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Abstract 

The purpose of this study was to examine the effects of various mechanical stimuli for MC3T3-E1 
cells. Among the several mechanical stimulations, we focused on compressive stain and ultrasound. In 
this study, we developed a bioreactor capable of applying controlled stimuli to scaffolds. PLLA/PCL 
scaffold was fabricated by using salt-leaching method. We performed dynamic cell culture using pre-
osteoblasts MC3T3-E1 cells with 1MHz, 30mW/cm2 ultrasound and 10% of compressive strain. Result 
of CCK-8 analysis at 1, 4, 7, 10 days showed that mechanical stimuli had no significant effect for cell 
proliferation. However, those stimuli influenced ALP(Alkaline phopatase) activity, which is one of 
differentiation marker.  

1. 서 론 

인공지지체 내에서 세포를 배양하여 조직을 재
생하는 기술은 근래에 각광받고 있다. 또한 실제 
임상 또는 동물 실험에 앞서 인공적으로 생체와 
비슷한 환경을 만들어 주어 그에 대한 영향을 연
구하려는 시도가 많이 이루어지고 있다. 그러나 
지금의 연구는 대부분 생체내의 화학적인 자극에 
관한 연구가 주도적으로 이루어 졌다. 하지만 생
체 내 자극은 생체신호와 같은 화학적인 자극뿐 
만 아니라 기계적 자극도 고려해야 할 필요가 있
다. 예를 들어 연골의 경우 연골 조직의 기질과 
생물학적, 생리학적 관계로 인해 기계적인 자극에 
노출되어 있어, 관절의 움직임에 의해 압축력이 
작용하기도 하고, 대류에 의한 영양분 이동 등으

로 인해 전단력도 받고 있다. 이러한 내, 외부적인 
환경을 인위적으로 만들어 줄 수 있다면 일반적인 
조직 배양환경 보다는 휠씬 효과적일 수 있다는 
사실이 점점 알려지고 있다[1,2]. 

생체 모방형 기계적 자극에 대한 연구는 활발

히 진행되고 있지만, 아직도 단순 자극에 대한 연
구가 대부분이다. 하지만 생체 내에는 다양한 자
극이 복합적으로 작용되고 있기 때문에 이에 대한 
영향을 밝혀내기에는 부족한 면이 있다. 따라서 
본 연구에서는 한 가지 자극이 아닌 두 가지 자극

의 복합적인 효과가 세포의 증식과 분화에 어떠한 
영향을 미칠 수 있는지 알아보고자 한다. 이를 위
해 복합적인 기계적 자극을 발생시킬 수 있는 바
이오리액터를 제작하였으며, 이를 이용하여 기계

적인 자극이 3 차원 MC3T3-E1 세포 배양에서 세
포의 증식과 분화에 어떠한 영향을 미치는지 살펴

보았다.  

2. 바이오리액터의 제작 

복합 기계적 자극 조건으로는 뼈와 연골조직이 
많이 받고 있는 압축력과 의료용 진단 및 치료 기
기로 널리 쓰이고 있는 저강도 초음파를 선택하였

다. 압축력은 뼈와 연골과 같은 근골격계 생체 조
직에서 가장 쉽게 유추해 낼 수 있는 자극이다. 
무릎이나 뼈는 몸무게를 지탱하고, 다양한 움직임

을 통해 압축력을 받고 있다. 이와 비슷한 환경을 
인위적으로 만들어 주기 위해 세포의 3 차원 배양 
상태에서 압축력을 가해줄 수 있는 시스템을 제작

하였다. 단축 스테이지(AM1-0602-3S, MMT)를 사
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용하여 수 ㎛의 구동을 제어할 수 있게 하였고, 
각각의 압축 바(bar)는 테플론으로 제작하였다.  

또 다른 자극인 저강도 초음파는 의료용 치료 
기기로 널리 쓰이고 있고, 생체 내의 세포를 기계

적으로 자극할 수 있는 수단으로 알려져 있다. 저
강도 초음파는 뼈의 생장, 골절, 근육 조직의 치유 
등 손상된 조직의 수복에 효과적임이 입증되어있

고, 특히 골절의 회복 능력에 있어서 세포의 증식

을 활발하게 하여 뼈의 유합을 촉진한다는 사실이 
보고되고 있다[3,4]. 이를 위해 뼈의 치유에 좋다

고 알려진 주파수(1.0~1.5MHz)를 고려하여 디스크 
형태의 압전을 제작하였고(Fuji Ceramics Corp, Japan, 
Ø20mm), Fig. 1 과 같이 수조 아래에 위치시켰다. 
따라서 초음파는 압전에서 발생하여 수조의 물을 
통해 plate 에 있는 세포에 전달되도록 설계되었다.  

