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요 약

본 논문은 PDMS을 기반으로 한 미세접촉인쇄법을 사용하여 보다 효율적으로 지방세포를 선택적으로 배양접시에

부착시켰으며 패터닝 된 배양접시에서 지방세포가 빠르게 지방분화를 가능하게 하였다. PDMS을 이용한 선택적 표면

처리 방법은 기존의 세포칩 제작과 달리 소량의 유기용매사용, 저가의 장비 사용, 또한 효율적으로 특정 지역 안에서

지방세포를 고정화하고 성장시킬 수 있으며 이를 통해 지방세포의 생리학적 상태를 손쉽게 관찰할 수 있는 분석 기술

로 활용된다. 이렇게 구성된 지방세포칩 위에 대표적인 비만 억제제 약물인 Orlistat을 0.2 µM~5.0 µM 농도로 처리하

였을 때 대조군에 비하여 최대 26.5%의 억제 효과가 나타남을 확인하였다. 따라서, 본 논문에서 제안하는 방법을 통

하여 다양한 비만 억제제 약물 탐색을 위한 세포칩으로 활용이 가능할 것으로 기대된다.

Abstract − In this study, we described a simple and facile method to generate uniform microwells poly(dimethyl silox-

ane) (PDMS) microstamps through micro-molding for efficient, rapid and reliable cell patterning of adipocyte differen-

tiation. In contrast to the conventional methods, the microstamp technologies are low expensive, non-toxic, and using a

small amount of solution. Recently, Orlistat known as tetrahydrolipstatin is a prescription drug designed to treat obesity

which is used to aid in weight loss and help to reduce overweight obesity. Here, 3T3-L1 cells were treated under various

concentration manners of Orlistat 0.2 µM~5.0 µM. and it was confirmed maximum 26.5% inhibition activity compared

to control. Thus, we elucidated this platform can be used for the real-time analyzing of cell proliferation, adipocyte dif-

ferentiation for evaluation of anti-obesity agents on cell chip. Furthermore, we except that this platform technology

designed here might be readily be expanded to discover a wider variety of anti-obesity agents.
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1. 서 론

비만(obesity)은 오랜 기간에 걸쳐 에너지 소비량이 비해 영양소

를 과다 섭취할 경우 에너지 불균형으로 인하여 체내에 중성 지방이

축적되어 발생하는 질병으로써, 관절염, 고지혈증, 성기능장애, 당뇨

병, 담낭질환, 골관절염, 지방간, 그리고 동맥경화 등을 합병증으로

유발하는 각종 질병의 근원이다[1,2].

현재 세계인구의 30% 이상이 과체중이나 비만이며, 세계보건기

구(world health organization, WHO)는 2015년에 세계인구의 30억

명 이상이 비만일 것으로 예측하고 있다. 우리나라도 이와 같이 식

생활의 서구화와 운동 부족으로 비만이 폭발적으로 늘어나고 있으

며 비만과 비만 합병증으로 인한 전체 사회경제적 비용으로 GDP에

0.25%, 전체의료비에 4.9%의 비용을 투자하는 것으로 밝혀졌다. 전

세계적으로 약 2220조원의 비용이 비만관련 질병의 치료를 위해 사

용된다. 전문가들은 앞으로 비만으로 인한 전세계적 사회경제적 비

용이 급격하게 증가할 것 이라고 예상하고 있다[3-5].

이런 사회적 추세에 따라 비만 치료제(anti-obesity agents)에 대한
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관심이 매우 증대하고 있으며 비만 치료제의 세계시장이 매년 20%

가 넘는 고성장을 기록하고 있다. 현재 비만 치료제는 ‘식욕억제제’

와 ‘지방흡수억제제’ 2가지로 나눌 수 있다. 식욕억제제는 뇌 중추신

경에 작용하여 신경을 억제하여 식욕을 억제하며, 지방흡수억제제는

지방의 흡수를 억제하는 것이다. 

그 중 비만억제제의 대표적인 예로 Orlistat, Sibutramine등이 있다.

