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요 약

이광자 현미경(two-photon microscopy)은 다양한 생명현상을 살아있는 조직의 깊은 곳에서 관찰할 수 있다는 장점 때문에 

차세대 영상기술로 발전하고 있다. 이에 따라 다양한 목적에 사용할 수 있는 이광자 센서의 개발이 활발하게 진행 중이다. 
이 총설에서는 금속이온 이광자 센서에 관한 최근의 연구 결과를 소개하고자 한다.

주제어 : 생체 영상, 금속 이온, 이광자 현미경, 이광자 센서

Abstract : Two-photon microscopy (TPM) is attracting much attention in biological imaging due to the capability of imaging 
deep inside the living tissues for a long period of time. For maximum utilization of TPM, it is essential to develop efficient two- 
photon sensors. Regarding this, many research groups are developing two-photon sensors for specific applications. In this review, 
we summarize recent results on selected examples of two-photon sensors for intracellular free metal ions in the live cells and 
tissues to provide a guideline for various imaging applications.

Keywords : in vivo imaging, Metal ions, Two-photon microscopy, Two-photon sensors

1. 서 론

생체 내에서 이루어지는 수많은 생명현상을 관찰하기 위한 

노력은 무한히 지속되고 있고, 이를 위해 인위적인 요소가 가

해지지 않은 생체조직을 비침습 방법으로 영상화시키는 연구

는 차세대 핵심 기술로 발전하고 있다.
현재 살아있는 세포 및 생체 내의 생명현상을 분자수준으

로 관찰할 수 있는 방법 중 가장 널리 이용되고 있는 방법은 

공초점 현미경(confocal microscopy)을 이용한 영상화이다. 최
근 들어 파장이 길고 에너지가 낮은 광자(photon) 두 개를 동

시에 흡수하여 들뜬 상태에 도달한 후 방출하는 형광을 이용

한 이광자 현미경(two-photon microscopy)이 개발되어 생체영

상 분야의 발전에 큰 기여를 할 것으로 기대된다. 이 두 현미

경의 차이는 전자는 일광자 형광을 사용하고 후자는 이광자 

형광을 이용한다는 것이다. 일광자 형광과 이광자 형광의 원

리는 Figure 1에 비교하였다. 일광자 형광은 일광자(hv1) 흡수

에 의해 들뜬 상태에 도달한 분자가 S1상태로 전이한 후 방출

하는 빛이다. 반면에 이광자 형광은 낮은 에너지를 가진 광자

(hv2) 두 개를 동시에 흡수하여 들뜬 상태에 도달한 분자가 

방출하는 빛이다(Figure 1(a)). 이와 같이 이광자 현미경은 광

원으로써 에너지가 낮은 장파장의 빛을 사용하는데, 그 장점

은 i) 고화질의 동영상을 장시간에 걸쳐 얻을 수 있다는 것과 

ii) 손상되지 않은 조직(intact tissue) 내부의 영상을 얻을 수 

있다는 것이다[1-4]. 장파장의 빛은 생체 조직이 거의 흡수하

지 않아 빛의 손실이 적고, background emission이 거의 없으

며 이광자 흡수의 세기는 초점으로부터의 거리의 네제곱에 반

비례하므로 이광자 형광은 빛의 초점에서만 방출된다(Figure 
1(b))[1]. 따라서 고화질의 영상을 얻을 수 있다. 또한 광원으

로써 펄스(pulse) 레이저를 사용하므로 광표백(photo-bleaching)
과 기질에 대한 손상이 적어 생체 조직의 영상을 실시간 동영

상으로 구현할 수 있다. 또한 일광자 공초점 현미경은 생체 

조직에 대한 투과력이 낮아 (<80 µm) 조직의 표면만을 관찰 

할 수 있다는 한계를 가지고 있다[3]. 반면에 이광자 현미경은
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Figure 1. (a) Schematic description of one-photon and two-photon 
fluorescence. (b) Localization of excitation by one-photon 
(488 nm) and two-photon (960 nm) excitation[1].

