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초록: 최근 조직 공학에서 새로운 생체 재료로 관심을 받고 있는 젤란검은 포도당, 글루콘산, 람노스로 구성된 다당

류로서 연골 조직 재생의 대체재로 각광받고 있다. 실크 피브로인은 생체적합성과 생분해성이 뛰어나며 우수한 기

계적 특성을 갖고 있다. 본 실험은 실크 피브로인이 연골 재생에 미치는 영향을 확인하기 위해 2 wt% 젤란검 수용

액에 2 wt% 실크 피브로인 수용액을 100/0, 70/50, 50/50 비율로 첨가하여 하이드로젤 지지체를 제조하였으며, 실

크 피브로인 수용액이 다양한 함량으로 제작된 젤란검 하이드로젤 지지체의 물리적 특성을 알아보고자 압축강도,

다공도, FTIR 등을 실시하였고 연골 세포의 증식과 유전자 발현을 평가하기 위해 MTT, bio-SEM, RT-PCR을 실시

한 결과 50/50 비율의 젤란검/실크 피브로인(GG/SF) 하이드로젤 지지체에서 높은 세포 증식률과 우수한 연골재생

효과를 확인하였다. 결과적으로 50/50 비율의 젤란검/실크 피브로인 하이드로젤 지지체가 연골 조직 재생에 긍정적

으로 작용함을 확인하였다.

Abstract: Recently, in tissue engineering gellan gum as a polysaccharide composed of glucose, glutaric acid, and rham-

nose is proposed as a substitute for cartilage regeneration applications. Silk fibroin has biocompatibility, biodegradability

and excellent mechanical properties. In this work, to confirm the effect of silk fibroin on cartilage regeneration, hydrogel

scaffolds were prepared by using 2 wt% silk fibroin (SF)/2 wt% gelln gum (GG) at weight ratio of 100/0, 70/30, and

50/50. The characterizations of scaffolds were implemented by FTIR, compressive strength, porosity, and SEM. Cell pro-

liferation and gene expression were evaluated by MTT, bio-SEM, RT-PCR. As a result, SF50/GG50 scaffold was con-

firmed as an excellent scaffold for cartilage tissue regeneration.

Keywords: gellan gum, silk fibroin, cartilage regeneration, hydrogel scaffold.

서 론

연골은 단백질, 다당류 및 연골 세포로 구성된 조직으로 뼈

와 뼈 사이에 완충작용을 하고, 관절에 유연성을 갖게 한다.

이러한 연골의 특징은 연골 세포와 조직적 기능을 활성화시

키고, 기계적 하중으로부터 조직의 물리적 변형을 막는다. 연

골에는 약 80%의 물과 기질로 구성되며 세포외 기질은 연골

세포에 의해 유지된다. 연골 세포는 제 2형 콜라겐과 어그리

칸을 생성하고, 관절 연골의 인장 및 압축 저항을 조절한다.1

연골은 다른 결합 조직과는 달리 한번 손상되거나 퇴화되면

재생이 어려운 조직이다. 현재 다양한 치료법들이 도입되고

있으나, 대부분 관절경술, 변연절제술, 미세골절술과 같은 기

계적 기술을 이용한 방식을 활용하고 있어 조직 자체를 회복

시키기 위한 방법이 필요하다.2-4 이러한 대안으로 연골 조직

공학에서 천연 및 합성 생체 재료에 대한 연구가 활발히 이

루어 지고 있으며, 대표적인 생체재료로는 히알루론산, 젤라

틴, 키토산, 피브린, 콜라겐, 폴리 에틸렌 옥사이드 등이 있다.5-8

식품 산업 및 약물 전달을 위한 생물 의학 분야에서 광범

위하게 사용되고 있는 젤란검(gellan gum, GG)은 포도당, 글

루콘산, 람노스의 반복 단위로 구성된 선형 음이온 다당류로

서 최근 조직 공학 분야에서 연골 재생을 위한 새로운 천연

생체 재료로 관심을 받고 있다.9

젤란검은 내열성, 내산성, 내효소성으로 우수한 특성뿐만

아니라, 리간드(reagent)를 이용하지 않고, 상온에서 젤화
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(gelation) 시킬 수 있어, 신체에 주입 시 면역 거부반응이 없

