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요 약

본 연구는 주사기 바늘 기반의 미세유체 장치에서 균일한 polyethylene glycol diacrylate (PEGDA) 입자를 제조하는

새로운 방법을 소개한다. 미세유체 장치는 다양한 규격의 기성품들을 별도의 장비없이 조립하여 제작된다. 이 미세유

체 장치에서 광개시제를 포함한 PEGDA 분산상과 오일의 연속상의 부피유속을 제어하여 단분산성 PEGDA 액적을 형

성한다. PEGDA 액적은 장치의 말단에서 자외선 조사에 의해 입자로 중합된다. 입자의 크기는 부피유속과 미세유체

장치의 규격을 조절하여 손쉽게 제어되며 입자의 단분산도는 변동계수(coefficient of variation)값이 2.57%로 계산된다.

PEGDA입자의 생물학적 응용을 증명하기 위해서 세포를 함입시키고 증식과 생존을 관찰한다.

Abstract − This study presents a novel method for preparing monodisperse polyethylene glycol diacrylate (PEGDA)

microparticles in a dispensing needle based microfluidic device. The microfluidic devices are manufactured by manu-

ally assembling various off-the-shelf products without using additional equipment. In this microfluidic device, the volumetric

flow rates of the dispersed phase of PEGDA solution and the continuous phase of oil are controlled to generate mono-

disperse PEGDA droplets. The PEGDA droplet contains photo-initiator thus it is crosslinked to microparticle by pho-

topolymerization at the ends of the device. The particle size is easily controlled by adjusting the volume flow rate and

the size of the microfluidic device. The monodispersity of the particles is calculated by a coefficient of variation of 2.57%.

To demonstrate the biological applications of PEGDA particles, cells are encapsulated and observed for proliferation and

viability.
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1. 서 론

미세규모(microscale)의 polyethylene glycol diacrylate (PEGDA)

입자는 생체 조직(tissue)과 유사한 물리적 특성과 입자 내 물질의

확산이 용이하여 약물 및 조직공학의 커뮤니티에서 중요성이 증대

되고 있다[1-3]. 또한 PEGDA의 acrylate는 화학적인 다재성으로

작용기를 도입시키기 용이하여 항체(antibody)나 올리고핵산염

(oligonucleotide)와 같은 생체분자의 고정화가 용이하다[4,5]. 일반

적으로 PEGDA 입자는 오일과 수용액으로 이루어진 2상의 현탁액

(suspension)을 초음파파쇄(sonification), 와류파쇄(vortexing), 균질

화(homogenization) 등의 방법으로 유화(emulsifying)시키고 중합

하여 제조한다[6, 7] 상기 방법들은 쉽고 간편하게 PEGDA 입자를

생성할 수 있으나 입자의 크기를 제어하기 어렵고 입자가 다분산성

의 특성을 갖는 한계점이 있다[8]. PEGDA 입자의 약물전달체나

세포 캡슐화 등의 생의학적 분야로의 응용을 위해서는 입자의 크기

가 균일하여 함입되는 약물이나 세포의 양을 정교하게 제어할 수

있어야 한다[8]. 이런 요구를 만족시키기 위해서 미세유체 시스템

이 도입되고 있다.

미세유체 시스템의 내부를 흐르는 유체는 낮은 레이놀드 수를 갖

으며 층류형태로 흐르기 때문에 비혼화성 유체들의 정교한 제어가

가능하다[9-11]. 대표적인 미세유체 시스템은 실리콘 계열의 고분
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자인 polydimethylsiloxane (PDMS), 유리 모세관(glass capillary)

