顯微鏡技術，雖可改善傳統共軛焦顯微鏡掃描平
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台因點對點掃描而低落之掃瞄速度，但因使用單一波長對焦象徵特定軸向位置的但因使用單一波長對焦象徵特定軸向位置的但因使用單一波長對焦象徵特定軸向位置的但因使用單一波長對焦象徵特定軸向位置的

解析方法解析方法解析方法解析方法，，，，使整體可偵測距離極短使整體可偵測距離極短使整體可偵測距離極短使整體可偵測距離極短。且其仍使用成像系統(CCD)逕行影像擷取後疊逕行影像擷取後疊逕行影像擷取後疊逕行影像擷取後疊

加加加加，，，，此舉依舊無法改善偵測速度此舉依舊無法改善偵測速度此舉依舊無法改善偵測速度此舉依舊無法改善偵測速度。加以共軛焦偵測端體積大難以整合入晶片系統加以共軛焦偵測端體積大難以整合入晶片系統加以共軛焦偵測端體積大難以整合入晶片系統加以共軛焦偵測端體積大難以整合入晶片系統

內內內內、、、、設備昂貴設備昂貴設備昂貴設備昂貴，，，，以及需要精細之光學元件設置以及需要精細之光學元件設置以及需要精細之光學元件設置以及需要精細之光學元件設置，使之較不普遍使用。綜合以上論

述，發展一簡易、可快速偵測管道內流動物體之第三維深度系統，為本研究致力

的目標。 

 

1-2 研究研究研究研究目標目標目標目標 

鑒於深度量測對於微管道內流場第三維資訊之獲得極為重要，本研究旨於發展

一簡易之光學檢測方法，扭轉對於色相差效應於光學系統中為缺陷之觀念，將之

視為本發展系統的偵測原則。本系統欲引用一連續光譜之光源，配合本實驗室已

發展之暗視野照明系統，減去因背景散射光所帶來之干擾。使用一較低阿貝數之

透鏡產生色相差行為，利用此建立偵測區域；配合高敏感度之光二極體收取通過

偵測區域之樣本散射光，即可達到快速偵測的目標。故本研究由四大點為主軸，

進行系統的建立以及改善： 1)利用色相差利用色相差利用色相差利用色相差機制為偵測原則機制為偵測原則機制為偵測原則機制為偵測原則，減少外部機械元件(掃

描對焦裝置)的施用，拉升偵測速度。2)取代縮減體積過大之以及精細光學組件的

使用，抽取小插件即可施用於不同目的之檢測抽取小插件即可施用於不同目的之檢測抽取小插件即可施用於不同目的之檢測抽取小插件即可施用於不同目的之檢測，，，，使系統距有多功能使系統距有多功能使系統距有多功能使系統距有多功能、、、、彈性的使用彈性的使用彈性的使用彈性的使用。。。。

3)利用利用利用利用簡簡簡簡單數學運算建立特定波長與深度單數學運算建立特定波長與深度單數學運算建立特定波長與深度單數學運算建立特定波長與深度之之之之關係關係關係關係，用以後動態量測交叉比照，可省

去傳統使用單一波長象徵特定深度位置的分析方法，達到較廣的真測範圍。4)引入引入引入引入

光二極體作為檢測端光二極體作為檢測端光二極體作為檢測端光二極體作為檢測端，可有效改善因利用影像擷取而無法拉升之記錄樣本速度以

及處理時間，使系統擁對高速流動生物樣本的解析能力。 

具有換取插件即可適用於不同檢測目地之彈性系統、簡易之系統架設以及數學

運算式可得之檢測方式，以及快速偵測動態流動樣本之偵測端；加以施用色相差

效應之緣故，使本系統不頸縮於微管道的應用，亦可於開放環境下進行檢測，如

表面輪廓解析，使其對生物檢測方式甚至於表面檢測有一大躍進。 



4 

 

1-3 論文架構論文架構論文架構論文架構 

第一章第一章第一章第一章 

對微機電製程的微管道內流場第三維深度資訊的重要性作簡單介紹，並引入三

維成像的方式：質點影像測速系統(PIV)以及共軛焦顯微系統作簡易的說明。後示

明對此研究的動機以及目標，並且簡述此論文各章節概要。 

第二章第二章第二章第二章 

此研究主要著重於利用色相差色相差色相差色相差效應效應效應效應於微管道內快速偵測粒子垂直軸之深度位快速偵測粒子垂直軸之深度位快速偵測粒子垂直軸之深度位快速偵測粒子垂直軸之深度位

置置置置，故將本章分為兩大部分進行解說：背景知識以及文獻回顧，背景知識旨在介

紹本研究應用之基本技術，流式細胞儀、暗視野照明系統以及色相差原理。文獻

回顧則針對本研究之目標進行相關研究文獻的報導亦分為兩個主題進行闡述，分

別為 PIV 技術以及彩色共軛焦顯微系統對第三維位置之測量方式。 

第三章第三章第三章第三章 

本章為介紹研究所發展的實驗架構以及其設計原理，對於光學元件材料的選取，

以及利用數學模型的建立進行系統效能評估都有所介紹。晶片製程、樣本參數，

以及使用簡易正規畫過程，建立深度位置與強度比例值的關係等分析方法亦於此

章分別進行闡述。 

第四章第四章第四章第四章 

此章節可粗略分為兩部分進行討論：首先使用光譜系統確立本研究所發展系統

之特性以及效能測量，以及不同色散元件的使用對樣本尺寸所呈現的變化。後為

達到快速偵測能力，利用雪崩光電二極體(avalanche photodiode, APD)作為偵測端，

對系統作部分調整及光檔插件佳化；並對不同高流速環境下樣本進行深度分析。 

第五章第五章第五章第五章 

最後於此章節總結本研究達到的目標以及貢獻，並提出此研究於未來可繼續發

展或深入探討之處。 

        



5 

 

第二章第二章第二章第二章    文獻回顧文獻回顧文獻回顧文獻回顧 

2-1 背景知識背景知識背景知識背景知識 

2-1-1 流式流式流式流式細胞儀偵測方法細胞儀偵測方法細胞儀偵測方法細胞儀偵測方法    

近 55 年來，流式細胞儀(flow cytometer)已發展健全，成為細胞生物以及臨床

藥理的標準檢測方式。傳統的流式細胞為體積相當大的實驗室儀器，於特殊的實

驗訓練課程使用，由於其大尺寸的檢測系統，對於樣本以及試劑，甚至能源的消

耗也相當龐大[20]。而在近十年間，微機電製程技術的蓬勃發展，使微流道系統可

建構於晶片之內，其中微流式系細胞儀(micro flow cytometer)也於此應運而生。其

微小化後減少試劑樣本使用量、可攜以及使用更加簡易等特點，在定點照護檢驗

(point-of-care)市場中佔有一席之地 [21] 。於基因分析 (genetic)、胚胎發育

(developmental embryology)、臨床診斷(clinical diagnostic)以及細胞分析中扮演極為

重要的角色[22-25]。隨著商業化的腳步，因應多種偵測需求的流式細胞儀也隨之

發展，包括光學偵測[26]以及電阻抗偵測方法[27]，其中使用光學偵測的方式最為

普遍。光學檢測方法主要是利用雷射入射至偵測區域，再收取其散射光，其可由

散射光之強度大小、散射角度來快速檢視流經偵測區域之細胞數量、尺寸分類計

量或者表面幾何型態。亦可於樣本(如基因)進行螢光標記後利用雷射激發後收取發

射螢光訊號，配合多組雷射的使用可單次分析多種螢光，獲得不同標定螢光樣本

的訊息。 

一般而言，基本的流式細胞儀主要為利用兩道邊鞘流(sheath flow)，於水平面

X-Y plane壓縮中間樣本流，此利用雙邊鞘流壓縮樣本流對焦的方法於 2001年由

McClain等人揭露後便廣泛於顯微範疇使用[28]，而 Golden等人使用非垂直角壓縮

辦法，將邊鞘流道傾斜角度，更可使樣本流體有效對位[29]。因流體於微流到管道

內皆成層流(laminar)，故不會與中間樣本流體混合，使於流體中亂置的樣本可排成

直列，於管道內清楚界定出流動範圍，如圖 1-1所示[30]。而為了達成更可靠的分

析結果，其壓縮聚焦的樣本流寬度要與樣本直徑相近其壓縮聚焦的樣本流寬度要與樣本直徑相近其壓縮聚焦的樣本流寬度要與樣本直徑相近其壓縮聚焦的樣本流寬度要與樣本直徑相近，，，，避免於水平面方向避免於水平面方向避免於水平面方向避免於水平面方向樣本物樣本物樣本物樣本物
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重疊重疊重疊重疊或遠離偵測區域造成光訊號的誤差或遠離偵測區域造成光訊號的誤差或遠離偵測區域造成光訊號的誤差或遠離偵測區域造成光訊號的誤差。對二維水平面的聚焦方法，

Rodriguez-Trujillo等人於 2007年提出以 PDMS以及玻璃為基板的微型細胞計數器

製程，其利用邊鞘流的液流力(hydrodynamic force)對焦後，對不同尺寸混和樣本進

行偵測[31]。另有使用電驅動力取代液流力將樣本流聚焦，透過強電場所造成之電

滲流力(electroosmosis)或電泳力(electrophoresis)，且配合多管道的設計亦可達到多

種尺寸樣本的偵測[32, 33]。使樣本聚焦方法除利用外力壓縮之外，亦可使用結構

上的改變而達到此目標，例如噴嘴結構。但將管道內徑縮小的噴嘴結構，在多尺

寸樣本混雜的流體易產生阻塞，使之無法通過偵測區域，故單一噴嘴必須對可使

用的樣本尺寸大小有所界定，且流體流經狹窄管徑內所帶來之背壓(back pressure)

以及剪力(shear stress)可能會損壞活體樣本。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

對樣本流二維平面的聚焦方式雖對連續流的樣本計數已十分普遍，但因現行技

術的偵測方式為記錄樣本通過光聚焦區域所產生的光脈衝訊號，卻對同一尺寸的

樣本有不均一的強度值出現，Fu等人對紅血球進行計數時甚至出現38%的變異量，

其對非平均尺寸生物細胞尺寸分類以及計量的測試有極大的影響[34]。此有可能因

生物樣本其不均一或對稱的形狀所造成，亦有可能是其在垂直面(X-Z plane)未聚焦，

使樣本於不同垂直高度發散出光訊號，故造成不同強度的光訊號出現。由此推測，

其對樣本流體的聚焦不僅實施於水平面，垂直面的聚焦也吸引眾多學者的注意。

圖 2-1 流式細胞儀工作原理示意圖[30] 
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第三維的樣本聚焦，已有多篇利用介電泳力進行聚焦的文獻發表[35-37]。使用介

電泳力聚焦的裝置下，於流向(streamwise)樣本因液流力，於展向(spanwise)因介電

泳力而被侷限於微管道中央，如Chu等人研究中指出利用兩平板電極於流道兩側，

施以適當電場，其樣本則會因正界電泳力效應流於一直立介電泳結構的上方，達

到垂直面的聚焦[38]。另外，垂直面的聚焦亦可利用多層結構的組合達成，以 PDMS

為基底的雙層結構於 2007年被提出[39]。一層為基本的二維聚焦方式，第二層為

兩道邊鞘管道，以液流力向樣本流上以及下方流入後在垂直面對樣本流體擠壓使

樣本流體於垂直面聚焦。利用流道內不同結構改變流場行為或直接影響樣本位置

的方法亦被提出，Howell 等人使用有溝槽結構的流道進行三維的聚焦[40]，其結構

如圖 2-2所示。於水平面以兩對稱的邊鞘流道之液流力聚焦於管道中心，後通過具

有溝槽結構部分時，因流場改變，使兩邊鞘流引流入樣本流體之上以及下方，垂

直距焦樣本流體。Lee等人亦提出於流道內創造連續且上下交錯的micro-weir結構，

直接對樣本垂直面位置逕行校正，並可有效分離不同尺寸之微粒[41]。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 圖 2-2 於流道內建構之溝槽結構，可有效對樣本流體於第三維聚焦[40]。 
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有眾多文獻對流式細胞儀的對焦方式進行探討，並且提出眾多方法使流動樣本

於第三維進行有效對焦，減少因未對焦使樣本錯位所造成的光強度差異。但因此

種偵測方式多以目標物之散射光或是發射螢光訊號強度進行統計後，所觀察的一

致性而大略推敲對焦程度，並未有直接測量其垂直面通過樣本之深度位置所得的

量化數據。 

 

2-1-2 暗視暗視暗視暗視野照明野照明野照明野照明    

顧名思義，暗視野照明意指所觀察物之背景為深暗視場，相較於亮場顯微鏡，

暗視野顯微鏡對於未染色、透明試件具有非常清晰的解析能力。當試件為水生有

機物，抑或是浸泡在水中之細胞時，因其折射係數為 1.2~1.4，極接近水的折射係

數，其折射系數梯度不高，故與背景視場對比度不強，致使傳統亮場照明所成像

較難以觀測，就如同在白天觀測星星般；反之，暗視野照明由於其結構不同，而

擁有對試件輪廓有清晰的映像。故暗視野照明系統多用於觀測擁有較低落光訊號，

如螢光染色後之標定物或需清楚顯示邊界、缺陷之樣本物，其設置結構如圖

2-3(a)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

在暗視野成像中，主要利用一不透明的光檔以及一簡易的折射聚光鏡所構成。

光檔將中央直進光(zero order)擋住，只允許未聚焦的散射光由周邊的空隙通過，透

圖 2-3(a)暗視野系統簡易示意圖(b)明視野以及(c)暗視野所程影像。 
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過聚光鏡將通過的光柱聚焦於一點，如同一空心圓錐，並投射於試件上。進光量

