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ABSTRACT

  Evaluation of biocompatibility and preparation of 

plasma surface modified chitosan-gelatin scaffolds

                         Woo-Geun Lee, D.D.S, M.S.D

                         Advisor : Prof. Yeong-Mu Ko, Ph.D., DDS

                         Department of Dental Science

                         Graduate School of Chosun University

  Chitosan-gelatin formulations to be useful for tissue 

regeneration and clinical applications they must be 

biocompatible and possess favorable mechanical properties. 

Plasma surface modification can be used to improve the surface 

properties by creating functional groups to produce bioactive 

materials with different surface topography. In this study, 

chitosan-gelatin scaffolds were prepared via the freeze-drying 

technique. To improve cell proliferation, the scaffolds were 

then hydrophilized through plasma polymerization of acrylic 

acid (AAc) and allylamine (AAm). The chemical structure and 

morphology of chitosan-gelatin scaffold were investigated by 

ESCA, FTIR and SEM. Osteoblast like cell (MC3T3-E1) was seeded 

onto the prepared scaffolds in vitro to assess their 

biocompatibility. The AAc and AAm treated porous scaffolds 

were effective for cell proliferation, making them a suitable 

platform for tissue engineered applications.
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제 1      

  고  다공  체는 창 , , 약물전달  조  생

  체  널  고 다
1). 특히  조  생   

체는 량  조  추출,  포  충  양  양

는  적  조  물 적 안정   체내 식   나타내

 않는 생체 적 과 생  가 고 어야 다
2).

 라  포  

생과  과적  실   생  체는 조 포가 

체  에 점착 여 3차원 조  조   수 는 다공  조  

가져야  적  다공  체는 100-200 μm 크  공극   연

결  조   수 과 포  등  동  고 포

 착과 에 적 여야 다3). 
 조  생  다공  체  제

조에 고 는 고  료 는 콜라겐, 젤라틴, 알 네 트  키  

등  천연고  료  폴 아미노 , 폴 안 드라 드, 폴  ε-

락 , 폴 쏘에스 , 폴 콜 , 폴 락트   들  공 체 

등  고  료가 고 다4-8). 

  고  다공  체  제조  여 동결건조 9-14), 염 출 15) 등

 적  널  고 다.    90–95% 다공 가 

는  달  다공 조  체  제조  수 다. 

  키  게나 가 ,  껍 에 들어 는 키틴  탈아 틸 여 얻어

  다당 고, 2-acetamido-2-deoxy-β-D-glucose가 β(1→4)결  

루어  조  가 고 , D-Glucosamine(2amino-2-deoxyD 

glucose)  β-(1→ 4) 체 다. 또  생체적 , 생 , 비 원   

흡착 특  문에 료  널  고 다16-20).     

  젤라틴  콜라겐  가수 에 여 얻어  수  단 , 저  

가격, 수  생체적 , 생 , 낮  역원 , 포 착, 동, 식, 

가 수  점들  여 조 공 에  생체 료  널  고 

다. 또  젤라틴  포 착  동  시키는 Arg-Gly-Asp (RGD)  

같  아미노  열  가 고 어  생물 적  시키  여 키
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과 어 고 다 
21,22). 젤라틴  뼈 는  복실  

루어져 , 것  수 결 에  네트워크 태  양  키 과 

게 만든다.   

  다공  고  체  젖   시키  여 계적  처

, 습식 적 처 , 코 나 전, 압  저압 라 과 같  여러 

가  처  개 어 다
23-25).  러  처   염물

 제거 고, 고  거 게 다. 또  료  전  에너

 시켜  가시킨다. 그러나 고  개 에 

 많  연 가 었 에  고, 복  3D 조 공  고  

체에 적  수 는 는  심  많  주제  남아 다26).     

  라  처  술  다양  료들  특  시키는  

 다27-29). 료 에 고 슬  그래 과 능    

고  투과 과 접착특   시킨다30,31). 엄 히 말  라

 처 는 고  체  포  시키는  다. 

저압 라 는 고  처  는  가  적  다32). 

