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초록: 써모젤은 특정 온도에 반응하는 졸-젤 전환 특성으로 인해 약물전달을 위한 주입 가능한 하이드로젤 제형으              

로 유용성이 높으나 제한된 기계적 특성과 세포 친화성으로 인해 조직공학적 응용에는 한계가 있다. 본 연구에서는              

천연고분자 기반 온도감응성 하이드로젤인 헥사노일 글리콜키토산(HGC)과 세포외기질 유래 성분인 콘드로이틴 설          

페이트(CS)를 물리적으로 혼합함으로써 기계적 특성과 세포 친화성이 향상된 새로운 주입형 바이오하이브리드 써모           

젤 스캐폴드를 개발하고 유효성을 평가하였다. 결과적으로, HGC/CS 하이드로젤은 HGC로부터 부여된 온도반응성          

졸-젤 전환 특성을 유지하며 주입형 제형으로 사용하기에 적합한 물리화학적 및 유변학적 특성을 나타내었다. 또한,             

연골세포에 대한 낮은 독성과 향상된 세포친화력을 기반으로 연골재생을 위한 조직공학용 주입형 하이드로젤로서의           

우수한 잠재력을 확인하였다.

Abstract: Thermogels are highly useful as injectable hydrogel formulations due to their unique temperature-sensitive sol-

gel properties, but their application in tissue engineering formulations has been limited by their poor mechanical prop-

erties and cellular affinity. In this study, a novel injectable biohybrid thermogel scaffold with enhanced mechanical prop-

erties and cellular affinity was prepared and evaluated by physical blending of hexanoyl glycol chitosan (HGC), a natural 

polymer-based thermosensitive hydrogel, with chondroitin sulfate (CS), an extracellular matrix-derived component. The 

resulting HGC/CS hydrogel retained the temperature-sensitive sol-gel properties attributed to HGC and exhibited suitable 

physicochemical and rheological properties as an injectable formulation. Furthermore, this biohybrid thermogel showed 

excellent potential as an injectable tissue engineering scaffold for effective cartilage regeneration due to low toxicity 

towards chondrocytes and enhanced cell affinity.

Keywords: biohybrid thermogel, injectable scaffold, hexanoyl glycol chitosan, chondroitin sulfate, cartilage regeneration.

서  론

조직공학은 인체의 손상된 조직이나 장기를 대체하거나, 재    

생 및 복구하는 기술로서 조직 손상, 장기 이식, 만성 질환    

치료 등의 다양한 바이오메디컬 분야에서 활용되고 있다.1-3    

이 분야에서는 특히 생체 내에서의 효과적인 조직 재생을 달    

성하기 위한 다양한 전략이 모색되고 있으며, 생체적합성을    
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지닌 3차원 다공성 스캐폴드(scaffold)의 사용이 그 중 하나       