기반의 장치들이 제작되어 사용된다[12-15]. PDMS기반 미세유체

시스템의 경우 반도체 제작공정(photo-lithography)과 고분자 복제

몰딩 공정(soft-lithography) 를 통해 장치를 제작한다[16-20]. 이 장

치제작공정은 복잡하고 비싼 장비와 시약들이 사용되기 때문에 주로

학계(academia)의 범주 안에서만 사용된다. 유리 모세관 기반 미세

유체 시스템의 경우 상대적으로 장치제작공정에 소요되는 비용이

저렴하나 여전히 제작공정이 복잡하여 사용자의 높은 숙련도를 요

구한다[21-24]. 근래 이러한 문제를 극복하기 위해서 3D 프린팅,

커피 교반 막대 (stirring bar), 슬라이드 글라스와 같은 기성품(off-

the-shelf)을 이용한 다양한 형태의 미세유체 시스템들이 개발되고

있다[25-27]. 하지만 이런 장치의 경우 다양한 크기의 입자를 제조

하기에는 미세유체 장치의 가변성에 문제가 제기가 되고 있다. 따

라서 보다 간단하고, 저렴하며, 쉽게 미세유로의 구조를 변경할 수

있는 특성을 가진 주사기 바늘(dispensing needle) 기반의 미세유체

시스템이 새롭게 각광받고 있다[28-30]. 주사기 바늘 기반의 미세

유체 시스템은 다양한 규격을 갖는 의료용 주사 바늘, 튜브, 튜브

연결관 등의 다양한 규격을 갖는 기성품들의 조립으로 미세유체 장

치를 형성시키는 시스템으로 정의된다[28-30]. 정해진 규격의 기성

품들을 조립함으로써 전문적인 제작기술이나 별도의 장비나 공정

이 필요하지 않아 사용자의 접근성이 우수하다. 각 기성품들의 구

성을 다양하게 조합함으로써 제조되는 입자의 크기, 형상, 조성 등을

정교하게 제어할 수 있다[28-30]. 뿐만 아니라 주사기 바늘 내경의

0.08 부터 4 mm에 이르는 폭넓은 범위로 인하여 미세유체 장치의

규격을 쉽고 유연하게 변경할 수 있다. 

본 연구는 주사기 바늘 기반의 미세유체 시스템에서 단분산성

PEGDA 입자를 제조하였다. 주사기 바늘과 십자형 연결관(cross-

connector)와 타이곤 튜브(tygon tube)의 기성품을 조립하여 흐름집

속(flow-focusing) 형태의 미세유체 장치를 제작하였다[30]. 분산상

으로는 광개시제(photoinitiator)를 포함하는 PEGDA 용액이 사용

되었고 연속상으로는 계면활성제를 포함한 미네랄오일이 사용되었

다. 분산상과 연속상의 부피유속 제어를 통해 PEGDA 액적을 형성

시키고 자외선 조사를 통해 광중합시켜 PEGDA 입자를 제조하였

다. 부피유속의 조절과 주사기 바늘의 규격을 변경시켜서 입자의

크기를 정교하고 쉽게 제어할 수 있음을 증명하였다. PEGDA 입자

의 생물학적 응용성을 증명하기 위해서 세포를 함입한 입자를 제조

하였고 세포의 증식과 생존을 관찰하였다.

