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Abstract

In this research, we developed a biosensor to detect lung cancer-specific biomarker using Anodic Aluminum Oxide (AAO) chip based
on interference and nano surface plasmon resonance (nanoSPR). The nano-porous AAO chip was fabricated 2 µm of pore-depth by two-
step anodizing method for surface uniformity. NanoSPR has sensitivity to the refractive index (RI) of the surrounding medium and also
provides simple and label-free detection when specific antibodies are immobilized to the Au-deposited surface of nano-porous AAO chip.
To detect the lung cancer-specific biomarker, antibodies were immobilized on the surface of the chip by Self Assembled Monolayer
(SAM) method. Since then lung cancer-specific biomarker was applied atop the antibodies immobilized layer. The specific reaction of the
antigen-antibody contributed to the change in the refractive index that cause shift of resonance spectrum in the interference pattern. The
Limit of Detection (LOD) was 1 fg/ml by using our nano-porous AAO biosensor chip.
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1. 서 론

폐암은전세계발병률2위이며사망률1위인암으로서예후가극

히 불량하여 5년 내 생존율이 약10% 정도로 매우 낮다[1, 2]. 폐암

의 진단은 일반적으로 흉부엑스선검사, 흉부컴퓨터단층촬영, 객담

세포진검사, 기관지내시경검사 등의 방법이 있으나 이러한 진단방

법들은병증이어느정도진행된후의진단에서는육안관찰이용이

하나초기에는뚜렷한증상이없어조기진단은매우어렵다[3, 4].

이에 따라 폐암의 조기 진단을 위하여 폐암의 발병에 따라 체내

에서특이적으로발현되는바이오마커의검색및이를이용한항체

의 개발이 전세계적으로 진행 중에 있다. 이 중 혈청 아밀로이드

A(serum amyloid A, SAA)는 반응성 아밀로이드증(reactive

amyloidosis)의 염증상황의 전구물질로서 다양한 신체 내 염증 상

황에서 혈청 내 농도가 증가하는 주된 급성기 단백질(acute phase

protein)로알려져있다. SAA 다중유전자패밀리(SAA multigene

family)는 네 개의 유사한 유전자를 포함하는데 이들 중 SAA1과

SAA2가 급성기 반응(acute phase response)에 나타나는 주된 단

백질로서특히폐암환자에게서특이적으로과발현된다고보고되고

있다[5]. 이는 SAA1 또는 SAA2가 폐암의 조기진단을 위한 검사지

표로서의 활용이 가능함을 시사하며 이를 이용한 진단시스템의 개

발또한가능하게한다. 이를위하여SAA1 또는SAA2와특이적으

로 반응하는 항체의 개발 및 이를 통한 사업화가 이루어지고 있다

[6, 7].

나노 표면 플라즈몬 공명(nano surface plasmon resonance,

nanoSPR)현상을 이용한 센서 시스템은 빠른 응답 속도와 높은 감

도를가지고있어매우낮은농도의생체물질을검출할수있는장
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점을가지고있다. nanoSPR은금속에빛이입사될경우금속내의

자유전자가집단적으로진동하는현상에따라금속표면에서국소

적으로매우증가된전기장이발생하는현상으로서금속표면에나

노구조형성에따른유도가가능하다[8]. 따라서본연구에서는다

공성 양극산화 알루미늄(anodic aluminum oxide, AAO)을 기반

으로 한 바이오센서 칩을 이용하여 nanoSPR 현상을 이용한 광학

식 바이오센서의 개발을 위해 AAO의 광 간섭현상을 나타낼 수 있

도록광학적특성이가장뚜렷이나타나는기공의직경과두께로칩

을 제작하고 니켈과 금을 증착하여 nanoSPR 현상을 유도하고자

하였다[9, 10]. nanoSPR 센서 시스템은 AAO 칩 상에서 검출농도

변화에 따른 반사광 파장의 이동을 측정할 수 있도록 제작하였다.

제작된센서칩과시스템은폐암환자에게서발현되는SAA1의최저

검출농도를확인하기위하여농도별로응답특성을평가하였고이

에따른폐암의진단가능성을고찰하였다.