取決於所使用暗視野光檔的數值孔徑(numerical aperture, N.A.)，即為中央光檔可通

過光量的大小。在暗視野系統下，通常使用數值孔徑略小於暗視野光檔的物鏡進

行觀測，為此，當試件置於觀測平台時，其光檔所產生空心光錐入射至試件，後

其將所投射之光線散射，利用物鏡收集其散射光進行觀測；反之，若無任何試件

置於平台，其光錐則聚焦後發散，其物鏡數值孔徑小於光檔，使得空心光錐無法

被物鏡所收集，產生暗背景。相較於一般亮場顯微鏡，暗場顯微鏡主要是利用被

樣本邊緣輪廓所散射之光線進行觀測，且為其視場為深暗背景，與樣本產生極高

的對比度，所以使得暗場顯微鏡對於細部觀測十分優越，見圖 2-3(b)、(c)。除了此

上述傳統的暗視野成像方法之外，亦有利用拋物或心臟線形狀之反射面作為聚光

鏡，由此獲得較高的 N.A.值以及消除因折射光線所產生的像差現象。另有文獻報

導使用 Axicon 透鏡取代其不透明光檔，如圖 2-4，此種作法可以保留大部分的光

源亮度[42, 43]；以上方法均是使系統產生一空心光錐使試件的邊緣輪廓因散射光

而更加清晰。另一種方法則是利用偏振技術，只偵測其邊緣所反射的散射光波，

其原理同暗視野照明一般不接受任何來自光源的直進光[44]。 

 

 

 

 

 

 

 

2-1-3 色色色色相差相差相差相差原原原原理理理理    

像差(aberration)存在任何高斯光學系統中，主要可分為：色相差(chromatic 

aberrations)以及單色相差(monochromatic aberrations)，單色相差又可分為球面差

圖 2-4 利用一對 Axicon透鏡創造一空心光錐以達到暗視野成像效果[41]。 



 

(spherical aberration)、彗差

有多波長光源照明的系統下

為各個頻率的光波在介質中擁有其對應不同的折射係數

折射係數也不同，如圖 2-

modified Caushy’s dispersion formula

A�, A�, A�, A�…為色散系數

(micros)。而因其所對應折射係數的不同

由於上述現象，使之在產生色光發生分散的現象

簡單的單透鏡(singlet lens)

n(λ)，不同的折射係數使之不同波長的光波擁有不同的焦距

同彩虹般散開的區域，如

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
圖 2-6 

圖 2
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彗差(coma)以及像差(astigmatism)；其中色相差主要發生於擁

照明的系統下，於日常生活中各種光學系統更為普遍存在

為各個頻率的光波在介質中擁有其對應不同的折射係數，隨著穿越

-5所示，其各個不同頻率的光波所對應的折射係數

s dispersion formula[45]計算： 

n� 	 A� 
 A�λ� 

A�
λ� 


A�
λ� … 

為色散系數(dispersion coefficients)，λ則為光波長

而因其所對應折射係數的不同，致使各個波長所聚焦的長度也有所不同

使之在產生色光發生分散的現象。舉例來說，即當一白光入射至

(singlet lens)時，其白光中不同頻率的光波擁有其所對應的折射係數

不同的折射係數使之不同波長的光波擁有不同的焦距，沿軸產生空間性

如圖 2-6。 

 白光穿越不同介質後於軸向產生焦距差示意圖

2-5 不同波長對相異介質之折射系數圖[70]

差主要發生於擁

於日常生活中各種光學系統更為普遍存在。其原理

穿越介質的不同，

其各個不同頻率的光波所對應的折射係數，可由

則為光波長，單位為微米

致使各個波長所聚焦的長度也有所不同。

即當一白光入射至

其白光中不同頻率的光波擁有其所對應的折射係數

沿軸產生空間性、如

白光穿越不同介質後於軸向產生焦距差示意圖 

[70] 
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在一般透鏡中，藍光頻率較高，波長較短，擁有較大的折射係數，聚焦點較短；

而較長波長擁有較小的折射係數，聚焦點也較遠，使白光分散為如同彩虹的光帶，

此現象稱為光色散(dispersion)[46]；而因不同波長之焦距差會造成所成像有不同顏

色的增強，其即稱為色相差。即若聚焦於中間波長(綠光)區域，所成像整體會偏向

綠光，並在其周邊擁有紫色光暈(紅光與藍光混合)。因光穿越單透鏡造成不同波長

之聚焦點，可作為光色散範圍的評估，其可由 lens-maker’s formula呈現： 

 

1
� 	 �nλ − 1� ( 1R�

− 1
R�
) 

n�、R1以及R2分別為單透鏡之折射係數和曲率半徑，其中折射係數為波長的函數，

同理，所導出的焦距長亦為波長的函數 f (λ)。色差現象可分為軸向色相差(axial 

chromatic aberration)以及橫向色相差(lateral chromatic aberration)，通常為相伴產生。

雷同於軸向色差於成像面因不同波長焦距差所造成的模糊高度，橫向色差因離軸

的光線因不同波長對折射係數的改變，造成各個波長有不同橫向高度上的成像，

致使在白光成像時，樣本邊緣有不同色光的光暈。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 2-7 各種光學鏡組的材質不同折射係數對阿貝數之對照圖。[46] 
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由於軸向色相差在對焦時會有特定色光的偏重，對於成像以及使用訊號之色彩

比率進行分析的偵測系統都會帶來影像色彩上的失真以及影響分析訊號的可靠度，

所以在一般光學成像系統中都會使用具有消除色相差的鏡組。針對光學鏡組在可

見光譜的行為，可藉由一德國物理學家 Eenst Abbe所定義的阿貝數(Abbe number)

或是 V-number作為評估透明材質色相差程度的一項準則，普遍作為光學系統內所

使用的鏡組色差評估方式，主要是利用不同材質的透鏡所對應其不同的折射係數

進行阿貝數的測定。阿貝數定義為[47]： 

� 	 n� − 1
n� − n�

 

nd，nF，以及 nC 分別為夫朗和斐譜線 (Fraunhofer line)中的 d-，F-以及 C-的波長

(587.6nm、486.1nm以及 656.3nm)所對應的折射係數，而阿貝數越大，其色差的行

為就會越不明顯，圖 2-7為不同材質的光學透鏡所對應的阿貝數。 

 

為了達到最佳的影像解析效果，現行的光學系統內所使用的鏡組除了採用高阿

貝數的材料外，另會配合不同阿貝數或是曲率之透鏡的組合來達到校正色散後之

光路。對於主軸向色相差(primary axial color, PAC)的校正，早於十八世紀 John 

Dollond、Joseph Lister 和 Giovanni Amici利用了冕玻璃(crown glass)以及鉛玻璃

(flint glass)所成的消色差透鏡(achromatic lens)進行校正。因冕玻璃折射率較小，色

差程度大；而鉛玻璃折射率小，色差程度約只有冕玻璃的一半，所以選擇正冕玻

圖 2-8 (左)消色差透鏡 (右)複消色差透鏡結構示意圖。 
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璃透鏡以及負鉛玻璃透鏡搭配後即可調整 F-line以及 C-line至相同焦距，大大減少

了軸向色相差的現象，如圖 2-8(a)所示。雖然雙合透鏡組合可以消除藍光以及紅光

部分的焦距差，但在綠光部分焦距卻依舊無法進行校正，此焦距差現象稱為二級

軸向色相差(secondary axial color, SAC)。利用引入螢石的冕玻璃以及反常鉛玻璃

(abnormal flint glass)經過透鏡曲率、厚度以及折射係數等特性配合後所成的三合透

鏡，即複消色差透鏡(apochromatic lens)[48]，可將綠光波長之焦距調整至與 F-line

以及 C-line相同，如圖 2-8(b)，而複消色差透鏡亦可同時消除因透鏡成像所產生的

球面差。 

 

2-2 相關相關相關相關文獻文獻文獻文獻 

2-2-1 PIV 系統於系統於系統於系統於偵偵偵偵測微管道內粒子行為測微管道內粒子行為測微管道內粒子行為測微管道內粒子行為應用應用應用應用    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

在生醫檢測越形重要及普遍的現日，量化流場可視資訊成為了解複雜流場結構

極為重要的工具，利用雷射、數位影像分析以及電腦控制運算的技術，使之可於

可視化流場之影像分析粒子分布情形或是速度場。質點影相測速技術現為流道系

統內最常用的診斷技術，主要為測量一平面上的追蹤質子於流場中 ∆X以及 ∆Y的

訊息，並且於質子移動時加以記錄其所對應的時間變化量 ∆t。而其速度場的建立，

圖 2-9 傳統 PIV 技術之架構示意圖[49] 
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是藉由上述對質子位移以及時間進行推斷，故選擇於流場中適當的追蹤質子才能

夠精確的描述其整體的流場行為。 

圖 2-9為典型的PIV架構於水道內應用之示意圖。使用高敏感度的CCD/CMOS

攝像機以及單色雷射作為光源，其雷射透過圓柱狀透鏡(cylindrical lens)後成為一平

面的雷射光頁，而所形成的光頁需越薄越好，以去除偵測到脫焦質子所造成的干

擾；Nezu以及 Sanjou使用 2W 氬離子雷射，並透過光纖傳導後形成一垂直厚度為

2 mm 之光頁[49]。後將光頁水平或以垂直地投射至體積溶液上，其兩方向(X-Y 

plane)的位移以及透過適當 PIV 演算方法後所獲得的速度場，可藉由光頁所照明之

追蹤質子所得到的影像推斷而出。由於使用光頁方式照明所追蹤的質點，故光頁

的垂直厚度則被定義為偵測追蹤質點之焦深(depth of focus, DOF)，故使傳統 PIV 

偵測技術無法於微米尺寸的流體下進行偵測，肇於光頁之厚度無法小至 1-10 µm，

使脫焦樣本嚴重影響偵測訊號的可靠度。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Santiago等人於1998年使用micro-PIV系統對微米尺寸的流體進行偵測後[50]，

於後十年此技術蓬勃發展，並且施用於多種應用，例如微米尺寸的墨水噴頭流場

[51]、電驅動流場[52]亦或是電滲透流驅動[53]的微流道流場分析等。基本的

micro-PIV系統如圖 2-10所示，主要使用 Nd:YAG 雷射(波長 532 nm)為光源照明

圖 2-10基本 micro-PIV技術之架構示意圖[14] 
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追蹤質點，配合螢光聚苯乙烯粒子(absorb light: λ=542 nm, emit light λ=612 nm)作為

追蹤質點，加以高通(>570 nm)濾鏡即可使用致冷式 CCD擷取影像[14]。取代傳統

大尺寸的的質點分析所需要的光頁，於微管道內只需單一雷射即可達到質點追蹤

的目的。為了達到更佳的空間解析度，亞微米的粒子多被使用，亦因如此，其粒

子多小於可見光波長；藉由接收粒子的散射光方法以及配合濾鏡清除雷射所造成

的反射光即可獲得清晰的影像。Micro-PIV 技術於近幾年廣泛應用至生醫分析如不

同活體生物血液流動等，但為了可配合顯微技術以及多種生物樣本的分析，近微

管道壁之奈米等級流體偵測技術應運而生，稱為 nano-PIV。由 Zrttner 以及 Yoda

先提出利用漸逝波(evanescent wave)結合 PIV 技術，可偵測近表面流之奈米等級粒

子 [54]。其後亦有利用物鏡型、棱鏡型內全反射顯微 (total internal reflection 

fluorescent microscopy, TIRFM)系統所產生的漸逝波對微管道內奈米等級粒子的質

點追蹤、電滲透流(electro-osmotic flow)行為或 λ-DNA 的觀測[55]。圖 2-11為於不

同顯微鏡系統下配合棱鏡型 TIRFM 系統的 nano-PIV偵測架構。 

 

隨著多種微機構以及微管道結構的開發，微流體可視化的探討不再局限於二維

平面，故三維的 micor-PIV系統的開發隨之受到重視。原始的 micro-PIV系統於粒

子垂直方向(X-Z plane)位移的探測無法適用，因其收取來自質點的反射光或激發螢

光，顯示其於焦深範圍內水平面 (X-Y plane)的位置，但無法進行對於脫焦

(defocusing)粒子的偵測，故無法測知於同一時間內體積流體之垂直方向訊息。要

如何於獲取追蹤粒子第三維的資訊的同時，亦不被脫焦粒子的訊號所影響，此為

各研究急欲解決的議題。 

圖 2-11 於不同顯微鏡系統下棱鏡型 TIRF之 PIV 架構 (a)正向式顯微鏡 (b)

倒立式顯微鏡[54] 



