
Development of One-step Vertical Flow Immunoassay 
System for Onsite Diagnosis Assisted by Surface-enhanced 
Raman Scattering

Ha-Young Cho1,* and Il-Hoon Cho1,2,†,**

1Department of Senior Healthcare, Eulji University, Seongnam 13135, Korea 
2Department of Biomedical Laboratory Science, College of Health Science, Eulji University, Seongnam 13135, Korea

This is an Open Access article distributed under the terms of the Creative Commons Attribution Non-Commercial License, which permits unrestricted non-
commercial use, distribution, and reproduction in any medium, provided the original work is properly cited.

© The Korean Society for Biomedical Laboratory Sciences. 

Objectives: A study was conducted to address two major limitations of the vertical flow assay (VFA) used in point-of-care 
diagnostics: low sensitivity due to visual analysis, and the inconvenience of requiring multiple steps, such as washing.
Methods: To overcome these issues, in this study, the VFA was integrated with surface-enhanced Raman scattering (SERS) for 
high sensitivity and applied a one-step analysis method using a premix. The developed one-step SERS-based VFA system is 
labeled by a Raman probe consisting of detection antibodies, Raman reporter (4-mercaptobenzoic acid [4-MBA]), and gold 
nanoparticles, and is based on a sandwich system composed of capture antibodies and analytes. To facilitate immediate SERS 
measurement, a customized cartridge was designed to eliminate the need for removal before analysis. Sensitivity was further 
improved by optimizing the sample dilution buffer, concentration of the capture antibody, and size of gold nanoparticles 
embedded in the Raman probe.
Results: Using only 60 µL of analyte, the system exhibited excellent linearity (R² = 0.9988) up to 10 ng/mL, with a detection limit 
of 0.66 ng/mL for the C-reactive protein (CRP) antigen, outperforming traditional lateral flow and VFAs. 
Conclusion: This is superior to the lateral flow assay and VFA, which use CRP antigen as a biomarker. It is emphasized that 
the developed one-step SERS-based VFA system can be used as a potential point-of-care testing tool for diagnosing various 
biomarkers as well as CRP.
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ABSTRACT

서    론

현장진단 검사(point-of-care testing, POCT)는 개인이 직접 

사용할 수 있어 사용자 친화적이며 신속한 결과 분석이 가능하다

는 장점이 있어 검사시설이 갖춰지지 않은 환경에서도 사용이 가

능하다. 또한 다양한 질병의 진단에 큰 잠재력을 가지고 있어 검사

기술과 방식도 점점 더 발전하고 있다 (1).

POCT 중 종이 기반 진단 장치는 대량 생산의 용이, 저렴한 비

용, 생체 적합성과 같은 장점들을 가지고 있어 많이 사용된다. 기

존에 종이 기반 진단 장치로 많이 사용되었던 측면 유동 분석법
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(lateral flow assay, LFA)은 수평으로 나열된 종이층에 모세관 현

상에 의한 유체와 샘플의 흐름으로 간단한 조작이 가능하여, 시중

에서 코로나-19 자가검사키트나 임신진단키트 등으로 많이 사용

된다. 하지만 검사 중 용액이 측면으로 확산되는 데 비교적 오랜 시

간이 걸리므로 높은 배경 신호가 생성되고 감도가 제한될 수 있으

며, 항원이 높은 농도로 존재할 때 테스트 라인의 신호가 감소하는 

후크 효과(hook effect)에 의해서 위음성 결과가 나올 수 있다 (2). 

또한 다중분석 시 앞에 위치한 테스트 라인의 간섭으로 인해 정확

도가 떨어질 수 있다. LFA와 달리 종이 층을 쌓아 중력과 모세관 

현상에 의해 샘플의 수직 흐름을 이용하는 수직 유동 면역 분석법

(vertical flow assay, VFA)은 더 짧은 시간 내에 신속한 검사가 가

능하며 라인에 의한 간섭이 없다. 또한 한 번에 여러 검사가 가능하

고, 높은 검출 처리량이 가능하다 (3). 게다가 접합패드나 샘플패드

가 필요하고 LFA에 비해 적은 재료로 분석이 가능하므로 비용이 

절감된다 (4). 그러나 VFA는 붉은 신호를 육안으로 분석하기 때문에 

정확하고 민감한 분석이 어렵다. 또한 대부분 추가적인 washing 

과정이 포함되어 있어 복잡한 프로토콜로 인해 사용자가 검사하기

에 번거로움이 있다.

