
구외지 2009;35:146-152

146

Ⅰ. 서 론

연조직 증강술로는 크게 수술을 이용하는 방법, 충전재

를 이용하는 주입식 방법이 있다. 주입식 방법은 시중에 판

매 되는 충전재를 주로 30-gauge 주사침으로 원하는 부위

에 주입하는 방법으로 안면의 주름, 반흔, 연조직 결손의

개선과 비순구, 입술의 증강에 널리 사용되고 있다1). 주입

식 방법은 수술적 방법에 비해 시술이 간편하고 환자의 불

편감이 최소한이고 주입하는 양과 위치를 정확하게 조절

할 수있는 장점들을가지고 있다고보고되고 있다2).

이상적인 충전재의 요건들로는 (1) 생적합성 (2) 무독성,

무면역 반응, 무암유발성 (3) 저장의 용이성 (4) 시술의 용

이 (5) 흡수에 한 저항성과 지속적인 효과 (6) 낮은 가격

등이 있다3,4). 반면에 시중에 판매되는 많은 충전재들은 위

에서 언급한 장점들의 일부를 가지고 있지만 과민증과 같

은 면역 반응을 일으킬 수 있는 단점1,2,5,6) 시간의 경과에 따

른 충전재의 흡수로 치료 결과의 지속 시간이 짧은 점, 원

하는 결과를 유지하기 위해 반복적인 시술이 필요한 단점

도동시에 가지고있다7-10).

기존의 충전재가 가지고 있는 과민증 유발, 짧은 지속 시

간, 광범위한 수술의 필요성 등의 단점을 보완하기 위한 방

법으로 1990년 중반 자가 피부 섬유모세포를 이용하는

세포치료법이 개발되었다. Isolagen (Isolagen Technologies;

Houston, TX)이 표적이다. 섬유모세포는 진피에서 가장

많은 세포이고 주요 기능이 콜라겐이나 하이알유론 산 같

은 세포외 기질의 합성이므로 피부 조직의 증강술에 이론

적으로 이상적인 치료법으로 보일 수 있다1,11). Isolagen을

최 진
110-768 서울특별시종로구연건동 275-1
서울 학교치과 학구강악안면외과학교실
Jin-Young Choi
Dept. of OMFS, College of dentistry, Seoul National University
275-1, Yeongeon-Dong, Chongno-Gu, Seoul, 110-768, Korea
Tel: 82-2-2072-3992    Fax: 82-2-766-4948
E-mail: jinychoi@snu.ac.kr

연조직 증강을 위한 세포치료 시 비계로서 키토산의 온도 감응성 및

섬유모세포의 증식에 미치는 향에 관한 연구

김정호∙최진

서울 학교 치과 학 구강악안면외과학교실

STUDY ON THERMOSENSITIVITY OF CHITOSAN SCAFFOLD AND ON ITS EFFECTS ON 
FIBROBLAST PROLIFERATION IN CELL THERAPY FOR SOFT TISSUE AUGMENTATION

Jung-Ho Kim, Jin-Young Choi
Department of Oral and Maxillofacial Surgery, College of dentistry, Seoul National University

Traditional surgical method or injection using filler is performed for soft tissue augmentation. Surgical methods have disadvantage of surgical mor-

bidity. Commercially available injectable materials have the disadvantages such as resorption, short-term effect. repeated application and hypersensi-

tivity. Significant shortcoming of cell therapy using autologous fibroblasts is delay of treatment effect. 

Chitosan/β-glycerol phosphate (GP) solution has thermosensitive property and allows sol-gel transition at physiologic pH and temperature. These

properties may resolve the delay of treatment effect. 

The purposes of this study are to evaluate the viscosity and pH changes of chitosan/β-GP solutions and to evaluate the effect of  chitosan/β-GP solu-

tion on fibroblast proliferation and production of collagen.

We measured  the viscosity and pH as function of temperature, of the solution containing 1:0.7, 1:0.75, 1:0.8 chitosan (1, 10, 100, 700 kDa) /β-GP.

Fibroblasts from ears of 5 rats were cultured in chitosan/β-GP solutions for 3 weeks. Cell proliferation and collagen contents were measured every

week with WST (water-soluble tetrazolium salt) assay and Collagen assay respectively. 

