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김한성 교수님,김지현 교수님,이상우 교수님,임창환 교수님,서종범 교수님,권
기윤 교수님께 감사드립니다.라만 연구에 많은 도움을 주신 라만 연구소의 최민
경 선생님,표준과학연구소의 이은성 박사님,이재용 박사님께 감사드립니다.참된
연구자의 모습을 보여 주신 강빈형,졸업해서도 저를 걱정해주는 현이형(요즘도
밤잠이 없으신지...),항상 고마운 수민형,용희선배,상륜선배,화준선배,기윤이,
진호에게 감사합니다.그리고 졸업해서도 제게 고통을 안겨주는 문식이,재영이...
고맙다...연구실의 맏형으로 친형처럼 잘 해주신 동수형,연구에 많은 도움을 주신
상원형,어려운 얘기 많이 들어주신 용진형 감사합니다.그리고 나보다 더 고통스
러운 승덕이,나보다 더 시끄러운 승환이와 창근이,연구실 홍일점 지영이,알다가
도 모를 듯 현우,오묘한 정신세계의 소유자 달권,고통의 세계로 들어 온 진우 그
동안 연구실 생활 같이 해 온 사랑하는 연구실 식구들 모두에게 감사드립니다.그



리고 언제 어떻게 이 논문을 보게 될지도 모르는 성사모 동생들과 202호와 그 동
기들에게 감사합니다.
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어머님께 감사드립니다.
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광광광학학학 집집집게게게를를를 이이이용용용한한한 생생생물물물학학학적적적 세세세포포포의의의 라라라만만만 분분분광광광과과과
탄탄탄성성성 계계계수수수 분분분석석석

세포막으로 둘러싸인 살아 있는 단일 세포 안에는 많은 수의 복잡한 생체 분자
가 존재한다.이 생체 분자는 핵이나 리포솜과 같은 세포 기관을 구성한다.이 세
포 기관의 다양한 세포 대사 과정을 이해하기 위해서는 이 고분자 물질들을 정확
히 분석해야 한다.세포의 이해뿐만 아니라,질병을 유발하는 세포의 이상과 같은
현상을 치료 혹은 진단하기 위해서는 생체분자와 관련한 분석이 피할 수 없는 일
이 되었다.
최근 LTRS(Laser Tweezers Raman Spectroscopy)라고 알려진 Raman
microscopy와 opticaltweezers의 결합은 단일 세포를 검측 및 분석하는 새로운
길을 열어주었다.단일 세포의 복잡한 화학 정보를 분석하는데 있어서 LTRS는
가장 빠르며 가장 간단한 기술이다.
본 논문에서 LTRS시스템을 제작하였으며 유전체 구의 Ramanspectrum을 관
찰하였다.또한 광손상(opticaldamage)의 표지로 적혈구(RBC)의 Raman신호를
관찰하였다.
또한 powerspectrum method를 통하여 포획된 입자에 가해지는 힘을 직접적으
로 측정하고자 하였다.실험을 통하여 포획 힘의 측정을 위한 stiffness와
calibrationfactor를 측정하였다.
본 논문에서는 단일 세포의 화학적,기계적 분석 장비의 개발 및 검증을 목표로
하였으며,본 논문의 결과는 세포의 화학적,구조적 분석뿐만 아니라 biological
motor분석에 응용될 수 있을 것으로 기대된다.
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핵심되는 말 :opticaltweezers,LTRS(LaserTweezersRamanSpectroscopy),
powerspectrum method
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제제제 111장장장 서서서 론론론

단일 세포는 고분자 물질로 이루어져 있으며 이 고분자 물질은 핵,미토콘드리아,
리포솜과 같은 소기관을 이룬다.세포의 다양한 대사과정을 이해하기 위해서는 이
들의 정확한 분석이 요구된다.이들의 대사과정은 외부 요인에 민감하여 환경이나
유전적 요인 등으로 인한 작은 변화에도 세포의 생화학적 활동에 영향을 받게 되
어 암과 같은 심각한 질병을 초래하게 된다.치명적 질병을 유발하는 세포 단위의
이상 변화를 감지하기 위해서는 세포 단위 또는 생체 고분자 단위의 분석이 필요
로 하게 된다.Opticaltweezers는 단일 세포의 분석을 위한 강력한 도구 중 하나
로 본 논문에서는 Opticaltweezers를 이용한 생화학적,물리적 분석법에 대하여
논의하고자 한다.
Opticaltweezers는 강하게 집속된 레이저 빔을 이용하여 물리적 접촉 없이 마이
크로 크기의 입자를 포획하고 제어할 수 있는 기술로 물리학,생물학 등 여러 분
야에서 강력한 실험 분석 도구로서 이용되어 왔다.외부 환경보다 굴절률이 높은
입자에 강하게 집속된 레이저 빔을 조사하게 되면 레이저 빔이 가지고 있던 모멘
텀은 변하게 되며 최종적으로 입자의 모멘텀을 변화시켜 입자는 빔의 초점 위치
로 포획되게 된다.포획된 입자에서 산란된 빛은 입자에 대한 정보를 지니고 있으
며,이 산란광을 분광기로 입사시킴으로써 입자의 분광학적 정보를 획득할 수 있
게 된다.본 논문에서는 입자의 산란광 중 라만 산란(Ramanscattering)에 초점을
두었다.
라만 산란은 빛이 시료에 조사되어 질 때 크게 탄성 산란광과 비탄성 산란광으
로 나누어 볼 수 있으며,이 중 비탄성 산란광은 입사된 파장과 다른 파장을 가지
고 산란을 하게 되며,이 산란광을 Raman산란광이라고 한다.이 라만 산란광의
스펙트럼을 분석함으로서 시료에 대한 고유한 특성,즉 시료의 분자 구조를 추론
할 수 있다.이미 이러한 특성을 이용하여 암과 진단에 대한 응용의 가능성이 보
고되어 왔다.[1,2]2002년 ChanganXie에 의해서 Opticaltweezers와 라만 분광법
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(Raman spectroscopy)이 결합된 형태인 LTRS(Laser Tweezers Raman
Spectroscopy)가 생물학 분야에 도입되어졌다.[3,4]이후 yeastcell,E.coli,cancer
cell,적혈구 그리고 염색체에 이르기까지 다양한 단일 세포 분석이 시도 되었다.
[5-10]
Opticaltweezers는 비 침습적,비 접촉적인 방법으로 포획된 입자의 산란광 중
탄성 산란광의 분석을 통하여 입자에 가해진 힘을 pN까지 측정 할 수 있
다.[11,12]이러한 opticaltweezers의 또 다른 능력은 DNA의 응력 및 탄성 측정,
myosin,콜로이드 유동 등 다양한 분야에서 나노 크기의 물리적 힘에 관한 연구
에 응용되어 왔다.[12-16]포획된 입자가 유체 내에 있을 때 유체 분자와의 충돌
에 의하여 입자는 완벽하게 정지해 있지 않고 포텐셜 우물 안에서 진동을 하게
된다.Positionsensor를 이용한 입자에서의 산란광을 추적하는 방법이 제안되었
고,진동하는 입자의 진동 주파수를 획득할 수가 있게 되었다.[17]이 진동 주파수
나 주파수의 크기는 포획힘의 크기와 관계하며 진동 주파수 성분 분석을 통해 포
획힘을 특정할 수 있게 된다.이와 같은 방법을 powerspectrum method라고 한
다.[18]본 논문에서는 powerspectrum method를 이용하여 포획힘 측정에 필요한
stiffness와 calibrationfactor를 측정하였다.
본 논문에서는 라만 분광법과 opticaltweezers를 결합한 LTRS를 제작하였으며
이미 상용화된 라만 현미경과의 비교를 통하여 성능 평가와 RBC 세포의 신호를
분석하여 보았다.또한 powerspectrum method를 통하여 포획된 입자의 stiffness
를 측정하였다.
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제제제 222장장장 이이이 론론론
제작된 시스템은 수용액 상에서 빛에 의해 단일 입자를 포획하고 조작할 수 있
는 Opticaltweezers를 이용하여 산란된 빛의 라만 스펙트럼과 Lorentzianpower
spectrum 분석을 통하여 포획된 단일 입자의 화학적 특성과 포획 힘을 분석 및
측정을 가능하게 한다.
빛이 굴절률이 다른 입자에 입사될 때,입자의 내부와 외부에서는 빛의 산란과
흡수가 발생하게 된다.대부분의 빛은 입사된 빛과 동일한 주파수를 띄게 되며,이
것을 탄성(elastic)혹은 Rayleighscattering이라 부르며 일부의 빛은 입사된 빛과
다른 주파수 성분을 띄게 되는데 이것을 비탄성(inelastic)혹은 라만 산란이라고
부른다.입사된 빛이 입자의 내부나 외부에서 산란되는 현상은 최종적으로 입자의
모멘텀의 변화를 가져오게 되며 이것이 Opticaltweezers의 물리적 근원이 된다.

222...111...OOOppptttiiicccaaallltttwwweeeeeezzzeeerrrsss

Opticaltweezers라 알려져 있는 Single-beam opticaltrap은 1996년 AT & T
Bell연구소에서 A.Ashkin과 S.Chu에 의해서 제안되었다.[19,20] Optical
tweezers는 강하게 집속되어진 빔에 의해서 수십 나노미터에서 수십 마이크론 사
이즈의 단일 입자를 포획하고 조작할 수 있는 기술이다.일반적으로 Opticaltrap
을 위해서는 빛의 모멘텀의 변화를 발생시켜야 하며,이것을 위해서는 포획할 입
자의 굴절률이 주위의 굴절률보다 높아야 한다.[21]
Opticaltweezers에서 빛이 입자와 상호 작용을 할 때 크게 두 가지 성분으로 나
누어 볼 수 있다.첫 번째는 입자의 표면에서의 굴절이나 반사이며,두 번째는 입
자와 빛의 상호작용 후의 파면(wavefront)의 재배열에 의해 발생하는 회절 현상이
다.입사된 빛이 입자에서 굴절과 반사에 의하여 산란되어 질 때에는 모든 방향
으로 산란하며 굴절률에 의하여 결정되어 진다.그러나 회절에 의한 산란 형태는
빛의 진행 방향에 우선하며 입자의 기하구조(geometry)에 의하여 결정되어 진다.
Opticaltrapping의 원리는 입자의 크기에 따라 설명되어 질 수 있다.입자의 크기
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를 r,입사광의 파장을 λ라고 할 때,입사광의 파장보다 작은 입자는(r<<10λ)
Rayleighregime에서[22],파장보다 큰 입자는(r>>10λ)Rayopticsregime에서[5],
r≈λ일 경우에는 Mieregime에 의하여 각각 설명이 가능하다.본 논문에서 사용
한 파장은 785nm와 1064nm이며 사용한 입자의 크기는 5μm 이상이므로 Ray
opticsregime로 근사 가능하다.따라서 입자의 크기가 파장에 비하여 작은 경우
와 큰 경우에 관한 이론에 관하여 설명하고자 한다.