고, 생분해가 가능하여 생체 조직 공학에서의 활용이 용이하

다.10

젤란검 하이드로젤 지지체에 첨가된 실크 피브로인(silk

fibroin, SF)은 누에로부터 얻어지는 천연 단백질로서, 생체적

합성 및 생분해성이 뛰어나고 염증반응이 낮으며 단백질 분

해효소인 프로테아제(protease)에 민감하지 않아 기계적 강도

를 유지하는 특징을 갖고 있다. 또한 세포 부착 및 성장을 촉

진하는 역할을 하며 다양한 아미노산이 결합되어 있어 연골

세포 성장에 영향을 준다고 알려져 있다.11-16 최근 연골 조직

공학 분야에서 실크 피브로인을 활용한 연구가 활발히 이루

어지고 있으며 실크 피브로인의 낮은 생분해성으로 다른 생

체 재료와 혼합하여 적절한 지지체 제조가 가능하다.17-19

이에 본 연구에서는 젤란검에 함량별 실크 피브로인을 첨

가한 젤란검/실크 피브로인(GG/SF) 하이드로젤 지지체를 제

작하여 함량 별로 연골 재생 효과를 확인하였다.

실 험

시약 및 재료. 젤란검은 GelzanTMCM (Sigma-Aldrich, St.

Louis, USA, 평균 분자량 1000000 g/mol, G1910), 누에고치

는 계봉농장(Kyebong Farm, Korea)에서 구입하였으며, 모든

화학 약품 및 유기용매는 HPLC 등급을 사용하였다.

지지체 제조. 90 oC에서 중탕시킨 3차 증류수에 젤란검 분

말을 넣고, 교반한 후 가교제인 0.03% 염화칼슘(CaCl2)을 첨

가하여 2 wt% 젤란검 수용액을 제조하였다.

실크 수용액은 Bombyx mori 누에고치를 잘게 잘라 0.02 M

의 탄산나트륨(Na2CO3)을 포함한 3차 증류수에 넣고, 30분

동안 가열하여 세리신을 제거한 후 증류수에 헹궈주고 상온

에서 건조하였다. 건조된 실크는 9.3 M의 브롬화리튬(LiBr)

용액에 60 oC에서 용해시켰다. 실크 수용액에 있는 LiBr을

제거하기 위해 투석막(SnakeSkin® Dialysis Tubing, 3.5 K

MWCO, Thermo Science, USA)을 사용하여 48시간 동안 증

류수에서 투석시켜 7 wt% 실크 피브로인 수용액을 제조한

후 희석하여, 2 wt% 실크 피브로인 수용액으로 제조하였다.

2 wt% 젤란검 수용액에 2 wt% 실크 피브로인 수용액을 100/

0, 70/30, 50/50 비율로 첨가하여 패트리디쉬에 분주한 뒤 30

분 동안 굳히고, 바이옵시 펀치(Biopsy punch)를 사용하여,

직경 8 mm, 높이 4 mm 크기의 GG/SF 하이드로젤 지지체를

제조하였다(Figure 1).

