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초록: 탈미네랄화된 골분(DBP)은 콜라겐, 칼슘 그리고 프로테오글리칸을 포함한다. DBP는 조직공학 분야에서 널리

사용되는 생체재료로, 새로운 뼈나 연골 성장의 기초를 다지는데 도움을 주는 생체 활성 분자를 포함한다. 본 연구

에서는 천연 생체재료인 DBP를 1, 2, 3% 비율의 스펀지형태로 제작하였다. 또한 체내 지방에서 쉽게 얻을 수 있는

쥐지방줄기세포(rASCs)를 DBP 스펀지에 파종한 후, 골분화를 확인하기 위해 다음과 같은 연구를 실시하였다. 먼저,

세포의 부착과 증식의 효과를 확인하고자 SEM과 MTT분석을 실시하였으며, 골분화의 발현 정도와 잠재력 확인을

위해 ALP 활성과 RT-PCR을 실시하였다. 조직화학적 염색은 쥐에 DBP 스펀지를 이식한 후 1주, 4주 및 8주 후에

적출하여, Alizarine Red S 염색과 Von Kossa 염색을 통해, 생체 내에서 골분화의 효과를 확인하였다. 그 결과, 1%

DBP 스펀지가 rASCs의 골분화능을 증가시키는데 적합한 환경을 제공한다는 것을 확인할 수 있었다.

Abstract: Demineralized bone particle (DBP) is a well-studied biomaterial, composed of collagen, calcium and pro-

teoglycan. It is widely used in tissue engineering and regenerative medicine, because it contains powerful bioactive mol-

ecules that facilitate new bone or cartilage growth. Herein, we fabricated 1, 2 and 3% sponges using natural biomaterial

DBP and studied its efficiency in rat adipose stem cells (rASCs) as models. After rASCs were seeded on DBP sponges,

we evaluated rASCs adhesion, proliferation, cell attachment, proliferation and osteogenesis using SEM, MTT, and bone

differentiation expose using ALP assay, RT-PCR in vitro. Histological examinations were performed at 1, 4 and 8 weeks

after implantation DBP sponge to assess the effect of bone differentiation in vivo using Alizarin Red S, Von Kossa stain-

ing. We found that 1% DBP sponge can provide suitable environment for bone differentiation of rASCs.

Keywords: rat adipose stem cell, demineralized bone particle, sponge, osteogenesis, bone differentiation.

서 론

인체 조직재생 능력은 복잡한 조직구조를 가지며, 자체 재

생 능력은 매우 한정적이다. 조직 손상 시 줄기세포를 통해

조직 복원이 일어나고 있지만, 사고, 질병, 노화 등의 이유로

인해, 재생의 한계를 벗어나는 일이 발생하면, 인공 조직을

통해 복원을 해야 하므로, 조직공학을 이용한 효과적인 대체

법이나 이식법 개발이 요구되고 있다.1-6

조직공학을 이용한 치료는 약물요법, 수술적 재건, 기계적

인공장기와는 달리 장기의 모든 기능을 완벽하게 대체할 수

있고 정상 장기처럼 손상으로부터 스스로 복구하는 기능을

가질 뿐 아니라 유아나 어린이에게 이식 시 성장도 가능하다

는 장점을 가지고 있다.7-14 

현대인에게 많이 발생되는 질병 중 하나인 골 손상을 조직

공학적인 방법으로 치료하기 위해서, 생체 골에 가까운 골 조

직을 개발해야 한다.15-26

본 연구에서는 골 조직과 유사한 생체재료로 탈미네랄화된

골분(DBP, demineralized bone particles)을 사용하였다. DBP

는 골 형성 단백질인 BMPs(bone morphogenetic proteins)를

비롯하여, 콜라겐, 성장인자, 그리고 다양한 사이토카인 등이

포함되어 있어, 새로운 뼈 형성을 유도할 수 있는 생체 재료

이다.27-30
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또한 골 조직을 재생시킬 수 있는 세포원으로 지방 줄기세