222...111...111...RRRaaayyyllleeeiiiggghhhRRReeegggiiimmmeee(((rrr<<<<<<111000λλλλ    )))
Rayleighregime에서는 입자의 크기는 입사광의 파장에 비하여 매우 작다.그러므
로 위에서 언급한 빛과 입자의 상호작용에서 굴절,반사 그리고 회절의 효과는 무
시되어 질 수 있다.그러나 입사광의 경로 위에 놓인 입자는 입사광에 의한 전자
장에 영향을 받으며 유도 쌍극자(induceddipole)처럼 행동하게 된다.입자의 크기
가 작을 경우 전자기장(electromagneticfields)에 의하여 입자에 힘이 작용되게 되
므로 전자기장 관점에서 바라볼 필요가 있다.Opticaltweezers에서는 크게 입자를
밀어내는 힘인 scatteringforce와 입자를 당기는 힘인 gradientforce로 나누게 된
다.

SSScccaaatttttteeerrriiinnngggfffooorrrccceee
Scatteringforce의 근원은 광압(radiationpressure)에 의하여 발생하게 된다.입사
광은 분자에 의해 흡수되며 등방향으로 재방출 될 수 있다.방출된 빛은 벡터의
관점에서 보았을 때,입사광과 동일한 방향으로 방출되거나 그와 반대되는 방향으
로 방출 될 수 있다.광자(photon)의 방출은 방향성이 없기 때문에 합력은(net
force)입자에 입사되는 광자 총량(photonflux)의 방향에 의해 결정된다.이때의
힘은 입사광의 방향과 같으며 다음 식에 의해 표현되어 질 수 있다.

 
    (2.1)

nm은 입자 주의의 굴절률을 말하며,<S>는 시간 평균화된 포인팅 벡터(Poynting
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vector),c는 광속 그리고 σ는 입자의 단면적을 의미한다.입자의 형태가 구형이라
고 가정하면 단면적 σ는 다음과 같이 표현된다.

 

   

 

 
 (2.2)

여기에서 r은 입자의 반지름,n은 굴절률을 의미한다.

gggrrraaadddiiieeennntttfffooorrrccceee
Gradientforce는 전자장에 의하여 유도된 쌍극자가 받는 로렌츠 힘(Lorenzforce)
에 의하여 발생한다.α를 편극률(polarizability)이라고 할 때,유도 쌍극자(induced
dipole)에서의 gradientforce는 다음과 같다.

   (2.3)

 ∇    (2.4)

 는 입사광의 전기장 벡터를 나타내며 다음과 같이 다시 표현되어 질 수 있
다.

∇  ∇   × ∇×   (2.5)

그리고,Maxwell'sequation은 다음과 같으며,

∇×    (2.6)

식 (2.4)는 다음과 같이 표현 된다.
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 

∇  (2.7)

입자가 받는 gradientforce는 시간과 관련하며,시간 평균화하면 다음과 같이 표
현될 수 있다.

  



  (2.8)

    



∇     




∇  (2.9)

빛의 강도(intensity)는 식 (2.5)에 의해서 다음과 같이 다시 쓸 수 있으며,




  (2.10)

nm은 입자의 굴절률을 나타내며, εo은 유전율(permittivity),c는 광속(speed of
light)을 각각 나타낸다.최종적으로 gradientforce는 다음과 같이 표현될 수 있다.




∇ (2.11)

식 (2.11)에 따라 gradientforce는 빛의 강도가 강한 방향으로 작용하게 된다.가
우시안 빔(Gaussianbeam)의 경우 광축의 방향으로 작용하며,빛이 강하게 집속
(focussing)될 경우 집속된 지점으로 gradientforce가 작용하게 된다.
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그그그림림림 222...111평평평행행행광광광이이이 입입입자자자에에에 입입입사사사되되되어어어 질질질 때때때의의의 힘힘힘의의의 합합합력력력

그림 2.1과 같이 가우시안 빔이 평행하게 입자에 입사할 경우 gradientforce는 빔
의 강도(intensity)가 높은 빔의 중심 방향으로 향하게 되나,광압에 의한
scatteringforce가 빔의 진행 방향으로 강하게 작용하기 때문에 입자는 빔의 진행
방향으로 밀려나게 된다.입자를 포획하기 위해서는 scatteringforce의 효과를 감
소 시켜야 한다.

그그그림림림 222...222집집집속속속된된된 광광광이이이 입입입자자자에에에 입입입사사사되되되어어어 질질질 때때때의의의 힘힘힘의의의 합합합력력력

그림 2.2와 같이 강하게 빔을 집속시킬 경우 빔의 초점에 빛의 강도가 강하게 되
어 초점 부위로 gradientforce가 작용하게 되며,최종적으로 합력은 입자를 포획
할 수 있도록 작용한다.가우시안 빔을 강하게 집속시켜 입자에 조사할 경우 3차
원 공간상에서의 힘의 분포를 관찰하면 빔의 초점으로 작용하게 되며 입자를 포
획하는 힘의 근원이 된다.
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222...111...222...RRRaaayyyOOOppptttiiicccsssRRReeegggiiimmmeee(((rrr>>>>>>111000λλλλ    )))
입자의 크기가 파장과 비교하여 크다면 회절의 효과는 무시할 수 있으며,굴절과
반사의 산란 패턴을 평가할 수 있는 기하광학적(geometricaloptics)접근이 필요
하다.Rayoptics model에서는 입자를 포획하는 원리를 빔을 개개의 광선(ray)로
구분하여 해석하며,하나의 광선이 입사하여 입자와 상호 작용하여 굴절과 반사에
의한 운동향의 변화를 추적한다.입사광이 굴절률이 다른 입자에 조사되어 질 때
입자의 표면에서는 Snell'slaw에 따라 굴절과 반사가 일어나게 된다.굴절과 반
사는 입사광의 경로를 변화시키며 경로의 변화는 입사광의 모멘트의 변화를 발생
시켜 최종적으로 입자의 모멘트 변화를 유도하여 힘으로 작용하게 된다.그림 2.3
은 입사광이 굴절과 반사에 의한 입자에 대한 영향을 보여주는 개략도이다.

그그그림림림 222...333광광광 포포포획획획 원원원리리리

입사광에 의하여 입자에 작용하는 힘은 크게 scatteringforce와 gradientforce로
나누어 볼 수 있으며,전자는 입사광의 진행 방향과 동일한 방향으로 작용하여 입
자를 밀어내는 힘을 의미하며 후자는 입사광의 진행 방향에 수직한 힘으로 입자
를 포획하는 힘으로 작용한다.일률(power)이 P인 입사광이 굴절률 nm인 입자에
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입사되어 질 때,초당 입사되는 운동량은 nmP/c이다.입사광은 입자의 표면에서
반사와 굴절이 일어나며,내부에서 다시 무한한 굴절과 반사를 일으킨다.이 모든
과정에서의 빔의 모멘트 변화는 입자의 모멘트 변화로 작용한다.입사광과 평행한
방향의 힘인 scatteringforce는 다음과 같이 표현 될 수 있다.[23,24]



  


   

        






(2.12)

그리고 gradientforce는 다음과 같이 표현 될 수 있다.



   


 
 


         







(2.13)

P는 입사광의 일률을 나타내며,c는 광속을,α와 β는 입사각과 굴절각을 각각 나
타낸다.또한 R과 T는 프레넬 반사 계수와 투과 계수를 나타낸다.T와 R값은 프
레넬 방정식으로부터 유도 될 수 있으며 다음과 같다.

111)))수수수직직직 편편편광광광일일일 경경경우우우 TTT===TTT⊥⊥⊥,,,RRR===RRR⊥⊥⊥

⊥ 

  


  

 


⊥   

   


(2.14)
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222)))수수수평평평 편편편광광광일일일 경경경우우우 TTT===TTT∥∥∥,,,RRR===RRR∥∥∥

║ 

  


  

 


║   

   


(2.15)

R과 T는 광선의 편광에 의존하기 때문에,위의 식 (2.12),(2.15)에 따라 포획힘은
입사광의 편광에 영향을 받는다.일반적으로 평행광이 입사될 경우 scattering
force가 gradient force보다 크기 때문에 밀어내는 힘이 강하게 되지만,
NA(numericalaperture)값이 큰 대물렌즈를 사용하여 입사광을 강하게 집속시켜
용액의 굴절률 보다 큰 굴절률을 가진 입자에 입사시킬 경우 gradientforce가
scatteringforce보다 크게 되어 입사광의 초점 부근으로 입자는 포획되게 된다.

