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초록: 최근 조직공학용 생체재료 개발 측면에서 특정 조직의 생체 내 환경 및 형태를 모사하는 생체모사형 지지체 개                

발에 관심이 높아지고 있다. 이에 본 연구진은 골 조직을 구성하고 있는 길이 방향의 콜라겐 다발을 생분해성 및 생체적                 

합성 고분자인 poly(lactic-co-glycolic acid)로 solvent-assisted drop casting과 capillary force lithography를 이용하여 나           

노스케일의 그루브-릿지 형태의 패턴으로 모사한 지지체를 제조하였다. 또한 이식 시, 생물학적 계면과의 상호작용을            

향상시키기 위해 지지체의 표면을 감마선 조사를 이용해 acrylic acid를 그라프팅 하였고 전기전도성 물질인 boron nitride              

를 그 위에 코팅하여 지지체의 표면개질을 완료하였다(P-BN-Np). 주사 전자 현미경을 통해 식각된 나노패턴이 표면개질             

과정에서 영향을 받지 않는다는 것을 확인하였으며, P-BN-Np 위에서 조골세포 골 분화 유도 실험을 진행했을 때, 패턴               

이 식각되지 않은 그룹(P-BN-Flat) 보다 더 높은 칼슘 침착량을 보이는 것을 확인하였다. P-BN-Np의 골 재생효과를 검증하               

기 위해 마우스 두개골 결손 모델에 이식 8주 후 방사선학적 분석을 통해 결과를 확인했을 때, 골 결손 부위의 상단                 

부분이 재생되어 나노패턴과 표면개질 인자들의 시너지 효과를 확인할 수 있었다. 따라서 이상에서 개발된 P-BN-Np는             

조직공학용 생체모사 지지체로서 다양한 조직을 재생시키기 위한 응용 플랫폼으로 활용될 수 있을 것으로 기대된다.

Abstract: In recent years, there has been increasing interest in the development of biomimetic scaffolds that mimic the 

native environment and structure of specific tissues for tissue engineering applications. In this study, we fabricated a scaf-

fold mimicking the longitudinally aligned collagen bundles constituting bone tissue using poly(lactic-co-glycolic acid) 

nanopatterned substrate that was prepared via solvent-assisted drop casting and capillary force lithography. Furthermore, 

to enhance interactions between biological interfaces and our substrate, we modified surface of nanopatterned substrate 

that was grafted acrylic acid using gamma-irradiation. Also, we coated electrically conductive material, boron nitride 

through Van der Waals force with grafted acrylic acid (referred to P-BN-Np). We confirmed through SEM that surface 

of P-BN-NP was not damaged during surface modification process. P-BN-Np showed much higher mineral depositions 

compared to other group in in vitro osteogenic differentiation tests. For proving regenerative capacity of P-BN-Np about 

bone regeneration, we performed mouse calvarial defect model. After 8 weeks, P-BN-Np presented significantly higher 

new bone formation area, volume and density compared to other group through micro-CT, histological and immuno-

histological analyses. Therefore, P-BN-Np, developed in this study, holds promise as a biomimetic scaffold for tissue 

engineering, offering a versatile platform for regenerating various tissues.

Keywords: boron nitride, nanotopography, poly(lactic-co-glycolic acid), electrical conductivity, mouse calvarial defect

model, bone regeneration.

서  론 인체에 선천적 및 후천적 질환 또는 피치못할 사고, 외력에    

의한 조직 결손이 발생했을 경우, 우리 몸은 복잡한 치료 기    

작을 통해 재생시키는 과정을 거친다.1 그러나, 재생의 한계를    

벗어나는 결손이 발생한 경우, 인체의 자가 치유에 의한 제    
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한된 수복 능력으로 본래의 기능성까지 복구되는 것은 매우       

