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Abstract: Indocyanine green(ICG) and 5-aminolevulinic acid(5-ALA) have been widely used to mark blood vessels

or tumors. However, fluorescent dye detection systems were designed to use one type of dyes only. In this study,

we proposed a detection system capable of detecting Indocyanine green and 5-aminolevulinic acid. Multiple filters

and light sources are integrated into a single system. In this study, we performed analysis of fluorescent dyes and

configured a detection system. During the analysis, it was found that Indocyanine green and 5-aminolevulinic acid

have the maximum intensity at 40 µM. We designed light source for fluorescent dyes and conducted compatibility

test using a commercial surgical microscope. The fluorescent dye detection system was configured based on the

experimental results. The developed system successfully detects Indocyanine green and 5-aminolevulinic acid.

Therefore, more efficient surgical operations can be achieved using both fluorescent dyes at the same time. We

expect that the developed system can increase the survival rate of patients.

Key words: Fluorescence Image-Guided Surgery, Brain Glioma, Microscope, Indocyanine Green, 5-Ami-

nolevulinic Acid

I. 서  론

국내 뇌종양 발생건수는 1년에 약 3000명의 뇌종양 환자

가 발생하고 있으며 인구 10만명당 10~15명 정도 발생하

고 있다[1]. 침윤성이 강한 악성신경교종은 MRI(Magnetic

Resonance Imaging) 사용시에도 악성교종과 정상조직간

의 경계선을 구분하기 어렵다[2]. 환자의 생존율을 높이고

재발방지를 위하여 악성교종의 완전 절제와 절제부위를 최

소화 함으로써 정상조직의 손상을 최소화하는 것이 중요하

다[3]. 시술 시 환자의 안정성을 위해 악성교종 이외에도 뇌

혈관의 위치 및 연결 상태를 확인하여야 한다. 이를 확인하

고 악성교종 부위에 연결된 혈관만을 절제하고 중요 혈관은

우회하여 주는 등의 안전조치도 필요하기 때문이다. 

악성교종 및 혈관을 표시하기 위한 형광 발광물질은 5-

ALA(5-Aminolevulinic Acid)의 경우 몸 속의 신진대사에

의한 물질 변환과정에서 파생된 Protoporphyrin IX 물질

의 생성에 의한 형광발현을 나타내게 된다. 이러한 반응 과

정으로 암세포만을 타겟으로 하는 형광 표지자로써의 역할
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을 수행하게 된다[4-8]. 

혈관을 표시하기 위한 형광 발광(發發, Luminescence)

물질인 ICG(Indocyanine green)의 경우 혈관 및 림프절을

돌면서 혈관 및 림프절을 표시하게 된다[9,11].

환자에 ICG 및 5-ALA를 투여하고 특정 파장의 광원을

환자의 수술부위에 가한 후 이 영상을 특수 필터를 통해 영

상을 획득 하였을 때 종양이나 혈관의 위치를 시각으로 관

측할 수 있도록 하여 준다[12-14]. 

특히 환자의 혈관의 위치를 파악하는 데 효율적인 ICG는

1957년도부터 사용된 부작용이 적은 형광물질이다. 환자에

투여 시 ICG는 혈장단백질(Plasma protein)과 결합하며

750~800 nm 대역의 빛을 투과하면 845 nm의 형광 빛을

방사한다. 5-ALA는 형광성질이 없으나 세포 내에서 변환된

Protoporphyrin IX에 약 400 nm의 빛을 투과하면 635

nm의 형광 빛을 방사한다. 따라서 이러한 성질을 사용하면

정상 조직과 악성교종을 구분할 수 있다. 5-ALA의 사용은

완전 절제 성공률을 약1.4배 증가시키며 절제되지 못한 악

성교종의 크기를 1/16으로 줄여 악성교종의 재발 방지에 효

과적이다[15-18]. 

기존의 형광발광물질을 이용한 제품들은 하나의 필터만을

제공하여 ICG나 5-ALA중 하나의 물질만을 사용할 수 있

어 환자의 안전과 수술의 용이성을 위해선 교종의 위치와

혈관을 동시에 보여주는 시스템 장치가 필요하다.

이러한 단점을 보완하기 위한 다중형광 광 역학 진단기기

개발하기 위한 연구를 진행하였다.

