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공초점현미경을 이용한 세포 관찰에 대한 연구
A Study on Measurement of Cells Using Scanning Confocal Microscope
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1. 서론
공초점현미경(SCM : Scanning Confocal Microscope)은 기존의 

광학현미경에 비해 초점심도가 낮기 때문에 초점을 벗어난 영상

을 제거할 수 있어 선명하고 감도 높은 영상을 얻을 수 있고 

조직에 대한 침해 없이 광학적인 절편영상(Optical section)을 
만들기 때문에 기존의 전자현미경 기법에서 문제가 되는 물리적

인 절편제작과정에서 발생하는 인공물(artifact)을 없앨 수 있다. 
또한 광학적이 절편영상을 만들 때 수평면뿐 아니라 수직면으로

도 단면의 영상을 얻을 수 있기 때문에 현미경의 광축에 평행한 

영상을 얻을 수 있다. 이러한 기술은 시료를 옆에서 보는 효과를 
주기 때문에 시료의 높이 변화를 관찰할 수 있다.1 컴퓨터 하드웨
어 및 소프트웨어의 발전으로 최근에는 가장 경쟁력 있는 연구기

자재로 발전하여 시료의 3차원 영상 및 표면 형상 측정, 공업적인 
계측뿐만 아니라 의료, 생물학에 이르기까지 광범위한 분야에 
활용되고 있다.
공초점현미경은 표면의 3차원 영상을 얻을 수 있는 장점 때문

에 반도체, 금속 등의 표면 측정뿐만 아니라 세포소기관, 세포골
격, RNA, DNA 또는 단백질 같은 거대분자의 세포 내 구조, 
조직 내에서 측정세포의 이동 관찰, 세포내 단백질 또는 이온의 
정량적 변화나 반응현상 등과 같이 생면현상을 연구하려는 응용

분야를 점차적으로 넓혀가고 있다. 일반적으로 살아있는 생명체
의 내부를 보기 위해서는 CT나 MRI를 이용하여 낮은 분해능으로 
관찰하거나, 높은 분해능으로 보기 위해서는 세포를 떼어 내어서 
광학 현미경으로 관찰하여야 한다. 그러나 레이저를 이용하는 
공초점현미경의 특징을 잘 이용하면 높은 분해능으로 시료의 

이동 없이 살아있는(in vivo) 생물에 대한 관찰이 가능할 수 있다. 
근 적외선의 레이저 빛은 세포의 경계면이나 혈액의 세포면에 

초점이 맺히면 반사량이 많으므로 효율적인 광 검출기를 사용하

여 시료의 영상을 얻을 수 있다.
본 연구에서 광섬유를 직접 스캔하는 Tuning Fork 방식의 공초

점현미경을 사용하여 동물세포의 영상을 획득하여 보는 것이다. 
단일모드 광섬유가 핀홀(Pinhole)을 대신하기 때문에 광학계가 
좀 더 간단해지고, 광섬유를 직접 스캔하기 때문에 헤드의 크기가 
작다.2 또한 광학계와 헤드가 광섬유로 연결되어 있어서, 타 시스
템에 쉬게 장착될 수 있다는 장점이 있다. 이러한 장점은 시료를 
관찰하기 위해 측정기구로 옮기지 않고 바로 측정할 수 있어서, 
레이저 가공 시스템이나 세포 배양 시스템 등 많은 곳에 사용될 

수 있다.

2. 실험
전체적인 실험 장치는 그림 1과 같고, 광섬유를 직접 구동하는 

레이저 주사 타입의 공초점현미경으로 구성하였다. 사용한 광원
은 780nm이고, 반경이 3mm인 대물렌즈를 사용하였다. 편광유지 
단일모드 광섬유(single mode polarization maintaining fiber)는 0.45 
NA에 core 크기가 5.3 ± 0.5㎛이다. 측정된 레이저 반사 신호를 
처리하기 위하여 변화 스캔(variable scan) 방식의 영상획득보드
(frame grabber board)를 사용하였다. 변화 스캔 방식은 영상의 
시작이나 선을 표현하는 시간 및 y축 방향의 선 수, x축 방향의 
선 픽셀 수 등을 임의로 변화시켜 스캔 할 수 있어서, 실험에 
사용하는 하드웨어의 스캔 속도에 맞게 조절할 수 있다. 스캔은 
x축 스캐너에 사인파를 y축 스캐너는 톱니파를 공급하고 각기 
나오는 동기 신호(Synchronization pulses)를 이용하여 수평 동기 

신호(H-Sync)는 새로운 선의 시작을, 수직 동기 신호(V-Sync)는 
새로운 영상의 시작을 맞추는데 사용하였다.

x축 구동은 얇은 금속판에 영구자석과 광섬유를 붙이고, 자석
과 솔레노이드 코일과의 상호작용으로 직접 구동시켰다. 솔레노
이드 코일에 교류전류를 공급하면 변화하는 자속과 금속판의 

영구자석이 상호작용하게 되고, 이렇게 형성된 튜닝 포크에 의해 
광섬유가 x축으로 진동하게 된다. 본 실험에서는 금속판의 길이
를 6mm, 두께는 0.25mm로 제작하여 1.24kHz의 x축 스캔 속도와 
250㎛ 정도의 스캔 범위를 얻을 수 있었다.

