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- 기호설명 - 

 

Vo : 전압 

Ei : i 번째 전기장 세기 

ρ : 유체의 비저항 

R : 전체 유로저항 

wi : i 번째 계단의 유로너비 

h : 미세유로의 높이 

∆φi : 막전위의 차이 

r : 세포의 반지름 

θ : 전기장 방향과 세포 표면의 수직방향 

과의 각도 

 

1. 서 론 

세포 전기천공은 세포 내 유전자 및 효소 등의 

형질주입(1~5)을 위해 일반적인 생물학 실험에서 널

리 사용되고 있다. 이러한 세포 전기천공을 위해

Key Words : Cell Electroporation(세포 전기천공), Viability(활성도), Multiple Electric Field(다수의 전기장),     

Transfection(형질주입) 

초록: 본 논문에서는 다수의 전기장 분포가 생성되는 단일 미세유로를 이용한 폐암세포 전기천공 및 

활성도 분석칩을 제안하였다. 종래의 세포 전기천공 분석칩은 다수의 전기장 분포를 형성하기 위해 

다수의 전극패턴 또는 다수의 미세유로를 필요로 하여 구조가 복잡하였다. 반면, 제안된 세포 전기천공 

및 활성도 분석칩은 한 쌍의 전극 사이에서 계단 형상으로 폭이 변화하는 단일 미세유로를 이용하여 

다수의 전기장 분포를 형성함으로써 간단한 구조로 세포 전기천공 및 활성도를 분석할 수 있다. 제안된 

세포 전기천공 및 활성도 분석칩은 0.3kV/cm 에서 0.5kV/cm 까지 5 단계의 전기장이 발생되도록 

설계하였다. A549 와 H23 의 두 종류의 비소세포 폐암세포주를 이용한 성능실험 결과, 활성을 

유지하면서 전기천공된 세포의 비율이 0.4kV/cm 의 전기장에서 각각 26.6±0.7% 및 51.4±3.0% 로 가장 

높은 값을 보였다. 제안된 세포 전기천공 및 활성도 분석칩은 세포의 형질주입 연구를 위한 집적화된 

세포칩으로 응용될 수 있다. 

Abstract: We present an electroporation and viability monitoring chip for lung cancer cells in a single channel with 

multiple electric field zones. Previous electroporation chips utilized multiple microchannels or electrodes to form 

multiple electric fields, thus resulting in complex structures. However, the present chip can generate multiple electric 

fields in a single stepwise microchannel between a pair of electrodes, thus achieving the analysis of both cell 

electroporation and viability with a simple structure. We demonstrate that the electric field of 0.4 kV/cm results in a 

maximum percentage of 51.4±3.0% and 26.6±0.7% of viable and electroporated human lung cancer cells, H23 and 

A549, respectively. The present chip has potential for use in integrated cell chips for transfection studies. 
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서는 세포에 일정한 전기장을 인가하여 세포막의 

투과성을 일시적으로 높여야 하는데 전기장이 너

무 높을 경우 세포막이 영구적으로 파괴되어 세포 

활성도에 영향을 줄 수 있다.(6~8) 따라서, 안정적인 

세포 내 형질주입을 위해서는 다양한 전기장에 따

른 세포의 전기천공 특성과 활성도를 동시에 분석할 

필요가 있다. 기존 세포 전기천공 특성 분석칩(9,10)은 

다수의 전기장을 세포에 인가하기 위해 다수의 미세

유로를 병렬로 연결(9)하거나 다수의 전극패턴을 

집적(10)하여 구조가 복잡한 단점이 있다. 이에, 본 

연구에서는 한 쌍의 전극 사이에 너비가 계단형으

로 변화하는 단일 미세유로를 이용하여 다수의 전

기장을 세포에 인가할 수 있는 간단한 구조의 세

포 전기천공 및 활성도 분석칩을 제안하였다. 

2. 구조 및 원리 

제안된 세포 전기천공 및 활성도 분석칩(Fig. 1)

은 한 쌍의 전극과, 그 사이에서 너비가 계단형으

로 변화하는 단일 미세유로로 구성되어 있다. 먼

저, 미세유로 내에 세포를 주입한 후, 미세유로의 

유입구와 유출구에 삽입된 전극에 펄스 전압신호

를 인가하면 미세유로 내에서 다수의 전기장, Ei 

이 다음과 같이 발생된다. 
 