한정적인 일이며 이를 해결하기 위해서는 결손부위에 적합한      

인공 조직의 이식이 요구된다. 조직 공학은 이러한 문제를 해        

결하기 위해 인체의 손상된 조직이나 장기를 치유하거나 대       

체하여 정상적인 기능을 복원하는데 중요한 역할을 해 왔으       

며,2,3 여러가지 대체제를 개발해 왔다. 생체 조직은 세포와 세        

포외 다양한 물질과의 상호작용에 의해 기능과 형태가 유지       

되며, 특정 조직의 외부 형태나 세포외 기질이 부여하는 기        

계적 신호가 세포의 증식, 분열 그리고 분화에 영향을 미칠        

수 있는 중요한 역할을 할 수 있다.4,5 최근, 이러한 특정 조          

직의 물리적 형태를 조직공학적인 접근으로 이식용 생체모사      

형 지지체 제작 연구가 활발히 진행되고 있으며 약물 사용        

등의 외부 자극 없이 세포의 거동을 조절 할 수 있는 인공적          

인 물리적 환경을 제공할 수 있다는 결과가 이미 보고된 바         

있다.6

조직공학 이식용 지지체를 제작하기 앞서, 중요하게 고려      

해야할 부분은 지지체 표면이 세포친화성 작용기를 가져야      

한다는 것이다.5,7 생체모사형 지지체를 제작하여 생체 내에      

이식했음에도 지지체 표면 특성에 의해서 초기의 세포 부착       

이 이루어지지 않는다면 전달하고자 하는 기계적 신호에 대       

한, 기대한 효과를 유도하기 어려울 것이다. 따라서 소재 표        

면과 세포막 사이의 상호작용을 향상시킬 수 있는 표면개질       

이 필요하다. 표면 개질 방법에는 다양한 방법이 있으나, 그        

중 방사선 조사 기술은 감마선 또는 전자선을 지지체 표면에        

조사하였을 때, 방사선의 이온화 에너지만을 이용해 세포 친       

화성이 높은 친수성 단량체에 흡수시킴으로써, 개시제나 촉      

매제와 같은 화학 첨가제 없이 자유 라디칼을 형성시켜 지지        

체 표면에 매우 균일하게 친수성 단량체를 도입할 수 있는        

장점이 있다.5,8-11

보론 나이트라이드(boron nitride, BN)는 흑연과 유사한 결      

정구조를 가지는 화합물로서 기계적 물성, 열 전도성, 전기       

전도성 및 구조적 안정성이 뛰어나며12,13 특히 조골세포에 대       

한 생체적합성이 안정한 것으로 알려져 있다.14 또한 보론 나        

이트라이드는 표면에 미네랄 침착을 유도할 수 있어15 골 재        

생 측면에서 긍정적인 역할을 할 것으로 사료된다.

본 연구진은 생분해성 및 생체적합성 고분자인 poly(lactic-      

co-glycolic acid)(PLGA)를 이용하여 골 조직을 구성하고 있는      

길이 방향의 콜라겐 다발을 800 nm 스케일의 그루브-릿지 형        

태로 생체 모사하여 실제 조직과 유사한 기계적 신호를 부여        

할 수 있는 생체모사형 골 재생용 지지체를 제작하였다. 더        

불어 합성 고분자를 이용한 이식용 지지체의 단점인 소수성       

표면을 친수성 단량체인 acrylic acid를 감마선 조사를 이용       

해 그라프트시켜 친수성을 높였으며 골 재생에 있어서 부족       

한 기능성을 보완하기 위해 보론 나이트라이드를 코팅하였다.      

만들어진 지지체는 표면분석과 조골세포의 골분화 유도, 마      

우스 두개골 결손 모델에서 골 재생용 효과를 관찰하였고, 향        

후 조직공학용 플랫폼으로써의 응용 가능성을 검증하였다.

실  험

시약 및 재료. 나노패턴을 식각하기 위해 실리콘 웨이퍼     

마스터(나노종합기술원, 한국), polyurethane acrylate(PUA;   

MINS 301 RM, 미뉴타텍, 한국)와 polydimethylsiloxane (PDMS;     

Sylgard184, Dow Corning, 미국)이 사용되었다. 나노패턴이     

식각된 패치를 제조하기 위해서 생체적합성 및 생분해성을 가     

지는 PLGA(Mw 120000 Da, Evonik, 미국)와 용매로 chloroform     

(대정, 한국)이 사용되었다. BN(Sigma-Aldrich, 미국)을 코팅     

하기 위해서 acrylic acid(AAc; Sigma-Aldrich, 미국)을 구입     

하여 사용하였다. 

