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초    록 

 

본 논문에서는 Lab-on-a-chip에서 사용되는 나노입자를 포획하기 

위한 나노구조물이 집적화된 나노슬릿 칩을 개발하였다. 이를 

이용하여서 마이크로비드 어세이에 의해 마이크로비드의 표면에 결합된 

형광나노입자를 분리하여 나노슬릿 칩에서 포획 및 농축하는 나노슬릿 

칩 기반 검출시스템을 개발함으로써, 기존의 마이크로비드 어세이보다 

고민감도의 검출이 가능하도록 하였다. 이를 위해 MEMS공정을 이용한 

나노슬릿 제작 방법을 개발하였고, 형광나노입자를 분리 및 포획하는 

실험을 통해서 제작된 나노슬릿 칩의 성능을 평가하였다. 또한 제작된 

나노슬릿 칩에서 나노입자의 크기에 따른 분리 및 포획 기능을 

이용하여서 목표 단백질의 농도에 따라 나노입자 복합체가 생성되는 

응집반응을 검출할 수 있는 플랫폼으로도 사용하였다. 최종적으로는 

마이크로비드 어세이를 위한 미세유체 칩과 나노슬릿 칩을 연계하는 

시스템을 구현하였다. 개발한 시스템의 검증을 위해 펩타이드-

스트렙타비딘 어세이를 통해 스트렙타비딘이 코팅된 형광 나노입자를 

검출하는 실험을 진행하였다. 실험 결과, 마이크로비드 어세이에서는 

형광신호가 매우 약하게 나오는 저농도의 샘플의 경우에도, 나노슬릿 칩 

기반의 검출에서 검출하며는 나노입자의 농축으로 인해서 형광신호가 

증폭되어 민감하게 검출되는 효과를 확인할 수 있었다. 이로 인해 

마이크로비드 어세이에서는 잘 보이지 않는 106/ml의 저농도 

형광나노입자 샘플인 경우에도 나노슬릿 칩 기반 검출에서는 정량적인 

형광신호가 나오는 것을 확인하였다. 이러한 실험결과를 통해 본 

연구에서 제안하는 나노슬릿 칩을 이용한 나노입자의 포획 및 농축이 
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기존의 마이크로비드 어세이의 검출의 한계를 50배 이상 향상시킬 수 

있음을 보였다.  

본 연구에서 제안하는 나노슬릿 칩은 나노슬릿 박막과 실리콘 하부 

유체채널, 그리고 PDMS 상부 유체채널로 구성되어 있다. 나노입자를 

포함한 시료들은 PDMS 상부 유체채널을 통해 주입되고, 나노슬릿 

박막을 통과하면서 포획되도록 하였다. 또한 본 연구에 사용될 나노슬릿 

칩은 액체시료 속에 존재하는 저농도의 나노입자를 포획할 수 있어야 

하므로 많은 양의 유체를 흘릴 수 있는 높은 체적흐름을 가지는 소자의 

설계가 필요하다. 이를 위해서 나노유체소자의 유체저항을 고려한 

설계를 진행하였다. 나노슬릿의 개수가 소자 전체의 체적흐름에 미치는 

영양을 수치적인 해석과 FEM시뮬레이션을 통해서 분석하였고, 이러한 

분석을 토대로 약 3800개 이상의 나노슬릿을 가지는 유체소자를 

설계하여 제작을 진행하였다. 나노슬릿의 제작방법은 일반적인 

MEMS공정 방법인 사진공정, 건식식각, 습식식각 등의 공정을 통해서 

먼저 마이크로 크기의 슬릿을 만들고, 산화막을 증착하는 방식으로 

크기를 줄이는 공정을 시도하였다. 이를 통해 최소 300 nm 크기의 

나노슬릇을 제작할 수 있었다. 또한, 300 nm 이하의 선폭을 가지는 

나노슬릿을 제작하기 위하여 기존의 사진식각 공정보다 더 작은 선폭이 

구현가능한 스텝퍼 (stepper) 공정을 이용한 나노슬릿 제작 공정도 

진행하였다. 스텝퍼 장비를 이용한 나노슬릿 제작은 실리콘 질화막에 

나노슬릿을 500 ~ 600 nm 선폭으로 만든 후, Cr/Au를 나노슬릿에 

증착하여 선폭을 줄이는 방식으로 공정을 진행하였고, 최소 250 nm의 

나노슬릿을 만들 수 있음을 확인하였다. 

이렇게 제작된 나노슬릿 칩의 나노입자 포획 성능을 평가하기 

위하여 유체실험을 진행하였다. 먼저 나노슬릿 칩의 유체저항이 설계된 

값에 잘 부합하는지 확인하기 위한 체적흐름측정 실험을 진행하였다. 



 

 iii

제작된 나노슬릿 칩은 50 kPa의 인가 압력에 약 250 µl/min의 

체적흐름을 나타내었으며 이는 Lab-on-a-chip에서 사용되기에 충분히 

빠른 체적흐름이다. 다음으로 800 nm 선폭의 나노슬릿 칩에서 450 

nm의 청색 형광입자와 1.8 µm의 적색 형광입자를 크기에 따라 

분리하여 포획하는 실험을 진행하였다. 다양한 농도의 미세입자 용액 

샘플을 준비한 후, 나노슬릿 칩에 주입하고 형광측정을 통해 

형광나노입자들이 나노슬릿에 포획되었는지를 확인하였다. 실험 결과, 

105/ml 이하의 농도에서 마이크로입자와 나노입자가 크기 별로 잘 

분리되는 것을 확인하였다. 마지막으로 나노슬릿 칩의 크기에 따른 

나노입자의 분리 포획 기능을 이용하여 단백질 응집반응을 검출하는 

플랫폼으로 나노슬릿 칩을 사용하였다. 실험 결과, 목표단백질인 

biotinylated bovine serum albumin (b-BSA)의 농도에 따라 나노슬릿 

칩에 걸리는 형광나노입자 복합체들이 증가하는 것을 확인 할 수 있었고, 

이때의 목표단백질 검출한계는 10 pM이었다.  

본 연구의 최종목표는 마이크로비드 어세이 칩과 나노슬릿 칩을 

연계하여 나노슬릿 칩 기반 검출시스템을 구현하는 것이다. 이를 위해 

PDMS와 슬라이드 유리를 이용하여 30 µm 크기의 마이크로비드를 

포획할 수 있는 어세이 칩을 개발하고, 이를 나노슬릿 칩에 연계하여 

미세유체시스템을 구현하였다. 이렇게 개발된 미세유체시스템의 성능을 

평가하기 위해서 펩타이드-스트렙타비딘 반응을 이용한 모델링 실험을 

진행하였다. 실험에는 스트렙타비딘과 친화적으로 결합할 수 있는 

펩타이드 서열 LHPQF이 합성된 30 µm 크기의 마이크로비드와 

스트렙타비딘이 코팅된 450 nm의 형광나노입자를 이용하였다. 조건 

실험들을 통해 형광나노입자가 펩타이드-스트렙타비딘 반응을 통해 

마이크로비드에 결합하고 다시 화학적, 물리적인 방법을 통해 분리될 수 

있도록 실험조건을 확립하였으며, 각 단계마다 마이크로비드의 형광을 
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측정하여 형광나노입자의 결합 및 분리 정도를 확인하였다. 마지막으로 

저농도의 형광나노입자를 나노슬릿 칩 기반 검출시스템에서 검출하는 

실험을 진행하였다. 실험결과 마이크로비드 어세이 칩에서의 형광신호에 

비해서 나노슬릿 칩 기반 검출의 경우, 형광신호가 훨씬 증폭되는 것을 

확인할 수 있었고, 이는 형광나노입자의 검출한계를 106/ml로 50배 

이상 향상시키는 결과이다. 마지막으로 나노슬릿 칩 기반 검출 시스템의 

실제적인 응용으로, 스트렙타비딘 단백질에 대한 펩타이드 서열 

후보군의 친화력 검사에 실험을 수행하였다. 3종류의 펩타이드 서열 

LHPQF, FHPQG, IHPQG에 대한 스트렙타비딘 단백질의 친화도를 

나노슬릿 칩 기반 검출시스템을 통해서 매우 정확하게 정량화할 수 

있었다. 

본 논문에서 개발된 나노슬릿 칩 기반 검출시스템은 다양한 단백질 

검출 방법에 효과적으로 적용될 수 있다. 특히 마이크로비드 기반의 

단백질 검출에 있어서 비드의 표면에 분포되어 있는 나노입자를 

분리하여 나노슬릿 칩에 농축하는 것은 저농도의 단백질을 검출하는데 

기여할 수 있을 것이다. 또한, 나노슬릿 칩은 나노입자가 사용되는 여러 

분야에서 나노입자의 양을 정량적으로 검출하는 소자로서 폭넓게 사용될 

것으로 기대된다. 
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제 1 장 서    론 

 

 

1.1 연구의 배경 

 

반도체 공정 기술의 발달은 수십 마이크로 이하의 작은 크기의 

구조물들을 실리콘, 유리, 그 밖의 다양한 물질을 이용하여 제작하는 

기술들의 발전으로 연결되었고, 이는 전기적인 반도체 소자뿐 아니라 

다양한 방면에서 사용이 될 수 있는 소자의 개발로도 이어졌다. 특히 

생명공학의 발전과 반도체 공정 기술이 융합되어서 기존의 실험실에서 

수행하던 실험을 손바닥보다 작은 크기의 마이크로 유체 채널 내에서 

수행하는 Lab-on-a-chip은 새로운 연구 분야로 발전되어 왔다. Lab-

on-a-chip은 기존 실험실에서 수행하던 생화학 물질들의 반응, 분리, 

검출 등의 작업을 수백 마이크로 이하 크기의 유체 채널에서 수행하는 

것을 목적으로 하므로 채널 내의 유체와 내용물을 제어하는 것이 핵심 

기술이라고 할 수 있다. 이를 위해서 다양한 펌프, 밸브, 및 유체 제어를 

위한 마이크로 구조물 등이 연구되고 있다 [1-3].  

Lab-on-a-chip이 다루는 생화학 물질은 대표적으로 DNA, 

단백질, 세포로 나눌 수 있다. 이중 단백질은 인간의 몸 속에서 

일어나는 생명 현상과 질병의 발병 및 원인에 밀접한 관계가 있어 주된 

연구의 대상이 되어왔다. 하지만 크기가 수십 나노미터 이하인 단백질을 

분리 및 검출하는 것은 쉽지 않은 일이다. 따라서 최근에는 단백질의 

분리 및 검출에 관한 다양한 Lab-on-a-chip 연구가 발표되고 있다 

[4-12]. 
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마이크로 비드 기반 어세이 

 

사람의 혈액과 같은 액체시료에서 목표 단백질을 분석하기 위해서는 

목표 단백질을 농축하는 과정이 선행되는 것이 바람직하다. 목표 

단백질은 주로 질병과 관련된 것으로써 항원-항체 반응을 통해서 

검출한다. 이를 위해서 마이크로 유체 채널에 항체를 고정화하여 

단백질을 농축하기도 하지만 [13-17], 최근에는 마이크로비드의 

표면에 항체를 고정하고, 이 입자들을 마이크로 유체 채널에 충진하여 

단백질을 농축하는 방법이 있다 [18-25]. 마이크로비드를 이용한 

방법은 비드의 삼차원 충진 구조 사이사이로 액체가 흘러 들어가기 

때문에 확산계수(diffusion coefficient)가 높아 반응이 빠르고, 항체가 

코팅된 표면 대 부피의 비율이 매우 높은 환경을 만들어 낮은 농도의 

단백질도 민감하게 검출이 가능하다는 장점이 있다. 또한 기존의 

실리콘이나, 유리와 같은 유체 채널의 벽면에 항체를 코팅하는 것보다 

간편하고 대량으로 준비가 가능하는 장점도 있어 Lab-on-a-chip의 

많은 플랫폼에 사용되고 있다.  

 

질량 분석 기반의 단백질 검출 방법 

 

이렇게 분리 농축 된 단백질을 검출하는 방법은 크게 질량분석 

(mass spectroscopy (MS))을 통한 직접적인 검출과 형광과 같은 

광학적 신호를 이용한 간접적인 검출로 나눌 수 있다. 그림1-1는 

미세유체 칩에서 목표 단백질을 Solid-Phase Extraction (SPE)하여 

농축하는 칩의 하나로 Carcinoembryonic antigen (CEA)을 유체채널에 

포획된 마이크로 비드의 표면에 농축한 후, 유체채널에 집적화된 
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마이크로 히터를 통해 칩의 온도를 상승시켜서 농축된 CEA 단백질을 

용출하고, 최종적으로는 Matrix-Assisted Laser Desorption and 

Ionization과 같은 대형질량분석 장치에 넣어서 분석을 한다. 이러한 

질량 분석을 기반으로 하는 단백질 검출은 목표 단백질을 직접적으로 

분석하는 방식이므로 단백질 검출의 신뢰도가 매우 높다고 할 수 있다. 

하지만, 목표 단백질을 농축하는 과정 후에도 추가적으로 단백질을 

트립신 (trypsin)을 이용하여 좀 더 작은 크기의 펩타이드로 쪼개는 

과정과 MALDI-TOF MS 분석을 위한 전처리 과정이 필요하여 시간이 

많이 소요된다는 문제점이 있다 [18, 26-28].  

 

 
그림 1-1. Lab-on-a-chip에서 목표단백질을 농축하는 예. 
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광학 신호 기반의 단백질 검출 방법 

 

단순히 생체시료 내에 검출하고자 하는 단백질의 존재 유무와 농도에 

대한 분석이 실험의 목적인 질병 진단의 경우에는, 프로브 물질을 

이용하여서 단백질이 농축된 정도에 따라 발생하는 광학적 신호를 통해 

단백질의 양을 추정할 수 있다. 목표 단백질이 존재하면, 나노입자 

표면에 고정된 항체와 마이크로비드의 표면에 고정된 항체들이 목표 

단백질을 매개로 sandwich 형태로 결합하게 되고, 이때 마이크로비드의 

표면에 고정된 나노입자에서 발생하는 형광신호를 통해 단백질의 양을 

추정할 수 있다 [29-33]. 사용되는 나노입자는 주로 수십에서 수백 

나노미터 크기의 금속 또는 폴리머 입자로 광학적인 검출을 위해서 

형광신호나 라만 산란 신호를 발생할 수 있도록 제작된다. 대표적인 

나노 입자로는 금나노 입자, 형광 나노입자, 양자점 등이 있으며 이들이 

발생시키는 광학 신호를 통해 시료 내에 타겟 단백질의 양을 추정할 수 

있다. 하지만, 마이크로비드 및 다른 물질들에서 발생하는 형광 신호가 

나노입자의 신호 민감도를 저하시킬 수 있으며, 3차원으로 충진 된 

마이크로비드의 표면에 나노 입자가 결합된 상태에서 측정하기 때문에, 

나노입자에서 발생하는 신호가 비드들에 의해서 가려지거나 왜곡될 

문제가 있다. 그림1-2는 마이크로 비드 기반 단백질 농축에서 형광을 

기반으로 검출하는 경우의 장점과 단점을 나타낸 것이다. 
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그림 1-2. 광학 검출 기반 마이크로비드 어세이의 장단점. 
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따라서 마이크로비드 어세이에 사용되는 나노입자를 제어하는 것은 

단백질 검출의 민감도를 향상시킬 수 있다. 최근 나노 입자를 제어하기 

위한 소자로서, 수백 나노미터 이하의 구조물, 유체 채널, 또는 

구멍들을(nanopore array) 마이크로 유체 시스템 내부에 집적화하는 

나노유체 소자들이(nanofluidic device) 주목을 받고 있다 [34, 35]. 

