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電子顯微技術應用於微生物學之新發展 
 

曾敏南 1、陳昱初 2 

 

摘要 

隨著技術的演進，已發展出多種以電子顯微鏡為基礎之新技術，供不同
研究需求及目的所應用。例如，可同時對樣品成分進行定性及定量分析的能
量過濾穿透式電子顯微鏡 (energy-filtered transmission electron microscope)，
及可以直接觀察活體生物組織的環境掃描式電子顯微鏡  (environmental 

scanning electron microscope)，或是已跳脫傳統電子顯微範疇的原子力顯微鏡 

(atomic force microscope) 則可以用於分析物體表面的三維 (three dimensions) 

樣貌。透過諸多新技術使得吾人得以進行過去無法進行或難以分析的試驗，
例如病原真菌中黑色素的構造及排列方式，或活體生物組織的觀察。本文列
舉原子力顯微鏡、能量過濾穿透式電子顯微鏡及環境掃描式電子顯微鏡在微
生物研究應用的例子進行說明。 

關鍵語：電子顯微鏡、微生物、黑色素 

前言 

為了解自然界中的事物，人類嘗試以不同的方式去探索，其中，光學顯
微鏡是一項可以提高人眼對於觀察微小事物之解析度的重要工具。但受制於
光線波長之因素，光學顯微鏡之最佳解析度約莫為 0.5 微米，為了探索更加
細微的世界，以加速電子做為基礎，並具備更高解析力的電子顯微鏡於 1931

年因應而生。經過不斷改良後電子顯微鏡的解析力大幅提昇，至 1990 年代後
期，大部分的電子顯微鏡都具有 0.1 至 0.2 奈米的解析度，而球差修正透鏡
(spherical aberration-corrected lense)的發明更是開啟了次原子的新領域，大大
地降低了雜訊的比例(9)。受惠於電子顯微鏡不斷的改良，微生物學的研究亦
隨之大幅發展。透過電子顯微鏡的高解析力，讓研究人員得以一窺病原微生
物及寄主細胞之間的微細變化，並更深入解析微生物侵染寄主細胞之過程，
也讓研究人員得以採取更合適及有效的方法對付病原微生物。 

電子顯微鏡種類 

目前，除基本的掃描式(scanning electron microscope, SEM)與穿透式電子
顯微鏡(transmission electron microscope, TEM)外，為因應不同的需求，更發

1,2高雄區農業改良場助理研究員及副研究員兼作物環境課長(通訊作者E-mail: 
yuchu@mail.kdais.gov.tw) 

-  8  -

https://www.google.com.tw/search?safe=off&biw=1440&bih=785&q=%E7%AF%84%E7%96%87&spell=1&sa=X&ei=cklnUq-vEMXmkgXdz4H4Cw&ved=0CCsQBSgA


 
 
 
高雄區農業改良場研究彙報  第24卷第1期      Research Bulletin of KDARES Vol.24(1) 

 

展出眾多的電子顯微鏡技術可供微生物領域加以應用，以下分別進行介紹。 

1. 冷凍電顯 (Cryo-EM)： 

生物細胞組織中大部分組成物為水及水溶性物質。這些物質在所有細
胞、組織及器官的代謝反應中扮演關鍵角色。傳統電顯技術的前處理脫水及
固定程序將使得這些樣品丟失組織中的水分，於是各種細胞中的物質可能呈
現非自然狀態的分布，因而提高觀察結果的不正確性。在低壓環境下使液態
氮固化再將樣品冷凍，可以將樣品中所有成份的物質保留在原位(in situ)，並
可保持含水結構的外觀及立體樣貌。於樣品觀察期間亦使用低溫氮氣維持樣
品及觀察室的低溫，避免操作過程對樣品造成損傷，此方法為冷凍電顯法。
該方法可改善上述缺點。由於傳統的電顯法可對樣品造成輻射傷害，並且於
觀察過程中使用到真空環境也不利於樣品外觀之維持，雖然可以利用負染
(negative stain)方式取代，但仍無法避免生物性樣品之結構受到脫水的影響而
毀壞。冷凍是一個解決的方式，不過需克服冷凍過程中，水分子所形成的晶
格對於包埋在其中的樣品之影響，於是在 1984 年，Dubochet 等學者發明速
凍法(flash freezing)之後，冷凍電顯法才真正被良好應用(15)。 

