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Purpose: In tissue engineering, it is important that 
the scaffolds have high affinity with cells for making 
efficient use of cells. The authors studied the binding 
affinity of human adipose stem cells(ASCs) to micronized 
acellular dermal matrix(alloderm) using biotin and avidin 
linkages.

Methods: Human ASCs were harvested from 
adipose tissue obtained by abdominoplasty. ASCs(1 × 
104, 5 × 104, 1 × 105, 5 × 105, 1 × 106, 5 × 106 cells) were 
attached to micronized alloderm(1 mg) in three groups; 
1) control group in which no ASCs and alloderm was 
treated; 2) serum group in which alloderm was exposed 
to fetal bovine serum; and 3) biotin group in which 
biotinylated cells were attached to biotinylated alloderm. 
The binding affinities were determined 1 day after 
making ASC-alloderm complexes. The proliferation rates 
were determined by XTT assays in 4, 7, 14, and 21 days 
and scanning electron microscopic examination was 
performed in 7 and 21 days after culture of ASC-alloderm 
complexes.

Results: The binding affinities of the biotin group 
were significantly increased in all cell concentrations. 
Maximum binding affinity was observed at 5 × 104/mg of 
micronized dermal matrix in biotin group. The viabilities 
were lowest in biotin group in contrast to binding affinity, 
but the difference was not significant. SEM showed well 
attachment of cells to micronized dermal matrix in all 
groups. 

Conclusion: The use of avidin/biotin facilitated 
human ASCs attaching to micronized acellular dermal 
matrix. This attachment would not disturb adipose stem 
cells viabilities. The present study suggests that avidin/ 
biotin can be used as making efficient use of cells in 
adipose tissue engineering. 
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최근 들어 조직공학을 이용하여 생체조직을 대체하
려는 연구가 매우 활발히 이루어지고 있다. 조직공학이
란 공여부에서 극소량의 세포를 얻어 생체 밖에서 세포
를 증식시킨 후 삼차원적 세포지지구조물에 부착시켜 
이식함으로써 장기 이식이나 조직 이식을 대치할 수 있
는 기법이다.

조직공학에서는 세포가 한정되어 있기 때문에 지지
구조물에 세포를 부착시킬 때 부착력 및 성장을 증진시
키기 위해서 여러 가지 연구가 이루어져 왔다. 그 중 
avidin-biotin 결합은 매우 강력하고, 매우 특징적이며, 
매우 특이적인 결합력을 가지고 있는데, Bhat 등은 이 
avidin-biotin 결합이 내피세포가 인공혈관 외벽에 결합
하는데 있어 결합력을 높여주고 내피세포가 퍼져나가
는데 도움을 주어 인공혈관의 내피화에 도움을 준다고 
하였다.1

또한 조직공학기법을 위해서는 세포를 부착하고 성
장 시킬 수 있는 골격을 이루는 지지구조물이 필수적인
데, 이는 생분해되고 여러 가지 모양을 만들 수 있으며 
세포 고유성질을 유지시킬 수 있는 생물학적으로 안정
된 물질이어야 한다.2 이 중 무세포 진피기질(acellular 
dermal matrix)은 상피세포를 같이 사용하여 인공 피부 
제작에 있어 좋은 지지구조물의 역할을 하며,3 최근 들
어 이를 가루화한 상품인 분쇄 무세포 진피기질(이하, 
분쇄진피기질)은 연부조직의 보충을 위하여 많이 사용
되는데 주사가 가능한 특성이 있다.4 

이에 저자는 지방줄기세포와 분쇄진피기질을 이용하
여 후에 지방줄기세포가 지방세포로 분화함으로써 지

I. 서  론
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방조직의 형태를 갖추게 되고, 주입이 가능한 이식물을 
조직공학적으로 시도하는데 있어 지방세포를 분쇄진피
기질에 부착과정에서 avidin-biotin 결합력이 세포 활용
성에 미치는 영향을 알아보기 위하여 본 실험을 실시하
였다.

