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適用於大生物樣本之大口徑顯微
物鏡開發
Development of Large Aperture Microscope 
Objectives for Large Biological Samples

彭偉捷、陳志文、陳銘福
Wei-Jei Peng, Chih-Wen Chen, Ming-Fu Chen

層光螢光顯微技術可提供動態的三維空間高解析成像，為目前應用於生物醫學檢測的重

要技術，近年來以層光螢光顯微術進行全腦取像更是對於腦神經科學的重大應用。由於傳統

商用物鏡的視場角限制，目前仍需要進行影像拼接以觀測高解析大型生物樣本；然而移動物

鏡進行拼接相當耗時，且圖像產生拼接痕跡亦造成圖像不連續與解析度下降等問題。因此客

製一個大視場的顯微物鏡是取得高解析完整影像的必要方式，以本計畫的物鏡需求規格而

言，須具備寬視場 Φ22 mm 可完整拍攝鼠腦影像，以及工作距離大於 30 mm 以針對大型生
物樣本作完整深度掃描，更重要的是解析度須達 1 μm 以觀察活體細胞結構。由於大視場的
因素，場平坦度與縱向色差的修正更是具挑戰性；超低色散材料搭配消色差膠合鏡應用於物

鏡系統的設計與製作，以有效校正縱向色差。其相關光學設計、光機設計與光學檢測等均詳

述於本文中。

Light sheet fluorescence microscopy (LSFM) can provide dynamic three-dimensional high-
resolution image, which is an important technology currently used in biomedical science. In recent 
years, whole-brain image by LSFM has became a major application in neuroscience. Due to the 
limited field of view of traditional commercial objectives, imaging stitching is still required to 
observe high-resolution large biological samples. However, moving the objective lens for stitching 
is time-consuming, and the stitching traces in the image causes problems such as discontinuity 
of the image and reduction of resolution. Therefore, a customized microscope objective with a 
large field of view is indispensable to acquire a high-resolution complete image. According to the 
requirements of this project, specifications include a wide field of view of Φ22 mm to detect the 
whole mouse brain, and a working distance larger than 30 mm to scan deep biological samples. 
Most importantly, the resolving power should achieve 1 μm to observe living cells. Correction 
of field flatness and longitudinal chromatic aberration is more challenging due to the wide field 
of view. The ultra low dispersion material is employed in the achromatic doublets design to 
correct chromatic shift appropriately. The process of optical design, opto-mechanical design and 
measurement are described in detail in this study. 

科儀專欄



88 科儀新知 232期 111.9

一、前言

層光螢光顯微技術 (light sheet fluorescence microscopy, LSFM) 可提供動態的三維空間高
解析成像以及低光毒性等優點，為目前應用於生物醫學檢測相當重要的技術(1-12)。其基本架

構係以兩個正交物鏡，激發光物鏡用以產生層光，偵測物鏡用以接收激發光產生之螢光。極

薄的層光可提供良好的軸向解析度，以及避免離焦的雜光干擾，可取得良好的三維空間解析

度。

近年來 LSFM 於腦神經科學有重大的應用，已有研究針對全腦影像作三維拍攝，例
如拍攝鼠腦的細胞及神經元進行相關研究(1-3)。由於商用物鏡受限於各家廠牌的齊焦距離 
(parfocal length)，導致其視場角 (field of view, FOV) 受到侷限，若要拍攝高解析度大型生物
樣本如鼠腦，只能以影像拼接 (image stitching) 的方式完成。圖 1 為 Niedworok 等人以層光
螢光顯微術拍攝之鼠腦拼接影像(1)，其拼接痕跡清晰可見，其圖像的不連續問題不利於影像

解析度，取像速度更因拼接拍攝而耗費相當多的時間。因此建構一個大視角的顯微物鏡是必

須的，可得到完整無拼接痕跡、高解析的大型生物樣本影像。

Zhang 等人由 343 個商用物鏡專利內建構 484 組設計結構，並以光展量 (etendue 
G-value) 為鏡頭作統計，G-value 定義如下所示(13)：

