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서론

임플란트의표면처리는골유착에영향을미치며, 이에대한

연구가활발하게진행되고있다. 예를들어, 더거친표면1은임

플란트식립시마찰력과고정을증대시킬수있다. Hermann 등2

은1.5 mm의매끈한 collar를가지는매끈하고거친표면혼합형

임플란트를 골 하방에 심고, 거친 표면의 다른 임플란트를 골

정에 맞춰 심은 결과 교합하중이 가해지기 전에, 거친 표면이

초기치유기동안초기bone implant contact (BIC)를향상시킨다는

결론을발표하였다. 
치과용임플란트에서티타늄양극산화임플란트표면처리,3

수산화인회석 코팅을 이용한 방식4 샌드블라스팅 표면5 샌드

블라스팅 후 산부식 처리6 등의 임플란트 처리법은 이미 시판

되는 제품들이 있으며 여러 학자들은 이들 표면이 기계절삭

표면보다세포의증식이더활발하고, BIC가향상되었으며초

기임플란트고정효과가증대되었다고발표한바있다. 
임플란트 표면의 거칠기를 물리적, 화학적으로 증가시키는

방법외에도biomimetic engineering을이용하여임플란트의초기

고정력 등 물성을 향상시키려는 노력이 진행 중이다. 2004년
Zhu 등7은임플란트표면biomaterial이조골세포의process에영향

을미친다고밝혔으며, Huang 등8은임플란트주위골이 loading에
견디기위해서는임플란트표면과주변조골세포가강한세포

부착을 일으켜야 한다고 발표한 바 있다. 즉 임프란트의 골융

합은임플란트성공에중요하며표면의biomaterial은그효과를

더욱증대화시키는방법이될수있다. 
본논문은histone deacetylase inhibitor의하나인MS275가티타늄

디스크 표면에서 세포활성에 어떠한 영향을 미치는지 알고자

계획되었다. MS275는유전자발현과생리학적단백질조절에

중요한역할을하는HDAC inhibitor의일종으로, 최근김등9은이

것이 골 조직에서 초기 골유도 인자(early osteogenic marker)의
활성과유전자발현을촉진한다고밝혔다. 즉MS275를사용함

으로써초기골세포반응을활성화시킬수있다는것이다. 
MS275와 같이 골유도능이 있다고 알려진 성장유도인자를

어떻게 효과적으로 임플란트 주위골에 운반할 것인가는 중요

한문제이다. 이미조등10은poly lactic-co-glycolic acid (PLGA)를운

반체로 사용하여 PLGA/1,25-dihydroxyvitamin D 혼합체를 sub-
micron입자로티타늄디스크에표면처리했을경우, 세포증식

속도가 증가하고 조골세포로의 분화가 촉진된다는 결과를 발

표하였다. 또한 이 등11도 운반체인 PLGA를 이용하여 rhBMP
(TGF-βfamily)를티타늄디스크에 submicron 코팅하여실험한결

Electrospray법을 이용한 MS275/PLGA submicron 코팅 티타늄에서의

표면변화와 간엽줄기세포증식에 관한 연구

유수연1∙김성균1*∙허성주1∙곽재영1∙이주희2∙박윤경1∙김에나1
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연구 목적:본실험은MS275와PLGA (poly lactic-co-glycolic acid) 의복합체를 submicron 크기로티타늄디스크표면에코팅하여, 표면의변화를알아보고생물학적으로간엽

줄기세포활성에어떠한영향을미치는지조사하기위해시행되었다.
연구 재료 및 방법:양극산화디스크에 electrospray 코팅법을이용하여PLGA를분사한것을대조군으로설정하고, MS275를0.5 μM, 1 μM, 1.5 μM 농도별로코팅한것을실험

군으로하였다. 티타늄디스크표면에분사된복합체가 submicron입자크기로이루어졌는지SEM을통해확인하였으며, MS275로코팅한디스크와양극산화디스크의거칠

기차이를확인하기위해AFM으로관찰하였다. 디스크위에간엽줄기세포배양후1, 4, 7일에세포증식양상을SEM과MTT 검사를통해확인하였다.     
결과: AFM (atomic force microscope) 결과대조군과실험군에서거칠기의유의할만한차이가없었다(P>.05). MTT 결과1, 4, 7일시간이지남에따라세포증식이활발해졌으

