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초록: 본 연구에서는 생체친화적이고 보관 및 사용이 편리한 동시에 우수한 지혈능을 가지는 지혈제를 개발하고자

염화칼슘과 트롬빈이 함유된 폴리비닐피롤리돈(PVP) 나노섬유형 지혈제를 제조하였다. 나노섬유의 미세구조, 원소

함량비, 혈액응고인자의 분산도는 전자현미경과 에너지분산형 분광분석법을 통해 확인하였다. PVP 나노섬유에 포

함된 트롬빈 및 염화칼슘의 비율에 따른 in vitro 전혈응고실험에서 5.5 mg/mL 염화칼슘 및 500 units/mL 트롬빈을

함유한 샘플의 지혈능이 가장 높게 나타났으며,  세포생존율 90% 이상의 낮은 세포독성을 나타내었다.  In vivo

Sprague-Dawley(SD) rat 간출혈 모델 실험에서도 나노섬유 지혈제는 대조군보다 감소된 출혈시간과 출혈량을 보여

주었다. 염화칼슘과 트롬빈이 함유된 PVP 나노섬유시트는 고성능 지혈제로 의료현장에서의 활용이 기대된다.

Abstract: This study develops nanofiber sheet type hemostatic agents using poly(vinyl pyrrolidone) (PVP) containing

calcium chloride and thrombin. It is supposed to have benefits, such as advanced hemostasis, biocompatibility, easy stor-

age and handling. The microstructure of nanofibers, the content of elemental compositions, and the distribution of blood

coagulation factors were confirmed by scanning electron microscopy and energy dispersive spectroscopy. The PVP nano-

fibers containing 5.5 mg/mL calcium chloride and 500 units/mL thrombin showed the highest hemostatic ability from in

vitro whole blood coagulation experiments. The nanofiber hemostatic agents showed low cytotoxicity with the cell via-

bility over 90%. In addition, nanofiber hemostatic agents reduced bleeding time and bleeding amounts compared to the

control groups as assessed via in vivo Sprague-Dawley rat liver hemorrhage model. Our PVP nanofiber sheet containing

calcium chloride and thrombin is expected to be useful in medical field as an advanced hemostatic agent.

Keywords: poly(vinyl pyrrolidone), nanofiber, calcium chloride, thrombin, hemostatic agent.

서 론

현대사회의 눈부신 발전으로 인하여 인간의 평균수명은 늘

어났지만 사고도 급증하였을 뿐만 아니라 고령인구비율이 증

가함에 따라 조직 및 장기의 손상을 현대의학 기술을 통해

치료하기 위한 외과적 수술이 급증하고 있다.1 가벼운 상처

및 간단한 수술과정에서의 출혈은 체내 지혈작용에 의해 충

분히 제어가 되지만 대형사고나 외과수술 시 응급상황에서

자주 발생하는 과다출혈의 경우, 지혈제 처치가 필수적으로

요구된다.2-5 정상 성인의 혈액은 체중의 6-7% 정도이며 전체

혈액량의 10% 이상의 출혈이 발생하면 생존위험을 초래하며

특히, 유아의 경우는 25-30 mL 정도의 소실로도 쇼크사를 초

래할 수 있다.6 생체에 상처가 발생하면 초기 1일 이내에 지

혈 및 염증기를 거쳐 상피화가 진행되고 이어서 상피세포의

증식이 약 3주에 걸쳐 진행된다. 지혈제는 생체의 혈액 유출

을 막고 상피화가 진행되어 외부 침입을 막는 가장 초기단계

에 적용된다. 지혈방법에는 크게 기계적 방법과 냉온에 의한

방법, 화학적 방법이 있다. 기계적 방법에는 손으로 거즈를
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대고 직접 눌러주는 방법, 봉합사나 클램프, 클립 등과 같은

기구를 이용하는 방법이 있으며, 냉온에 의한 방법에는 온도

를 낮춰 출혈을 억제하는 냉찜질과 같은 방법과 전기를 이용

해 열을 발생시켜 혈관을 소작하는 혈관 소작술이 있다.3,4 화

학적 방법에는 수렴제, 혈액응고제, 국소지혈제를 이용하는

방법 등이 있는데, 최근에는 혈액성분이 음전하를 띠기 때문

에 양전하를 띠는 고분자 재료를 이용한 지혈제 개발도 행해

지고 있다. 지혈제에 이용되는 약물로서는 응혈계의 혈액 및

조직성분인 섬유소, 섬유소원, 트롬빈, 트롬보플라스틴이나 혈

액을 흡수하고, 섬유소의 석출을 촉진해 응고를 촉진하는 젤

라틴 스펀지나 헤모글로빈과 반응해 혈액응고를 촉진시키는

산화재생셀룰로오스(Surgicel®, Ethicon, USA) 등이 있다. 패

킹을 통해 지혈을 하게 되는 경우 거즈나 압축스펀지를 사용

할 수 있으나, 패킹하는 동안 압박감을 유발하며 통증을 일으

킬 수 있어 이러한 단점을 보완하기 위해 흡수성 패킹이 개

발되고 있다.7 대표적인 예로 젤라틴 스펀지(Gelfoam®, Pfizer,

USA), 생체흡수성 폴리우레탄 폼(Nasopore®, Polyganics,

Netherlands), 젤라틴/트롬빈 혼합물(Floseal®, Baxter, USA),

히알루론산 스펀지(MeroGel®/Meropack®, Medtronic, USA),

카복시메틸셀룰로오스 메쉬(Sinu-Knit, ArthroCare®, UK), 흡

수성 콜라겐 스펀지(Avitene®, Davol, USA) 등이 있다.3-7 그

러나 현재 상용되고 있는 흡수성 패킹은 지혈효과가 떨어지

며, 매우 고가로 판매되고 있고, 생체적합성이 낮으며 점막의

재생효과는 미미하다. 따라서 지혈효과는 뛰어나면서 저렴한

가격으로 공급이 가능하며 생체적합성이 뛰어나고 점막의 재

생을 촉진하여 재출혈을 방지할 수 있는 고기능성 지혈제의

개발이 필요하다.

