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서     론

우리 몸을 구성하는 모든 구성요소는 그 크기에 상관없

이 입체적인 구조를 하고 있으므로 제대로 된 모양을 분석

하기 위해서는 3차원 영상기술이 필요하다. 사람 몸 전체와 

계통에 대한 3차원 정보는 해부 시신의 맨눈 관찰, 컴퓨터

단층촬영, 자기공명영상 같은 영상기기뿐만 아니라 Visible 
human 영상정보의 재구성 등을 통하여 얻을 수 있다 [1,2]. 

현미경을 이용한 조직학적 지식들은 대부분 얇게 자른 평

면을 대상으로 한 것으로, 절단면의 위치에 따라 모양이 다

를 수 있어 대상 조직의 실제적인 3차원 구조를 이해하는 데 

한계가 있다. 그러므로 조직표본의 실제적인 3차원 구조에 

대한 정보를 제공할 수 있는 영상기법이 필요하며, 이것을 

3차원 조직학 (3D histology)이라고 정의하였다. 조직의 연

속절편과 주사전자현미경, 공초점현미경, 광학현미경 등의 

영상장비를 활용한 3차원 영상분석은 통상적인 고정과 조

직처리 과정 후 대상 표본의 연속절편을 제작하고, 각 절편

에 대한 2차원 영상을 하나하나 얻는 과정을 거친다. 이후 

각 절편의 2차원 영상을 컴퓨터와 소프트웨어를 활용하여 

3차원 재구성을 한다 [3,4]. 이러한 영상처리과정은 많은 시

간과 노력이 필요하며, 절편의 소실과 찢김, 불완전 절단 등
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간추림 : 조직표본의 실제적인 3차원 구조에 대한 정보를 3차원 조직학이라고 하였다. 무른 성분들이 섞여 있고, 물
을 포함 하고 있는 조직 내부의 미세구조의 3차원적 분석을 위해 방사광의 X선을 광원으로 하는 위상대조 미세단층

촬영이 활용되고 있다. 하지만, X선 위상대조영상 분석에서 물을 포함하고 있는 조직에서는 위상대조가 제대로 구현

되지 않다는 것을 알게 되었다. 이러한 현상을 해결하기 위해 다양한 방법들을 적용하였으며, 표본을 얼렸을 때 위상

대조가 강화된다는 사실을 확인하였다. 방사광 전파위상대조 동결미세단층촬영은 포항가속기연구소 X선 영상빔라

인에서 수행하였다. 표본을 동결상태로 유지하면서 0.18° 간격으로 180° 회전하였으며, 표본을 통과한 X선에 의해 섬

광기에 맺힌 영상을 광학렌즈로 확대하여 CCD카메라로 모았다. 각 표본 전체 투사영상을 OCTOPUS 소프트웨어로 

재구성하여 2차원 단면영상으로 만들고, Amira 소프트웨어를 이용하여 3차원 영상으로 재구성하였으며, 단면영상에

서 각 구조에 대한 구역화와 랜더링 작업을 수행하였다. 물에 의한 위상대조 방해 영향을 줄이기 위해 표본을 얼렸을 

때 위상대조는 강화되었으나 동결팽창에 의한 조직변형이 관찰되었다. 표본을 막힌 공간에 넣고 주위를 포매제로 채

워 급속냉동 동안 표본이 압박되도록 하였을 때 위상대조의 강화와 동결팽창에 의한 조직변형을 줄일 수 있었다. 결
론적으로, 생체조직 내부 미세구조의 비파괴, 고해상도 3차원 영상분석에 있어 조직표본을 동결포매제로 포매 후 급

속냉동하고, 방사광에서 방출되는 X선을 광원으로 하는 전파위상대조 동결미세단층촬영법은 효과적인 방법이 될 수 

있을 것으로 기대한다.

