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골 유착에 기초한 임플란트가 1969년 스웨덴에서 최초로 시술된 이래 우수한
임상결과를 보이고 있다.하지만 티타늄에는 생체활성이 없기 때문에 골형성을 적
극적으로 유도하지 못하여 치유기간이 길고,골질이 불량한 부위에서는 성공률이
감소하는 단점이 있다.이러한 결점을 해결하기 위하여 임플란트의 표면적을 늘리
고 표면형상을 변화시키거나 물리적,화학적 표면처리를 통하여 골결합력을 향상
시키고자 하는 연구가 꾸준히 이루어지고 있다.
이에 본 연구에서는 상용 순수 티타늄을 0.5wt% 불산용액에서 20V 저전압

으로 60분간 양극산화하여 표면에 나노튜브구조를 형성하여 MG-63조골세포의
초기 부착 양상을 관찰하고 조골세포로의 분화를 나타내는 지표인 alkaline
phosphatase,osteocalcin,TypeIcollagen의 유전자 발현을 역전사 중합효소 연쇄
반응으로 조사하였다.또한 세포 배양 후 표면의 성분을 분석하여 칼슘 침착을 관
찰하여 연마 표면 및 마이크로 거치리기 표면과 비교하였다.

1.MG-63조골세포의 초기 부착을 1시간과 3시간 후에 각각 주사전자현미경
으로 관찰한 결과 나노구조를 갖는 표면에서 MG-63조골세포의 부착이 연마 표
면과 마이크로 거칠기를 갖는 표면보다 현저히 빠르고 넓게 이루어졌고 밀착된
양상을 보였다.

2.조골세포로의 분화를 나타내는 지표(alkalinephosphatase,osteocalcin,Type
ICollagen과 glyceraldehyde-3-phosphate-dehydrogenase)의 발현을 역전사 중합
효소 연쇄반응으로 평가한 결과 세포 배양 1일 째에 alkalinephosphatase와 Type
ICollagen이 세 개 군에서 모두 발현되었으며 나노구조 표면 군에서 가장 많이
발현되었다.
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3.세포 배양 9일 째에 osteocalin은 마이크로 거칠기를 갖는 표면 군과 나노구
조 표면 군에서 발현되었으며 나노구조 표면 군에서 더 뚜렷하게 발현되었다.
TypeICollagen은 3개 군에서 모두 발현되었으며 나노구조 표면 군에서 가장
많이 발현되었다.

4.세포 배양 11일 째에는 alkalinephosphatase는 희미하게 발현되었으며 나노
구조 표면 군에서 더 뚜렷하게 발현됨을 볼 수 있었다.osteocalin은 나노구조 표
면 군에서만 발현되었다.TypeICollagen은 3개 군에서 모두 발현되었으며 모든
군에서 비슷한 정도를 보였다.

5.MG-63조골세포를 11일간 배양하고 lysis한 후 표면을 EnergyDispersive
Spectroscopy로 분석한 결과 나노구조 표면 군에서만 조골세포 배양전과 달리 칼
슘과 인의 침착을 보였다.즉 조골세포에 의한 무기질의 침착이 나노구조 표면에
서 이루어졌다.

이상의 결과 나노 단위의 거칠기를 갖는 티타늄 표면에 세포의 초기 부착이 더
빠르게 진행되며 이어지는 세포 분화도 연마 표면이나 마이크로 거칠기의 표면에
서 보다 더 활발히 이루어진다고 보여졌다.또한 조골세포 활동의 결과인 칼슘 침
착도 더 잘 이루어진 결과로 보아 치과 임플란트용 티타늄 표면에 나노구조를 형
성함으로써 매식 후 더 빠른 골 유착을 얻을 수 있을 것으로 사료된다.

핵심되는 말 : 치과 임플란트, 나노튜브 표면, 저전압 양극산화, MG-63 조골세

포, 
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<지도교수 김경남>

연세대학교 대학원 치의학과

이 서 영

ⅠⅠⅠ...서서서 론론론

1950년대에 Bränemark이 골치유과정의 미세혈류에 관한 동물실험 중 골과 티
타늄 간에 강한 결합이 형성된다는 것을 발견하였다.골 유착에 기초한 임플란트
가 1969년 스웨덴에서 최초로 시술된 이래 티타늄과 티타늄 합금이 가장 우수한
임상결과를 보이고 있다.티타늄은 내식성과 생체적합성이 우수하고,비중이 스테
인리스강이나 Co-Cr합금의 거의 반 정도로 매우 가벼운 장점을 가지고 있으며,
대기 중에서 자연적으로 생성되는 표면 산화층은 열역학적으로 안정한 rutileTiO2
상이 주를 이루며 이 산화막은 생체 내에서 불활성의 특성을 나타낸다.
하지만 티타늄에는 생체활성이 없기 때문에 골형성을 적극적으로 유도하지 못

