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초록: 본 연구는 골조직 재생에서 효과적인 골세포 증식을 일으키기 위하여 지지체의 공극 형태를 변형시켜 음의

포아송 비를 만들어 효과적인 물리적 자극을 세포에 전달하여 세포증식의 극대화를 일으키기 위하여 시도하였다. 지

지체로 사용된 고분자와 세라믹 재료는 poly(lactic-co-glycolic acid)(PLGA)와 hydroxyapatite(HA), beta-tricalcium

phosphate(β-TCP)이다. 염침출법으로 지지체를 제작하여 세포 생존을 위한 환경을 제공하고 MG-63 세포를 seeding

한 후, 음의 포아송 비를 가지는 지지체에 자극을 주어 세포가 충분한 자극을 받도록 하였다. 대조군(PLGA/HA) 지

지체 시편의 경우, 압축자극을 가하였을 때의 세포증식률이 자극이 없을 때의 증식률보다 1, 3, 5일 차에 걸쳐 각각

약 21.4, 25.8, 39.9% 높은 결과를 보였고, 실험군(PLGA/HA/β-TCP) 지지체 시편은 압축자극을 가하였을 때 37.6,

57.7, 71.6% 높은 결과를 보였다. 이는 기존의 연구였던 PLGA/HA 복합 지지체보다 HA의 양을 40% 정도 β-TCP

로 대체한 PLGA/HA/β-TCP 지지체가 약 30%가량 골세포의 성장을 도왔으며 압축 자극과의 시너지 또한 있음을

알 수 있었다.

Abstract: This study attempted to maximize the cell proliferation by delivering effective physical stimulation to cells by

creating a negative Poisson’s ratio by modifying the shape of the pores of the scaffold to cause effective bone cell pro-

liferation in bone tissue regeneration. Polymer and ceramic materials used as scaffolds are poly(lactic-co-glycolic acid)

(PLGA), hydroxyapatite (HA), and beta-tricalcium phosphate (β-TCP). The support was prepared by salt leaching to pro-

vide an environment for cell survival, seeding MG-63 cells, and stimulating the support with a negative Poisson’s ratio

so that the cells were sufficiently stimulated. In the case of the control (PLGA/HA) support specimen, the cell pro-

liferation rate when compressed stimulation was applied was about 21.4, 25.8, and 39.9% higher than the proliferation

rate without stimulation over 1, 3, and 5 days, respectively. The results showed that the experimental group (PLGA/HA/

β-TCP) scaffold specimens showed high results of 37.6, 57.7 and 71.6% when compression stimulation was applied. This

means that the PLGA/HA/β-TCP scaffolds, which replaced the amount of HA with β-TCP about 40%, helped the growth

of bone cells by about 30%, compared with the previous study PLGA/HA composite scaffolds in compression stim-

ulation.

Keywords: tissue engineering, scaffold, poly(lactic-co-glycolic acid), hydroxyapatite, β-TCP.

서 론

세계적으로 골 결손에 있어서 골 이식재 사용은 보편화되

어 있는 방법 중 하나이다. 대표적인 골 이식 방법은 자가골,

동종골, 이종골, 합성골 이식이 있는데, 자가골 이식은 면역

반응이 일어나지 않고 골 형성능력이 뛰어나 이상적인 골 이

식재로 쓰인다. 하지만, 골 채취를 위하여 추가적인 수술이

필요하고 그 양이 적다는 문제점이 존재한다.1 동종골, 이종

골 이식은 면역 반응에 취약한 문제점이 있어 최근에는 뛰어

난 생체적합성을 가지고 높은 골 전도성을 가진 합성골 이식

재의 연구가 활발히 진행되고 있다.2
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골 결손 치료를 위한 방법으로 쓰이는 지지체의 고분자로

는 poly(lactic-co-glycolic acid)(PLGA)가 많이 연구되고 있으

며, PLGA는 lactic acid와 glycolic acid의 공중합체로 미국의

식품의약품안전청(FDA)의 승인을 받아 그 안정성이 입증된

생분해성 고분자이다. PLGA는 약물 전달 체제 또는 물리적

자극에 좋은 조직공학용 지지체에 이용되며, 이를 이용한 지

지체는 세포성장을 위한 환경 조성에 도움을 준다. 

