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Abstract 

Mechanical stimulation is known to play a vital role on the differentiation of mesenchymal stem cells 

(MSCs) to pre-osteoblasts. In this research, we developed a tensile cell stimulator, composed of a DC motor-

driven actuator and LVDT sensor for measuring linear displacement, to study the effects of tensile stress on 

osteogenic differentiation of MSCs. First, we demonstrated the reliability of this device by showing the 

uniform strain field in the silicon substrate. Secondly, we investigated the effects of tensile stretching on 

osteogenic differentiation. We imposed a pre-set cyclic strain at a fixed frequency on cell monolayer cultured 

on a flexible silicon substrate while varying its amplitude and duration. 60 min of resting period was allowed 

between 30 min of cyclic stretching and this cycle is repeated up to 7 days. Under the combined stimulation 

with osteogenic media and mechanical stretching, the osteogenic markers such as alkaline phosphatase (ALP), 

osterix, and osteopontin began to get expressed as early as 4 days of stimulation, which is much shorter than 

what is typically required for osteogenic media induced differentiation. Moreover, different markers were 

induced at different magnitudes of the applied strains. Lastly, for the case of ALP, we observed the 

antagonistic effects of osteogenic media when combined with mechanical stretching. 

 

1. 서 론 

근 직공학(Tissue engineering)  과 함께 

체 에 한 연 가  진행 고 다.(1~3) 

  생체 내에  재생  한 어 는 뼈  

연골  재생에 한 연 가 가   진행 

다.(4~6) 생체내  골 직  뼈  생 하는 골

포(osteoblast)  뼈  하는 골 포(osteoclast) 

 균 에 해  지가 고 다. 골 포  

포는 생체내  골수(bone marrow)에 치하고 

는 체 포 , 생체 내에  뼈  

한 재생  해 는 체 포  골  
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 도하는 것  엇보다도 하다.  

근  골  직 공학 연 는 in 

vitro 상 에  체  양  체 포  

 시키 는 다양한 시도가 많  

진행 고 다.(2~6) 재 체  양  체  

포  골  도하는 가  강 한 도 

질  bone morphogenic protein (BMP)-family, 

transforming growth factor (TGF)-β, Dexamethasone 

등  생 학   알  다.(7,8)  

어 계   극 등  리  

극 (physical stimulation)  골  도하거  

그   시킬 수 다고 알  다. 

본 연 에 는 포에  극   수 는 

비  하고 다양한  극  체 

 포  골 에 어 한 향  미치는지에 

해  연 했다.(9~13) 포  극 는 체  

양  포에 한 주  균 한 변  

(strain)  가하는 것  다.  같  

 달 하  해 Leung, Matsumoto 등  

피스 , 크랭크 시스  해   

동  했고, Ives 등  리 블 식  

사 해  포에 변  가했다.(14~16) 또한 

Berry 등  스   가 드 등  

해  포 착 브 에 변  

도했다.(17)  동원  사 한  

연 들  식  포가 착 어 는 탄  

브  한쪽  고 시키고  쪽  

아당 는 식 다.  경우 탄  브  

아 비 에 브  상  합하게 

변 시키지 않고 는 사 역에 균 한 변  

도할 수 없다. 또한 브  고 는 

고 (holder part)  계에 라 변  값  

달라지게 고 동   변  값과 실  

브  에 도 는  변  값  

브  상  재질에 라 달라지게 

므  에 한 보  필 하다.  

연 에 는 에 한 철 한 검  거치지 않고 

사 했고,  변  값과  변  값에 

한 보  또한 수행하지 않았다. 러한 

 해결하고  Clark 등  스  

사 한 치  개 하고 에 한 검  

수행했  한꺼 에 여러 그룹에 한 실험  

수행하는  한계가 어 실험   

어지는 단  다.(18) 재 상  

많  연 들  사 하고 는 Flexercell® 

(Flexercell international, CA, USA)  경우는 진공 

압  탄  브  아당 는 비 다.(19) 

그러  상  경우 진공  가하는 과 에  

브  고  식에 라 그 결과가 크게 

달라질 수 고 브  닥 에 었다 

어지는 과 에  생 는 착 상  큰  

고 다. 본 연 에 는 보다 직 고 

도   수 는  동 식 

액 에  했고 한꺼 에 여러 개  

브  워 동시에 여러 실험  수행할 수 

는 비  개 하는 것  차   했다. 