디스크 형태로 제작된 압전을 통해 발생하는 
저강도 초음파의 강도의 파형을 측정하기 위하여

hydrophone 을 사용하였으며, Fig. 2 는 초음파 압전

에서 발생하는 초음파의 intensity 를 측정한 결과

이다. 압전에서 나온 초음파는 무질서하게 섞여 
있다가 일정한 거리를 지나게 되면 가장 높은 
intensity 를 나타내고 그 이후에는 선형적으로 
intensity 가 감소한다. 그러므로 최고점 이전에는 
wave 가 섞여있어 정확한 intensity 를 얻기 힘들다. 
따라서 바이오리액터에서 인공지지체의 위치를 압
전으부터 최고점(45mm) 이후에 고정시키고 실험

을 진행하였다. 
 

3. 재료 및 방법 

3.1 인공지지체 제조 

 인공지지체는 Poly(L-lactic acid) (PLLA, Mw 
236kDa)와 Poly(caprolactone) (PCL, Mw 65kDa)을 사 
 

 
Fig. 1 CAD model of the bioreactor. 

용하여 염침출법으로 제작하였다. 먼저 PLLA 와 
PCL 을 일정한 비율로 섞고 교반기를 이용하여 
클로로포름(Chloroform)에 녹였다. 그리고 다공성 
지지체로 제작하기 위해 체(공극 지름 200~300 ㎛)
로 걸러진 NaCl (Samjun Chem. Co., Korea)을 무게

비 10:1 (NaCl : Polymer) 비율로 균일하게 혼합하였

다. 혼합물을 적당히 섞은 후 미리 제작된 테플론 
몰드에 넣고 24 시간 보관 후, 몰드로부터 이형시

켜 물에 넣고 3 일 동안 NaCl 을 제거하였다. 완전

히 NaCl 이 제거되면 잔류 용매를 제거하기 위하

여, 동결건조기에서 2~3 일 정도 보관하면서 수분

을 제거하고, 냉장 보관한다. 이렇게 제작된 
PLLA/PCL 인공지지체의 크기는 Ø 30mm, 두께 
3mm 이다 (Fig. 3). 

 
3.2 MC3T3-E1 세포의 배양 및 조골세포로의 분

화 

Pre-osteoblast 인 MC3T3-E1 은 RIKEN Cell 
Bank(Tsukuba, Japan)에서 구입하였다. 세포 배양을 
위해 α-MEM(alpha minimum essential medium, 
GIBCO, USA)를 사용하였고, 여기에 10% 우태혈청 
 

 

 
Fig. 2 2D scan image of ultrasound intensity. 

 
 

 
Fig. 3 Photograph of fabricated a PLLA/PCL scaffold 

(left) and SEM image of a scaffold (right). 
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(FBS, GIBCO, USA)과 1% 항생제(100 units/ml 
penicillin 및 100ug/ml streptomycin, GIBCO, USA)를 
첨가하였다. 배양된 세포는 3 일에 한번씩 계대 배
양하였고, 1~2 회 계대 배양 후 세포를 수확하여 
1×106 개/지지체의 농도로 인공지지체에 파종하여 
증식과 분화를 유도하였다. 그리고 세포가 파종된 
지지체는 5% CO2, 37℃ 세포배양기에서 배양하였

다. 세포의 골분화 유도를 위해 배양액은 배지(α-
MEM + 10% FBS + 1% 항생제)에 10nM 
Dexamethasone(Sigma, USA), 50ug/ml Ascobic acid, 
10mM β-gp 를 첨가한 골분화배지를 사용하였다. 

 
3.3 복합 기계적 자극 구성 

압축력과 저강도 초음파 각각에 대한 영향과 
둘의 복합적인 영향을 조사하기 위하여 다음과 같
이 실험을 하였다. Table 1 에서 볼 수 있는 것처럼 
자극의 조건은 총 4 가지 이며, 초음파 자극만을 
준 경우 (Condition 1), 초음파와 압축력을 동시에 
준 경우 (Condition 2), 압축력만 준 경우 (Condition 
3), 아무런 자극을 주지 않은 그룹은 비교군으로 
(Condition 4)로 구성되어 있다. 

Table 2 에 정리된 것처럼, 압축력 자극은 1Hz, 
10%, 20 min/day 의 조건으로 수행하였고, 초음파는 
20 min/day, 1 MHz, 30 mW/cm2으로 실험하였다. 실
험 외의 시간에는 5% CO2, 37℃ 세포배양기에서 
보관되었다.  
 
3.4 CCK-8 분석 

세포 증식률은 Cell Counting Kit-8 (CCK-8, 
Dojindo Lab., Japan) 을 이용하여 분석하였다. 세포

가 파종된 1, 4, 7, 10 일째에 인공지지체를 새로운 
 

 
Table 1 Set of experiments. 