VFA의 정확도와 민감도를 증가시키기 위해 신호의 발색세기를 

형광 (5)과 같은 검출물질을 활용하여 정량분석을 진행하지만, 형

광은 시간에 따라 신호 강도가 감소할 수 있으며, 광표백이 발생할 

수 있고, 다중분석 시 신호 간 간섭과 같은 단점이 있다. 따라서 새

로운 기술과 결합하는 것이 필요하다. 

표면 증강 Raman 산란(surface-enhanced Raman scatter-

ing, SERS)은 최근 많이 연구되고 있는 분야로, 금, 은, 구리 등 금

속 나노입자에 흡착된 분자의 Raman 세기를 최대 1011배 이상까

지 증가시키는 기술이다 (6). SERS는 분석 시간이 짧고, 비파괴적

인 분석법이며 초고민감도의 정량분석이 가능하다는 장점이 있다. 

따라서 SERS와 VFA의 장점을 결합한 SERS 기반 VFA는 다양한 

질병 진단을 위한 도구로 활용될 수 있다 (7,8).

 본 연구에서는 VFA의 한계점을 극복하기 위해 2가지를 개선하

였다. 먼저, 상기한 VFA의 추가적인 washing 과정으로 인한 사

용자의 번거로움을 해결하였다. Washing 과정 없이 premix 과정

을 통해 one-step으로 검사가 가능한 VFA 시스템을 구축하여 편

리한 검사가 가능하도록 하였다. 또한 육안분석으로 인한 민감도

와 정확도의 한계를 개선하고자 SERS와 결합하여 고민감도의 정

량분석이 가능하도록 하였다. SERS 측정 시 카트리지를 제거해야 

하는 불편함을 해결하기 위해 three-dimensional (3D) printer

를 이용하여 프린팅한 맞춤형 카트리지는 즉시 SERS 측정이 가능

하도록 제작하였다. 고안된 SERS 기반 VFA 시스템은 SERS 측

정 부위인 nitrocellulose (NC) membrane에 항체를 고정한 뒤 

1.5 mL 튜브에 detection 항체, Raman reporter, 금 나노입자

가 포함된 Raman reporter와 항원을 mix하여 반응시키고 분주

하여 타 플랫폼에 비해 민감한 SERS 신호를 보였다.

재료 및 방법

1. 재료

Absorption pad (17CHR, chromatography grade)는 

Whatman에서 구매하였다. NC membrane 1 (CLW-040-

SH34)은 Advanced Microdevices Pvt. Ltd. (MDI)에서 얻었다. 

NC membrane 2 (PW-90)는 Polywick Co., Ltd.에서 구매하

였다. Gold (Ⅲ) chloride trihydrate (HAuCl4), sodium citrate 

tribasic dihydrate (C6H5Na3O7), boric acid, 4-mercaptoben-

zoic acid (4-MBA), EDC (1-ethyl-3-(3-dimethylamino-

propyl)carbodiimide hydrochloride), NHS (N-hydroxysuc-

cinimide), bovine serum albumin (BSA), casein sodium salt 

from bovine milk, tween 20은 Sigma-Aldrich에서 구매하였

다. Anti-h C-reactive protein (CRP) clones 6404와 6405는 

Medix Biochemica에서 구매하였다. CRP antigen은 Hytest에

서 구매하였다.

2. VFA 시스템 제작

1) 3D printer를 이용한 맞춤형 카트리지 제작

Autodesk fusion 360 소프트웨어를 사용하여 시스템 맞춤

형 카트리지의 상판과 하판을 모델링하였으며, UNIZ 3D printer 

IBEE로 프린팅하였다. 카트리지의 내부를 모든 시야에서 볼 수 있

도록 high clear resin (Anycubic)을 사용하였으며, 카트리지의 

견고한 결합을 위해 상판과 하판의 6곳에 각각 원형구멍과 원기

둥을 제작하였다. 또한 카트리지를 제거하지 않고도 바로 SERS 

측정이 가능하도록 상판과 하판 모두 얇은 판의 형태로 디자인하

였다. 카트리지 상판에는 sample inlet과 VFA result check-

ing, SERS detection을 위한 창을 제작하였으며, 하판에는 NC 

membrane 1, 2, 흡수 패드가 동일한 위치에 고정되도록 지지대

를 제작하였다(Fig.  1).

