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초    록 

 

본 연구에서는 순차적 전기방사 방법을 이용하여 내부층, 중간층, 

외부층 3개의 적층구조로 이루어진 실크 피브로인(SF)과 

폴리카프로락톤(PCL) 3층구조의 복합 나노섬유 지지체를 제조하고 구조 

특성, 역학적 성질 및 세포적합성을 평가하여 혈관 조직공학분야로의 

응용 가능성을 살펴보았다. 3층구조 지지체의 내부층은 생체적합성이 

우수한 SF 나노섬유, 외부층은 역학적 성질이 우수한 PCL 나노섬유로 

구성되었다. 내ㆍ외부층의 박리를 최소화하고 형태학적 안정성을 

확보하기 위하여 SF와 PCL의 혼합 비율을 달리한 SF/PCL 나노섬유 

층을 도입하였고 2차원 매트 형태와 3차원 혈관 형태(내부 직경 

1.5mm, 두께 200μm 내외)의 지지체를 제조하였다. 각 층의 형태학적 

구조와 층간 혼화성을 전자현미경을 통하여 확인하였으며 중간층이 

삽입된 3층구조 복합 나노섬유 지지체의 경우 폭 및 길이 방향의 

인장강도와 신도, 터짐 압력 강도, 그리고 봉합 유지 강도가 현저히 

뛰어남을 보였다. 세포적합성 시험을 수행한 결과 모든 층에서 세포 

독성은 없었고 PCL 나노섬유로 구성된 외부층에서는 섬유아세포, 

스피루리나(항응고성 첨가 물질)가 함유된 SF 나노섬유 내부층에서는 

혈관내피세포의 증식이 높은 것으로 나타났으며 특히 내부층에서 

혈관내피세포의 유전자 발현 인자가 활성을 보이는 것으로 관찰되었다. 

따라서 SF/PCL 블렌드 나노섬유 중간층이 도입된 3층구조의 SF, PCL 

복합 나노섬유 지지체는 생체 혈관의 역학적 성질과 유사한 특성을 

가지고 있으며 우수한 생체적합성을 나타내고 있으므로 혈관 조직공학 

분야에 응용될 수 있을 것으로 기대된다.  

 

주요어 : 실크 피브로인, 폴리카프로락톤, 나노섬유, 3층구조, 지지체, 

혈관 조직공학 

학   번 : 2012-23357 
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제 1 장 서    론 

 

최근 심혈관 질환(cardiovascular disease)은 선진국에서의 주된 

사망 원인 중 하나이며 손상된 혈관을 다른 재료로 대체하는 방법으로 

치료가 진행되어 왔다. 현재 Goretex®나 Dacron® 등 합성 고분자 

기반의 혈관 이식편은 대구경(Φin>6mm)에 적용되고 있으나 소구경 

혈관 이식편으로는 적합하지 못하다. 그래서 소구경 혈관 이식편에 대한 

표준은 여전히 자가 이식편, 동종 이식편으로 국한되어 있으나 이 또한 

적절한 혈관 탐색의 어려움 및 면역 반응 등의 한계가 존재하여 다른 

혈관 이식편의 개발에 대한 요구가 지속되고 있다.[1, 2] 

이상적인 혈관 이식편의 조건은 형태학적, 역학적, 생물학적 측면으로 

나누어 설명할 수 있다. 먼저 형태학적 측면에서는 생체 혈관의 구조와 

유사성을 가져야 한다. 생체 혈관은 크게 3개의 층으로 이루어져 있으며 

각 층의 성능이 다른데 이러한 다양한 성능을 만족시키기 위해 인공혈관 

이식편을 다층 구조로 제작하면 보다 이상적인 혈관 이식편이 될 수 

있다. 또한 역학적 측면에서도 생체 혈관보다 우수하거나 유사하여야 

한다. 그러나 높은 역학적 성질을 갖는 재료를 이용하여 혈관 이식편을 

제작하는 경우에 그 차이가 너무 크게 되면 역학적 성질 불일치로 인해 

혈관 이식편을 삽입하였을 때 파열이 생길 수 있다. 한편 생물학적 

측면은 크게 혈액적합성과 세포적합성으로 나눌 수 있는데 혈액적합성의 

경우에는 혈관 이식편 내부로 혈액이 통과함에 있어 혈전이 형성되지 

않도록 해야 한다. 특히 소구경 혈관 이식편에서는 혈전 형성이 혈관의 

폐색으로 곧장 이어질 수 있기 때문에 중요하다고 할 수 있다. 

세포적합성에 있어서는 혈관 이식편 내부에 있어 혈관내피세포의 빠른 

내피화 (endothelialization)가 이루어져야 하고 이를 통해 혈관 
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이식편이 더 안정적으로 혈액을 통과시킴으로써 개존율(patency 

rate)를 증가시킬 수 있다.[3-6]  

이러한 이상적인 혈관 이식편의 연구는 조직공학에 있어서 큰 관심 

분야로서 대두되어 왔다. 조직공학이란 자가 회복이 어려운 손상된 

조직에 대체물을 삽입함으로써 해당 조직을 치료하고 재생하는 재료, 

세포, 성장인자 등을 복합적으로 연구하는 분야이다. 이에 혈관 

조직공학에서는 천연 혹은 합성 고분자 기반의 지지체에 적절한 배양 

조건으로 세포를 배양함으로써 기능성의 소구경 혈관형 지지체를 

제조하는 시도를 하고 있다.[7]   

최근에 전기방사 기술이 조직공학 분야에서 가장 많은 주목을 받고 

있다. 전기방사 기술이란 고분자 용액을 이용하여 정전기적 인력을 통해 

마이크로 혹은 나노 단위의 섬유를 제조하는 기술이다. 이렇게 제조된 

섬유 형태의 구조는 체내 세포외기질(extracellular matrix, ECM)과 

유사한 환경을 만들어 줌으로써 생체 모방을 할 수 있기 때문에 

전기방사 방법은 매력적인 기술이라고 할 수 있다.  

전기방사를 통한 소구경의 인공혈관용 나노섬유 지지체에 대한 연구는 

천연 고분자와 합성 고분자 재료를 기반으로 하여 항혈전 물질 등의 

여러 생리 활성 인자를 도입해 제작하는 방향으로 진행되고 있다. 

콜라겐, 엘라스틴, 실크 등의 천연 고분자는 높은 생체적합성으로 인해 

혈관 조직공학분야에 유망한 물질로 거론되지만 이를 단독으로 

이용하기에는 역학적 성질이 생체 혈관과 비교하여 떨어지고 한계가 

있다.[1, 8] Sang 등은 콜라겐과 생분해성 합성 고분자인 Poly(ε-

caprolactone)(PCL)을 블렌드하여 혈관 이식편을 제작함으로써 역학적 

성질에서 향상된 성능을 나타내는 것을 보였다.[7] 하지만 단층 형태로 

제작하였기 때문에 실제 다층구조인 혈관이 수행하는 다양한 기능을 

소화하기는 어렵다는 한계가 있으므로 이에 다층 형태의 나노섬유 
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지지체를 제작하는 연구가 진행되고 있다. Vaz 등은 PCL과 PLA를 

이용하여 다층 형태를 구성함으로써 각 재료가 갖는 장점을 극대화한 

지지체를 제작했다.[9] 그리고 Chen 등은 헤파린을 함유한 내부층과 

그렇지 않은 외부층으로 구성된 다층 형태의 나노섬유 지지체를 

제조함으로써 내부에 항혈전성을 부여한 연구를 수행하였다. [5] 다층 

형태로 제작함으로써 발생하는 문제점은 각 층의 재료 구성이 다를 때 

층간 박리 현상이 발생한다는 것이다. 동일한 화학구조를 갖는 생분해성 

지방족 폴리에스터 PCL과 PLA를 이용하여 제조한 이층구조 지지체의 

형태학적 구조를 살펴보았을 때 박리가 발생하는 것을 보고하였다.[9]  

본 연구에서는 천연 고분자와 합성 고분자, 항혈전 물질을 이용하여 

소구경의 3충구조 나노섬유 지지체을 제작하고 그 성능을 평가하였다. 

천연 고분자로는 최근 조직공학용 지지체로 많은 연구가 수행 중인 실크 

피브로인(silk fibroin, SF)을, 합성 고분자로는 높은 강도와 신도를 갖는 

탄성의 폴리카프로락톤(poly(ε-caprolactone), PCL)을 이용하였다. 

항혈전 물질로는 미세조류인 스피루리나(Spirulina)를 선택하여 

지지체의 항응고성을 부여하였다.[10-12] 3층구조 지지체의 내부층은 

미세조류 함유 SF 나노섬유, 중간층은 SF와 PCL의 구성비를 달리한 

블렌드 나노섬유, 외부층은 PCL 나노섬유의 세 층으로 구성하였다. 

서로 다른 재료로 각 층을 구성함에 따라 발생하는 박리 문제를 

최소화하기 위해 두 층의 중간적인 물성을 갖는 SF/PCL 블렌드 

나노섬유를 중간층으로 도입하였다. 혈관 이식편을 제작함에 앞서 이를 

구성하는 각 층을 나노섬유 형태로 제작하여 형태학적 구조, 친수성, 

화학 구조, 열적 특성 및 역학적 성질을 평가하였고 SF/PCL 블렌드 

나노섬유가 중간층에 도입되는 것에 대한 타당성을 확립하였다. 제작한 

혈관 형태 지지체 단면의 형태학적 구조를 전자현미경을 통해 
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살펴봄으로써 3층구조의 층간 혼화성을 확인하였고, 생체 혈관과 유사한 

역학적 성질을 나타내는지를 길이 및 폭 방향의 인장시험과 터짐 압력 

강도를 통하여 알아보았다. 다양한 역학적 성질과 더불어 세포 독성, 

세포 증식능(섬유아세포와 혈관내피세포), 유전자 발현 실험을 수행하여 

세포적합성을 평가함으로써 SF/PCL 3층구조 혈관형 나노섬유 지지체의 

혈관 조직공학 분야로의 응용 가능성을 살펴보았다.  
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제 2 장 문헌 연구 

 

2.1 생체 혈관의 구조 

혈관은 생체 내에 존재하는 심장에서 시작하여 심장에서 끝나는 

폐쇄운반계이며 이 혈관을 통해서 혈액이 순환하고 이를 통해 체내 각종 

장기 및 조직 곳곳에서 영양분, 노폐물 및 기체 교환을 하게 된다. 

혈관은 크게 동맥, 모세혈관, 정맥으로 나누어 지는데 동맥은 산소와 

영양분을 함유한 동맥혈을 온몸으로 운반하는 역할을 하며 모세혈관은 

조직과의 물질교환을 통해 이산화탄소와 노폐물을 흡수한다. 이 혈액은 

정맥을 경유하여 심장으로 돌아오게 된다.[13, 14]  

모세혈관을 제외한 모든 혈관의 벽은 Figure 1에서 볼 수 있는 

것처럼 동심원 형태의 세 층으로 크게 구성되어 있다. 먼저 

루멘(lumen)을 둘러싸는 가장 안쪽의 층을 내막(tunica intima)라고 

하는데 혈관내피세포로 구성된 단일 층으로 되어있으며 이 내피세포들은 

서로 빽빽하게 분포되어 있어 혈관 내강에 대한 항혈전성 장벽을 

형성한다. 또한 매끄러운 표면을 형성함으로써 혈액이 흐를 때 발생하는 

소용돌이 혈류 흐름에 의한 마찰을 감소시키는 역할도 수행하고 있다.  

중막(tunica media)은 환상으로 배열된 평활근 조직층과 탄력섬유 

조직층으로 구성되어 있다. 평활근의 작용은 자율 신경계의 혈관운동 

신경섬유에 의해 조절되며 혈관의 수축 및 이완을 통해 직경을 

변화시킨다. 혈관 내강 직경의 작은 변화에도 혈류와 그에 따른 혈압은 

큰 영향을 받기 때문에 중막의 작용은 혈액 순환 역학에 있어서 

중요하다고 볼 수 있다.  