 Stimulation type 

Condition 1 Ultrasound 

Condition 2 Ultrasound & Compressive strain 

Condition 3 Compressive strain 

Condition 4 Control 
 

Table 2 Conditions of experiments. 
 Compressive strain Ultrasound 

Frequency 1Hz 1MHz 
Duration 20min/day 20min/day 
Intensity - 30mW/cm2 

Strain 10% - 
  

plate 에 옮긴 후에, CCK-8 solution 을 넣고 3 시간 
동안 세포 배양기에서 배양한다. 배양 후 96 well 
plate 에 배지 120 ㎕씩 분주한 후, microplate reader
를 이용하여 450nm 에서 흡광도를 측정하였다.  
 
3.5 ALP(Alkaline phosphatase) 활성 측정 

MC3T3-E1 세포가 조골세포로 분화하였는지 
확인하기 위하여 조골세포에 특이적으로 발현하는 
ALP 활성을 측정하였다. ALP 는 조골 세포가 만들

어내는 세포외 효소로서, 골분화 마커로 사용되어 
골분화 정도를 알 수 있다[5]. 세포 파종 후 7, 10, 
14 일째에 배양액을 제거하고 PBS 1× 로 세 번 
washing 해 준 후 Lysis buffer (0,02% triton X-100, 
0.9% NaCl) 용액을 넣어 세포막을 용해시키고, 4℃
에서 30 분간 반응시킨 후 13000 rpm 에서 10 분간 
원심분리 한 후 상층액을 분리했다. 분리한 상층

액 300 ㎕ 와 1M TRIS-HCL 500ul, 5nM MgCl2, 5nM 
Sodium paranitrophenyl-2-phosphate 100 ㎕ 와 섞어 
37℃에서 30 분 간 반응시키고, 1N NaOH 250 ㎕ 
로 반응을 중단시킨다. 이 용액을 120 ㎕씩 96 
well plate 에 분주한 후, 405nm 파장에서 흡광도

를 측정한다. 단백질 정량은 BCA 정량법을 이용

하였다. 

4. 결과 및 고찰 

4.1 CCK-8 분석 결과 
각 조건에 따른 세포 자극이 세포 증식에 어떻

게 영향을 미치는 지 CCK-8 분석을 통해 관찰하

였다. Fig. 4 는 1, 4, 7, 10 일 째의 증식 결과를 보여

주고 있다. 증식 결과를 비교해 보았을 때, 초음파

와 압축력이 세포 증식에는 큰 영향을 주지 않는 
것으로 판단된다.  
 

Fig. 4 Proliferation results at 1, 4, 7, 10 day (CCK-8). 
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Fig. 5 ALP activities (nM/mg) of MC3T3-E1 cells 
with incubation time. 

 
4.2 ALP  activity  

기계적 자극이 인공지지체 내에서 MC3T3-E1 
세포의 골분화 유도에 어떤 영향을 미치는 지 알
아보기 위하여 ALP activity 를 측정하였다. 측정 
결과 아무런 자극을 주지 않은 비교군은 서서히 
분화가 진행되는 것에 비해, 기계적 자극을 준 모
든 그룹에서는 ALP 활성이 10 일째에 활발히 일
어나고 있는 것을 알 수 있었다. ALP 가 초기 분
화에 활발히 발현되기 때문에 기계적 자극을 준 
경우에 분화가 활발하다는 것을 알 수 있었다. 특
히 두 자극을 동시에 준 경우, 10 일째의 수치가 
가장 높아 세포 분화가 활발히 진행되는 것을 확
인할 수 있었다. 

5. 결론 

본 연구에서는 염침출법으로 제조한 PLLA/PCL 
인공지지체에 MC3T3-E1 세포를 파종하고, 제작한 
바이오리액터를 이용하여 기계적인 압축력과 저강

도의 초음파 자극을 주었을 때 세포의 증식과 분
화에 대한 영향을 분석하였다. CCK-8 분석결과에

서는 이러한 복합 자극은 세포 증식에는 크게 영
향을 주지 않는 것으로 나타났다. 하지만 ALP 활
성도를 통한 세포 분화에 대한 영향은 기계적 자
극만을 준 경우에도 ALP 발현이 증가되었으며, 
두 자극을 동시에 준 경우에 가장 활발하게 발현

되는 것을 확인하였다. 아직까지는 단편적인 조건

에 대한 실험과 분석을 수행하였지만 향후 다양한 
자극조건에 대한 세포의 배양특성을 다양하게 분

석할 필요가 있다고 사료되고 이를 통해 최적화 
된 기계적 자극 방법을 찾아낼 수 있을 것으로 기
대된다 
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