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위위위한한한 광광광 결결결맞맞맞음음음 현현현미미미경경경 개개개발발발

본 연구는 입사된 광이 생체 조직과 반응하여 시료의 구조 선택적 또는 분자
선택적인 신호를 발생시키는 비선형광학 현상을 이해하고,이를 광결맞음 단층촬
영법의 신호 획득 기술에 결합하여 두 가지의 새로운 비선형 광결맞음 현미경을
설계․제작 하였다.
첫번째,중심 대칭성이 없는 시료 또는 환경 제약 조건을 만족하는 복굴절 매

질,규칙적 배열 구조 등에서 높은 첨두 출력을 가진 레이저에 의해 발생되는 이
차 하모닉 신호를 이용해 이차 하모닉 광결맞은 현미경(SecondharmonicOptical
coherencemicroscopy:SH OCM)을 구성하였다.제작된 현미경은 약 0.53㎛의 횡
축 해상도를 가지고 있으며,깊이 방향에 대한 영상 정보를 일반 현미경보다 약
40% 이상 더 획득할 수 있다.본 시스템을 이용하여 BBO 크리스탈의 표면 영상
및 결정체 모양을 영상화하였고,마지막으로 생물학적 시료인 쥐 꼬리 근(rat
tendon)에 존재하는 콜라겐 섬유에서 발생하는 이차 하모닉 신호를 이용하여 영상
화 하였다.
두 번째,관찰 시료에 대한 확실한 분자 선택성 또는 물리화학적 구조 특성을

제공해 주는 간섭성 반스톡스 라만 산란 신호를 이용하여 광결맞음 현미경
(Coherentanti-StokesRaman Scattering Opticalcoherentmicroscopy:CARS
OCM)을 구성하였다.제작된 시스템을 이용하여 시료에서 발생된 간섭성 반스톡
스 라만 산란 신호 중 뒤로 나오는 신호를 가지고 영상화 하였다.
���������������������������������������������������������������������������

핵심되는 말 :비선형 광학,이차 하모닉,간섭성 반스톡스 라만 산란,광결맞음 현
미경,쥐 꼬리 근(rattendon)
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제제제 111장장장 서서서 론론론

우리가 접하는 이론은 보통 선형성에서 출발한다.선형성이란 어떤 물체에 나타
나는 반응이 외부에서 가한 변화에 선형적으로 비례하여 반응함을 뜻한다.즉,중
첩의 원리 (superpositionprinciple)가 적용됨을 말한다.그러나 자연계에 존재하는
많은 현상들이 선형성만으로 설명하기에는 부족하며 광학 현상도 예외는 아니다.
비선형 광학 현상은 레이저가 발견된 이후에 새롭게 관찰된 현상으로 1961년 미
시건 대학의 PeterA.Franken이 이차 하모닉 (second harmonic generation:
SHG)의 발견으로 시작되었다.Franken은 Rubylaser(694.3nm)의 적색 빛을 수정
에 입사시켰을 대 원래의 파장(694.3nm)뿐만 아니라 원 파장의 절반인 347.15nm
의 빛 또한 관찰 되는 것을 발견하였다.일반적인 현상은 선형 현상을 따르지만
매질의 원자핵의 쿨롱 포텐셜에 버금가는 전기장이 외부의 빛에 의해 가해질 때
(laser와 같이 고 출력의 광원)비선형적 현상이 발생하게 된다.[1]이러한 현상은
기술적 응용 가능성과 흥미 있는 물리적 성질 때문에 최근 들어 많은 관심과 연
구 대상이 되어 왔으며 빠르게 성장하고 있는 분야이다.특히 생물학,의학 분야에
서 현미경 영상획득의 기술적 진보와 함께 비선형 신호의 영상화를 통해 세포의
식균작용의 미세한 관찰,질병 발생의 원인 규명 등에 활용되고 있다.
비선형 광학 레이저 영상화 기술이란,생체 세포나 조직을 대상으로 한 현미경적
미세영상을 취득함에 있어 시료에 조사한 빛과 시료 내부물질 간의 비선형 광학
적 상호작용으로 발생된 산란광으로부터 이미지 콘트라스트(contrast)를 획득해 시
료의 분자 화학적 및 물리 광학적 특성을 비침습적으로 3차원 공간상에 매핑하는
기술이다.
일반 광학현미경은 일반적으로 넓은 범위의 생체 세포 또는 조직을 관찰하는데
유리하며 법용으로 사용되고 있지만,imagedeconvolution과 같은 특별한 후처리
과정 (post-processing)을 거치지 않고서는 낮은 공간 분해능과 깊이 방향 단면측
정 (depthsectioning)의 한계를 벗어날 수 없었다.하지만,레이저 공초점 현미경
(laserscanningconfocalmicroscope:LSCM)의 탄생으로 이러한 기술적 문제가
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해결되었고,다양한 형광 염색법과 결합되면서 생체 세포 및 조직에 대한 고해상
도 3차원 이미징이 가능해졌다.
생체를 대상으로 하는 바이오 메디칼 이미징에 있어서,광학적인 접근법에 주목
하는 이유는 대상물을 살아있는 상태로 유지할 수 있는 비침습적으로 가능한 3차
원 측정,분자 화학적 정보수집 능력,높은 감도의 광 신호 검출을 통한 실시간 모
니터링 구현을 가능하게 할 잠재적 요소를 갖추고 있기 때문이다.
하지만 현재까지 널리 쓰이는 바이오 현미경으로서 유일한 대안이라 할 수 있는
레이저 공초점 형광 이미징은 혁신적인 장점에도 불구하고 중대한 제한 요소가
존재한다.[2]첫째,조영용 형광체의 광 탈색(photobleaching)발생으로 장시간 이
미징이 불가능하다.둘째,형광체의 광화학 반응으로부터 유도된 세포 독성
(toxicity)이 발생하여 정확한 이미징이 어렵다.셋째,형광체 투입 과정에 이용되
는 세포 고정법 (fixation)등이 있다.즉,형광 이미징이 용이하도록 세포를 고정
하는 경우 세포의 생활성이 근본적으로 차단되며,그렇지 않더라도 투입된 외부
물질인 형광체의 독성이 세포의 자연적인 물질 거동을 심각하게 교란하여 측정결
과를 신뢰하기 어려운 경우가 많다.또한 광 탈색 효과는 형광 관찰 중 신호 세기
의 저하를 일으켜 연속적인 세포 관찰 뿐 아니라 3차원 이미지 획득 자체가 불가
능하게 한다.
레이저 공초점 형광 현미경의 이러한 단점은 안정화된 pulsedlaserlight의 발달
로 생물학적 시료에 비선형 관계로 신호를 유도해 이미징 함으로써 해결할 수 있
었다.즉,높은 첨두 출력을 지닌 pulsedlaser를 시료에 흡수시키면 관찰의 초점
이 되는 부위만 비선형적으로 선택적인 신호
를 발생시킨다.이 방법은 낮은 에너지의 광
자를 사용할 수 있기에 상대적으로 긴 파장의
빛을 사용할 수 있기 때문에 적은 레일레이
산란 (Rayleigh scattering)손실 즉,두꺼운
생체 조직을 보다 깊은 곳까지 관찰할 수 있
도록 만들었다.또한,비선형적으로 신호를 발
생시키기 때문에 그림 1.1과 같이 초점이 형 그그그림림림 111...111LLLaaassseeerrr에에에 의의의한한한 초초초점점점 형형형상상상
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성된 부위만 선택적으로 관찰되는 공초점 현상이 일어난다.따라서 초점 이외의
간섭을 피할 수 있어 효율적으로 고해상도 영상 획득뿐 아니라 단층 이미징을 구
현할 수 있게 해주었다.[3,4]
하지만,비선형 광학 레이저 이미징 발달로 인해 높은 횡축 분해능을 가지고 있
음에도 불구하고 생체 조직을 in-vivo상태에서 이미징 하기에는 깊이 방향에 대
한 스캐닝 범위가 매우 한정적이다.
따라서 본 연구에서는 여러 가지 광학적 이미징 방법 중 파괴나 절개없이 가장
깊이까지 이미징 할 수 있는 광결맞음 단층 촬영 기술(OpticalCoherence
Tomography:OCT)과 비선형 광학 이미징 방법을 결합하여 시료의 구조 또는 분
자 선택적 신호를 높은 공간 분해능을 가지고 일반 비선형 광학 이미징 보다 더
깊은 영역에서 정보를 얻고자 한다.이를 위해 새로운 이미징 기술인 이차 하모닉
광결맞음 현미경(SecondHarmonicOpticalCoherenceMicroscopy,SH OCM)과
간섭성 반스톡스 라만 산란 광결맞음 현미경(Coherent anti-Stokes Raman
ScatteringOpticalCoherenceMicroscopy,CARSOCM)을 설계․제작 하였다.
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제제제 222장장장 비비비선선선형형형 광광광학학학 현현현미미미경경경

이번 장에서는 비선형 광학 현미경의 원리와 종류에 대해서 알아보고 일반 광학
현미경에 비하여 특징적인 비선형 광학 현미경의 장점에 대해 조사해 보았다.

222...111비비비선선선형형형 광광광학학학 소소소개개개

일반적으로 비선형 광학(nonlinearoptics)분야는 전기장과 자기장의 1차 보다
높은 거듭제곱 항들이 주도적인 역할을 하는 현상들을 포함한다.굴절률이 인가전
압 즉,전기장의 제곱에 비례하는 커(Kerr)효과는 잘 알려진 비선형 효과이다.중
첩,반사,굴절 등과 같은 빛은 전파를 고전적으로 취급할 때,일반적으로 전자기
장과 매질을 구성하는 반응 원자계 사이에 선형적인 관계를 가정한다.그러나 진
동하는 역학 장치가 충분히 큰 힘의 작용으로 무리가 가서 비선형 반응을 보이는
것과 같이,매우 강한 광속은 상당한 비선형 광학적 효과들을 발생시킬 수 있다는
것을 예측할 수 있다.보통 또는 전통적인 광원들의 공속과 관련된 전기장은 너무
미약하여 그와 같은 효과를 쉽게 관찰할 수 없다.이런 이유가 초기의 기술적인
역량 부족과 결부되어,이 분야는 가시광선 영역에서 충분한 세기를 얻을 수 있는
레이저의 출현을 기다려야 했다.현재 레이저 기술의 급격한 발달로 인해 더욱 강
한 전기장이 사용 가능하기 때문에,많은 중요하고 새로운 비선형 현상과 장치들
이 가능해졌다.
매질을 통해 전파되는 광파의 전자기장은 느슨하게 결합된 바깥쪽 전자 혹은 원
자가 전자들에 힘을 가한다.보통 이 힘들은 아주 약하며,등방성 선형매질에서는
결과적인 전기 분극이 가해진 전기장과 평행하고 그것에 직접적으로 비례한다.사
실상,분극은 전기장을 따른다.만약 전기장이 조화파라면,분극도 또한 조화파일
것이다.결과적으로   로 쓸 수 있는데 여기서 는 전기감수율로 알려진
차원이 없는 상수이며,E 대 P의 그래프는 일직선이다.대단히 강한 전기장과 같
은 극단적인 경우에는 명백하게 P가 포화될 것을 예상할 수 있다.달리 말하면,
P는 단순히 E에 따라 무한정 선정적으로 증가할 수 없다.그러므로 E가 증가함