그리고 외막(tunica adventitia)은 혈관의 가장 외부를 구성하는 

층으로 헐거운 콜라겐 기질에 섬유아세포가 분포되어 있는 형태로 
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존재한다. 이 층은 다양한 역할을 수행하는데 동맥 벽에 대해서는 혈관 

공급에 대한 기질로 작용하고 주변 조직에 대해 혈관을 고정시키는 

역할을 수행한다. 또한 구조적으로 혈관을 지지하는 기능 또한 수행하여 

신체의 움직임으로 인한 혈관 파열을 방지한다. 

부수적으로 내막과 중막 사이에는 내탄성판(internal elastic 

lamina)이라고 부르는 콜라겐과 라미닌, 엘라스틴으로 구성된 기저막이 

존재하고, 중막과 외막 사이에는 외탄성판(external elastic 

lamina)이라고 불리는 층이 존재하여 막들 사이를 분리 및 구별시키는 

층으로서 존재한다. [13-16] 
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[16] 

Figure 1. Schematic structure of a medium-sized blood vessel  
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2.2 혈관 대체 인공 이식편 

매년 세계적으로 1천 7백만여 명이 혈관 관련 질병으로 인해 

사망한다고 보고되고 있다. 특히 심혈관 질병은 서양인들의 질병 및 

사망의 주된 원인이며 특히 유럽에서는 매년 430만 명이 이러한 

질병으로 사망하고 미국의 경우에는 약 1400만 명의 환자가 동맥 

보철물을 필요로 한다. 심혈관 질병의 주된 원인으로는 죽상동맥경화증 

(atherosclerosis)으로 혈관 내부에 지방반(fatty plaque)이 침전되거나 

평활근세포의 과도한 증식으로 인해 혈관 내부 공간이 좁아지고 혈류의 

흐름을 방해함으로써 나타나는 증상이다. [17-21] 

질병이 있는 혈관을 대체하기 위해 현재 표준 방법으로 복재 

정맥(saphenous veins)과 유동맥(mammary arteries)으로 된 

자가이식편(autograft) 혹은 동종이식편(allograft)을 이용하거나 인공 

이식편(artificial graft)를 이용하여 스텐트 혈관확장술(stent 

angioplasty)과 관상동맥 우회술(coronary bypass surgery)를 

시행하고 있다. 하지만 자가이식편의 경우에는 적합한 혈관을 확보하는 

것에 대한 어려움과 및 이식 시 여러 질병이 발생할 우려가 있고, 

동종이식편 역시 거부반응, 내피세포 붕괴 및 혈관 반응성의 상실 등의 

문제가 발생한다. 인공 이식편의 경우에는 현재 천연 및 합성 재료로 

개발이 진행되고 있는데 그 중 가장 빈번히 사용되는 형태가 합성 

고분자 기반의 이식편으로, Dacron, polyurethane 또는 extended 

polytetrafluoroethane(ePTFE)을 재료로 하여 구성된 것이다. 하지만 

이러한 합성 고분자 기반 이식편은 내부 직경이 6mm이하가 되면 

혈전증(thrombosis) 및 연결 내막 과다 형성증(anastomotic intimal 

hyperplasia)이 발생할 수 있으며 대부분의 이식편은 생체혈관과의 

역학적 성질의 불일치 및 이식편에서의 내피세포의 낮은 재증식(re-
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endothelialization)성 등의 한계가 존재한다.[7, 19, 22] 

이상적인 인공 이식편은 역학적, 생물학적 측면에서 다음과 같은 

조건을 만족시켜야 한다. 먼저 적절한 역학적 성질을 갖고 있어야 한다. 

혈관은 계속적으로 원주방향 및 길이방향으로 응력을 받으며 특히 

원주방향으로는 심장 박동으로 인한 혈압이 발생하는데 이를 견딜 수 

있는 강도 및 신도를 지녀야 하며 인공 이식편과 생체 혈관 사이에 

역학적 성질이 비슷함으로써 주변 생체 혈관과의 역학적 성질 불일치로 

인한 균열 생성을 방지해야 한다. 만약 그렇지 않다면 이는 결국 이식 

실패로 이어지게 되고 환자에 삽입했을 때는 치명적일 수 있다. 

생물학적 측면에서 보면 인공 이식편은 생체 내에 이식하는 것이 

궁극적인 목표이므로 생체적합성과 생분해성을 지니고 있어야 한다. 

혈관내피세포로 인한 내피화에 대해 최적 조건을 가지고 있어야 하며 

이식편에 혈관 세포가 부착 및 침투하여 증식하기 때문에 일정 시간이 

지나면 완전히 분해됨으로써 생체 조직으로 대체될 수 있어야 한다. 

또한 이식편의 표면의 항혈전성도 중요한 요소이다. 특히 

혈관내피세포가 증식하기 전까지는 항혈전성을 유지하여 이식편 

내부에의 이물질 침전 등이 방지될 수 있어야 한다. 한편 인공 이식편의 

외부층은 결합 조직과 상호작용해야 하기 때문에 섬유아세포와 잘 

호응할 수 있어야 한다.[4-7, 22-26]  
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 [27]

Figure 2. Scheme of ideal micro-vascular prostheses  
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2.3 나노섬유 조직공학용 지지체 

조직공학은 질병에 걸린 조직을 재생하거나 치료하기 위한 효율적인 

전략을 개발하기 위해 재료공학, 생명공학 등의 다양한 학문적 지식이 

결합된 분야이며 조직공학을 통해 개발한 스캐폴드를 통해 손상된 

조직에 기능성이 부여된 대체물을 제공할 수 있다. 스캐폴드와 세포, 

성장 인자를 결합함으로써 조직공학은 조직 손상을 회복하는 것에 대한 

대안을 제시한다. 조직공학이 갖는 장점으로는 이식하는 지지체를 

사용함으로써 수술 절차를 감소시키며 이식된 지지체가 주변 조직과 

결합되어 매끄럽게 융화될 수 있다는 것인데 이러한 장점들은 보다 생체 

모방에 가까운 스캐폴드의 개발에 기여할 수 있다.[28] 조직공학에 

이용되는 고분자는 poly(glycolic acid)(PGA), poly(lactic acid)(PLA), 

poly(glycolic-co-acrylic acid)(PLGA copolymer), PCL 등의 

생분해성 합성 고분자와 실크 피브로인, 키토산, 콜라겐 등의 천연 

고분자가 있는데 이 재료들을 바탕으로 적합한 기술을 이용해 

조직공학용 지지체를 제조하고 바이오메디컬 분야에 적용하는 연구가 

진행되고 있다.[29, 30]  

지지체 제조 기술 중 전기방사법은 특히 큰 주목을 받는 기술이다. 

전기방사 기술을 통해서 고분자 용액으로부터 마이크로 혹은 나노 

단위의 섬유를 제작하는데 이는 세포외기질을 모방할 수 있기 때문에 

세포 증식 및 분화에 있어 유리하게 작용할 수 있다. 이에 전기방사를 

통해 제작한 나노섬유 지지체는 성능이 우수한 소재로 입증이 되어 신경 

도관, 창상 피복재, 뼈 조직 재생뿐만 아니라 인공혈관(vascular graft) 

등 다양한 조직공학 분야에 응용가능성이 높다고 보고하고 있다.[31-

38] 더욱이 전기방사 기술을 통해서는 고분자 용액의 농도와 전압, 

노즐과 콜렉터 사이의 거리, 방사속도 등 섬유를 제조함에 있어서 
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관여되는 인자를 변경함으로써 나노섬유의 형태학적 구조(섬유 직경, 

공극 크기 등)을 조절할 수 있다는 점에 있어서 해당 조직에 맞춤화하여 

제작할 수 있다는 것이 큰 장점으로 작용한다.[39] 
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2.4 인공혈관용 지지체 

조직공학에서의 인공혈관용 지지체에 대한 연구는 혈관 분야에서 

자가이식편 또는 동종이식편의 부족 및 한계에 대한 대안으로 대두되고 

있으며 무엇보다 앞에 제시된 인공혈관 이식편의 경우 소구경에서의 

적용이 어려운 문제에 직면함에 있고 그 대체 방안으로 조직공학 

분야에서의 연구가 활발히 진행되고 있어 현재까지 다양한 형태를 갖는 

혈관형 지지체에 대한 연구가 문헌들을 통해 보고되고 있다.  

단순히 와이어(wire) 형태의 니들을 고분자 용액에 담금하여 

지지체를 얻는 연구가 수행되었다. Lovett 등은 실크/polyethylene 

oxide(PEO) 고분자 블렌드 용액에 일정 시간 담침하여 니들에 골고루 

흡착시킨 후 건조하여 제작한 지지체의 경우 공극을 형성해주는 PEO의 

함량에 따라 강도와 단백질 투과성에 있어서 영향을 받는다는 것을 

관찰하였다.[40]  

이미 짜여진 직물을 도입하여 보다 높은 강도를 갖는 지지체를 고안한 

연구들 또한 보고되었는데 Yang 등은 혈관 형태의 편직물(knitted 

fabric)에 폴리우레탄을 입혀서 혈관 형태의 지지체를 제작하였고 그 

결과 폴리우레탄으로만 구성된 지지체보다 5~10배 높은 강도를 

나타내는 결과를 보였으며[41], Nakazawa 등은 실크 단백질의 실크 

직물을 이용하여 혈관 형태로 제작한 후 실크 수용액으로 코팅하여 

지지체를 제작하였고 실크 재료가 갖는 생체적합성으로 인하여 생체 

내에서 높은 개존율을 보였다는 결과를 보고하였다.[42] 

주사기에 고분자 용액을 담아 이를 압출하여 지지체를 디자인한 

경우도 있다. 여기서 용액이 나오는 니들은 중심이 막힌 동심원으로 된 

형태를 선택하여 결과적으로 중공형의 섬유가 제작되도록 하였다. Lai 

등은 이방성의 콜라겐 섬유로 구성된 지지체를 위의 방법으로 
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제조하였고 길이방향으로 잘 정렬된 콜라겐 섬유를 따라 섬유아세포가 

배열되어 증식함을 확인하였다.[43] Diban 등은 PLGA/PCL을 재료로 

하여 중공 섬유를 제작하였으며 블렌드 비율에 따라 형태학적 구조와 

상용성에 영향을 미친다는 것을 확인하였는데 특히 PLGA/PCL이 

85:15로 블렌드된 중공 섬유가 세포 증식, 공극 구조 등에서 적절한 

조건을 지닌다고 보고하였다.[44] 또한 3D 프린팅을 이용하여 생체 

혈관의 모형을 제작한 후 고분자를 코팅하고 모형을 녹여내어 지지체를 

제작한 연구[45]와 시트 형태로 콜라겐 겔을 제작하여 원통 형태로 

돌돌 말아서 지지체를 제작한 연구[8] 또한 진행되었다. 

최근 나노 기술을 이용하여 제조한 나노섬유 지지체를 인공혈관으로 

이용하려고 연구가 많이 진행되고 있으며 특히 전기방사를 이용하여 

나노섬유 혈관형 지지체를 단층(mono-layer) 혹은 다층(multi-

layer)구조로 제조하여 구조 특성과 성능을 평가하는 연구가 진행되고 

있다. 단층으로 구성된 지지체의 경우는 단일 재료를 이용하는 방법[1], 

두 가지 이상의 재료를 이용하되 동시에 전기방사하는 방법(co-

electrospinning)[46], 두 재료를 블렌딩하여 제조하는 방법[7, 47, 48] 

을 보고하고 있다.  

