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Hyaluronic acid (HA) has been employed as a typical biomaterial in various medical areas such as dermal filler, scaf-
folds for tissue engineering and drug delivery, and etc. In this report, the HA films were fabricated by controlling the
concentrations of 1,4-butanediol diglycidyl ether (BDDE) as a cross-linking agent, and their physical and biological
properties have been evaluated. After swelling in water and dehydration by lyophilization of the cross-linked HA films,
their morphologies and swelling behaviors after swelling in water for 24 hrs have been observed with scanning electron
microscopy and measured with a microbalance, respectively. After homogenizing the films into microparticles, cell via-
bility of the films was indirectly performed on the particles by covering the films with the HA films. Their cell com-
patibilities were evaluated by the assays of live & dead, thiazolyl blue tetrazolium bromide (MTT), bromodeoxyuridine
(BrdU) and neutral red, by using extracts of the microparticles of HA films. The HA particles showed excellent cell com-
patibilities, showing possibilities of its applications as biomaterials.
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서  론

알루론산은 D-glucuronic acid과 D-N-acetylglucosamine

이 결합의 이당류 반복단위를 가진 천연고분자로 잘 알

려져 있으며,1-3) 생체 내에서는 세포외기질의 주요 구성성분이

고, 인체 내에서 광범위한 생체반응과 구조체로서 중요한 역할

을 담당하고 있다. 생물학적 기능측면에서 히알루론산은 세포

의 이동, 분화, 세포들 사이의 신호전달 등에 영향을 미쳐 조

직의 발달과 재생을 조절하는 것으로 보고되고 있다.4-6) 구체적

으로, 히알루론산은 연골, 피부, 신경, 혈관의 성장 및 분화에

영향을 미치는 세포외기질로 잘 알려져 있다.7-16) 이러한 다양

한 생물학적 기능성을 가진 히알루론산은 생체내의 hyalu-

ronidase효소 및 가수분해에 의해 생체 내에서 분해되는 특징

을 가지고 있다.17-18) 이러한 생분해성 기능은 조직재생 공학의

생분해성 생체재료로의 적용가능성을 인정받아, 생체적합한 의

공학 재료로서의 다양하게 활용되고 있다. 현재, 히알루론산은

하이드로젤, 필름 타입의 유착방지제, 조직재생공학을 위한 튜

브형 혈관 지지체, 성형수술과 상처 치유 관절염 치료를 위한

하이드로젤 등의 다양한 생체재료로 널리 사용되고 있다.19-21)

생체재료를 이용한 의료기기 제품 중에서 필름 형태는 고분

자 가공기술의 발전으로 인하여 다양한 필름형태로 개발되었으

며, 최근에는 필름형 생체재료는 생체 내에서의 조직의 손상을

치료하고 필름의 내부에 세포를 접종시킴으로써 조직재생의 효

율을 높이는 형태로 연구되어 왔다.22-24) 더 나아가 필름형태의

생체재료는 바이오센서로의 기술로 발전되고 있으며, 필름의 내

부에 나노 입자, 약물, 염료 및 효소 등의 내부에 로딩함으로

써 생체활성물질의 국소적 전달체로 개발하여 의공학 분야에서

의 응용가능성이 높다.25-28) 또한 다층으로 제조된 필름의 경우

각 층마다 물성을 조절하거나 외부환경에 변화하여 기능성을

더 높일 수 있는 것으로 보고되고 있다.29-30)

본 연구에서는 히알루론산을 가교결합 시켜 필름을 제조하였

으며, 가교제의 비율에 따른 물리화학적 특성 및 생체적합성을

평가하였다. 제조된 히알루론산 필름은 표면 및 내부를 SEM을

이용하여 물리학적 특성 분석과, 물에서의 팽윤성을 평가하였

다. 생물학적 특성평가로서는 히알루론산 필름을 입자형태로 전

환하여 샘플을 제조한 다음, 히알루론산 입자샘플 표면에 섬유

아세포를 접종하여 필름의 생체적합성을 평가하였다. 또한

MTT, BrdU, Neutral red assay 방법을 사용하여 테플론 및

라텍스 대조군에 대하여 샘플의 용출물을 대상으로 생물학적

안전성 평가를 진행하였다.*책임연락저자: insup@seoultech.ac.kr 
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재료 및 방법

