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에어나이프 시스템을 이용한 3차원 복합 형상 PDMS 마이크로스텐실

제작 및 세포배양 응용

Fabrication of Three-Dimensional Complex Shape PDMS Microstencil
Using Air-Knife System and their Cell Culture Application
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In this study, we propose a fabrication method of three-dimensional complex shape polydimethylsiloxane microstencils.

Three-dimensional complex shape polydimethylsiloxane (PDMS) microstencils were fabricated by an air-knife system and

PDMS casting form preparing master mold by photolithography, diffuser lithography and polyurethane acrylate (PUA)

replication. PDMS microstencils shape was a production of the hemispherical and quadrangular pyramid. When the

prepolymer of PDMS was spin-coated onto the three-dimensional complex shape master mold, a thin layer of prepolymer

remained on top of the master's structure and consequently prevented formation of perforated patterns. This residual layer

was easily removed by the air-knife. The air-knife system was controlled by the flow rate of N2 gas and conveying speed

of the master mold. Results revealed the fabricated three-dimensional complex shape PDMS microstencils, could be useful

for application of three-dimensional cell culture device.
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1. 서론

2000년 이후 마이크로스텐실을 이용한 2차원 형태의 마이크로

패턴 제작과 이를 응용한 마이크로 패턴 형상으로 세포를 배양하

는 연구가 진행되었다. 마이크로 패턴 세포배양은 세포를 국부적

인 영역에서 제어된 미세환경을 제공하여 세포를 배양하는 방법

으로 국부적으로 배양된 세포의 위치, 크기 등을 정확하게 제어함

으로써 체계적이고 공학적인 세포연구를 가능하게 한다. 이러한

마이크로 패턴 세포배양은 2차원 표면 패터닝을 통한 세포의 점

착을 국부화 함으로써 세포를 배양하는 방법으로 In Vitro 세포연

구에 다양한 정보를 제공한다.1-7 그러나 대부분의 실제 세포들은

체내에서 3차원 형태로 배양되며, 이를 모사하는 새로운 구조체와

3차원 형상을 갖는 생체기관을 모사한 세포배양으로 생물체의 반

응을 정확하게 재현하기 위한 새로운 형태의 세포배양 기술에 관

한 연구가 많은 연구진에 의해 수행되고 있다.8-10

생체적합성 고분자(Polydimethylsiloxane, PDMS)로 제작되는

일반적인 마이크로스텐실은 미세유체 챔버(Microfluidic Chamber)

와 미세구멍에 연결된 주사기(Syringe)로 PDMS 중합체를 흡입하

여 제작하거나 반대로 PDMS 중합체가 도포된 마스터 몰드 위로

가압(Pressure)이 가능한 판을 이용하여 제작되었다.1,2,4,11 그러나 이

러한 제작 방법은 대면적 스텐실 제작의 어려움과 스텐실 제작 수

율(스텐실의 관통 확률)이 낮은 단점을 가진다. 또한, 흡입공정으로

제작할 경우 흡입속도에 따른 미세 공기가 마이크로 패턴 뒤로 갇

히는 문제가 발생하며 이를 해결하기 위한 흡입속도 및 압력 조절이
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가능한 외부장치가 필요하다. 가압공정으로 제작할 경우 동일한 압

력으로 가압판을 누르는 외부장치가 필요하며, 압력이 불균일할 경

우 마이크로 패턴에 얇은 막이 생성되어 건식식각(Dry Etching)과

습식식각(Wet Etching) 등과 같은 후처리 공정이 요구된다.

최근 새로운 PDMS 마이크로스텐실 제작 방법으로 가스블로

잉(Gas Blowing)12,13을 이용한 방법과 에어나이프(Air-Knife) 시

스템을 사용한 마이크로스텐실 제작 자동화 시스템14에 관한 연

구가 보고되었다. 가스블로잉 방법은 질소가스(Nitrogen Gas)를

마스터 몰드 위로 분사하여 마이크로 패턴 위 잔류 PDMS 층을

제거하는 방법이며, 에어나이프 시스템을 사용한 자동화 시스템

은 자동 이송장치와 질소가스의 대면적 분사가 가능한 에어나이

프를 사용하여 마스터 몰드의 잔류 PDMS 층을 대면적 분사를

통해 자동화 시스템으로 직접 제거하는 방법이다. 이러한 가스분

사식 마이크로스텐실 제작 방법은 PDMS 잔류층을 쉽고 빠르게

제거 가능하고 제작시간 단축 및 추가 장비 없이 대면적의

PDMS 마이크로스텐실을 쉽게 제작할 수 있는 장점을 가진다. 또

한, 에어나이프를 사용한 가스분사식 자동화 시스템은 일반적인

가스블로잉 제작 방법의 기술적 한계인 숙련도에 의한 재현성, 고

분자 스텐실 형상 제어 등의 단점을 개선한 마이크로스텐실 제작

방법으로 롤투롤(Roll to Roll) 공법과 함께 대량생산이 가능한

새로운 형태의 자동화 공법이다.

