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摘要 

    數位影像關聯法（Digital Image Correlation, DIC）為一種非接觸式的光學量測

技術，可應用於跨尺度與跨領域的工程問題以及實驗力學研究上，其原理為透過數

位影像分析，追蹤樣本影像表面特徵產生的變化，來取得樣本的位移場與應變場等

物理量；於先進光學技術方面，層光顯微鏡具備高訊躁比、快速的影像採樣速率以

及較低的生物光毒性與光損傷效應等特點，使其被廣泛運用在生物醫學領域，小至

單細胞到大型生物器官都能夠進行觀測。本論文首先將介紹樂高層光顯微鏡的系

統設計以及搭建步驟，並在樂高層光顯微鏡之載物台上將樣本進行平移與旋轉以

及引致變形的操作，再以數位影像關聯法量測樣本的位移場，並將量測位移量與理

論值對照是否相符，以此方法來驗證樂高層光顯微鏡系統的穩定度。 

    論文內容：第一章說明了本論文的研究動機與背景，並簡要介紹本研究開發的

技術和相關應用的方法；第二章將介紹層光顯微技術的發展歷史以及層光顯微鏡

運作的原理，並描述層光顯微鏡的特點，以及其適合觀察生物樣本的優勢；第三章

將介紹數位影像關聯法數學理論，並說明如何在 MATLAB 中操作數位影像關聯法

開源軟體 NCORR；第四章為以樂高積木搭建層光顯微鏡的詳細說明，也會一併介

紹顯微鏡各項元件與控制系統，並展示以樂高層光顯微鏡觀察樂高積木樣本的成

果；第五章為以數位影像關聯法分析光學量測影像的結果；第六章為本論文結論與

未來展望。 
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Abstract 

Digital Image Correlation (DIC) is a non-contact optical measurement technique that can 

be applied to cross-scale and cross-domain engineering problems as well as experimental 

mechanics research. The principle of DIC is to track the changes in the surface features 

of a sample through digital image analysis to obtain the physical quantities such as 

displacement field and strain field of the sample. Light sheet microscopy, characterized 

by high signal-to-noise ratio, rapid image sampling rates, and lower biological 

phototoxicity and photodamage effects, is widely used in the biomedical field, and 

enabling observation ranging from single cells to large biological organs. In this paper, 

we will firstly introduce the system and the construction steps of the LEGO light sheet 

microscope, then observe the sample on the microscope’s stage through translation, 

rotation, and deformation, and then measure whether the displacement field of the 

samples matches with the actual displacement by digital image correlation method, so 

that the stability of the LEGO light sheet microscope can be verified. 

 

Paper content: Chapter 1 provides a literature review on the development and background 

of the digital image correlation method and light sheet microscopy. Chapter 2 introduces 

the development history of light sheet microscopy technology, and the principle of 

operation of light sheet microscope, then compares the advantages and disadvantages of 

layered light microscopy. Also show the reasons why it is suitable for observing biological 

samples. Chapter 3 introduces the theory of digital image correlation and explains how to 

operate NCORR for digital image correlation in MATLAB. In Chapter 4, we will detail 

how to build a simple light sheet microscope using LEGO bricks, as well as introduce the 

microscope's control system and experimental procedures of digital image correlation 

measurements. Chapter 5 presents the measurement results of digital image correlation 

and compares them with experimental data for discussion. Chapter 6 concludes the paper 

and provides future prospects. 

 

Keywords: Light Sheet Microscope, LEGO, Digital Image Correlation, Micro-

Deformation Measurement and Analysis. 
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第一章 緒論 

1.1  研究動機 

    在生醫研究領域中，觀察生物器官內部的原始影像始終是科學家們想要努力

解決的難題，從最早的顯微技術發展至今，科學家們發明了各種類型的顯微影像技

術運用在生物及醫學樣本上，隨著時間的演進，許多未曾遇到的生物謎題慢慢浮現

眼前，對於複雜和活體生物樣本的觀察需求日益增長，並且科學家們開始希望觀察

生物樣本的內部構造時，不必再像早期的顯微術，需要將樣本切割妥善處理後，還

必須在有限的時間內做好觀察與記錄，因此許多非破壞性的顯微術進而開始誕生，

層光顯微術便是其中之先進研究。因為層光顯微鏡可以提供良好的三維空間分辨

率、高訊躁比以及成像快速等許多優點，並且對生物樣本的損壞效果非常小，讓其

在現代生醫領域扮演了非常重要的角色。而為了研製原型顯微光學設備，使用層光

對宏觀乃至微觀尺度的樣本進行觀察，因此本論文嘗試開發一套使用者自行操控

並且使用樂高積木搭建的樂高層光顯微鏡系統，並且利用數位影像關聯法（Digital 

image correlation, DIC）觀察層光顯微鏡樣本移動與變形引致的位移場與實際位移

量相比對，來確認層光顯微鏡的成像品質是否受到機構運作產生的誤差所影響。 

    本論文主要分成三個部分，第一部分是層光顯微技術的發展歷史與演進以及

層光顯微術使用的原理與其在現代生醫領域上的應用。接著介紹數位影像關聯法

軟體 Ncorr[22]影像辨識原理以及操作過程。第二部分為層光顯微鏡系統的搭建，

將詳細說明搭建顯微鏡所需的樂高與電子零件、樂高層光顯微鏡的詳細操作方法，

以及進行數位影像關聯法實驗前的準備步驟。第三部分則是展示樂高層光顯微鏡

使用數位影像關聯法的分析結果，透過分析樣本的運動、變形及懸臂樑實驗，觀察

樂高層光顯微鏡整體系統的穩定性以及因機構作動可能產生的誤差。 
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1.2  研究背景 

    自十七世紀 Antoni van Leeuwenhoek 進行最早的顯微技術研究至今，已經發展

出無數的顯微技術[1]，成為科學家觀察微觀尺度的關鍵基礎。隨著顯微鏡的改良

與放大倍率的提升，微觀世界的樣貌也越來越被人們所發現。然而，在 1873 年由

Abbe 和 Helmholtz 首次發現了光學顯微鏡存在著繞射極限的現象，這是由於光的

波動性造成的干涉與繞射，導致顯微鏡所能得到的最小解析度，僅能是二分之一個

用來觀測的光波長，假如利用波長為 500 奈米的黃光進行觀測，其所能得到的最

高解析度僅有 250 奈米。其中解析度極限 𝑑 被定義為 d =
𝜆

NA
 ，𝜆 是光的波長，

NA為數值孔徑。由於繞射極限，使得光學顯微鏡在解析度有所侷限，為了使得光

學顯微技術可以更加突破達到更高的解析度，科學家開始利用不同方式的光學設

計來搭建顯微鏡，像是三維結構照明顯微技術（3D-SIM）[2]、光激活定位顯微技

術（PALM）[3,4]、隨機光學重建顯微術（STORM）[5]和晶格層光顯微技術（LLSM）

[6,7]來達到超越繞射極限的解析度。在眾多的顯微技術中，螢光顯微術最常被用作

於觀察生物細胞或生物分子，藉由將螢光分子附著在細胞上特定的蛋白質，便可以

從螢光的分布來了解細胞的微觀構造。然而縱使螢光顯微術不受繞射極限的阻礙，

卻因其用來激發螢光分子的汞燈與雷射能量巨大，以傳統方式將光源照射在整片

樣本上激發螢光，一段時間後便會對細胞產生損害。因此科學家開發出一種新技術，

讓激發光源只精準地照射到生物樣品中所要觀察的焦平面上，減少不必要照明所

產生的光毒性。由於只使用了薄薄的一層光源使螢光分子激發，因此對於生物樣本

的損害尤其小，便在當今的生物醫學影像中至關重要。 

    近年來，層光顯微鏡在生物成像的研究中，大幅的發展與應用，層光顯微術的

基本原理是產生一層薄薄的雷射光片，而雷射光片與相機的觀測方向垂直，通過物

鏡照亮樣品的單一平面，將樣品沿著層光移動，便可以逐層地獲取影像，從而在整

個樣品中快速獲得三維影像。此外，層光顯微鏡具有快速平面掃描器，如電子倍增

感光耦合器（EMCCD）或金屬氧化物半導體（CMOS）的鏡頭，具有非常高的靈
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敏度，可以進行高速記錄和高品質的成像。而由於層光顯微鏡的樣本只有小部分的

區域會暴露在照射光下，因此它比傳統的光學共軛焦顯微鏡更具有優勢，例如： 

a. 減少樣本暴露在照射光之下，從而減少了光對細胞產生的漂白。 

b. 消除了光的散射效應，改善了信噪比，以及在焦平面的上方與下方不會對

樣本造成損害。 

    然而，這些進步也帶來了一些技術挑戰，例如:當以非常高的解析度記錄三維

影像時會產生大量的數據，在儲存和分析這些大量的影像不僅需要專用和穩定的

軟硬體，還需要對大量的數據進行分析，而要如何快速地從層光顯微鏡拍攝的大量

資料內篩選出有用的數據也成為一項新的挑戰。 

    本文將根據過去的參考文獻，介紹層光顯微鏡發展過程中使用的各種光學原

理，各種類型層光顯微鏡的成像效果與應用，與搭建層光顯微鏡所需的基礎零部件。

並根據文獻中的基礎原理，使用容易取得的樂高積木搭建一組簡易型層光顯微鏡。 

綜觀文獻，層光顯微鏡因為有精密觀測的需求，常會將顯微鏡架設在光學防震桌上

並搭配精密滑軌，以減少樣品在位移時產生誤差。考量上述震動誤差，本研究亦確

認樂高層光顯微鏡載台是否能夠獲得精準的位移量，本文將使用數位影像關聯法

量測載台移動時產生的位移量，以進行以上確認程序，得知本論文研究搭建顯微鏡，

具有一定程度的準確度，得以於微小尺度拍攝樣本照片。 
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1.3  研究方法 

