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In this presentation, we propose a fabrication method of PDMS stencil to apply into a localized 

culture of NIH/3T3 cells. PDMS stencil was fabricated by nitrogen gas blowing and soft 

lithography from preparing SU-8 master mold by photolithography. PDMS stencil pattern was 

production of the circle size 20 to 500 µm. In the culture test of PDMS stencil, a stencil was 

placed on a glass disk. The NIH/3T3 cells were successfully cultured into micropatterns by using 

the PDMS stencil. The results showed that cells could be cultured into micropatterns with 

precisely controlled manner at any shapes and specific size for bioscience study and 

bioengineering applications. 

 

Key Words: Gas Blowing (가스 블로잉), PDMS Microstencil (PDMS 마이크로스텐실), Cell Culture (세포배양), 

Photolithography (포토리소그라피), Micro Patterning (마이크로 패터닝) 

 

 

1. 서론 

 

마이크로 패턴 세포 배양기술은 마이크로 제

작기술과 세포배양기술의 융합기술이다. 마이크

로 패턴을 이용한 세포배양에는 포토리소그라피

(Photolithography), 마이크로 컨텍트 프린팅(Micro 

contact printing),1 잉크젯 프린팅(Inkjet printing)2 등 

다양한 마이크로 제작기술이 이용되며, 주로 표면 

패터닝을 통한 세포의 점착을 국부화 함으로써 

세포를 패터닝 하는 원리를 지닌다. 마이크로 패턴 

세포 배양기술은 미세환경을 제어함으로써 높은 균

일도의 크기, 형상 제어가 가능하기 때문에 in vitro 

하에서 세포연구에 유용한 도구로 사용되고 있다. 

스텐실(Stencil)이란 미리 정의된 패턴만이 개방

되어 있고 그 나머지 부분은 막혀있는 얇은 막

(Membrane) 형상을 말한다. 스텐실의 패터닝 원리는 

패턴하고자 하는 표면 위에 스텐실을 올려놓으면 

개방부위만 표면에 노출되기 때문에 그 위로 증착

(Deposition) 및 식각(Etching)을 시켜 스텐실에 정의

된 개방패턴이 그대로 표면 위로 전사되는 방법이

다. 스텐실은 단일 공정으로 원하는 패턴을 제작 

할 수 있고, 패턴하고자 하는 표면위에 직접 증착 

및 식각이 가능하고, 감광액(Photoresist)이 필요 없

으며, 반영구적으로 사용가능 하다는 장점이 있

다.3-5 스텐실은 주로 실리콘 웨이퍼(Silicon wafer)를 

기반으로 제작되어 금속의 증착 및 식각 마스크로 

사용되고 있으나, 최근에는 탄성중합체(Elastomer)를 

이용하여 스텐실을 제작하고, 이를 세포연구로 응

용하고 있다.6-8 탄성중합체를 이용한 스텐실의 제

작은 PDMS(Polydimethylsiloxane)를 사용하여 제작 
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Fig. 1 Schematic image of gas blowing jig 

 

한다. PDMS 는 화학적으로 안정하며 독성이 없는 

특성으로 인하여 생체 연구 분야에서 세포나 단백

질 거동 관찰 등에 활용되고 있다. PDMS 를 이용

하여 제작 된 스텐실은 모재 표면의 상대적으로 넓

은 영역에 안정적으로 점착할 수 있고, 성형 가공성 

및 빛 투과성이 좋으며, 내구성이 강한 장점이 있다. 

