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(54) 싸이토메트리, 빌로시메트리 및 세포 분류에 사용하기위한 폴리전해질 염다리를 사용하는 마이크로

칩

요약

싸이토메트리, 빌로시메트리, 세포 분류 등에 사용하기 위한 폴리전해질 염다리를 사용하는 마이크로칩이 제공된다. 상기

마이크로칩은 a) 시료 용액을 도입하는 입구, b) 상기 입구로부터 도입된 시료 용액의 이동통로를 제공하는 마이크로 채

널, c) 상기 마이크로 채널을 통과한 시료의 적어도 하나 이상의 출구, 및 d) 상기 마이크로 채널에 서로 대향하게 연결된

한쌍의 제1 및 제2 폴리전해질 염다리와, 상기 제1 및 제2 폴리전해질 염다리에 각각 연결된, 전극과 표준 전해 용액을 수

용하는 제1 및 제2 레저버를 포함하는 적어도 하나의 전극 시스템을 포함하여 이루어진다. 상기 마이크로칩은 임피던스

변화에 의해 시료 용액에 포함된 물질(예를 들면, 세포)을 검출한다. 구체적으로, 상기 제1 레저버에 수용된 표준 전해 용

액에 존재하는 음이온이, 상기 마이크로채널을 가로질러 제1 폴리전해질 염다리로부터 제2 폴리전해질 염다리로 이동하
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며, 상기 마이크로 채널을 따라 이동하는 시료에 의한 음이온 이동의 간섭에 의해 임피던스의 변화가 발생하며, 상기 임피

던스의 변화는 상기 제1 레저버에 수용된 전극과 제2 레저버에 수용된 전극 사이에 연결된 임피던스 분석기에 의해 검출

된다.

대표도

도 3

명세서

도면의 간단한 설명

도 1은 본 발명에 따른 마이크로칩의 바람직한 구현예를 보여주는 분해 사시도이다.

도 2는 도 1에 도시된 마이크로칩의 결합 사시도이다.

도 3은 본 발명에 따른 마이크로칩의 작동 원리를 설명하는 도면이다.

도 4는 본 발명에 따른 마이크로칩의 다른 바람직한 구현예를 보여주는 평면도이다.

도 5는 본 발명에 따른 마이크로칩의 또 다른 바람직한 구현예를 보여주는 평면도이다.

도 6은 마이크로 채널을 통해 이동하는 형광성 마이크로비드에 의해 발생하는 임피던스 변화를 보여주는 그래프이다.

도 7은 9.95 ㎛와 5.70 ㎛의 크기를 갖는 두종류의 형광성 마이크로비드를 사용하여 얻어진 임피던스 변화의 피크 진폭의

히스토그램이다. 두 그룹은 명백하게 구분된다. 이것은 피크 진폭 단독으로 두개의 마이크로비드를 명확히 구별할 수 있음

을 말해준다.

도 8은 9.95 ㎛와 5.70 ㎛의 크기를 갖는 두종류의 형광성 마이크로비드를 사용하여 얻어진 속도 및 피크 진폭의 분산 플

롯이다. 두 그룹은 명백하게 분리된다. 각 그룹의 임피던스 피크의 진폭은 유동 속도에 무관하다. 따라서, 두개의 서로 다

른 크기를 갖는 마이크로비드는 피크 진폭만으로 분류될 수 있다.

도 9는 마이크로 채널을 통해 이동하는 적혈구와 백혈구의 속도와 피크 진폭의 분산 플롯이다.

발명의 상세한 설명

발명의 목적

발명이 속하는 기술 및 그 분야의 종래기술

본 발명은 싸이토메트리, 빌로시메트리 및 세포 분류에 사용하기 위한 폴리전해질 염다리를 사용하는 마이크로칩에 관한

것이다.

마이크로전체분석시스템(micro total analysis system, 이하 "μ-TAS")의 현대적 개념은, 만쯔 등1에 의해 모세관 전기영

동이 글라스 칩상에 개발된 1990년 초반으로 거슬러 올라간다. 이미 잘 알려진 바와 같이, 마이크로칩 상에서의 화학적,

생물학적 공정은 매크로 스케일의 공정 환경에서 얻을 수 없는 유용한 이점을 제공하는데, 이에는 작은 샘플 분석부피, 저

비용, 쉬운 자동화 및 병렬적 처리에 의한 높은 처리량2 등을 들 수 있다. 이러한 이점으로 인해, μ-TAS는 많은 다양한 영

역으로 응용범위를 확대하고 있는데, 그 예로 임상적 진단3, 4, 단위칩 중합효소 연쇄반응5, 6, DNA 분리7, 8, DNA 서열화9,

10, 생물학적 및 화학적 분석11-13 , 세포 분석14-16 및 유동 싸이토메트리16-27 등을 들 수 있다.

유동 싸이토메트리는, 액체 분산액 내에서 세포들이 이동하거나 유동할 때, 세포의 몇몇 성질을 측정하는 기술이다. 현장

에서의 즉시적 테스트(point-of care test, 이하 "POCT)를 위한 유동 싸이토메트리 시스템의 소형화는, 세포 생물학적 연
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구 뿐만 아니라, 말초혈액으로부터의 줄기세포 분리, 백혈병 소아환자의 백혈구(white blood cell, 이하 "WBC') 농도의 제

어를 포함한 임상적 사용을 위해서도 매우 중요하다. 대부분의 유동 싸이토메트리에서, 측정 영역을 통과하는 세포는 광학

적 또는 전기적 방법에 의해 검출된다. 형광 활성화 세포 분류(fluorescent activated cell sorting, 이하 "FACS")는 전자

의 방법을 채용하며, 쿨터 계수기(Coulter counter)는 후자의 방법에 근거한다28. 상기 두가지 검출방법을 채용하는, 마이

크로칩에 근거한 유동 싸이토메터에 대한 많은 보고들이 있어왔다. 예를 들면, 울프 등은 높은 처리속도를 갖는 FACS를

위한 고집적칩을 개발하였다21. 아일라이프 등은 마이크로채널 임피던스 스펙트로스코피에 의해 작동하는 칩에 근거한 전

기적 분석 방법을 보고하였다17. 마이크로칩 상에서의 FACS16, 22-26와 전기적 계수기18-20 에 대한 대하여 보고된 상당한

진보에도 불구하고, 마이크로칩 상에서의 유동 싸이토메터는 현재까지 실제 적용하는데 부분적인 성공만을 거두고 있다.

