
서론

임플란트가임상에서사용된후골반응을향상시키기위한

표면처리법이계속연구개발되고있다. 임플란트의표면처리

는평활한기계절삭면(machined surface)으로부터임플란트표면

의 거칠기가 증가할수록 골과임플란트의 접촉면적이 증대되

어 골 유착은 증가한다는 연구결과1 이후 표면 거칠기를 증가

시키기위해산부식이나분사(blasting) 등많은방법들이개발되

었다. RBM방법, SLA방법과양극산화(Anodic oxidation)방법등

에 의한 표면의 변화를 통해 티타늄 임플란트의 골 전도성

(osteoconduction)이 증가됐었다. 하지만 최근에 개발되고 있는

rhBMP (recombinant human bone morphogenetic protein)를이용한코

팅 방법은 골 형성을 촉진하는 단백질을 코팅함으로 골 유도

성(osteoinduction)도기대할수있게되었다. rhBMP의잠재성은특

히 불량한 골질이나 골다공증, 심한 골 결손부의 임플란트 시

술에 유용할 것이다. 1999년 Bessho 등2은 동물실험을 통해

rhBMP-2가 임플란트 주위 골 형성을 촉진하는 효과를 나타내

는것을관찰하였다. 기계절삭면의티타늄위에하는 rhBMP표
면처리는 골 형성의 효과가 미미함으로3 rhBMP의 골이식 때

캐리어로 자주 사용되었던 collagen과 chondroitin sulfate,4,5 HA
(Hydroxyapatite) 6-9표면위의 rhBMP코팅을통한골형성의유의성

에 관한 연구들이 발표되었다. 최근에는 물리적으로 변형된

티타늄표면위에 rhBMP를코팅하는방법들이개발되어양극

산화표면위에 rhBMP를코팅해그유의성을검증하는실험들

이 진행되었다.10 그러나 rhBMP의 특성상 표면처리를 통해 우

수한 반응을 보일 것으로 예상되나 큰 유의성을 찾지 못한 실

험도있는데,4,5 그것은 rhBMP자체의문제라기보다는코팅방법

이나 코팅하는 표면의 rhBMP와의 부적합성 때문이라고 하였

다.3 rhBMP와의부착력향상을위해서는거친표면구조에의한

기계적 결합력의 증가나 화학적 결합에 의한 부착력 향상 등

이고려될수있을것이다.
본연구는그동안물리적인방법으로표면거칠기를증가시
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다양한 rhBMP-2 코팅 임플란트 표면에서의

인간 간엽 줄기세포의 부착, 증식, 분화반응 분석
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연구 목적: 본실험은거친표면으로유의성있는줄기세포반응을나타냈던4 가지의티타늄표면위에 rhBMP-2를코팅했을때어떤유의한줄기세포반응(세포부착, 증식,
분화)이나타나는지비교분석함으로 rhBMP-2 코팅을위한가장적절한표면을평가하기위해시행되었다. 
연구 재료 및 방법: 대조군인기계절삭표면(machined surface)과실험군인양극산화(anodized), RBM, SLA 표면에 rhBMP-2를코팅한후코팅하지않은표면과같이8가지표

면위에인간줄기세포를배양하였다. 배양후24시간후SEM을통해줄기세포의부착을평가하였고배양3, 7, 14일후MTT와ALP 검사를통해줄기세포의증식과분화반응

을평가하였다. 그리고배양7일후RT-PCR 검사를통해Type I collagen, osteocalcin, osteopontin의유전자발현의변화를평가하였다. 
결과:SEM 평가에서4가지 rhBMP-2 표면이코팅하지않은표면에비해세포부착면적이넓고긴밀하며세포돌기가더많이관찰되었다. 양극산화 rhBMP-2코팅표면에서가

장두드러지게관찰되었다. MTT 검사에서크게의미있는차이는나타나지않았다. ALP검사에서양극산화 rhBMP-2코팅표면은대조군과비교해서 (3, 14일) 또RBM rhBMP-
2 코팅표면과비교해서 (14일) 유의성있는ALP 활성도의증가를나타내었다(P<.05). RT-PCR 검사에서osteocalcin과osteopontin의유전자발현은양극산화 rhBMP-2코팅표면

