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초록: 본 연구에서는 다공성의 낙엽적층구조 미세입자와 세포로 구성된 세포 스페로이드 시스템을 제조하였다. 본            

연구팀이 고안한, 고분자 용액의 단순 가열-냉각 과정을 통해 낙엽적층구조를 가지는 다공성 미세입자를 제조하였            

고, 세포와 낙엽적층구조 미세입자 혼합 용액을 아가로스 기반의 micro-concave array에 분주하여 약 500 μm의 크              

기를 가지는 세포/미세입자 스페로이드를 제조하였다. In vitro 세포 실험을 통해, 세포/미세입자 스페로이드 형성을            

위한 최적의 비율로 세포와 미세입자가 9/1(개수비)로 혼합된 군이 선정되었으며, 스페로이드 내부에 포함된 낙엽적            

층구조 미세입자는 산소와 자양분을 포함한 세포 배양액의 공급 및 세포 대사물질들의 배출을 위한 micro-channel             

networks로의 역할을 통해 스페로이드의 불균일한 세포 구성을 억제할 수 있는, 즉 기존 세포 스페로이드의 한계를              

극복할 수 있는 하나의 해결책이 될 수 있음을 확인하였다. 

Abstract: Although the extensive use of cell spheroids in various fields, cellular heterogeneity by insufficient diffusion 

of oxygen/nutrients and accumulation of metabolic wastes remains as a challenge. Herein, we developed a cell spheroid 

system containing porous polycaprolactone (PCL) microparticles. The PCL microparticles with leaf-stacked structure 

(LSS microparticles) were fabricated using a heating-cooling technique. Cells and LSS microparticles suspension were 

seeded into agarose-based micro-concave array to prepare Cell/LSS microparticle (Cell/LSS) spheroids with a size of 

about 500 μm. On the basis of in vitro cell culture, it was recognized that the LSS microparticles uniformly distributed 

in Cell/LSS spheroids can be micro-channel networks for sufficient supply of medium including oxygen/nutrients and 

removal of metabolic wastes, and thus prevent cellular heterogeneity in spheroids. Therefore, we suggest that the Cell/

LSS spheroid system may be an alternative technique to overcome the limitations of conventional cell spheroids as well 

as promising platform system for various studies. 

Keywords: cell spheroid, microparticle, tissue engineering, tissue regeneration, leaf-stacked structure.

서  론

의학 및 생명공학의 지속적인 발전은 불치병/난치병으로 생      

각되던 다양한 질병의 극복 및 이를 통한 인류의 삶을 획기         

적으로 변화시키고 있다. 하지만, 환경오염과 고령화 사회로      

의 진입은 인류가 극복해야할 질환의 다양성과 심각성을 가       

중시키고 있으며, 특히, 임계 범위 이상의 기능을 상실한 조        

직/장기를 대체하기 위한 조직/장기 이식의 수요가 급격히 증       

가하고 있다. 그러나 이미 잘 알려져 있듯이, 공여되는 조직        

/장기에 비해 필요한 조직/장기의 수가 훨씬 많아 이식 대기    

중 사망자도 꾸준히 늘고 있는 실정이다.1,2 보건복지부 국립    

장기조직혈액관리원 자료에 따르면 2021년 10월 기준으로 등    

록된 국내 이식대기자가 42000여 명에 달하지만, 지난 1년    

동안 이식 건수는 약 6000건에 불과하다고 보고되고 있다.3    

이러한 문제점을 해결하기 위해, 생명과학과 공학의 기본 개    

념과 기술을 통합/응용하여 생체 조직의 구조와 기능 사이의    

상관 관계를 이해하고 나아가서 생체조직의 대용품을 만들어    

이식함으로써 우리 몸의 기능을 유지, 향상 또는 복원하는 것    

을 목적으로 하는 응용 학문인 조직공학이 태동되었다.4 환자    

의 몸에서 필요한 조직을 채취하고 세포를 분리한 후, 지지    

체(scaffold)와 함께 일정기간 체외 배양을 거친 다음, 다시 체    
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내에 이식하는 일련의 과정이 조직공학의 기본 개념으로 이       

