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서  론 
 

요통은 추간판디스크(IVD)의 손상 및 퇴화로부터 기인하며, IVD

의 퇴화는 유전적 요인, 노화현상 및 비만과 직업 등의 생활습관이 그 

원인이 된다.1,2 이러한 디스크 질환으로 인한 요통을 치료하기 위한 

척추융합술이나 수핵치환술 등의 다양한 외과적 수술요법이 수행되고 

있으나 상기의 방법은 장기적인 치료효과를 기대하기 어렵고 주변조

직의 괴사 등의 한계가 있어 조직공학 이론에 의한 추간판디스크의 
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초록： 탈미네랄화된 골분(DBP)은 사이토카인과 같은 다양한 생리활성분자를 가지기 때문에 조직공학분야에서 널

리 사용되는 생체재료이다. 본 연구에서는 DBP를 함유한 2차원적 DBP/PLGA 필름이 추간판디스크 세포의 부착, 

증식 및 표현형유지에 미치는 영향에 대해 연구하였다. DBP 함량에 따른 DBP/PLGA 필름은 용매증발법으로 제조

하였으며 제조된 PLGA 및 DBP/PLGA 필름은 시차주사현미경을 통해 표면을 분석하였다. PLGA 필름은 매끄러운

표면을 가지며, DBP의 함량이 증가할수록 DBP/PLGA 필름의 표면은 거침도가 증가하는 것을 확인하였다. 섬유륜

(AF) 및 수핵(NP)세포를 PLGA 및 DBP/PLGA 필름 표면에 파종하여 배양한 후, 세포의 계수 및 SEM 관찰을 통

하여 이들의 부착과 증식을 평가하였다. 세포 계수와 SEM 관찰 결과, DBP의 함량이 10 및 20%인 DBP/PLGA 필

름에서 높은 초기부착도 및 증식률을 보였다. 세포 계수 결과를 바탕으로 RT-PCR을 통하여 DBP 10%와 20%의

DBP/PLGA 필름에서의 디스크 세포의 특이적 유전자 발현확인 결과, DBP의 함량이 20%인 DBP/PLGA 필름에서

세포의 표현형이 유지되며 지속적인 세포외기질이 발현될 것으로 예상되었다. 따라서 적절한 천연재료의 함량이 세

포의 부착과 증식에 더욱 적합하며 이는 조직공학적 디스크 재생의 기초 자료로 사용될 것으로 사료된다. 
 
Abstract： Because demineralized bone particle (DBP) contains various bioactive molecules such as 

cytokines, it is widely used biomaterials in the field of tissue engineering. In this study, we investigated the 

effect of 2-dimensional DBP/PLGA hybrid films on adhesion, proliferation and phenotype maintenance of 

intervertebral disc cells. PLGA films incorporated with different amount (0, 10, 20, 40 and 80 wt%) of 

DBP were prepared by the solvent evaporation method and characterized by scanning election micro-

scopy (SEM). PLGA film has a flat and smooth surface. According to the increase of content of DBP, the 

surface of DBP/PLGA film exhibited few agglomerates and increased the roughness of the surface. Annulus 

fibrosus (AF) and nucleus pulposus (NP) cells were cultured on PLGA and DBP/PLGA film surface, and 

then examined the cell adhesion and proliferation by the cell count and SEM observation. The result of 

cell count and SEM observation revealed that 10 and 20% DBP in DBP/PLGA films were superior to 

adhesion and proliferation of both AF and NP cells. We confirmed that specific gene expression of disc 

cells on DBP/PLGA film based on the cell count result. Disc cells seeded on 20% DBP/PLGA film 

expressed the gene of type I and II collagen continuously. Therefore, pertinent content of biomaterials 

could provide more appropriate condition on adhesion and proliferation of cell. And this results may be 

used as a basic data for the intervertebral disc regeneration using tissue engineering.  
Keywords： PLGA, hybrid film, demineralized bone particle, annulus fibrosus, nucleus pulposus. 
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재생이 시도되고 있다.1,3-6 

