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Fi g. 1. Schemat ic diagr am of  islet  micr oencapsulat ion using t he elect r o static droplet generator. (A) Diagram is adapted from Fig. 3of reference [6]. (B) Electrostatic encapsulation unit Var V1.

(2). 따라서 이런 독성의 면역억제제를 사용하지 않으면서 

거부반응을 극복하기 위해 숙주의 면역체계로부터 췌도세포를 격리 및 보호하고 췌장에서의 환경을 모방하는 췌도세포 캡슐화 기법이 연구되고 있다(4-6). 췌도세포를 둘러싼 캡슐은 알지네이트나 아가로스 등을 이용한 반투과성 막으로 산소, 포도당, 영양물질과 세포대사산물, 인슐린 등 작은 분자들은 투과시키면서 항체나 면역세포 등 면역반응 매개물질들은 차단하여(6), 면역세포와 췌도세포가 직접적으로 반응하여 일어나는 세포매개성 면역반응을 막아 세포를 보호한다. 캡슐화의 종류에는 하나의 캡슐에 여러 개의 췌도세포를 포함시켜 평균 2∼6 mm의 크기로 

만드는 거대캡슐화(macroencapsulation)와 1∼2개의 췌

도세포를 포함하여 1 mm 이하의 크기로 만드는 미세캡

슐화(microencapsulation)가 있다(7). 거대캡슐화에 비해 

미세캡슐화는 캡슐에 포함되는 췌도세포의 부피에 대한 

표면적의 비율이 높아 영양물질과 대사물질의 확산이 더 

용이하며, 안정성이 크고 주입이 간단한 장점이 있다(8). 

미세캡슐화에 주로 사용되는 알지네이트는 해조류에서 추

출한 선형의 다당류로서(9), 캡슐 내부의 세포 기능에 영

향을 주지 않으면서도 소동물 및 대동물에서 수년간 안정

적으로 유지되는 것이 확인되었다(6,10). 하지만 알지네이

트 미세캡슐화 기법으로 제조한 췌도세포 캡슐의 이식 후 

성과는 상반된 결과들로 나타났다(11,12). 이는 알지네이

트를 구성하는 mannuronate M과 guluronate G 블록의 

비율, 내독소나 다른 단백질의 함유 정도, polyphenol의 

존재 등 캡슐 제조에 이용한 알지네이트의 구성과 순도로 

인한 원인과 캡슐의 제조 조건에 따라 생산된 캡슐의 크

기가 다양하기 때문인 것으로 분석되었다(4,13). 고순도의 

알지네이트 추출 기법이 확립되고 M/G 블록 비율에 따른 

영향 조사에서 G 블록의 비율이 높을 때 캡슐의 안정성과 

투과성이 좋고, 대식세포 활성화가 낮게 나타났다(13,14). 

본 연구에서는 G 블록 비율이 높고 점도가 낮은 고순도 

알지네이트로 췌도세포 미세캡슐을 제조하였고(Fig. 1A), 

이때 정전기 액적발생기(electrostatic droplet generator)

를 이용하여 세포 생존율 및 인슐린 분비능이 좋은 최적 

크기의 캡슐 제조 조건을 확립하고자 하였다.
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재료 및 방법

1) 세포배양

햄스터 췌장 베타세포주(HIT-T15)는 햄스터의 췌장 베타

세포에 SV40 유전자를 도입하여 세포주로 확립한 것으로(15), 

한국세포주 은행(Seoul, Korea)에서 분양받았다. 세포는 

RPMI-1640 (Welgene, Daegu, Korea) 배지에 10 mM N-2- 

hydroxyethylpiperazine-N'-2-ethane sulfonic acid (HEPES, 

Gibco Gaithersburg, MD, USA), 50 μM 2-mercaptoethanol 

(Gibco), 10% fetal bovine serum (FBS, Lonza Walkersville, 

Inc. Basel, MD, USA)와 항생제로 antibiotic-antimycotic 

solution (Gibco)을 1%가 되게 첨가하여 배양하였다. 배양 

조건은 37
o
C, 95% 공기와 5% CO2 상태로 유지하였으며, 

실험에는 passage 30∼40의 세포를 이용하였다.

