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Ⅰ. 서 론

최근인체조직의재생을목적으로다양한생체재료가개발

되어 상용되고 있다. 그 가운데 Poly(p-dioxanone)(PPDO) 과

poly(lactic-co-glycolic acid)(PLGA)는콜라겐, 키토산, 히아루로닉

산등의천연고분자물질을대체하기위해개발된합성고분

자물질이다1). 천연고분자물질은자연재료나신체에서추출

하는것이기때문에대량생산의제약을가지고있고, 또한생

체 효소에 의해 분해되기 때문에 고분자 물질의 분해 속도를

조절할수없다는기계적물성의한계점을가진다. 반면합성

고분자물질은비효소적인화학적가수분해에의해분해되어

환자의 생체 환경에 영향을 받지 않고 고분자 물질의 재료의

조성 비율, 공극성, 결정성, 구조 등을 변화 시켜 분해 속도를

조절할수있기때문에천연고분자물질에비해폭넓게사용

되고 있다2-6). 생분해성 합성 고분자 생체재료 중 PPDO와

PLGA는조직공학용다공성스캐폴드재료의주류를이루고

있고대량생산되어다양한분야의임상에적용되고있다.            

PPDO는골절부의고정용핀이나클립, 인대손상시강화등

의용도로널리쓰이는재료로서탄력성이뛰어나고체내에서

완전히 분해되는 성질을 가지고 있으며 염증 반응 등의 부작

용이 거의 없는 것으로 알려져 있다7). 치과 영역에서 PPDO는

악골절시고정용나사와스크류로이용되고봉합사로이용된

다8-10). 

PLGA는 poly(lactic acid)와 poly(glycolic acid)를일정비율로중

합시킨 물질인데 파괴된 치주 조직을 재생 시키기 위해 상피

의이주를제한하는차폐막으로서이용되기도하고11, 12) 골이식

술에서 자가 골편이나 인공 골대체 물질 등의 스캐폴드를 고
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Objectives : the effect of different sterilization methods on the surface morphology of  PPDO-hybrid-PLGA nanofiber scaffold and attachments of

PC12 cell  were investigated. 

Methods : Poly (p-dioxone)-hybrid-Poly (lactide-glycolide) (PPDO-hybrid-PLGA) nanofiber scaffold, fabricated in a tube form with 1.5 mm inter-

nal diameter, 0.2 mm thickness and 5 mm length, was prepared using electrospinning method. To study the surface morphology using SEM, The study

group and control group in respective were; Control:Non-sterilized scaffold, Group I:scaffold sterilized with 70% Alcohol, Group II: scaffold steril-

ized with Ethylene Oxide at 65 ℃ , and Group ⅢⅢ: scaffold sterilized with Ethylene Oxide at 37 ℃. To investigate viability of the PC12 cell on the

scaffold, The study group and control group in respective were; Control: sterilized with 70% Alcohol, Group I: sterilized with Ethylene Oxide at 65

℃, and Group II: sterilized with Ethylene Oxide at 37 ℃. 

Results : 1. The surface morphology was slightly changed in Group I, II and GroupⅢ, compared with control.

2. The attachment of PC12 cells in Group I, II was not higher than in control 

Discussion : The attachment of PC12 cell is not influenced by different sterilization methods. 
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정하고유지시키기위해사용되기도한다. 골막봉합등의경

우 흡수성 봉합사로서 활용되고, 말초 신경의 말단부의 재생

을유도하는물질로서신경단절부위에연결체로서이식되기

도한다12,13). 

이처럼다양한방식으로이용되는생분해성합성고분자생

체재료는고온의환경에서구조가붕괴되고중량이감소하는

등의재료의물성변화가쉽게일어나는취약점을가진다14-18).

따라서고분자물질의소독시고온을유지해야하는소독방

식을적용하기곤란하다.

저온에서 이루어지는 소독법으로는 70% 알코올 침전 소독

과 EO(ethylene oxide) 가스 소독, 감마선 소독, RFGD(radio-fre-

quency glow discharge) 플라즈마소독등이쓰이고있다.19)

고온에서불안정한합성고분자물질의특성을고려하여저

온에서 적용 가능하되 조직 재생을 저해하지 않는 소독법을

조사하여적용하는것이중요하다고생각된다.

