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현재 전자현미경을 이용한 생물학 연구에 있어서 세포 미

세구조의 3차 구조 구현과 거대분자 (macromolecules) 구조

구현은 매우 빠른 속도로 발전하고 있다. 특히 새로운 기기

의 개발에 의한 동결 기술의 향상으로 시료 처리 방법이 개

선되고, 컴퓨터 기술의 도입에 의해 electron crystallography,

helical reconstruction, single particle methods, electron tomo-

graphy 등의 3차원 복원 방법이 개발되면서 생물학 분야의

전자현미경은 놀라운 발전을 하였다. 이 중 electron tomo-

graphy (ET) 방법은 관찰 대상을 자르지 않고 그것의 단면도

를 얻어내는 imaging 기술로, 그 응용 범위는 전공 분야의

제약 없이 다양하다. 특히 생명과학 분야에서는 세포나 조직

의 특정 소기관의 구조 분석, 세포 간 상호 관계 혹은 생리

기작 연구에 적극 활용되고 있다. 또한 이 방법은 시편의 표

면적, 체적 등의 정량 분석에도 이용이 가능하며, 면역전자

현미경법 (immuno electron microscopy)과 연계하여 특정 단

백질의 세포 내 분포 양상 혹은 이동 경로 추적에도 이용될

수 있다. 그 결과 인위적 구조 변형이 없는 세포 구조의 3차

원 구축이 가능해졌으며, 더 나아가 단백질, 바이러스 구조

의 3차 구조 구현이 가능하게 되어 고부가성 신약이나 치료

제 개발 등에 필요한 가상 실험에 활용할 수 있게 되었다. 

본 논문에서는 cryo-ET에 대한 기본적인 원리와 실험 과

정을 간략하게 설명하고자 한다. 

Electron tomography 접근법

TEM을 이용해서 세포의 3차 구조를 구축하기 위한 elec-

tron tomography 접근법은 시료를 만드는 방법에 따라 네가

지 방법으로 나누어볼 수 있다. 

첫째, 일반적인 화학 고정 후 탈수과정을 거쳐 plastic에
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ABSTRACT

In Biology, Studies Using Electron Microscopy for making Cell Structure to 3D reconstruction very fast development.

Recently, by using Cryo fixation, we can see cell 3D structure without structural change, instead of using chemical

fixation which can change cell structure. Before using this technology, we could understand cell structures only in 2D

images. But now, through cryo-ET, 3D reconstruction of cell structure without artificial structure changes can be possible

and this technology will give us many advantages in Drug delivery and Nanothechnology.
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embedding하여 절편을 제작한다. 이 방법은 화학 고정이

시료의 구조를 변형시킬 가능성이 있으므로 최근에는 특수

한 경우를 제외하고는 이용되지 않는다(Fig. 1A). 둘째, cryo-

fixation한 시료를 freeze-substitution과정을 거쳐 plastic에

embedding한 후 절편을 제작한다 (Fig. 1B). (Duman et al.,

2002). 셋째, cryo-fixation 된 시료를 cryo-ultramicrotome을

이용해 동결된 채로 section 하여 동결된 그대로 cryo-TEM

을 통하여 관찰한다 (CEMOVIS) (Fig. 1C) (Al-Amoudia et

al., 2004). 마지막으로 protein complex나 virus와 같은 ma-

cromolecule, 작은 단일 세포, 그리고 분리된 세포 소기관처

럼 TEM 내에서 그대로 시료 관찰이 가능한 경우 plunge

freezing과 같은 방법으로 동결 고정을 한 후, 바로 cryo-

TEM을 이용하여 얻은 영상으로부터 3차 구조를 구할 수

있다(Fig. 1D) (Nicastro et al., 2005). 