2. 低電壓電顯(Low-voltage EM)： 

使用的電壓只有數個 keV，相較於普通的電顯，對比度明顯提升，尤其
對於質量較輕的觀測物，對比更為明顯。由於大部分的生物性樣品其組成成
分都屬於輕質性，以低電壓電顯觀察會比一般電顯來的清晰，因此，此方法
對於研究生物性樣品是很有潛力的工具。除此之外，對比度的提高也可以省
去負染的步驟，避免負染過程中酸性的環境與高濃度的重金屬離子對於蛋白
質樣品或其他生物性聚合物樣品的破壞，同時也降低重金屬對人體的危害(3)。 

3. 掃描共軛焦電顯 (scanning confocal EM, ScEM)： 

類似掃描共軛焦光學顯微鏡，以電子束取代雷射光束作為能量來源，因
為入射粒子能量較高的緣故，所以可以提供較高的解析度，而藉由共軛焦的
特性，也使影像得以 3D 的形式呈現出來，對於觀察膜狀結構或其他立體構
造無疑是一項利器，可以較整體的分析樣品(16)。 

4. 環境掃描式電顯 (environmental SEM)： 

讓樣品可以在非真空的環境下，以潮濕、未塗層(uncoating)的情況被觀
察。其原理是藉由特殊的電子推進系統及偵測裝置，使電子束可以從高度真
空的電子槍區域移動到相對高壓的樣品區域，藉此獲得樣品原始狀態的資
訊。環境掃描式電顯的優點是可以觀察含水的樣品，不會像一般掃描式電顯
需在真空環境下操作導致樣品脫水；而絕緣性的樣品也不需要塗上金粒子或
石墨使其變為導電性，省去複雜且耗時的樣品製備步驟，使觀察樣品的過程
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可以更快速且更容易，甚至新鮮或是活體的生物組織也可以直接觀察(17)。 

5. 聚焦離子束電顯 (focused ion beam EM)： 

聚焦離子束是與 SEM 類似的技術，但利用的卻是離子束，不同於利用電
子束成像的 SEM。聚焦離子束技術可以與電子束技術結合，例如雙束掃瞄式
電顯(dual-beam SEM)、環境掃描式電顯，甚至也可以應用於冷凍電顯，這些
系統的結合更有助於生物性材料的研究。而近年來利用聚焦離子束來製備
TEM 樣品的技術也越來越普遍，因為一般利用超薄切片術(ultramicrotomy)

製備樣品時，無法避免樣品結構在切割處受到的擠壓，導致無法觀察到切割
前的型。此外超薄切片技術也無法選擇特定位點做切割，而聚焦離子束的優
點在於能夠同時克服上述兩項缺點，一方面能維持樣品斷面的完整性，另一
方面也能針對某目標區域做切割(14)。 

6. 掃描穿透式電顯 (scanning transmission EM)： 

為穿透式電顯的一種，與一般穿透式電顯的不同點在於電子除了會穿透
樣品之外，電子束還會集中於一點並且對樣品進行掃描。雖然穿透式電顯對
於樣品的要求較高(需要超薄的樣品)，但對於大部分觀察的樣品都是奈米等
級的掃描穿透式電顯來說，這項要求並不會造成困擾。因此，在掃描穿透式
電顥中使用之超薄樣品無需原先的樣品製備步驟，故可加速研究的進行。此
電顯對研究生物性材料的優點在於可以在暗視野(dark-field)下獲得高度的對
比，省去染色的步驟。此外，此電顯還可以搭配 X 光能量分散光譜(energy 

