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Abstract: The 'Dielectrophoretic Tweezers(DEP Tweezers)' can be used as a facile, economical toolkit for quantitative

measurement of chemical and biological binding forces related to many biological interactions within a microfluidic

device. Our experimental setup can probe the interaction between a single receptor molecule and its specific ligand.

Immunoglobulin G(IgG) functionalized on polystyrene microspheres has been used to detect individual surface linked

Staphylococcus protein A(SpA) molecules and to characterize the strength of the noncovalent IgG-SpA bond. It was

measured and compared with the existing measurements. Measured single binding force of between Goat, Rabbit IgG

and SpA were 17 ± 7pN, 74 ± 16pN. This work can be used to investigate several different ligand-receptor interactions

and antigen-antibody interactions.
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I. 서  론

생체 내에서 일어나는 생명현상과 연관 되는 inter-

molecular force 들의 경우 단백질의 unfolding/folding 과

같은 구조변화, 단백질간의 Receptor-Ligand 간의 결합 친

화도, 세포와 세포 간, 혹은 세포와 조직의 표면 간의 결합

등과 긴밀한 연관성을 가진다. 따라서 생체내에 존재하는

intermolecular force 들과 관련된 연구는 세포 표면에서

작용하는 단백질간의 상호작용에 대한 연구는 생체 적응 재

료의 개발이나, 세포 생물학, 또는 조직 공학 등의 분야에서

중요 요소이며, 이러한 intermolecular force 와 관련된 연

구는 생명현상을 이해하는 데에 중요한 역할을 할 수 있다. 

포도상구균의 세포 벽에 존재하는 단백질인 Protein A

(SpA)은 포유동물의 혈액 내에 존재하는 항체인 immuno-

globulin G(IgG)의 Fc region과 선택적으로 결합하여, 세

포 기능을 조절하며, 박테리아의 면역 계 공격을 피하도록

도움을 주는 것으로 알려져 있다[1]. 따라서 SpA 와 IgG 간

의 결합 내에 존재하는 intermolecular force 과 관련된 연

구는 그 동안 꾸준히 진행 되어 왔으며, 이와 같은 결합력

을 측정을 진행한 연구로써는 radial-flow detachment

assay(RFDA)를 사용한 연구[2,3]와, ricropipette 기반의

dynamic force spectroscopy[4,5], 그리고 근래에는 atomic

force microscopy(AFM)[6]과 Optical Tweezers를 이용한

연구[7,8] 들이 있다. 또한 이런 분자간의 상호작용 연구에

있어 분자들 간의 단순한 결합력을 측정 하는 것에서 벗어나

단일 분자 수준의 분석이 여러 방면으로 진행이 되고 있다
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[9-11]. 단일 분자 수준의 결합력을 측정 하는 것은 생체 분

자나 효소 등의 활동 기전 등에 대한 이해와 평가를 하는데

유용하게 사용될 수 있다. 또한 근래에 들어서 nano/micro

scale 수준에서 생체 분자들 간의 상호 작용을 평가 하는 것

이 bio-medical 분야에서 큰 관심을 불러 일으키고 있다[14].

앞에서 언급 된 dynamic force spectroscopy, AFM, 그

리고 optical tweezers의 경우에는 다양한 종류의 결합력

측정에 사용될 수 있지만, 한 번의 측정에 오직 한 쌍의 결

합력 만을 얻을 수 있다. 그러므로 실험 결과를 통한 통계

처리를 하는데 필요한 평균 및 표준 편차를 얻기 위해 수많

은 실험을 반복 하여야 하며, 장비를 운용하기 위해 숙련된

전문 인력을 필요로 한다. radial-flow detachment assay

의 경우에는 한번에 많은 양의 실험이 가능하지만 다량의

유체를 필요로 하기 때문에 많은 량의 실험 재료가 필요하

며, 결합력을 산출하기 위해 고려해야 할 외부 힘의 종류가

많아 단일 분자간의 결합력을 추정하는데 있어 다소 제약이

있다. 또한 위에서 언급한 장치들을 구성 하는 데에는 많은

비용이 필요 함과 동시에, 복잡한 장치의 구성이 필요하여

미세 유체 칩 내에서 실험을 진행하기 어렵다.

