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초록: 본 연구의 목적은 전기방사법을 사용하여 poly(L-lactide-co-ε-caprolactone) (PLCL)과 marine collagen (MC)

이 혼합된 나노섬유를 제조하는 것이다. 전기방사된 나노섬유의 직경과 형태는 여러 공정 변수에 의해서 변화되

는데, PLCL과 MC의 혼합비, 노즐과 콜렉터와의 거리, 노즐의 직경, 용액의 방출 속도 그리고 전기장의 세기 변

화에 따라 나노파이버의 직경을 주사전자현미경을 통해서 분석하였다.  또한 제조된 나노파이버의 표면변화를

확인하기 위해 물과의 접촉각을 측정하였으며, 나노파이버의 세포 친화성을 평가하기 위해 MG-63을 이용하여

생존율과 흡착형태를 주사전자현미경과 형광현미경을 통해서 관찰하였다. 이와 같은 연구 결과, 방사거리, MC

의 함량, 전기장의 세기가 증가할수록 제조된 나노파이버의 평균직경은 감소하는 경향을 나타냈다. 또한 MC의

함량이 증가할수록 나노파이버의 친수성이 증가하였고 세포독성은 관찰되지 않았다. 이에 따라 해양유래 생물

에서 추출한 콜라겐은 조직공학용 소재에 새롭게 사용될 수 있을 것으로 예상된다.

Abstract: The uniform nanofibers of poly(L-lactide-co-ε-caprolactone) (PLCL) with different contents of marine
collagen (MC) were successfully prepared by electrospinning method. The effects of the major parameters in
electrospinning process such as tip to target distance (TTD), voltage, nozzle size and flow rate on the average diameter
of the electrospun nanofiber were investigated in generating composite nanofiber. The diameter and morphology of the
nanofibers were confirmed by a scanning electron microscopy (SEM). Also, we measured a water contact angle to
determine the surface wettability of the nanofibers. The average diameter of the nanofibers decreased as the value of
TTD, MC contents, and voltages increased in comparison with that of pristine PLCL nanofiber. In contrast, the
diameter of the nanofibers increased as the flow rate and inner diameter of nozzle increased in comparison with that of
pristine PLCL. In addition, the hydrophilicity of the nanofiber and attachment of MG-63 cells on the sheets increased
as incorporated collagen contents increased. Therefore, the marine collagen would be a potential material to enhance
cellular interactivity of synthetic materials by mimicking the natural tissue.

Keywords: poly(L-lactide-co-ε-caprolactone), marine collagen, nanofiber, electrospinning.
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서 론

전기방사법은 고분자용액을 이용하여 수백 나노미터부터

수 마이크론까지 미세한 섬유를 제조할 수 있는 매우 효

과적이며 편리한 제조 기술이며,1 매우 간결하면서도 저렴한

설치 비용을 요구한다. 일반적으로, 구성 부품으로는 실린지

펌프(syringe pump), DC 고전압 발생기(power supply). 콜렉터

(aluminum collector) 등으로 구성되며, 전기방사할 경우에 주

공정변수로는 용액의 농도, 점도, 표면장력, 방출속도, 전기

장의 세기, 노즐의 크기, 노즐 끝에서 콜렉터까지의 거리

등이 대표적이다.2

전기방사의 기본원리로서 노즐 끝의 반구형 방울 표면에는

전하 또는 쌍극자 반발로 인해 테일러 콘(Taylor cone)이

형성되며, 임계 전기장 세기에서 반발 정전기력이 표면장

력을 극복하게 되면 고분자용액은 테일러 콘 끝에서 제트

(jet)를 형성하면서 방출된다. 방출된 제트는 용액 특유의

점도성 때문에 공기 중으로 날아가면서 용매는 증발하게

되고 콜렉터에는 고분자 섬유가 쌓게 된다.3

이러한 전기방사법은 최근 10여년 전부터 조직공학 연구

분야에서 나노섬유형 지지체를 만드는데 사용되었는데, 대

표적인 생체적합성, 생분해성 합성 고분자 물질로써 poly

(lactide-co-glycolide) (PLGA),4 poly(ε-caprolactone) (PCL),5

poly(L-lactide-co-ε-caprolactone) (PLCL),6 poly(lactide) (PLA)7

가 사용되었으며, 키토산(chitosan),8 젤라틴(gelatin),9,11 콜라겐

(collagen)10 등과 같은 천연고분자도 사용되었다. 합성고분자

는 기계적으로 우수한 특성을 갖는 반면 생체적합성은 낮으

며, 천연고분자는 합성고분자와 반대의 특성을 보여주어

각각 제작된 지지체는 제한적인 기능성만을 보여주었으나,

최근 이들 고분자들의 혼합물을 이용하여 기존 지지체의

단점을 개선하는 연구가 다수 진행되고 있으며, 이는 약

물전달시스템, 상처치료분야12 등 여러 분야에서 널리 사

용되고 있다.