의 중요한 접근법으로 시도되고 있다.3,4 이러한 스캐폴드는      

세포외기질(ECM)과 유사한 기능을 가지며 조직 재생 및 복       

구를 촉진하는 역할을 한다.5,6 스캐폴드의 기계적 및 물리화       

학적 특성은 대상 조직과 응용 목적에 따라 다양하게 설계될        

수 있으나, 대부분은 이식 후 주변 조직과 유사한 물성을 확         

보하여 통합을 용이하게 하고, 세포의 부착과 성장, 분화를       

지원하는 동시에 생체 활성 분자의 침투와 전달을 통해 줄기        

세포와 같은 치료용 세포의 손실을 최소화하며 대상 조직에       

도달할 수 있도록 고안되어야 한다.7,8

최근 조직공학 연구에서는 첨단기능을 갖는 생체재료의 개      

발과 그 응용에 대한 관심이 급격히 증가하고 있다.9-11 특히,        

하이드로젤은 뛰어난 생체적합성, 높은 수분 함량, 그리고 조       

직과 유사한 물리적 특성으로 인해 조직공학 분야에서 널리       

연구되고 있다.5,6,12-16 이 중에서 써모젤은 주입 가능한 형태       

로 제공되며, 체온에서 자동으로 겔화되어 특정 부위에서 고       

정될 수 있는 특성을 지니고 있어 조직공학용 스캐폴드로서의       

잠재력이 높게 평가되고 있다.15,17,18 대표적인 써모젤 생체재      

료로는 폴록사머(poloxamer)와 poly(ethylene oxide)/polylactide   

또는 poly(lactide-co-glycolide) 및 poly(e-caprolactone) 블록    

공중합체가 있으며, 이들은 우수한 생체적합성으로 약물전달     

과 같은 다양한 바이오메디컬 응용분야에서 광범위하게 활용      

되어 왔다.19-21 하지만, 이러한 기존의 합성고분자 기반 써모       

젤은 낮은 물리적 안정성, 높은 젤화농도(20 wt% 이상), 낮은     

세포 친화성 등 조직공학용 스캐폴드로 사용하기에 제한된     

특성을 지니고 있다.22-24 반면, 천연고분자인 키토산 기반의     

아실 글리콜키토산 써모젤은 기존 합성고분자 기반 써모젤과     

비교하여 낮은 젤화 농도, 높은 생체 내 안정성, 점막 부착성,     

다수 화학 기능기의 잔류 등 우수한 특성을 보유하고 있어     

조직공학용 스캐폴드로의 응용 가능성을 보여주었다.13,16,22,25,26    

콘드로이틴 설페이트(CS)는 세포외기질에서 유래한 천연 고     

분자로, 세포 간의 신호전달 뿐만 아니라 음전하 특성을 기     

반으로 양전하를 갖는 물질과의 상호작용을 통해 물리적 가     

교 역할을 할 수 있다는 점에서 주목을 받고 있다.27-32 이러     

한 CS의 특성은 하이드로젤의 구조적 안정성과 세포 친화성을     

향상시키는 데 기여할 수 있다.33-37

본 연구에서는 HGC와 CS를 다양한 비율로 혼합함으로     

써 새로운 형태의 바이오하이브리드 써모젤을 개발하였다.     

이 하이브리드 써모젤은 HGC의 온도감응성과 CS의 생물     

학적 특성을 결합하여 주입 후 체내에서 안정적인 3차원 구     

조를 형성하며, 특히 연골세포와 같은 세포 유형과의 높은     

친화도를 제공할 것으로 기대된다. 본 연구에서는 이러한 바     

이오하이브리드 써모젤의 제조 방법, 그들의 물리화학적 및     

생물학적 특성, 그리고 연골세포와의 상호작용에 대한 평가     

를 실시하였다.

Scheme 1. Schematic illustrations of HGC/CS biohybrid thermogel as a tissue engineering scaffold (created with BioRender.com).
 Polym. Korea, Vol. 48, No. 5, 2024
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실  험

재료. 본 연구에서 글리콜키토산(GC, DP≥400, 아세틸화도     

10.4%)은 Wako Pure Chemical Industries, Ltd.(일본)에서 구      

입하였다. Hexanoic anhydride(97%)는 Sigma-Aldrich(인도)   

에서, 메탄올과 아세톤은 삼전화학(한국)에서 구입해 사용하     

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

Laboratory(미국)에서 구입하였다. Deuterium oxide(D2O)와   

Dulbecco’s phosphate buffered saline(PBS)은 Sigma-Aldrich    

(미국)에서 구입하였다. Chondroitin sulfate(CS)는 Tokyo    

Chemical Industry(일본) 제품을 사용하였다. 모든 시약은 별      

도의 정제 과정 없이 사용되었다. 

HGC의 합성 및 분석. 헥사노일 글리콜키토산(HGC)은 글      

리콜키토산(GC)의 N-hexanoylation 반응을 통해 합성되었다    

(Table 1). 3 g의 GC를 375 mL의 3차 증류수에 녹인 뒤 375 mL            

의 메탄올을 첨가하여 충분히 용해시킨다. 상온 조건에서 미리       

계산된 함량의 헥사노일 무수물을 첨가하고 24시간 동안 교       

반 하에 반응을 진행하였다. 합성된 고분자는 과량의 아세톤에       

침전하여 정제되었으며, 고분자 침전물은 투석막(MWCO, 12-     

14 kDa)을 이용하여 3차 증류수에 48시간 동안 투석하였다.       

이후 동결 건조하여 파우더 상태의 HGC를 얻었다. GC와       

HGC의 화학적 조성은 1H NMR과 ATR-FTIR 분석을 통해       

확인하였다. 600 MHz의 공명 주파수로 작동하는 AVANCE      

III 600(BRUKER, 독일)을 이용해 1H NMR 스펙트럼을 얻었       

다. 각 고분자 시료는 0.5 wt%의 농도로 D2O에 용해되었으        

며, 4.80 ppm의 D2O 피크를 기준 피크로 설정하였다. GC와        

HGC의 ATR-FTIR 스펙트럼은 Nicolet iS 5(Thermo Scientific,      

USA)를 통해 얻었다. 각 고분자 시료는 파우더 형태로 준비        

되었으며, ATR-FTIR 분석은 4000-750 cm-1 주파수 범위에서      

8 cm-1의 분해능, 32회 스캔 조건을 통해 측정하였다.

바이오하이브리드 써모젤 HGC/CS 제조. 서로 다른 CS      

함량을 갖는 바이오하이브리드 써모젤 HGC/CS는 두 고분자의      

물리적 혼합을 통하여 제조하였다(Table 2). 먼저 PBS(pH 7.4,       

0.01 M)에 HGC를 용해시켜 HGC 4 wt% 수용액을 만들었다.        

하이브리드 써모젤 HGC/CS-2는 충분히 용해된 HGC 고분자      

용액에 CS를 첨가하여 HGC의 농도가 4 wt%, CS의 농도가        

2 wt%가 되도록 제조하였다. 하이브리드 써모젤 HGC/CS-4      

또한 HGC/CS-2와 동일하게 제조하되 CS의 농도가 4 wt%가       

되도록 용해시켰다. 제조된 모든 고분자 샘플은 사용 전까지       

4 ℃ 냉장고에서 보관하였다.