시료 제작 방법

1. 동결 고정의 필요성

일반적 시료 제작 과정 중 화학적 고정과 탈수 과정은 세

포의 구조를 매우 심각하게 훼손시킨다. McDonald의 실험

은, C. elegance의 경우 일반적으로 사용하는 고정액 속에서

2시간이 지나도 운동하고 있는 것을 보여주었다 (McDo-

nald, 2005). 이는 화학적으로 고정하는 일반적 고정 방법이

우리가 보고자 하는 상태를 고정시켜주는 것이 아니라 세

포나 조직이 고정액에 의해 서서히 죽어가면서 고정되는

것을 보여주는 단편적인 예이다. 다음의 도식에서 동결 고

정을 이용한 다양한 실험의 종류를 보여주고 있다. 

2. 세포나 조직의 electron tomography를 위한

시료 제작 방법

1) Cryo-fixation

시료의 동결에서 가장 핵심적인 목표는 세포를 무결정

얼음 상태 (amorphous 혹은 vitreous ice)로 만드는 것이다.

동결 과정에서 동결 온도가 높거나 속도가 늦으면 얼음 결

정 (ice crystal)이 생겨나고, 이들이 구조를 손상시키게 되므

로 시료는 얼음 결정 없이 고정되어야 한다 (Kellenberger,

1987). 이를 위하여 고안된 동결 고정의 방법은 1) plunge

freezing, 2) slam freezing, 3) propane jet freezing, 4) high

pressure freezing이 있다 (Robards & Wilson, 1997). 이러한

방법들은 시료에 따라 적절히 선택되어 사용되어야 하는데,

각각의 방법은 동결 고정 시 얼음 결정의 손상이 없이 구조

가 유지되는 유효 두께에 차이를 갖는다. Plunge freezing은

coolant라고 부르는 냉매에 재료를 직접 신속하게 담그는

방법으로, 쉽게 장치를 제작하여 사용할 수 있다. Slam

freezing은 oxygen free copper를 냉각시켜 그 표면에 생물

시료를 급속히 접촉시켜 동결시키는 방법으로, plunge

freezing시 필연적으로 생겨나는 gas 층에 의한 동결 속도의

지연 문제를 막을 수 있다. 이 방법의 동결 속도는 ¤106�C

/sec로서, 냉각된 구리판에서부터 ~10 μm 정도의 무결정 동

결을 기대할 수 있다. Propane jet freezing은 구리판 (disk)

사이에 생물 시료를 넣어 액화시킨 propane을 양쪽에서 분
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Fig. 1. Electron tomography approach by various sample preparations (Lee & Han, 2007).
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사시켜 동결시키는 방법이다. 이 경우 유효한 동결 고정의

두께는 40 μm 정도이다. 현재까지 개발된 동결 기술들 중에

서 가장 두꺼운 유효 두께를 갖는 방법은 high-pressure

freezing 법이다. 이 경우 2,100 bar 이상의 고압 상태에서

liquid nitrogen을 냉매로 이용하여 얼리는 방법으로서 100

~300 μm의 두께를 기대할 수 있다. Fig. 3은 위에 소개한

방법 중 plunge freezing 방법과 propane jet freezing 방법을

이용하여 C. elegans 근육세포를 동결 고정한 결과이다. C.

elegans의 근육세포의 경우, 압력과 프로판 가스를 이용하

여 시료를 냉각한 경우, 결정이 없는 얼음이 형성됨을 알

수 있다. 

위의 방법들을 이용하여 보다 효과적인 동결 고정을 하

기 위하여 고려해야 할 점을 몇 가지 기술하면 다음과 같

다. 

(1) Specimen carrier

carrier는 시료를 동결할 때 사용하는 accessory로서 그

재질과 디자인이 열전도 능력에 중요한 역할을 한다 (Ding

et al., 1991). 현재 상업적으로 판매되고 있는 carrier의 종류

는 cup-shape carrier, tube-shape carrier, live cell carrier, free-

ze-fracture를 위한 specialty carrier 등이 있으며 그 재료는

열전도가 빠른 copper, aluminum이 일반적이다. Gold도 열

전도율이 좋아 carrier로 쓰일 수 있지만, 가격이 높아 보편

적으로 사용하기 어렵다. Sapphire는 배양된 세포를 그대로

동결할 수 있고 열전도가 copper나 aluminum에 비하여 두

배 높은 장점이 있다(Reipert et al., 2004).

