
pISSN 1226-2587
J. Soc. Cosmet. Sci. Korea eISSN 2288-9507
Vol. 44, No. 1, March 2018, 23-29 http://dx.doi.org/10.15230/SCSK.2018.44.1.23

23

1. 서    론1)

인체 내에서 세포가 부착하여 성장할 수 있는 물리

적 환경을 제공하는 세포외기질(extracellular matrix: 

ECM)은 단순히 세포 지지체로서 구조적인 역할뿐 아
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니라, 세포가 성장, 증식 및 분화하는데 매우 중요한 

세포생리 조절인자로 역할을 한다[1-3]. 때문에 세포외

기질의 물리적 특성 및 세포와의 상호관계 나아가 세

포활성 조절에 대한 다양한 연구가 활발하게 진행되고 

있다. 세포외기질은 콜라겐(collagen), 엘라스틴(elastin) 

등의 구조 단백질에 glycosaminoglycan (GAG)와 같은 

다당류 및 성장인자, 세포부착 단백질 등 다양한 생화

학적 인자들로 구성되어 있다. 이 중 콜라겐은 세포외
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요 약: 본 연구에서는 생체재료인 콜라겐과 합성 단량체인 아크릴아마이드를 연속가교 하여, 하이드로젤 기반의 
콜라겐 겔을 제조하였다. 아크릴아마이드의 함량 및 가교 정도에 따라, 1.5 kPa에서 3.0 kPa까지 다양한 강도
(E)를 갖는 콜라겐 겔을 제조할 수 있었다. 또한, 콜라겐 겔에 다공성 기공을 도입하고 진피세포를 내부에 담지
하여, 겔 강도에 따른 세포 성장 및 거동을 확인하였다. 상대적으로 강도가 높은 겔에서 세포의 성장은 느렸지만 
GAG 합성 및 분비는 활성화되는 것을 확인하였다. 콜라겐 겔의 기계적 물성에 따라 세포의 성장 및 활성이 영향
을 받는 것을 알 수 있었으며, 이는 향후 인공피부 제조 및 응용, 나아가 다양한 조직공학 분야의 기반 기술로 
활용 가능하리라 기대된다. 

Abstract: In this study, sequential cross-linked collagen gels were successfully prepared with collagen, which is bio-
material, and acrylamide (AAm), which is a synthetic monomer. The elastic moduli (E) of cross-linked collagen gels 
were increased from 1.5 to 3.0 kPa by varying of AAm concentrations. In addition, human dermal fibroblasts were en-
capsulated into the porous pores introduced into the gels, and cell growth and behavior were investigated. Increasing 
E of the gels led to decreases in cell growth rate, while the cellular glycosaminoglycan (GAG) production level was 
elevated. Overall, the growth and cellular activity of skin cells were influenced by the extracellular matrix properties 
of the collagen gels. In conclusion, these results will be highly useful for designing reconstructive skins and various 
tissue engineering researches. 

Keywords: collagen gel, sequential cross-linking, hydrogel, elastic modulus
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기질을 이루는 대표적인 구조 단백질로, 현재 하이드

로젤(hydrogel) 등과 같은 연성소재 시스템과 연결 또

는 접목하여 세포외기질의 물리적 특성에 따른 세포활

성 연구에 활용되고 있다[4,5].

일반적으로 콜라겐 겔은 2가 또는 다가 알데하이드

(aldehyde)를 갖는 짧은 가교제(cross-linker)를 사용하여 

강도를 제어한다. 하지만 이 방법은 콜라겐 가교에 참

여하지 않고 겔 안에 남아있는 알데하이드 분자단이 

세포에 독성을 보이는 문제점이 있다[6,7]. 때문에, 본 

연구에서는 하이드로젤 기반의 연속가교 방법을 도입

하여 콜라겐 겔의 기계적 물성을 제어하는 실험을 진

행하였다. 먼저, 콜라겐 겔과 아크릴아마이드 젤을 in 

situ로 연속가교 시켜, 다양한 강도를 갖는 콜라겐 겔을 

제조할 수 있었다. 이렇게 제조된 콜라겐 겔에 동결건

조(freeze-drying) 과정을 통해 내부에 다공성 기공을 도

입하였다. 다공성 기공이 도입된 건조 콜라겐 겔은 진

피세포 용액을 빠르게 흡수하는 동시에 팽윤(swelling)