해되고 있다. 최근의 연구는 조직 재생에 적합한 특성을 가        

지는 3차원 형태의 지지체 개발, 조직 재건의 근원이 되는 세         

포 및 세포의 증식/분화를 조절하기 위한 신호전달인자      

(signaling molecules)의 서방형 방출에 집중되어 있다.5-7 특히,      

다양한 (줄기)세포의 증식/분화 조절은 조직공학의 성패를 좌      

우하는 요인으로 인식되고 있다. 이러한 세포 연구를 위해,       

취급용이성, 경제성 및 재현성이 우수한 2차원 세포 배양법       

이 널리 활용되고 있으나, 실제 체내 환경과의 차이에서 기        

인되는, 세포들의 기능 상실 및 원치 않는 세포로의 분화 등         

은 여전히 해결해야 할 문제로 남아있다.8,9 최근의 연구에 따        

르면, 3차원의 세포 배양만으로 형태학적으로 체내 세포와 유       

사한 환경제공 및 세포-세포외기질 간의 상호작용과 세포 간       

생체신호 전달이 촉진되는, 즉, 체내에서의 세포 환경을 모사       

할 수 있음이 보고되고 있다.10,11 3차원 세포 배양법으로는 세        

포만을 이용한 scaffold-free 방식(세포 스페로이드, 오가노이     

드 등)과 세포외기질을 인공적으로 만들어 그 안에서 세포를       

배양하는 scaffold 방식(다공성 지지체, 하이드로겔 등 활용)      

이 활발히 연구되고 있다.12,13 이들 중, Sutherland 등이 최초        

로 보고한 세포 스페로이드 시스템은 외부에서 가해지는 특       

별한 자극 없이 자발적으로 3차원 세포 응집체(cell aggregate)       

의 형성, 우수한 세포-세포 상호작용 및 체내 조직 유사 환경         

제공 등의 특징을 지니고 있어 조직공학 영역에서 각광을 받        

고 있다.14-19 세포 스페로이드 제조에 있어 가장 기본적인 요        

구조건은 세포들이 특정 표면에 점착되지 않고 세포들끼리의      

응집을 유도하는 것이며, 이를 위해, 현적 배양(hanging-drop),      

마이크로몰딩(micromolding), 펠렛 배양(pellet culture), 교반    

배양(spinner culture), 미세유체기술(microfluidics), 자기 부상    

또는 자기 바이오프린팅(magnetic levitation or magnetic     

bioprinting)등의 방법이 활용되고 있다.15,18,20-22 이렇게 형성된     

세포 스페로이드는 조직공학적 응용 외에도, 암 연구, 약물       

개발, 정밀의료 등 다양한 연구 분야에도 활발히 활용되고 있        

다.18,23-26 세포 스페로이드의 생성초기에는 세포들이 조밀하     

게 밀집된 혈관이 없는 조직(avascular dense tissue)으로 100-       

150 μm 이내의 제한된 범위 내에서 세포 배양액 혹은 체액         

의 확산에 의해 세포 생존에 필요한 물질(산소, 자양분, 신호        

전달인자 등)들의 공급 및 대사물이 배출된다. 하지만, 취급       

용이성 및 임상 적용을 위해서는 이보다 더 큰 크기의 세포         

스페로이드가 필요하므로, 실제 연구되고 있는 세포 스페로      

이드 내부 및 중심부로 생존에 필요한 물질들의 공급이 제한        

적이라고 알려져 있다. 따라서, 세포 스페로이드는 외부로부      

터 내부로 산소/자양분의 농도 구배(concentration gradient)가     

발생하며, 이에 따라 불균일한 세포의 구성[괴사(necrotic     

zone), 휴지기(quiescent zone), 그리고 증식(proliferative    

zone)]이 불가피하게 형성된다.18,27-29 이러한 문제점을 해결하     

기 위해, 최근 산소 투과성 막(oxygen permeable membrane)       

