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초록: 폴리비닐알코올(PVA)계 수지는 수술장에서 신속한 조직 검사를 위한 동결 절편용 포매용 레진으로 널리 사             

용되어 왔다. 그러나 레진의 부족한 응집력과 침투력, 그리고 상대적으로 높은 어는점, 레진과 조직의 기계적 물성의              

차이 때문에 만족스러운 절편을 얻는데 어려움이 있었다. 본 연구에서는 조직학적 분석 효율을 향상시킬 수 있는              

PVA와 붕산, 그리고 가교 반응 촉매로써 NaOH로 구성된 변형 PVA 기반 포매용 레진을 연구하였다. 붕산 및 PVA와                

NaOH의 함량이 증가함에 따라 응집력이 비례하게 증가하였으며, 10 wt% PVA 및 2 wt% 붕산, 그리고 0.3 wt%                

NaOH의 조성으로 제조된 레진을 이용한 절편 작업 시 손상없는 완전한 조직 절편을 얻을 수 있었고, 헤마톡실린               

및 에오신 염색 테스트 결과 확실한 조직 영상을 확인할 수 있었다. 본 연구의 변형된 PVA 포매용 레진이 다양한                 

생체 조직의 신속한 조직학적 분석 효율을 향상시킬 수 있을 것으로 기대된다.

Abstract: Polyvinyl alcohol (PVA) resin has been generally used as a resin for embedding for cryomicrotomy for rapid 

histological analysis in the operating room. However, due to the lack of cohesion and penetration of resin, and the rel-

atively high freezing point, and the difference in the mechanical properties of resin and tissue, there have been difficulties 

in obtaining satisfactory intercepts. In this study, a modified PVA-based embedding resin composed of PVA and boric 

acid, which can improve histological analysis efficiency, and NaOH as a crosslinking reaction catalyst was studied. It was 

confirmed that as the amount of PVA, boric acid, and NaOH increased, physical properties including cohesion were 

improved. And complete tissue cross-section could be obtained without damage using 10 wt% PVA, 2 wt% boric acid, 

and 0.3 wt% NaOH composition, and hematoxylin and eosin staining tests showed clear tissue images. The modified 

PVA-containing resin of this study is expected to improve the rapid histological analysis efficiency of various biological 

tissues.

Keywords: cryosection, embedding resin, boric acid, NaOH, histological analysis.

서  론

생체조직의 조직학적 분석을 위해서는 일반적으로 포매용     

레진, 조직의 절편 제조 방법, 염색 방법의 세 가지 기본 요          

소가 필요하다. 따라서 광학 이미징, 염색 및 절편 제조 방법,         

면역조직화학적 기법, 동결절편 기법, 고해상도 현미경법 등      

고품질의 조직학적 분석 결과를 얻기 위한 많은 연구가 진행        

되고 있다.1-3

무엇보다도, 조직 검사 효율의 근본적인 향상을 위해서는    

간단하면서 재연성이 높은 실험방법을 통하여 다양한 유형과    

크기의 생체 조직에 적용할 수 있는 개선된 포매용 레진이    

기본적으로 요구된다.

파라핀은 생체 조직의 조직 검사를 위해 가장 일반적으로    

사용되는 포매용 레진이다. 그런데도, 파라핀 레진은 몇 가지    

문제점들이 있는 것으로 알려졌다. 파라핀을 적용 시 사용 가능    

한 온전한 형태의 슬라이스(절편)의 수는 상대적으로 제한적    

이다. 파라핀의 기계적 물성이 낮기 때문에, 단면이 얇은 절    

편들이 쉽게 말려져 절편 시료가 왜곡되거나 찢어지는 경우    
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가 많이 발생한다. 또한, 파라핀으로 절편을 준비하는 과정에       