本研究論文從事中央研究院應用科學研究中心陳壁彰老師指導之層光顯微技

術，以樂高積木為架構，搭配 3D 列印零件、步進馬達及樹梅派相機等元件，開發

建構了一款具備基礎層光及顯微功能的樂高層光顯微鏡。並透過此樂高層光顯微

鏡作為實驗平台，對載物台上的樣本進行了位移及變形的操控，並利用顯微鏡觀測

樣本的變化。同時，我們採用數位影像關聯法來量測樣本的位移及變形場，並將實

驗數據與計算結果進行對比分析，以評估樂高層光顯微鏡系統的精度及穩定性。 

1.4  研究內容 

論文內容: 第一章回顧數位影像關聯法與層光顯微技術的發展背景與相關研

究文獻。第二章將介紹層光顯微技術的發展歷史以及層光顯微鏡運作的原理，並比

較層光顯微鏡的優缺點以及其適合觀察生物樣本的原因。第三章將介紹數位影響

關聯法的理論，並說明如何在MATLAB中操作數位影響關聯法開源軟體NCORR。

第四章我們將詳細介紹如何使用樂高積木搭建簡易的層光顯微鏡，也會一併介紹

顯微鏡的控制系統以及進行數位影像關聯法量測的實驗步驟。第五章將呈現數位

影像關聯法的測量結果，並將結果與實驗數據進行比較討論。第六章為本論文的結

論與未來展望。 
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第二章 先進層光顯微鏡原理與介紹 

    本章節將探討先進層光顯微鏡的發展歷程[8]，介紹層光顯微技術的原理，並

與傳統顯微技術進行比較，分析其差異與優缺點。同時，本章節將詳細說明搭建層

光顯微鏡所需的各項必要元件，並探討層光顯微鏡目前在各項領域上的應用情況。 

2.1  層光顯微鏡的發展與運作原理 

    在 1903 年，層光(Light sheet)的概念被首次提及，在當時由德國的科學家

Siedentopf 與 Zsigmondy 開發的一種超顯微術(Ultramicroscopy)[9]，透過聚焦陽光

產生的層光來觀察奈米尺寸的黃金顆粒。但真正的應用在顯微技術上是在 1993 

年由 Voie 實驗室所提出的正交平面螢光光學切面(Orthogonal plane fluorescence 

optical sectioning, OPFOS)[10]，其原理是透過圓柱透鏡聚焦雷射光產生的層光，經

過掃描樣本之後，產生三維的影像。如圖 2- 1 所示，為基本的 OPFOS 架構，也就

是現今常稱的層光螢光顯微技術(Light sheet fluorescence microscopy, LSFM)，在這

個系統中，層光是利用圓柱透鏡所產生。架設方面有兩個正交物鏡，一個為激發物

鏡，用來產生層光，另一個為偵測螢光訊號的偵測物鏡，並將樣本置於兩個物鏡之

間，透過可以移動 x、y、z 方向以及旋轉角度 r 的四維平台進行控制，而透過移動

四維平台控制待測物樣本通過雷射掃描，記錄不同位置下樣本截面的變化，再組合

成三維影像如圖 2- 2 所示，便是發展層光顯微鏡最主要達成的技術。 

    在 1995 年，Stelzer 和 Lindek 詳細討論了層光螢光顯微鏡（LSFM）的理論和

設計。在這些研究中，使用針孔來塑造光源的形狀，並將激發物鏡安裝在與偵測物

鏡呈 102°的位置。該系統也被稱為共焦 theta 顯微鏡[11]。儘管 Voie 在 1993 年就

推廣使用層光作為生物影像的成像工具，但層光的技術直到 2004 年才開始蓬勃發

展。2004 年，Huisken 等人將層光的技術應用在螢光顯微鏡上，也就是所謂的擇面

照明螢光顯微術 (Selective plane illumination microscopy, SPIM)[12]來觀察青鱂和

黑腹果蠅的胚胎。此系統的基本設計與 OPFOS 類似，使用柱面透鏡來產生層光，

並將偵測物鏡放在與照明物鏡垂直的位置。 
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圖 2- 2 層光顯微技術擷取三維空間影像的方式[10] 

 

圖 2- 1 層光螢光顯微技術示意圖[10] 
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    2008 年，為了實現大型標本的快速成像以及良好的成像質量，Keller 等人開發

了數位掃描式雷射層光螢光顯微鏡（DLSM）[13]。這項技術的基本概念是利用雷

射掃描儀和 f-theta 透鏡，通過快速掃描雷射穿透樣本，形成虛擬的層光。該系統

的主要優點在於，通過掃描整個樣本的雷射光線，可以產生出均勻強度的層光，這

對於大型樣本的定量成像非常適合。此外，這項技術還允許在許多不同方向上對單

一個樣本進行成像，從而增加了觀察樣本時獲取的資訊量。 

    而自從 SPIM 和 DLSM 技術的開發，這些發展大量改善了層光顯微鏡的成像

性能。然而，在層光顯微鏡中，單一的光源使層光只照亮樣本的一部分，而光穿過

樣本造成的散射和吸收對大型樣本來說尤為嚴重。因此，科學家認為有必要從不同

的角度對大型樣本進行成像，以減少散射和吸收造成的失真。然而，如果要旋轉樣

本的話卻會帶來其他缺點，諸如層光對齊不準、時間上的限制等。為了解決這些問

題，Krzic 等人開發了多視角層光顯微鏡（MuVi-SPIM）[14]。多視角層光顯微鏡如

圖 2- 3 所示，利用四個物鏡（兩個對立的雷射光源和兩個對立的觀測物鏡）沿著

兩個垂直軸進行架設，從而達到同時間內記錄四個不同方向的三維影像。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 2- 3 多視角擇面照明螢光顯微術示意圖[14] 
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圖 2- 4 高斯光束(上圖)與貝索光束(下圖)示意圖[16] 

2.2  虛擬層光技術介紹 

    除了針對系統上的改進，科學家們為了提高層光顯微術在空間中的解析度，因

此開始研究如何才能形成更薄的層光，與之而來的便是虛擬層光技術的發展。在標

準的層光螢光顯微鏡中通常使用高斯光束(Gaussian beam)來產生層光，雖然其產生

的層光可以成功的觀測到活體動態變化，但是因為高斯光束太厚的關係，所以影像

解析度不夠應用於更微小的結構觀察。所以為了解決此一現象，貝索光束(Bessel 

beam)便油然而生[15]。如圖 2- 4 所示，為高斯光束與貝索光束的示意圖[16]，貝索

光束改善了高斯光束太厚和光束太短的缺點，透過產生環狀光束投射在激發物鏡

的後瞳處(rear pupil)，產生出更薄且更長的光束。然而由於貝索光束的特性會在背

景值產生許多的同心圓如圖 2- 5 所示，還是會對樣本造成些許的影響，因此科學

家們利用方法，同時產生約 100 多束的貝索光束，經由彼此間的光學干涉，而形成

背景值較低且超薄光束，而這項技術則被稱之為晶格層光顯微術[17]。 
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圖 2- 5 貝索光束在背景值產生的同心圓[7] 
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圖 2- 6 雷射掃描共軛焦顯微鏡構造與成像原理[18] 

2.3  層光顯微鏡與雷射掃描共軛焦顯微鏡之比較 

    本小節將說明，層光顯微鏡與雷射掃描共軛焦掃描式顯微鏡的差異，並說明兩

者相比較後，層光顯微鏡的優勢。 

    雷射掃描共軛焦顯微鏡做為生物醫學影像中廣泛應用的研究工具，其主要的

運作原理，如圖 2- 6 所示。在雷射掃描共軛焦掃描式顯微鏡中[18]，雷射光源發射

的探測光通過透鏡聚焦到被觀測的物體上，形成一個小光點，透過安裝在針孔光圈

(pinhole)後的掃描器收集來自樣品聚焦面反射的光點，並透由掃描器將影像從點組

成線，從線組成面，最後組成完整的立體影像，共軛焦顯微鏡還具有高解析度的特

性，適合用於觀察細胞組織內的立體結構。然而，雷射掃描共軛焦顯微鏡要從一個

光點組合成影像，勢必花費大量的觀測時間，並且在進行掃描時，雷射光束同時也

會照亮焦平面附近的樣本，從而對樣本產生不必要的損害。而層光顯微鏡使用平面

掃描的方式，一次記錄整個平面，對樣本進行快速的成像，同時也極大地減少光源

激發的能量，使樣本受到的損害降至最低，兩者之間成像的差異如圖 2- 7 所示。

接下來我們就針對層光與共軛焦顯微鏡的成像速度與樣本損害的程度這兩項差異

進行探討。 
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圖 2- 7 共軛焦顯微鏡(左側)與層光顯微鏡(右側)成像方式的差別[19] 