나노패턴을 가지는 생분해성 및 생체적합성 지지체 제조.     

나노패턴을 식각하기 위해서 본 연구팀에서 선행 연구되어진     

solvent-assisted drop casting(SDC) 및 capillary force lithography     

(CFL)을 이용하여 PLGA 지지체를 제조하였다.16 나노패턴이 식     

각된 PUA 몰드(Groove : Ridge : height = 800 nm : 800 nm :     

600 nm)는 polyethylene terephthalate(Skyrol®, SKC Inc.,     

한국) 필름을 이용해 UV(λ = 250-400 nm) 조사에 의해 실리     

콘 웨이퍼 마스터의 패턴을 복제하였다. 무게 비율로 준비된     

모노머와 가교제(SYLGARDTM 184 Silicone Elastomer Kit, 미     

국)를 10:1 비율로 섞어 PDMS 시트를 제조하였다. 제조된     

PDMS 시트 위에 유리로된 커버 글라스를 놓고 15% 농도     

(w/v)의 PLGA 용액을 분주한 후, 다른 PDMS 시트를 분주     

된 PLGA 용액 위에 덮고 15분동안 압력(~10 kPa)을 가해주어     

평평한 PLGA 지지체(P-Flat)를 제조하였다. 15분 후, 위에 덮     

여진 PDMS 시트를 제거하고 패턴이 복제된 PUA 몰드를     

PLGA 지지체 위에 덮어 열(120 ℃)과 압력을 15분동안 동시에     

가해 나노패턴이 식각된 PLGA 지지체(P-Np)를 제조하였다. 

AAc 그라프트 및 BN 코팅. SDC와 CFL을 통해 제조된     

나노패턴 PLGA 지지체의 표면에 아크릴산을 그라프트하기     

위해서 감마선을 사용하였다. 간단히 0.01 M의 Mohr’s salt가     

포함된 3%의 AAc 용액에 지지체를 담지하고 10 kGy(10     

kGy hour-1)의 선량으로 조사하였으며, 조사된 지지체에서 반     

응을 하지 않은 AAc를 제거하기 위해 48시간 동안 증류수를     

이용하여 세척하였다. 지지체에 그라프트된 AAc의 정량분석     

을 위해 toluidine blue O(TBO) 염색방법을 통하여 분석하였     

다. AAc가 그라프트된 지지체를 TBO 용액(20 mg NaCl,     

0.01 M HCl, 4 mg TBO chloride)에 24시간 동안 상온에서     

반응시킨 후, 미반응된 TBO를 3차 증류수를 이용하여 제거     

하였다. 이후에 EtOH와 0.1 M NaOH(4 : 1, v/v) 혼합 용액     

에서 염색된 TBO를 초음파 처리를 통해 완전히 용출시켰으     

며, 용출된 용액은 마이크로 플레이트 리더기(SparkTM 10M,     

TECAN, 스위스)를 이용하여 630 nm에서 흡광도를 측정하     

여 정량하였다. AAc가 그라프트된 지지체들은 3차 증류수에     
 Polym. Korea, Vol. 48, No. 1, 2024
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BN 0.03 μg/mL 농도의 용액에 3시간 동안 침지시킨 후 증         

류수로 2번 세척하였다. 

전기전도성 측정. 전기전도도 측정은 4 point probe법을 사       

용하였다. 면저항은 50 mVs-1의 주사율에서 선형전압전류법     

(-0.5 - 0.5 V)으로 측정한 다음 문헌을 참고하여 면저항으로부        

터 전도도를 계산하였다.17

BN이 코팅된 나노패턴 PLGA 지지체의 표면분석. BN이      

코팅된 나노패턴 PLGA 지지체의 표면은 단국대학교 바이오      

의료공학 핵심연구지원센터의 전계방출형 주사전자현미경   

(FE-SEM; model S-4300, Hitachi, 일본)을 이용하여 관찰하      

였고, 지지체 표면의 Wettability은 물 접촉각 측정기(Phoenix-      

300, surface electro optics Ltd., 한국)를 이용하여 접촉각을       

측정하였다. 물 접촉각은 1초 간격으로 4초 동안 측정하였으       

며, 물방울은 10 μL를 지지체 표면에 떨어트려 측정하였다.