투과력이 좋아(>500 µm) 손상되지 않은 조직의 내부에서 진

행되는 생물학적인 현상을 장시간에 걸쳐 실시간으로 관찰할 

수 있다. 그러나 이광자 현미경에 사용되는 핵심소재인 이광

자 형광 센서의 개발은 아직 시작 단계에 있다. 따라서 이 분

야의 급속한 발전이 이루어지기 위해서는 다양한 이광자 형

광 센서의 개발이 선행되어야 한다.
생체 내 존재하는 미량의 금속이온은 다양한 생명현상에서 

핵심적인 역할을 담당하고 있다[5]. 특히 알칼리, 알칼리 토금

속, 전이 금속이온의 농도는 세포와 조직의 위치에 따라 각기 

다른데 이 농도의 급격한 변화는 병리학적 문제를 야기시킨

다[5,6]. 그러나 아직 이광자 현미경에 사용할 수 있는 금속이

온 센서의 부족으로 이 분야의 연구에 제한을 받고 있다. 또
한 상용화 되어 있는 일광자 형광 센서의 대부분은 이광자 

현미경에서 사용하기에 낮은 형광 효율을 가지고 있어 (δTPA 
< 50 GM) 사용에 어려움이 있다[4]. 그러므로 생체 영상에 적

용시킬 수 있는 높은 형광 효율을 가진 이광자 센서의 개발이 

매우 중요하다. 최근 들어 금속이온을 감지할 수 있는 다양한 

이광자 센서가 개발되어 살아있는 조직 내의 생명현상을 관

찰할 수 있게 되었다[7,8].
이 총설에서는 최근의 개발된 금속이온 이광자 센서에 관

해 간략히 소개하고, 센서를 이용한 이광자 현미경의 세포영

상과 조직영상을 소개하고자 한다.

2. 생체 영상을 위한 이광자 형광센서

지난 몇 년간 개발된 이광자 형광센서는 “Turn-on” 형태이

다. 즉, 생리적 수용액에서 센서 자체의 이광자 형광 세기는 

매우 작으나 금속 이온과 결합하였을 때에는 그 세기가 급증

하는데, 이는 금속 이온 수용체와 형광체 간의 PeT (Photo- 
induced Electron Transfer) 메커니즘에 기인된 현상으로 볼 수 

있다[7,8]. 또한 생체 조직 내부의 금속이온을 감지할 수 있는 

이광자 센서를 고안하기 위해서는 다음과 같은 사양들을 고

려해야 한다. (i) 이광자 형광효율이 높아야 된다: 자연 그대

로의 생명현상을 관찰하기 위해서는 염색하는 센서의 농도가 

최소화 되는 것이 바람직하므로 낮은 센서의 농도에서 밝은 

이광자 현미경 영상을 얻을 수 있어야 된다. (ii) 물에 대한 용

해도를 고려해야 한다: 생체 내에는 약 70% 이상이 물로 구성

되어 있으므로 세포와 조직을 염색시키기 위해서는 물에 대

한 용해도가 좋아야 한다. (iii) 특정 금속과의 높은 선택성과 

알맞은 해리상수(Kd)를 가져야 한다: 생체 내에는 다양한 생

체분자와 금속이온이 존재하며 각 소기관 및 세포의 종류에 

따라 금속이온의 농도가 다르므로 이를 검출하기 적당한 선

택성과 감응능력을 갖추어야 한다. (iv) 세포 내로의 투과력이 
좋아야 한다: 세포 내로 염색이 잘 되기 위해서는 센서의 분자

량이 작은 것이 유리하다. (v) 광안정성(photostability)을 가져

야 한다: 생명현상을 장시간에 걸쳐 실시간으로 관찰하기 위

해서는 센서의 자가 광표백이 최소화 되어야 한다. 위의 조건

들을 만족하는 몇 가지 이광자 센서를 소개하고자 한다.