또한, PDMS 스텐실은 곡면에 안정적으로 점착이 

가능하기 때문에 곡면 패터닝으로도 활용이 가능하

다.9 PDMS 스텐실의 제작은 두꺼운 두 판 사이에 

PDMS와 마스터 몰드(Master mold)를 넣고 가압하여 

제작하거나, 마스터 몰드 위에 부착된 흡입판을 

이용하여 몰드의 빈공간에 PDMS 를 채워 제작 할 

수 있다.10 가압식은 마스터 몰드 위에 얇은 PDMS 

막이 생성되어 이의 제거가 어렵고, 흡입식은 관통

형 패턴 제작이 용이한 반면 PDMS 가 채워지는 

과정에서 마이크로 버블이 생기기 쉽고, 이들의 

제거가 어려운 단점이 있다. 보다 간편한 방법으로 

가스 블로잉(Gas blowing) 방법이 최근 제안 되었

다. 가스 블로잉 공정은 마스터 몰드에 PDMS 를 

스핀코팅(Spin coating)한 후 그 위로 질소 가스

(Nitrogen gas)를 분사하여 마스터 몰드 위에 생성된 

얇은 PDMS 막을 제거하는 방법이다.11,12 가스 블

로잉 공정은 가압이나 흡입을 위한 장치가 필요

없고, 간단한 공정으로 관통형 패턴을 제작 할 수 

있는 이점을 지닌다. 

본 연구에는 마이크로 제작기술인 포토리소그

라피 공정과 가스 블로잉 공정을 이용하여 다양한 

크기를 가지는 PDMS 스텐실을 제작하였다. 그리고 

제작된 PDMS 스텐실에 NIH/3T3 세포를 국부적으

로 배양하여 마이크로 패턴형상의 세포를 배양하

였다. 에어건이나 니들(needle)을 통하여 질소가스

를 분사하였고, 지그에 고정하거나(Fig. 1) 수작업

으로도 가능하였다. 세포를 마이크로 패턴으로 배 

 

Fig. 2 Schematic image of micropatterned cell culture 

 

양하기 위해서는 배양용 판(Culture dish) 위에 

PDMS 스텐실을 얹고 그 위에 세포를 배양한 후 

PDMS 스텐실을 제거하는 방법을 사용 할 수 있다. 

(Fig. 2) 이러한 세포의 마이크로 패턴 배양기술은 

세포들을 특정 형상과 위치에 동일한 환경에서 

배양할 수 있는 장점을 가진다. 

 

2. 제작방법 

 

2.1 마스터 몰드 제작 

마스터 몰드의 제작은 오토캐드(AutoCAD)를 

사용하여 마이크로 패턴 디자인을 결정 후 필름 마

스크(Film mask)를 제작하였다. 그리고, 제작된 필름 

마스크를 이용하여 포토리소그라피 공정으로 마스

터 몰드를 제작하였다. 제작과정은 다음과 같다. 실

리콘 웨이퍼 위에 에폭시(Epoxy) 계열의 감광액인 

SU-8_2100(Microchem, USA)을 스핀코터(Spin coater)

를 이용하여 도포하였다 (1000-3000 rpm). 도포된 감

광액은 핫플레이트(Hot plate)에서 소프트 베이킹

(Soft baking)하고 정해진 시간에 따라 마스크 얼라이

너(mask aligner)로 노광(exposure) 후 포스트 익스포

즈 베이킹(PEB: post exposure baking)을 거쳐 SU-

8_2100 현상액(Developer)으로 현상하였다. 이러한 

일련의 과정을 거쳐 PDMS 스텐실 제작용 마스터 

몰드를 제작하였다. 스텐실 패턴의 크기에 따라 

스핀코터의 회전속도를 조정하여 마스터 몰드의 

높이를 100 µm와 250 µm로 제작하였다. 

 

2.2 가스 블로잉을 이용한 PDMS 스텐실 제작 

Fig. 3 은 가스 블로잉을 이용한 PDMS 스텐실 

제작과정을 보여주고 있다. 제작된 PDMS 스텐실

은 다양한 크기의 원형 형상의 패턴을 가지며, 크기

는 최소 20 µm 에서 최대 500 µm 이다. 

우선, PDMS와 경화제(Curing agent)를 10:1(wt%) 

로 혼합하고, 진공데시게이터(Vacuum desiccator)를 
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Fig. 3 Schematic processes for PDMS stencil fabrication 

 

이용하여 혼합 시 발생한 미세 버블을 제거하였다. 

