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본 연구는 구제역과 조류 인플루엔자 바이러스로부터 추출한 유

전체 RNA를 선택적으로 검출할 수 있는 형광 기반의 분자 표지 

시스템을 이용하여, 바이러스 감염 여부 뿐 아니라 혈청형 또는 

아형까지 빠르게 구별할 수 있는 검출기기를 개발하는 것을 목표

로 함

전체 내용

 [1차년도]
 - 구제역바이러스와 조류 인플루엔자 바이러스의 염기서열 

분석 및 각 바이러스의 혈청형과 아형을 구분할 수 있는 
핵산 탐침 (Probe) 염기서열 설계

 - 물리적/화학적 방법을 통한 상용 전처리 기법 최적화  
 - 형광 기반의 검지 시스템 개발을 위한 형광 나노재료 및 

소광재료 설계 및 합성
 - 종이 기반 미세유체 소자의 설계 및 이차원 lateral flow 

sheet의 유동 조건 분석
 - 종이 기반 lateral flow 키트에의 검지기기 형광 검출 

알고리즘 설계
 - 소형 형광 검지기기 설계를 위한 소자 선정 및 검출 모듈 

성능 테스트 

 [2차년도] 
 - 역유전학 (Reverse genetics) 기법으로 복제 능력이 제거된 

모델 바이러스 생산
 - 모델 바이러스 RNA 유전체 추출 및 검체 안정성 극대화 연구
 - 바이러스 추출 핵산의 특정 염기서열과 결합할 수 있는 

핵산을 이용한 형광 분자 표지 (Fluorescence molecular 
beacon) 개발

 - 구제역 바이러스와 조류 인플루엔자 바이러스 혈청형 또는 
아형 구별을 위한 형광 기반의 다중 검지 시스템 개발

 - 구제역과 조류독감 바이러스 검지 lateral flow sheet의 원천 
기술 확보 및 발광에 따른 검지 메커니즘 연구

 - 소형 형광 검출 모듈 설계 및 제작, 종이 기반 키트 적용한 
연동 테스트 및 성능 평가 

 [3차년도]
 - 실제 검지 상황을 모사한 야생 바이러스 생산
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 - 전처리 기술을 바탕으로 한 야생 바이러스 RNA 유전체 추출 
기술 개발

 - 구제역과 조류독감 바이러스 감염 여부 및 아종 바이러스 
구별을 위한 lateral flow sheet 검출키트 개발

 - 바이러스 검출기기의 형광 신호 최적화 및 형광 신호와 
바이러스 감염 여부간의 상호관계 해석

 - 바이러스 검출 성능 개선 연구 및 센서 안정도와 신뢰성 개선 
연구

 - Lateral flow sheet 키트를 적용하여 검출 성능 확인
 - 통신/GPS 모듈이 추가된 바이러스 검지용 소형 형광 검출 

장비 개발

연구개발성과 

 [정성적 연구 성과]
 - 역유전학 기법을 통한 증식 능력이 제거된 모델 바이러스 생산 기술 개발
 - 야생 바이러스 생산 방법 구축 및 RNA 유전체 추출 기술 개발
 - 조류 인플루엔자 바이러스 및 구제역 바이러스의 존재를 검지할 수 있는 형광 

분자 표지 설계 및 개발
 - 형광 분자 표지의 종이 상의 기능화 방법 확립
 - 바이러스 검지할 수 있는 lateral flow sheet 개발
 - 개발한 lateral flow sheet의 민감도를 개선하여 현장에서 사용 가능한 형광 분자 

표지 농축 종이 칩 개발
 - 소형 형광 검출 모듈 설계 및 개발
 - 개발한 lateral flow sheet 및 형광 분자 표지 농축 종이 칩의 핵산 검지 테스트
 - 통신/GPS 모듈을 추가하여 바이러스 검지용 소형 형광 검출 장비 개발 및 제작

 [정량적 연구 성과]
 본 연구를 통해 계획했던 정량적 연구 성과에 비해 더 많은 양의 성과를 달성함.
 - 논문 8건 (4건 초과달성)
 - 학술발표 21건 (13건 초과달성)
 - 인력양성 11건 (3건 초과달성)
 - 정책활용 2건 (1건 초과달성)
 - 홍보전시 4건 (3건 초과달성)
 - 특허출원 4건
 - 기술실시 1건
 - 사업화 1건
 - 고용창출 1건 (1건 초과달성)

연구개발성과 

활용계획 및

기대 효과

 - 본 연구를 통하여 확보한 유전체 RNA 기반 바이러스 검지 기술은 향후 조류 
인플루엔자 바이러스와 구제역 바이러스를 포함한 다양한 바이러스에 적용이 
가능함

 - 본 연구를 통해 개발할 기기를 사용할 경우, 조류 인플루엔자와 구제역을 보다 
빠르게 진단할 수 있어 신속한 대응이 가능할 것으로 기대됨

 - 바이러스 조기 진단 및 대응을 통해 축산 식품의 안전 신뢰도를 향상시키고, 이를 
바탕으로 축산 식품 시장 이익 확대가 가능함

 - 추가적인 응용 연구를 진행할 시, 원천기술 및 특허를 확보하여 국부창출에 
기여하고 신 성장 동력을 발굴할 수 있을 것으로 기대됨

연구개발성과의 

비공개여부 및 사유

연구개발성과의 
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1. 연구개발과제의 개요

 1) 연구개발 목적

    ○ 본 연구는 구제역과 조류 인플루엔자 바이러스로부터 추출한 유전체 RNA를 선택적으로 

검출할 수 있는 형광 기반의 분자 표지 시스템을 이용하여, 바이러스 감염 여부 뿐 아니라 

혈청형 또는 아형까지 빠르게 구별할 수 있는 검출 기기를 개발하는 데에 목적이 있음

그림 1. 바이러스 검지 기존 기술과 제안기술의 비교
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 2) 연구개발의 필요성

    ○ 구제역, 조류 독감 등의 동물 질병이 발생할 경우 살처분 등 질병방제 비용과, 육류의 생

산성 감소, 축산물의 국제 교역 제한 등으로 막대한 경제적 피해가 발생함

    ○ Food and Agriculture Organization (FAO)에 의하면 연간 가축질병으로 인한 관련 사업의 

피해액은 국내에서만 2조 2천억 원 정도로 집계되며, 축산업의 국내 총 생산액이 10조원 

대인 것을 감안할 때 가축질병이 미치는 영향력은 축산업의 성패를 좌우하는 척도가 됨

그림 2. 국가별/대륙별 구제역 바이러스 분포 현황. 선진국을 필두로 한 다양한 박멸정책을 통해 많은 
나라에서 구제역 바이러스가 사라졌으나, 아직까지 아프리카, 중동, 아시아 및 남미에서 만연하고 있음

    ○ 2010년 기준 구제역 발생 국가는 총 39개로 우리나라를 포함한 아시아 19개국, 아프리카 

17개국, 유럽 2개국, 남미 1개국으로 아시아에서의 구제역 발생률이 가장 높으며, 대표적

으로 대만의 경우 현재까지 42조원이 넘는 경제적 손실과 함께 축산기반 붕괴를 경험한 

바 있음. 우리나라에서의 구제역이 준 직접적인 경제적 피해액은 방역활동, 가축보상비 

등을 포함하여 3조원에 육박하고 있는 실정임

    ○ 조류 독감의 경우, 2003년 이래로 우리나라에서 해마다 발생하여 농가와 산업에 큰 피해

를 입혔음. 2016년 11월에서 이듬해 2월까지 우리나라의 166개 농장에서 60건의 고병원

성 조류 독감이 발생한 바 있으며, 이로 인해 폐기된 사육조류가 3000만 마리를 넘어섬 

(경향비즈, 2017)

    ○ 이처럼 동아시아를 중심으로 빈번한 발생양상을 보이는 구제역과 조류 인플루엔자는 전파

속도가 매우 빠르기 때문에 이를 통해, 정치, 사회, 경제의 전 분야에 걸쳐 파급효과를 미

치고 있으며, 따라서 우리나라에서도 제 1종 가축전염병으로 분류되어 국가 재난형 가축

질병으로 불리고 있음

    ○ 바이러스는 돌연변이를 통해 생체 내 면역반응을 회피할 수 있으며 숙주세포 내에서 자체 

단백질과 유전체를 만들어 자손 바이러스를 생산함으로써 감염을 유지함. 바이러스 유전

체의 돌연변이는 동종 숙주 동물의 감염 속도 및 감염 확대를 늘릴 수 있을 뿐만 아니라 

이종 동물의 감염도 가능하게 하여 경제적, 의학적으로 큰 파급을 불러올 수 있음. 특히 

유전체 복제의 부정확성으로 유전체의 돌연변이 속도가 매우 빠른 RNA 바이러스의 경우 

지속적으로 새로운 진단시스템, 백신, 치료약 개발이 필요함
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    ○ 대표적 RNA 바이러스인 구제역 바이러스와 조류 인플루엔자 바이러스 같은 고병원성 동

물 바이러스의 경우, 지구 온난화에 따른 자연생태계 변화와 기후대의 이동으로 인하여 

돌연변이 속도가 증가하고 감염 지역이 확대되면 산업적으로 큰 피해를 초래할 가능성이 

높음

    ○ 2016년, 미국 농무부 (USDA)와 동식물보건검역청 (APHIS)이 제시한 고병원성 조류 인플

루엔자 준비와 대응 계획에 따르면 야생조류의 감시는 크게 두 가지로 나뉘는데, 이 중 

첫째인 조기 진단과 관측을 위하여 정기적으로 환경에서 표본을 제출하여 분석 정보들을 

공유하는 것을 관리위원회에서 관장하도록 규정하였음

    ○ 우리나라의 경우, 2011년과 2015년 겨울에 구제역과 조류 인플루엔자의 발병시기가 겹치

는 바람에 막대한 피해를 입은 사례가 있음. 2011년을 예로 들면, 살처분 보상금과 소독, 

방역비용, 농가생계안정자금 등으로 정부가 재정에서 쓴 돈만 2조 7000억원에 달하는 엄

청난 손실을 기록함 (주간경향, 2015)

    ○ 이처럼 구제역 바이러스나 조류 인플루엔자 바이러스와 같은 전파가 빠른 고병원성 병원

체들에 있어서는 동물들에 대한 실시간 감시와 조기 진단의 수반이 나날이 강조되고 있

음. 특히 실시간 모니터링을 통해서, 인접해 있는 경우가 많은 농가들 사이에 공기 중으로 

바이러스가 전파되는 것을 막고, 직접적인 증상이 나타나기 전에 전염의 원천적 봉쇄를 

하는 것이 중요함

    ○ 현재 구제역이나 조류 인플루엔자의 진단은 크게 실시간 중합효소 연쇄반응 (qPCR), 효

소결합면역흡착검사 (ELISA), 항원 항체 간이진단기기를 이용한 세 가지 방법을 통해 진

단하고 있으며, 각각의 질병에 대한 검사는 각각의 질병을 위해 고안된 기기를 사용해야

만 분석을 진행할 수 있는 상황임

    ○ 실시간 중합효소 연쇄반응의 경우, 훈련된 인력의 필요성과 공간의 제약, 분석에 걸리는 

시간이 오래 걸리기 때문에 병원체들의 빠른 전파에 대응하기 적합하지 않음

    ○ 항체를 이용한 항원 검출용 효소결합면역흡착검사의 경우, 새로운 바이러스의 출현 시에 

새로운 항체개발에 많은 시간이 소요됨으로 현장 대응에 있어 어려움이 있음

    ○ 상용화된 간이진단기기들을 살펴보면, 구제역의 경우에는 하나의 기기 내에서 3가지의 혈

청형을 동시에 검지할 수 있는 제품이 상용화되어있으나 (메디안디노스틱社), 조류 인플

루엔자의 경우에는 여러 아형에 대응하는 간이기기가 부재하는 상황임

    ○ 현재 사용 중인 모든 진단기기들은 새로운 바이러스의 출현 시에 신속하게 검출하고 대응

할 수 없다는 치명적인 단점이 존재하므로, 간단한 탐침 변경만으로 빠르고 손쉽게 현장

에서 대응 가능한 바이러스 검출시스템이 필요함 

    ○ 특히 국가 재난형 가축질병으로 분류되는 구제역과 조류 인플루엔자에 대한 실시간 감시

와 조기 진단을 위해서는, 표준화된 한 가지의 기기만으로 현장에서 추출된 표본들에 대

한 분석이 가능한 검출 기기의 개발이 요구됨

    ○ 위와 같은 필요에 의해 현장에서 추출된 표본들을 모아 구제역과 조류 인플루엔자 바이러

스를 감지하고 구별할 수 있으며, 탐침 DNA 서열의 변경만으로 현장대응이 가능한 진단 

기기를 개발함으로써, 제 1종 가축전염병이 발생할 경우 빠른 대응을 가능케 할 수 있을 

뿐 아니라 높은 효율성과 경제적 기술 우위를 갖는 바이러스 검지 기기에 대한 원천 기술

을 확보할 수 있을 것으로 판단됨
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 3) 연구개발 대상의 국내∙외 현황

   가. 기술현황

    ○ 검출 기술은 크게 항체 검출 기반과 항원 검출 기반 기술로 나눌 수 있는데, 항체 검출 

기반 기술은 동물의 혈액을 채취하여 혈청 내 바이러스에 대한 항체의 존재 유무를 판별

하는 방식이며, 항원 검출 기반 기술은 조류 인플루엔자는 혈액, 난황 및 분변으로부터, 

구제역은 수포액, 수포형성 상피 세포 등의 부위에서 검체를 채취해 바이러스 단백질과 

같은 항원을 검출하는 방식임

    ○ 면역크로마토그래피나 신속진단 기기의 경우 육안으로 판별하기 때문에 빠른 검사결과를 

얻을 수 있다는 장점을 가졌지만, 검사의 정밀성이 떨어지며 아형까지는 구분하기 어려운 

단점이 있음

    ○ 항원-항체반응을 사용하는 효소결합면역흡착검사 (ELISA)를 사용한 제품 또한 혈청형 또

는 아형을 구분하기 어려우며, 빛에 노출되지 말아야하는 등 다소 까다로운 취급을 요구

함. 또한, 바이러스 단백질 검출 ELISA의 경우 새로운 바이러스 발생 시 새로운 항체 개발

에 많은 시간이 드는 단점이 있음

    ○ 정밀한 인플루엔자 검사법으로 알려져 있는 실시간 역전사 중합효소 연쇄반응 

(qRT-PCR)을 이용한 제품군의 경우, 훈련된 인력의 필요성, 전문적인 장비와 공간의 필

요성 때문에 현장에서의 사용에 많은 제약을 받음. 아형을 구분한다는 점에서 장점을 가

진 마이크로어레이 (microarray) 기술의 경우, 시료 전처리와 분석에 드는 시간이 오래 걸

리며 현장에서의 사용을 위한 휴대성이 떨어진다는 단점이 존재함. 마지막으로 유체마이

크로칩의 경우, 휴대성을 극대화한 PCR칩으로서 아형을 구분할 수 있는 휴대용 진단 기

기로 각광받고 있으나, PCR 자체의 느린 반응속도의 특성으로 인해 빠른 검진이 필요한 

경우에 적합하지 않음

    ○ 이러한 이유로 조류 인플루엔자바이러스와 구제역 바이러스의 감염 여부 뿐 아니라, 각 

아형을 손쉽고 빠르게 구별해내는 진단 시스템이 있다면, 바이러스의 확산 초기에 조기 

대응을 가능하게 함으로써 바이러스로 인한 국가적 재난을 크게 줄일 수 있을 것으로 기

대함

   나. 시장현황

    ○ 미국의 동물 의약품 보고서(Animal Pharm Report)에 따르면, 2013년 기준, 세계 동물 보

건시장의 78%를 미국(47%)와 유럽(31%)이 차지했으며 미국과 유럽을 제외한 나머지 국

가는 22% 수준에 불과함

    ○ 또한, 이 보고서에 따르면 동물 질병 진단키트의 세계 시장 규모는 2007년 기준 2억 

8300만 달러(약 3000억 원)이며, 미국의 아이덱스(Idexx)가 62% (1억 7,600만 달러), 헤

스카(Heska)가 11% (3,100만 달러), Zoetis를 모기업으로 두고 있는 신바이오틱스

(Synbiotics) 6%(1,800만 달러) 등 3개사가 79.5%를 점유하고 있어 사실상 소수의 선도 

기업이 독점하고 있는 실정임

    ○ 한국 기업의 국제경쟁력 및 시장점유율은 상대적으로 매우 빈약함

    ○ 한국의 세계 시장 점유율은 0.2% (60만 달러)로 세계 10위권에 안착해 있는 것으로 나타

나 있으나, 이는 미국 대비 1/150에 불과하여 매우 적은 수치임

    ○ 농림축산검역본부에서는 동물 질병 관리기술 개발 연구에 막대한 예산을 투입하고 있으

나, 여러 기업/대학과의 연구개발 결과가 실제 제품 개발 또는 산업화에 성공하는 비율이 
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낮음. 성과비중은 평균 0.8% 정도로 다른 부처에 비해 낮은 수준에 머물러 있음 (부처별 

국가연구개발 사업 R&D 사업화 성과현황, 2008) 

    ○ 따라서 국내의 축산업 현장에 바로 투입이 가능하고 범용성이 높으며, 전문가 없이도 사

용될 수 있을 정도로 접근성이 높은 제품의 개발 및 산업화가 우선되어야 함

   다. 경쟁기관현황

    ○ 가금발전계획(National Poultry Improvement Plan)을 중심으로 승인받은 제품들이 주로 

상용화 되어 있으며, 미국의 아이덱스(IDEXX), 헤스카(Heska), 조에티스(Zoetis) 등의 3

개사의 개발 제품들이 세계로 수출되고 있음

    ○ 국내의 바이오노트社는 2014년부터 국내 정부 방역 프로젝트 단일 제품 공급업체로서 선

정되어 인플루엔자 진단 기기를 독점 공급해왔음. 동년 11월, 미국의 Alere社로부터 분리

되어 독자적인 국내 회사로 스핀오프한 이래로 2018년 초까지 신속진단 기기, 항원 항체

반응을 이용한 ELISA 기기, RT-PCR 기기를 개발하여 상용화하였음

    ○ 메디안디노스틱社는 2018년 농림축산검역본부로부터 항원 간이진단 기기를 정식 품목으

로 허가받아 바이오노트의 독점 공급 시장에 합류하여 가격, 품질 경쟁을 가속화시켰음. 

주요 품목은 민감도와 특이성을 증가시킨 신속진단 기기와 ELISA 기기이며, 현재는 

POCT-PCR 기기 개발 및 신속진단 기기의 반응 시간을 줄이기 위한 연구를 진행 중에 있

음

    ○ 현재 상용화된 조류 인플루엔자 검지에 사용되는 제품은 다음과 같음

회사명 제품명 기반 기술 및 특성

메디안디노스틱

VDRG® AIV Ag Rapid Kit 면역크로마토그래피를 이용한 

항원진단법으로 신속하고 

간편한 조류 인플루엔자 

양성/음성 판정

VDPro® AIV Ab ELISA

ELISA를 이용한 

항체진단법으로 신속한 진단과 

정량분석 가능 

VDx AIV M qRT-PCR
RT-PCR을 이용해 조류 

인플루엔자 바이러스 유무를 

고감도로 검사할 수 있으며 

타입별 제품을 통해 HA 별 

아형 확인 가능

인트론바이오
LiliF™ Avine Influeza virus 

common Ag rapid test kit

면역크로마토그래피를 이용한 

항원진단법으로 신속하고 

간편한 조류 인플루엔자 

표 1. 현재 상용화된 조류 인플루엔자 바이러스 검지용 경쟁기관 제품 현황 
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회사명 제품명 기반 기술 및 특성

양성/음성 판정

LiliF™ AIV HA (1-16) 

Multi-tube RT-PCR Kit
qRT-PCR을 이용하여 조류 

인플루엔자 바이러스의 

비구조단백질을 검출하며 

한번의 테스트로 HA 별 

아형 확인 가능

바이오노트

Rapid AIV Ab Cat No. RB 

2501M 면역크로마토그래피를 이용한 

항원진단법으로 신속하고 

간편한 조류 인플루엔자 

양성/음성 판정

AIV Ab ELISA Cat No. EB 

4502PO ELISA를 이용한 

항체진단법으로 신속한 진단과 

정량분석 가능

A형 인플루엔자만 

진단 가능한 제품 

Thermofisher

VetMAX™-Gold AIV 

Detection Kit

qRT-PCR을 통해 고특이도, 

고감도, 그리고 높은 재현성을 

구현한 제품으로 H5, H7, H9 

subtype 구분 가능

IDEXX

IDEXX AI Ab Test /

RealPCR Influenza A RNA(AI)
ELISA를 이용하여 하는 항체 

진단과 RT-PCR을 이용한 

분석법 두가지를 제공하며, 

RT-PCR의 경우 70분 이내에 

감염여부를 판단할 수 있음 

ZOETIS

ProFLOK® AIV Ab

항체를 이용한 테스트 

키트로써, 민감도가 높고 

특정성을 가짐

가금발전계획(National Poultry 

Improvement Plan) 승인을 

받아 전 세계로 수출되는 

제품이며 2시간의 
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    ○ 구제역의 경우 선진국에서는 박멸되어 청정국 지위를 얻은 경우가 많고, 이외의 구제역 

발생 국가들에서 진단기기에 대한 관심도가 높음. 우리나라는 아직 구제역 청정국이 아니

며 또한 주변에 구제역 상재 발생국들이 있어 위험도가 높고, 이로 인해 진단 기술과 제품 

개발이 활발하게 이루어지고 있음

    ○ 미국 뉴저지에 본사를 두고 있는 PBM社의 한국지사인 PBM-east와 국립수의과학검역원

의 공동개발을 통해 2002년 세계 최초의 구제역 신속간이항원진단 기기를 개발하였음

    ○ 메디안디노스틱은 국립수의과학검역원, 강원도 가축위생시험소, 충남 축산위생연구소 등

과 공동으로 2년여에 걸친 기술개발 끝에 2006년, 세계 3번째 구제역바이러스 NSP 항체

검사 ELISA 개발 및 품목허가를 받음. 2018년 4월에 메디안디노스틱은 개발된 기술을 통

해 세계최초로 한 번의 시험으로 타액 만을 이용하여 모든 혈청형을 검출 할 수 있는 간이

기기를 상용화에 성공하였음

    ○ 현재 상용화된 구제역 바이러스 검지에 사용되는 제품은 다음과 같음

회사명 제품명 기반 기술 및 특성

검사시간을 가짐
FLU DETECT®AIV TYPE A 

antigen Kit

면역크로마토그래피법을 

이용한 신속 진단 키트이며, 

15분 내에 결과를 볼 수 있는 

장점을 가짐

FLUDETECT® BE

ELISA를 이용한 제품으로써 

마찬가지로 가금발전계획의 

승인을 받은 제품

2시간 정도의 검사시간을 가짐

회사명 제품명 기반 기술

메디안디노스틱

VDRG® FMDV 3Diff/PAN Ag 

Rapid kit 면역크로마토그래피를 이용한 

항원진단법으로 신속하고 

간편한 구제역 양성/음성 판정

A, O, Asia 1 type의 구분이 

가능한 제품

VDPro® FMDV NSP Ab ELISA

ELISA를 이용해 구제역 

비구조단백질에 특이적인 

항체를 정성적으로 검출, 

혈청형에 무관

표 2. 현재 상용화된 구제역 바이러스 검지용 경쟁기관 제품 현황 
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    ○ 하지만 현장에서 조류 인플루엔자 바이러스와 구제역 바이러스를 진단할 뿐 아니라, 아형 

또는 혈청형을 구분할 수 있는 검지 기기는 전무한 상황임. 축산업 종사자 또는 검역관이 

현장에서 간단한 분석을 통하여 여러 동물군에 대한 이종 바이러스와 그 아형을 진단할 

수 있다면 조기에 바이러스에 대한 원천적인 대응이 가능해질 것으로 기대함

   라. 지식재산권현황

    ○ 인플루엔자 관련 특허 중 검사 및 진단 기술 분야 특허가 17%를 차지하며 발병의 조기 

발견이라는 분야의 중요도에 비해 백신 개발 기술 분야 (50%)보다 현저히 관심도가 낮음

    ○ 조류 인플루엔자 검출관련의 국내 특허는 1997년의 5건을 시작으로 전년도인 2017년의 

144건까지 꾸준히 증가하고 있으며 그 중 많은 비율의 특허들이 질병관리본부와 농림축

산식품부를 포함한 정부 주도에 이루어지고 있는 것을 알 수 있음

    ○ 조류 인플루엔자의 주요 진단방법인 rapid kit, qPCR, microarray에 관한 주요 특허를 표 

3에 나타내었음

회사명 제품명 기반 기술

VDx FMDV qRT-PCR (3D)

qRT-PCR을 이용해 구제역 

바이러스 유무를 고감도로 

검사할 수 있으며 타입별 

제품을 통해 혈청형 확인 가능

인트론바이오

LiliF™ FMDV Real-time 

RT-PCR Kit
Real-time RT-PCR을 

이용하여 높은 민감도와 

특이도를 가진 제품으로 

구제역 바이러스의 7가지 

혈청형 모두에 대해 검출 가능

바이오노트

FMD NSP Ab ELISA Cat No. 

EB 4801PO ELISA를 이용한 

항체진단법으로 

비구조단백질에 대한 항체를 

검출하는 방식, 가축 종에 

상관없이 사용 가능 

바이오니아

AccuPower® FMDV 

Real-Time RT-PCR MasterMix 

Kit
Real-time RT-PCR을 이용해 

높은 민감도와 특이도를 가진 

제품으로 구제역 genome의 

3D region을 검출하는 방식
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표 3. 조류 인플루엔자 바이러스 진단 방법에 대한 주요 특허 현황

기술명(또는 특허명) 출원국/출원번호 지식재산권출원인

1

신속 면역크로마토그라피법에 의한 
Ｈ9형 조류 인플루엔자 바이러스 진단 

기기 및 이를 이용하여 Ｈ9형 조류 
인플루엔자를 진단하는 방법

KR/10-2010-00
87163

주식회사 바이오노트
대한민국(농림축산식품부 

농림축산검역본부장)

2
조류 인플루엔자 바이러스 감염진단용 

형광면역진단기기
KR/10-2014-01

11745 
원광대학교산학협력단

3

Colloidal gold immune 
chromatography fast differential 

diagnosis kit of chicken avian influenza 
vaccine immunity and virus strain 

infection and application

CN/2007100514
42

Huazhong Agricultural 
University

4
Rapid diagnosis method specific to 

avian influenza virus
US/12439432

Takahashi Kazuo Okuno 
Yoshinobu Nishimura 

Hiroshi Imoarai Takeshi 
Saito Noriyuki Taniguchi 

Tomokuni

5

A-type H5N6 subtype avian influenza 
virus dual-channel real-time 

fluorescence PCR (polymerase chain 
reaction) detection kit and detection 

method

CN/2015108595
61

Changsha Center for 
Disease Control and 

Prevention

6
H4 avian influenza virus rRT-PCR 

detection primer and probe detection 
kit, and detection method

CN/2015104022
45.1

Beijing Zhongtuolian 
Technology Development 

Co. Ltd.

7
Kit for detecting multiple influenza 

viruses by polymerase chain reaction 
(PCR) microarray 

CN/2010102295
12

Da An Gene Co., Ltd. of 
Sun Yat-Sen University

    ○ 구제역 진단 관련 대표적 특허를 표 4에 정리하여 보여줌

표 4. 구제역 바이러스 진단 방법에 대한 주요 특허 현황

기술명(또는 특허명) 출원국/출원번호 지식재산권출원인

1
구제역 바이러스의 감염여부를 

진단하는 방법 및 이를 구현하기 위한 
진단기기

KR/102003002
6809

대한민국(농림축산식품부 
농림축산검역본부장)

프린스톤바이오메디테크코
포레이션

(주)피비엠이스트

2

구제역 바이러스 3ＡＢ 비구조단백질과 
이에 특이적으로 반응하는 단일클론 

항체 및 이들의 조합을 이용한 
구제역바이러스의 비구조단백질 항체 

검사 또는 구제역의 진단방법

KR/102005010
3057

주식회사 메디안디노스틱
강원도

대한민국(농림축산식품부 
농림축산검역본부장)

3
구제역 Ｏ형, Ａ형, Ａｓｉａ１형 

바이러스 진단용 프라이머 및 이를 
이용한 멀티플렉스 ＲＴ－ＰＣＲ 방법

KR/102011007
6694

대한민국(농림축산식품부 
농림축산검역본부장)

4

Foot and mouth disease viruses O, A 
and Asia I type ternary real time 
fluorescent quantitative RT-PCR 
(reverse transcription-polymerase 

chain reaction) detection kit

CN/201510477
153

Henan Center for Animal 
Disease Control & 

Prevention
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   마. 표준화현황

    ○ 현재 인플루엔자의 진단에 있어 세계보건기구 (WHO)의 표준 검출법에 근거하여 유정란

이나 세포배양을 통해 얻은 바이러스 배양액을 통하여 바이러스를 검출 및 진단하는 것을 

실험 표준으로 함

    ○ 미국의 경우 qRT-PCR, Microarray, 항원-항체반응 등의 검사는 질병관리통제국 (CDC)

에 승인된 기술이며 각각의 방법의 검사 과정은 CDC가 정한 진단법의 절차를 따름

    ○ 국내의 질병관리본부 메뉴얼은 증상발현 14일 이후의 수치변화에 따라 양성을 판정하는 

것이므로 발병 이후 초기 대응에 있어 늦어질 수 있는 우려가 존재함. 따라서 더욱 신속하

며 다양한 아형 바이러스에도 대응 가능한 검진 방법을 토대로 한 표준화가 필요함

    ○ 구제역 바이러스의 경우 농림축산검역본부에서 표준진단요령을 제공하며 end-point 

RT-PCR, qRT-PCR을 통한 유전자검사, 항원 ELISA 진단법, 항원 간이진단법, 항체 

ELISA 진단법 (SP, NSP-ELISA), 액상차단효소면역법 (LPB-ELISA), 구제역 바이러스 중

화시험을 표준으로 제시하고 있음

    ○ 아래 표 5는 각 구제역 진단법의 표준이 되는 제품 및 회사를 보여줌

구제역 진단법 제품명 회사명

End point RT-PCR MDV(type-U) Detection kit Intron

qRT-PCR
FMDV typing real-time RT-PCR 

premix
엔지노믹스

qRT-PCR FMDV real-time RT-PCR premix 바이오니아

구제역 항원 간이진단법 ioSign FMDV Ag 피비엠이스트

구제역 O형 SP 

항체진단법
PrioCHECK FMDV type O ELISA

스위스 

Prionics

구제역 NSP 항체진단법 VDPro FMDV NSP Ab ELISA
메디안디노스

틱

구제역 NSP 항체진단법 NSP Ab ELISA kit 바이오노트

구제역 항체 간이진단법 BioSign FMDV Ab 피비엠이스트

표 5. 동물질병표준 진단요령 (농림축산검역본부)

기술명(또는 특허명) 출원국/출원번호 지식재산권출원인

5
 Method and devices for rapid 

diagnosis of foot-and-mouth disease 
US/10833933

Kang Je-Mo Shin 
Nam-Kyu Cho In-Soo 
Hyun Bang-Hun Lee 
Kwang-Nyeong Oem 

Jae-Ku Kye Soo-Jeong Ko 
Young-Joon Ku Bok-Kyung 

An Soo-Hwan Kim 
In-Joong Kim Ok-Kyung 

Kim Hee-Jong Jang 
Ki-Yong Hwang Suh-Ha 

Kim Chang-Ho Ko 
Song-Woo Joo Yi-Seok

6
Multi-species universal ELISA kit for 

differential diagnosis of foot and 
mouth disease virus infection

CN/201510680
061

Northeast Agricultural 
University
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    ○ 정리: 기존 바이러스 진단 기술의 종류 및 장·단점

기존 진단 기술 기존 기술의 장·단점

면역
크로마토그래피

(신속 항원 진단법)

장
점

면역크로마토그래피는 짧은 시간에 인플루엔자의 감염여부를 확
인할 수 있고 타 기술에 비해 비교적 가격이 저렴한 장점이 있어 
실제 임상에서 유용한 경우가 많음

단
점

바이러스 배양 (viral culture) 방법이나 실시간 중합효소 연쇄반
응 (qPCR) 법에 비해 정확도나 민감도가 떨어지며, 아형이나 혈
청형 구분에 있어서 제한적임

효소결합면역
흡착검사
(ELISA)

장
점

특정한 항체만 고정시키면 결과의 민감도가 증가하기 때문에 제
어가 쉬우며, 높은 감도와 정확성을 가짐

단
점

보통 항체에 형광물질과 같은 표지물질을 결합시키는데, 상기 항
체에 결합된 형광물질에서 방출되는 형광의 세기가 한계가 있어, 
항원의 농도가 낮은 경우에는 기저값과 비교하여 형광세기의 변
화를 측정하기가 어려움

실시간 중합효소 
연쇄반응
(qPCR)

장
점

특이적이고 다량의 검체에 있어서 정확히 진단할 수 있음. 특히 
qPCR 결과는 우리나라의 경우, 농가의 살처분 등을 결정하는 자
료로 활용되기 때문에 정확도가 무엇보다 중요한 진단 기술임

단
점

검사과정이 복잡하고 검사 소요시간이 길어 진단이 늦어지는 단
점이 있음. 또한 제조업체에 따라 민감도 차이가 1000배 이상에 
달하는 기술 수준에 따른 성능차가 확연한 문제가 존재함
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2. 연구개발과제의 수행 과정 및 수행 내용

 1) 연구개발의 최종목표

   가. 최종목표: 구제역 바이러스와 조류 인플루엔자 바이러스를 조기에 빠르고 정확하게 

검지할 뿐만 아니라 각각의 혈청형 또는 아형을 구별할 수 있는 종이 기반 lateral 

flow sheet 바이러스 검지기기 개발  

   나. 세부목표

 ○ 구제역과 조류독감 바이러스 감염 여부 및 아종 바이러스 구별을 위한 종이 기반 

lateral flow sheet 검출기기 개발

 ○ 바이러스 추출 핵산과 결합할 수 있는 형광 분자 표지 (fluorescence molecular 

beacon)의 개발 및 이를 기반으로 한 바이러스 검지 기술 개발

 ○ 구제역 바이러스와 조류 인플루엔자 바이러스의 유전체 염기서열 분석을 통한 바이러

스 검지용 탐침 (probe) 분자 설계 / 바이러스의 혈청형 또는 아형을 구별할 수 있는 

탐침 분자 설계

 ○ 통신/GPS 모듈이 추가된 바이러스 검지용 소형 형광 검출 장비 개발

그림 3. 본 과제에서 개발하고자 하는 진단 키트의 모식도
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 2) 연구개발과제의 연차별 연구수행 계획

    <1차년도>

    ○ 연구개발 목표:

(가) 제 1 세부 연구기관 (성균관대학교 기계공학부) : 

 - 종이 기반 미세유체 소자의 설계 및 이차원 lateral flow sheet의 유동 조건 분석 

 - 형광 나노재료 및 핵산 용액의 물성 파악 연구 및 종이 기반 기기와 시료간의 

상호작용 연구

 - 상용 전처리 추출기술을 활용한 물리적 전처리 방법 연구

(나) 제 2 세부 연구기관 (성균관대학교 신소재공학부) :

 - 형광 기반의 검지 시스템 개발을 위한 형광 나노재료 및 소광재료 설계 및 합성

 - 핵산 서열에의 고분자 도입 및 이를 이용한 종이에의 기능화

(다) 제 1 협동 연구기관 (숙명여자대학교 화공생명공학과) : 

 - 구제역바이러스와 조류 인플루엔자 바이러스의 염기서열 분석 및 이를 바탕으로 한 

바이러스 검지용 핵산 탐침 (Probe) 서열 설계

 - 구제역 바이러스 및 조류 인플루엔자 바이러스 각각의 혈청형과 아형을 구분할 수 

있는 핵산 탐침 염기서열 설계

(라) 제 2 협동 연구기관 (팜스웰메디컬) : 

 - 종이기반 Lateral Flow kit에의 검지기기 형광 검출 알고리즘 설계

 - 설계단계 초기부터 의료기기 등록을 위한 절차 관련 사항을 적용한 체계도 작성 및 

설계

 - 소형 형광 검지기기 설계를 위한 소자 선정 및 검출 모듈 성능 테스트

    ○ 개발 내용 및 범위

    (가) 제1 세부 연구기관 (성균관대학교 기계공학부)

     ■ 종이 기반 미세유체 소자의 설계 및 이차원 lateral flow sheet의 유동 조건 분석

그림 4. 이차원 종이 sheet에서의 유동현상 예시 (a) 각도가 다른 부채꼴 형상을 연속적으로 붙인 형태의 종이
에서의 유동, (b) 2차원 구조를 가지고 있는 종이에서의 유동, (c) 3차원 채널을 이용한 전개액 유동 제어

- 종이 기반의 기기로 소형화 및 대량 생산이 가능하며 또한 일회용으로 사용할 수 있는 

검지 시스템을 설계함

- 종이는 다양한 재질을 사용할 예정이며 특히, 연구실 및 현장사용에 문제가 없는 것으
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로 검증이 되어 있는 재료 중 생화학적 안정성이 높은 재료를 선택하여 사용할 예정임

- 다양한 다공성 종이 매질과 젖음성, 공극의 크기 등의 물성을 제어하여 본 연구에서 목

표하는 바이러스 추출 핵산 검지에 가장 적합한 재료를 제작 및 선정하고 검지 소자와 

결합할 수 있는 방법의 연구를 수행함

- 1차원 뿐 아니라 2차원(평면) 혹은 3차원(블록) 형태의 검지 시스템을 연구하고 최적의 

유동 속도 및 반응 시간을 가질 수 있는 기기를 설계함

   ■ 형광 나노재료 및 핵산 용액의 물성 파악 및 종이 기반 기기와 시료간의 상호작용 연구

- 형광 나노재료 및 핵산 용액과 종이의 물리적 특성 및 종이기반 기기와 시료 용액간의 

젖음성, 전개 용액의 유변학적 특성 분석을 통한 기기와 시료간의 상호작용 연구

- 전개용액은 핵산, 나노재료 등 포함 물질의 농도에 따라 다양한 점도와 유변학적 특성

을 갖고 이는 종이 기반 기기 내 유동에 큰 영향을 미침

- 유변학적 특성은 전처리 정도에 따른 유변물성인 점도, shear thinning/ thickening, 유

체 탄성 특성을 rheometer를 사용하여 측정하고 그에 따른 유동 조건 및 전개액의 성

질을 최적화함

그림 5. (a) Rheometer와 (b) viscometer 사진, (c) shear thinning/thickening 현상의 개략도

- 다양한 종류의 종이기반 기기와 시료 용액 간의 젖음성을 파악하는 실험을 통해 다공성 

매질 내 유동에 큰 영향을 줄 수 있는 물성인 시료 용액의 친수, 소수성 및 계면 장력 

조건을 최적화함 

- 또한, 종이의 공극률, 공극의 크기 그리고 투과성 등의 물성을 측정하여 바이러스 검지

를 위한 종이 기반 기기에 최적화된 재료를 선정함

그림 6. (a) 주사전자 현미경 및 종이 공극 이미지, (b) droplet analyzer 및 실험 이미지 예시
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   ■ 상용 전처리 추출기술을 활용한 물리적 전처리 방법 연구

- 바이러스 입자가 포함된 분석 대상 시료의 경우, 대부분 세포 유래 지방, 단백질, 탄화

수소 뿐 아니라 동물의 체액, 혈액, 다양한 입자들이 혼재되어 있을 가능성이 높아 바

이러스 감지를 위해 바이러스 유전체 분리시 언급된 불순물을 제거하는 전처리 과정이 

필요함

- 바이러스 핵산을 추출하기 위해 구제역 바이러스와 조류독감 바이러스가 존재할 수 있

는 대상 시료를 파쇄기를 이용하여 전처리할 수 있으며 이는 상용화 되어 있는 기기를 

활용할 예정임

FastPrep-24™ 5G Bioprep-24 Precellys 24

그림 7. 현재 상용화되어있는 파쇄기 예시

- 연구에서 사용되는 시료의 추출 효율을 향상시키고 이러한 추출시료를 종이기반 기기

에 최적화시키기 위해 다양한 시료에서의 바이러스 추출 효율을 분석함

- 화학적 전처리 방법 연구를 수행할 제 2 세부 (성균관대학교 신소재공학부)와의 협력을 

통해 다각적인 최적화 전처리 기술을 확립할 예정임 

     (나) 제 2 세부 연구기관 (성균관대학교 신소재공학부)

   ■ 형광 기반 on-off type 검지 시스템 개발을 위한 형광 및 소광 나노재료 설계 및 합성 

그림 8. 센서에 사용되는 형광 나노재료 및 소광재료의 종류와 선별 과정에서 고려해
야하는 물리 / 화학적 지표 특성
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- 광학 특성 제어가 가능한 형광 나노재료 및 소광재료 (quencher)를 선정하고, 바이러

스 검지 환경에서 재료들의 광학 효율을 극대화할 수 있는 화학적 개선 연구 진행

- 두 재료간 거리에 따른 형광 효율 연구 및 센서 신뢰도 극대화를 위한 최적의 상호작용 

거리를 유추함으로써, 바이러스 검지 조건을 고려한 형광 나노재료 / 소광재료 조합을 

결정할 예정임

   ■ 핵산 서열에의 고분자 도입 및 이를 이용한 종이에의 기능화

그림 9. 종이 표면에의 화학적 처리를 통한 고분자 기능화 연구. 바이러스 검지부를 종이 
소자에 도입하기 위한 고정부로서의 고분자 물질을 기능화하고 이를 평가하는 연구를 수
행함

- 바이러스 센서 분자를 종이에 도입하기 위한 고분자 물질 선정 및 종이에의 균일한 기

능화 연구를 통한 센서 구동 가능성 확인 연구 수행

- 핵산의 backbone에 특정 작용기 또는 고분자를 기능화하는 연구를 수행함으로써 2차

년도에 개발될 형광 분자 표지를 종이 표면에 효과적으로 고정할 수 있는 방안 확보

- 종이에 기능화된 핵산 – 고분자 복합체의 결합 밀도 조절 및 화학 처리 조건 최적화 연

구를 진행하여 안정적으로 핵산을 기능화하는 연구 수행

   ■ 바이러스 RNA 유전체 추출을 위한 화학적 전처리 방법 연구

- 바이러스가 포함된 용액이나 시료에서 RNA 유전체를 추출하는 화학 처리 기반 바이러

스 전처리 방법을 연구하여 기존 상용화된 전처리법을 보완할 수 있는 방법을 연구

- 상용화 제품의 반응 기작 및 원리를 조사하고 이를 활용하여 바이러스가 포함되어 있는 

검체에서 높은 효율로 바이러스만을 추출할 수 있는 방법을 도입할 예정임

- 검체의 종류에 따라 처리 방법 및 조건을 세분화하여 전처리 효율을 극대화할 수 있는 

방안 연구

- 물리적 전처리법 연구를 수행할 제 1 세부 (성균관대학교 기계공학부)와의 협력을 통한 

전처리 기술 최적화
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     (다) 제 1 협동 연구기관 (숙명여자대학교 화공생명공학과)

   ■ 구제역 바이러스와 조류 인플루엔자 바이러스를 구별할 수 있는 핵산 기반 탐침 (Probe) 

염기서열 설계

그림 10. 구제역 바이러스와 조류 인플루엔자 바이러스의 형태 및 유전체 구조 비교와 표면 단백
질 발현 유전자의 염기서열 비교. 고병원성 바이러스의 유전체 염기서열 분석 및 비교로부터 구
제역바이러스와 조류인플루엔자 바이러스를 구분하거나, 각 바이러스의 혈청형 또는 아형을 구
분할 수 있게 하는 DNA 탐침 (probe) 분자 설계가 가능함

- 7종의 주요 구제역 바이러스 혈청형 (serotype) (O, A, C, SAT1, SAT2, SAT3, Asia1)

과 4종의 주요 조류 인플루엔자 바이러스 아형 (subtype) (H5N1, H5N6, H5N8, 

H7N9)의 HA, NA 유전자 서열 분석 및 전 염기서열 분석을 바탕으로 한 종간·혈청형 

(또는 아형)간 비교 연구 수행

- 구제역 바이러스와 조류 인플루엔자 바이러스 유전자는 염기 서열간 유사점이 거의 없

기 때문에 (그림 10), 각 바이러스에 특이적인 탐침을 사용할 경우 구분이 매우 용이할 

것으로 판단됨. 따라서 구제역의 혈청형을 구분하는 탐침 분자와 조류 인플루엔자 바이

러스의 아형을 구분하는 탐침 분자는 서로간의 교차반응성 (Cross-reactivity) 없이 바

이러스를 구분하는 데 이용할 수 있을 것으로 기대함.

- 하지만 혈청형 또는 아형 특이적인 탐침을 사용하여 바이러스 유무를 알고자 한다면 해

당 바이러스 별 모든 혈청형 또는 아형에 대한 탐침을 적용해야하는 문제가 있음. 따라

서 혈청형 종류에 관계없이 모든 구제역 바이러스를 검지할 수 있는 공통 유전체 부분

이 존재한다면 (그림 11의 파란색 박스 부분 참조) 이에 선택적인 탐침을 설계·적용함

으로써 구제역 바이러스의 유무를 빠르게 판별할 수 있을 것으로 기대됨

- Vector NTI 등의 프로그램을 활용하여 염기서열 기반 핵산 올리고의 결합 및 이차구조

를 예측하고, 탐침 분자의 길이 및 hybridization 온도 등 최적화 조건을 실험에 반영할 

예정임
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   ■ 구제역 바이러스 및 조류 인플루엔자 바이러스 각각의 혈청형과 아형을 구분할 수 있는 

핵산 탐침 염기서열 설계

그림 11. 최근 5년간 한국에서 분리된 구제역바이러스들의 VP1을 암호화하는 유전자 염기서열. 위
에서부터 A/YC/SKR/2017, O/GJ/SKR/2016, O/GC/SKR/2016, O/SKR/JC/2014 strain의 VP1 
유전자 서열을 나타냄. Strain의 이름에서 알 수 있듯이 첫번째 서열만 A형 바이러스의 것이고 나
머지는 O형의 것임. 혈청형 간 VP1 유전자 서열이 일치하는 부분은 노란색으로, 일치하지 않은 부
분은 파란색 또는 녹색으로 표시함. 염기서열이 연속적으로 일치하는 노란색 부분은 파란색 박스로 
표시하였고 혈청형 상 차이가 많은 부분은 빨간색 박스로 나타내었음

- 구제역 바이러스 캡시드 단백질의 하나인 VP1을 암호화하는 유전자 염기서열을 최근 

5년간 한국에서 분리된 구제역 바이러스들에서 비교한 결과, 구제역 바이러스 유전자 

간의 유사점과 차이점이 동시에 존재하는 것을 확인하였음 (위 그림의 파란색 박스 부

분과 빨간색 박스로 나타낸 부분 참조).

- 바이러스 내에 존재하는 공통 염기서열을 검출대상으로 활용한다면, 하나의 탐침 분자

로부터 구제역 바이러스를 혈청형에 상관없이 검지할 수 있을 것으로 판단됨. 또한, 추

가 염기서열 분석을 통해 좀 더 다양한 공통 염기서열 정보를 확보함으로써 보다 정확

도 높은 구제역 바이러스 존재여부 판정을 위해 활용할 예정임

- 각 구제역 바이러스 혈청형이 가지는 고유 염기서열 또는 그 일부를 탐침 분자의 타겟

으로 고려한다면, 구제역 바이러스의 혈청형을 빠르게 판별할 수 있는 기술로 활용할 

수 있으며, 본 기술을 통해 구제역 바이러스의 존재 여부 확인과 혈청형 구분을 빠르게 

수행할 수 있을 것으로 기대됨
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그림 12. 최근 5년간 한국에서 분리되었던 77종의 조류 인플루엔자
바이러스 NA 유전자 염기서열을 비교한 결과. 처음 9개 염기서열은 
H5N6 아형의 경우이고 나머지는 H5N8 아형의 염기서열임. 염기서
열이 일치하는 경우 노란색, 이보다 약간 덜 일치하는 경우는 파란
색, 나머지는 무색으로 표시하였음

- 조류 인플루엔자 바이러스 또한 염기서열의 유사점과 차이점이 극명히 존재하기 때문

에, 위에 언급한 분석 기술을 통하여 조류 인플루엔자 바이러스 존재 여부 확인 및 아

형 판별이 가능한 탐침 분자의 정보를 유추해낼 수 있음

- 또한, 조류 인플루엔자 바이러스의 경우 유전체 shuffling으로 인해 변이 속도가 빠르기 

때문에, 관련 유전체 정보들에 대해 새로운 탐침 설계 및 시스템 적용을 시도할 예정임

      (라) 제 2 협동 연구기관 (팜스웰메디컬)

   ■ 종이기반 Lateral Flow kit에의 검지기기 형광 검출 알고리즘 설계

- 1차년도 제1, 2 세부, 제 1 협동 기관의 추진내용을 기반으로 형광 검출에 방식에 대한 

소프트웨어 알고리즘을 설계 

- 팜스웰메디컬이 기 개발한 형광 검출기의 특징 및 특허 등을 기반으로 검출 알고리즘을 

설계에 적용하여 개발함. 주요 제조사 중 시장 지배력이 높은 제조사의 제품을 선정하

여 비교 검토함 
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제조사 제품명
Detection 

Technology

Becton Dickinson & co. 

Ltd
BD Veritor Plus System REF

Detekt Biomedical LLC RSD-2500 REF/FLU

Oasis Diagnostics VerOFy & LIAM REF/FLU

Qiagen Lake Constance 

GmbH
ESEQuont LFR REF/FLU

표 6. 상용화된 형광 검출기의 현황

* reflectance(REF), fluorescence(FLU)  

   ■ 설계단계 초기부터 의료기기 등록을 위한 절차 관련 사항을 적요한 체계도 작성 및 설계

- 의료 장비 등록에 따른 장비 관련내용을 검토하고 장비 설계 시 체계적인 시스템을 구

축함. 특히 검지기기의 검교정 관련 프로토콜 및 시스템 검증 (Verification) 및 유효성 

확인 (Validation) 작업을 수행할 수 있도록 구체적인 실행 프로토콜을 설계에 반영하여 

상용화 과정에서 구체적으로 보완할 수 있도록 기초 설계안을 작성함

1) time-triggered cooperative (TTC) scheduler  알고리즘

2) System Verification 알고리즘 

3) Detection Validation 알고리즘 

4) Detection Process 알고리즘 

5) 결과값 처리 알고리즘 

   ■ 소형 형광 검지기기 설계를 위한 소자 선정 및 검출 모듈 성능 테스트 

- 검지기기의 핵심인 형광 검지 모듈에 적용함에 있어서 협동기관의 형광 나노재료 및 소

광 재료의 특성을 고려하여 검출 방식 및 소자를 선정함 

- 나노재료 및 소광 재료를 고려해서 선정할 중요 부분은 아래와 같음

1) 광원 (LED, 할로겐, Laser등)

2) 렌즈 

3) Filter 

4) Detection  방식 (CCD, Photodiode, PMT, MPPC) 



- 26 -

그림 13. 소형 형광 검지기기의 구동 원리

- 특히 광원의 경우 제품의 가격, 서비스, 내구성을 고려하여 특정파장의 고휘도 LED를 

적용하여 제품화할 예정임. 일차년도에는 다른 광원과의 비교 실험을 통해 소재를 선정

하고자 함

- 검출방식을 고려하여 2가지 정도의 소자를 선정하여 특성 및 검출 한계 등을 test하여 

2차년도 검출 모듈 설계 및 제작에 적용함

    <2차년도>

    ○ 연구개발 목표:

    ○ 개발 내용 및 범위 

      (가) 제 1 세부 연구기관 (성균관대학교 기계공학부)

   ■ 실험실에서 종이기반 기기를 평가할 수 있는 실시간 모니터링 시스템 개발

- 종이 기반 기기에서 핵산 전개액의 유동 및 형광 민감도를 최적화하기 위한 실시간 모

니터링 시스템 개발

- 유동 평가는 기본적으로 현미경과 카메라를 이용하여 진행하지만 추출된 용액의 유체

역학적 특성, 종이 기기의 크기, 검지시 주변 환경 등을 고려하여 적절한 모니터링 시

(가) 제 1 세부 연구기관 (성균관대학교 기계공학부) : 

 - 실험실에서 종이기반 기기를 평가할 수 있는 실시간 모니터링 시스템 개발

 - 구제역과 조류독감 바이러스 검지 lateral flow sheet의 원천 기술 확보 및 발광에 따른 

검지 메커니즘 연구

(나) 제 2 세부 연구기관 (성균관대학교 신소재공학부) :

 - 바이러스 추출 핵산의 특정 염기서열과 결합할 수 있는 핵산을 이용한 형광 분자 표지 

(fluorescence molecular beacon) 개발

 - 구제역 바이러스와 조류 인플루엔자 바이러스 혈청형 또는 아형 구별을 위한 형광 

기반의 다중 검지 시스템 개발

(다) 제 1 협동 연구기관 (숙명여자대학교 화공생명공학과) : 

 - 역유전학 (Reverse genetics) 기법을 이용한 복제 능력이 제거된 모델 바이러스 생산

 - 모델 바이러스 RNA 유전체 추출 및 검체 안정성 극대화 연구

(라) 제 2 협동 연구기관 (팜스웰메디컬) :

 - 소형 형광 검출 모듈 설계 및 제작 

 - 종이 기반 키트 적용한 연동 테스트 및 성능 평가 
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스템을 구축

- 추출된 바이러스 핵산 용액을 종이 내 전개액으로 사용함으로써 핵산 전개액의 속도 등

이 온도에 민감하게 변화할 수 있기 때문에 온도 변화에 따른 유동을 평가

- 구제역과 조류 인플루엔자 바이러스로부터 각각 추출한 핵산과 형광 분자가 표지된 핵

산에 대한 정보를 세부 연구기관에서 받아 상보결합에 의한 발광 반응성 평가

- 우선적으로 면밀한 정량적인 분석을 위하여 본 실험을 현미경을 활용하여 연구를 수

행 후, 제 2 협동 기관(팜스웰메디컬)에서 개발하는 휴대형기기 개발을 위하여 팜스

웰메디컬에 정량지표 제공

그림 14. (a) 형광 관찰용 현미경 set-up 및 형광 측정 예시, (b) 고성능 항온 챔버와 실시간 유동 평가를 위한 
모니터링 시스템

  ■ 구제역과 조류독감 바이러스 검지 lateral flow sheet의 원천 기술 확보 및 발광에 따른 검

지 메커니즘 연구

- 2차년도에는 종이 기반 조류독감, 구제역 바이러스 감염 검지기기 원천 기술 확보, 3차

년도에 조류독감, 구제역 바이러스 감염 검지 및 아종 바이러스 구별을 위한 종이 기반 

기기 개발 연구 

- 2차년에는 1차원 lateral flow sheet에서 실제 발현 확인 및 그 민감도의 최적화를 우선

으로 연구하고 유량은 검지할 바이러스의 양이나 핵산의 상보 결합수, 형광 분자표지 

양 등을 고려하여 채널의 너비 및 크기를 조절하여 제어

- 종이기반 바이러스 감염 진단기기는 시료패드 (sample pad), 니트로셀룰로오스 막, 흡

수패드 (absorbent pad) 등 3 개의 막으로 구성됨. 니트로셀룰로오스 막에는 바이러스 

감염 검지를 위한 결합지역 (capture region), 기기가 제대로 작동했는지를 확인할 수 

있는 관리지역 (control region)이 포함됨 

- 아래 그림과 같이 바이러스에서 추출된 핵산을 포함한 전개액이 종이 기반 기기 

sample pad에 떨어지면 채널을 따라 흐르다가 형광 나노재료가 표지된 핵산이 코팅된 
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결합지역 (capture region)에서 상보 결합되고 형광 나노재료가 발광하게 되면서 바이

러스가 검지됨. 하지만 바이러스 추출 핵산을 포함하지 않고 있다면 결합지역에서는 소

광분자 표지에 의해 발광이 일어나지 않고 관리지역에서만 발광이 일어남

그림 15. Lateral flow sheet의 구조 및 구제역과 조류 인플루엔자 감염 검지 메커니즘

- 2차년도 이후 개발되는 구제역과 조류독감의 아종 바이러스를 구별하는 기기를 개발하

기 위해 2차원 lateral flow sheet에서의 바이러스 핵산 용액의 유동 및 아종 구별 메커

니즘 연구를 진행 (3차년도까지 지속 연구)

- 구제역과 조류독감 바이러스 감염 검지 및 형광분자 표지를 이용한 아종 검지 메커니즘

은 아래 그림과 같음. 바이러스 핵산 용액이 시료패드에서부터 전개되어 첫 번째 결합

지역에서 조류독감이나 구제역 바이러스에 감염되었는지 여부를 판별해줌. 이 후 각 바

이러스별 아종 형광분자 표지가 고정되어 있는 결합지역에 도달하고 고정된 바이러스 

별 각 2가지의 아종 형광분자 핵산과 상보 결합하는 핵산을 가지고 있다면 소광이 풀리

면서 발광함. 

