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초록:  해조류로부터 얻어지는 알지네이트는 캡슐화된 세포의 생존율에 긍정적인 영향을 끼치며 살아있는 세포를

신속하게 포접하여 캡슐화할 수 있어 세포이식을 위한 생체재료 분야에 널리 쓰인다. 탈미네랄화된 골분(DBP)은 천

연 뼈조직으로부터 유래되어 조직과의 반응정도가 낮고 항원성 또한 낮아 임상에 적용되어 사용되어 왔다. 알지네

이트에 비율별 DBP을 포함시켜 연골세포를 파종한 뒤 미세캡슐을 제조한 후 MTT 분석을 통하여 세포의 부착 및

증식률을 관찰하였고 glycosaminoglycan(sGAG)와 콜라겐 함량 측정과 연골세포의 특정유전자 표현형을 확인하기

위하여 PCR을 실시하였다. 또한 연골세포가 파종된 알지네이트 미세캡슐을 누드마우스의 피하에 이식한 뒤 적출하

여 면역화학적 염색을 실시하였다. 실험 결과 1%의 DBP를 함유한 알지네이트 미세캡슐에서 가장 높은 세포 증식

률을 보였고 표현형 유지에도 긍정적인 영향을 미치는 것을 확인하였다.  이번 연구 결과를 토대로 알지네이트와

DBP를 이용한 미세캡슐을 제조함으로써 DBP내의 성장인자와 알지네이트의 상호작용으로 인하여 연골세포의 성장

에 긍정적인 영향을 미쳐 생체공학적 지지체로 적합할 것으로 예상된다.

Abstract: Alginate, obtained from the seaweeds, is a widely used biomaterial for cell transplantation, since its positive

effect on viability of capsulized cells and its easier encapsulation capability of living cells. Demineralized bone powder

(DBP), derived from the natural bone tissue, is widely applied for clinical trials for its low rate of reaction and anti-

genicity. A chondrocyte was seeded into an alginate with DBP of different contents, and a microcapsule was produced.

The adhesion and proliferation of cells was observed through the MTT analysis, and the PCR was applied to estimate

the content of the glycosaminoglycan (sGAG) and collagen, and confirm the specific genetic pattern of the chondrocytes.

Also, the alginate microcapsule where the chondrocyte is seeded was extracted after transplantation under the skin of a

nude mouse, and was immunochemically stained. The experimental result confirmed that the alginate microcapsule con-

taining 1% of DBP not only showed the highest proliferation of cell but had a positive effect of chondrocytes by the inter-

action between the alginates and the growth factor in DBP. It can be expected that the microcapsule with application of

the alginates and DBP might be an appropriate scaffold for tissue engineering.

Keywords: alginate, demineralized bone powder, microcapsule, biocompatibility.

서 론

생체조직공학은 생체에서 완전히 흡수 및 분해되고 세포와

친화력이 있는 적절한 지지체에 세포를 체외 배양하여 실제

장기와 유사한 구조와 기능을 가진 인공 조직을 형성하고 생

체 조직에 이식함으로써 우리 몸의 기능을 유지, 향상 및 복

원하는 것을 목적으로 하는 기법이다.1-3

생체재료는 손상된 조직이나 상처부위를 대체하기 위하여

여러 의학 분야에 널리 이용되고 있으며,4 천연이나 합성고분

자로 제조된 생체재료는 상처 드레싱,5 치과 이식재료, 조직
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공학6 단백질 및 생체 내 약물전달을 위한 마이크로캡슐의7

용도로 사용되고 있다. 현재까지 많은 천연 및 합성고분자들

이 조직공학에 사용되고 있다. 합성고분자의 경우 유기합성

을 통하여 원하는 다양한 종류를 제조할 수 있으나 안전성

측면에서 사용이 제한적이고 천연고분자의 경우 자연에서 얻

으므로 비교적 안정적이나 선택이 한정적이다.8 이러한 생체

지지체로 적합한 물질 중의 하나로 알긴산이 널리 쓰이고 있다.