222...222...라라라만만만 분분분광광광법법법(((RRRaaammmaaannnssspppeeeccctttrrrooossscccooopppyyy)))

진동 분광학의 하나로 1928년 인도의 물리학자 C.V.Raman이 용액에 푸른빛을
입사시켰을 때 녹색의 빛이 산란되는 현상을 발견한 것이 지금의 라만 분광법이
되었다.[25]시료에 빛이 입사될 때 분자의 진동에너지를 변화시켜 산란광의 일부
분이 입사된 빛의 파장과 다른 파장이 나오는 현상을 라만 산란이라고 부른다.[26]
빛이 어떠한 매질을 통과할 때 빛은 매질에 의해 산란되며 이때 대부분의 빛은
입사된 빛의 에너지를 유지하나 일부의 빛의 에너지는 입사광의 에너지보자 적거
나 클 수가 있다.입사광의 에너지와 동일한 산란광을 탄성 산란광(elastic
scattering)혹은 레일리 산란광(Rayleighscattering)이라고 부르며,입사광의 에너
지와 다른 에너지를 갖는 산란광을 그림 2.4와 같이 비탄성 산란광(inelastic
scattering)혹은 라만 산란광(Ramanscattering)이라고 부른다.
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그그그림림림 222...444입입입사사사광광광에에에 의의의한한한 시시시료료료에에에서서서의의의 산산산란란란광광광

라만 산란광은 입사광의 전기장 E와 매질의 유도 쌍극자(induceddipole)간의 상
호작용에 의하여 발생하는 현상이다.입사광의 전기장은 입사된 시료의 쌍극자 모
멘트를 유도하며 유도된 쌍극자 모멘트의 크기는 전기장의 크기에 비례하기 때문
에 α를 편극률(polarizability)이라고 하면 다음과 같이 1차식으로 표현 할 수 있
다.[26-28]

   (2.16)

입사광의 전기장은 시간에 따른 주파수 νo의 함수로 표현 될 수 있다.따라서 입
사광의 전기장 함수는 다음과 같다.

   (2.17)

그리고 식 (2.17)에 의해서 식 (2.16)은 다음과 같이 다시 쓸 수 있다.

      (2.18)

시료의 분자는 계속해서 진동운동을 하며 이 진동운동은 핵 간의 거리의 함수로
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서 나타낼 수 있다.만약 분자의 진동운동의 주파수를 vm,핵 간의 거리를 q라고
할 때,

   (2.19)

qo은 진동모드의 평형위치(equilibrium position)에서의 크기를 나타낸다.분자간의
진동의 크기가 크지 않을 때,편극률은 분자간의 거리에 선형적으로 증가한다.따
라서 다음과 같이 1차원 함수로서 근사적으로 표현될 수 있다.

  
 


 (2.20)

αo은 진동모드의 평형위치에서의 편극률을,(∂ α/∂q)o는 핵 사이의 거리에 따른
편극률의 변화율을 나타낸다.
식 (2.18),(2.19),(2.20)에 의하여 쌍극자 모멘트 P는 다음과 같이 쓸 수 있다.

   

    
 


  

     
 



    

     
 

 

      

(2.21)

식 (2.21)에서 첫 번째 항은 νo의 주파수로 산란광을 방출하는 쌍극자를 나타내며,
두 번째 항은 라만 산란에 상응하는 항이다.입사광의 파장을 중심으로 입사광의
파장보다 짧은 산란광을 anti-Stokes산란광이라 부르며,입사광의 파장보다 긴
산란광을 Stokes산란광이라고 부른다.이에 관한 에너지 다이어그램은 그림 2.5
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에 나타내었다.

그그그림림림 222...555RRRaaayyyllleeeiiiggghhh산산산란란란과과과 RRRaaammmaaannn산산산란란란에에에서서서의의의 에에에너너너지지지 준준준위위위

νo+νm는 anti-Stokes산란광에 해당하며,νo-νo는 Stokes산란광에 해당한다.만일
편극률의 변화율이 없다면,즉 (∂α/∂q)o=0이라면 식 (2.21)에 따라 라만 산란은
나타나지 않는다.라만 산란은 편극률의 변화율에 의해 나타날 수 있는 현상이며,
변화율의 크기에 비례한다.
라만 산란광의 세기는 미소 다이폴(Hertziandipole)의 산란 이론으로부터 유추해
볼 수 있으며,다음과 같이 표현될 수 있다.[27-28]

     (2.22)

K는 상수이며,Ii와 ωo은 입사광의 세기와 주파수,ωm은 분자 진동 주파수를 각각
나타낸다.식 (2.22)에서와 같이 라만 신호의 세기는 입사광의 주파수와 분자 진동
주파수 차이에 4승에 비례하며,분자간의 편극률의 2승에 비례한다.식 (2.22)에서
볼 수 있는 것처럼 입사광의 주파수가 클 수록 더욱 강한 신호를 획득할 수 있다.
하지만 높은 주파수,즉 큰 에너지를 갖는 짧은 파장의 광원은 흡수에 의한 시료
의 변형을 가져올 뿐만 아니라,높은 에너지 흡수에 의한 형광의 문제점을 가지고
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있다.특히,일반 라만 산란광의 분석은 그림 2.5에서 볼 수 있듯이 stokes산란의
경우 산란 밀도의 크기 때문에 stokes산란광을 분석한다.중심 입사광의 파장 보
다 높은 Stokes산란은 형광 신호의 대역과 중첩되기 쉬우며 이것은 라만 신호
분석의 문제점이 된다.

222...333...포포포획획획 힘힘힘 측측측정정정

Opticaltweezers는 작은 입자의 포획뿐만 아니라 입자에 가해지는 힘을 pN까지
측정할 수 있다.[29-30]입자에 가해지는 방법으로는 drag-forcemethod와 power
spectrum method가 있다.이 중 본 논문에서 사용한 방법은 powerspectrum
method로 이 방법을 중점으로 설명하고자 한다.

222...333...111...dddrrraaaggg---fffooorrrccceeemmmeeettthhhoooddd
Opticaltweezers를 이용하여 유체 내에서 포획된 입자를 이동시킬 때 입자는 그
림 2.6에서와 같이 유체의 점성에 의해서 힘을 받게 된다.이 힘을 dragforce또
는 Stokesforce라 부르며 입자를 포획하는 힘은 dragforce와 평형을 이루게 된
다.
입자가 이동하는 속도와 유체의 점도에 의한 dragforce는 비례하여 증가하며,임
계 속도 υc가 될 때 dragforce는 포획 힘보다 커지게 되어 포획된 입자는 떨어지
게 된다.다음 식에 의하여 dragforce와 포획힘을 각각 표현할 수 있다.[21]





  

(2.23)

여기서 ns는 유체의 굴절률을 나타내며,P는 입사광의 일률,Q는 포획 효율,ϒ는
viscousdragcoefficient,η는 유체의 점도,r은 입자의 반지름,υ는 입자의 이동
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속도를 나타낸다.

그그그림림림 222...666유유유체체체의의의 흐흐흐름름름 속속속에에에서서서 포포포획획획된된된 입입입자자자에에에 가가가해해해지지지는는는 힘힘힘

222...333...222...PPPooowwweeerrrssspppeeeccctttrrruuummm mmmeeettthhhoooddd
수용액 안에 입자는 물 분자와의 상관관계를 가지며 opticaltweezers에 의해 포획
된 입자는 물 분자의 브라우닝 운동(Brownianmotion)에 의한 충돌 때문에 입자
는 정지해 있지 않고 포텐셜 우물(Potentialwell)안에서 진동을 하게 된다.포획
된 입자는 매우 작은 레이놀드 수(Reynoldnumber)를 가지며,이것은 입자에 작
용하는 내부의 힘은 무시될 수 있음을 의미한다.포획된 입자를 x만큼 이동시킬
때 입자가 받게 되는 힘은 그림 2.7에서 보는 것과 같이 크게 세가지로 나누어 볼
수 있으며 다음과 같다.

RRReeessstttooorrriiinnngggfffooorrrccceee:opticaltweezers에 의하여 발생하는 힘으로 초점 부위로 입자
를 당기는 힘을 의미한다.F=kx
DDDrrraaaggg fffooorrrccceee :입자를 일정 속도로 끌어당김에 의하여 발생하는 힘이며 F=ϒ

(dx/dt)로 나타낼 수 있다.
TTThhheeerrrmmmaaalllfffooorrrccceee:온도 에너지(thermalenergy:kBT)에 의하여 발생하는 힘이며,
온도에너지 혹은 브라우닝 운동이라고 알려져 있는 힘에 의하여 발생하며 이 힘



-16-

의 크기는 임의의(random)크기를 가진다.

ϓϓϓϓ

그그그림림림 222...777포포포획획획된된된 입입입자자자의의의 진진진동동동 주주주파파파수수수 측측측정정정 원원원리리리(((좌좌좌)))와와와 입입입자자자에에에 가가가해해해지지지는는는 힘힘힘(((우우우)))

포획된 입자에 가해지는 힘은 입자의 위치 변화로 나타나며 위치 변위의 추적을
통해 간접적으로 포획된 입자에 가해지는 힘을 측정할 수 있다.[31-33]그림 2.7
에서와 같이 condenselens에 의하여 수집된 입사광은 positionsensor에 의하여
그 위치 변위를 역으로 추적할 수 있게 된다.
Opticaltweezers에 의해 포획된 입자가 한 방향 x로 속도 υ를 가지고 이동되어
진다고 가정하고,r을 입자의 반지름,η를 수용액의 점도(viscosity)라고 할 때 입
자의 운동 방정식은 랑주뱅 방정식(Langevinequation)에 의하여 다음과 같이 표
현될 수 있다.[34-35]





   


  (2.24)

이 때,m은 입자의 질량을 나타내며,k는 trap stiffness,ϒ = 6πηrε는 drag
coefficient,F(t)는 random thermalforce를 각각 나타낸다.powerspectrum은 식
(2.24)의 푸리에 변환의 켤레곱을 통하여 얻을 수 있으며 그 과정은 부록 A에 첨
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부하였다.powerspectrum은 다음과 같이 표현될 수 있으며,kB는 볼츠만 상수
(Boltzmannconstant),T는 수용액의 온도를 각각 나타낸다.

 
 

  

 (2.25)

식 (2.25)에서 fc는 cornerfrequency를 나타내며 다음과 같다.

  (2.26)

그그그림림림 222...888PPPooowwweeerrrssspppeeeccctttrrruuummm

그림 2.8은 powerspectrum과 cornerfrequency를 각각 나타낸다.[18]부록 A에

나타낸 것과 같이 낮은 주파수에서는  


로 근사하며, corner

frequency를 넘어서는 

 로 감쇄한다.
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그그그림림림 222...999포포포획획획된된된 입입입자자자의의의 위위위치치치 변변변위위위 전전전압압압 출출출력력력 신신신호호호

Positiondetector에서 발생되는 신호는 그림 2.9에서와 같이 시간에 따른 전압 값
으로 나타나며 이 전압 값은 opticaltweezers에 의해 포획된 입자의 변위와 선형
관계를 가진다.따라서 다음과 같이 표현될 수 있다.