그러나 생체 혈관이 다층의 형태로 구성되어 있으며 각 층에 요구되는 

특성이 다르다. 적절한 역학적 성질과 동시에 생분해성도 가지는 한편 

이식편 내부는 내피세포가 자라기에 적합한 표면을 가져야 하는데 

이러한 단층의 지지체는 실제 적용되는 데 있어 한계점이 있다.[49] 

이에 혈관을 구성하는데 형태학적, 역학적인 측면에서 모방하여 다층 

형태로 구성한 지지체는 혈관 이식편의 성공률을 증진시킬 수 있다. 

또한 재료적인 측면에 있어서도 역학적 강도가 높은 합성 고분자와 

생체적합성이 높은 천연 및 생체고분자 및 성장인자 등의 생리활성 

물질을 복합하여 이용함으로써 혈관과의 유사성을 높일 수 있다.[50] 
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한 연구에서는 생체 동맥의 특성과 유사한 다충 구조를 갖는 매끈한 

형태의 소구경 나노섬유 지지체를 제조하였다. 재료는 엘라스틴, 콜라겐, 

실크 등의 천연 및 생체 고분자와 폴리카프로락톤을 이용하여 각 재료를 

일정 비율로 블렌딩함으로써 각 층을 형성하였고 역학적 성질을 

평가함으로써 생체 동맥과 유사한 조건을 찾는 시도를 하였다.[51] 

한편 생체적합성이 높은 천연 고분자만으로 지지체를 제작하기에는 

역학적 강도가 높지 않기 때문에 적합하지 않으므로 합성 고분자를 

복합화하여 다층 형태의 지지체를 제작함으로써 강도적 측면과 생물학적 

측면을 모두 만족시키는 결과를 보고한 바 있다.[50]  
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제 3 장 재료 및 방법 

 

3.1 재료 

 

3.1.1 미세조류 스피루리나의 수용액 추출 

지지체의 항응고성을 부여하기 위해 미세조류의 일종인 Spirulina 

maxima를 이용하였고 (주)네이쳐스훼밀리코리아에서 구입하여 

사용하였다. 정제(tablet)형태의 스피루리나는 분쇄기(IKA grinder A10, 

IKA, Germany)를 이용해서 분말 형태로 제작한 뒤 기존 연구[52]를 

참고하여 처리하였다. 분쇄한 스피루리나 파우더를 1L 증류수에 

첨가하여 24시간, 4℃에서 교반한 후 5000rpm, 4℃조건으로 10분간 

원심 분리하여 상등액만을 추출하였고 동결 건조해서 파우더 형태의 

스피루리나 수용액 추출물(Spirulina water extract, SP)을 제조하였다. 

 

3.1.2 재생 실크 피브로인의 제조 

건조 누에고치의 정련과정은 먼저 누에고치를 0.3% sodium oleate와 

0.2% sodium carbonate 수용액에서 100℃ 조건으로 약 1시간 

가열하여 세리신을 제거하였고 사용한 염은 정련한 누에고치로부터 

완전히 제거하기 위해 증류수를 이용해 4~5번 수세한 뒤 오븐에서 

건조하여 실크 피브로인(SF)를 얻었다. 

건조된 SF는 CaCl2/H2O/EtOH의 1:8:2 몰비를 갖는 수용액에 85℃ 

조건에서 3분 동안 용해하였다. 용해한 수용액으로부터 염을 제거하기 

위하여 이를 셀룰로오스 투석막(MWCO 12,000~ 14,000Da) 을 이용해 

3일간 투석시켜서 실크 수용액을 얻었고 이 용액을 동결 건조시켜 

스펀지 형태의 재생 SF를 제작하였다. 
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3.2 나노섬유 매트의 제조 및 분석  

 

3.2.1 제조 방법 

내부층, 중간층 및 외부층으로 구성된 3층구조의 혈관형 나노섬유 

지지체의 층별 구조 특성을 분석하기 위해 먼저 각 층을 구성하고 있는 

SF, PCL 및 SF/PCL 블렌드 나노섬유 매트를 각각 전기방사를 통해 

제조하였다.  

SF는 앞에서 제조한 스펀지 형태의 재생 SF를 사용하였으며 PCL은 

sigma-aldrich Korea에서 구입한 분자량 Mw 70,000-90,000의 

제품을 사용하였다. 또한 방사용액에 사용한 용매는 공통적으로 98% 

포름산(Kanto chemical)을 이용하였다.  

먼저 내부층을 구성하고 있는 SF 나노섬유는 SF 농도 13%(w/v)에 

SP 1%(w/v)를 첨가한 방사용액을 전기방사하여 얻었다. 그리고 

외부층의 PCL 나노섬유는 농도 13%(w/v)를 포름산에 용해한 

방사용액을 사용하였으며 중간층은 다양한 SF/PCL 

혼합비율(SF:PCL=3:1, 2:2, 1:3)을 가진 방사용액을 제조하여 

전기방사를 수행하였다.  

전기방사는 방사용액을 10ml 주사기에 넣은 후 방사속도 0.3ml/h, 

전압 12-14kV, 방사거리 20-25cm 방사조건 하에서 진행하였다. 

나노섬유가 집적되는 콜렉터는 90mm 직경의 원통형 드럼을 사용하여 

200rpm 속도로 회전시켜 전기방사를 수행하였고 일정한 온습도(온도 

25℃, 습도 40%) 하에서 실험을 진행하였다. 제조한 2차원 나노섬유 

매트의 시료 명칭 및 조성을 Table 1에 나타내었다. 
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Table 1. Sample identification of electrospun nanofiber mats 
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3.2.2 물성 분석 

제조한 나노섬유의 형태학적 구조를 확인하기 위해 FE-SEM(Supra 

55VP, Carl Zeiss, Germany)을 이용하여 비드의 존재 여부 및 섬유의 

직경을 살펴보았으며 이에 앞서 제조한 시료들을 백금으로 코팅한 뒤 

실험을 진행하였다. 

FT-IR spectrometer(ATR FT-IR, Nicolet iS5, Thermo Scientific, 

USA)을 이용하여 각 나노섬유 매트를 구성하는 재료에 대한 화학적 

구조를 살펴보았다. 일정한 두께(약 80μm)를 갖는 시료를 준비하여 

실험을 진행하였으며 스캔 횟수는 32회로 설정하여 실험에 적용하였다. 

또한 각 시료 당 5mg씩 준비한 후 질소가스 조건 하에서 

상온~350℃까지 10℃/min의 승온속도로 DSC(DSC-Q1000, TA 

Instrument, UK)를 이용하여 열 분석을 행하였다. 

그리고 접촉각 측정장치(Easy drop-Rahmen, Kruss, Germany)를 

이용하여 각 나노섬유 매트의 표면 친수성을 평가하였다. 모든 시료는 

15mm × 15mm로 제작하였으며 각 시료당 5번 측정하여 그 평균값을 

통해 분석하였다. 

 

3.2.3 역학적 성질 측정 

시료의 역학적 성질을 측정하기 위하여 만능재료 시험기(GS/LRX 

plus, Lloyd Instruments, UK)를 이용하여 인장강도와 변형률, 영률을 

측정하였다. 건조 상태 및 습윤 상태에서 측정하였으며, 시료는 

80~100μm의 두께와 10mm × 40mm의 크기를 갖도록 제작하였고 

실험 조건으로는 게이지 길이(gauge length) 20mm, 인장 속도 

10mm/min으로 조건을 설정하였다. 실험은 각 시료 당 5번 이상 

수행하였으며 습윤 상태에서의 인장강도 실험은 실험 전 모든 시료를 
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증류수에 충분히 침윤시킨 뒤 사용하였다.  
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3.3 3층구조 혈관형 나노섬유 지지체의 제조 및 분석  

 

3.3.1 제조 방법 

내부, 외부 및 중간층 세 층으로 이루어진 3층구조 혈관형 지지체의 

제조는 순차적 전기방사(sequential electrospinning) 방법을 

이용하였다. 먼저 SP 1%(w/v)를 함유하는 SF 13%(w/v) 방사용액을 

사용하여 전기방사한 뒤(내부층 형성), 다양한 SF/PCL 블렌드 

(SF:PCL=3:1, 2:2, 1:3) 방사용액을 전기방사하여 중간층을 형성하고 

마지막으로 PCL 13%(w/v) 방사용액을 사용하여 외부층을 형성하는 

3단계로 연속적으로 진행하였다. 각 층의 두께는 70μm 내외로 

조절하였으며 전체 3개 층의 두께는 200μm 정도로 일정하게 

조절하였다.  혈관형 지지체를 제조하기 위하여 1.5mm의 직경을 갖는 

와이어를 콜렉터로 사용하여 일정한 속도로 회전시켰으며 모든 전기방사 

조건을 앞에서 언급한 나노섬유 매트 형태의 제조 조건과 동일하게 하여 

전기방사를 수행하였다. 전기방사가 완료된 지지체는 약 20mm의 

길이로 잘라서 콜렉터에서 분리하였고 증류수를 이용해 여러 차례 

수세한 후 상온에서 건조하였다.  

중간층의 경우 SF/PCL 조성비에 따른 3층구조 지지체의 구조 특성과 

역학적 성질을 고찰하기 위하여 SF/PCL 혼합비율(3:1, 2:2, 1:3)이 

서로 다른 시료를 제작하였으며 또한 대조군으로 중간층 없이 내부층과 

외부층으로만 구성된 이층구조 지지체, 그리고 단일층(SF 또는 

PCL)으로 구성된 지지체를 제조하여 비교 및 검토하였다. 혈관형 

나노섬유 지지체 시료 명칭과 구성은 Table 2에 나타낸 바와 같다. 
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Triple: tri-layer scaffold, 

Double: bi-layer scaffold, 

SFSP*: mono-layer scaffold of SFSP, 

PCL*; mono-layer scaffold of PCL 

 

Table 2. Sample identification of tubular type electrospun 

nanofiber scaffolds 
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3.3.2 형태학적 구조 관찰 

지지체를 구성하고 있는 3층구조 형태와 층간 박리 정도를 확인하기 

위하여 FE-SEM을 이용하여 제조한 각 지지체의 단면을 살펴보았으며 

이 때 시료는 일정한 간격으로 잘라서 실험에 사용하였고 백금으로 

코팅한 후 관찰하였다. 

또한 제조된 지지체에서 SP가 지지체 내부층에 함유된 상태로 잘 

유지되고 있는지와 층간 경계를 확인하기 위해 형광현미경(BX51, 

Olympus, Japan)을 이용해 SP가 띠는 형광을 통해 스피루리나 

추출물의 존재 여부를 살펴보았다. 노출 시간은 광학현미경의 경우에는 

5ms로, 형광현미경의 경우에는 50ms로 설정하여 실험을 진행하였다. 

 

3.3.3 역학적 성질 측정 

지지체가 인공혈관으로서 적용되는 데 있어서 적절한 강도를 갖는지를 

살펴보기 위하여 길이방향 및 원주방향으로의 인장강도, 터짐 압력 강도, 

봉합 유지 강도 등 다양한 역학적 성질을 측정하였다. 지지체를 

최종적으로 적용될 곳이 인체 내이기 때문에 모든 역학적 성질 실험은 

습윤 상태의 시료를 이용하였고, 만능재료시험기를 이용하여 실험을 

진행하였다. 500N의 로드셀(load cell)을 이용하였으며 각 실험은 5번 

이상 반복하여 시행하였다. 