BN이 코팅된 PLGA 지지체를 이용한 세포 골 분화실험.       

세포 실험을 위한 모든 지지체는 산화 에틸렌 멸균 장치를        

이용하여 멸균 후 사용하였다. 랫드 유래 조골세포(0.05 × 106        

cells/mL)를 BN이 코팅된 PLGA 지지체에 접종하고 10%      

FBS가 첨가된 DMEM 배지에서 37 ℃, 5% CO2 조건에서 배         

양하였다. 24시간 배양 후 분화유도배지(50 μg/mL L-ascorbic      

acid, 10 mM β-glycerophosphate, 7 mM L-glutamine, 100 nM        

dexamethasone 포함된 DMEM)로 교환하여 격일로 배지를     

갈아주었다. 2주 후, 배양한 조골세포는 4% paraformaldehyde      

(PFA; Sigma-Aldrich, 미국) 로 15분 동안 고정한 후, PBS로        

2회 세척한 후에 Alizarin Red S(ARS; Sigma-Aldrich, 미국)       

시약과 alkaline phosphatase(ALP; Amresco LLC, 미국) 시약      

을 각각 15분동안 처리하여 정성결과를 도출하였다. ALP 활성       

화 정량은 IGEPAL(Sigma-Aldrich, 미국) 용액과 p-nitrophentyl     

phosphate를 첨가하여 37 ℃에서 30분동안 반응시킨 후, 0.5 N        

의 NaOH를 첨가하여 반응을 종결시킨 다음 마이크로 플레       

이트 리더기로 410 nm의 파장에서 흡광도를 측정하였다. ARS       

염색 정량은 ARS 염색된 샘플을 10% 농도의 아세트산과 수        

산화암모늄을 처리하여 얻어진 추출된 용액을 마이크로 플레      

이트 리더기로 405 nm의 파장에서 흡광도를 측정하였다. 칼슘       

침착량은 2주 동안 분화시킨 세포를 0.6 N의 HCl을 24시간        

동안 실온에서 처리하여 탈회시킨 용액을 calcium colormetric      

assay 키트(Sigma-Aldrich, 미국)를 이용해 정량하였다. 

동물실험. 본 연구는 단국대학교 동물실험 윤리위원회의 승      

인을 얻은 후, 위원회의 감독을 받아 수행하였다(DKU-21-      

028). 6주령 암컷 ICR 마우스(다윤, 한국) 10마리를 사용하였       

으며, 이식재에 따라 2개 군으로 분류하여 실험하였다. 동물은       

2% avertin(마우스 몸무게 g 당 20 μL)을 사용하여 마취하였        

다. 마우스 전두부의 털을 삭모하고 포비돈 솜으로 소독한 후,        

비골에서 후두골 사이의 두개골 시상봉합을 따라 약 1.5 cm        

가량 절개후에 두정골을 노출시켰다. 두정부에 4 mm 크기의       

골 결손을 trephine bur(덴티움, 한국)을 소형 카바이드 라운드       

버에 고정한 후에 저속 드릴 키트를 사용하여 형성하였다. 골     

결손부에 각각의 이식재를 이식하였으며, 절개한 피부는 4-0     

흡수성봉합사(Vicryl, Ethicon, 미국)를 사용하여 봉합하였다.

방사선학적 분석. 마우스 두개골에 이식재를 이식하고 8주     

후, 이식재가 이식된 마우스는 모두 희생시킨 후, 마우스 두     

개골을 채취하여 4% PFA에 24시간 동안 고정시켰다. 고정     

시킨 표본은 micro-CT(Skyscan 1176, 벨기에) 내부에 있는     

턴테이블에 표본을 고정한 후 0.2 mm 알루미늄 필터로 18     

μm 크기의 픽셀로 촬영하였다. 촬영된 이미지는 micro-CT     

자체 소프트웨어를 이용하여 3차원으로 재구성 및 정량하였다. 

