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고착 액적 증발면의 정밀 관측을 위한
전반사 형광 현미경 기법 개발

조원호* · 이진기**,†

Development of a Total Internal Reflection Fluorescence (TIRF) Microscopy 
for Precise Imaging the Drying Pattern of a Sessile Droplet

Wonho Cho* and Jinkee Lee**,†

Abstract Compared to epifluorescence(EPI) microscopy which captures fluorescence from the entire 
depth of sample, total internal reflection fluorescence(TIRF) can selectively visualize only a single 
surface of it. TIRF uses a thin evanescent field generated by the total internal reflection of laser light 
on surface. However, conventional TIRF system are designed for total internal reflection to occur at 
the upper surface of sample, making them unsuitable for sessile droplet imaging. We designed a TIRF 
system suitable for a sessile droplet imaging by utilizing slide glass as a lightguide. We presented 
the details for constructing the TIRF system using a prism, slide glass, air slit, and optical trap. Then, 
we compared the TIRF with EPI by imaging the droplet with fluorescent particles during its drying 
process. As a result, TIRF allows us to distinctly visualize the drying pattern on the bottom surface 
of droplet.
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1. 서 론
 
미세유체역학(Microfluidics) 연구에서 마이크

로 및 나노 스케일의 유체 유동을 가시화하는 

기술은 필수적이다. 그러나 미세 유체 유동의 

직접적 가시화에는 한계가 있기 때문에, 일반적

으로 유체 내 입자의 거동을 대신 관측하여 유

체 유동을 가시화하는 방식을 사용한다. 이러한 

유동 가시화 기법에는 Micro-Particle image velocimetry 
(μ-PIV)와 형광 현미경(Fluorescence microscopy) 
등이 있다.(1-4)

이 중에서 형광 현미경은 입사하는 빛과 발광

하는 빛의 구분을 통해 미세 유체 및 바이오 샘

플의 가시화에 주로 사용되는 입자 관측 기법이

다.(5) 이러한 형광 관측에 주로 사용되는 

Epifluorescence(EPI) 기법은 대상 전체에 빛을 

입사시킨 후 모든 깊이 층에서 발광하는 형광 

정보를 수집하여 대상을 관측한다.(6,7) 반면에 

Total internal reflection fluorescence(TIRF)는 빛
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이 내부 전반사 되었을 때 발생하는 감쇠장을 

활용하여 표면 근처의 얇은 영역만을 선택적으

로 관찰하는 미세 형광 관측 기법이다.(7-10) 따라

서 대상의 특정 표면 주변 정보만을 수집하고자 

할 때는 TIRF가 유용하게 사용될 수 있다. 
그러나, 지금까지 개발된 TIRF 시스템은 대

부분 샘플의 윗면에서 빛의 내부 전반사가 발생

하도록 설계되었는데,(11,12) 이러한 구조는 표면 

위에 고착된 액적(Sessile droplet) 형태의 샘플에 

적용할 수 없다는 한계가 명확하다. 또한, 상용

화된 TIRF 장비는 고가의 광섬유 기술을 기반

으로 하기 때문에 TIRF의 다양한 활용성에도 

불구하고 이를 통한 연구에 접근성이 낮은 경향

이 있다.(13,14)

이와 같은 문제를 해결하기 위해 직접 렌즈, 
미러, 프리즘 등 광학 장치를 조합하여 비용적

으로 효율적인 TIRF 시스템을 구축하려는 연구

가 진행되고 있다.(15,16) 그러나 이러한 시도는 

여전히 샘플의 윗면에서 내부 전반사가 발생하

는 일반적인 구조에 국한되어 있는데, 이는 샘

플의 밑면에서 내부 전반사를 일으키는 구조는 

lightguide가 사용되어 비교적 복잡하기 때문이

다. 샘플의 밑면에서 내부 전반사를 일으키기 

위해서는 빛의 경로를 샘플 아래의 lightguide로 

유도하고 그 내부에서 반복되는 내부 전반사를 

만들어야 하며, 진행하는 빛의 반사 횟수가 증

가할수록 빛의 균일성은 감소하여 산란된 빛에 

의해 관측이 방해받기 쉽다.(12) 따라서 대부분의 

연구에서는 이를 방지하기 위해 빛을 샘플 아래

에서 여러 번 반사시키는 대신 샘플의 윗면에서 

한 번만 전반사 시킨다.(16)