이러한 소자들은 나노구조물 또는 나노채널에 나노입자나 나노크기의 

생화학물질들만 농축함으로써 분석의 민감도를 향상시키거나 

마이크로입자로부터 나노입자를 분리하는 역할을 수행할 수 있다. 

나노유체 소자들은 구조에 따라 크게 수평구조의 소자와 수직구조의 

소자로 나뉠 수 있다.  

 

수평 구조의 나노유체소자 

 

수평구조의 나노유체소자는 나노채널이 기판의 방향과 평행한 

것으로, 채널의 높이나 폭이 수십에서 수백 나노미터이고 채널의 길이는 

마이크로미터 이상의 크기를 가진다. 그림 1-3은 수평구조 

나노유체소자의 예로써 유리 기판을 40 nm 식각하여 나노채널을 

제작한 후 마이크로 채널을 제작한 것이다. 하지만 얇고 긴 채널구조는 

나노입자의 포획 및 분리의 측면에서 볼 때 적합하지 않다. 이러한 유체 

채널은 유체 저항을 급격하게 증가시키므로 채널을 통해 많은 양의 

유체를 흘리는 것이 불가능하다. 또한 채널의 총단면적이 수 mm2 

이하로 매우 낮아 나노입자들이 크기에 따라 분리 및 포획 되는 것이 

아니고, 크기와 상관없이 나노채널의 앞쪽에서 막힐 가능성이 매우 높다. 

나노유체소자의 제작공정 측면에서 보면, 수평구조의 나노유체 소자를 

제작하기 위해서는 전자빔 리소그래피(electron beam lithography), 

focused ion milling, nano-imprint 등의 고해상도 패터닝 공정이 주로 
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사용되며 제작 비용이 비싸다는 단점이 있다 [36-41]. 최근에는 제작 

비용과 시간을 줄이기 위한 방안으로써 폴리머 기반의 다양한 나노채널 

공정들이 연구되고 있다 [42, 43].  

 

그림 1-3. 수평구조의 나노유체소자. 
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수직 구조의 나노유체소자 

 

 

수직구조의 나노유체소자의 경우에는 나노채널의 방향이 기판을 

관통하는 형태를 가지고 있다. 주로 실리콘 질화막이나 실리콘 산화막을 

관통하는 방식으로 채널을 제작하며, focused ion milling와 같은 top-

down 방식의 제작 방법도 사용되지만, nanosphere lithography 

(NSL)나 anodic aluminum oxidation (AAO) 같은 bottom-up 방식의 

제작 방법이 많이 사용되고 있다 [44-46]. 나노입자 분리 및 포획의 

측면에서 보면, 수직구조의 나노유체소자는 수평구조의 소자보다 

적합하다. 수직구조의 소자의 경우, 박막을 관통하는 방식으로 나노유체 

채널을 제작하기 때문에 다수의 나노채널을 2차원 배열형태로 제작할 

수 있기 때문이다. 이는 전체 유체 저항을 감소시킬 뿐만 아니라 

나노입자가 나노채널에 비특이적으로 포획되는 현상 또한 완화시킬 수 

있다. 그림 1-4는 AAO를 이용하여 만든 수직 구조의 

그림 1-4. 수직구조의 나노유체소자 (AAO공정). 
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나노유체소자이다. 200 nm이하의 수직 유체 채널을 AAO 공정으로 

제작하고, AAO의 벽면에 단백질을 붙여 전기화학적 방식으로 단백질을 

검출하는 플랫폼을 개발한 것이다. NSL이나 AAO 같은 bottom-

up방식의 나노채널은 비교적 간단하고 저렴하게 나노채널을 제작할 수 

있다는 장점이 있지만, 제작되는 나노채널의 모양이 제한적이고, 크기 

또한 균일하지 않은 문제가 있다. 또한 아직까지 많은 bottom-up 

방식들이 wafer level의 대면적 대량 생산에 적합하지 않는 것도 큰 

단점이라고 할 수 있다.  

 

그림1-5는 전자빔 리소그래피공정(EBL)을 이용하여서 만든 

수직구조의 나노홀 유체소자이다. EBL이나, FIB같은 top-down공정의 

경우 작게는 수십 나노미터 크기의 나노채널을 정교하게 제작할 수 

있지만, 제작 단가가 비싸고 공정에 소요가 되는 시간도 길다 [47, 48].  

따라서 나노입자를 분리하고 포획하는 나노유체소자를 개발하는 

것에 있어서, 아래와 같은 조건들이 충족되는 것이 바람직할 것이다. 

그림 1-5. 수직구조의 나노홀 유체채널 (E-beam 공정). 



 

 10

첫째로 수직구조의 나노유체채널이 2차원 배열의 형태로 다수 제작되는 

것이 바람직하다. 이는 칩의 전체 유체저항을 낮추고, 나노입자들이 

나노유체 채널을 통해서 크기에 따라 선택적으로 분리가 될 수 있게 

해준다. 다음으로 top-down제작 방식이나 bottom-up제작 방식의 

단점들을 보완하는 제작공정이 필요하다. 따라서 wafer level의 

제작공정이 가능하면서, EBL이나 FIB milling과 같은 고가의 공정을 

사용하지 않는 제작공정을 개발할 필요가 있다. 마지막으로 포획된 

나노입자를 정량적으로 검출할 수 있는 구조를 가진 나노유체소자를 

고안할 필요가 있다 [49].  
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1.2 논문의 동기 

 

Lab-on-a-chip에서 마이크로비드를 이용한 어세이는 높은 

민감도를 보여주고 있으며, 질병의 진단 및 예방을 위한 플랫폼으로 큰 

가능성을 가지고 있다. 하지만, 마이크로비드의 3차원 구조로 인해 

단백질 검출 시 발생하는 광학적 신호의 감소 및 왜곡 현상은 개선해야 

할 필요성이 있다. 본 연구는 이를 개선하기 위해서 단백질 검출에 

의해서 마이크로비드의 표면에 고정된 나노입자들 만을 분리하여 

포획하는 나노유체소자를 개발하고, 이를 기존의 마이크로비드 어세이 

칩과 연계하는 시스템을 개발하고자 하였다. 이는 마이크로비드 

어세이의 민감도를 향상시키는 방법에 좋은 방안이 될 수 있다.  

마이크로 크기의 입자를 포획하는 연구들은 많이 보고되어 왔으나 

나노입자를 포획하는 기술에 대해서는 연구가 많이 진행되지 않았다. 

나노입자를 포획 방법은 기본적으로 마이크로 크기의 입자를 포획하는 

방법과 같이 기둥이나 댐과 같은 구조물을 이용하면 된다. 하지만 나노 

크기의 구조물들을 균일하게 제작하는 방법이 아직 잘 확립되어 있지 

못하며, 대량으로 소자를 제작하는 방법 면에서도 한계가 있다. 현재 

나노 구조물을 만드는 두 가지 방식인 Top-down과 bottom-up 

방식은 모두 장점과 단점을 가지고 있다. Top-down방식은 수십 

나노미터의 선폭까지 정교하게 제작이 가능하지만, 공정가격이 비싸고 

오랜 시간이 걸리는 단점이 있다. Bottom-up방식의 제작은 상대적으로 

비용이 저렴하고 간편하게 제작이 가능하지만, 선폭의 크기 및 균일도에 

한계가 있으며, 모양 또한 자유롭지 않다. 또한 두 가지 방식 모두 

wafel level의 대량생산이 필요한 Lab-on-a-chip의 제작 방식에는 

적합하지 않다. 따라서 나노유체소자를 고가의 제작 공정을 사용하지 
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않고, wafer level의 대면적으로 제작할 수 있는 공정 방법을 

개발한다면 이는 효과적인 Lab-on-a-chip 플랫폼으로 사용될 수 있을 

것이다. 
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1.3 논문의 목적 

 

본 논문의 목적은 첫째, 수백 나노미터 크기를 가지는 나노 

구조물을 MEMS 공정을 이용하여 제작하고, 미세유체채널에 집적화된 

형태로 구현하는 것이다. 구체적으로는 나노슬릿 패턴이 다수 존재하는 

박막을 MEMS 공정을 통해서 제작하고, 마이크로 유체 채널과 나노슬릿 

패턴의 박막이 연결되도록 한다. 마이크로 유체 채널을 통해 유체가 

주입되고 박막의 나노슬릿 패턴을 통과하면서, 나노입자들이 나노슬릿에 

포획되는 형태의 나노슬릿 칩을 개발하도록 한다. 

다음으로는, 제작된 나노슬릿 칩을 마이크로입자와 나노입자를 포획 

및 분리하는 실험에 활용하는 것이다. 제작된 소자가 마이크로입자와 

나노입자를 크기에 따라 포획 및 분리할 수 있는지 검증하기 위해, 

다양한 크기의 미세입자 분리 및 포획실험을 수행한다. 또한 나노입자의 

크기에 따른 분리 및 포획 기능을 이용하여, 목표 단백질의 존재 유무와 

농도에 따라 나노입자가 응집하는 응집 반응(agglutination assay)을 

나노슬릿 칩에서 검출하는 연구를 수행한다.  

최종적으로는, 마이크로비드 어세이를 위한 나노슬릿 칩 기반 

검출시스템을 개발하여 펩타이드-스트렙타비딘 어세이를 수행한다. 

스트렙타비딘 단백질이 코팅된 형광나노입자와 펩타이드가 합성된 

마이크로비드로 어세이를 진행하고, 어세이의 결과를 나노슬릿 칩을 

이용하여 검출한다. 이를 통해 나노슬릿 칩 기반의 검출 방식이 

마이크로비드 어세이의 검출한계를 향상시킬 수 있는지를 실험적으로 

증명한다. 

 



 

 14

1.4 논문의 구성 

 

본 논문의 2장에서는 본 연구에서 제안하는 나노구조물이 집적화 

된 나노유체소자인 나노슬릿 칩에 대한 구조와 설계에 대해서 

기술하였다. 또한 나노슬릿 칩의 박막 구조가 가지는 장점을 예상하기 

위한 이론적인 유체 저항 분석 및 유세 시뮬레이션에 대해서 기술하였다. 

 

3장에서는 나노슬릿 칩의 제작 공정에 대해서 설명을 하였다. 본 

연구에서 수행한 두 가지의 제작 공정을 기술하였다. 첫째는 사진식각 

공정으로 2 mm크기의 마이크로 슬릿을 제작한 후에 실리콘 산화막을 

증착하여 300 nm의 선폭을 가지는 나노슬릿 칩을 제작하는 것이다. 

둘째는 스텝퍼(stepper lithography) 장비를 이용하여 일반적인 사진 

식각 장비보다 작은 550 nm의 나노슬릿 선폭을 제작한 후, 박막 위에 

금속을 증착하여 선폭을 250 nm까지 줄이는 공정이다. 위의 두 가지 

제작 공정에 대해 구체적으로 언급하고, 제작 결과에 대해서 기술하였다.  

 

4장에서는 제작된 나노슬릿 칩을 이용하여서 마이크로 입자와 나노 

입자를 분리하고 포획하는 실험에 대해서 기술하였다. 또한, 제작된 

나노슬릿 칩을 단백질 응집 반응 검사에 활용하는 실험에 대해서 

기술하였다. 

 

5장에서는 나노슬릿 칩을 마이크로비드 어세이에 활용하는 방법에 

대해서 기술하였다. 먼저, 마이크로비드 어세이를 수행할 수 있는 

유체소자와 나노슬릿 칩을 연결한 나노슬릿 칩 기반 검출시스템에 

대해서 기술하였다. 다음으로 개발된 시스템의 성능을 검증하는 실험인 
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펩타이드-스트렙타비딘 검출 실험의 조건과 과정 및 결과에 대해서 

기술하였다. 마지막으로는 나노슬릿 칩 기반 검출시스템을 이용하여 

펩타이드 서열들의 스트렙타비딘 단백질에 대한 친화력을 조사하는 

실험에 대해서 기술하였다. 

 

6장에서는 본 논문의 최종적인 검토와 결론을 기술하였다. 
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제 2 장 나노슬릿 칩의 구조 및 설계 

 

 

2.1 서론 

 

본 장에서는 나노입자를 포획할 수 있는 나노슬릿 박막의 구조와 

나노슬릿 박막과 연결된 PDMS 마이크로채널의 구조 및 설계에 대해서 

기술한다.  

또한 본 장에서는, 나노입자를 포획하기 위한 나노구조물로써 

제안하는 나노슬릿 박막 구조가 가질 수 있는 장점을 유체저항에 대한 

이론적인 계산과 유체 흐름 시뮬레이션을 통해서 예상하였다.  
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2.2 나노슬릿 칩의 구조  

 

그림2-1은 본 연구에서 제안하는 나노슬릿 칩의 개념도이다. 상부 

유체채널(top fluid channel)은 폭 1 mm, 높이 60 mm의 채널로써 유체 

펌프에 의해 주입부(inlet)에 주입되는 액체가 나노슬릿이 있는 

박막으로 전달되도록 설계하였다. 그림의 오른쪽에 부분은 실제 제작된 

나노슬릿 박막의 전자현미경 이미지이다. 18 mm × 800 nm 크기의 

나노슬릿이 약 3800개가 있어서 낮은 압력에도 유체가 나노슬릿 칩에 

잘 흐르도록 설계하였다. 나노슬릿의 개수와 유체저항의 관계에 

대해서는 2.3장에서 구체적으로 기술하였다. 마지막으로 주입된 유체가 

나노슬릿 박막을 통과하면, 박막의 아래에 동공의 형태로 존재하는 

하부유체채널(bottom fluid channel)을 통해 배출구(outlet)로 연결되는 

구조이다. 

 

그림 2-1. 나노슬릿 칩의 개념도. 
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2.3 나노슬릿 칩의 설계 

 

2.3.1 나노슬릿 박막의 설계 및 유체저항 계산 

 

나노입자를 포획하는 나노유체소자를 개발하는데 있어서 유체의 

저항은 매우 중요한 고려사항이다. 왜냐하면, 액체시료 속에 존재하는 

적은 양의 나노입자를 포획하려면 많은 양의 유체를 나노유체소자에 

흘려줘야 하기 때문이다. 식2-1은 유체의 체적흐름(volume flow, Q)과 

가해지는 압력(pressure, ∆ P)의 관계를 나타낸다 [50]. 유체소자의 

체적흐름은 식과 같이 가해지는 압력에 비례하고 유체의 저항(Rhyd)에 

반비례한다. 이때 유체저항은 식2-2와 같이 유체채널의 크기에 의해 

결정된다.  

