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ABSTRACT

Improvement of the bone regeneration of porous 

polycaprolactone scaffolds fabricated by CO2 gas 

foaming/salt leaching 

using gas plasma surface treatment

                        Tae-Yeong Bak

Advisor : Prof. Byung-Hoon Kim, Ph.D.

Department of Dental Science

Graduate School of Chosun University

  In this study, porous polycaprolactone (PCL) scaffolds were fabricated by 

CO2 gas foaming / salt leaching process. PCL scaffolds surface were treated 

by oxygen or nitrogen gas plasma to enhance the preosteoblast cell adhesion, 

spreading, and proliferation. NaCl was mixed with PCL to generate adequate 

pores in the PCL scaffolds. Ratios of PCL / Nacl were fixed 3 : 1. The 

supercritical CO2 gas foaming process was carried out at the pressure of 8 

MPa and 50 ℃ for 6 hrs. The depressurization rate was setting of 0.4 MPa/s. 

After salt leaching, The porous PCL scaffolds treated with Oxygen or 

Nitrogen were prepared by discharge power of 100 W and pressure of 30 mTorr 

for 60 s. The results of this study demonstrated that porous PCL scaffolds 

fabricated by CO2 gas foaming/salt leaching possesses the porosities in the 

75-90 % range and mean pore size of 430 μm. The gas plasma treated porous 

PCL scaffolds surface showed hydrophilic property and the adhesion and 

proliferation of MC3T3-E1 cells was enhanced comparing to untreated PCL 

scaffolds. The PCL scaffolds produced by gas foaming / salt leaching methods 

and plasma surface treated are suitable for potential applications in bone 

tissue engineering. 
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제 1 장  서   론

  조직공학(tissue engineering)은 다양한 분야의 생명과학과 공학기술을 융합하

여 생체대용품을 만들어 이식함으로써 사고나 질병에 의해 결손 된 우리 몸을 대

체 또는 복원하는 것을 목적으로 하고 있는 학문이다. 손상 혹은 결손 된 생체조

직을 효과적으로 대체하거나 이식할 수 있는 골 이식용 바이오재료

(bio-materials)를 이용하여 이러한 문제점을 해결하려는 조직공학적인 접근이 주

목을 받고 있으며, 인공적인 대용품에서부터 생체적합재료의 개발까지 다양한 연

구에 대한 필요성이 제기되고 있다(박수아 등, 2009).

  치아 결손 부위를 대체하기 위해 사용되며 골 유착능을 향상시키기 위한 치과용 

임플란트는 치과에서 널리 통용되고 있으며 골 이식 기술과 골 대체 이식재의 사

용으로 치주질환이나 외상 등으로 심하게 손상된 치아주위 조직의 재생은 물론 상

실된 치아를 대신할 임플란트 식립 시 결손 된 부위의 골 부피와 폭경, 높이를 증

가시키는 것이 가능해졌다. 골 대체 이식 재료의 개발과 이식 기술의 발달은 치과

용 임플란트의 발전과 더불어 치아상실에 대처할 수 있는 신 의료 기술로 각광받

고 있으며 그 성공률의 향상과 치료 기간의 단축을 위한 다양한 연구들이 진행되

고 있다(Lan 등, 2013; 김창현 등, 2008).

  조직공학의 주된 목표는 생체에서 완전히 흡수되고 세포 친화력이 있는 고분자 

지지체를 생체조직에 이식함으로써 인체에 거부반응 없이 새로운 장기의 완벽한 

조직을 형성하게 하는 것이다. 

  오늘날 조직공학에서 주요 접근방법 중 하나는 조직 성장을 위해 최적의 환경을 

제공해주는 지지체(scaffold)를 3차원의 인공적인 다공성 모형으로 만드는 것이다

(Jacob 등, 2013).

  조직공학에서 생체재료로 제조한 지지체에 대한 관심이 증가하고 있는데, 지지

체가 가져야 할 필수조건은 다음과 같은 것들이 있다.

 ⅰ). 세포를 부착하고 물질을 전달할 수 있어야 한다.

 ⅱ). 조직의 성장을 유도·촉진시킬 수 있어야 한다.

 ⅲ). 생분해성과 생체적합성을 가져야 한다.

 ⅳ). 높은 기공률과 적절한 기공의 크기를 가져야 한다.
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 ⅴ). 세포의 접착(attachment), 증식(proliferation), 분화(differentiation)에  

      적합한 표면의 특성을 가져야 한다.

 ⅵ). 설계했던 모양을 그대로 유지함과 동시에 기계적 강도를 가져야 한다.

 ⅶ). 독성이 없어야 하고 골 전도성을 가져야 한다(Wang 등, 2007; Wang 등,     

      2010).

 ⅷ). 세포 반응을 자극할 수 있어야 한다.

 ⅸ). 용이한 제조과정과 원하는 형태로 자유자재로 만들 수 있어야 한다.

 ⅹ). 멸균이 가능해야한다(강길선 등, 2006).

  조직공학에서 연구가 진행되고 있는 고분자가 가져야 할 특성들 중 가장 중요한 

것은 생체 적합성이다.

  특히 폴리락타이드(PLA)(Lou 등, 2013), 폴리락타이드글리콜라이드 공중합체

(PLGA)(Zhang 등, 2012), 그리고 폴리카프로락톤(PCL)(Domingos 등, 2013) 등은 

폴레에스터 계열의 고분자로서 우수한 생분해성과 뛰어난 생체적합성으로 인하여 

다양한 의료용 분야의 연구에 응용되고 있다(Seo 등, 2005).

  폴리카프로락톤(Polycaprolactone, PCL)은 현재 대표적인 생분해성 고분자 가운

데 하나이며 기타 고분자들과의 친화성(compatibility)이 우수하며, 무독성, 가공

성이 용이하여 조직공학 및 의료분야에 사용되고 있으며 우수한 생분해성으로 인

해 PCL은 model polymer로도 선택되어오고 있다(Yoshimoto 등, 2003; Ratner 등, 

1996; Lindo 등, 2006; 김태호 등, 2010). 

  또한 PCL은 미국 FDA 승인을 받은 물질이며 우수한 기계적 강도와 생체적합성 

등으로 인해 여러 가지 생체재료분야에서 이용이 가능하다(윤희숙 등, 2008). 더

욱이  최근에는 PCL의 우수한 기계적 강도와 생체적합성을 이용해서 다른 재료의 

물성을 보완하기 위한 연구도 진행되었다(김정호 등, 2013).