2.3.1 成像速度 

    對比共軛焦顯微鏡，層光顯微鏡將光源和觀測軸分開，極大地提高了成像速度。

為了說明三維成像的速度差異，我們參考一個大約直徑為 1 毫米的樣本。對於完

整的記錄此樣本，需要取樣一個 1 mm³的體積。使用基礎的層光顯微鏡，記錄下一

個平面大約需要 50 毫秒，為了充分取樣通常需要記錄大約 500 個平面。因此，層

光顯微鏡記錄一個完整的樣本將花費 25 秒。而共軛焦顯微鏡通常將 1 mm³體積的

樣本記錄將至少需要 500 秒，花費的時間比層光顯微鏡多出了 20 倍之多。因此，

層光顯微鏡高速的成像能力使其能夠追蹤生物體的快速發育，這是雷射掃描共軛

焦顯微鏡所沒辦法達到的[19]。 

2.3.2 對生物樣本造成的傷害 

    在活體生物樣本觀測中，另一個重要的考慮因素是對樣本的能量沉積。在共軛

焦顯微鏡中，由於較長的曝光時間導致光毒性效應對樣本產生極大的影響。相比之

下，在層光顯微鏡中，樣本接收到的能量主要取決於記錄的層數，這是由於光被控

制在單一平面上。經過計算，在層光顯微鏡中，樣本暴露的光線量比在共軛焦顯微

鏡中少約 100 至 1000 倍，因此層光顯微鏡非常適合在長時的情況下對樣本進行觀

察[19]。 
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圖 2- 8 層光螢光顯微鏡基本構造示意圖[20] 

2.4  層光顯微鏡的基本構造 

    層光螢光顯微鏡的基本構造[19]，如圖 2- 8 所示，以下將簡單介紹層光顯微鏡

使用的各項零部件並介紹每個部件的功能： 

1. 雷射光源：向顯微鏡的光學系統激發出高斯光束，並聚焦於樣本上。 

2. 掃描鏡片：調整雷射光束接觸到樣本的位置。 

3. 柱面透鏡：將雷射光束聚焦在一起，並使雷射光束在通過後能在樣本的位置形

成層光。 

4. 樣本室：裝載待測樣本，透過凝膠或液體將樣本固定在其中。 

5. 濾光鏡：控制穿過光線的波長，消除環境中的光線與可能受到樣品散射的雷射

光。 

6. 面探測器：捕捉反射光線形成影像以進行後續處理。 

7. 光學載台：使樣本在三維空間中穩定移動。 
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圖 3- 1 數位影像關聯法特徵點追蹤示意圖[22] 

第三章 數位影像關聯法應用原理與實作 

    本章節將介紹數位影像關聯法（Digital Image Correlation, DIC）的發展與應用，

以及其運用在力學量測上的優缺點，並且介紹 DIC 技術的原理，最後將詳細介紹

使用在 Matlab 環境下操作數位影像關聯法開源軟體 Ncorr。 

3.1  數位影像關聯法介紹 

    本小節將介紹數位影像關聯法的發展與應用，並說明其優缺點。數位影像關聯

法（Digital Image Correlation, DIC）是一種發展成熟的非接觸式光學測量技術[21]，

DIC 技術具有高精度、高分辨率和適用範圍廣的優點，廣泛應用於材料科學、機械

工程、生物力學等領域。其測量原理是透過數位影像處理和數值計算影像的方法，

量測材料的位移與變形。由於 DIC 透過影像處理進行計算，因此只要適當地製備

樣本，並且在成像系統允許的情況下，便能在各種不同的尺度下使用 DIC 進行分

析，大至數百公尺的橋梁，小至奈米等級的材料，因此 DIC 也被普遍應用在許多

領域上。 

    目前常見的 DIC 軟體均透由圖像配準算法，追踪材料上的特徵點在參考影像

（通常為未變形影像）和目前影像（通常為變形影像）之間的相對位移，追蹤特徵

點的方法如圖 3- 1 所示，紅色十字為選定進行分析之特徵點，利用 DIC 精確定位

出該特徵點位於影像中的位置，並利用相關法運算在參考影像和目前影像之間進

行追蹤。 
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    數位影像關聯法分析，如圖 3- 2 所示，主要操作流程分為實驗架設與影像追

蹤及數據分析，而進行 DIC 分析時，有以下三點關鍵因素影響 DIC 分析的品質： 

1. 特徵點是否明顯：若待測物表面有明顯斑點特徵的話，可直接進行拍攝，但通

常未經處理的樣本表面不會有明顯的特徵點，此時則可利用噴墨的方式在樣

本處表面製造均勻分布的特徵點。 

2. 相機校正：架設穩固的相機系統，建立出正確的影像座標系統。此外若使用兩

台以上的相機拍攝，則可搭配校正板建構不同相機間座標的關聯性以達到三

維量測。 

3. 拍攝實驗影像：為了提升 DIC 分析的精確度，在拍攝影像時要特別注意光線

的調整，盡量在相同環境下拍攝目標影像，讓因影像而產生的誤差降至最低。

而拍攝大量影像時則須留意資料保存與傳輸方式，以避免影像漏失的情況。 

 

 

圖 3- 2 數位影像關聯法操作流程 
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3.2  數位影像關聯法原理 

    本小節將介紹和推導數位影像關聯法（Digital image correlation, DIC）的理論

[22]。數位影像關聯法是一種非接觸式的力學量測方法，能夠量測目標物體的位移

場及應變場。由於 DIC 是以拍攝目標樣本的影像為基礎進行分析，因此對於目標

影像的品質要求很高，諸如光源亮度的變化和拍攝影像的解析度都會大大影響DIC

的分析精準度。而將 DIC 使用在力學量測中，通常是以材料在未受力變形前的狀

態為基準拍攝照片，並將此影像定義為參考影像。在材料受力變形後，便拍攝另一

張照片，並將其定義為目前影像。DIC 分析法通過比較參考影像和目前影像的像素

點的亮度值，找出兩者之間的關聯性，以計算材料在受力變形後的位移場和應變場。

在本文中，我們將使用數位影像關聯法測量樂高層光顯微鏡載台上樣本的位移變

化，藉此觀察樂高層光顯微鏡系統運作的穩定度。 

    本研究中使用的數位影像關聯法軟體為 Ncorr[22]，Ncorr 是一款基於二維平面

子集合計算方法的軟體，子集合運算法的原理是將影像分割為許多區塊，每一個區

塊被稱為子集合，一張影像內可以擁有許多子集合。在圖 3- 3 中參考影像內的圓

形區域為子集合的半徑，而子集合的中心位置定義在參考座標系中的座標，x 的方

向為𝑥𝑟𝑒𝑓𝑐、y 的方向為𝑦𝑟𝑒𝑓𝑐，並以向下及向右為正，𝑥𝑟𝑒𝑓𝑖與𝑦𝑟𝑒𝑓𝑖則為在參考坐標系

中的子集點座標。而在目前座標系下，子集合中心點的 x 與 y 方向位移即為 u 與

v，i 與 j 為相對於子集合中心的座標，因此，𝑥𝑐𝑢𝑟𝑖與𝑦𝑐𝑢𝑟𝑗便目前坐標下的子集點的

x 與 y 座標。如式(3- 1)與式(3- 2)所示，目前座標子集點的位置可表示為，參考座

標的子集點位置加上目前座標子集合中心點位移，在加上目前座標子集合中心點

的位移對𝑥與𝑦方向取偏微分，並乘上參考座標子集點與目前座標子集合中心點的

距離，而下標 rc 則是從參考坐標系上轉移到目前座標系，依此我們可以定義一個

廣義變形向量𝑝如式(3- 3)所示，如式(3- 4)所示，我們也可以將目前座標系的子集

點位置以矩陣的形式來表示。 
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圖 3- 3 參考坐標系與參考影像(左側)、目前座標系與目前影像(右側) 

 

𝑥𝑐𝑢𝑟𝑖 = 𝑥𝑟𝑒𝑓𝑖 + 𝑢 +
𝜕𝑢

𝜕𝑥𝑟𝑐
(𝑥𝑟𝑒𝑓𝑖 − 𝑥𝑟𝑒𝑓𝑐) +

𝜕𝑢

𝜕𝑦𝑟𝑐
(𝑥𝑟𝑒𝑓𝑖 − 𝑥𝑟𝑒𝑓𝑐) (3- 1) 

𝑦𝑐𝑢𝑟𝑗 = 𝑦𝑟𝑒𝑓𝑗 + 𝑣 +
𝜕𝑣

𝜕𝑥𝑟𝑐
(𝑦𝑟𝑒𝑓𝑗 − 𝑦𝑟𝑒𝑓𝑐) +

𝜕𝑣

𝜕𝑦𝑟𝑐
(𝑦𝑟𝑒𝑓𝑗 − 𝑦𝑟𝑒𝑓𝑐) (3- 2) 

𝑝 = [𝑢 𝑣
𝜕𝑢

𝜕𝑥𝑟𝑐
     

𝜕𝑢

𝜕𝑦𝑟𝑐

𝜕𝑣

𝜕𝑥𝑟𝑐

𝜕𝑣

𝜕𝑦𝑟𝑐
]
T

 (3- 3) 

𝜉𝑟𝑒𝑓𝑐 + 𝑊(∆𝜉𝑟𝑒𝑓; 𝑃) = [

𝑥𝑟𝑒𝑓𝑐

𝑦
𝑟𝑒𝑓𝑐

1
] +

[
 
 
 