찾아보기 낱말 : ‌�3차원 조직학. 방사광, 동결미세단층촬영법, X선 전파위상대조, 콜라겐유도성관절염

*이 연구는 대구가톨릭대학교 의과학연구소 연구비의 지원으로 이루어졌음.
저자 (들)는 ‘의학논문 출판윤리 가이드라인’을 준수합니다.
저자 (들)는 이 연구와 관련하여 이해관계가 없음을 밝힙니다.
교신저자 : 김홍태 (대구가톨릭대학교 의과대학 해부학교실)
전자우편 : htaekim@cu.ac.kr

http://orcid.org/0000-0002-3494-3301
http://orcid.org/0000-0002-0058-0290
http://orcid.org/0000-0003-1683-3085
http://orcid.org/0000-0002-6136-9245
http://orcid.org/0000-0001-5405-8919
http://orcid.org/0000-0001-6701-8481
mailto:htaekim@cu.ac.kr
https://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.11637/kjpa.2018.31.4.133&domain=pdf&date_stamp=2018-12-30


134     김주헌, 한성미, 송현욱, 서윤경, 문용석, 김홍태

에 의한 영상 배열에 오류가 생길 수 있으며 이러한 오류는 

최종적인 3차원 영상의 정확도에 심각한 문제를 일으킬 수 

있다 [5]. 조직 내부의 미세구조를 살아 있는 상태에 가까운 

3차원적 분석을 위해서는 조직과 영상처리과정의 오류를 

줄일 수 있는 비절단, 비변형, 고해상도 3차원 영상기법이 

필요하다. 단층촬영 (tomography)은 표본을 일정 간격으로 

돌리면서 각각의 투사영상을 모아서 재구성하는 것으로 조

직에 인위적인 처리과정과 절단 없이 고해상도 3차원 조직

학을 구현하기 적절한 영상기법이다 [6]. 밀도가 비슷한 무

른 성분들이 섞여 있고, 물을 포함하고 있으며, 두꺼운 조직

표본의 3차원적 분석을 위해서는 각 구성요소들을 구분할 

수 있는 고해상도의 단층촬영 영상이 가능한 투과력이 높

은 에너지와 짧은 파장의 광원이 필요하다. 조직학에서 통

상 사용하는 가시광선은 투과력이 낮고 파장이 길어 단층

촬영을 위한 광원으로 적합하지 못하다. 전자현미경의 광원

인 전자빔은 높은 해상도를 구현 할 수 있으나 투과도가 너

무 낮다는 단점이 있다 [7]. 이용할 수 있는 전자기파에서 높

은 에너지와 짧은 파장의 X선이 3차원 조직학의 단층촬영

에 가장 적합한 광원으로 생각된다. 우리가 물체나 물질을 

볼 수 있는 것은 광원 즉 빛과 보고자 하는 대상 사이에서 

일어나는 물리적 현상들을 인식하는 것이며, 대상의 구성성

분에 따라 이런 물리현상의 차이 즉 대조가 있을 때 그것들

을 구분 할 수 있다. X선이 물질을 통과할 때 흡수, 굴절, 산
란, 간섭 등의 현상들이 유발되며 이 현상들 각각의 대조 

차이를 영상에 활용 할 수 있다 [8]. 임상영역을 포함한 대

부분의 X선 영상은 밀도차이가 큰 물질 사이의 X선 흡수 

차이를 이용한다. 하지만 이러한 흡수대조는 물을 포함하고 

X선 흡수도가 낮은 물렁조직이나 광학적 밀도가 비슷한 구

조들이 포함된 생체조직의 영상화에는 많은 제약이 있다 

[9]. 그러므로 3차원 조직학을 구현하기 위해서는 기존의 

흡수대조의 단점을 해결 할 수 있는 새로운 영상기법이 필

요하다. X선이 물질의 가장자리에서 굴절이 커지는 것을 가

장자리강화 (edge enhancement)현상이라 하고, 이것을 영상

에 이용하는 것을 위상대조 (phase contrast)라고 한다. 실제

로 위상대조는 흡수대조보다 훨씬 민감하며, 광학적 밀도가 

비슷한 구조라도 가장자리에서 생기는 미세한 굴절 차이로 

인해 각 구조를 구별 할 수 있어 X선 흡수도가 낮은 조직

을 관찰하는데 유용한 영상기법으로 활용되고 있다 [10]. X
선 위상차를 이용한 다양한 영상기법들이 개발되어 있다. 
시료와 검출기 사이 거리를 조절하는 전파 (propagation)위
상대조 [11,12], 굴절강조영상 (diffraction enhanced Imaging, 
DEI) [13], 암시야영상 (dark field imaging, DFI) [14], 격자간

