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형광상관분광법을 이용한 광세기에 따른 유효 초점 부피 변화에 대한 연구
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형광상관분광법을 이용하여 광세기에 따른 공초점 시스템의 유효 초점 부피의 변화를 분석하였다. 형광상관분광장치는 632.8 nm 
파장의 He-Ne 레이저에 맞춰서 실험실에서 자체 제작하였고, 시료 또한 레이저 파장에 적합한 두 종류의 시료 AlexaFluor647과 

quantum dot 655를 사용하였다. 각 시료에 대해 광원의 세기를 1~50 μW 범위내에서 변화시켜가며 얻어진 상관함수를 비교 분석

하였다. 10 μW 이하의 약한 광 세기에서는 세기 변화에 따라 입자수와 확산시간이 증가하는 것을 통해 초점 영역의 반지름이 

선형적으로 증가하는 결과를 보였다. 반면 10~15 μW 이상에서는 입자의 수와 확산 시간의 증가율은 감소하였지만 미세하게 

계속해서 증가하는 결과를 보였고, 이 결과를 통해 초점영역의 반지름 역시 증가율은 감소하였지만 미세하게 증가한 것을 알 

수 있었다.
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Using fluorescence correlation spectroscopy, we analyzed the change of effective focal volume of a confocal system with light 
intensity. The fluorescence correlation spectroscopy system was home-built in accordance with the He-Ne laser with a wavelength 
of 632.8 nm, and two kinds of samples (AlexaFluor657 and Quantum dot655) suitable for the wavelength of the laser beam were 
used. For each sample, we analyzed and compared the correlation functions obtained while changing the intensity of the light 
source in a range of 1~50 μW. The result shows that the radius of the focal area increases linearly through the increase of particle 
number and diffusion time in response to an intensity change in weak light below 10 μW. In the higher intensity region (>10~15 uW), 
the increasing rate of particle number and diffusion time keep increasing but at a much slower rate. Through this result, it was 
also found that the radius increasing rate of the focal area was reduced however, the radius still increased slightly.

Keywords: Fluorescence correlation spectroscopy, Diffusion coefficient, Quantum dot, Alexa Fluor 647, Laser focal volum
OCIS codes: (170.2520) Fluorescence microscopy; (070.4550) Correlators; (170.0170) Medical optics and biotechnology; 

(290.1990) Diffusion

†E-mail: sokkim@ulsan.ac.kr
 Color versions of one or more of the figures in this paper are available online.

I. 서    론

형광상관분광법(FCS; fluorescence correlation spectroscopy)
은 미소영역에서 형광분자들의 움직임에 따라 방출되는 형

광의 세기변화를 상관함수의 형태로 변환하여 그 결과를 분

석하는 기술로서, 형광분자에 대한 확산계수, 확산하는 분자

의 동역학적 반지름, 수 nM 수준의 낮은 농도에서 용액의 

정량적인 농도 등과 같은 다양한 정보들을 제공한다.[1-4] FCS 
기술은 1970년대에 Elson, Magde, Webb에 의해 처음 고안

되고 개발된 기술이었지만, 광원, 광검출기, 광학시스템과 같

은 기술적 한계에 의해 실용화되지 못하다가,[5-7] 1990년대에 

들어 발달된 공초점 시스템, 고효율의 광검출기, 고분해능 

상관기들에 의해 성능이 향상되면서 오늘날 바이오-메디컬

분야에서 매우 유용한 기술로 자리 매김하고 있다.[8]
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FIG. 1. The diffusion of fluorescence particles in a very tiny region.