본 연구에서는 유전영동을 이용하여 생체 분자를 다룰 수

있도록 고안한 Dielectrophoretic tweezers(DEP tweezers)

기술[15-17]을 Protein A(SpA) 와 immunoglobluin G

(IgG)의 결합력 측정을 미세유체 칩 내에서 진행 하려고 한

다. DEP tweezers는 massive, parallel의 뛰어난 특징을

지니고 있어 수십-수백 회 이상을 반복 실험 해야 했던 기

존 실험들 과는 달리, 한 번의 실험에 450~600개/mm2 의

probe를 사용 함으로써 적은 실험의 반복으로 통계적 신뢰

성을 가진 결과를 얻을 수 있다. 또한 미세 유체 칩 내에서

실험이 이루어 지므로, 장치를 구성하기 위한 가격이 저렴하

며, 다양한 결합의 측정에 적용하기 쉽고, 적은 양의 시료 및

시약으로 실험 진행이 가능하며, 실험 과정의 자동화를 통해

비 전문가의 사용이 용이하고, 간단한 장치의 구성을 통해

미세 유체 칩 내에서 실험할 수 있다는 장점이 있다[18].

본 논문 에서는 저자가 속해있는 본 연구팀에서 처음 고

안 되었으며[15], 현재까지 지속적으로 검증 및 발전 중에

있는[16,17] DEP tweezers 기술을 이용하여 Protein A

(SpA) 와 immunoglobulin G(IgG) 간의 결합력을 미세 유

체 칩 내에서 측정하고, 기존의 연구 기법 들에서 측정된 결

과 들과 비교 하도록 한다. 

II. 재료 및 방법

1. Sample preparation

본 연구에서 사용된 마이크로 유체 칩은 photo-litho-

graphy 공정을 통해 제작되었다. 8 kÅ 두께의 SiO2가 증

착 된 silicon wafer를 acetone과 methanol및 Piranha

solution 을 이용하여 세척한 후, AZ 1518 photoresist를

표면에 도포하여 hotplate 위에서 경화시켰다. 이후 40 um

전극 및 전극 사이의 간격이 10 um 을 가지는 interdi-

gitated(IDT) array 형태의 pattern 을 가진 mask를 이

용하여 lithography process 를 진행하였다, 이후 1 kÅ 의

chromium 을 thermal evaporator 를 이용하여 증착 시

킨 후, lift-off process 를 진행하여 SiO2 위에 IDT 전극

을 얻었다. 실험 중 누설 전류를 방지하기 위해서 8 kÅ 두

께의 SIO2층을 PE-TEOS 작업을 통해 증착 했으며, 만들

어진 칩의 전압 인가 부분을 드러내기 위해 전압 인가 부분

만 개방된 mask로 UV-Exposure(beam wave length;

350~50 nm) 작업을 통해 패턴을 만든 후, BHF용액을 이

용해 전압 인가 부분의 SIO2만을 식각 하였다. 

Fabrication 과정을 통해 만들어진 chip의 SiO2 표면에

protein A 작용기는 Bhatia et al (1989) [19]의 절차를 따

라 코팅 하였으며, IgG는 Spherotech社의 The SPHEROTM

coated particles(10 um) 을 이용 하였다. 재질은 poly-

styrene 이며, 실험 대조 군에 따라 각각 토끼, 염소 IgG의

Fc region이 beads의 표면에 functionalized되어 있다. 제

품의 용액은 PBS buffer(pH 7.4)에 0.02% sodium azide

로 안정된 50 mg/ml의 농도였으나, 실험에서는 10 ml 의

PH7 Di water에50 µl 정도의 용액을 희석시켜 약 5 × 105

particles/ml 정도의 농도로 사용되었다.

2. Experimental System and Measurement

Sample preparation 과정을 통해 준비된 Protein A 작

용기가 코팅된 40 um electrode, 10 um space 의 IDT

chip 위에 PDMS로 reservoir를 만들어 IgG beads 용액

을 그 안에 넣고 cover glass로 덮어 현미경에 부착된 CCD

카메라를 통해 움직임을 관찰 하였다. function generator

그림 1. 실험 모식도

Fig. 1. Experimental setup
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와 voltage amplifier를 통하여 1 MHz의 대역으로 다양한

전압을 인가 하였으며, 인가된 전압의 크기는 oscilloscope

로 측정하였다(그림 1).

각 bead의 grayscale 값을 분석해 보면, 결과 surface로

부터 높이 떠오를수록 beads이미지의 grayscale 평균값이

높아지는 것을 확인할 수 있었다. 이미지상에서 각각의

beads에 대한 grayscale 값을 얻은 후에 이 이미지에서 처

음 beads가 전극의 중앙으로 정렬된 후 수직방향의 움직임

이 포착되기 전까지 grayscale 표준편차 값의 2배 이상이

되며, 이후에도 지속적으로 증가하는 grayscale 을 갖는 지

점을 "unbinding voltage"로 정의하여 표면과 beads사이

의결합이 끊어지는 순간의 전압을 알게 된다(Grayscale 의

변화를 이용한 unbining voltage 의 측정 및 unbinding

voltage 와 결합력 사이와의 관계식은 본 연구실에서 이미

발표하여진 논문에서 좀더 자세히 확인할 수 있다[18].)