 

높은 체적흐름으로 유체를 흘리기 위해서는 높은 압력을 가하거나, 

유체의 저항을 낮추는 두 가지 방안이 있다. 만약 유체에 가해지는 

압력을 너무 높이면 유체채널 안의 높은 압력에 의해 칩의 상부와 

하부의 결합면이 파괴되어 원하는 방향으로 유체가 흐르지 않을 수 있다. 

따라서 유체의 체적흐름을 높이는 방안으로는 유체소자 전체의 

유체저항을 줄이는 것이 바람직하다. 그림2-2는 본 연구에서 제안하는 

나노슬릿 칩의 유체 저항을 모델링 한 것이다. 주입부에서부터 나노슬릿 

박막까지의 유체저항을 Rinlet, 나노슬릿 3834개의 유체 저항을 Rnanoslit, 

(2-1) 

(2-2) 
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마지막으로 하부유체채널에서부터 배출구까지의 유체저항을 Routlet으로 

규정하고 수치적인 유체저항을 계산하였다. Rinlet과 Routlet은 식2-2를 

이용하여 구하였고, Rnanoslit은 한 개의 나노슬릿에 대해서 저항을 계산 

한 후에 나노슬릿의 개수인 3834로 나누었다. 

 

표2-1은 나노슬릿 칩의 각 부분에 대한 유체저항을 계산한 

결과이다. 표의 결과값에서 보면, Rnanoslit값이 다른 유체 저항요소에 

비해 10배 이상 큰 지배적인 유체저항으로 나타난다. 만약 나노슬릿의 

개수를 증가시키거나 감소시키면, 소자 전체의 유체저항은 이에 

비례하여 변할 것이다. 따라서 다수의 나노슬릿을 제작하여 나노슬릿 칩 

전체의 유체저항을 줄이는 것은 나노슬릿 칩의 설계에 있어서 핵심적인 

부분이라고 할 수 있다. 그림 2-3는 표2-1의 결과값을 토대로 

미세유체시스템에서 일반적으로 사용되는 압력범위에서 (0 kPa ~ 50 

kPa) 나노슬릿 칩이 가지는 유체저항을 계산한 것이다. 계산 결과, 

유체에 가해지는 압력이 50 kPa일 때 250 mL/min의 유체가 흐르게 

되며, 이는 일반적인 미세유체소자로서 사용하기에 충분한 체적흐름이다. 

 

그림 2-2. 나노슬릿 칩의 유체저항 모델링. 
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표 2-1. 나노슬릿 칩의 유체 저항 계산값. 
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그림 2-3. 나노슬릿 칩의 압력에 따른 체적흐름. 
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2.3.2 나노슬릿 박막의 유체저항 시뮬레이션 

 

나노슬릿 칩에서 나노슬릿의 개수가 전체 유체저항에 미치는 영향을 

예측하기 위해서 유한요소해석법 (Finite element method) 

시뮬레이션을 진행하였다. 시뮬레이션 프로그램은 COMSOL 

microfluidics module을 사용하였다. 그림2-4는 시뮬레이선을 위해 

작성된 나노슬릿 칩의 구조이다. 실제 나노슬릿 칩에서는 3800개 

이상의 나노슬릿이 존재하지만, 다수의 나노슬릿 구조를 그릴 경우 

해석해야 하는 요소(element)들의 수가 너무 많아서 해석이 불가능하게 

된다. 시뮬레이션의 목적이 나노슬릿의 개수가 유체저항이 전체 

유체저항 얼마나 크게 영향을 미치는지를 확인하는 것이기 때문에 칩의 

구조를 단순화하여 2 ~ 10개의 나노슬릿을 가지는 칩을 그리고, 주입부 

쪽에 1 kPa의 압력을 주었을 때의 유체의 속도를 확인하도록 하였다.  

그림2-5는 1 kPa의 압력이 가해졌을 때 칩안에서의 압력구배 

(pressure gradient)를 나타낸 것이다. 나노슬릿의 유체저항이 매우 

크기 때문에 대부분의 압력이 나노슬릿 영역에서 감소하는 것을 알 수 

있었다. 그림2-6은 나노슬릿의 개수를 2개에서 10개까지 다르게 

하였을 경우에 그림2-5의 A-B 단면에서의 유체 속도를 나타낸 것이다. 

나노슬릿의 개수에 따라서 A-B 단면의 속도도 비례하여 증가하는 것을 

알 수 있으며, 나노슬릿의 영역이 소자 유체저항의 대부분을 차지하는 

것을 다시 한번 확인 할 수 있었다. 만약 나노슬릿 이외에 지배적인 

유체 저항이 존재한다면, 그림2-6과 같이 유체의 속도가 나노슬릿의 

개수에 비례하여 증가하지는 않았을 것이다. 
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그림 2-4. 시뮬레이션을 위해 작성된 나노슬릿 칩의 구조. 
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그림 2-5. 나노슬릿 칩의 압력구배 시뮬레이션 결과. 



 

 25

 

그림 2-6. 나노슬릿의 개수에 따른 유체 속도 시뮬레이션 결과. 
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2.4 요약 및 검토 

 

본 장에서는 본 연구에서 제안하는 나노입자를 포획하는 소자인 

나노슬릿 칩의 구조와 설계에 대해서 기술하였다. 나노슬릿 칩을 

설계하는데 있어서 가장 중요한 부분은 칩의 전체 유체저항이며, 많은 

양의 유체를 흘릴 수 있는 구조를 고안하여야 한다. 따라서 수평구조의 

나노채널 구조가 아닌, 나노슬릿이 수직 방향으로 다수 배열되어 있는 

구조를 고안하였고, 3800개 이상의 나노슬릿이 존재하도록 하여 

전체유체저항을 낮추었다. 이렇게 설계된 나노슬릿 칩은 수치적인 

계산을 통해 50 kPa의 압력에서 250 mL/min 정도의 체적흐름을 가질 

것으로 예상되며, 이는 미세유체시스템에 사용되기에 충분한 

체적흐름이다. 또한 COMSOL 유체시뮬레이션을 통해서 나노슬릿의 

유체저항이 칩 전체의 유체저항에 대부분을 차지한다는 것을 다시 한번 

확인 할 수 있었다. 나노입자를 포획하는 소자를 개발하는데 있어서 

전체 유체저항을 반드시 고려해야하며, 전체 유체저항의 대부분을 

차지하는 나노채널의 저항을 줄이는 방안으로 다수의 나노유체채널을 

병렬로 연결하는 것은 적절한 해결방안이라고 생각된다. 
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제 3 장 나노슬릿 칩의 제작 

 

 

3.1 서론 

 

본 장에서는 나노슬릿 칩의 제작 공정 및 결과에 대해서 기술 한다. 

나노슬릿 칩의 제작은 나노슬릿 박막이 존재하는 하부 기판 제작과 

유체를 나노슬릿 박막으로 흐르도록 유도하는 유체 채널이 있는 상부 

기판 제작으로 나뉜다. 각 기판은 MEMS 공정을 이용하여서 독립적으로 

제작되며, 최종적으로는 두 기판이 정렬 접합 되어 아크릴 구조물로 

고정되게 된다. 

본 논문에서 제안하는 나노슬릿 박막의 제작 공정은 나노슬릿의 

선폭에 따라 크게 두 가지 방법이 있다. 첫 번째 방법은 사진 식각 

공정을 이용하여 2 mm 의 마이크로 슬릿을 제작하고, 산화막을 

증착시켜서 슬릿의 크기를 줄이는 방법이다. 두 번째 방법은 스텝퍼 

공정을 이용하여서 550 nm 정도의 나노슬릿을 제작하고, 금과 같은 

금속을 증착하여 250 nm이하의 좀더 작은 나노슬릿을 제작하는 

방법이다. 본 장에서는 각각의 나노슬릿 제작 공정 과정에 대해서 

기술하고, 두 가지 공정 방법에 따른 제작 결과에 대해서도 기술한다. 

또한, 상부 기판으로는 PDMS 유체 채널이 사용되며, PDMS 유체 

채널 및 SU-8 주형틀을 제작하는 방법에 대해서도 기술한다. 

마지막으로 제작된 PDMS 상부 기판과 나노슬릿 하부 기판을 

정렬하여서 아크릴 구조물에 의해서 두 기판을 고정시키는 방법에 

대해서 기술한다. 
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3.2 나노슬릿 박막 및 하부 유체 채널의 제작 

 

3.2.1 사진공정을 통한 나노슬릿 유체 채널의 제작 

 

그림 3-1는 800 nm 선폭의 나노슬릿 칩의 하부 기판을 제작하는 

공정의 순서도 이다. 먼저 나노슬릿 박막의 기본 골격이 되는 실리콘 

산화막을 1 mm 증착한다. 다음으로 2 mm 선폭의 마이크로 슬릿 

패턴들을 사진 식각 공정과 실리콘 산화막 식각 공정을 통하여서 기판 

위에 제작한다. 다음으로 마이크로 슬릿 패턴이 실리콘 기판 위에 

제작되면, 슬릿 패턴의 아래에 존재하는 실리콘을 제거하여 하부 유체 

채널을 제작한다. 이를 위해서 먼저 비등방성 실리콘 식각 공정 (Deep 

Si etching)을 통해 실리콘을 5 mm 수직 식각하고, TMAH 

(tetramethyl ammonium hydroxide) 용액에서 비등방성 습식 식각을 

수행한다. 습식 식각을 통하여서 마이크로 슬릿 패턴 아래 부분의 

실리콘이 제거되며, 최종적으로 V자-형태의 하부 유체채널이 마이크로 

슬릿 박막의 바로 아래에 존재하게 된다. 마지막으로 마이크로 슬릿의 

선폭을 줄이는 공정을 진행한다. 제작된 마이크로 슬릿 박막 위에 

산화막을 화학 기상 증착 (chemical vapor deposition) 방식으로 

증착하면, 산화막이 등방성으로 증착되면서 마이크로 슬릿의 선폭이 

줄어들게 된다. 이때, 증착량을 조절함으로써 슬릿의 선폭을 목표 

선폭으로 크기로 조절 할 수 있다.  

그림 3-2는 제작된 300 nm 선폭의 나노슬릿 박막에 대한 SEM 

이미지이다. SEM 분석을 통해 실리콘 산화막으로 이루어진 나노슬릿 

박막과 하부 유체 채널이 형성된 것을 확인 할 수 있다. 나노슬릿 

박막의 단면을 확인하기 위해서 제작된 나노슬릿 칩을 절단하여서 



 

 29

단면을 확인하였다. 나노슬릿 박막의 단면은 그림 3-3와 같이 바닥면은 

2 mm 정도의 선폭을 가지며, 실리콘 산화막의 증착으로 인해서 

중간부분부터 선폭이 좁아지는 것을 확인할 수 있다. 2 mm 크기의 

마이크로 슬릿이 산화막 증착에 의해 나노슬릿으로 제작되는 과정은 

그림 3-4에 나타나 있다. 실리콘 산화막을 증착하면 SEM 이미지와 

같이 슬릿의 크기가 감소하며, 증착량에 다른 선폭의 감소량은 선형적인 

특징을 가진다 (그림 3-5). 하지만 실리콘 산화막의 증착량이 클수록 

나노슬릿 박막이 받는 스트레스가 증가하는 문제점이 있으며, 본 

연구에서는 최대 25000 Å의 실리콘 산화막 증착을 시도하였으며 이때, 

나노슬릿의 선폭은 300 ~ 400 nm였으며 나노슬릿 박막이 산화막 

증착에 따른 스트레스에 의해서 조금 휘는 현상을 관찰 할 수 있었다. 
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그림 3-1. 나노 슬릿 칩의 제작 공정. 
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그림 3-2. 나노 슬릿 칩의 제작 결과. 

그림 3-3. 나노 슬릿 박막의 단면 측정. 
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그림 3-4. 나노슬릿 선폭 변화 측정(산화막 증착). 

그림 3-5. 나노슬릿 선폭 변화 그래프. 
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3.2.2 스텝퍼공정을 통한 나노슬릿 유체 채널의 제작 

 

300 nm이하의 나노슬릿을 제작하기 위한 방법으로 스텝퍼공정을 

이용하는 방법을 시도하였다. 그림3-6은 스텝퍼 공정을 이용하여 

나노슬릿 칩을 제작한 결과이다. 먼저, 500 nm정도의 나노슬릿을 

만들고 금속을 증착하여서 250 nm이하의 선폭을 가지는 나노슬릿을 

제작하였다. 전체 공정 방법은 3.2.1에서 기술한 방법과 유사하나 

스텝퍼공정을 이용하여 500 nm의 나노슬릿에서 슬릿 크기를 줄이는 

공정을 시작하는 점과 실리콘 산화막 증착 대신에 Cr/Au를 증착하여 

박막이 받는 스트레스를 줄이도록 한 부분이 다르다. 그림 3-7는 

Cr/Au를 증착하여서 250 nm이하의 선폭을 가지는 나노슬릿을 

제작하는 과정에 대한 전자현미경 이미지이다. 스텝퍼공정과 건식식각을 

통해서 550 nm의 나노슬릿이 제작되고, 200/5000 Å의 Cr/Au 

증착하여 250 nm이하의 선폭을 가지는 나노슬릿이 제작되는 것을 알 

수 있다. 

사진공정을 이용한 공정에 비해 스텝퍼공정은 더 작은 선폭의 

공정이 가능하지만 공정 단가가 비싸고 픽셀 단위로 기판에 패턴이 

전사되기 때문에 소자의 설계에 자유도가 낮아진다는 단점이 있다. 

따라서 제작하고자 하는 나노슬릿의 선폭의 크기에 따라 두 가지 공정 

방법 중 적절한 것을 선택하는 것이 바람직하다. 
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그림 3-6. 나노슬릿 칩 제작 공정 (스텝퍼 공정 이용). 
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그림 3-7. Cr/Au 증착에 따른 나노슬릿 선폭의 변화 측정: (a) SEM이미지 (b) 
선폭 측정 결과. 
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3.3 나노슬릿 칩의 상부 유체 채널의 제작 

 

PDMS 상부 유체 채널의 제작 방법은 다음과 같다. PDMS 채널 

제작을 위해서는, 먼저 SU-8 감광용액을 이용하여서 주형이 되는 

구조물을 제작해야 한다. 제작하고자 하는 유체채널은 폭 1 mm, 높이 

60 mm 의 크기를 가져야 하므로, SU-8 2075를 4000 rpm의 속도로 

30초간 회전 도포하여서 감광제의 높이가 60 mm 가 되도록 한다. 이후 

hot plate에서 soft bake를 위해 65 °C 3분, 95 °C 9분 동안 열처리를 

한다. 다음으로 노광 장비 (MA – 6)를 이용하여서 hard contact으로 

노광을 215 mJ의 에너지를 웨이퍼에 준다. 노광 후 열처리는 

65 °C에서 2분, 95 °C에서 7 분 동안 진행한다. 노광 후의 열처리는 

UV에 의해 활성화된 감광제에 에너지를 공급하여 감광제의 

polymerization을 초래한다. 마지막으로 웨이퍼를 SU–8 developer에서 

8분간 현상 작업을 진행한다. 현상이 끝나면, 이소프로필알콜(IPA)에 

3분간 넣어서 SU-8 developer를 제거하고 마지막으로 초순수용액에서 

(Deionized water) 세척 한다. PDMS 주형을 제작하기 위한 구체적인 

사진식각 공정은 표 3-1에 구체적인 공정 조건을 정리하였다.  

