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초 록

칼슘실리케이트, 생분해성 고분자, 및 칼슘실리케이트/생분해성 고분자

복합형 부직포를 각각 전기방사법으로 제조 후 이들 표면에 저 결정성

탄산 아파타이트를 형성시키는 방법에 대해 연구했다. 칼슘실리케이트가

포함된 부직포는 칼슘이온의 용출에 의해 의사체액 내의 아파타이트에

대한 이온화도적을 증가시키는 방법으로 저 결정성 탄산 아파타이트의

형성을 유도했고 순순한 생분해성 고분자 부직포는 칼슘이 함유된 PVA

전달체 시스템을 이용해 의사체액 내에서 저 결정성 탄산 아파타이트가

형성되도록 설계했다.

골 전도성 칼슘실리케이트 부직포 제조를 위해 칼슘염의 농도가 서로

다른 칼슘실리케이트 졸을 전기 방사해 부직포를 제조한 후 300℃에서

열처리 했다. 그 결과, 의사체액 내에서의 저 결정성 탄산 아파타이트의

형성능이 증가했고 조골세포의 증식과 분화는 느리게 일어나는 경향을

보였다. 한편, 토끼의 두개골 원형 결손부에 칼슘실리케이트 부직포를 매

식한 결과 순수한 실리케이트 부직포에 비해 우수한 신생골의 형성을 보

였다.

칼슘실리케이트/폴리카프로락톤 복합형 부직포의 제조 및 골 전도성

평가를 위해 산 촉매 내에서 TEOS의 수화 및 축합 반응으로 제조된 칼

슘실리케이트 졸과 HFIP에 용해된 폴리카프로락톤 용액을 각각 서로 다

른 노즐을 사용해 동시에 전기 방사했다. 대조군으로 칼슘실리케이트와

폴리카프로락톤 부직포도 각각 전기방사로 제조했다. 생체활성 평가를

위해 의사체액에 부직포를 담지한 결과, 칼슘실리케이트와 폴리카프로락

톤/칼슘실리케이트 복합형 부직포의 표면에는 저 결정성 탄산 아파타이

트가 생성되었으나 순수한 폴리카프로락톤 부직포 표면에는 저 결정성

탄산 아파타이트가 생성되지 않았다. 한편, 폴리카프로락톤/칼슘실리케이

트 복합형 부직포의 기계적 물성은 칼슘실리케이트와 폴리카프로락톤의
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중간적 파단특성을 보였다. 토끼의 두개골 원형 결손부에서 골 전도도

평가를 수행한 결과, 의사체액 내에서 저 결정성 탄산 아파타이트 형성

능을 보였던 칼슘실리케이트 및 칼슘실리케이트./폴리카프로락톤 복합형

부직포의 경우 우수한 골 전도성을 보인 반면 폴리카프로락톤 부직포의

경우는 염증반응만이 관찰됐다.

칼슘실리케이트/생분해성 고분자 복합형 부직포에서 고분자의 분해속

도가 저 결정성 탄산 아파타이트의 형성에 미치는 영향을 평가하기 위해

칼슘실리케이트와 분해속도가 서로 다른 두 가지 PLGA를 사용해 칼슘

실리케이트/PLGA 복합형 부직포를 제조했다. 분해속도가 서로 다른 두

개의 PLGA를 각각 HFIP에 용해시킨 후 칼슘실리케이트 졸과 함께 서

로 다른 노즐을 사용해 동시에 전기 방사했다. 대조군으로는 칼슘실리케

이트와 복합형 부직포 제조 시 사용한 두 개의 PLGA 부직포를 각각 전

기 방사해 제조했다. 분해속도가 느린 PLGA를 포함하는 칼슘실리케이

트/PLGA7525 복합형 부직포는 의사체액 내에서 저 결정성 탄산 아파타

이트 형성을 보였으나 분해속도가 빠른 PLGA를 포함하는 칼슘실리케이

트/PLGA5050 복합형 부직포는 저 결정성 탄산 아파타이트 형성을 보이

지 않았다. 또한 PLGA5050으로 제조된 모든 부직포는 의사체액 내에서

PLGA 섬유의 팽윤 현상이 관찰됐다. 이는 생체물성 시험 후 잔류 의사

체액 중 원소농도를 평가해 아파타이트에 대한 이온화도적 계산 결과,

생분해 속도가 빠른 경우 산성을 띄는 분해산물이 이온화도적을 낮춰 저

결정성 탄산 아파타이트의 생성을 방해했기 때문으로 평가됐다.

생체활성이 없는 순수한 고분자 부직포에 저 결정성 탄산 아파타이트

형성능을 부여하기 위해 칼슘염이 포한된 PVA 전달체 시스템을 설계했

다. 전기방사를 이용, PLGA 부직포를 제조 후 4M 농도의 염화칼슘이

함유된 PVA 용액을 PLGA 부직포 표면에 코팅하여 실험군을 제작했고,

PVA 없이 4M 농도의 염화칼슘 용액을 직접 PLGA 부직포 표면에 도포

한 것과 순수한 PLGA 부직포를 각각 대조군으로 제작했다. 각 시료의

저 결정성 탄산 아파타이트 생성능을 확인하기 위해 세 가지 부직포를
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의사체액에 시간별로 침전했다. 그 결과, PVA 전달체 시스템을 이용한

부직포에서 의사체액 침전 3시간 후부터 저 결정성 탄산 아파타이트가

형성됐고 7일후에는 PLGA섬유 전체에 균일하게 저 결정성 탄산 아파타

이트가 형성됨이 관찰됐다. 한편, 칼슘용액만 도포한 PLGA 부직포에서

는 불균일하게 저 결정성 탄산 아파타이트가 생성되었고 순수한 PLGA

부직포에서는 아파타이트가 형성되지 않았다. 따라서 PVA-칼슘염 전달

체 시스템을 사용했을 경우 단순히 칼슘염만을 도포했을 경우에 비해 효

과적으로 저 결정성 탄산 아파타이트를 고분자 부직포의 표면에 도포할

수 있는 것을 알 수 있었다.

이상의 결과와 같이 본 연구에서는 생체활성 칼슘실리케이트와 PVA-

칼슘염 전달체 시스템을 이용하여 전기방사법으로 제조된 칼슘실리케이

트, 칼슘실리케이트/생분해성 고분자, 순수한 고분자 부직포 표면에 저

결정성 탄산 아파타이트 형성을 성공적으로 구현 할 수 있었다. 이러한

저 결정성 탄산 아파타이트 생성능을 매개로한 우수한 골 전도성과 부직

포로부터 기인한 생체 모방형 구조를 이용하여 골 유도막 및 골 이식재

로 응용 가능할 것으로 기대된다.

주요어: 전기방사, 부직포, 저 결정성 탄산 아파타이트, 골 전도성,

칼슘실리케이트, 칼슘실리케이트/고분자, 생분해성,

PVA 전달체 시스템

학 번: 2008-30630
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Ⅰ. 서론

산업화를 통한 생활수준의 향상과 노령화로 골 손상 환자들이 매년 증

가함에 따라 신생골의 형성을 유도하고 골을 대체할 수 있는 골 이식재

와 골조직 재생 유도막 시장은 급속도로 발전되고 있다. 현재 골조직 재

생 유도막으로 가장 많이 이용되는 물질은 콜라겐과 같은 고분자로 좋은

생체적합성과 생분해성을 가지고 있으며 물리학적 특성상 가공성이 매우

뛰어나다. 또한 분자량이나 공중합체의 조성 조절을 통해 비교적 쉽게

기계적 물성과 생분해 속도를 조절할 수 있어 봉합사, bone plate, 스크

류, 인공 골두 및 약물 전달체과 같은 다양한 분야에 널리 사용되고 있

다. 하지만 이러한 고분자 차폐막은 골 전도성이 전혀 없어 직접적으로

신생골의 생성을 유도할 수 없기 때문에 생체활성 세라믹 재료와 혼합하

여 세라믹/고분자 복합체 형태의 차폐막 개발이 이루어지고 있다.1-5

세라믹/고분자 복합체 연구에서 가장 많이 이용되는 생체활성 세라믹

인 아파타이트는 사람의 뼈 안에 존재하는 무기질로써 결정도가 낮은 저

결정성이고 입자 크기가 수십 나노미터 수준으로 골 전도성이 우수한 것

으로 알려져 있다.4-6 그러나 합성된 아파타이트의 경우 고온의 소결 과

정을 거침으로써 결정도가 높아지게 되고 아파타이트 구조내의 탄산기가

산화하여 이산화탄소의 형태로 배출되므로 뼈에서 관찰되는 저 결정성

탄산 아파타이트가 아닌 고 결정성 수산화아파타이트이다. 이러한 수산

화아파타이트는 저 결정성 탄산 아파타이트에 비해 골 전도도와 생분해

도가 낮기 때문에 저 결정성 탄산 아파타이트를 재현해 내고자 하는 많

은 노력이 이루어지고 있다.7,8

실리카 기반의 생체유리는 인체 내에서 저 결정성 탄산 아파타이트 층

을 형성시키는 탁월한 생체활성 물질이다.9,10 이는 인체 내 식립 후 칼슘

이온이 녹아나면서 재료 표면에 생성되는 실라놀 그룹(Si-OH)이 아파타

이트의 핵 생성 사이트로 작용하고 녹아난 칼슘이온은 저 결정성 탄산
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아파타이트를 생성하는 촉매제로의 역할을 함으로써 탄산 아파타이트 층

을 형성한다.11-13

세라믹/고분자 복합체를 제조하는 방법은 크게 벌크형과 표면 코팅법

으로 나눌 수 있는데 벌크형은 다시 물리적 혼합법과 졸-겔을 이용한

나노 복합체 제조법으로 나눌 수 있다. 물리적 혼합법은 고분자와 세라

믹 과립을 균일하게 혼합하기 어려울 뿐만 아니라 서로 다른 친수성 성

질로 인하여 상 분리 현상이 일어나기 쉽다. 또한, 제조된 복합체의 표면

에 세라믹 상이 드러나지 않는 문제점이 있었다. 따라서 이를 극복하고

자 세라믹 전구물질을 이용하여 분자규모에서 세라믹과 고분자를 공유

결합시키는 나노 복합체의 개발이 이루어졌다. 이러한 나노복합체는 상

분리 현상을 해결하고 세라믹 상에 의해 우수한 골 전도성을 가지며 고

분자상에 의해 생분해성과 높은 인성을 부여할 수 있었다.14-16 그러나 이

러한 나노 복합체도 체내에 이식 시 복합체의 구조에서 발생하는 새로운

화학적 결합이 임상적인 사용에 있어 안전성이 검증되지 않았으며 대식

세포의 활동으로 인해 나노 입자는 이물반응이 일어날 수 있다는 단점을

가지고 있다. 따라서 고분자 표면에 생체활성 세라믹 층을 도포하는 방

법이 대두되었다.1,17 이는 생체활성이 없는 합성 고분자의 표면을 실리카

전구체로 개질하거나 의사체액 내에 고분자와 실리카 기반의 생체유리를

함께 담지하여 그 표면에 아파타이트의 핵 생성 사이트를 형성시킨 후

아파타이트를 코팅하는 방법이다. 이러한 코팅을 통한 복합체 제조법은

지지체의 표면에 세라믹 층이 노출됨으로써 골 전도성을 부여하고 내부

에 있는 고분자가 안정적인 기계적 물성을 보완할 뿐만 아니라 새로운

화학적 결합이 없어 인체 내 안정성 또한 보장된다.

세라믹/고분자 복합체의 제조에 있어서 또 다른 주요인자는 3차원 연

결기공이다. 골유도 차폐막에서 기공은 새로운 혈관의 형성과 조직의 성

장을 위해 매우 중요하다. 최근에 이러한 3차원 연결구조체를 제조하는

방법으로 전기방사법이 대두되었다. 전기방사법은 점성이 있는 액상물질

을 높은 전기장 하에서 방사함으로써 섬유가 제조되는 방법으로 고분자,
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세라믹 및 이의 조합에 의한 복합체의 제조도 가능하다. 이러한 전기방

사법으로 제조된 부직포는 세포외기질 내 콜라겐과 유사한 구조를 가지

고 있으며 높은 표면적 대 체적비, 높은 공극율 그리고 물리학적 강도와

분해능의 조절이 손쉬운 장점을 가지고 있어 조직공학적 지지체로 많은

연구가 이루어지고 있다.18-24

따라서 본 연구에서는 골 전도도 및 생분해성을 가진 3차원 다공성 부

직포를 전기방사법으로 제조하고 이들 표면에 저 결정성 탄산 아파타이

트를 형성시키는 방법에 대해 연구했다.
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Ⅱ. 문헌연구

1. 골조직 재생 유도막

골조직 재생 유도막이란 치주조직이나 치조골 손상 시 골 조직이 재

생되는 속도에 비해 주변 연조직이 결손부위로 침투하는 속도가 더 빠르

기 때문에 결손부위를 멤브레인으로 감싸서 인접한 연조직 세포가 결손

부위에 침투하는 것을 차단하고 신생골이 형성될 수 있는 공간을 확보하

는 차폐막이다.

초기 차폐막은 Magnusson25 등이 millipore 필터를 이용하여 적용하

고자 했으나 쉽게 부서지고 치근면에 적용하기가 어려운 단점이 있었다.

그 후 여러 실험26,27에서 expanded polytetrafluoroethylene (e-PTFE)막

을 이용하였고 e-PTFE 막은 연조직의 차폐능력이 뛰어나고 생체 안정

도와 친화성, 조작성이 우수하여 조직유도 재생에 효과적인 것으로 보고

되었다.5 그러나 이러한 비 흡수성 차폐막은 2차 수술로 인한 환자의 불

편함과 경제적 부담으로 인해 최근에는 PLA, PGA, 콜라겐과 같은 흡수

성 차폐막이 많이 이용되고 있다. 하지만 합성 고분자로 제조된 차폐막

은 분해 시 산분해산물이 부산물로 나오면서 주변 조직에 염증을 일으키

거나 골 조직을 분해시키기도 한다.28 이러한 골조직 재생유도막은 현재

까지 주변 골조직이 재생할 수 있는 공간을 확보함으로서 간접적으로 골

형성을 유도했으나 최근에는 더 효과적인 골 조직 재생을 위해 고분자와

생체활성 세라믹을 혼합한 유, 무기 복합형태의 차페막 연구가 이루어지

고 있다.29-34 Kikuchi29 등은 β-TCP와 PLGCL 고분자를 물리적으로 혼

합한 후 hot press를 이용하여 멤브레인을 제조하였고, Liao30와 Teng31

등은 나노 수산화 탄산아파타이트와 콜라겐을 공침법을 통해 유, 무기

복합형 막으로 제조한 후 또 다른 고분자인 PLGA나 키토산 층을 첨가

하여 물리적인 강도가 보강된 차폐막을 제조하였다. 하지만 이러한 멤브
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레인은 상호 연결된 개기공이 없을 뿐만 아니라 고분자와 세라믹을 물리

적으로 혼합함으로써 두 물질간의 젖음성 차이로 인해 계면 박리현상,

고분자 내에 세라믹 상의 불균일한 분산 그리고 표면에 세라믹 상의 노

출이 어려운 단점을 가지고 있다. 따라서 멤브레인의 표면에 연결 기공

을 만들고 표면에 세라믹 상을 노출시키기 위해 Fujihara32와 Yang33 등

은 폴리카프로락톤과 Calcium carbonate32 또는 나노아파타이트33,34를 물

리적으로 혼합 후 전기방사법으로 부직포 형태의 멤브레인 제조하였다.

그러나 이러한 다공성 멤브레인도 표면에 세라믹 상의 노출이 어려워 멤

브레인의 표면에 직접적으로 세라믹 상을 도포하는 공정이 필요하다.
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2. 전기방사법

전기방사는 점성이 있는 액상물질을 높은 전기장 하에서 방사하여 수

십 ㎚∼㎛ 스케일의 직경을 갖는 섬유를 구현하는 방법으로 제조법이 간

단하고 섬유로 제조 가능한 재료의 선택이 쉽고 다양한 장점을 가지고

있다. 전기방사로 제조된 부직포는 인체 내의 세포외기질에 존재하는 콜

라겐과 유사한 3차원 다공성 구조로 높은 비표면적과 공극률을 가진다.

또한, 섬유의 크기 및 밀도 조절이 용이한 장점을 바탕으로 의료산업에

서 많은 관심을 받아왔다.19,35-37

전기방사는 1934년 Formhals가 고분자 필라멘트 제작을 위해 정전기

력을 활용한 기기제조에 관한 특허를 출원하면서 소개되었다.38,39 이후

약 30년 뒤인 1969년에 Taylor가 전기장 내에서 고분자 용액의 표면 장

력 및 액체제트의 거동에 관한 연구를 발표하면서 전기방사법이 빠르게

전파되었다.40 이후 다양한 분야에서 나노섬유를 활용한 연구가 진행되었

고 1978년 Annis와 Bornat이41 인공혈관의 제조에 전기방사법을 이용하

면서 조직공학 분야에 적용되었다.42

전기방사 장치는 크게 고전압기, 방사구 그리고 섬유를 수집하는 집진

기로 이루어진다. 일반적으로 주사기 펌프를 통해 방사용액을 일정한 속

도로 방사구 끝에 있는 주사바늘을 통해 토출시킨다.

이때 한쪽 전극은 고전압기와 노즐 바늘을 연결하고 반대전극은 집진

기에 연결하여 전기장을 인가한다. 일정한 표면장력을 가지고 방사구 끝

에 매달려 있는 용액에 높은 전기장을 가하게 되면 + 또는 –의 한쪽

전하가 용액의 표면에 계속 축적되면 같은 전하의 정전기적인 상호반발

력에 의해 용액의 형상이 구형에서 반구형상의 테일러 콘으로 변형된다.

이때 전기장의 세기가 미세방울이 가지는 표면 장력을 넘어서면서 노즐

끝단의 반구형상이 테일러 콘 형상의 제트로 방사된다.