포를 사용하여 부족한 골세포로 사용하고자 하였다. 지방 조

직은 우리 몸에서 상당부분을 차지하는데 지방세포 외에 많

은 미세혈관 내피세포, 내막세포, 지방전구세포, 간엽줄기세

포 등이 포함되어 있어 적합한 환경과 생물학적 영향을 주면

각기 다른 연골, 골, 근육, 지방 등으로 유도된다는 사실이 알

려지고 있다. 이러한 이유로 최근에는 분화에 대한 많은 연

구결과가 진행되고 있으며, 특히 허벅지나 복부로부터 쉽게

채취가 가능하며, 골수나 제대혈에서 채취해야 하는 기존의

성체줄기세포나 배아줄기세포보다 고통스럽지 않고 다양한

연령대에서 줄기세포를 확보할 수 있는 장점이 있다.31-34 

본 연구에서는 다양한 사이토카인을 함유한 3차원의 DBP

스펀지에 쥐지방줄기세포(rASCs, rat adipose stem cells)를 파

종하여, 골분화 유도에 적합한 조직공학적 담체로서 가능성

을 확인하고자 하였다. 세포의 증식은 MTT(3-(4,5-dimethyl-

thiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide)와 SEM(scanning

electron microscope)을 통하여 확인하였고, ALP(alkaline

phosphatase) 활성도와 osteocalcin, 제 1형 교원질의 발현을

RT-PCR(reverse transcription polymerase chain reaction)을

통해 측정해 골 분화능을 확인하였다. 이를 통해 조직공학적

골 재건용 담체로서 가장 적합한 비율의 DBP 스펀지를 평가

하고자 하였다.

실 험

시약 및 재료. DBP는 평균 크기가 180 μm 이하인 것을 사

용했으며, 아세트산(acetic acid)은 Sigma-Aldrich사에서 구입

하였으며, 메틸렌클로라이드(methylene chloride, Tedia Co.

Inc., USA) 및 이외의 모든 화학약품과 유기용매는 HPLC등

급을 사용하였다.

DBP 제조. DBP는 Urist 방법으로35 소의 대퇴부를 이용하

여 제조하였다. 얇게 자른(1 cm 이내) 대퇴골을 3차 증류수

로 여러 번 세척한 후 골수를 제거하고 골막과 속막을 물리

적으로 제거하였다. 동결건조시켜 모래알의 크기로 분쇄한 후

분쇄된 뼈를 클로로포름과 메탄올의 혼합용매(3:1)로 지방을

제거하였고 무수알콜로 헹구어 낸 다음 아세톤으로 건조시켰

다. 0.5 N HCl 용액으로 탈미네랄화 과정을 거친 후 인산완

충용액(PBS, pH 7.3-7.4; Sigma chem. Co., St. Louis, MO,

USA)을 이용하여 pH 7.4로 조절하였고 동결건조시켰다. DBP

는 액체질소 내에서 동결분쇄(SPEX 6700, USA)하여 약

180 μm 크기 이하의 분말형태를 얻었다.

DBP 함량별 스펀지 제조. 삼차증류수에 3% 아세트산

(Sigma)과 0.1% 펩신(Sigma)을 함유한 용액에 DBP를 함량

별로 1, 2, 3 wt%의 DBP분말을 첨가시켜 상온에서 24시간

교반 후, 4 oC에서 24시간 보관하였다. 이를 직경 9 mm의 자

체 제작된 원형 몰드에 담고 급랭 후 동결 건조시켜 스펀지

형태의 DBP를 얻었다. 제조된 스펀지는 50 mM EDC(1-ethyl-

3-(3-dimethylaminopropryl)carbodiimide, Sigma) 용액에 24

시간 동안 경화시키고 95, 90, 80, 70%의 에탄올과 삼차증류

에 여러 번 세척하여 EDC를 완전히 제거하였다. 24시간 동

안 급랭시킨 후 동결건조하여 경화된 DBP 스펀지를 완성하

였다. 완성된 스펀지는 수분이 없는 상태로 실험 전까지 데

시케이터에 보관하였다. 이 때 1 wt% DBP 스펀지는 1%로,

2 wt% DBP 스펀지는 2%로, 3 wt% DBP 스펀지는 3%로 표

기하였다(Figure 1). 