다음으로 PDMS 구조물 제작 공정은 다음과 같다. 먼저 PDMS 

원액 (sylgard 184A, Dow corning, USA)와 경화제 (sylgard 184B, 

Dow corning, USA)를 질량비가 10:1이 되도록 섞는다. 잘 섞은 

PDMS용액을 제작된 SU - 8 주형에다 부은 후, 진공 챔버에 한 시간 

정도 넣어 PDMS가 경화제와 섞이면서 발생한 기포들을 제거한다. 

PDMS 용액의 기포가 다 제거 되면 70 ℃의 오븐에 넣어서 4 시간 

동안 열을 가해서 경화시킨다. 이후 주형에서 벗겨내어 아세톤과 IPA로 

세척을 한다.  
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표 3-1. PDMS 주형 제작을 위한 SU – 8 사진 공정 조건. 

Spin coating 
500 rpm 100 rpm/sec 10 sec 

4000 rpm 300 rpm/sec 30 sec 

PR stabilization 10 min 

Soft bake 
65 ℃ 3 min  

95 ℃ 9 min  

Cooling 10 min 

Exposure 25 mW 9 sec  

Post exposure bake 
65 ℃ 2 min  

95 ℃ 7 min 

Cooling  10 min 

Develop SU-8 developer 8 min 

Cleaning 
IPA 3 min  

DI 6 min 
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3.4 제작된 나노슬릿 칩의 정렬 및 패키징 

 

마지막으로 제작된 나노슬릿 하부 기판과 PDMS 유체채널을 정렬 

하여 나노슬릿 칩을 완성한다. 정렬된 나노슬릿 칩에 유체를 주입할 

경우 발생하는 압력에 의해서 상부와 하부 기판의 정렬이 흐트러지거나 

접합면이 분리되어 칩에 누수가 발생할 수 있다. 따라서 제작된 두 개의 

기판을 단단히 고정시킬 방법이 필요하다. PDMS 플라즈마 접합 방식은 

매우 강한 접합력을 가지는 장점이 있지만, 한번 접합된 칩을 분리 할 

수가 없어서 실험 후에 추가적으로 필요할 수 있는 SEM 측정이 

불가능하다. 따라서 본 연구에서는 아크릴 구조물과 자석을 이용하여서 

나노슬릿 칩을 고정하는 방식을 이용하였다. 그림 3-8은 본 연구에서 

사용한 아크릴 구조물의 개념도와 실제 사진이다. 아크릴 구조물에는 

나노슬릿 칩을 로딩하는 부분과 유체튜브와 나노슬릿 칩이 연결될 수 

있는 구멍들이 존재한다. 또한 칩의 로딩부분 주위에는 강력한 

네오디움자석들이 있어, 자석들의 인력에 의해서 칩이 고정될 수 있도록 

하였다. 
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(a) 

(b) 

그림 3-8. 아크릴 구조물의 (a) 개념도와 (b) 사진. 
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3.5 요약 및 검토  

 

본 장에서는 나노슬릿 칩의 제작에 대해서 기술하였다. 먼저, 

나노슬릿 박막을 제작하기 위한 공정으로, 사진 식각 공정과 산화막 

증착을 통해 슬릿의 선폭을 줄이는 조건을 확립하였다. 슬릿 선폭의 

크기는 산화막 증착량에 비례하여 감소하는 것을 확인하였고, 25000 

Å의 산화막을 증착한 경우 300 nm ~ 400 nm의 나노슬릿이 제작됨을 

확인하였다. 다음으로 300 nm 이하의 작은 선폭을 가지는 나노슬릿 

칩을 제작하기 위한 공정으로, 스텝퍼와 Cr/Au 증착을 이용한 공정을 

진행하였다. 제작결과, 550 nm 선폭의 나노슬릿에 Cr/Au을 200/5000 

Å 증착에 하여서 250 nm이하의 선폭을 가지는 나노슬릿을 제작할 수 

있는 것을 확인하였다. PDMS 유체 채널 제작을 위한 공정으로는, 60 

mm 높이를 가지는 SU-8 주형 제작 공정을 확립하였고, PDMS soft 

lithography를 통해서 성공적으로 PDMS 유체 채널을 제작하였다. 

마지막으로 PDMS 유체 채널과 나노슬릿 박막이 있는 하부 기판을 

정렬하여 고정시키는 아크릴 구조물에 대해 기술하였다. 제작된 아크릴 

구조물은 영구자석에 의해 상하부 기판을 고정시킬 수 있으며, 산소 

플라즈마 접합과 같은 영구적인 접합 방법이 아니므로 유체실험 후에 

PDMS기판을 분리하여 나노슬릿 박막의 상태를 SEM을 통해 확인할 수 

있다. 
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제 4 장 나노슬릿 칩을 이용한 미세 입자 분리 
 

 

4.1 서론 

 

본 장에서는 첫째로 제작된 나노슬릿 칩의 유체 흐름를 측정하기 

위한 실험 구성과 측정 결과에 대해서 기술한다. 제작된 나노슬릿 칩의 

체적 흐름 측정값과 나노슬릿의 선폭을 측정한 측정값으로 계산한 유체 

저항 및 체적 흐름을 서로 비교하여 기술한다. 

다음으로 서로 다른 크기의 마이크로/나노 입자들을 포함한 용액을 

나노슬릿 칩에 주입하여서 나노슬릿보다 큰 크기의 마이크로 입자와 

나노슬릿보다 작은 크기를 가지는 나노 입자를 분리하는 실험에 대해서 

기술한다. 이를 위해 형광현미경으로 검출이 가능한 형광염료가 포함이 

된 미세 입자를 사용하고, 마이크로/나노 입자들을 분리한 후에 

형광현미경으로 나노슬릿 박막을 측정하여 포획된 미세입자의 수를 

정량화한 결과들에 대해서도 기술한다. 또한, 형광 측정을 통해서 

미세입자를 정량화하는 방법의 신뢰도를 평가하기 위한 분석 결과들도 

기술한다 
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4.2 나노슬릿 칩의 유체 흐름 측정 실험 

 

4.2.1 나노슬릿 칩의 체적 흐름 측정 시스템 구성 

 

나노슬릿 칩의 유체 흐름을 측정하기 위한 시스템은 그림4-1과 

같다. 유체의 체적 흐름(volume flow)을 측정하기 위해서는 일정한 

압력을 나노슬릿 칩에 가하고, 이때 흐르는 유체의 부피를 측정하여야 

한다. 따라서 미세유체 시스템에서 일반적으로 사용되는 실린지 펌프는 

일정한 유속을 흘려주는 장비이므로 사용할 수 없다. 본 실험에서는 

이를 대신하여서 압력기반 펌프(Fluigent, France)를 사용하였다. 

실험에 사용된 압력 기반 펌프는 0 ~ 100 kPa의 압력을 안정적으로 

생성할 수 있는 장비로 미세유체시스템 제어에 적합하다. 압력 기반 

펌프는 그림4-1과 같이 일회용 용기와 나노슬릿 칩에 연결하여 압력에 

따라서 유체가 나노슬릿 칩에 주입될 수 있도록 하였다. 본 실험에는 

3차 증류를 한 초순수 (De-ionized water)를 사용하였고, 10 kPa에서 

25 kPa의 압력을 나노슬릿 칩에 가한 상태에서 5분 동안 나노슬릿 

칩에서 나오는 유체를 일회용 용기에 모아서 질량을 측정하여 

체적흐름을 추정하였다.  
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그림 4-1. 나노슬릿 칩의 유체 흐름 측정 시스템. 



 

 44

4.2.2 나노슬릿 칩의 체적 흐름 측정 결과  

 

그림 4-2은 압력 기반 펌프의 출력압력에 따른 나노슬릿 칩의 

체적 흐름 측정 결과이다. 유체에 가해지는 압력에 따라 체적 흐름이 

선형적으로 증가하는 것을 확인할 수 있으며, 측정된 체적흐름은 

나노슬릿의 선폭이 300 nm에서 450 nm일 때의 이론적인 체적 흐름 

값의 범위 내에 존재한다. 그림 4-3은 실험에 사용된 나노슬릿 칩의 

선폭을 전자현미경을 통해 측정한 결과이며, 나노슬릿의 선폭이 300 

nm에서 500 nm을 가짐을 알 수 있다. 이러한 측정 결과를 토대로 볼 

때, 높은 체적흐름을 가지기 위한 나노슬릿 칩의 설계와 제작은 

적절했으며, 이론적인 예상 값과도 부합하는 결과라고 생각된다. 
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그림 4-2. 나노슬릿 칩의 체적흐름 측정 결과.  
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그림 4-3. 나노슬릿 칩의 선폭 측정 결과. 
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4.3 나노슬릿 칩을 이용한 미세 입자 분리 및 검출 

 

4.3.1 미세입자 분리 및 검출 과정  

 

서로 다른 크기의 미세 입자를 나노슬릿 칩에 주입하여 분리 및 

포획하는 실험은 그림4-4와 같은 순서로 진행하였다. 먼저, 크기가 

다른 미세입자들을 농도별로 준비하여 섞은 후 나노슬릿 칩에 주입한다. 

이때, 미세입자의 크기가 나노슬릿 박막의 선폭보다 큰 경우 미세입자는 

그림4-4의 (a)와 같이 포획되게 된다. 다음으로 나노슬릿 칩을 

건조시키고 PDMS 유체채널을 제가한 뒤에, 형광현미경을 이용하여 

포획된 나노입자의 형광신호를 측정한다. 마지막으로 획득한 

형광이미지에서 미세입자에 해당하는 영역의 픽셀값을 이미지 분석을 

통해 추출하여 포획된 미세입자의 양을 정량화한다.  

 

그림 4-4. 나노슬릿 칩의 미세입자 분리 및 검출 과정. 
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4.3.2 미세입자 크기 및 농도에 따른 검출 결과  

 

그림 4-5는 적색의 형광염료가 포함된 1.8 mm의 미세입자를 800 

nm 선폭의 나노슬릿 칩에 주입한 실험 결과이다. 105/mL 농도의 

미세입자가 포함된 용액을 주입 후 일정 시간마다 나노슬릿 박막의 

형광이미지를 측정하였다. 그림 4-5 (b)는 유체 주입 후 30초, 75초, 

150초에 획득한 형광이미지 사진에서 미세입자에 해당하는 적색 형광 

신호를 정량화하여서 그래프로 나타낸 것으로 주입 시간에 따라 적색 

형광 신호가 비례하여 증가하는 것을 알 수 있다. 

다음으로 나노슬릿의 선폭보다 작은 크기의 미세입자가 나노슬릿 

박막을 통과하지 않고 포획되어 검출되는지를 확인하는 실험을 

진행하였다. 800 nm 선폭의 나노슬릿 칩에 450 nm 크기의 청색 

형광염료가 포함된 나노입자를 105/mL, 106/mL, 107/mL 농도로 

준비하여 주입하였다. 그림 4-6은 100 ml의 샘플용액을 나노슬릿 

박막에 주입한 후 측정한 농도별 결과이다. 형광이미지 상으로 보았을 

때에, 105/mL, 106/mL 농도의 경우 대부분의 나노입자가 800 nm 

크기의 나노슬릿 박막을 통과하여서 형광신호가 매우 낮음을 확인할 수 

있었다. 하지만, 107/mL 농도의 경우, 상당히 많은 양의 나노입자들이 

검출되는 것을 확인 할 수 있었다. 이는 다수의 나노 입자가 한꺼번에 

나노슬릿을 통과하면서 막히는 현상으로, 미세 유채채널의 keystone 

effect라고 보고되고 있다 [51]. 이러한 현상은 나노유체채널의 

단면적과 기하학적 형태에 강하게 영향을 받는다. 그림 4-7은 550 nm 

선폭의 나노슬릿 칩과 550 nm 크기의 나노흘 칩의 keystone effect를 

비교 실험한 결과이다. 320 nm 크기의 나노입자를 100 ml를 10 

ml/min의 속도로 주입한 결과, 나노홀 칩은 3×105/ml에서 keyston 
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effect를 관찰할 수 있었다. 반면에 나노슬릿 칩은 3×108/ml에서야 

대부분의 나노입자들이 keystone effect에 의해서 포획되는 것을 

확인할 수 있었다. 따라서 나노입자를 크기에 따라서 선택적으로 

포획하기 위해서는 가늘고 긴 형태의 슬릿 구조가 적합하며, 샘플용액의 

농도가 높을 경우에는 keystone effect에 의해서 실험이 실패할 

가능성이 있으므로 희석작업을 통해서 농도를 낮추는 것이 바람직하다.  
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(a) 

(b) 

그림 4-5. 마이크로 입자 포획 실험: (a) 1.8 mm의 미세입자를 주입한 결과 (b) 
형광 신호 그래프. 
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(b) 

(a) 

그림 4-6. 나노입자 여과 실험: (a) 800 nm 나노슬릿 칩에 450 nm 나노입자를 
주입한 결과 (b) 형광 신호 그래프. 
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그림 4-7. 나노홀 칩과 나노슬릿 칩에서 나노입자의 농도별 여과실험. 
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마지막으로 서로 다른 크기를 가지는 2종류의 미세입자를 

나노슬릿 칩에서 선택적으로 분리하는 실험을 진행하였다. 실험을 위해 

1.8 mm의 적색형광 마이크로 입자와 450 nm의 청색형광 나노 입자를 

사용하였다. 나노슬릿 박막을 투과하여야 할 450 nm의 청색형광 나노 

입자는 105/mL의 농도로 고정하였고, 나노슬릿에 포획되어 검출되어야 

할 1.8 mm의 적색형광 마이크로 입자는 103/mL, 104/mL, 105/mL의 

농도로 준비하여 서로 섞어주었다. 이렇게 준비된 용액을 실린지 펌프를 

이용하여서 40 mL/min의 속도로 5분간 총 200 mL의 샘플을 나노슬릿 

칩에 주입하였다. 이후 다시 D.I water를 40 mL/min의 속도로 2분 

30초 간 주입하여 나노슬릿 칩 속에 남아 있을 미세입자들을 

세척하였다. 유체 실험 후 형광현미경을 이용하여 각각의 파장에 대한 

형광 이미지를 측정하였다. 그림 4-8은 각 농도별 샘플을 나노슬릿 

칩에 주입 후에 측정한 형광이미지를 분석한 결과이다. 나노슬릿 칩에 

포획되어야 할 1.8 mm 크기의 마이크로 입자는 농도가 증가함에 따라서 

형광신호가 증가되는 것을 확인할 수 있었다. 또한 105/mL의 고정된 

농도로 주입된 450 nm의 나노 입자의 경우에는 대부분의 입자가 

나노슬릿 박막을 통과한 것으로 보여지나, 1.8 mm 마이크로 입자의 

농도가 높아질수록 나노 입자의 형광 신호도 증가하는 것을 확인 할 수 

있다. 이는 1.8 mm의 마이크로 입자가 포획되면서 나노슬릿 박막의 

유체가 흐를 수 있는 단면적을 축소시켜, 많은 양의 나노 입자가 박막에 

비특이적으로 포획 된 것으로 생각된다.  
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그림 4-8. 나노입자와 마이크로입자 분리/포획 실험: 2종류의 미세입자 (1.8 
mm, 450 nm) 분리 실험 결과. 



