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초록: 삼차원 스페로이드 세포배양은 기존 2차원 세포배양보다 높은 생체유사성으로 약물 스크리닝, 세포치료제 및            

조직재생 등 다양한 바이오메디컬 연구에서 광범위하게 활용되고 있다. 본 연구에서는 ultra-low attachment(ULA)           

특성을 갖는 헥사노일 글리콜 키토산(HGC) 소재의 구조 및 코팅 안정성의 최적화를 통해 효과적인 3차원 세포배양              

접시를 제조하고, 그 유효성을 평가하였다. 글리콜 키토산의 N-헥사노일화를 통해 치환율이 다양한 HGC 고분자들            

을 합성하였고, 코팅 안정성과 3차원 세포배양능을 비교하였다. 또한, 다양한 규격의 메쉬(mesh)를 활용하여 균일한            

사이즈의 3차원 스페로이드 대량배양이 가능한 ULA 메쉬-패턴 배양접시를 제작하였다. 치환율 36% 이상의 HGC            

고분자는 ULA 코팅소재로 높은 안정성과 스페로이드 형성능을 보였고, 메쉬-패턴 배양접시는 다양한 크기의 세포            

스페로이드를 균일하고 대량으로 제조하는데 매우 효과적이었다. 

Abstract: 3D spheroid cell culture is widely used for various biomedical applications such as drug screening, cell therapy, 

and tissue regeneration due to higher bio-similarity compared to conventional 2D culture. In this study, effective 3D cell 

culture dishes were designed by optimizing the structure and coating stability of hexanoyl glycol chitosan (HGC) mate-

rials with ultra-low attachment (ULA) characteristics, and their effectiveness was evaluated. Various HGCs with different 

substitution ratios were synthesized and their coating stability and 3D cell culture ability were compared. In addition, 

ULA mesh-pattern culture dishes capable of mass-production of 3D spheroids of various and uniform sizes were pro-

duced by utilizing meshes of various specifications. The HGC polymer with a substitution ratio of 36% or more showed 

high stability and spheroid formation ability as a ULA coating material, and the mesh-pattern culture dishes were very 

effective in mass-production of cell spheroids of uniform and controlled sizes.

Keywords: 3D cell culture, hexanoyl glycol chitosan, ultra-low attachment, spheroid, mass-production.

서  론

전통적인 2차원 세포배양은 체외에서 배양된 세포의 성장,      

증식 및 분화의 관찰을 통해 우리 몸에서 일어나는 현상을        

유추하기 위한 가장 일반적이고 간단한 방법 중 하나이나, 생    

체 유사성 및 대응성이 낮아 그 효용성의 한계가 있었다.1,2    

최근, 정교하고 복잡한 생물학적 시스템으로 구성되어 있는    

생체 조직 및 기관을 모사하기 위해 개발된 3차원 세포배양    

기술은 복잡하고, 어려운 제조과정에도 불구하고 생체 유사    

성과 대응성이 뛰어나 기존의 2차원 세포배양 및 동물실험을    

대체할 수 있는 새로운 세포배양 모델로 주목받고 있다.3,4 삼    

차원 세포배양은 인체 내 세포들을 둘러싸고 있는 3차원 조    

직의 구조적, 물리적 및 생물학적 특성을 보다 정확하게 모    
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사할 수 있게 해준다는 큰 장점을 제공한다.5-7 최근, 인체 장         