하여 치유기간이 길고,골질이 불량한 부위에서는 성공률이 감소하는 단점이 있다.
이러한 단점을 해결하기 위하여 임플란트의 표면적을 늘리고 표면형상을 변화시
키거나 물리적,화학적 표면처리를 통하여 골 결합력을 향상시키고자 하는 연구가
꾸준히 이루어지고 있다.Sul등(2001)은 골과 임플란트의 결합이 microporous표
면에 의한 기계적 결합과 표면화학조성에 의한 화학적 결합이 복합적으로 작용한
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다고 설명하였다.표면 거칠기는 세포의 다양한 반응을 결정짓는 주요인자이다.
단백질 흡착 뿐 아니라 세포부착,증식,분화,사멸 등 전반적인 세포활동에 중요
한 역할을 하게 되며,따라서 생체재료의 표면성질은 재료표면-부착분자-세포막
수용체간의 일련의 반응을 일으키는 시작점으로서,생체재료의 가장 중요한 성질
이다. 표면을 변화시키기 위한 표면처리 기술은 골 유착에 최적의 표면조도와 구
조를 가진 임플란트 표면을 형성하는 방법과 임플란트 표면을 생체활성의 물질로
코팅하는 방법의 두 가지의 범주로 나눌 수 있다.표면처리 방법으로는 산부식,알
카리 처리,화학적 또는 전기화학적 부식,미세한 입자로 blasting하는 방법이 있
고,물질첨가 방법에는 수산화인회석 코팅,이온주입법 등이 있다.그러나 기계적
처리 방법은 정확한 조절과 재현이 어렵고 불순물 함입 등의 문제가 있으며 산
부식 처리법도 표면구조 조절이 어렵고 산이 표면에 남아 있을 수 있다.또한 수
산화인회석 코팅은 결합이 약한 문제가 있다.
최근에는 biomimic한 재료에 관심이 집중되면서 티타늄 표면에 나노 구조를

형성시키기 위한 연구가 이루어지고 있다.1999년 처음으로 nanograined재료에
조골세포가 더 잘 부착한다고 발표되었다.나노재료는 직경이 1-100㎚ 정도 범위
이며 임플란트의 표면과 결합하는 골 조직(수산화인회석 결정;길이 20-40㎚,두
께 4-6㎚)및 collagen(길이 300㎚,넓이 0.5㎜,둘레 67㎚)이 나노단위의 구조
를 이루고 있기 때문에 임플란트 표면에 나노단위의 거칠기를 형성하는 것이 골
유착에 유리할 것으로 보고 있다(Zhu등,2004).Poly(latide-co-glycolide)acid를
나노구조를 갖도록 형성하면 섬유아세포의 부착은 감소한 반면 조골세포의 부착
은 증가하였다.알루미나에서도 조골세포:섬유아세포 부착비율이 기존의 알루미
나에서는 1:1인 반면 nanophasealumina에서는 3:1이었다.알루미나,티타니
아,수산화인회석 같은 세라믹에서도 그들의 결정크기를 나노스케일로 형성한 결
과에서 세포의 부착과 증식이 우수하였다(Webster등,2000).또한 Ti,Ti6Al4V,
CoCrMo와 같은 금속재료에서도 결정크기를 나노단위로 형성한 결과 기존의 마이
크로 구조를 지니는 것보다 세포의 부착과 증식이 우수하였다(Webster와 Ejiofor,
2004).
티타늄 표면에 나노구조를 생성하기 위하여 양극산화를 이용하는 연구가 이

루어지고 있는데 1990년 Zwilling이 저전압에서 나노-porous구조형성에 불소이온
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이 필요함을 처음 보고하였고 Gong 등(2001)은 0.5또는 1.5% HF 전해액에서
10-40V 전압 하에서 self-orderednano-tube가 형성됨을 보고하였다.Choi등
(2004)은 ethanolicHF전해액에서 10V하에서 내경 500㎚인 나노 구조 형성을
보고하였다.Schmuki(2005)는 HF/H2SO4를 전해액으로 사용하여 연구하였다.
Grimes 그룹(2005)은 4.4 ㎛ 길이의 나노 튜브형성을 보고하였다.NaF 또는
KF(pH 4.5)에서 2.3㎛ 두께로 형성되는 반면에 Schmuki그룹은 중성 불소용액에
서 2.5㎛ 두께로 형성됨을 보고하였다.김 등(2006)은 1M H3PO4와 1.5wt% HF
전해액에서 20V 정전압으로 상온에서 2시간 양극산화 처리하여 기공크기 약 100
nm,두께 300㎚의 산화피막을 형성하였다고 보고하였다.
나노튜브의 직경,두께는 양극산화조건에 의해 정확하게 조절 가능하며 내경

크기는 전압에 의해 수십 나노미터에서 100㎚까지 형성시킬 수 있다.두께는 pH,
전해액의 종류와 농도에 의해 수백 ㎚에서 수 ㎛까지 조절 가능하며 일반적으로
한 샘플에서 나노튜브 구조의 직경은 균일하다(Yao와 Webster,2006).
이러한 나노구조 표면을 갖는 티타늄을 생체 내에 적용하기 위하여 조골세포