을 이용한 세포 스페로이드 배양법, 스페로이드 내부에 미세     

채널(micro-channel networks)을 형성시키는 방법 및 하이드     

로겔 미세입자가 포함된 스페로이드 등이 개발되어 연구되고     

있다.27,30,31

최근 본 연구팀에서는 고분자 용액의 간단한 가열-냉각 과     

정을 통해, 낙엽적층구조(leaf-stacked structure; LSS)를 갖는     

폴리카프로락톤(polycaprolactone, PCL) 미세입자를 제조하였   

으며, 이 미세입자의 표면이 세포와의 점착성이 우수함은 물     

론 높은 다공성을 가짐을 보고하였다.32 이에 본 연구에서는,     

이러한 미세입자와 세포를 혼합하고 이를 세포 점착이 억제     

된 표면에서 배양하여 다공성 미세입자가 함유된 세포 스페     

로이드를 제조하고자 하였다. 이렇게 제조된 세포 스페로이     

드는 미세입자의 높은 세포 점착성 및 다공성 미세 채널을     

통한 산소/자양분의 원활한 공급에 의해 스페로이드의 구조     

적 안정성 및 세포의 불균일성을 해결할 수 있는 새로운 세     

포 스페로이드 시스템이 되리라고 기대하였다. 이를 위해, 25-     

53 μm 크기를 가지는 낙엽적층구조 미세입자를 제조하였고,     

모델 세포로 다양한 물질에 대한 독성 및 점착 거동 분석에     

널리 활용되는 섬유아세포가 사용되었다.33 다양한 비율로 혼     

합된 세포/미세입자 용액(세포:미세입자 비율; 10.0:0.0, 9.5:0.5,     

9.0:1.0 및 8.0:2.0)을 아가로스 몰드에 분주하여 세포와 미세     

입자가 균일하게 혼합된 세포 스페로이드를 형성하였으며, 세     

포와 미세입자의 비율에 따른 세포 스페로이드 형성여부, 시     

간에 따른 세포 스페로이드의 크기변화, 세포의 생존율/활성     

화도 및 배양액의 침투 정도 평가를 통해, 기존 세포 스페로     

이드의 한계를 극복할 수 있는 최적의 미세입자 함유 세포     

스페로이드 시스템을 개발하고자 하였다.

실  험

실험재료. 낙엽적층구조를 가지는 미세입자를 제조하기 위     

해 생체적합성/생분해성을 가지는 폴리카프로락톤(PCL; MW    

80000 Da, Evonik, 미국)과 용매로 테트라글리콜(tetraglycol,     

Sigma-Aldrich, 미국)이 사용되었다. 모든 실험에서 사용된 물     

은 초순수 제조기(비바젠, 한국)로 정제한 증류수가 사용되었     

다. 세포 스페로이드의 제조 및 배양을 위한 micro-concave     

array를 제조하기 위해 아가로스 분말(UltraPureTM Agarose;     

Invitrogen, 미국)이 사용되었으며, micro-concave array를 만     

들기 위한 몰드(mold)는 Advanced Bio Micro(ABM) Scientific     

(한국)에 주문 제작하여 사용하였다. 

낙엽적층구조를 가지는 미세입자의 제조 및 분석. 전체가     

낙엽적층구조를 가지는 PCL 미세입자(PCL LSS)는 본 연구     

팀의 선행 연구로 개발된 가열-냉각법(heating-cooling technique)     

으로 간단하게 제조하였다.32 구입한 PCL 분말을 테트라글리     

콜에 15 wt%가 되도록 정량하여 넣은 후, 90 oC에서 15분 동     

안 가열하여 용액 상태로 제조하였다. 뜨거운 상태의 고분자     
폴리머, 제46권 제3호, 2022년



다공성 미세입자가 포함된 세포 스페로이드의 제조 및 분석 371

 

  

   

 

  

 

 

 

   

  

   

  

  

  

   

  

 

   

   

 

    

 

  

 

  

 

   

   

    

  

   

   
용액을 4 oC에서 1시간 동안 냉각시켜 고분자의 침전을 유도        

하였으며(투명한 고분자 용액이 불투명하게 변함), 여기에 증      

류수를 과량 첨가하고 세척/체질/동결건조하여 25-53 μm 크      

기의 낙엽적층구조를 가지는 미세입자를 제조하였다(Figure    

1). 제조된 낙엽적층구조 미세입자의 형태는 단국대학교 바이      

오의료공학 핵심연구지원센터의 전계방출형 주사전자현미경   

(FE-SEM; model S-4300, Hitachi, 일본)을 이용하여 관찰하      

였다. 세포 실험을 위한 낙엽적층구조 미세입자는 산화 에틸       

렌 멸균 장치(ethylene oxide gas sterilizer)를 이용하여 멸균       

후 사용하였다. 

낙엽적층구조 미세입자를 이용한 세포 스페로이드의 제조.     

세포 스페로이드 제조용 아가로스 기반의 10×10 micro-concave      

array(concave well: 직경 800 μm, 깊이 400 μm)를 제조하기        

위해, 3D 프린팅으로 제조된 몰드를 이용하였다. 유리 바이       

알에 담겨진 아가로스 분말에 증류수를 추가하여 5% 아가로       

스 분산 수용액이 되도록 만들고, 이를 고압증기 멸균(autoclave)       