알긴산은 선형 다당류로 만뉴론산(M)과 글루론산(G)으로

이루어진 공중합체이다.9-12 갈조류의 중요 구성성분으로 많은

음이온의 카르복실기를 함유하고 있어13 2가 양이온(Ca2+, Ba2+)

과 결합하여 하이드로젤을 비교적 쉽게 생성한다.14-18 알긴산

은 생체적합성이 뛰어나고 독성이 낮아 의료용 재료로서 조

직공학뿐만이 아니라 다양한 분야에서 사용되어 왔다.19 그러

나 체내 이식시 알긴산 캡슐에 대한 숙주의 면역거부반응으

로 인하여 캡슐화된 세포의 기능상실, 대식세포의 과증식으

로 인하여 이식의 문제점을 야기시킨다.20

이를 해결하기 위하여 이전의 연구에서 개선된 Korbutt 방

법을 이용하여 정제과정을 거쳐 면역거부반응을 일으킨다고

보고된 만뉴론산의 함량을 감소시킨 정제된 고순도 알긴산을

제조하고 특성분석, 구조분석 및 면역반응을 통하여 고순도

알간산의 효과를 확인하였다.21,22 본 연구에서는 이러한 알긴

산을 이용하여 생체적합성에 관하여 연구를 진행하기 위하여

생체활성재료인 탈미네랄골분(DBP)을 포접시킨 알지네이트

미세캡슐을 제조하여 연구를 진행하였다. 

천연 뼈조직으로부터 유래된 생체활성재료인 DBP는 뼈형

성을 초래한다고 Urist에 의하여 보고된 이후 생체활성천연

재료로서 새로운 뼈의 성장에 강력한 유도체로 작용한다. DBP

는 콜라겐, 프로테오글라이칸과 같은 뼈형성단백질(BMP) 등

뼈와 연골형성에 영향을 주는 많은 사이토카인을 함유하고

있어 뼈 결손부위에 충전제로 널리 사용되고 있다.21-24 또한

염증반응을 감소시킨다고 보고되어 광범위하게 임상용으로

사용되고 최근에는 신생혈관 형성에도 영향을 끼친다고 보고

되었다.25,26

전 연구 결과를 바탕으로 본 연구에서는 함량별 DBP를 포

접한 알지네이트 미세캡슐이 세포배양에 미치는 영향을 알아

보고자 알지네이트 미세캡슐에 연골세포 배양 실험을 수행하

였고 함량별 DBP와 알지네이트 미세캡슐의 화학적 변화를

알아보기 위해 적외선분광법을 실시하였으며 세포의 부착 및

증식, 분포를 MTT 분석 및 glycosaminoglycan(sGAG), 콜라

겐 함량 측정, 조직학적 염색법으로 평가하였다.

실 험

시약 및 재료. 사용된 알지네이트는 평균분자량이 75000~

200000 g/mole인 것을 사용하였으며, 글루론산의 함량이 ~60%

인 알지네이트(Pronova UP- LVG, Novamatrix, Oslo, Norway)

를 사용하였다. 실험에 사용된 모든 화학약품과 유기용매는

HPLC 등급을 사용하였다. 

연골세포의 분리 및 배양. 연골세포는 4주된 암컷 뉴질랜

드 화이트 토끼의 무릎 관절에서 분리하여 사용하였다. 토끼

를 희생시킨 후 털을 제거하고, 멸균된 수술용 가위로 무릎

관절을 절개해 연골 부위만 취한 다음 인산완충용액(PBS,

pH7.4, Gibco, NY, USA)으로 여러 번 세척 후 0.25 wt%의

콜라게네이즈 A형(Roche, Indianapolis, USA)용액으로 12시

간 동안 37 oC, 5% CO2 하에서 조직을 용해시켰다. 조직이

담긴 용액을 70 µm의 나이론 메쉬로 거른 후 원심분리하여

PBS로 3회 세척한 다음 Dulbecco's modified eagle medium

(DMEM, Gibco)과 F-12 영양배지 혼합액(Ham's F-12,

Gibco), 10% 우태아혈청(FBS, Gibco) 및 1% 항생제(100

units/mL 페니실린과 100 µg/mL 스트렙토마이신)와 200 mM

L-글루타민(Gibco), 50 µg/mL 아스코르빈산(sigma), 15 mM

HEPES buffer 1 M(Gibco)이 함유된 배양액으로 현탁액을 만

든 후 세포배양 플라스크에 분주하여 37 oC, 5% CO2 조건에

서 배양하였다. 배양액은 일주일에 세 번 교체해 주었다.