2) VFA 시스템 구성

VFA 시스템은 카트리지의 크기에 맞춰 제작되었으며, NC 

membrane 1, 2, 흡수패드, backing card로 구성되었고 모두 커

팅 장비로 잘라 제작하였다. NC membrane 1은 3.9 × 15 mm, 

NC membrane 2는 3.9 × 25 mm 크기로 잘라 사용하였으며, 

양면테이프는 3.9 × 10 mm, 흡수패드와 양면테이프가 부착되어 
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있는 backing card는 3.9 × 31 mm로 잘라 사용하였다. Back-

ing card, 흡수패드, 양면테이프와 NC membrane 2를 차례로 

부착한 뒤 카트리지 하판 틀에 끼워준다. 그 위에 NC membrane 

1을 카트리지의 가운데로 위치시킨 뒤 카트리지 상판을 결합시켜 

backing card, 흡수패드, NC membrane 1과 2를 고정시킨다. 

NC membrane 1 표면에 mouse anti-human CRP를 0.5% 

sucrose가 포함된 phosphate buffered saline (PBS)에 0.25, 

0.5, 1 mg/mL 농도로 1 µL 분주 후 37℃에서 건조 후 사용하였

다. 고정 농도는 최적화 과정을 거쳐 선정하였다.

3. Raman probe 제조

Raman probe 제조에 사용될 금 나노입자는 sodium citrate

가 gold chloride trihydrate를 환원시키는 Turkevich 방법으로 

합성하였다. 50 mL 삼각 플라스크에 deionized water 24.975 

mL와 10% HAuCl4 25 µL를 분주하고 mix해준 뒤, magnetic 

bar를 넣고 hot plate 위에서 200℃로 가열하였다. 용액이 끓기 

시작하면 200 rpm으로 교반 후 1% sodium citrate 용액을 각각 

120, 150, 200 µL 분주하여 10분 동안 반응시킨다. 적절한 so-

dium citrate volume은 최적화를 통해 결정하였으며, 금 나노입

자는 합성한 후 4℃에 보관하여 사용하였다. Glass tube에 제조

한 금 나노입자 1 mL와 boric acid (pH 8.3)를 분주하고 혼합한 

뒤 Raman reporter인 4-MBA를 금 나노입자와 실온에서 30분 

동안 반응시킨다. 반응된 금 나노입자와 4-MBA를 1.5 mL 튜브

에 옮겨 담고 금 나노입자에 흡착되지 않은 과량의 4-MBA를 제

거하기 위해 10분 동안 원심 분리하여 상층액을 제거한 후 boric 

acid 1 mL를 분주하였다. 새 glass tube에 옮겨 담은 후 EDC와 

NHS를 분주하여 실온에 20분 동안 반응시킨 후, mouse anti-

human CRP 항체를 borate buffer에 희석하여 실온에 60분 동

안 반응시켰다. 1.5 mL 튜브에 옮긴 후, 비특이적 반응을 방지하

고, 금 나노입자의 안정화를 위해 제조한 Raman probe 중합체를 

1% BSA로 coating하여 30분간 실온에서 반응시켰다. 금 나노입

자에 반응하지 않은 시료들을 제거하기 위해 14,000 rpm에서 10

분 동안 원심분리하고, borate와 1% BSA 혼합액으로 상층액을 

제거하여 세척하는 과정을 3회 반복하였다. 세척 완료 후 침전되

어 있는 Raman probe 중합체를 20×로 농축하여 4℃에 보관하

여 사용하였다(Fig. 2A).