지지체의 길이방향 인장강도(longitudinal tensile strength)를 

측정하였는데 이때 시료는 길이 20mm, 두께 150-200μm로 

제작하였으며 실험 조건은 인장 속도 10mm/min, 게이지 길이 10mm로 

설정하여 측정하였다. 한편 원주방향 인장강도 (circumferential tensile 

strength)는 이전의 연구[41, 53]에서 보고한 실험 모델 및 방법을 

이용하였고 그 실험 모델은 Figure 3에 나타내었다. 시료는 길이 
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3mm로 제작하였으며 실험 조건은 먼저 시료를 ㄷ자 형태의 

클램프(clamp)에 삽입한 후 인장 속도 0.6mm/min, 게이지 길이는 

시료의 지름으로 설정하여 진행하였다. 이 때 최대 응력을 원주방향 

인장강도(ultimate circumferential tensile strength, UCTS)로 

설정하였고 이 값으로부터 지지체의 터짐 압력 강도(burst pressure 

strength)를 라플라스 법칙에서의 식 (1)을 이용하여 추정하였다.[8, 54]  

 

Burst pressure (mmHg) = (UCTS × d) / R0 ……………………(1) 

 

여기서 d: 지지체의 두께 

R0: 상압에서 지지체의 내부 구경 반지름 

UCTS: 원주방향 인장강도 

 

또한 봉합 유지 강도(suture retention strength)는 시료의 한쪽 끝은 

아랫 죔쇠로 고정시키고 다른 한쪽 끝은 끝에서 2mm되는 지점에 5-0 

prolene 봉합사를 이용해 연결한 후 그 봉합사를 윗 죔쇠로 고정시켜 

인장 속도 20mm/min로 실험을 진행하였다.  
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[41] 

Figure 3. Scheme for measuring the circumferential tensile strength 
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3.3.4 생물학적 시험 

지지체가 생체 내에 이식됨에 앞서 충분한 생체적합성을 갖는지를 

살펴보기 위해서 세포 독성, 세포 증식, 세포 유전자 발현 등을 

지지체의 각 층과 구성이 같은 나노섬유 매트 형태의 시료를 이용하여 

살펴보았다. 

먼저 세포 증식 실험에 앞서 제작한 지지체에 독성이 있는지를 

확인하기 위해 대식세포인 RAW 264.7을 이용하여 염증 반응 실험을 

진행하였다. 시료는 5mm × 5mm의 크기로 준비하였으며 이에 세포를 1 

× 104 cells/25mm2 의 비율로 seeding한 후 DMEM(Dulbecco’s 

Modiffied Eagle’s Medium including 10% FBS and 1% 

penicillin/streptomycin) 배지를 이용하여 세포를 배양하였다. 세포를 

seeding한 시료는 1일, 2일, 3일 동안 37℃, CO2 5% 조건에서 배양한 

후 대식세포로부터 분비되는 염증반응을 매개하는 신호분자인 TNF-

α의 양을 Mouse TNF-α Immunoassay용 kit를 이용해 간접적으로 

평가하였다. 

세포 증식 실험은 MTT assay를 통해서 평가하였다. 세포는 NIH 

3T3 mouse fibroblast(섬유아세포)와 Human umbilical vein 

endothelial cell(HUVEC, 혈관내피세포)을 이용하였고 독성 실험에서와 

마찬가지로 시료는 5mm × 5mm으로 준비한 후 이에 세포를 

fibroblast의 경우에는 2 × 104 cells/25mm2, HUVEC의 경우에는 1 

× 104 cells/25mm2의 비율로 seeding하였다. 세포를 배양한 배지로는 

fibroblast의 경우에는 RAW 264.7을 배양할 때와 동일한 배지를 

사용하였고 HUVEC의 경우는 EGM-2 bullet kit(EBM-2 medium 

including hEGF, hydrocortisone, GA-1000, FBS, VEGF, hFGF-B, 

R3-IGF-1, ascorbic acid, and heparin)를 사용하였으며 세포를 
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seeding한 시료는 1일, 3일, 5일 동안 37℃, CO2 5% 조건에서 배양한 

후 MTT (3-(4,5-dimethyl-thiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-

tetrazolium bromide)시약을 이용해 540nm에서 흡광도를 측정하였다.  

또한 1일, 3일, 5일 동안 세포를 배양한 각각의 시료를 2.5% 

glutaraldehyde 용액(Sigma Aldrich, Korea)을 이용하여 부착된 

세포를 고정시킨 후 알코올을 이용한 탈수 과정을 통해 건조하고 이를 

백금으로 코팅하여 전자현미경을 통해 부착한 세포의 형태학적 구조를 

관찰하였다. 

한편 시료 위에서 배양한 HUVEC이 수일이 지난 후에도 세포 자체의 

성능을 잘 유지하며 증식하고 있는지 확인하기 위해 PCR(Takara PCR 

thermal cycler dice, TaKaRa, Japan)을 통해서 세포의 유전자 발현 

여부를 확인하였다. 배양한 지 6일 된 세포를 Tri-reagent를 이용하여 

떼어낸 후에 세포로부터 mRNA를 추출한 후 AccuPower® RT 

Premix(Bioneer, Korea)을 이용하여 cDNA를 합성하고 이를 PCR을 

통해 프라이머를 이용하여 증폭시켰다.  

HUVEC의 유전자 발현 여부를 확인하기 위해 사용한 유전자로는 

CD31(PECAM-1(PECAM: platelet endothelial cell adhesion 

molecule))과 vWF(von Willebrand factor)를 이용하였다. 각 유전자에 

대한 프라이머 시퀀스는 CD31의 경우에는 5-

TCATCGGAGTGATCATTGC-3(Forward primer)와 5-

CTAGAGTATCTGCTTTCCACG-3(Reverse primer)이고 vWF의 

경우에는 5-CGCCTGCTTCTGCGACACCA-3(Forward primer), 5-

GCCAGTGGCTCAGGGTGCTG-3(Reverse primer)이며, 

housekeeping gene인 GAPDH의 경우에는 5-

GCATGGCCTTCCGTCTCCCC-3(Forward primer), 5-



 

 28 

GAGGGCAATGCCAGCCCCAG-3(Reverse primer)의 염기서열을 

갖는 것을 이용하였으며 각 유전자의 증폭 산물은 각각 367, 201, 211 

base pair를 갖는 것으로 선택하였다. [55, 56] 

PCR 증폭 산물은 1% 아가로스 겔에 로딩하여 전기 영동하여 그 

발현 여부를 확인하였는데 TA buffer를 사용하였으며 80V의 전압을 

40~45분간 가하여 진행하였고 분자량을 측정하기 위한 마커로는 

1kb(+) DNA ladder marker(Enzynomics, Korea)를 이용하여 실험을 

실시하였다.  

 

3.4 통계적 분석 

정량화된 실험 결과들은 (means)±(standard deviation)으로 

나타내었으며 Microsoft Excel 2010 프로그램을 이용하여 분산 

분석법(anova)으로 그 유의성을 검정하였다. 통계학적 표준 편차는 

p<0.05로 허용 범위를 제한하여 나타내었다. 

 



 

 29 

제 4 장 결과 및 고찰 

 

4.1 나노섬유 매트의 구조 특성 및 성질 

혈관형 나노섬유 지지체의 각 층을 구성하는 부분을 나노섬유 매트 

형태로 제작하여 구조와 성질을 살펴보았다. 이는 지지체를 구성하는 각 

층에 대한 특성을 살펴보는 것과 더불어 지지체의 중간층으로 SF/PCL 

블렌드 나노섬유가 도입됨으로써 내부층과 외부층의 박리를 감소시켜 

주는 중간적인 특성을 갖는지를 다양한 측면에서 살펴보기 위하여 

행하였다. 나노섬유 매트를 제조함에 있어서 비드 형성이 없고 균일한 

나노섬유 집합체를 얻기 위해 SF, SFSP, PCL 및 SF/PCL 블렌드 

나노섬유 매트의 제조 조건(전압 및 거리)을 최적의 상태로 조절하여 

수행하였다.  

  

4.1.1 형태학적 구조 

SF, PCL, SF/PCL 블렌드 나노섬유의 형태학적 구조를 SEM으로 

관찰하여 Figure 4에 나타내었으며 나노섬유의 평균 직경을 계산하여 

Table 3에 나타내었다.  

전기방사를 이용하여 제조한 나노섬유의 형태학적 구조에 영향을 

미치는 인자로는 방사용액의 농도와 전압, 방사속도, 콜렉터와의 거리, 

회전형 콜렉터의 회전 속도 등이 있다. 방사용액의 점도가 나노섬유의 

직경에 있어 가장 큰 영향을 미치는데 일반적으로 방사용액의 점도가 

높을수록 큰 직경의 나노섬유를 얻게 된다. 전기방사 조건에 있어서는 

전압이 낮을수록, 방사 속도가 빠를수록 굵은 직경의 나노섬유가 

제조되며 적절한 범위 내에서 콜렉터와의 거리가 짧을수록, 콜렉터의 

회전 속도가 느릴수록 큰 직경의 나노섬유가 형성된다.  
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SEM 측정 결과 제조한 나노섬유 집합체의 평균 섬유 직경이 200-

400nm 범위를 갖는 것으로 나타났다. 특히 SF/PCL 블렌드를 

전기방사하는 경우 섬유 직경의 편차가 크고 섬유 균제성이 다소 

떨어지는 형태학적 구조 특징을 보였다. 혈관형 지지체를 구성하고 있는 

각 층의 나노섬유를 최적 조건에서 제조하기 위해 전기방사 전압조건 및 

방사속도, 거리 등을 조절하였기 때문에 이들 조건에서 제조한 나노섬유 

매트의 섬유 직경 등 형태학적 구조 특성을 직접적으로 비교하는 것은 

다소 무리가 있지만 각 나노섬유 매트의 구조 차이를 살펴보았다 

SFSP 나노섬유의 경우 SP의 함유량이 증가함에 따라 점도와 

전기전도도가 모두 증가한다고 보고하고 있다.[12] 점도가 증가할수록 

섬유 직경이 증가하고 전기전도도가 증가할수록 섬유 직경이 감소한다는 

것에 기반할 때 서로 상반된 인자가 섬유 직경에 영향을 미친다고 할 수 

있다. 기존 연구에 의하면 같은 전압인 경우 SP의 농도가 낮은 경우 

전기전도도의 영향이 커서 직경이 감소를 하는 반면 SP의 농도가 

커지면 점도의 영향을 더 많이 받아 형태학적 구조가 불균일해지는 한편 

평균 직경이 증가한다고 보고하고 있다. 본 논문에서는 SF 나노섬유에 

SP를 함유(1%(w/v))함에 따라 섬유 직경이 큰 결과를 보인 것은 농도 

및 전기전도도 영향 이외에 전압 조건이 달라(12kV) 발생한 결과라고 

생각된다. 보통 전기방사를 이용한 나노섬유 제조시 1kV 차이에 따라 

섬유 직경의 차이가 나타나는 것을 감안할 때 전압의 차이에 따라 

나노섬유 직경이 영향을 받아 나타난 결과로 해석된다.  

한편 PCL 나노섬유를 제조함에 있어서는 14kV의 상대적으로 높은 

전압이 가해졌고 산 용매(포름산)를 사용하였으므로 PCL의 분해에 

따른 방사용액의 점도 감소도 동반되는 관계로 PCL 나노섬유 평균 

직경이 179nm 정도로 작게 나타났다고 볼 수 있다.  