위와 같은 문제점을 보완하면서 효과적인 지혈제를 만들기

위해 생체적합성 및 생체흡수성을 가지는 폴리비닐피롤리돈

[poly(vinyl pyrrolidone), PVP]을 주재료로 하여 염화칼슘, 트

롬빈과 같은 혈액응고인자를 함유하는 기존의 스펀지 혹은

젤 형태가 아닌 나노섬유 형태의 지혈제(PVP-CaCl2-thrombin)

를 설계하였다.8-11 나노섬유는 특성상 넓은 표면적을 가지며,

나노사이즈의 직경을 가지는 섬유가 부직포 형태로 촘촘하

게 적층되어 있어 빠르게 혈액을 흡수하고 혈액응고인자를

신속하게 방출시켜 줌으로써 우수한 지혈기능을 기대할 수 있

다.11 섬유는 높은 비표면적과 유연성을 가지므로 다양하게

응용이 되고 있으며 멜트블로운(melt blown), 복합방사, 분할

방사, 전기방사 등의 방법으로 섬유산업 분야에서 널리 실용

화되어 있지만, 그 중에서도 직경 1 μm 이하의 섬유를 제조

할 수 있는 전기방사 기술은 섬유직경, 섬유직경 분포, 섬유

표면 물성, 기공구조, 기공분포, 기공도, 제품의 두께 균일성,

제품의 단면구조, 기계적 물성 등의 성능을 쉽게 설계할 수

있어 다양한 산업에 적용되고 있다. 특히 전기방사된 나노섬

유 부직포는 매우 작은 직경 및 공극을 가지며 또한 큰 비표

면적을 가져 혈액응고인자의 효과를 극대화시킬 수 있다. 전

기방사법으로 제조한 나노섬유는 고효율 필터용 막재료, 기능

성 섬유 등 다양한 분야에 응용가능하며, 특히 창상치료재,

약물전달시스템(DDS), 조직공학용 지지체 등 고부가가치를

가지는 의료용 소재의 가공법으로 최근 주목받고 있다.8-23 

본 연구에서는 외과수술 시 과다출혈이 일어나는 경우 빠

른 혈액흡수와 혈액응고인자의 방출로 신속한 혈액응고능을

가지는 지혈제를 제조하였다. 기존에 사용하는 스펀지형 지

혈제의 경우 지혈 효과가 떨어지며, 매우 고가로 판매되고 있

고, 생체적합성이 낮으며, 젤형의 경우에는 바이러스 감염문

제와 취급 및 보관이 어렵다는 단점이 있다. PVP-CaCl2-

thrombin 나노섬유시트 형태의 지혈제는 생체적합성을 유지

하면서 기존 제품대비 지혈능을 개선시킬 수 있을 것으로 기

대하고, in vitro 혈액응고실험과 in vivo 동물실험을 통해 지

혈특성 평가 및 의료용 지혈제로서의 적용 가능성을 제시하

고자 하였다.

실 험

PVP-CaCl2-thrombin 방사용액 및 나노섬유의 제조. 나노

섬유의 주재료인 poly(vinyl pyrrolidone)(PVP, Mw 1300000 g/

mol)은 Sigma-Aldrich(USA)에서 구입하였다. PVP는 물, 에탄

올, 메탄올, THF, chloroform, dichloromethane 등의 용매를

이용하여 전기방사용 용액을 제조할 수 있으나, 독성이 낮고

트롬빈 활성에 영향을 가장 적게 미치며 휘발이 빠르게 진행

되어 나노섬유 제조에 용이한 에탄올(anhydrous, 99.5%,

Daejung, Korea)을 용매로 이용하였다. 혈액응고인자로 사용

한 염화칼슘(CaCl2, anhydrous, 93%)은 Daejung(Korea)에서

구입한 시약을 막자사발로 분쇄하여 사용하였고, 트롬빈(bovine

thrombin)은 RMBIO(USA)의 제품을 사용하였다. 트롬빈 정

량에 이용된 Bradford reagent는 Sigma-Aldrich(USA)에서 구

입하여 사용하였다. 트롬빈 활성도 측정을 위해 사용된

Chromogenix(USA)의 chromogenic substrates S-2238은 정제

수에 녹여 4 mM의 stock solution을 만들어 사용하였다. 트롬

빈 활성도 측정 시 이용되는 tris-buffer를 제조하기 위해 염

화나트륨을 Daejung(Korea)에서 trizma base를 Sigma-

Aldrich(USA)에서 0.5 M EDTA · 2Na solution을 Welgene

(Korea)에서 구입하여 사용하였다. 아세트산은 Daejung

(Korea)사의 제품을 구입하여 사용하였다. 전기방사용액에

CaCl2와 트롬빈을 직접 첨가하면 CaCl2가 용해되면서 방출하

는 열로 인해 단백질인 트롬빈이 변성될 수 있고, 트롬빈이

방사용매인 에탄올에 용해되지 않으므로 CaCl2와 트롬빈을

고농도로 정제수에 각각 용해하여 수용액 상태로 제조한 뒤,

이를 희석하여 사용하였다. CaCl2 용액은 66과 264 mg/mL로

각각 정제수에 녹여 제조하였고, 트롬빈 용액은 6000과

24000 units/mL가 되도록 각각 정제수에 완전히 녹여 제조하

였다. CaCl2와 트롬빈의 농도는 기존에 시판되고 있는 젤 형



혈액응고인자를 함유하는 생체흡수성 폴리비닐피롤리돈 나노섬유시트 지혈제의 개발 631

 Polymer(Korea), Vol. 43, No. 4, 2019

태 지혈제에 함유된 CaCl2와 트롬빈의 농도를 각각 참고한

것이며 1배수와 4배수를 각각 적용하였다. 방사용액은 용매

인 에탄올 수용액에 PVP를 완전히 녹인 후, CaCl2 용액을 첨

가하여 교반시키면서 CaCl2 용액이 완전히 혼합되었으면 트

롬빈 용액을 첨가하여 24시간 이상 교반시켜 트롬빈을 균일

하게 현탁시킨 후 전기방사에 적용하였다. 본 실험에서는 70-

80 wt% 에탄올 수용액 용매를 이용하여 10 wt% PVP 전기

방사용 용액(A)과 5.5 mg/mL CaCl2을 함유하는 PVP 전기방

사용 용액(B), 500 units/mL 트롬빈을 함유하는 PVP 전기방

사용 용액(C), 그리고 5.5 mg/mL CaCl2, 500 units/mL 트롬

빈을 모두 함유하는 PVP 전기방사용 용액(D), CaCl2가 4배

인 22 mg/mL, 트롬빈 500 units/mL를 함유하는 PVP 전기방

사용 용액(E), 트롬빈이 4배인 2000 units/mL, CaCl2 5.5 mg/

mL를 함유하는 PVP 전기방사용 용액(F) 각각 6가지의 시료

를 제조하여 사용하였다(Figure 1). 

전기방사의 다양한 공정인자 중 섬유형태에 중요한 영향을

주는 용액의 농도, 인가전압, 방사거리, 토출속도, 집전판의

형태, 온도 및 습도에 따라 얻어지는 나노섬유의 미세구조 및

직경을 분석하여 섬유형태가 균일하고 지혈제로 적용하기에

적절한 방사조건을 검토하였다. 전기방사용액은 일회용 폴리

프로필렌 주사기(NORM-JECT, luer lock type, 12 mL, Air-

Tite Products Co., Inc., USA)에 21 gauge metal needle을 결

속하여 주사기펌프(syringe pump, KDS220, KD Scientific

Inc., USA)에 장착한 후, 주사기 끝과 집전판 사이의 인가전

압은 20 kV, 주사기 끝과 집전판 사이의 거리는 15 cm, 토출

속도는 주사기 펌프에 의해 2 mL/h로 고정시키고, 200 rpm

으로 회전하는 드럼형태 집전판에 12시간 동안 24 mL를 대

량방사하여 나노섬유시트를 제조하였다. 25 oC에서 전기방사

하는 동안 제습기를 가동하여 30% 이하의 습도를 유지하였

다. 전기방사된 나노섬유시트는 섬유상에 포함된 잔존용매와

습기를 제거하기 위하여 진공오븐에서 24시간 건조한 후 보

관하였다.