 
 1 +

𝜕𝑢

𝜕𝑥𝑟𝑐

𝜕𝑢

𝜕𝑦
𝑟𝑐

𝑢

𝜕𝑣

𝜕𝑥𝑟𝑐

1 +
𝜕𝑣

𝜕𝑦
𝑟𝑐

𝑣

0 0 1]
 
 
 
 
 

[

𝑥𝑟𝑒𝑓𝑖 − 𝑥𝑟𝑒𝑓𝑐

𝑦
𝑟𝑒𝑓𝑖

− 𝑦
𝑟𝑒𝑓𝑐

1
] (3- 4) 

接著 DIC 將拍攝影像中的像素點三原色轉化為灰階影像，並以影像中的像

素點強度表示為子集合特徵，以此設定子集合的追蹤基準，轉化為灰階後的參考

影像像素點強度與目前影像像素點強度則定義為 𝐼𝑟𝑒𝑓(𝑥𝑟𝑒𝑓𝑖 , 𝑦𝑟𝑒𝑓𝑗) 、

𝐼𝑐𝑢𝑟(𝑥𝑟𝑒𝑓𝑖 , 𝑦𝑟𝑒𝑓𝑗)，轉成灰階後的參考影像平均值則定義為𝐼𝑟𝑒𝑓𝑚、𝐼𝑐𝑢𝑟𝑚，𝑛(𝑠)值為

S 子集合像素點的總數，詳細的平均值的計算方式如式(3- 5)與式(3- 6)所示，定

義數位影像關聯法參考影像與目前影像的平均值正規化相關係數𝐶𝑍𝑁𝐶𝐶如式(3- 7)

所示，可利用平均值正規化相關係數來定義子集合的中心位置。 
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𝐼𝑟𝑒𝑓𝑚 =
∑ 𝐼𝑟𝑒𝑓(𝑥𝑟𝑒𝑓𝑖 , 𝑦𝑟𝑒𝑓𝑗)(𝐼,𝐽)∈𝑆

𝑛(𝑆)
 (3- 5) 

𝐼𝑐𝑢𝑟𝑚 =
∑ 𝐼𝑐𝑢𝑟(𝑥𝑐𝑢𝑟𝑖 , 𝑦𝑐𝑢𝑟𝑗)(𝐼,𝐽)∈𝑆

𝑛(𝑆)
 (3- 6) 

C𝑍𝑁𝐶𝐶 =

[
 
 
 
 

𝐼𝑟𝑒𝑓(𝑥𝑟𝑒𝑓𝑖 , 𝑦𝑟𝑒𝑓𝑗) − 𝐼𝑟𝑒𝑓𝑚

√∑ [𝐼𝑟𝑒𝑓(𝑥𝑟𝑒𝑓𝑖, 𝑦𝑟𝑒𝑓𝑗) − 𝐼𝑟𝑒𝑓𝑚](𝐼,𝐽)∈𝑆

2

−
𝐼𝑐𝑢𝑟(𝑥𝑐𝑢𝑟𝑖 , 𝑦𝑐𝑢𝑟𝑗) − 𝐼𝑐𝑢𝑟𝑚

√∑ [𝐼𝑐𝑢𝑟 (𝑥𝑐𝑢𝑟𝑖
, 𝑦𝑐𝑢𝑟𝑗

) − 𝐼𝑐𝑢𝑟𝑚](𝐼,𝐽)∈𝑆

2

]
 
 
 
 
2

 

(3- 7) 

    在找出子集合點中心位置後，Ncorr 使用逆合成高斯牛頓法 (Inverse 

Compositional Gauss-Newton，ICGN)非線性最佳化求解器來求解目標的位移場，與

微小的廣義變形向量∆𝑃。為了求解，此時需要先定義一個廣義變形向量的初始猜

測值𝑃𝑜𝑙𝑑，再把矩陣形式的目前座標位置帶入式(3- 4)後，即可得式(3- 8)。並且為

了使平均值正規化相關係數最小化，需對平均值正規化相關係數𝐶𝑍𝑁𝐶𝐶取微分後再

令其為零，如式(3- 9)所示，再將其作一階泰勒展開後，即可以獲得式(3- 10)，並透

過重複的迭代運算將𝑃𝑜𝑙𝑑更新為𝑃𝑛𝑒𝑤，如式(3- 11)所示，直到重複迭代運算到∆𝑃收

斂後，即可獲得廣義變形向量，進而獲取目標影像的位移場。 

𝐶𝑍𝑁𝐶𝐶(∆𝑃) = ∑

[
 
 
 
 

𝐼𝑟𝑒𝑓 (𝜉𝑟𝑒𝑓𝑐 + 𝑊(∆𝜉𝑟𝑒𝑓; ∆𝑃)) − 𝐼𝑟𝑒𝑓𝑚

√∑ [𝐼𝑟𝑒𝑓 (𝜉𝑟𝑒𝑓𝑐 + 𝑊(∆𝜉𝑟𝑒𝑓; ∆𝑃)) − 𝐼𝑟𝑒𝑓𝑚](𝐼,𝐽)∈𝑆

2
(𝐼,𝐽)∈𝑆

−
𝐼𝑐𝑢𝑟 (𝜉𝑟𝑒𝑓𝑐 + 𝑊(∆𝜉𝑟𝑒𝑓; 𝑃𝑜𝑙𝑑)) − 𝐼𝑐𝑢𝑟𝑚

√∑ [𝐼𝑐𝑢𝑟 (𝜉𝑟𝑒𝑓𝑐 + 𝑊(∆𝜉𝑟𝑒𝑓; 𝑃𝑜𝑙𝑑)) − 𝐼𝑐𝑢𝑟𝑚](𝐼,𝐽)∈𝑆

2

]
 
 
 
 
2

 

(3- 8) 

 

∇𝐶𝑍𝑁𝐶𝐶(∆𝑃) = 0 (3- 9) 

∇∇𝐶𝑍𝑁𝐶𝐶(0)∆𝑃 = −∇𝐶𝑍𝑁𝐶𝐶(0) (3- 10) 

W(∆𝜉𝑟𝑒𝑓; 𝑃𝑛𝑒𝑤) = W(∆𝜉𝑟𝑒𝑓; 𝑃𝑜𝑙𝑑)𝑊(∆𝜉𝑟𝑒𝑓; ∆𝑃)
−1

 (3- 11) 

    取得廣義向量計算出位移場後，即可利用廣義特徵向量計算出影像的應變分

佈，Ncorr 使用的計算應變方式為格林-拉格朗日應變張量法，透由此法可以在大變
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形的情況下，求出較精準的橫向、縱向與剪切應變，其分別如式(3- 12)、式(3- 13)、

式(3- 14)所示。 

𝐸𝑥𝑥 =
1

2
(2

𝜕𝑢

𝜕𝑥
+ (

𝜕𝑢

𝜕𝑥
)
2

+ (
𝜕𝑣

𝜕𝑥
)

2

) (3- 12) 

𝐸𝑥𝑦 =
1

2
(
𝜕𝑢

𝜕𝑦
+

𝜕𝑣

𝜕𝑥
+

𝜕𝑢

𝜕𝑥

𝜕𝑢

𝜕𝑦
+

𝜕𝑣

𝜕𝑥

𝜕𝑣

𝜕𝑦
) (3- 13) 

𝐸𝑦𝑦 =
1

2
(2

𝜕𝑣

𝜕𝑦
+ (

𝜕𝑢

𝜕𝑦
)
2

+ (
𝜕𝑣

𝜕𝑦
)
2

) (3- 14) 
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3.3  數位影像關聯法軟體 Ncorr 實作 

    本小節將說明，本研究中使用的數位影像關聯法分析軟體 Ncorr 的操作步驟

[22,23]。Ncorr為一款在MATLAB平台上運行之數位影像關聯法開源軟體，在Ncorr

的官方網站即可下載運行的主程式以及操作手冊，並且在官方網站上也有一些範

例可以提供使用者練習，接下來我們將詳細的介紹 Ncorr 的操作流程。 

    首先，在開啟運行 Ncorr 主程式前，需要在 MATLAB 中安裝 Image Processing

和 Statistics 的工具包以及 C++的編譯器，所以在第一次啟動前，需在 MATLAB 

Command Window 中輸入"mex -setup C++"來安裝編譯器，安裝完上述功能後即可

啟動程式。Ncorr 啟動時，需在 MATLAB Command Window 輸入 handles_ncorr = 

ncorr 以此執行程式，一旦執行後將會彈出 Ncorr 的使用者操作介面如圖 3- 4 所示，

透過這個介面，我們便可在其中進行操作。 

開啟使用者介面後，第一步需要在上方的工具列打開 File 選擇要進行分析的

參考影像與目前影像，也就是材料位移前與材料位移後的影像設定，完成後如圖 3- 

5 所示。接著需要在工具列中點擊 Region of interest，設定我們想要對樣本進行分

析的區域(ROI)，在這裡我們可以用矩形、橢圓形以及自訂的不規則曲線將要分析

的 ROI區域框選而成，如圖 3- 6 所示，也可以用影像處裡的方式，將欲觀測的區

域影像以邏輯符號布林值表示選定。選定分析區域後，接著我們需要在工具列中打

開 Analysis，如圖 3- 7 所示設定數位影像關聯法的各項計算參數，包括子集合的半

徑、子集點的間距、廣義變形向量容許誤差以及廣義變形向量容許迭代次數。設定

的子集合半徑理論上愈小，計算的精準度將會提高但計算時間也會跟著提升。但是

子集合的半徑設定值與樣本標記的大小差別過大，則可能發生找不到正確子集合

位置的情況。參數設定完成後，數位影像關聯法的結果，將會輸出在像素點的位置

上，指定方向的位移或應變數值，子集點的間距𝑑𝑠𝑢𝑏𝑝將影響輸出結果的解析度。

若參考影像的解析度為𝑚𝑟𝑒𝑓 ∗ 𝑛𝑟𝑒𝑓，輸出影像的解析度則為𝑚𝑜𝑢𝑡 ∗ 𝑛𝑜𝑢𝑡，詳細的計

算可由式(3- 15)與式(3- 16)得知。接著我們需要設定參考影像分析時，子集合的位
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圖 3- 4 Ncorr 操作介面 