-5-

에 따라,항상 존재하지만 보통 무시할 수 있는 비선형성이 완만하게 증가할 것을
예측할 수 있다.[5]

그그그림림림 222...111빛빛빛과과과 상상상호호호작작작용용용하하하는는는 시시시료료료에에에서서서 발발발생생생하하하는는는 광광광학학학신신신호호호의의의 유유유도도도 분분분극극극식식식

그림 2.1는 빛과 상호작용하는 시료에서 발생하는 광학신호의 유도 분극식을 나
타낸 식으로,임의의 물질은 고유의 감수율 텐서 (susceptibilitytensor)을 가
지며,조사 레이저 광의 전기장 벡터 E의 크기,방향,주파수,상호작용 방식 등에
따라서 분극 P가 유도된다. 을 포함한 첫째항으로 인해 유도된 분극을 선형
분극 PL이라고 하며,빛의 습수,굴절,레일레이 산란 (RayleighScattering),라만
산란 (Ramanscattering)등과 같은 통상의 선형광학 현상을 일으키는 원인이 된
다.두 개 이상의 전기장 벡터 E와 상호작용하여 발생하는 유도 분극을 비선형
분극 PNL이라하며,비선형 감수율 텐서 (n≥2)와 전기장 벡터의 구성 방식에
따라 비선형 광학 신호를 발생시킨다.[6]
대표적인 2차 비선형 광학 현상으로는 2차 조화파 발생 (second harmonic
generation:SHG),합주파수 발생 (sum frequencygeneration:SFG), 차주파수
발생 (difference frequency generation: DFG), 초라만 산란 (hyper-Raman
scattering)을 들 수 있다.3차 비선형 감수율 을 가진 물질에서는 일반적으로
사광파혼합 (four-wave mixing) 현상이 일어나게 되는데, 다광자 흡수
(multiphotonabsorption),3차 조화파 발생 (thirdharmonicgeneration:THG),간
섭성 반스톡스 라만 산란 (coherentanti-StokesRamanscattering:CARS),광 커
르 효과 (opticalKerreffect:OKE)등이 포함된다.
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222...222비비비선선선형형형 광광광학학학 이이이론론론

222...222...111이이이차차차 하하하모모모닉닉닉 발발발생생생 (((ssseeecccooonnndddhhhaaarrrmmmooonnniiicccgggeeennneeerrraaatttiiiooonnn:::SSSHHHGGG)))

2차 조화파 발생 (SHG)은 2개의 입력 광파가 상호작용한다는 점에서는 2광자
여기 형광 (TPEF:twophotonexcitationfluorescence)과 유사하지만 비선형 광
학적 특성에 근본적인 차이점이 존재한다.분극 유도식을 다시 정리하면 다음과
같다.

P= ε 0(χ (1)E+ χ
(2)EE) (((222...111)))

전기장이 z방향으로 진행 할 경우 다음의 식으로 표현할 수 있다.

E(z,t)= E0cos(wt-kz) (((222...222)))

여기서,E 0은 전기장의 크기이며 w는 각 주파수(angularfrequency),t는 시간,
k는 전달 상수(propagationnumber)이다.이를 수식 2.1에 대입하여 전개하면 다
음과 같다.

P= ε 0(χ (1)E 0cos(wt-kz)+ χ (2)E 2
0cos2(wt- kz)) (((222...333)))

이 수식을 다시 삼각함수 관계식 cos 2θ= (1+ cos2θ)
2 을 이용하여 정리

하면 다음과 같다.

P= ε 0[χ (1)E 0cos(wt-kz)+ 1
2 χ (2)E 2

0(1+ cos(2(wt- kz)))]

(((222...444)))
2차 비선형 현상은 수식 2.4에 나타난다.이 수식에서 보면 2w의 새로운 진동
성분을 볼 수 있고,2차 항에서 진동성분과 무관한 성분도 있음을 볼 수 있다.진
동 성분과 무관한 이 성분에서 나타나는 현상을 광정류 (opticalrectification:입사
광의 진동수를 상쇄 시킨다.)라고 부른다.다음의 두 전기장에 대하여 살펴보자.
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단,전기장의 크기는 같다고 가정한다.

E1(z,t)= E0cos(w1t-kz), E2(z,t)= E0cos(w2t-kz) (((222...555)))

위의 두 전기장을 각각 수식 2.3에 대입한 후 그 두 식을 더하면 다음의 수식을
얻을 수 있다.

P= ε 0[χ (1)E 0cos((w 1+ w 2)t- kz)+ χ (2)E 2
0cos 2((w 1+ w 2)t- kz)]

(((222...666)))

이 수식을 삼각함수 공식 중 cos2θ=2(1+ cos(θ/2))을 이용하여 다시 정리
하면 다음의 식과 같다.

P= ε 0[χ (1)E 0cos((w 1+ w 2)t- kz)

+ 1
2 χ (2)E 2

0(1+ cos2(w 1+ w 2)t- 2kz)] (((222...777)))

위에서 두 전기장이 서로 같은 진동수를 가지면(w1=w2)2w 1에서 진동수가
발생하고 이것을 SHG(secondharmonicgeneration)이라 부른다.[7,8]

그그그림림림 222...222이이이차차차 하하하모모모닉닉닉 발발발생생생 개개개략략략도도도
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SHG현상은 강한 전기장의 빛 에너지가 매질에 입사될 때 분극 현상에 의해 주
파수는 2배 즉,파장은 반으로 줄어든 빛에너지로 나타나는 비선형적 현상이다.그
림 2.2에서 보는 바와 같이 같은 주파수 (또는 진동수)의 전기장은 비선형 현상
을 일으킬 수 있는 매질을 지날 때 2w의 주파수를 가진 성분 또한 내보낸다는 것
을 알 수 있다.

SHG는 시료의 2차 비선형 감수율 
 에 기인한 것인데,반전 대칭성

(inversionsymmetry)또는 중심 대칭성 (centrosymmetry)이 있는 물질 구조에서
는 2차 비선형 감수율 자체가 존재하지 않으므로,분자나 결정의 비대칭성이나 국
소적인 구조상 비대칭성이 유발되는 표면에서 주로 강하게 일어난다.즉,중심 대
칭성 (centrosymmetry)이 없는 물질 또는 환경 제약 조건을 만족하는 복굴절
(birefringence)매질,규칙적 배열 구조 (orderedarray),물질 경계면 (interface)에
서 관찰이 가능한 것으로 알려져 있다.[9]
생체 대상물의 경우에는 세포막이나 구조 단백질 배열 등이 해당되는데,콜라겐
섬유 (collagenfiber)같은 몇몇 구조 단백질에 대해서는 형광 표지 없이도 강한
SHG신호가 발생된다.따라서 형광 표지 사용에 따른 광 탈색이나 독성 문제에서
자유로울 뿐 아니라,보다 상세한 물질 정보를 밝혀낼 수 있게 된다.형광 표지법
이 분자 수준의 단백질 위치 정보만을 주는 것에 비해,SHG는 마이크로미터 스케
일의 분자 집합체 위치와 형태,대칭성,배향,구조적 특성 등을 직접적으로 보여
줄 수 있다.
SHG는 TPEF처럼 3차원 단층 이미징을 구현할 수 있는 여기 광 강도의 제곱에
비례하는 비선형광학 현상이지만,TPEF가 공명 흡수와 형광 재방출에 기인한 비
간섭성 현상인 것에 비하여,SHG는 비공명 조건에서의 간섭성 산란을 이용하기
때문에 시료의 광 에너지 흡수에 의한 열 발생이 작을 뿐 아니라 간섭성 광신호
가 갖는 지향성을 이용하여 신호 수집 효율을 높일 수 있는 장점이 있다.
활용성 면에서는 TPEF가 레이저 공초점 현미경 (LSCM)기법과 더불어 실험실
범용 현미경 기술로 자리 잡은 반면,SHG 현미경 기술은 비교적 최근에 와서야
생체막 포텐셜 측정용 분자 탐측자를 비롯한 유기․무기 재료 비선형 감수율 가
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시화 도구로 이용되고 있다.고분해능 SHG이미징을 적용할 수 있는 유력한 구조
단백질 후보로는 콜라겐 (collagen),액토미요신 (actomyosin)복합체,튜뷸린
(tubulin)등을 꼽을 수 있다.
콜라겐은 자연 상태에 약
20 여종의 형태가 존재하며
피부,뼈,인대,혈관 조직 등
에 집중적으로 분포하여 구
조적 강도를 유지하는 대표
적 단백질이다.노화나 각종
병리학적 원인에 의해 구조
에 손상이 발생하면 비선형
광학 특성이 변화하게 되어,
SHG 광 신호의 양상이 다르게 나타난다.액토미요신은 매끄럽고 (smooth)줄이
난 (striated)근육 조직을 구성하며,튜뷸린은 세포 분할이나 물질 수송 등 많은
세포 동력학에 관계된 세포 미소관 (microtubule)으로 중합되는 단백질이다. 이들
단백질은 mM 이상의 높은 농도도 생체 조직에 분포하기 때문에,분자 밀도의 제
곱에 발생 강도가 비례하는 SHG의 특성상 측정이 상대적으로 용이한 편이다.[10]

그그그림림림 222...333콜콜콜라라라겐겐겐 섬섬섬유유유의의의 단단단면면면 구구구조조조
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222...222...222간간간섭섭섭성성성 반반반스스스톡톡톡스스스 라라라만만만 산산산란란란 (((CCCAAARRRSSS)))

라만 산란을 기반으로 한 분광 측정은
비선형 광학 영상 기법의 일반적인 장점
에 더해,관찰 시료에 대한 확실한 분자
선택성 또는 물리 화학적 특성을 제공해
줄 수 있다.상온의 자연 환경에서 적용
이 가능하고,지금까지 수많은 분자 종
에 대해 광범위한 연구가 이루어졌기 때
문에,정확하고 풍부한 분광자료를 이용
할 수 있다는 장점이 있다.
하지만,종래의 라만 분광법은 생체 시
료에 그대로 적용되기 어려운데,이는 라만 산란 단면적이 너무 작아서 라만 산
란 광신호가 매우 미약하고 시료로부터 발생되는 자연 발광 (luminescence)에 의
해 가려질 수 있는 심각한 문제가
있기 때문이다.[11]
이에 반하여,간섭성 반스톡 라만
산란 (coherentanti-StokesRaman
scattering)은 분자의 진동 분광선
구조에 의해 선택적 영상 능력을 제
공할 수 있는 라만산란 기법의 현실
적 대안이 될 수 있다.간섭성 반스
톡스 라만 산란은 비선형 광학 현상
의 하나로 3개의 입사광 레이저 빔
이 시료 내에서 상호작용하여 하나의 신호광을 형성하는 사광파혼합법 (four
wavemixing)이다.이 과정을 에너지 도표로 표현하면 그림 2.5와 같다.우선 주
파수 차가 시료내 특정 분자의 라만천이 (Ramanshift)만큼 떨어진 두 레이저광

그그그림림림 222...555EEEnnneeerrrgggyyy llleeevvveeellldddiiiaaagggrrraaammm ssshhhooowwwiiinnnggg
CCCAAARRRSSSppprrroooccceeessssss

그그그림림림 222...444라라라만만만 신신신호호호 모모모식식식도도도
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이 입사하면 그 분자들은 두 레이저광의 맥놀이 파형에 결맞는 (coherently)강제
진동운동 (forcedharmonicoscillation)을 하게 된다.즉,그 특정분자들 모두가 위
상이 일치하는 진동운동을 하는 것이다.여기에 세 번째 레이저광이 입사하여 각
분자들에 의해 반스톡스 라만 산란되면 산란광들은 모두 같은 위상을 갖고 특정
한 진행방향을 갖는 레이저 같은 빛이 된다.이러한 빛과 분자의 상호작용을 시료
내 각각의 점에서 일으키고 각 점에서 얻은 신호를 검출하여 래스터 주사 (Raster
scan) 방식처럼 맵핑(mapping)하면 시료에 대한 간섭성 반스톡스 라만산란
(CARS)영상을 얻게 된다.

