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타원법을 사용하여 인간 중간엽 줄기세포의 광학상수와 두께의 영상정보를 정량적으로 구하였다. 영상 타원계를 이용하여 in vitro 
환경에서 세포의 핵(nucleus)과 세포체(cell body)의 타원상수 , 를 2차원 영상정보 형태로 구한 다음 각 화소별로 타원상수들을 

수치해석적 역방계산하여 굴절률과 두께의 영상정보를 얻었다. 세포의 핵 영역과 세포체 영역에서 줄기세포의 두께와 굴절률 값을 

2차원 영상정보 형태로 제시하였다.
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I. 서 론

타원법은 입사된 빛의 편광상태와 반사된 빛의 편광상태 

분석을 통하여 물질의 광학물성과 구조상수 등을 구하고, 박
막의 경우 박막의 밀도와 두께 등을 매우 정밀하게 결정할 

수 있게 하므로 얇은 막 형태의 시료에 대해 특히 효과적인 

방법이다.[1-3] 더구나 타원법은 광학적인 방법이기 때문에 측

정환경에 대한 제약이 없어서 액체나 고밀도 플라스마 환경

에서도 시료를 측정할 수 있으며, 바이오 분야에서는 in vivo 
또는 in vitro 환경에서 실시간으로 실험을 진행할 수 있다. 
이에 따라 타원법을 이용하여 단백질이나 혈청, 타액 등의 

얇은 막들을 조사, 분석하는 연구들이 활발하게 진행되고 있

다.[4-7] 일반적으로 바이오 분야에서는 광학현미경 등을 사용

하여 얻은 영상들을 분석함으로써 세포의 형태나 크기에 관

한 정량적인 정보를 얻을 수 있다. 그러나 이러한 현미경 영

상을 통해서는 영상평면상에서는 충분한 해상도를 확보하며 

형태 및 크기정보 들을 얻을 수 있지만 영상평면에 수직한 

방향으로의 정보 즉 세포의 두께 또는 세포의 부피에 관한 

정량적인 정보를 얻는 데는 한계가 있다.[8] 특히 미분화 줄기

세포와 같이 유연한 세포의 경우 세포가 위치하는 주위 환경

에 따라 세포의 형태와 크기 등이 크게 달라지는데 이러한 

미분화 세포의 두께 또는 부피에 관한 신뢰할 만한 정량적인 

데이터는 아직 보고된 바 없다.[9]

본 연구에서는 타원법을 이용하여 생체 물질을 in vitro 환

경에서 실시간으로 측정, 분석하는 기법을 확립하고, 인간의 

성체 줄기세포 중 중간엽 줄기세포에 이 기법을 최초로 적용

하였다. 중간엽 줄기세포를 유리기판 위에 배양하고 in vitro 
환경에서 줄기세포의 핵 영역과 세포체 영역으로 구분하여 

각각의 영역에서 두께와 광학적 물성을 결정하였다. 이미 언

급한 바와 같이 기존의 광학현미경을 사용하여서는 이러한 

중간엽 줄기세포의 두께정보를 얻을 수 없었고 이에 따라 부

피에 대한 정량적인 평가를 내릴 수 없는 한계를 보여 왔기

에 본 연구에서 제시하는 방법은 세포가 분화하거나 외부 자

극을 받았을 때 나타나는 변화를 정량적으로 확인하는데 유

용하게 사용될 수 있을 것이다.

II. 본 론

2.1. 시료준비 및 영상 타원상수 측정

인간 중간엽 줄기세포 시료는 다음과 같이 준비하였다. 아
주대 병원 환자에게로부터 골수 유래 인간 중간엽 줄기세포

를 기증받아 이를 10% 소혈청과 1% 페니실린, 스트렙토마

이신을 포함하는 저혈당 세포배양 배지 디엠이엠에서 배양

하였다. 배양기 온도는 37℃를 유지하였고 5%의 CO2를 지

속적으로 공급해 주었다. 배양 2일 후, 85% 정도의 세포 집

적도를 보이면 0.25% 트립신과 0.1% 이디티에이를 37℃에

서 3분간 처리하여 세포들을 떼어 낸 후 새로운 세포 배양 

접시에 옮겨 계대 배양을 하였다. 본 연구에서는 6번의 계대 

배양을 거친 인간 중간엽 줄기세포를 타원법 측정에 사용하

였다.
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그림 1. 생체 완충용액(buffer)으로 채워진 챔버 속에 줄기세포가 

코팅된 유리기판 시료가 놓여있는 모습. 입사광은 입사

창을 수직으로 통과하여 시료면에서 반사되고 출사창을 

수직으로 통과한다.