전통적 FACS 개념과 미세유동 칩의 결합은, 현재의 상용 대형 시스템이 하는 것과 유사한 작업을 수행하는 장치의 소형화

와 단순화를 목적으로 한다. 그러나, 이러한 아이디어는 몇가지 심각한 문제점을 갖는다. 첫 번째로, 상기 방법은 마커 또

는 항체에 의한 세포 표면의 변형을 요구하며, 이것은 현재 연구중인 세포에 대한 변경을 야기할 수 있다. 두 번째로, 광학

적 부품들은 마이크로칩 만큼 작은 크기로 감소시키는 것이 거의 불가능하다. 미세유동 기술을 도입함으로써 유동 부분은

현저히 작아질 수 있지만, 검출 유닛과 같은 다른 부분을 포함한 전체 시스템은 상업적 POTC용 장치로 사용하기에는 지나

치게 크다. 세 번째로, 검출장비가 상당히 비싸고 작동시키는데 복잡하다. 광학적 장비는 전기적 장비에 비해 상당히 비싸

고 정밀한 정렬을 필수적으로 요구한다.

이러한 관점에서 전기적 검출 방법은 광학적 기법에 대한 대안으로 고려되어왔다. 광학적 설비 만큼 제대로 작동한다는 가

정 하에, 전기적 장치는 소형화, 단순화 및 비용효율 등의 면에서 가장 적합한 선택이다. 그러나, FACS가 제공하는 광학적

검출 만큼 좋은 싸이토메트리 기능을 성취하는 전기적 방법에 대한 근본적 문제점이 있다. 이론적 계산에 따르면, 임피던

스 반응의 가장 좋은 민감도와 정확성을 얻기 위해서는, 두개의 전극이 채널 벽을 사이에 두고 서로 대향하여야 한다18. 이

를 구현하기 위해, 평면 금속 밴드 전극을 갖는 두개의 글라스를 서로 대면하도록 겹치거나, 전도성 금속을 두개의 평면 전

극(두 평면전극 사이에 마이크로채널이 존재함)에 전기도금하려는 시도가 있어왔다17. 불행히도, 이들 시도들은 다음과 같

은 이유로 인해 단지 제한된 성공만을 거두었다. 무엇보다도, 상기 전극을 제조하는 것이 곤란하였다. 나아가, 상기 구조의

전극이 제조되었다하더라도, 전극으로서의 형태와 특성에 대한 재현성을 보장하기 곤란하다. 다른 문제점은 전극물질과

인가 주파수와 관련되어 있다. 세포막의 전기적 성질은 캐패시터의 그것과 유사하기 때문에, 임피던스 신호는 인가 주파수

에 반비례 한다. 이것은 낮은 주파수에서 높은 임피던스 변화신호를 얻을 수 있음을 말한다. 가장 바람직한 주파수는 영,

즉 직류(direct current, 이하 "DC") 신호이다. 그러나, 금속전극은 DC 또는 저주파수 전위에 적합하지 않다. 금속 전극 표

면에서의 전기이중층 또는 파라데이 반응이 회로를 방해하기 때문에, 세포에 따른 임피던스 변화 신호를 얻을 수 없게 된

다. 전통적 금속 전극이 사용되는 한, 고주파수의 교류(alternative current, 이하 "AC") 입력을 선택하여야 하나, 이것은

세포 검출에 대한 민감도를 저하시킨다. 더 나아가, 상기 방식에 따른 세포 크기에 대한 데이터는 속도와 관련되어 있는 것

으로 보고된다. 이러한 이유로, 세포크기의 추정을 위한 속도와 관련된 보정법이 제시되었다18, 22. 세포 분류(cell sorting)

의 면에서, 해결되어야 하는 하나 이상의 문제점이 있다. FACS에서, 이동중인 세포는 유체역학적으로 2-D 포커싱되고,

따라서 한계오류 내에서 속도는 균일하다. 이것은 FACS에서 효율적 세포분류를 가능케한다. 그러나, 미세유동칩에서의

1-D(수평) 포커싱은 전통적 FACS시스템만큼 좋은 유동을 야기시킬 수 없다. 따라서, 미세유동 칩 상에서 세포의 균일한

속도를 얻는 것은 어렵다. 마이크로 칩에서 세포 분류를 할 때, 분류하고자 하는 세포의 속도 편차 때문에 잘못된 타이밍에

밀고 당길 수 있다. 마이크로칩 상에서 세포의 빠른 빌로시메트리는 미세유동 칩에서의 자동 세포분류에 대한 가장 중요한

현안 중 하나라는 사실을 고려할 때, 이동중인 세포의 빠르고 정확한 속도측정은 유동 싸이토메트리에서 세포분류에 커다

란 도움이 된다.

유동 세포의 속도 측정을 위한 종래의 방법은, 주어진 시간 동안 세포의 이동 변위를 측정함으로써 속도를 측정하는, 비디

오 이미지 빌로시메트리29이다. 그러나, 상기한 방법은, 상기 비디오 프레임 간격이 해상도를 조절하기 때문에, 정확도와

비용면에서 한계를 갖는다. 스하 회절 푸리에 변환(Shah convolution Fourier transform)은 미세유동칩 상에서 속도정보

를 추출하는 또 다른 방법이다30. 이 방법에서, 마스크 아래에 놓인 마이크로 칩의 채널에 지나가는 세포는 주기적으로 배

열된 슬릿에 의해 공간적으로 변조된 형광 활성화 빔을 받아 시간적으로 변조된 형광 신호를 생성한다. 시간적으로 변조된

형광 신호의 푸리에 변환에 의해 속도 정보를 얻을 수 있다. 주기적으로 배열된 슬릿을 갖는 상기 마스크를 마이크로칩 상

에 통합하기 위하여 도파 빔 분배기(waveguide beam splitter)를 사용한 예도 있다31. 속도 측정을 위한 또 다른 방법은

음파-광 변조기(Acousto-optic modulator, 이하 "AOM")에 의해 활성화된 두 영역으로부터 얻어진 형광 피크의 시간 간

격을 이용하는 것이다22. 스하 회절 푸리에 변환과 AOM 방법은 둘 다, 광학 시스템에 측정하고자 하는 기기와 계산의 복

잡도를 증가시키고, 소형화에 한계를 갖는다.
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발명이 이루고자 하는 기술적 과제