  고  균  개  는 건식 처 다. 또  

  라  , 에   고  , 가 결  포  물 적, 

적  킨다33,34). 게다가, 처  고  수  고 어

야 다. 고  처  단점  무정  역에  고  슬  동  

문에 시간  에 라  축  개  에  어난다는 점

다35,36).  라  처   고 결정   근처  고  들  

전  병 동  제   고  슬   열  감 고, 그 결

과 처   노  감 시킨다35,36).       

  라  본 연 에 는 동결건조  여 다공  젤라틴-키  고

 체  제조 여, RF  라  처  여 체  

에  코 여 고  체  물   포 적  시키

고  다. 또  고  에 코  폴  아 아민과 폴  아크  고

 조골  포(MC3T3-E1)  식에 미 는  가 다. 
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제 2   실험 료  

제 1 절. 실험 료 

  다공  체  제조   본 천연고   키 (75~85% 

탈아 틸 , 점 ; 5-20 cps), 젤라틴  각각 Showa Chem. Inc. (Kyoto, 

Japan), Sigma-Aldrich Co. (Mo, USA),Japan)에  여 고 본 

실험에   천연고  조  Fig. 1에 나타내었다. 가 제  

 EDC는 Sigma-Aldrich Co. (MO, USA)에  여 다. 그 

에 실험에  시약  매는  또는 특 시약  그  다.

                                    (a)

(b)

Fig. 1. Structure of natural polymers. (a) Chitosan (DD=75-85%), (b) 

Gelatin.
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제 2 절. 젤라틴-키  고 체 제조

 

  키   젤라틴   다공  고 체  제조  여 2% 

(w/v) 키  수 액과 2% (w/v) 젤라틴 수 액  각각 제조 다.  키

 3% (v/v) 아 트  수 액에 다. 2% (w/v)  농  제조  

키  수 액과 젤라틴 수 액  2:1   비  총량  5 ml가  

고 고  여 10,000 rpm에  10 간   포  제

거  여 4 ℃에  12 시간동안 숙 다. 고  가 결  여

 액 5 ml에 0.3% (W/v) EDC 수 액에 고 1시간 동안 

다. 최종적  제조  액  12 well 양  각각  well에  고 

-20 ℃에  냉동시킨  동결건조  여 3 간 건조 다. 동결 건

조  고 체에 남아 는 아 트  제거  여 에탄  (100%, 

70%, 50%)  여 순차적  시키고 건조 다. 다시 

phosphate-buffered saline (PBS)    척   동결 건조 다.      

   

   

제 3 절. 라  개

  Fig. 2는 라 트(UM1000134-001A Mini plasma station, PLASMART, 

Korea)에   감압 RF 라  착 비   나타내었다. 다공

 고 체  착  단량체는 아크 (Acrylic acid; 98% 

Sigma-Aldrich, USA)과 아 아민(Allyl amine; 98% Sigma-Aldrich, USA)  

고, Table 1.에 정 여 나타내었다. 시료  클 닝 나 

 여   시료  전처 는 (O2)가스   50sccm, 라

 전 는 150W  200sec 동안 시 다.  라  각

각  단량체  3.5sccm  라   안에 고 50W에  5

간 시킨  3차 수  척   공 븐에  건조 시켰다. 라

 조건  Table. 2에 정 여 나타내었다.
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Fig. 2. Schematic diagram of RF plasma deposition system.
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Table 1. Monomers used plasma polymerization and polymeric thin layers 

polymerized on porous gelatin-chitosan scaffold

Monomers Polymeric thin layers

Acrylic acid Poly acrylic acid (PAA)

Allyl amine  Poly allyl amine (PAAm)

Table 2. The conditions of plasma polymerization reaction.

Process factors Reaction conditions

Discharge power 50W

System pressure 100mtorr 

Deposition time 5 min
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 제 4 절. 고 체 

  다공  고 체  스  크 조  고    

찰  여 전계 출주 전 미경 (FE-SEM; S-4800, Hitachi, 

Tokyo, Japan)  여 가 전압 5-25 kV  조건  찰 다. 

