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초록: 조직공학에서의 인공지지체는 세포의 부착과 증식 및 분화가 잘 되어야 하고, 우수한 생체친화성 및 생분해

성을 지녀야 한다. 다양한 인공지지체 제작 방법이 시도되어지고 있으며, 최근들어 3D 프린팅 기술을 이용한 방식

이 활발하게 연구되어지고 있다. 폴리카프로락톤(polycaprolactone, PCL)은 낮은 녹는점을 가지고 있어 3D 프린팅하

기에 우수한 생체적합 고분자 합성재료이다. 본 연구에서는 3D 프린팅 기술을 이용하여 3차원 PCL 인공지지체를

제작하였고, 지지체의 표면개질을 위해 수산화나트륨(NaOH)을 이용하였다. 표면개질된 인공지지체의 표면특성을

SEM으로 확인한 결과, 수산화나트륨을 처리한 PCL 인공지지체가 처리하지 않은 PCL 인공지지체에 비해 거칠기가

증가함을 보였으며, 접촉각 측정을 통해 친수성이 증가함을 확인하였다. In vitro 실험결과, 수산화나트륨을 처리한

PCL 인공지지체가 처리하지 않은 PCL 인공지지체에 비해 세포의 증식과 분화가 증가함을 보였고, 세포의 부착 모

습은 균일하고 밀집된 형태로 부착됨을 확인하였다. 따라서 조형가공기술을 이용하여 수산화나트륨을 처리한 표면

개질된 PCL 인공지지체를 제작하고 분석함으로써, 세포적합성을 통해 체내 인공지지체 개발 적용 가능성을 제시하

였다.

Abstract: Scaffolds of tissue engineering should be biocompatible and biodegradable for cell attachment, proliferation

and differentiation. In the various scaffold fabrication, 3D printing technique can make the three dimensional scaffold

with interconnected pores for cell ingrowth. Polycaprolactone (PCL) is biodegradable polyester with a low melting tem-

perature and has been approved by the Food and Drug Administration (FDA). In this study, PCL scaffold was fabricated

by 3D bioprinting system and surface modification of PCL scaffold was controlled by NaOH treatment. Morphological

change and wetability of NaOH-treated scaffold were observed by SEM and contact angle measurement system. The

remnant of PCL treated with NaOH was measured by ATR-FTIR. In vitro study of scaffolds was evaluated with WST-

1 and ALP activity assay. NaOH treatment of PCL scaffolds increased surface roughness, hydrophilicity, cell proliferation

and osteogenic differentiation. These results indicate that NaOH-treated PCL scaffold made by 3D bioprinting has tissue

engineered potential for the development of biocompatible material.

Keywords: tissue engineering, polycaprolactone (PCL), solid freeform fabrication (SFF), surface modification.

서 론

조직공학에서 인공지지체는 생체적합성이 우수해야 하며,

세포독성이 없어야 하고, 생분해성 및 기계적 특성을 가져야

한다. 또한 구조적으로 인공지지체 내부에 세포의 부착을 용

이하게 하기 위하여 큰 표면적의 부피와 다공성을 가져야 한

다.1,2 인공지지체를 제작하는 방식은 여러 가지가 있으나 아

직 정형화 또는 표준화된 방식이 없다. 최근들어 3차원 구조
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적 인공지지체의 물리적 조건들을 만족시키기 위해 조형가공

