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서 론1.

조직공학에서는 공학적 재료 및 생화학적 요인

의 지식과 기술을 결합하여 인공 장기와 조직을

만들며 손상된 조직을 재생하는 다 학제 간 분야,

로 알려져 있다[1] 우리 몸은 매우 복잡한 조직 구.

조를 가지고 있기 때문에 재생 능력 자체가 매우

제한적이다 따라서 조직공학을 이용한 많은 연구. ,# Corresponding Author : jykim@anu.ac.kr
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ABSTRACT

In bone tissue engineering, polycaprolactone (PCL) is one of the most widely used biomaterials to

manufacture scaffolds as a synthetic polymer with biodegradability and biocompatibility. The polymer

deposition system (PDS) with four axis heads, which can dispense bio-polymers, has been used in scaffold

fabrication for tissue engineering applications. A dual-head deposition technology of PDS is an effective

technique to fabricate 3D scaffolds. The electrospinning technology has been widely used to fabricate porous

and highly interconnected polymer fibers. Thus, PDS can fabricate nanofiber-combined hybrid scaffolds using

fused deposition modeling (FDM) and electrospinning methods. This study aims to fabricate

nanofiber-combined scaffolds with uniform nanofibers using PDS. The PCL nanofibers were fabricated and

evaluated according to the fabrication process parameters. PCL nanofibers were successfully fabricated when

the applied voltage, tip-to-collector distance, flow rate, and solution concentration were 5 kV, 1 cm, 0.1 ml/h,

and 8 wt%, respectively. The cell proliferation was evaluated according to the electrospinning time. Scanning

electron microscopy was used to acquire images of the cross-sectioned hybrid scaffolds. The cell proliferation

test of the PCL and nanofiber-combined hybrid scaffolds was performed using a CCK-8 assay according to

the electrospinning time. The result of in-vitro cell proliferation using osteosarcoma MG-63 cells shows that

the hybrid scaffold has good potential for bone regeneration.

Key Words : Polymer Deposition System(폴리머 적층 시스템), Electrospinning(전기방사), Scaffold(인공지지

체), Nanofiber(나노 섬유), Polycaprolactone(폴리카프로락톤)
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자들은 손상된 조직과 기관을 재생하기 위해 활발

히 연구를 수행하고 있다[2-4] 조직 재생을 위한. 3

차원 인공지지체는 세포 및 성장인자와 관련된 중

요한 세 가지 요소 중 하나이다 또한 인공지지체.

는 세포의 원활한 증착과 성장을 유도하는데 필수

적이다[5-10] 자연 세포 외 기질을 모방하기 위한. 3

차원 다공성 인공지지체도 개발되고 있다[11-15] 따.

라서 인공지지체의 공극 크기는 골 세포의 경우,

가 적당하며 인공지지체 내부로 영양100~350 ,㎛

분과 폐기물의 교환이 원활히 이루어 질 수 있도

록 상호 연결된 공극을 가져야 한다[16,17] 골 조직.

재생을 위한 생체적합성 및 생분해성 재료를 이용

한 차원 인공지지체 및 나노 섬유가 제작되고 있3

다[18-19] 인공지지체 제작에 사용되는 고분자 재료.

는 천연 고분자와 합성 고분자로 분류된다 인체.

에서 추출한 천연 소재 동물 및 천연 고분자 소,

재는 다른 소재와 비교하여 우수한 생체 적합성을

가지며 무독성의 이점이 있다 천연 고분자 재료.

에는 젤라틴 콜라겐 피브린 엘라스틴 및 알긴산, , ,

등이 있다 합성 고분자 재료는 천연 고분자 보다.

비교적 값이 저렴하며 기계적 성질이 우수하다.

합성 고분자 재료에는 폴리카프로락톤

폴리락틱 코 글라이콜라이(Polycaprolactone, PCL), - -

드 폴리락틱산(Poly (lactide-co-glycolide), PLGA),

등이 있다 최근에 차원(Poly (lactic acid), PLA) . 3

인공지지체 및 나노 섬유는 다양한 고분자 재료를

이용하여 열 용해 적층 법 (Fused deposition

및 전기방사 방modeling, FDM) (Electrospinning)

법으로 제조되고 있다 또한 자유 형상 제작 기술. ,

에 의해 제조된 차원 인공지지체와 전기방사에3

의해 제조된 나노 섬유가 조직공학에서 개별적으

로 이용되고 있다[20-22]. 전기방사 기술은 조직 재

생을 위한 인공지지체 기능을 할 수 있는 상호 연

결된 다공성의 고분자 섬유를 제작하는데 널리 사

용되고 있으며 전기방사로 만들어진 나노섬유는,

세포 상호작용 효과에 유리한 특성을 가지고 있다
[23,24]

전기방사는 나노 스케일에서 마이크로 스케.

