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ABSTRACT

Cryo-SEM which enables specimens to be observed in frozen form has been used to study liquid specimens in their

native states. Cryo-methods, sample preparation for cryo-SEM, are quite complex and involve several discrete but vitally

interconnected steps which are rapid cooling, fracturing, sectioning, etching and coating. It is important to select practical

techniques and to optimize conditions of each steps considering analytic purpose and specimen characters, viz., sample

dimension, water contents. In this study, etching methods and sample preparation before freezing had been studied for

observation of cyanobacteria, Synechocystis sp. PCC 6803 using cryo-SEM and their cryo-SEM images were compared to

Conventional SEM (CSEM) images treated by chemical fixation. We could observe the improved morphological images

of the pili of the surface and membranes of Synechocystis sp. PCC 6803 and the three-dimensional architectures of their

biofilm, which were difficult to observe using chemical fixation and CSEM. These results suggest that cryo-methods/cryo-

SEM are useful techniques for morphological study of biological specimen.
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서 론

수분을 함유하거나 낮은 전도성을 갖는 생물 시료들은

전처리없이 고진공의 전자현미경으로 관찰하기는 어렵다.

이들 시료들은 화학고정, 탈수, 건조, 코팅후 상온의 전자현

미경으로 분석하는 것이 일반적인 방법이다. 그러나 이러한

일련의 전처리 과정은 1~2일의 시간소요와 여러 물리, 화

학적 과정에 의한 형태의 변화 및 시료 손상이 발생될 수

있다. 최근에 개발, 적용되고 있는 동결 기술(cryo-technique)

은 급속 동결법을 이용한 고정 과정을 통해 전처리 시간을

단축시키고 고정 과정중의 변형을 최소화시킴으로써 수분

을 함유하는 시료를 가장 자연 상태에 가깝게 분석하는 방

법으로 많은 분야에서 연구되고 있다. 

동결 기술은 투과전자현미경(Transmission Electron Micro-

scope, 이하 TEM)뿐 아니라 주사전자현미경(Scanning Elec-

tron Microscope, 이하 SEM) 분석에 응용되어 수 μm~mm

크기 시료의 3차원 구조를 상대적으로 빠르고 용이하게 고

정하는 방법으로 사용된다. 특히 시료를 동결된 상태로 분

석할 수 있는 cryo-SEM은 시료의 3가지 상(phase)을 자연

상태로 분석 가능한 유일한 방법이다. 일반적인 화학 고정

에서는 액체상의 제거나 고체상의 변형이 발생하며 동결

건조 경우에도 기체상과 액체상의 구분이 어렵기 때문이다

(Echlin, 1992).

Cryo-SEM 분석을 위한 동결 처리 방법(cryo-methods)은

rapid cooling, fracturing, sectioning, etching, coating과 같은

독립되면서도 연관된 여러 과정으로 구성되나 분석 목적에

따라 fracturing이나 sectioning, etching의 과정은 생략되기

도 한다. 또한 각 과정은 분석 목적이나 시료 특성, 장비 상

태 등을 고려하여 최적의 조건이나 처리 방법을 선택하여

야 한다. Rapid cooling은 시료 형태의 변형을 유발하는 얼

음 결정의 생성없이 빠르게 동결 고정하는 것이 중요한 과

정으로 시료 크기나 특성에 따라 jet cooling, plunge cooling,

high pressure cooling, spray cooling 및 impact cooling법을

선택하여 사용한다(Echlin, 1992; Robards AW & Sleytr UB,

1985). 대부분의 SEM 시료는 부피가 크고 TEM 대비 SEM

의 분해능이 낮으므로 얼음 결정에 의한 구조 변형의 영향

이 무시 가능하여 슬러쉬 상태의 액체질소나 액체 질소(이

하 LN2)를 이용한 quenching cooling법을 사용하기도 하지

만 고분해능 FE-SEM을 이용할 경우 동결법은 중요한 요건

이 된다. 본 연구에서는 관찰하고자하는 시료의 크기가 1~2

μm이며 관찰의 용이함을 위해 deionized water (이하 D.I.

water)에 분산된 다량의 시료를 고압(약 2100 bar)에서 순

간적으로 동결하는 방법인 high pressure cooling법을 사용

하였다. 이 방법은 다른 급속 동결법에 비해 두꺼운 시편

(100 μm~600 μm)을 얼음 결정에 의한 손상없이 고정이 가

능한 것으로 알려져 있다(Shimoni & Muller, 1998). 