2. 실 험

2-1. 재료

주사기 바늘 기반의 미세유체 장치는 규격이 정해진 기성품으로

제작된다. 모든 규격의 주사기 바늘은 Engineering Support Technology

(EST, Republic of Korea) 에서 구매하였다. polypropylene 재질의

루어어댑터(luer adapter)와 십자형 연결관(cross connector)는

Tommyheco (Republic of Korea)에서 구매하였다. 주사기 바늘의

금속 핀의 표면개질을 위한 octadecyltrichlorosilane (OTS)는 Sigma-

Aldrich (MO, USA) 에서 구매하였다. 투명한 poly ethylene 재질의

타이곤 튜브는 Saint-Gobain (OH, USA)에서 구매하였다. 입자 제조를

위한 polyethylene glycol diacrylate (PEGDA, Mw = 700), mineral

oil, sorbitan monooleate (Span 80), 2-hydroxy-2-methyl-1-phenyl-

propa-1-one (darocur1173)는 Sigma-Aldrich (MO, USA)에서 구매

하였다. Yarrowia lipolytica 세포의 배양을 위해서 YPD 배지와 질소

성분 결핍배지(nitrogen source deficient media)가 사용되었다. yeast

extract, peptone, dextrose는 Becton Dickinson (NJ, USA)에서 구

매하였다. amino acids와 ammonium sulfate가 결여된 yeast nitrogen

base, glucose, ammonium sulfate는 Sigma-Aldrich (MO, USA)에

서 구매하였다.

2-2. 주사기 바늘 기반의 미세유체 장치 제작

주사기 바늘 기반의 미세유체 장치를 구성하는 모든 부품들은 시

중에서 손쉽게 구매할 수 있는 기성품들로 구성된다. 소수성의 연

속상을 사용하기 위해서 주사기 바늘의 스테인레스 금속 핀만 분리

하여 OTS 에 담가 1시간동안 표면개질 시킨다. 친수성의 분산상이

유입되는 주사기 바늘의 경우에는 표면개질 없이 바로 사용한다. 

십자형 연결관은 PEGDA 액적을 형성시키기 위한 흐름접합점

(flow-focusing)을 형성시키기 위한 연결수단이다(Fig. 1). 십자형

연결관의 수평방향으로는 분산상이 유입되고 수직방향으로는 연속

상이 양쪽으로 유입된다. 분산상이 유입되는 주사기 바늘의 좌측

플라스틱 부분에는 루어 어댑터와 타이곤 튜브, 주사기가 연결된다.

주사기 바늘의 우측 핀 부분은 1.6 mm 십자형 연결관(내경 1 mm)와

수평방향으로 연결되고 소수성으로 표면개질한 바늘 핀이 연결된

다. 각 연결부는 내경 1.6 mm의 타이곤 튜브 조각으로 감싸 누수를

방지한다. 주사기 바늘의 끝에는 내경 0.762 mm 의 내경을 갖는

50 cm 길이의 긴 타이곤 튜브를 연결한다. 이 긴 타이곤 튜브는 배

출유로로 사용된다. 십자형 연결관의 수직 방향으로는 내경 1.6 mm의

타이곤 튜브가 양쪽으로 연결된다. 십자형 연결관의 수직방향에는

1.6 mm의 타이곤 튜브가 연결되며 각 튜브의 끝에는 연속상이 채

워진 주사기가 연결된다.

Fig. 1. The dispensing needle based microfluidic device for generation

of monodisperse PEGDA particle. (A) Schematic diagram of

the experimental setup. Black and white arrows represent the

flow of oil and PEGDA prepolymer, respectively. (B) Schematic

diagram depicting the process of generation of PEGDA droplet

in a cross-connector. The needle placed horizontally serves as an

orifice through which the dispersed phase is injected. Oil is

injected on both vertical sides to form a coflow against PEGDA

prepolymer. Q
p
 and Q

o
 represent the volumetric flow rate of

PEGDA prepolymer and oil, respectively. (C) Phtotograph

of the dispensing needle based microfluidic device.
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본 연구에서는 분산상의 주사기 바늘은 내경 0.23 mm (27 G) 혹은

내경 0.34 mm (25 G) 규격이 사용되었으며 소수성으로 표면개질

된 바늘 핀의 내경은 0.79 mm (19 G)로 고정하여 사용하였다. 

2-3. PEGDA 액적 생성 및 In situ 입자 합성

주사기 바늘 기반의 미세유체 장치를 이용한 PEGDA 입자의 제조

방법은 Fig. 1을 통하여 간략하게 보여준다. 미네랄 오일의 연속상과

PEGDA 용액의 분산상은 서로 섞이지 않으며 주사기 펌프(syringe

pump, PHD-Ultra, Harvard Apparatus, MA, USA)를 통해 주입된다.

