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ABSTRACT : Electron tomography (ET) of biological specimens
is performed from a series of images obtained over a range of tilt
angles in a transmission electron microscope. When using the high
voltage electron microscope (HVEM), various noises appear in
EM images acquired from thick sections by high voltage electron
beam. In order to obtain an adequate result in electron tomograms
that allow visualization of rather complex and mega-cellular struc-
ture such as brain tissue, it is necessary to remove the noise in
each original tilt images of thick section. Using band-pass filtering
of original tilt images, the filtered images are obtained and used to
assemble a reconstructed tomogram. The qualified 3D tomogram
from filtered images results in a considerable reduction of the
noises compared to conventional tomogram. In conclusion, this
study suggests that band-pass filtering is effective to improve the
brightness and intensity of HVEM produced tomograms acquired
from micron-thick sections of biological specimens. (류근용, 김미
정, 최기주, 제아름, 김수진, 이철현, 정현석, 박종원, 권희석: 생물
시료의 3D Tomogram 정밀도 개선을 위한 Band-pass Filtering
활용)

Keywords : Band-pass filter, Electron tomography, High voltage
electron microscope

Electron tomography (ET)는 3차원 구조 복원을 위한 전자

현미경 분석법으로, 실험대상으로부터 얻어진 2차원 전자현

미경 영상의 정보 값을 계산하여 3차원 영상으로 재구성하

도록 고안되었다(Frank, 2006). 즉 관찰 시료에 전자선을 투

과시키고 x축과 y축을 중심으로 좌우 경사각도를 일정하게

증가시킴으로써 얻어진 2차원 영상을 일련의 영상처리 과정

을 통하여 관심영역에 대한 3차원의 구조로 복원하는 것이

다. 또한 ET 기법은 분자 수준에서의 구조와 기능 간의 관계

를 연관지어 이해할 수 있다는 점에서 현대 생물학에 있어

가장 중요한 연구 기법으로 부상하고 있다 (McIntosh et al.,

2005). 특히 컴퓨팅 기술 및 관련 소프트웨어의 발달과 더불

어 시료의 3차 구조 복원을 위한 다양한 노력이 지속되었으

며 실제로 괄목할 만한 발전을 이루게 되었다 (Moon et al.,

2008; Rhyu & Park, 2008). 그리고 ET 기법은 전자현미경의

가속전압이 높을수록 시료에 대한 전자선의 투과력이 강하

기 때문에 보다 두꺼운 두께의 구조물에 대한 3차원 구조

복원에 유리하다. 초고전압 투과전자현미경 (JEM-ARM

1300S, JEOL, Japan; HVEM)은 1,250 kV의 초고전압을 사용

함으로써 고분해능과 고투과력의 특성을 보유하여 상대적으

로 두꺼운 시료에 대한 ET 분석을 위하여 최고의 장비로써

활용되고 있다 (Takaoka et al., 2008). 그러나 고전압의 사용

으로 인해 HVEM에서 획득한 영상에는 다양한 노이즈를

포함하고 있으며, 이러한 노이즈는 전자현미경 영상의 밝기

와 명암대비 (contrast)를 현저히 떨어뜨리는 결과를 가져온

다. 따라서 획득한 원본 영상으로부터 불필요한 노이즈를 최

대한 제거하는 것은 최상의 결과 획득을 위하여 반드시 필

요하다.

본 연구에서는 HVEM에 의해 얻어진 일련의 2차원 영상

에 대하여 band-pass filter (Cichocki & Amari, 2002)를 적용

하고 이들 영상을 이용하여 3차원 재구성을 실시한 후 각각

의 결과에 대하여 초고전압의 사용으로 인해 발생한 노이즈

의 제거 효과를 비교∙분석하였다.