- 아종 형광분자 표지에는 아종 별로 각각 다른 발광 파장을 가지고 있기 때문에 아종별 

형광색을 통해 종류를 판별함. 만약 첫 번째 결합지역에서는 발광이 일어났지만 고정된 

아종 형광분자 표지와 결합하지 않아 발광이 일어나지 않고 관리지역에서만 발광이 일

어났다면 3가지 아종과는 다른 종의 바이러스라는 것을 나타냄. 또한 구제역과 조류독

감 바이러스 핵산이 존재하지 않는다면 모든 결합지역에서 발광이 일어나지 않고 관리

지역에서만 발광이 일어남
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그림 16. 구제역과 조류독감의 아종 바이러스 구별을 위한 바이러스 검지 메커니즘

      (나) 제 2 세부 연구기관 (성균관대학교 신소재공학부) :

   ■ 바이러스 추출 핵산의 특정 염기서열과 결합할 수 있는 핵산을 이용한 형광 분자 표지 

(fluorescence molecular beacon) 

그림 17. 형광 나노재료와 소광재료, 핵산으로 구성된 형광 분자 표지의 구조 및 구동 메
커니즘. 대상 바이러스 추출 핵산이 존재함에 따라 형광 나노재료와 소광재료의 물리적 
거리가 변경되어 형광 신호가 증폭되는 구조임

- 구제역 바이러스와 조류 인플루엔자 바이러스의 유무를 판별할 수 있는 유전자 내 특정 염

기서열을 확인하고, 해당 정보를 바탕으로 형광 분자 표지 시스템을 디자인함

- 바이러스의 혈청형 또는 아형에 관계없이 공통으로 포함된 염기서열과 상호작용할 수 있

는 핵산과 앞서 선별한 형광 나노재료 및 소광재료를 포함하는 유-무기재료 기반 형광 분

자 표지를 개발하고, 바이러스 유무로 대표되는 염기서열의 유무를 형광 신호의 발현을 통

해 확인

- 나노재료의 추가 화학적 변형 (chemical modification)을 통해 검출 민감도를 개선하고,  

형광 분자 표지 내에 포함된 핵산의 길이 및 염기서열 변화를 통해 바이러스 검지 효율을 

극대화함

- 종이 소자에의 형광 분자 표지 기능화를 위한 고분자를 도입함으로써, 샘플의 화학 조성에 

영향을 받지 않고 바이러스 추출 핵산을 검출할 수 있는 시스템을 구현할 예정임
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   ■ 구제역 바이러스와 조류 인플루엔자 바이러스 아형 구별을 위한 형광 기반의 다중 검지 

시스템 개발

그림 18. 구제역 바이러스와 조류 인플루엔자 바이러스의 표현형·아형 확인이 가능한 다중 검지
용 형광 분자 표지 시스템의 개발. 다양한 표현형 또는 아형을 갖는 구제역 바이러스와 조류 인
플루엔자 바이러스를 형광 나노재료의 발광 및 소광을 통해 검지할 수 있는 시스템을 개발

- 조류 인플루엔자 및 구제역 바이러스를 구별함은 물론, 각각의 바이러스 혈청형·아형을 구

별하기 위해서는 바이러스 표현형에 따라 다른 파장의 형광 신호가 발광되어야하기 때문

에, 선별한 형광 나노재료 및 소광재료 후보군에서 아형에 따라 다른 재료들을 이용하여 

형광 분자 표지를 추가로 개발

- 종이 소자에의 기능화를 진행할 때 제한된 결합지역 내에 처리할 형광 분자 표지의 농도를 

정량함으로써 센서의 핵산 검지 신뢰도를 향상

- 바이러스의 혈청형 및 아형에 대응되도록 설계된 수 개의 형광 분자 표지를 바탕으로 복수

종의 바이러스 추출 핵산이 포함된 상태에서 각 핵산을 선택적으로, 또는 동시에 검지가 

가능한지를 확인하는 실험을 진행하고, 각각의 형광 신호를 분석함으로써 검출 신뢰성 개

선 및 신속 대응 가능성을 확인함
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      (다) 제 1 협동 연구기관(숙명여자대학교 화공생명공학과)

   ■ 역유전학 (Reverse genetics) 기법을 이용한 복제 능력이 제거된 모델 바이러스 생산

그림 19. 역유전학 기반의 검체 바이러스의 생산. 바이러스를 구성하는 각 
요소를 발현할 수 있는 플라스미드를 세포에 삽입하여 원하는 대상 바이러
스를 생산할 수 있음

- 균일한 특성을 지닌 바이러스의 다량 확보의 어려움, 바이러스 감염으로 인한 실험자 

안정성 등의 문제로 진단 시스템 구축을 위한 다양한 최적화 연구 수행에 어려움이 있

으므로, 증식 능력이 제거된 모델 바이러스를 역유전학 기법을 적용하여 생산함으로써 

이를 모델 시스템으로 이용하고자 함

- 역유전학 기법을 적용할 경우, 바이러스가 포함하는 유전체를 설계 및 조작하는 것이 

용이하므로 개발될 검출 시스템에 대한 다양한 연구 및 검증이 가능함

- 바이러스의 복제 능력을 제거하기 위해 Murine leukosis virus (MLV) 유전체의 50% 이

상을 구제역 바이러스 또는 조류 인플루엔자 바이러스 유전체로 치환할 예정이며, 바이

러스 생산을 위한 세포주에 바이러스 RNA를 발현할 수 있는 DNA를 도입하여 바이러

스를 생산하므로 균일한 특성을 가진 바이러스 시료의 생산이 가능할 것으로 판단

- 또한, 모델 바이러스 생산 시에 GFP (녹색 형광 단백질)를 포함할 수 있는 서열 도입을 

통해 형광 기반 바이러스 정량이 가능하며, 이를 바이러스 추출 RNA의 형광 검지 정확

도 향상에 적용할 수 있음

- 만약 역유전학 기법의 적용이 어려울 경우, 한국수의유전자원은행으로부터 바이러스를 

분양받아 Baby hamster kidnet (BHK) 세포와 같은 세포주에의 감염을 통한 증폭 방식

으로 바이러스 입자를 확보할 예정임
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   ■ 모델 바이러스 RNA 유전체 추출 및 검체 안정성 극대화 연구

그림 20. 바이러스 유전체 추출 및 단편화

- 바이러스 검체 시료에 포함된 지방, 단백질 등 검지 과정에서 신뢰성을 감소시킬 수 있

는 부산물들을 녹일 수 있는 세정제를 포함한 시약 또는 버퍼를 적용함으로써, 바이러

스 검체로부터 유전체 RNA만을 추출하는 연구 진행

- 바이러스로부터 RNA를 추출하기 위해 사용되는 Trizol, AVL 버퍼 등 처리하는 용액의 

화학 조성에 따라 대상 RNA의 분리 효율을 평가하고, 잔존 부산물의 양을 측정함으로

써 바이러스 검출 과정에서의 간섭 오차를 최소화함

- 또한, 검체내 바이러스 RNA 유전체의 분리 후 물리적·화학적 처리를 통한 단편화를 수

행해 검출 반응 과정에서 RNA 응집에 의한 확산 제한을 최소화함

- RNA의 안정도가 낮아 검지 안정성 및 효율이 낮을 경우, 무작위 염기서열을 가지는 짧

은 핵산 올리고를 이용한 역전사효소 반응 (reverse transcription)을 통해 바이러스 유

전체의 cDNA 단편을 만들고자 함. cDNA는 RNA보다 화학적 안정성이 높아 바이러스 

검출 신뢰도를 높일 수 있을 것으로 기대됨

- 본 과정에서 역전사효소로는 MLV 인테그라제를 사용할 계획이며, 이를 통해 35-42˚C

의 낮은 온도 조건에서 20분 이내에 바이러스 cDNA 단편을 만들 수 있음

      (라) 제 2 협동 연구기관 (팜스웰메디컬)

   ■ 소형 형광 검출 모듈 설계 및 제작 

그림 21. 소형 형광 검출 모듈의 모식도

- 소형 형광 검지기기를 설계할 경우에 설계할 모듈은 위와 같음 

- 광원, 필터, 검지소자, 렌즈 등의 구성품을 기초로 검지 광학부분을 개발함
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1) 광학부분에서는 선정된 광원의 안정적 정전류 공급과 검출 소자의 전기적 신호처리, 

잡음 처리 등의 기능을 수행할 수 있도록 회로를 설계

2) 특히 종이기반의 lateral flow 키트의 형상 등을 고려하여 난반사나 흡수 등의 문제

자 발생되지 않도록 측정부분의 외관 설계 등을 포함한 기구설계 부분도 동시에 진행

그림 22. 종이기반 lateral flow 키트의 형광 검출을 위한 설계

- 기계부분에서 중요한 부분은 종이기반의 lateral flow 키트를 장착할 수 있는 부분과 모

터를 이용하여 시험 kit를 검지부로 이동하여 정위치에 고정하는 장치 등을 설계함 

- 제어모듈에서는 각각의 모듈을 제어하는 제어보드를 설계함

1) 검지소자로 부터의 신호 처리 및 광원 조정 

2) Lateral flow 키트 이송장치 조정 

3) Display 모듈 제어 

4) 위치기반, 통신 모듈 제어 

   ■ 종이 기반 키트 적용한 연동 테스트 및 성능 평가 

- Test용 종이 기반 kit를 이용하여 장비의 성능 및 안정성을 평가하여 장비의 성능을 결

정

1) 분석 물질의 농도에 따른  Lower limit of quantification(LLOQ) 와  upper limit of 

concentration(ULOQ)를 확인

2) Sensitivity 확인하여 저농도에서도 충분히 검출이 가능한지 확인함. 또한 S/N비를 

확인하고 노이지 감소회로를 추가 할 것인지를 검토하여 수정 설계 
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    <3차년도>

    ○ 연구개발 목표:

(가) 제 1 세부 연구기관 (성균관대학교 기계공학부) : 

 - 구제역과 조류독감 바이러스 감염 여부 및 아종 바이러스 구별을 위한 lateral flow 

sheet 검출기기 개발

 - 시작품 제작을 위한 위탁연구기관과의 상호 협력 및 최적화

(나) 제 2 세부 연구기관 (성균관대학교 신소재공학부) : 

 - 바이러스 검출기기의 형광 신호 최적화 및 형광 신호와 바이러스 감염 여부간의 

상호관계 해석

 - 바이러스 검출 성능 개선 연구 및 센서 안정도와 신뢰성 개선 연구

  (다) 제 1 협동 연구기관 (숙명여자대학교 화공생명공학과) : 

 - 실제 검지 상황을 모사한 야생 바이러스 생산

 - 전처리 기술을 바탕으로 한 야생 바이러스 RNA 유전체 추출 기술 개발

  (라) 제 2 협동 연구기관 (팜스웰메디컬) :

   - Lateral Flow sheet Kit를 적용하여 검출 성능 확인 

 - 통신/GPS 모듈이 추가된 바이러스 검지용 소형 형광 검출 장비 개발 

    ○ 개발 내용 및 범위

      (가) 제 1 세부연구기관 (성균관대학교 기계공학부)

  ■ 구제역과 조류독감 바이러스 감염 여부 및 아종 바이러스 구별을 위한 lateral flow sheet 

검출기기 개발

- 다종 검지를 위해서는 일반적으로 두 개 이상의 결합지역을 일렬로 나열하는데, 이 경

우 검출할 수 있는 아종 및 바이러스 종류에 한계가 존재

- 구제역과 조류독감 바이러스 감염 여부 및 2가지 이상의 아형 바이러스 검지용 lateral 

flow sheet 개발

- Lateral flow sheet는 아래 그림과 같이 조류 독감과 구제역 바이러스를 검출 할 수 있

는 첫 번째 결합지역, 이 후에, 조류 독감 혹은 구제역 바이러스의 아종을 판별할 수 

있는 결합지역이 있는 두 개의 채널로 구성

그림 23. 구제역과 조류독감 바이러스 감염 여부 및 아종 구별을 위한 lateral flow sheet

- 본 연구에서는 lateral flow sheet을 개발하여 그 활용성을 확인하고 필요하다면 2, 3차

원형상을 개발하여 그 활용 영역을 늘릴 예정이며, 기존 제품들과는 차별화된 구조 설

계 및 제작

- Lateral flow sheet에서의 유량은 검지할 바이러스의 양이나 핵산의 상보 결합수, 형광 



- 35 -

분자표지 양 등을 고려해야 하며 특히 아종 바이러스의 개수에 따른 핵산 용액의 양, 

발광을 위한 상보 결합의 수를 최적화하고 이와 동시에 높은 발광 반응성을 가지도록 

종기 기반 기기 개발

- 이러한 검지 기법은 구제역 혹은 조류독감 뿐만 아니라 고병원성, 고위험군의 다종 바

이러스 감지 및 아종 구별에 쉽게 적용이 가능하다는 장점이 있으며 바이러스 감지와 

아종 구별이 동시에 가능하기 때문에 높은 경제성과 효율성을 가짐

- 또한, 본 연구에서 개발하는 검지 기술은 구제역, 조류 인플루엔자 바이러스와 기술적 

유사성이 높은 타 바이러스가 출현하더라도 탐침 핵산 서열만 변경하면 신속하게 보완 

및 검출에 적용 가능

   ■ 시작품 제작을 위한 상호 협력 및 최적화

- 실험실 기반으로 진행되었던 형광 이미징 분석 결과와 세부연구기관에서 개발한 휴대

용 형광 검출기기를 이용한 결과를 비교하고 피드백을 통해 최적화함

- 세부 및 협동기관의 연구개발 결과를 통합: 핵산과 형광시료를 종이 형태의 소자에 적

용시킨 구제역과 조류독감 바이러스 및 아종 구별 검지기기를 휴대용 검출장비 시작품

에 적용하기 위한 통합연구 

- 지속적인 상호 협력연구를 통해 기기의 단점을 보완하고 제품의 효과상승과 효율성, 정

확성을 높이기 위한 최적화를 진행함

      (나) 제 2 세부 연구기관 (성균관대학교 신소재공학부)

   ■ 바이러스 검출기기의 형광 신호 최적화 및 형광 신호와 바이러스 감염 여부간의 상호관

계 해석

그림 24. 바이러스 추출 핵산의 정량화를 통한 형광 신호와 바이러스의 상관 분석 및 이를 통한 바이러스 
농도 정량화 연구. 종이기기를 통해 바이러스 핵산의 농도별 형광 신호를 정량하고, 이를 바이러스 농도와 
연관시킴으로써 바이러스 농도를 정량적으로 분석하는 기술을 개발함

- 실제 바이러스 핵산 추출 용액이 개발된 종이기반기기 내에서의 유동과정에서 검지 성

능에 영향을 주는지를 확인하고, 이를 최소화할 수 있는 반응 최적화 및 추가 화학적 

기능화 연구 진행

- 결합지역과 관리지역의 형광신호 발현량의 정량 및 분자 표지의 혼성화 에너지를 이용

한 추출 용액 내 바이러스 농도의 정량법을 연구하고, 이를 통해 역산한 결과값과 처리 



- 36 -

바이러스 농도의 상관 분석 (correlation analysis)을 진행할 예정임

- 형광 probe를 통한 이미징 검지법을 통하여 검지에 필요한 민감도를 충분히 확보할 수 

있을 것으로 판단하고 있지만, 필요할 경우 RPA등을 통한 상온 증폭 기술도 고려예정

임.

   ■ 바이러스 검출 성능 개선 연구 및 센서 안정도와 신뢰성 개선 연구

- 다양한 검출 시료를 대상으로 센서 검출 신뢰도를 평가하고, 시료의 특성에 구애받지 

않는 바이러스 검출 민감도 및 정확도를 확보하기 위한 최적화 연구를 수행

- 종이 소자 제작 후 상온 또는 검지 환경에 노출되었을 때의 센서 안정성을 확인하고, 

장기간 보관 시의 안정성을 개선할 수 있는 최적화 기술을 개발

- 본 연구에서 검지하고자 하는 구제역, 조류 인플루엔자 바이러스와 기술적 유사성이 높

은 타 바이러스에도 해당 검지 방식을 도입하는 연구를 수행함으로써 기술의 범용성을 

극대화하고 기술 가치를 향상시킴

- 전통적으로 qPCR 방법으로 바이러스 유무를 판정하고 있으므로 이 방법과 본 연구 개

발된 검출기기의 성능을 비교 평가할 예정임. 다만, 개발하고 있는 방법은 기존 방법과 

다른 장점, 현장형 및 신속 검출 등을 목표로 하고 있으므로, 이러한 현장형 및 신속 

검출의 장점을 극대화하기 위해서 장비 설계시 사용자 중심의 편의성과 현장 활용성 등

을 고려하여 개발할 계획임.

      (다) 제 1 협동 연구기관 (숙명여자대학교 화공생명공학과)

   ■ 실제 검지 상황을 모사한 야생 바이러스 생산

그림 25. 역유전학 기법을 이용한 야생 구제역 바이러스와 야생 조류 인플루엔자 
바이러스의 생산. 모델 바이러스와 달리 복제 능력을 포함하고 있기 때문에 실제 
바이러스와 동일하며, 해당 바이러스를 이용하여 실제 검지 상황을 모사한 실험 
및 최적화 연구를 진행할 수 있음

- 모델 바이러스를 이용한 최적화 연구를 실제 검지 상황으로 확장하기 위하여 복제 능력

이 포함된 야생 바이러스 (wild type virus)를 개발함

- 야생 조류 인플루엔자 바이러스의 경우, 분절된 RNA 유전체를 각각 발현할 수 있는 8

종의 플라스미드 및 바이러스 단백질 생산용 플라스미드 시스템을 세포에 도입함으로

써 야생 바이러스를 생산하고자 함

- 역유전학 기법의 적용이 어려울 경우, 농림축산검역본부, 건국대 수의대 (송창선교수 
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연구팀)로부터 바이러스를 분양받아 세포주 기반 바이러스 증폭을 통해 바이러스를 생

산할 예정임. 또한, 3차년도 말에 건국대학교 송창선 교수 연구팀과 농림축산검역본부

와의 협업을 통하여 실제 조류 인플루엔자 바이러스와 구제역 바이러스 임상검체를 이

용하여 검사를 진행할 예정임. 이러한 실험의 경우, 복제 능력이 포함된 야생 바이러스

의 병원성이나 감염 확대를 방지하기 위하여 BSL3 수준의 시설에서 개발된 시스템을 

이용이 필요함. 

- 특히, 조류 인플루엔자 바이러스의 경우 송창선 교수 연구팀에서 한 개의 아미노산 돌

연변이로 병원성을 없애 실험의 용이성을 크게 향상시킨 것으로 알려져 본 연구개발에 

큰 도움이 될 것으로 판단됨. 

- 현장에서 바이러스를 추출한 후 검출을 할 수 있다면 이상적이겠지만, 현실적으로 본 

과제에서 이를 실험으로 진행하는 것은 어려움이 많으므로 건국대학교와 농림축산검역

본부와의 협업을 통하여 본 센서가 성공적으로 작동하는 것을 확인한다면 향후 현장에

서 충분히 활용 가능하고 효용성이 높을 것으로 사료됨.

   ■ 전처리 기술을 바탕으로 한 야생 바이러스 RNA 유전체 추출 기술 개발

- 구제역 바이러스 및 조류 인플루엔자 바이러스가 포함되어 있는 검지 대상 시료를 사용

하여 핵산 추출, 분리, 검지의 전 과정을 수행하고, 시료의 야생 바이러스에서의 RNA 

추출 효율을 개선하는 연구 진행

- 바이러스를 구성하고 있는 단백질과 유전체로부터 유전체만을 추출하는 화학적 처리 

기법을 개선하고, 이를 통해 센서 검출 신뢰도를 높일 수 있는 고순도 RNA 추출 기술

을 확립하고자 함. 본 기술은 센서 내의 유동 과정에서 용액의 특성을 균일하게 유지하

기 위한 필수 불가결한 선행 기술이며, 이를 통해 검출 오차 및 위양성 발현 가능성을 

현저히 낮출 수 있을 것으로 기대됨  

      (라) 제 2 협동 연구기관 (팜스웰메디컬)

   ■ Lateral flow sheet 키트를 적용하여 검출 성능 확인 

그림 26. 바이러스 검지용 소형 형광 검출 장비

- Kit를 동시 검출 할 수 있는 장비를 제작하여 농도에 따른 lower limit of 

quantification(LLOQ)와 upper limit of concentration(ULOQ)를 확인함

- 또한, 바이러스를 검출했을 경우에 편차나 감도에 대한 부분을 평가하고 시스템 검증 

기준을 설정
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- 진단기 성능은 아래와 같은 기준으로 시작품을 개발하고자 함

검출 신뢰도

○ 기존 기술의 검출 신뢰도

- 면역 크로마토 그래피 : 93%

- ELISA : 95%

- qRT-PCR : 96.6%

○ 95% 이상의 검출 신뢰도 (ELISA 수준 이상)

검출 민감도
○ ~100 EID50/mL

(면역 크로마토그래피 검출 민감도의 10배 이상)

   ■ 통신/GPS 모듈이 추가된 바이러스 검지용 소형 형광 검출 장비 개발

- IoT기반 기능 중의 하나인 Tracking Service와 Metering Service를 사용하여 장비의 측

정된 결과를 위치기반 정보와 함께 서버로 전송하여 runtime 상황 파악을 가능하도록 

함

- Tracking System은 module 형태로 구성하여 장치와 별도로 제작 및 구현이 가능   

- Tracking Module은 크게 3가지 function으로 구성됨

1) GNSS 측정부 (Location Manager): GNSS (Global Navigation Satellite System)는 

GPS를 비롯한 측위 위한 위성시스템의 통칭으로 장치 위치를 파악하는 기능을 함. 

일반적으로 Serial 기반의 NMEA 규격의 프로토콜로 측위 파악이 가능함

2) 서버 연동부 (Connection Manager):  보안을 기반으로 하여 서버와 연동하여 주기

적 측정보고, 요청에 따른 측정보고, 각종 장비 설정 값 변경 등을 수행함. 전송되는 

데이터의 양, 전원 종류에 따라 LTE 또는 LTE-M, NB-IoT, LoRa 등의 이동통신기

술이 사용됨

3) 장비 연동부 (Device Manager): 장비의 측정값을 읽거나 각종 설정치 변경 등을 수

행함. 장비와의 연동은 장비와 독립된 개발이 가능하도록 UART를 사용함. 또한 보

안을 위해 암호화된 프로토콜을 사용하는 것이 좋음 (예, Encrypted HDLC 

Protocol)

그림 27. Tracking module의 설계 모식도
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 3) 연구개발 추진 전략∙방법 및 추진체계

  3-1. 추진 전략 및 방법

  ○ 연구 개발의 성공 및 실용화 가능성을 높이기 위해 핵심기술 확보 및 검증 기술 확보, 조기 

실용화 등 세 부분별 전략적 연구 추진

검증 기술 확보 전략

검증기술 
확보

○ 바이러스 연구에 있어 안전 확보를 위하여 증식 능력이 제거된 모델 
바이러스를 활용하여 실험 수행

○ 바이러스 관련 연구를 안전하게 할 수 있도록 배기 시설이 갖추어진 
실험 공간 및 시설을 임차하여 사용

○ 본 연구과제 개발 제품이 검출/ 진단용 기술적용 제품임 따라서 
신뢰성과 정확성을 확보하기 위하여 기초 데이터 확보 및 
데이터베이스 구축이 중요함

○ 본 연구과제 수행 기간 동안 축적된 결과는 신뢰성과 정확성을 
확보한 후 데이터베이스화하여 활용 추후 본 연구과제 개발 제품의 
신뢰성검증을 위한 기초 데이터로 활용할 계획

핵심기술 확보 전략

국내외
전문가 
활용

○ 국내 선진 기술 보유 기관 및 전문가 자문
○ 해외 문헌 및 세미나 참여로 네트워크 구축 및 활용 

성공
가능성 
제고

○ 국내에서 기확보 또는 개발 성공한 기술을 최대한 응용하여 개발 
추진

○ 종이 기반 바이러스 검출 및 아형 구별 기기 개발 관련 국가 R&D의 
기술적 성취도를 최대한 반영

유전정보
분석 
기술

○ 결합정확도를 높이기 위하여 유전정보분석기술 활용
○ 바이러스 검지를 위하여 적용된 유전정보 분석기술은 추후 구제역과 

조류독감 뿐만 아니라 확장된 기술적용에 주요 핵심 기술로 적용 
가능 

기술의 조기 실용화를 위한 시장 친화적 연구개발 전략

조기 
실용화 
추진

○ 사회적 니즈에 부합하면서 틈새시장을 창출 할 수 있도록 연구개발 
수행

○ 개발 제품의 조기 실용화와 활용화를 위해 검인증, 표준화 확보 

기술인증
관련

○ 기술인증의 경우 과제를 종료한 후에 시제품(2021년 예정), 
사업화를 위한 양산제품개발(2022년 예정)후 적절한 공인인증기관 
(농림축산검역본부 등)을 통해 인허가를 받을 예정임. 

○ 인허가 시험법의 경우에는 공인인증기관의 시험법을 따를 예정임.

  ○ 샘플 전처리를 위한 최적의 프로세스 개발

- 동일한 바이러스라도 각 샘플의 균일도에 따라 다양한 오염 결과값을 나타내는 특성 때문

에 이를 표준화하는 작업이 필요함

- 일반적으로 바이러스를 추출하는데 사용되는 물리적 방법인 파쇄기, 교반기, vortex, 원심

분리기 등은 현장에서 바로 사용하기 어려움

- 따라서, 연구기간 동안에는 특정 장비만을 사용해야 하는 물리적 방법의 한계를 극복하기 

위한 화학적 방법을 도입하여 좀 더 신속하고 간편하게 바이러스를 추출할 수 있는 기술에 

대한 연구를 수행할 계획임

- 바이러스 추출 조건이나 추출 시료의 물성에 따라 추출되는 검체의 균일도 및 신뢰도 차이

가 크기 때문에, 균일한 바이러스 추출 및 검지대상 핵산을 얻기 위한 전처리 기법을 연구
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하고, 이를 적용하는 연구를 수행함

- 상용화된 바이러스 추출 제품들을 분석하고, 해당 제품들의 효율을 증가시킬 수 있는 방안

에 대해 연구함으로써 최적화된 바이러스 추출 기법을 바탕으로 검출 효율을 높일 예정임

  ○ 바이러스 염기서열 분석 및 형광 나노재료 기능화를 통한 바이러스 검지 한계 개선 연구

- 바이러스의 경우, 감염 여부를 확인하기 위한 바이러스 최소양은 약 1,000개 정도이며, 

바이러스 염기서열 분석을 통해 유전체로부터 아형/혈청형 구별 등과 같은 정보를 얻어 

디자인한 탐침 분자는 바이러스의 배수만큼 존재할 수 있음. 예를 들어, 하나의 바이러스 

입자로부터 5 종류의 탐침 분자를 얻을 수 있다면, 1,000개의 바이러스 입자로부터 추출

할 수 있는 탐침 분자는 5,000개가 됨

- 바이러스 염기서열 분석을 통해 본 연구에서 구현하고자 하는 바이러스의 종류 판별 및 혈

청형/아형 구별에 이용될 수 있는 탐침 분자의 종류를 다양화한다면, 바이러스의 검지 한

도를 낮출 수 있을 것으로 기대됨

- 형광 분자 표지에 사용될 수 있는 나노재료의 한 종류인 양자점의 경우, 표면에 결합할 수 

있는 단일 가닥 DNA의 수가 10개 이하임. 또한, 양자점과 단일 가닥 DNA의 결합 과정에

서 NaCl 농도와 같은 반응 조건을 조절하여 결합 비율을 조절할 수 있음을 확인하였고, 

이를 바탕으로 바이러스 추출 RNA의 양을 정량적으로 분석할 수 있는 형광 분자 표지의 

개발이 가능할 것으로 예상됨

  ○ 원천 특허 확보 전략

그림 28. 본 연구에서 제안한 바이러스 다중 검지 키트에 대한 특허 확보 전략

- 구제역 바이러스와 조류 인플루엔자 바이러스의 염기서열 분석을 통해 탐침 분자를 개발

하여 바이러스 특이적 탐침 분자 염기서열에 대한 핵심 물질 특허를 확보함

- 바이러스에서 추출한 RNA를 통해 바이러스를 정량적으로 검출할 수 있는 형광 분자 표지
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의 개발과 이를 바탕으로 한 요소 기술에 대한 특허를 확보함

- 형광 분자 표지 내 핵산의 backbone에 긴 고분자를 직접 기능화하여 종이에 고정함으로

써 길이가 긴 검지 RNA에 대한 반응성 향상 및 검지 한도 향상이 가능할 것으로 예상되

며, 이에 대한 요소 기술 특허를 확보함

- 아형 또는 혈청형을 구별할 수 있는 진단 기기의 개발로 기존 제품과는 차별화 된 핵산 기

반 바이러스 검지 기술 특허를 확보함

- 본 연구에서 개발할 진단기기에 사용되는 lateral flow sheet의 설계에 관련된 변수들을 연

구하고, 이를 통해 해당 분야의 원천 특허를 확보함

  ○ 바이러스 확산 모니터링 기술과의 연계성

- 본 기기의 경우 기술한 바와 같이 GPS를 포함하고 있어 감염질병발생시 그 위치정보를 

실시간으로 모니터링 할 수 있음. 이 정보를 다른 과제를 통해 개발되어질 확산 모니터링 

기술의 위치정보 자료로 활용이 가능함

 3-2. 추진 체계

  ○ 본 연구과제에는 성균관대학교 기계공학과, 성균관대학교 신소재공학과, 숙명여자대학교 화

공생명공학과, 그리고 팜스웰메디컬이 참여함. 각 기관은 구제역 바이러스와 조류 인플루엔

자 바이러스 및 그 혈청형 또는 아형을 신속하게 검지할 수 있는 lateral flow sheet 기반의 

바이러스 검지기기를 개발하기 위하여 아래의 세부 연구를 수행할 예정임

그림 29. Lateral flow sheet 기반의 바이러스 검지기기 개발을 위한 연구 추진 체계
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  ○ 각 기관의 업무 분장은 다음과 같음

구분 기관 업무 

주관

제 1 세부

성균관대 (기계공)

[이진기 교수]

마이크로 바이오 유체 역학

종이 기반 검지키트 개발의 물리/역학적인 부분을 연구

Lateral flow sheet 기반 바이러스 검지용 센서 개발

검지용 샘플 준비를 위한 물리적 전처리 프로세스 연구

바이러스 확산 예측 모델과의 연계 방안 마련

제 2 세부

성균관대 (신소재공)

[이정헌 교수]

나노-바이오 센서 소재

바이러스 검지를 위한 형광 분자 표지 시스템 개발

구제역과 조류독감 바이러스와 아형 구분을 위한 다중 

검지용 바이러스 검지용 센서 디자인 및 개발

제 1 협동

숙명여대 (화공생명공)

[임광일 교수]

바이러스 공학/유전공학

구제역과 조류독감 바이러스와 아형 구분을 위한 핵산기반 

탐침 (Probe) 염기서열 설계

역유전학 (Reverse genetics) 기법을 이용한 검체 바이러스 

생산

제 2 협동

팜스웰메디컬

[성원기 대표이사]

광학 장비 설계 및 개발

종이 기반의 검출 키트 분석을 위한 소형 형광 검출 장비 

설계 및 개발

검출 장비에 통신/GPS 모듈 추가를 통한 바이러스 확산 

예측 모델과의 연계 방안 마련

  ○ 본 연구과제에 참여하는 4개 기관은 각 기관이 보유하고 있는 기술과 전문성을 바탕으로 유

기적인 상호 협력 하에 본 과제를 수행할 예정임

  ○ 본 연구를 성공적으로 수행하는 데에 협력기관 간의 협력체계가 매우 중요하며, 본 과제에 

참여하는 4개 기관이 주기적인 연구 회의를 하는 등 매우 긴밀하게 협의하여 연구를 수행하

고 있음.

  ○ 또한, 시제품의 개발 및 최적화를 위해 최선을 다해 연구를 수행할 예정임.

그림 30. 기관별 연구 내용 및 협력 방안
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 3-3. 과제 수행에 필요한 보유 기술

  ○ 본 연구과제에 참여하는 4개 기관은 본 과제를 수행하는데 필요한 다음과 같은 기술과 관련 

실적을 보유하고 있음

기관 기술 내용 관련 실적

종이 기반 미세유체역학 기기 개발 기술
○ 논문

1. Microfluidics and Nanofluidics, 
2017, 21.3: 57.

2. Colloids and Surfaces A: 
Physicochemical and 
Engineering Aspects, 2016, 492: 
190-198.

○ 특허

1. 다성분 동시 정량 분석용 측방 
유동 디바이스 (등록: 
10-1412777))

2. 전개형 플렉서블 온도 적산 
표시장치 및 그 제조방법 (등록: 
10-1412628)

제 1 세부 

[성균관대 

기계]

마이크로유동 제어 및 분석 기술 ○ 논문

1. Scientific reports, 2017, 7.1: 
14735.

2. Journal of Electrostatics, 2017, 
85: 11-22.

3. International Journal of Heat and 
Mass Transfer, 2017, 104: 
813-818.

4. Langmuir, 2014, 30.31: 
9390-9396.

○ 특허

1. 유체 공급 장치 및 이를 이용하는 
전해 장치 (등록: 10-1803142)

2. 복제몰드를 이용한 미소구체의 
제조방법 (등록: 10-1408704)

제 1 세부 

[성균관대 

기계]

바이오 미세유체역학 칩 설계 및 제작 기술 ○ 논문

1. Lab on a Chip, 2018, 18.11: 
1533-1538.

2. Journal of microbiological 
methods, 2017, 132: 128-133.

3. Biotechnology progress, 2007, 
23.6: 1506-1512.

4. Biotechnology progress, 2006, 
22.5: 1416-1425.

○ 특허

1. 다성분 동시 정량 분석용 측방 
유동 디바이스 (등록: 
10-1412777)

2. 복제몰드를 이용한 미소구체의 
제조방법 (등록: 10-1408704)

제 1 세부 

[성균관대 

기계]
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기관 기술 내용 관련 실적

센서 제작용 나노소재 합성 및 화학적 기능화 기술 ○ 논문

1. Cryst. Growth Des., 2018, 18 
(8), 4731-4736

2. Nanoscale, 2017, 9, 7114 
–7123

3. Phys. Chem. Chem. Phys., 
2017, 19, 237-244

4. J. Am. Chem. Soc., 2010, 132, 
8906-8908

○ 특허

1. 색변환을 이용한 유기산 검출 
센서의 제조방법 및 이에 의하여 
제조된 유기산 검출 센서 (등록: 
10-1824777)

2. Alignment of nanomaterials and 
micromaterials (US patent 
application 11/939,226)

제 2 세부 

[성균관대 

신소재]

형광/색깔 변화 기반의 다중 검지용 센서 개발 기술
○ 논문

1. Adv. Mater., 2008, 20, 
3263-3267

2. J. Am. Chem. Soc., 2008, 130, 
14217-14226

3. Nanoscale, 2016, 8 (43), 
18341-18351

4. BioChip Letters, 2017, 12 (2), 
10-12

○ 특허

1. 색변환 센서의 이미지 분석 시스템 
및 이를 이용한 색변환 센서의 
이미지 분석 방법 (등록: 
10-1826425)

2. Achromatic colorimetric sensor 
using nanoparticles (US patent 
application 15/234,393)

3. Fluorescent sensor for mercury 
(US patent 8,062,893)

제 2 세부 

[성균관대 

신소재]

종이 기반의 색변화 센서; 

나노입자의 장시간 보관을 위한 처리 기술
○ 논문

1. Analyst, 2014, 139 (24), 
6486-6493

2. Analyst, 2016, 141, 3890-3897

○ 특허

1. 기판에 고정화, 재분산 및 검지가 
가능한 나노 입자 기반의 색변환 
센서 및 이의 제조 방법 (등록: 
10-1834642)

2. 안정한 나노구조체 및 상기 
나노구조체를 이용한 센서 (등록: 
10-1509398)

3. 바닷물 내에서 안정한 나노입자 
복합체를 포함하는 조성물 및 그 
제조방법 (등록: 10-1725582)

제 2 세부 

[성균관대 

신소재]
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기관 기술 내용 관련 실적

다양한 유전공학적 기법을 이용한 

바이러스 설계 및 조립

○ 논문

1. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.,, 
2010, 107, 28, 12475-12480

2. Nat. Neurosci., 2012, 15, 10, 
1399-1406

3, PLOS Comput. Biol., 2006, 2, 
9, 1001-1016

4. PLOS Comput. Biol., 2009, 5 2, 
e1000283

제 1 협동 

[숙명여대 

화공생명]

레트로바이러스 역전사효소 Engineering

○ 논문

1. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.,, 
2010, 107, 28, 12475-12480

제 1 협동 

[숙명여대 

화공생명]

다양한 RNA 바이러스의 외피단백질 (Envelope 

protein)을 가지고 있는 모델 바이러스 생산 및 

표면증폭라만분광법 (Surface-enhanced Raman 

spectroscopy (SERS))를 이용한 바이러스 감별

○ 논문

1. Anal. Chem., 2015, 87, 23, 
11652-11659제 1 협동 

[숙명여대 

화공생명]

3M Protein Swap Reader 

3M Allergy Swap Reader 
○ 상용화 : 3M Protein Swap 

Reader, 3M Allergy Swap Reader

 

○ Technology:Colorimetric 

○ 성능 : 수 ppt 농도 검출 

           결과값 예측 및 정량기능

제 2 협동 

[팜스웰메

디컬]
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기관 기술 내용 관련 실적

마이크로유동 제어 및 분석 기술 ○ 기술보유:플렉서블 
Time-Temperature Indicator 
제작 기술 

○ 특허

 1. 다성분 동시 정량 분석용 측방 
유동 디바이스 (등록: 
10-1412777)

2. 전개형 플렉서블 온도 적산 
표시장치 및 그 제조방법 (등록: 
10-1412628)

제 2 협동 

[팜스웰메

디컬]

Handheld PCR System 

○ 기술보유 : Handheld PCR 시스템 
기술 보유 

○ 특징 : 4 samples, Bio-rad PCR 
system과 동등 사양의 성능 평가 

제 2 협동 

[팜스웰메

디컬]

Lateral Flow Strip용 Incubator

○ 상용화 : 3M, Medexx Korea

○ 특징 : 2,3 channel 동시 배양 

제 2 협동 

[팜스웰메

디컬]

Microarrayer
○ 기술보유 : Microarry System 

제작 기술 개발(Prototype 제작)  

○ 기술 : Automation System 설계, 
기술 보유

○ 특징 : 4 chips array 3,600 spots 
per sub-microarray (9 x 9 mm)

제 2 협동 

[팜스웰메

디컬]

Colony Counter ○ 상용화 : 3M 건조필름배지용 
Colongy Counter 

○ 기술 : Image Analysis 
Technology 

○ 특징 : 자동 미생물 분류 및 숫자 
계산 

제 2 협동 

[팜스웰메

디컬]
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 3-4. 연구 추진 일정

차수
세부 개발 
연구내용

수행기관
(주관/참여/

위탁 등)

기술개발기간
비고

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

1차
년도

종이 기반 미세유체 소자의 설계 
및 이차원 lateral flow sheet의 

유동 조건 분석

주관
(제 1 
세부)

형광 나노재료 및 핵산 용액의 
물성 파악 연구 및 종이 기반 

기기와 시료간의 상호작용 연구

주관
(제 1 
세부)

상용 전처리 추출기술의 적용
주관
(제 1 
세부)

형광 기반의 검지 시스템 개발을 
위한 형광 나노재료 및 소광재료 

설계 및 합성
제 2 세부

핵산 서열에의 고분자 도입 및 
이를 이용한 종이에의 기능화

제 2 세부

화학적 전처리 추출기술의 적용 제 2 세부

구제역바이러스와 조류 
인플루엔자 바이러스의 염기서열 

분석 및 이를 바탕으로 한 
바이러스 검지용 핵산 탐침 

(Probe) 서열 설계

제 1 협동

구제역 바이러스 및 조류 
인플루엔자 바이러스 각각의 

혈청형과 아형을 구분할 수 있는 
핵산 탐침 염기서열 설계

제 1 협동

종이기반 Lateral Flow kit에의 
검지기기 형광 검출 알고리즘 

설계
제 2 협동

설계단계 초기부터 의료기기 
등록을 위한 절차 관련 사항을 
적용한 체계도 작성 및 설계

제 2 협동

소형 형광 검지기기 설계를 위한 
소자 선정 및 검출 모듈 성능 

테스트
제 2 협동

2차
년도

실험실에서 종이기반 기기를 
평가할 수 있는 실시간 모니터링 

시스템 개발

주관
(제 1 
세부)

구제역과 조류독감 바이러스 
검지 lateral flow sheet의 원천 
기술 확보 및 발광에 따른 검지 

메커니즘 연구

주관
(제 1 
세부)

바이러스 추출 핵산의 특정 
염기서열과 결합할 수 있는 

핵산을 이용한 형광 분자 표지 
(fluorescence molecular 

beacon) 개발

제 2 세부

구제역 바이러스와 조류 
인플루엔자 바이러스 혈청형 
또는 아형 구별을 위한 형광 

기반의 다중 검지 시스템 개발

제 2 세부

역유전학 (Reverse genetics) 
기법을 이용한 복제 능력이 
제거된 모델 바이러스 생산

제 1 협동

모델 바이러스 RNA 유전체 추출 
및 바이러스 검지 안정성 극대화 

연구
제 1 협동

소형 형광 검출 모듈 설계 및 
제작 

제 2 협동

종이 기반 키트 적용한 연동 
테스트 및 성능 평가 

제 2 협동

3차
년도

구제역과 조류독감 바이러스 
감염 여부 및 아종 바이러스 

구별을 위한 lateral flow sheet 

주관
(제 1 
세부)
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 3-5. 연구개발의 기술적 달성 목표

연구개발의 성능 목표 연구개발의 내용 및 정량지표

검출 가능한 대상 또는 

바이러스의 종류

○ 구제역 바이러스 (2 종 이상)

○ 조류 인플루엔자 바이러스 (2 종 이상)

분석 소요 시간

○ 기존 기술의 분석 시간

- 면역 크로마토그래피 : 0.5 시간

- ELISA : ~ 2 시간

- qRT-PCR : 6 시간 이상

○ 0.5시간 (면역 크로마토그래피와 동일)

○ RNA 전처리 시간

- 바이러스 추출 : ~ 2시간

- 바이러스에서 RNA 추출 : 30분

검출 신뢰도

○ 기존 기술의 검출 신뢰도

- 면역 크로마토 그래피 : 93%

- ELISA : 95%

- qRT-PCR : 96.6%

○ 95% 이상의 검출 신뢰도 (ELISA 수준 이상)

검출 민감도
○ ~100 EID50/mL

(면역 크로마토그래피 검출 민감도의 10배 이상)

검출 키트의 크기

○ 기존 검출 키트의 크기

- 면역 크로마토그래피 : 4 × 70 (mm)

- ELISA 플레이트 (96 well) : 85.4 × 127.6 (mm) 

○ 개발 검출 키트의 크기

- 종이 기반 키트 : ~ 40 × 80 (mm)

- 형광 검출기 : ~ 160 × 160 × 60 (mm)

차수
세부 개발 
연구내용

수행기관
(주관/참여/

위탁 등)

기술개발기간
비고

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

검출기기 개발

시작품 제작을 위한 
위탁연구기관과의 상호 협력 및 

최적화

주관
(제 1 
세부)

바이러스 검출기기의 형광 신호 
최적화 및 형광 신호와 바이러스 

감염 여부간의 상호관계 해석
제 2 세부

바이러스 검출 성능 개선 연구 
및 센서 안정도와 신뢰성 개선 

연구
제 2 세부

실제 검지 상황을 모사한 야생 
바이러스 생산

제 1 협동

전처리 기술을 바탕으로 한 야생 
바이러스 RNA 유전체 추출 기술 

개발
제 1 협동

Lateral Flow sheet Kit를 
적용하여 검출 성능 확인 

제 2 협동

통신/GPS 모듈이 추가된 
바이러스 검지용 소형 형광 검출 

장비 개발
제 2 협동
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 4) 연구수행 내용

- 제 1 세부 연구기관(성균관대학교 기계공학부)

① 종이 기반 미세유체 소자의 설계 및 이차원 lateral flow sheet의 유동 조건 분석

■ 종이 기반 미세유체 소자 구성 및 설계를 위한 최적의 재료 선정

그림 31. 종이 기반 미세유체 소자의 구성

Ÿ 본 연구에서 사용될 종이 기반 미세유체 소자의 구성은 그림 31과 같이 용액을 흘려 주는 

부분인 sample pad, capture region과 control region을 통해 결과를 분석하는 test 

membrane 그리고 흐른 용액이 저장되는 absorbent pad로 구성됨.

Ÿ 종이 기반 미세유체 소자의 각 부분에서 사용될 재료 후보군을 선정하기 위해 그림 32와 같

이 다양한 종이의 섬유 구조를 SEM 이미지를 통해 확인함.

Ÿ 섬유 구조에 따라 sample pad는 Whatman 사의 CF3와 CF5 그리고 chromatography 

paper를 후보군으로 선정하였으며 absorbent pad의 후보군은 Whatman 사의 CF3, CF5, 

chromatography paper 그리고 Millipore 사의 absorbent pad로 선정함.

Ÿ Test membrane은 종이에 고분자 및 형광 분자 표지의 기능화가 용이하고 자체적인 형광이 

없어야 하며 DNA 용액이 잘 흐를 수 있는 종이로 선정해야하기 때문에 8가지 종이를 모두 

후보군으로 선정하고 선정을 위한 실험을 진행함.

CF3
(Whatman)

CF5
(Whatman)

Standard17
(Whatman)

Chromatography 
paper(Whatman)

Glass fiber filter
(Whatman)

Nitrocellulose 
membrane 
(Whatman)

Absorbent pad
(Millipore)

Conjugate pad
(Millipore)

그림 32. 다양한 종이의 SEM image

■ 이차원 lateral flow sheet의 유동 조건 및 재료별 형광 특성 분석 

Ÿ Sample pad와 absorbent pad 그리고 test membrane을 선정하기 위해 표 7과 같이 후보

군의 공극률, 공극의 크기, total intrusion volume을 automatic porosimeter를 이용해 측정
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함.

Ÿ Sample pad는 용액을 흘려주는 데에 목적이 있으므로 total intrusion volume이 작은 

Whatman 사의 CF3로 선정하였고, absorbent pad는 용액을 흡수하는 데에 목적이 있으므

로 total intrusion volume이 큰 Millipore 사의 absorbent pad로 선정함. 

표 7. Sample pad, absorbent pad 그리고 test membrane의 후보군 및 물성

제품명 (회사명) 공극률
공극의 

크기 (μm)
Total intrusion 
volume (mL/g)

Sample 
pad

CF3 (Whatman) 0.589 3.195 1.0502
CF5 (Whatman) 0.716 4.851 1.7929

Chromatography Paper (Whatman) 0.585 11 1.1814

Absorben
t pad

CF3 (Whatman) 0.589 3.195 1.0502
CF5 (Whatman) 0.716 4.851 1.7929

Chromatography Paper (Whatman) 0.585 11 1.1814
Absorbent pad (Millipore) 0.767 7.739 2.2811

Test 
membran

e

CF3 (Whatman) 0.589 3.195 1.0502
CF5 (Whatman) 0.716 4.851 1.7929

Standard17 (Whatman) 0.875 34.74 7.4013
Chromatography Paper (Whatman) 0.585 11 1.1814

Glass fiber filter (Whatman) 0.864 3.882 6.4702
Nitrocellulose membrane 

(Whatman)
0.454 0.191 0.5975

Absorbent pad (Millipore) 0.767 7.739 2.2811
Conjugate pad (Millipore) 0.909 68.24 6.7564

Ÿ 종이 내 유동을 평가하기 위해서 test membrane의 후보군으로 선정된 종이에 DNA buffer 

용액(10 mM Tris+50 mM NaCl+1 mM MgCl2)을 흘려 유동을 보았으며 결과는 그림 33과 

같음. 

Ÿ Whatman 사의 NC membrane에서 유속이 가장 느리며 Millipore 사의 absorbent pad에서 

유속이 가장 빠름.

그림 33. 다양한 종이를 이용한 시료 용액 유동실험 결과

Ÿ Test membrane을 선정하기 전에 test membrane 자체의 형광이 capture region과 control 

region에서 발광되는 형광과 간섭을 일으킬 수 있기 때문에 형광 관찰용 현미경을 이용하여 

종이 자체의 형광 특성을 측정함.

Ÿ 종이 형광을 측정하기 위해 초록색 파장대역 (540±25 nm)을 이용하여 빨간색 파장대역 

(605±55 nm)을 측정하는 TRITC 형광 필터, 파란색 파장대역 (480±30 nm)을 이용하여 초

록색 파장대역 (535±45 nm)을 측정하는 FITC 형광 필터 그리고 자외선 파장대역 

(375±28 nm)을 이용하여 파란색 파장대역 (460±60 nm)을 측정하는 DAPI 형광 필터를 
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사용함. 

Ÿ 그림 34와 같이 빛 노출시간에 따라 종이 형광을 측정하였으며 Whatman 사의 CF3, CF5 

그리고 Millipore 사의 absorbent pad는 종이 자체의 형광이 뚜렷하게 드러나서 test 

membrane의 후보군에서 제외함. 

Ÿ Test membrane은 남은 후보군에서 DNA 유동 여부와 형광 분자 표지의 기능화 정도를 평

가하여 선정함.

그림 34. 다양한 종이의 형광 특성
 

② 형광 나노재료 및 핵산 용액의 물성 파악 연구 및 종이 기반 기기와 시료간의 상호작용 연구

■ 종이 기반 기기에서의 DNA와 DNA 용액의 거동 관측

Ÿ DNA가 포함된 용액이 종이 칩에서 잘 흐르는지를 관측하기 위해 picogreen dye로 염색된 

DNA를 이용한 유동실험을 진행함. 

Ÿ Picogreen dye는 DNA와 반응해야만 형광을 띄며 파란색 파장대역 (485 nm)을 받으면 초

록색 파장대역 (528 nm)을 발광하는 특성을 가짐. 

Ÿ Picogreen이 염색된 DNA의 거동을 형광 관찰용 현미경에 FITC 필터를 장착하여 관측함.
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그림 35. 유리기판위에서의 DNA 형광 및 종이 형광

Ÿ DNA 거동을 관측하기 이전에 염색된 DNA가 현미경으로 잘 관측되는 조건을 확립하기 위해 

DNA를 유리기판 위에 떨어뜨린 후, 그림 35와 같이 형광세기와 노출 시간을 변경하여 관측

함. 형광 세기는 ND 필터로 제어되며 낮은 값을 가질수록 형광이 강해짐. 

Ÿ 노출시간을 0.7 s 이상으로 했을 때는 NC membrane과 chromatography paper에서 종이 

자체의 형광이 발광되기 때문에 DNA 형광과 간섭을 일으키지 않은 0.6초의 노출 시간, ND 

값은 1인 조건을 설정하여 DNA 유동실험을 진행함.

그림 36. (a) DNA 유동 실험을 위한 종이 칩, 
(b) 다양한 test membrane에서의 DNA 유동 실험

Ÿ 유동실험에서는 그림 36.(a)와 같이 종이 칩을 디자인하고 이 종이 칩에 6.5 μM DNA 용액 

60 μL를 sample pad에 떨어뜨려 absorbent pad까지 형광이 도달하는 시간을 측정함.

Ÿ 그림 36.(b)에서와 같이 DNA가 absorbent pad까지 도달하는 시간은 Whatman 사의 NC 

membrane을 사용했을 때 약 80 초 정도로 가장 느리며 Whatman 사의 standard17을 사용

했을 때 약 10 초로 가장 빠름. 
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그림 37. 종이 칩에서의 유체의 거동 및 결과

Ÿ 또한, 종이 칩에서 유체의 거동이 DNA 거동과 비슷한지 알아보기 위해 그림 37과 같이 파

란색 잉크를 첨가한 buffer solution 60 μL를 sample pad에 떨어뜨려 유체가 absorbent 

pad까지 도달하는 시간을 측정함.

Ÿ 유체가 absorbent pad까지 도달하는 시간은 Whatman 사의 NC membrane을 사용했을 때 

약 71.9 초 정도로 가장 느리며 Whatman 사의 standard17을 사용했을 때 약 9.6 초로 가

장 빠름.

Ÿ 위 두 가지 실험을 통해 종이 칩에서 DNA와 DNA 용액의 거동에 큰 차이가 없다는 것을 알 

수 있음.

■ 고분자의 기능화에 따른 test membrane 선정

그림 38. 종이 구성섬유의 화학구조 (a) NC membrane, 
(b) chromatography paper, (c) glass fiber filter, conjugate pad 그리고 standard17

Ÿ 본 연구에서 사용할 test membrane을 선정하기 위해 유동실험 이외에도 종이 섬유에 형광

분자표지의 기능화 가능 여부를 살펴봐야 함. 

Ÿ 이에 종이의 구성섬유의 화학구조를 찾아보았으며 그림 38과 같음. 

Ÿ 제 2세부에서 종이에 형광분자표지 기능화를 위한 고분자를 종이표면에 기능화하는 과정에

는 종이의 하이드록실기(–OH)를 클로로아세트산(ClCH2CO2H)과 수산화나트륨(NaOH)를 

이용하여 카르복실기(–COOH)로 치환이 필요함. 

Ÿ 하지만 NC membrane은 구성 섬유가 nitrocellulose로 종이 표면이 –OH가 아닌 – ONO2로 

구성되어 (그림 38.(a)) 기능화가 불가능하여 후보군에서 제외함.

Ÿ Chromatography paper의 종이 구성 섬유는 cellulose (그림 38.(b)) 그리고 glass fiber 

filter, conjugate pad 그리고 standard17은 glass fiber (그림 38.(c))로 구성되어 있기 때문

에 고분자 기능화가 가능함.

Ÿ 또한, 고분자를 기능화하는 과정마다 종이 표면에 남은 화학물질을 제거하기 위해 washing 

과정이 있는데 chromatography paper는 washing 과정에서 종이가 형상을 유지하지 못하

기 때문에 test membrane 후보군에서 제외함. 

Ÿ 따라서, test membrane의 최종 후보군은 Whatman 사의 standard17과 glass fiber filter 

그리고 Millipore 사의 conjugate pad로 선정됨.

Ÿ 최종 test membrane은 차년도에서 선정할 예정이며 최종 후보군 종이 표면에 형광 분자 

표지를 기능화한 후, DNA를 떨어뜨려 각 종이에서 발현되는 형광 및 형광의 분포, 반응성 

등을 판단하여 최종 선정할 예정임. 
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③ 상용 전처리 추출기술을 활용한 물리적 전처리 방법 연구

■ 상용화 전처리 제품 조사 그리고 전처리 기기 및 시료 선정

그림 39. 상용화 전처리 제품 및 시료 전처리 원리

Ÿ 본 연구에서는 상용화된 전처리 제품을 이용하여 시료들을 물리적으로 전처리하였을 때 

DNA가 추출되는지 여부를 확인하고자 함. 

Ÿ 상용화 되어있는 전처리 제품에는 그림 39와 같이 bead를 이용하여 시료를 물리적으로 파

쇄하여 전처리하는 bead homogenizer, 고압을 이용하여 시료를 분쇄하는 high pressure 

homogenizer, 초음파를 이용하여 시료를 분쇄하는 tip sonicator 그리고 시료를 bag에 넣고 

철판으로 강하게 때려 시료를 분쇄하는 bag mixer 등이 있음. 

Ÿ Bead homogenizer와 high pressure homogenizer는 장비 가격이 너무 높아 접근성이 낮기 

때문에 tip sonicator과 bag mixer를 이용한 전처리 실험을 진행함.

Ÿ 전처리에 사용할 시료는 일반적으로 구제역 바이러스와 조류 인플루엔자 바이러스를 검출

할 때 쓰이는 조직시료와 바이러스가 전파되는 경로 중 하나인 사료를 선정함. 