지방줄기세포의 분리 및 배양. rASCs는 4주된 암컷 쥐

(spargue-dawley rat)를 사용하였다. 쥐를 희생시킨 후 몸의 털

을 제거한 뒤, 수술도구를 사용하여 옆구리 쪽 지방을 채취

하였다. 채취한 지방을 클린벤치에서 가위와 칼로 자른 뒤

PBS 1x에 담가놓고, 10% penicillin-streptomycin에 지방조직

을 1~2분 담가놓는다. 그 후 75 μL의 콜라게나아제(Roche,

Germany) 용액이 포함된 10 mL PBS에 조직을 1:1로 담고,

1시간 인큐베이션시킨 후 콜라게나아제 용액을 1500 rpm, 5

분, 4 oC의 원심기를 돌린다. 원심기가 끝나면 상층액을 제거

하고, 10% heat inactivated FBS와 100 unit/mL의 1%

penicillin-streptomycin가 포함된 DMEM(Dulbeco’s modified

Figure 1. (a) Schematic diagram illustrating the fabrication process

of DBP sponge; (b) schematics of DBP sponges at 1, 2 and 3% of

DBP powder contents.
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eagle’s media) LOW(Gibco) 배양액을 넣고 피펫팅 후 원심

분리를 하였다. 상층액을 제거한 후 10 mL의 배양액을 따서

피펫팅한 후 cell strainer(70 μm)를 코니컬 튜브에 올리고 배

양액과 조직을 걸러준다. 걸러진 세포가 들어있는 배양액으

로 세포 수를 5×105 cell/mL 농도로 넣고 인큐베이터(5% CO2,

humidified 37 oC)에서 배양하였다. 이후 세포들이 부착된 것

이 확인되면 배양액을 교환한 다음, 매 2일마다 배양액을 교

환하였다.

적외선 분광기 측정. 가교된 DBP 스폰지에서 아마이드기

의 증가를 FTIR(fourier-transform infrared spectroscopy, Bio-

Rad Digilab, FTS-165, Canada)로 측정하였다. 이 분석은

KBr 펠렛법을 이용하여 시편을 만들어 측정하였다.

압축강도 측정 분석. DBP 스펀지의 강도를 측정하기 위하

여 만능물성측정기(TMS-Pro, Food Technology Corporation,

Sterling, Virginia, USA)를 이용하였다. 만능물성측정기의 설

정 값으로 측정거리는 3 mm, 측정 스피드는 20 mm/sec, 측

정 힘은 0.5 N으로 하였다.

DBP 스펀지에서 지방줄기세포 배양. rASCs(1×105 세포/

지지체)를 지지체(9 mm×6 mm)의 중앙에 파종한 뒤 37 oC,

5% CO2의 조건에서 1시간 동안 유지시켜 세포가 지지체 내

로 스며들게 한 다음 DMEM LOW 배지를 넣고 37 oC, 5%

CO2 조건에서 배양하였다. 배양액은 일주일에 세 번 교체해

주었다. 골분화는 순수 배양액에서 지지체만으로 분화가 되

도록 하였다.

DBP 스펀지 내부 관찰과 세포부착 모폴로지. DBP 스펀

지의 다공크기와 지지체의 내부를 관찰하기 위하여 SEM 측

정을 실시하였다. 지지체를 아르곤 가스 하에서 플라즈마 스

퍼터(Emscope, Model SC500K, UK)를 이용하여 백금 코팅

하였고 이를 SEM(Hitachi Co, Model S-2250N, Japan)을 이

용하여 표면 변화를 관찰하였다.