을 통해 멸균된 아가로스 수용액을 제조하였다. 이 수용액을       

곧바로 상기 몰드에 부어 10분간 굳혀서 아가로스 micro-       

concave array를 준비하였다. 다양한 비율로 혼합된 세포/낙      

엽적층구조 미세입자 스페로이드를 제조하기 위해[세포:미세    

입자 비율(개수비); 10.0:0.0, 9.5:0.5, 9.0:1.0 및 8.0:2.0], 섬유       

아세포(NIH3T3, mouse embryonic fibroblasts, 한국세포주은    

행, 한국)와 낙엽적층구조 미세입자의 수를 hemocytometer를     

이용하여 측정하고, 이들을 일정 비율로 균일하게 혼합하여     

아가로스 micro-concave array에 1 mL을 분주하였다(Figure     

2). 이때 세포와 미세입자는 모두 세포 배양액[DMEM (high     

glucose, 웰진, 한국), 10% FBS(fetal bovine serum, 웰진, 한     

국), 1% penicillin-streptomycin(웰진, 한국)]에 분산되어 있었     

으며, micro-concave array에 분주되는 세포와 미세입자의 총     

합은 모두 3×106개가 되도록 하였다. 이후 세포 스페로이드     

의 형태를 광학현미경과 주사전자현미경으로 관찰하였으며,    

분주 후 2주 동안 세포/낙엽적층구조 미세입자 스페로이드의     

형성여부, 형성된 스페로이드들의 표면/내부 형태, 배양 시간     

에 따른 스페로이드의 크기변화(구조적 안정성), 스페로이드     

를 구성하는 세포들의 생존율/활성화도 및 스페로이드 내부     

로 배양액의 침투 정도 등이 평가되었다.

세포/낙엽적층구조 미세입자 스페로이드의 세포 생존 분     

석. 배양 0, 2주 후, 세포/미세입자 스페로이드 내에 존재하     

는 세포의 생존율을 평가하였다. 모든 실험군에서 30개의 스     

페로이드를 회수하여 1.5 mL 마이크로 튜브에 옮겨 담고, 인     

산완충생리식염수(phosphate buffered saline; PBS)를 이용하    

여 세포 배양액을 세척하였다. 이후, 0.5% trypsin-EDTA 용     

액(웰진, 한국)을 50 μL를 첨가하여 단일 세포로 풀어주고,     

trypan blue 염색을 통해 세포 생존율을 평가하였다. 

세포/낙엽적층구조 미세입자 스페로이드의 조직학적 관찰.    

배양 2주 후, 스페로이드를 회수하여 스페로이드 내/외부 세     

포들의 분포 및 증식 여부를 H&E 염색과 Ki-67 면역조직화     

학적 염색을 통해 관찰하였다. Ki-67은 세포의 핵에 발현하     

는 단백질로 세포의 증식상태를 나타내는 표지자로 알려져     

있다.34 모든 군에서 각 스페로이드를 회수하여 1.5 mL 마이     

크로 튜브에 위치시키고 PBS를 이용하여 세척한 후, 4% 파     

라포름알데히드(paraformaldehyde, PFA)를 이용하여 4 oC에    

서 20분간 보관하였다. 이들을 optimal cutting temperature     

(OCT) compound 내에서 냉동시키고, 냉동조직절편기를 이     

용하여 두께 10 μm의 절편을 제조한 후, H&E 염색과 Ki-67     

면역조직화학 염색을 진행하였다. 염색이 완료된 시료들은 광     

학 현미경(CKX41, Olympus, 일본)을 이용하여 관찰하였다.

세포/낙엽적층구조 미세입자 스페로이드 내부의 물질 침     

투능 평가. 산소/자양분 등 세포 생존에 필수적인 물질들을     

포함하는 세포 배양액의 세포 스페로이드 내부로의 침투에     

미세입자가 미치는 영향을 평가하기 위해, 세포 염색 시약인     

CM-DiI(Thermo Fisher Scientific, 미국)을 이용하였다. 세포/     

미세입자 혼합 용액을 아가로스 micro-concave array에 분주     

24시간 후, 세포 배양액을 CM-DiI가 5 μL/mL의 농도로 포함     

된 새로운 세포 배양액으로 교체하였다. CM-DiI 처리 후, 1,     

3, 6, 12, 그리고 24시간 마다 스페로이드 시료를 회수하여 고     

정/냉동절편을 통해 10 μm의 두께를 가지는 절편을 제조하였     

다. 스페로이드의 고정 및 절편 제조 과정은 조직학적 관찰     

을 위해 제조한 시편들과 동일 과정을 거쳐 제조되었다. 추     

Figure 1. Schematic diagram showing the fabrication of the porous 

PCL microparticles with leaf-stacked structure (LSS microparticles) 

using a heating-cooling technique.

Figure 2. Schematic diagram showing the agarose-based micro-

concave array and cell culture procedure to fabricate cell spheroids.
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가적인 세포 핵 염색을 위해, DAPI(4',6-diamidino-2-phenyl-     

indole)염색이 진행되었고, 형광 현미경(Nikon ECLIPSE Ps2R,     

Nikon, 일본)을 이용하여 CM-DiI의 스페로이드 내부로의 침      

투 정도를 평가하였다. 