졸-젤 상전이 온도 측정. HGC와 HGC/CS 용액의 졸-젤       

전이 온도는 tube-tilting 방법을 통해 측정하였다. 각 시료는       

PBS 용액(pH 7.4, 0.01 M)에 충분히 용해시킨 고분자 수용액        

상태로 사용하였다. Multi-Blok® heater(Lab-Line Instruments,    

미국)를 사용해 0.2 ℃/min의 승온속도로 온도를 상승시켰다.      

1분 동안 샘플을 기울여 육안으로 관찰하였을 때 샘플이 흐        

르지 않는 온도를 기준으로 졸-겔 전이 온도를 결정하였다.     

실험은 3회 측정되었으며 각 데이터는 표준 편차를 갖는 평     

균 값으로 표시하였다.

SEM 형태 분석. 바이오하이브리드 써모젤의 다공성 구조     

및 형태학적 분석을 위해 장방출 주사 전자 현미경(FE-SEM,     

S-4800, Hitachi, 일본)을 이용하여 HGC와 HGC/CS의 표면과     

단면을 관찰하였다. 각 고분자 시료는 37 ℃에서 1시간 동안     

젤화를 진행하고, 액체질소를 이용해 급냉시킨 후 동결 건조     

하여 제조하였다. 준비된 시료를 플라즈마 스퍼터를 이용해     

60초 동안 백금 코팅한 후 10 kV에서 SEM 분석을 통해 바     

이오하이브리드 써모젤의 형태학적 특성을 관찰하였다.

유변학적 특성 평가. HGC와 HGC/CS의 유변학적 특성을     

분석하기 위해 온도조절기가 장착된 HR-10 Rheometer(TA     

Instruments, 미국)를 사용하였다. 각 시료는 PBS 용액(pH 7.4,     

0.01 M)에 충분히 용해시킨 고분자 수용액 상태로 사용하였다.     

직경 40 mm, 간격 1000 µm 인 두 티타늄 평형 플레이트 사     

이에 측정하고자 하는 HGC와 HGC/CS 수용액을 위치시켰     

다. 고분자 용액의 저장 탄성률(elastic modulus, G')과 손실     

탄성률(loss modulus, G'')은 10 Pa의 일정한 응력 하에서 1 Hz의     

주파수로 측정되었다. 측정 조건으로 사용된 응력 및 주파수는     

stress sweep과 frequency sweep을 통해 최적화되었으며 승온     

속도는 3 ℃/min, 온도 범위는 10-50 ℃로 설정했다.

주입형 조직공학 스캐폴드로의 응용을 위하여 HGC, HGC/     

CS의 shear-thinning 거동을 분석하였다. 전단 속도 범위를     

0.01-100 s-1로 설정하였고 25 ℃의 일정한 온도 조건에서 점     

Table 1. Synthetic Results of HGC

Sample HA/NH2
a DHb (%)

Sol-gel transition temperature

Tgel
c (℃) Tgel

d (℃)

HGC 0.39 37.9 28.2±0.2 29.8±1.4

aFeed molar ratio of hexanoic anhydride (HA) to glucosamine residue    

of GC
bDegree of N-hexanoylation determined by the peak integration of 1H    

NMR spectra in D2O
cSol-gel transition temperature determined by the tube tilting method (polymer    

conc. = 4 wt%, PBS)
dSol-gel transition temperature determined by rheometer (polymer conc.    

= 4 wt%, PBS)

Table 2. Chemical Compositions of HGC/CS Thermogels

Sample
Polymer concentration Sol-gel transition temperature

HGC (wt%) CS (wt%) Tgel
a (℃) Tgel

b (℃)

HGC 4.0 0 28.2±0.2 29.8±1.4

HGC/CS-2 4.0 2.0 27.3±0.5 27.6±0.8

HGC/CS-4 4.0 4.0 26.5±0.4 26.8±1.0

aSol-gel transition temperature determined by the tube tilting method
bSol-gel transition temperature determined by rheometer
폴리머, 제48권 제5호, 2024년
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도의 변화를 측정하였다. 또한 recoveries test를 진행하여 써       

모젤의 재현성 있는 점도 회복 거동을 분석하였다. 37 ℃의        

일정한 온도 조건에서 200초간 전단 속도 1 s-1, 100초간 전         

단 속도 100 s-1 를 반복적으로 가하며 점도의 변화를 측정하         

였다.

압축강도 평가. HGC, HGC/CS 바이오하이브리드 써모젤의     

압축강도는 500 N load cell이 장착된 texture analyzer(EZ-       

SX, Shimadzu, Japan)를 이용해 분석하였다. 각 써모젤 시료는       

37 ℃에서 1시간 동안 젤화를 진행하여 지름 10 mm, 높이         

10 mm의 실린더 형태로 제조하였으며, 2 mm/min의 속도로       

써모젤의 압축강도를 측정하였다. 실험은 3회 측정되었으며     

각 데이터는 표준 편차를 갖는 평균 값으로 표시하였다.