또한 DBP 스펀지에서의 세포의 부착 및 증식 정도를 알아

보기 위해 SEM 측정을 실시하였다. 제조된 지지체에 rASCs

를 1×105 세포/지지체의 농도로 파종하고 3, 10 및 20일 동

안 배양한 후 배양액을 제거하고 PBS로 세척하였다. 이를

2.5% 글루타알데하이드(Sigma Co.)로 24시간 동안 고정하고,

알코올 구배용액(50, 60, 70, 80, 90, 100%)을 이용하여 각

30분씩 탈수과정을 진행하였다. 지지체를 잘라 시료 폴더에

고정시킨 후, 아르곤 가스 하에서 플라즈마 스퍼터(Emscope,

Model SC500K, UK)를 이용하여 약 200 μm의 두께로 백금

코팅하였고 이를 SEM(Hitachi Co., Model S-2250N, Japan)

을 이용하여 DBP의 함량에 따른 스펀지에서의 rASCs 의 부

착 정도와 형태를 관찰하였다.

MTT 분석. 지지체에 파종한 rASCs의 증식률을 분석하기

위하여 MTT(3-[4,5-디메틸치아졸-2-일]-2,5-디페닐테트라졸리

움 브로마이드)분석을 각각 1, 3, 7, 10, 14, 21 및 28일째 시

행하여 주었다. MTT(Sigma) 용액(5 mg/mL)을 100 μL를 넣

어준 후, 4시간 동안 37 oC 인큐베이터에서 배양하였다. 보라

색 결정이 생성되면 디메틸설폭사이트(DMSO, Sigma)를 1 mL

첨가하여 결정을 완전히 녹인 후, 각 100 μL씩을 채취하여

microplate reader(Thermolex, Molecular Device Co. USA)로

570 nm의 흡광도를 이용하여 세포 증식률을 분석하였다.

ALP 분석. 지지체에 파종한 rASCs의 알카리성인산가수분

해효소(alkaline phosphatase, ALP)를 측정하여 세포의 분화

와 미분화를 모니터링하였다. ALP 분석은 파종 1, 3, 5, 7,

10 및 14일째에 시행하여 주었다. 분석은 ALP activity

Kit(Takara)를 사용하였다. 지지체에서 배양액을 제거 후 DW

(distilled water)로 3회 세척한 뒤 0.02% extraction solution으

로 지지체에서 세포를 추출해 냈다. 이 추출액에 pNPP(para-

nitrophenyl phosphate) 용액을 넣은 뒤, 37 oC에서 1시간 반

응시킨 후 0.9 N의 NaOH로 반응을 정지시켜 405 nm의 흡

광도를 이용하여 분화 정도를 분석하였다. 

mRNA 발현도 확인. DBP 스펀지에서 골 분화된 세포의

특정 mRNA 발현여부를 알아보기 위해 RT-PCR을 수행하였

다. 파종 1, 7, 14 및 28일째에 회수된 DBP 스펀지를 PBS로

두 번 세척한 후, 1 mL의 Trizol(InvitrogenTM Life Technologies

Co., Groningen, Netherlands)을 첨가하여 5분 동안 인큐베이

션 한 다음 1.5 mL의 EP 튜브에 넣어 0.2 mL의 클로로포름

(Sigma)을 첨가하고 4 oC, 12000 rpm에서 15분 동안 원심분

리하여 mRNA를 분리하였다. 분리된 RNA를 Oligo(dT)12-

18 프라이머(InvitrogenTM), 5X 완충용액(first strand buffer,

InvitrogenTM), dNTP(dGTP, dATP, dTTP, dCTP, Gibco),

RNA 분해효소 억제제(RNase inhibitor, InvitrogenTM), 역전사

트랜스크립테이즈(SuperscriptTM RNase H InvitrogenTM),

DNase/RNase free water(Gibco)를 첨가하여 중합효소반응기

(Authorized thermal cycler, TP600, Takara Bio Inc., Japan)

