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요 약

본 연구에서는 폴리비닐피롤리돈(PVP) 나노섬유형 지혈제를 제조하였다. 나노섬유의 미세구조, 원소함량비, 혈액응고인자의

분산정도는 전자현미경과 에너지분산형분광분석법을 통해 확인하였다. PVP 나노섬유에 포함된 트롬빈 및 염화칼슘의 비율에

따른 in vitro 전혈응고실험에서 5.5 mg/mL 염화칼슘 및 500 unit/mL 트롬빈을함유한샘플의 지혈능이가장높게 나타났으며,

세포생존율 90% 이상의 낮은 세포독성을 나타내었다. In vivo Sprague-Dawley(SD) rat 간출혈 모델 실험에서도 나노섬유 지

혈제는 대조군보다 감소된출혈시간과 출혈량을 보여주었다. 염화칼슘과 트롬빈이 함유된 PVP 나노섬유시트는고성능 지혈제

로 의료현장에서의 활용이 기대된다.

Ⅰ. 서 론

현대사회에서는 사고도 급증하였을 뿐만 아니라 고령인구비율이 증가함

에 따라 조직 및 장기의 손상을 치료하기 위한 외과적 수술이 급증하고

있다.[1] 정상 성인의 혈액은 체중의 6-7% 정도이며 전체 혈액량의 10%

이상의 출혈이 발생하면 생존위험을 초래한다.[2] 현재 사용되고 있는 흡

수성 패킹은 지혈효과가 떨어지며, 매우 고가로 판매되고 있고, 생체적합

성이 낮으며점막의재생효과는미미하다. 따라서 지혈효과는뛰어나면서

저렴한 가격으로 공급이 가능하며 생체적합성이 뛰어나고 점막의 재생을

촉진하여 재출혈을 방지할 수 있는 고기능성 지혈제의 개발이 필요하다.

위와 같은 문제점을보완하면서효과적인지혈제를 만들기위해생체적합

성 및 생체흡수성을 가지는 폴리비닐피롤리돈[poly(vinyl pyrrolidone),

PVP]을 주재료로 하여 염화칼슘, 트롬빈과 같은 혈액응고인자를 함유하

는 나노섬유 형태의 지혈제(PVP-CaCl2-thrombin)를 설계하였다.[3-6]

PVP-CaCl2-thrombin 나노섬유시트 형태의 지혈제는 생체적합성을 유지

하면서 기존 제품대비 지혈능을 개선시킬 수 있을 것으로 기대하고, in

vitro 혈액응고실험과 in vivo 동물실험을통해 지혈특성을평가햐고의료

용 지혈제로서의 적용 가능성을 제시하고자 한다.

Ⅱ. 본론

본 실험에서는 80 wt% 에탄올 수용액 용매를 이용하여 10 wt% PVP

전기방사용액과 CaCl2와 트롬빈의함유량이다른각각 6가지의시료를제

조하여 사용하였다. 전기방사용액은 주사기에 21 gauge metal needle을

결속하여 주사기펌프에 장착한 후, 인가전압은 20 kV, 주사기 끝과 집전

판사이의거리는 15 cm, 토출속도는 2 mL/h로 고정시키고, 200 rpm으로

회전하는 드럼형태 집전판에 12시간 동안 24 mL를 대량방사하여 나노섬

유시트를 제조하였다. 25℃에서 제습기를 가동하여 30% 이하의 습도를

유지하였다. 전기방사된 나노섬유시트는 섬유상에 포함된 잔존용매와 습

기를 제거하기 위하여 진공오븐에서 24시간 건조한 후 보관하였다.

전기방사법으로 제조된 나노섬유의 미세구조는 전계방사형 주사전자현

미경(FE-SEM)을 이용하여 관찰하였다. 시료표면을 관찰하기 전에 150

초간 sputter coater를 이용하여 백금으로 코팅 처리하였다. FE-SEM의

가속전압은 10 kV로 고정하였다. 섬유의직경 및직경분포를조사하기위

하여 영상분석기를 이용하였다. 6가지 나노섬유는 모두 원기둥모양의 방

사형 섬유배열로방사되었고, PVP 단독방사로 얻은 나노섬유와비교하여

PVP-CaCl2, PVP-thrombin, PVP-CaCl2-thrombin 나노섬유 모두 평균

직경 및섬유형태의 차이점이 나타나지않았다. 방사조건을 확립한 후, 셀

룰로오즈 부직포 상에 섬유를 방사하였고 나노섬유의 성분을 정량분석하

기위해 EDS 분석을하였다. CaCl2는칼슘을통해, 트롬빈의 경우엔 황을

통해 CaCl2와 트롬빈이 방사가 잘 되었는지와 각각의 존재유무를 확인하

였다. 또한, EDS mapping 분석을 통해 CaCl2나 트롬빈이잘 분산되어 골

고루 지혈작용을 촉진할 수 있음을 확인하였다.