기의 구조와 기능을 모방할 수 있는 오가노이드 배양 모델이        

새로운 3차원 배양법으로 주목을 받고 있음에도 불구하고, 현       

재로서는 상대적으로 기술의 편리성 및 재현성이 우수한 3차       

원 세포 스페로이드(spheroid) 배양법을 활용한 연구와 제품      

개발이 보다 광범위하게 이루어지고 있다. 이러한 예로, 항암       

제 개발에 있어 고형암을 모방하기 위해 암세포주를 이용하       

여 스페로이드를 유도하기도 하고,8 당뇨병 치료를 위해 정상       

적인 인슐린 분비를 유도하는 췌도 세포 구조체 개발 방법으로        

스페로이드 이식이 시도되고 있다.9 또한, 줄기세포의 3차원      

스페로이드 배양을 통해 각종 분화 기전 연구에 활용되기도       

한다.10,11 

지금까지 개발된 다양한 3차원 스페로이드 배양법 중에 가       

장 일반적인 방법으로서 세포와 기질의 부착을 최소화하여      

세포-세포 상호작용을 향상시켜 스페로이드를 형성하는 세포     

비부착(ultra-low attachment, ULA) 시스템이 광범위하게    

사용되고 있다.12,13 스페로이드 형성을 위한 가장 이상적인      

ULA 시스템은 스페로이드 형성 제조과정이 간단하고, 스페      

로이드 크기 조절과 대량생산이 가능하며 형성된 스페로이드      

수거가 용이해야 한다. 이를 위해서 ULA 성격을 갖는 생체        

소재의 개발은 매우 중요하다. ULA 시스템 제조를 위해서       

일반적으로 사용된 코팅소재로는 poly-2-hydroxyethyl   

methacrylate(poly-HEMA),14 PEG-based materials,15 agarose,16   

및 poly(vinyl alcohol)17 등이 있으며, 주로 세포배양접시의      

표면을 코팅하여 바닥면에서 세포의 응집을 유도한다. 하지      

만, 이러한 코팅소재는 ULA 특성의 지속성이 낮아 장기간       

배양 시 형성된 스페로이드가 배양접시 바닥에 부착하여 온       

전한 3차원 배양을 장기간 유지하기 어렵고, 스페로이드 수       

거 과정의 어려움과 손실 등으로 기술적 한계가 보고되고 있        

다.18 또한, 코팅소재의 비부착성이 낮은 경우에는 스페로이      

드 형성률이 낮거나 형성에 오랜 시간이 소요된다. 이러한 경        

우에 스페로이드를 구성하는 세포의 생존율이 낮아지고, 스      

페로이드 형성에 있어서도 재현성이 떨어지는 문제가 발생한      

다.19 따라서, ULA 시스템을 위한 코팅소재의 안정성, 지속       

성 및 ULA 특성 향상은 성공적인 3차원 배양 시스템 설계를         

위한 핵심 기술이다. 

최근 생체적합성 고분자인 키토산은 약물전달, 조직공학 등      

다양한 바이오메디컬 응용을 위한 생체재료뿐만 아니라 스페      

로이드 배양을 위한 ULA 코팅소재로 재조명되고 있다.20,21      

기존 연구보고에 의하면, 키토산이 코팅된 배양접시에서 성      

체줄기세포들의 스페로이드를 형성하였고, 다양한 세포로의    

분화능을 확인하였다.22-24 하지만, 스페로이드 형성 효율이 낮      

았고, 산성 용액에서만 용해되어 중화과정이 필요하기 때문에      

코팅 과정이 복잡하다.25,26 최근, 본 연구실에서는 기존 코팅       

소재보다 우수한 ULA 특성을 보이는 키토산 유도체, 아실       

글리콜 키토산(N-acyl glycol chitosan)을 개발하였다.27,28 다양     

한 아실 그룹 중에서 헥사노일 그룹과 결합한 헥사노일 글리     

콜 키토산(hexanoyl glycol chitosan, HGC)은 가역적인 온도     

감응성과 중성 pH에서의 수용성으로 수성 코팅소재로써 유     

용하였고, 우수한 ULA 특성에 기반하여 다양한 세포들에 대     

해 매우 높은 스페로이드 형성률을 보임과 동시에 재부착 없     

이 장기간 3차원 배양이 가능함을 보여주었다.28,29 

본 연구에서는 ULA 특성을 갖는 HGC 소재의 구조 및 코팅     

안정성의 최적화를 통해 효과적인 3차원 세포배양 시스템을     

설계하고, 최적화하고자 하였다. 글리콜 키토산(GC)의 N-헥     

사노일화를 통해 치환율이 다양한 HGC 고분자들을 합성하     

였고, ULA 코팅소재로의 안정성과 3차원 세포배양능을 비교     

하였다. 또한, 다양한 규격의 메쉬(mesh)를 활용하여 다양하     

고 균일한 크기를 보이는 3차원 스페로이드의 대량배양이 가     

능한 ULA 메쉬-패턴 배양접시를 제작하고, 비교 평가하였다.     

본 연구결과는 3차원 세포배양 기술의 대중화 및 상용화에     

기여할 수 있을 뿐 아니라, 약물 스크리닝, 세포치료제 및 조     

직재생 등 다양한 바이오메디컬 연구분야와 화장품 및 기타     

기초 생명과학 분야에서 기술적 및 경제적 파급효과가 클 것     

으로 기대된다.

실  험

재료. 글리콜 키토산(GC, degree of polymerization ≥ 400)은     

Wako Pure Chemical Industries Ltd.(일본) 제품을 사용하였고,     

hexanoic anhydride (97%)는 Sigma-Aldrich사(미국) 제품을    

사용하였다. 용매로는 3차 증류수와 메탄올(삼전화학, 한국)을     

사용하였으며, 침전 시 아세톤(삼전화학, 한국)을 사용하였다.     