조직학적 분석 및 면역조직화학 염색. 고정시킨 표본은 tap     

water로 수세한 후 decalcifying solution(Sigma-Aldrich, 미국)을     

이용해 탈회한 후, 에탄올 및 xylene를 이용하여 조직을 파라     

핀에 포매하였다. 파라핀 블록을 6 μm 두께로 절단하여 박     

절편을 만들어 Goldner’s trichrome(G. T.) 염색과 Osteopontin     

(OPN; abcam, 영국) 및 DAPI(DAPI-Vectashiled, Vector     

Laboratories, 미국) 면역조직화학 염색을 진행하였다. 염색된     

조직표본은 광학(IX71, Olympus, 일본) 및 형광(Nikon ECLIPSE     

Ps2R, Nikon, 일본) 현미경은 단국대학교 바이오-의공학 핵     

심연구센터에서 진행하였다. 관찰 및 촬영 후, 이미지를 저장     

하여 조직학적 분석은 다음과 같은 수식으로 신생골 형성 영     

역 및 골밀도를 정량하였다.

신생골 형성 영역= ×100

(1)

골밀도(bone mineral density, BMD)

 =  × 100 (2)

통계학적 분석. 각 실험의 결과는 평균 ± 표준 편차 표현    

되었고, 통계 분석은 IBM SPSS Statistics 22(IBM, 미국)를    

사용하여 수행되었다. 결과값은 일원 분산 분석(one-way    

analysis of variance)을 통해 평가되었으며, p 값이 0.05 미만    

인 경우를 통계적으로 유의미한 것으로 간주하였다.

결과 및 토론

BN이 코팅된 나노패턴 패치의 제조. 본 연구진은 이식가    

능한 나노패턴이 식각된 지지체를 만들기 위해 생분해성 및    

생체적합성을 가지는 고분자인 PLGA를 SDC와 CFL을 이용    

하여 나노패턴을 식각하였다(Figure 1(a)). P-Flat 지지체는    

PLGA 용액을 압력과 함께 PDMS 시트로 덮어주어 용매를    

PDMS 시트에 흡수시킴으로써 쉽게 만들어질 수 있다. 또한    

P-Flat 지지체에 열을 가해 필름형태의 PLGA를 유리전이온    

도에 도달시킴으로써 PUA 몰드의 나노패턴을 CFL에 의해    

쉽게 복사시킬 수 있다. 이 과정은 복잡한 도구 및 절차를 요    

구하지 않아 쉽고 짧은 시간내 대량으로 여러가지의 형태의    

 

신생골 영역(bone volume, BV)

골 결손 영역(tissue volume, TV)

 

신생골 영역

신생골 영역+ 섬유혈관 영역
폴리머, 제48권 제1호, 2024년
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패턴이 식각된 지지체를 생산할 수 있는 장점을 가진다. 나        

노패턴을 식각한 후, 본 연구진은 감마선 조사를 이용해 AAc        

를 지지체 표면에 그라프팅하여 지지체의 친수성기를 도입하      

였다(Figure 1(b)). AAc는 카복실산 말단에 바이닐기가 연결      

된 단순한 작용기로써 카복실 작용기의 밀도가 높을 경우 코        

팅된 표면의 친수성을 높일 수 있고, 더불어 친수성 작용기        

가 다수 분포된 표면은 세포 배양 시, 세포의 부착과 증식에         

도움을 줄 수 있다는 장점이 있다.18 AAc가 그라프트된 지지        

체는 BN 용액에 담지하여 AAc와 BN 사이의 반데르발스 힘        

에 의한 결합에 의해 지지체 표면에 코팅이 유지되며, BN 코         

팅 후 지지체의 표면은 육안으로 관찰했을 때 하얗게 BN층        

이 형성되어져 있는 것을 확인할 수 있었다. BN은 붕소와 질         

화물의 결정구조로 이루어진 화합물로서 기계적 물성과 열전      

도성 및 전기전도성이 우수하며19,20 BN을 적용한 다양한 세       

포 실험에서 생체적합성이 뛰어나다는 것을 입증하였다.21,22     

본 연구진은 BN 코팅과 AAc로 표면개질된 생분해성 및 생        

체적합성 나노패턴 지지체를 이용해 세포 골분화 및 생체 내        

골재생 효과를 보고자 하였다. 