연골 세포의 분리 및 배양. 연골 세포는 생후 3주된 암컷

뉴질랜드 화이트 토끼(Hannil laboratory animal center,

Wanju, Korea)에서 추출하였다. 토끼 무릎에서 연골 부위를

분리하여 PBS(pH 7.4 Gibco NY, USA)로 3번 세척한 후 연

골 부위를 긁어내어 코니컬에 담은 뒤 1500 rpm, 4 oC에서 3

분 동안 원심분리를 하였다. 원심분리를 한 연골세포는 DMEM

고농도 글루코오스(Dulbecco’s modified eagle medium)와 F-

12 영양배지 혼합액(Ham’s F-12, Gibco), 10% 우태아혈청

(FBS, Gibco), 1% 항생제(100 units/mL 페니실린과 100 µg/

mL 스트렙토마이신)을 혼합한 배양액을 0.2 wt% 콜라게네

이즈 A형(Roche, Indianapolis, USA) 200 µL를 첨가하여 36
oC, 5% CO2 조건으로 인큐베이터 안에 12시간 동안 연골조

직을 분해하였다. 그 후에 1500 rpm, 4 oC에서 3분 동안 원

심분리 후 배양액과 함께 세포배양 디쉬에 분주하였고 36 oC,

5% CO2 조건에서 배양액은 2~3일에 한 번씩 교체해주었다.

FTIR 분석. GG/SF의 구조적 분석을 위해 적외선 분광 광

도계(FTIR, GX, Perkin Elmer, Connecticut, USA)를 이용하

여 4000~650 cm-1 파장에서 분석하였다.

SEM 관찰. GG/SF의 표면에 있는 다공을 확인하고, 연골

세포 증식률을 관찰하기 위해 SEM 측정을 실시하였다. 세포

를 고정하기 위해 각 7, 14 및 21일 동안 배양한 후 배양액

을 제거하고 PBS로 세척한 뒤 2.5% 글루타르알데하이드

(glutaraldehyde)로 24시간 동안 고정하고, 알코올 구배용액

(50, 60, 70, 80, 90 및 100%)을 이용하여 각 30분씩 탈수과

정을 진행하였다. 그 다음 GG/SF는 아르곤가스 하에서 플라

즈마 스퍼터(Emscope, Model SC500K, UK)를 이용하여 백

금 코팅하였고, 이를 주사전자 현미경(Hitachi Co, Model S-

2250N, Japan)을 이용하여 표면 변화를 관찰하였다.

MTT 분석. 세포 증식률을 확인하기 위해 각 하이드로젤

지지체에 1×105(cell/scaffold)의 연골 세포를 파종한 후 1, 4,

7, 14 및 21일째 MTT[(디메틸치아졸-2-일-2,5-디페닐테트라

졸리움 브로마이드)] 분석을 실시하였다. MTT 용액(Sigma,

50 mg/mL)을 100 µL를 넣어준 후 4시간 동안 36 oC, 5%

CO2 조건 하에 인큐베이터에서 배양하였다. 보라색 결정이

생성되면 디메틸설폭사이트(DMSO, Sigma)를 1 mL 첨가하

여 샘플을 각 100 µL씩을 채취(E-max, Molecular Device,

USA)하여 570 nm에서 흡광도를 측정하였다.

mRNA 발현도 확인. 연골세포를 배양한 GG/SF 하이드로

젤 지지체에서 특정 mRNA 발현여부를 알아보기 위해 RT-

PCR을 수행하였다. 7일, 14일 및 21일째 회수된 GG/SF를

PBS로 세척한 후 1mL의 Trizol(InvitrogenTM Life Technologies

Figure 1. Gross images of GG/SF scaffolds.
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Co., Groningen, Netherlands)을 첨가한 다음 피펫팅하여 1.5

mL의 EP 튜브에 용액을 넣고, 0.2 mL의 클로로포름(Sigma)