FCS 시스템은 공초점 현미경의 광학 시스템과 구조적으로 

동일하기 때문에 미소 영역은 공초점 부피와 유사하게 간주

된다. 하지만, 공초점 현미경이 이미징을 위해 비교적 높은 

형광 입자 농도를 요구하는데 반해 FCS는 초점 부피 내에 

수 십개 이내의 낮은 형광입자 농도만으로도 형광입자의 확

산변화를 분석할 수 있다. 기본적으로 공초점 현미경에서는 

핀홀의 크기에 의해 초점 영역이 달라진다고 알려져 있다.[9] 
하지만, 형광 입자들마다 형광방출 효율이 다르기 때문에 

FCS 시스템에 적용될 경우 형광 입자가 흡수 또는 방출하는 

광의 세기에 따라 초점 영역이 다르게 분석될 수도 있다. 광
세기에 의해 다르게 관측되는 초점영역을 분석하기 위해 형

광방출 효율이 다른 AlexaFluor647과 quantum dot을 새롭게 

연구 해보았다.
본 연구에서는 여기광의 세기에 따른 유효 초점의 부피 변

화를 분석하기 위해, 모양과 크기가 다른 두 종류의 입자 

AlexaFluor647과 quantum dot에 대해 광 세기를 달리하여 

FCS 초점 영역 대한 형광 입자수와 확산시간의 상관성을 비

교하고, 형광입자의 확산시간을 통해 여기광의 세기에 따른 

초점 영역의 변화를 분석하였다.

II. 이    론

FCS 장치에서, 공초점 현미경에 의해 형성된 초점 영역 내

에서는 한 두 개의 입자가 통과한다. 이 때, 입자가 흡수할 

수 있는 유효한 광세기 영역이 존재하게 되고, 형광 입자는 

이 영역 내에서 검출이 가능한 충분한 세기의 형광을 방출한

다. FCS 장치에서 유용한 광세기 영역을 유효 초점 부피

(effective focal volume)라하며, 일반적으로 rhodamine 6G, 
Cy5와 같이 초점 부피보다 1/1000 이하의 작은 입자들을 이

용해 그 부피를 계산한다. 입자들이 액체 시료 내에서 브라

운 운동을 하며 유효 초점 영역을 출입하게 되면, 입자의 확

산은 Stokes-Einstein 식을 따르는 일정한 확산 계수 D 를 갖

는다.



 (1)

여기에서 는 볼츠만 상수이고, 는 절대온도, 는 용액의 

점성도, 은 입자의 동역학적 반지름이다. 여기서 입자의 동

역학적 반지름은 유체 내에서의 거동과 관련되어 있고, 유체

와의 마찰에 의해 실제 크기와 차이를 가진다.[2] 따라서 알려

진 확산계수를 이용하여 동역학적 반지름을 계산하는 것은 

가능하지만 실제 크기만으로 확산계수를 결정할 수는 없다. 
확산계수 는 입자가 어떤 영역을 통과할 때 걸리는 시간 

와 영역의 크기 w를 이용하여 식 (2)에 의해 실험적으로 

얻어진다.

D
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여기에서 ><w 는 Fig. 1에 나타나 있는 타원체 영역의 단축 

반지름에 대한 평균 측정값이다.
입자가 타원체 영역을 통과하는데 걸리는 시간은 영역의 

크기에 따라 다르지만, 일반적으로 공초점 현미경의 초점을 

통과하는 데는 수 ms의 시간이 걸린다. 이러한 짧은 시간동

안의 움직임은 눈으로 관측하기 힘들기 때문에, 형광신호변

동에 대한 자기상관함수 변환을 통해 확인이 가능하며, 자기

상관함수는 식 (3)과 같이 표현된다.[8, 10]
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여기에서 >< )(tI 는 전체 시간동안 측정된 광세기들의 평균

이고, )(tIδ 는 전체 시간에 대한 평균 광세기와 시각 에서 

측정된 광세기 사이의 편차, )( τδ +tI 는 전체 시간에 대한 

평균 광세기와 시각 로부터 지연된 시간 τ만큼 뒤에 측정

된 광세기 사이의 편차를 의미한다. 식 (3)에 의해 변환된 형

광신호들은 감쇠 곡선의 형태를 가지는데 이는 실험결과에

서 다시 언급할 것이다. 실험적으로 얻은 상관함수와 관련하

여 입자의 개수 , 초점의 형태 s, 확산시간 τD를 고려한 확

산 모델에 대한 상관함수는 식 (4)와 같이 알려져 있다.[11, 12]
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초점의 형태라고 언급한 s는 정확하게는 초점에 대한 형태 

인자로서, Fig. 1에서 타원형 부피의 장축 방향 반지름 z와 

단축 방향 반지름 w의 길이 비 s = z/w를 의미한다. 식 (3)에
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FIG. 2. Optical setup of FCS.

(a)

(b)

FIG. 3. The information of samples; (a) Alexa Fluor 647, (b) 
Quantum dot.

