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中文摘要 

光子相干量測法已經廣泛被使用在計算單分子或奈米顆粒的發光

體數量。一般在使用時會假設每個發光體發出光子的機率是一樣的。

但如果每顆發光體發出光子的機率是不一樣的，就得修改光子相干量

測的模型。螢光奈米鑽石的表面石墨殼會對較靠近表面的氮-空缺產

生螢光抑制效應，造成氮 -空缺的螢光生命週期 (Fluorescence 

Lifetime)和量子產額(Quantum yield)會隨著越靠近石墨殼而遞減，此

時量測到的螢光生命週期會有兩種遞減方式，其中一個是較快遞減是

屬於受到螢光抑制效應(Quenching)影響的氮-空缺所發出的螢光，另

外一個較慢遞減則是屬於沒受到螢光抑制效應影響的氮-空缺所發出

的螢光。因為上述的原因，所以螢光奈米鑽石內的氮-空缺發出光子

的機率會不一樣，使得我們無法直接利用光子相干量測法計算出實際

的氮-空缺的數目。在此工作中，我們提出了一個方法來修正對氮-

空缺數目的計算。我們把氮-空缺分成兩種，一種是受到螢光抑制效

應影響的氮-空缺，另外一種則是沒受到螢光抑制效應影響的氮-空

缺。我們利用時間解析光譜得到兩種氮-空缺的數量以及螢光生命期

的比值，並利用此比值來修正光子相干量測所得到的值。我們得到在

沒考慮受到螢光抑制效應的 35nm 螢光奈米鑽石氮-空缺的數量其平

均值 7.865，經過修改過後其平均數量值為 12.838。 
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Abstract 

Photon correlation spectroscopy has been widely used to quantify 

the number of emitters in single molecule or nanoparticles,which equals 

to the number of (N-V)
-
 centers assuming all (N-V)

-
 centers are 

identical.However,the quantification for multiple emitters is often 

hampered by the heterogeneities of the emitters. The graphite shells can 

quench efficiently the luminescence of NV centers near the surface and 

reduce their fluorescent lifetime and quantum yield depending on the 

distance of the graphite shell. Therefore, the fluorescent decay curves 

exhibits a fast decay and a slow decay, which are attributed to the 

quenched and unquenched NV centers, respectively.In this work,we 

propose a method that can modify the number of NV centers. We 

approximately categorized (N-V)
-
 centers into two species, namely 

quenched and unquenched centers, with different fluorescence quantum 

yields and used time-resolved spectroscopy to modified photon 

correlation measurement. The average number of (N-V)
-
 centers in single 

35-nm fluorescent nanodiamond were modified from 7.8 to 12.8. 
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第一章 簡介 

1.1螢光奈米鑽石 

鑽石會發出螢光因為含有雜質和缺陷(defect)所產生，如圖 1.1是

一個鑽石晶格[1]，有一個雜質氮(Nitrogen)和一個空缺(Vacancy)相遇

產生的鍵結，則鑽石就會發螢光[2]。而氮-空缺(N-V)只是鑽石結構中

的一種缺陷，另外還有很多其他的缺陷也會發螢光，例如鎳和空缺所

導致的缺陷[3]及矽和空缺所導致的缺陷[4]，不同的缺陷所發出來的

螢光都不一樣。(N-V)主要吸收波長在 532nm 附近的波段，由(N-V)

所發出來的螢光光譜圖 1.2 中分佈在 575nm 到 750nm， (N-V)的螢

光光譜可以看到兩個特徵峰[5]，分別為 575nm 零聲子線一(ZPL 1)和

637nm 零聲子線二(ZPL 2)。ZPL 1 是不帶電的(N-V)
0的零聲子線，ZPL 

2 為帶負電的(N-V)
-的零聲子線，本研究主要探討螢光奈米鑽石的

(N-V)
-所發出來的螢光。 

1.1.1螢光奈米鑽石的性質及應用 

有機螢光分子常被應用在生物標記上，其最主要的缺點為有光漂白

(photobleaching)和光閃爍(photoblinking)的現象，而螢光奈米鑽石則沒

有光漂白和光閃爍，具有穩定的光物理性質[6]，由圖 1.3看其螢光

奈米鑽石和染料高分子的比較[6]，會發現到有機螢光分子有光閃爍

(圖 1.3紅色箭頭)和光漂白(圖 1.3綠色箭頭)，而螢光奈米鑽石沒有
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這兩種缺點。此外，螢光奈米鑽石具有高度的生物共容性[7]，而其

表面容易作化學處理，能攜帶特殊的官能基[8]，所以螢光奈米鑽石

是很適合當生物標記使用。此外，其螢光生命週期(Fluorescence 

Lifetime)超過十奈秒。由於大部分的生物的自發螢光的生命週期都遠

低於十奈秒，因此把奈米鑽石放入生物體內，就可以利用時間閘控

(Time-gated)的方式把自發螢光濾掉，此時就只剩下螢光奈米鑽石所

發出來的訊號。所以可用來提高生物細胞的自發螢光和螢光奈米鑽石

螢光訊號的對比[9,10]。Flavin、nicotinamide adenine dinucleotides、

collagens、和 porphyrins 都為生物細胞內在的物質，這些物質都會有

自發螢光。如果所用的螢光標記的螢光光譜分佈，剛好與這些物質自

發螢光的光譜分佈重疊，這樣一來就很難分辨是誰的訊號。若使用螢

光奈米鑽石沒有此問題，因為其螢光光譜分佈在偏紅光的部分。如圖

1.4以 Flavin 為例，Flavin 所發出來的螢光分佈圖為圖中橘色的線，

而紅色的線為螢光奈米鑽石的螢光分佈圖[6]。可以發現螢光奈米鑽

石的螢光光譜和 Flavin 的自發螢光光譜沒有互相重疊，所以可以利用

濾波片將螢光奈米鑽石與 Flavin 的螢光分出來。另外，螢光奈米鑽石

的螢光光譜波段為偏紅光，其螢光較容易穿透生物細胞。由上述螢光

奈米鑽石的優點可知，螢光奈米鑽石可作為一良好的生物標記[6]。 
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1.1.2合成螢光奈米鑽石 