 

由於使用一般傳統的顯微鏡

來的強大背景雜訊影響追蹤質點的訊號

題。共軛焦顯微鏡使用的光學切片

除脫焦粒子所帶來的背景雜訊

57]。但對於流動的樣本的行為偵測卻受限於共軛焦顯微鏡的低落的掃瞄速度以及

成像時間，傳統的共軛焦顯微鏡完成單一平面的掃描

數秒的時間，故無法偵測

的掃描時間，可於 0.5 ms

偵測的目的。配合轉盤式共軛焦顯微鏡

其優越的空間濾波技術以及多點成像系統

下得到高空間解析度的 3D

個微透鏡，下層則有 20000

所散射的光[58]。Lima 等人使用此法可偵測

血球，流速約 0.52 mm s-1

為架構以及 SDMC轉盤結構示意圖

 

 

 

 

 

 

除了使用高速轉盤拉高

另有其他不使用共軛焦系統而可達到偵測粒子於垂直軸方向位置之方法

圖 2-12  (a)SDMC micro

理示意圖[59] 

(a) 
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由於使用一般傳統的顯微鏡，整個流場範圍皆會被照明，使脫焦粒子訊號所帶

來的強大背景雜訊影響追蹤質點的訊號，共軛焦顯微鏡的引入可輕易消除這些問

共軛焦顯微鏡使用的光學切片(optical section)技術，其極淺的焦深可有效的截

除脫焦粒子所帶來的背景雜訊，故取代了使用傳統顯微鏡作為 micro

樣本的行為偵測卻受限於共軛焦顯微鏡的低落的掃瞄速度以及

傳統的共軛焦顯微鏡完成單一平面的掃描並產生完整影像

故無法偵測流動粒子。由此，高速共軛焦掃描技術的發展解決過長

0.5 ms內完成單一截面的掃描，配合高速攝像器即可達到快速

轉盤式共軛焦顯微鏡(spinning disc confocal microscope

其優越的空間濾波技術以及多點成像系統，此系統可於光切片厚度約

3D影像。其轉盤(Nipkow disc)分為兩層，上層為含有

20000個直徑約為 50 µm的針孔(pinhole)，其可移除脫焦粒子

等人使用此法可偵測於 100×100 µm2之微管道內流動之紅

1；且其光切片於 Z 軸的解析度可達 1 µm[

轉盤結構示意圖。 

高速轉盤拉高掃瞄速度，以達成偵測流動粒子垂直軸位置

另有其他不使用共軛焦系統而可達到偵測粒子於垂直軸方向位置之方法

12  (a)SDMC micro-PIV 系統架構 (b)Spinning disc結構以及工作原

(b) 

使脫焦粒子訊號所帶

共軛焦顯微鏡的引入可輕易消除這些問

其極淺的焦深可有效的截

micro-PIV 平台[56, 

樣本的行為偵測卻受限於共軛焦顯微鏡的低落的掃瞄速度以及

並產生完整影像約需要花上

的發展解決過長

配合高速攝像器即可達到快速

icroscope, SDCM)，

厚度約亞微米等級

上層為含有 20000

其可移除脫焦粒子

管道內流動之紅

[59]，圖 2-12則

垂直軸位置的目的外，

另有其他不使用共軛焦系統而可達到偵測粒子於垂直軸方向位置之方法：使用離

結構以及工作原
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焦方式(defocusing digital PIV, DDPIV)[60]以及像差(astigmatism)[61]方法的三維 

PIV 偵測方法。Yoon以及 Kim 等人成功利用光罩上三個針孔所成的對稱三角型，

將之置於物鏡前端，當粒子反射光並通過物鏡後，經由此三個針孔到達成像面[62]，

如圖 2-13(a)所示。以聚焦的成像面為參考面(Z=0)，粒子遠離參考面時，於成像面

的三角型大小以及其虛、實像都會有所不同，故可從離焦行為於成像面所產生的

的三角型圖騰，來評估粒子於垂直方向(Z-direction)的位置。但對位問題於此系統

內便為一重大議題，若對位不精準且使用高倍率物鏡時，其誤差會加倍放大，精

細對位要求以及成像光路的計算，使此種分析方法以及系統架設都相當棘手。 

 

 

 

像差的離焦方法，主要利用空間像差所造成的不同聚焦線：第一聚焦線(first 

focal line)以及第二聚焦線(second focal line)上的影像來同時判斷三維方向的位置。

光學系統內若有像差產生時，其不同相位有不同的聚焦面，故所成的像會因不同

平面 Y-Z 以及 X-Z 的扭曲而有不同的形狀。置放一柱面透鏡於 CCD前便可將光整

理為線狀，藉疊合兩不同平面所成的橢圓像寬度(Y-Z plane, ay)或高度(X-Z plane, ax)

來確認其於二維以及 Z 軸方向的位置，如圖 2-13(b)所示。Cierpka等人使用此方法

並配合 ax 對 ay的比值確認比對出粒子 Z 軸方向位置，其與已知實際深度位置誤差

約 1 µm[63]。有文獻報導此兩法對標準micro-PIV系統的比較，如圖 2-14所示[64]。

三針孔成像方式因針孔尺寸小 (d=1.5 mm)，限制其進光量，導致其信噪比

圖 2-13 (a) 利用三針孔所組成的三角形評估離焦程度判斷 Z 軸位置[62] 

(b)像差所造成不同平面之相異成像評估 Z 軸位置方法[63] 

(a) (b) 
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(signal-noise ratio, SNR )普遍低落；標準 micro-PIV方法於聚焦面的強度最強，可

達 SNR=90，但脫焦區域(近管壁處)仍因其背景雜訊大而顯不佳。相對於像差方法，

由於其無須通過任何光罩，故可引進較強的光亮度入射至感測端，且因非使用單

一相成像故無脫焦所帶來之雜訊，其 SNR表現於管道各處較為均一。 

 

 

 

 

 

 

 

 

除了以上較為主流的研究方向外，亦有其他對三維 PIV 成像之不同方法以及結

構被提出。如圖 2-15(A)，2009 年 Choi等人提出將反射鏡埋入以 PDMS所製成的

微流道系統內，藉由傾斜 45°角反射鏡所成之實像為上視(X-Y plane)影像，虛像則

為側視(X-Z plane)影像，並根據這些光路徑長度(optical path length, OPL)對微管道

內的粒子進行三維位置測定[65]。此法雖可省去許多光學元件的設置以及精密計算，

但其反射鏡的擺放角度對位，以及其因 DOF的問題導致側向影像模糊，仍為極大

的問題。 

還有使用光流體顯微鏡 (optofluidic microscope, OFM)配合擠壓流分級法

(pinched flow fractionation, PFF)可達到on-chip的micro-PIV[66]，如圖2-15(B)所示。

OFM主要為使用金屬薄膜(或是其他不透明材質)上蝕刻與CCD感測器圖陣列相對

應的次微米孔洞作為入射光可通過的針孔，並於金屬膜針孔上方使用透明材料(玻

璃或 PDMS等)蝕刻出微流體通道，加以電場使流體通過針孔照射區域。利用物鏡

將光訊號聚焦後映射於 CCD後成像。加上使用 PFF方法先對混合粒子進行尺寸分

類外亦可對 Y 軸方向進行流動粒子位移量進行評估，而對 Z 軸方向的測量則是藉

圖 2-14 標準 micro-PIV、三針孔 DDPIV 以及像差方法之 SNR比較圖[64] 
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由不同針孔所得穿透值(transmission)的大小進行篩選後得到正確值，再進行多參數

的幾何計算獲得，可得到於 Z 軸分辨度約 1.4 µm 以及量測流速為 0.08 mm/s。此架

構雖然簡易，亦可整合進入單一晶片，但對於 Z 軸的位置必須先通過訊號的過濾

再進行繁複的計算才能獲得，且此裝置對於高流速的流體偵測略顯不足。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Micro-PIV 技術雖可獲得體積流場內的粒子的分布狀況，並且於二維平面的偵

測可作到高流速的粒子的位置偵測；但第三維的量測則受限於焦深範圍、脫焦粒

子的影響以及使用 CCD取像的方法，導致對高流速的流動粒子有偵測上的困難。 

 

2-2-2 色相差色相差色相差色相差於於於於深度探測應用深度探測應用深度探測應用深度探測應用 

共軛焦顯微鏡為現最廣為人知的 3D影像成像工具，其特別之處為一雙針孔的

設置。一置於激發光源入射端前，另一置於偵測端前，此配置可對厚度及薄的透

明樣本進行偵測，如組織切片等；接收端的針孔亦可有效阻隔脫焦的散射光干擾，

得到解析度極佳之影像。而其獨特的光學切片能力使之對三維結構可視化或生物

醫學等微結構的成像擁有強大的作用。傳統的共軛焦顯微鏡需要對樣本進行點對

點的掃描，因此其掃瞄速度也相對低落，故多種架構被提出來解決此種問題。例

(A) (B) 

圖 2-15  (A)反射鏡整合入微管道內micro-PIV方法架構[65] (B)OFM應用於

微管道內 micro-PIV方法裝置[66] 
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如使用帶有微透鏡陣列的轉盤，可於同一光學平面進行多點聚焦，並配合狹縫(slit)

取代原始使用針孔所造成的照明度不足問題。同已於前節已提過的 Nipkow disc的

引入可有效降低掃描所需時間，於二維(X-Y)平面對流動的染色細胞進行動態偵測，

其偵測速度可達 200 nuclei/s[67]。亦有文獻報導使用圓柱透鏡形成一面狀掃瞄區域，

並使用聲光致偏器(acousto-optical deflector, AOD)作為二維平面掃描端，可達到於

512×512 pixel的影像解析度下，191 frames/s的取像速度[68]。於一般商業化通路

中購得的共軛焦顯微鏡，一般成像速度約為 30 full frames/s，而配合 Nipkow disc

的系統可達 360 full frams/s或更高；以上皆為於 X-Y 平面的掃描速度，但於第三

維的掃描卻受制於 Z 軸步進馬達的移動速度以及解析度。共軛焦顯微術中除了需

於掃瞄速度以及成像解析度中進行取捨外，第三維的掃瞄速度無法提高，以及 CCD

的成像速度更是使高速三維偵測或成像有所困難，故此系統施用於動態樣本的偵

測現仍未有相關文獻發表。 

另一極為有潛力的架構：彩色共軛焦顯微鏡(chromatic confocal microscope)的

概念亦被提出[19, 69]。彩色共軛焦顯微鏡主要為結合色相差原理，運用透鏡(組)

將白光色散後，其不同色光聚焦於不同軸向或是橫像面的特性進行影像建立。利

用軸向色散，其長波長聚焦於 Z 軸深度較深處，而短波長聚焦於較淺處，而獲得

有第三維參數的影像。相較於傳統使用掃描平台或是外部機械抬舉 Z 軸的方式，

可減少其為系統所帶來的震動並加速掃描時間。UCSD的研究團隊發展出利用菲涅

耳透鏡(Fresnel lens)於彩色共軛焦顯微鏡的應用[70, 71]，因菲涅耳透鏡因製造方便、

便宜，故可達到大孔徑的要求，且焦距極短、所成焦深極長，適合於共軛焦顯微

鏡下產生色相差。配合不同物鏡的使用可達到不同色散範圍：於 100 nm波長範圍

內，40×物鏡可達 55 µm 的深度探測範圍，而 60×物鏡縮減為 25 µm；空間解析度

(full width half maximums, FWHM)分別為 2.52 µm 以及 2.23 µm。彩色共軛焦顯微

技術的效能主要倚靠對光色散程度的控制，故除了對色散的光學元件的探討外，

所使用光源亦是個議題。使用雷射作為光源有斑點噪音(speckle noise)的問題，二

極體光源頻寬不足限制其掃描範圍，故較寬的波長範圍光源對 Z 軸深度偵測範圍
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較有利。有文獻指出利用超連續光譜(<6Db 範圍約 1000 nm)白光作為光源，將可

偵測範圍增加[72]，架構如圖2-16所示。建構各像素(波長)所對應深度的線性關係，

其可達到空間解析度為 1 µm 的 3D影像。黃順洋等人使用 LED 三原色混成之白光

光源，經過光學系統後產生軸向色相差，針對單一像素找出其對應的深度反應曲

線(depth response curve)，經由兩色之深度反應曲線進行比值對應深度之線性關係，

最後取得單張焦深範圍內之影像[73]。利用雷射干涉儀作為 Z 軸校正源，即可對

影像上每一像素做比值對深度的運算，重建待測物表面輪廓，可達到解析度為: 縱

向 0.5 µm、橫向 1 µm。 

 

 

 

 

 

 

 