  고 체  고  슬간  결  여  찰  여  

전  퓨 에  적 (ATR-FTIR; IFS66V/S & HYPERION 3000, 

Bruker Optiks, Germany)  여 다. 

제 5 절.   생

  고 자지지체의 수 수도는 pH 7.4, 37℃에서 PBS 액에 담근 후 무게

변화로 평가하 다. 지지체의 무게 (W0)  측정한 후 24시간 동안 담근 

후 꺼내어 필터종이로 면에 묻어있는 수 을 제거 한 후 다시 무게  측정 

하 다.      

  수 수도 (swelling ratio; 팽윤도)는 다음과 같은 식으로 하 다.

          Swelling ratio (Wsw) = (W24h ― W0 )／ W0 ×100 (%)

 Swelling ratio was expressed as mean ± S.D. (n = 3).

  이때 W0:  건조한 고 자지지체 시료의 무게이고, W24h는 24시간 후 

젖은 고 자지지체 시료의 무게이다.
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제 6 절. 조골 포 양

  포 양  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) 에 growth factor  제공 는 10% (w/v) fetal bovine 

sereum(PAA Laboratoris.inc A15-751)과 생제  amphotericin(Lonza 

walkersville MD USA 0719)  여 5% CO2가 공 는 37℃ CO2 

incubator에  48시간 양 다. 그 고 계 양   얻어  4

포  incubator에  1  동안 양 여 실험에 다.

제 7 절. MTT   

  양  포는   제거   PBS  여 척  

trpsin/EDTA  량 첨가 여 양접시  시켰다.  포에 

FBS가 포   첨가 여  정 시킨  원심  여 

포  수집 다. 포에  첨가 여 다시  시킨  비  샘

 첨가  12-well plate에 각각 1 × 105 cells/well  종 다. 포는 

37℃, 5% CO2 양 에  각각 1 , 2 , 3  동안 양   MTT  첨가

여 청  결정  생 는 것    알콜(Isopropyl 

alcohol, Sigma)  여 다. 흡  정   액  

96-well plate에 각각 200 μL씩 주   ELISA reader (Thermal Fisher 

SCIENTIFIC)  여 540 nm에  흡  정 다.
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제 3  실험결과  

제 1 절. 고 체  특

  Fig. 3  조  다공  체, 가 처  다공  체, 아크  라

 처  다공  체   아 아민 라  처  다공  체 각각  

 미 조  주 전 미경  찰  다. Fig. 3(a)에 나타난 

조  다공  체    러싸  매끄러  에 타원

 공  갖는 조  보 고, Fig. 3(b)에 나타낸 EDC 가 처  다공  

체   100-200 μm 크  공   조  보 다. Fig. 3(c)

에 나타낸 아크  라  처  다공  체    가 

폴  아크  에 여져 는 태  공  아주 아 거나 거  견

 않았다.  Fig. 3(d)는 아 아민 라  처  다공  체  

 아크  라  처  다공  체  (fig. 3(c))보다는 미

공  에  달 어 포  것  찰  수 다. 

  Fig. 4는 조  다공  체, 가 처  다공  체, 아크  라

 처  다공  체   아 아민 라  처  다공  체 각각  

ATR-FTIR   결과  나타낸 것 다. 키 과 젤라틴  2  

제조  다공  고  체  스 트럼에  1654 cm-1  아미드 I 크, 

1549 cm-1  아미드 II, 1406 cm-1  복실  신축 동 크, 1100 

cm-1  에스  결  크  다. EDC 가 처  다공  체, 아크

 라  처   아 아민 라  처  다공  체  스 트럼  

조  다공  고  체  스 트럼과 비   게 생 거

나 라  크는 견  않았다. EDC 가 처  다공  고  체에  

에스  결 에  크가 가 고 복실 에  크  크 가 감

는 것  젤라틴  복실  키  아민  에 EDC   

가 에  아미드 결  생 었  문  것  생각 다. 또  

라  개  다공  고  체  고  슬 결  크는 EDC 
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가 처  다공  고  체  크  거   알 수 었다. 결과

