
Korean Society for Biotechnology and Bioengineering Journal 27: 45-50 (2012)

연구논문

나노기공 표면에서의 세포 행동양식에 관한 연구

정성희
1, 윤원중

2, 민준홍
1,3*

Investigation of Cell Behavior on Nanoporous Surface
Sung Hee Chung1, Won Jung Yoon2, and Junhong Min1,3*

접수: 2012년 1월 3일 / 게재승인: 2012년 2월 9일
© 2012 The Korean Society for Biotechnology and Bioengineering

Abstract:1)In this paper, we investigated the effect of 
nanostructure on the cell behaviors such as adhesion and 
growth rate. Nanoporous structures with various diameters 
(30, 40, 45, 50, 60 nm) and 500 nm of the depth were 
fabricated using the anodizing method. The water contact 
angle of the surface consisting of nanopores with 30 nm 
diameter was 40 degree and those were 60~70 degree in 
cases of nanopores with over 40 nm diameter. Hela cells 
were cultivated on various nanoporous structure surface to 
investigate the cell behavior on nanostructure. As a result, 
Hela cells preferred 30 nm diameter nanoporous surface that 
has lower water contact angle. This result was confirmed by 
protein adsorption experiment and scanning electron microscope 
investigation.
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1. 서론

최근 약학/의학/환경과학분야에서 핵산, 단백질을 이용한 활
성 측정법보다도 세포를 이용한 생리학적반응의 직접 측정
법이 중요시 연구되고있으며, 세포를 다루기 위하여 다양한 
마이크로 칩이 개발되고 있다 [1-6].
  하지만, 현재 개발되는 마이크로세포칩은 조직이 아닌 
세포를 이용하기 때문에, 생체내 존재하는실제 환경과 다를 
수 있어, 마이크로칩환경에서 외부 자극에 의한 DNA 파괴 
및 화학물질에 의한 세포사멸 등 세포를 이용한 생화학적 반
응을 연구할 때, 세포의 본질적 반응인지, 환경변화에 의한 
간접반응인지 구별하기 어려운 단점이 있다 [7].
  그러므로, 생체 내 환경과 유사한 환경을 조성해 주는 
마이크로칩의 개발은 매우 중요하다. 생체 내 환경과 비슷한 
환경을 조성한 세포칩을 구성하고자 할 때, 고려해야 할 
가장 중요한 공학적 요소는 세포간 상호작용, 세포-표면 간 
상호작용 그리고 성장조절물질을 포함한 배양액조성이다. 
특히, 세포와 표면간의 상호작용은 광범위하게 조사되고 있
는데, 이는 체세포가 분화하고, 활성을 유지하기 위해서는
세포가 먼저 고체표면에 흡착하여야 하기 때문이다. 그러
므로 세포-표면간 상호작용은 세포 흡착뿐만이 아니라, 세포
분화, 이주, 성장에 중요한 변수로 인식되었고, 다양한 표면 
개질 방법과 표면 특성에 따른 세포특성변화에 관한 연구가 
다양하게 개발되었다 [8-9]. 표면을 개질하여 표면의 특성을 
