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초록: Polycaprolactone(PCL)은 생분해성 고분자로 인장강도, 신장률, 충격강도 등의 기계적 물성이 우수하다. TiO2

(titanium dioxide) nanoparticle은 친수성으로 밀도가 높고 생체적합성이 우수하다. 본 연구에서는 PCL과 TiO2(titanium

dioxide) nanoparticle을 이용하여 salt-leaching방법으로 3차원 다공성 지지체를 제작하였다. 제작한 지지체를 FE-

SEM, FTIR, TGA, 압축강도 측정 등을 통해 물성을 분석하였다. TiO2 nanoparticle에 의해 물흡수도와 팽윤도는 감

소하였으나 압축강도는 증가하였다. CCK-8 assay를 통해 세포의 증식률을 확인한 결과, TiO2 nanoparticle에 의한

세포 독성은 없는 것으로 확인되었다. 이러한 연구결과는 PCL/TiO2 nanoparticle 지지체의 생체재료로 사용가능성을

제시하였다.

Abstract: Polycaprolactone (PCL) is a synthetic biodegradable polymer with excellent mechanical properties. TiO2 (tita-

nium dioxide) has a hydrophilic, high density and excellent biocompatibility. In this work, we produced three-dimensional

porous scaffolds with PCL and TiO2 nanoparticles using a salt-leaching method. Physical properties of the scaffolds were

analyzed by FE-SEM, FTIR, TGA and compressive strength. Interestingly, the addition of TiO2 nanoparticles decreased

the water absorption and swelling ratio of the porous scaffolds. However, the compressive strength was increased by TiO2.

CCK-8 assay, which is generally used for the analysis of cell growth, shows that TiO2 nanoparticles have no cytotoxicity.

Taken together, we suggest that the PLC/TiO2-scaffold can be used for biomedical applications.

Keywords: PCL, TiO2 nanoparticle, scaffold, salt-leaching.

서 론

조직공학 분야에서는 다양한 생체재료를 이용하여 여러 모

양의 지지체를 다양한 방법으로 개발해 왔다.1-3 특히 단순한

모양 제작을 넘어 세포 및 성장인자들을 지지체에 이식함으

로써 생체 내 면역반응을 최소화하고 다양한 조직으로서 재

생되도록 하는 연구가 활발히 진행되고 있다.4-6 조직재생을

위해 이용되는 이상적인 지지체는 체내하중을 견뎌내야 할

충분한 기계적 강도, 세포친화적인 표면 화학적 성질, 세포의

점착과 분화가 원활히 이루어지게 하며, 상호연결성이 우수

한 공극 구조를 지녀야 한다. 다양한 지지체 모양 중 3차원

다공성 지지체는 세포 부착이 용이하여 세포증식률이 공극이

없는 지지체에 비해 높다.7 이러한 지지체를 만들기 위한 조

직공학용 재료에는 천연고분자, 합성고분자, 세라믹 등이 있

다.8,9 천연고분자에는 실크, 콜라겐, 키토산 등이 있으며, 세

포적합성이 매우 뛰어나다.10-12 하지만, 다른 고분자들에 비해

기계적인 특성이 약하고, 재료의 가격이 비싼 단점을 가지고

있다.13 합성고분자들은 천연고분자에 비해 미흡한 세포적합

성을 가지고 있지만, 가공성이 좋고 기계적 특성이 좋은 장

점을 가지고 있다.14,15 Polycaprolactone(PCL)은 소수성이며

생체적합성을 가진 생분해성 고분자이다. 상처 드레싱, 조직

공학 등의 생명 공학 분야에 응용되고 있으며 미국 FDA 승

인을 받은 물질이다. 최근에는 PCL의 생체적합성과 기계적

강도를 이용해서 실크 피브로인의 물성을 보완하기 위한 연

구도 진행되었다.

†To whom correspondence should be addressed.
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TiO2(titanium dioxide) nanoparticle는 anti-microbial에 뛰어

나며, 밀도가 높아 강도가 강하다는 특성을 가지고 있다.16,17

게다가, 친수성이며, 세포의 증식률 또한 증가시켜준다고 알

려져 있다.18,19 본 연구에서는 PCL과 TiO2 nanoparticle을 사

용하여 salt-leaching 방법으로 3차원 다공성 지지체를 제작하

였다. PCL 10%에 TiO2 nanoparticle을 2, 4%로 지지체를 제

작하였다. 제작된 지지체의 기계적 강도를 평가하였고, in vitro

세포 적합성을 확인하였다. 그 결과, 기계적 강도 및 세포적

합성이 향상되었다. 이는 제작된 지지체가 향후 생체재료로

사용가능할 것이다.

