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            초록
          
        

        
          As the rising attention to the medical and healthcare issue, Bio-MEMS (Micro electro mechanical systems) platform such as bio sensor, cell culture system, and microfluidics device has been studied extensively. Bio-MEMS platform mostly has high resolution structure made by biocompatible material such as polydimethylsiloxane (PDMS). In addition, three dimension structure has been applied to the bio-MEMS. Lithography can be used to fabricate complex structure by multiple process, however, non-rectangular cross section can be implemented by introducing optical apparatus to lithography technic. X-ray lithography can be used even for sub-micron scale. Here in, we demonstrated lines with round shape cross section using the tilted gold absorber which was deposited on the oblique structure as the X-ray mask. This structure was used as a mold for PDMS. Molded PDMS was applied to the cell culture platform. Moreover, molded PDMS was bonded to flat PDMS to utilize to the sub-micro channel. This work has potential to the large area bio-MEMS.
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      1. 서 론
      의료 및 건강에 대한 수요가 증대됨에 따라 바이오 물질을 다루거나 검출하는 플랫폼의 개발이 요구되고 있다. 플랫폼을 제작하기 위해 현재 미세전자기계시스템(MEMS)을 응용한 바이오멤스(Bio-MEMS) 기술을 주로 활용된다 [1-3]. 대표적인 응용은 바이오 센서 [4], 세포 배양 플랫폼 [5], 미세 유체 기술 [6] 등이 있다. 미세 유체 기술은 미세한 크기를 가지면서 소량인 생체 물질을 전기장 등의 외력을 활용해 정밀하게 다루는데 큰 장점이 있다 [6]. 이러한 플랫폼은 바이오 물질의 크기와 비슷한 마이크론 수준의 해상도가 필요하므로 리소그래피 기술을 통해 원하는 패턴을 구성한다. 최근에는 3차원 구조에 대한 연구도 진행되고 있다 [7]. 하지만 일반적인 리소그래피는 2차원에 국한되는 한계를 가지고 있다. 공정의 단계를 늘림으로써 입체 패턴 구조를 구현할 수 있으나, 공정 복잡도와 재료 소모량이 비례하여 증가해 비용이 증대되는 단점을 가지고 있다. 또는 전자빔 리소그래피와 같이 입자를 직접 입사하는 방법으로 위치별 노광량을 달리하는 그레이 스케일 패턴 제작 방법도 있으나 시간이 많이 소요되어 대면적 공정에 불리하다 [8]. 이를 극복하기 위해 광학 디퓨저와 같은 특수한 광학 소자(Optics)를 활용하는 방법도 연구되고 있다 [9]. 이러한 소자를 활용하면 한 번의 공정으로도 2.5차원 수준의 입체 패턴 구조를 제작할 수 있는 장점이 있다 [9,10]. 특히 엑스선 리소그래피를 이용하여 뿔 형태로 에칭 된 실리콘 구조를 마스크로 하여 한번에 입체 패턴 구조를 제작한 사례가 보고되었으나 제작된 입체 패턴 구조는 수 십 마이크론 수준의 크기에 그쳤다 [11].

      특정 플랫폼은 목적에 따라 기능화된 표면이 요구되기도 한다. 이를 위해 생체 적합성, 화학 안정성, 유연성, 광 투과성 등의 여러 장점을 지닌 폴리머인 폴리디메틸실록산(PDMS)이 재료로서 널리 사용되고 있다. PDMS는 성형도 간단해 일반적인 리소그래피(Lithography) 공정을 통해 제작한 구조를 몰딩(Molding)하여 플랫폼으로써 활용 가능하게 한다 [12].

      본 연구에서는 금(Au) 경사 증착 공정을 도입한 엑스선 마스크를 활용해 엑스선 그레이 스케일 리소그래피 공정을 진행해 서브 마이크론 수준의 그레이 스케일 선 패턴을 제작하였다. 제작된 입체 패턴 구조는 PDMS 몰딩을 통해 바이오멤스의 대표적인 플랫폼인 서브 마이크로 채널 표면으로 만들 수 있었으며, 이를 이용하여 세포 배양 시스템으로의 응용 가능성을 확인하였다.