그 중 Orlistat는 지방분해효소(lipase) 저해제로서 1999년 미국 FDA

(Food and Drug Administration)의 승인을 받은 대표적인 지방흡수

억제제이다. Orlistat의 IUPAC (International, Union of pure and

Applied Chemistry) 명명은 다음과 같다. (S)-2-formylamino-4-

methyl-pentanoic acid,(S)-1[[(2S,3S)-3-hexyl-4-oxo-2-oxetanyl] methyl]-

dodecyl ester이다[6]. Orlistat는 위와 췌장의 지방분해효소(lipase)의

활성부위와 공유결합을 형성하여 지방분해효소를 불활성화 시킴으

로써 중성지방이 체내로 흡수되지 않아 칼로리 감소를 초래하게 된

다[7].

Orlistat과 같은 비만 치료제를 만들기 위해서는 특정 세포들의 약

물에 따른 변화를 지속적으로 관찰할 수 있어야 한다. 따라서 세포

를 원하는 칩(chip)상에 부착하는 기술은 매우 중요하다. 최근에 마

이크로제작(microfabrication) 기술을 이용하여 바이오 분야가 비약

적인 발전을 이루었다. 바이오 분야에서 널리 사용되는 기술은 소프

트리소그래피(softlithography)을 이용한 마이크로 세포배양시스템,

표면 패터닝(surface patterning)등이 있다[8]. 그 중 표면 패터닝기술

로 인하여 의료공학, 생체공학(bioelectronics)과 바이오센서 분야는

비약적인 발전을 이룩하였다[9,10]. 세포를 칩(chip)상에 패터닝 시

키기 위해서는 세포가 부착되는 표면의 환경이 매우 중요하다. 표면의

상태에 따라 여러 세포들의 패터닝이 가능하며, 부착된 세포는 주변

환경에 따라 성장, 분화 등이 달라지기 때문에 세포와 표면간의 안

정적인 환경을 제공하는 것이 중요하다[11]. 그러므로 세포를 칩상에

패터닝을 하기 위해서는 표면 개질 기술이 중요하다는 것을 시사한다.

세포패터닝을 위한 표면 개질 기술은 미세접촉인쇄법 방법으로

금 표면 위에 자가조립단분자막(self assembled monolayer, SAM)을

형성하여 수행하였다. 이 방법은 소프트리소그래피(softlithography)

방법을 이용하여 만든 PDMS (polydimethylsiloxane) 스탬프를 이용

하여 쉽게 표면에 패턴을 형성하여 세포가 부착 및 성장할 수 있는

안정적인 환경을 제공하였다. PDMS는 화학적으로 안정하고, 성형성

및 빛 투과성이 좋고 내구성이 강하며 독성이 없는 특징을 지니고

있으며, 짧은 시간 내에 마이크로어레이를 제조할 수 있다[12]. 따라서

생체연구 분야에서 세포의 관찰에 활용되고 있다[13-15]. 다양한 표면

개질 방법 중 고분자를 이용하는 방법은 수소결합, 정전기적 인력으로

안정적인 구조를 만들 수 있으므로 현재 조직공학(tissue engineering),

약물전달(drug delivery) 분야에 응용 되고 있다[16,17]. 그리고 고분

자를 이용하기 때문에 환경 오염의 유발이 될 수 있는 유기용매를

많이 쓰던 이전 공정과 달리 상대적으로 친환경적인 공정이다. 또한

균일하게 표면이 개질 되며 세포가 안정적으로 부착될 수 있는 표면을

제공하여 세포패터닝을 쉽게 수행할 수 있으며, 친환경적인 세포칩을

제작하여 세포의 생물학적 변화를 관찰할 수 있다. 그뿐만 아니라

패턴을 쉽게 다양한 모양 크기로 제작할 수 있으며, 이러한 특징들로

인하여 다양한 장치 제작에 응용이 가능하다[18].