특히 수술현미경의 경우 다수의 빔스플리터(Beam splitter)

가 존재 하므로 빛의 감쇄 율이 높다. 형광원의 광량이 시

술자에게 보여지기 위해서는 감쇄를 고려하여 광원의 광량

이 충분한 것을 사용 하여야 한다. 

현재 개발된 수술현미경의 광원의 경우 관측 범위(Field

of view)에서 수술현미경까지의 높이를 15~20 cm로 유지

하였을 때 광원의 세기는 30~40(mW/cm2)정도로 형성 되

었으며 이는 주변 수술실에서의 조명에 관측 범위는 영향을

받지 않을 정도의 세기로 측정 되었다.

따라서 본 연구에서는 이러한 요구사항에 맞는 별도의 광

원을 설계 및 제작하였으며 광원의 적합성 실험을 실시하였

고 최종적으로 수술현미경하에서 형광 샘플이 보이는지 관

측실험을 실시하였다.

II. 관련연구 및 연구방법

본 연구를 진행하기에 앞서 시약의 특성을 분석하기 위하

여 분광광도계(Spectro photometer)와 흡광도계(Microplate

reader)를 사용한 시약분석을 먼저 실시 하였다.

ICG에서 나오는 형광특성을 분석하기 위하여 시약을 ICG

가 첨가된 용액을 분광광도계(DU 730, Beckman, USA)

로 분석하여 정확한 몰수를 측정한 후 다양한 몰수로 제작

하여 흡광도계(Safire 2, Tecan, Switzerland)로 파장별 흡

광도를 측정하였다.

5-ALA의 경우 신체 내 물질대사(Metabolism) 반응의 부

산물로 생겨나는 형광물질을 관측해야 하지만 동물실험 이

외의 실험에서 반응을 관측하기에 어려운 부분이 있다. 따

라서 5-ALA를 물질대사를 거쳐 생성된 형광물질로 대체하

여 실험할 필요가 있다. 이를 대체하기 위한 물질로

Protoporphyrin IX 을 사용하여 동물실험 이외의 실험에

사용하였다. Protoporphyrin IX 으로 ICG와 같은 측정 순

서대로 측정을 실시하였다. 

광원은 기존의 수술 현미경 앞 단에 링 형태의 LED를 부

착하여 광원을 조사 할 수 있도록 하였다. LED는 710 nm,

400 nm 파장대의 LED 2개를 교차 배열로 각 16개씩 연

결하였다.

광원을 분석하기 위하여 링 형태의 LED 모듈의 5부분에

대한 조도, 광량의 변화를 측정 하였으며, 파장과 LED 모듈

에 대한 온도 측정, 온도에 따른 파장 변화를 측정하였다.

그림 1. 본 연구에서 개발한 (a) 1차 LED 모듈, (b) 2차 LED 모듈의 조도 광량 측정위치.

Fig. 1. Developed LED module’s measurement spot (a) 1st LED module (b) 2nd LED module.
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측정 부위는 그림 1과 같이 측정을 실시 하였다.

LED와 실제 시술부위까지의 거리(Working distance)에

서 시술범위에 가운데, 외곽부분으로 나누어 조도(Illumin-

ation, 照照)를 측정하였다. 

광량(Quantity of light, amount of light, 發光) 역시

LED와 실제 시술부위까지의 거리에서 시술범위에 가운데,

외곽부분으로 나누어 측정하였다. 

온도(Temperature, 溫照)는 LED에서 발생하는 발열현

상을 관측하기 위하여 측정하였다. 이와 동시에 열 발생에

따른 LED 파장의 변화(Shift)가 발생하는지 관측하여 측정

하였다. 

특히 온도에 의한 파장변화의 경우 광원이 변화할 경우

발광(Emission)의 파장의 최고점이 변화 할 수 있기 때문

에 관측하여 필터 세트를 구성하는 데 참고 하기 위하여 측

정을 하였다.

시약의 발광 파장은 다음 그림 2와 같이 광학 실험 셋팅

을 하여 실험을 실시 하였다.

시약 및 광원 분석 후 수술현미경을 통한 형광이미지 관

측실험을 실시하였다. 실험 관측은 그림 3과 같은 세트로 실

시하였다.

III. 실험결과

ICG 몰 측정의 경우 ICG를 용매에 넣고 3차 증류수에

500배 희석을 하여 분광광도계 200 nm~1000 nm 파장대

역을 스캔하여 가장 흡광도가 높은 778 nm 파장에서의 흡

광도는 0.478로 측정되었다.