3. Method for Calculate Dielectrophoretic Force at the

Unbinding Voltage

앞에서 정의한 Unbinding Voltage일 때 beads가 수직

으로 받는 negative dielectroporetic force는 다음 수식을

이용하여 계산할 수 있다[19].

(1)

여기서 Φ는 외부의 전기장에 대한 electrostatic potential

를 의미하고, Kn은 n번째 order의 Clausis-Mossotti factor

(CM factor)를 의미하며. ε0 는 진공 상태에서의 유전상수,

εp와 εm 은 입자와 외부 매질이 받게 되는 상대 복합 유전

율 이며, r은 particle의 반지름을 의미한다. 위의 수식을 이

용하여 simulation 을 진행하기 위해서 아래와 같은 진행

방법으로 simulation 을 진행하였다. 1) 유한요소 해석프

로그램인 COMSOL multiphysics(Version 3.5a) 를 이용

하여 실험에서 사용된 chip 구조와 동일한 구조를 디자인한

후 전극으로부터의 높이와 위치에 따른 전기장의 data 를

계산하였고 2) 방정식 1을 기반으로 DEP force 를 계산하

기 위해서 Matlab(R12, Mathworks) 코드를 개발하였다.

3) 전기장 data 를 개발된 코드에 적용하여 DEP force 를

구하였다. 이때 Simulation 에 사용된 변수들은 실험 진행

시 사용되었던 변수와 동일하게 적용하였다 (보다 자세한

simulation 방법은 supporting information 참조).

4. Estimation to an Individual Bond through the Poisson

Statistics

어떠한 결합력이 F라는 유의한 힘을 갖는 n개의 결합으

로 이루어져있다면, 이러한 힘들의 분산을 Gaussian dis-

tribution으로 표현하고 각각의 힘들의 평균과 분산을 계산

할 수 있으며, 다음의 Poisson distribution 수식을 통해서

single binding force를 도출할 수 있다[9,10].

M = nF and σ2 = nF2 (2)

여기서 n은 beads와 chip 표면이 이루는 contact area

안에서의 개별적 결합을 이야기 하며, F는 개별적 결합력을

이야기 하며 M 은 개별적 결합력과 결합 갯수의 합력, σ2  는

분산을 나타낸다. 그러므로, 각각의 결합력은 다음과 같이 표

현될 수 있다.

F = (3)

III. 결과 및 고찰

1. Lateral Displacement of Functionalized Beads

실험에서 사용한 Chip의 전극에 1MHz의 주파수를 갖는

AC 전압이 흐르게 되면, Clausius-Mossoti factor의 실수

값이 음의 값을 띄게 되어 negative dielectrophoretic force

가 발생하게 된다[20,21]. 이 때 인가된 전압에 의해 전극의

끝부분에서 전기장의 변화가 가장 크게 형성되고, 전극의 중

앙에서 전기장의 변화가 가장 작게 형성된다(Supporting

Information 그림 S1 참조). 인가된 전압과 주파수의 경우

bead 에 가해지는 DEP force 의 방향은 그림 2 에서의

bead의 schematic diagram 에서 나타나듯 전극의 중앙으

로 bead 가 이동할수록 vertical DEP force 의 영향이 증

가하며 전극의 중앙에서는 Vertical DEP force 만 존재하

는 것을 볼 수 있다. 단 Vertical DEP force 가 전극의 끝

에서는 Horizontal DEP force 보다 상대적으로 매우 크기

때문에 DEP force 의 방향이 좀더 Vertical DEP force 의

방향에 가까운 형태로 표시된다. 또한 전극의 위치와 가해

주는 전압에 따라 5 um IgG bead 에 미치는 Vertical

DEP force 의 결과는 그림 2의 그래프에서 확인할 수 있다.

이와 같은 힘의 변화 및 방향을 이용하여 beads 를 전기

장의 변화가 큰 곳에서 전기장의 변화가 작은 전극의 중앙

으로 beads 를 이동시키게 되는데, 그림 3(a)에서 보듯 SpA

작용기가 코팅된 SiO2 wafer 표면에 무분별하게 흩어져 있

던 IgG beads 들이 1MHz 를 가지는 AC signal 를 전극에

인가할 경우 전극의 중앙에 모이는 것을 볼 수 있다. 이때 인
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가하는 전압의 크기를 조절함으로써 IgG beads 와 SpA 사

이의 결합력이 완전히 끊어져서 수직방향으로 이동 없이 수

평 방향으로 만의 움직임만이 가능하도록 해야 하며, 이러

한 실험을 통한 결과는 그림 3(b)에서 확인 할 수 있다.

