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요 약

본 연구는 표면에 세포를 부착하는데 있어서, 다양한 기판 표면에 보편적인 플랫폼으로써 적용될 수 있는 세포 부

착을 위한 기능성 표면의 제작 기술 및 이를 이용한 세포의 선택적인 고정과 편리한 세포 패터닝의 방법을 보여주었

다. 세포 부착에 적합한 기능성 표면의 제작은 산소 플라즈마 처리를 이용한 다양한 기판의(유리, PMMA, PS, PDMS)

표면 활성화 및 상반되는 고분자 전해질의(PAH, PDAC, PSS, PAA) 정전기적 인력을 통한 증착으로 이루어진 다층의

고분자 전해질 층을 통해 제작될 수 있었다. 또한, 고분자 전해질로 증착된 표면 위로 마이크로 몰딩 인 케필러리 방

법을 사용하여 PEG 마이크로 구조물을 제작함으로써 세포의 선택적인 고정이 이루어질 수 있었다. 다층의 고분자 전

해질로 증착된 표면은 세포와의 강한 정전기적 인력으로 세포 부착에 유리한 표면을 제공하였다. 반면에, 제작된 PEG

마이크로 구조물은 물리적, 생물학적인 장애물의 역할로써 세포의 비 특이적인 흡착을 방지하였다. 세포 부착을 위한

기능성 표면을 제작하는 동안 표면의 특성은 접촉각 측정을 통해 이루어 졌다. 다양한 기판 상에서 개질된 표면은 세

포 부착을 위한 적합한 환경의 제공과 함께 세포의 마이크로 패터닝 기술에서 높은 수율의 세포 패터닝을 제공한다.

상기의 제안된 세포 부착을 위한 기능성 표면 제작 기술 방법은 제작 과정이 매우 간단하고, 편리하여 손쉽게 구현이

가능하며, 제작 공정에서 어떠한 해로운 용매도 사용하지 않기 때문에 친환경적이다. 또한, 이를 이용하여 세포를 이

용하는 바이오 칩 및 바이오 센서, 세포를 기반으로 하는 시스템 등에서 기본이 되는 기술로 사용될 수 있는 넓은 응

용 범위를 갖는다.

Abstract − In this study, we presented rapid and simple fabrication method of functionalized surface on various sub-

strates as a universal platform for the selective immobilization of cells. The functionalized surface was achieved by

using deposition of polyelectrolyte such as poly(allyamine hydrochloride) (PAH), poly(diallyldimethyl ammonium chlo-

ride) (PDAC), poly(4-ammonium styrene sulfonic acid) (PSS), poly(acrylic acid) (PAA) and fabrication of poly(ethyl-

ene glycol) (PEG) microstructure through micro-molding in capillaries (MIMIC) technique on each glass, poly(methyl

methacrylate) (PMMA), polystyrene (PS) and poly(dimethyl siloxane) (PDMS) substrate. The polyelectrolyte multi-

layer provides adhesion force via strong electrostatic attraction between cell and surface. On the other hand, PEG micro-

structures also lead to prevent non-specific binding of cells because of physical and biological barrier. The characteristic

of each modified surface was examined by using static contact angle measurement. The modified surface onto several

substrates provides appropriate environment for cellular adhesion, which is essential technology for cell patterning with

high yield and viability in the micropatterning technology. The proposed method is reproducible, convenient and rapid.

In addition, the fabrication process is environmentally friendly process due to the no use of harsh solvent. It can be

applied to the fabrication of biological sensor, biomolecules patterning, microelectronics devices, screening system, and

study of cell-surface interaction.
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1. 서 론

