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피부 재생능력 촉진을 위한 물리적 복합자극의 활용 연구 

 

Combinatorial Physical Stimulation and Synergistically-Enhanced Fibroblast Differentiation
for Skin Regeneration 
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For proper wound healing, dermal contraction and remodeling are critical; during the natural 

healing process, differentiated fibroblasts called “myofibroblasts” typically undertake these 

functions. For severe wounds, however, a critical mass of dermal matrix and fibroblasts are lost, 

making self-regeneration impossible. To overcome this impairment, synthetic wound patches with 

embedded functional cells can be used to promote healing. In this study, we developed a 

polydioxanone (PDO)-based cell-embedded sheet on which dermal fibroblasts were cultured and 

induced for differentiation into myofibroblasts, whereby the following combinatorial physicochemical 

stimuli were also applied: aligned topology, electric field (EF), and growth factor. The results show 

that both the aligned topology and EF synergistically enhanced the expression of alpha smooth-

muscle actin (α-SMA), a key myofibroblast marker. Our proof-of-concept (POC) experiments 

demonstrated the potential applicability of a myofibroblast-embedded PDO sheet as a wound patch.

 

KEYWORDS: Wound patch (상처패치), Fibroblast (근섬유아세포), Electrospinning (전기방사), Polydioxanone (PDO) 

(폴리디옥사논), Electrical stimulation (전기자극) 

 

 

1. 서론 

 

피부 조직은 신체를 둘러싸고 있는 하나의 막

으로써 외부환경으로부터 내부 장기를 보호하고 

체내의 항상성을 유지하는 역할을 한다. 피부는 

우리 몸에서 가장 자주 손상되는 조직으로써 일정 

수준의 자가 재생능력을 가지고 있으나, 손상 부

위의 크기와 정도에 따라 재생 능력이나 속도가 

제한 된다.1 피부에 상처가 발생하는 경우, 수시간 

내에 면역 반응이 시작되고 세포외기질 (ECM: 

Extracellular Matrix) 단백질의 재생, 표피세포의 이

동 등에 의해 피부 재생이 이루어진다. 이와 같은 

재생과정에서 가장 중요한 역할을 하는 섬유아세

포 (fibroblast)는 상처발생시 상처 부위로 이동하여 

증식하고 근섬유아세포 (myofibroblast)로 분화 하

여 재생을 돕는다. 특히 근섬유아세포는 다양한 생

물학적 성장인자를 분비하여 피부재생에 필요한 여

러 주변세포들의 움직임을 유도 할 뿐만 아니라, 스
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스로 콜라겐, 엘라스틴 등의 ECM 단백질을 합성하