4. Instruments

금 나노입자 용액의 ultraviolet visible (UV)-vis 스펙트럼은 

Thermo Fisher Scientific의 Multiskan go 장비로 측정하였으

며, dynamic light scattering (DLS)의 hydrodynamic diam-

eter (nm)와 %polydispersity index (%PDI)는 Wyatt tech-

nology의 DynaPro Nanostar를 사용하여 측정하였다. 면역반

응 후 SERS를 측정하기 위해 휴대용 Raman 분광계인 NS 200 

(Nanoscope Systems Inc.)을 사용하였다. 레이저 파장, 레이저 

세기(파워), 노출 시간과 레이저 스팟 직경은 각각 785.1 nm, 20 

mW, 1 s, 20 µm로 사용하였다. 샘플을 x, y, z 샘플 스테이지에 

놓고, 레이저는 SERS 강도를 최대화하기 위해 기판 표면에 초점

을 맞추었다. 포커싱 후 NS-Raman ID ver. 5.0 소프트웨어를 사

용하여 캡쳐 기판 내에서 5개의 Raman 스펙트럼을 수집하였으

며, 스펙트럼은 기준선 보정과 Raman 스펙트럼의 형광 band가 

제거된 상태로 데이터 분석에 사용되었다.

결    과

1. SERS 기반 VFA 시스템 원리

SERS 기반 VFA 시스템의 주요 구성요소는 하부 cartridge, 

backing card, double-sided tape, absorption pad, double-

sided tape, NC membrane 2, NC membrane 1, 상부 car-

tridge이며 아래부터 순서대로 쌓여 있다. 시스템은 antigen과 

antibody 사이의 면역반응을 이용하였다. NC membrane 1에
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Fig. 1. The 3D-printed customized cartridges that allow 
for immediate SERS measurements without removing 
the cartridge. (A) The cartridge’s top plate features six 
connection holes to the bottom plate, with a central 
opening designed for sample inlet, result checking, and 
SERS detection. A membrane load support section was 
also incorporated to securely position the membrane. (B) 
The bottom plate of the cartridge has six pillars for cou-
pling with the top plate, and a pad load support part was 
manufactured to place the pad in the same position. (C) A 
schematic illustrates the assembled connection between 
the top and bottom plates of the cartridge. 3D, three-
dimensional; SERS, surface-enhanced Raman scattering.



는 CRP antigen에 특이적인 mouse anti-h CRP IgG가 미리 

load되어 있다. 첫 번째로 1.5 mL tube에 20×로 농축된 Raman 

probe 2 µL를 분주 후 분석물질 60 µL와 2분 동안 mix하여 분석

물질에 포함된 CRP antigen을 Raman probe에 포함된 detec-

tion antibody와 반응시킨 Raman probe 복합체가 형성된다. 그 

후 mix된 Raman probe 복합체를 카트리지 상판의 sample inlet 

부분에 분주하였다. 카트리지 상판 membrane load support에 

의해 Raman probe 복합체 용액이 가둬지는 동시에 capture an-

tibody와 Raman probe 복합체가 반응하였다. 미반응된 Raman 

probe 복합체는 NC membrane 2를 통해 흡수패드로 이동되었

다. 반응 완료 후 capture antibody가 미리 load된 substrate 위

를 SERS 측정하였다(Fig. 2B). CRP antigen과 결합하지 않은 

Raman probe는 NC membrane 2로 이동한 뒤 가로 흐름을 통

해 흡수패드로 이동되었다(Fig. 3).

2. SERS signal의 특징과 결과분석 방법

분석물질의 SERS signal은 Raman shift 1,076 cm
–1와 1,586 

cm
–1에서 Raman reporter로 사용 중인 4-MBA의 구조에 의해 

높게 나타났다. 그 중 더 높은 intensity가 나타나는 1,076 cm
–1
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Fig. 2. The fabrication process of the Raman probe and the overall process of one-step SERS-based VFA. (A) A schematic 
illustrates the fabrication process of the Raman probe. Following the adsorption of 4-MBA onto the produced AuNPs, 
the unreacted 4-MBA is centrifuged, washed, and subsequently reacted sequentially with the EDC/NHS and CRP anti-
bodies. BSA is then applied to the AuNPs’ surface to stabilize them, and the unreacted material is extracted by centrifu-
gation, three washings, and 20× concentration. (B) The schematic depicts the overall process of one-step SERS-based 
VFA. CRP antigen is mixed with the Raman probe in a 1.5 mL tube to allow a reaction. This mixture is then dispensed 
onto a sensing membrane with pre-immobilized antibodies, triggering an immunoreaction. After the immune reac-
tion, the SERS spectrum is measured using a Raman laser for SERS analysis. SERS, surface-enhanced Raman scattering; 
VFA, vertical flow assay; 4-MBA, 4-mercaptobenzoic acid; AuNPs, gold nanoparticles; EDC, 1-ethyl-3-(3-dimethylamino-
propyl)carbodiimide hydrochloride; NHS, N-hydroxysuccinimide; CRP, C-reactive protein; BSA, bovine serum albumin.

