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요 약

본 연구에서는 폴리디메틸실록산(PDMS)과 모세관-미세몰딩(MIMIC) 기술을 활용하여 마이크로패턴 채널 시스템을

제작하고, 단일 세포 수준에서 극성화 패턴으로 형성되는 분자 신호를 고해상도 세포 이미징을 통해 분석하였다. 이 과

정에서 혈소판유래성장인자(PDGF)가 처리된 세포에서는 세포 이동에 중요한 세 종류의 신호인 포스포이노시티드 3-

인산화효소(PI3K), Rac 및 액틴(Actin) 신호가 선두(front)영역에서 후미(rear)영역에 비해 강하게 활성화 하는 데 반해,

마이오신 경쇄(MLC) 신호는 비특이적 경향성을 보여주었다. 본 연구 결과는 향후 마이크로패턴의 미세환경에서 세포

극성화 신호와 세포 이동과의 상관 관계를 연구하는 데 중요한 도움이 될 것으로 사료된다.

Abstract − In this study, we produced the micropatterned channel system using polydimethylsiloxane (PDMS) and

micromolding in capillaries (MIMIC) technology and evaluated cellular polarity signals through high-resolved imaging

at the single-cell level. In cells treated with platelet-derived growth factor (PDGF), three types of key signals in cell

migration; phosphoinositide 3-kinase (PI3 K), Rac, and Actin, were strongly activated in the front area compared to the

rear region, whereas myosin light chain (MLC) showed no notable activity in the front and rear areas. Our results will,

therefore, provide important information and methodology for studying the correlation between cell polarity signals and

cell migration under the newly defined microenvironment. 
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1. 서 론

최근 생체 재료와 화학 공학적 기술들을 접목한 융합 연구는 조

직 공학과 재생 의학 연구에 큰 활력을 불어넣고 있다. 이러한 융합

기술들은 다양한 세포미세환경을 적절하게 모사하도록 활용되어

세포 신호 및 기능 연구에서 많은 진전을 가져다 주었다[1-5]. 특히,

미세환경에 민감한 조직(tissue)의 발생 및 생성과정에서 세포의

방향성과 이동성에 필요한 분자적 의사 결정 기전은 매우 중요한

요소로 판단되고 있으나 아직 비밀에 싸여있다[6,7]. 뿐만 아니라,

암세포의 전이과정에서 흔히들 나타나는 형태적 극성화(polarity)

전략과 이동에 관한 분자적 신호 체계도 규명되어야 할 요소들이

매우 많다[8,9]. 그러나, 세포 행동 및 생리과정에서 동반되는 세포



폴리디메틸실록산 기반 마이크로패턴 채널 시스템을 이용한 단일 세포의 극성 신호에 관한 연구 123

Korean Chem. Eng. Res., Vol. 58, No. 1, February, 2020

의 극성 신호 연구는 일반적으로 사용되는 세포배양시스템 환경에

서는 통제가 어려워 실험적으로 연구하는데 많은 제약이 따르고

있어, 패턴화된 미세유체 환경 시스템의 적용이 필요할 것으로 사

료된다.

폴리디메틸실록산을 활용한 소프트 리소그래피(soft lithography)

기술은 패턴화가 필요한 다양한 몰드 제작에 매우 유용하게 활용되

고 있으며[10], 입체적으로 통제된 2D, 3D미세환경을 제작하거나,

세포외기질의 미세지형적인(micro-topographical) 특징을 모사하는

등 세포-세포외기질(extracellular matrx, ECM) 및 세포-세포 상호

작용 연구에 폭넓게 활용되고 있다[11,12]. 특히 최근에는 3D 프린

팅 기술과 나노리소그래피(Nanolithography) 등과 함께 세포의 마

이크로/나노 구조 환경을 정밀하게 모사 구현하는 시스템으로 크게

발전하고 있다[13,14]. 본 연구에서는 이러한 소프트 리소그래피 중

MIMIC (Micromolding in Capillaries) 기술을 활용하여 마이크로

패턴 채널시스템을 제작하고 최적화함으로써, 단일 세포(Single

cell)의 극성 신호 연구에 활용하였다. 모사된 마이크로패턴 환경에

서 극성화 된 단일 세포의 단백질 분자 신호를 실시간 고해상도 이

미징을 통해 측정함으로써 단일 세포 수준에서 극성화 신호를 비교

분석하고자 하였다. 