  지지체를 제조하는데 사용되는 방법으로는 염 추출법(Salt leaching)(Qingpu 

등, 2003), 이산화탄소를 이용한 발포법(Gas foaming)(Salerno 등, 2012), 동결 

건조법(Freeze drying)(Wu 등, 2010) 등과 같은 방법이 있으며, 다양한 분야에서 

최근에도 응용되어 지고 있다(Gabriel 등, 2014). 

  지지체에서 가장 중요한 것은 적절한 다공성 구조와 크기를 갖는 지지체를 제작

하는 것인데 상호 연결된 다공성 구조와 기공의 크기는 세포의 증식과 분화, 그리

고 영양분과 산소의 원활한 공급에 결정적 영향을 주어 조직의 형성에 매우 중요
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한 역할을 하기 때문이다(Annabi 등, 2010).

  그러나 고분자가 가지는 우수한 생체 적합성에도 불구하고, 고분자 재료가 가지

는 고유의 소수성으로 인해 세포의 부착 및 증식과 같은 세포의 상호작용이 천연 

재료보다는 떨어진다고 알려져 있다(유성미, 2010).

  플라즈마 기술은 표면의 기능성 관능기 및 거칠기 도입을 통한 이종 소재들 간

의 접합(접착)성 향상과 반도체 식각 및 증착 공정을 등을 포함한 각종 미세 소재

의 표면 세정 효과, 합성 소재 표면에 생체적합성 물질 도입을 통한 생체소재 산

업에의 적용, 고분자 및 세라믹 분리 막의 분리효율 증대, 각종 화학 산업에서 환

경 친화적인 전구체의 사용가능성 확대, 디스플레이 분야 적용 등 다양한 기능을 

수행할 수 있다(Cho 등, 2004).

  플라즈마 기술을 이용한 표면개질기술은 세포의 부착과 증식, 그리고 분화를 향

상시키기 위해 생체재료의 표면을 물리・화학적으로 변화시키는 기술 법으로 현재 

생체 조직공학 분야에 널리 사용되고 있다(Rammelt 등, 2006; Barder 등, 2006; 

Schuler 등, 2006; Petrie 등, 2006; Elmengaard 등, 2005). 

  본 연구에서는 PCL과 NaCl를 사용하여 PCL/NaCl composite scaffold를 제작하였

다. PCL/NaCl composite scaffold를 제작하고 적절한 다공성 구조와 크기를 갖는 

지지체를 제작하기 위하여 가스 발포법와 염 침출법을 이용하였다.

  친수성을 향상시키기 위하여 산소와 질소 플라즈마 처리를 하였으며, 플라즈마 

표면 개질된 PCL/NaCl composite scaffold를 이용하여 지지체 표면의 물리화학적 

특성과 조골모세포인 MC3T3-E1 세포를 이용한 세포 증식 및 부착 특성을 평가 하

였다. 
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제 2 장  이론적 배경

제 1 절  지지체 제조

 

  생체적합성 고분자를 이용한 조직 공학적 응용의 궁극적인 목표는 지지체를 제

작하는 데에 있다. 지지체를 제작하는 방법에는 염 침출법, 동결 건조법, 전기 방

사법, 가스 발포법 등이 있다.

1. 염 침출법

  염 침출법은 용매를 사용해서 지지체 내부의 모양과 크기를 조절하는 것이 가능

하다. 염 침출법은 제조 방법이 간단하며 내부에 혼합하는 염 입자의 비율이나 함

량에 따라 공극의 크기나 모양, 기공률을 조절 가능하다는 장점이 있어 지지체 제

조 방법으로 사용되어져 왔다.

  지지체에서 공극은 높은 기공률과 높은 내부 공극 간 연결률은 세포의 부착과 

조직의 내부성장을 위해 커야 하며 표면적이 넓어야 한다.

  추가로, 특정 세포는 최적의 부착률이나 성장률을 보이기 위해서 각기 다른 기

공의 크기를 요구하기도 하는 점 때문에 기공의 크기 조절이 용이한 염 추출법이 

사용되어 지고 있다(Qinpu 등, 2003).
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Fig. 1. Schematic diagram of salt leaching.
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2. 동결 건조법

  동결 건조법은 다공성 물질을 만드는 방법 중 하나로 넓은 범위에 적용할 수 있

는 유용한 방법이다. 물은 가격이 싸며 생물학적 시스템에도 유리하며, 생물학적 

응용을 위한 다공성 지지체를 만들기 위해 사용되어져 왔다. Cooper 등(2005)은 

동결 건조라 부르는, 방향 결정을 가지는 다공성 물질을 만들어낼 수 있는, 간단

하면서도 효과적인 방법을 제시하였다. 

  동결 건조법은 물에 무기물 입자 혹은 고분자를 분산시킨 후, 얼음 결정의 성장 

속도와 방향을 조절하여 얼음 결정을 얻어낸 후 승화시켜서 일정 방향으로 성장한 

다공성의 지지체를 얻을 수 있는 방법이다. 다공성 물질의 기공의 속도나 방향은 

얼음 결정에서 수용액의 농도를 다양하게 조절하여 얼음 결정의 크기를 조절하여 

얻을 수 있다.
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Fig. 2. Schematic diagram of freeze drying.
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3. 전기 방사법

  전기방사법은 정전기학적으로 고분자 나노섬유를 제조하는 방법이다. 나노섬유

는 액상의 고분자 수용액이나 녹인 것을 가느다란 튜브에 채우고 높은 전기장을 

생성시키는 것으로부터 만들어진다.

  전기방사를 통해 제조된 섬유는 매우 가는 직경을 가진 섬유로 단위 질량당 표

면적이 매우 크고 유연하며 섬유 간 발생하는 미세공간이 많고 단위면적당 존재하

는 섬유의 수가 많아서 타 소재와의 혼화가 가능하며 외부의 응력에 대한 분산이 

큰 특징을 가지고 있다. 이러한 향상된 물성들로 인해 많은 생체의료 분야 및 산

업용 분야에서 고분자 나노섬유의 용도전개가 활발히 이루어지고 있다. 특히 생체

의료 분야에 있어서 나노섬유의 용도전개는 여러 가지 장점을 가지고 있다. 가장 

주목할 만한 특징으로는 나노섬유 집합체가 형태학적으로 ECM과 유사한 구조를 가

진다는 것이다(김홍미 와 강인규, 2008)
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Fig. 3. Schematic diagram of electro-spinning.
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4. 가스 발포법

  가스 발포 기술은 가스 기포가 점성체 고분자 수용액 내부에 퍼뜨려지게 하여 

기공을 생성하고 성장시키는 방법이다(Annabi 등, 2010).

