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中文摘要  

近年來，偏振二倍頻顯維術逐漸受到重視，利用不同的線偏振光產生二倍頻

訊號來分析材料結構，成為非線性光學上的重要研究方法。而材料的二階極化率

與其結構密切相關，研究不同材料的二階極化率可用來增加彼此的影像對比程度。 

實驗上我們旋轉半波片與四分之一波片，取得線偏振光，因為分光鏡也會影

響雷射光的偏振特性，造成雷射功率改變，實驗前先測量螢光劑的螢光強度當成

校正功率的工具。  

針對大鼠尾巴肌腱、大鼠氣管軟管、大鼠腿部肌肉，其分子理論模型都是圓

柱對稱，二階極化率只有三個獨立變數，且上述樣品的自然共振波長約在 200nm

～300nm 左右，實驗的雷射波長在 700nm～900nm，故我們引入了 Kleinman 

Symmetry 條件，當材料的自然共振頻率遠高於入射光頻率時，其二階極化率張量

不隨入射光頻率而改變。本論文從廣義的非中心對稱材料的位能出發，得到電子

在三維系統的自然共振頻率、入射光頻率及二階極化率張量的關係，並測量上述

三種材料在不同波長下的二階極化率比值趨近一定值，驗證了在 700nm～900nm

的波長範圍下，這三種生物材料使用圓柱對稱及 Kleinman Symmetry 假設條件的理

論模型值得相信。 

 

 

 

關鍵字： 偏振二倍頻、Kleinman Symmetry、膠原蛋白、肌肉纖維、二階極化

率 



 

 iii

ABSTRACT 

Recently, the polarization-resolved Second Harmonic Generation (SHG) 

microscopy has gained much attention from researchers in the field of non-linear optics 

and becoming an important researching method. The second order susceptibility(χ(2)) is 

closely related to material structure. The χ(2) in different materials can used to enhance 

the contrast of SHG images. 

The linear polarization light is usually be done by rotating the half-wave plate and 

quarter-wave plate. However, the dichroic mirror also alters the power of laser. 

Therefore, in this study, we measured the two-photon fluorescence of a fluorescent 

agent(0.5mg/ml,sulforhodamine b,s1420-5g) to calibrate the change of SHG signal.  

The structure of rat-tail tendons(RTT), rat-trachea cartilages(RTC), and rat-leg 

muscles(RLM) are based on the cylindrical symmetry theory. There have only three 

independent variables of χ(2). The natural resonance frequency of RTT,RTC,RLM are 

about 200nm ~ 300nm, and the excitation laser wavelength is about 700nm ~ 900nm. 

The Kleinman Symmetry assumption was adopted in this study to hold χ(2) as a constant. 

By introducing the general potential of non-centrosymmetric material, it was found that 

the χ(2) ratio of RTT, RTC, and RLC with different wavelengths are approaching 

constants in the three dimension system.These results suggested that applying the 

hypothesis of the cylindrical model and Kleinman Symmetry to such materials is 

suitable. 

keywords： Second Harmonic Generation、Kleinman Symmetry、Collagen、Muscle 

fiber、Second Order Susceptibility. 



 

 iv

目錄 

誌謝 ............................................................................................................................i 

中文摘要 .................................................................................................................. ii 

ABSTRACT ............................................................................................................ iii 

目錄 ..........................................................................................................................iv 

Chapter 1 研究簡介 ........................................................................................... 1 

Chapter 2 實驗原理 ........................................................................................... 3 

2.1  二倍頻原理  ........................................................................................... 3 

基本原理 ................................................................................................ 3 

內在交換對稱（Intrinsic permutation symmetry） .............................. 5 

簡化符號（Contracted notation） ......................................................... 6 

2.2  二倍頻顯微術 ......................................................................................... 7 

光學解析度 ............................................................................................ 7 

鎖模雷射光源(mode-locked laser) ........................................................ 9 

2.3  具圓柱對稱材料理論模型 ................................................................... 11 

2.4  分光鏡造成的相位偏移修正 ............................................................... 13 

分光鏡原理（Dichroic mirror principle） .......................................... 13 

修正分光鏡造成的相位偏移 .............................................................. 14 

2.5  Kleinman Symmetry ........................................................................... 19 

Chapter 3 實驗材料 ......................................................................................... 24 



 

 v

3.1  膠原蛋白（Collagen） ........................................................................ 24 

3.2  肌肉纖維  ..........................................................................................28 

Chapter 4    實驗設計與方法                            30 

4.1  儀器架設    ......................................................................................... 30 

4.2  材料準備    ......................................................................................... 32 

4.3  實驗分析方法 ....................................................................................... 35 

Chapter 5 實驗結果與討論 ............................................................................. 36 

Chapter 6 結論與未來方向 ............................................................................. 46 

REFERENCE .......................................................................................................... 47 

 



 

 vi

圖目錄 

圖 2-1 位能與位置的關係圖 ........................................................................................... 3 

圖 2-2 Airy disk[8] ........................................................................................................... 7 

圖 2-3 (a)可以鑑別(b)恰可鑑別(c)無法鑑別 ................................................................. 7 

圖 2-4 經透鏡產生之繞射條紋 ....................................................................................... 8 

圖 2-5 脈衝雷射功率與時間的關係 ............................................................................... 9 

圖 2-6 (a)兩個波合成(b)三個波合成(c)十個波合成[9] ............................................... 10 

圖 2-7 鎖模雷射強度與頻譜關係 ................................................................................. 10 

圖 2-8 入射電場與膠原蛋白示意圖 ............................................................................ 11 

圖 2-9 雷射光進入樣品深度示意圖 ............................................................................. 12 

圖 2-10 分光鏡透射與反射示意圖 ............................................................................... 13 

圖 2-11 分光鏡造成相位偏移示意圖 ........................................................................... 14 

圖 2-12 確認不同方向的線偏振光角度示意圖 ........................................................... 16 

圖 2-13 光強度與偏振光角度 ...................................................................................... 17 

圖 2-14 二倍頻訊號隨著不同角度的線偏光改變 ....................................................... 18 

圖 3-1 軟骨組織成分[12] .............................................................................................. 25 

圖 3-2 膠原蛋白纖維示意圖[14] .................................................................................. 26 

圖 3-3 膠原蛋白分子排列與 D period 示意圖[15] ...................................................... 27 

圖 3-4 第一類膠原蛋白在穿透式電子顯微鏡下的影像[16] ...................................... 27 

圖 3-5 肌肉纖維的橫紋圖樣[17] .................................................................................. 28 

圖 3-6 肌肉纖維組成示意圖[18] .................................................................................. 28 

圖 3-7 肌凝蛋白(myosin)示意圖[19] ............................................................................ 29 

圖 4-1 偏振二倍頻實驗架設圖 ..................................................................................... 30 



 

 vii

圖 4-2(a)(b) rat-tail tendon 樣品製作流程 .................................................................... 32 

圖 4-3 fresh rat-trachea cartilage .................................................................................... 33 

圖 4-4 軟骨結構(a)大鼠氣管外觀示意圖(b)氣管橫切面結構示意圖 ........................ 33 

圖 4-5 大鼠大腿肌肉冷凍切片 .................................................................................... 34 

圖 5-1 rat-tail tendon 二倍頻強度隨不同偏振光的變化 at 780nm ............................ 36 

圖 5-2 rat-trachea cartilage 二倍頻強度隨不同偏振光的變化 at 745nm ................... 36 

圖 5-3 rat-leg muscle 二倍頻強度隨不同偏振光的變化 at 780nm ............................ 37 

圖 5-4 (a)(b)(c)為單點 fitting 曲線(d)(e)(f)箭頭標示的紅點即為單點 fitting 區域 ... 38 

圖  5-5(a)SHG image of tendon at 780nm(b) 33 31/d d  value(c) 33 31/d d  histogram    

(d) 15 31/d d  value(e) 15 31/d d  histogram ................................................................. 39 

圖  5-6(a)SHG image of trachea at 740nm(b) 33 31/d d  value(c) 33 31/d d  histogram    

(d) 15 31/d d  value(e) 15 31/d d  histogram ................................................................. 40 

圖 5-7(a)SHG image of muscle fiber at 750nm(b) 33 31/d d  value(c) 33 31/d d  histogram    

(d) 15 31/d d  value(e) 15 31/d d  histogram ................................................................. 41 

圖 5-8 rat-tail tendon 在不同波長的 33 31/d d 與 15 31/d d  ............................................... 42 

圖 5-9 rat-trachea cartilage 在不同波長的 33 31/d d 與 15 31/d d  ...................................... 43 