(1)2(2 NA)
4 objG yπ

= ⋅

其中 NA 為數值孔徑，yobj 為物高 (即為 FOV)。經統計超過 90% 的物鏡其 G-value 介於 
0.0243 至 0.9503 mm2 之間，如圖 2 中藍色與紫色的曲線範圍內。本案客製化物鏡的物高 11 
mm、NA 0.3，G-value 達 34.2 mm2，其標註於圖 2 的星號位置。很明顯已脫離一般商用物
鏡的 G-value 範圍，介於曝光機鏡頭與商用物鏡之間，因此屬於客製化物鏡系統的範疇。雖
然 G-value 尚未至曝光機鏡頭等級，然而曝光機鏡頭為單色光設計，此客製化物鏡仍需作消
色差設計，因此在設計與製作上仍屬不易。

圖 1. 以層光螢光顯微術拍攝之鼠腦拼接影像(1)。
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圖 2.  一般物鏡的 FOV 與 NA 關連圖(13)。

二、顯微物鏡系統規格

為了觀察大生物樣本，視場角維持設定為 Φ22 mm，其可涵蓋完整鼠腦的範圍。由於
激發光產生的螢光光譜分別落在 520、600 及 670 nm，我們將物鏡系統的工作波長制定於 
520－670 nm 的範圍內。系統解析度 (resolving power) 的需求為 1 μm，以便能夠觀察到細胞
結構，根據 Abbe 的繞射極限公式如公式 (2)，其中 d 為解析度，λ 為光波波長，NA 為數值
孔徑 (numerical aperture, NA)，以系統中心波長 0.6 μm 估算，NA 必須達到 0.3 方可達到解
析度 1 μm 需求。

(2)
2NA 2 sin

d
n

λ λ
θ

= =

為了在垂直方向完整掃描大生物樣本，以鼠腦為例，由機構外緣 (mechanical flange) 起
算的工作距離 (working distance) 至少需達 30 mm，工作距離愈大，則樣本可掃描的深度愈
深。由於生物樣本必須浸泡於油或水之中，此物鏡系統設計為可共用於油浸 (oil dipping) 或
水浸 (water dipping)，以增加實用性與節省成本。顯微物鏡系統規格彙整如表 1 所示。

表 1. 顯微物鏡系統規格。

Specification of microscope objective system
Immersion media Oil/Water dipping

Wavelength 520/ 600/ 670 nm
NA 0.3

FOV Φ22 mm
Working distance ≥ 30 mm

為利於鏡頭檢測、避免整組鏡頭過長及過重、並保留放大率調整彈性及平行光段利於

置入光學元件而不影響光學品質等因素(14)，我們將物鏡系統分拆為物鏡 (objective lens) 及筒
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鏡 (tube lens)，且皆為無限共軛 (infinity-conjugate)。無限共軛利於鏡頭的光學檢測，可使用
如 Trioptics MTF 檢測儀(15) 以狹縫準直光或 Zygo 干涉儀(16) 以雷射準直光進行調制傳遞函數 
(modulation transfer function, MTF) 的檢測。MTF 可針對光學系統品質進行量化的評價，係利
用不同空間頻率的弦波，計算經由鏡頭成像後的調制程度。顯微物鏡系統規劃架構如圖 3，
物鏡端提供高解析力以觀察樣本，筒鏡端則提供符合相機畫素的解析度並控制系統的放大

率。為了訂定筒鏡與系統的光學參數，系統於物端與像端的光學參數關連性如公式 (3) 所示：

NA
NA

T T O

O O T

H FM
H F

= = =

其中 M 為系統放大率，HT 為筒鏡的像高，HO 為物鏡的物高，FT 為筒鏡的焦距，FO 為物鏡
的焦距，NAO 為物鏡的 NA，NAT 為筒鏡的 NA。系統於物端與像端的光學參數如圖 4 所示。