를 이용한 연구들이 행하여지고 있다.박 등(2006)은 약 100㎚의 나노구조 칼슘
을 도포한 티타늄에서 조골세포 활성과 증식이 현저히 증가하였고 배양초기에 조
골세포로의 분화를 나타내는 지표인 alkaline phosphatase, osteopontin,
osteocalcinmRNA발현이 현저히 증가하였다고 보고하였다.Webster등(2007)은
10V,0.5% HF에서 20분 양극산화시킨 나노 입자 표면에서 조골세포가 가장 잘
부착하였고 조골세포에 의한 칼슘침착에서는 나노튜브 표면(20V 0.5% HF 20
분)에서 가장 높았다고 보고하였다.
그러나 현재까지 마이크로 단위의 거칠기를 갖는 표면 연구에 비해 나노크기

로 형성된 산화피막에 대한 생물학적 연구는 매우 미미한 상태이다.따라서 본
연구에서는 티타늄의 표면적을 증가시키고 골 유착을 향상시킬 수 있는 임플란트
표면처리법인 양극산화법으로 표면에 나노구조의 산화피막을 형성하고 그에 따른
조골세포의 반응을 조사하고자 한다.본 연구에서는 0.5wt% 불산 용액에서 20V
저전압 하에서 60분간 양극산화 후 초기 조골세포 부착을 관찰하였고 역전사 중
합효소 연쇄반응으로 조골세포로의 분화를 평가하였다.
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ⅡⅡⅡ...연연연구구구재재재료료료 및및및 방방방법법법

111...연연연구구구재재재료료료

가가가...티티티타타타늄늄늄

상용 순수 티타늄(ASTM F67,gradeⅢ)을 미국의 Dynamet사로부터 구입하였
으며 시편을 10×10×1㎣크기로 절삭하여 제작하였다.

나나나...조조조골골골세세세포포포

MG-63조골세포(KCLB No.21427)는 한국세포주은행에서 구입하여 배양하였
다. 10% fetalbovineserum(FBS,Gibco,USA),1% penicillin-streptomycin이
첨가된 DulbecoEagle'sminimum essentialmedium(DMEM,Gibco,USA)을 배
지로 사용하여 37℃,5% CO2,100% 습도를 유지하는 CO2 배양기(VS-9180MS,
VisionScientificCo.,Korea)내에서 배양하였다.3일마다 새 배지로 교환하면서
세포가 들어차면 계대배양을 실시하여 2-9세대의 세포를 사용하였다.

222...실실실험험험방방방법법법

가가가...시시시편편편제제제작작작

시편은 연마 표면(Polished surface, P), micro arc oxidation 표면
(Micro-roughness,MAO)및 저전압 양극산화 표면(Nano-roughness,Nano)등 3
군으로 준비하였다(Table1).

(((111)))연연연마마마 표표표면면면

티타늄 시편의 균일한 면을 얻기 위하여 polisher(ECOMET Ⅲ GRINDER,
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BUEHLER,Illinois,USA)를 이용하여 연마하였다.실리콘 카바이드 연마지(SiC
paper)로 순차적으로 #1200까지 연마하였다.연마한 시편의 표면은 아세톤,에탄
올,그리고 증류수에 각각 10분 씩 순서대로 초음파 세척하였고 air-spray
(DR-88,중외휴먼텍,서울,한국)를 이용하여 표면에 물기를 제거한 후 50℃ 진공
건조기에서 24시간 건조시켰다.

(((222)))mmmiiicccrrroooaaarrrcccoooxxxiiidddaaatttiiiooonnn

마이크로 단위의 거칠기를 갖는 표면은 시편을 0.04 M의 Beta-glycerol
phosphate와 0.4M의 calcium acetate를 전해질로 사용하여 실온에서 250V의 전
압 하에서 3분간 양극산화 처리를 하였다.양극에는 티타늄 시편을 연결하고 음극
에는 백금(pt)박을 연결하였으며,교반기를 이용하여 전해질 용액을 섞어 주었다.
양극산화 처리 이후 증류수로 세척하고 상온의 건조기에 보관하였다.