  초임계 이산화탄소(scCO2)를 이용하여 기공을 성장시킬 수 있으며, scCO2는 친

환경적이고, 불연성이며, 가격이 저렴하다는 장점이 있다(Tomasko 등, 2003; 

Salerno 등, 2008).

  지지체를 제조하는데 있어 사용되어지는 용매는 대게 독성이 있는 것들이 많으

며, 제작 후에도 용매의 성분이 잔류할 수 있는 가능성이 있다. 따라서 유해가능

성이 있는 용매를 전혀 사용하지 않는 가스 발포법을 사용한다.

  이산화탄소는 31.1 ℃와 7.4 MPa 이상의 조건에서 초임계상태가 되며, 생분해성

을 수행할 수 있는 가능성을 제공함과 동시에 상온의 불안정한 분자를 가열하여, 

이른바 “고상 발포”라고 부르기도 한다(Ginker 등, 2006; Woods 등, 2004).
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Fig. 4. Schematic diagram of gas foaming method.
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5. RP(Rapid prototyping)법

  쾌속 조형법은 약 10년 전에 개발되어 그 동안 많은 관심을 끈 제품 성형법이

다. 이 방법은 제품 설계에서부터 시제품 제작과 완제품의 대량생산까지 도달하는

데 필요한 시행착오를 컴퓨터를 기반으로 통합하면서 제품생산을 단축하는 것이 

특징이다. 쾌속 조형법은 아래와 같은 것들 이외에도 많은 방법들이 있다(이관행, 

1997).

(1) SLA (Stereo Lithographic Apparatus)

  광경화성 수지에 레이저 광선을 주사하면 주사된 부분이 경화되는 원리를 이용

한 장치이다. 레이저 광선을 이용하기 때문에 성형속도가 빠르며 성형정밀도가 높

은 장점이 있으나, 수지의 경화처리가 필요하다(Ferry 등, 2010)

(2) FDM (Fused Deposition Modeling)

  필라멘트 선으로 된 열가소성 물질을 노즐 안에서 녹이며 얇게 필름형태로 고화

시키면서 적층시키는 방법이다. 레이저를 사용하지 않기 때문에 기계장치는 간단

하나 성형 속도는 SLA에 비해 떨어진다. 장비 가격과 유지보수비가 저렴하다

(Tinneke 등, 2013)

(3) SLS (Selective Laser Sintering)

  SLA 에서의 광경화성 수지 대신에 기능성 고분자 또는 금속분말을 사용하며 레

이저 광선을 주사하여 소결시켜 성형하는 원리이다. 어느 정도 강도를 가지고 있

기 때문에 의장부품이 아닌 기능부품으로서 시험을 할 수 있는 시제품을 만들 수 

있다. 성형속도는 가장 빠르고 재료가 다양하나 장비가격이 비싸고 노를 비롯한 

고가의 부대장비가 필요하다(Chen 등, 2014)

(4) LOM (Laminated Object Manufacturing)

  접착제가 칠해져 있는 종이를 원하는 단면으로 레이저 광선을 이용하여 절단하

여 한 층씩 적층하여 성형한다. 성형정밀도가 떨어지므로 가늘고 작은 모양보다는 

크고 두꺼운 형태의 부품제작에 적합하다(Anirban 등, 2003)
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Table 1. Various type of scaffold fabrication methods

방법 원리 장점 단점

염 추출법

(salt leaching)

염 입자를 

침투시켜 

추출하여 공극을 

제어

입자의 크기와 

비율로 형상을 

제어 가능

일정한 공극의 크기와 

모양을 얻기 힘듦

용매로 인한 독성 

잔류 가능성

동결 건조법

(freeze drying)

수분을 얼려 

공극을 제어
무독성

일정한 공극의 크기와 

모양을 얻기 힘듦

전기 방사법

(electrospinning)

높은 전기장을 

생성시켜서 

고분자 

나노섬유를 제작

표면적과 응력에 

대한 분산이 큼.

균일한 크기의 

섬유 제작 가능

섬유 두께 조절 

가능

대량 생산이 힘듦

가스 발포법

(gas foaming)

초임계 

이산화탄소 

(scCO2)를 

이용하여 공극을 

제어

무독성

일정한 공극의 크기와 

모양을 얻기 힘듦

두꺼운 표면층 형성

쾌속 조형법

(rapid 

prototyping)

재료를 녹여 

지지체의 

형상이나 공극을 

제어

무독성

형상 제어
대량 생산이 힘듦
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제 2 절 표면개질

  표면개질은 재료의 표면의 물리·화학·생물학적 특성을 변화시키는 것을 말한

다. 이 개질방법은 주로 고상 재료에 대해 적용되지만 특정한 액상 재료에 대해서

도 개질이 가능한 사례가 발견되고 있다.

  생체 재료는 벌크 특성과 특히, 생체적합성과 함께 인체환경에 알맞게 작용할 

수 있는 기계적 특성이 요구되며 이러한 이유에서 벌크소재 특성을 유지하면서 표

면특성을 변화시킬 수 있는 표면처리 기술이 생체 재료에 많이 응용되고 있다(화

학공학연구정보센터, 2008). 표면개질은 재료표면의 친수성(Lapshin 등, 2010), 

표면전하(Alekhin 등, 2010), 표면에너지(Bertazzo 와 Rezwan, 2009), 생체적합성

(Bertazzo 등, 2009), 반응성(Gabor 등, 2013) 등 다양한 성질들을 각각 다른 방

법으로 개질할 수 있다.

  표면개질 방법에는 샌드블라스트 후 부식 처리법(Jung 등, 2012), 양극 처리법

(Lee 등, 2010), 플라즈마 처리법(Myung 등, 2013) 등이 있다.



