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요 약

본 연구에서는 UV photo-lithography 방식의 particle replication in non-wetting templates(PRINT) 법을 이용하여 약

물 전달에 운반체로 사용되는 3 µm × 3 µm × 2 µm 사이즈의 균일한 고분자 하이드로젤 입자를 제조하였다. 몰드(mold)

와 기재(substrate)는 PRINT 방식을 통하여 탄성을 지닌 perfluoropolyethers(PFPE)로 제작하였으며 이를 반복적으로

사용할 수 있도록 하였다. 제작된 입자는 점착성이 있는 수용성 고분자를 이용하여 회수하였다. 입자의 주요 성분은 생

분해성 고분자인 poly(ethylene glycol) diacrylate(PEG-diA)이며, 세포 uptake에 적합하도록 aminoethylacrylate(AEM)

와 2-acryloxyethyltrimethyl ammonium chloride(AETMAC)를 첨가하였다. 본 연구를 통해 균일하고 원하는 크기의 생

체분해성 고분자 입자를 제작하는 PRINT 기술이 약물 전달 및 유전자 전달에 필요한 수송체인 비바이럴 벡터를 제작

하기 위한 효과적인 기술임을 제시하였다. 

Abstract − Polymeric hydrogel particles were fabricated to demonstrate the scale-up possibilities with the Particle

Replication In Non-wetting Templates (PRINT) process. A permanently etched, specifically designed master was made

on a silicon wafer using conventional photolithography, then reactive ion etching. The master and substrate were used

repeatedly to make a large number of identical elastomeric perfluoropolyethers (PFPE) replica molds. The PFPE replica

molds were used to fabricate and harvest individual, monodisperse micron-sized particles using the PRINT process. A

water-soluble polymer adhesive was used as a sacrificial layer for harvesting particles. Particles were composed of bio-

degradable poly (ethylene glycol) diacrylate (PEG-diA), and aminoethylacrylate (AEM) and 2-acryloxyethyltrimethyl

ammonium chloride (AETMAC) were added to them for improving the uptake of the cells. This study suggested PRINT

used to produce the uniformed and shape specific biodegradable polymer is the effective technique for the non viral vec-

tor for the drug and the gene delivery.

Key words: Polymeric Hydrogel Particles, Particle Replication In Non-wetting Templates (PRINT) Process, Photolithography,

Perfluoropolyethers (PFPE)
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1. 서 론

유전자 치료(gene therapy)는 유전적 문제를 발생시키는 장기에

유전자를 주입함으로써 치료하는 방법이다[1]. 바이올로지, 약제, 의

학 등등의 분야에서 연구자들은 유전자 치료는 유전자 이상으로 기

인한 암, 심장혈관질환, 신경퇴행성 질병 등을 치료할 수 있을 것을

기대한다. 체내에서의 유전자 이상은 체내 프로틴의 결핍, 혹은 과

대에 의해서 발생되며, 특정 유전자의 발현을 일으키는 프로틴을 억

제 혹은 성장시키는 방법을 얻기 위한 노력이 진행되고 있다[2]. 유

전자를 치료하기 위한 방법은 크게 두 부류로 나뉠 수 있다. 체내에

직접 프로틴을 주입하는 ‘약제 전달(drug delivery)’과 유전적 정보

를 가진 DNA/RNA를 직접 주입하는 ‘약제 전달(gene delivery)’ 등

의 방법이다. 약제를 직접 전달하는 약제 전달의 경우, 주입된 프로

틴은 지속적으로 체내에 주입해야 하고, 체내의 면역 시스템 내에

서 문제를 일으킬 수 있다는 제한성이 있다. 그래서 유전자를 주입

하여 체내에서 프로틴을 지속적으로 생성할 수 있도록 하는 유전자

전달이 제안되었다[3].

유전자 전달은 운반체에 따라서 두 종류로 나뉠 수 있는데 바이

럴 벡터(viral vector)와 비바이럴 벡터(non viral vector)로서 이 두

가지는 각각의 장단점을 가지고 있다. 우선 바이럴 벡터는 바이러

스를 바탕으로 한 전달체로서 DNA/RNA를 바이러스의 유전자에

재조합하여 사용하는 방법이다. 바이럴 벡터에 사용하는 바이러스

는 adeno virus, adeno-associate virus, oncoretroviruses, lentiviruses,

그리고 herpes simplex virus-1(HSV-1) 등이 있으며, 이는 유전자 전

달에 매우 효과적인 수송체로서 알려져 있다. 그러나 바이럴 벡터

를 이용한 전달체는 특정 세포로의 수송에 제한적이고, 경제성, 특

히 면역체계에 문제를 일으키거나 생체 내에 바이러스를 증식시킬

수 있는 가능성이 있기 때문에 안정성에 대한 문제가 지속적으로

지적되고 있다[4, 5]. 또한 이 운반체의 생산에 있어서 스케일 업

(scale up)과 정제 과정 등의 실제적인 문제가 있다.