투석막(molecular weight cut-off: 12-14 kDa)은 Spectrum     

Laboratories(미국) 제품을 사용하였다. Deuterium oxide(D2O)    

및 Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline(DPBS)는 Sigma-     

Aldrich(미국) 제품을 사용하였다.

헥사노일 글리콜 키토산(HGC) 합성. Scheme 1에서 나타     

난 것과 같이 GC의 N-헥사노일화 반응을 통하여 HGC를 합     

성하였다.30 먼저 실온에서 GC 1.5 g을 3차 증류수 190 mL에     

녹인 후 메탄올 190 mL를 첨가하였다. 준비한 GC 용액에     

hexanoic anhydride를 다양한 반응몰비(hexanoic anhydride/    

glucosamine residue) 0.32, 0.38, 0.43으로 첨가하여 치환율을     

조절하였다. 상온에서 24시간 동안 교반 하에 반응시킨 후,     

반응 용액을 아세톤에 침전하고 원심분리를 이용하여 침전된     

물질을 수집하였다. 이를 다시 증류수에 녹여 투석막을 이용     

하여 48시간 동안 투석하였고, 5일 동안 동결건조를 통하여     

최종적으로 파우더 형태의 HGC를 얻었다.

HGC 합성 분석. 합성된 HGC 고분자의 화학적 조성을 관     

찰하기 위해 1H NMR과 ATR-FTIR 분석을 하였다. 먼저, 공     

명주파수 600 MHz에 작동시킨 AVANCE III 600(BURKER,     

독일)을 사용하여 얻은 1H NMR 스펙트럼에 의해 치환율과     
폴리머, 제47권 제3호, 2023년
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화학적 조성 및 구조적 특성을 분석하였다. 각 샘플은 용매        

D2O에 농도 0.5 wt%로 녹였고, 4.85 ppm의 D2O 피크를 기         

준 피크로 설정하였다. ATR-FTIR 스펙트럼을 통한 화학적,      

구조적 특성 분석은 Nicolet iS 5(Thermo Scientific, 미국) 기        

기를 이용하여 분석하였다. 샘플은 동결 건조한 후 파우더 형        

태로 얻어진 HGC를 사용하였다. 기기의 스펙트럼은 750-      

4000 cm-1 주파수 범위에서 4 cm-1의 분해능, 32회 스캔을 통         

해 측정하였다.

졸-젤 전이 온도 측정. 각각의 치환율에 따른 HGC 용액의        

온도감응성을 확인하기 위해 졸-젤 전이 온도를 Multi-Blok®      

heater(Lab-Line Instruments, 미국)을 사용하여 승온 과정과     

함께 tube tilting 방법으로 측정하였다. HGC 시료는 DPBS       

용액(pH 7.4, 0.01 M)에 3 wt% 및 4 wt%의 농도로 녹인 후           

4 ℃에서 냉장 보관하면서 투명한 수용액이 될 때까지 충분한        

시간 동안 용해시켰다. 졸-젤 전이 온도는 기울인 tube에서       

30초간 관찰하였을 때 흐르지 않는 온도를 기준으로 정하였다.

HGC 코팅 배양접시 제조. 치환율이 다른 HGC의 코팅 안     

정성을 비교하기 위해 고분자 샘플들을 3차 증류수에 농도     

0.1 wt%로 녹여 고분자 코팅 수용액을 제조하였다. 고분자     

수용액 750 µL을 35 mm petri dish(SPL Life Sciences Co.,     

Ltd., 대한민국)에 분주하고 고르게 퍼뜨리고, 30분 동안 상온     

에서 방치한 후 과량의 용액을 제거하여 60 ℃ 오븐에서 48     

시간 동안 건조하였다.

코팅 표면분석. 각각의 고분자로 코팅된 표면과 단면 분석은     

field emission scanning electron microscopy(FE-SEM; S-4800;     

HITACHI, 일본)을 통해 10 kV에서 실행되었다. HGC로 코     

팅된 3차원 세포배양접시를 액체질소를 이용해 냉각시킨 후     

물리적 힘을 가하여 조각으로 쪼개어진 샘플들의 표면과 파     

단면을 관찰하였다. 샘플을 홀더에 고정시킨 후, 플라즈마 스     

퍼터를 이용해 아르곤 가스 하에서 60초 동안 백금 코팅을     

하고 SEM 분석을 수행하였다. 이때, 대조군으로 코팅되지 않은     

petri dish가 사용되었다. 코팅된 세포배양접시의 표면 친수성을     

측정하기 위해 water contact angle(Theta Lite 101; Biolin     

Scientific, 스웨덴)기기를 사용하였으며 static sessile drop 방     

법으로 분석하였다. 