변화시키기 위하여 생물학적/화학적 방법을 이용하기도 하고, 
물리학적으로 다양한 구조들을 도입하고 있다 [3,10,11]. 
생물학적인 방법으로 일반적으로 사용하는 방법은 콜라겐, 
젤라틴, 그리고 피프로넥틴과 같은 ECM (Extra Cellular 
Matrix) 단백질을 이용하는 것이다. ECM 단백질이 표면에 
흡착되면 세포 표면에 있는 특정 인테그린 (integrin)들과 결
합될 수 있다 [12,13]. 짧은 펩타이드인 Arg-Gly-Asp (RGD)
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가 포함한 표면 링커를 직접 표면에 형성하여 세포 흡착을 
향상시키는 연구가 이미 진행되고 많은 연구에 응용이 되고 
있다. 화학적인 방법으로는 표면을 친수화하는 방법이 사용
되는 데, 보통 양전하/음전하를 띌 수 있도록 APTS (3-(2- 
amino-ethylamino)propyltrimethoxy-silane) 그리고 poly- 
L-lysin과 같은 화학적 링커 들을 이용한다 [14].
  이러한 생물학적/화학적 방법을 사용하는경우, 생체내와 
유사한 미세환경을 조성하기편한 장점이 있지만, 화학/생물
물질의 생체내 안정성 및 지속적인사용이 어려워 장기간 사
용이 어렵고, 생체내 삽입이 어렵다는 단점이 있다. 그렇기 
때문에, 물리적인 방법, 즉, 표면에 미세구조체를 형성하여 
표면 특성을 조절할 수 있는 방법이 세포배양기술에 응용
되기 시작하였다 [1,8,15-17]. 세포-표면 상호작용을 조절
하기위하여 필요한 표면의 특성은 ① 소수성, ② 표면전하, 
③ 생물학/화학 작용기 순이다. 그러므로, 나노/마이크로 구
조체를 이용하여 표면의 소수성을 조절하게 되면 세포의 흡착 
등 세포거동을 쉽게 조절할 수 있다 [1,8,15-17]. 또한 물리
적인 방법과 생물학적 물질을 혼합하게 되면 세포흡착을 더
욱 향상시킬 수 있다. 이러한 나노 구조표면은 다양한 나노
리소그래피 그리고 나노조합기술 즉, e-beam lithography, 
dip-pen technology, nanoimprinting과 같은 다양한 방법으
로 제작될 수 있다 [7,9,15].
  연구되는 나노 구조체는 정렬/비정렬 기둥모양, 기공모양, 
선, 그리고 점 패턴과 같이 다양하며, 이러한 나노 구조 표면
상에서 세포거동양식은 거시적 또는 미시적으로 지속적으로 
연구되고 있다. 본 연구팀 또한 선행연구를 통하여 다양한 
나노 구조표면에서 세포의 행동양식을 관찰하여보고하였다. 
기본적으로 비규칙적인 나노 표면에서 세포의 흡착이 평평
한 표면보다좀 더 증가된 것을 확인할 수 있었으며 [18], 또
한 규칙적인 나노 구조체를 가지는 표면을 이용하여 세포의 
행동양식을 분석해본 결과, 나노 구조체의 종횡비율이 1 근
처에서 세포흡착이 최대화 되는 것으로 확인되었다 [19]. 
하지만, 나노 구조체 형태에 대한 세포거동영향은 과학적으
로 아직 명확하게 밝혀지지 못하고 있는 실정이다.
  그러므로 본 연구에서는 세포의 흡착과 성장에 나노구조
표면이 미치는 영향을 직관적으로 관찰하고자 한다. 이를 
위하여 30~60 nm의 나노기공을 가진 다양한 다공성 산화
알루미나 표면을 양극산화법을 이용하여 제작하고, 구조를 
주사전자현미경으로 확인하였다. 표면의 구조변화에 따른 
소수성 변화를 물접촉각으로 측정하였고, 헬라세포를 제작된 
표면에 직접 배양함으로써, 나노구조체가 세포 거동에 미치
는 영향을 파악하였다. 이를 단백질 흡착실험 및 주사전자
현미경을 통한 세포질퍼짐정도 측정을 통하여 확인하였다. 

    
2. 재료 및 방법

2.1. 양극산화된 알루미늄산화막
알루미나 나노 구조체 표면은 이미 발표된 논문의 방법을 
이용하여 제작되었다 [20,21]. 간단히 설명하면, 30 × 150 × 
0.5 mm의 알루미늄 판을 아세톤에 60분 동안 방치된 표면을 