SF/PCL 블렌드 나노섬유의 경우에는 섬유 직경의 편차가 너무 커서 
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두 성분의 함량비에 따른 형태학적 구조 차이를 설명하기 어렵지만 

SF와 PCL의 방사용액 내에서의 상용성이 낮아서 나타나는 현상으로 

생각된다. PCL 함량이 증가할수록 평균 직경은 증가하는 결과를 보였다.   
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Figure 4. FE-SEM images of (a)SFSP, (b)SF, (c)SFPCL31, 

(d)SFPCL22, (e)SFPCL13, and (f)PCL nanofiber mats(×50k, scale 

bar: 500nm) 
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Table 3. Average fiber size of SFSP, SF, SF/PCL blend, and PCL 

nanofiber mats  

전기방사 전압조건: 
1)

12kV, 
2)

13kV, 
3)

14kV 
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4.1.2 FT-IR 분석 

Figure 5는 SF 전기방사시 첨가한 미세조류 SP의 FT-IR 

스펙트럼을 보여주고 있다. 3300 cm-1 부근에서 나타난 흡수 피크는 

수소결합된 수산화기와 NH2기의 스트레칭에 기인한 것이고[57], 

단백질에 기인하는 피크(amide I peak: 1630-1650 cm-1, amide II 

peak: 1530-1540 cm-1, amide III peak: 1230~1270 cm-1, amide V 

peak: 640-800 cm-1)도 특징적으로 나타났다. 또한 1040 cm-1 , 670 

cm-1 에서 황산염에 의한 특징적인 피크[58]가 나타나는 것을 통해 

종합적으로 볼 때 스피루리나 수용액 추출물인 SP는 친수성을 갖는 

무기염과 단백질로 구성되어 있는 것으로 확인하였다. 

한편 SF 나노섬유의 FT-IR 스펙트럼(Figure 6)에서는 전형적인 

amide I, II, III 피크가 관찰되었으며 SP를 아주 미세한 양(1%(w/v)) 

함유한 SF 나노섬유의 경우에도 SF 나노섬유와 거의 유사한 

스펙트럼을 나타냈다. PCL 나노섬유의 경우에는 2949 cm-1와 2865 

cm-1 에서 나타나는 CH2 스트레칭에 대한 피크와 1727 cm-1에서 

나타나는 C=O 스트레칭에 대한 피크가 관찰되었으며[59], SF/PCL 

블렌드 나노섬유에는 SF와 PCL이 갖고 있는 특징적인 피크들이 

중첩되어 나타난 결과를 통해서 SF와 PCL이 혼재되어 존재함을 확인할 

수 있었다. 
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Figure 5. FT-IR spectrum of Spirulina extract 
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Figure 6. FT-IR spectra of SFSP, SF, SF/PCL blend, and PCL 

nanofiber mats 
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4.1.3 열적 거동 

SP 함유 SF 및 SF/PCL 블렌드 나노섬유 매트의 DSC 열분석 

결과를 Figure 7에 나타내었다. SF 나노섬유의 경우에는 40~115℃ 

부근에서 넓은 흡열 피크가 나타나고 280℃ 부근에서 날카로운 흡열 

피크가 나타나는 것을 확인할 수 있었는데 전자의 경우는 SF와 물 

분자의 결합이 끊어지면서, 즉 물이 증발함에 의한 것이고 후자의 

경우는 SF 사슬의 분해로 인한 것으로 해석된다.[60, 61] 한편 PCL 

나노섬유의 경우에는 57.2℃에서 흡열 전이가 나타났는데 이는 PCL의 

용융 거동으로 인하여 나타나는 흡열피크로 확인되었다.[62]  

SF/PCL 블렌드 나노섬유에 대해서는 각각 SF와 PCL의 열적 전이에 

해당되는 피크들이 나타남을 확인하였다. 블렌드 함량비에 따라 열적 

전이에 해당하는 흡열 피크의 온도 변화는 거의 없는 것으로 

관찰되었으며 SF와 PCL의 열적 전이에 해당하는 피크 강도가 블렌드 

비율에 비례하는 것으로부터 블렌드 나노섬유 매트의 구성 성분이 SF와 

PCL이 잘 혼재되어 있음을 확인할 수 있었다.  
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Figure 7. DSC thermograms of SFSP, SF, SF/PCL blend, and PCL 

nanofiber mats 
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4.1.4 표면 친수성 

나노섬유의 표면 친수성을 살펴보기 위해 접촉각 측정을 하였으며 각 

나노섬유 매트형태의 접촉각 측정값을 Table 4에 나타냈다. 친수성의 

정도는 세포의 부착능에 영향을 미치는 요소이므로 세포가 부착하는 

지지체로서 작용하는 나노섬유가 어느 정도의 친수성을 나타내는지 

확인하는 것은 중요하다고 볼 수 있다. PCL 나노섬유의 경우는 72°의 

접촉각을 나타내었는데 특히 물방울이 나노섬유에 떨어진 이후에 

흡수되지 않고 방울 형태를 그대로 유지하고 있는 것을 확인하였고 이는 

PCL이 갖는 소수성으로 인한 것으로 판단된다. SF 나노섬유의 경우에는 

62°의 접촉각을 나타내었는데 PCL과 비교하여 낮은 접촉각 값을 

보였다.  SF는 75%이상이 글리신과 알라닌으로 구성되어 단백질 

중에서는 소수성 아미노산을 많이 함유하고 있어 전체적으로 소수성을 

띠고 있기는 하나 PCL에 비교하면 상대적으로 친수성을 갖고있기 

때문으로 해석된다. 따라서 SF/PCL 블렌드 나노섬유를 보면 SF의 

함량이 증가할수록 상대적인 친수성이 증가하므로 접촉각이 감소하는 

경향을 나타냈다. 이런 표면 친수성의 결과는 SF/PCL 블렌드를 혈관형 

지지체의 중간층으로 도입함으로써 중간층이 습윤 상태에서 혈관형 

지지체의 내부층과 외부층 사이의 박리를 방지하는 역할을 할 수 있는 

근거가 된다고 볼 수 있다. 

한편 SP를 함유하는 SF 나노섬유의 경우에는 SF 나노섬유와 

비교했을 때 접촉각이 감소하는 결과가 나타났다. 이것은 SP가 

스피루리나 수용액에서 추출한 단백질과 다당류 성분이 포함되어 있기 

때문에 친수성이 부여된 결과라고 생각되며 이러한 경향성은 다른 

연구[63]에서도 보고되고 있다. 세포의 종류에 따라 그 경향성은 

다르지만 일반적으로 부착 표면이 친수성이 높을수록 세포가 잘 
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부착하고 증식한다는 것을 감안할 때 미세조류 함유 SF 나노섬유는 

SP로 인한 항혈전성 뿐만 아니라 친수성으로 인한 세포의 부착능 및 

증식능 향상 또한 기대할 수 있다.  
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Table 4. Contact angle of SFSP, SF, SF/PCL blend, and PCL 

nanofiber mats  
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4.1.5 인장 성질 

실크 단백질은 천연 고분자 중에서도 역학적 성질이 우수한 재료 중 

하나이지만 합성 고분자와 비교했을 때는 절단 신도가 낮고 탄성, 

유연성, 신축성 등 고무적 성질이 열악하다는 점에서 혈관형 지지체에 

단독으로 이용하기에는 한계가 있다. 본 논문에서는 SP를 함유한 SF, 

SF, PCL 및 SF/PCL 블렌드 나노섬유 매트의 인장강도, 절단신도 및 

영률 등의 인장 성질을 각각 건조 상태 및 습윤 상태에서 측정하였다.  

Figure 8은 각 나노섬유 매트의 건조 상태에서의 전형적인 응력-

변형률 곡선(stress-strain(S-S) curve)을 나타내고 있으며 이 

곡선으로부터 측정된 최대 인장강도, 파단 시 변형률 및 영률 값을 

Figure 9에 나타내었다. SF 나노섬유의 경우에는 상대적으로 높은 

인장강도를 갖지만 그 변형률이 5% 미만으로 매우 작았으며 초기 

탄성률인 영률이 매우 높은 인장 특성을 나타냈는데 이는 SF 단백질 

소재의 전형적인 역학적 특성이며 SF가 1%(w/v) 함유한 SF 나노섬유 

매트도 SF 자체와 유사한 인장 성질을 나타냈다. 반면 PCL 나노섬유 

매트의 경우에는 매우 높은 변형률과 낮은 영률을 나타냈으므로 PCL이 

갖는 전형적인 역학적 성질을 확인할 수 있었다. 특히 PCL 나노섬유 

매트의 인장강도와 변형률이 SF와 비교하여 모두 높은 값을 갖고 

있으므로 매우 우수한 역학적 성질을 갖는다고 볼 수 있다.  

SF/PCL 블렌드 나노섬유 매트의 경우에는 SF 및 PCL 인장 특성의 

중간 형태를 나타내었는데 PCL 함량이 증가할수록 절단 신도 증가가 

확연히 관찰되었다. 즉, SF와 PCL을 혼합함으로써 두 성분의 상용성에 

관계없이 PCL 성분이 갖는 높은 변형률과 SF 성분이 갖는 높은 초기 

탄성률의 장점을 모두 갖는 인장 특성을 띠게 된다. 한편 최대 인장강도 

값은 SF/PCL 블렌드 비율에 관계없이 SF 나노섬유 매트의 인장강도 
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값과 유사한 값을 나타냈다. SFPCL13 시료의 경우에도 인장 강도값이 

낮은 이유는 SF와 PCL의 상용성에 의존하기 때문에 나타난 결과로 

해석된다. 

실제 지지체는 생체 내에서 사용되기 때문에 습윤 상태에서의 

인장 특성을 살펴보는 것이 중요하다. 제조한 각 나노섬유 매트의 

습윤 상태에서의 인장 성질을 측정하여 최대 인장강도, 파단 시 변형률, 

영률 값을 Figure 10에 도시하였으며 전형적인 S-S curve를 Figure 

11에 나타내었다. SF 및 SP 함유 SF 나노섬유 매트의 경우 습윤 

상태에서의 인장 거동이 매우 열악하였다. 건조 상태의 인장 거동과 

비교했을 때 최대 절단 강도는 약 1/4로 감소하고 영률 또한 급격히 

감소하는 반면, 절단시 변형률은 약 8배 증가한 경향을 나타냈다. 이전 

연구[64]에서도 본 논문과 유사한 결과를 보고하고 있었는데 이는 SF 

단백질이 습윤 상태에서 물이 가소제 역할을 함으로써 SF로 하여금 

분자쇄 유연성을 부여하여 강도의 감소뿐만 아니라 초기 탄성률의 

급격한 저하를 야기시키고 응력이 분산되어 절단 변형률이 증가한다고 

볼 수 있다.  

반면, PCL 나노섬유 매트는 건조 상태에서와 유사한 매우 우수한 

인장 거동을 보였다. 즉, PCL은 재료 고유의 화학적, 물리적 특성으로 

인하여 습윤 상태에서도 높은 강도와 신도를 유지하고 초기 탄성률도 

건조 상태와 비교하여 거의 변화가 일어나지 않는 결과를 보였다. 

SF/PCL 블렌드 나노섬유의 경우 건조 상태와 달리 습윤 상태에서의 

인장 성질에 차이를 나타내는 것은 물 분자의 윤활작용으로 인하여 SF 

성분이 크게 영향을 받으므로 나타나는 결과이다. 습윤 상태에서 PCL 

나노섬유의 강도, 신도, 영률 등 모든 인장 성질이 우수하였으므로 

SF/PCL 블렌드 나노섬유의 인장 성질 또한 PCL 의존성이 크게 
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나타났다. 즉 PCL의 함량이 많을수록 절단 강도, 절단 신도 및 영률이 

증가하는 결과를 보였다.  
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Figure 8. Typical S-S curve of SFSP, SF, SF/PCL blend, and PCL 

nanofiber mats under a dry condition of sample 
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Figure 9. Mechanical properties of SFSP, SF, SF/PCL blend, and 

PCL nanofiber mats at dry condition of sample; (a) Ultimate tensile 

strength, (b) Elongation at break, and (c) Young’s modulus 



 

 47 

  

 

  

Figure 10. Mechanical properties of SFSP, SF, SF/PCL blend, and 

PCL nanofiber mats at wet condition of sample; (a) Ultimate tensile 

strength, (b) Elongation at break, and (c) Young’s modulus 
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Figure 11.  Typical S-S curve of SFSP, SF, SF/PCL blend, and PCL 

nanofiber mats under a wet condition of sample 
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4.2 3층구조 혈관형 나노섬유 지지체의 구조 특성 및 

성능 평가 

각 층을 구성하고 있는 나노섬유 매트의 구조와 성질에 대한 결과를 

통해 SF/PCL 블렌드 나노섬유가 SF 및 PCL 나노섬유의 중간적인 

특성을 갖는 것을 확인할 수 있었다. 이를 바탕으로 중간층을 SF/PCL 

조성비를 달리하여 구성한 3층구조 혈관형 나노섬유 지지체를 

제조하였으며 중간층의 SF와 PCL의 블렌드 비율을 달리함에 따라 구조 

및 성능 차이가 있는지, 그리고 어떤 비율의 블렌드가 중간층으로 

도입되었을 때 혈관형 나노섬유 지지체로 적용하기에 적합한지를 

살펴보았다. 

