
16

한국가시화정보학회지, 제11권, 제1호, (2013) 16~21

<일반논문> (투고일: 2013.02.28/수정일: 2013.04.08/심사완료일: 2013.04.12)

DOI : http://jksv.ksvi.or.kr/10.5407/JKSV.2013.11.1.016

아가로스 겔에 포함된 세포의 농도가 확산 계수에 미치는 영향 측정
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Measurement of Diffusion Coefficient in Cell-Laden Agarose Gel

with Different Cell Concentrations
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Abstract. In this study, diffusion coefficients of 20 kDa FITC-dextran in 2% agarose gel with different

cell concentrations were measured using fiberoptic-based fluorescence recovery after photobleaching tech-

nique. As increasing cell concentration suspended in agarose gel, the diffusion coefficients were

decreased. The diffusion coefficient of agarose gel which contains 10×106 cells/ml was decreased to 11%

that of in agarose gel without cells. The distribution of fluorescence dye in 3D scaffold was also sim-

ulated. The simulation result shows that the diffusion coefficient is more significant factor than the scaf-

fold structure. 

Key Words: Diffusion Coefficient(확산계수), Fiberoptic-base FRAP(광섬유 기반 형광광표백기법), Cell-

laden Agarose Gel(세포 혼합 아가로스 겔), Scaffold(인공지지체)

1. 서 론

조직공학은 생명과학과 다양한 분야의 공학이 융합

된 학문 분야로써 신체 조직이나 장기의 기능을 복원 및

재생시키는 것을 목적으로 한다. 조직공학에서 흔히 사

용되는 인공지지체는 손상된 조직 및 기관의 기능을 재

생 및 복원하기 위한 조직공학의 핵심요소로써, 조직이

3차원 구조로 성장하는데 있어 세포의 부착, 분화, 성

장 및 이동에 필요한 물리적 환경을 제공한다. 이러한

인공지지체 내부로의 물질 전달은 대부분 확산을 통하

여 이루어지며(1), 이를 통하여 세포 성장에 필요한 산

소와 영양분을 공급하게 된다. 현재까지 개발된 많은

인공지지체에서는 세포가 인공지지체에서 증식됨에

따라 인공지지체 내부의 세포가 괴사되는 문제점이 관

찰되고 있는데, 이는 산소 및 영양분이 인공지지체 내

부에까지 확산되지 못하여 발생하는 것으로 생산가능

한 조직의 크기를 키우고 생산효율을 높이기 위해서는

반드시 해결되어야 하는 문제이다. 지금까지 이러한

문제의 해결방안을 찾고자 많은 연구자들이 인공지지

체 내부의 확산 현상과 관련된 많은 연구를 진행하고

있다(2,3). 하지만, 현재까지 진행된 많은 확산현상 시뮬

레이션 연구에서는 조직 내의 세포개체수의 변화에 따

른 확산계수 변화에 대한 정보의 부재로 인하여 대부

분 물질의 확산계수는 세포의 개체수 변화에도 불구하

고 일정하다고 가정하여서, 정확한 예측결과를 얻어내

기 힘든 문제가 있었다. 그러므로 본 연구에서는 조직

이 재생됨에 따라 늘어나는 세포 개체수가 조직내의

확산현상에 미치는 영향을 알아보고자 아가로스 겔 내

의 세포 개체 수의 변화에 따른 20 kDa FITC-dextran

염료의 확산계수 변화를 광섬유 기반 형광 광표백 기

법(Fiberoptic-Based Fluorescence Recovery After

Photobleaching: Fiberoptic-based FRAP)을 이용하여

측정하였다. 이러한 연구를 통하여 조직내의 세포 개

체수 변화에 따른 확산계수의 변화를 실험적으로 관찰

할 수 있었다. 또한 이 실험 결과를 통하여 인공지지체

내부의 확산과 물질전달을 이해하는데 도움이 될 것으

로 예상된다.
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2. 실험 장치 및 방법

2.1 세포혼합 아가로스 겔 제작

실험에 사용될 세포혼합 아가로스 겔은 세포 배양액

1 ml에 아가로스(Promega, Agarose, Low Melting

Point, Analytical Grade) 0.02 g을 첨가하여 녹인 후

HeLa 세포를 각각 2.0×106, 5.0×106, 7.0×106, 9.0×106,

9.5×106, 10×106 cells/ml 첨가하여 제작되었다(Fig. 1).