나노섬유의 미세구조 및 직경분석. 전기방사법으로 제조

된 나노섬유의 미세구조는 전계방사형 주사전자현미경(field

emission scanning electron microscope, FE-SEM, JSM-

6500F, JEOL, Japan)을 이용하여 관찰하였다. 모든 시료는 공

기 중의 수분에 의한 분해 및 변형을 방지하기 위해 밀봉하

여 운반하였으며, 시료표면을 관찰하기 전에 150초간 sputter

coater(108auto, Cressington Scientific Instruments Inc., UK)

를 이용하여 백금으로 코팅 처리하였다. FE-SEM의 가속전

압은 10 kV로 고정하여 디지털이미지를 촬영하였다. 섬유의

직경 및 직경분포를 조사하기 위하여 영상분석기(IMT I-

solution, Image & Microscope Technology Inc., Korea)를 이

용하였다. 먼저 FE-SEM을 통해 얻어진 나노섬유의 이미지

는 영상분석 프로그램으로 scale bar를 보정하여 각각 100개

의 서로 다른 섬유의 직경을 측정하여 평균직경을 계산하였

고, 전체적으로 섬유직경이 가늘고 균일한 나노섬유를 최적

조건으로 선정하여 차후 실험에 적용하였다.

Figure 1. Photomicrographs, fiber diameter distribution and energy dispersive spectroscopy (EDS) of the PVP nanofiber (A), PVP nanofibers

containing 5.5 mg/mL CaCl2 (B), 500 units/mL thrombin (C), 5.5 mg/mL CaCl2 with 500 units/ml thrombin (D), 22 mg/mL CaCl2 with 500

units/mL thrombin (E), and 5.5 mg/mL CaCl2 with 2000 units/mL thrombin (F), respectively. All of nanofibers were electrospun using a 10

wt% PVP-80% ethanol solution at 20 kV voltage, 15 cm tip-to-collector distance, and 2 mL/h feed rate. The insets show EDS mapping (cyan

dots: Ca; pink dots: S). The ○ marks in bar charts indicate 500 μm in diameter distributions. 
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PVP 나노섬유에 포함된 혈액응고인자인 CaCl2 및 트롬빈

의 함유량 및 분산도를 확인하기 위하여 energy dispersive X-

ray spectroscopy(EDS) 및 EDS mapping을 통해 각 원소의

성분비를 측정하였고 검출된 원소들을 시료 표면상에 점으로

나타내었다.

In Vitro 전혈 응고실험(Lee-White Method, Imai-Nose

Method). 혈액응고시간 및 혈전형성의 정량분석은 혈액과 접

촉되는 고분자재료의 혈액응고능을 평가하는 효과적인 방법

이다. 나노섬유시트형 지혈제로 처리한 혈액의 응고특성을 분

석하기 위해 한국동물혈액은행(Korea Animal Blood Bank,

Korea)에서 구입한 개의 전혈을 이용하여 실험 전반에 사용

하였다. 개의 전혈에는 약 13%의 항응고제가 포함되어 있으

며, 채혈 이후 냉장상태에서 1주 이내인 전혈을 실험에 사용

하였다. Lee-White 법은 혈액응고시간을 측정하는 것으로 유

리 vial을 37 oC 항온수조에 10분간 방치하여 vial의 표면온

도를 고정 후, 혈액(1 mL)을 vial에 넣고, 매 20초 마다 vial

을 기울여 혈액이 응고하는 시간을 측정하는 혈액응고능 확

인법이다.24 본 연구에서는 혈액의 혈액응고를 촉진시키기 위

해 전혈에 10 mM CaCl2를 도입하였고, 나노섬유 지혈제가

있는 경우와 없는 경우의 Lee-White 법을 각각 진행하였다.

혈액이 더 이상 흐르지 않을 때까지의 시간을 기록하여 나노

섬유 지혈제를 적용한 경우와 적용하지 않은 경우를 분석하

였다.

Imai-Nose 법은 응고된 혈전의 무게측정을 통한 혈전형성

능 확인법으로 실험과정은 다음과 같다.25 37 oC의 항온조에

스테인레스 스틸로 된 원심관 튜브 랙을 준비한다. 랙 위에

유리로 된 시계접시를 올려놓고 그 위에 나노섬유 시료 20 mg

을 도입한다. 시계접시의 밑부분이 물에 잠기도록 한 후 10

분간 방치하였다. 혈액 200 μL를 나노섬유 지혈제 위에 도입

하고 조심스럽게 섞어 반응을 개시하였다. 대조군으로는 나

노섬유 지혈제를 도입하지 않고 시계접시의 유리표면에 혈액

200 μL를 도입하여 실험하였다. 이 때 각각의 나노섬유마다

반응시간을 2, 4, 6, 8, 10, 20분으로 달리하였다. 일정 시간

이 경과되면 시료 위에 5 mL 정제수를 첨가하여 혈액응고반

응을 정지시켰다. 응고된 혈전을 분리한 후, 35% 포르말린

Daejung(Korea)으로 10분간 고정시키고 혈전을 다시 정제수

에 침지시켜 5분간 세척한 뒤, 물기를 제거하여 24시간 동안

건조시켰다. 그 후 각 혈전의 무게를 측정하였다. 

적혈구 용혈 실험. 나노섬유 표면에서 혈전형성 후 정제수

에 의해 용혈된 적혈구의 정량을 통해 혈전형성속도 및 지혈

능을 부가적으로 확인할 수 있다. Imai-Nose법에서 5 mL 정

제수를 첨가하여 혈액응고반응을 정지시킨 시료에 5분 후, 혈

전을 제외하고 정제수에 의해 용혈된 적혈구가 있는 상층액

을 채취하고, 다시 정제수 5 mL를 첨가하여 잔존하는 적혈구

용혈용액를 채취하였다. 이를 1회 더 반복한 후, 96 well plate

에 용혈용액을 분주하였다. 적혈구가 용혈되면 적혈구 내부

에 있던 헤모글로빈이 방출되는데, 이 헤모글로빈을 microplate

reader를 이용하여 540 nm에서의 흡광도를 측정하여 적혈구

를 정량분석하였다.

혈소판 점착능 평가. 혈액의 응고는 혈장 중의 혈액응고인

자(외인계 및 내인계 응고인자) 외에 혈소판의 활성화에 의

해서도 일어난다. 본 실험에서는 일반 셀룰로오스와 혈액응

고인자를 함유하는 나노섬유가 방사된 셀룰로오스 상에서의

혈소판의 점착정도와 점착혈소판의 세부형태를 관찰하였다.

