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국문요약

근육은 신체의 항상성 유지와 물질대사 등에 관여하는 중요한 조직이다. 하지만 근육이

과도한 손상이 입었을 때 스스로 완전히 회복되지 못함에 따라 근육 재생을 위한 다양한

연구가 진행되고 있다. 그 중 조직공학적 접근 방법으로 3D 프린팅이나, 전기방사, 표면

patterning 등을 활용하여 scaffold를 제작한 후에 Myoblast와 결합하여 Myoblast-

patch를 손상된 부위에 이식하여 근육 재생을 촉진하는 방법이 있다. 또한 제작된

Myoblast-patch에 물리적 자극을 가하여 Myoblast의 분화를 촉진시키는 연구가 보고된

바가 있다. 따라서 본 실험에서는 생분해성 특성을 가진 생체적합성 재료를 사용하여

scaffold를 제작하고 immortal cell line Myoblast인 C2C12를 scaffold에 seeding하여

Myoblast-patch를 제작하였다. 그 후, 전기 자극을 주어 결과를 분석하였다.

본 연구에서는 생체적합성 재료 PCL과 유기용매인 HFIP를 사용하였고, 전기방사 기법을

활용하여 scaffold를 제작하였다. 이 때, 근육fiber를 모사한 Align한 형태의

scaffold와 Random한 형태의 scaffold로 두 그룹으로 나누어 제작하였다. 제작된

Myoblast-patch의 인장강도를 측정한 결과 Random Myoblast-patch보다 Aligned 

Myoblast-patch에서 더 크게 나타났다. 또한 전자주사현미경(SEM)을 사용하여 Aligned 

scaffold의 표면을 관찰하고 fiber의 각도를 측정한 결과 ±10도 내로 정렬된 것을

확인할 수 있었다.

제작한 Myoblast-patch의 세포 증식 정도를 확인하기 위해 CCK-8 assay를 통해 두

그룹의 Myoblast-patch의 세포 증식능을 비교하고 면역형광법을 이용하여 세포 분화능을

확인한 결과, Aligned Myoblast-patch에서 세포 증식능 및 분화능이 더 높게 나타나는

것을 확인하였다. 또한 Myoblast-patch에 Ca2+을 넣고 세포가 수축과 이완을 반복하여

운동할 때 나타나는 intensity를 비교한 결과, Random Myoblast-patch보다 Aligned 

Myoblast-patch에서 intensity 값이 더 크게 나오는 것을 확인하였다. 운동 시 발생하는

Myokine 인자를 관찰한 결과 전기 자극을 주지 않았을 때와 주었을 때에 육안으로

비교한 결과, 추가적인 실험 및 분석이 필요할 것으로 생각된다. 결론적으로, 본 연구를



II

통하여 근육 fiber를 모사한 Aligned Myoblast-patch에서 세포 증식능, 분화능, Ca2+

imaging 결과 모두 더 높게 나타났다.

따라서 Aligned Myoblast-patch가 세포배양에 더 적합하다고 판단되며, 본 연구는 근육

재생과 Biohybrid 로봇의 기초연구로 사용될 수 있을 것이라 사료된다.
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서론

근육은 근세포들이 결합하여 이루어진 집단으로, 신체를 유지할 뿐만 아니라 신체

에너지 항상성 조절에 중요한 역할을 하고 신체 활동에 대한 대사 반응 매개체 역할, 등

다양한 역할을 수행한다 (그림 1) [1]. 하지만, 노화나 불의의 사고, 또는 비만으로

인한 각종 질병, 등으로 인하여 근육의 손실 및 손상이 발생하게 된다. 예를 들어, 질환

중 한 가지인 Duchenne Muscular Dystrophy(DMD, 근이영양증)는 운동 기능을 약화시키는

근육질환이다 [2]. 대부분 유전적 질환으로, 특히 5000명 1명 꼴로 유년기 남자아이에게

많이 발생된다고 알려진 이 질병은 점차 골격근이 약화되고, 근육단백질이 손실되는 등

근육 세포 및 조직에 치명적인 영향을 미치는 특징이 있다 [2]. 이 질환은 완치가

불가능한 질병이며 약물 복용과 치료를 통해 질병의 진행을 늦추는 정도의 치료만

가능하다. 이처럼 마땅한 치료가 없는 질병의 경우나 외부 근육의 손상 정도에 따라

심한 경우 (Volumetric Muscle Loss, VML) 스스로 완전히 회복되지 못하는 경우가 있다.

따라서, 손상된 근육을 회복시키기 위해 지금까지 다양한 연구들이 진행되어 왔다 [3].