- 15 -

1. 플라즈마 이론

  일반적으로 물질의 상태는 고체, 액체, 기체, 플라즈마 상태의 4가지 영역으로 

나눌 수가 있다. 기체입자, 즉 기체분자나 원자에 에너지를 가하면 최외각 전자가 

궤도를 이탈하게 되는데, 이때 기체 입자는 양전하의 이온과 음전하인 전자로 분

리되어 전하를 띈 하전 입자로 변하게 된다. 이러한 양전하의 이온과 음전하의 전

자들이 다수 모여 군집 활동을 하며, 이온들의 수와 전자들의 수가 거의 같아 전

체적으로는 전기적 중성 상태를 유지하게 되는데, 이 상태를 플라즈마라 한다.

  일반적으로 공간 내에 발생하는 인위적인 플라즈마 현상은 전기적인 에너지에 

의해 발생된 전자나 공간 내의 자유 전자들이 전기장에 의해 가속되고 공간내의 

Gas 입자와 충돌하여 이온화 반응에 의해서 플라즈마가 형성된다. 플라즈마 내의 

하전 입자들은 전자의 경우 가스 입자와 충돌하여 이차전자를 방출하거나, 양극 

극판으로 이동, 벽을 구성하는 입자와 충돌 및 양이온과 재결합 과정을 겪으면서 

소멸하게 된다. 이러한 반응은 플라즈마를 형성할 수 있는 에너지가 주어지는 동

안 계속 반복되어진다(Laurent 등, 1996).

  여기 되는 방법과 작동 에너지에 따라 낮거나 높은 온도의 환경을 만들어 낼 수 

있으며, 각각을 저온 플라즈마 또는 열 플라즈마로 구분할 수 있다. 저온 플라즈

마 발생기술은 저압인 상태에서 이루어지는데, 플라즈마를 방전 시킬 때에 대기압

인 760 Torr에서 발생시키는 것 보다 1 mTorr ~ 100 mTorr 정도의 압력에서 발생

시키는 것이 더 쉽기 때문에 대부분의 플라즈마는 대기압 보다 낮은 압력 하에서 

방전되어 왔다. 또한 플라즈마 공정은 온도에 따라 수 만 ℃ 정도의 온도를 갖는 

저온 글로우 방전 플라즈마와 수 천만 ℃이상의 온도를 갖는 초고온 핵융합 플라

즈마로 구분하기도 한다. 반도체 공정에서 플라즈마 식각 및 증착, 금속이나 고분

자의 표면처리, 신물질의 합성 등에서 공정의 미세화, 저온화의 필요성 때문에 저

온 글로우 플라즈마 공정이 종래의 공정을 대체하고 있다. 고분자 재료의 경우 소

수성, 친수성, 염색성, 접착성 등을 개선하여 이들에 의해 만들어지는 섬유나 재

료의 기능을 향상시킬 수 있다.
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2. 플라즈마 표면처리

  

진공시스템에서는 진공 상태에서 전위차가 다른 두 개의 전극에 전압을 증가시켜 

플라즈마를 발생시키는데, 플라즈마 발생을 위한 가스 종류에 따라서 응용분야도 

달라진다. 플라즈마 표면처리는 크게 표면 클리닝, 표면 개질, 표면 에칭, 표면 

증착으로 나눌 수가 있다.

1. 플라즈마 클리닝(Plasma cleaning)

진공상태에 Gas를 주입하여 플라즈마를 형성하였을 경우, 이온화된 가스 입자들은 

재료의 표면을 물리, 화학적인 방법으로 표면에 충격을 가하여 이물질

(Contamination)들을 증발시키거나 뜯어낸다.

Fig. 5. Schematic diagram of plasma cleaning.



- 17 -

2. 플라즈마 개질(Plasma activation)

진공상태에 O2, Ar, N2 Gas등을 주입하여 플라즈마를 형성하였을 경우, 특히 산소 

입자는 처리물 표면에 흡착되어 아교 등의 접착력을 향상시킨다.

Fig. 6. Schematic diagram of plasma activation.

3. 플라즈마 에칭(Plasma etching)

활성가스(O2, CF4, SF6)를 이용한 플라즈마 에칭(Etching)은 재료의 성분을 제거, 

증발 또는 뜯어냄으로써 표면영역을 확대시키는 것이다.

Fig. 7. Schematic diagram of plasma etching.
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4. 플라즈마 증착(Plasma Deposition)

진공상태에서 두 가지 이상의 Gas를 주입하여 플라즈마를 형성하였을 경우, 이온

화된 가스는 재료의 표면 전체에 증착된다.

Fig. 8. Schematic diagram of plasma deposition.
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제 3 장  실험재료 및 방법

제 1 절 실험재료

  본 실험에서 사용되는 Poly-ε-caprolactone(Mn 45,000, PCL)과 NaCl은 

Sigma-Aldrich와 Bioshop. Inc 에서 각각 구입하였다. NaCl 은 마이크로 체를 이

용하여 입자크기 150 ∼ 212 μm 범위로 크기를 선별하여 실험에 사용 하였다. 
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제 2 절  3 차원 PCL 지지체 제조 

  PCL을 Hot plate를 사용하여 55 ℃에서 녹이고 NaCl과의 무게비가 3 : 1이 되도

록 각각 첨가하여 지지체를 제작하였다.

  지지체를 스테인리스 강 가압반응기에 넣고 CO2 가스를 80 Bar 이상 가압한 상태

에서 지지체에 초임계 CO2 가스가 충분히 용해되어 평형에 도달할 수 있도록 50 ℃

의 온도를 유지되는 water bath 속에서 6 시간 동안 유지시켜 주었다. 6 시간 후 

CO2 가스를 방출 시켜주기 위하여 니들밸브를 이용하여 160 Bar/min의 속도로 방출

을 시켜 PCL / NaCl 지지체의 내부로 침입한 CO2 가스가 외부로 방출이 되면서 기

공과 기공을 연결하는 구조를 만들어 주었다. 발포 시킨 PCL / NaCl 고분자 복합 

지지체를 1 차 증류수에 수 일 동안 침적시켜 염을 침출한 뒤 진공오븐에 건조시

켜 다공성의 PCL 지지체를 제작 하였다. 1 차 증류수는 12 시간 마다 한 번씩 교

환해 주어 다공성 PCL 지지체 내부에 있는 염이 모두 용출되도록 해 주었다. 

  제작된 PCL 지지체는 염 입자 크기의 작은 기공들과 가스발포로 인해 생긴 큰 

기공들이 상호 연결되어 있는 구조를 가지며, Fig. 9 에 제작 과정을, Fig. 10 에 

제작된 PCL 지지체의 단면을 나타내었다. 제작된 PCL 지지체는 8 mm의 크기로 잘

라서 시편으로 사용하였다.