하면서 진피세포를 겔 내부에 포집(encapsulation)할 수 

있었다. 진피세포를 담지한 콜라겐 겔을 통해, 강도

(stiffness)에 따른 세포 성장 및 거동을 확인하였다. 제

조된 콜라겐 겔의 물리적, 구조적 특성은 팽윤비 측정, 

주사전자현미경을 통한 내부구조 분석, 만능재료시험

기를 통한 기계적 물성 분석을 통해 확인하였다. 또한 

콜라겐 겔 내부에서의 세포거동은 세포성장과 더불어 

겔 강도에 따른 진피세포의 GAG 합성 및 분비 정도를 

측정하여 분석하였다. 

본 연구에서 연속가교 방법을 도입하여 제조한 하이

드로젤 기반의 콜라겐 겔은 다양한 강도를 갖는 인공

피부 제조에 활용될 수 있을 뿐 아니라, 약물전달 및 

조직공학 분야에 다양하게 응용될 수 있으리라 기대

된다. 

2. 재료 및 방법

2.1. 연속가교를 통한 하이드로젤 기반의 콜라겐 겔 제조

순수 콜라겐 겔(pure collagen gels)은 저온(4 ℃)에서 

콜라겐 용액(collagen type I, 6.1 mg/mL, Advanced 

BioMatrix Inc., USA)에 일정양의 RES 완충용액

(reconstituting buffer solution)을 첨가하고 37 ℃에서 4 

h 동안 incubation 하여 제조한다. 여기서 RES 완충용

액은 0.26 M의 NaHCO3 (sodium bicarbonate)와 0.2 M의 

4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid (HEPES), 

0.04 M의 NaOH 혼합용액으로 준비하였다. 하이드로젤 

기반의 콜라겐 겔을 제조하기 위해, 단량체로 acrylamide 

(AAm, Sigma, USA), 가교제로 N,N’-methylenebisacrylamide 

(MBA, Sigma), 개시제로 Irgacure-2959 (Sigma)를 사용

하였다. 먼저, 일정양의 콜라겐 용액과 RES 완충용액

을 1.0 mm 두께를 갖는 두 개의 spacer가 놓인 석영 판

에 도입하고 또 다른 석영 판으로 덮은 후, 37 ℃에서 

30 min 동안 incubation 하여 콜라겐 겔을 제조하였다. 

이후, AAm과 MBA 혼합액을 콜라겐 겔에 도포하고 

석영 판을 덮어 3 min 동안 콜라겐 섬유 사이로 충분히 

스며들도록 하였다. 이때, 가교제 MBA의 농도는 0.1% 

(w/v)로 고정하고 AAm의 농도를 5-10% (w/v)로 다양

하게 조절하였다. 마지막으로 365 nm의 UV (UV lamp, 

Vilber Lourmat, France)를 10 min 동안 조사하여 콜라

겐 겔 내부에서 AAm 단량체를 광중합(photo-polymer-

ization)함으로써, 하이드로젤 기반의 콜라겐 겔을 연속

가교 방법으로 제조하였다. 이렇게 제조된 겔은 직경 

8 mm, 두께 1 mm로 규격화하여 물성 분석 및 세포 담

지 연구에 사용하였다. 