共軛焦顯微鏡的解析度決定於系統的 SNR，而有多種因素影響其大小，例如

定量校正的方法、偵測端的敏感度以及系統穩定度。由於共軛焦顯微鏡運用的高

速掃描機臺所產生的振動或慣性運動亦對系統穩定度帶來一定的影響。再者，雖

以色散方式作為第三維深度的測量，取代以往使用機械式對焦產生光學切片的方

式，可有效提升 Z 軸解析度；但彩色共軛焦系統使用單一波長象徵特定深度位置

的方法，使所使用光源的光譜分布會牽制其可偵測範圍；另，其使用分析成像像

素進行表面形態的建構，使之偵測速度頸縮於所使用的取像系統。彩色共軛焦顯

微技術多用於靜態的 3D表面形態建立，尚未有文獻報導於動態粒子的深度位置偵

測，因共軛焦顯微鏡極為昂貴，且其精細的光學元件配置使之作為系統架設的基

底需耗費大量成本以及設置或校正時間。 

圖 2-16 彩色共軛焦顯微架構示意圖[72] 
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第三章第三章第三章第三章    實驗架構以及偵測方法實驗架構以及偵測方法實驗架構以及偵測方法實驗架構以及偵測方法    

3-1 實驗架構實驗架構實驗架構實驗架構 

3-1-1 色相差色相差色相差色相差深度偵測深度偵測深度偵測深度偵測設計概念設計概念設計概念設計概念    

前章提及簡略提及色相差的行為，其因白光穿越光學鏡組所造成的色散效應會

使所得影像色彩產生失真，亦會帶來不必要的雜訊，使之於一般光學系統內被視

為嚴重的缺陷並且對此衍生而出多種校正方法。與其它感測器不同，本研究將此

普遍視為光學系統缺陷的刻版印象扭轉，並視之為本發展系統的偵測原則。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

因穿越介質後不同波長擁有相異折射系數的特性，可省去利用外加結構(如光

柵)使單束白光分離為多波長的分布，自動於空間中展開類彩虹的色散區域。此色

相差區域可藉由對焦不同波長之焦距來判別待測物軸方向之位置，於還原表面型

貌、或是非接觸式的檢測表面缺陷等都有所應用；而於定點偵測區域內所展開的

色相差範圍亦可對軸向深度位置進行判定，但至今仍無任何利用此法進行動態偵

測的文獻發表。再，雖有眾多文獻對於微流式細胞儀之樣本流聚焦進行討論，但

卻無任何對第三維(X-Z plane)的流體聚焦結果進行量化，使之無法對聚焦方法進行

性能評估或最佳化；故利用色相差效應的偵測方法進行對微流式細胞儀內流動樣

圖 3-1 色相差式深度偵測系統設計簡圖以及塑料光檔圖騰 



23 

 

本測量其深度便是個極佳的實施例。流式細胞儀多採取偵測樣本通過光源所產生

的散射光訊號方式，進行細胞或是其他生物樣本的計數或大小尺寸的分類，在傳

統方式中光源多使用單色雷射；但若配合色相差效應的偵測方式，必使用白光或

是多色混合之雷射或是 LED 光源。以使用一擁有連續光波分佈光譜之白光光源最

為理想，較混成光源可省去光波長的選擇以及其所產生的干涉等問題，再者，擁

有寬頻續波長分佈光譜之光源，有助於其後特定波長的選取、評估。於光源入射

處置入一透鏡將白光色散成多波長的型態，以形成偵測區域。白光照明方式有可

能帶來 SNR低落的可能，因所偵測的訊號為流動樣本的散射光，白光作為光源的

亮場照明方式(bright-field illumination)其背景亦會產生散射，使所得訊號對比值下

降，故本研究引入暗視野系統作為照明方式。利用本實驗室自行開發之暗視野照

明，一塑料光檔片即可簡易產生暗視野[74]，其上圖騰可自由調整至適用的 N.A.

值，毋需另添購暗視野機構。 

綜合以上討論，可歸納出系統的設計概圖，如圖 3-1所示。配合一物鏡逕行光

源聚焦，入射至微管道內，不同波長聚焦於不同軸向深度位置不同波長聚焦於不同軸向深度位置不同波長聚焦於不同軸向深度位置不同波長聚焦於不同軸向深度位置，，，，當流動樣本通過當流動樣本通過當流動樣本通過當流動樣本通過

偵測區域時偵測區域時偵測區域時偵測區域時，，，，將散射的不同色光將散射的不同色光將散射的不同色光將散射的不同色光，藉由分析這些不同色光增強的訊號，便可判別

樣本流動的軸向位置。對於此設計的建構、元件的選取以及晶片的製作，將於以

下三節內進行詳細的討論以及敘述。 

 

3-1-2 基本實驗架構基本實驗架構基本實驗架構基本實驗架構 

本系統整合不同原件設施於一倒立式顯微鏡(Eclipse TE2000U, Nikon, Japan)，

系統架構簡圖如圖 3-2(A)所示，以下將對不同元件的選擇進行評估以及分析。為

了對系統設置以及其性能進行評估，引入光源需為擁有連續光波分布，實驗室常

用光源有鎢絲燈、汞燈以及氙燈；其中汞燈於可見光範圍內多個特徵波峰，且波

長範圍不廣，相較於鎢絲燈以及氙燈，汞燈不適用於本系統內。圖 3-3分別為鎢絲

燈以及氙燈的光譜行為，鎢絲燈雖擁有寬廣的波長範圍(約 400 nm~ 900 nm)，但整



 

體強度表現極弱，且於短波長處強度低落

續波長範圍(350 nm~1000 nm)

可見光部分，對系統無影響

產生較大範圍的色散行為

 

 

 

 

 

 

 

 

 

於平行光入射處放置一透鏡插件

透鏡的材質與色相差能力有極大的

貝數的光學透鏡，此光學透鏡

圖 3-2 (A)
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且於短波長處強度低落，不利於評估。而氙氣燈

(350 nm~1000 nm)，其強度表現極高，雖有特徵波峰出現

對系統無影響；故本系統採用氙氣燈(100 W, Nikon)作為

產生較大範圍的色散行為。 

於平行光入射處放置一透鏡插件(Lens 1)，將入射白光色散為多波長組合

透鏡的材質與色相差能力有極大的關係，為了拉長色散範圍，本系統引用較低阿

此光學透鏡的焦距需為 40 mm，直徑為 40 mm以涵蓋入射光徑

2 (A)實驗設置簡圖 (B)實際治具與系統圖 

圖 3-3 (左)鎢絲燈以及(右)氙氣燈光譜圖 

而氙氣燈擁有寬廣的連

雖有特徵波峰出現，但集中於不

作為平行光源，

將入射白光色散為多波長組合。其

本系統引用較低阿

以涵蓋入射光徑
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並且聚焦於針孔處。其材質的選用利用數學模型進行色散能力的評估因篇幅較大，

故於後小節進行討論。針孔直徑約為1 mm，色散後的光經由反射鏡後入射至Len2，

將入射光聚焦整理使之通過光檔片。原設計為塑料光檔片，但因氙燈功率高，易

將光檔片燒熔，故使用鉻金屬於玻璃上作圖騰遮罩。通過光檔片之色散光因中央

直進光的移除形成空心光椎後入射至物鏡，上方採用高數值孔徑物鏡(CFI60 

20×/0.75, Nikon, Japan)，使入射光量增加；下方則為低數值孔徑物鏡 (CFI60 

20×/0.45, Nikon, Japan)，降低其於外界光線所帶來之雜訊並偵測樣本因於管道內流

動深度不同之反射光。後通過顯微鏡出口端進入緊配之多模石英光纖

(P400-2-UV/Vis, Ocean Optics, USA)進入UV-Vis-NIR 光譜儀(HR4000, Ocean Optics, 

USA )進行分析，配合處理軟體(OOIBase32, Ocean Optics, USA)產生光譜圖。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

其中，為能對此暗視野系統進行校正以及對焦，本系統車置了一 L 型板，並配

置 Y 軸以及 Z 軸移動平台。為考慮治具車製時所產生的誤差而使入射光無法完全

投射至暗視野系統，Y 軸平台可進行小距離的校正對位；Z 軸移動平台加載具有小

解析度之分厘卡(resolution：1 µm)，可於不同 Z 軸位置進行精度較高的移動，其實

際圖如圖 3-3(B)所示。此治具的設計亦因應對此系統設置之可行性可作初步的試驗，

藉由改變 Z 軸平台聚焦位置模擬流動樣本於微管道內不同深度位置時之行為，觀

圖 3-4 (A) 靜態未標定螢光 20 µm 粒子於移動 Z 軸下模擬流動粒子於不

同深度之散射光變化影像與(B)其光譜行為 
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察於微管道內靜置之微粒子(non-fluorescence polymer microspheres, 20 µm, Duke 

Scientific Corporation, USA)不同色光的增強以及光譜行為進行評估，如圖 3-4所示。

圖 3-4(A)為以對焦點為參考面(零位面)，分別調整 Z 軸平台向上、向下移動利用

CCD 所拍攝之影像。而因為短波長因折射系數大，焦距短，故距離微管道上方多

反射藍光；相反地，長波長因折射射係數較小，所成的焦距長，於微管道下方反

射紅光較多，故於可見光範圍內有如同彩虹般色光加重的行為。從圖 3-4(B)中光譜

的改變亦可輔佐不同深度位置有相應光波長加重之行為。隨著 Z 軸的抬升，整體

光譜行為產生藍移(blue shift)的現象；其中其中其中其中，，，，於可見藍光區域於可見藍光區域於可見藍光區域於可見藍光區域，，，，光強度有明顯增加光強度有明顯增加光強度有明顯增加光強度有明顯增加

的行為的行為的行為的行為，，，，紅光區域則有下降的行為紅光區域則有下降的行為紅光區域則有下降的行為紅光區域則有下降的行為。。。。以上觀察可表示以上觀察可表示以上觀察可表示以上觀察可表示，，，，此兩區域的光強度增減可此兩區域的光強度增減可此兩區域的光強度增減可此兩區域的光強度增減可

作為樣本作為樣本作為樣本作為樣本 Z 軸位置的指標軸位置的指標軸位置的指標軸位置的指標。。。。 

 

3-1-3 晶片製程晶片製程晶片製程晶片製程 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 3-5 微流試細胞晶片製作流程示意圖 
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圖 3-5演繹微流式細胞晶片的製作流程，配合配合一快速玻璃晶片製程技術[75]，

以一般普遍可購得之載玻片(76×26×1 mm, Marienfeld, Germany)作為晶片基底並於

此建構出微流道結構。首先，將載玻片浸泡於煮沸之 Piranha溶液(98%H2SO4：30% 

H2O2 = 3：1)10分鐘，以強氧化還原反應對載玻片表面之有機、無機汙染物逕行清

潔(圖 3-5A)。後蒸鍍一薄層之 hexamethyl disilazane(HMDS, J. T. Baker, USA)作為

玻璃以及光阻之黏著層，接著旋佈厚約 3 µm 之正光阻(PR, AZ4620, Clariant, USA)

於上，作為蝕刻玻璃之遮罩(圖 3-5B)。將欲製作之流道圖騰置於已覆蓋光阻之蓋玻

片上方，並配合標準的光刻流程(lithography)，使用光源為 g-line(365 nm)使光阻吸

收後產生光化學反應，於蓋玻片上形成結構(圖 3-5C)。接著使用顯影液(AZ400K：

DI water = 1：3)脫去光刻之圖騰區域光阻，以 BOE蝕刻液(6：1, J.T. Baker, USA)

蝕刻 40分鐘，獲得深度約 36 µm 之微管道(圖 3-5D)，其邊鞘以及前方流道其寬度

皆為 500 µm，後方聚焦流道寬為 200 µm，如圖 3-6上方所標示；此時刻過程中管

道邊極易產生鈣、鎂離子之結晶，故於每 5 分鐘將晶片取出後以 1M 之 HCl 溶液

震洗約 10秒後再浸潤於蝕刻液中。其中為了使兩側流入之邊鞘流能平衡地對樣本

流體進行聚焦使之集中於中央，故將兩邊鞘流只設置單一的共同入口處，對兩邊

鞘流道產生相等壓力。後利用稀釋之氫氧化鉀水溶液(KOH (49%)：DI = 10：1, 70oC)

圖 3-6 流道內尺寸設計以及實際晶片成品圖 
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脫去剩餘作為蝕刻遮罩之光阻(圖 3-5E)。取另一空白載玻片，並於上方鑽洞，作為

流道之進出口或儲存槽(圖 3-5F)；將鑽孔後之空白載玻片與具微流道結構知載玻片

對位後置入燒結烤箱以 670 oC 持續 10分鐘進行熱接合(圖 3-5G)，其實際晶片圖如

圖 3-6 下方所示。為了易與後方注射幫浦(syringe pump)連接，剪下微量吸管尖端

約 10 mm並緊配黏著於流道入口(圖 3-5H)，後即可簡易插入細管與幫浦連接。 

 