본 연구에서는 전기방사법으로 제조한 PPDO-hybrid-PLGA

scaffold의 70%알코올소독과 65℃ EO 가스소독, 37℃ EO가스

소독에따른 scaffold 표면형태변화와세포부착및활성도의

차이를비교, 평가하였다. 

Ⅱ. 재료 및 방법

A. 전기방사법을 이용한 PPDO-hybrid-PLGA Scaffold 제작

전기방사법으로PPDO-hybrid-PLGA scaffold를제작하였는데,

내층은 PPDO, 외층은 PLGA(poly lactic acid: poly glycolic acid =

10:90 )로구성된도관의형태이며내경 1.5 mm, 두께 0.2 mm로

제작하였다.

B. 소독 후 SEM을 이용한 표면 관찰

실험군은 65℃에서 EO 가스 소독한 군(EO65), 37℃에서EO

가스소독한군(EO37), 상온에서 70% 알코올에 5분간침전소

독한군(Alcohol)으로정하고, 대조군은소독을시행하지않은

군으로하였다. 각군별로 3개씩의표본을준비하여분석한다.

모든 표본은 2.5% 글루타알데하이드(glutaraldehyde)액에서 10

분간 저온으로 고정한 뒤 인산완충식염수(phosphate buffered

saline: PBS)로 10분간 2회 수세하였다. 내층과 외층의 표면을

주사전자현미경(JEOL USA Inc, MA, USA)을이용하여관찰하

였다.

C. 소독 후SEM을 이용한 세포 부착 관찰

실험군은 65 ℃에서 EO 가스소독한군(EO65), 37 ℃에서 EO

가스소독한군(EO37)으로정하고, 대조군은상온에서 70% 알

코올에 5분간침전소독한군으로하였다. 각군별로 5개씩의

표본을준비하여분석한다. 각그룹의모든도관의내면에 PC

12 세포를동일량주입하고제 1형콜라겐에침전시켜각각의

well에서 95% 공기, 5%이산화탄소, 37℃조건하에서 48시간배

양시켰다.  2.5% 글루타알데하이드 (glutaraldehyde)액에서 10분

간 저온으로 고정한 뒤 인산완충식염수(phosphate buffered

saline: PBS)로 10분간 2회 수세하였다. 세포의 부착 양상을 주

사전자현미경(JEOL USA Inc, MA, USA)을이용하여관찰하였

다.

D. 소독 후 세포 활성도 측정

실험군은 65 ℃에서 EO 가스소독한군(EO65), 37 ℃에서 EO

가스소독한군(EO37)으로정하고, 대조군은상온에서 70% 알

코올에 5분간침전소독한군으로하였다. 각군별로 5개씩의

표본을준비하여분석한다. 각그룹의모든도관의내면에 PC

12 세포를동일량주입하고제 1형콜라겐에침전시켜각각의

well에서 95% 공기, 5%이산화탄소, 37℃조건하에서 48시간배

양시켰다.  세포 배양 48시간 후 MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-

yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide) 분석을시행하였는데 ELISA

microtiter plate를이용하여 570 nm에서광학밀도(optical density

:O.D)를측정하여세포활성도를평가하였다.

E. 통계분석

Window용 GraphPad Prism version 5.0 (GraphPad Software, CA,

USA) 프로그램을 이용하여 자료를 통계 분석하였다. 다양한

소독 방법에 의한 세포활성도는 one-way analysis of variance

(ANOVA)와 그룹간 비교를 위해 Bonferroni’s multiple compari-

son test를사용하였다. 모든분석에서통계학적유의수준은P <

0.05로하였다.

Ⅲ. 결 과

A. PPDO-hybrid-PLGA scaffold

전기방사법을 통해 제조된 PPDO-hybrid-PLGA scaffold는 나

노섬유형태로만들어졌다. 외층을구성하는 PLGA 표면은길

고 미세한 섬유 구조가 복잡하게 얽혀있는 거친 표면을 보이

며 섬유간 공간이 넓고 선명하다. 내층을 이루는 PPDO는

PLGA와비교하여보다굵은섬유가조밀하게배치된형태를

보이며공극의크기가작고표면이덜거칠어보인다(그림1). 
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외층표면(PLGA)은큰공극과가는섬유직경을가지고있으

며 내층표면에 비해 거칠어 보인다. 내층표면(PPDO)은 작은

공극과굵은섬유직경을가지고있으며매끈한표면이관찰된

다. 