에서높게나타났다. 
결론: 양극산화 rhBMP-2코팅표면이줄기세포의부착과분화실험에서대조군표면과 rhBMP-2를코팅한기계절삭표면이나RBM 표면에비해유의성있는증가를나타냈다

(P<.05). (대한치과보철학회지2012;50:44-52)

주요단어: 줄기세포; rhBMP-2; 양극산화표면; RBM 표면; SLA 표면

*본연구는2009년도식품의약품안전청용역연구개발과제의지원(09142의료기464)에의해수행되었습니다.



대한치과보철학회지 2012년 50권 1호 45

이인구∙한인호∙황선욱∙류재준 다양한 rhBMP-2 코팅 임플란트 표면에서의 인간 간엽 줄기세포의 부착, 증식, 분화반응 분석

켜유의한골전도성을나타내는것으로알려진 4가지임플란

트표면에 rhBMP-2를코팅했을때유의한줄기세포반응이나

타나는지 비교, 분석함으로 rhBMP-2코팅을 위한 합당한 표면

을검증하고자한다. rhBMP-2는 rhBMP 종류중하나로임상에

서골형성을촉진하는데가장효과적인골유도물질중하나

로 밝혀졌다. 표면 거칠기가 증가된 표면은 접촉면적의 증가

로 임플란트의 고정을 증진시킬 수 있는 장점 외에도 코팅된

rhBMP-2를유지하는데도움이될것이라생각된다. 하지만여

러 가지의 거친 표면이 코팅된rhBMP-2와 같이 줄기세포의 부

착, 증식, 분화 반응을 방해할지 아니면 상승작용할지 또 얼마

나 그 효과를 나타낼 수 있을지 세포실험을 통해 확인하고자

계획하였다.
그동안 rhBMP-2를코팅한표면에대한많은동물실험과세

포실험이이루어졌다. 하지만줄기세포를이용한실험은많지

않았고, 특히 표면 거칠기를 증가시켜 유의한 골세포반응을

보였던표면을대상으로해서 rhBMP-2 코팅한표면에대한세

포비교실험은거의이루어지지않았다. 
그래서본실험의목적은기계절삭표면을대조군으로하고

그 동안 표면 거칠기를 증가시켜 유의한 골세포 반응이 나타

난것으로알려진SLA 표면과RBM 표면그리고양극산화표면

에 rhBMP-2를 코팅해 인간 간엽 줄기세포(human mesenchymal
stem cell)에어떤유의한세포반응을나타내는지비교분석함으

로합당한 rhBMP-2 코팅표면을찾기위해시행되었다. 

연구 재료 및 방법

1. 재료

두께 1 mm, 직경 10 mm의 동전 모양의 순수 티타늄(grade 2,
Newjapan iron manufacture Co, Japan)디스크에각각표면처리를달

리한8종류의티타늄디스크를준비하였다(Table 1).
rhBMP-2코팅전의 4종류 시편을 SEM (Hitachi S-4700, Japan)

으로 500배율, 2000배율로 관찰하였다. 또 시편의 거칠기

(Roughness, Ra value)는Surftest SV-3000 (Mitutoyo Co, Japan)으로측

정했다. 

2. 표면처리

*양극산화표면 (Cowellmedi Co, Korea): 기계절삭된표면상태

의시편을0.2 M 황산용액과0.2 M 인산용액을전해액내에+극
에 시편을 연결하고 -극에 백금판을 연결한 후 전기를 가하여

산화시켰다. 양극산화처리된시편은수세건조한다음감마멸

균(Greenpia)하여보관하였다.

*RBM (Osstem Co, Korea): 기계절삭된티타늄표면에치조골을

형성하는 인산칼슘계열로 생체친화성이 우수하고 안정성이

확보된HA(Hydroxyapatite)분말을6 - 6.3 atm으로10초동안분사

시킨후30% nitric acid로잔여HA 잔사를제거하여거칠기를형

성하였다.

