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마이크로 칩(ATMEGA128)을 이용한 PCR의 온도제어
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<그림 1> 인듐 주석 산화물(ITO)  <그림 3> PCR 소자의 전체적인 모식도 

<그림 2> PCR 소자 모식도

Abstract - 본 논문에서는 기존의 PCR 장비가 가지고 있는 낮은 경
제성, 장비의 대형화, 긴 분석 시간 등과 같은 단점을 해결하기 
위하여 ATMEGA128 마이크로 칩을 사용 continuous-flow PCR 
칩의 온도를 제어 하였다. Polydimethylsiloxane (PDMS)와 산화 
인듐-주석(Indium tin-oxide, ITO) 유리 기판을 사용하여 
continuous-flow PCR 칩을 제작하였고 PDMS를 주조 하여 마이
크로 채널을 형성하였다. 또한 유리 기판위에 ITO 전극을 패터
닝하여 마이크로 히터를 제작하였다. 이 결과 continuous-flow 
PCR 칩에서 빠르고 정확한 온도 제어를 통한 DNA 중합 효소 
연쇄반응 결과를 얻을 수 있었다.

1. 서    론

  DNA(deoxyribonucleic acid)의 생물학적 중요성이 증대됨에 따라 
DNA의 전기화학적 응용에 관한 연구가 활발히 이루어지고 있다.[1] 
DNA는 돌연변이나 질병 등에 관련한 유전학 연구를 목적으로 하는 
DNA chip, DNA 센서 등으로 많이 응용될 뿐 아니라 임상 의학, 법의
학, 생물학, 유전자 해석 등과 같이 넓은 분야에 응용되고 있다.[2] 이와 
함께 DNA를 대량으로 증폭할 수 있는 polymerase chain reaction 
(PCR) 기법이 많이 사용되고 있다. PCR 반응을 수행하기 위해서는 변
성, 복원, 중합반응이 일어 날 수 있는 세 영역의 온도 제어가 필요로 
하는데, 온도 제어의 정밀도에 따라 PCR 성공여부가 정해진다.[3] 그러
나 기존의 PCR 장치는 온도를 제어해 주기 위해서 큰 온도 제어 시스
템을 필요로 하고 온도를 변화시키는데 많은 시간이 소모된다는 단점을 
가지고 있다.[4] 이와 같은 느린 온도 변화는 PCR 반응에서 비 특이적 
산물을 생성하여 DNA 증폭효율을 저하시킨다. 
  현재 크게 두 종류의 PCR 장비들이 주류를 이루고 있다. Static 
micro-camber를 제작하여 micro-chamber의 온도를 제어하는 방법과 
마이크로 채널을 제작 하여 정해진 온도영역을 통하여 온도제어를 하는 
continuous-flow PCR 방법이다. 이러한 방식들은 소형화되고 빠른 온
도 변화 능력을 가지고 있기 때문에 기존의 PCR 장비가 가지고 있는 
문제를 해결 할 수 있다. 이 중 micro-fluidic 방법은 시료의 양에 제한
이 없고 여러 종류의 시료에 대하여 연속적인 반응이 가능하기 때문에 
continuous-flow PCR 칩이 더욱더 많은 연구가 진행되고 있다. 
따라서 본 논문에서는 반도체 공정을 이용하여 continuous-flow PCR 
칩을 제작하고 ATMEGA128 마이크로 칩을 사용하여 PCR chip의 온
도제어를 빠르고 정확하게 하였다. 이를 바탕으로 DNA 중합효소 연쇄
반응 실험을 진행하였다.

2. 실 험 방 법

  2.1 소자 제작
2.1.1 마이크로 히터 제작
  Continuous-flow PCR 칩의 마이크로 히터를 제작하기 위하여  
유기 기판위에 ITO 전극을 포토리소그래프 공정을 이용하여  패터닝 
하였다. ITO는 증착이 용이하고 투명하며 전도율이 좋은 장점을 가지고 

있다. <그림 1>과 같이 제작된 ITO 전극은 각각의 영역마다 92 ℃
(Denaturation, 변성), 55 ℃(Annnealing, 복원), 72 ℃(Extention, 중합반
응) 로 나뉘어져 온도에 따른 PCR 과정을 수행 한다. 그리고 소자의 집
적도를 향상시키기 위하여 상온에서의 열전도 효과를 이용하여 쿨러를 
대체 하였다. 

2.1.2 PCR 소자 제작
  전체적인 소자의 모식도는 <그림 2>와 같다. 소자의 구조가 작고 채
널과 채널 사이의 폭이 좁기 때문에 탄력성이 좋은 PDMS를 사용하였
다. Sylgard 184와 curing agent를 10대 1로 혼합한 PDMS의 혼합액을 
SU-8이 패터닝 된 실리콘 웨이퍼 상에 부어 경화시킴으로써 원하는 
PDMS 마이크로 채널을 제작하였다. ITO 전극 패턴이 형성된 유리 기
판 면을 아래 부분으로 하여 전력을 인가하였고, 반대 면은 마이크로 채
널을 형성 하였다. 유리 기판과 PDMS 채널은 ozone plasma 표면 처리
를 통하여 결합시켰다. 온도 센서는 <그림 2>와 같이 유리 기판 밑 부
분의 ITO 상에 부착하여 원하는 온도를 측정 및 제어 할 수 있도록 만
들었다. PDMS 안에는 μm 단위의 채널이 형성 되어있으며 이 채널을 
통하여 원하는 DNA가 순차적인 온도를 지나면서 변성, 복원, 중합반응
을 26 주기 동안 반복하게 된다. 채널의 크기는 높이 200 μm, 폭 500 μ
m로 제작 되었다. 