E1(ωωωω1)

E2(ωωωω2)
⇒

E1(ωωωω1)+E2(ωωωω2)

coherently driven 
molecule with ωωωω1-ωωωω2

⇒

E1(ωωωω1)

⇒

ECARS(ωωωωAS)

Raman scattering of ωωωω1 gives
CARS signal at ωωωωAS=2ωωωω1-ωωωω2

E1(ωωωω1)

E2(ωωωω2)
⇒

E1(ωωωω1)+E2(ωωωω2)

coherently driven 
molecule with ωωωω1-ωωωω2

⇒

E1(ωωωω1)

⇒

ECARS(ωωωωAS)

Raman scattering of ωωωω1 gives
CARS signal at ωωωωAS=2ωωωω1-ωωωω2

그그그림림림 222...666CCCAAARRRSSS광광광신신신호호호 생생생성성성의의의 원원원리리리를를를 나나나타타타내내내는는는 모모모식식식도도도...

신호광의 세기를 결정하는 비선형 분극 (nonlinearpolarization)은 다음 수식 2.8
과 같이 표현되는데,세 개의 빛,즉 세 개의 전기장이 동시에 작용하여 형성하는
분극이기 때문에 3차 비선형광학적 분극이라 한다.여기서 비례 계수인 

 를
3차 비선형 감수율이라 부른다.이 계수는 분자마다 파장 혹은 주파수의 함수로서
특정한 진동 주파수들에서 매우 큰 값을 갖는 공명 특성을 보인다.간섭성 반스톡
스 라만 현미경이 분자 선택적 이미징이 가능한 이유는 바로 분자들마다 이 3차
비선형 감수율이 다르기 때문이다.비선형 광신호는 이 비선형분극이 진동하는 이
중극자 (dipole)로 작용하여 방출하는 빛이므로 그 세기인 는 

  의 제곱
에 비례하는 값으로 표현된다.사중극자 (quadrupole)를 포함한 모든 다중극자
(multi-pole)모드에 의해서도 빛 방출이 가능하지만 이중극자 모드에 비해 너무
약하므로 일반적으로 무시된다.
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

  

  
   (((222...888)))



 


     
     







 (((222...999)))

일반적인 간섭성 반스톡스 라만 현미경에서는 편의상 두 개의 펌핑광을 같은 주
파수의 레이저로 사용하므로 실제 측정을 위해 사용하는 레이저는 둘이다.이 경
우 반스톡스 라만 산란광의 주파수는 앞의 그림에서도 표현되었듯이


   로 나타낼 수 있다. 이는 입사된 광자 에너지
  와 상호작용 후 발출된 광자 에너지 

  가 같
아 광자의 에너지가 보존됨을 나타내고 있다.즉,상호작용이 완료된 후에도 매질
에는 어떠한 양의 에너지도 남아 있지 않는 광매개 변환 프로세스이므로 간섭성
반스톡스 라만 산란은 진정한 의미의 비침습적 측정법이라 말할 수 있겠다.[1,6]
형광 표지자 없이 분자 선택적 이미징이 가능한 현미경 기술로서 자발적 라만
산란법 (spontaneousRaman scattering)이 있지만 간섭성 반스톡스 라만산란과
같은 간섭성 프로세스가 아니기 때문에 신호의 세기가 매우 약하다.간섭성 반스
톡스 라만산란의 경우는 입사광 출력의 3제곱에 비례하는 신호의 세기가 얻어지
고 자발적 라만산란의 경우는 선형적으로 비례하므로 입사광 출력이 커질수록 두
라만산란법의 신호게기 차이는 점점 더 머진다.시료에 손상우 주지 않는 비교적
약한 출력한계 아래에서도 간섭성 반스톡스 라만산란은 자발적 라만산란법에 비
해 대락 10,000배 정도의 높은 신호세기와 감지도를 보여준다.따라서 빠른 이미징
을 통해 움직이는 생체세포의 관찰이 가능하다.[12]
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제제제 333장장장 광광광결결결맞맞맞음음음 현현현미미미경경경

333...111광광광 결결결맞맞맞음음음 현현현미미미경경경 소소소개개개

광 결맞음 단층촬영 (Opticalcoherencetomography:OCT)은 저가간섭의 빛을
사용하여 생체 조직을 비침습적 방법으로 고해상도의 단면 영상을 획득하는 새로
운 기술이다. OCT 시스템은 1987년에 개발된 optical coherence domain
reflectometry(OCDR)를 확장 응용한 것으로,1991년 M.I.T의 DavidHuang에 의
해서 처음 개발되었다.OCDR은 마이켈슨 저 간섭계를 이용하여 샘플의 깊이에
따라 역산란 (backscattering)되는 빛의 세기를 일차원적으로 얻는 시스템이다.[13]
OCT는 이런 OCDR시스템에서 횡방향 스캐닝 (transversescanning)을 추가함으
로써 이차원 영상을 획득할 수 있도록 설계됐다.[14]OCT 시스템은 넓은 대역의
광원과 마이켈슨 간섭계를 기반으로 구성되어 있으며 현재 기술의 발달로 인해
안과학,피부학,소화기학,치과학 등 임상학적으로 응용 범위가 확장되고 있는 기
술이다.일반적으로 OCT의 횡축․종축 해상도는 약 10∼15㎛로 임상 진단 장비로
사용되고 있는 Computedtomography,magneticresonanceimaging,ultrasound
보다 우수한 해상도를 가지고 있어 조직의 형태학적 변화를 영상화 할 수 있다.
하지만,질병 원인의 조기 진단을 위해 살아있는 세포의 변화를 영상화하기에는
OCT의 해상도로는 충분하지가 않다.따라서 최근 OCT의 공간 해상도 향상을 위
해 높은 개구수를 사용해 en-face 영상을 얻는 광 결맞음 현미경 (Optical
coherencemicroscopy:OCM)개발 등 많은 연구가 진행되고 있다.
광 결맞음 현미경은 OCT 기술의 한 분야로써 높은 산란 조직 또는 물질 등에서
깊이 방향에 대한 정보를 높은 해상도를 가지고 en-face의 영상 정보를 파괴나 절
개 없이 영상화 할 수 있는 기술이다.일반적으로 비침습적으로 시료 이미지를 얻
기 위해서는 그동안 공초점 현미경 또는 광학단층촬영술을 많이 사용하여 왔다.
공초점 현미경은 높은 대물렌즈의 NA(numericalaperture)를 사용하여 세포단위
의 높은 해상도 성능을 가지고 있으며 핀홀을 이용하여 초점 밖에서 나오는 신호
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를 제거하여 초점면에 있는 신
호만을 이용하여 영상을 획득
하므로써 높은 횡축 해상도를
가지고 깊이 방향에 대한 광
절편 이미지 획득이 가능하나
깊이 방향에 대한 스캐닝 범위
가 매우 한정적이여서 조직과
같은 불투명 대상물을 비침습
적으로 영상화하기가 힘들다.
반면,광학단층영상술은 낮은 개구수를 가진 대물렌즈를 이용하기 때문에 넓은 대
역의 광원을 이용하여 긴 초점 심도 내에서 공초점 현미경 보다 훨씬 깊은 단면
영상을 획득 할 수 있다.광 결맞음 현미경은 높은 개구수의 대물렌즈를 이용하여
최소한의 깊이만을 스캔하여 x-y평면상에 높은 횡축 해상도의 en-face이미지를
획득 할 수 있으며 간섭 거리 내에 있지 않는 신호는 제거함으로써 종축 해상도
를 향상시킬 수 있는 기술이다.따라서 산란 특성을 가진 물질을 높은 횡축․종축
해상도를 유지하며 500㎛ 이상의 깊은 영역의 정보까지 비침습적으로 측정 할 수
있어 질병의 조기 진단을 위해 매우 유용한 기술이다.

333...222저저저 결결결맞맞맞음음음 광광광원원원을을을 사사사용용용한한한 간간간섭섭섭계계계

저 결맞음 간섭계는 일반적인 마이켈슨 간섭계 (Michelsoninterferometry)와 같
은 원리이다.광원에서 나온 빛은 광분배기 (Beam splitter)를 통해 각각 샘플
(Sample)경로와 광지연선 (Delayline)으로 분배되어 진행되고 샘플과 광지연선
에서 반사되어 나온 빛은 다시 광분배기에서 합쳐져 두 단의 광경로가 일치할 때
간섭을 일으키며 검출된다.[13,14]기본 개략도는 그림 3.2와 같다.

그그그림림림 333...111OOOCCCTTT와와와 OOOCCCMMM의의의 샘샘샘플플플 부부부분분분
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그그그림림림 333...222마마마이이이켈켈켈슨슨슨 간간간섭섭섭계계계 (((MMMiiiccchhheeelllsssooonnnIIInnnttteeerrrfffeeerrrooommmeeettteeerrr)))

333...222...111간간간섭섭섭(((IIInnnttteeerrrfffeeerrreeennnccceee)))과과과 종종종축축축 해해해상상상도도도(((AAAxxxiiiaaalllrrreeesssooollluuutttiiiooonnn)))

광파를 복사함수로 표현하면 아래와 같다.

 
     (((333...111)))

한 광원에서 두 개의 광파 즉,샘플에서 나오는 빛 와 referencedelay

arm의 거울에서 나오는 빛 가 다른 경로를 가지고 진행한다고 하자.만약
이 두 광파가 P점에서 만나 하나의 광파로 진행한다고 하면,P점에서 합성 필드
는 중첩의 원리에 의해서

 


  (((333...222)))
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로 표현할 수 있으며,합성 복사조도는 아래와 같다.

 〈
∙ 


〉

〈

  


 ∙





∙ 〉 (((333...333)))

각각의 광파에 대한 복사조도는

 〈

〉,  〈 


〉

이므로,수식 3.3은

      〈∙



 〉 (((333...444)))

으로 바꿀 수 있다.[5,13,15]
만약 두 빛이 같은 편광 성분을 가지고 있다면 내적은 최대가 된다.