연속상에는 계면활성제인 Span 80이 포함되어 PEGDA 용액과의

계면장력을 제어한다. 분산상에는 PEGDA 용액의 광중합을 위해

서 광개시제가 5% 포함된다. 주사기 바늘 기반의 미세유체 장치는

CCD 카메라(Coolsnap cf2, Roper Science, USA)가 장착된 역상

형광 현미경(TE 2000U, Nikon, Japan)에서 이미지 촬영을 통해 분

석된다.

PEGDA 액적은 십자형 연결관에서 분산상이 연속상에 의해 끊

어짐으로써 형성되며 장치의 말단에서 5,000 mW·cm-2의 자외선에

노출된다. 자외선에 노출된 PEGDA 액적은 광개시제의 분해로 인

한 라디칼 형성으로 중합이 급속하게 진행되며 주사기 바늘 기반의

미세유체 장치 내부에서 In situ로 PEGDA 입자가 제조된다.

2-4. Yarrowia Lipolytica 세포의 배양

Yarrowia Lipolytica 세포는 YPD 배지(1 wt% yeast extract, 2 wt%

peptone, 2% dextrose) 에 접종한다. 섭씨 30도의 인큐베이터에서

24시간 배양한 뒤 4 mL의 새 YPD 배지에 OD
600

= 0.05의 농도로

계대배양을 수행한다. 세포의 농도가 OD
600

= 1에 도달할 때까지

섭씨 30 도의 인큐베이터에서 배양을 수행한다. 세포를 주사기 바늘

기반의 미세유체 장치에 주입하기 위해서 세포 현탁액에서 세포를

원심분리하여 20% 질소 성분 결핍 배지(0.17 wt% yeast nitrogen

base, 0.1 wt% ammonium sulfate, 2 wt% glucose)와 80% PEGDA

용액의 혼합액에 OD
600

= 0.1의 농도로 재 현탁 시킨다.

세포가 캡슐화된 PEGDA 입자는 질소 성분 결핍배지에 받아지고

섭씨 30도의 인큐베이터에서 배양된다. 세포 생존율을 분석하기 위

해서 propidum iodide (Sigma-Aldrich, MO, USA)가 3 μM의 농도

로 추가되고 사멸세포 염색에 의한 형광 신호를 관찰한다.

3. 결과 및 토의

PEGDA 입자를 제조하기 위해서 주사기 바늘 기반의 미세유체

장치를 활용하였다. 이 미세유체 장치는 역상 형광 현미경에 놓여

져 이미지 분석을 통해서 PEGDA 입자가 제조되는 과정을 실시간

으로 모니터링 할 수 있다(Fig. 1(A)). PEGDA 액적이 형성되는 십

자형 연결관 부분은 불투명한 금속 재질의 바늘 핀들이 위치하고

있어 직접적으로 관찰할 수 없다. 따라서 장치의 하단부에 연결된

투명한 타이곤 튜브 재질의 배출유로에서 관찰을 하게 된다. 십자

형 연결관은 PEGDA 액적을 형성하는 흐름접합점(flow-focusing

junction)으로 활용된다(Fig. 1(B), (C)). 수평방향으로는 분산상인

PEGDA 용액이 주입되며 수직 상하방향에서 연속상인 오일이 주

입되어 싸개흐름(sheath flow)을 형성한다. 십자형 연결관의 접합점

에서 두 용액은 서로 만나 동축류(coflow)를 형성하고 레일리 테일

러 불안정성원리(Rayleigh-Taylor instability)에 의해서 분산상인

PEGDA 용액이 액적 형태로 형성된다. PEGDA 액적은 배출유로로

흘러나가며 말단의 자외선 조사 영역에서 광중합(photo-polymerization)

