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요 약

본 논문에서는 미세 환경이 Pseudomonas aeruginosa의 운동성에 주는 영향을 조사하기 위하여 다양한 크기의 미세

유로 내에서 박테리아의 운동성을 분석하였다. 본 논문에서는 미세유체 칩을 사용하여 2차원 공간을 만들며, 10~100

µm 너비의 채널 안에서 단일 박테리아의 운동 변수인 이동속도, ‘run’운동 지속시간, ‘tumble’ 각도를 측정하였고 각

미세유로 내에서 박테리아의 운동을 표현할 수 있는 물리적 상수인 random motility coefficient를 구하였다. 상기의 물

리적 측정치를 분석한 결과, 박테리아는 공간제약이 있는 경우 편모의 운동이 채널의 벽의 영향으로 인하여 회전 운동

에 영향을 받게 되고, ‘run’ 운동 지속 시간이 짧아지는 것을 확인하였다. 따라서, 공간의 제한이 박테리아의 운동성을

감소시킴을 알 수 있었다. 본 연구의 결과는 박테리아의 운동성을 쉽고 정확하게 분석할 수 있는 측정 방법으로 널리

활용될 것으로 기대된다.

Abstract − This study presents the effects of micro-geometries on the swimming behavior of Pseudomonas aerugi-

nosa. First, we have measured parameters of single-cell motility including cell speed, run duration time, and tumble

angle under two dimensional space. The results are used to calculate motility coefficients in the width of microchannels

ranging from 10 to 100 µm. Since the single-cell motility parameters measured depend on the interaction of flagella with

the microchannel wall, the duration time of the running cell in restricted geometries is distinctively different. Therefore,

the motility of bacteria is decreased by restricted geometries. This study suggests that microfluidic approach is useful

tool for the analysis of bacterial motility under the restricted space and rapid analytical tool. 
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1. 서 론

박테리아는 자연계에서 널리 분포하고 있으며 다양한 환경의 서

식처에 존재한다[1-4]. 박테리아 서식처는 마이크로미터 크기의 기

공이나 매우 좁은 틈과 같은 구조를 띄며, 담수와 해수, 토양, 사람의

피부조직 등과 같이 다양하게 존재한다. 매우 좁은 공간에서 생활하

는 박테리아들도 개인적인 움직임과 집단적 움직임을 가지고 있으며

박테리아를 이해하기 위한 운동성에 관한 연구들이 많이 수행되고

있다. 최근에는 제한된 공간에서 박테리아의 생장과 운동은 토양 마

이크로 생물학, 물 정제, 생물 의학적 연구 분야에서 중요한 역할을

하고 있으며 많은 관심을 끌고 있다[5-6].

박테리아의 특성을 연구하기 위해 지난 수 년 동안 미세유체

(microfluidic) 기술은 미생물들의 행동 연구에 있어서 유용하게 사용

되어 왔다[7]. 자연에 존재하는 박테리아는 마이크로미터 크기의 제

한된 공간에서 유영을 하며 생활을 한다. 이런 제한된 공간을 인위

적으로 구현할 수 있는 미세공정 기술은 복잡한 환경을 만드는데 유용

하게 사용될 수 있다[8-11]. 특히, 반도체 사진공정(photolithography)

과 poly(dimethyl)siloxane (PDMS)를 이용한 소프트-리소그래피

(soft-lithography) 공정으로 만들어진 미세유체 유로는 투명하고 무

독성이며 산소투과성이 뛰어나기 때문에 살아있는 세포 연구에서 많

이 사용된다[12]. 대표적인 예로는 박테리아의 회전 운동과 유로의

벽과의 상관관계를 유로의 기질에 따라 일정한 방향으로 회전 운동

분석 연구[13], 박테리아의 크기 보다 작은 크기의 유로(약 0.3 µm)

을 만들어 박테리아가 움직이지 못하는 공간에서 박테리아의 번식을

알아보는 연구[14], 또는 박테리아의 서식처를 모사하여 박테리아의

운동 속도를 알아보는 연구[15], 더 나아가서 외부의 동력 없이 박테

리아의 운동성만을 이용하여 톱니바퀴를 돌아가게 하는 미세유체 칩
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을 만들 수 있고[16], 유로의 기하학적 구조를 변경하여 한쪽 방향으

로만 박테리아를 진행하게 유도하는 실험이 진행되고 있다[17,18].