본 연구에서는 optical trap을 도입하여 lightguide 
사용 시 관측이 방해받는 문제를 해결하고, 표
면 위에 고착된 액적 샘플의 밑면에서 내부 전

반사를 발생시키는 TIRF 구조를 설계하였다. 또
한, 구축한 TIRF 시스템을 통해 고착 액적을 대

상으로 미세 형광 입자를 관측하고 EPI 기법을 

통해 관측한 경우와 결과를 비교 및 분석하였다.

2. 실험방법

2.1 TIRF 원리 및 설계

본 연구에서 구축한 TIRF 시스템의 구성은 

Fig. 1(a)와 같다. 이 시스템은 프리즘, 슬라이드 

글라스, air slit, 및 optical trap 등을 사용하여 구

축되었다.
샘플 밑면에서 내부 전반사를 발생시키기 위

해서는 빛의 경로를 샘플의 아래로 유도하는 역

할인 lightguide가 필요하다.(17,18) 따라서, 샘플 아

래에 슬라이드 글라스(Soda lime glass, nglass =
1.526)를 위치시켜 이를 lightguide로 활용하였

고, 그 위에 immersion oil(noil = 1.517)을 통해 

Littrow 프리즘(Uncoated, 30° - 60° - 90°,  N-BK7 
glass, nprism = 1.520)을 부착하였다. 보통 광학 장

치에서 Littrow 프리즘은 입사한 백색광을 스펙

트럼의 구성 요소로 분산시키는 분산 프리즘으

로 사용된다.(19) 하지만 TIRF 시스템은 파장이 

일정한 레이저 광원(LD pumped green laser,  =
532 ± 1 nm)을 사용하므로, 본 연구에서는 빛의 

분산 효과가 무시되고 단지 빛의 경로를 슬라이

Fig. 1. (a) Schematic of TIRF. The green line 
shows the path of totally reflecting light, and the 
red line shows the path of refracting light. (b) 
Overall system and (c) microscope stage of the 
TIRF system.
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드 글라스 내부로 유도하는 광 경로 변환 프리

즘으로서 Littrow 프리즘을 사용하였다. 따라서, 
레이저 광원에서 나온 빛은 이러한 프리즘을 통

과하여 슬라이드 글라스에 입사하고, 유리-물 

경계면(윗면) 또는 유리-공기 경계면(밑면)에서 

반복적으로 반사되며 액적 아래에 도달한다. 이
때, 유리-액적 경계면에서의 입사각이 임계각보

다 크다면 내부 전반사가 발생하고, 결과적으로 

경계면으로부터 높이 방향으로 세기가 지수적

으로 감소하는 얇은 감쇠장이 생성되어 액적 밑

면 주변의 형광을 발광시킨다.
유리-액적 경계면에서의 임계각( = 60.94°)

과 경계면에서 이보다 큰 입사각( glass > )을 

만들기 위한 프리즘에서 초기 입사각 조건( < 
46.68°)은 다음의 스넬의 법칙을 통해 계산하였다.

sin  sin (1)