섭계 (grating interferometer)영상 [15] 등이 예이다. 고해상도

의 위상대조를 구현하기 위해서는 세밀한 위상차를 생성 할 

수 있는 광원이 필요하다. 방사광 (synchrotron radiation)은 

방사광가속기에서 빛의 속도로 가속된 전자빔이 방향을 바

꿀 때, 방출되는 좁은 퍼짐의 빛으로 X선, 자외선, 가시광선 

적외선에 이르는 광범위한 파장영역의 빛을 포함하고 있다. 
이 중에서 X-선은 그 파장이 0.1 nm 정도로 방사광에서 가

장 파장이 짧은 영역이다. 3세대 방사광가속기에서 방출되

는 X선은 임상에서 사용하는 음극선관에서 방출되는 X선

과 물리적으로 성질은 같지만, 빛의 크기가 작고, 파면이 고

르며, 결맞은 성질을 가지고 있어 높은 집속도와 공간분해

능의 위상대조를 유도 할 수 있어 3차원 조직학 구현을 위

한 미세단층촬영에 가장 적합한 광원이다. 우리나라에도 포

항가속기연구소 (pohang accelerator laboratory, PAL)에 3세

대 방사광가속기가 가동 중이며, X선 영상빔라인에서 단순

하면서도 높은 해상도 영상을 구현 할 수 있는 전파위상대

조기법을 활용하여 생체조직표본들에 대한 단면투사영상과 

미세단층촬영을 얻을 수 있었다 [16,17]. 하지만, 전파위상대

조영상을 분석한 결과, 물렁조직에 대한 높은 대조를 구현 

할 것이라는 기대와는 달리 물을 포함하고 있는 조직에서

는 위상대조가 제대로 구현되지 않는다는 것을 알게 되었

다. 연구자는 이러한 현상을 해결하기 위해 다양한 방법들

을 적용하였으며, 표본을 얼렸을 때 위상대조가 강화된다는 

사실을 확인하였다. 이 논문은 동결에 의한 위상대조 강화

의 이유를 분석하고, 다양한 조직표본과 동결조건을 대상으

로 한 영상을 분석하여 얻은 이상적인 동결조건을 소개하

고자 하고, X선 위상대조 동결미세단층촬영이 조직 손상 없

이 표본 내부 입체구조를 분석하는데 효과적인 영상기법으

로의 가능성에 대해 알아보고자 하였다.

재료 및 방법

1. X선 영상빔라인

3세대 방사광가속기인 포항가속기연구소에는 의생물학 

생체표본을 대상으로 단면투사영상과 미세단층촬영이 가

능한 X선 영상빔라인이 설치되어 있다. 이 연구는 포항가

속기 성능개선 이전 (PLS I) 7B2빔라인과 이후 (PLS II) 6D
빔라인에서 수행하였다. 두 빔라인은 모두 휨자석빔라인 

(bending-magnet beamline)이며 에너지와 전류 수준은 각

각 2.5 GeV (개선 후 3 GeV)와 100 mA이었다. 광원은 에너

지 범위가 7~45 KeV인 경X선 백색광을 사용하였다. X선

이 표본에 흡수되면서 생길 수 있는 방사선손상과 선속경

화를 방지하기 위해 표본 앞쪽에 미세조절셔터와 실리콘 

차단판을 설치하여 10 KeV보다 낮은 에너지의 X선을 걸
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러내었다. 단층촬영을 위해 표본을 x, y, z 축으로 미세조정