3-1-4 透鏡的透鏡的透鏡的透鏡的材料選擇以及材料選擇以及材料選擇以及材料選擇以及色散能力評估色散能力評估色散能力評估色散能力評估 

本系統中位於 Len 1位置的透鏡插件為控制色相差範圍最關鍵的部分，由於其

材質的不同會影響其各個波長的折射系數，導致各波長焦距也隨之改變，故因應

不同用途而選擇適當的透鏡材質材可達到最佳的效果；於初步的系統架構中，將

色散範圍拉大較利於評估系統能力。塑膠光學透鏡(optical plastics, OPs)在光學系統

中多有應用，其因其質輕、易於機械加工製造且極為便宜，故多用於一般光學系

統，如投影機等；但亦由於此材質之透鏡其造成色相差能力極強，此特性使之適

用於本系統，表 3-1 列出 7 種塑料於不同波長所對應之折射係數[45]。其中以

PMMA(poly methyl methacrylate)的塑料的有機玻璃為材質的光學玻璃較為普遍， 

故以材質為 PMMA 之透鏡作為色差插件。 

 435.8 486.1 587.6 703 833 1052 

PMMA 1.502 1.497 1.491 1.486 1.484 1.481 

PS 1.617 1.606 1.592 1.582 1.577 1.572 

PC 1.612 1.599 1.585 1.575 1.570 1.565 

Polyacrylate 1.507 1.500 1.494 1.491 1.489 1.486 

Polycarbonate 1.597 1.587 1.572 1.565 1.560 1.555 

Polystyrene 1.615 1.604 1.592 1.582 1.576 1.572 

Acrylic 1.502 1.498 1.492 1.488 1.485 1.483 

WLs(nm) 

Material 

表 3-1 七種塑膠光學透鏡材質於六種波長下所對應之折射係數[45] 
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由其穿透光譜可知(圖 3-7A)，PMMA 材質的光學透鏡會吸收短波長，於波長

370 nm後穿透率大於 50%； 但不致影響可見光範圍的色相差功能。其阿貝數可利

用前章以介紹過之Caushy’s dispersion 方程式計算出587.6 nm、486.1 nm以及656.3 

nm 之對應折射係數後，帶入阿貝數公式得知。PMMA 之色散系數分別為：A1= 

2.399964，A2= -8.308636E-2，A3= -1.919569E-1，A4= 8.720608E-2，A5= -1.666411E-2，

A6= 1.169519E-3，利用 Matlab運算軟體計算出 nd，nF以及 nC分別為 1.4914、1.4973

以及 1.48796，帶入阿貝數表示式可得 V = 52.60，屬於相當低阿貝數的光學玻璃。

另亦對系統中為聚焦功能的 Lens2透鏡，其材質為 BK7 進行分析計算，於 300 nm

之後擁有極佳的穿透率(圖 3-7B)，計算所得之阿貝數為 V = 64.17，說明其色相差

範圍低於 PMMA 材質之透鏡。 

 

 

 

 

 

 

選定材質後，藉由建立數學模型對PMMA 材質透鏡進行色散能力的理論評估。

因針對軸向深度位置的偵測，故於本研究軸向色散能力為主要探討部分，於橫向

色散部分就不多作著墨。透鏡焦距以 f 作為表示，物體至透鏡前距離為 l，像至透

圖 3-7 (A)PMMA 以及(B)BK7 之穿透光譜 

圖 3-8 軸向色相差數學模型推導各代稱示意圖 
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鏡距離為 l’；入射光線高為 y，與軸至外側光線角度 u可近似此等式 y=lu=l’u’ ，如

圖 3-8所示。透鏡成像中物與像距離關係藉由 Gauss formula[76]來表示： 

�
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− �
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  ……………..………E1 

其中 n 為透鏡之折射系數，而 R1、R2為透鏡雙面之曲率，後將其簡化為 c 表示。

為了評估於可見光範圍內，像因色散所造成之於 F 藍光以及 C 紅光之焦距差，故

將 E1式分別以紅光以及藍光波長 lC、lF作相減處理表示： 
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於上式中 l’ 2= )$′)#′， l2= )$)# ；另因阿貝數為 � 	 (�+ − 1)/(�# − �$)，故

�
 	 1/(�+ − 1)�，nd 代表黃光帶之折射系數，其頻帶約於可見光中央。入射光束

高度會改變距焦位置，故於 E3式左右邊同乘-y2： 

-./′ �0
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�1�� − -./ �0
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��� 	 − 0�
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-./′(2′�) − -./(2�) 	 − 0�
 ( ……………………………E5 

於 E3式中帶入 y=lu=l’u’ 等式，故得。-./′為紅光 C 以及藍光 F 所成像焦距差，若

於消色差透鏡中，紅光 C 以及藍光 F 之焦距差應為零；於 E5式亦可說明單一透鏡

是無法達到完全消色差之功能，組合不同的透鏡可達到消除色差，亦可能產生更

大的色差，故其色差程度是具有疊加效應，若有 j 組透鏡，則色差可表示為： 

-./′(2′�) − -./(2�) 	 −∑ 04�
 4(5

6
78�  …………………...…..E6 

於本系統，物體為一平行光源，故物體至透鏡距離為 l 為無限大，-./(2�) 	 0， 

故可簡化為： 

-./′(2′�) 	 −∑ 04�
 4(5

6
78�  ………………………………E7 

由 E7式可知，影響色差程度除了已知之透鏡阿貝數外，亦有入射光之對軸高度以

及透鏡焦距。本研究所用之平行光源其外側光對軸高度與 PMMA 透鏡半徑相同，
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為 20 mm，焦距為 40 mm，阿貝數為 52.60，計算後得知其可見光之色差為 190.11 

µm。而焦距為 50 mm之 BK7 透鏡，阿貝數為 64.17，其色差範圍為 124.67 µm，

其色相差程度只有 PMMA 透鏡 0.656倍，故本系統採用以 PMMA 作為材質之塑料

材質之透鏡作為色差透鏡。 

 

3-2 偵測方法偵測方法偵測方法偵測方法 

現已提出利用色相差方法進行 Z 軸方向位置偵測的方法中，多以單一波長與所

對焦相應深度位置關係進行分析，此法施行於全波長偵測中無法辨別出單一波長

的增強，且偵測範圍會直接受制於色差鏡組之阿貝數。針對於此，本研究提出強

度比值對深度位置關係之偵測方法；調整聚焦物鏡之 Z 軸方向，對管道內靜止粒

子進行觀測，利用其特定短波長以及長波長之強度比值(intensity ratio)來表示其於

不同深度位置時色光增強或弱化行為，並建立此兩者之關係線，於動態偵測中將

流動樣本之強度比值對照已建立的資料線後可快速診斷出深度位置。於此偵測方

法中，1)排除非色散所造成的強度變化變因以及排除非色散所造成的強度變化變因以及排除非色散所造成的強度變化變因以及排除非色散所造成的強度變化變因以及 2)選取恰當之波長表示強度比值選取恰當之波長表示強度比值選取恰當之波長表示強度比值選取恰當之波長表示強度比值

為主要探討的主題。 

由於本系統採用連續光譜作為光源，其光譜表現可於前節圖 3-3所見，其藍光

表現弱於紅光區域，呈一高斯分布。此原生差距使觀察藍光與紅光間改變量所成

之比值變得不明顯。而系統所使用之暗視野照明方式，其兩葉片狀(blade-shape)之

光罩所造成的光錐於聚焦以及離焦時所造成的光訊號落差會相當可觀。如圖 3-9

所示，Z 軸移動平台使高數值孔徑之物鏡可進行上下位移，調整聚焦位置。隨著 Z

軸平台下移，兩葉片型光錐會逐漸向對方靠攏，直至聚焦處，兩葉片型光錐會交

會，產生強度最高之光訊號；後隨著 Z 軸方向持續下移，兩光錐亦會遠離對方，

使光強度直落。由此可知，於靜態偵測時，藉由移動 Z 軸平台所觀察到之強度變

化，除了因色相差所造成不同色光聚焦外，另有一部分是因於暗視野系統聚、脫

焦所造成的。而在 raw data中可能因參考點的選取，使不同次實驗中，整體光強度



 

的不同。因聚、脫焦所造成的光強度改變為系統整體

計算中，就已涵蓋其所造成的影響

確表現色散於深度改變量的影響

合簡易的數學運算即可有效的去除此變因並且獲得有效的強度比例值

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

正規化過程可由圖 3-

本於不同深度位置(Dn)所散射之光訊號由光譜儀偵測後以波長對強度之全光譜顯

示，其中選取特定單一波長作為短波長代表

另於長波長區亦選取一波長

兩波長於不同 Dn 之強度變化

進行第一次的正規化 (Normalization 1)

(reference)，並將兩波長之強度變化

兩資料列 Sj、Lj。此時兩波長此時兩波長此時兩波長此時兩波長

每次參考面選取的誤差，

Sj、Lj 表現出不同深度位置

(Normalization 2)的目地為呈現以兩波長之強度比例值

圖 3-9 
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脫焦所造成的光強度改變為系統整體行為，故於進行強度比值的

涵蓋其所造成的影響。但為去除後者所造成的誤差，

確表現色散於深度改變量的影響，本研究利用兩次正規化過程(normalization)

合簡易的數學運算即可有效的去除此變因並且獲得有效的強度比例值

-10演繹，其過程以 Matlab寫為程式進行運算

所散射之光訊號由光譜儀偵測後以波長對強度之全光譜顯

其中選取特定單一波長作為短波長代表，並將其於不同 Dn之強度

另於長波長區亦選取一波長，並將其不同深度之強度儲存為 Ln。如同前述

強度變化，可能因每次參考點選取而造成誤差；

(Normalization 1)。取光訊號最強之聚焦點作為參考點

並將兩波長之強度變化 Sn、Ln值分別除以參考點處之強度

此時兩波長此時兩波長此時兩波長此時兩波長之強度變化之強度變化之強度變化之強度變化皆為相皆為相皆為相皆為相對於參考點所成的對於參考點所成的對於參考點所成的對於參考點所成的比例比例比例比例

，造成絕對強度不同的問題；另亦將參考點作為零位面

不同深度位置相對於零位面之兩波長強度變化。

的目地為呈現以兩波長之強度比例值，兩波長之強度值相除可

9 暗視野照明聚、離焦之葉形光錐行為  

故於進行強度比值的

，使強度比值精

ormalization)，配

合簡易的數學運算即可有效的去除此變因並且獲得有效的強度比例值。 

寫為程式進行運算。首先，樣

所散射之光訊號由光譜儀偵測後以波長對強度之全光譜顯

之強度儲存為 Sn；

如同前述，此時

；為了去除此，

取光訊號最強之聚焦點作為參考點

值分別除以參考點處之強度 So、Lo得到

比例比例比例比例值值值值，消除因

將參考點作為零位面，

。第二次正規化

兩波長之強度值相除可將
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雙變數簡化為單變數，可得 Sj / Lj = Ij，使深度資料線的建立更為簡單。Ij 即為相對

於零位面，各 Z 軸深度位置因色散所造成的強度比例。零位面下方藍光低落，紅

光散射強度高，Ij 值低；於零位面上方其藍光表現較強，紅光低落，Ij 值較高，於

微流道內 Z 軸位置由低至高，與 Ij 值預期呈現一正成長關係。此檢量線於後期動

態偵測時，可藉由流動樣本所呈現的 Ij 值對照此資料線即可得其相對應之深度位

置。檢量線的建立除了可使用交叉比對的方式進行解析，達到更寬的偵測範圍的

目的外，期間因系統聚、脫焦所造成強度變化、入射光照射樣本所造成的繞射…

等可能會造成訊號有誤差的光學現象，都於建立檢量線的計算過程中涵蓋。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 圖 3-11 450 nm以及 670 nm兩波長於不同深度位置之正規化後強度變化 

圖 3-10 深度偵測之正規化流程示意圖 
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確立偵測方法後，選取適當波長作為強度比例值的評估是極為重要的。於可見

光範圍內，本系統先以 450 nm作為藍光區域強度增減行為代表，670 nm作為紅光

區代表進行假設性評估。圖 3-11顯示兩波長於不同深度位置時強度改變量，可明

顯看出近於零位面時，670 nm強度最高，可約略估計 670 nm之焦距約於 0~5 µm；

而 450 nm約於 20 µm處其強度表現最高，其焦距約為 20~25 µm 間。綜合以上觀

察，此兩波長之峰對峰間距約20 µm，取兩者比值所成之線性範圍估計至少20 µm。

但由圖 3-11亦可發現於零位面上方位置以及下方位置，其 450 nm以及 670 nm差

距越來越大，造成非對稱之分布。將深度位置以及其所對應之兩波長強度比例值

繪於圖 3-12(A)，可見其成長趨勢約為二次曲線關係。其因隨著靠近管壁上方( Dn) ，

此時藍光強度增強，與深度改變成正比 Dn∝ x；紅光強度減弱，與深度改變量成反

比 Dn∝1/x，故強度比值可表為 x2，故深度改變對強度比值行為同二次曲線。其中，

於±15 µm 區間有趨近線性分佈關係。故對 450 nm以及 670nm兩波長之強度比例

圖 3-12 (A) ±25 µm 深度位置對其強度比例值 (B)擷取有效線性範圍±15 µm 
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值下，本研究取其有效線性範圍為±15 µm，共 30 µm 之有效偵測範圍作為檢量資

料線，同圖 3-12(B)所示。小圖為以 1 µm 作小尺寸採點之線性關係，其線性度可

達 0.97751。 

 