실험에 사용된 시료는 소의 신장 내 chromaffin cell, 생쥐

의 뇌조직 그리고 cyano bacteria이며 이를 일반적인 전자현

미경 시료 제작 방법에 따라 Epon 812에 포매하여 사용하

였다. Fiducial marker로는 박편의 표면에 직경 10~20 nm의

금입자를 도포하여 사용하였으며 전반적인 ET 과정은

Kweon 등 (Kweon et al., 2004)의 방법을 따랐다. 각 시료들
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Fig. 1. TEM micrographs of the Golgi complex in chromaffin cell. (a) Example of an original image. (b) Example of a filtered image with band
of 0.01~0.02/pixel. (c) Example of a filtered image with bandwidth of 0.1~0.2/pixel. Section thickness: 250 nm.

a b c

Fig. 2. Electron tomograms and 3D views of Golgi complex in chromaffin cell. The upper panels show a central image of electron tomographic
slices generated from original images (a) and images filtered with band of 0.1~0.2/pixel (b) and the lower panels show a reconstructed
tomogram of original images (c) and images (d) filtered image with bandwidth of 0.1~0.2/pixel. Section thickness: 250 nm.
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c d
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은 일반 전자현미경으로는 관찰이 불가능한 500 nm~5 μm

두께로 절단하여 En bloc염색을 실시한 후 HVEM으로 관

찰하였다. 모든 시료의 electron tomogram은 각 2�간격으로

±60�까지 tilting을 실시함으로써 총 61장의 원본 이미지

를 획득하여 사용하였다.

상기 방법에 따라 준비한 결과에 대하여 필터링의 효과

를 확인하기 위하여 원본 데이터와 0.01~0.02/pixel filter

radius 대역으로 band-pass filtering을 적용한 데이터, 그리고

0.1~0.2/pixel filter radius 대역으로 band-pass filtering을 적

용한 데이터의 3개 그룹으로 분리한 뒤 각각을 IMOD (Kre-

mer et al., 1996)를 이용하여 tomogram으로 재구성하였다.

그리고 band-pass filtering의 데이터 연산은 SPIDER (Frank

et al., 1996)의 FQ (Filter-Quick Fourier) routine을 통해 수행

하였다. 이어서 원본 데이터로부터 재구성한 tomogram과

필터링한 영상으로부터 재구성한 tomogram에 대하여

Amira 5.3 (Visage Imaging, USA)을 통해 3차원 영상으로

비교하였다.

Fig. 1은 원본 데이터와 band-pass filter를 이용하여 필터

링한 영상들을 각각 비교한 결과이다. Fig. 1a는 전자현미경

에서 직접 찍은 원본 영상으로써 세포질의 전자밀도가 상

대적으로 높아 대부분의 막성 구조물들의 명암대비가 떨어

지는 현상이 나타나고 있다. 이 원본 데이터에 band-pass

filter를 이용하여 영상의 개선 정도를 확인하였다. Fig. 1b는

0.01~0.02/pixel filter radius의 대역 값으로 band-pass

filtering을 적용한 결과이고, Fig. 1c는 0.1~0.2/pixel filter

radius의 대역 값으로 band-pass filtering을 적용한 결과이

다. Fig. 1c는 필터링에 의해 노이즈가 제거되었지만 영상

자체로는 그 효과를 분명하게 확인하기 힘들고, Fig. 1b는

오히려 영상 자체가 너무 흐려져서 세포 내 구조를 파악할

수가 없었다. 따라서 Fig. 1b는 제외하고 Fig. 1a와 Fig. 1c를

선택하여 tomogram 상의 필터링 효과를 확인하기 위하여

IMOD를 이용해 tomogram으로 재구성하였다.