이때 방사된 용액은 공기 중에서 용매가 휘발되고 섬유는 집진기에 3

차원 네트워크 구조로 적층되어 부직포 형태의 그물구조를 형성하게 된
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다. 전기방사에 의해 제조된 섬유의 직경은 방사조건에 크게 좌우되며

고분자 용액의 점도가 가장 결정적인 변수로써 일반적으로 섬유의 직경

은 고분자 용액의 농도의 제곱에 비례한다. 또한 높은 전압, 용액의 주입

속도, 노즐과 집진기 사이의 거리 등이 주요 인자로 작용된다.43

이러한 방법으로 만들어진 부직포는 부피 대비 표면적의 비가 극히 높

으며 공극률이 매우 높아 뛰어난 투수성을 지니고 있으며 복합성분의 고

분자나 세라믹을 이용할 수 있어 기존의 고분자가 갖는 물성 한계를 극

복 가능한 장점이 있다.44-48 그리고 간단한 장비로 비교적 쉽게 나노 또

는 마이크로 섬유를 제작할 수 있으며 소량의 재료만 가지고도 방사가

가능하다. 이러한 특성으로 인해 조직 공학 분야에서 조직 재생을 위한

지지체로서의 활용 가능성에 주목받아 많은 연구가 진행되고 있다.43
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3. 아파타이트 생성기전

생체활성 세라믹이란 인체 내에서 그 표면에 저 결정성 탄산아파타이

트가 형성되어 신생골과 직접적인 결합을 이룰 수 있는 물질이다. 저 결

정성 탄산 아파타이트는 사람의 뼈와 물리, 화학적으로 유사한 구조를

가진 물질로 일반적으로 다음의 식(1)과 같이 인산기가 존재하는 사이트

에 탄산기가 치환된 형태를 이루고 있다고 알려져 있다.49

          (1)

인체 내에서 이러한 생체활성을 나타낼 수 있는 대표적인 물질로는 수

산화아파타이트, 삼인산칼슘, 칼슘실리케이트 글라스 등이 있다.50 특히

칼슘실리케이트가 함유된 세라믹은 생체 내에서 표면에 저 결정성 탄산

아파타이트를 생성시키는 탁월한 물질로 그 기전은 다음과 같이 설명될

수 있다.13

사람 체액의 이온화활동도적(IAP; ionic activity product)은 2.12×10-96

이며 37℃ 수용액 내에서 아파타이트의 용해도적(K0)은 5.5×10-118이므로

체액 내 아파타이트는 이미 과포화 상태이다. 임계크기의 불균일 핵생성

에 필요한 자유에너지 ΔG*는 다음 식(2)와 같이 나타낼 수 있는데 σ는

수용액과 핵 사이의 계면에너지이며, k는 Boltzmann 상수, T는 온도,

f(ɵ)는 재료 표면과 수용액간의 접촉각의 수이며, Vβ는 결정의 분자량이

다.

∆ 
 ln  




(2)

체액의 경우, Vβ, σ와 K0가 모두 일정한 상수가 되므로 불균일 핵 생

성이 일어나기 위해서는 재료가 함수 f(ɵ)의 값을 낮춰줄 수 있는 핵형

성 사이트인 Si-OH51, Ti-OH52, 혹은 Zr-OH53 그룹 등을 제공하거나 아
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파타이트에 대한 과포화도를 높일 수 있어야 한다.13

따라서 칼슘실리케이트가 포함된 물질을 생체 내에 식립하면 그 표면

에 핵생성 사이트인 실라놀 그룹(Si-OH)이 생성되고 칼슘이온이 용출되

면서 주위 체액의 아파타이트에 대한 과포화도를 높이게 되어 불균일 핵

형성이 이루어진다. 이렇게 형성된 핵은 주위 체액으로부터 Ca, PO4,

OH, CO3 등의 이온을 공급받으며 성장하여 재료 표면에 균일한 탄산아

파타이트 층을 형성시킨다.11,13
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Ⅲ. 전기방사법으로 제조된 칼슘실리케이트

부직포의 생체활성 및 골 전도도 평가

1. 서론

실리카 기반의 생체재료는 인체 내에서 저 결정성 탄산 아파타이트 층

을 형성시키는 탁월한 골 전도능을 가지고 있어 골 충진재로써 많은 연

구가 이루어져 왔다.9,10 이식초기에 전하의 균형을 위해 비가교 산소와

결합되어 있던 칼슘이온이 녹아나면서 생성되는 표면의 실라놀 그룹이

아파타이트 핵 사이트의 역할을 하는 것으로 알려져 있고, 이때 녹아난

칼슘이온은 저 결정 탄산 아파타이트를 생성하는 촉매제로의 역할을 한

다.54

그러나 이러한 탁월한 골 전도성에도 불구하고 실리카 기반의 유리재

료는 너무 쉽게 깨지는 성질로 인해 임상적용이 어려운 실정이다. 또한,

세포의 침투가 가능한 3차원 연결구조 형태를 만들기 어려워 골 충진재

나 골 유도 차폐막으로써의 활용에 어려움이 있었다.

최근에 고분자나 세라믹을 이용한 3차원 연결구조체 제조법으로 전기

방사법이 대두되었다.35,45,46,55-57 생분해능이 있는 고분자 부직포는 세포외

기질과 유사한 구조와 높은 표면적 대 체적비, 높은 공극율, 적합한 물리

학적 강도와 분해능44, 표면 개질 가능성45,46 그리고 약물이나 유전자의

loading이 가능한 장점을47,48 가지고 있어 조직 공학적 지지체로 많은 연

구가 되어왔다. 실제로 전기 방사된 생분해성 고분자 부직포는 용매제거

법을 이용하여 제조된 고분자 필름에 비해 혈관 근육세포의 부착과 증식

분화에 더 좋은 효과를 보였다.35,55,56

그러나 전기방사법을 이용한 세라믹 부직포에 관한 연구는 많이 보고

되지 않았다. 그 이유는 소수의 세라믹 재료만이 전기방사를 위한 점착
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성 용액의 제조가 가능하기 때문이다. 따라서 전기방사법으로 세라믹 부

직포를 제조하기 위해서는 졸-겔 과정을 통해 직접적으로 점성이 있는

세라믹 겔을 만드는 금속 알콕사이드법과22,58-60 높은 점성의 고분자나 겔

용액에 세라믹 파우더를 혼합하여 세라믹 겔을 제조하는 두 가지 방법이

있다.21,22,61,62

첫째로 졸-겔 과정을 이용한 방법은 열처리를 통해 수축이 적은 치밀

하고 단단한 세라믹 섬유를 쉽게 만들 수 있을 뿐만 아니라 세라믹과 고

분자 섬유가 혼합된 복합형 부직포를 제조할 수 있는 유일한 방법이다.63

왜냐하면 세라믹 겔 제조 시 고분자를 사용하지 않으므로 이후 고분자

제거를 위한 열처리 과정이 필요 없기 때문이다.21,22,61,62 그러나 졸-겔 방

법은 세라믹 졸 용액의 겔화가 시작되면 점성이 기하급수적으로 증가되

기 때문에 전기방사를 위한 충분한 제조시간을 얻기 힘든 단점이 있다.

반면 세라믹/고분자 혼합법은 제조시간이 자유로운 장점이 있으나 세라

믹 섬유 내에 있는 고분자를 열처리로 제거해야하고 이로 인해 단단하고

치밀한 세라믹 섬유를 얻기 힘들어 적절한 강도를 가지기 어렵다.21,22,61,62

전기방사 된 실리카 부직포는 의사체액 내에서 낮은 아파타이트 형성

능을 보일뿐만 아니라 골 충진재로 사용하기에는 너무 빠른 분해능을 보

인다.58 그러나 열처리를 통해 분해속도를 느리게 하면 섬유의 표면에 아

파타이트 핵 생성 사이트로 작용하는 실라놀 그룹이 사라져 아파타이트

형성능을 잃어버린다. 따라서 열처리 이후에도 아파타이트 형성능을 얻

기 위해서는 실리카 매트릭스 내부에 칼슘이온을 함유시키는 방법이 적

절하다. 칼슘이온이 의사체액 내에서 방출되면 새로운 실라놀 그룹이 형

성되고 방출된 칼슘 이온자신은 아파타이트의 이온화활동도적을 증대시

키는데 이용된다. 실제로 실리카 매트릭스에 칼슘이 함유된 부직포에서

열처리 후에 칼슘실리케이트 부직포의 표면에 아파타이트가 성공적으로

형성되었다.60

본 연구에서는 칼슘실리케이트 부직포 내 칼슘농도가 아파타이트 생성

능과 조골세포의 반응에 미치는 영향에 관하여 연구했다. 골 전도성은 4
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개의 다른 칼슘농도를 가진 부직포 중에서 아파타이트 생성능과 세포반

응이 가장 높은 것과 낮은 것을 선택하여 평가했고 아무것도 매식하지

않은 결손부는 음성 대조군으로 사용했다.
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2. 실험방법

2.1 부직포의 제작

실리카 전구체인 tetraethyl orthosilicate (TEOS)를 물, 에탄올, 염화칼

슘, 염산과 함께 60℃에서 4 시간 동안 반응시켜 수화 응축시켰다. 이때

물과 에탄올, 염산은 Si에 대한 몰 비로 각각 4: 1: 0.02로 혼합했고 칼슘

염은 각각 0, 0.05, 0.1 그리고 0.15 농도로 첨가했다. 용액의 졸-겔 반응

이 시작되면 16-gauge 스테인리스 스틸 바늘이 장착된 플라스틱 주사기

에 넣고 주사기 펌프를 이용하여 5 ㎖/h의 속도로 이송하면서, 20 kV의

높은 전압 내에서 전기 방사했다. 방사된 칼슘실리케이트 부직포는 24

시간 동안 실온에서 건조한 후 2℃/min의 속도로 올리면서 300℃에서 3

시간 동안 열처리했다. 각기 다른 농도의 칼슘염을 함유한 칼슘실리케이

트 부직포는 칼슘염의 농도에 따라 SCa0.00, SCa0.05, SCa0.10 그리고

SCa0.15로 명명했다.

2.2 생체활성 시험

칼슘실리케이트 부직포의 생체활성은 의사체액 내에서 생성되는 아파

타이트의 형성능으로 평가했다. 의사체액은 NaCl, NaHCO3, KCl,

K2HPO3ㆍ3H2O, MgCl2ㆍ6H2O, CaCl2, NaSO4를 Na+ 142.0, K+ 5.0, Mg2+

1.5, Ca2+ 2.5, Cl- 147.8, HCO- 4.2, HPO2- 1.0 ,SO4
2- 0.5 mM의 농도로

증류수에 용해시켜 제조했고 tris-buffer 용액 [tris(hydroxymethyl)

aminomethane, H2NC(CH2OH)3]과 1N의 염산용액을 가하여 36.5℃에서

용액의 pH를 7.4로 맞추었다.

부직포는 12 ㎜ 직경, 1 ㎜ 두께의 디스크 형태로 잘라 자외선 멸균기

내에서 30 분간 멸균한 후 30 ㎖의 의사체액에 36.5℃에서 7 일간 담지

했다. 7 일후 의사체액에서 꺼낸 시료를 증류수로 세척한 다음 상온에서

건조했다.
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2.3 특성 분석

칼슘실리케이트 용액의 점도는 점도계 (DV-III+Cone/Plate type,

Brookfield)를 이용하여 온도가 60℃로 일정한 수조 (HTRC-20, Jeio

Tech)내에서 측정했다. 칼슘실리케이트 부직포의 미세구조를 관찰하기

위해 의사체액 담지 전후의 시료를 금으로 코팅한 후 전계방사형 주사전

자현미경 (FE-SEM; S-4700, Hitachi)을 이용했다. 칼슘실리케이트 부직

포의 작용기 분석은 적외선 분광광도계 (FT-IR; Nexus,

Thermo-Nicolet)를 이용했고 4 ㎝-1의 분해능으로 시료를 128회 스캔 하

여 얻어진 누적 값으로 나타냈다. 작용기 분석용 시료는 미분 상태의 부

직포와 시료대비 200 배 무게의 KBr 분말을 혼합하여 제작한 후 측정했

으며 background noise는 순수한 KBr 분말만 측정한 값으로 보정했다.

의사체액 담지 전후 칼슘실리케이트 부직포의 결정상은 X-선 회절분광

장치 (Thin Film-XRD; D8 discover, Bruker)를 통해 측정했다.

2.4 세포활성도 실험

2.4.1 세포 증식시험

세포증식 시험을 위해 디스크 형태의 시료를 48 well 배양접시에 넣고

그 위에 마우스의 두개골에서 유래된 조골세포인 MC3T3-E1세포64

(Subclone4, CRL-2593™,ATCC®)를 105 cells/well의 농도로 분주했다. 대

조군으로 같은 크기의 tissue culture plate (TCP)에 같은 농도의 세포를

분주했다. 37℃, 5% CO2 인큐베이터에서 다양한 시간 동안 배양했다. 배

양 배지는 10% 소혈청 (FBS; Gold Serum™, Welgene)과 100 ㎍/㎖

penicillin (Gibco), 100 ㎖ streptomycin (Gibco)이 함유된 α–minimum

essential medium (α-MEM; Fresh Media™,Welgene)을 사용했다. 살아

있는 세포의 수를 측정하기 위해서 3 시간, 1, 3, 7 일 배양된 세포에

MTS assay (CellTiter 96® AQueous Non-Radioactive cell Proliferation

Assay kit, Promega)를 수행했다. 그 과정을 간략히 기술하면, 배양된

세포를 phosphate buffered saline (PBS)로 가볍게 세척한 후 30 ㎕
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MTS 용액이 함유된 200 ㎕ PBS용액을 각 well에 넣은 후 37℃, 5%

CO2 인큐베이터에서 1시간 방치했다. 그 후 490 ㎚ ELISA microplate

reader (Model 550, Bio-Rad)를 이용하여 흡광도를 측정했고 이때 정량

된 standard curve를 이용하여 측정된 흡광도를 세포수로 변환했다.

2.4.2 Alkaline Phosphatase (ALP) 활성도 평가

ALP 활성을 평가하기 위해 48 well 배양접시에 들어있는 부직포와

TCP에 MC3T3-E1세포를 106 cells/well의 농도로 분주했다. 배양 배지

는 10% 소혈청과 100 U/㎖ penicillin, 100 ㎖ streptomycin, 100 nM

dexamethasone (Sigma), 50 ㎍/㎖ ascorbic acid (Sigma) 그리고 10

mM β-glycerol phosphate (Sigma)가 함유된 α-MEM을 사용했다.

MC3T3-E1 조골세포의 분화를 평가하기 위해 7일간 배양된 세포의

ALP를 측정했다. 배양된 세포는 Hank’s balanced salt solution

(Cellgro®,Mediatech)에 2회 세척 후 ALP 완충용액을 이용하여 세포를

처리했다. ALP 활성도는 p-nitrophenyl phosphate로부터 방출되는

p-nitrophenol의 양을 측정하여 계산했고 p-nitrophenol의 양은 흡광도

측정기(spectrophotometric plate reader)로 405㎚의 파장에서 측정되었

다. Protein content는 Bradford assay45 (Bio-Rad protein assay kit,

Bio-Rad)를 이용하여 측정했다. ALP 활성도는 μmol p-nitrophenol/ ㎎

protein/ min 으로 계산했다.

2.5 골 형성능 시험

2.5.1 동물실험

골 형성능 시험은 뉴질랜드산 백색 웅성가토 (2∼2.5 ㎏; 각 그룹 당 8

마리)를 사용했으며 케타민 (35 ㎎/㎏)과 자일렌 (8.8 ㎎/㎏)을 혼합 후

복강에 주입하여 마취했고 베타민으로 시술부위를 소독한 후 2% 리도카

인을 이용하여 부분 마취했다. 소독된 두피의 정중선을 따라 절개한 후

골막을 박리하여 두개골을 노출시켰다. 두개골의 골 결손부는 외경 8㎜

의 trephine burr를 사용하여 형성했고 이때 두개골의 열 손상 방지를
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위해 식염수로 충분히 관주 했다. 골 결손부에 시료를 식립 한 후 골 막

과 두피를 각각 4-0 chromic gut와 3-0 silk (Ethicon) 봉합사로 봉합했

다. 시료를 넣지 않은 골 결손부를 음성 대조군으로 사용했다. 이식 4주

후에 동물을 희생했고 회수된 시료는 10% 포르말린 용액에서 고정한 후

단계별 에탄올 용액으로 탈수했다. 비탈회 방식으로 Technovit 7200

(Exakt)을 이용하여 조직시료를 만들고 diamond saw (300CP, Exakt

Apparatebau)를 이용하여 coronal section 방향으로 절단했다. 조직 절편

은 최종 두께가 30 ㎛가 되도록 연마했고 Multiple Stain (Polysciences)

으로 염색한 후 광학현미경 (Eclipse 80i, Nikon)으로 관찰했다.

2.5.2 통계분석

통계 분석은 SPSS v12.0 software package (SPSS/PC)를 이용하여

일원배치분산분석(one-way ANOVA)으로 통계적 유의성을 검정했으며

결과 값은 평균 (mean) ± 편차 (standard deviation; SD)로 나타냈다. 그

룹간의 유의성은 Bonferroni test 를 통해 검증했고 P value는 0.05이하

일 때 유의성이 있는 것으로 나타냈다.

2.5.3 동물실험 윤리

모든 실험동물은 Institute of Laboratory Animal Resources의 ‘Guide

for the Care and Use of Laboratory animal’ (1996, USA)에 준하여 취

급했으며 동물실험은 서울대학교 수의과대학 동물실험 윤리위원회

(Institutional Animal Care and Use Committee)의 승인 하에서 수행했

다.
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3. 실험결과

Fig. 1은 각각 칼슘염의 농도가 다른 4개의 칼슘실리케이트 용액을 6

0℃에서 4 시간 동안 수화, 축합반응 시킨 후 용액의 점도를 측정한 결

과이다. Ca/Si 값이 증가될수록 칼슘실리케이트 용액의 점도가 증가되어

SCa0.15 시료에서 가장 높은 점성을 보였다.

Fig. 2는 칼슘실리케이트 부직포의 미세구조를 주사전자현미경으로 관

찰한 사진이다. 칼슘실리케이트 섬유의 직경은 칼슘염의 함량이 증가함

에 따라 두꺼워졌다. SCa0.00 시료가 가장 균일하고 작은 직경의 섬유로

제조되었고 SCa0.05 시료는 얇고 굵은 섬유가 불균일하게 섞여 있는 양

상이었다. 그러나 SCa0.10 시료의 섬유는 SCa0.00과 SCa0.05에 비해 균

일하고 약 1 ㎜의 큰 직경으로 이루어졌다.

Fig. 3은 칼슘실리케이트 부직포의 TF-XRD를 통한 상 분석 결과이

다. 열처리된 시료는 한 개의 큰 halo 피크를 제외하고 어떠한 피크도

나타나지 않았다. 이것은 열처리 후 부직포의 표면에 어떠한 결정상도

생성되지 않았음을 나타낸다.

Fig. 4는 칼슘실리케이트 부직포의 FT-IR 흡수스펙트럼을 이용한 작

용기 분석결과이다. 799 ㎝-1, 951 ㎝-1에서 Si-O-Si symmetric

stretching 과 Si-OH asymmetric stretching 피크가 관찰되었으며46

1099 ㎝-1에서 Si-O-Si asymmetric stretching 피크를 보였다. 또한,

1634 ㎝-1, 3435㎝-1에서 H2O에 해당하는 흡수 피크가 확인되었고,46 피크

의 크기는 Ca/Si 값이 증가함에 따라 크게 나타났다. SCa0.00 그룹을 제

외한 모든 시료에서 아파타이트의 핵 생성 사이트로 작용하는 실라놀 그

룹의 피크가 951 ㎝-1에서 명확히 관찰되었다.
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Figure 1. Viscosity of SiO2–CaO solutions after hydrolysis and

condensation at 60℃ for 4 h.
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Figure 2. FE-SEM photographs of heat-treated non-woven

SiO2–CaO fabrics with four different Ca contents; (a)

SCa0.00, (b) SCa0.05, (c) SCa0.10 and (d) SCa0.15.
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Figure 3. XRD patterns of the heat treated non-woven

SiO2–CaO fabrics contained four different Ca contents.
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Figure 4. FT-IR spectra of the heat treated non-woven

SiO2–CaO fabrics contained four different Ca contents.
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Fig. 5는 칼슘실리케이트 부직포를 의사 체액에 7 일간 담지 후 주사

전자현미경으로 미세 구조를 관찰한 결과이다. SCa0.00를 제외한 모든

시료에서 아파타이트 결정이 섬유의 표면에 나타났으며 칼슘염의 함량이

높을수록 그 양이 많았다. 또한, 시료 SCa0.05는 아파타이트 결정이 섬

유 전체를 덮지 않은 반면 SCa0.10과 SCa0.15 시료의 경우 칼슘실리케

이트 섬유 전체에 아파타이트가 코팅되었다. SCa0.15 시료에서는 아파타

이트 결정이 가장 많이 생성되었으나 의사체액에 내에서 많은 칼슘실리

케이트 섬유가 작은 조각으로 부서진 것이 관찰되었다.