며세포배양7일에0.5μM - 1.5 μM MS275 농도안에서, MS275의농도가커짐에따라세포의활성도가높아짐이유의할수준으로확인되었다(P<.05). 세포부착을SEM으로

확인한결과, 세포의부착수는시간이갈수록증가하고부착형태역시돌기가크고넓어지며, 표면과긴밀함접촉이증가하였다.  
결론: FE-SEM과MTT 결과MS275/PLGA 복합체로표면처리된타이타늄표면에서세포가초기에 (7일내) 빠르게증식하였다. 또한복합체처리군의농도가증가할수록높

은세포성장수치를보였다. (대한치과보철학회지2012;50:285-91)

주요단어:티타늄; MS275; PLGA; 줄기세포
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과, 세포증식효과와 분화속도 증가에 대한 긍정적 결과를 발

표한바있다.
이에근거하여본실험에서는 PLGA와 MS275 복합체를 sub-

micron 크기로 티타늄 디스크 표면에 코팅하여, 생물학적으로

세포활성에어떠한영향을미치는지조사하였다. 이러한복합

체가 티타늄 임플란트 표면에 사용되었을 때 골세포 증식을

활성화시킬수있다는가능성을알아본다는점에서그의의가

있다.   

연구 재료 및 방법

1. 티타늄 디스크 준비 및 표면 처리

티타늄디스크는 commercially pure 기계절삭디스크(Warantec
Co., Seoul, Korea)를준비하였다. 디스크는25 mm직경과1 mm의

두께를가지고있으며, 모든디스크를초음파하에서20분간처

리후에99% ethanol에20분간담그는과정을2번반복한후에증

류수에 하루 보관하였다. 양극산화 처리는 0.02 M/L calcium
glyceophosphate와0.15 M/L calcium acetate 전해질용액에서300 V
전압으로 3분간 실온에서 시행되었다. 양극산화 티타늄 디스

크는증류수로세척후 ethylene oxide (EO) 가스에서소독후실험

에사용되었다

2. MS275와 PLGA submicron입자의 융합 및 코팅 시행

골유도 기능이 있다고 알려진 MS275와 고분자 캐리어인

PLGA를 30분동안섞어 PLGA입자와 MS275가잘융합되도록

한후12에, electrospray 기계(Nanonc Co., Seoul, Korea)를이용하여 sub-
micron입자로티타늄디스크표면에코팅을시행하였다. MS275
는DMSO (dimethyl sulfoxide) 에녹인후에사용되었으며, PLGA
는 acetone에 녹여 각 군마다 농도에 맞게 희석시켰다. 복합체

(MS275와PLGA) 용액을glass syringe (미세경노즐 : 0.05 mm)에연

결하여0.1 A 전류, 15 - 20 kV 전압, 5 ㎕/min 속도로분사하여고

르게 티타늄 디스크를 코팅할 수 있게 하였으며, 고른 농도의

적용을위해디스크는회전장치(30 rpm)에연결하였다. 대조군

과실험군은모두4개이며아래와같다. PLGA의영향이없다는

것을 보이기 위해, 대조군으로 양극산화 티타늄 디스크 표면

위에PLGA를분사하였다.  
Group 1: Anodized under 300 V then, coated with 50 ㎕

[PLGA in DMSO] solution
Group 2: Anodized under 300 V then, coated with 50 ㎕

[(0.5 μmole MS275 (25㎕) + PLGA (25 ㎕))/disc] solution 
Group 3: Anodized under 300 V then, coated with 50 ㎕

[(1.0 μmole MS275 (25 ㎕) +PLGA (25 ㎕))/disc] solution
Group 4: Anodized under 300 V then, coated with 50 ㎕

[(1.5 μmole MS275 (25㎕) + PLGA (25 ㎕))/disc] solution

3. Cell culture

토끼골수(Approval No. SNU-120312-5)는1 : 100,000 epinephrine
함유 lidocaine (Yuhan Co. Gunpo, Korea)으로 국소마취 후 bone
marrow aspirator (Klima-Rosegger modif, Lausanne, Switzerland)를이

용하여 토기 대퇴골에서 채취하였다. 채취한 골수를 70 mm
nylon mesh filter (Becton Dickinson, NJ, USA)에통과시켜거른후,
모아진골수세포를ACK lysing buffer에담가실온에서6분간2번
반복하여 처리하였다. 이 후, released cell들은 15% fetal bovine
serum (FBS), 2 mM L-glutamine, 55 μM 2-mercaptoethanol, penicillin-
streptomycin (Sigma Co., MO, USA), 100 μM L-ascorbic acid 2-phos-
phate (Sigma Co., MO, USA)를포함한배양액에넣어, 37℃5% CO2

습기하에보관되었다. 

4. MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5 diphenyl

tetrazolium bromide) assay 

토끼골수간엽줄기세포 1×105를티타늄디스크표면위에

분주후측정하였다. 세포분주1, 4, 7일에각군당5개를측정하

였다. 탈수소 효소작용에 의해 노란색의 수용성기질인 MTT
tetrazolium을보라색을띄는비수용성의MTT formazan으로환원

시키는 살아있는 세포내의 미토콘드리아의 능력을 이용한 검

사법이다. 살아있는세포가많을수록이 formazan의생성도많

아지기 때문에 세포의 증식을 측정할 수 있다. 비수용성의 보

라색 formazan 생성물이 측정도구에서 공급되는 용해시약에

녹아나타나는색의흡광도를ELISA reader (Bio-Rad Model 550;
Hercules, CA, USA)로OD 450 nm에서측정하였다.  

5. FE-SEM (Field Emission Scanning Electron

Microscopy) 검사

세포부착의형태학적특성을결정하기위해 SEM (Hitachi S-
4700, Japan) 을이용하였다. 티타늄디스크표면을pH 7.2, 0.1 M
phosphate buffer serum (PBS) 1 ml에5분간격으로3회세척하고2.5%
glutraldehyde와paraformaldehyde 혼합액4%로4℃에서1시간동안

1차고정하였다. 세척후 osmium tetraoxide로 2차고정한후 60-
100%  ethanol로단계적으로탈수하고 t-butyl alcohol로 tBA과정후

냉동건조, 이온코팅후500배배율로관찰하였다.

6. AFM (atomic force microscope) 측정

캔틸레버의끝에매달린탐침을통해표면의원자상을측정

할수있는AFM XE-100 (Park systems Co., Suwon, Korea) 을이용하

여티타늄디스크표면의코팅물질의거칠기를측정하였다.
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7. 통계분석

각 데이터는 각 배양으로부터 평균±평균의 표준오차로 나

타냈다. One way ANOVA로 세포 증식에 대한 전체 유의성을

분석후, 세포배양7일째MTT 결과에대한그룹간차이의유의

성검증을위해Tukey의다중분석을시행했다. AFM실험에서도

PLGA와MS275/PLGA로코팅한양극산화티타늄디스크표면

거칠기의차이를확인하기위해, SPSS 통계분석을사용하였고

5%의유의성으로검증하였다.

결과

1. 티타늄 표면 형태

양극산화티타늄표면에PLGA와MS275을섞은용매를 sub-
micron 입자형태로뿌렸을때PLGA만뿌렸을때보다MS275가
첨가되었을때좀더점성이있고입자가많은편이다. 하지만

모든 실험군의 입자가 전자기장을 이용한 electrospray 기계를

이용함으로써 submicron 크기로뿌려졌음이확인되었다(Fig. 1).   

2. MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5 diphenyl

tetrazolium bromide) assay 결과

MTT assay 결과0.5 μM , 1.0 μM, 1.5 μM  MS275는토끼골수간

엽줄기세포에독성을나타내지않았으며 1.5 μM 농도안에서

는농도가커질수록세포가더잘자라는경향을보여준다. 또
한Fig. 2에서볼수있듯이, 4일째까지는 cell이자라는데농도간

유의한차이를보이지않으며(P>.05) 7일째유의한차이를보인

다(P<.05). 

3. FE-SEM 결과

MTT assay 결과와 마찬가지로 세포의 수는 시간이 갈수록

증가하고 부착 형태 역시 넓어지고, 표면과 긴밀함 접촉이 증

가하는것을알수있었으며, 0.5 μM - 1.5 μM MS275 농도범위에

서는 농도가 커질수록 세포가 더 잘 자라고 세포돌기가 많이

생성됨을확인할수있었다(Fig. 3). 