2) 알지네이트 미세캡슐화

미세캡슐화에 사용된 알지네이트(alginic acid sodium salt 

from brown algae, low viscosity: 250 CPS, M/G ratio: 1.96, 

Sigma, St. Louis, USA) 용액은 Ca
2＋

-free Krebs-Ringer bi-

carbonate buffer (KRBB) (pH 7.35, Sigma)에 알지네이트를 

녹인 후 0.22 μm 필터(Nalgene Rochester, NY, USA)로 

여과하여 사용하였다. 캡슐의 크기가 일정하고, 모양이 구형

인 캡슐을 형성하는 조건을 찾기 위해 노즐 크기, 알지네이트

의 농도, 알지네이트 주입속도, 정전기 강도를 변화시켜 가며 

실험하였다.

알지네이트를 통과시키는 분사노즐은 내부 직경(inner 

diameter)이 0.2 mm, 0.35 mm와 0.7 mm를 이용하였고, 

노즐과 젤화 용액인 염화칼슘(CaCl2, Sigma) 용액 간 거리

는 1 cm로 고정하였다. 알지네이트의 농도는 1.5%, 1.75%

와 2%를 이용하였고, 알지네이트 주입속도는 주사기 펌프

(Model 781100, KD Scientific Inc., Holliston, MA, USA) 

속도를 10 mL/hr에서 30 mL/hr로 10 mL/hr씩 증가시켜 

가며 캡슐을 제조하였다. 정전기 액적발생기(electrostatic 

encapsulation unit Var V1, Nisco, Zurich, Switzerland) 

(Fig. 1B)의 정전기 강도는 1 kV에서 6 kV까지 1 kV씩 

높이면서 조건을 변화시켰고, 각 조건하에서 미세캡슐의 

크기를 측정하고 형태를 확인하였다. 

캡슐 제조 과정(Fig. 1)은 알지네이트 용액을 10 mL 주사기

에 넣고 주사기 펌프에 장착시킨 후 실리콘 튜브로 액적발생

기의 상단 고정대에 연결하여 분사노즐을 통과시켰다. 통과

된 알지네이트는 노즐 하부의 100 mM 염화칼슘 용액에서 

70% 속도로 교반하면서 10분간 배양한 후 수확하였다. 이후 

KRBB로 4회 세척한 후 0.1% poly-L-lysin (PLL, Sigma)으로 

부유시켜, 37
o
C에서 약하게 shaking하면서 5분간 배양하였

다. KRBB로 1회 세척하고 0.15% 알지네이트 용액으로 부유

시켜 37
o
C에서 약하게 shaking 하면서 1분간 배양한 후 

Ca
2＋

이 포함된 배양 배지로 1회 세척하여 캡슐을 제조하였

다. 만들어진 캡슐은 광학현미경(Eclipse TE2000, Nikon, 

Tokyo, Japan)에서 관찰하여 직경 및 형태를 조사하였다.

3) 췌도세포의 미세캡슐화

정전기 액적발생기를 이용한 HIT-T15 췌도세포의 미세

캡슐화는 다음의 방법으로 진행하였다(Fig. 1). 부착하여 

자라는 췌도세포에 트립신(Gibco)을 처리하여 수확하고, 

PBS로 1회 세척한 후 KRBB 용액으로 2회 세척하였다. 세

포 수가 1.75% 농도의 알지네이트 용액 mL당 1.5×10
6
 

또는 1.5×10
7
이 되도록 혼합하여 부유한 후 10 mL 주사

기로 옮기고 주사기 펌프에 고정하였다. 튜브로 정전기 

액적발생기의 상단 주입구에 연결한 후 주입 속도는 20 

mL/hr로 고정하여 내부 직경 0.35 mm 노즐을 통과시켰

고, 1 cm 아래에 놓인 염화칼슘 용액에서 10분간 배양하

여 캡슐을 제조하였다. 이 때, 정전기 강도를 4 kV, 5 kV

와 6 kV로 변화를 주고, 염화칼슘 용액은 50 mM, 75 mM

과 100 mM로 달리하였다. 초기 알지네이트 캡슐 제조 이

후 과정은 빈 캡슐과 동일하게 진행하여 알지네이트-PLL-

알지네이트 캡슐을 제조하였다. 최종 캡슐은 배양 배지로 

부유시켜 37
o
C, 95% 공기와 5% CO2 조건에서 배양하였

고, 이후 3일 간격으로 새로운 배지로 교체하였다.