Fig. 6은 칼슘실리케이트 부직포의 의사체액 담지 7일 후 TF-XRD를

이용한 상 분석 결과이다. 칼슘염의 함량이 증가함에 따라 아파타이트

결정상의 피크가 높아졌고 주사전자현미경을 통한 미세구조 결과에서도

이를 뒷받침하고 있다.

Fig. 7은 칼슘실리케이트 부직포와 TCP (대조군)위에서 배양된

MC3T3-E1 조골세포의 증식결과이다. 칼슘실리케이트 부직포에서 배양

된 세포의 수는 시간이 지남에 따라 점차적인 증가를 보였으나 TCP는

매우 빠르게 증가했다. TCP 그룹은 통계적으로 유의하게 높은 세포증식

결과를 보였으나 칼슘염의 농도가 다른 칼슘실리케이트 부직포 그룹간에

는 유의한 차이를 보이지 않았다.

Fig. 8은 칼슘실리케이트 부직포와 TCP에서 골화 배지를 이용하여 배

양된 MC3T3-E1 조골세포의 ALP 활성도 결과이다. 시료 내 칼슘염의

양이 증가할수록 통계적으로 유의하게 낮은 ALP 활성도를 보였다.
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Figure 5. FE-SEM photographs of heat-treated non-woven

SiO2–CaO fabrics soaked in SBF for 7 days; (a) SCa0.00,

(b) SCa0.05, (c) SCa0.10 and (d) SCa0.15.
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Figure 6. TF-XRD spectra of heat-treated non-woven

SiO2–CaO fabrics soaked in SBF for 7 days.
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Figure 7. Proliferation of pre-osteoblastic MC3T3-E1 cells

cultured on heat-treated non-woven SiO2–CaO

fabrics and TCP as a control. Data are expressed as

mean 6 standard deviation of five determinations. (*p

< 0.05)
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Figure 8. ALP activity of pre-osteoblastic MC3T3-E1 cells on

heat treated non-woven SiO2–CaO fabrics after 7 d

of culture in osteogenic medium at an initial seeding

density of 106 cells/well. Data are expressed as mean

6 standard deviation of five determinations. (*p <

0.05)
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Fig. 9와 10은 SCa0.00, SCa0.10 시료를 가토의 두개골 결손부에 4주

동안 식립 한 후 얻어진 조직을 40배 (Fig. 9)와 100배 (Fig. 10; Fig. 9

의 A-C 고 배율 사진)에서 광학현미경으로 관찰한 사진이다. 식립 4주

후 시료가 없는 결손부에는 얇고 느슨한 결합조직이 채워져 있고 결손부

의 가장자리와 아래 부분에서 섬 형태로 신생골이 보였다. SCa0.00을 이

식한 시료에서는 골 재생이 일어나지 않고 섬유조직만이 시료 내부에서

관찰되었다. 반면에 SCa0.10을 이식한 시료에서는 결손부위 전체에 골

재생이 나타났으며 혈관조직을 함유한 신생골 생성과 lacunae (골소강)

이 관찰되는 것으로 미루어 볼 때 osteocyte-like cell이 생성되었음을 알

수 있다.
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Figure 9. Optical micrographs of (a) negative control, (b) bone defect

filled with specimen SCa0.00, and (c) with specimen SCa0.10

(original magnification 340) 4 weeks after implantation into

rabbit calvarial defects: Bone margins are indicated by black

lines. Newly formed bone and fibrous tissue are indicated

with black and gray arrows, respectively.
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Figure 10. Detailed microstructure of Fig. 9.
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4. 고찰

실리카 기반의 세라믹 재료는 탁월한 골 전도성으로 인해 골 충진재로

써 광범위하게 연구되어 왔으나 높은 취성과 낮은 성형성, 3차원 상호

연결된 기공의 제조가 어려워 임상에의 활용이 제한되어왔다. 따라서 연

성과 인성의 특성을 가진 고분자를 결합하여 실리카 유리의 물성을 보완

한 세라믹/고분자 복합체가 대두되었으나14-16,67-69 여전히 3차원 연결기공

의 구현은 어려웠다.

전기방사법은 초기 공정재료에 제한이 있으나 세라믹에서 3차원 연결

기공을 구현할 수 있는 좋은 방법이다. Tetraethyl orthosilicate는 실리카

의 전구체로써 가장 많이 사용되고 있으며 이를 이용하여 전기방사법으

로 실리카 부직포를 성공적으로 제조할 수 있었다.44,47,48,58-60,63 그러나 높

은 온도에서 열처리된 순수한 실리카 부직포는 표면의 실라놀 그룹이 열

처리 과정 동안 축합 반응으로 인해 실록산 그룹으로 변하기 때문에 의

사체액 내에서 아파타이트 결정의 핵 생성과 성장능력을 잃어버린

다.12,51,58,70 그러나 졸-겔 방법으로 칼슘염이 함유된 실리카 전구체를 이

용하면 실리카 부직포의 아파타이트 생성 능력을 유지할 수 있다. 왜냐

하면 열처리 후에 칼슘 이온이 칼슘실리케이트에서 방출되면서 의사체액

또는 체액 내 아파타이트에 대한 이온화도적을 증가시키고60,70,71 이는 아

파타이트의 핵 생성을 활성화시키기 때문이다. 전기방사 후 열처리된 실

리카 부직포는 의사체액 내에서 낮은 아파타이트 형성능을 보였으나58

칼슘염이 함유된 실리카 부직포는 아파타이트 형성능을 통계적으로 유의

하게 높은 수준으로 향상시킨 결과가 이를 뒷받침한다.60

본 연구에서는 첫째로 칼슘염 함량이 아파타이트의 생성과 조골세포의

반응에 미치는 영향을 평가했고 둘째로 세포실험에서 평가된 칼슘실리케

이트 부직포 중 2개를 선정하여 (SCa0.00과 SCa0.10) 동물실험을 통해

골 전도성을 평가했다.
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실리카 전구체에 칼슘염의 함량이 증가함에 따라 전기 방사된 칼슘실

리케이트 섬유의 직경은 열처리 전, 후 모두 상변화 없이 증가되었다

(Fig.2, 3). 이것은 전기방사법으로 제조된 많은 다른 고분자 시스템과

마찬가지로 칼슘염의 함량이 증가함에 따라 초기 방사용액인 칼슘실리케

이트 용액의 점도가 증가하였기 때문일 것으로 생각된다 (Fig.1).18,72,73

아파타이트의 핵 생성 사이트로 알려진 실라놀 그룹은 칼슘이온이 없

을 경우 (Fig. 4) 실리카 블록에 사용되는 온도보다 낮은 온도인 300℃

에서 거의 사라지는데 이는 블록과 부직포의 비표면적이 다르기 때문에

나타나는 차이로 생각된다.12 왜냐하면 실리카 부직포는 실리카 블록보다

훨씬 많은 비표면적으로 가지고 있기 때문에 칼슘실리케이트 부직포의

표면에 있는 실라놀 그룹의 축합 반응이 가속화되었을 것이다. 한편 칼

슘염이 첨가되었을 경우 (Fig. 4) 실라놀 그룹은 열처리 후에도 표면에

유지되는데 이는 양극성의 칼슘이온이 더해졌을 때 전하 보상 기전에 의

한 비 가교 산소의 형성 때문인 것으로 생각된다.54,74 칼슘염의 함량이

증가함에 따라 흡수된 물의 양이 증가한 것 또한 친수성의 실라놀 그룹

이 표면에 형성된 것을 나타낸다 (Fig. 4).

열처리된 칼슘실리케이트 부직포를 의사체액에 7일간 담지 했을 때

SCa0.00 시료를 제외한 모든 시료에서 섬유의 표면에 저 결정성 아파타

이트가 생성되었다 (Fig. 5, 6). 시료 SCa0.00에서 아파타이트 결정의 부

재는 열처리 시 표면에 있는 실라놀 그룹을 잃었기 때문일 것으로 생각

된다. 한편, 칼슘염 함량이 증가될수록 아파타이트 결정의 양은 증가되는

데 이는 칼슘이온이 방출되면서 그 자신이 의사체액 내의 아파타이트에

대한 이온화도적을 증가시키기 때문인 것으로 추측된다.10,67 그러나

SCa0.15 시료는 의사체액 내에 담지 하는 동안 칼슘실리케이트 섬유 자

체가 부스러짐을 보였는데 이는 섬유에 함유되어 있던 많은 양의 칼슘

이온이 방출됨으로써 칼슘실리케이트 겔 네트워크의 분해를 가속화 시켰

으며 칼슘실리케이트 부직포의 넓은 표면적 또한 이에 주요한 역할을 했

을 것으로 생각된다. 이미 실리카 기반의 bioactive glass가 인체 내에서
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천천히 분해되고 분해된 실리콘은 소변을 통해 액체 상태로 몸 밖으로

배출된다고 알려져 있기 때문에75 칼슘염을 함유한 칼슘실리케이트 부직

포도 인체 내에서 분해되며 미세구조의 관찰 결과를 통해 그 분해시간은

예상한 것보다 빠르게 일어날 것으로 추측된다. 그러나 칼슘실리케이트

부직포의 정확한 분해특성은 더 많은 연구가 필요하다.

칼슘실리케이트 부직포에 배양된 MC3T3-E1 조골세포의 증식은 TCP

보다 낮은 값을 보였다. 부직포는 3차원 구조로 무질서하게 배열된 칼슘

실리케이트 섬유가 부직포 내부에 큰 공간을 만들게 되는데 이는 세포의

이동에는 필수적이나 세포의 부착과 성장, 공간을 채우는 것이 어려워

in vitro에서 증식을 지연시키는 역할을 하기도 한다.76

반면, 칼슘실리케이트 부직포 간의 세포증식은 유사한 경향을 보였다

(통계학적 유의성 없음). 그러나 SCa0.00과 SCa0.15는 각각 가장 높은

값과 낮은 값을 각각 보였는데 이것은 섬유의 표면안정성으로부터 기인

한 결과로 생각된다. 즉 아파타이트의 핵 생성과 성장이 일어날 때 칼슘

실리케이트 섬유의 표면에 초기 부착된 세포들은 아파타이트 결정이 생

성되면서 떨어지게 되고 증식은 지연된다.77 시료 SCa0.15에서 섬유의 분

해 작용 또한 세포의 증식을 늦추는 역할을 할 것이다. 그러므로 세포의

증식과 분화는 시료 SCa0.15에서 가장 낮고 SCa0.00에서 가장 높은 결

과를 보여주었다.

시료 SCa0.00, SCa0.05, SCa0.10의 ALP 활성이 TCP보다 높은 것은

특수한 부직포 구조에 기인한 것으로 생각된다.78 우리의 이전 연구에서

보여주듯이 길고 좁은 실리카 섬유가 조골세포의 표현형에 영향을 주었

고 ERK 경로를 통해 TCP 그룹보다 더 빠르게 골세포 신호를 전달하였

으며 뼈를 형성하는 주요한 전사활성인자인 Runx2를 효율적으로 자극시

켰다.79

동물실험을 위해 시료 SCa0.00과 SCa0.10이 선택되었는데 이는 의사

체액 내에서 섬유의 분해를 보이지 않고 아파타이트 형성능이 가장 낮은

군과 높은 군일뿐만 아니라 조골세포를 통한 증식과 분화의 평가에서 평
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균적인 결과 값을 보인 시료이기 때문이다.

가토의 두개골 결손부에 4주간 시료를 식립한 결과 시료 SCa0.10은

골 재생이 결손부 전체와 시료의 내부에 나타났으나 (Fig. 9c와 10c) 대

조군(결손부)과 시료 SCa0.00에서는 얇고 느슨한 결합조직만이 생성되었

다 (Fig. 9, 10). 실제로 대조군에서 신생골은 결손부의 가장자리와 아래

쪽에 섬의 형태로 나타났으며 시료 SCa0.00에서는 단지 느슨한 조직화

된 결합조직만 시료안쪽으로 침투되었음을 확인했다. 이것은 시료

SCa0.10이 좋은 골 전도성을 가지고 있다는 것을 보여준다.

이러한 결과로부터 전기방사법으로 제조된 칼슘실리케이트 부직포가

의사체액 내에서 우수한 아파타이트 형성능 뿐만 아니라 좋은 조골세포

반응성과 골 전도성을 가진다고 할 수 있다. 더 나아가 이러한 결과는

생체활성을 가진 칼슘실리케이트 부직포가 골 충진재로써의 큰 가능성을

가지고 있음을 보여준다.
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5. 결론

본 연구는 칼슘실리케이트 부직포에 함유된 칼슘염의 양이 부직포의

특성에 미치는 영향을 연구를 통해 골 충진재로써의 응용 가능성을 평가

했다. 의사체액을 통해 아파타이트 형성능을 평가하고 세포실험을 통해

조골 세포의 증식과 분화에 미치는 영향을 평가했다. 또한, 가토 두개골

결손부 모델을 이용한 동물실험을 통해 시료의 골 전도성을 평가했다.

칼슘염의 함량이 증가함에 따라 섬유의 직경과 아파타이트 형성능이 증

가했고 반면에 조골세포의 세포반응은 지연되었다. 시료에서 선택된 2개

의 군 (SCa0.00과 SCa0.10)과 결손부 (defect)를 이용하여 진행된 동물실

험에서는 SCa0.10 시료가 가장 우수한 골 전도성을 보여주었다. 이로써

생체활성과 생체적합성을 가진 칼슘실리케이트 부직포는 골 충진재로 응

용 가능성이 높은 것으로 생각된다.
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Ⅳ. 전기방사를 이용한

폴리카프로락톤/칼슘실리케이트 복합형

부직포의 제조 및 골 전도도 평가

1. 서론

최근 고분자나 세라믹 재료를 이용한 3차원 연결 기공구조의 지지체를

쉽게 제조할 수 있는 방법으로 전기방사법이 각광받고 있다. 실제로 많

은 전기방사로 제조된 생분해성 고분자 부직포가 조직 공학적 지지체로

써의 응용 가능성을 평가받고 있다.19,23,35-37 왜냐하면 그들은 세포외기질

과 유사한 구조일 뿐만 아니라 높은 단위 체적당 면적율, 높은 공극률,

적절한 물리학적 분해특성,44 표면 개질의 가능성,45,46 약물이나 유전자

전달을 위한 유연성47,48 등의 장점을 가지고 있기 때문이다. 더 나아가

전기 방사된 생분해성 고분자 부직포는 고형주입 형성법으로 제조된 고

분자 필름에 비해 세포의 부착 및 증식 그리고 분화에 탁월함을 보이고

있다.35,55,56 그러므로 생체활성을 가진 세라믹 부직포가 전기방사법에 의

해 제조되었을 때 이는 골 충진재나 골 조직 재생 분야에 새로운 재료의

접근일 뿐만 아니라 지지체의 관점에서 유용할 것이다.

세라믹 재료의 적용이 유용함에도 불구하고 전기방사법으로 세라믹 부

직포의 제조가 어려운 이유는 전기방사를 위해 요구되는 방사액의 점도

를 구현할 수 있는 세라믹 재료가 제한적이기 때문이다. 이러한 적합한

유동학적 특성을 얻기 위해서는 2가지 접근이 가능하다.

첫 번째는 세라믹 분말과 높은 점성의 고분자 용액을 혼합하는 방법이

고21,22,24,61,62 두 번째는 졸 겔 과정을 이용하여 직접적으로 점성을 가진

세라믹 겔 용액을 제조하는 금속 알콕사이드법을 이용하는 것이다.78,80

세라믹과 고분자 혼합시스템을 이용하는 첫 번째 공정의 장점은 전기방



- 36 -

사에 필요한 충분한 시간을 확보할 수 있다는 것이다. 그러나 그것은 치

밀하고 단단한 세라믹 섬유를 제조하기에는 어려움이 있는데 그 이유는

적정한 점도를 얻기 위해 사용된 고분자가 세라믹 섬유 내에 포함되어

있기 때문에 열처리 과정을 통해서 이 고분자를 제거해야 되기 때문이

다.

두 번째 금속 알콕사이드법을 이용한 공정은 치밀하고 단단한 세라믹

섬유를 쉽게 제조할 수 있을 뿐만 아니라 고분자/세라믹 혼합시스템에

비해 열처리 후 낮은 수축성을 보인다. 그러나 이것 또한 전기방사를 위

한 충분한 방사시간을 얻기 힘들다는 단점이 있다. 왜냐하면 초기 세라

믹 용액의 겔화가 시작되면 겔 용액의 점도가 기하급수적으로 증가하기

때문이다. 그러나 이러한 공정방법에 관계없이 모든 세라믹 섬유는 좋은

골세포 반응과62,78,80 골 전도성을78,80 가지고 있지만 쉽게 깨지는 세라믹

부직포의 성질은 여전히 임상에 적용하기에 어려움이 있다. 따라서 이러

한 세라믹 고유특성의 손실 없이 파괴인성을 향상시키기 위해서 질긴 인

성을 가진 고분자를 혼합하여 사용해왔다.

전기방사법을 이용하여 고분자/세라믹 복합형 부직포를 제조하기 위한

방법은 2가지가 있다. 그 첫 번째는 고분자/세라믹 혼합 시스템을 이용

하여 제조된 세라믹 부직포의 빈 공간 안에 또 다른 고분자 용액을 부어

서 복합체를 만드는 방법이다.62 그러나 이 방법은 세라믹과 고분자가 무

작위로 혼합된 복합체 부직포를 제조하는데 제한적이다. 왜냐하면 전기

방사를 이용한 세라믹 섬유 제조 시 적정한 점성을 얻기 위해 사용된 고

분자는 열처리 과정에 의해 제거되기 때문에 이후에 혼합된 고분자 용액

이 균일하게 분포되기 어렵다. 이러한 복잡한 방법을 통해 세라믹 고분

자 복합체는 제조할 수 있으나 그것은 부직포의 가장 큰 장점인 3차원

연결 기공구조와 큰 표면적을 재현하는데 한계가 있다. 게다가 소결된

강하고 단단한 세라믹 섬유가 인체 내에서 작은 조각으로 깨어질 경우

휘스커와 유사한 구조를 보임으로써 발암물질로 생성될 가능성이 있

다.81-85
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고분자/세라믹 복합형 부직포를 직접적으로 생산하기 위한 두 번째 방

법은 세라믹 분말과 고분자 용액을 이용하는 것이다.86-89 이 방법의 장점

은 전기 방사 시 필요한 시간을 증대시킬 수 있고 전기방사 섬유의 파괴

인성을 향상시킬 수 있다. 그러나 이 방법도 생체활성 세라믹 분말과 고

분자가 혼합될 때 고분자 매트릭스 내에 세라믹 분말이 골고루 혼합되지

않는 단점이 있다. 세라믹 분말의 함량이 증가될수록 세라믹 분말을 복

합체의 표면에 노출시키는 것은 어려운데 이는 두 상 사이에 다른 젖음

성 때문이다. 실제로 이축 스크롤 압출법과 전기방사로 제조된 삼인산칼

슘(β-TCP)/폴리카프로락톤(PCL) 부직포의 접촉각을 측정한 결과 약

120˚로89 섬유의 표면이 고분자 상으로 이루어져 있음을 나타낸다. 그러

므로 in vivo 상에서 작게 부서져 휘스커를 생산할 수 있는 소결된 세라

믹 섬유의 함유가 없고 섬유의 표면에 생체활성 세라믹 상이 노출되면서

다른 특성은 유지되는 새로운 부직포의 디자인이 요구된다.