를 통하여 cDNA로 역전사 하였다. 역전사 시킨 cDNA를, β-

actin, Type I collagen, Osteocalcin 및 VEGF primer를 이용

하여 PCR을 수행하였다. PCR 후 증폭된 DNA를 1.5%(w/v)

아가로스겔에 전기영동을 한 후, 상대적 발현을 EtBr(ethidium

bromide, sigma)를 사용하여 시각화하였으며 300 nm 자외선

조사기로 사진촬영을 하여 밴드의 발현 정도를 확인하였다. 

동물이식 및 조직화학적 분석. DBP 스펀지에서의 지방줄

기세포의 골분화 가능성을 확인하기 위하여 면역결핍 쥐를

이용하여 실험하였다. 비율별로 제조한 DBP 스펀지(9 mm×

6 mm)에 rASCs를 스펀지 1개당 1×105 농도로 파종하여

DMEM LOW(10% FBS, 1% PS) 배지를 넣고 37 oC, 5%

CO2 조건에서 일주일 동안 인큐베이션하여 스펀지를 안정화

시킨 후, 생후 4주된 balb-c 마우스 등 쪽을 2~3 cm 정도 절

개하고 피하층에 이식을 하였으며, 1, 4 및 8주가 지난 후에

스펀지를 적출하여 10% 포르말린 용액에 고정하였다. 고정

된 스펀지를 파라핀 블록으로 제작하여 4 μm의 두께로 잘라

PLL(poly-L-lysine) 코팅 슬라이드에 고정하였다. 조직 절편
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을 탈파라핀 과정을 거친 후 조직학적 평가를 위하여 Alizarin

Red S와 Von Kossa 염색을 실시하였다.

통계학적 분석. 각 실험의 통계학적 분석은 student’s t-test

를 시행하여 p 값이 0.05 미만일 때 통계적으로 유의한 것으

로 하였다.

결과 및 토론

DBP 다공성 지지체 내부 관찰. DBP 스펀지의 다공크기

와 지지체의 내부를 관찰하기 위하여 SEM 측정을 실시하였

다(Figure 2). DBP의 스펀지의 다공은 매트릭스에 전반적으

로 잘 형성되어 있는 것을 확인하였다. 특히 1%의 DBP 스

펀지가 다공의 크기가 가장 크고 균일하게 형성되었다는 것

을 확인하였다. DBP의 함유량이 많아질수록 다공의 크기가

작아지며 다공의 모양이 불규칙적인 것을 확인하였다. 이는

스펀지의 다공 내에서 EDC에 의한 DBP 젤의 2차 가교의 결

과로써, 스펀지 다공 내에서 DBP의 함량이 높아질수록 밀도

가 높아진 결과로 사료된다. 

적외선 분광기 측정. 적외선 분광기 분석법을 통하여 DBP

스폰지의 화학적 성분을 분석하여 Figure 3에 나타내었다.

DBP의 고유의 피크인 아마이드 I(1651 cm-1), 아마이드 II

(1541 cm-1), 아마이드 III(1451 cm-1), 에스터(1076 cm-1) 및 카

복실기(1400 cm-1)의 피크를 확인할 수 있었다. 스펀지의 DBP

농도가 증가할수록 아마이드 I, II, III 및 에스터의 피크가 증

가함을 확인할 수 있었고 카르복실기는 큰 차이가 없음을 확

인하였다. 따라서 DBP를 스펀지로 제조하여도 그 성질을 잃

지 않으며, 지지체가 함량별로 잘 제조됨을 알 수 있다.

