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Backgound : With advances in medicine and materials engineering, biomaterials, such as 

silicone and titanium are used in many tissue regeneration cases. Many studies are being 

conducted to confirm the reactivity of cells to various biomaterials. Among these studies, 

fibroblast proliferation and differentiation are known as important factors related to capsulation. 

In this study, we attempted to determine how various sized polyurethane acrylate (PUA) 

nanopillar structures act on fibroblast proliferation and differentiation.

Methods : The scaffolds were prepared in four groups: flat and nanopillar (350 nm, 500 nm, 

1,000 nm). Flat group was used as a control. To evaluate the effect of scaffolds of nanopillar 

structures on fibroblasts, quantitatively analyzed for the degree of adhesion, proliferation and 

alpha-smooth muscle actin (α-SMA) expression of cells. 

Results : As a result of the MTT assay, the proliferation was lower than that of the flat group 

in the nanopillar group. As a result of staining, the intensity of F-actin was significantly different 

from that of the flat group. And the intensity of α-SMA was different from that of the flat group 

but not significantly. 

Conclusions : The nanopillar structure of PUA material seems to play a role in inhibiting 

the proliferation and differentiation of fibroblasts regardless of the size of the structure. This 

suggests that the use of PUA nanopillar implants may be effective in suppressing fibrosis due 

to fibroblast proliferation and differentiation.

The influence of nanopillar structure size to fibroblast’s 
proliferation and alpha-smooth muscle actin (α-SMA) 

expression
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▒ INTRODUCTION

의료기술의 발달과 삶의 질을 높이는 데에 관심이 증가함에 따

라 자가조직을 대체하는 안정적이고 효율적인 의료용 이식재의 수

요가 증가하고 있으며 생체적합성이 뛰어난 재료들이 연구 및 사

용되고 있다.[1-3] 이렇게 이식된 이식재가 조직의 세포와 접촉

할 때, 심한 염증이 발생할 수도 있고 세포의 부착 과다 또는 다

른 세포로의 분화가 일어나게 되면 fibrous encapsulation (이하 

fibrosis) 같은 부작용이 나타나게 된다.[2-4] Fibrosis가 발생하면 

통증, 이식 부위의 외관변형 등이 함께 동반되기[5,6] 때문에 이식 

후 fibrosis의 발생을 줄일 수 있도록 하는 것이 임상적으로 중요한 

사항이다.

Fibrosis의 아직 명확한 원인은 밝혀져 있지 않으나 알려진 발

생 기전을 보면 임플란트 이식 후, 초기에는 leukocyte의 영향이 크

지만 후기에는 섬유아세포의 부착 및 증식, 분화가 큰 영향을 미친

다.[7]

Fibrosis에서도 중요한 부분인 세포와 이식된 재료 간의 상호 작

용이 어떻게 일어나는지를 확인하기 위해 섬유아세포, 골아세포, 

염증세포 등 다양한 세포들로 연구가 진행되고 있으며,[2,8,9] 이러

한 세포와 이식재의 상호작용으로 발생한 fibrosis는 이식재의 이식 

부위와 관계없이 나타나기 때문에 이를 억제하기 위한 다양한 임

상분야에서 선행 연구들이 있다. 관련 연구 중에서도 본 연구와 같

이 섬유아세포와 생체재료의 형태 및 성질을 조절한 연구들이 있

다.[9-13]

선행되는 연구들에서는 polydimethylsiloxane (PDMS), 

polycaprolactone 등 주로 polymer를 이식재로 사용하고 있고, 이식

재 표면의 roughness 정도와 코팅물질의 변화를 이용하여 섬유아세

포의 부착 및 증식정도를 확인하고 있다.[2,8,9] Roughness를 변화

시킨 scaffold에서 크기에 따라 섬유아세포의 배양 시 밀도 및 분화

에 차이를 보이며, 섬유아세포의 밀도가 작을 경우 분화가 더 잘 일

어난다.[9,14] 또한 세포의 부착과 관련된 것 외에도 세포의 모양과 

운동성, 자라는 방향에도 scaffold가 영향을 미치기도 한다.[15,16]