要製作含有(N-V)
-的螢光奈米鑽石，首先要製造奈米大小尺寸的

鑽石(鑽石必須要有許多氮雜質)。一般會用炸裂天然鑽石的方式

[11]、高溫高壓合成[12]和利用化學氣相沉積得到奈米鑽石[13]。接下

來再用高能質子束把奈米鑽石轟出空缺，然後把鑽石拿去高溫退火

(annealing)在 800˚C，讓鑽石裡面的雜質氮(N)和空缺(V)相遇而產生鍵

結。因為螢光奈米鑽石很容易團聚(aggregate)在一起，以化學酸洗(硝

酸和硫酸混合)和把含有螢光奈米鑽石的溶液稀釋到一定的程度，這

樣一來就可以得到單一顆的螢光奈米鑽石，探討其基本性質。酸洗可

以讓螢光奈米鑽石表面帶同電荷，讓其互相排斥所以不易團聚在一

起，而稀釋溶液則是要減少溶液的單位體積內螢光奈米鑽石的數目

量。另外經由酸洗後奈米鑽石表面會有化學官能基(羥基，Carboxylic 

acid group，-COOH)。表面羥基化後，蛋白質就可以銜接上去，如圖

1.5[14]。 
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圖 1.1  鑽石的 NV defect的結構示意圖[1] 

 

 

 

 

 

 

圖 1.2  螢光奈米鑽石的螢光光譜圖[5] 

 

 

 



- 5 - 

 

 

 
 

圖 1.3螢光奈米鑽石和染料高分子的比較圖[6] 

 

 

 

 

圖 1.4  Flavin 的吸收光譜、螢光光譜和螢光奈米鑽石的螢光光譜的比較[6] 
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圖 1.5 奈米鑽石表面羥基化後再連接蛋白質於表面上之示意圖[14] 
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1.2石墨殼的形成與影響 

1.2.1 石墨外殼的形成 

在製造螢光奈米鑽石的高溫退火過程中，其表面會產生非結晶碳

(disordered carbon)和石墨殼(shell of graphite)，利用拉曼光譜分析螢光

奈米鑽石會出現鑽石的鍵結的訊號(1325cm
-1

)也會有石墨鍵結的訊號

(1600cm
-1

)[15]。甚至在高溫退火處理前的奈米鑽石的表面就已經存在

非結晶碳和石墨殼[16]，由圖 1.6穿透式電子顯微鏡(TEM)觀察單一

顆奈米鑽石在高溫退火之前[15]，可以看到白色虛線圓圈內有明顯的

鑽石結構，而虛線外則是非結晶碳和石墨殼。而這些在奈米鑽石表面

非結晶碳和石墨殼可以利用化學酸洗去除掉一些[6]。另外一個方法

就是把奈米鑽石在一般的大氣壓力中加溫到 400˚C 到 430˚C，此處理

可以把碳鍵結的 sp
2
(石墨結構)轉換成 sp

3
(鑽石結構)[17]。 

1.2.2 螢光抑制效應 

這些非結晶碳和石墨殼，會導致螢光奈米鑽石裡的螢光體(N-V)
-

的螢光被抑制(quenching)。當一個偶極矩(也就是一個螢光體)距離導

體表面少於 20 nm 的時候，導體表面電漿會開始和偶極矩產生共振效

應。故當一個偶極矩接近導體時，會發生振動能量轉移，部分能量以

非輻射的方式傳遞給導體表面。螢光體能量傳遞速率 k，和螢光體到

導體表面距離 d 的數學式可表示成[18]: 
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其中 kr為發光體的輻射率常數(radiative rate constant)，ε1為偶極矩所

在空間的介電常數，ε2為導體的介電常數，λ 則為發光體放射波長。

故螢光體的螢光生命期f可表示成: 
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原本螢光體的能量大部分都是以輻射傳遞，現今因為螢光體接近導體

所以有部分能量傳給導體表面(能量轉換率 k 包含螢光體輻射速率常

數 kr和螢光體以非輻射方式傳遞的非輻射速率常數 non-radiative rate 

constant knr)。另外還會影響發光體的量子產額，發光體的量子產額

(Quantum yield)的物理意義為螢光體發出光子的數目與螢光體吸收光

子的總數的比率，例如一個會發螢光的(N-V)
-
 center，激發光激發

(N-V)
-
 center 時，(N-V)

-
 center 總共吸收十個光子，(N-V)

-
 center 只放

出七個螢光光子，這個(N-V)
-
 center 的量子產額為 70%。量子產額 Q

的定義為 Q = kr/k，當螢光體越靠近導體表面時，量子產額可表示如

下: 

1

12

12

3

32/3

1

3

)(

)(
Im

32

































d
k

k

k
Q fr

r

 (3)

 

由(3)式可知當螢光體與導體表面距離 d 越小，則螢光體的生命期和
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量子產額一起跟著遞減，所以當螢光分子靠近導體表面時會有螢光抑

制效應發生。有研究團隊把染料分子放在用化學氣相沉積合成的奈米

鑽石薄膜上，也有發現螢光抑制效應存在[19]。所以當螢光奈米鑽石

被石墨殼所包圍著，外圍的石墨外殼對(N-V)
-
 centers 也會有螢光抑制

效應的發生。 

1.2.3 螢光生命週期原理和螢光抑制效應下的螢光生命週期 

因為石墨殼對 (N-V)
-
centers 有螢光抑制效應產生，因而造成

(N-V)
-
centers 的螢光生命期(fluorescence lifetime)的改變。所以在此節

中，我們先簡述一下生命週期的原理，接著再討論在螢光抑制效應的

影響下，螢光生命期如何變化。螢光分子的螢光生命週期常被拿來研

究分子的結構和其分子跟分子之間的交互作用。當一個物質和光子交

互作用，原子或分子吸收光子後，如示意圖 1.7，電子從基態被激發

到激發態，而之後電子會先掉到較穩定的激發態，其過程能量是以非

輻射的方式釋放出去。然後電子會自發地從激發態的最低能階掉到基

態，並以輻射的方式將能量放出，這就是產生螢光[20]。其電子待在

激發態的機率分佈會隨著時間呈現單一指數遞減，P(t)=A*exp(-t/τ)其

中 τ 就定義成生命週期。把電子在上述過程所經歷的時間給記錄下

來，累積訊號並製成統計圖，就可以建構電子在激發態的機率分佈，

然後透過分析就可以得知生命週期。其中電子從基態被激發到激發
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態，和電子會先掉到較穩定的激發態，這兩個過程是非常快速的。所

