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요   약: 조직 공학용 지지체로 사용할 목적으로 제조된 가교된 lactide/hyaluronic acid (LA/HA) 막의 분해 특성을 살펴보
았다. 가교제 1,3-butadiene diepoxide (BD), 1-ethyl-3-(3-dimethyl aminopropyl) carbodiimide (EDC)를 사용하여 얻어진 고분
자 막을 37°C로 조절된 항온조에서 증류수에 침전시켜 분해시켰다. 가교반응시 LA/HA 몰비가 작을수록, 가교제의 농도가 
작을수록 생성된 고분자 막의 분해속도가 증가하였다. 분해될 때 막의 구조 변화를 살펴보기 위해 분해 전, 3일, 6일, 9일 후
의 시료를 채취하여 핵자기 공명 분광법으로 분자 구조를 살펴보았다. EDC로 가교시킨 막의 경우 시간이 지남에 따라 HA- 
EDC 결합구조는 서서히 분해되는데 HA-LA 결합구조는 급격히 분해되어 6일 후에는 완전히 소멸되었다. BD로 가교시킨 막
의 경우 가교된 결합 구조 모두 서서히 분해되었으며 3일, 6일이 지나면서 HA-BD 결합 구조는 원래의 89, 83%가 유지되었
으나 HA-LA 결합 구조는 원래의 83, 65%로 유지되었다. 분해된 막을 전자 현미경으로 측정한 결과 분해 전후 표면에서 기
공의 밀도는 크게 차이나지 않았으며, 표면과 측면의 구조도 크게 차이가 나지 않아 조직공학용 재료로써 사용할 때 아무런
문제가 없는 것으로 관찰되었다.

Abstract: The degradation characteristics of cross-linked lactide/hyaluronic acid (LA/HA) membranes were investigated 
for purpose of applying to tissue engineering. The lactide/hyaluronic acid cross-linked with 1,3-butadiene diepoxide (BD) 
and 1-ethyl-3-(3-dimethyl aminopropyl) carbodiimide (EDC) was degradated in deionized water in water bath at 37°C. As 
the LA/HA mole ratio or crosslinking agent concentration decreased, the degradation rate of the crosslinked membranes 
increased. In order to investigate the structure change of the membrane in the degradation process, the control sample and 
3, 6, 9 days-degradated samples were analysed by the nuclear magnetic resonance spectroscopy. In case of the membranes 
crosslinked with EDC, the HA-EDC bonding structure was degradated slowly whereas the HA-LA bonding structure was 
degradated quickly and dissappeared completely after 6 days. In case of the membranes crosslinked with BD, all the cross-
linked bonding structure degradated slowly. The HA-BD bonding structure maintained its original state about 89, 83% in 
case of 3, 6 days-degardated samples respectively whereas the HA-LA bonding structure maintained its original state about 
83, 65%. The scanning electron microscopy of the degradated membranes showed that the pore density in the surface, and 
the structure in the surface and cross section, of the before and after-degradation membranes did not change greatly, so the 
membranes was shown to be applied to materials for tissue engineering.
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1. 서  론
1)

  양질의 삶에 대한 욕구와 고령화 시대의 도래로 조직 

†주저자(e-mail：suho@hnu.kr)

및 장기의 손상을 효과적으로 치료할 수 있는 방법에 

대한 필요성이 절실히 요구되었다. 이러한 요구에 부응

하여 천연 및 인공 물질로 생체에 적합한 재료를 만들

려는 노력이 활발히 전개되고 있다. 히아루론산(hyalu-
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ronic acid, HA)은 조직 내에 존재하는 천연고분자로서 