 

4.2.1 형태학적 구조 

제조한 혈관형 지지체를 전기방사 콜렉터에서 분리하기 위해 알코올 

및 물에 노출이 되는 과정에 있어서 지지체 내부층에 항응고성 부여를 

위해 함유되어 있는 SP가 내부층에 지속적으로 존재하는지를 확인하기 

위해 콜렉터에서 분리한 지지체의 단면을 관찰하였다. 미세조류 SP에는 

피코시아닌(Phycocyanin) 등의 형광을 띠는 물질이 존재하기 때문에 

형광 현미경을 통하여 형광 발현 여부를 살펴봄으로써 SP의 잔존 

여부를 확인하였고 혈관형 지지체의 내부층이 어떠한 형태로 구성되어 

있는지 또한 관찰하였다.  

Figure 12은 전기방사를 통해 제작한 후 알코올 및 수용액 처리를 

거친 후 콜렉터에서 제거한 3층구조 혈관형 지지체의 단면을 관찰한 

광학 및 형광 이미지를 보여주고 있다. 지지체 제조 후 후처리 과정을 

거쳤음에도 SP가 잔존해 있는 것을 모든 시료에서 형광을 띠는 모습을 

통해 확인하였으며 광학 이미지와 형광 이미지를 병합한 이미지(Figure 
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13(c), (f), (i))를 보면 내부층이 지지체 단면에서 어떠한 형태로, 어느 

정도의 비율로 구성되어 있는지를 관찰할 수 있었다.  

다층구조 지지체 단면의 형태학적 구조를 더 자세히 관찰하기 위해 

FE-SEM을 관찰하였다(Figure 13). 중간층이 없는 지지체(Double)의 

경우는 원형 단면을 유지하지 못하고 형태가 일그러지고 수축이 

발생하였으며 내부층과 외부층의 박리가 크게 일어나는 것으로 

관찰되었다. 이를 통해서 SF와 PCL의 물성이 확연히 다르고 상용성이 

없음을 앞의 결과와 더불어 다시 한 번 확인할 수 있었다. 반면 

SF/PCL 블렌드의 중간층을 도입하여 내부, 외부 및 중간층 세 개의 

층으로 구성된 지지체의 경우에는(Figure 13(b)-(d)) 중간층이 없는 

지지체(Figure 13(a))와는 달리 원형의 단면 형태를 잘 유지하고 

형태적 안정성이 우수함을 알 수 있다. 중간층의 도입으로 층간 박리가 

많이 개선되었으나 중간층의 SF/PCL 블렌드 비율이 높거나 낮은 

경우(3:1 또는 1:3) 내부층과 외부층의 층간 박리가 여전히 발생하는 

것으로 나타났다. 이는 내부층의 SF와 외부층의 PCL 사이에 SF/PCL 

혼합 성분으로 구성된 중간층이 완충 역할을 해주어야 하나 내부 또는 

외부와 유사한 성분을 많이 함유하는 경우 중간층의 역할을 충분히 

해주지 못하기 때문이다. 따라서 동일한 SF/PCL 성분비를 가진 

Triple22 시료의 경우(Figure 13(c)) 내부 및 외부층과 더 균일하게 

물리적으로 혼합할 수 있는 중간층을 갖게되므로 층간 박리가 최소로 

일어나고 안정된 형태를 유지하고 있으므로 우수한 역학적 성질을 가질 

것으로 예측된다.  
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Figure 12. Optical(a, d, g), fluorescence(b, e, h), and merged(c, f, i) 

images of cross-section of tubular type nanofiber scaffold(×50, 

scale bar: 500μm) 
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Figure 13. FE-SEM images of cross-section of tubular type 

nanofiber scaffolds; (a) Double, (b) Triple31, (c) Triple22, and (d) 

Triple13(×100, scale bar: 200μm) 
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4.2.2 역학적 성질 

지지체를 생체 내에 이식하여 인공혈관으로 사용하는 경우 적절한 

역학적 성질을 갖는 것이 매우 중요하다. 일반적으로 혈관은 혈류 및 

혈압으로 인해 다양한 방향에서 힘을 받게 되며 외부로부터 작용하는 

힘에 대해 강도, 신도, 신축성, 굽힘성, 터짐성 등 다양한 역학적 특성을 

만족하여야 한다. 또한 혈관형 지지체를 이식하여 봉합을 하여야 하므로 

봉합시 찢어짐이 발생하지 않도록 적절한 봉합 강도를 갖고 있어야 한다. 

본 논문에서는 제조한 혈관형 지지체의 길이방향과 원주방향으로의 인장 

성질을 측정하고 터짐 압력 강도와 봉합 유지 강도를 측정하여 생체 

혈관과의 강도와 비교함으로써 실제 적용 가능성을 살펴보았으며 이들 

역학적 성질 측정은 시료의 습윤 상태 조건에서 행하였다. 

 

4.2.2.1 길이방향 인장 성질 

Figure 14는 혈관형 지지체의 길이 방향으로의 전형적인 S-S 

곡선이며 이들 곡선으로부터 측정한 길이방향 인장 성질 결과를 Figure 

15에 도시하였다. 인장 곡선의 특징을 살펴보면 단층구조와 비교하여 

다층구조(2층, 3층구조)의 경우 길이방향으로의 파단이 층별 SF 및 

PCL 구성 성분에 따라 의존성이 있으며 두 개 이상의 피크점을 

나타내면서 층별 절단이 독립적으로 단계적으로 진행되는 경향을 보였다.  

SP 함유 SF 나노섬유 내부층과 PCL 나노섬유 외부층으로 구성된 

2층구조 혈관형 지지체의 길이방향으로의 절단은 먼저 내부층의 절단이 

일어나고 계속적으로 외부층의 절단이 일어나는 것으로 나타났으며 

Figure 15에서 보는 바와 같이 절단강도, 절단시 변형률, 영률값이 모두 

PCL 지지체보다는 낮은 값, SF 지지체보다는 높은 값을 갖는 것으로 

측정되었다. 전반적으로 SF 나노섬유로만 구성된 혈관형 지지체의 
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길이방향으로의 인장성질은 매우 열악한 반면 PCL 지지체는 매우 

우수한 인장 특성을 보였으며 습윤 상태에서는 나노섬유 매트형태에서도 

인장 특성이 PCL의 경우 월등히 뛰어난 결과를 보인 것과 동일한 

결과를 나타냈다고 볼 수 있다. 

한편 3층구조의 혈관형 지지체는 Figuer 14에서 보는 바와 같이 

중간층을 구성하는 SF/PCL 블렌드 비율에 따라 2 또는 3단계로 절단이 

진행됨을 알 수 있다. 층간 분리가 미미하게 일어나는 Triple 31 또는 

Triple13 시료에 있어서는 중간층의 SF/PCL 구성성분이 각각 

내부층(SF)또는 외부층(PCL)과 큰 차이를 보이지 않아 중간층의 

특징적인 절단이 독립적으로 진행되지 않고 내ㆍ외부층과 같이 절단이 

일어나 2개의 피크점을 나타내며 길이방향으로의 절단이 일어나게 된다. 

층간 분리없이 안정된 형태학적 구조를 나타내는 3층구조의 Triple22 

시료의 경우는 중간층의 절단이 확연히 관찰되었으며 내부, 중간, 

외부층 순으로 파단이 진행되는 경향을 보였다.  

3층구조 혈관형 지지체의 최대 절단 강도, 절단시 변형률, 영률을 

살펴보면(Figure 15), 중간층을 도입함으로써 PCL 지지체와 유사하게 

높은 신도와 절단 강도를 그대로 유지하면서 초기 탄성률이 현저히 

증가하는 현상을 보였다. SF 지지체와 PCL 지지체의 우수한 역학적 

특성을 모두 살려 시너지 효과를 나타냈다고 볼 수 있다. 특히 

Triple22 시료의 경우에 3층구조를 갖는 다른 시료들보다도 높은 절단 

강도와 초기 탄성률 값을 갖는 것으로 나타났는데 형태학적 구조에서 

확인한 바와 같이 층간 박리의 최소화에 따른 형태 안정성뿐만 아니라 

습윤 상태에서의 물 분자 침투에 다른 층간 상호작용의 향상에 의한 

결과로 여겨진다. 

3층구조 혈관형 나노섬유 지지체의 인장 성질을 생체 혈관과 

비교하여 보았을 때 절단 변형률은 생체 혈관과 유사한 값을 나타냈고 
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최대 절단 강도는 월등히 높은 값을 나타냈다. 중간층을 구성하는 

SF/PCL 블렌드 비율에 상관없이 제조한 3층구조 혈관형 지지체의 절단 

강도는 6~8MPa, 절단 변형률은 135~140%로 측정되었으며 생체 

혈관의 역학적 성질과 매우 유사한 특성을 나타냈다. 생체 혈관의 경우 

native carotid artery는 0.95±0.13MPa 절단 강도와 125±15% 절단 

변형률, porcine coronary artery는 2.6MPa 절단 강도와 146±1% 

절단 변형률을 갖는 것으로 보고되고 있다. [20, 53].  
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Figure 14. Typical S-S curve of tubular type nanofiber scaffold in a 

longitudinal direction of sample  
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Figure 15. Mechanical properties of tubular type nanofiber scaffold 

in a longitudinal direction of sample (a) Ultimate tensile strength, (b) 

Elongation at break, and (c) Young’s modulus(* significantly 

different at p<0.05, n=5) 
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4.2.2.2 원주방향 인장 성질 및 터짐 압력 강도 

이상적인 혈관형 지지체는 혈류에 의해 가해지는 압력을 견딜 수 있는 

충분한 역학적 성질이 요구된다. 이 압력은 구경 내 표면에 수직인 

방향으로의 장력을 유발하는데 혈압으로 인해 팽창되려는 효과와 반대인 

혈관 벽의 세로 및 원주 접선 방향의 힘과 동일하다. 라플라스의 

법칙(Laplace’s law)은 이러한 혈관의 단위 길이 당 힘이 혈관 

반지름과 혈압과 서로 연관이 되어 있음을 보고하였는데[65] 이를 통해 

지지체의 벽의 장력을 원주방향의 인장강도를 통해 측정하고 그 값을 

라플라스 법칙에 따른 식(제 3장 재료 및 방법 식 (1))을 통해 터짐 

압력 강도로 환산하였다.  

Figure 16은 원주방향으로 인장시험을 수행하여 얻은 3층구조 혈관형 

지지체의 전형적인 S-S curve를 나타내며 이로부터 계산된 최대 

인장강도, 파단시 변형률, 영률 값을 Figure 17에 도시하였다. 또한 

Figure 17에서 나타낸 원주방향의 인장강도로부터 터짐 압력 강도 값을 

계산하였으며 생체 혈관의 경우와 비교하여 Figure 18에 도시하였다. 