본 연구에서는 에어나이프를 사용한 PDMS 마이크로스텐실

제작 자동화 시스템의 높은 생산성 및 정량화된 제조 기술과 3차

원 복합 형상을 갖는 마스터 몰드 제작 기술을 결합하여 3차원

복합 형상을 갖는 다양한 형상의 PDMS 마이크로스텐실을 제작

하는 기술을 개발하고, 이를 3차원 형상을 갖는 세포배양 시스템

으로 적용하여 In Vitro 세포연구의 새로운 형태인 3차원 세포배

양기술에 관한 연구를 수행하였다.

2. 마스터 몰드 제작

3차원 복합 형상을 갖는 마스터 몰드는 음성감광제인 SU-8 포

토레지스트와 디퓨져리소그라피15,16 공정을 사용하여 제작된 반

구형상 마스터 몰드, 실리콘 웨이퍼를 직접 식각하고 광경화성 고

분자인 PUA (Polyurethane Acrylate)로 복제하여 제작된 사각뿔형

마스터 몰드 두 종류를 제작한다. Fig. 1은 제작된 두 종류의 마

스터 몰드 이미지이다.

디퓨져리소그라피 공정으로 제작된 반구형상 마스터 몰드는

PDMS와의 분리가 용이하도록 실렌(Tridecafluoro-1,1,2,2-

Tetrahydrooctyl-1-Trichlorosilane) 으로 표면처리 후 PDMS 중합

체와 에어나이프 시스템을 사용하여 반구형 마이크로스텐실을 제

작한다.14-16 반구형 마스터 몰드 제작과정은 마이크로 패턴이 새

겨진 크롬마스크에 SU-8 감광제를 도포하고 베이킹 과정을 거친

후 오팔 디퓨저시트를 이용하여 자외선을 산란시켜 제작한다. 사

각뿔형 마스터 몰드는 마이크로 패턴이 형성된 실리콘 웨이퍼를

KOH를 이용한 Wet Etching 방법으로 직접 식각하여 제작하고

실렌으로 표면처리 후 PDMS 중합체를 이용하여 반대형상의

PDMS 몰드를 복제한다. 복제된 PDMS 몰드는 다시 광경화성 고

분자인 PUA를 이용하여 실리콘 웨이퍼와 동일한 형상으로 복제

하여 PUA 사각뿔형 마스터 몰드를 제작한다. 제작된 PUA 마스

터 몰드와 에어나이프 시스템을 이용하여 사각뿔형 마이크로스텐

실을 제작한다. 광경화성 고분자인 PUA로 제작된 마스터 몰드는

PDMS와 분리가 용이하며, 쉽고 빠르게 미세패턴 복제가 가능한

장점을 가진다. 본 연구에서는 실리콘 웨이퍼를 직접 식각하여 제

작된 사각뿔형 마스터 몰드가 아닌 PUA 복제 마스터 몰드를 사

용하여 3차원 복합 형상 마이크로스텐실을 제작한다.

3. 에어나이프 시스템을 이용한 3차원 복합형상 PDMS 마

이크로스텐실

3차원 구조를 갖는 PDMS 마이크로스텐실은 에어나이프 시스

템 자동화 장치를 사용하여 제작한다. Fig. 2는 3차원 복합 형상

PDMS 마이크로스텐실의 제작공정과 개략도를 보여주며, Fig. 3

은 실험에 직접 사용된 에어나이프가 결합된 마이크로스텐실

Fig. 1 (a) Optical image of hemispherical shape master mold, (b)

SEM image of quadrangular pyramid shape master mold

Fig. 2 Schematic diagram of 3D complex shape PDMS microstencil
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제작 자동화 시스템이다. 제작된 3차원 복합 형상 PDMS 마이크

로스텐실은 Fig. 3의 에어나이프 시스템과 Fig. 1의 3차원 복합

형상을 갖는 두 종류의 마스터 몰드를 이용하여 제작한다.