코팅 안정성 평가. 시간에 따른 하이드로젤 코팅 배양접시     

의 안정성을 평가하기 위해 HGC로 코팅된 배양접시를 37 ℃     

3차 증류수에 1일, 3일 및 7일 동안 담가 놓았다. 증류수에     

담가 놓은 코팅 접시를 60 ℃ 오븐에서 24시간 건조한 후 접     

촉각 분석을 통해 시간에 따른 표면 친수성의 변화를 측정하     

여 치환율이 다른 고분자의 코팅안정성을 비교하였다. 

메쉬-패턴 배양접시 제조. 다양한 크기의 스페로이드를 배     

양할 수 있는 3차원 배양접시 제조를 위해 격자 무늬를 갖는     

다양한 규격의 SEFAR® PET 1500 메쉬 제품들(24/60-120     

PW(60 mesh), 32/83-100 PW(80 mesh), 40/103-80 PW(100     

mesh). 48/123-70 PW(120 mesh), 61/156-64 PW(150 mesh))     

을 Sefar사(스위스)에서 구입하여 Scheme 2에서와 같이 petri     

Scheme 1. Chemical structure of N-hexanoyl glycol chitosan (HGC).

Scheme 2. Preparation of HGC coated mesh-pattern dish for spheroid formation and 3D cell culture application of HGC coated mesh-pattern 

dish.
 Polym. Korea, Vol. 47, No. 3, 2023
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dish 바닥에 polystyrene으로 제작된 링 구조물을 이용하여 물       

리적으로 고정 후, 코팅공정을 통해 메쉬-패턴 배양접시를 제       

작하였다. 각각의 메쉬의 격자 크기(well size), 두께(thickness),      

접시당 격자 수(well number)를 광학 현미경(ECLIPSE Ci-      

POL; Nikon, 일본)을 통해 관찰하였다. 메쉬-패턴 배양접시를      

활용하여 HGC 고분자 수용액(0.1 wt%)을 코팅하여 다양하      

고 균일한 크기의 스페로이드 형성 메쉬-패턴 배양접시를 제       

조하였다.

3차원 세포 스페로이드 배양. 제조된 HGC 코팅 배양접시       

(non-pattern dish)의 스페로이드 형성능을 관찰하기 위해     

human dermal fibroblast(HDF) 세포(Cat#: CCD-986sk; 한국     

세포주은행, 대한민국)를 1×104 cells/cm2의 밀도로 접종하고,     

37 ℃, 5% CO2 환경에서 15일 동안 배양했다. 2-3일에 한번         

씩 모든 배양접시의 세포를 수거하여 800 rpm에서 2분 동안        

원심 분리하고, 상층액을 제거한 후 새로운 배지를 첨가했다.       

메쉬-패턴 배양접시의 경우에는 HeLa 세포를 1×106 cells/dish      

의 밀도로 접종하고, 37 ℃, 5% CO2 환경에서 7일 동안 배          

양했다. 2일에 한번씩 메쉬-패턴 배양접시에서 1 mL 배지를       

제거하고, 새로운 배지 1 mL를 첨가하여 배지교환을 했다.       

스페로이드의 형태는 시간별로 광학 현미경(DMi8; Leica, 독일)을      

통해 관찰되었다. 스페로이드의 분포도 및 스페로이드 형성      

세포의 평균 직경과 크기분포도를 측정하기 위해 각 3차원       

배양접시의 스페로이드를 촬영하고, Leica Application Suite     

X program(Leica, 독일) 프로그램을 사용하여 분석했다.

통계 분석. 정확한 통계적 차이를 확인하기 위해 OriginPro       

8.1(OriginLab Corp, MA, 미국) 프로그램을 사용하여 통계      

분석하였다. 접촉각 값의 평균과 표준편차를 통해 일원 분산       

분석(one-way ANOVA)을 사용하여 데이터 분석하였다. 샘플     

간 데이터 값 차이는 p<0.05(*), p<0.01(**), p<0.001(***)에      

서 통계적으로 유의미한 값을 가지는 것으로 보았다.