Tube lens Objective Lens

Sensor
Large

biological
sample

圖 3. 顯微物鏡系統架構圖。

Objective lensTube lens

HO

HT

NAT NAO

FO

FO

FT

FT

圖 4. 系統於物端與像端的光學參數。

筒鏡端的相機預計使用型號為 SVS-VISTEK shr411(17)，此相機具備 1.5 億畫素，解析度
為 14192 × 10640 pixels；感測器有效區為 53.36 × 40.01 mm，畫素尺寸為 3.76 μm。經討
論希望能將物鏡的 FOV 影像完整呈現，因此筒鏡成像圈被設計為符合相機有效區的短邊，
使用範圍如圖 5 所示，筒鏡成像圈訂定為 Φ40 mm。此時由公式 3 可計算出系統的放大率為 
1.82 倍 (40/22)，物鏡端的繞射極限光斑 (Airy disk) 為 2.44 μm (1.22 λ/NA = 1.22*0.6/0.3)，經
放大於筒鏡端的光斑為 4.44 μm，相機畫素尺寸 3.76 μm 小於光斑尺寸，因此可順利解析光
斑影像。筒鏡端的 NA 經計算得 0.16 (0.3/1.82)，筒鏡與物鏡的光學規格彙整如表 2。

(3)



91科儀新知 232期 111.9

53 mm
40 m

m

Image circle:
40 mm

圖 5. 筒鏡成像圈於相機的使用範圍。

表 2. 筒鏡與物鏡的光學規格。

Specification of objective lens and tube lens
Magnification 1.82 X

Objective Lens

Conjugate Infinity-corrected
NA 0.3

FOV Φ22 mm
Airy disk 2.44 μm

Tube Lens

Conjugate Infinity-corrected
NA 0.16

Image Circle Φ40 mm
Magnified Airy disk 4.44 μm

三、顯微物鏡光學設計

由於客製化物鏡的視場角達 Φ22 mm，相較於一般同 NA 的商用物鏡，視場角大約是 10 
倍左右，像差的抑制會變得更加困難，因此物鏡設計使用了 12 枚大口徑球面透鏡以校正場
平面度 (field flatness) 與色差 (chromatic shift)。最大鏡片通光口徑 (clear aperture) 位於 L11 達 
Φ110 mm (如圖 6 與圖 7)，由於鏡片口徑大，需選擇熔融頻率 (melt frequency) 較高的材料(18)，

並需與材料商確認是否有足夠大的塊材，以及交期 (lead time) 是否能符合時程。
關於物鏡設計架構，Zhang 等人提出相對工作因子 (relative working factor, k) 的物鏡設

計結構分類方式(13)，如公式 (4) 所示：

W.D.k
f

=

其中 W.D. 為工作距離 (working distance)，f 為物鏡的有效焦距 (effective focal length)。分類
方式如下：當 k 小於 0.5，屬短工作距離，歸類於一般物鏡架構；當 k 介於 0.5 至 2 之間，
屬長工作距離的雙高斯 (double-Gauss) 架構；當 k 大於 2 以上，屬超長工作距離的反遠距 

(4)
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(retrofocus) 架構。此客製物鏡油浸狀態軸上工作距離設計為 72.3 mm，有效焦距設計為 96.3  
mm，因此 k 值為 0.75 (72.3/96.3)，設計結構屬雙高斯架構，有利於長工作距離與良好的公
差容忍度。

為了達到油浸與水浸的使用相容性，L10-L12 分別針對油浸與水浸作設計，L1-L9 則為
共用部分以節省成本。油浸物鏡設計架構如圖 6，鏡頭總長 (total track length, TTL) 為 464 
mm，軸上工作距離為 72 mm；水浸物鏡設計架構如圖 7，鏡頭總長為 466 mm，軸上工作距
離為 57 mm。
以均方根 (root-mean-square, RMS) 光斑尺寸作物鏡優化的像質評價，評價視場由中心至