2.2. 피부세포 담지 및 배양

연속가교 과정을 거쳐 제조된 콜라겐 겔에 동결건조 

과정을 통해 내부에 다공성 기공을 도입하였다. 건조된 

겔은 UV로 10 min 동안 멸균(sterilized)시켰다. 이렇게 

다공성 기공이 도입된 건조 콜라겐 겔은 진피세포 용

액을 빠르게 흡수하는 동시에 팽윤(swelling)하기 때

문에, 진피세포를 겔 내부에 포집(encapsulation)할 수 

있다. 먼저, 진피섬유아세포(human dermal fibroblasts, 

HDFs, Gibco, USA)는 M106 (Gibco) 배양액에 2% (v/v) 

low serum growth supplement (LSGS, Gibco)와 1% (v/v) 

Penicillin-Streptomycin (P/S, Biowest, France)를 첨가하

여 37 ℃, 5% CO2 환경에서 배양하였다. 이렇게 배양한 

세포를 콜라겐 겔 용액 1 mL 당 세포 1.0 × 105 cells 농

도로, 건조된 젤 위에 도포(100 µL)하여 겔이 팽윤하는 

동시에 겔 내부에 세포를 담지시켰다. 세포를 봉입한 

콜라겐 겔은 phosphate-buffered saline (Biowest, PBS)로 

2번 세척하고 LSGS 및 P/S가 첨가된 M106 배양액에서 

2주 동안 37 ℃, 5% CO2 환경에서 배양하였다. 
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2.3. 연속가교 콜라겐 겔의 물성 분석 

하이드로젤 기반의 콜라겐 겔의 기계적 물성은 만능

재료시험기(universal testing machine, UTM, DrTech, 

Korea) 장치를 이용하여 분석하였다. 압축 강도 측정을 

위한 하이드로젤은 직경 8 mm, 두께 1 mm로 규격화하였

으며 각각 총 5개의 샘플을 제작하여 측정하였다. 만능재

료시험기의 설정 값은 측정거리 시험비율 10%, 시험 속

도 0.2 mm/min, 하중 범위 1.0 kgf로 동일하게 적용하였

다. 연속가교 콜라겐 겔의 내부구조는(microstructure)

는 동결건조 후, 주사전자현미경(FE-scanning electron 

microscope, JEOL-7001F, Germany)을 이용하여 관찰하

였다.

2.4. 강도가 다른 콜라겐 겔에서의 세포생장 관찰

세포가 봉입된 콜라겐 겔은 LSGS와 P/S가 첨가된 

M106 배양액을 사용하여 37 ℃, 5% CO2 환경에서 배

양하였다. 배양액은 2 days 주기로 교체했으며 광학

현미경(optical microscopy, Nikon Eclipse TS100, Japan)

으로 세포들의 성장과 증식을 관찰했다. 겔 내부의 세

포 대사활동(cellular activity) 정도를 확인하기 위해 

3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bro-

mide (MTT, Sigma) 분석을 수행하였다. MTT 용액을 

배양액에 대비 10% (v/v)를 첨가한 후, 계속해서 37 ℃, 

5% CO2 환경에서 2 h 동안 배양했다. 이후, 세포 ly-

sis buffer 10% (v/v)를 첨가하여 12 h 동안 처리하여 주

고 ELISA (Thermo Scientific, USA)를 사용하여 570 nm

에서 각 시료의 optical density를 측정하였다. 다양한 

강도에 따른 진피섬유아세포의 GAG 분자 생성을 확

인하기 위해, 배양 14 days 후, alcian blue 염색 분석을 

수행하였다[8]. 세포를 봉입하고 14 days 간 배양한 하

이드로젤 기반의 콜라겐 겔을 PBS로 세 번 세척해 주

고 상온에서 10 min 간 4% (v/v) 포름알데하이드 용액

으로 고정(fixation) 하였다. 이후, 50 mM의 MgCl2 (pH 

5.8, Sigma)를 첨가한 50 mM의 sodium acetate buffer 

(Sigma)를 용매로 0.05% (w/v) alcian blue (Aladin, USA)

를 12 h 동안 처리하여 염색하였다. 염색한 세포는 형

광현미경(fluorescent microscope, Nikon Eclipse Ti, 

Japan)을 사용하여 관찰하였고 이미지는 ImageJ (open 

source image processing program)으로 분석하였다. 