이 때 전체 부피 중 세포가 차지하는 부피는 각각

0.005%, 0.013%, 0.018%, 0.023%, 0.024%, 0.026%

이다. 일반적으로 세포 지지체를 이용하여 조직재생을

하는 경우 파종세포의 개수는 연구에 따라 차이가 있

지만 1.0×106에서 4.0×106가(4,5) 가장 많이 쓰이므로 본

연구에서는 최저 농도 샘플의 세포 농도를 2.0×106 로

설정하였으며, 최고 농도 샘플의 세포 농도는 사람 연

골세포의 평균 세포농도인 10×106로 설정하였다(6,7).

이렇게 만들어진 아가로스 겔을 20 kDa FITC-Dextran

(Sigma Aldrich)과 혼합한 후 36.5oC로 유지되고 있는

항온수조에서 보관, 실험하였다. 특히 형광염료가 시

편 내에서의 확산현상에 미치는 영향을 최소화하기 위

하여 형광염료의 농도를 0.1 mM로 맞추었으며 많은

실험에서 본 연구에서 사용된 농도와 유사한 농도로

실험을 수행한 바 있다(8,9,10). 또한 세포가 첨가된 샘플

과 별도로 세포를 첨가하지 않은 2% 아가로스 겔과 물

에서의 확산계수를 별도로 측정하였다.

2.2 광섬유 기반 형광 광표백 장치

형광 광표백(FRAP) 기법은 형광물질로 염색된 매

질에 강한 세기의 레이저 빛을 조사하여 광표백시킨

후 광표백된 영역으로 형광물질이 확산되면서 형광신

호가 회복되는 과정을 분석하여 확산계수를 측정하는

방법이다(11). 이러한 형광 광표백 기법 중 광섬유 기반

형광 광표백기법은 수백µm 지름을 갖는 광섬유를 3차

원 구조에 삽입하여 기존 방법으로는 측정이 불가능했

던 3차원 구조의 깊은 지역에서 발생하는 확산 현상을

직접적으로 관찰하고 및 확산계수의 변화를 측정 할

수 있는 방법으로 본 실험에서 사용되는 아가로스 겔

과 같은 하이드로젤 인공지지체(12)나 실제 조직(13,14)과

같은 실험체 내의 확산현상을 관찰하는데 적합한 방법

이라 할 수 있다. 

본 연구에 사용된 광섬유 기반 형광 광표백기법 실

험장치의 모식도를 Fig. 2에 나타내었다. 본 실험장치

에서는 형광 염료를 광표백하고 광표백 이후 확산되는

염료를 관찰하기 위하여 473 nm 파장의 100 mW

DPSS Blue Laser를 사용하였다. 레이저의 빛은 색분

리 거울(Dichroic mirror)에 반사 된 후 10배 대물렌즈

(Edmond Din10X)를 이용하여 주문 제작된 광섬유

(AinnoTech, Multimode optical fiber 200 µm diameter

core)의 시작부분에 초점을 맞추어 빛이 광섬유를 통하

여 실험 샘플로 이동될 수 있도록 하였다. 광섬유 끝부

분은 약 2.0 mm 깊이로 샘플내부에 삽입되었으며 삽

입된 광섬유 끝에서 공급되는 레이저 빛(약 30 mW)을

이용하여 500 ms 동안 샘플을 광표백 시겼다. 주변 염

료의 확산에 의해 회복되는 빛을 추가적인 광표백을

최소화한 상태로 관찰하기 위하여 색분리 거울 앞의

기계적 셔터에 장착 되어있는 ND(Neutral density) 필

터로 레이저 빛을 약 0.5 mW로 감소 시켰다. 광표백

된 영역 내로 확산되는 염료의 빛은 광섬유 끝에서 공

급되는 약해진 레이저 빛을 통하여 여기되고 광섬유를

통하여 다시 대물렌즈로 전해지게 된다. 대물렌즈를

통과하는 빛을 색분리 거울과 대역통과필터(Band pass

filter)를 통과시킨 후 PMT(Photomultiplier tube, H9306-

04, Hamamatsu)를 사용하여 측정하였다. PMT에서 나

Fig. 1. Cell-laden agarose gel matrix: (a) 2.0×106cells/ml, (b)

5.0×106cells/ml, (c) 10×106cells/ml.

Fig. 2. Schematic of fiberoptic-based FRAP experiment.
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오는 신호는 A/D converter(Ni UBS 6221, National

instrument)를 이용하여 수집 되었으며, 정확한 셔터의

움직임과 데이터 획득 시간 등을 조절하기 위하여 신호

생성기(9500 Digital Delay Pulse Generator, Quantum)

를 사용하였다. 