이 가능한 측각기 (goniometer)가 장착된 단층촬영스테이지

에 올려두고 0.18° 간격으로 180° 회전하면서 1,000장의 투

과영상을 모았다. 각각의 노출 시간은 100~200 ms으로 하

였다. 표본을 통과하면서 위상차가 생긴 X선은 카드늄텅스

테이트 (CdWO4)막이 입혀진 섬광기 (scintillator)에서 가시

광선을 발생시킨다. 이때 표본과 섬광기 사이의 거리는 위상

차대조가 잘 나타나는 10 cm로 유지하였다. 섬광기에 맺힌 

영상을 5, 20배 광학렌즈로 확대하여 CCD카메라 (Vieworks 
VM-11M5, Korea)로 모았다 (Fig. 1). 20배 렌즈 조건에서 

영상장치의 관찰창 크기는 1.7 × 1.1 mm이며, 픽셀크기는 

0.43 μm, 공간분해능은 1.5 μm이었다.

2. 조직표본 동결처리 

정상 생쥐의 간조직과 발가락관절, 류마티스관절염 모델

인 콜라겐유도관절염 (collagen induced arthritis, CIA) 생쥐

의 무릎관절과 발가락관절, 정상 생쥐의 안구 등을 대상으

로 방사광 동결미세단층촬영을 하였다. 조직표본은 계획된 

목적의 실험이 모두 끝난 후 안락사 한 동물에서 채취하였

다. 조직표본은 4% formalin으로 고정한 후 단층촬영 때까

지 고정액에 담아 4°C에 보관하였다. 동결미세단층촬영을 

위해 조직표본을 CCD카메라의 관찰창에 맞는 크기로 자

른 다음 액체질소에 급속 냉동하거나, 대롱에 넣고 주위를 

OCT (Jung Leica instument, Nussioch, Germany)로 채워 포

매하고, 드라이아이스로 -70°C로 유지된 isopentane (Jun-
sei chemical, Japan) 용액에서 급속 냉동시킨 후, 단층촬영

스테이지에 올려놓았다. 동결된 표본 위로 100 K (-173°C) 
질소가스를 일정한 속도로 흘려보내면서 단층촬영 동안 표

본이 동결상태를 유지하고, 표본 주위에 성애가 생기지 않

도록 하였다 (Fig. 2). 표본을 얼렸을 때 위상대조가 증가하

는지를 검증하기 위해 표본을 아가로즈로 포매하여 얼리지 

Fig. 1. Schematic drawing  of the experimental setup. Unmonochromatic  beam arrived from the bending magnet device (B) was reduced 
to the beam size for matching the scintillator after passing the slit (S). The X-ray irradiated the object (O) positioned 34.8 m away from the 
source. Visible-light images on the surface of CdWO4 scintillator (St) placed at a distance of 10 cm from object were reflected at 90 degrees 
by a gold-coated mirror (M) and magnified by a microscope objective lens (X5-X20) (L). Finally, the images reached the CCD camera.

Fig. 2. Pictures of the cryo-tomogarphy devices. (a) The sample was directly exposed to liquid nitrogen stream. (b) The sample was em-
bedded in OCT compound.
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않고 실온에서 동결표본과 같은 조건으로 단층촬영하였다. 
X선 미세단층촬영 영상을 실제 조직영상과 비교하기 위해 

단층촬영을 마친 동일한 표본을 조직처리과정을 거친 후 

H&E 염색하고 광학현미경 영상을 얻었다. 