    

    

  
    
      2. 연구 방법
      
        2.1 엑스선 마스크 설계
        리소그래피는 감광성 물질인 포토레지스트(Photoresist)에 광을 입사하고 현상 공정을 통해 미세 구조를 제작하는 기술이다. 광입사 위치는 흡광 물질이 패터닝 된 마스크라는 광학 장치로 결정된다. 엑스선은 에너지가 높기 때문에 원자번호가 높은 물질을 수-수십 마이크론 두께로 증착하여 사용한다. 일반적으로는 자외선 리소그래피로 패터닝 된 SU-8을 매개로 금을 증착하여 사용한다. 이 연구에서는 경사 노광 된 SU-8의 벽면에 금을 열증착하여 제작하였다.

        엑스선 마스크로 사용될 금의 두께는 엑스선 노광 조건에 따라 달라진다. 엑스선 노광은 포항 가속기 연구소 9D XNMM빔 라인에서 수행 되었으며, 전반사 거울 1쌍의 각도를 높여 고에너지 엑스선의 비율을 줄일 수 있다. 저장링에서 방사된 에너지에 비해 0.6o로 기울인 거울을 통과한 후의 엑스선 스펙트럼을 관찰하였을 때, Fig. 1(a)와 같이 높은 에너지의 엑스선이 차단됨을 확인할 수 있었다. 그레이 스케일 리소그래피용 마스크는 흡수체의 두께가 중심부터 가장자리에 이르기까지 줄어드므로한 흡수체에서 투과도가 달라진다. 본 실험에서는 흡수체의 두께가 최대 4 μm이고 흡수체가 없는 부분까지 상정하면 0.8-100%가 투과 되도록 하였다[Fig. 1(b)]. 마스크 모양은 형상 관찰이 용이하면서 활용도가 높은 선 모양을 채택하였으며, 주기는 10 μm로 설정하였다.

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            (a) Beam spectra before and after total reflection of one pair of mirror inclined at 0.6o, and (b) calculated transmittance of the gold absorber with various thickness to the suggested spectra.
          
          

          

        

      

      
        2.2 엑스선 마스크 제작
        금을 증착할 지지대를 위해 엑스선에 대한 투과도가 높고 유기용매에 용해되지 않는 SU-8을 선정하였다. 엑스선 마스크는 네거티브 포토레지스트인 SU-8 3005를 실리콘 웨이퍼 위에 5000 rpm으로 스핀 코팅 하고, 95oC에서 2분간 베이킹을 진행하였다. 코팅된 웨이퍼는 약 20o만큼 기울여 105 mJ/cm2만큼 자외선에 노출되도록 하였으며, 65, 95oC에서 순서대로 1분씩 노광하고 베이킹을 진행한 후, SU-8 현상액에서 1분간 현상하였다. 기울어진 SU-8 구조의 벽면에는 텅스텐 보트를 활용해 금을 열 증착하였다[Fig. 2 (a)]. 제작된 엑스선 마스크의 선 패턴은 광학 현미경을 통해 확인 되었으며, 디자인과 같이 10 μm 주기로 형성된 것을 확인하였다[Fig. 3].

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Fabrication process of (a) X-ray mask, (b) grayscale patterns and (c) sub-micro channel. X-ray mask was fabricated by two steps; slanted UV lithography and thermal deposition of gold. X-ray was exposed as different angle with the gold absorber. PDMS was molded and attached after O2 plasma treatment.
          
          

          

        

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Optical image of fabricated X-ray mask.
          
          

          

        

      

      
        2.3 엑스선 노광
        엑스선 포토레지스트는 포지티브 타입인 ZEP520A를 선정하였다. 실리콘 웨이퍼에 500 rpm으로 스핀 코팅 후 180oC에서 3분간 베이킹하였다. 휨 자석에서 발생한 엑스선은 0.6o로 기울여진 전반사 거울에서 반사된 후, 베릴륨 윈도우를 지나 시료에 도달한다. 엑스선은 경사 증착 된 마스크에 수직하게 정렬되어 1.5 kJ/cm3만큼 입사 되었다. 현상은 ZED N50 현상액에서 진행하였으며, 메틸이소부틸케톤(Methyl isobutyl ketone, MIBK)과 아이소프로필 알코올(Isopropyl alcohol, IPA)를 89:11의 부피비로 혼합한 용액에서 10초간 린싱하였다[Fig. 2(b)].