고 분비시켜 조직재생의 중추적인 역할을 하는 것

으로 알려져 있다. 이렇듯 근섬유아세포는 ECM 단

백질을 가장 효율적으로 생산하는 세포이기 때문에 

섬유아세포의 근섬유아세포로의 분화 유도가 매우 

중요하다. 그러나 심각한 외상, 3도 이상의 화상, 당

뇨 합병증과 같은 중증의 상처가 발병하는 경우, 재

생 한계를 넘는 양의 ECM과 세포의 손실로 인하여 

회복이 지연되거나, 심한 경우 완전한 회복이 이루

어지지 않을 수 있다. 이와 같은 피부 재생 능력의 

한계를 극복하고자 음압치료 (negative pressure wound 

therapy, NPWT), 성장인자 표적치료 (growth factor 

targeted therapy), 혹은 피부 이식 (skin substitutes) 등

의 방법에 대한 연구가 활발히 진행되고 있다.2 음

압치료란 상처부위에 음압 흡입을 가해 죽은 조직

을 제거하고, 상처 내의 유동을 순환시켜 재생 속도

를 증가시키는 치료법으로 수술, 사고 등으로 감염

이 되기 쉬운 큰 상처에 효율적인 것으로 알려져 

있다.3 성장인자 표적치료는 면역 반응 등에 관여되

어 있는 생화학적 인자를 투여하여 재생을 촉진시

키는 치료법으로써 세포 단위에서 재생이 촉진되는 

결과가 관측되었다.4 재생능력이 완전히 상실되어버

린 치명적인 창상이나 화상 부위의 치료의 경우에

는 자가재생을 할 수 있는 세포들의 부재로 간접적

인 재생유도가 불가능 하게 되고 이에 따라 피부이

식이 불가피하다. 일반적으로 면역 반응에 안전한 

자가피부이식 방법이 많이 선호되고 있으나 실제 

환자로부터 얻을 수 있는 피부가 제한되어 있어서 

타종으로부터의 이식 및 조직 공학적인 접근 방법 

등이 활발히 연구되고 있다.5 

조직공학이란 세포가 부착되어 자랄 수 있는 

지지체와 각종 성장 인자를 적절히 이용하여 줄기

세포 (stem cell) 혹은 전구세포 (precursor cell) 등을 

원하는 조직에 맞는 세포로 분화시켜 기능성 조직 

재생을 구현하는 학문이다. 예를 들면 피부 재생

을 위한 조직공학적 방법은 일반적으로 각질세포

와 섬유아세포 등을 포함하여 배양한 지지체가 개

발되어 사용 중인데, 진피의 ECM 구조 회복이 느

리며 재생이 완전하지 않다고 보고된 바 있다.6 

ECM의 보다 효과적인  회복을 위해 콜라겐을 포

함한 합성 지지체의 사용도 보고된 바 있으나, 주

입된 콜라겐이 생체 내 흡수 및 분해되어 조직 내 

유지되는 양이 매우 적은 문제점이 지적되었다.7 

따라서 조직 내 세포가 스스로 ECM 물질 및 사이

토카인 등의 생산과 분비를 촉진 시키는 것이 중

요할 것이다. 이를 위해 본 연구에서는 기존 수술

용 봉합실로 사용되어 온 생체적합재료인 폴리디

옥사논 (PDO: Polydioxanone)을 이식이 가능하도록 

전기방사법을 이용하여 시트 형태로 제작하고 피

부유래 섬유아세포를 배양하여 피부재생 패치로서

의 가능성을 연구하고자 하였다. 섬유아세포는 피

부재생 과정 중에 근섬유아세포로 분화하여 ECM 

단백질 합성과 분비, 조직의 수축에 직접적으로 

기여 하게 되므로, 준비단계에서 미리 근섬유아세

포로의 분화를 유도하여 적용하는 접근방법을 고

려하고자 한다특히 본 연구에서는 단일 방향성 패

턴과 전기장의 복합적인 물리적인 자극에 성장인

자를 더한 복합 자극을 이용하여 섬유아세포의 사

전분화를 극대화하고자 한다.8 앞서 언급한 대로, 

섬유아세포의 근섬유아세포 분화는 피부의 ECM을 

재생하고 상처를 회복하는데 중요한 역할을 한다

고 알려져 있어,9,10 복합 물리적 자극이 섬유아세

포의 분화에 미치는 영향을 보다 심도 있게 분석

해 보고자 한다. 

 

2. 세포 배양 시스템 개발 

 

2.1 단일 방향성 섬유 지지체 

단일 방향지지체를 제작하기 위해 Fig. 1(a)와 

같이 전기방사 (electrospinning) 방법을 사용하였

다.11 전기방사 재료는 폴리디옥사논(polydioxanone, 

PDO)을 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol (HFP)에 250 

mg/ml의 농도로 용해시켜 사용하였다. 방사 노즐

은 25G 사이즈를 사용하였고, 노즐과 섬유수집기 

간의 거리는 275mm로 유지하였다. 전기방사는 20kV

의 전압으로 수행하였다. 단일 방향성 섬유 시트를 제

작하기 위해서 비대칭 공간 수집기 (asymmetric air gap 

collector)를 사용하여 수집하였다. 비대칭 공간 수집기

는 비대칭적인 전기장의 형성을 통해 섬유를 수집

기의 두 전극 사이에 팽팽하게 배열시키는 장치이

다. 보다 높은 밀도의 섬유 시트를 제작하기 위해, 

섬유를 비대칭 공간 수집기에 1분간 수집하고, 다

시 한 번 글라스를 이용하여 60회 누적했다. 방향

성이 없는 섬유 시트는 일반적인 평면 수집기 (flat 

plate collector)를 사용하여 제작했다. 방향성이 없

는 섬유 시트의 경우 수집되는 섬유의 양이 많기 

때문에 총 3분 간 1회 수집하여 제작했다. 제작된 

섬유 시트는 실험시의 취급의 용이성을 위해 direct 

polymer melting deposition (DPMD)를 사용하여 시트에 

1×1 cm2 크기의 사각형 틀을 부착시켰다.12 
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제작된 섬유 시트는 Fig. 1(b)와 같이 주사전자

현미경(scanning electron microscopy, SEM)으로 촬영

하여 섬유의 패턴이 잘 구축되었는지를 확인하였

다. 이에 정확한 방향성을 측정하기 위해, 의도하

였던 섬유의 방향과 실제 제작된 섬유의 방향 간

의 사이 각도를 IMAGEJ software (NIH, USA)를 사

용하여 확인하였다. 그 결과, 비대칭 공간 수집기

를 통해 수집된 섬유는 Fig. 1(c)와 같이 80% 이상

의 섬유가 ± 30° 내의 방향성 오차를 가졌다. 반면 

평면 수집기에서 수집한 섬유는 특정 방향성을 띄

지 않았다. 섬유는 수집기에 관계 없이 1~2μm의 

직경을 갖는 것을 확인했다. 

