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서 론

실세계에 존재하는 사물의 표면은 주변부와의 경계를 형

성하며 해당 사물을 표하는 고유한 외형적 특성을 나타낸

다. 특히 표면적, 부피, 거칠기(roughness) 등의 표면 특성은

수학적으로 계산이 가능하여 다른 시료와 정량적으로 비교

할 수 있는 표면의 수치정보로서 활용되고 있다. 이와 같이

정성적인 결과 이외에도 정량적인 표면 정보를 제공할 수

있는 표면분석장비들이 해당 전문 역에서 활발히 이용되

고 있다.

생물 시료의 표면 형상을 관찰할 때 주로 실체현미경, 광

학현미경, 공초점레이저주사현미경 (confocal laser scanning

microscope, CLSM), 주사전자현미경(scanning electron micro-

scope, SEM), 원자현미경(atomic force microscope, AFM)을

활용한다. 특히 광학현미경 중에서 미분간섭현미경(differen-

tial interference contrast microscope)은 가시광선의 위상차와

간섭현상에 기반한 장비로서 시료의 준삼차원적인 상을 제

공하지만 z축 방향으로의 정량적인 정보는 획득할 수 없다.

CLSM은 레이저를 구동하여 z축 방향으로의 일정 부분 정
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ABSTRACT

White light scanning interferometry has been employed to analyze surface features of diverse specimens. Long established

in the field of materials engineering, the technique provides quantitative three-dimensional data as well as qualitative

morphological images. It uses white light that is split and reflected from a reference mirror and an object. Merged together,

the light generates interference patterns representing topographical contours of the object surface. The amplitude of the z-

axis data is differentiated by gray scale. The technique allows the rapid, noncontact, and wide-field measurements for

morphometry of biological specimens including chondrocytes, tooth enamel, and plant leaves. Quantification of the dimen-

sion of surface structures such as width, length, and elevation angle could be achievable by white light scanning interfero-

metry. The light reflection from plant leaves has been assumed to be sufficient for the technique. Without special specimen

preparations like conductive metal coating, the technique can be increasingly used for quantitative three-dimensional

surface measurements of biological specimens.
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보를 획득할 수 있으나, 수직분해능이 물렌즈의 개구수

(numerical aperture)에 의존하므로 저배율에서는 수직분해

능이 저하되는 단점이 있다(Kang & Kim, 1999). SEM은 전

자빔을 활용하므로 우수한 공간분해능을 확보하며 정성적

결과를 얻을 수 있지만 특별한 소프트웨어 등의 부가장치가

없을 경우에는 z축 방향으로의 표면의 정량적인 정보를 획

득할 수 없다. AFM에서는 미세한 탐침이 시료 표면을 주사

하여 z축 방향으로의 정량적인 정보를 획득할 수 있지만 수

십 마이크로미터(μm)의 단차가 큰 시료는 측정이 불가하고

측정 시간이 비교적 긴 단점이 있다.

한편 반도체 디스플레이 부품, 자동차 부품, 정 기계, 제지

분야에서도 표면 형상을 측정하기 위하여 다양한 방법을 이

용한다. 촉침식 측정기(stylus profiler) 등의 접촉식 측정방식

은 표면의 구조적인 특성 즉 표면의 유연성 등에 의하여 분

석 결과가 쉽게 향을 받으며, 측정 후 접촉침에 의하여 표

면에 결함이 발생하는 문제점이 있다. 이를 극복하기 위하여

접촉침 신에 광학적 원리를 사용하여 표면에 결함을 주지

않는 비접촉식 방법을 활용한다(Kim et al., 2002; Sung et al.,

2004). 그 예로서 위상천이 간섭계(phase shifting interfero-

metry), 백색광 주사간섭계(white light scanning interferometry,

WSI) 등의 방법이 있다. 최근 관련 알고리즘의 개발 등으로

WSI는 나노미터(nm) 수준의 수직분해능을 가지면서 수십

μm의 단차를 비파괴적으로 측정할 수 있다. 또한 WSI는 비

교적 역을 신속하게 분석할 수 있으므로 다양한 시료의

품질검사에 이용되고 있다. 본 논문에서는 WSI의 기본 원리

및 생물학 분야에서의 응용에 관하여 소개하고자 한다.