Hydroxyapatite(HA)는 인간의 뼈 구성성분 중 하나로, 생체

친화성과 생체활성이 매우 우수한 인산칼슘계 세라믹이다.3,4

HA는 독성이 없을 뿐만 아니라 골 유도성을 가지고 있어 주

위 생체조직과 잘 결합하여 생체재료로 장점이 많은 물질로

오래 전부터 사람의 뼈, 치아 등 경조직 대체 임플란트로 사

용된 소재이다.5,6 이전 실험에서 PLGA의 물성 보완과 세포

증식률 향상을 위하여 HA를 추가 혼합하여 그에 대한 기계

적 물성과 세포증식률 향상을 이끌어내었다.7

Beta-tricalcium phosphate(β-TCP)는 HA와 같이 뼈를 이루

는 성분인 인산칼슘계 생체재료로 골 결손 시멘트나 임플란

트에 이미 사용되고 있는 재료이다. 사람의 뼈와 화학 성분

이 비슷하기 때문에 독성이 없고 생체활성이 뛰어난 특징을

가진다. β-TCP는 생분해가 매우 뛰어난 물질로 알려져 있으

며, 신생 골 형성에 도움을 주는 등의 우수한 골전도성, 생체

적합성을 가진 재료이다.8

물질을 횡 방향으로 당겼을 때 종 방향으로의 길이 변화가

일어나게 되는데 이 때의 변형의 크기의 비를 포아송 비

(Poisson’s ratio)라 한다. 포아송 비는 횡 방향의 변형률을 축

방향의 변형률로 나누어 음의 값을 가지도록 하여 계산이 가

능하다. 세상에 존재하는 일반적인 물질들은 대부분 양의 포

아송 비를 가진다.9 하지만, 특정 물질이 음의 포아송 비를

가지게 된다면 일반 물질과 다른 특성을 가질 수 있다. 음의

포아송 비를 가진 물질은 구조적 특징으로 인하여 축 방향

으로 당겨지면 횡 방향으로도 길이가 늘어나게 되고 반대로

축 방향으로 압축이 되면 횡 방향으로도 길이가 줄어들게 되

는 특성이 있다.10 이 특성을 이용하여 세포에 등방성 자극을

줄 수 있으며, Roderic Lakes에 의해 알려진 열처리 및 3축

영구체적 압축법으로 음의 포아송 비를 지지체에 적용할 수

있다.11

골세포의 성장에 영향을 주는 방법으로는 골세포를 자극하

는 방법이 있다.12,13 골세포의 성장은 세포에 주어지는 하중

의 크기와 빈도에 영향을 받는데 세포를 자극할 수 있는 힘

을 지지체에 효과적으로 줄 수 있도록 내부의 기공을 바꾸는

방법으로 음의 포아송 비를 구현한다면 효과적인 골 재생을

유도할 수 있을 것이다. 음의 포아송 비를 가지는 지지체를

압축하게 된다면 내부 구조에 의하여 세포가 등방성 자극을

받을 수 있게 된다. 따라서 골세포를 함유한 지지체의 압축

자극에서 음의 포아송 비를 적용시켜 자극을 준다면 효과적

인 세포 성장이 가능하여 조골세포의 증식이 늘어난다면 골

결손 문제를 해결할 수 있다.

본 연구에서는 기존의 인산칼슘계 세라믹 재료 HA에 골

형성을 촉진시키며 뛰어난 생체활성, 골 전도성을 가지는 물

질인 β-TCP를 첨가한 지지체 시편을 제작하여 조직공학용

다공성 지지체를 제작, 3축 영구 체적 압축을 통하여 내부 공

극 구조를 변형시켜 음의 포아송 비를 가지도록 함으로써 내

부에 파종한 골세포에 효과적인 등방성 압축 자극을 가할 수

있도록 하여 골세포 증식을 극대화시키는 연구를 진행하고자

한다.

실 험

시약 및 재료. 본 실험에서 사용한 poly(lactic-co-glycolic

acid)(PLGA)는 Lakeshore Biomaterials(Essen, Germany)에서

구입하였으며 lactic acid와 glycolic acid의 비는 50:50이다.

Molecular weight(Mw, Mn)은 124, 77 kDa이었으며 고분자의

열적 특성인 glass transition temperature(Tg)는 47.7 oC이다.

Hydroxyapatite(HA)는 Sigma-Aldrich(USA)에서 구입하였으

며 β-tricalcium phosphate(β-TCP) 또한 Sigma-Aldrich(USA)

에서 구입하였다. 그 외 유기용매로 사용한 클로로포름은

Duksan Pure Chemicals(Korea)에서 구입하였다.

음의 포아송 비를 가지는 PLGA/HA 다공성 지지체 제작.