 

 55

위의 실험 결과를 토대로, 나노슬릿 칩의 마이크로 입자와 나노 

입자 분리 실험 결과를 미세입자 분리와 관련된 지표인, through-put과 

purity로 정리하였다. 먼저 나노슬릿 칩의 박막에 실제 포획된 1.8 mm 

입자의 개수를 추정하기 위해서 검출된 형광신호의 총합을 1.8 mm 입자 

1개의 형광신호 값인 43.283으로 나누었다. 또한 나노슬릿 칩에 

비특이적으로 포획된 450 nm 나노입자의 개수를 추정하기 위해서 450 

nm 입자 1개의 형광신호 값인 2.705로 검출된 형광신호 값을 나누었다. 

표 4-1는 포획된 마이크로 입자와 나노 입자들을 형광이미지에서 

추정하여, through-put과 purity의 지표로 분석을 한 결과이다. 포획된 

마이크로입자의 개수는 예상 주입량보다 2 ~3배 이상 많은 것으로 

추정되었으나, 농도에 따라 전체적으로 10배씩 증가하는 것을 확인 할 

수 있다. 또한 포획된 나노 입자의 수는 예상 주입량인 2×104개 중 

마이크로 입자의 포획 정도에 따라 최소 6.5%에서 최대 23.3%까지 

포획되는 것으로 추정된다. 또한 마이크로 입자가 저 농도일 때에도 

나노입자들이 6% 이상 검출되는 것으로 볼 때, 나노입자들이 keystone 

effect 현상으로만 검출되는 것이 아니라, 일정량의 나노 입자들은 

나노슬릿 박막 표면에 비특이적으로 결합하여 있을 것으로도 생각된다.  
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표 4-1. 마이크로 입자와 나노입자의 분리 결과. 
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4.3.3 형광 측정을 통한 미세 입자 검출의 정량화 

 

본 연구에서 제안하는 미세입자 분리 및 검출은 나노슬릿 박막에 

포획된 입자의 형광 신호를 기반으로 한 검출 방법이다. 따라서 

나노슬릿 박막에서 발생하는 형광 신호가 실제 포획된 미세입자의 

개수를 정량적으로 나타내고 있는지, 신호 및 검출 방법에 대한 

신뢰도를 평가할 필요가 있다. 이를 확인하기 위해, 1.8 mm 마이크로 

입자를 포획한 나노슬릿 박막을 형광 현미경으로 측정한 후 같은 영역을 

전자 현미경으로 비교하는 분석을 수행하였다. 형광이미지를 분석 하는 

프로그램으로는 NI Vision Assistant 프로그램을 이용하였다. 

그림 4-9는 미시적인 관점에서 미세입자의 개수가 1개, 2개, 3개일 

때의 형광 신호 크기를 분석하여 나타낸 것이다. 포획된 미세입자의 

개수와 비례하여 형광신호의 크기가 증가함을 알 수 있다. 다음으로 

좀더 거시적인 관점에서 형광신호를 분석하기 위해서 나노슬릿 박막의 

여러 영역에 대해서 형광신호와 전자현미경 이미지를 비교하는 분석을 

수행하였다. 마이크로 입자를 포획하는 실험을 진행한 후 총 15개의 

영역(84 mm × 64 mm 크기)을 지정하여서 이미지 분석을 수행하였다. 

형광 신호에 대한 분석의 경우 앞서 언급한 이미지 분석 프로그램을 

이용하였으며, 전자현미경 이미지의 경우에는 수작업으로 미세입자의 

개수를 세어서 정량화 하였다. 이렇게 분석결과를 x축은 전자현미경 

이미지에서 얻을 미세입자의 개수를, y축은 이에 대응하는 형광 신호 

값으로 나타내었다 (그림 4-10). 미세입자의 개수와 형광신호 값을 

비교한 결과 R2이 0.96559로 형광신호가 미세입자의 개수와 매우 

선형적인 관계를 가지고 있음을 확인하였다.  
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그림 4-9. 미세입자의 개수에 따른 형광 신호의 크기 (1개, 2개, 3개). 
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그림 4-10. 포획된 미세입자의 개수와 형광신호의 비교. 
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4.4 나노슬릿 칩의 단백질 응집 반응 검출에의 응용 

 

 

나노입자 기반의 응집반응검사는 바이러스나 DNA, 혈액 검사와 

같은 다양한 생화학 물질의 검출 광범위하게 이용되고 있다 [52]. 

바이러스와 같이 검출하고자 하는 물질이 존재하면 이물질을 매개로 

나노입자들이 서로 붙어서 응집하게 되고, 나노입자 복합체 

(nanoparticle agglomer)가 되어 크기가 커지게 된다. 응집된 나노입자 

집합체를 검출하는 방법은 핵자기공명(nuclear magnetic resonance)나 

레이저동적산란(dynamic laser scattering) 같은 대형장비를 이용하거나, 

이미지 프로세스를 통해서 크기가 큰 입자들을 카운팅하는 방식이 

사용되고 있다 [53-57]. 이러한 검출 방식은 한 종류의 나노입자만 

사용하면 되고, 전체 실험과정도 복잡하지 않아 비교적 간단하고 저렴한 

검출 방법으로 분류된다.  

 

그림 4-11. 나노슬릿 칩을 이용한 응집반응검사 검출실험의 개념도. 
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따라서, 만약 본 연구에서 개발한 나노슬릿 칩의 미세 입자 분리 

포획 기능을 활용하여 응집반응검사 후 생성된 나노입자 집합체들만을 

나노슬릿 박막에 포획한다면, 정량적으로 응집반응을 검출할 수 있을 

것으로 생각된다. 이를 위해 그림 4-11과 같이 나노슬릿 칩에서 

응집반응검사를 검출하는 실험을 진행하였다. Biotinylated bovine 

serum albumin을 (b-BSA) 목표 단백질로 하였고, 스트렙타비딘 

단백질이 코팅된 450 nm 형광나노입자들이 b-BSA를 매개로 

응집반응이 이루어지도록 하였다. 응집반응이 끝난 샘플 용액은 800 nm 

나노슬릿 칩에 주입하여 응집된 나노입자 집합체만이 나노슬릿에 

포획되어 검출될 수 있도록 하였다. 구체적인 실험 조건은 다음과 같다. 

b-BSA의 농도를 0 M, 10 pM, 100 pM, 1 nM로 나눠서 준비하고, 

스트렙타비딘이 코팅된 형광나노입자를 107/ml의 농도로 집어 넣어서 

상온에서 5시간 동안 반응시켰다. 이후 샘플 용액을 100배 희석 하여서 

반응이 정지되도록 하고, 희석된 용액의 400 ml를 40 ml/min의 속도로 

10분간 나노슬릿 칩에 주입하고 형광을 측정하였다. 그림 4-12는 타겟 

단백질인 b-BSA의 농도에 따른 나노슬릿 칩의 검출 결과이다. b-BSA 

단백질의 농도에 따라서 검출되는 나노입자의 수가 증가하고 형광신호도 

증가하는 것을 알 수 있다. 나노슬릿 칩을 이용한 b-BSA의 검출한계는 

10 pM이고, 검출범위(dynamic range)는 10 pM에서 1 nM 였다. [58-

61].  
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그림 4-12. 나노슬릿 칩에서 biotinylated BSA 단백질의 검출결과. 
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4.5 요약 및 검토 

 

본 장에서는 제작된 나노슬릿 칩의 특성 및 성능을 평가한 실험에 

대해서 기술하였다. 먼저 나노슬릿 칩의 유체저항 및 체적흐름을 

측정하기 위한 실험 구성 및 측정 결과를 기술하였다. 제작된 나노슬릿 

칩은 가해지는 압력에 따라서 유체의 체적흐름이 선형적으로 

증가하였으며, 이는 나노슬릿의 선폭이 300 nm에서 500 nm 정도의 

크기를 가질 때 이론적인 체적흐름의 범위에 속하는 값이다.  

다음으로 800 nm 선폭의 나노슬릿 칩에 1.8 mm, 450 nm 크기의 

미세입자를 농도별로 주입하여서 크기에 따라 분리할 수 있는지를 

실험하였으며, 실험 결과 일정 농도 이하의 샘플 용액에 대해서는 

크기에 따라 분리 및 검출이 가능함을 확인하였다. 하지만, 미세입자의 

크기가 나노슬릿의 선폭보다 작더라도, 고농도로 주입되거나, 나노슬릿 

박막이 다른 입자나 물질에 의해서 막혀있는 경우에는 미세입자의 분리 

성능이 저하되는 것을 알 수 있었다. 

나노슬릿 박막에 포획된 미세입자를 형광현미경을 통해서 검출하는 

방법의 신뢰성을 검증하였다. 미세입자 포획 실험을 진행 후, 일정 

영역의 나노슬릿 박막을 형광현미경과 전자현미경으로 측정하여서 

비교하였다. 분석 결과 나노슬릿 박막에 포획된 미세입자에서 발생하는 

형광신호의 크기가 실제 포획된 미세입자의 개수와 비례하는 것을 알 수 

있었다. 따라서 나노슬릿 칩의 미세입자 포획을 형광신호를 이용하여 

검출하는 것은 적절한 검출 방법으로 생각된다. 

마지막으로 본 연구에서 제작된 나노슬릿 칩을 응집반응검사를 통한 

단백질 검출에 이용하는 시도를 하였다. b-BSA 단백질의 농도에 따라 

집합체를 이루어서 크기가 커진 나노입자 집합체들을 800 nm의 
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나노슬릿 칩에서 포획하여서 검출하는 실험을 수행하였고, b-BSA 

단백질를 10 pM에서 1nM 범위에서 성공적으로 검출 할 수 있었다.  
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제 5 장 마이크로 비드 어세이를 위한 나노슬릿 

칩 기반의 검출 시스템 

 

 

5.1 서론 

 

본 장에서는 연구의 최종 목표인 마이크로비드 어세이의 검출 

한계를 향상시키기 위한 플랫폼인 나노슬릿 칩 기반의 검출 시스템에 

대해서 기술한다. 제안하는 검출 시스템은 바이오 어세이(bio-assay)에 

의해 마이크로비드와 특이적으로 결합된 형광 나노입자들을 반응이 끝난 

후 따로 분리하여내어 나노슬릿 칩에 포획 및 농축하여 검출하는 

방식이다. 이러한 검출 방식은 반응이 일어난 나노입자들을 마이크로 

비드로부터 분리하여 나노슬릿 박막에 포획하여 신호를 읽어냄으로써 

마이크로 비드의 3차원 구조에 의한 광신호의 왜곡을 근본적으로 

차단하고, 나노입자들을 좁은 검출 영역에 농축함으로써 어세이의 검출 

한계를 높일 수 있다.  

전체 검출시스템은 마이크로비드를 충진하여 어세이를 수행하는 

마이크로비드 어세이 칩과 어세이가 끝난 후에 마이크로비드와 결합한 

형광 나노입자를 포획하여 검출하는 나노슬릿 칩으로 구성되어 있다. 

마이크로비드 어세이 칩은 30 mm 크기의 마이크로비드들을 충진 할 수 

있는 유체 채널이 있어 바이오 어세이를 수행할 수 있다. 시스템에 

사용된 나노슬릿 칩은 450 nm입자를 포획하기 위하여 250 nm 정도의 

선폭을 가지도록 제작하였다.  

나노슬릿 칩 기반 검출시스템의 성능을 평가하기 위한 실험으로 
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펩타이드 – 스트렙타비딘 검출 실험을 수행하였다. 스트렙타비딘 

단백질과 특이적으로 결합할 수 있는 펩타이드 서열 Leucine - 

Histidine - Proline - Glutamine - Phenylalanine (LHPQF)를 

마이크로비드에 합성하고, 스트렙타비딘이 코팅된 450 nm 크기의 형광 

나노입자를 검출하는 실험으로 시스템의 성능을 평가하였다. 이를 위해, 

실린지 튜브 상에서 펩타이드 마이크로비드와 스트렙타비딘 

형광나노입자를 반응시킨 후 반응이 일어난 형광나노입자들을 

마이크로비드에서 분리하여 나노슬릿 칩에 주입하는 기초 실험을 

진행하였다. 기초 실험의 결과를 토대로 마이크로비드에 결합한 

형광나노입자의 신호와 나노슬릿에서의 형광신호를 비교하여 나노슬릿의 

나노입자 포획 및 농축이 신호민감도에 주는 영향을 조사하였다. 

다음으로는 마이크로비드 어세이 칩과 나노슬릿 칩으로 구성된 전체 

검출시스템에서 펩타이드 - 스트렙타비딘 어세이를 수행하였다. 형광 

나노입자를 1.25 × 106/ml에서 1 × 107/ml 농도로 준비하여 

실험하였으며, 마이크로비드의 형광 신호와 나노슬릿에서의 형광신호를 

비교하여 최종적으로 마이크로비드에서 보다 나노슬릿에서의 형광신호가 

얼마나 증가하는지 비교하여 기술하였다. 

마지막으로 나노슬릿 칩 기반 검출시스템의 실제적인 응용으로, 

스트렙타비딘 단백질과 결합할 수 있는 펩타이드 서열 후보군들의 

스트렙타비딘 단백질에 대한 친화력 검사 실험을 진행하였다. 실험을 

위해 3종류의 서로 다른 펩타이드 서열들을 합성하여 준비하였고, 1 × 

107/ml의 스트렙타비딘 형광나노입자를 검출하는 실험을 진행하여 

펩타이드 서열의 스트렙타비딘 단백질에 대한 친화력을 측정하였다.  
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5.2 Test tube 어세이 및 기초 실험 

 

 

펩타이드 LHPQF가 합성된 마이크로비드와 스트렙타비딘 

형광나노입자를 이용한 기초 실험의 과정은 그림 5-1과 같다. 먼저 

104/ml농도의 마이크로비드 1 ml에 1.25×107/ml, 2.5×107/ml, 

5×107/ml, 108/ml 농도의 스트렙타비딘 형광나노입자를 넣고 상온에서 

1시간 반응시킨다. 반응 이 끝난 후, PBS (0.01 M, pH 7.0) 용액으로 

세척하여서 반응이 정지되도록 한다. 어세이 결과를 측정하기 위해서는 

slide glass에 샘플 용액을 10 ml 떨어뜨려 마이크로비드의 형광신호를 

측정을 하였다. 또한, 실린지 튜브 상에서 펩타이드와 스트렙타비딘이 

선택적으로 결합하는지를 검증하기 위한 실험으로, 표면에 아민기가 

결합된 마이크로비드와 스트렙타비딘 형광나노입자를 같은 조건으로 

반응시키는 대조군 실험도 진행하였다.  