조직공학 분야에 있어서 세포, 지지체 그리고 사이토카인 등의 생물

학적 신호는 매우 중요한 요소이며, 세포는 담체와 상호작용으로 인해 

성장하고 충분한 세포외기질(ECM)을 분비하기 때문에 담체를 제조

하는 재료의 선택이 매우 중요하다.7 담체재료의 표면화학은 화학반응, 

전하, 경직성 및 거침정도에 의존하며 재료와 세포의 상호작용을 중

재하고, 세포의 부착, 증식, 이주 및 표현형을 유지할 수 있게 한다.8-10 

이러한 이론을 바탕으로 표면의 소수성/친수성의 특성이 세포의 부착

에 영향을 주는 것은 일반적인 개념이다.10-13  

조직의 재생에 있어서 폴리(α-수산기)계열의 생분해성 고분자재료는 

가장 널리 사용되는 생체재료이며, 특히 락타이드 글리콜라이드 공중

합체(PLGA)는 분자량과 단량체 비율의 조절로 분해기간을 원하는 

대로 조절할 수 있고 비교적 우수한 생체적합성 때문에 널리 사용된다.13 

하지만 상대적으로 소수성의 표면을 가진 단점으로 인해 PLGA는 

세포의 초기부착도가 낮기 때문에, 에탄올 처리, 강산이나 강염기 처리, 

리간드의 고정화, 단백질 흡착을 통한 표면의 개질 및 여러 방법을 

이용하여 세포에 친화성을 부여하는 실험이 진행되고 있다.8,14-17  

본 연구팀은 이전 연구에서 생체활성 천연재료인 탈미네랄화된 골

분(DBP)을 이용하여 PLGA에 친수성 및 생리활성을 부여하고자 하

였으며 2 및 3차원적인 다양한 형태(2, 3-demension)의 지지체에

서 세포 및 재료의 상호관계에 관한 연구를 수행하였다.18-21 따라서 

본 연구에서는 수용액 내에서 높은 계면 자유에너지를 가져 소수성을 

가지는 2차원적 PLGA 고분자 표면을 DBP라는 천연재료를 이용해 

친수성 표면으로 개질하는데 그 목적이 있으며, 용매증발법을 통해 

PLGA 및 DBP/PLGA 하이브리드 필름을 제조하여 분리배양된 추

간판디스크 세포의 접착과 증식, 표현형 유지에 최적의 DBP 함량을 

제시하고자 하였다. 

 

실  험 

 

시약 및 재료. 필름의 재료인 PLGA(락타이드：글리콜라이드 몰

비, 75：25, Resomer® RG 756, Boehringer Ingelheim Chem. 

Co. Ltd., Germany)는 평균분자량이 90000 g/mole인 것을 사용

하였다. 고분자를 용해시키기 위한 용매는 메틸렌클로라이드(MC, 

Tedia Co. Inc., USA)를 사용하였으며, MC 및 여타 유기용매는 

HPLC 등급 이상의 것을 사용하였다. 소의 대퇴부로부터 획득한 DBP

는 Urist 및 이전의 연구와 동일한 과정으로 분리하였으며,22,23 이를 

동결 분쇄기(6700, SPEX Inc., USA)를 이용하여 약 180 μm 이하

의 크기의 분말 형태로 얻었다.  

PLGA, DPB/PLGA 필름의 제조 및 특성분석. 용매증발법을 이용

하여 PLGA 및 DBP를 함유한 PLGA 하이브리드 필름을 제조하였

으며 이들의 제조모식도를 Figure 1에 제시하였다.9,18 0.3 g의 

PLGA를 6 mL의 MC에 5 w/v%의 농도로 용해한 뒤, PLGA 중

량의 10, 20, 40 및 80 wt%에 해당하는 0.03, 0.06, 0.12, 0.24 g

의 DBP를 첨가하여 고루 분산시켰다. 상기의 분산용액을 직경이 5 

mm인 유리접시에 도포하고 잔존 유기용매를 제거하기 위해 상온에

서 2∼3일 방치하였다. 상기의 방법으로 제조된 PLGA 및 DBP/ 

PLGA 필름의 표면 형태를 주사전자현미경(bio-SEM, SN-3000, 

Hitachi, Japan)으로 관찰하였다. 샘플을 면도칼로 5×5 mm의 크

기로 절단하여 샘플 폴더에 고정시켜, 플라즈마 스퍼터를 이용하여 백

금코팅한 후 표면을 관찰하였다.  

