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요 약

전기화학 반응을 이용한 실리콘 표면상으로의 단백질 고정을 연구하였다. 이를 위해

Nitrobenzendiazonium(NiBD) 양이온을 화학적 환원반응을 통해 수식하고 수식된 실리콘 표면을

전기화학적으로 다시 환원시켜 나이트로 기능기를 일차아민 기능기로 활성화하여 단백질 고정에

이용하였다. 활성화 된 표면에 금 나노입자를 고정하여 일차 아민 생성을 확인하였다. 또한 이

방법을 응용하여 실리콘 나노선 어레이 중 선택된 나노선 만을 활성화하고 단백질을 선택적으로

고정하는 연구를 수행하였다. 이 연구를 통하여 NiBD 양이온의 화학 및 전기화학 반응이 실리콘

나노선 표면으로 단백질의 선택적 고정화에 유용하게 사용될 수 있음을 보였다.

Abstract : The immobilization of proteins on silicon surfaces using electrochemical reaction has

been studied. Chemical deposition of nitrobenzendiazonium (NiBD) cations is employed to modify

silicon surfaces. Electrochemical reduction of nitro-group to primary amine-group have been

conducted on the modified surfaces to activate silicon surfaces for the protein immobilization.

Attachment of gold nanoparticles was used to prove the reduction. The current method was

applied to selective activation of a silicon nanowire and immobilize proteins on the selected

nanowire. It has been demonstrated that the use of chemical and electrochemical reaction NiBD

is efficient for the selective immobilization of proteins on silicon nanowire surfaces.

Keywords : Aryldiazonium cation, Electrochemistry, Silicon modification, Selective immobilization

of protein, Silicon nanowires

1. 서 론

실리콘의 바이오센서의 기판으로의 응용은 정보기술과

바이오기술이 결합된 융합 기술의 결정적 산물로 인식되고

있다. 최근 들어서는 일반 실리콘에서 한발 나아가 실리콘

나노선을 이용한 바이오센서가 개발되고 있다. 나노선이

가지는 화학 전계 효과(chemical field effect transistor,

ChemFET)의 원리를 응용하여 형광물질 등의 표지도입

없이 단백질이나 유전자를 고감도로 검출하는 연구들이

활발히 진행 중이다.1)

단백질 같은 생체물질의 고정화 기술은 바이오센서의 제

작에 있어 필수 요소 이며 그중에서도 전기화학 반응을 이용
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한 표면 활성화를 통한 고정 방법은 원하는 전극 어레이가

배열된 기판 상에서 원하는 전극들에만 선택적으로 생체

물질을 고정시킬 수 있다.2-5) 이 방법을 이용하면 값비싼

어레이 로봇이 없이도 다중 감지가 가능한 바이오칩을 만

들 수 있는 장점이 있다. 특히 나노선 사이의 간격이 마이크

로 미터 단위 보다 작은 나노선 소자를 이용하여 다중 감지

를 구현할 경우 전기화학적 방법이 매우 유용하게 적용되어

질 수 있다. 전기화학적 표면 활성화를 위한 방법으로 가장

널리 이용되어온 것으로는 전기화학 활성의 단위체를 사용

한 전기중합(electropolymerization)이나 전기화학 활성의

알칸싸이올의 자기조립박막(self-assembled monolayers)

형성 등이 있다.6) 탄소나 실리콘 같은 4족 원소의 표면을

전극으로 활용할 때는 aryldiazonium(AD) 양이온의 전

기화학적인 반응이 이용되어져 왔다.7-9) 단백질이나 단백

질의 리간드가 달라붙을 수 있는 기능기(R)를 가진 AD

양이온과 sodiumdodecylsulfate (SDS) 같은 계면 활성

제를 혼합한 용액에 탄소나 실리콘표면을 노출시키고 환

원 전압을 인가하면 AD가 표면에 수식될 수 있다.10)

우리는 지난 논문에서 carboxymethylbenzenediazonium

(CMBD) 양이온의 전기화학반응을 이용하여 실리콘 나노선

표면상으로의 금 나노입자 선택적 고정화 결과를 보고한

바 있다.11) 본 연구에서는 nitrobenzendiazonium(NiBD)