2. Completely Rupture the Intermolecular Bonds due to

the Applied DEP Force

그림 3(b)에서 보듯 전극의 중앙부분에 위치하게 되는

beads 의 경우 수평 방향으로의 dielectrophoretic Force

가는 발생하지 않으며, 수직으로의 dielectrophoretic force

만 나타난다. 이때, 전극에 인가하는 전압을 계속 증가시켜

전극의 중앙에서 beads와 전극 표면 사이의 결합이 수직방

향의 DEP force 에 의해서 끝어지게 되면, beads는 전기

장의 변화가 작은 전극 중앙의 Y축 방향으로 힘을 받아 위

로 떠오르게 된다. 이때의 결합력이 끊어지는 순간의 전압

을 unbinding voltage 라고 하며 이를 이용하여 결합력을

측정할 수 있다[20,21]. 

그림 3(c)는 미세 유체 칩 내에서 IgG beads와 SpA가 코

팅된 표면에서 DEP force에 의해 분자간의 결합이 끊어지

는 것을 촬영한 광학 영상이다. 그림 3(b)에서 수평 방향으

로의 dielectrophoretic force를 받아 전극의 중앙으로 정렬

되어 있던 beads가 unbinding voltage 이상의 전압을 인가

받아 형성된 전극 중앙의 강한 수직방향 dielectrophoretic

Force로 인해 표면과의 결합력이 완전히 끊어져, beads가

표면으로부터 수직 방향으로 떠 오른 것을 확인 할 수 있다.

beads가 바닥에 있을 때와 electrode의 중앙에서 떠올랐을

때 현미경 상 초점의 차이가 생기며, 이러한 초점의 변화에

의해서 각 Bead가 가지는 grayscale 의 변화를 측정 할 수

있으며 이러한 grayscale 의 변화에 의한 결합력이 끝어지

는 순간의 전압을 측정결과는 본 연구실에서 이미 개발되어

서 검증된 측정기법을 활용하여 진행하였다[18]. 

3. Estimation and Verification of the Intermolecular

Interaction Forces between Molecules on the Beads

and the Surface

본 연구에 실행된 실험의 조건에서 각각 goat IgG 와 rabbit

IgG 작용기가 활성화 된 beads와 protein A가 활성화된 표

면 간의 결합이 끊어지는 순간의 전압을 force 로 계산한 후

에 Gaussian distribution 으로 나타내 보았다(그림 4).

Goat IgG-SpA의 결합(a)의 경우 평균 rupture force인

mean force = 0.37 nN, 표준편차 = 0.81 이며, Rabbit IgG-

SpA의 결합(b)의 경우 mean force = 0.91 nN, 표준편차 =

2.7의 결과로, Poisson Statistics통해 Single binding

Force를 도출 해 보면, 각 종군의 Immunoglobulin G와

Protein A간의 Single binding Force는 Goat와 Rabbit이

각각 17 ± 7pN, 74 ± 16pN임을 알 수 있다.

그림 5의 결과는 DEP tweezers 를 이용하여 측정된 결

과를 기존의 논문을 통해서 확인된 다른 측정기법들을 사용

하여 측정된 결과값을 비교하는 그래프이다. 각각 다른 측

그림 2. 5 um IgG bead 가 전극의 위치 및 전압의 변화에 따라서

받는 vertical DEP force 를 유한요소 해석 simulation 을 통해서

구한 결과 및 각 위치마다 horizontal DEP force 를 포함에서 구

한 DEP force 방향 scheme 

Fig. 2. Vertical DEP force due to applied voltage, which acts

on 5 um IgG functionalized bead as varying bead location,

and the schematic diagram of the direction of DEP force,

including horizontal DEP force

그림 3. 전압 인가 정도에 따른 beads의 이미지 차이 (a) 전압을 인가 하기 전 beads가 무작위로 흩어져 있는 상태 (b) 전압이 인가되어 결

합이 끊어지기 전 정렬된 상태에서의 beads (c) Unbinding Voltage 이상의 전압이 인가 되어 결합이 끊어진 후 수직으로 떠 오른 beads