서 조직의 고정, 고온에서 파라핀 침투, 절편 제조 및 파라핀         

제거, 수화와 탈수 등과 같은 복잡한 절차 때문에 많은 시간         

이 소요된다는 점이다.4,5

이러한 문제점을 해결하기 위하여, 메틸메타크릴레이트    

(MMA) 수지, 에폭시 수지, 젤라틴 블록, 및 다양한 동결절편        

방법 등의 포매용 레진 및 절편 제조 방법에 관한 연구가 많이          

진행되어 왔다.6-8 그러나 메틸메타크릴레이트(MMA) 수지,    

에폭시 수지 등의 레진의 경우, 일반적으로 레진의 고가화,       

특수 장비의 요구, 복잡한 절차 및 범용으로 사용하기보다 뼈와        

같은 경조 직등 특수부위에 제한적으로 사용할 수 있다는 심        

각한 문제에 직면하고 있다.9,10

그러나 앞서 나열한 포매용 레진과는 달리 동결절편 제조       

방법은 면역학적, 형태학적, 생화학적 및 자동 방사선 분석       

등을 위해 생체 조직에 고정화 반응을 하지 않고 조직 또는         

세포를 분석하는데 광범위하게 사용되고 있으며 이 방법은      

특히 신속한 병리학적 진단에 유용하게 적용되어오고 있다.11,12

조직을 순간적으로 냉동시켜 신속하게 절편을 제조하고 정      

확한 분석 결과를 얻는 장점에도 불구하고 많은 문제들이 사        

용자들에 의해 지적되어 왔다. 이러한 문제점 중 첫 번째는        

폴리비닐알코올(PVA)/폴리에틸렌글리콜(PEG)계 상용 레진의  

기계적 물성이 좋지 않아 단면이 쉽게 깨지거나 말리게 되는        

현상이다. 두 번째 문제는 수분 함량이 높은 조직이나 세포외        

기질 단백질이 거의 또는 전혀 존재하지 않는 배양된 세포의        

경우 제조된 절편은 깨지기 쉬우며 보통 슬라이스로 절단될       

때 부서지게 된다.13 이렇게 분명한 문제점이 존재하지만 이       

렇다 할 만한 대체할 수 있는 포매용 레진이 나오고 있지 않은          

상황이다. 따라서 본 연구에서는 이러한 문제점을 극복하기      

위해 PVA에 이온성 가교제로서 붕산(boric acid)을 첨가하고      

반응속도를 향상시켜주기 위해 소량의 NaOH를 적용하고자     

하였다.

이번 연구의 컨셉은 Figure 1과 같다. PVA의 -OH작용기가       

NaOH에 의해 -ONa의 형태로 활성화됨과 동시에 NaOH 수       

용액 내의 붕산은 borate 이온 [B(OH)4
-] 으로 더욱 신속하게     

바뀌게 된다. 이들 간의 반응으로 인한 결과로 가교화된 PVA를     

높은 효율과 빠른 속도로 얻고자 하였다. 

따라서 본 연구의 목적은 (1) PVA/붕산 기반 포매용 레진의     

장점과 단점을 파악하고, (2) PVA와 붕산의 조성에서 NaOH에     

의한 영향과 절편 제조 효율에 미치는 영향을 파악하고, (3)     

최적의 PVA와 붕산 그리고 NaOH의 조성을 결정하고 실제     

조직의 절편에 적용해 보고자 하였다. 여기서, 우리는 생체     

조직 및 다양한 생체 재료의 포매용 레진으로 사용될 수 있는     

붕산과 NaOH를 포함하는 변형된 PVA 포매용 레진을 제안     

하고자 한다.

실  험

재료. 폴리비닐알코올-1500(PVA-1500)은 초순수 등급으로   

덕산화학(경기도, 대한민국)에서 구매하였고, 순도 99.5%이    

상의 붕산, NaOH, 포름알데히드, 헤마톡실린, 에오신, 합성     

등급의 폴리에틸렌글리콜-400(PEG-400 for synthesis) 그리고    

에탄올(99 wt%)은 Sigma-Aldrich(St. Louis, MO, USA)사에     

서 구매하였다. 이들 화학물질은 추가적인 정제과정 없이 본     

연구에 사용되었다.

PVA/붕산과 PVA/붕산/NaOH 포매용 레진의 준비. Table 1에     

나타낸 조성대로 10 wt%의 PVA와 붕산(0, 0.5, 1, 2, 3, 4,     

5 wt%)을 80 ℃에서 증류수에 혼합하고, 각각의 혼합물을 동     

일한 온도에서 5시간 동안 강하게 교반하여 균질한 상태의     

용액인 PVA/붕산 레진을 얻었다. 이렇게 얻어진 각각의 레진     

용액에 NaOH가 0.3 wt%가 되도록 가해주고 상온에서 1시     

간동안 교반하며, 균일한 상태의 용액인 PVA/붕산/NaOH 레     

진용액을 제조하였다. 각각의 균일한 용액을 몰드(직경 30 mm,     

높이 30 mm)에 부은 후 -20 ℃에서 2시간 동안 동결시켰다.     