以生命週期量測到的主要是從激發態的最低能階掉到基態的時間。 

圖 1.8 是量測(N-V)
-
 centers 在奈米鑽石薄膜的螢光衰減曲線

(fluorescence decay curve)[15]，此圖可用兩個指數函數去擬合(Fitting)

數據圖，而分析出來的數據中較短的生命週期是受到螢光抑制效應的

(N-V)
-
 centers 所發出來的訊號，較長的生命週期是原本的(N-V)

-
 

centers 所發出來的訊號。如示意圖 1.9 中，較靠近石墨殼的(N-V)
- 

centers 會有螢光抑制效應發生。(N-V)
-
 centers 被雷射光激發後，能量

除了發螢光還會以非輻射的方式傳給石墨殼，所以其在激發態的數量

隨著時間遞減而回到基態，速率方程式可表示成: 

qnrqr

q
NkNk

dt

dN


  (4)
 

其中 Nq為受螢光抑制效應影響的(N-V)
-
 centers 的數量，kr為輻射速

率(以螢光的形式散發能量)，knr 為非輻射速率(以熱或振動散發能

量)。在示意圖 1.9，在鑽石結構中心的(N-V)
-
 centers 是沒有螢光抑制

效應發生。被雷射光激發後，能量只以螢光的方式散發，其激發態的

數量隨著時間遞減而回到基態，速率方程式可表示成: 

ur
u Nk

dt

dN


  (5) 

其中 Nu為不受螢光抑制效應影響的(N-V)
-
 centers 的數量，上面兩個
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速率方程式(4)和(5)的解分別如下 

tkk

qq
nrreNtN
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0)(



  (6) 
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uu
reNtN
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  (7) 

量測到的螢光強度 I 跟 (N-V)
-
 centers 的數量 N 有關， NI  。受到

螢光抑制效影響的(N-V)
-
 centers 發出來的螢光強度 Iq會正比於受到

螢光抑制影響的(N-V)
-
 centers 的數量 Nq，而沒受到螢光抑制效影響

的(N-V)
-
 centers 發出來的螢光強度 Iu會正比於沒受到螢光抑制影響

的(N-V)
-
 centers 的數量 Nu，所以上式(6)和(7)可以表示如下 
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而總螢光強度 I total (t) = Iq(t)+Iu(t) = 
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 00 。所以由上式(8)
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  (10) 

所以分析數據出來有兩種機制，其中較短的生命週期(τq)是有螢光

抑制效應影響的(N-V)
- 
centers 所發出來的訊號，且其對應到的螢光強

度是 I0q，較長的生命週期(τu)是原本的(N-V)
-
 centers 所發出來的訊
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號，其對應到的螢光強度是 I0u。由式(11)可看到受到螢光抑制效應的

(N-V)
- 
centers的螢光強度和沒受到螢光抑制效應的(N-V)

-
 centers的螢

光強度的比值，會等於受到螢光抑制效應的(N-V)
-
 centers 的數量和沒

受到螢光抑制效應的(N-V)
-
 centers 的數量的比值。 
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圖 1.6 用 TEM觀察奈米鑽石的結構[20] 

 

 

 

 

圖 1.7 螢光分子的電子躍遷示意圖[20] 
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圖 1.8  (N-V)- centers 在奈米鑽石薄膜的螢光衰減曲線 [15] 

 

 

 

 

 

圖 1.9 受到石墨殼所影響的(N-V)-和沒有被影響的(N-V)-  
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1.3量測發光體 

螢光奈米鑽石為了廣泛應用在生物上，而越做越小顆。此時把

(N-V)
-
 centers 植入奈米鑽石裡就更難做到，但是還是有團隊做到一顆

5nm 大小的螢光奈米鑽石[21]。為了製造更亮的螢光奈米鑽石，也有

許多團隊致力於在一顆的奈米鑽石裡植入更多的(N-V)
-
 centers(一個

(N-V)
- 
center 是一個螢光體也就是一個發光體)，也可以說在相同的體

積內放入更多的發光體，讓其更能廣泛應用在生物標記中。因此定量

一顆螢光奈米鑽石裡面含有多少個螢光體是很重要的。一般在鑽石塊

材(Bulk)如果要量測(N-V)
-的數量，可以利用吸收光譜的強度變化來

算出(N-V)
-的數量。但是如果鑽石的尺寸到達奈米等級，當入射光打

到奈米鑽石時，表面結構會散射入射光，導致最後量測的光強度會不

準，所以吸收光譜就不太適合拿來量測奈米鑽石的(N-V)
-的數量。 

1.3.1光子相干光譜量測 

另外一種方法量測發光體的數量是用光子相干量測。常用的實驗

架構為 Hanbury-Brown and Twisse 的架構[22]，如圖 1.10可以看到入

射光打到 Beam-splitter 變成兩道光源，然後用兩個偵測器去偵測訊

號，同時把這兩個訊號一段時間差 T 去看自相干程度

(autocorrelation)，其數學式可以表示如下: 
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(11) 

由圖 1.11 相干性的結果可以看到，其為當 g
(2)

(0) > 1 為聚束現

象，具有高度的相干性，表示發出來的光為一般的熱光源，例如汞燈、

日光燈。因為熱光源發光體的數量是非常多的，當溫度高時會同時一

起發光，而溫度低時則就沒有光。當 g
(2)

(0) = 1 為同調現象，不具任

何相干性。例如雷射光，因為雷射光為穩定光源，並不受到時間所影

響光強度，故其任何時間都不具有相關。當 g
(2)

(0) < 1 為反聚束現象，

則是一邊偵測器量到訊號，另外一邊偵測器則量到訊號的機率很低，

此為量子光源才會有的現象。其主要的成因為一個發光體不會同時輻

射出兩個以上的光子。以圖 1.12 所示的雙能階系統為例[22]，其包

含一基態以及一個激發態。當電子在基態受到光的激發後，可躍遷至

激發態，接著經由自發性輻射（spontaneous emission）而回到基態。

由於電子是費米子，當其佔據激發態而尚未產生自發性輻射時，並無

法激發下一個電子至同一個激發態。電子佔據激發態的時間與自發性

輻射的生命期有關，因此在這段時間內，即使不停的對此系統激發，

仍然並不會有光子產生。由此可知，一個獨立的雙能階系統將無法同

時產生兩個以上的光子，所以構成一個量子光源。所以可以利用反聚

束現象來判斷發光體是否為一個。 
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1.3.2計算發光體 

光子相干光譜通常被用來量測發光體的數目，在考慮雙能階系統

的情況下光子相干函數 g
(2)