  (2.27)

변위 x를 측정하기 위해서는 calibrationfactorβ값을 알아야 하며,이것을 구하기
위하여 많은 방법들이 제안되어 왔으나 본 논문에서는 A.Buosciolo가 사용한 알
고리즘을 사용하였다.[35]
powerspectrum을 식 (2.25)와 (2.27)에 의하여 전압으로 표현하면 다음과 같다.




 
  





  

 (2.28)

입자의 이동속도 υ가 임계속도 보다 낮다면 스톡스 힘(Stoke'sforce)은 포획힘과
동일하며 다음과 같다.[21,35]

       (2.29)
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따라서,식 (2.27)과 (2.29)에 의해서 다음과 같이 표현될 수 있으며,





  (2.30)

최종적으로 calibrationfactor는 아래와 같이 구해질 수 있다.


 (2.31)

β를 구하기 위해서는 수용액의 점도 η를 알아야 한다.일반적으로 점도값이 알려
진 증류수를 수용액으로 사용하나,혼합용액의 경우 η값을 구하기가 어렵다.다음
과정을 통하여 η를 구할 수가 있다.식 (2.28)에서 A는,








이며 dragcoefficientϒ를 대입하면 최종적으로 다음과 같이 η

를 구할 수가 있다.











(2.32)
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제제제 333장장장 OOOppptttiiicccaaallltttwwweeeeeezzzeeerrrsss시시시스스스템템템 설설설계계계

333...111...시시시스스스템템템 설설설계계계

수용액 상의 작은 입자나 세포를 포획 및 조작하고 특성 분석을 하기 위하여
opticaltweezers를 기본으로 하고 여기에 Ramanspectroscopy와 positionsensor
를 결합하였다.그림 3.1은 전체적인 시스템 장치에 대한 개략도이다.

그그그림림림 333...111전전전체체체 시시시스스스템템템 개개개략략략도도도
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333...111...111...LLLTTTRRRSSS시시시스스스템템템
Opticaltweezers 시스템과 Raman spectroscopy를 결합한 것을 LTRS(Laser
Tweezers Raman Spectroscopy)라고 부르며 본 논문에서 제작한 시스템 중
LTRS 시스템 부분을 그림 3.2에 도시하였다.광원으로는 Ti-sapphire 레이저
(Coherent,Mira900)를 사용하였으며 세포를 시료로 할 경우 세포 손상을 최소화
하기 위하여 파장은 근적외선 영역인 785nm를 선택하였다.시스템 제작에 사용된
모든 Optics는 785nm에 최적화 되어 설계 되었다.
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BBBSSS(((BBBeeeaaammm ssspppllliiitttttteeerrr))) ::: 광광광분분분배배배기기기,,,LLL(((LLLeeennnsss))) ::: 렌렌렌즈즈즈,,,NNNFFF(((NNNoootttccchhh fffiiilllttteeerrr))) ::: 노노노치치치필필필터터터,,,
HHHFFF(((HHHiiiggghhh pppaaassssss fffiiilllttteeerrr))):::장장장파파파장장장 밴밴밴드드드 패패패스스스 필필필터터터,,,MMM(((MMMiiirrrrrrooorrr))):::미미미러러러,,,DDDMMM(((DDDiiiccchhhrrroooiiiccc
mmmiiirrrrrrooorrr))):::이이이색색색거거거울울울,,,OOOLLL(((OOObbbjjjeeeccctttiiivvveeellleeennnsss))):::대대대물물물렌렌렌즈즈즈

그그그림림림 333...222LLLTTTRRRSSS시시시스스스템템템 개개개략략략도도도(((상상상)))와와와 사사사진진진(((하하하)))

하나의 광원으로 Opticaltweezers와 라만 여기(excitation)광원으로 사용하였으며
레이저에서 시료로 입사되어지는 레이저의 출력은 λ/2waveplate와 PBS로 구성
된 빔 감쇄기(attenuator)에서 조절 하였다.렌즈에서 후방 산란된 빛에 의한 레이
저의 손상과 레이저 모드를 보호하기 위하여 레이저 다음에 isolator를 위치시켰
다.L1과 L2의 두 개의 볼록(convex)렌즈는 빔을 확장시키는 역할을 하며 확장
된 빔의 크기는 대물렌즈의 개구의 약 1.2배의 크기로 채워지며 이것은 최적의 포
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획 효율을 보장해 준다.대물렌즈로 빔이 입사되기 전,노치필터(Semrock,
LL01-785-12.5,MaxLineLaser-lineFilters:NF)를 두어 빔의 플라즈마를 제거
하였고,785nm를 중심으로 약 3nm의 밴드를 갖는 광원을 확보하였다.

그그그림림림 333...333노노노치치치필필필터터터를를를 통통통과과과한한한 빔빔빔의의의 스스스펙펙펙트트트럼럼럼(((좌좌좌)))과과과 통통통과과과하하하지지지 못못못한한한 빔빔빔의의의 스스스펙펙펙트트트럼럼럼(((우우우)))

그림 3.3은 노출시간(exposuretime)10s로 측정한 광원의 스펙트럼이다.라만 산
란 분광에서 광원은 단일 파장일 때가 가장 이상적이다.오른쪽 그림에서 보는 것
과 같이 일반적으로 레이저에서 발진한 빔은 플라즈마가 나타나게 되며 이것은
라만 신호 분석을 어렵게 만든다.노치필터는 이러한 플라즈마를 제거하여 라만
분광에 이상적인 광원을 제공한다.
노치필터를 통과한 빔은 밴드패스필터(Semrock,LP02-785RU-25,RazorEdge
LongWavePassEdgeFilters:HF)에서 반사되어 최종적으로 대물렌즈로 입사
되게 된다.밴드패스필터의 특성은 다음의 수식을 따르게 된다.

    


 입사각  굴절률효율

(3.1)

λo는 설계된 필터의 통과 대역 파장을 의미하며 λ는 입사각에 따른 통과 대역을
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의미한다.본 논문에서 사용된 필터의 대역은 795.2nm이며 입사각은 5o이하로 설
계하여 약 800nm 이상의 라만 신호는 필터를 통과하며 785nm의 빔은 반사하도록
하였다.밴드패스필터에서 반사된 빔은 이색거울(DM2)에서 반사되어 최종적으로
대물렌즈로 입사되어 진다.대물렌즈(Zeiss,X100,NA=1.23:OL)는 오일 이머젼
(oilimmersion)타입을 사용하였다.사용된 이색거울은 785nm이상의 빛을 반사시
켜 광원을 시료로 보내고,시료에서 산란된 라만 신호를 분광기로 보내는 역할을
하며,할로겐 램프 영역의 빛을 시료로 보내어 포획된 입자의 이미지를 획득할 수
있게 설계 하였다.시료에서 반사되어진 라만 신호는 밴드패스 필터를 통과하여
분광기(spectroscopy)로 수집되어 진다.분광기(JobinYvon,TRIAX 550)에서 수
집되어진 신호와 CCD에서 획득되어지는 영상은 컴퓨터로 보내어져 최종적으로
분석하였다.분광기에서 사용된 CCD는 thermoeletricallycooledCCD를 사용하였
다.
챔버(chamber)의 제작은 자발형광물질이 없는 fusedsilica재질의 커버 슬립을 사
용하였고,커버 슬립 위에 유전체 구(polystyrenebead)를 증류수에 희석시키거나
배양액에 적혈구(RedBloodCell)를 떨어뜨렸다.라만 신호 분석에 있어서 형광에
의한 간섭은 큰 문제로 작용하며 이것을 최소화하기 위하여 특수한 재질의 유리
와 이머젼 오일을 사용하였다.이것에 관하여 다음 장에서 다시 논의 하겠다.

333...111...111...111...챔챔챔버버버 제제제작작작

그그그림림림 333...444챔챔챔버버버 설설설계계계도도도
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챔버 제작 설계는 그림 3.4에 나타내었다.두 장의 커버 글라스 사이에 파라필름
을 위치시켜 약 250μm의 채널을 만들었다.상단에 위치하는 커버 글라스에 구멍
을 내어 두 개의 실리콘 튜브를 연결시켜 시료가 채널을 통과할 수 있도록 하였
다.시료의 통과 속도는 연동펌프(Peristalticpump,FisherScientific)에 의하여 조
절되었다.

그그그림림림 333...555fffuuussseeedddsssiiillliiicccaaa재재재질질질의의의 커커커버버버슬슬슬립립립에에에 대대대한한한 스스스펙펙펙트트트럼럼럼(((좌좌좌)))과과과
일일일반반반 커커커버버버슬슬슬립립립의의의 스스스펙펙펙트트트럼럼럼(((우우우)))

그림 3.5는 커버글라스의 스펙트럼을 나타내며 노출시간은 1500s로 두었다.일반적
으로 사용하는 BK7재질의 커버 글라스는 그림 3.5의 오른쪽 스펙트럼과 같이 강
한 형광신호가 발생하게 된다.이는 라만 분석에 있어서 강한 노이즈로 작용한다.
포획된 입자의 효율적인 관찰을 위하여 본 논문에서는 fusedsilica재질의 커버
슬립을 사용하였으며,이머젼 오일 또한 형광 물질이 없는 오일을 사용하여 형광
신호에 대한 간섭을 최소화 하였다.

333...111...111...222...신신신호호호 분분분석석석
분광기에 조사되어진 빔은 JobinYvon에서 제공한 Synergy프로그램을 사용하여
분석하였다.분광기에서 획득되어진 신호는 파장 영역으로 나타난다.분자의 고유
진동 주파수는 입사광의 주파수와 산란광의 주파수의 차이와 대응하게 된다.라만
스펙트럼을 얻기 위하여 분광기에서 파장 영역으로 획득되어진 신호는 식 (3.2)에
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의해서 주파수 영역으로 변환되어 최종적으로 라만 스펙트럼을 얻었다.와 는
입사광의 주파수와 파장을 나타내며,과 은 산란광의 주파수와 파장을 각각
나타낸다.그리고 는 두 성분의 차이에 의해 구해질 수 있는 라만 스펙트럼
의 주파수를 나타낸다.