여기서 빛은 매질1에서 매질2 방향으로 향하며, 
은 매질1의 굴절율, 은 입사각, 는 매질2
의 굴절율, 그리고 은 굴절각이다.(7) 계산 과

정에서 주변의 매질은 공기( = 1.0003)이고, 
형광 입자가 혼합된 물 기반 현탁액인 액적의 

굴절률( )은 물( = 1.333)과 같다고 

가정하였다. 또한 프리즘, 슬라이드 글라스, 그
리고 immersion oil의 굴절률이 거의 일치하므로 

프리즘-유리 경계면에서 빛의 굴절은 발생하지 

않는다고 가정하였다. 결과적으로 본 연구에서

는 프리즘에서 초기 입사각을  = 23°(< 46.68°)
로 설정하여 유리-액적 경계면에서 입사각이 임

계각을 초과하여 내부 전반사가 발생하도록 설

계했다.
프리즘에서 초기 입사 위치 또한 프리즘의 규

격을 고려한 계산을 통해 결정하였다. 빛이 프

리즘의 옆면에 처음 입사하는 지점의 높이()
가 너무 높으면 굴절된 빛이 프리즘의 밑면보다 

빗면에 먼저 도달하여 바깥으로 빠져나가게 된

다. 또한, 빛이 프리즘에 입사하는 위치가 너무 

낮으면 슬라이드 글라스에 입사한 빛이 밑면에

서 반사되어 다시 프리즘의 밑면으로 돌아와 프

리즘을 통해 바깥으로 빠져나가게 된다. 따라서 

프리즘에서 적절한 입사 위치 조건(0.385 cm <
 < 0.585 cm)을 다음 식을 통해 계산하였다.

        (2)

여기서  은 프리즘의 밑면 길이( =
2.2 cm), 은 슬라이드 글라스의 한 표면

(윗면 혹은 밑면) 상에서 빛이 반사되는 지점 사

이의 간격, D는 프리즘의 옆면으로부터 빛이 프

리즘-유리 경계면에 도달하는 지점까지의 수평 

거리를 나타낸다. 이때 D는 다음과 같이 나타난

다.

 tan

 (3)

여기서 은 빛이 처음 프리즘에 입사할 때

의 굴절각이고, 식(1)에 초기 입사각 및 공기와 

프리즘의 굴절률을 대입하여 계산된다. 또한, 
은 다음과 같이 나타난다.

  tan (4)

이때 는 슬라이드 글라스의 높이( =
0.1 cm), 는 유리-액적 경계면에서의 입사

각을 나타내고,  = 90°    관계를 가

진다.
프리즘에서 입사각과 입사 위치를 정한 이후

에 air slit(단면: 3 mm × 1 mm)과 optical trap (Black 
rubber)을 사용하여 셋업을 완성하였다. 레이저 

빛의 단면이 너무 크면 단면의 일부는 슬라이드 

글라스로 입사하지 않고 프리즘의 끝에서 바깥

공기로 방출되어 관측을 방해한다. 따라서 프리

즘을 통과한 빛이 모두 슬라이드 글라스로 진행

할 수 있도록 air slit을 사용하여 빛의 단면 크기

를 조절하였다. 
또한 프리즘-유리 경계면에서는 Fig. 1(a)에 
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표시된 것처럼 입사각이 크고 작은 두 가지의 