근육 재생을 촉진시키기 위한 연구를 나누어 보면 세포치료를 통해 골격근을 재생하는

방법 [4], 조직 공학적 근육 구조체를 이용한 방법 [5], 등으로 나눌 수 있다 (그림 2).

먼저 세포치료를 이용한 방법은 자가 Myoblast나 근육유래 줄기세포를 손상된 근육에

직접 주사하여 세포를 이식하는 방법이 있고 [6], CD 133+와 같은 전구 세포를 동맥으로

주입하여 체순환을 통해 손상된 근육으로 접근시키는 방법 등이 연구 중에 있다 [7].

하지만 근육에 직접 주사하는 방법은 주입 지점으로부터 최대 200μm 이상 이동하지

못한다는 제한점이 있다 [8]. 동맥에 근육세포를 주입하는 방법의 경우에는, 원하는

부위 뿐만 아니라 세포가 다른 장기에 생착된다는 단점이 있다 [9]. 또한, 충분한 양의

자가 전구세포를 어렵고, 동물실험을 통한 윤리적 문제, 등 여러 제한점이 있다. 따라서

세포치료법 이외에도 조직공학적으로 접근하여 연구를 진행하고 있다 [10].

조직공학적인 치료 방법은 생물학적 기능을 가진 scaffold와 세포를 결합하여 이를

손상된 부위에 이식하는 방법이다 [11]. 즉, 생체적합성 재료를 사용하여 3차원의

scaffold를 제작하고 그 위에 근원세포나 전구세포를 배양하여 제작된 근육 모사

구조물을 이용하여 근육 재생을 유도하는 접근법이다 [12]. 여기에 사용하는 생체



2

적합성 재료에는 여러 종류가 있는데 그 중 대표적인 것이 천연고분자와 합성 고분자가

있다 [13]. 생체 적합성 재료를 사용하여 scaffold를 제작할 때, scaffold의 강성이나, 

탄성, 형태학 등 여러 요인들을 고려하여 근육 세포가 잘 자라기 적합한 환경을

조성해주기 위해 적절한 재료를 선택하는 것이 중요하다 [14]. 위 조건들을 확인하여 본

연구에는 생분해성 성질을 가진 생체 적합성 재료 Polycaprolactone (PCL)을 사용하였다.

또한, 제작된 scaffold나 Petri Dish에 근육세포를 배양할 때, 외부자극을 가하여

세포의 성장 및 분화를 유도하는 다양한 방법이 연구되고 있다 [15, 16]. 외부자극의

종류는 화학적 자극과 물리적 자극으로 나눌 수 있다. 그 중, 화학적 자극의 경우, 근육

세포를 배양할 때 특정 Growth factor, Cytokines, Small molecules, mRNA 등과 같은

bio-factor 양이나 반응 시간을 조절하는 방법이 있고, 물리적 자극의 경우는 배양되는

세포에 전기 자극 [17]이나 세포를 배양 중에 있는 scaffold를 일정한 강도의 힘을 주어

성장 및 분화를 유도하는 방법이 연구되고 있다 [18].

따라서 본 연구에서는 PCL을 전기 방사하여 align된 fiber를 가진 2.5차원 scaffold를

제작하였고, 그 위에 세포를 배양하여 Myoblast-patch를 제작하였다 (그림 3). 앞서

제작된 Myoblast-patch에서 근육세포의 발현단계에 따라 나타나는 단백질을 확인하기

위해 면역 형광법을 이용하여 염색한 후 관찰하였다 (그림 4) [19]. 또한 제작된

Myoblast-patch에 전기 자극을 주어 세포의 증식 및 분화에 어떠한 영향을 미치는지에

대한 실험을 진행하여 결과를 분석하였다 (그림 5).
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그림 1. 근육의 역할
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(b)

(a)

그림 2. 근육 재생을 위한 치료 및 연구 (a)근육 재생 부위에 직접 세포 주입,

(b)조직공학적 방법
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그림 3. Myoblast-patch 제작 과정 및 전기자극 모식도 (a) 전기 방사를 이용하여

두 가지 그룹의 scaffold 제작, (b) 근육과 유사한 환경을 조성하기 위하여

Laminin-8 코팅, (c) Myoblast-patch 제작, (d) 함수 발생기 및 오실로스코프를

이용한 전기 자극 및 측정

(a) (b)

(c)(d)
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그림 4. Myoblast 의 성장 및 분화 과정 [9].최초 satellite cell 에서 Pax 7 및