3. 영상처리

표본을 통과한 X선에 의해 섬광기에 맺힌 투과영상을 대

물렌즈로 확대하여 모았다. 한 표본 당 1,000개의 투사영상

을 한 폴더에 저장 하고, OCTOPUS (inCT, Belgium) 소프

Fig. 3. Typical CT image (a) and three-dimensional micro-structural architecture (b) of the knee joint of collagen induced arthritis (CIA) 
mouse model. The typical findings of CIA, destructive changes in bones (*), and new bone formation (arrows), can be seen in detail. Scale 
bar = 1 mm

Fig. 4. Phase contrast synchrotron micrographic images of mouse liver tissue, hydrated (a) and dried (b and c) samples. The edge enhance-
ment effect was disturbed by water (a), but it was increased after drying tissue samples. Scale bar = 500 μm.
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트웨어를 이용하여 재구성 과정을 거쳐 1,300장의 2차원 

단면영상으로 만들었다. Amira (VSG, USA.) 소프트웨어를 

이용하여 각 표본의 단면영상들을 3차원 영상으로 재구성

하였으며, 단면영상에서 각 구조에 대한 구역화 (segmenta-
tion)를 통한 랜더링 작업도 수행하였다. 이와 같은 영상처

리 과정은 고성능의 워크스테이션을 이용하였다.

결     과

1. 비동결 방사광 위상대조 영상

동결하지 않은 상태의 CIA 생쥐의 무릎관절을 방사광 위

상대조 미세단층촬영 후 재구성한 단면영상과 3차원 랜더

Fig. 5. Comparison of X-ray phase contrast micro-CT images of the rat metatarsophalangeal joint of the 3rd toe according to the condition 
of micro-CT, (a) non-frozen agarose embedded sample (b) directly frozen sample (c) and frozen OCT embedded sample. The tomographic 
slices are on 3 sectional planes, horizontal plane (A and B), sagittal plane (C) and coronal plane(D) and the 3-dimensional volume-rendered 
images (E). Panel B shows the differences of the thickness of articular cartilage (*), the wideness of joint cavity (Jc) and the lining of syno-
vial membrane (arrows) between each condition of microCT. Scale bar = 1 mm.
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링 영상에서 연골밑뼈의 파괴와 얇아짐, 뼈주위 새뼈 형성 

등 관절염에 의한 뼈의 미세변형을 관찰 할 수 있었다. 하
지만 윤활막 증식과 파누스 (pannus) 형성 같은 물렁조직의 

변화는 잘 관찰 되지 않았다 (Fig. 3). 고정액에 들어 있는 간

조직과 말린 간조직의 위상대조영상을 비교한 결과 말린 

조직표본에서 위상대조가 강화되어 나타났다 (Fig. 4). 이러

한 결과에서 생체조직에 가장 많이 포함된 물이 위상대조

를 방해할 것으로 추측하였다.

2. 표본의 직접 동결 후 방사광 위상대조 동결미세단층

촬영

액체 상태의 물에 의한 위상대조 방해 영향을 줄이기 위

해 표본을 얼리기로 하였다. 고정한 생쥐 발가락관절을 액

체질소에서 급속냉동 후 동결이 유지된 상태에서 단층촬영

을 하였으며, 이후 표본을 녹이고 아가로즈로 포매하여 비

동결 상태로 다시 단층촬영을 하고 두 영상자료를 비교하

였다. 두 조건 모두에서 뼈의 구조는 잘 보였지만, 관절연

골, 윤활막, 관절공간은 비동결영상과 비교해서 동결단층촬

영에서 잘 구분 되었다 (Fig. 5a and 5b). 하지만 얼린 후 관

절연골 두께의 감소, 관절공간의 확장, 주위 결합조직 섬유

성분 사이 벌어짐 등 조직변형도 같이 관찰되었다 (Fig. 5b). 
이러한 현상은 물의 동결팽창 (frozen expansion)에 의한 것

으로 추정하였다. 