상기한 문제점을 해결하기 위해, 폴리전해질 염다리에 근거한 전극(polyelectrolytic salt bridge-based electrode, 이하

"PSBE")을 갖는 유동 싸이트메트리 칩 및 빌로시메트리 칩의 제작과 그 성능이 제공된다. 염다리의 개념은 마이크로유동

칩 연구분야에서 거의 알려져 있지 아니하다. 칸두리나 및 그의 동료들은 다공성 실리케이트 필름을 전기영동을 위한 염다

리로 사용한 바 있다32. 와이. 다까무라 등33과 에이. 브라스크 등34은 염다리에 기초한 저전압 직렬 전기삼투 펌프를 개발

하였다. 그러나, 이동중인 세포를 검출하기 위한 전극의 용도로 폴리머 염다리를 사용한 적은 없다. 상기 PSBE는 마이크

로채널 벽에 쉽게 제작될 수 있고, 또한 DC 임피던스 분석을 수행하게 하게 한다. 더 나아가 정해진 거리를 두고 형성된 두

쌍의 PSBE는 속도 측정을 위한 정보를 제공한다. 크고 복잡한 주변장치의 설치 없이도, 상기 PSBE는 크기 선택적 검출과

마이크로채널을 따라 유동하는 세포의 빌로시메트리를 동시에 성취할 수 있는 기회를 제공한다.

본 발명의 바람직한 구현예에 따르면, a) 시료 용액을 도입하는 입구, b) 상기 입구로부터 도입된 시료 용액의 이동통로를

제공하는 마이크로 채널, c) 상기 마이크로 채널을 통과한 시료의 적어도 하나 이상의 출구, d) 상기 마이크로 채널에 서로

대향하게 연결된 한쌍의 제1 및 제2 폴리전해질 염다리와, 상기 제1 및 제2 폴리전해질 염다리에 각각 연결된, 전극과 표

준 전해 용액을 수용하는 제1 및 제2 레저버를 포함하는 적어도 하나의 전극 시스템을 포함하는 마이크로칩이 제공된다.

상기 마이크로칩에서, 상기 제1 레저버에 수용된 전극과 상기 제2 레저버에 수용된 전극은 임피던스 분석기(impedance

analyser)에 각각 연결된다. 이 때, 상기 제1 레저버에 수용된 표준 전해 용액에 존재하는 음이온이, 상기 마이크로채널을

가로질러 제1 폴리전해질 염다리로부터 제2 폴리전해질 염다리로 이동하며, 마이크로 채널을 따라 이동하는 시료는 상기

음이온의 이동을 간섭하며, 상기 간섭에 의해 임피던스의 변화가 발생하며, 이러한 임피던스의 변화는 상기 임피던스 분석

기에 의해 검출된다. 상기 임피던스의 변화는 이동중인 시료의 크기에 의존한다. 즉, 이동중인 시료의 크기가 증가함에 따

라 임피던스의 변화량은 증가한다. 또한, 상기 마이크로칩은 상기 전극시스템을 일정한 간격을 두고 2개 포함할 수 있으

며, 이 때, 첫 번째 전극시스템과 두 번째 전극시스템 사이의 이격거리와, 첫 번째 전극시스템에서의 임피던스 변화와 두

번째 전극 시스템에서 발생한 임피던스의 변화의 시간차에 의해 시료의 이동 속도가 측정된다.

본 발명의 다른 바람직한 구현예에 따르면, a) 2개 이상의 세포를 함유하는 시료 용액을 도입하는 입구, b) 상기 입구로부

터 도입된 시료 용액의 이동통로를 제공하는 마이크로 채널, c) 상기 마이크로 채널을 통과한 시료의 두개의 출구, 여기서

제1 출구는 상기 마이크로채널의 일직선상에 존재하며, 제2 출구는 마이크로채널의 일직선상으로부터 이탈된 곳에 위치

함, d) 상기 마이크로 채널에 서로 대향하게 연결된 한쌍의 제1 및 제2 폴리전해질 염다리와, 상기 제1 및 제2 폴리전해질

염다리에 각각 연결된, 전극과 표준 전해 용액을 수용하는 제1 및 제2 레저버를 포함하는 첫 번째 전극 시스템, e) 상기 마

이크로 채널에 서로 대향하게 연결된 한쌍의 제3 및 제4 폴리전해질 염다리와, 상기 제3 및 제4 폴리전해질 염다리에 각각

연결된, 전극과 표준 전해 용액을 수용하는 제3 및 제4 레저버를 포함하는 두 번째 전극 시스템, f) 시료 용액의 이동방향

을 전환시키는 펌프를 구비하며, 세포들 중에서 관심있는 세포의 경우, 상기 펌프에 의해 시료 용액의 이동방향이 변경되

어 상기 세포가 제2 출구로 수집되고, 관심없는 세포의 경우 펌프가 미작동되어 상기 세포가 제1 출구로 이동하는 마이크

로칩이 제공된다. 이러한 마이크로칩은 세포 분류(cell-sorting)의 용도로 이용된다.

발명의 구성 및 작용

이하, 첨부된 도면을 참조하여 본 발명을 보다 상세히 기술한다.

도 1은 본 발명에 따른 마이크로칩의 바람직한 구현예를 보여주는 분해 사시도이고, 도 2는 도 1에 도시된 마이크로칩의

결합 사시도이다.

도 1에 도시된 바와 같이, 본 발명에 따른 마이크로칩(1)은 제1 기판(100a)과 제2 기판(100b)을 포함한다. 제1 기판

(100a) 상에는 시료 용액을 도입하는 입구(301), 상기 입구(301)로부터 도입된 시료 용액의 이동통로를 제공하는 마이크

로 채널(302), c) 상기 마이크로 채널을 통과한 시료의 출구(303), d) 상기 마이크로 채널(302)에 서로 대향하게 연결된 한

쌍의 제1 및 제2 폴리전해질 염다리(304a, 304b)와, 상기 제1 및 제2 폴리전해질 염다리(304a, 304b)에 각각 연결된, 전

극(306a, 306b)과 표준 전해 용액(307a, 307b)을 수용하는 제1 및 제2 레저버(305a, 305b)를 포함하는 적어도 하나의

전극 시스템(300)을 포함한다. 상기 마이크로칩(1)에서, 상기 제1 레저버(305a)에 수용된 전극(306a)과 상기 제2 레저버

(305b)에 수용된 전극(306b)은 임피던스 분석기(impedance analyser)(400)에 연결된다. 소정 부위에 다수의 홀(500)이

형성된 제2 기판(100b)을 제1 기판(100a)에 결합시킴으로써 마이크로칩(1)이 완성된다.