2.5. 통계적 분석

표준편차를 포함한 오류 막대(error bars)는 모든 실

험에 대해 5개의 시료 측정값으로 나타내었다. 통계적 

유의성은 Tukey’s multiple comparison test를 활용하여 

결정하였다(*, p < 0.05).

3. 결    과

3.1. 다양한 강도를 갖는 하이드로젤 기반의 콜라겐 겔 제조

본 연구에서는 하이드로젤 기반의 연속가교 방법을 

도입하여 콜라겐 겔의 기계적 물성을 제어하는 실험을 

진행하였다. 먼저, 콜라겐 겔과 아크릴아마이드 젤을 

in situ로 연속가교 시켜, 다양한 강도를 갖는 콜라겐 

겔을 제조할 수 있었다. 하이드로젤 기반의 콜라겐 겔

을 제조하기 위해, 먼저 일정양의 콜라겐 용액과 RES 

완충용액을 사용하여 콜라겐 겔을 제조하였다. 이후, 

AAm과 MBA 혼합액을 콜라겐 겔에 도포하고 365 nm

의 UV를 10 min 동안 조사하여 콜라겐 겔 내부에서 

AAm 단량체를 광중합 함으로써, 하이드로젤 기반의 

콜라겐 겔을 연속가교 방법으로 제조하였다(Figure 1

(a)). 이렇게 제조된 콜라겐 겔에 동결건조 과정을 통해 

내부에 다공성 기공을 도입하였다(Figure1 (b)). 다공성 

Figure 1. Preparation and structural characterization of 

sequential cross-linked collagen gel (A-B) and HDF cells 

encapsulation into a freeze-dried gel (C-D).
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기공이 도입된 건조 콜라겐 겔은 진피세포 용액을 빠

르게 흡수(Figure 1(c))하는 동시에 팽윤하면서 진피세

포를 겔 내부에 포집할 수 있었다(Figure 1(d)).

Figure 2에서 보는 것과 같이, 순수 AAm 하이드로젤

은 AAm 단량체의 농도와 MBA 가교제의 농도에 따라 

다양한 강도를 갖도록 제작할 수 있다. 단량체의 농도

를 10% (w/v)로 고정하고 가교제의 농도를 증가시키면 

하이드로젤의 강도 또한 선형적으로 증가한다. 뿐만 

아니라, 가교제의 농도를 0.1% (w/v)로 고정하고 단량

체의 농도를 증가시켜도 하이드로젤의 강도를 높일 수 

있었다. 본 연구에서는 가교제의 농도를 0.1% (w/v)로 

고정하고 단량체의 농도를 5% (w/v)에서 8% (w/v)까지 

증가시켜 콜라겐 겔과 연속가교 시켰다. Figure 3(A)는 

콜라겐 겔의 변형률(compressive strain, %)에 대한 응력

(stress)을 측정한 결과를 보여주고 있다. 콜라겐 겔의 

영 탄성률(E, elastic modulus)은 변형률에 대한 응력의 

비로 계산하여 각 시료마다 측정된 평균값을 나타내었

다. 이때, 하이드로젤 기반의 콜라겐 겔이 점탄성 거동

(affined network model)을 보이는 변형률 10% 이하에

서 측정 값을 얻었다[9]. 그 결과, Figure 3(B)에서 보는 

것과 같이, 콜라겐 겔에 연속가교를 통하여 도입된 

AAm 농도가 증가함에 따라 1.5 kPa에서 3.0 kPa까지 

다양한 강도를 갖는 것을 확인할 수 있었다. Figure 3의 

결과는 연속가교로 제조된 콜라겐 겔을 동결건조시켜 

내부에 다공성 기공을 도입한 후 다시 팽윤시킨 최종 

하이드로젤을 이용해 측정한 결과이다.