The Results are 1) Chitosan(100 kDa<)/β-GP solution (1:0.75) showed sol-gel   transition at physiologic pH and body temperature and injectable

properties. It will enable to resolve the delay in treatment effect 2) Cell proliferation and total collagen contents of the control group were increased

with time. However, these decreased after the 1st week in experimental group 3) Collagen contents in the experimental group are higher than that of

control group. Chitosan/β-GP solution may provide favorable conditions for cell function
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이용하는 세포치료법은 자가 섬유모세포를 이용함으로써

과민증이 없고 12-48개월간 비교적 지속적인 효과를 보인

다고 보고되고 있다12-14). 또한 작은 펀치 생검만 필요하므로

광범위한 공여부가 필요치 않은 장점을 가지고 있다13). 반

면에 2-4번의 주입이 필요하고 세포를 배양하는 시간이 필

요하고 주입 즉시 효과가 나타나지 않는 치료 효과 발생의

지연이라는큰 단점을가지고 있다2,14). 

치료 효과 발생의 지연이라는 단점을 극복하기 비계

(scaffold)의 사용을 고려해볼 수 있는데 이러한 비계는 공

간 충전재, 생활성 물질의 전달체로 사용되기도 하며, 세포

를 조직화 시키고 원하는 조직의 생성을 위한 자극을 줄 수

있는 삼차원적 구조를 제공하기도 한다15). 이러한 비계로

사용되어지는 여러 가지 물질 중에서 하이드로겔은 30%

이상의 수분을 함유하고 있고16), 상 적으로 쉽게 가공될

수 있고, 세포외 기질과 유사한 물리적 성질과 구조를 갖고

있으며 시술이 간편한 특성을 가지고 있다17). 특히, 주입이

가능한 물질들은 수술 과정이 필요 없고 치료 약제나 특정

세포를 같이 간단한 방법으로 섞어서 사용할 수 있고 흐르

는성질은 결손부에잘 들어맞는장점도 가지고있다18).  

최근 많이 사용되는 하이드로겔은 합성 물질로는 poly

(ethylene oxide)(PEO), poly(vinyl alcohol)(PVA), poly(propy-

lene furmarate-co-ethylene glycol)(P(PF-co-EG)), 천연 물질

로는 알지네이트, 콜라겐, 하이알유론 산, 키토산 등이 있

다19). 이 물질들이 생체 내에서 겔화되는 기전은 용매 교환,

자외선 조사, 이온의 교차 결합, pH 변화, 온도 변화 등이

있는데 최근에는 용매나 공중합체 (copolymerization agent)

를 이용하는 방법의 단점으로 이러한 것들이 필요 없는 온

도감응성 하이드로겔이주목 받고있다18).

키토산은 키틴의 deacetylation으로 얻어지는 aminopoly-

saccharide로서 분자량은 50-2000 kDa이고 deacetylation의

정도는 40-98%로 존재하며 산성 용매에 녹고 pH가 6.2 이

상이면 겔화가 되는 특성을 갖는다20,21). 특히, β-glycerol

phosphate (β-GP)를 함유한 키토산 용액은 온도 감응성 고

분자의 성질을 갖게 되고 온도와 pH에 따라 sol-gel 변환을

갖는독특한 성질을갖고 있는것으로 알려져있다18,20). 

이에 본 연구의 목적은 키토산의 분자량과 β-GP 용액의

양에 따른 온도 감응성 고분자의 겔화 특성과 키토산/β-GP

용액의 온도에 따른 pH 변화를 살펴보고, 키토산/β-GP 용

액에 자가 섬유모세포를 접종시켜 세포외 기질인 콜라겐

의 발현 양을 관찰함으로써 키토산/β-GP 용액의 자가 섬유

모세포에 한 향과효과를 관찰하는데있다. 

Ⅱ. 재료 및 방법

1. 키토산의 분자량과 β-GP 용액의 양과 온도 변화에 따

른 점도 측정

β-GP (Glycerol 2-phosphate disodium salt hydrate, Sigma,

USA) 11.25 g과 증류수 13.75 g을 혼합한 45% (w/w) β-GP

용액 1.4, 1.5, 1.6 ml를 분자량이 1, 10, 100, 700 kDa인 2%

(w/v) 키토산 (고려키토산, degree of deacetylation 95%, in

1N HCl, Korea) 2 ml와 4�C에서 각각 혼합하여 1:0.7,

1:0.75, 1:0.8 비율의 키토산/β-GP 용액을 제조하 다. 이 용

액의 온도 상승에 따른 점도는 CP 1/40 mm disk와 지지

사이에 시료 200 μl을 가하고 1 Hz로 회전시켜주면서 1�C/

분의 속도로 20�C에서 40�C까지 온도를 상승시키면서 점

도계 (Bohlin Instruments Inc., CVO 100, England)를 사용해

측정하 다. 