대조군으로 10.24 wt%의 PVA와 25 wt%의 PEG를 앞서 설     

명된 동일한 방법으로 혼합하고 균일용액으로 제조 후 동결     

하였다.14,15

PVA/붕산 및 PVA/붕산/NaOH의 시간에 따른 접촉각 측정.     

다양한 붕산의 함량과 NaOH의 첨가 여부에 따라 레진 용액의     

응집력에 미치는 영향을 평가하기 위해 접촉각 측정기(Phoenix     

150; Surface Electro Optics, Seoul, Korea)를 이용하여 앞서     

준비된 Table 1에서와 같은 조성인 PVA/붕산 및 PVA/붕산/     

NaOH 등의 레진 용액의 접촉각을 측정하였다. 상온에서 레     

진 구성 물질을 혼합한 후 동일하게 5분 동안 방치한 후 접     Figure 1. Crosslinking reaction of povinyl alcohol (PVA) by NaOH 
and boric acid.

Table 1. Composition of Polyvinyl Alcohol (PVA)/Polyethylene Glycol (PEG)/NaOH

Boric acid wt% / NaOH wt%

10 wt% PVA
0/0 0.5/0 1/0 2/0 3/0 4/0 5/0

0/0.3 0.5/0.3 1/0.3 2/0.3 3/0.3 4/0.3 5/0.3
폴리머, 제47권 제4호, 2023년
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촉각 측정에 사용하였다. 레진의 정적 접촉각을 측정하기 위       

해 각 레진 용액 50 µL의 액체 방울을 유리 슬라이드에 부드          

럽게 증착하였다. 0, 5, 10, 15 및 20분 후에 각각의 퍼지는 변           

화를 접촉각의 측정을 통하여 용액의 응집력 정도를 측정 비        

교하였다.

동일한 압축 스트레스 하에서 저항값의 측정. PVA와 다       

양한 함량의 붕산 조건에서 NaOH 존재 여부에 따른 동일한        

압축 스트레스 하에서 저항값의 차이는 대조군으로써 PVA/      

PEG 레진을 포함하여 비교되었다. 테스트는 50 kg 로드 셀,        

TA-51 니들 리그 및 소프트웨어(Texture Expert, Stable Micro       

Systems)가 포함된 텍스처 분석기(TA-HD, Stable Micro     

Systems, Surrey, UK)를 사용하여 수행되었다. 앞서 냉동시켜      

놓았던 지름 30 mm, 높이 30 mm의 냉동 미디어 블록을 시          

편으로 사용하였으며, 크로스헤드 속도는 1 mm/min(내리는     

속도)로 하고, 깊이 1 mm에서의 부하량을 구하였다.

연속적인 절편 제조에 따른 절편 효율의 관찰. 일정 크기의        

마우스의 간 조직을 동결 조직 절편용 마이크로톰(CM 3050-S,       

Leica, Bensheim, Germany) 장비 위에 올리고 10 wt% PVA/        

2 wt% 붕산, 10 wt% PVA/2 wt% 붕산/0.3 wt% NaOH, 그리고          

대조군으로써 PVA/PEG 포매용 레진을 뿌려주면서 -20 ℃로      

맞추어 10분 동안 동결시켰다. 그 후 마우스 간을 마이크로        

톰의 예리한 칼을 이용해 연속적으로 슬라이스하여 각각 두       

께가 5 μm인 20개의 슬라이스를 연속적으로 얻었다. 간의 단        

면은 원형 샘플로 채취되었고, 크기는 약 10 mm × 15 mm 였           

다. 마지막으로, 20번 연속 칼질을 진행하여 손상되지 않고       

연속 생산되는 절편의 수를 육안으로 관측하였다.