  또한 접촉각 측정을 위한 PCL 필름을 제작하기 위하여 PCL 50 wt% 를 클로로포

름 (SK chemicals, Korea)에 넣고 60 ℃에서 1 시간 동안 교반하였다. 제작한 용

액을 몰드에 넣고 실온에서 용매를 증발시켜 두께가 약 0.2 mm인 PCL 필름을 제작

하여 시편으로 사용하였다.
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Fig. 9. Schematic diagram of PCL gas foaming/salt leaching scaffold.

Fig. 10. The photograph of gas foaming/salt leaching scaffold sample.
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제 3 절  가스 플라즈마 표면개질

  산소와 질소플라즈마 발생 시 나타나는 챔버 내부의 플라즈마 반응 색은 Fig. 

11 에 나타내었으며 플라즈마 반응장치의 구성도는 Fig. 12 에 나타내었다. 플라

즈마 표면개질에 사용된 가스는 산소(Oxygen, purity of 99.95 %, 아주산소)와 질

소(Nitrogen, purity of 99.9 %, 아주산소)를 사용 하였고, 플라즈마 처리에는 

RF(radio frequency) 13.56 MHz의 축전 결합형 플라즈마(Capacitively Coupled 

Plasma; CCP)타입의 장비(PLASMART Inc. Korea)를 사용하였다. 325 mm 직경과 175 

mm 높이의 진공 챔버는 로타리 펌프로 최대 1 x 10-3 Torr의 진공도를 유지하였다. 

시료대는 상부 전극으로부터 30 mm 떨어진 곳에 위치한다. 플라즈마 표면처리반응

은 가스의 압력과 챔버 내부 반응압력을 30 mTorr로 유지한 후, 100 W 로 1 분 동

안 산소(O2)와 질소(N2) 처리를 수행하여 시료로 사용하였다.

   

Fig. 11. The photograph of oxygen and nitrogen plasma discharge.
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Fig. 12. Schematic diagram of plasma treatment device.
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제 4 절 표면분석

  PCL 다공성 지지체 및 산소와 질소 플라즈마로 표면개질 된 PCL 다공성 지지체

을 각각 준비하여 접촉각을 측정하였다. 각 시편의 접촉각 변화를 관찰하기 위하

여 실온에서 증류수 약 5 μl를 시편에 떨어뜨린 후, 접촉각 측정기(GSA, 

Surfacetech, Korea)로 5 초 후에 접촉각을 측정하였다.

  주사전자현미경(SEM: scanning electron microscopy, SNE-3200M, SEC, Korea)을 

이용하여 무처리 PCL 다공성 지지체 및 산소와 질소 플라즈마로 표면개질 된 PCL 

다공성 지지체의 표면형상을 관찰하였다.

  SEM 관찰에는 Au Coater(Au 99.99%)를 이용하여 Au 코팅은 1 분 동안 처리 하였

으며, 관찰에는 가속 전압 15 kV에서 SE mode로 측정하였다.

  PCL 다공성 지지체 및 산소와 질소 플라즈마로 표면개질 된 PCL 다공성 지지체

의 표면의 화학 조성 변화를 확인하기 위하여 X-선 광전자 분광법(XPS: X-ray 

photoelectron spectroscopy)을 이용하였다.
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제 5 절  조골모세포 배양

  본 실험에 사용된 세포는 생쥐 두개골에서 유래한 조골모세포 MC3T3-E1(ATCC 

Catalog No. CRL-2593)을 ATCC에서 구입하여 사용하였고, 세포배양은 α-MEM 

(alpha minimum essential medium with ribonucleosides, deoxyribonucleosides, 

2 mM L-glutamine and 1 mM sodium pyruvate, but without ascorbic acid/GIBCO, 

Custom Product, Catalog NO. A1049001)배지에 growth factor를 제공하는 10 % 

(w/v) fetal bovine serum (FBS, PAA Laboratoris, Inc. A15-751)과 100 units/ml 

penicillin, 100 ㎍/ml streptomycin 항생제가 혼합된 세포배양액을 혼합하여 5 % 

CO2가 공급되는 37 ℃, 100 % 습도가 유지되는 CO2 incubator에서 배양하였다. 세

포성장 배지는 2 일 간격으로 교체하였으며, TrypLE™ (GIBCO 1640)을 이용하여 

세포를 plate에서 분리시킨 후 4 ℃ 1000 rpm에서 3 분 동안 원심분리 하여 세포

를 추출하였다. 그리고 3 일 마다 80% confluence 할 때 계대 배양 하여 3 세대 

세포를 실험에 사용하였다.
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제 6 절  조골모세포 증식 

  조골모세포 증식은 MTT assay를 이용하여 평가하였다. MTT assay는 

3-(4,5-dimethylthiazolyl-2)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (Sigma-Aldrich)

가 formazan으로 변환되는 것을 측정하는 방법으로 다음과 같이 수행하였다. 

  배양된 MC3T3-E1 세포는 α-MEM 배지를 모두 제거한 후 PBS (Phosphate 

buffered saline, Sigma, USA)를 이용하여 세척하였으며 trypsin/EDTA를 소량 첨

가하여 배양접시로부터 분리시켰다. 분리된 세포에 FBS가 포함된 배지를 첨가하여 

반응을 정지시킨 후 원심분리기를 이용하여 세포를 수집하였다. 세포에 배지를 첨

가하여 다시 부유 시킨 후 준비된 샘플이 담겨진 12-well plate에 각각 1 × 105 

cells/well을 파종하였다. 1, 3, 6일이 되면 MTT (thiazolyl blue tetrazolium 

bromide, Sigma-aldrich, M2128)시약을 각 well 당 100 μl 첨가하여 청자색의 결

정이 생성되는 것을 확인하였다. 4 시간 후 DMSO (dimethyl sulfoxide, Junsei, 

35535-0350)를 1,000 μl/well을 넣은 후 실온에서 30 분간 배양하였다.