Fig. 3. The fabricated SERS-based vertical flow assay sys-
tem. The cartridge lower plate, backing card, double-sided 
tape, absorption pad, double-sided tape, NC membrane 
2, NC membrane 1, and cartridge upper plate are layered 
from the bottom. The cartridge top plate traps the liquid 
when the pre-reacted analyte and Raman probe are dis-
pensed into the injection section, causing an antigen-anti-
body reaction on NC membrane 1. The unreacted Raman 
probe polymers pass through NC membrane 1 and move 
to NC membrane 2 along the horizontal flow and are then 
absorbed by the absorbent pad. SERS, surface-enhanced 
Raman scattering; NC, nitrocellulose.
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에서의 peak를 기준으로 결과를 분석하였다. 민감도를 비교하기 

위해 상대적인 값인 Raman intensity 대신 signal to noise ratio 

(SNR)를 채택하였다. SNR은 Raman intensity noise 대비 분석

물질의 Raman intensity이다. Raman intensity noise는 분석

물질의 CRP antigen 농도가 0일 때 1,076 cm
–1에서의 Raman 

intensity를 나타내며, 분석물질의 Raman intensity는 1,076 

cm
–1에서 분석물질의 Raman intensity를 나타낸다. VFA 시스템

의 SNR value가 높을수록 민감도가 증가하며, 분석의 최적화를 

위해 SNR value가 높은 조건을 선택하였다.

3. SERS 기반 VFA 시스템 조건 최적화

제작한 VFA system 성능을 최대화하기 위해서 CRP antigen 

dilution buffer, capture antibody 농도, 금 나노입자의 크기 실

험 변수들을 최적화하였다. 최적화 실험의 재현성을 확인하기 위

해 각각 다른 날에 3회에 걸쳐 독립적인 실험으로 수행되었다. 

1) Sample dilution buffer 최적화

Sample dilution buffer는 항원과 항체의 비특이적 결합을 억

제하고, 분석물질의 안정성을 유지하는 데 중요한 역할을 한다. 특

히 sample dilution buffer에 포함된 단백질의 유무와 종류에 따

라 SERS intensity나 SNR이 달라질 수 있기 때문에 이를 확인

하는 과정이 필요하다. Buffer에 단백질이 포함되지 않은 조건

(a)과 casein (b), BSA (c)가 포함된 조건을 비교하여 최적화하

였다. (a) buffer는 0.1% tween 20 + PBS, (b) buffer는 0.5% 

casein + 0.1% tween 20 + PBS, (c) buffer는 0.5% BSA + 

0.1% tween 20 + PBS로 구성되었다. 각 buffer를 비교하기 위

해 CRP antigen의 농도는 0, 10 ng/mL로 통일하였으며, 결과는 

4-MBA의 특징적인 peak인 1,076 cm
–1에서의 Raman inten-

sity로 나타내었다. 단백질이 포함되지 않은 (a) 조건에서 back-

ground가 가장 낮았고, (b) 조건은 CRP antigen 0과 10 ng/

mL에서 Raman intensity의 차이가 없었다(Fig. 4A). Antigen 

dilution buffer에 따른 SNR은 단백질이 포함되지 않은 (a) buf-

fer에서 2.7로 가장 높게 나타났으며, (b)와 (c) buffer에서는 각각 

1, 1.5로 낮은 SNR을 보였다(Fig. 4B). 이후 분석에서는 단백질이 

포함되지 않은 sample buffer인 (a) buffer를 적용하였다.

2) Capture antibody 농도 최적화

Capture antibody 농도에 따라 미리 혼합된 분석물질 속 CRP 

antigen과 Raman probe의 반응이 달라질 수 있기 때문에 cap-

ture antibody 농도 0.25, 0.5, 1 mg/mL를 비교하여 최적화 실

험을 진행하였다. Raman shift 1,076 cm
–1에서의 Raman in-

tensity는 고정 농도 0.25 mg/mL와 0.5 mg/mL에서 유사하게 

나타났다. 반면 1 mg/mL에서는 CRP antigen 0과 10 ng/mL

에서의 Raman intensity 값의 차이가 크게 나타났다(Fig. 5A). 