Figure 4의 (A)와 (B)는 각각 순수 AAm 하이드로젤

과 순수 콜라겐 겔의 주사현미경 사진이다. 순수 AAm 

하이드로젤은 친수성 AAm의 중합과 MBA로 인한 가

교로 인해, 내부에 수분을 다량 함유할 수 있는 3차원 

네트워크 구조를 갖는다. 동결건조 과정을 거치면 

Figure 4(A)에서 보는 것과 같이, 2.0-4.0 µm의 다공성 

기공이 도입된 것을 확인할 수 있다. 순수 콜라겐 겔

은 Figure 4(B)에서 보는 것과 같이, 직경 50-100 nm의 

삼중 나선형 파이버(triple helical fibril)로 구성되어 있

는 것이 특징이다. 흥미롭게도 연속가교를 통한 하이

드로젤 기반의 콜라겐 겔(Figure 5)은 AAm 하이드로
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Figure 2. Effects of AAm and MBA concentration on the 

elastic modulus of the gel. 

Figure 3. Mechanical properties of sequential cross-linked 

collagen gels. (A) Compressive strain and stress curves. (B) 

Elastic modulus (E) of collagen gels, varying of AAm 

concentrations. The Cont. represents the pure collagen gel 

without AAm. 
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젤의 망상구조와 콜라겐 겔의 삼중 나선형 파이버가 

interpenetrating polymer networks (IPN) 형태로 공존하

는 것을 확인할 수 있다. AAm 하이드로젤이 전체 겔

의 충분한 강도를 부여하고 동시에 콜라겐 파이버가 

세포 배양 환경을 제공하며, 다공성 기공을 통하여 세

포 봉입이 가능한 3차원 네트워크 구조라 할 수 있다.

3.2. 강도가 다른 콜라겐 겔에서의 세포거동 분석

연속가교 과정을 거쳐 제조된 콜라겐 겔에 동결건조 

과정을 통해 내부에 다공성 기공을 도입하였다. 이렇

게 다공성 기공이 도입된 건조 콜라겐 겔은 진피세포 

용액을 빠르게 흡수하는 동시에 팽윤하기 때문에, 진

피세포를 겔 내부에 포집할 수 있었다. 세포를 봉입한 

콜라겐 겔은 LSGS 및 P/S가 첨가된 M106 배양액에서 

2 weeks 동안 37 ℃, 5% CO2 환경에서 배양하였다. 각 

콜라겐 겔에서 증식(proliferation)하는 정도를 알아보기 

위해, 2주 동안 배양한 후 MTT assay를 수행하였다

(Figure 6(A)). Figure 6(B)는 하이드로젤 기반의 콜라겐 

겔의 강도에 따른 상대적인 세포 대사활동 정도에 대

한 결과를 보여준다. 1.5 kPa을 갖는 콜라겐 겔에서의 

세포 대사활동 정도를 기준으로(normalized with the 

cellular activity of collagen gel (1.5 kPa)) 겔의 강도에 

Figure 4. Scanning electron microscopic (SEM) images of pure 

AAm hydrogel (A), and pure collagen gel (B) (scale bars = 

1.0 µm).

Figure 5. Scanning electron microscopic (SEM) images of 

sequential cross-linked collagen gel (scale bars = 1.0 µm). The 

microstructure of the collagen gel shown in (A) was further 

magnified in (B). 

Figure 6. (A) Phase-contrast images of HDFs positively stained 

by MTT reagents. The image was captured after 14 days of 

cell culture in sequential cross-linked collagen gel with 3.0 kPa 

of elastic modulus. (B) Ratios in the number of HDFs 

remained metabolically active in the gels over 14 days. The 

cellular metabolic activity measured at each gel was 

normalized to the metabolic activity characterized in pure 

collagen gel. 
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따라 각각의 값을 표준화 하였다. 그 결과 겔의 강도가 

증가함에 따라 세포 대사활동 정도는 감소하는 것을 

확인할 수 있었다. 구체적으로는 1.5 kPa의 겔과 비교

할 때, 3.0 kPa의 겔에서 약 2배 정도 세포 대사활동이 

감소되는 것을 알 수 있다. 이는 겔 강도에 따라 세포 

증식에 영향을 받기 때문에 나타나는 결과라 할 수 

있다[1,4].