■ 선정된 전처리 기기와 시료를 이용한 물리적 전처리

그림 40. Tip sonicator와 bagmixer를 이용한 전처리 과정

Ÿ Tip sonicator와 bag mixer를 사용하여 사료시료를 전처리하는 과정은 그림 40과 같음. 

Ÿ 사료시료를 tip sonicator과 bag mixer로 분쇄하고 원심분리기와 주사기 필터로 용액에 남
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아있는 부유물을 제거함.

Ÿ 물리적 전처리로 DNA가 추출되는지 여부를 판단하기 위해 6.5 μM DNA용액을 10 μL 떨어

뜨리고 말린 사료시료와 떨어뜨리지 않은 사료 시료 두 가지를 준비해 비교 분석함.

Ÿ 사료시료에서 추출된 DNA의 농도를 측정하기 위하여 DNA에만 염색되는 picogreen dye를 

사용하여 DNA를 염색하고 형광검출기를 이용하여 형광의 세기를 측정함.

그림 41. 사료시료의 물리적 전처리 결과

Ÿ 측정 결과는 그림 41과 같으며 사료시료를 물리적으로 전처리하면 DNA가 추출되며 주사기

필터를 사용하는 것과 원심분리기를 사용하는 것 사이에 차이가 없음을 알 수 있음.

그림 42. 조직시료의 물리적 전처리 결과

Ÿ 조직시료는 사료시료와 동일하게 6.5 μM DNA용액을 10 μL 떨어뜨리고 말린 조직시료와 

떨어뜨리지 않은 조직시료 두 가지를 준비하고 전처리를 진행하였음.

Ÿ 주사기필터를 사용하는 것과 원심분리기를 사용하는 것 사이에 차이가 없기 때문에 조직시

료의 경우 주사기필터만 사용하여 전처리용액을 여과하고 여과된 용액의 DNA 측정을 진행

하였고 결과는 그림 42와 같음.

Ÿ Tip sonicator와 bag mixer를 사용하여 사료시료와 조직시료를 물리적으로 전처리한 결과

가 크게 다르지 않아 추후 휴대성이 좋아 현장에서 사용 가능한 bag mixer와 주사기필터를 

사용하는 것이 좋음.
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④ 실험실에서 종이기반 기기를 평가할 수 있는 실시간 모니터링 시스템 개발

■ 형광 분자 표지(fluorescence molecular beacon)의 형광 발현 분포에 따른 test 

membrane 선정

Ÿ 고분자의 기능화 가능 여부와 고분자를 기능화하는 과정에서의 종이 평가를 통해 정한 test 

membrane의 최종 후보군은 Whatman 사의 standard 17과 glass fiber filter 그리고 

Millipore 사의 conjugate pad임.

그림 43. (a) Test membrane의 형광 분자 표지 기능화 방법 및 
(b) 각 후보군에서의 형광 분자 표지의 형광 발현 실험 결과

Ÿ 그림 43.(a)와 같이 고분자가 기능화된 종이의 한 부분을 5 μM 형광 분자 표지 용액에 넣어 

반응을 시켜 형광 분자 표지를 기능화하고 기능화한 종이에 0.5 μM target DNA 용액 50 μL

를 떨어뜨려서 형광의 발현 및 분포를 관찰함.

Ÿ 형광 분자 표지에 붙어있는 형광 나노재료는 56-FAM으로 파란색 파장대역 (495 nm)을 받

으면 초록색 파장대역 (520 nm)을 발광하는 특성을 갖고 있으므로 파란색 파장대역 

(480±30 nm)을 이용하여 초록색 파장대역 (535±45 nm)을 측정하는 FITC 형광 필터를 사

용함. 낮은 값을 가질수록 형광 세기가 강해지는 ND (neutral density) filter의 값은 1로 노

출 시간은 0.6 초로 설정하여 형광 발현 분포 실험을 진행하였으며 이를 형광 관찰용 현미

경을 이용하여 결과를 관찰함.

Ÿ 형광 발현 실험의 결과는 그림 43.(b)와 같으며 실험 결과와 같이 Whatman 사의 standard 

17에서는 형광 분자 표지가 기능화되지 않아 형광이 나타나지 않았으며 Millipore 사의 

conjugate pad와 Whatman 사의 glass fiber filter에서는 형광이 나타났으나 Millipore 사의 

conjugate pad에서의 형광 발현 분포가 가장 좋게 나타남. 

Ÿ 실험 결과에 따라 Millipore 사의 conjugate pad를 test membrane으로 선정함.

■ 종이 기반 미세유체 소자에서 capture/control region의 제작을 위한 시스템 구축

그림 44. 바이러스 핵산으로 인한 test membrane에서의 형광 발현

Ÿ 그림 44와 같이 test membrane에서 형광 분자 표지를 기능화한 특정 부분에서만 바이러스 
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핵산의 유무에 따라 형광이 발현되어야 함. 따라서, test membrane의 특정 부분에만 형광 

분자 표지를 기능화하기 위한 실험을 진행함.

그림 45. (a) 집게 클립을 이용한 형광 분자 표지 기능화 방법, 
(b) 형광 분자 표지가 기능화된 종이 그리고 (c) target DNA를 종이에 흘려준 결과

Ÿ 그림 45.(a)와 같이 집게 클립을 이용하여 고분자가 기능화된 test membrane의 양 끝단을 

고정하고 test membrane에서 형광 분자 표지를 기능화하고자 하는 부분만 5 μM 형광 분자 

표지 용액에 닿게하여 형광 분자 표지의 기능화를 진행하였으며 기능화를 완료한 종이는 그

림 45.(b)와 같음.

Ÿ 그림 45.(b)와 같이 특정 부분에 형광 분자 표지를 기능화한 종이에 0.5 μM target DNA 용

액 50 μL를 떨어뜨려주고 형광의 발현을 관찰하여 형광 분자 표지가 종이에 잘 기능화 되었

는지를 확인함. 

Ÿ 관찰 결과는 그림 45.(c)와 같으며 그림과 같이 형광의 세기가 약할 뿐만 아니라 형광의 분

포가 매우 낮다는 것을 통해 집게 클립을 이용하여 형광 분자 표지를 종이에 기능화하는 방

법은 적합하지 않다는 결과를 얻음.

그림 46. Dispensing system (a) Biodot 사의 ZX1010 dispense platform, 
(b) ClaremontBio 사의 automated lateral flow reagent dispenser 그리고 

(c) Capture 및 control region 제작을 위해 구축한 dispensing system

Ÿ 이를 해결하기 위해 상용화되어있는 제품을 조사하였으며 그림 46.(a)와 같이 주사기 바늘

이 고정되어 있고 종이를 고정한 판이 움직이면서 line을 그려주는 Biodot 사의 ZX1010 
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dispense platform과 반대로 그림 46.(b)와 같이 종이를 고정한 판은 고정되고 주사기 바늘

이 움직이면서 line을 그려주는 ClaremontBio 사의 automated lateral flow reagent 

dispenser 제품을 참고하여 형광 분자 표지를 line으로 그려주기 위한 dispensing system을 

제작함.

Ÿ 주사기 펌프와 linear motor를 이용하여 그림 46.(c)와 같이 linear motor 위의 판에 종이를 

고정하고 이 판이 움직임에 따라 line을 그려줄 수 있는 dispensing system을 구축함. 해당 

시스템을 이용하여 test membrane에 capture region 및 control region을 제작함.

그림 47. Dispensing system에서 유체 주입률 및 그려준 횟수에 따른 line 형성 결과

Ÿ 구축한 dispensing system에서 linear motor의 판이 움직이는 속도는 150 mm/min으로 고

정되어 있기 때문에 빨간색 잉크가 섞인 DI water를 1 mL 주사기에 넣고 주사기 펌프의 유

체 주입률을 바꿔가며 test membrane에 line을 그려주는 조건을 설정하기 위한 실험을 진

행함.

Ÿ 조건을 설정하기 위한 실험은 주사기 펌프의 유체 주입률에 따른 선의 두께 변화 및 같은 

위치에 한 시간 간격으로 line을 중복으로 그려줌에 따른 색깔 변화를 관찰하는 실험으로 실

험 결과는 그림 47과 같음.

Ÿ 그림 47과 같이 주사기 펌프의 유체 주입률이 10, 20 그리고 30 μL/min 일 때, 그려진 line

의 두께는 각각 약 2.5, 3.5 그리고 5 mm이며 한 시간 간격으로 line을 중복으로 그렸을 

때 색깔이 진해지며 line의 두께에는 변화가 없다는 결과를 도출함으로써 test membrane에 

line을 제작하는 데에 주사기 펌프의 유체 주입률을 20 μL/min으로 설정함.

그림 48. 자외선 발광기를 이용한 종이 위의 형광 분자 표지 기능화 확인 실험 결과

Ÿ 5 μM 형광 분자 표지 용액을 넣은 주사기와 설정한 조건으로 맞춘 dispensing system을 

이용하여 크기가 1 cm × 1.3 cm인 고분자가 기능화된 test membrane의 중간 부분에 2, 

4, 6, 8, 10 그리고 12 번 중복으로 line을 그려주고 해당 종이에 5 μM target DNA 용액 

50 μL를 떨어뜨리고 자외선 발광기를 이용하여 형광 분자 표지가 잘 기능화 되었는지를 확
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인함.

Ÿ 자외선 발광기를 이용하여 확인한 결과는 그림 48과 같으며 target DNA 용액을 떨어뜨리고 

5 분 후와 10 분 후를 확인해주었을 때에 test membrane의 가운데 부분에만 형광이 발현되

는 결과를 확인함으로써 구축한 dispensing system을 이용하여 test membrane의 특정 부

분에 형광 분자 표지를 기능화 할 수 있다는 것을 확인함.

Ÿ 또한, 그림 48을 통해서 5 μM 형광 분자 표지 용액을 2 번 그리고 4 번 중복으로 그려주었

을 때의 형광의 세기가 6 번 중복으로 그려주었을 때에 비해 비교적 약하고 6 번 이상 중복

으로 그려주었을 때는 line에서의 형광의 세기가 비슷하게 나타남.

■ 제작한 형광 분자 표지의 모니터링을 위한 형광 관찰용 현미경 조건 설정

Ÿ 형광 분자 표지를 기능화하는 방법이 고분자가 기능화된 종이를 형광 분자 표지 용액에 담

궈서 기능화를 하는 방법에서 dispensing system을 이용하여 그려주는 방식으로 변경됨으

로써 형광 관찰용 현미경을 통해 형광 분자 표지를 모니터링하는 조건 역시 변경해야함. 

Ÿ 이를 위해 형광 분자 표지를 기능화한 종이에 5 μM target DNA 용액을 떨어뜨려 반응시키

고 현미경의 프로그램 내부의 노출 시간, 형광 현미경의 ND filter 그리고 대물렌즈를 바꿔가

면서 형광 모니터링에 있어 최적의 조건을 설정함.

그림 49. 노출 시간 변화에 따른 형광 관찰 결과

Ÿ 대물렌즈를 2배 렌즈를 사용하고 ND filter의 값을 1로 설정한 후, 5 μM target DNA 용액을 

떨어뜨리고 노출 시간을 0.1 초에서 2.0 초까지 변경하면서 형광의 발현 정도를 관찰한 결

과는 그림 49와 같으며 그림과 같이 노출 시간을 2.0 초로 설정했을 때에 형광이 잘 관찰된

다는 것을 알 수 있음.
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그림 50. 대물렌즈의 배율 및 ND filter 값의 변화에 따른 형광 관찰 결과

Ÿ 노출 시간을 2.0 초로 고정하고 대물렌즈의 배율과 ND filter의 값을 변경하며 관찰되는 형

광의 세기를 비교하였으며 그림 50과 같이 대물렌즈의 배율이 4배일 때에 관찰되는 형광의 

세기가 가장 강하고 ND filter의 값이 감소함에 따라 형광의 세기가 감소하는 경향을 보임.

Ÿ 형광 분자 표지의 모니터링을 위해서는 형광의 세기 변화에 민감할 뿐만 아니라 종이를 비

교적 넓은 범위에서 관찰할 필요가 있음. 이러한 이유로 형광을 모니터링하는 조건은 대물

렌즈는 4배 렌즈, ND filter의 값은 1 그리고 노출 시간은 2.0 초로 설정함.

⑤ 구제역과 조류독감 바이러스 검지 lateral flow sheet의 원천 기술 확보 및 발광에 따른 검지 

메커니즘 연구

■ 종이 상의 형광 분자 표지 기능화 조건 최적화

그림 51. 형광 분자 표지를 그려준 중복 횟수에 따른 형광 분자 표지의 거동

Ÿ 종이의 기능화된 고분자의 수는 한정되어있기 때문에 형광 분자 표지를 과량으로 그려준 종

이에 target DNA 용액을 흘려주면 고분자에 반응하지 못한 여분의 형광 분자 표지의 형광이 

용액을 흘려준 반대편에 나타날 수 있음.

Ÿ 이를 확인해주기 위해 고분자가 기능화된 종이의 중간 부분에 2, 4, 6, 8 번 중복으로 형광 

분자 표지를 그려주고 한 쪽에서 5 μM target DNA 용액을 떨어뜨려 흘려주고 형광 발현을 

관찰함으로써 형광 분자 표지를 그려주는 횟수를 최적화하고자 함.

Ÿ 그림 51과 같이 형광 분자 표지를 2, 4 번 중복으로 그려준 경우에는 용액을 떨어뜨린 반대

편에서 형광이 나타나지 않았으나 6, 8 번 중복으로 그려준 경우에는 용액을 떨어뜨린 반대

편에서 형광이 나타난다는 결과를 얻음으로써 최적의 형광 분자 표지를 그려주는 횟수는 4 

번으로 이후 형광 분자 표지를 이용하여 test membrane에 capture/control region을 제작 

시, 4 번 중복으로 그려주는 것으로 결정함.
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그림 52. (a) 형광 분자 표지의 구조 및 (b) CNT@DNA의 구조

Ÿ 형광 분자 표지의 구조는 그림 52.(a)와 같으며 시간이 지남에 따라 형광 분자 표지의 stem

이 열려 형광이 발현된다는 문제점을 가지고 있기 때문에 이에 대한 문제점으로 인해 바이

러스 검지를 위한 다른 물질도 병행해서 평가하고 각 물질의 평가 결과에 따라 최종적으로 

바이러스 검출을 위해 사용하는 물질을 선정하고자 함.

Ÿ 그림 52.(b)와 같이 탄소 나노 튜브(Carbon nanotube, CNT)에 형광 나노재료가 붙어있는 

DNA를 감은 물질(CNT@DNA)을 이용하여 바이러스를 검출하기 위한 실험을 진행하였으며 

형광 나노재료가 붙어 있는 DNA의 구조에서 반은 target RNA와 결합할 수 있는 염기서열로 

설계되어있으며 나머지 반은 CNT와 붙어있을 수 있게 해주는 염기서열로 설계되어있음. 또

한, DNA에 붙은 형광 나노재료는 DNA가 CNT에 감김에 따라 CNT와 접촉하게 되고 이로 

인해 소광상태로 존재하게 됨.

■ CNT@DNA의 형광 발현 모니터링을 위한 형광 관찰용 현미경 조건 설정

Ÿ 기존의 형광 분자 표지와는 다른 CNT@DNA의 형광 발현을 모니터링을 진행해야하기 때문

에 형광 관찰용 현미경 조건을 변경하고자 함. 이를 위해 화학적 처리가 되지 않은 test 

membrane에 CNT@DNA를 2번에서 12번까지 중복해서 line으로 그려주고 난 후 target 

DNA 용액을 종이에 떨어뜨리고 대물렌즈의 배율을 변경하며 형광을 관찰함.

그림 53. CNT@DNA를 중복으로 그려준 횟수, ND filter 그리고 대물렌즈 배율에 따른 형광 
관찰 결과 (a) 대물렌즈: 2배 렌즈 및 (b) 대물렌즈: 4배 렌즈

Ÿ Test membrane에 line을 중복으로 그려주고 형광 관찰용 현미경을 이용하여 관찰한 결과는 

그림 53과 같으며 종이 위의 CNT@DNA 자체의 형광이 나타난다는 것을 알 수 있으며 대물
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렌즈 배율을 4배로 설정하고 형광을 관찰했을 때보다 2배로 설정하고 관찰했을 때에 

CNT@DNA 자체의 형광이 덜 관찰되는 것을 확인함. 

Ÿ 그림 53과 같이 종이 위의 CNT@DNA가 target DNA와 반응한 이후를 형광 관찰용 현미경

을 통해 관찰했으며 대물렌즈의 배율이 2배에서는 CNT@DNA가 중복으로 8번 그려준 이후

부터는 형광의 세기가 비슷하다는 결과를 확인함. 

Ÿ 이러한 결과를 바탕으로 CNT@DNA의 형광 발현 모니터링을 하는데 있어서 2배 렌즈로 관

찰하는 것으로 결정하였으며 종이 위에 CNT@DNA를 중복으로 그려주는 횟수를 8번으로 

선정함.

■ 종이 상에서의 CNT@DNA의 형광 발현 거동 및 메커니즘 확인

Ÿ CNT@DNA를 사용하여 line을 만들어주었을 때에 test membrane에서 따로 고정화하지 않

았기 때문에 CNT@DNA가 잘 고정화되었는지 여부를 확인하고 종이 위에서의 CNT@DNA 

자체의 형광이 관찰되기 때문에 target DNA 외의 용액을 흘려 형광이 target DNA를 흘려주

었을 때만 관찰되는지 여부를 확인함.

그림 54. CNT@DNA가 그려진 test membrane에 용액을 떨어린 후, 
시간에 따른 line에서의 형광 변화와 종이 전체에서의 형광을 관찰한 결과 

(a) DI water 및 (b) 5 μM target DNA

Ÿ 그림 54.(b)과 같이 5 μM target DNA 100 μL를 흘려주었을 때에 형광이 강하게 나타나지

만 그림 54.(a)와 같이 DI water를 흘려주었을 때도 형광이 나타난다는 결과를 확인했으며 

유체를 흘려주고 종이 전체에서의 형광의 발현 여부를 관찰한 결과 line에서만 형광이 발현

되어야 함. 하지만, 유체를 떨어뜨린 반대 방향에서 형광이 발현되는 결과를 확인했고 해당 

결과는 CNT@DNA가 test membrane에 고정화되지 않았다는 것을 의미함. 

Ÿ Target DNA 용액이 아닌 DI water를 흘려주었을 때에도 형광이 발현되는 문제와 

CNT@DNA가 고정화되지 않았다는 문제점을 확인할 수 있었으며 이 두 문제점에 대한 원인

을 분석함으로써 CNT@DNA가 target DNA를 만났을 때만 반응하게 하는 방법과 

CNT@DNA를 종이에 고정화하는 방법을 고안하고자 함.
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그림 55. CNT@DNA와 test membrane의 친화력 확인 (a) 실험 및 (b) 결과

Ÿ 먼저, CNT@DNA가 DI water를 흘려주었을 때도 형광이 발현되는 원인으로 CNT@DNA의 

DNA가 CNT보다 test membrane인 glass fiber에 높은 친화력을 갖고 있기 때문에 형광이 

발현된다는 것을 판단하고 이를 증명하기 위해 그림 55.(a)와 같이 플라스틱으로 만들어진 

페트리 디쉬에 CNT@DNA 용액을 떨어뜨리고 CNT@DNA 용액의 형광을 관찰한 후 test 

membrane 조각을 떨어뜨려 형광의 발현 여부를 관찰함.

Ÿ 그림 55.(b)와 같이 CNT@DNA 자체에서는 형광이 나타나지 않았지만 test membrane의 

조각을 떨어뜨렸을 때에 test membrane 조각에서 형광이 나타난다는 결과를 얻을 수 있었

으며 CNT@DNA의 DNA가 CNT보다 test membrane인 glass fiber에 높은 친화력을 갖고 

있기 때문에 DI water를 흘려주었을 때도 형광이 발현된다는 것을 확인할 수 있었음.

그림 56. Test membrane 상의 CNT@DNA 형광 발현 메커니즘

Ÿ 이러한 메커니즘은 그림 56과 같으며 해당 메커니즘을 통해서 그림 54에서 도출된 결과에 

대한 설명이 가능함. 

Ÿ CNT@DNA가 종이에 그려졌을 때는 그림 56과 같이 DNA의 인산 부분이 glass fiber의 OH

와 반응하여 수소결합을 형성하기 때문에 종이 위에서 CNT@DNA 자체의 형광이 조금 발현

되게 되는데 여기에 DI water를 흘려주면 그림 54.(a)와 같이 형광이 약하게 나타나게 되며 

target DNA를 흘려주면 그림 54.(b)와 같이 형광이 강하게 나타나게 됨.

■ CNT@DNA를 종이에 고정화하는 방법 고안

Ÿ 그림 54.(b)에서 CNT@DNA로 만든 line에서만 발현되어야하는 형광이 유체를 흘려준 반대

편에서 발현되는 문제를 발견하였고 이를 해결하기 위해 종이에 CNT@DNA를 고정화하는 

방법을 고안하게 됨.
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그림 57. 마그네슘 이온을 이용하여 (a) CNT에 DNA를 고정화하는 방법 및 
(b) glass fiber에 DNA를 고정화하는 방법

Ÿ 그림 57.(a)와 같이 Das, Maumita, et al.("Electrophoretically fabricated core-shell 

CNT-DNA biowires for biosensing." Journal of Materials Chemistry 22.6 (2012): 

2727-2732)에서는 카르복실기가 기능화된 CNT에 DNA의 인산 부분을 마그네슘 이온으로 

biowire를 형성함으로써 CNT에 DNA를 고정화하는 연구를 진행했음.

Ÿ 해당 논문을 참고하여 그림 57.(b)와 같이 glass fiber로 이루어진 test membrane 표면의 

하이드록시기를 카르복실기로 치환하고 MgCl2를 1 차적으로 그려준 후 CNT@DNA를 그려

줌으로써 CNT@DNA를 종이에 고정화하고자 함.

Ÿ Test membrane을 카르복실기로 치환하여 실험을 진행하기 전에 마그네슘 이온을 이용하

여 카르복실기로 치환하지 않은 test membrane에 CNT@DNA를 고정화가 가능한지 여부를 

알아보기 위한 실험을 진행함.

그림 58. Test membrane에 MgCl2 처리하고 CNT@DNA를 그린 종이에 
용액을 흘려 CNT@DNA의 고정 가능 여부 확인 실험 결과 

(a) DI water, (b) 5 μM traget DNA 그리고 (c) 5 μM traget DNA with 10 mM MgCl2

Ÿ Test membrane에 MgCl2 처리하고 CNT@DNA를 그린 종이에 DI water, 5 μM traget DNA 

그리고 10 mM MgCl2와 함께 5 μM traget DNA 용액을 각각 흘려준 결과는 그림 58과 같으

며 그림 58.(a)와 58.(b)를 통해서 CNT@DNA를 그린 종이에 DI water와 5 μM traget DNA 

용액을 흘려줬을 때의 발현되는 형광의 세기가 비슷하다는 것을 알 수 있음.

Ÿ 10 mM MgCl2와 함께 5 μM traget DNA 용액을 흘려준 결과는 그림 58.(c)와 같으며 형광

이 다른 용액을 흘려주었을 때보다 더 강하게 나타난다는 것을 확인함.
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그림 59. MgCl2 처리된 CNT@DNA의 형광 발현 메커니즘

Ÿ 이는 그림 59와 같이 마그네슘 이온이 처리된 부분에 CNT@DNA가 안정적인 형태로 존재

하고 있는데 CNT@DNA의 전기적 성질은 음 전하를 띄고 있음. 이때 target DNA만 흘려주

게 되면 CNT@DNA와 target DNA 사이에 전기적 척력이 작용하게 되어 반응하지 못하게 

되어 그림 58.(a)와 58.(b)와 같은 결과가 나타남. 

Ÿ 하지만, 10 mM MgCl2와 함께 5 μM traget DNA를 흘려주면 마그네슘 이온이 target DNA

의 음 전하를 스크리닝하게 되면서 target DNA가 CNT@DNA 반응을 할 수 있게 됨으로써 

그림 58.(c)와 같은 결과가 나타남. 

Ÿ 해당 실험을 통해서 카르복실기로 치환하지 않은 test membrane에 CNT@DNA를 고정화하

는 것은 불가능하다는 결론을 도출함.

그림 60. 카르복시기로 치환된 Test membrane에 MgCl2 처리하고 CNT@DNA를 
그린 종이에 용액을 흘려 CNT@DNA의 고정 가능 여부 확인 실험 결과

(a) DI water, (b) 5 μM traget DNA 그리고 (c) 5 μM traget DNA with 10 mM MgCl2

Ÿ Test membrane 표면의 하이드록시기를 카르복실기로 치환하고 MgCl2를 1차적으로 그려준 

후 CNT@DNA를 그려주고 DI water, 5 μM traget DNA 그리고 10 mM MgCl2와 함께 5 μM 

traget DNA 용액을 각각 흘려주어 CNT@DNA의 형광 발현과 고정화 여부를 관찰하였으며 

결과는 그림 60과 같음.

Ÿ 그림 60과 같이 용액을 흘려주기 전에도 CNT@DNA에서의 형광이 관찰되지 않았을 뿐만 

아니라 용액을 흘려주었을 때도 형광이 관찰되지 않았는데 이는 그림 57.(b)와 같이 

CNT@DNA가 완전히 안정적인 상태로 붙어있게 되어 어떤 물질이 흘러와도 반응할 수 없는 

상태가 되었음을 알 수 있음.
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Ÿ 이를 통해 CNT@DNA는 종이 칩에서 바이러스 RNA를 검출하는 물질로 사용하기에 어려울 

것이라고 판단을 내렸으며 바이러스 RNA를 검출하는 물질은 형광 분자 표지를 사용하는 것

으로 결정함.

■ 형광 분자 표지의 발광 메커니즘 및 검지 한계 확인

그림 61. 종이 상에서 형광 분자 표지의 형광 발현 결과
(a) 5 μM traget DNA 그리고 (b) 5 μM traget DNA with 10 mM MgCl2

Ÿ 형광 분자 표지가 기능화된 종이에 5 μM target DNA 그리고 10 mM MgCl2와 함께 5 μM 

traget DNA 용액을 각각 흘려주고 형광 발현 여부를 관찰하였으며 이에 대한 결과는 그림 

61과 같음.

Ÿ 그림 61.(a)와 같이 5 μM traget DNA 용액을 흘려주었을 때에 형광이 발현되지 않는다는 

것을 통해서 형광 분자 표지가 음전하를 띄고 있으며 target DNA만 흘려주게 되면 형광 분

자 표지와 target DNA 사이에 전기적 척력이 작용하게 되어 반응을 잘하지 못하게 된다는 

것을 확인함.

Ÿ 반면, 그림 61.(b)와 같이 10 mM MgCl2와 함께 5 μM traget DNA를 흘려주면 마그네슘 이

온이 target DNA의 음 전하를 스크리닝하게 되면서 target DNA가 형광 분자 표지와 반응을 

할 수 있게 된다는 발광 메커니즘과 형광 분자 표지는 종이에 기능화가 된 이후 흘러가지 

않는다는 결과를 확인함.
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그림 62. DNA 농도에 따른 형광 분자 표지의 형광 발현 결과
(a) 5 μM traget DNA with 10 mM MgCl2, (b) 50 nM traget DNA with 10 mM MgCl2 그리고 

(c) 0.5 nM traget DNA with 10 mM MgCl2 

Ÿ 직사각형 형상인 test membrane에서의 형광 분자 표지의 검지 한계를 확인하고자 5 μM, 

50 nM 그리고 0.5 nM target DNA를 종이에 흘려주었고 target DNA 농도에 따른 형광 발현 

결과는 그림 62과 같음.

Ÿ 그림 62와 같이 5 μM target DNA를 떨어뜨렸을 때는 시간이 갈수록 형광 분자 표지의 형광

이 강하게 발현되는 반면 용액의 농도가 낮아지면 낮아질수록 발현되는 형광의 세기가 약해

진다는 것을 확인함. 

Ÿ 0.5 nM target DNA를 떨어뜨렸을 때는 형광이 거의 나타나지 않는다는 결과를 툥해서 직사

각형 형태의 test membrane에서 형광 분자 표지의 검지 한계는 0.5 nM로 확인함.

■ 검지 한계를 향상시키기 위한 test membrane 디자인 및 검지 한계 확인

그림 63. 형광 분자 표지의 검지 한계를 향상시키기 위한 test membrane 설계

Ÿ 기존의 직사각형 모양의 test membrane에서는 형광 분자 표지의 검지 한계가 낮지 않았기 

때문에 이를 향상시키기 위해 그림 63과 같은 형태로 test membrane을 설계하였으며 이를 

레이저 커터로 제작함.

Ÿ 디자인한 test membrane에서 target DNA가 넓은 채널에서 좁은 채널로 이동하게 되는데 

좁은 채널에 형광 분자 표지가 기능화되어 있기 때문에 target DNA가 단위 면적 당 형광 분

자 표지와 접하게 되는 개수가 많아지게 되며 이는 target DNA를 농축하여 흘려주는 것과 
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같은 효과를 나타낼 수 있음.

Ÿ 디자인한 test membrane에서의 형광 분자 표지의 검지 한계를 측정하는 실험은 남은 연구

기간에 진행할 예정임. 

⑥ 구제역과 조류독감 바이러스 감염 여부 및 아종 바이러스 구별을 위한 lateral flow sheet 

검출기기 개발

■ 형광 분자 표지의 기능화 방법 개선

그림 64. 형광 분자 표지를 종이 표면에 기능화시키는 방법에 따른 형광 발현 결과
(a) 기존 방법으로 형광 분자 표지를 기능화한 종이 및 

(b) 수정된 방법으로 형광 분자 표지를 기능화한 종이의 실험 결과

Ÿ 기존 형광 분자 표지가 기능화된 종이를 이용해 실험을 진행한 결과, 그림 64.(a)와 같이 

target DNA를 흘려주기 전에 형광 분자 표지를 그려준 부분에서 형광이 강하게 나타나고, 

10 mM MgCl2와 함께 5 μM target DNA를 흘려주면 형광이 유체의 흐름에 따라 흘러가는 

것을 확인함. 

Ÿ 이는 형광 분자 표지가 종이상에서 안정적인 상태로 존재하지 않고 제대로 고정되지 않은 

것을 의마하며 형광 분자 표지를 종이에 기능화시키는 방법에 문제가 있음을 확인함.

Ÿ 형광 분자 표지를 종이 표면에 기능화하기 위해서 티올기를 포함하는 고분자인 

thiol-PEG-amine를 사용되었음. 그러나 형광 분자 표지의 티올기와 고분자의 티올기가 결

합하기 위해서는 촉매제인 요오드(I2)를 처리하는 추가적인 과정이 필요한데 그 과정이 생략

되었기 때문에 형광 분자 표지가 고분자와 제대로 결합하지 못한 것으로 판단됨.

Ÿ 이에 대해 제 2 세부 연구기관인 신소재공학부와 상의한 결과, 형광 분자 표지를 종이에 기

능화하는 방법을 수정하여 기존의 방법에서 고분자를 amine-PEG-maleimide로 변경함. 해

당 고분자를 이용하게 되면 고분자의 말레아미드(maleimide)와 형광 분자 표지의 티올기가 

pH 6.5~7.5 인 환경에서 자연스럽게 반응하기 때문에 추가적인 화학적 처리 없이 형광 분

자 표지를 종이에 기능화할 수 있음.

Ÿ 변경한 고분자를 이용해 형광 분자 표지를 기능화한 종이에 10 mM MgCl2와 함께 5 μM 

target DNA를 흘려준 결과, 그림 64.(b)와 같이 형광 분자 표지를 그려준 부분의 형광이 감

소하고 DNA를 흘려주었을 때에 형광 분자 표지가 흐르지 않는 것을 확인함으로써 수정된 

형광 분자 표지의 기능화 방법을 사용했을 때에 형광 분자 표지가 안정적으로 기능화되었다

는 것을 확인함.

■ Avidin을 이용한 형광 분자 표지 기능화

Ÿ 고분자를 종이 표면에 기능화하는 방법은 EDC-NHS 반응을 거쳐야 하는데 해당 반응을 하

는데 있어서 오랜 시간이 소요된다는 단점이 존재함. 그 과정이 비교적 번거롭기 때문에 제 

2 세부 연구기관에서 종이에 물리적인 처리를 통해 고분자 기능화 과정을 제시하였으며 해

당 방법에 대해 평가를 진행함.

Ÿ 제 2 세부 연구기관에서 제시한 방법은 다음과 같음. Avidin과 BSA-biotin-avidin 분자를 각
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각 사용하여 고분자인 biotin-PEG-maleimide를 기능화하고 여기에 형광 분자 표지를 기능

화하고자 함. 

그림 65. 종이에 형광 분자 표지 기능화 성능 평가 결과
(a) Avidin 그리고 (b) BSA-biotin-avidin

Ÿ DNA를 흘려주어 형광의 거동을 확인함으로써 avidin 및 BSA-biotin-avidin을 이용한 두 가

지 고분자 기능화 방법을 평가하였으며 결과는 그림 65와 같음. 만약, 기능화가 잘 되었다

면 형광이 발현될 때, 선으로 나타나고 흘러가지 않고 기능화가 잘 되지 않았다면 형광이 

흘러가는 결과가 관측됨.

Ÿ Avidin을 이용해 형광 분자 표지를 기능화한 종이에 10 mM MgCl2와 함께 5 μM target 

DNA를 흘려준 결과, 그림 65.(a)와 같이 형광이 흘러가는 것을 확인함, 또한, 

BSA-biotin-avidin을 이용해 형광 분자 표지를 기능화한 종이를 이용하여 동일한 실험을 진

행한 결과, 그림 65.(b)와 같이 형광이 흘러가는 것을 확인함. 

Ÿ 모든 경우 형광이 유체의 흐름에 따라 종이 끝까지 흘러간 것을 확인하였고, 이를 통해 

avidin 및 BSA-biotin-avidin을 이용해 종이 표면에 형광 분자 표지를 기능화하는 것은 적합

하지 않다고 판단함.

■ 형광 관찰 현미경을 이용한 lateral flow sheet에서의 적정 형광 분자 표지 농도 및 검지 한

계 확인
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그림 66. MgCl2의 농도에 따른 형광 분자 표지 반응성 결과

Ÿ 그림 64.(b)에서 보이는 것과 같이 형광 분자 표지 기능화 방법을 개선함으로 형광 분자 표

지가 안정적으로 종이 표면에 기능함. 하지만, 형광 분자 표지가 안정적인 상태로 기능화됨

에 따라 형광 분자 표지와 DNA의 반응성을 향상시켜주기 위해 사용되었던 10 mM MgCl2의 

효과가 나타나지 않는 것을 확인함.

Ÿ 따라서, 형광 분자 표지의 반응성을 향상시키기 위하여 MgCl2의 적정 농도를 찾는 것이 필

요하다고 판단되었으며 적정 농도를 찾기 위해 아래와 같은 실험을 진행함. 형광 분자 표지

를 20 μM의 고농도로 고정시키고 음전하 스크리닝 역할을 해주는 MgCl2 농도를 높여가며 

2.5 μM target DNA와 섞어 형광 실험을 진행해 최고의 반응성을 갖게 하는 최적의 MgCl2 

농도를 찾아봄.

Ÿ 형광 실험 결과, 그림 66과 같이 target DNA의 농도가 모두 같을 때 MgCl2의 농도가 500 

mM 이상인 경우에 형광 분자 표지의 형광 세기가 수렴하는 것을 확인하였으며 이 이상 높

은 농도를 사용하는 것은 불필요하다고 판단함. 따라서, 500 mM를 최적의 MgCl2 농도로 

결정함.

그림 67. 종이에 기능화하는 고분자의 농도에 따른 형광 분자 표지 반응성 결과
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Ÿ 기존 실험에서는 종이에 고분자를 기능화할 때 10 μM 농도를 사용하였지만, 고분자의 농도

에 따라 형광 분자 표지의 반응성이 다르기 때문에 최적의 반응성을 보여주는 고분자 농도

를 찾기 위한 실험을 진행하였으며 결과는 그림 67과 같음.

Ÿ 형광 분자 표지의 농도는 0.5 μM로 고정시킨 뒤 종이 기능화해주는 고분자의 농도를 변경

하면서 형광 실험을 진행한 결과, 고농도의 target DNA를 떨어뜨린 경우에 모든 종이에서 

형광이 잘 발현되었음.

Ÿ 하지만, 저농도의 target DNA를 떨어뜨려 형광 세기를 비교해 본 결과, 고분자의 농도가 10 

nM일 때 형광 분자 표지의 형광이 가장 밝은 것을 확인함. 따라서, 10 nM를 종이에 기능화

하는 적정 고분자 농도로 결정함.

그림 68. 형광 분자 표지 농도에 따른 형광 분자 표지 반응성 결과

Ÿ 형광 분자 표지가 농도가 높으면 용액을 흘려줌에 따라서 형광이 흘러가는 문제가 발생하여 

이를 해결하기 위해 종이에 그려주는 형광 분자 표지의 농도를 최적화하고자 하였으며 최적

화를 위한 실험 결과는 그림 68과 같고 실험 조건은 아래와 같음. 앞서 결정한 10 nM의 고

분자가 기능화된 종이에 그려주는 형광 분자 표지의 농도를 변경하였고 여기에 500 mM 

MgCl2가 섞인 2.5 μM DNA를 흘려주고 형광의 거동을 확인함으로써 최적의 형광 분자 표지 

농도를 선정함.

Ÿ 형광 실험 결과, 그림 68과 같이 test line에 그려준 형광 분자 표지의 농도가 0.5, 1, 2 μM 

일 때 모두 형광이 잘 관측되는 것을 확인함. 하지만, 1 그리고 2 μM의 형광 분자 표지가 

기능화된 종이에서는 형광이 흐르는 것을 확인함. 이는 종이에 기능화될 수 있는 형광 분자 

표지의 최대양보다 과량을 그려주었기 때문으로 판단됨. 

Ÿ 0.5 μM 형광 분자 표지가 기능화된 종이에 target DNA를 흘려주었을 때는 형광이 흐르지 

않는 것을 확인함으로써 0.5 μM을 종이에 그려주는 최적의 형광 분자 표지의 농도로 결정

함.
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그림 69. 형광 분자 표지의 selectivity 확인 실험 결과

Ÿ 실험에서 사용하는 형광 분자 표지가 target으로 하는 DNA 이외에 다른 서열을 갖는 DNA

에도 반응하는지, 즉 형광 분자 표지의 selectivity를 확인하기 위해 target DNA와 target 

DNA의 서열을 포함하지 않은 random DNA를 이용해 형광 실험을 진행하였으며 결과는 그

림 69와 같음.

Ÿ 그림 69와 같이 target DNA를 흘려주었을 때 형광이 강하게 발현하는 것을 확인하였지만, 

random DNA를 흘려주었을 때는 형광이 전혀 발현하지 않는 것을 확인함으로써 종이상에

서 형광 분자 표지가 selectivity를 갖는 것을 확인함.

■ MPPC를 이용한 lateral flow sheet에서의 형광 발현 측정
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그림 70. (a) MPPC 실험 셋팅 모식도 및 (b) MPPC 형광 측정 결과
(Emission filter: 550 nm cut on filter, Excitation filter: 460~490 nm bandpass filter)

Ÿ 형광 현미경을 이용하여 lateral flow sheet에서 최적의 형광 분자 표지 농도, MgCl2 농도 

그리고 기능화하는 고분자 농도를 결정해 주었음. 하지만, 본 연구팀이 목표하는 저농도의 

target DNA를 검지하기에 형광 현미경의 형광 검지 능력이 부족하다고 판단하여 수 개의 광

자도 검지 할 수 있는 높은 민감도를 갖는 Multi-Pixel Photon Counter(MPPC)를 이용하여 

이후의 실험을 진행함.

Ÿ MPPC 실험 셋팅 모식도는 그림 70.(a)와 같고 MPPC를 이용한 형광 측정 메커니즘을 설명

하면 다음과 같음. 우선, LED에서 나온 빛 중 형광 분자 표지를 excitation 시킬 수 있는 빛
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만 통과할 수 있도록 excitation filter를 test sample 밑에 설치함. 빛에 의하여 excitation된 

형광 분자 표지가 특정 파장의 형광을(광자를) 모든 방향으로 방사하면 plano-convex lens

가 이 형광을(광자를) 한 점으로 모아 MPPC가 검지할 수 있는 형광을(광자를) 늘리고, 형광 

분자 표지에서 방사하는 특정 파장만 통과시킬 수 있는 emission filter를 MPPC 센서 바로 

앞에 설치하여 추가적인 신호를 제거함.

Ÿ 최종적으로 형광 분자 표지에서 방사하는 특정 파장의 형광이(광자가) MPPC를 통해 검지되

고, 이때 시료를 흘려주기 전과 흘려준 후의 형광 세기(광자 개수)의 차이로 바이러스 감염 

여부를 확인하며 그 단위는 count per second(cps)로 초당 감지된 광자 개수임. 

Ÿ 프로토 타입의 MPPC를 이용해 앞선 실험에서 정한 형광 분자 표지, MgCl2, 고분자 농도를 

이용해 실험을 진행하였고 그 결과는 그림 70.(b)와 같음. 그래프의 검정색 선은 시료를 흘

려주기 전 lateral flow sheet만 존재할 때의 형광 세기 결과이며 빨간색 선은 시료를 흘려주

었을 때의 형광 세기 결과임. 실험 결과, target DNA가 없는 DI water를 떨어뜨렸을 때가 

2.5 nM target DNA를 떨어뜨려 줬을 때보다 신호가 크게 나타나는 문제가 발생하였음.

Ÿ 실험 결과의 원인으로 판단되는 사항은 다음과 같음. 형광 분자 표지에 사용 중인 형광체는 

FAM dye로 최대로 발현하는 형광 파장은 520 nm이지만 프로토 타입 MPPC에서 사용하는 

emission filter는 550 nm cut on filter를 사용해 550 nm 이상의 파장만 통과시킬 수 있어 

형광 분자 표지에서 발현하는 형광을 검지하는데 적합하지 않음. 이를 해결하기 위하여 

emission filter를 변경하기로 함.

그림 71. Emission filter 교체 후 형광 측정 실험 결과
(Emission filter: 550 nm cut on filter ⟶ 512~557 nm bandpass filter)

Ÿ Emission filter를 550 nm cut on filter에서 FAM dye의 형광의 세기가 강한 파장대를 포함

하는 512~557 nm bandpass filter로 변경하여 실험을 진행하였으며 결과는 그림 71과 같

음.

Ÿ 형광 실험 결과, 그림 71과 같이 DI water를 떨어뜨렸을 때 관측되는 형광 세기가 25 nM 

target DNA를 떨어뜨렸을 때의 형광 세기보다 작게 관측되어 형광 분자 표지의 형광 발현 

여부를 알 수 있게 됨. 하지만, Emission filter를 교체하기 이전보다 검지되는 형광의 세기

가 현저하게 줄어든 문제가 발생함.
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Ÿ 이는, 현재 사용 중인 FAM dye가 최대로 excitation되는 파장은 495 nm이지만, 해당 실험

에서 사용된 excitation filter는 495 nm를 포함하지 않는 460~490 nm bandpass filter를 

사용하여 형광 분자 표지의 형광을 최대로 excitation 시킬 수 없음. 따라서, 495 nm의 빛을 

통과시킬 수 있는 excitation filter로 변경하여 실험을 진행하기로 함.

그림 72. Excitation filter 교체 후 형광 측정 실험 결과
(Excitation filter: 460~490 nm bandpass filter ⟶ 465~500 nm bandpass filter)

Ÿ Excitation filter를 460~490 nm bandpass filter에서 465~500 nm bandpass filter로 교체

하여 형광 실험을 진행한 결과는 그림 72와 같음. 그림 72와 같이 종이 자체의 형광과 DI 

water를 흘려주었을 때의 형광 세기는 동일하지만, target DNA를 흘려주었을 때는 형광이 

발현되어 검지되는 형광의 세기가 증가하는 것을 확인함.

Ÿ 앞선 두 실험을 통해 emission filter는 512~557 nm bandpass filter로, excitation filter는 

465~500 nm bandpass filter로 MPPC filter 조건을 결정함.
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그림 73. MPPC를 이용한 직사각형 모양의 lateral flow sheet 형광 측정 실험 결과

Ÿ 위 실험을 통해 결정된 MPPC 장비 셋업을 이용해 형광 분자 표지로 test line을 그린 직사

각형 종이의 형광 측정 실험을 진행하였으며 결과는 그림 73과 같음. 0.5 μM의 형광 분자 

표지를 그은 직사각형 모양의 lateral flow sheet가 충분히 젖을 수 있도록 150 μl의 시료를 

흘려 주고 형광 분자 표지가 target DNA와 충분히 반응할 수 있도록 10 분 간 형광을 관측

하였음.

Ÿ 500 mM MgCl2 그리고 500 mM MgCl2와 여러 농도의 target DNA를 섞은 시료를 이용해 

형광 실험을 진행한 결과, 그림 73과 같이 MgCl2 단독으로 흘려주었을 경우 형광 세기의 변

화가 없었고, target DNA를 흘려주었을 때 DNA 농도가 감소함에 따라 형광 세기 증가도 감

소하는 경향을 보임.

Ÿ Target DNA로 인해 증가하는 형광 세기를 통해 바이러스 감염 여부를 확인할 수 있을 정도

의 유의미한 데이터이기 위해서는 signal-to-noise ratio(S/N ratio)가 3보다 커야함. S/N 

ratio는 시료를 흘려주기 전과 후의 형광 세기 평균값의 차이를 시료를 흘려주기 전 형광의 

표준편차로 나누어준 값으로 그 식은 다음과 같음.

      
          

Ÿ Lateral flow sheet에 흘려주는 target DNA의 농도가 250 fM 일 때 S/N가 2.47로 3보다 작

아 유의미한 데이터라 볼 수 없으며, 2.5 pM 일 때 S/N ratio가 6.75로 3 이상이기 때문에 
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직사각형 lateral flow sheet의 검지 한계는 수 억개 수준으로 매우 높은 것을 확인함.

그림 74. MPPC를 이용한 모래시계 모양의 glass fiber chip 형광 실험 결과

Ÿ 형광 분자 표지의 검지 한계를 낮추기 위해 lateral flow sheet의 디자인을 직사각형에서 모

래시계 모양으로 변경하여 형광 실험을 진행한 결과는 그림 74와 같음. 그림 74와 같이 

target DNA의 농도가 25 fM일 때 S/N ratio가 3.23으로 검지 한계가 직사각형 모양의 

lateral flow sheet보다 약 100배 정도 개선된 것을 확인함.

Ÿ Lateral flow sheet를 이용한 실험 결과, lateral flow sheet의 디자인을 변경했을 때 검지 한

계가 기존보다 100 배 정도 개선되었지만 추가적으로 개선하는데 한계가 있고 낭비되는 시

료의 양도 많은 상황임. 이러한 단점을 보완하고 높은 민감도를 갖는 새로운 형태의 종이칩

의 필요성이 생김.

■ 높은 민감도를 갖는 종이칩 설계 및 제작
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그림 75. 높은 민감도를 갖는 종이칩 디자인

Ÿ Lateral flow sheet의 낮은 민감도로 인해 검지 한계를 개선하는데 한계가 있다고 판단되어 

높은 민감도를 갖을 수 있는 새로운 형태의 종이칩을 그림 75와 같이 설계함.

Ÿ 대부분의 종이는 친수성 물질로 구성되어 있는데 이를 화학적 처리를 이용하여 종이를 소수

성으로 만들고 소수성을 부분적으로 제거해주는 방법을 이용하여 소수성 종이를 부분적으로 

친수성으로 만들고 여기에 형광 분자 표지를 농축시킴으로써 높은 민감도를 갖게 설계함.

그림 76. 소수성 표면을 만들기 위한 화학적 처리 및 소수성의 제거 처리 결과 
(a) 유리 그리고 (b) glass fiber

Ÿ 유리와 glass fiber의 표면의 하이드록시기(-OH)가 존재하는 공통점을 가지고 있기 때문에 

유리와 glass fiber를 이용하여 설계한 칩을 제작하고자 하였음.

Ÿ 설계한 디자인과 같이 먼저 소수성 표면을 만들어주기 위한 방법으로는 silane을 표면에 코

팅하는 방법을 이용했음. Silane 용액과 표면을 동시에 데시케이터(desiccator)에 넣고 진공 

조건을 잡아주면 silane 분자가 증발하여 표면에 코팅이 되는데 이를 이용하여 표면에 silane

을 코팅함으로써 표면을 소수성으로 만들어줌. 소수성 표면을 제작한 후, O2 plasma를 이용

하여 표면의 소수성을 제거하고자 하였으며 이에 대한 테스트를 진행하였음.

Ÿ 소수성 표면을 만들기 위한 처리 및 소수성 제거 처리 결과는 그림 76과 같으며 그림에서 

볼 수 있듯이 유리와 glass fiber에 silane을 이용한 소수성 표면이 만들어졌다는 것과 silane을 
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이용하여 제작한 소수성 표면이 O2 plasma에 의해 잘 제거되었다는 것을 확인함.

그림 77. 유리 표면에 부분적 친수성 영역의 제작 및 실험 결과 
(a) 부분적 친수성 영역의 제작 방법 모식도, (b) 실제 제작을 위해 조립된 칩, 

(c) 형광 분자 표지가 농축된 유리 칩 그리고 (d) 유리 칩에서의 실험 결과

Ÿ 먼저, 다루기 쉬운 유리의 표면을 소수성으로 만들어주고 이를 그림 77.(a)와 같이 조립을 

하여 그림 77.(b)와 같이 만들고 여기서 구멍을 통해 O2 plasma 처리를 해주면 부분적으로 

친수성 표면이 만들어짐. 그리고 그림 77.(c)와 같이 유리의 친수성 부분에 형광 분자 표지를 

떨어뜨려 말려줌으로써 농축을 하였음. 

Ÿ 제작된 형광 분자 표지가 농축된 유리 칩에 MgCl2 500 mM을 떨어뜨려 형광 분자 표지가 

안정적으로 농축되었는지를 확인함. 실험 결과는 그림 77.(d)와 같으며 그래프에서 알 수 있

음. 형광 분자 표지의 형광이 target DNA 없이 발현되는 것을 통해 형광 분자 표지가 안정적

으로 농축되지 않았다는 것을 확인함. 

Ÿ 형광 분자 표지를 농축을 위해 부분적 친수성 영역을 같는 표면을 만들고 친수성 영역에 형

광 분자 표지를 농축하게 되면 형광 분자 표지가 coffee ring effect로 인해 그림 77.(c)와 같

이 친수성 표면과 소수성 표면의 경계로 몰리게 됨. 이때, 형광 분자 표지와 소수성 표면의 

silane이 만나게 되는데 여기서 화학적 반응을 통해 형광 분자 표지의 구조가 망가지는 것으로 

판단됨. 따라서, 형광 분자 표지를 농축하는 데 있어서 silane을 사용하는 것 대신 생체적합성

을 갖는 소수성 폴리머인 PDMS(polydimethylsiloxane)을 이용하고자 함.
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그림 78. PDMS를 이용하여 제작한 형광 분자 표지 농축 종이칩 모식도 

Ÿ PDMS를 이용하여 glass fiber에 소수성 패턴을 만들고 이를 이용하여 형광 분자 표지를 농

축하여 그림 78과 같이 형광 분자 표지가 농축된 종이칩을 제작하고자 함. 

Ÿ 그림에서 어두운 부분이 PDMS를 의미하고 밝은 부분이 glass fiber를 의미함.

그림 79. (a) 3D 프린터를 이용하여 제작한 도장 그림 및 
(b) 도장과 PDMS를 이용한 형광 분자 표지 농축 종이칩 제작 과정 

Ÿ PDMS를 이용하여 glass fiber에 소수성 패턴을 만들어주기 위해 3D 프린터를 이용하여 그

림 79.(a)와 같이 홈이 있는 도장을 제작함. 

Ÿ 도장의 홈에 PDMS를 로딩하고 이를 그림 79.(b)와 같이 glass fiber에 찍어주는 방식을 통

해 glass fiber에 생체적합성을 갖는 소수성 폴리터 패턴을 만듦. 그리고 소수성 폴리머 패턴 

내에 5 μM 형광 분자 표지를 5 μL 떨어뜨리고 말려줌으로써 형광분자표지를 농축하였으며 해

당 과정을 통해서 형광 분자 표지 농축 종이칩을 제작함.
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그림 80. (a) 형광 분자 표지 농축 종이칩에서의 물방울 모습
(b) 소수성 폴리머 패턴 내부가 소수성 폴리머로 가득 차 있는 칩에서의 물방울 모습
(c) 소수성 폴리머 패턴이 제대로 형성되지 않아 유체가 패턴 외부로 빠져나간 모습

Ÿ 실제 제작한 종이칩이 그림 78과 같이 디자인한 대로 제작되었는지 확인해주기 위해 빨간색 

잉크를 섞은 용액을 떨어뜨려 이를 확인함. 만약 종이칩이 그림 78의 디자인과 같이 제작되었

다면 용액을 떨어뜨렸을 때에 그림 80.(a)와 같이 용액이 종이칩으로 어느 정도 흡수될 뿐만 

아니라 소수성 폴리머의 경계 부분에서 pinning되는 현상이 발생함. 

Ÿ 하지만, 종이칩이 디자인한 데로 만들어지지 않아 소수성 폴리머가 소수성 패턴 내부를 가

득 차 있는 경우나 소수성 폴리머 패턴 자체가 만들어지지 않을 경우에는 각각 그림 80.(b)와 

같이 용액이 소수성 폴리머로 인해 둥근 형태로 폴리머 위에 존재하거나 그림 80.(c)와 같이 

용액이 종이칩으로 흡수되지만 패턴 외부로 빠져나가는 모습을 확인할 수 있음.

Ÿ 제 1 세부, 제 2 세부 연구기관의 공동 연구를 통하여 본 핵산 검출 종이 기반 키트 특허를 

출원함으로 지적 재산권을 확보함. 본 기술은 제 2 협동 연구기관인 팜스웰메디컬에 기술이전

되어 사업화 진행 중에 있음.

그림 81. 제 1 세부와 제 2 세부 연구기관의 공동 연구로 출원한 특허의 출원번호 통지서
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■ 제작한 형광 분자 농축 종이칩의 검지 한계 확인

그림 82. Glass fiber 소재를 이용한 형광 분자 표지 농축 종이칩의 검지 한계 측정 결과
(a) 500 mM MgCl2, (b) 25 pM DNA, (c) 2.5 pM DNA 그리고 (d) 250 fM DNA

Ÿ Glass fiber를 사용하여 형광 분자 표지 농축 종이칩을 제작한 후, 제작한 종이칩의 검지 한

계를 확인 실험의 결과는 그림 82와 같음. 해당 실험은 MPPC를 이용하여 수행되었음.

Ÿ 제작한 농축 종이칩이 안정적으로 DNA를 잘 검지한다면 500 mM MgCl2에 대해서 형광 신

호가 나타나지 않을 뿐만 아니라 떨어뜨려주는 DNA의 농도가 높아질수록 형광의 세기가 강하

게 측정되야함. 

Ÿ 하지만, 그림 82.(a)와 같이 500 mM MgCl2를 떨어뜨렸을 때에 형광이 관측되며 또한, 그림 

82.(b-d)를 보았을 때에 DNA의 농도가 높아짐에도 불구하고 형광의 세기가 일정하게 올라가

는 것을 확인할 수 있었음.

Ÿ 해당 결과를 통해서 형광 분자 표지가 glass fiber와 상호 작용을 한다는 사실을 알 수 있었

음. 이에 대한 해결을 위해 제 2 세부 연구기관인 성균관대학교 신소재공학부와 상의를 했고 

고분자를 glass fiber에 기능화하여 형광 분자 표지와 glass fiber 사이의 상호 작용으로 인한 

검지의 불안정성을 줄이고자 함.
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그림 83. 고분자를 기능화한 glass fiber 소재를 이용한 
형광 분자 표지 농축 종이칩의 검지 한계 측정 결과

(a) 500 mM MgCl2, (b) 250 fM DNA, (c) 25 fM DNA 그리고 (d) 2.5 fM DNA

Ÿ Glass fiber에 고분자를 기능화하고 이를 이용하여 형광 분자 표지 농축 종이칩을 제작했음. 

해당 종이칩의 검지 한계를 측정한 실험 결과는 그림 83과 같음.