PCL 혈관형 지지체는 다른 시료들 보다 높은 원주방향 인장강도를 

나타내었는데 이는 PCL 재료가 갖는 인성(높은 신도 및 절단 강도)에 

기인한 것으로 볼 수 있다. SP 함유 SF 혈관형 지지체는 앞선 결과에서 

살펴보았던 길이방향 인장강도와 동일한 경향으로 낮은 원주방향 

인장강도 및 변형률을 나타내었다. 3층구조를 갖는 혈관형 지지체의 

경우는 중간층을 구성하는 SF/PCL 블렌드 비율에 상관없이 서로 

비슷한 거동을 보였는데 이는 시료에 대한 역학적 성질 측정 방법에 

기인한 것으로 여겨진다. 인장강도를 측정할 때 내부에 클램프를 

삽입하여 당기게 되면 힘을 받는 지점은 혈관형 지지체의 옆면이 되는데 

이는 지지체를 구성하는 세 층이 동일한 힘을 받게 된다는 의미이다. 

결국 파단이 이루어지는 지점은 지지체가 완전히 끊어질 때이고 이는 
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가장 강도가 높은 PCL 부분이 끊어질 때가 되고 모든 세 층을 갖는 

지지체에서 PCL 부분이 동일한 두께로 구성되어 있기 때문에 비슷한 

원주방향 인장강도 및 변형률을 갖게 된다고 볼 수 있다. 원주방향의 

절단 변형률 값은 SP 함유 SF 지지체를 제외하고는 모두 비슷한 값을 

나타내었으며 영률 값은 SF 지지체에서 높은 값을 나타내었다. 습윤 

상태에서 SF 혈관형 지지체의 경우 높은 초기 탄성률을 나타낸 것은 

원통형 지지체를 원주방향으로 응력을 가함에 따라 나타나는 현상으로 

해석될 수 있으며 일반적인 길이방향으로의 측정 방법 결과로는 설명할 

수 없다고 생각된다.  

한편 Figure 18에서 나타낸 바와 같이 터짐 압력 강도 값을 생체 

혈관의 경우와 비교 검토하였다. 3층구조를 갖는 혈관형 지지체는 

5300-5700mmHg의 터짐 압력 강도를 보였는데 PCL 혈관형 

지지체보다는 다소 낮은 값을 보였으나 이는 SP 함유 SF 혈관형 

지지체의 압력 강도값보다는 월등히 높은 값을 나타냈다. Human 

carotid artery는 5000mmHg, saphenous vein은 2250mmHg의 터짐 

압력 강도값을 갖는 것으로 보고되고 있는데[66] 본 논문에서 제조한 

3층구조 혈관형 지지체는 해당 부위에 in vivo로 이식을 함에 있어서도 

혈류를 견디는 데 있어 무방한 터짐 압력이 우수한 역학적 특성을 

갖는다고 볼 수 있다.  
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Figure 16. Typical S-S curve of tubular type nanofiber scaffold in a 

circumferential direction of sample 
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Figure 17. Mechanical properties of tubular type nanofiber scaffold 

in a circumferential direction of sample (a) Ultimate tensile strength, 

(b) Elongation at break, and (c) Young’s modulus(* significantly 

different at p<0.05, n=5) 
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Figure 18. Estimated burst pressure strength of tubular type 

nanofiber scaffold in comparison to that of native blood 

vessels(*significantly different at p<0.05, n=5) 
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4.2.2.3 봉합 유지 강도 

혈관형 지지체를 생체 내에 이식할 때는 주변 혈관과 지지체를 봉합할 

때 요구되는 힘을 견딜 수 있어야 하는데 이 때 요구되는 응력이 봉합 

유지 강도이다. 이는 실제 지지체의 이식 절차의 성공 여부에 직접적인 

연관이 있는 요소로 알려져 있다.[7] 3층구조 혈관형 나노섬유 지지체의 

봉합 유지 강도를 측정하여 그 결과를 Figure 19에 나타내었다.  

예상했던대로 실크 자체로만 제조한 SFSP 혈관형 지지체는 인장 

성질뿐만 아니라 봉합 유지 강도에서도 열악한 성능을 나타냈으며 

탄성이 우수한 PCL 혈관형 지지체는 높은 봉합 유지 강도 값을 보였다. 

반면에 3층구조 지지체의 경우에는 PCL 지지체의 봉합 유지 

강도값보다는 조금 낮은 값을 보였지만 SF 혈관형 지지체 봉합 유지 

강도의 10배 이상 높은 값을 나타냈다. 

3층구조 혈관형 지지체의 봉합 유지 강도는 1.44~1.86N으로 

측정되었으며 다른 역학적 성질의 경향성과 마찬가지로 층간 박리가 덜 

일어나 형태 안정성이 높고 층간 상호작용이 큰 Triple22 시료의 경우 

가장 우수한 봉합유지 특성을 나타냈다. 혈관용 지지체에 있어서 

기본적으로 요구되는 봉합 유지 강도는 적어도 2.0N 이상이 되어야 

한다고 알려져 있으며[67] 실제 생체 혈관의 봉합 유지 강도 측정값은 

Human mammary artery의 경우 1.4±0.01N, Human saphenous 

vein은 1.81±0.02N로 보고되고 있다.[68] 따라서 본 논문에서 제조한 

3층구조 혈관형 나노섬유 지지체는 충분히 혈관 대체 지지체로 사용할 

수 있는 봉합 유지 특성이 있으며 형태학적 구조 설계를 보완한다면 

봉합 유지 강도값을 더 높일 수 있을 것으로 기대된다.  
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Figure 19. Suture retention strength of tubular type nanofiber 

scaffold in comparison to that of native blood 

vessels(*significantly different at p<0.05, n=5) 



 

 65 

4.2.3 생물학적 평가 

혈관 대체 지지체는 기본적으로 생체적합성이 우수하여야 하므로 SP를 

함유하는 SF와 PCL로 구성된 나노섬유 지지체의 생물학적 평가를 

수행하였다. 세포 독성, 세포 증식 및 부착능, 그리고 유전자 발현 

여부를 살펴봄으로써 제조한 지지체의 세포적합성을 평가하였다. 

3층구조 혈관형 나노섬유 지지체를 구성하고 있는 각 층별 나노섬유를 

매트 형태로 제작하여 in vitro test를 수행하였다.  

 

4.2.3.1 세포 독성 

TNF-α assay를 통해 시료의 세포 독성 여부를 측정한 결과를 

Figure 20에 나타내었다. 모든 시료에서 3일 동안의 세포 독성을 

측정한 결과 대식 세포가 분비하는 염증 인자인 TNF-α의 양이 감소한 

것을 확인하였다. 생체고분자로 널리 사용되어온 SF와 PCL은 세포 

독성이 없는 소재로 알려져 있으므로 본 실험 결과는 이들로 구성된 

나노섬유 지지체의 경우에도 독성을 갖지 않음을 재확인한 것이다. 특히 

내부층을 구성하는 혈관형 지지체는 미세조류 SP를 1%(w/v) 함유하고 

있으므로 SFSP 나노섬유 매트 시료의 세포 독성을 살펴보았는데 3일 

후 TNF-α의 농도가 감소하는 것을 확인하였다. 
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Figure 20. TNF-α assay of SFSP, SF, SF/PCL blend, and PCL 

nanofiber scaffolds  
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4.2.3.2 세포 증식능 

생체 혈관은 크게 세 층으로 이루어져 있으며 내부층은 혈관내피세포, 

중간층은 근육 세포, 외부층은 섬유아세포로 주로 구성되어 있다.[16] 

이상적인 혈관형 지지체의 경우 생체 혈관을 구성하는 세포들이 

증식하기에 적절한 생체적합성이 요구되며 실제 혈관을 구성하는 세포가 

해당 부위에서 높은 증식성을 갖는지에 대한 여부는 혈관형 지지체의 

이식 이후 세포 재생 시간에 영향을 미친다고 볼 수 있다. 이에 본 

논문에서는 혈관 내부 및 외부를 구성하는 혈관내피세포(HUVEC)와 

섬유아세포(fibroblast)를 이용하여 세포 증식 거동을 MTT assay를 

통해 살펴보았다.   

Figure 21은 HUVEC의 세포 시험 측정 결과를 나타낸 MTT 결과이다. 

1일, 3일, 5일에 걸치면서 세포 증식능을 측정하였는데 SP 함유 SF 

나노섬유 및 SF 나노섬유 지지체가 PCL 나노섬유보다 높은 증식능을 

갖는 것으로 나타났다. 특히 SP 함유 SF 나노섬유 지지체가 SF 

나노섬유에 유사한 세포 증식능을 보이는 것을 통해 미세조류를 함유한 

SF 나노섬유는 항혈전성 뿐만 아니라[12] 혈관내피세포에 대한 증식성 

또한 높다고 볼 수 있다. 실제 내피세포의 경우에는 지지체의 친수성이 

증가함에 따라 그 증식률이 증가한다는 보고가 있다.[69] 이에 기반할 

때 SP의 친수성이 HUVEC의 증식률에 일부 영향을 주었다고 볼 수 

있다.  

혈관 외부를 구성하는 fibroblast에 대한 세포 증식능을 평가하여 

MTT assay 결과를 Figure 22에 나타냈는데 PCL 나노섬유 지지체가 

SP 함유 SF 나노섬유 및 SF 나노섬유보다 높은 세포 증식성을 

나타내었다. 일반적으로 세포는 표면의 화학적, 물리적 및 생물학적 

특성과 관련이 있으며 세포의 종류에 따라 세포 부착 및 증식에 차이를 

나타낸다고 알려져 있다. PCL 나노섬유 지지체에 fibrolast 증식이 잘 
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일어나는 이유는 SF(또는 SP 함유 SF)나노섬유 지지체에 비해 

상대적으로 소수성을 띠기 때문뿐만 아니라 PCL 자체가 fibroblast와 

서로 상호작용을 일으켜 세포 증식능이 높게 나타났다고 여겨진다. 

재료의 특성, 특히 화학 조성 차이에 따라 세포와의 상호작용이 영향을 

받게 되고 세포 증식능에도 영향을 끼친다고 알려져 있다.[70, 71]  

따라서 MTT assay 결과를 통해 HUVEC의 세포 증식능은 내부층을 

구성하는 SF(또는 SP 함유 SF) 나노섬유 지지체에서 높게 나타나고 

fibroblast의 세포 증식능은 외부층을 구성하고 PCL 나노섬유 

지지체에서 높게 나타남을 확인하였다. 이 결과는 지지체의 내부층 및 

외부층을 구성할 때 재료의 종류 및 형태학적 구조와 연관이 있을 

것으로 추측할 수 있으며 본 논문에서 설계한 3층구조 혈관형 나노섬유 

지지체의 경우 in vivo test에서 우수한 성능을 나타낼 것으로 기대된다.
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Figure 21. MTT assay of HUVEC cells on SF, SFSP, and PCL 

nanofiber scaffolds after 1, 3, 5 days cell culture (* significantly 

different at p<0.05, n=6) 
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Figure 22. MTT assay of fibroblast cells on SF, SFSP, and PCL 

nanofiber scaffolds after 1, 3, 5 days cell culture (* significantly 

different at p<0.05, n=6) 
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4.2.3.3 세포 부착 

앞선 결과를 통해 나노섬유 매트에서의 각 세포의 증식 거동을 살펴볼 

수 있었다. 하지만 이는 살아있는 세포를 정량적으로 분석한 결과이므로 

이 세포들이 어떠한 형태로 나노섬유 매트 위에 부착하여 잘 뻗어 증식

하는지에 대한 여부는 위의 실험을 통해서는 알 수 없다. 세포가 특정 

표면에 부착한 후 증식하기에 적절한 환경이라고 판단되면 그 세포는 별 

모양으로 표면에 다리를 뻗어 납작한 형태를 유지하며 증식한다. 표면과

의 강한 부착(focal adhesion)이 형성되는 것이다.[72] 1일, 3일, 5일차

에 나노섬유 매트 위에 증식한 세포의 형태학적 구조를 FE-SEM 이미

지를 통해 살펴봄으로써 세포가 잘 뻗어 증식하고 있는지에 대한 여부를 

살펴보았다. 