위의 연구들은 박테리아의 운동성을 기초로 하는데, 박테리아의

운동은 필라멘트처럼 생긴 편모가 세포벽에 위치하여 회전 운동을

하여 박테리아가 움직이게 된다[19-21]. 편모는 시계방향과 반 시계

방향으로 회전 운동을 할 수 있고, 이 회전 운동에 균형을 맞추기 위

해서 몸통은 편모의 반대 방향으로 회전을 하게 된다. 만약 편모가

반 시계방향으로 회전 운동을 하게 되면 편모가 묶음이 되고 몸통은

시계 방향으로 회전 운동을 하게 되면서 박테리아가 직선형 움직임

을 보이게 되는데 이러한 움직임을 ‘run’ 운동이라고 한다. 반대로 편

모가 시계 방향으로 회전하면 편모가 풀리게 되고 몸통이 반 시계 방

향으로 회전을 하게 되면 박테리아가 진행 방향을 바꾸는 운동을 하

게 되는데 이러한 운동을 ‘tumble’ 운동이라고 한다(Fig. 1)[22,23].

박테리아의 운동성 특성인 두 가지 운동을 연속적으로 반복하게 되

면 마치 브라운 운동을 하는 입자와 비슷한 무작위적 운동을 하게 된

다. 이런 이유로 박테리아의 운동을 random motility coefficient로 표

현할 수 있게 된다.

본 연구에서는 제한된 공간에서 박테리아의 운동성 변화를 알아

보기 위하여, 유로의 너비 변화에 따른 박테리아의 운동성 차이를 알

아볼 수 있는 미세유체 칩을 제작하였다. 이를 사용하여 미세유체 유

로 내에서 한 개체 박테리아의 운동성을 분석하고 환경에 따라 운동

성이 어떻게 달라지는지 알아보았다. 또한 박테리아 운동의 변수

(Cell speed, Run time, Tumble angle)을 측정을 하고 측정된 변수들

을 사용하여 박테리아의 random motility coefficient (µ)를 구하였다.

2. 실험방법

2-1. 미세유체 칩 유로 설계(Microchannel design)

본 연구에 사용된 미세유체 칩은 오토 캐드(Auto CAD 2008) 프

로그램을 사용하여 설계하였다. Inlet과 outlet을 유로 양쪽에 한 개씩

만들었고, inlet과 outlet 사이에 레져버(reservoir) 두 개와 reservoir

를 연결하는 유로의 가운데에 실험을 위한 유로를 만들었다. 실험에

사용된 유로의 너비는 10, 20, 30, 40, 50, 75, 100 µm 크기로 설계

를 하였으며, 길이는 300 µm의 유로로 설계를 하였다(Fig. 2(a)).