B. 소독 후 SEM을 이용한 표면 관찰

외층을 구성하고 있는 PLGA의 경우 Alcohol군과 EO65군은

대조군과 비교하여 표면 형태의 괄목한 만한 차이를 보이지

않았다. EO37군은대조군과비교하여소독과정후전체적인

체적감소가일어나면서고분자나노섬유들이다소압착되고

섬유간공간이감소되어밀도가높아진모습을보였다.  

내층을이루고있는PPDO의경우Alcohol군에서는대조군과

비교하여표면형태의변화가없었다. 그러나 EO65군과 EO37

군은 기존의 섬유 구조를 찾아보기 힘들 정도로 표면이 변형

되었고다공성구조를유지하고있기는하였으나섬유간공간

이감소된양상을보였다(그림2).

C. 소독 후 SEM을 이용한 세포 부착 관찰

세군모두에서 PPDO-hybrid-PLGA scaffold표면에세포가잘

부착된형태를보여준다. 

D. 소독 후 세포 활성도 측정

PC 12 cell의 세포활성도에 있어서Alcohol군과 비교하여

EO65군, EO37군모두에서통계적으로유의할만한수준의변

화를보이지않았다(그림4).

Ⅳ. 고 찰

천연고분자물질의한계점을보완하기위해생분해성합성

고분자 물질이 다양하게 개발되어 사용되고 있다. 합성 고분

자물질은열에취약하여고온에서진행되는소독법을적용하

기힘들다. 본연구는이러한고분자물질에적합한소독법을

규명하고자 PPDO-hybrid-PLGA scaffold를 이용하여 다양한 소

독법을적용한후주사전자현미경을이용하여표면의형태변

Fig. 2 . 소독 후 PPDO-hybrid-PLGA scaffold의 SEM 사진 (x 1K)

외층표면(PLGA): a: 대조군, b: Alcohol, c: EO65, d: EO37 와 내층표면(PPDO); e: 대조군, f: Alcohol, g: EO65, h: EO37

Fig. 3. 세포 배양 후 SEM을 이용한 관찰(x400)

a: Alcohol, b: EO65, c: EO37

Fig. 1. SEM을 이용한 PPDO-hybrid-PLGA nanofiber scaffold

의 내면 및 외면 관찰 (×1K)

a b c

a b c

d

e f g h
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화를관찰하고, PC 12 세포배양후MTT분석을통한세포활성

도를조사하였다.

전기방사법으로제조되는PPDO-hybrid-PLGA scaffold의표면

은주사전자현미경상에서PLGA는미세한나노섬유가복잡하

게 얽혀있는 양상을 보이는데 섬유간 공간이 넓고 선명하며

전체적으로 거친 모습이다. 내층을 이루는 PPDO는 PLGA와

비교하며보다굵은섬유가조밀하게배치된형태이며공극의

크기가작다.

70% 알코올소독과 65℃EO 가스소독, 37℃EO 가스소독후

PLGA로구성된외면은소독전과비교하여명확한표면형태

의차이를보이지않았으나내면을이루고있던 PPDO는 65℃

EO 가스소독과 37℃EO 가스소독두경우에서표면의다공성

이감소하고섬유구조를찾아볼수없을정도로변형되었다.

이는녹는점이 96~98℃인락타이드(L-lactide)와 82~85℃인글라

이코라이드(glycolide)로 이루어진 PLGA에 비해 PPDO는 녹는

점이 26~28℃로훨씬낮은값을가지기때문인것으로사료된

다. PLGA는 65℃의 EO 가스 소독에도 변형되지 않은 반면

PPDO는37℃의EO 가스소독에도표면의심한변형을보였다. 

그러나 PC 12 cell의배양후 MTT 분석을통한세포활성도조

사에서는소독방식에따른유의할만한차이를보이지않아소

독과정에서일어나는 scaffold 표면의형태변화에도불구하고

세포의부착과증식에는지장을주지않는것으로사료된다. 

알코올소독은피부에자극이적고비교적안전하게사용할

수있으며침전시키거나닦아내는동작만으로도표면소독효

과를얻을수있는저온에서적용가능한가장간단한소독방

법이다20). 알코올은 단백질을 변성시키고 세포질을 파괴하여

세균막을분해시키므로서소독작용을나타낸다20). 주로전체

농도 70%의 에틸알코올과 이소프로판올 혼합물을 이용하는

데불음용화를위해보통 5% 정도의메탄올이포함되어있다.