결과 및 토론

HGC의 합성 분석. GC와 hexanoic anhydride의 다양한 반       

응몰비를 적용하여 치환율이 서로 다른 소수성 헥사노일 그       

룹을 갖는 HGC(HGC30, HGC36, HGC41)를 합성하였다     

(Table 1). N-헥사노일화 반응의 결과를 Figure 1(a)에서와 같       

이 1H NMR 분석에 의해 확인하였다. GC의 글루코피라노실       

고리의 수소(H-2~H-8)에 상응하는 특성 피크가 3.2-4.0 ppm     

에서 나타났다. 또한, 도입된 헥사노일 그룹(-CH3, -CH2-CH2-     

CH3, -CO-CH2-CH2- 및 -CO-CH2-)에 해당하는 특성 피크들     

이 0.8, 1.3, 1.6 및 2.3 ppm에서 각각 관찰되었다.30 글루코     

피라노실 고리의 양성자의 통합된 수소 피크와 헥사노일 그     

룹의 통합된 수소 피크를 상대적으로 비교함으로써 HGC의     

헥사노일기 치환율(DH)이 각각 30, 36, 41%인 HGC가 합성     

된 것을 확인하였다. GC와 합성된 HGC 고분자의 ATR-FTIR     

분석 결과를 Figure 1(b)에서 비교하였다. 3300 cm-1에 넓은     

띠는 -OH 기의 신축 진동 피크가 나타나고 같은 영역에서     

N-H의 신축 진동 피크가 겹쳐 나타났다. 2890 cm-1에 흡수     

Table 1. Synthesis Results of HGC and Sol-Gel Transition Temperature

Sample Feed molar ratioa DH (%)b Tgel (℃)c Tgel (℃)d Yield (%)

HGC30 0.32 30 Sol 65 88

HGC36 0.38 35.7 42 31 84

HGC41 0.43 40.9 11 Gel 87

aFeed molar ratio of hexanoic anhydride to glucosamine residue; bDegree of hexanoylation determined by the integration of 1H NMR; cDetermined    

by tube tilting method (conc.=3 wt% in DPBS); dDetermined by tube tilting method (conc.=4 wt% in DPBS)

Figure 1. (a) 1H NMR; (b) ATR-FTIR spectra of GC, HGC30, 

HGC36, and HGC41.
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피크는 HGC의 메틸기(-CH3)와 메틸렌(-CH2-)의 C-H 신축진     

동과 연관되어 나타난다. 1655 cm-1과 1555 cm-1에서 흡수 띠의        

외형은 각각 HGC의 카보닐 신축진동과 아미노 아세틸기의      

아마이드 II 굽힘 진동에 대응하였다.30

온도감응성 특성평가. 기존연구에서 HGC는 치환율이 36%     

일 때, 효과적인 온도감응성 졸-젤 전이현상을 보였고, 이러한       

온도감응성은 3차원 배양을 위한 코팅소재로서의 안정성과     

관련됨을 보고하였다.28 HGC의 온도감응성은 농도에 따라 조      

절가능하였고, 3~5 wt%의 농도범위에서 42~27 ℃ 사이에서      

졸-젤 전이가 관찰되었다. 본 연구에서는 3차원 배양 코팅소       

재로서의 HGC의 구조최적화를 위해 다양한 소수성 그룹의      

치환율을 갖는 HGC를 합성하여 기존 연구와 유사한 농도 조        

건에서 온도감응성 졸-젤 전이 거동 변화를 관찰하였다.      

HGC30, HGC36 및 HGC41의 DPBS 용액(pH 7.4, 0.01 M)은        

온도가 증가함에 따라 유동성을 갖는 투명한 액체 상태의 졸        

에서 유동성이 없는 투명한 고체 상태의 젤의 상전이를 나타        

내었다. 치환율이 가장 낮은 HGC30의 경우, 졸-젤 온도는       

Table 1에 나타난 것과 같이 4 wt%에서 65 ± 1 ℃로 나왔고,           

3 wt%에서는 졸 상태만 관찰되었다. 이는 소수성 치환기의       

함량이 낮아 온도감응성 젤화에 필요한 소수성 상호작용이      

약하게 작용하기 때문일 것으로 사료된다. 한편, HGC36은 3       

wt%에서 42 ± 1 ℃, 4 wt%에서 31 ± 1 ℃로 관찰되었다. 치            

환율이 가장 높은 HGC41은 3 wt%에서 11 ± 1 ℃로 관찰되          

었고, 4 wt%이상에서는 젤 상태만 관찰되었다. 이러한 결과는       

치환율이 높을수록 소수성 헥사노일 그룹의 함량이 높고, 그로       

인해 고분자 사슬 간 소수성 상호작용이 증가하기 때문에 온        

도감응성 젤화가 더 낮은 온도 또는 농도 조건에서 일어나는 것         

으로 사료된다. 결과적으로 HGC의 온도감응성은 고분자의     

농도 및 치환율에 크게 의존함을 알 수 있었다. HGC의 온도         

감응성은 수성 환경하에서의 코팅 공정 및 코팅 후 안정성에        

영향을 줄 수 있으므로, 고분자의 치환율과 함께 중요하게 고        

려되어져야 한다.