),...,1(   o ni
hRw

V
E

i

i ==
ρ

               (1)      

 

여기서, Vo 는 미세 유로 내에 인가되는 펄스전압, 

ρ 는 유체의 비저항, R 는 전체 유로의 저항, wi 는   

i 번째 유로의 너비, h 는 미세유로의 높이를 나타

  
Table 1 Dimension of the designed and fabricated 

microchannel in the chip of Fig. 1 

나타낸다. 전기장 Ei 에 의해 세포 막전위, ∆φi 가 

다음 아래의 식과 같이 생성된다. (11) 

 

θϕ cos5.1 ii rE=∆               (2) 

 

여기서 Ei 는 i 번째 계단의 유로에서 생성되는 전

기장의 세기, r 은 세포의 반지름, θ 는 전기장의 방

향과 세포 표면의 수직방향과의 각도를 나타낸다. 

일반적인 세포의 경우, 외부 전기장으로 인해 

0.4~1V 의 막전위가 발생하면 세포막의 이온채널이 

열려 외부의 입자가 세포 내로 유입되며,(12~14) 1V 

이상의 막전위가 발생하면 외부 액체와 세포질의 

삼투압 차이에 의해 세포 분쇄가 일어난다.(15) 제

안된 단일 미세유로의 치수는 340V 의 펄스전압에 

의해 0.3-0.5kV/cm 사이에서 5 단계의 전기장이 발

생되도록 Table 1 과 같이 설계되었다. 여기서 0.3-

0.5kV/cm 의 전기장은 기존의 세포 전기천공연구에

서 널리 사용되는 영역에서 결정되었다.(13,16) Figure 

2 는 Table 1 과 같이 설계된 미세유로 내에 생성되

는 전기장 영역 분포를 나타낸 것이다.  
 

  
Fig. 1 Cell electroporation and viability monitoring chip 
 

 
Fig. 2 Analytically estimated electric field in the single 

channel along A-A’ in Fig. 1 

Channel dimension 
Designed 

[µm] 

Fabricated 

[µm] 

Length 

L1=L5 1,300 1,300±100 

L2=L3=L4 1,100 1,100±58 

Lg 400 400±100 

Width 

w1 334 334±5 

w2 286 286±3 

w3 250 250±3 

w4 222 222±3 

w5 200 200±0 

Height h 200 200±44 
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Fig. 3 Fabrication process showing the cross section 
across A-A’ in Fig. 1 

 

 

Fig. 4 Fabricated cell electroporation and viability 
monitoring chip compared with a penny 

 

3. 제작공정 

제안된 세포 전기천공 및 활성도 분석칩은 Fig. 

3 과 같이 Polydimethylsiloxane (PDMS) 몰딩 및 

PDMS-Glass 접합기법을 이용하여 제작되었다. 먼

저 200µm 두께의 SU-8 PR 로 제작된 몰드를 이용

하여 너비가 계단형으로 변화하는 단일 미세유로

를 제작하였다. 이후 미세유로층과 Slide glass 를 

O2 플라즈마로 처리한 뒤, 접합하여 Fig. 4 와 같

이 칩을 제작하였다. 제작된 칩의 Slide glass 내

에는 0.5mg/ml 콜라겐을 상온에서 약 2 시간 동안 

코팅하여 세포가 잘 부착되도록 하였다.  

4. 실 험 

4.1 실험 과정 

폐암은 암사망의 가장 중요한 원인으로 그 중에

서도 비소세포 폐암 세포주는 폐암 세포 중 가장 

높은 빈도수를 가지며 많은 연구가 진행되어 왔다. 

이러한, 비소세포 폐암 세포 내로 원하는 유전자

를 주입시켜 형질전환하여 세포의 형광표지와 약

물 반응 분석 등을 하기 위해 세포 전기천공이 필

요하다.(9,10,13) 

본 연구에서는 A549와 H23, 2종의 비소세포 폐암 

세포주를 이용하여, 제안된 세포 전기천공 및 활성

도 분석칩의 성능을 분석하였다. A549와 H23세포를 

3x106 cells/ml 의 농도로 미세유로에 주입한 후, 37oC

의 온도와 5%의 CO2 농도가 유지되는 배양기에서 3

시간 동안 배양하여 세포를 미세유로 바닥에 부착시 

켰다. Phosphate Buffered saline(PBS, 전기전도도 

 
(a) 

 
(b) 

 

Fig. 5 Fluorescent images of the A549 cells in the single 
microchannel: (a) Red fluorescent image of the 
electroporated cells stained with Propidium Iodide 
(PI); (b) Green fluorescent image of the viable 
cells stained with Calcein AM 