본 논문에서는 PDMS을 이용한 미쇄접촉인쇄법 방법을 이용하여

기존의 지방발현 연구와 달리 3T3-L1 지방세포를 선택적으로 배양

접시에 패터닝 시켜 이를 통해 빠르고 효율적으로 3T3-L1 지방세포의

지방발현을 관찰하였으며, 손쉽게 3T3-L1 지방세포를 Oil Red O로

염색 처리해줌으로써 지방발현을 더욱 효과적으로 관찰하였다. 또

한 패터닝 된 세포칩에 대표적인 비만 억제제 약물인 Orlistat을 처

리하였을 때 대조군에 비해 26.5%의 억제효과가 나타남을 확인하였

다. 본 논문에서 제안하는 3T3-L1 지방세포 패터닝 기술을 이용하

여 다양한 비만억제제 약물 탐색을 위한 플랫폼으로 활용이 가능할

것으로 기대한다.

2. 실 험

2-1. 재료

PDMS 스탬프를 제작하는 포토리소그래피 공정은 Microchem

(MA, USA)에서 구매한 SU-8 3025 감광제(photoresist)와 현상제

(developer)를 사용하였고, PDMS는(sylgard 184, Dow corning, MI,

USA)에서 구매하였다. 세포를 부착시키기 위한 배양접시는

(Corning, NY, USA)사에서 60 × 15 mm를 구매하였다. 3T3-L1 지

방세포를 키우기 위한 배양액은(Gibco, NY, USA)에서 구매한

DMEM (Dulbecco Modified Eagle Medium)을 사용하였다.

2-2. 실험방법

2-2-1. PDMS 기반 세포칩제작

본 실험에서는 세포를 배양접시(petri dish)내에 있는 패턴에만 선

택적으로 부착 시키기 위하여 PDMS stamp을 이용한 미세접촉인쇄

법을 통하여 배양접시에 PDMS 패턴을 형성하였다. 본 논문은

PDMS stamp을 편리하게 배양접시에 부착시키기 위해 유리 기판을

사용하였으며, 초음파 세척기에서 아세톤, 에탄올, 증류수의 순서로

세척을 하였다. 그 후에 질소가스로 남아 있는 수분을 제거하였다.

또한 PDMS 스탬프는 PDMS와 crosslinking 물질을 10:1로 섞어준

후 사각형 모양으로 제작된 직경500 μm 실리콘 마스터 위에서 열경

화(65 oC, 12시간)로 제작 되었다.

배양접시에 PDMS 패턴을 제작하기 위하여 PDMS 용액(solution)

160 mg (PDMS 120 mg, crosslinking 40 mg)을 클로로포롬 용매에

160 mg/mL의 농도로 녹여 준비하였으며, 유리 기판 위에 PDMS 용액

1 mL을 뿌린 후 1000 rpm/20 초간 스핀코팅 하여 얇은 PDMS 용액

막을 만들었다. 이후 앞서 제작된 PDMS 스탬프를 유리기판 위에

얇은 PDMS 용액 막 에 접촉 시킨 후 배양접시에 놓게 된다. 그 다음

65 oC 오븐에서 20분간 넣어 일차 경화를 시킨 후, PDMS 스탬프를

배양접시에서 제거하고 PDMS 패턴이 찍힌 배양접시를 6시간 동안

최종경화를 진행하였다(Fig. 1a).

2-2-2. 지방세포 세포칩 내 고정

본 실험에서는 3T3-L1 지방세포를 사용하였다. 배양접시에 세포

패터닝을 하기 전에 앞에서 제작된 배양접시는 외부의 곰팡이나, 세

포로부터 오염방지를 위해 클린벤치 안에서 UV로 하루 이상 멸균

후 사용하였다. 세포 패터닝에 순서는 어떠한 처리도 하지 않은

3T3-L1 지방세포를 배양 중인 배양접시에 배지를 제거한 후 PBS

buffer (pH 7.2)로 1회 세척한 후, trypsin-EDTA (0.25%) 용액을 이

용하여 3T3-L1 지방세포를 부유화 시킨 후 에 원심분리기(1000

rpm/1 min)로 침전시켜 선택적으로 3T3-L1 지방세포만 추출 하였다.