주목할 만 하게도 실리카 섬유를 이용한 금속 알콕사이드법은 이러한

요구를 충족하면서 부직포를 제조할 수 있는 좋은 방법이다. 왜냐하면

전기방사 시 요구되는 점도의 생성을 위해 고분자를 사용치 않으므로 부

직포 제조 후 열처리과정이 필요 없으며 열처리되지 않은 생체활성 실리

카 섬유가 in vivo에서 빠르게 분해되면 실라놀 그룹을 가지고 있는 실

리케이트 이온이 주변 고분자 섬유의 표면에서 아파타이트 결정의 생성

을 위한 핵생성 사이트로의 역할을 할 수 있기 때문이다.17,90,91 그러나 이

러한 세라믹 섬유는 그들 자신만으로는 기계적 물성 유지가 어려운 단점

이 있다. 따라서 본 연구에서는 동시 전기방사법을 이용하여 고분자/세

라믹 복합형 부직포를 제조했다. 고분자/세라믹 부직포는 나노크기의 생

체활성과 빠른 분해를 보이는 칼슘실리케이트 섬유와 마이크로 크기의

생분해성 폴리카프로락톤 섬유를 동시에 방사하여 제조했다.

마이크로 크기의 폴리카프로락톤 섬유는 생분해성을 가지고 있으나 실

질적인 분해는 1년 이상 걸리기 때문에92 골 재생을 위한 안정된 공간의

확보와 물리학적 특성을 유지할 뿐만 아니라 아파타이트 결정이 표면에
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코팅된 이후에는 골 전도성 지지체로서의 실질적인 역할을 할 것으로 가

정했다. 반면 나노 크기의 빠른 분해특성을 가진 칼슘실리케이트 섬유는

생체 내에서 아파타이트 형성능을 부여하여 복합체 부직포의 골 전도성

을 생성시킬 것으로 가정했다.
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2. 실험방법

2.1 폴리카프로락톤/칼슘실리케이트 부직포의 제조

전기방사를 통한 고분자 부직포의 제조를 위해 폴리카프로락톤(PCL;

Mw 80,000, Aldrich)을 17vol%의 농도로 1,1,3,3-hexafluoro-2-propanol

(HFIP, Acros) 용매에 녹여 고분자 용액을 제조했다. 세라믹 부직포는

칼슘실리케이트 용액을 이용하여 제조되었고 이때 이용된 세라믹 겔은

tetraethyl Orthosilicate (TEOS), 물, 에탄올, 이수화물 염화칼슘 그리고

염산을 80℃에서 20 시간 동안 축합 반응시킨 후 약 60℃, 9 kPa의 압력

내에서 2 시간 동안 수화시켜 제조했다. 이때 이수화물 염화칼슘과 물,

에탄올, 염산은 si를 기준으로 0.1: 2: 1: 0.02의 몰 비율로 혼합하여 겔

용액을 제조했다. 폴리카프로락톤 용액과 칼슘실리케이트 용액을

16-gauge의 스테인리스 스틸 바늘이 연결된 2개의 다른 플라스틱 주사

기에 넣고 전압기와 연결했다. 원기둥 형태의 집진기는 알루미늄 호일로

감싸고 집진기와 주사기 사이의 거리는 10 ㎝를 유지했다. 폴리카프로락

톤과 칼슘실리케이트 용액은 실린지 펌프를 통해 각각 7.5 ㎖/h와 5 ㎖

/h의 속도로 서로 평행한 위치에서 동시 방사되었고 이때 집진기와 주사

기 사이에 각각 10, 20 kV의 높은 전압을 걸어주었다. 대조군으로 폴리

카프로락톤과 칼슘실리케이트 부직포도 각각 동일한 조건으로 전기 방사

하여 제조했다. 제조된 부직포는 24 시간 동안 상온에서 건조했고 폴리

카프로락톤 부직포와 칼슘실리케이트 부직포 그리고 폴리카프로락톤/칼

슘실리케이트 부직포는 각각 시료 P, 시료 S, 그리고 시료 PS로 명명했

다.

2.2 생체활성 시험

3가지 다른 부직포의 생체활성은 의사체액 (SBF) 내에서 생성되는 아

파타이트 형성능으로 평가했다.93 의사체액은 NaCl, NaHCO3, KCl,
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K2HPO3ㆍ 3H2O, MgCl2ㆍ6H2O, CaCl2, NaSO4를 Na+142.0, K+5.0,

Mg2+1.5, Ca2+2.5, Cl-147.8, HCO-4.2, HPO2-1.0, SO4
2-0.5 mM의 농도로

증류수에 용해시켜 제조했으며 tris-buffer 용액 [Tris(Hydroxymethyl)

aminomethane, H2NC(CH2OH)3]과 1N의 염산용액을 가하여 36.5℃에서

pH 7.4로 맞춘 후 필터 (Millipore, 0.22μm)를 이용하여 멸균했다.

부직포는 12 ㎜ 직경, 0.1 ㎜ 두께의 디스크 형태로 잘라 자외선 멸균

기 내에서 30분간 멸균했고 제조된 30 ㎖의 의사체액에 담지 하여 36.

5℃에서 일주일간 보관했다. 일주일 후 의사체액에서 꺼낸 시료를 증류

수로 세척하고 상온에서 건조한 후 아파타이트의 생성을 관찰했다.

2.3 특성 분석

각 시료의 미세구조는 전계방사형 주사전자현미경 (FE-SEM; S-4700,

Hitachi)을 이용하여 관찰했고 섬유의 직경 분석을 위해 image analyzer

(Image J, NIH)를 사용하여 시료 당 500개 이상의 섬유를 측정한 후 섬

유직경에 따른 빈도수로 나타냈다. 이때 섬유의 직경은 가장 짧은 대각

선의 길이로 정의하여 측정했다.

각 시료의 기공크기와 기공율은 3.5 kPa의 압력으로 수은을 시료에 채

워 측정하는 수은 침투법 (Autopore IV 9500, Micromeritics)을 이용했

다. 각 그룹 당 5개의 시료를 측정한 후 그 값을 평균과 표준편차로 나

타냈다.

각 부직포의 작용기 분석은 적외선 분광광도계 (FT-IR; Spectrum

One, Perkin Elmer)를 이용했고 4 ㎝-1의 분해능으로 시료를 128회 스캔

하여 얻어진 누적 값으로 나타냈다. 시료는 미분상태의 시료와 시료대비

200 배 무게의 KBr 파우더를 혼합하여 제작한 후 측정했으며

background 노이즈는 순수한 KBr 파우더만 측정한 값으로 보정했다.

부직포에 생성된 결정상은 의사체액 담지 전후의 시료를 이용하여 X-

선 회절분광장치 (Thin Film-XRD; D8 discover, Bruker)를 이용하여 측

정했다.
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각 부직포의 열분해 특성은 thermo-gravimetric analyzer (TGA;

TGA Q500, TA Instrument)을 이용하여 측정되었다. TGA 분석은 air

flowing 100 ㎝3/min의 조건아래에서 25℃∼900℃까지 10℃/min의 속도

로 승온하면서 측정했다. 시료에 함유된 칼슘실리케이트의 상대적인 양

은 TGA 측정 후에 시료 P와 S 그리고 PS의 잔량을 기초로 하여 계산

되었다.

시료의 용해 특성을 측정하기 위해 시간 별로 의사체액 내 녹아난 칼

슘, 인, 실리콘 이온의 원자학적 농도를 inductively coupled

plasma-atomic emission spectroscopy (ICP-AES; Optima-4300 DV,

Perkin Elmer)를 이용하여 측정했다.

시료의 담지 시간에 따른 의사체액의 pH는 pH미터 (DK-20, Horiba)

를 이용하여 각 시간마다 5개의 시료를 측정했고 그 값을 평균과 표준편

차를 이용하여 나타냈다.

시료 S와 PS에 있는 칼슘실리케이트 섬유의 분해를 관찰하기 위해 각

각 36.5℃의 phosphate-buffered Saline (PBS)와 의사체액에 담지 했다.

담지 시간에 따른 시료의 미세구조를 FE-SEM으로 관찰했고 각 시료

당 적어도 30개의 섬유를 관찰, 분석했다.

각 부직포의 인장강도는 general purpose-testing machine (LF plus 1

kN, LLOYD Instruments)을 이용하여 23℃, 50 % 습도의 조건에서 측

정되었다. 가로 60 ㎜, 세로 10 ㎜, 두께 0.1 ㎜로 직사각형 형태의 부직

포 시료를 그룹별로 7개씩 준비했고 시료가 파단 될 때까지 인장했다.

이때 gauge length는 35 ㎜, cross-head speed는 5 ㎜/min으로 시험했

다. 영률은 stress-strain 곡선의 초기 직선탄성구간의 기울기로 계산했

다.
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2.4 골전도성 시험

2.4.1 동물실험

골 전도성 시험은 뉴질랜드산 백색 웅성가토 (2∼2.5 kg; 각 그룹 당

8마리)를 사용했으며 모든 동물은 각각 다른 cage에 사육되었고 건조한

먹이와 물을 자의 섭식했다. 복강을 통해 케타민과 럼푼 (ketamine; 7.5

㎎/㎏, Yuhan and rompun; 3.5 ㎎/㎏, Bayer Korea)으로 마취했고 2%

리도카인 (2% lidocaine with 1:100,000 epinephrine)으로 시술부위를 부

분 마취했다. 시술부위를 제모, iodine과 5% chlorhexidine digluconate로

소독하고 두피의 정중선을 따라 비 전도골의 중앙으로부터 외후두 돌기

까지 절개한 후, 골 막을 박리하여 두개골을 노출시켰다. 두개골은 직경

6 ㎜ trephine burr (3i-Implant Innovations)를 사용하여 골 결손부를 형

성했고 이때 두개골의 열 손상 방지를 위해 식염수로 충분히 관주했다.

3개의 다른 종류의 시료를 골 결손부에 식립 한 후 골 막과 두피를 각각

4-0 chromic gut (Ethicon) 봉합사로 봉합했다. 시술 후 항생제를 3일간

근육주사로 투여했다.

이식 2주, 4주후에 동물을 희생했고 회수된 시료는 10% 포르말린 용

액에서 고정한 후 단계별 에탄올 용액으로 탈수했다. 낮은 점도의

embedding 용액을 이용하여 비 탈회 방식으로 Technovit 7200 (Exakt)

을 이용하여 조직시료를 만들고 coronal section 방향으로 diamond saw

(300CP, Exakt Apparatebau)를 이용하여 잘랐다. 최종 시료의 두께가 40

μm가 되도록 표본을 연마 (400CS, Exakt Apparatebau)한 후 Multiple

Stain (Polysciences)으로 염색하여 광학현미경 (Eclipse 80i, Nikon)을

이용하여 시료를 관찰했다.

신생골 면적을 측정하기 위해 컴퓨터를 통한 자동이미지 분석시스템

(Image analysis software Package; Tomoro Scope Eye 3.6, Techsan)

으로 조직형태학적 측정을 시행했다. 이때 신생골은 기존의 결손부와 염

색 후 채도, 골세포와 matrix의 다른 형태 등 조직학적 특성에 기초하여

구별된다. 이미지 분석 프로그램을 통해 신생골이 형성된 영역을 각각
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지정하여 전체 결손 면적 대비 백분율로 계산했다.

2.4.2 통계분석

통계 분석은 SPSS v12.0 software package (SPSS/PC)를 이용하여

일원배치 분산분석 (one-way ANOVA)으로 통계적 유의성을 검정했으

며 결과 값은 평균(mean)±편차(standard deviation; SD)로 나타냈다. 그

룹간의 유의성은 Tukey’s post hoc test를 통해 검증되었고 P 값은 0.05

이하 일 때 유의성이 있는 것으로 나타냈다.

2.4.3 동물실험 윤리

모든 실험동물은 Institute of Laboratory Animal Resources의 ‘Guide

for the Care and Use of Laboratory animal’ (1996, USA)에 준하여 취

급했으며 동물실험은 서울대학교 수의과대학 동물실험 윤리위원회

(Institutional Animal Care and Use Committee)의 승인 하에서 수행했

다.
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3. 실험결과

Fig. 11은 전기 방사된 부직포의 미세구조를 주사전자현미경으로 관찰

한 사진이며 ((a) 폴리카프로락톤 부직포 (시료 P), (b) 칼슘실리케이트

부직포 (시료 S), (c) 폴리카프로락톤/칼슘실리케이트 복합형 부직포 (시

료 PS)), Fig. 12는 각 부직포 섬유의 직경을 상대분포로 나타낸 결과이

다. 시료 S에서 칼슘실리케이트 섬유의 직경은 0.2 에서 2.2 ㎛ 사이의

분포를 보였고 평균 0.6 ㎛로 측정되었다. 폴리카프로락톤 섬유의 직경은

1.4 에서 6.5 ㎛사이의 분포를 보였으며 평균은 2.4 ㎛ 였다. 시료 PS에

서 칼슘실리케이트와 폴리카프로락톤 섬유의 직경은 0.5∼4.0 ㎛이고 평

균 1.8 ㎛의 직경을 가진다. 반면에 시료 P, S, PS의 기공율은 각각 약

92.7 ± 0.2 %, 92.4 ± 0.3 %, 89.6 ± 0.4 %를 보였다. 시료 PS에서의 섬

유는 얇은 칼슘실리케이트와 굵은 폴리카프로락톤 섬유가 무질서하게 무

작위로 섞여 있었다. 이때 칼슘실리케이트와 폴리카프로락톤 섬유는

energy-dispersive spectroscopy (EDS) 분석을 통해 실리콘의 유무로 구

별했고 TGA를 이용한 열분해 분석을 통해 시료 PS에서 칼슘실리케이

트 섬유가 약 31± 4 wt% 함유된 것을 확인했다.

Fig. 13는 시료 P, S, PS의 TF-XRD를 통한 상 분석 결과를 보여준

다. 시료 S에서는 어떠한 특별한 결정상도 관찰되지 않은 반면 시료 P

와 PS에서 폴리카프로락톤 피크가 관찰되었는데 이는 폴리카프로락톤이

반 결정질 구조이기 때문이다. 특히 21.5˚ 22.1˚ 그리고 23.8˚에서 각각 폴

리카프로락톤의 [100], [111], [200] 면이 관찰되었다.94,95
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Figure 11. FE-SEM images of (a) specimen P, (b) specimen S,

and (c) specimen PS.
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Figure 12. Fiber size distributions of specimens P, S, and PS.
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Figure 13. TF-XRD patterns of specimens P, S, and PS.
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Fig. 14는 시료 P, S, PS에서 FT-IR 흡수스펙트럼을 이용한 작용기

분석결과를 보여준다. 799 ㎝-1, 951 ㎝-1에서 Si-O-Si symmetric

stretching 과 Si-OH asymmetric stretching 피크가 관찰되었으며 1099

㎝-1에서 Si-O-Si asymmetric stretching 피크를 보였다.46 또한, ∼1634

㎝-1, 3435 ㎝-1에서 H2O에 해당하는 흡수 피크가 확인되었으며46 ∼1731

㎝-1, 2869 ㎝-1, 2950 ㎝-1에서 C=O와 CH2의 symmetric, asymmetric

stretching 피크를 각각 확인했다.

Fig. 15는 시료를 의사체액에 일주일간 담지 후 주사전자현미경으로

미세구조를 관찰한 결과이다. 시료 S와 PS에서는 폴리카프로락톤을 포

함한 모든 섬유의 표면이 완전히 아파타이트로 코팅된 반면, 시료 P에서

는 어떠한 섬유도 아파타이트가 생성 또는 코팅되지 않았다. 또한 시료

S와 PS에 있는 긴 형태의 칼슘실리케이트 섬유는 의사체액에 담지 후

짧은 섬유로 끊어져 있었으며 아파타이트의 코팅으로 인해 직경은 두꺼

워져 있었다. 시료 P에서는 어떠한 다른 변화도 관찰되지 않았다.

Fig. 16은 시료 S와 PS의 의사체액 담지 후 일주일 후 섬유 단면의

미세구조를 보여준다. 시료 S와 PS에서 모든 칼슘실리케이트 섬유는

hollow한 튜브형태로 아파타이트가 둘러싸여 있었으나 그 안쪽에 칼슘실

리케이트 섬유는 관찰되지 않았다. (현미경뿐만 아니라 EDS로도 내부의

실리콘 유무를 관찰하였으며 각 시료마다 적어도 30 개의 시료를 관찰했

다.) 또한 PBS에서 시행한 섬유의 분해시험 결과 시료 S와 PS에서 칼

슘실리케이트가 완전히 분해되었으며 담지 일주일 후에는 어떤 것도 남

아있지 않았다. 반면에 폴리카프로락톤 섬유는 늦은 분해속도 때문에 여

전히 남아있었다.92

Fig. 17은 시료를 의사체액에 담지한지 일주일 후에 TF-XRD를 이용

한 상 분석 결과이다. 저 결정성 아파타이트 상이 (검은색 원) 시료 S와

PS에서 관찰되었으나 시료 P에서는 관찰되지 않았다. 이와 같이

TF-XRD 결과 또한 주사전자현미경을 통한 미세구조의 결과와 일치함

을 보여준다.
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Figure 14. FT-IR spectra of specimens P, S, and PS.
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Figure 15. FE-SEM images of (a) specimen P, (b) specimen S,

and (c) specimen PS after soaking in SBF for 1 week.
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Figure 16. Fracture surfaces of (a) specimen S and (b) specimen PS

after soaking in the SBF for 1 week.
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Figure 17. TF-XRD patterns of specimens P, S, and PS after

soaking in SBF for 1 week.
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Fig. 18은 3개의 시료를 의사체액에 담지 한 후 시간 경과에 따른 의

사체액 내 (a)칼슘, (b)인, (C)실리콘 이온의 농도와 용액의 (d)pH 측정

결과이다. 시료 S와 PS의 칼슘의 농도는 각각 6 시간, 3 시간 후 가장

높은 값을 나타냈으며 시료 P의 칼슘농도는 일주일 담지 기간 동안 거

의 변하지 않았다. 시료 S와 PS에서 인의 농도는 담지 초기부터 감소했

고 시료 P는 어떠한 변화도 없었다. 이와 같은 경향은 실리콘 농도에서

도 동일하게 관찰되었는데 시료 S와 PS에서 의사체액에 담지 기간이 늘

어날수록 실리콘 농도가 점점 증가하였으나 시료 P에서는 변화가 없었

다. 시료 S와 PS의 pH는 각각 3 시간과 9 시간 후 가장 높은 값을 보였

고 그 이후에는 점점 감소했다. 시료 P의 pH는 시험기간 동안 변화가

없었다.