서 얻은 상관함수를 식 (4)를 이용한 최적맞춤에 적용하여 

파라미터 τ D와 s를 얻고, 이미 알려져 있는 표준시료의 확산

계수 D와 함께 식 (2)에 적용하면 초점영역을 계산하는데 필

요한 w와 z를 얻을 수 있다. 초점 영역을 타원체라 가정하였

을 때 
2

3
4 zwVeff π=

로 계산할 수 있다.[1, 13]

III. EXPERIMENTS

3.1. FCS 장치 구성

FCS 장치는 Fig. 2와 같이 CW 레이저, 광학현미경, 광검

출기를 이용하는 광학계와 카운터/타이머, PC를 이용하는 상

관기 두 부분으로 구성된다.
광학계부분의 경우, He-Ne laser(Thorlab, 5 mW, 633 nm)

에서 발진한 광이 ND filter, 두 개의 렌즈, 현미경 내부에 있

는 여기 필터(SEMROCK, FF01-628/40-25)를 통과하고 이색

성 거울(SEMROCK, FF652-Di01-25×36)에 의해 반사된 후

에 대물렌즈(Olympus, USApo, 60×, 1.2 NA)를 통과한다. 대
물렌즈를 통과한 광은 cover glass(thickness: 0.14 mm) 위에 

있는 시료 용액 내에서 초점을 맺는다. 시료 용액 내에서 확

산하는 형광 입자들은 초점 영역 내에서 형광을 방출하고, 
방출된 형광의 일부분은 대물렌즈로 되돌아간다. 대물렌즈를 

통과한 형광은 이색성 거울, 형광 필터(SEMROCK, FF01- 
593/40-25), 렌즈를 통과한 후에 광섬유(core diameter 62.5 μm)
를 지나 단일광자카운트모듈(id Quantiqe id100-MMF50)로 

들어간다.[14] 여기서 여기 필터, 이색성 거울, 형광 필터, 대
물렌즈는 상용광학현미경(Olympus, IX71)에 포함된 것을 사

용함으로써 장치 구성을 간소화 시킬 수 있었다. 상관기는 

단일광자카운트모듈로부터 변환된 광자 신호들을 NI PCI-6602 
board와 LabVIEW 프로그램에 의해 상관함수로 변환한다. 
LabVIEW 프로그램은 멀티타우 방법으로 알고리즘 되었고, 
상관함수는 최소 delay time 5 μs에서 1 s범위까지 나타내었다.

광세기에 따른 상관함수를 얻기 위해 레이저에 neutral density 
filter를 두어 1~10 μW 범위에서는 1 μW 간격으로, 10~50 μ

W 범위에서는 10 μW 간격으로 광세기를 조절하였다. 광세

기는 laser power meter(OPHIR, PD300) 을 사용하여 측정하

였고, 시료에 영향을 주는 광세기를 측정하기 위해, 광이 대

물렌즈를 통과한 다음 세기를 측정하였다.

3.2. 시료 준비

유효 초점 부피 측정을 위해 Fig. 3과 같이 크기가 다른 두 

시료 Alexa fluor 647(AF647, Invitrogen, A20006)과 Quantum 
dot(Qdot655, Invitrogen, Q21321MP)를 준비하였다. AF647
은 확산계수가 알려져 있는 표준 시료로서, 분자량이 약 

1300 g/M이고, 흡수 및 방출 최대 파장이 각각 650 nm, 668 
nm이다. Qdot655는 Fig. 3과 같이 CdSe를 ZnS로 덮은 형태

로서 지름이 18±0.2 nm인 구형 입자이다. 앞서 언급한 바와 

같이 입자의 실제 반지름과 동역학적 반지름은 다르다. 따라

서 확산계수가 알려져 있는 AF647을 이용하여 Qdot655의 

확산계수를 구해야 한다.
공초점현미경의 초점 내에서 확산하는 입자를 이용하여 유

효 초점 부피를 확인하기 위해서는 입자가 용액 내에 존재해

야 하고, 평균적으로 수 개 내지 수 십개의 입자만 출입하는 

상태를 유지해야 한다. 따라서 실제로 실험에 사용한 시료들

은 각 입자들을 증류수에 희석한 수 nM 농도의 AF647 수용

액과 Qdot655 수용액이다. 사용된 시료 AF647와 Qdot655의 

농도는 약 1 nM로 희석하여 실험하였다.
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(a) AF647

(b) Qdot655

FIG. 4. The correlation function of samples by variation of 
excitation light intensity; (a) Alex Fluor 647, (b) Quantum dot.