4) 세포 생존율

알지네이트-PLL-알지네이트의 캡슐을 제조한 후 HIT- 

T15 세포의 생존율은 PBS로 2회 세척한 후 0.4% trypan 

blue를 처리하여 5분간 배양한 후 PBS로 다시 3회 세척

하였다. 이후 광학현미경으로 관찰하여 trypan blue에 염

색된 세포를 죽은 세포로 규정하여 계수하고 이를 바탕

으로 캡슐 내 세포 수 및 생존율을 조사하였다.

5) 인슐린 분비능

HIT-T15 세포를 1.75% 알지네이트 용액 mL 당 1.5× 

10
7
 농도로 부유시켜 캡슐화한 후 1일간 배양한 세포와 캡

슐화하지 않은 HIT-T15 세포에서 인슐린 분비능을 조사하

였다. 일반 HIT-T15 세포와 캡슐화한 HIT-T15 세포에서 

배양 배지를 제거하고 PBS로 수 회 세척한 후 37
o
C에서 

1시간 배양하여 세포를 안정화시켰다. 포도당 농도를 10 

mM로 맞춘 PBS로 1시간 배양하며 자극을 주고 상층액을 

확보하였다. HIT-T15 세포에서 분비된 인슐린 양의 측정

은 Okajima 등(16)의 방법을 참고하여 rat insulin ELISA 

kit (AKRIN-010T, Shibayagi Co. Ltd., Gunma, Japan)를 
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Fig. 2. Capsule diameter and shape as a function of nozzle size and alginate infusion rate. (A) Capsule diameter. (B) Percent ratio
of good capsule shape.

Fig. 3. Capsule diameter and shape as a function of alginate concentration and infusion rate. (A) Capsule diameter. (B) Percent ratio
of good capsule shape.

사용하였다. 먼저 인슐린 항체가 코팅된 plate에 100 μL의 

biotin conjugated anti-insulin과 20 μL의 시료를 함께 넣

고 실온에서 2시간 반응시켰다. 세척액으로 4회 세척하고, 

horseradish peroxidase (HRP) conjugated streptoavidin

을 100 μL씩 첨가하고 실온에서 30분간 반응시켰다. 발색

체(Tetramethyl benzidine, TMB)를 넣고 실온에서 30분간 

반응시킨 후 1 M H2SO4로 종료시키고 450 nm에서 흡광도

를 측정하였다. 고농도의 포도당(10 mM)에 대한 반응을 

포도당 자극을 주지 않은 군과 비교하였다. 

6) 통계분석

통계 분석은 SPSS, version 12.0 (SPSS Inc, Chicago, 

Ill, USA) 프로그램을 이용하여 분석하였으며 '평균±표준

오차'로 기술하였다. 각 군 간의 통계학적인 비교는 독립

표본 T 검정 또는 대응표본 T 검정을 시행하여 P 값이 

0.05 미만인 경우에 유의성이 있는 것으로 판정하였다.

결  과

1) 알지네이트 미세캡슐화

정전기 액적발생기를 이용하여 알지네이트 미세캡슐 제

조의 최적 조건을 선정하고자 하였다. 미세캡슐 제조 시 

분사노즐의 내부 직경에 따른 캡슐의 직경을 조사한 결과

(Fig. 2), 분사노즐의 내부 직경이 0.2 mm인 경우, 생성된 

캡슐의 직경은 200 μm 이하였고, 0.35 mm인 경우 200∼ 

300 μm이며, 0.7 mm에서는 530∼700 μm이었다(Fig. 2A). 

생성된 캡슐은 대체로 완전한 구형을 이루고 있었다. 그러나 

1차 분리한 췌도세포의 크기를 고려하여 캡슐 크기 200 
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Fig. 5. Characterization of islet capsule as a function of electrostatic potential for three different calcium chloride concentrations. 
(A) Capsule diameter. (B) Percent ratio of good capsule shape. (C) Cell viability *P＜0.01 versus 50 mM and 75 mM calcium chloride.