DBP 스펀지 세포부착 모폴로지. DBP 스펀지에서의 rASCs

의 부착 및 증식 정도를 알아보기 위해 세포를 파종한 후 3

일, 10일 그리고 20일 후의 지지체를 SEM 측정을 통하여 알

아보았다(Figure 4). 각 스펀지 안에서의 세포가 구형의 모습

Figure 2. SEM microphotographs of the pore size and structure of

the DBP sponges with 1, 2 and 3% of DBP powder contents (scale

bar=500 μm).

Figure 3. FTIR spectra of 1, 2 and 3% DBP sponges.

Figure 4. SEM microphotographs of rASCs morphology on DBP

sponges surfaces at different cultivation times (scale bar=50 μm).
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으로 유지하며 초기 부착이 잘 되어있음을 알 수 있다. 또한

세포를 파종한 후 3일 차에서부터 20일 차까지 세포의 증식

정도가 시간이 지남에 따라 모든 군에서 잘 됨을 확인하였

고, 10일 차부터는 세포가 방추 형태로 뻗어있고 20일 차에

서는 세포의 뻗음이 크고 길게 되어있음을 확인할 수 있다.

특히 MTT 분석과 동일하게 DBP 1%의 스펀지에서 세포의

뻗음과 증식이 가장 잘 됨을 확인하였다.

압축강도 측정 분석. 조직공학적 골 재생의 지지체로 사용

되기 위해서는 적합한 물리적, 기계적 특성을 가진 환경이 제

공되어야 한다. 이는 골 조직재생의 특성상 하중을 견뎌야 하

므로 지지체는 3~5 MPa 정도의 강도를 가지고 있어야 한다

는 것을 의미한다.36 그렇기 때문에 지지체에 세포를 배양하

기에 앞서 지지체 자체로의 압축강도를 측정하였고, rASCs

를 파종한 후 배양하면서 시간이 지남에 따라 지지체의 압축

강도를 측정하였다. 이 결과는 Figure 5에 나타내었고, 세포

를 파종하지 않은 지지체(Figure 5(a))에서는 DBP의 함유량

이 증가할수록 압축강도가 비례적으로 증가함을 알 수 있었

다. 세포를 파종한 지지체(Figure 5(b))에서는 DBP 1%의 지

지체에서 시간이 지남에 따라 압축강도가 증가함을 알 수 있

었다. 이는 DBP 스펀지가 골분화를 활성화시키면서 ECM의

분비가 증가하고 미네랄이 축적되면서 압축강도가 증가하는

것으로 보여진다. 그래서 DBP 1%의 지지체가 rASCs의 증

식과 분화에 가장 적합한 환경인 것으로 사료된다. 

MTT 분석. DBP 스펀지에 파종된 지방줄기세포의 세포증

식률을 관찰하기 위하여 MTT 분석을 시행한 결과를 Figure

6에 나타내었다. 초기 1, 3일째에서는 각 군에서 증식률은 큰

차이를 보이지 않았으나, 시간이 지남아 따라 모든 군에서 세

포의 증식이 일어남을 알 수 있다. 특히 세포를 파종한 후 14

일 이후부터는 모든 군에서 세포의 증식이 일정한 비율로 일

어나며, DBP 1%의 스펀지에서 세포의 증식이 더 크게 잘 일

어남을 알 수 있다. 이는 지지체 내부의 다공성 차이에 의한

것으로 사료된다. 즉, 지지체 내부 다공의 경우 세포가 부착

하여 증식하는 공간이며 또한 세포가 증식하기 위한 산소와

수분, 영양분의 공급로인데 세포가 증식함에 따라 물질전달

에 대한 요구가 증가하고 세포구성물의 축적으로 다공의 크

기가 감소하기 때문에 적절하고 일정한 크기의 다공성을 가

지는 것이 중요하다.37 결론적으로 DBP의 함량이 증가할수록

다양한 성장인자와 사이토카인의 영향으로 증식률은 증가해

야 하나, 스펀지 내의 다공 크기와 공간의 제약으로 인하여,

DBP 스펀지가 1%로 제조되었을 때에 rASCs의 증식과 성장

에 가장 긍정적인 영향을 미쳤다고 사료된다. 