몰 환산 계산식에 의하여 1.1 mM 농도로 계산하여 이 시

약을 각각 3차 증류수로 10, 20, 40, 60, 80, 100, 200 µM

로 희석하여 이를 흡광도계에서 여기되는 740 nm 파장의

광원을 조사하여 760~850 nm 대역에서의 발광 파장 815

nm에서 높은 형광이 측정되었고 농도는 40 µM 에서 가장

높게 측정되었다. 

5-ALA 몰 측정의 경우 5-ALA를 용매(DMSO)에 넣고

2N의 HCL용액에 1000배 희석을 하여 분광광도계 300 nm

~1000 nm 파장대역을 스캔하여 가장 흡광도가 높은 408

nm 파장에서의 흡광도는 0.605로 측정되었다.

몰 환산 계산식에 의하여 3.5 mM 농도로 계산하여 이 시

약을 각각 2N의 HCL(2N의 염산) 용액으로 1, 5, 10, 20,

40, 60, 80, 100, 200 µM 로 희석하여 이를 흡광도계에서

여기(Excitation) 408 nm 파장의 광원을 조사하여 450~

850 nm 대역에서의 발광되는 파장은 609 nm에서 높은 형

광이 측정되었고 농도는 40 µM 에서 가장 높게 측정되었다.

LED 모듈의 조도 및 광량의 측정 결과는 다음 표 1과 같

이 나타났다.

측정 데이터를 비교 하였을 때 중앙과 외곽의 차이는 3~8

배 정도 차이가 나는 것을 확인 할 수 있었다. 수술현미경

에서의 관측범위는 수술현미경과 시술부위의 높이 차이가

그림 2. 형광 시약의 파장 분석 시스템.

Fig. 2. Analysis system of fluorescence dye's wavelength.

그림 3. 수술현미경을 이용한 형광 샘플 관측 실험.

Fig. 3. Measurement of fluorescence sample using microscope.
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20 cm일 때 지름 9 cm로 측정되었다. 따라서 지름 9 cm에

광원이 집중되어야 형광원 관측이 가능하며 9 cm 외곽은 관

측 불가능한 영역으로 이 부위에 광원이 비출 경우 광원의

효율을 낮추고 관측부위의 광량을 부족하게 하여 형광원 관

측이 어려워 질 수 있다. 광원의 효율을 높이기 위해서는 수

술현미경으로 관측하였을 때 관측 범위에 집중이 더 필요함

을 확인 하였으며 1차 모듈 보다는 2차 모듈에서 효율이 높

아 짐을 확인 하였다.

표 2는 1, 2차 LED 모듈의 동작 시 온도와 동 시간대의

파장 측정 결과이다.

온도는 2차 모듈의 소비전력을 높였기 때문에 온도 상승

이 높게 나타났으며 소비전력을 높일수록 방열기능이 중요

한 것으로 나타났으며 파장은 1~11 nm의 차이가 나타남을

확인 할 수 있었다.

표 1. LED 모듈의 소비전력과 위치 별 조도 값 대조표.

Table 1. LED module's power consumption and illuminance value of measurement spot.

740 nm 410 nm

소비전력
1차 모듈 : 3 A × 9.8 V = 29.4 W 1차 모듈 : 3 A × 15.6 V = 46.8 W

2차 모듈 : 3 A × 16.8 V = 50.4 W 2차 모듈 : 3 A × 26 V = 78 W

소비전력비율 29.4 W : 50.4 W ≅ 1 : 1.7 46.8 W : 78 W ≅ 1 : 1.7

최소값비율 (중앙 ) 633lux : 530lux ≅ 1 : 0.8 1170 W : 3153 W ≅ 1 : 2.7

최대값 비율 (외곽 ) 1600lux : 3400lux ≅ 1 : 2.1 6776lux : 22536lux ≅ 1 : 3.3

최소값비율 (중앙 ) 0.03 W/cm2 : 0.027 W/cm2
≅ 1 : 0.9 0.06 W/cm2 : 0.096 W/cm2

≅ 1 : 0.6

최대값 비율 (외곽 ) 0.08 W/cm2 : 0.196 W/cm2
≅ 1 : 2.5 0.252 W/cm2 : 0.73 W/cm2

≅ 1 : 2.9

표 2. 1차, 2차 LED 모듈의 온도 및 파장 값 대조표.

Table 2. LED module’s temperature value and wavelength value.