등록특허 10-0581356

- 4 -



도 3은 본 발명에 따른 마이크로칩의 작동 원리를 설명하는 도면이다. 상기 임피던스 분석기(400)에 의해, 두 전극(306a,

306b)에 바이어스 전압이 인가되면, 표준전해 용액(307b)에 존재하는 음이온(308)은 제2 폴리전해질 염다리(304b)로부

터, 상기 마이크로채널(302)을 가로질러, 제1 폴리전해질 염다리(304a)로 이동한다. 그 후, 상기 음이온(308)은, 상기 제1

레저버(305a)에서, 전극(306a)과의 접촉에 의해 산화반응을 경험한다. 상기 제2 레저버(305b)에서, 표준전해용액(307b)

에 잔존하는 양이온(미도시)은 전극(306b)을 통해 전달되는 전자(e-)에 의해 환원된다. 이 때, 일정한 바이어스 전압을 인

가하게 되면, 음이온(308)은 일정한 속도로 상기 마이크로채널(302)을 가로질러 제2 폴리전해질 염다리(304b)로부터 제

1 폴리전해질 염다리(304a)로 이동한다. 한편, 입구(301)를 통해 도입되는 시료(예를 들면, 세포)(200)는 마이크로채널

(302)을 통해 이동한다. 폴리전해질 염다리(304a, 304b)와 마이크로채널(302)의 교차점(P)에서 상기 시료(200)는 음이

온(308)의 이동을 방해한다. 즉, 음이온(308)의 이동은 상기 시료(200)에 의해 간섭을 받게 되며, 이것은 임피던스의 변화

를 야기한다. 두 전극(306a, 306b) 사이에 위치한 임피던스 분석기(400)는 이러한 임피던스 변화를 검출한다. 본 발명의

구체적 실시예에 따르면, 임피던스의 변화량은 속도에 영향을 받지 않고 세포의 크기에 의존함을 확인하였다. 다시 말해,

임피던스의 변화량은 세포 크기에 선택적으로 반응하였다. 더 나아가, 세포 크기가 증가함에 따라 임피던스 변화량은 증가

하였다. 이러한 변화는 세포 크기의 증가에 따른 간섭의 증가에 기인한 것으로 믿어진다. 임피던스 분석기(400)의 바람직

한 예로는 직류 또는 저주파의 것이 사용될 수 있다.

도 4는 본 발명에 따른 마이크로칩의 다른 바람직한 구현예를 보여주는 분해 사시도이다. 도 4에 도시된 바와 같이, 상기

마이크로칩(1)은 소정의 간격을 두고 배열된 두 개의 전극 시스템(300a, 300b)을 포함한다. 구체적으로, 본 발명에 따른

마이크로칩(1)은 기판(100)의 내부에, 시료 용액을 도입하는 입구(301), 상기 입구(301)로부터 도입된 시료 용액의 이동

통로를 제공하는 마이크로 채널(302), 상기 마이크로 채널(302)을 통과한 시료의 출구(303), 상기 마이크로 채널(302)에

서로 대향하게 연결된 한쌍의 제1 및 제2 폴리전해질 염다리(304a, 304b)와, 상기 제1 및 제2 폴리전해질 염다리(304a,

304b)에 각각 연결된, 전극(306a, 306b)과 표준 전해 용액(307a, 307b)을 수용하는 제1 및 제2 레저버(305a, 305b)를

포함하는 제1 전극 시스템(300a) 상기 마이크로 채널(302)에 서로 대향하게 연결된 한쌍의 제3 및 제4 폴리전해질 염다리

(304c, 304d)와, 상기 제3 및 제4 폴리전해질 염다리(304c, 304d)에 각각 연결된, 전극(306c, 306d)과 표준 전해 용액

(307c, 307d)을 수용하는 제3 및 제4 레저버(305c, 305d)를 포함하는 제2 전극 시스템(300b)을 구비한다.

제1 전극 시스템(300a)과 제2 전극 시스템(300b) 각각에서, 음이온 이동과 시료에 의한 간섭에 의한 임피던스 변화는 도

3에서 기술한 바와 같다. 이 때, 상기 제1 전극 시스템(300a)과 제2 시스템(300b)은 서로 독립적인 임피던스 분석기(도 5

의 400a, 400b)에 의해 연결되는데, 이것은 누설 전류(leakage current)에 의해 임피던스 변화가 방해를 받을 수 있기 때

문이다. 도 4에 도시된 두 개의 전극 시스템(300a, 300b)을 포함하는 마이크로칩(1)은 시료(예를 들면, 세포)의 이동속도

를 측정할 수 있다. 즉, 제1 전극 시스템(300a)과 시료의 상호작용에 의해 발생된 임피던스 변화와, 정해진 간격을 두고 배

열된 제2 전극 시스템(300b)과 상기 시료의 상호작용에 의해 발생된 임피던스 변화의 시간차를 측정함으로써 세포의 이동

속도를 감지할 수 있다. 구체적으로 세포의 이동속도(v)는 다음의 수학식 1에 의해 쉽게 산출된다.

수학식 1

v = d/ΔT = d/(T2-T1)

상기 수학식 1에서, v는 시료의 이동속도이며, d는 제1 전극시스템(300a)과 제2 전극 시스템(300b) 사이의 거리이며, ΔT

는 제2 임피던스 분석기에 의해 검출된 임피던스 변화의 감지시간(T2)과 와 제1 임피던스 분석기에 의해 검출된 임피던스

변화의 감지시간(T1)의 시간차이다.