*SLA (Osstem Co, Korea): 기계절삭된티타늄표면에알루미늄

분말을고압으로분사시켜Ra 2.5 - 3.0 um 범위의표면거칠기를

구현시킨후부식과정을통해균일한미세거칠기를형성하였다.

*rhBMP-2 코팅(Cowellmedi Co, Korea): 각각의시편의한쪽면

에만600 ng의 rhBMP-2을코팅하였다(Table 1). 먼저티타늄시편

을 24well plate에각 well 당시편을코팅할면이위로오게두어

감마 멸균시켰다. 감마멸균 된 시편의 한쪽 면에 멸균된

rhBMP-2 단백질용액(75 μg/ml pH5, MES buffer) 8 μl를여러부분

에나누어점적하여골고루퍼지게하였다. 이모든과정은소

독실내의 크린벤치 속에서 시행되었다. -40℃에서 3시간을 두

어 냉동시킨 후 선반 온도를 단계적으로 높여 진공 하에서 건

조하였다. 온도및유지시간은다음과같이하였다. -20℃에1시
간, -10℃에1시간, 0℃에1시간, 10℃에1시간, 20℃에서20시간

동안건조시켰다. 각시편당600 ng의 rhBMP-2는배지1 ml에담

그어농도600 ng/ml가되게하였다. rhBMP-2의농도는Choi 등의

논문11에근거했다.

3. 세포 배양(Cell culture) 

인간간엽줄기세포(PT-2501, Lonza Co, USA)를10 ml씩미리T-
75 세포배양판에분주하고CO2 세포배양기에서(37℃, 5% CO2,
90% 습도) 1시간정도CO2양과온도를맞추어준후3일에한번

씩 배지를 교환하였고 5일에 한번씩 2차 배양(subculture)하였

다. 2차배양시에는PBS (phosphate buffer serum)으로2회이상세

척후0.25% trypsin EDTA (Invitrogen Co, USA) 2 ml을이용하여세

포를떼어낸후10% FBS (fetal bovine serum) 배지로 trypsin을억제

시킨후 1000 RPM에서 5분간원심분리후새로운배양판으로

옮겨 주었다. 세포는 약 5000개를 각 시편 위에 분주했고 분주

후세포가붙기시작하면서부터분화배지로교환하였다. 분화

배지(PT-3002, Lonza Co, USA)를사용하였고분화배지는3일마다

교환하였으며ALP/ MTT/ RT-PCR 분석시에는PBS로부드럽게

세척한후실험했다. 

Table 1. 4 different surfaces and rhBMP-2 treated surfaces
Surface rhBMP-2 (600ng)

Machined surface (control)
Coated

Uncoated

Anodized surface
Coated

Uncoated

RBM surface
Coated

Uncoated

SLA surface
Coated

Uncoated
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4. SEM (Scanning electron microscopy) 

SEM을 배양과정에서 세포부착의 형태학적 특성을 결정하

기위해사용하였다. 
세포분주 1일(24시간)후에각종류의샘플을 0.1 M phosphate

buffer 1 ml로5분씩2회세척하고2.5% glutaldehyde 1.5 ml로1차고

정하고다시세척후osmium tetraoxide로2차고정을하였다. 그리

고60 - 100% 에탄올로단계적으로탈수(dehydration)하고 t-butyl
alcohol로 tBA과정 후 냉동건조 후 이온 코팅 후 SEM (S-4700,
Hitachi Co, Japan)을이용하여50배, 500배로관찰하였다.