빛 경로가 발생하게 된다. 대부분의 빛은 프리

즘-유리 경계면에서 그대로 슬라이드 글라스에 

입사하는데, 이 경로의 빛은 유리-액적 경계면

에서의 입사각이 임계각보다 커서 내부 전반사

를 발생시키며 진행한다. 
그러나 immersion oil의 투과율이 100%가 아

니기 때문에, 빛의 일부분은 프리즘-유리 경계

면에서 반사된 후 프리즘 빗면에서 다시 반사되

어 슬라이드 글라스에 입사한다. 이러한 경로의 

빛은 유리-액적 경계면에서의 입사각이 임계각

보다 작아서 유리-액적 경계면을 투과하게 되는

데, 이렇게 경계면을 투과하는 빛은 위층에 떠 

있는 형광 입자에 도달하여 형광을 발광시킨다. 
따라서 TIRF 시스템으로 액적의 밑면 주변만

을 관측할 수 있는 환경을 만들기 위해, 슬라이

드 글라스 위에 물을 도포하고 그 위에 optical 
trap을 설치했다. 검은색 optical trap은 유리-물 

경계면을 투과하여 optical trap에 도달하는 빛을 

흡수한다.(20) 이때, optical trap과 슬라이드 글라

스 사이에 물을 사용한 이유는 물 기반의 현탁

액인 액적과 물의 굴절률이 거의 동일하기 때문

이다. 이를 통해 유리-액적 경계면을 투과하는 

경로의 빛은 optical trap을 통해 액적에 도달하

기 전에 흡수되고, 유리-액적 경계면에서 내부 

전반사가 발생하는 경로의 빛은 optical trap에 

의해 흡수되지 않은 채 액적의 밑면에 도달하는 

시스템을 구축하였다.
이러한 구조를 통해 액적의 밑면에서 투과하

는 빛을 제거하고 내부 전반사를 발생시키면 밑

면에 얇은 감쇠장을 생성할 수 있다. 이때 본 연

구에서 설계된 감쇠장의 두께(zp∼100 nm)는 다

음 식을 통해 계산된다.

 




sin  

 




(5)

여기서 는 레이저 빛의 파장이다.(7) 이러한 감

쇠장의 두께는 매우 얇기 때문에 TIRF를 통해 

액적 밑면 주변의 형광만을 관측할 수 있다.

실제 TIRF 시스템을 구성한 모습은 Fig. 1(b), 
(c)와 같다. 빛은 레이저 광원으로부터 시작되어 

4개의 45°미러(Nd: YAG laser mirror)에서 반사

되어 inverted microscope(Nikon Eclipse Ti-U)의 

대물렌즈 위 재물대 구간으로 이동한다. 그리고 

마지막 4번째 미러에서 반사된 빛은 재물대 위

에 설치된 air slit을 통과하고 프리즘을 통해 슬

라이드 글라스에 입사된다. 이후 optical trap 구
간을 통과하며 유리-액적 경계면을 투과하는 빛

은 흡수되고, 내부 전반사를 발생시키는 빛만 

액적에 도달하게 된다.
레이저와 미러는 광학 테이블 상에서 미러 마

운트(45° Mirror mount), 광학 포스트(Stainless 
steel mounting post), 포스트 지지대(Post holder) 
등을 통해 고정되었다. 각각의 미러에 대해, 미
러 한 개당 3개 이상의 광학 포스트를 연결 및 

지지하여 외부의 충격에 의해 미러의 각도가 틀

어지는 것을 방지하였다. 또한, 4번째 미러는 미

세 조절 미러 마운트(Kinematic mirror mount)와 

함께 설치하여 프리즘에 입사하는 입사각() 
및 입사 높이(hi)를 정교하게 조절 가능하도록 

설계했다.
슬라이드 글라스에는 가장자리부터 약 5mm 

안쪽 부분까지 검은색 전기 절연 테이프(Electrical 
insulating adhesive tape)를 부착하여 슬라이드 

글라스 내부에서 산란에 의해 환하게 빛나는 빛

을 흡수하였다.

2.2 입자 크기별 실험

관측 대상의 크기에 따른 TIRF 관측 결과를 

확인하기 위해 평균 지름이 10 μm인 형광 입자 

현탁액(Fluorescent nile red particles, 10.1 μm , 
Spherotech Inc. /  = 530 nm,  = 570 nm / 
1.0 wt% aqueous suspension with deionized water), 
평균 지름이 1 μm인 형광 입자 현탁액(Amine- 
modified polystyrene, fluorescent red, 1.0 μm, 
Sigma-Aldrich Inc. /  = 575 nm,  = 610 
nm / 2.5 wt% aqueous suspension with deionized 
water), 평균 지름이 0.1 μm 인 형광 입자 현탁액

(Sulfate -modified polystyrene, fluorescent red, 0.1 
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μm , Sigma-Aldrich Inc. /  = 538 nm,  =
584 nm / 2.5 wt% aqueous suspension with 
deionized water) 등을 사용하여 샘플을 제작했