생체 적합성이 뛰어나 이를 물리 화학적으로 개조하여 

조직공학용 재료로 개발하려는 연구가 활발히 진행되고 

있다[1-9]. 조직 공학용 재료로 사용되기 위해서는 생분

해성과 인체에 대한 비독성, 다공성이 풍부한 3차원적

인 구조, 낮은 면역 반응성, 안정된 구조를 유지하기 충

분한 기계적 강도 등의 물성이 요구된다[10]. 이러한 특

성 중에서 다양한 분해성과 기계적 화학적 특성을 가진 

생분해성 고분자가 지지체의 재료로서 주목을 받고 있

다. 지지체로 사용되기 위해서는 세포나 조직이 고정될 

수 있어야 할 뿐 아니라 충분히 성장할 수 있도록 영양

분이 제공될 수 있어야 하며, 조직이 완전히 형성되었을 

때 분해되어 소멸되어야 한다. 따라서 생체적합성과 생

분해성이 동시에 제공되어야 하며 세포와 조직의 종류

에 따라 지지체의 물성을 조절할 수 있어야 한다. 이러

한 지지체는 다양한 형태로 개발되어 왔는데, 대표적인 

형태로는 높은 표면적을 제공할 수 있는 다공성 구조를 

갖는 3차원적 지지체, 인체 조직에서 세포가 성장하는 

세포외지질의 3차원적인 나노구조와 유사한 나노섬유 

구조의 지지체, 다량의 수분을 포함한 망상구조의 하이

드로젤 등을 들 수 있다[10].
  본 실험실에서는 히아루론산을 가교시켜 생체적합성

이 우수할 뿐 아니라 생체 내에서 분해속도를 조절할 

수 있는 생체 적합성 고분자를 합성하는 연구를 계속하

여 왔다[11-17]. 특히 조직 공학용 지지체로서 사용할 

목적으로 가교제 1-ethyl-3-(3-dimethyl aminopropyl) 
carbodiimide (EDC) 혹은 1,3-butadiene diepoxide (BD)
등을 사용하여 락타이드와 히아루론산을 가교시켜 다공

성 구조를 갖는 막을 제조하였다. 제조된 막의 물성을  

조절하기 위하여 여러 가지 반응 조건을 변화시키면서 

막의 물성과 독성을 측정하였다. 독성을 보기 위해서는 

적용하고자 하는 조직을 구성하는 세포를 사용하여 독

성을 살펴보는 것이 바람직하나 일차적으로 동물세포의 

성장에서 나타나는 유사한 구조의 섬유아세포를 사용하

여 독성을 최소로 하는 반응 조건을 탐색하였다[15]. 이
렇게 제조된 막은 세포가 부착하여 성장할 수 있는 충

분한 기계적 강도를 가지며 적당한 팽윤성을 가지고 있

어 세포의 성장에 필요한 영양분을 계속 공급할 수 있

었다. 한편 본 실험실에서는 제조된 막의 가교 구조에 

따라 막의 물성이 차이가 있을 뿐 아니라 분해 특성이 

크게 다른 것을 관찰하였다. 이에 대한 보다 정량적이고 

구체적인 막의 반응 조건에 따른 가교 구조의 차이, 분

해 특성의 차이 등을 관찰함으로써 막의 분해특성을 조

절할 수 있는 방법을 규명하여 적용 목적에 적절한 지

지체를 손쉽게 제공할 수 있을 것으로 판단되었다.
  본 연구에서는 냉동건조법으로 제조된 다공성 지지체

의 분해 특성을 규명하려고 하였다. 가교 조건을 변화시

키면서 생성된 막을 증류수에 침전시켜 37°C로 조절된 

항온조에서 생분해성을 측정하였다. 막의 분해 구조를 

확인하기 위하여 핵자기 공명분광분석기(NMR)로 분석

하였으며 이를 이용하여 분해구조를 추정하였다. 또 막

의 3차원적인 구조를 살펴보기 위해 전자현미경(SEM)을 
이용하여 지지체의 표면과 측면의 구조를 살펴보았다. 

2. 실  험

2.1. 실험재료

  히아루론산 고분자는 평균분자량 2 × 106 Da인 Full-
longchem Corp.사(Changzhou, China)의 의약용 제품을 

사용하였다. EDC, 락타이드는 Sigma Aldrich (Korea)
에서, BD는 Wako Chemical (Japan)에서 구입하여 사

용하였다. 

2.2. 막의 제조

  1 wt% 히아루론산을 녹인 후 히아루론산 반복단위 

기준으로 락타이드를 8∼20몰비로 첨가하여 상온에서 4
시간 교반하였다. 히아루론산과 락타이드의 혼합용액에 

캐스팅 판에 부어 Gardner 칼을 이용하여 균일한 두께

로 캐스팅한 후 -80°C에서 2시간 동결시켰다. 이것을 

꺼내 -80°C에서 24시간 동결 건조시켰다. 건조된 막은 

에탄올에 대한 가교제의 비율을 5∼15 wt%로 섞은 혼

합액에 담가 가교제가 막 속으로 충분히 잠긴 상태로 

48시간 자석 젓개로 교반시키면서 가교시켰다. 가교 후 

막은 증류수로 세척하여 잔류 가교제와 미반응 락타이

드를 완전히 제거한 후 건조기에서 건조시켰다.