圖 5-10 rat-leg muscle fiber 在不同波長的 33 31/d d 與 15 31/d d ..................................... 44 

 



 

 viii

表目錄 

表 2-1 簡化符號表 ........................................................................................................... 6 

表 3-1 組織中存在的各類膠原蛋白[13] ...................................................................... 26 

 



 

 1

Chapter 1 研究簡介 

近年來，非線性光學中的二倍頻顯微術（Second Harmonic Generation 

Microscopy）廣泛的應用在觀察生物樣本組織，如：第一類膠原蛋白（Type I 

collagen）、第二類膠原蛋白（Type II collagen）、肌原纖維（myofibril），這些具有

非中心對稱（noncentrosymmetric）結構的材料，進而分析上述材料在結構上的差

異[1,2]。二倍頻顯微術最大的優點在於，可以使用較低能量的光子進行實驗，如此

可減低對樣品的傷害，而且只有焦點附近的區域才有二倍頻產生，可達到光學切

片的效果。 

我們使用的方法是，藉由旋轉半波片（half-wave plate）及四分之一波片

（ quarter-wave plate ）， 使 得 在 同 一 平 面 上 產 生 不 同 方 向 的 線 偏 振 

（Linear-Polarization）脈衝飛秒雷射光源（pulse femtosecond laser）。當不同方向的

線偏振光射入材料中，我們發現由材料產生的二倍頻（SHG）訊號有強弱差異，

藉由二倍頻訊號強度隨著不同方向的線偏振光而改變，可以獲得材料的二階非線

性極化率張量 (2)
ijkχ （second -order susceptibility tensor elements）[20,23]。 

實驗結果顯示，雖然第一類膠原蛋白與第二類膠原蛋白都屬於纖維絲狀結構

（fibrilar structure）且具有圓柱對稱性，但第一類膠原蛋白的分子是由兩條α1 多

胜肽鏈（poly-peptide）與一條α2 多胜肽鏈所形成的三股螺旋結構，而第二類膠原

蛋白分子則是由三條α1 多胜肽鏈形成的三股螺旋結構[3]。因此造成二階極化率張

量 (2)
ijkχ 的差異，藉由 (2)

ijkχ 的差異，可以直接利用光學方法分辨組織中第一類及第二

類的膠原蛋白結構，而不需用其他染色標定的方法，減低對樣品的傷害[21]。 

雖然二階極化率張量 (2)
ijkχ 有助於判斷材料結構特性，但數學處理上也相對線性

光學系統複雜。在線性系統中，其極化向量（Polarization） (1)
0i ij jP Eε χ= ，其 (1)

ijχ 稱

為線性極化率（linear susceptibility），可看出 (1)
ijχ 是一個二階張量，即 3×3 的矩陣，

且最多可以有九個分量來描述。但 (2)
ijkχ 是一個三階張量，允許有 27 個分量存在，

造成數學計算上的困難。 
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如果針對第一類及第二類膠原蛋白、肌原纖維（myofibril）等，結構上具有圓

柱對稱（cylindrical symmetry）的材料，其 (2)
ijkχ 的 27 個分量不全然是獨立變數，可

以使得理論模型得到進一步的簡化[4,5]。另外我們使用的雷射光源波長為 780 奈

米，而膠原蛋白及肌肉纖維的自然共振波長約在 200~300 奈米左右[6,31,32]，若激

發光源波長遠大於材料的自然共振波長（即：激發頻率遠小於自然共振頻率），則

可引入 (2)
ijkχ 的克萊曼對稱性（Kleinman's Symmetry [註]：此後以英文稱之）。而

Kleinman symmetry 條件為 (2) (2) (2)...ijk ikj kijχ χ χ= = = ，任意交換下標的位置， (2)
ijkχ 的值保

持不變，若材料只考慮 Kleinman symmetry，可將 (2)
ijkχ 的 27 個獨立變數合併成只有

10 個獨立變數，如此一來更容易建立模型並驗證理論。 

本論文使用不同波長（700 奈米～900 奈米）的激發雷射光源，並且調整半波

片及四分之一波片，使線偏振的激發雷射光射入材料中，實驗材料有第一類膠原

蛋白、第二類膠原蛋白、肌原纖維（myofibril）等三種，利用倒立式的顯微鏡（Inverted 

Microscope）收集上述材料產生的二倍頻（SHG）訊號，並計算在不同波長下、不

同材料的二階非線性極化率，以驗證 Kleinman symmetry 的正確性。 

實驗使用的雷射波長從 700 奈米到 900 奈米，皆無法使材料（type I、type II 

collagen、myofibril）產生明顯共振效應，即偏振光源不會造成材料中電子的能階

躍遷，故理論預測 (2)
ijkχ 在不同波長之下，應要維持一定值。而本實驗結果也顯示 (2)

ijkχ

在測量誤差範圍內，是可以視為一定值，與波長無關，確立了本實驗室使用的波

長範圍下，配合圓柱對稱結構及 Kleinman symmetry，所進行的偏振二倍頻顯微術，

其結果值得相信。 
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Chapter 2 實驗原理 

2.1 二倍頻原理 

基本原理 

二倍頻最早是在 1961 年被發現，而在 1971 年第一次利用二倍頻技術觀察生

物組織[4]。二倍頻是一非線性的光學現象，當入射光的電場足夠強時，材料產生

的極化向量 ( )P t


不再只與入射電場成正比。從古典力學的角度出發，我們可以將

材料中的束縛電子視為處在一位能阱中運動，並且在外來電場的干擾下，在平衡

位置附近運動，簡單考慮一維直線的束縛電子，若其位能為 ( )U x ，平衡位置為 0x ，

則可將位能 ( )U x 以 0x 做展開： 

2 3
0 0 0 0

1 1
( ) ( ) ( ) ( ) ( ) ...

2! 3!
U x U x U x x U x x U x x′ ′′ ′′′= + ⋅ + ⋅ + ⋅ +            （２－１） 

選取位能零點，令 0( ) 0U x = ，並取前兩項作為位能的近似，即： 

2 3 2 3
0 0

1 1
( ) ( ) ( )

2! 3!
U x U x x U x x ax bx′′ ′′′= ⋅ + ⋅ = +                     （２－２） 

 

圖 2-1 位能與位置的關係圖 

由上式可知，「 2ax 」表示一中心對稱的簡諧位能阱，「 2 3ax bx+ 」表示非中心

對稱簡諧位能，如圖 2-1 所示，若一材料在電場夠大的情形下能產生二倍頻訊號
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（SHG），通常 (1) (2) 8/ 10χ χ ≅ ，故要產生明顯的非線性效應，一般來說入射電場強

度至少要是線性的 410 倍以上，實驗上常將雷射光源聚焦在 1 微米平方左右的範

圍，進而產生高強度電場。由理論可知道此材料必須要是非中心對稱

（noncentrosymmetric）的結構，而式（２－２）的位能表示法恰可以描述一維材

料的非中心對稱結構，往後將以此表示法為基礎，推導二階非線性極化率 (2)χ 、入

射光頻率、自然共振頻率的關係。 

  同理，我們也可以將極化向量做展開，若極化向量為 ( )P t


，則： 

(1) (2) (3)
0 0 0

(1) (2) (3)

( ) ( ) ( ) ( ) ( ) ( ) ( ) ...

  = ( ) ( ) ( ) ....