제작된 폴리디옥사논 지지체가 섬유아세포(normal 

human dermal fibroblast, Lonza)를 배양 할 수 있는지

를 검증하기 위해 방향성이 없는 지지체와 단일 

방향성 지지체에 세포를 24시간 동안 배양하고, 

live-dead assay (L3224, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)

를 통해 세포의 생존율을 Fig. 2(a)와 같이 형광 이

미지로 확인하였다. 세포는 10% fetal bovine serum 

(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) 과 100 U/ml penicillin 

and 100 ug/ml streptomycin (Invitrogen)이 포함된 

Dulbecco’s modified eagle’s medium (Lonza)에서 배양

하였다. 지지체는 세포의 부착력 증가를 위해 10 

μg/ml의 파이브로넥틴 (fibronectin)으로 3시간 동안 

코팅하였고, 세포는 40000 cells/cm2으로 seeding 되

었다. 그 결과, Fig. 2(b)에서와 같이 모든 지지체에

서 90%가 넘는 세포가 생존하는 것으로 나타나 

세포 배양이 가능하다는 것을 확인하였다. 

 

2.2 전기장 자극 및 세포 배양 시스템 

본 연구에서는 세포의 생존을 유지하면서 동시

에 전기장을 인가할 수 있는 시스템을 제작하여 

사용하였다. 전기장 자극 시스템은 전선이 직접적

으로 세포배양액 (cell culture medium)에 닿으면, 오

염 및 화학적인 영향을 가할 수 있어, 아가브릿지 

(agar bridge)를 사용하여 간접적인 전기장을 가할 

수 있도록 제작되었다. 아가브릿지는 일정 수준 이

상의 전기전도성을 갖추기 위해, Steinberg solution에 

2% 아가파우더를 용해시킨 뒤, U자관에서 굳혀 제

작하였다. 

섬유아세포는 섬유시트에서 2일간 배양된 후, 

전기장 자극 시스템으로 옮겨져 전기장 자극을 받

았다. 전기장 자극은 0.5, 0.75, 1 V/cm의 크기로 인

 

Fig. 1 (a) Illustration of electrospinning system to 

fabricate the fibrous scaffolds (b) SEM images of 

PDO scaffold (c) Angular distribution of PDO 

fibers 

 

Fig. 2 (a) Live-dead assay results on PDO scaffolds 

(green: live cell, yellow arrows: dead cell, scale 

bar: 200 μm) (b) Percentage of live cells/total 

cells on PDO scaffolds (n=3) 
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가되었으며 10분간 자극을 인가하고 20분 간 휴식

시간을 갖도록 하여 총 3시간 동안 6회 자극과 휴

식을 반복하였다. 전기장 자극이 모두 끝난 후에

는 섬유아세포의 분화를 촉진하기 앞서, 다른 성

장인자의 영향을 줄이기 위해 FBS가 없는 환경에

서 1일간 starvation하였으며, 이를 다시 2일간 10 

ng/ml의 농도의 hTGF-β1가 첨가된 기존 배양용액

에서 분화를 유도하였다. 

 

3. 근섬유아세포로의 분화 촉진 

 

3.1 단일 방향성 패턴에 의한 분화 촉진 

섬유 시트의 방향성에 따른 근섬유아세포의 분

화 촉진을 관찰하기 위해 α-SMA 발현량을 측정했

다. α-SMA는 근섬유아세포에서 발현되는 대표적인 

단백질로써 α-SMA의 발현이 증가되었다는 것은 섬

유아세포가 근섬유아세포로의 분화가 효율적으로 

이루어졌음을 의미한다. 방향성이 없는 패턴과 단일 

방향성 패턴에서 섬유아세포를 근섬유아세포로 분

화시킨 결과 Fig. 3(a)와 같이 단일 방향성 패턴에서 

배양된 섬유아세포가 방향성이 없는 패턴에서 배양

된 것에 비해 α-SMA 발현이 증가하는 것을 확인했

다. 또한 단일방향성 지지체에 human TGF-β1 

(Rhoche, Germany)를 처리한 경우 α-SMA 발현량이 

더욱 증가하는 것을 확인했다. 이를 보다 정량적으

로 비교하기 위해 발현되는 α-SMA의 형광의 세기

를 비교하여 본 결과, 앞서의 결과 같이 단일방향성 

패턴이 방향성이 없는 경우에 비해 α-SMA 발현량

을 크게 증가시키고 hTGF-β1 처리 시에 더욱 시너

지를 일으키는 것을 알 수 있었다(Fig. 3(b)). 이와 

같은 결과는 단일방향성 패턴이 방향성이 없는 패

 