Fig. 3. Optical images of 10 µm IgG-functionalized polystyrene beads on the electrode coated by SpA-functionalized oxide

layer with the application of voltages. (a) beads are scattered in random (b) After applied the voltage in a state where it is

sorted before the bond rupture (c) Bind was ruptured and levitated beads
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정장비들을 통해서 goat, rabbit의 immunoglobulin G와

protein A간의 결합력을 측정한 결과를 확인할 수 있다. 그

림에서 볼 수 있는 사각형 모양의 표식이 본 연구의 실험

장치인 DEP tweezers 로 측정한 결과이며 삼각형 모양의

표식은 Radial-flow detachment assay(RFDA)에서 측정

한 결과로, Goat와 Rabbit이 각각 5 ± 10pN, 80 ± 10pN

[3], 마름모 표식의 Optical Tweezers(OT)의 경우 Goat와

Rabbit이 각각 25 ± 25pN, 44 ± 41pN[7,8]였다. 그리고 원

형 표식의 AFM 의 경우 Rabbit IgG-SpA 간의 결합력이

59 ± 34pN[6]으로 알려지고 있으므로, DEP tweezers를

이용한 본 실험의 결과 값이 기존 결합력 측정 장비들의 실

험 값과 유사하다는 것을 확인할 수 있으며, 기존 측정 장

비들의 실험 값에 비해 오차 범위가 작은 것도 확인할 수

있다. 또한 통계적 신뢰도를 얻기 위해 Optical Tweezers

의 경우 1개의 probe를 이용하여 36-83회, AFM의 경우 1

개의 probe를 이용하여 102-182회의 반복 실험을 독립적으

로 진행하였으나[6,7], 본 연구에서 사용된 DEP tweezers

의 경우에는 동시에 여러 개의 probe를 이용함으로써 각각

의 조건에서 5회 미만의 반복 실험으로 150~200개의 결합

력 data를 얻어 충분한 통계적 분석이 가능하였다.

IV. 결  론

본 연구에서는 미세 유체 칩을 기반으로 고안된 dielectro-

phoretic tweezers(DEP Tweezers)를 통해 protein A 와

Immunoglobulin G의 결합력을 측정 해 보았다. 실험에서

사용된 DEP Tweezers를 이용하여 적은 비용과 간편한 측

정 방법을 통하여 적은 반복의 실험 만으로 통계적 신뢰성

을 가진 분자 간의 결합력에 대한 결과를 얻을 수 있었다.

Protein A 와 goat, rabbit의 각 immunoglobulin G간의

결합이 끊어 질 때의 힘을 측정할 수 있었고, Poisson dis-

tribution 통계법을 통하여 단일 분자간의 결합력(single

binding force)을 구할 수 있었다. 본 실험의 결과를 radial-

flow detachment assay, atomic force microscopy, optical

Tweezers를 통하여 측정 하였던 기존의 연구 자료들과 비

교하여 보았을 때 일관된 결합력을 보였다. 또한 본 연구를

통해서 측정기법의 경우 intermolecular force 를 micro-

fluidic chip 안에서 동시에 많은 결합력들을 측정함으로써

보다 간편하고, 쉬우며, 통계적인 정확성을 가지는 결합력을

분석을 가능함을 보였다. 본 연구에서 제안된 DEP tweezers

를 이용한 측정기법의 경우 통해서 hydrogen bond, ionic

bond, van der waals force, hydrophobic interaction 과

같은 weak binding forces 로 이루어져 있는 receptor-

ligand bond, 및 antigen-antibody interaction 간의 결합

력을 측정할 수 있으며 이를 DNA sequence 간의 결합이

나, 세포의 막 단백질과 Bio-marker간의 결합 등 보다 다

그림 4. Unbinding Voltage에 해당하는 결합력의 히스토그램과 가우시안 피팅 (a) Goat IgG - SpA (b) Rabbit IgG - SpA

Fig. 4. Histogram and Gaussian fitting graphs as a function of unbinding force that ruptures the bond (a) Goat IgG - SpA

(b) Rabbit IgG - SpA

그림 5. IgG 종간 SpA 결합력에 대한 기존 측정장비들의 결합력 측

정 결과와 비교, 사각형-DEP Tweezers, 삼각형-RFDA, 마름모-

Optical Tweezers, 원형-AFM의 결과값 (a) Goat IgG - SpA (b)

Rabbit IgG - SpA

Fig. 5. Binding forcesbetween IgG and SpA measured by

DEP Tweezers comparable to conventional force spectros-

copy such as RFDA, OT, and AMF in previous works.

Rectangle-DEP Tweezers, Triangle-RFDA, Rhombus-Optical

Tweezers, Round-AFM (a) Goat IgG - SpA (b) Rabbit IgG -

SpA
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양한 생체 분자 또는 세포 등의 화학적, 생물학적 상호 결

합의 측정에 유용하게 활용될 수 있을 것으로 기대된다.
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