가. 지방줄기세포 분리 및 증식 
지방줄기세포는 복부지방제거술을 받은 환자로부터 

얻은 지방조직에서 분리하였다. 먼저 얻은 지방조직에
서 섬유조직과 혈관들을 박리 후, 작은 조각으로 만들
어 0.1% type I collagenase(Sigma Chemical Co., St. 
Louis, MO), 1% Fatty acid free bovine serum albumin 
(Sigma)과 1 × Penicillin-Streptomycin(Gibco)을 가진 
DMEM/F-12 media(Gibco BRL, Gaithersburg, MD) 1 
mL 당 조각난 지방조직 2 g 비율로 넣고 37℃에서 30
분간 휘저어주고 난 후 거즈로 걸러서 걸러진 용액을 
1000 rpm으로 5분간 원심 분리하여 침전물을 얻었다. 
얻은 침전물은 10% bovine calf serum(Hycolone, 
Lagan, UT)과 1 × penicillin-streptomycin(Sigma)을 가
진 DMEM/F-12 media(Gibco)에 104세포/mL 농도로 
부유시켜 배양 플라스크당 1 mL씩 넣고 3세대 계대배
양시켜 증식시켰다.

나. 실험군과 분쇄진피기질 준비
실린지 내 들어있는 분쇄진피기질(Hans Biomed Co., 

Seoul, Korea)에 DMEM/F-12 media (Gibco) 6 mL를 
넣고 30분간 두어 충분히 수화시켰다. 1000 rpm으로 5
분간 원심 분리한 후, 배양액만 조심이 버리고 분쇄진피
기질만 남긴 후, PBS 3 mL를 더하여, 재부유시켜 시험
관 세 개에 균등히 나누어 세 실험군으로 사용하였다.

먼저 한 군은 아무런 처치를 하지 않은 대조군으로 
사용하였다.

다른 하나는 원심분리하여 PBS를 제거하고 우태아 
혈청 1 mL를 첨가하여 37℃에서 1시간 동안 배양하여 
혈청 처치된 혈청군으로 하였다.

나머지 하나는 biotin군으로서 먼저 PBS로 세척 후, 
succinimidyl-6-(biotinamido)hexanoate(NHS-LC-biotin, 
Pierce, Rochford, IL)을 PBS에 0.577 mg/mL 농도로 희
석한 용액 2 mL에 45분간 처치하여 biotin화시키고, 
PBS에 0.5 mg/mL 농도로 희석한 avidin을 1 mL 첨부
하여 45분간 반응시키고, PBS로 세번 세척하여 avidin
과 biotin이 결합된 분쇄진피기질을 준비하였다.

다. 지방줄기세포 준비 
대조군과 혈청군에 사용할 지방줄기세포는 3세대 계

대배양으로 증식 후에 분리하여 1 × 104, 5 × 104, 1 × 105, 
5 × 105, 1 × 106, 5 × 106 cells/mL 농도로 DMEM/F-12 
배지 1 mL에 부유하였다.

Biotin군을 위해 증식된 지방줄기세포를 NHS-LC- 
biotin 용액(0.577 mg/mL)에 45분간 biotin화 시킨 후, 1 
× 104, 5 × 104, 1 × 105, 5 × 105, 1 × 106, 5 × 106 cells/1 mL 
농도로 DMEM/F-12 배지 1 mL에 부유하였다. 

라. 지방줄기세포의 결합도 측정
각 군에서 각 농도의 세포 부유액 1 mL를 24-well 

culture plate에 각각 분주하였고, 각 군의 준비된 분쇄
진피기질을 각각 1 mg씩 첨가하고 나서 배양기안에서 
밤새 흔들면서 배양한 후, 70 μm 세포여과기(70 μm 
FalconⓇ cell strainer; Becton Dickinson Labware, 
Franklin Lakes, NJ)로 각각을 걸러 분쇄진피기질에 부
착하지 않고 여과기를 빠져 나오는 세포의 수를 
hemocytomer를 이용하여 측정하여 세포 결합도를 계
산하였다.

‘세포 결합도 = (총 세포 수 - 부착하지 않은 세포 수) 
/ 총 세포 수 × 100’ 식으로 계산하였다.