시약 및 재료

Hyaluronic acid (HA) (MW: 575 kDa)는 (주)한미약품으로부

터 제공받았다. 1,4-butanediol diglycidyl ether (MW: 202.25

Da)는 Sigma - Aldrich (ST. Louis. MO, USA) 에서 구입하였

다. Sodium hydroxide (MW: 40 Da)는 Yakuri Pure Chemical

Co. (Japan)에서 구입하였다. 세포배양 배지 FGM-2는 Lonza

Co. (Switzerland)로부터 구입하였으며, live & dead viability/

cytotoxicity 키트는 Invitrogen Co. (USA)에서 구입하였다. 독

성평가 키트인 bromodeoxyuridine (BrdU), thiazolyl blue

tetrazolium bromide (MTT) and Neutral Red 는 Sigma-

Aldrich (ST. Louis. MO, USA), Roche Co. (Germany) 및

Gibco BRL (Australia)에서 각각 구입하여 사용하였다.

히알루론산 필름 제조

1% NaOH 수용액에 히알루론산을 녹여 7.5%의 농도인 히

알루론산 용액을 제조하였다. 제조한 7.5% 히알루론산 용액 대

비 가교결합제 BDDE 첨가하여 0.4%, 0.5%, 0.6% (v/v) 혼

합용액으로 전환하였다. Syringe를 이용하여 혼합용액을 균일하

게 섞어준 후, 폴리에틸렌 모올드(PE mold)에 담아서 24 시간

상온에서 gelation을 진행하였다. 24 시간 혼합시켜 히알루론산

젤을 유도한 다음, 지름 10 mm, 두께 2 mm의 규격을 가진

히알루론산 필름으로 잘라서 샘플을 제조하였다. 제조된 일정 크

기의 히알루론산 필름을 2.5 L 순수에 24 시간 마다 세척을 총

3번 진행하여, 72 시간 세척과정을 진행하여 필름을 얻었다. 

팽윤성 평가

다양한 농도에서 제조된 히알루론산 필름 (지름 10 mm, 두

께 2 mm)을 물에 넣은 다음, 시간에 따른 필름의 팽윤성을 아

래와 같은 방법으로 측정하였다(n = 3). 총 24시간동안의 30

ml의 증류수에서의 필름의 질량변화를 측정하였다. 0시간부터

6시간 까지는 1시간 간격으로 측정하였으며, 6시간부터 24시

간까지는 6시간 간격으로 질량을 측정하였다. 매 간격마다 30

ml증류수를 교체하면서 진행하였다. Swelling(%) = (시간당 HA

필름의 무게(g) /처음 HA 필름의 무게(g)) × 100(%)공식을 사용

하여 필름의 팽윤성을 계산하였다. 

생체적합성 평가

히알루론산 필름의 생체적합성을 평가하기 위하여 히알루론

산 필름을 균질화 하여 입자로 제조한 다음, 입자들에 세포를

로딩하여 in vitro 세포배양 평가를 아래와 같이 진행하였다.

균질기(Nissei AM - 03, ACE Homogenizer, Nihonseiki Kaisha,

Tokyo, Japan)를 이용하여 제조된 히알루론산 필름을 10,000

rpm 에서 5분 동안 입자 갈아서 1차 입자화를 유도한 다음,

5 min, 3500 rpm으로 총 5회를 추가적으로 갈아서 얻어진 히

알루론산 필름 입자를 냉동고(deep freezer; −80oC)에 넣어서

하루 동안 동결시킨 후, 동결건조기(FD-8508, IL Shin Bio

Base, Korea)를 이용하여 건조를 진행하였다. 입자화된 히알루

론산 필름은 오토클레이브(AC-02, JEIO TECH, Korea)를 이용

하여 121oC에서 15 분 동안 고압 멸균을 진행하였다.

성인 섬유아세포(Adult Human Dermal Fibroblast; AHDF,

passage < 14)를 사용하여 히알루론산 필름의 생체적합성 평가

를 진행하였다. 10% FBS와 1% penicillin-streptomycin을

FGM-2배지에 첨가한 다음, 세포배양 배지를 각 well당 1 mL로

분주한 후, CO2 incubator (5% CO2, 37
oC)에서 배양하였다.