양이온의 화학적 수식과 수식된 표면의 전기화학적 환원

반응을 이용하여 실리콘 표면상으로 단백질의 선택적 고정

법을 제시하고자 한다.(Fig. 1. 참고) 또한 이 방법을 응용하여

실리콘 나노선 어레이 중 선택된 나노선 만을 활성화하고

단백질을 선택적으로 고정하는 연구를 수행한다. 이 연구

를 통하여 NiBD 양이온의 전기화학 반응이 실리콘 나노선

표면상으로 단백질의 선택적 고정화에 유용하게 사용될 수

있음을 보이고자 한다. AD 양이온의 전기화학을 이용한

실리콘 나노선 어레이 상으로 단백질의 선택적 고정화에

관한 연구는 아직 보고된 적이 없다.5,12)

2. 실 험

2.1. 실험 재료

NiBD cation salt, bromobenzenediazonium(BrBD)

cation salt, ammonium fluoride(NH4F), SDS, streptavidin

(SA)-gold nanoparticle(GNP) conjugate은 시그마-알드리치,

biotin-(PEO)2-NHS는 Pierce에서 구입하였다. 다른 시약은

특별한 언급이 없으면 시그마-알드리치에서 구입하여 사용

하였다. 사용한 실리콘 웨이퍼로는 저항이 <0.005 ohm.cm

인 N-type Si(100) (prime 급)을 사용하였으며 폴리싱이

이루진 면만 전극부분으로 활용하였다.

2.2. NiBD를 이용한 실리콘 표면의 수식

실리콘 웨이퍼는 전극으로 사용 전에 40% NH4F 수용

액에서 20분 이상 에칭시켜 실리콘 산화막을 제거하였다.

NiBD의 화학적 수식을 위해 약 30mM 농도의 NiBD와

SDS가 들어있는 용액 속에 실리콘 표면을 담가 24시간

교반하며 반응시켰다. 모든 전기화학 실험은 Ivium사의

compactstat을 사용하여 수행하였다. 작업전극으로는 실

리콘 표면을 기준전극은 Cypress 사의 Ag/AgCl를 보조

전극으로는 백금 선을 사용하였다.

실리콘 나노선이 탑재된 소자는 한국전자통신연구원

에서 제작되었고 2009년에 발표한 논문에서와 같은 방법

으로 사용되었다.11,13) Polydimethylsiloxane(PDMS) 재질

의 전기화학 셀을 제작하여 소자 기판 상에 눌러 고정시

켜 전해질 용액이 새지 않게 하였다. 나노선 중에서 몇

개만 골라 이 나노선에 연결된 금 박막의 패드 상에 일정

전위기에 연결된 작업전극 용 금속 프루브를 눌러 접촉

시켜 전기화학적인 신호를 가하였다.

 

2.3. NiBD로 수식된 실리콘 표면의 전기화학 및 화학

반응

NiBD가 수식된 실리콘 웨이퍼 표면의 나이트로 기능기를

일차아민으로 변형시키기 위하여 0.1M KCl 전해질을 가

지는 물과 에탄올의 9 :1 혼합용액에서 전기화학적으로 환

원시켰다.10) 이렇게 해서 얻어진 표면에 일차아민의 생성을

확인하기 위하여 금 나노입자를 반응시키고 은 염색(silver

enhancement) 검출법을 이용하였다.5) 이 방법들은 이미 발

표된 논문의 방법을 그대로 이용하였다. NiBD가 수식된

실리콘 나노선의 사용에 있어서도 마찬가지로 물과 에탄올

혼합용액을 사용하여 일차아민을 생성시킨 후 위의 웨이퍼

에서의 과정과 유사하게 SA-GNP conjugate를 고정시키고

금 나노입자의 분포를 주사전자현미경(SEM)을 통해 관찰

Fig. 1. Chemical deposition of NiBD cation on electrode surfaces and electrochemical reduction from nitro group to

primary amine group on the NiBD-deposited surfaces.
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하였다. SA 단백질의 비특이적인 흡착을 줄이기 위하여 SA-

GNP conjugate는 phosphate-buffered saline(PBS)과 0.5%

tween 20을 포함하는 PBST 용액에 녹여 사용하였다.