항응고제가 첨가된 혈액을 1200 rpm으로 20분간 원심분리하

여 platelet-rich plasma(PRP)를 얻고, 이를 냉장보관하면서 수

시간 이내에 실험에 사용하였다. 37 ºC 건조오븐에 12 well

plate를 놓고, 각각의 셀룰로오스와 나노섬유-셀룰로오스 시

료를 지름 2 cm로 제단하여 12 well plate에 배치 후, PRP

200 μL를 각 시료 위에 도입하고 37 ºC shaking bath에 방치

하였다. 10분 경과한 후에 PBS 2 mL를 도입하여 1분 동안

시료 위의 혈장을 가볍게 2회 세척하였다. 그 후 2.5% 글루

타알데히드에 30분간 침지시켜 표면에 부착된 혈소판을 고

정화시키고, 50, 70, 100% 에탄올 수용액에 1분씩 연속적으

로 침적시켜 탈수시킨 후 상온에서 24시간 건조시켰다. 건조

된 시료들의 표면을 백금코팅하고 전자현미경을 이용하여 각

시료표면에 응집된 혈소판의 수와 형태를 관찰하였다.

PVP-CaCl2-thrombin 나노섬유의 세포독성 평가. 혈액 및

창상조직과 직접적으로 접촉하는 의료용 소재의 세포독성평

가는 필수적이다. 세포독성시험은 국제시험규격 ISO 10993-

5에 의거하여 마우스의 섬유아세포(NIH-3T3)를 이용하여 시

험물질인 나노섬유 지혈제가 세포의 배양환경 상에서 나타내

는 세포독성 정도를 평가하였다. 실험절차를 간단히 설명하

면, 마우스의 섬유아세포를 6-well plate에 2×105 cells/well 농

도로 분주하고, 37 ºC, 5% CO2 환경에서 24시간 배양하였다.

24시간 후에 용출액을 처리하여 48시간 동안 배양한 후, 광

학현미경을 이용하여 세포의 성장형태 및 성장억제를 관찰한

후, WST-1(water soluble tetrazolium salt, Daeil Lab Co.,

Korea) 용액을 처리하여 2시간 동안 반응시켜준 후, microplate

reader를 이용하여 450 nm 파장에서 흡광도를 측정하여 결과

분석값(%)을 산출하였다.

SD Rat을 이용한 In Vivo 실험. 본 연구에서 제조된 나

노섬유 지혈제의 지혈능 평가를 위해 실험대상으로 outbred

male Sprague Dawley rat(8주령, 250-300 g, 효창사이언스)을

이용하여 간출혈 모델 in vivo 실험을 수행하였다.26 동물실험

은 경북대학교병원 동물실험윤리위원회의 시행규정 및 승인

에 의해 진행하였다. 수술을 시행하기 전 일주일 동안 동물

을 항온항습(temperature range: 22±2ºC, humidity 50±5%)이

유지되는 실험실에서 적응시켰다. 자세한 방법은 아래와 같다.

(1) SD rat을 동물용 마취제 Zoletil® 50(Virback, France)과

Rompun®(Bayer, Germany)을 4:1 비율로 섞어 투입하면서 상

태를 관찰한다.
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(2) 마취가 완료되면 70% 알코올로 소독 후 복부를 제모한

다.

(3) 마취된 SD rat을 수술대에 고정시킨 뒤에 포비돈 요오

드 용액으로 복부 전체를 소독한 후 복벽 및 복막을 10번 블

레이드를 이용하여 약 20-30 mm 절개하고, 양측으로 거상시

켜 간을 노출시킨다.

(4) 수술대를 45º 각도로 기울이고, 미리 무게를 측정한 파

라필름과 여과지를 간 하부에 배치한다.

(5) 15번 블레이드로 깊이 4 mm의 상처를 간 좌엽에 내고,

출혈이 시작되면 시료(2×2 cm2)를 도입하여 지혈이 완료된

시간을 측정한다.

(6) 지혈이 되면 혈액을 흡수한 여과지와 시료의 무게를 측

정하여 출혈량을 계산한다. SD rat을 안락사시킨 후 간조직

을 채취하고, 절개된 복벽을 봉합하여 마무리한다.

조직관찰(Histology). 절개 후 지혈된 조직 내외부의 다양

한 세포 및 지혈과정에서 형성된 피브린, 적혈구 및 혈소판

의 분포를 관찰하기 위하여 hematoxylin-eosin 및 Carstair’s

염색을 실시하였다. 채취한 조직은 10% 포르말린 용액으로

고정시켰다. 화학적으로 고정시킨 조직은 탈수, 파라핀 포매

과정 후 마이크로톰을 이용하여 5 μm 두께로 절편한다. 절편

조직은 hematoxylin-eosin 및 Carstair’s 염색법으로 염색 후

CCD 카메라(DS-Fi-2, Nikon, Japan)를 장착한 광학현미경

(Eclipse TS100, Nikon, Japan)을 통해 관찰하였다.

통계분석. 정량적인 측정수치의 유의성 평가는 통계분석 소

프트웨어(KyPlot version 2.0, KyensLab, Inc.)를 사용하여 분

석하였다. 각 수치는 평균±표준편차로 표기하였으며 significance

level은 parametric Student’s t-test와 one-way ANOVA

(analysis of variance)의 Tukey’s 사후검증법으로 판별하였다.

통계적 유의성은 p<0.05의 값으로 설정하였다.

결과 및 토론

PVP-CaCl2-thrombin 나노섬유의 형태 관찰. 지혈제는 혈

액과 직접적으로 접촉하므로 생체적합성이 우수하고 독성이

없으며 안전성이 검증된 소재를 적용해야 한다. 폴리비닐피

롤리돈(PVP)은 생체친화성이 높고, 낮은 독성, 흡습성, 착화

합물 형성능력 등을 갖고 있고, 물에 용해되는 수용성 고분

자이며, 다른 수용성 고분자들과는 달리 알코올류, 특정종류

의 염소화합물, 니트로파라핀, 아민류 등 많은 유기용매에도

쉽게 용해되어 의학, 화장품, 피막제, 합성세제 및 생체재료

등 그 응용범위가 매우 다양하다.8,9 또한 PVP는 FDA로부터

체내사용이 승인된 고분자로서 생의학적 응용에 있어 광범위

하게 사용되는 합성고분자 중 하나이며, 높은 방사성을 가지

고 있는 장점이 있어 지혈제용 나노섬유의 주재료로 활용하

기에 적합한 소재이다. 제조공정에서는 PVP를 주성분으로 하

는 나노섬유를 셀룰로오스 부직포 상에 전기방사함으로써 이

중층 지혈제를 제조하였다. CaCl2와 트롬빈을 함유하는 PVP

나노섬유를 제조하여 혈액응고능을 갖게 함으로써 지혈제로

의 기능을 부여하였고, PVP-CaCl2-thrombin의 나노섬유 제조

시 어려움을 80% 에탄올을 방사용매로 사용함으로써 해결하

였다. 또한 셀룰로오스 부직포를 이중층 구조로 도입하여 혈

액흡수능을 보완하고자 하였다. 나노섬유를 제조하는 과정에

서 전기방사성이 좋으면서 나노섬유에 함유되는 트롬빈의 활

성도가 유지될 만한 방사용매를 선정하는 데는 제한이 있다.