다. 이때 는 입자의 형광을 최대로 발광시키

는 빛의 파장이고, 은 입자가 최대로 방출

하는 형광의 파장이다. 각 샘플은 형광 입자 현

탁액을 초순수 물(Deionized water)과 1 μL : 1 
mL 비율로 혼합하여 제작하였다. 제작된 샘플

은 형광 입자들이 내부에서 서로 얽히지 않도록 

초기에 vortex mixer를 통해 180 s 동안 혼합되

었다. 슬라이드 글라스는 에탄올을 통한 세척 

및 에어 건을 통한 건조과정을 거처 표면의 먼

지가 제거된 상태로 사용되었다. 샘플을 도포할 

때, 마이크로 피펫을 사용하여 샘플 1 μL를 슬

라이드 글라스 위에 떨어뜨려 표면에 고착된 액

적 형태로 샘플을 형성하였다.
각 크기의 형광 입자가 포함된 액적에 대해 

TIRF와 EPI 기법을 사용하여 관측을 진행하고 

두 경우의 결과를 비교하였다. 동일한 샘플을 

대상으로 TIRF와 EPI에서 모두 액적의 밑면을 

초점면으로 설정하였고, inverted microscope의 

대물렌즈(× 10, × 40, Nikon CFI Plan Fluor)와 

Kinetix sCMOS 카메라(TELEDYNE Inc.)를 사용

하여 노출시간 100 ms로 샘플을 관측하였다. 
본 연구에서 구축한 TIRF 시스템에 사용된 

레이저의 파장은 532 nm이고, EPI 기법을 통한 

관측 시 사용된 inverted microscope의 램프 빛의 

파장은 527.5 - 552.5 nm이다. 이러한 두 광원의 

빛을 빠르고 간편하게 허용 및 차단하기 위해 

레이저와 램프 각각에 셔터를 설치하였다. 그리

고 TIRF와 EPI에서 최대한 동일한 순간에 샘플

을 관측하기 위해 레이저와 램프의 전원을 모두 

켠 채로 관측을 준비하였다. 이후 먼저 레이저 

앞의 셔터를 닫아 레이저 빛을 차단하고 램프의 

빛을 통해 EPI 기법으로 관측을 진행하였다. 그
런 다음 램프의 셔터를 닫아 램프 빛을 차단하

고 레이저의 셔터를 열어서 TIRF 시스템으로 

관측을 진행하였다.
이후 TIRF 시스템 사용 시 관측되는 입자 크

기가 감소하는 현상을 분석하기 위해 각 크기의 

입자가 관측된 지름을 측정했다. TIRF와 EPI 기
법을 사용하여 10 μm, 1 μm, 0.1 μm 크기의 입

자를 각각 3번씩 관측하고 관측된 입자들의 지

름을 imageJ software를 통해 측정하였다. 이때 

입자 지름 측정에 사용된 관측 결과들은 3200 ×
3200 픽셀 크기의 이미지였다. 또한 EPI 기법을 

사용한 경우에는 in-focused 입자와 out-focused 
입자가 함께 관측되었는데, 이중 in-focused 입
자의 지름만을 측정하여 TIRF를 통해 관측한 

in-focused 입자와 지름을 비교하였다.

2.3 Drying pattern 관측

Drying pattern 관측 시 TIRF와 EPI 기법을 비교

하기 위해 고착 액적의 증발 과정을 관측하였다. 
샘플은 입자 크기별 실험에서 사용한 평균 지름

이 1 μm인 형광 입자 현탁액을 초순수 물과  4 μ
L : 1 mL 비율로 혼합하여 제작하였다. 또한 이전 

실험과 같이 vortex mixer를 통해 180 s 동안 샘플

을 혼합하였고, 슬라이드 글라스는 에탄올과 에

어 건을 통해 세척 및 건조하여 표면의 먼지를 제

거한 후 사용하였다. 관측 시에는 마이크로 피펫

을 사용하여 샘플 1 μL를 슬라이드 글라스 위에 

고착 액적 형태로 떨어뜨리고 공기 중에 노출시

켜 증발시켰다. 이때 증발 환경은 온도 약  25 ℃ 
및 상대습도 약 60 %였고, 친수성 슬라이드 글라

스를 사용하여 액적의 contact line이 고정된 채 접

촉 반경이 일정하게 증발하도록 설계하였다. 
입자 크기별 실험과 동일하게 TIRF와 EPI에

서 모두 액적의 밑면을 초점면으로 설정하고, 
inverted microscope의 × 20 대물렌즈와 Kinetix 
sCMOS 카메라를 사용하여 노출시간 100 ms로 