DBP 제조. DBP는 Urist방법으로 제조하였다.27,28 소의 대

퇴부의 골막과 속막을 제거한 후 지방을 제거하기 위하여 클

로로포름과 메탄올을 1:1로 혼합한 용액을 초음파세척기를

이용하여 세척을 하고 아세톤을 사용하여 수분을 제거하였다.

탈미네랄화시킨 뼈를 잘게 부숴 PBS로 세척하여 최종 pH를

7.4로 맞추어 동결분쇄기(6700 SPEX Inc, USA)로 180 µm

이하의 분말을 얻었다.29-33

미세캡슐화 방법. 연골세포는 계대배양 2 회째에 트립신

(Gibco)을 이용하여 수확하였으며 알지네이트를 KRH(Krebs-

Ringer-HEPES) 용액에 녹여 2% 용액을 만든 후 1 mL 당

5×105 세포농도로 희석하여 DBP가 포접된 알지네이트 부유

액을 만든 후, 공기분사형 방울제조기(Coaxial airflow bead

generator, Novamatrix)에 연결된 주사기 펌프(No.55-1111,

Harvard Apparatus, Holliston, MA, USA)에 방울제조기의 공

Figure 1. Schematic diagram illustrating the fabrication process of

alginate/DBP microcapsule.
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기주입구로 공기관을 연결해 CO2를 6.0 kgf/cm2의 압력으로

주입하였다. 주사기 펌프를 1.6 mL/hr 속도로 밀어 넣으면서

알지네이트 부유액을 10 mM Ba2+ 용액으로 낙하한 후, 10

분간 알지네이트 캡슐이 충분히 굳어지게 한다(Figure 1). 10

분 후, 캡슐을 HBSS(Hank's Balanced Salt solution) 용액으

로 2 차례 세척한 후, 배양액에서 37 5% CO2 환경 하에서

배양시켰다(Figure 2).

MTT 분석. 미세캡슐화된 알지네이트에 포접된 세포의 증

식률을 분석하기 위하여 MTT[3-(4,5-디메틸치아졸-2-일)-2,5-

디페닐테트라졸리움 브로마이드] 분석을 각각 1, 3, 5, 7, 10

및 14 일째 시행하여 주었다. MTT 용액(Sigma, 50 mg/mL)

을 100 µL를 넣어준 후, 4시간 동안 37 oC 인큐베이터에서 배

양하였다. 보라색 결정이 생성되면 디메틸설폭사이트(DMSO,

Sigma)를 1 mL 첨가 후, 샘플을 각 100 µL 씩을 채취하여

microplate reader 570 nm의 흡광도를 이용하여 세포 증식률

을 분석하여 주었다. 

