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초록: 젤란검(Gellan gum, GG)은 람노오스, 글루콘산 및 포도당으로 구성된 헤테로다당류로서 에로디속의 수초로

부터 추출하며, 무색의 무미, 무취한 분말로서 생체적합성이 좋아 현대 조직공학에 주로 이용되는 생체재료이다. 콘

드로이틴설페이트(CS)는 골관절염(OA)의 임상증상을 천천히 완화를 유도시키고, 이런 효과들은 치료 후에도 장기

간 지속시킨다고 알려져 있다. 실질적으로, 동물실험과 임상시험에서 관절염증을 회복, 지연 혹은 안정화할 수 있어

서 장기치료에서 증상완화를 제공하는 구조개선 관절염 약으로 CS의 효능이 입증되고 있다. 따라서 본 연구에서는

연골재생에 있어, CS를 함유한 GG 하이드로젤의 효과를 확인하고자 in vitro 환경에서 실험을 진행하였다. CS의 함

량은 젤란검 중량의 10, 20, 30 wt%로 설정하여 하이드로젤 형태로 제조하였고, 지지체의 특성분석을 위해 압축강

도, SEM을 평가하였다. 세포부착과 증식률은 MTT, 유전자발현은 RT-PCR을 통해 확인하였다. 그 결과, 20%의 CS/

GG가 세포부착 및 증식률, 유전자발현이 다른 군에 비해 가장 높았다. 그에 따라 20% CS/GG는 연골재생을 위한

하이드로젤로 응용가능성이 기대된다.

Abstract: Gellan gum is a heterosaccharide composed of rhamnoose, glucuronic acid and glucose. It is a colorless taste-

less odorless powder extracted from aquatic plants in Erodium. It is a biomaterial mainly used in modern tissue engi-

neering. The chondroitin sulfate (CS) has been found to induce slow, sustained relief for osteoarthritis (OA) patients

worldwide. It has been also proven a structurally improved arthritis drug that can relieve, delay or stabilize joint inflam-

mation in many animal experiments and clinical trials, thus providing symptom relief in long-term. In this study, we

investigated the effect of gellan gum scaffolds containing chondroitin for treating osteoarthritis in vitro. The content of

chondroitin hybride in the scaffolds was set to 10, 20 and 30%, and scaffolds was prepared by hydrogel type. SEM was

performed to characterize the scaffolds. The cell adhesion and proliferation rate were confirmed by MTT assay and gene

expression by RT-PCR. In addition, the compressive strength test were perfomed to confirm mechanical strength. Overall

results showed that 20% CS/GG scaffolds was best suitable for adhesion, proliferation rate and gene expression and can

be potentially applied for cartilage regeneration.

Keywords: chondroitin sulfate, gellan gum, hydrogel, scaffold.

서 론

조직공학은 장기 결함 및 조직 재생과 같은 문제들을 해결

하기 위해 새로운 방법을 제시해 왔으며, 오늘날 조직의 여

러 문제들을 해결하기 위한 도구로 연구되어 왔다. 연골은 조

직공학 분야에서 가장 많이 연구된 조직 중 하나로서 퇴행하

거나 외상을 입으면 정상적인 일상생활에 많은 제약이 따르

고, 자가치유의 제한된 수복능력 때문에 매우 중요한 연구 주

제로 부상되고 있다.

연골은 손상 시 약물 복용, 관절 내 주사, 물리치료, 수술

등으로 치료를 하지만, 큰 결함이 발생 될 경우, 치료가 쉽지

않아 새로운 방법을 연구하는 추세이다. 그 중 효과적인 방
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법으로 대두되고 있는 방법 중 하나로, 체외에서 연골세포를