2. 실 험

2-1. 폴리디메틸실록산 몰드의 제조

폴리디메틸실록산(Polydimethylsiloxane, PDMS) 몰드의 제조는

실리콘 마스터(Silicon master)와 포토리소그래피(Photolithography)

방법을 통한 PDMS pre-폴리머의 주물 과정을 통해 제작되었다. 실

리콘 와퍼(Silicon wafer)는 piranha wet etch (H
2
SO

4
와 H

2
O

2
의 7:3

비율) 처리와 함께 3차 증류수에 의한 세척작업 후, 잔여 수분을 완

전히 제거하기 위해 섭씨 200도에서 5분간 처리과정을 거쳤다. 뒤

이어 와퍼는 포토레지스트 SU8 2015 처리 후 3000 rpm 으로 30초

간 스핀 코팅을 진행하였고 이후 섭씨 95도에서 3분간 열처리를 수

행하였다. 포토레지스트가 코팅된 와퍼는 22초간 UV 처리

(140 mJ/cm2)를 진행하였고, 반복해서 섭씨 95도에서 3분간 열처리를

진행하였다. 이후 실리콘 와퍼는 SU8 디벨로퍼 시약을 3분간 처리 후

2% SDS (sodium dodecyl sulfate) 용액을 통한 세척 및 건조 과정을 거

쳤다. 이후 PDMS pre-폴리머는 실리콘 와퍼에 부어 섭씨 60도에서

15시간 처리한 후 탄성중합체의 PDMS 몰드를 제작하였다.

2-2. MIMIC을 통한 마이크로패턴채널 제작

Glass coverslip을 piranha wet etch (H
2
SO

4
와 H

2
O

2
의 7:3 비율)로

20분 동안 처리한 후, 3차 증류수를 통해 세척 및 건조과정을 거쳤

다. 세척된 glass coverslip은 2% dimethyldichlorosilane이 포함된

chlorobenzene에서 10초간 담근 후, 아세톤, 에탄올 및 3차 증류수

로 세척 후 건조 시킨 후 UV-생성 오존에서 1분간 산화 과정을 거

쳤다. PDMS 몰드도 아세톤, 에탄올 및 3차 증류수를 통해 세척 과

정을 거친 후 silanized glass coverslip 에 놓았다. 주입구(Inlet)과

배출구(outlet)의 입구를 2 mm 직경으로 뚫은 후, Rhodamine-

labeled 피브로넥틴(Fibronectin) 용액(40 μg/ml)을 20 μl 가량 주입

구에 도포하였다. 이후 시료는 진공상태를 적용하여 용액을 입구로

부터 채널로 유도한 후, 배출구로 다시 유도하는 채널의 충진 및 출

력기법을 사용하였다. 미세유체(microfluidic) 시료는 PDMS 몰드

를 제거하기 전, 피브로넥틴이 표면적에 퇴적하도록 밤새 상온에

보관되었다. 이후 유리 덮개를 petri dish로 조립하여 0.5% (w/v)

Pluronic F127을 1시간 동안 도포한 후 PBS (phosphate-buffered

saline)로 세척함으로써 세포 배양에 적합한 마이크로패턴 채널을

제작되었다.

2-3. 세포배양 및 DNA 플라스미드 삽입

본 연구에서는 사용된 HeLa 세포와 CHO (Chinese hamster ovary)

세포는 10% FBS (fetal bovine serum), 2 mM L-glutamine, 100 unit/

ml penicillin, 100 ug/ml streptomycin과 1 mM sodium pyruvate를

첨가한 Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM)에서 배양

되었다. 세포는 95% air와 5% CO
2
가 혼합된 가스가 주입되고 섭

씨 37도의 환경조건을 가진 세포배양기에서 배양되었다. DNA 플

라스미드의 삽입은 제조사의 프로토콜에 따라 Lipofectamine 2000

(Invitrogen)을 통해 수행되었다. 사용된 DNA 플라스미드는 PH-

AKT-GFP, PAK-PBD-YFP, MLC-GFP, Actin-GFP이며 Addgene으

로부터 구입하였다. 

2-4. 세포이미징 및 분석

DNA 플라스미드가 주입된 세포는 0.5% FBS가 함유된 CO
2
-비

의존성 배양액(Gibco BRL)을 채운 후, Zeiss Axiovert 도립형광현

미경(40x objective, CCD-Cascade 512B; Photometrics) 하에서 MetaFluor

6.2 software를 활용하여 이미징 및 분석 실험이 수행되었다. 성장

인자에 대한 단일 세포 극성 신호 연구를 위해 세포는 재조합 rat

platelet-derived growth factor (PDGF, 50ng/ml) (Sigma Aldrich)가

1시간 처리되었다.

