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초록: 본 연구에서는 폴리비닐알코올(polyvinyl alcohol, PVA) 분자량에 따른 젤란검(gellan gum, GG)/PVA 하이드           

로젤의 응력 완화 평가와 이에 따른 망막색소상피 세포(retinal pigment epithelium, RPE)의 생존 및 증식을 평가하              

였다. GG를 세가지 분자량의 PVA에 각각 혼합한 후, Ca2+를 첨가하여 가교결합을 형성시켰다. 제조된 점탄성 하이              

드로젤은 GG/PVA 146, GG/PVA 85, GG/PVA 31 하이드로젤이라 명명하였다. GG/PVA 하이드로젤의 물리화학적           

및 기계적 특성을 평가하였고, GG/PVA하이드로젤에서 ARPE-19 세포의 활성에 미치는 영향을 확인하기 위해 in            

vitro 실험을 하였다. 실험 결과, PVA 분자량이 감소할수록 높은 수분 함유량을 보였으며, 빠른 응력완화 특성을 확               

인하였다. 또한, 겔내 ARPE-19 세포 배양시 빠른 증식과 확산을 관찰하였다. 이러한 결과를 통해, 빠른 응력완화를              

갖는 GG/PVA 31 하이드로젤의ARPE-19 세포전달체로 응용가능성을 확인하였다. 

Abstract: In this study, the stress relaxation of gellan gum (GG)/polyvinyl alcohol(PVA) hydrogel was evaluated 

according to the molecular weight of PVA. In addition, survival and proliferation of retinal pigment epithelium (RPE) 

were evaluated. After mixing GG with three molecular weights of PVA, Ca2+ was added to form a cross-link. The pre-

pared viscoelastic hydrogels were designated as GG/PVA 146, GG/PVA 85, and GG/PVA 31 hydrogels. The physi-

cochemical and mechanical properties of the GG/PVA hydrogel were evaluated, and in vitro experiments were 

conducted to confirm the effect of the GG/PVA hydrogel on the activity of ARPE-19 cells. As a result of the experiment, 

as the PVA molecular weight decreased, the hydrogel showed a high-water content, and we confirmed the fast stress 

relaxation property. In addition, rapid proliferation and spread were observed when ARPE-19 cells were cultured in gel. 

These results suggest that the applicability of the GG/PVA 31 hydrogel with fast stress relaxation as an ARPE-19 cell 

delivery system.

Keywords: gellan gum, polyvinyl alcohol, stress relaxation, 3D cell culture, retinal pigment epithelium.

서 론

망막은 신경세포와 광수용기 세포들로 이루어져 있어, 빛을    

감지하고 시각정보를 뇌에 전달한다.1,2 노화와 손상으로 인하    

여 망막색소변성증, 연령관련황반변성증, 망막 박리 등의 망    
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막질환이 발생시, 현재 레이저 치료, 항체 주사, 줄기세포, 유        

전자 치료 등의 연구가 진행되고 있다.3

본 연구에서는 망막색소상피 세포를 안정적으로 전달하기     

위하여 하이드로젤을 이용한 조직공학적 방법을 연구하였다.4,5     

하이드로젤은 세포외 기질(extracellular matrix, ECM)과 유사     

하게 다량의 물 또는 생물학적 유체를 보존할 수 있는 3차원         

고분자 네트워크 구조로 이루어져 있어, 세포의 성장, 증식,       

분화를 지원할 수 있다. 이러한 특성으로 인해 조직공학 및        

재생의학 분야에서 인공 ECM은 생체재료로 많은 분야에서      

사용되고 있다.6,7 생물학적 ECM은 세포에 구조적 미세환경을      

제공하며, 물리적 및 화학적 신호를 통해 세포의 행동과 운        

명을 조절한다.8,9 최근 연구에서 ECM의 기계적 특성이 세포의       

확산, 이동, 증식, 분화에 중요한 역할을 한다는 사실이 밝혀        

졌다.10,11 즉, 동적 미세 환경을 갖는 천연 ECM은 점탄성 특         

성으로 하중이 가해질 때 시간 의존적인 에너지 소산을 보이        

며,12 이러한 역학 변화는 분화, 발달, 항상성, 재생과정 및 질         

병 진행을 조절하는데 핵심적인 역할을 한다는 것이다. 따라       

서 재생의학에서 ECM의 동적 환경을 모방하는 점탄성 하이       

드로젤 연구가 관심을 받고 있다.