적  EDC 가 처  다공  체  조는 가 제  결 에 

여  것  알 수 었고, 아크 , 아 아민 라  처 에 

 적  아미드 결  또는 복실 결  크    수 

었다. 
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Fig. 3. SEM photomicrographs of the GA-CH scaffold (a) GA-CH scaffold, 

(b) cross linked GA-CH scaffold, (c) AAc plasma treated GA-CH scaffold, 

(d) AAm plasma treated GA-CH scaffold.
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Fig. 4. ATR-FTIR spectra of GA-CH scaffold, cross-linked GA-CH 

scaffold, AAc and AAm plasma treated GA-CH scaffold.
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제 2 절. 고 체  물 특

  다공  체  수 흡수  ( )  생체 내에 식  다공  체

가 주 포  수  수 는 능  결정 는   다. 본 

연 에 는 각각  다공  체  37 ℃에  PBS 액에 여 24시간  

 무게  정 여 그 결과  Fig. 5에 나타내었다. Fig. 5는 조  다

공  체, 가 처  다공  체, 아크  라  처  다공  

체   아 아민 라  처  다공  체 각각  수 흡수  나타내

었  조  수 흡수 는 EDC 가 처  라  처   다공  

체  수 흡수 에 비 여 거  약 2   수 흡수  나타내었다 

(Fig. 5). 러  결과는 EDC 가 결  여 체  수 가 감

었  문  료 다.  아크   아 아민 라   처

 다공  체는 체  고  아  체 내

 수  동   체  수 흡수가  않아 수 흡수

가 감  것  료 다. 특히 아크  라  처  다공  체

 수 흡수 가 가  낮게 나타났는 , 것  fig 3(c)에  찰  것처

럼 체  공  거  없어  수  동  거  없었  것  생

각 다.  

  다공  고  체  수 에  생  조  여 각각  

다공  체  37 ℃에  PBS 액에 14  동안 여 4  간격  시

료  채취 여 무게  정 고 그 결과  Fig. 6에 나타내었다. 조  

다공  체는 PBS 액 내에  생 가 가  높게 나타났다. 것  고

 슬 간에 가 결  없어  가  빨   것  료 다. 14

째에는 다공  체 태  찰  수 없었다. 그러나 아크   아 아

민 라  처  다공  체는 14 째에  어느 정  체  태  

고  찰 었다. 아크  라  처  다공  체는 생

가 가  낮게 나타났는 , 것  조  접  계가 는 것

 료 다. 비  수  고  아크  에 코 어 수  

특  보 만 공  거  없어  체 내  PBS 액  동  
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않  것  료 다.  EDC 가 처  다공  체는 EDC에  

 키 과 젤라틴  복실 공 결   고  슬간  

가 결  여 수 에    않  것  생각 다. 조골

포는 다공  체  내 에 착   식 여 정  태  능

 갖춘 조  다. 라  다공  체는 조   생

 수 어야 나 포가 착 고 식 는 동안 액 나 수 에 

 격히  않고 태  여야 다. 라  EDC 가 처  또

는 라   처 는 PBS 액에  격히  않고 조골 포가 

착 고 식 는 동안 안정  태   수  것  생각 다. 
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Fig. 5. Swelling ratio of (a) GA-CH scaffold, (b) cross linked GA-CH 

scaffold, (c) AAc plasma treated GA-CH scaffold, (d) AAm plasma treated 

GA-CH scaffold.
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Fig. 6. Biodegradation ratio of GA-CH scaffold, cross-linked GA-CH 

scaffold, AAc and AAm plasma treated GA-CH scaffold. 
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제 3 절. 고 체  조골 포 식

  Fig. 7   포 양  ( 조 ), EDC 가 처  다공  체 (a), 아크

 라  처  다공  체 (b)   아 아민 라  처  다공  

체 (c) 각각에 조골 포 (MC3T3-E1) 포  1 , 2 , 3  동안 양

여 포 식  MTT  여 나타낸 결과 다. 포 식  ( 포생

존 )  조 에  비  나타내었고, 여  조  포 양 에

 양  조골 포  생존 다. 초  1 째 포 착단계는 아 아민 

라   처  다공  체  포 식 에 가  높게 나타났다. 