FIG. 5. The number of particles in a focal volume with the 
variation of excitation laser intensity.

FIG. 6. The diffusion time of particles in a focal volume with the 
variation of excitation laser intensity.

IV. 결과 및 논의

본 연구에서는 자체 제작된 FCS 시스템을 이용하여 광 세

기별로 유효 초점 부피의 크기를 확인하기 위해 AF647과 

Qdot655 수용액에 대해 상관함수를 얻었다. 30 s씩 10회 반

복 측정한 결과를 평균하였으며, 그 결과를 Fig. 4에 나타내

었다. Delay time의 최소값이 5 μs에서 시작하지만 상관함수

가 감소하는 부분에서 최적맞춤을 해야 가장 파라메터값이 

신뢰도가 높아지기 때문에 초기진폭에서 10 μs 부분에서 최

적맞춤을 시작하고 그래프로 표현했다.
Figure 4에서 각 상관함수의 x-축은 로그 스케일로 나타낸 

상관 지연시간 τ이고, y-축은 각 지연시간에 대한 상관 계수

이다. 광 세기별로 기호와 색으로 실험값과 최적 맞춤값을 

구분하여 나타내었다. 최적맞춤에 이용된 식 (4)에서의 형태 

인자 s는 표준 시료 AF647에 의해 8로 결정되었고, 이를 

Qdot655에도 동일하게 적용하였다. Figure 4에서 AF647과 

Qdot655에 대해 상관함수의 초기 진폭은 각각 1.057~1.09, 
1.3~2.3으로 나타났고, 곡선의 반치폭에 해당하는 확산 시간

은 10-4 s, 10-3 s 이상에서 확인되었으며, 상관함수의 초기 진

폭은 광 세기가 증가할수록 낮아졌다. 초기 진폭의 역수는 

초점 영역 내에 존재하는 평균적인 입자의 개수를 의미한다. 
입자수의 변화는 농도가 서로 다른 시료들에 대해 정확한 농

도 변화 측정과 관련이 있지만, 본 연구에서 사용된 시료는 

농도가 일정한 시료를 사용함에 따라 농도 영향을 배제하고 

유효 초점 영역의 변화를 고려할 수 있다. 초점 영역의 변화

에 대해 보다 자세히 확인하기 위해 초기 진폭과 확산 시간

을 광 세기별로 Fig. 5와 Fig. 6에 나타내었다.
상관 함수의 초기 진폭을 입자 수로 변환하여 Fig. 5에 나

타내었다. 각 시료의 입자수가 다르게 측정됨을 통해 두 시

료의 농도가 다르다는 것을 분명하게 알 수 있다. 광 세기별 

유효 초점 영역을 확인하는 데 있어서 서로 다른 두 입자의 

농도 차이는 서로 독립적인 요소로 간주하여 무시할 수 있

다. Figure 4의 진폭 감소에서 예상한 바와 같이 광세기 증가

에 따라 관측영역에 존재하는 입자수가 증가하는 것을 확인

할 수 있다. AF647의 경우 10~15 μW 이상에서 광세기가 증

가함에 따라 입자수의 증가율은 점점 감소하였고, Qdot655
는 20 μW 이상에서 그 이하보다 완만해지긴 하였으나 AF647
만큼 확연하게 구분 될 정도는 아니다.

이러한 입자수의 증가는 초점 부피의 증가와 관련 있을 것

으로 보인다. 이를 보완하는 정보를 얻기 위해 Fig. 6에서 광

세기에 따른 확산시간의 변화를 확인하였다.
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FIG. 7. Effective focal volume with the variation of excitation 
laser intensity.