1차모듈
740 nm 410 nm

측정시간 측정온도 측정파장 측정시간 측정온도 측정파장

1차 • 29.4oC 735.15 nm • 32.3oC 415.38 nm

2차 20분후 41.8oC 738.96 nm 20분후 58.9oC 419.37 nm

3차 40분후 44.4oC 740.28 nm 40분후 53oC 418.32 nm

2차모듈
740 nm 410 nm

측정시간 측정온도 측정파장 측정시간 측정온도 측정파장

1차 • 50.2oC 738.31 nm • 36.3oC 418.96 nm

2차 20분후 102.8oC 745.25 nm 20분후 114.7oC 418.75 nm

3차 40분후 112.4oC 749.50 nm 40분후 122.7oC 419.58 nm

그림 4. 광원에 따른 파장 측정 결과 여기 파장 대역과 발광 파장대역 및 최고점 측정 그래프 (a) ICG, (b) 5-ALA(Protoporphyrin IX).

Fig. 4. Graph of analysis of fluorescence dye's wavelength, (a) ICG, (b) 5-ALA(Protoporphyrin IX).
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그림 4는 레이저 광원(ICG : 785 nm, 5-ALA: 405 nm)

을 조사 하였을 때 그에 따른 여기 파장 대역과 발광 파장

대역을 측정한 측정 결과 그래프이다.

그림 4는 광원의 여기 파장에 따른 파장대별 시약의 특성

을 표준편차 그래프로 나타낸 것이다. 그래프에서 나타나는

여기 파장 대 영역은 실험 시 시약에 조사한 광원의 파장대

역으로 분류할 수 있으며 이를 제외한 그래프 파형은 여기

파장에 따른 발광 파장의 특성그래프로 판단할 수 있다.

ICG시약의 파장 발광 영역대의 경우 785 nm의 레이저를

조사하였을 경우 나타나는 특성을 관측하였으며 관측결과 발

광 영역대역에서 1개의 곡선이 나타나지만 발광영역 그래프

곡선이 여기 파장대역과 일부 겹치는 모습을 볼 수 있다.

800~820 nm 파장대역에서 여기 광원과 발광 형광원이 동

시에 존재 하므로 이 영역 대를 관측할 경우 형광원 이외의

부분을 형광 원으로 인식할 수 있는 오류의 원인으로 작용

할 수 있다. LED의 경우 단파장 영역대의 파장이 아니라

곡선의 완만한 넓은 파장 영역 대를 이루므로 파장이 겹치

는 부분이 더욱 넓게 분포하므로 필터 선정에 중요한 요인

으로 작용하였다. 5-ALA시약의 경우 405 nm의 레이저를

조사하였을 경우 나타나는 특성을 관측하였으며 관측결과

발광영역대역에서 2개의 곡선이 연속적으로 나타나는 것으

로 분석되었다. 또한 비교적 넓은 영역 대(약100 nm)를 차

지하고 있다. 여기 파장대역과 발광 영역대가 약 200 nm

정도 떨어져 있으므로 필터를 선정하는데 있어서 ICG보다

유동적으로 선정할 수 있었다.

수술현미경을 통한 형광 샘플 측정 실험에서 사용한 필터

는 앞의 실험결과를 바탕으로 표 3와 같이 구성하였다.

실험 결과 획득 영상은 그림 5와 같은 이미지로 나타났다.

IV. 토의 및 결론

본 연구에서 개발한 광원은 앞에서의 실험 결과에서처럼

몇 가지 문제점을 가지고 있다. 집광의 문제점 시술자의 관

측시점 부분과 외곽부분의 조도 및 광량의 차이가 발생하고

있으며 LED 광원의 광량을 높이기 위하여 소비전력을 높

일 경우 발열의 문제가 발생하여 이에 대한 대책도 필요하

다. 따라서 이러한 문제점들을 보완하기 위한 LED 광원을

개발 중에 있다. 방열이 원활하지 않을 경우 LED 파장의

변화가 발생하여 최고점이 필터의 범위를 벗어날 경우 샘플

타겟에 전달되는 광량이 감소하는 문제가 발생하여 이 문제

에 대한 지속적인 연구도 필요하다.

현재 형광 이미지 획득용 CCD Camera는 도시바에서 나

온 제품을 사용하고 있다. 카메라의 센서에 따라 파장대별

민감도가 다르게 측정된다. 연구에서 필요로 하는 640 nm

파장 대와 840 nm 파장 대에서 효율이 좋은 센서를 찾아

야 한다. 