  







  (3.2)

그그그림림림 333...666파파파장장장 영영영역역역의의의 라라라만만만 스스스펙펙펙트트트럼럼럼(((좌좌좌)))과과과
주주주파파파수수수 영영영역역역으으으로로로의의의 변변변환환환 후후후의의의 라라라만만만 스스스펙펙펙트트트럼럼럼(((우우우)))

그림 3.6의 신호는 식 3.2에 의해서 파장 영역의 신호를 주파수 영역의 신호로 변
환한 라만 스펙트럼이다.스펙트럼에서 볼 수 듯이 CCD의 darknoise에 따른 신
호의 노이즈 성분을 볼 수 있다.스펙트럼의 노이즈 성분을 줄이기 위하여
smoothing과정을 거쳤으며 smoothing전과 후의 신호에 대해서는 그림 3.7에 나
타내었다.
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그그그림림림 333...777SSSmmmoooooottthhhiiinnnggg전전전의의의 라라라만만만 스스스펙펙펙트트트럼럼럼(((좌좌좌)))과과과 sssmmmoooooottthhhiiinnnggg후후후의의의 라라라만만만 스스스펙펙펙트트트럼럼럼

333...111...222...FFFooorrrccceeemmmeeeaaasssuuurrreeemmmeeennnttt시시시스스스템템템
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LLL(((LLLeeennnsss))):::렌렌렌즈즈즈,,,MMM(((MMMiiirrrrrrooorrr))):::미미미러러러,,,DDDMMM(((DDDiiiccchhhrrroooiiicccmmmiiirrrrrrooorrr))):::이이이색색색거거거울울울,,,CCCLLL(((CCCooonnndddeeennnssseee
llleeennnsss))):::광광광선선선 수수수집집집 렌렌렌즈즈즈,,,OOOLLL(((OOObbbjjjeeeccctttiiivvveee llleeennnsss))):::대대대물물물렌렌렌즈즈즈,,,MMMSSS(((MMMoootttooorrriiizzzeeeddd ssstttaaagggeee))),,,
QQQPPPDDD(((QQQuuuaaadddrrraaannntttPPPhhhoootttooo---dddiiiooodddeee))),,,LLLDDD(((LLLaaassseeerrrDDDiiiooodddeee))):::레레레이이이저저저 다다다이이이오오오드드드

그그그림림림333...888FFFooorrrccceeemmmeeeaaasssuuurrreeemmmeeennnttt시시시스스스템템템 개개개략략략도도도(((상상상)))와와와 사사사진진진(((하하하)))

그림 3.8은 포획 힘을 측정하기 위한 시스템의 일부분이며 광원으로는 1064nm의
다이오드 레이저(ShanghaiDream LasersTech,SDL-1064-300T : LD)를 사용
하였다.L3,L4두 개의 볼록 렌즈를 사용하여 빔을 확장시켰으며,이색거울(DM3)
은 1064nm의 빔을 반사시키고 할로겐 램프 영역의 빛을 투과시켜 영상을 획득할
수 있게 한다.이색거울에서 반사된 빛은 대물렌즈(OL)로 입사되어 챔버 안의 시
료를 포획하게 된다.챔버는 motorizedactuator(MS)를 사용하여 입사된 빔과 수
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직한 방향으로 챔버를 이동시킬 수 있도록 설계하였다.시료로 입사된 빛은 수집
렌즈(Olympus,X50,NA 0.85:CL)를 통하여 모아져 최종적으로 QuadrantPhoto
Diode(OSI,QD50:QPD)로 보내어진다.QPD에서 획득한 아날로그 신호는 데이
터 수집 장치에서 획득하여 컴퓨터로 보내어지며,CCD에서 보내어지는 영상과 함
께 분석하였다.시료에서 산란된 빔이 QPD로 입사되어 질 때,QPD는 빔의 위치
변위를 그림 3.9와 같이 전압값으로 출력한다.

그그그림림림 333...999QQQPPPDDD의의의 회회회로로로도도도

PAD 2,PAD 3는 각각 x,y변위를 나타내는 신호를 의미하며 PAD 3는 4분할 된
QPD에 조사되어지는 신호의 합을 의미한다.x,y의 변위 신호는 식 3.3와 같으며
이 중 하나의 신호를 Labview를 이용하여 분석하였다.


    

     

    

      (3.3)
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출력된 신호의 데이터는 그림 3.10에 나타내었다.하단의 신호는 QPD에서 출력된
신호를 나타내며,상단의 그래프는 출력된 신호를 powerspectrum으로 변환한 신
호이다.획득되어진 신호는 Origin프로그램을 이용하여 linearfitting하여 corner
frequency를 구하였다.이 부분에 대해서는 5장에서 다시 논의하겠다.

그그그림림림 333...111000LLLaaabbbvvviiieeewww 윈윈윈도도도우우우 (((상상상)))pppooowwweeerrrssspppeeeccctttrrruuummm,,,(((하하하)))QQQPPPDDD 출출출력력력신신신호호호
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제제제 444장장장 LLLTTTRRRSSS실실실험험험 및및및 검검검증증증

444...111유유유전전전체체체 구구구의의의 RRRaaammmaaannnssspppeeeccctttrrruuummm

3.1.1.과 같이 시스템을 구성하여 실리콘(Silicon)조각과 유전체 구(polystyrene
bead)의 라만 스펙트럼을 측정하였다.제작된 시스템을 평가하기 위하여 상용화된
라만 현미경(Jobin-YvonLabRam HR,Ar-ionlaser514nm)에 의해 획득되어진
신호와 비교하였다. 제작된 LTRS에서 신호를 획득할 때 grating은
600groove/mm를 사용하였고 노출 시간은 2초로 하였다.시료로 사용된 유전체 구
는 크기가 5μm(DukescientificCorp)이며,순수 유전체구의 신호만을 획득하기 위
하여 챔버 바닥에서 약 10μm 높이에서 측정되었다.신호 획득 후 유전체 구를 포
획하지 않은 상태에서 동일한 조건으로 background신호를 획득하였다.유전체
구의 신호와 background의 신호를 빼서 순수한 유전체 구의 신호를 획득하였다.
그림 4.1은 상용화된 장비와 본 논문에서 제작한 LTRS에 의해 획득되어진 silicon
의 라만 스펙트럼을 나타내며,그림 4.2는 유전체 구의 라만 스펙트럼을 나타낸다.

그그그림림림 444...111상상상용용용화화화된된된 라라라만만만 스스스펙펙펙트트트럼럼럼(((좌좌좌)))와와와 제제제작작작한한한 LLLTTTRRRSSS(((우우우)))에에에서서서의의의 BBBuuulllkkksssiiillliiicccooonnn의의의
라라라만만만 스스스펙펙펙트트트럼럼럼
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그그그림림림 444...222상상상용용용화화화된된된 라라라만만만 현현현미미미경경경(((좌좌좌)))과과과 제제제작작작한한한 LLLTTTRRRSSS(((우우우)))에에에서서서의의의
pppooolllyyyssstttyyyrrreeennneeebbbeeeaaaddd의의의 라라라만만만 스스스펙펙펙트트트럼럼럼과과과 포포포획획획된된된 bbbeeeaaaddd의의의 사사사진진진(((우우우)))

실리콘은 520cm-1에서 유전체 구의 신호는 1000cm-1에서 가장 강한 피크가 나타
났다.제작한 시스템의 보정을 위해서 실리콘을 사용하였으며,유전체 구의 신호를
통해서 시스템을 평가하였다.그림 4.2에 각각의 피크 값을 나타내었으며,상용화
된 라만 장비와 유사한 결과를 얻었음을 확인 할 수 있다.실험에서 확인한 신호
는 620cm-1,795cm-1,1000cm-1,1030cm-1,1601.7cm-1이며 유전체 구의 분자구조와
실험을 통해서 얻은 각 라만 피크의 vibrationalgroup는 그림 4.3과 표 4.1에 각각
나타내었다.[37]

그그그림림림 444...333pppooolllyyyssstttyyyrrreeennneee의의의 분분분자자자 구구구조조조(((좌좌좌)))와와와 구구구조조조식식식(((우우우)))
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표표표 444...111라라라만만만 피피피크크크에에에 따따따른른른 pppooolllyyyssstttyyyrrreeennneee의의의 vvviiibbbrrraaatttiiiooonnnaaalllgggrrrooouuuppp

Ramanpeakrange(cm-1) Vibrationalgroup
620 CH deformation

795-835 C-Cvalence
990-1007 Ringvibration
990-1010 Trigonalringbreathingof

monostitutedbenzene
950-1150 C-Cstretchofn-alkane
1028 HSO4-(inKHSO4crystal)
1030 S=Ovalence

620cm-1는 CH 결합의 뒤틀림 신호와 대응하며,795cm-1는 C-C valence구조와
대응한다.1000cm-1의 강한 신호는 benzene구조의 ringvibration을,1030cm-1는
S=Ovalence신호와 대응한다.
상용화된 장비에서 획득한 신호는 본 논문에서 제작한 시스템에서 획득한 신호보
다 높은 바닥선을 가진다.이는 상용화된 라만 현미경의 광원이 514nm로 본 논문
에서 사용한 785nm 보다 짧은 파장을 갖는다.짧은 파장의 광원은 높은 에너지에
의해서 시료에서 자발 형광을 유도할 수 있기 때문에 그림 4.2의 왼쪽에서 볼 수
있는 것과 같이 높은 바닥선을 타나내게 된다.