  흡광도를 측정하기 위해 반응 액을 96-well plate에 각각 200 μl씩 분주한 후 

ELISA reader(Thermal Fisher SCIENTIFIC)를 이용하여 540 ㎚에서 흡광도를 측정

하였다.
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제 7 절  조골모세포 관찰

 1. 주사전자현미경 관찰을 위한 세포 전처리

  플라즈마 개질한 샘플과 무처리 샘플이 담겨진 12 well plate에 배양된 

MC3T3-E1 세포를 1 × 10⁵ cells/mL의 농도로 파종하였다. 그리고 2 시간 후 2.5 

%의 Paraformaldehyde(Electron Microscopy Sciences 15714)와 

Glutaraldehyde(SIGMA ALDRICH G5882)의 혼합용액으로 3 시간 전 고정을 하여주었

고 10 분 동안 PBS 을 이용하여 세척하여 준 후 1% Osmium tetroxide(SIGMA 

ALDRICH 201030)를 이용하여 30 분 동안 후 고정을 진행하였다. 70 %, 90 %, 95 

%, 100 % 알코올을 준비하여 건조시켜 주었고 HMDS(hexa-methyl-di-silazane, 

Fluka, 52619)를 이용하여 샘플 위에 남아있는 알코올을 제거 후 건조 하였다.

2. Rhodamine-Phalloidin assay 

  준비된 샘플이 담겨진 12 well plate에 배양된 MC3T3-E1 세포를 2 × 10⁵ 

cells/mL의 농도로 파종하였다. 세포 파종 후 24시간이 지나면 4% 

Paraformaldehyde(Electron Microscopy Sciences 15714) 용액을 이용하여 세포를 

고정하여 준 후 5분 동안 PBS를 이용하여 세척하였다. 0.1% Triton X-100(바이오 

세상 T1020)과 1% BSA(SIGMA A9647) 용액을 이용하여 5 분 동안 투과 처리하여 주

었고 Rhodamine-Phalloidin(Life technologies, R415) 시약을 15 분 동안 처리하

여 세포를 염색하였다. 3 번에 걸쳐 각각 5 분 동안 PBS로 세척하여 준 후 세포 

핵 염색을 위한 Fluorescence mounting media(VECTOR H-1200)와 함께 PCL 필름 샘

플을 cover glass 위에 부착하여 형광현미경으로 관찰하기 전까지 4 ℃에서 보관

하였다.
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제 8 절  통계학적 분석

모든 실험 데이터는 T-test 분석을 통하여 신뢰도 95% (*p<0.05, **p<0.01) 내

에서 변수의 비교를 통하여 각각의 유의성 차이를 비교하였다.
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제 4 장  실험결과 

제 1 절  표면분석

  Fig. 13 은 주사전자현미경 측정 결과를 나타낸 것이다. PCL 지지체와 산소와 

질소 플라즈마 처리를 한 PCL 지지체는 주사현미경 측정결과 지지체의 형태 차이

가 크지 않았다. 대조군과 실험군 그룹에서 기공의 크기는 평균 427.89 μm로 측

정되었으며 플라즈마 처리로 인해 기공 크기의 변화는 나타나지 않았다.

  Fig. 14 는 접촉각 측정 결과를 나타낸 것이다. 무처리 PCL 필름의 경우 접촉각

이 약 77.84 °로 측정 되었고 산소와 질소 플라즈마 처리를 한 PCL 필름은 각각 

약 5.24 °와 8.03 °로 친수성이 크게 향상되었음을 알 수 있다. 

  Fig. 15 와 Table 2 는 XPS 측정 결과를 나타낸 것이다. 산소와 질소 플라즈마 

각각 처리를 한 PCL 필름의 경우 O 1s peak 와 N 1s peak의 at %가 각각 증가하였

음을 알 수 있었다.
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Fig. 13. SEM images of (a) PCL scaffold, (b) PCL scaffold treated with O2 

plasma, and (c) PCL scaffold treated with N2 plasma.



- 31 -

          

Fig. 14. Water contact angles of (a) PCL film, (b) PCL film treated with O2 

plasma, and (c) PCL film treated with N2 plasma.
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Fig. 15. XPS of (a) PCL scaffold, (b) PCL film treated with O2 plasma, and 

(c) PCL film treated with N2 plasma.

Table 2. Surface composition of the PCL film before and after the plasma     

          treatment

Group C O N

Control 78.64 % 19.94 % 1.42 %

Treated with oxygen plasma 70.98 % 27.71 % 1.31 %

Treated with nitrogen plasma 73.16 % 24.02 % 2.82 %
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제 2 절  조골모세포의 생물학적 평가

 

  Fig. 16 은 PCL 지지체 표면에 플라즈마를 처리하여 산소와 질소 플라즈마가 

MC3T3-E1 세포생존율에 미치는 영향을 평가하기 위하여 MTT assay를 이용하여 관

찰한 결과이다. MTT assay는 세포의 미토콘드리아 활성과 직접연관이 있는 방법으

로 살아있는 세포의 수가 많으면 효소활성이 증가하는 것을 이용하여 세포의 생존

율을 측정할 때 일반적으로 사용되는 방법이다. 이 실험에서 대조군은 다공성 PCL 

지지체를 사용하였고, 산소와 질소 플라즈마 처리된 다공성 PCL 지지체를 실험군

으로 사용하였다. MC3T3-E1 세포 생존율은 대조군과 실험군 모두 1 일, 3 일, 6 

일 동안 배양하였고, 생존율 (%) 계산은 1 일 동안 배양한 대조군의 생세포수를 

100 % 로 했을 때 실험군의 생세포수를 비율로 나타낸 것이다. 세포배양기간이 증

가하면서 실험군의 세포 생존율이 증가함을 알 수 있었다. 모든 실험군에서 세포 

증식률이 유의성 있게 증가한 것을 확인할 수 있었다.

  Fig. 17 은 주사전자현미경을 이용하여 각각의 PCL 지지체 표면에서 2시간 동안 

배양된 조골모세포의 부착을 관찰한 결과이다. 산소와 질소 플라즈마 처리하여 친

수성으로 변한 PCL 지지체 표면에 있는 세포들은, 크고 세포 수도 많이 볼 수 있

는 반면에 무처리 PCL 지지체 그룹에서는 감소한 경향을 관찰 할 수 있었다. 산소

와 질소 플라즈마 처리한 3차원 PCL 지지체는 세포의 부착과 성장에 효과를 나타

냄을 알 수 있다(Jung 등, 2012).