1차 세척 후, 이 알루미늄 판을 에탄올/과염소산 (혼합비율 
1：5)의 혼합 용액을 이용하여 5℃, 15 V에서 전자연마한다. 
0.3 M 옥살산 (DC Chemical, Japan) 용액에 10℃, 40 V 
조건 에서 7시간 동안 첫 번째 양극산화반응을 수행한다. 
이렇게 마쳐진 알루미늄산화막을 인산용액 (6 wt %) 그리
고 크롬산용액 (1.5 wt %)의 60℃에서 녹인다. 결과물로 
생성된 알루미늄판은 재 산화된다. 2차 산화시간의 조절에 
의하여 나노기공의 깊이를 조절할 수 있다. 본 논문에서는 
500 nm 깊이의 나노 구조체를 얻기 위하여 2차 산화시간
을 100초로 한정하였다. 나노기공의 지름은 수분을 함유한 
인산용액 (5 wt %)에 30℃에서 반응하는 것으로 조절할 수 
있다. 본 논문에서는 0, 5, 15, 그리고 25분을 이용하여 지름
이 다른 나노기공을 제작하였다.

2.2. 실험방법
2.2.1. 세포배양 
본 연구에서는 자궁근종암 세포주 (Hela, ATCC No. CCL-2)
를 사용하였다. 세포배양액 조성은 FBS 10% (GIBCO, NY, 
USA), Penicillin-streptomycin 1% (GIBCO, NY, USA)가 
포함된 DMEM (GIBCO, NY, USA) 이었으며, 배양 조건은 
온도 37℃, 이산화탄소 5 % 이다. 나노기공 표면 위에서의 
세포배양은 양극산화된 알루미나산화막이 형성된 표면 위 
일정 크기 (0.5 cm × 0.5 cm)안에 세포를 각각 배양하였다. 

2.2.2. 접촉각 측정
다른 지름의 나노기공을 가지고 있는 양극산화 된 알루미
나산화막 표면의 일차적 특성을 평가하기 위하여 물접촉각
을 Pheonix (PHX300, Korea)기기를 이용하여 측정하였으
며, 정확한 측정수치를 위하여 5번 반복하여 측정하였다.

2.2.3. 주사전자현미경을 이용한 표면검사
나노기공표면 위에 부착되어 있는 세포의 다양한 형태를 관
찰하기위하여 주사전자현미경 (JSM-7500F, JEOL, Japan)을 
이용하였다. 모든 이미지는 15 kV의 전압에서 측정되었다. 
주사형전자현미경의 이미지 촬영을 위한 세포고정 방법으로
는 4% 포름알데하이드를 이용하여 기본적인 세포고정을 
한 뒤, 50~100%의 알코올을 이용하여 6단계에 걸쳐 각각 
30분 동안 처리하여 세포를 탈수 시킨 뒤, 수분을 제거하기 
위하여 2시간 이상 진공탈수기를 이용하여 탈수 처리방법
을 이용하였다.

2.2.4. 단백질흡착
나노구조표면-생물물질과 상호작용을 측정하기 위하여, 가장 
기본적인 방법은 단백질 흡착량을 비교하는 것이다. 단백질 
흡착은 세포의 흡착과 높은 상관관계를 가지고 있다고 알려
져 있기 때문이다 [22,23].
  본 연구에서는 BSA-FITC conjugated (Sigma, USA)을 
이용하여, 흡착된 단백질을 형광을 이용하여 측정하였다. 1%
의 BSA-FITC를 상온에서 각각의 표면 위에 10분 동안 흡착
시킨 뒤, 인산염버퍼를 이용하여흡착되지 않은 단백질을 제거
한 후, 형광측정기기 (Eclipse 80i, Nikon, Japan)를 이용하여 



나노기공 표면에서의 세포 행동양식에 관한 연구 47

형광 값 (488 nm)을 확인하였다.

2.2.5. 세포성장속도 측정계산법
세포의 성장 속도는 세포계수법을 이용하여 측정되었다. 각
각의 넓이가 다른 나노기공표면을 가진 산화알루미나의 일정 
넓이에 세포를 배양하였다. 6시간 동안 세포를 배양 한 뒤, 
부착된 세포만을 직접 계수하여 표면에 존재하는 세포량을 
측정하였다. 2일 후, 위와 같은 방법으로 증가된 세포의 양
을 측정하였다. 세포 성장 속도는 (세포양 (2일후) – 세포양 
(6시간후)/세포양 (6시간후)으로 계산되었다 [24,25].