(2) Filler 

Ice damage 없이 동결 고정하기 위해서는 specimen carri-

er에 시료를 넣고 남은 공간을 채우는 것이 중요하다. Filler

는 열전달 능력이 좋고 시료에 영향을 주지 않아야 하며,

cryoprotectant의 특성을 가져야 한다. 이는 시료를 투과할

수 있는 것과 투과할 수 없는 것으로 나눌 수 있는데, 전자

의 종류로는 glycerol (5~15%), methanol, ethanol, dimethyl

sulfoxide, ethylene glycol, 후자의 종류로는 1-hexadecene,

yeast paste, Escherichia coli paste, cold water fish gelatin,

sucrose, serum albumin, dextran, ficoll 등이 있다. Fig. 4는

dextran과 hexadecene을 filler로 사용하여 C. elegans의 근

육세포를 고정한 결과이다. 

2) Post-freezing Processing

(1) Freeze-substitution

이 과정은 동결 고정 방법에 의해 물리적으로 고정된 상

태의 시료를 상온에서 작업할 수 있게 탈수하는 과정이다

(Hess, 2003). 즉, 동결 상태에서 유기용매의 강력한 탈수 능

력을 이용하여 수분이 제거되면서 상온으로 올라온다. 이

과정이 끝나면 시료는 상온에서 무수 acetone으로 2~3차

례 세척한 후 resin polymerization을 하여 section을 하게

된다. 이 과정에서 hexagonal이나 cuboidal ice가 인위적으

로 형성되지 않은 좋은 결과를 얻기 위해서는 다음과 같은

요소를 주의해야 한다. 

① 동결 치환 용액

치환을 위한 유기용매를 선택하기 위해서는 고정액의 종

Cryo-fixation

Freeze-
substitution Freeze-dry Freeze-fracture

Embed in plastic
and section Cryo-section Etching

Immuno-gold
labeling

Cryo-transfer Cryo-transfer
and coating

Freeze-dry
and coating

TEM Cryo-TEM Cryo-SEM SEM

Fig. 2. Applications of freeze fixation (Lee & Han, 2007).



류, 고정액의 농도, 그리고 첨가제를 결정해야한다. 형태의

관찰을 위해서 아세톤 용액에 1% osmium tetroxide를 녹여

사용하는 것을 보통으로 하는데, 고정액의 농도를 높이거나

0.1% uranyl acetate를 첨가하면 contrast가 향상되는 효과를
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Fig. 4. Applications of filler during freezing fixation. Size bars, 0.2 μm.
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볼 수 있다. 또 유기용매의 종류를 바꾸어 침투의 속도를

조절할 수도 있다. 참고로 acetone은 -30도 이상의 온도에

서, 2% glutaraldehyde는 -50도, 3% glutaraldehyde는 -45

도 이상의 온도에서 침투가 용이하다. Fig. 5에서 온도 조절

이 잘 되지 않아 ice growth가 일어난 시료와 freeze sub-

stitution이 잘 되어 ice damage가 없는 시료의 영상을 비교

하였다. 

② 시간과 온도

대부분의 protocol에서 사용하는 freeze-substitution 온도

는 -80~-90�C이지만, 시간은 수시간에서 1주일까지 다

양하고, 온도를 올리는 속도도 다양하다. 대부분의 연구자들

은 -90�C에 8~72 시간, 그리고 온도를 올리는 속도는

6~24시간을 기준으로 시료에 따라 시간을 조절한다. 이 다

양한 protocol은 University of California Electron Micro-

scope Laboratory Web site에서 찾아볼 수 있다 (http://em-

lab.berkeley.edu/EML/protocols.php). 