2.1. 마그네슘 이온 이광자 센서

마그네슘 이온은 생체 내에서 세포 증식과 세포사(cell death), 
효소반응, 신호 전달 등 다양한 역할을 한다[9-11]. 생체 내에 

분포되어 있는 마그네슘 이온을 관찰하기 위해서, 이광자 형

광 표지자인 AMg1이 개발되었다[12]. AMg1은 청색의 형광

물질인 6-acetyl-2-(dimethylamino)naphthalene (acedan)을 이광

자 형광체로 사용하였고, 마그네슘을 선택적으로 감지할 수 

있는 o-aminophenol-N,N,O-triacetic acid (APTRA) 을 마그네

슘 수용체(receptor)로 도입시킨 형태로 고안되었다(Scheme 
1). AMg1은 생리적 완충용액(Tris buffer, pH 7.05)에서 마그

네슘 이온을 감지하였을 때, 약 17배의 이광자 형광 증가율을 

가지며, 마그네슘 이온과 칼슘 이온에 대한 해리상수(Kd)는 

각각 1.4 mM ± 0.1 mM과 9.0 mM ± 0.3 mM로 측정되었다. 세
포 내에 존재하는 마그네슘 이온의 농도(0.1~6.0 mM)는 칼슘 

이온의 농도(10 nM~1 µM)보다 수백배 높기 때문에 AMg1은 

다른 금속이온과의 간섭 없이 체내에 존재하는 마그네슘 이

온을 감지할 수 있다[13,14]. 또한 AMg1과 AMg1-Mg2+는 생

리적 pH 범위에서 안정성을 가지며, 특히 AMg1-Mg2+는 이광

자 형광효율(two-photon action cross section)이 780 nm부근에

서 약 125 GM 정도로 상업적으로 구할 수 있는 Mg-Green이
나 Mag-fura-2에 비해 7배 정도 크다[13]. 이는 생체 내에서 

AMg1이 상업적 센서 보다 더 효율적으로 고화질의 생체영상

을 얻을 수 있다는 것을 의미한다.
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Table 1.Photophysical data for TP probes.[7,8]

probe solvent (1)
max max/ flλ λ [a] Φ[b] OP TP

d d/K K [c] (2)
maxλ [d] δ[e] δΦ[f]

AMg1
H2O[g] 365/498 0.04

1.4/1.6 mM
ND ND ND

AMg1-Mg2+ 365/498 0.58 780 215 125
ACa1

H2O[i] 365/498 0.012
0.27/0.25 µM

ND ND ND
ACa1-Ca2+ 365/498 0.49 780 230 110

ACa2
H2O[i] 362/495 0.010

0.14/0.16 µM
ND ND ND

ACa2-Ca2+ 362/495 0.42 780 210 90
ACa3

H2O[i] 375/500 0.015
0.13/0.14 µM

ND ND ND
ACa3-Ca2+ 375/517 0.38 780 250 95

ANa1
H2O[l] 367/500 0.08

20/20 mM
ND ND ND

ANa1-Na+ 367/500 0.65 780 146 95
ACaL

H2O[i] 369/500 0.0037
45/41 nM

ND ND ND
ACaL-Ca2+ 372/502 0.043 780 90

BCaM
H2O[m] 360/470 0.07

90/89 µM[o] ND ND ND
BCaM-Ca2+ 360/470[n] 0.98 780 153 150

[a] λmax of the one-photon absorption and emission spectra in nm. [b] Fluorescence quantum yield. [c] Dissociation constants measured by one-
(Kd