급속 동결된 시편은 진공 상태의 저온 이동장치를 통해

별도의 전처리 장비로 옮긴후 fracturing, sectioning, etching

과 coating을 한다. fracturing이나 sectioning은 LN2로 냉각

시킨 knife나 microtome을 이용하여 시료의 파단면이나 절

단면을 생성하는 과정이다. 시료 표면의 얼음 입자나 기타

오염물을 효과적으로 제거하여 깨끗한 관찰면을 제공하는

것과 더불어 시료 내부 구조를 관찰할 수 있게 하는 방법이

다. 

다량의 물을 구성체로 가진 의생물 시료나 액상 시료의 3

차원 구조를 보다 효과적으로 관찰하게 하는 etching은 고

진공하에서 얼음을 승화시키는 동결 건조 과정으로 승화

과정동안 시료의 녹음이나 수축, 응축이 일어나지 않는 etch-

ing 조건의 설정이 중요하다. etching 조건은 분석목적에 따

른 etching량을 예상하여 전처리 장비의 진공도와 온도,

etching 시간을 결정하는 것이다. 대부분의 전처리 장비는

진공도가 고정되어 있으므로 실제 etching 조건의 설정은

시료 온도에서의 최대 승화 속도와 시료내 얼음의 재결정

화 온도를 고려하여 전처리 장비의 stage 온도와 etching 시

간을 결정하는 것이다. 실제 승화 속도는 시료중 물의 상

(phase)이나 결합 상태, 함량 및 시료의 크기, 모양에 따른

영향이 커서 etching 온도나 시간의 결정은 실험적이고 경

험적인 과정을 통해 얻을수 있다.

본 연구는 cryo-SEM을 이용하여 생물시료 남세균(Cyano-

bacteria, Synechocystis sp. PCC 6803, 이하 Synechocystis sp.

PCC 6803)의 표면 및 내부 구조 형태를 관찰하기 위한 cryo-

methods 중 etching 조건의 설정과 시료처리 및 cryo-SEM

을 이용한 분석 활용에 관한 것으로 연구에 사용된 남세균

(Synechocystis sp. PCC 6803)은 광합성 및 광운동성을 가진

가장 오래된 생물체로서 다른 남세균과 달리 단세포 형태

로 존재하고 게놈 구조가 단순하며 유전자 조작이 용이하

여 광합성 및 광신호 전달 연구에 유용한 모델 생물체이다

(Kaneko et al., 1996). 최근 수년 동안의 연구결과 Synecho-

cystis sp. PCC 6803는 적어도 두 가지 형태의 pili, 즉 세포

표면에 균일하게 분포한 평균직경이 3~4 nm이며 길이가

약 1 μm정도 되는 thin pili와 평균직경이 6~8 nm이며 길이

가 4~5 μm인 thick pili를 가지는 것으로 관찰되었다. Thick

pili는 많은 gram-negative bacteria에서 발견되는 Type IV

pili와 유사하며 광운동 및 형질변환의 주요 기관으로 보고

되고 있으나 광운동성에 대한 thin pili의 기능은 아직 분명

치 않으며 다만 gram-negative bacteria의 fibril과 같이 세포

간의 상호작용 및 다양한 표면에서의 부착을 용이하게 하

는 것으로 추정되고 있다(Bahaya, 2000; Yoshihara et al.,

2001). Synechocystis sp. PCC 6803 pili의 현미경적 관찰은

LM이나 TEM을 통한 phototaxis, motility, photomovement

(Choi et al.,1999; Burriesci & Bahya, 2008) 연구에 이용되어
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왔으나 SEM을 이용한 분석은 보고된 바 없다. 이는 기존

화학 고정에 의해서는 pili의 보전이 어렵기 때문인 것으로

추정된다. 

이에 본 연구에서는 cryo-methods로 처리한후 cryo-SEM

을 이용하여 Synechocystis sp. PCC 6803의 효과적 고정과

관찰을 시도하였으며, 관찰 결과를 화학고정법으로 처리한

CSEM 결과와 비교함으로써 생물시료에 대한 cryo-methods

및 cryo-SEM의 활용을 증진하고자 한다.