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

tetrazolium bromide) 분석

시편표면에부착한세포증식(proliferation)의평가로MTT 분석

법을이용했다. 
세포분주후 3, 7, 14일에각시편당 5개를측정했다. 이분석

은탈수소효소작용에의해노란색의수용성기질인MTT tetra-
zolium을보라색을띄는비수용성의MTT formazan으로환원시

키는 살아있는 세포내의 미토콘드리아의 능력을 이용한 검사

법이다. 살아있는세포가많을수록이 formazan의생성도많아

지므로이방법을이용해세포의증식을측정할수있다. 비수

용성의 보라색 formazan 생성물이 측정도구에서 공급되는 용

해시약에녹아나타나는색의흡광도를 440 nm의흡광도분석

기로측정했다. 
CCK8 (Dojindo Co, Japan) 을사용하여세포의증식여부를검증

했다. 세포배양액에 CCK8 용액을 50 ul 넣은후 37℃, 5% CO2,
90% 습도에서 3시간 동안 반응을 시킨 후 ELISA 기계로 OD
440에서측정하였다. 

6. ALP (Alkaline phosphatase) 활성도 검사

세포의분화를측정하기위해ALP 활성도검사를시행했다. 
ALP (Alkaline phosphatase)는Type I collagen과함께조골세포의

초기분화를대표하는지표이다. ALP는조골세포의바깥표면

에많이분포하면서석회화(calcification)에관여하므로ALP 활동

성의 측정은 세포 분화를 평가하는 가장 대표적인 방법이다.
세포분화평가는조골세포에서나타나는특징인 ALP의활동

성을 분석하여 얻어지는데 ALP는 p-Nitrophenyl phosphate (p-
NPP)로부터p-Nitrophenol (p-NP)을분비하는데작용한다. 만약조

골세포의분화가진행되지않으면 p-NP를형성하지못하므로

세포실험을통해생성된 p-NP양을측정하여세포의분화정도

를평가할수있다. 
세포분주후3, 7, 14일에각5개샘플을측정했다. ALP 활성도

는 alkaline phosphatase 분석장치(Biovision, Mountain Co, USA)를이

용하여측정하였다. 각시편에붙어있는세포는PBS 로10회세

척한후ALP 분석완충액80 ul로녹여내고14,000 RPM에서3분

간원심분리후상층액을96 well로옮긴후50 ul pNPP 시약으로

1시간동안상온에서반응시켰다. 그후 stop dyddor 20 ul 넣은후

ELISA 기계로OD 405 값으로ALP 활성도를측정하였다. ALP 활
성도값은표준곡선(standard curve) 를기반으로pNP양을환산한

후메뉴얼에나온방법으로계산했다. ALP 활성도 = pNP 환산

량(nmol) / 샘플의양(ml) / 반응시간(min) 으로나타내었고3일, 7
일, 14일 각각 시료를 상기 프로토콜대로 활성도를 측정하였

다. 각각의샘플에대한ALP 활성도는1-WAY ANOVA (tukey)로
통계처리하였다. 

7. RT-PCR (Reverse Transcriptase Polymerase

Chain Reaction-역전사 효소 중합효소 연쇄반응)

RT-PCR로조사한유전자는Type I collagen, osteopontin, osteocalcin
유전자이다. RT-PCR primer는NCBI 유전자은행과primer plus 3 프
로그램을이용하여디자인했다. Primer는 IDT에서합성의뢰하

여주문하였다. 
세포 분주 후7일에 시편 표면으로부터 세포들을 수집해

RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen Co, USA)를이용하여Type I collagen,
osteopontin, osteocaicin의 생성에 관련되는 mRNA를 추출하였

다. 추출된 mRNA는 nano-drop 을 이용하여 정량하였으며, 10
ng/μl - 80 ng/μl의 total RNA가추출되었다. RNA 100 ng을one step
RT-PCR kit (Dakara Co, Japan) 를이용하여증폭하였다. PCR 장치

는DAKARA thermoscycler 을이용하였고1% agarose gel에서전기

영동한후밴드명암(band intensity)을 image J 1.36 (NIH Co, USA)
프로그램을이용하여젤농도를측정하였다. 