최근 미세전기기계시스템(Mciro-Electro Mechanical System,

MEMS)의 급속한 발전과 생명공학 분야의 높아진 관심은 질병의

조기 진단 및 치료, 신약 후보 군의 검출 등과 같은 연구 분야의 필

요성을 크게 증가시키고 있다. 무엇보다도, 바이오 칩이나 바이오

센서 등을 제작하는데 있어서 기존의 DNA 칩, 단백질 칩으로 대표

되던 것에서 최근에는 세포를 기반으로 하는 칩을 구현함으로써 실

제 질병의 진단과 발현, 치료에 관해 세포 단계에서 조사가 이루어

지는 연구가 활발히 진행되고 있다[1-3]. 세포를 이용한 칩을 구현

하기 위해서는 선택적 세포 고정화 기술과 세포의 부착이 용이할

수 있는 표면을 제작하는 기술이 절대적으로 요구된다. 특히, 가격

이 저렴한 다양한 플라스틱 기판 상에서 보편적으로 적용 가능한

방법으로써 세포 부착에 유리한 기능성 표면을 구현하는 일은 세

포를 이용한 바이오 칩, 바이오센서, 그리고 세포를 기반으로 하는

마이크로 시스템들을 제작하는데 있어서 요구되는 중요한 기술 중

의 하나이다[4-6]. 하지만, 하나의 플랫폼(Platform)으로써 세포 부

착을 위한 표면을 다양한 기판에 적용하여 제작하는 일은 쉽지 않

을 뿐만 아니라, 사용되는 기판에 따른 표면 처리 방법이 다양하고

세포를 부착하기까지 복잡한 단계 절차로 인해 경제적, 시간적으

로 단점을 갖는다[7, 8]. 특히, 동물 세포를 표면에 부착하기 위해

사용한 경우, 세포와 표면 사이의 부착 향상을 위해 섬유상 단백질

(Fibronectin)과 같은 부착 단백질(Adhesive protein; extracellular

matrix, ECM) 또는 이들의 상보적인 펩타이드(Peptide) 유도체를

이용한 표면 처리처럼 복잡한 과정이 동반되기 때문에 세포 부착

시 오염될 확률을 높일 수 있는 문제점이 있다[9-12]. 따라서, 사용

되는 기판의 종류와 특성에 구애 받지 않으며 쉽고, 빠르게 세포

부착을 위한 기능성 표면을 제작하여 일반적으로 적용될 수 있는

플랫폼 제작 기술이 필요하다[13-17].

본 연구실에서는 최근 고분자 전해질을 이용하여 박테리아부터 동

물 세포까지 부착이 가능한 표면을 구현하였다. 또한, 세포 부착이 가

능한 표면 위로 PEG 마이크로 구조물을 제작함으로써 세포의 선택

적인 고정이 가능하게 되었다[18]. 따라서, 본 연구에서는 간단한 산

소 플라즈마를 이용한 다양한 플라스틱 기판의 활성화 및 각기 개발

된 기존의 기술 방법들을 통해 선택적으로 세포의 고정화가 적용 가

능한 플랫폼을 개발할 수 있는 기반 기술을 개발하였다. 본 연구에

서 제안하는 방법은, 표면의 세포 부착을 위해 기존의 사용되었던 유

리 및 실리콘 기판뿐만 아니라, 가격이 저렴한 다양한 플라스틱 기

판에까지 적용될 수 있는 가용 범위를 넓힐 수 있으며, 종래의 복잡

한 화학적인 표면 처리 과정 및 세포의 비 특이적인 흡착을 막기 위

한 처리 과정 등의 요구 없이, 제작 과정의 간소화, 매우 간단한 기

능성 마이크로 표면 공정, 비용의 절감의 효과, 친환경 공정, 다양한

모양 및 크기의 패턴 패턴의 조절을 통해 세포를 기반으로 하는 바이

오 센서, 바이오 칩 및 초고속 스크리닝 시스템(HTS; High Throughput

Screening Systems), 세포와 표면 사이에 관한 거동을 연구하는 학문

분야 등에서 넓은 응용 범위를 갖고 유용하게 적용될 수 있을 것이다.

2. 실 험

2-1. 재료

Poly(dimethyl siloxane) (PDMS)는 Dow corning sylgard 184를 구

입하여 사용하였으며, 광 투과율 94, 굴절률 1.49, 비중 1.18, 흡

수율 0.3, 성형 수축률 0.2~0.6인 특성을 갖는 poly(methylme-

thacrylate)(PMMA) 및 polystyrene(PS)은 (주)LG에서 제공받아

사용하였다. 표면 개질을 위해 사용된 고분자 전해질은 각각 분자

량이, poly(allyamine hydrochloride)(PAH, Mw 70,000), Poly(4-

ammonium styrene sulfonic acid)(PSS, Mw 200,000), poly(diallyl-

dimethyl ammonium chloride)(PDAC, Mw 100,000~200,000),

poly(acrylic acid)(PAA, Mw 100,000)인 것을 사용하였으며, 마이

크로 구조물의 제작을 위해 사용된 poly(ethylene glycoldime-

thacrylate)(PEG-DMA)은 분자량이 Mn=330인 것을 사용하였

다. 모든 시약은 시그마-알드리치(St. Louis, MO, USA)에서 구입

하였다. 광중합을 위한 개시제는 Darocure D1173(Ciba-Geigy,

USA)을 사용하였다. 그 밖의 LB 배지, ampicilin 항생제, DMEM

배지, FBS 등 기타 세포 배양을 위한 시약은 시그마에서 구입하

였다.