OP) and two-photon (Kd
TP) processes, except otherwise noted. [d] λmax of the two-photon excitation spectra in nm. [e] The peak two-photon

cross section in 10-50 cm4s/photon (GM). [f] Two-photon action cross section. [g] 10 mM Tris buffer (100 mM KCl, 20 mM NaCl, 1 mM EGTA,
pH 7.05) in the absence and presence (50 mM) of free Mg2+. [i] 30 mM MOPS buffer (100 mM KCl, 10 mM EGTA, pH 7.2) in the absence and
presence (39 µM) of free Ca2+. [l] 10 mM MOPS buffer ([Na+] + [K+] = 135 mM, pH 7.0) in the absence and presence (135 mM) of free Na+.
[m] 30 mM MOPS buffer (100 mM KCl, pH 7.2) in the absence and presence (2.5 mM) of free Ca2+. [n] The lflmax measured in LUVs composed
of DPPC/CHL, raft mixture, and DOPC were 436, 450, and 452 nm, respectively. [o] Kd values measured in LUVs and cells are 81 ± 4 µM and
78 ± 5 µM, respectively.

Figure 2. Images of a fresh mouse hippocampal slice stained with 5 
µM AMg1-AM. (a) A bright-field image shows the CA1 
and CA3 regions as well as the dentate gyrus by magni-
fication at 10×. (b) TPM image with the same magnifica-
tion reveals the same regions at a depth of ~270 µm. (c) 
Magnification at 40× shows the CA1 layer at a depth of 
~150 µm. (d) Magnification at 100× shows CA1 pyra-
midal neurons at a depth of ~150 µm. Scale bars, 300 (a, 
b), 120 (c), and 30 (d) µm, respectively. The TPEF images 
were collected at 500-620 nm upon excitation at 780 nm 
with fs pulses[12].

Scheme 1. The structure of AMg1.

Figure 2는 AMg1-AM 5 µM을 쥐 뇌 조직의 hippocampal 
절편에 염색시킨 후 얻은 이광자 현미경 사진이다. Dentate gyrus 
(DG)와 CA1-CA3 부분에 존재하는 자유 마그네슘 이온의 분

포를 약 100 µm 이상의 깊이에서 이광자 현미경 영상으로 확

인할 수 있다(Figure 2(b)). 이광자 현미경의 고배율 렌즈를 이

용해 확대한 영상을 보면 pyramidal 뉴런(neuron)층인 CA1 부
분에 존재하는 자유 마그네슘 이온의 분포를 좀 더 명확히 

볼 수 있다(Figures 2(c) and (d)). 이 결과들을 통해 AMg1이 

살아있는 쥐의 뇌 조직 깊은 곳에서 존재하는 마그네슘 이온

의 분포를 감지 할 수 있는 표지자 임을 알 수 있다.

2.2. 칼슘 이온 이광자 센서

칼슘 이온은 세포 내에서 진행되는 수많은 생명 현상을 조

절하는 이차 신호전달 물질이므로 이의 농도 변화를 실시간

으로 관찰하는 것은 매우 중요하다[15-17]. 특히 칼슘 이온은 

생체 내에서 수 마이크로 초 내에 외포작용(exocytosis)을 유

발하고, 염색체의 전사(gene transcription)를 조정하며, 수 분
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Scheme 2. The structures of ACa1-ACa3.

에서 수 시간 내에 확산(proliferation)을 일으킨다[15-17]. 생체 
내에서 칼슘 이온의 농도는 100 nM에서 1 µM까지 생체 활성

에 따라 다양하게 존재한다. 최근 살아있는 조직 깊은 곳에서 

칼슘 wave를 광표백과 오차 없이 실시간으로 관찰 할 수 있

는 여러 이광자 형광 센서(ACa1-ACa3)들이 소개되었다(Scheme 
2)[18,19].