4. AFM (atomic force microscope) 결과

티타늄디스크 위에 뿌린 줄기세포의 증식이 MS275의 농도

에 따른 성장유도 역할 때문에 변하는 것인지, 표면의 성장인

자 때문에 생긴 거칠기의 변화인지 확인하기 위하여 표면 거

칠기를 3차원적으로 측정한 결과 평균적으로 Ra값은 대조군

에서0.262 μm, 실험군에서0.273 μm로관찰되었다. 즉양극산화

티타늄에 PLGA만 분사한 디스크의 거칠기와 MS275 1.5μM를

분사한티타늄의거칠기평균값차이가0.011 μm로 submicron 입
자 크기이며, 이는 유의할만한 차이가 아니었다(P>.05) (Fig. 4,
Table 1).

Fig. 1. SEM (×5000) image of anodized titanium disc by electrospraying (A) PLGA
+ DMSO (control) /disc. Anodized titanium discs are coated with submicron-sized
PLGA particles. (B) 0.5 μM MS275 (25㎕) + PLGA (25㎕))/disc. Anodized
titanium disc coated with PLGA/MS275 shows more sticky and fine texture than
control group. (C) 1.0 μM MS275 (25㎕) +PLGA (25㎕))/disc (d) 1.5 μM
MS275 (25㎕) + PLGA (25㎕))/disc.

A B

C D

Fig. 2. MTT assay measured as cell proliferation. The result shows that cell pro-
liferation is increased by time and after 7 day of cell culture, there is a significant
difference (*P<.05; the graph bar represents mean ± SE). And the cell activity
of test groups (anodized titanium disc coated with PLGA + MS275 0.5 μM, 1.0
μM, 1.5μM) is significantly higher than control group (anodized titanium disc coat-
ed with PLGA/DMSO) at 7 day. 
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with  PLGA + DMSO

Anodized titanium disc coated 
with  PLGA + MS275 0.5 μM

Anodized titanium disc coated 
with  PLGA + MS275 1.0 μM

Anodized titanium disc coated 
with  PLGA + MS275 1.5 μM

1 day                     4 day                    7 day

Culture period

Table 1. Surface roughness (Ra) of anodized disc coated with PLGA (control group)
and MS275 + PLGA (test group) 

Ra (surface roughness) measured by AFM (mean value) : (μm)
Anodized disc with PLGA 0.262

Anodized disc with 1.5 μM MS275 + PLGA 0.273

A

B

C

D

A   B   C   D A   B   C   D A   B   C   D
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Fig. 3. SEM (×500) images of 1 day cell culture (A) PLGA + DMSO (control) /disc, (B) 0.5 μM MS275 (25㎕) + PLGA (25㎕))/disc, (C) 1.0 μM MS275 (25㎕) +PLGA
(25㎕))/disc, (D) 1.5 μM MS275 (25㎕) + PLGA (25㎕))/disc, SEM (×500) images of 4 day cell culture, (E) PLGA + DMSO (control) /disc, (F) 0.5 μM MS275 (25㎕)
+ PLGA (25㎕))/disc, (G) 1.0 μM MS275 (25㎕) +PLGA (25㎕))/disc, (H) 1.5 μM MS275 (25㎕) + PLGA (25㎕))/disc, SEM (×500) images of 7 day cell culture,
(I) PLGA + DMSO (control) /disc, (J) 0.5 μM MS275 (25㎕) + PLGA (25㎕))/disc, (K) 1.0 μM MS275 (25㎕) +PLGA (25㎕))/disc, (L) 1.5 μM MS275 (25㎕) + PLGA
(25㎕))/disc.

A B

E F

C D

G H

I J K L

Fig. 4. The results of surface roughness measured by AFM (20 μm × 20 μm) (A) Anodized titanium disc coated with PLGA, (B) Anodized titanium disc coated with MS275
and PLGA. There is no significant difference between group (A) and (B) (P>.05).  

A B
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5. 통계분석

유의성검증을위해Tukey의다중분석을시행한결과, 0.5 μM
MS275, 1.5 μM MS275로코팅한양극산화티타늄디스크에서, 세
포배양 7일후세포증식정도의유의한차이를보였다(P<.05).
AFM실험에서는 t-test 수행한결과, PLGA만코팅한표면과 1.5
μM MS275와 PLGA를같이코팅한표면거칠기에유의한차이

가없었다(P>.05). 