2-2. 미세유체 칩의 제조

실리콘 마스터(silicon master)는 positive photoresist (AZ 9260)을

사용하여 반도체사진 공정을 통하여 제작하였다. 반도체사진 공정

시 4000 rpm으로 30 s 동안 스핀코팅을 진행하여 포토레지스트 층

이 약 7 µm 높이가 되도록 하였다. 미세유체 칩은 복제 마이크로몰

딩 방법(replica micromolding method)을 이용하였다. 먼저 반도체사

진 공정 기술을 이용하여 웨이퍼에 유로가 새겨진 마스터를 호일을

사용하여 그릇 모양으로 감싼 후 여기에 PDMS (Dow Corning

sylgard 184)를 붓는다. 이 PDMS는 올리고머와 경화제를 10:1의 비

율로 섞은 후 진공 펌프를 사용하여 섞어줄 때 발생된 기포를 제거

한다. 이를 고온상태의 오븐(65 oC)에서 4시간 경화시킨 후에 PDMS

를 실리콘 마스터에서 떼어낸다. 떼어 낸 PDMS에 inlet과 outlet을

펀칭 기구를 이용하여 지름 1.5 mm 크기의 구멍을 뚫어준다. 그 후

에 유리 슬라이드와 결합시키기 위해 산소 플라즈마 클리너에서 플

라즈마 처리를 한다. 플라즈마 처리를 한 PDMS와 유리 슬라이드에

는 라디칼이나 반응성이 큰 오존분자가 형성되고 따라서 PDMS와

유리 슬라이드 표면의 화학적 결합이 이루어진다.

PDMS와 glass substrate 로 이루어진 미세유체 칩은 공기 투과성

이 좋기 때문에 미생물 실험에 적합하며 투명한 특성으로 현미경을

사용하여 박테리아를 관찰하기 좋다는 이점이 있다. 또한 칩 내부의

양쪽 네모 모양의 reservoir (3 mm×3 mm)를 만들어 유체의 유속을

조절하기 쉽도록 하였다(Fig. 2(b)). 이는 유체의 흐름을 조절하여 실

험 관찰 도중 유체의 흐름을 없애 박테리아가 자신의 운동을 통해 이

동을 움직이도록 하기 위해 필요한 공간이다. 또한 Reservoir에서의

박테리아의 운동을 관찰하기 위한 목적으로 사용하여 좁은 유로에서

의 박테리아와 비교를 하기 위하여 사용되어졌다. Reservoir에서 둥

근 모양의 구조는 소프트-리소그래피 과정 후에 낮은 유로의 높이에

의해 천장이 바닥면과 붙는 셧다운(shutdown) 현상을 방지하기 위해

서 기둥 역할을 하게 된다. Reservoir의 기둥은 지름이 200 µm의 크

기로 제작하였고 간격도 200 µm 씩 띄어서 설계를 하였다(Fig. 2(c)).

2-3. 미세유로 표면처리

미세유체 유로를 박테리아 운동성 실험에 사용하기 위해서 BSA

(Bovine Serum Albumin)로 코팅을 해주었다. 박테리아는 유로의 바

Fig. 1. Representative motility of swimming bacteria in nature such

as running and tumbling.

Fig. 2. (a) schematic diagram of the microchannels. (b) the Final

assembled microfluidic chip composed of PDMS microchan-

nels and glass substrate. (c) optical image of microchannels

having different range of microchannel’s width from 10 to

100 µm.
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닥면으로 사용하는 유리와 nonspecific bonding을 하기 때문에 운동

성을 관찰할 수 없다. 이런 이유로 유로 내부를 BSA로 코팅을 하여

박테리아와 유리의 접착을 막아 주었다. 먼저 PBS buffer (Phosphate

Buffered Saline)를 사용한 BSA 1% 용액을 이용을 0.5 µl/min의 유

속으로 유로에 주입 후에, 표면이 고르게 코팅이 될 수 있도록 하기

위해 inlet과 outlet을 모두 테이프로 막은 후에 12 시간 동안 냉장고

(4 oC)에 보관을 하였다. 12 시간 후에 펌프를 사용하여 유로 내부에

존재하는 여분의 BSA 용액을 제거하기 위하여 PBS buffer 용액을

0.5 µl/min 유속으로 10분 동안 흘려주면서 유로 내부를 세척을 하

였다.

2-4. 박테리아 균주 배양

본 연구에 사용된 균주는 Pseudomonas aeruginosa (PAO1)로 유

기영양세균류인 녹농균속의 무산소성 그람음성간균으로 토양이나

물 등의 환경에서 쉽게 발견되는 균주이다. 박테리아의 크기는 약

1~3 µm 정도의 크기이며 한 개 또는 여러 개의 편모를 가지고 있어

운동성을 가지고 있는 미생물이다.