현재, 알지네이트(alginate, ALG), 폴리에틸렌글리콜(poly   

(ethylene glycol), PEG), 히알루론산 (hyaluronic acid, HA),      

콜라겐(collagen) 등과 같은 생체재료를 이용한 점탄성 하이      

드로젤 개발에 대한 연구가 활발히 진행되고있으며,13,14 점탄성      

하이드로젤의 빠른 응력 완화 특성이 효과적인 세포 성장을       

유도하는 것으로 나타났다. 점탄성 하이드로젤의 응력완화 특      

성은 하이드로젤의 공유 및 비공유 결합의 종류, 결합의 비        

율, 가교도와 상관관계가 있다.15 점탄성 하이드로젤은 가역      

적으로 결합이 끊어지고 재형성될 수 있는 고분자 네트워크       

구조가 필요하다. 이러한 네트워크는 수소결합, 이온결합 및      

소수성 결합과 같은 물리적인 결합을 통해 형성할 수 있다.16        

물리적인 결합은 외부의 힘이 가해질 시 결합이 끊어지며 응        

력을 완화하고, 외부 힘이 제거된 후 결합을 재형성한다.17 또        

한 고분자의 분자량 감소를 통해 사슬의 이동성을 높여 빠른        

응력완화 특성을 부여할 수 있다.18 따라서 본 연구에서는 Ca2+        

를 이용한 이온결합과 고분자의 분자량 조절을 통해 점탄성       

하이드로젤을 개발하였다.

천연고분자인 로우아실 젤란검(low-acyl gellan gum, GG)은     

우수한 생체 적합성, 생분해성, 무독성, 높은 열 및 산 안정         

성 등의 특성을 갖는다고 알려져 있으며,19 조직 공학 생체 재         

료로 최근 안구 약물 전달 시스템 연구에 이용되고 있다.20        

GG는 열에 따른 겔화 특성으로 인해 냉각시 랜덤코일 구조        

가 이중 나선으로 변하며 3차원 네트워크 겔을 형성한다. 또        

한 Mg2+, Ca2+와 같은 양이온에 의해 물리적으로 가교가 가        

능하다.21-23 GG의 이온결합은 -CH3CO에 의해 방해될 수 있       

는데, low-acyl GG은 high-acyl GG보다 적은 아세틸기로 인해       

이온결합이 잘 형성될 수 있다.24 하지만 높은 겔화 온도로 인         

해 생리적 온도(~37.5 ℃)에서 세포 캡슐화가 어렵다.25

폴리비닐알코올(polyvinyl alcohol, PVA)은 높은 수분 함량,     

팽윤 특성, 기계적 안정성, 쉬운 화학구조 변형 및 우수한 내     

화학성으로 생물의학 분야에서 널리 사용되는 고분자이다.     

PVA는 수소결합을 통해 단독으로 또는 화학적 및 물리적 가     

교 결합을 통해 미세다공성 구조를 가지는 겔을 형성할 수     

있다. 이러한 특성으로 인해 연골, 소프트 콘텍트 렌즈, 화상     

드레싱 등에 사용되고 있다.26-29 그러나 높은 분자량의 PVA     

하이드로젤은 고무와 같은 탄성 성질로 인해 천연 ECM의 점     

탄성 특성을 모방하지 못한다.30,31

본 연구에서는 Ca2+을 이용하여, GG과 PVA를 물리적 가     

교를 시키고, 3가지 다른 분자량을 가지는 PVA의 혼합을 통해     

GG/PVA 하이드로젤을 제조하였다. PVA의 분자량에 따른 빠른     

응력 완화 특성이 망막색소상피 세포(retinal pigment epithelium,     

RPE)의 성장, 증식, 확산에 미치는 영향을 확인하고자 하였     

다. 따라서, 제조한 하이드로젤의 물리화학적 특성평가, 기계     

적 특성평가, in vitro 실험을 진행하였다. 