줄기세포는 기판 위에서 배양되면 얇은 막처럼 비교적 균

일한 두께를 가진다. 본 연구에서는 일반적으로 culture plate
에 세포를 배양하는 방법과 동일한 방법으로, 즉, 금속 박막

이 코팅되어 있지 않은 유리기판 위에 바로 세포를 배양하였

다. 이로써 세포가 배양되는 정도를 광학현미경으로 바로 확

인할 수 있었으며 코팅 등 특별한 공정이 포함되지 않아 세

포의 공급을 훨씬 더 용이하게 할 수 있었다. 한편 투명한 유

리기판의 후면에서 반사된 빛에 의해 발생할 수 있는 부정적

인 영향은 기층유리의 후면을 거칠게 연마하여 제거하였다.
영상타원 정보는 PSCA구조의 영상타원계인 나노필름(NANO- 

film)사의 EP3
를 이용하여 얻었다. 이 영상타원계는 532 nm의 

단색광을 광원으로 사용하며 배율이 10 배인 대물렌즈 또는 

배율이 20 배인 고배율 대물렌즈를 사용함으로써 1.0 μm의 

공간분해능을 확보하고 있다. 그림 1에서와 같은 시료챔버를 

제작하고 그 내부는 생체완충용액(PBS)으로 가득 채워 in 
vitro 환경을 유지하였다. 시료챔버는 상판과 하판으로 나뉘

어져 있으며, 시료를 안에 넣고 상판과 하판을 결합하도록 

설계되어있다. 챔버의 용량은 3 ml이며, 액체를 채운 다음 

용액이 세지 않도록 고무 패킹을 사용하여 밀폐시켰다. 입사

하는 빛과 반사되는 빛은 측면 유리를 수직으로 통과하게 하

였다. 사용된 유리의 재질은 무반사코팅이 된 BK7 유리이며, 
유리를 수직으로 입사하는 빛이 시료면에 입사하는 각도는 

60°이다. 챔버에는 온도 조절기를 부착하여 생체 물질 시료

의 온도를 일정하게 유지시켰다.

2.2. 타원상수의 수치해석적 역방계산

영상타원계를 사용하여 구한 타원상수 , 의 영상정보는 

수치해석적 역방계산 방법을 사용하여 구성물질의 광학상수 

즉 줄기세포의 굴절률과 두께의 영상정보로 변환시켰다. 본 

실험에서 사용된 시료들은 유리기층 위에 성체 줄기세포가 

있는 시료들로써 매질/박막/기층으로 구성되는 3상계 광학모

형으로 근사될 수 있다. 굴절률이 인 매질(0)과 굴절률이 

인 박막(1) 그리고 기층(2)의 굴절률()을 모두 알고 있는 

3상계 시료의 경우 미지상수인 박막의 두께 는  ⋅

으로 정의되는 타원상수 를 사용하여 다음과 같이 수치해

석적인 방법으로 구한다.[1,10]




 


 (1)




±    (2)


  (3)

여기서 는 입사각이며 A, B, C, D, E, F는 각각  , 
   ,    ,  ,   
, 그리고   로 정의된 상수들이며  
는 각각 p파와 s파의 i, j(i = 0, j = 1 또는 i = 1, j = 2) 계면에

서의 Fresnel 반사계수를 가리킨다. 3상계 시료에서 박막의 
굴절률 과 두께 d가 모두 미지상수로 취급될 때에는 식 

(1)의 d가 실수가 되도록 하는 굴절률 을 회귀분석법을 통

해 d 값과 함께 결정한다. 본 연구에서 사용된 수치해석적 

역방계산과 관련한 구체적인 방법과 수식은 참고문헌을 참

조하기 바란다.[1,2,10]

시료의 광학구조는 3상계로 근사하였는데 매질인 생체 완

충용액(PBS)의 굴절률은 1.3337으로 하였고 유리기판인 기

층의 굴절률은 1.5261으로 하였다. 완충용액의 온도는 일정

하게 유지시켰기 때문에 굴절률의 온도의존성은 고려하지 않

았다.