이를 보완하기 위해 휘발이 잘 되는 유기용매 중에서도 독성

을 거의 나타내지 않는 에탄올을 사용하여 전기방사함으로써

PVP-CaCl2-thrombin 나노섬유를 얻을 수 있었다. 이러한 PVP

를 70% 에탄올 수용액에 각각 10 wt%로 녹여 단독 방사하

여 전자현미경으로 관찰한 결과, 용매가 튀어 군데군데 섬유

가 녹은 것을 확인할 수 있었다. 반면, 80% 에탄올을 용매로

이용할 경우, 고분자용액이 튀지 않는 상태에서 상대적으로

균일한 나노섬유를 얻을 수 있었다. PVP 용액의 농도, 인가

전압, 방사거리 및 토출속도에 따라 시험방사하여 미세구조

및 직경을 분석 후 섬유형태가 균일하고 지혈제로 적용하기

에 적절한 전기방사 조건을 검토하였으며, 최적조건은 전압

20 kV, 방사거리 15 cm, 토출속도 2 mL/h로 설정하였다. 위

방사조건으로 10 wt% PVP 방사용액, 5.5 mg/mL CaCl2를 함

유하는 10 wt% PVP 방사용액, 500 units/mL 트롬빈을 함유

하는 10 wt% PVP 방사용액, 5.5 mg/mL CaCl2, 500 units/

mL 트롬빈을 함유하는 10 wt% PVP 방사용액, 22 mg/mL

CaCl2, 500 units/ml 트롬빈을 함유하는 10 wt% PVP 방사용

액, 5.5 mg/mL CaCl2, 2000 units/mL 트롬빈을 함유하는

10 wt% PVP 방사용액을 각각 이용하여 나노섬유를 제조하

였고, 전자현미경으로 미세구조를 촬영하였다(Figure 1). 6가

지 나노섬유는 모두 원기둥모양의 방사형 섬유배열로 방사되

었고, PVP 단독방사로 얻은 나노섬유와 비교하여 PVP-CaCl2,

PVP-thrombin, PVP-CaCl2-thrombin 나노섬유 모두 평균직경

및 섬유형태의 차이점이 나타나지 않았다. PVP-CaCl2-thrombin

나노섬유 제조를 위한 방사조건을 확립한 후, 셀룰로오스 부

직포 상에 섬유를 방사하였고 부직포 표면에 나노섬유가 균

일하게 방사되는지 확인하기 위해 소량의 청색염료를 첨가한

용액을 전기방사하여, 셀룰로오스 부직포 표면에서의 전기방

사도 균일함을 확인하였다.

섬유직경과 분포는 영상분석기를 통해 전자현미경 이미지

를 분석하여 계산하였다. 시료는 영상분석기로 100개의 섬유

직경을 측정하여 평균직경을 계산하였고, 전체적으로 섬유직

경의 분포도를 막대그래프로 표현하였다. CaCl2와 트롬빈 농

도에 따른 각 나노섬유의 평균직경 및 직경분포도를 Figure

1에 나타내었고, 분석 결과 혈액응고인자의 함유량에 따른 직

경변화는 큰 차이가 나타나지 않았다. 이는 CaCl2와 트롬빈

의 분자량이 작고, 미량 첨가되어 직경에 큰 영향을 주지 않

는 것으로 사료된다. 이러한 나노사이즈의 섬유형태는 큰 비
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표면적 특징을 나타낸다. 큰 비표면적을 가짐으로써 혈액과

접촉하였을 때, 더욱 빠르게 혈액응고인자를 방출하여 신속

한 지혈이 가능할 것으로 사료된다.

나노섬유의 제조공정 특성상 효소 혈액응고제 트롬빈은 유

기용매 및 고전압의 영향을 받으므로 활성도의 검증이 요구

된다. 전기방사 전후의 트롬빈 활성도는 chromogenic substrate

(S-2238, H-D-phenylalanyl-L-pipecolyl-L-arginine-p-nitroaniline

dihydrochloride)와 트롬빈의 반응에 의해 생성되는 p-

nitroaniline의 흡광도를 측정하여 검증하였으며, 전기방사 및

에탄올에 의한 트롬빈 활성도의 영향이 미미함을 확인하였다.

Energy Dispersive X-ray Spectroscopy(EDS) 분석.

전기방사를 통해 얻은 PVP, PVP-CaCl2, PVP-thrombin, PVP-

CaCl2-thrombin 나노섬유의 성분을 정량분석하기 위해 EDS

분석을 하였다(Table 1). CaCl2는 칼슘을 통해, 트롬빈의 경

우엔 단백질 구조에 있는 아미노산 중 시스테인과 메티오닌

에 존재하는 황(S)을 통해 CaCl2와 트롬빈이 방사가 잘 되었

는지와 각각의 존재유무를 확인하였다. 그 결과 CaCl2나 트

롬빈을 첨가하지 않은 경우엔 칼슘이나 황이 나타나지 않았

으나 CaCl2나 트롬빈을 첨가한 경우에는 나타난 것을 확인

할 수 있었다. CaCl2가 첨가된 나노섬유는 전체 표면에 칼슘

이 약 1.5-2.0% 정도, 트롬빈이 첨가된 나노섬유의 경우 표

면에 황이 약 0.2% 정도 함유되어 있는 것으로 나타났고, 황

의 함유량이 칼슘에 비해 적은 이유는 트롬빈의 단백질 구조

상에 황을 포함하는 시스테인과 메티오닌의 비율이 낮기 때

문인 것으로 사료된다.

전기방사를 통해 얻은 PVP-CaCl2, PVP-thrombin, PVP-

CaCl2-thrombin 나노섬유 상에 칼슘과 트롬빈이 얼마나 잘 분

산되어 있는지 분석하기 위해 EDS mapping 분석을 하였다.

CaCl2에 있는 칼슘은 하늘색 점으로 표현하였고, 트롬빈의 단

백질 구조에 있는 아미노산 중 시스테인과 메티오닌에 존재

하는 황은 자주색 점으로 표현하여 각각의 분산 및 응집성을

확인하였다. 그 결과 CaCl2나 트롬빈이 한 군데 뭉쳐있지 않

고 잘 분산되어 있다는 것을 확인할 수 있었다. 이는 전기방

사를 통해 입자들이 섬유상에 골고루 잘 분산될 수 있다는

것을 나타내고, CaCl2와 트롬빈이 잘 분산되어 있음으로써 지

혈제로 사용될 때 출혈부위에 골고루 지혈작용을 촉진할 수

있음을 의미한다.

PVP-CaCl2-thrombin 나노섬유의 In Vitro 혈액응고 실험.