8. 통계분석

각데이터는각배양으로부터평균±평균의표준오차(stan-
dard deviation)로나타냈다. One way ANOVA로전체유의성을분

석후차이에대한유의성검증을위해 Tukey의다중분석을시

행했다. SPSS가 통계분석을 위해 사용됐고 5%의 유의성으로

검증했다. 분석은 첫째, 각 표면을 rhBMP-2를 코팅하지 않은

기계절삭 표면을 대조군으로 해서 분석했고 둘째, 각 표면에

서 rhBMP-2 코팅한표면과코팅하지않은표면과의차이를분

석했고 셋째, rhBMP-2코팅표면 내에서의 차이의 유의성을 분

석하였다. 

결과

1. 시편 표면의 거칠기(Roughness)

티타늄시편의거칠기는SLA (이하S라고표기), RBM (이하R
이라고 표기) 표면이 양극산화 (이하 A라고 표기)표면과 기계

절삭(이하 M이라고표기) 표면보다높은 Ra value를보여거친

양상을나타냈다(Table 2). 
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2. 시편 표면 세포부착 관찰(SEM) 

세포부착양상은각표면에따라달랐다. A, Anodized rhBMP-
2코팅(이하 AB라표기) 표면이세포부착이넓고표면과긴밀

하게가장잘되어보였고특히AB 표면에선표면과의넓고긴

밀한부착양상과세포돌기(cell process)가더많이생성되어있

었다. 각표면에서 rhBMP-2코팅표면이코팅하지않은표면에

비해세포부착이넓고세포돌기가더길고많이생성되어있

었다(Fig. 1). 

3. 세포 증식 평가(MTT assay) 

3일, 7일에서 rhBMP-2 코팅군과코팅하지않은표면간의큰

차이는없었지만14일째 rhBMP-2 코팅표면들의세포증식이감

소되게나타났다(Fig. 2).

Table 2. Surface roughness (Ra) of each surface treated titanium discs
Surface Roughness (Mean ± SD)

Machined (control) 0.153 ± 0.039 μm
Anodized 0.186 ± 0.095 μm

RBM 1.508 ± 0.071 μm
SLA 2.742 ± 0.155 μm

Fig. 1. SEM of treated surfaces after 24 hours culture. 
M: machined surface (×50), M-1: (×500), MB: machined rhBMP-2 coated surface (×50), MB-1: (×500), A: anodized surface (×50), A-1: (×500), AB: anodized
rhBMP-2 coated surface (×50), AB-1: (×500) R: RBM surface (×50), R-1: (×500), RB: RBM rhBMP-2 coated surface (×50), RB-1: (×500), S: SLA surface (×
50), S-1: (×500), SB: SLA rhBMP-2 coated surface (×50), SB-1: (×500). 
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Fig. 2. MTT assay measured as cell proliferation..
* significant differences (P<.05) compared with control group, v significant differences
(P<.05) compared with no BMP-2 coating group. Non: culture plastic. Error bars
represent the standard errors of each group.
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Fig. 3. ALP activity in the cells attached to each type of titanium surfaces indicates
osteoblast differentiation.
* significant differences (P<.05) compared with control group, v significant differences
(P<.05) compared with no BMP-2 coating group. Non: culture plastic. 

4. 세포 분화 평가(ALP activity assay) 

rhBMP-2 코팅군들의 비교에서 SLA rhBMP-2 코팅(이하 SB
라표기) 표면이7일에기계절삭 rhBMP-2코팅(이하MB라표기)
표면에비해, 14일에RBM rhBMP-2 코팅(이하RB라표기) 표면

에비해통계적으로유의하게높았고14일에AB 표면이RB 표
면에비해유의하게높았다(Fig. 3).

5. 세포 유전자 평가(RT-PCR assay)

Type 1 collagen은모든표면에서높은발현도를나타냈고각

표면간의차이의뚜렷한유의성은없었다. osteocalcin, osteopontin
은AB 표면에서높은발현을보였다(Fig. 4).