dispersive X-ray spectroscopy，EDS)或是能量損失譜儀(electron energy loss 

spectroscopy，EELS)，不但可以對樣品進行結構分析，同時還可以對樣品的
組成物進行定量(5, 21)。 

7. 能量過濾穿透式電顯 (energy-filtered TEM)： 

此類電子顯微鏡搭配了能量過濾器(energy filter)，除了可以像能量損失譜
儀(electron energy loss spectrum, EELS)一樣獲得高解析度的能量損失譜，藉此
對樣品的成分做定量分析之外，還可以只允許帶有特定能量的電子通過，藉
由分析非彈性散射粒子(Inelastic Scattered Electron)所損失的能量，以獲得樣
品的成分資訊，甚至還可以知道元素種類與化學鍵結等訊息。由於未經染色
的生物性樣品若以一般的穿透式電顯觀察則對比度不足，況且這些樣品通常
對於電子束也極為敏感，如果操作的過程沒有特殊的處理方式，樣品很容易
毀損。此外，加上生物性樣品絕大部分都由碳構成，在這樣的條件下，此些
未染色的生物性樣品很適合以此種對於氫元素較敏感的電顯作分析(20)。 

8. 原子力顯微鏡(atomic force microscope, AFM)： 

原子力顯微鏡是利用原子之間的凡得瓦力（Van Der Waals Force）作用來
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呈現樣品的表面特性。原子力顯微鏡為掃描式探針顯微技術的一種，此類顯
微技術是利用特製的微小探針，來偵測探針與樣品表面之間的某種交互作
用，例如原子力、磁力或近場電磁波等。利用探針與樣品表面之間的作用力，
使得探針可在樣品表面做左右前後掃描，掃描時，探針與樣品表現維持一固
定距離，約為數百 Å（10-10m）之間，而只要記錄掃描面上每點的垂直微調
距離，我們便能得到樣品表面的等交互作用圖像，這些資料便可用來推導出
樣品表面的樣貌(6)。 

電顯技術應用於黑色素分析 

黑色素(melanin)通常為微生物所產生可避免細胞於紫外線下受到傷
害的保護性色素。此色素之分子量大、結構複雜且無法溶解，至目前為止
並未清楚了解其結構。黑色素所指並非一項單一物質，而是泛指一群具有
類似特性的物質(12)，這一類物質被定義為可抗高溫的強酸及強鹼，並可被
強氧化劑漂白的物質(4)，但由於這類物質的化學結構過於複雜及龐大且無
法溶於水及有機溶劑中，因此在結構分析上倍增困難，以致於至目前為止
並沒有任何自然界中黑色素的化學結構被完整分析(4)，目前只知道其基本
組成單元為何，但是其組成單元是如何排列則不清楚。以 DOPA-melanin 
(即所謂的 eumelanin)為例，DOPA-melanin 是一種咖啡色至黑色的色素，
由 tyrosine 經酵素轉化為 DOPA，DOPA 再經氧化後形成 melanin。
DOPA-melanin，目前的研究數據顯示，主要包含 5,6-dihydroxyindole (DHI)
及 5,6-dihydroxyindole-2-carboxylic acid (DHICA)這兩種 monomer。目前，
一般認為這兩種 monomer 可存在不同的氧化狀態，並隨機彼此連結，或
連結前趨物的分子而形成黑色素。 

缺乏黑色素的結構訊息也使得黑色素與其生物功能之間的關系具有
不確定性。儘管黑色素之結構及組成之訊息尚不明瞭，但有許多功能仍可
歸因於黑色素，包含光保護、光敏感、吸收自由基、抗殺菌劑等。以
Crytococcus neoformans 為例，黑色素位於其細胞壁與細胞膜之間，因為黑色
素的存在，使得在對付 C. neoformans 引起的疾病時變得不容易。然而，在黑
色素化(melanization)的微生物中，營養是如何通過黑色素層而進入細胞中、
C. neoformans 如何通過細胞層而出芽生殖，以及細胞為何因為黑色素存在而
具有抗殺菌劑的能力均是醫學上重要且未解決的一連串問題。為了解這個問
題，需經由黑色素基本結構著手，然而黑色素因無法溶解因此無法進行其結
晶之研究，因此目前有關黑色素層之結果的基本資料所知甚少。 