(T)可以寫成下列數學式[23]: 

))/exp(-
1

-(1)((2) tT
N

Tg 
  (12) 

t=
)(

1

21 kk 
，k1為激發速率，k2為在激發態的自發輻射數率。 一般做

光子相干量測大部分都採用 coincidence 量測方法，其原理是一顆光

子進入第一個偵測器，到下一顆光子進入第二個偵測器的時間差所累

積而成的統計圖。而統計圖會和光子相干結果相差一個常數 c，其可

寫成下列數學式: 

))/exp(-
1

-(1)(g)C( 2 tT
N

cTcT 
 (13) 

c 為比例常數。當 T= 0 時，可得到值 C(0) = c[(N-1)/N]。當 T = ∞時，

可得到值 C(∞) = c。而我們定義 C0 ≡ C(0)，C∞ ≡ C(∞)，故可得 C0/C∞ 

= (N-1)/N。另外，我們也可以以下列方法討論在 T = 0 與 T = ∞時，

兩個偵測器量測到螢光體發出光子的機率。假設在一團螢光體內有不

同的發光體 n 個，而 i 和 j 代表所有的發光體 1...n 個。pi是發光體 i

發出一顆光子的機率。pj是發光體 j 發出一顆光子的機率。而發光體

發出光子還要被偵測器所量到，故偵測器 A 偵測到第 i 個發光子所發

出的光的機率為 Fi，偵測器 B 偵測到第 i 個發光子所發出的光的機率



- 18 - 

 

為(1-Fi)。從發光體 i 發出光子被偵測器 A 所量到的機率可以寫成

(F)ipi，而偵測器 B 量到發光體 i 發出光子的機率(1-Fi)pi。同理 j 也相

同。所以 Fipi(1-Fj)pj則為偵測器 A 偵測到第 i 個發光體的螢光而偵測

器 B 偵測到第 j 個發光體的螢光的機率。當 T = 0 時，同一時間同一

個發光體只會發出一個光子，如果另外一個偵測器也有量到光子，一

定不是同一個發光體所發出來的光子，故此時 i ≠ j。考慮所有的發光

子，然後把偵測器所有可能偵測到的結果加起來，其總機率為 [24]: 

ji

n

i

n

ijj

ji ppFFf ))(1()(
1 ,1

0  
 

   (14) 

 

當 T >> t 時，激發態的電子掉回基態，再重新被激發上去，系統量測

到有可能為同一個發光體所發出來的光子，故把 i ≠ j 移除，則總機率

變為 
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若我們將兩個偵測器所偵測到的光強度調成一樣，則 F=50%，1- 

F=50%。f0/f∞相除之後(F)i(1-(F)j)可以相消。 
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另外對於相同的發光體 n，每個發光子發出光的機率相等， pi = pj = 
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p，所以 f0/f∞比值為 
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C0為 τ = 0 時，兩個偵測器同時量測到螢光體發出光子的數量。f0為 τ 

= 0 時，兩個偵測器同時量測到螢光體發出光子的機率。同理 C∞和 f∞

為 τ = ∞的時候，所以 C0/C∞和 f0/f∞相等。我們可以寫成一個式子如下: 

n

n

f

f

C

C

N

N
R

11 00 







  
(18)

 

所以我們可以用數學式(13)去擬合實驗數據找出 N，然後由(18)

式可得知 N = n ，即可求出有幾個發光體，而許多團隊也利用此方法

來計算發光體的數量[25]。如圖 1.13為一光子相干量測數據圖[26]，

當 T = 0 ns 時、g
(2)

(0) = 0.2、為上述的 C0。當 T = 80 ns 時、g
(2)

(80) = 

1.2、為上述的 C∞。C0/C∞   0.166。由上述討論知道發光體為一個時

其比值為 0，而發光體為兩個時其比值為 0.5。故此團隊量到的發光

體為單一個發光體。 

值得一提的事，每個螢光體發出一顆光子機率可以不一樣。如果

螢光體發出光子的機率不一樣話，對針對不同的發光體的發光機率做

探討，其 pi就必須得符合物理條件加以修改，而發光體 n 的數量也得

重新計算，而本論文後續將會探討如何修改。 
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圖 1.10 Hanbury-Brown and Twisse 的實驗架構[22] 

 

 

 

 

 

 

圖 1.11 光子相干量測結果示意圖 
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圖 1.12 獨立的雙能階量子示意圖[22] 

 

 

 

 

 

 

圖 1.13 光子相干量測圖[26] 
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第二章 實驗系統原理 

本研究以共焦式螢光顯微鏡系統量測單一顆螢光奈米鑽石的螢光

生命期及光子相干光譜。本章將針對共焦式螢光顯微鏡測系統，螢光

生命期量測及光子相干量測之原理做一簡介。 

2.1共焦式螢光顯微鏡原理 

共焦式螢光顯微鏡的運作原理如圖 2.1所示，當激發光平行經過

物鏡(objective)聚焦在樣品上激發樣品，被激發的樣品的點所散發出

的螢光、反射光和散射光經由物鏡收集之後打在分光鏡(beam splitter)

上面，此分光鏡只能讓短波長的光通過，長波長的光反射。螢光經由

分光鏡反射打入濾片(filter)，此濾片只讓螢光的波段通過，螢光經由

聚光鏡(focusing lens)聚集起來進入針孔，最後由偵測器量測其螢光訊

號。所謂共焦是指顯微鏡的物鏡焦點與聚光鏡焦點位置相互對稱，也

就是說螢光點與偵測點在光學成像上共軛，兩鏡的焦點同時落在觀察

樣品的表面。如示意圖 2.1只有黑色焦平面(focusing plane)的螢光訊

號的可以通過針孔，被偵測器量測到，此時就代表這系統在共焦的狀

態。而較深的平面(藍綠色)和較淺的平面(紅色)所發出的螢光則會被

針孔擋住。非焦平面(圖中的 Z 軸)的螢光訊號非常弱，故此在就會有

良好的螢光訊號對比。因為具有良好的螢光訊號對比，是探討訊號微

弱的螢光物質的理想設備。
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圖 2.1共焦式螢光顯微鏡原理示意圖[27] 
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2.2生命週期量測系統原理 