일 이상까지 다양한 직경을 갖는 고분자 나노섬유

기술이다[25,26] 용액의 유속 실내온도 및 습도 노. , ,

즐 팁과 컬렉터 사이의 거리 (Tip to collector

인가전압 및 컬렉터 설계는 방사distance, TCD),

성 및 섬유 형태에 영향을 주는 공정 변수이다
[27,28]. 국내에서는 일정한 선 두께를 가지도록 제

어 가능한 나노섬유 기반 하이브리드 인공지지체

의 제작을 수행하였으나 아직까지 나노섬유의 일,

정한 방향성을 가지는 제어기술이 부족한 상황이

다.

Fig. 1 Actual images of polymer deposition system:

(a) electrospinning parts, (b) deposition

heads, and (c) pressure and high voltage

controllers.

Fig. 2 Schematic diagram of polymer deposition system;

(P: Pressure, T: Temperature, and V: Voltage)
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따라서 본 연구의 목적은 자유 형상 제작 기반

의 폴리머 적층 시스템 (Polymer deposition system,

의 듀얼 헤드 적층 기술을 이용하여 차원으PDS) 3

로 제작된 인공지지체와 전기방사된 나PCL PCL

노섬유를 결합하여 일정한 선 두께 및 방향성을

가지는 하이브리드 인공지지체를 제작하는 것이

다 게다가 인공지지체의 마이크로 필라멘트의 공.

극 사이에 나노 방사 시간에 따른 세포 증식 평가

를 수행하여 초기 세포의 부착을 향상시키고 세,

포 증식을 향상시킬 수 있도록 하기 위함이다.

2. 재료 및 방법

재료2.1

마이크로 크기의 인공지지체와 나노섬유를 제조 하

는데 이 사용 되었다 마이Poly( -caprolactone) .ε 크로

크기 인공지지체의 경우, PCL (Mn 45,000,

Sigma-Aldrich 을 사용하였다co., USA) . Sigma-Aldrich

(St. Louis, MO)에서 을PCL (Mn 45,000) 구입하였

고 삼전화학에서 클로로포름 을 구, (CHCL, 99.5%)

매하였다 은 의 특성을 보여주고 있다. Table 1 PCL .

은 전기 방사를 이용한 나노 섬유 제조에 우수PCL

한 전기 전도체이다 전기방사를 위한 용액을. PCL

준비하기 위해 을 클로로포름에 용해시켜 실온PCL

에서 시간 동안 투명한 용액을 만들었다 일정한4 .

선두께를 가지는 나노섬유 제작을 위해 은 클PCL

로로포름에 용해시켜 및 의 농도로8, 10 12 %(w/w)

제조되었다.

2.2 폴리머적층시스템

골 조직 공학을 위한 다양한 차원 인공지지체를3

제작하기 위해 가 사용되었다 은 의PDS . Fig. 1 PDS

실제 이미지를 보여준다 전기방사 공정은 의. PDS

뒷면에서 준비하여 수행된다 전기방사 공정을 위.

해 축을 설정 하고 차원 인공지지체 제작을 위Z-b 3

한 축은 로 설정하였다 주사기 펌프용 초소형Z-a .

용량 디스펜서 (NANO MASTERⓇSMP-3-H, Musashi,

Japan)를 축에 장착하여 용액을 제어하였다Z-a PCL .

최대 전압 까지 출력 전압을 제어하기 위해60 kV

고전압 전원 공급 장치 (ESN-HV60, Nano NC, Korea)

를 사용하였다.

Table 1 Properties of PCL material

PCL

Form pellets

Melt index 1.8g/10min (80°C, 44psi)

Mol wt
Mn 45,000

Mw 48,000-90,000

Mp 56-64°C

는 차원으로 제작된 인공지지체와 전기방사Fig. 2 3

나노섬유의 전체 공정에 대한 개략도를 보여준다.