444...222적적적혈혈혈구구구의의의 라라라만만만 스스스펙펙펙트트트럼럼럼

Opticaltweezers는 단일 입자를 물리적 접촉 없이 포획하고 제어할 수 있다는 장
점으로 인하여 생물학적 시료에 대한 분석 장비로 유용하다.본 논문에서는 생물
학적 시료 중 인체의 적혈구(RBC:RedBloodCell)를 LTRS를 이용하여 포획하
고 분석하였다.샘플은 유전체 구와 동일한 방법으로 제작하여 실험하였으나,실험
이 진행되는 동안 적혈구의 손상을 방지하기 위하여 증류수 대신에 세포 배양 용
매인 RPMI에 희석시켰다.적혈구와 같은 생물학적 시료는 유전체 구와 같은 시료
에 비하여 후방 산란되는 광자의 수가 적기 때문에 이에 대한 고려가 필요하다.
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작은 광량의 신호를 분석하기 위하여 노출시간은 15초로 하였으며 시료로 입사되
는 레이저 파워는 약 30mW로 하였다.레이저의 높은 에너지로 인한 optical
damage를 피하기 위하여 라만 신호 획득 전에 약 5mW의 레이저 파워로 적혈구
를 포획하여 포획한 적혈구를 챔버 바닥으로부터 약 20μm 높이로 이동시켰다.적
혈구의 위치는 챔버로 부터 20μm 높이를 유지한 약 30mW로 레이저 파워를 증가
시켜 라만 신호를 획득하였다.레이저 파워의 조절은 그림 3.2의 attenuator에 의
해 조절 되었다.Opticaltweezers는 강한 집속광을 사용하기 때문에 초점 부위에
높은 에너지가 집속되게 된다.그에 따른 opticaldamage에 대한 보고가 있어 왔
으며,라만 신호를 획득하는데 있어서 opticaldamage를 최소화하기 위하여 본 논
문에서는 근적외선 영역의 785nm 파장을 선택하였으며,attenuator로 레이저 파워
를 조절하였다.opticaldamage에 관한 논의는 4.3절에서 자세히 다루겠다.
그림 4.4에 획득한 라만 신호와 포획한 적혈구의 사진을 나타내었다.포획한 적혈
구의 크기는 약 7μm이며,650cm-1-1150cm-1,1150cm-1-1850cm-1두 구간으로 나
누어 신호를 획득하였다.획득한 신호의 Vibrationalgroup은 표 4.2에 나타내었다.

그그그림림림 444...444LLLTTTRRRSSS로로로 획획획득득득한한한 적적적혈혈혈구구구의의의 라라라만만만 스스스펙펙펙트트트럼럼럼과과과 포포포획획획한한한 적적적혈혈혈구구구의의의 사사사진진진
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표표표 444...222라라라만만만 피피피크크크에에에 따따따른른른 적적적혈혈혈구구구의의의 vvviiibbbrrraaatttiiiooonnnaaalllgggrrrooouuuppp

Ramanpeakrange(cm-1) Vibrationalgroup
752 υ(pyrbreathing)
999 υ(CβC1)asym
1210 δ(CmH)
1444 υ(CαCm)asym
1543 υ(CβCβ)
1617 υ(Ca=Ca)
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그그그림림림 444...555상상상용용용화화화된된된 라라라만만만 현현현미미미경경경에에에서서서 획획획득득득한한한 전전전혈혈혈(((WWWhhhooollleeebbblllooooooddd)))의의의 신신신호호호

그림 4.5는 상용화된 라만 현미경에서 획득한 전혈의 신호이다.일반 라만 분석
장비를 사용한 수용액에 부유하는 단일 세포의 라만 신호 분석을 위해서는 세포
를 고정시켜야 한다.따라서 살아있는 단일 세포의 라만 분석이 어렵다.전혈의
신호가 실험에서 획득한 단일 적혈구의 신호와 다른 것은 전혈 안의 적혈구를 제
외한 성분들의 간섭에 의한 영향으로 보여 진다.
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444...333적적적혈혈혈구구구 손손손상상상에에에 따따따른른른 라라라만만만 스스스펙펙펙트트트럼럼럼 분분분석석석

4.2절에 언급한 것과 같이 Opticaltweezers에서 강하게 집속된 빔에 의해 포획되
어진 생물학적 시료는 쉽게 opticaldamage를 받을 수 있다.CW 레이저를 광원으
로 하는 Opticaltweezers에서의 opticaldamage에 관한 연구는 형광이나 세포의
운동성 변화 관찰을 통해 많은 보고가 되어 왔다.그러나 최근 들어 이차하모닉
(second harmonic generation), 다광자 흡수(multi-photon absorption),
CARS(CoherentAnti-stokesRamanScattering)과 같은 비선형 광학 현상을 관찰
할 수 있다는 장점으로 인하여 femtosecond laser를 광원으로 하는 Optical
tweezers가 제안되고 있으나 이에 관한 damage연구가 부족하다.[31-33]이 절
에서는 본 논문에서 제작한 LTRS를 통하여 Opticaltweezers의 광원으로 CW 레
이저와 femtosecond레이저의 opticaldamage를 비교,분석하고자 한다.
샘플은 적혈구를 사용하였으며,4.2절에 나타낸 것과 동일한 방법으로 샘플을 준비
하였다.
CW 레이저에 의한 opticaldamage를 관찰하기 위하여 그림 4.6상단의 그림과 같
이 레이저 파워를 조절하였다.실험 시작 전에 발생할 수 있는 opticaldamage를
최소화하기 위하여 8mW로 적혈구를 포획한 후 챔버 바닥으로부터 약 20μm 높이
로 이동시켰다.빗금친 부분은 라만 신호를 획득한 구간이며 노출시간은 15초로
하였다.실험 시작 후 레이저 파워는 35mW로 유지시켜 약 40분까지 시간에 따른
Ramanspectrum의 변화를 관찰 하였다.
femtosecond레이저에 의한 opticaldamage를 관찰하기 위하여 그림 4.6하단의
그림과 같이 레이저 파워를 조절하였다.과정은 위와 같으며,femtosecond레이저
에 의한 opticaldamage를 가할 때에는 그림 3.2의 노치필터(NF)에 의한 time
dispersion을 없애기 위해 노치필터를 개방하였다.실제로 짧은 펄스 레이저를 사
용할 때,광 경로 상에 필터와 같은 두꺼운 매질이 있을 경우 dispersion이 발생하
는 것을 관찰 할 수 있다.이것을 피하기 위하여 세포에 손상을 가할 시에 필터를
개방하였다.레이저 파워의 조절은 그림과 같으며 시간은 총 240초까지 진행하였
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다.

그그그림림림 444...666CCCWWW 레레레이이이저저저와와와 fffeeemmmtttooossseeecccooonnnddd레레레이이이저저저의의의 시시시간간간에에에 따따따른른른 레레레이이이저저저 파파파워워워

라만 스펙트럼은 CW에서 40분까지 5분 간격으로 총 8번,femto에서 240초까지
30초 간격으로 8번을 얻었다.시간이 지남에 따라 두 경우 모두 바닥선이 증가하
는 현상이 나타났다.이는 opticaldamage에 의한 적혈구 손상이 나타났음을 의미
하며,에너지에 의한 세포의 응고와 같은 geometry나 광학 계수(opticalproperty)
변화로 후방산란된 빛이 증가한 것으로 보인다.신호의 분석은 가장 강한 피크를
나타낸 1210cm-1와 1543cm-1를 관찰하였다.
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그그그림림림 444...777CCCWWW 레레레이이이저저저에에에서서서의의의 RRRaaammmaaannnssspppeeeccctttrrruuummm 변변변화화화와와와 적적적혈혈혈구구구의의의 형형형태태태학학학적적적 변변변화화화

그그그림림림 444...888fffeeemmmtttooossseeecccooonnnddd레레레이이이저저저에에에서서서의의의 라라라만만만 스스스펙펙펙트트트럼럼럼 변변변화화화와와와 적적적혈혈혈구구구의의의 형형형태태태학학학적적적 변변변화화화

그림 4.7은 CW 레이저에 의한 적혈구의 손상 정도를 관찰한 라만 스펙트럼 변화
와 적혈구의 사진이다.(a)-(d)까지의 스펙트럼은 오른쪽의 사진 (a)-(d)까지 대응
된다.또한,그림 4.8은 femtosecond레이저에 의한 적혈구의 손상정도를 관찰한
라만 스펙트럼과 적혈구의 사진을 나타내며 위와 동일하게 왼쪽의 스펙트럼은 오
른쪽의 적혈구 사진과 대응한다.라만 스펙트럼의 변화와 적혈구의 모양과의 관계
를 좀 더 정량적으로 분석하기 위하여 1210cm-1와 1543cm-1의 신호 강도의 비
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율을 분석하였다.

그그그림림림 444...999시시시간간간에에에 따따따른른른 CCCWWW 레레레이이이저저저(((좌좌좌)))와와와 fffeeemmmtttooossseeecccooonnnddd레레레이이이저저저(((우우우)))의의의
III111222111000///III111555444333rrraaatttiiiooo변변변화화화

그림 4.9는 그림 4.7과 4.8의 결과에서 1210cm-1와 1543cm-1라만 피크의 신호 강
도의 비율을 시간에 따라 나타낸 것이다.그림 4.9에서 볼 수 있듯이 CW에서는
약 15분 이후로 신호 비율의 급격한 변화가 나타났으며,femtosecond레이저에서
는 약 30초 이후에 신호 비율의 변화가 나타났다.CW에서는 신호의 변화 시점과
적혈구 외형의 변화 시점이 거의 일치하는 경향을 보였으나,femtosecond레이저
에서는 두 시점이 일치하지 않고 라만 신호의 변화가 먼저 발생하는 것을 확인하
였다.이것은 CW 레이저와 femtosecond레이저의 opticaldamage과정이 서로
다르다는 것을 나타낸다.femtosecond레이저의 높은 첨두출력(peakpower)은 빔
의 초점에서 다광자 흡수(multi-photonabsorption)를 유도하며 세포에 국소적인
손상을 가할 수가 있다.따라서 외형의 변화가 나타나지 않았음에도 적혈구에 손
상이 나타난 것으로 보인다. 반면, CW 레이저에 의한 적혈구의 손상은
femtosecond 레이저에 비하여 낮은 에너지로 적혈구 세포 전체에 thermal
damage를 주어 외형의 변화와 세포 손상의 정도가 거의 일치하는 것으로 보인다.
CW를 광원으로 하는 Opticaltweezers는 저출력의 레이저를 사용할 경우 장시간
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세포의 손상 없이 세포의 포획이 가능하나 femtosecond레이저를 광원으로 하는
Opticaltweezers에서는 포획 효율을 증가시키고 저출력의 레이저 파워를 사용해
야 할 것으로 보인다.이와 같은 세포의 opticaldamage에 관한 연구는 최적화된
레이저 파워를 찾는데 도움을 줄 것이다.
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제제제 555장장장 포포포획획획 힘힘힘 측측측정정정

555...111PPPooowwweeerrrssspppeeeccctttrrruuummm 측측측정정정
powerspectrum method를 이용하여 Opticaltweezers에서의 포획 힘을 측정하였
다.포획 힘의 측정은 그림 3.8에서 나타낸 시스템을 이용하였으며,실험에 사용된
시료는 5μm 크기의 유전체 구를 사용하였으며 실험 방법은 4.1절의 유전체 구의
라만 스펙트럼 측정에 사용된 방법과 동일한 방법으로 시료를 제작하였다.