계속해서 콜라겐 겔 내부에서의 세포 성장과 더불어 

겔 강도에 따른 세포의 GAG 합성 및 분비 정도를 측

정하여 분석하였다. GAG는 세포외기질 물질 중 하나

로서 세포에서 분비되며, 수분을 제외한 피부 진피

(dermis layer)의 중량에서 0.1-0.2%를 차지하고 있음에

도 불구하고 다량의 수분을 함유할 수 있다. 때문에 세

포의 GAG 합성 및 분비 정도는 피부 조직 및 재생과 

밀접한 관계를 갖는다[10]. Figure 7(A)은 콜라겐 겔 내

부에서 세포들이 합성 및 분비한 GAG를 alcian blue로 

염색하여 푸른색을 나타내는 것을 보여주고 있다[11]. 

세포 내부에서 합성되어 겔 외부로도 GAG 분자가 분

비되는 것을 확인할 수 있다. 염색 정도를 ImageJ로 분

석한 후 기준 GAG 농도와 비교하여, 겔 강도에 따른 

상대적인 GAG expression 정도를 Figure 7(B)에 나타내

었다. 결과 값은 각 겔의 세포수로 표준화하였다. 

Figure 7(B)에서 보는 것과 같이, 1.5 kPa의 강도를 갖

는 순수 콜라겐 겔에서는 5 × 104 cells 당, 약 8.1 

µg/mL의 GAG가 분비되었다. 그런데 강도가 2배 증가

한 3.0 kPa의 콜라겐 겔에서는 5 × 104 cells 당, 약 17.3 

µg/mL로 GAG 분비량이 증가한 것을 알 수 있다. 

Figure 6의 세포 증식 결과와 비교해 볼 때, 강도가 증

가한 겔에서 세포 성장 및 증식은 감소되었지만 오히

려 GAG 합성 및 분비는 활성화 된 것을 확인할 수 있

다. 이를 통해 볼 때, 콜라겐 겔의 기계적 물성은 세포

가 성장, 증식 및 활동하는데 매우 중요한 세포생리 조

절인자로서 역할을 함을 알 수 있다. 본 연구에서 연속

가교 방법을 도입하여 제조한 하이드로젤 기반의 콜

라겐 겔은 표피층(epidermis layer)을 포함하는 전층 인

공피부로 제작하여, 다양한 강도를 갖는 모델 인공피

부 연구에 활용될 수 있을 뿐 아니라[12-13], 약물전달 

및 조직공학 분야에 다양하게 응용될 수 있으리라 기

대된다[14]. 

4. 결    론

본 연구에서는 하이드로젤 기반의 연속가교 방법을 

도입하여 콜라겐 겔의 기계적 물성을 제어하는 실험을 

진행하였다. 먼저, 콜라겐 겔과 아크릴아마이드 젤을 

연속가교 시켜, 다양한 강도를 갖는 콜라겐 겔을 제조

할 수 있었다. 이렇게 제조된 콜라겐 겔에 동결건조 과

정을 통해 내부에 다공성 기공을 도입하였다. 다공성 

기공이 도입된 건조 콜라겐 겔은 진피세포 용액을 빠

르게 흡수하는 동시에 팽윤하면서 세포를 겔 내부에 

성공적으로 포집할 수 있었다. 상대적으로 강도가 높

은 겔에서 세포의 성장은 느렸지만, GAG 합성 및 분

비는 활성화되는 것을 확인하였다. 콜라겐 겔의 기계

적 물성에 따라 세포의 성장 및 활성이 영향을 받는 것

을 알 수 있었으며, 이는 향후 인공피부 제조 및 응용, 

나아가 다양한 조직공학 분야의 기반 기술로 활용 가

능하리라 기대된다. 

Figure 7. (A) Optical microscopic images of GAGs secreted by 

HDFs cultured in collagen gels. GAG molecules were 

positively stained by alcian blue. (B) GAG expression levels 

mediated by elastic modulus of gels. The GAG expression 

level presented in (B) was normalized to the number of viable 

cells. 
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