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1. 서론

최근 표면 화학, 바이오 공학, MEMS(microelectromechanical systems) 기술을 어우르는 융합 학문의 발달

로 세포의 미세 패터닝 및 어레이화를 가능케하였다.
1
 또한 MEMS 기술을 이용하여 표면 위에 세포를 패터닝시

킴과 동시에 세포 주변에 바이오센싱 플랫폼을 둠으로써 세포로부터 분비되는 생체 물질을 빠르게 실시간으로 

검출하는 방법이 개발되고 있다. 이는 자극물질로부터 유발된 세포의 행동 또는 세포-세포 간의 교신 및 상호 

작용을 감지하여 조직 내에서의 특정 세포의 행태 등을 가늠케한다. 세포로부터 분비되는 단백질을 검출하는 

방법으로는 세포 주변에 분석하고자 하는 단백질의 항체를 고정한 뒤, 이후 단백질이 결합된 후에 검출 항체를 

이용하여 sandwich 어세이 방법에 의하여 간접적으로 정량할 수 있다.2-6 또 다른 방법으로 항체를 대신할 수 

있는 DNA 또는 RNA 앱타머를 이용하거나 단백질 분해 효소 검출을 위한 펩타이드를 이용할 수도 있다.
7-10

 본 

특집에서는 세포의 미세 패터닝 방법, 세포로부터 나오는 물질의 검출 방법 및 단일 세포 검출에 대해서 소개하

고, 향후 연구 방향에 대해서 논의하고자 한다.

2. 본론

2.1 세포의 미세 패터닝

세포가 결합할 수 있는 extracellular matrix(ECM) 단백질의 프린팅을 이용하거나 세포-표면간 상호작용을 

이용하여 원하는 위치에만 세포를 고정화시키는 방법이 있다.
 11-12

세포 미세 패터닝의 대표적인 방법으로는 photolithography, soft lithography, protein printing 방법이 있

으며, 세포가 결합할 수 있는 표면을 선택적으로 만들어 구획화시킬 수 있다(그림 1). 최근에는 실제 조직에 최

대한 가까운 환경을 만들어주고자, 단일 세포의 배양이 아닌 혼합 세포의 배양(co-culture)의 형태로 미세패터

닝을 디자인할 수 있다. 13-15

2.1.1 Photolithography

주로 UV를 이용하여 구획을 만들어 세포를 패터닝하는 방법이다. 포토마스크를 이용하여 단백질 또는 세포
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(a) (b)

(c)

그림 1. 세포 미세패터닝의 방법. (a) photolithography, (b) soft lithography,
(c) protein printing 방법.

(a) (b)

(c)

그림 2. Photolithograph를 이용한 세포의 마이크로 패터닝의 예시. 포토마
스크의 디자인에 따라 세포가 들어갈 수 있는 구획을 디자인할 수 있다. 
(a) PEG-DA의 유리 표면 위로의 그래프팅, (b) 형광 단백질의 패터닝, (c)
세포가 PEG microwell에 들어가 있는 모양.16

(a)

(b)

(c)

그림 3. UV에 의하여 활성화 되는 기능기들. (a) benzophenone, (b) aryl 
azide, (c) nitrobenzyl 기능기를 가지는 유도체들.

그림 4. Microcontact printing(μ-CP) 방법에 의한 단백질 및 세포의 패터닝.

와 같은 생체 고분자의 흡착을 방해하는 polyethylene glycol- 

diacrylate(PEG-DA) 또는 acrylamide를 선택적으로 가교

시켜 PEG-DA 또는 acrylamide가 가교되지 않은 부분에만 

세포를 올리는 방법이다(그림 2).
16-17

 유리 또는 실리콘 표면

에 3-acryloxypropyltrichlorosilane을 이용하여 표면을 아

크릴화 시킨 후, 고분자의 acryl 기능기와 동시에 가교되면

서 공유 결합으로 표면과의 결합을 유도한다. Microwell의 

크기는 사용되는 포토마스크의 크기에 의하여 결정되며, 작

게는 단일 세포를 결합시킬 수 있도록 설계될 수 있다. 

다른 방법으로는 UV에 의하여 반대로 세포가 결합하게끔 

표면을 활성화시켜, ECM 단백질 또는 세포를 결합시키는 

방법이다. UV에 의하여 활성화 되는 기능기로는 benzophenone, 

aryl azide, nitrobenzyl group을 가지는 photocaging 기능

기 등이 있으며, 표면에서 활성화되어 모두 단백질의 가교에 

이용될 수 있다(그림 3).
18-21

2.1.2 Soft Lithography

Soft lithography는 polydimethylsiloxane(PDMS)을 이

용하여 단백질 및 세포를 패터닝하는 방법이다.
22-23

 PDMS

를 이용한 미세 유체 채널을 만들어 구획을 만들고 ECM 단

백질을 고정하거나 세포를 직접 고정화시키는 방법이다. 단

단한 SU-8이나 실리콘이 식각되어 있는 master mold를 이

용하여 반복적으로 PDMS 미세 유체 채널을 제작할 수 있는 

장점이 있다. PDMS의 특징은 투명하고 쉽게 휠수 있어 물리

적으로 다루기 쉬우며, 공기가 투과할 수 있어 채널 내에서의 

세포 배양에도 적합하다. 또한 PDMS를 이용한 microcontact 

printing(μ-CP) 방법으로 단백질의 미세 패터닝이 가능하다

(그림 4).
24-25 



신동식

고분자 과학과 기술  제26권 2호 2015년 4월 147

(a)

(b)

(c)

그림 5. 단일세포로부터 분비되는 단백질의 검출. (a) T 세포로부터 사이토
카인의 분석,34 (b) T 세포로부터 사이토카인 분석 후, 단일 세포의 분리,36

(c) Sandwich 어세이 방법에 의하여 세포 분비 단백질의 형광 염색 방법.
Reproduced with permissions of Anal. Chem. Copyright (2009) 
American Chemical Society and Angew. Chem. Int. Ed. Copyright 
(2014) John Wiley and Sons.