2. 키토산과 β-GP 용액의 온도 변화에 따른 pH 측정

온도 변화에 따른 pH 변화는 실험 1의 결과를 토 로 위

용액 중 분자량이 700 kDa인 키토산/β-GP 용액만 1�C/분의

속도로 10�C에서 50�C까지 온도를 상승시키면서 pH 측정

기 (Sato, SK-620PH, Japan)를 이용하여 측정하 다. 위 두

실험은 모두 2 번씩시행하 으며 평균값을취하 다.

3. 섬유모세포의 분리 및 배양

체중 250 g 내외의 12주령 Sprague-Dawley 종, 흰쥐 5 마

리의 귀에서 표본을 채취하 다. 5% penicillin-streptomycin

(P/S, Gibco, USA)가 첨가된 phosphate buffered saline (PBS,

Gibco, USA) 40 ml에서 잔털을 제거, 7-8회의 세척 후 잘게

잘랐다. 지방층 제거를 위해 4 mg/ml dispase (Gibco, USA)

20 ml를 첨가 후 4�C에서 overnight 배양 시켰다. 표피와 진

피를 분리해서 잘게 자른 후 3 mg/ml collagenase TypeⅠ

(Gibco, USA) 20 ml 첨가 후 2시간 동안 37�C, 5% CO2에서

배양 시켰다. 20 ml F-배지 [Dulbecco’s Modified Eagle

Medium (DMEM, Gibco, USA) : F-12 = 3 : 1 + 10% Fetal

Bovine serum (FBS, Gibco, USA) + 1% P/S]를 첨가 후 70 μm

필터 (BD Falcon, USA)에서 필터링을 하고 1100 rpm으로 5

분간 원심 분리 (Hanil, UNION 32R PLUS, Korea)를 시행

하 다. Pellet을 T75 플라스크 (Nunk, Denmark)에 20 ml F-

배지를 첨가후 37�C, 5% CO2에서배양 시켰다. 

12일 동안 초 배양한 섬유모세포를 3회까지 계 배양

을 실시하 다. 섬유모세포를 떼어낸 후 0.5 ml 키토산,

0.375 ml β-GP와 0.5 ml F-배지를 넣은 24 well plate (Nunk,

Denmark)와 0.5 ml F-배지만 넣은 24 well plate의 5개의

well에 각각 1×104/well 개의 섬유모세포를 접종시켰다. 키

토산의 분자량과 β-GP의 양은 실험 1과 2의 결과를 토 로

700 kDa의 분자량과 1:0.75 인 용액을사용하 다. 

4. 섬유모세포의 증식 관찰

접종 한 섬유모세포를 37�C, 5% CO2에서 0, 1, 2, 3주 배

양 후 세포의 증식을 WST (water-soluble tetrazolium salt,
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DOJINDO Lab, Cell Counting Kit-8, Japan) 검사로 관찰하

다. 이를 위해 배양한 세포에 배지 200 μl와 CCK-8 (Cell

Counting Kit-8) 20 μl을 가하 다. WST-8 [2-(2-methoxy-4-

nitrophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4 disulfophenyl)-2H-tetra-

zolium, monosodium salt]는 살아 있는 세포의 탈수소효소

에 의해 환원되어 오렌지색을 띠는 WST-8 formazan으로

변하게 된다. 오렌지색으로 변한 시료를 37�C, 5% CO2에

서 2시간 배양 후 200 μl씩 96 well plate (Nunk, Denmark)에

나누어 담았다. 배지와 CCK-8을 10:1로 섞은 blank 200 μl

를 만들어 450 nm에서 ELISA reader (BIO-TEK Instrument

INC, Power Wave ×340, USA)를 통해 흡광도를 측정하고

표준 곡선을 만들어 세포만 증식 시킨 결과와 키토산/β-GP

용액과 함께 세포를 증식시킨 결과를 정량적으로 비교하

다. 