써모젤 안정성 평가 및 생분해성 평가. 보고된 문헌을 참        

조하여 HGC, HGC/CS 바이오하이브리드 써모젤의 안정성     

및 생분해성 평가를 수행하였다.38 각 고분자 시료는 5 mL        

바이알에 0.5 mL씩 분주하고 37 ℃의 일정한 온도 조건으로        

유지되는 항온수조에서 1시간 동안 젤화를 진행하였다. 써모      

젤의 안정성 평가를 위해 같은 온도의 PBS 용액(pH 7.4,        

0.01 M)을 2 mL씩 각각 바이알에 첨가하여 항온수조에 정치        

하고 시간에 따른 써모젤의 무게 변화를 측정하였다. 또한 써        

모젤의 생분해성 평가를 위해 분해 효소로 라이소자임(5 mg/mL)       

을 첨가한 PBS 용액에서의 시간에 따른 써모젤의 무게 변화를        

측정하였다. 젤이 잔류하지 않을 때까지 일정한 시간 간격으로       

써모젤의 무게를 측정하고 PBS를 교환하였으며, 잔류하는 써      

모젤의 무게(%)는 다음과 같은 식을 이용해 계산하였다.

Residual weight (%) = (1)

여기서 Wi는 초기 써모젤의 무게, Wt는 시간에 따른 잔류        

써모젤의 무게이다. 실험은 3회 측정되었으며 각 데이터는 표       

준 편차를 갖는 평균 값으로 표시하였다.

세포 독성평가. 바이오하이브리드 써모젤이 인체에 미칠     

수 있는 잠재적 위험을 평가하기 위해, 국제표준화기구(ISO)의      

ISO 10993-5 규정을 바탕으로 한 세포독성 실험을 수행하였       

다. 실험 절차는 토끼의 무릎 연골에서 취한 연골세포를 사        

용하여 진행되었다. 연골세포는 2×105 cells/well의 농도로 6-      

well 배양판(Corning, USA)에 접종되었으며, 이후 37 ℃, 5%       

CO2 조건에서 2일간 배양되었다. 배양 기간 이후, 써모젤 시    

료(1×1 cm2)를 배양판 중앙에 배치하여 세포와 직접 접촉시    

킨 후 추가적으로 3일간 배양하였다. 세포독성을 판단하기 위    

한 양성 대조군으로는 0.1%의 zinc diethyldithiocarbamate를    

함유한 polyetherurethane 필름(PU-ZDEC, Hatano Research    

Institute, Japan)이 사용되었다. 세포의 생존율과 사멸을 분석하기    

위해 배양 1일과 3일 차에 Live-Dead assay(Invitrogen, USA)를    

실시하였고, 형광 현미경(DMi8, Leica, Germany)을 이용해 관    

찰하였다. 또한, 세포의 변화를 더 자세히 관찰하기 위해 헤마톡    

실린 염색(HemaMAX, BBC Biochemical, USA)을 진행하였다.    

실험으로부터 얻어진 독성 반응 영역의 크기는 ImageJ 소프    

트웨어를 통해 측정되었으며, 독성의 정도는 Table 3과 같이    

분류하여 기록하였다.

연골세포 친화력 평가. 써모젤의 세포 친화력을 평가하기    

위해, 세포 독성 평가와 유사한 절차를 사용하여 실험을 진    

행하였다. 이 평가는 토끼의 무릎 연골에서 추출한 연골세포를    

사용하여 수행되었다. 초기에 연골세포를 2×103 cells/well의    

농도로 96-well 배양판에 접종하고, 각기 다른 고분자 조성    

(HGC, HGC/CS-2, HGC/CS-4)을 0.6%(w/v) 농도로 녹인 용    

액을 세포 배양 배지에 첨가하여 5일간 배양하였다. 세포의    

성장률은 배양 1, 3, 5일째에 CCK-8 분석을 통해 평가되었    

다. 추가적으로 써모젤의 세포 친화성 및 조직공학적 응용 가    

능성을 검증하기 위해, 6%(w/v) 농도로 녹인 젤에 연골세포를    

봉입시킨 후, 배양 기간 동안의 1, 3, 5일째에 live/dead 분석을    

실시하여 젤 내에서의 세포 생존 변화 경향을 관찰하였다. 

결과 및 토론

HGC의 합성 및 분석. HGC는 GC의 N-hexanoylation을 통해    

합성하였다(Scheme 2). Glucosamine residue에 대한 hexanoylic    

anhydride의 반응 몰비를 0.39으로 설정하여 GC의 free amine    

group에 소수성의 헥사노일기를 도입하였다. 합성된 HGC의    

화학적 조성은 1H NMR 스펙트럼 분석을 통해 확인하였다    

(Figure 1(a)). NMR 스펙트럼의 4.8 ppm에서 나타난 D2O 피    

크를 참조로 분석하였다. 글루코피라노실 고리의 H2-H8에 해    

당하는 특성 피크가 3.5-4.0 ppm에서 관찰되었다. GC와 비    

교하여 HGC의 스펙트럼에서 새롭게 나타난 2.3, 1.6, 1.3 ppm의    

Wt

Wi

------ 100×

Table 3. Description of Reactivity Zone of Direct Contact Cytotoxicity Assay

Grade Reactivity Description of reactivity zone

0 None No detectable zone around or under specimen

1 Slight Zone limited to area under specimen

2 Mild Zone extends less than 0.5 cm beyond specimen

3 Moderate Zone extends 0.5-1.0 cm beyond specimen

4 Severe Zone extends greater than 1.0 cm beyond specimen but does not involve entire dish
 Polym. Korea, Vol. 48, No. 5, 2024
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특성 피크는 헥사노일기의 메틸렌 피크(-CO-CH2-, -CO-CH2-     