액적의 drying pattern을 관측하였다. 
액적이 증발하는 동안 450 s 간격으로 TIRF와 

EPI를 통해 drying pattern을 관측하였다. 이전과 

동일하게, EPI에서 TIRF 시스템으로 셋업을 전

환하기 위해 램프와 레이저에 설치된 셔터를 이

용하였다. 이때 수동으로 램프와 레이저의 셔터

를 열고 닫았기 때문에 관측 기법을 전환하는 과

정에서 약간의 시간이 소요되었다. 따라서 이를 

고려해 TIRF는 EPI 보다 5 s 늦게 관측하였다.
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3. 결과 및 분석

3.1 입자 크기별 실험 결과

Fig. 2는 지름이 각각 10 μm, 1 μm, 0.1 μm인 

형광 입자가 혼합된 고착 액적 형태의 샘플들을 

TIRF와 EPI로 관측한 결과를 보여준다. 모든 경

우에서 초점면은 액적의 밑면으로 설정하였으

므로 관측 결과에서 in-focused 입자는 액적의 

밑면에 위치한 입자이고 out-focused 입자는 밑

면보다 위층에 위치한 입자이다.
Fig. 2(a)는 10 μm 크기의 형광 입자가 포함된 

액적을 EPI와 TIRF로 관측한 결과이다. EPI를 

사용하였을 때, 액적의 밑면에 위치한 입자와 

그보다 위에 존재하는 입자가 동시에 관측되었

다. 반면에 TIRF를 사용하였을 때는 액적의 밑

면에 위치한 입자만이 관측되었다. 
Fig. 2(b)는 이전과 동일한 조건에서 1μm 크

기의 형광 입자를 관측한 결과이다. 이 경우에

도 EPI를 사용하였을 때 액적의 위층에 부유하

는 입자가 out-focused 상태로 함께 관측되어 주

변 배경을 흐리게 만들었다. 그러나 TIRF를 사

용한 경우 배경이 맑아지고 밑면에 존재하는 입

자만이 선명하게 관측되었다. 

Fig. 2. EPI and TIRF observation results of (a) 10 
μm diameter particle, (b) 1 μm diameter particle, 
and (c) 0.1 μm diameter particle.