2.3. 물성연구

2.3.1. 기기분석

  제조된 막의 가교됨을 확인하기 위해 NMR을 사용하

여 관능기를 확인하였고 이를 기초로 락타이드 반응도

와 가교제 BD의 반응도를 결정하였다. NMR은 D2SO4

를 용매로 하여 Bruker AMX 500 MHz (Karlsruhe, 
Germany)로 측정하였다. 시료를 백금코팅하여 전자현

미경 S-3000N (Hitach High-Technologies, Japan)으로 
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Fig. 1. Degradation profiles of HA membranes crosslinked 
at different mole ratio of lactide to HA.

막의 표면 및 측면의 형상학적 구조를 관찰하였다.  

2.3.2. 막의 생분해성

  제조된 막을 다른 효소 없이 증류수에 침전시킨 후 

37°C에서 분해가 얼마나 이루어지는지 살펴보았다. 시
료는 일정한 크기로 잘라 50 ml 병에 넣어 37°C로 조

절된 항온조에서 가수분해 시키면서 정해진 시간에 채

취한 시료를 25°C 건조기에서 48시간 건조한 후 시료

의 무게를 재어 분해정도를 측정하였다. 동일한 조건에

서 3회 반복하여 평균값을 취하였다.

3. 결과  고찰

  본 실험의 목적이 분해 성능을 조절할 수 있는 조직 

공학용 매트릭스의 개발에 있으므로 막의 분해 특성을 

이해하는 것이 중요하다. 막의 분해는 락타이드와 히아

루론산의 가교에 의해 생성된 에스테르기 혹은 가교제

와 히아루론산의 결합이 분해되면서 진행된다[17]. 본 

실험실에서 분해 특성을 살펴본 결과 결합된 구조의 차

이에 따라 분해속도가 다르다는 사실을 관찰하였다. 이
는 분해 속도를 조절하는 데 중요한 단서를 제공할 수 

있다고 판단되어 이에 대하여 보다 자세히 관찰, 분석하

려고 하였다.
  두 종류의 가교제를 사용하여 고분자 막을 제조하여 

각각의 막에 대하여 분해 속도를 관찰하였고 서로 비교

하였다. Fig. 1은 가교제 EDC와 BD를 사용하여 LA/ 
HA 몰비가 8∼13일 때 가교시켜 얻은 고분자 막을 

37°C의 증류수에 침전시켜 분해속도를 관찰한 그래프

Fig. 2. Degradation profiles of HA membranes crosslinked 
at different crosslinking agent concentration.

이다. 가교제의 종류에 상관없이 몰비가 작을수록 분해

속도가 증가하였다. NMR 분석 자료에 의하면 몰비가 

작을수록 가교도가 떨어지는데[13,16,17] 이로 인하여 3
차원적인 구조가 덜 발달하여 분해가 빨리 진행되는 것

으로 보인다. 또 동일한 몰비일 때 가교제로 BD를 사용

할 경우 EDC를 사용할 때보다 분해속도가 느린 경향을 

나타내었다. 히아루론산과 BD와의 반응의 경우 2분자

의 히아루론산이 한 분자의 BD 양쪽으로 연결되어 가

교된 구조의 에텔기가 생성되고 에텔기의 양쪽으로 히

아루론산 한 분자씩 연결되어 3차원적인 분자구조가 발

달되게 된다. 이에 비하여 히아루론산과 EDC의 결합의 

경우 히아루론산과 EDC가 히아루론산의 가지에 있는 

하이드록시기에 결합하여 거대한 히아루론산의 말단기

에 조그만 분자의 가교제가 연결된 분자구조로 3차원적

인 분자구조의 발달에 크게 기여하지 못한다. 이러한 분

자구조의 차이로 가교제 BD를 사용할 경우 EDC를 사

용할 경우보다 3차원적인 분자구조가 더 발달하여 분해

속도가 느린 것으로 보인다.
  Fig. 2는 가교제 EDC와 BD를 사용하여 가교제의 농

도를 5∼15 wt%로 변화시키면서 가교시켜 얻은 고분자 

막을 37°C의 증류수에 침전시켜 분해속도를 관찰한 그

래프이다. 가교제의 농도가 클수록 가교가 많이 진행되

어 3차원적인 구조가 발달하면[13,16,17] 분해속도가 느

려질 것으로 예측할 수 있다. 예상한 바와 같이 가교제

의 종류에 관계없이 가교제의 농도가 클수록 분해속도

가 느렸다. 동일한 가교제 농도일 때 가교제 BD를 사용

할 경우 EDC를 사용할 때 보다 분해속도가 매우 느린 

경향을 나타내었다. Figs. 1과 2에서 보는 바와 같이 같
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Table 1. Methyl and Methylene Group Concentration Measured by 1H-NMR in the Membranes Crosslinked with BD and 
Reactivites Calculated from the Data