이 일어난다. PEGDA 액적은 PEGDA 단량체와 광개시제로 구성

되며 전형적인 라디칼 반응으로 중합된다. 광개시제인 darocure

1173은 벤조인에테르(benzoin ether) 유도체로써 자외선 조사에 의

해서 균일절단되어 활성 라디칼을 형성한다. 이는 PEGDA의 탄소

이중결합을 끊어 선형 고분자의 형성 및 3차원 그물형태의 구조를

형성함으로써 PEGDA 액적이 입자로 중합된다[2,3]. 배출유로의

끝은 증류수가 담긴 수조(water bath)에 담겨져 형성된 PEGDA 입

자를 회수한다. 연속상으로 사용되는 미네랄 오일의 경우 밀도가

0.8 g mL-1 이고 PEGDA 입자의 밀도는 1.12 g mL-1 이다. 수조에

서 입자는 바닥면으로 가라앉고 오일은 위쪽 공기계면을 향하여 부

유하는 자발적인 상분리가 발생하여 PEGDA 입자를 손쉽게 회수

할 수 있다.

주사기 바늘 기반의 미세유체장치에서 단분산성(monodisperse)

PEGDA 입자를 제조하기 위해서 PEGDA 용액의 유동패턴(flow

pattern)을 정교하고 재현성 있게 제어할 수 있어야 한다. PEGDA 용액

은 위성액적(satellite droplet), 액적(droplet), 전이(transition), 늘어

진 유동(elongation)의 대표적인 4가지 유동패턴을 보인다(Fig. 2(A)).

PEGDA 용액의 유동패턴은 연속상인 오일의 부피유속(volumetric flow

Fig. 2. The flow patterns of PEGDA prepolymer in a dispensing nee-

dle based microfluidic device. (A) Microscopic images of four

typical flow patterns of PEGDA prepolymer. White arrows rep-

resent the satellite droplets. All scale bars indicate 100 µm.

(B) Phase diagram as a function of volumetric flow rates of

PEGDA prepolymer (Q
p
) and oil (Q

o
). Symbols of square, trian-

gle, rhombus, circle, and X represent flow patterns of counter

flow, transition, elongation, droplet, satellite droplet, respectively.

The gray shaded area represents the range in which mono-

disperse PEGDA droplets are generated.
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rate of oil, Q
o
)와 분산상인 PEGDA 용액의 부피유속(volumetric

flowrate of PEGDA, Q
p
)으로 제어된다. 용액의 부피유속에 따른

PEGDA 용액의 유동패턴을 상도표로 작성하였다(Fig. 2(B)). PEGDA

용액의 굴절율(refractive index)은 1.47 이고 미네랄 오일은 1.467

로서 차이가 미미하기 때문에 유동패턴을 가시화 하기 어렵다. 따

라서 PEGDA 용액에 검정색의 염료를 1% 섞어 가시화 하여 분석

하였다. 오일의 부피유속에 비해서 PEGDA 용액의 부피유속이 낮을

때 다수의 작은 위성액적들이 불균일한 크기로 형성된다(Fig. 2(A),

(B)의 X). 이는 연속상의 부피유속에 따른 선속도(U)와 모세관 수

(Ca = μU γ-1)의 증가로 인하여 오일과 PEGDA 액적 사이의 계면

(γ)이 안정하게 유지되기 어렵기 때문이다. 반면 오일의 낮은 부피

유속과 PEGDA 용액의 높은 부피유속에서는 부피유속에 따른 영

향보다 점성(μ)과 계면장력의 영향을 지배적으로 받기 때문에 PEGDA

용액은 불안정한 유동으로 전이되다가 점차 안정한 늘어진 유동을

형성한다. PEGDA 용액의 부피유속이 오일의 부피유속보다 높을

경우에는 십자형 연결관의 오일 유로쪽으로 PEGDA 용액의 역류가

발생된다. PEGDA 액적이 안정적으로 형성되는 조건은 연속상의

부피유속이 100 에서 150 μL min-1, PEGDA 용액이 1에서 20 μL

min-1 이다. 이 특정 조건에서는 넓은 영역에서 단분산성 액적이 형

성됨을 확인할 수 있으며 유속제어에 따른 액적의 크기제어까지 가

능하다.