박테리아는 동결 상태의 박테리아를 LB 배지 4 ml에 4 µl를 접종

하여 배양한다. 4 ml 배지에는 오염을 방지하기 위해서 항생제

(carbenicillin)를 200 µg/ml의 농도로 넣어준다. 박테리아는 36.5 oC,

12시간 배양 후에 계대배양으로 6시간을 배양을 한다. 박테리아 용

액의 분산매를 LB 배지에서 PBS buffer로 바꿔주기 위해 원심 분리

기를 이용하여 상등액은 버리고 PBS buffer를 분산매로 박테리아를

재 분산시키는 과정을 3번 반복하여 실험용 박테리아를 준비한다. 주

입된 박테리아의 농도는 O.D
600

= 0.8로 맞추어 실험을 하였다. 박테

리아의 농도가 O.D
600

= 1 이상이 되면 현미경을 이용하여 박테리아

의 이동 궤적을 추적할 때 여러 개체가 서로 섞이게 되어 정확한 궤

적을 추적하기 어렵다. 따라서 박테리아 용액을 희석하는 과정을 통

해 개체수를 조절하여 현미경으로 관찰이 쉽도록 조절하였다.

박테리아는 inlet을 통해 접종을 한다. 마이크로 파이펫을 사용하

여 20 µl 정도의 박테리아를 inlet에 떨어뜨리게 되면 inlet과 outlet의

높이 차이에 의해 발생한 유체의 흐름으로 박테리아들이 미세유체

유로 안으로 유입 된다. 유체의 흐름에 의해서 유입된 박테리아들이

관찰하려는 유로까지 도달하게 되면 유체의 흐름을 멈추어야 한다.

이때 사용하는 방법은 inlet 위로 올라온 박테리아 용액을 휴지를 사

용하여 제거를 한 다음, PDMS 조각을 가지고 inlet과 outlet을 덮어

주게 되면 미세유체 유로 내부의 유체의 흐름을 멈출 수가 있다. 이

런 방법으로 박테리아가 자신의 운동성을 가지고 운동을 할 수 있도

록 만들어 준다.

2-5. 박테리아 운동 분석

박테리아의 이동 궤적 추적은 Image-Pro 프로그램을 사용하여 분

석을 하였다. 프로그램의 연속 촬영 기능을 사용하여 0.1초 간격으로

50장을 연속 촬영하여 5초 동안의 동영상을 찍었다. 박테리아의 이

동 궤적은 Manual Object Tracking 기술을 사용하여 연속 촬영된 동

영상의 프레임을 넘기면서 박테리아 움직임을 매뉴얼로 위치를 지정

해 포인트를 찍는 방식으로 궤적을 추적하였다[24-28]. 0.1 s 간격으

로 50 프레임 촬영된 동영상을 분석해보면 박테리아의 5초 동안의

움직임 궤적을 구할 수 있다. 그러나 모든 박테리아들을 5초 동안 관

찰할 수는 없는데, 그 이유는 유로의 높이가 7 µm로 박테리아의 크

기인 3×1 µm 보다 큰 높이를 가지고 있어서 현미경의 초점을 벗어

나는 경우가 발생할 수도 있고, 박테리아가 어느 순간 유로의 벽이

나 바닥이 붙어 버리는 경우도 발생하기 때문에 박테리아의 궤적을

확인할 수 있는 프레임 구간에서만 추적을 하였다.

박테리아의 움직임을 추적하면 소프트웨어에서 각 포인트 사이에

서 박테리아의 이동 거리를 확인할 수 있고, 추가적으로 각 포인트

당 각도의 변화량을 얻을 수 있다. 이렇게 얻어진 데이터를 이용하

여 박테리아의 이동 속도를 얻었고, 박테리아의 각도 변화량을 이용

하여 tumble 운동할 때의 박테리아의 평균 각도를 구했다.

