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1. 서론 

 
기존의 세포 배양은 표면 전체에 세포를 배양하는 반면,

마이크로 패턴 세포배양은 세포를 국부적인 영역에서만 
배양함으로써 미세패턴 형상으로 세포를 배양하는 기술

이다. 국부적으로 배양된 세포의 위치, 크기 등을 정확하

게 제어함으로써 마이크로 구조를 구현할 수 있고, 제어

된 미세 환경을 제공함으로써 체계적이고 공학적인 세포

연구를 가능하게 한다. 이를 위해서는 세포배양기술과 
함께, 세포배양의 국부화 기술이 필요한데, 이러한 세포 
국부화는 마이크로 패터닝 기술을 이용하여 구현된다. 
따라서 마이크로 패턴 세포 배양기술은 마이크로 제작기

술과 세포배양기술의 융합기술이라 할 수 있다. 이러한 
마이크로 패턴을 이용한 세포배양기술은 미세환경을 제
어함으로써 높은 균일도의 크기, 형상 제어가 가능하기 
때문에 생체 밖에서의 세포 연구에 유용한 도구로 사용 
될 수 있다. 이 기술은 세포를 원하는 특정 위치에 국부

화 하기 위한 도구인데, 대표적으로 마이크로 웰 어레이

와 마이크로 스텐실 방법으로 구분 할 수 있다. 마이크

로 웰 어레이는 바닥이 있는 마이크로 챔버형상으로, 마
이크로 웰 안에서 세포를 물리적으로 모은 후 배양함으

로써  3 차원 구조의 배양을 할 수 있다. 이 방법은 제작

이 간단하지만 배양이 되는 세포가 한정되고 세포배양이 
마이크로 웰 안에서 이루어진다. 마이크로 웰 배양 방법

은 간세포 배양에 활발히 적용되고 있다.[1-3]  그러나 마
이크로 스텐실을 이용한 세포 배양 방법은 관통형상의 
멤브레인을 이용하여 세포를 패터닝 후 마이크로 스텐실

을 제거하면 기존의 세포 배양 방법과 동일한 환경에서 
세포를 배양할 수 있고, 세포를 국부적인 미세패턴 형상

으로 제작 할 수 있다.[4] 
본 연구에서는 마이크로 스텐실을 이용하여 MEF(Mouse 

Embryonic Fibroblast) cell 을 국부적인 미세패턴 형상으로 
배양시키는 연구를 수행하였다. 

    
 

2. 마이크로 스텐실 제작 
 

본 연구에서 사용된 마이크로 스텐실은 포토리소그라피

를 이용하여 마스터를 제작하고, 제작된 마스터를 PDMS 
casting 방법을 이용하여 제작하였다. Fig. 1 은 포토리소그

라피를 이용한  마이크로 스텐실 제작공정도 이다. 우선 

Si wafer 위에 SU-8(100) 포토레지스트를 250 ㎛ 두께로 스

핀코팅 하고, 65℃에서 30min, 95℃에서 90min 핫플레이트

(Hot plate)에서 소프트 베이킹(Soft Baking)을 한다. 그리고 

정해진 시간에 따라 마스크 얼라이너(Mask Aligner)로 노광

(Exposure)을 한 후 65℃에서 15min, 95℃에서 25min Post 
Exposure Baking 을 거친 후 현상(Development)하는 일련의 

과정으로 제작하였다. 이렇게 제작된 마스터에 

PDMS(Polydimethylsiloxane)와 크로스링커를 9:1(wt%) 로 

배합하여 스핀코팅 한다. 스핀코팅 된 몰드 위에는 얇은 

PDMS 층이 존재 하기 때문에 N2 gas 를 몰드 위로 분사하

여 이를 제거한다. 이후 65℃ 오븐에서 60 분 동안 경화시

킨 후 마스터와 PDMS 를 분리하여 스텐실을 제작하였다. 