Eisenman 等人(2005)試圖利用 AFM 配合 ScEM、TEM 及 NMR 技術了解
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這個問題。經由 TEM 觀察得知黑色素聚合形成一空心球狀體，被稱為
“ghost”。透過 AFM 影相，清楚顯現黑色素顆粒為表面粗糙的圓型顆粒，直
徑約 40~130nm。黑色素在“ghost”顆粒上以同心層的方式堆疊成為多層之方
式排列。利用 NMR cryoporometry 技術得知這些 ghost 空心顆粒表面具有直
徑約 1-4 nm 的孔洞。Eisenman 等人(2005)利用 ScEM 觀察 C. neoformans 細
胞出芽生殖後的疤痕(bud scar)位置，發現越接近疤痕中心位置，黑色素顆粒
體積越大。再利用 AFM 量測得知在疤痕外圍之黑色素顆粒直徑平均為
49nm，而疤痕中心位置平均為 96nm。利用 SEM 亦或高解析度的 ScEM 觀察
細胞表面的黑色素顆粒排列情形，只能得到粗糙且平面的圖象，但利用 AFM

三維成相技術則讓我們清楚得知黑色素顆粒的堆疊結果(7)，更得知黑色素顆
粒可組裝形成類似纖維的結構 (10)。Jastrzebska 等人 (2010)進一步利用
AFM，試圖了解 DOPA-melanin 如何自我組裝、聚集。影像分析結果發現，
黑色素顆粒聚集時，傾向聚合成奈米級大小的顆粒，此顆粒再自我組裝為
類似纖維的結構。這些類似纖維的結構長度約 250 nm，高度約 50 nm。經
實驗觀察，推測這些黑色素的單體可能經由凡德瓦力而彼此相互作用進而
結合。 

應用 AFM 觀察抑菌物質與病原微生物間的關系 
AFM 與其他顯微技術相比較具有方便性及即時性的優點。SEM 及 TEM

雖可提供高解析度，但其複雜的樣品製備過程卻會大幅扭曲樣品的原貌，更
可能破壞樣品組織的物質及結構。由於 AFM 透過探針直接量測樣品，因此
樣品只要相當簡易的前處理或完全不需前處理即可上機。此外，AFM 可得到
樣品實際的 3D 圖像。而一般電子顯微鏡只能在固定的對焦距離得到影像。
更重要的是 AFM 可在緩衝液體中量測生物細胞，這代表 AFM 可即時觀察活
細胞。 

在微生物樣品上，AFM 最常被應用於形態觀察。AFM 可提供高解析度
之影像，但為最少的扭曲，得到最接近真實的原貌。AFM 被用於評估藥物處
理後，對微生物外觀形態的影響。例如，為了闡明不同分子量的殼聚醣
(chitosan)的抗菌活性，Fernandes 等人(2009)利用 AFM 觀察兩種革蘭氏陽性
菌 Staphylococcus aureus 及 Bacillus cereus 一種革蘭氏陰性菌 Escherichia coli

處理殼聚醣前後的外觀變化。其樣品置於乾淨的玻片上風乾後進行 AFM 掃
描。經 AFM 觀察，發現大分子量的殼聚醣處理後，殼聚醣可圍繞於上述細
菌表面並形成聚合層(polymer layer)，阻礙了細菌對養分的吸收甚至導致了細
菌的死亡。由於殼聚醣的處理導致細菌的死亡，經過 AFM 的觀察發現細胞
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壁的崩塌而加以證實由殼聚醣造成。此外，低分子量殼聚醣（殼寡糖 , 

chitooligosaccharides）可能影響穿透細菌之細胞，進而引起更明顯的損壞。
在殼聚醣處理 B. cereus 孢子後，利用 AFM 觀察可發現細胞表面更為粗糙，
且出現細胞被分解之現象，但如果利用殼寡糖處理則無法造成大量細胞的崩
解。此研究亦發現，細菌藉由增加棲群數量及細胞體積來抵抗殼聚醣的影響。
Liu 等人(2009)評估鐵氰化鉀(ferricyanide)對 E. coli DH 5 alpha 細胞生長及繁
殖速率的影響。當細胞處理 50 及 100um 的鐵氰化鉀後，利用 AFM 可發現細
胞崩塌且表面變得更粗糙。透過此方法亦證實鐵氰化鉀可抑制微生物。 