HGC 코팅 배양접시 표면 분석. Figure 2(a)에서와 같이       

치환율이 서로 다른 HGC 고분자 수용액을 이용하여 HGC       

코팅 배양접시를 제조하고 관찰하였다. Figure 2(b)에서 보이      

듯이 모든 HGC 코팅 배양접시는 코팅처리를 하지 않은 petri        

dish나 GC로 코팅된 접시와 마찬가지로 깨끗하고 투명하게      

관찰되는 것을 알 수 있었다. 이러한 투명한 특성은 배양되는        

세포를 직접적으로 관찰하는데 매우 유용한 특성으로 활용될      

수 있다. 코팅 배양접시의 표면과 단면을 SEM 분석을 통해        

관찰하였다(Figure 2(c)). HGC 코팅 배양접시는 모든 그룹에      

서 균일하게 코팅된 표면을 관찰할 수 있었고, petri dish와        

비교하여 표면상에서의 특이한 차이는 관찰되지 않았지만, 단      

면 관찰에서는 GC에서는 관찰되지 않았던 HGC30, HGC36      

및 HGC41 코팅층이 각각 약 0.45, 0.26, 0.25 µm의 두께로         

존재함을 확인할 수 있었다. 

수성 환경하에서 치환율에 따른 코팅 배양접시의 코팅 안     

정성을 평가하기 위해 각각의 코팅 배양접시를 7일 동안 증     

Figure 2. (a) Preparation procedure; (b) optical images; (c) SEM 

images of uncoated and coated dishes.

Figure 3. Contact angle measurement graph of uncoated and coated 

dishes: (a) water contact angles graph; (b) water contact angle images.
 Polym. Korea, Vol. 47, No. 3, 2023
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류수에 담그고 시간에 따른 표면 접촉각의 변화를 관찰하였       

다. Figure 3(a)에서와 같이 초기 접촉각은 코팅되지 않은 petri        

dish가 88.04 ± 0.42o, GC 코팅 배양접시가 53.64 ± 1.61o, HGC30,          

HGC36, HGC41 코팅 배양접시의 경우는 각각 57.60 ± 0.70o,        

65.88 ± 0.50o, 71.90 ± 2.33o로 관찰되었다. Petri dish보다 친         

수성 고분자인 GC와 HGC로 코팅된 배양접시가 더 낮은 접        

촉각을 보였다. HGC 코팅 접시의 경우 소수성 치환기의 함        

량이 높을수록 소수성이 상대적으로 높으므로, HGC30의 접촉각      

이 가장 낮고, 소수성 치환기의 함량이 제일 높은 HGC41의        

경우가 가장 높은 접촉각을 보이는 것으로 사료된다. 한편,       

수성 환경에 노출되는 시간이 길어짐에 따라 GC와 HGC30       

으로 코팅된 접시의 경우 접촉각이 의미있게 높아지는 것을 관        

찰할 수 있었는데, 이는 상대적으로 친수성이 높은 고분자의       

경우 시간에 따라 표면 코팅층의 용해가 서서히 진행되면서     

나타나는 결과라고 사료된다. 반대로 소수성이 높은 HGC36     

과 HGC41의 경우에는 시간이 지나도 접촉각 값의 유의미한     

차이가 없는 것을 보아 HGC36과 HGC41 접시의 코팅 안정     

성이 우수하다는 것을 확인할 수 있다(Figure 3(b)).