백색광 주사간섭계의 구성

최근 수십 년간 보급되어 활용되고 있는 WSI는 개인용

컴퓨터, 컨트롤러, 본체로 구성되어 운 된다. 명칭에서 알

수 있듯이 WSI는 광원으로서 텅스텐 할로겐등을 이용하여

조명계를 구성한다. 시료를 기 중에 장착하고 측정할 수

있으므로 SEM과 같은 진공 조건이 필요 없다. 본체는 방진

테이블 상단에 위치하여 지면에서 유입되는 진동의 향을

최소화하여야 한다. 방진테이블이 오작동을 할 경우에는 측

정결과를 획득할 수 없으므로 방진 환경 유지에 주의를 기

울여야 한다.

WSI는 제조업체에 따라서 다른 명칭으로 통용되기도 하

며 일반적으로 광학 포로파일러(optical profiler)라는 명칭

으로 지칭되기도 한다. 현재 국외는 물론이고 국내 업체에

서도 WSI를 제조하여 보급하고 있다. 최근 장비의 수직해

상도는 0.1 nm 이하이고, 수평해상도는 물렌즈에 따라서

0.2~4 μm 수준이다. 그리고 z축 방향으로 약 270 μm 수준

까지 스캐닝이 가능하다(특정 사양에 따라서 장비 사양은

변동될 수 있음).

백색광 주사간섭계의 원리

WSI는 기본적으로 빛의 파동성이 유발하는 간섭현상(in-

terference)을 이용한다(Sung et al., 2004). 핵심적인 원리의

이해를 위하여 한 측정점에서의 간섭 신호(interferogram)

에 해서만 고려하기로 한다(Fig. 1) (Kim & Kim, 1999).

동일한 광원에서 출발한 조명광은 광분할기(beam splitter)

를 통과하여 기준광과 측정광으로 분할되고, 기준광은 완벽

한 평면으로 정의되는 기준면(reference mirror)에 입사되며,

측정광은 측정하고자 하는 시료면에 조사된다. 이와 같이 각

각의 광은 다른 광경로(optical path)를 진행한 후 다시 광

분할기에 의해서 합쳐지면 각각의 광이 진행한 거리차에 따

라서 간섭신호를 발생하게 된다(Kang & Kim, 1999). 이 신

호는 밝고 어두운 명암으로 구분되어 연속적으로 나타나며

기준면에 한 상 적인 높이를 의미한다. 만약에 구형의 구

조물이 표면에 돌출되어 있을 경우, 구면에는 일련의 간섭

무늬가 동심원 형태로 나타나고(Fig. 2A), 이를 둘러싼 평면

에서는 선형의 간섭무늬가 나타난다(Fig. 2B). 따라서 지도

에서 등고선과 같은 의미로서 기준면에 한 동일한 높이

의 지점을 연결한 물리적 현상으로 이해할 수 있다.

측정 결과의 획득을 위하여 압전 구동기 (piezoelectric

actuator)를 이용하여 시료의 단차에 해당하는 높이를 설정

하고 물렌즈인 간섭렌즈(interferometric lens)를 조금씩

변화시킨다. 이후 전하결합소자(charge-coupled device, CCD)

로 검출되는 광강도를 저장함으로써 해당 측정점에서의 간
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Fig. 1. Schematic diagram of white light scanning interferometry. The
system is based on the Michelson interferometer.
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섭신호를 획득한다(Kim & Kim, 1999). 물렌즈의 배율에

따라서 작업거리(working distance)에 차이가 있으므로 내부

에 존재하는 기준면의 구성을 변화시킨다. 따라서 저배율(1

배~5배)에서는 마이켈슨(Michelson) 간섭계, 중배율(10배

~50배)에서는 미라우(Mirau) 간섭계, 고배율(100배 이상)

에서는 리닉(Linnik) 간섭계를 사용한다(Kim & Kim, 2004).

결론적으로 간섭렌즈 내부에서 빛의 분할, 반사, 통합을 통

하여 간섭현상을 발생시킨다.

백색광 주사간섭계 실험을 위한 고려 사항

일반적으로 WSI는 금속 및 재료 분야에서 활용되므로

생물 시료에 적용한 사례는 많지 않다. 실제로 생물 시료를

상으로 WSI 실험을 수행할 때 다음과 같은 사항을 고려

할 필요가 있다.