주사기 바늘 기반의 미세유체장치는 PEGDA 입자의 크기를 부

피유속과 오리피스의 규격을 통해 제어할 수 있다. 기존의 미세유

체 장치들과 달리 주사기 바늘 기반의 미세유체 장치는 타이곤 튜

브의 굴곡진 면에 의해서 빛이 굴절됨으로써 PEGDA 입자 형상이

왜곡되어 보이기 때문에 In situ 로 분석할 수 없다. 따라서 PEGDA

입자는 바닥면이 평평하고 투명한 수조로 옮겨져 이미지 분석을 통

해 관찰된다(Fig. 3(A)). 앞선 PEGDA 용액의 유동패턴의 상도표에서

가장 넓은 영역에서 액적이 형성되는 연속상의 부피유속이 100 μL min-1

인 조건에서 PEGDA 용액의 부피유속을 5 에서 20 μL min-1까지

제어하여 입자를 형성하였다(Fig. 3(B), (C), (D)). PEGDA 용액의

부피유속이 증가함에 따라서 PEGDA 입자의 크기가 선형적으로

증가되며 모든 유속 조건에서 PEGDA 입자의 변경계수(coefficient

of variance, CV) 값이 2.57% 이하로 계산된다 (Fig. 3(C), (D)) 이는 미

국 국립표준기술연구소(National institute of standard and technology)에

서 정의하는 단분산도의 기준 변경계수 값인 5% 이하의 조건을 충

족함으로써 제조된 PEGDA 입자가 매우 균일함을 증명한다[2,

31]. 부피유속의 제어를 통해서 PEGDA 입자의 크기를 제어할 수

Fig. 3. The size control of monodisperse PEGDA microparticles. (A) Microscopic image of the monodisperse PEGDA microparticles sus-

pended in distilled water. Scale bars indicates 500 µm. (B) Control of the diameter of PEGDA microparticles by volumetric flowrate of

PEGDA prepolymer and orifice size of dispensing needle based microfluidic device. The closed and opened circles represent the 0.23

and 0.34 mm of inner diameter of the orifice, respectively. The size distribution of the PEGDA microparticles obtained from 0.23 (C)

and 0.34 mm (D) of the inner diameter of the orifice. CV indicates the coefficient of variation.
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있지만 그 범위가 입자의 직경의 60 μm 이내 수준에 머문다. 입자의

직경을 더 넓은 폭으로 제어하기 위해서 분산상인 PEGDA 용액이

유입되는 오리피스 내경을 조절하였다. 오리피스 내경은 다른 규격의

주사기 바늘을 사용함으로써 손쉽게 조절한다. 주사기 바늘은 0.08

에서 4.39 mm 까지 다양한 규격으로 구성된다. 본 연구에서는 오

리피스 내경을 0.23 또는 0.34 mm로 사용하였다. 또한 배출유로와 연

결되는 바늘 핀의 내경은 0.79 mm (외경 0.99 mm), 타이곤 튜브의

내경은 1 mm로 동일하게 사용하였다. 오리피스 내경의 직경을 두

단계 올림으로써 PEGDA 입자의 직경범위를 120 μm로 약 2배 이

상 증가시켰다. 기존의 PDMS 기반 미세유체 장치도 오리피스 내

경을 통한 액적 크기를 제어한 바가 있다[9]. 하지만 기존의 미세유

체 장치를 제작하기 위해 사용되는 감광재(photoresist)의 비용, 점

도, 공정의 복잡성 등을 고려할 때 오리피스 내경을 큰 폭으로 증가

시키기 어렵다. 주사기 바늘은 게이지에 따른 비용의 차이도 크지

않을 뿐 아니라 누구나 손쉽게 조립할 수 있기 때문에 다양한 크기

의 입자를 제조하는데 더 유리하다.