3차원 스페로이드 형성평가. 헥사노일 그룹의 치환율이     

HGC의 3차원 스페로이드 배양에 미치는 영향을 평가하기 위     

해 다양한 치환율을 갖는 HGC 코팅 배양접시에 HDF 세포     

를 15일간 배양하였다. 대조군으로서 Corning사의 60 mm     

ULA 배양접시와 코팅되지 않은 petri dish, GC 코팅 배양접     

시를 사용하였다. Corning사의 배양접시와 HGC가 코팅된 배     

양접시에서는 세포 접종 1일 후부터 세포가 뭉쳐서 효과적으     

로 스페로이드를 형성하기 시작하였고, 배양 3일째에는 거의     

Figure 4. Human dermal fibroblast (HDF) cells cultured on uncoated petri dish and, corning, GC, HGC30, HGC36, and HGC41 coated dishes 

for 15 days: (a) optical microscopic images of spheroid (scale bars indicate 500 µm); (b) average diameter by date; (c) distribution of diameter 

of spheroid.
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모든 세포가 스페로이드를 형성하였다(Figure 4(a)). 반면에     

petri dish와 GC가 코팅된 배양접시에는 아직도 세포끼리 뭉       

치지 못하고 단일 세포로 상당 부분 남아있는 것을 관찰할        

수 있었다. 결과적으로 HGC 코팅 배양접시는 Corning사의      

배양접시와 함께 petri dish나 GC 코팅 배양접시 보다 우수        

한 ULA 특성을 보이는 것으로 나타났다. 배양 15일차까지도       

HGC 코팅 배양접시와 Corning사 배양접시에서는 바닥면에     

부착된 세포가 여전히 관찰되지 않고, 여전히 ULA 특성을       

잘 유지하고 있었다. 한편, petri dish에서는 배양기간 동안 바        

닥에 부착된 단일 세포 또는 스페로이드가 관찰되었고, GC       

코팅 세포에서는 시간이 지나도 효과적인 스페로이드 형성이      

관찰되지 않았다.

스페로이드 평균 직경의 관찰에서도 HGC의 ULA 특성이      

우수하다는 것을 확인할 수 있었다. 세포 접종 1일 후에        

HGC36과 HGC41 코팅 배양접시에서 가장 큰 평균 직경을       

보였고, HGC30과 Corning사 배양접시는 이 수준에 다다르      

는데 추가적으로 2일의 배양기간이 더 소요되었다. Petri dish와       

GC 코팅 배양접시의 경우에는 15일 배양기간 내내 HGC36과       

HGC41 코팅 배양접시에서 배양된 수준의 직경을 갖는 스페       

로이드는 형성되지 않았다. 이는 HGC36과 HGC41이 가장      

높은 세포비부착능을 갖고 있으며, 이로 인해 3차원 스페로       

이드 배양에도 효과적인 것을 확인할 수 있었다(Figure 4(b)).     

배양시간에 따른 스페로이드 크기의 변화를 보다 자세히 관     

찰한 결과에서도 HGC36과 HGC41에서 빠른 스페로이드 형     

성을 확인할 수 있었다. 다만, 모든 그룹에서 배양기간이 길     

어짐에 따라 스페로이드 간의 뭉침 현상으로 인해 스페로이     

드의 크기 변화가 커진 것을 확인할 수 있었다(Figure 4(c)).     

재현성을 높이고, 안정적으로 균일한 크기의 스페로이드를 생     

산 및 배양하기 위해서는 별도의 추가 제어기술이 필요한 부     

분이라 사료된다. 

메쉬-패턴 배양접시의 3차원 스페로이드 형성평가. 본 연     

구에서는 스페로이드의 균일한 크기 형성 및 스페로이드 간의     

뭉침 현상을 제어하기 위해 다양한 규격의 격자 무늬를 갖는     

메쉬를 활용하여 메쉬-패턴 배양접시를 제조하고 그 유효성을     

평가하였다. 메쉬는 60, 80, 100, 120, 150 메쉬로 5가지 종류     

를 준비하였고, 격자의 무늬, 크기, 두께, 배양접시당 격자 수     

를 광학현미경 분석을 통해 관찰하였다(Figure 5). 우선 격자     

크기가 209 µm인 80 메쉬를 세포 배양접시에 고정하고, 메     

쉬-패턴 상에서 3차원 스페로이드 형성을 위한 HGC 코팅의     

유효성을 평가하였다. 비교군으로서의 GC와 치환율이 다른     

HGC30, HGC36, HGC41을 각각 코팅하였고, HeLa세포를 접     

종하여 스페로이드 형성을 관찰하였다. 이전 실험에서 보인     
 Polym. Korea, Vol. 47, No. 3, 2023

Figure 5. Microscopic analysis of mesh-pattern dishes.