통계학적 분석. 각 실험의 결과는 평균±표준 편차 표현되       

었고, 통계 분석은 IBM SPSS Statistics 22(IBM, 미국)를 사        

용하여 수행되었다. 결과값은 일원 분산 분석[one-way analysis      

of variance(ANOVA)]을 통해 평가되었으며, p 값이 0.05 미       

만인 경우를 통계적으로 유의미한 것으로 간주하였다.

결과 및 토론

낙엽적층구조 미세입자의 형태학적 분석. 90 oC로 가열된      

PCL 용액(테트라글리콜에 용해)을 4 oC에서 냉각하는 간단한      

방법(heating-cooling technique)을 통해 낙엽적층구조를 가지    

는 미세입자를 제조하였다. 제조된 미세입자는 전체 형태가      

마치 얇고 길쭉한 낙엽이 쌓인 듯한 구조를 가지고 있어서        

낙엽적층구조 미세입자(LSS microparticles)라고 명명하였다   

(Figure 3).32 이 독특한 형태의 낙엽적층구조는 가열된 고분       

자 용액의 냉각(침전)과정에서 고분자 사슬들의 초기 응집 및       

추가 결정화로 설명될 수 있다. 테트라글리콜은 상온에서 PCL       

을 용해시킬 수 있는 good solvent가 아니므로, 온도를 가하        

여 PCL의 테트라글리콜에 대한 용해도 높여 투명한 PCL 용        

액을 제조할 수 있었다. 이 용액의 온도를 다시 낮추면, 용액         

내에서 PCL의 용해도가 낮아져 자연스럽게 고분자의 침전이      

발생하게 된다. 이때, 반결정성(semi-crystalline)의 PCL의 결     

정성 부분(crystalline region)끼리 먼저 응집(aggregation 혹은     

crystallization)하게 되고, 이 응집이 구형으로 성장(spherical     

growth)하면서 미세입자를 형성하게 된다.32,35,36 본 연구팀의     

선행 연구를 통해 이러한 낙엽이 적층된 것과 같은 구조(pillar-        

like structure)의 거친 표면과 넓은 표면적으로 인해 세포 부     

착 및 증식에 유리한 환경을 제공함을 확인할 수 있었으며,     

이러한 현상은 타 연구팀의 연구에서도 이미 잘 알려진 사실     

이다.32,36,37 따라서 이러한 낙엽적층구조 미세입자를 세포와     

혼합하여 스페로이드 형태로 만든다면, 세포-미세입자의 높     

은 친화력에 의한, 세포 스페로이드의 형태적 안정성을 부여     

할 수 있으리라 판단되었다. 또한, 미세입자의 다공들은 스페     

로이드의 외부와 내부를 연결하는 채널(channel)로의 역할, 즉     

세포 생존에 필수적인 인자들을 세포 스페로이드 내에 균일     

하게 전달 및 세포 대사물질을 외부로 방출하여 기존 세포     

스페로이드의 가장 큰 한계인‘불균일한 세포의 구성’문제를     

해결할 수 있는 새로운 시스템으로 적용이 가능하리라 기대     

되었다.

세포/낙엽적층구조 미세입자 스페로이드의 제조. 세포/낙    

엽적층구조 미세입자의 혼합비율에 따른 세포 스페로이드의     

형성 여부 및 배양 시간에 따른 세포 스페로이드의 크기변화     

(형태 안정성)를 평가하기 위해, 다양한 비율로 혼합된 세포     

와 낙엽적층구조 미세입자의 혼합 용액을 micro-concave array     

에 분주하고 배양 시간에 따른 형태를 광학현미경과 주사전     

자현미경을 이용하여 관찰하였다. Figure 4에서 확인할 수 있     

듯이, 세포 수를 기준으로 미세입자가 0, 5, 10%의 비율로 혼     

Figure 3. Gross appearance and surface morphology of the LSS 

microparticles.

Figure 4. Characterization of cell spheroids [Cell/LSS (10.0/0.0), Cell/LSS (9.5/0.5), Cell/LSS (9.0/1.0), and Cell/LSS (8.0/2.0)]: (a) Repre-

sentative images of cell spheroids and (b) quantitative analysis of temporal variation in the size of cell spheroids [n=3 (1=30 spheroids); 

*p<0.05, compared to the result of 0 week]. 
폴리머, 제46권 제3호, 2022년
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합된 군[Cell/LSS(10.0/0.0), Cell/LSS(9.5/0.5), Cell/LSS(9.0/   