In vitro 평가법은 채혈된 혈액을 체외에서 시료와 접촉시키

고 그 혈액이 응고할 때까지의 시간을 측정하여 혈전성의 기

준으로 삼는 방법이다. 가장 일반적인 방법으로는 평가할 재

료로 시험관을 만들거나, 시험관에 코팅하여 그 안에 채혈된

혈액을 넣고 응고시간을 측정하는 것이다. 응고시간이 짧을

수록 혈액응고인자의 활성화, 혈소판의 점착능이 크고 혈액

응고능이 우수하게 된다. 이 방법은 비교적 간단하고 시간도

적게 걸린다는 이점이 있으나, 혈액을 체외로 채혈했을 때 이

미 다른 이물질에 접촉하거나 조직의 손상액이 혼합되어 있

는 경우 혹은 측정 중에 공기와의 계면이 존재하기 때문에

단백질의 변성이 일어나기 쉬운 점 등 평가해야 할 재료 이

외에 환경적 영향을 받기 쉽다는 결점이 있다.

전혈응고실험으로 Lee-White 법과 Imai-Nose 법을 실시하

였다. Lee-White 법은 혈액응고시간을 측정하는 것으로 혈액

0.5, 1.0 mL에서 나노섬유 지혈제 시료 20 mg에 대한 혈액응

고시간을 측정하였고, 유리표면을 대조군으로 설정하여 실험

한 결과를 Figure 2에 나타내었다. 대조군과 나노섬유 지혈제

시료를 비교하였을 때 5.5 mg/mL CaCl2 단독으로 함유된

PVP 나노섬유 시료를 제외하고 모든 시료의 혈액응고시간이

대조군보다 약 4배정도 빠른 것으로 나타났다. 5.5 mg/mL

CaCl2를 함유한 나노섬유가 대조군보다도 혈액응고시간이 길

게 나타난 이유는 항응고제에 의해 탈칼슘이온화된 혈액의

혈액응고를 촉진시키기 위해 혈액에 CaCl2 10 mM을 도입한

상태에서 추가로 시료를 도입하여 칼슘이온농도가 너무 높아

져 칼슘이온이 트롬빈과 피브리노겐의 반응을 방해하여 피브

린 형성을 지연시켰기 때문인 것으로 보여진다. 나머지 4가

지 시료와 비교하였을 때는 서로 큰 차이가 나타나지 않았으

며, 이는 이미 혈액응고반응이 일어나기에 충분한 양의 칼슘

과 트롬빈을 포함하고 있기 때문에 칼슘과 트롬빈의 양을 추

가하더라도 응혈시간에 현저한 차이가 없는 것으로 보여진다. 

Imai-Nose 법은 일정량의 혈액에 나노섬유 지혈제 시료를

도입하여 일정 시간이 지난 뒤, 혈액응고반응을 정지시켜 시

Figure 2. Effect of CaCl2 and thrombin amounts in PVP nanofibers

on blood coagulation time tested by Lee-White method.
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간에 따라 혈전이 얼마나 형성되는지 평가하는 시험법으로

대조군은 Lee-White 법과 동일하게 유리표면으로 두어 실험

을 진행하였다(Figure 3(A)). 나노섬유 지혈제 시료가 대조군

보다 짧은 시간에 현저히 많은 혈전이 형성되었고 이를 통해

혈액이 완전히 응고되는 속도가 훨씬 더 빠르다는 것을 알

수 있었다. 트롬빈이 함유되지 않고 5.5 mg/mL의 염화칼슘만

함유된 시료와 22 mg/mL 염화칼슘 및 500 unit/mL 트롬빈

을 함유한 시료의 초기 혈전형성은 다른 시료의 절반 수준이

었으나 10분 이후의 혈전형성은 대조군을 제외하고 유사한

경향을 나타내었다. 이는 염화칼슘보다 트롬빈이 초기의 혈

액응고작용에 결정적이며, 과량의 염화칼슘은 초기의 혈액응

고를 방해한다는 것을 의미한다. 혈전형성 후 용혈액에 포함

된 헤모글로빈의 정량분석에서도 트롬빈이 함유되지 않은 시

료와 과량의 염화칼슘이 함유된 시료의 초기 헤모글로빈 용

출 경향이 위의 결과와 유사하게 나타났다(Figure 3(B)). 특

히, 염화칼슘을 함유하지 않고, 500 unit/mL 트롬빈만 함유한

나노섬유 지혈제의 경우 초기의 혈전형성은 5.5 mg/mL 염화

칼슘 및 500 unit/mL 트롬빈을 함께 함유한 지혈제와 비교하

여 유사하거나 약간 낮지만 20분 이후에는 약 11.1%의 낮은

수치를 나타내었으며, 염화칼슘이 혈액 속의 혈장의 응고를

촉진하고 적혈구와 흡착하면서 후기의 혈전형성률을 높여주

는 것으로 예상된다.

적혈구 용혈실험. Imai-Nose 법을 진행하는 중에 응고되지

않고 잔존하는 적혈구의 양을 확인하기 위해 적혈구 용혈 실

험을 실시하였다(Figure 3(B)). 대조군과 각 나노섬유 시료마

다 일정시간 동안 혈액응고를 진행시킨 뒤, 정제수를 넣어 혈

액응고반응을 정지시키고 잔존하는 적혈구를 용혈시켰다. 적

혈구가 용혈되면 헤모글로빈이 나오는데 헤모글로빈의 흡광

도가 540 nm에서 최대치를 나타내게 되므로, 적혈구 용혈 용

액의 흡광도를 540 nm에서 측정하였다. 대조군에 비해 나노

섬유 시료의 흡광도 값이 현저히 낮게 나온 것으로 보아 잔

존하는 적혈구의 양이 더 적다는 것을 알 수 있고, 이는 혈

전형성이 더 많이 되었다는 것을 의미한다. 각 나노섬유 시

료마다 잔존하는 적혈구의 양을 비교하면 큰 차이가 없는 것

으로 나타났는데, 이미 충분한 양의 트롬빈과 칼슘이온이 도

입되었기 때문인 것으로 사료된다.

칼슘 재첨가 실험. 혈장단백질과의 상호작용을 확인하기

위해 platelet-poor plasma(PPP)를 채취하여 칼슘 재첨가 실험

을 진행하였고, 이를 통해 혈장단백질의 fibrin network 형성

시간(plasma recalcification time, PRT)을 측정하였다. 대조군

은 전혈응고실험과 마찬가지로 유리표면으로 하였고, 대조군

과 각 나노섬유 지혈제 시료들의 실험결과값을 Figure 4에 나

타내었다. 대조군과 나노섬유 시료를 비교하면 5.5 mg/mL

CaCl2가 함유되어 있는 PVP 나노섬유 시료는 오히려 PRT 값

이 지연되었고, 이를 제외한 나노섬유 시료의 fibrin network

형성속도는 대조군보다 약 7배 정도 빠른 것으로 확인되었

다. 5.5 mg/mL CaCl2가 함유된 PVP 나노섬유 외에 나머지

시료 종류에 따라서는 큰 차이가 나타나지 않았다. 5.5 mg/mL

CaCl2가 함유되어 있는 시료의 경우에는 PPP에 일정량의

CaCl2를 도입한 후, 추가로 시료를 도입하여 칼슘이온농도가

너무 높아지면서 Lee-White 법의 결과에서와 같이 칼슘이온

이 트롬빈과 피브리노겐의 반응을 방해하여 피브린 형성이

지연된 것으로 보여진다. 나머지 시료들은 이미 충분한 양의

트롬빈과 칼슘이온이 도입되었기 때문에 차이가 나지 않는

Figure 3. Thrombus formation rate (A) of PVP-CaCl2-thrombin nanofibers as a function of incubation time by Imai-Nose method. Absorbance

of hemoglobin (B) of PVP-CaCl2-thrombin nanofibers as a function of incubation time by red blood cells hemolysis.
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것으로 사료된다. 혈액응고인자 염화칼슘과 트롬빈의 함량에