 

그림 5-1. 펩타이드 - 스트렙타비딘 어세이의 기초 실험. 
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어세이를 통해 획득한 형광이미지의 신호를 정량화하기 위해서 

National Instrument사의 Vision Assistant 프로그램을 이용하였다. 

이미지 프로세스는 그림 5-2와 같이 진행되었다. 먼저, 획득한 

형광이미지를 프로그램에서 불러들인다. 다음으로, Vision Assistant 

프로그램의 color plane extraction 기능을 이용하여 획득한 

형광이미지의 green 값만을 추출하여 8bit gray scale로 변환하고, 

마지막으로 Histogram 기능을 이용하여 검출 영역의 평균 신호세기 

값과 표준편차를 구한다. 실험에서 획득한 모든 실험 결과들은 그림 5-

2과 같은 프로세스로 정량화가 되었으며, 형광신호를 검출하고자 하는 

대상이 단일 마이크로비드, 충진 구조의 마이크로비드, 또는 

나노슬릿인지에 따라서 histogram의 검출 영역을 조절하여 진행하였다. 

펩타이스 – 스트렙타비딘 기초실험의 경우, 단일 마이크로비드의 중앙 

10 mm × 10 mm 영역에 대한 형광신호를 구하여 정량화하였다. 

그림 5-3는 스트렙타비딘 형광나노입자의 농도에 따른 어세이 

결과이다. 마이크로비드에서 나오는 형광 신호의 세기가 형광나노입자의 

농도에 비례하는 것을 알 수 있다. 또한 대조군 실험의 결과를 보면 

농도에 따른 형광신호의 경향성이 관찰되지 않는다. 따라서 

마이크로비드의 표면에 붙은 나노입자들은 펩타이드-스트렙타비딘 

반응에 의해서 특이적으로 결합한 것이며, 마이크로비드와 스트렙타비딘 

단백질의 비특이적 결합은 잘 일어나지 않음을 알 수 있다. 그림 5-4의 

(a)는 펩타이드-스트렙타비딘 어세이의 결과를 이미지 프로세스하여 

나타낸 그래프이고, (b)는 대조군 실험의 결과이다. 
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그림 5-2. 형광이미지 프로세스 과정. 
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그림 5-3. Test tube 펩타이드 – 스트렙타비딘 어세이 결과. 
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(a) 

(b) 

그림 5-4. Test tube 실험의 결과 그래프: (a) 어세이 실험 (b) 대조군 실험. 
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다음 단계의 기초실험으로 그림 5-5와 같이 실린지 튜브상에서 

펩타이드-스트렙타비딘 반응을 일으킨 후, 반응에 의해 마이크로비드의 

표면에 결합된 형광나노입자들을 다시 분리하여 나노슬릿 칩에서 

검출하는 실험을 수행하였다. 마이크로비드의 표면에 결합된 

형광나노입자를 분리히기 위해서는 먼저 펩타이드-스트렙타비딘의 

결합이 끊어져야 한다. 이를 위해서 포름아미드 (formamide)를 

상온에서 1시간 반응시켰다. 하지만, 펩타이드-스트렙타비딘 결합이 

포름아미드에 의해 제거가 되더라도 나노입자가 마이크로비드의 표면에 

물리적으로 흡착되어 있어서 쉽게 분리되지 않을 수 있다. 따라서 

형광나노입자들이 마이크로비드에서 분리할 수 있도록 물리적인 충격을 

주는 것이 바람직하다. 그림 5-6는 실린지 튜브에서 펩타이드 - 

스트렙타비딘 어세이를 수행한 후에 나노입자를 마이크로비드로부터 

분리하기 위한 조건실험 결과이다. 마이크로비드의 표면에 결합된 

형광나노입자들을 포름아미드 용액 처리를 하고, vortexing(5분) 또는 

sonication(10분)를 이용하여 샘플 용액에 물리적인 충격을 가하여 

주었다. 초음파세척(sonication)의 경우에는 마이크로비드의 형광신호가 

감소하기는 하였지만 감소량이 매우 작았고, vortexing의 경우에는 

대부분의 형광나노입자가 분리되는 것을 확인하였다. 따라서 

형광나노입자를 마이크로비드로부터 분리하기 위해서 샘플 용액에 

포름아미드 처리와 vortexing을 가하는 것으로 조건을 확립하였다. 
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그림 5-5. Test tube 어세이의 나노슬릿 칩 기반 검출. 
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그림 5-6. 마이크로비드에서 형광나노입자를 분리하는 조건실험. 
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그림 5-7는 펩타이드-스트렙타비딘 반응을 test tube에서 진행한 

후, 마이크로비드 표면에 존재하는 형광나노입자를 분리하여 총 1 ml의 

샘플 용액 중에 40 ml 만을 나노슬릿 칩에 주입한 결과이다. 대조군 

실험으로는 표면에 아민기만 있는 마이크로비드와 스트렙타비딘을 

반응시킨 후 나노슬릿 칩에 동일한 양을 주입하는 실험을 진행하였다. 

정량화된 데이터로 비교를 하기 위하여, 이미지 프로세스를 통해서 

나노슬릿 칩의 형광신호를 분석하였다. 그림 5-8는 어세이 실험과 

대조군 실험에 대해서 나노슬릿의 400 mm × 40 mm영역의 형광신호를 

분석하여 평균세기와 표준편차를 구하여 그래프로 나타낸 것이다. 

어세이 실험의 경우 형광 신호의 세기가 나노입자의 농도에 비례하여서 

증가하는 것을 확인할 수 있으며, 대조군 실험에서의 검출된 형광신호는 

매우 낮은 수준임을 알 수 있다.  
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그림 5-7. Test tube 실험의 나노슬릿 칩 기반 검출 결과.  
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(a) 

(b) 

그림 5-8. Test tube 실험의 나노슬릿 칩 기반 검출의 결과 그래프: (a) 어세이 
실험 (b) 대조군 실험. 
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그림 5-9은 펩타이드 - 스트렙타비딘 어세이에 따른 

마이크로비드와 나노슬릿 칩 기반 검출의 형광신호를 비교하여 나타낸 

것이다. 그래프를 보면, 형광나노입자의 농도가 증가할수록 나노슬릿 칩 

기반 검출의 형광신호 세기가 급격하게 증가하는 것을 확인 할 수 있다. 

따라서, 나노슬릿 칩 기반의 검출은 나노입자의 농축효과로 인해서, 

형광신호의 기울기가 높아지고, 신호의 분해능이 마이크로비드의 측정 

결과보다 좋하지는 것을 알 수 있다. 이는 검출한계의 향상에 기여할 수 

있으며, 그림 5-9의 1.25 × 107/ml의 형광 나노입자 검출 결과에서 

경우에도 신호의 세기가 약 2배 이상 차이가 나는 것을 확인 할 수 

있다.  

 

그림 5-9. Test tube 어세이의 마이크로비드와 나노슬릿 칩 기반 검출의 
형광신호 비교. 
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5.3 나노슬릿 칩 기반 검출 시스템을 이용한 펩타이드-

스트렙타비딘 어세이 

 

5.3.1 나노슬릿 칩 기반 검출 시스템의 구성 

 

그림 5-10는 본 논문에서 최종적으로 제안하는 마이크로비드 

어세이를 위한 나노슬릿 칩 기반의 검출시스템의 개념도이다. 

검출시스템의 첫 번째 소자인 마이크로비드 어세이 칩은 PDMS와 

유리로 구성되어 있다. PDMS 유체채널은 높이 80 mm, 폭 500 mm로 

30 mm 크기의 마이크로비드를 이용한 어세이를 하기에 적합한 

마이크로 유체채널이며, 채널의 끝 단에는 채널의 높이가 80 mm에서 

20 mm로 감소하는 댐 형태의 구조물(weir structure)이 있어 30 mm 

크기의 마이크로비드들이 칩의 유체채널 안에 포획될 수 있도록 하였다. 

검출시스템의 두 번째 소자인 나노슬릿 칩은 스텝퍼 공정과 Cr/Au 

sputtering 공정을 이용하여 제작하였으며, 250 nm × 4 mm 크기의 

나노슬릿을 가지도록 하였다. 
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(Detection platform)
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그림 5-10. 나노슬릿 칩 기반 검출시스템의 개념도. 
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그림 5-11은 마이크로비드 어세이 칩과 나노슬릿 칩을 연계하여서 

완성한 나노슬릿 유체소자 기반 검출 시스템의 전체 구성을 나타낸다. 

마이크로비드 어세이 칩과 나노슬릿 칩은 유체튜브를 (tygon tube) 

통해 레저버와 연결하였다. 연결된 두 개의 칩의 유체흐름을 제어하기 

위한 장치로 압력 기반 펌프(MFSC, fluigent사, France)와 솔레노이드 

밸브(solenoid valve, The Lee Company)를 이용하였다. 압력 펌프에서 

생성되어 샘플 용액에 가해지는 압력을 솔레노이드 밸브와 Labview 

프로그램을 이용하여 컴퓨터로 조절할 수 있도록 하였다. 압력 기반 

펌프와 솔레노이드 밸브를 이용한 유체제어 방식은 Lab-on-a-chip 

유체 제어에서 가장 많이 사용되는 실린지 펌프보다 유체 제어에 필요한 

응답시간이 매우 짧다는 장점이 있다. 압력 기반 펌프와 솔레노이드 

밸브를 이용하여 마이크로 비드어세이 칩의 입구와 출구에 가해지는 

압력을 빠르게 제어하면, 미세유체채널 안에서 mixing이 발생하여 

마이크로 비드와 나노입자들이 효율적으로 반응할 수 있다. 또한, 

포획된 나노입자를 마이크로비드의 표면에서 분리할 경우에는 마이크로 

비드를 높은 압력으로 빠르게 흔들어 주어, 비드들이 유체채널의 벽에 

부딪치면서 발생하는 충격으로 인해 나노입자가 분리되도록 할 수 있다. 
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Microbead trapping 
(assay) Chip

Pressure 
Source

Reservoir #1

Microscope

• Disposable vial

Reservoir #2

à Pressure-driven pump 
(Fluigent, France)

on/off

off/on valve

Nanoslit-Chip

Switch

Solenoid valve control 
for microbead shaking

Labview

그림 5-11. 나노슬릿 칩 기반 검출시스템의 구성. 
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5.3.2 나노슬릿 칩 기반 검출 시스템의 실험 과정 

 

스트렙타비딘이 코팅된 나노입자를 펩타이드 LHPQF가 합성된 

마이크로 비드로 포획하는 실험 과정은 그림 5-12에 나타나 있다. (ⅰ) 

먼저 마이크로비드를 마이크로비드 어세이 칩에 주입하여 유체 채널의 

4 mm × 500 mm 영역에 약 1500 ~ 2000 개의 비드가 충진 되도록 

한다. (ⅱ) 다음으로는 스트렙타비딘이 코팅된 나노입자를 주입하여서 

마이크로비드와 나노입자를 30분간 반응시킨다. Labview 프로그램을 

이용하여 마이크로비드 어세이 칩의 입구(inlet)과 출구(outlet) 방향에 

1.5 kPa의 압력을 각각 2.8초, 1.2초씩 인가되도록 조절하여, 

나노입자와 마이크로비드가 충진 된 영역이 앞뒤로 섞이면서 흘러가 

반응이 잘 일어나도록 한다. (ⅲ) 반응이 끝난 후에는 세척과정을 

10분간 진행하여 마이크로비드의 표면에 결합하지 않는 나노입자들은 

모두 걸러낸다. 세척과정 또한 칩의 입구(inlet)과 출구(outlet) 방향에 

1.5kPa의 압력을 각각 2.8초, 1.2초씩 인가되도록 조절하여서 유체가 

앞뒤로 섞이면서 흘러가도록 한다. 유체를 앞뒤로 섞으면서 세척하는 

이유는 충진 된 마이크로비드 사이에 형광 나노입자가 비특이적으로 

포획되는 것을 방지하기 위함이다. (ⅳ) 다음으로 포름아마이드 용액 

주입을 통하여 스트렙타비딘 단백질이 변형되어 스트렙타비딘 – 

펩타이드(LHPQF) 반응이 끊어지도록 유도하고, 칩에 15 kPa의 높은 

압력을 1초 주기로 가하여 마이크로비드들을 강하게 흔들어 줌으로써 

비드의 표면에 존재하는 나노입자들을 분리한다. (ⅴ) 최종적으로 

분리된 나노입자들을 포함하는 용액 20 ml을 모두 나노슬릿 칩에 

주입하여 형광 현미경을 통해 형광신호를 검출한다. 

실험에 사용된 마이크로비드는 지름이 30 mm 크기인 Tentagel 
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비드로써 (0.23 mmol/g) Rapp Polymere에서 구입하였다. 마이크로 

비드의 표면에는 스트렙타비딘 단백질과 특이적으로 결합할 수 있는 

펩타이드 서열 Leucine(L) - Histidine(H) - Proline(P) - 

Glutamine(Q) - Phenylalanine(F)(LHPQF)를 고체상 펩타이드 

합성법을 이용하여 합성하였다. 스트렙타비딘이 코팅된 450nm 크기의 

형광 나노입자는 spherotech사에서 구입하였다. 실험은 PBS (0.01 M, 

pH 7.0) 조건에서 진행하였으며, 스트렙타비딘 단백질과 펩타이드의 

결합을 끊기 위해 사용되는 포름아마이드(formamide)용액은 Sigma-

Aldrich사에서 구입하였다. 형광 나노입자의 검출은 Olympus 

광학현미경을 이용하였으며 Jenoptik사의 CCD카메라 (ProgRes C3)로 

3초 동안 형광신호를 측정하였다. 
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그림 5-12. 나노슬릿 칩 기반 검출시스템의 실험 과정. 
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5.3.3 나노슬릿 칩 기반 검출 시스템을 이용한 펩타이드 

– 스트렙타비딘 어세이 결과 

 

먼저, 나노슬릿 칩 기반 검출 시스템이 성공적으로 작동하는 지를 

검증하기 위해 108/ml 농도의 스트렙타비딘 형광 나노입자를 검출하는 

실험을 진행하였다. 마이크로비드 실험은 그림 5-12에서 설명한 실험 

과정과 같이 진행하였으며, 실험의 각 과정마다 형광신호를 측정하여 

그림 5-13에 나타내었다. 그림 5-13의 (ⅰ)은 마이크로비드 어세이 

칩에 30 mm 크기의 마이크로비드를 충진하고 측정한 형광이미지이다. 