(((333)))저저저전전전압압압 양양양극극극산산산화화화

나노 단위의 거칠기를 갖는 표면은 시편을 직류전원 공급장치(Genesys
600-2.6,Densi-Lambda,Japan)로 0.5wt% 불산 수용액에서 20V 하에서 60분
간 양극산화 처리를 시행하였다.시험에 사용된 전해조는 불산의 영향을 막기 위
해 테프론(teflon)을 이용하였다.양극에는 티타늄 선을 이용하여 시편을 연결하고
음극에는 백금박(20×20×0.3㎣)을 납땜하고 레진에 포매 후 사용하였다.이때
두 시편간 거리는 20㎜로 일정하게 유지한 후 시행하였으며 양극산화과정 중
stirrer를 이용하여 전해액을 계속 교반하였다.
양극산화 처리 후 증류수에서 세척 하고 air-spray를 이용하여 표면에 수분을 제
거한 후 350℃에서 3시간 열처리하였다.
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Table1.Experimentalgroupsaccordingtosurfacetreatment

나나나...MMMGGG---666333조조조골골골세세세포포포의의의 부부부착착착관관관찰찰찰

MG-63조골세포의 초기 부착을 관찰하기 위하여 모든 시편을 고압 증기 멸균
기로 멸균 처리하고 배양한 MG-63조골세포를 시편 당 1×105개씩 분주하고
37℃,5% CO2배양기에서 1시간,3시간 배양하였다.PBS로 미부착 세포를 제거하
고 Karnovsky고정액(2% Glutaraldehyde,2% paraformaldehyde,0.5% CaCl2)으
로 고정한 후 여분의 1차 고정액을 0.1M PBS로 30분씩 2회 수세하였다.지질의
성분을 보호해 주면서 시료를 안정화(경화)시키기 위하여 1% OsO4(osmium
tetroxide)로 1시간 동안 고정하고 OsO4와 알코올이 직접 만나면 시료 내외에 검
은 염색성이 나타나는 것을 방지하고자 0.1M PBS로 다시 10분간 수세하였다.수
세과정 후 세포를 탈수시키기 위하여 저 농도 알코올부터 무수알코올까지 탈수과
정을 거쳤다.CPD(Criticalpointdryer,HCP-2Hitachi,Japan)에서 임계점 건조를 한
다음 시료의 전도성을 높이고 2차 전자를 많이 발산 할 수 있도록 하기 위해서
IonCoater(EikoIB-3,Japan)를 이용하여 300Å 두께로 코팅을 하였다.코팅이 끝
난 시료는 주사전자현미경(FE-SEM,S-800,Hitachi,Japan)을 이용하여 관찰하였
다.

다다다... GGGeeennneee eeexxxppprrreeessssssiiiooonnn bbbyyy rrreeevvveeerrrssseee tttrrraaannnssscccrrriiippptttaaassseee---pppooolllyyymmmeeerrraaassseee ccchhhaaaiiinnn
rrreeeaaaccctttiiiooonnn(((RRRTTT---PPPCCCRRR)))

MG-63조골세포의 특정 단백질의 발현을 관찰하기 위하여 모든 시편을 고압
증기 멸균기로 멸균 처리하고 MG-63조골세포를 시편 당 1×105개 씩 분주 후

 Type  Methods   code

Polished surface  Procedure (1)  P

Micro-roughness  Procedure (1) + (2)  MAO

Nano-roughness  Procedure (1) + (3)  Nano 
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37℃,5% CO2배양기에서 1일,9일,11일 동안 배양하였다.
각각의 배양이 끝나는 시점에 ALP,osteocalcin,TypeIcollagen,GAPDH의

발현 정도를 평가하기 위하여 역전사-중합효소 연쇄 반응(RT-PCR)을 시행하였
다.
Trizol(InvitrogenTM,Carlsbad,CA)을 사용하여 RNA를 추출하였다.RNA를

분해되지 않은 상태로 추출하고 추출조작과정에서 ribonuclease(RNase)의 혼입을
피하기 위해 멸균한 기구를 사용하였다.추출한 RNA를 자외선 분광기(UV
spectrophotometer;Eppendorf,Hamburg,Germany)를 이용하여 순도를 검증하고
정량하였다.역전사 중합효소 연쇄반응은 MaximeRT-PCR Premix Kit(iNtRon
BIOTECHNOLOGY)를 사용하여 45℃에서 30분 간 reversetranscription반응을
거쳐 RNA로부터 cDNA를 합성하고 연이어 중합효소반응을 다음 조건에서 시행
하였다.94℃에서 5분을 1회 시행 후 94℃ 30초,55℃에서 1분,72℃에서 1분을 32
회 시행 후 72℃에서 5분 간 반응 산물을 연장하였다.PCR primer는 Homo
sapiensmRNA genesequences(Pubmed)를 기초로 하여 합성하였다(Table2).
증폭산물을 ethibrium bromide로 염색한 1.5% agarosegel에 주입하고 100V

에서 30분간 전기영동한 후 BioradChemi-Doc(Biorad;Bio-RadLaboratories,
Hercules,CA)에서 UV 광으로 시각화 하였다.