3. 결과 및 고찰

3.1. 넓이가 다른 나노기공 표면의 제작 및 특성분석
알루미나산화막은 양극산화처리 시간을 이용하여 나노기공
의 크기를 정확하게 제어할 수 있기 때문에 규칙적인 나노
구조체를 표면에 형성할 수 있는 좋은 공학적 재료이다. 본
연구에서는 산화처리시간을 0, 5, 15, 그리고 25분으로 조절
하여, 다양한 나노기공 (지름 30, 40, 45, 50nm)을 알루미나 
산화막표면에 제작하였다 (Fig.1(b)~(e)). 제작된 나노기공표
면은 제작전의 알루미나 산화막 (Fig. 1(a))과 비교되었다.

Fig. 1. SEM images of nanoporous alumina surfaces with various 
diameters of (a) flat (0 nm), (b) 30nm, (c) 40 nm, (d) 45 nm, (e) 50 nm, 
scale bar indicates 100 nm.

  이와 같이 제작된 각기 다른 크기 나노기공 표면의 특성
을 분석하기 위하여 물접촉각을 확인하여 보았다. 물접촉각
은 나노구조체의 크기, 양, 배열에 따라 넓은 범위 안에서 
변화 될 수 있다는 결과는 많은 논문을 통하여 확인할 수 있
다. 또한 물접촉각의 변화는 세포의 흡착에 큰 영향을 미친
다는 것 또한 많이 발표되어 있다. 따라서 우리가 제작한 각
기 다른 넓이의 나노기공 표면에서의 물접촉각의 확인은 세
포 흡착에 중요한 요소로서 작용된다. 나노기공이 존재하지 
않은 평평한 알루미늄산화막은 평균 80°의 물접촉각을 갖
는 것으로 측정되었다 (Fig. 2). 이는 세포 흡착율이 좋은 
물접촉각 범위인 40~70°을 벗어나있다. 이렇듯 기본 80°의 
물접촉각을 가진 표면 위에 나노기공이 생성되면서, 표면의 
소수성이 변화하는 것을 알 수 있는데, 나노기공의 크기가 

작은 경우, 표면은 매우 친수화 되는 반면에, 나노기공이 커
지면서 다시 소수화되는 경향을 보인다. 또한, 나노기공의 
크기가 증가하면 점점 증가되는 것이 아니라 40~50 nm에
서는 거의 비슷한 물접촉각을 나타내는 것을 확인할 수 있
었다. 이러한 표면 특성분석을 통하여 나노기공의 넓이가 
30 nm와 40 nm의 이상의 깊이에서 다른 특성을 나타내는 것
으로 확인할 수 있었다.

Fig. 2. The effect of the diameter of nanoporous surface on the 
hydrophobicity of the solid surface.