MyoD 가 주로 나타남. 분화 과정을 거치면서 Myocyte 에서 Myogenin 이 주로

나타나고, 분화가 더 진행되면서 Myotube, Myofiber 단계에서는 MHC 가 많이 발현함
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그림 5. 본 실험의 목적 및 연구 방법
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연구 방법

1. 근육 fiber를 모사한 2.5차원 scaffold 제작

1.1 전기 방사

Polycaprolactone (PCL, MW 80,000, Sigma, in Seoul, Korea)과 용매로 쓰이는

유기화합물인 Hexafluoro - 2 – Isopropanol (HFIP, GEORGIACHEM, USA)을 12.5%의 농도로

20 mL의 병에 섞는다. 이 화합물에 마그네틱 바를 넣은 뒤, 교반기에 올려 두고 온도를

80 ℃, 700 rpm으로 5시간 동안 stirring 한다.

제작된 12.5% PCL solution을 10 mL syringe에 옮겨 닮은 후 전기 방사기 (Nano NC, 

Seoul, Korea) 펌프에 거치한다. 전기 방사조건에 따라 Aligned scaffold와 Random

scaffold로 나누어 두 가지 조건으로 제작하였다 [표 1].

1.1.1 Aligned scaffold 제작

전압을 13 kV로 인가하고, inject rate을 0.2 mL/h, roller의 회전속도를 2300 rpm, 

needle의 tip과 roller 사이의 거리를 10 cm로하여 총 1 ml을 방사하였다.

1.1.2 Random scaffold 제작

전압을 13 kV로 인가하고, inject rate을 4.0 mL/h, roller의 회전속도를 800 rpm, 

needle의 tip과 roller 사이의 거리를 10 cm로하여 총 1 ml을 방사하였다.

1.2 주사 전자현미경을 이용한 scaffold의 표면 관찰

제작된 scaffold를 carbon 테이프를 사용하여 stub에 고정한 뒤, Ion coater (HYC15H008, 

HOYEON tech Co.)를 이용하여 백금으로 코팅하였다. 이후 전자현미경 (AIS2000C, Seron 

Technologies, Uiwang-si, Gyeonggi-do, Korea)을 통해 scaffold의 표면을 관찰하였다. 

제작된 시트의 표면을 촬영한 뒤, Image J (Fiji, National Institutes of Health, 

Maryland, USA)를 사용하여 fiber의 각도와 두께를 측정하였다.
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1.3 scaffold의 인장강도 시험

제작한 scaffolds를 10cm x 1cm의 크기로 일정하게 자른 뒤 Random scaffold와 Aligned 

scaffold를 각각 10개씩 준비하여 한국고분자 시험연구소 (Seoul, Korea)에서 American 

Society for Testing and Materials (ASTM) D882 시험규격에 맞추어 인장강도를

측정하였다.

2. C2C12 cell-line을 이용한 Myoblast-patch 제작 (그림 6)

2.1 Laminin coating

자체 제작한 frame에 의료용 본드 (SILASTIC®, DOW Corporation, in Midland, USA)를

이용하여 scaffold를 부착한다. 실온에서 30분 동안 경화시킨 뒤, clean bench에서 70% 

EtOH을 사용하여 scaffold를 소독한다. 그 다음 Phosphate Buffer Saline (PBS, Ca-,

Mg-, Sigma)로 세척해준 뒤, scaffold의 앞, 뒷면 모두 20분씩 Ultraviolet(UV)멸균을

시행한다. Laminin (100ug/mL)과 Dulbecco's Phosphate-buffered Saline (DPBS, Ca+, Mg+, 

Sigma, USA)를 1:20으로 희석하여 solution을 제작한 뒤, 시트위에 골고루 분주하여

4℃에서 하루 동안 보관한다.

2.2 Myoblast (C2C12) seeding & culture

Laminin solution이 코팅된 scaffold 위에 5x105개 Myoblast (C2C12, ATCC, USA)를 각각

분주한다. 세포가 scaffold에 부착될 때까지 CO2 인큐베이터 (37℃, 5% CO2, 80% 

humidity)에 약 1시간 동안 넣어둔다. 이후, Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

(DMEM, Thermo Fisher Scientific, USA)에 Fetal Bovine Serum (10% v/v, FBS, Thermo 

Fisher Scientific)과 Antibiotic-Antimycotic (1% v/v, AA, Thermo Fisher 

Scientific)을 첨가한 Growth medium을 넣어주어 세포를 배양한다. Growth medium으로

3일간 배양한 뒤 DMEM + P/S (2%, Thermo Fisher Scientific) + Horse Serum (2%, Thermo 

Fisher Scientific)을 첨가한 Differentiation medium로 교체하여 배양한다.
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2.3 Cell Count Kit-8 assay