2.3. 결과 및 검토

줄기세포를 배양할 때 culture plate 상에서 자라나는 세포 

들이 일정한 두께를 가지지는 않지만 많은 반복 실험을 통해 

세포의 두께가 평균적인 수치값에서 일정 범위내의 분포를 

가지는 것을 확인할 수 있었다. 또한, 세포는 유연하고 주위 

환경에 적응하여 모양의 변형이 가능한 lipid의 membrane을 

가지고 있기에 물리적으로 접히거나 하지 않지만 반사 현미

경을 통해 세포의 변형여부를 판별하고 morphology상 이상

이 없는 세포들을 대상으로 영상타원상수를 구하였다.
인간 중간엽 줄기세포를 영상타원계에 장착되어 있는 

CCD 카메라로 본 이미지는 그림 2와 같다. 이 이미지는 일

반 CCD가 적용된 반사형 현미경으로 관찰할 때의 이미지와 

비슷하지만, 영상타원계는 빛의 세기정보와 위상정보를 함께 

포함하고 있기 때문에 세포핵이나 세포체 등 광학적으로 특

징적인 영역에서는 일반 현미경과 다른 특징을 보여준다. 
인간 중간엽 줄기세포를 세포핵과 세포체의 두 영역으로 

나눌 수 있다. 그림 2에서 인간 중간엽 줄기세포의 핵(그림 

2-a-①)과 세포체(그림 2-b-②)의 영역을 선별하여 in vitro 
환경을 유지하면서 각각 선별된 부분의 타원상수를 측정하

고 분석하였다. 핵 영역에서 측정한 타원상수의 맵 데이터

(그림 3-a, b)를 수치해석적 역방계산하여 구한 굴절률 분포

도와 두께분포도(그림 3-c, d) 그리고 세포체 영역에서 측정한 

타원상수의 맵 데이터(그림 4-a, b)와 이를 역방계산하여 구한 

굴절률 분포도와 두께분포도(그림 4-c, d)는 다음과 같다.
그림 3에서 약간 동그랗게 보이는 중심 영역이 세포핵이 

있는 곳이며 세포핵이 있는 영역의 굴절률은 1.48~1.50, 두
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그림 2. 영상 타원계를 이용하여 인간 중간엽 줄기세포를 관찰

한 이미지. (a)에서는 핵과 세포체를 (b)에서는 세포체를 

뚜렷하게 관찰할 수 있다.

그림 3. 영상 타원계를 이용하여 얻은 인간 중간엽 줄기세포 중 

핵부분(그림 2-(a)-①)의 타원상수 (a), (b) 맵과 이 타

원상수를 수치해석적 역방계산을 통해 결정한 굴절률(c)
과 두께(d) 맵.

그림 4. 영상 타원계를 이용하여 얻은 인간 중간엽 줄기세포 중 

세포체부분(그림 2-(b)-②)의 타원상수 (a), (b) 맵과 

이 타원상수를 수치해석적 역방계산을 통해 결정한 굴

절률(c)과 두께(d) 맵.