Fig. 3. Reconstructed tomograms of thick sections of mouse brain (a and b) and cyanobacteria (c and d). The left panels show 3D volumes
generated from original images and the right panels show 3D volumes generated from filtered images with bandwidth of 0.1~0.2/pixel. Section
thickness: (a) 1 μm; (c) 2 μm.

a b

c d



Fig. 2는 원본과 필터링한 데이터를 이용한 tomogram을

비교한 것으로써 원본으로부터 재구성한 tomogram (Fig. 2a)

보다 band-pass filtering을 적용하여 재구성한 tomogram

(Fig. 2b)의 경우 명암차와 선명도가 더 증가했음을 보여주

고 있다. 즉 tomogram으로 만들기 전의 필터링된 독립 영상

들에서는 필터링의 효과를 구분하기 어려웠으나 tomogram

으로 재구성한 경우에는 명암차와 선명도의 개선된 효과를

분명하게 확인할 수 있었으며, 이러한 차이를 통하여 세포

내의 골지체를 비롯한 다양한 막성 구조물들을 더욱 선명

하게 관찰할 수 있었다.

Fig. 2의 c와 d는 각각의 영상을 3차원으로 확인했을 때

필터링의 효과를 더욱 확실하게 확인할 수 있음을 보여주

고 있다. Fig. 2의 c와 d는 원본 데이터(Fig. 2a)와 band-pass

filtering을 적용한 데이터 (Fig. 2b)로부터 재구성한 tomo-

gram을 Amira software를 통해 동일한 부분을 3차원으로

관찰한 결과이다. Fig. 2c는 노이즈에 의하여 세포 내 미세

구조의 확인이 불분명하지만, Fig. 2d는 원본 이미지에서 노

이즈를 제거함으로써 세포 내의 다양한 막성 구조를 보다

정확하게 확인할 수 있다. Fig. 3은 상대적으로 두꺼운 시료

에 대하여 Fig. 2와 동일한 방법으로 band-pass filter를 적용

하여 생산된 tomogram을 관찰한 결과로써 Fig. 2와 마찬가

지로 필터링을 적용하기 전의 경우에서 보다 증강된 선명

도와 명암차로 조직 내의 미세구조를 명확하게 확인할 수

있음을 보여준다. Fig. 4는 각 tomogram으로부터 생산된 이

미지에 존재하는 전체 픽셀에 대한 grey value의 변화 양상

을 ImageJ software (Michael et al., 2004)의 “Plot profile” tool

을 통하여 비교한 결과로써, 제시된 grey value의 highest and

lowest peak값들은 각 이미지상에 존재하는 명암차를 표현

할 수 있는 척도로 활용할 수 있다. 각 이미지상의 중앙 라

인을 따라 측정된 결과를 볼 때 (in Fig. 4a & c), Fig. 4d의

grey value profile이 동일 distance구간 (20 pixels)에서 Fig.

4b에 비해 진폭 차가 현저하게 줄어든 것을 확인할 수 있

었다.

일반적으로 Band-pass filtering 기법은 디지털 영상 기기

를 통하여 제작된 영상의 품질에 대해 특정한 대역의 노이

즈를 상쇄시킴으로써 원본보다 개선된 영상을 얻는데 사용

하고 있다. 본 연구에서는 전자현미경에서 생산된 2차원 영

상에 대해 영향을 미치지 못하는 Band-pass filter가 필터링

된 동일 영상에 대하여 3차원 tomogram으로 재구성했을

경우 노이즈 제거 효과가 현저히 증강된다는 사실을 증명

하였다. 이 기법은 특히 노이즈 발생 가능성이 높은 수 마

이크론 두께의 시료 및 에너지 필터 사용이 불가능한 장비

에서 생산된 영상에 대하여 선명도와 명암차의 개선 효과

가 있음을 확인할 수 있었다. 따라서 향후 HVEM을 활용한
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Fig. 4. The left panels show the middle slice of each tomogram generated from original images (a) and filtered images (b) and the right panels
show the grey value profiles along the middle line of each images.
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whole cell tomography 기법과 함께 뇌 과학 분야의 구조 및

기능 연구에 적용할 경우 보다 나은 결과를 얻을 수 있음을

제시하였다.
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