2. 실험 방법

2.1 바이오센서 측정 시스템의 구성 및 분석

센서 시스템의 구성은 Fig. 1에 나타냈으며 바이오센서 칩의 광

학적 특성을 평가하기 위해 ㈜유바이오메드에서 제작한 분광기와

백색광원이 통합된 센서시스템 및 Y형 광섬유 다발, 테플론 챔버

및 홀더로 구성되었으며 바이오센서 칩은 홀더에 고정되어 챔버에

삽입시킬수있도록하였다.

광원은 텅스텐-할로겐(tungsten-halogen)램프로 구성되어 있

으며, 파장영역은360-2000 nm이다. 분광기는200-1100 nm의

넓은 감지 영역을 가지고 optical resolution 은 0.14-7.7 nm

FWHM (Full Width at Half Maximum)이며투과, 흡수, 반사등

다양한 측정 기능이 있다. 검출된 빛은 분광기와 연결된 컴퓨터의

분광 분석 프로그램(Spectrasuit, Ocean Optic INC., USA)에 의

해분석하였다[11].

2.2 다공성 양극 산화 알루미늄 칩 제작

다공성양극산화알루미늄은오래전부터금속표면처리기술중

하나로 알려져 있으며 본 연구에서는 Masuda 연구팀에서 개발한

2차 양극산화방법(two-step anodization)으로 제작하였다. 이 방

법은 1차 양극 산화방법에 비하여 다공의 정렬도가 높으며 공극의

크기또한제어가용이하다[12-14].

2차 양극산화방법은 Fig. 2에서 보는 바와 같이 4단계의 과정으

로 이루어진다. 처음으로 자연산화된 알루미늄 표면을 전해연마하

여 순수한 알루미늄 표면을 만들고 1차 양극산화 과정을 거쳐 다공

성양극산화알루미늄을제작한다.

이후 다공성 양극산화 알루미늄층은 약품처리 과정을 거쳐 표면

을식각한다. 식각된알루미늄은 2차양극산화과정을통하여정렬

도가높은다공성양극산화알루미늄이된다. 

구체적인 실험방법으로 알루미늄 포일(aluminum foil,

99.999% Al, AL000650/714, Goodfellow Cambridge Ltd.,

England)은 일정한 크기로 절단하여 사용하였으며 전해질 용액은

0.3 M의옥살산(oxalic acid, SIGMA-ALDRICH, USA)을사용하

였고양극산화시흑연판을전해질내음극판으로사용하였다.

양극산화전알루미늄포일표면에생성되어있는자연산화막의

제거 및 알루미늄 표면의 평탄화를 위하여 30% 에탄올(ethanol,

DUKSAN, Korea)과 70% 과염소산(perchloric acid, JUNSEI,

Fig. 2. Experimental procedures of the two-step anodizing process
for nano-porous AAO chip fabrication. 

Fig. 1 Photograph of equipment of measurement system.
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Japan)을 혼합한 용액에 알루미늄 포일을 넣고 20 V의 전압을 인

가하여전해연마(electro polishing)를진행하였다.

전해 연마를 마친 알루미늄 포일은 전해질 용액에 넣고 양극 (+)

을 인가시키고 상대 전극인 흑연판에는 음극 (-)을 인가하여 40 V

의 전압으로 양극산화를 진행하였다. 1차 양극산화로 생성된 양극

산화막은 1.8 wt% 크롬산(chromic acid, SIGMA, USA)과 6 wt%

인산(phosphoric acid, DUKSAN, Korea) 혼합용액에 넣고 60℃

에서90 분동안식각처리하였다. 

2차양극산화방법은1차양극산화방법과동일한방법을사용하

여33분동안산화시켜다공성AAO 칩을제작하였다.

2.3 AAO 칩 금 증착 및 측정감도 분석

바이오물질의 고정화 및 nanoSPR 현상의 유도를 위하여 AAO

칩표면에금을증착하였다. 

다공성 AAO에 전자선 증착기(electron-beam evaporator,

SRN-110-1505-R2, SORONA INC., Korea)를 사용하여 니켈

50 Å, 금 150 Å의두께로니켈, 금의순서로증착하였다. 평균증

착 속도는 초당 0.1 Å 정도이며, 증착기의 진공도는 4.0 × 10-6

torr 이다. 니켈은접합층으로써다공성AAO에금을정렬도가높

게증착하기위하여사용되었으며금만증착된순수단일막보다니

켈을증착하고금을증착했을때더좋은nanoSPR 현상을나타내

는것으로보고되고있다[15].