Ÿ 그림 83.(a)와 83.(b-d)와 같이 고분자를 기능화하여 제작한 농축 종이칩은 고분자를 기능

화하기 전과 다르게 500 mM MgCl2를 떨어뜨렸을 때에도 형광의 변화가 크지 않았으며 또한, 

DNA의 농도가 증가함에 따라 형광의 세기도 증가하는 결과를 확인할 수 있었음. 따라서, 고분

자를 기능화한 glass fiber를 사용하여 형광 분자 표지 농축 종이칩을 제작하는 경우에는 종이

칩이 안정적으로 작동한다고 판단할 수 있음.

Ÿ 위에서 설명했듯이 형광을 검지하는데 있어서 S/N ratio가 3 이상이어야 믿을 만한 데이터

로 판단할 수 있음. 형광 분자 표지 농축 종이칩에 25 fM DNA를 5 μL 떨어뜨려 반응시켰을 

때의 S/N ratio가 5.63으로 3 이상이기 때문에 형광 분자 표지 농축 종이칩의 검출 한계는 수 

만개 수준의 DNA로 판단할 수 있음.
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그림 84. 보다 개선된 검지를 위해 형광 검지 기기 설치 구조를 개조한 사진
(a) 구조를 개조하기 전 형광 검지 기기 정면사진 
그리고 (b) 구조를 개조한 후 형광 검지 기기 사진

Ÿ MPPC를 이용하여 형광의 발현 정도를 측정할 때 사용되었던 MPPC 기기의 구조는 그림 

84.(a)와 같음. 그림 84.(a)에서 알 수 있듯이 형광 필터가 외부로 노출이 되어있다는 것을 확

인할 수 있음. 이에 따라 형광 필터 및 MPPC 기기의 고정이 완벽하게 되지 않았다는 문제점

과 형광을 측정할 때에 진단 기기의 위치에 대한 이슈가 존재하였음.

Ÿ 분석되는 문제점과 이슈를 해결하여 보다 안정적으로 형광을 검지할 뿐만 아니라 이를 개선

함으로써 종이칩에서 진단되는 검지 한계 역시 개선하고자 함.

Ÿ 그림 84.(b)와 같이 3D 프린터를 이용하여 MPPC 기기 고정틀을 제작함으로써 MPPC 기기

의 위치가 일정하게 만들어주었으며 형광필터를 내부로 삽입시킴으로써 형광필터 역시 완벽

하게 고정해줌으로 분석되는 문제점을 해결함. 이렇게 MPPC 기기와 형광필터를 고정함에 따

라서 종이칩의 위치가 렌즈의 정중앙에 위치해야만 정확하게 형광을 검지할 수 있도록 하여 

이슈도 해결함.
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그림 85. 형광 검지 기기를 개선한 후, 고분자를 기능화한 glass fiber 소재를 이용한 
형광 분자 표지 농축 종이칩의 검지 한계 측정 결과

(a) 500 mM MgCl2, (b) 25 fM DNA, (c) 2.5 fM DNA 그리고 (d) 250 aM DNA

Ÿ 개선된 형광 검지 기기를 통해 형광 분자 표지 농축 종이칩의 검지 한계를 재측정하였으며 

결과는 그림 85와 같음.

Ÿ 그림 85.(a)와 85.(b-d)에서 알 수 있듯이 형광 분자 표지 농축 종이칩이 안정적으로 작동 

한다는 것을 확인하였을 뿐만 아니라 종이칩의 검지 한계가 기존의 측정되었던 검지 한계인 

25 fM DNA 보다 더 개선된 250 aM DNA까지 검지할 수 있다는 것을 확인하였음. 이를 통해

서 형광 분자 표지 농축 종이칩을 사용하면 수 백개 수준의 DNA까지 검지할 수 있음을 확인

함.

■ 형광 분자 표지 농축 종이칩에서의 구제역과 조류 인플루엔자 바이러스 핵산에 대한 검지 

한계 확인

Ÿ 제 2 세부 연구기관인 성균관대학교 신소재공학부에서 설계한 구제역과 조류 인플루엔자 바

이러스 검지를 위한 형광 분자 표지를 전달받아 형광 분자 표지 농축 종이칩에 도입하였음. 

해당 형광 분자 표지를 사용하였을 때에 구제역과 조류 인플루엔자 바이러스 핵산에 대한 검

지 한계 측정 실험을 진행함.
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그림 86. 조류 인플루엔자 바이러스 검지를 위한 4 종류 형광 분자 표지를 이용하여 
제작한 형광 분자 표지 농축 종이칩의 25 fM DNA에 대한 반응성 평가 결과

(a) AIV PB2 type 1 MB, (b) AIV PB2 type 2 MB, (c) AIV H5 MB 그리고 (d) AIV H9 MB

Ÿ 조류 인플루엔자 바이러스 검지를 위해 총 4 가지의 형광 분자 표지를 전달받았으며 전달받

은 형광 분자 표지는 AIV PB2 type 1 MB, AIV PB2 type 2 MB, AIV H5 MB 그리고 AIV H9 

MB임.

Ÿ 4 종류의 형광 분자 표지를 이용하여 형광 분자 농축 종이칩을 제작하였고 여기에 25 fM 

DNA를 떨어뜨려 형광 발현 정도를 확인했으며 결과는 그림 86과 같음.

Ÿ 그림 86에서 알 수 있듯이 4 종류의 형광 분자 표지 모두 25 fM DNA에서는 S/N ratio가 

3을 넘지 않아 해당 데이터를 토대로 검지 한계로 보기는 힘들지만 각 형광 분자 표지의 반응

성은 평가를 할 수 있었음. S/N ratio가 큰 순서대로 반응성이 좋다고 할 수 있으며 AIV PB2 

type 2 MB, AIV H5 MB, AIV H9 MB 그리고 AIV PB2 type 2 MB 순서로 반응성이 작아짐.

그림 87. (a) AIV PB2 type 2 MB 그리고 (b) AIV H5 MB를 이용하여  
제작한 형광 분자 표지 농축 종이칩의 검지 한계 평가 결과

Ÿ 4 종류의 형광 분자 표지 중 반응성이 좋았던 두 개의 형광 분자 표지를 선정하여 형광 분자 
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표지 농축 종이칩을 제작하였으며 각각의 농축 종이칩의 검지 한계를 측정하였음. 

Ÿ 측정 결과는 그림 87과 같으며 그림 87.(a)에서 알 수 있듯이 AIV PB2 type 2 MB를 이용하

여 제작한 농축 종이칩의 검지 한계는 250 fM DNA 수준까지 검지 가능하며 AIV PB2 type 2 

MB 농축 종이칩을 사용하면 수 십만개 수준의 DNA를 검지할 수 있음을 알 수 있음. AIV H5 

MB 농축 종이칩을 사용할 경우에는 2.5 pM DNA 수준까지 검지 가능하며 AIV H5 MB 농축 

종이칩을 사용하면 수 백만개 수준의 DNA를 검지할 수 있음을 알 수 있음.

그림 88. 구제역 바이러스 검지를 위한 3 종류 형광 분자 표지를 이용하여 
제작한 형광 분자 표지 농축 종이칩의 검지 한계 평가 결과

(a) FMDV O3 MB, (b) FMDV AS6 MB, 그리고 (c) FMDV C2 MB

Ÿ 구제역 바이러스 검지를 위해 총 3 가지의 형광 분자 표지를 전달받았으며 전달받은 형광 

분자 표지는 FMDV O3 MB, FMDV AS6 MB 그리고 FMDV C2 MB임.

Ÿ 3 종류의 형광 분자 표지를 이용하여 형광 분자 농축 종이칩을 제작하였고 여기에 DNA를 

농도 별로 떨어뜨려 형광 발현 정도를 확인했으며 이를 이용하여 검지 한계를 평가하였음. 검

지 한계 평가 결과는 그림 88과 같음.

Ÿ 그림 88에서 알 수 있듯이 3 종류의 형광 분자 표지 중 FMDV O3 MB를 사용하여 제작한 

농축 종이칩은 250 fM DNA(수 십만개 수준의 DNA)를 떨어뜨려도 S/N ratio가 3보다 크게 나

와 반응성이 가장 좋다는 것을 알 수 있었음.
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Ÿ 반면, FMDV AS6 MB와 FMDV C2 MB를 사용하여 제작한 농축 종이칩의 경우에는 2.5 pM

(수 백만개 수준의 DNA)를 떨어뜨려야 S/N ratio가 3보다 크게 나와 반응성이 약간은 떨어진

다는 것을 확인함.

그림 89. 형광 분자 표지 농축 종이칩에서의 조류 인플루엔자 바이러스 RNA 검지 결과
(a) RNA preparation 그리고 (b) RNA fragment

(사용된 형광 분자 표지: AIV PB2 type2 MB)

Ÿ 구제역 바이러스와 조류 인플루엔자 바이러스는 RNA 바이러스로 핵산을 추출했을 때에 

RNA만 추출 가능하기 때문에 RNA를 이용한 실험을 수행되어야함.

Ÿ 따라서, 제 1 협동 연구기관인 숙명여자대학교 화공생명공학부에서 제작한 모델 바이러스에

서 추출한 RNA preparation(prep)과 RNA preparation을 RNase III enzyme으로 무작위로 단

편화시켜준 RNA fragment(frag)를 사용하여 형광 분자 표지 농축 종이칩에서의 검지 실험을 

진행하였으며 결과는 그림 89와 같음. 해당 실험에서 사용된 형광 분자 표지는 AIV PB2 type 

2 MB로 반응성이 가장 좋은 형광 분자 표지를 사용하였음.

Ÿ 그림 89와 같이 형광 분자 표지 농축 종이칩에 같은 농도의 RNA preparation보다 RNA 

fragment를 떨어뜨려주었을 때에 S/N ratio가 결과가 좋다는 것을 확인함.

Ÿ 이는 RNA preparation의 길이가 길어 형광 분자 표지의 loop 부분과 반응하기 어렵기 때문

으로 판단됨. 반면, RNA fragment는 RNA preparation 보다 길이가 짧아 반응성이 높은 것으

로 판단됨.

Ÿ 형광 분자 표지 농축 종이칩의 조류 인플루엔자 바이러스 RNA fragment에 대한 검지 한계

는 2.5 pM RNA(수 백만개 수준의 RNA)로 확인되며 해당 결과를 토대로 형광 분자 표지 농축 

종이칩을 이용하여 실제 바이러스를 검지할 때에는 RNA fragment를 사용해야 되는 것을 알 

수 있음. 
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그림 90. 형광 분자 표지 농축 종이칩에서의 구제역 바이러스 RNA fragment 검지 결과
(사용된 형광 분자 표지: FMDV O3 MB)

Ÿ 조류 인플루엔자 바이러스 RNA 실험을 통해 RNA fragment를 사용해야 된다는 결과를 토

대로 구제역 바이러스 RNA 검지 실험을 진행할 때는 RNA fragment를 사용하여 실험을 진행

하였으며 실험 결과는 그림 90과 같음.

Ÿ 실험 결과, 형광 분자 표지 농축 종이칩의 구제역 바이러스 RNA fragment에 대한 검지 한

계는 250 fM RNA(수 십만개 수준의 RNA)로 확인되며 조류 인플루엔자 바이러스 RNA를 검지

할 때보다 결과가 좋다는 것을 알 수 있음.

Ÿ 또한, 조류 인플루엔자 바이러스 RNA 실험에서는 DNA를 사용했을 때보다 검지 한계가 좋

지 않은 결과를 확인할 수 있었지만 구제역 바이러스 RNA 실험에서는 DNA와 비슷한 결과를 

갖는다는 것을 알 수 있음. 

Ÿ 이는 조류 인플루엔자 검지를 위한 형광 분자 표지와 구제역 바이러스 검지를 위한 형광 분

자 표지의 sequence 차이로 인해 발생한 현상을 판단됨. 

Ÿ 조류 인플루엔자 바이러스 및 구제역 바이러스 검지를 위해 개발된 형광 분자 표지는 연구 

종료 이후에도 추가적으로 개선될 계획임.

⑦ 시작품 제작을 위한 위탁연구기관과의 상호 협력 및 최적화

■ 형광 분자 농축 종이칩을 활용한 팜스웰메디컬 장비의 민감도 확인

그림 91. (a) 팜스웰메디컬에서 제작한 형광 검지 기기,
(b) 검지를 위해 형광 분자 표지 농축 종이칩을 넣은 사진 그리고

(c) 형광 검지 기기에서 관측된 형광 데이터

Ÿ 제 2 협동 연구기관인 팜스웰메디컬에서 자체 제작한 형광 검지 기기는 그림 91.(a)와 같으

며 바이러스 검지를 위해 형광 분자 표지 농축 종이칩을 검지 기기에 넣는 모습은 그림 91.(b)

와 같음. 그리고 형광 검지 기기에 농축 종이칩을 넣은 후 형광을 검지했을 때 검지 기기의 화

면에 나타나는 데이터는 그림 91.(c)와 같이 나타남.
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Ÿ 검지 순서는 다음과 같음. 그림 91.(b)와 같이 농축 종이칩을 검지 기기에 넣고 형광을 관측

하고 난 후, 용액 5 μL를 떨어뜨리고 10 분 후 형광을 관측하여 종이칩만 관측한 결과와 용액

을 떨어뜨리고 난 이후 관측 결과의 차이를 이용하여 바이러스 감염 여부를 판단할 수 있음.

Ÿ 팜스웰메디컬의 장비 평가는 HIV MB 농축 종이칩을 사용하여 평가를 진행하였음. 따라서, 

평가에서 사용된 target DNA는 HIV MB와 상보 결합할 수 있는 DNA이며 other DNA는 HIV 

MB와 상보 결합할 수 없는 DNA임.

그림 92. 팜스웰메디컬 장비 평가 결과 1
형광 분자 표지 농축 종이칩 만을 검지 기기에 넣고 평가한 결과

Ÿ 팜스웰메디컬에서 제작한 형광 검지 기기를 평가하기 위해 형광 분자 표지 농축 종이칩만 

넣고 측정을 진행함. 형광 검지 기기가 제대로 작동한다면 매번 측정할 때마다 비슷한 값이 

나와야 함.

Ÿ 하지만, 그림 92와 같이 동일한 샘플을 여러 번 측정했을 때의 측정 결과, 모든 부분에서 

측정된 값이 매우 크게 차이가 나며 측정할 때마다 차이가 나는 부분이 달라지는 문제가 발생

함.

표 8. 팜스웰메디컬 장비 평가 결과 2
Glass fiber chip After 10 mins Difference S/N ratio

25 nM
target DNA

118833 124073 5240 2.10
132247 136890 4643 1.86
129960 135145 5185 2.07

25 pM 
target DNA

129732 135623 5891 2.36
122600 127650 5050 2.02
125248 130777 5530 2.21

2.5 pM 
target DNA

114091 119667 5576 2.23
129214 134645 5432 2.17
142102 147457 5356 2.14

25 fM
target DNA

120070 126297 6226 2.49
129606 134023 4417 1.77
134791 141372 6581 2.63

Ÿ 형광 분자 표지 농축 종이칩만 여러 번 측정했을 때에 측정되는 값이 현격히 많이 차이 나는 

문제점이 개선된 장비의 평가 결과는 표 8과 같음.

Ÿ 평가 방식은 다음과 같음. 형광분자표지 농축 종이칩만 넣고 3번 측정을 진행 후, target 

DNA를 농도별로 떨어뜨리고 10분 뒤 3번 측정을 진행하였으며 표 8에 들어간 데이터는 3번 

측정한 값의 평균값임.
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Ÿ 표 8에서 알 수 있듯이 형광 분자 표지 농축 종이칩만의 형광 측정 결과가 이전보다 많이 

개선된 것을 확인할 수 있었음. 하지만, target DNA의 농도가 높아짐에 따라 S/N ratio가 증가

해야 하는데 값이 일정한 경향을 보임. 

Ÿ 해당 장비의 민감도가 떨어진다고 판단되며 이를 개선한 장비를 전달받아 평가를 진행함.

표 9. 팜스웰메디컬 장비 평가 결과 3
Glass fiber chip After 10 mins Difference S/N ratio

250 fM DNA
194065 219123 25058 10.02
186315 211049 24734 9.89
197344 244668 47324 18.93

25 fM DNA
202320 232244 29924 11.97
180997 195063 14066 5.63
182612 196698 14086 5.63

2.5 fM DNA
211972 281825 69853 27.94
196076 229126 33050 13.22
194110 233783 39673 15.87

25 aM DNA
206779 224327 17548 7.02
201446 243525 42079 16.83
199567 241122 41555 16.62

Ÿ 형광 검지 기기의 민감도를 개선하기 위해 기기 내부의 MPPC를 교체한 장비를 전달을 받았

으며 해당 기기의 평가 결과는 표 9와 같음.

Ÿ 평가 방식은 이전 장비 평가와 같은 방식으로 진행됬음. 평가 결과, 이전 평가에 비해 용액

을 떨어뜨렸을 때와 떨어뜨리지 않았을 때의 S/N ratio가 훨씬 커진 것을 확인하였으나 용액의 

농도에 따른 경향성이 나타나지 않음.

Ÿ 장비의 내부의 구조적인 문제가 있다고 판단하였으며 이에 대해 제 2 협동 연구기관인 팜스

웰메디컬과 상의를 통해 장비의 내부 구조를 수정함.

표 10. 팜스웰메디컬 장비 평가 결과 4
Glass fiber chip After 10 mins Difference S/N ratio

2.5 pM
 target DNA

1664179 1678652 14473 5.79
1660955 1678690 17735 7.09
1664799 1677356 12558 5.02

250 fM
 target DNA

1663204 1669213 6009 2.40
1661061 1667554 6493 2.60
1661643 1668573 6930 2.77

25 pM
other DNA

1665290 1668474 3184 1.27
1662476 1665586 3110 1.24
1661894 1665152 3259 1.30

Ÿ 장비의 내부 구조를 변경한 형광 검지 장비에 대한 평가를 진행하였으며 평가 방식은 이전

과 동일하게 진행되었음. 평가 결과는 표 10과 같음.

Ÿ 표 10에서 알 수 있듯이 해당 장비를 통해 형광 분자 표지 농축 종이칩을 측정하였을 때에 

종이칩 자체의 형광이 거의 일정하게 나온다는 것을 알 수 있었음. 또한, 용액의 농도에 따른 

S/N ratio의 경향성이 나타났으며 이를 통해 장비의 검지 한계를 확인할 수 있었음.

Ÿ 제 2 협동 연구기관인 팜스웰메디컬에서 제작한 장비의 검지 한계는 현재 수 백만개 수준의 

DNA를 검지할 수 있으며 이는 연구 기간 종료 이후에도 추가적인 연구를 통해 개선될 예정임.
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- 제 2 세부 연구기관(성균관대학교 신소재공학부)

① 형광 기반의 검지 시스템 개발을 위한 형광 나노재료 및 소광재료 설계 및 합성

■ 형광 재료 및 소광재료의 조사 및 형광분자표지 제작을 위한 최적의 재료 선정

표 11. 형광분자표지 제작을 위한 형광 재료의 고유 파장 및 
대응되는 소광 재료의 종류 조사

Ÿ 형광 분자 표지 제작을 위한 형광 재료 (fluorescence material)를 조사하고, 이에 대응되는 

소광재료를 목록화 하였음. 사용 가능한 형광 물질 후보군으로는 1) 양자점과 같은 형광 나

노입자, 2) 유기 형광 염료가 있으며, 종이에의 기능화 후에 바이러스 핵산 검출 과정에서 

검체와 형광 분자 표지의 브라운 운동 (brownian motion)이 용이한 유기 형광 염료를 주요 

대상군으로 자체 선정하였음

Ÿ 조사한 형광재료를 바탕으로, 모델 형광분자표지 제작을 위한 형광 / 소광재료 조합으로써 

6-FAM과 Dabcyl을 선정하였음. 발광파장을 고려하여 추가적인 형광재료를 사용하는 것이 

가능하며, 이에 대응되는 소광재료 역시 1-3 종류로 선정할 수 있음을 확인하였음

■ 선정된 형광 / 소광 재료를 기반으로 모델 형광분자표지 디자인 선정

그림 93. 형광분자표지 디자인을 위해 고려해야하는 변수

Ÿ 효과적인 형광분자표지 디자인을 위해, 형광분자표지를 구성하는 세 부분을 다음과 같은 조

건을 고려하여 디자인하고자 하였음

Ÿ 고리 (loop)는 검지하고자 하는 타겟 DNA 또는 RNA와 반응할 수 있는 ssDNA 부분으로, 

18-30 bp의 ssDNA로 디자인하는 것이 일반적임

Ÿ 줄기 (stem)는 형광분자표지의 구조를 유지해주는 부분으로, 타겟 DNA의 유무에 따라 혼성

화 (hybridization)을 통해 형광분자표지의 2차원 구조를 유지하거나 선택적으로 탈혼성화 
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(de-hybridization)가 일어날 수 있어야 함. 이에 5-7 bp의 dsDNA로 디자인하고자 하였음

Ÿ 형광신호부 (signal reporter)는 형광분자표지의 각 말단 (5´ 및 3´)에 결합하고 있는 형광재

료 및 소광재료를 나타내며, 타겟 DNA 또는 RNA가 존재하지 않을 때 가까운 거리를 유지

할 수 있도록 줄기의 길이 및 각 형광 / 소광재료의 특성을 고려하여 기능화되어야 함. 이에 

5´ 부분에 형광재료인 6-FAM을 기능화하고 3´ 말단에 소광재료인 Dabcyl을 기능화하였음

그림 94. 모델 형광분자표지의 구조 및 타겟 DNA와의 열역학적 반응성 평가

Ÿ 2차년도에 진행할 조류 인플루엔자 바이러스 및 구제역 바이러스 검지용 형광분자표지의 제

작을 위해 1차년도에 형광분자표지의 반응 조건 등을 확인하고자 하였음, 이에 인플루엔자 

A 바이러스 유래 염기서열을 활용하여 모델 형광분자표지를 제작하였음. 해당 형광분자표

지는 1) 29 bp의 고리 부분, 2) 6 bp의 줄기 부분, 3) 종이에의 기능화를 위한 

phosphothioate bond를 포함하고 있음

Ÿ 제작한 모델 시스템의 구동을 확인하기 위한 타겟 DNA를 준비하였으며, 열역학적 분석을 

통해 형광분자표지와 타겟 DNA 간의 선택적 결합이 가능함을 확인하였음

■ 형광분자표지의 광학적 특성 분석 및 반응 최적화를 위한 타겟 DNA 검출 실험

그림 95. 형광분자표지의 광학적 특성 (흡광 및 형광) 분석

Ÿ 준비한 모델 형광분자표지의 광학 특성을 관측하였으며, UV-vis 분석을 통한 흡광 스펙트럼 

(absorbance spectrum) 관측을 통해 고리, 줄기를 구성하고 있는 DNA 특이적 흡광부 및 

형광재료인 6-FAM의 흡광부가 관측되는 것을 확인하였음



- 94 -

Ÿ 또한 형광 측정기 (fluorescence spectrophotometer) 분석을 통한 형광 스펙트럼 

(fluorescence spectrum) 관측을 통해 형광분자표지의 여기 (excitation) / 방사 (emission) 

스펙트럼을 확인할 수 있었고, 최대 방사 파장 (maximum emission wavelength) 확인을 통

해 약 510-530 nm의 파장 분석을 통해 바이러스 DNA 또는 RNA를 검출할 수 있음을 확인

하였음

그림 96. 모델 형광분자표지의 형광 정량 분석 및 최소 검출능 확인

Ÿ 광학 특성을 확인한 모델 형광분자표지의 추가 형광 정량 분석을 통해, 형광분자표지와 결

합할 수 있는 타겟 DNA의 처리 양에 따른 최대 발광 효율 변화를 관측하였음. 검출하고자 

하는 시료에 타겟 DNA가 포함되어있을 경우, 대조군 대비 약 6배의 형광이 증가하는 것을 

확인함으로써 (a), 형광분자표지가 타겟 DNA에 반응하여 효과적으로 작동하고 있음을 알 

수 있었음

Ÿ 이에 시료에 포함된 타겟 DNA의 양을 조절하여 최대 형광값을 측정함으로써, 시료에 존재

하는 바이러스 추출 DNA 또는 RNA의 양에 따라 형광 정량이 가능함을 확인하였고 (b), 이

를 기반으로 실험에 사용된 형광분자표지의 농도 대비 타겟의 최소 검출능 (LOD, Limit of 

Detection)을 확인할 수 있었음.

그림 97. 형광분자표지의 반응속도 확인 및 물리적 변수에 따른 차이 비교

Ÿ 검출하고자 하는 타겟 DNA를 형광분자표지 (molecular beacon, MB)에 처리한 후, 시간에 
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따른 형광 변화를 측정함으로써 형광분자표지의 반응 속도를 확인하였음

Ÿ 형광분자표지와 타겟 DNA가 1:1 반응을 할 수 있도록 같은 비율로 처리했을 경우, 형광분

자표지의 농도는 반응속도에 영향을 주지 않는 것을 알 수 있었으며, 최대 형광 신호가 나올 

때까지 약 10분의 시간이 소요되었음

Ÿ 또한, 반응 용액의 부피에 따른 반응 속도의 차이를 보이는 것을 확인함으로써, 검지 시스템

에서의 처리 용액의 농도 및 부피를 고려하는 것이 중요하다는 결론을 얻을 수 있었음. 이는 

2차년도에 진행할 바이러스 검지 시스템 개발 과정에서 물리적 지표로 활용할 예정임

② 작용기를 포함한 핵산 서열의 종이에의 기능화 연구

■ 종이 표면에의 고분자 및 핵산 기능화 전략 수립

Ÿ 면역크로마토그래피, 효소결합면역흡착검사 (ELISA), 실시간 역전사 중합효소연쇄반응 

(qRT-PCR) 등 기존에 사용되는 여러 장비 및 기술들의 단점을 보완하고 이를 통해 감염 여

부 뿐 아니라, 각 아형을 손쉽고 빠르게 구별해내는 진단 시스템을 개발하고자 함 

그림 98. 종이 표면에의 고분자 및 형광분자표지 기능화 전략 수립

Ÿ 종이 기반의 센서 시스템은 종이의 셀룰로오즈 (cellulose) 성분을 여러 작용기로 기능화하

여 형광분자표지를 종이 기판에 화학적으로 도입하고, 해당 형광분자표지가 바이러스 추출 

DNA 또는 RNA와 반응하는 전략임. 따라서 셀룰로오즈에 다량으로 포함되어 있는 하이드록

실기 (hydroxyl group, -OH)에 고분자 기능화를 위한 카르복실기 (carboxylic acid group, 

-COOH)를 도입하고, 추가적인 화학 처리를 통해 아마이드 본드 (amide bond)를 형성함으

로써, 핵산이 기능화된 종이 키트 센서 플랫폼을 제작하고자 함

그림 99. 종이 기판 위의 화학적 처리를 통한 핵산의 기능화 연구 전체 모식도

 ■ 셀룰로오즈에의 카르복실기 도입 연구

그림 100. 카르복실기 도입을 위한 종이 기판과 클로로아세테이트 반응 메커니즘
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Ÿ 셀룰로오즈 표면에의 카르복실기 기능화를 위하여 클로로아세테이트 (Sodium 

chloroacetate; CAA)를 이용하여 하이드록실기를 치환하였음. 클로로아세테이트의 클로라

이드 이온이 있는 부분을 셀룰로오즈의 하이드록실기와 라디컬 중합반응 (radical 

polymerization)을 통해 치환함으로써 종이 기판 위에 카르복실기를 도입하였음

Ÿ 종이의 셀룰로오즈 성분에 존재하는 작용기인 하이드록실기를 카르복실 그룹으로 치환하기 

위해 사용된 실험방법은 각종 논문과 특허를 참고하였으며, 다양한 농도의 클로로아세테이

트 용액과 반응시킴

Ÿ 종이에 기능화된 클로로아세테이트를 확인하기 위해 푸리에 변환 적외선 분광법 

(Fourier-transform infrared spectroscopy, FT-IR)을 이용하여 하이드록실기가 성공적으로 

카르복실기로 치환되었는지 확인하였음

그림 101. 종이 기판위의 클로로아세테이트 농도별 처리 후 FT-IR 분석

Ÿ 푸리에 변환 적외선 분광법 분석을 진행한 결과, 기존의 종이 샘플 (검은색, bare paper)에

서 관찰할 수 없었던 새로운 peak이 관찰되었음. 대표적으로 1594 cm-1과 1407 cm-1에서 

새로운 peak이 확인되었는데, 이는 각각 카르복실기의 C=O 신축과 카르복실기의 CH2 굽힘

을 나타내는 peak으로 예상됨. 또한, 카르복실기가 도입됨에 따라 1247 cm-1에서 C-O-C 

신축 peak이 형성되는 것을 확인함으로써, 클로로아세테이트에 의해 종이 표면의 하이드록

실기가 효과적으로 카르복실기로 치환되었다는 결론을 얻을 수 있었음

■ 카르복실기로 치환된 종이의 아마이드 본드 형성을 통한 고분자 기능화 연구

그림 102. 카르복실기가 치환된 종이의 추가 기능화 메커니즘

Ÿ 고분자 및 형광분자표지의 기능화를 위해 카르복실기가 도입된 종이 표면에의 추가 기능화

를 수행하였음. 카르복실기에 선택적으로 결합할 수 있는 화학 물질 

(1-ethyl-3-(-3-dimethylaminopropyl) carbodiimide hydrochloride (EDC), 
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N-hydroxysuccinimide (NHS) or sulfo-NHS)을 처리함으로써 아민기 (amine group, 

-NH2)와 공유결합을 형성할 수 있음. 이에 아민기를 포함하는 고분자 (NH2-PEG-SH)를 처

리함으로써 종이 표면에 형광분자표지를 기능화할 수 있는 고분자 부분을 추가 기능화하는 

것이 가능함

그림 103. 카르복실기가 기능화된 종이에의 EDC/NHS 처리 및 
고분자 기능화 후의 FT-IR 분석 결과 및 결합 메커니즘

Ÿ 고분자 기능화를 마친 후의 종이 기판을 FT-IR로 분석한 결과, 3350 cm-1과 1639 cm-1 위

치에서 새로운 peak이 형성되는 것을 확인하였음. 3350 cm-1은 NH 신축에 대한 peak이며 

1639 cm-1은 C=O 아마이드 peak을 나타내며, 이를 통해 카르복실기로 치환된 종이 표면

에 아민기를 포함한 고분자가 아미이드 본드를 형성하며 공유결합하였음을 유추할 수 있었

음

Ÿ 이와 같이 종이 표면에 1) 클로로아세테이트를 이용한 카르복실기 도입, 2) EDC/NHS 처리

를 통한 고분자의 기능화가 성공적으로 이루어졌음을 확인할 수 있었고, 고분자 말단에 노

출된 티올기 (thiol, -SH)에의 형광분자표지 기능화가 이루어질 수 있음을 확인하였음

 ■ 형광분자표지에의 화학적 기능화를 통한 작용기 도입 연구

그림 104. 형광분자표지의 특정 작용기에 화학적 기능화를 통한 추가 기능화 연구

Ÿ 디자인된 형광분자표지에 존재하는 특정 작용기 (phosphorothiate)에 고분자와 결합할 수 

있는 추가 작용기 (biotin 또는 maleimide)를 도입하는 연구를 수행하였으며, 화학적 처리를 

통해 형광분자표지 내에 biotin이 포함된 작용기를 결합시켰음

Ÿ 화학적 기능화된 형광분자표지를 고분해능 거대질량 분석기 (MALDI-TOF)로 분자량 변화를 

관찰하였음. 이를 통해 형광분자표지의 전체 분자량이 증가하는 것을 확인하였고, 이는 작

용기가 화학적으로 결합하였음을 의미함. 또한 형광분자표지에 화학적으로 기능화된 작용
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기는 앞서 종이에의 기능화를 진행한 고분자의 말단에 존재하는 특정 작용기에 선택적으로 

결합할 수 있으므로 (biotin – streptavidin 또는 maleimide – thiol), 종이 기판에의 형광분자

표지의 기능화가 잘 수행될 수 있음

③ 상용 전처리 추출기술을 활용한 화학적 전처리 방법 연구

■ 상용 전처리 추출기술을 활용한 화학적 전처리 방법 연구

그림 105. 다양한 점도를 가지는 검체에 포한된 바이러스의 
화학적 전처리를 통한 RNA 추출 확인

Ÿ 성균관대학교 기계공학과 연구팀에서 진행하는 물리적 전처리 방법 연구와 더불어, 숙명여

자대학교 화공생명공학과 연구팀과 함께 바이러스로부터 RNA를 추출할 수 있는 화학적 전

처리 방법을 연구하였음

Ÿ 바이러스 검체를 모사한 샘플에서 RNA의 추출 효율을 확인하기 위해, 글리세롤 (glycerol)

을 포함하여 점도를 띄는 검체에 바이러스를 추가한 후, ZYMO RESEARCH 사의 

Quick-RNA viral kit를 활용하여 바이러스 및 바이러스 RNA를 추출하였음

Ÿ 25%의 글리세롤이 포함된 검체 및 50%의 글리세롤이 포함된 검체에 바이러스를 포함시킨 

후 화학적 전처리 과정을 수행한 결과, 점도를 가지지 않는 대조군 샘플과 같이 바이러스 

RNA가 추출되는 것을 확인하였음

Ÿ 화학적 전처리를 통해 바이러스가 포함된 검체에서의 바이러스 RNA 추출이 가능함을 확인

하였고, 점도가 높은 검체에서도 바이러스 RNA를 추출할 수 있음을 확인하였음

■ 물리적 전처리 샘플의 추가 화학적 전처리를 통한 전처리 효율 증가
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그림 106. 물리적 전처리를 진행한 시료의 추가 화학적 전처리를 통한 DNA 순도 개선 실험

Ÿ Bag mixer로 물리적 전처리를 진행한 조직시료의 추가 화학적 전처리를 통하여 DNA 또는 

RNA의 추출 효율을 높이는 실험을 진행하였음. Bag mixer와 주사기 필터를 통해 물리적 전

처리를 진행한 조직 시료의 경우, 전처리 후에 조직 시료에 포함되어 있는 혈장 (blood 

plasma) 등에 의해 결과물의 DNA 순도가 매우 낮은 상황임

Ÿ 이에 물리적 전처리를 진행한 시료에 추가적인 화학적 전처리 과정을 통해 검출 시료의 

DNA 순도를 높이는 추가 공정을 수행하였으며, UV-vis를 통한 DNA의 순도 평가를 통해 전

처리 시료에서 혈장이 제거되는 것을 확인하였음. 이를 통해, 물리적 전처리만으로 제거하

기 어려웠던 혈장 등의 불순물을 화학적 전처리를 도입함으로써 제거할 수 있음을 확인하였

음

그림 107. 물리적 전처리를 진행한 시료의 추가 화학적 전처리를 통한 샘플 농도 농축 실험. (a) 
UV-vis를 통한 물리적 전처리 시료를 진행한 샘플 내에 존재하는 DNA의 양 측정, (b) 추가 

화학적 전처리를 통해 물리적 전처리를 진행한 샘플 내의 DNA 농도 농축 실험

Ÿ 또한, 물리적 전처리를 마친 시료의 화학적 전처리를 통해 추출 DNA의 농도를 농축시킬 수 

있음을 확인하였으며, 이를 통해 물리적 전처리 및 화학적 전처리를 통해 농축된 DNA를 차

년도의 검출 시료로써 사용할 수 있음을 확인하였음

Ÿ 물리적 전처리와 더불어 진행한 화학적 전처리를 통해 1) 물리적 전처리 만으로 제거하기 

어려운 시료 내 불순물을 화학적 전처리를 통해 제거할 수 있으며, 2) 화학적 전처리를 통해 

시료 내에 존재하는 DNA 및 RNA의 농도를 농축시킴으로써, 차년도에 진행할 추가 실험에

서 해당 전처리 기법을 응용할 수 있을 것으로 예상됨

④ 바이러스 추출 핵산의 특정 염기서열과 결합할 수 있는 핵산을 이용한 형광 분자 표지 

(fluorescence molecular beacon) 개발

■ 모델 바이러스 핵산 염기 서열과 잘 결합할 수 있는 형광 분자 표지 설계 및 제작

Ÿ 숙명여대에서 제공받은 Human immunodeficiency virus(HIV)의 viral RNA에 상보적인 



- 100 -

sequence 중 U3 region을 참고하여 loop 부분과 stem 부분 염기서열을 먼저 설정하고, 이

를 열역학적 분석을 통해 안정적인 이차구조를 갖는지 확인 후 일부 염기서열의 수정을 통

해 target 핵산에 특이적으로 결합하고, 소광이 안정적으로 작동할 수 있는 형광 분자 표지

를 제작함. 그 구조와 염기서열은 그림 108과 같음.

그림 108. 모델 바이러스를 이용해 제작한 형광 분자 표지의 염기서열과 구조

Ÿ 형광 분자 표지의 5’ 말단에는 FAM dye를, 3‘ 말단에는 BHQ-1 quencher을 기능화 하였음. 

또한, 염기 서열 중간 부분에 phosphothoiate를 기능화하였는데, 이는 종이에의 기능화를 

위해 1차년도에 수행했던 기능화 전략을 위한 internal modification임.

■ 용액 상에서의 형광 분자 표지의 target DNA에 대한 발광 거동 및 반응 특이성 확인

Ÿ 형광 분자 표지의 발광 거동을 평가하기 위하여 형광 테스트를 진행함. 모든 형광 테스트는 

Thermofisher 사의 Varioskan Lux multimode microplate reader를 이용하였으며, 샘플은 

96-well plate에 각 well 당 200 μl volume으로 준비함. 형광 테스트에 사용된 형광 분자 표

지와 target DNA의 농도는 각각 0.1 μM로 동일함. 그림 109는 기능화되지 않은 제작 상태 

그대로의 형광 분자 표지(pristine molecular beacon, p-MB)와, 기능화된 형광 분자 표지

(functionalized molecular beacon, f-MB)를 각각 형광 테스트한 결과임.

그림 109. 기능화 전 후 형광 분자 표지의 형광 테스트 결과

Ÿ 형광 테스트 결과를 보면, MgCl2가 들어가지 않은 형광 분자 표지의 경우 target DNA가 들

어가더라도 control과 형광 세기 차이가 나타나지 않는 것으로 나타나 반응이 거의 일어나지 
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않는 것으로 보이며, 이는 molecular beacon이 안정적으로 이차구조를 유지하고 있어 salt 

concentration 없이는 쉽게 반응이 일어날 수 없는 것으로 해석됨.

Ÿ 이에 반해 MgCl2를 사용한 조건에서는 형광 세기가 증폭된 것을 확인할 수 있는데, 이는 

Mg2+ 이온의 charge screening 효과에 의해 molecular beacon과 target DNA가 거리를 유

지하고 있는 원동력인 surface charge가 약화되어 debye length가 감소하고, 이로 인해 반

응성이 향상되기 때문인 것으로 생각됨.

Ÿ 형광 분자 표지의 target DNA에 대한 반응 특이성을 확인하기 위해 target DNA와 같은 길

이인 30 bp의 random control DNA를 제작하였음. Random control DNA의 염기 서열은 

5’-GCT TTC CTT ACG TGA CGT CGA TCG GAG TCT-3’이며, 그림 110과 같이 열역학적 

분석을 통해 제작했던 형광 분자 표지와 상호 인력이 없는 것을 미리 확인하였음.

그림 110. 열역학적 분석을 통한 형광 분자 표지와 random control DNA와의 상호 인력 확인

Ÿ 이렇게 제작한 random control DNA와 target DNA가 형광 분자 표지와 반응하였을 때의 형

광 세기를 그림 111과 같이 비교하여 형광 분자 표지가 target DNA에 특이적으로 반응함을 

보임. 반응 조건은 형광 분자 표지와 target DNA가 각각 0.1 μM, MgCl2 농도는 10 mM임. 

그림 111. Random control DNA를 이용한 형광 분자 표지의 반응 특이성 확인

Ÿ 형광 분자 표지에 random control DNA가 처리되었을 때는 형광 신호가 전혀 나타나지 않

고, target DNA가 처리된 경우에는 뚜렷한 형광이 나타남을 알 수 있음. 이를 통해 제작한 

형광 분자 표지가 target DNA에 특이적으로 반응함을 보임.

■ 형광 분자 표지와 같이 target DNA를 형광 기반으로 검지 가능한 CNT@DNA 복합체 제작

Ÿ 형광 분자 표지는 높은 형광 세기와 target DNA에 대한 특이성을 보이지만, 고가의 제작비
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용과 대량 생산의 어려움이 단점으로 지적됨. 이에 성대 신소재공학부에서는 기존의 제작 

경험이 있는 CNT@DNA를 형광 기반 센서 재료로 응용하여 형광 분자 표지와 같은 기능을 

수행할 수 있으면서, 더욱 경제적이고 대량 생산이 가능한 대안으로 제시함. CNT@DNA를 

이용한 형광 기반 센서의 제작 과정 및 작동 원리는 그림 112와 같음.

그림 112. CNT@DNA를 이용한 형광 기반 핵산 검지 센서의 제작과정 및 작동원리

Ÿ CNT는 방향족 고리 형태를 이루는 탄소 원자들이 모여 이루는 2차원 평면구조인 그래핀이 

말려있는 1차원 구조를 갖는 탄소 물질임. 따라서 CNT 표면에는 방향족 고리 형태의 탄소

가 갖는 sp2 결합이 존재하게 되고, DNA의 염기 부분 방향족 고리 구조의 sp2 결합과 만나

게 되면 비공유결합인 pi-pi interaction(pi stacking)에 의해서 CNT@DNA가 만들어지게 

됨. 

Ÿ 이 때, CNT@DNA를 만들기 위해 사용하는 DNA의 구조를 그림 113과 같이 제작하면, 이 

CNT@DNA 복합체는 안정적으로 CNT@DNA 구조를 유지하면서도 target DNA에 반응하여 

형광 신호를 발현시킬 수 있는 재료가 됨. 이 binding DNA의 Molecular beacon sequence 

부분은 target DNA와 결합할 수 있도록 상보적인 염기서열로 설계하였으며, CNT binding 

region은 기존 연구에서 CNT와 잘 결합하는 것으로 보고된 염기 서열을 차용하여 설계하였

음.

그림 113. 형광 기반 센서용 CNT@DNA 제작에 사용되는 binding DNA의 염기서열 구조

Ÿ CNT@DNA를 이용한 형광 기반 센서의 작동 원리는 CNT가 energy transfer(electron 

transfer) 효과에 의해 fluorophore의 quencher로 작용함을 이용한 것임. FAM dye가 기능화

된 DNA가 CNT와 결합해 있을 때는 dye가 CNT와 밀접한 거리에 있어 형광이 소광되어 있

다가, target DNA가 처리되면 molecular beacon sequence 부분과 상보적으로 결합하여 

CNT와 결합할 수 있는 염기 부분을 가로막기 때문에 CNT로부터 떨어지게 되고, 거리가 늘
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어남에 따라 quenching effect가 사라져 형광이 발현되게 됨.

■ CNT@DNA의 target DNA에 대한 반응성 및 형광 효율 증강을 위한 short complementary 

sequence(SCS) 도입 – CNT@DNA-SCS 제작

Ÿ CNT@DNA를 이용해 간단한 형광 테스트를 진행하였으며, 그 결과는 그림 114와 같음. 형

광 테스트 조건은 96-well plate를 이용하여 1 well에 200 μl volume을 사용하였으며, 

CNT@DNA는 0.1 mg/ml 농도를 사용함. CNT@DNA의 농도는 UV-vis의 peak 측정을 통해 

만든 standard curve를 통해 정량하여 사용함.

그림 114. CNT@DNA를 사용한 형광 테스트 결과

Ÿ 형광 테스트 결과를 보면, target DNA를 처리해주었을 때와 그렇지 않을 때, 그리고 MgCl2

를 처리해주었을 때 모두 형광 세기의 큰 차이가 나타나지 않았음. 이는 낮은 target DNA의 

농도 영향도 있을 수 있으나, 근본적으로 CNT와 binding DNA 간의 결합이 너무 견고하게 

유지되어 target DNA에 의한 상보적 결합을 저해시키는 것으로 판단함.

Ÿ 따라서 CNT와 binding DNA 간의 결합을 조금 약화시킬 방법으로 short complementary 

sequence(SCS)를 도입하였고, 그림 115는 그 모식도임.

그림 115. Short complementary sequence를 도입한 
CNT@DNA(CNT@DNA-SCS)의 제작 모식도

Ÿ SCS를 도입하여 CNT@DNA-SCS를 제작하는 공정의 경우, CNT에 결합시킬 binding DNA

의 molecular beacon sequence 부분 염기서열 일부와 상보적인 염기서열을 갖는 짧은 

oligonucleotide인 SCS를 용액 상에서 binding DNA에 먼저 결합시키고, 그 상태의 binding 

DNA를 CNT와 섞어 반응시키게 되면 일부 염기서열 부분이 CNT에 안정적으로 결합하지 못

한 상태로 CNT@DNA 복합체가 형성되게 됨. 따라서 기존 CNT@DNA 복합체에 비해 

molecular beacon sequence 부분의 결합이 약화되며, 반응성이 증대되는 효과를 가져올 
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것으로 기대함.

■ 제작한 CNT@DNA 복합체의 정제 및 수용액 상에서의 안정성 확보를 위한 공정 최적화

Ÿ CNT@DNA 복합체의 제작 공정은 CNT 용액과 DNA 용액을 섞은 후 tip sonication을 통해 

결합을 유도하는 방식으로, 반응 이후 용액에 CNT@DNA 복합체, 반응하지 않은 DNA 잔여

물, 반응하지 않은 CNT 잔여물이 남아있게 되므로 CNT@DNA 복합체만을 정제하여 사용하

기 위해 정제과정을 거치게 됨. 이 중 반응하지 않은 CNT 잔여물의 경우 hydrophobic 

interaction에 의해 물에 분산되지 못하고 덩어리 형태로 존재하여 정제가 쉬운 반면, 반응하

지 않은 DNA 잔여물은 일반적인 방법으로는 정제가 어려움.

Ÿ 잔여 DNA를 제거하기 위하여 기존에는 높은 salt concentration을 이용한 charge 

screening을 통해 원심분리하는 방식으로 CNT@DNA만을 수득하였으나, 수득율 문제와 정

제 이후 잔여 salt concentration을 무시할 수 없는 점 등 단점이 많아 정제 방식을 변경함.

Ÿ 변경한 정제 방식은 Merck Millipore사의 Amicon Ultra tube를 이용하였으며, 이는 

cellulose membrane를 이용하여 molecular weight cut-off 방식으로 가벼운 잔여 DNA는 

필터를 통과해 걸러지고, 상대적으로 무거운 CNT@DNA는 필터에 걸려 재분산을 통해 정제

하는 방식임. 이 방식을 통해 90퍼센트 이상의 수득율로 잔여 DNA로부터 자유로운 

CNT@DNA 복합체 용액을 얻는 데에 성공함.

Ÿ 또한, SCS를 사용하는 CNT@DNA 제작 과정에서 binding DNA와 SCS의 안정적인 결합을 

담보하기 위해 일정 수준 이상의 salt concentration을 사용하고, 이 binding DNA 용액이 

CNT@DNA의 제작 공정에 사용되므로 salt concentration이 CNT@DNA 의 제작에 영향을 

미칠 것으로 예상. 따라서 salt concentration을 변화시켜가며 CNT@DNA 복합체의 안정성

을 평가하였으며, 그 결과는 그림 116과 같음. 결과를 통해 CNT@DNA 제작 공정 시 NaCl 

concentration을 final 기준 50 mM로 최적화하였음.

그림 116. NaCl concentration에 따른 CNT@DNA 복합체의 안정성 평가

■ 제작한 CNT@DNA-SCS 복합체의 target DNA에 대한 발광 거동 및 특이성 확인

Ÿ CNT@DNA-SCS 복합체의 target DNA에 대한 발광 거동을 확인하기 위하여 salt 

concentration, target DNA concentration을 변화시켜가며 발광 거동을 확인함. 그 결과는 

그림 117과 같음.
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그림 117. MgCl2 concentration 변화(왼쪽)와 target DNA concentration 변화(오른쪽)에 
따른 CNT@DNA-SCS의 발광 거동 확인

Ÿ 그림 117의 왼쪽의 MgCl2 concentration 변화에 따른 발광 거동 데이터(target DNA 

concentration은 5 μM로 고정)를 보면, MgCl2 농도가 증가함에 따라 형광 세기가 크게 증가

함을 알 수 있음. 이는 형광 분자 표지를 사용했을 때와 같은 메커니즘에 의한 것으로 생각

됨. 그러나 실제 CNT@DNA-SCS 용액의 상태를 육안으로 관찰하게 되면 MgCl2 농도가 5 

mM 이상만 되더라도 CNT@DNA-SCS의 안정성이 확연하게 떨어지며, aggregation이 일어

나는 것을 확인하였음. 이는 CNT@DNA의 분산 원동력인 electrostatic repulsion 효과가 

salt의 charge screening 효과에 의해 약해져 분산성이 저해되어 일어나는 현상으로 볼 수 

있음. 따라서 안정성이 담보되지 않은 형광의 증대는 신뢰할 수 없는 것으로 생각하여 용액 

상에서 CNT@DNA를 이용한 형광 테스트를 할 때 1 mM 수준의 MgCl2를 최대 농도치로 설

정함. 오른쪽의 target DNA concentration 변화 데이터(MgCl2 농도는 1 μM로 고정)를 통해 

100 nM 수준에서는 용액 상에서 형광을 구분해 내기 어려움을 알 수 있음.

Ÿ 2가 양이온인 Mg2+와 비교했을 때, 상대적으로 1가 양이온인 Na+는 높은 농도를 사용하더

라도 분산성이 크게 저해되지 않으므로 MgCl2 농도를 1 mM로, target DNA concentration

은 1 μM로 고정하고 추가적으로 NaCl 농도를 변화시켜가며 발광 거동을 확인함. 이 형광 

테스트 결과는 그림 118과 같음.

그림 118. 추가적인 NaCl concentration 변화에 따른 CNT@DNA-SCS의 발광 거동 확인

Ÿ 결과를 통해 같은 맥락으로 NaCl concentration이 증가함에 따라 형광 세기가 올라감을 알 

수 있고, 그림 119와 같이 분산성도 크게 저해되지 않았음을 확인할 수 있음.
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그림 119. 추가적인 NaCl concentration 변화에 따른 
CNT@DNA-SCS의 분산성 저해 여부 확인

Ÿ CNT@DNA의 target DNA에 대한 반응 특이성을 확인하기 위하여 Random control DNA를 

이용하여 형광 테스트를 진행하고, target DNA와 형광 테스트 결과를 비교함. 먼저 random 

control DNA와 CNT@DNA 복합체의 상호 인력을 그림 120의 열역학적 분석을 통해 확인하

였고, 반응이 일어날만한 수준의 인력이 존재하지 않는 것으로 판단함. 이후 형광 테스트를 

진행하였고, 그 결과는 그림 121과 같음. 반응 조건은 CNT@DNA 0.1 mg/ml, target DNA 

or random control DNA 1 μM, MgCl2 1 mM, NaCl 100 mM임. 결과를 통해 CNT@DNA는 

target DNA에 특이적으로 반응하여 형광을 나타냄을 알 수 있음.

그림 120. 열역학적 분석을 통한 
random control DNA와 CNT@DNA 복합체의 상호 인력 확인
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그림 121. Random control DNA를 이용한 CNT@DNA의 반응 특이성 확인

Ÿ 제 1 세부, 제 2 세부, 제 1 협동 연구기관의 공동 연구를 통하여 CNT@DNA를 기반의 핵산 

형광 검지 기술 관련 특허를 출원하였으며 이를 통해 해당 기술에 대한 지적 재산권을 확보

함.

그림 122. 제 1 세부와 제 2 세부 그리고 제 1 협동 연구기관의 
공동 연구로 출원한 특허의 출원번호 통지서

⑤ 구제역 바이러스와 조류 인플루엔자 바이러스 혈청형 또는 아형 구별을 위한 형광 기반의 다

중 검지 시스템 개발

■ 기존 분자 표지와 상호 인력 및 간섭이 없는 분자 표지 설계

Ÿ 다중 검지 시스템 구축의 기반을 구축하기 위해 새로운 형광 분자 표지를 하나 더 제작하고, 

두 개의 분자 표지가 각각 혹은 혼합되어 존재할 때에도 정상적인 형광 거동을 보이는지 분

석함. 기존 분자 표지를 설계할 때 사용하였던 방식과 동일하게 열역학적 분석과 구조 최적

화 과정을 거쳐 모델 바이러스 중 하나인 Murine leukemia virus (MLV)의 U5 region에 대응
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하는 형광 분자 표지를 제작함. 제작한 형광 분자 표지는 형광체로 5‘말단에 Cy5를, 소광체

로 3’말단에 EBQ를 사용하였으며, 염기서열 및 구조는 그림 123과 같음.

그림 123. 다중 검지를 위해 제작한 형광 분자 표지의 염기서열 및 구조

Ÿ 새롭게 제작한 형광 분자 표지의 형광 거동 및 반응 특이성을 확인하고, 이를 그림 124에 

나타내었음. 사용 조건은 위에서 최적화 과정을 통해 확립한 조건과 동일함(형광 분자 표지, 

target DNA 농도는 동일하게 0.1 μM, MgCl2 10 mM). 결과를 통해 제작한 형광 분자 표지 

역시 MLV U5 region target DNA에 특이적으로 반응하며, 대조군과 비교했을 때 상대적으

로 매우 강한 형광을 나타냄을 확인함.

그림 124. MLV U5 region 형광 분자 표지의 형광 거동 및 반응 특이성 확인

Ÿ 또한, 기존의 형광 분자 표지와 새롭게 제작한 형광 분자 표지를 혼합한 용액인 형광 분자 

표지 혼합액(Molecular beacon cocktail, MB cocktail)을 만들고, 각각의 target DNA인 HIV 

U3 target DNA (FAM)와 MLV U5 target DNA (Cy5)에 대한 형광 테스트를 진행함. 그 결과

는 그림 125와 같음. 



- 109 -

그림 125. MB cocktail을 사용한 HIV U3(왼쪽), MLV U5 target DNA(오른쪽) 형광 테스트 

Ÿ MB cocktail을 사용한 경우에도 대조군과 비교했을 떄 훨씬 높은 형광을 나타냄을 확인하였

으며, HIV U3 target DNA와 MLV U5 target DNA를 같이 처리해주었을 때도 각각의 FAM, 

Cy5 각각의 형광체에 대해 정상적인 형광 거동을 나타냄을 확인하였음. 또한, 각각의 형광 

분자 표지에 서로 다른 분자 표지의 표적 핵산을 처리해주었을 때도 random control DNA

를 처리해주었을 때와 같이 명확한 형광 반응이 없음을 확인함. 이는 형광 분자 표지의 설계 

단계에 열역학적 분석을 통해 확인한 상호 인력의 경향성과 일치함.

⑥ 바이러스 검출기기의 형광 신호 최적화 및 형광 신호와 바이러스 감염 여부간의 상호관계 해

석

■ 용액 상에서의 형광 신호와 바이러스 농도의 관계 분석 및 정량화

Ÿ 검출기기에 적용할 종이 기판위에서의 형광 신호 측정에 앞서, 먼저 형광 분자 표지의 타겟 

핵산에 대한 반응성 및 검출한계를 점검하기 위하여 Varioskan Lux multimode microplate 

reader를 이용해 용액 상에서 형광 신호를 테스트 함. 사용된 형광 분자 표지의 농도는 0.1 

μM이며, 타겟 바이러스 핵산은 농도를 변화시켜 가며 측정함. 그 결과는 아래 그림126과 

같음.

그림 126. 타겟 농도 변화에 따른 형광 거동의 변화 및 정량화를 위한 calibration curve

Ÿ 타겟 핵산 농도를 100 nM부터 1 nM까지 조절해 가며 테스트한 결과, 그림 126의 오른쪽 

그래프와 같이 구간 내에서 타겟 핵산 농도에 따른 형광 신호가 선형적으로 나타남을 확인

하였고 이를 통해 검출 시료에 타겟 핵산이 얼마나 있는지를 정량적으로 파악할 수 있는 

calibration curve를 그릴 수 있었음. 그러나 microplate reader 상에서의 검출 한계(S/N 

ratio가 3이 되는 농도 경계)는 약 5 nM로 나타나며, 이는 목표하는 검출 한계에 크게 동떨

어진 수준으로 판단되어 검출 민감도가 훨씬 뛰어난 장비를 통해 낮은 농도에서의 최적화를 

추가로 진행해야 할 것으로 판단함. 하지만 용액 상에서의 테스트로도 제작한 형광 분자 표
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지의 반응성 및 형광 거동에 대해서는 일정 수준 판단이 가능하여, 일차적으로 용액 상에서

의 간단한 형광 거동 분석 이후 실제 종이기판(lateral flow sheet)위에서 다른 검출기기를 

통한 추가적인 분석을 하는 단계적 분석이 이루어짐. 