을 첨가한 후 4 oC, 12000 rpm에서 15분 동안 원심분리하여

mRNA를 분리하였다. 분리된 RNA를 Oligo(dT)12-18 프라이

머(InvitrogenTM), 5×first strand buffer(InvitrogenTM), dNTP

(dGTP, dATP, dTTP, dCTP, Gibco), Rnase inhibitor

(InvitrogenTM), SuperscriptTM RNase H 역전사트랜스크립테이

즈(InvitrogenTM), DNase/RNase free water(Gibco)를 첨가하

여 Authorized thermal cycler(TP600, Takara Bio Inc.,

Shiga, Japan)를 통하여 cDNA로 역전사하였다. 역전사시킨

cDNA를 GAPDH, 제 1형 콜라겐(type I collagen, Col I), 제

2형 콜라겐(type II collagen, Col II) 및 SOX9 PCR을 수행하

였다. PCR후 증폭된 DNA를 1.5%(w/v) 아가로스겔을 전기

영동을 한 후, 상대적 발현을 SYBR 녹색형광(SYBRTM

Green I Nucleic Acid Gel Stain, Cambrex, UK)에 의해 시각

화하였으며, 300 nm 자외선 조사기로 사진촬영을 하여

GAPDH, type I collagen, type II collagen 및 SOX9 mRNA

밴드의 발현 정도를 확인하였다.

통계학적 분석. 각 실험의 통계학적 분석은 student’s t-test

를 시행하여 p 값이 0.05 미만일 때 통계적으로 유의한 것으

로 하였다(*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).

결과 및 토론

FTIR 분석. Figure 2는 적외선 분광기 분석을 통해서 GG/

SF의 화학적 성분을 분석하기 위해 실시하였다. 분석 결과 젤

란검에서는 O-H(3301 cm-1)와 에스테르기(1602 cm-1), C-

O(1024 cm-1)가 나타났음을 확인하였고 실크 피브로인에서는

amide I(1643 cm-1), amide II(1515 cm-1), amide III(1234

cm-1)의 피크를 확인하였다.20-24 Figure 2를 확인해 보면 앞서

말한 SF와 GG의 특징적인 피크들이 혼합물인 GG50/SF50과

GG70/SF30에서 확인되는 것으로 보아 각각의 재료에서 나

타나는 화학적 특성들이 변하지 않고 주요 피크들이 유지되

고 있는 것을 확인할 수 있었다.

SEM 관찰. Figure 3은 각 군의 GG100, GG70/SF30,

GG50/SF50 및 SF를 동결건조시킨 후 그것의 단면을 관찰한

결과로 모든 군의 지지체에서 타원형 모양의 일정한 다공을

확인할 수 있었고 군마다 매끄로운 표면을 확인할 수 있었다.

특히 지지체에 실크 피브로인의 함유량이 증가할수록 실크

피브로인의 다공 모습과 유사한 형태를 갖으며, 다공이 조밀

해지고 다공수가 증가하는 모습을 확인할 수 있었다. 이러한

다공 구조는 대부분 열린 구조를 하고 있고 다공과 다공 사

이에서 연결이 양호하여 세포 부착에 영향을 줄거라 사료된다.

Figure 4에서는 각각의 GG/SF에 세포를 파종한 후 7, 14

및 21일 동안 세포의 부착 및 형상을 확인하기 위해 SEM으

로 촬영한 결과로 전반적으로 모든 군에서 부착된 세포를 발

견할 수 있었다. 7일째에는 다른 군에 비해 GG50/SF50에서

연골 세포의 부착이 더 활발하게 이루어지고 있는 것을 확인

할 수 있었고, 시간이 지날수록 실크 피브로인의 함량이 많

은 군인 GG50/SF50에서 세포외 기질(extracellular matrix)이

활발하게 응집되고 뻗어가는 것을 관찰할 수 있었다.

MTT 분석. GG/SF에서의 연골 세포 증식률을 분석하기 위

해 MTT 분석을 시행하였고, 이를 Figure 5에 나타내었다. 분

석결과 시간이 지날수록 다른 군에 비해 GG50/SF50에서 세

포의 높은 증식률을 나타냈다. 이는 앞서 언급한 바와 같이,

천연재료인 실크 피브로인이 다양한 아미노산과 단백질로 이

루어져 있기 때문에 연골세포의 세포부착 및 성장을 촉진시

Figure 2. FTIR results of GG/SF scaffolds.

