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Background: Blood typing is an essential test for transfusion. Generally, blood typing is performed using 

a slide test, tube test or microcolumn agglutination test. The aims of this study were to develop a new 

blood typing kit using micromachining, microfluidics and microseparation methods, and to evaluate the 

clinical usefulness of the new blood typing kit.

Methods: We designed and manufactured a blood typing microchip using polydimethylsiloxane (PDMS), 

which contained a microchannel (25∼200μm). The blood sample and antisera to be tested were dropped 

on the microwell for movement and mixing by capillary action. Once agglutination occurred, the micro-

channel acts as a filter and the blood type was determined by observation by the naked eye. To evaluate 

the newtyping kit, we tested sensitivity using artificially diluted blood and compared the results of the 

new typing method with the slide and tube methods using 70 samples.

Results: The new blood typing kit could differentiate a +4∼+2 agglutination reaction, but could not 

detect a +1 agglutination reaction as observed by the naked eye. Among 70 samples, the results of ABO 

and Rh typing by the new typing method (n=66, ≥+2 agglutination reaction by the column agglutination 

method) were in accord with the results of the tube and slide methods, but couldnot detect agglutination 

in all 4 clinical samples, below a +1 agglutination reaction.

Conclusion: The new blood typing kit is inadequate for routine use in the clinical laboratory due to 

low sensitivity, but with further improvement, it can be used economically, conveniently and objectively 

for blood typing without any special equipment. Moreover, the microfludics and separation method may 

be broadly applicable in other tests using the hemagglutination method. (Korean J Hematol 2007;42: 

392-396.)
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Fig. 2. The schematic dia-
gram and photograph of 
bood typing microchip.

Fig. 1. The basic parts of blood typing microchip.

서      론

  Karl Landsteiner와 Wiener에 의해 ABO 및 Rh 혈액

형이 발견된 후, ABO 및 Rh 혈액형 검사는 수혈에 있

어서 가장 중요한 검사가 되었으며, 대부분 슬라이드

나 시험관을 이용하여 응집을 관찰하는 방법을 이용하

고 있다. 이러한 검사 방법은 ABO 불일치 등 여러 원

인에 의해 항원이 약화된 경우, 객관적으로 비교할 수 

없어 결과 판정은 검사자에 따라 달라질 수 있다.
1) 

  최근 도입되고 있는 microcolumn 응집법을 이용한 

검사법은 객관적인 결과 판독, 민감도, 특이도 및 효율

성을 높이고 정도관리가 용이하나 혈액형 검사전용 원

심분리기와 배양기가 필요하고 검사 시간이 소요되며, 

상대적으로 비싼 sepahdex G100 gel 또는 glass bead가 

포함되어 있는 microcolumn을 필요로 하며 그 유효기

간도 1년 이내이다.
2,3)

  

  본 연구에서는 최근 소개되고 있는 미세유체제어

(microfluidics) 및 미세분배기술(microseparation)을 적

용하여
4-6)

 객관적인 결과 판독이 가능하고 저가이며, 

응급 인력이나 개인이 간편하고 쉽고 정확하고 빠르게 

추가 장비 없이 검사할 수 있는 혈액형 검사를 개발하

고, 이의 임상적 유용성을 평가해 보고자 하였다.

대상 및 방법

1. 미세 유체 분배를 이용한 혈액형 검사 키트의 

고안

  최근 도입되고 있는 microcolumn을 이용한 혈액형 

검사법은 sepahdex G100 gel 또는 glass bead를 micro-

column 내에 넣어 응집반응으로 인한 크기의 변화와 

molecular sieving effect 원리에 따라 필터링됨으로써 

결과를 판독할 수 있다. 이러한 필터링 원리를 미세 유

체 분배 기술을 이용한 마이크로칩에 적용하여 혈액형 

검사 키트를 제작하고자 하였다.

2. 미세 유체 분배를 이용한 마이크로 칩의 기술 

개발

  미세 유체 분배를 이용한 혈액형 검사용 마이크로 

칩을 제작하기 위해 마이크로 전자 기계 시스템(micro 

eletro mechnical system, MEMS) 공정 기술을 이용하

고, 무동력 구동 시스템의 최적화를 위해 플라스틱칩

에 대해 표면 재질을 분석하고 개발하였으며, 혈구 응

집 반응을 검출하기 위해 미세 필터를 설계, 제작하였

다.