1.0)]에서는 그 비율에 상관없이 분주 후 24시간(0주)에서 약       

500 μm의 크기를 가지는 구형의 세포 스페로이드가 잘 형성        

됨을 관찰할 수 있었다. 이는 아가로스 기반의 micro-concave       

array 표면의 세포 점착 억제 특성 및 micro-concave의 바닥        

에 모인 세포와 세포와의 점착 특성을 가지는 낙엽적층구조       

미세입자의 자발적인 응집현상으로 이해될 수 있다. 즉, 본       

연구에 사용된 아가로스 기반의 micro-concave array가 세포      

/미세입자 스페로이드 형성을 위한 적절한 환경을 제공함을      

확인할 수 있었다. 하지만, 20% 이상의 비율로 미세입자가       

포함된 경우, 시간이 지나도 스페로이드가 형성되지 않고,      

micro-concave 바닥 면 전체에 분포되어 있음을 확인하였다.      

세포/미세입자 스페로이드의 형성은 세포-세포 및 세포-미세     

입자 간의 상호작용이 중력을 극복할 수 있는 수준일 때 가         

능한 것이나, 미세입자의 비율이 높아질수록 세포 수가 줄어       

들고, 이에 따라 세포-세포 및 세포-미세입자 간의 상호작용       

이 감소되어 스페로이드를 형성시키지 못한다고 판단되었다.     