실 험

시약 및 재료. 본 실험에서는 하이드로젤 제조를 위해     

PVA(87-89% hydrolyzed, Mw: 146-186 kDa), PVA(87-89%     

hydrolyzed, Mw: 85-124 kDa), PVA(87-89% hydrolyzed, Mw:     

31-50 kDa)그리고 GG(GelzanTM CM, Mw: 1000000 g/mol)을     

Sigma-Aldrich사로부터, CaCl2(calcium chloride)는 SHOWA   

로부터 구입하였다. 모든 재료는 정제없이 사용하였다.

GG/PVA 하이드로젤 제조. GG/PVA 하이드로젤은 다음과     

같이 제조하였다. 다른 분자량을 가지는 세 가지의 PVA 300     

mg을 각각 10 mL의 증류수에 넣어 3%(w/v)가 되도록 넣은     

후, 90 ℃에서 1시간 동안 교반하여 용액상태로 제조하였다.     

그 다음 0.5%(w/v) GG을 넣어 1시간 동안 GG를 녹인 후,     

15 mM CaCl2을 넣어 5분 더 교반 후 GG/PVA 하이드로젤 수     

용액을 제조하였다. 제조한 수용액은 페트리 디쉬(50 mm ×     

10 mm, SPL Life Sciences, South Korea)에 분주하여 10분간     

굳힌 후, 6 mm biopsy punch(Kai Medical Biopsy Punch,     

Japan)를 사용하여, GG/PVA 하이드로젤(직경 6 mm, 높이 4 mm     

크기)을 제조하였다. 제조한 하이드로젤은 PVA의 분자량에     

따라 GG/PVA 146, GG/PVA 85, GG/PVA 31로 명명하였다.

FTIR 분석. 제조한 GG/PVA하이드로젤의 구조적인 변화를     

관찰하기 위하여 적외선 분광 광도계(Fourier transform     

infrared spectroscope, FTIR, GX, Perkin Elmer, Connecticut,     

USA)를 이용하여 500-4000 cm-1 파장에서 분석하였다.

기공 구조 관찰. GG/PVA 하이드로젤의 내부 기공 구조는     

주사전자현미경(scanning electron microscope, Bio-LV SEM,    

Model S-2250N, HITACHI, Tokyo, Japan)을 사용하여 확인     

되었다. 제조된 하이드로젤은 4, -20, -80 ℃에서 각각 4시간,     
폴리머, 제47권 제2호, 2023년
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4, 24시간 보관 후 7일간 동결건조하였다. 완전 건조된 하이        

드로젤을 반으로 자른 후 아르곤 가스 하에서 plasma sputter        

(Emscope, Model SC500K, West Sussex, UK)를 이용하여 백       

금 코팅한 후 기공 구조를 관찰하였다. 기공크기는 Image J        

software(Java-based image software, LOCI, University of     

Wisconsin)로 측정되었다.

졸분율 측정. 제조된 하이드로젤의 졸비율과 가교도를 확      

인하기 위해, 하이드로젤을 2일간 동결건조시킨 후에 초기 무       

게(W0)를 측정한다. 하이드로젤이 잠길 정도로 증류수를 넣      

어 진탕기(shaker)에 1시간 방치한 후 다시 2일간 동결건조를       

하여 후기 무게(W1)를 측정하였다. 졸 비율은 아래의 식으로       

계산하였다.

Sol fraction (%) = 

팽윤율 측정. GG/PVA 하이드로젤의 팽윤율을 분석하기 위      

해, 각각의 하이드로젤에 1 mL의 인산완충생리식염수     

(phosphate-buffered saline, PBS, pH 7, Gibco) 넣어 37 ℃에        

서 24시간 방치 후 초기 무게(W0)를 측정하였다. 남아있는       

PBS를 제거하여 2일간 동결건조 후 후기 무게(W1)를 측정하       

였다. 팽윤율은 아래의 식으로 계산하였다.