5. 배양 기간에 따른 콜라겐 총발현양 측정

콜라겐 발현양 측정을 위해 Collagen assay (Biocolor,

Sircol collagen assay, USA)를 시행하 다. 같은 방법으로

배양한 세포에서 콜라겐을 분리해 내기 위해 Sircol dye

reagent 1 ml을 가하고 40분간 상온에서 방치 후 10분간

10000x g에서 원심분리를 시행 후 Alkali reagent 1 ml를 pel-

let과 반응 시켰다. 반응 후 노란색을 띠는 시료를 200 μl씩

96 well plate에 나누어 담고 Alkali reagent 200 μl를 blank로

하여 540 nm에서 ELISA reader를 통해 흡광도를 측정하고

표준 곡선을 만들어 세포만 증식 시킨 결과와 키토산/β-GP

용액과 함께 세포를 증식 시킨 결과를 정량적으로 비교하

다.

6. 단위 섬유아세포 당 콜라겐의 발현양

실험 4와 5의 결과를 토 로 1×104 cells 당 콜라겐 발현

양을 계산하여 세포만 증식 시킨 결과와 키토산/β-GP 용액

과함께 세포를증식시킨 결과를정량적으로 비교하 다.

Ⅲ. 결 과

1. 키토산의 분자량과 β-GP 용액의 양과 온도 변화에 따

른 점도 측정

키토산 분자량이 1 kda과 10 kda에서와 같이 저분자량에

서는 온도가 상승함에 따라 점도가 감소하는 양상을 보

고 β-GP 용액의 양에 상관없이 겔화가 일어나지 않았고 점

도 값은 약 0.0012에서 0.0017 Pa.s의 범위를 보임으로써 온

도 상승에 관계없이 액체 상태를 유지하 다. 즉, 온도 상

승에관계없이 sol-gel 변환을 보이지않았다. (Fig. 1(a), (b))

100 kda과 700 kda의 경우 온도 상승에 따라 점도 값이 약

500 kPa.s 이상을 유지함으로써 겔화가 일어남을 관찰할

수 있었다. 즉, 온도 상승에 따라 sol-gel 변환이 일어나는

양상을 보 다. 100 kDa 키토산과 β-GP 용액의 비율이

1:0.7, 1:0.75, 1:0.8일 경우 각각 약 37, 36, 34�C에서 겔화가

일어났다. 700 kDa 키토산과 β-GP 용액의 비율이 1:0.7,

1:0.75, 1:0.8일 경우 각각 약 37.5, 36.5, 34�C에서 겔화가 일

어났다. 특히 700 kDa 키토산과 β-GP 용액의 비율이 1:0.75

일 경우 생체 온도와 비슷한 약 36.5�C에서 겔화가 일어남

을관찰할수있었다. (Fig. 1(c), (d))

Fig. 1. Viscosity changes of chitosan/β-GP solutions as function of molecular weight of chitosan and amounts of β-GP. (N=2)

(rectangular; chitosan : β-GP=1:0.70 / dark circle; chitosan : β-GP=1:0.75 / triangular; chitosan : β-GP=1:0.80)

(a) 1 kDa chitosan (b) 10 kDa chitosan (c) 100 kDa chitosan (d) 700 kDa chitosan

(a)

(c)

(b)

(d)
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2. 키토산과 β-GP 용액의 온도 변화에 따른 pH 측정

700 kDa 키토산과 β-GP 용액의 비율이 1:0.7, 1:0.75, 1:0.8

일 경우 온도 상승에 따라 pH가 다소 감소하는 양상을 보

고 1:0.8 키토산/ β-GP 용액의 경우가 1:0.7 키토산/β-GP

용액의 경우보다 즉, β-GP의 양이 좀 더 많을수록 pH 변화

가 좀 더 완만한 양상을 보 다. 또한 pH가 변하는 범위는

온도 상승에 관계없이 생리적 pH 범위인 7.25-7.46 정도가

유지되었음을관찰하 다. (Fig. 2)

3. 섬유모세포의 증식 관찰

섬유모세포만 증식 시킨 경우는 시간에 비례해서 지속적

으로 세포의 수가 증가하는 양상을 보인 반면 키토산/β-GP

용액과 함께 섬유모세포를 증식 시킨 경우는 1주차까지는

섬유모세포의 개체수가 증가하 지만 1주차 이후부터 3주

차까지개체수가 점점감소하는 양상을보 다. (Fig. 3)