따른 PVP 나노섬유 지혈제의 in vitro 전혈응고실험의 결과

들을 종합하면, 500 unit/mL 이상의 트롬빈이 함유된 지혈제

의 혈액응고능은 대조군에 비하여 모두 현저히 높은 지혈능

을 나타내었다. 반면, 500 unit/mL 트롬빈과 22 mg/mL의 염

화칼슘을 모두 함유한 PVP 나노섬유 지혈제의 지혈능은 과

량의 염화칼슘으로 인하여 초기지혈능이 다소 감소하였다. 위

와 같은 결과들을 바탕으로 이후의 혈소판점착능 및 in vivo

동물실험에서는 500 unit/mL 트롬빈과 5.5 mg/mL 염화칼슘

을 함유한 PVP 나노섬유 지혈제를 실험군에 적용하였다.

혈소판 점착능 평가. 혈소판 점착 및 활성능을 확인하기

위해 혈소판이 많이 함유되어 있는 PRP를 일반 셀룰로오스

부직포와 혈액응고인자를 함유하는 나노섬유가 방사된 셀룰

로오스 부직포에 각각 도입한 뒤, 이를 글루타알데하이드로

고정하여 전자현미경을 통해 관찰하였다(Figure 5). 일반 셀

룰로오스 부직포에서는 혈소판이 보이지 않는데, 이는 혈소

판 활성화에 의한 피브린 응집을 형성하기 전에 섬유직경이

큰 부직포 기공 사이로 대부분의 혈소판이 유출된 것으로 판

단된다. Figure 5(C)의 확대사진에서와 같이 혈소판이 구형이

고 피브린 섬유소가 적은 것을 관찰할 수 있었다. 반면, 셀룰

로오스-PVP 나노섬유 지혈제의 경우 혈소판이 혈구와 엉켜

서 셀룰로오스 섬유표면 및 내부에 점착되어 있는 것이 관찰

되었다. Figure 5(F)의 확대사진에서와 같이 혈소판의 형태가

변형되고 주변부에 피브린 섬유소가 방사형으로 퍼져있었다.

이는 나노섬유 표면에 분산된 트롬빈과 혈소판이 접촉하면서

활성화되어 기공 사이를 혈소판이 부분적으로 메워나가면서

응집이 형성된 것으로 보여진다. 

PVP-CaCl2-thrombin 나노섬유의 세포독성평가. 지혈제는

체액과 직접적으로 접촉하는 의료용 소재로 세포독성시험을

통해 생체안전성의 검증이 필수적이다. 세포독성시험은 국제

시험규격 ISO 10993-5에 의거하여 마우스의 섬유아세포(NIH-

3T3)의 배양환경 하에서 시험물질의 세포독성을 정성적 및

정량적으로 평가하였다(Table 2). 양성대조군 용출액에서의

세포는 5%의 세포만 생존하였고, 정성적 반응도는 grade 4

인 거의 완전하게 세포층이 파괴되는 것으로 판정되었다. 반

면, 5.5 mg/mL CaCl2와 500 units/mL 트롬빈을 함유한 PVP

Figure 4. Fibrin formation time by plasma recalcification using

PRT method.

Figure 5. Photomicrographs of adhered platelets on the cellulose nonwoven fabrics (A-C); cellulose-PVP nanofiber sheets containing CaCl2
and thrombin (D-F). Magnification of each image is ×300 (A, D), ×1000 (B, E), and the single spot of platelets on the surfaces of cellulose

(C) and cellulose-PVP (F).
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나노섬유 지혈제로부터 용출된 용액에서 48시간 동안 세포

를 배양하여도 92% 이상의 세포가 생존하였으며 정성적 반

응도는 광학현미경 관찰 시 grade 1인 20% 이하의 약한 세

포형태변화 및 성장저해를 확인할 수 있었다. 이는 세포독성

1등급(>80%)에 해당하는 결과로 생물학적 안전에 관한 기준

에서 세포독성이 매우 낮음으로 판정할 수 있다.

SD Rat을 이용한 In Vivo 동물시험. In vivo 평가법은 재

료를 직접 체내 출혈부위에 적용하여 혈전형성 및 지혈 정도

를 관찰하는 방법으로 실험동물의 종류 및 혈류량의 영향을

받기 쉽고, 실험자의 능숙한 기술이 필요하다. SD rat의 복부

를 개복하여 미리 무게를 측정한 여과지와 파라필름 위에 간

을 노출하고 간의 좌엽에 상처를 형성하여 지혈시간과 혈액

흡수량을 확인하였다(Figure 6). 실험군 시료는 가장 방사성

이 좋고 혈액응고실험에서도 효과가 좋았던 5.5 mg/mL CaCl2

및 500 units/mL 트롬빈을 함유한 PVP nanofiber-cellulose

nonwoven을 이용하였고, 대조군으로는 상처형성 이후로 아

무 처리하지 않은 경우와 시판중인 Surgicel®을 사용한 경우,

두 가지를 사용하였다. 각 군당 SD rat 20마리씩을 적용하여

각 군의 지혈시간과 출혈량, 시간당 출혈량에 대한 평균값을

도출하였다. 지혈시간은 대조군의 경우 평균 2분 30초,

Surgicel®의 경우 평균 2분, 실험군 시료의 경우 평균 2분 이

내로 지혈이 이루어짐을 확인할 수 있었고, 출혈량은 대조군

이 평균 479 mg으로 가장 높았고, Surgicel®이 평균 316 mg,

시료의 경우 평균 194 mg으로 실험군의 출혈량이 가장 적음

을 확인할 수 있었다. 이를 바탕으로 시간당 출혈량을 계산

해본 결과, 대조군은 169.07 mg/min, Surgicel®은 154.32 mg/

min, 실험군 시료는 114.08 mg/min으로 실험군의 지혈능이

가장 우수하였으며, 현재 시판되고 있는 지혈제인 Surgicel®

보다 더 효과적인 것으로 확인되었다. Surgicel®은 의료현장

에서의 광범위하게 사용되고 있는 산화재생셀룰로오스 기반

의 지혈제이지만 부착성이 약하고 혈전형성능이 낮은 단점이

있다. 반면, 나노섬유상에 혈액응고인자가 균일하게 분포된

PVP와 셀룰로오스 이중층 지혈제는 혈전형성을 촉진해주는

칼슘이온과 트롬빈의 작용에 의해 지혈시간 뿐만 아니라 출

혈량도 감소한 것으로 사료된다.