Mass swelling (%) = 

질량 감소 측정. 질량 감소는 각각의 하이드로젤에 1 mL        

의 PBS를 넣고 하루동안 담궈 놓고 꺼낸 뒤, 남아 있는 PBS          

제거 후 초기 무게(W0)를 측정하였다. 1일, 4일, 7일, 14일,        

21일 마다 후기 무게(W1)를 측정하였으며, 3일마다 PBS를 교       

체하였다.

Weight loss (%) = 

압축 강도 측정. 제조한 GG/PVA 하이드로젤의 압축 강도를       

확인하기 위해 만능물성 측정기(TMS-Pro, Food Technology     

Corporation, Sterling, Virginia, USA)를 이용하여 압축 탄성      

률을 측정하였다. 모든 하이드로젤은 PBS에 넣어 하루 37 ℃        

에서 보관 후 측정되었다. 속도는 2 mm/min, 힘은 최대 10 N          

으로 설정하였다. 압축 탄성률은 0-5%의 변형률에서 계산되      

었다.

응력 완화 시간 측정. 하이드로젤의 응력 완화 정도는 만        

능물성측정기(TMS-Pro, Food Technology Corporation, Sterling,    

Virginia, USA)를 이용하여 측정하였다. 하이드로젤에 15%의     

변형률을 가한 후, 5분간의 응력의 변화를 분석하였다. 

하이드로젤 내의 세포 캡슐화. 본 실험에서는 human retinal       

pigment epithelial cell line(ARPE-19, ATCC catalog NO.      

CRL-2302)을 사용하였다. 세포는 Dulbecco’s modified eagle     

medium/nutrient mixture F-12(DMEM F-12, Gibco), 10% 우태    

아 혈청(fetal bovine serum, FBS, Gibco) 및 1% 항생제    

(antibiotic−antimycotic, Anti-Anti, 100 units/mL Gibco)을 첨    

가한 배양액에서 37 ℃, 5% CO2 조건에서 배양되었다. 배양    

액은 3일마다 교체하였다. 세포는 4 × 105 cells/mL 농도로 37 ℃    

에서 하이드로젤에 캡슐화되었다.

세포 형태 관찰. 세포 형태를 SEM을 통해 관찰하기 위해    

GG/PVA하이드로젤에 ARPE-19 파종 후 3일, 21일째에 배양    

액을 제거 후 PBS로 세척하였다. 세포 고정을 위해 2.5%    

glutaraldehyde(Sigma-Aldrich, USA)로 처리하여 차광 후 상    

온에서 24시간 동안 방치하였다. 그 다음 기공구조 실험과 같은    

과정을 통해 세포 형태를 관찰하였다.

Live & Dead. GG/PVA 하이드로젤의 생체 적합성은 하이    

드로젤에 ARPE-19 세포를 파종하여 분석하였다. Live &    

dead 염색 액체 시약인 Calcein AM(녹색)을 가루 시약인    

Ethidium (적색)에 첨가하여 혼합하였다. 세포가 파종된 하이    

드로젤을 공초점 접시(세포 배양 처리, 멸균, SPL 생명과학    

㈜ 제조, 한국)에 하이드로젤을 절편으로 잘랐다. 절편으로    

자른 하이드로젤 위에 Live & Dead 염색 시약을 하이드로젤에    

넣어주었다. 염색된 하이드로젤을 37 ℃, 5% CO2 환경의 인큐    

베이터에서 30분동안 인큐베이션하였다. 염색된 세포는 초분해    

능 공초점 레이저 스캐닝 현미경(CLSM, LSM 880 with Airyscan,    

Germany)을 사용하여 관찰하였다. 살아있는 세포는 녹색으로    

염색되었고, 죽은 세포는 적색으로 염색되었다. 형광세기    

(Fluorescence intensity)은 Image J software로 측정하였다.