      

      
        2.4 PDMS 몰딩과 접합
        PDMS는 프리폴리머와 경화제를 10:1의 질량비로 혼합한 후 제작된 입체 패턴 구조에 부어 60oC의 오븐에서 2시간 이상 경화시켰다. 그 후 입체 패턴 구조와 PDMS를 손으로 분리하였다. 서브 마이크로 채널(Sub-microchannel)은 선 패턴을 몰딩한 PDMS와 평평한 PDMS의 각 단면을 산소 플라즈마 처리를 하고 포갠 후 압력을 가해 부착함으로써 제작하였다.

      

      
        2.5 세포 생장 실험
        PDMS는 자외선을 2일간 조사해 소독하였다. 소독된 기판에는 NIH3T3 세포 3.75 × 104 개를 투입하였고, 배양액은 Dulbecco’s modified eagle’s medium(DMEM, Gibco, Grand Island, NY)에 10% fetal bovine serum(FBS, Gibco)와 1% penicillin/streptomycin(P/S, Gibco)을 혼합해 사용하였다. 37oC, 5 % CO2환경에서 2일간 배양하여 광학 현미경으로 세포의 생장 형태를 확인하였다.

      

    

    

  
    
      3. 결과 및 고찰
      
        3.1 엑스선 그레이 스케일 패턴
        제작된 엑스선 그레이 스케일 패턴은 전자주사현미경(Scanning Electron Microscope, SEM)을 통해 관찰하였다. Fig. 4의 (a)처럼 10 μm 주기로 탈락없이 형성되었다. 단면 촬영을 통해 폭은 720 nm, 두께는 225 nm임을 확인하였고, 곡률은 524 nm 였다[Fig. 4(b)].

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            (a)Top view and (b) cross section of grayscale lines by X-ray lithography.
          
          

          

        

      

      
        3.2 PDMS 몰딩과 서브 마이크로 채널 형상
        몰딩한 PDMS의 표면 형상도 전자주사현미경을 통해 관찰되었다. 몰딩한 홈의 폭과 깊이, 주기는 Fig. 5의 (a, b)와 같이 노광 패턴과 거의 동일하였다.

        
          
          

          Fig. 5. 
				
          

          
            Results of PDMS molding. (a) Cross section and (b) top view of patterns. (c) Sub-micro channel array and (d) a single channel bonded with the line-patterned and flat PDMS.
          
          

          

        

        뿐만 아니라, 2개의 PDMS 홈을 접합하여 미세 채널을 제작할 수 있는데, 접합된 채널의 단면이 장축 790 nm, 단축 540 nm의 타원형으로 형성된 것을 확인하였다[Fig. 5(c, d)].

      

      
        3.3 세포 생장 형태
        마이크론 이하 크기의 타원형으로 형성된 라인 패턴을 가지는 PDMS와 패턴이 없는 PDMS에 NIH3T3를 투입하여 세포 생장 형태를 비교, 관찰하였다. 라인 패턴을 가지는 PDMS에서는 엑스선 그레이 스케일 리소그래피 공정을 통해 제작된 서브 마이크로의 사이즈를 세포가 인지하여, 패턴을 따라 길게 신장되어 생장하는 것을 관찰할 수 있었다[Fig. 6(a)]. 반면에, 패턴이 없는 PDMS 표면에서는 방향성을 관찰할 수 없었다[Fig. 6(b)].

        
          
          

          Fig. 6. 
				
          

          
            Growth morphology of NIH3T3 on (a) horizontal line-patterned PDMS surface and (b) flat PDMS surface.
          
          

          

        

      

    

    

  
    
      4. 결 론
      미세 유체 기술과 세포 배양 플랫폼으로 대표되는 바이오멤스 기술은 생체 적합한 미세 패턴 제작이 필수적이며, 이를 위해 리소그래피 공정이 주로 활용된다. 독특한 패턴을 제작하기 위해 그레이스케일 리소그래피 기술을 도입하기도 하는데, 마이크론 이하의 크기를 제작하기에는 한계가 있다. 이를 극복하기 위해서 본 연구에서는 엑스선 그레이 스케일 리소그래피 기술을 활용해 서브 마이크론 폭의 둥근 단면을 갖는 선 패터닝을 보였고, PDMS 몰딩을 통해 패턴을 그대로 재현해 낼 수 있었다. 뿐만 아니라, 해당 방법을 이용하면 입체 패턴 구조 표면 제작이 가능하여, 이는 세포 정렬을 위한 패터닝 된 기판 제작에도 손쉽게 응용 가능하다. 본 기술은 바이오멤스를 위한 플랫폼 제작에 광범위하게 사용 가능할 것으로 예상된다.
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