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디지털 홀로그래픽 현미경을 이용한 생체세포 이미징 시스템
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디지털 홀로그램픽 현미경 은 대물렌즈를 통해 확대된 샘플의 홀로그(Digital Holographic Microscope)

램을 로 획득하여 컴퓨터 연산을 거쳐 필요한 영상을 재생해 낸다CCD , (1) 홀로그래피는 빛의 진폭.

과 함께 위상 정보도 획득이 가능하다 일반적으로 생체 세포는 내부기관들의 낮은(amplitude) (phase) .

굴절율 차이로 인해 고전적인 광학현미경으로는 관찰이 쉽지 않지만 디지털 홀로그래픽 현미경을 이용,

하면 세포에 의해 발생하는 빛의 위상변화를 얻어냄으로써 높은 명암대비를 가지는 이미지로 영상화 시

킬 수 있다. 컴퓨터 연산을 거쳐 샘플의 위상을 추출하기 때문에 세포 두께 및 굴절율에 대한 측정이

가능하며 단 한 장의 홀로그램만으로 세포관찰에 필요한 다양한 형태의 정량적인 이미지를 만들어 낼,

수 있다 또한 수차 보정 알고리즘을 통해 광학 시스템에서 발생할 수 있는 수차를 보정해 줄 수도 있.

다.(2)

본 논문은 투과형 디지털 홀로그래픽 현미경을 이용하여 생체 세포의 위상영상을 추출해off-axis ,

RBL-2H3(Rat Basophilic Leukemia) 세포을 관찰하였다 본 실험에서는 셋업은 마하젠더형 간섭계를.

기본으로 하여 의 레이저가 광원으로 사용되었으며 기준광 과 시료광632.8nm He-Ne , (reference light)

의 간섭으로 만들어진 홀로그램은 의 를 이용하여 획득하였다 획득(sample light) 640×480 pixel CCD .

된 홀로그램에서 위상정보를 추출하기 위한 알고리즘으로는 콘볼루션 방식을 사용하였으며 이것은 높,

은 정확도를 가지며 복원 거리에 따라 재생된 이미지의 해상도가 변하지 않는 장점이 있다, (3).

(a) (b)

그림 세포의 명시야 현미경 이미지3.(a) RBL-2H3 (Bright field microscope)

세포의 홀로그램(b) RBL-2H3
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그림 는1.(a) 배율의 대물렌즈를 사용하여 얻어진40× 세포의 명시야 이미지로써RBL (Bright Field)

세포의 형태만 보일 뿐이다 그림 는. 1.(b) RBL-2H3 세포의 홀로그램으로 초점면 을 벗(focal plane)

어난 곳에서 얻어진 세포의 이미지와 간섭무늬가 중첩되어진 형태이다 그림 는 홀로그램영상을. 2.(a)

이용하여 얻은 RBL-2H3 세포의 음위상차 이미지이며 세포핵 부분이 높(negative phase-contrast) ,

은 위상을 가지며 밝게 나타난다 음위상차영상으로부터 세포주위용액과 세포핵과의 위상차이는.

으로 측정되었다4.5rad . RBL-2H3 세포는 평균 굴절율이 세포주위 용액은 굴절율이 으로1.4, 1.33

계산된 RBL-2H3 세포의 두께는 이다 그림 는 양위상차 이미지6.5 . 2.(b) (positive phase-contrast)㎛

이며 세포 굴절율이 외부 용액의 굴절율보다 높을 때 세포가 어둡게 나타나게 된다 그림 는 간, . 2.(c)

단한 알고리즘을 통하여 홀로그램에서 얻어진 위상정보를 형DIC(differential interference contrast)

태의 이미지로 변환시킨 RBL 의-2H3 영상이다.

(a) (b) (c)

그림 2.(a) negative phase-constrast image, (b) positive phase contrast image

(c) DIC(difference interference contrast) image

본 논문에서는 투과형 홀로그래픽 현미경을 이용하여 세포의 다양한 영상을 얻었으off-axis RBL-2H3

며 이를 이용하여 세포의 두께를 측정하였다. 디지털 홀로그래픽 현미경은 샘플을 통과하는 빛의 위상

변화를 얻어낼 수 있어서 낮은 굴절율의 샘플을 영상화하기에 적합하여 다양한 생체세포에 대한 응용,

을 기대할 수 있다.
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