P t e x E t E t E t E t E t E t

P t P t P t

ε χ ε χ ε χ= ⋅ = + + +

+ + +


      

  
　　　　　　

    （２－３） 

此處「e」表示基本電量；「 ( )nχ 」表示 n 階極化張量（susceptibility tensor）。 

  第一項「
(1)

( )P t


」為一階線性項，而「
(2)

( )P t


」為二階非線性極化向量， 

比較（２－３）可以得到： 

(2) (2)
0( )P t EEε χ=

 
 

若將 x y z− − 座標系考慮進去，把
(2)

( )P t


寫成分量的形式，則可得到： 

                        (2) (2)
0

,

( ) j ki ijk
j k

P t E Eε χ=
 

               （２－４） 

由式（２－４）可知，二階極化率張量 (2)
ijkχ 有 27 個分量，故討論非線性的情

形通常要比線性的複雜許多，不過若材料有對稱性存在，可以再減少 (2)
ijkχ 的獨立變

數使問題簡化。現在考慮在空間中，向某方向傳遞的一激發電場 ( )E t ，可寫成： 

                         ( ) ( ) i tE t E r e ω= ⋅


                    （２－５） 

將上式帶入（２－４）中 

                       (2) (2) (2 )
0

,

( ) i t
j ki ijk

j k

P t E E e ωε χ= ⋅
 

           （２－６） 

上式即表示二倍頻（SHG）的產生。入射光的頻率為ω，而材料中因電子振

盪產生的極化向量為 2ω，是入射光頻率的 2 倍。 

另外二倍頻訊號產生，並非所有材料皆可，必須要是非中心對稱

（noncentrosymmetric）的材料才被允許，考慮一維中心對稱材料，其電子可視為
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處在一簡諧位能阱中，即： 21
( )

2
U x kx= 。而電子的受力則與位移成一次方正比，

即： F k x= −
 

。則一維系統單電子的運動方程式（equation of motion）可寫為： 

                        ( )mx x kx eE tγ+ + = −                   （２－７） 

γ：阻尼係數。所以給與材料一反向電場時（ E E→ −
 

），其極化向量P

也應

該反向。接著我們考慮二階極化向量     

    (2) (2) (2) (2)
0 0

, ,

( ) ( )( ) ( )( ) ( )j k j ki ijk ijk i
j k j k

P t E E E E P tε χ ε χ− = − − = = 
   

      （２－８） 

若要使得 (2) (2)( ) ( )i iP t P t− = ，唯一的可能是 (2) ( ) 0iP t = ，可得到 (2) 0ijkχ =  

以上告訴我們，材料若要產生二倍頻訊號，除了電場要夠強以外，還須在非

中心對稱材料上才可發生。 

內在交換對稱（Intrinsic permutation symmetry） 

從上面敘述可知道，考慮 (2)
ijkχ 後，問題會較為複雜，但若考慮內在交換對稱，

則可使得 (2)
ijkχ 從 27 的獨立變數減少成 18 個。考慮一入射電場，其一般式可寫為：

( ) ( ) ni t
n

n

E t E e ωω −=


，而極化向量可表示為 ( ) ( ) ni t
n

n

P t P e ωω −=


，則式（２－４）

可寫成： 

(2) (2)
0( ) ( , , ) ( ) ( )i m n ijk m n m n j m k n

jk mn

P E Eω ω ε χ ω ω ω ω ω ω+ = +            （２－９） 

觀察式（２－８），可發現將 m、n 交換，或是將 j、k 交換時，其值將保持不

變，即： 

(2) (2)( , , ) ( ) ( ) ( , , ) ( ) ( )ijk m n m n j m k n ikj m n m n k n j mE E E Eχ ω ω ω ω ω ω χ ω ω ω ω ω ω+ = +  

上式的物理意義說明，我們無法分辨 ( ) ( )j m k nE Eω ω 入射的先後順序，所以最

合理的假設就是 (2) (2)
ijk ikjχ χ= ，此即為內在交換對稱（intrinsic permutation symmetry）。 
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簡化符號（Contracted notation） 

根據以上的對稱性，為了方便及簡化表示，我們將 (2)
ijkχ 以 ild 表示，並整理如

下表 2-1 所示： 

jk 11 22 33 23,32 31,13 12,21 

l  1 2 3 4 5 6 

表 2-1 簡化符號表 

舉例來說： 

123 132 14dχ χ= =  

※註：２－１參考"R.W. Boyd,  Nonlinear Optics 3rd edition"[7] 
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2.2 二倍頻顯微術 

光學解析度 

任何光學顯微鏡的解析度，都受限於繞射極限，當光通過一孔徑，其波長與

孔徑大小差不多時，將會形成繞射。而雷射光的波長與物鏡的孔徑大小，決定了

光的繞射圖形。因物鏡是圓形透鏡，當繞射發生時，圖形如下所示，稱 Airy disk： 

 

 

 

 

 

 

  圖 2-2 Airy disk(參考[8]，重製圖) 

若透鏡的孔徑為 d ，雷射光波長為λ，Airy disk 從中心到第一暗環的張角為

θ ，則將滿足以下式子： 

             
1.22

sin
d

λθ =          （２－１０） 

當兩個繞射圖形太過接近時，將無法分辨到底是不是同一光源產生，根據雷

利判斷準則（Rayleigh criterion），當其中一方的繞射極大與另一方的第一繞射極小

重疊時，我們恰可分辨是兩繞射圖案，反之兩繞射圖案若小於此距離，則無法鑑

別。以下用圖 2-3 來解釋雷利的判斷準則 

 

圖 2-3 (a)可以鑑別(b)恰可鑑別(c)無法鑑別 

對於一物鏡而言，產生的繞射條紋如下圖所示：
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圖 2-4 經透鏡產生之繞射條紋 

由圖上的幾何關係可以發現： 

                         tan sinR f fθ θ= ⋅ ≈ ⋅              （２－１１） 

因為θ 很小，故上式中我們用了近似的條件， f 為透鏡焦距，R 為第一暗環的

半徑，合併（２－９）、（２－１０）可以得到： 

                          
1.22 f

R
n d

λ ⋅≈
⋅

                   （２－１２） 

n 為透鏡周圍環境的折射率，此外圖中還可看出 tan sin
2

d

f
ϕ ϕ= ≈ ，代入式    

（２－１１）整理後： 

                         
0.61 0.61

sin . .
R

n N A

λ λ
ϕ

≈ ≡
⋅

              （２－１３） 

我們定義 sin . .n N Aϕ⋅ = 稱為物鏡的數值孔徑（Numerical aperture），由上式可

以發現 . .N A 值越大，其R 越小，表示空間上更能分辨兩繞射圖形，故 . .N A 越大，

縱向解析度也越好，而實驗上，我採取的是 . . 0.8N A = 的水鏡進行偏振二倍頻實驗。 
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鎖模雷射光源(mode-locked laser) 

雷射光的好處在於有高方向性（directionality）、高相干性（coherent）以及單

色性（monochromatity），一般來說，根據雷射輸出的時間，可以分成連續波雷射

（CW laser）與脈衝雷射（Pulse laser）兩種[9]，由於要產生二倍頻訊號需要非常

強的電場作用，所以若實驗上採取連續波雷射，如：氦氖雷射或氬雷射，在高功

率的情形之下會造成生物樣本的光破壞（photodamage）。而飛秒脈衝雷射的輸出功

率是呈現週期性的變化，在極短的時間內（約100 fs），輸出極大的功率，因作用

時間很短，故對生物樣品傷害很小[5]。下圖 2-5 表示脈衝雷射隨時間的變化： 

 

 

圖 2-5 脈衝雷射功率與時間的關係 

接著我們要介紹脈衝雷射的原理，首先先以下圖 2-6 做解釋，圖(a)是由兩個

連續週期波，保持相位（phase）相同但頻率不同做疊加原理，圖(b)是三個同相位

但頻率不同的波相加，圖(c)是十個同相位但頻率不同的波相加，發現當越多頻率

的波，保持相同相位做疊加後，就可製造出週期性的脈衝波，特定部分進行完全

建設性干涉形成脈衝的波峯，其他部分則進行完全破壞性干涉使得振幅幾乎為零

[9]，這些過程發生在雷射共振腔中，稱為鎖模（mode-locked），而我們實驗使用的

是鈦-藍寶石雷射（Ti-Sapphier Laser），其頻寬約為 128THz，即波長範圍約 300nm，

而波峯在 800nm。每個脈衝的時間間隔
2L

c
τ = ， L：雷射共振腔長度，每個模態

的頻率間隔
1ν
τ

Δ = ，即圖 2-7 所示 
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圖 2-6(a)兩個波合成(b)三個波合成(c)十個波合成[9]  

 

圖 2-7 鎖模雷射強度與頻譜關係 

一般來說，雷射光對材料的破壞大約與 tΔ 成正比[4,30]， tΔ 表示雷射光的

作用時間（pulse duration），使用鈦-藍寶石雷射，其脈衝作用時間 100t fsΔ  ，故

對樣品破壞極低。另一方面因為作用時間很短，所以可產生的瞬間能量很強，很

容易就觀察出材料的非線性效應。 
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2.3 具圓柱對稱材料理論模型 

我們在實驗上採用的材料是大鼠尾巴肌腱（rat-tail tendon：type I collagen）、

大鼠氣管軟骨（rat-trachea cartilage：type II collagen）、大鼠大腿肌肉（rat muscle：

myosin），這些生物材料的共同特性就是結構上具有圓柱對稱（cylindrincal 

symmetry），並且使用的是線偏振脈衝雷射光源，使得材料產生二倍頻訊號，以下

將推導在線偏振光的情況下，其二倍頻訊號強度與二階極化率張量 ijkχ 的模型。 

  首先以 rat-tail tendon 為例，假設膠原蛋白纖維是在 x z′ ′− 平面上，並且與

x′ 軸夾角 0θ ，而電場 E

沿 y 軸射出紙面，其偏振方向與 x′ 軸夾角 eθ ，在圓柱對稱

的條件下，二階極化向量可分成垂直及平行膠原蛋白纖維如圖 2-8 所示[28]： 

 