비바이럴 벡터는 organic 물질을 이용하여 제작한 수송체로서 주

로 생분해성 고분자 입자, 마이셀(micelles), 리포좀(liposome),

hollow sphere 등이 알려져 있는데 이 수송체와 유전자 혹은 약물을

수소결합, disulfide 결합, 혹은 그 외 다른 방식 등으로 결합시켜 입

자를 목적하는 세포에 도달하게 한다. 비바이럴 벡터는 바이럴 벡

터와는 달리 잠재적으로 안정한 유전자 전달방법이며 스케일 업이

간단하다는 장점을 가지고 있다. 이로 인해 많은 연구자들은 보다

안정한 유전자 전달을 위하여 비바이럴 벡터의 제작과 개발에 중점

을 두고 있다. 그러나, 비바이럴 벡터는 목적하는 세포에 전달되는

효율이 바이럴 벡터에 비해서 상대적으로 낮은 단점을 가지고 있다.

현재 비바이럴 벡터에 관한 연구는 셀 표면의 receptor에 잘 결합될

수 있고, 원하는 특정 세포에 성공적으로 트렌스펙션(transfection)

하여 그 효율을 증가시킬 수 있는 방향으로 진행되고 있다[6, 7].

비바이럴 벡터에 관한 연구가 진행되는데 있어서 중요한 요소 중

의 하나가 비바이럴 벡터의 사이즈와 형태를 원하는 사이즈로 얼마

나 균일하게 제작할 수 있는지에 대한 여부이다. 입자의 사이즈에

따라서 in vitro와 in vivo 트랜스펙션에 대한 효율이 증대하거나 감

소하며 특히 원하는 목적하는 장기에 쉽게 도달할 수 있는가에 대

한 여부도 입자의 사이즈와 중요한 관계가 있다. 그러므로 비바이

럴 벡터가 약제와 유전자의 운반체로서 보다 효율적으로 작용하기

위한 입자 제작을 위한 기법 등이 개발되고 있다. 

본 연구에서는 유전자와 약물 운반을 위한 비바이럴 벡터 구조물을

제작할 수 있는 기술로서 particle replication in non-wetting templates

(PRINT)라는 소프트 리소그래피(soft lithography) 방식을 이용하였

다[8-10]. 이 방법은 마이크로 및 나노 구조물을 제작할 수 있는 기

술로서, 영구적으로 균일한 크기로 식각된 실리콘 웨이퍼 재질의 마

스터를 이용하여 perfluoropolyethers(PFPE) 재질의 몰드(mold)를 만

들어 입자 재료를 기재(substrate) 표면에 놓고 눌러서 입자 형태를

만드는 기법이다. 3 μm × 3 μm × 2 μm 균일한 사이즈의 입자를 제

조하였으며[11-13], 입자의 주요성분은 생체에 적합한 생분해성 고

분자인 poly(ethylene glycol) diacrylate(PEG-diA)와 세포 내로의

uptake에 용이한 aminoethylacrylate(AEM)와 2-acryloxyethyltrimethyl

ammonium chloride(AETMAC)를 이용하였다.

2. 실 험

2-1. 재료 및 시약

Perfluoropolyethers(PFPE)를 curing 하기 위한 photo-initator는

1-hydroxycyclohexyl phenyl ketone(HCPK)로서 Aldrich에서 구입하

였고, poly(ethylene glycol) diacrylate(PEG)(n=9)(PolySciences)

는 inhibitor를 제거하기 전에 alumina column에 통과시킨다. 2-

acryloxyethyltrimethylammonium chloride(80% solution in water),

fluorescein-o-acrylate, 2-aminoethylmethacrylate hydrochloride, 1-

hydroxycyclohexyl phenyl ketone은 Aldrich에서 구입하였고 정제없

이 사용하였다. Silicon wafers(3 µm thermal oxide layers)는 Silicon

Question International에서 구입하였다. 