기술을 이용한 3D 프린팅 방법이 사용되고 있다. 조형가공기

술의 대표적인 방법은 입체인쇄술(stereolithography, SLA), 선

택적 레이저 소결 기술(selective laser sintering, SLS), 압출

방식(fused deposition modeling, FDM), 3D 프린팅(three

dimensional printing) 방식 등이 있다. 이러한 방법들은 컴퓨

터 제어를 통해 제작되어짐으로 인공지지체 제작법의 재현성

이 높이고, 기공의 구조제어가 가능하며 3차원 형상을 정교

하게 제작할 수 있다. 또한 이러한 방법을 통해 제작된 3차

원적 인공지지체는 기공을 가지는 우수한 내부연결구조를 지

니고 있어 세포의 침투를 통해 세포의 증식과 분화를 향상시

켜 균일한 조직의 재생을 기대할 수 있다.3,4

SLA 방식은 액체의 재료를 이용하여 레이저 광을 선택적

으로 조사하여 지지체 구조를 한층한층 쌓아가는 방식으로

사용되는 광가교성 재료가 독성이 있어 생체적합성이 떨어진

다는 단점을 가지고 있다. SLS는 분말타입의 재료를 사용하

여 재료의 가격이 비싸며 정교한 형태를 구현하기 힘들다. 또

한 FDM은 스트랜드의 가장자리를 녹여 층층이 붙여주기 때

문에 연결성이 약하다는 단점을 가지고 있다. 따라서 본 연

구에서는 생체재료를 용융하여 사용할 수 있는 플로팅 기법

을 조형가공기술의 프린팅 기술에 이용하였다. 이러한 프린

팅 기술에 사용되는 생체재료는 합성재료와 천연재료로 나뉘

어질 수 있는데, 그 중에서 생분해성/생체적합성 합성재료인

폴리카프로락톤(polycaprolactone, PCL)은 FDA의 승인을 받

은 생체적합소재로서, 녹는점이 낮아 플로팅 기법에서 사용

하기에 용이하며 적절한 탄성 및 기계적 강도를 가져 주로

골이식재료로 사용되고 있다.5 일반적으로 생체내 환경 및 세

포배양을 위해서는 생체재료가 친수성을 가지는 것이 좋다.

그러나 PCL은 구조적으로 메틸기를 가지고 있어 상대적으로

높은 소수성을 지니고 있어 단백질 부착에 어려움을 가질 수

있으며 이로 인하여 세포부착의 효율을 떨어뜨릴 수 있으므

로, 세포의 초기부착률과 조직재생률에 영향을 미칠 수 있다.

따라서 이러한 PCL의 단점을 보완하여 초기세포 부착능력

및 세포성장 속도를 향상시킬 수 있는 방법에 대한 연구가

진행되고 있다.6-8 그 중 수산화나트륨을 이용하여 PCL표면

의 거칠기를 조절함으로써 세포의 부착을 높이고 증식 및 분

화능에 대한 연구가 있다.9

본 연구에서는 조형가공기술의 프린팅 기법을 이용하여 제

작된 인공지지체에 수산화나트륨을 처리하여 인공지지체의

특성변화 및 그로 인한 세포반응을 관찰하였다.

실 험

재료 및 시약. 생분해성 고분자 폴리카프로락톤(PCL, 분자

량 40000)과 표면개질을 위해 사용된 수산화나트륨(sodium

hydroxide, NaOH)은 시그마 알드리치(Sigma-Aldrich, 미국)

에서 구입하였다. In vitro 세포실험을 위하여 사용한 MG-63

세포주는 한국세포주은행에서 분양받았다.

3차원 인공지지체 제작 및 표면개질. 3차원 인공지지체 제

작을 위해 조형가공기술을 이용한 3차원 바이오프린팅 시스

템을 사용하였다. 바이오프린팅 시스템은 3축 스테이지를 기

본으로 압력 컨트롤러, 온도 컨트롤러와 노즐로 구성되어 있

으며, 3차원으로 형상으로 이미지 파일을 제작하여 한층한층

적층할 수 있는 구동프로그램을 이용하여 인공지지체를 제작

하였다. 히팅챔버에서 PCL을 충분히 녹인 후 노즐을 통해 토

출되도록 하였고, 압력과 속도를 조절하여 3차원 인공지지체

를 제작하였다. 300 µm의 노즐을 사용하여 300 µm의 스트랜

드 간격으로 제작하였고, 마이크로 CT 장비를 이용하여 인

공지지체의 기공률을 측정하였다. 이때 표면개질을 위한 수

산화나트륨 처리는 PCL 인공지지체 5×5×5 mm 크기의 정육

면체로 준비하였다. 준비한 시편을 10 N의 NaOH 용액으로

각각 2시간 및 4시간 동안 처리한 뒤 증류수를 이용하여 세

척하였다.

인공지지체의 특성 분석. 제작된 인공지지체의 기공률은

마이크로 표면은 주사전자현미경(scanning electron microscope,

SEM; FEI)을 이용하여 관찰하였다. 표면개질된 지지체의 친

수성은 접촉각 측정 장치(contact angle meter; Kyowa)를 이

용하여 분석하였다. 시편에 증류수 10 µL를 떨어뜨린 뒤, 시

편의 측방에서 접사 렌즈를 장착하여 디지털 카메라(D80,

Nikon, Japan)로 촬영하여 시편의 표면에 떨어진 액적의 상

태를 확인하였다.

인공지지체의 화학적인 구조는 전반사 적외선 분광기

(attenuated total reflection-Fourier Transform infrared, ATR-

FTIR; TENSOR FTIR spectrometer, Bruker)를 이용하여 분

석하였다.