본 실험에 사용된 PLCL은 lactide와 caprolactone(CL)의

공중합체로 고무처럼 부드러운 탄성을 갖고 있으며,13,14 이

와 같은 특성 때문에 피부, 근육, 혈관과 같은 탄성력이 뛰

어난 조직공학 분야에서 사용 빈도가 증가하고 있다.15 그

러나 PLCL은 탄성력과 같은 뛰어난 기계적인 강도를 지

니고는 있으나 낮은 표면 친수성으로 세포의 흡착에 제한

적이며 결과적으로 증식력과 분화능을 제한하는 문제점이

있다.16 이에 따라 본 실험에서는 PLCL의 세포부착력을 향

상시키기 위한 방법으로 천연고분자 물질인 콜라겐을 혼

합한 나노파이버를 개발하였다.

콜라겐은 피부, 뼈, 힘줄, 인대 등의 조직과 세포 외 기

질에 많이 분포되어 있는 물질이며, 혈관평활근세포의 활성을

조절하는 생체모방형 지지체가 이미 개발되었다.17,18 일반

적으로, 실험에서 사용되는 콜라겐은 송아지의 피부나 뼈를

통해서 획득되지만, 이렇게 얻어진 콜라겐은 광우병(BSE,

bovine spongiform encephalopathy), 전염성 해면양뇌증

(TSE, transmissible spongiform encephalopathy), 그리고

구제역(FMD, foot-and-mouth disease) 등의 발생 가능성이

있어 최근 동물성 콜라겐의 사용에 대한 위험성이 증가되

었으며,19,20 이에 대한 대안으로 해파리에서 추출된 해양성

콜라겐의 연구가 증가하고 있다.21

본 실험에서는 해파리에서 추출한 콜라겐과 PLCL을 일정

비율(10:0, 7:3, 5:5, 3:7, 0:10)로 용매에 용해시켜 일반적인

전기방사법과 동일한 방법으로 전기방사를 실시하였다.

다양한 공정변수의 변화를 통해서 형성된 나노파이버 시

트의 섬유 직경 변화와 형태를 관찰하였으며 MG-63 세포를

이용하여 해양생물에서 추출된 콜라겐이 함유된 PLCL의

세포독성평가를 실시하였다. 또한 주사전자현미경, 형광현

미경을 이용하여 나노파이버 쉬트의 표면상의 세포부착여

부를 관찰하였다.

실 험

재료. 본 연구에서는 poly(L-lactide-co-ε-caprolactone)의

합성에 필요한 L-lactide는 Purac Biochem(Gorinchem,

Netherlands)에서 구입하였고, ε-caprolactone, 1,6-hexanediol,

stannous octoate, chloroform, methanol, 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-

propanol(HFIP)는 Sigma-Aldrich(St.Louis, USA)에서 구매하였

다. Marine collagen(MC) 은 네비온(Seoul, Korea)에서 구매

하였다. 

PLCL의 합성. PLCL을 합성하기 위해서 단량체인 lactide

(LA)와 caprolactone(CL)를 150 oC에서 24시간 동안 촉매제

인 stannous octoate를 첨가하여 개환 중합반응을 실시하였

다. 반응을 마친 산물은 클로르포름에 녹여서 마이크로 필터

링을 실시 후에 진공건조를 실시하였으며, 평균 분자량은

약 320000이었다.