3T3-L1 지방세포(5 × 104/mL)를 배양접시에 20 μL을 주입하여

한 개의 배양접시에 1000개로 고정하여 실험을 하였다. 이후 37 oC
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CO
2
 배양기(incubator)안에서 30분 동안 세포를 패턴에 부착 시킨 후

부착되지 않은 3T3-L1 지방세포들은 배지(DMEM : FBS : antibiotics =

89% : 10% : 1%)를 이용하여 제거를 하였다. 패턴에 부착된 3T3-L1

지방세포들을 제외한 나머지 부착되지 않은 3T3-L1 지방세포들은 성

공적으로 제거가 되는 것을 확인하였다(Fig. 1b).

2-2-3. 세포칩 내 지방세포 분화, 염색 및 지방억제제 투여

3T3-L1 지방세포를 배양접시 안에 패턴에 고정한 후, 3T3-L1 지

방세포가 패턴에 80% 증식하게 되면, 기존의 배지를 제거하고

PBS로 1번 이상 행군 후, IBMX (isobutyl-1-methylxanthine) 0.5 mM,

Dexamethasone 1 μM, Insulin 10 μg/ml 이 함유된 새로운 배지를

패턴에 첨가하였다(Fig. 2a)[14,19]. 대표적인 지방억제제인 Orlistat의

농도에 따른 3T3-L1 지방세포의 지방억제 영향을 보기 위해 Orlistat의

농도를 0.2 μM, 1 μM, 5.0 μM를 함유한 배지를 패턴에 2일마다 첨

가하였다. Orlistat을 첨가한 3T3-L1 지방세포를 패턴에서 6일 동안

키운 후(Fig. 2b), 3T3-L1 지방세포가 생성한 지방(lipid droplet)을

관찰하기 위해 Oil Red O (Cayman Chemical, Adipogenesis Assay

Kit, USA) 구매를 하였다. Oil Red O 용액 을 만들기 위해 Oil Red

O : deionized H
2
O을 3:2 비율로 희석하고, 희석시킨 Oil Red O을

0.25~0.45 μm 필터를 이용하여 추출하였다. 

3T3-L1 지방세포가 생성한 지방을 염색하기 위하여 패턴이 찍힌

배양접시에 배지를 완전히 제거한 후, PBS buffer (pH 7.2)로 2번 세

척한다. 세척한 후 10%로 희석한 포르말린(Formailn : PBS = 1 : 9)을

패턴에 상온에서 2시간 동안 고정 시킨 후 Iso-butanol으로 2번이상

패턴을 헹군다. 그 다음 Oil Red O 용액으로 2시간동안 각 패턴을

염색시킨다. 2시간후에 Oil Red O 용액을 완전히 제거하고 Iso-

butanol으로 2번이상 행군 후 3차증류수로 4번이상 패턴을 씻어낸다.

패턴을 완전히 건조한 후 Oil Red O로 염색된 3T3-L1 지방세포를

Leica 현미경(Leica DFC500 R2 Digital Camera & SW Kit, Germany)를

사용하여 관찰하였다(Fig. 2c). 또한 3T3-L1 지방세포 내 지방 성분과

결합한 Oil Red O는 정량을 위해 100% isopropanol을 이용하여 모

두 용출 시켜 회수한 후, Micro plate reader (Infinite® 200, Tecan Co,

Switzerland)를 이용하여 520 nm에서 흡광도를 측정하였다[20].

3. 결과 및 토의

3-1. 시간에 따른 지방세포 세포칩 부착 평가

세포마다 패턴에 부착되는 시간이 다르므로 3T3-L1 지방세포가

최적으로 패턴에 부착되는 시간을 찾기 위하여 부착시간을 다르게

실험을 하였다. 부착시간이 20분일 때 패턴에 13 ± 3.4% 3T3-L1 지

방세포만 패턴에 선택적으로 부착하였으며, 부착시간이 40분일 때

3T3-L1 지방세포가 패턴 바깥쪽 부분(PDMS)에 부착되어 3T3-L1

지방세포를 패턴에서 선택적으로 관찰하는 어려움이 있었다. 이러

한 이유는 세포가 기질에 부착되기 위해서는 세포표면에 존재하는

세포막 표면 단백질인 피브로넥틴(fibronectin), 셀렉틴(selectin)등이

기질과 부착하기 위하여 충분한 시간이 필요하기 때문이다[21]. 세

Fig. 1. Facile fabrication of PDMS cell pattern chip. (a) Schematic illustrations of 3T3-L1 cell patterning. (b) 3T3-L1 cell spread on micro cell

pattern chip (scale bar 300 µm).
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포부착 시간이 너무 길 경우, 세포막 표면 단백질이 기질과 강하게