라라라...표표표면면면 분분분석석석

11일 간 배양 후 세포활동에 의한 칼슘 및 인의 침착이 이루어졌는지를 확인
하기 위하여 세포를 lysis하고 표면을 Energy Dispersive Spectroscopy(EDS;
Inca,Oxford,UK)로 표면 조성분 분석을 시행하였다.
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Table2.OligonucleotideprimersforPCRamplification

 Genes  Primer sequence  bp

Alkaline

  phosphatase 

5-ATCGCCTACCAGCTCATG-3 (sense) 

5- GTTCAGCTCGTACTGCATGTC-3 (antisense)
 291

Osteocalcin 
5-CTCACACTCCTCGCCCTATT-3 (sense)

5-GGTCAGCCAACTCGTCCAG-3 (antisense)
 247

Type I Collagen,
5-ATGTCTAGGGTCTAGACATGTTCA-3 (sense)

5-CCTTGCCGTTGTCGCAGACG-3 (antisense)  
 219

GAPDH
5-TGACATCAAGAAGGTGGTGA-3 (sense) 

5-TCCACCACCCTGTTGCTGTA-3 (antisense) 
 210
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ⅢⅢⅢ...결결결 과과과

111...시시시편편편 표표표면면면 관관관찰찰찰

시편 제작 후 표면상태를 주사전자현미경으로 관찰하였다(Fig.1).실리콘 카바
이드 연마지(SiCpaper)로 순차적으로 #1200까지 연마한 표면은 5,000배에서 평활
한 표면을 보였다(Fig.1.a).0.04 M의 Beta-glycerolphosphate와 0.4 M의
calcium acetate를 전해질로 사용하여 실온에서 250V의 전압 하에서 3분간 양극
산화 처리를 한 시편의 표면에는 마이크로 단위의 거칠기가 형성되었음을 확인하
였다(Fig.1.b).0.5wt% 불산 수용액에서 20V 하에서 60분 간 양극산화 처리를
시행한 후 열처리한 시편의 표면에는 100nm 이하 직경을 갖는 나노튜브가 균일
하게 수직 배열한 형태를 관찰하였다(Fig.1.c,d).

222...조조조골골골세세세포포포의의의 부부부착착착

시편에 세포를 분주하고 1시간 후와 3시간 후에 각각 주사전자현미경으로 세
포의 부착상태를 관찰하였다.배양 1시간 후 연마 표면에서는 세포가 아직 둥근
형태로 부착이 이루어지지 않았고 마이크로 단위의 거칠기를 갖는 표면에서는 부
분적으로 사상족(filopodia)과 박판족(lamellipodia)이 발달한 세포의 부착된 형태가
관찰되었다.반면에 나노 구조를 갖는 표면에는 거의 대부분의 세포가 표면에 부
착되어 사상족과 박판족이 발달한 형태로 관찰되었다.또한 마이크로 거칠기의 표
면 군보다 나노구조 표면 군에서 보다 더 세포의 크기가 크게 성장 한 것을 관찰
하였다(Fig.2).배양 3시간 후 연마 표면 군에서도 세포 부착이 원활히 이루어져
마이크로 거칠기 표면 군과 유사하였다.그러나 대부분의 세포가 아직 타원형의
형태로 표면에 밀착되지는 않았고 나노구조 표면의 세포보다 크기가 작았다(Fig.
3).나노 구조 표면에서는 세포가 시편의 표면을 따라 완전히 밀착된 양상을 보였
고 세포 성장도 다른 두 군보다 뚜렷하게 컸다(Fig.4).
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Fig.1.Scanningelectronmicroscopyimagesof(a)polishedsurface(X 5,000),
(b)microroughnesssurface(X 5,000),(c)nanotubesurface(X 5,000),and(d)
nanotubesurface(X50,000).

(a) (b)

(c)  (d)
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Fig.2.Scanningelectronmicroscopyimagesonpolishedsurface(a,d),micro
roughnesssurface(b,e),andnanotubesurface(c,d)after1h(a,bandc;X
200,d,eandf;X2,000).

(a)                        (b)                       (c)

(d)                       (e)                      (f)  
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Fig.3.SEM imagesMG-63osteoblastson polished surface(a,d,g),micro
roughnesssurface(b,e,h),andnanotubesurface(c,f,i)after3hrs(a,bandc;
X200,d,eandf;X1,000,g,h,andi;X2,000).

 (a)                        (b)                       (c)                 

   
(g)                        (h)                       (i)                            

(d)   (e)   (f)           
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               (a)                                         (b)

               (c)                                        (d)

Fig. 4. SEM images showing filopodia and lamellipodia of osteoblast on 

nanotube surface after 1 h (a; X 200, b; X 5,000, c; X 10,000, d; X 

20,000).
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333...조조조골골골세세세포포포의의의 분분분화화화