1. 시료 장착

시료를 측정할 때 본체가 상하 운동을 하며 간섭신호를

획득하므로 시료는 동일한 위치에 고정되어야 한다. 특히

기 상태에 시료가 노출되므로 실온 조절이나 환기 등 기류

에 의한 시료의 미동을 최소화해야 한다. 이를 위하여 SEM

용 시료를 시료 (stub)에 부착하듯이 적당한 기질(슬라이

드 래스, 페트리 디쉬 등)에 양면테이프 등을 이용하여 고

착시킨다.

2. 시료의 반사성

WSI를 이용하기 위해서는 시료의 반사도가 확보되어야

한다(Recum et al., 1996). 입사광이 일정 수준 이상으로 반사

되도록 하기 위하여 필요에 따라서는 시료면을 금 또는 백

(A)

(B)

Fig. 2. Two types of interferograms. (A) Circular interferogram. (B)
Linear interferogram. Interference lines (arrows) represent the same
height positions (Photographs provided by from Nanosystem).
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Fig. 3. White light scanning interferometry of the needle stomatal
complex of Pinus rigitaeda. (A) Two-dimensional surface plot. An
arrowhead indicates a stoma. (B) X-direction line profile analysis of
the stoma in (A). (Reproduced from Kim et al., 2010 with permission
from the publisher).



금으로 코팅해야 한다. 생물 시료의 반사성에 하여 체계

적인 자료로 정리된 바는 거의 없지만, 연구 사례에 의하면

종이, 페트리 디쉬, 식물 잎 표면은 코팅하지 않은 자연 상

태에서도 모두 WSI로 측정 가능하 다.

3. 시료의 전처리

WSI는 실제 상태에서의 시료를 전처리 없이 측정할 수

있는 것이 가장 큰 강점이다. 따라서 일반적으로 시료의 변

형 또는 왜곡을 배제하며 표면 형상을 측정할 수 있다. 광원

으로 사용하는 텅스텐 할로겐 조명에 의하여 측정 중에 약

간의 건조는 진행되어도 시료의 외형상 특별한 변화가 없다

면 별도의 전처리가 필요 없다. 수분이 표면에 많은 경우에

는 반사율에 향을 주므로 측정편차를 발생시킬 수 있다.

4. 시료의 단차

측정하고자 하는 시료의 단차에 한 개략적인 정보가 있
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Fig. 4. Needle stomata of Pinus koraiensis. (A) Field emission scanning electron micrograph. (B) Three-dimensional surface reconstruction by
white light scanning interferometry. Stomata were filled with epicuticular waxes. Bars==10 μm.
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다면 시행착오를 최소화할 수 있다. 간섭렌즈를 z축 방향으

로 구동하는 범위를 설정할 때, 시료의 전체 단차가 포함될

경우에만 정상적인 간섭신호를 획득할 수 있다. 이 과정에

서 해당 장비의 사양이 특정 시료의 분석에 적합한지를 판

단할 수 있다.

백색광 주사간섭계의 활용 사례

의과학분야에서 WSI 기법으로 분석한 사례가 보고되었다.

연골세포(chondrocyte)는 표면 기질의 유형에 의하여 외형

이 민감하게 반응하는 것으로 알려져 있는데, 이러한 차이

를 WSI 기법을 적용하여 분석하 다(Scott et al., 2005). 이

로써 다양한 표면 기질에 한 세포의 생체적합성(biocom-

patibility), 부착 및 이동에 관한 분석을 보다 쉽게 할 수 있

게 되었다. 이외에도 치아 법랑질(enamel)에 세균인 Strepto-

coccus mutans에 의하여 형성된 바이오 필름의 두께 및 표

면 거칠기를 WSI 기법으로 분석하여 제시된 사례도 있다

(Cross et al., 2009).

동물 시료 이외에도 식물학 연구에 있어서도 WSI 기법이

활용되고 있다. 식물과 곤충의 상호작용을 연구할 때 식물

표면의 단차 변화를 WSI로 측정하 다(Gorb & Gorb, 2009).