2-2. 실험 방법

2-2-1. 세포 배양

2-2-1-1. 박테리아 배양

본 연구에서 제안된 기능성 표면의 세포 부착 여부를 간단히 확

인하기 위해 사용된 박테리아 균주는 대장균 BL21 및 녹색형광단

백질을 발현하는 재조합 균주인 BL21-pET23b-EGFP를 사용하였다.

대장균 배양은 50%(v/v) 글라이세롤(Glycerol)에 냉동 보관되어 있는

것 중 한 개를 선택하여 50 mg/ml의 ampicillin 항생제를 포함하는

Luria-Bertani(LB) broth(5 g/l yeast extract, 10 g/l tryptone, 10 g/l

NaCl) 배지에 접종한 후 37 oC, 150 rpm의 진탕 배양기에서 배양하

였다. 사용된 대장균 용액은 배양된 대장균 용액의 흡광도가 1(O.

D.
600 nm

-1.0)에 도달했을 때 12,000 rpm에서 10분 동안 원심 분리

후 인산 완충 용액에 다시 현탁된 것을 사용하였다.

2-2-1-2. 동물 세포 배양

세포의 표면 부착 확인 여부와 표면에 선택적인 고정을 위해 사

용된 동물 세포는 광범위하게 사용되는 섬유상 부착성 세포인 NIH

-3T3와 HEK 293 cell을 사용하였다. 각각의 세포는 10% fetal bovine

serum(FBS)과 penicillin-streptomycin 항생제를 포함하고 있는 Dulbecco’s

modified Eagle’s mininlum essential medium(DMEM) 배지를 사용

하여, 5%의 이산화탄소가 공급되는 37 oC 배양기 안에서 배양하였

다. 24시간 동안 배양된 세포는 제작된 표면 위로 세포의 로딩을 위

해 배양 플라스크 바닥에 부착된 세포로부터 trypsin-EDTA를 사용

하여 탈착시킨 후, 800 rpm에서 5분간 원심 분리하고 얻은 배양액을

사용하였다.

2-2-2. 기판 표면의 활성화

세포 부착의 용이한 표면을 제작하기 위해 사용된 유리, PMMA,

PS, PDMS 기판(가로×세로, 2.5 cm×2.5 cm)은 고분자 전해질로 증

착하기 전에 산소 플라즈마를 이용하여 먼저 표면을 활성화 시켰다.

유리 기판의 경우는 50% 황산 용액과 30% 과산화수소를 4 대 1의

비율로 섞은 혼합물인 피라나(Piranha) 용액에 30분간 담그고 활성

화 시킨 후 산소 플라즈마를 이용하여 한 번 더 표면을 활성화 시

켰다. 본 연구에 사용된 산소 플라즈마 장치는(Model PDC-002,

HARRICK PLASMA Ithaca. USA)을 사용하였으며, 100 w, 0.2 torr

에서 30초 동안 수행하였다.
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2-2-3. 고분자 전해질의 표면 증착