표면개질된 P-Flat 및 P-Np 지지체의 표면분석. SDC와      

CFL에 의해 식각된 PLGA 지지체에 AAc와 BN 코팅에 의해        

표면개질된 지지체들의 표면을 주사 전자 현미경을 이용해      

촬영하여 비교하였다(Figure 2(a)). 패턴이 식각되지 않은 P-      

flat 그룹의 경우 평평한 형태를 보여주는 반면, 패턴이 식각된        

P-Np 그룹은 그루브와 릿지의 형태가 반복되는 명확한 패턴       

이 표면에 식각되어져 있음을 확인하였다. AAc가 그라프트된      

패턴이 식각되지 않은 P-Flat(P-AAc-Flat) 및 패턴이 식각된      

P-Np(P-AAc-Np) 그룹은 AAc 그라프트 과정에 의해 두 지       

지체 표면의 형태적 변화가 유도되었는지 확인하였으며, TBO      

염색 및 정량을 통해 AAc가 실제로 그라프팅되었는지 확인       

하였다. 주사 전자 현미경으로 확인했을 때, 두 그룹 모두 전         

체적인 구조적 변화는 관찰되지 않았으며, 더불어 TBO 염색,       

정량 결과 역시 AAc 농도에 따라 지지체 표면에서 용출되는        

TBO의 양 증가하여 지지체 표면에 AAc가 그라프트된 것을     

확인할 수 있었다(Figure S1). 또한 BN이 코팅된 패턴이 식     

각되지 않은 P-flat(P-BN-flat) 및 패턴이 식각된 P-Np(P-BN-     

Np) 그룹은 지지체 표면에 나노스케일의 BN 입자들이 표면의     

형태 변화 및 훼손 없이 잘 코팅되어져 있음을 확인하였다. 

조직공학용 지지체의 표면은 생체 내 이식 시, 세포의 부     

착과 증식에 중요한 영향을 미칠 수 있기 때문에 본 연구진은     

각각의 지지체의 wettability를 지지체 표면의 물접촉각 측정을     

통해 비교하였다(Figure 2(b,c)). 표면개질이 적용되지 않은 P-     

Flat(73.37 ± 0.95°)과 P-Np(63.65 ± 2.68°)은 본 연구진의 선행     

연구에서23 측정한 것과 유사한 값으로 측정되었으며, 이는     

surface roughness에 의해 물접촉각이 감소된다는 Wenzel 이     

론에 기반한다.24 AAc 그라프팅된 P-AAc-Flat(63.55 ± 2.68°)과     

P-AAc-Np(53.91 ± 3.06°)는 카복실 작용기의 밀도가 높아 그     

라프팅된 표면의 친수성이 증가되어 물접촉각의 측정값이 낮     

아진 것으로 사료된다. 또한 BN이 코팅된 P-BN-Flat(43.64     

Figure 1. (a) Schematic illustration of capillary force lithography; (b) BN coating processes to fabricate P-BN-Np.

Figure 2. Surface characterization of various PLGA patches: (a) 

representative SEM images of various PLGA patches; (b) qualita-

tive; (c) quantification results of water contact angle on various 

PLGA patches.
 Polym. Korea, Vol. 48, No. 1, 2024
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± 1.92°)과 P-BN-Np(33.74 ± 2.26°)는 더 낮은 물접촉각이 측        

정되었으며, 이는 BN이 나노스케일의 표면을 가질경우 물분      

자 사이의 전기적 상호작용의 증가로 wettability가 증가한 것       

으로 사료된다.25 지지체의 wettability가 물접촉각으로 30도     

에서 40도사이에 분포하는 경우 세포 부착 측면에서 더 호의        

적일 수 있다고 보고된바 있기 때문에,23 P-BN-Np는 세포 부        

착이 P-BN-Flat에 비해 더 우수할 것으로 사료된다. 