배양한 후 지지체에 세포 부착을 유도시켜, 증식 환경을 만

들어주고, 이를 체내로 주입하는 방법이 있다.1,2

연골재생 재료로 가장 많이 사용되는 천연고분자로서는 콜

라겐, 히알루론산, 알지네이트, 젤라틴, 그리고 젤란검 등이

있다.3-6 본 실험에 사용된 고분자 재료는 젤란검(gellan gum,

GG)으로, 글루콘산, 람노오스, 그리고 포도당(1:1:2)이 규칙적

으로 배열된 복합다당류로, 무취, 무색, 내열성, 그리고 내효

소성7,8 등이 우수하다. 또한 이온 첨가 및 pH 조절 등을 통해

하이드로젤의 기계적 물성을 조절할 수 있으며, 세포 독성 또

한 없어 연골 분야에서 생체 재료로 다양하게 연구되고 있다.9

콘드로이틴설페이트(Chondroitin sulfate, CS)는 D-

glucuronic acid, N-acetyl-D-galactosamine과 황산으로 결합된

점질성 다당류(뮤코다당, mucopolysaccharide)이다. CS는 동

물 결합조직의 기질, 장기, 체액 등에 분포하며,10 성인병의

억제 및 예방, 항 산화 효과, 혈액응고작용, 동맥경화 억제 및

예방, 관절조직 보호, 그리고 세균감염 억제작용 등11 다양한

효과가 있다고 알려져 있다. 따라서 본 실험은 연골 재생적

측면에서 좋은 효과를 가진 CS와 GG를 비율 별로 혼합하여,

하이드로젤로 제조한 후 연골세포를 부착시켜 시간이 지남에

따른 연골세포의 양상을 알아보고자 하였다.

실 험

시약 및 재료. 젤란검(GelzanTMCM(Sigma-Aldrich, St.

Louis, USA, 평균 분자량 1000000 g/mole, G1910)), 콘드로이틴

설페이트(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)를 사용하였다. 그

외 이번 실험에 사용된 모든 화학약품 및 유기용매들은 HPLC

등급을 사용하였다.

젤란검 하이드로젤 제조. 열 교반기를 이용해 3차 증류수

40 mL에 젤란검 분말을 2 wt% 농도로 넣어준 후 90 oC 이상

의 온도로 가열하여, 분말이 완전히 용해될 때까지 교반하였

다. 그 후 CS는 젤란검 양의 각각 0, 10, 20, 및 30%의 농도

로 넣어준 후 교반시키고, 가교제로 0.03%의 CaCl2를 첨가하

였다. 가열된 CS/GG 수용액은 패트리디쉬에 분주하여 굳히

고, 바이옵시 펀치(biopsy punch)를 이용하여, 직경 8 mm, 높

이 4 mm의 하이드로젤 형태의 젤란검을 제조하였다(Figure

1). 그리고 젤란검의 다공 및 표면 거침도 분석을 위해 제조

된 하이드로젤은 냉장 4시간, 냉동 4시간 후에 −80 oC에서

24시간 동안 급랭시킨 후 동결건조기를 이용하여 2일 동안

진공상태에서 동결건조하여 스펀지 형태로 제조하였다.

압축강도 측정. 각각의 CS 함량에 따른 CS/GG 하이드로

젤의 압축강도를 측정하기 위해 만능물성측정기(TMS-Pro,

Food Technology Corporation, Sterling, USA)를 사용하였다.

만능물성측정기의 설정 값으로 측정거리는 2 mm, 측정 속도

는 20 mm/sec, 측정 힘은 1 N으로 하였다.

SEM 관찰. CS/GG 하이드로젤의 다공 및 지지체의 표면

거침도를 확인하기 위해 SEM 관찰을 실시하였다. 지지체를

아르곤가스가 충전된 플라즈마스퍼터(Emscope, Model

SC500K, UK)를 이용하여 백금으로 코팅하였고, 주사전자 현

미경(Hitachi Co, Model S-2250N, Japan)을 이용하여 지지체

표면을 관찰하였다.12-15

연골 세포 분리 및 배양. 연골세포는 4주된 암컷 뉴질랜드

화이트 토끼(Hanil laboratory animal center, Wanju, Korea)의

무릎 관절에서 분리하여 추출하였다. 토끼를 희생시킨 후 뒷

다리 털을 제거하고, 멸균된 수술용 칼로 무릎 관절을 절개

해 연골 부위만 취한 다음 바로 인산완충용액(PBS, pH 7.4,

Gibco, NY, USA)으로 3번 이상 세척하였다. 그리고 0.25

wt%의 콜라게네이즈 A형(Roche, Applied Science, Germany)