Fig. 19는 시료의 의사체액 내 각각의 아파타이트에 대한 이온화활동

도적 (IAP)을 나타냈다.20 이는 용출된 칼슘, 인, 수산화기 이온의 농도

값을 통해 계산되었다. 시료 P와 PS의 IAP값은 3시간 후에 최댓값을 나

타낸 후 빠르게 감소하였으나 시료 P는 담지 기간 동안 거의 변화가 없

었다.

Fig. 20는 시료 P, S, PS의 인장시험 결과를 응력-변형 곡선으로 나타

냈다. 예상한 바와 같이 시료 S는 쉽게 깨지는 취성을 보이는 반면 시료

P는 연성의 특성을 보였다. 그리고 시료 PS의 파단 특성은 시료 S와 P

의 중간이었다. 시료 S, PS, P의 최대 파단 강도는 각각 0.10 ± 0.01

MPa, 0.60 ± 0.05 MPa, 2.70 ± 0.66 MPa였다. 시료 S와 PS의 변형 파

단율은 각각 0.6 ± 0.1 %, 48.7 ± 1.5 % 였고 시료 P는 192.3 % 였다.

시료 S, PS, P의 영률은 각각 0.8 ± 0.2 MPa, 6.7 ± 1.5 MPa, 27.0 ±

6.9 MPa 로 측정되었다.
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Figure 18. Changes in element concentrations and SBF pH as a

function of soaking time.
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Figure 19. Changes in ionic activity product of apatite in SBF due

to immersion of specimens P, S, and PS.
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Figure 20. Tensile fracture strength–strain curves of specimens

P, S, and PS.
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Fig. 21과 22는 시료 P, S, PS를 가토의 두개골 결손부에 2주간 식립

한 후 조직을 40배 (Fig. 21)와 100배(Fig. 22)에서 광학현미경으로 관찰

한 사진이다. 각 사진에는 초기 결손부의 경계 (검은 라인)와 기존골 (검

은색 화살표) 그리고 신생골(흰색 화살표)을 기호로 표시했다. 시료 P에

서는 대부분의 결손부가 폴리카프로락톤 부직포로 채워져 있고 그 시료

는 완전히 연조직으로 둘러싸여 있을 뿐만 아니라 몇몇의 이물반응이 이

식재 내부에서 관찰되었다. 그러나 적은 양의 신생골 또한 기존골을 따

라 형성되어 있었다. 반면에 시료 S와 PS에서는 결손부의 대부분이 신

생골과 골양 조직으로 채워져 있었고 염증반응은 보이지 않았다. 단지

최소한의 이물반응이 두 개의 시료에서 관찰되었다.

Fig. 23과 24는 가토의 두개골 시술 후 4주후 결손부의 이미지를 40배

(Fig. 23)와 100배 (Fig. 24)로 광학현미경에서 관찰한 사진이다.

시료 P는 이식재 (흰색 별표)가 명확히 관찰되고 연조직이 완전히 그

주변을 감싸고 있는 것이 확인되었다. 2주후와 마찬가지로 적은 양의 신

생골이 기존골을 따라 보였으나 많은 양의 면역세포들이 여전히 이식재

내부에서 관찰되었다. 반면 시료 S와 PS는 대부분의 결손부에서 기존골

위로 성숙된 신생골이 채워져 있음을 확인했다. 골수와 지방조직 역시

신생골 내부에서 관찰되었다.

Fig. 25는 가토의 두개골에 시료를 식립 한 후 2주와 4주후 결손부에

형성된 신생골의 면적을 조직계측학적 분석을 통해 측정한 결과이다. 2

주와 4주후에 시료 P는 신생골이 전체 결손부의 각각 13.5 %와 16.1 %

생성된 반면 시료 S는 33.9 %와 34.8 %가 형성되었고 시료 PS는 전체

결손부의 29.0 %와 35.0 %에 신생골이 형성되었다. 각 그룹별로 2개의

시점 사이에는 유의성이 없었으나 시료 P와 S 그리고 시료 P와 PS 사

이에는 각 시점마다 통계적으로 유의한 차이를 보였다.
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Figure 21. Optical micrographs of specimens (a) P, (b) S, and

(c) PS after 2 weeks of implantation into calvarial

defects of New Zealand white rabbits. New and old bone

tissues are denoted by white and black arrows,

respectively. Specimen P is denoted by a white asterisk,

and the original defect margin is indicated by two black

lines. (Original magnification 40)
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Figure 22 . Detailed micro structures of Fig 21.(x 100)
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Figure 23. Optical micrographs of specimens (a) P, (b) S, and (c)

PS after 4 weeks of implantation into calvarial defects of

New Zealand white rabbits. New and old bone tissues

are denoted by white and black arrows, respectively.

Specimen P is denoted by a white asterisk, and the

original defect margin is indicated by two black lines.

(Original magnification 40)
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Figure 24. Detailed micro structures of Fig. 23. (x100)
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Figure 25. Histomorphometric results at 2 and 4 weeks post

implantation. Total new bone is expressed as a

percentage of the total region of the defect. The values

represent the mean 6 standard deviation of samples (n=4

in each group). *Significantly different from PCL group

at 2 and 4 weeks, respectively (*p < 0.05).
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4. 고찰

본 연구에서는 체내에서 아파타이트 형성능을 가지고 있으며 물리학적

성능이 향상된 고분자/세라믹 복합형 부직포가 전기 방사법으로 제조될

수 있음을 입증했다. 칼슘실리케이트 세라믹 겔과 폴리카프로락톤 고분

자 용액을 두 개의 노즐로 동시에 방적하는 동시 전기방사법을 적용하였

는데 이는 아파타이트 형성과 빠른 분해를 가진 칼슘실리케이트 섬유와

좋은 파단인성의 폴리카프로락톤의 기능을 모두 성공적으로 적용하기 위

해서이다.

칼슘실리케이트 와 폴리카프로락톤 섬유를 무작위로 혼합하여 제조된

복합형 부직포는 주사전자현미경을 통해 그 미세구조와 섬유의 직경을

확인했고 칼슘실리케이트 섬유는 얇으나 폴리카프로락톤은 굵은 직경을

보였다. 또한 의사체액 내에서 아파타이트 핵 생성의 가능성을 확인하기

위해 FT-IR 흡수스펙트럼을 이용하여 부직포 표면에 실라놀 그룹의 유

무 관찰했다. 실제로 실라놀 그룹이 확인된 시료 PS와 S에서 의사체내

에 일주일간 담지 후 아파타이트 생성능을 보였으나 실라놀 그룹이 없는

시료 P에서는 어떠한 아파타이트의 생성도 보이지 않았다. 더욱이 시료

PS에서는 실라놀 그룹이 없는 폴리카프로락톤 표면에도 아파타이트 결

정이 생성되었으나 시료 P에서는 어떠한 아파타이트 형성가능성도 보이

지 않았다. 이것은 ICP-AES의 결과로 설명되는데 칼슘실리케이트 섬유

가 분해되면서 섬유의 표면에 실라놀 그룹을 함유한 실리케이트 이온이

핵 생성 사이트의 역할을 하고17,91 칼슘실리케이트 섬유로부터 방출된 칼

슘이온은 의사체액 내에 아파타이트에 대한 이온화도적을 높여 아파타이

트 결정의 생성을 가속화시키는 역할을 한다. ICP-AES의 결과는 칼슘

과 실리콘 이온이 실제로 칼슘실리케이트 섬유에서부터 방출되는 것을

보여준다. 특히 그 결과는 시료 PS에서 칼슘실리케이트 섬유가 실리콘

이온을 방출하는 것을 보여준다. 또한 그 실리콘 이온들은 순차적으로



- 64 -

폴리카프로락톤 섬유 표면에 부착되면서 칼슘실리케이트 섬유와 동일하

게 아파타이트가 코팅된다. 이러한 아파타이트 형성 체제는 이미 비 생

체활성 고분자 표면에서 확인되어왔다.17,90,91

의사체액 내에서 칼슘실리케이트 섬유의 용해는 주사전자현미경 관찰

과 ICP-AES 분석, 그리고 PBS 내 분해도 시험을 통해 확인했다. 시료

S와 PS에서 칼슘실리케이트 섬유는 PBS 내에서 1 주일 만에 완전히 용

해되었다. 의사체액 내에서 전체 담지 기간 동안 실리콘 농도의 기하급

수적인 증가가 이를 뒷받침한다. 시료 S와 PS에서 초기 칼슘이온의 농

도 증가 또한 섬유의 분해에 의한 결과이며 아파타이트 결정의 생성에

의해 점차 칼슘이온의 농도가 감소된다. 이러한 칼슘실리케이트 섬유의

용해는 전기방사 후에 열처리 과정의 부재의 의한 결과이다. 칼슘실리케

이트 섬유가 열처리가 되지 않았기 때문에96 미 반응된 Si-OH와

Si(OCH2CH3)그룹 그리고 느슨한 구조의 Si-O-Si 연결은 의사체액 내에

서 칼슘실리케이트 섬유의 용해를 빠르게 할 수 있고 칼슘실리케이트 섬

유 자체를 약하게 만들 수 있다. 실제로 시료 S의 인장파단강도-변형률

곡선에서 쉽게 부러지는 파단양상을 보여준다. 게다가 빠른 용해 특성을

가진 칼슘실리케이트 부직포의 영률은 약 0.8 + 0.2 MPa 이었으나 그

섬유를 600℃에서 소결한 이후에는 약 5.5 GPa로 증가되었다.97 이 모든

결과가 본 연구에서 제조한 칼슘실리케이트 섬유가 빠르게 분해되면서

분해된 실리케이트 이온이 폴리카프로락톤 섬유 위에서 아파타이트의 생

성을 위한 핵생성 사이트의 역할을 한다는 것을 시사한다. 생성된 탄산

아파타이트 피복재는 탁월한 골 전도성을 보이고 이는 파골 세포에 의해

나중에 분해될 수 있다.98,99 반면에 시료 P의 인장파단강도-변형률 곡선

은 질긴 인성파단을 보여줬으나 시료 PS는 시료 S와 P사이의 값을 보

였다. 시료 PS의 인장강도는 거의 시료 P의 1/5 수준이나 그것은 칼슘

실리케이트 섬유가 혼합된 결과를 보인다. 그러므로 시료 PS에서 폴리

카프로락톤 섬유의 수 밀도를 줄여서 시료 P와 비교하였을 때 인장강도

가 감소함을 확인했다.
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골 전도성 시험의 결과를 생체활성 시험의 결과와 함께 비교, 분석한

결과 의사체액 내에서 아파타이트의 활성을 보인 시료 PS가 동물실험에

서도 탁월한 골 전도성을 보였다. 시료 S에서도 같은 결과를 확인했다.

시료 S와 PS가 이식된 부위에 신생골이 채워졌다. 생체활성 시험과 이

전 연구들에8,100 기초하면 시료 S와 PS가 생체 내 이식되었을 때 저 결

정성 탄산 아파타이트가 순차적으로 칼슘실리케이트와 폴리카프로락톤

섬유의 표면에 형성되고 그들의 표면을 따라 신생골이 형성되었으리라

생각된다. 시간이 지남에 따라 시료 PS에서는 신생골의 양이 증가하는

반면 시료 S에서는 그 증가되는 양이 미미했다. 이는 시료 PS에 골 전

도성이 없는 폴리카프로락톤 섬유가 포함되었기 때문인 것으로 생각된

다. 생체활성 실험 결과를 보면 의사체액 내에서 칼슘실리케이트 섬유에

의해 골 전도성이 없는 폴리카프로락톤 표면에도 아파타이트 결정이 코

팅은 되었으나 이는 섬유보다 훨씬 느리게 일어났음을 알 수 있다. 따라

서 비록 in vivo 상으로 확인은 어려우나 폴리카프로락톤 섬유가 함유된

시료가 신생골의 생성이 느리기 때문에 2주후에 비해 4주후에 신생골의

양이 증가된 것으로 생각된다.

의사체액 내에서 어떠한 아파타이트의 형성도 보이지 않은 시료 P는

낮은 골 전도성을 보였다. 시료 P에서도 신생골이 관찰되었으나 그 양이

적고 신생골이 시료 P에 직접적으로 접촉하지 않았으며 시료의 주변은

연조직으로 둘러싸여 있었다. 게다가 많은 염증세포가 시료 P의 내부에

서 관찰되었고 골 형성양은 시간이 지남에 따라 증가되지 않았다.

결론적으로 생분해성 폴리카프로락톤과 생체활성, 빠른 분해를 가진

칼슘실리케이트 섬유를 혼합한 복합형 부직포는 동시 전기방사를 통해

성공적으로 제조되었다. 이 부직포는 의사체액 내에서 좋은 아파타이트

형성능을 가지고 폴리카프로락톤과 칼슘실리케이트의 중간수준의 기계적

특성을 가졌으며 생체 내에서 좋은 골 전도성도 보였다. 따라서 이러한

재료는 골 충진재나 골 조직 재생 분야의 응용에 적합할 것으로 생각된

다.
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5. 결론

폴리카프로락톤과 칼슘실리케이트 섬유를 무작위로 혼합한 복합형 부

직포는 두 개의 노즐을 이용한 동시 전기방사법으로 제조했다. 이 복합

형 부직포는 물리학적 특성이 칼슘실리케이트 부직포에 비해 향상되었을

뿐만 아니라 의사체액 내에서 아파타이트 형성능도 나타냈다. 또한 가토

의 두개골에 이식 2주 만에 탁월한 골 전도성을 보였다. 이것으로 종합

해 볼 때 폴리카프로락톤과 칼슘실리케이트 섬유를 혼합한 복합형 부직

포는 골 조직 재생을 위한 재료로써의 응용에 적합할 것으로 생각된다.
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Ⅴ. PLGA의 생분해성이 전기방사법으로 제

조된 PLGA/칼슘실리케이트 복합형 부직포의

생체활성에 미치는 영향

1. 서론

Polyglycolide (PGA)와 Polylactide (PLA)의 공중합체인

Poly(lactic-co-glycolic acid) (PLGA)는 poly(a-hydroxy acids) 군의 고

분자 물질로 좋은 생체적합성과 생분해성 특성 때문에 널리 사용되어 왔

다. PLGA는 분자량뿐만 아니라 공중합체 조성을 쉽게 조절할 수 있어

임상적으로 봉합사, bone plate, 스크류, 그리고 약물 전달체와 같은 다양

한 분야에 적용되어 왔으며 안정성 또한 입증되었다.

PLGA의 분해는 생체내의 특정 효소의 작용 없이 체액과의 접촉에 의

해 일어나는데 PLGA의 젖산과 글리콜산 단량체 내에 있는 에스테르 결

합이 가수분해가 일어나면서 비 특이적인 분해 메커니즘을 보인다. 분해

물의 흡수는 생체의 대사 메커니즘에 따라 대사 사이클을 따라 흡수되며

최종적으로 이산화탄소와 물로 배설된다.101 이러한 분해 과정에서 미량

의 전신독성이 나타날 수 있는데 산성 분해산물이 주변 조직의 pH를 감

소시키며 그 결과 국부적 염증반응과 조직발달의 저해를 가져올 수 있

다.102,103

PLGA를 골 충진 재료로 적용할 때 골 전도성이 전혀 없기 때문에 대

부분의 연구에서 PLGA와 인산칼슘, 유리와 같은 생체활성 세라믹을 혼

합하여 골 전도성을 부여하고자 했다.104,105 그러나 마이크로 크기의 생체

활성 세라믹 분말과 PLGA는 서로 다른 젖음성의 차이로 인해 혼합이

어려웠다. 게다가 PLGA matrix 내에 세라믹 분말의 균일한 분산이 어

려우며 세라믹 분말의 양을 증대시키는 것은 복잡할 뿐만 아니라 분산제
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의 사용 없이 복합체의 표면에 세라믹 분말을 거의 노출시킬 수 없다.

그러므로 이러한 마이크로 복합체의 단점을 극복하기 위해 졸-겔 방

법을 이용한 나노 복합체가 개발되었다.63,106-108 그러나 이 방법 또한 충

분한 연결기공 구조를 얻기 어려워 골 충진재로써의 응용에 제한적이었

다. 그 이유는 골 충진재에서 기공은 새로운 혈관의 형성과 조직의 성장

을 위한 공간이기 때문이다. 그러므로 나노 복합체의 좋은 특성을 유지

하면서 쉽게 연결기공 구조를 만드는 새로운 공정 디자인이 요구된다.

전기방사법은 최근에 고분자나 세라믹 소재를 이용하여 쉽게 3차원 연

결 기공을 만들 수 있는 새로운 방법으로 떠오르고 있다. 실제로 많은

생분해성 고분자 부직포가 조직 공학적 지지체로써 응용되고 있는데

19,55-57 그 이유는 부직포의 구조가 인체 내 세포외기질 (Extra cellular

matrix)과 유사하며 높은 비표면적과 공극율을 가지고 있고 적절한 기계

적 특성, 생분해성, 표면 개질의 가능성45,46 그리고 약물과 유전자 전달을

위한 유연성을47,48 가지고 있기 때문이다.

그러나 고분자를 이용한 부직포를 골 충진재로 적용하기에는 골 전도

성이 없다는 단점이 있고 세라믹 부직포는 골 전도성은 있으나78,80 세라

믹에 내재하는 결점인 쉽게 깨지는 성질이 있다. 그러므로 만약 골 전도

성 세라믹과 연성-질김의 성질을 가진 고분자를 이용하여 고분자/세라믹

복합체 부직포를 동시 전기방사로 제조할 수 있다면 그것은 3차원 연결

기공 구조를 가진 복합체일 것이다.