준비된 샘플을 이용하여 표면으로부터 약 2 mm 깊이

의 아가로스 겔 내부에서의 확산현상을 앞서 기술한 광

섬유 기반 형광 광표백 장치를 이용하여 관찰하였다. 인

큐베이터 외부에서 HeLa 세포가 생존할 수 있는 시간

이 상온에서 매우 짧으므로 샘플 제작 후 2시간 이내에

실험 완료하였으며 확산 현상에 영향을 미칠 수 있는 세

포와 겔 간의 표면장력의 온도에 따른 변화를 최소화하

고 생체장기와 유사한 환경적 조건을 만들어주기 위하

여 샘플의 온도를 항온수조 내에서 36.5oC로 유지시키

며 실험하였다. 데이터의 정확성을 높이기 위하여 각 샘

플 당 다른 위치에서 10번 이상 측정하였으며 동일한

조건의 샘플을 3개 이상 사용하여 실험하였다.

2.3 실험 결과 분석

광섬유 기반 형광 광표백 기법으로 취득한 샘플의 데

이터로 확산계수를 계산하기 위하여 정규화된 빛의 강

도(f(t))를 아래와 같은 식 (1)을 이용하여 구하였다(15).

(1)

이 식에서 F(∞)는 광표백 전의 빛의 밝기를 나타내

며, F(0)는 광표백 직후의 밝기를 나타낸다. PMT로 측정

된 형광회복 신호를 식(1)을 이용하여 정규화(Nomalize)

하고 정규화된 곡선을 분석하여 형광의 강도가 50%

회복되는 시간(t1/2)을 계산 하였다. 광섬유 기반 형광

광표백 기법으로 취득한 데이터의 3차원 확산계수는

광섬유의 팁의 끝부분 상태와 모양에 따라서 형광의

강도가 50% 회복되는 시간(t1/2)이 달라질 수 있기 때

문에 이를 이용하여 절대적인 확산계수를 계산할 수

없다. 그러므로 식(2)와 같이 물에서 측정된 값(t1/2,solu-

tion)과 비교하여 상대적인 값으로 나타내었다.

(2)

3. 결과 및 토의

Fig. 3에 본 실험을 통하여 얻어진 대표적인 회복곡

선을 나타내었다. 그림에서 볼 수 있듯이 광표백으로

인하여 감소된 빛의 밝기가 광표백영역외부로부터 확

산된 광표백되지 않은 염료로 인하여 점차 회복되는

것을 볼 수 있었으며 그림에 점선으로 표시된 상대적

으로 적은 세포가 포함되어 있는 샘플의 경우 많은 수

의 세포가 포함되어 있는 샘플에 비하여 회복 속도가

빠르고 이 작아지는 것을 알 수 있었다. 세포가 포함되

지 않은 아가로스 겔과 10×106cells/ml의 세포가 포함

된 아가로스 겔에서의 20 kDa FITC-dextran의 확산계

수는 각각 물에서 측정된 값의 52%와 11% 수준으로

감소하였다. 

세포 농도 변화에 따른 확산계수의 변화를 Fig. 4에

나타내었다. Fig. 4에서 볼 수 있듯이 세포의 체적 비

율이 클수록 확산계수는 점차 감소하는 것을 알 수 있

f t( )
F t( ) F 0( )–

F ∞( ) F 0( )–
----------------------------=

Dsample

Dsolution

------------------
t1 2 s,⁄ olution

t1 2 s,⁄ ample

----------------------=

Fig. 3. Recovery curve of 20 kDa FITC- dextran in 2.0×

106cells/ml(---) and 10×106cells/ml(−)matrices.

Fig. 4. Relative diffusion coefficients ratio versus cell

concentration and volume fraction of cell.