그그그림림림 555...111포포포획획획된된된 유유유전전전체체체 구구구

그림 5.1은 포획된 유전체 구의 사진을 나타낸 것이며,초당 20μm의 속도로 챔버
를 이동시켜 포획된 유전체 구에 dragforce를 가했다.그림의 왼쪽부터 오른쪽으
로 포획된 유전체구가 화살표 반대 방향으로 이동하는 것을 볼 수 있다.포획된
입자가 이동함에 따라 유체에 의한 dragforce가 가해지게 되며,유전체구는 초점
에서 멀어지게 된다.이에 대응하는 QPD의 출력 신호는 다음 그림에 나타내었다.
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그그그림림림 555...222QQQPPPDDD에에에서서서 측측측정정정한한한 시시시간간간에에에 따따따른른른 출출출력력력 신신신호호호

그림 5.2는 QPD에서의 시간에 따른 전압 값의 출력 신호 측정값이다.A 영역은
챔버를 이동시키기 전의 신호를 나타내며,B영역은 챔버가 이동하기 시작한 후의
신호를 나타낸다.측정된 전압 값은 포획된 입자가 빔의 초점으로부터 벗어난 거
리 x와 관련하며 식 2.30,식 2.31에 의하여 x를 계산하였다.Calibrationfactorβ

를 구하기 위하여 출력된 전압 값은 movingaveraging을 통하여 얻어진 평균값을
사용하였다.B 영역의 신호는 포획된 입자에 발생하는 포획힘과 dragforce에 관
한 정보를 담고 있으며,이 정보를 획득하기 위하여 본 논문에서는 power
spectrum을 구하였다.위와 같이 Labview에서 획득되어진 신호는 동시에 다음 그
림과 같이 powerspectrum density로 출력하게 하였다.
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그그그림림림 555...333측측측정정정한한한 pppooowwweeerrrssspppeeeccctttrrruuummm과과과 fffiiittttttiiinnnggg에에에 의의의한한한 cccooorrrnnneeerrrfffrrreeeqqquuueeennncccyyy(((fffccc)))

그림 5.3은 그림 5.2과 같이 획득된 신호를 퓨리에 변환을 통하여 획득한 power
spectrum이며 Lorentzian fit을 통하여 cornerfrequency를 측정할 수가 있다.
cornerfrequency는 그림 5.3과 같이 fitting된 두 직선의 교차점으로부터 획득되어
질 수 있다.측정된 Cornerfrequency와 전압 값은 식 2.26과 식 2.31을 통하여
trapstiffness와 calibrationfactor의 계산에 사용되었다.

그그그림림림 555...444CCCooonnndddeeennnsssooorrr의의의 NNNAAA에에에 따따따른른른 PPPooowwweeerrrssspppeeeccctttrrruuummm,,,(((좌좌좌)))NNNAAA :::000...888(((우우우)))NNNAAA :::111...444
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먼저 각 factor를 구하기 전에 신호를 획득하기 위한 최적의 조건을 찾기 위하여
Condenselens의 NA에 따른 스펙트럼을 측정하였다.그림 5.4는 condenselens의
NA에 따른 측정된 powerspectrum을 나타낸 결과이다.그림에서 볼 수 있는 것
과 같이 NA에 따라 스펙트럼의 결과가 다른 것을 확인하였다.시스템 제작에 사
용된 대물렌즈의 NA는 1.25이다.따라서 그림 5.4의 왼쪽 그림과 같이 condense
lens의 NA가 0.8로 대물렌즈 보다 작을 경우 포획된 입자에서 전방 산란된 빛을
모두 수집할 수가 없게 된다.결과적으로 포획된 입자의 위치 변위 추적을 어렵게
할 수가 있다.실험에 사용한 condenselens는 1.4로 대물렌즈 보다 크게 하였으
며,그림 5.4의 오른쪽과 같이 보다 깨끗한 스펙트럼을 획득할 수가 있다.

그그그림림림 555...555666000HHHzzz노노노이이이즈즈즈 제제제거거거 전전전의의의 스스스펙펙펙트트트럼럼럼(((좌좌좌)))와와와 제제제거거거 후후후의의의 스스스펙펙펙트트트럼럼럼(((우우우)))

그림 5.5에서 60Hz노이즈 제거 전과 후의 스펙트럼을 비교하였다.왼쪽의 스펙트
럼에서 볼 수 있는 것처럼 약 60Hz에서 노이즈 성분이 나타나는 것을 볼 수 있
다.이것은 최종적으로 그림에서 볼 수 있는 것과 같이 fitting의 결과의 영향을
주게 된다.왼쪽의 노이즈 제거 전의 fitting결과는 측정된 스펙트럼과 일치하지
않는 것을 확인할 수 있으나 노이즈를 제거한 오른쪽의 결과는 측정한 스펙트럼
과 fitting한 결과가 거의 일치하는 것을 확인할 수 있다.또한,실제 측정된 두
스펙트럼의 cornerfrequency는 89Hz,60Hz로 계산되었다.따라서 실험에는 60Hz
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노이즈를 평균화하여 제거하였다.
챔버로부터 포획된 입자의 높이에 따른 각 측정값과 레이저 파워에 따른 각 측정
값의 변화를 확인하기 위하여 포획된 입자의 높이와 레이저 파워를 변화시켰다.
계산된 결과는 그림 5.6와 그림 5.7에 각각 나타내었으며,입자의 높이와 레이저
파워의 변화에 따라 각각 5번의 측정을 통하여 결과값을 획득하였다.

그그그림림림 555...666포포포획획획된된된 pppooolllyyyssstttyyyrrreeennneeebbbeeeaaaddd의의의 높높높이이이에에에 따따따른른른 cccooorrrnnneeerrrfffrrreeeqqquuueeennncccyyy(((좌좌좌)))와와와
cccaaallliiibbbrrraaatttiiiooonnnfffaaaccctttooorrr(((우우우)))

그림 5.6는 챔버로부터 포획된 유전체 구의 높이에 따른 cornerfrequency와
calibrationfactor값을 나타낸 것이다.입사되어진 레이저 파워는 15mW로 하였으
며,챔버의 이동 속도는 초당 40μm로 하였다.챔버 바닥으로부터 높이가 높아짐에
따라 cornerfrequency는 커지는 것을 볼 수 있으며,calibrationfactor는 작아지는
것을 볼 수 있다.참고 문헌 [35,44]에 의하면,포획된 입자가 챔버 바닥에 가깝게
되면 포획된 입자에서 산란된 빛이 챔버 유리 표면에서 반사되어 서로 간섭을 일
으킨다.또한,포획된 입자가 챔버 바닥으로부터 멀리 떨어져 있을 때에는,이머젼
오일의 굴절률 보상 거리보다 멀어져 수차가 발생하게 된다.이는 water
immersion대물렌즈를 사용함으로써 어느 정도 보상되어 질 수 있다.[36]
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그그그림림림 555...777포포포획획획된된된 pppooolllyyyssstttyyyrrreeennneeebbbeeeaaaddd의의의 레레레이이이저저저 파파파워워워에에에 따따따른른른 cccooorrrnnneeerrrfffrrreeeqqquuueeennncccyyy(((좌좌좌)))와와와
cccaaallliiibbbrrraaatttiiiooonnnfffaaaccctttooorrr(((우우우)))

그림 5.7는 유전체 구를 포획하는데 사용된 레이저 파워의 증가에 따른 측정된
cornerfrequency와 calibrationfactor의 값이다.포획된 유전체 구의 바닥으로부터
높이는 20μm로 유지하였으며,챔버의 이동 속도는 초당 40μm으로 하였다.레이저
파워의 증가에 따라 cornerfrequency가 증가함을 볼 수 있으며,calibrationfactor
의 값이 감소함을 볼 수 있다.레이저 파워가 증가하면 식 2.13에서 포획 힘이 증
가하게 되며,포획 힘의 증가는 유전체 구를 초점에 더 강하게 붙잡아 두게 된다.
따라서 포획된 입자의 저주파 대역의 진동의 크기는 파워가 증가함에 따라 감소
하게 된다.결과적으로 레이저 파워가 증가함에 따라 cornerfrequency는 증가하
게 된다.[45]

555...222TTTrrraaapppssstttiiiffffffnnneeessssss측측측정정정
Trapstiffness를 구하기 위하여 측정된 cornerfrequency의 값과 2장의 식 2.26을
사용하였다.
  (2.26)
여기서 ϒ =6πηrε는 dragcoefficient로 2장에서 언급하였다.유전체 구의 크기를
쉽게 고려하기 위하여 실제 계산에 쓰인 ϒ =6πηd로 하였다.여기에서 d는 유전
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체 구의 지름을 의미하며,η는 수용액의 viscosity를 의미한다.유전체 구를 둘러
싸고 있는 수용액은 증류수이며,챔버 내부의 온도는 상온이라고 가정하였다.상온
에서 물의 viscosity는 0.001025Nsec/m2이다.[21]

그그그림림림 555...888pppooolllyyyssstttyyyrrreeennneeebbbeeeaaaddd의의의 높높높이이이에에에 따따따른른른 ssstttiiiffffffnnneeessssss측측측정정정값값값

그림 5.8은 챔버 바닥으로 부터의 높이 변화에 따른 trapstiffness값이다.높이가
높아짐에 따라 trapstiffness값이 증가함을 볼 수 있다.이것은 5.1절에서 언급한
것과 같이 깊이에 따른 수차에 의한 것으로 생각된다.
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그그그림림림 555...999입입입사사사된된된 레레레이이이저저저 파파파워워워에에에 따따따른른른 ssstttiiiffffffnnneeessssss측측측정정정값값값

그림 5.9은 입사된 레이저 파워에 따른 trapstiffness를 나타내며.레이저 파워가
증가함에 따라 trapstiffness값 또한 증가함을 볼 수 있다.