CCK-8 (Cell Count Kit-8, Dojindo Molecular Technologies, Inc., in Maryland, USA) 은

제조사의 매뉴얼 대로 Growth medium과 섞어 solution을 제작한다. Myoblast-patch에

solution에 넣어준 뒤, CO2 인큐베이터에 약 2시간 넣어준다. 이후, Myoblast-patch에서

96well에 100μL씩 4개의 well에 옮겨 담고 Microplate Reader (Sunrise, Tecan, in 

Männedorf, Switzerland)을 사용하여 흡광도를 측정하였다. 제작된 Myoblast-patch를

각각 2일차, 3일차, 7일차에 CCK-8 분석을 수행하였다. 

3. Immuno-fluorescence Staining

Myoblast-patch를 PBS로 3회 세척한 뒤, Paraformaldehyde (4%, PFA, Sigma)를 분주하여

상온에서 30분 동안 scaffolds에 부착된 C2C12를 고정한다. 0.1% BSA in PBS (PBSA 

solution)로 3회 세척한 뒤, triton X-100 (0.1%, Biosesang, in Seongnam-si, Kyunggi-

do, Korea)를 담아 상온에서 30분 간 보관한다. 다시 0.1% PBS로 3회 세척한 뒤, PBSA 

solution (1%)를 담고 30분 간 반응시킨다. 배양 후 2일차부터 5일차까지 모두 F-Actin 

staining을 수행하였다. 

F-Actin staining 방법은 다음과 같다. 

먼저, 0.1% PBSA로 3회 세척한다. 다음, Alexa Fluor 488 phalloidin (Thermo Fisher 

Scientific)과 0.1% PBSA solution을 1:40으로 희석하여 sample에 분주하고 실온에서

30분간 염색한다.

Differentiation marker인 MyoD, Myogenin, MHC, α-actinin의 경우, 각각 1st antibody

[표 2]를 0.1% PBSA solution으로 1:100 희석하여 sample에 분주하고 4 ℃에서 24시간

보관한다. 다음, 0.1% PBSA solution으로 3회 세척한 뒤, 2nd antibody를 0.1% PBSA 

solution으로 1:100 희석한 후 각 sample에 분주하여 실온에서 30분간 염색한다.

Myokine인 BDNF, IL-6의 경우, 각각 1st antibody를 0.1% PBSA solution으로 1:100

희석한 후 각 sample에 분주하여 실온에서 30분간 염색한다. 다음, 0.1% PBSA로 3회

세척한 뒤, Alexa Fluor 594을 0.1% PBSA solution으로 1:100희석한 후 각 sample에

분주하여 실온에서 30분간 염색한다. 다음으로, 염색한 모든 시트들에 DAPI nucleic 
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acid stain (Thermo Fisher Scientific)를 0.1% PBSA solution으로 1:100 희석하여

sample에 분주하고 실온에서 30분간 염색한다.

이후, 0.1% PBSA solution으로 3회 세척한다. 염색된 sample의 세포를 형광현미경 (Evos, 

Invitrogen, USA)으로 관찰하였다. 

4. Electrical stimulation

4.1 Calcium 이동을 관찰하기 위한 Fluo-4 solution 제작

Myoblast-patch에 전기 자극을 가할 때의 Ca2+ 의 이동을 확인하기 위한 solution 

제작과정은 다음과 같다.

Fluo-4 AM (3μM, Thermo Fisher Scientific) 50μg에다가 Dimethyl sulfoxide (DMSO, 

Thermo Fisher Scientific) 44μL와 Pluronic®-127 (Thermo Fisher Scientific) 9μL을

넣고 vortexing 한다. 이 solution을 Hanks' Balanced Salt Solution (HBSS, Thermo 

Fisher Scientific) 14.3mL에 넣고 vortexing하여 최종 Fluo-4 solution을 완성한다.

4.2 전기자극을 통한 Ca2+ imaging

앞서 제작한 Myoblast-patch를 C-dish (8 well, Ion Optix, Westwood, USA)에 옮겨 담은

후, Fluo-4 solution을 C-dish well의 탄소 전극이 잠길 만큼 담고 실온에서 15분간

보관한다. 이후, C-dish에 함수발생기 (Agilent Technologies, Inc., in Santa Clara, 

California, USA)와 오실로스코프 (Tektronix, Inc., in Portland, Oregon, USA)를

연결하였다. 전기 자극은 교류 구형파를 이용하였으며, 주파수는 1Hz, 진폭은 2.5Vpp 

(peak-to-peak), Duty cycle은 50%을 주었다. 오프셋 전압을 조절하여 Vmin (최소값)을

0V에 수렴하도록 하고, Vmax (최대값)을 2.5V로 맞춘 뒤 20초 동안 전기 자극을

실시하였다 (그림 7). 동영상은 전기를 주지 않았을 때 녹화를 시작하여, 20초 동안

전기 자극을 주고 다시 전기 자극을 주지 않았을 때를 EVOS를 이용하여 촬영하였다.