③ 포매

일반적인 구조에 대한 electron tomography를 위해서는

주로 spurr, epon 등의 포매제가 사용되는데 반하여, immuno

-gold labeling과 같이 특별한 목적을 위한 경우에는 low

temperature embedding media를 이용하여 낮은 온도에서

UV로 polymerization 하는 것이 antibody가 결합하는 anti-

gen을 보호할 수 있어 좋은 결과를 가져올 수 있다 (Mona-

ghan et al., 1998).

(2) Section

Electron tomography를 위한 이미지를 획득하기 위해서는

단일 축을 기준으로 시편을 기울여 연속적으로 촬영하는

방법이 수행된다. 이 촬영에는 코사인 법칙이 이용되어 60�

각도로 기울인 이미지는 실제 두께의 2배만큼, 70�의 경우

에는 세배만큼 두껍게 된다. 따라서 절편의 두께를 결정하

는 것이 중요한데, 이는 이용할 TEM의 가용 voltage, 생물

시료의 density, 연구 대상의 배율 등을 고려하여 결정하여

야 한다. 이러한 이유로 중간전압 투과전자현미경(200~400

kV, IVEM)과 초고압 투과전자현미경 (1.0~3.0 MV, UHV-

EM) 또는 에너지 여과 현미경의 이용이 불가피하다. 

Fig. 5. Ice crystallization for freeze substitution. Size bars, 1 μm.

Cubic and hexagonal ice Vitreous ice



(3) CEMOVIS (Cryo-electron microscopy of

vitreous ice sections)

이 방법은 동결 고정된 시료를 동결된 상태 그대로 sec-

tion하는 방법을 말한다 (Al-Amoudia et al., 2004). 이 상태

의 시료는 탈수 과정을 전혀 거치지 않게 되므로 수화된 상

태의 시료를 관찰할 수 있게 된다. 일반적으로 이 방법은

high pressure freezer로 동결한 시료를 액체 질소에 담근 채

로 cryo-ultramicrotome을 이용하여 cryo-section을 하는 과

정을 거친다. 이 section은 액체 질소로써 저온으로 유지되

는 장치를 통해 cryo-TEM으로 직접 관찰할 수 있다. 

3. 거대분자의 electron tomography를 위한 시료 제작 방법

단백질 복합체나 바이러스 같은 macromolecule들의 동결

고정 방법은 수용액 채로 얇게 얼리고 그대로 관찰해야 하

기 때문에, 세포의 동결과는 달리 제한적으로 사용된다.

Plunge freezing이 주로 적용되고 있으며, 냉매로서는 액화

propane, ethane, 혹은 이 두 가지 혼합액을 사용한다. 이 때

단백질이나 virus의 양은 크기나 성질에 따라서 조금씩 달

라질 수 있으나, 1~2 mg/mL 이상에서 실험하는 것이 적절

하다. 작은 구멍이 형성되어 있는 holey grid 위에 동결 시키

고자 하는 용액을 올린 후, filter paper로 잉여 용액을 제거

하여 grid의 hole안에 얇은 수막을 형성시킨다. Cryo-TEM

은 동결 상태로 시료를 관찰할 수 있도록 온도를 liquid

nitrogen 혹은 liquid helium으로 저온으로 유지할 수 있는

장비로서 동결된 시료는 이 장비에 의해 직접 관찰이 가능

하다. 이 방법은 수용액 상태에서 macromolecule의 구조를

그대로 보여줄 수 있기 때문에, 지능형 약물 전달 시스템

(DDS, Drug Delivery System)이나 화장품 산업의 영양분 전

달체의 구조분석에 필수적이다(Almgren et al., 2000). 