도 5는 본 발명에 따른 마이크로칩의 또 다른 바람직한 구현예를 보여주는 분해 사시도이다. 도 5에 도시된 바와 같이, 본

발명에 따른 마이크로칩(1)은 기판(100a, 100b) 사이에, 시료 용액을 도입하는 입구(301), 상기 입구(301)로부터 도입된

시료 용액의 이동통로를 제공하는 마이크로 채널(302), 상기 마이크로 채널(302)을 통과한 시료의 두개의 출구(303a,

303b), 상기 마이크로 채널(302)에 서로 대향하게 연결된 한쌍의 제1 및 제2 폴리전해질 염다리(304a, 304b)와, 상기 제

1 및 제2 폴리전해질 염다리(304a, 304b)에 각각 연결된, 전극(306a, 306b)과 표준 전해 용액(307a, 307b)을 수용하는

제1 및 제2 레저버(305a, 305b)를 포함하는 제1 전극 시스템(300a)과, 상기 마이크로 채널(302)에 서로 대향하게 연결된

한쌍의 제3 및 제4 폴리전해질 염다리(304c, 304d)와, 상기 제3 및 제4 폴리전해질 염다리(304c, 304d)에 각각 연결된,

전극(306c, 306d)과 표준 전해 용액(307c, 307d)을 수용하는 제3 및 제4 레저버(305c, 305d)를 포함하는 제2 전극 시스

템(300b), 및 시료 용액의 이동방향을 전환시키는 펌프의 연결구(310)를 구비한다. 상기 제1 전극 시스템(300a)과 제2 시

스템(300b)에는, 서로 독립적인 임피던스 분석기(400a, 400b)가 각각 연결된다. 도 5의 시스템은 세포 분류에 이용될 수

있다. 구체적으로 설명하면 다음과 같다. 제1 임피던스 분석기(400a) 및/또는 제2 임피던스 분석기(400b)에 의해 검출된
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임피던스 변화량에 의해 세포의 종류가 결정된다. 예를 들면, 상기 시료 용액에 서로 다른 크기를 갖는 2개의 세포가 함유

되어 있다고 가정하자. 이 때, 하나의 세포에 의해 측정된 임피던스 변화량과 다른 하나의 세포에 의해 측정된 임피던스 변

화량은 서로 차이를 나타낸다. 따라서, 임피던스 변화량에 의해 세포의 종류가 식별된다. 더 나아가, 제1 전극 시스템

(300a)과 제2 전극 시스템(300b)의 이격 거리와, 제1 임피던스 분석기(400a)와 제2 임피던스 분석기(400b)에 의한 임피

던스 측정의 시간차는 세포의 이동 속도를 제공한다. 계산된 세포의 이동 속도로부터, 상기 세포가 제2 전극시스템(300b)

으로부터 펌프의 연결부위까지 도달하는데 소요되는 시간이 산출된다. 이것은, 펌프(미도시)의 작동에 의해 시료 용액속에

포함된 2개의 세포를 분리할 수 있게 한다. 구체적으로, 임피던스 변화량에 의해 결정된 세포 종류와 이동속도로부터, 제1

세포가 펌프의 연결부위가 위치한 곳에 도달하는 것으로 판명된 경우, 제어 시스템(미도시)은 펌프를 작동시키고, 펌프의

작동에 의해 세포의 이동방향이 제2 출구(303b)로 변경된다. 따라서, 제1 세포는 제2 출구(303b)로 수집된다. 유사한 방

식으로, 펌프의 연결부위가 위치한 곳에 제2 세포의 도달이 확인된 경우, 펌프는 미작동한다. 이동 방향이 변경되지 아니

한 제2 세포는 제1 출구(303a)로 수집된다. 결과적으로, 제1 세포와 제2 세포가 선택적으로 분류된다.

바람직하게는, 제1 출구(303a)는 상기 마이크로채널(302)의 연장선상에 존재하며, 제2 출구(303b)는 마이크로채널의 연

장선으로부터 이탈된 곳에 위치하는 것이다. 시료 용액에 포함된 세포들 중에서 관심있는 세포의 경우, 상기 연결구(310)

를 통한 펌프의 압력에 의해 시료 용액의 이동방향이 변경되어 상기 세포가 제2 출구(303b)로 수집되고, 관심없는 세포의

경우 펌프가 미작동되어 상기 세포가 제1 출구(303a)로 이동하게 된다. 결과적으로, 시료 용액에 포함된 2 이상의 세포들

중에서, 관심있는 세포가 선택적으로 분류된다. 필요할 경우, 출구는 세포의 개수만큼 설치할 수 있다. 또한, 펌프 뿐만 아

니라, 시료 용액의 이동방향을 전환시키는 다양한 수단(예를 들면, 밸브)이 채용될 수 있다.

본 발명의 바람직한 구현예에 따르면, 전극으로서, 금속/금속염 전극이 바람직하였다. 금속/금속염 전극이라 함은, 금속 코

어의 표면에 금속염이 코팅된 전극을 말한다. 또한 음이온으로서 염화이온(Cl-)이 바람직한 결과를 제공하였다. pH에 의

존하지 않고, 음이온의 이동을 제한하지 아니하는 다양한 폴리전해질이 염다리로서 사용될 수 있다. 바람직하게는, 상기

폴리전해질 염다리가 증가된 음이온의 보유량을 갖는 것이다. 본 발명의 구체예에 따르면, 폴리전해질 염다리로서, 폴리디

알릴디메틸암모늄클로라이드(poly-diallyldimethylammonium chloride)를 사용하였다. 본 발명의 구체예에 따르면, 상

기 폴리전해질 염다리는 모래시계(calabash) 형태의 구조를 갖고, 모래시계의 좁은 면이 마이크로채널과 접촉하도록 하였

다. 이것은 임피던스 변화의 민감도를 증가시키기 위한 것이다. 접촉면적은 시료 용액에 함유된 세포의 크기, 음이온의 종

류, 임피던스 변화량 등을 고려하여 적절히 선택할 수 있다. 더 나아가, 폴리전해질 염다리와 레저버 사이에 완충공간(도 1

의 311a, 311b)을 둘 수 있는데, 이것은 광고분자화(photopolymerization)에 형성되는 폴리전해질 염다리(304a, 304b)

가 레저버(305a, 305b) 영역을 침범하지 아니하도록 하기 위함이다. 또한 제1 기판(100a)과 제2 기판(100b)의 조합에 의

해 마이크로칩이 형성되었으나, 이것은 예시적인 것이다. 하나의 기판 내에 상기 마이크로네트웍을 구축할 수 있으며, 3개

또는 그 이상의 기판의 조합에 의해 상기 마이크로네트웍을 구축할 수도 있다. 또한 기판은 글라스 기판 또는 고분자 기판

등에 의해 형성될 수 있으며, 시료의 도입 및 방출의 용이성을 위해, 시료의 입구 및 출구에 튜브가 부착될 수 있다.