마이크로비드는 성공적으로 충진이 되었으며, 비드 자체에서도 약한 

형광신호가 발생하는 것을 확인할 수 있었다. 실험 과정 (ⅱ)는 

마이크로비드가 충진 된 유체채널에 형광 나노입자를 주입하여 

반응시키는 과정에 형광이미지를 획득한 것이다. 그림5-13의 (ⅱ)에서 

보는 것과 같이 마이크로비드가 좌, 우로 섞이면서 나노입자들과 

반응하는 것을 볼 수 있었으며, 펩타이드 – 스트렙타비딘 결합에 의해서 

마이크로비드의 표면에 형광 나노입자가 결합하여 형광신호가 크게 

증가하는 것을 볼 수 있다. 실험 과정 (ⅲ)은 PBS용액을 이용하여 

10분 동안 마이크로비드 유체채널을 세척(washing) 한 이후의 

형광이미지이다. 세척 후에도 많은 수의 형광 나노입자가 

마이크로비드와 결합하여 강한 형광신호가 발생하는 것을 볼 수 있다. 

실험 과정(ⅳ)는 결합된 나노입자들을 마이크로비드로부터 분리시키는 

과정이다. 나노입자를 마이크로비드의 표면에서 분리해 내기 위해서 

스트렙타비딘을 변성시키는 포름아마이드(formamide) 용액을 유체 

채널에 주입하고, 15kPa의 압력을 1초 주기로 마이크로비드에 가해주어 

비드들이 연속적으로 유체채널의 벽과 부딪치도록 하였다. 그 결과 
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그림5-13의 (ⅳ)와 같이 대부분의 형광 나노입자가 분리되는 것을 

확인 할 수 있었다. 실험 과정 (ⅴ)에서는 실험 과정 (ⅳ)에서 얻은 20 

ml 의 용액의 나노입자를 나노슬릿 칩에 주입하였다. 20 ml의 샘플 

용액을 모두 나노슬릿에 주입한 후 형광을 측정하면 그림 5-13의 

(ⅴ)와 같이 나노슬릿 영역에 나노입자들이 포획되어 농축되는 것을 

확인 할 수 있었다. 이러한 실험 결과 통해 본 연구에서 개발한 

시스템이 나노입자를 바이오 어세이를 통해서 선택적으로 포획하고, 

포획된 나노입자를 분리하여 나노슬릿 칩의 검출 영역에 농축함으로써 

나노슬릿 칩 기반 검출이 가능하다는 것을 증명할 수 있었다. 
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그림 5-13. 펩타이드–스트렙타비딘 어세이 과정 (형광이미지). 



 

 89

본 연구에서 개발한 나노슬릿 칩 기반 검출 시스템은 일반적인 

마이크로비드 어세이 칩이 가지는 검출의 문제점을 개선하여 검출의 

민감도를 향상시키는 것이 목적이다. 따라서 개발된 나노슬릿 기반의 

검출 시스템을 이용하여 마이크로비드 어세이 칩이 검출하기 힘든 저 

농도의 나노입자를 검출하는 실험을 진행하는 것이 바람직하다. 이를 

위해, test tube에서는 검출이 잘 안되는 저농도 영역인 1.25 × 

106/ml에서 1 × 107/ml 농도의 형광 나노입자를 검출하는 실험을 

진행하였다. 또한 마이크로비드의 표면에 결합되어서 최종적으로 

나노슬릿 칩에서 포획되는 나노입자들이 펩타이드 – 스트렙타비딘 

특이적 결합(specific binding)에 의해서 검출된 것인지를 확인하기 

위한 대조군 실험도 같이 진행하였다. 대조군 실험은 기초 실험 때와 

같이 표면에 펩타이드 서열이 없고 아민기(amine)만 존재하는 

마이크로비드를 이용하였다. 

그림 5-14은 1.25 × 106/ml, 2.5 × 106/ml, 5 × 106/ml, 1 × 

107/ml 농도의 스트렙타비딘 형광 나노입자가 포함된 샘플용액 20 ml를 

마이크로비드 어세이 칩에서 검출한 결과이다. 그림 5-14의 (a)는 

마이크로비드 어세이 칩에서 나노입자의 농도에 따른 어세이와 대조군 

실험의 결과이다. 마이크로비드 영역의 형광 신호가 나노입자의 농도에 

따라 증가하는 것을 이미지로 확인할 수 있었고, 대조군 실험의 경우 

형광 신호가 매우 낮게 나오는 것을 확인 할 수 있었다. 획득한 형광 

이미지는 National Instrument사의 Vision Assistant 프로그램을 

이용하여 형광신호를 정량화하였다. 그림 5-14의 (b)는 펩타이드 - 

스트렙타비딘 어세이의 결과를 이미지 프로세스를 통해 정량화하여 

나타낸 것이다. 나노입자의 농도가 증가함에 따라서 마이크로비드에서 

검출되는 형광 신호가 증가하는 것을 확인 할 수 있다. 반면 대조군 

실험의 결과는 그림 5-14의 (c)와 같이 나노입자의 형광신호가 매우 
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낮은 수준이었고, 형광 나노입자의 농도에 따른 경향성도 확인할 수 

없었다. 따라서 마이크로비드 어세이 칩에서 스트렙타비딘 형광 

나노입자는 마이크로비드의 펩타이드 LHPQF와 매우 특이적으로 

결합한다고 평가할 수 있다. 하지만 주입된 나노입자의 농도가 낮기 

때문에, 형광 나노입자의 농도에 따른 형광신호의 증가량이 크지 않고 

표준편차가 커서 검출의 신뢰도가 좋지 않았다. 특히, 5 × 106/ml 

이하의 형광 나노입자 샘플에서는 형광 신호의 증가량이 매우 작아 

마이크로비드 어세이 칩에서는 검출할 수 없는 저 농도 영역임을 알 수 

있었다. 
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그림 5-14. 마이크로비드 어세이칩의 실험 결과. 
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(a) 

(b) 

그림 5-15. 마이크로비드 어세이 칩의 결과 그래프: (a)어세이 실험 (b)대조군 
실험. 
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그림 5-15는 1.25 × 106/ml ~ 1 × 107/ml 농도의 나노입자 

샘플을 마이크로비드 어세이 칩에서 검출한 후에, 검출된 나노입자들을 

마이크로비드의 표면에서 분리시켜서 나노슬릿 칩에 주입한 결과이다. 

그림 5-15는 실험군과 대조군에 대한 각 농도별 검출 결과 이미지를 

나타낸 것이다. 나노입자의 검출 결과를 정량화하기 위해서 NI Vision 

Assistant 프로그램을 이용하여 나노슬릿 영역의 300 mm × 40 mm의 

형광신호 평균과 표준편차를 구하여서 그림 5-16의 (a)와 (b)에 

나타내었다. 그림 5-16의 (a)은 펩타이드 – 스트렙타비딘 반응에 의한 

특이적 결합의 결과이다. 그래프에 나타난 것과 같이 나노입자의 농도가 

증가함에 따라 나노슬릿에서 검출되는 형광 신호가 비례해서 증가하는 

것을 확인 할 수 있었고, 농도에 따른 신호의 증가량이 마이크로비드 

어세이 칩의 경우에 비해서 매우 크다는 것을 확인 할 수 있다. 또한, 

마이크로 비드 어세이 칩에서 검출이 안되는 5 × 106/ml 이하의 

농도에서도 나노입자가 검출되는 것을 확인 할 수 있었다. 대조군 

실험의 결과는 그림 5-16의 (b)과 같이 비특이적 반응에 의해 

검출되는 형광신호가 크지 않았고, 농도별 경향성도 없었다. 
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그림 5-16. 나노슬릿 칩 기반 검출시스템의 실험 결과. 
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(a) 

(b) 

그림 5-17. 나노슬릿 칩 기반 검출시스템의 결과 그래프: (a)어세이 실험 
(b)대조군 실험. 
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마지막으로 마이크로비드 어세이 칩에서 검출되는 형광 신호와 

나노슬릿 칩에서 검출되는 형광 신호를 비교하여 그림 5-18에 

나타내었다. 형광 신호를 비교하기 위해, 각 칩에서 검출된 형광 신호를 

정규화(normalize)하였다. 형광 신호의 정규화는 마이크로비드 어세이 

칩의 경우에는 유체 채널에 마이크로 비드가 충진되었을 때의 형광 

신호를 초기값으로 하였고, 나노슬릿 칩의 경우에는 나노슬릿 칩에 PBS 

버퍼 용액만 주입되었을 때의 형광 신호를 초기값으로 하였다. 그림 5-

18를 비교해보면, 마이크로비드 어세이 칩에서 검출이 되지 않거나, 

검출 신호가 미미한 저농도(1.25 × 106/ml ~ 1 × 107/ml)의 형광 

나노입자의 경우에도 나노슬릿 칩을 이용하여 형광 나노입자를 농축하면 

매우 민감하게 검출이 가능하다는 것을 알 수 있다. 따라서 형광신호 

세기의 관점에서 비교해보면, 본 시스템은 마이크로 비드 어세이의 검출 

한계를 10배 이상 증가시킬 수 있는 것으로 생각된다.  

나노슬릿 칩을 기반으로 형광 나노입자를 검출하는 방법이 검출 

한계를 향상시키는 이유는 두 가지 요인이 있다고 생각된다. 첫 번째 

요인은 형광 나노입자의 농축 효과이다. 마이크로비드 어세이 칩에 30 

mm 마이크로 비드를 2000 개 충진시킬 경우 마이크로 비드가 충진 된 

영역의 넓이는 약 2 mm2이고, 나노슬릿 칩의 검출 영역의 넓이는 0.15 

mm2이여서 검출 영역이 약 13.33배 농축되는 효과가 있다. 즉 

마이크로비드에서의 형광 신호의 세기가 미미한 저농도 샘플의 경우에도, 

비드의 표면에 분산되어있는 나노입자들을 나노슬릿의 검출 영역에 

포획하면 농축효과에 의해 정량적인 신호를 검출할 가능성이 있다는 

것이다. 또한 마이크로비드 어세이 칩에 충진하는 마이크로비드의 

개수를 증가시키면, 나노입자의 농축효과가 증가하여 검출한계가 더욱 

향상될 수도 있을 것이다. 검출한계가 향상된 두 번째 요인은 

배경형광신호의 감소이다. 마이크로비드만 유체채널에 충진된 경우의 
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형광이미지에서도 확인 할 수 있듯이 마이크로비드는 자체적으로 

형광신호를 발생시킨다. 반면, 나노슬릿 칩의 경우에는 금속인 Cr/Au가 

증착되어 있어 배경형광신호가 매우 낮다. 따라서 나노슬릿 칩 기반의 

검출은 마이크로 비드 어세이 칩에 비해 배경 노이즈가 낮아 신호 대 

잡음비(signal-to-noise ratio)가 증가되는 효과가 있다.  

위와 같은 실험 결과들을 토대로 결론을 내린다면, 나노슬릿 칩 

기반의 검출 시스템은 형광 나노입자의 농축효과와 나노슬릿 칩의 

배경형광신호 감소효과에 의해 펩타이드-스트렙타비딘 어세이의 검출 

한계를 10배 이상 증가시킬 수 있다고 생각된다. 
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그림 5-18. 마이크로비드 어세이 칩과 나노슬릿 칩의 어세이 결과 비교. 
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5.4 나노슬릿 칩 기반 검출시스템을 이용한 펩타이드 

서열의 스트렙타비딘 단백질 친화력 검사 

 

개발된 나노슬릿 칩 기반 검출시스템의 실제적인 바이오 어세이 

(bio-assay) 응용으로 펩타이드 서열 후보군들에 대한 스트렙타비딘 

단백질의 친화력을 검사하는 실험을 진행하였다. 펩타이드 서열의 

친화력 검사(affinity test)는 특정 단백질과 결합하는 최적의 펩타이드 

서열을 결정하기 위한 실험으로, 신약 및 리간드 물질 개발에 

광범위하게 사용될 수 있다 [62, 63]. 따라서 펩타이드 서열들의 목표 

단백질에 대한 친화력을 정밀하게 조사해야 하며, 이를 위해서는 

펩타이드와 목표 단백질의 결합력을 정량적으로 분석할 수 있어야 한다. 

본 논문에서 제안하는 검출시스템은 펩타이드 – 스트렙타비딘 결합에 

의해 검출된 나노입자를 매우 정량적으로 분석 할 수 있어 친화력 

검사에 적합하다.  

친화력 검사를 수행할 펩타이드 서열로는 펩타이드 LHPQF, 

FHPQG, IHPQG를 선정하였다. LHPQF는 스트렙타비딘 단백질과 

특이적으로 결합하는 잘 알려진 펩타이드 서열이다 [63]. LHPQF서열 

중 HPQ는 스트렙타비딘 단백질과 결합하는 부분으로 알려져 있고, 

Phenylalanine (F), Isoleucine (I), Glycine (G)와 같은 소수성 

아미노산들이 펩타이드와 스트렙타비딘의 결합을 도와주는 것으로 

추정된다. 따라서 펩타이드 서열의 main part인 HPQ는 고정하고, 양쪽 

끝 단의 서열을 F, I, G로 바꾸면서 친화력이 어떻게 변하는지를 

검사하도록 하였다. 펩타이드 서열의 친화력은 LHPQF가 가장 강할 

것으로 예상되며, 다음으로는 아미노산 F의 위치가 바뀐 FHPQG, 

그리고 가장 약한 서열은 아미노산 F가 없는 IHPQG로 예상된다.  
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전체 실험 과정 및 조건은 5.3절의 실험 내용과 동일하게 

진행하였다. 실험에 사용된 스트렙타비딘 형광 나노입자는 107/ml의 

농도로 20 ml 주입하였고, 3종류의 펩타이드에 대해서 한번씩 실험을 

수행하여 결과를 정리하였다. 먼저 마이크로비드 어세이 칩에서의 

펩타이드 – 스트렙타비딘 어세이 결과를 그림 5-19와 5-20에 

정리하였다. 먼저 주목해야 할 것은, 충진 된 마이크로비드들의 

배경형광신호가 모두 다르다는 점이다. 이는 펩타이드 합성 과정에서 

사용되는 화학물질들에 의해서 마이크로비드의 배경형광신호가 다르게 

결정되는 것으로 생각된다. 또한 펩타이드 FHPQG와 IHPQG의 

경우에는 어세이 후의 형광신호가 초기값보다 낮아진 것을 확인할 수 

있다. 이는 마이크로비드들의 충진상태나 버퍼용액의 조성이 

마이크로비드의 배경형광신호에 영향을 주어 전체적인 신호가 변한 

것으로 생각된다. 결론적으로 마이크로비드 어세이 칩에서는 펩타이드와 

스트렙타비딘의 친화력을 정량적으로 분석하기가 어려우며, 나노슬릿 

칩과 같이 배경형광신호의 영향을 제거하거나 줄일 수 있는 

검출플랫폼을 사용하는 것이 바람직하다.
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그림 5-19. 마이크로비드 어세이 칩에서의 친화력 검사 실험 결과. 