SNR은 0.25 mg/mL에서 2.1, 0.5 mg/mL에서 1.9, 1 mg/mL

에서 4.7로 1 mg/mL에서 가장 높은 값을 나타냈다(Fig. 5B). 이

후 분석은 고정농도 1 mg/mL 조건으로 진행하였다.

One-step Vertical Flow Immunoassay for Onsite Diagnosis
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Fig. 4. Optimization of sample dilution buffer. (A) To optimize the sample dilution buffer, the SERS results were graphed 
through repeated measurements, considering the presence and type of protein. (a) consists of 0.1% Tween 20 + PBS, (b) con-
sists of 0.5% casein + 0.1% tween 20 + PBS, and (c) consists of 0.5% BSA + 0.1% Tween 20 + PBS. An error bar is used to rep-
resent the standard deviation following repeated measurements. (B) The graph displays the SNR according to each antigen 
dilution buffer. The SNR values in the developed system were 2.7 for 0.1% Tween 20 + PBS, 1 for 0.5% casein + 0.1% Tween 20 
+ PBS, and 1.5 for 0.5% BSA + 0.1% Tween 20 + PBS. The highest value was observed in the protein-free 0.1% Tween 20 + PBS 
buffer. This suggests that proteins interfere with the antigen-antibody reaction. SERS, surface-enhanced Raman scattering; 
PBS, phosphate buffered saline; BSA, bovine serum albumin; SNR, signal to noise ratio; CRP, C-reactive protein.
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3) 금 나노입자 크기 최적화

1% sodium citrate의 부피에 따라 제조한 금 나노입자의 광

학적 특성과 크기 및 분포 평가를 위해 UV-vis 스펙트럼과 DLS

를 측정하였다. UV-vis 스펙트럼 결과 1% sodium citrate 120, 

150, 200 µL로 제조된 금 나노입자는 각각 538, 530, 526 nm

에서 최대흡수파장을 나타냈고, 1 OD (optical density) 값을 나

Ha-Young Cho and Il-Hoon Cho
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Fig. 5. Optimization of capture antibody concentration. (A) This is a graph showing the Raman intensity at 1,076 cm–1 
repeatedly measured when all conditions are the same and the capture antibody concentration is 0.25, 0.5, and 1 mg/
mL. (B) The ratio of CRP antigen 10 ng/mL (signal) to CRP antigen 0 (noise) was 2.1, 1.9, and 4.7 at 0.25, 0.5, and 1 mg/
mL of capture antibody concentration, respectively. The best results were obtained when the SNR was at its maximum 
at 1 mg/mL of capture antibody concentration. CRP, C-reactive protein; SNR, signal to noise ratio.
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Fig. 6. Optimization of AuNP size. (A) This graph shows the UV-vis spectrum of AuNPs synthesized according to the sodium 
citrate volume. All three AuNPs showed a result of about 1 OD, and the maximum absorption wavelength decreased as the 
sodium citrate volume increased. (B) The difference in DLS of the synthesized AuNPs according to the sodium citrate volume 
is shown in a graph. The %PDI of AuNPs containing 120, 150, and 200 µL of sodium citrate volumes, were 19, 26, and 17, re-
spectively, indicating that they were synthesized as generally homogeneous particles. The diameter (nm) was 61, 47, and 36, 
respectively, indicating that the diameter (nm) decreased as the sodium citrate volume increased. (C) This graph compares 
the Raman intensity at 1,076 cm–1 through SERS measurement after immunoreaction using a Raman probe made with the 
synthesized 61, 47, and 36 nm AuNPs. (D) This graph illustrates how the size of the AuNP affects the SNR. The SNR was 5.6 for 
61 nm AuNP, 1.7 for 47 nm AuNP, and 1.2 for 36 nm AuNP. AuNPs, gold nanoparticles; UV, ultraviolet visible; OD, optical densi-
ty; DLS, dynamic light scattering; SERS, surface-enhanced Raman scattering; SNR, signal to noise ratio; CRP, C-reactive protein.
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타냈다(Fig. 6A). DLS는 3회 측정 후 평균값으로 분석하였으며, 