■ 검출기기상에서의 형광 신호 최적화를 위한 기판 기능화 과정 및 반응 조건의 최적화 

Ÿ 제 1 세부인 성균관대 기계공학부와의 논의를 통해, 형광 현미경을 사용하여 lateral flow 

sheet의 형광 거동 및 검출 한계를 분석하고, 반응 최적화를 진행하기로 함. Lateral flow 

sheet 제작의 경우 앞선 차년도 연구에서 사용한 것과 마찬가지로 ‘표면 기능화-형광 분자 

표지 고정화-타겟 핵산 처리-형광 분석’의 순서로 진행하였고, 각 단계별로 최적화를 진행

하여 실험 과정에서의 문제가 없도록 개선하였음. 

그림 127. 형광 분자 표지 기능화 방법과 종이 표면에 고분자 기능화 방법
(a) 고분자와 기능화하기 위한 형광 분자 표지의 자체의 기능화 방법 및 

(b) 종이 상에서의 고분자 및 형광 분자 표지 기능화 방법

Ÿ 먼저 기존 2차년도 lateral flow sheet의 표면 기능화는 그림 127.(b)의 왼쪽과 같이 ‘1. 

carboxyl group 기능화 – 2. EDC-NHS 반응을 통한 Thiol-PEG-amine crosslinking – 3. 

Thiol-thiol 간의 disulfide bond 형성 유도’ 와 같은 방식을 이용했었음. 여기서 EDC-NHS 

반응이란, carboxyl group에 반응하는 carbodiimide(EDC)와 그 둘 간의 반응에 경쟁적으로 

작용하며 결과적으로 amine group를 갖는 분자를 결합시켜주는 역할을 하는 

N-hydrosuccinimide(NHS)를 사용하여 각각 carboxyl group와 amine group을 갖는 분자를 

crosslinking 시키는 반응임. 이를 통해 우리는 carboxyl group을 갖는 종이 표면에 한쪽 말

단이 amine group으로 치환된 고분자(spacer 및 crosslinker 역할 수행, 여기서는 PEG)를 

연결하고, 연결된 고분자의 반대편 말단의 기능기를 형광 분자 표지를 기능화 하는 용도로 

사용함. 

Ÿ 형광 분자 표지의 기능화의 경우, 형광 분자 표지의 제작 과정에서 염기서열 하나에 기능화 

된 phosphorothioate(PS)에 합성된 N,N’-bis(a-iodo-acetyl)-2,2’-dithiobis(ethylamine)  

(BIDBE)라는 물질을 열처리와 함께 공유 결합 시킨 후, 이 BIDBE에 있는 disulfide 

bond(S-S)를 Tris(2-carboxyethyl)phosphine hydrochloride(TCEP)으로 끊어 thiol 

group(-SH)을 활성화 하게 되면 thiol이 기능화 된 형광 분자 표지를 얻을 수 있음.
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그림 128. Avidin을 이용한 고분자 및 형광 분자 표지 기능화

그림 129. BSA-biotin-Avidin을 이용한 고분자 및 형광 분자 표지 기능화

Ÿ 실험 초기에 형광 분자 표지가 lateral flow sheet 위에 제대로 고정되지 않는 문제점이 존재

했고, 이는 2차년도에 사용했던 고정화 방식인 thiol-thiol 간의 결합이 iodine(I2)과 같은 촉

매가 없고 특정 pH 조건을 만족시키지 못하는 우리의 실험 조건에서는 자발적으로 일어나

기 어려운 것으로 판단되어 고정화 방식의 변화를 시도함. 첫 번째로, 기존 방식 대신 그림 

128과 같이 ‘1. Avidin 기능화 – 2. Biotin-PEG-maleimide 기능화’ 혹은 그림 129와 같이 

‘1.BSA-biotin 기능화 – 2. Avidin 기능화 – 3. Biotin-PEG-maleimide 기능화’의 방식을 도

입하여 표면 기능화를 진행하였음. 

Ÿ 위의 두 방식은 모두 avidin-biotin의 강한 결합력을 이용함과 동시에, 표면 기능화 말단의 

maleimide와 형광 분자 표지의 thiol group간의 자발적인 반응을 통한 형광 분자표지의 고

정화를 목표로 함. 또한 가장 첫 번째 이루어지는 기능화인 glass fiber와 avidin 혹은 

BSA-biotin의 결합의 경우 glass와의 자연적인 affinity를 이용하여 결합시킬 수 있는 장점

이 있어 매개체로 적합하다고 판단하였음. 

Ÿ 그러나 결과적으로 형광 현미경을 사용한 분석에서 형광 분자 표지가 유체의 흐름에 따라 

밀려가는 것으로 나타나 고정화가 정상적으로 진행되지 않았다고 판단하였고, 다른 기능화 

방식을 시도하였음.

Ÿ 두 번째 사용한 기능화 방식은 그림 127.(b)의 오른쪽에 표현된 것과 같이 기존의 carboxyl 

group 기능화 및 EDC-NHS 반응을 사용하되, spacer 역할을 하는 고분자만 

‘Thiol-PEG-amine’에서 ‘Amine-PEG-maleimide’로 변경하는 방식으로, 확실한 carboxyl 

group 기능화와 EDC-NHS 반응을 통한 공유결합이 가능해 더욱 안정적으로 작동 할 것으

로 기대하였음. 위 기능화 방식을 사용하였을 때, background signal(noise)의 감소 및 형광 

분자 표지의 안정적인 고정화가 이루어졌음을 확인함. 

Ÿ 또한 우리는 carboxyl group만 기능화 한 종이 기판과 고분자 까지 기능화 한 종이 기판을 

비교하였는데, carboxyl group만 기능화 한 경우 표면의 – 전하에 의해 타겟 핵산이 종이 

표면에 비특이적으로 결합하지 않고 잘 유동할 수 있도록 하는 역할은 수행할 수 있으나, 

형광 분자 표지가 제대로 고정되지 않는 문제점이 있어 양쪽 말단에 기능기를 가진 고분자

를 도입해 공유결합을 유도하였음. 또한 고분자는 종이 표면과 실제로 타겟 핵산과 반응이 

일어나는 지점 사이의 거리를 일정 수준 이상 멀어지게 해 입체적(구조적)인 영향에 의한 반

응성의 저하를 방지해 주는 역할도 수행할 수 있음.

Ÿ 또한 반응이 일어나는 물리적/화학적 환경이 용액 상과 종이 기판 상에서 상이하여 같은 조
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건에서 같은 반응이 일어날 것으로 생각할 수 없기 때문에, 형광 분자 표지와 타겟 핵산간의 

반응 최적화를 위해 용액 상에서는 10 mM 농도로 사용했던 MgCl2를 최대 1 M까지 높여가

며 반응성을 테스트하였음. 테스트 결과에서 최적의 MgCl2 농도를 500 mM로 결정하고, 이

후 실험에서 모두 500 mM로 사용함.

⑦ 바이러스 검출 성능 개선 연구 및 센서 안정도와 신뢰성 개선 연구

■ 여러 region의 HIV 형광 분자 표지를 동시에 사용하여 성능 개선

Ÿ 매우 긴 길이를 갖는 실제 바이러스 핵산의 경우 특이적인 서열이 하나가 아닌 여러 region

에서 가지고 있고,  하나의 바이러스 핵산이 포함하는 여러 특이적 region에 대한 형광 분자 

표지를 동시에 사용할 경우 형광 신호를 몇 배로 증가시킬 수 있을 것으로 예상함. 이는 

fragmentation을 통해 긴 핵산 서열을 짧게 자르더라도 적용 될 수 있음.

Ÿ 염기서열에 대한 형광 분자 표지를 각각 제작하고, 모든 종류의 분자 표지를 섞어 만든 용액

을 종이 기판 표면에 기능화 하여 성능 개선을 시도함. 제작한 HIV 대응 형광 분자 표지의 

염기서열, 구조, 열역학적 정보를 아래 그림 130에 나타냄. 제작된 형광 분자 표지들은 서

로간의 hetero-dimer 형성 평가를 통해 유의한 interaction이 없는 것을 확인하였음.

그림 130. 제작한 HIV 형광 분자 표지의 서열과 구조, 열역학적 정보 

또한 각 region별 타겟 핵산과 결합하는 염기서열의 개수 및 깁스 자유에너지를 통해 반응성 

및 안정성을 검증하였으며, 이는 아래 그림 131과 같음. 

그림 131. 열역학적 분석을 통한 HIV 형광 분자 표지의 타겟 핵산과의 반응성 평가

■ 실제 바이러스에 대응되는 조류독감(AIV) 및 구제역(FMDV) 형광 분자 표지의 제작 및 평가

Ÿ 모델 바이러스를 이용한 테스트에 이어, 실제 타겟 바이러스인 조류독감 및 구제역에 대응



- 113 -

되는 형광 분자 표지를 제작함.  제작한 조류독감 형광 분자 표지의 구조와 염기서열, 타겟 

핵산과의 반응성 및 안정성은 다음 그림 132, 그림 133, 그림 134, 그림 135와 같음.

그림 132. 제작한 AIV 형광 분자 표지의 서열과 구조, 열역학적 정보

그림 133. 열역학적 분석을 통한 AIV 형광 분자 표지의 타겟 핵산과의 반응성 평가
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그림 134. 제작한 FMDV 형광 분자 표지의 서열과 구조, 열역학적 정보

그림 135. 열역학적 분석을 통한 FMDV 형광 분자 표지의 타겟 핵산과의 반응성 평가

Ÿ 추가로 제작한 HIV, AIV, FMDV 형광 분자 표지의 반응성 및 형광 거동을 용액 상에서 평가

함. 조건은 이전에 사용하던 조건과 동일하며, 타겟 핵산은 1 μM로 고정하였고 excitation 

wavelength는 480 nm, emission wavelength는 520 nm를 사용함. 그 결과는 아래 그림 

136, 그림 137, 그림 138과 같음.
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그림 136. 용액 상에서의 HIV 형광 분자 표지의 형광 거동

그림 137. 용액 상에서의 AIV 형광 분자 표지의 형광 거동

그림 138. 용액 상에서의 FMDV 형광 분자 표지의 형광 거동

Ÿ 형광 분자 표지 제작 과정에서 확인한 것과 마찬가지로, 용액 상에서 제작된 형광 분자 표지

들이 타겟 핵산에 정상적으로 반응하여 형광 신호를 잘 나타냄을 확인할 수 있음.
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■ 종이 칩의 작동 방식 및 검출 기기의 변경을 통한 성능 개선 원리 분석과 이에 따른 표면 

기능화의 영향 재평가 

Ÿ 기존의 lateral flow sheet 및 형광 현미경을 사용해서 얻은 결과를 통해, 검출 한계가 목표

치에 도달하기 어려울 것으로 판단하여 검출 방식의 변경 및 종이 기판 샘플을 다른 형태로 

제작하도록 함. 기존 액체의 유동을 이용한 lateral flow sheet에 형광 분자 표지를 기능화 

하는 경우 좁은 영역에 많은 양의 형광 분자 표지를 고정화하기가 어렵고, 따라서 적은 양의 

타겟 핵산에 대해 높은 반응성 및 형광 신호를 기대하기 어려움. 또한 용액이 유동할 때 형

광 분자 표지가 기능화 된 부분을 지나가며 반응이 일어나기 때문에, 반응이 일어날 수 있는 

시간이 매우 짧아 반응 효율이 낮고, 높은 형광 신호를 얻을 수 없었음. 

Ÿ 따라서 lateral flow sheet의 형태 대신, 종이 바닥면에 소수성 물질이 벽으로 작용하는 well

의 형태를 갖는 종이 칩을 기계공학부와 협업을 통해 설계하여 좁은 영역에 높은 농도의 형

광 분자 표지가 농축될 수 있도록 함. 이러한 높은 형광 분자 표지의 농도는 적은 타겟 핵산 

농도에도 분자 표지가 충분히 반응할 수 있는 반응성을 담보하며, 유동하지 않는 방식으로 

반응 시간이 충분히 주어질 수 있어 더 뛰어난 반응성을 기대할 수 있음.

Ÿ 또한 검출기기의 경우 형광 현미경에서 광자 검출(Multi pixel photon counter, MPPC) 기반

의 검출 기기로 변경하여 민감도를 크게 향상시킴. 이 경우 형광에만 반응하는 것이 아닌 

광자의 출입 전체에 신호를 나타내기 때문에 신호를 선별적으로 걸러내고 암실이 필요하다

는 단점이 있었으나, 렌즈와 형광 필터를 도입하고 기기 자체의 검지 부분을 빛이 차단된 

형태로 제작하여 문제를 해결할 수 있었음. 형광 현미경과 비교했을 때, MPPC를 이용하게 

되면 근본적인 검출 민감도 차이뿐만 아니라, 정량적으로 광자 검출 신호를 표시해 주기 때

문에 이미지를 직접 판별해야 하는 형광 현미경에 비해 낮은 농도 구간에서 이점이 있으며 

이는 곧 검출 한계의 개선으로 이어짐.

Ÿ 기존 lateral flow sheet에서는 종이 표면 기능화가 형광 분자 표지가 흘러가는 것을 막기 

위해 고정화 용도로 사용되었다면, 바뀐 종이 칩에서는 종이 표면과의 상호작용을 최소화 

하고 타겟 핵산과 안정적으로 반응할 수 있도록 하는 역할을 수행함. 우리는 이전의 다양한 

표면 기능화 방식과 기능화의 유무에 따른 형광 분자 표지의 종이 표면과의 상호작용에 대

한 분석을 토대로, 새로운 종이 칩에 대해서도 기존의 기능화를 유지하는 것이 안정적으로 

구동함에 이점이 있을 것으로 판단하고 이를 실험을 통해 평가함. 실험 결과 예상했던 것과 

마찬가지로 기능화를 하지 않거나 혹은 carboxyl group만 기능화 한 종이 칩에 농축된 고농

도의 형광 분자 표지가 안정적으로 형태를 유지하지 못해 타겟 핵산이 없음에도 형광이 나

타나거나, 타겟 핵산(용액) 처리 시 불안정하게 작동하는 경향을 보여 기존의 기능화 방식을 

새로운 종이 칩의 형태에도 그대로 적용하여 사용하는 것으로 결론 내림.

■ 종이 칩에 건조시킨 나노입자의 재분산 거동 및 광학적 특성 연구 

Ÿ 종이 소자 위에 광학 나노 입자를 건조시킨 상태에서 장기간 보관한 후 용액을 떨어뜨려 사

용시 나노입자가 응집한 상태로 잘 재분산 되지 않아 나노입자의 광학적 특성이 제대로 구

현하지 못하는 문제가 있음. 이러한 이유로 본 연구에서는 광학 나노입자의 안정성, 재분산

성 및 기능성을 건조한 상태로 장기간 보관할 수 있는 새로운 기술을 개발하고자 하였음.

Ÿ 종이의 표면을 혈청 알부민과 자당으로 처리하고 그 위에 금 나노입자를 안정화할 수 있는 

stabilization agent로 처리한 후 소수성 폴리비닐 부티랄 층으로 코팅된 나노입자를 건조시

키는 경우 금 나노입자를 100%의 수준까지 완전히 재분산 시킬 수 있었음.

그림 139. 재분산이 가능한 나노입자의 건조 기술 
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그림 140. 종이칩 위 나노입자의 건조 및 재분산 

Ÿ 본 기술을 통하여 10 ~ 90 nm 크기의 구형 금 나노입자, 금 나노막대, 은나노입자, 자성나

노입자 등 다양한 크기 및 조성의 나노입자에 동일하게 적용하여 나노입자를 재분산 시킬 

수 있음.

그림 141. 다양한 나노입자의 건조 및 재분산 

Ÿ 또한, 이렇게 재분산 된 금 나노입자에 1,4-디티오트레이톨(DTT)과 같은 티올 함유 화합물

을 처리할 경우 용액상으로 존재하던 나노입자와 동일한 정도의 색깔변화가 일어나는 것을 

확인할 수 있었음.
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Ÿ 본 연구는 제 1 세부와 제 2 세부 연구기관의 공동 연구로 이루어진 것으로 2019년도에 

‘Particle & Particle Systems Characterization’에 게재되었음.

그림 142. 제 1 세부와 제 2 세부 연구기관의 공동 연구로 게재된 논문

- 제 1 협동 연구기관(숙명여자대학교 화공생명공학부)

① 구제역 바이러스와 조류 인플루엔자 바이러스의 염기서열 분석

■ 한국에 미치는 영향이 크거나 향후 감염을 유발할 가능성이 높은 바이러스 혈청형 및 아형 

선정

Ÿ 구제역 바이러스 혈청형 7 가지 중 지금까지 한국에서 감염을 유발한 혈청형은 O-type과 

A-type으로 (표 12) 우선 검출 대상으로 선정. 그 외 혈청형 중 인접 국가인 중국에서 감염

이 발생한 적이 있는 Asia1 type은 향후 검출 시스템의 개발 및 성능 테스트 후 검출 대상으

로 추가 고려하고자 함.

Ÿ HA, NA는 인플루엔자 바이러스 표면에 드러나는 바이러스 단백질로 (그림 143),  조류 인

플루엔자 바이러스를 포함한 인플루엔자 바이러스 아형은 HA 단백질과 NA 단백질 종류에 

따라 분류함. 많은 아형이 존재하는데 조류가 숙주이므로 감염 확산이 매우 빠를 수 있고 

감염 지역의 범위도 매우 넓을 수 있으며 유전체 재조합 (그림 144)으로 변종이 쉽게 만들

어져 한국에 큰 영향을 주거나 줄 것으로 예상되는 아형의 선정이 쉽지 않음.

Ÿ 한국에서 감염을 유발한 조류 인플루엔자 바이러스 발생에 영향을 끼친 것으로 알려져 있는 

N1, N2, N3, N5, N6, N8 아형 (NA 기준으로 분류)을 검출 대상으로 고려함. 향후 진단 키

트에 바이러스의 혈청형 또는 아형을 타겟으로 하는 탐침 분자를 몇 개까지 도입할 수 있는

지 검토 후 검출 대상 조류 인플루엔자 바이러스 아형 종류를 최종 결정하고자함.  
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표 12. 최근 한국과 중국에서 분리된 구제역 바이러스 혈청형
Korea China

# Accession Year Serotype # Accession Year Serotype
1 KY086465 2000 O 1 DQ533483 1958 Asia1
2 AF377945 2000 O 2 EF149010 2005 Asia1
3 EF614457 2002 O 3 GU931682 2005 Asia1
4 AH012984 2002 O 4 HM008917 2005 O
5 KF112886 2010 O 5 FJ906802 2006 Asia1
6 KR401159 2010 O 6 HQ631363 2006 Asia1
7 KF112887 2010 O 7 KR073010 2006 Asia1
8 KC588943 2010 A 8 KU360085 2006 Asia1
9 KR401160 2011 O 9 JN998086 2010 O

10 KY322674 2014 O 10 KY234501 2011 O
11 KY086466 2016 O 11 KT968663 2013 A
12 AJ539139 2016 O 12 KY234502 2015 O
13 MG983730 2017 O 13 MF461724 2017 O

 

그림 143. 인플루엔자 바이러스 표면

■ 또한 조류 인플루엔자 바이러스의 많은 아형 중 병원성을 고려하여 검출 대상 아형을 선정

Ÿ H5 와 H7 아형 (HA 단백질을 기준으로 분류)의 조류 인플루엔자 바이러스가 고병원성 특성

을 가지는 것으로 알려져 있어, 검출 대상으로 선정함.

■ 구제역 바이러스의 혈청형 또는 조류 인플루엔자 바이러스의 아형에 관계없이 각 바이러스

의 존재를 검출하기 위한 탐침 설계도 시도하였음.
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 그림 144. 인플루엔자 바이러스 유전체 재조합의 예

Ÿ 구제역 바이러스의 경우 한 개의 유전체 분자를 가지고 있고 조류 인플루엔자의 경우 보통 

8개의 개별 유전자를 포함하는 분절된 유전체를 가지고 있음 (그림 145).

그림 145. 구제역 바이러스와 조류 인플루엔자 바이러스의 형태 및 유전체 구조 비교

Ÿ 두 바이러스 모두, 구조단백질을 암호화하는 유전자들 대비, 비구조단백질을 암호화 하는 

유전자의 염기서열이 혈청형 또는 아형에 따라 작은 차이를 보임.

Ÿ 비구조단백질 유전자 중에서 구제역 바이러스의 혈청형과 조류 인플루엔자 바이러스의 아

형에 관계없이 유사도가 특히 높은 2B, 3C, 3D 유전자 (구제역 바이러스)의 서열 일부와 

PB2, NP (조류 인플루엔자 바이러스) 유전자의 일부를 탐침 후보 서열로 선정.

Ÿ 탐침 서열 선정을 위해 한국에서 분리되거나 또는 향후 한국에서 감염을 유발할 수 있는 바

이러스들의 해당 유전자 전체를 서열 비교하여 공통적인 부분을 찾아서 탐침 설계에 반영함 

(그림 146, 147).
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그림 146. 구제역 바이러스의 혈청형에 관계없이 유사도가 
높은 2B, 3C, 3D 유전자의 서열 일부

그림 147. 조류 인플루엔자 바이러스의 아형에 관계없이 유사도가 
높은 PB2, NP 유전자의 서열 일부

Ÿ 최근 한국에서 분리된, 구제역 바이러스의 유전체 염기서열과 조류 인플루엔자 바이러스의 

유전체 중 PB2와 NP 유전자의 염기서열을 확보하여 (표 13) 서열 비교에 적용함. 구제역 

바이러스의 경우, 유전자 및 유전체 서열 정보가 다소 부족하여 중국에서 분리된 바이러스 

유전체 염기 서열도 포함하여 분석함.
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표 13. 최근 10년간 한국에서 분리되었으며, PB2 및 NP 유전체의 염기서열이 분석된 조류 
인플루엔자 바이러스 자료수를 아형별로 나타냄. 관련 데이터베이스가 잘 구축되어 있어 많은 

수의 서열 정보를 얻을 수 있었음.
PB2 Count NP Count

H5N6 9 H5N6 9
H7N1 1 H7N1 1
H5N8 66 H5N8 66
H9N2 2 H5N1 20
H5N1 12 H9N2 2
H7N7 6 H7N7 6
H1N1 3 H3N6 1
H10N8 2 H1N1 3
H10N6 1 H10N8 1
H13N2 1 H10N6 1
H10N1 2 H13N2 1
H4N6 1 H7N3 2
H7N9 9 H7N9 5
H2N8 6 H10N4 2
SUM 121 H10N1 2

H4N6 1
H2N8 6
SUM 129

Ÿ 염기서열 분석으로 구제역 바이러스와 조류 인플루엔자 바이러스의 혈청형 및 아형에 관계 

없이 공통적인 유전체 부분을 기준으로 바이러스 탐침 분자의 염기 서열을 확정하였음 (표 

14, 15). 
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표 14. 구제역 바이러스 보존 염기 서열에 기반한 탐침 분자. Tm = melting temperature; GC% 
= percent of G or C in sequence; R = A or G; Y = C or T; H = A, C or T; V = A, G 

or C; N = any nucleotide; M = A or C; W = A or T; S = G or C. 
FMDV-Conserved Sequences

# Gene Sequence Length Tm GC%
1 2B GACATGTCAACRAAACACGGRCC 23 59 52.2

2 2B GACACCGGYCTYGAGATHCTGGACAG 26 63.8 59

3 2B GTCGTGAAGAARATCTCCGACTCVCTCTCCAGTC
TCTTYCACGTRCCGGCCCCCG 55 87.3 60.3

4 2B TCGCCTCGAVYTTCTTCCGGTC 22 62 59.8

5 3C TGAHAGACAGTGACTACAGAGTGTTYGAG
TT 31 58.8 41.4

6 3C GTRAAAGGRCAGGACATGCT 20 49.9 50

7 3C CTCATGGTGYTNCACCGTGGGAA 23 62.3 56.5

8 3C GAGGCCCTHACYTACAARGACAT 23 53.5 49.3

9 3D CAAATGCACTCMAAYAACGGVCCGCAAA
TTGG 32 73.6 49

10 3D AAYGTGTGGGAYGTRGACTA 20 47 47.5

11 3D GAGCTGGAYWCTTAYACCATGATCTCCTA 29 58.6 44.8

12 CACATGGAYTAYGGRACTGGGTTTTA 263D 59 44.2

87.2 58563D13 ATCCTCTCCYTTGCACGYCGTGGGACCATACAG
GAGAAGTTGAYCTCCGTGGCAGG

72.5 60.932GTCCACTCTGGACCYGAYGAGTAYCGGCG
TCT

3D14

91.8 55.7753D15
CTCTTYGAGATTCCAAGCTACAGRTCACTTTACC
TGCGYTGGGTGAACSTGGGTGAACSCCGTGTGY
GGYGACGC

표 15. 조류 인플루엔자 바이러스 보존 염기 서열에 기반한 탐침 분자.

AIV-Conserved Sequences
# Gene Sequence Length Tm GC%
1 PB2 TGGATGATGGCAATGAA 17 44.7 41.2
2 PB2 GTRATGAAACGGAAACG 17 41.7 44.1
3 PB2 TAGCATACTTAYTGACAG 18 31.1 36.1
4 PB2 CAGACAGSGACCAAAAG 17 42.8 52.9
5 NP ATGGCGTYYCAAGSCACCAAACG 23 65 56.5
6 NP TTYCARGGGCGGGGAG 16 53.8 68.8
7 NP GATGGARARTGCC 13 28.2 53.8

② 각 바이러스의 혈청형과 아형을 구분할 수 있는 핵산 탐침 (Probe) 염기서열 설계

■ 구제역 바이러스 혈청형을 구분할 수 있는 유전체 부분 선정 및 탐침 분자 설계.

Ÿ 바이러스 유전체 서열을 정렬하여 비교한 결과 구제역 바이러스의 경우 혈청형에 따라 VP1 

유전자의 염기 서열에서 차이가 컸으며 특히 특정 부분의 서열들이 혈청형에 따라 매우 달

라 이 부분을 혈청형 구분을 위한 탐침 분자의 염기서열로 선택함 (표 16, 17). VP1 유전자

의 일부 서열은 동일 혈청형 내에서 매우 유사하였으나 다른 혈청형에서는 상당한 차이가 
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있음 (그림 148).

그림 148. 한국에서 발생한 구제역 바이러스의 혈청형에 따른 
VP1 유전자 염기서열 비교

Ÿ 한국에서 발생한 구제역 바이러스 혈청형은 O형과 A형으로, 이들을 구별하는데 필요한 유

전체 전체 서열 정보는 확보되지 않았지만 VP1 유전자 염기서열 정보가 있는 경우, 해당 서

열 데이터를 탐침 분자 설계 과정에서 반영하였음 (표 16).

표 16. 구제역 바이러스 유전체 염기서열 중 VP1 서열이 알려진 경우
Korea China

# Accession Year Serotype # Accession Year Serotype

1 JQ070331 2010 A 1 KF450794 2013 A

2 MK463490 2010 A 2 MG840802 2018 A

3 KY766148 2017 A

4 MG972599 2017 O

5 MG972600 2017 O

6 MK463491 2017 A

7 MK463492 2018 A
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표 17. 구제역 바이러스 혈청형 (O형 또는 A형)을 판별할 수 있는 
탐침 분자의 염기서열 정보. K = G or T

Serotype O-specific
# Gene Sequence Length Tm GC%

1 VP1 GACAGATTYGTGAAAGTMACACCRAAAG
AC 30 60.9 41.7

2 VP1 GTGGCAGTGAARCACRAGGGS 21 59.1 61.9
3 VP1 TGGACAACACCACMAAYCCRACG 23 62.3 54.3
4 VP1 TGCCYTACACRGCACCRCACCGTGT 25 68.7 62
5 VP1 GAACTGCTKTACCGYRTGAAGAGGGC 26 63.2 55.8

Serotype A-specific

# Gene Sequence Length Tm GC%

1 VP1 ACCRCCACCGGGGAATCAGCRGACCC 26 73.6 69.2

2 VP1 TAATGGACAGGTTYGTGCAGATCAAGCCT
G 30 67.2 48.3

3 VP1 CACACAYGTCATTGACCTYATGCARACACA
CCAACACGGGC 41 79.6 52.4

4 VP1 GGTRGGCGCYATGTTGCGCGCGGCCAC 27 79.1 74.1

5 VP1 CTTTTCTGATCTTGAGATTGTGGTGAACCA
CAC 33 65.3 42.4

6 VP1 TMRCCTAACGTGGGTACCCAAYGGAGCA 28 68 55.4

7 VP1 GAGCAACCCCACTGCTTACCACAAA 25 62.1 52
8 VP1 AGCRCCGTTCACRAGGCTTGCRCTC 25 68.7 62
9 VP1 CGGCGAGGTGACTYGGGKYCTCTCGYGG 28 75.9 71.4

10 VP1 CGRGCCACSGAGATCCRHGAACTC 24 66.1 63.9

11 VP1 CTACTGCCCCAGGCCRCTGYTGGCGRTGG
AGGTGWCGTCVCAAGAC 46 86.8 65.6

12 VP1 AAAATCATTGCCCCTGCAAA 20 54.5 40

■ 조류 인플루엔자 바이러스 아형을 구별할 수 있는 유전체 부분 선정 및 탐침 설계.

Ÿ 최근 10년간 한국에서 분리된 조류 인플루엔자 바이러스의 HA 유전자 서열과 NA 유전자 

서열을 확보함. 

Ÿ 바이러스가 갖는 HA 단백질과 NA 단백질의 조합으로 조류 인플루엔자 바이러스 아형이 결

정되므로 해당 바이러스 아형 구분을 위해 HA, NA 유전자의 염기서열을 고려함 (표 18). 

Ÿ 서열들을 정렬하고 비교하여 각 아형에서 특이적으로 나타나는, 아형 판별을 위한 탐침 분

자로 사용할만한 염기 서열들을 선정함 (그림 149, 그림 150, 표 19).
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그림 149. 최근 한국에서 발생한 조류 인플루엔자 바이러스의 HA 유전자 염기서열 비교. 
빨간색 화살표는 아형간 HA 유전자 서열 차이가 많이 있는 영역을 가리킴.

표 18. 조류 인플루엔자 바이러스 아형 구분을 위해 
반영한 HA 유전자 및 NA 유전자 염기 서열 수

HA Count NA Count
H5N6 4 H5N6 9
H7N3 1 H7N3 1
H7N1 1 H7N1 1
H5N8 41 H5N8 68
H5N1 2 H9N2 2
H9N2 1 H5N1 8
SUM 50 H1N1 3

H13N2 1
H7N9 3
H4N6 1
H2N8 6
SUM 103
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그림 150. 한국에서 발생한 조류 인플루엔자 바이러스 중 
N1 또는 N8을 갖는 바이러스 아형의 NA 유전자 염기서열 비교

표 19. 조류 인플루엔자 바이러스 아형 (H5, N1, N8)을 판별할 수 있는 
탐침 분자의 염기 서열

Subtype H5-specific
# Gene Sequence Length Tm GC%
1 HA ACTGTTACACATGCCCAAGACATACT 26 55 42.3
2 HA TTCAGAAATGTGGTATGGCT 20 47.1 40
3 HA CTACAATAATACCAA 15 20.6 26.7
4 HA CAATTTTAAAACCGAATGATGCAAT 25 55.5 28
5 HA TACAAAATTGTCAAGAAAGG 20 42.2 30
6 HA TTTATAGAGGGAGGATGGC 19 45.9 47.4
7 HA AATGAGCAGGGGAGTGGGTAC 21 54.4 57.1
8 HA ATCATTGACAAAATGAACACTCA 23 49 30.4

Subtype N1-specific
# Gene Sequence Length Tm GC%
1 NA AAGATAATAACCATTGGATCA 21 43.4 28.6
2 NA TCTGTATGRTAATTGGAATAG 21 40.2 31
3 NA ATTGGGAACATRATCTCAAT 20 44.1 32.5

4 NA CATTAGCGGGYAATTCATCTCTTTGC
CC 28 65.4 48.2

5 NA ATTGGRTCCAAGGGGGATGT 20 55.4 52.5

6 NA TGTGTAAATGGCTCTTGCTTTACTGTA
ATGAC 32 61 37.5

7 NA GATGGACCAAGTAATGG 17 38.9 47.1
8 NA ATAGAAAAAGGRAAAGTAGT 20 37.9 27.5

Subtype N8-specific
# Gene Sequence Length Tm GC%
1 NA CAATATGTGATGTCAAGGGCTTTGC 25 58.6 44
2 NA CAATCACCCAATGTATA 17 34.5 35.3
3 NA TTTGAAGCTGTRGCATGGTCAGCAAC 26 62.7 48.1
4 NA TATTGGGTAATGACTGA 17 34 35.3



- 128 -

③ 역유전학 기법으로 증식 능력이 제거된 모델 바이러스 생산

Ÿ 동물 바이러스 검출용 키트 개발 과정에서 다량의 바이러스 입자 확보하고, 새로운 동물 감

염 유발 위험을 줄이며, 실험자 안전을 향상시킬 방안 필요.

Ÿ 구제역 바이러스 또는 조류 인플루엔자 바이러스 유전자들을 포함한 타바이러스 기반 증식 

능력이 제거된 모델 바이러스 입자를 생산하였음. 이를 통해 충분한 실험용 시료 및 실험자 

안전을 확보하였고 새로운 동물 감염의 위험도 제거하였음.

 ■ 구제역 바이러스와 조류 인플루엔자 바이러스 유전자 DNA 확보.

Ÿ 실제 발생했던 3가지 혈청형 (O, A, Asia1) 구제역 바이러스 3D 유전자 DNA (pMD20 

vector 내 삽입된 형태) 를 농림축산검역본부로부터 확보함. 해당 O형 바이러스는 한국에

서, A형은 이라크에서, Asia1형은 이스라엘에서 분리되었음. 

Ÿ 구제역 바이러스 혈청형 구분을 위해 혈청형간 차이가 많은 VP1 유전자를 검출 타겟으로 

계획하였으나 상대적으로 혈청형 간 차이가 적은 3D 유전자만 확보되어 해당 유전자 내 혈

청형간 차이가 많은 부분을 새롭게 찾아냄 (그림 151).

Ÿ 그림 151에서 보듯이 빨간 박스로 표시한 부분을 탐침 분자 타겟으로 정하면 구제역 바이러

스 혈청형 구분이 가능하고 파란 박스로 표시한 부분을 타겟으로 하면 혈청형에 상관없이 

구제역 바이러스 존재 여부를 판별할 수 있을 것임.

그림 151. 구제역 바이러스 3가지 혈청형 3D 유전자 염기서열 일부. 
3가지 혈청형 간 염기서열이 보존된 부분은 파란색 박스로 표시를, 

상대적으로 크게 차이가 나는 부분은 빨간색 박스로 표시함.

Ÿ 실제 감염 발생했었던 2가지 아형 (H5N8, H9N2)의 조류 인플루엔자 바이러스 HA, NA 유

전자 DNA와 해당 염기서열 정보를 건국대 수의대로부터 확보. H5N8의 경우, 병원성을 제

거하기 위해 HA 유전자의 일부 염기서열이 치환되었음. H9N2의 경우 PB2 유전자 DNA와 

해당 염기서열 정보를 추가로 얻음. H5N8의 HA, NA DNA는 pHW2000 vector에, H9N2의 

PB2, HA, NA DNA는 pGEM-T vector에 포함됨. 

Ÿ 위 두가지 아형간 HA와 NA 유전자 염기서열 차이는 뚜렷함. 아형에 상관없이 조류 인플루

엔자 바이러스를 검출하기 위해서는 아형 간 염기서열 차이가 크지 않은 PB2 유전자를 검

5 NA CAGTATAGAATATACAAAGC 20 33.7 30
6 NA ACAATTAGTCGAACCTC 17 34.9 41.2
7 NA TAAAGAATGGTTGGAC 16 33.1 37.5



- 129 -

출 타겟으로 하는 것이 바람직함. 확보된 H9N2형 바이러스의 PB2 유전자 DNA를 H9N2형, 

H5N8형 모델 바이러스 유전체에 도입함.

■ 모델 바이러스 생산을 위한 유전체 발현용 벡터 플라스미드 구축

Ÿ 모델 바이러스 생산을 위해 계획된 MLV 대신 기능성 입자가 더 많이 만들어지는 유사 레트

로바이러스인 Human immunodeficiency virus 1 (HIV-1) 플랫폼을 사용하였음. HIV-1 유

전체 발현용 플라스미드 DNA (pFCGW)에 확보된 구제역 및 조류 인플루엔자 바이러스 유

전자 DNA를 분자생물학적 방법을 통해 삽입함 (그림 152). HIV-1의 증식을 위한 유전자 전

부가 제거된 HIV-1 유전체 플라스미드를 사용하여 실험자 안전을 확보하였음.

Ÿ 구축한 유전체 발현용 플라스미드 종류는 총 7개로, 구제역 바이러스 혈청형 세종류 (O, A, 

Asia1) 모델 바이러스를 위한 3개와 조류 인플루엔자 바이러스 2가지 아형 (H5N8, H9N2) 

모델 바이러스를 위한 플라스미드 각 2개씩 총 4개를 설계하고 제작함 (그림 153).

Ÿ 유전자 발현 분석으로 생산된 모델 바이러스 입자를 정량하기 위해 모델 바이러스 유전체에  

eGFP (녹색 형광 단백질) 유전자를 도입하였음 (그림 152, 153).

그림 152. 증식 능력이 제거된 HIV-1 유전체 생산을 위한 플라스미드. 
cPPT Downstream 위치와 WPRE 위치에 

구제역 바이러스 또는 조류 인플루엔자 바이러스 유전자를 삽입함. 
생산된 모델바이러스 정량을 위해 eGFP와 이의 발현을 제어할 CMV promoter도 삽입함. 

CMV promoter는 최적의 발현 강도를 보이는 promoter로 평가되어 선택하였음.
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그림 153. 구제역 모델 바이러스 및 조류 인플루엔자 모델 바이러스 유전체 
발현용 플라스미드 구조. LTR; Long terminal repeat. 

■ 구제역 및 조류 인플루엔자 바이러스 모델 생산.

Ÿ 구제역 및 조류 인플루엔자 바이러스 유전자를 포함하는 HIV-1 유전체 발현용 플라스미드

와 나머지 바이러스 단백질 발현을 위한 플라스미드를 생산 세포인 HEK293T에 도입함 (그

림 154). 

Ÿ 플라스미드 도입 2-3일 후 세포 배양액으로 방출된 바이러스 입자를 수확하고 초원심분리 

과정을 통해 정제/농축함 (그림 154). 

Ÿ 최종적으로 구제역 바이러스 3가지 혈청형의 모델 바이러스 3종과 조류 인플루엔자 바이러

스 2가지 아형의 모델 바이러스 4종을 생산하였음. 

그림 154. 증식 능력이 제거된 검출 실험용 모델 바이러스 제작. 
바이러스 입자를 구성하는 유전체, 단백질 요소를 발현할 수 있도록 

설계된 플라스미드를 세포에 도입하여 검출 실험에 사용할 바이러스 입자 생산.

■ 생산된 시료내 물리적 바이러스 입자수와 기능적 입자수의 정량.

Ÿ 생산된 시료내 구제역 및 조류 인플루엔자 모델 바이러스의 물리적 입자수는 바이러스 입자

가 가지는 핵산 정량을 통해 측정함. 

Ÿ 이를 위해 실시간 중합효소연쇄반응을 적용함 (결과: 표 20). 
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표 20. 생산된 시료 내 모델 바이러스 물리적 입자수 
(1μL 시료 내 입자 개수로 농도 정의)

Virus particle number / μL

구제역 모델 바이러스

O 3.64E+07

A 7.60E+06

Asia1 2.12E+07

조류 인플루엔자 모델 

바이러스

H5N8 1.65E+07

PB2H5N8 2.52E+07

H9N2 1.49E+07

PB2H9N2 2.29E+07

Ÿ 시료내 기능적 모델 바이러스 입자수는, 시료 용액으로 HEK293T 세포를 형질 전환하고 그 

결과로 관찰되는 eGFP 발현 세포를 정량하여 분석함 (그림 155). 

그림 155. 모델 바이러스 시료 내 기능적 바이러스 입자수 정량. 
바이러스 입자에 의해 형질 전환된 세포는 녹색 형광 단백질을 발현하고 

이를 유세포 분석기를 사용하여 정량, 시료내 기능적 바이러스 입자수를 결정하였음. 
농도의 단위는 시료 1 μL 내, 감염능이 있는 기능적 바이러스 입자의 수로 나타내었음.

Ÿ 물리적 입자수, 기능적 입자수 정량과 바이러스 입자에 의한 세포 형질 전환 확인을 통해 

모델 바이러스 입자의 효율적 생산을 검증하였음.

④ 모델 바이러스 RNA 유전체 추출 및 검체 안정성 극대화 연구

Ÿ RNA 유전체 기반 바이러스 검출 실험 과정에서 바이러스 입자에 포함된 단백질, 지방 성분

이 분석 정확도를 감소시킬 수 있음. 이에 검체 시료에 포함된 단백질, 지방 등 분자들을 용

제를 적용하여 제거함으로써 바이러스 검체로부터 유전체 RNA만을 추출하였음.

 ■ 바이러스 입자로부터의 RNA 유전체 추출 효율 비교

Ÿ Zymo Research 사의 Quick RNA viral kit를 사용하여 시료로부터 바이러스 RNA를 추출하

는 시도를 하였음. HIV-1, influenza A virus 등을 대상으로 RNA 추출을 테스트하였음. 

DNA/RNA Shield reagent 버퍼로 바이러스 입자의 lysis가 수행되었고 최종적으로 RNA 

binding을 통해 바이러스 입자 유래 RNA를 확보하였음.

Ÿ Zymo Research 사의 Direct-zol RNA kit도 다양한 시료로부터 RNA를 정제할 수 있는 것으

로 알려져 있으며 특히, 작은 크기의 RNA까지 정제 가능한 것으로 보임. Trizol solution 
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(acid-guanidinium-phenol based solution)이 적용되며 시료 내의 단백질과 지질을 파괴하

고 결과적으로 바이러스 입자도 분해됨.

 ■ 위 두 가지 kit를 이용하여 바이러스 RNA 유전체를 추출하고 분리 효율을 평가하였음. 

Ÿ 두가지 kit를 사용하여, 동일 종류, 동일 양 바이러스 시료로부터 바이러스 RNA를 추출했을 

때 거의 동일 양의 RNA (약 3 μg)가 얻어짐 (그림 156).

Ÿ 두가지 kit로 바이러스 유전체 RNA 추출 후 얻어진 시료 내 기타 잔존 부산물 양을 핵산 순

도로 평가하였음. 모든 정제 실험 결과, 높은 RNA purity를 얻었고 (230 nm, 260 nm, 280 

nm 파장의 빛에 대한 흡광도로 판단; 260 nm, 280 nm 파장의 빛에 대한 흡광도의 비가 

1.8-2.0 범위에 있는 경우 이상적임) 이로부터 단백질, 지방 등의 바이러스 유래 부산물이 

거의 없음을 확인하였음 (그림 156). 

Ÿ 얻어진 RNA가 바이러스 유전체로부터 유래한 것인지 평가하기 위해 M-MuLV 역전사 효소

를 이용, 추출한 RNA 시료 2μL로부터 cDNA를 합성함. 합성된 cDNA를 실시간 중합효소연

쇄반응을 통해 바이러스 유전체 부분에 붙는 프라이머와 함께 증폭 정량하였음. 두가지 kit

로부터 분리된 RNA로부터 얻어진 바이러스 유전체 부분 카피수는 비슷하게 측정되었음 (그

림 156).

그림 156. 상용 kit를 이용한 바이러스 유전체 RNA 추출 결과. 
왼쪽 그림은 전체적인 실험 순서 및 결과를 요약. 

두 가지 kit로 바이러스로부터 RNA를 추출하여 RNA 농도를 측정하고 
역전사 과정과 실시간 중합효소연쇄반응을 통해 실제 바이러스 유전체 유래 RNA양을 정량함.

오른쪽 그림은 kit 이용하여 바이러스 입자로부터 추출 후 측정한 RNA 순도 분석 결과.
잔존하는 화학 물질 오염 (230nm 파장의 빛에 대한 흡광 특성 있음) 또는 

단백질 오염 (280nm 파장의 빛에 흡광이 관찰되는 경우)이 
거의 없는 것을 나타내는 빛 흡광 특성 확인하였음. 

Ÿ 결론적으로 테스트한 두 가지 kit 모두, 사용시 높은 순도의 바이러스 RNA 추출이 가능하였

음.

■ 물리적·화학적·생물학적 처리를 통해 바이러스 유전체 RNA 단편화 시도

Ÿ 바이러스 유전체 RNA 단편화를 통해 검출 반응 과정에서 탐침 분자와 바이러스 유래 RNA 

간의 확산 한계에 의한 검출 반응 제한을 최소화하기 위해 노력하였음.

Ÿ 전체 바이러스 유전체 RNA 중 탐침 분자 (molecular beacon)와 상보 관계를 갖는 타겟영역

은 약 30 nucleotides 정도로 비율상 작은 부분임. 긴 바이러스 유전체 RNA는 자체 염기 

간에 수소 결합을 이루어 2차원, 3차원의 복잡한 구조를 가질 수 있고 이러한 분자 구조는 

탐침 분자가 Random motion을 통해 타겟 영역 근처에 가는데 심각한 방해 효과를 줄 수 

있음. 바이러스 유전체 RNA가 복잡한 다차원의 구조를 가지지 못하도록 짧게 절편화하는 
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것이 바이러스 검출 효율을 올리는데 중요하다고 판단함. 이에 2가 양이온 처리 또는 

RNase III enzyme 처리를 통해 유전체 RNA 단편화를 시도하였음.

Ÿ 먼저, New England Biolabs 사의 Next magnesium RNA fragmentation module을 이용하

여 RNA 단편화를 시도하였음. 가이드라인을 따라 바이러스 RNA 260ng에 해당 제품에 포

함된 fragmentation buffer를 넣고 94 °C에서 5 분 동안 incubation 하였음 (그림 157). 

Ÿ 다음으로, RNase III를 이용하여 RNA를 단편화하였음. RNase III는 이중가닥의 RNA를 자르

는 효소이지만 sodium ion의 양을 일반 버퍼보다 10 배 낮추면 단일가닥의 RNA도 자르는 

것으로 알려져 있음. RNA 260ng에 RNase III 0.7 μL 넣고 37 °C에서 7 분 동안 incubation 

함으로써 바이러스 유전체 RNA를 절편화하였음. 위 방식으로 절편화된 RNA는 정제과정을 

거친 후 bioanalyzer 2.1을 이용, 길이 분포를 분석하였음 (그림 157).

그림 157. Bioanalyzer 2.1을 이용한 바이러스 RNA 길이 분포 분석. 

Ÿ 열과 Mg2+를 이용하여 바이러스 유전체 RNA를 절편했을 때보다 RNase III 효소로 처리했을 

때 작은 RNA 분자의 비율이 더 높음을 확인하였음 (그림 157). 특히 60 base 범위의 길이

를 가진 RNA 산물이 높은 비율로 확인되었음 (그림 157). 탐침 분자와 상호 작용할 수 있는 

바이러스 유전체 부분의 길이가 30 base 정도이므로 바이러스 유전체 RNA 절편은 최소 30 

base 이상이 되어야 함. 

Ÿ 결과적으로 RNase III 효소 처리에 의한 바이러스 RNA 단편화 방식이 검출 반응에 필요한 

최소 RNA 절편 길이인 30 base 이상, 2, 3차 구조의 생성이 급격하게 늘어나는 1000 base 

이하의 적정 크기의 RNA 조각을 만들어내는데 더 적합하다고 판단하였음.

■ 바이러스 RNA 절편화를 위한 RNase III 효소 반응 최적화

Ÿ 바이러스에서 유전체 RNA를 추출한 후 크기를 확인하고 RNase III를 처리했을 때 어느 정도 

크기로 단편화되는지 비교하였음. 위에서와 마찬가지로 먼저 bioanalyzer 2.1을 이용하여 

RNA 길이를 분석하였으나, 얻어진 RNA 양이 너무 적어 신뢰할 수준의 분석 결과를 얻지 

못하였음 (그림 158). 따라서 더 낮은 농도의 RNA 길이를 분석할 수 있는 Tapestation 장비

를 이용하여 RNA 길이 분석을 진행함.

Ÿ RNA 길이 분포 분석 결과, 바이러스에서 RNA를 추출하는 과정에서도 RNA가 일부 조각 날 

수 있음을 확인함. 해당 실험에서 사용한 조류 인플루엔자 바이러스 모델의 유전체 길이는 

8.6 kb인데, 바이러스에서 RNA를 추출하여 길이 분석한 결과를 보면 추출 후 대부분의 

RNA 길이가 6 kb 이하였음 (그림 159, RNA1). 

Ÿ RNA 2번 샘플은 바이러스 유전체 RNA 2 μg 당 RNase III 0.5 μL로 처리하였고, 3번 샘플
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은 2μL로 처리했는데 처리 후 두 샘플의 RNA 분자 길이 분포상 차이가 크지 않았음. 두 샘

플 모두 RNase III 처리는 37 °C에서 12 분 동안 incubation 하였음. 또한, 필요한 수준 만

큼 RNA의 절편화가 이뤄지지 않아 큰 조각 (수천 base 길이)들이 많이 관찰되었음. 바이러

스 RNA의 양이 효소의 양에 비해 너무 많아서 이런 결과를 얻은 것으로 추정하여 바이러스 

RNA 양을 20 배 낮춰 RNase III 처리를 수행하고 결과로 얻은 샘플 내 RNA 길이를 분석하

였음 (그림 160).

그림 158. Bioanalyzer 2.1을 이용한 모델 인플루엔자 바이러스 RNA 길이 분포 분석. 
RNA1은 바이러스에서 추출한 RNA 샘플, RNA2는 바이러스 RNA 2 μg을 RNase III 0.5 μL로 

처리한 샘플, RNA3는 바이러스 RNA 2 μg을 RNase III 2 μL로 처리한 샘플임.  
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그림 159. Tapestation을 이용한 바이러스 RNA 길이 분포 분석 결과. 
RNA1은 바이러스에서 추출한 RNA, RNA2는 바이러스 RNA 2 μg을 RNase III 0.5 μL로 

처리한 샘플, RNA3는 바이러스 RNA 2 μg을 RNase III 2 μL로 처리한 샘플임.

Ÿ 바이러스 유전체 RNA 양은 20 배 낮추고, RNase III 양은 4 배 낮추어 절편화 반응을 수행

하였고 얻은 반응물 내 RNA 길이를 Tapestation을 이용하여 분석하였음. 전체적으로 앞의 

조건에서 얻은 결과 대비 더 작은 바이러스 RNA 조각 분포가 확인되었음 (그림 160). 그림 

160에서 보여지듯이, 20 배 적은 바이러스 유전체 RNA를 RNase III로 처리한 경우 절편화 

정도가 상당히 향상되었음. 더 많은 바이러스 유전체 RNA 처리 경우에서 관찰되었던 2000 

base 이상 길이의 RNA 산물의 양 (그림 159)이 상당히 줄어들었음. 
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그림 160. 더 적은 양의 바이러스 유전체 RNA를 RNase III로 처리하고 
Tapestation을 이용하여 RNA 산물의 길이 분포를 분석함. 

바이러스 RNA 100 ng을 RNase III 0.5 μL로 처리한 결과로, 
그림 159에 해당하는 조건에서처럼 많은 양의 바이러스 유전체 RNA 처리 경우에 비해 

더 작게 조각난 RNA 산물이 확인되었음.

⑤ 실제 검지 상황 모사를 위한 야생 바이러스 생산

■ 야생 바이러스 생산 방법 구축

Ÿ 모델 바이러스 적용 실험을 통해 얻은 최적화된 탐침 분자와 검출 조건을 실제 바이러스에 

검출에 적용하기 위해 야생 바이러스 (wild type virus)가 필요함.

Ÿ T7 프로모터로 바이러스 유전체 서열의 전사를 유도할 수 있는 플라스미드와 바이러스 입자 

형성에 필요한 단백질 발현용 플라스미드들을 함께 생산 세포에 도입하면 바이러스 유전체 

RNA와 단백질이 생성되고 이들의 자기조립을 거쳐 바이러스 입자가 만들어질 수 있음 (그

림 161).

Ÿ 구제역 바이러스의 경우 허가된 극소수의 연구기관에서만 바이러스를 생산하고 관련 실험

을 수행할 수 있음. 본 연구에서 충분한 민감도와 정확도를 가지는 바이러스 검출시스템이 

구축되는 시점에 검출 실험을 진행할 수 있도록 농림축산검역본부 해당 부서에 협조를 요청

하였음. 

Ÿ 야생 인플루엔자 바이러스의 경우, 분절된 RNA 유전체를 각각 발현할 수 있는 8종의 플라

스미드 및 바이러스 단백질 생산용 플라스미드 시스템을 세포에 도입함으로써 야생 바이러

스를 생산하고자 하였음 (그림 162).
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그림 161. 역유전학 기법을 이용한 야생 구제역 바이러스 생산. 모델 바이러스와 달리 복제 
능력을 포함하고 있기 때문에 실제 바이러스와 동일하며, 해당 바이러스를 이용하여 실제 검지 

상황을 모사한 실험 및 최적화 연구를 진행할 수 있음.

그림 162. 역유전학 기법을 이용한 야생 인플루엔자 바이러스 생산. 모델 바이러스와 달리 복제 
능력을 포함하고 있기 때문에 실제 바이러스와 동일하며, 해당 바이러스를 이용하여 실제 검지 

상황을 모사한 실험 및 최적화 연구를 진행할 수 있음.

  

■ 야생 바이러스 생산

Ÿ 증식 능력을 가진 야생 구제역 바이러스와 병원성을 가지는 야생 조류 인플루엔자 바이러스

의 경우, 감염 발생을 방지하기 위하여 BSL3 이상 수준의 특별한 시설에서만 바이러스를 다
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룰 수 있음. 앞서 언급한 바와 같이 개발하고 있는 검출 시스템이 충분한 성능을 보이게 될 

때, 관련 시설과 바이러스를 가지고 있는 건국대 수의대, 농림축산검역본부와 협업을 통해 

검출 테스트를 할 계획임. 

Ÿ BSL2 시설에서 실험이 가능하며 조류 인플루엔자 바이러스와 매우 유사한 유전체 구조와 

서열을 가지는 야생 인간 인플루엔자 바이러스를 생산, 검출 실험에 적용하였음. 숙명여대 

연구실은 정부로부터 허가 받은 BSL2 실험 시설을 보유하고 있음. 야생 인간 인플루엔자 바

이러스는 앞서 설명한 역유전학 방법으로 생산이 가능함. 인플루엔자 바이러스 연구를 선도

하고 있는 가와오카 그룹으로부터 인플루엔자 바이러스 유전체 및 단백질을 발현시킬 수 있

는 플라스미드를 공여 받아, 플라스미드 도입 비율 최적화 과정을 거친 후 바이러스 입자 

생산에 적용하였음.

Ÿ 그림 162에 나타낸 방식에 따라, 인플루엔자 바이러스 유전체 및 단백질 발현을 위한 총 

12-13가지 플라스미드를 세포에 동시 도입하여 바이러스를 생산하였음. 

Ÿ 바이러스 생산 여부를 검증하기 위해 세포 감염을 통한 바이러스 유래 세포 사멸 현상을 확

인하였음. 이와 함께 바이러스 입자로부터의 유전체 RNA를 cDNA로 전환한 후 중합효소연

쇄반응을 통해 정량하여 바이러스 생산 여부를 추가 확인하였음 (그림 163).

그림 163. 역전사 반응 및 실시간 중합효소연쇄반응을 이용한 바이러스 유전체 RNA 정량. 

Ÿ 바이러스의 M 유전자와 상보 관계에 있는 프라이머를 이용하여 바이러스 유전체 RNA의 

cDNA를 대상으로 실시간 중합효소연쇄반응을 수행하였음. 상당한 수준에서 인플루엔자 바

이러스 특이적 프라이머에 의한 핵산 증폭이 관찰되었음. 이 결과는 야생 인간 인플루엔자 

바이러스가 생산되었음을 나타냄. 야생 바이러스 입자로부터 추출로 얻어진 RNA 1ng 당 

38,000개의 유전체 cDNA가 생성되었음.

⑥ 야생 바이러스 RNA 유전체 추출 기술 개발

■ 야생 바이러스 RNA 유전체 추출

Ÿ 역전사유전학 기법을 적용하여 생산한 인간 인플루엔자 바이러스 입자로부터 RNA 유전체

를 위에서 언급한 상용화 kit로 분리하였음.