파장대별 민감도 비교의 방법은 기본적으로 회사에서 제

공하는 파장대별 민감도 그래프(Quantum Efficiency

Graph)를 제공하므로 이를 기준점으로 삼을 수 있다. 하지

만 동일 파장과 파워의 광원과 동일 실험 환경에서 획득한

각 CCD Camera의 영상 이미지의 픽셀 값 분석을 한 결

과를 분석하였을 때에는 회사에서 제공하는 그래프 특성과

일치하지 않는 것을 확인 하였다. 그리고 회사에서 제공하

는 파장대별 민감도 그래프의 영상 획득 강도(Intensity) 정

보는 회사마다 다른 테스트 방식으로 측정이 되므로 비교가

그림 5. 수술현미경을 통해 관측한 이미지 (1) ICG샘플타겟의 일반

컬러 카메라 영상, (2) 필터를 통한 ICG샘플타겟의 CCD카메라

(BU406M, Toshiba, Japan)로 관측한 형광 이미지, (3) 5-

ALA(Protoporphyrin IX)샘플타겟의 일반 컬러 카메라 영상, (4)

필터를 통한 5-ALA(Protoporphyrin IX)샘플타겟의 CCD카메라

로 관측한 형광 이미지.

Fig. 5. The image through the surgical microscope (1) Color

camera image (ICG sample target) (2) ICG fluorescence

image through the filtered CCD camera (BU406M, Toshiba,

Japan) (3) Color camera image (5-ALA sample target) (4) 5-

ALA fluorescence image through the filtered CCD camera.

표 3. 형광 관측 시스템의 필터 파장 대역.

Table 3. Fluorescence observation system of filter wavelength

band.

ICG 5-ALA

Excitation
740 nm

(bandwidth : 10 nm)
400 nm

(bandwidth : 10 nm)

Emission
840 nm

(bandwidth : 10 nm)
636 nm

(bandwidth : 10 nm)



Journal of Biomedical Engineering Research 36: 16-21 (2015)

21

불가능 한 것으로 나타났다. 따라서 파장대별 민감도 그래

프에 의한 파장 별 특성을 참고 하여 결정을 하고 각 회사

별 카메라를 비교 분석하여야 할 것이다.

수술현미경에서 영상을 획득하기까지 최소한의 빔스플리

터를 거쳐서 빛의 감쇄현상을 최소화 하는 구성에 대한 연

구 또한 필요하다. 수술현미경에 부착할 수 있는 시스템을

구성하기 위하여 별도의 빔스플리터가 추가되는 시스템이므

로 추가되는 빔스플리터의 설계 및 연결부의 설계가 중요한

요소로 작용한다. 연결부의 경우 빛이 연결부의 틈으로 세

어나가는 현상을 최소화하여야 한다. 빔스플리터의 경우 각

도에 따른 카메라에 상이 맺히는 위치에 대한 연구가 필요

하며 이 연구를 통해 기구학적인 좌 우 카메라의 정합이 선

행되어야 소프트웨어에 의한 정합 비중이 줄어들어 영상처

리에 의한 시간지연을 줄일 수 있을 것으로 판단된다.

본 연구에서는 수술현미경 하에서 형광이미지 획득하는

것을 성공한 상태이며 이를 영상의 질을 높이기 위한 추가

연구도 진행하고 있는 상황이다. 추가 연구 진행사항으로 광

원의 향상을 위하여 관측 범위에 집중되는 디자인으로 LED

설계를 진행 중에 있으며 효율적인 방열시스템 및 광량을

높이는 시스템을 개발 중에 있다. 개량된 시스템으로 동물

실험을 진행하여 형광 시스템의 적합성 여부를 판단 할 수

있을 것으로 기대된다.

형광물질인 ICG는 시술의 성공률을 높이기 위해 오래 전

부터 사용되어왔다. 하지만 5-ALA의 경우 ICG보다 상대적

으로 승인 후 사용기간이 짧다. 이로 인해 ICG와 5-ALA

를 동시에 관측 가능한 시스템은 없었으며 연구를 진행하여

결과를 얻어 낸다면 수술 후 생존율이 증가하는 데 일조를

할 수 있을 것으로 예상된다. 

또한 이러한 형광물질을 이용한 시술은 그 편리성과 장점

으로 인해 더욱 널리 사용될 것으로 기대된다.
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