피라나 용액 및 산소 플라즈마에 의해 표면 처리된 기판은, 표면

에 OH­혹은 산소 라디칼 등의 관능기들이 도입되게 되고, 이로 인

해서 각 기판의 표면들은 양이온성 고분자 전해질을 첫 층으로 하

여 서로 상반된 전하를 갖는 고분자 전해질로 증착하였다. 각각의

상반된 전하를 갖는 고분자 전해질은 정전기적 인력을 통해 증착됨

으로써 다층의 박막을 형성하였다[19-22]. 고분자 전해질을 증착하

기 위한 방법으로는 스핀 코팅을 이용하였다(Model SC-60P, Shinumst

Inc. Korea). 다층의 박막을 형성하는 고분자 전해질 증착에 관해 간

략하게 정리하면, 먼저 활성화된 기판 표면 위로 양이온성 고분자

전해질 550 µl을 파이펫(Pipette)을 사용해 기판 표면을 덮고 3분 동

안 기다린 후 4,000 rpm으로 15초간 스핀 코팅을 시행한다. 15초가

지나면 3차 증류수를 이용해 동일한 조건에서 2회 세척 과정을 수

행한다. 증류수의 세척이 끝나면, 앞서 증착한 고분자 전해질과 상

반되는 전하의 고분자 전해질을 동일한 과정을 통해 증착한다. 상

기의 과정을 반복하여 원하는 층의 고분자 전해질 층이 증착될 때

까지 반복 수행한다. 본 연구에서는 선행 연구의 결과를 바탕으로

세포 부착 및 선택적 고정을 위해 고분자 전해질의 표면 증착은

9층으로 고정하였다. 사용된 고분자 전해질의 분자 구조식을 Table

1에서 정리하였다.

2-2-4. 세포 부착의 적합성 평가

제작된 표면의 세포 부착에 대한 적합성의 평가는 대장균 박테리

아 및 NIH - 3T3 세포의 표면 부착 유무에 따라 확인하였다. 명확

한 구별을 위해 평평한 PDMS 기판(가로×세로, 5 cm×2.5 cm)의

반쪽 부분은 알루미늄 호일로 가린 후, 나머지 반쪽 부분만을 산소

플라즈마 처리 및 고분자 전해질로 증착하였다. 세포 부착을 위한

표면 제작 시에, 고분자 전해질로 증착된 가장 상층 부위는 항상 양

이온성 고분자 전해질의 층이 나타나도록 하였다. 고분자 전해질의

표면 증착이 끝난 샘플은 세포의 로딩 전에 클린 벤치(Clean bench)

내에서 멸균 후 사용하였다. 샘플 위로 성장기에 있는 대장균 배양

액에서 300 µl을 떨어뜨려 대장균 용액이 기판의 표면을 모두 덮도

록 한 후 클린 벤치 내에서 40분 정도 방치하였고, 같은 방법으로

24시간이 지난 NIH - 3T3 세포 배양액 또한 표면을 덮은 후 5%의

이산화 탄소가 공급되는 37 oC 배양기 안에서 24시간 동안 방치하

였다. 시간이 지나면 샘플들은 인산 완충 용액 안에 5회 정도 담그

고, 들어올리는 과정을 반복하여 세척을 한 후 초 순수 질소를 이용

하여 표면의 물기를 제거하였다. 모든 과정을 마친 샘플은 광학 및

위상 차 현미경을 사용하여 분석하였다. 대장균 박테리아 및 NIH -

3T3 세포의 경우 고분자 전해질로 증착된 표면 위에만 다수의 세포

부착이 이루어 졌음을 확인할 수 있었다. 제작된 표면의 세포 부착

의 적합성 평가에 관한 공정 간략도를 Fig. 1에서 나타내었다.

2-2-5. 마이크로 구조물의 제작 및 세포의 선택적 고정

세포의 선택적인 고정을 위해 고분자 전해질로 증착된 다양한 기

판의 표면 위로 PEG 마이크로 구조물을 제작하였다. 마이크로 구

조물의 제작은 소프트리소그래피(Soft-lithography)의 한 방법인 마이

크로 몰딩 인 케필러리(Micro-molding in capillaries, MIMIC) 방법을

이용하였으며, 구조물의 제작을 위해 사용된 마이크로 몰드는 사진

식각(Photolithography) 공정을 통해 모양과 크기의 조절이 가능하였

다. 본 연구에서는 마이크로 구조물을 만들기 위해 패턴 높이가 20 µm

인 마이크로 몰드를 사용하였다. 제작된 마이크로 구조물은 0.5%(v/

v)의 광 개시제를 포함한 PEG 혼합물을 마이크로 몰드의 한 쪽 끝

부분에 위치시키면 혼합물은 모세관 현상에 의해 몰드와 기판의 표

면으로 생긴 빈 공간을 빠르게 채우게 되고, 그 후 15분간의 자외선

조사(250~400 nm, 100 mJ/cm2)를 통해 광중합하고 몰드를 제거하는

것으로 제작되었다. 그 후 마이크로 구조물이 형성된 표면 위로 세

포를 로딩하고 세포의 선택적 고정 여부를 확인하였다.