3. 결과 및 토의

3-1. 박테리아의 속도

마이크로 미터의 제한된 공간에서 박테리아의 운동성 변화를 분

석하기 위하여 유로의 너비 변화에 따른 Pseudomonas aeruginosa

(PAO1)의 이동 속도를 측정하였다. 박테리아의 이동 속도는 박테리

아의 움직임을 추적하여 식 (1)을 이용하여 구할 수 있다. 

Cell speed(µm/s) = (1)

Reservoir와 각각의 유로 내에서 박테리아의 속도를 비교해 보면 차

이가 크지 않고 평균적으로 58.98 µm/s의 속도를 유지하고 있는 것을

확인할 수 있었다(Fig. 3(a)). 하지만 유로가 너비가 좁아지면(10~20

µm) 표준 편차가 커지는 것으로 보아 각 유로 안에서 박테리아의

속도가 다양해지는 것을 알 수 있었다. 이러한 이유는 박테리아가

운동을 할 때 편모의 회전운동이 필요로 하는데, 이런 편모의 운동

이 유로의 벽에 의해 영향을 받게 되며, 유로의 너비가 줄어들수록

회전 운동에 영향이 커져 속도의 분포가 커진 것으로 보인다[29,30].

편차가 가장 작은 100 µm 유로와 편차가 가장 큰 20 µm 유로의 속

도 분포를 비교해 보면 유로가 넓을수록 정상 속도 분포를 띄고 있

으며 유로가 좁을수록 분포도가 넓어 지는 것으로 보아 유로 벽에

의하여 박테리아의 운동에 방해를 받는다는 것을 알 수가 있었다

(Fig. 3(b)).

3-2. Run time과 Tumble angle

Run time은 박테리아가 지속적으로 직선형 운동을 하는 것을 측

정하는 변수 이다[31,32]. Run time을 측정하기 위해선 동영상 촬영

후에 ‘Run’ 운동을 지속하는 시간을 측정해야 한다. 하지만 박테리

아 개체가 많이 있기 때문에 기술적으로 어려움이 있어 추적된 궤적

을 보고 ‘Tumble’ 운동을 한 지점의 개수를 체크하여 이를 사용하여

쉽게 ‘Run’ 구간의 수를 알 수 있고 식 2를 사용하면, run time을 구

할 수 있다. Fig. 1를 확인해 보면 ‘Run’ 구간이 ‘Tumble’ 구간의 개

수보다 1이 많은 것을 확인할 수 있고, 이것을 식 2에 나타내었다.

Run time(s) = (2)

Run time의 유로 내에서의 값과 Reservoir에서의 값의 경우 10~100

µm 유로 내에서는 평균적으로 0.34 s 정도의 값을 갖지만 Reservoir

에서는 0.56 s 라는 60.7% 증가한 값을 가지게 되는 것을 알 수 있

다(Fig. 4(a)). 이는 박테리아의 속도에 영향을 준 것처럼 유로 벽이

박테리아가 ‘Run’ 운동을 유지하는데 장애물이 되어 매우 좁은 유

로 내에서는 ‘Run’ 운동 지속 시간이 짧지만 Reservoir 에서는 박테

d
1

d
2

d
3

… dn+ + + +

Observation time
-----------------------------------------------

Observation time

Number of tumbling 1+
----------------------------------------------------------
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리아 고유의 운동특성이 나타난 것으로 보인다.

Tumble angle은 박테리아가 ‘Tumble’ 운동을 하게 되면 진행 방

향을 바꾸게 되는데, 이때의 각도를 측정을 한 것을 말한다. Tumble

angle은 Image-Pro 소프트웨어를 사용하여 쉽게 측정을 할 수 있다.

Mean tumble angle (θ) = (3)

Tumble angle 값은 20 µm~Reservoir 값은 평균 113.03o 값을 유지

하고 있지만 10 µm 유로의 값은 100.76o로 비교적 차이가 있는 값

을 얻을 수 있었다(Fig. 4(b)).