ACa1-ACa3의 대표적인 물성은 Table 1에 요약되어 있다. 
ACa1-ACa3가 칼슘이온을 감응하면 자체의 형광에 비해 25~ 
42배의 이광자 형광 증가율을 보이는 turn-on 센서이다[18,19]. 
칼슘 이온에 대한 ACa1-ACa3의 이광자 해리상수(Kd)는 0.14 
µM~0.25 µM 범위 내에서 존재하며, 이는 마이크로 몰(µM) 
이하의 칼슘 이온을 감지 할 수 있음을 의미한다(Table 1). 
ACa1-ACa3 다른 금속이온과의 간섭 없이 체 내에 존재하는 

자유 칼슘 이온을 선택적으로 감지할 수 있으며, 생리적 pH 
범위에서 안정성을 가진다. ACa1-ACa3와 각각의 칼슘 이온 

복합체는 이광자 형광 효율이 780 nm부근에서 약 90~110 GM 
정도로 상용화 되어있는 Oregon Green-1 (OG-1)에 비해 약 4
배 정도 크다[18,19].

Figure 3은 살아있는 쥐의 뇌 조직 절편에 10 µM의 ACa1- 
AM으로 염색한 후 hypothalamic 인근 지역에 존재하는 astro-
cyte에서 진행되는 자발적인 칼슘 wave를 이광자 현미경을 

이용하여 실시간으로 촬영해 얻은 영상을 시간대 별로 정리

한 것이다. Figure 3의 이광자 현미경 영상을 통해 소마 안에

서의 칼슘 wave (Figure 3, trace 1)를 광표백 현상 없이 1100
초 이상 관찰 할 수 있었다. 또한, astrocyte에서 발생하는 

spike는(Figure 3, trace 2) 소마에서 발생하는 것보다 조금 빨

리 나타난다. 이것은 생체 조직내의 astrocyte에서 소마로 신

호(signal)가 전달되는 현상을 실시간으로 이광자 현미경을 

사용하여 관찰한 것이다.

2.3. 소듐 이온 이광자 형광 표지자

소듐 이온은 세포 내에서 고농도로 존재하는 이온 중 하나

이며 생체 내의 생리학병리학으로 중요한 역할을 한다[20-22]. 
세포 내에 존재하는 자유 소듐 이온(free Na+)의 농도는 5~30 
mM 정도로 존재하며, 세포 밖에는 100 mM 이상으로 존재한

다[20-22]. 이러한 소듐 이온의 농도는 세포의 원형질막에 존

재하는 이온채널과 펌프에 의해 조절된다. 세포 내로의 소듐

Figure 3. (a,b) Pseudo colored TPM images of an acute rat hypo-
thalamic slice stained with 10 µM ACa1-AM taken after 
195 (a) and 214 (b) s. Magnification at 100× shows hypo-
thalamic area at a depth of ~170 µM. (c) Spontaneous 
Ca2+ transients recorded in soma (1), astrocyte process (2), 
and neighboring cell (3). The TPEF images were collec-
ted at 500~620 nm upon excitation at 780 nm with fs 
pulses. Scale bar, 30 µm[18].

Scheme 3. The structure of ANa1.

이온의 유입(influx)은 Na+/Ca2 교환자(NCX) 등에 의해, 세포 

밖으로 소듐 이온의 유출(efflux)은 Na+/K+-ATPase에 의해 조

절된다. 이러한 현상들을 이해하기 위해서 이광자 염료인 아

세단(acedan)과 소듐 이온 수용체(receptor)인 1,7-diaza-15- 
crown-5을 기반으로 하는 이광자 형광 센서, ANa1이 개발되

었다(Scheme 3)[23].
ANa1이 소듐이온을 감응하면 센서 자체의 형광에 비해 약 

8배의 이광자 형광 증가율을 가지며, 소듐 이온에 대한 해리

상수(Kd)는 약 20 mM로 측정되었다(Table 1). ANa1은 소듐 

이온 에 대해 높은 선택성을 보이며, 생리적 pH 범위에서 안

정성을 보인다. 또한 ANa1-소듐 이온 복합체는 780 nm부근

에서 약 95 GM 정도의 이광자 형광 효율을 가지며, 이는 상업

적으로 구할 수 있는 Sodium Green (SG)이나 SBFI에 비해 3~ 
5배 정도 더 크다. 따라서 ANa1으로 염색한 헬라 세포(HeLa 
cells)에서 얻은 이광자 현미경 영상이 SG나 SBFI에서 얻은 