세포 독성 분석. GG/PVA 하이드로젤의 세포 독성과 증식을 알    

아보기 위해 MTT(3-[4,-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium  

bromide; thiazolyl blue, 5 mg/mL in PBS, Amresco, TX, USA)]    

용액을 사용하여 MTT 분석을 진행하였다.32 본 실험은 mouse    

embryo fibroblast cell line(NIH/3T3, National Institute of Health,    

KCLB21658) 세포를 사용했다. 먼저 NIH/3T3 세포를 96 웰    

플레이트(well plate)에 2 × 103 cells/well 로 접종하여 RPMI    

(Gibco, USA), 10% 우태아 혈청(fetal bovine serum, FBS, Gibco)    

및 1% 항생제(antibiotic−antimycotic, Anti-Anti, 100 units/mL    

Gibco)을 첨가한 배양액에서 37 ℃, 5% CO2 조건에서 배양    

하였다. 각각의 2.6 mL의 하이드로젤 용액을 만들어 세포배    

양접시(cell culture dish)에 100 µL씩 분주한 후 10분간 굳힌다.    

굳은 하이드로젤은 10 mL의 세포 배양액에 넣은 후 37 ℃의    

항온조에서 하루 담아놓은 후, 0.45 µm의 멸균 필터를 이용    

하여 필터링하였다. 세포가 부착된 후, 필터링한 배양액으로    

교체를 한 후 1일, 2일, 3일 간 배양한다. 특정 날짜가 되면 MTT    

용액(5 mg/mL)을 세포 배양액에 1/10로 희석하여 희석한 MTT    

용액을 각 well에 100 µL씩 분주한 후 2시간 동안 37 ℃, 5%    

CO2 조건에서 배양하였다. 기존의 배양액을 제거하고 100 µL의    

디메틸설폭시드(dimethyl sulfoxide, DMSO, Samchun chemical,    

South Korea) 용액을 첨가하여 마이크로 리더(microplate    

W0 W1–

W0

------------------ 100×

W0

W1

------- 100×

W0

W1

------- 100×
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reader, Synergy MX, Biotek, Vernusky, VT, USA)을 사용하       

여 570 nm의 흡광도로 측정하였다. 

dsDNA 함량 분석. GG/PVA 하이드로젤에서 세포의 증식을      

확인하기 위해 파종 후 7일, 14일째 세포의 dsDNA 함량을        

측정하였다. 특정 날짜가 되면, 샘플을 상온에서 해동 후 PBS        

로 세척하였다. 프로토콜에 따라 SPINeasy DNA kit(MP      

biomedicals, USA)을 사용하여 dsDNA를 추출하였다. 유리     

조직 분쇄기(glass tissue grinder, Wheaton, USA)와 Lysis buffer       

GD을 이용하여 세포 용해와 균질화를 유도하였다. dsDNA를      

추출한 후, Quant-iT PicoGreen 시약(Life Technologies,     

USA)을 사용하여 dsDNA 함량을 측정하였다. 추출한 샘플과      

Quanti-iT PicoGreen 시약을 1:1 비율로 96 웰 블랙 플레이트        

(well black plate, Cell Culture Plate, SPL Life Sciences, South         

Korea)에 분주하여 상온에서 5분간 방치하였다. 마이크로 리      

더((Microplate Reader, Synergy MX, Biotek, Vernusky, VT,      

USA)를 사용하여 485/20 nm-528/20 nm 파장에서 dsDNA함      

량을 측정했으며, 표준곡선은 0-2 µg/mL 범위의 dsDNA 농       

도에서 그렸다.

통계 분석. 모든 데이터는 평균 ± 표준 편차 (SD)로 표기         

하였다. 정량적 수치의 유의성 평가는 GraphPad Prism 5.0       

(GraphPad Software, La Jolla, CA, USA)으로 수행되었으며,      

one-way ANOVA (analysis of variance)의 Tukey’s 사후 검정       

법을 이용하여 수치를 통계적으로 분석하였다. 값의 차이는      

p < 0.05(*), p < 0.01(**) 및 p < 0.001(***)에서 유의한 것으로           

하였다.