마스터 몰드로부터 PDMS 를 쉽게 분리하기 위

해 tridecafluouro-1,1,2,2-tetrahydrooctyl-1-trichlorosilane 

(UCT, USA)을 이용하여 마스터 몰드 표면에 자가

조립막(SAM: self assembled monolayer)처리를 하였

다. 이를 위하여 마스터 몰드와 슬라이드글라스

(Slide glass)를 진공데시게이터 안에 넣고 그 위로 

tridecafluouro-1,1,2,2-tetrahydrooctyl-1-trichlorosilane 을 

스포이드를 이용하여 한 방울 떨어뜨린 후 1 분간 

공기를 빼고 다시 30 분간 진공상태를 유지하였

다. 자가조립막 처리 된 마스터 몰드에 스핀코터

로 30초 동안 3000 rpm (패턴 직경 100 µm 이하)과 

1000 rpm (패턴 직경 500 µm) 으로 회전시키면서

PDMS 를 도포하였다. 도포 후에도 마스터 몰드의 

마이크로 패턴 위에는 얇은 PDMS 막이 존재하며, 

이를 제거하기 위하여 질소 가스를 마이크로 패턴 

위로 분사하였다. 사용된 질소의 압력은 1.8 kgf/cm2

이고, 에어건의 출구 노즐의 내경은 0.46 mm (패턴 

직경 100 µm 이하)와 2.0 mm (패턴 직경 500 µm)를 

사용하였다. 마스터 몰드 표면과 노즐과의 거리는 2 

cm, 3 cm, 4 cm 로 변경하면서 실험한 결과 모두 

PDMS 막이 제거되어 거리의 영향은 보이지 않았다. 

PDMS 를 65℃ 오븐(Oven)에서 1 시간 동안 경화한 

후에 PDMS 스텐실을 마스터 몰드로부터 분리하였

다. 제작된 PDMS 스텐실은 현미경 (Microscope, 

Nikon Eclipse E600W) 과 SEM (Scanning Electron 

Microscope, JSM-5600)으로 형상을 확인하였다. 

 

3. 실험결과 및 응용 

 

3.1 PDMS 스텐실 

Fig. 4는 동일 공정에서 가스 블로잉의 유무에 

따른 스텐실 패턴의 관통 효과를 비교한 이미지이 

 

 
(a) Without gas blowing (pattern size: 500 µm) 

 

 
(b) With gas blowing (pattern size: 500 µm) 

Fig. 4 Microscope image of PDMS stencil 

 

다. Fig. 4(a) 는 표면처리 된 마스터 몰드에 PDMS

를 스핀코팅한 후 마이크로 패턴 위에 얇은 PDMS 

막이 남아있음을 보이고 있으며, Fig. 4(b) 는 가스 

블로잉 후 PDMS 막이 제거되어 패턴이 관통됨을 

보여주고 있다. 제작된 PDMS 스텐실의 표면은 굴

곡을 가지는 얇은 막 형상을 보인다. Fig. 4(b)의 

PDMS 스텐실 단면을 보면 마이크로 패턴 주변에

서 PDMS 의 두께가 두껍고, 멀어질수록 얇아지는 

것을 확인할 수 있다. 스텐실의 두께는 스핀코팅

공정의 회전속도에 따라 결정되며, 본 실험에서는

50 에서 100 µm 의 범위에서 제작되었다. 가스 블

로잉을 이용하여 제작된 PDMS 스텐실은 쉽고 

간편하게 제작이 가능한 장점을 가지지만, 표면이 

평편하지 않은 단점이 있다. 
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(a)                    (b) 

   
(c)                    (d) 

   
(e)                    (f) 

   
(g)                    (h) 

   
(i)                     (j) 

Fig. 5 PDMS stencil microscope and SEM image. (a) (b) 

diameter 20 µm, (c) (d) 30 µm, (e) (f) 40 µm, (g) 

(h) 50 µm, (i) (j) 500 µm 

 

Fig. 5는 제작된 PDMS 스텐실의 현미경과 SEM 

이미지이다. PDMS 스텐실은 직경 20 µm 에서 500 

µm 의 다양한 크기를 가지며 원형 형상의 패턴으

로 제작하였다. 가스 블로잉 공정을 이용하여 최소 

20 µm 의 직경을 가지는 PDMS 스텐실 제작이 

가능하다는 것을 확인할 수 있었다. Fig. 5(a), (b)는 

20 µm 크기의 PDMS 스텐실의 이미지이며, Fig. 5(c), 

(d) 는 30 µm 크기의 PDMS 스텐실 이미지이다. 