3. 혈액형 검사용 마이크로 칩의 구조

  플라스틱 마이크로 칩의 기본 구조는 샘플 주입구

(Sample inlet), 시약 주입구(Reagent inlet), 필터부(Fil-

ter part), 판독창(Reading part) 및 마이크로 채널로 이

루어지도록 하여 검사하고자 하는 환자의 전혈을 샘플

주입구에 떨어뜨리면 모세관 현상에 의해 주입된 시약

(항체)과 반응부에서 반응이 일어나고, 필터부에서 응

집반응에 의한 크기 차이에 의해서 필터링이 일어나게 

되고 이를 판독창에서 사용자가 판독하도록 설계하였

다(Fig. 1). 필터부는 필터의 간격을 200μm, 70μm 및 

25μm로 설계하여 응집이 일어난 입자를 반응 강도에 

따라 구분할 수 있도록 설계하였다. ABO 및 Rh 혈액형

을 동시에 검사할 수 있도록 하기 위하여 하나의 샘플 
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Fig. 3. The blood typing re-
sults using Microfluidics-Tech-
niques (A) and the filtering ef-
fect of blood typing micro-
chip in +2 agglutination re-
action (B).

주입구에서 네 개의 시약 주입구가 포함된 반응부로 샘

플이 나뉘어지도록 마이크로칩을 제작하였다(Fig. 2).

4. 미세 유체 분배를 이용한 혈액형 검사 

  플라스틱 마이크로 칩과 항-A, 항-B 및 항-D 항체

(Biscot, Serologicals Ltd, Livingston, UK)를 준비하고 

시약 주입구, 환기부를 테이프로 막은 후, 환자의 전혈

을 샘플 주입구에 떨어뜨렸다. 시약주입구 부위의 테

이프를 열고 각각의 시약을 5μL씩 떨어뜨린 다음 환

기부의 테이프를 열어 놓으면 모세관 현상에 의해 즉

시 필터부와 판독창으로 혈액이 이동하게 되므로 판독

창 및 필터부에서 응집을 판독하여 환자의 혈액형 및 

반응 강도를 결정한다(Fig. 3).

5. 혈액형 검사 키트의 평가 

  1) 대상

  혈액형 검사 키트의 민감도를 보기 위하여 각 혈액

형(A, B, AB, O, Rh 양성 및 음성)별로 2개씩의 일반 

환자의 전혈과 생리 식염수로 배수 희석한 항혈청을 

microcolumn 응집법으로 검사하여, 인위적으로 혈액은

행 기준에 따라 반응 강도를 +4에서 󰠏까지 6단계로 만

든 후 검사하였다. 일반 환자를 대상으로 microcolumn 

응집법에서 검사상 ±, +1, +2 등의 반응 강도를 보이

는 8명을 포함한 70명의 검체를 대상으로 하였다.

  2) 방법

  각 대상 검체를 microcolumn 응집법, 슬라이드법, 튜

브법 및 미세 유체 분배를 이용한 방법으로 검사하여 

비교 분석하였다. 슬라이드와 튜브법을 이용한 혈액형 

검사(혈구형 검사)는 통상적인 방법으로 세 명의 검사

자에 의해 판독하였으며, microcolumn 응집법은 Dia-

Med사(Morat, Switzerland)의 ID Micro Typing System

을 이용하여 검사하였다.

결      과

1. 혈액형 검사법의 민감도 비교 

  Microcolumn 응집법을 기준으로 ABO 혈액형별로 

+4에서 󰠏까지의 응집 강도를 보이는 각각 2개씩의 검

체에 대하여, 슬라이드법, 튜브법 및 미세 유체 분배를 

이용한 방법으로 검사한 결과, +4에서 +2 응집 강도를 

보이는 검체에서는 검사 결과가 완전히 일치하였다. 

그러나 미세 유체 분배를 이용한 검사에서는 +1과 ± 

응집 강도를 보이는 검체(n=16) 중 3예에서만 응집이 

관찰되었고, 슬라이드법 및 튜브법에서는 +1 응집 강

도까지는 결과가 일치하였으나, ±응집 강도를 보이는 

검체 중, 슬라이드법에서 5예는 음성으로 판정되었고, 

튜브법에서는 1예가 음성으로 판정되었으며, 2예는 3

명의 검사자 간에 판독 결과가 불일치하였다.   

2. 임상 검체에서 혈액형 검사법의 비교

  70명의 환자 검체를 대상으로 ABO 및 Rh 혈액형 검

사를 시행한 결과, microcolumn 응집법을 기준으로 +2 

이상의 응집 강도를 보이는 66명에서는 슬라이드법, 

시험관법 및 미세 유체 분배를 이용한 방법 모두에서 

일치하였으나, 미세 유체 분배를 이용한 방법에서 +1 

이하 4예 모두에서 응집을 보이지 않았고, 슬라이드법 

및 시험관법에서는 ±응집 강도를 보이는 1예를 음성

으로 판정하였다. 추가로 미세 유체 분배를 이용한 방
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법의 검사 소요 시간은 피펫의 숙련도에 따라 40초에

서 2분(평균 1분 28초)이 소요되어 슬라이드법과는 큰 

차이가 없으나 시험관법 및 microcolumn 응집법에 비

해서는 단축되었다.  