마. 지방줄기세포-분쇄진피기질 복합체 배양
각 군별로 준비된 지방줄기세포를 준비된 분쇄진피

기질 100 mg과 5 × 104 cells/mg 농도로 혼합하여 배양
기에서 밤새 흔들면서 배양한 후, 복합체 10 mg(지방줄
기세포 부착된 분쇄진피기질 10 mg) 씩을 10% 우태아
혈청 포함 DMEM/F-12 배지 1 mL씩 들어있는 24-well 
plate에 분주하고 배양기(37℃, 5% CO2)에서 21일간 배
양하였다. 배양액은 3일마다 교환하였다. 

바. 지방줄기세포의 증식도 측정 
분쇄진피기질에 부착된 지방줄기세포의 증식도를 측

정하기 위하여 배양 4, 7, 14, 21일에 Sodium 3’-[1- 
(phenylamino-carbonyl)-3,4-tetrazolium]-bis(4-methoxy- 
6-nitro)benzene sulfonic acid hydrate labeling reagents 
(XTT; Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim, 
Germany) 200 μl를 electron-coupling reagent와 함께 
각각의 well에 분주하고 24시간 후, 배지의 흡광도를 분
광측광기로 490 nm과 690 nm에서 측정하여 세포 증식
도를 계산하였다.

‘세포 증식도=(대상 배지의 두 흡광도 차 - 기준 
배지의 두 흡광도 차)’

II. 재료 및 방법
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Fig. 1. The attaching efficiency of adipose 
stem cells(ASCs) with micronized acellular 
dermal matrix. The ASCs were attached to 
micronized acellular dermal matrix and 
cultured for 1 day. The attaching efficiency 
was calculated from the number of non- 
attached cells after removing ASC-allo-
derm complex. The values represent mean 
± standard deviation (error bar). *: p<0.05, 
compared with control group. †: p<0.05, 
compared with serum group.

사. 주사전자현미경 
배양 7일과 21일에 채취한 복합체는 0.1 M cacodylate 

buffer에 3% glutaraldehyde과 4% paraformaldehyde
를 포함하는 고정액에 1시간 동안 상온에서 고정하고, 
0.1 M cacodylate buffer로 5분씩 3번 세척 후, 1% 
Osmium tetroxide 혼합된 0.1 M cacodylate buffer로 2
시간 동안 고정하고 에탄올로 탈수하고 임계점 건조
(critical point drying) 후, 마지막으로 스퍼터 코팅을 
하고 JSM 5410 LV(Jeol LTD, Tokyo, Japan) 주사현미경
으로 관찰하였다.

아. 통계처리
본 실험 결과로 얻은 성적은 산술 평균치와 표준편

차로 표시하였고, 각 군의 결과를 비교함에 있어 통계
적 유의성을 확인하기 위하여, SPSS for Windows 프
로그램을 사용하여, 이원 배치 분산 분석과 Scheffe 다
중비교법으로 검정하였으며, 유의수준은 5% 미만으로 
하였다.

가. 세포 결합도 변화(Fig. 1)
Biotin 군의 세포 결합도는 1 mg의 분쇄진피기질 당 1

× 104, 5 × 104, 1 × 105, 5 × 105, 1 × 106, 그리고 5 × 106개 
세포를 적용시켰을 때 84.87 ± 6.44%, 93.8 ± 2.57%, 86.88
± 6.25%, 78.25 ± 6.30%, 81.81 ± 4.30%, 그리고 38.33 ±
24.08%로 대조군(55.56 ± 24.01%, 45 ± 12.42%, 45.63 ±
4.27%, 49 ± 11.61%, 54.3 ± 12.33%, 16.67 ± 11.79 %)과 혈
청군(83.34 ± 8.18%, 76.83 ± 6.06%, 78.13 ± 3.15 %, 78.5 ±
5.92%, 60.63 ± 13.29%, 33.34 ± 28.06%)보다 통계적으로 

유의하게 높았고, 혈청군이 대조군보다 높았다(이원배치 
분산분석법, F=41.288, p=0.000). 세포 결합도는 첨가한 
세포 수를 달리할 때 통계적으로 유의한 차이를 보였다
(이원배치 분산분석법, F=20.367, p= 0.000)

세포 수에 따른 각 군의 결합도를 비교하였을 때 분쇄
진피기질 1 mg 당 5 × 106 세포를 적용시킨 경우는 모든 
군에서 공히 유의하게 낮은 결합도를 보였고, Biotin 군
에서 5 × 104개 지방줄기세포를 부착시켰을 때 93.8 ± 
2.57%로 모든 군 중 가장 높은 결합도를 보였다(p< 0.05). 