2-2-6. 이미지 분석

모든 이미지 사진은 높은 분해능의 CCD 카메라 (Coolsnap, Roper

Science, USA)를 갖춘 형광 현미경(NIKON, TE-2000, Japan)을 사

용하여 측정하였다. 측정된 이미지들은 이미지 프로그램 Image-Pro

Plus(Media Cybernetics, CA, USA)를 이용하여 분석하였다.

2-2-7. 접촉각 측정

기판의 표면 성질을 측정하는 방법으로 본 연구에서는 sessile drop

방법을 이용한 접촉각 분석기(Drop shape analyzer, DSA100, Krüss,

Germany)를 사용하였다. 모든 기판의 접촉각 측정은 산소 플라즈마

전, 후 그리고 9층으로 증착된 고분자 전해질의 표면 위에서 측정

하였다. 연구에 사용된 접촉각 분석기는 마이크로 실린지를 통해 일

정량의 probe liquid를 떨어뜨릴 수 있고, 접촉각 측정은 컴퓨터에

의해 자동으로 측정된다. 접촉각 측정 전에 모든 시료는 초 순수 질

소를 이용하여 깨끗한 표면을 얻은 후 분석하였다. 본 연구에서 측

정된 값은 한 시료의 여러 곳을 측정하였고(Intra-variation), 독립적

인 다른 시료를 3번 이상 측정하여(Batch to batch variation) 그 평

균값을 보고하였다.

Fig. 1. A schematic diagram of simply functionalized surface for the

confirmation of cell adhesion; A. the preparation of flat

PDMS slab (5 cm × 2.5 cm), B. covering half of the PDMS slab

and surface activation through oxygen plasma, C. the treat-

ment of 3-aminopropyltriethoxy-silane (γ-APTS) and the assem-

bly with polyelectrolyte, D. loading of cell suspension. 

Table 1. Chemical structure of polyelectrolyte and its type

Polyelectrolyte

(+) charge type (−) charge type

PAH PDAC PSS PAA

Chemical 

structure

·PAH: poly(allylamine hydrochloride)

·PDAC: poly(diallyldimethyl ammonium chloride)

·PSS: poly(4-ammonium styrene sulfonic acid)

·PAA: poly(acrylic acid)

 



다양한 기판 위에서 고분자 전해질 다층 막과 폴리에틸렌글리콜 미세 구조물을 이용한 세포 패터닝 방법 1103

Korean Chem. Eng. Res., Vol. 46, No. 6, December, 2008

3. 결과 및 토의

3-1. 기능성 표면의 제작 및 접촉각 측정

세포의 부착이 용이한 표면을 구현하는 일은 세포를 기반으로 하

는 바이오 센서나 바이오 칩 등의 제작에 있어서는 기본이 되는 중

요한 요건이다. 하지만, 사용하는 기판과 무관하게 세포 부착을 위

해 보편적으로 적용될 수 있는 표면을 제작하는 방법은 쉽지 않다.

이에 본 연구에서는 매우 간단한 산소 플라즈마의 표면 처리를 이

용하고, 수용액 상에서 전하를 나타내는 고분자 전해질을 이용한 다

층의 증착을 통해서 세포 부착을 위한 표면 제작 방법의 플랫폼을

제시할 수 있었다. 산소 플라즈마에 의한 표면 처리는 기판 표면에

산소 라디칼 혹은 하이드록실기(OH−)의 관능기를 도입하는 것이 가

능하였고, 이를 통해 양이온성 고분자 전해질의 첫 번째 증착을 유

도할 수 있었다. 또한, 고분자 전해질의 증착으로 이루어진 다층의

박막은 서로 상반되는 전하를 갖는 고분자 전해질들 사이에 정전기

적 인력을 통한 조합으로 가능하였다. 중요한 점은, 고분자 전해질

을 이용해 표면을 증착할 경우, 첫 번째 층의 안정성이라고 할 수

있다. 첫 층이 불안정하게 되면 고분자 전해질의 균일한 증착이 이

루어 지지 않고, 이 경우 계속적인 고분자 전해질의 증착이 이루어

질 때 증착하는 고분자 층이 서로 엉기어 뿌옇게 표면이 변화되는

것을 확인할 수 있었다. 뿐만 아니라, 본 연구에서는 고분자 전해질

로 증착된 기판 위로 마이크로 구조물을 제작함으로써 표면에 세포

의 선택적 고정 또한 가능함을 보였다. 제작된 마이크로 구조물은

광중합을 통해 결과적으로 높은 가교를 형성하여 구조물이 완충 용

액과 같은 수용액에 의한 처리에 있어서도 안정된 상태를 유지할

수 있었다.