  2.1.3 마이크로 히터 온도 제어
   실시간으로 온도를 측정하기 위하여 ITO 전극 패턴에 온도센서를 
부착하였다. 온도센서를 부착 한 뒤 온도를 측정하고 측정한 온도를 바
탕으로 원하는 온도로 제어한다. DNA가 변성, 복원, 중합반응을 할 수 
있도록 각각의 온도를 92 ℃(Denaturation), 55 ℃(Annnealing), 72 ℃
(Extention)로 나누어 온도를 설정해 주었다. 온도센서 제어는 마이크로 
칩(ATmega128)을 사용하여 온도의 측정과 제어를 동시에 수행 할 수 
있도록 시스템을 구축하였으며 이에 사용된 마이크로 칩(ATMEGA128)
은 -55 ℃에서 120 ℃ 까지 온도 측정이 가능하다. 온도 제어부, 온도 
측정부, 전류 인가부로 작업을 세분화 하였다. ITO 전극으로부터 열에
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<그림 5> 중합효소 연쇄 반응

<그림 4> 마이크로 채널내의  온도변화  

너지를 얻기 위하여 온도 측정부에서 측정되고 제어된 결과에 따라 마
이크로 칩(전류 인가부)에서 전력을 인가하여 전극의 저항에 따른 열에
너지를 얻게 된다. <그림 3>과 같이 ITO 전극 상에 온도센서를 부착하
고 온도센서에서 온도를 확인한 후 다시 그 온도를 마이크로 칩에 되돌
려 주어 일정온도 이상 넘어서지 않도록 제어한다. 정확한 온도 측정을 
위하여 측정하는 시간을 1초 단위로 설정, 실시간으로 온도를 제어 할 
수 있도록 설계 하였다.

3. 결과 및 토의  

3.1 온도 측정 결과
  완성된 continuous-flow PCR 칩의 온도 제어 결과는 <그림 4>에
서 보여주고 있다. 실온 25 ℃에서 시작하여 시간이 점차 지남에 따라 
온도가 서서히 올라가는 것을 확인할 수 있다. 100 초마다 ITO 전극에 
인가되는 전류의 양을 증가시켜주었다. 복원 52 ℃(Annealing) 영역의 
경우 380 초대에 약 335 mA의 전류가 인가되었을 때 가장 빨리 원하는 
온도에 도달하였다. 이와 유사하게 복제 72 ℃(Extension) 영역 또한 유
사한 시간대에 증가하기 시작하여 약 342 mA의 전류가 인가되었을 때 
복원 영역 다음으로 원하는 온도에 도달 하는 것을 확인 할 수 있다. 마
지막으로 변성 92 ℃(Denaturation) 영역의 온도가 가장 늦게 목표치에 
도달 하였다. 약 265 mA의 전류만으로 1550 초에 변성 영역의 온도에 
도달 하는 것을 확인할 수 있다.

3.2 λ-DNA 증폭
  Continuous-flow PCR 칩의 온도 제어를 통하여 λ-DNA 중합
효소 연쇄반응 실험을 진행 하였다. Continuous-flow PCR 칩의 중
합효소 연쇄반응에 대한 확인을 위하여 현재 DNA 벡터로 많이 
사용되는 λ-DNA를 이용하였다. Lambda λ는 대장균에 기생하는 DNA 
바이러스로 증식과정에서 대장균의 일부 DNA를 전달시키는 효과도 있
어 DNA의 전달을 위한 벡터로 유용하게 사용되어지고 있다. 이러한 λ
-DNA 중 특정 부위 100 bp 만을 특이적으로 증폭 시키고자 하였다. 
 λ-DNA는 정확하고 빠르게 온도제어가 가능한 continuous-flow 
PCR 칩의 마이크로 채널을 따라 26 주기의 중합효소 연쇄반응
이 진행 되었다. <그림 5>에서 보는 것과 같이 continuous-flow 
PCR 칩의 정확하고 빠른 온도제어를 통하여 λ-DNA의 중합효소 연쇄
반응을 성공하였다. 이는 전기영동 상의 100 bp의 밴드를 통하여 확인
할 수 있다. 이를 통하여 continuous-flow PCR 칩의 온도가 정확
하게 제어되었음을 확인 할 수 있었다.

4. 결    론

 본 논문에서는 반도체 공정을 이용하여 continuous-flow PCR 칩을 
제작하고 ATMEGA128 마이크로 칩을 사용하여 continuous-flow 
PCR 칩의 온도를 제어하였다. 빠르고 정확한 온도제어를 통하여 
λ-DNA의 중합효소 연쇄반응을 확인 할 수 있었다. 따라서 기존의 
PCR 장비가 가지고 있는 큰 온도 제어 시스템과 긴 작업시간 등의 단
점을 ATMEGA128 마이크로 칩 제어를 통하여 해결하여 
"Lab-on-a-chip" 또는 "Micro total analysis system (u-TAS)"
에 응용될 수 있음을 확인 하였다. 
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