Fig. 3의 에어나이프 시스템은 질소가스의 분사에 사용되는 에어

나이프(Air Knife; NEX FLOWTM), 에어 나이프의 높이를 제어하

는 Z축 전동 스테이지(Motorized Stage), 마스터 몰드의 이송속도를

제어하는 X축 전동 스테이지, 2축 제어용 컨트롤러로 구성된다. X

축 전동 스테이지에는 2개의 리미트 센서(Limit Sensor)와 1개의 홈

센서(Home Sensor)를 장착하여 이송속도 및 이송거리를 제어할 수

있으며, 마스터 몰드를 올릴 수 있는 평판(150 × 150 mm)이 장착되

어 있다. Z축 전동 스테이지는 에어 나이프 결합이 가능한 지그

(Jig)가 장착되어 있다. 그리고, 질소가스의 압력(MPa)과 유량(L/

min)을 조정하기 위해 질소탱크의 출구에 레귤레이터(Regulator)를

장착하였다. Fig. 3 오른쪽 상단의 이미지는 마스터 몰드가 장착된

이송용 평판과 에어나이프를 통해 질소가스가 마스터 몰드 위로 분

사되는 이미지이다. 에어나이프를 통해 분사된 질소가스는 마이크

로 패턴 위의 PDMS 중합체를 밀어내어 관통형상의 마이크로 스텐

실을 제작한다. (Fig. 2(a)) 에어나이프 시스템이 결합된 자동화 장

치를 이용한 마이크로스텐실 제작 공정조건은 다음과 같다.14 마스

터 몰드의 이송속도 100 mm/min, 질소의 압력 0.4 MPa, 질소의 유

량 15 L/min 그리고 밑면의 마스터 몰드와 Z축 전동 스테이지에 장

착된 에어나이프 사이의 간격 5 mm이다. Fig. 4는 사각뿔형상의 3

차원 복합 형상을 갖는 PDMS 마이크로스텐실의 제작 후 이미지를

확인한 결과이며, Fig. 5는 제작된 반구형상의 3차원 복합 형상을

갖는 PDMS 마이크로스텐실의 실제 이미지이다. 두 종류의 3차원

복합 형상을 갖는 PDMS 마이크로스텐실을 제작하고 이를 현미경

을 이용하여 확인한 결과 마이크로 패턴 위쪽 부분이 관통됨을 확

인할 수 있다.

4. 실험결과 분석 및 세포배양 응용

제작된 3차원 복합 형상PDMS 마이크로스텐실 단면의 형상 및

크기 확인을 위해 전자주사현미경(Scanning Electron Microscope,

SEM)을 이용하여 측정하였다. 측정결과 Fig. 6의 사각뿔형

PDMS 마이크로스텐실은 마이크로 패턴의 모서리에서 PDMS가

얇아지고 갈라지는 현상이 관찰되었다. 이러한 현상은 마이크로

패턴에서 벽면과 모서리에서의 PDMS 부착력의 차이에 의해 발

생하는 현상으로 PDMS가 면적이 넓은 부분에서는 부착이 쉽기

때문에 벽면을 올라가면서 굳어지며 반면에 면적이 작은 모서리

부분에서는 부착이 어렵기 때문에 넓은 면적에 비해 높이가 낮아

지는 현상을 관찰할 수 있다. Fig. 7은 반구형상 PDMS 마이크로

스텐실의 SEM 측정결과로 PDMS 단면을 확인한 결과 사각뿔형상

PDMS 마이크로스텐실에서 나타난 현상이 관찰되지 않았으며, 마

이크로 패턴 사이(피치)의 PDMS 두께가 일정한 것을 확인할 수

있다. 두 종류의 마이크로 패턴을 이용한 실험결과를 분석하면 사

각뿔형상 PDMS 마이크로스텐실에서 나타나는 현상을 해결하기

위해서는 3차원 마이크로 패턴의 형상을 원뿔형상으로 제작하거

나 마이크로 패턴의 모서리 경계 각도를 줄이는 것이 두께가 일

정한 PDMS 마이크로스텐실 제작에 도움이 될 것으로 판단된다.

제작된 사각뿔형상의 3차원 PDMS 마이크로스텐실(밑면 200µm,

윗면 800 µm, 높이 420 µm)은 간세포(HepG2 Cell)의 3차원 배

양으로 응용하였다. 실험과정은 다음과 같다. 멸균 처리된 세포배

양용 글라스와 사각뿔형 PDMS 마이크로스텐실을 결합하고, 이

를 다시 산소 플라즈마 장치를 이용하여 표면개질 시킨다. 산소

플라즈마를 이용한 표면개질은 PDMS 마이크로스텐실의 소수성

표면을 친수성으로 변화시켜 세포와 배양액이 안정적으로 침투되

도록 하기 위해서 표면처리 공정을 시행한다. 표면개질 된 세포

Fig. 3 Schematic design of automated gas-blowing system and

photograph

Fig. 4 Optical image of quadrangular pyramid shape PDMS

microstencil

Fig. 5 Optical image of hemispherical shape PDMS microstencil
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배양용 글라스 및 PDMS 마이크로스텐실은 PEG (Poly Ethylene