2-2. 분석장비

Scanning electron microscopy(SEM, Hitachi S-4700 field emission

instrument, 1-10 KV), 2개의 fluorescent와 1개의 transmitted 채널이

장착된 fluorescence microscopy(Zeiss LSM5 pascal confocal laser

scanning microscope)이고, 모든 UV curing 실험은 Electro-lite UV

curing chamber(model no. 81432-ELC-500, λ=365nm)를 이용한다.

2-3. 실험과정

2-3-1. PFPE 합성과정

PRINT 방법으로 입자의 제작을 하기 위하여 사용되는 몰드와 기

재의 재질은 photocurable perfluoropolyethers(PFPE)이며, Scheme 1

에 이 물질을 합성하는 과정을 간략하게 나타내었으며 참고문헌에

자세히 설명되어 있다[13].

2-3-2. 몰드(mold)와 기재(substrate) 제작 과정

몰드와 기재는 UV-curing liquid PFPE에 의해서 만들어진다. Fig. 1

에서 보여지는 것처럼 3 μm × 3 μm × 2 μm 모양의 육면체 형태가

새겨진 실리콘 재질로 만든 마스터 위에 PFPE를 부어 얇고 균일한

두께가 되도록 한다. 이것을 UV 기기 안에 넣고 약 5분 동안 질소

퍼지 시킨 후 10분 동안 UV(λ=365 nm, 35 mWcm-2)를 비추면 중

합된다. 실리콘 마스터 위의 PFPE를 조심스럽게 떼어내면 탄성력

을 지닌 약 1.5 mm 두께의 필름 형태의 몰드가 되며 실리콘 웨이

퍼와 접촉된 면은 3 μm × 3 μm × 2 μm로 오목하게 파인 균일한 정

육면체 형태를 가지고 있게 된다. 기재는 실리콘 웨이퍼 마스터 대

신 평평한 유리 위에 PFPE를 붓고 몰드를 만들었던 과정과 동일한
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과정을 거치면 1.5 mm 두께의 탄성력을 지닌 필름 형태의 기재가

된다. Fig. 2는 몰드와 기재를 나타낸다. 

2-3-3. 입자제작 

{PEG-dA(97 mol%) + aminoethyl methacrylate(3 mol%)} 용액은

다음과 같은 과정으로 만들어진다. 4.622 g의 PEG-dA, 0.143 g의

aminoethylmethylacrylate를 혼합한 후 aminoethyl methacrylate가 확

실히 용해되도록 에탄올 3~4 방울을 넣어 혼합한다. PEG-dA에 있

는 개시제는 알루미나 파우더 통과한 후 0.45 μm filter로 걸러 제거

한 후 1%의 photo-initiator(1-hydroxycyclohexyl phenyl ketone)를 용

액에 넣는다. 그리고 제작한 기재 위에 이 용액을 1~2방울 떨어뜨

린 후 몰드를 덮은 후 완전히 압착하여 UV 장치에 넣고 5분 동안

질소를 퍼지시킨 후 10분 동안 UV(λ=365 nm, 35 mWcm-2)를 통

하여 중합이 된다. PRINT 과정은 Fig. 3에 나타내었으며, 입자의 화

학 구조식은 Fig. 4에 나타내었다. 

2-3-4. 입자의 회수 

합성된 입자는 다음과 과정에 의해서 회수한다. Poly(acrylic acid)

를 슬라이드 글라스 위에 한 방울 떨어뜨려 얇은 층을 만든 후 입

Fig. 1. Silicon wafer master of 3 µm × 3 µm × 2 µm cubes (aspect ratio

= 0.7).

Scheme 1. Synthesis and curing of photocurable PFPEs [11].

Fig. 2. Thin and uniform mold and substrate by the photocuring PFPE;

(a)-(c) The molds made from 3 µm2 master, (d) the substrate.

Fig. 3. Illustration of the PRINT process, where isolated particles are

obtained from the confinement of a liquid precursor in between a

PFPE mold and a PFPE substrate. 

Fig. 4. Chemical structures of monomers inside the microparticles and the partial structure of the cationic hydrogel.
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자가 붙어있는 몰드(다량의 입자가 존재) 및 기재(소량의 입자가 존

재)를 덮어 건조시킨다. Poly(acrylic acid)의 점착성으로 인해 몰드

내 및 기재 위에 존재하는 입자들이 모두 슬라이드 글라스 위에 붙

게 되고 몰드 및 기재를 벗겨내면 입자들을 모두 회수할 수 있게 된

다. 그리고 슬라이드 글라스를 5 ml의 증류수에 떨어뜨리면 슬라이

드 글라스 위의 입자들과 poly(acrylic acid)는 모두 증류수에 의해서

모아지며, 이를 정제하면 최종적으로 원하는 입자를 얻을 수 있다. 