4. 배양 기간에 따른 콜라겐 총발현양 측정

콜라겐의 발현양 역시 섬유모세포의 증식과 같은 양상이

관찰되었다. 즉, 섬유모세포만 증식 시킨 경우는 시간에 비

례해서 지속적으로 콜라겐의 총발현양이 증가하는 양상을

보인 반면 키토산/β-GP 용액과 함께 섬유모세포를 증식 시

킨 경우는 1주차까지는 섬유모세포의 개체 수 증가에 따라

콜라겐의 총발현양이 증가하 지만 1주차 이후부터 3주차

까지 개체수가 점점 감소함에 따라 콜라겐의 총발현양이

감소하는 것을관찰할 수있었다. (Fig. 4)

5.  단위 섬유모세포 당 콜라겐의 발현양

단위 섬유아세포 (1×104 cells) 당 콜라겐의 발현양에서

는 섬유모세포만 증식 시킨 경우는 2주차까지는 섬유모세

포의 개체 수 증가에 따른 콜라겐 발현양의 증가가 관찰되

었으나 3주차까지는 개체 수 증가와 관계없이 콜라겐 발현

양이 더 이상 증가하지 않는 양상을 보 다. 반면에 키토산

/β-GP 용액과 함께 섬유모세포를 증식 시킨 경우는 1주차

이후부터 섬유모세포의 개체수가 감소하 지만 단위 섬유

모세포 당 콜라겐의 발현양은 시간의 경과에 따라 지속적

으로 증가함을관찰할 수있었다. (Fig. 5)   

Fig. 2. pH changes of chitosan(700 kDa)/β-GP solutions as

function of temperature (N=2).

(rectangular;  chitosan : β-GP = 1 : 0.70

dark circle;  chitosan : β-GP = 1 : 0.75

triangular;   chitosan : β-GP = 1 : 0.80) 

Fig. 3. Fibroblast proliferation as function of time (N=5).

(blank circle; only fibroblast

dark circle; fibroblast mixed with chitosan (CS)/β-GP 

700 kDa chitosan, chitosan : β-GP = 1 : 0.75)

Fig. 4. Collagen contents as function of time (N=5).

(blank circle; only fibroblast

dark circle; fibroblast mixed with chitosan (CS)/β-GP 

700 kDa chitosan, chitosan : β-GP = 1 : 0.75)

Fig. 5. Collagen contents/10,000 cell as function of time (N=5).

(gray;  only fibroblast

black; fibroblast mixed with chitosan (CS)/β-GP 

700 kDa chitosan, chitosan : β-GP = 1 : 0.75)
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Ⅳ. 고 찰

비계의 사용은 연조직 증강 술에서 아주 중요한 위치를

차지하고 있으며 사용하고자 하는 용도에 맞는 재료를 찾

고자 많은 연구들이 진행 중이다. 지금까지 연구된 많은 재

료 중 키토산은 pH 6.2를 넘게 되면 겔화가 일어나서 즉, 생

리적인 pH에서 주입이 가능한 sol 상태를 유지하지 못하는

것이 생의학적 적용, 예를 들면 살아 있는 세포나 pH 감응

성 단백질과 함께 사용할 수 없는 점이 가장 큰 걸림돌이었

다20). 하지만 Chenite 등20)이 키토산에 polyol salt (예:β-GP)

를 첨가함으로써 생리적 pH 범위 내에서도 주입 가능한

sol 상태를 유지할 수 있는 결과를 제시함으로써 키토산의

적용에 많은 관심이 더해지고 있고 키토산의 물성과 적용

에 관한연구가 많이이루어지고 있다20-28). 