60~80% 농도의알코올을이용하여상온에서 30분간침전시켜

소독할 경우 그람 양성균, 그람음성균, 친지질성 바이러스에

높은감수성을보이나친수성바이러스와스포어를형성하는

균에는효과가없다21). 따라서알코올소독은완전한멸균이라

고보기힘들다. 

그러나합성고분자물질의소독에적용되는EO 가스소독,

감마선소독, 고주파글로방전 (Radio-frequency glow discharge ;

RFGD) 플라즈마소독등이고분자물질의급속한분해를일으

키는것에비해 15, 16, 22-26)알코올소독은물질의형태적, 화학적손

상을일으키지않는장점을가진다. 

Holy 등19)은PLGA의소독방식에따른분해속도를알아보기

위해알코올소독법을대조군으로하여 EO 가스소독, 감마선

소독, RFGD 플라즈마소독을 PLGA 블록에적용한뒤소독후

의 분자량 변화와 8주간 인산완충식염수(phosphate buffered

saline:PBS) 침전시 체적 감소률과 중량 감소율을 조사하였다.

그결과EO 가스소독의경우소독직후초기분자량의 12% 정

도의감소를보이기는했지만 8주간의분해양상은알코올소

독과가장유사하였다. RFGD 플라즈마소독은EO가스소독과

유사한결과를보였으나소독직후오히려분자량이증가하는

결과를보였으며감마선소독은소독직후분자량이 54%까지

감소하고 8주이후완전히형태를잃어버릴정도로분해되었

다. 

현재소개된합성고분자물질에적용가능한소독방식중

가장 많이 쓰이는 소독법은 EO 가스 소독이라고 할 수 있다.

EO 가스는 10.7℃의끓는점을가지는침투성과반응성이아주

강한 무색의 발화성 가스이다. 세균의 핵산이나 기능 단백질

을알킬화하여미생물의대사를억제하는데박테리아와스포

어, 진균, 바이러스등대부분의미생물을멸균시킨다27). EO 가

스를이용한소독은보통 65℃, EO 가스와이산화탄소의혼합

가스 4기압 상태에서 2시간 소독 후 15시간 상온에서 가스를

제거하는과정을거친다. 그러나 65℃의온도는고분자물질의

종류와조성에따라그물질의구조와분해속도에영향을미

칠만한고온일수있다. Pietrzak 등28)은37℃를기준으로 2℃정

도의미세한온도차이에도 PLGA의분해속도가 25~30% 가량

증가한다고보고했다. 또한 Grayson 등17)은25℃에비해 37℃에

서PLGA 막의더빠른분해양상에대해보고했다.

In Vitro실험에서고분자물질이온도에따라분해속도에큰

차이를가져오는것을고려할때 EO 가스소독과정에서발생

하는 온도에 의한 영향도 장기적인 분해 속도에 영향을 미칠

것으로보인다. 통상적으로사용되는 65℃에서소독한경우와

체온에가까운 37℃에서소독한경우소독능력에차이가없다

면 고분자 물질의 급속한 분해를 초래하는 고온이 아닌 체온

수준에서이루어지는것이바람직하다고할것이다.    

Robert등29)은 EO 가스 농도와 압력, 습도 등을 변화시켜 EO

가스소독의유효성을조사한결과 440mg/l농도의 EO 가스에

서는 65℃, 880mg/l 농도의 EO 가스에서는 33.4℃를멸균가능

한임계온도로제시하였다. 고온의소독과정으로인한고분

자물질의손상을최소화하되Robert가제시한멸균임계온도

33.4℃를넘는온도로서체온과유사한 37℃는EO 가스소독의

최저온도로의미를가질것으로보인다.

그러나이실험은실험실내에서이루어진것이므로신체내

에서의고분자물질에대한세포반응은위와상이할수있으

며최근새롭게소개되고있는다양한고분자물질의각기다

른녹는점을고려하여고분자물질의소독방식에대한더많

Fig. 4. 소독방법에 따른 PC12 세포의 세포활성도
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은연구가필요할것이다.

Ⅴ. 결 론

전기방사법으로제조한PPDO-hybrid-PLGA scaffold의다양한

소독 방식에 따른 표면 형태 변화와 세포활성도를 조사한 본

연구에서다음과같은결론을얻었다. 다양한소독처리후표

면의변화는보이나 PC 12 cell의세포활성도는유의할만한차

이를보이지않았다. 
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