2-5. 통계분석

모든 통계 데이터는 평균 및 표준오차로 표현되었다. 그룹 간 통

계적 차이를 검증하기 위해 Student’s t-test을 마이크로소프트 엑셀

소프트웨어를 사용하여 분석하였다. 통계상 유의적 차이는 P-값

(*p<0.05, **p<0.01)에 의해 판정하였다.

3. 결과 및 고찰

3-1. 마이크로패턴 채널에서의 극성화 된 세포

실레인화 유리(silanized glass)의 상부에 마이크로패턴 형태를

갖춘 미세환경을 제작하기 위해, 본 연구자는 Fig. 1에서 보인 바와

같이 MIMIC(Micromolding in Capillaries)기법과 채널아웃가스기

술(channel-outgas techniques)을 응용하였다. 채널아웃가스 기술은

피브로넥틴 용액을 채널의 주입구에 가한 후 마이크로채널의 통로

로 스며들게 하고, 기압의 변화를 통해 피브로넥틴 용액을 배출구

까지 흐르도록 하였다. 피브로넥틴은 가장 대표적인 세포외기질

(ECM) 단백질로 세포가 표면에 접착할 때 필요한 단백질이다. 초

기 접착 단계에서 피브로넥틴과 같은 ECM 단백질을 코팅해주지

않게 되면 세포는 잘 접착하지 않게 된다. 마이크로채널 내에 피브

로넥틴 층이 형성되고 건조 시킨 후 폴리디메틸실록산 몰드를 제거

한 후 Pluronic 127 용액을 가하게 되면 10 μm의 strip을 가진 피브

로넥틴 코팅 마이크로패턴을 제작하였다. Pluronic 127은 무독성

중합체(triblock polymer, polyethylene glycolpolypropylene glycol-

polyethylene glycol)로써 피브로넥틴 흡수와 세포접착으로부터 유
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리 표면을 보호하게 된다[15]. 따라서 폴리디메틸실록산 기반의 소

프트 리소그래피 기법에 의해 제작된 마이크로패턴 채널에서만 세

포는 접착하고 배양된 세포는 극성화(polarization)된 형태적 특징

을 보였다. Fig. 2에서 보여진 바와 같이 피브로넥틴 단백질은 채널

내부로 효과적으로 주입되었고 세포외기질의 구성 단백질로 유리

표면에 코팅이 되었다. 형광현미경 상에서 적색형광시료인 rhodamine

에 의해 표지된 피브로넥틴은 균일하게 잘 나타났으며(Fig. 2B), 피

브로넥틴이 코팅된 채널 지역에서만 세포는 통제되어 위치하였다

(Fig. 2C). 

3-2. 세포의 극성 신호 측정

세포의 극성 신호를 비교 분석하기 위해 배양된 세포에서 극성화를

가지고 이동하는 세포의 front 영역과 rear 영역간의 신호 활성을

분석하였다. 혈소판유래성장인자(PDGF, platelet-derived growth

factor)를 처리하게 되었을 때, 이는 PDGF 수용체와 결합하고 하위

그룹으로 신호를 전달하게 된다. Fig. 3에서 보여준 바와 같이, 세

포에 PDGF를 처리한 후, phosphoinositide 3-kinase(PI3K)의 주요

신호체계인 PH-AKT-GFP의 신호는 front 영역에서 강하게 활성화

된 데 반해, rear 영역에서는 거의 활성화 되지 않았다. AKT는 단

백질 인산화효소 B(PKB)로도 알려져 있으며 세린/트레오닌(serin/

threonine)에 특이적인 단백질 키나아제로 Pleckstrin Homology (PH)

도메인을 가지고 있어 PI3K에 의해 활성화된다. PDGF 처리 전

PH-AKT-GFP가 발현된 세포의 FIR (Fluorescence intensity ratio,

front/rear) 값이 1.2129±0.079 인데 반해 PDGF 처리 후 FIR값은

1.766±0.101로 상승하였다(n=5, **p<0.01, mean±s.e.m.) (Fig. 4A).