재료 및 방법

1. 재 료

본 연구에 사용한 Synechocystis sp. PCC 6803의 배양 조

건은 Choi et al. (1999)의 방법을 따랐다. 1.5% 고체 한천 배

지에서 자란 야생종을 액체 BG11 배양액에 현탁한 후에

0.4% 고체 한천배지(10 mM glucose) 위에 4 μL씩 떨어뜨렸

다. 0.4% 고체 한천배지 상에 떨어뜨린 세포 군체를 백색

형광등 광원이 한쪽 방향으로만 조사되는 조건하에서 28�C

에서 5일간 활주운동을 시켰다. Pili 관찰을 위해서는 선단

부위에 해당하는 세포들을 조심스럽게 모은 다음 D.I. water

에 현탁시켜 사용하였고 내부 구조 및 biofilm 관찰을 위해

서는 1.5% 고체 한천배지에서 배양한 야생종을 그대로 사

용하거나 D.I. water에 일부 희석하여 사용하였다.

2. 방 법

화학고정법과 CSEM 관찰은 통상적인 방법을 따랐다. 즉

2.5% glutaraldehyde와 2.5% paraformaldehyde로 실온에서

24시간 전고정하였고 0.1 M carcodylate buffer로 세척하였

다. 전고정된 Synechocystis sp. PCC 6803은 1% OsO4로 실

온에서 2시간 고정하고 D.I. water로 세척한 후 ethanol로

탈수하였다. 탈수 후에 3-methylbutylacetate로 치환하고 crit-

ical point dryer로 건조시켰다. 건조된 시편을 gold coating한

후 SEM (LEO1455VP, ZEISS)으로 관찰하였다. 

Cryo-methods와 cryo-SEM 관찰을 위하여 Synechocystis

sp. PCC 6803를 planchet에 담은 후 High Pressure Freezer

(HPF010, BAL-TEC)를 이용하여 급속 동결하였다. LN2하

에서 planchet를 분리한 후 -150�C로 미리 냉각시킨 Freeze

Fracture System (BAF 060, BAL-TEC)내 cryo stage로 이동,

장착하고 LN2로 냉각시킨 knife를 이용하여 파단면을 만든

후 etching 온도 및 시간을 변화시켰다. Etching후 cryo stage

온도를 -150�C로 다시 냉각시키고 Pt/C으로 2~5 nm 두께

로 코팅하였다. 코팅된 시료는 이동 장치를 이용하여 -130

~-140�C로 냉각 시킨 ESEM (LEO1455VP, ZEISS)내 cryo

stage에 장착한 후 가속전압 10~20 KV에서 관찰하였다.

결과 및 고찰

1. Etching 조건의 설정

Etching 조건의 설정시 고려해야 할 점은 시료 중 얼음의

재결정화 온도와 시료 온도에 따른 순수 물의 최대 승화 속

도이다. 대부분의 전처리 장비는 진공도가 고정되어 있으므

로 stage의 온도와 etching 시간을 변화시키며 이미지를 관

찰함으로써 최적의 조건을 설정하게 된다. Umrath (1983)는

Knudsen equation을 이용하여 -100�C, 1×10-5 Torr일 때

순수 얼음의 승화 속도는 2 nm/s이며 1 μm 두께당 8분 19

초의 etching 시간을 제시하였다. 그러나 실제 승화속도는

이러한 이론적 수치와는 차이가 있다. 이는 승화된 물에 의

한 수증기의 부분압 영향과 시료 온도와 stage의 온도 차이,

시료중 얼음 결정의 상(phase)이나 물의 결합 상태, 물의 함

량 및 시료의 크기와 모양에 따른 열원과의 접촉 정도가 승

화 속도에 영향을 주기 때문이다. Robards와 Sleytr (1985)

는 이러한 영향을 고려하여 보다 실제적인 최대 승화 속도

로서 -100�C에서 100 nm/min을 제시하였다. 