영상보다 더 선명하고 밝다[23].
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ANa1의 유용성을 확인하기 위해서 다음과 같은 실험이 진

행되었다. 먼저 ANa1을 astrocyte에 염색시킨 뒤 스테로이드 

호르몬의 일종인 ouabain을 첨가한 뒤 이광자 형광의 세기 변

화를 관찰하였다. Ouabain은 Na+/K+-ATPase를 억제해 세포질

의 자유 소듐 이온 농도를 증가시킨다[24-26]. 그 결과 이광자 

형광 세기는 서서히 증가하고 1,800초 후에는 최고점에 도달

하였다. 세포질에 존재하고 있는 소듐 이온의 농도([Na+]i)를 

[Na+] = Kd
i [(F - Fmin)/(Fmax - F)]을 통해 계산해 보면 10 mM 

± 2.1 mM이다. 여기에 1 mM의 ouabain을 처리해 주면 1,800
초 후에는 최대값인 50 mM ± 5.0 mM이 된다[23]. 이 결과를 

통해 ANa1이 세포내의 소듐 이온 농도의 변화를 장시간에 

걸쳐 실시간으로 관찰 하기에 용이한 센서임을 알 수 있다.
ANa1 20 µM을 쥐 뇌 조직의 hyppocampal 절편에 염색시

켜 각각의 이미지를 얻었다(Figure 4). 이광자 현미경 영상을 

보면, 소듐 이온은 DG부분에 비해 pyramidal 뉴런(neuron)층
인 CA1-CA3 부분에 더 많이 존재 하는 것을 알 수 있다 

(Figures 4(b)). 고배율로 확대한 영상을 보면 소듐 이온의 분

포를 세포 수준에서 더 명확히 볼 수 있다(Figures 4(c)). 이 

결과들을 통해 ANa1이 살아있는 조직의 깊은 곳에 존재하는 

소듐 이온의 분포를 감지하기에 적합한 센서임을 알 수 있다.

2.4. 이광자 형광 센서를 이용한 Na+/Ca2+의 상호작용 동

시 영상화

세포막 인근의 칼슘 이온은 세포 내의 농도보다 수백 배 더 

높고 100 µM 이상 존재하는 것으로 잘 알려져 있다[17]. 이러

Figure 4. Images of a rat hippocampal slice stained with 20 mM 
ANa1 for 40 min at 37 ℃. (a) Bright-field image of the 
CA1-CA3 regions as well as the dentate gyrus by 10× 
magnification. (b) TPM image by 10× magnification. 25 
TPM images were accumulated along the z-direction at 
the depth of ~100~200 mm. Scale bar, 300 mm. (c) Magni-
fication at 100× in pyramidal neuron layer of CA3 regions 
(red box in Figure 3(b)) at a depth of ~120 mm. Scale bar, 
30 mm. The TPM images were collected at 500~620 nm 
upon excitation at 780 nm with fs pulse[26].

Scheme 4. The structures of ACaL and BCaM.