표면 형태 및 고분자 상태 관찰. 생체 조직이 없는 상태의         

10 wt% PVA/2 wt% 붕산, 10 wt% PVA/2 wt% 붕산/0.3 wt%          

NaOH, 그리고 대조군으로써 PVA/PEG 포매용 레진만 이용      

하여 마이크로톰으로 5 µm 두께로 슬라이스를 제조하였고,      

유리 슬라이드에 올린 후 실온에서 30분 동안 건조시켰다. 건        

조된 시료의 표면은 디지털 현미경(digital microscope: A-     

2111; Dino-Lite, Taiwan)을 이용하여 표면의 뭉침 및 상 분리     

등의 상태를 관찰하였다.

절편 및 H&E 염색효과 비교. 마우스 간 조직은 포르말린에     

고정되고 10 wt% PVA/2 wt% 붕산, 10 wt% PVA/2 wt% 붕     

산/0.3 wt% NaOH의 레진에 담겨졌다. 대조군으로써 PVA/PEG     

레진이 동일하게 적용되었다. 포매용 레진에 담긴 조직은 마     

이크로톰 기기에서 -20 ℃에서 10분간 동결된 후 5 µm의 두     

께의 슬라이스를 얻을 수 있었다. 이렇게 얻어진 조직 슬라     

이스를 유리 슬라이드에 올린 후 30분간 건조해준 후 포매용     

레진을 제거한 후 기존에 알려진 H&E 염색 방법에 의해 염     

색을 실시했다.16,17 염색된 슬라이스는 광학현미경(Microphoto-    

FXA, Nikon, Tokyo, Japan)을 이용하여 세포핵과 세포질, 혈구     

세포 등을 관찰하였다.

결과 및 토론

PVA계 포매용 레진들의 접촉각 측정 결과. 본 실험에서는     

레진 방울의 시간별 퍼지는 정도를 이용하여 레진 용액의 상     

대적인 응집력을 비교 관찰하고자 접촉각 측정기를 이용하여     

포매용 레진들을 유리 슬라이드에 방울을 떨어뜨린 후 시간에     

따른 접촉각의 변화 정도를 측정하였다(Figure 2). 10 wt%     

PVA/2 wt% 붕산 혼합물의 경우 Figure 2(a)에서와 같이 대     

조군인 PVA/PEG 레진을 포함하여 붕산 3 wt%까지 유의미한     

차이가 관찰되지 않았다. 다만 시간이 지남에 따라 4 wt%와     

5 wt%의 붕산이 함유된 경우에서 붕산 농도에 비례하게 방     

울의 퍼짐 현상이 다소 지연되는 결과를 얻을 수 있었다. 반면     

PVA/붕산/NaOH의 경우, NaOH가 있는 조건에서 가해준 붕     

산의 농도에 비례하게 방울의 퍼짐 정도의 변화를 관찰할 수     

있었다(Figure 2(b)). 따라서 이번 실험에서 가해준 모든 붕산     

이 반응에 자발적이며, 고르게 참여하지 않는다는 것을 확인     

Figure 2. Contact angle of the mixtures by the (a) polyvinyl alcohol (PVA)/boric acid; (b) polyvinyl alcohol (PVA)/boric acid/NaOH.
 Polym. Korea, Vol. 47, No. 4, 2023
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할 수 있었으며, 촉매 역할을 하는 NaOH의 존재하에서 활성        

화되어 반응의 평형을 오른쪽으로 이동시킬 수 있다는 점을       

확인할 수 있었다. 또한, NaOH가 있는 조건에서 붕산 2 wt%         

이상은 큰 차이가 없는 것으로 나타났다. NaOH와 붕산에 의        

한 향상된 응집력은 생체 조직과 높은 친화력으로 이어진다       

고 추론할 수 있을 것이다.

동일 하중에 대한 저항력 측정 결과. 포매용 레진의 응집        

력이 낮을 경우, 동결된 레진 블록의 기계적 물성이 좋지 않아         

생체 조직 내 침투가 불완전하거나 동결된 생체 조직과의 물성        

차이가 크게 나는 문제로 인해 슬라이스(절편) 효율이 낮아       

손상 없이 온전한 슬라이스를 연속적으로 얻기가 어려워진다.      