Figure 3. SEM images of GG/SF scaffolds.
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켜, 연골세포 증식에 영향을 준 것으로 판단된다. 따라서 GG,

GG70/SF30, GG50/SF50 지지체 중에서, 실크 피브로인의 함

량이 가장 높은 GG50/SF50에서 높은 증식률이 보였다고 사

료된다.25,26

mRNA 발현도 확인. In vitro 환경에서 GG/SF 하이드로젤

지지체 내에 파종된 연골세포를 28일 동안 배양한 후 특정

유전자 발현을 확인하기 위해 RT-PCR을 수행하였다. 모든

실험 군에서 발현된 house keeping gene인 GAPDH를 기준

으로 Col II, Col I, SOX9의 발현도를 표준화시켜 나타내었

다. Col II는 연골 단백질의 50%를 차지하며 sGAG를 합성

한다고 알려져 있으며, Col I은 연골 퇴화에서 발현된다. 그

리고 SOX9는 연골 세포가 분화될 때, 발현이 시작되며 연골

세포의 조절 인자 역할과 Col I 및 Col II의 세포 특이적 서

열과 결합 작용을 하면서 연골 형성 및 발달에 핵심적인 역

할을 하므로 이들 유전자 발현을 확인하는 것은 중요하다.

Figure 5. Proliferation of chondrocyte on GG/SF scaffolds after 1,

7, 14 and 21 days studied by MTT assay (*p<0.05, **p<0.01,

***p<0.001).

Figure 4. In vitro chondrocyte behavioral study. SEM images of chondrocyte on GG/SF scaffolds during 7, 14 and 21 days of culturing show-

ing the cell attachment and migration.

Figure 6. mRNA expression of chodrocyte. RT-PCR analysis of the

chodrocyte on GG/SF scaffolds after 21 days. RT-PCR results for

GAPDH, Col I, Col II, and SOX9 (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).
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Figure 6에서 제 1형 콜라겐, 제 2형 콜라겐 및 SOX9의 발

현 결과, GG50/SF50에서 다른 군들보다 높은 발현도를 나타

낸 것으로 보아 연골 세포가 안정적으로 건강하게 배양되고

있다는 것을 확인하였다. 이것은 앞서 확인한 MTT 결과와

비슷하게 실크 피브로인의 특정 함량이 충족되었을 때, 연골

세포 증식에 영향을 주어 최적 환경을 제공하는 것으로 사료

된다.

결 론

본 연구에서는 천연 고분자인 젤란검과 실크 피브로인을

100/0, 70/30, 50/50으로 혼합하여, GG/SF 하이드로젤 지지

체를 제조하였고, 이에 연골 세포를 파종하여 연골 조직 공

학에 적용 가능성을 확인하기 위해, in vitro 환경에서 실험을

실시하였다. FTIR을 통하여, 제작된 GG/SF 하이드로젤 지지

체는 젤란검과 실크 피브로인의 물리적 특성을 잘 유지되고

있는 것을 확인하였고, MTT 분석을 통해 각 GG/SF 하이드

로젤 지지체에서의 연골 세포 증식률을 확인하였다. 또한

SEM 분석을 하여 지지체의 표면에 있는 다공 모양과 크기를

확인하였고, 각 군에서 연골 세포의 부착 모습과 세포외기질

의 형상을 관찰할 수 있었으며, RT-PCR을 통해 연골에 발현

하는 특이 유전자의 발현도를 확인하였다. 그 결과, GG100

과 GG70/SF30 하이드로젤 지지체보다 GG50/SF50 하이드로

젤 지지체가 연골 세포의 증식을 높이고, 제 2형 콜라겐,

SOX9 발현이 높게 나타난 것을 확인할 수 있었다. 따라서

GG50/SF50 하이드로젤 지지체는 연골 조직공학 지지체로 적

용될 가능성이 있다고 판단된다.
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