Fig. 4. Capsule diameter and shape as a function of electrostatic potential and alginate infusion rate. (A) Capsule diameter. (B) Percent
ratio of good capsule shape.
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Fig.6. Changes of cellular morphology and viability after microencapsulation at different time within 2 weeks. (A) Encapsulated HIT-T15 cells were stained with trypan blue. Size indication ba
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Table 1. Insulin secretion of encapsulated and non-encapsulated islet cells in response to 10 mM glucose

Group Basal glucose (0 mM) Stimulated glucose (10 mM) Stimulation factor, S/B

Encapsulated
Non-encapsulated

0.25±0.01
1.10±0.13
P=0.008

1.02±0.12
7.19±0.44
P=0.002

4.03
6.50

P=0.022
P=0.001

Glucose-stimulated insulin secretion (ng/hr/105 cells).

때 세포 생존율이 현저히 감소하는 것을 확인하였다(Fig. 

5C, P＜0.01).

제조한 췌도세포 캡슐 중 세포 생존율이 높은 조건인 

염화칼슘 농도 75 mM, 정전기 강도 5 kV에서 제조한 캡

슐을 2주간 배양하면서 캡슐 내 췌도세포의 형태와 생존

율을 조사하였다(Fig. 6). 배양 기간에 따른 췌도세포 미

세캡슐의 캡슐 직경은 유의한 변화가 없었다(data not 

shown, Fig. 6A). 캡슐 내부의 췌도세포 형태는 캡슐화 

직후 하나의 세포로 분리되어 캡슐 내에 분산되어 있었

으나(Fig. 6A, Day 0), 배양 기간이 늘어날수록 점차 증

식하여 콜로니 형태를 띠며 커지고, 12일에서 14일까지 

배양되면 캡슐 내에서 약 100 μm까지 커지는 것을 확인

할 수 있었다. 콜로니 수와 세포 생존율을 조사한 결과 

콜로니 수는 점차 감소하는 경향으로 나타났고(Fig. 6B), 

생존율은 14일까지 80% 이상을 유지하였다(Fig. 6C).

3) 췌도세포 미세캡슐의 인슐린 분비능

미세캡슐화하거나 캡슐화하지 않은 HIT-T15 췌도세포

에서 포도당 자극에 대한 인슐린 분비능을 조사하였다. 

미세캡슐화 시 세포 농도는 1.5×10
7
 cells/mL로 수행하였

고, 캡슐 크기를 바탕으로 캡슐당 HIT-T15 췌도세포 수는 

약 500개로 산정하였다. 캡슐화한 췌도세포는 10 mM의 

포도당을 처리한 경우에 대조군과 비교하여 인슐린 분비

가 4.03배(0.25±0.01 vs 1.02±0.12 ng/hr/10
5 

cells, P＜ 

0.05) 증가하였고, 캡슐화하지 않은 세포에서는 대조군에 

비해 6.5배(1.10±0.13 vs 7.19±0.44 ng/hr/10
5
 cells, P＜ 

0.01) 증가하였다(Table 1). 췌도세포 미세캡슐의 포도당 

자극에 대한 인슐린 분비량은 캡슐화하지 않은 췌도세포

의 약 15% 수준으로 감소하였다. 