PEGDA의 경우 생체적합성이 우수하다고 보고된 합성 고분자

물질로써 입자, 섬유, 패드 등의 형태로 제조되어 사용된다. 본 연

구에서는 PEGDA 입자가 생체물질의 운반체로의 응용 가능성을

증명하기 위해서 Yarrowia Lipolytica 세포가 고정된 PEGDA 입자를

제조하였다(Fig. 4(A), (B)). 세포는 20% 질소 성분 결핍배지가 포

함된 PEGDA 용액에 현탁되어 분산상으로 주입된다. 연속상은 이

전 실험들과 동일하게 2 wt% Span80 계면활성제를 포함하는 미네

랄 오일을 사용하였다. 세포를 포함하는 PEGDA 입자를 회수하는

증류수 대신 질소 성분 결핍배지를 채웠다. 이것은 PEGDA 입자

속 세포에게 지속적으로 영양분을 공급하고 세포가 증식하면서 분

비하는 노폐물들을 희석시키는 역할을 한다. PEGDA 입자에서 세

포의 생존율을 분석하기 위해서 수조의 배지에는 3 μM 의 농도로

propidium iodide (PI)를 섞었다. PI는 세포의 생존율을 형광으로 분

석하는 대표적인 시약으로써 사멸세포를 선택적으로 염색할 수 있다.

세포가 생존해 있을 경우에는 세포막이 온전히 유지되기 때문에 외

부의 PI는 체내로 유입될 수 없다. 하지만 세포가 사멸될 경우 세포막

이 손상되어 외부의 PI가 체내로 유입되고 DNA (deoxyribonucleic

acid)의 염기쌍 사이에 삽입(intercalating) 되어 형광이 발현된다. 직경

500 μm인 PEGDA 입자에는 세포가 약 50마리가 포함되도록 초기

세포농도를 제어하였다(Fig. 4(A), 검정 화살표). PEGDA 입자 제

조 직후에 세포의 사멸에 의한 형광이 관찰되지 않았다. 이는

PEGDA 용액의 세포독성이 미미할 뿐만 아니라 광중합을 위한 자

외선의 조사에 대한 영향이 미미함을 간접적으로 보여준다. 세포를

포함하는 PEGDA 입자를 섭씨 30도의 인큐베이터에 수조 채 넣어

세포 증식을 유도하였다. PEGDA 입자 내에서 단일세포 혹은 출아

전의 세포 형태로 고정되었던 세포들이 6 에서 10 마리 수준으로

증식했으나 PI 형광신호는 관찰되지 않았다(Fig. 4(B), 검정 화살표).

이는 세포가 PEGDA 입자에서 12시간 동안 생존하기 위한 영양분,

Fig. 4. Encapsulation of Yarrowia Lipolytica cells in PEGDA and agarose microparticles. The particles are incubated in nitrogen source defi-

cient medium containing 3uM propidium iodide. Overlay and fluorescence images of PEGDA microparticles containing the cells at 0

hr (A) and 12 hrs (B). Fluorescence signal of propidium iodide was not observed in culture until 12 hrs. Black arrows indicate the

location of cells. (C) Overlay and fluorescence images of agarose microparticle containing the cells. White arrows indicate the cells

stained with propidium iodide. The scale bars of the large images and the inset images represent 100 and 10 µm, respectively.
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산소의 공급이 원활하게 되었음을 의미한다. 대조 실험으로 본 미

세유체 장치에서 아가로스(agarose) 젤 입자에 Yarrowia Lipolytica

세포를 함입시켰다. 세포는 1% 아가로스, 99% 질소 성분 결핍배지가

포함된 수용액에 현탁되어 분산상으로 주입되었다. 연속상은

PEGDA 입자를 제조하는 실험 조건과 동일하게 설정하였다. 본 대

조실험에서 사용한 아가로스는 젤화온도가 섭씨 30도를 갖기 때문에

세포를 포함하는 용액은 이보다 높은 37도로 유지시켰다. 세포를

포함하는 아가로스 용액은 주사기 바늘 기반 미세유체장치에서 동

일한 원리로 액적으로 형성된다. 생성된 액적은 미네랄 오일이 담

긴 수조에 받아지고 섭씨 4도의 냉장고에서 30분동안 냉각시켰다.