것  아민 가 초  포 착에 큰  미 다는 존  보고  

는 결과 다. 만 양 2 째에 는 아크  라   처  

다공  체  포 식 에 가  높게 나타났는 , 는 아크  고

  수  높고 다공  체 에 공   달  조 

문에 포 식 가 빨라졌  것  생각 다. 결과적  EDC 가 처  

다공 체보다는 체 에 라  여  코  실

험 에  조골 포  식   루어 고  다.      

  조 공  다공  고  체  생체  등에 본 연 에  

 라  처   포 착  식에   제

공  수  것  료 다. 
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Fig. 7. Cell proliferation of control, (a) cross linked GA-CH scaffold, 

(b) AAc plasma treated GA-CH scaffold, (c) AAm plasma treated GA-CH 

scaffold.
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제 4  고찰  

  동결건조는 체에 존 는 매  승 시킴  체  태  

 태에  건조시키는 , 체 액  동결시키는 과정에  

 체  에 공  시킨다. 체에  공  

체 내   포  양  동시키는 동  역  다. 라  

다공  체 에 공  없  경 에는 포  양  동  

 않아 포 식  원   문제점  야  다37). 그러므  다공

체 내  포  양  동  원 게 주  는 다공  

체 에 많  공  시켜야 다. 

 라   공 들  생체적  에  수 는 ,  

가   생각  볼 수 다. 첫 째는 생체적  수  

poly(ethylene oxide)나 헤  등  그래   수  적  

 강   코 시키는 것 , 높   아민  포 고 

는 라  고 가  적에 적  것  알 져 다38,39).  째

는 그 체가 생체적  좋   코 는 것 다. 액 들  흡

착   흡착체  에너 가 Baier's window  알  20-30 mJ/m2내에 

  가  약  접착  가 , 접착  약  흡착  단 들  

 전에  단 들  체  platelet   다고 

알 져 다40). 만 라  고  생체적   조 보다는  

달  3차원 조  가 어 는 조적 안정 에 다는 견  

다41). 

  생체 료   젖  포 착 거동  결정 는  가    

에 나 다. Tamada 등   70° 정  접촉각  갖는 고  포

착에 가  적 다고 나,   업적   가능  고

 여 제조 었  뿐,  거 , 전  등  들  전  고

 않았  었다42).  Lee 등  코 나 전  제조  젖  

 갖는 폴 에틸 에  포 착  조 는 , 55° 접촉각에  

가  포 착  수  것  나타났다43).  본 연 에 는 RF 라  
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 여 다공  고  체 에 -COOH, -NH2  갖는 고  

 공적  코 고,  복실그룹  는  조골 포  

수  식능  보여주었다. 아민그룹  MC3T3-E1 조골  포주  초

식에 과가 는 는 접촉각  과 아민 가 포  

integrin과   문 라고 료 다.  다양   갖는 고

 다공  고  체에 코 여 조골 포  Focal adhesion 또

는 포 에 미 는  생물 적  조 여 초 식에 미 는 

조골  포  니 과 단  규 여 골 포  가는 니

어   미 는가  조  나가야  것  료 다.
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제 5   결

   다공  젤라틴-키  고  체  동결건조  여 공적

 제조 고, 다공  고  체  물 과 포적  가 여 다

과 같  결과  출 다.

1.  EDC 가 처  다공  체  공극  크 는 포가 조     

     적당  100~200 μm  연 적  열  조  나타내는 것     

    다. 

2.  EDC 가 처 는  고  슬 간에 아미드 결  또는 에스  결    

    다.

3.  EDC 가 처 , 아크 , 아 아민 라  처  다공  고  체  

    는 생 가 무 처  다공  체에 비 여 월등히 수 다. 

4.  아크 , 아 아민 라  처  다공  고  체  조골   

    포  식에 좋   제공 다. 

과 같  결과 본 연 에  제조  라   개  젤라틴

-키  고  체는 조골 포  착  식에 수  다공  체

라고 료 다.  라  개  술  료    조 공  

고  체 처 에  가능  것  생각 다. 
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