CH2-, -CH2-CH2-CH3)에 해당한다. 또한 헥사노일기의 메틸기     

피크(-CH3)에 해당하는 0.9 ppm의 피크가 확인되었으며, 이를      

통해 N-hexanoylation 반응이 성공적으로 진행되었음을 확인     

하였다. HGC의 치환율(degree of hexanoylation, DH)은 글루      

콜피라노실 고리의 양성자와 헥사노일기의 양성자 피크를 적      

분한 값을 상대적으로 비교하여 계산하였다. 결과적으로 Table      

1에 나타낸 바와 같이 37.9%의 치환율을 가지는 HGC가 합        

성됨을 확인하였다. 

ATR-FTIR 스펙트럼을 통해 GC와 HGC의 특성을 분석하      

였다(Figure 1(b)). 3400 cm-1에서 -OH 신축 진동에 의한 넓은        

밴드가 나타났으며, 같은 위치에 N-H 진동 밴드가 중첩되어       

나타났다. 2870 cm-1의 피크는 C-H 신축 진동에 의한 흡수        

피크, 1655 cm-1의 피크는 C=O 신축 진동에 의한 피크에 해         

당한다. 1056 cm-1에서 C-O 신축 진동으로 인한 피크가 확        

인되었다. 특히 GC 스펙트럼에서 발견된 1587 cm-1의 1차 아        

민의 굽힘 진동 피크가 HGC의 스펙트럼에서 사라진 반면,     

1558 cm-1의 아마이드 II 굽힘 진동에 의한 피크가 새롭게 나     

타났음을 관찰하였다. 결과적으로 N-hexanoylation 반응을 통     

해 GC의 아미노기에 헥사노일기가 치환되며 HGC가 성공적     

으로 합성되었음을 확인하였다. 또한 HGC 스펙트럼에서 관     

찰할 수 없었던 1222 cm-1의 S=O 피크가 HGC/CS 하이브리드     

스펙트럼에서 새롭게 나타났으며, 이를 통해 HGC와 CS의     

하이브리드 써모젤이 성공적으로 제조됨을 확인하였다.

온도감응성 졸-젤 전이 특성. HGC와 HGC/CS 용액의 졸     

-젤 전이 온도는 tube-tilting 방법으로 측정되었다. 소수성의     

헥사노일기의 도입으로 인해 써모젤 HGC는 온도가 높아짐     

에 따른 소수성 상호작용 기반의 졸-젤 전이 특성을 보인다.     

Figure 2(a)에서 나타난 바와 같이 HGC와 HGC/CS 모두 상     

온에서는 유동성을 가지는 투명한 수용액 상태를 가지며, 37 ℃     

에서는 흐르지 않는 투명한 젤 상태를 나타냈다. Tube-tilting     

방법을 이용해 HGC와 다양한 조성의 HGC/CS 하이브리드     

Scheme 2. Synthetic procedure of hexanoyl glycol chitosan (HGC).
폴리머, 제48권 제5호, 2024년
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수용액(PBS, pH 7.4)의 온도감응성 졸-젤 전이 온도를 측정       

하였다(Figure 2(b)). 먼저 하이브리드를 진행하지 않은 HGC의      

졸-젤 전이 온도는 28.2±0.2 ℃로 나타났다. 반면 HGC/CS-2       

하이브리드 써모젤의 졸-젤 전이 온도는 27.3±0.5 ℃로, HGC/       

CS-4 하이브리드 써모젤의 졸-젤 전이 온도는 26.5±0.4 ℃로       

관찰되었다. 결과적으로 HGC/CS 하이브리드 써모젤은 HGC와     

비교했을 때 더 낮은 온도에서도 졸-젤 전이를 일으킬 수 있는         

것으로 확인되었다. 이는 CS와의 하이브리드를 진행함에 따      

라 HGC의 작용기로 존재하는 하이드록실기, 잔류 아민기와      

CS의 작용기인 하이드록실기, 카보닐기 및 설폰기 사이에 쌍       

극자-쌍극자 상호작용, 이온 상호작용, 수소 결합과 같은 물       

리적 가교가 형성되었기 때문이다. 헥사노일기의 소수성 상      

호작용을 기반으로 형성되었던 HGC의 물리적 가교에 더불      

어 HGC/CS 하이브리드 써모젤은 이온 상호작용 및 수소 결     

합 등의 추가적인 물리적 가교를 가질 수 있어 보다 높은 밀     

도의 가교구조를 형성할 수 있으며, 상대적으로 낮은 온도에     

서도 흐름성이 없는 젤 상태를 유지할 수 있는 것으로 사료     

된다. 또한 하이브리드 써모젤에서 가교제 역할을 하는 CS     

함량이 높을수록 더 많은 물리적 가교를 형성하기 때문에,     

HGC/CS-2와 비교하여 HGC/CS-4의 졸-젤 전이 온도가 더     

낮은 값을 보이는 것으로 판단할 수 있다.