圖 2-8 入射電場與膠原蛋白示意圖 

            
(2)

(2)

z zzz z z zxx x x

x xzx z x xxz x z

P E E E E

P E E E E

χ χ
χ χ

= +

= +
     （２－１４） 

其中：                    0 0

0 0

sin( )

cos( )
x e

z e

E E

E E

θ θ
θ θ

= −
= −

             （２－１５） 

由電磁理論可知，強度（intensity）正比於極化向量的平方，即： 2I P∝  

所以二倍頻訊號的強度可以表示成： 

                        * *
SHG z z x xI P P P P∝ +                 （２－１６） 

2 2 2 233 15

31 31

[( ) cos ( ) sin ( )] [( )sin 2( )]SHG o e o e o e

d d
I

d d
θ θ θ θ θ θ ∝ − + − + −   （２－１７） 
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這裡使用簡化符號： 33 31 15; ;zzz zxx xxzd d dχ χ χ= = = ，我們控制不同偏振角度的

入射電場，收集樣品表面反射的二倍頻訊號，並分析二倍頻訊號隨著 0( )eθ θ− 的變

化，進而得出 33 31/d d 、 15 31/d d ， 實驗上要注意的是，避免偏振光源進入樣品太

深，我們採取的方式是，觀察到清楚的二倍頻訊號後，其向下的深度不超過 5 mμ 為

佳，以圖 2-9 為例，否則其數據將與理論預測差異過大，造成此現象的原因是，當

線偏振光源進入材料時，必須要考慮材料本身的雙折射效應（birefringence effect），

故偏振光經過快軸（fast axis）與慢軸（slow axis）將有相位的差異[33]，使得線偏

振光變為橢圓偏振光，以上的模型將不適用。 

 

圖 2-9 雷射光進入樣品深度示意圖 
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2.4 分光鏡造成的相位偏移修正 

分光鏡原理（Dichroic mirror principle） 

在二倍頻顯微術裡，當光打到材料上，可以收集透射光的倍頻訊號（forward 

SHG），或是反射光的倍頻訊號（backward SHG），收集反射的訊號一般說來是較

為方便的，原因是反射光不需要考慮材料厚度造成光的衰減，另一個好處是，反

射光是和入射光同一個物鏡收集，不需在透射光處，再重新使用透鏡或另一物鏡

對焦，故收集反射光訊號對生物材料是比較合適的。由於使用同一顆物鏡收光，

所以需要分光鏡將激發光源與倍頻訊號分開，以下討論其原理。 

  分光鏡主要是利用光的干涉原理[9]，製作上使用兩層介質，其折射率為

1n 、 2n ，如圖 2-10 所示，當光通過分光鏡兩介質介面時，其反射率（η ）將正比

於折射率差值的平方，即： 2
1 2( )n nη ∝ − 。設計上，若介質厚度

1

4
t λ= 時，則反射

光將與入射光相位相反（out-of phase），兩者進行破壞性干涉，使得透射光的強度

增強；若介質厚度
1

2
t λ= 時，反射光與入射光同相位（in phase），兩者進行建設性

干涉，使得反射光增強。一般而言，對單層介面，其反射率大約只有 10%，所以

通常會在分光鏡鍍上多層材質，使反射光增強。由上述分析可知，當光經過分光

鏡反射時，也會因折射率的差異，影響原來光的偏振方向、強度、相位[9,29]。 

 

圖 2-10 分光鏡透射與反射示意圖 
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修正分光鏡造成的相位偏移 

在實驗上，我們是利用半波片（half-wave plate：HWP）及
1

4
波片（quarter-wave 

plate：QWP）來調整需要的線偏振光源，如圖 2-11 所示[27,29]。 

 

圖 2-11 分光鏡造成相位偏移示意圖 

考慮當一線偏振光源經分光鏡反射（或透射）其快軸（fast-axis）與慢軸

（slow-axis）有相位差δ，並且電場對於分光鏡快慢軸的反射（或透射）係數為 fη

和 sη ，定義反射率比值為 f

s

η
γ

η
= ，另外由圖 2-11 可知道，當線偏振光通過

1

4
波片

時，會形成橢圓偏振光，在此處假設
1

4
玻片其慢軸與 x 軸夾角β，現在有一電場沿

著 z 軸傳播，線偏振為 x 方向，寫成 ˆ( cos )oE E t xω=


， oE 表示電場振幅，若經過半

波片後，其線偏振旋轉了α ，其電場可寫為： 

               ˆ ˆ( cos cos ) ( sin cos )o oE E t x E t yα ω α ω= +


       （２－１８） 

而通過
1

4
波片後，其電場沿 ,x y軸的分量寫成： 

             
ˆ(cos cos sin sin sin cos )

ˆ   (cos sin sin sin cos cos )
o

o

E E t t x

E t t y

ϕ β ω ϕ β ω
ϕ β ω ϕ β ω

= −
+ +


      （２－１９） 

其中角度ϕ α β= − ，代表線偏振光經過半波片後，與
1

4
波片慢軸的夾角，接

著經過分光鏡時，考慮相位延遲δ與反射率比γ之後，其電場可寫成 
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ˆ(cos cos sin sin sin cos )

ˆ   [cos sin sin( ) sin cos cos( )]
o

o

E E t t x

E t t y

ϕ β ω ϕ β ω
γ ϕ β ω δ ϕ β ω δ

= −
+ ⋅ + + +


  （２－２０） 

接著利用和角公式展開 sin( )tω ϕ+ 、 cos( )tω ϕ+ ，整理後如下： 

         0 1 2 0 3 4ˆ ˆ( sin cos ) ( sin cos )E E d t d t x E d t d t yω ω ω ω= + + +


  （２－２１） 

其中： 

         

1

2

3

4

cos cos

sin sin

(cos sin cos sin cos sin )

(cos sin sin sin cos cos )

d

d

d

d

ϕ β
ϕ β

γ ϕ β δ ϕ β δ
γ ϕ β δ ϕ β δ

=
= −
= −
= +

          

可以發現 1d 、 2d 、 3d 、 4d 皆與時間無關（time-independent），因為經過分光

鏡反射後是線偏振光，表示電場的 ,x y 分量比值是個常數，可寫成 1 2

3 4

d d

d d
= ，將值

帶入後可得到 tanϕ 的二次方程式： 

                2tan sin 2 tan 2 tan tan sin 2δ β ϕ ϕ δ β− =        （２－２２） 

解為： 

         
2 2 1/21 (1 sin 2 tan )

tan
sin 2 tan

β δϕ
β δ±

± +=       （２－２３） 

上式可看出γ未出現，這表示分光鏡快慢軸造成的反射率比值不影響入射光

的偏振，僅相位延遲δ才會影響光的偏振特性。另外此兩根的乘積

(tan ) (tan ) 1ϕ ϕ+ −⋅ = − ，表示ϕ+ 、ϕ− 角度相差 90°。實驗上，調整半波片與
1

4
波片，

最後經過分光鏡後，選擇特定的兩組α皆可以產生線偏振光。 

  現在我們分析最後的線偏振光角度θ，θ為偏振和 x 軸的夾角，由電場的

分量大小決定，所以寫成： 

  3 4

1 2

sin cos
tan tan cos tan sin

sin cos
y

x

E d t d t

E d t d t

ω ωθ γ β δ γ ϕ δ
ω ω

+= = = −
+

 （２－２４） 

接著將（２－２２）代入（２－２４），替換掉 tanϕ ，則可表示： 

  
2 2 4 4 2 2 1/2tan ( tan 2 cos 2 tan )

tan
2 cos tan

γ θ γ θ γ δ θβ
γ δ θ±

− ± + +=
−

    （２－２５） 

上式的物理意義在於，若知道了分光鏡造成的相位延遲δ，及快慢軸的反射
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率γ（可先於實驗前做測試），轉動
1

4
波片，可以找到對應的線偏振光角度。實驗

上使用的分光鏡，其γ約為 1.03，在 780nm 之下造成的δ約為 52°。另一方面，

為了確定最後打入樣品的是線偏振光，儀器架設圖 2-12 所示： 

      

 