냉각을 통해서 아가로스 액적은 젤화되어 입자 형태로 제조된다.

아가로스 젤 입자는 3 μM 의 PI를 포함하는 질소 성분 결핍배지에

옮겨져 세포의 생존을 확인하였다(Fig. 4(C)). 아가로스 젤 입자 속의

세포는 입자제조 직후에도 사멸된 세포의 수가 많아 PI의 형광 신

호가 다수 관찰되었다(Fig 4(C), 하얀 화살표). 이것은 아가로스 젤

입자에 세포를 합입시키기 위하여 37도부터 4도까지 급격한 온도

변화에 의해 세포가 손상을 입은 영향일 것으로 예상된다. 대조실

험과 달리 PEGDA 입자의 결과에서는 입자제조 직후부터 12시간

이 지난시점까지 PI 신호가 식별되지 않았다. 이것은 본 연구에서

제안하는 PEGDA 입자의 제조 방법이 세포의 함입 및 증식에 더

적합하다는 것을 의미한다. Yarrowia Lipolytica 세포는 질소가 결

핍된 환경에서 지질을 축적하는 균주이다. 질소 성분 결핍 배지에

서 PEGDA 입자 속 세포가 증식 및 생존할 수 있다는 결과는 본 시

스템이 바이오매스 미생물의 연구에 활용될 수 있음을 시사한다. 

4. 결 론

본 연구는 주사기 바늘 기반의 미세유체 장치에서 단분산성

PEGDA 입자를 제조하는 방법을 제안하였다. 기존의 미세유체 장

치들과 달리 주사기 바늘, 십자형 연결관, 타이곤 튜브 등의 기성품

들을 조립하는 매우 간단한 제작과정을 갖음으로써 공정 복잡성,

공정 비용 등의 문제를 해결하고 사용자의 접근성을 높였다. 연속

상인 오일과 분산상인 PEGDA 용액의 부피유속을 마이크로 시린

지 펌프를 이용하여 조절하였으며 부피유속에 따른 PEGDA 용액의

유동 특성을 상도표로 정의하였다. 이 기준을 통해서 넓은 직경범

위를 갖는 PEGDA 액적을 형성시켰으며 광중합을 통해 단분산성

PEGDA 입자를 제조하였다. PEGDA 입자의 크기는 부피유속을

제어하거나 주사기 바늘의 규격을 통해 오리피스 내경을 제어 하였

다. 또한 단일공정으로 PEGDA 입자의 제조와 세포를 고정할 수

있음을 보여주었다. PEGDA 속 세포의 증식과 생존을 통해 본 방

법이 생체 적합성이 우수함을 증명하였다. 본 시스템은 기성품의

주사기 바늘의 조합을 변경함으로써 과학이나 산업분야에서 요구

하는 다양한 크기의 입자를 제조하는데 적용될 수 있다. 또한 합성

고분자인 PEGDA 뿐만 아니라 키토산, 펙틴, 알지네이트(alginate)

등의 천연 고분자를 이용한 하이드로젤 입자의 제조에도 활용될 수

있다. 분산상의 유동특성을 제어함으로써 입자뿐만 아니라 미세섬

유(microfiber)의 제조에도 활용될 수 있을 것이다. 더 나아가, 본

시스템을 기반으로 제조된 PEGDA 입자는 약물전달시스템, 생체

물질의 담지체나 세포배양을 위한 지지체로써 활용될 수 있을 것으

로 기대한다. 
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