키토산/β-GP 용액은 분자량에 따라 다른 sol-gel 변환을

보이는데 Jarry 등24,29)은 분자량이 적어질수록 키토산/β-GP

용액의 점도가 감소되고 겔화 되는 속도가 느려지며 동시

에 물리적 강도 또한 감소한다는 것을 보고하 다. 본 연구

에서도 분자량이 작은 키토산의 경우는 β-GP 용액의 첨가

나 양에 관계없이 온도상승에 따라 오히려 점도 값이 낮아

져 액체 상태를 유지하는 현상을 보임으로써 Jarry 등의 결

과와 같은 결과를 얻을 수 있었다. Chenite 등20)은 350 kDa

의 2% 고분자량 키토산과 다양한 양의 β-GP 용액의 유성

학 연구에서 온도 상승에 따라 키토산/β-GP 용액의 sol-gel

변환을 보고 하 고, Ruel-Gariepy 등25)은 420 kDa 1.8% 키

토산과 45% (w/w) β-GP 용액을 이용한 연구에서 37�C에서

키토산/β-GP 용액의 sol-gel 변환을 보고 하 다. 본 연구에

서도 100 kda과 700 kda의 경우 온도 상승에 따라 점도 값

이 약 500 kPa.s 이상을 유지함으로써 겔화가 일어나는 양

상을 보 다. 100 kDa 키토산과 β-GP 용액의 비율이 1:0.7,

1:0.75, 1:0.8일 경우 각각 약 37, 36, 34�C에서 겔화가 일어

났으며 700 kDa 키토산과 β-GP 용액의 비율이 1:0.7, 1:0.75,

1:0.8일 경우 각각 약 37.5, 36.5, 34�C에서 겔화가 일어났

다. 특히 700 kDa 키토산과 β-GP 용액의 비율이 1:0.75일 경

우 생체 온도와 비슷한 약 36.5�C에서 겔화가 일어남을 관

칠 할 수 있었다. 이상의 결과에서 키토산/β-GP 용액이 온

도 상승에 따른 sol-gel 변환을 보이기 위해서는 일정량 이

상의 키토산 분자량이 중요한 역할을 한다는 것을 알 수 있

었다. 즉, 100, 700 kDa과 같은 고분자량 키토산에서 겔화

가 일어날 수 있었고 Jarry 등24,29)이 분자량이 커질수록 물리

적 강도가 증가한다고 보고한 바 본 연구에서는 100 kDa

보다는 700 kDa 키토산이 좀 더 임상적 의의를 가진다고

판단하여 700 kDa 키토산을 선택하여 세포에 접종시켰다.

그러나 분자량에 따른 주입시의 통증이나 세포 독성, 면역

반응의 유발 정도에 한 연구도 좀 더 필요할 것으로 생각

된다. 

β-GP 용액의 양에 따라 키토산/β-GP 용액이 겔화되는 온

도가 달라지는데 β-GP 용액의 양이 증가할수록 겔화되는

온도가 감소하고, pH를 상승시키는 β-GP의 양이 많아지면

키토산/β-GP 용액의 pH가 상승하고 따라서 겔화되는 온도

는 감소하는 것으로 보고되고 있다. 즉, β-GP의 양이 많을

수록, pH가 상승할수록 겔화되는 온도가 감소하는 결과를

보이고 있다. 이유는 pH 상승에 따라 키토산의 아민그룹이

중성화되어 키토산 체인의 극성이 감소되어 겔화가 시작

되는데 더 적은 에너지가 필요한 것으로 보고되고 있다30,31).

본 연구에서도 고분자량의 키토산의 경우 β-GP 용액과의

비율이 1:0.7보다 1:0.8인 경우가 즉, β-GP의 양이 증가할수

록 더 낮은 온도에서 겔화되는 양상을 관찰할 수 있었으며

분자량 700 kDa 키토산/β-GP 용액의 온도 상승에 따른 pH

변화에서 β-GP의 양이 많을 때 pH 변화가 다소 완만한 양

상을관찰할 수있었다. 

키토산/β-GP 용액에서 β-GP는 sol 상태를 유지하면서 생

리적인 범위까지 pH를 상승시키고 상온에서 sol 상태를 유

지하고 온도 상승에 따라 겔화가 일어나도록 하는 역할을

하는 것으로 보고되고 있다20,29). 본 연구에서도 고분자량의

키토산/β-GP 용액은 sol 상태를 유지하면서 생리적인 범위

까지 pH가 상승되었고 역시 상온에서 sol 상태를 유지하고

온도 상승에 따라 체온 부근에서 겔화가 일어남을 관찰할

수 있었다. 특히 분자량 700 kDa 키토산/β-GP 용액의 온도

상승에 따른 pH 변화에서는 모든 온도 범위에서 생리적인

pH를 나타내었다. 

β-GP 용액의 존재 하에 키토산 용액이 상온에서 생리적

pH를 유지하면서 sol 상태를 유지할 수 있는 기전은 첫 번

째는 β-GP 용액이 약염기의 성질 (pKa2 = 6.34)을 갖고 있어

서 강염기를 키토산과 혼합했을 때 나타나는 키토산 체인

의 급격한 극성 감소가 없는 것이고 두 번째는 β-GP의

phosphate 부분이 키토산의 아민그룹과 결합 후 남아있는

glycerol 부분이 키토산 체인을 분리함으로써 상온에서 생

리적 pH를 유지하면서 sol 상태를 유지할 수 있게 된다고

보고되고있다20). 