圖 2-12 確認不同方向的線偏振光角度示意圖 

載物台中再放置一偏振片（polarizer），並於上方架設光度計（power meter）

測量光的強度，假如射出的光是線偏振，則我們不斷的旋轉偏振片後，會發現有

一個峰值，且相差 90°的方向光強度幾乎為零，如圖 2-13 所示，這時就可保證打

到樣品表面為線偏振光源。 
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圖 2-13 光強度與偏振光角度 

  最後要考慮的是，雖然偏振光經過半波片與
1

4
波片不影響光功率，但當

不同方向的偏振光經過分光鏡反射時，反射率η也不相同，故功率 P 將有差異，

以下將分析此情況。由電磁理論知道，光的功率與電場平方成正比，寫成：

2 2
x yP E E∝ + ，若最後經分光鏡反射後的電場為 xE 、 yE ，則反射前的電場可寫成

x

x

E

η
、 y

y

E

η
，故反射前與反射後的光功率關係可表示為： 

        
2 2

2 2[( ) ( ) ]

x y
output input

yx

x y

E E
P P

EE

η η

+
= ⋅

+
        （２－２６） 

前面提到，偏振光角度 tan y

x

E

E
θ = 、 y

x

η
γ

η
= ，代入（２－２５）可得： 

                
2

2 2
2 2

1 tan
( )

tanoutput x inputP P
θη γ

γ θ
+= ⋅ ⋅
+

              （２－２７） 

因為分光鏡的η、γ是固定值，由上式可知，最後的線偏振光功率 outputP 只與

θ有關。實驗前我們使用螢光劑（0.5mg/ml,Sulforhodamine B,S1420-5G）測量雙光

子激發的螢光強度做為校正，因雙光子螢光激發為非線性現象，強度和功率平方

成正比，由式（２－２６）可得： 
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2

2 4 2
2 2

1 tan
( )

tanoutputF P
θγ

γ θ
+∝ =
+

                （２－２８） 

F ：雙光子螢光強度（two-photon fluorescence intensity），下圖 2-14 為理論與

實驗曲線，我們利用此結果修正材料產生的倍頻訊號與線偏振光的關係，使得各

方向的線偏振光功率皆一致，以便符合理論所預測的結果[29]。 

 

圖 2-14 二倍頻訊號隨著不同角度的線偏光改變 
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2.5 Kleinman Symmetry 

  先前討論到內在交換對稱（intrinsic pertmutation symmetry），此性質表示 ijkχ 其

j、k 互換，不影響 ijkχ 值，如此一來 ijkχ 獨立變數將從 27 個減為 18 個。而 Kleinman 

Symmetry 條件為，若入射光的頻率 iω 遠離材料的自然共振頻率 0ω ，則 ijkχ 將與入

射光頻率無關，得到： 

(2) (2) (2) (2)
3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2( ) ( ) ( ) ... ( )ijk kij jki ikjχ ω ω ω χ ω ω ω χ ω ω ω χ ω ω ω= + = = + = = + = = = +  

即任意交換 , ,i j k ， (2)
ijkχ 不改變。如此一來，獨立變數將減為 10 個，引入此性質，

可簡化理論模型的複雜計算，以下我們會以一維的非中心對稱材料出發，證明

Kleinman Symmetry 的結果，又因我們觀察的材料都屬於三維物體，故會再將理論

推廣到三維，並得到一簡單結果。由前述２－１得到，一維非中心對稱材料的位

能為 2 3( )U x ax bx= + ，若寫成力的形式則[7]： 

            2 2( ) oxF x m x mD xω= − − ⋅           （２－２９）

其中： 2
oxω 為材料的自然共振頻率，D為常數，若入射光電場為 ( ) i t

oxE t E e ω=  

則我們可以寫下材料其中一個電子的運動方程（equation of motin EOM）： 

                  2 2
0

( )
x x

eE t
x x x D x

m
γ ω+ + + ⋅ = −                   （２－３０） 

xγ 為阻尼係數，接著將位置函數 x 做展開，寫成： 

        (1) (2) (2 ) (3) (3 )( ) ...i t i t i tx t x e x e x eω ω ω= + + +         （２－３１） 

(1)x 表示一階線性項的位置振幅， (2)x 表示產生二倍頻的位置振幅，以此類推，將

式（２－３０）代回（２－２９），並歸納同類項得到： 
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(1) (1) 2 (1)
0

( )
x x

eE t
x x x

m
γ ω+ + = −  －○1  

(2) (2) 2 (2) (1) 2
0 [ ] 0x xx x x D xγ ω+ + + ⋅ =  －○2  

整理一階項 

○1 2 (1) (1) 2 (1)i t i t i t i t
x ox ox

e
x e i x e x e E e

m
ω ω ω ωω ωγ ω − ⋅ ⋅ + ⋅ ⋅ + ⋅ ⋅ = − ⋅ ⋅  

  2 2 (1)( ) ox
x ox

e E
i x

m
ω ωγ ω ⋅

 − + + ⋅ = −  

  (1)
2 2( )

ox

ox x

e E
x

m iω ω ωγ
⋅

 = −
− +

                 （２－３２） 

利用     (1) (1)( ) ( )P Ne xω ω= − ⋅  

         (1) (1)
0( ) ( ) ( )P Eω ε χ ω ω=  

:N 單位體積的原子數，最後得到一階極化率 (1)χ 與自然共振頻率 oxω 的關係為： 

                    

2

(1)
2 2

0 0

( )
( )

( )x

e
N

m
i

χ ω
ε ω ω ωγ

⋅
=

− −
                 （２－３３） 

接著整理二階項 

○2 2 (2) (2 ) (2) (2 ) 2 (2) (2 ) (1) 24 2 [ ] 0i t i t i t
x oxx e i x e x e D xω ω ωω ωγ ω − ⋅ ⋅ + ⋅ ⋅ + ⋅ ⋅ + ⋅ =  

  (2) 2 2
2 2 2 2 2

(2 ) ( )
( 4 ) ( ) ox

ox x ox x

e D
x E

m i i
ω

ω ω ωγ ω ω ωγ
 = ⋅

− + ⋅ − +
 

利用    (2) (2)(2 ) (2 )P Ne xω ω= − ⋅  

        (2) (2) 2
0(2 ) (2 ; , ) ( )P Eω ε χ ω ω ω ω=   
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最後得到二階極化率張量與自然共振頻率 2
oxω 的關係為： 

     

3

2
(2)

2 2 2 2 2
0

( )
(2 )

( 4 ) ( )ox x ox x

e
D N

m
i i

χ ω
ε ω ω ωγ ω ω ωγ

⋅ ⋅
=

− + ⋅ − +
    （２－３４） 

由式（２－３４）發現，當入射光頻率遠小於共振頻率時，即 oxω ω ，可寫成 

3

2
(2)

2 2
0

( )
(2 )

ox ox

e
D N

m constχ ω
ε ω ω

⋅ ⋅
≅ =

⋅ ⋅
 

表示二階極化率張量與入射光頻率無關，由於上述討論是一維結果，故尚無法完

整說明為何互換 (2)
ijkχ 的下標後，不會影響其值。接下來，我們將把位能的形式推廣

到三維問題上面，寫出廣義的非中心對稱的位能如下： 

                    
1 1

( ) ...
2 3ij i j ijk i j kV r k x x D x x x= + +

           （２－３５） 

其中 , ,i j k 表示 , ,x y z，在一維問題 ,k D 為一常數，若寫成上述形式，則 ijk 為二階

張量， ijkD 為三階張量，例如： xyk 對應到「 xyk xy⋅ 」這一項， xxzD 對應到「 xxzD xxz⋅ 」

這一項，可以發現 ijk 共有 9 項變數，而 ijkD 共有 27 項變數。由例子可知道， ijk 、

ijkD 都具有對稱的形式，即滿足： 

ij jik k=  

                   ....ijk ikj kjiD D D= = =         （２－３６） 

故 ijk 實際的獨立變數只有 6 個， ijkD 則有 10 個獨立變數。特別的是 ijk 可用一方陣

表示，寫成： 

              
xx xy xz

yx yy yz

zx zy zz

k k k

K k k k

k k k

 
 =  
 
 

        （２－３７） 
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式（２－３７）為對稱矩陣，故可做對角化處理，也就是說，對於一材料而言，