그림 5-20. 마이크로비드 어세이 칩에서의 친화력 검사 결과 그래프. 
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그림 5-21과 5-22는 나노슬릿 칩 기반 검출시스템을 이용한 펩타이드 

서열 LHPQF, FHPQG, IHPQG에 대한 스트렙타비딘과의 어세이 결과이

다. 예상대로 LHPQF에서 가장 많은 나노입자들이 검출되었고, FHPQG

에서는 중간 정도의 결합력을 가지는 것으로 나타났다. 마지막으로 

IHPQG와 같은 경우 상대적으로 매우 낮은 신호를 얻을 수 있었는데, 

이는 아미노산 F가 없는 것이 펩타이드의 결합력을 약화시킨 것으로 추

정된다. 따라서 스트렙타비딘과 특이적으로 결합하는 펩타이드 서열은 

HPQ와 F서열이 들어가는 것이 바람직하며, HPQ와 F를 고정한 상태에

서 다른 아미노산들을 도입하여 친화력 검사를 수행하면 최적의 펩타이

드 서열을 찾을 수 있을 것을 생각된다. 위의 실험 결과들을 토대로 볼 

때, 나노슬릿 칩 기반 검출시스템은 어세이 결과를 민감하고, 정량적으

로 분석할 수 있는 플랫폼으로 생각된다.  
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그림 5-21. 나노슬릿 칩에서의 친화력 검사 실험 결과. 

그림 5-22. 나노슬릿 칩에서의 친화력 검사 실험 결과 그래프. 
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5.5 요약 및 검토 

 

본 장에서는 마이크로 비드를 이용한 어세이 칩의 검출한계를 

향상시키기 위한 검출 플랫폼으로 나노슬릿 칩 기반의 검출 시스템을 

연구하였다. 나노슬릿 칩 기반 검출시스템은 마이크로비드 어세이 칩과 

나노슬릿 칩으로 구성되어 있다. 마이크로비드 어세이 칩은 2000여 

개의 마이크로 비드를 충진 할 수 있는 유체 채널이 있어 마이크로비드 

기반의 어세이가 가능하도록 하였고, 나노슬릿 칩은 250 nm 선폭의 

나노슬릿 칩을 이용하였다. 전체 유체 시스템은 마이크로비드 어세이 

칩과 나노슬릿 칩을 튜브로 연결하고, 압력 기반 펌프의 유체제어를 

통해 마이크로비드 어세이 칩에서 검출한 형광 나노입자들을 나노슬릿 

칩에서 농축하여 검출할 수 있도록 구성하였다.  

개발된 시스템의 검출 성능을 평가하기 위해 펩타이드 - 

스트렙타비딘 반응을 이용한 모델링 어세이를 수행하였다. 펩타이드 

LHPQF 서열이 합성된 마이크로 비드가 스트렙타비딘이 코팅된 형광 

나노입자를 검출하는 실험을 진행하였고, 검출된 나노입자의 형광신호는 

형광 현미경을 이용하여 측정하고, 이미지 프로세스를 통해서 신호를 

정량화하였다. 1.25 × 106/ml ~ 1 × 107/ml 농도의 스트렙타비딘이 

코팅된 형광 나노입자를 검출하는 실험을 진행하였고, 마이크로 비드 

어세이 칩의 경우에는 1 × 107/ml의 형광 나노입자 농도에서도 정량화 

된 형광 신호가 1.33로 매우 약하였다. 반면 나노슬릿 칩 기반의 검출은 

1.25 × 106/ml의 저농도에서도 정량화 된 형광 신호가 2.17로 

성공적으로 나노입자들이 검출되었다. 이러한 검출 결과의 향상은 

나노슬릿 칩 기반의 검출이 가지는 나노입자 농축 효과와 나노슬릿 칩의 

배경형광신호 감소효과에 기인한 것으로 추정할 수 있다. 마지막으로 
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나노슬릿 칩 기반 검출 시스템의 실제적인 응용으로, 스트렙타비딘 

단백질에 대한 펩타이드 서열 후보군의 친화력 검사에 실험을 

수행하였다. 3종류의 펩타이드 서열 LHPQF, FHPQG, IHPQG에 대한 

스트렙타비딘 단백질의 친화도를 나노슬릿 칩 기반 검출시스템을 

이용하여 수행하였으며, 마이크로비드 어세이 칩을 이용한 검사와 

비교하여 볼 때, 정량적인 데이터를 얻을 수 있었다.  

본 연구에서는 나노슬릿 칩 기반의 검출 시스템의 성능을 

객관적으로 증명하기 위해서 일반적으로 잘 알려진 강한 결합 중의 

하나인 펩타이드 - 스트렙타비딘 반응을 검출하는 것을 목표로 하였다. 

만약 마이크로 비드와 형광 나노입자에 항체를 고정화한다면 생체시료 

내에 존재하는 단백질을 검출하는 면역학적 검출(immunoassay)에도 

사용될 수 있으며, 저 농도의 목표 단백질을 민감하게 검출하여 검출 

한계를 크게 높일 수 있을 것으로 기대된다. 
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제 6 장 결    론 

 

본 연구는 나노입자를 농축하여 검출할 수 있는 나노구조를 가지 

유체소자를 만들고 이를 마이크로비드 어세이에 연계함으로써 

고민감도의 검출 시스템을 구현하는 것을 목적으로 진행하였다. 이를 

위해 MEMS공정 기반을 이용하여 최소 200 nm 크기의 슬릿 패턴이 

집적화된 나노유체소자를 설계하고 제작하였다. 제작된 소자는 다수의 

나노슬릿 패턴이 존재하여 유체저항이 낮아 많은 양의 유체를 여과할 수 

있으며, 액체 시료 속에 존재하는 소량의 나노입자도 검출 할 수 있음을 

실험적으로 확인하였다.  

나노슬릿 칩의 크기에 따른 미세입자의 분리 및 포획 기능에 대해서 

성능을 평가하기 위해서 1.8 mm, 450 nm 형광입자를 분리하여 

포획하는 유체실험을 진행하였다. 비록 농도가 증가함에 따라서 크기에 

따른 선택적인 분리 성능은 저하되지만, 저농도의 조건에서는 두 개의 

미세입자들이 성공적을 분리되며, 형광신호를 통해서 정량적으로 확인할 

수 있었다. 또한, 나노슬릿 칩의 미세입자 분리기능을 응집반응검사에 

이용하는 시도를 해보았다. 응집반응은 목표 단백질이 존재하면 

나노입자들이 단백질을 매개체로하여 응집하게 되고 단백질-나노입자 

복합체가 되어 크기가 커지게 된다. 크기가 커진 단백질-나노입자 

복합체를 나노슬릿 칩에서 분리 및 포획하여 검출하는 실험을 

진행하였고, 나노슬릿 칩은 검출한계가 10 pM, 검출범위가 10 pM에서 

1 nM인 단백질 검출 성능을 보여주었다. 

연구의 최종목표인 마이크로비드 어세이의 검출한계 향상을 위한 

나노슬릿 칩 기반 검출 시스템을 개발하였다. 먼저 기초실험으로써 

실린지 튜브에서 펩타이드-스트렙타비딘 반응을 이용한 모델링실험을 
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진행하였다. 스트렙타비딘과 특이적으로 결합할 수 있는 펩티이드를 

마이크로비드의 표면에 합성하고, 스트렙타비딘이 코팅된 

형광나노입자와 반응시켜서 형광신호를 확인하는 것으로 실험과정을 

설계하였다. 기초실험은 실린지튜브 상에서 마이크로비드와 

형광나노입자를 반응시키고 난 후, 마이크로비드의 표면에 결합된 

나노입자를 포름아미드와 vortexing machine을 이용하여 분리하여 

나노슬릿 칩에 주입하는 실험을 진행하였다. 그 결과 형광나노입자가 

마이크로비드의 표면에서 분리되어 나노슬릿 칩에 농축되는 것을 확인할 

수 있었고, 1.25×107/mL에서 108/mL의 형광나노입자 농도에서 

나노슬릿의 형광신호가 나노입자의 농도에 비례한다는 것을 확인하였다. 

다음으로 나노슬릿 칩 기반의 검출시스템을 구성하여, 기존의 실린지 

튜브상에서 검출이 힘든 107/mL 이하의 저농도에서 형광나노입자를 

검출하는 실험을 진행하였다. 실험 결과 마이크로비드 어세이 칩에서는 

형광신호가 매우 작지만, 이를 농축하여 나노슬릿에 주입한 결과는 

형광나노입자의 농도에 비례하는 것을 확인할 수 있었다. 이는 저농도의 

형광나노입자 조건에서 마이크로비드의 표면에 결합한 소량의 

형광나노입자들이 나노슬릿칩에 농축되면서 정량적인 형광신호를 나타낸 

것으로 생각된다. 따라서 본 연구에서 제안하는 나노슬릿 칩 기반의 

검출 시스템은 마이크로비드 어세이의 검출 한계를 향상시키는 효과적인 

방안이 될 수 있음이 증명되었다.  

마지막으로 개발된 나노슬릿 칩 기반 검출 시스템의 실제적인 

응용으로, 스트렙타비딘 단백질에 대한 펩타이드 서열 후보군의 친화력 

검사에 실험을 수행하였다. 3종류의 펩타이드 서열 LHPQF, FHPQG, 

IHPQG에 대한 스트렙타비딘 단백질의 친화도를 나노슬릿 칩 기반 

검출시스템을 이용하여 수행하였으며, 마이크로비드 어세이 칩을 이용한 

검사와 비교하여 볼 때, 매우 정량적인 데이터를 얻을 수 있었다.` 
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따라서 나노슬릿 칩 기반 검출 시스템은 마이크로비드 어세이 뿐만 

아니라, 펩타이드 서열들의 친화력을 정밀하게 조사하기 위한 

플랫폼으로 효율적으로 사용될 수 있음을 보였다. 
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In this paper, a nanofluidic device (Nanoslit-Chip) is proposed to 

trap nanoparticles for biological assay. The Nanoslit-Chip can be 

fabricated using standard MEMS fabrication processes such as 

photolithography, dry etching, and wet etching process. A micro-

/nano- particle trapping experiments were performed to evaluate 

the particle trapping efficiency of the device. And then, the 

Nanoslit-Chip was used as a detection platform for agglutination 

assay. Nanoparticle agglomerates that induced by target proteins 

were successfully trapped and detected in the nanoslit membrane of 

the Nanoslit-Chip. Finally, the Nanoslit-Chip was connected to a 

microbead assay chip to enhance the microbead based assay. To 

evaluate the enhancement of the detection limits, streptavidin – 

peptide modeling assay were performed. Firstly, in the microbead 

assay chip, the streptavidin coated nanoparticles are bound to the 
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microbeads by streptavidin-peptide(LHPQF) affinity interaction. 

And then, the bound nanoaprticles are released from the microbeads 

and injected to the Nanoslit-Chip. In the Nanoslit-Chip, the 

nanoparticles are concentrated at a small detection area, which 

increase the fluorescent signals. As a result, the detection limit of 

the target nanoparticles is 106/ml, which is 10 times better than the 

detection limits of the microbead assay chip. 

The Nanoslit-Chip consist of a nanoslit patterned membrane, 

silicon bottom fluid channel, and PDMS top fluid channel. A sample 

solution is passed through the top fluid channel, the nanoslit 

membrane, and bottom fluid channel. During the process, 

nanoparticles are trapped at the nanoslit membrane if the size of 

nanoaprticles lager than the slit width. The Nanoslit-Chip is 

desirable to have high volume flow rate because it should trap small 

amount of nanopartilces in very low concentration sample. 

Therefore, the hydraulic resistance of the Nanoslit-Chip was 

considered as a main design factor. For this, the relation between 

the number of nanoslits and the hydraulic resistance of the 

Nanoslit-Chip had been studied by numerical calculation and finite 

element method (FEM) simulation.  

The fabrication process of the Nanoslit-Chip is as follows. 

Firstly, a microslit patterned membrane on a silicon substrate was 

fabricated by using MEMS fabrication process such as 

photolithography, dry etching, and wet etching. And then, the size of 

microslit was reduced from 2 mm to 800 nm by silicon oxide (SiO2) 

chemical vapor deposition process. Stepper lithography can be used 
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to make smaller nanoslit patterns (less than 250 nm) instead of the 

photolithography. 

Fluid experiments for a volume flow measurement and a 

nanoparticle trapping were performed to evaluate the Nanoslit-Chip. 

The volume flow rate of the Nanoslit-Chip was measured at 250 

ml/min when we applied 50 kPa at the inlet of PDMS channel. This is 

enough volume flow rate to transport liquid in a microfluidic system. 

And next, A 450 nm blue nanoparticles and 1.8 mm red 

nanoparticles are separated using an 800 nm nanoslit patterned 

Nanoslit-Chip. The micro-/nano- particles were successfully 

trapped on the nanoslit membrane depend on the size of the 

particles when the particle concentrations are less than 105/ml. 

Finally, we used the Nanoslit-Chip for agglutination assay. 

Nanoparticle agglomerates that induced by the target protein 

(biotinylated bovine serum albumin) were trapped on the nanoslit 

membrane and detected by fluorescent measurement while the 

single unbound nanoparticles were passed through the membrane. 

Finally, we developed Nanoslit-Chip based detection system. 

The Nanoslit-Chip based detection system consisted of a 

microbead assay chip and the Nanoslit-Chip. The microbeads assay 

chip has a PDMS fluid channel and weir structure to trap 30 mm 

microbeads. The outlet of the microbead assay chip is connected to 

the Nanoslit-Chip to trap the nanoparticles that released from the 

microbeads after assay. After developing the Nanoslit-chip based 

detection system, peptide – streptavidin modeling assay was 

performed to study the detection sensitivity of the proposed system. 
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Peptide sequence LHPQF synthesized 30 mm microbeads and 

streptavidin coated green fluorescent 450 nm nanoparticles were 

used for the modeling assay. Firstly, the peptide-streptavidin 

affinity binding condition and a nanoparticle releasing process was 

confirmed by optimizing the applied pressure and shaking frequency. 

And then, we performed the peptide – streptavidin assay in the 

Nanoslit-chip based detection system and compared the 

fluorescent signal of the microbead column and the nanoslit 

membrane area. As a result, the fluorescent signal at the nanoslit 

membrane is much higher than the microbead column by the 

nanoparticle concentration and the decrease of background 

fluorescent signal. As a result, the detection limit of the 

nanoparticle concentration is 106/ml, which is 10 times better than 

the microbeads based detection. As a practical application, we used 

the Nanoslit-Chip based detection system for peptide – streptavidin 

affinity test. 3 different peptide sequences LHPQF, FHPQG, IHPQG 

were used to capture the streptavidin coated nanoparticles using 

the Nanoslit-Chip based detection system. The detection results 

showed that LHPQF has the highest affinity and IHPQG has the 

lowest affinity for streptavidin.  

The Nanoslit-Chip is an efficient device to detect small amount 

of nanoparticles in the sample solution. Specially, the Nanoslit-Chip 

based detection system can enhance the detection sensitivity of 

microbead assay by collecting nanoparticles that bound on 

microbeads by biological interaction. Moreover, the Nanoslit-Chip 

can be used for various research areas such as peptide library 



 

 122

screening and agglutination assay. 
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