Ÿ 분리한 RNA 유전체를 RNAse III 처리를 통해 절편화하여 검출 .

Ÿ 가축이 구제역 바이러스에 감염되었는지 진단할 때 주로 사용되는 시료로 타액, 수포, 조직, 

혈액 등이 있음. 위에서 언급한대로, 구제역 바이러스에 감염된 시료는 법적으로 허가 받은 

극소수 연구시설에서만 다룰 수 있음. 혈액을 포함한 이와 같은 시료로부터 얻은 구제역 바

이러스 입자에서 RNA 유전체를 추출할 수 있는지 모사하기 위해 인간 혈액에 존재하는 

HIV-1 (인간면역결핍 바이러스)로부터 RNA 유전체를 추출하였음 (그림 164).

Ÿ 해당 바이러스 유전체는 아산병원 IRB 허가 과정을 거쳐 확보한 시료임.
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Ÿ 기존에 사용했던 상용 kit (Zymo Research 사의 Direct-zol RNA miniprep kit)를 이용하여 

1mL의 혈액 시료로부터 바이러스 유래 RNA를 추출하였으며, 높은 순도를 확인하였음. 추

출하는 과정에서 DNase I을 처리함으로써 오염물질로 작용할 수 있는 혈액세포의 DNA들을 

제거함.

Ÿ 분리된 RNA에 바이러스 RNA가 존재함을 역전사 반응과 실시간 중합효소연쇄반응을 통해 

확인하였음.

그림 164. 혈액 시료로부터 바이러스 유전체 RNA 추출 결과. 
상용 kit를 이용하여 혈액에서 바이러스 유래 RNA를 추출하여, RNA 농도 및 순도를 측정하고 

역전사 과정과 실시간 중합효소연쇄반응을 통해 실제 바이러스 유래 RNA 양을 정량함. 
오른쪽 그림은 kit 이용하여 RNA 추출 후 측정한 RNA 순도 분석 결과. 

잔존하는 화학 물질 또는 단백질 오염이 거의 없음을 나타내는 흡광도 결과를 얻음. 

Ÿ 유사하게, 역전사 방법으로 생산한 인간 인플루엔자 바이러스 입자로부터 바이러스 RNA 유

전체를 추출하여 검출 실험에 적용하였음.

■ 검출 시스템 성능 최종 검증 수 실제 바이러스 추가 검출 테스트

Ÿ 증식 능력이 있는 야생 바이러스의 경우 감염 발생 및 확대 우려로 허가 받은 BSL3 수준의 

시설에서 검출 실험이 가능함. 이에 현재 진행되고 있는 검출 시스템 성능 검증이 완료되는 

시점에  건국대 수의대, 농림축산검역본부 소속 관련 시설을 보유하고 있는 연구팀과 검출 

시험 협업을 추진하고자 함.
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- 제 2 협동 연구기관(팜스웰메디컬)

① 종이기반 lateral Flow kit에의 검지기기 형광 검출 알고리즘 설계

■ 협동기관에서 1차 지정한 파장대를 기준으로 내부 광학 검출 알고리즘을 구축

Ÿ 형광 분석 방법은 한 개 내지는 두 개의  광원을 사용할 경우에는 시료의 경우에는  시료 

install한 뒤에 시료에 light source를 scanning 하고, 이 light source를 ON 한 후 

20microsecond에 한 번 더 측정함.

Ÿ (T1) 두 가지 측정을 통해서 빠른 시간 내 측정 한 후 두 번 측정 한 후 (T2)을 이 두 가지를 

ratio metric fluorescence (율계량형광)방법으로 계산 한 후 결과 값을 표시 하도록 함.

 

그림 165. 형광 검출기 기본 구조

    

그림 166. 측정 체계도

Ÿ 형광 분석기는 구제역과 AI가 있는 sheet를 측정하는 데 있어 1차 (P1 지점)에서는 구제역

과 Al 두 가지 중 하나를 판별하고, 구제역과 Al를 판별한 후 2차 (P2지점)에서는 구제역 종

과 Al종에 세부적인 아종을 판별 하는 방식을 측정함

Ÿ 이때 판별 방법을 형광 데이터를 가지고 주성분 분석 기법인 PCA 기법을 사용하여 판별 하

게 되는 데 기존의 신호 분석 기법에 비해 측정 정확도를 높여주는 방식으로 처리함

② 의료기기 등록을 위한 절차 관련 적용한 체계도 작성 및 설계

■ 현행 동물용의료기기 및 동물용체외진단시약의 인허가를 위한 기술문서 및 심사자료의  기

준들을 검토 및 단계별 실행계획 수립

Ÿ 현행 동물용의료기기 및 동물용체외진단시약의 인허가를 위한 기술문서 및 심사자료의 기

준들을 검토하여 향후 사업화 단계에서 체계적으로 대응하기 위한 전략을 수립하는 것이 필

요하며 이러한 목표를 기준으로 아래와 같이 단계별 체계도를 작성함

Ÿ 관련법령은 아래와 같음. 

  가. 동물용의료기기 기준규역 농림축산검역본부 고시 2018-12호
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  나. 동물용의료기기의 범위 및 지정에 관한 규정 2017-85호

  다. 동물용 체외진단시약의 선능 및 안전서시험 가이드라인 2019.1월 

Ÿ 위 근거들을 기준으로 본 과제에서 수행할 진단장비의 경우 진단시약의 범위와 성능, 안전

성 시험 등에 사업화 과정에서 적용 되어야 하기 때문에 연구 단계별 준비 작업을 진행하여

야 함

Ÿ 장비기준 : 동물용의료기기의 범위 및 등급분류에 의해서 신설된 코드 분류에 적용되며 본

과제의 장비는 3등급에 해당함

현행 
(대분류/중분류/소분류)

개   정   안
(대분류/중분류/소분류)

1. 동물의료용 기구Ÿ기계(대분류)
- 동물의료용 진료대와 수술대(중분류)
- 범용수동식진료대(소분류:품목명)

↓

1. 동물의료용 기구Ÿ기계(LA)
- 동물의료용 진료대와 수술대(LA10)
- 범용수동식진료대(LA1000100)

↓

2. 동물의료용품(대분류)

 - 동물의료용 정형용품(중분류)

 - 골접합용판(소분류:품목명)

↓

2. 동물의료용품(LB)

 - 동물의료용 정형용품(LB12)

 - 골접합용판(LB1200100)

↓
3. 동물용체외진단용시약(대분류)

 - 동물혈액검사용시약(중분류)

 - 혈구검사시약(소분류:품목명)

↓

3. 동물용체외진단용시약(LC)

 - 동물혈액검사용시약(LC01)

 - 혈구검사시약(LC0100100)

↓

4. 동물전용의료기기(대분류)

 - 동물산과용 기구 및 기계(중분류)

 - 발정탐지기(소분류:품목명)

↓ 

4. 동물전용의료기기(LD)

 - 동물산과용 기구 및 기계(LD01)

 - 발정탐지기(LD0100100) 

↓

Ÿ LA2803900 : 형광분광기 [1]  Fluorometer, for clinical use  서로 다른 파장을 물질에 투

사하여 그 형광도에 따라 정량 분석하는 장치임

Ÿ 체외진단시약의 기준 : 분자유전 검사용 시약은 아래의 분류 코드에 준함

Ÿ 분자유전 검사용 시약  IVD reagents for molecular genetics for veterinary use 

Ÿ LC0600500 : 고위험성동물전염병유전검사용시약 [3] IVD reagents of molecular genetics 

for legally designated infectious pathogens by OIE.  동물의 전염성 질병의 진단을 위하여 

감염원 등의 유전자를 검출하는데 사용되는 시약임

Ÿ 이외에 완제품의 경우 시약과 함께 sheet과 장비로 인허가를 추진하여야 하는 관계로 단계 

별로 추진전략을 수립하여야 함

Ÿ 위의 정부 인허가 관련 해당 자료에 근거하여 단계별 실행계획서를 도출함

③ 소형 형광 검지기기 설계를 위한 소자 선정 및 검출 모듈 성능 테스트

■ 1차 설계된 optic  디자인을 table에 장착하여 부품별 성능 및 기초 데이터를 수집

Ÿ 빛의 흡수에 의해 여기상태에 도달한 분자는 에너지를 잃어 다시 안정된 기저상태로 돌아감

Ÿ 이 에너지 변환의 과정은 분자의 충돌 등에 의해 열로 에너지를 방출하는 무방사 전이 또는 

분자간 에너지 이동에 의하는 것이 일반적임

Ÿ 그러나 어떤 일정한 구조를 갖는 분자에 있어서는 에너지를 다시 빛으로 방출하는 방사 과

정을 갖는 것이 있음

Ÿ 이러한 전이들이 같은 다중도 사이에서 일어나는 경우, 이 분자들을 형광 물질이라 하고 방

출되는 빛을 형광이라고 함

Ÿ 형광은 동일한 다중도 사이의 전자 전이이므로 허용 전이에서의 확률도 크고 그 방사 과정

은 신속함

Ÿ 흡수한 빛에너지는 방사변환 시 진동 에너지로서 일부 손실되므로 형광의 파장은 일반적으
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로 흡수한 빛 (여기광)보다도 장파장 쪽으로 이행하는 일이 대부분임

Ÿ 형광분석에서는 분석하고자 하는 성분 자체가 형광성이거나 적당한 형광시약을 반응시켜 

형광물질로 바꿀 필요가 있음

Ÿ 형광물질로는 공역 이중결합을 다수 갖고 있는 평면 분자가 많고 반대로 형광물질과의 상호

작용에 의해 그 형광 강도를 크게 감소시키는 물질이 있는 데 그것을 소광 (消光)분자라 지

칭함

그림 167. 형광 광 기본 구조

Ÿ 먼저 광원(light source)으로 부터 나온 광선(beam)이 광선 분할기(beam splitter)에 의해 

반사되어 광선이 대물렌즈(objective lens)를 향함

Ÿ 대물렌즈를 통과한 광선은 시료에 있는 초점면(focal plane)에 맺히게 되며 초점면에 맺힌 

광선은 시료의 특성에 따라 반사, 투과 혹은 굴절을 하게 됨

Ÿ 이러한 광학 현상에 의해 초점면이 아닌 다른 위치에서도 광선이 나오게 됨

Ÿ 시료상에서 반사되는 광선들은 다시 광선 분할기를 통과하여 검출기(detector) 방향으로 가

도록 구성함

그림 168. 형광 검출기 기본 구조 및 원리

Ÿ Excitation filter : 광원(Light source)에서 발생하는 빛에서 샘플을 자극하고자 하는 파장대

역의 빛(光) 만을 투과함

Ÿ Dichroic Mirror : Beam splitter라고도 불리며,  Excitation filter를 투과한 빛을 반사시키고, 

자극광에 의해 샘플에서 발현된 형광을 투과시키는 역할을 함

Ÿ Emission filter : Dichroic mirror는 자극광을 100% 반사시키지 못하기 때문에 자극광 중에

서 일부는  mirror를 투과하게 됨. 이러한 자극광을 한번 더 차단하고, 관찰자가 보고 싶어하

는 파장 대역(형광)만을 투과시키는 역할을 함
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그림 169. 형광 검출기 기본 설계

Ÿ 사용된 부품의 사양은 아래와 같음.

M490L4 - 490 nm, 205 mW (Min) Mounted LED, 350 mA 

MINTL5 - 554 nm, 650 mW (Min) Mounted LED, 1225 mA

Dichroic Mirror housing

Dichroic Mirror - GFP Dichroic Filter, Refl. Band = 452-490 nm, Trans. Band = 

505-800 nm

M490L4 MINTL5

  

Dichroic Mirror housing Dichroic Mirror
그림 170. 형광 검출기 사용 부품

Ÿ Spectrometer를 이용한 기초 테스트를 진행하기 위해 광파이버를 활용하여 형광 신호를 확

인함

그림 171. Light source에서 Beam splitter를 지나서 광 경로에서 측정한 스펙트럼
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그림 172. Beam splitter를 지나 detector 부분의 광 경로에서 측정한 스펙트럼

Ÿ 결과에서 light source 반사 신호를 감소하는 것으로 볼 수 있다. 감소된 신호는 10,000 

counts에서 필터를 통과하면서 3,500 counts 로 감소하여 형광 신호를 볼 수 있는 기본 광 

구조를 확인 할 수 있음

그림 173. 종이 형광 측정을 위한 실험 구성

Ÿ Lateral flow sheet 기반이 되는 재료인 종이에 반사 및 형광 피크 영향을 현재 광 구조를 

통해 개선 사항 파악을 위한 테스트 진행함

Ÿ 주로 현재 광 구조상으로는 형광 세기가 영향을 주기 보다는 반사 신호가 더 큰 영향을 주는 

것으로 확인됨. 이 반사와 형광 신호를 혼합해서 보기 때문에 현재의 결과는 A4이 종이와 

Glass fiber sheet가 유사한 결과를 확인함

그림 174. 종이 형광 측정 결과

Ÿ 향후에는 excitation filter와 emission filter가 서로 중첩되지 않도록 한뒤에 측정할 수 있도

록 할 예정이고, 특히 형광체가 excitation  파장과 emission 파장이 가까울수록 반사신호도 
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영향을 주기 때문에 형광체의 결정에도 중요한 변수 중 하나라고 볼 수 있음

그림 175. 3차 광 구조 셋팅

Ÿ 3차 광 구조는 광원 두 가지를 사용하여 동시에 분석이 가능하도록 광 구조를 추가 진행 하

였으며, 광원을 두 가지를 셋팅함

Ÿ 검출기 부분은 다 중 검출 방식으로 향후에 채택하도록 하고, 현재에는 하나의 검출기로 단

계적으로 측정할 수 있도록 시간 차 측정 방법을 채택하는 광 구조로 구성함

   

그림 176. 3차 광 구조 테스트 결과

Ÿ Beam splitter을 이용한 두 가지 light source가 동시에 출력이 되는 것으로 확인됨

Ÿ 초점이 맞지 않으면 두 가지 파장 대역이 따로 구성 되지만 렌즈를 통해서 초점을 맞추게 

되면 두 개의 파장을 지난  light source point로 되어 target sample에 형광 신호를 검출기

로 보낼 수 있음

④ 소형 형광 검출 모듈 설계 및 제작

■ 소형 형광 검출 장비의 구성 요소 및 구동 방법

Ÿ 형광의 기본 요소를 기반으로 하면서, flow sheet에 측정이 용이하도록 광학 초기 설계함. 

그림 177. 형광 검출 장비의 기본 구성 요소
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Ÿ 소형 형광 검출 장비의 주요 성분으로는 단색화 부품으로써 LED 광원을 사용하였으며, 

bandpass filter와 photodiode을 적용하여 단일 파장만 검출할 수 있도록 구성함. 

Ÿ 측정 방식은 광원인 LED는 본체에 있으며, 광파이버를 통해서는 flow sheet를 광을 주사하

도록 하였고, 이 광은 flow sheet의 반사를 통해서 반사광을 다른 광 케이블을 통해서 본체

에 있는 검출기를 전달하도록 구성됨. 전달된 광은 bandpass filter를 통해서 LED 광을 모두 

제거한 후에 형광 신호만 photodiode에 전달되도록 함. 

    a) 소형 검출 장비 개념도               b) 소형 검출 장비 사진 

     

그림 178. 소형 형광 검출 장비의 개념도 및 사진

Ÿ Flow sheet는 반사광 모듈 하단에 있는 Black optical plate 설치하도록 하였으며, Flow 

sheet가 특정 장소에서 확인할 수 있도록 수동형으로 구성함. 

그림 179. 소형 형광 검출 장비의 내부 구성도

■ 측정 메커니즘 

Ÿ 측정 메커니즘은 시료인 flow sheet를 고정한 후에 flow sheet 형광 특정 지점으로 고정하거

나 아니면 고정한 flow sheet를 정밀하게 이동하면서 측정할 수 있음. 

Ÿ Flow sheet를 고정 내지는 수동으로 이동하면서 일정한 특정 지점에서 LED 광원의 단색광

은 ON 시킨 후에 이 형광 및 단색광이 광파이버를 통해서 포토다이오드를 전달되고 최종적

으로 MCU에서 전압값으로 측정된 후에 최종 모니터로 표현함. 
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그림 180. 소형 형광 검출 장비의 측정 메커니즘

■ 소형 형광 검출 장비의 각 부품별 설명 

(가) 포토다이오드 

Ÿ 광 검출기로써 Mounted Silicon Photodiode로 하여 고정용을 채택함. 그리고 이 광 검출기

의 spectral range는 200-1100 nm까지 반응하고, Cathode Grounded 의 전기적인 특성을 

가짐. Active Area(Dimensions)는 0.8 mm2 (Ø1.0 mm)로써 최대한 넓은 면적으로 받는 것

으로 선택함.

그림 181. 포토다이오드 파장별 responsivity

Ÿ 그리고 광 검출기는 SMA 커넥터로 방식으로 되어 있어서 BNC 케이블 연결이 가능하도록 

함. 
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그림 182. 포토다이오드 schematic diagram

(나) Reflectance 모듈 

Ÿ 채택한 Replacement Arm을 통해서 높이 조절이 가능하도록 한 Adjustable Fiber Optic 

Probe Stand을 채택함. 그리고 광 케이블과 연결이 가능한 SMA Connectors 방식을 채택

함.

그림 183. Reflectance module 디자인 및 설계

(다) LED 발광 다이오드와 회로 제어 모듈 

Ÿ 발광 다이오드는 순방향으로 전압을 가했을 때 발광하는 반도체 소자임. LED라고도 불린

다. 발광 원리는 전계 발광 효과를 이용하고 있음. 

Ÿ LED의 주요 사양을 보면 다음과 같음. 
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표 21. LED 발광 다이오드 주요 specification

Ÿ 470 nm가 가장 센 신호이고, 480 nm 파장 대역도 같이 포함된 부분이기 때문에 형광도 

충분히 확인되면서 형광인 520 nm부터 530 nm에서 파장 영향이 없기 때문에 480 nm 광

원으로 사용하기 적합한 광원으로 볼 수 있음. 

그림 184. LED 발광 다이오드의 스펙트럼 특성

Ÿ LED가 포함된 드라이는 +극과 -극 연결이 가능하도록 함. 그리고, 조립이 가능하도록 하기 

위해서는 드라이버 양 단에 M3가 들어갈 수 있는 홀이 있도록 함. 

그림 185. LED 발광 다이오드의 회로 모듈 포함된 디자인 및 설계

(라) Flow sheet 고정 및 이동 모듈 

Ÿ 주요 사항으로 보면 

- Side- or End-Mounted Metric Micrometer

- Mounting Surface has Twenty-Six 1/4"-20 (M6) Tapped Blind Holes

- Create Multi-Axis Configurations Using Dovetail Locking Screw

을 특징으로 이동 모듈로써 flow sheet을 올려서 확인할 수 있도록 함. 
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그림 186. Flow sheet 고정 및 이동 모듈 디자인 및 설계

(마) 고정형 아답터 

그림 187. 고정형 아답터 디자인 및 설계

(바) Optical fiber 

Ÿ 전자기파의 일종인 빛을 전파하는 도파관임.

Ÿ 코어의 굴절율을 클래드의 굴절율 보다 높게 하면 코어에 들어온 광은 코어와 클래드의 경

계에서 전반사(Total Reflection)를 반복하며 코어 속을 진행함.

그림 188. Optical fiber의 FOV 디자인

Ÿ 코어 600 μm, 광케이블 1 meter로 해서 시스템에 적용함.

(사) 케이스 앞면 부분과 뒷면 가공 도면 



- 151 -

그림 189. 케이스 앞 부분과 뒷 부분 설계

(아) 플라스틱 케이스 본체 도면

그림 190. 플라스틱 케이스 본체 구성도

Ÿ 기본적으로 플라스틱 케이스 기반하고 크기는 225 X 165 X 90 크기를 기반하고 상 하부 

케이스 분리가 가능하도록 채택함.
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그림 191. 플라스틱 케이스 본체 디자인 및 설계

⑤ 종이 기반 키트 적용한 연동 테스트 및 성능 평가

■ 종이 기반 flow sheet와 측정 키트의 연동 테스트를 위한 하드웨어 

Ÿ 종이 기반 flow sheet의 형광 직접 측정을 진행함.

(가) 직접 시 광학 측정 조건 

Ÿ 직접 측정을 위해서 복합광원인 White LED (12 Volt)에 480 nm band pass filter를 사용하

였으며, 분광기를 전단에는 520부터 550 nm 까지 투과할 수 있는 band pass filter를 사용

하여 측정함. 

(나) 분광기

Ÿ 분광기 측정 범위는 200부터 850 nm 임.

Ÿ 검출기는 linear silicon CCD array 임.

Ÿ 전기적 A/D 분해능은 16 bits 임.

Ÿ 광학적 분해능은 1.34 nm FWHM (typical) 임.
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그림 192. 종이 기반 키트 연동 테스트를 위한 하드웨어 set up

■ 바이러스 탐침물에 의한 형광 측정결과

Ÿ 각종 바이러스의 검출용 조직과 배양 세포에서 유전자의 발현을 탐색하기위한 방법으로 첫 

번째로 형광 분자 표지(molecular beacon)를 사용함. 

(가) 형광 분자 표지(molecular beacon)는 특정 핵산의 존재를 알려 주는 올리고뉴클레오  

   티드 혼성화 프로브로서, 양 말단에 각각 형광체와 소광체가 결합되어 있는 헤어핀   

  (hairpin) 형태를 갖는 것으로 알려져 있음. 

Ÿ 형광 분자 표지를 종이 기반 Flow sheet 위에서 반응을 시킨 전후로 해서 측정함. 

Ÿ 형광 분자 표지의 반응 전 Flow sheet에 광원이 제대로 투과되는지 확인하였으며, 측정 결

과에서 480 nm 하나만 직접 측정되는 것으로 볼 수 있음. 

    

그림 193. 종이 기반 키트 연동 테스트를 위한 단색광 스펙트럼

Ÿ 520부터 550 nm 형광 신호를 확인할 수 있었음. 초기부터 확인되었으며, 10 분 정도도 계

속 측정되는 것으로 보임. 

    

그림 194. 반응 직후 형광 스펙트럼과 단색광 스펙트럼

Ÿ 10 분 후에는 좀 더 많은 형광 신호를 확인됨.
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그림 195. 반응 후 10 분 후의 형광 스펙트럼과 단색광 스펙트럼

(나) 탄소나노튜브 정량검출용 프로브는, 프로브 내 랜덤(Random) 염기서열을 갖는 ssDNA

(단일 가닥 DNA)에 탄소나노튜브가 캡처(Capture) 되는 현상으로 이용하여 형광 검출하

는 것으로 알려져 있음. 

Ÿ 탄소나노튜브(CNT)프로브를 이용한 형광 측정에 있어서는 초기에는 상대적으로 낮은 형광 

세기가 측정됨. 

    

그림 196. 반응 직후 형광 스펙트럼과 단색광 스펙트럼

Ÿ 10 분 후, 탄소나노튜브 (CNT)프로브를 이용한 형광 측정에 있어서는 초기 비해서는 형광 

세기가 높이는 것으로 확인할 수 있었음. 

    

그림 197. 반응 후 10 분 후의 형광 스펙트럼과 단색광 스펙트럼

■ 바이러스 탐침물에 대한 하드웨어 파라미터 확인 

(가) 검출기 증폭에 따른 형광 세기 변화 측정 

Ÿ 위와 같이 flow sheet를 이용하여 탐침물인 형광 분자 표지의 형광 세기를 확인함. 이때 형

광 세기는 좀 더 최적화시키기 위해서는 연구에서는 검출기의 증폭에 따른 세기 변화를 확

인할 수 있었음. 
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그림 198. 검출기 증폭을 위한 하드웨어 set up

Ÿ 검출기 증폭을 위해서 검출기 증폭을 50, 100, 200, 300 msec로 올리면서 동시에 광파이

버를 통해서 측정함. 

    

그림 199. 검출기 증폭에 따른 형광 스펙트럼 경향

Ÿ 형광 분자 표지의 형광 세기를 검출하는 데 있어 신호를 증폭함. 그 결과 높은 증폭도일수록 

높은 형광 세기를 확인할 수 있었음. 

(나) 시간에 따른 바이러스 탐침물인 형광 분자 표지의 형광 세기 변화 확인 

Ÿ 시간에 따른 총 7 번을 측정함. 7 번 동안 측정한 결과는 총 세기는 변화하지 않는 것 같이 

보이지만 이외에 파장 대역을 확인하면 연속으로 측정할수록 파장 대역은 세기가 감소하고 

형광 피크인 540 nm만 비슷하였으며, 7 번의 경우에는 세기가 감소하는 것으로 보임. 

    

그림 200. 10 분 동안 형광 스펙트럼 세기 경향

Ÿ 이 결과를 기반으로 해서 형광 세기 파장 이외에 다른 파장대역을 바탕값 보정 통해서 세기

를 계산하게 되면 다음과 같은 결과가 나오게 됨. 바탕값 보정은 형광 세기의 파장 대역과 

다른 가까운 파장 대역으로 보정하게 되는 데 이때 사용한 파장 대역은 516 nm 파장 대역

을 선택함. 
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그림 201. 바탕값 보정에 의한 형광 세기 경향

Ÿ 이 결과 바탕값 보정하게 되면 시간이 흐를수록 세기가 높아지는 것으로 확인할 수 있음. 

⑥ 기반 기술을 이용한 최적의 광학 및 제어회로 설계와 제작

■ 광학 설계 및 제작

Ÿ 광학 설계는 기본적으로 형광 검출할 수 있는 형광 기본 요소는 사용하는 데 있어 480 nm

을 적용하고, Flow sheet의 특정 부위에 고정해서 측정할 수 있도록 구현함.

    

그림 202. Flow sheet에 적합한 광학 디자인

Ÿ 광학적으로 다중 측정이 가능하도록 하였고, 검출기는 반사 방식 적용함. 검출기는 540 nm

만 검출될 수 있도록 하였고, 광 손실을 최소화하기 위해서 렌즈를 이용하여 광을 최대한 

입력되도록 함.

■ 제어회로 설계와 제작

Ÿ 제어기 회로는 MCU를 중심으로 검출기의 신호를 증폭하는 preamp, 이를 디지털화 하는 

ADC, 주변장치로 LED driver 및 CAN, RS232, RS485 통신을 지원하는 기능을 가지도록 

함.
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그림 203. 형광 검출기에 적합한 제어회로 개념도

Ÿ MCU 

MCU는 ST사의 고성능 MCU인 STM32F215RBT을 사용하고 있으며, 주요 제원은 아래와 같

음.

(가) Core : ARM® 32-bit Cortex®-M3 CPU (120 MHz max)

(나) Flash memory : 1 MB

(다) SRAM : 128+8 KB

(라) 140 GPIOs

(마) I2 C, UART, SPI, CAN, SDIO 인터페이스 지원

Ÿ ADC

ADC는 ADI사의 고정밀 24bit ADC 인 AD7172-2 를 사용함.

Delta-sigma 방식의 ADC이며 SPI 방식으로 MCU와 통신함. 칩 내부에 발진기와 voltage 

reference를 내장하고 있으며, 총 4 channel 입력이 가능하며 rail to rail differential input을 

지원함. 주요 제원은 아래와 같음.

(가) Fast and flexible output rate: 1.25 SPS to 31.25 kSPS

(나) Channel scan data rate of 6.21 kSPS/channel (161 μs settling)

(다) Performance specifications

(라) 17.2 noise free bits at 31.25 kSPS

(마) 24 noise free bits at 5 SPS

(바) INL: ±2 ppm of FSR

(사) 85 dB rejection of 50 Hz and 60 Hz with 50 ms settling

(아) User configurable input channels

(자) 2 fully differential channels or 4 single-ended channels

(차) Crosspoint multiplexer

(카) On-chip 2.5 V reference (±2 ppm/°C drift)

(타) True rail-to-rail analog and reference input buffers

Ÿ LED driver  (MP2580)

MP2580 high power LED driver는 36 V와 3 A 까지 지원하는 정전류 방식의 LED 드라이버

임. 주요 제원은 아래와 같음.

(가) Wide 5 V to 36 V Operating Input Range

(나) Up to 95 % Efficiency

(다) Hysteretic Control with No Compensation
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(라) No Output Capacitor Required

(마) ±3 % LED Current Accuracy

(바) Up to 2 MHz Switching Frequency

(사) Up to 20 kHz Dimming Frequency

    

그림 204. 제어회로의 MCU 개념도

Ÿ 회로 구성 특징 

  위의 부품을 기반으로 하여 형광 광원 제어 및 형광 검출기에 대한 증폭기 등이 포함한 아

날로그 제어 부분과 MCU를 중심으로 한 디지털 제어회로로 통합 한 제어회로를 제작하였

으며, 특히 이 MCU 부분에는 USB 연결 및 RS232 통신 연결을 통해서 신호를 받을 수 있도

록 함. 그리고 전원 부분은 12V DC로 구성하여, 배터리 및 220 AC 등 다양한 방법의 전원 

연결이 가능하도록 구현함.
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그림 205. 형광 검출기에 적합한 제어보드

            

그림 206. 좌측(스텝모터 드라이브), 중앙(LED 드라이브) 우측(검출모듈)

Ÿ 회로 외부 특징

회로 외부 특징으로는 전원 연결 단자와 통신 연결 단자가 한 쪽 방향을 둔 상태에서 제어 

부분이 다른 한 쪽 방향이 두어서 양 방향에서 구분함으로 해서 연결 시 최적의 효율을 두었

으며, 직사각형으로 크기를 최소화하였고, 각 모서리에는 M3 나사로 외형 케이스와 연결될 

수 있도록 하여 케이스 부착이 가능하도록 개발함. 

이를 통해 소형 모듈 기본 모듈을 제작함.

⑦ Lateral Flow sheet Kit를 적용하여 검출 성능 확인 

■ Lateral flow sheet 모듈 제작 

Ÿ Lateral flow sheet를 이동할 수 있는 이동 모듈을 제작하여 Lateral flow sheet을 이동하면

서 측정되도록 구현함. 

  

그림 207. Lateral flow sheet 모듈

Ÿ  Lateral flow sheet는 샘플링 부분 한 부분과 아종까지 합쳐서 총 3군데를 측정할 수 있도

록 구현하였으며, 이에 맞추어서 총 4개 부분 중 3부분에 광이 관통되도록 구현함. 
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그림 208. Lateral flow sheet

■ MPPC 검출기를 이용한 성능평가

Ÿ MPPC 검출 모듈을 사용하여 바이러스 검출 관련 데이터를 확보함.

   

그림 209. MPPC specification

   

그림 210. MPPC QE trend
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■ 하드웨어 성능평가를 위한 기초 측정

Ÿ MPPC 모듈을 사용하여 lateral flow sheet의 DNA가 감지가 되는지 확인함

Ÿ 소프트웨어 구동하여 온도 조절 등 window 소프트웨어로 모니터링 가능하도록 구현함. (1

차 데이터)

   

그림 211. 소프트웨어 구동을 통한 모니터링 데이터

 

Ÿ Glass/paper와 시료 없을 때의 신호 차이를 확인함

   

그림 212. Glass/paper 신호와 시료가 없을 때의 신호

Ÿ 2차 데이터에서는 Background (시료 없는 sheet에 대한 데이터) 와 2.5 microM DNA일 때

의 형광 신호를 비교함 (2차 데이터)
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그림 213. Background 형광 신호

   

그림 214. Fluorescence light intensity 2.5 microM target DNA

Ÿ 3차 데이터에서는 Background (시료 없는 sheet에 대한 데이터) 와 25 nanoM DNA일 때의 

형광 신호를 비교함 (3차 데이터)

   

그림 215. Background 형광 신호
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그림 216. Fluorescence light intensity 2.5 nanoM target DNA

⑧ 통신/GPS 모듈이 추가된 바이러스 검지용 소형 형광 검출 장비 개발 

■ 소형 형광 검출 장비 개요 

Ÿ 2차년도 개발된 소형 형광 검출 장비에서 추가적인 미광의 형광을 감지하기 위한 검출기를 

개선하여 새로운 소형 형광 검출 장비 제작함 

Ÿ 새로운 검출 장비 도입 

  Silicon Photomultiplier (SiPM) 또는 Multi-pixel Photon Counter (MPPC) 로써 

  기존 PMT로 대체 하기 위해 개발된 검출기 

  Lateral flow sheet 이송 장비 도입 

  GPS 도입 

 
   

그림 217. 소형 형광 검출 장비 디자인

Ÿ 소형 형광 검출 장비를 개발하기 위해서 기본적으로 두 가지로 분리하여 제작함. 소형 형광 

검출 장비의 커버에 해당하는 부분과 하단에 해당하는 부분 두 가지로 나누었으며, 이 두 

가지 부분에서는 재질을 분리하여 제작하여 무게의 경량화 부분과 장비의 안정화를 달성함. 

■ 소형 형광 검지기를 위한 소자 선정

(가) MPPC 

(가-1) MPPC -1

Ÿ 낮은 광 신호를 검출 할 수 있는 모듈로써 구성품으로는 검출기인 MPPC, signal amplifier 

circuit, high voltage power supply circuit, temperatire compensation circuit가 포함됨 .

Ÿ Photosensitive area는 3X3 mm 임.

Ÿ Signal output은 analog암.

Ÿ Power는 +5VDC 임.
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그림 218. Block diagram (MPPC 모듈-1)

  

그림 219. Electrical and optical characteristics (MPPC 모듈-1)

  

그림 220. MPPC 모듈-1

(가-2) MPPC -2

Ÿ Optical measurment modules for very-low-level light detection, digital output

  

그림 221. MPPC 모듈-2
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그림 222. Electrical and optical characteristics (MPPC 모듈-2)

  

그림 223. Block diagram (MPPC 모듈-2)

  

그림 224. Connection example (MPPC 모듈-2)

  

그림 225. Dimension (MPPC 모듈-2)



- 166 -

(나) 이송 장치 

Ÿ 기본원리 (LM가이드)

  LM가이드는 직역하면 "직동안내(Guide)"를 뜻하며, 레일 방향으로 매끄럽게 운동시키는 기

계부품으로써 베어링과 마찬가지로 강구를 사용하는 것은 직동 운동이 매끄럽게 진행되어 

마찰이 최소화되도록 하기 위함

Ÿ LM 가이드를 사용하여 여러 position 이동이 가능하도록 제작함 

  

그림 226. Motor/actuator module

  

그림 227. Motor 부품 사양

(다) N-BK7 Plano-Convex Lens, Ø6.0 mm, f = 10 mm

Ÿ 재질 : BK7으로 500nm에서 투과율 90%이상으로 투과되는 재질을 사용함

  

그림 228. N-BK7 plano-convex 렌즈 투과도
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Ÿ 광 특성 : 한쪽으로 평면광이고 다른 한쪽은 초점이 되는 수렴렌즈를 사용함 

  

그림 229. Plano-convex 렌즈 빛 경로

(라) 여기광으로써 LED 사용 

Ÿ 여기광의 LED의 부품 사양으로써 시야각이 매우 좁게 하여 다른 부분에 영향을 미치지 않

도록 함. 

컬러수: Single Color

렌즈색상: 투명

파장: 470nm

램프색상: 파란색

파장-피크: 465nm

렌즈투명도: 투명

시야각: 25°

밀리칸델라등급: 800mcd

크기/치수: 1.80mm(L) x 1.50mm(W)

전압-순방향(VF)(통상): 3.3V

  

그림 230. LED 부품 사양
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그림 231. 여기광 파장 정보

(마) GPS모듈 

Ÿ 여기광의 LED의 부품 사양으로써 시야각이 매우 좁게 하여 다른 부분에 영향을 미치지 않

도록 함. 

Ÿ 제품특징 

동작전압 : DC 3V- 5V

본체 크기 : 25mm X 35mm 

안테나 크기 : 25mm X 25mm X 8mm 

  

그림 232. GPS 모듈 사양 정보

(바) 충 방전 배터리 

Ÿ 18650 충전지/직렬연결 리튬이온배터리(접지선) 2200mAh 7.4v / KC인증제품
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그림 233. 리튬이온배터리 사양 정보

(사) 디스플레이 (OLED)

Ÿ 소자 하나하나가 스스로 빛을 내는 OLED 패널의 특성상 명암비가 무한대로 표현됨. 이 때

문에 선명하고 입체감 있는 화질을 구현할 수 있음. 또 고성능 콘솔 게임에서 가장 중요한 

응답속도는 0.1ms(밀리세컨드·1000분의 1초)에 불과함. 화면재생률은 1초당 120장에 달함

그림 234. 설계된 디스플레이 이미지
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그림 235. 디스플레이(OLED) 사양 정보

그림 236. 디스플레이(OLED) 크기 및 설계도
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(아) bandpass filter (535nm/ 40m)

그림 237. Bandpass filter 파장대 정보

■ 형광 검출 모듈의 광학 구조 

Ÿ MPPC와 LED 부분을 투과형 구조로 하여 매우 높은 광 신호가 수신될 수 있도록 하였으며, 

LED 부분에는 LED 파장 대역의 bandpass filter로 좁은 여기광이 출력될 수 있도록 하였고, 

lateral flow sheet 상단에는 수렴 렌즈와 bandpass filter를 통해서 형광 방출광만 MPPC로 

입력될 수 있도록 광 구조를 최소화하도록 개발함 

Ÿ 렌즈와 필터 부품은 MPPC 검출 소자 면적과 유사한 5mm 또는 6mm로 렌즈를 선택하여 

초점 거리가 6 mm로 짧게 초점을 맞출 수 있도록 함 

Ÿ 짧은 초점 거리 및 평면광 거리는 전체 광 alignment에 유리하여 alignment에 의한 광손실

을 최소화함 

(가) 소형 형광 검출 장비 광학 부품  

Ÿ 형광 검출기의 광학적인 구성 요소로써 여기광 부분과 방출광 측정 부분으로 나누어짐. 여

기광의 LED로써 Blue light LED를 사용하였으며, 여기광 앞에는 Bandpass filter를 사용하

여 좁은 광파장 대역만 여기 될 수 있도록 함. 

그림 238. 여기광 모듈 부분 사진

Ÿ 방출광에는 Green 필터를 사용하여 방출광 중 Green 파장 대역을 측정되도록 하였으며, 이

러한 방출광 필터 부분 상단에 MPPC 검출기를 조립함
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그림 239. 방출광 광학 모듈 부분 사진

(나) 소형 형광 검출 장비 광학 구조  

그림 240. 소형 형광 검출 장비 광학 구조
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■ 형광 검출 모듈 설계  

Ÿ 전체적으로 검출 모듈은 두 부분으로 나누어 지는 데 상판은 커버 케이스만 있으며, 하단에

는 측정의 무게 중심을 하단에 두어 측정 및 이송장치에 흔들림 등이 없도록 구성함. 하단에

는 주로 알루미늄 등 메탈 재질과 이를 기반하여 PCB 제어 보드 등을 하판에서 지지해서 

올라가서 하판에 무게를 집중하도록 함. 

그림 241. 소형 형광 검출 장비의 설계도
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■ 형광 검출 모듈 제작 (하드웨어)

(가) 케이스 상단 부분 

  

그림 242. 소형 형광 검출 장비 케이스 상단 부분 사진 및 설계도

(나) 케이스 하단 부분 

Ÿ 케이스 하단 부분은 안정성을 도모하기 위하여 하단을 알루미늄으로 하였으며, 알루미늄의 

광 반사를 최소화하기 위하여 Black anodizing을 함.  

Ÿ 케이스 특징 

케이스 하단으로부터 각 부품을 모듈을 장착 하는 적층 방식을 채택하여 커버는 하중을 최
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소화할 수 있도록 함 

케이스는 총 두 가지로써 10mm 낮은 것 시스템과 상대적으로 10mm 높은 시스템이지만 

본 내용에서는 시스템과 10mm 낮은 것으로 표기하여 설명함 

  

그림 243. 높이가 10mm 낮은 시스템 모듈 설계도

  

그림 244. 시스템 모듈 설계도
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그림 245. 소형 형광 검출기 내부

Ÿ 하단 부분의 광 노출을 최소화하기 위하여 광 측정 부분에는 추가 커버를 제작하여 이중 커

버 부분과 내부 커버는 Black anodizing을 처리함 

  

그림 246. 소형 형광 검출기 하단 부분 사진

  

그림 247. 소형 형광 검출기 하단 부분 설계도 1
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그림 248. 소형 형광 검출기 하단 부분 설계도 2

  

그림 249. 소형 형광 검출기 하단 부분 설계도 3

  

그림 250. 소형 형광 검출기 하단 부분 설계도 4
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그림 251. 소형 형광 검출기 하단 부분 설계도 5

  

그림 252. 소형 형광 검출기 하단 부분 설계도 6

  

그림 253. 소형 형광 검출기 하단 부분 설계도 7
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그림 254. 소형 형광 검출기 하단 부분 설계도 8

  

그림 255. 소형 형광 검출기 하단 부분 설계도 9

  

그림 256. 소형 형광 검출기 하단 부분 설계도 10
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그림 257. 소형 형광 검출기 하단 부분 설계도 11

  

그림 258. 소형 형광 검출기 하단 부분 설계도 12

  

그림 259. 소형 형광 검출기 하단 부분 설계도 13
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그림 260. 소형 형광 검출기 하단 부분 설계도 14

  

그림 261. 소형 형광 검출기 하단 부분 설계도 15

  

그림 262. 소형 형광 검출기 하단 부분 설계도 16
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그림 263. 소형 형광 검출기 하단 부분 설계도 17

  

그림 264. 소형 형광 검출기 하단 부분 설계도 18

  

그림 265. 소형 형광 검출기 하단 부분 설계도 19
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그림 266. 소형 형광 검출기 하단 부분 설계도 20

  

그림 267. 소형 형광 검출기 하단 부분 설계도 21

  

그림 268. 소형 형광 검출기 하단 부분 설계도 22
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그림 269. 소형 형광 검출기 하단 부분 설계도 23

  

그림 270. 소형 형광 검출기 하단 부분 설계도 24

■ 형광 검출 모듈 제작 전자 제어 부분 

Ÿ ARM 마이크로컨트롤러 - MCU 16/32-BITS인 STM32F746VGT6을 기반으로 한 구제역 제

어 보드로 제작함 

Ÿ 주요사양 

패밀리: ARM® Cortex®-M7

코어 크기: 32비트

CPU 속도: 216MHz

프로그램 메모리 크기: 1MB

데이터 RAM 크기: 320KB

I/O 개수: 82

데이터 컨버터: A/D 16x12b; D/A 2x12b

동작전압: 1.7V ~ 3.6V

동작온도: -40°C ~ 85°C

실장 유형: 표면실장(SMD)

패키지/케이스: 100-LQFP
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그림 271. 형광 검출 모듈 전자 제어 부분 1

  

그림 272. 형광 검출 모듈 전자 제어 부분 2
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그림 273. 형광 검출 모듈 전자 제어 부분 3

  

그림 274. 형광 검출 모듈 전자 제어 부분 4
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그림 275. 형광 검출 모듈 전자 제어 부분 5

  

그림 276. 형광 검출 모듈 전자 제어 부분 6
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그림 277. 형광 검출 모듈 전자 제어 부분 7

  

그림 278. 형광 검출 모듈 전자 제어 부분 8
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그림 279. 형광 검출 모듈 전자 제어 부분 9

  

그림 280. 형광 검출 모듈 전자 제어 부분 10
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그림 281. 형광 검출 모듈 전자 제어 부분 11

  

그림 282. 형광 검출 모듈 전자 제어 부분 12
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그림 283. 형광 검출 모듈 전자 제어 부분 13

  

그림 284. 형광 검출 모듈 전자 제어 부분 14

■ 소형 형광 검출 장비 제작

Ÿ OLED 기반 모니터와 신호 버튼에 일체형을 사용하며, 내부에 GPS가 있어 측정 장소가 어

딘지를 확인할 수 있는 기능을 가지고 있음 

Ÿ 그리고 소형 형광 검출 장비에 배터리를 부여하여 현장 진단 키트를 사용할 수 있도록 개발

함 
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그림 285. 제작한 소형 형광 검출 장비 사진

Ÿ 측정할 때 lateral flow sheet를 자동으로 loading 될 수 있도록 하며, 측정 결과는 그 자리에

서 바로 확인할 수 있도록 함 

    

그림 286. 제작한 소형 형광 검출 장비를 이용하여 형광을 측정 사진

■ 소형 형광 검출 장비의 모니터링 소프트웨어

Ÿ 측정 소프트웨어는 두 가지로 나누어지는 데 소형 형광 검출 장비 자체 소프트웨어에 대한 

부분으로써 자체 내에서도 측정 및 GPS 데이터를 받을 수 있도록 함.

Ÿ 전원을 켠 상태에서 OLED 판넬 및 knob으로 되어 있기 때문에 회전하면서 각종 메뉴를 선

택할 수 있도록 함. 
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그림 287. 소형 형광 검출 장비의 모니터링 소프트웨어 메뉴

    

그림 288. 소형 형광 검출 장비의 형광 측정 시 디스플레이

    

그림 289. 소형 형광 검출 장비의 설정 메뉴 디스플레이
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그림 290. 소형 형광 검출 장비의 통신/GPS 모듈 디스플레이

    

그림 291. 소형 형광 검출 장비의 정보 디스플레이

Ÿ 무선 통신을 사용하여 모니터링에서 볼 수 있는 기능이 가지도록 함. 

Ÿ 모니터링 소프트웨어를 구동할 수 있는 컴퓨터에서 가능한데, Window 10이상 되는 컴퓨터

에서 가능하며, Net Framework 4.7.2 이상 인스톨 되어있어야 가능하도록 제작함. 

    

그림 292. 소형 형광 검출 장비의 실시간 모니터링 프로그램
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Ÿ 설치 프로그램을 통해서 인스톨하게 되면 바탕화면에 아래와 같은 아이콘이 자동 설치됨.

    

그림 293. 실시간 모니터링 프로그램 설치 방법

 

Ÿ 소형 형광 검출기와는 무선 통신 방법 중 블루투스를 사용하여 무선 통신을 하게 되면 이 

무선 통신을 통해서 장치와 연결 하도록 하며, 통신 연결은 블루투스 시리얼 모듈을 통해서 

인식하도록 제작함.

    

그림 294. 장치와 통신 연결 방법

Ÿ 통신이 완료되었으며, 아래와 같은 메인 메뉴가 만들어지는데 메인 메뉴에는 측정 지도까지 

나타나게 되는 데 위성 상태, 위치 좌표 그리고 장치 상태와 장치 정보가 확인할 수 있음.

Ÿ 장비 상태는 소형 형광 검출기 장비에 측정된 값이 그대로 전달되도록 함. 
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그림 295. 소형 형광 검출 장비의 상태 및 위치 정보가 포함된 실시간 모니터링 프로그램 창

Ÿ 로그뷰어를 통해서 측정된 장치 결과 및 GPS 값 등이 실시간으로 확인 가능하며 자동 저장

도 가능하도록 제작함. 

    

그림 296. 프로그램 내 로그 뷰어 창
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3. 연구개발과제의 수행 결과 및 목표 달성 정도

 1) 연구수행 결과

  (1) 정성적 연구개발성과

① 역유전학 기법을 통한 증식 능력이 제거된 모델 바이러스 생산 기술 개발

Ÿ 동물 바이러스 검출용 키트 개발 과정에서 다량의 바이러스 입자 확보하고, 새로운 동물 

감염 유발 위험을 줄이며, 실험자 안전을 향상시킬 방안으로 구제역 바이러스 또는 조류 

인플루엔자 바이러스 유전자들을 포함한 증식 능력이 제거된 모델 바이러스를 생산하였

음. 이를 통해 충분한 실험용 시료 및 실험자 안전을 확보하였고 새로운 동물 감염의 위

험도 제거하였음.

■ 모델 바이러스 생산을 위한 유전체 발현용 벡터 플라스미드 구축

Ÿ 모델 바이러스 생산을 위해 기능성 입자가 더 많이 만들어지는 유사 레트로바이러스인 

Human immunodeficiency virus 1 (HIV-1) 플랫폼을 사용하였음. 그림 297과 같이 

HIV-1 유전체 발현용 플라스미드 DNA (pFCGW)에 확보된 구제역 및 조류 인플루엔자 

바이러스 유전자 DNA를 분자생물학적 방법을 통해 삽입하였고, 증식을 위한 유전자 전

부가 제거된 HIV-1 유전체 플라스미드를 사용하여 실험자 안전을 확보하였음.

Ÿ 유전자 발현 분석으로 생산된 모델 바이러스 입자를 정량하기 위해 모델 바이러스 유전체

에  eGFP (녹색 형광 단백질) 유전자를 도입하였음. 

Ÿ 구축한 유전체 발현용 플라스미드 종류는 총 7개로, 구제역 바이러스 혈청형 세종류 (O, 

A, Asia1) 모델 바이러스를 위한 3개와 조류 인플루엔자 바이러스 2가지 아형 (H5N8, 

H9N2) 모델 바이러스를 위한 플라스미드 각 2개씩 총 4개를 설계하고 제작함 (그림 

298).

그림 297. 증식 능력이 제거된 HIV-1 유전체 생산을 위한 플라스미드. 
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그림 298. 구제역 모델 바이러스 및 조류 인플루엔자 모델 바이러스 
유전체 발현용 플라스미드 구조. LTR; Long terminal repeat.  

■ 구제역 및 조류 인플루엔자 모델 바이러스 생산.

Ÿ 증식 능력이 제거된 모델 바이러스를 생산하기 위해 그림 299와 같이 구제역 및 조류 인

플루엔자 바이러스 유전자를 포함하는 HIV-1 유전체 발현용 플라스미드와 나머지 바이러

스 단백질 발현을 위한 플라스미드를 생산 세포인 HEK293T에 도입함. 플라스미드 도입 

2-3일 후 세포 배양액으로 방출된 바이러스 입자를 수확하고 초원심분리 과정을 통해 정

제/농축함 

Ÿ 최종적으로 구제역 바이러스 3가지 혈청형의 모델 바이러스 3종과 조류 인플루엔자 바이

러스 2가지 아형의 모델 바이러스 4종을 생산하였음. 

그림 299. 증식 능력이 제거된 검출 실험용 모델 바이러스 제작. 

■ 생산된 시료내 물리적 바이러스 입자수와 기능적 입자수의 정량.

Ÿ 생산된 시료내 구제역 및 조류 인플루엔자 모델 바이러스의 물리적 입자수는 바이러스 입

자가 가지는 핵산 정량을 통해 측정하였고, 이를 위해 실시간 중합효소연쇄반응을 적용했

으며 그 결과는 표 21과 같음
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표 21. 생산된 시료 내 모델 바이러스 물리적 입자수 
(1μL 시료 내 입자 개수로 농도 정의)

Virus particle number / μL

구제역 모델 바이러스

O 3.64E+07

A 7.60E+06

Asia1 2.12E+07

조류 인플루엔자 모델 

바이러스

H5N8 1.65E+07

PB2H5N8 2.52E+07

H9N2 1.49E+07

PB2H9N2 2.29E+07

Ÿ 시료 내 기능적 모델 바이러스 입자수는 시료 용액으로 HEK293T 세포를 형질 전환하고 

그 결과로 관찰되는 eGFP 발현 세포를 정량하여 분석하였고 그 결과는 그림 300과 같

음.

그림 300. 모델 바이러스 시료 내 기능적 바이러스 입자수 정량. 
바이러스 입자에 의해 형질 전환된 세포는 녹색 형광 단백질을 발현하고 

이를 유세포 분석기를 사용하여 정량, 시료내 기능적 바이러스 입자수를 결정하였음. 
농도의 단위는 시료 1 μL 내, 감염능이 있는 기능적 바이러스 입자의 수로 나타내었음.

Ÿ 물리적 입자수, 기능적 입자수 정량과 바이러스 입자에 의한 세포 형질 전환 확인을 통해 

모델 바이러스 입자의 효율적 생산을 검증하였음.

② 야생 바이러스 생산 방법 구축 및 RNA 유전체 추출 기술 개발

■ 야생 바이러스 생산 방법 구축

Ÿ 모델 바이러스 적용 실험을 통해 얻은 최적화된 탐침 분자와 검출 조건을 실제 바이러스

에 검출에 적용하기 위해 야생 바이러스 (wild type virus)가 필요함.

Ÿ 야생 구제역 바이러스의 경우, T7 프로모터로 바이러스 유전체 서열의 전사를 유도할 수 

있는 플라스미드와 바이러스 입자 형성에 필요한 단백질 발현용 플라스미드들을 함께 생

산 세포에 도입하면 바이러스 유전체 RNA와 단백질이 생성되고 이들의 자기조립을 거쳐 

바이러스 입자가 만들어질 수 있음 (그림 301).

Ÿ 야생 인플루엔자 바이러스의 경우, 분절된 RNA 유전체를 각각 발현할 수 있는 8종의 플

라스미드 및 바이러스 단백질 생산용 플라스미드 시스템을 세포에 도입함으로써 야생 바

이러스를 생산하고자 하였음 (그림 302).
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그림 301. 역유전학 기법을 이용한 야생 구제역 바이러스 생산. 

그림 302. 역유전학 기법을 이용한 야생 인플루엔자 바이러스 생산.

  

■ 야생 바이러스 생산

Ÿ 증식 능력을 가진 야생 구제역 바이러스와 병원성을 가지는 야생 조류 인플루엔자 바이러

스의 경우, 감염 발생을 방자하기 위하여 BSL3 이상 수준의 특별한 시설에서만 바이러스

를 다를 수 있음. 이를 대체하기 위해, 조류 인플루엔자 바이러스와 매우 유사한 유전체 

구조와 서열을 갖고 BSL2 시설 (숙명 여대)에서 실험이 가능한 야생 인간 인플루엔자 바

이러스를 생산, 검출 실험에 적용하였음. 야생 인간 인플루엔자 바이러스는 그림 302에 

나타난 방식에 따라, 인플루엔자 바이러스 유전체 및 단백질 발현을 위한 총 12-13가지 
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플라스미드를 세포에 동시에 도입하여 생산하였음.

그림 303. 역전사 반응 및 실시간 중합효소연쇄반응을 이용한 바이러스 유전체 RNA 정량. 

Ÿ 바이러스 생산 여부를 검증하기 위해 세포 감염을 통한 바이러스 유래 세포 사멸 현상을 

확인하였고, 그림 303과 같이 바이러스 입자로부터의 유전체 RNA를 cDNA로 전환한 후 

중합효소연쇄반응을 통해 바이러스를 정량하여 바이러스 생산 여부를 추가 확인하였음.

Ÿ 바이러스의 M 유전자와 상보 관계에 있는 프라이머를 이용하여 바이러스 유전체 RNA의 

cDNA를 대상으로 실시간 중합효소연쇄반응을 수행하였음. 상당한 수준에서 인플루엔자 

바이러스 특이적 프라이머에 의한 핵산 증폭이 관찰되었음. 이 결과는 야생 인간 인플루

엔자 바이러스가 생산되었음을 나타냄. 야생 바이러스 입자로부터 추출로 얻어진 RNA 1 

ng 당 38,000개의 유전체 cDNA가 생성되었음.

■ 야생 바이러스 RNA 유전체 추출

Ÿ 가축이 구제역 바이러스에 감염되었는지 진단할 때 주로 사용되는 시료로 타액, 수포, 조

직, 혈액 등이 있음. 위에서 언급한대로, 구제역 바이러스에 감염된 시료는 법적으로 허

가 받은 극소수 연구시설에서만 다룰 수 있음. 혈액을 포함한 이와 같은 시료로부터 얻은 

구제역 바이러스 입자에서 RNA 유전체를 추출할 수 있는지 모사하기 위해 그림 304와 

같이 인간 혈액에 존재하는 HIV-1 (인간면역결핍 바이러스)로부터 RNA 유전체를 추출하

였음.

Ÿ 기존에 사용했던 상용 kit (Zymo Research 사의 Direct-zol RNA miniprep kit)를 이용하

여 1 mL의 혈액 시료로부터 바이러스 유래 RNA를 추출하였으며, 추출하는 과정에서 

DNase I을 처리함으로써 오염물질로 작용할 수 있는 혈액세포의 DNA들을 제거함. RNA 

추출 결과 그림 304의 오른쪽 그래프와 같이 높은 RNA 순도를 확인하였고, 잔존하는 화

학 물질 또는 단백질 오염이 거의 없음을 나타내는 흡광도 결과를 얻음. 

Ÿ 분리된 RNA에 바이러스 RNA가 존재함을 역전사 반응과 실시간 중합효소연쇄반응을 통

해 확인하였음.
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그림 304. 혈액 시료로부터 바이러스 유전체 RNA 추출 결과. 

Ÿ 유사하게, 역전사 방법으로 생산한 인간 인플루엔자 바이러스 입자로부터 바이러스 RNA 

유전체를 추출하여 검출 실험에 적용하였음.