〈∙



 〉〈 
 〉 (((333...555)))

이때,correlation function을  ≡〈 
 〉으로 정의하고,규격화된

(normalized)상호가간섭 함수 즉,복수 가간섭도(complexdegreeofcoherence)를



 



〈 
 〉 (((333...666)))

로 정의한다면,수식 3.6에 의해서 수식 3.4를
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          (((333...777)))

로 쓸 수 있다.이를 부분 가간섭광의 일반적인 간섭법칙(generalinterferencelaw
forpartiallycoherentlight)이라 한다.[5]
일반적으로 가 광원의 powerspectraldensity를 규격화한 값이라고 정의할
때,복수 가간섭도 는 파워 스펙트럼의 푸리에 변환으로 표현될 수 있다.




∞

 

이 때 powerspectraldensity가   의 우함수(evenfunction)이면 복소 가간

섭은 복소 가간섭도의 실수부와 
 


의 곱으로 표현할 수 있다.따라서,

   
 



  

이므로,수식 (3.7)은

         (((333...888)))

가 된다.이 수식을 보게 되면 광 강도(intensity)는 빛이 지나간 시간 에 의해
사인 곡선의 형태로 변화하며,스펙트럼의 푸리에 변환으로 정의되어지는 포락선
함수(envelopefunction)에 의해 변조됨을 알 수 있다.[13,15]
∆를 빛의 광경로 길이라고 할 때,광경로를 지나는데 걸리는 시간  ∆이
고,   이므로 수식 3.8은 다음과 같이 거리에 대한 함수로 바꿔 쓸 수 있다.

        ∆     (((333...999)))
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만약 광원의 스펙트럼이 가우시안이라면,

   



 

∆ 



 (((333...111000)))

이 되고,수식 3.9와 3.10에 의해서 아래와 같은 상관관계를 가지게 된다.

∝ 



 

∆ 



  (((333...111111)))

또한,    
 일 때 coherence   가 된다.따라서,

 

∆





∆



≈∆



(((333...111222)))

이며, 나중에 신호처리를 통하여 복조(demodulation)를 거친다면 coherence
length()가 광 결맞음 간섭계의 깊이 방향에 대한 해상도 (axial spatial
resolution)가 된다.

333...222...222DDDoooppppppllleeerrrssshhhiiiffftttmmmoooddduuulllaaatttiiiooonnn

Referencedelayarm과 samplearm의 두 빛에 대한 광 경로차를 만들어 주기
위해서 referencedelayarm의 거울을 정해진 거리 구간 (∆)에 대하여 일정한
속도로()로 움직이게 해준다.이때 빛의 파장과 거울의 속도에 의해서 주파수 변
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이가 발생하게 된다.
수식 3.9에서 신호는  ∆에 의해서 변화됨을 볼 수 있다.그런데,여기서
∆을 거울이 움직이는 속도와 진행한 시간의 곱(∆  )으로 나타내므로,

 ∆   


 (((333...111333)))

가 성립하게 된다.일반적으로 코사인 함수를 주파수 변조 에 대해서  

로 나타내므로,

   (((333...111444)))

가 된다.[13,15]
따라서,실제로 referencedelayarm에서의 빛과 samplearm에서의 빛이 재결하
면서 생기는 간섭 신호는 거울의 움직임에 의해 발생하는 도플러 주파수 변이에
의해 변조되는 신호로 나타나는 것이다.

333...222...333횡횡횡방방방향향향 해해해상상상도도도 (((lllaaattteeerrraaalllrrreeesssooollluuutttiiiooonnn)))

일반적으로 현미경의 분해능을 정의할 때 레일리 기준(Rayleigh'scriterion)에 따
른다.무한히 먼 물체에서 출발한 광선이 렌즈를 통과하고 결상이 될 때 렌즈가
완벽하다 하더라도 광선의 회절에 의해서 밝은 부분과 어두운 부분이 주기적으로
나타나는 에어리 원판(Airypattern)이 나타나게 된다.레일리 기준이란 두 개의
밝기가 같고 비가간섭성(incoherent)인 점이 분리가 되기 위해서는 한 개의 에어리
원판의 중심이 다른 점의 에어리 무늬의 첫 번째 어두운 부분에 위치해야 한다는
것이다.입사되는 광선의 파장을 라 하고 대물렌즈의 개구수(numericalaperture)
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를 NA라 할 때,분해 가능한 최소의 분리
각 또는 분해 한계각(angular limit of
resolution)은

 ∆ 


(((333...111555)))

가 되며,그림 3.3에 나타나 있다.두 상의
중심 사이의 거리를 ∆이라 하면 분해한
계(limitofresolution)는

∆ ∆   


∙ (((333...111666)))

식에서도 알 수 있듯이 입사되는 광선의 파장이 짧을수록 대물렌즈의 개구수가
커질수록 분해능은 점점 커진다.[5]또한 개구수의 증가로 초점 심도(depth of
focus)가 감소하고 이는 광 결맞음 현미경에서 en-face이미지 획득 시 종축 해상
도 향상에 영향을 미친다.

그그그림림림 333...333에에에어어어리리리어어어 원원원판판판
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제제제 444장장장 비비비선선선형형형 광광광결결결맞맞맞음음음 현현현미미미경경경 구구구성성성

444...111이이이차차차 하하하모모모닉닉닉 광광광결결결맞맞맞음음음 현현현미미미경경경 구구구성성성

444...111...111시시시스스스템템템 구구구성성성

그그그림림림 444...111광광광 결결결맞맞맞음음음 현현현미미미경경경 구구구조조조도도도

BS1:Beam splitter(50:50),BS2:Beam splitter(10:90),BPF:Bandpassfilter
DM :Dichroicmirror, PMT :Photomultipliertube,HWP:Halfwaveplate

위 그림 4.1은 본 연구에서 구성한 전체 시스템의 도식도로 먼저 전체적인 시스
템 구성에 대하여 아래와 같이 설명한다.
먼저 광원으로 시료에 손상을 주지 않는 평균 출력 이하이면서 비선형 광신호

를 주기에 충분한 세기의 첨두 출력을 가지고 있는 모드 잠금 펨토초 레이저를
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사용하였다.이 광원은 횡축 해상도의 최적화를 위해 대물렌즈의 후개구를 최대한
채울 수 있도록 확대시켜야 하는데 이 시스템에서 두 쌍의 볼록 렌즈 (L1,L2)를
사용하였다.이렇게 확대된 빔은 빔 분할기에 의해 한쪽은 referencedelayarm으
로 다른 쪽은 samplearm으로 나뉘어 진행하게 된다.referencedelayarm으로 간
빛은 대물렌즈 (NA:0.2,5☓)의해 이차 하모닉 신호를 발생시키는 BBOcrystal에
집속된다.BBO crystal에 의해 원래 광원(800nm)과 이차 하모닉 신호(400nm)가
생성되고 이는 다시 똑같은 대물렌즈 (NA:0.2.,5☓)에 의해 다시 원래의 크기로
평행하게 진행된다.이때 대물렌즈 앞에 Halfwaveplate를 놓아 수평 편광된 광
원의 편광을 변화시켜 이차 하모닉 신호의 세기를 조절 할 수 있도록 하였다.이
렇게 만들어진 이차 하모닉 신호는 PiezoElectricActuator에 부착된 거울에서 반
사되어 delayline를 형성하여 검출기로 향하게 된다.Samplearm으로 간 빛은
en-face영상 구현을 위해 Galvanoscanner에 의해 x-yscan이 되고 expander2
에 의해 확대되어 회절된 광선을 손실 없이 대물렌즈에 전달된다.이때,비선형 물
질 특성을 가진 시편과 입사된 빛은 상호작용하여 이차 하모닉 신호가 발생된다.
시료에서 반사되어 발생된 이차 하모닉 빛과 원래 파장의 빛은 다시 expander2
와 Galvano Scanner를 지나 Descan이 된다.여기서 400nm 파장만 반사되는
DichroicMirror를 사용하여 원래의 파장은 그대로 통과시키고 이차 하모닉 신호
만을 반사시켜 검출기로 보낸다.각각 Referencearm과 samplearm에서 생성된
이차 하모닉 신호는 투과가 90이고 반사가 10인 빔 분할기에 의해 다시 합쳐진다.
공간적,시간적으로 중첩된 이차 하모닉 신호는 400nm 파장만을 통과하는 Band
passfilter를 통과한 후 볼록 렌즈에 의해 집속되어 검출기에 의해 검출된다.이
때,referencedelayarm에 의해서 두 빛의 경로차가 같아지면 간섭현상을 일으키
게 된다.[16,17]이렇게 발생된 간섭신호는 Lock-inamplifier에 의해 간섭 신호에
해당되는 주파수만을 통과시켜 주고 RMS Detector를 거쳐 DAQ 보드를 통해
LabVIEW 프로그램에 의해 만들어진 이미지 구현 프로그램에서 2D 이미지가 구
현된다.
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444...111...222광광광원원원 선선선택택택

중첩,반사,굴절 등과 같은 빛의 전파를 고전적으로 취급할 때,일반적으로 전자
기장과 매질을 구성하는 반응 원자계 사이에 선형적인 관계를 가정한다.그러나
진동하는 역학 장치가 충분히 큰 힘의 작용으로 무리가 가서 비선형 반응을 보이
는 것과 같이,매우 강한 광속은 상당한 비선형 광학적 효과들을 발생시킬 수 있
다는 것을 예측할 수 있다.보통 또는 전통적인 광원들의 광속과 관련된 전기장은
너무 미약하여 그와 같은 효과를 쉽게 관찰할 수 없다.하지만 피코 또는 펨토 레
이저의 개발로 인해 충분한 세기의 전기장을 만들어 줄 수 있어 비선형에 대한
연구가 가능하게 됐다.따라서 본 논문에서 광원으로 시료에 손상을 주지 않는 평
균 출력이하이면서 비선형광 신호를 주기에 충분한 세기의 첨두 출력을 가지는
ModelockedTi:SapphireLaser(Coherent,Mira800Verdi-V8pumping)를 사용
하였다.다음 표 4.1은 실험에 사용한 레이저 Mira900에 대한 특성 표이다.

