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광대역 현미경 개발 및 나노 재료 및 바이오응용 연구CARS

Development of multiplex CARS microscopy and its Nano- and

Bio-application
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광학 및 전자광학 현미경의 개발 및 발전은 재료 과학 및 세포 생물학과 의학의 발전과 밀접한 관련이

있다 일반적인 광학현미경으로는 세포의 근사적인 형태는 볼 수 있지만 세포의 세부적인 소기관을 볼 수.
는 없다 충분한 대상 물질의 대조 능력과 분해능을 갖기 위하여 새로운 현미경이 필요로 하였다 년. . 1957

에 의해서 이론적으로 제안되었던 공초점 현미경 기술은 년대에 레이저가 개발됨으로써Minsky , 1960 1977
년에 과 가 처음으로 실험적으로 증명됨으로써 시료의 평면상 이미지와 함께 깊이 방향Komfiner Sheppard ,
으로 분해능을 이하로 향상됨으로써 차원으로 영상화하는 것을 가능하게 하였다1 um 3 .(1) 이러한 공초점

형광 현미경은 더욱더 다양한 형태로 진화하여 현재에는 관련 재료학분야 뿐만 아니라 생물학자 및 의학

자들에게는 강력한 실험 장비가 되고 있다 한편 공초점 형광 현미경은 시료 내에 인위적으로 혹은 자연적.
으로 존재하는 발광 물질로부터 발생하는 광 발광의 측정을 기반으로 한다 한편 이러한 색소의 사용 시.
특정한 분자에 착색해서 물질의 대조 능력이 뛰어나지만 색소의 광 유발 화학반응에 의하여 대상 시료의

화학적 물리적 성질이 변화 되어서 샘플의 본성을 측정할 수 없는 단점이 종종 보고되어지고 있다.
최근 년20 동안 차 및 차 조화파 발생과 및 다차원 현상 등 다양한 비선형 광학현상에2 3 CARS Raman

근거한 다양한 형태의 비선형 광학현미경이 보고되어왔다 차 및 차 조화파 현미경은 물질의 경계면에서. 2 3
는 일반적으로 실제로 응용이 가능한 정도로 신호가 충분한 반면 경계면이 아닌 영역에서는 신호가 미약,
하여 실제 측정을 하기위하여서는 상대적으로 레이저 세기가 상당히 증가되는 단점을 가지고 있다(2).

현미경은 레이저 광의 광자와 분자 간에 발생된 비탄성 충돌의 결과로 나타나는 자발적 산란으로Raman
광자와 분자간의 진동 에너지 교환에 따라 스톡스 라만의 신호가 발생되어 이를 영상화한 것이다 이 현미.
경은 색소의 착색 없이 샘플에 존재하는 특정 분자의 위치와 양을 영상화하는 화합물 맵핑이라고 하는 장

점을 가지고 있다 그러나 신호가 형광신호에 비해 약. Raman (1/1016 배나 작아서 강한 여기 레이저 파워)
가 필요할 뿐만 아니라 하나의 영상 이미지를 얻는데 시간 이상이 소모되는 단점을 가지고 있다 한편, 1 .

년 등은 기존의 현미경의 장점을 사용하고 단점을 보안하기 위하여 기존의1999 Duncan Raman CARS
비선형 광학 현상을 응용하여 이미징 현미경을 개발하고 그 유(Coherent Anti-Stokes Raman Scattering)

용성을 실험적으로 증명하였다(3,4) 는 스톡스 빔과 펌프 빔을 포함하는 차 비선형 광학 현상이다. CARS 3 .
한편 신호의 세기는 분자의 진동 레벨 에너지와 일치하는 공명 진동수에 배합하여 증가함으로 일CARS ,
반적으로 기존의 신호보다 약Raman 104배 이상 증가한다고 알려져 있다 또한 신호는 한. CARS coherent
성질로 인하여 레이저 빔처럼 직진성을 가지고 있음으로 신호 대 잡음 비가 산란보다 좋다고 알, Raman
려져 있다.
일반적으로 측정 모드에 따른 다양한 형태의 현미경은 크게 광원의 종류에 의하여 대의 각기CARS 2

다른 피코초 레이저를 동기화 하여 사용하는 경우와 대의 펨토초 레이저를 이용하여 가지 각기 다른 파1 2
장을 발생하여 사용하는 경우가 알려져 있다 본 연구에서는 한 대의 펨토초 레이저를 사용하고 레이저의.
기본 영역에서 발진하는 자체 광원과 을 기반으로 발생한800 nm PCF (Photonic Crystal Fiber) super

빔 개를 시간적 공간적 동기화를 이룸으로써 현상을 유도하였다 빔-continuum 2 - CARS . super-continuum
은 스톡스 광으로 사용하면 파장을 변환시킬 때 어떤 새로운 광학적 정렬이 없이 다양한 분자의 CARS
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신호를 얻는 장점을 가지고 있으며 샘플에서 여러 분자가 공존할 경우에 모든 신호를 한 번에 얻을 수 있,
는 장점을 가지고 있다 어떤 특별한 분자인 경우에는 전 영역을 동시에 측정함으로써 물질의. fingerprint
화학적인 구조에 대한 논의를 좀더 체계적으로 할 수도 있다.
그림 은 실험실에서 개발된 현미경 시스템을 개략적으로 나타내었다 광원으로 사용될 광원은1 CARS .

사에서 제작된 펨토초 레이저 를 사용하였다 광원은Coherent (MIRA, Coherent, USA) . Super-continuum
약 의 광격자 파이버에 펨토초 레이저 광원을 집속함으로써 발생하였다 이렇게 발생한 개의 각기30 cm . 2
다른 파장대역의 광원은 의 대물 랜즈로 대상 물질에 집속함으로써 신호를 발생하도NA=0.9, X100 CARS
록 고안하였다 물질로부터 발생된 신호는 수집 렌즈 를 이용하여 집광하고 초점거리. CARS (NA=0.55, X40)

의 분광기를 통하여 분광하고 로써 검출하였다 검출된 광전자 신호는 전환 증폭30 cm Photomultiplier . I-V /
하고 를 사용하여 비를 향상시켰다 샘플을 스테이지에 거치하고 구동함으로써Lock in Amp S/N . XY

신호를 차원 이미지 영상화를 하였다 의 기본적인 실험을 수행 하였고 몇 가지 액체 샘플에CARS 2 . CARS
대한 신호를 측정하였다 현재 이상의 개발된 다중 현미경을 이용하여 다양한 크기의CARS . CARS

및 고분자 박막의 공정 전후의 물질 구조 변이와 같은 첨단 소재에 대한 응용연구뿐만polystyrene bead
아니라 세포 및 백합 꽃가루등과 같은 다양한 형태의 생물 소재에 대한 광대역 신호 영fibroblast CARS
상을 얻기 위한 연구를 수행 중에 있다.
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그림 1 다중 현미경 실험 장치 개략도CARS