세포 부착을 위한 기능성 표면을 제작하는데 있어서 표면 성질의

분석은 기판의 표면 처리가 이루어지는 각 단계에서마다 접촉각을

측정함으로써 확인할 수 있었다(Fig. 2). 사용된 기판 중, 유리 기판

을 제외한 나머지 PMMA, PS, PDMS 기판들은 산소 플라즈마 처

리 전의 경우, 높은 소수성의 표면을 갖지만(Fig. 2(a)), 산소 플라즈

마 처리 후의 경우는 친수성의 표면으로 바뀐 것을 확인할 수 있었

다(Fig. 2(b)). 하지만, PMMA 기판의 경우 접촉각의 변화 정도가

PDMS나 PS 기판에 비해 상대적으로 작았다. 이는 사용되는 PMMA

기판이 산소 플라즈마 처리에도 불구하고 표면 활성화가 매우 어려

움을 보여주고 있다. 본 실험에서는 사용된 기판에 대해 동일한 조

건에서 산소 플라즈마 처리를 하였으며, 이에 따라 각각의 기판 표

면은 활성화 된다고 가정하였다. 적용된 산소 플라즈마 처리 조건

은 본 연구진의 선행 연구 결과에서 보여준 처리 조건을 사용하였

다[23]. Fig. 2(c)는 PAH와 PSS 조합의 고분자 전해질로 9층 증착

된 표면 위에서 측정된 접촉각을 보여준다. 세포 부착을 위한 표면

으로 선행 연구 결과에서 여러 고분자 전해질 층의 두께에 따른 최

적 세포 고정화 조건은 고분자 전해질의 9층으로 구성된 표면으로

확인하였고 본 연구에서는 9층의 고분자 전해질이 증착된 조건을

사용하였다[18]. 측정된 접촉각은 각각의 기판에서 그 값의 차이가

적었으며, 이는 본 표면 개질 방법이 매우 신뢰성이 있고 안정적인

방법임을 반증한다. 또한, 선행 연구의 결과들에서 보여진 PAH 층

의 값(47~51o)과 매우 잘 일치함을 보여주었다[18]. 이는 각 기판의

표면 위로 고분자 전해질의 증착이 제대로 이루어 졌음을 보여주는

결과이다.

3-2. 세포 부착의 적합성

본 연구에서 제시된 세포 부착에 적합한 기능성 표면의 구현 가능

성을 검증하기 위하여, PDMS 기판 위에 표면 성질이 다른 두 지역

(본래의 기판 표면과 산소 플라즈마 처리 및 고분자 전해질의 증착

을 통해 제작된 표면)을 제작하였고, 두 표면에서 보여지는 세포의

부착 유무를 확인하였다. 먼저, 두 개의 다른 표면 성질을 갖도록 제

작된 PDMS 기판의 표면에서 두 지역의 경계는 외관상 확인할 수가

없었으나, 대장균 및 NIH-3T3 동물 세포를 로딩하고 난 후 표면에

부착된 세포의 양상을 통해서 두 지역의 명확한 경계 부분 및 세포

부착을 위한 유리한 표면을 확인할 수 있었다. 대장균 및 NIH-3T3

동물 세포 모두의 경우에서 대다수의 세포들이 본 연구에서 제안한

개질된 표면(산소 플라즈마 처리 및 고분자 전해질로 증착된 지역)

에만 부착된 것을 확인할 수 있었다(Fig. 3). 이는 본 연구에서 제시

된 제작 방법을 통해 제작된 표면에 박테리아 및 동물 세포 모두 세

포 부착을 적용하는데 용이한 방법이 될 수 있음을 의미한다. 더불

어, 표면의 활성화를 위해 일반적으로 많이 쓰이는 산소 플라즈마 처

리를 이용하는 것으로 고분자 전해질의 증착이 가능하게 됨으로써

산소 플라즈마에 의해 표면이 활성화 될 수 있는 다양한 기판에 상

기의 방법을 적용하여 세포의 부착이 가능할 수 있음을 의미한다.