%PDI는 각각 18.9%, 26.3%, 17.4%, diameter (nm)는 각각 

61.3, 47.1, 36.3 nm로 나타났다. %PDI 값이 20% 미만일 때 샘

플은 단분산이며, 제조된 금 나노입자는 대체적으로 균질한 입자

이다(Fig. 6B). 합성된 금 나노입자의 UV-vis 스펙트럼 결과 so-

dium citrate의 부피 증가에 따라 청색 편이를 보였고, diameter 

(nm) 결과 sodium citrate의 부피가 증가할수록 금 나노입자의 

크기가 감소하는 일치한 결과를 보였다. 금 나노입자 크기에 따른 

결과를 비교하기 위해 제조한 61, 47, 36 nm 금 나노입자를 적

용하여 CRP antigen 0과 10 ng/mL에서 Raman intensity와 

SNR을 측정하였다. 금 나노입자 크기가 증가함에 따라 CRP an-

tigen 0에서의 Raman intensity background와 10 ng/mL에서

의 signal 모두 증가하였다(Fig. 6C). 61, 47, 36 nm 금 나노입자

에서의 SNR은 각각 5.6, 1.7, 1.2로 금 나노입자 크기가 증가함에 

따라 SNR도 증가하였다(Fig. 6D). 이후 실험은 SNR이 가장 높은 

61 nm 금 나노입자를 적용하였다.

4. 구축된 시스템의 분석 성능 평가

1) Standard curve 선정

SERS 기반 VFA 시스템 분석 최적화를 통해 최종적으로 고안된 

시스템을 여러 농도의 CRP antigen으로 정량 분석하여 standard 

curve를 구축하였다. CRP antigen의 농도 5구간(0, 0.1, 1, 10, 

100 ng/mL)을 각각 SERS로 측정하였으며, CRP antigen 농도

가 증가함에 따라 Raman 스펙트럼의 Raman intensity가 증가

하는 것이 확인되었다(Fig. 7A). 실험의 재현성 확인을 위해 각각 

다른 날에 걸쳐 반복실험을 4회 진행하였으며, 각 농도의 평균과 

표준편차가 그래프와 오차막대로 표현되었다(Fig. 7B). 최종 선정

된 standard curve는 CRP antigen 농도가 100 ng/mL까지 R2 

= 0.9025, CRP antigen 농도가 10 ng/mL까지 R2 = 0.9988로 

나타났다(Fig. 7C). 이는 SERS 신호가 CRP antigen 농도의 변

화를 100 ng/mL까지 약 90%, 10 ng/mL까지 약 99% 설명할 

수 있음을 의미한다. 두 standard curve 중 직선성이 더 좋은 10 

ng/mL까지 99% 설명할 수 있는 그래프로 선정하여 분석 성능을 

평가하였다.

One-step Vertical Flow Immunoassay for Onsite Diagnosis
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Fig. 7. Quantitative evaluation of the established SERS-based vertical flow assay using the sandwich system. (A) Due to 
an increase in the immunological response, the Raman intensity at 1,076 cm–1 and 1,586 cm–1 increased as the concen-
tration of CRP antigen increased. (B) A graph shows the average value of Raman intensity at 1,076 cm–1, which increases 
in proportion to the CRP antigen concentration through repeated measurements. (C) It is a graph linearly represent-
ing Raman intensity at 1,076 cm–1 from CRP 0 to 100 ng/mL to make a standard curve. The linearity was confirmed as 
R2 = 0.9025 up to CRP 100 ng/mL and R2 = 0.9988 up to 10 ng/mL. SERS, surface-enhanced Raman scattering; CRP, C-
reactive protein.
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2) 검출한계(LOD)와 정량한계(LOQ) 평가

개발된 SERS 기반 VFA 시스템에서의 CRP antigen의 분석 

범위는 10 ng/mL까지 가능하며 분석 가능한 최소 농도인 LOD 

(limit of detection)는 3.3 × STD (standard deviation)/slope 

식에 따라 약 0.66 ng/mL로 계산되었다. 또한 정량분석이 가능한 

최소 농도인 LOQ (limit of quantification)는 10 × STD/slope 

식에 따라 2 ng/mL로 계산되었다 (9). 따라서 개발한 시스템을 통

해 정량 가능한 범위는 2–10 ng/mL이며, 분석 가능한 최소 농도

는 0.66 ng/mL로 산출되었다.