最外視場 Φ22 mm，評價波長由 520 至 670 nm。於油浸設計中，均方根光斑半徑 (RMS spot 
radius) 由中心的 0.63 μm 至最大視場的 1.15 μm，如圖 8 所示。於水浸設計中，均方根光斑
半徑由中心的 0.63 μm 至最大視場的 0.9 μm，如圖 9 所示。所有視場的均方根光斑半徑皆小
於 1.22 μm 的繞射極限光斑半徑 (Airy radius)。

圖 6. 油浸物鏡設計架構。

圖 7. 水浸物鏡設計架構。
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圖 8. 油浸物鏡的均方根光斑半徑尺寸圖。
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圖 9. 水浸物鏡的均方根光斑半徑尺寸圖。

MTF 一直以來為商用鏡頭的評價指標，因此亦是光學設計像質評價的重要指標。由於
需求解析度為 1 μm，因此制定空間頻率 (spatial frequency) 250 lp/mm 為 MTF 評價基準。
於油浸設計中，中心區域 MTF 約 0.6，全視場 MTF 大於 0.48，如圖 10 所示；於水浸設計
中，中心區域 MTF 約 0.6，全視場 MTF 大於 0.5，如圖 11 所示。理想上物鏡 MTF 設計值
愈貼近繞射極限，其模擬像質愈好，但實際狀況常常會受限於鏡片外形與製程、材料選取與

取得等因素，數值會略有下降。由於物鏡設計的光學品質較貼近於繞射極限，伴隨而來的經

常是高公差敏感度 (high tolerance sensitivity) 的問題，解決方式包含設計架構的選取 (例如雙
高斯架構通常有較佳的公差容忍度)、避免鏡片之間的光線有過大的轉折、鏡片的偏心補償
等方式(19-25)。因此光學設計階段需留意公差分析結果是否能符合需求規格，以避免發生設計

模擬數值極佳，但製作與組裝後無法達到預期規格的問題。
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圖 10. 油浸物鏡的 MTF 圖。
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四、顯微物鏡色差修正

顯微物鏡一般以軸上色差 (longitudinal chromatic shift) 校正程度與場平坦度 (field 
flatness) 作分級(13)。判斷軸上色差的修正程度，一般會與焦深 (depth of focus, DOF) 作比較，
焦深公式如公式 (5) 所示(26)：

2DOF
NA
nλ

=

其中 n 為浸泡介質的折射率，λ 為工作中心波長，NA 為數值孔徑。本案油浸狀態的 DOF 
為 9.7 μm (1.45x0.6/0.32)，水浸狀態的 DOF 為 8.9 μm (1.33x0.6/0.32)。物鏡傳統上以色差作
分類分別為消色差 (achromate)、螢石 (fluorite) 與複消色差 (apochromate) 物鏡三種(13)。消

色差定義紅、藍的雙波段在 2xDOF 內；螢石定義紅、綠、藍的三波段在 2.5xDOF 內；複
消色差則定義紅、綠、藍的三波段 在 DOF 內。這裡的紅、綠、藍波段定義之光譜分別為 
656 nm (C)、588 nm (d)、486 nm (F)。為了修正主要頻譜色差 (primary spectrum chromatic 
aberration)，於物鏡設計內使用了兩組消色差膠合鏡 (achromatic doublets) (L6/L7、L8/L9)，
其膠合鏡分別以火石 (flint) 材料的凹透鏡及冠冕材料 (crown) 材料的凸透鏡所組成。根
據複消色差理論，當兩種材料的部分色散 (partial dispersion) 差值愈小，則二次頻譜色差 
(secondary spectrum chromatic aberration)會愈小(27)。為了達到二次頻譜色差的修正效果，超

低色散材料 (ultra low dispersion material) Ohara S-FPL55 被使用於鏡片 L7 及 L8(18)。

圖 12 為 Ohara 材料的部分色散與色散係數 (Abbe number) 關係圖，部分色散 Pgf 可由公
式 (6) 定義：

g F
gf

F C

n nP
n n

−
=

−

其中 ng、nF 與 nC 分別為折射率於 G-line (436 nm)、F-line (486 nm) 與 C-line (656 nm) 。一般
常用光學玻璃均位於 normal line 附近，為圖 12 的 PBM2 與 NSL7 的連線(18)。當兩個材料均