실시예

마이크로칩 체조

미리 세정된 코닝 2947 슬라이드 글라스 2개(75 mm × 25 mm, 두께: 1 mm)을 기판으로서 사용하였다. 하나의 글라스를

피란하 용액(H2SO4:H2O2 = 3:1)에서 세정한 후, 탈이온수(NANOpure Diamond, Barnstead, USA)로 세척하고, 아세톤

(CMOS grade, J.T. Baker, USA) 및 메탄올(CMOS grade, J.T. Baker, USA) 및 탈이온수로서 2회 순차 세척하였다. 세

척된 슬라이드 글라스를 150℃의 핫플레이트 상에 10분 동안 놓아두어 탈수한 후 상온으로 냉각시켰다. 글라스 표면을 개

질하기 위해, 소수성을 갖는 헥사메틸 디실라잔(Hexamethyl disilazane, 이하 "HMDS")(Clariant, Switzerland)를 상기

슬라이드 글라스 상에 4000 rpm의 속도로 30초 동안 스핀코팅시켰다. 그 후, 상기 스핀 코팅층 상에, 포토레지스트

(AZ5241-E, Clariant, Switzerland)를 4000 rpm의 속도로 30초 동안 스핀코팅시켰다. 100℃의 핫플레이트 상에서 1분

동안의 소프트 베이킹을 수행한 후, 상기 슬라이드 글라스를 상온으로 냉각시키고 패턴화된 마스크 상에 정렬시켜 노광한

다. 그 뒤 슬라이드 글래스의 상기 패턴된 면의 반대 면을 에칭 용액으로부터 보호하기 위해 HMDS 및 PR 층을 같은 방법

으로 입힌다. 상기 슬라이드 글라스를 6:1 버퍼 옥사이드 에칭 용액(J. T. Baker)을 이용하여 25℃에서 40분 동안 에칭하

였다. 세척 단계는 다음과 같다: 탈이온수 및 아세톤을 이용하여 씻어내고, 초음파 세정기(3510E-DTH, Bransonic,

USA)를 사용하여 5분동안 아세톤에서 초음파처리하고, 메탄올 및 탈이온수에서 세척한다. 상기 에칭된 글라스를 덮기 위

해, 다른 평판 슬라이드 글라스의 소정의 부위를 다이아몬드 드릴을 이용하여 2 mm의 직경으로 홀을 형성하였다. 그리고

나서, 상기 홀이 형성된 평판 슬라이드 글라스를 피란하 용액에서 1 시간 동안 세정하였다. 에칭된 슬라이드 글라스와 홀
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이 형성된 평판 슬라이드 글라스를 열접합(thermal bonding)으로 접착시켰다. 두개의 슬라이드 글라스를 서로 접착시키는

동안, 탈이온수를 충진시켰는데, 이것은 공기 버블이 생성되는 것을 방지한다. 상기 글라스들을 로내에서 600℃까지 가열

하고, 상기 온도를 600℃에서 6시간 동안 유지시킨 후 상기 로의 온도를 10시간에 걸쳐 상온으로 천천히 냉각시켰다.

PSBE 제작

염다리 물질로서 디알릴디메틸암모늄 클로라이드(DADMAC)를 선택하였다. 2 중량% 광개시제와 2중량% 가교제의 존재

하에, 65% DADMAC 용액에 UV 광을 조사하여 고분자화하여 폴리-DADMAC(이하 "PDADMAC")를 생성하였다. 고전하

밀도는 PDADMAC가 고분자 구조 내에 많은 음이온을 보유하도록 하고, 유동성 음이온의 전달을 쉽게하고 폴리며 플러그

의 저항을 감소시킨다. 더 나아가, PDADMAC의 정전하는 매질 내의 pH에 독립적이다. 따라서, PDADMAC는 염다리로서

좋은 성질을 갖는다. DADMAC, 광개시제(2-히드록시-4'-(2-하이드록시에톡시)-2-메틸프로피오페논) 및 가교제(N,N'-

메틸렌바이사크릴아미드)는 시크마알드리치(St. Louis, MO, USA)로부터 구입하였다.

폴리전해질 염다리 제조는 광중합 기술에 의해 수행되었다. 상기 미세유동성 글라스칩의 마이크로채널 네트워크를 상기한

조성을 갖는 DADMAC 용액으로 채웠다. 칩 상에 마스크를 정렬시킨 다음, UV 광(365 nm)를 16 mW cm-2의 강도로 5초

동안 조사하였다. DADMAC 단분자들은 중합되어 도 1에 도시된 모래시계 형태의 3차원 PDADMAC를 형성하였다. 광중

합을 수행한 후, 잔존하는 DADMAC 단분자를 제거하기 위해, 마이크로채널을 1M KCl 용액을 사용하여 세척하였다. 마이

크로채널의 치수는 넓이 50 ㎛, 깊이 22 ㎛이였다.

PSBE의 전기적 성질

상기 미세유동성 글라스 칩을 표준전해용액으로서 등장성 0.92% NaCl 용액으로 충진하였다. 전극으로서 두개의 Ag/

AgCl 와이어를, 도 1에 도시된 바와 같이, 레저버에 배치하고 이들을 LCR 미터(Precision Component Analyzer 6440A,

Wayne Kerr, USA)에 연결하였다. 두 레저버 사이의 임피던스를 DC - 3.0MHz의 주파수 범위에서 연속적으로 측정하였

다. 테스트 결과는 전체 주파수 영역에 걸쳐 30 ㏀의 평평한 임피던스 성질을 보여주었다.

샘플 제조

상기 PBSE를 갖는 싸이토메트리 마이크로칩의 성능은 9.95 ㎛의 직경을 갖는 형광성 마이크로비드(P(S/V-COOH),

(480, 520), Bangs Laboratory, USA) 및 5.70 ㎛의 직경을 갖는 형광성 마이크로비드(P(S/5.5% Divinylbenzene/5%

MAA), (480, 520), Bangs Laboratory, USA)를 사용하여 검증하였다. 등장성 NaCl 용액을 사용하여 9.95 ㎛ 및 5.70 ㎛

의 형광성 마이크로비드를 각각 0.025 중량% 및 0.005 중량%로 희석하였다.

적혈구(red blood cell, 이하 "RBC") 및 백혈구(white blood cell, 이하 "WBC")를 정상인으로부터 채취한 후, 원심분리에

의해 분리하였다. RPMI 1640 매질 (1X, Jeil biotechservices, Korea)을 이용하여, RBC 및 WBC를 0.0025 세포/pL-1로

희석시킨 후, 실험에 적용하였다.