결과 및 토론

FTIR 분석. 제조한 GG/PVA 하이드로젤의 화학적 구조를      

확인하기 위해 FTIR을 수행하였다(Figure 1). 순수 PVA는      

3336 cm-1, 2935 cm-1, 1086 cm-1에서 각각 -OH, C-H, C-O     

stretching 피크를 나타냈다.33 순수 GG는 3310 cm-1에서 넓     

은 -OH 진동을 나타냈으며, 2921 cm-1에서 C-H stretching,     

1604 cm-1에서 COO-의 비대칭 stretching, 1029 cm-1에서 C-     

O stretching 피크를 나타냈다.34 3개의GG/PVA 하이드로젤에     

서 PVA와 GG의 각각의 피크의 중첩으로 모든 피크가 나타     

나지 않았으며, 새로운 피크의 형성이 발생하지 않았다. 따라     

서 화학적 결합이 형성되지 않았으며, Ca2+와 COO-간의 상     

호작용만 일어난 것으로 확인된다.26 

하이드로젤의 기공 구조. 하이드로젤의 기공 크기는 영양     

소 공급과 세포 부착에 영향을 미치는 중요한 특성이다.35 동     

결건조한 GG/PVA의 기공크기는 PVA의 분자량이 감소할수록     

작아지는 경향을 보였다(Figure 2). 기공 크기 분포는 GG/PVA     

146과 GG/PVA 85는 50-100 µm, GG/PVA 31은 10-50 µm     

값을 가지는 것으로 관찰되었다. CaCl2를 이용한 이온 가교     

를 통해 GG/PVA는 미세 다공성 구조를 형성하는데, 이때 고     

분자의 분자량이 작을수록 짧은 사슬 길이에 의해 더 작은     

미세구조를 형성한다.26,36 따라서 PVA 분자량에 따라 다공크     

Figure 1. FTIR spectroscopy of (a) PVA; (b) GG/PVA 146 hydro-

gel; (c) GG/PVA 85 hydrogel; (d) GG/PVA 31 hydrogel; (e) GG 

powder analyzed from 4000-400 cm-1.

Figure 2. SEM micrographs of hydrogels: (a) GG/PVA 146; (b) GG/PVA 85; (c) GG/PVA 31; (d) the average pore diameter of hydrogel (scale 

bar = 300 μm).
폴리머, 제47권 제2호, 2023년
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기가 달라진 것으로 판단된다.

물리화학적 특성 평가. GG/PVA 하이드로젤의 졸 분율 측       

정결과 GG/PVA 146, GG/PVA 85, GG/PVA 31이 각각       

25.41±2.70%, 32.86±1.44%, 35.31±2.15% 로 분자량이 낮아     

질수록 높은 졸 분율을 보였다. 질량팽윤비(mass welling ratio)       

측정결과, GG/PVA 146, GG/PVA 85, GG/PVA 31이 각각       

50.66±1.65%, 53.50±4.20%, 61.16±4.01%로 분자량이 감소할    

수록 높은 수분 함유량을 보였다. 하이드로젤의 무게손실      

(weight loss)를 측정한 결과, 21일째에 GG/PVA 146, GG/       

PVA 85, GG/PVA 31는 각각 약 7%, 10%, 11%로, 14일째에         

비해 약 1%, 3%, 4% 감소하였다.