做生命週期量測必須利用到脈衝(Pulse)雷射激發螢光樣品。如示

意圖 2.2，在雷射打到分光鏡，一部分的雷射光進入偵測器 A 當作時

間 T1，此為螢光樣品的電子從基態被激發到激發態的時間。另一部

分的雷射光去激發樣品發出螢光，螢光進入偵測器 B 當作時間 T2，

此時為螢光樣品的電子自發性地從激發態掉到基態的時間。然後把兩

時間相減，其為螢光樣品電子在激發態所待的時間。累積所有的

，並把所有訊號累積起來做成統計圖，如圖 2.3。之後用指數函數

去擬合曲線即可得到螢光分子的生命週期。要注意雷射脈衝的間距必

須大於螢光樣品的生命週期，以免一次紀錄兩個以上時間差訊號導致

訊號重疊。 
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圖 2.2生命週期量測示意圖 

 

 

 

 

圖 2.3 生命週期訊號所累積出來的統計圖[28] 
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2.3 光子相干量測系統原理 

做光子相干所需要的激發光源可以是 CW 雷射或是 Pulse 雷射。

如示意圖 2.4，當激發光螢光樣品時，螢光樣品發出螢光打到

Beam-splitter，分成兩道螢光。一部分的螢光進入偵測器 A 當作時間

T1，開始計時等到偵測器 B 有接收到螢光分子。當另一部分的螢光進

入偵測器 B 當作為時間 T2，結束等待時間。並把兩時間(相減為

一個訊號，然後持續累積訊號所形成的統計圖，此實驗架構稱為

coincidence 實驗系統。如果實驗結果有反聚束現象出現，則表示為量

子光源的現象。 
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圖 2.4 光子相干量測示意圖 
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第三章 樣品備製與實驗量測 

3.1螢光奈米鑽石的製備和樣品的備製 

3.1.1螢光奈米鑽石的製備 

我們使用的奈米鑽石是用合成出來的 Ib 種類的鑽石(含有較多的

氮雜質)，其顆粒大小為 35 nm。用能量 3MeV 的質子束每平方公分

1×10
16離子轟擊奈米鑽石把鑽石結構的碳給打掉變成空缺，接著放在

真空的環境下退火在 700℃兩小時，讓鑽石內的氮原子與空缺結合形

成(N-V)
-
 centers。之後為了使其螢光奈米鑽石各顆分離和去除表面的

石墨，故浸泡在硫酸與硝酸(9:1,vol/vol)的混合液，溫度為 75℃，時

間為兩天。稀釋出來以後，以去離子水做為溶液保存。 

3.1.2樣品的備製 

為了要搭配我們的系統使用，我們把螢光奈米鑽石的溶液和蓋玻

片事先處理。 

蓋玻片處理步驟: 

1. 把買來的蓋玻片浸泡在硫酸與雙氧水(3:1,vol/vol)的混合液，並且

放在超音波洗淨器三小時。 

2.把蓋玻片取出來用去離子水洗乾淨，用氮氣吹乾後再浸泡在去離子

水裡面，放在超音波洗淨器三小時，要使用時用去離子水清洗並用氮

氣吹乾。 
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螢光奈米鑽石樣品的備製步驟: 

1. 把純螢光奈米鑽石溶液稀釋一些出來和去離子水混合 (1:9, 

vol/vol)。 

2. 把稀釋過的螢光奈米鑽石溶液拿去超音波洗淨器震盪(42 kHz)兩

小時，讓溶液中團聚在一起的螢光奈米鑽石因為受到震盪而分離。 

3. 把處理過後的螢光奈米鑽石溶液滴在處理過後的蓋玻片正中央，

並且置放在旋轉塗佈機，第一段轉速為 800 rpm 經過時間為 10

秒，第二段轉速為 2000 rpm 經過時間為 5 秒。 

4. 經過兩分鐘後蓋玻片角落的溶液乾掉後，把黑罩(圖 3.1)緣塗上指

甲油黏在蓋玻片的正中央。如圖 3.2，螢光奈米鑽石就在黑罩的空

的部位。之後放置在防潮櫃一天。經過一天後就可以把樣品架設

在共焦式顯微鏡的樣品平台上，如圖 3.3。 
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圖 3.1 黑罩 

 

 

 

 

圖 3.2 黑罩黏在蓋玻片上與示意圖 
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圖 3.3 把做好的樣品架設樣品平台上 
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3.2螢光奈米鑽石樣品量測 

3.2.1螢光奈米鑽石樣品的掃描與螢光量測 

首先我們利用共焦式螢光顯微鏡系統尋找在蓋玻片上的螢光奈

米鑽石。我們使用的雷射是 532 nm (CW)，如裝置示意圖 3.4。雷射

光打入空間濾波器(Spatial filter)，其功用可以讓把空間高頻的光給濾

掉。而光路上的 ND filter(可以把雷射光減弱)可以調適我們所要的雷

射光強度，接著雷射光打入 Narrow band filter (Chroma；HQ 535/30 

M)，其穿透光譜如圖 3.5，其功用可以從圖 3.5 中看到只有 532nm

附近波長的光才可以經過此濾片，這樣一來就可防止固態雷射所產生

的其他波長和光路上的螢光進入顯微鏡系統中。在經過幾次反覆的實

驗，先把進入顯微鏡系統的雷射光強度調到 100 μW，此為系統基準

激發光強度值。接著打到分光鏡(Dichroic mirror) (Chroma；Z 532 RDC)

上面，其穿透光譜如圖 3.6。此分光鏡可以把短波長(532nm 以下)的

光反射，長波長(大於 532nm)的光則可以穿透，如裝置示意圖 3.4，

把較短波長的綠色雷射光反射在物鏡上，較長波長的紅色螢光穿透。

雷射光經過物鏡上聚焦在螢光奈米鑽石上，而我們使用的物鏡為油鏡

(Olympus；UplanApo 100x, 1.35 N.A.)。螢光奈米鑽石發出螢光穿透

分光鏡，由於穿透分光鏡的效果有限，故加放只讓螢光通過的濾片

Long pass filter (Semrock；LP03-532RS-25)，穿透光譜如圖 3.7，可以
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從圖 3.7看到此濾片只能讓長波長(536nm 以上)的光通過此濾片。而