시편에 세포를 분주하고 1일,9일,11일간 배양한 세포의 RNA로 시행한 역전
사-중합효소 연쇄반응을 통해 ALP,Osteocalcin,TypeIcollagen의 발현양상이
Fig.5,Fig.6,Fig.7과 같았다.ALP는 1일째에 모든 군에서 나타났으며 나노구
조의 표면에서 가장 뚜렷하게 발현되었다(Fig.7).9일과 11일째에도 모든 군에서
나타났으며 나노 구조의 표면에서 가장 뚜렷하였다(Fig.8,Fig.9).osteocalcin은
나노 구조의 표면을 갖는 시편에서는 9일 째에 다른 군에 비해 현저히 뚜렷하게
발현되었으며 11일 째에도 발현되었다.반면에 연마 표면 군에서는 계속 나타나지
않았다.TypeIcollagen은 1일째,9일째,11일째에 모든 시편에서 발현되었다.그
중 나노구조 표면을 갖는 시편에서 가장 뚜렷이 발현되었다.
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Fig.5.RT-PCR analysisoftheboneassociatedgenesexpressed
by MG-63 osteoblasts on polished surface,micro roughness
surfaceandnanotubesurfaceafterculturedfor1day.
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Fig.6.RT-PCR analysisoftheboneassociatedgenesexpressed
by MG-63 osteoblasts on polished surface, micro roughness
surfaceandnanotubesurfaceafterculturedfor9days.
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Fig.7.RT-PCRanalysisoftheboneassociatedgenes expressed
by MG-63 osteoblasts on polished surface, micro roughness
surfaceandnanotubesurfaceafterculturedfor11days.
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444...조조조골골골세세세포포포 배배배양양양 후후후의의의 표표표면면면분분분석석석

배양 11일 후 MG-63조골세포를 lysis시킨 후의 표면을 EnergyDispersive
Spectroscopy(EDS;Inca,Oxford,UK)로 분석한 결과 나노튜브구조를 갖는 표면
의 군에서만 조골세포 배양전과 달리 칼슘과 인의 침착을 보였다.

Fig.9.EDSspectraofnanotubesurfaceaftercelllysis.

Fig.8.EDSspectraofnanotubesurfacebeforecellculture.
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ⅣⅣⅣ...고고고 찰찰찰

1999년 처음으로 nanograined재료에 조골세포 부착이 증가함이 발표된 이후
로 나노재료의 독특한 생물학적 특성에 대한 연구가 20여년 간 진행되어 오고 있
다.나노재료는 직경이 1-100nm 정도 범위이다.아직 세포반응이 왜 달라지는지
에 대한 연구는 많지 않지만 나노 재료의 증가된 표면적과 세포의 부착에 관여하
는 vitronectin(길이 15nm),fibronectin(길이 130nm)과 laminin같은 단백질이
나노 구조이어서 나노 단위의 표면 거칠기는 단백질 흡착에 더 많은 site를 제공
하여 세포 부착에 유리하게 작용하는 것으로 설명되어진다.임플란트의 표면과 결
합을 하는 골 조직(hydroxyapatite 결정;길이 20-40 ㎚,두께 4-6 ㎚)및
collagen(길이 300㎚,넓이 0.5㎜,둘레 67㎚)들이 나노단위의 구조를 이루고 있
기 때문에 임플란트 표면에 나노단위의 구조를 형성하는 것이 골 유착에 유리할
것으로 보고 있다(Zhu등,2004).또한 topography의 변화는 세포 반응에 영향을
주는 표면 젖음성과 potential에도 영향을 미칠 수 있다.표면에너지가 높은 표면
에 세포가 더 잘 부착한다고 보고되었다.일반적으로 표면 젖음성은 거친 표면이
매끈한 표면보다 친수성이라고 연구되어왔다.Zhu 등(2004)은 0.2M H3PO4 &
0.03M calcium glycerophosphate/0.15M calcium acetate전해액에서 양극산화하
여 나노 구조를 갖는 티타늄 표면의 접촉각이 60o와 90o로 양극산화를 하지 않은
것보다 친수성을 갖는다고 하였다.Webster(2004)는 5-15nm 단위의 표면 거칠기
를 갖는 금속표면(Ti,Ti6Al4V,CoCrMo)에 조골세포 부착이 향상되었다고 보고하
였다.
본 연구에서도 세포 배양 1시간 후와 3시간 후의 전자현미경 관찰에서 나노구