sGAG 및 콜라겐 함량 측정. 지지체 세포파종 후 1, 2 및

3주에 회수된 지지체를 급랭시킨 후 5 mTorr, -70 oC 조건에

서 동결건조하였다. 준비된 지지체에 파파인 용액(125 µg/mL

파파인, 5 mM L-시스테인, 100 mM Na2HPO4, 5 mM EDTA,

pH 6.8)을 300 µL 씩 넣어 60 oC 온도에서 16시간 동안 반응

시켰다. 지지체에서 sGAG 생산량은 1,9-다이메틸렌 블루

(DMMB) 분석법을 이용하여 측정하였다. 파파인에 반응시킨

용액을 50 µL 취해 200 µL DMMB 용액과 혼합하여 상온에

서 20분 동안 천천히 교반한 후 96웰 플레이트에 100 µL 씩

분주하고 ELISA 플레이트 리더를 사용하여 490 nm에서 흡

광도를 측정하였다. 지지체에서 생산된 총 sGAG양은 황산콘

드로이틴(Sigma)을 기준으로 하여 계산하였다. 콜라겐의 생

산량은 반응시킨 용액에 수산화나트륨을 첨가하여 2 N 농도

로 만든 후 이 용액을 50 µL 취하여 120 oC 온도에서 20분

동안 오토클레이브한다. 여기에 클로라민-T 용액을 450 µL

첨가하여 실온에서 25분 동안 천천히 교반하고 500 µL

Enrlich's 알데하이드 용액을 넣어 65 oC 온도에서 20분 동안

반응시킨 후 96웰 플레이트에 100 µL 씩 분주하고 ELISA 플

레이트 리더를 사용하여 570 nm에서 흡광도를 측정하였다.

지지체의 콜라겐 생산량은 하이드록시프롤린(Sigma)을 측정

함으로써 계산하였다.

DBP의 비율에 따른 특정 mRNA 발현도 확인. DBP가 비

율별로 포접된 알지네이트에 파종된 연골세포의 특정 mRNA

발현여부를 알아보기 위해 RT-PCR을 수행하였다. 1, 2 및 3

주째에 회수된 미세캡슐을 55 mM의 구연산나트륨과 150 mM

의 염화나트륨 및 30 mM의 EDTA(Sigma Aldrich; Germany)

용해용액에 1.5 mL씩 담아 20분 동안 처리하여 알지네이트

를 제거해준 후, PBS로 2차례 세척하여 세포만 수거해준다.

그 후, 1 mL의 Trizol(InvitrogenTM Life Technologies Co.,

Groningen, Netherlands)을 첨가하여 5분 동안 인큐베이션한

다음 1.5 mL의 EP 튜브에 넣어 0.2 mL의 클로로포름(Sigma)

을 첨가하고 4 oC, 12000 g에서 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., Japan)

를 통하여 cDNA로 역전사하였다.20,33-35 역전사시킨 cDNA를

β-actin 및 Type II Collagen, Type I Collagen, Aggrecan

PCR을 수행하였다. PCR후 증폭된 DNA를 1.5%(w/v) 아가

로스겔에 전기영동을 한 후, 상대적 발현을 SYBR 녹색형광

(SYBRTM Green I Nucleic Acid Gel Stain, Cambrex, U.K)

에 의해 시각화하였으며 300 nm 자외선 조사기로 사진촬영

을 하여 β-actin 및 Type II Collagen, Type I Collagen,

Aggrecan mRNA 밴드의 발현정도를 확인하였다. 프라이머는

Figure 2. Microscope images of alginate microcapsules with various contents of DBP (1 Day).
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제노텍(Korea)으로부터 구입하였으며 프라이머의 염기서열은

Table 1에 나타내었다.

압축강도 측정 분석. DBP 함량별로 제조된 알지네이트 미

세캡슐의 강도를 측정하기 위하여 만능물성측정기(TMS-Pro,

Food Technology Corporation, Sterling, Virginia, USA)를 이

용하였다. DBP 함량에 따른 압축강도를 측정하기 위해 만능

물성측정기의 설정 값으로 측정거리는 0.5 mm, 측정스피드

는 20 mm/sec, 측정 힘은 0.05 N으로 하였다.

알지네이트 캡슐의 구조적 분석. 함량별 DBP와 알지네이

트의 화학적 변화를 분석하기 위하여 FTIR(GX, Perkin Elmer,

미국)을 이용하였으며 400~4000 cm-1의 파장범위에서 분석하

였다.

조직학적 평가. 조직학적 평가를 위하여 정제전 DBP를 함

량별로 포함한 알지네이트 미세캡슐을 면역결핍쥐의 피하에

이식한 후 4주 뒤 회수하여 10% 포르말린(Sigma) 용액에 고

정하였다. 그 후 조직을 파라핀 블록으로 제작하여 6 µm의

두께로 잘라 슬라이드에 고정하였다. 조직절편을 탈파라핀 과

정을 거친 후 Hematoxylin & Eosin(H&E) 염색과 Safranin-

O 염색, Alcian Blue 염색을 시행하였다.