이식재 중에서도 polyurethane acrylate (PUA)는 세포

에 toxicity하지 않고 다른 scaffold 소재에 비해 flexable하며 

transparent한 성질로 mold를 이용한 나노구조를 만들기 쉽기 때

문에 scaffold 제작에 많이 사용되고 있다.[17,18] 이렇게 다양한 

재질의 이식재의 표면에 제작된 마이크로 및 나노구조로 연구들

이 진행되고 있으나 PUA 재질로 간격이 일정한 나노기둥구조의 

scaffold를 제작하고 기둥구조의 크기를 1,000 nm 이하로 다양하

게 하여 섬유아세포의 반응을 연구한 사례는 없다. 그렇기 때문에 

본 연구에서 PUA scaffold를 이용하여 제작에 사용하였다. 그래서 

본 실험에서는 섬유아세포의 영향이 큰 후기 단계에 초점을 맞추어 

실험을 진행하고자 하였다.

이에 PUA 소재로 제작된 나노기둥구조의 크기에 따라 섬유아세

포가 나노기둥구조 위에 배양되면서 부착, 증식, alpha-smooth 

muscle actin (α-SMA)의 발현정도가 어떻게 변화하는지 확인하

고자 하였다. 

▒ METHODS

1. 나노기둥구조(nanopillar) mold 및 scaffold 제작

PUA로 이루어진 나노기둥구조를 만들기 위해 연속적으로 2번의 

capillary force lithography [19,20]를 진행하였다(Fig. 1). 샘플 제

작의 자세한 내용은 다음과 같다. 제작된 mold의 중심에 일정량의 

PUA precursor의 용액을 떨어뜨린 후 glass coverslip으로 덮어주

었다. 이때, 용액이 mold와 coverslip 사이의 공간을 기포 없이 완

전하게 채운 것을 확인한 뒤 샘플을 자외선(ultra biolet [UV] 300 

mJ/cm2)하에서 경화시켰다. 경화된 샘플 가장자리에 남아있는 여

분의 PUA precursor를 isopropyl alcohol (Samchun Chemicals 

Co., Ltd, Seoul, Korea)을 이용하여 씻어낸 후, 샘플을 mold로부

터 매우 조심스럽게 분리하였다(Fig. 1B). 

실험그룹은 나노구조가 없는 flat, nanopillar-patterned (350 

nm, 500 nm, 1,000 nm) scaffold의 4그룹이며, 각 분석방법에 맞

는 크기로 샘플을 준비하였다.

완전히 경화된 나노기둥구조 PUA film은 세포증식 실험용으로 

12 well에 PDMS (SYLGARD 184, Dow Corning Co., Midland 

County, MI, USA)를 이용하여 고정하였다. PDMS는 세포의 부착

이 거의 일어나지 않는다고 알려져[21] 있기 때문에 샘플 외에 세포 

배양 플레이트의 바닥에 세포가 부착되는 것을 방지하기 위해 사용

하였다. 염색 및 주사전자현미경(scanning electron microscope, 

SEM) 실험용 샘플은 preparation 과정에서 샘플을 이동시켜야 하

기 때문에 고정하지 않고 24 well에 준비했다. 이후 플레이트와 샘

플을 phosphate-buffered saline (PBS) 및 70% 알코올로 세척 및 

UV하에서 멸균을 진행하였다.

2. 세포 배양

세포 배양 전, 멸균한 샘플을 PBS 및 세포 배양 배지로 다

시 한 번 세척하였다. 실험에 사용되는 세포는 Human Dermal 
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Fibroblast (ATCC, Manassas, VA, USA)를 사용하였다. 세포

는 Dulbecco’s Modified Eagle Medium (Thermo Scientific, 

Waltham, MA, USA)에 supplement로 10% fetal bovine serum 

(Thermo Scientific), 1% penicilin and streptomycin (Thermo 

Scientific)을 사용하여 배양하였다. 이후 실험에 필요한 정도의 세

포수가 되면 자란 세포를 harvest하고 세포 계수를 진행하였다. 