아가로스 겔에 포함된 세포의 농도가 확산 계수에 미치는 영향 측정 19

었으며, 감소 비율은 세포의 부피비가 증가할수록 점

차 증가하는 것으로 측정되었다. 20 kDa FITC-dextran

의 물에서의 확산계수는 1.026×10-4 mm/s 라고 알려져

있다(16). 이 값과 본 실험에서 측정된 확산계수의 비율

을 이용하여 계산된 각 확산계수는 세포가 포함되지

않은 아가로스 겔의 경우 약 5.376×10-5mm/s 이고,

10×106cells/ml의 세포가 포함된 샘플의 경우 약

1.169×10-5mm/s 이다. 계산된 확산계수 값을 이용하여

3차원 격자형 인공지지체 내에서의 확산 현상을

Comsol Multiphysics 4.2a를 이용하여 시뮬레이션 해

보았다(17). 본 연구에서 사용된 3차원 격자형 인공지지체

모델의 특성 및 물성치를 Table 1에 정리 하였다. 인공지

지체 모델 뼈대의 폭은 MSTL(Microsterolithography)와

같은 기술을 사용하여 제작가능한 범위인 150µm와

300 µm로 가정하였으며, 인공지지체의 뼈대 사이

조직부분의 확산 계수는 앞서 계산된 값인 5.376×

10-5mm/s 과 1.169×10-5mm/s로 가정하였다. 모델 2의

경우 조직 부분이 3차원 격자형 인공지지체 내에서 차

지하는 비율을 모델 3에 비하여 2배 크게 설정하여 인

공지지체 내에서 차지하는 조직의 부피비율이 확산현

상에 미치는 영향을 파악 하고자하였다. 전체 모델의

바닥면은 20 kDa FITC-dextran이 0.1 mol/ml로 유지

되고 있는 수용액에 노출되어 있다고 가정하였으며 그

외 경계는 모두 대칭 및 벽 조건으로 가정하였다. 각 모

델 도메인의 가로 세로 크기는 각각 1.2 mm, 1.2 mm로

설정하였으나 경계면의 대칭 경계조건으로 인하여 무

한히 넓은 평판을 모사한 것과 같은 결과를 얻을 수 있

었다. Fig. 5에 24시간이 지난 후 각 모델에서의 농도

분포를 나타내었다. Fig. 5에서 볼 수 있듯이 모델 1,

2, 3의 경우 농도분포의 차이가 크게 나타나지 않았지

만 아가로스 겔에서의 확산계수로 설정한 모델 4의 경

우 다른 모델 보다 확산이 더 빠르게 된 것을 알 수 있

었다. 이러한 현상을 좀 더 명확하게 관찰하기위하여

각 모델들의 높이에 따른 염료의 농도 분포를 Fig. 6에

나타내었다. 세포가 포함되지 않은 아가로스 겔을 가

정한 모델 4의 경우 다른 모델에 비해 확산이 잘되는

것을 확인할 수 있었으며 모델 1, 2, 3의 경우 24시간

이 지난 후에도 인공지지체의 중앙부분까지 염료가 전

Table 1. struts component ratio and volume fraction of simulated model

 Model 
NO.

Strut 
width 

Strut volume Cell volume 
fraction in the 
tissue domain

Initial concentration of 
dye at the bottom phase

Initial concentration of 
dye without bottom phase

model 1 300 µm 50% 0.026% 0.1 mol/ml 0 mol/ml

model 2 150 µm 50% 0.026% 0.1 mol/ml 0 mol/ml

model 3 150 µm 25% 0.026% 0.1 mol/ml 0 mol/ml

model 4 150 µm 50% 0 (agarose)% 0.1 mol/ml 0 mol/ml

Fig. 6. Height-based concentration data in the model.

Fig. 7. Time-based concentration data in the models.

Fig. 5. Distribution of 20 kDa FITC-dextran at 24hr. (a)

model 1, (b) model 2, (c) model 3, (d) model 4.
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달되지 않는 것으로 나타났다. 인공지지체의 구조 변

화에 따른 확산 현상의 차이를 관찰하기 위하여 Fig. 7

에 모델 1, 2, 3의 중앙에서의 시간에 따른 농도 변화

를 나타내었다. 그림에서 볼 수 있듯이 뼈대가 굵은 인

공지지체 모델 1의 경우 다른 모델들에 비하여 확산

속도가 느린 것을 알 수 있었으며 확산 가능한 부분의

부피가 큰 모델 3이 가장 확산 속도가 빠른 것을 알 수

있었다. 

4. 결 론

인공지지체 내부로의 물질 전달은 확산을 통하여 이

루어지며, 이를 통하여 세포 생장에 필요한 산소 및 영

양분을 공급하게 된다. 따라서 인공지지체에서 세포의

생장에 관련된 확산에 대한 정확한 데이터는 중요성이

높아지고 있다. 본 연구에서는 광섬유 기반 형광 광표백

기법을 사용하여 아가로스 겔 내부 세포 농도에 따른 확

산변화를 측정하였다. 이를 통하여 아가로스 겔 내에서

세포의 개체수가 증가함에 따라 20 kDa FICT- dextran

확산계수가 감소하는 현상을 관찰할 수 있었으며, 이러

한 결과는 Magzoub 등(14)의 연구 결과와 유사하다고 판

단된다. 실험결과를 시뮬레이션에 이용하여 인공지지

체 내의 확산 현상을 모델 별로 비교, 분석한 결과 인공

지지체의 구조적 변화보다 확산계수의 변화가 큰 영향

을 미친다는 것을 알 수 있었다. 이러한 시뮬레이션 결

과로부터 향후 인공지지체를 제작할 때 확산현상으로

인하여 발생할 수 있는 문제를 최소화 할 수 있는 형상

을 예측하는데 도움이 있을 것으로 판단된다.
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