통계. 각 실험의 통계학적 분석은 student's t-test를 시행하

여 p 값이 0.05 미만일 때 통계적으로 유의한 것으로 하였다. 

결과 및 토론

세포 증식률. DBP의 함량에 따른 알지네이트 미세캡슐에

파종된 연골세포의 증식률을 관찰하기 위하여 탈수소 효소작

용에 의하여 노란색의 수용성 기질인 MTT 테트리졸리움을

청자색을 띠는 비수용성의 MTT 포마잔으로 환원시키는 미

토콘드리아의 능력을 이용하는 MTT 분석을 시행하였으며,

이를 Figure 3에 나타내었다. 실험결과 시간이 지날수록 1%

의 DBP를 함유한 알지네이트 미세캡슐에서 보다 높은 증식

률을 보임을 확인하였다. 이는 천연재료인 DBP를 알지네이

트와 함께 캡슐화하여 DBP내에 있는 다양한 성장인자 또는

사이토카인이 연골세포의 증식에 긍정적 영향을 주었으리라

사료된다.36,37

압축강도 분석. 조직공학적 바이오 연골재생에 응용하는

지지체로 사용되기 위해서는 배양시 또는 이식시에 지속적인

기계적, 물리적 특성을 가진 지지체이어야 한다. 그러한 의미

에서 기계적 강도측정 실험은 매우 중요한 의미를 갖는다. 이

에 따라 DBP의 함량에 따른 알지네이트 미세캡슐의 물성변

화를 확인하기 위하여 압축강도 측정을 실시한 결과를 나타

내었다(Figure 4). 그림에서 보이듯 DBP의 함량이 증가할수

록 그 강도가 점차 강해짐을 확인할 수 있었다. 이는 DBP가

알지네이트 미세캡슐의 수분 흡수에 영향을 미칠뿐더러 세포

Table 1. PCR Primers and Protocol for Thermal Cycling

Species Gene Primer sequence Protocol Cycles

Rabbit β-actin F : 5'-gcc atc ctg cgt ctg egac ctg gct-3' D=94 oC; 30 sec

25R : 5'-gtg atg acc tgg ccg tca ggc agc-3' A=59 oC; 1 min
E=72 oC; 45 sec

Type collagen F : 5'-gat gcg ttc cag ttc gag ta' D=95 oC; 30 sec
A=65 oC; 30 sec 25

R : 5'-ggt ctt ccg gtg gtc ttg ta-3' E=72 oC; 30 sec

Type collagen F : 5'-gca ccc atg gac att gga ggg-3' D=94 oC; 1 min

35R : 5'-atg ttt taa aaa ata cag ag-3' A=59 oC; 1 min
E=72 oC; 45 sec

Aggrecan F : 5'-gag atg gag ggt gag gtc-3' D=94 oC; 45 sec

35R : 5'-acg ctg cct cgg gct tc-3' A=53 oC; 30 sec
E=72 oC; 1 min

Figure 3. Chondrocyte proliferation in various ratio of alginate

microcapsules after 1, 3, 5, 7 and 14 days in vitro (p*** <0.001).
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의 증식에 긍정적인 역할로 작용하여 세포외기질의 증가로

인한 것으로 보인다.