양이온의 성질을 띠는 키토산과 음이온의 성질을 띠는 β-

GP 용액은 분자간 다양한 상호 작용이 존재하는데 첫 번째

는 같은 전하를 띠는 키토산 분자간, β-GP 분자간의 척력이

있고두번째는반 전하를갖는키토산, β-GP 분자간의인

력이 있고 세 번째는 키토산 체인간 서로 당기는 수소

(hydrogen) 결합과소수성 (hydrophobic) 결합이존재한다18.20).

따라서 온도 상승에 따라 키토산/β-GP 용액이 겔화되는 것

은 위의 세 가지 힘의 균형이 변함에 따라 일어나게 된다.

즉, 온도 상승에 따라 키토산 아민 그룹의 proton이 β-GP 분

자의 phosphate 부분으로 전달되고 그 결과 키토산 체인의

극성이감소하고 동시에 반 전하를갖는 키토산, β-GP 분

자간의 인력이 감소함에 따라 상 적으로 키토산 체인간

서로 당기는 수소 결합과 소수성 결합이 우세하게 되어 겔

화가일어나게 된다18,20,32,33). 

본 연구에서 키토산 분자량 700 kDa의 경우 β-GP가

1:0.75 농도에서 인체의 체온과 유사한 36.5�C에서 겔화가
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일어나서 온도감응성의 성질을 나타내었고 생체 온도에서

생리적 pH를 보 고 키토산에 β-GP를 첨가함으로써 생리

적 pH 에서도 주입이 가능한 sol 상태를 유지함을 관찰하

다. 키토산/β-GP 용액이 온도 상승에 따른 sol-gel 변환을

보이는 현상은 중요한 의미를 가질 수 있다. 첫 번째 이유

는 생체 내에서 겔화되는 기전이 용매의 교환에 의한 방법

은34-36) 불완전하게 겔화 되어서 국소적 또는 전신적 독성을

나타낼 수 있고, 유기 용매가 전달하고자 하는 단백질이나

약물을 변성 시킬 수 있는 가능성이 있으며 자외선 조사를

필요로 하는 방법은37,38) 광원 투과율의 제한으로 적용 범위

가 한정적이고 주위 조직에 열 손상을 줄 가능성이 있지만

온도 상승에 따라 겔화가 되는 온도 감응성 고분자는 이러

한 문제점이 없는 것이 큰 장점으로 작용 할 수 있기 때문

이다. 두 번째는 겔화되기 전에 주입이 가능함으로써 수술

적 방법보다 시술이 간편하고 환자의 불편감이 최소한이

고 주입하는 양과 위치를 정확하게 조절할 수 있는 장점들

을 가질 수 있기 때문이다2,18). 세 번째는 특히 키토산/β-GP

용액이 (700 kDa, 1:0.75) 생리적 pH를 유지하면서 체온 부

근에서 즉각적인 겔화가 일어남으로써 세포치료 시의 큰

단점인 치료 효과 발연의 지연을 극복할 수 있는 가능성이

있기 때문이다. 또한 생리적 pH를 유지하는 성질은 살아

있는 세포나 단백질을 함께 투여 할 수 있는 비계의 중요한

요구 조건을19) 만족 시켰으나 본 연구에서 키토산/β-GP 용

액과 함께 섬유모세포를 증식 시킨 경우 세포의 증식이 원

활하지 않은 점으로 미루어 볼 때 생리적 pH를 유지하는

성질외에 다른요건을 충족시켜야 됨을알 수있었다.  