AFM 亦被用來觀察微生物的行為。Yuan 及 Pehkonen (2009)利用 AFM

研究 Pseudomonas NCIMB 2021 及 Desulfovibrio desulfuricans 在不銹鋼表面
殖據(colonization)形成生物膜(biofilm)的動態過程。結果顯示在不銹鋼上，這
兩種微生物形成生物膜時，隨著時間的增加，其覆蓋率、異質性(heterogeneity)

及厚度亦隨之增加。經由 D. desulfuricans 殖據後腐蝕的凹洞比 Pseudomonas 

NCIMB 2021 所腐蝕的凹洞還要深，這主要的原因是由於 D. desulfuricans 產
生的硫化物離子的強化腐蝕(23)。 

應用過濾穿透式電顯區別細胞胞器 

Vannier-Santos 及 Lins 兩位學者以顯微技術及細胞化學技術對寄生性原
蟲(protozoa)進行研究，以寄生性原生動物為模式，在細胞生物學、生物化學
與分子生物學等領域的研究上，均利用顯微技術與細胞化學技術作為基礎，
特稱為細胞微生物學(cellular microbiology)。然而對於細胞功能與細胞構造的
了解有很大的成分是依靠顯微技術的進展，若以光學顯微鏡或是一般的穿透
式電顯做觀察，常常會無法將細胞內各個胞器分辨清楚，至於構造相似但組
成分相異的不同胞器也會被歸在相同一類，這些結果均會阻礙研究的進行。
幸好隨著不斷修正、改善，許多的顯微技術被創造出來以克服遭遇的阻礙，
能量過濾穿透式電顯便是其中一種。能量過濾穿透式電顯除了具有高度解析
力，並具有高敏感度。Vannier-Santos 及 Lins (2001) 兩位學者藉由此種電顯
獲得原生動物細胞之鈣酸體(acidocalcisome)內的元素分布資訊。研究發現
磷、鈣及氧三元素(原蟲細胞內較多的元素)是均質性的分布在在鈣酸體內核
心，並且也因為磷及氧的存在訊息，使他們得以確認所研究的胞器的確就是
鈣酸體(20)。這種元素分布的資訊對於測試抗菌製劑(antimicrobial agent)效用評
估實驗具有相當的幫助。對微生物以抗菌物質處理後，輕者可能使細胞內的
隔間構造發生明顯的改變，重者甚至使其遭到不可恢復的破壞，導致無法以
一般的觀察方式區分出來某隔間是屬於何種胞器，而使用能量過濾穿透式電
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顯便可利用元素的分布，準確地判斷出所觀察的區域在未受改變之前是何種
構造，不會被誤導。因而使得抗菌物質之處理成效評估的分析得以正確。 