촬영한 동영상을 image J를 이용하여 Flou-4 solution에 반응하는 Ca2+의 형광 intensity

값을 그래프로 나타내었다.
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5. 통계분석

측정된 데이터는 Microsoft Excel 365 (Redmond, Washington, USA)를 이용하여 두 집단

씩 2-표본 T-검정을 통해 비교하였으며, 평균값 (AVG)과 표준편차 (SD)를 그래프로

나타내었다.
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표 1. Align scaffold 와 Random scaffold 제작을 위한 전기 방사 조건
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Name Type Dilution Company, No. 비고

MyoD mono 1:100
Thermo

MA1-41017
Myoblast marker

Myogenin mono 1:100
Abcam

ab1835
Myocyte marker

MHC mono 1:100
Thermo

MF20
Myotube marker

α-actinin mono 1:100
Sigma

A7811
α-actinin

BDNF poly 1:100
Thermo

PA5-85730
Myokine marker

Interluekin-6 mono 1:100
Thermo

701028
Myokine marker

Phalloidin - 1:40
Thermo

R415
F-actin

Alexa Fluor 488 Mouse 1:100
Thermo

A11001
2nd Antibody

Alexa Fluor 594 Rabbit 1:100
Thermo

A11012
2nd Antibody

표 2. myoblast marker, Myokine 과 Actin 의 형광 염색을 위한 재료 목록
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그림 6. 제작한 Myoblast-patch 의 실제 모습. Scaffold 의 중심(붉은 점선)에 같은

면적(1.2cm x 1.2cm)에 Myoblast seeding

seeding
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그림 7. 전기 자극을 위한 셋팅 (a) 전기 신호를 발생시키는 함수발생기와 전기

신호를 측정하는 오실로스코프 (b) 전기 자극 모식도 (c) 전기 신호를 받아드리고

세포 배양을 위한 dish (d) 오실로스코프에 측정된 전기 신호 파형
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연구 결과

1. scaffold 특성 분석

1.1 Alignment

SEM을 이용하여 각 scaffold의 표면을 촬영한 이미지 (그림 8)를 Image J로 Align된

정도를 측정한 결과 (그림 9), Aligned scaffold의 경우 각도가 ±10도 안팎으로 일렬로

잘 정렬된 것을 확인할 수 있었고, Direction은 –0.01도, 분산은 1.85도로 측정되었다. 

Random scaffold의 경우는 각도가 다양하게 분포하여 얽혀 있는 형태인 것을 확인할 수

있었고, Direction은 -20.78도, 분산은 37.74도로 측정되었다.

1.2 Tensile strength

제작된 두 종류의 시트의 인장강도를 시험한 결과 (그림 10), align된 PCL 시트의 경우

평균 38.57 N/mm2 표준편차 4.76으로 측정되었으며 Random patterned PCL 시트의 경우

평균 6.17 N/mm2 표준편차 1.06으로 측정되었다. Align된 PCL 시트의 인장강도가 약 6배

정도 큰 것을 확인할 수 있었고, 수축과 이완을 반복하는 muscle fiber와 같이 더

탄성이 있는 scaffold를 제작하였다.

2. C2C12 Myoblast-patch 제작

2.1 CCK-8

CCK-8 assay 결과 (그림 11), 전체적으로 Aligned Myoblast-patch에서 Random Myoblast-

patch보다 높게 측정되었다. 2일차 aligned Myoblast-patch에서 배양된 3개의 세포의

CCK-8 평균값 (AVG)은 0.78, SD는 0.047로 측정되었고, Random Myoblast-patch의 경우

AVG는 0.64, SD는 0.053로 측정되었다. 3일차의 경우 aligned Myoblast-patch의 AVG는

1.09, SD는 0.044로 측정되었다. Random Myoblast-patch의 AVG는 0.7로 측정되었으며,

SD는 0.066으로 측정되었다. 두 그룹의 Myoblast-patch 모두 2일차보다 증가하였다. 
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7일차의 경우 aligned Myoblast-patch의 AVG는 1.10, SD는 0.043으로 측정되었고,

Random Myoblast-patch의 AVG는 0.64, SD는 0.066으로 측정되었다. day3의 대비 aligned 

Myoblast-patch는 CCK-8의 수치가 비슷한 수준으로 나타났고, 반대로 Random Myoblast-

patch의 경우는 3일차 대비 감소된 것을 확인하였다.