SEM 형태 분석. SEM 분석을 통하여 HGC와 HGC/CS 하     

이브리드 써모젤의 표면 및 단면의 모폴로지 관찰을 진행하     

였다(Figure 3). HGC와 HGC/CS 써모젤 모두 표면과 단면에서     

상호 연결된 다공성 구조를 확인할 수 있었다. 결과적으로     

HGC와 HGC/CS 하이브리드 써모젤은 잘 형성된 다공성 구     

조를 가지며, 스캐폴드로 활용 시 산소와 영양분을 비롯하여     

대사에 필요한 다양한 물질의 투과가 가능할 것으로 사료된다. 

유변학적 특성 평가. HGC와 HGC/CS 하이브리드 써모젤의     

유변학적 특성은 rheometer를 통해 측정되었다(Figure 4). 측     

정 온도 범위인 10-50 ℃ 내에서 온도를 높일 때 HGC와 다     

양한 조성의 HGC/CS 수용액(PBS, pH 7.4)의 각 고분자 샘     

플의 G'과 G''을 분석하였다. 그래프 상에서 G'과 G''의 값이     

교차하는 지점의 온도를 각 고분자의 상전이 온도라고 정의     

Figure 2. (a) Photographs showing the phase transition behavior; 

(b) thermo-sensitive sol-gel phase transition diagrams of HGC and 

HGC/CSs.

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

characterization of GC, HGC, CS, and HGC/CSs.
 Polym. Korea, Vol. 48, No. 5, 2024
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하였다. HGC 단독 써모젤의 상전이 온도는 29.8±1.4 ℃로 측        

정되었다. 한편 HGC/CS-2, HGC/CS-4 하이브리드 써모젤의     

상전이 온도는 각각 27.6±0.8 ℃, 26.8±1.0 ℃로 측정되었다.       

Tube-tilting 분석 결과와 마찬가지로 CS의 함량이 증가할수     

록 상전이 온도가 낮아지는 결과를 확인하였다. 또한 Figure     

4(d)에서 나타난 바와 같이 37 ℃에서의 G' 분석한 결과, HGC     

Figure 4. Temperature-dependent rheological behavior of (a) HGC; (b) HGC/CS-2; (c) and HGC/CS-4. (d) Storage modulus of HGC, HGC/

CS-2, and HGC/CS-4 thermogels at 37 ℃.

Figure 3. FE-SEM images of HGC, HGC/CS-2, and HGC/CS-4.
폴리머, 제48권 제5호, 2024년
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써모젤이 25.0±12.3 Pa, HGC/CS-2 하이브리드 써모젤이 57.1±4.1      

Pa, 그리고 HGC/CS-4 하이브리드 써모젤이 63.6±6.6 Pa의 G'을       

나타냈다. 결과적으로 CS의 함량이 증가할수록 써모젤의 G'이      

높아졌음을 관찰할 수 있었다.

주입형 조직공학 스캐폴드로의 응용을 위한 특성으로 써모      

젤의 온도감응성과 더불어 injectability를 분석하였다(Figure    

5). HGC와 HGC/CS 모두 써모젤에 가해지는 전단 변형이 증        

가할수록 점도가 감소하는 shear-thinning 거동이 확인되었으     

며, 첨가된 CS의 양이 증가할수록 써모젤의 점도가 더 높은        

것을 관찰할 수 있었다(Figure 5(a)). 또한 주입 후 탄성력의        

재현성 있는 회복 능력을 평가하기 위해 thixotropic 거동을       

분석하였다. 낮은 전단 속도와 높은 전단 속도의 변형을 반        

복적으로 가했을 때 HGC와 HGC/CS 모두 우수한 탄성력의       

회복 거동이 관찰되었다. 결과적으로 주사 시 가해지는 전단       

변형에 의해 점도가 감소하는 특성으로 주사가 용이하며, 체       

내로의 주사 후 변형력이 감소할 경우 물리적 가교의 회복을        

통해 하이드로젤의 탄성력 및 형태를 복구할 수 있을 것으로        

기대된다.

압축강도 평가. HGC, HGC/CS 바이오하이브리드 써모젤의     

기계적 물성은 압축강도 평가를 통하여 측정하였다. 그 결과       

Figure 6(a)에서 나타난 바와 같이 HGC 써모젤은 0.28 kPa의        

압축강도를 나타냈다. HGC/CS-2와 HGC/CS-4 하이브리드    

써모젤의 경우 각각 0.48 kPa, 0.61 kPa의 압축강도를 가지는     

것으로 측정되었다. 이를 토대로 첨가된 CS의 함량이 높을수     

록 하이드로젤의 가교 밀도가 증가하며 기계적 물성이 향상     

됨을 알 수 있다. 