고찰

인간간엽줄기세포(Human mesenchymal stem cell)는골재생과

임플란트의 골 유착 과정에서 중요한 역할을 한다. rhBMP의

효과는 줄기세포의 초기 골 형성 과정에서 중요한 영향을 끼

친다.12 줄기 세포를 유도해 조골세포로 분화시키는데 중요한

역할을할수있다.13 그래서 rhBMP를코팅한임플란트표면은

특히 초기고정에 부족한 골질(Type IV)에서 임플란트의 초기

골융합과정의중요한역할을할것으로예상된다. 
BMP는TGF-β(transfoming growth factor β) 상과(superfamily)의한

종류로서, 1965년Urist14가백서의근육내골유도에의한골형

성을통해처음발견하고1988년Wozney 등15이처음으로클로닝

(cloning)에성공하면서 rhBMP에대한많은연구가이루어졌다.
rhBMP는줄기세포를골과연골형성세포로분화시켜주는분

화요소(differentiate factors)로 rhBMP가이식된후줄기세포는연

골세포를경유한연골내골화(endochondral ossification) 방법또는

직접적인 막내골화(intramembranous bone formation)를 통해 미

성숙골(woven bone)을형성하고재골화를통해완전한골을형

성한다.16 그외다른여러연구에서 rhBMP가골형성과정에서

나타나는조골세포의분화의표시인 alkaline phosphate, collagen 형
성, osteocalcin과 osteopontin의생성등을촉진한다고하였다.17,18

rhBMP는 농도에 따라 반응의 양상이 진전되어 높은 농도의

Gene \ surface

Type 1 collagen

Osteocalcin

Osteopontin

Fig. 4. RT-PCR of Type  I collagen, osteocalcin, and osteopontin of eight surface treated samples. 

A             M            R            S            AB          MB        RB          SB
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rhBMP는더실제적인(substantial) 골형성과조기골형성을유도

한다고하였다.16

임플란트에 rhBMP를 적용하기 위해선 적절한 전달 시스템

(carrier)이 필요하다. rhBMP의 생물학적 반감기(biological half-
time)는짧기때문에이것의효과를연장시킬수있는전달시스

템이필요하다. 전달시스템의필요조건으로는생체친화성, 다
공성구조, 세포부착의가능성그리고성장인자(growth factor)의
골활성을방해하지않은것이다.7,19

그 동안 rhBMP의 골 이식 때 사용했던 캐리어인 collagen,4,5

HA6-9 등으로표면처리된표면위에 rhBMP를코팅해사용한실

험들이 진행됐었다. 하지만 표면 거칠기를 증가시켜 유의한

골 반응을 보였던 표면들도 생체친화성이나 세포부착의 가능

성 등이 검증되었고 거친 표면이 스며든 rhBMP를 유지하는

rhBMP코팅표면으로서유의성을찾을수있을것이라생각하

였다. 그러나물리적으로변형된표면이 rhBMP의골세포작용

을 방해할지 아니면 상승작용할지 또 얼마나 그 효과를 나타

낼수있을지세포실험을통해확인하고자계획하였다. 
본실험에서는 rhBMP-2를각표면에코팅할때단지표면에

점적하여 동결 건조시켜 사용하였지만 뚜렷하게 모든 표면에

서 rhBMP-2 코팅하지않은표면에비해 24시간후의세포부착

양상이 나아 보였고 또 몇 개 표면은 ALP 활성도를 이용한 세

포분화에 유의성을 나타냈고 다른 표면들도 유의하지 않지만

높은수치를나타냈다. ALP (Alkaline phosphatase)는Type I collagen
과함께조골세포의초기분화를대표하는지표이다. 

