
고분자�특성분석�지상강좌

240 Polymer Science and Technology  Vol. 33, No. 3, June 2022

공초점�레이저�주사현미경을�이용한�

다성분�고분자�소재의�구조�분석�

Structure�Analysis�of�Multi-Component�Polymeric�Material�
Using�Confocal�Laser�Scanning�Microscope(CLSM)

김재정� |� Jae Jung Kim

Department of Chemical Engineering, Hongik University, 
94 Wausan-ro, Mapo-gu, Seoul 04066, Korea

E-mail: jaejungk@hongik.ac.kr

1.�서론

블록공중합체,�생체고분자�등의�자가조립을�통해�형성되는�특징적인�구조에�대한�연구가�활발히�진행되고�

있다.�자가조립�소재의�구조는�그�기능을�결정하는�중요한�요소이기�때문에,�구조�분석,�고분자�설계,�구조-기능�

간의�연관관계�등은�중요한�연구분야로�자리잡고�있다.�공초점�레이저�주사현미경(confocal� laser�scanning�

microscope,�CLSM),�중성자�산란,�X-선�결정해석,�주사전자현미경(scanning�electron�microscope,�SEM),�

투과전자현미경(transmission� electron�microscope,� TEM),�원자력현미경(atomic� force�microscope,� AFM)�

등�다양한�분석법이�구조�분석에�활용되고�있다.�각�분석법은�각기�다른�강점과�한계를�갖추고�있기�때문에,�

상호�보완적으로�활용될�수�있다.

CLSM은�소재의�형광�시그널을�3차원적으로�시각화하는데�매우�강력한�분석법�중�하나로�사용되어�왔다.�

CLSM은�비초점면의�형광�시그널을�감소시켜,�초점면에서의�형광�시그널만을�감지하는�방식으로�광시야�

형광현미경과�비교하여�높은�해상도를�제공하는�기술이다.�CLSM은�타�현미경�기술(i.e.,�SEM,�TEM,�AFM)과�

비교하였을�때,�다음과�같은�강점을�보유하고�있다:1�(1)�시간-경과(time-lapse)�이미징을�통해�in�situ�동적�

과정을�관찰할�수�있다.�(2)�다성분�소재를�분석할�때,�선택적인�형광�염색을�통해�각�성분을�구분할�수�있다.�

(3)�여러�초점면의�이미지를�바탕으로�3차원적�이미지를�재구성할�수�있다.�(4)�넓은�범위의�관측�시야를�

확보할�수�있다.�(5)�액상�샘플을�다룰�때,�동결/건조�준비�과정이�필요하지�않다.�한편,�전자현미경이나�원자력

현미경과�비교하였을�때,�비교적�낮은�x-y�해상도(~�250�nm)를�가지고�있다는�한계점이�있으나,�최근�초해상도�

현미경(super-resolution�microscope,�SRM)이�개발되어지면서�Abbe의�회절�한계보다�우수한�해상도를�달성할�

수�있게�되었다.�다른�제한점으로�분석할�소재가�형광�시그널을�방출해야�한다는�점이�있으나,�이�역시�형광�

프로브�디자인�전략의�발전으로�인해�해소할�수�있다.�본�총설에서는�CLSM의�원리,�형광�프로브�디자인�전략의�

기본적인�원리에�대해�다루고,�최근�사용되는�대표적인�SRM을�소개하는�것으로�마무리하고자�한다.
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2.�본론

2.1�공초점�레이저�주사현미경(CLSM)의�원리

CLSM의�원리는�Marvin�Minsky에�의해�1957년�처음으로�

특허�출원되었다.2�기존의�광시야�현미경의�경우,�넓은�영역에�

걸쳐�여기(excitation)�빛을�조사하여�나오는�샘플의�형광�

시그널을�광검출기가�받아들이기�때문에,�비초점면에서의�

시그널이�초점면의�시그널과�함께�겹치게�된다.�반면�CLSM의�

경우,�포인트�조명(point�illumination)을�통해�한�점에�빛을�

조사하여�나오는�형광�시그널을�광검출기�앞의�핀홀을�통과

시켜�비초점면의�시그널을�제거한다(그림� 1).�이를�통해�

초점면의�시그널만을�이미지하기�때문에�기존의�광시야�

형광�현미경보다�높은�공간�해상도를�달성할�수�있게�한다.�

CLSM은�한�점에서의�형광�시그널만을�검출하기�때문에,�같은�

초점면에서�넓은�영역의�이미지를�얻기�위해서는�샘플이나�

포인트�조명의�위치를�옮겨가며�스캔하는�방식으로�이미지를�

얻는다.�또한,�초점면을�이동시킴으로써�여러�z축에서�이미지를�

얻어�3차원적�이미지를�재구축할�수�있다.