Figure 6에서 1~50 μW까지 두 입자에 대해 측정된 확산 

시간은 Fig. 4에서 언급한 바와 같이 10-4 s, 10-3 s 이상 이었

던 것과 일치한다. 두 입자에 대해 10~15 μW 세기를 기준으

로 확산시간의 기울기 변화 양상이 동일하다는 것을 통해 유

효 초점 영역이 두 입자에 대해 동일하게 적용됨을 알 수 있

다. 그리고, 10~15 μW 이상에서 완만해진 기울기를 통해 유

효 초점 영역이 특정 광세기 이상에서 거의 일정한 값을 가

짐을 알 수 있다. 입자의 종류에 무관하게 유효 초점 영역이 

광세기에 따라 동일하게 적용됨을 통해 Qdot655의 확산 계

수를 보다 정확하게 얻을 수 있다.
AF647의 확산 계수는 280 μm2/s로 알려져 있고,[15] 확산 

시간을 통해 단축 반지름은 광세기 변화에 따라 0.25~0.41 μm 
범위로 확인되었다. 유효 초점 영역 확인을 통해 Qdot655의 

확산 계수는 12.2±4.1 μm2/s로 결정할 수 있었다.
실험적으로 얻어진 Qdot655의 확산 계수와 확산 시간을 

통해 w 를 다시 계산하고, 이를 바탕으로 타원형의 유효 초

점의 부피를 계산할 수 있었다. 광세기별로 계산된 유효 초

점 부피는 Fig. 7에 나타내었다. 각 입자의 확산 시간을 바탕

으로 나타낸 결과이기 때문에 확산시간 변화 양상과 동일하

게 나타날 수 밖에 없다. 하지만, 서로 다른 입자에서의 결과

는 유효 초점 영역의 변화 양상을 더욱 분명하게 알 수 있게 

한다. 앞의 설명에서와 마찬가지로 10~15 μW 세기 전후로 

선형적인 증가 양상을 보이지만, 기울기가 다른 증가 양상을 

보인다. 10~15 μW 이상의 광 세기에 대해 완만한 변화는 공

초점 현미경의 검출 핀홀과 관련된 것으로 보인다. 검출 핀

홀은 대물렌즈에 의해 시료 내에 형성된 회절 분포 중 1차 

이상에서의 밝기 분포 영역에서 방출되는 형광을 광검출기

에서 검출하지 못하게 하는 역할을 한다.[6, 16] 광세기에 무관

하게 회절 분포를 일정하게 유지되지만 약한 광세기에서 형

광입자가 방출하는 광자수가 매우 낮게 측정된다. 633 nm인 

빛을 NA1.2인 대물렌즈로 초점을 형성할 경우 그 반치폭은 

644.022.1 =× ΝΑ
λ  μm로 나타나지만, 여기광은 가우시안형태

로 빛이 조사되고 시료에 영향을 주는 세기는 그 반치폭이 

더 낮다. 실제 실험에 측정된 측정영역의 반치폭의 크기는 

0.25~0.41 μm이고, 광세기가 증가하여 측정되는 반치폭이 

0.644 μm가 된다면 측정영역의 크기는 일정해질 것으로 판

단된다. 그리고 10~15 μW를 통해서 다른 두형태의 중간지

점이 되는데 여기광의 세기가 10 μW 이하에서는 시료의 형

광방출 효율이 낮게 나타나다가 10~15 μW 이상에서는 충분

한 형광방출 효율이 나타났다.

V. 결    론

본 연구에서는 632.8 nm 파장의 He-Ne 레이저를 광원으로 

사용하는 형광상관분광법 장치를 자체 제작하고, AF647과 

Qdot655 각각을 증류수에 희석하여 시료로 사용하였다. 각 

시료에 대해 광원의 세기를 1~50 μW 범위 내에서 변화시켜

가며 얻어진 상관함수를 비교 분석하였다. 10 μW 이하의 약

한 광 세기에서는 세기 변화에 따라 입자수와 확산시간이 증

가하는 것을 통해 초점 영역의 반지름이 선형적으로 증가하

는 결과를 보였고, 10~15 μW 이상에서는 초점 영역의 크기 

변화율이 크게 감소하는 결과를 보였다.
본 연구를 통해 여기 광원의 세기에 따른 측정영역 부피변

화를 확인할 수 있었고, 이러한 측정영역 부피변화를 통해 

다양한 크기를 가진 형광 입자들의 정보를 좀더 정확하게 분

석할 수 있을 것으로 보인다.
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