고      찰

  ABO 및 Rh 혈액형 검사는 슬라이드나 시험관을 이

용하여 응집을 관찰하는 방법이 보편화되어 있다. 그

러나 이러한 검사 방법은 ABO 변이형, 여러 원인에 의

한 항원성의 변화, 획득 B형 등과 같은 ABO 불일치 

시 항원이 약화될 경우, 응집 여부를 객관적으로 판독

할 수 없어 결과 판정은 검사자에 의존해야 하며, 검사

자의 경험과 숙련도에 따라 달라질 수 있어 실제 수혈 

시 문제가 될 수 있다.
1)
 이러한 단점을 보완하고 검사

의 자동화를 위해 최근에는 microcolumn 내부에 gel 또

는 glass bead를 넣어 크기에 따른 필터링 효과를 이용

하여 검사하는 microcolumn 응집법이 개발되었다.
2) 

이 

방법은 객관적인 결과 판독이 가능하고, 특이도와 효

율성이 높으며 정도관리가 용이하고 자동화가 가능하

다. 그러나 microcolumn 응집법을 이용한 검사는 상대

적으로 고가인 sepahdex G100 gel 또는 glass bead가 포

함되어 있는 키트를 필요로 하며 그 유효기간도 1년 

이내이다. 특히 검사 시 원심 분리 및 항온을 위한 시

간이 소요되며, 전용 원심분리기 및 배양기가 필요해

서 응급 시에 즉시 현장에서 검사하기 어려운 단점이 

있다.
2,3)

 

  최근 MEMS 공정 기술, 미세유체역학 기술을 포함

한 마이크로칩 제조 기술의 발달로 이를 이용한 진단

용 검사키트의 개발이 시도되고 있다.
7,8)

 이 연구에서

는 이러한 미세 유체 분배 기술을 이용하여 응급 시 

현장에서 즉시 검사가 가능한 혈액형 검사 키트를 개

발하고자 하였다. 미세 유체 분배 기술을 이용한 혈액

형 검사 키트를 개발하기 위해 비교적 저가이며 대량

생산이 가능하며, 혈액의 이동이 잘 되도록 친수성

(hydrophilic)으로 표면처리가 용이한 PDMS (polydi-

methyl siloxane)를 재료로 선택하였고
9)
 모세관 내의 

유동 특성을 분석하여 플라스틱 칩의 표면 재질을 분

석하고 필터링에 대한 설계를 하여 플라스틱 MEMS 

공정 기술로 혈액형 검사 키트를 제작하였다. 

  응집반응으로 인한 크기의 변화에 따라 필터링되어 

결과를 판독하기 위해 필터의 간격을 200μm, 70μm, 

25μm로 제작하였고 필터의 모양을 변화시키면서 최

적의 조건으로 혈액형 검사 키트를 제작하였다. 혈액

형 검사 키트의 평가 결과, 필터의 간격이 200μm에서

는 +4, 70μm에서는 +3, 25μm에서는 +2의 응집강도

를 객관적으로 검출할 수 있었으나 +1 이하의 응집 강

도는 검출하지 못했다. 본 연구에서는 모세관현상에 

의한 유체의 최적 속도와 이에 대한 마이크로 채널의 

최적 폭을 실험적으로 구하여 전체 시스템의 무동력 

미세 유체 제어를 실현하였다. 그러나 기존의 micro-

column 응집법을 이용한 검사법의 gel 또는 glass bead 

사이의 간격이 40μm로 알려져 있는데 본 혈액형 검

사 키트의 필터 간격보다 더 넓음에도 불구하고 민감

도가 높게 나타났다. 이는 gel 또는 glass bead를 이루고 

있는 입자의 표면 및 microcolumn에 포함되어 있는 용

액에 의한 작용에 의한 것으로 생각한다. 본 혈액형 검

사 키트에서 +1 이하의 응집 강도를 검출하기 위해서

는 필터의 간격이 더 조밀하고 원활한 혈액의 이동을 

위한 추가적인 표면 처리 및 필터 모양의 개선이 필요

하다.  