必定可以選擇一座標軸，使得只有「 , ,xx yy zzk k k 」三項存在。據此，其電子沿著各

軸的運動方程可寫成： 

2 2 2 2
0 2 2 2 x

x x xxx xyy xzz xyz xxz xxy

eE
x x x D x D y D z D yz D xz D xy

m
γ ω+ + ⋅ + + + + + + = −   

2 2 2 2
0 2 2 2 y

y y yxx yyy yzz yyz yxz yxy

eE
y y y D x D y D z D yz D xz D xy

m
γ ω+ + ⋅ + + + + + + = −   

2 2 2 2
0 2 2 2 z

z z zxx zyy zzz zyz zxz zxy

eE
z z z D x D y D z D yz D xz D xy

m
γ ω+ + ⋅ + + + + + + = −   

其中   

i t
x xo

i t
y yo

i t
z zo

E E e

E E e

E E e

ω

ω

ω

=

=

=

  ， (1) (2) (2 ) (3) (3 )( ) ...i t i t i tx t x e x e x eω ω ω= + + + ，且 , ,ox oy ozω ω ω 表示各

軸的自然共振頻率，接著仿照一維的處理方法，我們得到一階項 (1)x 為： 

    (1)
2 2( )

oi
i

oi i

e E
x

m iω ω ωγ
⋅= −

− +
     , ,i x y z=       （２－３８） 

此即一維結果，接著考慮 x 方向的二階項，將有 (2 )i te ω 的項放在一起可得到： 

2 (2) (2 ) (2) (2 ) 2 (2) (2 ) (2 )
10 104 2 0i t i t i t i t

x ox xjn
jn

x e i x e x e D j n eω ω ω ωω ωγ ω− ⋅ ⋅ + ⋅ ⋅ + ⋅ ⋅ + ⋅ =  

2 2 (2)
10 10( 4 2 ) 0x ox xjn

jn

i x D j nω ωγ ω − + + ⋅ + =  

10 10
(2)

2 2

2 2 2 2 2 2

(4 2 )

1
          

(4 2 ) ( ) ( )

          

          (2 ) ( ) ( )

xjn
jn

ox x

oj on
xjn

jnox x oj j on n

x j n

D j n

x
i

e E e E
D

m i m i m i

D D D

ω ω ωγ

ω ω ωγ ω ω ωγ ω ω ωγ

ω ω ω

 =
− −

 ⋅ ⋅= × ⋅ ⋅ − − − + − +  

∝



  



 

 23

其中

2 2 2 2 2 2

1 1 1
(2 ) ; ( ) ; ( )

(4 2 ) ( ) ( )x j n
ox x oj j on n

D D D
i i i

ω ω ω
ω ω γ ω ω ω ωγ ω ω ωγ

= = =
− − − + − +

 

由前計算可知 (2)
xjnx χ∝ ，經過計算後可得到[7]： 

(2)
2 2 2 2 2 2

1 1 1

[(2 ) (2 ) ] ( ) ( )ijk ijk
oi i oj j ok k

D
i i i

χ
ω ω ω γ ω ω ωγ ω ω ωγ

∴ ∝ ⋅ ⋅ ⋅
− − − + − +

（２－３９） 

    (1) (1) (2 ) ( ) ( )ijk i j kD χ ω χ ω χ ω∝ ⋅                  

, , , ,i j k x y z=  

由式（２－３９）可以看出，二階極化率與各軸的共振頻率可拆成三個獨立式子

做相乘，將此結果套用到式（２－１７），可寫成： 

33 2 2 2 2 2 2
0 0 0

1 1 1

( 4 2 ) ( ) ( )zzz zzz
z z z

d D
i i i

χ
ω ω γω ω ω γω ω ω γω

= ∝ ⋅ ⋅
− − − − − −

 

31 2 2 2 2 2 2
0 0 0

1 1 1

( 4 2 ) ( ) ( )zxx zxx
z x x

d D
i i i

χ
ω ω γω ω ω γω ω ω γω

= ∝ ⋅ ⋅
− − − − − −  

15 2 2 2 2 2 2
0 0 0

1 1 1

( 4 2 ) ( ) ( )xxz xxz
x x z

d D
i i i

χ
ω ω γω ω ω γω ω ω γω

= ∝ ⋅ ⋅
− − − − − −  

所以若滿足 Kleinman symmetry 的條件，入射光頻率 , ,ox oy ozω ω ω ω 則： 

2 2 2
33 0 0 0

6
31

2 4
15 0

2 4
31 0

z x xzzz zzz

zxx zxx oz

xxz xxz oz x xxz

zxx zxx oz x zxx

d D
const

d D

d D D
const

d D D

ω ω ωχ
χ ω
χ ω ω
χ ω ω

⋅ ⋅= ≈ ⋅ =

⋅= ≈ ⋅ = =
⋅

              （２－４０） 

此論文主要驗證，若材料具有圓柱對稱，在遠離共振的條件下，其二階極化率比

值 33

31

d

d
、 15

31

d

d
將不隨入射光頻率的不同而改變。 
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Chapter 3 實驗材料 

3.1  膠原蛋白（Collagen） 

膠原蛋白是在人體裡最豐富的蛋白質，將近占了人體所有蛋白質的 30%左右

[10]，韌帶（ligament）與肌腱（tendon）主要是膠原蛋白纖維所構成，其他如：皮

膚、血管、軟骨、角膜等等也都富含膠原蛋白成分。膠原蛋白是位於細胞外間質

（extracellular matrix），結構如繩索般的纖維狀蛋白質，用以連結兩個組織，其主

要功能是維持組織間的結構，並使組織具有彈性，在組織受到外力時，擔任緩衝

的角色。膠原蛋白是蛋白質家族的一員，我們知道胺基酸（amino acid）是構成蛋

白質的基本單元，膠原蛋白也是如此，只是其序列與其他不同，膠原蛋白是以三

條多胜肽鏈 ( )nGly X Y− − − −為週期性排列的三股右手螺旋結構，此序列中Gly 是

甘胺酸（glycine）、 X 是脯胺酸（proline）、Y 是羥脯氨酸（hydroxyproline）。當形

成此結構時，大約各有 1000 個胺基酸分子，主要靠著各胜肽鏈的氫鍵連結，進而

形成穩定的狀態。 

目前已知的膠原蛋白有 28 種類別[11]，在此論文中採用的大鼠尾巴肌腱主要

為第一類膠原蛋白（type I collagen），大鼠氣管中的軟骨主要是第二類膠原蛋白

（type II collagen）。首先討論第一類膠原蛋白，其含量佔總膠原蛋白有 90%，十九

世紀科學家在組織中發現的膠原纖維（collagenous fiber）即為第一類膠原蛋白，目

前也證實是構成組織、器官的重要結構性蛋白質。在生物體中，主要存在於結締

組織中，包含了皮膚、硬骨、肌腱、韌帶、角膜等，其分子是由兩個 1α 與一個 2α

胜肽鏈所形成的螺旋結構，以人類的皮膚為例，在真皮組織中約有 70%是第一類

膠原蛋白，故隨著年紀增長，膠原蛋白老化或缺少，就會使皮膚形成皺紋而失去

彈性。 

第二類膠原蛋白也是屬纖維狀結構，但分子是由三個 2α  鏈形成三股螺旋結

構，主要存在於關節軟骨、眼球玻璃體和椎間盤的髓核中，以軟骨為例，第二類

膠原蛋白約佔了軟骨中的膠原蛋白 80%，其他的組成成分如圖 3-1 所示，隨著年齡
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增加，會逐漸鈣化及降解，喪失關節保護作用，導致骨頭間的磨損並引起疼痛，

特別的是，軟骨組織中沒有淋巴、血管及神經的分布，養分輸送與廢物排出倚賴

的是擴散作用，故受到傷害時不會流血，無法藉血管系統造成發炎反應，所以一

旦受傷將難以復原。第三類膠原蛋白（type III collagen）通常伴隨第一類膠原蛋白

出現，在皮膚、血管、腸胃道等可發現，只是含量較低，約占膠原蛋白總量的 5%，

其功能為保持水分與傷口癒合。膠原蛋白種類繁多，以下列出幾項常見的提供參

考： 

 

圖 3-1 軟骨組織成分[12] 

類型 鍵的組成 組織分布 

I α1、α2 皮膚、硬骨、肌腱、韌帶、角膜 

II α1 關節軟骨、眼球玻璃體 

III α1 皮膚、血管、腸道 

V α1、α2、α3 硬骨、皮膚、胚胎、角膜 

XI α1、α2、α3 軟骨、椎間盤 

XIII α1 內皮細胞、眼球、心臟、骨骼肌 
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XXV α1 大腦 

XXVIII α1 神經 

表 3-1 組織中存在的各類膠原蛋白[13] 