세포 계수 후, 실험유형별 다른 크기의 배양 플레이트에 4 × 104 

cells/cm2로 일정하게 seeding한다. 

세포 seeding 후 24시간에 부착된 세포를 제외한 나머지 세포

를 제거하기 위해 세포 배양 배지를 교체해 주었다. MTT assay 

및 형광염색 등의 실험을 진행하기 전까지 5% CO2, 37℃에서 

incubation하며 배지를 2-3일 간격으로 교체해주었다. 세포가 각 

샘플에서 증식 후에 어떤 형태를 나타내는지 확인하기 위해 광학현

미경으로 관찰하였다.

3. 세포 부착 및 증식분석

세포의 부착 및 증식정도 확인을 위해 MTT (3-[4,5- 

dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide) 

assay를 진행하였다. 부착정도는 세포배양 후 24시간에, 증식정도

는 7일에 확인하였다.

MTT assay는 세포배양 배지를 제거 및 세척을 하고 MTT 

reagent (500 μg/mL; VWR, Radnor, PA, USA)를 처리하였

다. Plate는 빛을 차단한 상태에서 37℃에서 3시간 incubation

하였다. Incubation 3시간 후, reagent를 제거하고 dimethyl 

sulfoxide solution (DMSO, Sigma, St. Louis, MO, USA) 처리

하여 formazan crystal을 용해시킨다. 96 well plate로 formazan

이 용해된 DMSO를 옮겨 담아 microplate reader (VersaMaxTM; 

Molecular Devices, San Jose, CA, USA)에서 570 nm 파장으로 

read하고 optical density (O.D)값을 확인하였다.

Fig. 2

Scanning electron microscope (SEM) image of polyurethane acrylate nanopillar structure. When viewed by SEM, it was confirmed that the sample by size is well-manufactured 

without breaking the nano-cylinder shape (scale bar: 1 μm).

Fig. 1

Schematic figure to mold and sample production using capillary force lithography 

(CFL). The mold and pillar samples are produced using the polyurethane acrylate 

(PUA) precursor and the two-time of CFL. 

UV: ultra biolet.

(A) Mold production. (B) Pillar sample production.

A B
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4. 세포 형광염색

부착된 세포에서 α-SMA 및 F-actin의 차이와 세포형태를 관

찰하기 위해 세포가 배양된 후, 형광염색을 통하여 결과를 확인한

다.

형광염색의 진행은 먼저 세포를 4% paraformaldehyde로 고

정 후, α-SMA (Abcam, Cambridge, MA, USA), alexafluor 

633-phalloidine (Thermo Scientific), alexafluor 488 (Abcam) 

항체를 사용하여 염색하였다. DAPI가 포함된 mounting 용액

(Vector Lab Inc., Burlingame, CA, USA)으로 mounting하고 제

작이 완료된 샘플은 confocal microscope (LSM700; Carl Ziess, 

Oberkochen, Germany)를 이용하여 염색사진을 촬영하고, 핵의 

개수에 따른 intensity를 image J (National Institutes of Health, 

Bethesda, MD, USA) 프로그램으로 분석하였다.

5. 통계분석

모든 정량적 결과값은 평균과 표준오차로 표기하였고, 통계프로

그램은 Graphpad Prism5 (Graphpad software, San Diego, CA, 

USA)를 이용하였다. 통계적 유의성은 One-way ANOVA (analysis 

of variance)로 검정하였으며, P-value가 0.05보다 작을 경우 유의

성이 있다고 보았다(P < 0.05, P < 0.01).

Fig. 3

Optical microscope image of cells attached to the sample. After attaching to the sample, it confirmed that the 

proliferated cells maintain the fibroblast shape.

Fig. 4
A B

Cell adhesion and proliferation graph. The degree of adhesion and proliferation of cells is measured using MTT assay. The result is expressed as optical density (O.D) value. 