조의 표면에서 더 넓은 세포 부착을 보였다.
빠르고 많은 세포의 부착은 이어지는 증식과 분화에도 영향을 주는 것으로 예

측된다(Miller,2006).표면 거칠기는 세포의 다양한 반응을 결정짓는 주요인자이
다.조골세포가 재료의 표면에 부착하기 위해서는 fibronectin,vitronectin,세포외
기질 등과 같은 단백질의 흡착이 선행되어야 한다.여기에 세포의 세포막 관통 수
용체인 인테그린이 강하게 결합하면서 부착된다.따라서 생체재료의 표면성질은
재료표면-부착분자-세포막 수용체간의 일련의 반응을 일으키는 시작점으로서,생
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체재료의 가장 중요한 성질이다(Fig.10).세포모양을 지지하고 세포가 부착 사이
트를 찾아 이동하는 데에는 cytoskeleton(세포골격)이 관여하는데 이는 단백질 미
세 필라멘트로 intermediatefilament,microtubule,actinfilament세 종류가 있다.
이들 중에서 부착은 액틴 필라멘트에 의해 이루어지는데 세포가 분주된 후 부착
사이트를 찾아 액틴 필라멘트가 신장하면서 세포막을 외부로 밀어내면서 돌출부
위를 형성한다.이것이 사상족(filopodia)와 박판족(lamellipodia)으로 부착할 때까지
초당 1㎛ 속도로 형성되고 사라지는 역동적인 구조이다(Fig.11).즉 생체재료의
표면은 단백질 흡착 뿐 아니라 세포부착,증식,분화,사멸 등 전반적인 세포활동
에 중요한 역할을 하게 된다.조골세포 증식과 장기간 기능 연구(collagen과
alkalinephosphate같은 세포 내 기질과 세포 외 기질 단백질 합성을 측정)에서
100nm 크기 이하의 알루미나,티타니아와 수산화인회석 같은 나노세라믹에서 더
증진한 것으로 보고되었다.본 연구에서 조골세포의 초기 분화 표지인자로 인식되
며 기질의 무기질화에 관여하는 alkalinephosphatase발현을 1일,9일,11일 째에
역전사 중합효소 연쇄반응으로 조사하였다.1일 째에 모든 군에서 발현되었으며
나노 튜브 구조의 표면에서 다른 표면보다 뚜렷하게 발현되었다.9일과 11일 째에
흐릿하게 발현되었으며 나노 튜브 표면에서 가장 많이 발현하였다.골 형성에 관
여하는 osteocalcin은 9일째에 마이크로 거칠기의 표면과 나노튜브 구조의 표면에
서 발현되었으며 나노 튜브 구조 표면에서 더 많이 발현되었다.11일 째에는 나노
튜브 구조 표면에서만 발현하였다.골의 유기질 성분의 대부분을 차지하는 TypeI
collagen은 1일 째에 모든 군에서 발현하였다.1일,9일,11일 째에 Type I
collagen이 나노구조 표면에서 더 발현되었다.RT-PCR법은 미량 분자의 검출 감
도 면에서 다른 방법들보다(Northernblotanalysis,dotblotanalysis,nuclease
protectionmethod,insituhybridizationqj)조작이 빠르고 간편하며 우수하다고
평가된다.RT-PCR법은 RNA 조제,역전사 효소반응(RT),PCR의 단계를 거친다.
calcium-containing무기질 침착에서 기존의 알루미나에 비해 4배,티타니아의

3배,HA의 2배였다고 보고되었다.이는 골의 무기질 성분인 하이드록시아파타이
트 크기가 나노단위이기 때문으로 설명되고 있다.Oh등(2005)은 인공체액에 담그
어 둔 후 EDXA 분석으로 나노구조를 갖는 티타늄 표면에서 연마한 표면에서보다
하이드록시아파타이트의 성장이 더 많음을 보고하였다.또한 3주간 조골세포를 배
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양 후 시편 표면을 분석 한 결과 나노튜브와 유사한 구조를 갖는 저전압 양극산
화표면에서 양극산화 처리를 하지 않은 티타늄 군보다 조골세포에 의한 칼슘침착
이 더 많았다고 보고되었다(Webster,2007).본 연구에서는 11일 째 세포를 떼어
낸 후 시편 표면을 분석한 결과 나노튜브구조의 표면에서 세포를 배양하기 전의
시편에서는 존재하지 않았던 칼슘과 인의 침착이 관찰되었다.반면에 연마된 시편
에서는 전혀 나타나지 않아 나노튜브구조의 표면에서 조골세포의 분화가 더 활발
히 진행되며 세포활동에 의한 칼슘과 인의 침착도 진행됨을 볼 수 있었다.
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Fig.10.Schematic representaion ofprotein-mediated celladhesion on
biomaterial(Anselme,2000;Huinan,2006).
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Fig.11.SEM imagesoftheattachmentprocessofosteoblaston titanium
surface.
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VVV...결결결 론론론

본 연구에서는 티타늄의 표면적을 증가시키고 골 유착을 향상시킬 수 있는 임
플란트 표면처리법인 양극산화 법으로 표면에 나노구조의 산화피막을 형성하고
그에 따른 조골세포의 반응을 연마 표면 및 마이크로 거칠기 표면과 비교 평가하
였다.0.5wt% 불산 용액에서 20V 저전압으로 60분간 양극산화하여 나노튜브구
조를 형성하였다.조골세포의 부착과 분화를 관찰하기 위하여 MG-63조골세포를
이용하였다.시편에 세포를 분주 1시간 후와 3시간 후에 MG-63조골세포의 부착
을 전자현미경으로 관찰하고 배양 9일과 11일 후에 RT-PCR 방법으로 골 형성
관여 유전자 발현을 평가 하였다.세포 배양하고 떼어낸 후 표면의 성분을 분석하
여 칼슘 침착을 관찰하였다.