2.2�형광�프로브�준비

CLSM을�통해�소재의�구조를�분석하기�위해서,�샘플에서�

형광을�발하는�영역이�존재해야�한다.�다성분�소재인�경우,�

형광을�발하는�부분과�그렇지�않은�부분,�또는�다른�여기�

파장을�가지는�영역으로�구분되어야�구조�분석이�가능해진다.�

형광을�띄지�않는�샘플을�분석할�경우,�분석하고자�하는�

영역을�형광�프로브로�염색하여�CLSM으로�관찰할�수�있다.�

이�경우,�형광�프로브의�준비법은�크게�2가지로�구분�가능

하다.�이해를�돕기�위해,�A와�B의�이성분으로�이루어진�소재라�

가정하고,�A를�형광�프로브로�염색하고자�하는�상황에�대해�

고려해보자.�첫번째�방법은�형광�프로브로�기능화된�A를�

사용하는�것이다.�두번째는�A와�형광�프로브�간의�상호작용을�

이용하여,�형광�프로브가�A만을�선택적으로�염색하게�한다.�

두�전략�모두�형광�프로브는�다음의�사항들을�고려하여�주의�

깊게�준비해야�한다.1�(1)�형광�프로브가�구조�형성과정에서�

영향을�끼치지�않아야�한다.�이는�구조를�분석하기에�충분한�

형광�세기를�제공하지만,�구조�형성과정에는�영향을�주지�

않도록�농도를�조절함으로써�완화할�수�있다.�(2)�여러�형광�

시그널을�검출할�때,�너무�강한�형광�시그널을�발하게�되면�

크로스토크로�인해�잘못된�구조로�오분석할�수�있다.�(3)�광

표백으로�인해�구조를�오인할�수�있다.�(4)�일부�SRM의�경우,�

디콘볼루션(deconvolution)�과정에서�잘못된�정보를�제공

할�수�있으므로,�이를�완화하기�위해�적절한�대조�실험이�필요

하다.

2.3�초해상도�현미경(SRM)

비초점면의�시그널을�제공하여�높은�공간�해상도를�제공

할�수�있는�CLSM의�경우도�근본적인�Abbe의�회절�한계를�

극복할�수�없다고�여겨져�왔다.�Abbe의�회절�한계�내의�

형광단(fluorophore)은�함께�여기�빛을�받아�동시에�형광을�

발하고,�같이�회절되어�검출되기�때문에�별도로�검출하는�

것이�불가능하다.3�이에�따라,�CLSM의�x-y해상도는�빛의�

파장( )을�개구수(numerical�aperture,�NA)의�2배로�나눈�

값보다�작아질�수�없으며,�가시광선�영역에서�~250�nm로�

제한된다.

이러한�한계점은�SRM이�개발됨에�따라�극복되었다.�

대표적인�SRM에는�구조�조명�현미경(structured�illumination�

microscope,�SIM),�자극�방출�감소�현미경(stimulated�emission�

depletion�microscope,�STED�microscope),�단일분자�국소화�

현미경(single-molecule� localization� microscope,� SMLM)이�

있다.�각�장비들은�다른�원리로�Abbe의�회절�한계를�극복

하였으며,�각기�다른�장단점을�가지고�있어�분석할�샘플의�

특성에�알맞은�장비의�선택이�필요하다.

2.3.1�SIM

SIM은�주기적으로�반복되는�패턴된�조명을�통한�간섭�

현상으로�보다�높은�해상도를�제공한다.4�일반적으로�줄무늬

(stripe)�패턴이�사용되며,�패턴�간의�간격은�해상도�한계에�

가까운�값을�사용한다(그림�2).�이와�같이�패턴된�조명이�

Abbe의�회절�한계�보다�작은�영역�안의�여러�형광단에�도달

하면,�큰�스케일의�검출가능한�간섭�패턴(Moir �fringes)가�

발생된다.�여러�각도의�패턴된�조명에서부터�얻은�간섭�

패턴을�디콘볼루션을�통해�이미지를�재구성한다.�SIM은�2배�

그림�1.�CLSM의�측정�원리;�(a)�포인트�조명을�통한�여기�빛�조사(파란색),�
(b)�핀홀을�통한�비초점면의�형광�시그널을�제거�후,�광검출기에�도달하는�
초점면의�형광�시그널(초록색).
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향상된�~120� nm의� x-y�해상도를�달성할�수�있다.5�다른�

SRM과�비교하여�비교적�떨어지는�해상도를�제공하지만,�빠른�

이미징이�가능하며,�특별한�형광�프로브를�사용할�필요가�

없고,�다중�분석이�가능하다는�장점을�갖추고�있다.�다만,�

이미지를�재구성할�때,�아트팩트(artifact)를�형성하기�쉽다는�

단점을�가지고�있다.�향상된�SIM인�비선형�SIM(nonlinear�

SIM),�즉각적�SIM(instant�SIM)의�경우,�x-y�해상도를�50�

nm까지� 향상시킬� 수� 있다.6,7� 2016년� Manners� 그룹에서�

PFS28-b-PDMS560이�시드로�있을�때,�PFS36-b-P2VP502와�

PFS20이�자가조립�되어�형성되는�혈소판�같은�마이셀을�형광�

레이블된�PFS-b-PDMS을�이용해,�SIM을�통해�성공적으로�

이미징�하였다.8

2.3.2�STED

STED는�2개의�정렬된�조명을�사용한다.�하나는�CLSM

에서�사용된�것과�같은�여기�소스이며,�다른�하나는�도넛�

모양의�감소�레이저(depletion�laser)이다.9,10�감소�레이저가�

조사된�도넛�부분은�형광�시그널이�방출되지�않게�되어,�

중심의�작은�유효�여기�영역이�생성된다(그림�3).�이를�통해�

STED는�~50� nm의�높은�x-y�해상도를�달성할�수�있다.5�

STED는�SIM과�달리�추가적인�컴퓨터�기반�후처리가�필요

하지�않으며,�CLSM에�감소�레이저를�추가하여�사용하는�

만큼�비교적�쉽게�사용가능한�장비이다.�STED에�사용하는�

형광단의�경우,�높은�광안정성을�갖추고�있어야�하며,�감소�

레이저를�사용할�수�있는�적절한�여기/방출�파장을�가질�경우�

가장�효과적이다.�2016년�Hamachi�그룹에서�두가지�다른�

펩타이드�타입,�지질�타입의�하이드로젤레이터(hydrogelator)가�

자가조립�하여�형성하는�구조를�STED로�관찰하였다.11�각�

하이드로젤레이터가�다른�형광을�띄게�하여�관찰한�결과,�

각기�별도의�나노섬유를�형성해서�겹치지�않는�이중�네트워크�

하이드로젤을�형성하는�것을�확인하였다.

2.3.3�SMLM

SMLM은�각�형광단의�위치를�정확히�측정하는�방법으로�

높은�해상도를�달성한다.12�SMLM은�온-오프�상태로�전환

되는�광스위칭(photoswitching)�형광단이�필요하다.�이�

분자들은�여기�빛이�조사될�때,�대부분�오프�상태로�존재하며,�

아주�작은�부분만이�온�상태로�형광을�방출한다.�이로�인해�

각�분자의�위치를�특정할�수�있게�된다.�일반적으로�수천에서�

수만�프레임의�이미지를�얻고,�후처리�과정에서�모든�프레임을�

겹쳐�놓고(super-impose)�평균위치를�계산하여�각�분자의�

위치를�특정한다(그림�4).�일반적으로�~20�nm의�x-y�해상도를�

달성할�수�있다.5�다른�SRM과�비교하였을�때,�높은�해상도를�

제공하지만,�분단위의�가장�오랜�이미징�시간이�걸린다는�

단점이�존재한다.� SMLM은�형광단의�온-오프�스위칭을�

달성하는�방식에�따라�분류되며,�대표적으로�PALM(photo-�

activated�localization�microscope),�(d)STORM((direct)�stochastic�

optical� reconstruction�microscope),�PAINT(point� accumulation�

for�imaging�in�nanoscale�topography)가�있다.�2014년�Meijer�

그룹에서�1,3,5-benzenetricarboxamide(BTA)가�자가조립

그림� 2.�패턴된�조명을�이용하는� SIM의�조사.

그림�3.�정렬된�여기�조사와�감소�레이저를�이용하는�STED의�조사.
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되어�형성되는�1차원�나노섬유�구조를�관찰하였다.13�이�연구

에서�형광�레이블된�BTA를�이용하여,�STORM으로�시간-

경과�이미지를�얻어�단량체가�교체되는�것을�확인하였다.

3.�결론

본고에서는�형광�시그널을�감지하여�다성분�소재의�구조�

분석을�수행하는�CLSM의�기본원리와�형광�프로브를�준비

하는�원칙에�대해�소개하였다.�이�후,�Abbe의�회절�한계를�

넘어서는� 높은� 해상도로� 형광� 시그널을� 감지할� 수� 있는�

SRM의�대표적인�예인�SIM,�STED,�SMLM의�기본원리,�각�

기술들의�특징과�분석�사례를�소개하였다.�논의된�각�기술

들의�장점과�한계점을�바탕으로�분석할�샘플의�특성에�알맞은�

기술을�선택할�수�있을�것이라�기대한다.�본고에서�논의한�

기술들은�고분자�및�생체분자의�자가조립�구조를�분석하는�

중성자�산란,�X-선�결정해석,�SEM,�TEM,�AFM과�상호보완적

으로�활용되어�새로운�소재�구조�분석에�핵심적인�역할을�

수행할�것으로�전망한다.
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그림� 4.� SMLM의�측정원리.