螢光經由聚光鏡(Condenser lenses)以光纖接收頭代替針孔，並且把螢

光導入雪崩式光電二極體(Avalanche Photodiode，APD)(PerkinElmer; 

SPCM-AQR-15-FC)。利用 Labview 軟體控制顯微鏡樣品座的壓電平

台掃瞄樣品。而我們的使用的樣品座平台 (Physik Instrument；

P-517.2CL)具有具有奈米等級移動的功能，其最大的掃描圖為

100μm×100 μm。利用共焦螢光顯微鏡系統掃描樣品，看掃描的區域

裡面是否有發螢光並且是否有呈現發光點是分離的情形。 

 接下來我們把掃描到的亮點固定在雷射聚焦點下，利用 Labview

軟體控制顯微鏡樣品座的壓電平台。開啟 Labview 軟體進行螢光強度

的量測。若需要量測單一亮點的光譜，我們可以把共焦式螢光顯微鏡

系統中接到 APD 的光纖換接到光譜儀(Princeton Instrument；Acton 

SP2156)。由圖 3.8可以看到光纖打入的光打到光柵分光後經由凹面

鏡反射到 EMCCD(Princeton Instrument；Cascade 1K)。用電腦中光譜

儀的軟體去量測光譜圖，接著再去與文獻上的光譜做比較 
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3.2.2 螢光奈米鑽石樣品光子相干量測 

光子相干量測系統如裝置示意圖 3.9，雷射光源經過光路系統後

打入顯微鏡系統，接著激發螢光奈米鑽石產生螢光，經過濾片後打到

Beam-splitter 50/50，使得 APD1 和 APD2 都有接收到螢光，接著我們

使用的 Labview 軟體可以同時看到兩邊偵測器所偵測到螢光強度，調

整兩邊的光纖讓兩邊所接收到的螢光強度大約相等。然後把 APD1 的

輸出訊號接在TCSPC卡上的SYNC，把APD2的輸出訊號接在TCSPC

卡上的 CFD，開啟 TCSPC 用的電腦軟體 SPCM，開始光子相干量測。

當螢光光子打入連接著 SYNC 的 APD1 並啟動-開啟，所以 TCSPC 開

始等待 CFD 的結束訊號。當下一顆螢光光子進入連接 CFD 的 APD2

並啟動-結束，TCSPC 則就計算這段開啟到結束的時間差，當作一個

訊號，然後累積訊號形成一個統計圖。我們所用如圖 3.10的 TCSPC

為 Time-Correlated Single Photon Counting Modules(Becker & Hickl 

GmbH; SPC-600)。 

在光子相干量測時，掃瞄到的螢光強度較亮的光點量測出來的結

果會沒有反聚束現象出現，原因是螢光奈米鑽石團聚在一起，光點內

有許多發光體。所以要去尋找螢光強度較弱的光點才有反聚束的現

象。經過多次試驗後，在我們的系統下雷射光強度用 100μW 激發單

一顆 35 nm 螢光奈米鑽石，而螢光強度約在 1000~3000 counts/10ms
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幾乎都可以量測到光子反聚束的現象。所以我們依此設置下去量測每

一顆螢光奈米鑽石的光子相干量測。然後把得到的光子相干量測數據

圖用第一章的數學式(6)去分析擬合。 

 

3.2.3 螢光奈米鑽石樣品的生命週期量測 

量測螢光奈米鑽石樣品的生命週期，我們使用的 Pulse 雷射是

532nm 的 Q-switched 倍頻二極體激發式固態雷射(Laser diode pumped 

solid-state laser)，其脈衝間隔為 27.2 s 遠大於螢光奈米鑽石的生命週

期。因為把 CW 雷射換成 Pulse 雷射打入顯微鏡，所以不同的光路所

以必須要做光纖校正和焦平面的調整。然後掃瞄剛剛 CW 雷射掃瞄的

區域，因為我們必須確認生命週期量測的螢光奈米鑽石是和光子相干

量測為同一顆鑽石，所以我們用 Pulse 雷射掃瞄螢光奈米鑽石樣品的

掃描圖，如圖 3.11。去比較用 CW 雷射掃瞄螢光奈米鑽石樣品的掃

描圖，如圖 3.12。如兩張圖中紅色箭頭都為同一顆螢光奈米鑽石。

如裝置示意圖 3.13，雷射打到分光鏡上，我們用玻片當分光鏡，因

為玻片可以穿透也可以反射，反射光打在光子偵測器 Photon detector 

(EOT；ET-2030)上，而此偵測器接到 TCSPC 的 CFD，此功用可以把

偵測到的雷射光進來時當作一個時間 T1，並且啟用 Start 開始等待

SYNC 的訊號。而穿透玻片的雷射光，經過光路系統和顯微鏡系統打

在螢光奈米鑽石上，發出螢光訊號打到接在 SYNC 的 CFD，此功用
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可以叫 TCSPC 結束等待 Stop，並作時間紀錄 T2。T2和 T1相減包含

了系統反應時間和電子在激發態到基態所消耗的時間。一次脈衝雷射

打入樣品，系統就只量測一個螢光體的訊號。脈衝雷射光持續的進

來，TCSPC 把訊號累積起來，即可得到螢光衰減曲線圖。然後把得

到的螢光衰減曲線的數據圖用下式數學式去擬合，即可得到生命週

期。 







n

i

x

i
ieAy

1



  (19)
 

其中，i為第 i 個螢光生命期而 Ai為其所對應的螢光強度。 
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圖 3.4共焦掃描顯微鏡系統裝置示意圖 

 

 

 

 

圖 3.5  HQ 535/30 M 濾片的穿透光譜圖 
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圖 3.6 分光鏡 Z 532 RDC 的穿透光譜圖 

 

 

 

 

圖 3.7 LP03-532RS-25 濾片的穿透光譜圖 
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圖 3.8光譜儀光路示意圖 

 

 

 

 