전기장은 팁과 컬렉터 사이에 높은 전압을 가함으

로써 생성되었다.

나노 섬유의 제조 과정2.3

본 연구에서는 고분자 재료를 클로로포름PCL

혼합물에 용해시켜 및 의 용8, 10 12% (w/w) PCL

액 농도를 준비하였다. 용액을 의 플라스틱PCL 32G

노즐이 결합된 플라스틱10 ml 주사기에 주입하여 사

용하였다 일정한 선두께 및 방향성을 가지는 나노섬.

유 제작을 위해 인가전압과 유량에 따라 반복실험을

수행하여 최적의 조건을 탐색하였다 실험을 위해 설.

정된 공정조건은 다음과 같다 인가전압은. 5, 10, 15

이고 용액의 는 이며 용액의 유량은kV , TCD 1 cm , 0.1

이다ml/h . 모든 실험은 실온에서 수행되었다.

세포 실험2.4 In vitro

세포 배양 및 파종2.4.1

제작된 인공지지체의 세포 증식 실험을 수행하기

위해 세포를 이용하였다 세포 배Osteosarcoma MG-63 .

양액은 D-minimum essential medium (DMEM,

에 우태Hyclone, Logan, UT, USA) 10% 혈청 (Fetal

bovin serum, Gibco, Rockville, MD, USA), 항생제1%

를(Penicillin streptomycin, Sigma, St. Louis, MO, USA)

첨가하여 준비되었다 세포는. 37°C, 이산화탄소5%

환경의 인큐베이터에서 일간 충분히 배양되었다4 .

그리고 를 조절하기 위해 실험기간 동안 매일pH

배지를 교체하였다 배양된 세포는 트립신. 0.25%

을 사용(Trypsin-EDTA, Gibco, Rockville, MD, USA)

하여 떼어졌다 세포를 떼어내고 원심분리기에서.

세포를 상층액과 분리시킨 후에 세포의 수를 계산
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하기 위해 트리판블루0.4% (Trypan blue, Gibco,

로 염색한 후 를Rockville, MD, USA) Hemacrometer

사용하여 계산하였다 에 위치한 각각. 24-well plate

의 인공지지체에 1x105 세포를 파종하였다.

분석2.4.2 CCK - 8

세포가 파종된 인공지지체의 세포 증식을 평가

하기 위해 Cell Counting Kit-8 (CCK-8, Dojindo,

을 사용하였다 흡광도Kumamoto, Japan) . (Optical

값은 마이크로 플레이트 판독기density, OD)

에 의해(UVM 340, Biochrom, Cambridge, UK) 450

에서 측정되었다 값은 살아있는 세포의 수nm . OD

와 비례하는 관계를 가지기 때문에 차원 인공지3

지체의 세포 증식 효과를 일에 각각 측정하1, 4, 7

여 결과를 얻었다.

Fig. 3 SEM observation of nanofibers according to
solution concentration and voltage (at TCD
of 1 cm). Scale bars of all images are 10 μ
m equally

3D printed
PCL struts

Electrospun
nanofibers

Nozzle size ( m)μ
250

(precision
nozzle)

100
(plastic
nozzle)

Pressure (kPa) Avg. 600 -

Temperature (°C) 100 -

Feed rate
(mm/min)

150 Fixed Z-axis

Voltage (kV) - 5

TCD (cm) - 1

Flow rate (ml/h) - 0.1

Solution concentration
(wt%) - 8

Table 2 Process conditions of hybrid scaffolds using
Polymer deposition system

실험결과 및 고찰3.

나노 섬유 분석3.1

전기 방사 공정을 위해 설정된 실내 온도는 22

였으며 습도는 로 실험을 수행하± 2°C , 42 ± 3%

였다 는 반복실험을 통해 인공지지체 제작에. TCD

가장 효과적인 로 고정되었다 은 공정1 cm . Fig. 3

조건에 따른 제조된 나노 섬유의 사진이다. Table

에서 인가전압과 농도에 따른 나노섬유의 평균3

직경을 나타내고 있다 전기방사의 공정이. 8 wt%

의 농도일 때 의 전압과 의 에서, 5 kV 1 cm TCD

전기 방사된 나노섬유의 평균 직경은 1599 ± 402

였다 의 전압일 때의 평균 직경은nm . 10 kV 686 ±

였고 의 전압일 때는382 nm 15 kV 678 ± 360 nm

였다 일 때 섬유의 크기가 크게 감소하는. 10 kV

것을 확인할 수 있었다 그리고 전기방사의 공정.