置如圖 3- 8 所示。選擇時，需要將子集合的位置平均分布在參考影像中，才不會

導致分析失敗，而子集合的數量與電腦中設定計算的平行運算核心的數量相同。分

析完成後，需在 Analysis 中設定影像內每個像素代表的實際距離，此步驟可選定參

考影像，在參考影像中畫一條線，並給定此線在現實中的實際距離，由程式自動進

行轉換如圖 3- 9 所示。數位影像關聯法所有設定全部設定完成後將會如圖 3- 10 所

示，這時便可點選 Plot 查看如圖 3- 11 所示，方才分析的位移場與應變場，並且可

以調整分析結果的上下限，標記出計算結果的最大最小值，也可設定 Transparency

值來過濾掉不必要的雜訊。 

𝑚𝑜𝑢𝑡 =
𝑚𝑟𝑒𝑓

1 + 𝑑𝑠𝑢𝑏𝑝
 (3- 15) 

𝑛𝑜𝑢𝑡 =
𝑛𝑟𝑒𝑓

1 + 𝑑𝑠𝑢𝑏𝑝
 (3- 16) 
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圖 3- 5 Ncorr 參考影像(左)與目前影像(右)設定 

圖 3- 6 ROI 設定 
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圖 3- 7 Ncorr 參數設定 

圖 3- 8 Ncorr 子集合中心位置設定 
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圖 3- 9 數位影像聯法影像像素與實際尺寸轉換設定 

圖 3- 10 數位影像關聯法設定完成畫面 
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圖 3- 11 調整數位影像關聯法分析結果參數 
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第四章 樂高層光顯微鏡系統搭建與分析 

    本章節中，我們首先將介紹製作樂高層光顯微鏡所需的各個部件及材料，並對

於每個零件提供詳細的規格說明。其次，將介紹如何組裝這些零件來建構樂高層光

顯微鏡，以及如何確保顯微鏡運作的穩定性和功能性。再者，將描述操作樂高層光

顯微鏡進行樣本觀測的方法，以及如何通過層光技術進行觀測的具體步驟。特別將

強調在操作過程中需要注意的關鍵點，以確保觀測結果的準確性和一致性。最後，

展示使用樂高層光顯微鏡拍攝樂高積木樣本的觀測結果。這些拍攝成果將通過圖

片和示意圖的形式呈現，並對觀測到的結構和特徵進行詳細的說明。 

4.1  搭建樂高層光顯微鏡系統之零件介紹 

    本小節將詳細介紹搭建樂高層光顯微鏡系統所使用的所有零件和材料，並將

顯微鏡系統分為三個部分進行介紹：樂高顯微鏡支架與實驗載台、顯微鏡控制系統、

光學成像與觀測系統。 

4.1.1 樂高顯微鏡支架與實驗載台 

    顯微鏡支架的主要功能是提供穩定性和支撐，讓顯微鏡在使用的過程中不會

造成移動或晃動，從而避免觀察過程中產生誤差。這對於獲得清晰穩定的觀察結果

非常重要。因此我們採用四片如圖 4- 1 所示的大面積樂高基板做為基礎。這些基

板提供了穩定且廣闊的底部支撐，防止顯微鏡在操作過程中移動。並以方塊狀樂高

積木堆疊而成的柱子，與薄板形狀樂高積木組合形成支架結構，如圖 4- 2 所示，

以便於固定相機和雷射模組。並且為了確保顯為鏡在移動過程中不會受到樂高積

木表面凸起的影響，我們在部分基板上鋪設了光滑平面的樂高積木。這些光滑平面

作為控制系統的運作軌道，使其能夠平穩地移動，提高了系統的操作精度和可靠性。

完成上述組件後，我們即完成了顯微鏡支架的搭建，詳細的零件編號及其對應的零

件清單請參考表 4- 1 所示。 
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圖 4- 1 樂高基板 

圖 4- 2 樂高積木組合支架結構 
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表 4- 1 樂高層光顯微鏡支架零件表 

樂高零件名稱 樂高積木型號 數量 

 LEGO Brick 2×2  3003 8 

LEGO Brick 2×6  2456 8 

LEGO Brick 1×2  3004 4 

LEGO Brick 1×4  3010 11 

LEGO Brick 2×4  3001 10 

LEGO Brick 1×16  3703 9 

LEGO Plate 4×12  3029 2 

LEGO Plate 4×4  3031 24 

LEGO Plate 2×8  3034 2 

LEGO Plate 6×6  3958 1 

LEGO Tile 8×16 with bottom  90498 6 

LEGO Base plate 48×48  11024 4 

 

 

 

    為了方便進行數位影像相關（DIC）實驗，我們設計並打造了三款不同運作機

構的實驗載台，這些載台安裝在顯微鏡的控制元件上，使樣本能夠在載台上進行多

種不同的 DIC 實驗。第一種載物台，如圖 4- 3 所示，我們設計成能夠在固定的高

度下進行平移運動的機構。第二種載物台，如圖 4- 4 所示，能夠在固定的位置進

行旋轉運動，使樣本能夠繞著 Z 軸方向進行旋轉，允許我們從不同角度觀察樣本

的位移情況。第三種載台設計為固定 X、Y、Z 軸位移的載台，配合如圖 4- 5 所示

裝置在載台上方的壓印機構使用，允許我們觀察樣本在受到壓印變形時，產生的位

移與應力應變。固定式載台的設計也有助於精確測量壓印過程中的應變分佈和變

形行為。詳細的層光顯微鏡實驗載台零件清單，請參考表 4- 2 所示。 
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圖 4- 3 具備平移機構之載物台 

圖 4- 4 具備旋轉機構之載物台 
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圖 4- 5 觀察樣本變形實驗時之壓印機構 
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表 4- 2 樂高層光顯微鏡實驗載台零件清單 

樂高零件名稱 樂高積木型號 數量 

LEGO Liftarm thick 1×11  32525 3 

LEGO Liftarm thick 1×15 32278 1 

LEGO Brick modified with channel 1×4  2653 8 

LEGO Brick with axle hole 1×2 32064 1 

LEGO Brick corner 1×2×2  2357 2 

LEGO Brick 2×6  2456 3 

LEGO Brick with holes 1×8 3702 5 

LEGO Brick with holes 1×14 32018 2 

LEGO Plate 6×12  3028 1 

LEGO Plate 6×8  3036 2 

LEGO Plate 4×8  3035 1 

LEGO Plate 6×16  3027 1 

LEGO Plate 2×4  3020 1 

LEGO Plate modified with door rail 1×2 32028 2 

LEGO Pin 3L 32054 5 

LEGO Axle 1L with pin 43093 1 

LEGO Axle 8L 3707 3 

LEGO Technic bush 1/2 smooth 4265c 6 

LEGO Technic bush 3713 6 

3D printing gear for motor × 1 

3D printing rack × 1 

3D printing motor base × 1 

Stepper motor 28BYJ-48 × 1 
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圖 4- 6 顯微鏡控制系統與無線操控搖桿 

4.1.2 樂高顯微鏡支架與實驗載台 

    本研究設計的樂高層光顯微鏡控制系統主要功能是為精確控制樣本載台沿相

機觀測軸方向的位移運動。為了實現便捷組裝和高精度實驗量測，我們採用了市售

的樂高積木動力組合載具，作為樂高層光顯微鏡控制系統的主要機構，並搭配步進

角度 5.625°的 28BYJ-48 步進馬達驅動載具移動，透過馬達控制程式的配合，能夠

將樣本位移控制精度提升至毫米等級。然而，由於步進馬達與樂高積木載具的原始

傳動機構並不相容，因此我們設計了一套新的傳動機構，由 3D 列印的齒輪與鍊條

組合而成，使步進馬達能夠有效帶動傳動機構，從而實現對樂高動力載具的精確控

制。 

    為了在樣本觀測過程中方便對顯微鏡的控制系統進行操控，我們使用 Arduino

控制器連接藍芽的無線搖桿，這樣的設計使得操作者能夠在觀察樣本位移的同時，

通過螢幕實時對載台進行控制，從而提高了操作的便利性和精確性。圖 4- 6 所示

為顯微鏡的控制系統與無線操控搖桿，詳細的控制系統零件清單請參考表 4- 3 所

示。 
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表 4- 3 樂高層光顯微鏡實驗載台零件清單 

樂高零件名稱 樂高積木型號 數量 

樂高積木動力組合載具 × 1 

Stepper motor 28BYJ-48 × 1 

ULN2003 motor driver × 1 

Arduino Micro × 2 

HC-05 Bluetooth module × 2 

Arduino Joystick × 1 

Breadboard × 2 

Jumper wire × 20 

Power bank × 2 

3D printing gear for motor × 1 

3D printing motor base × 1 

LEGO gear 40 tooth 3649 2 

LEGO gear 20 tooth 32269 1 

LEGO link chain 3711 40 

LEGO axle 6L 3706 2 

LEGO plate 8×16 92438 2 

LEGO panel 1×4×3 60581 16 

LEGO window 1×4×3 60594 8 
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4.1.3 樂高層光顯微鏡光學成像與觀測系統 