圖 3.9 光子相干量測裝置示意圖 
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圖 3.10 Time-Correlated Single Photon Counting Modules 

 

 

                                              

圖 3.11 用 Pulse 雷射掃瞄 35nm 螢光奈米鑽石樣品的 20 μm×20 μm 掃描圖 

 

 

 

圖 3.12 用 CW 雷射掃瞄 35nm 螢光奈米鑽石樣品的 20 μm×20 μm 掃描 
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圖 3.13  生命週期量測實驗裝置示意圖 
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第四章 實驗結果與討論 

4.1 螢光奈米鑽石樣品掃瞄圖和光譜圖 

我們用共焦式顯微鏡系統掃瞄 35nm 螢光奈米鑽石樣品，並讀取

數據圖用繪圖軟體畫出來如圖 4.1。可以明顯的看到發光點是分離的

發著螢光，我們挑選了其中一顆做為量測分析，如圖 4.1中的黑色箭

頭。我們持續觀察此發光點隨著時間增加螢光強度的變化。如圖 4.2，

可以發現到螢光強度大約保持在 3000 counts/10ms。由第 1.1.1節的

討論可知，螢光奈米鑽石有很穩定的光物理性質，其螢光沒有光閃爍

的現象，也不容易被光漂白。此亮點所發出的螢光非常的穩定，因此

極有可能是螢光奈米鑽石。除此之外，我們還可以透過螢光光譜的量

測，做進一步的確認。我們量測此發光點 (圖 4.1 的黑色箭頭)的光

譜如圖 4.3，在第一章的圖 1.2可以看到螢光奈米鑽石光譜圖。明顯

地看到我們的光譜圖有 ZPL 1 和 ZPL 2，還有看到螢光光譜分佈的位

置是在 570nm~750nm，由這兩個判斷得知我們量到的螢光體是螢光

奈米鑽石。 
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圖 4.1 共焦式顯微鏡掃瞄 35 nm 螢光奈米鑽石樣品的螢光強度分佈圖 

 

 

 

圖 4.2 螢光奈米鑽石隨著時間增加其螢光強度的變化 
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圖 4.3 發光點量測到的螢光奈米鑽石光譜 

 

ZPL 1 

ZPL2 
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4.2生命週期量測分析與討論 

圖 4.4 是我們量測到單一顆螢光奈米鑽石的螢光衰減曲線

(fluorescence decay curve)，可以看到此曲線中同時含有快的衰減及慢

的衰減。表示其並不是由單一動力學機制所造成的。而經由第一章節

討論，螢光奈米鑽石中的(N-V)
-
 centers 其中一種是受到螢光抑制效應

影響的(N-V)
-
 centers，另外一種則原本的是(N-V)

-
 centers。所以我們

試著用兩個指數衰減函數去對此衰減曲線做擬合(fitting)，我們發現兩

個兩個指數衰減函數即可得到相當好的擬合結果，可見在螢光奈米鑽

石中的(N-V)
-
 centers 主要確實是受到上述的兩個機制所影響。我們得

到兩個生命週期分別為 τq=1.931ns 和 τu=22.795 ns，且分別對應到的

強度為 A1=2423 和 A2=709。我們系統反應時間約為 0.6ns，而 τq已經

大於我們系統反應時間，並且接近 2 ns，根據文獻[15]去比較，τq為

螢光抑制效應的(N-V)
-
 centers 的生命週期。而 τu值則接近螢光奈米鑽

石的生命週期約為 20ns [15]，故 τu為(N-V)
-
 centers 不受螢光抑制效應

影響下的生命週期。所以量測到訊號並分析出來較短的生命週期值 τq

是在螢光抑制效應影響下的(N-V)
-
 centers 所發出來的訊號，較長的生

命週期值 τu則是原本的(N-V)
-
 centers 所發出來的訊號。
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圖 4.4 35nm 螢光奈米鑽石的螢光衰減曲線 
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4.3 光子相干量測分析與討論 

圖 4.5是我們用光子相干光譜量測單一顆螢光奈米鑽石，可以看

到有反聚束的現象發生，我就可以利用此數據計算螢光體的數量。我

們利用第一章數學式(13)去做擬合，得到 N = 2.996。若以傳統的光子

相干量測方式 N = n，此圖所對應的 (N-V)
-
 centers 數目約為 2~3 個。 

然而在此模型假設了每一個 (N-V)
-
 centers 發出來的光子並被偵

測到的機率是一樣的。而螢光體發出光子的機率 p 和以下三項成正比

關係:激發光強度(I)、吸收截面積(σ)和量子產額 (η)。因為激發雷射光

斑(直徑~300 nm)遠大於奈米鑽石，雷射光均勻照射在整顆奈米鑽石

上，所以兩種(N-V)
-
 centers 接收激發光強度是一樣的。而吸收截面積

是不一樣的物質才有不同的值，螢光抑制效應只在激發態時才會發生

作用，所以兩種(N-V)
-
 centers 吸收截面積是相同。量子產額(η)的定義

為
nrr

r

kk

k


，因此有受螢光抑制效應影響的(N-V)

- 
centers 的量子產額

ηq，和沒受到螢光抑制效應影響的(N-V)
- 
centers 的量子產額 ηu其比值

如下 

u

q

r

nrr

r

r

nrr

r

u

q

k

kk

k

k

kk

k
















1

1

  

(20) 

與生命週期成正比關係。所以螢光抑制效應會影響(N-V)
- 
centers 發出
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子的機率，有不同類的(N-V)
- 
centers 發出光子並被量測到的機率並不

一樣，所以我們要修改光子相干計算發光體數量的模型，才能夠得到

正確的(N-V)
- 
centers 的數量。 

 

 



- 49 - 

 

 

 

圖 4.5  35 nm 螢光奈米鑽石光子相干量測 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



- 50 - 

 

4.4修改計算模型 

因為量子產額不一樣，導致螢光抑制效應和原本的 (N-V)
- 
centers

所發出螢光光子的機率是不相等的(pi ≠ pj)，因此我們修改計算模型。

由第 4.2節螢光衰減訊號的擬合得知，螢光訊號主要是由兩種螢光體

所發出來的，所以我們假設有兩種螢光體發出光子的機率，分別是有

螢光抑制效應影響的(N-V)
- 

centers，及不受螢光抑制效應影響的

(N-V)
- 

centers 的發出光子的機率，pq 和 pu。而我們也假設在這兩種

(N-V)
- 
centers 的數量分別為 nq及 nu。我們可以把第一章式(17)修改成

如下 
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(21) 