표표표 444...111MMMiiirrraaa999000000(((VVVeeerrrdddiii---VVV888)))특특특성성성표표표

SSSpppeeeccciiifffiiicccaaatttiiiooonnn MMMiiirrrrrraaa999000000
(((VVVeeerrrdddiii---VVV888))) TTTyyypppiiicccaaalllPPPooowwweeerrrTTTuuunnniiinnngggCCCuuurrrvvveee

Outpower 1.0W
TuningRange 700nm ∼ 980nm
Autocorrelation <200fs
RepetitionRate 76MHznominal

Noise <0.1%
Stability <3%

Beam Diameter 0.8mm
Beam Divergence 1.7mrad
SpatialMode TEMoo
Polarization Horizontal
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또한 광원 선택에 있어서 고려해야 할 것은 인체에 대한 무해성과 투과 깊이이
다.너무 짧은 파장이면 선형산란효과가 커져 시료의 표면 근처만 관찰이 가능하
고,너무 긴 파장이면 물 분자에 의한 레이저 광의 흡수 때문에 시료 내부로 빛이
전달되지 못하기 때문에 근적외선 영역의 파장인 중심파장 800nm를 사용하였다.
펨토초 레이저 펄스와 같이 매우 높은 순간 파워를 지닌 펄스 광원이 콜라겐,마
이오신,미소관과 같은 이차 비선형 성질 (2ndordernonlinearsusceptibility)을
가진 매질을 통과하면,광원에서 나온 두 개의 광자가 비선형 물질에 의하여 하나
의 광자로 합쳐지면서 광원 (800nm)이 가지고 있는 광자 고유 주파수보다 2배의
주파수를 가지는 이차 하모닉 빛(400nm)이 발생하게 된다.아래 그림 4.2는 본
연구에서 사용한 800nm 파장 빛과 이 파장이 비선형 매질인 0.05mm 두께의 β

-barium borate(BBO;type Ι phasematching)크리스탈을 통과한 후 발생된 이
차 하모닉 신호인 400nm 파장에 대한 스펙트럼을 fiberoptics 스펙트로미터
(OceanOptics)로 측정 그래프이다.각 파장에 대한 FWMH 대역폭은 800nm에
대해서는 7.45nm,400nm 파장에 대해서는 2.98nm값이 측정되었다.
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그그그림림림 444...222광광광원원원 및및및 이이이차차차 하하하모모모닉닉닉 신신신호호호에에에 대대대한한한 스스스펙펙펙트트트럼럼럼
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광원의 중심파장과 대역폭에 대한 시스템의 종축 해상도(axialresolution)를 수
식 3.12에 대입하면


 

∆

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
≈
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 
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
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


≈

가 된다.즉,이 광원을 사용하면 이론적으로 800nm에 대해 37.8㎛,400nm에 대해
23.7㎛의 깊이 방향에 대한 해상도를 갖게 된다.

그그그림림림 444...333광광광원원원 및및및 이이이차차차 하하하모모모닉닉닉 신신신호호호에에에 의의의해해해 측측측정정정된된된 간간간섭섭섭 신신신호호호

위 그림 4.3은 본 시스템 평가를 위해 직접 측정한 간섭 신호이다.광원의 파장
에 최대 효율을 가질 수 있도록 각각 거울 및 BBO 크리스탈을 이용하여 간섭 신
호를 측정하였다.각각의 가간섭 거리가 각각 39.8㎛와 27.4㎛로 측정되었고 이론
값과 실제 측정값 사이에 오차는 각각 2.57%,7.24%이다.이론값과 측정값의 오차
발생은 본 시스템에서 확인할 수 있듯이 대물렌즈를 비롯해 시스템에 사용된 렌
즈들에 의한 분산 때문에 발생하고 특히,짧은 파장인 400nm에 심하게 발생됨을
확인할 수 있다.[18-20]렌즈에 의한 분산을 보상하기 위해 한쪽 단에 두 개의 프
리즘을 이용하면 이 문제를 해결 할 수 있을 것이다.본 시스템은 비선형 신호에



-26-

대한 광결맞음 현미경 구성이기 때문에 여기서 800nm 신호를 배제한 이차 하모닉
신호 400nm 파장만을 이용해 현미경을 구성하였고 결국 본 시스템의 종축 해상도
는 앞에서 언급한 27.4㎛가 된다.

444...111...333RRReeefffeeerrreeennnccceeedddeeelllaaayyyaaarrrmmm

OCT 또는 OCM에서 Referencedelayarm은 sample에서 오는 신호와의 간섭
거리의 차를 만들어 주면서 깊이 정보를 간섭 신호를 제공해 준다.본 시스템 개
략도를 통해 알 수 있듯이 referencearm에서 이차 하모닉 신호는 대물렌즈를 사
용해 BBO crystal에 집속시켜 생성되고 이는 또 다른 대물렌즈에 의해 평행광이
되어 일정한 거리에 고정되어 있는 PiezoElectricActuatorr에 부착된 거울에 의
해 반사되어 sample단에서 형성된 이차 하모닉 신호와 결합하여 modulation된
간섭신호를 만들어 준다.이때 거울이 부착된 piezo의 속도와 움직임 거리에 따라
일정한 dopplershiftfrequency에 실린 간섭 신호를 얻을 수 있다.현재 piezo를
사용한 기술 외에도 galvanometric,polygonal,steppermotorstage등의 방법으
로 referencearm의 delayline을 형성 해 줄 수 있다.
본 시스템에서는 앞에서 언급한 바와 같이 piezo를 이용하여 간섭신호를
modulation하였고 아래 그림 4.4는 구성한 referencearm 구조도이다.

그그그림림림 444...444PPPiiieeezzzooo를를를 이이이용용용한한한 rrreeefffeeerrreeennnccceeedddeeelllaaayyyaaarrrmmm 설설설계계계
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먼저 tilting 가능한 mount 위에 Piezo-Electric Actuator (AE0203D04F,
Thorlabs)를 접착제를 이용하여 고정시킨 다음 그 위에 400nm 파장에 최적화로
코팅된 직경 3mm,무게 약 0.01gram 거울을 소량의 접착제를 이용하여 고정시켰
다.여기에서 거울은 Piezo-ElectricActuator의 무게에 대한 성능 저하를 막기 위
해 최소화 하였고,크기 또한 referencearm에서 이동되는 빛의 크기에 맞게 주문
제작하였다.따라서 본 시스템에서 사용한 Piezo-ElectricActuator는 아래 표 4.2
에서 제시되는 것 안에서 구동될 것으로 생각된다.

표표표 444...222PPPiiieeezzzooo---EEEllleeeccctttrrriiicccAAAccctttuuuaaatttooorrr특특특성성성표표표

AE0203D04FAE0203D04FAE0203D04FAE0203D04F

Drive Drive Drive Drive Voltage Voltage Voltage Voltage Limit Limit Limit Limit for for for for Continuous Continuous Continuous Continuous 
OperationOperationOperationOperation

100 Volts

Displacement Displacement Displacement Displacement at at at at Recommended Recommended Recommended Recommended Drive Drive Drive Drive 
Voltage Voltage Voltage Voltage LimitLimitLimitLimit

3.0 ± 1.5µm

Resonant Resonant Resonant Resonant FrequencyFrequencyFrequencyFrequency

(no mechanical load)
261kHz

Capacitance Capacitance Capacitance Capacitance @ @ @ @ 1KHZ, 1KHZ, 1KHZ, 1KHZ, 1V 1V 1V 1V RMSRMSRMSRMS 0.09µF ± 20%

Clamping Clamping Clamping Clamping ForceForceForceForce 45lb (200N)

Maximum Maximum Maximum Maximum Recommended Recommended Recommended Recommended PreloadPreloadPreloadPreload 22.5lb (100N)

Actuator Actuator Actuator Actuator End End End End Face Face Face Face AreaAreaAreaArea 3.5mm x 4.5mm

Length Length Length Length Along Along Along Along Actuating Actuating Actuating Actuating AxisAxisAxisAxis 5mm

Piezo-ElectricActuator의 속도와 움직이는 거리는 깊이 방향에 대한 정보 및
image획득에 큰 영향을 준다.광결맞음 현미경은 깊이 방향에 대해 스캔을 하지
만 궁극적으로 en-faceimage획득을 목표로 하기 때문에 간섭 측정을 위해 최소
한의 깊이 스캔을 하면 그 만큼 Piezo-ElectricActuator의 속도를 빠르게 구동할
수 있고 궁극적으로 OCM en-faceimage를 빨리 획득할 수 있을 것이다.따라서
본 연구에서는 궁극적으로 Piezo-ElectricActuator를 100kHz이상의 높은 주파수
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로 구동시키고 약 170nm만큼의 거리차를 줄 수 있는 AC 전압을 Piezo-Electric
Actuator에 인가하였다.하나의 fringe정도 생성시키는 간섭거리로 움직이다 보면
온도 변화,진동 등 외부 환경 등에 의해 발생되는 phase에 매우 민감하게 반응하
고 이는 측정하고자 하는 간섭신호의 RMS값을 변화시킨다.[21]따라서 본 연구에
서 phase변화에 영향을 받지 않고 향상 일정하게 유지되는 간섭 신호의 RMS값
을 얻기 위해 최적의 Piezo-ElectricActuator의 전압값 선택이 중요하다.[22-23]
사인 함수가 Piezo-ElectricActuator에 인가될 때 광 결맞음 현미경의 간섭신호
의 power는 다음과 같이 나타낼 수 있다.

      (((444...111)))

여기서 와 는 각각 reference와 sample단의 광 power값이다.또한
는 값으로 정의할 수 있고,는 Piezo-ElectricActuator에 인가되는
peak-to-peak 전압에 따른 이동거리이고, 는 빛의 파장, 는 Piezo-Electric
Actuator의 주파수이다.위 수식 4.1에서 간섭신호의 첫 번째 부분  는
piezomirror에 속도에 영향을 받고 두 번째 부분인 는 외부 환경에 의해 바꾸는
phase변이 값이다.우리는 간섭신호의 안정화를 위해 궁극적으로 두 번째 부분인
을 고정시키고자 한다.
위의 간섭 신호에서 이미지 구성에 사용되는 실질적 신호인 ac전압 값을 수식
4.2와 같이 표현할 수 있다.

[ ]φωα += tVtV erference sincos)( 0int (((444...222)))

여기서,∝이다.
이는 다시 간섭 신호의 acpower로 식 4.3과 같이 표현될 수 있다.
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acpowerin eererferencVint = 
  

 
    

+
  

 
    (((444...333)))

여기서 
은 베셀 함수의 제곱값이고,만약 n이 홀수(또는 짝수) 이면





 (또는 



 )는 n번째 하모닉 주파수에서의 power값이
다.여기서 설명한 베셀 함수를 부터 까지 그래프로 나타내면 그림 4.6과 같
다.