실 험

시료 및 시약. Polycaprolactone(PCL)은 평균분자량(Mn)

70000~90000을 Aldrich(USA)사에서 구입하여 사용했으며,

분자량(Mw) 284.22 g/mol, titaniume(lV) isopropoxide를

Aldrich(USA)사에서 구입하였다. TiO2 nanoparticle은 황산법

을 이용해 제작하였다. 세포 증식률 측정은 NIH3T3 세포를

이용하여, Cell Counting Kit-8(Enzo Life Sciences)를 사용해

측정하였다. 세포배양에 사용된 배지는 Dulbecco's modified

eagle medium(DMEM, Welgene, USA)에 10% fetal bovine

serum(FBS, GIBCO, USA)와 1% penicillin-streptomycin(P/

S, GIBCO, USA)를 첨가해 사용하였다. 세포분열을 위해서

trypsin-EDTA(GIBCO, USA)와 phosphate buffered saline

(PBS, GIBCO, USA)를 사용하였다.

지지체 제조. PCL을 N,N-dimethylformamide(DMF)에 12

시간 동안 교반기를 이용해서 10% 농도로 용해시켰다. 만들

어진 PCL 용액에 TiO2 nanoparticle을 2, 4%로 각각 섞어주

었다. 각각의 용액을 결정의 크기가 300µm인 NaCl(DAEJUNG)

이 담겨 있는 틀 위에 부어준 후, 용액 위에 다시 NaCl 150 g

을 부어준 후 상온에서 72시간 동안 건조시켰다. NaCl과 DMF

를 제거하기 위하여 증류수에 2주 동안 침지시킨 후(6시간

간격으로 증류수를 교환) 동결건조기를 사용하여 완전히 건

조시켜 지지체를 얻었다.

TiO2 Nanoparticle 제조. DMF(dimethylformamide) 45 g

과 polyvinyl acetate 5 g을 상온에서 12시간 동안 교반시켜 준

용액과 titaniume(lV) isopropoxide을 1:2 비율로 다시 혼합한

후, 80 oC oven에서 12시간 건조시켰다. 건조된 혼합물을 미

세한 파우더 형태로 분쇄 후, electric muffle furance을 사용

하여 700 oC로 한 시간 동안 가열하여 nanoparticle을 얻었다.

Scanning Electron Microscope(SEM). 제조된 지지체의

구조를 확인하기 위하여 FE-SEM(SUPRA55V VP-FESEM,

Carl Zeiss, Germany)을 이용하여 관찰하였다. FE-SEM의 관

찰은 기초과학연구원(춘천)에서 이루어졌다.

Energy Dispersive X-ray Spectrometer(EDS). 제조된

지지체의 성분을 분석하기 위해 에너지 분산형 X-선 형광분

석기(XFlash Detector 5010, Bruker Nano)를 이용하여 분석

하였다. 에너지 분산형 X-선 형광분석기 사용은 기초과학연

구원(춘천)에서 이루어졌다.

Fourier Transform Infrared Spectroscopy(FTIR). 제조

된 지지체의 구조변화를 측정하기 위해 FTIR(FT-3000, BIO-

RAD, USA)을 사용하였고, 4000-500 cm-1 파장범위에서 분석

하였다.

지지체 물리적 특성. 수분흡수: 제조된 지지체의 수분흡수

력을 확인하기 위해 식 (1)과 같은 방법으로 측정하였다. 흡

수된 지지체의 무게(Ws)와 건조된 지지체의 무게(Wd) 차를 흡

수된 지지체의 무게(Ws)로 나누어 백분율로 나타냈다.

Water uptake(%) = (1)

공극률: 제조된 지지체 내에 공극으로 있는 부분이 전체 부

피에서 차지하고 있는 비율을 확인하기 위해 식 (2)와 같은

방법으로 측정하였다. 처음 증류수의 부피(V1)와 지지체 추가

후 증가한 증류수의 부피(V2) 그리고 지지체를 뺀 후 줄어든

증류수의 부피(V3)를 이용하여 백분율로 나타냈다.

Porosity(%) = (2)

팽윤도: 제조된 지지체가 일정 시간 동안 용액 속에 침지

되었을 때의 용적변화율을 확인하기 위해 식 (3)과 같은 방

법으로 측정하였다. 건조된 지지체의 무게(Wd)와 팽윤된 지

지체의 무게(Ws) 차를 건조된 지지체의 무게(Wd)로 나누어 나

타냈다.

Swelling ratio(%) = (3)

압축강도. 제조된 지지체의 기계적 강도를 측정하기 위하

여 범용 테스트 기계(QM100S, Qmesys, Korea)를 이용하여

측정하였다. 상온에서 dumb-bell 모양의 compressive tester를

이용하여 8 kgf의 힘으로 측정하였다. 