인공지지체의 in vitro 분석. 표면개질한 인공지지체를 평

가하기 위해 세포는 human osteosarcoma cell line(골육종세

포주, MG-63)을 사용하였다. 세포를 배양하기 위한 배지는

10% fetal bovine serum(FBS, Hyclone, NC, USA)와 1%

Penicillin/Streptomycin를 포함하는 Dulbecco’s modified eagle’s

medium(DMEM, Gibco BRL, MD, USA)을 사용하였으며,

37 oC, 5% CO2 조건에서 배양하였다. T75 플라스크에서 단

층배양하여 증식된 MG-63 세포는 트립신으로 회수하여 5×105

개를 접종하여 실험하였다.

인공지지체의 초기부착력을 알아보기 위해 세포배양 후 4

시간째 세포수를 측정하였다. 인공지지체에서 배양된 세포의

증식을 측정하기 위하여 WST-1 assay(Premix WST-1 Cell

proliferation Assay System, Takara, Japan)를 이용하였다. 인

공지지체에서 세포배양 시작 후 3일과 7일째에 세포가 부착

된 지지체를 WST-1 용액 200 µL에 담근 후 37 oC에서 1시

간 동안 반응시키고 마이크로플레이트 리더를 이용하여 450 nm

에서 흡광도를 측정하였다. 세포주의 골세포로의 분화를 측
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정하기 위하여 ALP assay(TRACP & ALP assay kit, Takara,

Japan)를 시행하였다. 인공지지체에 세포 부착 후 7일째에 지

지체에 부착된 세포를 cell lysis buffer를 이용하여 lysate를

얻어내고 ALP 반응액에서 37 oC에서 1시간 동안 반응시켜

415 nm에서 흡광도를 측정하였고 총단백질양을 이용해 정량

화하였다. 인공지지체에 MG-63 세포를 접종 후 7일 뒤 세포

를 고정하였다. 고정된 세포를 형광염색한 뒤 현광현미경을

통해 부착된 세포의 형태학적 분석을 시행하였다.

결과 및 토론

본 연구에서는 3D 바이오프린팅 시스템을 이용하여 제작

한 인공지지체의 세포친화성을 높이기 위해 수산화나트륨을

처리하여 지지체의 거칠기 및 친수성 개질을 하였으며 MG-

63 세포 배양을 통해 지지체의 생체적합성을 확인하였다(Figure

1).

인공지지체의 특성분석. 3D 바이오프린팅을 이용하여 제

작되어진 인공지지체의 기공률 측정 결과, 300 µm 스트랜드

굵기를 가지고, 300 µm 간격을 가지는 샘플의 예상 기공률

은 50.0%이며, 마이크로 CT를 통해 얻어진 실제 기공률은

53.5%로서, 인공지지체의 예상 기공률과 측정 결과 기공률의

큰 차이가 없음을 확인하여 인공지지체를 디자인할 때 기공

률을 예측할 수 있다.

수산화나트륨에 의한 인공지지체 표면의 패턴변화를 확인

하기 위하여 지지체 표면을 SEM을 이용하여 관찰하였다

(Figure 2). 표면개질 전과 후의 인공지지체 모두 균일한 격

자구조를 가지고 있으므로 일정한 세포의 침투가 가능할 것

으로 보여진다. 표면개질하지 않은 지지체에 비해 표면개질

한 지지체 표면의 거칠기가 수산화나트륨 처리시간에 따라

증가함을 보였다.

또한 개질된 인공지지체의 친수성 증가를 측정하기 위하여

접촉각을 측정하였다(Figure 3). 그 결과, 수산화나트륨을 처

리하지 않은 지지체에서 물방울이 표면에 둥근 형태로 맺혀

있는 반면에 수산화나트륨을 처리한 인공지지체에서는 증가

된 표면 친수성에 의해 물방울이 지지체 표면에 떨어트림과

동시에 표면으로 빠르게 스며드는 것을 확인할 수 있었다.

수산화나트륨을 처리하지 않은 실험군에서는 시간이 지남에

Figure 1. 3D bioprinting system and scaffold fabrication.

Figure 2. SEM images of 3D bioprinted scaffolds: (a) and (b) PCL

scaffold; (c) and (d) NaOH treated PCL scaffold for 2 hours; (e) and

(f) NaOH treated PCL scaffold for 4 hours.

Figure 3. Contact angle measurement of 3D bioprinted scaffolds.
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따라서도 접촉각의 큰 변화를 나타내지 않았다.