Fig. 3 Immunofluorescence images of α-SMA 

expression; (a) Without TGF-β and (b) With 10 

ng/ml TGF- β on random and aligned fibers

(green: α-SMA, blue: nuclei, scale bar: 200 μm) 

(c) Average fluorescence graph of α-SMA 

expression (n=3) 

 

Fig. 4 (a) Illustration of Electrical Field Stimulation 

Device (b) Immunofluorescence images of α-

SMA expression with various electrical field 

(green: α-SMA, red: actin, blue: nuclei, scale bar: 

200 μm) (c) Average fluorescence graph of α-

SMA expression (n=3) 
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턴에 비해 근섬유아세포로의 분화에 더욱 유리한 

조건임을 보여주고, hTGF-β1과 같은 생화학적 인자

와 시너지 효과를 낼 수 있음을 보여준다. 

 

3.2 단일 방향성 및 전기자극에 의한 분화 시

너지 효과 

단일 방향성 지지체와 전기장 자극과의 시너지 

효과를 관찰하기 위해 우선 단일 방향성 패턴에서 

배양 중인 섬유아세포에 다양한 크기의 전기장을 

인가하여 근섬유아세포로의 분화를 관찰했다. 전

기장의 세기는 피부에 상처가 발생할 경우 자연적

으로 형성된다고 알려진 0.1~0.5V의 전기장 세기를 

기준으로 하여 0.5, 0.75, 1 V/cm 크기를 선정하였

다.13,14 그 결과, Fig. 4(b)와 같이 0.5, 0.75 V/cm 크기

의 전기장에서 α-SMA의 발현량이 크게 증가하는 

것을 관찰할 수 있었다. 이를 정량적으로 비교 분석

하기 위해 α-SMA의 형광 발현 세기를 비교한 결과, 

Fig. 4(c)와 같이 0.5 V/cm의 조건에서 α-SMA의 발현 

세기가 가장 크다는 것을 확인했다. 이와 같은 결과

는 적정한 크기의 전기장 자극이 근섬유아세포의 

분화를 촉진시킬 수 있다는 것을 의미한다. 또한 단

일방향성 패턴만 있는 경우 보다 0.5 V/cm 크기의 

전기장이 함께 인가되는 있는 경우에 α-SMA의 발

현량이 더 크다는 것을 확인할 수 있다. 이와 같은 

결과는, 전기장과 단일 방향성 패턴이 서로 시너

지 효과를 내어 분화를 증가시키는 것을 의미한다. 

 

4. 결론 

 

본 연구는 피부재생에 필수적인 섬유아세포의 

근섬유아세포 분화에 복합적인 물리적 자극이 미

치는 영향을 세포의 형태변화와 α-SMA 의 면역

염색법을 이용하여 평가하였다. 본 연구를 통해 

단일방향성 패턴이 방향성이 없는 패턴에 비해 더

욱 효율적으로 근섬유아세포로의 분화를 유도할 

수 있다는 것을 확인했고, 단일방향성 패턴과 전

기장 자극의 복합자극이 시너지 효과를 통해 근섬

유아세포의 분화에 더욱 효율적임을 밝혀냈다. 

기존 연구에 따르면 단일방향성 패턴은 세포를 

더욱 신장(elongation)시키게 되는데, 이와 같이 세

포가 강제로 길게 자라게 되면 세포 내부의 장력 

(internal tension)이 더욱 커지게 되고 이는 세포막

의 다양한 채널 (stress activated channels)을 활성화

시켜 생물학적인 현상에 영향을 줄 수 있다고 알

려져 있다.15 이와 같은 기존 연구는 단일 방향성 

패턴에서 근섬유세포로의 분화가 촉진되는 이유가 

세포의 형태 (morphology) 및 다양한 신호 전달 기

전과 관련되어 있음을 암시하며 전기장과의 복합자

극이 분화를 촉진시키는 것을 밝혀내었다. 하지만 

이러한 물리적인 자극이 어떠한 기전에 의해 섬유

아 세포의 분화를 촉진하는지에 대해서는 정확히 

알려진 바가 없다. 본 연구단계에서는 PDO 고분자 

화합물의 구조적, 화학적 특성으로 인해, 배양된 세

포의 분리의 어려움으로 PCR (polymerase chain 

reaction)이나 western blot 등의 방법을 이용한 유전

자와 단백질 발현의 정량화에 어려움이 있어 추후 

실험방법의 보완을 통해, 보다 정량적인 생물학적인 

기법을 활용하여 메커니즘을 확인할 예정이다. 

본 연구는, 단일방향성 지지체와 전기자극이 복

합적인 물리자극으로써 피부재생에 효과적인 자극

이 될 수 있음을 증명하였고, 그 조건을 확립하였다

는데 의의가 있으며, 추후 피부재생 패치 개발에 기

초가 되는 연구가 될 것으로 기대한다. 
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