몇몇의 생체활성 세라믹/고분자 복합형 부직포 시스템은 이미 발표되

었다.86,88,109-123 PLGA와 같은 생분해성 합성 고분자가 고분자/세라믹 복

합형 부직포에서 분해된다면 그것의 분해 산물은 산성일 것이고 그래서

그들은 아파타이트의 형성을 방해할 가능성이 있다. 왜냐하면 아파타이

트 결정은 낮은 pH (pH5.6 이하)에서 분해되기 때문이다.109 그러나 아직

까지 산의 부산물과 분해에 관한 연구는 보고되지 않았는데 이는 대부분

분해속도가 느린 고분자를 사용했기 때문이다.88,113,119,120,125

따라서 본 연구에서는 공중합체의 조성에 따라 분해속도가 다른 두 개
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의 PLGA를 이용하여 각각 칼슘실리케이트/PLGA 복합형 부직포를 제조

했고 PLGA의 분해속도가 의사체액 내에서 부직포의 아파타이트 형성능

에 미치는 영향을 연구했다. 본 연구결과는 생체활성을 가진 생분해성

고분자/세라믹 복합형 부직포를 개발할 때 고분자를 선택하는 가이드로

써 제공될 수 있을 것이다.
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2. 실험방법

2.1 시료의 준비

분해속도가 다른 두 개의 PLGA (LACTEL®) 고분자를

1,1,3,3-hexafluoro-2-propanol (HFIP, Acros) 용매에 17 wt%의 농도로

녹여 각각 낮은 분해도 (75PLA25PGA, I.V.0.55–0.75)와 높은 분해도

(50PLA50PGA, I.V. 0.55–0.75)를 가진 PLGA 용액을 제조했다. 칼슘실

리케이트 용액은 tetraethyl orthoSilicate (TEOS), 물, 에탄올, 이수화물

염화칼슘 그리고 염산을 80℃에서 20 시간 동안 축합 반응시킨 후 적절

한 점성을 얻기 위해 약 60℃, 9 kPa의 압력 내에서 2 시간 동안 수화시

켜 제조했다. 이때 염화칼슘과 물, 에탄올, 염산은 si를 기준으로 0.1: 2:

1: 0.02의 몰 비율로 혼합하여 겔 용액을 제조했다. PLGA 용액과 칼슘

실리케이트 용액을 16-gauge의 스테인리스 스틸 바늘이 연결된 2개의

다른 플라스틱 주사기에 넣었다. 분사구와 집진기 사이에 높은 전기장을

발생시키기 위해 전압발생기에 바늘을 연결했고 집진기는 드럼 형태로

표면은 알루미늄 호일을 감쌌다. PLGA와 칼슘실리케이트 섬유는 동시

방사를 통해 제조되었고 각각 주사기 펌프를 이용하여 1.5, 3 ㎖/h의 속

도로 분사되었으며 이 때 걸어준 전기장은 각각 1, 2 kV/㎝, 전압은 15,

20 kV로 걸어주었고 그 분사구와 집진기의 거리는 각각 15, 10 ㎝로 조

정했다. 대조군으로 PLGA와 칼슘실리케이트 부직포도 각각 동일한 조

건으로 전기 방사하여 제조했다. 제조된 부직포는 24시간 동안 상온에서

건조했고 그 이후에 PLGA5050, PLGA7525, 칼슘실리케이트, 칼슘실리케

이트/PLGA5050, 칼슘실리케이트/PLGA7525 복합형 부직포는 각각 그들

의 조성에 따라 시료 P5050, 시료 P7525, 시료 S, 시료 P5050S 그리고

시료 P7525S로 명명되었다.
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2.2 생체활성 시험

각기 다른 5개의 부직포는 의사체액 내에서 아파타이트 형성능을 통해

생체활성이 평가되었다.93 의사체액은 NaCl, NaHCO3, KCl, K2HPO3ㆍ

3H2O, MgCl2ㆍ6H2O, CaCl2, NaSO4를 Na+ 142.0, K+ 5.0, Mg2+1.5, Ca2+

2.5, Cl- 147.8, HCO- 4.2, HPO2- 1.0, SO4
2- 0.5 mM의 농도로 증류수에

용해시켜 제조했으며 tris-buffer 용액 (Tris(Hydroxymethyl)

aminomethane, H2NC(CH2OH)3)과 1N의 염산용액을 가하여 36.5℃에서

pH 7.4로 맞춘 후 필터 (Millipore, 0.22μm)를 이용하여 멸균했다.

부직포는 12 ㎜ 직경, 0.1 ㎜ 두께의 디스크 형태로 잘라 자외선 멸균

기 내에서 30분간 멸균했고 제조된 30 ㎖의 의사체액에 담지 하여 36.

5℃에서 일주일간 보관했다. 일주일 후 의사체액에서 꺼낸 시료를 증류

수로 세척하고 상온에서 건조한 후 아파타이트의 생성을 관찰했다.

2.3 특성평가

각 시료의 미세구조는 전계방사형 주사전자현미경 (FE-SEM; S-4700,

Hitachi)을 이용하여 관찰했고 섬유의 직경 분석을 위해 image analyzer

(Image J, NIH)를 사용하여 시료 당 500개 이상의 섬유를 측정한 후 섬

유직경에 따른 빈도수로 나타냈다. 이때 섬유의 직경은 가장 짧은 대각

선의 길이로 정의하여 측정했다.

각 부직포의 열분해 특성은 온도 변화에 따른 시료의 무게 변화를 측

정하여 분석하는 thermo-gravimetric analyzer (TGA; TGA Q500, TA

Instrument)를 이용하여 측정했다. TGA 분석은 air flowing 100 ㎝3/min

의 조건아래에서 25℃∼900℃까지 10℃/min의 속도로 승온하면서 측정

했다. 시료 P5050S, P7525S에서 함유된 칼슘실리케이트 섬유가 함유된

상대적인 양은 TGA 측정 후에 시료 S, P5050 그리고 P7525의 잔량을

기초로 하여 계산되었다.

각 시료의 작용기 분석은 적외선 분광광도계 (FT-IR; Spectrum One,

Perkin Elmer)를 이용했고 4 ㎝-1의 분해능으로 시료를 128회 스캔하여
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얻어진 누적 값으로 나타냈다. 시료는 미분상태의 시료와 시료대비 200

배 무게의 KBr 파우더를 혼합하여 제작한 후 측정했으며 background

노이즈는 순수한 KBr 파우더만 측정한 값으로 보정했다.

부직포에 생성된 결정상은 의사체액 담지 전후의 시료를 X-선 회절분

광장치 (Thin Film-XRD; D8 discover, Bruker)를 이용하여 측정했다.

시료의 용해 특성을 측정하기 위해 시간 별로 의사체액 내 녹아난 칼

슘, 인, 실리콘 이온의 원자학적 농도를 inductively coupled

plasma-atomic emission spectroscopy (ICP-AES; Optima-4300 DV,

Perkin Elmer)를 이용하여 측정했다.

시료의 담지 시간에 따른 의사체액의 pH는 pH미터 (DK-20, Horiba)

를 이용하여 각 시간마다 5개의 시료를 측정했고 그 값을 평균과 표준편

차를 이용하여 나타냈다.
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3. 실험결과

Fig. 26은 전기 방사된 부직포의 미세구조를 주사전자현미경으로 관찰

한 사진이고 ((a) S (b) P5050 (c) P7525 (d) P5050S (E) P7525S),

Fig. 27는 그룹별 섬유직경의 상대분포를 나타낸 결과이다. 시료 S에서

칼슘실리케이트 섬유의 직경은 0.2∼2.2 ㎛ 분포를 보였고 그 평균은 0.6

㎛로 측정되었다. P5050 시료에서 PLGA 섬유의 직경은 0.7∼5.5 ㎛사이,

평균은 2.3 ㎛ 였고 P7525 시료에서는 0.7∼5.6 ㎛ 사이의 분포, 평균은

2.4 ㎛로 측정되었다. 시료 P5050S에서 칼슘실리케이트 섬유와 PLGA

섬유의 직경은 0.2∼4.7 ㎛ 사이의 분포를 보이고 평균은 1.9 ㎛ 였으며

시료 P7525S에서는 직경이 0.1∼7.7 ㎛ 사이의 분포를 보이고 평균은

1.4 ㎛로 측정되었다.

Fig. 28은 각 시료의 열분해 특성 측정 결과이다. 시료 S에서 급격한

무게 감소는 약 100℃에서 나타났으며 이후에는 900℃까지 점차적인 무

게 감소가 있었다.

시료 P5050, P7525, P5050S 그리고 P7525S에서 240℃ 근처에서 급격

하게 무게 감소가 일어났으며 420℃ 이상의 온도에서는 추가적인 무게감

소가 보이지 않았다. 각 그룹의 시료 잔량율은 시료 S와 P5050, P7525,

P5050S, P7525S에서 각각 66, 1, 0, 44 그리고 37%를 보였다.

Fig. 29는 각 시료의 TF-XRD를 통한 상 분석 결과를 보여준다. 모든

시료에서 완만한 hollow 피크를 제외하고 어떠한 결정상도 관찰되지 않

았다.
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Figure 26. FE-SEM images of specimens (a) S, (b) P5050, (c) P7525,

(d) P5050S, and (e) P7525S.
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Figure 27. Relative frequency of fiber diameters of specimens

S, P5050, P7525, P5050S, and P7525S.
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Figure 28. TGA thermograms of specimens S, P5050, P7525, P5050S,

and P7525S.
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Figure 29. TF-XRD patterns of specimens S, P5050, P7525, P5050S,

and P7525S.
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Fig. 30는 시료 S, P5050, P7525, P5050S, P7525S의 FT-IR 흡수스펙

트럼을 이용한 작용기 분석결과를 보여준다. 시료 S, P5050S 그리고

P7525S에서 si가 포함된 작용기가 관찰되었다. 799 ㎝-1,951 ㎝-1에서

Si-O-Si symmetric stretching 과 Si-OH asymmetric stretching 피크가

관찰되었으며66 1099 ㎝-1에서 Si-O-Si asymmetric stretching 피크를 보

였다. 또한, ∼1634 ㎝-1, 3435 ㎝-1에서 H2O에 해당하는 흡수 피크가 확

인되었으며66 ∼1731 ㎝-1, 2869 ㎝-1, 2950 ㎝-1에서 C=O와 CH2의

symmetric, asymmetric stretching 피크를 각각 확인했다.

Fig. 31은 시료를 의사체액에 일주일간 담지한 후 주사전자현미경으로

미세구조를 관찰한 결과이다. 시료 S와 P7525S에서는 PLGA를 포함한

모든 섬유가 완전히 아파타이트로 코팅된 반면 시료 P5050, P7525,

P5050S에서는 어떠한 섬유도 아파타이트 코팅이 되지 않았다. 그러나

특이하게도 P5050S시료에서 섬유의 표면에 흰색 결정들이 관찰되었으나

상 분석 결과에서 어떠한 상도 측정되지 않았다 (Fig. 7). 따라서 EDS를

이용하여 결정의 원소를 분석한 결과 Si, Ca, O 원소가 측정됨으로써 이

결정은 칼슘실리케이트의 잔량으로 간주된다. 또한 초기에 길이가 긴 칼

슘실리케이트 섬유들이 의사체액 담지 후 짧은 섬유로 끊어져 있었다.

특히 주목해야 할 점은 아파타이트 형성이 보이지 않는 시료 P5050,

P7525 그리고 P5050S에서 섬유의 팽윤과 말리는 현상이 관찰된 것이다.

팽윤과 말림은 대부분 시료 P5050에서 일어났고 3개의 시료 중 P5050S

에서 가장 적게 일어났다. 특히 P5050 시료에 있던 3차원 연결기공이

PLGA 5050 섬유의 팽윤에 의해 완전히 막혔다.

Fig. 32은 시료의 의사체액 담지 일주일 후 TF-XRD를 이용한 상 분

석 결과이다. 저 결정성 아파타이트가 시료 S와 P7525S에서 관찰된 반

면에 시료 P5050, P7525, P5050S에서는 관찰되지 않았다. 이처럼

TF-XRD 결과는 미세구조의 결과와 일치함을 보인다.
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Figure 30. FT-IR spectra of specimens S, P5050, P7525,

P5050S, and P7525S.
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Figure 31. FE-SEM images of specimens (a) S, (b) P5050, (c)

P7525, (d) P5050S, and (e) P7525S after soaking in SBF

for 1 week.
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Figure 32. TF-XRD patterns of specimen S, P5050, P7525,

P5050S, and P7525S after soaking in SBF for 1

week.
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Fig. 33은 시료를 의사체액에 담지 한 후 시간에 따른 pH의 변화와

칼슘, 인 그리고 실리콘 이온의 농도 변화를 보여준다. 시료 S와 P7525S

에서 칼슘 이온의 농도는 6시간 후 최곳값을 보이고 점차적으로 감소한

반면, 시료 P5050과 P7525에서는 칼슘이온이 측정되지 않았다. 시료

P5050S는 점차적으로 칼슘 이온의 농도가 증가했고 연구기간 내에 감소

는 보이지 않았다. 이와 유사하게 시료 S와 P7525S에서 인의 농도는 담

지 초기부터 감소한 반면 시료 P5050, P7525, P5050S는 어떠한 변화도

나타나지 않았다. 이러한 경향은 실리콘에서도 동일하게 관찰되었는데

시료 S와 P5050S, P7525S에서는 담지 기간이 늘어날수록 실리콘 농도가

점점 증가하였으나 시료 P5050, P7525에서는 실리콘이 관찰되지 않았다.

시료 S와 P7525S의 pH는 3시간후 가장 높은 값을 보였고 그 이후에는

점차적으로 감소했다. 시료 P7525S의 pH는 시험기간 동안 변화가 없었

으며 시료 P5050과 P5050S는 점차적으로 pH가 감소했다.

Fig. 34는 의사체액 내의11 아파타이트 이온화활동도적(IAP)을 보여준

다. 시료 S와 P7525S는 3시간 후 가장 높은 IAP 값을 보였고 그 이후에

점차 감소했다. 그러나 시료 P5050, P7525는 어떠한 변화도 보이지 않았

으며 시료 P5050S의 IAP 값은 점차적으로 증가하였으나 그 증가량이

매우 미미했다.
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Figure 33. Changes in elemental (a) calcium, (b) phosphorous, and

(c) silicon concentrations, and (d) pH of specimens S,

P5050, P7525, P5050S,and P7525S after different soaking

periods in SBF.
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Figure 34. Changes in ionic activity products of apatite in SBF

due to the immersion of specimens S, P5050, P7525,

P5050S, and P7525S.
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4. 고찰

우리는 생분해성 PLGA의 분해속도가 동시 전기방사법으로 제조된

PLGA/SiO2–CaO 복합형 부직포의 아파타이트 형성에 미치는 영향에

관하여 연구했다. In vivo에서 PLGA가 분해되면 글리콜산이나 젖산과

같은 분해산물이 생체의 대사 사이클에 포함되어 인체에 무해하게 배출

되는 것으로 알려져 있으나 사실 그들의 산성 성질 때문에 국부적인 염

증을 일으킨다는 보고도 있다. 우리는 이전 연구에서 PLGA의 산성 분

해산물이 의사체액 내에 있는 PLGA/Organosilioxane 나노하이브리드 재

료의 아파타이트 형성을 방해하는 것을 확인했다.126 실제로 분해속도가

빠른 PLGA를 이용한 PLGA/SiO2–CaO 복합형 부직포는 의사체액 내에

서 아파타이트의 형성을 보이지 않았으나 분해도가 낮은 PLGA에서는

아파타이트 결정이 형성됨을 확인했다. 이러한 결과로부터 PLGA 단량

체의 조성비는 PLGA/SiO2–CaO 복합형 부직포의 아파타이트 형성 능

력에 결정적인 영향을 주는 것으로 생각된다.

의사체액 내에서 SiO2–CaO 섬유에 생성된 아파타이트 결정은 실라놀

그룹의 음전하에 의한 불균일 핵 생성으로부터 발생되었다. SiO2–CaO

섬유가 의사체액 내에 담지 되었을 때 의사체액 안으로 칼슘이온이 용해

되고 전하보상을 위해 연결되지 않은 산소와 물의 수소이온이 결합되면

서 물에 있던 남은 수산화 이온의 절대 양이 증가하게 된다.11,74 이로 인

해 의사체액의 pH가 증가하게 되고 그것은 아파타이트의 이온화활동도

적을 증가시키게 된다. 의사체액 내에서 아파타이트의 과포화 정도가 핵

생성을 위한 한계치를 넘어서게 되면 아파타이트는 핵 생성을 시작하게

되고 그 후 의사체액 내에서 자연스럽게 결정이 성장하게 된다.

시험기간 동안 시료 P5050S의 칼슘이온은 지속적으로 방출된 반면,

시료 S 와 P7525S에서는 일정시간까지 증가하다가 감소하는 경향을 보

였다. 실리콘의 경우에는 시료 S와 P5050S 그리고 P7525S에서 시간이
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지남에 따라 점차적으로 방출되는 농도가 증가했다.

이 두 가지 ICP-AES 결과는 아파타이트 형성 메커니즘이 시편

P5050S에서도 제대로 작용되었음을 보여준다. 시료 S와 시료 P7525S에

서 이온화활동도적을 높이는 증폭제로 사용된 칼슘 이온과 아파타이트의

핵 생성 사이트로 작용되는 실라놀 그룹을 생성하는 실리케이트 이온이

방출되듯이 P5050S에서도 칼슘과 실리콘 이온이 방출되고 있기 때문이

다. 그러나 아파타이트 결정이 성장하는 동안 감소해야 하는 인의 농도

가 시료 S와 시료 P7525S에서 감소한 반면 시료 P5050S에서는 감소하

지 않았다. 또한 의사체액의 pH는 칼슘이온의 방출과 함께 초기에는 증

가하다가 아파타이트가 생성되면 감소해야 하는데 실제로 시료 S,

P7525S와는 다르게 시료 P5050S를 담지한 의사체액의 pH는 초기부터

감소했다. 이러한 결과는 시료 P5050S에서 칼슘과 실리케이트 이온은

지속적으로 나오나 인의 감소가 일어나지 않았기 때문에 아파타이트가

수산화 그룹의 오작동에 의한 메커니즘에 따라 형성되지 않는 것을 의미

한다.

의사체액에 시료를 담지하자마자 pH가 낮아지고(Fig. 33(d)) PLGA 섬

유가 부푼 것으로(Fig.31) 보아 우리는 담지 기간 동안 PLGA 섬유가 분

해되었음을 추측할 수 있다. 실제로 시료 P5050을 담지한 의사체액의

pH가 점차적으로 감소한 반면에 시료 P7525에서는 어떠한 특별한 pH의

변화가 보이지 않았으며 시료 P5050이 시료 P7525보다 더 심하게 부풀

었다.

이를 종합적으로 볼 때 시료 P5050의 분해속도가 시료 P7525 보다 빠

르기 때문에 글리콜산이나 젖산과 같은 높은 농도의 산성 분해물이 생성

되었음을 시사한다. 그러나 시험기간 동안 의사체액의 pH가 실제로 아

파타이트의 형성을 방해할 만큼 충분히 낮지 않다는 점에 주목해야 한

다. 일반적으로 아파타이트는 pH 5.6 이하에서 용해되어지는 것으로 알

려져 있다.

우리의 이전 연구에서 보고된 것처럼126 측정된 pH는 의사체액 전체의
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평균값을 보여주기 때문에 이것은 실제로 분해가 일어나는 PLGA 섬유

부근의 pH를 나타내지 못한다는 것을 의미한다. PLGA 섬유의 분해에

의해 발생되는 산 분해산물이 우선 국부적으로 pH를 감소시키고 그 이

후에 점차적으로 전체 용액으로 확산된다. 의사체액에 담지 후 심하게

팽윤된 PLGA 섬유는[Fig. 31(b,c)] 이러한 가설을 뒷받침해 준다. 게다

가 시료 P5050의 팽윤정도가 시료 P7525보다 심하기 때문에 이것은 시

료 P5050S가 시료 P7525S보다 더 빠르게 분해됨을 시사하고 그것은 아

파타이트의 생성을 방해할 것이다.