실험 조건 및 장비. 전기방사를 실시하기 위해서 HFIP

용액에 전체 고분자의 농도를 3, 5 wt%로 용해시켜 사용하

였으며, 용액 내 PLCL과 MC은 10:0, 7:3, 5:5, 3:7 (P10M0,

P7M3, P5M5, P3M7) 비율로 혼합하여 각각의 샘플을 제

조하였다. 기본적인 전기방사장치의 구성 요소로는 DC 전압

공급장치(DC voltage power supply, NNC-60K-2mA, nanoNC,

Korea), 콜렉터(collector), 노즐(nozzle), 시린지펌프(infusion

pump, ESR-200RD, nanoNC, Korea)를 사용하였으며 전

기방사 공정변수조건으로는 용액의 방출속도(0.001, 0.003,

0.005ml/min), 노즐과 콜렉터와의 거리(10, 15, 20 cm), 자

기장의 세기(10, 15 kV), 노즐의 직경의 차이(21, 25 G)를

변화시키면서 각각의 혼합고분자를 일정시간 방사하여 적

층시키는 방식을 사용하였다.

분석. 전기방사 공정을 통해서 제작된 나노파이버 쉬트의

섬유 직경을 측정하기 위해 sputter를 사용하여 15mA로 60초

동안 백금코팅을 실시하였으며 주사전자현미경(SEM, JSM-

6390, JEOL, Japan)을 사용하여 5000배에서 나노파이버

를 관찰하였다.

제조한 나노파이버 쉬트의 MC의 함량비에 따른 물과의

친수화도를 확인하기 위해서 PLCL/MC 쉬트를 접촉각
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측정기(phoenix-300, Korea)를 이용하여 측정하였다.

나노파이버 쉬트의 세포 독성을 확인하기 위해서 각각의

쉬트를 96-well 크기로 일정하게 샘플링을 한 뒤 MG-63

세포(1×105cell/well)를 37 oC에서 24시간 동안 배양 (DMEM-

high glucose, 10% FBS, 1% PS)시킨 후에 Cell Counting

Kit-8(CCK-8, Dojindo, Tokyo)을 이용하여 450 nm에서

micro plate reader를 사용하여 흡광도를 측정하였다. 또한

나노파이버 쉬트를 직경 1.5 cm의 원형으로 일정하게 제작한

후에 MG-63 세포를 24 well plate(4× 104 cell/well)에서 37 oC,

24시간 동안 배양시킨 후 나노파이버에 부착된 세포를 고정

화와 형광염색을 실시하여 전자주사현미경과 형광현미경을

통해서 나노파이버 쉬트의 세포부착여부를 관찰하였다.

결과 및 토론

HFIP를 이용하여 고분자혼합용액을 전기방사 실시하는

동안 제트의 형성이 균일하게 이루어지는 것을 육안으로

확인할 수 있었다. 공정변수의 다양한 변화를 통해서

PLCL 나노파이버의 직경의 변화를 관찰할 수 있었다.

용액의 농도 변화에 따른 나노파이버의 직경의 변화는

Figure 1에서 관찰할 수 있다. 혼합고분자용액의 전체농도가

3, 5 wt%로 증가할수록 평균 직경의 크기가 230±47,

263±76 nm로 증가되며 분포범위가 넓어지는 것을 통해서

용액의 농도가 증가할수록 나노파이버의 직경은 증가한다

는 것을 확인할 수 있었다. 농도가 높은 고분자용액의 전

기방사 시에 형성되는 나노파이버의 직경의 크기는 낮은

농도의 고분자용액의 나노파이버의 직경에 비해서 큰 것이

일반적이다.22 이는 농도의 변화가 용액의 표면장력, 점도,

전도성에 영향을 미쳐 형성되는 나노파이버의 형태와 직

경의 변화에 중요한 변수로 작용하기 때문이다.23

혼합된 고분자용액 내의 천연고분자 물질의 함량에 따

른 나노파이버의 직경의 변화를 조사하기 위하여 전체 고

분자 용액 내 천연고분자 MC의 혼합비율을 0, 30, 50, 70,

100%로 변화시켜 나노파이버를 제조하였다. Figure 2에

나타나는 바와 같이 MC의 혼합비율이 점점 증가함에 따라

나노파이버의 길이가 207±45, 166±40, 116±59 nm로 평균

적으로 감소하는 경향을 확인할 수 있었다. 이는 순수

MC만으로 실시한 전기방사의 경우에는 섬유화가 이루어지

지 않았기에 섬유의 직경이 아닌 비드의 직경을 측정함으

로 MC의 비율이 70%인 샘플에 비해서 직경분포도가 커지

는 것을 확인할 수 있었다(Figure 2(e)). 일반적으로 합성

Figure 1. SEM images and fiber diameter distribution of PLCL/MC

fibers as a function of polymer solution concentration (a) 3 wt%; (b)

5 wt% (PLCL/MC=7/3 (w/w), electric voltage=10 kV, flow rate=

0.001 mL/min, tip-target distance=15 cm, needle size=25 G).