2.1.3 Protein Printing

Pin을 이용하거나 ink jet 형태의 protein printing이 일반

적이다.
26-27 

ECM 단백질 또는 세포와 상호 작용을 할 수 있

는 항체를 표면기가 도입된 유리나 실리콘과 같은 표면에 공

유 결합 또는 정전기적 결합에 이용하여 패터닝시킨 후 세포

를 배양한다. 이러한 과정을 통해 패터닝된 단백질 위에 세

포가 올라가는 것을 확인할 수 있다. 최근에는 dip pen 

nanolithography(DPN)의 발달로 수 마이크로미터 이내의 

단백질의 프린팅이 가능하여, 단일 세포 단위의 세포 패터닝

을 수행할 수 있다.
28-29

 이렇게 패터닝된 단일 세포는 세포간

의 다른 표현형이 나타나므로 각각의 세포간 형질 차이를 분

석하는데 중요하게 쓰일 수 있다.

2.2 세포 분비 단백질의 검출 방법

세포로부터 나온 단백질은 결합 반응에 의하여 또는 그 단

백질이 효소인 경우에는 효소 반응에 의하여 검출할 수 있

다.
30-31

 가장 일반적으로 항체를 이용한 결합 반응을 이용하

여 세포 분비 단백질을 검출하는 방법이 있으며, 항체를 대신

하여 항체보다 높은 안정성을 가지는 DNA 또는 RNA 앱타

머를 이용하는 방법이 있다. 또한 단백질 분해 효소를 검출하

기 위하여 펩타이드 기질을 이용하는 방법이 있다.7-10 이렇게 

세포로부터 분비된 단백질을 검출하는 방법으로는 형광 분

석법과 전기적인 신호 검출 방법이 있다.

2.2.1 형광 분석 방법

표면에 단백질을 포집할 수 있는 항체를 고정시킨 뒤 

sandwich 어세이 방법을 이용하여 형광이 달린 검출 항체를 

결합시키면 세포가 분비해 내는 단백질을 검출할 수 있다. 또

는 형광 reporter-quencher와 결합되어 있는 앱타머를 이용

하여 단백질의 결합으로부터 quencher를 DNA 또는 RNA 

가닥으로부터 탈착시키면 형광이 나타나는 것을 확인할 수 

있다.32 또는 단백질 분해효소를 검출하기 위하여 세포의 주

변에 형광 reporter-quencher와 결합된 펩타이드를 고정시

켜 효소와 펩타이드의 반응에 의하여 quencher를 탈착시킬 

수 있다.10 상기 앱타머나 펩타이드를 이용하는 방법은 형광

이 달린 항체를 다시 결합시킬 필요가 없어 실시간 세포 분비 

단백질을 검출할 수 있는 장점이 있다.

2.2.2 전기 신호 검출 방법

금 또는 ITO와 같은 전도성 표면 위에 methylene blue, 

ferrocene, 또는 anthracene과 같은 redox reporter로 표지된 

단백질 검출 물질 고정한 뒤 세포에서 나오는 단백질과 검출 

물질의 상호 작용에 의하여 전기적 신호가 달라지는 것을 감지

할 수 있다. 이렇게 바뀐 전기적 신호를 단백질의 농도와 비교

하면 세포로부터 분비된 단백질의 양을 정량할 수 있다.
7,9

2.3 단일 세포의 검출

단일 세포의 분비 단백질을 분석함으로써 각각의 세포간 

형질의 차이를 알아내는 기술이 최근 중요하게 이용되고 있

다. 동일한 하나의 세포 군으로부터도 단백질의 분비량이 다

르게 나타나는 것이 일반적이므로 단일 세포의 단백질 분비

량을 정성-정량화 하는 연구가 활발히 진행되고 있다.

예를 들어, 단일 B 세포로부터 나오는 항체의 양을 계산하

여 특정 항체를 많이 분비하는 세포만을 찾아 연구하는 방법

이 있다.33 또한 단일 T 세포로부터 나오는 사이토카인의 양

을 측정하여 각각의 면역 세포로부터 특이한 행동을 취하는 
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세포를 분석할 수 있다.
34

또한 단일 암세포로부터 나오는 단백질 분해효소를 검출

함으로써 암세포의 전이에 대한 연구를 수행할 수 있다.
35

 최

근에는 광분해성 하이드로젤을 이용하여 각각의 세포로부터 

나오는 단백질을 분석함과 동시에 또한 단일 세포를 분리해

내는 방법이 개발되었다(그림 5).
36 이와 같은 기술들은 추후 

항체의 생산 및 생물학적 기전을 유추해 내는데 있어서 중요

하게 이용될 수 있다.

3. 결론 

본 연구에서 고찰된 기술들을 이용하여 세포로부터 분비

되는 단백질을 효과적이고 정확하게 검출할 수 있다. 이는 실

시간 분비량을 계산함으로써 단백질 배출의 kinetics를 가늠

해 볼 수 있으며, 또한 특이 행동을 보이는 단일 세포를 분리

해 냄으로써 기존의 세포 군집으로부터의 실험으로는 얻을 

수 없는 중요한 생물학적 기전을 유도하는데 도움이 될 수 

있다. 향후 더욱 발달된 표면 화학, 바이오 공학, MEMS 기술

을 어우르는 융합 기술을 이용하면, 세포 분석을 용이하게 할 

수 있을 것이라 기대된다.
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