Fig. 2 는 제작된 PDMS 스텐실의 사진이다.  PDMS 스텐실

은 모양은 circle 형태이며 직경은 500 ㎛ 이다. 
 

 
 

Fig. 1 Schematic diagram of PDMS stencil fabrication. 
 
 

 
 

Fig. 2  Fabricated PDMS stencil. (circle, D=500 ㎛) 
 

 
3. 마이크로 스텐실을 이용한 MEF cell 배양 

 
스텐실을 이용한 MEF(Mouse Embryonic Fibroblast) cell 배

양 방법은 Fig. 3 과 같은 방법으로 실험을 진행하였다. 
MEF cell 준비는 임신한 마우스를 대략 13.5 일(10~17 일) 동
안 자라게 한 후 배아를 자궁에서 분리한다. 분리 된 배아

를 몸통만 남기고 전부 제거 후 갈아준다. 이렇게 준비 된 
배아에 trypsin/EDTA solution 을 넣고 37℃에서 20 분 동안 
배양한 후 MEF cell 을 추출한다. 이렇게 추출 된 Cell 을 
culture 하기 위해 전처리 과정으로 Disk 및 PDMS 스텐실을 
Autoclave 를 이용하여 멸균 처리한다. 그리고 Disk 위에 
PDMS 스텐실을 붙이고 배양액을 넣어준다. 이때 배양액이 
PDMS 스텐실 안으로 침투가 안되고 마이크로 버블이 형성

되는데, 마이크로 버블은 cell 배양에 영향을 준다. 이 경우 
pipette 으로 배양액을 여러 번 강하게 분사하여 마이크로 
버블을 제거한다. 마이크로 버블이 제거된 PDMS 스텐실 

마이크로스텐실을 이용한 MEF 세포의 마이크로패턴 배양
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위로 MEF cell 을 seeding 하고 8 일간 Incubator 안에서 배양

하였다. Fig. 4 는 8 일간의 배양과정에서의 MEF cell 사진과, 
8 일 후 Disk 와 PDMS 스텐실을 분리하고 Disk 위에서 자
라고 있는 MEF cell 의 사진이다. MEF cell 들이 PDMS 스텐

실 위에는 자라지 않고 스텐실 안(Disk 위)에서만 자라는 
것을 확인 할 수 있었다.  Fig. 5 는 MEF cell 을 SEM 전처

리 공정 후 SEM 으로 촬영을 한 사진이다.    
 

 
 

Fig. 3 Schematic diagram of MEF(Mouse Embryonic Fibroblast) 
cell culture process. 

(a) Glass Disk (b) PDMS stencil bonding after micro bubble 
removal , (b) MEF cell seeding , (c) Removal of PDMS stencil 

 
 

   
(a) MEF cell with stencil (Day 3) 

 

   
(b) MEF cell with stencil (Day 5) 

 

   
(c) MEF cell with stencil (Day 8) 

 

   
(d) MEF cell after removal of stencil 

 
Fig. 4  Microscope image of  MEF(Mouse Embryonic 

Fibroblast) cell. 

 
Fig. 5  SEM image of MEF(Mouse Embryonic Fibroblast) cell. 

 
4. 결론 

 
본 연구에서는 기존의 세포배양 방법인 표면 전체에 세

포를 배양하는 방법과는 달리 마이크로 스텐실을 이용하여 
국부적인 마이크로 패턴 영역에서만 세포를 배양하는 기술 
개발을 목적으로 연구를 진행하였다. MEF(Mouse Embryonic 
Fibroblast) cell 을 PDMS 스텐실을 이용하여 배양해 보았으

며, 8 일 후 스텐실을 분리하고 마이크로 패턴 영역에서만 
세포가 자라는지 확인해 보았다. 그 결과 PDMS 스텐실을 
이용한 마이크로 패턴 cell 배양 방법은 cell 을 물리적으로 
PDMS 스텐실 안에서 마이크로 패턴 형태로 배양 할 수 있
음을 확인하였다.  
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