고분자의 분자량이 증가되면, 높은 가교밀도로 인해 생물      

학적 유체를 함유, 확산할 수 있는 자유 부피가 감소한다고        

알려져 있다. 따라서 PVA 분자량이 높은 GG/PVA 146하이       

드로젤은 가교밀도가 높아져, 낮은 졸 분율과 수분 함유량을       

보인 것으로 사료된다.37-39 또한 수분확산이 적어 무게 손실       

양도 다른 군에 비해 적게 일어난 것으로 판단된다(Figure 3).40

기계적 특성 평가. 하이드로젤의 기계적 특성은 세포의 행       

동에 영향을 미치는 중요한 매개변수이다.41 제조한 GG/PVA의      

기계적 물성을 확인하기 위해 압축 계수와 응력완화 시간을       

측정하였다. 초기 탄성 계수는 GG/PVA 146, GG/PVA 85,       

GG/PVA 31이 각각 64.85±2.43 kPa, 55.30±2.10 kPa, 52.30±       

1.53 kPa로 GG/PVA 31이 GG/PVA 146에 비해 약 12 kPa         

낮았다. 이전 연구들에서 천연 망막의 압축 계수는 10-20 kPa        

로 확인되었다.42 따라서 GG/PVA 31이 천연 망막에 가장 가        

까운 강도를 나타냈다. GG/PVA 31은 낮은 가교밀도로 인해       

높은 졸 분율과 높은 수분 함량을 보였으며, 이러한 특성으        

로 인해 낮은 기계적 강도를 가진다.43 PVA의 분자량이 낮아        

질수록 더 빠른 응력 완화를 나타냈다. 초기 응력 값이 절반         

으로 완화되는 시간은 GG/PVA 146, GG/PVA 85, GG/PVA     

31이 각각 약 16초, 11초, 9초로 GG/PVA 31이 가장 빠른 응     

력완화를 보였다. 고분자는 분자량이 작아질수록 사슬의 길     

이가 짧아진다. 짧아진 사슬 길이로 인해 고분자 사슬의 얽     

힘(entanglement)이 감소하며 사슬의 이동성이 증가한다. 따     

라서 고분자의 분자량이 낮을수록 하중이 가해질 시 빠른 스     

트레스 완화 능력을 보인다. GG/PVA 31의 빠른 스트레스 완     

화 거동은 생체 내에서 세포의 성장과 증식을 개선할 가능성     

이 있다(Figure 4).14,18,44

세포 형태 관찰. GG/PVA 하이드로젤에 파종된 세포의 부     

착 및 형태를 관찰하기 위해 파종 후 3일, 21일째에 SEM 이     

미지를 촬영하였다(Figure 5). 파종 후 3일째에 모든 GG/PVA     

하이드로젤에서 부착된 세포가 분산되어 있는 것이 관찰되었     

다. 21일째에는 3일째에 비해 모든 하이드로젤에서 세포가     

성장하고 증식된 것이 확인되었다. 이는 제조된 GG/PVA 하     

이드로젤이 세포 성장에 적합한 미세환경을 제공함을 시사합     

니다.45 GG/PVA 하이드로젤의 응력완화에 따른 세포 성장과     

증식은 SEM 이미지에서 뚜렷하게 관찰되지 않았다.

Live & Dead. GG/PVA 하이드로젤에서 세포의 생존도를     

확인하기 위해 파종 28일 후 Live & Dead 염색을 하였다     

(Figure 6). 모든 지지체에서 시간이 지남에 따라 세포가 성     

장했으며 점차적으로 퍼지며 증식했다. 파종 후 28일째에는     

GG/PVA 146, GG/PVA 85, GG/PVA 31의 형광세기(fluorescence     

intensity)는 각각 9.76±0.94, 11.69±1.61, 14.25±0.84로 GG/     

PVA 31이 가장 높은 형광 강도를 보였다. 따라서 세가지 하     

이드로젤 중 GG/PVA 31이 APRE-19 세포에 더 적합한 응     

력 완화 특성을 보여 세포의 성장과 증식을 촉진한 것으로     

보인다.46

dsDNA 함량 분석. 세포 파종 7일, 14일 후 dsDNA 함량을     

Figure 3. Physicochemical characterization of the hydrogels: (a) sol 

fraction (%) analysis; (b) mass swelling ratio (%); (c) weight loss 

ratio (%), analyzed for 28 days (values are mean ± SD (N = 4), p < 

0.05(*), p < 0.01 (**) and p < 0.001 (***)).

Figure 4. Mechanical analysis of the hydrogels: (a) compressive 

modulus at the slope of the stress - strain curve 5% strain; (b) stress 

relaxation analyzed at 15% strain; (c) stress relaxation time quan-

tification (values are mean ± SD (N = 4), p < 0.05 (*), p < 0.01 (**)  

and p < 0.001 (***)).
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정량화하였다. 정량화 결과 GG/PVA 146는 125.2±6.8 ng/mg,      

GG/PVA 85는 100.5±23.6 ng/mg, GG/PVA 31은 104±3.7 ng/       

mg으로 GG/PVA 146이 가장 높은 dsDNA 함량을 보였다. 반        

면 14일째에 모든 군에서 dsDNA 함량이 증가했지만, GG/       

PVA 31이 464.4±176.9 ng/mg으로 가장 높은 dsDNA 함량을       

보였다. 이는 점탄성 성질을 가지는 GG/PVA 31하이드로젤      

이 APRE-19세포에 긍정적인 영향을 미치는 것으로 보인다.      