이 의 농도에서 의 전압일 때의 평균10 wt% 5 kV

직경은 였다 그러나 일 때는1708 ± 364 nm . 10 kV

많이 감소된 값으로 였다 그리고1181 ± 658 nm .

의 전압일 때 평균 직경은15 kV 1089 ± 759 nm

였다 의 농도에서 의 전압일 때의 평. 12 wt% 5 kV

균 직경은 였다 그러나 의2221 ± 415 nm . 10 kV

전압일 때의 평균 직경은 배 가까이 감소된 것으2

로 였다 그리고 의 전압일1105 ± 786 nm . 15 kV

때의 평균 직경은 였다 용액의1091 ± 767 nm .

농도가 증가할수록 전기방사된 나노섬유의 평균

직경이 증가함을 알 수 있었다 그러나 전압이 증.

가할 때에는 나노 섬유의 직경이 감소되는 특성을

확인할 수 있었다 따라서 제조된 나노섬유가 일.

정한 크기를 유지하는 것은 일 때가 가장 좋5 kV

은 것으로 판단되었다 이 결과를 토대로 하이브.

리드 인공지지체의 제작에 가장 최적의 공정 조건

은 의 용액 농도와 의 전압일 때이며8 wt% 5 kV ,

이 조건으로 나노 섬유를 방사했을 때 가장 균일

한 나노 섬유의 선폭으로 제작이 되었다.

Table 3 Fabrication of nanofibers

5 kV 10 kV 15 kV

8 wt% 1599 ± 402 nm 686 ± 382 nm 678 ± 360 nm

10 wt% 1708 ± 364 nm 1181 ± 658 nm 1089 ± 759 nm

12 wt% 2221 ± 415 nm 1105 ± 786 nm 1091 ± 767 nm
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Fig. 4 SEM images of (a, b) PCL scaffold (normal) and

(c, d) Nanofiber-combined PCL scaffold (hybrid)

Fig. 5 SEM images of cross-sectioned scaffolds fabricated

at optimal conditions (a and b : PCL scaffold, c

and d : nanofiber-combined PCL scaffold)

하이브리드 인공지지체 평가3.2

하이브리드 인공지지체의 필라멘트는 장비PDS

를 이용하여 의 노즐 의 온도250 m , 100°C , 600μ

의 평균 압력 및 의 이송속도로 최kPa 150 mm/min

적의 공정조건으로 제작되었다 하이브리드 인공.

지지체의 크기는 이며 필라멘트5 × 5 × 2.5 mm³ ,

공극의 크기는 로 제작되었다 전기280 ± 20 m .μ

방사 헤드는 고정된 상태로 전기 방사되었다.

는 하이브리드 인공지지체의 공정조건을Table 2

나타낸다. 는 인공지지체와 의Fig. 4 PCL Table 2

공정조건을 이용하여 제작 된 하이브리드 인공지

지체의 사진을 보여준다 는SEM . Fig. 4 (a, b)

인공지지체의 모습을 보여준다PCL . Fig. 4 (c, d)

에서 필라멘트 각 층마다 초 동안 전기 방사된50

하이브리드 인공지지체의 모습을 보여준다 하이.

브리드 인공지지체의 표면 및 필라멘트 각 층에

전기방사에 의해 만들어진 나노섬유가 고르게 분

포되어 있다. 는 인공지지체와 전기방Fig. 5 PCL

사로 결합된 하이브리드 인공지지체의 단면 SEM

사진을 보여준다 는 인공지지체의. Fig. 5 (a, b) PCL

단면을 보여준다. Fig. 5 (c, d) 에서 필라멘트 각

층마다 초 동안 전기 방사된 하이브리드 인공지50

지체의 단면 모습을 보여준다 하이브리드 인공지.

지체의 층과 층 사이를 확인해본 결과 전기 방사,

된 나노섬유들이 각 층마다 고르게 분포되어 있다.