555...333시시시스스스템템템 평평평가가가
본 논문에서 사용한 A.Buosciolo의 알고리즘은 수용액의 viscosity측정이 가능
하다.[35]viscosity측정을 통하여 제작한 시스템을 평가하였다.실험에 사용한 유
전체 구는 5μm로 하였으며,레이저 파워는 15mW로 일정하게 유지시켰다.수용액
으로는 증류수를 사용하였으며,증류수의 viscosity는 상온에서 0.001025Nsec/m2이
다.[21]측정되는 결과는 trapdepth에 따라 다르게 나타날 것이며,깊이에 따른 결
과를 알아보기 위하여 5μm 간격으로 깊이의 변화를 주어 viscosity를 계산하였다.
그림 5.10은 trapdepth에 따른 viscosity의 측정 결과이다.
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그그그림림림 555...111000tttrrraaapppdddeeepppttthhh에에에 따따따른른른 측측측정정정된된된 vvviiissscccooosssiiitttyyy

실험 결과는 깊이 마다 각각 5번의 실험값을 측정 한 후 통계처리 하였다.그림
5.10에서 0~15μm 구간과 30μm을 벗어난 구간에서는 측정값과 실제값에서 차이가
있다는 것을 볼 수 있다.그러나 약 15μm~30μm 구간에서는 실제값과 거의 비슷
한 값으로 측정되었다.이는 5.2절에서 이미 언급한 것과 같은 의미를 가지는 결
과이다.실험에 사용된 유전체 구의 크기는 5μm이며,oilimmersion대물렌즈를
사용하였다.KarenC에 의하면 유전체 구의 반지름을 a라고 할 때,유전체 구의
포획 위치는 a의 10배 이상이 되어야 한다고 실험을 통해 입증되었다.[46]30μm이
넘는 구간에서는 오일과 물의 굴절률 매칭(matching)깊이를 넘기 때문에 수차가
발생한 것이다.실제로 약 80μm이 넘어가는 깊이에서는 유전체 구의 포획이 어렵
다는 것을 확인했다.이러한 문제점에 대해서는 이미 보고가 되어 왔으며 깊이에
따른 문제점을 해결하기 위해서 5.2절에서 이미 언급한 것과 같이 water
immersion대물렌즈를 사용함으로서 해결할 수 있다.본 논문에서 제작한 시스템
은 5μm 크기의 유전체 구를 사용할 경우 약 25μm 전 후의 깊이에서 신뢰할 수
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있는 결과를 얻을 수 있었다.
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제제제 666장장장 결결결 론론론

Opticaltweezers는 그 동안 여러 분야에 응용되어 왔으며,새로운 분석 기술의
도입에 의한 다른 새로운 분야에 계속해서 그 가능성이 검증되고 있다.본 논문에
서는 Opticaltweezers와 Ramanspectroscopy를 결합한 LTRS(LaserTweezers
Raman Spectroscopy)를 제작하였으며,또한 powerspectrum method를 통하여
opticaltweezers의 포획 힘을 측정하였다.LTRS에서 포획된 입자에서 후방 산란
된 빛을 필터를 통하여 분광기에서 시료의 라만 스펙트럼을 획득하였다.입자의
포획힘을 구하기 위해 1064nm의 다이오드 레이저를 사용하여 포획된 입자에서
QPD(QuadrantPhotoDiode)를 이용하여 전방산란된 빛의 변위를 측정하였다.
Raman분광학은 시료의 고유 분자 진동 주파수를 측정할 수 있다는 장점으로
강력한 분석도구로 그동안 응용되어 왔다.그러나 적혈구,yeastcell등과 같이 단
일 세포를 살아있는 상태에서 신호를 획득하기에는 다소 어려움이 있었다.이는
세포를 살아있는 상태로 유지시키기 위해서는 세포를 배양액 속에 두어야 하며
배양액의 물 분자 진동에 의한 부유하는 세포의 움직임에 의하여 세포를 레이저
의 초점 위치에 고정시키기가 어렵기 때문이다.또한 대장균과 같이 운동성을 가
진 살아있는 세포의 라만 신호를 획득하는 일은 일반 라만 분광법으로 측정이 어
려웠다.본 논문에서 제작한 LTRS는 Opticaltweezers로 수용액에서 부유하는 세
포를 세포의 손상과 물리적 접촉없이 포획을 가능하게 하여 단일 세포의 효율적
인 라만 신호 분석을 가능하게 하였다.LTRS의 검증을 위하여 유전체구를 포획
하여 라만 스펙트럼을 획득하였으며,상용화된 라만 분석 장비의 유전체구의 신호
와 비교 검증하여 제작한 시스템을 평가하였다.
또한,본 논문에서는 Opticaltweezers에서 발생할 수 있는 세포의 손상 정도를
LTRS를 통하여 분석하였다.Opticaltweezers는 입자를 포획하기 위하여 강하게
집속된 빔을 사용하며 강하게 집속된 빔에 세포와 같은 시료가 놓이게 될 때 높
은 에너지에 의하여 손상을 받게 된다.최근 포획된 입자의 비선형 현상을 관찰하
기 위하여 femto초의 펄스 레이저가 Opticaltweezers의 새로운 광원으로 시도가
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되고 있다.LTRS를 통하여 일반 CW 레이저를 광원으로 할 대와 femto초 레이저
를 광원으로 할 때의 세포의 손상 정도를 관찰하였다.CW 레이저를 광원으로 하
였을 때 라만 신호의 변화와 세포의 외형 변화의 시점이 거의 일치하는 것을 관
찰하였다.그러나 femto초 레이저를 광원으로 할 때에는 외형의 변화가 없음에도
불구하고 라만 신호의 변화가 나타나는 것을 관찰하였다.이는 femto초 레이저의
높은 첨두 에너지에 의하여 세포에 국소적인 손상이 나타난 것으로 생각된다.또
한 femto초 레이저의 경우 낮은 출력에서도 세포의 라만 신호가 변화하는 것을
관찰하였다.Femto초 레이저에 의한 포획된 시료의 비선형 현상을 관찰하기 위해
서는 광포획 효율의 증가나 레이저 스위칭과 같은 방법이 요구될 것으로 생각된
다.
본 논문에서는 powerspectrum method를 사용하여 Opticaltweezers의 포획힘을
측정하고자 하였다.Powerspectrum method를 이용한 포획힘을 측정하기 위해서
는 trapstiffness,calibrationfactor,viscosity의 측정이 요구된다.본 논문에서는
포획된 입자의 높이와 입사된 레이저 파워에 따라 trap stiffness와 calibration
factor를 측정하였다.측정된 결과는 다른 논문의 결과와 비교하였으며,본 논문에
서 측정한 결과와 유사한 경향이 나타남을 관찰하였다.
Powerspectrum method를 이용한 포획힘 측정 방법은 Myosin,DNA,collagen
fiber와 같은 중합체의 물리적 특성 연구에 이용되어 왔다.이와 같은 생물학적 중
합체의 물리적 특성 연구는 생물 분자의 motor를 이해하는데 중요한 요소이다.본
논문에서 제작한 시스템을 이용한 포획힘 측정은 아직 연구 단계이나,차후 진동,
QPD감도 등의 해결을 통한 시스템의 안정화가 확보된다면 위와 같이 DNA와 같
은 중합체의 물리적 특성 연구에 응용될 수 있을 것으로 기대된다.
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



   


 

위의 식을 푸리에 변환하면,
     

    

  



푸리에 변환한 위의 식을 주파수 성분의 크기를 획득하기 위하여 다음 과정과 같
이 켤레곱을 하면 다음과 같다.




  




, 이 식에서 |F(f)|2=4ϒkBT와 같으며,kB는 볼츠만

상수,T는온도를 각각 나타낸다.또한 fc는 cornerfrequency,k는 trapstiffness를
각각 나타내며 k=2πϒfc와 같다.
위의 식을 풀면,




  





 

 


 여기에서질량은 으로무시될수있다



 






 




 

  



다음과 같이 최종적으로 powerspectrum을 얻을 수가 있다.

  
 

  


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위의 식에서 낮은 주파수 성분에 대해서는 f를 0에 근사한다고 가정하면,

 
 












  


위의 식과 같이 상수로 근사하게 된다.또한,그 이상의 주파수 성분에 대해서는
1/f2으로 감쇄하며 따라서 powerspectrum을 예측할 수가 있다.
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JuSung-Bin
Dept.ofBiomedicalEngineering

TheGraduateSchool
YonseiUniversity

A singleliving cellisacomplex mixtureoflargenumberofbiomolecules
enclosedinacellmembrane.Thesebiomoleculesconstitutethecellorganelles
such as nucleus,liposome,etc.and the understanding ofvarious cellular
processesisbasedontheircorrectidentification.Tocureordiagnosesuch
cellular disorders leading to diseases, the identification of concerned
biomoleculesbecomesinevitable.
In the latestdevelopments,the combination ofRaman spectroscopy with
opticaltweezers,knownasLTRS(LaserTweezersRamanSpectroscopy)has
openedawaytoasinglecelldetectionandcharacterization.Toanalyzethe
chemicalinformationofcomplexmixtureofasinglecell,LTRS maybethe
fastestandthesimplesttechnique.
In this paper,we made LTRS system and observed Raman spectrum of
polystyrenebead.AlsoweobservedRamanintensityofRBCasamarkerfor
opticaldamage.
Also,wetriedtodirectlymeasuretheforceexertedonatrappedparticleby
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usingpowerspectrum method.Inexperiment,wemeasuredthestiffnessofthe
trapandthecalibrationfactor.
Weexpectthattheseresultswillbeapplied toidentify thechemicaland
structuralpropertiesofcellsandwillanalyzebiologicalmotor.
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