실제로 많은 종류의 전기 방사된 생체활성, 생분해성 세라믹/고분자

복합형 부직포가 보고되어 왔으나86,88,109-123 어느 연구도 산성 분해산물이

아파타이트 형성을 방해한다는 보고는 없었다. 왜냐하면 기존 연구에서

는 분해속도가 느린 고분자만 사용했기 때문에 이것을 관찰할 기회가 적

었다. 또한 organosiloxane 그룹을 가진 변형 PLGA에서도 동일한 현상

이 관찰된 점을 주목해야 한다.126

종합적으로 분해가 빠른 고분자는 생체 내에서 빠르게 산성 분해산물

을 생성하고 이는 생체활성과 생분해성을 가진 고분자/세라믹 복합형 부

직포의 초기 아파타이트 생성을 방해할 수 있다. 따라서 생체활성과 생

분해성을 가진 복합형 부직포를 골 충진재나 골 조직 공학적 지지체로

이용할 때에는 생분해성 고분자의 선택에 있어서 주의가 요구된다.
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5. 결론

우리는 PLGA의 분해속도가 전기방사로 제조된 PLGA/SiO2–CaO 복

합형 부직포의 아파타이트 생성에 영향을 줄 수 있다는 것을 입증했다.

분해가 빠른 PLGA를 이용한 PLGA/SiO2–CaO 복합형 부직포는 의사체

액 내에서 아파타이트의 핵 생성이 유도되는 충분한 과포화 상태임에도

불구하고 아파타이트 결정이 생성되지 않았다.

반대로 분해가 느린 PLGA 섬유를 이용한 시료에서는 아파타이트 핵

생성을 보였다. 의사체액 내 pH 감소와 시간에 따른 팽윤을 통해 우리

는 PLGA/SiO2–CaO 복합형 부직포의 아파타이트 생성능이 PLGA의 분

해속도와 밀접하게 연관되어 있는 것으로 판단하였는데 그 이유는 산성

분해산물이 직접적으로 아파타이트의 용해에 영향을 주기 때문이다. 이

러한 이유로 생체활성과 분해능을 가진 복합형 부직포를 골 충진재나 조

직 공학적 지지체로 사용할 때 생분해성 고분자의 선택에 있어서 주의가

요구된다.
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Ⅵ. PVA-칼슘염 전달체 시스템을 이용한

아파타이트 코팅법 연구

1. 서 론

골 충진재 재료의 개발에 있어서 가장 주요한 목표 중에 하나는 생체

내에서 재료의 표면에 저 결정성 탄산 아파타이트를 생성시키는 생체활

성을 부여하는 것이다. 왜냐하면 생체활성을 가진 저 결정성 수산화 탄

산 아파타이트는 탁월한 골 전도성을 나타내는 것으로 알려져 있기 때문

이다.10,127 그 결과 사람의 혈장과 유사한 이온 농도로 제조된 의사체액

내에서93 생체활성 물질의 표면에 생성되는 아파타이트 형성 메커니즘을

밝히는 많은 시도가 있었다.7,11,74,128 생체활성 물질의 표면에 아파타이트

가 형성되는 첫 번째 단계는 특별한 핵 생성 사이트에 칼슘이온이 킬레

이트 되는 것인데 실리카를 기반으로 한 생체유리의 경우에 이 핵 생성

사이트는 실라놀 그룹이다.12,129,130 그 이후에 인, 수산화, 탄산, 그리고 칼

슘이온의 흡수에 의해 일정한 크기로 군집을 형성하고 그 결과 3차원적

인 군집은 아파타이트의 결정을 위한 핵의 역할을 한다. 핵 생성 이후에

아파타이트의 과포화 농도 상태인 의사체액 때문에93 아파타이트 결정은

순차적으로 성장하게 된다. 사실, 많은 실리카 기반의 생체활성 유리와

유리-세라믹이 발달되어왔는데9,10,127,131 그들 중 몇몇은 골 충진재로써 유

용하게 사용되고 있다.10,127 그러나 세라믹의 취성 때문에 힘이 가해지지

않은 곳이나 약하게 힘이 가해지는 부분으로 임상에의 사용이 제한되고

있다.132,133 그러므로 생체활성 유리나 세라믹과 비교하여 파단저항이 향

상된 새로운 생체활성 물질이 필요하다.10,14,15,105,134-144

생체활성 세라믹 분말과 연성의 고분자 상으로 구성된 벌크 형태의 복

합체는 인공적인 골 충진재로써 적합할 것으로 생각된다. 왜냐하면 뼈는
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나노 크기의 수산화 탄산 아파타이트 결정과 콜라겐 섬유로 구성되어 있

기 때문이다.6 좋은 골 전도성과 기계적 물성을 가진 많은 생체활성 세

라믹/고분자 복합체가 발달되어 왔다.10,14,15,105,133-140-142-146 그러나 생체활

성 복합체에도 몇몇의 단점을 가지고 있다. 예를 들면 고분자에 마이크

로 크기의 생체활성 세라믹 분말을 혼합하는 과정에서 고분자 매트릭스

내에 세라믹 분말을 균일하게 분산시키는 것이 어렵다. 또한 세라믹 분

말의 함량을 증가시키는 것은 더 복잡한 혼합과정이 필요하며 세라믹 분

말이 복합체의 표면에 노출되는 양도 미미하다. 따라서 다른 젖음성을

가진 두 개의 상으로부터 상 분리 문제를 해결하는 것은 어렵다. 마이크

로 복합체의 공정에서 발생하는 이러한 문제는 졸-겔 반응을 이용한 나

노복합체 제조공정으로 최소화시킬 수 있다.14,15,143,147-149 그러나 나노복합

체 구조에서 발생하는 새로운 화학적 결합은 임상적인 사용에 있어 안전

성이 검증되지 않았다.

단지 복합체의 표면만이 골 결손부의 조직과 접촉되기 때문에 만일 기

계적 물성과 안정성이 만족된다면 저 결정성 수산화 탄산 아파타이트가

코팅된 고분자 복합체는 골 충진재로써 매우 좋을 역할을 할 것이다.

실제로 고분자 표면에 저 결정성 수산화 탄산 아파타이트 층을 코팅하

기 위한 많은 시도가 있었다.17,34,70,90,91,100,150-170 초기에는 의사체액 내에

고분자 물질의 아래에 생체활성 유리 입자를 놓아 생체활성 유리로부터

용해된 실리케이트 이온 (실라놀 그룹)이 고분자의 표면에 부착되도록

했다.100,152,154,155,158,159 이 고분자의 표면에 부착된 실라놀 그룹은 아파타이

트의 핵 생성 사이트로 작용했고 높은 농도의 의사체액에 담지 하였을

때 성공적으로 빠르게 아파타이트 결정이 성장했다.

이 방법은 직접적으로 고분자 표면에 실란 커플링 에이전트를 이용하

여 핵 생성 사이트로써의 실라놀 그룹을 고정하는 방법으로 수정되었다.

그리고 의사체액 내에서 아파타이트 형성을 가속화시키기 위해 칼슘이온

을 추가했다. 그 다음에 칼슘염과 실리콘 알콕사이드로부터 제조된 칼슘

실리케이트 용액에 반응시켰다.160,167 더 발전된 교정은 칼슘염이 포함된
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고분자 표면에 실란 커플링 에이전트가 결합된 이후에 수화가 수행되어

졌다.70 그리고 더 나아가 칼슘과 인 이온 용액에 고분자 물질을 담지 했

다.156,157,164,165 아파타이트에 대해 과 포화된 용액 내에서 고분자 표면에

아파타이트의 불균일 핵 생성과 성장을 유도도 보고되어 왔다.34,162,169

위에 기술된 이러한 방법들은 고분자 표면에 아파타이트 결정을 코팅

하는데 적합하지만 모두 복잡하고 많은 시간이 걸린다. 여기서 우리는

칼슘이온을 운송할 수 있는 poly(vinyl alcohol) (PVA) 전달체 시스템

을 이용하여 고분자 표면에 저 결정성 탄산 아파타이트를 코팅하고자 한

다. 칼슘 킬레이트와 PVA의 부착성질은 PVA가 효율적으로 고분자 표

면에 칼슘이온을 운송하고 아파타이트 결정의 생성을 유도할 수 있는지

에 대해 실험되었다. 골 대체재로 응용을 위해 우리는 전기 방사된 생분

해성 PLGA 부직포에 아파타이트 결정을 코팅했다. 왜냐하면 그것은 연

결기공 구조를 가지고 있고 적합한 기계적 물성과 적절한 분해도 그리고

골 전도성을 부여할 수 있기 때문이다.
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2. 실험 방법

2.1 시편의 준비 및 방법

Poly(D,L-lactic-co-glycolic acid) 50:50 (PLGA, 10 wt%;

RESOMER® RG509S, Boehringer-Ingelheim)를 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-

2-propanol (HFIP, Across Organics) 용매에 10 wt%의 농도로 녹인 후

상온에서 12 시간 이상 교반하여 PLGA 전기방사 용액을 제조했다. 고

전압장치를 이용하여 직경 16 게이지의 스테인리스 스틸 주사기 바늘과

원형 금속 집진기 사이에 20 kV의 전압을 인가했고 거리는 20 ㎝로 고

정하여 1 kV/㎝의 전기장을 생성했다. 이때 PLGA 용액은 주사기 펌프

를 이용하여 3.0 ㎖/h의 속도로 원형 금속 집진기에 방사되었고 원형 금

속 집진기의 회전 속도는 2 m/s로 고정하여 용매의 휘발을 용이하게 했

다. 방사된 PLGA 부직포는 잔류 용매를 휘발시키기 위해 후드에서 24

시간 건조시킨 후 디스크 형태로 잘라 (12㎜ 직경 x 1㎜ 두께) 사용했

다. PLGA 부직포는 시료 P로 명명했다.

PVA 전달체와 칼슘이온으로 구성된 PVA-Ca 코팅 용액을 제조하기

위해, PVA (MW: 148000; Sigma-Aldrich) 분말을 증류수에 2.4 wt%의

농도로 녹인 후 제조된 10 ㎖ PVA 용액에 4 M의 농도로 염화칼슘 2수

화물 (CaCl2·2H2O; Junsei Chemical)을 첨가했다.

시편 P위에 PVA-Ca 용액을 30 ㎖씩 코팅한 후 1일간 진공오븐 내에

서 건조했다. 이렇게 제조된 시편을 PPC라 명명했다. 비교 군으로 PVA

가 없는 4M의 칼슘용액을 시편 P에 코팅했고 이를 PC 시편이라 명명했

다.
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2.2 아파타이트 결정의 코팅

우리는 의사체액(simulated body fluid, SBF)의 제조를 위해 증류수에

NaCl, NaHCO3, KCl, K2HPO3ㆍ 3H2O, MgCl2ㆍ6H2O, CaCl2, NaSO4를

용해시킨 후 Tris-buffer 용액 (Tris(Hydroxymethyl) aminomethane,

H2NC(CH2OH)3)과 1N의 염산용액을 가하여 36.5℃에서 pH7.4의 완충용

액을 이루도록 했다. 각 시편 P, PC, PPC는 30분간 UV멸균 한 후 30㎖

의사체액 내에 매달아 시간별로 (3, 6, 9, 12 시간, 1, 3, 7 일) 담지했다.

담지 후 모든 시료는 용액에서 제거하여 증류수로 세척한 후 상온에서

건조했다.

2.3 특성분석

각 시료의 미세구조는 전계방사형 주사전자현미경 (FE-SEM; S-4700,

Hitachi)을 이용하여 관찰했고 Image analyzer (Image J, NIH)를 이용하

여 전기방사 된 PLGA 부직포의 섬유직경을 측정했다. 각 시료 당 500

개 이상의 섬유를 측정한 후 섬유직경에 따른 빈도수로 나타내었으며 섬

유의 직경은 가장 짧은 대각선의 길이로 정의하여 측정했다. 각 시료의

작용기는 적외선 분광광도계 (FT-IR; Spectrum One, Perkin Elmer)를

이용하여 4 ㎝-1의 분해능으로 시료를 128회 스캔하여 얻어진 평균 값으

로 측정했다. 의사체액 담지 전후의 시료의 결정상은 X-선 회절분광장

치 (Thin Film-XRD; D8 discover, Bruker)로 측정되었다. 시간에 따른

의사체액 내 녹아난 칼슘, 인, 실리콘 이온의 원자학적 농도를 측정하기

위해서 Inductively Coupled Plasma-Atomic Emission Spectroscopy

(ICP-AES; Optima-4300 DV, Perkin Elmer)를 이용했다. 시료의 담지

시간에 따른 의사체액의 pH는 pH미터 (DK-20, Horiba)를 이용하여 각

시간마다 5개의 시료를 측정했고 그 값을 평균과 표준편차로 나타냈다.
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3. 실험결과

Fig. 35은 전기방사법으로 제작된 시편 P의 전자현미경 사진(Fig. 1a)

과 섬유의 직경 분포(Fig. 35b)를 보여준다. PLGA 섬유는 무질서하게

무작위로 배열되어 있었고 그 직경은 0.5∼6um의 분포로 평균 2.6 ± 0.9

㎛의 크기를 보였다.

Fig. 36는 PVA, 염화칼슘, PVA-Ca의 적외선 분광기 측정결과이다.

PVA는 3414 와 1631㎝-1에서각각OH envelop과 물변형 피크를 보였다.66

1435, 1330 ㎝-1에서 OH bending mode66, 1238 ㎝-1에서 COH bending

mode를 보였다.171 반면에 919 ㎝-1에서 CO stretching mode66 피크가 관

찰되었고171 850, 1094 ㎝-1에서 CCO stretching mode171가 관찰되었다.

염화칼슘에서는 3414 와 1631 ㎝-1에서OH envelop과 물 변형 피크를 제

외하고는 특별한 피크를 보이지 않았다. 그러나 물 변형 피크의 강도가

PVA 것보다 매우 큰 것을 확인할 수 있었다.

반면에 PVA-Ca 구조의 스펙트럼에서는 1435, 1330 ㎝-1에서 1412,

1304㎝-1로 OH bending mode 파수가 적색편이 (red shift)됨이 관찰된

것을 제외하고는 PVA과 염화칼슘을 혼합한 형태의 피크가 관찰되었다.

Fig. 37은 의사체액에 시편 P를 담지 한 후 시간에 따른 (3, 6, 9, 12

h, 1d, 7d) 미세구조를 전자현미경으로 관찰한 사진이다. 침적 후 6시간

부터 PLGA 섬유가 약간 팽윤된 것을 제외하고 아파타이트 결정의 생성

과 같은 특별한 미세구조의 변화는 보이지 않았다.

Fig. 38는 의사체액에 시편 PC를 담지 한 후 시간에 따른 (3, 6, 9, 12

h, 1d, 7d) 미세구조를 전자현미경으로 관찰한 사진이다. 시편 P와는 달

리 시편 PC에서는 담지 9시간 이후부터 PLGA 섬유의 표면에 작은 아

파타이트 결정이 생성되었다. 아파타이트 결정의 수는 담지시간이 증가

함에 따라 증가했고 1일 후에는 아파타이트 결정이 섬유 표면의 대부분

코팅되었다.
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Figure 35. (a) FE-SEM image and (b) fiber size distribution of

non-woven PLGA fabric



- 96 -

Figure 36. FT-IR spectra of PVA, CaCl2·2H2O, and the mixture

of PVA and CaCl2·2H2O.
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Figure 37. Low- and high-magnification (insets) FE-SEM

photographs of specimen P after soaking in SBF for (a) 3,

(b) 6, (c) 9, (d) 12 h, (e) 1 day and (f) 7 days.
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Figure 38. Low- and high-magnification (insets) FE-SEM

photographs of specimen PC after soaking in SBF for (a) 3,

(b) 6, (c) 9, (d) 12 h, (e) 1 day and (f) 7 days.
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Fig. 39는 의사체액에 시편 PPC를 담지 한 후 시간에 따른(3, 6, 9, 12

h, 1d, 7d) 미세구조를 전자현미경으로 관찰한 사진이다. 담지 6시간 이

후부터 수많은 작은 아파타이트 결정이 PLGA 섬유의 표면에 생성되었

고 또한 시간에 지남에 따라 그 수가 증가되었다. 또한, 담지 12시간 이

후에는 모든 표면에 아파타이트 결정이 코팅되었다.

Fig. 40은 의사체액에 담지 7일 후 각각 Fig. 4,5에서 관찰된 시료 PC

와 PPC의 뒷면을 관찰한 사진이다. 시료 PC의 표면은 아파타이트 결정

이 완전히 코팅되지 않은 반면 시료 PPC의 표면은 완전히 코팅되어 있

음을 확인했다. 이 두 개의 시료는 각각 5개씩 샘플링 하여 미세구조를

관찰한 결과 동일한 현상을 확인했다.

Fig. 41은 의사체액에 시료P, PC, PPC를 담지 후 0, 3, 6, 9,12h, 1d,

7d후에 각 시료의 상을 분석한 결과이다. 저 결정성 아파타이트 상이 시

편 PPC와 PC에서 담지 후 6시간, 9시간 후 처음으로 확인되었다. 그들

의 피크는 시간이 지남에 따라 점점 높이가 증가되었으며 담지 7일 후

시편 PC보다 PPC시료에서 더 높은 강도로 관찰되었다. 반면에 시편 P

의 경우 전 시험기간 동안 어떠한 아파타이트 상도 관찰되지 않았는데

이는 미세구조 분석결과가 이를 뒷받침해준다.

Fig. 42은 시료를 의사체액 침지 후 시간에 따른 pH, 칼슘과 인 이온

의 농도변화와 아파타이트에 대한 이온화도적의 변화를 보여준다. 시료

PC와 PPC는 각각 3시간과 6시간 후 칼슘 이온의 농도가 최고조에 도달

한 이후 점점 감소한 반면 시료 P는 어떠한 농도 변화도 측정되지 않았

다. 시료 PC와 PPC에서 인과 pH의 농도는 담지 시작부터 감소하였으나

시료 P에서는 어떠한 변화도 관찰되지 않았다. 의사체액에서 아파타이트

에 대한 이온화도적은 시료 PPC를 담지 한 후 3시간 후에 최곳값을 보

이고 시간이 지남에 따라 점차적으로 감소했다. 그러나 시편 PC에서의

아파타이트에 대한 이온화도적은 담지 시작부터 감소하였으며 시편 P에

서는 어떠한 변화도 관찰되지 않았다.
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Figure 39. Low- and high-magnification (insets) FE-SEM

photographs of specimen PPC after soaking in SBF for

(a) 3, (b) 6, (c) 9, (d) 12 h, (e) 1 day and (f) 7 days.
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Figure 40. FE-SEM photographs of the other side of specimens PC

and PPC observed in Figs 38f and 39f; (a) low- and

(c) high-magnification FE-SEM photographs of specimen PC,

(b) low- and (d) high-magnification observation of specimen

PPC.
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Figure 41. TF-XRD patterns of specimens (a) P, (b) PC and (c) PPC

after soaking in SBF for 0, 3, 6, 9, 12 h, 1 day and 7 days.
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Figure 42. Changes in elemental concentrations and SBF pH as a

function of soaking time: (a) Ca, (b) P, (c) pH and (d) IAP.
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4. 고 찰

In vitro 나 in vivo에서 자연적으로 재료의 표면에 저 결정성 탄산 아

파타이트를 생성시킬 수 있는 능력을 가진 재료는 생체활성 물질이라 명

명되었고 그들은 좋은 골 전도성을 유도하는 것으로 알려져 있다.172 그

러므로 골 충진 재로의 응용을 위해 이미 수많은 생체활성 물질을 개발

하는 시도가 있어왔다. 골 전도성을 얻기 위한 다른 한 가지 대체방안은

인공적으로 비 생체활성 물질의 표면에 저 결정성 탄산 아파타이트 층을

코팅하는 것이다.17,34,70,90,71,100,150-152,154-170 이 방법의 장점은 고분자나 금속,

세라믹과 같은 다양한 종류의 기질물질을 사용할 수 있다는 것이며90 그

것은 생성된 최종 물질의 기계적 물성을 쉽게 조절할 수 있다. 그러나

이러한 물질들에 골 전도성은 코팅된 저 결정성 탄산 아파타이트 표면층

에 의해 제어된다.