③ 조류 인플루엔자 바이러스 및 구제역 바이러스의 존재를 검지할 수 있는 형광 분자 표지 

(fluorescence molecular beacon) 설계 및 개발 

■ 모델 바이러스 핵산 염기 서열과 잘 결합할 수 있는 형광 분자 표지 설계 및 제작

Ÿ 숙명여대에서 제공받은 HIV-1의 viral RNA에 상보적인 sequence 중 U3 region을 참고하

여 loop 부분과 stem 부분 염기서열을 먼저 설정하고, 이를 열역학적 분석을 통해 안정

적인 이차구조를 갖는지 확인 후 일부 염기서열의 수정을 통해 target 핵산에 특이적으로 

결합하고, 소광이 안정적으로 작동할 수 있는 형광 분자 표지를 제작함. 그 구조와 염기

서열은 그림 305와 같음.

그림 305. 모델 바이러스를 이용해 제작한 형광 분자 표지의 염기서열과 구조

Ÿ 형광 분자 표지의 5’ 말단에는 FAM dye를, 3‘ 말단에는 BHQ-1 quencher을 기능화 하였

음. 또한, 염기 서열 중간 부분에 phosphothoiate를 기능화하였는데, 이는 종이에의 기능

화를 위한 internal modification임.

■ 용액 상에서의 형광 분자 표지의 target DNA에 대한 발광 거동 및 반응 특이성 확인

Ÿ 그림 306은 기능화되지 않은 제작 상태 그대로의 형광 분자 표지(pristine molecular 

beacon, p-MB)와, 기능화된 형광 분자 표지(functionalized molecular beacon, f-MB)
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를 각각 형광 테스트한 결과임.

그림 306. 기능화 전 후 형광 분자 표지의 형광 테스트 결과

Ÿ 형광 테스트 결과를 보면, MgCl2가 들어가지 않은 형광 분자 표지의 경우 target DNA가 

들어가더라도 control과 형광 세기 차이가 나타나지 않는 것으로 나타나 반응이 거의 일

어나지 않는 것으로 보이며, 이는 molecular beacon이 안정적으로 이차구조를 유지하고 

있어 salt concentration 없이는 쉽게 반응이 일어날 수 없는 것으로 해석됨.

Ÿ 이에 반해 MgCl2를 사용한 조건에서는 형광 세기가 증폭된 것을 확인할 수 있는데, 이는 

Mg2+ 이온의 charge screening 효과에 의해 molecular beacon과 target DNA가 거리를 

유지하고 있는 원동력인 surface charge가 약화되어 debye length가 감소하고, 이로 인

해 반응성이 향상되기 때문인 것으로 생각됨.

그림 307. Random control DNA를 이용한 형광 분자 표지의 반응 특이성 확인

Ÿ 형광 분자 표지의 target DNA에 대한 반응 특이성을 확인하기 위해 target DNA와 같은 

길이인 30 bp의 random control DNA를 제작하였음. 

Ÿ 그림 307에서 형광 분자 표지에 random control DNA가 처리되었을 때는 형광 신호가 

전혀 나타나지 않고, target DNA가 처리된 경우에는 뚜렷한 형광이 나타남을 알 수 있음. 

이를 통해 제작한 형광 분자 표지가 target DNA에 특이적으로 반응함을 보임.

■ 여러 region의 HIV 형광 분자 표지를 동시에 사용하여 성능 개선

Ÿ 매우 긴 길이를 갖는 실제 바이러스 핵산의 경우 특이적인 서열이 하나가 아닌 여러 
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region에서 가지고 있고, 하나의 바이러스 핵산이 포함하는 여러 특이적 region에 대한 

형광 분자 표지를 동시에 사용할 경우 형광 신호를 몇 배로 증가시킬 수 있을 것으로 예

상함. 이는 fragmentation을 통해 긴 핵산 서열을 짧게 자르더라도 적용 될 수 있음.

Ÿ 염기서열에 대한 형광 분자 표지를 각각 제작하고, 모든 종류의 분자 표지를 섞어 만든 

용액을 종이 기판 표면에 기능화 하여 성능 개선을 시도함. 제작한 HIV 대응 형광 분자 

표지의 염기서열, 구조, 열역학적 정보를 아래 그림 308에 나타냄. 제작된 형광 분자 표

지들은 서로간의 hetero-dimer 형성 평가를 통해 유의한 interaction이 없는 것을 확인하

였음. 또한 각 region별 타겟 핵산과 결합하는 염기서열의 개수 및 깁스 자유에너지를 통

해 반응성 및 안정성을 검증하였음.

그림 308. 제작한 HIV 형광 분자 표지의 서열과 구조, 열역학적 정보 

■ 실제 바이러스에 대응되는 조류독감(AIV) 및 구제역(FMDV) 형광 분자 표지의 제작 및 

평가

Ÿ 모델 바이러스를 이용한 테스트에 이어, 실제 타겟 바이러스인 조류독감 및 구제역에 대

응되는 형광 분자 표지를 제작함. 제작한 조류독감 형광 분자 표지의 구조와 염기서열은 

다음 그림 309, 그림 310과 같음.
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그림 309. 제작한 AIV 형광 분자 표지의 서열과 구조, 열역학적 정보

그림 310. 제작한 FMDV 형광 분자 표지의 서열과 구조, 열역학적 정보

Ÿ 추가로 제작한 HIV, AIV, FMDV 형광 분자 표지의 반응성 및 형광 거동을 용액 상에서 

평가하였고, 그 결과는 아래 그림 311, 그림 312, 그림 313과 같음.
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그림 311. 용액 상에서의 HIV 형광 분자 표지의 형광 거동

그림 312. 용액 상에서의 AIV 형광 분자 표지의 형광 거동

그림 313. 용액 상에서의 FMDV 형광 분자 표지의 형광 거동

Ÿ 형광 분자 표지 제작 과정에서 확인 한 것과 마찬가지로, 용액 상에서 제작된 형광 분자 

표지들이 타겟 핵산에 정상적으로 반응하여 형광 신호를 잘 나타냄을 확인할 수 있음.
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④ 형광 분자 표지 기능화 방법 확립

■ 종이 표면에의 고분자 및 핵산 기능화 전략 수립

Ÿ 면역크로마토그래피, 효소결합면역흡착검사 (ELISA), 실시간 역전사 중합효소연쇄반응 

(qRT-PCR) 등 기존에 사용되는 여러 장비 및 기술들의 단점을 보완하고 이를 통해 감염 

여부 뿐 아니라, 각 아형을 손쉽고 빠르게 구별해내는 진단 시스템을 개발하고자 함 

그림 314. 종이 표면에의 고분자 및 형광분자표지 기능화 전략 수립 

Ÿ 종이 기반의 센서 시스템은 종이의 셀룰로오즈 (cellulose) 성분을 여러 작용기로 기능화

하여 형광분자표지를 종이 기판에 화학적으로 도입하고, 해당 형광분자표지가 바이러스 

추출 DNA 또는 RNA와 반응하는 전략임. 따라서 셀룰로오즈에 다량으로 포함되어 있는 

하이드록실기 (hydroxyl group, -OH)에 고분자 기능화를 위한 카르복실기 (carboxylic 

acid group, -COOH)를 도입하고, 추가적인 화학 처리를 통해 아마이드 본드 (amide 

bond)를 형성함으로써, 핵산이 기능화된 종이 키트 센서 플랫폼을 제작하고자 함

그림 315. 종이 기판 위의 화학적 처리를 통한 핵산의 기능화 연구 전체 모식도

Ÿ 그림 315와 같이 셀룰로오즈 표면의 하이드록실기를  클로로아세테이트 (Sodium 

chloroacetate; CAA)를 이용하여 카르복실기로 기능화한 뒤, 카르복실기에 선택적으로 

결합할 수 있는 화학 물질 (1-ethyl-3-(-3-dimethylaminopropyl) carbodiimide 

hydrochloride (EDC), N-hydroxysuccinimide (NHS) or sulfo-NHS)을 처리함으로써 아

민기 (amine group, -NH2)와 공유결합을 형성할 수 있음. 이에 아민기를 포함하는 고분

자 (Amine-PEG-maleimide)를 처리함으로써 종이 표면에 형광분자표지를 기능화할 수 

있는 고분자를 추가 기능화하는 것이 가능함. 그림 316, 317과 같이 FT-IR 분석 결과를 

통해 카르복실기 도입과 EDC/NHS 처리를 통한 고분자의 기능화가 성공적으로 이루어졌

음을 확인함.
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그림 316. 종이 기판위의 클로로아세테이트 농도별 처리 후 FT-IR 분석 

그림 317. 카르복실기가 기능화된 종이에의 EDC/NHS 처리 및 
고분자 기능화 후의 FT-IR 분석 결과 

Ÿ 형광 분자 표지의 기능화의 경우, 형광 분자 표지의 제작 과정에서 염기서열 하나에 기능

화된 phosphorothioate(PS)에 합성된 N,N’-bis(a-iodo-acetyl)-2,2’-dithiobis 

(ethylamine) (BIDBE)라는 물질을 열처리와 함께 공유 결합 시킨 후, 이 BIDBE에 있는 

disulfide bond(S-S)를 Tris(2-carboxyethyl)phosphine hydrochloride(TCEP)으로 끊어 

thiol group(-SH)을 활성화 하게 되면 thiol이 기능화 된 형광 분자 표지를 얻을 수 있음.

Ÿ 최종적으로 형광 분자 표지 말단의 thiol기와 고분자 말단의 maleimide사이의 교차결합을 

통해 형광 분자 표지를 종이 표면에 기능화시킴.

 ⑤ 바이러스 검지할 수 있는 lateral flow sheet 개발

■ 종이 기반 미세유체 소자 구성 및 설계를 위한 최적의 재료 선정
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그림 318. 종이 기반 미세유체 소자의 구성

Ÿ 본 연구에서 사용될 종이 기반 미세유체 소자의 구성은 그림 318과 같이 용액을 흘려 주

는 부분인 sample pad, capture region과 control region을 통해 결과를 분석하는 test 

membrane 그리고 흐른 용액이 저장되는 absorbent pad로 구성됨.

CF3
(Whatman)

CF5
(Whatman)

Standard17
(Whatman)

Chromatography 
paper(Whatman)

Glass fiber filter
(Whatman)

Nitrocellulose 
membrane 
(Whatman)

Absorbent pad
(Millipore)

Conjugate pad
(Millipore)

그림 319. 다양한 종이의 SEM image

표 22. Sample pad, absorbent pad 그리고 test membrane의 후보군 및 물성

제품명 (회사명) 공극률
공극의 

크기 (μm)
Total intrusion 
volume (mL/g)

Sample 
pad

CF3 (Whatman) 0.589 3.195 1.0502
CF5 (Whatman) 0.716 4.851 1.7929

Chromatography Paper (Whatman) 0.585 11 1.1814

Absorben
t pad

CF3 (Whatman) 0.589 3.195 1.0502
CF5 (Whatman) 0.716 4.851 1.7929

Chromatography Paper (Whatman) 0.585 11 1.1814
Absorbent pad (Millipore) 0.767 7.739 2.2811

Test 
membran

e

CF3 (Whatman) 0.589 3.195 1.0502
CF5 (Whatman) 0.716 4.851 1.7929

Standard17 (Whatman) 0.875 34.74 7.4013
Chromatography Paper (Whatman) 0.585 11 1.1814

Glass fiber filter (Whatman) 0.864 3.882 6.4702
Nitrocellulose membrane 

(Whatman)
0.454 0.191 0.5975

Absorbent pad (Millipore) 0.767 7.739 2.2811
Conjugate pad (Millipore) 0.909 68.24 6.7564
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Ÿ 종이 기반 미세유체 소자의 각 부분에서 사용될 재료 후보군을 선정하기 위해 그림 319

와 같이 다양한 종이의 섬유 구조를 SEM 이미지를 통해 확인함.

Ÿ Sample pad와 absorbent pad 그리고 test membrane을 선정하기 위해 표 22와 같이 

후보군의 공극률, 공극의 크기, total intrusion volume을 automatic porosimeter를 이용

해 측정함.

Ÿ Sample pad는 용액을 흘려주는 데에 목적이 있으므로 total intrusion volume이 작은 

Whatman 사의 CF3로 선정하였고, absorbent pad는 용액을 흡수하는 데에 목적이 있으

므로 total intrusion volume이 큰 Millipore 사의 absorbent pad로 선정함.

 

그림 320. 다양한 종이의 형광 특성

Ÿ Test membrane은 종이에 고분자 및 형광 분자 표지의 기능화가 용이하고 자체적인 형광

이 없어야 하는 종이로 선정해야함.

Ÿ Test membrane을 선정하기 전에 test membrane 자체의 형광이 capture region과 

control region에서 발광되는 형광과 간섭을 일으킬 수 있기 때문에 형광 관찰용 현미경

을 이용하여 종이 자체의 형광 특성을 측정함.

Ÿ 그림 320과 같이 빛 노출시간에 따라 종이 형광을 측정하였으며 Whatman 사의 CF3, 

CF5 그리고 Millipore 사의 absorbent pad는 종이 자체의 형광이 뚜렷하게 드러나서 test 

membrane의 후보군에서 제외함. 
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그림 321. 종이 구성섬유의 화학구조 (a) NC membrane, 
(b) chromatography paper, (c) glass fiber filter, conjugate pad 그리고 standard17

Ÿ 종이의 구성섬유의 화학구조는 그림 321과 같으며 종이에 형광분자표지 기능화를 위한 

고분자를 종이표면에 기능화하는 과정에는 종이의 하이드록실기(–OH)를 클로로아세트산

(ClCH2CO2H)과 수산화나트륨(NaOH)를 이용하여 카르복실기(–COOH)로 치환이 필요

함. 

Ÿ 하지만 NC membrane은 구성 섬유가 nitrocellulose로 종이 표면이 –OH가 아닌 – ONO2

로 구성되어 (그림 321.(a)) 기능화가 불가능하여 후보군에서 제외함.

Ÿ Chromatography paper의 종이 구성 섬유는 cellulose (그림 321.(b)) 그리고 glass fiber 

filter, conjugate pad 그리고 standard17은 glass fiber (그림 321.(c))로 구성되어 있기 

때문에 고분자 기능화가 가능함.

Ÿ 또한, 고분자를 기능화하는 과정마다 종이 표면에 남은 화학물질을 제거하기 위해 

washing 과정이 있는데 chromatography paper는 washing 과정에서 종이가 형상을 유

지하지 못하기 때문에 test membrane 후보군에서 제외함. 

Ÿ 따라서, test membrane의 최종 후보군은 Whatman 사의 standard17과 glass fiber filter 

그리고 Millipore 사의 conjugate pad로 선정됨.

그림 322. (a) Test membrane의 형광 분자 표지 기능화 방법 및 
(b) 각 후보군에서의 형광 분자 표지의 형광 발현 실험 결과

Ÿ 최종 후보군에서의 형광 분자 표지의 형광 발현 실험 결과는 그림 322.(b)와 같으며 실험 

결과와 같이 Whatman 사의 standard 17에서는 형광 분자 표지가 기능화되지 않아 형광

이 나타나지 않았으며 Millipore 사의 conjugate pad와 Whatman 사의 glass fiber filter

에서는 형광이 나타났으나 Millipore 사의 conjugate pad에서의 형광 발현 분포가 가장 

좋게 나타남. 

Ÿ 실험 결과에 따라 Millipore 사의 conjugate pad를 test membrane으로 선정함.

■ 종이 기반 미세유체 소자에서 capture/control region의 제작을 위한 시스템 구축
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그림 323. Capture 및 control region 제작을 위해 구축한 dispensing system

Ÿ 그림 323과 같이 test membrane에서 형광 분자 표지를 기능화한 특정 부분에서만 바이

러스 핵산의 유무에 따라 형광이 발현되어야 함. 따라서, test membrane의 특정 부분에

만 형광 분자 표지를 기능화하기 위한 실험을 진행함.

Ÿ 이를 위해 주사기 펌프와 linear motor를 이용하여 그림 323과 같이 linear motor 위의 

판에 종이를 고정하고 이 판이 움직임에 따라 line을 그려줄 수 있는 dispensing system

을 구축함. 해당 시스템을 이용하여 test membrane에 capture region 및 control region

을 제작함.

그림 324. 자외선 발광기를 이용한 종이 위의 형광 분자 표지 기능화 확인 실험 결과

Ÿ Dispensing system을 이용하여 고분자가 기능화된 test membrane의 중간 부분에 2, 4, 

6, 8, 10 그리고 12 번 중복으로 line을 그려주고 해당 종이에 5 μM target DNA 용액 50 

μL를 떨어뜨리고 자외선 발광기를 이용하여 형광 분자 표지가 잘 기능화 되었는지를 확

인함.

Ÿ 자외선 발광기를 이용하여 확인한 결과는 그림 324와 같으며 target DNA 용액을 떨어뜨

리고 5 분 후와 10 분 후를 확인해주었을 때에 test membrane의 가운데 부분에만 형광

이 발현되는 결과를 확인함으로써 구축한 dispensing system을 이용하여 test 

membrane의 특정 부분에 형광 분자 표지를 기능화 할 수 있다는 것을 확인함.

⑥ 개발한 lateral flow sheet의 민감도를 개선하여 현장에서 사용 가능한 형광 분자 표지 

농축 종이 칩 개발

■ 높은 민감도를 갖는 종이칩 설계 및 제작
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그림 325. PDMS를 이용하여 제작한 형광 분자 표지 농축 종이칩 모식도 

Ÿ Lateral flow sheet의 낮은 민감도로 인해 검지 한계를 개선하는데 한계가 있다고 판단되

어 높은 민감도를 갖을 수 있는 새로운 형태의 종이칩을 설계함.

Ÿ PDMS를 이용하여 glass fiber에 소수성 패턴을 만들고 이를 이용하여 형광 분자 표지를 

농축하여 그림 325와 같이 형광 분자 표지가 농축된 종이칩을 제작하고자 함. 

Ÿ 그림에서 어두운 부분이 PDMS를 의미하고 밝은 부분이 glass fiber를 의미함.

그림 326. (a) 3D 프린터를 이용하여 제작한 도장 그림 및 
(b) 도장과 PDMS를 이용한 형광 분자 표지 농축 종이칩 제작 과정 

Ÿ PDMS를 이용하여 glass fiber에 소수성 패턴을 만들어주기 위해 3D 프린터를 이용하여 

그림 326.(a)와 같이 홈이 있는 도장을 제작함. 

Ÿ 도장의 홈에 PDMS를 로딩하고 이를 그림 326.(b)와 같이 glass fiber에 찍어주는 방식을 

통해 glass fiber에 생체적합성을 갖는 소수성 폴리터 패턴을 만듦. 그리고 소수성 폴리머 

패턴 내에 5 μM 형광 분자 표지를 5 μL 떨어뜨리고 말려줌으로써 형광 분자 표지를 농축

하였으며 해당 과정을 통해서 형광 분자 표지 농축 종이칩을 제작함.

Ÿ 제 1 세부, 제 2 세부 연구기관의 공동 연구를 통하여 본 핵산 검출 종이 기반 키트 특허

를 출원함으로써 해당 기술에 대해 지적 재산권을 확보함. 본 기술은 제 1 협동 연구기관

인 팜스웰메디컬에 기술이전되어 사업화 진행 중에 있음.
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그림 327. 제 1 세부와 제 2 세부 연구기관의 공동 연구를 통해 출원된 특허의 출원번호통지서

⑦ 소형 형광 검출 장비 설계 및 개발

■ 소형 형광 검지기를 위한 소자 선정

(가) MPPC 

(가-1) MPPC -1

Ÿ 낮은 광 신호를 검출 할 수 있는 모듈로써 구성품으로는 검출기인 MPPC, signal 

amplifier circuit, high voltage power supply circuit, temperatire compensation circuit

가 포함됨 .

Ÿ Photosensitive area는 3X3 mm 임.

Ÿ Signal output은 analog암.

Ÿ Power는 +5VDC 임.

  

그림 328. MPPC 모듈-1

(가-2) MPPC -2

Ÿ Optical measurment modules for very-low-level light detection, digital output
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그림 329. MPPC 모듈-2

  

그림 330. Connection example (MPPC 모듈-2)

(나) 이송 장치 

Ÿ 기본원리 (LM가이드)

  LM가이드는 직역하면 "직동안내(Guide)"를 뜻하며, 레일 방향으로 매끄럽게 운동시키는 

기계부품으로써 베어링과 마찬가지로 강구를 사용하는 것은 직동 운동이 매끄럽게 진행

되어 마찰이 최소화되도록 하기 위함

Ÿ LM 가이드를 사용하여 여러 position 이동이 가능하도록 제작함 

  

그림 331. Motor/actuator module

(다) N-BK7 Plano-Convex Lens, Ø6.0 mm, f = 10 mm

Ÿ 재질 : BK7으로 500nm에서 투과율 90%이상으로 투과되는 재질을 사용함
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그림 332. N-BK7 plano-convex 렌즈 투과도

Ÿ 광 특성 : 한쪽으로 평면광이고 다른 한쪽은 초점이 되는 수렴렌즈를 사용함 

  

그림 333. Plano-convex 렌즈 빛 경로

(라) 여기광으로써 LED 사용 

Ÿ 여기광의 LED의 부품 사양으로써 시야각이 매우 좁게 하여 다른 부분에 영향을 미치지 

않도록 함. 

컬러수: Single Color

렌즈색상: 투명

파장: 470nm

램프색상: 파란색

파장-피크: 465nm

렌즈투명도: 투명

시야각: 25°

밀리칸델라등급: 800mcd

크기/치수: 1.80mm(L) x 1.50mm(W)

전압-순방향(VF)(통상): 3.3V
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그림 334. 여기광 파장 정보

(마) 충 방전 배터리 

Ÿ 18650 충전지/직렬연결 리튬이온배터리(접지선) 2200mAh 7.4v / KC인증제품

 

(바) 디스플레이 (OLED)

Ÿ 소자 하나하나가 스스로 빛을 내는 OLED 패널의 특성상 명암비가 무한대로 표현됨. 이 

때문에 선명하고 입체감 있는 화질을 구현할 수 있음. 또 고성능 콘솔 게임에서 가장 중

요한 응답속도는 0.1ms(밀리세컨드·1000분의 1초)에 불과함. 화면재생률은 1초당 120

장에 달함

그림 335. 설계된 디스플레이 이미지

그림 336. 디스플레이(OLED) 크기 및 설계도

(사) bandpass filter (535nm/ 40m)
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그림 337. Bandpass filter 파장대 정보

■ 형광 검출 모듈의 광학 구조 설계 및 제작

Ÿ MPPC와 LED 부분을 투과형 구조로 하여 매우 높은 광 신호가 수신될 수 있도록 하였으

며, LED 부분에는 LED 파장 대역의 bandpass filter로 좁은 여기광이 출력될 수 있도록 

하였고, lateral flow sheet 상단에는 수렴 렌즈와 bandpass filter를 통해서 형광 방출광

만 MPPC로 입력될 수 있도록 광 구조를 최소화하도록 개발함 

Ÿ 렌즈와 필터 부품은 MPPC 검출 소자 면적과 유사한 5mm 또는 6mm로 렌즈를 선택하여 

초점 거리가 6 mm로 짧게 초점을 맞출 수 있도록 함 

Ÿ 짧은 초점 거리 및 평면광 거리는 전체 광 alignment에 유리하여 alignment에 의한 광손

실을 최소화함 

(가) 소형 형광 검출 장비 광학 부품  

Ÿ 형광 검출기의 광학적인 구성 요소로써 여기광 부분과 방출광 측정 부분으로 나누어짐. 

여기광의 LED로써 Blue light LED를 사용하였으며, 여기광 앞에는 Bandpass filter를 사

용하여 좁은 광파장 대역만 여기 될 수 있도록 함. 

그림 338. 여기광 모듈 부분 사진

Ÿ 방출광에는 Green 필터를 사용하여 방출광 중 Green 파장 대역을 측정되도록 하였으며, 

이러한 방출광 필터 부분 상단에 MPPC 검출기를 조립함
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그림 339. 방출광 광학 모듈 부분 사진

(나) 소형 형광 검출 장비 광학 구조  

그림 340. 소형 형광 검출 장비 광학 구조

■ 형광 검출 모듈 제작 (하드웨어)

(가) 케이스 상단 부분 
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그림 341. 소형 형광 검출 장비 케이스 상단 부분 사진

(나) 케이스 하단 부분 

Ÿ 케이스 하단 부분은 안정성을 도모하기 위하여 하단을 알루미늄으로 하였으며, 알루미늄

의 광 반사를 최소화하기 위하여 Black anodizing을 함.  

Ÿ 케이스 특징 

케이스 하단으로부터 각 부품을 모듈을 장착 하는 적층 방식을 채택하여 커버는 하중을 

최소화할 수 있도록 함 

케이스는 총 두 가지로써 10mm 낮은 것 시스템과 상대적으로 10mm 높은 시스템이지만 

본 내용에서는 시스템과 10mm 낮은 것으로 표기하여 설명함 

  

그림 342. 높이가 10mm 낮은 시스템 모듈 설계도
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그림 343. 시스템 모듈 설계도

  

그림 344. 소형 형광 검출기 내부

Ÿ 하단 부분의 광 노출을 최소화하기 위하여 광 측정 부분에는 추가 커버를 제작하여 이중 

커버 부분과 내부 커버는 Black anodizing을 처리함 

  

그림 345. 소형 형광 검출기 하단 부분 사진
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■ 형광 검출 모듈 제작 전자 제어 부분 

Ÿ ARM 마이크로컨트롤러 - MCU 16/32-BITS인 STM32F746VGT6을 기반으로 한 구제역 

제어 보드로 제작함 

Ÿ 주요사양 

패밀리: ARM® Cortex®-M7

코어 크기: 32비트

CPU 속도: 216MHz

프로그램 메모리 크기: 1MB

데이터 RAM 크기: 320KB

I/O 개수: 82

데이터 컨버터: A/D 16x12b; D/A 2x12b

동작전압: 1.7V ~ 3.6V

동작온도: -40°C ~ 85°C

실장 유형: 표면실장(SMD)

패키지/케이스: 100-LQFP

  

그림 346. 형광 검출 모듈 전자 제어 부분

■ 소형 형광 검출 장비 제작

Ÿ OLED 기반 모니터와 신호 버튼에 일체형을 사용하며, 소형 형광 검출 장비에 배터리를 

부여하여 현장 진단 키트를 사용할 수 있도록 개발함 
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그림 347. (a) 팜스웰메디컬에서 제작한 형광 검지 기기,
(b) 검지를 위해 형광 분자 표지 농축 종이칩을 넣은 사진 그리고

(c) 형광 검지 기기에서 관측된 형광 데이터

Ÿ 측정할 때 검지 기기를 자동으로 loading 될 수 있도록 하며, 측정 결과는 그 자리에서 

바로 확인할 수 있도록 함 

⑧ 개발한 lateral flow sheet 및 형광 분자 표지 농축 종이 칩의 핵산 검지 테스트

■ MPPC를 이용한 lateral flow sheet에서의 형광 발현 측정

그림 348. MPPC를 이용한 직사각형 모양의 lateral flow sheet 형광 측정 실험 결과



- 224 -

Ÿ 위 실험을 통해 결정된 MPPC 장비 셋업을 이용해 형광 분자 표지로 test line을 그린 직

사각형 종이의 형광 측정 실험을 진행함.

Ÿ 500 mM MgCl2 그리고 500 mM MgCl2와 여러 농도의 target DNA를 섞은 시료를 이용해 

형광 실험을 진행한 결과, 그림 348과 같이 MgCl2 단독으로 흘려주었을 경우 형광 세기

의 변화가 없었고, target DNA를 흘려주었을 때 DNA 농도가 감소함에 따라 형광 세기 

증가도 감소하는 경향을 보임.

Ÿ Target DNA로 인해 증가하는 형광 세기를 통해 바이러스 감염 여부를 확인할 수 있을 

정도의 유의미한 데이터이기 위해서는 signal-to-noise ratio(S/N ratio)가 3보다 커야함. 

S/N ratio는 시료를 흘려주기 전과 후의 형광 세기 평균값의 차이를 시료를 흘려주기 전 

형광의 표준편차로 나누어준 값으로 그 식은 다음과 같음.

      
          

Ÿ Lateral flow sheet에 흘려주는 target DNA의 농도가 250 fM 일 때 S/N가 2.47로 3보다 

작아 유의미한 데이터라 볼 수 없으며, 2.5 pM 일 때 S/N ratio가 6.75로 3 이상이기 때

문에 직사각형 lateral flow sheet의 검지 한계는 수 억개 수준으로 매우 높은 것을 확인

함.

그림 349. MPPC를 이용한 모래시계 모양의 glass fiber chip 형광 실험 결과

Ÿ 형광 분자 표지의 검지 한계를 낮추기 위해 lateral flow sheet의 디자인을 직사각형에서 
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모래시계 모양으로 변경하여 형광 실험을 진행한 결과는 그림 349와 같음. Target DNA

의 농도가 25 fM일 때 S/N ratio가 3.23으로 검지 한계가 직사각형 모양의 lateral flow 

sheet보다 약 100배 정도 개선된 것을 확인함.

Ÿ Lateral flow sheet를 이용한 실험 결과, lateral flow sheet의 디자인을 변경했을 때 검지 

한계가 기존보다 100 배 정도 개선되었지만 추가적으로 개선하는데 한계가 있고 낭비되

는 시료의 양도 많은 상황임. 이러한 단점을 보완하고 높은 민감도를 갖는 새로운 형태의 

종이칩의 필요성이 생김.

■ 형광 분자 표지 농축 종이칩에서의 구제역과 조류 인플루엔자 바이러스 핵산에 대한 검

지 한계 확인

Ÿ 구제역과 조류 인플루엔자 바이러스 검지를 위한 형광 분자 표지를 형광 분자 표지 농축 

종이칩에 도입하였음. 해당 형광 분자 표지를 사용하였을 때에 구제역과 조류 인플루엔자 

바이러스 핵산에 대한 검지 한계 측정 실험을 진행함.

그림 350. (a) AIV PB2 type 2 MB 그리고 (b) AIV H5 MB를 이용하여  
제작한 형광 분자 표지 농축 종이칩의 검지 한계 평가 결과

Ÿ 조류 인플루엔자 바이러스 검지를 위해 총 4 가지의 형광 분자 표지 AIV PB2 type 1 MB, 

AIV PB2 type 2 MB, AIV H5 MB 그리고 AIV H9 MB를 이용하여 형광 분자 농축 종이칩을 

제작하였고, 여기에 25 fM DNA를 떨어뜨려 형광 발현 정도를 확인한 결과  AIV PB2 type 

2 MB, AIV H5 MB, AIV H9 MB 그리고 AIV PB2 type 2 MB 순서로 반응성이 작아짐.

Ÿ 4 종류의 형광 분자 표지 중 반응성이 좋았던 두 개의 형광 분자 표지를 선정하여 형광 

분자 표지 농축 종이칩을 제작하였으며 각각의 농축 종이칩의 검지 한계를 측정하였음. 

Ÿ 측정 결과는 그림 350과 같으며 그림 350.(a)에서 알 수 있듯이 AIV PB2 type 2 MB를 

이용하여 제작한 농축 종이칩의 검지 한계는 250 fM DNA으로 수 십만개 수준의 DNA를 검

지할 수 있음을 알 수 있음. AIV H5 MB 농축 종이칩을 사용할 경우에는 2.5 pM DNA으로 

수 백만개 수준의 DNA를 검지할 수 있음을 알 수 있음.
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그림 351. 구제역 바이러스 검지를 위한 3 종류 형광 분자 표지를 이용하여 
제작한 형광 분자 표지 농축 종이칩의 검지 한계 평가 결과

(a) FMDV O3 MB, (b) FMDV AS6 MB, 그리고 (c) FMDV C2 MB

Ÿ 구제역 바이러스 검지를 위해 총 3 가지의 형광 분자 표지를 전달받았으며 전달받은 형광 

분자 표지는 FMDV O3 MB, FMDV AS6 MB 그리고 FMDV C2 MB임.

Ÿ 3 종류의 형광 분자 표지를 이용하여 형광 분자 농축 종이칩을 제작하였고 여기에 DNA

를 농도 별로 떨어뜨려 형광 발현 정도를 확인했으며 이를 이용하여 검지 한계를 평가하였

음. 검지 한계 평가 결과는 그림 351과 같음.

Ÿ 그림 351에서 알 수 있듯이 3 종류의 형광 분자 표지 중 FMDV O3 MB를 사용하여 제작

한 농축 종이칩은 250 fM DNA(수 십만개 수준의 DNA)를 떨어뜨려도 S/N ratio가 3보다 

크게 나와 반응성이 가장 좋다는 것을 알 수 있었음.

Ÿ 반면, FMDV AS6 MB와 FMDV C2 MB를 사용하여 제작한 농축 종이칩의 경우에는 2.5 

pM(수 백만개 수준의 DNA)를 떨어뜨려야 S/N ratio가 3보다 크게 나와 반응성이 약간은 떨

어진다는 것을 확인함.
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그림 352. 형광 분자 표지 농축 종이칩에서의 조류 인플루엔자 바이러스 RNA 검지 결과
(a) RNA preparation 그리고 (b) RNA fragment

(사용된 형광 분자 표지: AIV PB2 type2 MB)

Ÿ 구제역 바이러스와 조류 인플루엔자 바이러스는 RNA 바이러스로 핵산을 추출했을 때에 

RNA만 추출 가능하기 때문에 RNA를 이용한 실험을 수행되어야함.

Ÿ 따라서, 제 1 협동 연구기관인 숙명여자대학교 화공생명공학부에서 제작한 모델 바이러

스에서 추출한 RNA preparation(prep)과 RNA preparation을 RNase III enzyme으로 무작

위로 단편화시켜준 RNA fragment(frag)를 사용하여 형광 분자 표지 농축 종이칩에서의 검

지 실험을 진행하였으며 결과는 그림 352와 같음. 해당 실험에서 사용된 형광 분자 표지는 

AIV PB2 type 2 MB로 반응성이 가장 좋은 형광 분자 표지를 사용하였음.

Ÿ 그림 352와 같이 형광 분자 표지 농축 종이칩에 같은 농도의 RNA preparation보다 RNA 

fragment를 떨어뜨려주었을 때에 S/N ratio가 결과가 좋다는 것을 확인함.

Ÿ 이는 RNA preparation의 길이가 길어 형광 분자 표지의 loop 부분과 반응하기 어렵기 때

문으로 판단됨. 반면, RNA fragment는 RNA preparation 보다 길이가 짧아 반응성이 높은 

것으로 판단됨.

Ÿ 형광 분자 표지 농축 종이칩의 조류 인플루엔자 바이러스 RNA fragment에 대한 검지 한

계는 2.5 pM RNA(수 백만개 수준의 RNA)로 확인되며 해당 결과를 토대로 형광 분자 표지 

농축 종이칩을 이용하여 실제 바이러스를 검지할 때에는 RNA fragment를 사용해야 되는 

것을 알 수 있음. 
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그림 353. 형광 분자 표지 농축 종이칩에서의 구제역 바이러스 RNA fragment 검지 결과
(사용된 형광 분자 표지: FMDV O3 MB)

Ÿ 조류 인플루엔자 바이러스 RNA 실험을 통해 RNA fragment를 사용해야 된다는 결과를 

토대로 구제역 바이러스 RNA 검지 실험을 진행할 때는 RNA fragment를 사용하여 실험을 

진행하였으며 실험 결과는 그림 353과 같음.

Ÿ 실험 결과, 형광 분자 표지 농축 종이칩의 구제역 바이러스 RNA fragment에 대한 검지 

한계는 250 fM RNA(수 십만개 수준의 RNA)로 확인되며 조류 인플루엔자 바이러스 RNA를 

검지할 때보다 결과가 좋다는 것을 알 수 있음.

Ÿ 또한, 조류 인플루엔자 바이러스 RNA 실험에서는 DNA를 사용했을 때보다 검지 한계가 

좋지 않은 결과를 확인할 수 있었지만 구제역 바이러스 RNA 실험에서는 DNA와 비슷한 결

과를 갖는다는 것을 알 수 있음. 

Ÿ 이는 조류 인플루엔자 검지를 위한 형광 분자 표지와 구제역 바이러스 검지를 위한 형광 

분자 표지의 sequence 차이로 인해 발생한 현상을 판단됨. 

Ÿ 조류 인플루엔자 바이러스 및 구제역 바이러스 검지를 위해 개발된 형광 분자 표지는 연

구 종료 이후에도 추가적으로 개선될 계획임.

⑨ 통신/GPS 모듈을 추가하여 바이러스 검지용 소형 형광 검출 장비 개발 및 제작

Ÿ GPS모듈 제품특징 

동작전압 : DC 3V- 5V

본체 크기 : 25mm X 35mm 

안테나 크기 : 25mm X 25mm X 8mm 

■ 소형 형광 검출 장비의 모니터링 소프트웨어

Ÿ 측정 소프트웨어는 두 가지로 나누어지는 데 소형 형광 검출 장비 자체 소프트웨어에 대

한 부분으로써 자체 내에서도 측정 및 GPS 데이터를 받을 수 있도록 함.

Ÿ 전원을 켠 상태에서 OLED 판넬 및 knob으로 되어 있기 때문에 회전하면서 각종 메뉴를 

선택할 수 있도록 함. 



- 229 -

    

그림 354. 소형 형광 검출 장비의 모니터링 소프트웨어 메뉴

    

그림 355. 소형 형광 검출 장비의 형광 측정 시 디스플레이

    

그림 356. 소형 형광 검출 장비의 통신/GPS 모듈 디스플레이

Ÿ 무선 통신을 사용하여 모니터링에서 볼 수 있는 기능이 가지도록 함. 

Ÿ 모니터링 소프트웨어를 구동할 수 있는 컴퓨터에서 가능한데, Window 10이상 되는 컴퓨

터에서 가능하며, Net Framework 4.7.2 이상 인스톨 되어있어야 가능하도록 제작함.
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Ÿ 소형 형광 검출기와는 무선 통신 방법 중 블루투스를 사용하여 무선 통신을 하게 되면 이 

무선 통신을 통해서 장치와 연결 하도록 하며, 통신 연결은 블루투스 시리얼 모듈을 통해

서 인식하도록 제작함.

Ÿ 통신이 완료되었으며, 아래와 같은 메인 메뉴가 만들어지는데 메인 메뉴에는 측정 지도까

지 나타나게 되는 데 위성 상태, 위치 좌표 그리고 장치 상태와 장치 정보가 확인할 수 

있음.

Ÿ 장비 상태는 소형 형광 검출기 장비에 측정된 값이 그대로 전달되도록 함. 

    

그림 357. 소형 형광 검출 장비의 상태 및 위치 정보가 포함된 실시간 모니터링 프로그램 창

Ÿ 로그뷰어를 통해서 측정된 장치 결과 및 GPS 값 등이 실시간으로 확인 가능하며 자동 

저장도 가능하도록 제작함. 

Ÿ 해당 장비를 이용하여 바이러스가 검출될 시, GPS 모듈을 통해 바이러스 감염 여부가 보

고됨에 따라 바이러스의 실시간 모니터링하는 것을 가능하게 함.

Ÿ 따라서, 해당 모듈을 이용할 시 바이러스의 감염 여부를 파악함에 따라 보다 신속하게 바

이러스에 대처할 수 있으며 이를 통해 보다 쉽게 바이러스의 전파 경로를 파악하고 통제

할 수 있음.

<정성적 연구 결과 요약>

Ÿ 기존의 바이러스 진단 기술은 크게 면역크로마토그래피(신속 항원 진단법), 효소결합면역

흡착검사(ELISA) 그리고 실시간 역전사 중합효소 연쇄반응(qRT-PCR)이 있으며 해당 진

단 기술들의 특징은 표 23과 같음.
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표 23. 기존 바이러스 진단 기술의 장⋅단점 및 검출 한계

면역크로마토그래피

(신속 항원 진단법)

효소결합 면역 침강 분석법

(ELISA)

실시간 역전사 중합효소 

연쇄반응

(qRT-PCR)

장점

Ÿ 짧은 시간에 바이러스 감

염 여부를 확인할 수 있

음.

Ÿ 타 기술에 비해 비교적 

가격이 저렴해 실제 임상

에서 유용한 경우가 많

음.

Ÿ 특정한 항체만 고정시키

면 결과의 민감도가 증가

하기 때문에 제어가 쉬움.

Ÿ 높은 감도와 정확성을 가

짐.

Ÿ 특이적이고 다량의 검체

에 있어서 정확히 진단

할 수 있음. 

단점

Ÿ 타 기술에 비해 정확도나 

민감도가 떨어지며, 아형

이나 혈청형 구분에 있어

서 제한적임.

Ÿ 항원의 농도가 낮은 경우

에는 기저값과 비교하여 

형광세기의 변화를 측정

하기가 어려움.

Ÿ 검사과정이 복잡하고 검

사 소요시간이 길어 진

단이 늦어지는 단점이 

있음.

검사시간 15~20 분 2~3 시간 6 시간 이상

검출 

한계

약 1.2x107 copies/μL

(검출한계 농도: 약 2 pM)

(시료 양: 약 200 μL)

약 2.3x104 copies/μL

(검출한계 농도: 약 38 fM)

(시료 양: 약 100 μL)

약 5 copies/μL

(시료 양: 약 25 μL)

약 2.4x109 copies/회 약 2.3x106 copies/회 약 125 copies/회

Ÿ 본 연구에서 개발된 형광 분자 표지 농축 종이칩의 경우에는 검사시간은 약 10~15 분 

정도로 매우 짧은 시간에 바이러스 감염 여부를 확인할 수 있으며 검출 한계는 약 

1.15x106 copies/회(검출한계 농도: 250 fM, 시료 양: 약 5 μL; 2.3x105 copies/μL)으로 

같은 종이 기반 검출 기기인 면역크로마토그래피의 검출 한계를 약 2100 배 정도 개선하

였고 ELISA와 유사한 정도의 검출한계를 보임.

Ÿ HIV를 검지할 수 있는 형광 분자 표지를 사용하여 모델 바이러스 DNA를 검지했을 때에 

검출 한계는 약 1.15x103 copies/회(검출한계 농도: 250 aM, 시료 양: 약 5 μL; 2.3x102 

copies/μL)로 형광 분자 표지를 추가적으로 개선함으로써 더 낮은 검출 한계를 갖는 종이 

칩을 제작할 수 있음.

표 24. 연구개발의 기술적 달성 목표의 달성 결과
연구개발의 

성능 목표
연구개발의 기술적 달성 목표 목표 달성 결과

검출 가능한 

대상 또는 

바이러스의 

종류

Ÿ 구제역 바이러스 (2 종 이상)

Ÿ 조류 인플루엔자 바이러스 (2 종 이상)

Ÿ 구제역 바이러스 3종 

(FMDV O3, AS6, C2)

Ÿ 조류 인플루엔자 바이러스 2종 

(AIV PB2, H5)

분석 소요 

시간
Ÿ 30 분 (면역크로마토그래피와 동일) Ÿ 약 10~15분

검출 신뢰도
Ÿ 95% 이상의 검출 신뢰도 

(ELISA 수준 이상)
Ÿ ELISA 수준을 달성함.

검출 민감도
Ÿ ~100 EID50/mL

(면역크로마토그래피 검출 한계의 10배)

Ÿ 약 1.15x106 copies/회

(면역크로마토그래피 검출 한계의 약 

2100배로 ELISA와 유사함)

검출 키트의 

크기

Ÿ 개발 검출 키트의 크기

종이 기반 진단 기기: ~40×80 (mm)

형광 검출기: ~160×160×60 (mm)

Ÿ 종이 기반 진단 기기: 5×5 (mm)

Ÿ 형광 검출기: 280×110×100 (mm)

Ÿ 본 연구개발의 기술적 달성 목표의 달성 결과는 표 24와 같으며 목표로 했던 수치를 달성

하였음. 
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  (2) 정량적 연구개발성과

  (3) 세부 정량적 연구개발성과

  [과학적 성과]

  □ 논문(국내외 전문 학술지) 게재

번호 논문명 학술지명 주저자명 호 국명 발행기관
SCIE 여부

(SCIE/비SCIE)
게재일

등록번호

(ISSN)
기여율

1

Identificati

on of 

Newly 

Emerging 

Influenza 

Viruses by 

Detecting 

the Virally 

Infected 

Cells 

Based on 

Surface 

Enhanced 

Raman 

Spectrosc

opy and 

Analytical 

chemistry

Jae-youn

g Lim, 

Jung-soo 

Nam, 

Hyunku 

Shin

87(23) 미국

American 

Chemical 

Society

SCIE 2019.03.04 0003-2700 25

성과목표

사업화지표 연구기반지표

지식

재산권

기술

실시

(이전)

사업화

기

술

인

증

학술성과

교

육

지

도

인

력

양

성

정책

활용·홍

보

기

타

(타 

연

구 

활

용 

등)

특

허

출

원

특

허

등

록

품

종

등

록

건

수

기

술

료

제

품

화

매

출

액

수

출

액

고

용

창

출

투

자

유

치

논문 논

문

평

균

IF

학

술

발

표

정

책

활

용

홍

보

전

시

SC

I

비

S

CI

단위 건 건 건 건

백

만

원

건

백

만

원

백

만

원

명

백

만

원

건 건 건 건 명 건 건

가중치 25 35 10 10 10 5 2 3

최종목표

(연차내)
4 1 10 1 4 2.5 8 8 1 1

1차

년도

목

표
2 2

실

적
1 3 4.6 5 2 2

2차

년도

목

표
2 2 2.5 3 3

실

적
2 2 3.8 11 4

3차

년도

목

표
2 1 10 1 2 2.5 3 3 1 1

실

적
2 1 10 1 3 4.5 5 5 2 2

소계

목

표
4 1 10 1 4 2.5 8 8 1 1

실

적
4 1 10 1 1 8 4.4 21 11 2 4

달성율

(%)
100 100 100 100 200 176 263 138 200 400
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Principal 

Compone

nt 

Analysis

2

A 

Paper-Ba

sed 

Platform 

for 

Long-Ter

m 

Deposition 

of 

Nanoparti

cles with 

Exception

al 

Redispersi

bility, 

Stability, 

and 

Functional

ity

Particle & 

particle 

systems 

characteri

zation

Hui Hun 

Cho, Su Ji 

Kim, Ali 

Turab 

Jafry

36(6) 독일

WILEY-VCH 

Verlag 

GmbH & 

Co. KGaA, 

Weinheim

SCIE 2019.04.05 0934-0866 20

3

Fabricatio

n, Flow 

Control, 

and 

Applicatio

ns of 

Microfluidi

c 

Paper-Ba

sed 

Analytical 

Devices

Molecules
Hosub 

Lim
24(16) 스위스 MDPI SCIE 2019.08.07 1420-3049 50

4

Molecular

-Level 

Interaction

s between 

Engineere

d 

Materials 

and Cells

Internation

al journal 

of 

molecular 

sciences

Yoon-ha 

Jang, 

Xuelin 

Jin,Prabak

aran 

Shankar 

20(17) 스위스 MDPI SCIE 2019.08.25 1422-0067 50

5

Humidity 

responsive 

single-lay

ered film 

fabricated 

by 

hydrophili

c titanium 

oxide 

nanotubes

Applied 

physics 

letters

Minki Lee 115(9) 미국

American 

Institute of 

Physics

SCIE 2019.08.26 0003-6951 50

6

Highly 

sensitive 

humidity-r

esponsive 

actuator 

comprisin

g aligned 

electrospu

n fibers 

containing 

metal–org

anic 

framework 

nanopartic

les

Sensors 

and 

Actuators 

B: 

Chemical

Saebom 

Lee, Minki 

Lee

332 스위스
Elsevier 

Science SA
SCIE 2021.04.01 0925-4005 25

7

Engineerin

g Genetic 

Systems 

for 

Treating 

Mitochond

Pharmace

utics

Yoon-ha 

Jang, Sae 

Ryun Ahn

13(6) 스위스 MDPI SCIE 2021.05.28 1999-4923 33
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  □ 국내 및 국제 학술회의 발표

rial 

Diseases

8

Portable 

Au 

Nanoparti

cle-Based 

Colorimetr

ic Sensor 

Strip for 

Rapid 

On-Site 

Detection 

of Cd2+ 

Ions in 

Potable 

Water

BioChip 

Journal

Hui Hun 

Cho
15 대한민국

KOREAN 

BIOCHIP 

SOCIETY-K

BCS

SCIE 2021.06.18 1976-0280 33

번호 회의 명칭 발표자 발표 일시 장소 국명

1
2019 한국세라믹학회 

춘계학술대회 및 총회
조희훈 2019.04.10

제주라마다

프라자호텔
대한민국

2

2019 대한기계학회 

바이오공학부문 

춘계학술대회

임호섭 2019.04.26
해운대 한화리조트 

마나롤라홀
대한민국

3

2019 

한국바이오칩학회 

춘계학술대회

임호섭 2019.05.16
그랜드 힐튼 서울 

컨벤션센터
대한민국

4

2019 

한국바이오칩학회 

춘계학술대회

조희훈 2019.05.16
그랜드 힐튼 서울 

컨벤션센터
대한민국

5

2019 대한기계학회 

마이크로/나노공학부

문 춘계학술대회

임호섭 2019.05.24
부산대학교 

통합기계관
대한민국

6

2019 한국생물공학회 

추계학술발표대회 및 

국제심포지엄

장윤하 2019.10.10 대구 엑스코 대한민국

7
Asia 3 Roundtable of 

Nucleic Acids 2019
이정헌 2019.10.13 일본 히메지 일본

8

The 7th International 

Workshop on 

Nanotechnology and 

Application IWNA 

2019

이정헌 2019.11.07 베트남 판 티엣 베트남

9
2019 한국세라믹학회 

추계학술대회
정순환 2019.11.14 서울 코엑스 대한민국

10
IEEE-NANOMED 

2019
이정헌 2019.11.24 광주 대한민국

11

72nd Annual Meeting 

of the APS Division 

of Fluid Dynamics

이민기 2019.11.25 미국 시애틀 미국

12

2019년 

한국가시화정보학회 

추계학술대회

문영광 2019.12.06 계명대학교 동산병원 대한민국

13

The 1st International 

Symposium on 

Applied Plasma 

Science and 

Engineering

이정헌 2020.01.31 태국 태국

14

2020 

한국바이오칩학회 

춘계학술대회

장준혁 2020.07.09 소노캄 여수 호텔 대한민국

15

2020 

한국바이오칩학회 

춘계학술대회

조희훈 2020.07.09 소노캄 여수 호텔 대한민국

16
제11회 

한국유체공학학술대회
문영광 2020.08.13

라마다 프라자 

제주호텔, 제주도
대한민국

17

2020년 

한국가시화정보학회 

추계학술대회

문혁균 2020.11.06
조선대학교 제 

1공학관
대한민국

18
2020 한국세라믹학회 

추계학술대회
장준혁 2020.11.23

대전컨벤션센터/온라

인
대한민국

19
2020 한국세라믹학회 

추계학술대회
정순환 2020.11.23

대전컨벤션센터/온라

인
대한민국

20
The 8th ICMAP & 

The 9th ISFM
장준혁 2021.01.19 온라인 학회 대한민국
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  □ 기술 요약 정보

연도 기술명 요약 내용 기술 완성도 등록 번호 활용 여부 미활용사유
연구개발기관 

외 활용여부
허용방식

  □ 보고서 원문

연도 보고서 구분 발간일 등록 번호

  □ 생명자원(생물자원, 생명정보)/화합물

번호 생명자원(생물자원, 생명정보)/화합물 명 등록/기탁 번호 등록/기탁 기관 발생 연도

  [기술적 성과]

  □ 지식재산권(특허, 실용신안, 의장, 디자인, 상표, 규격, 신품종, 프로그램)

   ㅇ 지식재산권 활용 유형
      ※ 활용의 경우 현재 활용 유형에 √ 표시, 미활용의 경우 향후 활용 예정 유형에 √ 표시합니다(최대 3개 중복선택 가능).

번호 제품화 방어 전용실시 통상실시 무상실시 매매/양도 상호실시 담보대출 투자 기타

  □ 저작권(소프트웨어, 서적 등)

번호 저작권명 창작일 저작자명 등록일 등록 번호 저작권자명 기여율

  □ 신기술 지정

번호 명칭 출원일 고시일 보호 기간 지정 번호

 

  □ 기술 및 제품 인증

번호 인증 분야 인증 기관
인증 내용

인증 획득일 국가명
인증명 인증 번호

  □ 표준화

21
The 8th ICMAP & 

The 9th ISFM
정순환 2021.01.19 온라인 학회 대한민국

번호
지식재산권 등 명칭

(건별 각각 기재)
국명

출원 등록

기여율
활용 

여부출원인 출원일
출원 

번호

등록 

번호
등록인 등록일 등록 번호

1
측방 유동 분석 장치의 

제조 방법
대한민국

성균관대

학교산학

협력단

2020.06

.08 

10-2020

-006910

6 

100

2

상보적 염기서열을 갖는 

절편을 도입한 

핵산-탄소 나노 튜브 

구조체, 이의 제조 방법 

및 이를 이용한 형광 

기반 핵산 검출 센서

대한민국

성균관대

학교산학

협력단, 

숙명여자

대학교산

학협력단

2020.06

.12

10-2020

-007148

7 

50

3

나노입자가 탑재된 

하이드로겔 

마이크로비드 및 이의 

제조 방법 

대한민국

성균관대

학교산학

협력단

2020.09

.08

10-2020

-011443

2 

33

4
핵산 검출 키트 및 이의 

제조 방법
대한민국

성균관대

학교산학

협력단

2021.07

.06

10-2021

-008855

2

100



- 236 -

   ㅇ 국내표준

번호 인증구분1｣ 인증여부2｣ 표준명 표준인증기구명 제안주체 표준종류3｣ 제안/인증일자

     * 1｣ 한국산업규격(KS) 표준, 단체규격 등에서 해당하는 사항을 기재합니다.

     * 2｣ 제안 또는 인증 중 해당하는 사항을 기재합니다.

     * 3｣ 신규 또는 개정 중 해당하는 사항을 기재합니다.

   ㅇ 국제표준

번호
표준화단계구분1

｣ 표준명 표준기구명2｣ 표준분과명
의장단 

활동여부

표준특허 

추진여부

표준개발 

방식3｣ 제안자
표준화 

번호
제안일자

     * 1｣ 국제표준 단계 중 신규 작업항목 제안(NP), 국제표준초안(WD), 위원회안(CD), 국제표준안(DIS), 최종국제표준안(FDIS), 국

제표준(IS) 중 해당하는 사항을 기재합니다.

     * 2｣ 국제표준화기구(ISO), 국제전기기술위원회(IEC), 공동기술위원회1(JTC1) 중 해당하는 사항을 기재합니다.

     * 3｣ 국제표준(IS), 기술시방서(TS), 기술보고서(TR), 공개활용규격(PAS), 기타 중 해당하는 사항을 기재합니다.