2-3-5. 몰드 및 기재의 재사용

입자를 제작한 후 한번 사용된 몰드와 기재를 재사용하기 위한

실험을 하였다. 한번 사용한 몰드와 기재는 증류수에 넣은 후 20분

정도 sonication 과정을 거친 후 깨끗이 세척하는 과정을 2회 반복

하고 이 몰드와 기재를 이용하여 다시 입자를 제작하여 이들의 재

사용이 가능한지를 확인하였다. 

3. 실험 결과 및 고찰

본 연구에서는 photolithography의 한 방법인 PRINT 법을 이용

하여 균일한 크기의 입자를 제조하였다. 우선 실리콘 웨이퍼 위에

reactive ion etching(RIE) 공정을 이용하여 균일한 크기의 매우 견

고한 패턴의 마스터를 만들었고, 이 마스터를 이용하여 탄성력을 가

진 PFPE 재질의 마스터와 동일한 패턴을 지닌 몰드를 제작하였다.

균일한 사이즈의 입자는 poly(ethylene glycol) diacrylate(PEG-diA),

2-acryloxyethyltrim ethylammonium chloride(AETMAC), 2-aminoethyl-

methacrylate hydrochloride(AEM), 그리고 fluorescein-o-acrylate으로

구성되었으며, PRINT 방법을 통해서 마스터 내에서 UV를 통하여

중합되었다. 실험에 사용된 poly(ethylene glycol) 유도체는 생체적

합하고 안정하여 비바이럴 벡터의 원료로서 널리 사용되고 있으며,

2-aminoethyl-methacrylate hydrochloride(AEM)와 quaternary ammonium

ion을 가지고 있는 모노머 AETMAC는 셀 표면과의 접촉할 때 결

합력을 강화하기 위하여 사용하였다. 그리고 이렇게 제조된 입자를

세포실험에서 입자의 경로를 확인하기 위해서 형광을 띠는 물질인

fluorescein-o-acrylate로 라벨링하였다.

PRINT 공정에서 입자의 회수는 하이드로 젤 입자의 콜로이드 용

액을 얻기 위하여 poly(acrylic acid) (PAA)의 수용성의 점착성이 있

는 고분자를 이용하였으며, 이를 통하여 몰드에서 탈착 시키는 방

식을 이용하였다. 슬라이드 글라스 위에 이 고분자용액을 얇은 층

으로 만든 후 PFPE 몰드를 그 위에 올려놓고 건조시키면 입자가 붙

어있는 몰드의 면과 수용성 고분자의 면이 완전히 접착된다. 그리

고 몰드를 제거하면 건조된 PAA 고분자 위에 입자가 붙어있게 되

고 이를 증류수에 넣으면 PAA를 증류수에 용해되고 제조된 입자와

는 분리된다. 그리고 입자와 PAA 용액을 필터(0.22 μm filter,

cellulose acetate)를 통하여 입자를 걸러내는 과정을 5회 정도 반복

하면 poly(acrylic acid)가 제거되며, 이로서 입자들을 최종적으로 회

수할 수 있다. Fig. 5는 입자를 회수하기 전과 후의 몰드 상태를 나

타낸다. Fig. 5(a)에서 보는 것처럼 입자가 형성된 몰드는 입자를 회

수한 후 완전히 비어 있음을 볼 수 있다(Fig. 5(b)). Poly(acrylic acid)

가 슬라이드 글라스 위의 poly(acrylic acid)에 모두 붙어있는 입자

(Fig. 6~7)는 물을 첨가하자 마자 개별적으로 떼어가는 현상을 볼 수

Fig. 5. (A) Scanning electron micrograph of the full mold (B) scanning

electron micrograph of the full mold with one empty cell

(photoresist).