3. 결과 및 고찰

3.1. NiBD 양이온을 이용한 실리콘 표면의 수식

실리콘은 비가역적으로 산화되면 전도성을 잃어버리기

쉬운 특성 때문에 표면을 전극으로 사용하는 것은 한계가 있

으나 전기화학적 환원 반응을 이용하는 작업에는 전도도의

손해를 최소화 할 수 있어 전극으로의 사용이 가능하다.11)

또한 실리콘의 산화막은 나노전자소자 센서의 감도를 감소

시키므로 화학 및 전기화학 반응 시 환원반응에 의한 물질의

고정화가 가능하게 하는 것이 바람직하다. 따라서 환원 반응

에 의해 실리콘 표면에 수식이 가능한 AD 양이온을 이

용하였다. 다양한 기능기 중에서 일차아민을 가지는 AD 양

이온을 고정시킨 뒤 추가의 표면 반응을 진행하여 단백질

을 선택적으로 고정시키는 과정을 구현하고자 하였다. 하

지만 일차아민 기능기기가 도입된 AD는 상업적으로 판

매되지 않으므로 NiBD을 이용하였다.(Fig. 1. 참고) 벤젠

고리에 붙어있는 나이트로 기능기는 전기화학적 환원반

응에 의해 일차아민으로의 변형이 가능함이 알려져 있

기 때문이다.10)

NiBD의 수식은 화학 및 전기화학, 두 가지 방법으로

모두 가능하나 본 연구에서는 화학반응을 이용하였다.

실리콘 웨이퍼를 적당한 크기로 자르고 지난 논문에서와

같은 과정으로 40% NH4F로 산화막을 제거한 후 이후의 반

응에 사용하였다.11) NiBD와 SDS의 혼합용액을 24시간 반

응시켜 화학적으로 수식 시킨 후 생성된 박막이 Fe(CN)6
3−

이온에 대한 실리콘 전극 표면으로의 전자전달 반응을

방해하는 정도를 관찰하였다. Fig. 2(a) 에서 볼 수 있듯이

NiBD를 반응시키지 않은 표면에서는 Fe(CN)6
3-의 환원

및 산화 봉우리가 관찰되었으나. NiBD 용액에서 화학 및

전기화학반응을 보낸 실리콘 표면에 대한 Fe(CN)6
3− 이

온의 반응은 박막에 의한 전자전달에 대한 반응속도론적

에너지 장벽 때문에 전류 봉우리가 관찰되지 않았으며

이 현상은 이미 보고된 논문의 내용과 일관성 있는 결과

이다.11,14) 우리는 이 결과로부터 NiBD의 박막이 형성되

었음을 간접적으로 알 수 있었다.

3.2. NiBD가 수식된 실리콘 표면의 반응

NiBD가 수식된 실리콘 표면은 나이트로 기능기를 가

지나 이것은 반응성이 약하므로 일차아민으로 변형시켜야

만 추가적인 결합에 이용할 수 있다. 이를 위하여 NiBD가

수식된 표면을 0.1M KCl 전해질을 가지는 물과 에탄올의

9 : 1 혼합용액에서 전기화학적으로 환원시켰다. Fig. 2(b)

에서 일차아민 생성을 위해 사용된 CV를 보여준다. 첫 번째

순환(실선)에서 보이는 봉우리가 두 번째(점선)에서는 사

라짐이 관찰되었으며 이것을 통해 첫 번째 순환 동안 모든

나이트로 기능기가 전기화학 반응에 의해 모두 환원되었

음을 추측할 수 있었다.

화학적으로 NiBD가 수식된 표면에 전기화학적 환원으로

일차아민이 생성된 것을 확인하기 위하여 금 나노입자가

나이트로 기능기에는 잘 달라붙지 않지만 일차아민 기능

기에는 잘 달라붙는 현상을 이용하였다. Fig. 3(a)와 같이

NiBD가 수식된 실리콘 표면의 일부분을 전기화학적으로

환원시킨 후 씻어준 뒤 다시 전체 표면을 금 나노입자 용

액에 2시간 노출시킨 후 은 염색방법으로 검출하였다.5)

Fig. 3(b)에서는 앞의 과정에 의해 얻어진 표면을 광학 현

미경으로 관찰한 사진을 보이고 있다. 환원반응을 시킨 경

계의 아래 부분에 집중적으로 은 이온의 침전으로 인한

짙은 색이 관찰되었고 환원되지 못한 나이트로 기능기

로 남아있는 위 부분은 상대적으로 침전양이 적은 것을

알 수 있다. 이 결과는 나이트로 기능기가 전기화학 반응

Fig. 2. (a) Cyclic voltammograms of an aqueous solution with 1 mM Fe(CN)6
3− and 0.1 M KCl on a H-Si surface before

(solid line), and after (dashed line) chemical deposition of NiBD. Scan rate is 50 mV/sec. (b) Cyclic voltammograms for

the electrochemical reduction of NiBD-modified silicon surfaces prepared from chemical deposition. Scan rate: 50 mV/sec.
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에 의해 성공적으로 일차아민 기능기로 환원되었으며 이

를 통하여 금 나노 입자가 선택적으로 고정될 수 있었

음을 말해준다.