이 후 금이 증착된 다공성 AAO와 금을 증착하지 않은 다공성

AAO는측정시스템을이용하여표면반사율을비교하였다. 아무것

도처리하지않은알루미늄을반사광의 reference로한다음두샘

플의반사율을측정하였다. 

또한금이증착된센서칩의표면굴절률변화에대한광학특성

을확인하기위해글리세린(glycerin) 용액을증류수에6, 9, 12, 15

wt% 농도의 질량비로 희석해 굴절률 용액을 제조하였다. 농도가

다른 글리세린 굴절률 용액을 금이 증착된 AAO 표면에 도포한 뒤

측정시스템을이용하여굴절률변화에대한반사광의변화를비교

하였다.

2.4 항체 고정화 및 SAA1-SAA1항체 반응실험

금이 증착된 다공성 AAO에는 금 표면과 강한 친화도를 가지는

alkanethiol 자기조립 단분자막(self-assembled monolayers,

SAMs)을형성시켰다. 자기조립단분자막은금표면의티올분자(-

SH)의 자발적인 화학 흡착에 의해 이루어지고 간단한 실험 방법을

통해 짧은 시간 내에 제조가 가능하고 완벽한 재현성을 가진다. 또

한단결정에가까운이차원격자구조를이루는장점이있다[16]. 자

기조립단분자막은주어진기질의표면에서자발적이고규칙적으로

정렬된 유기 분자막을 말한다. 자기조립 단분자막은 반응기, 긴 알

칸사슬, 작용기로이루어져있는데본연구에서는카르복실기를가

지는 11-Mercapto-undecanoic acid(11-MUA, ALDRICH,

USA)를 에탄올(ethanol, DUKSAN, Korea)에 20 mM로 제조한

다음AAO 칩을20 mM 11-MUA 용액내에dipping하여실온에서

24 시간동안쉐이킹(shaking)하였다. 이후순수에탄올을이용하

여 AAO 칩을 3회 세척하고 질소 가스로 건조시켜 표면 개질을 완

료하였다[17]. 그 다음 표면이 개질된 AAO칩 위에 SAA1에 특이적

으로반응하는항체의결합을위해항체에존재하는아민기(-NH2)

와 카르복실기(-COOH)의 coupling agent인 N-(3-dimethyl-

aminoporopyl)-N'-ethylcarbodiimide hydrochloride (EDC,

SIGMA, USA)와 N-hydroxysuccinimide (NHS, SIGMA, USA)

를 증류수와 dimethyl sulfoxide (DMSO, DUKSAN, Korea)에

각각 200, 50 mM로제조한다음두용액을동일한비율로혼합한

다음 표면이 개질된 AAO칩을 혼합용액에 dipping하여 1 시간 동

안 상온에서 쉐이킹하고 증류수로 세척하여 질소 가스로 건조하였

다. SAA1에 특이적으로 반응하는 항체(100 μg/ml, ㈜프로탄바이

오, Korea) 40 μl를 EDC/NHS 반응시킨 AAO칩 위에 dropping

후 1시간동안반응시켜감지막을완성하였으며모식도는Fig. 3과

같다.

감지막이 형성된 다공성 AAO에 폐암 환자에게서 과 발현되는

SAA1(㈜프로탄바이오, Korea)을 1 fg/ml, 100 fg/ml, 10 pg/ml,

1 ng/ml, 100 ng/ml 의 농도로 준비하였다. SAA1 항체가 고정된

칩상에SAA1을저농도에서고농도의순서로각각40 μl dropping

후 30분간 반응시킨 뒤 0.05 M Tris-HCl buffer (WELGENE,

Korea)로 세척하고감지막의반사광을측정하여파장의변화를분

석하였다.

3. 결과 및 고찰

3.1 바이오센서 칩의 특성 평가

바이오센서 칩으로 사용된 다공성 AAO의 균일도 분석은 전계

방사형 주사전자현미경(FE-SEM, S-4800, Hitach Co. Ltd.,

Japan)을통하여다공성표면및측면을관찰하였다. 1차양극산화

Fig. 3. Schematic diagram of sensing membrane.
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후 AAO는 불균일한 다공성 표면을 나타내었으나 2차 양극산화를

마친 AAO는 약 35 nm 크기의 기공이 고르게 분포되어 있으며 측

면에는약2 ㎛두께의산화알루미늄층과함께기공에의한수직패

턴이균일하게배열되어있음을확인하였다(Fig. 4).