  재료로 이용한 PDMS는 다른 중합체를 molding할 

때, 접착이 잘 일어나지 않으며, 매우 내구성이 강하여 

여러 번 사용해도 변성이 일어나지 않는 장점이 있어 

선정하였다.
9)
 그러나 본 연구에서 PDMS는 표면처리 

후, 시간이 지남에 따라 표면의 변화가 급속히 일어나

서 친수성의 표면이 쉽게 소수성의 표면으로 변하여 

무동력으로 샘플을 구동하는 데 어려움이 있었다. 추

후 이를 개선하기 위해서 고분자 자체의 유동성이 작

고 표면개질 후, 변화가 크게 일어나지 않는 플라스틱 

재질인 polymethyl methacrylate
10)
, polycarbonate 및 

polystyrene 등
11)

의 물질 특성을 조사하여 본 연구에서 

개발한 플라스틱 마이크로 칩에 적용하는 연구가 필요

하다고 생각한다. 본 연구에서는 혈구형 검사에 국한

하여 연구를 하였는데 혈액형은 혈청형 검사도 동시에 

검사하여 결정하므로 추후 이에 대한 연구가 필요하

다. 

  본 연구에서 개발된 혈액형 검사 키트는 민감도가 

낮아 혈액은행에서 이용하기는 어렵지만 추후 이를 보

완한다면 위급한 상황에서 수혈을 받아야 하는 환자들

에 대한 현장에서의 빠른 혈액검사 판독이 가능해질 

것이다. 또한 채혈이 어려운 소아, 신생아 등의 경우, 

소량의 샘플로 검사가 가능하며, 부가장치가 필요 없

이 반정량 검사가 가능하고 간단하고 편리하게 사용할 

수 있을 것으로 생각한다. 플라스틱 마이크로 칩은 본 

연구에서 제작된 주형(frame)을 이용하여 저가의 실리

콘으로 대량생산이 가능하며, 기존 검사법인 슬라이드 

및 시험관법에 비해 소량의 항혈청으로 검사할 수 있
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어 매우 경제적이다. 추가로 플라스틱 마이크로 칩의 

혈액 주입구에 채혈침 등을 부착하면 사용자가 플라스

틱 마이크로 칩을 보다 편리하게 사용할 수 있을 것이

다. 본 연구에서 개발된 필터링 기법의 민감도를 개선

한다면 혈액형 검사뿐만 아니라 불규칙항체 선별검사 

등 혈구응집법을 이용하는 다른 여러 검사에 적용하여 

여러 종류의 현장진단용 마이크로칩을 개발할 수 있으

리라 기대된다.

요      약

  배경: 혈액은행의 필수검사 항목인 혈액형 검사는 

일반적으로 슬라이드법 또는 튜브법을 사용하거나 gel 

card를 이용한 microcolumn 응집법을 사용하고 있다. 

본 저자들은 플라스틱 마이크로 머시닝 기술과 미세유

체제어 및 분배기술을 이용한 혈액형 검사 키트를 개

발하여 혈액형 검사에서 임상적 유용성을 알아보고자 

하였다.

  방법: 마이크로칩에 이용되는 PDMS를 이용하여 혈

액의 응집 여부를 검출할 수 있도록 25∼200μm의 플

라스틱 미세 채널 및 모세관 현상을 이용하여 마이크

로칩을 설계, 제작하여 혈액과 항혈청을 섞어 모세관 

현상에 의해서 이동하도록 한 뒤 응집 여부를 육안으

로 판정하였다. 적혈구 응집강도를 혈액은행 기준에 

따라 6단계로 인위적으로 만들어 본 혈액형 검사 키트

에서 검사하여 검출 민감도를 확인하였고 환자 검체

(70명)에서 ABO 및 Rh혈액형 검사를 실시하여 슬라

이드법 및 튜브법과 비교하였다.

  결과: 새 혈액형 검사 키트의 민감도는 +4에서 +2까

지 구분이 가능하였고 +1 이하에서의 구분은 육안적

으로 불가능하였다. 70명의 검체를 대상으로 혈액형 

검사를 시행한 결과, +2 이상의 응집 강도를 보이는 

66명에서는 슬라이드법, 시험관법 및 미세 유체 분배

를 이용한 방법 모두에서 일치하였으나, 미세 유체 분

배를 이용한 방법에서 +1 이하 4예 모두에서 응집을 

보이지 않았다.

  결론: 본 연구에서 개발한 나노 유체 분배를 이용한 

혈액형 검사키트는 응급검사로 특별한 장비가 필요 없

으며, 사용하기 편리하고 반정량이 가능하다. 예민도

가 부족하여 즉시 혈액은행 검사용으로 상용하기에는 

어렵겠지만 추후 이를 보완한다면 객관적인 혈액형 검

사에 이용이 가능할 것으로 생각하며, 혈구응집반응을 

이용한 다른 검사에도 다양하게 응용될 수 있을 것으

로 기대된다. 
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