3.2. 단백질 흡착 
세포를 배양 시 사용되는 배지 속에는 다양한 단백질이 존
재한다. 이러한 단백질들은 세포가 표면에 부착되는 시기에 
많은 도움을 주게 된다. 따라서 표면 위에 단백질 흡착 정도
의 차이는 세포 성장에 차이를 대변해 줄 수 있는 지표로서 
작용하게 된다. 따라서 우리는 BSA에 형광이 부착되어있
는 BSA-FITC conjugated 물질을 이용하여 나노기공 표면 
위에 일정 시간 동안 흡착시킨 뒤, 부착된 단백질 양을 측정
함으로써, 세포흡착전 표면의 특성을 미리 파악하고자 하였
다. 각각의 나노기공 표면 위에 흡착된 단백질 양을 FITC 
형광물질의 형광량으로 확인 할 수 있었다 (Fig. 3(a)). 평평
한 표면의 산화알루미늄에서는 단백질의 흡착이 거의 보이지 
않았으며, 30 nm의 표면 위에서 가장 좋은 흡착율을 보였고, 
40 nm부터 나노기공이 넓어질수록 단백질 흡착율이 감소하
였다. 이러한 결과는 앞서 확인된 물접촉각의 특성확인과 
좀 다른 양상을 보여 정확한 현상확인을 위하여 본 연구에서
는 주사전자현미경을 이용하여 나노기공에 흡착된 단백질을 
확인하여 보았다 (Fig. 3(b)~(c)). 정확한 확인을 위하여 상부
면뿐만 아니라 단면을 통하여도 확인하였다. 평평한 표면 
위에서의 단백질은 일정하게 부착은 되어 있으나 많은 양의 
단백질이 아닌 단층으로 고르게 흡착되어 있어 가장 낮은 
흡착을 보였던 것으로 판단이 되며, 30 nm의 표면 위에서는 
단백질이 두껍게 흡착이 되어있는 것을 확인 할 수 있었다. 
40 nm 크기의 나노기공 표면부터는 나노기공이 커지면서 
단백질이 나노기공을 채우지 못하는 것을 볼 수 있었다. 물
접촉각 결과와 단백질 결과를 해석해볼 때, 30 nm 크기의 
나노기공은 나노기공이 있지만, 나노기공이 매우 작아, 표면
의 면적이 넓어지는 효과를 보이지만 (물접촉각이 감소하고, 
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단백질 흡착량이 증가), 나노기공 크기가 40 nm 이상이 되면
서, 물과 단백질이 접촉하는 면적이 감소하는 효과 (물접촉
각이 증가하고, 단백질 흡착량이 감소)가 나타나는 것은 물
분자와 단백질분자가 30 nm 이하의 크기의 나노기공의 존재
하에서는 나노기공의 깊이를 인지하지 못하는 것으로 판단
할 수 있다. 그럼으로, 30 nm 크기의 나노기공을 가진 표면
에서는 나노 구조에 의해 물분자가 흡착할 수 있는 면적이 
증가하고, 또한 단백질이 흡착할 수 있는 면적이 증가하는 것
으로 판단된다. 하지만, 나노기공이 없는 표면의 경우, 단백
질 흡착량이 매우 낮은 것으로 보아, 단백질의 흡착량에 영향
을 주는 인자는 표면의 소수성이 제일 큰 영향을 미치며, 
그 후, 단백질이 흡착할 수 있는 면적의 양, 그리고, 단백질이 
흡착하는 표면의 거칠기 (구조)로 판단된다.

(a) 

(b) 

(c) 

Fig. 3. The adsorption of FITC tagged BSA on various nanoporous 
structure;(a) fluorescent intensities and SEM images (b) top view, 
(c) side view, scale bar indicates 100 nm.

3.3. 세포 행동양식 분석
앞에서 분석된 다양한 크기의 나노기공을 보유한 표면 위에 
Hela 세포를 배양함으로써, 세포거동에 나노기공 구조가 어
떠한 영향을 주는지 확인하였다. Hela 세포는 세포칩 연구
에 많이 이용되는 안정된 암세포로써, 기본적으로 빠른 증식
속도를 보이는 세포이다. 그럼에도 불구하고, 2일 동안 세포
를 부착시켜 세포 증식 정도를 확인해본 결과 나노기공이 
존재하지 않는 알루미나 표면에서는 세포가 거의 자라지 못
한 것을 확인 할 수 있었다 (Fig. 4). 이는 앞서 분석된 바와 