그그그림림림 444...555PPPiiieeezzzooo전전전압압압값값값에에에 따따따른른른 간간간섭섭섭 신신신호호호의의의 베베베셀셀셀 함함함수수수의의의 제제제곱곱곱값값값

위 그림 4.5를 보면 
과 

값이 같은 =2.63(  )에서 phase
변위 값이 0이 됨을 알 수 있다.즉,와 안에서 power의 합은 특정 piezo구
동 전압 값에서 phase변이 값이 상관없이 항상 일정하다.[22]본 연구에서는
phase변이에 민감하지 않는 =2.63(  ),즉,Piezo-ElectricActuator
가 약 170nm 변위만큼 움직일 수 있도록 8.6Vpp전압을 결정하여 인가하였다.
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444...111...444SSSaaammmpppllleeeaaarrrmmm

광 결맞음 현미경에서 sample단은 현미경과 똑같이 구성한다.먼저 en-face
image획득을 위해 원하는 물체에 x-y주사가 필요하다.가장 간단한 방법으로
시편 이동 방식이 있는데 이는 현미경의 광학계는 고정 되어 있고 시료를 측정하
고자 하는 범위만큼 움직여서 영상화 한다.이 방법은 초점이 항상 고정되어 있기
때문에 광학적 수차가 적게 발생하지만 시료를 움직일 때 기계적인 진동이 생기
고 움직임이 일정치 않으면 상의 왜곡이 생기게 되고,특히 영상을 얻는데 시간이
오래 걸린다는 단점이 있다.[24]또 다른 방법으로 광선 편향 방식이 있는데 이는
측정하고자 하는 시료는 고정시키고 광학 편향기를 사용해서 대물렌즈에 입사되
는 광선의 각도 변화를 통해 시료를 주사하는 방법이다.이 방법은 광학 편향기의
종류에 따라 영상 획득 속도가 다르나 시편 이동 방식보다 매우 빠른 영상 획득
이 가능하다.광학 편향기로는 갈바노 미러(galvano mirror),레조넌트 스캐너
(resonantscanner),다각 거울(polygon mirror),음향광학 편향기(acousto-optic
deflector)등이 있다.[25]
본 연구에서는 두 개의 x-y갈바노 미러(6210H,Cambridge)를 사용하여 시편에
광원을 주사하는 방법을 사용하였다.갈바노 미러는 좋은 반사 효율을 가지고 있
고 선형적인 주사 속도 특성이 있다.하지만,일반적으로 타 광학 편향기보다 주사
속도가 느리다는 단점이 있다.하지만,이차 하모닉 신호를 얻기 위해 시료에 충분
히 광원을 입사시켜야 하기 때문에 굳이 빠른 주사가 필요 없으므로 주사시 매
우 안정적인 갈바노 미러를 주사 방법으로 선택하였다.광원의 빔 크기가 약
1.6mm이므로 갈바노 미러의 개구를 3mm로 최소화하여 미러 무게에 따른 작동
오류를 최소화 하였다.갈바노 미러 구동을 위해 cambridge사에서 제공하는
67121H-1servodriver를 사용하였고 입력 function함수에 따라 0.5volt당 1도
의 광학 각도를 가지고 주사할 수 있도록 설정하여 측정시 시료의 주사 영역(field
ofview,FOV)을 쉽게 조절할 수 있도록 구성하였다.
갈바노 미러에 의해 주사된 광원은 주사렌즈와 전달렌즈에 의해 대물렌즈에 입
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사하게 된다.이때 볼록렌즈 두 개를 사용하여 광선 확장기를 구성하였다.이는
분해능 저하 없이 주사되는 광선의 대부분을 시료면에 전달하고 되돌아오는 광선
의 세기도 가장 크게 하여 신호대 잡음비를 좋게 하기 위해서 광원의 크기를 대
물렌즈의 개구의 크기에 맞게 확장시켰다.광선 확장기로 입사되는 레이저의 지름
을 x,광선 확장기를 통과해 나오는 레이저의 지름을 y라 할 때 x,y는 기하 광학
적으로 아래의 수식과 같은 관계를 만족한다.[5]

 

× (((444...444)))

본 연구에서는 입사광이 800nm이고 신호 광이 400nm이므로 광학적 수차 보정
을 위해 두 개의 렌즈를 겹쳐 만든 볼록렌즈 2개 (f1=30mm,f2=150mm)를 이용하
여 아래 그림 4.6과 같이 1.6mm 크기의 레이저 광원을 약 8mm로 확장시켜 대물
렌즈(UMPlanFI20☓,NA=0.46,Olympus)의 개구에 입사시켰다.

그그그림림림 444...666sssaaammmpppllleeeaaarrrmmm에에에서서서의의의 광광광선선선 확확확장장장기기기

위에서 설명한 바와 같이 시스템을 구성하면 OCM의 횡축 해상도를 수식 3.16
에 의해 약 0.53㎛가 된다.
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∆ ∆   


∙

×
∙

 

하지만 측정하고자 하는 샘플의 굴절율이 공기보다 더 크고 신호의 파장이
400nm이고 이차 하모닉이 광원이 집속된 특정 지역 내에서만 발생하기 때문에 횡
축 해상도는 이보다 더 좋을 것으로 생각된다.

그그그림림림 444...777광광광 결결결맞맞맞음음음 현현현미미미경경경 시시시스스스템템템 실실실측측측 모모모습습습
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444...111...555신신신호호호 검검검출출출

referencedelay arm에서 BBO 크리스탈에 의해 생성된 이차 하모닉 신호와
samplearm에서 시료에 의해 발생된 이차 하모닉 신호는 400nm에 최적화로 코팅
된 Beam splitter에 의해 시간적 공간적으로 중첩된다.이때 reference에서 나온
신호에 비해 sample에서 오는 신호의 세기가 너무 미약하기 때문에 Beam splitter
는 10:90의 비율의 특성을 가진 것을 사용하였다.이렇게 중첩된 이차 하모닉
신호는 Band-passfilter(CWL:400nm,FWHM:40nm)를 통과시켜 이차 하모닉
신호 이외의 불필요한 모든 신호를 제거했고 스펙트로미터(USB4000Spectrometer,
OceanOptics)를 이용하여 이하 하모닉 신호만 통과됨을 확인했다.또한 볼록렌
즈(f=100mm)와 일반 CCD 카메라를 이용하여 두 빔의 공간적 중첩을 확인하여
간섭 신호의 visuality를 높였다.검출기로는 이차 하모닉 신호 검출을 위해 감도
가 매우 좋은 PMT(Photomultipliertube,HAMAMATSU H9305-03)을 사용하였
다.표 4.3은 실험에 사용한 PMT의 특성표이다.

표표표 444...333PPPMMMTTT 특특특성성성표표표

Parameter H9305-03 Characteristics
Inputvoltage +11.5to+15.5V

Max.InputCurrent 7mA
Max.InputSignalCurrent 10uA
Max.ControlVoltage +1.2V
EffectiveArea 3.7☓13.0mm

SensitivityAdjustment
Range 1:104

DarkCurrent
Typ. 2nA
Max. 10nA

RiseTime 1.4ns
RippleNoise Max. 0.5mV
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PMT를 통해 획득된 이차 하모닉 간섭 신호는 전류 형태로 변환된다.이는 저잡
음 전류 전치증폭기(StanfordResearchSystem,INC.,SR 570)를 통해 10k주파
수 highpass필터를 통해 간섭 신호만 받아 증폭하여 전압 형태로 바꿔준다.이
신호는 DAQ 보드(NationalInstrumentsCorporation,NI-6115)와 LabVIEW 프로
그램을 통하여 A/D 변화시켜 준다.이렇게 얻은 신호를 가지고 200☓200픽셀 크
기의 이차 하모닉 광결맞음 현미경 2-D 영상을 0.4frames/s속도로 획득하고자
한다.먼저 LabVIEW 프로그램을 사용하여 sample에 있는 x-y갈바노 미러를 구
동시켜 줄 수 있는 function2개 출력을 만들고 획득된 신호를 받을 수 있는 입력
하나를 생성한 다음 Piezo-ElectricActuator를 구동시켜 주는 외부 function으로
LabVIEW 입․출력 단의 동기를 맞췄다.깊이 방향에 대한 정보를 스캔하는
Piezo-ElectricActuator는 16kHz이상으로 구동시키고,xgalvanomirror는 80Hz,
ygalvanomirror는 image획득 속도인 0.4Hz로 각각 구동시켰다.이때,깊이 방
향에 대한 정보가 약 하나의 fringe로 나타나는데 이값을 RMS값으로 변환시키면
한 픽셀에 대한 신호 세기 값을 얻을 수 있다.우리는 한 픽셀에서 10개의 데이터
값을 취해 이를 RMS값으로 변환했다.많은 데이터를 취하면 더 정확한 fringe의
RMS값을 얻을 수 있지만 그 만큼 데이터의 양이 증가하여 이미지 획득 속도가
상당히 느려진다.따라서 한 픽셀에서 10개의 데이터를 얻어 이를 통해 RMS값을
얻고 이 과정을 200☓200픽셀에 대해 취해 이차 하모닉 간섭 신호를 2-D영상화
할 수 있다.RMS값을 얻기 전에 좁은 대역폭의 대역 통과 필터를 이용하여 노
이즈 성분을 완전히 제거해야만 한다.대역 통과 필터를 사용하기 위해서는 간섭
신호에 대한 중심 주파수와 대역폭을 알아야 하는데,가장 좋은 방법은 BBO크리
스탈을 이용하여 한 포인트에서 나온 이차 하모닉 간섭 신호를 받아서 FFT(Fast
FourierTransform)취해 확인 할 수 있다.그림 4.8는 referencearm를 16kHz로
변조하여 얻은 한 포인트에 대한 간섭신호를 나타낸 것이다.이렇게 얻어진 간섭
신호를 FFT한 그래프(그림 4.9)를 보면 중심 주파수가 약 31kHz임을 확인 할 수
있다.이는 수식 3.14에 의해 얻은 이론값 32kHz보다 약간 낮음을 알 수 있다.
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444...222CCCAAARRRSSS광광광결결결맞맞맞음음음 현현현미미미경경경 구구구성성성

간섭성 반스톡스 라만 현미경은 형광 표지자 없이 시료 내부의 화학종을 분석,
영상화 할 수 있는 광학 이미징 기술이다.하지만 CARS 현미경도 조직과 같은
불투명한 물체를 대상으로 영상화 하기에는 뒤쪽으로 되반사되어 오는 신호가 적
기 때문에 표면 근처에서의 정보만이 영상화되고 있다.따라서 조금 더 깊은 곳의
정보를 얻기 위해 많은 연구가 이뤄지고 있다.본 연구에서는 빛의 간섭성을 이용
하여 영상화하는 광결맞음 단층촬영장치의 기술을 이용하여 수백㎛ 깊이에서 오
는 신호를 영상화하여 비침습적으로 영상 가능한 기술을 개발하고자 한다.
간섭성 반스톡스 라만 광 결맞음 현미경은 앞에서 설계한 이차 하모닉 광 결맞
음 현미경에 매우 유사하다.다만 간섭성 반스톡스 라만 신호는 3개의 입사광 레
이저빔이 시료 내에서 상호작용하여 하나의 신호광을 형성하는 사광파혼합법(four
wavemixing)이기 때문에 동기화된 Pump빔과 Stokes빔을 입사시켜준다.