  Fig. 18 은 형광현미경을 이용하여 각각의 PCL 지지체 표면에서 2시간 동안 배

양된 조골모세포의 부착을 관찰한 결과이다. 산소와 질소 플라즈마를 처리한 PCL 

지지체 표면에 있는 세포들은 숫자도 더 많은 것을 확인할 수 있었다.
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Fig. 16. The proliferations of MC3T3-E1 cell seeded on pristine PCL scaffold 

and surface modified scaffolds for 1, 3, and 6 days. 
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Fig. 17. SEM images of the MC3T3-E1 cell seeded on (a) PCL scaffold, (b) PCL 

scaffold treated with O2 plasma, and (c) PCL scaffold treated with N2 plasma.
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Fig. 18. Fluorescence images of the MC3T3-E1 cell seeded on (a) PCL 

scaffold, (b) PCL scaffold treated with O2 plasma, and (c) PCL scaffold 

treated with N2 plasma.
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제 5 장 고찰

  다공성 구조를 갖는 지지체의 기계적 성질과 공극률은 세포의 증식과 이동 그리

고 분화 같은 생명 현상에 필수적인 산소나 영양분의 전달을 원활하게 해 주는 중

요한 역할을 한다(Dehghani 와 Annabi, 2011).

  가스발포 지지체란 이산화탄소와 같은 불활성 기체를 고분자 재료 내부로 용해

시켜 열역학적 불안정을 유발하여 재료 내에서 발포를 시킨 재료를 뜻한다. 불활

성 기체 중에서도 초임계 CO2는 상대적으로 낮은 임계점을 가지고 있어 초임계 조

건에 쉽게 도달할 수 있으며, 무독성, 가격의 저렴성, 그리고 불연성 등의 장점을 

가지고 있기 때문에 현재까지 시행되었던 다른 지지체 제작방법에 비해 효율성이 

높다. 지금까지의 연구에 의하면 폴리머 속으로 많은 양의 가스가 용해되면 고분

자 재료의 유리전이 온도(glass transition temperature)와 결정화 속도

(crystallization rate) 같은 물리적 특성이 변화되는 것으로 알려져 있다. 이때 

높은 압력의 초임계유체(supercritical fluid)를 이용하면 더 많은 양의 가스를 

고분자 재료에 용해시킬 수 있다. 이렇게 만들어진 고분자 재료/가스 용액은 압력

의 급격한 저하나 온도의 증가로 인한 불안정을 거쳐 기포의 밀도(cell density)

가 약 109 ~ 1015 (cells/cm3)가 되며, 재료 내부에 생기는 기포의 크기는 마이크로

미터 단위를 갖는다(Cha, 1994; 윤재동, 1998). 

  가스 발포의 단계는 세 단계로 이루어진다. 고압 탱크로부터 반응기로 이산화탄

소를 주입하는 가압단계, 고압 반응기의 온도를 높이는 단계, 이산화탄소를 배출

하는 감압 단계로 구분하는데 이산화탄소를 배출하는 감압단계에서 감압하는 속도

에 따라 기공의 크기 분포나 형태가 달라진다. 빠른 감압 속도는 핵형성이 빠르고 

핵형성 사이트가 많아지면서 작은 크기의 여러 기공이 생기는 것을 알 수 있었다. 

반면 느린 감압 속도는 초기에 생긴 기공은 확산이 되면서 더욱 커지며, 넓은 기

공 크기 분포를 가지는 경향이 있으며, 큰 크기의 기공이 소수 생긴다(Ji 등, 

2011; White 등, 2012).

  가스발포 지지체는 가스가 들어가서 발포가 된 만큼 재료가 절감되는 장점뿐만 

아니라 기존 발포의 단점으로 지적되던 불균일하고 큰 발포 기포에서 기인된 충격 

강도와 인장 강도 등 기계적 성질이 개선된다는 장점도 지닌다(Baldwin 와 

Daniel, 1994).
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  본 연구에서 PCL 다공성 지지체에는 염 입자를 150 – 212 μm 크기로 제어하여 

사용하였다. 가스발포와 염 침출이 끝난 지지체의 평균 기공 크기는 427.89 μm 

로 가스발포가 성공적으로 이루어졌음을 알 수 있었다.

  플라즈마 처리를 한 PCL 다공성 지지체의 친수성을 측정하기 위하여 접촉각 측

정을 시행하였다. 무처리 PCL 다공성 지지체와 산소와 질소 플라즈마 처리를 한 

PCL 다공성 지지체는 물이 바로 흡수가 되어 측정할 수 없었다. PCL 필름으로 산

소와 질소 플라즈마를 처리하여 접촉각을 측정한 결과 무처리 3D PCL 필름의 경우 

약 77.84 °의 접촉각이 측정 되었고 산소와 질소 플라즈마 처리를 한 PCL 필름은 

각각 약 5.24 °와 8.03 °로 친수성이 크게 향상되었음을 알 수 있었다.

  접촉각이 플라즈마 처리로 인해 감소하는 이유는 플라즈마 처리로 인해 지지체 

표면의 에너지가 증가하였음을 의미하고, 플라즈마 처리 시간에 따라서 재료 표면

의 산소나 질소 활성기와 같은 친수성기가 생성되어 시료의 표면 친수성이 증가하

였기 때문이다.

  본 연구에서는 산소 플라즈마와 질소 플라즈마 표면 처리를 이용하여 PCL 지지

체의 표면을 친수성으로 변화시켜 세포 수용기와 표면 관능기와의 상호 작용을 증

가시켜 세포 부착 능을 평가하고자 하였다. 지지체의 표면은 플라즈마 내의 이온

과 라디칼이 충돌하고 표면 화학종이나 관능기와 반응하여 다른 관능기를 도입 시

킨다. 산소 플라즈마와 질소 플라즈마는 극성의 하이드록실기, 카르보닐기, 카르

복실기를 도입하고, 고분자 중심의 C - C bonding 이나 C - H bonding 을 끊는 작

용을 한다. 이 작용으로부터 표면 친수성이나 에너지를 증가시켜 생체적합성을 향

상시키는 작용을 한다(Yildirim 등, 2008). 