2.2 F-actin

분화 배지 교체 시점을 파악하기 위하여 Actin을 염색하여 형광현미경으로 관찰하였다

(그림 12). 그 결과, 4일차의 경우 세포가 가득 찬 모습을 볼 수 있었다. 따라서 분화

유도를 위해 분화배지로 교체하는 시점을 세포 seeding 후 D +4일로 정하였다. 

3. Immuno-fluorescence Staining

3.1 Myoblast-patch의 분화능 확인

총 4가지의 단백질을 형광 현미경을 통해 확인하였다 (그림 13-16). 근육세포의 성장

초반기에 나타나는 MyoD는 10일차보다는 4일차에서 더 많이 발현된 것을 확인할 수

있었고, Align Myoblast-patch보다는 Random Myoblast-patch에서 더 잘 발현된 것을

확인하였다. Myogenin은 마찬가지로 10일차보다는 4일차에서 더 많이 발현되었으나, 

Random Myoblast-patch보다 Aligned Myoblast-patch에서 더 많이 발현되는 것을 확인할

수 있었다. MHC는 4일차보다 10일차에서 더 많이 발현되었으며, Random Myoblast-

patch보다 Aligned Myoblast-patch에서 더 많이 발현된 것으로 보아 aligned Myoblast-

patch에서 분화가 더 잘 진행된 것을 확인할 수 있었다. α-actinin의 경우 4일차나

10일차에서 세포의 발현이 비슷하게 나타났고, Aligned Myoblast-patch와 Random

Myoblast-patch 또한 비슷한 경향이 나타나, 조건에 크게 상관없이 잘 발현된 것을

확인할 수 있었다. 
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4. Electrical Stimulation

4.1 전기 자극 시 Myoblast-patch의 Ca2+ 이온 이동 확인

Myoblast-patch의 경우 재질이 불투명하여 일반 현미경으로는 관찰하기 어렵기 때문에

Ca2+을 형광 현미경을 사용하여 실시간으로 관찰하였다. 전기 자극을 가하며 형광

현미경으로 관찰해본 결과, 전기 자극 준 Myoblast-patch에 부착된 세포들의 Ca2+

이온이 이동하는 것을 확인할 수 있었다. Aligned Myoblast-patch의 경우 세포의 Ca2+이

동시에 여러 개의 Aligned myo-fiber에서 움직이는 것을 확인하였고, Random Myoblast-

patch의 경우 일부 myo-fiber에서 Ca2+이 이동하는 것을 확인하였다 (그림 17).

Image J로 형광 발현 Intensity를 분석한 결과 Random Myoblast-patch보다 Aligned 

Myoblast-patch의 경우에 intensity가 더 높게 나타났다 (그림 18).

4.2 24h 전기 자극 후의 Myokine 발현 확인

분화배지로 교체한 후 6일차에서 7일차까지 두 가지 그룹 (Align, Random) 모두 24시간

동안 전기 자극을 주었다. 전기 자극을 준 그룹과 주지 않은 두 그룹에서 모두

Myokine의 종류인 Brain-derived neurotrophic factor(BDNF)와 Interleukin-6 (IL-6)가

발현된 것을 확인하였다 (그림 19). 
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(a)

30μm

(b)

30μm

그림 8. SEM 으로 촬영한 scaffold 의 표면. (a) Aligned scaffold 표면, (b) Random scaffold

표면
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그림 9. 제작된 scaffold 의 directionality. (a) Aligned scaffold 의 방향성을 나타낸 그래프, 

(b) Random scaffold 의 방향성을 나타낸 그래프
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그림 10. Aligned scaffold 와 Random scaffold 의 탄성을 나타내는 그래프
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그림 11. Aligned & Random Myoblast-patch 의 CCK-8 결과. (a) Myoblast-

patch 별 세포 증식능 비교, (b) Aligned Myoblast-patch 의 날짜 별 세포 증식능

비교, (c) Random Myoblast-patch 의 날짜 별 세포 증식능 비교
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그림 12. Actin 발현 확인. (a) 2 일차 Aligned Myoblast-patch, (b) 2 일차 Random