Time 
(days)

1.9∼2.1 ppm 
(a)

2.8 ppm 
(b)

4.5∼5.5 ppm 
(c)

Degree of lactide reaction 
(a/c)

Degree of BD reaction 
(b/c)

control 8.07 35.88 116.18 0.23 3.24
3 5.04 26.86 77.35 0.19 2.88
6 4.71 31.80 88.31 0.15 2.78
9 6.15 42.03 113.65 0.15 2.70

(a) before degradation

(b) 3 days degradation

(c) 6 days degradation

Fig. 3. 1H-NMR spectra of control (a) and 3(b), 6(c) 
days-degradated, BD crosslinked membranes with methyl 
group (1) connected to ester group, (2) connected to 
amide group of HA, (3) and methylene group connected 
to BD.

은 LA/HA 고분자 막일지라도 BD로 가교된 막이 EDC
로 가교된 막에 비해 분해속도가 매우 느린 것으로 관

찰되었으며, 제조된 막을 조직공학용 지지체에 사용할 

경우 적용 목적에 맞게 분해속도가 조절된 막을 제조하

여 적용할 수 있을 것이다.
  가교제 BD와 EDC로 가교된 막의 분해 특성을 구체

적으로 살펴보기 위해 각각의 가교제로 만든 고분자막

을 시간에 따라 분해시키면서 정해진 시간에서 채취한 

샘플을 NMR로 측정하여 분자구조의 변화 과정을 살펴

보았다. Fig. 3에서는 BD로 가교된 고분자막이 분해 전, 
3일, 6일, 9일 분해 후에 측정한 NMR 분석자료를 보였

(a) before degradation

(b) 3 days degradation

(c) 6 days degradation 

Fig. 4. 1H-NMR spectra of control (a) and 3(b), 6(c) days- 
degradated, EDC crosslinked membranes with methyl group 
(1) connected to ester group, (2) connected to amide group 
of HA, (3) and methylene group connected to EDC.

다. 가교된 고분자 막의 구조를 살펴보면 BD와 HA의 

결합, LA와 HA의 결합에 의해 3차원적인 구조가 생성

된다. 이미 발표한 논문에서와 같이[13,16,17] 1.9∼2.1, 
2.8, 4.5∼5.5 ppm에서의 피크를 각각 LA, HA, BD로 

보고, 2.8 ppm 피크의 면적에 대한 1.9∼2.1 ppm의 피

크의 면적, 2.8 ppm 피크에 대한 4.5∼5.5ppm 피크의 

면적에 대한 비를 각각 LA 반응도, BD 반응도로 간주

하였다. NMR 분석 자료로부터 얻어진 면적을 이용하

여 이의 반응도를 계산하여 Table 1에 보였다. 가교로 

생성된 BD, LA 피크가 서서히 줄어들었으며 BD 반응

도, LA 반응도 역시 시간이 지남에 따라 서서히 감소하

는 모습을 보였다. 3일, 6일이 지나면서 BD 반응도가 

3.24에서 2.88, 2.78로 줄어들어 HA와 BD로 결합된 구 
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Table 2. Methyl and Methylene Group Concentration Measured by 1H-NMR in the Membranes Crosslinked with EDC and 
Reactivites Calculated from the Data

Time
(days)

1.6∼1.8 ppm
(a)

2.1 ppm
(b)

2.5 ppm
(c)

Degree of lactide reaction
(a/c)

Degree of EDC reaction 
(b/c)

control 3.0 0.2354 1.4055 0.17 2.13
3 3.0 0.1182 1.3357 0.09 2.25
6 3.0 0 1.2843 0 2.34
9 3.0 0 1.164 0 2.58

   

                  (a) before degradation                                 (b) after 3 days degradation 

   

              (c) after 6 days degradation                                 (d) after 9 days degradation

Fig. 5. SEM images of surface and cross section of control (a) and 3(b), 6(c), 9(d) days-degradated membranes; left side: 
surface; right side: cross section.