由上面已知，膠原蛋白基本上是以三股胜肽鏈纏繞形成一個單元，以第一類

膠原蛋白為例（如圖 3-1），我們發現每五個單元也會互相纏繞而形成一束膠原微

纖維（microfibrils），其直徑大約在 1nm～5nm 之間，長度可以從數百奈米到數千

奈米，接著膠原微纖維再藉由彼此共價鍵的作用，形成一束直徑約為 20nm～90nm

的膠原細纖維（collagen fibrils），最後這些細纖維再結合成一般我們看到的膠原蛋

白纖維（collagen fibers），若以電子顯微鏡觀察膠原蛋白纖維時，可發現約每間隔

67nm 左右會出現明暗相間的橫紋（或稱 D-period），且明暗條紋長度約為膠原蛋白

分子的四分之一，這是因為膠原蛋白微纖維彼此結合時，是以錯開的方式排列，

如圖 3-3 所示，若明暗條紋的長度為 D，分子間錯開的距離約 0.6D，故當觀察膠

原蛋白時，每個分子重疊的部分使得訊號較弱，會形成暗區，而存在空隙的地方

則會形成亮區。 

 

圖 3-2 膠原蛋白纖維示意圖[14] 
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圖 3-3 膠原蛋白分子排列與 D period 示意圖(參考[15]，重製圖) 

 

圖 3-4 第一類膠原蛋白在穿透式電子顯微鏡下的影像[16] 
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3.2 肌肉纖維 

我們取大鼠腿部肌肉是屬於橫紋肌，因為每一個肌細胞或稱肌纖維（myofiber）

是由每個肌肉的收縮單位—肌小節（sarcomere）重複的週期性排列組成的，所以

在顯微鏡下會呈現明顯的橫紋圖樣，如圖 3-5 所示。從結構上來看，肌纖維是由數

以千計的肌原纖維（myofibrils）所組成，而肌原纖維由許多肌小節（sarcomere）

所組成，相鄰肌小節的分界稱為 Z-line，而肌小節是由含有肌凝蛋白（myosin）的

粗肌絲（thick filament）及含有肌動蛋白（actin）的細肌絲組成（thin filament），

粗肌絲位於肌小節的中央部分，細肌絲則是在肌小節的兩端，在顯微鏡底下較深

色的部分稱為 A band，主要為 thick filament 並與少部分的 thin filament 交錯而成，

在 A band 中純粹只有肌凝蛋白（myosin）的成分稱為 H zone；淺色部分稱為 I band，

只含有 thin filament（actin），結構示意如圖 3-6。 

 

圖 3-5 肌肉纖維的橫紋圖樣[17] 

 

圖 3-6 肌肉纖維組成示意圖[18] 
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接著討論肌凝蛋白（myosin），肌凝蛋白結構還可細分為球型的頭部（heads）

以及鏈狀的尾端（tail or myosin rod）如圖 3-7 所示，進行二倍頻實驗時，我們發

現二倍頻訊號是來自於 thick filament（myosin）的部分，而 thin filament（actin）

並不會產生二倍頻訊號，再來當我們入射不同角度的線偏振光時，肌凝蛋白的頭

部部分並不隨著偏振光的不同，造成二倍頻強度的改變，真正隨著不同偏振光方

向而改變二倍頻強度的，是肌凝蛋白的尾端(myosin tail or myosin rod)部分[20]。 

 

圖 3-7 肌凝蛋白(myosin)示意圖(參考[19]，重製圖) 
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Chapter 4 實驗設計與方法 

4.1 儀器架設 

我們以倒立式雷射掃描顯微鏡（Nicon,TE2000－U）來進行實驗，儀器的架設

如圖 4-1 所示，使用脈衝飛秒鈦－藍寶石雷射（Ti－Sapphrie pulsed laser, Tsunami, 

spectral physics）當成激發光源，可使用的波長範圍在 690nm 到 1080nm，脈衝頻

率為 80MHz，實驗所取的波長範圍在 720nm～900nm 之間。由圖上可看到，雷射

一出來遇到一個半波片與線偏振片，我們藉由旋轉半波片來控制光源打入樣品的

強度，由於線偏振片固定不動，所以旋轉半波片並不影響光的偏振性。之後的一

組半波片與四分之一波片就是實驗上用來產生不同方向的偏振光，為了精準的獲

得角度，我們使用了電動轉盤來旋轉波片，其精準度可以達到 0.0025°，並且約每

差 15°紀錄一組線偏振光。

 

圖 4-1 偏振二倍頻實驗架設圖 

掃描系統是利用電腦控制兩面鏡子（X－Y mirror）獲得二維的樣品影像。分
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光鏡（FF720－SDi01,SEMROCK）在光波長超過 700nm 時會造成反射，低於 700nm

時會使光穿透。由於實驗過程是改變不同波長，所以收到的二倍頻訊號也需要用

不同的濾鏡（ filter）收光，使用的濾鏡有 FF01－390/18、Z390/20、Z420/20

（SEMROCK），最後再由 PMT（photomultiplier tube, R7400T, Hamamatsu）紀錄二

倍頻訊號並轉成電子訊號後由電腦分析。實驗使用的物鏡為 Nicon 40X 

Water-immersion,N.A.=0.8，進行 rat-ail tendon 及 rat-trachea cartilage 實驗是收反射

光，故激發光源與反射的二倍頻訊號都是通過同一個物鏡接收，而 rat-leg muscle

則是收透射的二倍頻訊號，原則上使用 N.A.值越高的物鏡，解析度越高、影像越

好，不過當使用 N.A.值大於 0.8 的物鏡時，會使得光的偏振方向改變，進而影響

實驗精確度[24]。 
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4.2 材料準備 

我們驗證 Kleinman Symmetry 理論使用三種不同的生物材料，分別為大鼠尾巴

肌腱（rat-tail tendon）、大鼠氣管的軟骨（rat-trachea cartilage）及大鼠腿部肌肉（rat-leg 

muscle），首先 rat-tail tendon（type I collagen）的處理方式為，從剛犧牲大鼠身上

取下整條尾巴，切開皮膚後會看到白色如細繩般的組織，並以鑷子取下一段 rat-tail 

tendon，如圖 4-2(a)(b)所示，接著將取下的 rat-tail tendon 以 PBS（phosphate buffered 

saline）沖洗後放置載玻片上，接著以蓋玻片輕壓樣品，利用膠帶將玻片周圍封好，

即可置入顯微鏡下進行二倍頻實驗，當次沒用完的 rat-tail tendon 會放置-80℃下保

存等待下次使用。研究顯示，經-80℃保存後再使用的 rat-tail tendon 不影響其二倍

頻訊號[4]。 

 

圖 4-2(a)(b) rat-tail tendon 樣品製作流程 

軟骨組織（type II collagen）的部分，我們將剛犧牲的大鼠取出其氣管部分，

會發現氣管會呈現紅白相間的排列方式，如圖 4-3 所示： 
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圖 4-3 fresh rat-trachea cartilage 

白色的部分即為我們要使用的軟骨組織，利用手術刀取下軟骨，以 PBS 沖洗

後放置於在玻片上，由於直接蓋上蓋玻片不易固定樣品，故我們先將其四周以雙

面厚膠帶墊高，高度的選擇是讓樣品輕碰到蓋玻片，最後將其封好後即可進行二

倍頻實驗。我們主要觀察為圖 4-4 的 C 型軟骨部分，實驗時需注意區分肌肉與軟

骨。 

 

圖 4-4 軟骨結構(a)大鼠氣管外觀示意圖(b)氣管橫切面結構示意圖 
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最後是大鼠腿部肌肉，同樣的我們將剛犧牲的大鼠以手術刀切開大腿部分，

取下肌肉組織，由於肌肉組織的二倍頻訊號在反射部分及其微弱，難以進行分析。

所以我們將肌肉組織進行冷凍切片，樣品如圖 4-5 所示，其厚度約 7μm，再蓋上

蓋玻片後將其密封好，並取 forward 的二倍頻訊號。軟骨組織與肌肉組織也是將其

放置 -80℃下供下次時使用。 

 

圖 4-5 大鼠大腿肌肉冷凍切片 
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4.3 實驗分析方法 

理論部分已於２－３介紹過了，推導出二倍頻強度與不同偏振光角度的關係

式（２－１７）為：   

       2 2 2 233 15

31 31

[( ) cos ( ) sin ( )] [( )sin 2( )]SHG o e o e o e

d d
I

d d
θ θ θ θ θ θ∝ − + − + −                   

或寫成     2 2 2 2[ cos ( ) sin ( )] [ sin 2( )]SHG o e o e o eI c a bθ θ θ θ θ θ= ⋅ ⋅ − + − + ⋅ −  （４－１） 