표 1. 인간 중간엽 세포의 핵과 세포체의 굴절률과 두께 비교

　 세포핵 세포체

타원상수  0~15°, 352~360° 0~12°, 340~360°

타원상수  12~17° 10~24°

굴절률(n) 1.48~1.50 1.33~1.51

두께(d) 80~130 nm 50~250 nm

께는 80~130 nm의 분포를 보였다. 이에 비해 그림 4에서 좌

측 위 부분이 세포체가 위치하고 있는 곳이며 세포체가 있는 

이 영역의 굴절률은 1.33-1.51 정도로 세포핵이 있는 영역에 

비해 약간 넓은 분포를 보이고 있으며, 두께도 대략 100~150 
nm 정도로 세포핵에 비해 약간 큰 값을 보이고 있다. 세포체

가 있는 곳의 두께는 위치에 따라 크게는 200 nm 이상으로 

두꺼운 곳도 있으며, 작게는 50 nm 이하로 매우 얇은 곳도 

있다. 이런 결과는 줄기세포가 나뭇가지모양으로 뻗어나가면

서 성장하는 영역과 그렇지 않은 영역의 차이에서 비롯되는 

것으로 판단된다. 즉 성장하는 영역의 두께와 굴절률은 큰 

값을 보이는 데 비해 세포가 거의 성장하지 않은 영역은 작

은 굴절률과 작은 두께값을 보이는 것으로 설명된다. 대체적

으로 굴절률의 분포가 1.44~1.51으로 고르게 분포하지만 일

부 영역에서는 굴절률값이 1.33 부근까지 작아지는 것이 이

를 반영한다고 하겠다. 특히 1.33의 굴절률 값은 매질인 인

산완충용액의 굴절률을 나타내는 것으로 이 영역은 줄기세

포가 없는 빈 영역이라 할 수 있다. 전체적으로 세포체는 세

포핵에 비해 타원상수, 굴절률 그리고 두께의 변화폭이 컸다. 
이러한 결과는 표 1에 요약하여 정리하였다.

세포 또는 생체조직과 관련한 타원법 연구는 단백질이나 

혈청, 타액의 얇은 막 등을 대상으로 다양하게 시도되고 있

다.[4-7] 하지만, 줄기세포 자체 또는 줄기세포의 두께 그리고 

이들의 영상정보와 관련한 타원법 연구결과는 아직 발표된 

바가 없다. 한편 줄기세포의 두께에 관한 정량적인 연구결과

는 희귀하며 광학적인 방법은 아니지만 줄기세포의 두께와 

pluripotent의 관계를 AFM을 사용하여 조사한 한 연구에서

는 세포의 두께가 수 mm로 제시되어 두께와 부피의 수치값

을 신뢰하기 어렵다.[9] 부피가 pluripotent에 미치는 영향을 

무시할 수는 없고 줄기세포가 분화(differentiation)할 때 세포

의 모양과 크기가 바뀌게 됨을 감안하면 세포의 두께 또는 

부피에 관한 정보는 분화 과정에서 줄기세포가 보이는 변화

와 성질을 이해하는데 크게 기여할 것으로 판단된다.

III. 결 론

영상타원법을 이용하여 인간 중간엽 줄기세포의 두께와 광

학적 물성을 세계 최초로 구하였다. 영상 타원계를 이용하여 

생체 완충용액의 미분화된 인간 중간엽 줄기세포를 대상으

로 in vitro 환경에서 실시간으로 타원상수 , 의 2차원 데

이터를 얻었다. 핵과 세포체의 영역을 각각 선택하여 수치해
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We applied an ellipsometric technique to get quantitative information about the thickness and refractive index of human 
Mesenchymal Stem Cells (hMSCs). The images of ellipsometric constants ,  for the nucleus region and for the cell body region 
of hMSCs were obtained by using an Imaging Ellipsomter (IE) for their in vitro state. A numerical inversion method was applied 
to deduce the refractive index and the thickness of hMSCs from the measured , . Thus the images of the refractive index 
and those of the thickness of hMSCs for the nucleus region and for the cell body region are reported.

OCIS codes: (160.4760) Optical properties; (170.1530) Cell analysis; (240.0240) Optics at surfaces; (260.2130) Ellipsometry and 
polarimetry

석적 역방계산을 통해 줄기세포의 굴절률과 두께를 결정하

였다. 세포핵의 굴절률은 1.48~1.50, 두께는 80~130 nm, 그
리고 세포체의 굴절률은 1.33~1.51, 두께는 50~250 nm의 범

위를 가져 세포핵과 세포체가 서로 상당한 차이를 보임을 확

인하였다. 
영상타원법은 세포 두께의 영상정보를 수 nm의 정밀도로 

구할 수 있게 하며 동시에 굴절률 결정을 통하여 세포 밀도

의 영상정보도 동시에 구할 수 있게 하므로 바이오 연구에 

기여할 수 있는 새로운 도구가 될 것으로 기대한다.
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