이렇게 TIRF 시스템을 통해 관측했을 때 

out-focused 입자가 제거되고 밑면의 입자만이 

관측되는 효과는 0.1 μm 크기의 형광 입자에 대

해서도 나타났다 (Fig. 2(c)).
결과적으로 액적에 포함된 형광 입자의 크기

와는 무관하게, 액적을 EPI로 관측한 경우에는 

out-focused 입자와 in-focused 입자가 함께 관측

되었다. 이는 EPI로 액적을 관측할 때 램프의 빛

이 초점면 보다 위층에서 부유하는 입자에도 도

달하여 형광을 발광시키기 때문인데, 초점면 밖

에서 발광한 형광은 초점이 맞지 않은 채로 관측

된다. 반면에 액적을 TIRF로 관측한 경우에는 모

든 크기의 형광 입자 샘플에서 out-focused 입자

가 제거되고 in-focused 입자만이 관측된 것을 확

인할 수 있다. 이는 TIRF 시스템에서는 레이저 

빛의 내부 전반사에 의해 액적의 밑면에 발생하

는 얇은 감쇠장을 통해 그 내부의 형광 입자만을 

발광시키기 때문이다. 따라서 밑면보다 위층에 

존재하는 입자에는 도달하는 빛이 없어 형광이 

발광하지 않고 TIRF에서 관측되지 않는다.
TIRF는 관측하는 형광 입자의 크기에 무관하

게 out-focused 입자를 제거하였지만 대상 입자

의 크기에 따라 TIRF에서 관측되는 입자의 크

기가 실제보다 감소하는 경우가 존재했다. 
Fig. 2(a)에서 보이는 것처럼 10 μm 크기의 형

광 입자를 관측한 경우 TIRF를 사용했을 때 EPI
를 사용했을 때보다 밑면에 존재하는 입자가 더 

작게 관측되었다. 이렇게 TIRF에서 관측되는 입

자의 크기가 실제보다 감소하는 현상은 1 μm 
크기의 형광 입자에 대해서도 나타났다 (Fig. 
2(b)). 반면에 Fig. 2(c)에서 보이듯 0.1 μm 크기

의 형광 입자를 관측한 경우에는 TIRF와 EPI에
서 관측된 입자의 크기에 눈에 띄는 차이가 없

었다.
이러한 현상을 분석하기 위해 10 μm, 1 μm, 

0.1 μm 크기의 형광 입자를 대상으로 TIRF와 

EPI를 통해 각 3번씩 관측을 진행하고 입자들의 

지름을 측정하여 그 분포도를 나타내었다 (Fig. 3). 
그 결과 Fig. 3(a)에서, 10 μm 크기의 형광 입

자를 관측한 경우 TIRF에서 관측된 입자의 지

름이 전체적으로 감소한 것을 확인하였다. 이때 
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Fig. 3. Observed diameter distribution of (a) 10 μm 
diameter particle, (b) 1 μm diameter particle, and 
(c) 0.1 μm diameter particle. 

TIRF를 통해 관측된 입자의 평균 지름은 5.551 
μm(표준편차: 0.949 μm)로 실제 지름보다 작게 

관측된 반면에 EPI를 통해 관측된 입자의 평균 

지름은 10.513 μm(표준편차: 0.951 μm)로 입자

가 실제 크기와 거의 동일하게 관측되었다. 

Fig. 3(b)는 1 μm 크기의 형광 입자가 TIRF와 

EPI에서 관측된 지름의 분포를 나타낸다. 이 경

우 역시 TIRF에서 관측된 형광 입자의 크기가 

감소하여 지름 분포도가 전체적으로 왼쪽으로 

이동하였다. 또한 TIRF에서 관측된 입자의 평균 

지름인 0.578 μm (표준편차 : 0.112 μm)는 EPI에
서 관측된 평균 지름 1.095 μm (표준편차 : 0.113 
μm)보다 작았다.
반면에 Fig. 3(c)에서 보듯이 0.1 μm 크기의 

형광 입자는 다른 경우들과 달리 TIRF와 EPI 모
두에서 관측된 지름의 분포가 거의 일치하였다. 
또한 TIRF와 EPI에서 관측된 입자의 평균 지름 

역시 각각 0.107 μm (표준편차 : 0.029 μm)와 

0.110 μm (표준편차 : 0.037 μm)로 모두 실제와 

유사한 크기로 관측되었다.
이렇게 형광 입자의 크기에 따라 TIRF에서 

관측되는 입자의 크기가 감소하거나 유지되는 

이유는 TIRF의 관측 범위가 감쇠장의 두께(zp∼
100 nm) 정도로 얇기 때문이다. 

10 μm와  1 μm 크기의 입자는 입자의 반지름

이 감쇠장의 두께보다 크기 때문에 TIRF를 사

용할 경우 입자의 일부분만이 감쇠장에 의해 발

광되어 관측된다. 따라서 TIRF를 사용했을 때 

관측되는 입자의 크기가 실제 입자의 크기보다 

작은 것이다. 
반면에 0.1 μm 크기의 형광 입자는 입자의 반

지름이 감쇠장의 두께보다 작아서 입자 전체가 

감쇠장에 의해 발광한다. 따라서 TIRF를 사용한 

경우에도 입자의 크기가 거의 동일하게 관측된 

것이다. 이를 통해 TIRF 시스템으로 관측되는 

정보는 대상의 전체 모습이 아니라 밑면 근처에 

존재하는 일부의 모습이라는 것을 확인하였다.