  X-선 광전자 분광 현미경으로 산소와 질소 플라즈마 처리 전후의 조성 변화를 

Table 2에 나타내었다. PCL 필름의 표면에서는 약 20 at%의 산소를 발견할 수 있

었다. 산소 플라즈마를 처리한 PCL 필름의 표면에서는 무처리 PCL 필름에서 보다 

7 at% 정도 더 높은 약 27 at% 의 산소를 발견할 수 있었다. 이것은 플라즈마를 

처리 하였을 때 재료의 표면에 새로운 원소가 잘 결합한다는 것을 의미한다. 반면

에 질소 플라즈마 처리를 한 시편의 경우 N 1s element 의 intensity가 크게 증가

하지 않았는데, 질소는 반응성이 낮은 원소 중 한 가지이기 때문이다(Singh 등, 

2009). 질소 플라즈마를 처리한 군 에서도 산소의 농도가 뚜렷하게 증가하는 이유

는 플라즈마 처리로 인해 표면의 오염물질이 제거되었기 때문이거나 산소나 물과 

같은 산성 종이 존재하기 때문이라고 사료된다. 또한 XPS 측정 이전에 시편이 대
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기 중에 노출되었기 때문에 산소의 농도의 변화가 생겼다고도 고려될 수도 있는데 

이는 Vessel 의 실험에서 플라즈마 처리 후 즉시 XPS 분석을 한 결과와 대기 중에

서 일정시간 후에 분석을 한 결과의 차이에서도 알 수 있었다(Vessel 와 Mozetic, 

2008).

  본 연구에서 산소 플라즈마와 질소 플라즈마 처리를 통해서 C - C bonding과 C 

- H bonding(284.6 eV)은 61.22 at%에서 51.42 at% 와 52. 42 at% 로 각각 감소하

였으며 산소 플라즈마를 처리한 그룹에서 C = O bonding(531.89 eV)은 19.94 at% 

에서 27.71 at% 로 증가하였다. 또한 질소 플라즈마를 처리한 그룹에서 C - N 

bonding(399.56 eV)은 1.42 at%에서 2.82 at%로 증가한 것으로 미루어 플라즈마 

처리가 성공적이었다고 사료된다(Lyakhovitch 등, 2003; Murali 등, 2014; 

Abhijit 등, 2009). 이와 같은 표면 산화 반응으로 친수성 그룹을 도입하는 것은 

세포의 증식을 증가시키는 작용을 가져온다(Lee 등, 2009). 하지만 일반적으로 플

라즈마 처리로 인해 시편의 표면에 생긴 극성기는 시간이 경과함에 따라 소멸되는 

결점이 있다고 알려져 있다(김수민 등, 2002; 박병기 등, 1999).

  위 실험에서는 산소와 질소 두 가지의 플라즈마를 사용하여 표면을 개질시켰다. 

주사전자현미경 결과에서 산소 플라즈마 처리를 한 지지체와 질소 플라즈마 처리

를 한 지지체의 표면 형상의 차이는 크게 나타나지 않았다. 위 결과로 미루어 플

라즈마 표면처리가 시료의 표면에 물리적인 변형을 주지 않으면서, 화학적인 성질

을 개질하였다는 것을 알 수 있었다.

  본 연구에서 사용된 조골모세포(MC3T3-E1)는 신생 쥐 두개골에서 분리하여 계대 

배양한 세포로서, 배양 초기에는 섬유아세포의 양상을 가지나 장시간 배양시 골 

기질의 석회화뿐만 아니라, 조골세포와 골세포로 분화하는 조골 기능을 갖고 있는 

세포주 이다(Casser 등, 1990).

  세포가 증식, 분화하기 위해서는 세포가 시편에 접착이 잘 되어야 한다. 접착하

지 않고 부유하는 세포는 성장할 수 없기 때문에 재료 표면이 세포 친화성을 가지

고 있어야 한다. 재료표면의 세포 친화성을 평가하기 위해서는 in vitro 세포 배

양 실험을 통하여 배양 후 부착·성장된 세포의 수를 계산한다던지 형태 변화를 

관찰하는 것이 일반적인 방법이다. Fig. 17 과 Fig. 18 에서 PCL 지지체 기공 안

에 세포가 잘 부착되어 있는 모습을 볼 수 있다. 플라즈마 표면개질 된 PCL 지지

체의 기공 내부의 세포 부착 능과 확산이 향상되었음을 확인할 수 있었다. 세포 

확산 증가는 플라즈마 표면 개질된 PCL 지지체 표면의 친수성 증가와 더불어 C = 
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O, C – O 결합과 같은 산소 그룹 관능기가 도입되었기 때문이다(Murali 등, 

2014).

  Fig. 16 에서 플라즈마 처리된 다공성 PCL 지지체에서 세포 증식이 유의성 있게 

증가한 것을 알 수 있는데, 플라즈마 표면 개질된 다공성 PCL 지지체에서 세포 부

착이 늘어나고, 이에 따른 세포 증식이 증가하였기 때문으로 유추할 수 있었다.

  Gupta 등은 친수성 표면이 소수성 표면에 비해 세포와 조직과의 상호작용이 우

수하다는 것을 보고하였다. 접촉각이 낮아진 것으로 미루어 보아 친수성이 크게 

향상되었고, 조골모세포가 성장하기에 적합한 표면으로 변화되어 증식에 긍정적인 

영향을 미쳤을 것으로 사료된다(Gupta 등, 2012). 
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제 6 장 결론

3차원 PCL 지지체 표면에 산소 플라즈마와 질소플라즈마 처리를 하여 표면특성

을 관찰하였고, MC3T3-E1 세포를 이용하여 세포 부착 및 증식을 조사하여 다음과 

같은 결과를 도출하였다.

(1) 가스발포법과 염 침출법을 이용하여 제작한 PCL 지지체는 평균 427.89 μm의 

기공 크기를 가져 발포가 성공적으로 이루어 졌으며 기공간 상호 연결이 잘 발달

되어 있음을 알 수 있었다.

(2) 산소 플라즈마와 질소 플라즈마가 처리된 3차원 PCL 지지체 표면은 접촉각이 

5.24 °와 8.03 °로 친수성을 나타내었고 표면의 물리적 형태가 변하지 않았음을 

알 수 있었다.

(3) MTT 세포 독성 실험과 주사전자현미경 결과에서 산소 플라즈마와 질소 플라즈

마가 처리된 3차원 PCL 지지체는 조골모세포의 접착과 증식이 향상되었음을 확인 

하였다.

결론적으로 산소와 질소 플라즈마가 처리된 다공성 PCL 지지체는 골 재생 및 골 

융합을 향상시켜 골 조직공학 응용에 유용한 바이오소재로써 사용 될 것으로 사료

된다. 
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