접착되기 때문에 패턴 바깥쪽 부분에 3T3-L1 지방세포를 제거하는

데 한계가 있는 것을 관찰하였다. 세포부착 시간이 30 ± 5 min 일

때 3T3-L1 지방세포가 패턴에 최적으로 부착되는 것을 확인하였다.

위 실험을 통하여 3T3-L1 지방세포가 미세접촉인쇄법 방법으로 만

든 패턴에서 선택적으로 안정하게 부착하는 것을 확인하였으며,

PDMS는 세포의 부착을 효과적으로 억제하였다. 이러한 이유는 세

포막 표면 단백질인 피브로넥틴, 셀렉틴등은 친수성 성질을 지녔기

때문에 소수성 성질을 가진 PDMS에는 잘 부착되지 않기 때문이다.

본 실험에서 이용한 미세접촉인쇄법 방법은 배양접시 안에 원하는

장소에서 3T3-L1 지방세포를 선택적으로 관찰할 수 있을 뿐만 아니

라 증식 및 분화가 가능함을 보여주었다.

3-2. 지방분화유도제 농도에 따른 지방세포분화 분석

3T3-L1 지방세포의 패턴에서 지방 발현 과정을 관찰하고자 3T3-

L1 지방세포를 패턴에 고정시키고 시간에 따라 3T3-L1 지방세포를

관찰하였다(Fig. 3a-b). 또한 패턴에서 3T3-L1 지방세포의 지방

분화를 빠르게 하기 위하여 지방분화유도제의 농도를 높여서 실험

을 해보았다. 실험 결과 지방분화유도제의 농도가 IBMX (isobutyl-

1-methylxanthine), Dexamethasone, Insulin, 0.5 mM, 1 μM, 10 μg/

mL일 때 3일 후에 패턴에 3T3-L1 지방세포가 72 ± 6.3%가 증식하

였으며, 지방분화유도제의 농도를 2배 높여 IBMX (isobutyl-1-

methylxanthine), Dexamethasone, Insulin, 1.0 mM, 2 μM, 20 μg/mL

일 때 3일 후에 패턴에 3T3-L1 지방세포가 76 ± 8.6%가 증식하였다.

각각 지방분화유도제의 농도를 2배 높였지만, 지방분화 속도에는 별

차이가 없는 것을 확인하였다. 이러한 이유는 본 실험에서 넣어준

Insulin 농도(10 μg/mL, 20 μg/mL)가 혈중 Insulin 농도보다 높은 농

도로 넣어주었기 때문에 3T3-L1 지방세포 분화속도에 별다른 영향을

끼치지 않은 것으로 보인다. 따라서 지방세포 분화에는 적절한 농도

의 지방분화유도제를 넣어주는 것 이 중요하다는 것을 시사한다. 그

리고 6일 후에 3T3-L1 패턴에 부착된 지방세포의 지방분화 정도를

관찰하였다 (Fig. 3c). 그 후 세포칩 내의 지방세포를 Oil Red O로 염색

하여 3T3-L1 지방세포를 Leica 현미경(Leica DFC500 R2 Digital

Camera & SW Kit, Germany)으로 관찰한 결과, 지방세포에서 성공

적으로 지방만 특이적으로 염색 가능함을 보여주었다(Fig. 3d) [22].

이러한 결과를 통하여 본 실험에서 사용한 세포칩은 한정된 곳에서

지방세포에 지속적인 관찰뿐만 아니라 성공적으로 지방 분화가 가

능함을 보여주었다.