써모젤 안정성 평가 및 생분해성 평가. 37 ℃ 환경에서의     

시간에 따른 HGC, HGC/CS 바이오하이브리드 써모젤의 안     

정성을 평가하였다. 연골 세포외 기질의 주 성분인 콘드로이     

틴 설페이트는 수용성 천연고분자로 분해가 빠르기 때문에     

조직 공학으로의 응용이 제한되며 다양한 물질과의 결합을     

필요로 하는 것으로 알려져 왔다.39 Figure 6(b)에서 나타난     

바와 같이 PBS 하에서 HGC, HGC/CS-2, HGC/CS-4 모두     

초기 팽윤에 의해 각각 6일, 3일, 2일까지 질량이 증가하였다.     

이후 시간에 따라 써모젤의 분해에 의해 질량이 서서히 감소     

하는 거동을 보였으며 한달 이상까지도 써모젤의 제형을 유     

지하는 것으로 관찰되었다. HGC와의 하이브리드를 통해 젤     

안정성이 낮은 CS를 효과적으로 써모젤 내에 통합하고 제형     

유지가 가능함을 확인할 수 있었다. 

HGC, HGC/CS 바이오하이브리드 써모젤의 생분해성을 평     

가하기 위해 라이소자임이 포함된 PBS 하에서의 써모젤 잔류     

무게를 측정하였다. HGC 써모젤은 수용성 천연고분자인 GC     

Figure 5. (a) Shear-thinning property of HGC and HGC/CSs at 25 ℃; Recovery behavior of (b) HGC; (c) HGC/CS-2; (d) and HGC/CS-4 

at 37 ℃.
 Polym. Korea, Vol. 48, No. 5, 2024
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기반의 유도체로 분해 효소인 라이소자임 존재 하에서 효과       

적으로 생분해되는 것으로 보고된 바 있다.38,40 Figure 6(c)에       

서와 같이 HGC 써모젤과 HGC/CS 하이브리드 써모젤은 모       

두 시간에 비례하여 잔류량이 감소하는 zero-order kinetics 분       

해거동을 보이는데, 이는 효소 분해에서 관찰되는 전형적인     

surface erosion 거동에 의한 것으로 사료된다.41 HGC 써모젤이     

36시간에 걸쳐 분해가 빠르게 진행되는 반면, HGC/CS-2, HGC/     

CS-4 하이브리드 써모젤의 경우 단일 써모젤과 비교했을 때     

생분해 속도가 CS의 함량에 비례하여 크게 지연됨을 확인할     

수 있었다. CS의 함유량이 높은 HGC/CS-4가 효소 분해에     

대한 입체 장애 효과가 가장 크기 때문에 가장 느리게 분해     

되는 것으로 사료된다. 결과적으로 HGC/CS 하이브리드 써     

모젤은 우수한 생분해성을 가지며 조성 변화에 따라 생분해     

속도의 조절이 가능하여 맞춤형 특성의 생체재료로서 응용이     

가능할 것으로 사료된다. 

세포 독성평가. 세포 독성 평가를 통해 바이오하이브리드     

써모젤의 세포적합성을 검증하였다. 직접 접촉 세포 독성 평     

가 방법을 사용하여 얻은 결과를 나타내는 Figure 7(a)에서는,     

양성 대조군인 PU-ZDEC가 접촉 3일 후 세포 독성 영역이     

시료의 크기를 0.63±0.04 cm 초과하여 영향을 미쳤음을 보     

여준다(Table 4). 이와 대비하여, HGC, HGC/CS-2, HGC/CS-4     

를 포함한 모든 써모젤 시료들에서는 대조군과 유사하게 세포     

독성 영역이 전혀 관찰되지 않았다. 이는 해당 써모젤들이 세     

포에 대해 독성을 나타내지 않음을 의미한다. 더 나아가,     

Figure 7(b)에서 실시한 생존/사멸 분석 결과 모든 써모젤 시     

료들에서 배양 접시 표면에 부착된 세포들이 대부분 생존 상     

태를 유지하고 있었다는 것이 확인되었다. 이는 HGC를 기반     

으로 하며 CS가 혼합된 써모젤들이 세포에 대해 안전하며,     

의미 있는 독성을 나타내지 않는다는 것을 뒷받침한다. 이러     

한 결과들은 HGC와 CS를 포함하는 써모젤이 잠재적인 조     

직공학용 스캐폴드로서 사용될 때, 세포에 미치는 독성 걱정     

없이 안전하게 적용될 수 있음을 시사한다. 