3.2 Drying pattern 관측 결과

Fig. 4는 부피 1 μL인 액적이 공기 중에 노출

되어 증발하는 동안 밑면의 drying pattern을 TIRF
와 EPI로 관측한 결과이다. 앞선 실험들과 같이 

액적의 밑면을 초점면으로 설정하였으므로 in-focused 
입자는 액적의 밑면에 위치한 입자이고 out-focused 
입자는 위층에서 부유하는 입자이다. 
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Fig. 4. Drying pattern observed by (a) EPI and (b) 
TIRF.

Fig. 4(a)는 EPI로 관측한 액적의 drying pattern
이다. 이 경우에는 증발이 진행되는 대부분의 

시간 동안 액적 전체에서 out-focused 입자가 함

께 관측되어 밑면의 drying pattern 관측을 방해

하였다. 이는 액적이 증발할 때 친수성인 슬라

이드 글라스에 의해 contact line이 고정되어 접

촉 반경이 일정하게 증발했기 때문이다. 따라서 

증발 과정의 대부분 동안 액적 전체에 부유하는 

입자가 존재했고, 이들이 out-focused 상태로 관

측되었다. 이후 증발이 종료되어 모든 입자가 

밑면에 가라앉은 이후에만 선명한 밑면의 drying 
pattern을 관측할 수 있었다. 
반면에 Fig. 4(b)에 보이듯 TIRF로 drying pattern

을 관측한 경우에는 증발이 진행되는 모든 과정 

동안 out-focused 입자가 제거된 채 밑면의 무늬

만이 선명하게 관측되었다. 이를 통해 고착 액

적 샘플의 drying pattern 관측 시 본 연구에서 구

축한 TIRF 시스템을 활용하여 모든 증발 과정 

동안의 drying pattern을 선명하게 관측할 수 있

음을 확인하였다. 

4. 결 론

본 연구에서는 고착 액적 밑면 근처의 형광 

정보만을 선택적으로 관측할 수 있는 TIRF 시
스템을 구축하였다. 이 과정에서 슬라이드 글라

스를 lightguide로 활용하고 optical trap을 사용하

여 액적의 밑면에서 빛이 전반사 되는 구조를 

설계하였다. 또한 TIRF 시스템의 원리와 구조를 

설명하고 시스템을 구축하는 자세한 과정을 제

시하였다. 
이후 관측 대상의 크기에 따른 TIRF 시스템

의 활용 가능성을 판단하기 위해 10 μm, 1 μm, 
0.1 μm 크기의 형광 입자 샘플을 대상으로 실험

을 진행하였다. 각 크기별 형광 입자가 포함된 

액적의 밑면을 초점면으로 하여 TIRF와 EPI를 

통한 관측을 진행하고 두 결과를 비교하였다. 
그 결과 대상 입자의 크기와는 무관하게 밑면의 

입자만을 선택적으로 관측하는 TIRF의 효과가 

달성되었다. 반면에 대상 입자의 크기에 따라 

변하는 성질도 확인하였는데, 대상 입자의 크기

가 감쇠장 두께보다 큰 경우에 TIRF에서 관측

되는 입자의 크기가 감소하는 것이었다. 이는 

TIRF 시스템이 감쇠장 범위 이내의 얇은 영역

만을 관측하기 때문이다.
마지막으로 TIRF와 EPI를 통해 액적 밑면의 

drying pattern을 관측하고 결과를 비교하였다. 
이를 통해 접촉 반경이 일정하게 증발하는 액적

의 경우 모든 증발 과정 동안 밑면의 drying 
pattern만을 선명히 관측 가능하다는 점에서 
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TIRF의 유용성을 확인하였다.
본 연구에서는 고착 액적의 밑면을 관측할 수 

있는 TIRF 시스템을 구축하였으며, 이 과정에서 

TIRF의 미세 형광 입자 관측 특성을 분석하였

다. 향후 이러한 연구는 미세 유체 내부 유동의 

가시화에 다양하게 기여할 수 있다.
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