이를 바탕으로 본 연구에 사용된 Synechocystis sp. PCC

6803는 직경 1~1.5 μm의 구형으로써 세포의 3차원 형상을

관찰하기 위해서는 stage 온도 -100�C일 때 얼음의 포화

수증기압인 1×10-5 Torr 이하의 진공 조건하에서 최소 10

~15분의 etching 시간이 필요함을 알 수 있다. 계산을 근거

하여 초기 etching 조건을 stage 온도 -100�C에서 etching

시간 10분을 설정하였다. 관찰한 결과, etching이 거의 되지

않아 세포 외곽만이 관찰되었다(Fig. 1a). Etching 량을 증가

시키기 위해 stage 온도를 상승시키되 얼음의 재결정화가

일어나지 않는 -90�C로 설정하여 동일한 etching 시간으로

처리한 후 관찰하여 보았다. Fig. 1b에서 보는 바와 같이 시

료를 덮고 있는 표면의 얇은 얼음층의 승화가 많이 일어났

으나 세포의 전반적인 구조를 분명히 관찰할 수는 없었다.

평균 수분 함량을 가진 생물 시료에서의 재결정화 온도는

-80�C로 알려져 있으나 본 연구에 사용된 시편과 같이 다

량의 물을 함유한 경우 재결정화 온도는 감소될 수 있으므

로 stage 온도를 -90�C로 고정하고 etching 시간을 25분으

로 증가시켜 관찰한 결과, Fig. 1c와 1d에서와 같이 세포 전

체 형태를 관찰할 수 있었다. 

2. 시료 전처리

상기의 etching 조건의 설정 결과 관찰하고자 하는 세포

의 전체 형태는 나타나지만 세포를 덮고 있는 exopolymer

로 인해 Synechocystis sp. PCC 6803 표면의 pili를 관찰할

수 없었다. Cryo-SEM을 이용한 의생물 시료 관찰시에는 이

와 같은 masking material의 제거가 중요한데 친수성인 exo-



polymer의 제거를 위해 D.I. water로 세정하고 원심 분리한

후 상기의 cryo-methods로 처리하여 관찰하였다(Fig. 2a).

관찰 결과 exopolymer가 많이 제거되었으나 여전히 잔류되

어 있으며 특히 세포 수축 등 변형이 발생되었다. 이는 희

석과 세정 과정 및 high pressure cooling에 의한 물리적 영

향으로 판단되었으며 이러한 영향을 감소시키기 위하여 동

결전 시료를 사전 고정하였다. 사전 고정은 2.0% glutaralde-

hyde를 이용한 화학 고정으로 희석과 세정 과정에서의 영
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Fig. 1. Cryo-SEM images of surface faces of frozen-hydrated Synechocystis sp. PCC 6803 illustrating etching at different conditions. Sample
etched at (a) -100�C for 10 min. (b) -90�C for 10 min. (c, d) -90�C for 25 min. (a) Unetched face with little topographic contrast other than cell
outlines. (b) Lightly etched surface showing increased topographic contrast of cell outlines. (c, d) Deeply etched sample shows clear cells and
exopolymer.

Fig. 2. Cryo-SEM images of the etched face of Synechocystis sp. PCC 6803 treated by (a) directly freezing and (b) pre-fixation with 2%
glutaraldehyde before freezing.

a b

c d
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2 μm

2 μm 1 μm
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향 뿐 아니라 자연 상태로 동결한 시료보다 얼음 결정에 의

한 손상이나 관찰 중 전자빔에 의한 영향도 완화되는 것으

로 보고된 바 있다(Boyde, 1972). 화학 고정 후 D.I. water

로 충분히 세정하였고 상기의 cryo-methods로 처리 후 관

찰하여 보았다. 실험 결과 Fig. 2b에 보이는 바와 같이 Syne-

chocystis sp. PCC 6803의 변형없이 분명한 pili 구조을 관찰

할 수 있었고 효과적으로 exopolymer도 제거할 수 있었다.

따라서 의생물 시료의 고정에 있어서 시료에 따라 화학 고

정법과 동결 고정법의 상보적인 응용이 바람직하다고 사료

된다. 