從上段敘述可知，所選定的波長強度比值會影響其線性度，雖已知 450 nm以

及 670 nm之強度比例值可達到極佳的線性度，但未能確認於可見藍光以及紅光區

域是否有其他波長組合可以達到更高之線性關係。為達到系統最佳化，本研究亦

於一縮小範圍內作搜尋比較。為省去評估時間，先於管道深度上方 15 µm 以及下

方-15 µm 位置記錄各波長之光訊號增強度，並於其中歸納出於可見光內其增減反

應較明顯的波長區域，以縮小搜尋範圍。圖 3-13左上方顯示相對於零位面，於-15 

µm之深度位置其各波長之強度增強值；下方則為 15 µm之增強度。比較上下兩圖，

深度為 15 µm 處可見藍光區域約於 400 nm至 450 nm有明顯的增強行為，而可見

紅光區域，其光訊號強度則於 630 nm至 670 nm有明顯的下降。故於藍光區域粗

略取 400 nm、430 nm、450 nm以及 470 nm；於紅光區取 630 nm、650 nm以及 670 

nm作組合，對其進行深度以及強度比值線性關係的建立，進一步評估線性度之高

低來決定最佳之波長組合。圖 3-13右下方為選定藍光波長以及紅光波長組合之編

圖 3-13 短波及長波強度增強區域，以及其選定短、長波長範圍內進行波長選

取之最佳化結果  
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號，通過正規化過程後處理出於深度位置±15 µm之線性度。由圖 3-13右上方可見，

其波長組合其線性度皆超過 0.95，但於 400 nm對 630 nm、650 nm以及 670 nm之

比值，其線性度都極為低落；而 450 nm對各紅光波長皆可達到較高之線性度；於

470 nm表現又顯低落。其中，以 450 nm對 670 nm之線性度為最佳，故系統使用

此兩波長確實可達到較高線性度。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

考慮色相差是於空間中展開軸向以及橫向的影響範圍，其兩方向平面的色相差

是相伴產生。雖於初始設計概念中主要採取軸向色相差作為工作原理；但其共伴

產生的橫向色相差所造成的誤差，極有可能影響訊號，同圖 3-14所示，於系統中

進行橫向色相差所影響範圍進行評估。通過針孔後投射至管道內，聚焦光點像直

徑約為 50 µm，故其橫向色相差影響範圍，約為距離樣本中心±25 µm 處。可發現

於同軸向位置時，橫向距離中心軸位置越近，藍光區域(450 nm)光強度高於紅光

(670 nm)訊號；反之，於外圍位置其紅光強度高於藍光。表示其橫向色差確實會影

響所偵測的訊號。但於相同軸向深度位置時，改變 1 µm 橫向平面位置，於藍光訊

號之變異量只有 0.136%；而在紅光訊號中亦只有 0.434%，其影響的程度相當小。

且本研究是在於一微流細胞儀晶片中進行流動樣本的偵測，細胞儀中兩邊鞘流可

圖 3-14 橫向色相差於不同 X-Y 平面位置對藍光、紅光區域訊號的影響 
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有效的限制流動樣本的 X-Y 平面位置，使每個流動樣本皆以相同 X-Y 平面位置通

過偵測區域，故因橫向色相差所造成的訊號誤差微乎其微。 

此章介紹實驗架構的設立，並且對色散元件之材料利用數學模型進行了評估；

同時確立偵測方式，以簡易的數學運算進行正規化過程，確定零位面。加以小範

圍內的選定波長最佳化，使系統的施行更加可靠。將於下章以此確立系統進行一

連串的測試並且對動態偵測有更進一步的探討。 
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第四第四第四第四章章章章    實驗實驗實驗實驗結果與討論結果與討論結果與討論結果與討論 

4-1 光譜儀於動態偵測光譜儀於動態偵測光譜儀於動態偵測光譜儀於動態偵測的使用的使用的使用的使用 

4-1-1 系統對樣本尺寸解析能力系統對樣本尺寸解析能力系統對樣本尺寸解析能力系統對樣本尺寸解析能力 

在利用此色相差原理為基礎之深度偵測系統進行動態偵測前，首先須針對系統

對流動樣本的尺寸大小是否有辨別度進行測試。本研究所使用之暗視野系統，是

使用高數值孔徑之20倍物鏡聚焦光源，故對於小於一定尺寸之樣本有解析上的困

難；再，尺寸的差異對於有效散射光之表面積有絕對的影響，故其強度比例上的

差異度亦是須被評估的一環節。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

系統中Lens1區域為可抽換不同材質透鏡的插件，同前章所提及，不同材質之

透鏡會造成程度不同的色相差範圍：標準光學玻璃(BK7)所造成的色相差程度，相

對於本系統所使用之PMMA材質之雙凸透鏡只有其65.6%。如圖4-1所闡明，對靜

止於管道內20 µm未標記螢光微粒子進行偵測。BK7透鏡之有效偵測範圍確實受到

其較高校正色相差能力透鏡所影響而下降，約為±10 µm。另，其斜率亦小於PMMA

透鏡，此代表其深度對整體色相差改變量影響小於PMMA透鏡。造成此現象的原

因可由圖4-2(A)解釋，圖中入射光皆已聚焦於參考點(零位面)；由於BK7透鏡於較

短距離內色相差出與PMMA透鏡相同的可見光波，也就是於相同深度範圍內BK7

圖 4-1 PMMA以及 BK7 透鏡其有效偵測範圍圖 
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透鏡較PMMA透鏡跨越了更多光波長。PMMA透鏡於前章計算出其F至C光波長內，

軸向色散為190.11 µm，BK7透鏡則為124.67µm；故PMMA透鏡改變1 µm深度位置

時，跨越平均約0.89 nm的波長，而BK7則涵蓋了約1.365 nm/µm的波長改變量。假

設將PMMA透鏡系統之入射光向Z軸上移至綠光聚焦處，相同深度位移下，BK7系

統卻可能已進入紅光影響區域。此種情形會造成所選定的450nm以及670nm之強度

比值失去對深度改變量應有的行為，使SNR下降，偵測範圍頸縮，同時亦使其強

度比值改變量下降，故使斜率變小。故於大範圍深度偵測時，使用低阿貝數透鏡

可達到較好的效能。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

雖然高阿貝數透鏡不利於較長距離之偵測，但其於定深度距離內所跨越較多波

長的特性卻於小尺寸樣本的偵測有較大的優勢。如圖4-2(B)所示，BK7透鏡所造成

的色相差區域，波長與波長間的焦距差較小，故於相同Z軸位移下，BK7透鏡系統

估計對小尺寸的樣本有較高的解析度。簡而言之，低阿貝數透鏡可達到較廣之色

散範圍，較低解析度；高阿貝數透鏡僅能達到低色散範圍，卻可獲得較高解析度。

為驗證此假設，本研究分別使用PMMA透鏡以及BK7透鏡，於微管道內靜止之不

同尺寸之微粒子進行測試。 

圖 4-2 於參考點下(A) 20 µm 以及(B)5 µm 未標記螢光微粒子於

PMMA 以及 BK7 透鏡下之行為示意圖 
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如圖4-3所示，於PMMA透鏡系統下，分別對尺寸較大之10 µm、5 µm以及2 µm

靜止微粒子進行觀測。可發現整體斜率隨著尺寸縮小而下降，其主要因有效反射

光面積縮小影響，致亮度下降。其中， 10 µm以及5 µm微粒子於線性度表現皆同，

但於小尺寸2 µm微粒子卻以明顯表現出現失去線性度，代表強度比例值以無法表

現出深度位移量。各尺寸斜率，於此稱強度比值之變異量(variation)分別為0.016、

0.005以及0.0003，其中2 µm微粒子變異量極小。期可能因PMMA透鏡對小尺寸樣

本解析能力不足所造成，故使用解析度較高之BK7透鏡對小尺寸樣本5 µm、 3µm

以及2 µm進行偵測，如圖4-4所示。雖有效偵測深度降至±10，但可圖中發現小尺寸

圖 4-3 PMMA透鏡系統對 10 µm、5 µm 以及 2 µm 微粒子之深度偵測 

圖 4-4 BK7透鏡系統對 5 µm、3 µm 以及 2 µm微粒子之深度偵測 
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之樣本線性表現極佳，且變異量由大尺寸至小分別為0.004、0.002以及0.001。其中，

於2 µm其變異量遠大於PMMA透鏡系統下的變異量，說明BK7透鏡系統可對小尺

寸樣本有較佳的解析能力，與假設結果相符。雖於BK7透鏡系統可對小尺寸樣本進

行解析，但整體變異量依舊偏低，此則肇因可能為已達所使用的20倍物鏡之解析

極限，若欲進行更小尺寸樣本的解析，可更換倍率更高之物鏡以達到較大變異量

的偵測結果。 

 

4-1-2 動態樣本之深度位置偵測動態樣本之深度位置偵測動態樣本之深度位置偵測動態樣本之深度位置偵測 

動態偵測主要為利用一已色散成多波長型式之偵測區域，當流動樣本通過時，

其因粒子於不同Z軸位置之X-Y平面流動，會散射不同色光。因使用光源為具連續

光譜之白光，故光譜約略呈高斯分布；也因如此，不同深度位置之樣本所散射之

光譜因相對應色光的增強，並不表現出單一波長的增強，而是整體藍光或紅光帶

之強度有增長或是低落的反應。以450 nm以及670 nm作為藍光、紅光區域之指標，

並取其強度比值對照前章已建立的資料線，即可得到所對應的深度位置 

在以光譜儀作為感測端的系統中，施用PMMA透鏡插件進行動態的深度偵測。

以20 µm未標記螢光微粒子稀釋至濃度約4×105 beads/mL水溶液，並設定注射幫浦

以流量為0.18 µl/min(流速約為0.5 mm/s)注入微流式細胞儀晶片中，而光譜儀之取

樣速度則設定為20 Hz。於偵測開始前，將高數值孔徑之物鏡調設至零位面(參考點)，

後所偵測之深度位置皆為與此零位面的相對位置。其結果同圖4-5所示，圖4-5(A)

為粒子通過之時序圖；無粒子通過時，暗視野使之光訊號為零，而當粒子通過時

則散射光訊號，其訊號強弱可能因粒子流經近聚焦(參考點)區或遠離所造成，亦有

可能因粒子非均一尺寸抑或是粒子形狀等皆有可能對強弱有所影響，但因不與深

度偵測有直接關係，在此就不多加以著墨。圖4-5(B)則為圖4-5(A)中通過粒子之相

對應深度位置，此因管道內深度約為30 µm，而使用樣本尺寸為20 µm，使其可移

動量較少，改變量皆於±5 µm範圍內移動；其同時驗證此系統對於微小的Z軸差異
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量亦可解析。經計算後其處理能力(throughput)約為12 particles/s，此處理能力於低

流量的狀態下還算堪用。因光譜儀較不敏感且取樣速度慢，故無法對高流速樣本

進行偵測。為達到更高流速的動態偵測，偵測端可施用感度極高且取樣速度極快

之光電二極體，其系統的調整以及評估將於下節進行。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4-2 高速流動樣本之深度偵測高速流動樣本之深度偵測高速流動樣本之深度偵測高速流動樣本之深度偵測 

4-2-1 高速深度偵測系統架設及校正高速深度偵測系統架設及校正高速深度偵測系統架設及校正高速深度偵測系統架設及校正 

使用光譜儀作為檢測端主要針對於初步系統特性以及性能評估，對於動態偵測，

因其光訊號敏感度以及取樣速度不足，使之無法應用於較高流速之深度偵測。為

增加偵測速度，使用高敏感度且取樣速度極快之光電二極體作為檢測器確實較為

可靠；為配合不同偵測器的使用，其裝置將作小幅度的改變，並且對調整後系統

進行可行性的測試以及對高速流動樣本的偵測能力。系統主要還是建立於倒立式

顯微鏡，並配合物鏡型暗視野照明方式進行偵測；樣本散射光訊號由於顯微鏡左

側出口。原始使用光譜儀的系統因輸出訊號為全光譜，故可於一次訊號的收取獲

圖 4-5 (A)20 µm 未標定螢光粒子通過偵測端之時序圖以及(B)所對應

之深度位置 

 



 

得兩種光波(450 nm、670 nm)

無法單次記錄多特定光波

方式進行單次偵測卻可同時

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

為解決於單一光訊號中解析兩種光波長強度之問題

別為 50%之分光鏡(400 nm

微鏡出口處之單一光訊號略平分為兩道光

使光路不受外界其他光雜訊干擾

光訊號出口處設置一直徑約

現欲將兩道光訊號一視為藍光訊號

端設置低帶通濾光鏡(Short Bandpass F

作為藍光訊號出口，以及高帶通濾光鏡

FWHM=40± 8 nm)作為紅光訊號出口

HAMAMATSU, Japan)分別置於藍

圖 4-6 高速流動樣本深度偵測之系統設置示意圖
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nm)之強度；但若使用光電二極體，其輸出訊號為電訊號

無法單次記錄多特定光波，故若意欲引用光電二極體必須設置一新治具以及分光

同時獲得多特定光波長強度。 

為解決於單一光訊號中解析兩種光波長強度之問題，本系統使用

nm-700 nm, 50:50 non-beam splitter cube, ThorLabs)