 
 

 
(a) 

 
(b) 

 

Fig. 6 Fluorescent images of the H23 cells in the single 
microchannel: (a) Red fluorescent image of the 
electroporated cells stained with Propidium Iodide 
(PI); (b) Green fluorescent image of the viable 
cells stained with Calcein AM 

 

=1.6S/m)과 Propidium Iodide(PI, 농도=1.0mg/ml)의 

20:1(v/v)혼합용액을 칩에 주입한 후, 미세유로의 유입

구와 유출구에 설치된 백금전극에 340V 크기 및 

100msec 간격의 단일 전압펄스를 인가하여 세포를 전

기천공시켰다. 이후 10 분 동안 세포를 배양한 후, 

PBS 와 Calcein AM(농도=4mM)을 혼합하여 만든 2.5 

µM Calcein AM 으로 30 분 동안 상온에서 세포를 염

색하였다. 

그 결과, 전기천공된 세포는 PI 용액이 세포 내

로 주입되어 적색형광을 띄었으며, 활성을 유지한 

세포는 세포 내 esterase 반응에 의해 Calcein AM 이 

가수분해 되어 강한 형광 화합물인 Cacein 을 생성

하게 됨에 따라 녹색형광을 띄었다.(17) 형광으로 

염색된 세포의 이미지를 분석하여 전기천공율, 활

성도, 및 활성을 유지하면서 전기천공된 세포의 

비율을 아래의 수식을 이용하여 측정하였다. 
 

( )% 100
cells  totalofNumber 

cells atedelectropor ofNumber 
rate tion Elecropora ×=

(3) 
 

( )%100
cells  totalofNumber 

cells  viableofNumber 
Viability ×=

       (4) 
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(a) 

 
(b) 

 

Fig.7 Measured electroporation rate and viability at 5 
different electric field zones: (a) A549; (b) H23 

 

 

( )% 100
cells  totalofNumber 

cells atedelectropor and  viableofNumber 

cells atedelectropor and  viableof Percentage

×=   (5) 

 
4.2 실험 결과 및 토의 

Figure 5와 6은 각각 A 549 H23세포주를 PI(적색

형광)와 Calcein AM(녹색형광)으로 염색한 이미지를 

나타낸 것이다. Figure 5 와 6 의 이미지를 바탕으로 

형광으로 염색된 세포를 직접 계수하여 식 (3)과 (4)

를 이용하여 전기천공율과 활성도를 계산한 결과는 

Fig. 7과 같다. Figure 8은 활성을 유지하면서 전기천

공된 세포의 비율을 나타낸 것이다. Figure 7 과 8 의 

평균과 표준편차는 세번 반복실험을 통해 얻었다.  

Figure 8 의 그래프를 분석한 결과, A549 및 H23 세

포가 활성을 유지하면서 전기천공된 비율이 0.4kV/cm 

의 전기장에서 각각，26.6±0.67%와 51.4±3.0%의 최

대값을 보여 가장 안정적인 세포 형질주입이 가능한 

것으로 관찰되었다. 식 (2)에 의해 0.4kV/cm의 전기

장에서 세포막에 발생되는 전위는 A549와 H23세

포 각각 0.45V 와 0.5V 으로 계산되었다. 이는 외부

의 전기장으로 인하여 0.4~1V 의 세포 막전위가 발생

하면 이온 채널이 열려 외부의 입자가 세포 내로 유

입된다는 기존 연구 결과(12~14)에 부합하는 것이다. 

 
(a) 

 
(b) 

 

Fig.8 Measured percentage of viable and elecroporated 
cells at 5 different electric field zones: (a) A549; 
(b) H23 

5. 결 론 

본 논문에서는 단일 미세유로를 이용하여 다수

의 전기장 분포를 생성할 수 있는 간단한 구조의 

폐암세포 전기천공 및 활성도 분석칩을 제안하였

다.  A549 와 H23 두 종류의 비소세포 폐암

세포주를 이용한 결과， 0.4kV/cm 의 전기장에

서 세포의 활성을 유지하면서 전기천공된 비

율이 각각 51.4±3.0% 및 26.6±0.7% 로 가장 높은 

값을 보였다. 본 논문에서 제안된 칩은 간단한 구

조로 세포 전기천공과 활성도의 복합적인 분석과 

세포 내 형질주입 분석 등을 위한 집적화된 세포

칩으로 쓰일 수 있다. 
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