조직학적 관찰. 혈액응고인자가 함유된 PVP 나노섬유시트

Table 1. Element Composition in the PVP Nanofiber Sheets Containing CaCl2 and Thrombin

Element
Weight% / Atomic%

Aa Bb Cc Dd Ee Ff

C 66.39 / 71.46 57.75 / 65.22 61.49 / 66.76 58.66 / 66.11 43.34 / 53.19 56.48 / 63.72

N 12.11 / 11.19 11.89 / 11.51 17.53 / 16.32 11.61 / 11.22 14.79 / 15.68 14.71 / 14.23

O 21.50 / 17.36 25.51 / 21.63 20.56 / 16.75 24.78 / 20.97 27.73 / 25.73 24.09 / 20.40

Ca - 4.85 / 1.64 - 4.54 / 1.53 13.83 / 5.12 4.16 / 1.41

S - - 0.42 / 0.17 0.41 / 0.17 0.60 / 0.28 0.55 / 0.23

Total 100 / 100 100 / 100 100 / 100 100 / 100 100 / 100 100 / 100

aPVP nanofiber. bPVP nanofibers containing 5.5 mg/mL CaCl2. 
c500 units/mL thrombin. d5.5 mg/mL CaCl2 with 500 units/mL thrombin. e22 mg/

mL CaCl2 with 500 units/mL thrombin. f5.5 mg/mL CaCl2 with 2000 units/mL thrombin.

Table 2. Cytotoxicity Test of the PVP Nanofiber Sheets Containing 5.5 mg/mL CaCl2 and 500 units/mL Thrombin

Samples Positive control Negative control

Eluate (%) 100 50 25 100 50 25 100 50 25

Viability (%) 92 93 100 5 36 62 100 100 100

Reactivity (grade)a 1 1 0 4 3 2 0 0 0

a0; None, 1; Slight, 2; Mild, 3; Moderate, 4; Severe.

Figure 6. Bleeding time (A) of control, Surgicel®, and PVP nano-

fiber containing CaCl2 and thrombin-cellulose nonwoven fabric

bilayer samples. Hemorrhage quantity (B) of control, Surgicel®, and

PVP nanofiber containing CaCl2 and thrombin-cellulose nonwoven

fabric bilayer samples. (NS means not significant, **p<0.005, ***p

<0.001)
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-셀룰로오스 이중층 지혈제에 의해 지혈된 간조직의 지혈부

위 상처구역의 조직학적 사진을 Figure 7에 나타내었다.

Hematoxylin-eosin 조직염색은 세포의 핵을 진청색, 세포질은

연홍색, 피브린은 진홍색으로 염색시켜, 절개조직 주변의 세

포분포 및 수복형태를 확인할 수 있다. Figure 7(A)에서와 같

이 상처구역에는 대량으로 응집된 피브린이 쐐기모양으로 채

워져 있고, 주변부에서는 간조직의 핵 및 세포질이 관찰되었

다.27,28 Carstair’s 조직염색으로는 피브린을 진홍색, 혈소판은

청색, 콜라겐은 연청색, 적혈구는 진황색으로 염색하여 지혈

된 조직의 상태를 자세히 확인할 수 있다.28 지혈이 시작되면

1차적으로 상처부위에서 다량의 혈소판 유착이 발생하여 혈

괴 마개를 형성하고, 2차적으로 피브린이 적혈구와 혈소판을

응집하도록 섬유소를 생성하여 혈전을 형성하게 되는데, Figure

7(B)의 조직학적 현미경사진과 같이 상처내부에는 피브린 및

적혈구가 대량으로 존재하고 절개조직의 상부에는 혈소판이

많이 응집되어 있음을 확인할 수 있었다. 이는 출혈이 발생

한 상처표면의 혈액에 비표면적이 큰 PVP-CaCl2-thrombin 나

노섬유 지혈제에 분산된 칼슘이온과 트롬빈이 급속히 접촉하

면서 혈소판 분비의 활성화 및 혈괴형성 후, 순차적으로 수

용성 당단백질인 피브리노겐을 느슨한 그물망 형태의 피브린

으로 변화시킨 후 단단한 섬유소로 혈전형성을 촉진한 것으

로 사료된다.

결 론

지혈제는 응급상황이나 외과수술 중에 빈번하게 발생하는

과다출혈을 신속히 정지시키기 위해 사용하는 최초의 제재이

므로 효과적이며 안전성이 개선된 지혈용 소재의 지속적인

연구개발은 필수적이다. 본 연구에서는 전기방사 공정인자를

최적화하여 CaCl2와 트롬빈이 균일하게 분산된 PVP 나노섬

유를 셀룰로오스 부직포 상부에 방사함으로써 혈액응고인자

가 함유된 이중층 나노섬유 지혈제를 제작할 수 있었다. 다

양한 비율의 CaCl2와 트롬빈이 함유된 PVP 나노섬유 실험군

들의 평균직경은 약 570-610 nm였으며, 망상구조의 섬유상

에 혈액응고인자들이 균일하게 분포하고 있었다. In vitro 혈

액응고실험을 통해 5.5 mg/mL CaCl2와 500 unit/mL 트롬빈

을 함유한 PVP 나노섬유 지혈제의 혈액응고시간이 대조군에

비해 4배 정도 단축되고, 혈전의 형성속도 및 형성량은 현저

하게 높게 나타났으며 피브린 형성시간도 약 7배 단축되는

것을 확인할 수 있었다. 셀룰로오스 단층표면에 비해 혈액응

고인자를 함유한 나노섬유-셀룰로오스 이중층 표면상에서 과

량의 혈소판 응집 및 접착이 관찰되었다. 섬유아세포를 이용

한 PVP-CaCl2-thrombin 나노섬유의 용출물 세포독성평가는

92%의 세포생존율을 나타내었으며, 이는 세포독성 1등급의

안전성을 의미한다. SD rat을 이용한 간출혈 동물실험에서

PVP-CaCl2-thrombin 나노섬유 실험군은 대조군 및 Surgicel®

군에 비하여 우수한 지혈능을 보여주었다. Hematoxylin-eosin

및 Carstair's 조직염색을 통하여 간출혈 부위의 조직에서 다

량의 피브린 적혈구 및 혈소판을 확인하였다. 본 연구에서 제

조한 PVP-CaCl2-thrombin 나노섬유형 지혈제는 상용 지혈제

보다 우수한 지혈능을 나타내었으며 외과용 지혈제로 적용

및 응용가능성이 기대된다.

Figure 7. Histological photomicrographs of incision sites (liver in rats) with hematoxylin-eosin (A, dark red; fibrin, pink; cytoplasm, dark

blue; nuclei) and Carstair's (B, dark red; fibrin, blue; blood platelet, bright blue; collagen, clear yellow; red blood cell) staining by treating

the PVP nanofiber containing CaCl2 and thrombin-cellulose nonwoven fabric bilayer sample.
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