1.MG-63조골세포의 초기 부착을 주사전자현미경으로 관찰한 결과 나노튜브
구조를 갖는 표면에서 연마 표면,마이크로 거칠기를 갖는 표면에서 보다 MG-63
조골세포의 부착이 현저히 넓게 이루어졌고 밀착된 양상을 보였다.

2.조골세포로의 분화를 나타내는 지표(alkaline phosphatase,Osteocalcin,
TypeICollagen과 glyceraldehyde-3-phosphate-dehydrogenase)의 발현을 역전사
중합효소 연쇄반응으로 평가한 결과 세포 배양 1일 째에 alkalinephosphatase와
TypeICollagen이 3개 군에서 모두 발현되었으며 나노구조 표면 군에서 가장 많
이 발현되었다.

3.세포 배양 9일 째에 osteocalin은 마이크로 거칠기를 갖는 표면 군과 나노구
조 표면 군에서 발현되었으며 나노구조 표면 군에서 더 뚜렷하게 발현되었다.
TypeICollagen은 3개 군에서 모두 발현되었으며 나노구조 표면 군에서 가장 많
이 발현되었다.

4.세포 배양 11일 째에는 alkalinephosphatase는 희미하게 발현되었으며 나노
구조 표면 군에서 더 뚜렷하게 발현됨을 볼 수 있었다.osteocalin은 나노구조 표
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면 군에서만 발현되었다.TypeICollagen은 세 개 군에서 모두 발현되었으며 모
든 군에서 비슷한 정도를 보였다.

5. MG-63 조골세포를 11일간 배양하고 lysis한 후 Energy Dispersive
Spectroscopy로 표면을 분석한 결과 나노구조 표면 군에서만 조골세포 배양전과
달리 칼슘과 인의 침착을 보였다.즉 조골세포에 의한 무기질의 침착이 나노구조
표면에서 이루어졌다.

이상의 결과 나노 단위의 거칠기를 갖는 티타늄 표면에 세포의 초기 부착이 더
빠르게 진행되며 이어지는 세포 분화도 연마 표면이나 마이크로 거칠기의 표면에
서 보다 더 활발히 이루어진다고 보여졌다.또한 조골세포 활동의 결과인 칼슘 침
착도 더 잘 이루어진 결과로 보아 치과 임플란트용 티타늄 표면에 나노구조를 형
성함으로써 매식 후 더 빠른 골 유착을 얻을 수 있을 것으로 사료된다.
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Abstract
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Seo-YoungLee

DepartmentofDentistry
TheGraduateSchool,YonseiUniversity

(DirectedbyProfessorKyoung-Nam Kim,D.D.S.,Ph.D.)

Titanium basedimplantshavealongandsuccessfulhistoryofapplication
sincethefistclinicalapplicationin1969.Howeverthetitanium isnotbioactive
enoughtoform afastanddirectbondwithbone,whichmaytranslateintoa
lackofosseointegrationinpoorqualitybone.
Toimproveosseointegrationintobone,varioussurfacetreatmentssuchas

mechanicalmethods(e.g.sandblasting),chemicalmethods(e.g.acidetching)and
coatings with biomaterialhave been utilized to improve the bioactivity of
implantsurfaceandenhanceosseointegration.Oneofrecentapproachtoattain
fasterandbetterosseointegrationistocreateuniquenanometertopographyby
anodization.
The aim ofthis study was to investigate the influence ofnanotubular

surfaceon thebehaviorofMG-63osteoblaststhroughdetermination ofcell
attachment,gene expression and calcium deposition.In this study titanium
oxidenanotubeswerepreparedbyanodizationin0.5wt% hydrofluoricacid
solutionfor60minat20V.
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1.Osteoblastattachmentwas enhanced on anodized nanotubularsurface
comparedtopolishedsurfaceandmicro-roughnesssurface.

2.Theexpressionlevelofboneassociatedgenes(alkalinephosphatase,typeI
collagen) detected by reverse transecriptase polymerase chain reaction
(RT-PCR)washighestonthenanotubularsurfaceafter1dayofincubation.

After9daysofculture,theexpressionofosteocalcinwashighestonthe
nanotubularsurfaceandnotappearedonthepolishedsurface.Theexpression
oftypeIcollagenwashighestonthenanotubularsurface.

After11daysofculture,theexpressionofosteocalcinwasappearedonly
on thenanotubularsurfaceandtheexpressionofALP washigheston the
nanotubularsurfacel.

3.Theresultofthisstudyshowedthedepositionofcalcium andphosphate
byosteoblastsculturedonanodizedtitanium withnanotubularsurfaceafter11
days.

In conclusion osteoblastattachmentand differentiation were promoted by
uniquenanotubularsurfacefeatures.And osteoblastsdeposited calcium onto
anodizednanotubularsurface.Forthesereasonsthisstudysuggeststhatfaster
and betterosseointegration mightbe attained on the anodized nanotubular
surface.

key words: dental implant, nanotubular surfacee, anodization, MG-63
osteoblast
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