아가 개  비  검  해 개  포 

 한 체 포  에 한 

연   삼았다.   사한 포  

극 비  하여 체 포  골  

실험  수행한 는 많다. Lee 등  Flexercell® 

비  해 생 학  극 없  계   

극만 는 골 가 도 지 않는다는 결과  

한  (10) Altman, Mauney 등  계  

극만  다양한 포  가 가능함  

보 다.  같  계  극만  체 

포  가 가능한지에 한 연 는 아직 

한 것  사실 다.(4,13) Jagodzinski 등  체 

포에 Dexamethasone 등  생 학  극과 

2%, 8%  계   극  동시에 가해 체 

포  골  경향에 한 실험  수행했다. 

그는 생 학  극과 계   극  동시에 

가하는 것  골 에 과 라는 사실  

했  극  크 에  골  경향에 

해 는 내지 못했다.(9) 계  극만  

골  도가 가능한지에 한 과 계  

 극과 생 학  극  동시에 가해  

얻어지는 결과에 해 는 근 지도 한 

것  사실 다. 본 연 에 는 포  극 

비  해 체 포  골  

도했  계  극만 가한 경우  계  

극과 생 학  극  동시에 가했   골  

경향  차 에 해  량  평가했다.  

2. Method 

2.1 세포인장 자극기의 개발 

포  극 (cell tensile stimulator)  계 

는 살아 는 포에 한 주  변  

 극  가하는 것 다. Fig. 1 처럼 PDMS

브  고 시킬  수  는  브  

(membrane holder) 과  극  주  한 

동 (Maxon motor RE13 Gear set, Swiss, NSK 

ball screw, Japan, NSK linear guide, Japan), 한 

  측 할 수 는 LVDT (Schaevitz, 

America)   어 다. LVDT 는 

가 드  향과 치하게  어  

 가 드  직  변   측 하여 AD 

board (COMIZOA, Korea)에 달하고  값  PC 

 아들여 한 주  변    
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Fig. 1 Schematic diagram of uniaxial tensile stimulator 
 
 

수 도  Visual C++  해 프트웨어  

했다. 시스  어비가 다    

도에 라 꿔 착할 수 게 했고 LVDT

 한 한 도 어  통해  0.05Hz 에

 20Hz 지 주  어하는 것  가능하고 변

 0.3%에  17% 지 어할 수 다. 동

 LVDT  한 든 트  클

브(autoclave)가 가능하도  계했고, 상  쉬

(Square dish, SPL, Korea)  사 하여 염  한 

했다. 또한 비가 큐  안에  동  

 수 도  계하여 ex-vivo 상태에  실험  

가능하도  계했  한 염  지하  

했다. 개  포  극 는 1 개  시스

에  8 개  브  착해  실험  할 

수 고 동시에 3  비  동 시킬 수 

므  다양한 실험  동시에 실험하는  리하

다. 

2.2 세포부착 멤브레인의 개발 

2.2.1세포 부착 멤브레인의 재료 

본 시스  포가 어 는 브  아

당겨 포에  가하는 간  식 다. 

라  브  포가 안  착   

수 도  만들어 야 하고, 포  태 등  

미징  통해 찰  가능 하도  해야 한다.  

 극   수 어야 하므  어느 도  탄

 가 야 하  극  변  어 지 

않는 재료  만들어 야 한다. 또한 에 균

한 변  도해야 하므  께가 균 하게 

 어야  한다 .  본  실험에 는  PDMS (DOW 
CORNING SYLGARD® 184 Silicone Elastomer, 
U.S.A)  사 했  원액과 경  15:1  

합해  사 했다.  PDMS 브  

변  거  없는 탄  질(high elastic material)

 포에 해한 질  매우 하  그 

체에 포가 착 지는 않는다.(20) 포 착 

브  에 포  착시키  해  산   

 
 

Fig. 2 (a) Contact angle on glass before plasma 
treatment (b) Contact angle on glass after plasma 
treatment  