    在本研究中，我們根據先前的文獻資料，為樂高層光顯微鏡設計並構建了一種

低成本且具備豐富操作性的光學成像與觀測系統。該系統的設計主要目的是，能夠

以簡單的操作，達到以層光觀測樣本不同切面的效果。並同時兼顧在巨觀與微觀的

尺度下，樣本變化的觀察。 

    樂高層光顯微鏡的光學系統設計包括以下幾個主要部分： 

a. 光源與透光鏡： 

    在顯微鏡的光源部份，我們選用了波長為 650nm 的低功率紅光雷射作為

層光的光源，除了具有方便觀察的特性之外，低功率的光源也對生物型樣本造

成的損害較低。此外，透過光學干涉雷射光源的技術，就能使產生的層光變薄，

更適合進行精密的觀測。 

    而為了使圓柱狀的雷射光源形成薄紙形狀的層光，需要在雷射光源的前

方裝設一組圓柱透鏡。透過調整圓柱透鏡與雷射激發源之間的角度與焦距，便

能形成不同角度與厚度的層光，使我們能夠方便使用層光來觀測樣本。如圖 4- 

7 所示為雷射模組與裝設於前方的圓柱透鏡。 

b. 相機與觀測系統： 

    為了能夠實時操作顯微鏡的觀測系統，我們使用樹梅派公司開發的

Raspberry Pi 4 做為樂高層光顯微鏡的影像處理系統，並搭配具備 1200 萬像素

的 CMOS 相機模組 Raspberry Pi Camera Module 3。選擇樹梅派做為顯微鏡的

觀測系統，使我們只需要準備一組螢幕與鍵盤滑鼠，便可以隨時使用樂高層光

顯微鏡進行樣本觀察。圖 4- 8 所示為樹莓派與相機模組。 

c. 物鏡： 

    在放大物鏡的部份，我們採用了焦距 15.3mm 的數位放大鏡頭，該鏡頭體

積小巧方便安裝，且鏡頭的視野範圍與樹莓派相機接近，可以直接裝於相機前

進行微觀尺度的觀測，搭配 3D 列印製成的鏡頭基座，即可根據不同的觀察需
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圖 4- 7 雷射光源與裝設於前方之柱面透鏡 

圖 4- 8 樹莓派與相機模組 

求選擇是否安裝物鏡。圖 4- 9 所示為數位放大鏡頭與 3D 列印之鏡頭基座。光

學與觀測系統的詳細零件清單，請參考表 4- 4 所示。 
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圖 4- 9 數位放大鏡頭與 3D 列印之鏡頭基座 

 

 

 

 

 

 

  

 

   

 

 

表 4- 4 樂高層光顯微鏡光學與觀測系統零件清單 

樂高零件名稱 樂高積木型號 數量 

Raspberry Pi 4 Model B  × 1 

Raspberry Pi Camera Module 3 with cable × 1 

15.3mm Digital Video magnifying lens × 1 

Micro HDMI to HDMI cable × 1 

Power bank × 1 

USB typeC cable × 1 

Monitor × 1 

Keyboard and mouse × 1 

3D printing magnifying lens base × 1 

650nm laser module × 1 

Cylindrical lens × 1 

LEGO Angular plate 1×2 - 2×2 99207 2 
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圖 4- 10 樂高層光顯微鏡組裝步驟流程圖 

4.2  樂高層光顯微鏡的組裝流程 

    在本小節中，我們將說明樂高層光顯微鏡的組裝流程。當顯微鏡的所有部件都

準備完成時，即可開始組裝顯微鏡，由於樂高基板的面積龐大且具柔軟性，因此在

架設顯微鏡前，利用紙箱之類的物品墊在樂高基板的下方，提供堅固的底座將會使

顯微鏡的運作更加平穩。由於 3D 列印的零件有時誤差較大，與樂高零件接合時會

有些許縫隙，因此在一些容易鬆動的部位必須使用膠水加以固定。 

以下將介紹樂高層光顯微鏡的組裝流程與注意事項，組裝流程圖請參考圖 4- 

10 所示。 
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圖 4- 11 樂高基板安裝完成圖 

1. 安裝樂高基板與支架：第一個步驟，首先需將樂高基板與支撐雷射源及觀測模

組的支架安裝好，並將其固定於平坦的表面，如圖 4- 11 所示。 

2. 組裝控制系統：第二步將控制系統中的樂高動力載具組裝好，將步進馬達安裝

於 3D 列印之馬達座中，並與馬達傳動系統一併與樂高動力載具之輪軸結合，

最後將控制馬達之電路板置於載具中的適當位置，如圖 4- 12 所示。 

3. 組裝樣本載台：將各種功能之樣本在台組裝好，並安裝到控制系統之上。 

4. 安裝雷射模組：將雷射發射源或雷射筆與柱面透鏡組合，固定在樂高基板上，

並與觀測模組呈 90 度垂直。 

5. 安裝觀測系統：最後將觀測系統之樹莓派主板與相機模組安裝於樣本載台的

正前方，垂直於雷射模組，並根據樣本類型選擇是否安裝放大物鏡。 

組裝完成之樂高層光顯微鏡各部件相對位置與光路示意圖，如圖 4- 13 所示。 
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圖 4- 12 控制系統安裝完成圖 
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圖 4- 13 樂高層光顯微鏡各部件相對位置與光路示意圖 
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圖 4- 14 樂高層光顯微鏡操作流程圖 

4.3  樂高層光顯微鏡的操作步驟與實驗流程 

    本小節將介紹樂高層光顯微鏡的操作流程，並說明操作中需要注意的事項。操

作步驟與實驗流程圖請參考圖 4- 14 所示。 
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樂高層光顯微鏡操作流程如下： 

1. 依照 4-1 與 4-2 小節提供的指示，完成組裝顯微鏡結構。 

2. 將控制樂高動力載具之 Arduino 主板與馬達控制模組及藍芽晶片之電路依序

做連接，並將無線控制器上之 Arduino 主板與 Joystick 搖桿及藍芽晶片的電路

相連接，並使用如圖 4- 15 所示之 Arduino IDE 程式編譯器，為載具及無線控

制器上之 Arduino 主板分別灌入各自的控制程式。最後測試控制系統與無線控

制器是否正常運行。 

3. 將樹莓派相機模組之排線連接到樹莓派主板上的相機阜，並在接上螢幕與電

源後開啟樹莓派。當第一次開啟樹莓派時，需要先進入如圖 4- 16 所示的 raspi

設定畫面，將相機功能開啟，並重新啟動樹莓派。接著便可使用如圖 4- 17 之

內建 Python 軟體撰寫控制程式，控制相機的焦距、曝光等各項數值。 

4. 將準備好的樣本固定於載台上，並開啟相機將樣本的高度調至適當地觀測位

置。如果樣本內部充滿液體的話，務必將樣本進行密封處置，否則將容易造成

觀測系統的損壞。且由於載台可拆裝於控制系統，如遇重量較重之樣本，需額

外使用固定裝置讓樣本載台與控制系統不會因為樣本之重量而分離或傾倒。 

5. 當顯微鏡系統與樣本設定好後，即可開始調整光路。首先，需將柱面透鏡裝於

雷射光源的前方，並試著調整兩者之間的距離與角度，直到層光聚焦在樣本的

位置。 

6. 調整相機的參數使其對焦於樣本，並調整相機的拍攝範圍，使樣本位於預覽視

窗的正中央。接著可視環境光線與樣本的性質斟酌調整相機的曝光時間與顏

色飽和度，如圖 4- 18 所示。最後選擇拍攝相片的儲存位置，即完成所有操作

步驟。 
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圖 4- 15 使用 Arduino IDE 編譯器上傳控制程式 
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圖 4- 16 進入樹莓派 raspi 設定畫面將相機功能開啟 
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圖 4- 17 使用樹莓派內建軟體以程式控制相機模組運行 

圖 4- 18 輸入指令開啟相機預覽視窗調整拍攝參數 
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圖 4- 19 方形樂高積木三視圖(a:15.8mm、b:9.6mm) 

4.4  樂高層光顯微鏡觀測樂高積木樣本之成果與討論 

    本小節將展示我們使用樂高層光顯微鏡觀測樂高積木樣本，並說明樂高層光

顯微鏡拍攝的效果。雖然層光顯微鏡目前最為廣泛的被應用在生物樣本的成像上，

不過我們也對使用層光顯微鏡觀測非生物的樣本感到非常有興趣，但是考慮到層

光顯微鏡的特性，並非所有樣本都適合使用層光顯微鏡進行觀察。在經過挑選與測

試後，最終我們選擇使用透明顏色的樂高積木做為觀察的樣本，並且挑選做為樣本

的每件樂高積木，其形狀、尺寸、截面與顏色都有很大的差異，以評估樂高層光顯

微鏡在觀測不同物體表面細節和內部變化的能力。 

4.4.1 透明方形樂高積木之觀測 

    圖 4- 19 所示為方形樂高積木的三視圖，由三視圖中我們可以得知，方形樂高

積木的前端有四個突起的圓柱，在這些圓柱上方印有 LEGO®的商標，但是在尚未

使用層光的情況，透由圖 4- 20我們發現樂高積木前端的商標與表面特徵並不明顯。 
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圖 4- 20 尚未開啟層光功能拍攝之樂高積木  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    接著我們使用層光拍攝方形樂高積木之表面，這時如圖 4- 21 所示，我們發現