Figure 2. SEM images and fiber diameter distribution of PLCL/MC

fibers as a function of the MC content of total polymer solution (a)

PLCL/MC=10:0; (b) PLCL/MC=7:3; (c) PLCL/MC=5:5; (d) PLCL/

MC=3:7;(e) PLCL/MC=0:10 (concentration=3 wt%, electric voltage=

10 kV, flow rate=0.001 mL/min, tip-target distance=10 cm, needle

size=25 G).
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고분자와 천연고분자의 혼합에 의한 전기방사의 나노파이버

는 합성고분자만을 단일로 사용한 나노파이버보다 직경이 작

아짐을 확인할 수 있다.23 이러한 현상의 원인으로는 전하의

밀도가 증가함에 따라 나노파이버의 직경이 얇아진 것으

로 사료된다.24

전기방사 장치의 팁과 콜렉터와의 거리가 생성되는

PLCL/MC 나노파이버에 미치는 영향에 대한 형태와 직경의

분포를 확인할 수 있었다(Figure 3). 팁과 콜렉터 사이의 거

리가 10, 15, 20 cm으로 증가함에 따라 생성된 나노파이버

의 직경은 346±166, 284±88, 239±35 nm으로 직경은 얇아

지고 분포도가 균일해지는 것을 확인할 수 있었으며, 이와

같은 현상은 증가된 거리가 용매의 증발 속도에 영향을

주어 재결합 시간에 영향을 주기 때문인 것으로 생각된다.25

따라서 팁과 콜렉터 사이의 거리증가는 나노섬유의 직경

을 줄이는 주요 공정변수라고 할 수 있다.26,27

일반적으로 나노파이버의 직경은 전기장의 변화가 초기

제트의 안정성에 영향을 주기 때문에 전압이 높아질수록,

높은 정전기적 힘이 초기 제트에 작용하게 되어 직경이 감소

한다.28 그러나 Figure 4에서 나노파이버의 직경의 차이는

평균적인 값을 비교해보았을 때 전기장의 세기가 10,

15 kV로 증가함에 따라 생성되는 나노파이버의 평균직경은

207 ± 45, 266 ± 41 nm 증가한 것으로 볼 수 있으나, 이는

편차정도가 크기 때문에 나타나는 수치상의 증가일 뿐이며

분포도를 확인해 보았을 때 전기방사에 따른 섬유의 직경의

변화는 없는 것으로 사료된다. 따라서 일정한 팁-콜렉터

거리에서 높은 전압은 제트의 안정성에 영향을 주어 파이

버의 직경 편차를 크게하여 넓은 분포도를 갖게 된 것으

Figure 3. SEM images and fiber diameter distribution of PLCL/MC

fibers as tip-target distance (a) 10 cm; (b) 15 cm; (c) 20 cm (PLCL/

MC=7/3 (w/w), electric voltage=10 kV, flow rate=0.001 mL/min,

needle size=25 G).

Figure 4. SEM images and fiber diameter distribution of PLCL/MC

fibers as a function of electric voltage (a) 10 kV; (b) 15 kV (concen-

tration=3 wt%, PLCL/MC=7/3 (w/w), tip-target distance=10 cm,

flow rate=0.001 mL/min, needle size = 25 G).

Figure 5. SEM images and fiber diameter distribution of PLCL/MC

fibers as a function of flow rate (a) 0.001 mL/min; (b) 0.003mL/min; (c)

0.005 mL/min (concentration=5 wt%, PLCL/MC=7/3 (w/w), tip-tar-

get distance=10 cm, flow rate=0.001 mL/min, needle size=21 G).
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로 사료된다.