여러 논문에서 rhBMP-2표면은 코팅하지 않은 표면에 비해

줄기세포의부착과분화는증진시켜도세포증식에도움을주

지 않는다고 하였다. 특히 세포 분화가 시작되면서 세포 증식

의감소가나타나는데그이유로써Lim등20은분화중에세포는

증식이감소되거나심지어세포주기(cell cycle)를벗어나기때문

이라고하였고Shi 등21은 rhBMP-2 표면은줄기세포증식의감소

와 함께 분화 과정을 통해 골 형성 작용을 증가시키기 때문이

라고하였다. 
본 실험에서도 rhBMP-2 코팅표면이 코팅하지 않은 표면에

비해세포증식과정에서증가를보이지않았지만뚜렷하게세

포 부착과 ALP로 검사한 분화과정에서 효과를 나타냈다. 또
14일째ALP 세포분화가많이나타난 rhBMP-2코팅표면은상대

적으로세포증식이감소되게나타났다.
rhBMP-2 코팅군내에서 세포 부착과 분화의 유의한 차이가

나타났다. rhBMP-2 코팅군내에서SB 표면이7일에MB 표면에

비해, 14일에RB 표면에비해통계적으로유의한ALP활성도의

증가를보였고14일에AB 표면이RB 표면에비해유의한증가

를 보였다. rhBMP-2 SLA표면의 다른 실험22에서도 이 표면이

rhBMP-2 기계절삭표면보다도높은 ALP 값을나타냈다고하

였다. 또 rhBMP-2 RBM표면의다른실험23에서저자는RBM 표면

에선 rhBMP-2 효과가 기계 절삭 표면보다 미미하게 나타났다

고하였다. 
AB 표면은다른 rhBMP-2 코팅표면보다세포부착면적이나

긴밀도, 세포돌기등의세포부착양상도더나아보였다. 
RT-PCR 분석에서도 rhBMP-2 코팅표면간의차이가나타났다.

Type I collagen은조골세포의초기분화를, osteocalcin과osteopontin
은조골세포분화의성숙단계(후기)를나타내는지표이다. 본
실험에서RT-PCR로측정한Type I collagen 유전자의발현도는모

든표면에서전체적으로높은발현도를보였지만각표면에서

의 발현도의 차이점은 발견할 수 없었다. 하지만 osteocalcin과
osteopontin의유전자의발현은 rhBMP-2 코팅표면중AB표면에

서높은발현도가관찰되었다.
여러연구에서(in vitro) 표면거칠기가증가될수록세포부착,

증식은감소하지만ALP 분화는증가된다고하였다.22,24-26 하지만

본연구에서부드러운표면인 A표면, M표면과상대적으로거

친표면인 S표면, R표면간의 SEM, MTT, ALP값의유의성있는

차이는 나타나지 않았다. 본 실험에서 rhBMP-2코팅 표면으로

써의 유의성은 표면 거칠기와는 큰 관계없이 나타났다. 세포

부착과증식, 분화반응은단지표면거칠기뿐아니라표면거

칠기를포함한표면형상과성분의차이가복합적인영향을끼

치는것이아닌가추측한다.
본연구에서 AB 표면은세포부착때부터 14일분화때까지

꾸준한 유의성을 나타냈다. rhBMP-2 코팅은 임플란트가 고정

되는초기의세포부착과분화반응에큰의미를갖는데 SB 표
면은 7일, 14일후에서야대조군에비해세포분화에유의성을

나타냈다. 
양극산화 표면이 다른 거친 표면에 비해 다른 점은 산화막

(oxide layer)의두께이다. 티타늄은정상적으로얇은보호산화막

으로덮여있고이산화막두께는평균 17 nm이고화학적성분

은주로TiO2 이다. 양극산화법을통해임플란트표면의산화층

이두꺼워지면서접촉되는세포의 ALP 활성도가증가되고 Ca
와P 이온이포함되면서HA나다른인산칼슘(calcium phosphate)
으로결정화된다고한다.25 또산화처리로인한구조적변화가