전혈응고실험으로 Lee-White법과 Imai-Nose법을 실시하였다.

Lee-White법은 유리표면을 대조군으로 설정하여 실험하였다. 대조군과

나노섬유 지혈제 시료를 비교하였을 때 5.5 mg/mL CaCl2 단독으로 함유

된 PVP 나노섬유 시료를제외하고모든시료의 혈액응고시간이대조군보

다 약 4배정도 빠른 것으로 나타났다. Imai-Nose법은 대조군을 유리표면

으로 두어 실험을 진행하였다. 나노섬유 지혈제 시료가 대조군보다 짧은

시간에 현저히 많은 혈전이 형성되었고, 이를 통해 혈액이 완전히 응고되

는 속도가 훨씬 더 빠르다는 것을 알 수 있었다.

적혈구 용혈 실험을 실시하였다. 대조군과 각 나노섬유 시료마다일정시

간 동안 혈액응고를 진행시킨 뒤, 정제수를 넣어 혈액응고반응을 정지시
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키고 잔존하는 적혈구를 용혈시켰다. 적혈구가 용혈되면 적혈구 용혈 용

액의 흡광도를 540 nm에서 측정하였다. 대조군에 비해 나노섬유 시료의

흡광도 값이 현저히 낮게 나온 것으로 보아 잔존하는 적혈구의 양이 더

적다는 것을 알 수 있고, 이는 혈전형성이 더 많이 되었다는 것을 의미한

다. 각 나노섬유시료마다잔존하는적혈구의양을비교하면큰차이가없

는 것으로 나타났는데, 이미 충분한 양의 트롬빈과 칼슘이온이 도입되었

기 때문인 것으로 사료된다.

혈장단백질과의 상호작용을 확인하기 위해 platelet-poor plasma (PPP)

를 채취하여 칼슘 재첨가 실험을 진행하였고, 이를 통해 혈장단백질의

fibrin network 형성시간을 측정하였다. 대조군은 유리표면으로 하였고,

대조군과 나노섬유 시료를 비교하면 5.5 mg/mL CaCl2가 함유되어 있는

PVP 나노섬유 시료의 fibrin network 형성속도는 대조군보다 약 7배 정

도 빠른 것으로 확인되었다. 5.5 mg/mL CaCl2가 함유된 PVP 나노섬유

외에 나머지 시료 종류에 따라서는 큰 차이가 나타나지 않았다. 혈액응고

인자 염화칼슘과 트롬빈의 함량에 따른 PVP 나노섬유 지혈제의 in vitro

전혈응고실험의 결과들을 종합하면, 500 unit/mL 이상의 트롬빈이 함유

된 지혈제의 혈액응고능은 대조군에 비하여 모두 현저히 높은 지혈능을

나타내었다. 반면, 500 unit/mL 트롬빈과 22 mg/mL의 염화칼슘을 모두

함유한 PVP 나노섬유지혈제의지혈능은과량의염화칼슘으로인하여초

기지혈능이 다소 감소하였다. 위와 같은 결과들을 바탕으로 이후의 혈소

판점착능 및 in vivo 동물실험에서는 500 unit/mL 트롬빈과 5.5 mg/mL

염화칼슘을 함유한 PVP 나노섬유 지혈제를 실험군에 적용하였다.

혈소판 점착 및 활성능을 확인하기 위해 혈소판이 많이 함유되어 있는

platelet-rich plasma (PRP)를 일반 셀룰로오스 부직포와 혈액응고인자를

함유하는 나노섬유가 방사된 셀룰로오스 부직포에 각각 도입하고 전자현

미경을통해관찰하였다. 일반셀룰로오스부직포에서는 혈소판이보이지

않았다. 반면, 셀룰로오스-PVP 나노섬유 지혈제의 경우 혈소판이 혈구와

엉켜서 셀룰로오스 섬유표면 및 내부에 점착되어 있는 것이 관찰되었다.