   
(a) NIH/3T3 cell culture with PDMS microstencil 

   
(b) NIH/3T3 cell patterns after removal of PDMS 

microstencil 

Fig. 6 NIH/3T3 cell culture using 500 µm size 

microstencil image 

 

30 µm 이하 패턴에서 SU-8 몰드 구조가 스텐실

과 함께 떨어지는 경우가 관찰되었다. 이는 몰드

구조가 미세하여 실리콘 웨이퍼와 접착력(adhesion 

force)이 약하기 때문으로 판단되며, 접착력 강화제

(adhesion promoter)를 사용하여 개선할 수 있다. 

Fig. 5(e), (f)는 40 µm 크기의 PDMS 스텐실 이미

지이며, Fig. 5(g), (h)는 50 µm 크기의 PDMS 스텐실 

이미지이다. (h)에서 SU-8 몰드 구조의 형상을 확

인할 수 있다. Fig. 5(i), (j)는 500 µm 크기의 PDMS 

스텐실 이미지이며, NIH/3T3 세포의 마이크로 패턴 

배양에 사용하였다. Fig. 5 의 결과 가스 블로잉을 

이용하면 기존 공정보다 간단하고 쉽게 스텐실 

패턴을 관통할 수 있으며, 최소 20 µm 에서 최대 

500 µm 직경의 패턴을 가지는 PDMS 스텐실 제작

이 가능함을 확인하였다. 

 

3.2 PDMS 스텐실의 세포배양 응용 

PDMS 스텐실은 화학적으로 안정하고, 독성이 

없는 특성을 가지고 있기 때문에 세포배양으로 

응용이 가능하다. 본 연구에서는 NIH/3T3 세포를 

이용하여 마이크로 패턴 형상으로 세포배양 실험

을 진행하였다. 실험과정은 세포 배양용 판 및 

PDMS스텐실을 멸균기(Autoclave)에서 멸균처리 후 

배양용 판 위에 PDMS 스텐실을 붙이고 그 위로 

NIH/3T3 세포를 뿌려 37℃, CO2 5%의 인큐베이터 

안에서 4 일간 배양하였다. NIH/3T3 세포의 배양액

은 Dulbecco’s modified Eagle’s medium 500 ml 

(DMEM; Gibco, Grand Island, NY) 와 10% Fetal 
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bovine serum 50 ml (FBS; Gibco), 1% penicillin-

streptomycin 5 ml (Gibco)를 섞어서 사용하였다. Fig. 

6(a)는 직경 500 µm 크기의 PDMS 스텐실을 이용하

여 NIH/3T3세포를 4일간 배양한 결과이며, Fig. 6(b)

에서 PDMS 스텐실을 벗긴 후 NIH/3T3 세포가 마

이크로 패턴 형상으로 배양 되었음을 확인하였다. 

PDMS 스텐실은 세포가 배양되는 물리적인 제한된 

공간을 제공하므로 미리 정해진 크기 및 위치로 

세포를 국부적으로 배양할 수 있다. 

 

4. 결론 

 

본 연구에는 마이크로 제작기술인 포토리소그

라피 공정과 가스 블로잉 공정을 이용하여 다양한 

크기의 원형 패턴을 가지는 PDMS 스텐실을 제작

하였으며, 직경은 최소 20 µm 에서 최대 500 µm 

를 가진다. 이렇게 제작 된 PDMS 스텐실을 이용

하여 NIH/3T3 세포를 마이크로 패턴 형상으로 국

부 배양하여 보았다. 그 결과 PDMS 스텐실은 세포

들이 국부적으로 배양 되도록 물리적인 공간을 

제공하였으며, PDMS 스텐실의 크기 및 위치에 의

해 세포들이 여러가지 형상의 패턴으로 배양될 수 

있었다. 이러한 마이크로 패턴 세포배양 기술은 

다양한 형상 및 위치에 국부적인 세포배양을 가능

하게 하고, 미세환경을 제어함으로써 체계적이고 

공학적인 세포 연구를 가능하게 할 것이다. 
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