세포의 표면 부착 메커니즘은 아직 명확히 이해되진 않았지만, 일반

적으로 세포는 ECM과 같은 고분자 형태와 단백질-리간드 (Protein-

ligand)의 결합 형태를 통해 표면에 비가역적으로 부착한다고 알려

져 있다[24, 25]. 박테리아를 포함한 대부분의 세포들은 인지질 및

Fig. 2. The static contact angle on various substrates; (a) pristine contact angle of all substrates, (b) after oxygen plasma treatment of 30 sec, (c)

contact angle on surface modified by polyelectrolyte, (PAH/PSS)
4
PAH.
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당지질(Glycolipid)과 당 단백질(Glycoprotein)이 존재하는 세포막으

로 인해 세포의 표면은 음전하를 나타낸다. 본 연구에서 사용된 고

분자 전해질 중 PAH와 PDAC는 아민 그룹으로 인해 기판 표면을

양전하로 나타내게 한다. 이로 인해 세포와 고분자 전해질로 증착

된 부분 지역 사이에는 정전기적 인력이 발생하고 그로 인해 세포

는 고분자 전해질로 증착된 부분에만 부착할 수 있게 된다.

3-3. 다양한 기판 상에 세포의 선택적 고정

일반적으로 표면에 세포의 선택적 고정을 위해서는 크게 세포 부

착을 위한 표면을 제작하는 단계와 선택된 세포 부착 부분 외에 세

포의 비 특이적인 부착을 방지하는 단계로 이루어진다. 본 연구에

서는 표면에 고분자 전해질의 증착과 PEG 마이크로 구조물의 제작

을 통해 단계를 간소화함으로써 쉽고, 빠르게 세포의 선택적 고정

을 구현하였다. 또한, 다양한 모양과 크기를 갖는 몰드를 사용함으

로써 다양한 패턴에서 표면에 선택적으로 고정된 세포의 형태를 얻

는 것이 가능하였다. 고분자 전해질로 증착된 기판의 표면에 마이

크로 구조물의 제작을 위해 사용된 PDMS 몰드는, 광학적으로 투

명하고 강한 내구성과 내마모성을 가진 실리콘 고분자로 소프트리

소그래피 방법을 이용하여 손쉽게 복제 몰드(Replica mold)를 제작

할 수 있는 장점이 있다. 이는 실리콘 웨이퍼를 사진식각 공정에서

모양과 크기의 조절을 통해 정교한 양각의 PDMS 몰드를 얻을 수

있고, 이를 사용하여 다양한 패턴으로 세포의 선택적 고정이 가능

할 수 있다. 따라서, 본 연구에서는 각각의 기판 표면 상에 다양한

모양과 크기를 갖는 패턴으로 세포를 선택적으로 고정할 수 있었다.

다양한 기판 표면 위로 세포의 선택적 고정을 위해 기능성 표면을

제작하는 전체 공정 과정을 Fig. 4에 도시화하였다.

Fig. 5 및 Fig. 6는 본 연구에서 사용된 PMMA, PS 기판의 표면

에서 선택적으로 고정된 NIH-3T3 세포의 이미지를 보여주며, Fig.

Fig. 3. The optical images of cell adhesion onto PDMS substrate locally

modified by polyelectrolyte; (a) phase contrast microscopy

image of bacteria, (b) optical microscopy image of NIH-3T3

fibro blast. Dash line is boundary between the modified and

nonmodified region. Each scale bar is 50 um.

Fig. 4. Schematic diagram of fabrication of functionalized surface for

selective immobilization of cell; A. surface activation through

oxygen plasma and substrate coating with PELs, B. placement

of PDMS micromold by conformal contact, C. MIMIC of PEG

prepolymer by capillary action, D. photopolymerization of

PEG through UV irradiation, E. removing the PDMS micro-

mold, F. loading of cell suspension onto the fabricated surface

and image analysis.