 
플라 마 처리  각 30 씩 수행해 브  

 수 에  친수  변 시킨 후 포

 질 (Extracellular Matrix) 단 질  하

Fibronectin (SIGMA, USA)  10 uM  도   

처리했다. Fig. 2(a)  처리  에 비해 Fig. 2(b)

는  플라 마 처리에 해   친수  

 것  보여 다 

2.2.2 세포 부착 멤브레인의 제작 및 두께 조절 

포 착 브   매 럽고 균 한 

께  가 야 한다.  매 럽지 않  

미경 등  통해  포  태  악하  들고 

균 한 께  갖지 못할 경우 에 균 한 변

 도할 수 없다. 브  만드는 틀

는 매 러운  가지는 리  사 했고 균

한 께  도하  해  틀 리 사 에 

330mm  cover slip  워 었다. PDMS  합

 사  프 에 라 100°C 에  1 시간 

합 건  랐다. 포 착 브  께

 측   PDMS 브  얇게 편  

낸 후 미경  해 각 에 해  께  

측 하여 평균 328.23mm, 편차 2.047mm  값

 얻었다 (n=15 ). 

2.2.3 유한요소법(FEM)을 통한 초기 형상 결정 

염  하  해 본 비에 는 상

는 사각  양 쉬 (118.7 x 118.7 x 16.5mm )  사

했다. 라  택  상  쉬  크 에 라 

고 트  한 포 착 브  는 

62mm  결 했다. 브  상 계 시에 

KS 규격  폴리  재질 시편  규격  

한 했  미 브  가 해  

었  에  그 규격  맞  수는 없었

다. 라  주어진 건에  원하는 역에 가  

균 한 변  도하는 포 착 브  

상  한  통하여 결 했다. 우  

PDMS 재료  치  얻  해  

dma2980 (TA instrument)  하여 실험  수

행한 결과 PDMS  탄 계수 (Youn’s modulus)는 

1.2642±0.21(MPa)  측 었다. 또한 아 비(ν) 

는  고  값  0.5  사 하 다. 한

 해  ABAQUS 6.5  했  링

 IDEAS 11.0  수행했다. 한  시

PDMS 브  linear, elastic, isotropic한 질  
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가 하고 건 는 해진 변  가하는 

식  수행했다. 포 착 브  체 

역  사 하  변 값  편차가 본 연

에  지 한 tolerance 수  0.3%보다 커지므  

편차가 가  균 하게 도 는  역 

(uniform strain region: USR)  하고 폭(width)  

(length) 값  변 시  한  한 

 수행했다. Fig. 3과 같  width가 아질수

  시편  양에 가 워  사

역에 보다 균 한 strain  도 는 것  알 수 

 RNA  단 질   시에 한 많  

양  샘플 보  하여 브  치수  각각 

length=30mm, width =17mm  결 했다. 

2.3 Cell culture 

2.3.1 Mesenchymal stem cell culture  
실험에 사  체 포는 고  안산 병

원에   동  얻어  득했다.  

bone marrow  냉동 보  후 각각 5ml 씩 누어 

담아 histopaque 1077 (Sigma-Aldrich, USA)  첨가한 

후 400g/30min centrifugation  수행했다. Histopaque 

usage manual 에 라  MSC(Mesenchymal stem 

cell)층만 리하여 브에 담  후에 PBS  

washing  3  시행했다. 리  MSC 는 culture 
medium (10% FBS, 1% antibiotics, Dulbecco/Vogt 
modified Eagle's minimal essential medium)에 어  

2-3  양 후에 Liquid Nitrogen tank에 냉동 보

했다.  냉동 보  시 FBS(Lonza Premium Fetal 
Bovine serum, 20%), MEBM(Lonza, stem cell essential 
culture medium,  70%), DMSO(SigmaAldrich, 10%) 

 지에  MSC  어 -70°C에  12 
 
 

 
 

Fig. 3 (a) PDMS membrane model (b) The standard 
deviation of strain as a function of width  

시간 얼린 후 골  실험에 사  지 

Liquid Nitrogen 탱크에 보 했다. 골  도 

양액 (Ostoegenic medium)    양  DMEM 
with 10%  FBS, 1% penicillin streptomycin, 1% 
Amphotericin B, Dexamethasone 100nM, Ascorbic acid 
50uM, β-Glycerol phosphatase 10mM  만들었다.  