可以清楚的觀測到樂高積木表面的商標以及四個圓柱特徵。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 4- 21 左側為層光照射樣本之示意圖、右側為實際拍攝樣本照片 

    並且透過三視圖我們也得知，方形樂高的後端有一較大的圓柱，與其前方的截

面形狀不同，因此我們移動樣本使層光照射方形樂高的後端，也發現如圖 4- 22 所

示，這時樂高前端的商標與表面特徵變為較不明顯，取而代之的是樂高後端的大圓

柱因層光而形成的圓環截面更為明顯，因此我們依此實驗可以驗證樂高層光顯微

鏡能夠使觀測者辨別樣本表面特徵與內部構造的差異。 
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圖 4- 23 橋形樂高積木三視圖(a:7.8mm、b:15.8mm、c:30.5mm) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 4- 22 左側為層光照射樣本之示意圖、右側為實際拍攝樣本照片 

 

4.4.2 透明橋形樂高積木之觀測 

圖 4- 23 所示為橋形樂高積木的三視圖，前端與方形樂高積木相似，表面的圓

柱印有 LEGO®商標，而橋形樂高積木的中段截面形狀則變為狹窄的ㄇ字結構，但

是從圖 4- 24 所示尚未使用層光拍攝的圖片，我們並無法得知樂高積木截面形狀的

變化。 
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圖 4- 24 尚未開啟層光功能拍攝之橋形樂高積木 

 

 

 

 

 

 

  

  

    這時當我們使用層光觀測樂高積木樣本時，則透過層光我們可以發現如圖 4- 

25 所示，橋式樂高積木的前端、中央以及後端的截面形狀各不相同。因此如果我

們將層光拍攝的樂高積木截面形狀依照位置進行組合的話，我們便可透由層光拍

攝的照片組合出完整的樂高積木立體模型，藉此驗證樂高層光顯微鏡具有觀測三

維影像的功能。 
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圖 4- 25 左側為層光照射樣本之示意圖、右側為實際拍攝樣本照片 

 

4.4.3 特殊形狀樂高積木之觀測 

    圖 4- 26 所示為特殊形狀樂高積木的三視圖，本小節我們將展示使用層光技術

觀測特殊形狀的樂高積木，透過調整樣本的位置使層光聚焦在樂高積木的後方。此

時透由比對層光拍攝的照片圖 4- 27，我們可以觀察到層光聚焦後凸顯了樂高積木

後方突起的螺紋形狀與文字，使其能夠清楚的顯示。 
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圖 4- 26 特殊形狀樂高積木三視圖(a:30.5mm) 
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圖 4- 27 上層為尚未使用層光拍攝之圖片、下層為使用層光後凸顯的樣本特徵 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.4.4 樂高積木在微觀尺度下之觀測 

    接下來本小節將展示，使用樂高層光顯微鏡在微觀尺度下觀察樂高積木樣本，

並說明我們觀察到的樣本特徵。首先，我們在微觀尺度下觀察 4.4.3 節的特殊形狀

樂高積木，透過圖 4- 28 所示的巨觀與微觀尺度比較圖，此時我們可以透由巨觀與

微觀尺度樣本照片的像素與實際距離的比值，推算出樂高層光顯微鏡系統整體的

放大倍率約為 7.5 倍。而觀察微觀尺度下的樣本，我們可以更清晰的看到樂高積木

表面的紋理，並且我們發現，推測是受到樣本折射效應的影響，樂高積木的螺紋右

側亮度明顯大於左側，且與巨觀尺度的樣本呈現相同的效應。 
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圖 4- 29 使用層光技術觀測微觀尺度下的樂高積木表面 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 4- 28 特殊形狀樂高巨觀(左側)與微觀(右側)尺度比較圖 

 

    接著我們在微觀尺度下觀察樂高積木的表面突起與 LEGO®商標。此時，由圖

4- 29 我們發現在微觀尺度下使用層光技術，可以讓我們清楚的觀察到樂高積木表

面的裂紋與商標上塑膠成型的痕跡，以及樂高積木製造時空氣混入而形成的微氣

泡。 
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    最後，我們使用層光技術，觀察在微觀尺度下寶石形狀樂高的底部孔洞。並透

過如圖 4- 30 的比較，我們發現在微觀尺度下，層光技術能夠使寶石形狀樂高的孔

洞截面形狀更加清晰地呈現在我們面前。 

 

 

 

 

 

 

 

  

圖 4- 30 微觀尺度下直接觀察樣本(左側)與使用層光技術觀察樣本(右側) 
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第五章 數位影像關聯法分析結果 

    本章節說明應用本論文研究搭建的樂高層光顯微鏡，並實作數位影像關聯法

分析試件不同類型運動之位移及變形場，並探討研究結果。 

5.1  數位影像關聯法實驗 

    由於數位影像關聯法是基於追蹤物體表面的特徵點進行分析，因此進行數位

影像關聯法實驗前，須在待分析樣本的表面噴灑標記。並且由於噴灑的標記會對數

位影像關聯法的分析品質產生很大的影響，噴灑均勻且大小適當的標記，便是一項

重要的準備工作。 

    在本研究論文中，我們將在巨觀與微觀的尺度下對樣本進行分析，在製作巨觀

尺度的樣本時，我們使用墨汁裝進酒精噴瓶內，對著樣本表面均勻地噴灑散斑，並

且控制墨汁噴灑在樣本上的量，以避免過多的墨汁在表面集結。而製作微觀尺度的

樣本時，由於酒精噴瓶噴出的散斑尺寸過大，在微觀尺度下很容易使數位影像關聯

法的分析結果失真，因此我們將醫療口罩內部的病毒過濾層取下，並將其覆蓋在酒

精噴瓶的噴頭上。此時，噴出的散斑尺寸便會大幅縮小，並使我們在微觀尺度下的

分析更為精確。 

5.2  巨觀尺度分析 

5.2.1 平移剛體運動分析 

    本小節說明應用本論文研究搭建的樂高層光顯微鏡，實作數位影像關聯法分

析平移剛體於巨觀尺度運動之分析。在本次實驗中，使用長方形軟糖做為觀測樣本，

將樣本固定完成後，控制載台使樣本向右側位移 24 毫米，並使用顯微鏡的相機模

組進行紀錄，參考(位移前)影像與目前(位移後)影像如圖 5- 1 所示，數位影像關聯

法分析的影像解析度為 1600*1200，觀測區域如圖 5- 1 所示，為參考影像的紅框範

圍內，數位影像關聯法設定的參數中，子集合半徑為 40(pixel)、子集點間距為

2(pixel)，數位影像關聯法的迭代次數為 100 次，平行運算核心數為 6。分析得到的
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圖 5- 1 數位影像關聯法分析之參考影像(左)與目前影像(右) 

位移場如圖 5- 2 所示為 x 方向的位移量 u，圖 5- 3 所示為 y 方向的位移量 v。由此

結果我們可以得知 x 方向的位移量與實際的位移量 24 毫米非常相近，且 y 方向的

位移量在 0.5 毫米以內，顯示系統運作的平穩性，不會在移動樣本時產生顯著的誤

差。 
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圖 5- 2 樣本位移時 x 方向的位移量 u 

圖 5- 3 樣本位移時 y 方向的位移量 v 
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圖 5- 4 數位影像關聯法分析之參考影像(左)與目前影像(右) 

5.2.2 旋轉剛體運動分析 

    本小節說明應用本論文研究搭建的樂高層光顯微鏡，實作數位影像關聯法分

析旋轉剛體在巨觀尺度運動之分析。本實驗中，同樣使用方形軟糖做為觀測樣本，

轉動樣本載台並使用顯微鏡相機模組進行紀錄，參考(位移前)影像與目前(位移後)

影像如圖 5- 4 所示，數位影像關聯法分析的影像解析度為 1600*1200，觀測區域如

圖 5- 4 參考影像的紅框範圍內，數位影像關聯法設定的參數中，子集合半徑為

40(pixel)、子集點間距為 1(pixel)，數位影像關聯法的迭代次數為 100 次，平行運

算核心數設定為 6。分析得到的位移場如圖 5- 5 所示為 x 方向的位移量 u，圖 5- 6

所示為 y 方向的位移量 v。 
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圖 5- 5 樣本位移時 x 方向的位移量 u 

圖 5- 6 樣本位移時 y 方向的位移量 v 
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圖 5- 7 數位影像關聯法分析之參考影像(左)與目前影像(右) 