고찰

골 생성은 복잡한 여러 단계 과정에 의해 일어나는 현상이

며, 각단계마다골형성을일으킬지, 골소실을일으킬지에관

한결정은여러유전자의발현으로결정된다.13 이중, MS275는9

histone deacetylase (HDAC)의기능을억제하여새로운골형성을

돕는역할을한다. 즉, tissue nonspecific alkaline phosphatase (TNAP)
발현을조절함으로써골형성에영향을미친다는것은knockout
mice를이용한 in vivo실험에서이미밝혀졌다.

PLGA14는 인체에 흡수되고 생체친화적이며 정상 세포의 기

능에영향을미치지않는다. 이미조직공학에서 scaffold로널리

사용되고있으며, 임상에서도흡수성 suture 재료, 인공조직재

료로응용되고있다. 친수성을띠는poly glycolic acid (PGA)와소

수성을띠는poly lactic acid (PLA)의합성체인PLGA는PLA와PGA
의비율을조절함으로써술자가원하는대로방출속도를결정

할수있다. 본실험에서는PGA와PLA의비율을1 : 1로하여5 -
20일 사이에 대부분의 합성체가 모두 방출될 수 있도록 하였

다. 결과적으로 PLGA를통해같이방출된 MS275가티타늄디

스크 표면의 초기 세포부착을 증진시켜 골 성장 반응 속도를

증가시킬수있는환경을만드는것이다. 
지금까지임상에서골융합속도의초기증가를위해임플란

트 디자인의 변화뿐만 아니라 여러 코팅 방법이 연구되었다.
예를 들어 티타늄 플라즈마 분사 표면은 1970년대 정형외과

연구에서 보고되었으며15 골-임플란트 계면의 표면 면적을 증

가시키고, 3차원 표면과 비슷하게 작용하여 부착성 골형성을

촉진시키는것으로여겨진다. 표면면적이기계절삭임플란트

에비해600%나증가했다고보고한연구16도있다. 또한수산화

인회석코팅17 역시티타늄플라즈마분사표면과비슷한거칠

기와기능성면적의증가18를가진다고한다. 그러나이러한코

팅은코팅이부서질수도있고, 금이갈수도있다는단점을가

진다. 
이러한단점을보완하기위해여러방법이연구되고있으며,

본실험에서는코팅단백질의입자를 submicron 크기로조절하

여, 임플란트 식립시 입자가 골 계면에서 떨어져 나가는 것을

감소시켰으며 혹시 단백질 입자가 떨어져 나간다고 하더라도

빠르게 세포가 대사하여 이물질로 인식되지 않도록 하였다.
Catledge 등19은임플란트표면에줄기간엽세포가부착하기위해

서는 나노 크기의 세포 물질이 작용하기 때문에, 나노 크기로

임플란트 표면을 조절해야 효과적이라고 밝힌 바 있다. 신체

에서 가장 작은 모세혈관은 5 μm 보다 작아서 입자가 이보다

작아야 embolism을일으키지않고세포내확산및대사가쉽다

고한다. 또한나노크기의물질을사용하면세포대사능력이

배로늘어난다.20 즉본실험에서사용한 submicron 입자코팅은

가장작은모세혈관의크기보다도작은사이즈의세포성장인

자 코팅으로, 임플란트에 응용되었을 때 주위 세포에 빠르게

영향을미칠수있기때문에, 세포성장속도를증가시킬수있

을것으로사료된다.
PLGA/MS275 혼합체용액을15 - 20 kV 전압하에0.05 mm 미세

경분사노즐을이용하여5 ㎕/min의속도로미량토출하는 elec-
trospray 코팅법을사용한결과, SEM 결과에서볼수있듯이, 티
타늄 디스크 표면에 submicron입자 코팅이 가능하였다.
PLGA/MS275 submicron입자로코팅된티타늄디스크표면위에

토끼골수간엽세포를배양한결과 1.5 μM 농도안에서는독성

을보이지않았으며, 0.5 μM에서1.5 μM로MS275의농도가커짐

에따라세포증식이더활발해지는것을확인할수있었다. 또
한Fig. 2에서볼수있듯이, 4일째까지는 cell이자라는데농도간

유의한 차이를 보이지 않았지만 7일째에서 유의한 차이를 보

인다. 세포부착을 SEM으로확인한결과, 세포의부착수는시

간이 갈수록 증가하고 부착 형태 역시 돌기가 크고 넓어지며,
표면과긴밀함접촉이증가하는것을알수있었다. 