입자화된 히알루론산 필름을 phosphate buffered saline

(PBS, pH 7.4)에 녹여 200 uL를 24 well plate 에 고르게

분주한 후, 24 시간 동안 상온에 보관하였다. 입자화 된 히알

루론산 필름 위에 100.000 cells/well의 농도로 세포를 입자화

된 필름의 표면에 접종하였다. 섬유아세포가 로딩된 히알루론

산 필름의 입자 위에 2차적으로 200 uL의 히알루론산 필름의

입자를 분주하여 섬유아세포가 히알루론산 필름의 내부에서 배

양되도록 유도하였다. 그 후, 1 mL의 배지를 넣은 다음, 3일

간 in vitro 세포배양을 수행하였다.

Live & Dead assay

히알루론산 필름을 균질기로 분쇄하여 얻은 입자형 샘플, 즉,

필름의 내부로 간주함,에 섬유아세포를 접종하여 3일간 in

vitro 배양한 후, Live & Dead assay를 진행하였다. 2 mM

ethidium homodimer-1 (EthD-1) stock 용액(1.2 µl)과 4 mM

calcein AM solution (0.3 µl)을 멸균된 PBS (600 µl) 용액에

넣고 혼합하였다. 혼합 용액을 200 ul씩 세포 배양된 히알루론

산 필름에 분주하여, 상온에서 30분간 반응시켰다. 반응이 끝

난 후, 형광현미경(Leica DMLB, Germany)으로 관찰하였다.

생존한 세포는 녹색, 사멸한 세포는 붉은색으로 관찰하였다.

MTT 평가

히알루론산 필름의 독성평가는 3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-

2,5-diphenyl-2H-tetrazolium (MTT) 분석방법을 사용하여 수행

하였다. MTT 평가는 HA 필름으로부터 72 시간 동안 방출되

어 나오는 용출물 1 ml에 대해서 각 100 ul에 대한 독성 분석

을 진행하였으며, 양성대조군인 Teflon 과 음성대군인 Latex에

서 방출되어 나오는 용출물에 대한 독성평가 결과를 비교 분석

하여 히알루론산 필름의 독성평가를 수행하였다. 20 ul의 MTT

용액을 샘플에 2차 분주하여 4시간 동안 추가적인 세포 배양

을 진행하였다. 그 후, 배양액을 제거하고 dimethyl sulfoxide

(DMSO)를 첨가하여 570 nm 파장에서 흡광도를 microplate

reader 기기(Tecan, Switzerland)를 통해서 세포의 독성을 측정

하였다.

Neutral Red (NR) 평가

MTT 평가와 동일한 방법으로 히알루론산 필름, Latex,

Teflon 샘플로부터 72시간 동안 용출시켜 얻어진 용출물 배지

를 준비하였다. 섬유아세포를 10,000 cell/well의 밀도로 96

well plate 에 접종한 후, 히알루론산 필름에서 72시간동안 용
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출된 용출액 1 mL 중 100 uL을 분주하여 24 시간 동안

37oC, 5% CO2 incubator에서 in vitro 세포배양을 진행하였

다. In vitro 실험을 진행하고 있는 배양액에 0.33% Neutral

Red 용액 100 uL를 첨가하여 2 시간 동안 추가적인 in vitro

배양을 진행하였다. Neutral Red assay 고정액으로 고정과정을

거친 샘플에 대한 washing 을 진행한 후, 용해 용액을 10분

동안 100 µL/well에 첨가하여 샘플을 얻었다. micro plate

reader 기기를 통해 550 nm 파장 및 690 nm의 파장에서 얻

어진 참조 피크에 대하여 샘플의 흡광도를 측정하였다.

Bromodeoxyuridine (BrdU) 평가

MTT 평가와 동일한 방법으로 히알루론산 필름, Latex,

Teflon을 배지에 72시간 동안 담가 둔 배지로부터 얻어진 용출

물의 배지를 준비하였다. 섬유아세포를 10,000 cell/well의 밀

도로 96well 에 접종한 뒤에 히알루론산 필름에서 용출된 용

출액 1 mL 중 100 uL을 분주한 다음, 샘플용액이 포함된 상

태에서 24 시간 동안 37oC, 5% CO2 incubator에서 in vitro

세포배양을 진행하였다 BrdU 용액을 10 µL 를 넣어서 2시간

동안 반응시킨 후 배지를 제거하고 Fixadent 용액을 넣고 실

내 온도 조건에서 30 분간 고정시킨 뒤, anti-BrdU-POD

working 용액을 넣고 100 µL/well 의 농도로 첨가하여 20분

동안 반응시켰다. 25 µL 1M H2SO4 용액을 첨가하여 반응을

종료시킨 뒤, 450 nm 및 690 nm의 파장에서 샘플 용액의

흡광도를 micro plate reader 기기를 통해서 측정하였다. 