이전의 많은 연구들에서 점탄성 하이드로젤의 응력완화 특성      

과 기존의 생체 조직과 유사한 기계적 특성이 세포 성장, 증         

식, 확산에 긍정적인 영향을 미친다고 밝혀졌다.47,48 따라서      

점탄성 하이드로젤인 GG/PVA 31이 ARPE-19세포증식에에    

적합한 미세환경을 제공한 것으로 사료된다(Figure 6).

세포 독성 분석. 제조한 하이드로젤의 세포 독성을 확인하       

기 위해 MTT assay를 시행하였다(Figure 7). 1일째에는 GG/       

PVA 146이 95.28±7.90%, GG/PVA 85는 91.37±3.78%, GG/     

PVA 31는 80.09±1.48%의 생존율을 나타냈다. 3일째에는 GG/     

PVA 146, GG/PVA 85, GG/PVA 31은 각각 97.78±3.62%,     

94.92±5.13%, 92.22±3.04%의 세포 생존율을 나타냈다. 모든     

Figure 5. SEM imaging of ARPE-19 cells encapsulated in hydrogels analyzed on day 3 and 21 (scale bar = 100 μm).

Figure 6.  Cell viability test. (a) Live & Dead staining of ARPE-19 cells encapsulated hydrogels analyzed with the Z-stack mode for 28 days. 

(scale bar = 50 μm) (b) relative intensity of Live & Dead images evaluated with ImageJ software (scale bar = 50 μm) (c) dsDNA content of 

the ARPE-19 encapsulated in the hydrogels : analyzed on day 7 and 14 of cell culture (values are means ± SD, n = 4, p < 0.05 (*), p < 0.01 

(**) and p < 0.001 (***)).

Figure 7. Cytotoxicity test of the ARPE-19 encapsulated in the 

hydrogels: analyzed on day on 1, 2 and 3 of cell culture. (values are 

means ± SD, n = 4, p < 0.05 (*), p < 0.01 (**) and p < 0.001 (***)).
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군에서 80 %이상의 높은 세포 생존율을 보였다. 세포는 성        

장하면서 주변에 스트레스를 가하는데, 점탄성 하이드로젤은     

빠른 응력완화를 통해 세포의 리모델링을 지원하여, 세포의 성       

장, 증식 및 분화를 촉진한다.13,18 GG/PVA 31에서 12%의 높        

은 세포 증식율을 나타냈는데, 이는 다른 실험군들에 비해 빠        

른 응력완화특성을 갖기 때문으로 판단된다. 

결 론

본 연구에서는 이온결합과 PVA 분자량 조절을 이용해 GG/       

PVA 하이드로젤을 제조하여 ARPE-19 세포 성장, 확산, 증       

식에 미치는 영향을 연구하였다. Ca2+ 이용한 물리적 결합을       

통해 GG와 PVA를 가교 하였으며, 3가지의 다른 분자량을       

가지는 PVA를 사용하여 하이드로젤에 점탄성 특성을 부여하      

였다. 기계적 특성 분석을 통해 하이드로젤의 응력완화는 PVA       

분자량이 감소함에 따라 빠르게 일어남을 확인했으며, in vitro       

실험결과 PVA의 분자량이 감소할수록 세포 활성에 적합한      

미세 환경을 제공하여 세포 성장, 확산 및 증식에 긍정적인        

영향을 준다는 것을 확인하였다. Live & Dead와 dsDNA 함        

량 분석으로, GG/PVA 31하이드로젤에서 높은 세포 성장과      

증식이 관찰되었으며, MTT assay를 통해 80% 세포 생존률       

을 확인하였다. 결론적으로 가장 낮은 PVA 분자량을 가지는       

GG/PVA 31하이드로젤이 빠른 응력완화 특성으로 인해     

ARPE-19 세포의 확산과 증식을 향상시키는 것을 관찰하였      

다. 따라서, ARPE-19 세포 전달체로써 GG/PVA 31하이드로      

젤의 응용 가능성을 확인하였다. 
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