음의 포아송 비를 가지는 다공성 지지체를 제작하기 위해

solvent casting/particulates leaching과 Roderic Lakes가 제안

한 3축 압축 영구 체적 압축과 연화온도 이상의 열처리 방법

을 사용하였다. 기공의 크기는 골세포 성장과 분화에 적합하

다고 보고되어 있는 350~400 µm 범위 크기의 제작을 위해

500~600 µm 범위의 소금 입자를 사용하여 제작하였다.7

PLGA를 클로로포름에 1:5의 비율로 용해시킨 후, HA를

PLGA의 10 wt% 비율로 넣어 균일하게 분포되도록 1시간 동

안 교반시켰다. 미리 제조한 소금 입자들과 균일하게 PLGA:

소금 = 1:10으로 혼합한 후, 혼합물을 20×20×20 mm 몰드에

부어 36시간 동안 클로로포름이 증발하도록 건조하였다. 3축

압축 전 열처리 온도 및 시간은 60 oC/10분이며, 이전의 연구

에서 기공의 크기가 무너지지 않고 포아송 비가 가장 낮았던

2.37:1로 압축하여 제작하였다.14 그 후 몰드에서 빼낸 각각의

시편들을 증류수에 48시간 동안 담가 소금 입자를 빼내고,

(-)60 oC에서 48시간 동안 동결 건조하였다.7,15-17

음의 포아송 비를 가지는 PLGA/HA/β-TCP 다공성 지지

체 제작. 음의 포아송 비를 가지는 PLGA/HA/β-TCP 다공성

지지체를 제작하기 위해 PLGA에 HA와 β-TCP를 교반시켜

같은 방법을 이용하여 PLGA/HA/β-TCP 지지체를 제작하였

다. 이때 HA/β-TCP 파우더는 PLGA의 10 wt% 비율로 넣어

교반하였으며 HA와 β-TCP 비율은 골세포 성장에 뛰어나다

고 알려진 연구 결과를 바탕으로 6:4 비율을 사용하였다.7,18

제작된 지지체들의 포아송 비의 측정. β-TCP의 첨가로 인
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한 포아송 비의 변화를 확인하기 위해 material testing system

(MTS, LRX-PLUS, Lloyd instruments, West sussex, UK)을

이용한 실험을 진행하였다. MTS로 압축실험을 함과 동시에

디지털 비디오 레코더로 동영상 촬영을 하여 얻은 영상을

Image J program v2.0 프로그램으로 분석하였다.7 시편에

0~15% 사이의 strain 범위에서 분석하였고 5% 단위로 지지

체 시편의 변화량을 이용하여 포아송 비를 측정하였다.7

골세포 배양. 세포 증식률 측정을 위해 human osteoblastic

like cell(MG-63, KCLB, Seoul, Korea)을 배양하였다. 배양조건

은 dulbecco’s minumum essential medium(DMEM, Welgene,

USA)에 10%의 우태아혈청(fetal bovine serum;FBS, Gibco,

USA)과 1%의 페니실린(penicillin/streptomycin, Sigma-Aldrich,

USA)을 혼합 첨가한 배지를 제조하여 37 oC, 5% CO2 조건

의 인큐베이터에 배양하였다. 안정화된 세포를 얻기 위하여

Passage 4 세포를 배양하여 실험에 사용하였다.19

압축 자극이 없는 지지체에서의 골세포 증식. PLGA/HA

지지체의 β-TCP가 첨가로 인한 골세포에 미치는 영향을 알

아보기 위해 각각의 지지체 내부에 MG-63 cell을 파종하여

cell counting kit-8(CCK-8, DOJINDO, Japan)를 이용하여 증

식률을 분석하였다. 이는 압축자극에 상관없이 -TCP만으로

세포의 성장을 돕는 것이 아님을 밝히기 위해 실험하였다.

각각의 지지체는 사용 전 70% 에탄올을 이용하여 30분간 멸

균한 후 phosphate buffer saline(PBS, LONZA, USA) 용액

으로 3회 세척하였다. 세포 배양 플라스크에 MG-63 cell을

배양하여 트리판블루(Gibco, USA)를 이용하여 염색한 후

hemacytometer로 세포 수를 카운팅하여 지지체 내부에 2×

105 cells/80 µL의 밀도로 세포를 파종하였다. 각 지지체는 제

조한 배지 2 mL를 첨가한 후 24시간 동안 인큐베이터에 배

양시킨 후 세포 점착을 유도하였다. 이후 1, 3, 5일 동안 세

포증식률을 측정하였다. 1, 3, 5일 차의 각 시편들은 새로운

12-well plate에 옮겨 PBS 용액으로 세척하여 배지를 첨가하

고 CCK-8 kit 시약을 배지의 10%만큼 첨가하여 반응시켰다.