적외선 분광기 측정. 적외선 분광기 분석법을 통하여 DBP

의 함량에 따른 알지네이트 마이크로캡슐의 화학적 성분을

분석하여 Figure 5에 나타내었다. 분석결과 순수 알지네이트

미세캡슐에서는 카르복실기(1638 cm-1)와 에스터기(1016 cm-1),

하이드록실기(2356 cm-1)가 나타났음을 확인하였고 함량별

DBP가 포함된 알지네이트 마이크로캡슐에서는 아마이드기

(1418cm-1)의 피크를 확인할 수 있었다. 그림에서 보이듯이

DBP의 함량이 증가할수록 아마이드기의 피크가 점차 증가함

을 확인할 수 있었다. 따라서 DBP의 비율별로 알지네이트 미

세캡슐에 잘 포접됨을 확인하였다. 또 이전의 연구에서 DBP

를 원소분석한 결과 DBP가 질소, 탄소, 수소, 황 등으로 이

루어진 유기물임을 확인할 수 있었고,38 알지네이트 미세캡슐

을 구성하고 있는 재료의 화학적특성이 변하지 않고 원상태

대로 유지됨을 확인할 수 있었다.13

GAG 및 콜라겐 함량 측정. DBP가 함량별로 포접된 알지

네이트 미세캡슐에 연골세포를 파종하여 1, 2 및 3주 배양한

후 연골의 세포외기질을 이루고 배양시 분비되는 sGAG의 함

량을 측정한 결과 1%의 DBP를 함유한 알지네이트 미세캡슐

에서 sGAG양이 확연히 높음을 확인할 수 있었다(Figure 6).

이는 DBP의 함량이 높아질수록 연골에서 많이 발현되는 세

포외기질의 수분을 함유하는 GAG의 발현에 영향을 주어 연

골기질의 형성에 긍정적으로 작용하여 알지네이트와 함께 미

Figure 4. Compressive strength of various contents of DBP in alg-

inate microcapsules (p** <0.01).

Figure 5. FTIR spectra of various contents of DBP in alginate

microcapsules.

Figure 6. sGAG contents of various contents of DBP in alginate

microcapsules at 1, 2 and 3 weeks post-cultivation (p* < 0.05).

Figure 7. Collagen contents of various contents of DBP in alginate

microcapsules at 1, 2 and 3 weeks post-cultivation. 
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세캡슐을 제조하였을 때 지지체의 역할을 수행할 것으로 예

상된다.36

콜라겐 함량을 측정한 결과 DBP의 함량이 높아질수록 콜

라겐의 합성량이 증가함을 확인할 수 있었다(Figure 7). 이는

PCR의 결과와 부합하는 것으로써 DBP가 세포외기질분비를

촉진하고 세포증식을 유도하였을 것이라 사료된다. 따라서

DBP가 연골기질의 형성에 긍정적으로 작용할 뿐더러 적절한

환경을 제공하여 연골의 틀을 유지해주는 콜라겐 섬유질이

적절히 합성됨을 알 수 있었다.

mRNA 분리 및 RT-PCR. 알지네이트 미세캡슐에 대해 발

현되는 연골의 사이토카인을 mRNA 관점에서 알아보았다.

1, 2 및 3주 배양한 후 RNA 분리 및 RT-PCR을 수행하여 연

골세포에서 나타나는 특이적 유전자인 제 2형 콜라겐과 연골

의 퇴화에서 나타나는 유전자인 제 1형 콜라겐 그리고 연골

의 구성 성분으로 정상적이고 건강한 연골에서 나타나는 어

그리칸의 발현정도를 확인하여 나타내었다(Figure 8). 모든 실

험 군에서 house keeping gene인 β-actin이 발현되었으며 제

1형 콜라겐의 발현정도를 보면 DBP를 함유하지 않은 알지네

이트 미세캡슐에서 다른 실험 군에 비하여 크게 발현된 것을

확인할 수 있었다(Figure 8(A)). 그리고 1%의 DBP를 함유한

군에서 가장 낮은 발현정도를 보아 가장 낮은 퇴화도를 보였

다. 연골세포의 특이 유전자인 제 2형 콜라겐의 발현 역시

1%의 DBP가 함유된 알지네이트 미세캡슐에서 가장 크게 발

현된 것을 확인할 수 있었다(Figure 8(B)). 어그리칸의 발현

에 있어서는 1%의 DBP가 함유된 알지네이트 미세캡슐에서

더 높게 발현이 되었는데(Figure 8(C)), 이는 DBP가 함유되

어있는 알지네이트 미세캡슐에서 배양된 연골세포가 더 건강

하고 정상적임을 증명시켜 주었다. 이러한 결과를 통해 DBP

를 함유한 알지네이트 미세캡슐에서 연골세포가 안정적으로

배양될 수 있음을 확인하였다.