3. 동결미세단층촬영을 위한 표본 동결조건 결정

동결과정에서 유발되는 동결팽창에 의한 조직변형을 줄

Fig. 6. The tomographic slices of X-ray phase contrast cryo-microCT reconstruction images (A and C) and histologic images (B) of the 
metatarsophalangeal joints of the 3rd toe of normal control mouse (a) and collagen induced arthritis (CIA) mouse model. The typical find-
ings of CIA, destructive change (arrows) in bone and pannus formation (*), can be seen in detail. Scale bar = 1 mm.
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일 수 있는 방법들을 조사하고 적당한 조건을 결정하였다. 
대롱으로 주위가 막힌 공간을 만들고 그 속에 표본을 넣고 

주위를 포매제로 OCT를 채워 급속냉동이 이루어지는 동

안 표본이 압박되도록 하였다 (Fig. 2b). 이런 조건으로 처음 

동결 촬영을 시도한 생쥐 발가락관절을 단층촬영하여, 직
접동결과 비동결 영상들과 비교하였다 (Fig. 5). OCT 포매

한 간접동결 조건에서 물렁조직의 위상대조는 직접동결 영

상과 유사한 정도로 나타났으며, 관절연골 두께, 관절공간 

넓이는 얼리지 않을 상태와 유사하였으며 주위 조직의 벌

어짐도 줄어들었다 (Fig. 5c).

4. 간접 표본동결 후 미세단층촬영을 활용한 3차원  

조직학 영상분석 

정상 생쥐와 CIA 생쥐 뒤발의 발허리발가락관절 (meta-
tarsophalangeal joint)을 간접 표본동결 후 위상대조 동결미

세단층촬영으로 표본 속 구조의 병리학적 변형을 관찰하였

다. 정상과 CIA 모델의 재구성 단층촬영 영상은 광학현미

경 조직영상과 잘 일치하였다. 관절 구성성분과 힘줄 같은 

주위 구조의 높은 해상도 영상을 얻을 수 있었으며, 정상 

관절영상에서 관절 구성성분의 형태학적 특징을 표본 절단 

없이 관찰 할 수 있었다. CIA 모델에서는 관절연골과 관절

공간 변형, 윤활막 중식과 이로 인해 형성된 파누스의 골수

공간 침범에 의한 뼈파괴 등을 관찰 할 수 있었다 (Fig. 6). 
생쥐의 정상 안구의 동결미세단층촬영 재구성 단면과 3차

원 랜더링 영상에서 각막, 홍채, 섬모체의 3차원 배열을 관

찰 할 수 있었다 (Fig. 7).