在 normal line 附近時，則無法產生較小的部分色差的差值；因此當其中一個材料是超低色
散材料如 S-FPL55，其色散係數大於 90 並遠離 normal line (如圖 12 左下紅圈處)，其對於二
次頻譜色差的修正可產生極佳的修正效果。

經光學材料優化，油浸狀態的軸上色差修正為 11.6 μm，略大於 DOF 9.7 μm，如圖 13
所示 (粉色區域為焦深範圍)，色差控制在 1.2xDOF，設計上介於複消色差與螢石之間；水浸
狀態的軸上色差修正為 6.8 μm，色差低於 DOF 8.9 μm，如圖 14 所示，設計上屬複消色差。

五、筒鏡設計

筒鏡 (tube lens) 的功能在於收集物鏡的光線、控制系統放大率並符合相機畫素的解析度
需求。由前述章節的估算，NA 需設計為 0.16、成像圈設計為 Φ40 mm，光學參數如表 2 所
示。筒鏡設計為可共用於油浸與水浸物鏡，以節省成本。由於物鏡的焦距設計為 96.3 mm，
因此筒鏡的焦距設計為 175 mm，以符合 1.82 倍的系統放大率，使影像能夠完整呈現於相機

(5)

(6)
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圖 12. Ohara 材料的部分色散與色散係數關係圖(18)。

圖 13. 油浸狀態的軸上色差修正。
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感測器。由於主要頻譜色差與焦距成正比，因此軸上色差的校正於更長焦距的筒鏡會變得更

加困難。為此筒鏡設計內使用了一組三膠合鏡 (triplet lens)、兩組雙膠合鏡以消除色差，共
由 11 組大口徑球面鏡片所組成，設計架構如圖 15 所示。因相機畫素尺寸 3.76 μm，其奈奎
斯特頻率 (Nyquist frequency) 約 130 lp/mm，此為相機的解析度極限，因此設定為筒鏡 MTF 
評價的空間頻率。如圖 16 所示，中心視場 MTF 大於 0.6，最大視場 MTF 大於 0.4。
關於物鏡與筒鏡的對接，兩者的光瞳位置與口徑必須匹配，以避免光線遮蔽 (light 

shading) 問題，因此筒鏡的出瞳位置與口徑必須與物鏡的入瞳位置與口徑相匹配(28)。物鏡的

入瞳位置由物鏡第一片鏡片頂點往鏡頭內起算 180 mm，油浸物鏡的入瞳口徑為 Φ58 mm，

圖 14. 水浸狀態的軸上色差修正。
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圖 15. 筒鏡設計架構。
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水浸物鏡的入瞳口徑為 Φ62 mm；因此筒鏡的出瞳位置由筒鏡第一片鏡片頂點往鏡頭外起
算設計為 220 mm (預留 40 mm 作為筒鏡與物鏡間的空氣間距)，筒鏡的出瞳口徑設計為 Φ62 
mm，以涵蓋油浸與水浸物鏡的入瞳口徑，兩者光瞳相匹配以避免光線遮蔽，光瞳數據彙整
如表 3 所示。圖 17 為組合物鏡與筒鏡之完整顯微物鏡系統光路圖。

表 3. 筒鏡與物鏡的光瞳數據。

項目 入瞳 (出瞳) 距離 入瞳 (出瞳) 口徑

物鏡
油浸 180 mm Φ58 mm
水浸 180 mm Φ62 mm

筒鏡
220 mm

(40 mm 作為空氣間距)
Φ62 mm

Tube Lens Objective Lens for oil dipping

Tube Lens Objective Lens for oil dipping

Triplet lens

圖 17. 組合物鏡與筒鏡之完整顯微物鏡系統光路圖。

圖 16. 筒鏡的MTF圖。
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六、顯微物鏡系統工程體

物鏡的光機設計 (opto-mechanical design) 如圖 18 所示，係以邊緣承靠 (edge mounting) 
作定位，使用投入式組裝 (drop-in assembly) 的方式達成。為了使光軸達到良好的同心度 
(concentricity)，使用一個大套筒內含五個次套筒的方式進行光機設計(29)。根據公差分析結