Glycol)를 코팅하고 세척과 건조과정을 거친 후 다시 산소플라즈

마 처리하여 세포배양에 사용한다. 간세포는 바닥에 붙어서 자라

는 부착특성을 가진 세포로 부착특성을 억제하여 3차원 형상으로

배양하기 위해 세포배양용 글라스와 PDMS 마이크로스텐실에

PEG 코팅을 시행한다.17 준비된 세포배양 샘플에 간세포 배양액

과 간세포를 넣고 인큐베이터 안에서 배양한다. 세포배양액을 넣

는 과정에서 발생하는 마이크로 버블은 피펫팅을 이용하여 쉽게

제거가 가능하며, 마이크로 버블 제거 후 간세포를 넣고 배양액을

추가하는 과정을 거쳐 7일간 배양한다. 7일간 배양된 간세포의

측정은 공초점 현미경(Confocal Microscopy) 을 이용하였다. Fig.

8 은 공초점 현미경으로 측정된 간세포의 3차원 이미지를 보여주

고 있다. 측정결과 3차원 형상으로 7일간 배양된 간세포는 사각

뿔형 PDMS 마이크로스텐실이 제공하는 물리적 배양공간의 크기

와 모양에 따라 간세포가 뭉쳐서 배양되었으며, 간세포의 크기는

높이 420 µm보다 낮고 바닥 크기인 200 µm보다 큰 형태로 배양

됨을 확인할 수 있다. 배양된 간세포는 크기 300 µm, 높이

300 µm를 가지며 사각뿔형 PDMS 마이크로스텐실 안에서 3차원

형태로 배양되었다.

또한, 기존의 간세포 배양방식과는 다르게 새로운 형태의 3차

원 세포배양기술로 간세포의 부착성질을 억제를 위해 PEG 코팅

을 사용하였고, 배양과정에서 간세포가 뭉쳐서 배양될 수 있도록

3차원 구조를 갖는 PDMS 마이크로스텐실의 물리적 공간을 제공

함으로써 간세포가 3차원 형상으로 뭉쳐서 배양이 가능하였다.

7일간 배양된 간세포의 생존여부 측정을 위해서 LIVE/

DEAD® Assay Kit를 활용하였다. Fig. 8의 공초점 현미경으로 측

정된 형광이미지를 보면 녹색형상의 둥근 모양을 확인할 수 있으

며, 이는 간세포가 살아서 배양되고 있음을 보여주는 결과이다.

LIVE/DEAD® Assay Kit는 형광이지를 이용하여 세포의 생존여

부를 판단하는 지시약으로 녹색은 살아있는 세포, 적색은 죽은 세

포를 나타낸다. 공초점 현미경의 형광이미지 분석결과 7일간 배

양된 간세포는 3차원 형상으로 둥글게 뭉쳐서 생존되고 있음을

확인할 수 있다.

5. 결론

본 연구에서는 가스블로잉을 이용한 PDMS 마이크로스텐실

제작의 단점인 숙련도에 의한 재현성, 고분자 스텐실 형상 제어

등의 문제점를 개선한 PDMS 마이크로스텐실 제작 자동화 장치

를 사용하여 높은 생산성과 정량화된 제조 기술을 확보하였다. 또

한 3차원 복합 형상을 갖는 마스터 몰드 제작 기술을 활용하여

다양한 입체형상을 갖는 마스터 몰드를 제작하고, 이를 이용하여

고분자 마이크로스텐실을 3차원 복합 형상을 갖는 PDMS 마이크

로스텐실로 제작하는 기술을 개발하였다. 

제작된 3차원 복합 형상을 갖는 PDMS 마이크로스텐실은 마

이크로 패턴 세포배양 기술과 차별화된 새로운 형태의 3차원 세

포배양기술로 응용이 가능하였으며, 본 연구에서는 간세포를 3차

원 형상으로 직접 배양 후 공초점 현미경을 이용하여 간세포 형

상측정 및 생존을 확인하여 새로운 형태의 3차원 세포배양기술의

실효성을 검증하였다. 

Fig. 6 SEM image of quadrangular pyramid shape PDMS

microstencil

Fig. 7 SEM image of hemispherical shape PDMS microstencil

Fig. 8 Fluorescent confocal image of HepG2 cell 3D culture using

quadrangular pyramid shape PDMS microstencil (LIVE/

DEAD® assay: Live cells stained green; dead cells stained

red)
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본 연구에서 제안한 3차원 세포배양기술은 향후 마이크로 유

체 장치와 결합하여3차원 세포배양이 가능한 Cell on a Chip 시

스템으로 활용 가능할 것으로 예상된다.
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