고     찰

인위적인 손상 없이 생체조직의 내부 구조를 3차원적으

로 분석하는 3차원 조직학을 위해서는 구성 성분의 생물-

물리-화학적 특성을 고려한 적절한 광원, 영상기법, 영상획

득 방법의 조합이 필요하다. 방사광에서 방출되는 X선은 

파장이 짧고, 결맞는 높은 에너지의 빛으로 높은 투과력과 

해상도를 구현 할 수 있고 다양한 영상대조에 활용할 수 있

다. 단층촬영은 표본이나 광원을 일정한 간격으로 180°나 

360° 회전하면 얻은 영상들을 재구성 하는 단순하지만 강

력한 3차원 영상획득법이다 [18]. 
환자 진단을 위해 주로 이용하는 일반적인 X선 영상은 

흡수대조 영상으로 X선 흡수도가 낮은 물렁조직이나 유기

물질을 영상화하기 힘들다. 이러한 어려움을 극복하기 위해 

조영제나 중금속 염색을 이용하는 경우가 있지만, 이러한 

처리가 늘 가능하지 않으며 표본의 구조 변화를 유발 할 수 

도 있다. 이에 비해 X선 위상대조 기법은 표본을 통과하면

서 굴절되어 검출기 위치에서 서로 간섭을 일으키는 것을 

이용하는 것으로 흡수대조 영상으로는 보이지 않는 미세

한 밀도차이도 구분할 수 있어 생체의 물렁조직 영상이 가

능하고 알려져 있다 [19]. 
표본에서 유발된 미세한 X선 위상차를 탐지하는 다양한 

영상기법들이 개발되어 있으나 대체적으로 흡수대조 영상

장치보다 상당히 복잡한 장치들이 필요하다는 단점이 있

다 [13-15]. 표본과 검출기 (detector) 사이 거리를 조절하면

서 위상차를 키우는 전파 (propagation)위상대조 기법은 장

치의 배치가 간단하고, X선 진행선상에 복잡한 광학장치가 

없어 입사 X선을 충분히 이용할 수 있으며, 위상대조와 흡

수대조를 같이 볼 수 있고 상대적으로 해상도가 높다는 장

점이 있다. 
치아나 털 같은 단단한 조직을 대상으로 한 경우 각 구성

성분들에 대한 고해상도의 영상을 얻을 수 있었다 [11,20, 
21]. 하지만, 위상대조가 물렁조직 영상에 장점이 있을 것

이라는 기대와는 다르게 뇌조직이나 CIA 모델에서 쥐관절 

조직의 전파위상대조 영상에서 만족스러운 결과를 얻을 

수 없었다 (Fig. 3) [17]. 연구자는 그 원인이 조직에 포함된 

Fig. 7. A tomographic slice of X-ray phase contrast cryo-microCT reconstruction image (a) and a 3-dimensional volume-rendered microCT 
image (b) of a mouse eyeball. Ci: ciliary body, Co: cornea, Ir: iris. Scale bar = 1 mm.
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액체상태의 물이 위상대조 생성에 영향을 미치기 때문으로 