지혈제는 체액과 직접적으로 접촉하는 의료용 소재로 세포독성시험을

통해 생체안정성의 검증이 필수적이다. 양성대조군 용출액에서의 세포는

5%의 세포만 생존하였고, 정성적 반응도는 grade 4인 거의 완전하게 세

포층이 파괴되는 것으로 판정되었다. 반면, 5.5 mg/ml CaCl2와 500

unit/mL 트롬빈을 함유한 PVP 나노섬유 지혈제로부터 용출된 용액에서

48시간 동안 세포를배양하여도 92% 이상의세포가생존하였으며정성적

반응도는 광학현미경 관찰 시 grade 1인 20% 이하의 약한 세포형태변화

및 성장저해를 확인할 수 있었다. 이는 세포독성 1등급(>80%)에 해당하

는 결과로 생물학적 안전에 관한 기준에서 세포독성이 매우 낮음으로 판

정할 수 있다.

In vivo 평가법은 재료를 직접 체내 출혈부위에 적용하여 혈전형성 및

지혈 정도를 관찰하는 방법이다. SD rat의 복부를 개복하여 상처를 형성

하여 지혈시간과 혈액 흡수량을 확인하였다. 실험군 시료는 가장 방사성

이 좋고 혈액응고실험에서도 효과가 좋았던 5.5 mg/mL CaCl2 및 500

unit/mL 트롬빈을 함유한 PVP nanofiber-cellulose nonwoven을 이용하

였고, 대조군으로는 상처형성 이후로 아무 처리하지 않은 경우와 시판중

인 Surgicel®을 사용한 경우, 두 가지를 사용하였다. 각 군당 SD rat 20마

리씩을 적용하였다. 지혈시간은 대조군의 경우 평균 2분 30초, Surgicel
®

의 경우 평균 2분, 실험군 시료의 경우 평균 2분 이내로 지혈이 이루어짐

을 확인할 수 있었고, 출혈량은 대조군이 평균 479 mg으로 가장 높았고,

Surgicel
®
이 평균 316 mg, 시료의 경우 평균 194 mg으로 실험군의 출혈

량이가장적음을확인할수있었다. 이를 바탕으로시간당출혈량을계산

해본결과, 대조군은 169.07 mg/min, Surgicel®은 154.32 mg/min, 실험군

시료는 114.08 mg/min으로 실험군의 지혈능이 가장 우수하였다.

지혈된 간조직의 지혈부위 상처구역의 조직학적 분석을 하였다.

Hematoxylin-eosin 조직염색에서는 상처구역에서 대량으로 응집된 피브

린이 쐐기모양으로 세워져 있고, 주변부에서는 간조직의 핵 및 세포질이

관찰되었다.[7, 8] Carstair's 조직염색으로는 상처내부에 피브린 및 적혈

구가대량으로존재하고 절개조직의상부에는혈소판이많이 응집되어있

음을 확인할 수 있었다.[8]

Ⅲ. 결론

본 연구에서는 전기방사 공정인자를 최적화하여 혈액응고인자가 균일하

게분산된 PVP 나노섬유를셀룰로오스 부직포상부에방사함으로써제작

할 수 있었다. 다양한 비율의 CaCl2와 트롬빈이 함유된 PVP 나노섬유 실

험군들의평균직경은 약 570-610 nm였으며, 망상구조의 섬유상에 혈액응

고인자들이 균일하게 분포하고 있었다. In vitro 혈액응고실험을 통해 5.5

mg/mL CaCl2와 500 unit/mL 트롬빈을 함유한 PVP 나노섬유 지혈제의

혈액응고시간이대조군에비해 4배정도단축되고, 혈전의형성속도및형

성량은 현저하게높게나타났으며피브린 형성시간도약 7배단축되는것

을 확인할 수 있었다. 셀룰로오스 단층표면에 비해 혈액응고인자를 함유

한 나노섬유-셀룰로오스 이중층 표면상에서 과량의 혈소판 응집 및 접착

이 관찰되었다. 섬유아세포를 이용한 세포독성평가는 92%의 세포생존율

을나타내었으며, 이는 세포독성 1등급의안전성을의미한다. SD rat을 이

용한 간출혈 동물실험에서 나노섬유 실험군은 대조군 및 Surgicel®군에

비하여 우수한 지혈능을 보여주었다. Hematoxylin-eosin 및 Carstair's

조직염색을 통하여 간출혈 부위의 조직에서 다량의 피브린 적혈구 및 혈

소판을 확인하였다. 본 연구에서 제조한 PVP-CaCl2-thrombin 나노섬유

형지혈제는상용 지혈제보다우수한지혈능을나타내었으며 외과용지혈

제로 적용 및 응용가능성이 기대된다.
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