果，鏡片 L10 作偏心補償 (de-center compensation)可得到較佳的成像品質良率結果。因此 
L10 被承靠於一個獨立的內套筒，與外圍套筒有一間隙可使用頂針以推動內套筒作偏心補
償。此外鏡片 L12 與其次套筒間有環形槽，以便填入環氧樹脂 (epoxy) 膠以避免油或水的滲
漏。所有的機構件以鋁合金 (Al 5056) 製造並作染黑處理以避免雜散光干擾。物鏡的機構總
長度為 423 mm，最大外徑 Φ170 mm。

Oil

De-center Adjustment

圖 18. 物鏡的光機設計。

Trioptics Opticentric(15) 被使用於此無限共軛物鏡的 MTF 檢測。然而光路的最後一段為
液體，造成光學檢測的極大挑戰。若實際使用液體，除了治具製作不易，其液體的高度控制

會是一大問題，經由公差分析得知，液體的高度公差如同鏡片厚度公差的等級，因此靈敏度

高難以精準控制。為了解決此問題，我們使用折射率相近的鏡片(index-matching lens) 取代
液體作檢測(23)。生物樣本使用的甘油 (Glycerol oil) 折射率為 1.455 (Nd)，與熔融石英 (fused 
silica) 的折射率 1.458 (Nd) 是接近的，因此我們製作熔融石英的平凸透鏡取代甘油作檢測。
如圖 19 為 MTF 檢測架構，紅框處即為透鏡取代甘油的部分。

MTF 調整流程：物鏡立於空氣軸承 (air bearing) 上，藉由旋轉調整至上下光路同軸心，
再以 NA 匹配之物鏡於上方作收光量測 MTF，此時以頂針推動 L10 次套筒作偏心調整，過
程中可得到最佳 MTF 結果。MTF 實測於空間頻率 250 lp/mm 的平均值約 0.54，可符合設計
規格需求與公差分析預期 (如圖 19)。
至於筒鏡的製作與檢測方式，其與物鏡是接近的，在此就不做贅述。圖 20 為物鏡與筒

鏡組裝結合之工程體，左方為筒鏡，右方為物鏡，中間段為連接環。筒鏡的機構總長度為 
378 mm，最大外徑 Φ180 mm，整體物鏡系統機構總長度約 840 mm。

七、結論

適用於大生物樣本檢測之寬視場顯微物鏡系統的工程體已順利完成開發。利用無限共軛

的原理，將系統拆分為物鏡與筒鏡，以利於鏡頭檢測、製作與使用彈性。此客製化顯微物鏡
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圖 19. MTF檢測架構與其結果。

圖 20. 物鏡與筒鏡組裝結合之工程體。

可達到 Φ22 mm 大視場、72.3 mm 的油浸工作距離與 1 μm 的解析度。縱向色差則以超低色
散材料修正二次頻譜色差，將物鏡的軸上色差控制在 1.2xDOF。筒鏡設計則與物鏡匹配光瞳
的位置與口徑，以避免兩者對接導致的光遮蔽問題。根據公差分析結果，以鏡片 L10 進行
偏心補償可得到較佳之成像品質良率，實際於 MTF 檢測儀進行偏心調整與檢測，可得到符
合需求規格之最佳化 MTF。最後物鏡與筒鏡的工程體皆已完成光學 MTF 檢測，並交由客戶
進行後續的層光螢光顯微術取像。期待藉由本次的客製化顯微物鏡系統開發，能夠為國內層

光螢光顯微技術的進展貢獻一份心力！
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