Fig. 6. PEG/AETMAC/AEM/fluorescein-o-acrylate particles formed by photo polymerization, (a) and (b) the particles into the mold, (c) the particles

on the substrate. 
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있었으며, 이를 Fig. 8에 나타내었다. 이 과정을 통해서 Fig. 9에서

보는 것처럼 성공적으로 입자를 회수할 수 있었다. Poly(acrylic acid)

용액 내에서 입자는 centricon을 이용하거나 dialysis 방법을 통하여

도 정제할 수 있다. PRINT 제조법을 이용한 입자들은 DNA/RNA

등을 입자 내부에 넣고 in vitro 또는 in vivo 바이올로지 실험에 사

용될 수 있다. 따라서 수용성 고분자를 이용하여 입자를 회수하는

방법보다는 입자 자체를 어떠한 제3의 물질을 이용하지 않고 회수

하는 방법이 가장 바람직하므로 이에 관한 연구를 시도하고 있다. 

상기의 방법으로 입자를 제작한 후 몰드와 기재를 재사용할 수

있는 가를 확인하기 위한 실험을 실시하였다. 우선 새로 제작된 몰

드와 기재를 이용하여 1차 입자를 제작한 후 세척 과정을 거쳐서 2

차 입자를 제작하고 다시 세척하여 3차 입자를 제작하였다. 몰드와

기재의 세척과정은 다음과 같다. 사용한 몰드와 기재를 증류수에 넣

고 25 oC 에서 20분간 sonication 과정을 2회 반복한 후, 이를 35 oC

의 오븐에서 건조시킨다. 이렇게 세척된 몰드와 기재는 다시 입자

를 만드는데 사용하였다. 우선 1차(새로운 몰드와 기재 사용)로 제

작된 입자는 주변의 찌꺼기 없이 제작되었다. 그리고 2차(1차 사용

후 세척된 몰드와 기재 사용)로 제작된 입자는 Fig. 10(a)~(b)에서

보는 것처럼 1차 제작된 입자와 마찬가지로 잘 제작되었다. 이를 통

해서 본 결과 몰드와 기재는 수 차례 반복적으로 사용해도 입자를

성공적으로 제작할 수 있음을 보여주었다. 그러나 5차(4차 사용 후

Fig. 7. The images of PEG/AETMAC/AEM/fluorescein-o-acrylate parti-

cles on the cured PAA film after peeling off the mold.

Fig. 8. The images of PEG/AETMAC/AEM/fluorescein-o-acrylate particles being removed from the PAA film into the water phase.

Fig. 9. The PEG/AETMAC/AEM/fluorescein-o-acrylate particles har-

vested from the mold.
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세척된 몰드와 기재 사용)까지 몰드와 기재를 재사용할 경우 Fig. 10(c)

에서 보는 것처럼 입자가 개별적으로 형성되지 않고 서로 엉켜 붙

어 제작되는 등 5회 이상 몰드와 기재를 이용할 경우 입자를 제작

하는데 문제가 있음을 알 수 있었다. 또한 Fig. 11에서 보는 것처럼

5회 이상 사용할 경우 몰드의 형태가 찌그러지는 등 그 형태가 변

하는 것으로 보아 몰드의 재사용에 한계가 있음을 보여주었다. 따

라서 현재 몰드 및 기재를 지속적으로 재사용하기 위하여 PFPE의

탄성력과 강도를 변화시키며, 최적 조건을 밝히는 연구가 중요함을

보여주고 있다. 

4. 결 론

본 연구에서는 소프트 리소그래피(soft lithography) 기법의 RPINT

기술을 이용하여 유전자 및 약제 전달을 위하여 비바이럴 벡터로

사용될 수 있는 3 μm의 고분자 하이드로 젤 입자를 제조하였다. 제

작된 입자는 균일한 크기였으며 점착성이 있는 수용성 고분자를 이

용하여 성공적으로 회수되었다. PFPE 재질의 몰드와 기재를 재사

용할 수 있음을 보여주었으며 이를 통해 경제적으로도 효율적임을

보여주었다. 

PRINT 기술을 통해 얻는 입자는 입자의 형태, 사이즈, 구성 성분

등을 조절할 수 있으며 입자내부에 DNA, proteins, chemotherapy

drugs, biosensor dyes, radio-markers, contrast agents 등을 넣어서 약

제의 수송체 역할을 하거나 antibodies나 cell targeting peptides 등

의 리간드를 입자 표면에 결합시켜서 목적하는 세포나 장기에 도달

하게 할 수 있다. 본 연구는 나노 및 마이크로 사이즈의 비바이럴 벡

터를 제작하는 입자제조 기술로써 안정한 비바이럴 벡터 제작에 초

점을 맞추고 있으며 유전자와 약제 전달에 유용한 기술로 기대된다.
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