3.3. 화학적 방법으로 NiBD가 수식된 실리콘 나노선

표면의 반응

실리콘 나노선 어레이 기판 상에서 특정 나노선에 선택적

으로 SA 단백질을 고정시키는 연구를 수행하였다. 먼저 실

리콘웨이퍼의 수식을 위해 사용된 것과 같은 조성의 NiBD

용액으로 화학적으로 수식시킨 후 물과 에탄올 혼합용액을

사용하여 실리콘 나노선을 전기화학적으로 환원시켰다. 이

전기화학적인 환원반응에 대한 CV 결과는 Fig. 4(a)와

같다. 약 −1V 근처에서 환원 봉우리가 나타났으며 이 것은

실리콘 웨이퍼를 잘라 만든 전극을 같은 과정을 거쳐서 준

비한 것에 대한 CV인 Fig. 3(a)에서의 결과와 유사하다. 나

이트로 작용기가 없는 BrBD 양이온을 SDS와 섞은 용액

에 24시간 동안 실리콘 나노선 기판을 노출시킨 후 같

은 조건에서 얻은 CV에서는 첫 번째 순환에서 봉우리가

나타나지 않았다.(Fig. 4(b)) 따라서 나이트로 작용기가 고

정된 실리콘 나노선 표면에서도 일차아민 그룹이 성공적

으로 얻어졌음을 확인할 수 있었다.

SA 단백질을 고정하기 위하여 바이오틴을 사용하였다. 전

체 나노선에 NiBD를 화학적으로 수식한 후 선택된 몇 개의

나노선들 만 전기화학적으로 환원시켰다. 이후 Fig. 5(a)와

같은 방법으로 기판 전체를 biotin-(PEO)2-NHS를 반응시킨

후 얻어진 기판 표면을 SA-GNP conjugate를 포함하는 PBST

용액에 노출시키고 금 나노입자의 분포를 주사전자현미경

(SEM)을 통해 관찰하였다. Fig. 5(b)에서 전기화학 환원 반

응을 시킨 나노선(위)과 시키지 않은 나노선(아래)에 대해

주사전자현미경을 사용하여 금 나노입자의 분포를 관찰한

결과를 비교하여 나타내었다. 실제 소자 상에서는 인접한

나노와이어 사이의 간격이 200µm이나 나노와이어간의 비

교를 용이하게 하기위하여 겹쳐 제시하였다. 전기화학 반응

으로 NiBD를 선택적으로 환원 반응시킨 위 부분의 나노

선에만 주로 금 나노입자가 고정된 것을 볼 수 있다. 이

결과는 NiBD의 사용으로 실리콘 나노선 상으로의 단백질의

선택적 고정화가 가능함을 말해준다. SA의 비특이적인 흡

착을 줄이기 위한 전처리과정을 최적화하면 보다 선택성이

높은 단백질의 고정화가 가능할 것으로 예상된다.

4. 결 론

NiBD 양이온의 화학적 고정반응을 통해 단백질을 실리

콘 표면상에 선택적으로 고정시키는 방법을 개발하였다.

NiBD를 전기화학적으로 환원 반응시킨 영역에만 나노입

자나 기능성 물질이 지배적으로 고정됨을 확인하여 우리의

방법이 실리콘 표면상에서 위치 선택적 단백질 고정화에

효율적임을 증명하였다. 이 방법은 다중의 단백질을 서로

다른 실리콘 나노선 상에 고정하여 다중검출이 가능한 무

표지, 고감도 나노선 센서 제작에 응용될 것으로 기대된다.

Fig. 3. (a) Reaction scheme for attachement of GNPs onto

NiBD-deposited silicon surfaces. (b) A pattern image obtained

from silver enhancement after GNPs treatment.

Fig. 4. (a) A cyclic voltammogram for the electrochemical reduction of silicon nanowire surfaces prepared from

chemical deposition of NiBD and BrBD. Scan rate: 50 mV/sec.
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Fig. 5. (a) Chemical reaction process for immobilizing SA-GNP conjugate onto NiBD-deposited silicon nanowire surface.

(b) Scanning electron micrographs revealing the selective immobilization of SA-GNP conjugate via chemical depostion of

NiBD followed by electrochemical reduction of the resulting surface. Top wire was subjected to the electrochemical

reduction. Bottom one was not subjected.