또한 소나무류 수목의 침엽 기공(stoma)에 한 일련의 연

구가 최근에 보고되었다. 기공 부위를 125 μm×95 μm에 해

당하는 면적과 z축 방향으로 20 μm를 스캔하여 2차원 결과

를 획득한다(Fig. 3A). 기종 및 사양에 따라서 차이는 있지

만, z축 방향으로의 스캔 속도는 2.4 μm/sec 수준이고, 1초에

약 30 frame을 획득하여 보통 10초 이내에 결과를 얻을 수

있다. 단차의 차이는 회색 수준(gray scale)으로 표현되며 모

조색상(pseudo color)으로 처리하여 제시된다. 이 과정에서

임의의 방향으로 선분석(line analysis)을 수행하여 단차의

변화 양상을 정량적으로 확인할 수도 있다(Fig. 3B) (Kim et

al., 2010).

SEM으로 촬 한 결과와 WSI로 측정한 결과를 비교하여

차이점 및 장단점을 확인할 수 있다. SEM 결과에서는 정성

적 결과를 신속하고 고해상도로 제시할 수 있다(Fig. 4A).

그러나 z축 방향에 한 정량적인 정보는 일반적으로 제공

되지 않는다. 이에 한 보완책으로 WSI는 광학 기반에서

가능한 배율에서 z축을 포함한 3차원적인 정량 자료를 제

공하므로 표면을 3차원으로 재구성 할 수 있다(Fig. 4B).

표면의 3차원 결과가 확보되므로 거칠기를 계산하여 시

료 표면을 정량적으로 비교할 수 있다. 소나무류에서 교잡

종(Pinus rigitaeda)의 표현형이 각 양친수(parental tree) 표

현형의 중간 형태임을 규명하 다(Kim et al., 2010). 또한

참나무 잎 윗면과 아랫면의 표면 거칠기를 산술평균 거칠기

(average roughness)와 평방근 자승 거칠기(root mean square

roughness)를 계산하여 비교하므로 차이점을 제시하 다(Kim

et al., 2011a).

이외에도 선분석 결과에 기초하여 표면 돌출 구조의 경사

각을 측정할 수도 있었다(Kim et al., 2011b). 특히 경사각을

측정할 때 약 30도를 초과할 경우에는 WSI로 측정이 불가

능하다. 이 때에는 WSI의 방식과는 차이점이 있는 초점-변

이(focus-variation) 기법을 적용하면 80도 수준의 고경사각

도 측정할 수 있다(Kim et al., 2011c).

현재까지 국내에서 WSI 방식을 의생명 분야에 활용하는

연구는 초기 단계에 있는 것으로 판단된다. 최근에는 이미 보

급되어 있는 장비를 융합연구의 관점에서 나노바이오 연구

의 도구로서 활용하려는 시도가 보고되었다(Kim et al., 2009).

따라서 단순한 정성적 결과 이외에도 표면 특성에 한 수

학적 연산을 요구하는 정량현미경기법(quantitative micros-

copy)이 향후 보편화될 때 WSI 기법이 큰 기여를 할 것으

로 기 한다.
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⁄국문초록¤

백색광 주사간섭계는 다양한 시료의 표면 특성을 분석하기 위

하여 널리 활용되고 있다. 이 기법은 재료공학 분야에서 오래 전

부터 이용되었으며 정성적인 형상 이미지 이외에도 정량적인 3

차원 결과를 제공한다. 이 기법에서는 백색광을 광원으로 이용하

는데, 기준면과 측정면에서의 반사광을 합쳐서 형성되는 간섭신

호를 형태 정보로 활용한다. z축 결과인 고도는 회색수준으로 구

분되어 제시된다. 이 기법을 통하여 역으로 생물 시료를 신

속하고 비파괴적으로 형태를 계측할 수 있다. 연골세포, 치아 법

랑질, 식물 잎을 상으로 적용한 사례가 있다. 특히 표면 구조물

의 폭, 길이, 경사각과 같은 특성도 이 기법을 통하여 정량화할

수 있다. 이 기법을 적용하기 위하여 일정 수준의 반사도가 필요

한데, 식물 잎에서의 반사도는 그 요건을 충족하 다. 전도성 금

속의 코팅 등 부가적인 시료 전처리가 필요 없으므로 이 기법을

통한 생물 시료의 정량적 측정이 더욱 증가할 것으로 예상한다.
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