BN이 코팅된 지지체의 골 분화도 평가. BN이 코팅된 Flat과        

Np 두 지지체에서 배양된 조골세포가 골 분화에 의한 골 형         

성의 역할에 영향을 미치는지 확인하게 위해 ALP와 ARS 정        

성, 정량 분석을 진행하였다(Figure 3). 2주 후의 정성, 정량        

분석에서 ALP 발현량은 두 그룹에서 P-BN-Flat은 0.22 ± 0.01        

O.D./mg DNA으로 P-BN-Np의 0.14 ± 0.05 O.D./mg DNA 보        

다 유의하게 높은 값으로 측정되었다. 반면 ARS 정성, 정량        

분석에서는 P-BN-Np이 2.24 ± 0.24 mM/well으로 1.26 ± 0.25        

mM/well인 P-BN-Flat보다 유의하게 높게 측정되었다. 칼슘     

침착량 또한 P-BN-Np이 0.33 ± 0.09 mg/well으로 0.25 ± 0.07         

mg/well인 P-BN-Flat보다 상대적으로 높게 측정되어 나노패     

턴이 식각된 그룹에서 더 높은 골 분화도를 보이고 있음을        

확인하였다. 이 결과는 AAc 그라프팅으로 인한 친수성기 도       

입으로 접종한 세포의 안정적인 부착과 부착된 세포에 나노       

패턴이 부여하는 기계적 신호들을 골분화 인자와 함께 세포       

핵에 전달시킴으로써 분화를 촉진시킬 수 있으며,16,26 전기전      

도성 물질인 BN(Figure S2)에 의해 단백질 및 미네랄 흡착을        

촉진하여 세포 분화를 위한 세포 내 연쇄반응을 촉진시키는       

등의 시너지 효과에 기인한 것으로 사료된다.27

동물실험군의 방사선학적 분석. 8주 후 희생 처리한 마우     

스 두개골을 Soft X-ray와 Micro-CT 이미지 분석을 이용해     

골 결손부위에 이식한 지지체에 의한 골 형성 정도를 관찰하     

였다(Figure 4). Micro-CT를 이용해 3차원으로 표본을 재구성     

했을 때(Figure 4(a)), P-BN-Flat은 골 결손 영역의 16.50 ±     

1.89%로 신생골을 형성하고 있는 반면, P-BN-Np는 41.17 ±     

5.51%로 유의하게 높은 값을 보이고 있음을 확인하였다     

(Figure 4(c)). Figure 4(a)의 Soft X-ray 이미지를 관찰해보면,     

P-BN-Flat은 골 결손의 양 말단이 이어지지 않은 반면, P-BN-     

Np는 골 결손 양 말단의 골 두께와 유사한 골이 결손부위에     

형성되어 이어진 형태를 보이며 골 결손 영역의 대부분이 신     

생골로 덮여있는 것을 확인하였다. 골 결손 영역에 대한 신생     

골의 부피(Figure 4(b))는 P-BN-Flat은 12.38 ± 3.68%, P-BN-     

Np는 25.35 ± 6.60%로 P-BN-Np가 유의하게 높은 결과를, 골     

결손 영역에 대한 신생골의 밀도(Figure 4(d)) 역시 P-BN-Np가     

0.66 ± 0.03 g/mm3로 P-BN-Flat의 0.38 ± 0.06 g/mm3 보다 유     

의하게 높은 값이 도출되었음을 확인하였다. 이러한 결과는     

본 연구진의 골분화 실험결과와 마찬가지로 이식되어진 지지     

체가 골 결손부 위의 말단부로부터 유입되는 세포의 진입을     

나노패턴에 의한 유도효과(Guidance effect)에23 의해 패턴이     

식각되지 않은 flat 지지체보다 더 용이하게 하여, 골 결손 부     

위의 중심부로의 세포 이동량이 증가되고 패턴에 의한 기계적     

신호전달, AAc 및 BN에 의한 세포 및 단백질의 부착율을 높     

여 신생골 형성에 크게 기여한 것으로 사료된다.