並以實驗可得到的值和一些代數變換來得到 nq和 nu。我們把 nq代成

nu而 pq和 pu則代 τq和 τu的形式，然後用得到的實驗值，來解出 nq和

nu。我們來整理已知的條件如下: 

1. 螢光體發出光子的機率與量子產額成正比，而量子產額和生命週

期成正比，其表示如下: 
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2.當發光體的數量越多，發出的螢光就越強。可表示如下: 
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3.R 值可藉由光子相干量測擬合得到。

 

 

我們把關係式(22)、(23)代入方程式(21)，可以寫成如下 
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將此式整理成 nu的二次方程式 
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解此方程式可以得到 nu的解為 
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接著由關係式(23)和已得知的 nu可以得到 nq如下 
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在式(24)中 I0q/I0u 的比值可藉由螢光生命週期分析所對應到的螢光強

度 A1/A2代入，而 τq/τu則藉由分析生命週期而代入。故我們在 4.3.1

節利用反聚束系統量測 35 nm 螢光奈米鑽石得到 N = 2.996，其所對

應的 R = (N-1)/N = 0.666。在章節 4.2量測到的生命週期為 τq=1.931 ns

和 τu=22.795 ns，其所對應的 A1=2423(I0q)和 A2=709(I0u)。代入上式(26)

以及(27)可以得 nq = 6.268， nu = 1.834。而修改過後的總螢光體數量

為 ntotal = nq+nu = 8.102，此顆螢光奈米鑽石約有八個的(N-V)
-
 centers。

我們利用此方法把(N-V)
-
 centers 的數量從約為三個發光體修正到為

八個發光體。修改幅度為 2.6 倍，屬於大幅度的修改。 
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4.5螢光奈米鑽石的螢光體修正結果與探討 

我們總共量測了 42 顆不同的 35nm 螢光奈米鑽石，並依據螢光衰

減曲線來判斷是否要修改螢光體的數量。從圖 4.6可以看到兩顆不同

的螢光鑽石的螢光衰減曲線，而其中 FND 1 只有一個生命週期為 38 

ns，我們的解釋是(N-V)
-
 centers 在鑽石結構附近沒有靠近石墨殼，或

者是石墨殼非常稀少，所以沒有螢光抑制效應。所以用光子相干量測

到的螢光體數量不需要修改。然而此現象並不多在我們量測 42 顆中

只有 2 顆不用修改，機率非常的低。而 FND 2 則有兩個生命週期，

所以用光子相干量測到的螢光體數量需要做修改。上述兩個例子也在

說明(N-V)
-
 centers 有些是靠近石墨殼，有些則是在鑽石結構中。 

  另外我們把 40 顆的螢光奈米鑽石修改前和修改後的(N-V)
-
 centers

數量做統計分佈圖。如圖 4.7，黑色的長條圖 是一般光子相干量測

35nm 螢光奈米鑽石的(N-V)
-
 centers 數量分佈圖，紅色的長條圖是我

們提出的修改方式所量測到的(N-V)
-
 centers 分佈圖，其修改前平均量

測數量為 7.865，而修改後平均數量為 12.838。其平均修改幅度為 1.6

倍。其以總體上是相當大幅度的修改螢光體的數量。 
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圖 4.6 兩顆 35nm 螢光奈米鑽石的生命週期量測 

 

 

 

圖 4.7  (N-V)
-
 centers 的數量修改前和修改後的統計分佈圖 
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第五章結論與展望 

 螢光奈米鑽石的表面石墨殼會對氮-缺(N-V)
-
 centers 產生螢光抑

制效應，當 (N-V)
-
 centers 越靠近表面石墨殼時，其螢光生命期

(Fluorescence Lifetime)和量子產額(Quantum yield)會隨之遞減，而此

時螢光會呈現非單一指數衰減。我們將螢光衰減曲線的衰減趨勢分成

兩種，一種是屬於較快的遞減，一種是屬於較慢的遞減。較快的遞減

是受到螢光抑制效應影響的(N-V)
-
 centers 所發出的螢光，較慢的遞減

是沒受到螢光抑制效應影響的(N-V)
-
 centers 所發出的螢光。而一般用

光子相干量測去計算螢光體的數量，都假設每個螢光體發出光子的機

率都相等，但在這種情況下(N-V)
-
 centers 卻不能適用。因為(N-V)

-
 

centers 的量子產額受到螢光抑制效應的影響而產生了改變，導致螢光

體發出光子的機率不一樣。所以我們提出一種方法，來修正計算(N-V)
-
 

centers 的數量的方式。而這個方法結合了時間解析螢光光普及光子相

干光譜的量測。我們量測 35 nm 螢光奈米鑽石的(N-V)
- 
centers 數量，

在修改前平均數量值是 7.865，而經由修改後平均數量值是 12.838，

其總體平均修改幅度為 1.6 倍是屬於相當大的修改。 

 此外我們把這 40 個螢光奈米鑽石中未受螢光抑制效應影響的

(N-V)
-
 centers 的數量除以所有(N-V)

-
 centers 的總數量得到分佈圖。如

圖 5.1，可以看到每一顆螢光奈米鑽石不受螢光抑制效應影響的
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(N-V)
-
 centers 的數量，占全部數量從 20%到 80%都有，其總體平均值

為 47.7%，其分布造成的原因可能是由於每顆螢光奈米鑽石的石墨殼

的厚度都不一樣，且(N-V)
-
 centers 在鑽石結構內的分布也是隨機的，

有些是很靠近表面有些則是沒有。 

我們未來將利用氧化表面以減少光抑制效應，讓受到螢光抑制效

應的(N-V)
-
 centers 的數量減少，看其 nu/ntotal的總體平均值的變化，看

其單一顆的 35nm 螢光奈米鑽石的螢光強度是否有變強，並用來檢驗

我們的模型。另外我們的方法也可以用在別的螢光物質上，只要此螢

光物質受到螢光抑制效應影響，都可以利用我們的方法去重新計算螢

光體的數量。 
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圖 5.1 35nm 螢光奈米鑽石的
total

u

n

n
比例分布圖 
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