조직학적 평가. 조직학적 평가로 DBP가 연골 형성에 어떠

한 영향을 미치는지 확인하기 위하여 함량별 DBP를 포접한

알지네이트 미세캡슐에 연골세포를 파종한 뒤 4주 동안 in

vivo 환경에서 배양하였다. 지지체를 수거하여 H&E 염색과

Safranin-O, Alcian Blue 염색을 실시하였으며 Figure 9에 나

타내었다. H&E 염색 결과 DBP 함량이 높은 알지네이트 미

세캡슐로 갈수록 연골세포의 핵이 더 고르게 분포되어있음을

확인하였고 세포질과 세포간 섬유조직 역시 풍부하게 형성되

었음을 확인할 수 있었다. 또한 연골특유의 라쿠나 조직이

DBP 함량이 높은 알지네이트 미세캡슐로 갈수록 더 많이 형

성됨을 확인할 수 있었다. 또한 세포외기질의 수분을 함유하

는 GAG의 발현정도를 Safranin-O 염색으로 확인할 수 있었

는데 DBP의 함량이 높아질수록 단백질과 복합된 산성 점액

성 다당류인 sGAG가 붉은색을 나타내며 알지네이트 미세캡

슐에서 넓은 영역에 걸쳐 형성됨을 확인할 수 있었다. 또한

라쿠나 조직이 많이 형성됨을 확인할 수 있었다. Alcian blue

Figure 8. Gene expression profiles of β-actin, Type I collagen, Type

II collagen, aggrecan as analyzed by RT-PCR on week 1, 2 and 3.

The results of agarose gel electrophoresis normalization of by (A)

Type I collagen; (B) Type II collagen; (C) Aggrecan by β-actin

(p*** <0.001).
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염색 역시 DBP 함량이 높아질수록 푸르게 염색됨을 확인하

여 sGAG가 넓게 형성됨을 확인하였고 라쿠나 조직 역시 월

등하게 형성되었음을 확인하였다.39 이것으로 보아 DBP가 알

지네이트 미세캡슐에서 연골세포의 증식과 생존에 긍정적인

영향을 줌으로써 연골세포가 그 기능을 유지하는데 필수적인

프로테오글라이칸이나 콜라겐과 같은 세포외기질 물질들이

활발하게 합성되어 연골세포가 증식하는데 도움을 준 것을

알 수 있다. 

결 론

본 연구에서는 천연고분자 재료인 알지네이트와 연골 및

뼈의 성장에 강력한 유도체로 작용한다고 알려져 있는 DBP

를 이용하여 함량별 알지네이트 미세캡슐을 제조하였고 연골

세포의 증식과 표현형유지에 긍정적인 영향을 미침을 확인하

였다.

본연의 알지네이트와 DBP를 포접한 알지네이트 미세캡슐

에 토끼 무릎 관절에서 분리한 연골세포를 파종하여 in vitro

환경에서 MTT 분석을 통하여 세포의 부착 및 증식을 확인

하였고, sGAG와 콜라겐 함량 분석을 통하여 DBP가 연골기

질의 형성에 긍정적으로 작용함을 확인하였다. 

또한 연골세포에서 특이적으로 발현하는 유전자인 제 2형

콜라겐, 연골세포의 탈분화상태와 섬유성이 되었을 때 분비

되는 유전자인 제 1형 콜라겐 그리고 수분을 함유하고 있어

충격흡수와 조직이 무게를 지탱하는데 도움을 주는 어그리칸

의 발현을 확인하기 위하여 RT-PCR을 이용하여 분석하였다. 

그리고 DBP가 연골 형성에 어떠한 영향을 미치는지 조직

학적으로 확인하기 위하여 누드마우스 피하에 미세캡슐을 이

식하여 적출한 뒤, H&E, Safranin-O 그리고 Alcian blue 염

색을 실시하여 주었다.

그 결과 높은 함량의 DBP를 포접한 알지네이트 미세캡슐

일수록 연골세포가 그 기능을 유지하는데 필수적인 세포외

기질물질들이 활발히 합성되어 연골세포가 증식하는데 도움

을 주는 등 긍정적인 영향을 미쳐 연골재생을 위한 조직공학

적 재료로서 유용하게 쓰일 것으로 사료된다. 
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