微鏡出口處之單一光訊號略平分為兩道光，並車置三通管，將分光鏡至於其中

使光路不受外界其他光雜訊干擾。考慮到光電二極體極為敏感，故於三通管兩道

光訊號出口處設置一直徑約 0.5 mm之針孔，屏蔽非偵測處之散射光所造成的雜訊

視為藍光訊號，另一則為紅光訊號之來源，故分別於其出口

hort Bandpass Filter, SBF, CWL=450±8 nm, FWHM=40

以及高帶通濾光鏡(Long Bandpass Filter, LBF, CWL=650

作為紅光訊號出口。兩台雪崩式光電二極體

分別置於藍、紅光出口，分別偵測其強度。兩雪崩式光電二

高速流動樣本深度偵測之系統設置示意圖 

其輸出訊號為電訊號，

故若意欲引用光電二極體必須設置一新治具以及分光

本系統使用穿透與反射分

ThorLabs)，將從顯

將分光鏡至於其中，

故於三通管兩道

屏蔽非偵測處之散射光所造成的雜訊。

故分別於其出口

8 nm, FWHM=40±8 nm)

CWL=650±8 nm, 

兩台雪崩式光電二極體 (C5460-01, 

兩雪崩式光電二
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極體(avalanche photodiode, APD)將所得到之光訊號強度轉為電訊號輸出後，配合多

輸入口之資料擷取卡(NI USB-6259,16 input, 16 bit, 1.25 MS/s, National Instruments, 

UAS)，接於個人電腦，以 LabVIEW 寫出程式使之即時顯示訊號變動以及控制取

樣速度進行資料的儲存，以上設置如圖 4-6所示。其中光電二極體通常對特定波長

有特別敏感之特性，於 HAMAMATSU 原廠說明書中指出於 800nm左右有最高之

敏感度，而 650 nm之光子敏感度約為 450 nm二至三倍左右，故於紅光輸出會高

於藍光輸出。 

確立系統後，需進行資料線的建立。因現系統所得之藍、紅光強度訊號皆為一

寬帶(40 nm)之平均值，非使用光譜儀系統時採取之單支波長強度比值，故須重新

評估其線性關係。較光譜儀而言，高敏感度的光電偵測器需將可能影響訊號之背

景雜訊盡可能去除。系統所引入之物鏡型暗視野系統中控制光通量之光檔插件，

其葉片狀光通區域所張開之角度會影響光通量以及於管壁邊散射光量；於定內外

徑下，張角越大可帶來較高之光通量，同時亦會照明管壁邊造成不必要的散射光。

因光譜儀較不敏感，為顧及較高光通量可帶來較高光強度，故施用夾角較高之光

檔插件。但現採取敏感度極高之 APD作為偵測端，故須採取適當小夾角之光檔插

件減少管壁散射光以獲得較佳之訊號值，建立線性度較高之資料線。由圖 4-7為使

用不同夾角度 100°、80°以及 60°之光檔插件進行深度對強度比例值之資料線的建

立，並於遠離參考點約 10 µm 處拍攝離焦時管道散射光情形。使用夾角 100°光檔

下，可發現因夾角較大使管壁仍受到光源照明而產生極大的散射光，其嚴重影響

線性表現。而於夾角 80°光檔下，可有效減少管壁散射光，但仍有部分來自管壁散

射光存在；於管道較低處因管壁散射光減少，使其紅光區域散射雜訊下降而得到

線性校正，但於管道較高處仍受雜訊影響。夾角 60°光檔則可有效去除管壁散射光

而達到背景全黑的效果，使 SNR 佳化；其亦反應於線性表現上，相較於夾角 80°

光檔其管道較高處亦獲得校正，達到最佳之線性度。由以上測試可歸納出使用夾

角 60°光檔插件可得到最佳線性度之資料線。 



 

 

 

 

 

 

 

 

 
圖 4-7 上、中、下圖分別為使用
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下圖分別為使用 100°、80°以及 60°之光檔插件之資料線圖

 

 

之光檔插件之資料線圖 
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藉由以上系統之佳化，建立一完整之深度對強度比例值之資料線，如圖 4-8所

示。相較於光譜移作為偵測端、選取兩單支波長作為藍紅光區域消長行為指標的

方法而言，確實可以達到線性關係度極高(R2=0.99285)之資料線且其偵測範圍增廣

為±25 µm，共 50 µm，高於光譜儀系統約 1.7倍。其線性度以及偵測範圍增加的原

因除使用較低角度之光檔插件外，亦是因為因應 APD的加載所設計之分光系統所

帶來之好處。使用帶通濾光鏡的情況下，使輸出強度為一寬帶區域強度之平均值；

相對於使用單一波長作為藍、紅光區域因深度變化所產生之行為指標，此法確實

更能表現出消長行為，且可降低誤差產生，使線性度表現更佳。獲得佳化之資料

線後，即可著手高速動態深度位置偵測，其方法亦同光譜儀系統相同，獲得強度

比值後對照資料線即獲得於微管道內相對應之流動深度位置。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4-2-2 快速深度位置偵測快速深度位置偵測快速深度位置偵測快速深度位置偵測 

配置 APD 於偵測端其主要用意為拉升偵測速度，以適用於各流速狀況下之樣

本深度偵測，其擷取樣本數最高可達 100,000 samples/s。為測試高流速狀況下系統

能力，本研究設定注射幫浦為三種流量情況，分別為 0.5 µl/min、1 µl/min 以及 1.5 

µl/min；並施用於微流式細胞儀晶片中，其管道 X-Z 面寬為 200 µm，深度為 30 µm，

可計算出其平均流速為 1.389 mm/s、2.778 mm/s以及 4.167 mm/s。 

圖 4-8 APD系統下於有效偵測區域±25 µm 對強度比值之線性關係圖 
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(C) 

圖 4-9 於流量(A) 0.5 µl/min(B) 1 µl/min (C)1.5 µl/min 下紅光、藍光強

度圖以及其於微管道內相應之深度位置 
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圖 4-10 於流量 1 µl/min 下，對人類紅血球進行深度量測，由上至下分

別為紅光、藍光強度圖以及其於微管道內相應之深度位置。 
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於此系統之動態偵測中，同樣使用 PMMA 透鏡插件以及 20 µm 未標記螢光微

粒子作為模擬生物樣本，並稀釋為濃度 5×106 beads/mL水溶液後注入。將物鏡調

整至參考點後固定，於定點展開色散區域對流動樣本進行診斷。圖 4-9(A)(B)(C)

分別為此三種流速下所測得之深度位置，組圖上方為紅光訊號區域輸出之電訊號，

中間則為藍光訊號輸出之電訊號，下方則為於微管道內流動樣本所對應之深度位

置。於流量 0.5 µl/min(流速為 1.389 mm/s)中，設定取樣速度為 10,000 Hz，其計算

後解析能力約為 42 particles/s，於組圖下方其流動粒子於 Z 軸分布於±5 µm 位置，

變動量較大。而加大流量至 1 µl/min(流速為 2.778 mm/s)，取樣速度也增加至 15,000 

Hz，解析能力約可達 84 particles/s，而深度變動量明顯縮小至±2 µm。繼續加高流

量至 1.5 µl/min(速度為 4.167 mm/s)，取樣速度調整為 20,000 Hz，計算出解析能力

可高達 126 particles/s。其中，粒子於微管道內於 Z 軸流動位置的變動量明顯縮小，

表示其流量大小會影響其深度變化量。以上驗證此系統對動態偵測的可行性，亦

可成功地於極高流速樣本中解析深度位置。其中，因光學特性的限制，使所使用

的樣本有所限制；因收取來自樣本的散射光進行分析，故應盡量避免使用具可見

光吸收光譜的樣本，使所分析的散射光強度不因樣本對特定波長的吸收，而造成

光強度訊號的失真。在本研究中，所使用的樣本都為透明塑膠(polymer)或玻璃微

粒，而在生物分析應用中，細胞、組織等多為透明體，故並無吸收波長問題。為

確認此系統對實際生物樣本的解析能力，故對人類紅血球(erythrocyte)進行於流式

細胞儀中進行第三維的深度偵測。將抽取出的血液，以離心的方式分離出紅血球

樣本，並以生理食鹽水稀釋至濃度約2×103 cells/µL。設定注射幫浦流量為1 µl/min，

速度為 2.778 mm/s的環境下進行測量。而紅血球尺寸約為 7 µm，故將所偵測到的

強度比值與 7 µm 的檢量線進行比對後獲得深度位置，結果同圖 4-10所示。其中因

所取得的原始紅血球密度極高且生物樣本易有群聚的特性，故除了將紅血球樣本

稀釋外，並設定於高流速的環境下測量，減少樣本互相沾黏的現象。 
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第五章第五章第五章第五章    結論與未來展望結論與未來展望結論與未來展望結論與未來展望    

5-1 結論及綜合討論結論及綜合討論結論及綜合討論結論及綜合討論    

本研究旨於發展一深度偵測系統，盼盼盼盼可運用於微機電系統中各微裝置或微流道可運用於微機電系統中各微裝置或微流道可運用於微機電系統中各微裝置或微流道可運用於微機電系統中各微裝置或微流道

結構內對流動樣之動態偵測分析結構內對流動樣之動態偵測分析結構內對流動樣之動態偵測分析結構內對流動樣之動態偵測分析。。。。扭轉一般對於色相差為光學系統中棘手缺陷的

概念，於本系統中轉化為系統設計原理。當光穿越透鏡時因各波長擁有不同之折

射系數之，不同波長聚焦於不同軸向位置，產生一波長散置型態；運用此不同波

長擁有相對應之軸向位置特性，使本系統可實現深度偵測的目標。 

引入本實驗室自行開發之暗視野系統為照明方式，以提升 SNR；並配合擁有

連續光譜之氙氣燈作為光源。對色差元件材料進行評估後，採用 PMMA 材質之透

鏡作為色散插件；通後端使用 UV-Vis-NIR 光譜儀分析於色散偵測區域之粒子深度

位置。於初步測試中可發現於深度位置或上或下進行 Z 軸位移時，其光譜有藍移

或紅移現象產生，故推斷藍、紅區塊之強度變化與深度位移有二次曲線關係。故

選取兩單支波長其強度改變可作為藍、紅光區域消長之指標，通過正規劃過程後

可消除因零位面選取所造成的誤差，並且確立分析方式。其中選取驅於線性發展

之區域作為檢量線，最佳化後發現 450 nm以及 670 nm之強度比值可得到最佳之

線性度(R2=0.97751)，有效偵測範圍為±15 µm。為使系統更能精準表現出於管道內

不同樣本之深度位置，亦對系統中不同材質色散元件進行測試：低阿貝數 PMMA

以及高阿貝數 BK7 透鏡分別呈現較長偵測範圍以及對樣本尺寸擁有高解析度之特

性。於動態偵測中，可成功以流經診斷區粒子所散射之光強度比值，對照資料線

獲得其相對應深度，解析能力約為 12 particles/s。但因光譜儀敏感度低、取樣速度

慢等因素，不適用於高流速偵測。 

為達成適用於高、低流速偵測之目的，本研究施用雪崩式光電二極體，並對系

統作調整以達到更優化之系統。配合 50：50分光鏡，可將單一光訊號拆分成兩道

光束，並分別通過低帶通以及高帶通濾鏡即可過濾出光訊號內藍、紅光強度值；

同時因使用帶通濾鏡，所得之強度值皆為一定波長範圍(±40 nm)的強度平均值，其
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比使用單支波長更能表示藍紅光區消長行為。為減少管道散射光對高敏度光電偵

測器訊號所造成之干擾，故對光檔插件之入射角度進行調整，於夾角 60°下可有效

減去對管壁的照明，得到較高之 SNR。結合以上對系統調整，可達到更廣偵測範

圍±25 µm，相較於彩色共軛焦顯微系統的有效偵測區間(7 µm-15 µm)更加廣大，且

線性度表現高達 0.99285，使之於後續動態偵測中樣本深度有更精確的演繹。於高

流速(4.167 mm/s)下，可成功的解析出 20 µm 粒子深度位置，其解析能力約可達 126 

particles/s。此系統亦實現對透明生物樣本進行深度偵測，於速度 2.778 mm/s的環

境下，亦成功解析出人類紅血球之深度位置，相較於傳統 micro-PIV的系統可偵測

的流速高約5-8倍。而因雪崩式光電二極體的使用，本系統定可達到更高速的偵測。

且本系統因採取建立資料線進行強度比值對照之方法，故無 Z 軸深度差異度之解

析極限；相對於使用單一波長對焦相對深度之方法，可省去使用微距致動器所造

成的偵測極限。 

綜合以上實驗結果，本系統成功本系統成功本系統成功本系統成功使用短使用短使用短使用短、、、、長波強度比值對深度變化之關係長波強度比值對深度變化之關係長波強度比值對深度變化之關係長波強度比值對深度變化之關係，，，，比比比比

照趨近線性的資料線照趨近線性的資料線照趨近線性的資料線照趨近線性的資料線，，，，對微流道中流動樣本深度進行偵測分析對微流道中流動樣本深度進行偵測分析對微流道中流動樣本深度進行偵測分析對微流道中流動樣本深度進行偵測分析。施用光電二極體施用光電二極體施用光電二極體施用光電二極體