디스크 세포의 분리 및 배양. 4∼5주된 암컷 뉴질랜드 화이트 토끼

를 희생시킨 후 등의 털을 제거하고, 멸균된 수술용 가위로 토끼의 척

추부분을 절단하여 PBS로 세번 정도 세척한 후 근육을 제거하였다. 

블레이드로 AF 조직과 NP 조직을 오염되지 않도록 조심스럽게 각

각 분리한 후 PBS로 다시 세척하고, 0.1 wt%의 콜라게나제 A형

(Roche, USA) 용액에 하루 동안 처리하였다. 조직이 담긴 용액을 

원심분리하고 100 μm의 나일론 메쉬로 거른 후, 25 cm2 플라스크

에 플레이팅 하였다. 플레이팅 시 Dulbecco’s modified eagle medium 

(DMEM, Gibco)과 F-12 nutrient mixture(Ham’s F-12, Gibco) 

배양액에 10% 우태혈청(FBS, Gibco) 및 1% 항생제(10 U/mL, 

페니실린 G 소디움과 10 μg/mL 암프테리신 B, Gibco)를 첨가한 성

장배지를 사용하였다. AF 및 NP 세포는 각각 계대배양하였으며 3

일에 한번 배양액을 교체해 주었다.21,24  

PLGA 및 DBP/PLGA 필름에서 세포의 배양 및 계수. 상기의 방법

으로 제조한 PLGA 및 DBP/PLGA 필름은 70% 에탄올에 30분 동

안 방치하여 멸균을 수행하였으며, 그 후 PBS로 다섯 번 세척하여 

상온에서 하루 동안 건조시켰다. 분리한 AF 세포와 NP 세포를 각각 

계대배양한 후 3대 계대배양째의 세포를 0.05%의 트립신(trypsin- 

EDTA, Gibco)을 이용하여 세포를 수거한 후, 제조된 PLGA 및 

DBP/PLGA 필름에 cm2당 10000의 농도로 각 세포를 파종하고 1, 

2 및 3일 동안 배양하였다. 정해진 시간마다 배양접시안의 배양액을 

제거하고 PBS로 세척한 후, 트립신 처리하여 혈구계산판을 이용하여 

세포를 계수하였다.18  

RNA 분리 및 RT-PCR. 앞선 세포계수 실험에서 가장 높은 수치

를 보인 두가지 실험군을 선택하여 AF 및 NP 세포의 특이적 발현 

유전자인 제 1, 2형 교원질의 발현정도를 RT-PCR을 수행하여 확

인하였다.9 상기의 방법으로 제조 및 멸균된 DBP/PLGA 필름을 직

경이 1 mm의 원형으로 자르고 그 위에 실리콘 몰드로 고정시켰다. 

필름 당 1×105개의 세포농도로 세포를 파종하고 배양한 1 및 3일

째에 TriZol®(InvitrogenTM, Life Technologies Co., Groningen, 

Netherlands)과 클로로포름을 이용하여 RNA를 분리한 다음, 이소프

로판올(Sigma-Aldrich Co.)로 RNA를 침전시킨다. 분리된 RNA는 

SuperScriptTM II RT(InvitrogenTM, Life technologies Co.)를 첨

Figure 1. Schematic diagram of the fabrication process of DBP/
PLGA hybrid films by solvent evaporation method. 
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가하여 Authorized thermal cycler(TP 600, Takara Bio Inc., 

Japan)를 통하여 cDNA로 역전사하였다. 역전사시킨 cDNA를 β-
actin, 제 1, 2형 교원질 프라이머(Geno Tech, Korea)를 이용하여 