3. Pili 관찰

상기의 cryo-methods/cryo-SEM의 활용 예로서 0.4% 고

체 배지에서 활주 운동하는 Synechocystis sp. PCC 6803의

pili를 화학 고정후 CSEM분석과 비교 관찰하여 보았다. 관

찰 결과, 화학고정/CSEM에서는 세포 표면의 pili는 거의 관

찰 되지 않았고 배지에 잔류된 소수의 세포에서만 thick pili

가 관찰되었다(Fig. 3). 이는 환경에 민감한 Synechocystis sp.

PCC 6803의 pili가 화학 고정 과정에서의 화학적, 물리적

영향에 의해 분리(depolymerization)되어진 것으로 생각되

어진다. Cryo-methods/cryo-SEM 관찰 결과에서는 솜털같이

가늘고 짧으며 엉긴 형상의 thin pili와 1~3 μm의 길이로

전방향으로 뻗은 thick pili가 관찰되었으며 이는 negative

staining후 관찰한 TEM 결과와 일치하였다(Fig. 4). Thin pili

의 경우 액체 배지에서 배양한 Synechocystis sp. PCC 6803

에서 더 잘 관찰되었고 고체배지에서 활주 운동하는 Syne-

chocystis sp. PCC 6803의 경우 thick pili가 더욱 잘 관찰되

었다. 이는 배양 조건에 따른 Synechocystis sp. PCC 6803의

운동성 차이로 해석되며 액체 배지에서 배양된 경우보다

고체배지에서 활주 운동하는 Synechocystis sp. PCC 6803의

경우 운동성과 관련된 thick pili가 더욱 발달된 것으로 사료

된다. 또한 이들 pili는 Synechocystis sp. PCC 6803 표면 전

반에 분포하는 것을 알 수 있었다. Synechocystis sp. PCC

6803의 광운동성과 이들 pili의 형태분석은 TEM을 이용한

전자현미경적 방법에 의존해 왔다 (Bahya, 2000). SEM은

TEM에 비해 분해능의 한계가 있으나 3차원 구조 분석 및

저배율 관찰이 용이하여 TEM과 더불어 세포 표면의 형태

적, 기능적 특성 분석 및 세포간의 상호 작용 관찰에 상보

적인 정보를 제공함으로써 Synechocystis sp. PCC 6803의

Fig. 3. Conventional SEM images of Synechocystis sp. PCC 6803 prepared by chemical fixation. White arrows indicate the thick pili projected
from the cell.
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광운동성에 대한 분자역학적 연구의 유용한 전자현미경 분

석 방법이 될 것으로 사료된다.

4. 내부 구조의 관찰

화학 고정 처리한 의생물 시료를 CSEM으로 분석할 경

우 내부 구조를 관찰하기가 쉽지 않다. 화학 고정 전과 후

에 시료 변형이나 손상없이 절단하는 것이 까다롭고 고정

과정에서대부분 큰 SEM 시료의 내부까지 화학 고정액이

침투하는 것이 어렵기 때문이다. Cryo-methods는 수분을 함

유한 시료의 고정과 절단을 용이하게 함으로써 SEM을 이

용한 세포의 내부 구조 관찰을 가능하게 한다. Fig. 5는 HPF

로 급속 동결하고 Freeze Fracture System (BAF 060, Bal-Tec)

에서 fracturing, etching, coating한 후 관찰한 Synechocystis

sp. PCC 6803의 내부 구조로 thylakoid membrane과 cytoplas-

mic inclusion 등의 구조가 잘 나타났다. 관찰된 이미지에서

thylakoid membrane 간의 부분적인 벌어짐이 관찰되었는데

이는 deep etching시 세포 내 수분 제거로 인한 영향으로

생각된다. 최근 이러한 cryo-methods로 처리한 EM 분석은

Synechocystis sp. PCC 6803 membrane들의 정확한 구조 분

석과 각 membrane들 간의 물리적 연관성 연구에 응용되고

있다(Allison et al., 2006; Michelle et al., 2006).