따라서 실제로 슬라이스를 얻는 조건인 냉동 상태에서 응집       

력 비교 시험이라는 측면에서 액체 상태일 때의 응집력보다       

중요한 테스트라 할 수 있다. 따라서 본 연구에서는 동일한        

하중의 스트레스 하에서 침투 하중에 대한 저항값을 조사하       

였다. Figure 3의 결과와 같이 NaOH가 없는 경우, 대조군과        

PVA/붕산 혼합물 중 붕산이 3 wt%까지 혼합된 경우 큰 차         

이가 발견되지 못했다. 다만 4 wt%와 5 wt%의 붕산이 함유         

된 경우 강도가 증가하는 경향을 나타내었다. 이 결과는 액        

체 상태일 때의 응집력 시험과 유사한 경향성을 나타내었다.       

반면, PVA/붕산 혼합물에 NaOH가 함유된 경우, 2 wt%의     

붕산이 함유된 경우를 포함하여 그 이상의 붕산이 함유된     

경우 7 MPa이상의 강도를 나타내었다. 따라서 개량된 포매     

용 레진을 위한 최소한의 붕산의 양은 NaOH가 있는 조건     

에서 2 wt%로 결정할 수 있었다. NaOH 존재하에 동결 레     

진의 강도가 증가할 수 있는 최소붕산의 함유량을 확인할     

수 있었다. 이러한 결론에 기초하여, 우리는 레진의 조성변     

화에 의해 슬라이스의 파손 또는 말리는 문제가 포매용 레     

진과 생체 조직 사이의 일체성 향상으로 해결될 수 있다고     

판단했다. 따라서 실제 슬라이스 작업을 했을 때 연속 생산     

가능 정도를 관찰하였다.

연속 슬라이스 시험 결과. 각각의 레진들을 생체 조직이     

없는 상태에서 동결시켜 마이크로톰을 이용하여 연속 슬라이     

스를 제작해 손상 없이 얻어지는 슬라이스의 수를 관찰해보     

았다. Table 2에서와 같이, PVA/붕산 혼합물의 경우(PVA/     

PEG:10±2, 0 wt% PVA:8±2, 0.5 wt%:11±3, 1 wt%:14±3, 2 wt%:     

12±3, 3 wt%:15±3, 4 wt%:15±1, 5 wt%:14±2) 붕산의 첨가     

량이 증가함에 따라 대조군에 비하여 다소 증가하는 경향을     

나타내었고, 1 wt%이상의 붕산 함유량을 갖는 레진들에 있     

어 다소 개선된 상태에서 더 이상의 진전은 관찰되지 않았다.     

반면, NaOH를 첨가한 경우, 2 wt%의 붕산이 함유된 경우를     

포함하여 손실률이 전반적으로 10%이하로 낮아지는 경향을     

나타냄을 확인하였다. 따라서 본 실험에서 10 wt% PVA와 2     

wt% 붕산, 그리고 0.3 wt%의 NaOH가 가장 최적의 조성임     

을 확인하였다. 

표면분석 결과. PVA/PEG와 10 wt% PVA/2 wt% 붕산, 10     

wt% PVA/2 wt% 붕산/0.3 wt% NaOH 레진의 동결절편을 만든     

후 유리 슬라이드에서 건조한 후 건조된 필름의 표면 상태를     

디지털 현미경을 통해 관찰하였다. 건조된 표면이 중요한 이     

유는 생체 조직의 동결절편을 제작하는 과정에서 슬라이스를     

만든 후 유리 슬라이드에 올릴 때 건조단계를 거치게 되는데     

이때 건조된 포매용 레진 필름의 표면이 고르지 못하거나 저     

온에 따른 고분자와 용매 사이의 상 분리 현상에 의한 거친     

표면이 형성될 경우 슬라이스된 조직 시편의 형태도 동일하게     

형성되기 때문에 제대로 된 영상을 얻기 어려워진다. Figure 4     

에서와 같이 대조군으로 거친 표면이 전혀 없는 유리 슬라이     

드의 표면을 관찰하여 각각의 표면과 비교하였다. PVA/PEG     

레진의 경우 동결되는 순간 저온에 의한 상 분리 현상으로     

Figure 3. Differences in the amount of load under the same com-
pressive displacement according to polyvinyl alcohol (PVA)/boric 
acid and polyvinyl alcohol (PVA)/boric acid/NaOH.