(A) 24 hours after cell culture, degree of cell adhesion result graph. (B) 7 days after cell culture, degree of cell proliferation result graph.
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▒ RESULTS

1. 나노기둥구조 샘플 확인

Mold를 이용한 샘플제작은 샘플의 크기가 일정하게 잘 나오며

[22] 하나의 mold를 재사용하여 여러 개의 샘플을 제작할 수 있다

는 장점이 있는 대신 mold에서 샘플을 떼어낼 때, 샘플의 구조가 

망가지거나 일부만 떨어질 수 있다. 그렇기 때문에 완성된 샘플을 

SEM을 이용하여 관찰하였다. 샘플을 mold에서 떼어낸 뒤에도 나

노기둥구조가 크기별로 원기둥 모양이 무너지지 않은 것을 SEM을 

통해 확인하였다. 그리고 기둥구조 간에 간격도 잘 유지하고 있는 

모습을 볼 수 있었다(Fig. 2).

2. 배양된 세포의 형태 관찰

세포배양 시에 세포의 상태가 좋아지지 않거나 분화가 일어나게 

되면 세포의 모양이 변화를 보이게 된다. 본 실험에서 샘플 위에 배

양된 세포의 모양을 광학현미경으로 관찰한 결과, 샘플에서 세포가 

증식되는 양과는 무관하게 각 군별로 세포의 모양이 섬유아세포 형

태 그대로 잘 유지되고 있는 것을 확인할 수 있었다(Fig. 3).

3. 세포의 부착 및 증식정도

세포가 샘플과 접촉하여 잘 생착하고 자라나가는지를 확인하기 

위해 MTT assay를 진행하였다. 세포의 부착단계에서는 O.D값이 

0.247, 0.243, 0.292, 0.257로 각 군들 간에 유의한 차이를 보이

지 않았다(Fig. 4A). 세포의 증식정도는 세포배양 후, 7일째에 나노

기둥구조군이 flat군에 비해서 증식이 덜 되는 결과를 보였다(Fig. 

4B). 증식정도가 통계적으로 flat군과 나노기둥구조군 사이에 유의

한 차이를 나타내었다.

4. 세포의 분화 및 증식관련 단백질 intensity 확인

세포 배양 3일 후, 형광염색을 진행하여 세포내 분화 및 증식과 

관련된 단백질의 변화를 400 배율로 확인하였다. 그 결과, 세포의 

증식 및 이동과 관련 단백질인 F-actin의 intensity는 나노기둥구

Fig. 5

F-actin expression level in immunofluorescence staining. The expression level 

of F-actin related to cell proliferation and migration was confirmed by performing 

immunofluorescence staining at 48 hours after cell culture. 

(A) Immunofluorescence staining result (scale bar = 50 μm). (B) A graph quantified 

by standardizing the F-actin intensity of immunofluorescence staining by the 

number of nuclei.

A

B

Fig. 6

Alpha-smooth muscle actin (α-SMA) expression level in immunofluorescence 

staining. The expression level of α-SMA related to the differentiation of fibroblasts 

into myofibroblasts was confirmed by performing immunofluorescence staining at 

48 hours after cell culture. 

(A) Immunofluorescence staining result (scale bar = 50 μm). (B) A graph quantified 

by normalizing α-SMA intensity to the number of nuclei in fluorescence staining.

A

B
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조군 중 350 nm, 1,000 nm에서 flat군에 비해 통계적으로 유의하

게 적게 나타나는 것을 보였다(Fig. 5).

Flat군과 나노기둥구조군을 비교했을 때, 근섬유세포의 표지자로 

볼 수 있는 α-SMA는 유의하지는 않았으나 나노기둥구조군에서 

flat군에 비해 적게 나타나는 경향이 있었다(Fig. 6).