ALP 분석. DBP 스펀지에 파종한 지방줄기세포의 시간에

따른 골분화 정도를 확인하기 위하여 ALP 분석을 시행하였

다(Figure 7). Alkaline phosphatase는 성인의 간과 소아의 골

에서 주로 발견되고 특히 뼈를 생성하는 세포인 뼈 모세포에

많이 존재한다. 뼈 모세포의 활동이 증가되면 뼈 모세포의 효

소인 알카리성 인산분해효소의 활성도 역시 증가하므로 줄기

Figure 5. Compressive strength of 1, 2 and 3% DBP sponges (a)

without cells; (b) with cells at 1, 7, 14, 28 days. 

Figure 6. rASCs cell viability in DBP sponges analyzed by MTT

assay after 1, 3, 7, 14, 21 and 28 days. The symbol “*” indicates the

statistical significance (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).
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세포의 골분화 정도를 인산분해효소의 활성도를 측정하여 확

인하였다. 문헌조사 결과 이 효소는 골분화 초기에 가장 잘

활성화된다고 한다.38 이에 따라 파종 초기 2주 동안 활성도

를 측정하였다. 그 결과 모든 군에서 1일째에서 7일째를 비

교해보면 모든 군에서 활성도가 증가하였다. 특히 DBP 1%

스펀지에서 활성도가 가장 크게 증가함을 알 수 있었다. 이

는 rASCs의 골분화 진행에 따라 DBP 스펀지에 존재하는 여

러 사이토카인이 작용하고 세포 증식이 가장 잘 이루어지는

적절한 다공성이 긍정적인 영향을 주어 미네랄이 침착되었을

것이라 사료된다.

세포를 파종한지 7일 이후부터 14일까지 활성도 전체적으

로 감소함을 알 수 있다. 이러한 결과로 보았을 때, DBP 스

펀지에 지방줄기세포를 파종함으로써 골분화능의 활성도를

확인하였고, 특히 1% DBP 스펀지에서 초기 활성도가 크게

증가하여 골분화가 더 잘 됨을 알 수 있었다. 이에 따라, DBP

스펀지가 골분화에 긍정적인 영향을 미칠 것으로 사료된다. 

mRNA 발현도 확인. DBP를 비율별로 함유한 스펀지에서

지방줄기세포의 파종 후 발현되는 사이토카인을 mRNA 관

점에서 알아보았다. 1, 7, 14 그리고 28일 후의 RNA를 분리

한 후 RT-PCR을 수행하여 발현을 나타내었다(Figure 8). RT-

PCR 결과를 보면 모든 실험 군에서 House keeping gene인

β-actin이 발현되었고, collagen type I과 osteocalcin이 시간이

지남에 따라 밴드의 발현이 진하게 됨을 확인하였다. 그리고

골 형성에 따른 신생혈관의 성장인자인 VEGF의 경우 또한

시간이 지남에 따라 모든 군에서 밴드의 발현을 확인하였다.

시간이 지남에 따라 collagen type I과 osteocalcin이 발현되

는 것은 DBP 내에 존재하는 여러 성장인자와 사이토카인이

골분화를 유도했기 때문이라고 사료되며 신생혈관인자인

VEGF 또한 발현이 잘 되는 것으로 보아 DBP 스펀지가

rASCs의 골분화에 효과적인 영향을 주는 것으로 사료된다.

동물이식 및 조직화학적 분석. In vivo 환경에서의 DBP 스

펀지의 rASCs의 증식과 골분화를 확인하기 위하여 누드마우

스의 피하에 이식 후 1, 4, 8주 후 지지체를 적출하여 Von

Kossa, Alizarin Red S 염색을 통하여 관측하였다.