한 고농도의 칼슘 이온이 존재하는 국소적인 위치는 체내에

서 일어나는 여러 생리활성을 조절하는데 중요한 역할을 한

다[17]. 세포 내에 칼슘 이온 농도가 높아지면 항상성(homeo-
stasis)을 유지하기 위해 이온은 세포 밖으로 나가고 소듐 이

온은 세포 안으로 들어오게 된다. 이것을 Na+/Ca2+ 교환이라

고 한다[17,26].
최근들어, 세포막 인근 칼슘을 감지할 수 있는 이광자 형광 

표지자인 ACaL이 소개되었다[27,28]. 그러나 ACaL의 해리 상

수가(Kd = 41)가 세포막 인근에 있는 100 µm 이상의 칼슘을 

감지하기에는 너무 작다(Table 1). 또한 소듐이온 표지자인 

ANa1과 형광의 파장범위가 비슷하여 Na+/Ca2+ 상호작용을 

동시에 영상화시키기 어려운 문제가 있다. 이에 따라 세포막 

인근의 칼슘이온을 감지하기 적합한 수용체를 도입시키고 형

광의 파장범위가 ANa1과 서로 다른 새로운 이광자 형광체로 

유도된 BCaM이 개발되었다(Scheme 4)[29].
BCaM은 칼슘 이온과 감응하면 자체의 형광의 세기에 비

해 약 14배의 이광자 형광 증가율을 가지며 칼슘 이온에 대한 

해리상수(Kd)는 완충용액 상에서 일광자(Kd
OP)와 이광자(Kd

TP) 
과정에 의해 측정된 값이 약 90 µM로 거의 같았다. 또한 원형

질막의 모형으로 사용되는 LUVs (large unilamellar vesicles)
에 BCaM을 염색한 후 측정한 값과 헬라 세포(HeLa cells) 내
에서 측정한 값은 81과 78 µM로서 그 값이 거의 같았다. 따
라서 BCaM은 세포막 인근의 칼슘이온을 감지하기 적합한 

이광자 센서 임을 알 수 있다(Table 1)[29].
BCaM은 높은 칼슘이온 선택성을 가져 생체 내 존재하거

나 존재할 가능성이 있는 모든 금속 이온에 대해 거의 감응을 

하지 않으며, 생리적 pH 범위에서 안정성을 보이므로 칼슘의 

농도 활성과 분포를 다른 금속이온과 pH 변화의 방해 없이 

검출할 수 있다. 또한 BCaM-칼슘 이온 복합체(BCaM-Ca2+)는 

780 nm부근에서 약 150 GM 정도로 이광자 형광 효율이 상업

적으로 구할 수 있는 Calcium-Green이나 Fura-2에 비해 3-5배 

정도 더 크므로 낮은 농도의 센서를 이용하여 고화질의 이광

자 현미경 영상을 얻을 수 있다[29].
BCaM이 원형질막에 선택적으로 염색이 되는지 여부를 알

아보기 위하여 살아있는 HeLa 세포에 0.5 µM의 BCaM을 염색

한 후 이광자 현미경 사진을 촬영하였다(Figure 5(a)). 더 나아
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Figure 5. (a-e) Dual-channel TPM images of HeLa cells colabeled 
with BCaM and ANa1 collected at (a) 390~450 nm (BCaM, 
Ch1) and (b) 500-560 nm (ANa1, Ch2), respectively. (c) 
Merged image and (d) enlargement of a white box in (c). 
(e) Time course of TPEF at designated position in (d) after 
stimulation with 100 µM histamine in nominally Ca2+- 
free buffer. (f-j) Images of a rat hippocampal slice cos-
tained with BCaM and ANa1. (f,g) Bright-field and TPM 
images of the CA1-CA3 regions as well as dentate gyrus 
at 10x magnification. (g) 25 TPM images collected at Ch1 
and Ch2, respectively, along the z direction at the depths 
of approximately 100-200 µm were accumulated and 
then merged. (h-j) TPM images of CA3 regions collected 
at (h) Ch1 and (i) Ch2 at a depth of ~100 µm by 100x 
magnification. (j) Merged image. Excitation wavelength 
was 780 nm. Scale bars: 30 (a,h) and 300 (g) µm[32].