그그그림림림 444...111000CCCAAARRRSSS광광광 결결결맞맞맞음음음 현현현미미미경경경 구구구조조조도도도

BS1:Beam splitter(50:50),BS2:Beam splitter(50:50),BPF:Bandpassfilter
DM :Dichroicmirror, PMT :Photomultiplier,HWP:Halfwaveplate
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위 그림 4.10은 본 연구에서 구성한 간섭성 반스톡스 라만 광결맞음 현미경의
시스템 구조이다.
먼저 광원으로 한국표준과학연구원 나노 바이오 융합단에서 자체 제작한 CARS

현미경에서 사용한 광원을 사용하였다.광원을 살펴보면,피코초 레이저 광원으로
파장 1064nm에서 발진하여 76MHz로 모드 잠금으로 동작하는 10W 네오듐-바나
데이트 (Nd:VAN)레이저 (picoTrain,HiQ Laser)와 이 레이저로 펌핑되는 OPO
장치 (LevanteOPO,APE)가 사용되었다.채택된 레이저 시스템은 고정 파장의
피코초 레이저 펄스에 의해 동기화 펌핑된 OPO (opticalparametricoscillator)로
부터 생성된 파장가변 피코초 펄스를 이용하므로,원리상 별도의 펄스 동기용 고
속 전자장비 없이도 두 펄스 간의 시간 요동을 제거할 수 있다.따라서 1064nm의
스톡스 빔과 이로 인해 발생되는 펌프빔을 817.2nm로 설정하여 CARS발생 광원
으로 사용하였다.이 광원들은 CARS신호 발생에 필요한 충분한 첨두 출력을 가
지고 있고 바이오 시료내에 분포하는 분자종의 분광선을 구분해 낼 수 있는 약
10cm-1의 레이저 선폭을 가지면서 76MHz로 동작하는 수 피코초 모드락킹 레이저
이다.
이렇게 구성된 광원은 빔 분활기(Beam splitter)를 통해 한쪽은 referencedelay

arm으로 다른 쪽은 samplearm으로 나뉘어 진행하게 된다.referencedelayarm
으로 간 빔은 LPF(longpassfilter)를 통과해 초점거리 10mm인 볼록렌즈에 의해
볼렌즈(유리 결정체)에 집속된다.이때 볼렌즈에 의해 CARS신호가 발생되며 이
를 다시 초점 거리 10mm인 볼록렌즈에 의해 평행광이 되어 PZT위에 부착된 거
울면에 입사된다.거울에 의해 반사된 referenceCARS신호는 똑같은 경로를 거
쳐 LPF에 의해 반사되어 원래의 광원과 분리된다.samplearm으로 간 빔은 이차
하모닉 광결맞음 현미경과 똑같이 Galvano scanner에 의해 x-y 주사가 되고
expander에 의해 확대되어 회절된 광선을 손실 없이 대물렌즈에 전달된다.스톡스
빔의 파장이 1064nm이고 펌프 빔의 파장이 817.2nm이므로 663.41nm의 CARS신
호가 샘플에서 발생된다.이는 분자종의 라만 변위가 약 2838.41cm-1에 해당된다.
샘플에서 발생된 CARS신호는 같은 경로를 거쳐 descan되어 LPF에서 반사되어
원래 파장과 분리되어 빔 분할기에 의해 referencearm에서 생성된 CARS신호와
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공간적 중첩을 형성한다.Referencedelayarm에 의해서 두 빛의 경로차가 같아지
면 시간적 중첩이 되어 CARS신호의 간섭현상을 일으키게 된다.[20,26]공간적․
시간적으로 중첩이 된 CARS신호는 Bandpassfilter를 통과한 후 볼록 렌즈에
의해 Focusing되고 이를 PMT에 의해 검출된다.이렇게 발생된 간섭신호는 앞에
서 언급한 이차 하모닉 광결맞음 현미경에서 사용한 신호 처리 과정을 거쳐 간섭
형 반스톡스 라만 현미경의 2-D영상을 얻을 수 있다.
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제제제 555장장장 광광광결결결맞맞맞음음음 현현현미미미경경경을을을 이이이용용용해해해 획획획득득득한한한 영영영상상상

555...111 이이이차차차 하하하모모모닉닉닉 광광광결결결맞맞맞음음음 현현현미미미경경경 영영영상상상

555...111...111BBBBBBOOOcccrrryyyssstttaaalll표표표면면면 영영영상상상 및및및 비비비선선선형형형 결결결정정정체체체 덩덩덩어어어리리리

본 연구에서는 시스템 구성 후 신호 획득 및 영상 구현을 위해 먼저 생물학적
시료 대신 reference단에서 이차 하모닉 신호를 만들어 줄때 사용했던 것과 같은
0.05mm 두께의 BBO 크리스탈을 가지고 시스템 최적화 및 영상 구현을 시도하였
다.

그그그림림림 555...111BBBBBBOOO 크크크리리리스스스탈탈탈의의의 현현현미미미경경경 영영영상상상(((aaa))),,,(((ccc)))및및및 광광광결결결맞맞맞음음음 현현현미미미경경경 영영영상상상(((bbb))),,,(((ddd)))
주주주사사사 영영영역역역 :::111000000㎛㎛㎛ ((((((aaa))),,,(((bbb)))))),,,222000000㎛㎛㎛ ((((((ccc))),,,(((ddd))))))



-40-

위 그림 5.1에 보는바와 같이 (a),(c)는 이차 하모닉 현미경 영상이고 (c),(d)
는 이차 하모닉 광결맞음 현미경 영상이다.위 영상을 통해 확인 할 수 있듯이 이
차 하모닉 현미경에서 얻은 영상을 광결맞음 현미경에서 동일하게 얻을 수 있고
광결맞음 현미경으로 얻은 영상의 대조도가 일반 이차 하모닉 현미경 영상보다
더 좋음을 확인할 수 있다.
다음으로 두 현미경의 해상도 측정을 위해 이차 하모닉 신호를 발생시키는 유

리 결정체를 기계로 매우 잘게 빻아서 알약 모양의 결정체 덩어리를 만들어 이를
영상화 해보았다.그림 5.2는 이차 하모닉 현미경과 이차 하모닉 광결맞음 현미
경을 이용해 비선형 결정체의 영상을 보여주고 있다.정확한 영상의 해상도는 구
할 수 없었지만 영상을 통해 매우 작은 알갱이까지 구별해 낼 수 있다고 본다.

그그그림림림 555...222비비비선선선형형형 결결결정정정체체체 덩덩덩어어어리리리 현현현미미미경경경 영영영상상상(((aaa)))및및및 광광광결결결맞맞맞음음음 현현현미미미경경경 영영영상상상(((bbb)))
주주주사사사 영영영역역역 :::각각각각각각 111000000㎛㎛㎛
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555...111...222쥐쥐쥐꼬꼬꼬리리리 근근근(((rrraaatttttteeennndddooonnn)))영영영상상상

콜라겐이라는 것은 원래 피부와 힘줄,뼈,연골에서 연결조직을 구성하는 단백질
을 지칭하는 용어이다. 콜라겐은 인간을 비롯한 동물의 체내에서 세포와 세포사
이를 메우고 있는 아주 중요한 섬유상태의 경단백질(Albuminoid)이다.세포가 다
수 집합되어 있는 부위에는 반드시 콜라겐이 존재하고 있으며 특히 피부,뼈,연
골,혈관벽,치아,근육 등에는 콜라겐이 다량으로 존재하고 있다.콜라겐들로 구성
된 조직에 비정상적인 손상이 가해지면 비선형 성질이 변화하게 되고 이는 곧 이
차 하모닉 신호의 변화로 반영된다.따라서 이차 하모닉 신호의 변화를 추적하면
이와 같은 병적인 손상에 대한 추적 및 정량화가 가능해지며,콜라겐이 풍부한 조
직에 생기는 병변으로는 피부암(malignantskincancer),당뇨병 (diabetes),동맥
경화 등 혈관 병변,비정상적 상처 복구 (abnormalwoundhealing),연골 병변 등
이 있다.

그그그림림림 555...333쥐쥐쥐꼬꼬꼬리리리(((rrraaatttttteeennndddooonnn)))현현현미미미경경경 영영영상상상(((aaa)))및및및 광광광결결결맞맞맞음음음 현현현미미미경경경 영영영상상상(((bbb)))
주주주사사사 영영영역역역 :::각각각각각각 222000000㎛㎛㎛

따라서 본 연구에서는 생체 조직에서 구조 선택적으로 발생하는 이차 하모닉
신호를 측정하기 위해 위 그림 5.3과 같이 콜라겐이 풍부하게 존재하는 쥐꼬리
근(rattendon)영상화를 시도하였다.(a)는 이차 하모닉 현미경에서 얻은 영상으
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로 쥐꼬리에 존재하는 콜라겐의 모양을 선명하게 확인할 수 있다.하지만,광 결맞
음 현미경 영상(b)는 정확한 광경로차에 의해 생성되는 간섭신호가 매우 작아 이
미지 구성에 있어 그 신호가 미약함을 볼 수가 있다.이는 이차 하모닉 신호가
coherentprocess이므로 신호의 대부분이 앞으로 진행하고 순수 뒤로 되돌아오는
이차 하모닉 신호가 매우 미약하기 때문에 간섭 신호가 상대적으로 매우 작다.반
면 BBO 크리스탈에서도 비록 앞으로 진행하는 이차 하모닉 신호가 대부분이지만
표면에서 충분한 세기의 이차하모닉 신호가 발생하여 되돌아오므로 간섭에 의한
우수한 영상이 획득할 수 있었다.

555...111...333이이이차차차 하하하모모모닉닉닉 현현현미미미경경경과과과 광광광결결결맞맞맞음음음 현현현미미미경경경 깊깊깊이이이정정정보보보 획획획득득득 비비비교교교

생체 시료에서의 이차 하모닉 신호를 비침습적으로 영상화함에 있어 일반 이차
하모닉 현미경은 깊이 방향에 대한 정보 획득에 있어 한계를 가지고 있다.이를
극복하기 위해 본 연구에서 이차하모닉 광결맞음 현미경을 구성하였지만,생체 신
호에서 발생되는 이차 하모닉 신호가 매우 적어 간섭에 의해 생성되는 생체 시료
의 신호만으로 영상화하기에는 위 그림 5.3과 같이 무리가 있었다.따라서 본 연
구에서는 이차 하모닉 현미경에서 얻은 신호와 간섭에 의해 얻은 신호를 중첩시
켜 광결맞음 현미경 신호를 구성한 후 영상을 얻고 이를 일반 이차 하모닉 현미
경으로 얻은 영상과 깊이 별로 비교하여 깊이에 따른 이차 하모닉 신호 획득 능
력을 비교하였다.아래 그림 5.4는 이차 하모닉 현미경(a)과 이차 하모닉 광결맞
음 현미경(b)을 이용하여 쥐꼬리 근 표면에 시작하여 10㎛씩 깊이 방향으로 이동
하면서 250㎛ 두께를 영상화 하였다.이차 하모닉 현미경을 통해 얻은 영상은 네
번째 영상을 시작으로 약 120㎛ 깊이까지의 쥐꼬리 근에 존재하는 콜라겐 섬유의
영상을 획득할 수 있었다.반면에,광결맞음 현미경을 통해 얻은 영상은 그 보다
약 50㎛ 깊은 약 170㎛ 깊이에 존재하는 콜라겐 섬유까지 영상획득이 가능했다.



-43-

그그그림림림 555...444SSSHHH mmmiiicccrrrooossscccooopppyyy(((aaa)))와와와 SSSHHH OOOCCCMMM(((bbb)))의의의 EEEnnn---fffaaaccceee영영영상상상 획획획득득득을을을 통통통한한한 깊깊깊이이이 비비비교교교

그림 5.5는 깊이방향에 대한 정보 획득 능력을 좀 더 정확히 확인하기 위해 그
림 5.4에서 얻은 2D 영상을 3차원 영상을 쌓은 후 단면 영상을 나타낸 것이다.
결과적으로 이차 하모닉 광결맞음 현미경이 일반 이차 하모닉 현미경보다 깊이
방향에 대한 영상 정보가 약 42% 향상되었음을 알 수가 있다.