고  찰

미세캡슐화를 위한 최적의 캡슐 크기를 결정할 때 고

려할 사항으로는 1차 분리한 췌도의 직경이 50∼300 μm

인 것과 이식 후 가장 효과적인 영양공급과 산소공급을 

할 수 있는 거리가 최대 200 μm인 것 등이다(8,17). 따

라서 기능적으로 우수한 췌도세포 캡슐의 적절한 직경은 

250∼350 μm일 것으로 여겨진다. 공기 분사형 캡슐 제

조기를 이용하여 돼지와 백서에서 1차 분리한 췌도세포

의 캡슐을 제조한 연구결과에서는, 최적 조건으로 만들어

진 캡슐의 직경이 600 μm 이상으로 제조되었고(18,19), 

보다 작은 크기의 캡슐 제조를 위한 방안으로 정전기 액

적발생기 도입의 필요성을 언급하였다. 정전기 액적발생

기를 이용한 Klokk과 Melvik (20)의 결과에서 알지네이

트 종류와 정전기 강도의 조절을 통해 300 μm 직경의 

빈 캡슐을 제조할 수 있었던 결과를 바탕으로, 본 연구팀

은 정전기 액적발생기를 이용한 췌도세포 미세캡슐화의 

최적 조건을 확립하고자 하였다. 세포가 포함되지 않은 

빈 캡슐을 제조하였던 Klokk과 Melvik (20)의 기법을 도

입 및 수정하여 캡슐을 제조하였고, 알지네이트 분사노즐

의 내부 직경은 0.35 mm를 선정하였다. 정전기 액적발생

기를 이용하는 경우, 캡슐은 1.5% 알지네이트 농도에서 

주로 제조하지만(20,21), 중간엽 줄기세포나 마우스 췌도

유아세포의 알지네이트-PLL-알지네이트 캡슐 제조에서 

1.75% 알지네이트 농도로 제조한 사례도 있다(22,23). 

본 연구 결과에서는 1.5% 알지네이트 이용 시 직경 200 

μm 이하의 캡슐이 생산되어, 1.75%와 2% 알지네이트 

농도가 더 적합한 것으로 확인되었다. 이중 1.75% 알지

네이트 농도와 주입속도 20 mL/hr에서 형태적으로 적정

한 캡슐이 많이 제조되었는데(Fig. 3), 노즐에서 염화칼

슘 용액까지의 거리가 1.2∼2 cm인 것에 비해 1 cm로 

짧고, 염화칼슘 농도의 차이로 인해 최적 조건이 다르게 

나타난 것으로 사료된다(20). 정전기 강도에 따른 캡슐의 

크기는 voltage를 0∼21 kV까지 변화시키며 조사한 이전 

연구에서 voltage가 높아질수록 캡슐 크기가 작아지는 결

과와 유사하였다(21). Fig. 4에서도 1∼3 kV로 정전기 강

도가 낮을 땐 캡슐 직경이 1.4 mm 이상으로 크게 생산

되었고, 5와 6 kV에서는 약 300 μm 직경의 적정캡슐이 

생산되었다. 

빈 캡슐 제조에서의 캡슐 크기를 바탕으로 췌도세포를 

캡슐화하였고(Fig. 5), 정전기 강도 및 염화칼슘의 농도

에 따른 캡슐 직경과 캡슐 내 세포 생존율을 조사하여 
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최적 캡슐화 조건으로 1.75% 알지네이트, 5 kV와 75 

mM 염화칼슘을 선정하였다. Lim과 Sun (5)의 알지네이

트를 이용한 췌도세포 캡슐화 이후 일반적으로 췌도세포

의 알지네이트 캡슐화는 알지네이트와 칼슘의 교차결합

을 통해 알지네이트를 젤화시키고, 알지네이트-PLL-알지

네이트 미세캡슐을 만들었다(24). 일부 알지네이트와 칼

슘의 교차결합에 대한 부정적인 결과로 인해 칼슘대신 

바륨을 이용하거나(19,25), polyamino acid의 세포독성 

결과로 인해 PLL을 뺀 캡슐을 제조하는 연구도 수행되었

다(18,19,24). 하지만 최근까지도 알지네이트-PLL-알지네

이트 캡슐을 이용한 in vitro (22,23)와 in vivo (26) 실험

이 행해지고 있고, 본 연구의 결과에서도 최적 조건으로 

생산한 알지네이트-PLL-알지네이트 췌도세포 캡슐에서 

캡슐 내 췌도세포의 세포 독성은 미미하였다(Figs. 5, 6). 