가 살아있는 세포 내에서 BCaM의 이광자 형광의 최대파장

이 ANa1과 다르므로 이 둘을 동시에 염색하여 Na+/Ca2+의 활

성을 서로 다른 검출영역에서 동시 영상화를 통한 연구가능

성을 확인하였다[29].
생체 내의 모든 활성은 이온 또는 분자들의 상호작용을 통

해서 이뤄진다. 한 가지 예가 Na+/Ca2+ 교환이다. 하나의 칼슘 

이온이 세포 밖으로 나가면 세 개의 Na+이 세포 안으로 들어

오게 된다. 이것을 Na+/Ca2+ 교환이라고 한다[26,30]. 이 교환을 
동시에 조사하기 위하여 BCaM과 ANa1을 같은 HeLa 세포에 

염색한 후 서로 다른 채널에서 이광자 현미경 영상을 동시에 

얻었다(Figure 5(a)-(e)). Figure 5에서 BCaM은 세포막에 존재

하는 칼슘 이온의 분포를(Figure 5(a)), ANa1은 세포질에 존

재하는 Na+ 이온의 분포를 각각 보여 준다(Figure 5(b)). 이 세

포에 histamine을 첨가하면 이광자 형광의 세기(초록색)가 세

포막에서 먼저 증가하고, 잠시 후 세포질에서의 이광자 형광

의 세기(빨간색)가 증가하는 것을 관찰할 수 있다(Figure 5(e)). 
이것은 histamine에 의해 자극된 세포가 Ca2+ 이온을 세포 밖

으로 방출하는 과정에서 세포막 근처의 Ca2+ 이온이 먼저 증

가하고, 그 다음에 Na+ 이온이 세포질로 들어오는 과정을 보

여주는 것이다[30]. 따라서 BCaM과 ANa1을 이용하여 Na+/ 
Ca2+ 교환을 이광자 현미경을 이용하여 동시 영상화 시키는

데 성공한 예이다. 이를 발표한 논문을 보면 쥐의 뇌 조직의 

hyppocampal 절편에 두 센서를 염색시킨 후 약 120 µm 깊이

에 존재하는 Na+ 및 Ca2+의 분포를 이광자 현미경 동시영상으

로 명확하게 보여주고 있다. 이는 손상되지 않은 조직 내부

(100~200 µm)의 Na+ 및 Ca2+의 분포를 이광자 현미경 영상으

로 관찰하는데 있어 BCaM과 ANa1이 유용한 한 쌍의 센서임

을 보여줌과 동시에 이광자 현미경을 이용한 생체분자의 상

호작용을 보여주는 새로운 기술을 소개한 것이다.

3. 결 론

지금까지 살아있는 세포와 생체 조직에 존재하는 다양한 금

속들을 감지할 수 있는 이광자 센서들을 간략하게 소개하였

다. 이광자 형광체와 금속 이온 수용체의 연결에 의해 고안된 

이광자 센서들은 다음과 같은 사항들을 고려하여 개발되었다; 
(i) 밝은 이광자 현미경 영상을 위한 이광자 형광 효율의 중요

성, (ii) 특정 금속 이온과 결합했을 때, 이광자 형광이 방출될 

수 있는 적절한 수용체의 장착, (iii) 물에서의 적절한 용해능

력과 세포 안을 염색할 수 있는 세포 투과성(cell permeability), 
(iv) 살아있는 세포 환경에서 다른 생체분자의 간섭에 영향을 

받지 않고 목표 금속 이온을 잘 감지 할 수 있는 선택성(selec-
tivity), (v) 장시간에 걸쳐 실시간으로 관찰이 가능할 수 있도

록 하는 높은 광 안정성(photostability).
위의 사항들과 더불어 생체 내에서 일어나는 헤아릴 수 없

는 생명현상을 실시간으로 관찰하기 위해서는 다양한 색상의 

형광을 방출하는 이광자 형광 센서의 개발이 필요하다. 이광

자 현미경의 발전과 더불어 원하는 목적에 사용할 수 있는 

다양한 이광자 센서를 개발하고 응용 범위를 진단 시약으로 

확장시킨다면 생물학과 의학 연구에 있어서 획기적인 발전을 

이룰 수 있을 것이다.
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