논    의

본 연구에서는 VFA의 두 가지 단점인 민감도 부족과 복잡한 과

정을 보완하기 위한 새 시스템을 개발하였다. 기존에 육안분석에

만 의존하였던 VFA를 SERS와 결합하여 민감하게 정량 분석하

였고, washing을 포함한 여러 단계를 거치는 번거로운 과정 대신 

one-step으로 사용에 용이한 바이오 마커 분석이 가능하도록 하

여 one-step SERS 기반 VFA 시스템을 개발하였다. 재현성 있는 

결과를 위해 3D printer로 프린팅된 맞춤형 카트리지는 얇은 판 

모양으로 디자인되어 카트리지를 제거하지 않고도 즉시 SERS 측

정이 가능하도록 제작되었다. 시스템의 민감도를 높이기 위해 첫 

번째로 진행한 sample dilution buffer의 최적화를 통해 단백질

이 분석물질 내 CRP antigen과 capture antibody의 반응을 저해

하는 요인으로 작용했다고 판단되었다. 특히 casein은 micelles

를 형성하는 경향 때문에 membrane을 통한 sample flow를 방

해하여 capture antibody와 결합하지 않은 Raman probe들이 

membrane에 붙어서 SERS background 자체가 높게 나오는 현

상이 발생한 것으로 추측된다 (10). 두 번째로 capture antibody 농

도 최적화를 통해 1 mg/mL로 고정했을 때 Raman probe 중합

체와의 비특이적 반응이 가장 적고 항원과의 결합의 강도가 가장 

강했다. 마지막으로 금 나노입자 크기 최적화를 통해 61 nm 금 나

노입자에서 가장 높은 SNR을 나타냈는데, 이는 금 나노입자 크기

가 증가함에 따라 표면적이 증가하였고, 이에 따라 국소적인 전자

기적 향상이 일어나 Raman intensity가 증가하였다고 생각된다. 

본 연구에서 개발된 시스템이 얼마나 개선되었는지 확인하기 위해 

다른 시스템과 비교하였다(Table 1) (4,11-15). 먼저 No. 1–4 시스템

은 CRP antigen을 기반으로 한 LFA 및 VFA 방식이다. LFA 방식

은 대부분 금 나노입자를 label로 사용하며 1단계 분석 과정이 적

용된다. VFA 방식 또한 대부분 금 나노입자를 label로 사용하지만 

일반적으로 washing을 포함한 복잡한 과정이 필요하다. 타 LFA 

및 VFA 시스템의 sample volume은 50–80 µL, LOD는 1.5–91 Ta
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ng/mL로 나타났다. 개발된 시스템은 sample volume 60 µL, 

LOD는 0.66 ng/mL, R2 = 0.9988로 더 개선된 결과를 보였다. 

No. 5–6은 SERS 기반 타 VFA 시스템이다. 본 연구에서는 50분 

이내에 분석이 가능하지만 다른 시스템들에 비해 민감도가 높다. 

개발된 시스템에 적용된 바이오 마커인 CRP는 염증과 감염의 유

의미한 지표이며, 정상 수치 내에서는 심혈관질환을 예방하는 데 

사용된다 (16,17). 임상 참조범위는 ≤1 µg/mL (저위험), 1–3 µg/

mL (평균위험), ≥3 µg/mL (고위험)이다 (18). 이는 개발된 시스템

의 LOD (0.66 ng/mL)와 비교했을 때 위와 같은 수치를 충족할 

만큼 충분히 민감하다. 따라서 다른 바이오 마커의 검출에도 활용

하여 현장진단 분석을 위한 새 시스템으로 활용될 잠재적 가능성

이 높음을 시사한다. 본 연구에서 다뤄지지 않은 두 가지 개선점이 

존재한다. 먼저, 임상샘플을 사용한 임상연구가 진행되지 않았다. 

이를 위해 후속 연구에서는 샘플 100개 이상을 적용하여 개발된 

시스템이 임상에 적용되는 단계로 나아갈 수 있도록 개선시키고자 

한다. 또한 다중 바이오마커 분석이 이루어지지 않았다. 후속 연구

에서는 CRP를 포함한 염증과 관련된 바이오마커들을 분석물질로 

하여, 시스템의 면역분석 범위를 넓혀 이를 보완하고자 한다. 

NOTES
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