Data collection과 electron tomography

최근 CCD camera의 이용, 영상 처리 기법의 발달, data 획

득의 자동화가 가능하게 되면서, 더욱 정밀한 3차원 구조의

구현이 가능하게 되었다. 이미지는 보통 70�각도 이내에서

수집이 가능하지만, 현재는 기울기 각도 90�까지 가능한 홀

더가 개발되어 사용되고 있다. 연속된 기울기에 따라 촬영

한 이미지는 표지 정렬과 무표지 정렬 두가지 방법으로 정

렬할 수 있다. 상용화된 많은 소프트웨어가 표지 정열 방법

을 이용하고 있으며 표지는 금 입자를 주로 이용한다. 한

축을 기준으로 정렬된 이미지는 3차원 구조로 복원되기 위

한 과정을 거친다. 보통 복원 방식은 back-projection 방법을

이용하는데, 각 projection으로부터 Fourier 변환에 의해 이

루어진다(Lucic et al., 2005). 3차원 구조의 재구성은 구조의

양적 측량, 다른 구조와의 연결 구조를 밝히는데 중요한 역

할을 한다. Fig. 6에서 tilt에 의하여 얻은 영상을 3차원 구조

로 재구성하는 과정을 설명하였다. 
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Fig. 6. Example of 3D reconstruction by electron tomography (Mitochondria in muscle cell of C. elegans).
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Reconstruction data의 visualization 

가장 일반적인 방식은 제1의 사진에서 구조가 trace된 후

제2의 연속 사진에 중합되어 이전의 절편 표면을 입력시키

는 surface rendering 방식이다. 이 표면들은 계속 연결되어

지형도와 같은 양상으로 재구성된다. 또 다른 방식은 voxel

에서 그 밀도를 부피로 표현하여 보여주는 volume-rende-

ring 방식이다. 현대 그래픽 기술의 발달은 3차원 영상을 만

드는 데 소요되는 시간을 단축시키는 역할을 하고 있다.

Image processing

Cryo-ET에서는 고정이나 염색을 위한 화학 제제를 사용

하지 않기 때문에 시료의 변형은 없으나, 획득된 영상에서

의 signal to noise가 매우 낮아 reconstruction된 구조의 해

상도에 한계를 갖게 된다. 특히 macromolecule의 경우 수

nm 해상도에서 그 구조를 명확히 판별해 내기 어려우며, 세

포 내에서도 유사한 배경으로부터 얻어진 구조일 경우에는

더욱 그러할 것이다. 이를 해결하기 위한 노력으로 signal-

to-Noise Ratio (SNR)를 향상시키는 영상처리 방법이나 고

해상도의 단백질 구조를 template로 이용하여 세포 내 존재

하는 macromolecles을 찾아내는 방법들이 도입되고 있다

(Bohm et al., 2000). 

지금까지는 간단한 단편적인 2-D image로만 세포의 구조,

그리고 기능을 이해해왔다. 그러나 새로운 기술의 도입을

통해 삼차원 구조 구현이 가능해지면서 mitochondria와

Golgi complex의 구조의 예처럼 이전에 밝혀지지 못했던

구조가 밝혀지고 있다. 앞으로도 cryo-electron tomography

기법의 발달은 생물물리학적 지식과 기계적, 전자적, 그리고

컴퓨터공학의 발전이 어우러져 생명공학 (BT), 나노공학

(NT), 정보공학 (IT), 더 나아가 나노-바이오-정보가 접목된

융합 학문 발전에 이바지 할 것이다. 
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⁄국문초록¤

현재 생물학 분야에서 세포 구조를 3차로 구현하기 위해 전자

현미경을 이용하는 연구는 매우 빠르게 발전하고 있다. 최근에는

시료의 구조를 변형시키는 화학 고정법 대신 시료를 빠른 시간

내에 동결고정시킴으로써 구조 변형 없이 세포 3차 구조 구현이

가능해졌다. 이러한 기술의 도입으로 단편이미지로만 세포 구조

를 이해해왔던 지금까지와 달리 Cryo-ET를 통해 인위적인 구조

변형 없는 3차 구조 구현이 가능해졌고, 이 기법은 약물전달, 나

노 공학 등 여러 학문 분야에 활용됨으로써 학문 발전에 이바지

할 것이다.