칼슘과 인의 침착 정도로 뼈 조직을 구분할 수 있는 Von

Kossa 염색을 하였다(Figure 9). 결과를 보면 모든 군에서 배

Figure 7. Alkaline phosphate activity of rASCs on DBP sponges

measured at 1, 3, 7, 10 and 14 days.

Figure 8. Gene expression profiles of β-actin, type I collagen,

osteocalcin, VEGF primer on DBP sponges (no significant differ-

ence, p>0.05).
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양 기간이 길어짐에 따라 세포질이 진한 갈색으로 점점 진해

지면서 염색된 것을 확인하였고, 특히 8주째에 지지체에서 넓

은 영역에 걸쳐 짙은 갈색을 띠며 뼈가 형성됨을 확인하였

다. 또한 각 군을 비교하였을 때 2, 3% DBP 스펀지에 비해

1% DBP 스펀지가 뼈를 더욱 잘 형성함을 확인할 수 있었다.

이러한 결과를 통하여 DBP가 rASCs의 골분화에 있어서 세

포질 형성, 칼슘 및 미네랄의 침착 및 신생 골의 형성을 촉

진해 주었음을 확인할 수 있었다.

Alizarin Red S 염색을 통해 골분화가 진행되면서 나타나

는 미네랄의 침착을 확인하였다(Figure 10). 그 결과 배양 기

간이 길어짐에 따라 붉고 짙게 염색되어 미네랄이 다량 침착

된 것을 확인하였다. 1주째에는 전체적으로 주황색으로 염색

된 것으로 보아 조직에서 전체적으로 골분화가 진행되고 있

음을 확인하였고, 4주째에는 모든 군에서 빨간색으로 염색되

어 미네랄의 침착이 잘 일어나고 있음을 확인하였다. 8주째

에는 신생골 영역이 특히 진한 빨간색으로 골이 형성되면서

미네랄의 침착이 잘 일어남을 관찰할 수 있다. 여기서도 Von

Kossa 염색과 마찬가지로 2, 3% DBP 스펀지에 비해 1%

DBP 스펀지에서의 미네랄 침착이 전반적으로 많이 일어났다

는 것을 확인할 수 있었다.

결 론

본 연구에서는 여러 사이토카인을 함유해 조직공학적 담체

로서 기능이 우수한 DBP를 사용하여 1, 2 및 3%의 3차원

스펀지 형태로 제작하였고 지방줄기세포의 골분화에 최적인

DBP 함량을 찾고자 하였다. 3차원 스펀지에 대한 물리, 화학

적인 물성 평가를 위하여, FTIR, 압축강도, SEM 분석을 실

시한 결과, DBP 1% 스펀지에서 세포를 파종한 후 시간이 지

남에 따라 압축강도가 증가하고, 다공크기가 균일하고 큰 것

을 관찰할 수 있었다. 세포의 증식과 부착을 SEM과 MTT를

통해 관찰한 결과, DBP 1% 스펀지에서 시간이 지남에 따라

rASCs의 부착과 증식이 증가함을 확인하였다. 그리고 ALP

활성도와 RT-PCR을 통해 골분화능을 확인한 결과 마찬가지

로 DBP 1% 스펀지에서 조직공학적으로 골분화능이 잘 형성

됨을 확인하였다. 또한 in vivo 환경에서도 DBP 스펀지가

rASCs의 칼슘 및 미네랄 침착으로 인한 골분화에 표현이 잘

됨을 확인하였다. 이는 본연의 DBP가 가지고 있는 콜라겐과

골에 긍정적인 영향을 줄 수 있는 사이토카인의 작용으로 인

한 것이라고 사료된다. 이러한 결과를 종합해 보면 DBP 1%

스펀지가 골 재생에 가장 적합하다고 판단되며, 골 재건용 담

체로서 사용될 수 있을 것으로 기대된다.
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