이는 극성화 된 세포가 이동 방향을 결정할 때 PDGFR-PI3K-AKT

를 선택적으로 활성화시키는 것을 의미한다고 사료된다[16,17]. 이와

유사하게도, PAK-PBD-YFP와 Actin-GFP신호도 PDGF 처리 후

rear 영역에 비해 front 영역이 특이적으로 활성화되었다. PAK은

Fig. 1. Schematic drawing of the procedure for micromolding in capillaries and micropatterning on the silanized glass. 

Fig. 2. Imaging of micropattern. (A) Fluorescence image of a micropat-

tern of NHS-rhodamine-conjugated fibronectin on silanized

glass. Scale bar, 20 µm. (B) Profiling analysis of the micropat-

tern that matches with the line shown in (A). (C) Phase-contrast

image (40x) of HeLa cells cultured on the micropatterned

glass. Scale bar, 10 µm.
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p21-activated protein kinase (PAK)로 p21-binding domain (PBD)를

가지고 있어서 Rac에 의해 특이적으로 결합된다. 따라서 Rac이 활

성화되면 황색형광단백질(YFP)이 표지된 PAK-PBD의 형광신호가

증가하게 된다. PAK-PBD-YFP와 Actin-GFP의 PDGF 처리 전과

후의 세포의 FIR값은 각각 1.293±0.073과 1.576±0.087 (n=6, *p<0.05,

mean±s.e.m.), 1.099±0.048과 1.332±0.084(n=5, *p<0.05, mean±s.e.m.)

로 측정되었다(Fig. 4B와 C). PAK-PBD는 Rac 신호의 표지자이기에

Rac에 의해 매개된 PAK-PBD의 활성은 세포가 이동할 때 형성되는

라멜리포디아(Lamellipodia)의 확장에 중요하게 관여하는 신호임

이 분명하다[18,19]. Actin도 미세섬유를 형성함으로써 세포의 극

성화와 이동에 영향을 끼치며 라멜리포디아 조직에 중요한 매개자

역할을 한다[20,21]. 극성화 된 세포의 front 영역에서 라멜리포디

아의 형성이 높음에 따라 이들 형성과정에 필요한 PAK-PBD와

Actin 신호의 활성이 높은 것으로 여겨진다. 

이와는 대조적으로 MLC (Myosin light chain)-GFP의 신호는

front 영역이 rear 영역과 비교하여 뚜렷한 활성을 보이지 않았다.

MLC-GFP는 PDGF 처리 전과 후에서 FIR 값이 각각 0.990±0.096과

0.963±0.055 (n=6, mean±s.e.m.)로 측정되었으며 통계 분석결과 유

의하지 않았다(Fig. 4D). MLC는 Actin의 구성과 세포의 수축 이완

운동에 중요한 기능을 하는 인자이지만[22], 극성화 된 세포에서의

front 영역에서는 특이적으로 활성화되지 않은 것으로 보아, 세포의

극성화 선택과 이동에는 비의존성 신호로 판단된다. 비록 선행연구

에서는 PDGFR이 활성화될 때 RhoA-ROCK 신호경로를 거쳐 MLC

가 활성화되는 것으로 알려져 있지만, 대부분의 연구가 일반적인

세포배양용기에서 수득 된 결과들이다[23]. 따라서 본 연구에서는

이전 연구에서는 관찰 할 수 없었던 MLC에 대한 새로운 분자적 행

동(molecular behavior)이 탐지되었고, 이러한 특성은 MLC가 스트

레스 섬유(stress fiber) 형성과 극성화가 이미 진행된 세포에서는

활성 민감도가 높지 않다고 사료된다. 

4. 결 론

본 연구에서는 폴리디메틸실록산 몰드와 소프트 리소그래피 기

술을 사용하여 마이크로패턴을 제작하였다. 마이크로패턴은 세포

의 극성화 미세환경을 조성하여, 일반적인 세포배양환경에서 측정

하기 어려운 극성화 된 세포의 단백질 분자 신호의 역동성을 측정

하는 데 활용되었다. 그 결과, 네 종류의 단백질 신호인 PH-AKT,

PAK-PBD, MLC, Actin의 활성을 세포의 front 영역과 rear 영역을

비교 분석하였고, PDGF 처리 후 PH-AKT, PAK-PBD 와 Actin의

신호가 front 영역에서 강하게 활성화 되는 현상을 확인하였다. 이는

세포가 극성화 전략에 따라 세포 이동 시, 신호 분자를 특이적으로

활성화 시키는 것을 의미한다고 사료된다. 
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