연골세포 친화력 평가. 본 연구에서는 써모젤의 연골세포     

친화력을 평가하기 위해 세포 배양 배지에 녹인 써모젤 용액을     

이용해 연골세포를 배양하고, CCK-8 분석을 통해 세포 성장률을     

측정하였다. 또한, 써모젤 내에 연골세포를 담지(encapsulation)     

한 후 live/dead 분석을 통해 써모젤 안에서의 세포 생존을 검     

증하였다. CCK-8 분석 결과, 모든 써모젤 샘플에서 연골세     

포의 증식에 대한 유의미한 차이는 관찰되지 않았으며 시간     

경과에 따라 연골세포의 증식이 일어났고, 이는 신선한 배지     

에서 배양된 대조군과 유사한 경향을 보였다(Figure 8(a)). 그     

러나 써모젤에 봉입된 연골세포의 생존 분석에서는 HGC 단독     

사용 그룹과 CS가 혼합된 그룹 간에 차이가 명확히 관찰되     

었다(Figure 8(b)). 세포 독성 실험에서 모든 써모젤이 우수한     

세포적합성을 나타내며 세포독성이 없음을 확인했음에도 불     

구하고, 연골세포 친화도 검사에서 HGC 그룹은 시간이 지남에     

따라 죽은 연골세포의 비율이 증가하는 경향을 보였다. 반면,     

연골조직의 ECM 성분인 CS가 포함된 써모젤 그룹에서는 배     

양 5일째에도 대부분의 연골세포가 생존 상태를 유지하였다.

이러한 결과는 HGC/CS 써모젤이 HGC 단독 써모젤에 비     

Figure 6. (a) Compressive strength of HGC and HGC/CSs at 37 ℃.  

(b) In vitro hydrogel stability test of HGC and HGC/CSs in PBS at 

37 ℃; (c) Enzymatic degradation profiles of HGC and HGC/CSs in  

PBS containing 5 mg/mL lysozyme at 37 ℃. Each data point pres-  

ents mean ± standard deviation (n=3).
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해 연골세포와의 친화력이 더 높음을 시사한다. CS가 포함된       

써모젤이 연골세포의 생존에 더 유리한 환경을 제공하며, 이는       

연골 조직의 재생 능력을 향상시킬 가능성을 가지고 있음을       

나타낸다. 따라서, HGC/CS 써모젤은 연골 조직공학 및 재생       

의학 분야에서의 응용에 있어 매우 유망한 재료로 활용될 수     

있다. 이 연구는 연골세포와의 높은 친화력을 지닌 써모젤 기     

반 바이오하이브리드 재료의 개발을 통해, 연골 조직 재생에     

대한 새로운 접근법을 제시하며 향후 조직공학적 응용에 있     

어 중요한 기여를 할 것으로 기대된다.

결  론

본 연구에서는 우수한 생체적합성과 세포친화성, 연골 재     

생능력과 향상된 기계적 특성을 가지는 새로운 주입형 조직     

공학 스캐폴드용 바이오하이브리드 써모젤 시스템을 개발하     

고 그 특성을 평가하였다. 수용성 천연고분자인 글리콜키토     

산 기반의 써모젤, HGC를 합성하고 그 구조적 특성 및 화학     

적 조성을 분석하였다. HGC와 우수한 생체적합성 및 세포친     

Figure 7. (a) Direct contact cytotoxicity assay; (b) live/dead assay of Non-treatment, PU-ZDEC, HGC, HGC/CS-2, and HGC/CS-4 group at 

day 1 and 3.

Table 4. Direct Contact Cytotoxicity Assay of Thermogels (n=3)

Sample
Formed zone size (cm) Zone index

day1 day3 day1 day3

Non-treatment 0 0 0 0

PU-ZDEC 1.3±0.18 1.63±0.04 4 4

HGC 0 0 0 0

HGC/CS-2 0 0 0 0

HGC/CS-4 0 0 0 0
 Polym. Korea, Vol. 48, No. 5, 2024
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화성, 연골 재생능력을 가지는 CS의 하이브리드 써모젤을 제       

조하고 하이브리드 조성에 따른 온도감응성을 분석하였다. 또      

한 주입형 조직공학 스캐폴드용 써모젤로서 요구되는     

injectability와 탄성 회복력을 평가하였다. 조직공학을 위한 생      

체 재료 분야에 있어서 천연 ECM의 물리화학적, 생물학적       

특성을 모방하는 것은 효과적인 조직 재생을 위해 필수적으       

로 요구되는 조건이다. HGC/CS 하이브리드 써모젤은 조성      

에 따라 물리화학적 특성이 조절 가능하여 다양한 물성을 필        

요로 하는 여러 조직에 맞춤형으로 적용이 가능할 것으로 사        

료된다. 또한 HGC 단독 써모젤에 비해 HGC/CS 하이브리드       

써모젤이 보다 향상된 연골세포 친화력을 가지는 것을 확인       

하였다. 결과적으로 HGC/CS 바이오하이브리드 써모젤은 온     

도감응성 및 생분해성, 향상된 생체적합성 및 연골세포 친화       

력을 기반으로 연골 재생을 위한 주입형 조직공학 스캐폴드       

로서 높은 잠재력을 가질 것으로 기대된다.

감사의 글: 본 연구는 충남대학교 학술연구비에 의해 지원       

되었음.
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