5.2.3 壓印變形分析 

    本小節將展示數位影像關聯法實作在巨觀尺度中，分析樣本受到壓印產生之

變形分析。本次實驗中，同樣使用方形軟糖做為觀測樣本，控制機構從上方對樣本

頂部施加壓印，並分別在三種不同壓印程度下使用相機模組進行紀錄，三種壓印程

度分別為使用壓印機構輕壓、重壓、以及壓印機構卸載後。樣本的參考(位移前)影

像與目前(位移後)影像如圖 5- 7 所示，數位影像關聯法分析的影像解析度為

1600*1200，觀測區域如圖 5- 7 參考影像的紅框範圍內，數位影像關聯法設定的參

數中，子集合半徑為 30(pixel)、子集點間距為 2(pixel)，數位影像關聯法的迭代次

數為 100 次，平行運算核心數設定為 6。分析結果如圖 5- 8 所示為輕壓狀態時樣本

的 x 方向變形量 u 與 y 方向變形量 v，圖 5- 9 所示為重壓狀態時樣本的 x 方向變形

量 u 與 y 方向變形量 v，圖 5- 10 所示為壓印機構卸載後樣本的 x 方向變形量 u 與

y 方向變形量 v。由分析結果我們可以得知，在輕壓狀態時，壓印機構初接觸到樣

本，因此 y 方向的變形量最大值僅有 0.55 毫米，而 x 方向的變形量表示樣本受到

擠壓的緣故，以中線為分界朝兩邊膨脹變形。而在重壓狀態下，樣本的 y 方向變形

量增大至 1.8 毫米，並且變形量以同心圓的方式朝兩旁遞減。而 x 方向的變形量則

與前面輕壓時類似，且變形量正負的分界線呈現更垂直的狀態。而卸載後的變形場

則可以讓我們觀察到，非彈性材料在受到壓力後產生的永久變形。此分析結果也顯

示數位影像關聯法也能夠準確地進行小變形的分析。 
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圖 5- 8 樣本受輕壓狀態下的 x 方向變形量(上圖)與 y 方向變形量(下圖) 
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圖 5- 9 樣本受重壓狀態下的 x 方向變形量(上圖)與 y 方向變形量(下圖) 
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圖 5- 10 樣本在卸載狀態下的 x 方向變形量(上圖)與 y 方向變形量(下圖) 
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圖 5- 11 數位影像關聯法分析之參考影像(左)與目前影像(右) 

5.3  微觀尺度分析 

5.3.1 平移剛體運動分析 

    在本次實驗中，我們在相機模組前裝上放大物鏡，使用樂高層光顯微鏡的顯微

功能在微觀尺度下進行數位影像關聯法分析。使用長方形軟糖做為觀測的樣本，並

在樣本固定後，移動載台使樣本向左側位移 0.9 毫米，並使用顯微鏡的相機模組進

行紀錄，參考(位移前)影像與目前(位移後)影像如圖 5- 11 所示，數位影像關聯法分

析的影像解析度為 900*900，觀測區域如圖 5- 11 所示，為參考影像的紅框範圍內，

數位影像關聯法設定的參數中，子集合半徑為 16(pixel)、子集點間距為 1(pixel)，

數位影像關聯法的迭代次數為 100 次，平行運算核心數為 6。分析結果如圖 5- 12

所示為 x 方向的位移量 u，圖 5- 13 所示為 y 方向的位移量 v。由此結果我們可以

得知，在微觀尺度下的分析結果容易受到樣本表面標記的影響，在散班較稀疏的部

分會產生許多躁點，需要透過噴灑更細緻的散班或是降躁處理，以改善此現象。儘

管微觀尺度下的分析結果中出現些許躁點，但是整體的平均位移場還是與實際位

移量非常接近。 
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圖 5- 12 樣本位移時 x 方向的位移量 u 

圖 5- 13 樣本位移時 y 方向的位移量 v 
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圖 5- 14 數位影像關聯法分析之參考影像(左)與目前影像(右) 

5.3.2 旋轉剛體運動分析 

    本小節將展示在微觀尺度下，數位影像關聯法進行旋轉剛體運動的分析。本實

驗中，同樣使用長方形軟糖做為觀測樣本，數位影像關聯法分析的參考(位移前)影

像與目前(位移後)影像如圖 5- 14 所示，數位影像關聯法分析的影像解析度為

900*900，觀測區域如圖 5- 14 參考影像的紅框範圍內，數位影像關聯法設定的參

數中，子集合半徑為 14(pixel)、子集點間距為 2(pixel)，數位影像關聯法的迭代次

數為 100 次，平行運算核心數設定為 6。分析結果如圖 5- 15 所示為 x 方向的位移

量 u，圖 5- 16 所示為 y 方向的位移量 v。並且從分析結果我們得知，由於 x 與 y方

向的變形量差異較大，因此分析結果較不易產生躁點，能夠獲得完整的位移場。 
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圖 5- 15 樣本位移時 x 方向的位移量 u 

圖 5- 16 樣本位移時 y 方向的位移量 v 
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圖 5- 17 數位影像關聯法分析之參考影像(左)與目前影像(右) 

5.4  懸臂樑實驗分析 

    本小節將展示以樂高層光顯微鏡為載台，進行懸臂樑在自由端受垂直集中負

載之實驗，並使用數位影像關聯法在巨觀及微觀尺度下，對懸臂樑的位移場進行分

析。 

5.4.1 巨觀尺度下之懸臂樑實驗分析 

    在本次實驗中，我們使用平板狀樂高積木做為觀測的懸臂樑，利用樂高層光顯

微鏡的壓印機構對樂高積木的自由端施加一集中力，使其向下位移。數位影像關聯

法分析的參考(位移前)影像與目前(位移後)影像如圖 5- 17 所示，數位影像關聯法

分析的影像解析度為 1600*1200，觀測區域如圖 5- 17 所示，為參考影像的紅框範

圍內，數位影像關聯法設定的參數中，子集合半徑為 20(pixel)、子集點間距為

1(pixel)，數位影像關聯法的迭代次數為 100 次，平行運算核心數為 6。分析結果如

圖 5- 18 所示為 x 方向的位移量 u，圖 5- 19 所示為 y 方向的位移量 v。 
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圖 5- 18 樣本位移時 x 方向的位移量 u 

圖 5- 19 樣本位移時 x 方向的位移量 u 
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圖 5- 20 數位影像關聯法分析之參考影像(左)與目前影像(右) 

5.4.2 微觀尺度下之懸臂樑實驗分析 

    本小節展示在微觀尺度下，數位影像關聯法進行懸臂樑實驗的分析。本實驗中，

同樣使用平板狀樂高積木做為觀測的懸臂樑。數位影像關聯法分析的參考(位移前)

影像與目前(位移後)影像如圖 5- 20 所示，數位影像關聯法分析的影像解析度為

900*900，觀測區域如圖 5- 20 參考影像的紅框範圍內，數位影像關聯法設定的參

數中，子集合半徑為 10(pixel)、子集點間距為 2(pixel)，數位影像關聯法的迭代次

數為 100 次，平行運算核心數設定為 6。分析結果如圖 5- 21 所示為 x 方向的位移

量 u，圖 5- 22 所示為 y 方向的位移量 v。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



doi:10.6342/NTU202401842
70 

 

圖 5- 21 樣本位移時 x 方向的位移量 u 

圖 5- 22 樣本位移時 y 方向的位移量 v 
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第六章 結論與未來展望 

6.1  結論 

    本論文以層光顯微技術為基礎，開發出以樂高積木搭建而成的樂高層光顯微

鏡系統，這套系統不僅讓使用者能夠以原型方式接觸和學習層光顯微技術，還可以

作為平台進行多種類型的實驗研究。且由於樂高積木組裝的靈活性，使得樂高層光

顯微鏡系統可以在不同的環境下，快速的完成組裝與使用，使得樂高層光顯微鏡非

常適合作為科普教育的工具。在數位影像關聯法分析的部分，我們在巨觀與微觀尺

度下，對樣本進行不同類型運動與變形實驗的分析，透由觀察分析結果，我們得出

以下結論：一，數位影像關聯法能夠精確的評估出樣本的位移與變形場；二，在樣

本製備妥當的情況下，數位影像關聯法可以進行各種尺度下的分析；三，數位影像

關聯法分析時間快速，不需大量計算成本。並且透以上數位影像關聯法分析結果，

可驗證本論文研究開發樂高層光顯微鏡系統之實驗與量測結果時，具有相當程度

的穩定性與可靠性。 

6.2  未來展望 

    本研究論文中，使用數位影像關聯法驗證樂高層光顯微鏡運行的穩定性，然而

本研究尚未將此技術應用於生物樣本，因此未來發展可針對樣本的製備進行探討，

使用螢光技術與光學元件的搭配，使得觀測者在利用層光技術拍攝生物樣本內部

結構的同時，可以直接利用數位影像關聯法分析樣本內部構造的靜態與動態問題。 

    本論文中，實驗與分析之樣本皆在空氣中進行觀測，然而在生物醫學領域中，

大多數的生物樣本必需保存於液體中，才能觀測到樣本中的許多重要特徵。因此未

來的發展可嘗試對置於液體中的樣本進行觀測，同時必須考慮到因液體密度不同

而造成的光線散射，對於樣本影像分析所造成的影響。 

    而在本研究中，使用層光技術觀察與分析之影像皆為二維影像。然而，層光技

術的核心目標在於取得樣本的三維影像，因此本研究的未來展望可著重於開發影
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像的定位方法，記錄顯微鏡系統拍攝的每張影像在樣本中的實際位置。透過影像的

定位資料，我們才能夠準確地將顯微鏡系統拍攝的二維影像組合成三維影像，實現

層光顯微鏡系統的開發目標。  
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