2.3.2 RNA extraction, cDNA synthesis and quantitative 
real time PCR 

  계   극  각각 4 과 7 간 진행 후 

브  사  역(USR) 만  라낸 후 

TRIZOL reagent (Invitrogen, USA)  해 RNA  

했다. RNA   Trizol 매뉴얼  랐

고  RNA 는 nanodrop  통해  량측  

한 후에 Reverse transcription kit (Promega, A3500, 

USA)  해  cDNA  합 했다. 매뉴얼에 

라 RNA template  72°에  10 간 denature시킨 

후에 가 시약  매뉴얼  어 체 20ul  

template  만든 후에 PCR 비  해 42°C

에  45 , 95°C에  5 , 4°C에  10 간 합

해 cDNA  했다. 골  마커(Osteogenic 

marker) 는 골  연 에 가  많  사 고 

는 ALP(Alkaline phosphatase), Osterix(Transcription 
factor for osteoblast differentiation), Osteopontin(SPP1)

 했다.  ALP 는 Real time PCR  통해

 량비  수행했 , Osterix, Osteopontin  

PCR(Takara Extaq, Japan)  통해  골 가 상

 수행  었는지 하는 marker  사

했다. 각각  primer sequence 는 table. 1 과 같다. 

Real time PCR  Lightcycler Taqman system (Roche 

molecular system, Swiss)  사 했  ALP에 합

한 universal probe(#21)  primer  Roche 사  

probe  프 그램  해 했다. Reference 

gene 는 GAPDH  했  역시 GAPDH

에 합한 universal probe(#60)  primer  해

 사 했다. 실험 프  매뉴얼  랐  

95°C, 10  1 , amplification 45 (95°C 10 , 

60°C 30 ), cooling 과  40°C 30  1  과

 marker gene  폭했다.  
 

 
Table 1 PCR Primer Sequence 

 

ALP 

(Real time 

PCR primer) 

S: GGG CCT GAG ACC TTC CTG 

AS: CAT GCT TGT CTA CAC TGT ATG TCT TG 

GAPDH 
S: AGC CAC ATC GCT CAG ACA C 

AS: GCC CAA TAC GAC CAA ATC C 

Osteopontin 

(SPP1) 

S: CCA AGT AAG TCC AAC GAA A 

AS: GGT GAT GTC CTC GTC TGT 

Osterix 
S: CAT TGC TTT CCA TTC TCC AGA AC 

AS: ATT ACA AGA GAA ACC CTA TCA AC 
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2.3.3 기계적 자극 조건   

포 착 membrane 에 어 는 cell  70-

80% confluency  란 후에 포 착 membrane

 포  극  브  고 에 착했

다. 브  고 에 리는 과 에  포 

착 브 에 생 는 러짐 상  지하  

해   변  0.8%  주었  포가 

 변 에 할 수 도  4 시간 후  

극실험  수행했다. 본 연 에 는  

  동시에 동해  변  변 에  

포실험  수행했다. 미리 수행  실험  통해  

30  극 1 시간 식 건에  가  골 가 

가  한 것  타  주 간  건  

지하  실험  수행했다. 변  가하는 주

는 1Hz  했고 각 시스 에 2%, 4%, 6%  변

 주어 실험  수행했다. Cell harvest 는 4

과 7 에 수행했  4 에 fresh medium  

꿔주었다. Table. 2에 리   같  실험 그룹

 control medium 에 계   극 (2, 4, 6%)

 가한 (MS-Group)과 osteogenic medium 에 

계   극(2, 4, 6%)  가한 (MSOM-Group)

 뉘었  control  계   극 없

 각각 osteogenic medium과 control medium만 가

한 (OM, CON Group)  했다. 