PCR을 수행하였다. 각 프라이머의 염기서열과 반응조건은 Table 1

과 같다.24 PCR 후 증폭된 DNA를 1.5 w/v% 아가로스겔에 전기영

동을 한 후, 상대적 발현을 SYBR 녹색형광(SYBRTM Green I 

Nucleic Acid Gel Stain, Cambrex, U.K)에 의해 시각화하였으며 

300 nm 자외선 조사기로 촬영하였고 이미지 분석 프로그램을 사용

하여 β-actin의 밴드의 광도로 일반화하였다.21,23  

PLGA 및 DBP/PLGA 필름에서 세포 모폴로지 관찰. 상기의 방법

으로 제조된 PLGA 및 함량별 DBP를 함유한 DBP/PLGA 필름을 

직경 1 mm의 크기로 자르고 움직이지 않도록 실리콘 몰드로 고정시

킨 뒤, cm2당 5000개의 세포를 파종하고 1 및 3일 동안 배양하였

다. 시간이 경과한 후 배양액을 제거하고 PBS로 세척한 다음 2.5% 

글루타르알데히드(Sigma Co.)로 하루동안 고정한 후 에탄올 구배용

액으로 30분 동안 탈수를 실시하였다.9 준비된 시료는 SEM 관찰 

전까지 수분이 침투하지 않도록 밀봉한 후 상온에서 보관하였다.  

통계학적 분석. 각각의 실험군의 평균값과 표준편차를 확인하였

으며, 통계학적 분석은 Student's T-test를 수행하였다. 결과 값

이 p<0.05일 때 충분한 유의성을 갖는 것을 기준으로 하였다.  
 

결과 및 토론  
 
PLGA 및 DBP/PLGA 필름의 표면 분석. 용매증발법을 이용하여 

PLGA 및 DBP를 함유한 PLGA 필름을 제조하였으며 제조된 필름

을 Figure 2에 나타내었다. 제조된 필름은 두께가 약 100±30 μm
을 보였으며 고분자 용액을 도포한 접시와 직경이 50 mm인 원형의 

필름을 제조할 수 있으며 도포되는 접시의 크기 또는 고분자 용액의 

양을 조절하면 형태 및 두께의 조절이 가능할 것으로 판단된다.  

본 연구팀의 이전 연구인 3차원적 함량별 DBP/PLGA 담체에 관

한 연구에서 DBP의 함량이 증가할수록 표면의 적심성이 증가함을 

하였으며 다양한 변화요인을 포함한 3차원적 연구에서 이와 같은 

Table 1. The Sequence and PCR Reaction Cycles of β-Actin, and 
Type I, II Collagen Primer. (d) Denaturation, (a) Annealing, and 
(e) Extension 

Gene Sequence Cycle Protocol 

β-Actin 
(227 bp) 

F：5′-gccatcctgcgtctggacctggct-3′ 
R：5′-gtgatgacctggccgtcaggcagc-3′ 

25 
d：34 ℃, 30 sec
a：52 ℃, 30 sec
e：72 ℃, 30 sec

Type I 
collagen 
(312 bp) 

F：5′-gatgcgttccagttcgag-3′ 
R：5′-ggtcttccggtggtcttg ta-3′ 

35 
d：95 ℃, 30 sec
a：65 ℃, 30 sec
e：72 ℃, 30 sec

Type II 
collagen 
(394 bp) 

F：5′-gcacccatggacattggaggg-3′ 
R：5′ atgttttaaaaaatacgaag-3′ 

35 
d：94 ℃, 45 sec
a：45 ℃, 30 sec
e：72 ℃, 60 sec

     
 (a) (b) (c) 

   
 (d) (e) 

Figure 3. Surface characterization of PLGA and DBP/PLGA films by means of solvent evaporation method. (a) PLGA only, (b)
PLGA/DBP(10 wt%), (c) PLGA/DBP(20 wt%), (d) PLGA/DBP(40 wt%), and (e) PLGA/DBP(80 wt%)(magnification; x100,
scale bar; 500 μm). 

 (a) (b) (c) (d) (e) 

Figure 2. Gross picture of PLGA and DBP/PLGA films. (a)
PLGA only, (b) PLGA/DBP(10 wt%), (c) PLGA/DBP(20 wt%),
(d) PLGA/DBP(40 wt%), and (e) PLGA/DBP(80 wt%). 
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결과를 얻은 것은 DBP가 천연재료인 콜라겐으로 구성되어 있고 높

은 친수성을 가지기 때문으로 사료되며19,21 본 연구의 2차원적 DBP/ 

PLGA 필름에서도 동일한 결과를 보일 것으로 예상된다. 또한 SEM

을 통한 표면 모폴로지 관찰 결과를 Figure 3에 나타내었다. 먼저 

PLGA 필름의 표면은 매끄러운 표면을 가짐을 확인하였고9 DBP의 

함량이 증가될수록 표면에 나타나는 DBP 입자의 수가 증가하며 표

면의 거침도가 증가하는 것을 확인하였다.  