나. 증식도 변화(Fig. 2)
대조군의 증식도는 배양 4, 7, 14, 21일에 0.58 ± 0.15, 

1.21 ± 0.15, 1.44 ± 0.45, 2.70 ± 0.92로 가장 높았으며, 다
음은 혈청군(0.59 ± 0.06, 1.00 ± 0.06, 1.14 ± 0.19, 2.64 ± 
0.77)이 biotin군(0.48 ± 0.11, 0.82 ± 0.42, 0.95 ± 0.17, 2.22 
± 0.45)보다 높았으나 통계학적으로 유의한 차이는 보
이지 않았다(이원배치 분산분석법, F=3.072, p=0.059). 
증식도는 시간이 지나감에 따라 점차 증가하는 양상
을 보였고 이는 통계적으로 유의한 차이가 있었다(F= 
47.913, p=0.000). 

배양 4일, 7일, 14일, 21일 각 배양일에서 세 군간의 
증식도는 유의한 차이를 보이지 않았으나, 모든 군에서 
배양 4일, 7일, 14일에 증식도는 조금씩 증가하였으나 
유의한 차이가 없었다. 반면, 배양 21일에는 통계적으로 
유의한 차이를 보이며 크게 증가하였다(p<0.05).

다. 주사전자현미경 소견
주사전자현미경 관찰에서 지방줄기세포 없이 분쇄진

피기질만 배양한 경우에는 세포가 발견되지 않았으며 
분쇄진피기질이 마른 나무뿌리 조각의 형태를 보였다

III. 결  과
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Fig. 2. Changes in the proliferation rates of 
ASCs for 21 days. The ASCs(5 × 104 cells/1
mg of micronized acellular dermal matrix) 
were cultured in three groups: control 
group, serum group, and biotinylated 
group. The proliferation rates of ASCs 
were determined by XTT colorimetric
assay. The values represent mean ± 
standard deviation(error bar). *: p<0.05, 
compared to the proliferation rates at 4, 7, 
14 days in control group. †: p<0.05, com-
pared to the proliferation rates at 4, 7, 14 
days in serum group. +: p<0.05, compared 
to the proliferation rates at 4, 7, 14 days in 
biotin group.

Fig. 3. Findings of SEM of ASC-alloderm complex. 
(Above, left) Micronized acellular dermal matrix only. 
(Above, right) The ASCs were well attached to micronized 
acellular dermal matrix in 7 days. (Below) In 21 days, 
more cells were covered the micronized acellular dermal 
matrix than in 7 days.

(Fig. 3, Above, left). 지방줄기세포를 이식 후 7일간 배
양한 지방줄기세포-분쇄진피기질 복합체는 분쇄진피기

질 위에 지방줄기세포가 부착되어 일부 덮여 있는 모
습을 보였고(Fig. 3, Above, right), 배양 21일에는 지방
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줄기세포가 매우 증식되어 분쇄진피기질을 거의 덮는 
양상을 보여주었다(Fig. 3, Below). 