Figure 23에서 보는 바와 같이 HUVEC 경우 1일차 부착부터 시료 

간의 차이가 나타나는 것을 볼 수 있다. SP 함유 SF 나노섬유 및 SF 

나노섬유 지지체에서는 초기부터 HUVEC이 표면에 납작하게 붙어있는 

모습을 볼 수 있다. 반면, PCL 나노섬유에서는 세포가 완전히 부착하지 

못한 채 원형의 모습을 유지하고 있다. 이를 통해 HUVEC의 초기 세포 

부착이 SF 기반의 나노섬유에서 더 잘 되는 것을 확인할 수 있었다. 이

러한 경향은 3일차, 5일차 실험에서도 지속적으로 나타나고 있다. PCL 

나노섬유의 경우에도 5일차가 되면 일부 부착이 된 세포가 존재하는 것

으로 나타났다..  

한편 fibroblast에서는(Figure 24) HUVEC과는 상이한 결과가 나타났

는데 먼저 세포 seeding 1일차를 보면 PCL 나노섬유에서 세포가 잘 뻗

은 상태로 증식하고 있는 모습을 확인할 수 있다. 이는 아직 원형의 상

태로 세포가 존재하는 SP 함유 SF 나노섬유 및 SF 나노섬유와는 대조

되는 모습이다. PCL 나노섬유에서 세포에 대한 초기 부착능이 높다는 

것은 증식을 더 빨리 할 수 있는 발판이 마련된다는 것을 의미하는데 이



 

 72 

는 앞선 MTT assay를 통해 나타난 세포 증식능 결과와 연계하여 볼 

때 PCL 나노섬유 지지체에서는 fibroblast에 대한 친화성이 매우 크고 

따라서 세포 부착 및 증식이 잘 일어나는 특성을 가지고 있음이 확인되

었다.   
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Figure 23. FE-SEM images of HUVEC cells on SF(a, d, g), SFSP(b, 

e, h), and PCL(c, f, i) nanofiber scaffold for 1(a-c), 3(d-f), and 

5(g-i) days after cell seeding(×2000, scale bar: 10μm) 



 

 74 

 

 

 

 

Figure 24. FE-SEM images of fibroblast cells on SF(a, d, g), 

SFSP(b, e, h), and PCL(c, f, i) nanofibers for 1(a-c), 3(d-f), and 

5(g-i) days after cell seeding(×2000, scale bar: 10μm) 
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4.2.3.4 세포 유전자 발현 

지지체는 이식 초기에는 자체적인 항혈전성을 가짐으로써 혈류로 인한 

혈전생성을 방지할 수 있어야 하지만 장기적인 관점에서 보면 지지체 내

부에 단시간 내에 내피세포를 생성함으로써 항혈전성을 지속적으로 유지

할 수 있어야 한다는 점에 기반하여 앞선 결과에서 혈관내피세포의 부착

과 증식 거동을 살펴보았다. 그러나 혈관내피세포가 오랜 기간 지지체 

표면에 부착하여서 증식함에 있어서도 세포가 여전히 자신의 형질

(phenotype)을 유지하는지, 즉 세포의 기능성 유지에 대한 여부 또한 

확인할 필요가 있다.[73]  

6일 동안 세포를 나노섬유 지지체 위에 배양하였을 때 혈관내피세포

가 여전히 자신의 형질을 유지하며 증식하는지를 확인하기 위해 RT-

PCR을 이용하여 특정 마커에 대한 유전자 발현 여부를 살펴보았다

(Figure 25). 시료로는 SP 함유 SF 나노섬유와 양성 대조군으로 SF 

나노섬유, TCPS를 설정하였고 음성 대조군으로는 혈관내피세포가 갖고 

있는 유전자를 보유하지 않은 섬유아세포로 설정했다. 그 결과 발현 여

부를 측정한 두 유전자(CD31, vWF)에 대해 혈관내피세포의 형질이 SP 

함유 SF 나노섬유에서 발현되었음을 확인하였는데 이는 육안을 통해서

도 TCPS에서 배양한 혈관내피세포에 대한 유전자 발현 정도와 유사한 

것을 관찰할 수 있었고 이를 통해서 해당 나노섬유 지지체 위에서 혈관

세포가 자신의 기능성을 유지하며 잘 증식하고 있다는 것을 확인하였다. 

반면 섬유아세포에 대한 유전자 발현 여부를 보았을 때 GAPDH는 발현

이 된 반면 내피세포에 특정적으로 존재하는 유전자에 대해서는 발현이 

되지 않은 것을 관찰함으로써 CD31, vWF가 특정 세포에만 발현되는 

유전자라는 것을 확인할 수 있었다. 
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Figure 25. RT-PCR results for expression of vWF and CD31 in 

HUVEC cells after 6 days cultured on SF and SFSP nanofiber 

scaffolds (fibroblast cell was used as negative control to 

expression of HUVEC cell) 
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제 5 장 결    론 

 

SF와 PCL 나노섬유로 구성된 3층구조의 소구경(내경 1.5mm) 

혈관형 지지체를 제조하여 구조 특성, 역학적 성질 및 세포적합성을 

측정함으로써 혈관 조직공학분야로의 적용 가능성을 살펴보았다. 

내부층은 항혈전성을 갖는 SP 함유 SF 나노섬유로 구성되었고 

외부층은 역학적 성질이 우수한 PCL 나노섬유, 그리고 내ㆍ외부층을 

연결하는 중간층은 그 조성비를 달리한 SF/PCL 블렌드 나노섬유로 

구성되도록 설계하였다. 매트 형태 및 혈관 형태의 SF/PCL 복합 

나노섬유 지지체를 제조하여 형태학적 구조, 물성, 역학적 성질 및 

생물학적 성능 평가를 행한 결과 다음과 같은 결론을 얻었다.  

 

1. 내부층, 외부층, 중간층을 구성하고 있는 3층구조 혈관형 지지체의 

각 층별로 매트 형태의 나노섬유를 제작하여 구조 특성 및 인장 

성질을 측정한 결과, 200~400nm의 섬유직경을 갖는 나노섬유 

집합체로 구성되어 있음이 관찰되었으며 FT-IR과 DSC 분석을 

통해 SF와 PCL의 특징적인 피크를 확인하였고 SF/PCL 블렌드 

나노섬유의 인장성질을 측정한 결과 PCL 함량이 증가함에 따라 

절단 신도가 현저히 증가하는 경향을 나타냈다. 특히 습윤 

상태에서는 PCL을 함유함에 따라 절단 강도, 신도, 영률 모두 

현저히 향상되는 결과를 보였다. 

 

2. SF/PCL 블렌드 나노섬유로 구성된 중간층을 도입하여 제조한 

3층구조 혈관형 지지체의 단면 형태학적 구조를 FE-SEM을 

통해서 살펴본 결과 중간층을 삽입하지 않은 시료와 비교하였을 
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때 내부층과 외부층의 층간 박리가 감소하였으며 단면에 대한 

형태 안정성 또한 향상된 모습을 확인하였다. 특히 중간층의 

SF/PCL 조성비가 동일한 Triple22 시료에서 층간 박리가 

최소화된 모습을 확인하였으며 이에 따른 형태 안정성은 우수한 

인장 성질을 야기시키는 구조적 요인으로 작용할 수 있다. 

 

3. 습윤 상태에서 3층구조 혈관형 지지체의 길이방향 및 원주방향 

인장강도, 터짐 압력 강도 및 봉합 유지 강도를 측정하여 지지체의 

역학적 특성을 생체 혈관 조직과 비교하였다. 인장 시험 결과, 

3층구조 지지체에 있어서 길이방향으로의 파단은 내부층, 중간층, 

외부층 순으로 단계적으로 진행되었으며 PCL 함유뿐만 아니라 

중간층의 도입으로 인한 절단 강도 및 영률의 증가가 현저히 

나타났다. 터짐 압력 강도 및 봉합 유지 강도 또한 중간층을 

구성하는 SF/PCL 조성비에 관계없이 SF 자체 혈관형 지지체와는 

비교할 수 없을 만큼 매우 우수한 성능을 보였고 생체 혈관과 

비교하여도 떨어지지 않는 매우 우수한 역학적 성질을 갖고 있는 

것으로 확인되었다. 

 

4. TNF-α assay를 통해서 지지체가 세포 독성을 갖지 않는다는 

것을 확인하였다. 또한 MTT assay를 통한 세포 증식능과 세포의 

형태학적 구조를 측정한 결과, HUVEC의 경우는 SP 함유 SF 

나노섬유에서 높은 증식률을 보였을 뿐만 아니라 세포의 초기 

부착 거동에 있어서도 나노섬유 지지체에 잘 뻗어서 증식하는 

것을 확인하였다. 또한 PCR을 통한 세포의 유전자 발현 분석 

결과로는 SP 함유 SF 나노섬유에서의 유전자 발현 정도가 

양성대조군인 TCPS와 유사한 것을 확인하였다. 
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따라서 SF와 PCL로 구성된 3층구조 혈관형 나노섬유 지지체는 SF 

나노섬유 내부층과 PCL 나노섬유 외부층 외에 중간층을 도입함으로써 

형태학적 구조의 안정성을 증진시킬 뿐만 아니라 역학적 성질 또한 

향상시키는 결과를 나타냈고 세포 부착 및 증식능에도 특이성을 

나타냈으므로 혈관 조직공학 분야에 적용 가능성이 매우 높은 것으로 

사료된다. 
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Abstract 

 

Structure, mechanical property, and 

cytocompatibility of tri-layered nanofiber 

scaffold composed of silk fibroin and 

poly(ε-caprolactone) for vascular graft 

 

A Reum Park 

Major in Biomaterials Engineering 

Department of Biosystems & Biomaterials Science and Engineering 

The Graduate School 

Seoul National University 

 

In this study, tri-layered nanofiber scaffold of silk fibroin(SF) 

and poly(ε-caprolactone)(PCL), composed of inner, middle, and 

outer layer, was fabricated using sequential electrospinning method 

for examining its possible application in vascular tissue engineering. 

The middle layer of SF/PCL blend nanofiber was introduced to 

minimize delamination of each layer of the scaffold while the inner 

layer was composed of SF nanofiber and the outer layer was of PCL 

nanofiber. The 2-dimensional(2D) mat type as well as 3D tubular 

type scaffold(1.5mm of inner diameter and 200μm of thickness) 
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was fabricated and structure, mechanical property, and 

cytocompatibility were evaluated. Morphological structure of each 

layer and delamination between the layers of the scaffold were 

examined using FE-SEM. As a result of mechanical test, the tri-

layered nanofiber scaffold with middle layer of SF/PCL blend 

nanofiber showed excellent longitudinal and circumferential tensile 

strength, burst pressure strength, and suture retention strength, 

which are comparable to those of human carotid artery and 

saphenous vein. No cytotoxicity was observed for the scaffolds, and 

MTT assay showed that a higher cell proliferation of HUVEC cells 

was observed for the inner layer(SFSP nanofiber), while that of 

fibroblast cells was for the outer layer(PCL nanofiber) of the 

scaffold. Especially, gene expression of HUVEC cells on the inner 

layer was comparable to positive control. Therefore, the tri-

layered tubular type SF/PCL nanofiber scaffold, which is composed 

of SF/PCL blend nanofiber in middle layer, has a high potential for 

applying to vascular tissue engineering due to its excellent 

mechanical property and good cytocompatibility in vitro. 

 

 

Keywords: Silk Fibroin, Poly(ε-caprolactone), Nanofiber, Tri-

layer, Scaffold, Vascular tissue engineering 
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