제조된 PLGA 필름은 재질이 부드럽고 유연성을 가지나 DBP의 

함량이 증가할수록 이들의 정도는 낮아지는 경향이 있었으며, 80%

의 DBP 함량을 가진 DBP/PLGA 필름에서는 약간의 굽힘에도 쉽게 

균열이 생기는 현상이 나타났다. 과량의 DBP가 첨가된 DBP/PLGA 

필름은 이러한 가공상의 단점을 가지므로 개선해야 할 부분으로 판단

된다. 

AF 및 NP 세포의 배양. 분리배양된 AF 및 NP 세포의 2회 계대배

양째의 세포 형태를 위상차현미경으로 관찰하였다(Figure 4). AF 

세포는 세포의 모양이 섬유아세포와 유사한 방추형 및 다각형의 모

양을 가지며 NP 세포와 비교하여 볼 때 세포의 끝부분이 갈라진 형

태를 보였다.24-27 그와 반대로 NP 세포는 과립세포질 및 큰 소포를 

가지며 긴 돌기를 형성하고 있는 전형적인 NP 세포의 모폴로지를 보

이며 전체적으로 넓은 세포외기질(ECM) 속에 핵을 포함한 세포소

기관이 섬의 형태를 이루고 있으며 다각형의 모폴로지를 보였다. 또한 

NP 세포는 AF 세포보다 세포의 크기가 크며 풍부한 ECM이 발현

되는 것을 관찰하였다.28  

PLGA 및 DBP/PLGA 필름에서의 디스크 세포의 초기 부착 및 증식. 

DBP 함량에 따른 PLGA 필름 표면에서 AF 세포의 부착 및 증식 

정도를 세포의 계수를 통하여 확인한 결과를 Figure 5(a)에 나타

내었다. 세포의 초기 부착을 관찰하기 위한 1일째의 세포 계수 결과, 

PLGA 필름을 제외한 모든 DBP/PLGA 필름에서 높은 세포 부착을 

보였으며 특히 DBP의 함량이 10, 20 및 40%의 DBP 함량에서 더 

많은 세포수를 확인하였다. 3일동안 세포를 배양하여 계수한 결과, 

AF 세포는 10% 및 20%의 함량을 가진 DBP/PLGA 필름에서 더 

많은 세포수를 보인 반면 DBP 함량이 80%인 경우에는 거의 증식

이 일어나지 않는 결과를 보였다.  

NP 세포를 분주하여 세포의 증식을 관찰한 결과를 Figure 5(b)

에 나타내었다. AF 세포의 경우와 유사하게 DBP 10%와 20%의 

DBP/PLGA 필름에서 초기부착과 세포의 증식이 PLGA 필름보다 

높게 나타났다. DBP의 함량이 40% 및 80%인 경우에는 대조군인 

PLGA 필름보다 저조한 세포 부착 및 증식을 보이는 양상 또한 같

았다. 3일째의 계수 결과 20%의 DBP를 함유한 DBP/PLGA에서 

가장 높은 수치를 보였으며 계속적인 세포의 증식이 예상되었다. 하

지만 NP의 계수결과를 통계학적으로 분석한 결과 p<0.05 범위에 

포함되지 않는 유의성이 없는 결과를 보였다.  

결과적으로 AF 및 NP 세포는 시간이 지날수록 모든 필름표면에서 

세포수가 증가하였으며 특히, DBP의 함량이 10% 및 20%의 DBP/ 

PLGA 필름에서 높은 초기부착과 증식을 보임을 확인하였다. 1일

째와 2일째는 일부 실험군에서 세포수가 약간 감소하는 경향을 보였

으나 큰 차이가 없으며, 전체적으로는 AF 세포에서 NP 세포보다 더 

많은 세포수와 증식률을 보여 DBP/PLGA 하이브리드 필름은 NP 

 
(a) 

 
(b) 

Figure 4. Typical cell morphologies of rabbit disc cells. (a)
annulus fibrosus (AF) cell and (b) nuclues pulposus (NP) cell
(Passage; 3, scale bar; 250 μm). 