조직학적 및 면역조직화학적 분석. G. T. 염색된 조직 절     

편을 현미경을 이용해 이미지를 촬영하였다(Figure 5(a)). 골     

Figure 3. In vitro osteogenic differentiation tests on P-BN-Flat and 

P-BN-Np patches: (a) ALP and ARS staining of osteoblasts cul-

tured on P-BN-Flat and P-BN-Np patches for 4 weeks. Quantifica-

tion results of (b) ALP activity; (c) ARS; (d) calcium contents on P-

BN-Flat and P-BN-Np patches after 4 weeks (*p < 0.05).

Figure 4. In vivo mouse calvarial defect bone regeneration using P-

BN-Flat and P-BN-Np patches: (a) Representative micro-CT images of 

P-BN-Flat and P-BN-Np after 8 weeks. Red dotted circles and 

arrow heads indicate defect margins. Yellow color indicate new bone 

formation. The scale bar = 2 mm. Quantification results: (b) of BV/TV; 

(c) bone formation area; (d) BMD (*p < 0.05).
폴리머, 제48권 제1호, 2024년
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결손부의 말단 및 중심 영역을 관찰한 결과, P-BN-Flat은 말        

단 부위에서 약간의 신생골 형성이, 중심부에서는 영역의 대       

부분이 섬유조직으로 형성되어 있는 것을 관찰할 수 있었다.       

P-BN-Np는 골 결손 부위의 대부분이 신생골이 형성되어져      

있는것을 확인하였으며, 말단 부위에 형성된 신생골은 숙주의      

기존 골 두께와 유사하며 중심 영역은 얇은 섬유성 결합조직을        

따라 신생골이 형성되어져 있는 것을 관찰하였다. 현미경으로      

촬영된 이미지를 기반으로 골 결손 영역에 대한 신생골 형성        

영역 및 신생골의 밀도를 측정했을 때(Figure 5(b,c), P-BN-       

Flat의 신생골 형성 영역은 24.52 ± 11.81%, P-BN-Np는 60.39        

± 12.04%로 유의하게 높았으며, 신생골의 밀도 역시 39.46 ±        

12.03%로 P-BN-Np가 8.49 ± 2.53%인 P-BN-Flat보다 두드      

러지게 높았다. 또한 조직학적 분석과 마찬가지로 면역조직      

화학적 분석에서 각 그룹간의 OPN의 발현량은 P-BN-Np에      

서 더 높게 나타나는 것을 형광현미경을 통해 확인할 수 있         

었다(Figure 5(d)). 이식된 지지체는 이식 기간 내 지지체로서의       

기능성 제공 역할을 수행한 후 대부분 생분해되었으며 분해       

거동간 염증반응이 형성되지 않은 것으로 보아 숙주의 신생       

골 형성에 영향을 미치지 않은 것으로 사료된다. 

결  론

본 연구진은 생분해성 및 생체적합성 고분자인 PLGA를     

SDC와 CFL을 이용하여 그루브-릿지 형태의 나노패턴을 식     

각하였고 감마선 조사에 의한 AAc 그라프팅과 전기전도성     

물질인 BN을 코팅하여 골 재생용 지지체인 P-BN-Np를 제     

조하였다. P-BN-Np 위에서 조골세포를 배양해 골분화를 유     

도했을 때, 패턴이 식각되지 않은 P-BN-Flat 보다 뚜렷한 골     

분화율을 보여주었으며 마우스 두개골 결손 모델에 이식하여     

신생골 형성에 미치는 결과 역시 우수하다는 것을 방사선학     

적 분석, 조직학적 및 면역조직화학적 분석에서 관찰할 수 있     

었다. 이러한 연구결과로부터 본 연구에서 개발 및 검증이 된     

P-BN-Np는 연골, 신경, 근육 등 다양한 조직 재생을 위한 조     

직공학적 응용 및 활용이 가능할 것으로 사료된다. 
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Supporting Information: 다음과 관련된 실험 결과에 대한     
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