비 생체활성 물질에 저 결정성 탄산 아파타이트를 코팅하는 모든 방법

은 칼슘이온을 이용한다. 왜냐하면 칼슘이온이 아파타이트가 과 포화되

어 있는 의사체액과 같은 용액 내에서 아파타이트에 대한 이온화도적을

증가시켜 아파타이트의 불균일 핵 생성을 유도하기 때문이다.

비 생체활성 물질에 아파타이트 형성을 유도하는 가장 간단한 방법은

칼슘이온이 함유된 용액에 비 생체활성 물질을 담근 후에 아파타이트나

인 이온이 과 포화된 다른 용액에 그 물질을 담지 하는 것이다.

156,157,164,165 그러나 이러한 방법은 특히 고분자와 같은 비 생체활성 물질

에 균일하게 아파타이트 코팅을 유도하기는 어려운데 그 이유는 물질의

다른 친수성 때문이다. 게다가 칼슘이온의 점도는 매우 낮기 때문에 고

분자의 표면에 효율적으로 고정되기 어렵고 코팅 후에 고분자 표면에 남

아있는 칼슘이온의 양은 매우 작다. 이러한 원인으로 인하여 칼슘이온이

불균일하게 코팅되고 아파타이트 층의 형성도 불균일해진다.(Fig. 38,

40-42). 따라서 본 연구에서는 칼슘이온이 비 생체활성 물질의 표면에
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간단하고 효율적으로 부착될 수 있는 PVA 전달체 시스템을 이용했다.

본 실험에서 PLGA 섬유 표면에 생성된 균일한 아파타이트 코팅층은

PVA가 칼슘이온을 킬레이트하고 부착능력을 가지고 있음을 보여준다.

PVA는 종종 접착제로 사용되는데 그 이유는 높은 분자량뿐만 아니라

구조적으로 많은 수산화기 때문에 발생되는 부착성질 때문이다. PVA 구

조에 있는 많은 양의 수산화이온은 쿨롱의 인력에 의해173 용액 내에서

칼슘이온을 킬레이션 할 수 있는 높은 잠재력을 가지고 있음을 의미한

다. 왜냐하면 PVA는 부분적인 음전하를 띄는 반면에 칼슘이온은 양전하

를 띄고 있기 때문이다. 실제로 FT-IR 스펙트럼에서 PVA의 수산화 밴

드는 (Fig. 36) 칼슘이온과 함께 반응하여 적색편이가 나타났다. 이것은

PVA의 수산화기와 칼슘이온 사이에 화학적 반응이 일어났음을 강력하

게 뒷받침한다.173 실제로, 의사체액 내에서 시간에 따른 시료 PPC의 미

세구조는 시료 PC와 다른 양상을 보여주는데 시료 PC의 아파타이트 형

성이 9시간에 일어난 것에 비해 PPC 시료는 단지 6시간후 일어났다

(Fig. 38, 39). 이것은 시료 PC와 PPC에 코팅된 칼슘이온의 양이 다름을

시사한다. 게다가 시료 PC에서 아파타이트 형성이 균일하지 않은 반면

시료 PPC에서는 균일한 아파타이트 층을 보인다. 이것은 PVA 전달체

시스템이 의사체액 내에서 균일한 아파타이트 형성을 유도하는 것을 시

사한다. 시료 PC에 비해 시료 PPC에서 빠른 아파타이트 형성을 보이는

것은 ICP-AES의 결과로도 설명이 가능하다. 의사체액 내에서 시료

PPC의 칼슘 이온의 농도는 시료 PC에 비해 빠르게 증가하는데(Fig. 8a)

이것은 아파타이트에 대한 이온화도적을 높이는 결과를 가져옴으로써

(Fig. 42d) PLGA 섬유의 표면에 빠르게 아파타이트 결정을 형성 시킨다

(Fig. 38-41).

이러한 현상은 Fig. 43의 도식화로 설명되는데 단지 칼슘이온이 포함

된 용액을 PLGA에 섬유의 표면에 코팅할 때 그 용액의 낮은 점도와

PLGA의 다른 친수성으로 인해 흡착되는 칼슘이온의 양은 적을 것이다

(Fig. 43c). 그러나 PVA와 칼슘염이 함께(PVA-Ca) 포함된 용액으로
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PLGA 섬유를 코팅할 경우 PVA의 수산화기가 많은 양의 칼슘이온을 킬

레이트화 시키고 PVA의 높은 분자량은 좋은 접착성을 부여하여 PLGA

섬유의 표면에 많은 양의 칼슘이온을 흡착시킬 것이다. 시료 PC는 의사

체액 내에서 적은 양의 흡착된 칼슘이온이 녹아나면서(Fig. 43e) 아파타

이트에 대한 이온화도적을 약간 증가시키게 되고(Fig. 42d) 그 결과 불

균일한 아파타이트 층이 PLGA 표면에 코팅되게 된다.(Fig. 40c, 43g) 그

러나 시료 PPC가 의사체액에 담지되면 PVA와 많은 양의 칼슘이온이

PLGA 섬유표면으로부터 녹아나게 되고(Fig. 43f) 아파타이트에 대한 이

온화도적을 증가시키게 된다. (Fig. 42d) 순차적으로 균일한 아파타이트

층이 빠르게 생성되게 된다.(Fig. 40d, 43h)

종합적으로 볼 때 우리는 칼슘염을 킬레이트하고 접착력을 가진 PVA

가 상승작용에 의해 PLGA 섬유의 표면으로 칼슘이온을 전달하기 위한

좋은 전달체 의 역할을 한다. 이러한 PVA 전달체 시스템은 분명하게

간단하지만 비 생체활성 물질의 표면에 균일한 아파타이트를 코팅을 빠

르게 유도하는 효율적인 방법이다.
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Figure 43. Schemes of apatite formation on specimens PC and PPC

with time.
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5. 결 론

본 연구에서는 비 생체활성 물질의 표면에 균일하게 빠르게 저 결정

성 탄산 아파타이트 층을 생성할 수 있는 PVA 전달체 시스템을 개발했

다. 충분한 양의 수산화 기를 가진 PVA는 쿨롱 인력에 의해 칼슘이온을

효율적으로 킬레이션하고 PVA의 높은 분자량은 PVA-Ca 구조가 균일

하고 풍부하게 PLGA의 섬유 표면에 흡착될 수 있도록 했다. 이러한

PVA-Ca 구조는 비 생체활성 PLGA 섬유의 표면에 성공적으로 빠르고

균일한 아파타이트 층을 생성을 유도했다. 그리고 이러한 구조는 비 생

체활성 물질의 표면에 아파타이트 층을 코팅하는 쉽고 효율적인 방법이

될 것으로 생각된다.
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Ⅶ. 종합결론

본 연구에서는 전기방사법을 이용하여 생체활성 칼슘실리케이트, 생분

해성 고분자 (PCL, PLGA), 칼슘실리케이트/고분자 복합형 부직포를 제

조했고 이들의 표면에 저 결정성 탄산 아파타이트가 생성되도록 했다.

칼슘실리케이트가 포함된 부직포는 칼슘이온의 용출에 의해 의사체액 내

의 아파타이트에 대한 이온화도적을 증가시키는 방법으로 저 결정성 탄

산 아파타이트의 형성을 유도했고 순순한 생분해성 고분자 부직포는 칼

슘이 함유된 PVA 전달체 시스템을 이용해 의사체액 내에서 저 결정성

탄산 아파타이트가 형성되도록 설계했다. 제조된 부직포는 다양한 분석

을 통해 골유도 차폐막 및 골 대체재로의 응용 가능성을 평가했다.

생체활성 칼슘실리케이트 섬유는 칼슘 함량이 증가함에 따라 섬유의

직경이 증가했고 의사체액 내에서 저 결정성 탄산 아파타이트 형성능이

증가하였다. 반면 조골세포의 세포반응은 느리게 일어났는데 이는 섬유

의 표면 안정성으로부터 기인한 결과로 생각된다. 섬유의 표면에 저 결

정성 탄산 아파타이트 결정의 생성으로 인해 초기 부착된 세포가 떨어지

면서 증식이 지연될 뿐만 아니라 섬유의 분해 작용 또한 세포의 증식과

분화를 늦추는 역할을 할 것이다. 칼슘의 함량이 서로 다른 2개의 칼슘

실리케이트 부직포 (SCa0.00, SCa0.10)와 매식재가 없는 결손부 (defect)

를 이용한 토끼 두개골 이식시험에서는 SCa0.10 시료가 다른 시료에 비

해 가장 우수한 골 전도성을 보였다. 이는 칼슘이온이 저 결정성 탄산

아파타이트의 생성에 주요한 역할을 하는 것을 보여준다. 또한, 저 결정

성 탄산 아파타이트가 생성된 칼슘실리케이트, 칼슘실리케이트/고분자

복합체의 ICP-AES의 결과에서 칼슘실리케이트 섬유가 의사체액 내에서

초기에 칼슘과 실리콘 이온을 방출했고 아파타이트 형성과 동시에 의사

체액 내에 있던 인 이온과 칼슘이온, 그리고 pH가 감소함을 보였다. 이

러한 결과로 저 결정성 탄산 아파타이트의 형성 메커니즘을 설명할 수
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있는데 칼슘실리케이트 섬유가 분해되면서 섬유의 표면에 실라놀 그룹을

함유한 실리케이트 이온이 핵 생성 사이트의 역할을 한다. 칼슘실리케이

트 섬유로부터 방출된 칼슘이온은 의사체액 내에 저 결정성 탄산 아파타

이트에 대한 이온화도적을 높여 저 결정성 탄산 아파타이트 결정 생성을

가속화시키게 된다.

칼슘실리케이트, 생분해성 고분자, 및 칼슘실리케이트/생분해성 고분자

부직포를 관찰한 결과 칼슘실리케이트 섬유는 생분해성 고분자 섬유에

비해 얇고 부스러진 형상을 보였으며 의사체액 내에서 빠른 분해 양상을

보였고 칼슘실리케이트/생분해성 고분자 부직포에서는 의사체액 내에서

칼슘실리케이트 섬유가 분해되면서 그 표면뿐만 아니라 생체활성이 없는

주변의 고분자 섬유에도 아파타이트를 형성시킴을 확인했다. 그러나 칼

슘실리케이트가 없는 순수한 생분해성 고분자는 오랜 기간 의사체액에

담지 하여도 표면에 저 결정성 탄산 아파타이트의 형성이 보이지 않았으

며 오히려 생분해성 고분자의 분해 속도에 따라 섬유의 팽윤과 부서짐이

관찰되었다. 또한 고분자의 산성 분해산물이 아파타이트의 형성을 방해

하여 빠른 분해를 보이는 PLGA5050이 포함된 칼슘실리케이트

/PLGA5050 복합형 부직포에서는 저 결정성 탄산 아파타이트가 생성되

지 않고 분해가 느린 PLGA7525가 포함된 칼슘실리케이트/PLGA7525

복합형 부직포에서만 아파타이트가 형성되었다. 이는 XRD와 FT-IR 분

석에서도 동일한 결과를 보였는데, PLGA5050이 포함된 시편을 제외한

모든 생체활성 세라믹과 세라믹/고분자 복합체의 표면에서 저 결정성 아

파타이트가 형성됨을 확인했다. 또한, 인장강도 시험을 통해 세라믹 부직

포에 비해 세라믹/고분자 복합형 부직포의 기계적 물성이 향상된 것을

확인할 수 있었다.

생체활성이 없는 순수한 고분자에서는 저 결정성 탄산 아파타이트가

스스로 형성될 수 없기 때문에 이를 개선하고자 아파타이트 구성물질인

칼슘이온과 PVA 고분자를 이용한 PVA 전달체 시스템을 설계했다.

PVA 전달체 시스템은 비 생체활성 물질의 표면에 칼슘염을 균일하게
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코팅함으로써 의사체액 내에서 빠르게 저 결정성 탄산 아파타이트 층을

생성할 수 있었다. 그 이유는 충분한 양의 수산화 기를 가진 PVA는 쿨

롱 인력에 의해 칼슘이온을 효율적으로 킬레이션하고 PVA의 높은 분자

량은 PVA-칼슘염 구조가 균일하고 풍부하게 고분자 섬유 표면에 흡착

될 수 있었기 때문일 것이다. 이러한 구조는 비 생체활성 물질의 표면에

아파타이트 층을 코팅하는 쉽고 효율적인 방법이 될 것으로 생각된다.

이상의 결과로부터 생체활성 칼슘실리케이트와 PVA-칼슘염 전달체

시스템을 이용하여 전기방사법으로 제조된 칼슘실리케이트, 칼슘실리케

이트/생분해성 고분자, 순수한 고분자 부직포 표면에 저 결정성 탄산 아

파타이트 형성을 성공적으로 구현 할 수 있었다. 이러한 복합체는 골 전

도성과 생체활성이 우수했고 부직포로부터 생체모방형 구조를 재현하여

뼈의 재생뿐만 아니라 다양한 조직 재생을 위한 재료로써 유용하게 이용

될 수 있을 것으로 기대된다.
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Preparation of the osteoconductive 

and biodegradable non-woven fabrics 

by electrospinning
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The calcium silicate, biodegradable polymers, and calcium 

silicate/biodegradable polymer composite non-woven fabrics were prepared 

using an electro-spinning method, and their formation capabilities of a low 

crystalline carbonate apatite and osteoconductivities were evaluated in 

simulated body fluid (SBF) and with a calverial defect model of New 

Zealand white rabbit, respectively.  

The evaluations of the fibers characteristics, bioactivity, pre-osteoblastic 

cell responses, and osteoconductivity of the non-woven SiO2–CaO fabric 

made by electrospinning method was carried out. Silica gels with four 

different calcium contents were prepared by condensation following 

hydrolysis of tetraethyl orthosilicate under acidic conditions. The molar ratios 

of Ca to Si prepared ranged from 0 to 0.15. SiO2–CaO fabrics were 

heat-treated at 300℃ for 3 h after spinning. The apatite-forming ability of 
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heat-treated, non-woven SiO2–CaO fabric was evaluated in SBF and tended 

to increase with an increasing Ca to Si molar ratio. However, proliferation 

and differentiation tended to decrease with an increasing Ca to Si molar 

ratio. The sample which had the Ca to Si ratio as 0.10 showed good 

osteoconductivity in vivo in the calvarial defect New Zealand white rabbit 

model compared to that had the Ca to Si ratio as 0 and empty defect.   

The non-woven calcium silicate/poly(ɛ-caprolactone) (PCL) composite 

fabric was prepared using the electrospinning method and its 

osteoconductivity was evaluated. A 17% PCL solution is prepared using 

1,1,3,3-hexafluoro-2-propanol (HFIP) as the solvent, whereas the SiO2–CaO 

gel solution is prepared via a condensation reaction following the hydrolysis 

of tetraethyl orthosilicate. PCL and SiO2–CaO gel solutions are spun 

simultaneously with two separate nozzles. As controls, pure PCL and SiO2–
CaO non-woven fabrics are also made by the same methods. The three 

non-woven fabrics were exposed to SBF for 1 week and resulted in the 

deposition of a layer of apatite crystals on the surfaces of both the SiO2–
CaO and PCL/SiO2–CaO composite fabrics, but not on the PCL fabric.  The 

fracture behaviors of the non-woven calcium silicate fabric was brittle but 

that of the non-woven PCL fabric was ductile-tough. Meanwhile, the fracture 

behavior of the PCL/calcium silicate composite fabric was intermediate 

between that of the calcium silicate and PCL fabrics. The SiO2–CaO and 

PCL/SiO2–CaO composite fabrics had excellent osteoconductivity in calvarial 

defects of New Zealand white rabbits within 4 weeks. On the other hand, 

the pure PCL fabric was observed only the inflammatory response.

The effects of poly(lactic-co-glycolic acid) (PLGA) degradability on the 

apatite-forming ability of electrospun PLGA/SiO2–CaO composite fabric were 

investigated. Two PLGA copolymer compositions with low and high 
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degradability were used in experiments. They were dissolved in HFIP, and 

each PLGA and SiO2–CaO gel solutions were spun simultaneously with two 

separate nozzles under electric fields of 1 and 2 kV/cm using two syringe 

pumps with flow rates of 7.5 and 5 mL/h, respectively. As controls, low 

and high degradable PLGA and non-woven SiO2–CaO fabrics were also 

made by the same methods. The five non-woven fabrics that were produced 

were exposed to SBF for 1 week. SBF exposure resulted in the deposition 

of a layer of apatite crystals on the surfaces of both the SiO2–CaO and the 

low degradable PLGA7525/SiO2–CaO composite fabrics, but not on the low 

and high degradable PLGA or the high degradable PLGA5050/SiO2–CaO 

composite fabrics. The results are explained in terms of the acidity of the 

PLGA degradation products, which could have a direct influence on apatite 

dissolution.

A novel method to coat electrospun PLGA fiber surfaces evenly and 

efficiently with low-crystalline carbonate apatite crystals using a poly(vinyl 

alcohol) (PVA) vehicle system carrying calcium ions was presented. A 

non-woven PLGA fabric, which was prepared by electrospinning, was coated 

with a PVA solution containing 4M calcium chloride dihydrate (specimen 

PPC). As controls, pure non-woven PLGA fabric (specimen P) and fabric 

coated with a calcium chloride dihydrate solution without PVA (specimen 

PC) were also prepared. Three specimens were exposed to SBF for 1 week 

and this exposure led to form uniform and complete apatite coating layer on 

the fiber surfaces of specimen PPC. However, no apatite had formed to the 

fiber surfaces of specimen P and only inhomogeneous coating occurred on 

the fiber surfaces of specimen PC. These results were explained in terms of 

the calcium chelating and adhesive properties of PVA vehicle system. The 
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practical implication of the results is that this method provides a simple but 

efficient technique for coating the fiber surface of an initially non-bioactive 

material with low-crystalline carbonate apatite. 

The calcium silicate, calcium silicate/biodegradable polymers, and pure 

non-woven polymer fabrics were fabricated by electrospinning and the low 

crystalline carbonate apatite was successfully formed on their surfaces 

through the bioactive calcium silicate and PVA vehicle system with the 

calcium salt. These electrospun non-woven fabrics, which had good 

osteoconductivities and biomimetic structures, are believed to be suitable for 

use in applications such as the guided bone regeneration membrane or bone 

graft materials.

Key words: electrospinning, non-woven fabric, osteoconductivity, 

biodegradability, low crystalline carbonate apatite, calcium silicate, 

calcium silicate/polymer, PVA vehicle system.
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