Thermogravimetric Analysis(TGA). 제조된 지지체가 온

도 변화에 따른 질량변화를 살펴보기 위하여 TGA(SDT Q600,

TA instruments, USA)를 이용하여 질소 기류 하에서 10 oC/

min의 승온 속도로 50~600 oC의 범위 내에서 열중량 분석을

행하였다.

세포 증식률 실험. 제조된 지지체에서의 세포 성장을 확인

하기 CCK-8 assay를 사용하여 측정하였다. 실험에 사용된 세

포는 NIH3T3 섬유아 세포를 사용하였고, 각 지지체에

5×104 cell/mL로 파종하였다. 1, 3, 7일 각각에 CCK-8 용액을

배양액의 1/10씩 넣은 다음 2시간 동안 37 oC 인큐베이터에

서 배양한 후 1.5 mL 튜브에 지지체와 용액을 옮긴 후 초음

파 세척기로 5분 용해하였다. 용해된 용액을 96 well에
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100 µL 씩 분주하고 ELISA 플레이트리더(Molecular Devices,

Sunnyvale, CA, USA)를 사용하여 450 nm에서 흡광도를 측

정하였다.

세포 부착 모폴로지 실험(SEM). NIH3T3 섬유아세포의

부착양상과 모폴로지의 변화를 확인하고자 세포를 배양한 지

지체를 4% glutaraldehyde 용액에 고정한 다음 완충액(0.1 M

cacodylate buffer pH 7.4)으로 세정하였다. 50, 60, 70, 80,

90% 에탄올 용액에서 탈수시켰으며, 100% 에탄올에서는 두

번 탈수시킨 다음 iso-amyl acetate 용액으로 치환하였다. 각

각의 샘플을 금속판에 카본테이프를 이용하여 고정시킨 후

Au-Pdfh 코팅 후 주사전자현미경(S-3500, Hitachi, Japan)을

이용하여 관찰하였다.

결과 및 토론

FE-SEM. Salt-leaching에 의해 만들어진 각각의 지지체의

단면을 FE-SEM을 이용하여 확인하였다(Figure 1). 그 결과

만들어진 지지체에 NaCl 결정 형태로 300 µm 크기의 공극

이 형성되어 있는 것을 확인할 수 있었다. 하지만, TiO2

nanoparticle의 농도에 의한 공극 변화는 관찰되지 않았다. 

EDS. 제조된 지지체의 정성 및 정량분석을 하기 위해

EDS(energy dispersive spectroscopy)를 이용하여 확인하였다

(Figure 2). 순수 PCL 지지체에서는 carborn, oxygen, 그리고

코팅성분인 palladium, gold만 검출되는 것에 반해 TiO2

nanoparticle이 포함된 지지체에서는 TiO2 nanoparticle의 농도

가 증가함에 따라 검출되는 TiO2 nanoparticle 농도의 양 또

한 증가하는 것을 확인할 수 있었다. 

FTIR. 제조된 지지체의 구조적 변화를 확인하기 위해 FTIR

을 사용하였고, FTIR의 spectra 범위는 4000-500 cm-1에서 나

타내었다(Figure 3). 순수 PCL 지지체에서는 2945 cm-1(asy-

mmetric CH2 stretching), 2866 cm-1(symmetric CH2 stre-

tching), 1720 cm-1(carbonyl stretching), 1293 cm-1(C-O and

C-C stretching in the crystalline phase), 그리고 1238 cm-1

(asymmetric COC stretching)에서 나타내었다. TiO2 nano-

particle이 혼합된 지지체에서는 각각 1165, 731 cm-1에서 검

출되었다. 이는 TiO2 nanoparticle의 함량에는 영향을 받지 않

고 지지체를 형성하고 있음을 나타낸다. 

물리적 특성 확인. 제조된 지지체의 물리적 특성을 확인하

기 위하여, 공륵률, 수분흡수력 그리고 팽윤도를 측정하였다

(Figure 4). 공륵률의 경우 제조된 지지체에서 모두 크게 차

이 나지 않았지만 수분흡수력의 경우는 2% TiO2 nanoparticle

농도에 비해 4% TiO2 nanoparticle에서 줄어들었다. 하지만,

Figure 1. FE-SEM images of scaffolds (scale bars: 300 µm). Figure 2. EDX patterns of PCL and TiO2 nanoparticle. 
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2% TiO2 nanoparticle 지지체와 4% TiO2 nanoparticle 지지체

의 결과값은 각각 91.7와 89.%로 높게 나타내었다. 팽윤도도

마찬가지로, TiO2 nanoparticle의 농도가 높아질수록 줄어들었

다(Table 1). 이 같은 결과는 TiO2 nanoparticle의 팽화력이 거

의 없기 때문에 물을 흡수하지 못해 수분흡수력과 팽윤도가

낮은 것으로 보인다.