용액의 방출 속도에 따른 직경의 변화에 대해서 분석한

결과는 Figure 5에 나타내었다. 일반적으로, 용액의 방출

속도는 노즐의 끝에 맺히는 용액의 양을 증가시키게 되고

맺혀진 용액 내의 전하밀도가 감소하는 경향을 띠는데,

Figure 5에서 알 수 있듯이 용액의 방출 속도가 0.001,

0.003, 0.005mL/min으로 증가함에 따라 평균직경의 크기는

263±78, 368±79, 443±77 nm으로 증가하는 것을 확인할 수

있었다. 이는 증가된 속도에 의해 맺혀지는 용액의 양의

증가로 전하밀도가 감소하게 되어 생성되는 나노파이버의

직경은 커졌다고 할 수 있다.29,30

Figure 6은 전기방사 공정시 니들의 내경 차이에 따른 파

이버의 영향을 관찰한 것으로 21, 25 G로 노즐의 내경의 크

기가 감소함에 따라 평균직경은 213±67, 207±45 nm으로 감

소한다는 것을 확인할 수 있었다. 내경의 크기가 작아짐에

따라 평균직경의 크기가 감소하였으나 노즐의 내경의 차이가

크지 않아 파이버 직경에 큰 영향을 나타내지 않았다.31-33

전기방사공정을 통한 나노파이버 시트의 표면의 친수성의

변화여부를 확인하기 위해서 접촉각 실험을 실시하였다.

Figure 7은 MC의 함량에 대한 나노파이버 쉬트 표면의 친

수성의 변화정도를 나타낸 결과이다. P10M0 나노파이버

쉬트는 약 80 o의 접촉각 결과를 보여주어 높은 표면 소수성

을 보여주었으나, MC의 함량이 30, 50, 70%로 증가함에

따라 접촉각이 65, 45, 30 o으로 감소하는 것을 관찰할 수 있

었다. 이와 같은 결과는 친수성 곁사슬을 갖는 콜라겐의

특성에 따른 결과로 MC의 함량이 증가할수록 친수성이

높아진다는 것을 보여준다. 그러므로 MC의 함량의 차이가

PLCL 표면의 친수성에 영향을 주어 세포친화력을 증가시

켜 줄 수 있을 것으로 사료된다.

PLCL/MC의 나노파이버의 세포독성여부를 평가하기 위

해서 MG-63 cell을 시트에 분주한 후 CCK-8 kit를 사용하여

평가한 결과를 Figure 8에 나타내었다. P10M0을 비롯한 모든

시료에서 생존율 80%이상의 결과를 확인할 수 있었으며,

모든 시료가 세포독성이 없는 것을 확인할 수 있었다.

나노파이버 쉬트에서 세포의 부착여부는 주사전자현미

Figure 6. SEM images and fiber diameter distribution of PLCL/MC

fibers as a function of needle size (a) 21 G; (b) 25 G (concentration=

3 wt%, PLCL/MC=7/3 (w/w), tip-target distance=10 cm, flow rate=

0.001 mL/min, electric voltage=10 kV).

Figure 7. Water contact angles of pristine PLCL and PLCL/MC

nanofibers. Figure 8. Cell viability on the PLCL/MC nanofibers (CCK-8 assay).
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경과 형광현미경을 통해서 육안으로 확인할 수 있었다

(Figure 9). 콜라겐의 함량이 많을수록 순수 PLCL 나노파

이버 쉬트에 비해서 더욱 많은 세포가 분포되어있는 것을

전자주사현미경에서 확인할 수 있었으며 형광현미경으로

관찰한 이미지에서는 파란색 형광을 띤 핵의 존재를 육안으로

확인할 수 있었다. 상기 두 가지 방법의 관찰 결과 P10M0의

세포의 생존율은 P3M7, P5M5, P7M3에 비해서 현저히 낮은

것을 육안으로 관찰할 수 있었으며 이는 단일 합성 고분

자보다 콜라겐이 함유된 시료의 경우 높은 친수성 표면의

변화로 인해 세포의 접착가능성의 증가 때문인 것으로 사

료된다.

결 론

이 실험에서 전기방사를 이용하여 다양한 함량비의 해

양생물 추출 콜라겐을 갖는 PLCL/MC의 나노파이버 쉬

트를 제조하였고, 함량비에 따른 나노파이버 쉬트의 표면의

변화를 관찰하였다. 천연고분자양이 증가할수록 친수성이 증

가하였으며, 이들 쉬트의 독성평가 및 세포 부착성 실험결과

에서 콜라겐의 함유가 세포의 증식을 위한 기본조건을 제공

해 줄 수 있는 것으로 확인되었다. 또한 이는 동물 유래성 콜

라겐과 유사한 결과임을 확인할 수 있었기 때문에 해양생

물 추출 콜라겐을 사용함으로써 PLCL/MC 나노파이버 쉬트

는 인체에 무해한 조직공학적 재료로서 유용하게 사용될

수 있을 것으로 전망한다.
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