양극산화티타늄/PLGA 분사디스크(대조군)와PLGA/MS275
복합체로 코팅한 디스크(실험군) 간에 세포 부착 증식 속도에

차이가있다는것은, 코팅물질의성질때문일수도있고, 코팅

에의한거칠기차이때문일수도있다. 본실험에서는거칠기

의 증가와 상관없이 MS275의 그 자체의 성질 때문에 초기에

토기 간엽 줄기세포 반응성도 증가했다는 가정 하에, 디스크

표면 거칠기를 AFM을 통해 확인하였다. 그 결과 디스크의 거

칠기는양극산화디스크/PLGA와PLGA/MS275 복합체로코팅한

티타늄디스크에유의한차이가나타나지않았다. 결론적으로

submicron 코팅된MS275는일정농도하에서디스크표면에세

포부착, 성장을돕는역할을할수있으며이를임플란트에응

용한다면 초기 세포 활동성을 증가시키는 결과를 얻을 수 있

을 것이다. 또한 김 등9이 주장한대로 MS275가 골유도능을 가

진다면, 임플란트의 골융합을 도울 수 있는 조골세포의 빠른

유도로 임플란트의 초기 고정력을 증가시킬 수 있을 것이다.
이를확인하기위해서는PLGA/MS275 복합체로코팅된양극산

화 티타늄 디스크 위에서 간엽 줄기세포의 골세포 분화 유도

실험이 이루어져야 한다. 또한 본 세포 증식 실험결과를 바탕

으로PLGA/MS275 복합체가치과임플란트표면에 submicron 코
팅 처리될 때 세포의 성장이 촉진되는지는 동물실험을 통해

더연구할필요가있다. 
이번실험을통해다음과같은결과를얻을수있었다. 
1. 본연구에서는 electrospray를사용한결과, PLGA/MS275 복합

체를 submicron 입자크기로다양하고자동적이며균일하게

임플란트 표면에 코팅 할 수 있다는 것을 보였다. 이 방법
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으로임플란트표면에도부착및유지가가능할것으로보

인다. 
2. MS275에 PLGA를 scaffold로 사용함으로써 PLGA/MS275

복합체를 천천히 유리시켜 골 성장에 이용할 수 있으며,
cell study 결과MS275는 toxicity를보이지않았다. 

3. FE-SEM과MTT assay 결과PLGA/MS275 복합체로표면처리

된타이타늄표면에서세포가대조군에비해초기에(일주

일내) 빠르게 증식하였다. 또한 복합체 처리군의 농도가

증가할수록높은세포성장수치를보였다.
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A study of mesenchymal stem cell proliferation and surface characteristics of 

the titanium discs coated with MS275/PLGA by an electrospray
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Purpose: This study was conducted to identify the surface characteristics of titanium discs coated with MS275/PLGA by electrospray and which is effective to mesenchymal
stem cell proliferation. Materials and methods: We used anodized surface coated with PLGA as a control group and anodized surface coated with MS275 0.5 μM, 1 μM, 1.5
μM as test groups. To examine that the coating particles are nanometer sized, FE-SEM was used and AFM was utilized to determine the difference of coating surface rough-
ness. We checked the mesenchymal stem cell proliferation by using MTT assay on 1st, 4th, 7th days. Results: There was no significant difference between control groups and
test groups in AFM results (P>.05). In MTT assay results, mesenchymal stem cell proliferation was increased with time, at 7th day, cell viability on discs coated with 1.5 μM
MS275 was significantly higher than control group (P<.05). As SEM showed, the number of cells on all discs was increased and the morphology of cell attachment was also
wider and closer with time. Conclusion: Titanium surface coated with MS275/PLGA showed significantly higher cell proliferation and the more density of MS275 was dis-
persed on titanium discs, the faster cells grew. (J Korean Acad Prosthodont 2012;50:285-91)
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