3. Result 

3.1 세포인장 자극기의 검증  

포  극  계 는 포 착 

브   역(USR)에 한 주  균

한 변  도하는 것 다. 계 건  만

하  해 한  통해 브  상  

결 했고, 포 착 브  께  균 하게 

할 수 는  시스  했다. 실   

역에 균 한 변  도 는지  하  

해  포 착 브 에 Fig. 4(a)과 같  격

 했다. 그리드는 포 착 브 에 

플라 마 처리 후 크  2x2(mm)단  격

 찍었다. 격    한 격 에  
 

Table 2 Experiment group 
 

Group name 
Mechanical 

stretch condition 

Osteogenic 

medium 

2MS  2%, 1Hz  X  
2MSOM  2%, 1Hz  O  

4MS  4%, 1Hz  X  
4MSOM  4%, 1Hz  O  

6MS  6%, 1Hz  X  
6MSOM  6%, 1Hz  O  

CON  X  X  
OM  X  O  

 

크   PDMS 브  에 찍는 식

수행했다.  같  그리드  5  브

에 한 후  카 라 (plea2, pointgrey, 15fps, 

UK)  해 실시간    후 격  

미지  얻어 격  심   계산했다. 변

 가하  후  격  심 들 간  거리 

변  비 함  브  변  값  

한 후 5 에 해  평균값  해  사 했다. 
 
 

 

Fig. 4 (a) Displacement field of the PDMS substrate 
under 5% strain condition. The different lengths 
of the field diagram indicate the different amount 
of accumulative displacement applied on the 
substrate. (b, c) Measured average strain and 
standard deviation on PDMS membrane at 3 and 
10% strain 
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3.1.1 Uniform strain 유도 

Fig. 4(a)는 USR(uniform strain region)  에 도

는 displacement field  시한 것 다. PDMS 브

 칭  고 하여 변  검  사

만  고 했다. 비가 PDMS 브  쪽  고

시키고 쪽 향  아당 는 식  

에 체 역에   향(x )  누 변 가 

생하게 고 x값  클수  변 량  많아지게 다. 

또한 아 비에 라  곽 역에 는 수직 향(y

)  압  변  생함  알 수 고 는 심

 역에 는 거  생하지 않는다는 것  알 수 

다. 비 검  해  3, 10%   각각 브

 향  변  측 했다 Fig. 4(b)는 y

 라 2, 4, 6 mm line에  측  변  평균

값과  향  편차  타냈다. 사 역  

편차  값   0.3% 내  값  가 고 

는 상  Flexercell®  0.25~0.3% 값과 비

해볼  비슷하거  욱  변  포  보

다. 라  본 연 에   포 가 실  

포  실험에 사 어도 한 도  균 한 

변  값  갖는 것   할 수 다.  
  

3.1.2 Input – Output Correlation 

동 에  가하는  변  실  포 

착 브  에 하게 도 는지 알아

보  해 각  변  값에  아웃  변

 Fig. 5  같  측 했다. 시편  상 에 

실  시편에 도 는 변  값  한 값과는 

차 가  수 에 없  는 실험값  보

 해주어야 한다. 실  포  극  동 

시에는 실험값  동  변  값  보 해 

 하는 변   포 착 브

에 도 도  했다. 

3.2 골분화 정도의 상대적 정량화  

본 실험에 는 변 에  골  도  알

아보  해   3  실험  복 수행했다. 

우  골 가  진행 었는지 하  

해  Osterix  Osteopontin 에 해  RT-PCR  
 

 
Fig. 5 Input-output strain calibration  

수행했다.  골  도 질  한 

실험에 는 Osterix  Osteopontin 과 같  질들  

10  상  후 에 는 것  보고  

Fig. 6(a)  6(b)에 보 는  같  극 7  만

에 계  극  골   도하고  

알 수 다.(22,23) 각 실험마다 4 과 7 에 RNA  

해 Real time PCR  수행했  osteogenic marker

 ALP  량  비 했다. 차   해 

각 실험 마다 2 씩 Real time PCR  수행해 

평균값  사 했다. Fig. 6(c, d)는 계  극 없

control medium만  control group  값  1  해

 다  실험 들  값  각각 상  수  

한 것 다. 우  Fig. 6(c)  같 osteogenic medium 

 첨가하지 않  경우 2%보다는 4, 6%가 골 가 

진 는 경향  보  미한 차  보 지는 

않았다. 또한 Fig. 6(d)  같  osteogenic medium  

첨가했  경우에는 7 째에 2%  strain  4, 6% 보

다는 ALP  량  미하게  것  

했다. 는 osteogenic medium  첨가하는 경우  

변  쪽에  골 가  루어진다는 

것  미한다. 또한 OM group  드  보 지 않

는 것  Osteogenic medium 만 는 7  안에 골

가 어 지 않  시사하  계  극  생

학  극 보다    도 할 수 

 보여 다.  