일차 췌도세포 캡슐과 달리 세포주를 캡슐화함으로써 배

양 기간이 늘어날수록 캡슐 내 세포는 증식하였고, 콜로

니가 커지는 것을 확인하였다. 하지만 콜로니 수의 측정

에서는 감소하는 양상으로 나타났는데 이는 췌도세포 콜

로니가 커지면서 일부 콜로니들끼리 서로 겹쳐지게 되어 

한 콜로니로 계수한 것이 원인일 것으로 여겨진다. 궁극

적인 알지네이트 미세캡슐화 췌도세포 모델은 1차 췌도

세포를 이용하는 것이므로 1차 췌도세포에 대한 세포독

성과 in vivo 모델에서의 생체적합성에 대해서는 추후 연

구가 필요하다. HIT-T15는 포도당 자극에 대한 인슐린 

분비능이 좋은 췌도세포주로서, 1차 세포에서 포도당의 

최적 자극 농도가 16.7 mM인 것에 비해 저농도의 포도

당 자극(7.5∼10 mM)에서 인슐린 분비능이 최대로 나타

나고, 12.5 mM 이상 농도의 포도당 자극에서는 인슐린 

분비가 다소 감소하는 특징을 갖고 있다(15). 캡슐화한 

HIT-T15 세포에서 포도당 자극에 대한 반응으로 인슐린 

분비가 높아지는 것은 확인되었으나 캡슐화하지 않은 췌

도세포에 비해서는 15% 수준으로 감소하였는데(Table 

1), 이러한 경향은 기존 연구들에서도 나타나는 문제로

(18,19,27) 캡슐화 후에 인슐린 분비능이 좋은 조건을 확

립하는 것도 췌도세포 미세캡슐화의 추후 연구사항이다. 

하지만, 1차 분리한 세포를 이용하여 췌도세포 미세캡슐

화를 수행한 경우에는 포도당 자극에 대한 인슐린 분비 

감소가 세포주에 비해 두드러지게 나타나는데(18,19,27), 

세포 상태를 일정하게 유지할 수 있는 세포주와 달리 1

차 췌도세포는 분리과정에서 세포 손상이 야기되어 나타

난 현상으로 사료되며, 췌도세포 캡슐화의 최적 효과를 

얻기 위해서는 세포 손상을 최소화하는 것도 중요하다.

정전기를 이용한 액적발생기는 공기분사형 액적발생기

에 비해 일반적으로 작은 크기의 캡슐(직경 300 μm 내

외)을 단시간에 다량 제조할 수 있으며 캡슐 크기의 분산

이 크지 않아(10% 미만) 고른 형태의 캡슐이 확보된다는 

장점을 갖는다(21). 이미 정전기 액적발생기를 이용하여 

제조한 췌도세포 캡슐을 제1형 당뇨 모델에 적용한 연구

가 보고된 바 있으나(2,28), 혈당 조절에서는 한계가 있

는 실정이다. 본 연구에서는 미세캡슐화 후 췌도세포 생

존율이 높고 인슐린 분비능 유지를 위한 일부 조건들을 

선별하였다. 그러나 생체 내에서 장기간 혈당 조절의 효

과를 얻기 위해서는 캡슐화 이후 나타나는 췌도세포의 

인슐린 분비능 감소를 해결하고, 장기간 배양 시에도 세

포 생존율이 유지될 수 있는 캡슐화기술의 개발이 필요

하다. 

결  론

정전기 액적발생기를 이용하여 췌도세포 미세캡슐을 

생산하는 최적 조건을 선별하고자 하였다. 일차 췌도세

포의 평균적인 크기를 고려하여 350 μm 직경의 췌도세

포 미세캡슐을 생산하는 조건을 조사한 결과, 분사노즐 

직경은 0.35 mm, 알지네이트 농도는 1.75%, 정전기 강

도는 5 kV, 염화칼슘 농도는 75 mM로 선정하였다. 이러

한 조건에서 생산된 캡슐에서의 세포 생존율은 90% 이상

을 유지하였고, 포도당 자극에 대한 인슐린 분비도 확인

되었다. 이상의 결과를 통해 정전기를 이용한 미세캡슐

화 기법이 췌도세포 이식에 유용하다고 판단된다. 앞으

로 1차 췌도세포의 적용, 인슐린 분비능 향상과 in vivo 

모델에서의 췌도세포 미세캡슐 이식 등에 관한 추가 연

구가 필요하다. 
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