신호검출 및 데이터 확보

상기 희석된 형광성 마이크로비드 용액을 주사기 펌프(KDS100, KD Scientific, USA)를 사용하여 마이크로채널 내부로

주입하였다. 도 3은 DC 임피던스 분석이 가능한 미세유동성 글라스칩의 전체 환경을 보여준다. 마이크로채널을 사이에 두

고 서로 대향하게 배치된 폴리전해질 염다리들은 Ag/AgCl 전극과 등장성 염다리를 통해 외부의 DC 임피던스 분석기에 연

결되었다. 0.4 V DC 바이어스가 약 13 ㎂의 DC 전류를 생성하였으며, 이것은 극성의 변경없이 적어도 1시간 동안 일정하

게 유지되었다. 단지 바이어스 극성을 스위칭함으로써, 실험이 1시간 이상 수행될 수 있다. 세포 또는 마이크로비드가 마

이크로채널을 통해 폴리전해질 염다리 사이를 통과할 때 발생하는 임피던스 변화 신호는 2,000배로 증폭하였다.

이동중인 세포의 속도 측정을 위해, 도 4에 도시된 바와 같이, 두쌍의 PSBE를 1 mm 간격을 두고 배치하였다. 두개의 서로

독립적 전력공급은 각각의 PSBE들의 위한 임피던스 분석 회로를 제공하며, 이것은 두쌍의 PSBE 사이의 누화(cross-

talk)를 방지한다. 두개의 임피던스 분석 회로로부터의 두개의 신호 출력은 30 kHz의 샘플링 주파수에서 랩 컴퓨터 1200

(National Instruments, Austine, Texas, USA)(미도시)을 사용하여 디지털화하였다.

결과 및 토의
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유동 마이크로비드의 검출

도 6은 9.95 ㎛의 형광성 마이크로비드를 무작위로 상기 마이크로채널을 통해 한 쌍의 폴리전해질 염다리 사이를 통과시

켰을 때 얻어진 증폭된 임피던스 신호를 보여준다. 각각의 하향 피크는 하나의 마이크로비드에 대응된다. 개발된 싸이토메

트리 마이크로칩의 선별 속도는 두개의 폴리전해질 염다리 사이의 검출부피를 통과하는 세포의 피크 신호의 간격으로부터

추측할 수 있다. 신호의 반전력 넓이(half-power width of the signals)는 최대 선별 속도가 초당 3000 세포 이상임을 보

여준다. 빠른 선별 속도는 빠른 DC 임피던스 분석에 일부 기인하며, 이것은 PBSE 에서만 가능한 것이다. 하나의 마이크로

칩에서의 병렬적 처리는 선별 속도를 성공적으로 향상시킬 수 있을 것으로 예상된다.

도 7은 직경이 서로 다른 두 종류의 형광성 마이크로 비드에 대한 피크 진폭의 히스토그램이다. 피크 높이와 임피던스 사

이의 상관관계는 9.95 ㎛ 및 5.70 ㎛의 주 종류의 마이크로비드를 사용하여 고찰하였다. 테스트 결과는, 9.95 ㎛의 마이크

로비드의 경우 피크 진폭 분포가 (m, σ2) = (1.0612, 0.12362)이고, 5.70 ㎛의 마이크로비드의 경우 (m, σ2) = (0.1635,

0.02632)임을 보여준다. 평면 금속 전극사이의 고주파수 AC 임피던스 분석은, 마이크로채널에서의 유동을 유체역학적으

로 포커싱하였을 때에도, 상기 진폭이 마이크로채널에서의 세포의 거동에 매우 의존하는 신호를 생성하였다. 그러나,

PSBE를 사용한 DC 임피던스 분석은 관통 영역에서의 세포의 위치에 영향을 받지 않는 임피던스 신호를 제공하였다. 결과

적으로, 전극으로부터의 상대적 위치에 대한 임피던스 신호의 의존성이 현저히 감소될 수 있고, 미세유동성 칩에 대한 유

체역학적 포커싱으로부터 유발되는 문제점에 덜 민감하다.

도 4에 도시된, 일정한 간격을 둔 두 쌍의 서로 대향하는 염다리 전극은, 하나의 세포가 이들을 순차 통과할 때, 시간 간격

을 갖는 임피던스 피크 신호를 제공한다. 유동 세포의 속도는 두쌍의 염다리 전극들 사이의 정해진 거리를 경과된 시간으

로 나눔으로써 계산된다. 두쌍의 염다리 전극 사이의 거리를 1 mm로 설정하였으며, 그 결과를 도 8에 나타내었다. 도 8에

서 보여진 바와 같이, 직경이 9.95 ㎛ 및 5.70 ㎛의 피크 진폭이 명백히 분리되어 있음을 알 수 있다. 그리고, 피크 진폭과

유동 속도의 상호관련성이 현저히 낮았다. 피어슨 상관 수치(Pearson's correlation value)는, 9.95 ㎛의 마이크로비드의

경우 -0.244이었고, 5.70 ㎛의 마이크로비드의 경우 -0.207이었다.

혈액에서의 세포 계수

개발된 싸이토메트리 마이크로집의 성능을 인체 혈액 샘플로부터 얻어진 RBC 및 WBC를 사용하여 검증하였다. 혈액 세포

의 크기는 RBC의 경우 6-9 ㎛이였고, WBC의 경우 12-18 ㎛이였다. 마이크로비드를 사용한 실험을 통한 결과에 따르면,

RBC와 BC가 그들의 크기 차이에 의해 분류될 수 있을 것이다. 도 9는 인간 혈액 세포로부터 얻어진 피크 진폭과 속고의

분산 플롯을 보여준다. 테스트 결과는 피크 진폭 분포가, RBC의 경우 피크 진폭 분포가 (m, σ2) = (0.3135, 0.03832)이고,

WBC의 경우 (m, σ2) = (0.8139, 0.17922)임을 보여준다. 피크 진폭은 1 mm s-1 내지 100 mm s-1의 범위를 갖는 속도와

거의 상관관계가 없다. 따라서, 피크 진폭 단독으로 RBC와 WBC를 신뢰성있게 서로 분류할 수 있다.

인간 혈액 세포를 사용한 상기 실험 결과는 완벽한 세포 혈액수 집계가 핸드헬드 장치를 사용하여 즉시적으로 가능함을 보

여준다. 이것은 개발된 싸이토메트리 마이크로칩이 소아 백혈병자를 위한 WBC 수치 조절을 포함한 다양한 임상의 용도로

응용될 수 POCT 세포수 계산기에 적용될 수 있음을 의미한다.