인공지지체의 표면과 각 층마다 고르게 분포된 나

노섬유에 의하여 높은 다공성을 지닌 하이브리드

인공지지체가 제작되었다 따라서 인공지지체. , PCL

에 나노섬유를 의 용액 농도와 의 전압8 wt% 5 kV

일 때의 공정조건으로 제작 된 하이브리드 인공지

지체가 더 높은 다공성을 보였다.

세포 증식 평가3.3

세포 증식 평가는 인공지지체와 필라멘트 각PCL

층마다 초 초 및 초 동안 전기방사 된 하이10 , 30 50

브리드 인공지지체로 수행되었다 하이브리드 인공.

지지체의 세포 증식 평가를 위하여 에탄올을70%

이용하여 클린벤치에서 시간 자외선 살균을 하였4

고 를 이용하여 하이브리드 인공지지체 표면을, PBS

씻어준 후 배지에 시간 동안 넣어 세포들이 잘 증2

착 할 수 있는 조건이 되도록 하였다 준비된 하이.

브리드 인공지지체에 세포를 파종하고 일MG-63 7

동안 세포 증식 평가를 수행하였다 세포 증식 평.

가는 를 이용하Microreader (UVM 340, Elisa, USA)

여 에서 흡광도를 측정하였다 은450 nm . Fig. 6 PCL

인공지지체와 전기 방사 시간에 따른 하이브리드

인공지지체의 세포 증식 결과를 보여준다 세포 증.

식 실험의 기간이 일차로 진행될수록 세포1, 4, 7

증식은 더욱 향상되었다. 전기 방사된 시간이 증가

할수록 값은 인공지지체와 필라멘트 각 층OD PCL
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Fig. 6 Cell proliferation result of nanofiber-combined

PCL scaffolds according to electrospinning

time

마다 초 초 및 초 동안 전기방사 된 하이브10 , 30 50

리드 인공지지체 각각 그리고480%, 280%, 260%,

증가되었고 일차 값은 초동안 전기방280% , 7 OD 50

사 된 하이브리드 인공지지체가 가장 높게 나타났

다 따라서 나노섬유가 결합된 하이브리드 인공지.

지체가 인공지지체보다 뛰어난 세포증식을 보PCL

여줬으며 전기방사 시간이 길수록 세포 증식이 좋,

은 것을 확인할 수 있었다 추후 나노 섬유의 방향.

성을 제어함에 따라 세포 증식이 어떻게 되는지 평

가하고 더 나아가 골 조직 재생 능력을 검증할 계

획이다.

결 론4.

본 연구에서는 폴리머 적층 시스템의 듀얼 헤드

적층 기술을 이용하여 하이브리드 인공지지체를 제

작하였다 용액의 농도와 인가전압을 공정 변. PCL

수로 하여 나노섬유를 제작하였다. PCL　나노섬유는 1

의cm 와 의 유량인 경우TCD 0.1 ml/h 8 의 농도 및wt%

의5 kV 인가전압에서 가장 일정한 선 두께를 가지

는 공정조건임을 확인 할 수 있었다 그 결과 용액. ,

의 농도가 증가하면 전기 방사된 나노섬유의 평균

직경이 증가하고 인가전압이 증가하면 전기 방사,

된 나노섬유의 평균직경이 감소하는 결론을 얻었

다 자유 형상 제작 기반의 폴리머 적층 시스템의.

듀얼 헤드 적층 기술을 이용하여 나노섬유가PCL

일정한 선 두께 및 방향성을 가지는 하이브리드 인

공지지체 제작 공정을 자체적으로 확립하였으며 근

거리에서의 전기방사 공정을 통한 하이브리드 인공

지지체 제작의 공정조건을 확인하였다 전기방사.

시간에 따른 하이브리드 인공지지체가 제작 되었고

이러한 하이브리드 인공지지체를 이용한 세포증식

평가를 통하여 일간의 데이터를 분석하였다 그7 .

결과 전기방사 시간이 증가할수록 세포증식이 증,

가하는 결과를 얻을 수 있었다 향후 단일 인. PCL

공지지체보다 나노 섬유가 결합된 하이브리드PCL

인공지지체가 골 조직 재생으로의 적용 가능성이

뛰어날 것으로 기대된다.
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