  [경제적 성과]

  □ 시제품 제작

번호 시제품명 출시/제작일 제작 업체명 설치 장소 이용 분야
사업화 소요 

기간

인증기관

(해당 시)

인증일

(해당 시)

1
FLPS-1000 

형광 검출기
2021.06.28 팜스웰메디컬 휴대용

바이러스 

현장 진단 

검사 키트 

검출용

5년

  □ 기술 실시(이전) 

번호
기술 이전 

유형
기술 실시 계약명

기술 실시

대상 기관

기술 실시

발생일

기술료

(해당 연도 발생액) 

누적

징수 현황

1 통상실시권
핵산 검출 키트 및 이의 

제조 방법

성균관대학교 

산학협력단
2021.08.12 10,000,000 원 5,000,000원

     * 내부 자금, 신용 대출, 담보 대출, 투자 유치, 기타 등

  □ 사업화 투자실적

번호 추가 연구개발 투자 설비 투자 기타 투자 합계 투자 자금 성격*

               

  □ 사업화 현황

번호
사업화 

방식1｣ 사업화 형태2｣ 지역3｣ 사업화명 내용 업체명

매출액
매출

발생 연도

기술

수명
국내

(천원)

국외

(달러)

     * 1｣ 기술이전 또는 자기실시

     * 2｣ 신제품 개발, 기존 제품 개선, 신공정 개발, 기존 공정 개선 등

     * 3｣ 국내 또는 국외

  □ 매출 실적(누적)

사업화명 발생 연도
매출액

합계 산정 방법
국내(천원) 국외(달러)

합계

  □ 사업화 계획 및 무역 수지 개선 효과
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성과

사업화 계획

사업화 소요기간(년)

소요예산(천원)

예상 매출규모(천원)
현재까지 3년 후 5년 후

시장

점유율

단위(%) 현재까지 3년 후 5년 후

국내

국외

향후 관련기술, 제품을 

응용한 타 모델, 제품 

개발계획

무역 수지

개선 효과(천원)

수입대체(내수)
현재 3년 후 5년 후

수출

  □ 고용 창출

순번 사업화명 사업화 업체
고용창출 인원(명)

합계
2019년 2019년

1 김정은 (주)팜스웰메디컬 1 1 1

합계

  □ 고용 효과

구분 고용 효과(명)

고용 효과

개발 전
연구인력

생산인력

개발 후
연구인력

생산인력

  □ 비용 절감(누적)

순번 사업화명 발생연도 산정 방법 비용 절감액(천원)

합계

  □ 경제적 파급 효과 

(단위: 천원/년)

구분 사업화명 수입 대체 수출 증대 매출 증대 생산성 향상
고용 창출 

(인력 양성 수)
기타

해당 연도

기대 목표

  □ 산업 지원(기술지도)

순번 내용 기간 참석 대상 장소 인원

  □ 기술 무역 

(단위: 천원)

번호 계약 연월 계약 기술명 계약 업체명
계약업체 

국가
기 징수액 총 계약액

해당 연도 

징수액

향후

예정액

수출/

수입
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  [사회적 성과]

  □ 법령 반영

번호
구분

(법률/시행령)

활용 구분

(제정/개정)
명 칭 해당 조항 시행일 관리 부처

제정/개정

내용

  □ 정책활용 내용

  □ 설계 기준/설명서(시방서)/지침/안내서에 반영

번호
구 분

(설계 기준/설명서/지침/안내서)

활용 구분

(신규/개선)

설계 기준/설명서/

지침/안내서 명칭
반영일 반영 내용

  □ 전문 연구 인력 양성

번호 분류 기준 연도

현황

학위별 성별 지역별

박사 석사 학사 기타 남 여 수도권 충청권 영남권 호남권 기타

1 1 2019 2 2 2
2 2 2020 2 2 2 2 4
3 3 2021 2 1 2 4 1 5

  □ 산업 기술 인력 양성 

번호 프로그램명 프로그램 내용 교육 기관 교육 개최 횟수 총 교육 시간 총 교육 인원

  □ 다른 국가연구개발사업에의 활용

번호 중앙행정기관명 사업명 연구개발과제명 연구책임자 연구개발비

  □ 국제화 협력성과

번호
구분

(유치/파견)
기간 국가 학위 전공 내용

  □ 홍보 실적

번호
구분

(제안/채택)
정책명

관련 기관

(담당 부서)
활용 연도 채택 내용

1 제안

21년도 농림축산식품 

연구개발사업 신규 

과제기획위원회

농림식품기술기획평가

원
2020

농림식품기술기획평가

원 

가축질병대응기술개발

사업 신규과제 

기획위원회로 

참석하여 동물의약품 

개발 관련한 

신규과제를 기획함.

2 채택

2021년도 

가축질병대응기술개

발사업 신규과제 

기획

농림식품기술기획평가

원
2020

농림식품기술기획평가

원 

가축질병대응기술개발

사업 신규과제 

기획위원회로 

참석하여 동물의약품 

개발 관련하여 기획한 

신규과제가 채택되어 

시행됨.

번호 홍보 유형 매체명 제목 홍보일

1 지방일간지 팍스경제TV
팜스웰바이오, 자회사 

팜스웰메디컬 구제역·AI 
2019.04.03
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  □ 포상 및 수상 실적

번호 종류 포상명 포상 내용 포상 대상 포상일 포상 기관

  [인프라 성과]

  □ 연구시설ㆍ장비

구축기관
연구시설/

연구장비명

규격

(모델명)

개발여부

(○/×)

연구시설ㆍ장비 

종합정보시스템* 

등록여부

연구시설ㆍ장비 

종합정보시스템* 

등록번호

구축일자

(YY.MM.DD)

구축비용

(천원)

비고

(설치 장소)

    * 「과학기술기본법 시행령」 제42조제4항제2호에 따른 연구시설ㆍ장비 종합정보시스템을 의미합니다.

  [그 밖의 성과](해당 시 작성합니다)

  (4) 계획하지 않은 성과 및 관련 분야 기여사항(해당 시 작성합니다)

신속진단키트 개발업체로 

'선정'

2 지방TV방송 팍스경제TV

[리포트][단독] 

팜스웰바이오, 세계최초 

'다차원 바이러스 

검출기기' 개발 착수

2019.04.04

3 Internet/PC통신
기계로봇 연구정보센터 

연구자 인터뷰

한 손안에 들어오는 유체 

역학
2021.04.05

4 Internet/PC통신
기계로봇연구센터 

웨비나(Webinar)

마이크로 유체역학기기를 

활용한 조류독감, 구제역 

등 감염병 조기진단 

기기의 개발

2021.04.30
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  (5) 증빙자료

  □ 논문

① Identification of Newly Emerging Influenza Viruses by Detecting the Virally Infected 

Cells Based on Surface Enhanced Raman Spectroscopy and Principal Component 

Analysis

② A Paper-Based Platform for Long-Term Deposition of Nanoparticles with 

Exceptional Redispersibility, Stability, and Functionality
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③ Fabrication, Flow Control, and Applications of Microfluidic Paper-Based Analytical 

Devices

④ Molecular-Level Interactions between Engineered Materials and Cells
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⑤ Humidity responsive single-layered film fabricated by hydrophilic titanium oxide 

nanotubes

⑥ Highly sensitive humidity-responsive actuator comprising aligned electrospun fibers 

containing metal–organic framework nanoparticles
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⑦ Engineering Genetic Systems for Treating Mitochondrial Diseases

⑧ Portable Au Nanoparticle-Based Colorimetric Sensor Strip for Rapid On-Site 

Detection of Cd2+ Ions in Potable Water
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 □ 지식재산권(특허, 실용신안, 의장, 디자인, 상표, 규격, 신품종, 프로그램)

① 측방 유동 분석 장치의 제조 방법

② 상보적 염기서열을 갖는 절편을 도입한 핵산-탄소 나노 튜브 구조체, 이의 제조 방법 및 

이를 이용한 형광 기반 핵산 검출 센서
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③ 나노입자가 탑재된 하이드로겔 마이크로비드 및 이의 제조 방법 

④ 핵산 검출 키트 및 이의 제조 방법
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  □ 시제품 제작

① FLPS-1000 형광 검출기
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  □ 기술 실시(이전) 

① 핵산 검출 키트 및 이의 제조 방법
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 2) 목표 달성 수준 

  (1) 1차년도 연구개발 목표 달성 수준

연 도 세부과제명 추 진 목 표 달 성 내 용
달성도

(%)

1차년도

(2018.11

~

2019.08)

제 1 세부

구제역과 조류

독감 바이러스 

감염 진단 및 

혈청형 또는 

아형을 구별하

기 위한 종이 

기반 검지 기

기 개발

○ 종이 기반 미세유체 소자의 설

계 및 이차원 lateral flow 

sheet의 유동 조건 분석

○ 종이 기반 미세유체 소자 구성 

및 설계를 위한 최적의 재료 

선정

○ 이차원 lateral flow sheet의 유

동 조건 및 재료별 형광 특성 

분석    

100

○ 형광 나노재료 및 핵산 용액의 

물성 파악 연구 및 종이 기반 

기기와 시료간의 상호작용 연

구

○ 종이 기반 기기에서의 핵산 용

액과 핵산의 거동 관측

○ 형광 나노재료의 기능화에 따른 

test membrane 선정

100

○ 상용 전처리 추출기술을 활용

한 물리적 전처리 방법 연구

○ 상용화 전처리 제품 조사 그리

고 전처리 기기 및 시료 선정

○ 선정된 전처리 기기와 시료를 

이용한 물리적 전처리

100

제 2 세부

바이러스 추출 

핵산과 결합할 

수 있는 형광 

분자 표지 

(fluorescence 

m o l e c u l a r 

beacon)의 개

발 및 이를 기

반으로 한 바

이러스 검지 

기술 개발

○ 형광 나노재료 및 소광재료 설

계 및 합성

○ 형광 재료 및 소광재료의 선정 

및 광학특성 평가

○ 모델 형광분자표지 디자인 및 

이를 위한 반응 조건 확인

100

○ 핵산 서열의 종이에의 기능화 

연구

○ 셀룰로오즈 표면의 작용기 치환 

및 확인

○ 치환된 작용기에의 고분자 기능

화 연구

100

○ 상용 전처리 추출기술을 활용

한 화학적 전처리 방법 연구

○ 바이러스의 상용화 전처리 키트

를 활용하여 RNA를 추출하는 

연구 수행

100

제 1 협동

바이러스 다중 

검출용 분자 

탐침 설계 및 

성능평가를 위

한 바이러스 

제작

○ 구제역바이러스와 조류 인플루

엔자 바이러스의 염기서열 분

석 및 이를 바탕으로 한 바이

러스 검지용 핵산 탐침 

(Probe) 서열 설계

○ 한국에 미치는 영향이 크거나 

향후 감염을 유발할 가능성이 

높은 혈청형 및 아형 선정

○ 모든 구제역 바이러스 혈청형 

유전체의 공통 부분 분석

○ 모든 조류 인플루엔자 바이러스 

아형 유전체의 공통 부분 분석

100

○ 구제역 바이러스 및 조류 인플

루엔자 바이러스 각각의 혈청

형과 아형을 구분할 수 있는 

핵산 탐침 염기서열 설계

○ 구제역 바이러스 혈청형을 구분

할 수 있는 유전체 부분 분석 

및 탐침 분자 설계

○ 조류 인플루엔자 바이러스 아형

을 구별할 수 있는 유전체 부

분 분석 및 탐침 설계

100

제 2 협동

통신/GPS 모

듈이 추가된 

○ 종이기반 lateral flow kit에의 

검지기기 형광 검출 알고리즘 

설계

○ 협동기관에서 1차 지정한 파장

대를 기준으로 내부 광학 검출 

알고리즘을 구축

100



- 251 -

  (2) 2차년도 연구개발 목표 달성 수준

바이러스 검지

용 소형 형광 

검출 장비 개

발

○ 설계단계 초기부터 의료기기 

등록을 위한 절차 관련 사항

을 적용한 체계도 작성 및 설

계

○ 현행 동물용의료기기 및 동물용

체외진단시약의 인허가를 위한 

기술문서 및 심사자료의 기준

들을 검토 및 단계별 실행계획 

수립

100

○ 소형 형광 검지기기 설계를 위

한 소자 선정 및 검출 모듈 

성능 테스트

○ 1차 설계된 optic  디자인을 

table에 장착하여 부품별 성능 

및 기초 데이터를 수집 

100

연 도 세부과제명 추 진 목 표 달 성 내 용
달성도

(%)

2차년도

(2019.08

~

2020.08)

제 1 세부

구제역과 조류

독감 바이러스 

감염 진단 및 

혈청형 또는 

아형을 구별하

기 위한 종이 

기반 검지 기

기 개발

○ 실험실에서 종이기반 기기를 

평가할 수 있는 실시간 모니

터링 시스템 개발

○ 형광 분자 표지(fluorescence 

molecular beacon)의 형광 발

현 분포에 따른 test 

membrane 선정

○ 종이 기반 미세유체 소자에서 

capture/control region의 제작

을 위한 시스템 구축

○ 제작한 형광 분자 표지의 모니

터링을 위한 형광 관찰용 현미

경 조건 설정

○ CNT@DNA의 형광 발현 모니터

링을 위한 형광 관찰용 현미경 

조건 설정

○ 종이 상에서의 CNT@DNA의 형

광 발현 거동 및 메커니즘 확

인

○ CNT@DNA를 종이에 고정화하

는 방법 고안

100

○ 구제역과 조류독감 바이러스 

검지 lateral flow sheet의 원

천 기술 확보 및 발광에 따른 

검지 메커니즘 연구

○ 형광 분자 표지의 발광 메커니

즘 및 검지 한계 확인

○ 검지 한계를 향상시키기 위한 

test membrane 디자인 및 검

지 한계 확인

100

제 2 세부

바이러스 추출 

핵산과 결합할 

수 있는 형광 

분자 표지 

(fluorescence 

m o l e c u l a r 

beacon)의 개

발 및 이를 기

반으로 한 바

이러스 검지 

기술 개발

○ 바이러스 추출 핵산의 특정 염

기서열과 결합할 수 있는 핵

산을 이용한 형광 분자 표지 

(fluorescence molecular 

beacon) 개발

○ 모델 바이러스 핵산 염기 서열

과 특이적으로 결합할 수 있는 

형광 분자 표지 설계 및 제작

○ 형광 분자 표지와 같이 target 

DNA를 형광 기반으로 검지 가

능한 CNT@DNA 복합체 제작

○ 제작한 CNT@DNA 복합체의 

target DNA에 대한 특이성 및 

발광 거동 확인

100

○ 구제역 바이러스와 조류 인플

루엔자 바이러스 혈청형 또는 

아형 구별을 위한 형광 기반

○ 각기 다른 바이러스의 혈청형에 

반응하는 형광 분자 표지를 서

로간의 간섭이 없도록 설계 및 

100
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  (3) 3차년도 연구개발 목표 달성 수준

의 다중 검지 시스템 개발 개발

제 1 협동

바이러스 다중 

검출용 분자 

탐침 설계 및 

성능평가를 위

한 바이러스 

제작

○ 역유전학 기법으로 복제 능력

이 제거된 모델 바이러스 생

산

○ 타바이러스인 HIV-1 유전체 일

부에 구제역 바이러스 유전자

를 도입하여 모델바이러스 생

산

○ HIV-1 유전체 일부에 조류 인플

루엔자 바이러스 유전자를 도

입하여 모델바이러스 생산

100

○ 모델 바이러스 RNA 유전체 추

출 및 검체 안정성 극대화 연

구

○ 몇가지 상용 키트를 사용하여 

모델 바이러스 유전체 RNA를 

추출

○ 고온 처리, 화학 처리 및 제한 

효소 반응을 통한 유전체 RNA 

단편화

○ Bioanalyzer를 이용, RNA 단편 

크기 분포 분석

100

제 2 협동

통신/GPS 모

듈이 추가된 

바이러스 검지

용 소형 형광 

검출 장비 개

발

○ 소형 형광 검출 모듈 설계 및 

제작

○ 소형 형광 검출기 장비개발 위

하여 소형 형광 광학기술인 광

파이버 기술 적용 및 고출력 

발광 다이오드를 특징으로 한 

반사형 방식 채택한 검출기 개

발 

100

○ 종이 기반 키트 적용한 연동 

테스트 및 성능 평가

○ 종이 기반 키트를 테스트를 하

기 위하여 발광 다이오드와 광

다이오드 어레이 방식의 단색

화 장치를 사용하여 측정

100

연 도 세부과제명 추 진 목 표 달 성 내 용
달성도

(%)

3차년도

(2020.08

~

2021.08)

제 1 세부

구제역과 조류

독감 바이러스 

감염 진단 및 

혈청형 또는 

아형을 구별하

기 위한 종이 

기반 검지 기

기 개발

○ 구제역과 조류독감 바이러스 

감염 여부 및 아종 바이러스 

구별을 위한 lateral flow 

sheet 검출기기 개발

○ 형광 분자 표지의 기능화 방법 

개선

○ Avidin을 이용한 형광 분자 표

지 기능화

○ 형광 관찰 현미경을 이용한 

lateral flow sheet에서의 적정 

형광 분자 표지 농도 및 검지 

한계 확인

○ MPPC를 이용한 lateral flow 

sheet에서의 형광 발현 측정

○ 높은 민감도를 갖는 종이칩 설

계 및 제작

○ 제작한 형광 분자 농축 종이칩

의 검지 한계 확인

○ 형광 분자 표지 농축 종이칩에

서의 구제역과 조류 인플루엔

자 바이러스 핵산에 대한 검지 

100
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한계 확인

○ 시작품 제작을 위한 위탁연구

기관과의 상호 협력 및 최적

화

○ 형광 분자 표지 농춖 종이칩을 

활용한 팜스웰메디컬 장비의 

민감도 확인

100

제 2 세부

바이러스 추출 

핵산과 결합할 

수 있는 형광 

분자 표지 

(fluorescence 

m o l e c u l a r 

beacon)의 개

발 및 이를 기

반으로 한 바

이러스 검지 

기술 개발

○ 바이러스 검출기기의 형광 신

호 최적화 및 형광 신호와 바

이러스 감염 여부간의 상호관

계 해석

○ 용액 상에서의 형광 신호와 바

이러스 농도의 관계 분석 및 

정량화

○ 검출기기상에서의 형광 신호 최

적화를 위한 기판 기능화 과정 

및 반응 조건의 최적화

100

○ 바이러스 검출 성능 개선 연구 

및 센서 안정도와 신뢰성 개

선 연구

○ 여러 region의 HIV 형광 분자 

표지를 동시에 사용하여 성능 

개선

○ 실제 바이러스에 대응되는 조류 

인플루엔자 및 구제역 바이러

스 형광 분자 표지의 제작 및 

평가

○ 종이 칩의 작동 방식 및 검출 

기기의 변경을 통한 성능 개선 

원리 분석과 이에 따른 표면 

기능화의 영향 재평가

100

제 1 협동

바이러스 다중 

검출용 분자 

탐침 설계 및 

성능평가를 위

한 바이러스 

제작

○ 실제 검지 상황을 모사한 야생 

바이러스 생산

○ 역유전학 기법을 이용한 야생 

바이러스 생산 방법 구축

○ 야생 바이러스 생산 시도 및 생

산 결과 확인

100

○ 전처리 기술을 바탕으로 한 야

생 바이러스 RNA 추출 기술 

개발

○ 역전사유전학 기법을 적용하여 

인간 인플루엔자 바이러스(HIV)

에서 RNA 유전체 추출 및 확

인

○ 모델 조류 인플루엔자 바이러스 

및 구제역 바이러스의 RNA 유

전체 추출 및 확인

100

제 2 협동

통신/GPS 모

듈이 추가된 

바이러스 검지

용 소형 형광 

검출 장비 개

발

○ Lateral flow sheet kit를 적용

하여 검출 성능 확인

○ Lateral flow sheet 홀더 제작

○ MPPC 검출 모듈의 성능 평가

○ MPPC 검출 모듈을 활용한 형

광 검출 테스트

100

○ 통신/GPS 모듈이 추가된 바이

러스 검지용 소형 형광 검출 

장비 개발

○ 소형 형광 검출 장비 제작을 위

한 디자인

○ 형광 검출 기기의 소자 선정

○ 형광 검출 기기의 광학 구조 설

계

○ 소형 형광 검출 기기의 모듈 구

조 설계 및 제작

○ 소형 형광 검출 기기의 통신

/GPS 모듈을 추가한 모니터링 

소프트웨어 디자인

100
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4. 연구개발성과의 관련 분야에 대한 기여 정도

① 형광 분자 농축 종이칩 개발의 관련 분야 기여도

 (가) 바이러스 진단의 기존 상용화 기술과의 비교 및 본 기술의 우월성 및 차별성

  (1) 기존의 바이러스 진단 기술의 종류 및 장∙단점

Ÿ 기존의 바이러스 진단 기술은 크게 면역크로마토그래피(신속 항원 진단법), 효소결합면역

흡착검사(ELISA) 그리고 실시간 역전사 중합효소 연쇄반응(qRT-PCR)이 있으며 해당 진단 

기술들의 특징은 표 25와 같음.

표 25. 기존 바이러스 진단 기술의 장⋅단점 및 검출 한계

면역크로마토그래피

(신속 항원 진단법)

효소결합 면역 침강 분석법

(ELISA)

실시간 역전사 중합효소 

연쇄반응

(qRT-PCR)

장점

Ÿ 짧은 시간에 바이러스 감

염 여부를 확인할 수 있

음.

Ÿ 타 기술에 비해 비교적 

가격이 저렴해 실제 임상

에서 유용한 경우가 많

음.

Ÿ 특정한 항체만 고정시키

면 결과의 민감도가 증가

하기 때문에 제어가 쉬움.

Ÿ 높은 감도와 정확성을 가

짐.

Ÿ 특이적이고 다량의 검체

에 있어서 정확히 진단

할 수 있음. 

단점

Ÿ 타 기술에 비해 정확도나 

민감도가 떨어지며, 아형

이나 혈청형 구분에 있어

서 제한적임.

Ÿ 항원의 농도가 낮은 경우

에는 기저값과 비교하여 

형광세기의 변화를 측정

하기가 어려움.

Ÿ 검사과정이 복잡하고 검

사 소요시간이 길어 진

단이 늦어지는 단점이 

있음.

검사시간 15~20 분 2~3 시간 6 시간 이상

검출 

한계

약 1.2x107 copies/μL

(검출한계 농도: 약 2 pM)

(시료 양: 약 200 μL)

약 2.3x104 copies/μL

(검출한계 농도: 약 38 fM)

(시료 양: 약 100 μL)

약 5 copies/μL

(시료 양: 약 25 μL)

약 2.4x109 copies/회 약 2.3x106 copies/회 약 125 copies/회

  (2) 형광 분자 농축 종이칩의 우월성 및 차별성

그림 358. PDMS를 이용하여 제작한 형광 분자 표지 농축 종이칩 모식도 

Ÿ 검사시간은 약 10~15 분 정도로 매우 짧은 시간에 바이러스 감염 여부를 확인할 수 있음.

Ÿ 생체적합한 소수성 폴리머와 glass fiber로 구성된 종이를 사용하여 제작한 진단기기로 제

조단가가 저렴함.

Ÿ 검사 시 필요한 시료의 양은 5 μL로 기존의 기술에 비해 매우 적은 양의 시료가 있어도 
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진단이 가능함.

Ÿ 개발한 형광 분자 농축 종이칩의 검출 한계는 약 1.15x106 copies/회(검출한계 농도: 250 

fM, 시료 양: 약 5 μL; 2.3x105 copies/μL)으로 같은 종이 기반 검출 기기인 면역크로마토

그래피의 검출 한계를 약 2100 배 정도 개선하였고 ELISA와 유사한 정도의 검출한계를 보

임.

Ÿ 매우 적은 핵산을 검출할 수 있는 진단기기로 현장에서 신속진단할 수 있는 종이 기반 진

단 기기임.

Ÿ HIV를 검지할 수 있는 형광 분자 표지를 사용하여 모델 바이러스 DNA를 검지했을 때에 

검출 한계는 약 1.15x103 copies/회(검출한계 농도: 250 aM, 시료 양: 약 5 μL; 2.3x102 

copies/μL)로 형광 분자 표지를 추가적으로 개선함으로써 더 낮은 검출 한계를 갖는 종이 

칩을 제작할 수 있음.

Ÿ 해당 기술은 ‘핵산 검출 키트 및 이의 제조 방법’(출원 번호: 10-2021-0088552)로 출원된 

특허이며 또한 제 2 협동기관인 팜스웰메디컬로의 기술 이전을 진행한 상태로 향후 5년 이

내에 제품화가 완료될 예정에 있음.

Ÿ 제품화를 진행하는 과정에서 다양한 조건에서의 추가적인 종이 칩 평가를 진행하여 최적화

를 진행할 예정임. 

Ÿ 또한, 최적화를 진행하는 과정에서 필요하다면 농림축산검역본부 또는 수의학과와의 협력

을 진행하려 함.

② 소형 형광 검출 장비 개발의 관련 분야 기여도

  (1) 상용화 형광 검출 장비 현황

Ÿ 대다수의 상용 형광 검출 장비는 매우 정밀하게 형광을 검출할 수 있으나 장비의 크기가 

매우 커서 휴대성이 떨어짐.

Ÿ 또한, 검출 장비를 사용하는데 있어 컴퓨터와의 연결은 필수적인 요소임.

Ÿ 형광 검출 장비의 가격은 수 천만원대의 매우 높은 가격대를 형성하고 있어 일반 사람들이 

사용하는데에 적합하지 않음.

  (2) 소형 형광 검출 장비의 우월성

   

그림 359. 소형 형광 검출 장비 디자인

Ÿ 미광의 형광을 감지할 수 있는 장비로 한 손에 휴대할 수 있는 크기로 제작됨.

Ÿ 최대 세 가지 샘플을 측정할 수 있는 장비로 휴대 검출 장비 최초로 여러 샘플을 한 번에 

측정하게 해주는 장비임.

Ÿ 휴대 장비의 안전성을 높여주기 위해 하단에는 주로 알루미늄 등 메탈 재질과 이를 기반하

여 PCB 제어 보드 등을 하판에서 지지함으로써 측정의 무게 중심을 하단에 두어 측정 및 

이송 장치에 흔들림 등이 없도록 구성함.
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그림 360. 소형 형광 검출기 내부

Ÿ 형광 기반의 바이러스 진단 기기로 바이러스 감염 여부를 진단할 때 기존 장비의 크기가 

크고 비싸다는 점 때문에 현장 진단이 불가능했지만 개발된 소형 형광 검출 장비는 높은 

휴대성을 갖는 제품으로 바이러스 진단 분야에 있어서 현장에서 신속하게 진단하는 것을 

가능하게 할 수 있음.

그림 361. (a) 팜스웰메디컬에서 제작한 형광 검지 기기,
(b) 검지를 위해 형광 분자 표지 농축 종이칩을 넣은 사진 그리고

(c) 형광 검지 기기에서 관측된 형광 데이터
 

③ 통신/GPS 모듈을 이용한 바이러스의 실시간 모니터링 시스템의 관련 분야 기여도

  (3) 바이러스의 실시간 모니터링 시스템의 우월성

Ÿ 통신/GPS 모듈을 이용한 실시간 모니터링 시스템은 국내에서 최초로 개발된 시스템임.

Ÿ 현재 바이러스를 진단하는 데에 시간이 소요되기 때문에 실시간으로 모니터링하는 데에 어

려움이 존재했음.
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그림 362. 소형 형광 검출 장비의 통신/GPS 모듈 디스플레이

Ÿ 하지만, 해당 장비를 이용하여 바이러스가 검출될 시, GPS 모듈을 통해 바이러스 감염 여

부가 보고됨에 따라 바이러스의 실시간 모니터링하는 것을 가능하게 함.

    

그림 363. 소형 형광 검출 장비의 상태 및 위치 정보가 포함된 실시간 모니터링 프로그램 창

Ÿ 따라서, 해당 모듈을 이용할 시 바이러스의 감염 여부를 파악함에 따라 보다 신속하게 바

이러스에 대처할 수 있으며 이를 통해 보다 쉽게 바이러스의 전파 경로를 파악하고 통제할 

수 있음.
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5. 연구개발성과의 관리 및 활용 계획
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Ⅰ. 연구개발실적

※ 다음 각 평가항목에 따라 자체평가한 등급 및 실적을 간략하게 기술(200자 이내)

 1. 연구개발결과의 우수성/창의성

  ■ 등급 : 우수

본 연구개발을 통하여 현장에서 구제역 및 조류 인플루엔자 바이러스를 검지할 수 있는 민감도가 매우 높

은 형광 분자 표지 농축 종이칩과 종이칩에서 나오는 형광을 검출하는 형광 검출 기기를 개발하였다. 또

한, 형광 분자 표지 농축 종이칩은 매우 간단한 방법으로 종이 내에 3차원 구조를 만드는 혁신적인 기술을 

이용하여 제작된 종이칩으로 기존에 없던 기술이 탑재된 종이칩을 개발하였다. 

 2. 연구개발결과의 파급효과

  ■ 등급 : 우수

형광 분자 표지 농축 종이칩은 종이 내에 3차원 구조를 만들고 핵산을 검지할 수 있는 형광 분자 표지를 

농축하여 만든 칩으로 기존 종이 기반 핵산 검지기기의 낮은 민감도를 매우 개선하였으며 매우 적은 양의 

시료를 이용하더라도 바이러스를 검지할 수 있어 기존의 바이러스 검출 시스템 모델에 변화를 줄 수 있을 

것으로 예상된다. 또한, 개발한 소형 형광 검출 기기는 휴대가 가능하여 실험실에서만 가능했던 바이러스 

검지를 현장으로 가지고 옴으로써 검출 시간을 현저하게 줄일 수 있을 것으로 판단된다. 

 3. 연구개발결과에 대한 활용가능성

  ■ 등급 : 우수

개발한 형광 분자 표지 농축 종이칩은 형광 분자 표지 이외의 핵산을 검지할 수 있는 타 형광 물질에도 

도입이 가능하며 다른 바이러스를 검지하는데에도 사용이 가능하여 가축질병 이외의 분야에서도 활용될 

가능성이 매우 높다고 판단된다. 또한, 소형 형광 검출 기기의 경우, 기기 내에 통신/GPS 모듈이 탑재되

어 있어 감염 질병 발생 시 그 위치 정보를 실시간으로 모니터링할 수 있고 해당 정보는 확산 모니터링 

기술의 위치 정보 자료 제공하는 등 바이러스 모니터링 분야에 활용 가능성이 매우 높다고 할 수 있다.

 4. 연구개발 수행노력의 성실도

  ■ 등급 : 우수

3년의 연구 기간동안 모든 연구팀은 계획한 연구 목표에 따라서 연구 과제를 수행하였으며 연구 과제를 

수행하는데 있어서 2개월마다 자체적인 진도점검회의를 진행함으로써 상호 간의 긴밀한 협업이 이루어질 

수 있도록 했다. 또한, 코로나 19로 인한 팬데믹 사태로 인하여 연구를 진행하는데에 어려운 점이 있었으

나 각 연구팀이 세부과제의 역할에 최선을 다해서 수행해주어 총 3년의 연구계획에 따른 연구성과 및 연

구목표를 모두 달성 할 수 있었다.



 5. 공개발표된 연구개발성과(논문, 지적소유권, 발표회 개최 등)

  ■ 등급 : 우수

 3년의 연구 기간동안 다음과 같은 연구개발성과는 발표하였다.

1. Lim, J. Y., Nam, J. S., Shin, H., Park, J., Song, H. I., Kang, M., Lim, K. I., & Choi, Y. (2019). 

Identification of newly emerging influenza viruses by detecting the virally infected cells based on 

surface enhanced Raman spectroscopy and principal component analysis. Analytical chemistry, 

91(9), 5677-5684.

2. Cho, H. H., Kim, S. J., Jafry, A. T., Lee, B., Heo, J. H., Yoon, S., Jeong, S. H., Kang, S. I., 

Lee, J. H., & Lee, J. (2019). A Paper‐Based Platform for Long‐Term Deposition of Nanoparticles 

with Exceptional Redispersibility, Stability, and Functionality. Particle & Particle Systems 

Characterization, 36(6), 1800483.

3. Lim, H., Jafry, A. T., & Lee, J. (2019). Fabrication, flow control, and applications of microfluidic 

paper-based analytical devices. Molecules, 24(16), 2869.

4. Jang, Y. H., Jin, X., Shankar, P., Lee, J. H., Jo, K., & Lim, K. I. (2019). Molecular-Level 

Interactions between Engineered Materials and Cells. International journal of molecular sciences, 

20(17), 4142.

5. Lee, M., Han, G., & Lee, J. (2019). Humidity responsive single-layered film fabricated by 

hydrophilic titanium oxide nanotubes. Applied Physics Letters, 115(9), 091601.

6. Lee, S., Lee, M., & Lee, J. (2021). Highly sensitive humidity-responsive actuator comprising 

aligned electrospun fibers containing metal–organic framework nanoparticles. Sensors and 

Actuators B: Chemical, 332, 129520.

7. Jang, Y. H., Ahn, S. R., Shim, J. Y., & Lim, K. I. (2021). Engineering Genetic Systems for 

Treating Mitochondrial Diseases. Pharmaceutics, 13(6), 810.

8. Cho, H. H., Heo, J. H., Jung, D. H., Kim, S. H., Suh, S. J., Han, K. H., & Lee, J. H. (2021). 

Portable Au Nanoparticle-Based Colorimetric Sensor Strip for Rapid On-Site Detection of Cd2+ 

Ions in Potable Water. BioChip Journal, 1-11.

9. 2019 한국세라믹학회 춘계학술대회 및 총회 “A Paper-based Platform for Long-term Deposition of 

Nanoparticles with Exceptional Redispersibility, Stability, and Functionality”

10. 2019 대한기계학회 바이오공학부문 춘계학술대회 “Development of Paper-Based Digital 

Microfluidics Chip using Double-Sided Electrohydrodynamic Jet Printing”

11. 2019 한국바이오칩학회 춘계학술대회 “Multilayered Electrohydrodynamic Jet Printing Fabrication 

of Paper-based Digital Microfluidic Chip”

12. 2019 한국바이오칩학회 춘계학술대회 “A Paper-based Platform for Long-term Deposition of 

Nanoparticles with Exceptional Redispersibility, Stability, and Functionality”

13. 2019 대한기계학회 마이크로/나노공학부문 춘계학술대회 “종이 기반 삼차원 전기 회로를 이용한 이

차원 전극 배열 디지털 미세유체역학 칩 개발”

14. 2019 한국생물공학회 추계학술발표대회 및 국제심포지엄 “Engineering of Retroviral DNA 

Integration Patterns Using Nanotopography”

15. 2019 Asia 3 Roundtable of Nucleic Acids  “Multifunctional Heterogeneous Carbon Nanotube 

Nanocomposites Assembled by DNA Binding Peptide Anchors”

16. 2019 The 7th International Workshop on Nanotechnology and Application IWNA “Chemical 

Functionalization of Carbon Nanotubes using DNA Binding Peptides”

17. 2019 한국세라믹학회 추계학술대회 “Long-term Deposition of Nanoparticles on Paper 

Substrates”



18. 2019 IEEE-NANOMED “From DNA to Smart Materials for Biosensing Applications”

19. 2019 72nd Annual Meeting of the APS Division of Fluid Dynamics “Novel humidity responsive 

film fabricated by hydrophilic nanostructured titanium oxide”

20. 2019 한국가시화정보학회 추계학술대회 “곰팡이 독소 검지를 위한 종이기반 다중 검지기기 개발”

21. 2020 The 1st International Symposium on Applied Plasma Science and Engineering 

“Multifunctional Heterogeneous Carbon Nanotube Nanocomposites Assembled by DNA Binding 

Peptide Anchors” 

22. 2020 한국바이오칩학회 춘계학술대회 “Multifunctional Heterogeneous Carbon Nanotube 

Nanocomposites Assembled by DNA Binding Peptide Anchors”

23. 2020 한국바이오칩학회 춘계학술대회 “A Simple, Fast and Low-cost on-site Detection of 

Cadmium ions in Drinking Water with Gold Nanoparticles based Portable PET Colorimetric 

Sensor Strip” 

24. 2020 제11회 한국유체공학학술대회 “Paper-based multi-detector for sensing tumor markers” 

25. 2020 한국가시화정보학회 추계학술대회 “Development of paper-based multi-detector for 

detecting lung cancer tumor maker” 

26. 2020 한국세라믹학회 추계학술대회 “생체모사 기술을 통한 탄소나노튜브 나노복합체의 합성”

27. 2020 한국세라믹학회 추계학술대회 “탁월한 재분산성, 안정성 및 기능성을 갖춘 건조된 나노입자 장

기간 보관 기술” 

28. 2021 The 8th ICMAP & The 9th ISFM “Bioinspired Assmbly of Multifunctional Carbon Nanotube 

Nanocomposites”

29. 2021 The 8th ICMAP & The 9th ISFM “Long-Term Deposition of Dried Nanoparticles on 

Substrates with Exceptional Redispersibility, Stability, and Functionality”

30. 출원번호 10-2020-0069106 “측방 유동 분석 장치의 제조 방법” 

31. 출원번호 10-2020-0071487 “상보적 염기서열을 갖는 절편을 도입한 핵산-탄소 나노 튜브 구조체, 

이의 제조 방법 및 이를 이용한 형광 기반 핵산 검출 센서” 

32. 출원번호 10-2020-0114432 “나노입자가 탑재된 하이드로겔 마이크로비드 및 이의 제조 방법”

33. 출원번호 10-2021-0088552 “핵산 검출 키트 및 이의 제조 방법”

34. 2020 정책 건의 “21년도 농림축산식품 연구개발사업 신규 과제기획위원회”

35. 2020 정책 시행 “2021년도 가축질병대응기술개발사업 신규과제 기획”

36. 2019 팍스경제TV “팜스웰바이오, 자회사 팜스웰메디컬 구제역·AI 신속진단키트 개발업체로 '선정'”

37. 2019 팍스경제TV “[리포트][단독] 팜스웰바이오, 세계최초 '다차원 바이러스 검출기기' 개발 착수”

38. 2021 기계로봇 연구정보센터 연구자 인터뷰 “한 손안에 들어오는 유체 역학”

39. 2021 기계로봇연구센터 웨비나(Webinar) “마이크로 유체역학기기를 활용한 조류독감, 구제역 등 감

염병 조기진단 기기의 개발”

40. 학사 인력 양성 2019 “성균관대학교 조성수” 

41. 학사 인력 양성 2019 “성균관대학교 이태윤”

42. 석사 인력 양성 2020 “숙명여자대학교 심지연”

43. 석사 인력 양성 2020 “숙명여자대학교 정혜영”

44. 박사 인력 양성 2020 “성균관대학교 김경일”

45. 박사 인력 양성 2020 “성균관대학교 임호섭”

46. 학사 인력 양성 2021 “성균관대학교 이지형”

47. 학사 인력 양성 2021 “성균관대학교 문혁균”

48. 석사 인력 양성 2021 “성균관대학교 어솔”

49. 박사 인력 양성 2021 “성균관대학교 윤석영”

50. 박사 인력 양성 2021 “성균관대학교 이민기”



Ⅱ. 연구목표 달성도

 1. 1차년도 연구목표 달성도

 2. 2차년도 연구목표 달성도 

세부연구목표

(연구계획서상의 목표)

비중

(%)

달성도

(%)
자체평가

종이 기반 미세유체 소자의 설계 및 이

차원 lateral flow sheet의 유동 조건 

분석

10 100

종이 기반 미세유체 소자의 설계 및 이

차원 lateral flow sheet의 유동 조건 

분석 완료

형광 나노재료 및 핵산 용액의 물성 파

악 연구 및 종이 기반 기기와 시료간의 

상호작용 연구

10 100

형광 나노재료 및 핵산 용액의 물성 파

악 연구 및 종이 기반 기기와 시료간의 

상호작용 연구 완료

상용 전처리 추출기술을 활용한 물리

적 전처리 방법 연구
5 100

상용 전처리 추출기술을 활용한 물리

적 전처리 방법 연구 완료

형광 기반의 검지 시스템 개발을 위한 

형광 나노재료 및 소광재료 설계 및 합

성

10 100

형광 기반의 검지 시스템 개발을 위한 

형광 나노재료 및 소광재료 설계 및 합

성 완료

작용기를 포함한 핵산 서열의 종이에

의 기능화 연구
10 100

작용기를 포함한 핵산 서열의 종이에

의 기능화 연구 완료

상용 전처리 추출기술을 활용한 화학

적 전처리 방법 연구
5 100

상용 전처리 추출기술을 활용한 화학

적 전처리 방법 연구 완료

구제역 바이러스와 조류 인플루엔자 

바이러스의 염기서열 분석
10 100

구제역 바이러스와 조류 인플루엔자 

바이러스의 염기서열 분석 완료

각 바이러스의 혈청형과 아형을 구분

할 수 있는 핵산 탐침 (Probe) 염기서

열 설계

15 100

각 바이러스의 혈청형과 아형을 구분

할 수 있는 핵산 탐침 (Probe) 염기서

열 설계 완료

종이기반 Lateral Flow kit에의 검지기

기 형광 검출 알고리즘 설계
10 100

종이기반 Lateral Flow kit에의 검지기

기 형광 검출 알고리즘 설계 완료

설계단계 초기부터 의료기기 등록을 

위한 절차 관련 사항을 적용한 체계도 

작성 및 설계

5 100

설계단계 초기부터 의료기기 등록을 

위한 절차 관련 사항을 적용한 체계도 

작성 및 설계 완료

소형 형광 검지기기 설계를 위한 소자 

선정 및 검출 모듈 성능 테스트
10 100

소형 형광 검지기기 설계를 위한 소자 

선정 및 검출 모듈 성능 테스트 완료

합계 100

세부연구목표

(연구계획서상의 목표)

비중

(%)

달성도

(%)
자체평가

실험실에서 종이기반 기기를 평가할 

수 있는 실시간 모니터링 시스템 개발
10 100

실험실에서 종이기반 기기를 평가할 

수 있는 실시간 모니터링 시스템 개발 

완료

구제역과 조류독감 바이러스 검지 

lateral flow sheet의 원천 기술 확보 

및 발광에 따른 검지 메커니즘 연구

15 100

구제역과 조류독감 바이러스 검지 

lateral flow sheet의 원천 기술 확보 

및 발광에 따른 검지 메커니즘 연구 완

료

바이러스 추출 핵산의 특정 염기서열

과 결합할 수 있는 핵산을 이용한 형광 

분자 표지 (fluorescence molecular 

15 100

바이러스 추출 핵산의 특정 염기서열

과 결합할 수 있는 핵산을 이용한 형광 

분자 표지 (fluorescence molecular 



 3. 3차년도 연구목표 달성도

beacon) 개발 beacon) 개발 완료

구제역 바이러스와 조류 인플루엔자 

바이러스 혈청형 또는 아형 구별을 위

한 형광 기반의 다중 검지 시스템 개발

10 100

구제역 바이러스와 조류 인플루엔자 

바이러스 혈청형 또는 아형 구별을 위

한 형광 기반의 다중 검지 시스템 개발 

완료

역유전학 (Reverse genetics) 기법을 

이용한 복제 능력이 제거된 모델 바이

러스 생산

15 100

역유전학 (Reverse genetics) 기법을 

이용한 복제 능력이 제거된 모델 바이

러스 생산 완료

모델 바이러스 RNA 유전체 추출 및 바

이러스 검지 안정성 극대화 연구
10 100

모델 바이러스 RNA 유전체 추출 및 바

이러스 검지 안정성 극대화 연구 완료

소형 형광 검출 모듈 설계 및 제작 15 100
소형 형광 검출 모듈 설계 및 제작 완

료

종이 기반 키트 적용한 연동 테스트 및 

성능 평가 
10 100

종이 기반 키트 적용한 연동 테스트 및 

성능 평가 완료

합계 100

세부연구목표

(연구계획서상의 목표)

비중

(%)

달성도

(%)
자체평가

구제역과 조류독감 바이러스 감염 여

부 및 아종 바이러스 구별을 위한 

lateral flow sheet 검출기기 개발

15 100

구제역과 조류독감 바이러스 감염 여

부 및 아종 바이러스 구별을 위한 

lateral flow sheet 검출기기 개발 완료

시작품 제작을 위한 위탁연구기관과의 

상호 협력 및 최적화
10 100

시작품 제작을 위한 위탁연구기관과의 

상호 협력 및 최적화 완료

바이러스 검출기기의 형광 신호 최적

화 및 형광 신호와 바이러스 감염 여부

간의 상호관계 해석

10 100

바이러스 검출기기의 형광 신호 최적

화 및 형광 신호와 바이러스 감염 여부

간의 상호관계 해석 완료

바이러스 검출 성능 개선 연구 및 센서 

안정도와 신뢰성 개선 연구
15 100

바이러스 검출 성능 개선 연구 및 센서 

안정도와 신뢰성 개선 연구 완료

실제 검지 상황을 모사한 야생 바이러

스 생산
10 100

실제 검지 상황을 모사한 야생 바이러

스 생산 완료

전처리 기술을 바탕으로 한 야생 바이

러스 RNA 유전체 추출 기술 개발
15 100

전처리 기술을 바탕으로 한 야생 바이

러스 RNA 유전체 추출 기술 개발 완료

Lateral Flow sheet Kit를 적용하여 검

출 성능 확인
15 100

Lateral Flow sheet Kit를 적용하여 검

출 성능 확인 완료

통신/GPS 모듈이 추가된 바이러스 검

지용 소형 형광 검출 장비 개발
10 100

통신/GPS 모듈이 추가된 바이러스 검

지용 소형 형광 검출 장비 개발 완료

합계 100



Ⅲ. 종합의견

1. 연구개발결과에 대한 종합의견

 본 연구개발을 통하여 현장에서 구제역 및 조류 인플루엔자 바이러스를 검지할 수 있는 민감도가 매우 

높은 형광 분자 표지 농축 종이칩과 종이칩에서 나오는 형광을 검출하는 형광 검출 기기를 개발하였다. 

또한, 형광 분자 표지 농축 종이칩은 매우 간단한 방법으로 종이 내에 3차원 구조를 만드는 혁신적인 기술

을 이용하여 제작된 종이칩으로 기존에 없던 기술이 탑재된 종이칩을 개발하였다. 

2. 평가시 고려할 사항 또는 요구사항

 특별한 요구사항 없음.

3. 연구결과의 활용방안 및 향후조치에 대한 의견

 형광 분자 표지 농축 종이칩은 종이 내에 3차원 구조를 만들고 핵산을 검지할 수 있는 형광 분자 표지를 

농축하여 만든 칩으로 기존 종이 기반 핵산 검지기기의 낮은 민감도를 매우 개선하였으며 매우 적은 양의 

시료를 이용하더라도 바이러스를 검지할 수 있어 기존의 바이러스 검출 시스템 모델에 변화를 줄 수 있을 

것으로 예상된다. 또한, 개발한 소형 형광 검출 기기는 휴대가 가능하여 실험실에서만 가능했던 바이러스 

검지를 현장으로 가지고 옴으로써 검출 시간을 현저하게 줄일 수 있을 것으로 판단된다. 

 개발한 형광 분자 표지 농축 종이칩은 형광 분자 표지 이외의 핵산을 검지할 수 있는 타 형광 물질에도 

도입이 가능하며 다른 바이러스를 검지하는데에도 사용이 가능하여 가축질병 이외의 분야에서도 활용될 

가능성이 매우 높다고 판단된다. 또한, 소형 형광 검출 기기의 경우, 기기 내에 통신/GPS 모듈이 탑재되

어 있어 감염 질병 발생 시 그 위치 정보를 실시간으로 모니터링할 수 있고 해당 정보는 확산 모니터링 

기술의 위치 정보 자료 제공하는 등 바이러스 모니터링 분야에 활용 가능성이 매우 높다고 할 수 있다.

Ⅳ. 보안성 검토

 

※ 보안성이 필요하다고 판단되는 경우 작성함.

1. 연구책임자의 의견

2. 연구개발기관 자체의 검토결과



[별첨 2]

연구성과 활용계획서

1. 연구과제 개요

사업추진형태  þ자유응모과제   □지정공모과제 분 야 검역방역기술

연 구 과 제 명 구제역 바이러스 및 조류 인플루엔자 바이러스 동시 검출을 위한 신속 진단 키트 개발

주관연구개발기관 성균관대학교 산학협력단 주관연구책임자 이진기

연 구 개 발 비

정부지원

연구개발비
기관부담연구개발비 기타 총연구개발비

702,000,000 234,000,000 936,000,000

연구개발기간 2018.11.15. ~ 2021.08.15.

주요활용유형
 □산업체이전         □교육 및 지도         □정책자료         □기타(          )

 □미활용 (사유:                                                             )

2. 연구목표 대비 결과

당초목표 당초연구목표 대비 연구결과

① 구제역과 조류독감 바이러스 감염 진단 및 혈청

형 또는 아형을 구별하기 위한 종이 기반 검지 기기 

개발

바이러스 감염 여부를 검지할 수 있는 lateral flow 

sheet를 개발하였으며 lateral flow sheet의 구조를 

변형하여 검지 한계를 개선함.

현장 진단이 가능한 높은 민감도를 갖는 형광 분자 

표지 농축 종이칩을 개발하였으며 종이칩의 구제역

과 조류 인플루엔자 바이러스 검지 대한 테스트를 

진행함.

② 바이러스 추출 핵산과 결합할 수 있는 형광 분자 

표지 (fluorescence molecular beacon)의 개발 및 

이를 기반으로 한 바이러스 검지 기술 개발

형광 분자 표지 개발을 위해 형광 재료 및 소광 재료

의 선정하였으며 재료의 광학 특성을 평가함.

모델 바이러스 핵산 염기 서열과 특이적으로 결합할 

수 있는 형광 분자 표지 설계 및 제작함. 

실제 바이러스에 대응되는 구제역 바이러스 및 조류 

인플루엔자 바이러스 검지를 위한 형광 분자 표지를 

개발 및 평가함.

③ 바이러스 다중 검출용 분자 탐침 설계 및 성능평

가를 위한 바이러스 제작

모든 구제역 바이러스 혈청형 및 조류 인플루엔자 

바이러스 아형의 유전체의 공통 부분을 분석함으로

써 바이러스 검지용 탐침 분자를 설계함.

역유전학 기법을 이용하여 복제 능력이 제거된 모델 

바이러스 생산하는 기술을 개발하여 모델 구제역 바

이러스 및 조류 인플루엔자 바이러스를 생산함. 

④ 통신/GPS 모듈이 추가된 바이러스 검지용 소형 

형광 검출 장비 개발

형광 검출 기기의 소자를 선정하고 광학 구조를 설

계하고 최종적으로 형광 검출 기기의 모듈 구조를 

설계함으로써 소형 형광 검출 장비를 개발함.

통신/GPS 모듈을 이용한 모니터링 소프트웨어를 디

자인하여 소형 형광 검출 장비에 도입함.

 * 결과에 대한 의견 첨부 가능



3. 연구목표 대비 성과 

(단위 : 건수, 백만원, 명)

4. 핵심기술

구분 핵 심 기 술 명

① Paper-based microfluidic 디자인 기술

② 핵산 검출 키트 및 이의 제조 방법

③ 종이 섬유 표면의 작용기 치환을 통한 고분자 기능화 방법

④
구제역 바이러스와 조류 인플루엔자 바이러스 

혈청형 또는 아형 구별을 위한 형광 분자 표지 설계 방법

⑤ 복제 능력이 제거된 모델 바이러스 생산 방법

⑥ 전처리 기술을 바탕으로 한 야생 바이러스 RNA 추출 기술

⑦ 형광 검출 기기의 소형화 기술

⑧ 모니터링 소프트웨어 디자인하여 개발된 통신/GPS 모듈

성과

목표

사업화지표 연구기반지표

지식

재산권

기술

실시

(이전)

사업화

기

술

인

증

학술성과

교

육

지

도

인

력

양

성

정책

활용·홍보
기
타︵
타
연
구 
활
용 
등︶

특

허

출

원

특

허

등

록

품

종

등

록

S

M

A

R

T

건

수

기

술

료

제

품

화

매

출

액

수

출

액

고

용

창

출

투

자

유

치

논문
논
문
평
균 
I
F

학

술

발

표

정

책

활

용

홍

보

전

시

S
C
I

비
S
C
I

단위 건 건 건

평
균
등
급

건
백
만
원

건
백
만
원

백
만
원

명
백
만
원

건 건 건 건 명 건 건

가중치 25 35 10 10 10 5 2 3

최종

목표

(연차내)

4 1 10 1 4 2.5 8 8 1 1

1차

년도

목표 2 2

실적 1 3 4.6 5 2 2

2차

년도

목표 2 2 2.5 3 3

실적 2 2 3.8 11 4

3차

년도

목표 2 1 10 1 2 2.5 3 3 1 1

실적 2 1 10 1 3 4.5 5 5 2 2

소계
목표 4 1 10 1 4 2.5 8 8 1 1

실적 4 1 10 1 1 8 4.4 21 11 2 4

달성률

(%)
100 100 100 100 200 176 263 138 200 400



5. 연구결과별 기술적 수준

구분

핵심기술 수준 기술의 활용유형(복수표기 가능)

세계

최초

국내

최초

외국기술

복    제

외국기술

소화ㆍ흡수

외국기술

개선ㆍ개량

특허

출원

산업체이전

(상품화)

현장애로 

해    결

정책

자료
기타

①의 기술 √ √

②의 기술 √ √ √ √

③의 기술 √

④의 기술 √

⑤의 기술 √

⑥의 기술 √

⑦의 기술 √ √ √

⑧의 기술 √ √ √

 * 각 해당란에 v 표시

6. 각 연구결과별 구체적 활용계획

핵심기술명 핵심기술별 연구결과활용계획 및 기대효과

①의 기술
종이 기반 검지기기를 설계하는 데 각 소자에 적합한 재료를 선정하는데에 참고할 수 있

는 자료로 제공될 수 있음.

②의 기술

높은 민감도를 갖는 형광 분자 표지 농축 종이칩의 제작 방법으로 최초로 종이 내부에 3

차원 구조를 만들 수 있는 기술임. 해당 기술은 검지 분야에 있어 다양한 물질을 검지하는 

데에 활용될 것으로 기대함.

③의 기술
종이 표면을 작용기를 치환함으로써 고분자를 기능화하는 방법으로 종이를 활용하여 기

기를 개발할 때에 활용될 수 있을 것으로 기대함.

④의 기술

모든 구제역 및 조류 인플루엔자 RNA의 유전 정보를 분석하여 특이점을 찾아 형광 분자 

표지를 개발한 기술로 다양한 구제역 바이러스 혈청형 및 조류 인플루엔자 바이러스 아형

을 검지하는 물질을 개발할 때 활용될 수 있음.

⑤의 기술
복제 능력이 제거된 바이러스를 획득함으로 실험실에서 다른 핵산 검지 기기를 개발할 때 

활용될 수 있음.

⑥의 기술 순도 높은 야생 바이러스 RNA를 획득할 수 있음.

⑦의 기술 소형화된 형광 검출 장비를 이용하여 현장에서 진단이 가능해질 것으로 기대됨.

⑧의 기술
통신/GPS 모듈을 이용하여 바이러스 검지현황을 실시간으로 모니터링하여 바이러스 방

역에 있어 큰 기여를 할 것으로 기대됨.



7. 연구종료 후 성과창출 계획

(단위 : 건수, 백만원, 명)

8. 연구결과의 기술이전조건(산업체이전 및 상품화연구결과에 한함)

핵심기술명1) 핵산 검출 키트 및 이의 제조 방법

이전형태 □무상  þ유상 기술료 예정액 10,000 천원

이전방식2)
     □소유권이전     □전용실시권     þ통상실시권     □협의결정 

     □기타(                                                     )

이전소요기간 1년 실용화예상시기3) 5년

기술이전시 선행조건4) 바이오, 검출 장비 등 관련 기업

 1) 핵심기술이 2개 이상일 경우에는 각 핵심기술별로 위의 표를 별도로 작성

 2) 전용실시 : 특허권자가 그 발명에 대해 기간ㆍ장소 및 내용을 제한하여 다른 1인에게 독점적으로 허락한 권리

통상실시 : 특허권자가 그 발명에 대해 기간ㆍ장소 및 내용을 제한하여 제3자에게 중복적으로 허락한 권리

 3) 실용화예상시기 : 상품화인 경우 상품의 최초 출시 시기, 공정개선인 경우 공정개선 완료시기 등

 4) 기술 이전 시 선행요건 : 기술실시계약을 체결하기 위한 제반 사전협의사항(기술지도, 설비 및 장비 등 

기술이전 전에 실시기업에서 갖추어야 할 조건을 기재)

성과

목표

사업화지표 연구기반지표

지식

재산권

기술

실시

(이전)

사업화

기

술

인

증

학술성과

교

육

지

도

인

력

양

성

정책

활용·홍보

기
타︵
타
연
구 
활
용 
등︶

특

허

출

원

특

허

등

록

품

종

등

록

S

M

A

R

T

건

수

기

술

료

제

품

화

매

출

액

수

출

액

고

용

창

출

투

자

유

치

논문 논
문
평
균 
I
F

학

술

발

표

정

책

활

용

홍

보

전

시

S
C
I

비
S
C
I

단위 건 건 건

평
균
등
급

건
백
만
원

건
백
만
원

백
만
원

명
백
만
원

건 건 건 건 명 건 건

가중치 25 35 10 10 10 5 2 3

최종목표 4 4 1 10 2 830 5 1 7 2.5 10 1 11 1 3

연구기간내 

달성실적
4 1 10 1 1 8 4.4 21 11 2 4

연구

종료

후 

성과

장출 

계획

종료 

1차

년도

1 30 3 1 1 2 1

종료 

2차

년도

1 1 100 1 1 1 1

종료

3차

년도

2 150 1

종료

4차

년도

250 2

종료

5차

년도

300 2

소계 4 1 830 5 1 3 2 1 3 2



주   의

1. 이 보고서는 농림축산식품부에서 시행한 가축질병대응기술개발사업 최종보고서이다.

2. 이 연구개발내용을 대외적으로 발표할 때에는 반드시 농림축산식품부(농림식품기술기획평

가원)에서 시행한 가축질병대응기술개발사업의 결과임을 밝혀야 한다.

3. 국가과학기술 기밀 유지에 필요한 내용은 대외적으로 발표 또는 공개하여서는 안 된다.
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