MTT 분석의 경우, 여러 단계를 거쳐 단일 측정으로 끝나야

하므로 오류가 증가할 가능성이 높으며 테트라 졸륨염으로

생성된 포르마잔 안료의 물에 대한 용해도가 낮다. 따라서

CCK-8 분석을 수행하였다.20 반응시킨 지지체 내의 용액은 세

포증식을 평가하기 위하여 microreader(iMARK BIORAD,

California, USA)로 450 nm에서의 흡광도를 측정하였다.19,21

압축 자극 적용한 음의 포아송 비를 가지는 지지체에서의

골세포 증식. β-TCP의 추가혼합과 음의 포아송 비를 가지는

지지체에 가해지는 압축 자극의 효과를 알아보기 위해 음의

포아송 비를 가지는 PLGA/HA 지지체와 PLGA/HA/β-TCP

지지체에 세포를 배양한 후 압축 자극을 가하여 세포증식률

을 측정하였다. 시편 당 2×105 cells/80 µL 만큼의 세포를 파

종하였으며 1일간의 안정적인 세포 점착을 유도하였다. 압축

기구로 하루 4시간씩, 압축 하중 50 N, 15분 압축/15분 휴지

의 주기로 압축 자극을 적용하였다.7 이러한 조건은 이전의 연

구에서 골세포의 증식률이 가장 높았던 조건을 적용하였다.7

1, 3, 5일 차의 각 시편들은 새로운 12-well plate에 옮겨 PBS

용액으로 세척하여 배지를 첨가하고 CCK-8 kit 시약을 배지의

10%만큼 첨가하여 반응시켰다. 반응시킨 지지체 내의 용액은

세포증식을 평가하기 위하여 microreader(iMARK BIORAD,

California, USA)로 450 nm에서의 흡광도를 측정하였다.21,22

통계학적 분석. 실험의 통계학적 분석은 student’s t-test를

시행하여 p value가 0.05 미만인 경우 통계학적으로 유의한

것으로 분석하였다.

결과 및 토론

제작된 지지체들의 포아송 비 측정. 기존의 연구에서의 음

의 포아송 비를 가지는 PLGA/HA 지지체의 5~15% strain에

서의 포아송 비를 측정한 결과 -0.13725~-0.11225의 값이 측

정되었다. β-TCP가 첨가된 PLGA/HA/β-TCP 지지체 시편은

-0.14375~-0.1345의 값이 측정되어 3축 영구 체적 압축으로

인한 음의 포아송 비 구현은 성공적으로 나타났다. 또한 유

의성 평가를 위해 student’s t-test를 β-TCP의 첨가로 인한 음

의 포아송 비에 있어서의 유의한 영향은 없다는 것을 확인하

였다(Figure 1). 이는 β-TCP의 첨가가 3축 압축에 의한 포아

송 비 변화에 평균값에는 영향을 끼쳤으나 두 그룹이 차이를

나타냈다고 볼 수 없으므로 영향을 끼치지 않음을 알 수 있

었다.

압축 자극이 없는 지지체에서의 골세포 증식. 1일차 PLGA/

HA 지지체의 골세포 증식률은 93.58±3.011%, PLGA/HA/β-

TCP 지지체 골세포 증식률은 105.117±3.621%으로 측정되었

으며, 3일차 PLGA/HA 지지체의 골세포 증식률은 103.535±

1.185%, PLGA/HA/β-TCP 지지체의 골세포 증식률은 113.948

±0.841%였다. 마지막 5일차의 세포증식률은 PLGA/HA 지지

체에서는 106.799±2.494%, PLGA/HA/β-TCP 지지체에서는

118.541±3.951%로 β-TCP가 첨가된 지지체 시편에서 더 높

Figure 1. Measurement of Poisson’s ratio (control group: PLGA/

HA scaffold, experimental group: PLGA/HA/β-TCP, n=4).
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은 세포증식률을 보였다(Figure 2). 이는 β-TCP의 첨가로 인

해 골세포의 증식률이 약 10% 가량 증가하였으며, 압축 자

극이 없어도 골세포의 증식이 향상됨을 알 수 있다.