5. Biofilm의 관찰

Biofilm은 초기 cell의 부착이나 환경과의 상호작용에 중

요한 역할을 하는 것으로 polysaccharide를 주성분으로 하

는 exopolymer substance (이하 EPS)로 구성된다. EPS는 수

화 상태에 따라 다양한 형태 구조를 가지며 화학 고정법보

다 형태 구조의 보전이 양호한 cryo-methods를 이용한 cryo-

SEM법이 많이 응용된다(Richards & Turner, 1984). 본 실험

에서는 cryo-methods/cryo-SEM를 이용하여 수화 상태에 따

른 biofilm 구조를 비교 관찰하여 보았다. Fig. 6은 1.5% 고체

배지에서 배양한 Synechocystis sp. PCC 6803를 희석없이
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Fig. 4. (a,b) Cryo-SEM images of Synechocystis sp. PCC 6803 prepared by cryo-method. (c,d) TEM images of negatively stained cells. White
arrows and white arrowheads indicate the thick pili and thin pili, respectively.

a c

b d

1 μm
1 μm

200 nm 0.5 μm



Lee EJ et al. : Observations of the Cyanobacteria using Cryo-Methods and Cryo-SEM 71

cryo-methods로 처리한 후 관찰한 cryo-SEM 이미지로 개개

의 세포를 덮고 있는 불투명막과 같은 biofilm을 볼 수 있

었다. D.I. water 양을 증가하여 수화 상태를 변화시키면 bio-

film은 불연속적인 투명한 피막 형태의 구조를 가지며(Fig.

6b) 더욱 희석될 경우 미세 그물망 구조로 변화되는 것을

관찰할 수 있었다(Fig. 6c). Cryo-SEM를 이용한 biofilm 연

구는 biofilm의 물리, 화학적 성질 분석뿐 아니라 ESEM과

더불어 가장 자연 상태의 형태 구조 분석법으로 사용되어

biofilm의 생성과 microbolite형성 연구에 응용되고 있다

(O’Toole & Kolter, 1998; Reid et al., 2000; Handy et al., 2008).

Fig. 5. Cryo-SEM images of the deeply etched fracture face Synechocystis sp. PCC 6803 prepared by cryo-methods. The white arrow indicates
the thylakoid membranes and the white arrowhead indicates the cytoplasmic inclusion.

Fig. 6. Cryo-SEM images illustrating three-dimensional architecture of biofilm. The samples were diluted with different water content. The
images show that the structures are sensitive to water-related perturbations and that diluted biofilm has characteristic network structure (d).
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이상으로 cryo-methods/cryo-SEM를 이용한 Synechocystis

sp. PCC 6803의 형태 구조 분석을 위한 시료 고정 및 분석

조건의 설정과 응용예로서 세포 표면의 pili 및 내부 형태

그리고 biofilm의 구조를 살펴보았다. 이러한 결과로부터

cryo-methods/cryo-SEM은 수분을 함유한 의생물 시료를 용

이하게 고정하고 동결된 상태로 관찰함으로써 화학 고정

/CSEM의 단점을 보완하는 유용한 분석 방법으로 사료된

다. 
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⁄국문초록¤

Cryo-SEM은 수분을 함유하거나 액상 시료를 동결된 상태로

관찰하는 방법으로 rapid cooling, fracturing, sectioning, etching,

coating과 같은 다소 복잡한 여러 과정의 전처리(Cryo-methods)

로 구성된다. 각 과정에서는 분석 목적이나 시료 특성(예:시료

크기, 물 함량 등)을 고려하여 최적의 조건을 설정하여야 한다.

본 연구에서는 cryo-SEM을 이용하여 남세균 (cyanobacteria,

Synechocystis sp. PCC 6803)의 표면 및 내부 구조 관찰을 위한

etching time과 시료 처리에 관하여 살펴보았고 cryo-methods로

처리한 후 cryo-SEM으로 관찰한 이미지를 화학 고정한 일반

SEM (CSEM) 결과와 비교하였다. 관찰 결과, 화학 고정한 CSEM

에서는 Synechocystis sp. PCC 6803 표면에 존재하는 pili가 잘

관찰되지 않았으며 파단된 내부 구조의 이미지를 얻을 수 없었

으나 cryo-methods/cryo-SEM에서는 세포 표면의 pili 및 mem-

brane의 형태를 관찰할 수 있었다. 또한 수화 상태에 따라 구조

변형이 일어나는 biofilm의 구조도 관찰할 수 있었다. 이러한 결

과로부터 cryo-methods/cryo-SEM은 수분을 함유하는 의생물 시

료의 형태 구조를 분석하는 유용한 방법으로 사료된다.
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