 

 
Fig. 6 (a) Osterix expression level during 7days 

osteogenic differentiation (b) Osteopontin 
expression level during 7days osteogenic 
differentiation (c, d) Quantitative analysis of 
osteogenic maker (ALP) according to strain ratio 
by real time PCR, (c) is without osteogenic 
medium and (d) is with osteogenic medium, 
*<0.05, **<0.01, Mann-Whitney-Wilcoxon test, 
sigmastat (n=3) 
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4. Conclusion and Discussion 

포에  극  가하는 비  개  사 는 

많  찾아 볼 수  포  비  능에 

한 검  업  상   하여 실험 

  단하는  어 움  었다. 본 

연 에 는 포  비  통해 원하는 역에 

한 균 한 변  갖게 하  해  우  

균 한 께  갖는 PDMS 브  했고 

포 착 브  상  한   통

해  결 했다. 동 에  가해진 변 포 

착 브  에 똑같  도 는지  

하  해 CCD camera  통해  미지  득

하고 미지 프 싱  통해 실  브  

에 도 는 변  측 했다. 또한 측  

 curve-fitting 해 가해진 변  만큼 브

 에 한 변  도  수 도  

프트웨어  개 했다.  같  보  통해  

편차 0.3% strain 내  균 한 변  도

할 수 는 포  극 치  개 했고 는 

고가  상 비보다 욱 한 변  포

에 도할 수 다. 또한 PDMS 브 에 포

 착시키  해  플라 마 처리  수행한 후

fibronectin  수행했다. 개  포  

극 치가  동하는지  하  해 

체 포  골  도하는 실험  수행했

다. 계  극  변  크 가 골 에 

어 한 향  미치는 지  시험하고  통해  

osteogenic medium 만   도 했  보

다 계  극  실험 했   훨씬 빠  시

에 골 가 도  다. 또한  마커

에 라 각각  과  내는 변  크 가 

다  알게 었다. 또한  극과 osteogenic 

medium  동시에 가했     극 보다

는 낮   변 에  골 가  

어  실험  는  는 실  뼈에 걸리

는 변  0.3% 하  낮  수치 므  생리

  같  실험결과가 타당하다고 생각

다.(21) 골 포  상  실험한 Koike  경우

에도 강도  극  골 에 라는 사

실  보고   다.(11)  또한 Fig. 6 (a, b) 에  

상  MS 샘플들  MSOM 샘플들 보다  

강한  보 는 것   가지  해   수 

는 , 첫째 Lee et al.  보고했   달리 

계  극만  골 가 어 다는 과 마커

 에 라 각각  가   

어 는 변  다 다는 다. (10) 째는 

게 계  극  도 었  가 

osteogenic medium  첨가  해 antagonistic 상

 보 는 것 다. 는 계  극  수 하

고 달하는 신 체계  생 학  극  수 하

고 달하는 신 체계가 down stream에  상  

과  키거   생 학  극에 사  

질들    가 계  극 수 체  

 지 시킨다는 것  암시한다. 라  

에 한 체계   시도 어야 하   

결과는 체 포  골  커니  해에 

한 여  할 것   다. 

생체 에  계  극만   도하

는 경우에는 본 실험에  4%  계  극  가

  결과  보 다. 런 실험 결과는 골

에 가  과   계  극값  재할 

것 라는 것  측할 수 게 한다. 그러  계

 극 건  체 포  상태  실험 

건, 비에 라  포에 달 는 극  크

가 달라질 것  에 어 한 값   값

라고 단  말하 는 어 다.  과 에

는 비에  PDMS 브 , 브 에  

포 벽   달 고 포 내  포내 

골격  (cytoskeleron)  거쳐 핵 지 달 는 

들  달과  링하는 과  필 하다. 

또한  과 에 하는 여러 신 달체계  과

에 한 해 또한 필 할 것  생각  다. 

후에 러한 든 과  고 한  계  

극에 한 연 가 욱 필 할 것  생각 다.  
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