Myoblast-patch, (c) 3 일차 Aligned Myoblast-patch, (d) 3 일차 Random Myoblast-

patch, (e) 5 일차 Aligned Myoblast-patch, (f) 5 일차 Random Myoblast-patch
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그림 13. Differentiation marker 형광염색 후 4 일차 Aligned & Random Myoblast-

patch 비교

그림 14. Differentiation marker 형광염색 후 10 일차 Aligned & Random

Myoblast-patch 비교
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그림 15. Differentiation marker 형광염색 후 Aligned Myoblast-patch 의 4 일차 &

10 일차 분화능 비교

그림 16. Differentiation marker 형광염색 후 Random Myoblast-patch 의 4 일차 &

10 일차 분화능 비교
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그림 17. 전기 자극 시 Ca2+ 이동에 따른 밝기 변화 (a) Aligned Myoblast-

patch 에 전기 자극 전 모습 (b) Aligned Myoblast-patch 에 전기 자극 시 모습 (c) 

Random Myoblast-patch 에 전기 자극 전 모습 (d) Random Myoblast-patch 에

전기 자극 시 모습
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그림 18. Image J 를 활용하여 전지 자극 시 동영상에서 Ca2+이 이동할 때

발생하는 Intensity 를 분석한 결과
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그림 19. 전기 자극 준 Myoblast-patch 와 주지 않은 Myoblast-patch 의 Myokine

발현정도를 형광 현미경을 사용하여 관찰한 모습
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고찰

본 연구에서는 근육 fiber와 같이 align된 형태의 scaffold를 제작하고 실제로 align된

형태에서 세포의 증식 및 분화가 더 잘 이루어지는지 알아보기 위한 실험을 진행하였다.

먼저 생체 적합성재료인 PCL과 유기용매인 HFIP를 사용하여 만든 PCL solution을

전기방사를 통해 Aligned scaffold를 제작하였다. 이와 비교하기 위해 Random

scaffold를 제작하였다.

전기방사 제작 과정에서 Aligned scaffold의 경우 전기 방사 조건을 최적화하기 위해

다양한 조건으로 실험을 진행하였다. PCL의 분자량을 45,000 Da으로 전기 방사하였을 때,

membrane에 비즈가 생성되어 fiber의 형태가 제대로 이루어지지 않은 반면, PCL의

분자량을 80,000 Da으로 membrane을 제작했을 때, fiber형태가 나오는 것을 확인하였다.

또한 전기방사 시, PCL solution이 분출되는 syringe의 needle tip과 회전하는 롤러의

간격이 20cm인 경우와 비교하였을 때 10cm일 때 fiber가 align되는 것을 확인하였다.

Aligned scaffold를 제작하기 위해서 PCL solution의 inject rate를 0.2ml/h로 낮추었고,

Random scaffold의 경우 inject rate를 4ml/h로 높여서 방사하였을 때, 방사속도가

빠를수록 fiber가 align되는 것을 확인할 수 있었다. 또한 Aligned scaffold의 경우

롤러의 회전속도를 2300 rpm으로 높였고, Random scaffold의 경우 800 rpm으로 낮추어

제작하고 이를 비교했을 때, 롤러의 회전속도가 빠를수록 fiber가 align되는 것을

확인할 수 있었다.

PCL은 세포가 잘 부착되지 않는 성질이[20] 있기 때문에 제작된 scaffold에 Laminin으로

코팅하여 [21, 22] 근육과 유사한 미세환경 구조를 조성함으로써 세포 배양의 조건을

최적화 하였다. 이후 Laminin이 코팅된 PCL scaffold에 Myoblast를 부착하여 Myoblast-

patch를 제작하였다. 이 실험에서 사용된 세포는 유전자 조작을 통해 제작된 immortal

cell line으로 in vitro 세포 생물 의학 연구에 적합하다고 알려진 [23] 쥐의 근육에서

분리한 C2C12 Myoblast cell line을 사용하였다.

두 그룹의 Myoblast-patch를 제작한 후 세포를 배양 중, 분화시점을 판단하기 위하여

Actin 염색을 수행하고 세포의 형태를 관찰하여 scaffold의 Topology에 따라 세포가



31

증식하는 것을 알 수 있었고, 배양 4일차에 세포가 가장 잘 증식되었다고 판단하여

분화배지로 변경하는 시점을 실험 4일차로 설정하였다.