▒ DISCUSSION

Fibrosis는 다양한 생체재료의 이식과 관련하여 재료공학과 의료

분야에서 중요한 부분이다.[2,17] 인체에 생체재료가 이식이 되면 

세포와 주변 세포외기질(extracellular matrix)로부터 다양한 반응

이 발생하는데 이때 부작용으로 발생하는 것이 fibrosis이다.[2,23] 

Fibrosis의 발생에는 여러 가지 요인이 있는데 섬유아세포의 부착, 

증식 및 분화도 그 중 하나이다.[7,23] 이러한 이식재료와 세포의 

반응을 개선하기 위한 다양한 생체재료가 개발되고 있다. 재료공학 

기술의 발달로 생체재료는 단순히 재료만 바뀌는 것이 아니라 다양

한 표면 성질 및 구조를 가지게 되었고 이를 제작하기 위한 다양한 

방법들이 사용되고 있다.[18,24-26] 이러한 방법들 가운데 본 연

구에서 Quartz 나노구조를 직접 사용하지 않고 mold를 이용한 이

유는 세포실험의 반복성 및 재현성을 위해서 다수의 샘플을 만들 

필요가 있기 때문이다.

본 실험의 MTT assay 결과, 섬유아세포의 초기 부착 시에는 유

의미한 차이가 없었지만 세포의 증식에서는 차이가 있음을 보였다. 

타 연구들에서 생체재료 및 다양한 크기 및 형태의 미세구조를 이

용하여 실험했을 때, 섬유아세포의 증식이 약해지는 결과[27,28]를 

보이는데 이를 볼 때 본 실험의 나노기둥구조도 동일한 효과를 보

인다고 생각된다.

α-SMA의 발현은 근섬유세포에서 나타나는 특징 중 하나이

다.[9,12,14] 본 연구의 형광염색 결과 α-SMA intensity에서는 

나노기둥구조군에서 적게 나타났지만 유의하지는 않았다. 그러나 

세포 내 골격을 유지 및 증식, 이동에 관여하는 단백질인 F-actin 

intensity는 나노기둥구조군에서 유의하게 적게 나타나는 결과를 보

였다. 기존의 연구들에서도 F-actin의 발현이 증가할수록 증식이 

증가한다는 결과를 확인할 수 있다.[29-31] 이를 통해 나노기둥구

조가 섬유아세포의 근섬유세포로의 분화에는 약간의 영향을 미치고 

섬유아세포의 증식 억제에 영향을 미친다는 것을 확인할 수 있다. 

MTT assay 결과와 형광염색의 결과를 종합하여 보았을 때, 나

노기둥구조군이 섬유아세포의 증식의 감소에 큰 효과를 보이는 것

으로 보이며, 근섬유세포로의 분화를 덜 일어나게 하는 것에도 약

간의 효과를 보인다고 생각된다. 이러한 결과는 PUA 소재로 나노

기둥구조를 만들면 flat에 비해 세포가 부착 후, stable adhesion과 

spreading 시 안정적으로 닿아 있을 수 있는 면적이 제한되어 발생

하는 것으로 생각된다. 이후 본 결론을 검토하기 위한 추가적인 실

험을 통해 PUA 나노기둥구조의 작용원리의 분석이 필요할 것으로 

보인다.

결론적으로 보면 PUA 재질의 나노기둥구조 scaffold는 크기와 

상관없이 섬유아세포의 증식, 분화를 억제하는 역할을 하는 것으로 

보인다. 이는 PUA 재질의 나노기둥구조로 된 이식재를 사용하면 

섬유아세포의 증식, 분화로 인한 fibrosis를 억제하는 데에 효과가 

있을 수 있음을 보여준다.

본 연구에서는 섬유아세포에 의한 fibrosis에 초점을 두었지만 이

후, macrophage 등의 leukocyte와 함께 fibrosis의 여러 가지 원인

을 복합적으로 적용한 추가 실험을 진행하면 fibrosis의 근본적인 

해결책에 더 다가갈 수 있을 것이다. 또한 본 연구를 토대로 콜라겐 

시트 등 드레싱 제재로 이용하는 생체재료로 상처치유 및 흉터예방

과 같은 임상적 상황에 대해서도 섬유아세포의 변화에 대한 추가적

인 연구를 진행할 수 있는 근거가 될 수 있을 것으로 생각한다.
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