그그그림림림 555...555단단단면면면 영영영상상상을을을 통통통한한한 SSSHHH mmmiiicccrrrooossscccooopppyyy(((aaa)))와와와 SSSHHH OOOCCCMMM(((bbb)))의의의 깊깊깊이이이 비비비교교교
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555...222CCCAAARRRSSS광광광결결결맞맞맞음음음 현현현미미미경경경 영영영상상상

555...222...111영영영상상상 구구구현현현 프프프로로로그그그램램램 및및및 시시시스스스템템템 테테테스스스트트트

본 연구에서 제작한 시스템으로 CARS영상을 얻기 위해 먼저 신호의 세기를
증가시키기 위해 거울위에 얇게 오일을 바른 다음 그 속에 수㎛ 크기의 미세한
polystyrenebead를 넣고 CARS신호를 측정하고 간섭 영상을 획득하다.

그그그림림림 555...666 LLLaaabbbVVVIIIEEEWWW를를를 이이이용용용한한한 영영영상상상 구구구성성성 프프프로로로그그그램램램 및및및 CCCAAARRRSSS간간간섭섭섭 신신신호호호

그림 5.6는 본 연구에서 만든 LabVIEW를 이용한 영상 구현 장치이다.이 프
로그램은 2-D영상을 측정을 위해 각각 x-ygalvanomirror의 속도 및 스캔 각을
조절할 수 있도록 구성하였고 이를 영상화 하는 부분으로 나뉜다.위 그림 5.6의
2-D ScanImageplot은 referencearm에서 phasemodulation을 했을 때 한 포인
트에서 나타난 간섭 신호에 대한 영상이다.
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다음 그림 5.7는 2-D scan을 통해 200☓200픽셀 크기의 영상이다.먼저 (a)는
reference신호가 없는 상태에서 polystyrenebead영상을 얻고 이를 reference신
호에 의해 간섭 신호를 얻은 후 간섭 신호만을 필터링 하여 그림 5.5(b)와 같이
간섭 신호를 얻었다.polystyrene bead에서만 CARS 신호가 발생하기 때문에
reference의 CARS신호에 의해 polystyrenebead에서만 간섭무늬가 확인된다.

그그그림림림 555...777pppooolllyyyssstttyyyrrreeennneeebbbeeeaaaddd현현현미미미경경경 영영영상상상(((aaa)))및및및 간간간섭섭섭 영영영상상상(((bbb)))

555...222...222PPPuuurrreeeEEEpppiii---CCCAAARRRSSS간간간섭섭섭 영영영상상상

앞에서는 CARS간섭 측정을 위해 거울을 사용하였다.이는 CARS신호가 수
㎛ 크기의 샘플에서는 대부분 앞으로 진행하기 때문에 거울을 사용하여 되돌아오
는 신호를 키우기 위해서였다.하지만,근본적으로 OCM 기술을 이용하여 얻고자
하는 것은 조직과 같은 불투명 물체에서 되돌아오는 분자종의 신호의 영상화이기
때문에 일반 CARS 현미경에서 얻을 수 없는 수백 ㎛ 깊이에서의 분자 정보를
OCM 기술을 접목하여 영상화를 시도하였다.따라서 거울대신 coverglass두 장
을 겹쳐 그 속에 오일과 이전에 사용하였던 polystyrenebead를 넣어 이를 영상
구현하였다.
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그그그림림림 555...888CCCAAARRRSSSOOOCCCMMM을을을 통통통한한한 이이이미미미지지지 구구구현현현 과과과정정정

그림 5.8은 CARS OCM에서 영상을 구현하는 과정을 나타낸 과정이다.그림
(a)는 간섭 신호가 없는 상태에서 x-y스캔만으로 현미경 영상을 본 것이다.보는
바와 같이 신호가 너무 약해 아무것도 없는 것처럼 보인다.그림 (b)는 reference
arm에서 오는 CARS신호만을 영상화 한 것이다.그림 (c)는 (a),(b)에서 오는 신
호를 공간적 시간적으로 중첩시켜 간섭을 일으켜 잡은 신호이다.순수 뒤로 나오
는 신호이므로 신호의 세기가 매우 약해 잘 확인할 수는 없으나 polystyrenebead
위치에 간섭 모양이 생성됨을 확인할 수가 있다.이 영상을 가지고 phase를 변화
시켜 서로 빼주었더니 그림 (d)와 같이 확연히 bead영상이 구현되었다.이를 보
기 쉽게 하기 위해 한번 더 신호처리를 통해 그림 (e)를 얻었다.CARS신호 또한
신호 발생 방향이 거의 모두가 전방으로 진행하기 때문에 일반 현미경에서는 되
돌아오는 신호를 통해 영상 구현하기가 힘들었는데 신호의 간섭 현상을 이용하였
더니 pureepiCARS신호를 확실히 얻을 수가 있었다.이는 완벽한 CARSOCM
시스템을 만들기 위한 사전 실험으로 불투명한 물체에서 나오는 CARS영상을 얻
을 수 있다는 가능성을 확인할 수 있는 실험이었다.
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제제제 666장장장 결결결 론론론

본 논문에서는 매우 높은 첨두 출력의 레이저를 이용해 생체 세포나 조직을 대
상으로 한 현미경적 미세영상을 취득하고자 시료에 조사한 빛과 시료 내부 물질
간의 비선형 광학적 상호작용으로 발생된 산란광을 검출해 영상화 할 수 있는 비
선형 현미경에 대한 연구를 하였다.먼저 이차 하모닉 현미경 및 간섭성 반스톡스
라만 현미경을 자체 개발하고,이를 광결맞음 단층촬영 기술(opticalcoherence
tomography)과 결합하여 샘플에서 오는 산란 신호와 임의로 만들어준 reference에
서 오는 비선형 신호를 시간적․공간적으로 중첩시켜 발생된 비선형 간섭신호를
영상화 하는 새로운 영상 기술인 비선형 광결맞음 현미경을 개발하였다.저 비용
으로 구성된 reference단은 비선형 크리스탈을 이용하여 신호를 만들어 주고 이
를 PiezoElectricActuator를 이용하여 timedomain기반으로 한 광경로 차를 생
성시켜 원하는 간섭 신호를 획득하였다.하지만 timedomain으로 구성된 시스템은
온도변화나 진동 등 환경요인에 의해 phase변화에 매우 취약하여 영상 왜곡을
야기하기 때문에 기존에 연구된 방법을 응용하여 약 0.84λ만큼의 광경로차 생성을
통해 phase변화에 민감하지 않고 생성되는 간섭신호를 획득하였다.얻은 신호는
컴퓨터를 통해 demodulation를 한 후 2-D 영상으로 바로 화면으로 볼 수 있도록
프로그래밍을 하였다.이렇게 구축된 이차 하모닉 광결맞음 현미경 시스템은 20배
대물렌즈를 사용하여 약 0.53㎛의 횡축 해상도를 얻을 수 있었다.본 연구에서 개
발된 이차 하모닉 현미경과 이차 하모닉 광결맞음 현미경으로 BBO 크리스탈 및
이차 하모닉 생성 결정 덩어리의 영상을 각각 획득하였고 이를 비교․분석 하였
더니 광결맞음 현미경를 통해 얻은 영상의 대조도가 더욱 우수함을 확인할 수 있
었다.또한 콜라겐이 풍부한 생물학적 시료인 쥐꼬리 근을 본 시스템을 이용하여
영상화하였고 이를 깊이별로 영상화 하여 일반 비선형 현미경과 깊이 정보 획득
에 대한 영상 비교를 통해 비선형 광결맞음 현미경이 깊이에 대한 영상획득 능력
이 우수함을 보였다.
또한 간섭성 반스톡스 라만 광결맞음 현미경을 통해 polystyrene bead의
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pure-epi신호를 영상화하여 샘플에서 되돌아오는 신호를 가지고 영상화가 가능하
다는 것을 보였다.
하지만 아직까지 생체 세포나 조직을 대상으로 비선형 광결맞음 현미경을 이용

하여 순수 간섭신호로만 영상화함에 있어 비선형 신호 발생 방향이 거의 모두가
전방으로 진행하여 뒤로 발생되어 오는 신호만으로 간섭신호를 얻기에는 신호의
세기가 매우 약해 영상화가 어려움이 있었고,이차 하모닉 신호가 coherent
process인데 높은 NA를 가진 대물렌즈를 사용하여 신호의 phasematching이 어
려워 신호의 세기가 매우 작았다.또한 샘플 단과 reference단에서 사용된 광학
부품이 다르기 때문에 이로 인해 발생되는 광원의 분산 현상으로 공간적 중첩에
서 신호의 간섭되는 부분이 극히 적어 신호의 visuality가 매우 떨어져 생체 신호
에 대한 간섭 이미지가 매우 약하게 되었다고 생각한다.
차후,비선형 신호의 발생 원리에 대한 이해를 높여 발생된 신호의 phase

matching이 되도록 조절하고 검출기 앞에 핀홀을 설치하여 간섭에 영상을 주지
않는 신호를 모두 제거한 다음 정확히 중첩된 신호만을 검출하여 영상화한다면
생체 세포나 조직의 영상화가 가능할 것으로 본다.
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AAABBBSSSTTTRRRAAACCCTTT

DDDeeevvveeelllooopppmmmeeennntttooofffOOOppptttiiicccaaalllCCCooohhheeerrreeennnccceeeMMMiiicccrrrooossscccooopppyyy
fffooorrrNNNooonnnllliiinnneeeaaarrroooppptttiiicccaaalllcccooonnntttrrraaasssttteeennnhhhaaannnccceeemmmeeennnttt

Theobjectiveofthisstudyistounderstandmechanism innonlinearoptical
signalsuch as SHG and CARS while interacting between laserlightand
biologicalspecimen.Inthisstudy,weproposeandpresentnew methodsto
achieve enhanced OCM which combines nonlinear microscopy with a
low-coherenceinterferometrytoachieveagoodlateralandaxialresolution.
First,SHG signals provide unique information regarding sample structure
symmetrybecausesignalsstronglydependontheorientation,polarizationand
localsymmetrypropertiesofmolecules.ThelateralresolutionofdevelopedSH
OCM isabout0.53㎛.SH OCM cannotonlyrendera3D imagingwithouta
pinholebutalsoobtainconsiderably deeperpenetrationthanaconventional
confocalmicroscopy.WeobtainedSH-OCM imagesofrattendonsandthen
showedthatthepenetration depth oftheSH-OCM issignificantly deepas
comparedtothatoftheSH microscope.TheSH-OCM providesapowerful
contrastmechanism innonlinearopticalmicroscopyandisahighlypotential
imaging tool for studying tissue physiology and monitoring collagen
modification.
Second,CARSisavibrationalspectroscopytechniquethathasfoundrecent
application in nonlinearmicroscopy.Themolecularselectivity ofCARS has
motivateditsuseasamolecularcontrastmechanism formicroscopy.Using
CARS OCM,wetriedtotakeimagesofpolystyrenebeadswithpureback
scatteredCARSsignals.
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