Fig. 1. Scheme of SCM

공초점현미경에서는 x축 방향의 스캔 속도가 전체 영상을 구현
하는 속도에 영향을 주는 가장 큰 변수이다. 그림 2는 이러한 Tuning 
Fork의 구성도이다. 전체적인 크기는 가로 12.0mm, 세로 5.3mm, 
높이 8.7mm이다. 금속판에 칼날을 나사로 고정시키고, 칼날에 자
석과 광섬유를 접착제로 고정하여 사용하였다. 본 실험에서는 이
렇게 구성된 광섬유를 x축으로 스캔하기 위하여 릴레이에 포함되
어 있는 솔레노이드를 사용하였다. 솔레노이드 코일에 전류가 흐
를 경우 자속이 발생하게 되는데 이를 이용하여 교류전류를 흘려

주게 되면 자속이 변화하게 된다. 이는 칼날에 붙어있는 자석과 상
호 작용하여 칼날을 스캔하게 된다. 자기력에 의해 강제진동으로 
움직이는 금속판은 자신의 고유진동수와 일치하게 되면 스캔은 

최대가 된다. 이러한 x축의 스캔범위는 최대 200 이고, 릴레이에 
공급하는 전압을 조정함으로 스캔 범위를 조정할 수 있다.

Fig. 2. Scheme of Tunning Fork

3. 실험 결과
이 실험에 사용된 시료는 동물 세포를 사용하였다. 슬라이드글

라스 위에 세포액 몇 방울을 뿌린 뒤, 이것을 광학현미경과 공초점
현미경으로 관찰하였다. 기존에는 동물세포를 관찰하기 위하여 
염색을 하였지만, 이러한 염색은 동물세포의 성장을 방해하기 
때문에 정확한 성장과정의 관찰을 어렵게 한다. 따라서 본 실험에
서는 어떠한 염색도 없이 공초점현미경을 이용하여 동물세포를 
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관찰하여 보았다.   

Fig. 3. Cells image of optical microscope

그림 3은 광학현미경으로 본 동물세포의 영상이다. 전체 크기
는 160㎛×120㎛이다. 사용된 동물세포의 크기는 약 10㎛~20㎛로 
측정되었다. 
그림 4는 공초점현미경으로 관찰한 동물세포의 영상이다. 전

체 영상의 크기는 120㎛×100㎛이다. 이 영상을 보면 동물세포에 
어떠한 염색을 하지 않았어도 동물세포가 관찰됨을 볼 수 있다.  

Fig. 4. Cells image of SCM

그림 5는 시간에 따라 변화하는 동물세포의 영상이다. 시료 
자체가 액체 상태이므로 시간이 변화함에 따라 랜덤하게 이동하

게 되는데 이를 10초 간격으로 영상을 얻어 보았다. 이를 보면 
빠르게 이동하는 동물세포도 있지만 거의 움직이지 않는 동물세

포도 있음을 알 수 있다.

Fig. 5. Cells image of SCM according to variety of time.

4. 결론
본 연구에서는 광섬유를 직접 스캔하는 Tuning Fork 방식의 

공초점현미경을 이용하여 액체내의 동물세포를 관찰하였다. 살
아있는 동물세포의 관찰을 용이하게 하기 위하여 어떠한 염색도 

하지 않았다. 동물세포에 염색을 하게 되면 동물세포의 성장에 
영향을 주게 되어 정확한 관찰이 어려워진다. 또한 염색을 하게 
되면 시간이 지남에 따라 염색이 흐려져 관찰이 어려워지는 

단점이 있지만, 염색 없이 액체내의 동물세포를 관찰하면 오랜 
시간 동안 관찰할 수 있다는 장점도 있다. 

또한 전체 시스템을 광학계와 헤드로 나누었고, 이 두 부분은 
광섬유로 연결되어 있다. 크기가 작은 헤드를 장착하고자 하는 
시스템의 어느 지점에라도 쉽게 설치할 수 있어서 공정 중 또는 

배양 중에도 시료의 관찰이 용이하다. 따라서 동물세포의 경우 
배양을 하면서 필요시에 바로 상태를 확인할 수 있어, 성장과정이
나 배양 과정 등을 쉽게 관찰할 수 있다. 또한 가공 장비에도 
사용이 가능하여 가공 중에 시료의 가공 정도와 상태를 바로 

측정할 수 있어서 가공 중의 문제점 등을 손쉽게 확인할 수 

있다. 
향후에는 z축 스캔기능의 추가와 영상 정합기능을 추가하여 

3차원 대면적 영상측정도 가능하게 발전시킬 것이다.
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