조직 공학에 사용되는 비계가 갖추어야 할 요건 중의 하

나는 세포에 한 독성이 없어야 하고 물질 교환이 자유롭

게 이루어지기 위해서세공의 크기가 100-200 μm이고공극

률이 90%이상이어야 한다고 보고되고 있다19,39,40). 키토산은

세포 독성이 없는 것으로 보고되고 있고41), glutaraldehyde와

콜라겐/키토산을 교차 결합 시킨 경우의 세공 크기는 100-

200 μm정도로 보고되고 있는 반면26) Mi 등42)은 glutaralde-

hyde로 교차 결합 시킨 키토산 겔의 확산 속도는 교차 결합

이 증가할수록 감소한다고 보고하 다. 본 연구에서는 키

토산/β-GP 용액에 섬유모세포를 접종 시키고 증식 시켜 본

결과 섬유모세포만 증식 시킨 결과에 비해 세포의 개체수

가 1주차 이후부터감소한 결과를 보 는데 이는키토산/β-

GP를 통한 섬유모세포와 배지 간의 물질 교환의 효율이 감

소한 것으로 추정된다. 확산 속도는 중합체의 분자량이나

크기, 교차 결합의 정도에 따라 달라지므로43,44) 키토산/β-

GP를 통한 섬유모세포와 배지 간의 물질 교환의 효율 감소

로 인한 세포의 사망률 증가를 방지하기 위한 연구가 좀 더

필요할 것으로 생각된다. 또한, 비계 내부와 표면간의 세포

생존율의 차이 유무를 관찰하여 비계 내부에서의 세포의

생존확률 증가에 한 연구도필요할 것으로생각된다.

키토산/GAG (glycosaminoglycan)로 구성된 비계는 이식

된 세포로부터 분비된 성장 요소를 유지하고 농축시키는

것으로 보고된 바 있고45), 알지네이트/자가 연골 세포를 요

실금 (urinary incontinence) 치료를 위해 주입한 결과 한 번

의 주입으로 80%의 환자에서 개선이 보고된 바46) 3차원적

구조를 갖는 비계는 세포외 기질과 유사한 구조를 가짐으

로써 세포가 부착, 증식, 분화를 할 수 있는 구조를 제공한

다19,26). 본 연구의 콜라겐 발현양 비교에서는 키토산/β-GP

용액에서 섬유모세포를 증식 시킨 경우가 섬유모세포만

증식 시킨 경우 보다 단위세포 당 콜라겐의 발현양이 증가

하는 것을관찰 할수 있었다.

이상의 결과에서 고분자량 키토산/β-GP 용액은 생리적

pH와 체온 부근에서 sol-gel 변환을 보임으로써 주입이 가

능한 물성이 있으며 생체 온도에서 즉각적인 겔화가 일어

남을 확인함으로써 세포치료 시의 단점인 치료 효과 발연

의 지연을 극복할 수 있는 가능성을 보 으나 물질 교환의

효율 감소가 추정되는 바 이의 개선을 위한 연구가 더 필요

할 것으로생각된다. 

Ⅴ. 결 론

연조직 증강을 위한 세포치료 시 비계로서 온도 감응성

고분자의 적용에 관한 연구를 위해 다음과 같은 실험을 진

행하 다. 키토산의 분자량과 β-GP 용액의 양에 따른 온도

감응성 고분자의 겔화 특성과 키토산/β-GP 용액의 온도에

따른 pH 변화를 살펴보고, 키토산/β-GP 용액에 자가 섬유

모세포를 접종시켜 세포외 기질인 콜라겐의 발현양을 관

찰함으로써 키토산/β-GP 용액의 자가 섬유아세포에 한

향과 효과를관찰하 다. 결과는 다음과같다.

1. 키토산 (100 kDa 이상)/β-GP 용액 (1:0.75)은 생리적 pH

와 체온 부근에서 sol-gel 변환을 보임으로써 주입이 가

능한 물성이 있으며 생체온도에서 즉각적인 겔화가 일

어남을 확인 하 다. 이는 연조직 증강을 위한 세포치

료 시 비계로서 온도 감응성 고분자를 적용함으로써

세포치료 시의 단점인 치료 효과 지연을 보완할 수 있

는가능성을 보 다고생각된다.

2. 섬유모세포의 증식과 콜라겐 총발현양은 세포만 증식

시킨 경우에서는 시간에 비례해서 증가하 으나 키토

산/β-GP 용액과 함께세포를 증식 시킨경우에서는 1주

차 이후부터 세포의 개체수와 콜라겐 총발현양이 감소

하 다.

3. 키토산/β-GP 용액과 함께 세포를 증식시킨 경우가 단

위세포 당 발현된 콜라겐의 양이 세포만 증식 시킨 경

우보다 증가함을관찰하 다. 

이로써 키토산과 β-GP를 이용한 배양이 세포의 기능 면

에서 유리함을알 수있었다.
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