용액으로 24시간 동안 인큐베이터(37 oC, 5% CO2)에서 조직

을 용해시켰다. 용해가 완료된 조직을 70 µm의 나일론 매쉬

로 거른 다음 원심분리하여 Dulbecco’s modified eagle

medium(DMEM, Gibco)과 F-12 영양배지 혼합액(Ham’s F-

12, Gibco), 10% 우태아혈청(FBS, Gibco) 및 1% 항생제(100

units/mL 페니실린과 100 µg/mL 스트랩토마이신)와 200 mM

L-글루타민(Gibco), 50 µg/mL 아스코르빈산(Sigma), 15 mM

HEPES buffer 1 M(Gibco)로 혼합된 배양액을 사용하여 세포

배양 플라스크에 분주하고 37 oC, 5% CO2 조건하에 배양하

였다. 배양액은 3일에 1번 교체해 주었다.

세포 증식률 측정. 연골세포가 파종된 CS/GG에서의 증식

능력을 측정하기 위해 MTT(3-[4,5-디메틸치아졸-2-일]-2,5-디

페닐테트라졸리움 브로마이드) 분석을 각각 1, 4, 7, 14, 21

일째 시행하였다. 각 지지체에, 1.9×105 세포/하이드로젤의 농

도로 연골세포를 파종하고, 상기에 사용된 동일한 배양액으

로 정적 배양하였다(n=3). 그 후 MTT용액(5 mg/mL stock in

PBS, Sigma)을 100 µL씩 넣고 4시간 동안 인큐베이터에서

37 oC 조건으로 배양을 한 후 보라색 결정이 형성되면 하이

드로젤을 24-well plate에 옮겨 디메틸설폭사이드(DMSO,

Sigma)용액을 1 mL씩 넣어 결정이 완전히 녹을 때까지 용해

한 후 96-well plate에 용해된 용액을 각각 100 µL씩 분주하

여 Microplate Reader(Thermolex, Molecular Device Co.

USA) 570 nm의 흡광도로 세포증식을 측정하였다.Figure 1. Fabricated CS/GG hydrogels.
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mRNA 발현도 확인. 비율별로 제작한 CS/GG 하이드로젤

에 파종된 연골 세포의 특정 mRNA 발현여부를 확인하기 위

해 연골세포를 1, 2 및 3주 배양시킨 후 역전사 효소를 사용

함으로써 RNA를 증폭시켜 RT-PCR 분석을 실행하였다. 연

골 세포 파종 후 7, 14, 21일째에 CS/GG 하이드로젤에 1 mL

의 Trizol(InvitrogenTM Life Technologies Co., Groningen,

Netherlands)을 첨가시켜 5분 동안 인큐베이션시킨 후 1.5 mL

EP 튜브에 넣고, 0.2 mL의 클로로포름(Sigma)을 첨가시킨 다

음 원심분리(4 oC, 12,000 rpm, 15분)를 하여 mRNA를 분리

하였다. 분리된 mRNA는 bio spectrometer(Eppendorf,

Hamburg, Germany)를 이용하여 정확한 mRNA 값을 정량한

후, Xenotech Oligo(dT)22-25 프라이머(Xenotech, Deajeon,

Korea) reverse type, forward type을 각각 1 µL씩 넣어주고,

free water(InvitrogenTM Life Technologies Co., Groningen,

Netherlands)로 처리하여 authorized thermal cycler(TP600,

Takara Bio Inc., Japan)를 통해 cDNA로 역전사하였다. 역전

사시킨 cDNA를 GAPDH, aggrecan, collagen Type II 및

collagen Type I PCR을 수행하였다. PCR로써 증폭된 DNA

를 1%(w/v) 아가로스겔에 전기영동을 한 후, 상대적 발현을

EtBr(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)을 넣어 시각화하였고,

300 nm 자외선 조사기를 사용하여 aggrecan, GAPDH,

collagen Type II 및 collagen Type I cDNA밴드의 발현 정도

를 확인하였다.