Table 2. Number of Unimpaired Sectioned Slice by a Simulated Test to Test Sectioning Efficiency

10% PVA/Boric acid (wt%)

PVA/PEG 0% 0.5% 1% 2% 3% 4% 5%

10 ± 2 8 ± 2 9 ± 2 11 ± 3 14 ± 3 15 ± 3 15 ± 1 14 ± 2

10% PVA/Boric acid + NaOH (0.3 wt%)

8 ± 1 9 ± 3 14 ± 2 18 ± 2 18 ± 3 19 ± 3 18 ± 3
폴리머, 제47권 제4호, 2023년
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보이는 부분들(부분적으로 흰색 빛)이 관찰됨으로 인해 결과      

적으로 다소 거친 표면이 관찰되었다. PVA/붕산의 경우 PVA/       

PEG보다 거친 정도가 낮아지는 경향은 있었으나 상 분리 현        

상보다는 붕산과 PVA의 반응 정도가 불균일한 현상으로 인       

해 건조 시 표면으로부터 수분 증발 정도의 차이로 인한 굴         

곡이 형성되는 것으로 판단되었다. Figure 4(c)의 PVA/붕산/      

NaOH의 경우 균일한 반응성과 응집성이 향상됨에 따라 상       

분리 없이 고르게 건조된 표면을 관찰할 수 있었다. 

마우스 간의 절편 및 조직염색 결과. NaOH가 있는 조건        

에서 실제 생체 조직의 염색에 주는 영향 즉, 레진 및 화학          

물질에 대한 비특이적 염색반응의 여부와 슬라이스의 부피      

변화 등을 염색 상태와 선명도 등을 통해 확인하고자 하였다.        

Figure 5는 마우스 간 조직에 대한 동결절편 작업 후 H&E         

염색을 진행한 결과이다. 사진에서와 같이 모든 염색 사진에       

서 분홍색 세포질과 보라색 핵, 그리고 혈관 내 적혈구들이        

관찰되었다. 그러나 PVA/PEG의 경우와 PVA/붕산의 경우, 다      

소 불분명한 세포질과 핵의 경계면과 과도하게 강하게 염색       

되는 경향을 확인할 수 있었다(Figure 4(a)와 4(b)). 더불어 시        

편의 군데군데 미세하게 쪼개지는 부분들이 발생하는 것을      

관찰할 수 있었다. PVA/붕산/NaOH 레진에 의한 시편의 경우       

(Figure 4(c)), 고르게 염색이 되며 세포질과 핵, 그리고 혈관의        

혈구들까지 구분이 상대적으로 명확하게 나타남을 확인하였     

다. 따라서, 유리 슬라이드 상의 슬라이스의 크기 변화, 또는        

유리 슬라이드로부터의 슬라이스 분리 등 잔존하는 화학 반       

응물 또는 레진에 의한 부반응은 발생하지 않는 것으로 결론        

내렸다. 따라서, PVA/붕산/NaOH 포매용 레진은 뇌와 간과      

같은 다양한 연조직에 대한 보다 정확한 조직학적 분석에 효        

과적으로 적용할 수 있을 것으로 판단된다.

결  론

생체 조직의 동결절편 및 염색 효율의 향상을 위해 PVA와     

붕산, 그리고 NaOH의 혼합물을 이용하여 포매용 레진의 조     

성을 최적화하는 방안을 연구하였다. NaOH 존재하에 PVA     

에 붕산의 함량에 따른 응집력, 동일한 압축 스트레스에 대     

한 저항값, 표면 관찰을 통하여 레진의 최적 조성을 구하였     

다. 또한 마우스 간을 적용한 조직학적 분석을 통해 PVA/붕     

산/NaOH 혼합 레진의 절편 슬라이스 효과와 염색 효과를 대     

조군과 비교해 보았다. 다양한 실험 결과, 10 wt% PVA와 2     

wt%의 붕산, 0.3 wt% NaOH가 동결 절편용 포매용 레진용     

으로 적절한 최적 특성을 나타냈으며, 또한 개선된 절편 및     

염색 효율을 보였다. 따라서 이 새로운 포매용 레진 조성물은     

생체 재료를 포함한 다양한 조직 검사에 광범위하게 적용될     

수 있을 것이다.

감사의 글: 본 연구는 2021년도 단국대학교 대학 연구비     
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