통계학적 분석

실험결과는 평균 표준편차로 나타내었으며, 통계학적 중요성

은 one-way ANOVA SPSS 18. 0 program (SPSS for Win-

dows, USA)을 사용하였다. 얻어진 p 값이 0.05 미만일 때, 샘

플 간의 값은 통계학적으로 유효성이 있는 것으로 판정하였다.

결과 및 고찰

주사전자현미경의 관찰

7.5% 농도로 제조된 히알루론산 필름의 가교결합제 농도변

화(0.4. 0.5, 0.6%)에 따른 필름의 표면과 단면을 주사전자 현

미경으로 관찰하였다(Figure 1). 히알루론산 필름의 건조된 표

면 및 내부의 형태학적인 분석을 주사전자현미경(SEM)의 500

배율로 평가한 결과, 히알루론산 필름 표면은 기공의 크기 및

표면 형태가 불규칙적으로 관찰되었으나(Figure 1-A, B and

C), 필름 내부 기공의 크기는 상대적으로 규칙적인 형태를 나

타내는 것으로 평가되었다(Figure 1-D, E, F). BDDE의 농도가

0.4%에서 0.6%로 높일수록 필름 내부의 기공형태가 균일하게

형성되는 것을 확인할 수 있었다. 이는 가교결합제의 첨부가

증가할수록 히알루론산 고분자 사이의 내부 및 고분자 사이의

가교 결합도가 증가하여, 지지체의 기공형성 능력이 향상되는

것으로 평가되었다.

팽윤성 평가 

히알루론산 필름의 증류수에서의 팽윤성 평가는 24 시간 동

안 증류수에 침전시킨 다음, 팽윤성을 초기 샘플 질량 대비,

샘플 질량의 비율변화로 평가하였다(Figure 2). 샘플을 물에 1

시간 침전 후에는 필름의 swelling은 각각 549%, 502%,

510% 로 팽창된 것으로 측정되어 0.4%, 0.5%, 0.6% BDDE

가교결합제 첨가량에 따른 하이드로젤 필름의 swelling 이 샘플

간 차이가 없는 것으로 관찰되었으나, 물에 침전시킨 지 2시간

후부터는 히알루론산 필름의 swelling 은 1379%, 1238% 및

1176% swelling이 된 것으로 측정되어, 함수율이 급격히 증가

된 것으로 관찰되었으며, 가교결합제 농도가 적을수록 보다 더

함수율이 증가하는 것으로 관찰되었다. 그러나, 2시간 이후부

터는 샘플들의 팽창률에 있어서 가교결합제의 농도에 따른 함

Figure 1. Morphological observation of the HA films with SEM. The films were fabricated with different concentrations of cross-linking agent,
BDDE, such as 0.4% (A, D), 0.5% (B, E) and 0.6% (C, F). While the pictures of A, B and C show the film surfaces, those of D, E and F show their
x-sections (× 500).
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수율이 크게 차이를 보이지 않았으며, 24 시간이 지난 후에도

0.4%, 0.,5% 및 0.6% 가교결합제 첨가 비율은 각각 2269%

이며, 2020% 1814% 로 각각 측정되는 것으로 평가되어,

샘플의 함수율에는 크게 차이를 보이지 않는 것으로 평가되었

다. 따라서, 2시간까지는 물에 침전한 샘플들은 가교결합제의

농도에 따라 함수율의 증가율에서는 차이를 보이는 반면에, 2

시간 이후부터는 함수율 증가율은 차이가 없는 것으로 관찰되

었으나, 함수량은 가교결합제 농도가 낮을수록 높아지는 것으

로 관찰되었다. 