更使本系統可達到快速偵測的目的更使本系統可達到快速偵測的目的更使本系統可達到快速偵測的目的更使本系統可達到快速偵測的目的。同時，減卻大量的精密光學組件，可於各顯

微鏡下使用簡易插件，即可實施對高流量速樣本流體深度量測。並可藉由更換不可藉由更換不可藉由更換不可藉由更換不

同色散插件來達到不同同色散插件來達到不同同色散插件來達到不同同色散插件來達到不同偵測距離以及偵測距離以及偵測距離以及偵測距離以及尺寸解析度的偵測需求尺寸解析度的偵測需求尺寸解析度的偵測需求尺寸解析度的偵測需求，使得系統可彈性運

用於各種目的的測量，於需於需於需於需同時分析同時分析同時分析同時分析多變因多變因多變因多變因之生醫樣本或流場資訊等可為一強大之生醫樣本或流場資訊等可為一強大之生醫樣本或流場資訊等可為一強大之生醫樣本或流場資訊等可為一強大

的偵測的偵測的偵測的偵測、、、、分析工具分析工具分析工具分析工具。 

 

5-2 未來展望未來展望未來展望未來展望 

而於本研究中，仍有部分要點須提出改進或加深討論： 

1. 系統調整以及簡化的可能性系統調整以及簡化的可能性系統調整以及簡化的可能性系統調整以及簡化的可能性 

- 光源的使用：本研究使用頻譜較寬的連續光譜作為光源，主要考慮評估可用光

波段的選取以及取得較為便利；後經本研究最佳化過程後，以選定波長之強度
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比值作為分析方法。若於後使用所選定波長之混成單色光，例如雷射作為光源

較為直觀，且省去帶通濾鏡的使用，減少光學元件的負累。而此時雷射的波段

的選取將為另一重要討論的項目，其使用雷射波長對相互干涉以及其深度對強

度比值線之性度表現兩種情形進行評估以及取捨。 

- 色差透鏡選取：本研究主要挑選兩種較易取得之透鏡：PMMA 以及 BK7 進行

不同阿貝數透鏡的討論，但於通路上可獲取的光學透鏡，隨著阿貝數的增加其

價錢越高，同時裝置於系統內需要短焦距的透鏡，具此兩種特性的光學透鏡通

常需要訂製且價格愈加不斐。若使用菲涅耳透鏡或繞射透鏡(Diffractive lens)

可經設計其上之波紋而達到較長焦深的目的，並且其質輕易於塑造，相較於選

取材質進行色相差範圍的改變，使用不同繞射透鏡可簡易達到不同目的的使用。

另亦可跳脫單純使用色相差作為偵測原則的系統，使用球面鏡所造成的球差作

為偵測原則，因球差擁有極長的焦深範圍，更可有效拉寬偵測範圍。 

- 物鏡倍率更換：系統對於不同尺寸之解析確實可經由色散透鏡插件的選取而達

成，但其最終限制於物鏡對一定尺寸的解析能力。更換高倍率的物鏡可達到更

小尺寸樣本的觀測，考量到系統所使用的光檔插件，除其物鏡後方之入光孔徑

要與插件之圖騰互相配合外，亦要求極高之數值孔徑。故系統若可搜尋至較高

倍率、高數值孔徑同時配合光檔插件之設計圖騰，可對小尺寸樣本進行偵測。 

2. 相對以及真實深度位置相對以及真實深度位置相對以及真實深度位置相對以及真實深度位置 

本系統於正規劃過程中，設定物鏡距焦處(光亮度最高處)為參考點，即為零位

面，故後所測得之深度皆相對於零位面之位置，並非絕對位置。由於晶片需經熱

接合製程，故接合後管道尺寸會由於高溫融合後有所變異，無法確信其真實尺寸；

亦因如此，於管道內創造一真實深度位置之平台有其難度。若此系統運用於管道

內微機構性能或設計的測試，絕對或相對位置的測量並無差別，故於本研究中並

無對真實深度的測量進行探討。而針對開放空間的深度測量，其真實零位面的設

置就無困難之處，記錄真實零位面之光訊號作為參考點，即可偵測待測樣本真實 Z

軸位移或深度位置。 
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3. 深度改變量與強度比值關係深度改變量與強度比值關係深度改變量與強度比值關係深度改變量與強度比值關係 

於本系統中，以取用定深度範圍內行為趨近線性部分作為有效偵測區域，於微

系統內之偵測已相當足夠。而其於長偵測範圍內可明顯觀察出二次曲線行為，如

同 5-1(A)所示。其中於 Z 軸位置較高處(>20 µm)以及於較低處(< -25 µm)，產生逆

成長現象，表示此時藍光以及紅光強度增量已逐漸失去規則性，表示以選取波長

(450 nm、670 nm)強度比值已無法作為超過此區間的範圍的指標。以±25 µm Z軸位

移範圍內進行二次曲線的 fitting，可得最佳之關係度，如 5-1(B)所示。若於長 Z 軸

位移的偵測，可使用二次曲線作為資料線進行比對後獲得 Z 軸位置。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

本系統成功以色相差方式對微流道中樣本深度位置進行偵測，配合不同色差

透鏡插件、不同角度光檔插件達到不同尺寸解析度以及最佳之線性表現。加以建

立數學模型完成正規過程，於動態偵測時，與此簡單的強度比值方法所建立之資

料線互相對照，即可獲得相應的深度位置。且引入光電偵測器後，使系統有效於

圖 5-1 (A)長範圍深度位移量對強度比值圖(B) 深度範圍±25 µm 對強度

比值圖 
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更高流速情形下進行偵測。整體而言，此發展系統達到預期效果，且插件的設計，

使其擁有於各種顯微鏡下實現的可能，相對於其他光學檢測系統，限制性以及花

費大為下降。 

其應用如於微管道流體行為的觀測有絕對的優勢；一般 PIV 系統下對 Z 軸的

的掃描須借助外部機械掃描平台，或有因使用兩束雷射所造成的對位問題，再，

若管道深埋於不透明基板上，則無法對 X-Z 平面進行偵測。近年對於管道內非牛

頓流體行為之研究興起，本研究可藉由對溶液中流動樣本 Z 軸位置的偵測，分析

管道內非牛頓流體之速度場分布。除了高流速的動態偵測，本系統對靜態試件亦

可進行偵測；一般共軛焦掃描平台皆往高速掃描方像進行改進，以達到高速成像

的目的，但對於需較長時間靜態觀測較為不利。而本系統單純使用色散光投射於

試件上，故未有因較長時間觀測而造成機械過熱、震動等問題，可於細胞培殖可於細胞培殖可於細胞培殖可於細胞培殖、、、、

以及其增升速度等進行偵測以及其增升速度等進行偵測以及其增升速度等進行偵測以及其增升速度等進行偵測；；；；加以使用二次曲線作為資料線的使用加以使用二次曲線作為資料線的使用加以使用二次曲線作為資料線的使用加以使用二次曲線作為資料線的使用，，，，其偵測範圍其偵測範圍其偵測範圍其偵測範圍

可大為增廣可大為增廣可大為增廣可大為增廣，，，，同時同時同時同時，，，，利用資料線的比照方法利用資料線的比照方法利用資料線的比照方法利用資料線的比照方法，，，，使系統具備解析使系統具備解析使系統具備解析使系統具備解析微距變化量微距變化量微距變化量微距變化量之能力之能力之能力之能力。。。。

以上特點使本系統同時擁有對靜以上特點使本系統同時擁有對靜以上特點使本系統同時擁有對靜以上特點使本系統同時擁有對靜、、、、動態物體動態物體動態物體動態物體，，，，高高高高、、、、低速度流動樣本低速度流動樣本低速度流動樣本低速度流動樣本，，，，長距離以及長距離以及長距離以及長距離以及

微距變化量偵測能力微距變化量偵測能力微距變化量偵測能力微距變化量偵測能力，，，，可彈性使用於各種偵測環境可彈性使用於各種偵測環境可彈性使用於各種偵測環境可彈性使用於各種偵測環境。。。。 

針對前節於現階段系統提出的改進方向，大約可歸納出一更為直觀之系統：

使用三色雷射，或三色 LED 混成白光後，入射至色差透鏡後，直接投射於待測物

後偵測。因使用三種單色光，相較於連續光譜之白光，無非選定波長對光訊號的

干擾，故可省去暗視野系統之使用，使系統變得更簡易。而單色綠光可作為參考

點，其固定焦距更省去白光系統內因參考點的選取所造成的偵測誤差，以及真實

位移的確認。但對於單色光波長的選取、混成光路設計、選定單支波長較頻帶無

法成為藍紅波長消長的指標、以及實際對生物樣本測試效能等問題，皆須進行更

深入的實驗以及測試。現因經費以及時間限制，無法於此篇論文內展示此構想系

統的架設以及評估，望於後能投入時間以及人力進行討論。 
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附錄附錄附錄附錄    

於本研究中，由於資料量極為龐大，故提取資料，強度比值計以及檢量線的建

立皆以Matlab計算軟體依照下列code進行運算以及繪製資料圖。 

 

[FileName,PathName] = uigetfile('*.Scope','Select t he Scope-file');  

AllData = importdata([PathName, FileName]);  

n50 = AllData.data;  

 [FileName,PathName] = uigetfile('*.Scope','Select the Scope-file');  

AllData = importdata([PathName, FileName]);  

n45 = AllData.data;  

 [FileName,PathName] = uigetfile('*.Scope','Select the Scope-file');  

AllData = importdata([PathName, FileName]);  

n40 = AllData.data;  

 [FileName,PathName] = uigetfile('*.Scope','Select the Scope-file');  

AllData = importdata([PathName, FileName]);  

n35 = AllData.data;  

 [FileName,PathName] = uigetfile('*.Scope','Select the Scope-file');  

AllData = importdata([PathName, FileName]);  

n30 = AllData.data;  

 [FileName,PathName] = uigetfile('*.Scope','Select the Scope-file');  

AllData = importdata([PathName, FileName]);  

n25 = AllData.data;  

 [FileName,PathName] = uigetfile('*.Scope','Select the Scope-file');  

AllData = importdata([PathName, FileName]);  

n20 = AllData.data;  

 [FileName,PathName] = uigetfile('*.Scope','Select the Scope-file');  

AllData = importdata([PathName, FileName]);  

n15 = AllData.data;  

 [FileName,PathName] = uigetfile('*.Scope','Select the Scope-file');  

AllData = importdata([PathName, FileName]);  

n10 = AllData.data;  

 [FileName,PathName] = uigetfile('*.Scope','Select the Scope-file');  

AllData = importdata([PathName, FileName]);  

n5 = AllData.data;  

 [FileName,PathName] = uigetfile('*.Scope','Select the Scope-file');  

AllData = importdata([PathName, FileName]);  
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n0 = AllData.data;  

 [FileName,PathName] = uigetfile('*.Scope','Select the Scope-file');  

AllData = importdata([PathName, FileName]);  

p5 = AllData.data;  

 [FileName,PathName] = uigetfile('*.Scope','Select the Scope-file');  

AllData = importdata([PathName, FileName]);  

p10 = AllData.data;  

 [FileName,PathName] = uigetfile('*.Scope','Select the Scope-file');  

AllData = importdata([PathName, FileName]);  

p15 = AllData.data;  

 [FileName,PathName] = uigetfile('*.Scope','Select the Scope-file');  

AllData = importdata([PathName, FileName]);  

p20 = AllData.data;  

 [FileName,PathName] = uigetfile('*.Scope','Select the Scope-file');  

AllData = importdata([PathName, FileName]);  

p25 = AllData.data;  

 [FileName,PathName] = uigetfile('*.Scope','Select the Scope-file');  

AllData = importdata([PathName, FileName]);  

p30 = AllData.data;  

 [FileName,PathName] = uigetfile('*.Scope','Select the Scope-file');  

AllData = importdata([PathName, FileName]);  

p35 = AllData.data;  

 [FileName,PathName] = uigetfile('*.Scope','Select the Scope-file');  

AllData = importdata([PathName, FileName]);  

p40 = AllData.data;  

 [FileName,PathName] = uigetfile('*.Scope','Select the Scope-file');  

AllData = importdata([PathName, FileName]);  

p45 = AllData.data;  

 [FileName,PathName] = uigetfile('*.Scope','Select the Scope-file');  

AllData = importdata([PathName, FileName]);  

p50 = AllData.data;  

  

b=[n50(960,2);n45(960,2);n40(960,2);n35(960,2);n30( 960,2);n25(960,2);n

20(960,2);n15(960,2);n10(960,2);n5(960,2);n0(960,2) ;p5(960,2);p10(960,

2);p15(960,2);p20(960,2);p25(960,2);p30(960,2);p35( 960,2);p40(960,2);p

45(960,2);p50(960,2)];  

r=[n50(1811,2);n45(1811,2);n40(1811,2);n35(1811,2); n30(1811,2);n25(181

1,2);n20(1811,2);n15(1811,2);n10(1811,2);n5(1811,2) ;n0(1811,2);p5(1811
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,2);p10(1811,2);p15(1811,2);p20(1811,2);p25(1811,2) ;p30(1811,2);p35(18

11,2);p40(1811,2);p45(1811,2);p50(1811,2)];  

  

B=b./n0(960,2);  

R=r./n0(1811,2);  

  

L=B./R;  

S=-50:5:50;  

  

figure(1)  

plot(S,L,'sb');  
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