應用環境掃描式電顯觀察微生物與環境之互動 

慢沙濾池(slow sand filter)是一種水質過濾裝置，具有過濾有害微生物(包
括病毒、細菌、原蟲等)、硝酸鹽類、及其他汙染物的功能，雖然可以被其他
如快沙濾池等效率更高的過濾方式取代，但由於慢沙濾池的成本較低，操作
較簡易，維護需求較少，並且能夠有效清除病原菌，因此仍常被開發中國家
及農村聚落所使用。其有效的過濾效果除了歸因於緩慢的過濾速度及適當的
濾沙大小之外，最上層(與水的交界處)的生物活性層也扮演重要的角色，該
層是由許多不同種類的細菌、真菌、藻類、原生動物、甚至昆蟲幼蟲所組成，
形成類似生物膜的構造，是清除汙染物最大的功臣，因此生物活性層的形成
與否便成為了慢沙濾池是否能被使用的關鍵因子。然而，對於此層內的微生
物如何進行溝通，或該層形成機制的資訊卻少之又少，因此研究者們才想透
過觀察生物活性層的形成以對其作更進一步的了解，由於一般掃描式電顯的
樣品製備過程需經過固定、冷凍或脫水，可能破壞脆弱的樣品或改變樣品的
結構，因此研究者們選擇環境掃描式電顯作為他們的觀察工具，以最低限度
的處理步驟保持樣品的完整性。在 Joubert 及 Pillay 利用環境掃描式電顯進行
的研究中，根據每週的觀察結果，起初是細菌先在沙粒表面開始殖據，形成
生物膜，而沙粒受到微生物代謝的影響逐漸產生形變，接著矽藻也開始附著，
嵌入生物膜分泌的大量胞外基質內，之後聚集的微生物越來越多，種類越來
越複雜，且隨著時間的進展，優勢物種由細菌轉變為矽藻，直到觀察的最後
一週，所有的沙粒表面均被微生物與其分泌物所覆蓋，即使再以較大的倍率
也無法觀察到背景的沙粒了(11)。 

應用冷凍電顯觀察微生物外泌物 

而在 2010 年，Allan-Wojtas 等學者欲研究 Xanthomonas fragariae 此細菌
病原在草莓葉片上的侵染過程，研究人員推測該病原細菌於侵染過程可能草
莓葉片上形成生物膜(biofilm)，而生物膜的組成是由微生物本身及其附著在
物體表面之後，分泌出的一層由醣類、蛋白質以及核酸所組成的胞外多醣
(extracellular polysaccharide，EPS)所構成。EPS 除了可以保護微生物免於脫
水、乾燥及植物毒素的威脅之外，還可以讓微生物可以吸附在宿主表面，更
利於養分、礦物質及水分的吸收。以往在研究病原侵染的過程時，對樣品進
行前處理之固定方式以及染色方式並不適合用在以生物膜作為侵染的研究
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中。此乃因為 EPS 的原位(in situ)保存及其內部高度含水及醣類的結構常常會
造成樣品製備過程的阻礙，因此必須找到一種不但可以完整地固定葉片組
織，還可以保持生物膜整體構造的顯微技術。冷凍電顯便符合他們的需求，
因其常被推薦用以觀察可溶於水或其他無水溶劑的樣品、脆弱而易受外力破
壞的樣品、或是易受水分及固定時間影響的樣品，於是 Allan-Wojtas 等學者
便利用冷凍電顯搭配不同的無水固定法(anhydrous fixation)進行研究。他們透
過電顯觀察到細菌侵染 8 天至 14 天後，植物葉組織內部發生的變化，細菌會
侵入葉肉當中，分泌大量的 EPS，並且逐漸填滿葉肉組織間的空隙與柵狀組
織(palisade layer)，甚至到了更後期，埋在 EPS 當中的細菌細胞還會穿透整片
葉片，從葉的下表皮冒出來，這些觀察結果都與以一般常溫電顯所觀察到的
結果不同，常溫電顯只能看到生物膜的部分痕跡而已(2)。 

結語 

電子顯微鏡已經從一種單純的放大工具發展成具有許多功能，並且兼具
定量特性的儀器，不只是樣品的外觀構造，就連樣品的化學性質與電性等資
訊也都可以利用不同的電顯技術來獲得。某些電顯技術甚至已跳脫傳統電子
顯微鏡利用電子束掃描樣品的方式，例如原子力顯微鏡是以微小探針與樣品
表面所保持一定距離進行掃描而獲得影像，而且呈現出的影像也由平面轉變
為立體。這些進展都不斷地帶領電顯跨越重重限制，過去傳統電顯技術難以
應用的研究主題 (例如含水且未鍍金的樣品) 以現在的技術已能順利解決。
因此在廣大的微生物世界中，種種的奇妙現象，如果選用合適的電顯技術或
配合多種電顯技術，將可更深入的了解。 
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