통계학적 분석. 모든 실험에 적용된 통계학적 분석은

student’s t-test를 시행하였으며, p값이 0.05 미만일 경우만 통

계적으로 유의한 것으로 하였다(*p<0.05, **p<0.01, ***p

<0.001). 또한 모든 실험에 정확성을 높이기 위해 3번 이상에

걸쳐 진행하였다(n=3).

결과 및 토론

압축강도 분석. 각각 0, 10, 20, 30% 함량별로 제조한 CS/

GG 하이드로젤의 기계적 물성을 관찰하기 위해 압축강도를

실시하였다. Figure 2는 CS/GG에 압력을 가했을 때 나타나

는 그래프이다. 20 mm/min의 속도로 1 N의 압력을 가하여

압축시켰을 때, 하이드로젤의 균열파괴 시의 하중을 지지체

의 단면적으로 나누었다. 그 결과 CS를 첨가하지 않은 하이

드로젤에서 5 N/mm2 이상의 압축강도가 나타났고, 첨가한 그

룹에서는 압축강도가 감소하는 경향성을 나타냈다. 이는 젤

란검-젤란검 결합 사이에 CS가 결합되어, 기존 젤란검-젤란

검 결합력이 가지는 기계적 강도에 영향을 미치는 것으로 사

료된다.16 압축강도 기기분석은 총 5번 반복 실험하여 데이터

값의 재현성을 높였다.

SEM 관찰. Figure 3은 CS/GG 단면을 SEM으로 관찰한

것이다. 관찰결과 4개의 지지체 각각 서로 다른 다공의 크기

와 거침도를 확인할 수 있었다. 다공 크기는 Image J를 통해

서 측정하였으며, 0, 10, 20 및 30% CS/GG의 다공크기는

84.66±23.10, 64.53±17.23, 39.33±20.52, 33.12±22.21 µm로

CS의 함량이 올라가면, 점차적으로 다공의 크기가 작아지는

대신 다공이 증가하고 뿐만 아니라 거침도 또한 증가함을 볼

수가 있었다. 다공의 크기와 거침도는 세포 초기 부착력과 세

포 증식에 어떤 영향을 주는지, 후에 MTT 평가를 통해 초기

부착력을 확인하였다.12-15

세포 증식률. Figure 4는 CS/GG에 연골세포를 파종하여

세포 증식률을 측정하기 위해 in vitro 조건에서 MTT 분석을

시행하였다. 각각 함량이 다른 지지체에 세포를 1.9×105개씩

파종하여 1, 4, 7, 14, 및 21일 후에 측정하였다. 각각의 지지

체에서 세포 증식률을 확인한 결과, 모든 군에서 시간이 지

남에 따라 세포 증식률이 증가함을 확인할 수 있었다. 그러

Figure 2. Compressive strength of CS/GG hydrogels (**p<0.01,

***p<0.001).

Figure 3. SEM microphotographs of 0, 10, 20 and 30% CS/GG

hydrogels (magnification with ×100, scale bar=500 μm).
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나 20% CS/GG 지지체는 0, 10, 및 30% CS/GG 지지체에