생각 하였으며, 물을 포함한 간조직과 마른 간조직의 전파

위상대조 영상을 비교하여 그 가능성을 확인하였다 (Fig. 
4). 전파위상대조 장치는 표본을 통과한 X선과 검출기가 

같은 진행 선상에 위치하고 있으므로, X선이 물이 포함된 

표본을 통과 할 때, 물과 X선의 상호작용이 다른 구성성분

에서 발생하는 위상차를 직접적으로 상쇄시킨 것으로 추측

된다. 이에 비해, 간섭장치나 분석결정 (analyser crystal)을 

이용하는 위상대조 영상기법은 표본을 통과하는 X선 진행 

선상에 있는 광학장치에 의해 물의 위상대조 방해현상이 

걸러져 물이 포함된 표본이라도 위상대조가 잘 만들어지는 

것으로 생각된다. 하지만 이들 영상기법은 상대적으로 해상

도가 낮은 단점이 있다 [22,23]. 수 마이크론의 해상도가 필

요한 3차원 조직학에는 전파위상대조가 적합하지만 물에 

의한 위상대조 방해현상을 해결할 방법이 필요하였다. 표본

을 말리거나, X선 흡수가 높은 중금속 염색 등이 시도 되었

지만 [24,25], 이러한 방법들은 생체조직의 인위적인 변형이 

불가피하다. 
생체표본의 전자현미경 표본제작과정에서 탈수에 의한 

수축, 지질 소실, 단백질 응집 등으로 물을 함유한 살아있는 

상태와 유사한 조건으로 영상을 얻기 힘들다. 이러한 문제

점을 해결하기 위해 동결전자현미경법이 개발되었다 [26]. 
동결법은 X선 에너지를 가진 광자가 표본의 분자와 반응하

여 분자의 결합 구조를 깨뜨리게 되는 방사선손상에 대한 

영향도 줄일 수 있는 것으로 알려져 있으며 [27], 실제로 연

X선현미경에서는 세포의 방사선손상을 줄이기 위해 동결

단층촬영을 하고 있다 [28]. 
생체조직을 적절히 얼리면 그 구조적 변형과 방사선손상

을 최소화 할 수 있을 뿐만 아니라 액체 상태의 물이 고체 

상태로 바뀌면서 물의 위상대조 방해 현상을 줄일 수 있을 

것으로 기대하였다. 이를 위해 동결과정에서 생길 수 있는 

조직변형을 줄일 수 있는 방법들을 조사하고 가장 적당한 

조건을 결정하였다. 조직 내에 존재하는 수분은 동결과정에

서 얼음 결정으로 변하여 조직이 단단해진다. 이때 온도를 

급랭시킬수록 얼음결정은 작고 형태의 파괴가 적다. 특히 

-20°C 전후를 통과 할 때 시간이 길면 작은 얼음 결정이 

융합하여 큰 결정체가 되는 재결정화가 일어나 조직이나 

세포에 손상이 커진다 [29]. 얼음결정형성을 줄이기 위한 

급속동결은 포매조직에 균열이 잘 생기는 액체질소에 바로 

얼리는 대신에 드라이아이스로 -70°C 정도 유지된 iso-
pentane 액에서 얼리는 방법을 선택하였다. 조직표본을 위

의 방법으로 직접 얼린 후 시행한 단층촬영영상에서 위상

대조 효과가 뚜렷이 증가되어 물렁조직의 고해상도 영상

이 가능하였다. 하지만 예상치 않은 동결팽창에 의한 조직

변형도 같이 나타났다 (Fig. 5). 동결팽창을 줄이기 위해 표

본 주위에 공간을 만들고 그 안에 시료를 넣고 주위를 포매

제로 채워 표본이 어는 동안 시료를 눌러 주도록 한 결과, 
동결에 의한 위상대조 효과는 증가되고, 동결팽창은 억제 

된다는 것을 확인 할 수 있었다. 
류마티스관절염은 관절의 만성염증과 점차 진행되는 관

절의 파괴가 특징인 질병이다. 관절윤활막에서 염증이 시

작하여 관절 연골과 뼈가 파괴되어 관절의 변형을 초래하

므로 조기진단으로 초기 치료가 필요한 질환이다. 생쥐에서 

CIA모델은 류마티스관절염의 병인과 기전을 이해하고, 여
러 가지 새로운 실험들을 진행하여 반응을 관찰하는데 많

이 이용되고 있지만 기존의 영상기법으로는 병변의 미세한 

변화를 제대로 관찰 할 수 없었다. CIA모델 관절조직의 X
선 위상대조 동결단층촬영 결과 뼈 손상뿐만 아니라 관절

연골과 관절공간 변형, 파누스 형성 등을 광학현미경 수준

의 영상을 얻을 수 있었으며, 이들 영상들의 재구성을 통해 

병변에 대한 고해상도 3차원 구조분석이 가능하였다. 
결론적으로, 생체조직 내부 미세구조의 비파괴, 고해상도 

3차원 영상분석에 있어 조직표본을 동결포매제로 포매 후 

급속냉동하고, 방사광에서 방출되는 X선을 광원으로 하는 

전파위상대조 동결미세단층촬영법은 활용 가능한 효과적

인 방법이 될 수 있을 것으로 기대한다.
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3D Histology Using the Synchrotron Radiation Propagation Phase 
Contrast Cryo-microCT
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Abstract : 3D histology is a imaging system for the 3D structural information of cells or tissues. The synchrotron 
radiation propagation phase contrast micro-CT has been used in 3D imaging methods. However, the simple phase 
contrast micro-CT did not give sufficient micro-structural information when the specimen contains soft elements, 
as is the case with many biomedical tissue samples. The purpose of this study is to develop a new technique to 
enhance the phase contrast effect for soft tissue imaging. Experiments were performed at the imaging beam lines 
of Pohang Accelerator Laboratory (PAL). The biomedical tissue samples under frozen state was mounted on a 
computer-controlled precision stage and rotated in 0.18° increments through 180°. An X-ray shadow of a specimen 
was converted into a visual image on the surface of a CdWO4 scintillator that was magnified using a microscopic 
objective lens (X5 or X20) before being captured with a digital CCD camera. 3-dimensional volume images of the 
specimen were obtained by applying a filtered back-projection algorithm to the projection images using a software 
package OCTOPUS. Surface reconstruction and volume segmentation and rendering were performed were 
performed using Amira software. In this study, We found that synchrotron phase contrast imaging of frozen tissue 
samples has higher contrast power for soft tissue than that of non-frozen samples. In conclusion, synchrotron 
radiation propagation phase contrast cryo-microCT imaging offers a promising tool for non-destructive high 
resolution 3D histology.

Keywords : ‌�3D histology, Synchrotron radiation, Cryo-microtomography, X-ray propagation phase contrast, 
Collagen induced arthritis
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