조직 공학에서 배양된 세포를 자가 조직 대신에 대
체할 수 있는 조직으로 제작하기 위해서는 세포를 삼
차원적 구조로 만들어 주는 지지체가 반드시 필요하
다. 공여자로부터 얻은 세포는 증식하여 수를 늘린다 
하더라도 무한정으로 많은 수를 얻을 수 없다. 그러므
로 확보된 세포를 이용하여 조직을 제작할 때 그 활용
도를 높이는 것이 중요한데 여기서 지지체에 대한 세
포 친화력이 매우 중요한 요소이다.5 세포 친화력은 세
포 부착과 세포 성장 두 가지 중요한 요인을 포함하는
데 이들은 세포의 증식과 분화에 직접적인 영향을 준
다.6 여러 연구에서 지지체 표면의 특성, 즉 친수성/소
수성 정도, 표면 에너지 정도, 표면 전하 정도, 표면 거
친 정도가 세포 부착과 성장에 큰 영향을 미치는 것을 
보여주었는데, 일반적으로 지지체 표면이 적당히 친수
성을 띄고, 양전하를 띄며, 높은 표면 에너지와 거친 
표면을 가진 경우 세포 친화도가 좋다고 알려져 있
다.7,8 콜라겐, 알부민, fibronectin 같은 단백질로 지지
체를 코팅하는 것만으로 친화력을 증가시킬 수 있는
데, Kral은 지방전구세포를 이용한 실험에서 코팅되지 
않은 polytetrafluoroethylene mesh에는 세포가 부착되
지 않지만, 단백질로 코팅하면 잘 부착한다고 했다.9 또 
다른 방법으로 noncovalent bioreceptor- ligand 상호작
용으로 지금까지 발견된 결합 친화력 중 매우 특이적이
고 특징적이며 가장 강력한 결합력을 보여 주는 avidin
과 biotin을 이용하여, Bhat 등은 biotin화시킨 우동맥 
내피세포가 avidin을 매개로 부착하면 부착력이 증진된
다는 것을 보여주었다.1 본 실험에서도 지방줄기세포를 
분쇄진피기질에 부착시킬 때 biotin처리한 군에서 세포
결합도가 높게 측정되었다. 이는 앞선 보고와 같이 
avidin-biotin결합이 분쇄진피기질에 대한 지방줄기세
포의 친화력을 향상시킨다는 것을 의미한다.

지방줄기세포는 매우 빠르게 증식하고, 분화가 잘되
며, 최소 침습적으로 얻을 수 있는 특징 때문에 지방조
직공학의 이상적인 세포로 알려져 있어 최근 들어 지방
줄기세포를 이용하여 많은 연구가 이루어지고 있다.10,11 

본 연구에서도 지방조직공학을 연구의 일환으로 지방
줄기세포를 선택했다. 

무세포 진피기질은 피부와 구강 점막에 대한 조직
공학에서 좋은 지지체로 사용되어 왔는데 배양된 상
피세포와 진피기질을 이용하여 복층 구조를 갖는 인

공피부와 인공점막을 제작한 보고가 있다.3,12 본 연구
에서는 분쇄진피기질을 지지체로 사용하였는데, 분쇄
진피기질은 주사 가능한 형태로서 연부조직 보충에 
사용되어온 물질4로 지방조직공학에 접목하여 피브
린 글루13나 알지네이트 겔14을 이용한 인공지방 연구
에서처럼 주사가능 인공지방 연구하고자 하였다.

본 연구에서의 XTT 세포 증식도 측정에서 지방줄기
세포가 분쇄진피기질에서 잘 생존하면서 활발히 증식
이 일어나고 있다는 것을 보여 주었는데, 모든 군에서 
증식도는 시간이 갈수록 현저한 증가를 보였다. 대조군
에 비해 혈청군과 biotin화 군이 낮은 증식도를 보였으
나 통계학적으로 유의한 차이는 보이지 않아 avidin- 
biotin 결합력이 세포 증식에는 영향을 주지 않음을 보
여주었으며, 이는 분쇄진피기질도 지방줄기세포의 지지
체로 사용 가능하다는 것을 시사한다. 또한 분쇄진피기
질은 주사 가능 형태의 재질로써 향후 분쇄진피기질 내 
지방줄기세포의 분화 유도, 생체 실험 등 보다 더 많은 
연구를 통하여 주사 가능한 연부조직 충전물 개발에 이
용될 수 있을 것이다.

조직공학의 목표 중 하나는 공여부에 최소의 결손을 
남기면서 가능한 한 많은 양의 세포를 이용하여 대체 
조직을 만드는 것이다. Avidin-biotin의 사용은 지방줄
기세포가 분쇄진피기질에 부착하는 것을 촉진시키며, 
지방줄기 세포의 생존에 영향을 주지 않았다. Avidin- 
biotin 결합력은 조직공학에서 어렵게 확보한 세포의 
활용도를 높일 수 있어, 이는 지방조직공학에서도 유용
하게 사용할 수 있을 것으로 생각한다. 
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