                  33 31 15 31/    /    a d d b d d c const= = =  

實驗上我們在每個波長取 14 到 15 組的不同線偏振光（如表 2），並於每個偏

振光角度取三張像素（pixel）為256 256× 影像，再將這三張影像取平均值做為二

倍頻的強度，我們使用 IDL 程式，引用式（４－１）來分析每個 pixel 強度（ SHGI ）

隨著偏振角度的變化，利用最小平方法找出最適合曲線[25,26]，進而求得對應的二

階極化率張量比值 33 31/  d d 與 15 31/  d d 。 

 

表 4-1 不同 HWP、QWP 組合出各角度的線偏振光 
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Chapter 5 實驗結果與討論 

不同角度的線偏振光照射材料後，其二倍頻訊號強度會隨著變化，以下用三

個不同角度的線偏振光，圖 5-1 為 rat-tail tendon、圖 5-2 為 rat-trachea cartilage、圖

5-3 為 rat-leg muscle。從圖 5-1 可以發現，對於 tendon 而言，膠原纖維的走向與偏

振光接近平行時，其二倍頻強度最大；若纖維走向與偏振光接近垂直時，二倍頻

強度最小，此結果是符合先前的理論模型。而在圖 5-2 中，因軟骨的纖維走向不像

tendon 這麼有序，故在整體二倍頻強度的變化較不明顯，但線偏振光與纖維走向

愈有平行趨勢，所得到的二倍頻強度也將越強。而圖 5-3 的 muscle fiber，我們發

現線偏振光若是與纖維走向接近 45°時，得到的二倍頻強度為最大[20,23]。 

 

圖 5-1 rat-tail tendon 二倍頻強度隨不同偏振光的變化 at 780nm 

 

圖 5-2 rat-trachea cartilage 二倍頻強度隨不同偏振光的變化 at 745nm 
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圖 5-3 rat-leg muscle 二倍頻強度隨不同偏振光的變化 at 780nm 

雖然三種材料都屬於圓柱對稱，但其隨著線偏振光的角度不同，強度變化也

不相同，下圖 5-4(a)(b)(c)為其中一個 pixel 的歸一化二倍頻強度隨著線偏振光角度

的變化。不同的曲線，表示這三種材料分別對應到不同的二階極化率 33d 、 31d 、 15d ，

在我們的實驗裡得到 rat-tail tendon 的 33 31/ 1.40d d ≅ 、 15 31/ 0.70d d ≅ ，而 rat-trachea 

cartilage 的 33 31/ 1.20d d ≅ 、 15 31/ 0.40d d ≅ ，rat muscle 則是 33 31/ 0.60d d ≅ 、

15 31/ 0.90d d ≅ ，這告訴我們雖然同是圓柱對稱材料，但在分子尺度下，仍是有結

構上的差異，利用此差異性我們可以有進一步的應用，比如說正常的軟骨細胞形

成大部分是 type II collgen，但在組織工程中，以人類骨髓幹細胞(human bone 

marrow stem cells)誘導分化成軟骨細胞時，卻會同時有 type I and type II collagen 存

在[21,22]，我們可以利用 type I、type II collagen 在 (2)χ 比值上的差異，當成一種影

像對比技術，在一定的區域內，分辨出 type I collgen 與 type II collagen[21]，這是

傳統光學顯微鏡在無任何染色的情況下所做不到的。 
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圖 5-4 (a)(b)(c)為單點 fitting 曲線(d)(e)(f)箭頭標示的紅點即為單點 fitting 區域 

接下來我們進行 area fitting，將影像中每一個 pixel 都藉由 IDL 程式找出對應

的 33 31/d d 與 15 31/d d ，圖 5-5(a)為 tendon 在 780nm 波長下得到的二倍頻影像，(b)(d)

為每一點計算出來的 33 31/d d 與 15 31/d d 以顏色分布圖表示，圖(c)(e)為 33 31/d d 與

15 31/d d 的 histogram，由此得到，對於 tendon 而言，其 33 31/d d 幾乎落在 1.4 附近，

而 15 31/d d 大約落在 0.8 附近，我們對同一波長取兩次影像，計算每一個 pixel 得到

的 33 31/d d 與 15 31/d d 加以平均當成我們的實驗值，並計算標準誤差（standard 
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deviation）。圖 5-5 與圖 5-6 也是如此。 

 

圖 5-5(a)SHG image of tendon at 780nm(b) 33 31/d d  value(c) 33 31/d d  histogram    

(d) 15 31/d d  value(e) 15 31/d d  histogram 
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圖 5-6(a)SHG image of trachea at 740nm(b) 33 31/d d  value(c) 33 31/d d  histogram    

(d) 15 31/d d  value(e) 15 31/d d  histogram 
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圖 5-7(a)SHG image of muscle fiber at 750nm(b) 33 31/d d  value(c) 33 31/d d  

histogram    (d) 15 31/d d  value(e) 15 31/d d  histogram 
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最後將不同入射光波長所得到的二階極化率張量比值整理如下： 

 

圖 5-8 rat-tail tendon 在不同波長的 33 31/d d 與 15 31/d d  



 

 43

 

 

圖 5-9 rat-trachea cartilage 在不同波長的 33 31/d d 與 15 31/d d  
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圖 5-10 rat-leg muscle fiber 在不同波長的 33 31/d d 與 15 31/d d  
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由以上的數據可得出，在我們實驗使用的波長範圍下（700nm～900nm），的

確可將二階極化率的比值 33 31/d d 與 15 31/d d 視為一常數，與入射光頻率無關。另外

我們發現，對於 rat-tail tendon 而言，其誤差較小，推測主因是其纖維的排列方向

很有序且均勻，故各點得到的二階極化率比值均較接近。誤差最大的 rat-leg muscle

我們推測，由前述章節得知會隨著偏振光改變二倍頻訊號的是 myosin tail 的部分，

所以雖 myosin head 會產生二倍頻，但其強度不隨偏振方向而改變，這將使程式

fitting 時會出現較大偏離的 (2)χ 值，故雖 33 31/d d 與 15 31/d d 的平均值相差不大，但

其分佈的範圍較廣而增加誤差值。 
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Chapter 6 結論與未來方向 

Kleinman Symmetry 使用的條件是，當材料的共振頻率遠大於入射光頻率時，

其二階極化率張量與入射光頻率無關，且 (2)
ijkχ 下標互換其值保持不變，可是所謂的

「遠大於」其數量級是多少？本論文驗證，若材料自然共振波長在 200nm～300nm

時，入射光波長在 700nm～900nm 的範圍下，都是可以使用 Kleinman Symmetry

條件，另外我們從三維的廣義位能出發，分析材料電子運動方程，得到任一材料

從理論上可以找到三個主軸，每一主軸上都有其自然共振頻率 oxω 、 oyω 、 ozω ，且

二階極化率張量 (2)
ijkχ 與三個主軸的自然共振頻率有關，且可將 oxω 、 oyω 、 ozω 拆成

各自獨立相乘的形式，故在「理論上」敘述 Kleinman Symmetry 應為：「材料各方

向的自然共振頻率 oxω 、 oyω 、 ozω 皆遠大於入射光的頻率之下， (2)
ijkχ 下標互換其值

保持不變，與頻率無關。」，而我們用了 rat-tail tendon、rat-trachea cartilage、rat-leg 

muscle fiber 等生物材料，因其有圓柱對稱特性，只需考慮 33d 、 31d 、 15d 三項，最

後得到在 700nm～900nm 的 33 31/d d 與 15 31/d d 趨近一常數，驗證了我們的想法。 

未來可以繼續擴大波長範圍進行實驗，找出 33 31/d d 與 15 31/d d 到底會如何變

化？以驗證論文中的理論；另一方面，若是入射光頻率遠大於自然共振頻率，從

式（２－３９）可以得到以下的近似： 

(2)
2 2 2 6

1 1 1 1

[(2 ) (2 )] ( ) ( )ijk
i j ki i i

χ
ω γ ω ω ωγ ω ωγ ω

∝ ⋅ ⋅ ≅
− − + − +

 

若上式可成立，雖同樣滿足入射光頻率與自然共振頻率差距極大，但 (2)
ijkχ 卻與

入射光頻率有關，故 Kleinman Symmetry 在此情形下將不會成立，且此時 (2)
ijkχ 對於

入射光頻率非常敏感，往後也朝此方向繼續實驗發現，或許有機會應用在光學相

關領域。 
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