생체적합성 평가

히알루론산 필름의 생체적합성을 평가하기 위하여, 히알루론

산 필름을 균질기로 입자샘플로 유도한 후, 입자 샘플에 섬유

아세포를 3일간 배양하여, 필름 내부의 생체적합성을 평가하였

다(Figure 3). 광학현미경으로 관찰한 결과에서는, 입자들의 형

태가 존재하는 것으로 관찰되었으며(Figure 3-A, B, C), 히알루

론산 입자 표면에서의 세포 거동을 관찰하였을 때, 0.4% 가교

결합제를 사용하여 제조한 히알루론산 필름은 세포들이 부착

및 뻗은 형태로 생존하였음을 관찰되어, 전반적으로 생체적합

성이 매우 우수한 것으로 관찰되었다(Figure 3-D). 그러나

0.5% 와 0.6% 가교결합제를 사용하여 제조한 HA 필름의 경

우에는 세포들이 뻗는 현상이 관찰되지 않았고, 둥근 형태로

대부분의 세포들이 존재하였으며, 형광 현미경으로 관찰했을 때

청색으로 세포들이 관찰되는 것으로 평가되어 세포들이 살아있

음을 확인하였다(Figure 3-E, F).

독성평가 

히알루론산 필름의 세포 독성을 평가하기 위하여 0.4, 0.5,

0.6% 가교결합제를 사용하여 제조한 히알루론산 입자들에 대

하여 버퍼용액에서 72시간 in vitro 상에서 용출시켜 얻은 용출

액 1 ml중 100 ul을 배양 중인 섬유아세포에 주입한 후 24시

간이 지난 후, MTT assay, Neutral Red assay, BrdU assay분

석을 통하여 세포생존성을 정량화 하여 평가하였다. 양성 대조

군은 Teflon, 음성 대조군은 Latex로 선정하여 평가하였으며,

양성대조군 샘플로부터 얻은 용출액을 배양중인 세포에 첨가하

여 평가한 양성대조군 샘플의 용출물 흡광도 값을 세포생존율

의 100%로 간주함으로써, 샘플과 음성대조군 용출물의 흡광도

값을 백분율을 계산하여 샘플의 독성 정도를 평가하였다. 

MTT assay 를 통하여 섬유아세포의 생존율을 평가한 경우에

는, 양성대조군 대비하여0.4%, 0.5%. 0.6% 의 가교결합제를

사용하여 제조한 필름의 용출물에서는 각각 99%, 88%, 및

74%의 세포생존성을 보이는 결과를 얻었으며, 모든 실험군의

샘플들의 용출물에 대한 흡광도 값들에 대한 세포생존성은 음

성대조군인 Latex와 유의적 차이를 보이면서 우수한 세포적합

Figure 2. Swellings of the HA films (7.5%) in PBS for 24 hrs. The films
were synthesized with different concentrations of the cross-linking
agent such as 0.4, 0.5 and 0.6%.

Figure 3. Cell viability inside the HA films at day 3. While the pictures of A, D and C were observed by light microscopy, those of D, E and F
stained with the live & dead assay were observed by the fluorescence microscopy.
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성을 보이는 것으로 평가되었다(p < 0.05).

Neutral Red assay를 통하여 섬유아세포의 세포적합성을 평

가한 결과에 따르면, 양성대조군 테플론 샘플의 흡광도와 대비

하여 0.4%, 0.5%, 0.6% 가교결합제를 사용하여 제조한 히알

루론산 필름들은 각각 90%, 69%, 63%의 세포적합성을 보였

으며, 0.4%의 가교결합제를 이용하여 제조한 필름의 흡광도 값

은 0.6% 가교결합제를 이용하여 제조한 HA 필름의 흡광도

값과는 통계학적으로 유의한 차이가 있음을 평가되었다(p =

0.023). 또한 모든 실험군의 흡광도 값은 음성대조군인 Latex

의 흡광도 값과는 통계학적으로 유의한 차이를 보이고 있어 음

성대조군의 용출물과 비해서는 우수한 세포적합성을 보이는 것

으로 평가되었다(p < 0.05) 