조는 원래의 89, 83%가 유지되었으나 LA반응도는 0.23
에서 0.19, 0.15로 줄어들어 HA와 LA로 결합된 구조는 

원래의 83, 65%로 유지되었으며 이로부터 HA와 LA로 

결합된 구조가 HA와 BD로 결합된 구조에 비하여 빨리 

분해됨을 알 수 있었다. 
  Fig. 4에서는 EDC로 가교된 고분자 막이 분해할 때 

분해 전, 3일, 6일 분해 후에 측정한 NMR 분석자료를 

보였다. 1.6∼1.8, 2.1, 2.5 ppm에서의 피크를 각각 

EDC, LA, HA로 보고, 위에서와 동일한 방법으로 2.5 
ppm 피크에 대한 1.6∼1.8 ppm 피크의 면적비, 2.5 
ppm 피크에 대한 2.1 ppm 피크의 면적비를 각각 EDC 
반응도, LA 반응도로 간주하였고 이 면적으로부터 계산

된 반응도를 Table 2에 보였다. 시간이 지남에 따라 1.6
∼1.8, 2.1 ppm에서의 피크가 줄어들고 있어 가교 반응

에 의해 생성된 구조들이 분해됨을 보여주고 있다. HA
와 EDC와의 결합에 의한 피크는 서서히 줄어드는데 비

해 HA와 LA와의 결합에 의한 피크는 급격히 감소하였

고 6일 후에는 완전히 소멸되었다. 이로써 HA와 EDC
와의 결합 구조보다 HA와 LA와의 결합 구조가 훨씬 

빨리 분해됨을 알 수 있었다. Table 2에 의하면 EDC 
반응도는 오히려 증가하는 모습을 보이는데 여기서 EDC 
반응도가 증가하는 것처럼 보이는 이유는 시간이 지남

에 따라 히아루론산도 서서히 분해되는데 비해서 EDC
와 HA가 결합하여 생성된 구조는 거의 분해되지 않아 

나타나는 현상으로 보인다.
  제조된 막이 조직공학용 지지체로 사용되기 위해서는 

지지체가 분해되면서 3차원 적인 구조를 유지하고 있어

야 지지체의 공간을 통하여 세포가 성장하는 데 필요한 

영양분이 원활히 공급되어 막에서 세포나 조직이 성장

할 수 있다. 분해된 막의 구조가 3차원적인 구조를 유지

하는 지를 살펴보기 위하여 분해정도가 더 빨리 진행되

는 EDC로 제조된 막의 분해 전, 3일, 6일, 9일 분해 후

에 채취한 막의 표면과 측면을 전자현미경으로 측정한 

사진을 Fig. 5에 보였다. 분해 전후의 표면에서 기공의 
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밀도는 크게 차이나지 않았으며, 표면과 측면의 구조에

서도 크게 차이가 나지 않았다. 시간이 지남에 따라 막

이 분해되기는 하더라도 구조자체가 함몰되어 주저앉는 

구조의 붕괴현상은 나타나지 않았다. 시간이 지나면 비

록 막이 분해되어 소멸되는 부분이 있어도 이웃한 분자

들이 빈 공간을 채워 3차원적인 구조는 그대로 유지되

는 것으로 보인다. 이로써 가교된 고분자 막이 분해되어

도 3차원 적인 구조에서의 큰 차이가 없어 조직공학용 

재료로써 사용할 때 아무런 문제가 없는 것으로 관찰되

었다. 
 
4. 결  론

  가교제 EDC와 BD로 가교시켜 얻은 막을 증류수에 

침전시켜 37°C로 조절된 항온조에서 분해시켰다. 고분

자 막을 가교시킬 때 가교제의 종류에 관계없이 LA/HA 
몰비가 작을수록, 가교제의 농도가 작을수록 고분자 막

의 분해속도가 증가하였다. 분해시 시간에 따라 채취한 

막을 NMR로 분석하여 락타이드와 BD 반응도를 추정

하여 가교된 막의 분해 상태를 분석하였다. BD로 가교

시킨 막의 경우 서서히 분해되었으며 3일, 6일이 지나

면서 HA와 BD의 결합 구조는 원래의 89, 83%가 유지

되었으나 HA와 LA의 결합 구조는 원래의 83, 65%로 

유지되었다. EDC로 가교시킨 막의 경우 HA와 EDC와

의 결합구조는 서서히 분해되는데 HA와 LA와의 결합

구조는 급격히 감소하여 6일 후에는 완전히 소멸되었

다. 막의 형상적인 구조변화를 보기 위해 전자 현미경으

로 측정한 결과 분해 전후의 표면에서 기공의 밀도는 

크게 차이나지 않았으며, 표면과 측면의 구조에서도 크

게 차이가 나지 않아 조직공학용 지지체로 사용될 수 

있을 것으로 기대되었다.
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