골격근의 수축기전을 살펴보면 ATP를 소모하는 반응으로 근육의 Troponin이라는

단백질에 Ca2+이 결합하여 Myosin과 Actin 사이에 강한 결합이 발생되고, Troponin이

Tropomyosin의 위치를 비튼다 [24]. 이 때 Myosin과 Actin의 결합부위에 강한 결합이

발생하고, Myosin분자들과 Actin의 미끄러짐에 의해 굵은 필라멘트가 가느다란

필라멘트를 안으로 끌어당기는 Power stroke가 일어난다 [25]. 이 과정을 통하여

골격근의 수축이 발생하게 된다. 따라서, 제작된 Myoblast-patch에 Ca2+을 넣고 전기

자극을 주어 근육세포가 수축하는 것을 관찰하여 Random Myoblast-patch에 비해 Aligned 

Myoblast-patch에서 더 많은 양의 Ca2+이 이동하는 것을 확인하였다. 또한, 골격근의

근육세포가 수축과 이완을 반복하며 운동함에 따라 Myokine이라는 인자들이 분비된다는

연구결과 [26, 27]가 있다.

따라서 Myokine의 발현을 확인하기 위해 분화배지로 교체해준 시점으로부터 6일 후,

24시간 동안 Myoblast에 전기자극을 주어 세포를 관찰하였다. 전기자극을 통하여

근육세포들을 자극하면 전기자극을 주지 않은 근육세포들에 비해 Myokine이 비교적 더

잘 발현할 것이라고 예상하였으나, 추가적인 실험 및 분석을 통해 결과를 정량화 해야

할 것으로 판단된다.
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결론

본 연구에서는 전기방사 조건을 최적화하여 Aligned Scaffold와 Random Scaffold를

제작하였다. 또한 CCK-8 assay를 통하여Random Myoblast-patch보다 Aligned Myoblast-

patch에서 세포 증식능이 증가하는 것을 확인하였고, Actin 형광염색을 수행하여

Aligned scaffold에서 Myoblast가 정렬된 것을 확인하였다. 면역 형광법을 통해 Random

Myoblast-patch보다 Aligned Myoblast-patch에서 세포 분화능이 증가하는 것을

확인하였고, 전기 자극을 주어 근육세포 내 Ca2+ 이 움직이는 것을 확인하였으며, 

Aligned Myoblast-patch에서 Ca2+ 이동 더 증가하는 것을 확인하였다. 결과적으로 Random

Myoblast-patch보다 근육 fiber를 모사한 Aligned Myoblast-patch에서 세포 배양 환경이

적합하다고 판단하였고 추후 근육 재생 및 Bio-actuator 분야의 기초 연구로 사용될 수

있을 것이라 생각된다.
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Abstract

Muscles are an important tissue involved in maintaining the body's homeostasis and 

metabolism. However, since excessive muscle damage does not cure itself, various 

studies are being conducted to regenerate muscles. Among them, there is a method of 

inducing muscle regeneration by producing scaffolds using 3D printing, electro-

spinning, and surface patterns with a tissue engineering approach and then 

implanting a Myoblast-patch to the damaged muscle. In addition, studies have been 

researched to promote differentiation of the Myoblast by applying physical 

stimulation to the generated Myoblast-patch. Therefore, In this study, a scaffold 

was manufactured using biocompatible materials, and Myoblast C2C12, an immortal 

cell line Myoblast, was seeded on the scaffold to manufacture Myoblast-patch.

In this study, PCL and HFIP were used, and the scaffold was produced using 

electrospinning techniques. At this time, the scaffolds were manufactured by 

dividing them into two groups: an aligned scaffold that mimics muscle fibers and a 

Random scaffold.

As a result of measuring the tensile strength of the fabricated scaffold, it was 

found that the aligned scaffold was larger than the Random scaffold. In addition, 

when the surface of the aligned scaffold was observed using a scanning electron 

microscope (SEM) and the fiber angle was measured, it was confirmed that the 

alignment was within ±10 degrees. A Myoblast-patch was prepared by seeding the 

immortal Myoblast cell line, C2C12, on the fabricated scaffold. The cell 

proliferation ability of the two groups of Myoblast-patch was compared through CCK-

8 assay and the cell differentiation ability was confirmed using immunofluorescence. 

As a result, the cell proliferation and differentiation ability were more increased 

in the aligned Myoblast-patch. In addition, the contraction and relaxation movements 

of cells were observed by adding ca2+, and the intensity of reaction with ca2+ was 



37

confirmed. Thus, it was confirmed that the intensity value of the Aligned Myoblast-

patch was larger than that of the Random Myoblast-patch. As a result of observing 

the myokine factor occurring during exercise, it is thought that additional 

experiments and analysis are needed to compare the with or without electrical 

stimulation. In conclusion, through this study, cell proliferation, differentiation, 

and Ca2+ imaging results were all higher in Aligned Myoblast-patch simulating muscle 

fibers.

Therefore, it is thought that Aligned Myoblast-patch is more suitable for cell 

culture, and this study can be used for muscle regeneration and basic research of 

biohybrid robots.
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