3-3. 지방세포 염색 및 Orlistat 약물 영향평가

Orlistat 농도에 따른 3T3-L1 지방세포 지방형성 억제 영향을 확

인하기 위하여 6일 동안 패턴에서 배양시킨 3T3-L1 지방세포를 포르

말린으로 패턴에 고정 시킨 후, Oil Red O로 염색하여 Image-pro plus

(Media cybernetics, CA, USA)를 사용하여 모든 패턴에 Oil Red O의

Red value 값을 측정하여 더한 후 이를 패턴의 면적으로 나누어 비교

군인 Orlistat을 처리하지 않은 3T3-L1 지방세포의 Oil Red O의 Red

value 값과 비교해보았다. Orlistat을 0.2 μM, 5.0 μM의 농도로 2일

마다 첨가하였을 때 8.95 ± 3.09%, 17.32 ± 2.01% 지방억제효과가

나타나는 것을 Image-pro plus 프로그램으로 확인하였다. 또한

Orlistat가 지방억제에 대한 효과를 정량적으로 측정하기 위하여

isopropanol로 Oil Red O를 용출시켜 micro plate reader (Infinite® 200,

Tecan Co, Switzerland)를 이용하여 흡광도를 측정하였다. Orlistat을 처

리한 3T3-L1 지방세포와 Orlistat을 처리하지 않은 3T3-L1 지방세포

를 비교하였더니, Orlistat를 0.2 μM ~5.0 μM 농도로 첨가하였을 때,

Orlistat 농도가 증가함에 따라 지방억제효과의 증가를 확인하였고,

최대 26.48%의 억제효과가 있었다 (Fig. 4). 따라서 Orlistat가 지방

의 형성을 효과적으로 억제하는 것을 확인하였다. 이러한 이유는

Orlistat가 췌장의 지방분해효소의 활성부위인 세린(serine)과 공유결

Fig. 2. Analysis of adipocyte differentiation by Orlistat treatment. (a) 3T3-L1 cell in micro cell pattern chip. (b) 3T3-L1 cell cultured under

Orlistat treatment. (c) 3T3-L1 adipocyte differentiation analyzed by Oil Red O staining.
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함을 함으로서, 소장 내의 지방분해 효소인 리파아제(lipase)의 활성

을 저해한다. 따라서 불활성화된 지방분해효소는 음식에 포함된 트

리글리세리드(triglyceride)를 체내에서 지방 흡수가 가능한 유리지방

산과 모노글리세리드(monoglyceride)로 가수분해를 시키지 못한다. 분

해되지 않은 트리글리세리드(triglyceride)는 체내로 흡수 될 수 없기 때

문에 궁극적으로, 체중 조절을 가능하게 한다[23,24].

4. 결 론

본 연구에서는 미세접촉인쇄법 방법으로 표면 개질된 기판 위에

PDMS 구조체를 이용하여 손쉽게 세포칩을 제작하였으며, PDMS

구조체는 원하지 않는 곳에서 세포의 부착을 효과적으로 방지하였

다. 이를 이용하여 3T3-L1 지방세포를 손 쉽게 증식 및 성장할 수

있는 발판을 마련하였다. 또한, 한정된 곳에서 3T3-L1 지방세포가

어떻게 지방 분화가 되는지 시간에 따라 쉽게 관찰할 수 있었으며,

세포칩을 이용하여 3T3-L1 지방세포를 한정된 곳에서 조밀하게 증

식 함으로써 기존의 방법보다 좀더 적은 시약, 저비용 고효율로

3T3-L1 지방세포를 키울 수 있었으며, 더욱 빠르게 3T3-L1 지방세

포의 지방분화를 유도 할 수 있었다. 또한, 제작된 세포 배양칩을 이

용하여 대표적인 비만억제제인 Orlistat를 0.2 μM~5.0 μM 다양한

농도로 지방세포에 처리 하였을 때 모든 Orlistat 투여군에서 지방억

제 효과가 나타나는 것을 확인 할 수 있었다. 따라서, 향후 마이크로

세포패터닝기법을 활용하여 비만억제제와 같은 신약개발을 위한 플

랫폼 기술로 활용될 수 있을 것으로 보인다.
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