또한, 배양 시간에 따라, Cell/LSS(10.0/0.0) 및 Cell/LSS (9.5/       

0.5) 군에서는 스페로이드의 크기가 현저히 감소함을 관찰하      

였으나, Cell/LSS(9.0/1.0) 군에서는 크기가 다소 감소하나 그      

차이는 유의하지 않음도 확인할 수 있었다. 다양한 비율로 혼        

합된 세포/미세입자 용액을 micro-concave array에 분주하고,     

24시간 후에 형성된 스페로이드의 내/외부 형태를 주사전자      

현미경으로 관찰한 결과를 Figure 5에 나타내었다. 앞에서 언       

급되었듯이, 세포만으로 형성된 스페로이드[Cell/LSS (10.0/    

0.0)]는 내/외부가 세포들로 조밀하게 밀집되어 있어 세포 생       

존에 필수적인 산소/자양분을 포함한 세포 배양액 혹은 체액       

이 외부에서 내부로의 전달이 어려운 구조를 가지고 있음을       

관찰하였다. 하지만, 낙엽적층구조 미세입자가 포함된 군[Cell/     

LSS (9.5/0.5) 그리고 Cell/LSS(9.0/1.0)]에서는 다공성 미세입     

자가 스페로이드의 내/외부에 균일하게 존재하며, 다공성 미      

세입자 혹은 미세입자 사이의 공간이 세포배양액 혹은 체액       

의 효율적인 전달을 위한 채널로써의 역할을 할 수 있을 것         

이라 기대되었다. 또한, 낙엽적층구조 미세입자의 표면에 세      

포들이 잘 펼쳐져 있는(spreading) 즉, 낙엽적층구조가 세포      

의 점착에 유리한 환경을 제공함을 확인할 수 있었다. 이러한        

세포-미세입자 간의 상호작용[i.e., cell-extracellular matrix    

(ECM) interaction]을 통해 스페로이드의 형태적 안정성이 부      

여될 것이라고 기대되었다. 상기의 세포 스페로이드 형태 분       

석을 통해, 세포 스페로이드 내부로 세포 생존에 필수적인 물        

질들의 보다 효과적인 공급 및 형태 유지를 위한, 가장 많은         

미세입자를 포함하는 Cell/LSS(9.0/1.0)군을 세포/미세입자 스    

페로이드 최적조건으로 선정하였으며, 이후의 실험에서는    

Cell/LSS (10.0/0.0)군과 Cell/LSS(9.0/1.0)군의 비교를 통해 세     

포 스페로이드에 포함된 낙엽적층구조 미세입자의 역할을 평      

가하였다. Figure 6에는 미세입자의 포함 여부에 따른 스페로       

이드 내 세포 생존율 평가 결과를 나타내었다. Cell/LSS(10.0/     

0.0)군에서는 2주 동안의 배양기간 동안 세포의 생존율이 급     

격히 감소함을 관찰할 수 있었다. 이는 조밀한 구조의 세포     

만으로 구성된 스페로이드 내부로 산소/자양분의 원활치 못     

한 공급과 세포 스페로이드 내 세포들이 배출하는 대사 노폐     

물들의 축적에 따른 중심부 세포들의 사멸에 의한 결과라     

고 판단된다.18,27-29 선행 연구들에 따르면, 중심부의 세포 괴     

사를 방지할 수 있는 세포 스페로이드의 최적 직경은 약 100-     

150 μm이고, 약 300 μm의 세포 스페로이드는 배양 시간에 따     

라 그 크기가 점점 작아진다고 보고되고 있으며, 이러한 결     

과는 상기와 동일한 원인(조밀 구조, 불충분한 산소/자양분     

의 공급 및 대사 노폐물의 축적)에 의한 결과로 설명하고 있     

다.38,39 이에 비해, 낙엽적층구조 미세입자가 포함된 군[Cell/     

LSS(9.0/1.0)]에서는 세포배양 2주 후에도 0주차의 세포수가     

유의미하게 변하지 않음을 관찰할 수 있었다. 이는 Figure 5     

Figure 5. Gross appearance, surface and cross-sectional images of 

each cell spheroid at 24 hours of cell culture (*, LSS microparticles).

Figure 6. Number of viable cells in each cell spheroid group during 

cell culture up to 2 weeks [n=3 (1=30 spheroids); *p<0.05, com-

pared to the result of 0 week].
 Polym. Korea, Vol. 46, No. 3, 2022
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에서 관찰된, 미세입자에 의해 형성된 다공들이 세포 배양액       

의 효과적인 이동 통로로써의 역할을 충실히 수행하고 있기       

때문이라 판단된다. 

세포/낙엽적층구조 미세입자 스페로이드의 조직학적 관찰.    

Figure 7에는 세포로만 구성된 세포 스페로이드[Cell/LSS     

(10.0/0.0)]와 낙엽적층구조 미세입자가 포함된 세포 스페로이     

드[Cell/LSS(9.0/1.0)]에서의 세포 구성 및 활성도(증식)를 비     

교·평가하기 위한 조직학적 결과를 나타내었다. H&E 염색      

결과에서 확인할 수 있듯이, Cell/LSS(10.0/0.0)군에서는 스페     

로이드의 외곽부(peripheral region)에서 세포핵과 세포질이    

진하게 염색이 되나, 내부에는 염색이 선명하지 않은, 즉, 내        

부의 세포들이 정상적인 상태가 아님을 예측할 수 있었다. 또        

한, 세포의 증식(활성) 표지자(marker)인 Ki-67 염색에서도 스      

페로이드 외부에 존재하는 세포들에서만 증식이 관찰되고, 내      

부에서는 세포의 증식(활성)이 현저히 감소함을 관찰할 수 있       

었다. 이러한 현상은 이미 앞에서 언급되었던, 세포 스페로이       

드 내부로 산소/자양분의 불충분한 공급과 세포 대사 노폐물       

들의 축적에 따른 세포 사멸 및 활성 감소의 명확한 증거라         

판단된다. Ki-67은 세포주기 중에서 G1기를 제외한 모든 주       

기에서 세포의 핵에 발현하는 단백질로 세포의 증식상태를      

나타내는 표지자로 잘 알려져 있다.34 이와는 달리, 낙엽적층       

구조 미세입자가 포함된 Cell/LSS(9.0/1.0)군에서는 세포들이    

스페로이드 전체를 통해서 균일하게 존재할 뿐 아니라, 그 세        

포들의 활성도가 스페로이드 전체를 통해 잘 유지하고 있음       

을 관찰할 수 있었다. 또한, 낙엽적층구조 미세입자가 스페로       

이드 내에 균일하게 존재하고, 이 미세입자 표면에 세포들이       

잘 점착되어 있을 뿐만 아니라, 다공성의 미세입자들이 스페       

로이드 내부에서 산소/자양분 및 대사물질들의 효율적인 교      

환을 위한 공간(채널)으로 작용할 수 있음도 확인할 수 있었다.

세포/낙엽적층구조 미세입자 스페로이드의 물질 침투능 평     

가. 세포/낙엽적층구조 미세입자 스페로이드에 존재하는 다     

공성 미세입자가 스페로이드에서 물질의 공급/배출을 위한     

micro-channel networks의 역할을 수행할 수 있는지 여부를     

확인하기 위해, CM-DiI가 포함된 세포 배양액을 이용하여 이     

들의 스페로이드 내부로의 침투능을 평가하였다. CM-DiI은     

thiol 반응성 chloromethyl moiety를 함유하고 있어 세포의     

thiol과 공유 결합을 형성한다고 알려져 있다.40 따라서, CM-     

DiI가 침투된 깊이까지의 세포와 반응하고 이들이 형광을 발     

현하므로, 세포 스페로이드 내로의 세포 배양액의 침투 정도     

를 명확하게 확인할 수 있다. 세포/낙엽적층구조 미세입자 혼     

합 용액을 micro-concave array에 분주하고 24시간 후, 각 스     

Figure 7. (a) H&E staining; (b) Ki-67, staining of cell spheroids 

[Cell/LSS (10.0/0.0) and Cell/LSS (9.0/1.0)] at 2 weeks of cell cul-

ture (*, LSS microparticles).