Mesh 60 mesh 80 mesh 100 mesh 120 mesh 150 mesh

Mesh thickness (µm) 120 100 80 70 64

Well size (µm) 294 209 166 133 90

Well number (ea) 3868 7447 11316 17022 27081

Figure 6. Optical images of HeLa cells cultured petri dish and coated mesh-pattern dishes (80 mesh dishes). Scale bars indicate 250 µm.
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결과와 유사하게 petri dish와 GC가 코팅된 배양에서는 세포       

가 바닥에 붙거나 스페로이드가 형성되지 않고 단일 세포로       

남아 있는 것을 관찰할 수 있었다(Figure 6). 반면에, HGC가        

코팅된 모든 그룹에서는 격자 하나에 하나의 스페로이드가      

형성되었고, 대부분의 세포가 단일 세포로 남아있지 않고 스       

페로이드를 형성한 것을 확인할 수 있었다. 따라서, HGC의       

ULA 특성은 메쉬-패턴의 도입과 관계없이 잘 유지되는 것으로       

확인되었다.

다양한 사이즈의 세포 스페로이드를 균일하게 형성할 수     

있는 제어능을 평가하기 위해 서로 다른 격자 크기를 갖는     

배양접시를 제조한 후, 세포배양을 통해 격자의 종류에 따른     

스페로이드 형성률을 평가하였다(Figure 7(a)). HGC30의 경우     

낮은 코팅 안정성으로 본 실험에서 배제하였고, HGC41과 유     

사한 코팅 안정성과 스페로이드 형성능을 보이는 HGC36을     

Figure 7. HeLa cells cultured on HGC36 coated on 60, 80, 100, 120, and 150 mesh-pattern dishes for 7 days: (a) optical microscopic images

of spheroid; (b) average diameter by date (scale bars indicate 500 µm); (c) average of {(S.D./average diameter)×100}; (d) distribution of diam-

eter of spheroid.
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코팅소재로 적용하였다. 예상했던 것과 같이, 모든 그룹에서      

세포 접종 1일 이내에 스페로이드를 효과적으로 형성하였다.      

스페로이드 크기 또한 격자의 크기가 클수록 큰 크기의 직        

경을 갖는 스페로이드가 형성되었다(Figure 7(b)). 격자의 크      

기가 294 µm(60 mesh)의 경우에는 다소 표준편차가 큰 스        

페로이드가 형성되었고, 209 µm(80 mesh)보다 작은 격자      

크기에서는 표준편차의 변화는 크지 않았다(Figure 7(c)). 배      

양시간에 따른 스페로이드 크기 변화를 관찰하였을 때, 격       

자 크기가 큰 그룹에서는 시간이 지남에 따라 스페로이드       

직경도 커지는 것을 확인할 수 있다(Figure 7(d)). 이것은 스        

페로이드를 구성하는 HeLa 세포가 증식해서 커진 것으로 추       

측할 수 있다. 반면 격자가 작은 그룹에서는 스페로이드 크        

기가 커지지 않았는데, 이는 격자가 너무 작아서 더 이상 커         

질 수 있는 공간을 충분히 확보하지 못했기 때문일 것으로        

사료된다. 결론적으로 격자무늬를 갖는 메쉬-패턴은 균일한     

크기를 갖는 스페로이드 형성과 형성되는 스페로이드의 크      

기 제어에 매우 효과적이었다. 

결  론

본 연구에서는 ULA 특성을 갖는 헥사노일 글리콜 키토산       

(HGC) 소재의 구조 및 코팅 공정의 최적화를 통해 효과적인        

3차원 세포배양접시를 제조하고 평가하였다. 글리콜 키토산의     

N-헥사노일화를 통해 치환율이 다양한 HGC 고분자를 합성하      

였으며 치환율이 36% 이상인 HGC 고분자가 ULA 코팅소재로       

높은 코팅 안정성과 스페로이드 형성능을 보임을 확인하였다.      

또한, HGC 코팅기술에 더하여 다양한 규격의 메쉬-패턴화      

기술을 도입함으로써 균일하면서도 크기가 제어된 3차원 스      

페로이드를 효과적으로 배양할 수 있었다. 세포의 증식 속도는       

스페로이드를 형성하는데 중요한 요소 중 하나이다. 본 연구       

에서는 일반적으로 세포의 증식속도가 느린 normal cell      

line(HDF)와 증식속도가 상대적으로 빠른 cancer cell line      

(HeLa)에서 스페로이드 형성 검증을 통해 세포 증식 속도에       

상관없이 효과적인 스페로이드 형성이 가능함을 보여주었다.     

따라서, HGC 기반 3차원 세포배양접시는 메쉬-패턴의 다양      

한 설계 요소와 함께 조직재생, 약물 스크리닝, 독성평가 모        

델 등 다양한 분야에서 요구하는 맞춤형 스페로이드를 단시       

간 안에 대량으로 형성할 수 있는 매우 유용한 방법으로 기         

대될 수 있다.
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