TGA. 온도에 따른 질량의 변화를 통해 제조된 지지체를

분석하였다(Figure 5). 그 결과, 제조된 지지체의 질량감소는

333 oC에서 시작되었으며, 427 oC에서 멈추었다. PCL 지지체

의 경우 무게감소는 4.548 mg이고, 97.84%의 질량손실률을

나타내었다. PCL/TiO2 nanoparticle 2%의 경우 무게감소는

5.628 mg이고 81.41%의 질량손실률을 나타내었다. PCL/TiO2

nanoparticle 4%의 경우 무게감소는 4.375 mg이고 62.76%의

질량손실률을 나타내었다. PCL과 TiO2 nanoparticle 모두 높

은 온도에서 흡열피크가 나타났기 때문에 PCL/TiO2 nano-

particle 지지체를 생체 내에 이식하여도 열적으로 안정할 것

으로 생각된다.

압축강도. 제조된 지지체의 강도를 측정하기 위해 압축강

도 측정기를 사용하여 확인하였다(Figure 6). 순수 PCL 지지

체보다 TiO2 nanoparticle이 혼합된 지지체가 더 높은 강도를

나타내는 것을 확인하였다. TiO2 nanoparticle 농도가 높을수

록 강도 또한 높아졌다. 이는 밀도가 강한 TiO2 nanoparticle

이 3차원 공극구조 형성 시 공극구조를 더욱 단단하게 만들

기 때문인 것으로 사료된다.

세포증식률. CCK-8 assay를 사용하여 세포증식률을 측정

하였다(Figure 7). 그 결과 순수 PCL 지지체보다 TiO2

Figure 3. FTIR spectra of PCL and TiO2 nanoparticles: (a) PCL; (b)

PCL+TiO2 2%; (c) PCL+TiO2 4%; (d) TiO2. 

Figure 4. Physical properties of PCL/ TiO2 nanoparticle scaffolds.

Table 1. Effect of PCL Incorporation on the Porosity, Water

Uptake and Swelling Property of TiO2 Scaffold

Sample Silk Silk+TiO2 2% Silk+TiO2 4%

Porosity (%) 95.9±0.6 95.7±0.8 95.5±0.4

Water uptake (%) 93.5±0.6 91.7±0.6 89.2±1.1

Swelling ratio (%) 1380±98 1120±97 840±95

Figure 5. TGA patterns of PCL and TiO2 nanoparticle.
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nanoparticle이 혼합된 지지체에서 세포증식률이 증가한 것을

확인하였고, 이러한 결과는 TiO2 nanoparticle에 의한 세포에

대한 독성이 없는 것을 확인할 수 있다.

세포부착도. 3차원 다공성 지지체의 공극은 지지체 내부로

세포와 필요한 영양분을 이동시키는 역할을 하고 있다. 그렇

기 때문에 지지체에 공극이 없거나 크기가 작을 경우 세포의

영양분과 세포자체를 이동시키기 어렵기 때문에 세포증식이

어려운 문제점을 가지고 있다.20 PCL/ TiO2 nanoparticle 3차

원 다공성 지지체에서 NIH3T3 섬유아세포의 부착 및 증식

상태를 FE-SEM을 이용하여 확인해 보았다(Figure 8). 시간

이 지날수록 모든 지지체의 세포 부착 및 증식이 증가한 것

으로 보인다. 이러한 결과를 볼 때 PCL/ TiO2 nanoparticle 3

차원 다공성 지지체에서의 세포의 부착 및 증식률은 TiO2

nanoparticle의 영향을 받지 않음을 알 수 있다. 

결 론

본 연구에서는 polycaprolactone(PCL)을 사용하여 salt-

leaching방법으로 3차원 다공성 지지체를 제작하였고,

polycaprolactone(PCL)의 세포적합성과 강도를 높이기 위해

TiO2 nanoparticle을 사용하였다. 제조된 지지체는 물에 대한

흡수력과 압축강도 실험결과 TiO2 nanoparticle의 농도가 증

가할수록 값은 증가하였다. 세포증식률을 실험한 결과 세포

에 대한 독성은 없는 것을 확인하였다. 이와 같이 본 연구에

서 제작한 PCL/TiO2 지지체의 생체재료로서의 응용 가능성

을 확인하였다.

감사의 글: 본 연구는 농촌진흥청의 차세대 바이오그린 21

사업(과제번호: PJ009051062014)과 한림대학교 교비연구비
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