Figure 5. Intervertebral disc cells adhered on surface of PLGA
and DBP/PLGA hybrid films. (a) number of AF cells and (b)
number of NP cells(*p<0.05, **p<0.005, ***p<0.0005). 
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조직보다는 AF 조직의 재생을 위한 지지체로의 역할이 기대된다.  

RT-PCR. 상기의 세포 계수 실험결과, DBP의 함량이 10% 및 

20%인 DBP/PLGA 필름의 경우에 다른 실험군보다 뛰어난 초기부

착 및 증식을 보임을 확인하였다. 이러한 결과를 바탕으로 10% 및 

20%의 DBP를 함유한 DBP/PLGA 필름에서 1일 및 3일 동안 AF 

세포의 특이적 유전자인 제 1형 교원질과 NP 세포의 특이적 유전자

인 제 2형 교원질의 발현을 확인하였으며, 발현된 각각의 밴드의 광

도를 측정하여 β-actin의 밴드로 일반화한 결과를 Figure 6에 나

타내었다.  

우선 Figure 6(a)의 AF 세포의 제 1형 교원질 발현 확인 결과, 

10%와 20% DBP/PLGA 실험군 모두 시간이 지남에 따라 밴드의 

발현정도가 증가하였음을 확인하였으며 특히 20%의 DBP/PLGA 

필름 실험군에서 밴드 발현의 증가 양상이 두드러짐을 확인할 수 있었

다. NP 세포의 제 2형 교원질 발현 관찰 결과(Figure 6(b)), 1일째

에는 10%의 DBP 함량을 갖는 DBP/PLGA 필름에서 매우 높은 밴

드의 광도를 보였으나 3일째에는 큰 폭으로 감소한 반면, 20%의 DBP 

함량을 가지는 DBP/PLGA 필름은 초기에 발현되는 정도는 적으나 

3일째에 증가하는 것으로 보아 DBP의 함량이 20%인 DBP/ PLGA 

필름에서 지속적으로 세포외기질이 풍부히 발현될 것으로 예상된다.  

결과적으로 디스크 세포의 세포외기질에서 발생하는 제 1 및 2형 

교원질과 같은 디스크 세포의 특이적 유전자의 발현은 1일째 발현

정도와 3일째의 발현정도를 미루어보면 지속적인 발현이 유지될 것

으로 사료되며 장기적인 관점에서 볼 때 DBP의 함량이 20%인 DBP/ 

PLGA 하이브리드 필름에서 더 우세한 디스크 세포 고유의 표현형을 

유지하는 것을 확인하였다.  

PLGA 및 DBP/PLGA 필름에서의 디스크 세포의 거동 확인. SEM을 

통하여 DBP 함량에 따른 필름 표면에서 AF 및 NP 세포의 거동을 

확인하였으며 이를 각각 Figures 7과 8에 나타내었다. AF 및 NP 

Figure 7. SEM microphotographs of annulus fibrosus(AF) cells
on surfaces on PLGA and DBP/ PLGA hybrid film(magnification;
x100, scale bar; 500 μm). 
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Figure 6. Relative gene expression amount of type I and II
collagen normalized by the intensity of β-actin mRNA on
DBP/PLGA film. (a) AF cell and (b) NP cell(***p<0.0005).
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두 가지 세포 모두 세포의 부착도 및 세포수의 양상은 앞서 세포의 계

수결과와 연관성 있는 경향을 보임을 확인하였으며 두 세포가 유사한 

경향성을 보였다. 초기에는 두 세포가 모두 막 부착되기 시작하며 필

름 표면에 완벽히 밀착하여 부착하는 양상을 보였다. 또한 계수결과

와 같이 PLGA, 10% 및 20%의 DBP 함량을 가진 필름에서 더 많

은 세포가 부착된 것을 확인하였다. 또한 3일째의 SEM 측정 결과도 

DBP의 함량이 10% 및 20%인 DBP/PLGA 필름에서 많은 수의 세

포 돌기와 세포의 운동 및 신장이 일어날 때 작용하는 세포 기관인 

filopodia 및 lamellipodia가 잘 발달되어 있어 세포의 상태가 다른 

실험군에 비해 활동적임을 확인하였으며 뚜렷한 세포수의 증가를 확

인하였다. 이는 적절한 양의 DBP가 세포에 제공하는 환경이 세포의 

부착을 유도하여 세포의 이주 및 증식에 영향을 준 것으로 판단된다. 