Figure 8. Infiltration behavior of cell culture medium containing CM-DiI into cell spheroids over time (red, CM-DiI-stained cells; blue, cell 

nucleus).
폴리머, 제46권 제3호, 2022년
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페로이드에 CM-DiI을 포함한 세포 배양액을 도입하고 1, 3,       

6, 12, 24시간 동안 CM-DiI의 침투 정도를 형광현미경으로       

관찰하였다. 세포 배양 1주 혹은 2주에서는 두 군 간의 스페         

로이드 크기 차이가 현저하므로 물질 침투능 비교/평가 시험       

에 활용하지 않았다(Figure 4 참조). Figure 8에서 확인할 수        

있듯이, 스페로이드에 낙엽적층구조 미세입자가 포함되어 있     

는 군[Cell/LSS(9.0/1.0)]에서는 CM-DiI가 배양 시간에 따라     

스페로이드의 중심부로 천천히 이동하며, 24시간 후에는 스      

페로이드의 중심부까지 침투되고 있음을 확인할 수 있었다.      

이러한 결과는, 스페로이드 내에 균일하게 존재하고 있는 다       

공성 미세입자들이 산소/자양분을 포함한 세포배양액의 효과     

적인 전달 및 세포 대사물질들의 배출을 위한 micro-channel       

networks로의 역할을 효과적으로 수행하고 있음을 보여주는     

명확한 증거라고 사료된다. 하지만, 세포만으로 구성된 스페      

로이드 군[Cell/LSS(10.0/0.0)]에서는, 기존에 보고된 바와 같     

이, 세포 배양액에 포함된 물질들이 스페로이드 내로 깊이 전        

달되지 못하고 겉표면에만 얇게 침투됨을 확인할 수 있었다.       

Kojima 등의 연구에서도,30 세포 스페로이드 내에 micro-      

channel networks가 존재하면, 이 채널 구조를 통한 물질 공        

급/배출이 원활해지고, 이를 통해 스페로이드 내부에 존재하      

는 세포들의 저산소 환경 개선 및 활성이 촉진된다고 보고하        

고 있다. 이상의 결과와 문헌들을 기초로, 본 연구에서 개발        

한 낙엽적층구조 미세입자는 세포 스페로이드의 형성 및 형       

태적 안정성을 부여함은 물론, 스페로이드 내부에 형성된      

micro-channel networks를 통한 원활한 물질 공급/배출로 기      

존 세포 스페로이드의 한계인 임계 크기 이상에서 나타나는       

내부 괴사 현상을 극복하여 불균일한 세포 구성을 억제할 수        

있는 하나의 첨가제로 활용이 가능하리라 기대되었다.

결  론

본 연구에서는 세포 점착성을 가지는 다공성의 낙엽적층구      

조 미세입자와 세포로 구성된 세포 스페로이드 시스템을 활       

용하여 기존 세포 스페로이드 시스템의 한계를 극복하고자      

하였다. 폴리카프로락톤 용액의 단순 가열-냉각 과정을 통해      

낙엽적층구조를 가지는 다공성 미세입자를 제조하였고, 세포     

와 낙엽적층구조 미세입자 혼합 용액을 아가로스 기반의      

micro-concave array에 분주하여 약 500 μm의 크기를 가지는       

세포/낙엽적층구조 미세입자 스페로이드를 제조하였다. In    

vitro 세포 실험을 통해, 세포/낙엽적층구조 미세입자 스페로      

이드 형성을 위한 최적의 비율로 세포와 미세입자가 9/1(개       

수비)로 혼합된 군이 선정되었다. 또한, 스페로이드 내부에      

포함된 낙엽적층구조 미세입자는 산소와 자양분을 포함한 세      

포 배양액의 공급 및 세포 대사물질들의 배출을 위한 micro-        

channel networks로의 역할을 통해 임계 크기 이상에서 나타       

나는 스페로이드 내부의 괴사 현상을 극복하여 불균일한 세       

포 구성을 억제할 수 있는, 즉 기존 세포 스페로이드의 시스     

템의 문제를 극복할 수 있음을 관찰하였다. 이러한 결과로부     

터 본 연구에서 개발된 세포/낙엽적층구조 미세입자 스페로     

이드 시스템은 다양한 조직 재생을 위한 조직공학적 응용, 암     

연구, 약물 개발 및 정밀의료 등에 널리 활용될 수 있으리라     

기대된다.
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