금이 증착된 다공성 AAO의 표면코팅확인은 에너지분산엑스선

스펙트럼분석기(energy dispersive X-ray spectrometer, S-

4300 & EDX-350, Hitach Co. Ltd., Japan)를이용하여금과니

켈이존재함을확인하였으며Table 1.에나타내었다.

구성된 측정 시스템을 이용하여 표면 처리되지 않은 알루미늄을

reference로하여다공성AAO와금이증착된다공성AAO 표면에

서 반사율의 fringe변화를 비교 분석한 결과, 금이 증착되지 않은

다공성 AAO에 비하여 금이 증착된 다공성 AAO는 Fig. 5에서 보

는바와같이뚜렷한fringe 패턴을관찰할수있었다.

글리세린용액을이용한다공성AAO칩의굴절률변화는글리세

린용액의굴절률변화에따른반사광파장이동에대한응답특성을

굴절지수(refractive index unit, RIU)로 나타내었다. 농도 별로

제조된 용액은 아베 굴절계(abbe refractometer, Prisma, CETI,

England)를 통하여 굴절률을 측정하였고 그 값을 Table 2에 나타

내었다. 굴절률변화에대한감도는약695 nm/RIU의감도특성을

나타내었다(Fig. 6).

3.2 농도 별 SAA1의 응답 특성 확인

SAA1은 앞서 언급한 것과 같이 폐암환자에게서 과 발현되는 단

백질로서 항체가 고정된 다공성 AAO 칩을 이용하여 검출하였다.

항체가 고정된 다공성 AAO칩에 SAA1을 1 fg/ml, 100 fg/ml, 10

pg/ml, 1 ng/ml, 100 ng/ml 의농도로준비한뒤저농도에서고농

도의순서로반사광파장이동변화를측정하였다. Fig. 7은다양한

농도의SAA1을측정한이후, 감지막에서반사광파장의이동을나

Fig. 5. Reflection properties of fabricated nano-porous AAO chip.

Fig. 6. Shift in the reflectance wavelength λmax with variations in
refractive index.

Fig. 4. FE-SEM images of surface and cross-sectional view of
AAO chip; (a) after 1st anodization and (b) after 2nd

anodization.

Table 1. Elementary analysis of Ni and Au-deposited AAO
chip

Glycerin(wt%) Refractive index

6 1.3392
9 1.3430
12 1.3458
15 1.3491

Element Weight (%) Atomic (%)

O 32.18 61.06
Al 25.45 28.63
Ni 10.39 5.37
Au 31.99 4.93

Totals 100.00

Table 2. The Refractive index of glycerin solution

(a)

(b)
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타낸 것이다 SAA1의 농도가 증가할수록 측정된 감지막의 반사광

파장이 적색편이(red shift)하였고 제작된 센서의 측정한계는 1

fg/ml 임을확인하였다.

반복실험을 통하여 제작된 바이오센서 칩의 신뢰성을 확인하였

으며 Fig. 8에 표준편차로 나타내었다. 또한 회귀분석을 통하여

SAA1에 대한 응답특성을 확인 결과 결정계수가 0.97897로 강한

양적 선형관계를 가지므로 제작된 바이오센서 칩은 높은 정확도를

가지는것을알수있었다[18].

4. 결론

본 연구에서는 nanoSPR 현상과 광 간섭현상 원리를 이용하여

금이 증착된 다공성 AAO를 센서 칩으로 사용한 결과 폐암의 특이

적바이오마커인 SAA1을낮은농도범위까지검출할수있었다. 

2 ㎛ 두께의 다공성 AAO를 제작하였고 금 증착을 통하여

nanoSPR 현상을유도하였다. 이때굴절률변화에대한반사광파

장이동을확인결과약695 nm/RIU의감도를나타내었다.

SAA1에 대한 응답 특성 확인 결과, SAA1의 농도가 증가할수록

감지막의반사광파장이적색편이하는특성을확인할수있었으며,

제작된바이오센서는측정한계가1 fg/ml로써높은감도를나타냄

을확인할수있었다. 

본 연구에서 개발된 바이오센서는 혈액 내에서 존재하는 폐암의

특이적바이오마커를낮은농도범위까지측정할수있어폐암의조

기진단을위한바이오센서로서활용이가능할것이다.
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