발명의 효과

μ-TAS에서의 PSBE 제조 기술이 개발되었고, 유동 싸이토메트리 글라스 마이크로칩으로서의 효능이 검등되었다. 개발된

PSBE는 미세유동 글라스 칩에서 임피던스 분석을 위한 금속 전극을 대체할 수 있음이 증명되었다. 상기 PSBE는 싸이토

메트리 및 빌로시메트리 마이크로칩에 내장되며, 형광성 마이크로비드 및 인간 혈액 세포를 사용하여 성능을 검증하였다.

테스트 결과는 초당 3000 세포 이상의 선별 속도와 속도에 무관한 입자 크기에 의한 분류가 가능함을 보여준다.

본 발명에 의한 PSBE는 다양하게 응용될 수 있다. 예를 들면, 마이크로칩에 일체화된 전기화학적 전지 또는 전기화학적

검출이 요구되는 칩에 기초한 전기영동에 사용되는 디커플러로서 상기 유닛이 사용될 수 있다. 세포 계수 및 빌로시메트리

를 위한 상기 PSBE 칩은 소형화에 아주 적합하며, 소형화된 POTC 장치로서 응용가능하다. 본 기술은, 예를 들면, 소형화

된 줄기 세포 채집기로서 임상적으로 사용될 수 있는 기회를 제공한다.
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(57) 청구의 범위

청구항 1.

a) 시료 용액을 도입하는 입구,

b) 상기 입구로부터 도입된 시료 용액의 이동통로를 제공하는 마이크로 채널,

c) 상기 마이크로 채널을 통과한 시료의 적어도 하나 이상의 출구,

d) 상기 마이크로 채널에 서로 대향하게 연결된 한 쌍의 제1 및 제2 폴리전해질 염다리와, 상기 제1 및 제2 폴리전해질 염

다리에 각각 연결된, 전극과 표준 전해 용액을 수용하는 제1 및 제2 레저버를 포함하는 적어도 하나의 전극 시스템을 포함

하는 마이크로칩.

청구항 2.

제1항에 있어서, 상기 제1 레저버와 수용된 전극과 상기 제2 레저버에 수용된 전극이 임피던스 분석기에 연결된 마이크로

칩.

청구항 3.
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제2항에 있어서, 상기 제1 레저버에 수용된 표준 전해 용액에 존재하는 음이온이, 상기 마이크로채널을 가로질러 제1 폴리

전해질 염다리로부터 제2 폴리전해질 염다리로 이동하며, 상기 음이온의 이동은 상기 마이크로 채널을 따라 유동하는 시

료에 의해 간섭을 받고, 이것은 임피던스 변화를 야기하며, 상기 임피던스 분석기는 상기 임피던스의 변화를 검출하는 마

이크로칩.

청구항 4.

제3항에 있어서, 상기 임피던스 변화의 피크 진폭이 마이크로채널을 통해 이동하는 시료의 종류에 의존하는 마이크로칩.

청구항 5.

제1항에 있어서, 마이크로칩 내에 상기 전극시스템이 일정한 거리를 두고 2개 존재하며, 두 전극 시스템 사이의 이격 거리

와 첫 번째 전극시스템에서 발생한 임피던스의 변화와 두 번째 전극 시스템에서 발생한 임피던스의 변화의 시간차에 의해

시료의 이동 속도를 측정하는 마이크로칩.

청구항 6.

제1항에 있어서, 상기 전극이 금속/금속염 전극인 마이크로칩.

청구항 7.

제1항에 있어서, 상기 전극이 Ag/AgCl 전극인 마이크로칩.

청구항 8.

제1항에 있어서, 상기 폴리전해질 염다리가 광중합에 의해 형성된 마이크로칩.

청구항 9.

제1항에 있어서, 상기 폴리전해질 염다리가 폴리-디알릴디메틸 암모늄 클로라이드 염다리인 마이크로칩.

청구항 10.

제1항에 있어서,

a) 2개 이상의 세포를 함유하는 시료 용액을 도입하는 입구,

b) 상기 입구로부터 도입된 시료 용액의 이동통로를 제공하는 마이크로 채널,

c) 상기 마이크로 채널을 통과한 시료의 두개 이상의 출구,

d) 상기 마이크로 채널에 서로 대향하게 연결된 한쌍의 제1 및 제2 폴리전해질 염다리와, 상기 제1 및 제2 폴리전해질 염

다리에 각각 연결된, 전극과 표준 전해 용액을 수용하는 제1 및 제2 레저버를 포함하는 첫 번째 전극 시스템,

등록특허 10-0581356

- 11 -



e) 상기 마이크로 채널에 서로 대향하게 연결된 한쌍의 제3 및 제4 폴리전해질 염다리와, 상기 제3 및 제4 폴리전해질 염

다리에 각각 연결된, 전극과 표준 전해 용액을 수용하는 제3 및 제4 레저버를 포함하는 두 번째 전극 시스템,

f) 시료 용액의 이동방향을 전환시키는 수단을 구비하는 마이크로칩.

청구항 11.

제10항에 있어서, 상기 출구가 2개 존재하며, 제1 출구는 상기 마이크로채널의 일직선상에 존재하며, 제2 출구는 마이크

로채널의 일직선상으로부터 이탈된 곳에 위치하고, 시료 용액에 포함된 세포들 중에서 관심있는 세포의 경우, 상기 시료

용액의 이동방향을 전환시키는 수단에 의해 시료 용액의 이동방향이 변경되어 상기 세포가 제2 출구로 수집되고, 관심없

는 세포의 경우 시료 용액의 이동방향을 전환시키는 수단이 미작동되어 상기 세포가 제1 출구로 이동하는 마이크로칩.

청구항 12.

마이크로칩을 사용하여 세포 계수를 수행하는 방법에 있어서, 상기 마이크로칩이 제1항에 따른 마이크로칩인 것을 특징으

로 하는 세포 계수 방법.

청구항 13.

마이크로칩을 사용하여 세포의 빌로시메트리를 수행하는 방법에 있어서, 상기 마이크로칩이 제1항에 따른 마이크로칩인

것을 특징으로 하는 빌로시메트리 방법.

청구항 14.

마이크로칩을 사용하여 세포의 분리 수집을 수행하는 방법에 있어서, 상기 마이크로칩이 제1항에 따른 마이크로칩인 것을

특징으로 하는 세포의 분리수집 방법.

도면
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