개질된 인공지지체의 표면 구조 분석을 위해 전반사 적외

선 분광기(attenuated total reflection-fourier transform infrared,

ATR-FTIR)를 이용하여 측정하였다(Figure 4). 1727과 1170 cm-1

에 나타나는 밴드는 PCL의 C=O와 C-O를 나타내며 수산화

나트륨 반응 시간에 따라 -OH 밴드가 증가함을 확인하였다.

이는 수산화나트륨에 의해 지지체 표면이 PCL의 가수분해에

의해 -COOH와 -OH가 형성되기 때문이다.

인공지지체의 in vitro 분석. 앞선 결과에서 얻어진 친수성

및 거칠기가 증가된 인공지지체의 초기 세포부착 영향을 알

아보기 위해 세포점착률을 측정하였다. 세포 접종 후 4시간

뒤 세포 수 측정 결과, 수산화나트륨을 처리한 군과 처리하

지 않은 군의 세포 수에서 유의한 차이를 나타내지 않았다

(Figure 5).

수산화나트륨의 처리로 인하여 표면개질화 및 친수성이 증

가된 인공지지체에서의 골세포 증식 및 분화정도를 측정하였

다. 수산화나트륨을 처리하지 않은 인공지지체와 2시간, 4시

간 처리한 인공지지체에 MG-63 세포를 부착하여 배양하였

으며 3일과 7일째에 WST-1을 측정하여 세포의 증식을 확인

하였다(Figure 6). 그림에서와 같이 모든 군에서 3일째보다 7

일째에 더 높은 세포 증식을 확인할 수 있었으며, 이는 인공

지지체에 부착된 세포가 인공지지체에서 지속적으로 세포성

장을 하였음을 알 수 있었다. 2시간 및 4시간 수산화나트륨

을 처리한 인공지지체의 세포성장률이 처리하지 않은 지지체

에 비해 더 높은 세포성장률을 나타내었다. 따라서 수산화나

트륨을 처리한 인공지지체에서 골육종세포의 세포성장을 촉

진하는 것을 확인하였다.

세포의 성장을 촉진시키는 수산화나트륨의 효과가 세포의

분화에 영향을 미치는지 확인하기 위하여 골육종세포를 인공

지지체에 부착시킨 후 7일간 배양한 뒤 골세포 분화의 지표

가 될 수 있는 alkaline phosphatase(ALP)를 측정하였다(Figure

7). 그 결과, 수산화나트륨을 처리한 인공지지체에서 배양된

세포에서 ALP의 양이 증가함을 확인하였고 따라서, 인공지

지체에 수산화나트륨을 처리하였을 경우, 골육종세포의 분화

를 증가시킴을 확인할 수 있었다.

3D 바이오프린팅 기법을 이용하여 제작되어진 PCL 인공

지지체와 수산화나트륨을 처리한 인공지지체의 표면에 세포

의 부착모습을 형광현미경을 이용하여 관찰한 결과(Figure 8),

수산화나트륨을 처리한 인공지지체에서 처리하지 않은 그룹

Figure 4. ATR-FTIR results of 3D bioprinted scaffolds.

Figure 5. Cell counts of 3D bioprinted scaffolds (n=4).

Figure 6. WST-1 results of 3D bioprinted scaffolds (n=4).

Figure 7. Alkaline phosphatase activities of 3D bioprinted scaffolds

(n=4).
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에 비해 비교적 많은 수의 세포가 부착되어 있었으며 균일한

세포 부착모습으로 조밀도가 높았음을 확인할 수 있었다.

결 론

본 연구는 쾌속조형가공기술을 이용한 3D 프린팅장비를 이

용하여 3차원의 PCL 인공지지체를 제작하였으며, 인공지지

체의 기능성 생체재료 개발을 위하여 수산화나트륨 처리를

통해 세포친화성 및 분화율을 증가시킬 수 있는지 확인하고

자 하였다. 그 결과, 수산화나트륨은 PCL 인공지지체의 표면

의 개질화와 친수성을 증가시키고 세포증식과 분화를 촉진시

킴을 확인하였다. 따라서 수산화나트륨이 처리된 PCL 인공

지지체가 조직 재생을 위한 생체적합성 재료로 개발이 가능

함을 의미한다.

감사의 글: 본 연구는 보건복지부 보건의료연구개발사업

(HI13C1527)과 지식경제부 기술혁신사업(10038666)의 지원

에 의하여 이루어진 것임.
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Figure 8. Fluorescent images of 3D bioprinting scaffolds.
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