반면 DBP의 함량이 40% 및 80%의 DBP/PLGA 필름에서는 육안으

로 관찰되는 세포의 수가 적게 나타났는데 이를 확인하고자 배율을 

증가시켜 촬영을 하여 Figure 9에 나타내었다. 이는 80% DBP가 함

유된 필름 위에서 배양 3일의 AF 및 NP 세포를 나타낸 것으로 DBP

의 입자를 따라 세포가 부착되어 있고 간헐적으로 보이는 세포외 기

질(흰 원으로 표시)이 세포가 부착되어 있음을 지시해주고 있다. DBP 

자체가 세포의 부착을 증진시키지만 과량의 DBP는 표면에 강한 거

침도와 굴곡을 제공하여 10% 및 20%에 비하여 세포의 부착을 불

균형적이게 함을 알 수가 있었다. 

 

결  론 
 

본 연구에서는 생분해성 고분자인 PLGA에 연골, 골 및 디스크의 

재생을 유도하는 생체재료인 DBP를 함량별로 첨가하여 소수성의 특

성을 개선하고 표면에 생활성을 부여하여 추간판디스크 세포의 초기

부착 및 표현형 유지에 최적환경을 설정하고자 하였다.  

용매증발법으로 제조된 PLGA, DBP/PLGA 필름은 캐스팅하는 유

리접시의 모양과 크기, 고분자 용액의 농도 및 양을 조절하면 손쉽게 

필름의 두께와 모양, 크기를 조절할 수 있으며, 제조된 PLGA 필름은 

매끄러운 표면을 가짐을 확인하였으며 DBP/PLGA 필름에서는 DBP

Figure 8. SEM microphotographs of nucleus pulposus(NP)
cells on surfaces on DBP/PLGA hybrid film(magnification;
x100, scale bar; 500 μm). 
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Figure 9. SEM microphotographs of (a)anulus fibrosus(AF)
and (b)nucleus pulposus(NP) cells on surfaces on 80% DBP/
PLGA hybrid film on culturing for 3 days. 
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의 함량이 증가함에 따라 거침도가 증가하는 것을 확인하였다. 물리

적인 관점에서 볼 때 DBP가 첨가되면 표면의 자유에너지가 증가하

여 세포의 초기 부착에 영향을 줄 것으로 판단되었으며, 친수성의 특

성을 제공하는 DBP는 상대적으로 낮은 계면에너지를 제공하여 높은 

표면적심성과 수분 흡수율을 제공할 것으로 예상되었다. 하지만 80%

와 같은 과량의 DBP 함량은 PLGA의 유연성 및 굽힘강도를 감소시

키며 불규칙한 표면 거침성 정도는 세포의 부착 및 증식에 부정적 결

과를 초래하는 것으로 드러났다.  

따라서 세포의 초기 부착도 및 증식률은 과량이 아닌 10% 또는 20%

의 적정수준의 DBP 함량에서 우세한 것을 확인하였고, 유전자 발현

의 결과에서는 DBP의 함량이 20%인 경우에 특이적 유전자의 발

현이 지속적으로 증가할 것으로 예상되어 이러한 결과는 향후 조직

공학적 DBP/PLGA 복합체의 설계에 있어서 중요한 인자로 작용

할 것으로 사료된다. 현재 DBP/PLGA 하이브리드 필름에서의 AF 

및 NP 세포의 교원질, 히드록시프롤린 및 글루코스아미노글라이칸

의 합성 정도 확인하는 등의 생화학적 분석을 통해 명확한 DBP 

함유량의 최적조건 설정에 대한 연구가 진행중에 있다.  

 

감사의 글：본 연구는 세포응용사업단(SC3100)의 지원으로 이루

어졌으므로 이에 감사드립니다.  
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