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• 主要教材：
1. 生物電子顯微鏡學。陳家全，1999，國家科學委員

會。
2. 清晰的奈米世界~初探電子顯微鏡。章效鋒(中國)，

2006，五南文化事業。
• 參考書目：
• 1. Electron Microscopy: Principles and Techniqes. 
• Hayat,2000, Cambridge University Press. 
• 2. Electron Microscopy. Bozzola and Russell, 1998, 
• Jones and Bartlett Publishers. 
• 3. in situ Hybridization in Electron Microscopy. Morel etc. 
• 2001, CRC.



LM生物試樣前處理
(Specimen preparation for light microscopy)

〈石蠟切片〉

〈 Paraffin section 〉



採樣(sampling→)
固定(fixation)→
脫水
(dehydration)→
滲透(infiltration) 
→包埋
(embedding) →
切片(sectioning) 
→染色(staining) 



TEM生物試樣前處理
(Specimen preparation for transmission electron microscopy)



初固定(戊二醛，主要固定蛋白質)→緩衝液浸洗→後固定
(四氧化鋨 ,主要與不飽和脂肪酸結合)(胞膜固定兼有染色
功能, 惟毒性強 )→系列酒精脫水→轉換液→樹酯浸潤→
包埋→固化

SEM







圖2-1







• X ml
配合

Table
2-3
可調

整pH



有時加入蔗糖
(sucrose)作為
維持滲透壓
（osmolarity）
之用, 以避免固
定時造成細胞
皺縮或脹大



SEM生物試樣前處理
(Specimen preparation for scanning electron microscopy)





表3-1



初固定(戊二醛，主要固定蛋白質)→緩衝液浸洗→後固定
(四氧化鋨 ,主要與不飽和脂肪酸結合)(胞膜固定兼有染色
功能, 惟毒性強 )→系列酒精脫水→轉換液→樹酯浸潤→
包埋→固化

SEM





液氣相並存→兩相的界面消失→
表面張力不變→微細構造得以保存

Critical point drying(CPD)



臨界點乾燥機



圖6-13









覆膜的目的：
1.使sample表面更能傳熱、導電→否則充電

現象（charging）會影響觀察
2.較易產生二次電子（secondary electron）
3.保護sample不被電子束（electron beam）

的高熱破壞樣品表面的微細構造

Sputter coater(iron coater)











掃描式電子顯微鏡
(The scanning electron microscope )

(SEM)



100KV穿透式電鏡(TEM):
最高放大倍率60萬倍(含傳
統及數位化二套影像系統)

掃描式電鏡(SEM):

含可在接近大氣真空度下
操作的BSE系統及可做元素
分析的EDX分析儀





TEM  

SEM

EDX BSE



圖12-1





圖1-5

迴轉式唧筒(rotary pump)：真空度約為10-2 torr



Theory of Scanning Electron Microscope

轉子 軸

偏心板
彈簧

吸氣排氣



圖6-37A



表6-5



圖1-6

擴散式唧筒(diffusion pump)：真空度可達10-6  torr
平均自由徑(mean free distance)：電子和空氣分子從一次撞擊到下一次

撞擊間所行進的距離(10-3 torr≒1公尺)



圖6-38A



圖1-7

※理論上解像力可達使用光線波長的一半
※Spherical aberration



圖6-17



圖6-5

• 光是一種波動物質, 當其通過小孔徑時, 會因
干涉（interference）和繞射（diffraction）現象的
共同效應而產生埃氏光環(Airy’s disk), 致使解像
力受影響



圖6-6



圖6-2



圖1-8

Chromatic aberration



表6-2



圖6-15



圖1-9

Astigmatism



圖6-35



圖6-14



圖6-35



→改變電子束和試片間的距離
而有調焦功能

Electron gun
anode

Condenser lens

detector

stage

Variable aperture holder



圖1-3

當燈絲加熱至
2600℃左右
時，會有大
量電子自尖
端釋出,通常
提供燈絲負
60kv至負
100kv的電壓，
以加速電子





圖6-21



圖6-22



圖6-27



圖7-4







圖6-1

Auger electrons

Secondary electrons

Backscattered electrons

Characteristic x-rays

Primary electron beam





Theory of Scanning Electron Microscope

Secondary
electrons

Backscattered electrons

Continuum X-
rays

Auger electrons

Fluorescent X-rays

Cathodoluminescence

Characteristic X-rays





圖7-3B







→改變電子束和試片間的距離
而有調焦功能

Electron gun
anode

Condenser lens

detector

stage

Variable aperture holder







圖7-10

• 電子束撞及到標本(S)上的特定位置時,所產生的二次電子or背向散射電
子被位於法拉第盒(F)(Faraday cage)內的偵測器(detector)(閃爍器, 
scintillator)接收後,可將電子轉換成光子(photons);再經由光管(L) (light 
pipe)傳送至光放大器(photomultiplier) (光電倍增器)



圖7-11



●Eu: 銪, 原子序63, 原子量約152, 有吸收中子的作用







BSE可在低度真空狀態下直接觀察含有水分的樣品



桌上型掃瞄式電子顯微鏡





圖7-33



圖7-24

原子序較大的元素
反射BSE的能力亦
較強, 故呈現較亮
的image



Sn: 錫, 原子序50; Pb: 鉛, 原子序82



圖6-5







加速電壓愈大時,電子探束愈深入樣品
表層,深層的二次電子過多將使亮度增

強,而掩蓋了最表層的訊息





Theory of  Energy Dispersive Spectrometer

SEM  lens

Work distance
15mm
(工作距離)



工作距離: 
標本最表面和其最

接近的透鏡間的距離

WD: 10mm

WD: 35mm
物鏡孔徑: 400um

WD: 35mm
物鏡孔徑: 100um







表7-1



圖7-6



圖7-7
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表7-3



表7-4



圖6-16





圖6-17



Theory of Scanning Electron Microscope

After correction

Before correction

Under focus Just focus Over focus

Just focus

Astigmatism correction method

Specimen:Trachea of rat



圖6-18











Objective lens 

specimen

Detector

①

②

③

① working distance=15mm

② detector interdistance

③ X-ray take off angle=35o

① working distance=15mm

② detector interdistance

③ X-ray take off angle=35o

Specimen need to be 
placed in proper position

Acc.voltage；１５～２５ｋV

X-ray intensity；1000~2000cps

Theory of  Energy Dispersive Spectrometer



TEM  

SEM

EDX BSE





edx5



edx6



edx9





連續X光: 加速電子束撞擊到試樣元素的原子核時, 加速電子改變其方
向, 於是此類電子在原子核的靜電場(electrostatic field)內逐漸

緩慢下來, 並以X光形式釋放出能量, 此種X光不具有元素的特異性, 故也
稱為白輻射(white radiation)或背景輻射(background radiation)