압축 자극 적용한 음의 포아송 비를 가지는 지지체에서의

골세포 증식. 1일차에서 음의 포아송 비를 가지는 PLGA/HA

지지체의 세포증식률은 114.987±3.240%이며, 음의 포아송 비

를 가지는 PLGA/HA/β-TCP 지지체의 세포증식률은 142.7±

3.784%였다. 3일차에서 음의 포아송 비를 가지는 PLGA/HA

지지체의 세포증식률은 139.387±3.111%, PLGA/HA/β-TCP

지지체의 세포증식률은 171.654±1.800%였다. 마지막으로 5

일차에서 음의 포아송 비를 가지는 PLGA/HA 지지체의 세

포증식률은 146.626±4.512%의 증식률을 보였고, PLGA/HA/

β-TCP 지지체의 세포증식률은 190.142±5.213%로서 β-TCP

가 첨가된 PLGA/HA/β-TCP의 지지체가 PLGA/HA 지지체

보다 높은 증식률을 보였다(Figure 3).

이는 기존의 연구였던 PLGA/HA 복합 지지체보다 HA의

양의 40%를 β-TCP로 대체한 PLGA/HA/β-TCP 지지체가 약

30% 이상의 골세포의 성장을 도왔으며, β-TCP의 첨가는

Figure 2와 Figure 3의 결과를 비교하여 압축 자극과의 시너

지 또한 있음을 알 수 있었다. 이는 기존에 알려져 있는 β-

TCP가 골세포의 성장을 도와주는 것 뿐만 아니라 압축 자극

후 휴지기에서 세라믹 재료들을 첨가함으로써 PLGA의 부족

한 회복력을 도와 높은 증식률을 나타낸 것으로 사료된다.7,14

결 론

골 재생용 지지체를 제작하는데 있어 세포 증식률은 아주

중요한 요소 중 하나이다. 이에 따라 세포의 부착과 증식을

증가시켜주는 연구들이 활발하게 진행되고 있다. 그 예로 들

수 있는 것은 특정 고분자에 생체활성을 가지는 첨가물을 넣

어 골 재생용 지지체를 만드는 방법이다. 진행되었던 선행 연

구에서 PLGA에 HA를 교반한 지지체를 제작한 후 3축 압축

하여 음의 포아송 비를 가지도록 하여 실험을 하였다. PLGA

에 HA를 교반한 지지체를 제작하여 세포 증식 실험을 하였

으며 HA의 첨가로 세포부착 및 증식에서 이점이 있는 것을

관찰하였다. 이번 연구의 목적은 기존에 연구하였던 PLGA

에 HA를 교반한 지지체에 β-TCP를 추가혼합하여 증식률을

알아보는데 있다. 지지체의 세포 증식률을 평가하기 위해

CCK-8을 사용한 실험을 하였다. 압축시간과 휴지시간의 설

정은 선행연구에서 효과적인 세포 증식에 도움을 줄 수 있다

고 제안하였던 15분 압축/15분 휴지로 설정하였다. 세포 증

식률 실험 결과, 지지체에 압축 자극을 가하지 않은 경우와

가한 경우 공통적으로 실험군인 PLGA에 HA와 β-TCP를 교

반한 지지체의 증식률이 대조군으로 제작된 PLGA에 HA를

교반한 지지체의 증식률보다 높은 것으로 측정이 되었으며

골 전도성이 뛰어난 bioceramics 재료인 β-TCP가 세포 증식

에 이점을 주는 것으로 사료된다. 압축 자극을 적용시킨 경

우, β-TCP를 첨가만 하였을 때보다 세포 증식률의 향상이 뛰

어났는데 이는 음의 포아송 비를 적용시킨 지지체의 구조가

골세포에 효과적인 등방성 자극을 전달하여 나온 결과로 사

료된다. 이번 실험에서 음의 포아송 비를 적용시킨 PLGA에

HA와 β-TCP를 교반한 지지체를 제작하여 압축 자극을 가하

는 방법으로 세포 증식률의 극대화를 이끌어낼 수 있었다. 하

지만, 압축하중과 압축시간, 휴지시간 등의 변수를 조절하여

지지체 내에 파종된 세포가 어떠한 양상으로 증식할지 확인

해보는 추가 연구가 필요하다. 또한 이번 연구의 기공의 크

기는 골세포 성장과 분화에 적합하다고 보고되어 있는 350~

400 µm 범위 크기의 연구만 진행되었으나 공극 크기에 따른

포아송 비 변화 또한 추가 연구가 필요하다고 사료된다.
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Figure 2. MG-63 cell proliferation test on non auxetic composite

scaffolds (n=5, *p<0.05).

Figure 3. MG-63 cell proliferation in auxetic composite scaffolds

with compressive stimulation (n=5, *p<0.05).
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