BrdU assay분석방법을 통하여 섬유아세포의 세포적합성을 평

가한 결과에 따르면, 양성 대조군인 테플론의 흡광도 값과 비

교하여0.4%, 0.5%, 0.6% 가교결합제를 사용하여 제조한 히알

루론산 필름들은 각각 103%, 85%, 82%의 세포적합성을 가

지는 것으로 평가되었다. 또한 3 가지 농도의 가교결합제를 사

용하여 제조한 모든 실험군 샘플들의 용출물은 음성대조군인

Latex 용출물을 이용하여 얻은 흡광도 값과 비교했을 때 유의

적 차이를 보이는 세포적합성 결과를 보였다(p < 0.05) 

이러한 결과를 분석해 보면, 히알루론산 필름으로부터 얻은

용출물을 첨가하여 평가한 흡광도값에 비교하여, 음성대조군인

latex의 용출물을 첨가하여 얻은 세포적합성 보다 상당히 높은

생존율을 보이는 것으로 평가되었으며, 양성대조군인 Teflon의

용출물을 이용하여 흡광도 값을 비교했을 때 비슷하거나 약간

낮은 세포적합성을 보이는 것으로 평가되었다. 따라서 HA필름

을 제조할 때 사용한 가교결합제의 농도선정이 세포적합성에

영향을 끼치는 것으로 평가되었으나, 전반적으로 세포의 독성

을 거의 보이지 않는 것으로 관찰되었기 때문에 상기 3가지

농도의 가교결합제를 사용하여 제조한 HA 필름 샘플들은 우

수한 세포 적합성을 보이는 것으로 평가되었다. 

결  론

본 연구에서는 0.3, 0.5, 0.6%의 가교결합제를 사용하여 히

알루론산 필름을 제조한 필름에 대하여 전자현미경을 이용하여

필름의 표면과 단면적의 형태학적 관찰을 진행한 결과, 필름

표면은 전반적으로 유사한 형태를 보이는 것으로 관찰되었으

며, 가교결합제의 농도가 높아짐에 따라 필름의 단면적은 상대

적으로 보다 균일한 기공을 형성하는 것으로 관찰되었다. 0.6%

의 가교결합제를 사용하여 제조한 필름은 약 20 마이크로미터

의 거리를 가지면서 길이방향의 기공이 형성되는 것으로 관찰

되었다.

제조된 필름샘플에 대하여 물에 침전시켜 수화된 필름샘플에

대한 팽윤성 평가를 진행한 결과에 따르면, 가교결합제의 첨가

비율이 높을수록 필름샘플의 팽윤성이 낮아지는 것으로 평가되

었으며, 이는 필름을 구성하는 히알루론산 고분자의 내부 및

Figure 4. MTT assay of the HA films with adult human dermal fibro-
blast. The Teflon and Latex films were employed as positive and neg-
ative controls, respectively. The asterisk means significantly different in
statistics between samples.

Figure 5. Neutral red assay of the HA film with human dermal fibro-
blasts. Teflon and Latex films were employed as positive and negative
controls, respectively. The asterisk means significantly different in sta-
tistics between the samples.

Figure 6. Brd-U assay of the HA film with human dermal fibroblast.
Teflon and Latex films were employed as positive and negative con-
trols, respectively. The asterisk means significantly different in statis-
tics between the samples.
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고분자 사이의 가교도가 증가함에 따른 결과로 사료되었다.

HA 필름의 표면과 필름의 균질화 시켜 제조한 입자 샘플에

대하여 섬유아세포로 in vitro 세포적합성을 평가한 결과에 따

르면, 가교결합제의 비율이 낮은 농도에서 제조한 필름의 경우

에는 높은 농도의 가교결합제를 사용하여 제조한 필름의 세포

생존율보다 더 높은 세포적합성을 보였다. 또한 MTT, BrdU,

Neutral red assay을 통한 샘플 용출물에 대한 독성평가를 진

행한 결과에 따르면, 다양한 농도의 가교결합제를 이용하여 제

조한HA 필름의 세포 생존율은 양성대조군과 비슷한 세포적합

성을 보이는 것으로 평가되었다. 그러나 가장 높은 농도 0.6%

가교결합제를 사용하여 제조한 필름의 용출물에 대한 세포적합

성은 상대적으로 떨어지는 것으로 관찰되어, 가교결합제의 농

도, 세척과정 등이 히알루론산 필름 제조와 생체재료로의 응

용하는 데 있어 중요한 인자로 간주되어야 할 것으로 사료되

었다. 
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