같이 표면의 물접촉각과 단백질의 흡착 정도가 낮아 세포 
또한 잘 자라지 못한 것으로 판단된다. 나노기공이 존재하는 
표면에서의 세포 증식은 30 nm의 넓이에서 가장 세포 증식
속도가 높은 것으로 나타났으며, 나노기공의 넓이가 넓어지
면서 세포 증식속도는 감소하는 것으로 나타났다. 이러한 
결과는 물접촉각의 변화량과는 조금 다르고, 단백질 흡착
분석과는 유사한 결과를 확인할 수 있었다. 나노기공의 지름
이 50 nm인 나노기공 표면에 배양된 세포량과 나노기공이 
존재하지 않은 표면의 세포량을 비교하면, 단백질 흡착과는 
달리, 50 nm 나노기공 표면의 세포증식속도가 낮은 것을 알 
수 있다. 이는 단백질이 어느 정도 흡착을 하여도, 세포가 흡착
할 수 있는 표면적이 감소하고, 흡착의 어려움이 있는 세포
는 증식에 문제가 있는 것으로 판단된다. 이에 대한 원인을 
좀더 자세히 확인하기 위하여 SEM을 이용하여 나노기공 
표면 위에서의 세포의 흡착상태를 전체의 세포, 세포의 세포
질, 세포질 옆면 이렇게 세 부분으로 자세히 확인을 하였다. 
각 나노기공 표면에서의 전체의 세포의 형태는 세포 성장 
속도가 큰 30 nm에서 세포가 넓게 부착되어 있는 것을 확인
할 수 있었으며, 반면에 성장 속도라 작은 50 nm 표면 위에
서는 세포질이 표면 위에 뻗지 못하고 있는 모습을 확인할 
수 있었다 (Fig. 5(a)). 따라서 나노기공 표면에 형성된 세포
질의 상태는 30 nm 표면에서는 세포질이 나노기공을 덮으면
서 펼쳐져 있는 것을 확인할 수 있었고, 40과 45 nm의 표면
에서 또한 정량적으로 판별할 수는 없었지만 나노기공을 덮
으며 흡착되어 있는 것을 확인할 수 있었다. 50 nm의 표면
에서는 세포질이 나노기공을 넓게 덮지 못하는 것을 확인 
할 수 있었다 (Fig. 5(b)). 이는 앞서 단백질 흡착분석에서 
단백질이 50 nm에서는 거의 흡착되지 않아 세포질이 뻗을 
수 있는 공간형성을 제대로 하지 못하고 있음을 확인할 수 
있었다. 이는 옆면의 이미지를 통하여 자세히 관찰할 수 있
으며, 평평한 표면에서의 세포단면은 온전한 단면이 아닌 
세포가 표면에 부착된 옆면을 확인할 수 있는 이미지 이
다 (Fig. 5(c)). 평평한 표면 위에서의 세포질 이미지를 보면 
세포질 옆으로 단백질이 부착되어 있는 것 확인 할 수 있으
며, 세포질이 뻗어나가는데 단백질 흡착이 영향을 주는 것을 
재확인할 수 있었다. 다만, 나노기공이 있는 표면 위에서는 
BSA-FITC conjugated 단백질과는 다르게 기공이 보이는 
것으로 실제로 배지 안의 단백질들은 좀 더 작은 크기로서 
부착되는 것을 확인할 수 있었다.

Fig. 4. Growth rate of cells 2 day-cultivated on various nanoporous 
surface.
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(a)

(b)

(c)

Fig. 5. SEM images of cell adhered on various nanoporous surface; 
(a) Hole cell, (b) cell cytoplasm, (c) side view, scale bars are 10 µm 
in (a) and 100 nm in (b) and (c).

4. 결론

본 연구에서는 나노구조표면이 세포의 행동양식에 미치는 
영향을 파악하기 위하여 다양한 미세기공을 표면에 형성하고 
헬라세포의 흡착/성장속도를 조사하였다. 헬라세포는 평평한 
알루미나 산화막표면보다, 30 nm 지름의 구조표면에서 성
장속도가 4배 증가한 것으로 보아, 세포주변의 물리적 환경
변화는 세포의 행동양식에 영향을 미칠 수 있다고 판단된
다. 이와 같은 물리/기계적 세포환경 연구는 향후, 세포막내 
존재하는 단백질 및 세포내 핵산 분석 등 미시적 연구와 결
합된다면, 세포의 성장/전이/사멸 등 세포의 일생을 물리적
인 환경변화로 조절할 수 있을 것으로 판단되고, 많은 의학
적/약학 분야에 응용이 가능하리라 판단된다.
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