Fig. 5. Optical images of selectively immobilized NIH-3T3 fibroblast

on PMMA substrate; (a) and (b) images obtained by 20x objec-

tive magnification on PMMA. (c) and (d) enlarged images to

40x objective magnification, respectively. Each pattern size is

100 um and all scale bars are 50 um.
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7에서는 유리 기판 상에 고정된 NIH-3T3 세포의 이미지를 보여준

다. 예상과 같이, 기판의 표면 위로 고분자 전해질로 표면 처리되어

노출된 부분에만 세포의 부착이 가능하였고, 그 외의 표면은 PEG

고분자로 제작된 마이크로 구조물의 물리적, 화학적 성질로 인해 세

포 부착을 방지하는 장애물 역할을 함으로써 세포의 선택적 고정이

이루어질 수 있도록 했다. 또한, 다양한 몰드의 사용을 통해서 여러

종류의 패턴으로 고정된 세포의 형태를 얻을 수 있었다. 뿐만 아니

라, Fig. 8에서는 HEK 293 세포를 사용하여 선택적으로 고정될 수

있는 것을 확인하였다. 따라서, 다양한 종류의 동물 세포에도 상기

의 제안된 기술이 적용될 수 있음을 암시하며, PMMA 기판과 PS

기판 위에서 각각 세포가 선택적으로 고정된 모습을 확인할 수 있

었다(Fig. 8(a), Fig. 8(b)). 이는 본 연구에서 제안된 세포 부착을 위

한 기능성 표면의 제작 방법은 세포의 종류 및 사용된 기판의 종류

에 따른 부착의 특이성 없이 보편적으로 적용될 수 있음을 보여준다.

4. 결 론

본 연구는 특정한 지역에 선택적으로 세포를 부착하는 기술에 있

어서, 다양한 기판의 표면 상에 보편적으로 적용될 수 있는 세포 부

착에 관한 기능성 표면의 제작 및 이를 활용한 표면에 세포의 선택

적 고정의 응용을 보여주었다. 산소 플라즈마 처리를 통한 표면 활

성화와 상반된 전하를 나타내는 고분자 전해질의 증착을 통한 표면

개질은 세포의 표면 부착이 사용하는 기판에 관계없이 다양한 기판

상에서 폭넓게 적용될 수 있음을 제시하였다. 

뿐만 아니라, 세포 부착이 용이한 표면 위로 PEG 마이크로 구조

물을 제작함으로써 표면에 세포의 선택적 고정이 가능하고 이를 통

한 손쉬운 세포 패터닝의 가능성을 제시하였다. 더불어, PEG 마이

크로 구조물의 제작에 몰드로 사용된 마이크로 스탬프는 사진식각

공정에 의해 그것을 제조 및 이용하였기 때문에 마이크로 스탬프의

모양 및 크기 등을 조절함에 따라 보다 정교하고 다양한 패턴에서

표면에 선택적으로 고정된 세포의 형태 또한 얻을 수 있다. 본 연구

에서 제안된 세포 부착을 위한 기능성 표면의 제작 방법은 매우 단

순한 화학적 표면 처리 방법을 이용하여 간단하고 편리하며, 종래

의 세포 부착을 위한 중간 과정의 간소화로 경제적, 시간적 측면의

장점을 갖는다. 또한, 다양한 기판의 표면 상에 보편적으로 적용될

수 있다는 점에서 세포를 이용하는 바이오 칩 및 바이오 센서, 세포

를 기반으로 하는 시스템, 세포와 표면간의 연구 등에서 크게 활용

Fig. 6. Optical images of selectively immobilized NIH-3T3 fibroblast

on PS substrate; (a, b) and (c, d) images obtained by 20x objec-

tive magnification and 40x objective magnification on PS, respec-

tively. Each pattern size is 100 um and all scale bars are 50 um.

Fig. 7. Optical images of selectively immobilized NIH-3T3 fibroblast

onto various shape of patterns on the glass substrate. Each

image was obtained by 10x objective magnification. Inserted

images were taken to 60x objective magnification. All pattern

sizes are 100 um, and scale bars are 50 um.

Fig. 8. The optical microscopy images of selectively immobilized HEK

293 (Human Embryonic Kidney) cell on PMMA and PS sub-

strate, respectively; (a, b) images of 20x objective magnification.

Inserted images were obtained to 40x objective magnification.

Each pattern alternatively consists of 100 um and 50 um pat-

tern size. All scale bars are 50 um. 
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될 수 있을 거라고 기대된다.
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