비해 세포 증식률이 모든 타임 포인트에서 높게 나타난 것을

확인할 수 있다. 이는 SEM 이미지 관찰 결과, 20% CS/GG

지지체가 0, 10, 그리고 30% CS/GG 지지체들에 비해 보다

연골세포 증식의 적합한 다공의 크기를 갖기 때문으로 사료

된다.17 또한 천연 연골에서 추출한 콘드로이틴 설페이트의

함량이 17.94%를 보인다는 연구가 보고된 바 있다. 따라서

20% CS/GG 지지체가 천연 연골재생과 유사한 조성을 갖기

때문에 다른 군보다 연골 세포 증식률이 증가된 것으로 사료

된다.18

PCR 분석. 0, 10, 20, 및 30% CS/GG 지지체에서의 연골

세포 유전자 발현 관찰을 위해 3주 동안 지지체에 배양시킨

연골세포를 분리한 후 mRNA를 채취하였다. 그 후 역전사효

소를 사용하여 cDNA로 증폭시킨 후 연골기질의 주요 성분

인 어그리칸(aggrecan), 연골조직의 세포간질 속에서 볼 수 있

고 교원섬유(collagen fibers)를 구성하는 제1형 콜라겐

(collagen Type I), 연골세포의 표지 분자인 제2형 콜라겐

(collagen Type II) 프라이머들을 사용하여 전기영동

(electrophoresis)한 후 각각의 나타난 발현도를, house keeping

gene인 GAPDH를 사용하여 표준화하였다(Figure 5).19-24 그 결

과 어그리칸, 제1, 2형 콜라겐의 발현도가 20% CS/GG 지지

체에 파종한 군에서 모두 가장 높게 나왔다. 이는 연골세포

증식의 하이드로젤 지지체로서 20%의 CS를 첨가한 젤란검

지지체가 다른 지지체들보다 이상적인 연골세포 지지체임을

증명해준다. Figure 5(a), (b), (c)에서 0, 10, 및 30% CS를 첨

가한 그룹들은 대조군 그룹보다 발현도가 모두 높거나 비슷

하게 관찰되었으나, CS를 20% 첨가한 그룹은 대조군과 비교

해 봤을 때 모든 군에서 발현도가 높게 나왔다. 이로써 CS는

연골세포 증식에 긍정적인 역할을 한다는 사실을 알 수 있지

만, 첨가한 양이 일정량 이상을 초과하게 되면 연골세포 증

식이 최적일 때보다 저해되는 것을 확인하였다. 이는 MTT

분석 실험 결과와 유사함을 보인다.25-28

Figure 4. Cell viability of chondrocytes in 0, 10, 20 and 30% CS/

GG scaffolds was analyzed by MTT assay after 1, 4, 7, 14 and 21

days post-seeding in vitro.

Figure 5. RT-PCR of aggrecan, collagen Type  I, II of the 0, 10, 20

and 30% CS/GG scaffolds was analyzed for 7, 14 and 21 days post-

seeding in vitro. Gene expression profiles of (a) aggrecan; (b)

collagen Type I; (c) collagen Type II (*p<0.05, **p<0.01,

***p<0.001).
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결 론

본 연구에서는 0, 10, 20, 30% CS/GG 하이드로젤을 제작

하여, 물리적 특성 평가와 연골세포를 각 하이드로젤에 파종

하여, 추후 연골 재생을 위한 지지체로서의 가능성을 확인하

기 위한 연구를 진행하였다. SEM 분석을 통해 각각의 지지

체의 다공 크기를 비교하였고, MTT를 통하여 연골세포의 초

기 부착률과 증식률을 확인하였으며, RT-PCR을 통하여 유전

자 발현도를 확인하였다. 이 모든 in vitro 결과에서 20% CS/

GG 지지체가 가장 우수한 결과를 나타내었다. 이는 20% CS/

GG 지지체가 천연 연골재생과 유사한 조성을 갖기 때문이라

사료된다.28 즉 20% CS/GG 지지체는 연골세포의 증식을 위

한 우수한 환경을 제공하고, 연골세포의 증식과 세포 외 기

질 분비가 우수한 것이 관찰됨으로 연골조직 재생을 위한 지

지체로써 다양한 응용가능성을 확인할 수 있었다.
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