간엽세포를자극해조골세포가되게한다고하였다.27 본실험

에 사용된 양극산화 표면의 산화막 두께는 평균 2.26 μm이다.
하지만 두꺼워진 산화막이 rhBMP-2와 상호작용을 하는지 또

어떤 상호 작용에 의해 세포 활성을 나타내는지는 아직 명확

히알수없다. 
rhBMP-2코팅표면으로써의양극산화표면의유의성은여러

논문에서도발표되었다. 동물실험10에서또세포실험28에서발

표되었고, Balasundaram 등28은양극산화방법은티타늄표면을

빠르고 쉽게 변형시켜 세포 부착을 증진시키기 위한 rhBMP-2
코팅을용이하게한다고했다. 또 Hall 등10은양극산화표면의

다공성의표면성질은기계절삭표면에비해 rhBMP-2를많이

함유하며지속적으로유리함으로더나은세포반응을나타낸

것이라하였다.
본 실험에서도 양극 산화 표면이 다른 기계 절삭 표면이나

거친 표면의 RBM 표면보다 다공성의 성질 때문에 더 뚜렷한

rhBMP-2 표면으로써의 세포 부착과 분화 반응을 나타낸 것으

로예상한다.
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결론

물리적으로티타늄표면을변형시킨양극산화, RBM, SLA 표
면과 대조군인 기계절삭 표면에 rhBMP-2를 코팅해 인간간엽

줄기세포의발현을관찰한본실험을통해

1. 줄기세포의세포부착은 4가지 rhBMP-2코팅표면에서코

팅하지 않은 표면에 비해 더 넓은 부착 면적과 세포 돌기

의생성등더나은세포부착양상이관찰됐다. 특히양극

산화 rhBMP-2코팅표면에서가장넓고긴밀한부착면적과

세포돌기의생성을보였다. 
2. 양극산화 rhBMP-2코팅표면과SLA rhBMP-2코팅표면이대

조군기계절삭표면에비해또기계절삭 rhBMP-2코팅과

RBM rhBMP-2코팅표면에비해ALP 활성도를이용한세포

분화검사에서유의한증가를나타냈다. 
3. 종합적으로 양극산화 rhBMP-2코팅표면이 줄기세포의 부

착과 분화실험에서 대조군 표면과 rhBMP-2를 코팅한 기

계 절삭 표면이나 RBM 표면에 비해 유의성 있는 증가를

나타냈다(P<.05). 
향후 이들 표면들을 대상으로 더 긴 기간 동안 다양한

rhBMP-2 농도와, 다양한 코팅 방법의 세포실험이 이루어져야

할 것이고 또 동물실험도 같이 이루어진다면 rhBMP-2코팅을

위한 합당한 표면을 찾는데 더 명확한 결론에 도달할 것이라

고사료된다. 
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Analysis of attachment, proliferation and differentiation response of 

human mesenchymal stem cell to various implant surfaces coated with rhBMP-2
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Purpose: In this paper we tried to evaluate the most appropriate surface for rhBMP-2 coating among 4 rough titanium surfaces. Materials and methods: We used
machined surface as a control group and anodized, RBM and SLA surfaces as test groups. We coated rhBMP-2 on the 4 surfaces and with uncoated surfaces for each case, we
cultured human mesenchymal stem cells on all 8 surfaces. 24 hours after we measured the stem cell’attachment with SEM, and on 3rd, 7th, and 14th days, we checked the cell
proliferation and differentiation by using MTT and ALP activity assay. And on the 7th day after the culture, we performed RT-PCR assay to determine whether the expression
levels of Type I collagen, osteocalcin, osteopontin were changed. Results: We observed with SEM that 4 rhBMP-2 coated surfaces exhibited wider and tighter cell attachment
and more cell process spreading than uncoated surfaces. The anodized rhBMP-2 surface caused robustest effects. In MTT assay we could not find any meaningful difference.
In ALP assay there was a significant increase (P<.05) in the ALP activity of anodized rhBMP-2 coated surface compared with that of the control (3rd and 14th days) and with
that of the RBM rhBMP-2 coated surface (14th day). In RT-PCR assay there was increased expressions in the anodized rhBMP-2 coated surface for osteocalcin, and osteo-
pontin. Conclusion: We found that the anodized rhBMP-2 coated surface were most prominent stem cell attachment and differentiation in compared to control and
Machined rhBMP-2 coated, RBM rhBMP-2 coated surface. (J Korean Acad Prosthodont 2012;50:44-52)
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