3-3. Bacteria motility coefficient

박테리아의 운동성이 brownian motion을 하는 입자와 비슷하기

때문에 이를 이용하여 확산 계수를 구하는 식을 변형하여 식 (4)와

같은 bacteria random motility coefficient (µ)를 구할 수 있다[33,34].

υ (Mean cell speed), τ (Mean run time), θ (Mean tumble angle)을

사용하고, n
d
 (Dimension)은 실험을 하는 환경의 차원을 입력한다.

본 연구에서는 매우 낮은 높이(7 µm)의 미세유체 유로를 사용하여 실

험을 진행하며, 2차원(n=2)에서의 박테리아의 움직임을 관찰하였다.

(4)

Fig. 5를 보면 Motility coefficient 또한 유로 내와 Reservoir 값의 크

게 차이가 나는 것을 확인할 수 있다. 유로 내에서의 값은 평균적

으로 4.25×10-6 cm2/s 의 값을 가지며, Reservoir에서는 8.66×

10-6 cm2/s 값을 가지는 것으로 확인된다. 또한 2차원 내의 10 µm

유로에 대한 참고문헌 값은 4.8×10-6 cm2/s 로 실험 결과 값은

4.22×10-6 cm2/s 실험 결과가 상당히 신뢰성 있는 값을 가진 것으

로 확인된다.

따라서 유로 내에서는 reservoir에서의 박테리아 움직임보다 단위

시간 동안 작은 면적을 활동하는 것을 확인할 수 있고, 이는 2차원과

같은 얇은 공간의 reservoir에서의 움직임 보다 매우 좁은 다공성 공

간과 비슷한 유로 내에서 박테리아 움직임이 활동이 적어짐을 의미

한다. 따라서 박테리아의 움직임에 유로의 벽이 저항으로 작용을 하

θ
1

θ
2

θ
3

… θn+ + + +

n
-----------------------------------------------

µ cm
2
/s( )

υ
2

τ×

nd 1 cosθ–( )
-----------------------------=

Fig. 3. (a) mean cell speed at each microchannel. (b) probability

distribution for cell speed in the 20 µm and 100 µm channel.
Fig. 4. (a) mean run time. (b) mean tumble angle at each micro-

channel.



미세유로 내에서 Pseudomonas aeruginosa의 유영 운동 분석 747

Korean Chem. Eng. Res., Vol. 50, No. 4, August, 2012

며, 박테리아의 움직임의 동력인 박테리아의 편모의 운동에 방해가

된다고 볼 수 있다[35,36].

4. 결 론

본 논문은 박테리아의 운동성 분석을 위해 자연 상태의 박테리아

들의 서식처와 유사한 미세유로환경을 미세유체유로를 제작하여 모

사하였으며 미세유체유로 내에서 단일 박테리아의 운동성을 손쉽게

관찰할 수 있었다. 상기의 방법을 이용하여 박테리아의 운동성 궤적

을 추적하여 Pseudomonas aeruginosa (PAO1) 운동성의 기초 정보

인 운동속도, Run time, Tumble angle 등을 계산할 수 있었다. 물리

적 측정치를 분석한 결과, 유영하는 박테리아의 편모의 회전 운동이

미세유체 칩의 벽에 의해 제약을 받는 것을 확인할 수 있었으며,

‘run’ 운동 지속 시간이 짧아짐을 확인하였다.

따라서, 본 연구에서 제시한 방법으로, 미세 환경에서의 박테리아

의 운동성을 예측 및 분석할 수 있으며, 더 나아가 단일 박테리아의

운동을 이해함으로써 박테리아의 집단적 운동을 이해하는데 중요한

기초 정보들을 획득할 수 있을 것으로 기대된다.
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사용기호

d
n

: Distance [µm]

υ : Mean cell speed [µm/s]

τ : Mean run time [s]

n
d

: Dimension of channel

θ : Mean tumble angle [o]

µ : Bacteria random motility coefficient (µ)
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