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서론

임플란트의 표면처리는 골유착에 직접적인 영향을 미치며,
이를통해골융합이이뤄지는시간을단축시키려는많은연구

가진행되었다. Hermann 등1의연구를통해임플란트의거친표

면은기계절삭표면보다세포의증식이더활발하고, 초기bone
to implant contact (BIC)를향상시킴은이미알려져왔다. 이와같은

임플란트 표면처리 방식은 크게 두가지로 나눌수 있는데, 임
플란트 표면의 물리적, 화학적인 성질을 변화시키는 연구와

biomimetic engineering을 이용하여 특정 성장인자를 임플란트

표면에 처리하는 방식이 있다. 전자의 경우에는 치과용 티타

늄 양극산화 임플란트 표면 처리,2 수산화인회석 코팅을 이용

한 방식,3 샌드블라스팅 표면,4 샌드블라스팅 후 산부식 처리5

등의 방법이 있다. 후자의 경우에는 특정 성장인자를 이용하

Electrospray법으로 rhTGF-β2/PLGA 복합체를

코팅한 티타늄에서의 간엽줄기세포 증식에 관한 연구
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Purpose: The purpose of this study is to identify the effect of mesenchymal stem cell proliferation on recombinant human transforming growth factor-beta (rhTGF-β2) / poly
(D,L-lactide-co-glycolide) (PLGA) treated titanium discs by electrospray. Materials and methods: Anodized titanium surface coated with PLGA was used for a control group
to compare anodized titanium surface coated with 125 ng/ml and 500 ng/ml rhTGF-β2 as test groups. Atomic force microscope (AFM) test was utilized to determine the dif-
ference in coating surface roughness, and field-emission scanning electron microscopy (FE-SEM) was taken to visualize even distribution of coating particles on titanium discs.
The mesenchymal stem cell proliferation was tested by using MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5 diphenyl-tetrazolium bromide) assay on 1st, 4th, 7th days. Results: According
to AFM results, there was no statistically significant difference in titanium discs treated with PLGA and with rhTGF-β2/PLGA (P>.05). MTT assay test results showed that
there was statistically significant difference in mesenchymal stem cell proliferation on test groups compared to control groups at 7th day, and cell viability on discs coated with
rhTGF-β2 was significantly higher than control groups (P<.05). Conclusion: Titanium surface coated with rhTGF-β2/PLGA shows statistically significant higher cell proliferation
and the titanium surface coated with the higher concentration of rhTGF-β2 presents faster cell growth activity. (J Korean Acad Prosthodont 2016;54:120-5)
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여 임플란트 표면과 조골세포사이의 상호작용을 좀더 활성화

시켜골융합을촉진하는방법이다. 현재bone morphogenetic pro-
tein (BMP), platelet released growth factors (PRGFs), platelet-derived growth
factor (PDGF), insulin-like growth factor (IGF), transforming growth fac-
tor-beta (TGF-β) 등의다양한성장인자들이연구되고있다.6

본논문은여러성장인자들중TGF-β가티타늄표면에서조

골세포 증식에 미치는 영향을 알아보고자 계획되었다. TGF-β
isoform은인간조골세포의증식을촉진한다고알려져있으며,7

Kim과 Valentini 연구8에서 TGF-β2는 인간 조골세포의 단백질

합성을증가시키는역할을한다고보고하였다. 또한De Ranieri
등9은 in vivo 쥐실험에서도 TGF-β2가임플란트주변의골융합

을촉진하고bone-implant contact (BIC)를증가함을확인하였다.
여러 성장인자들이 임플란트 초기 골융합을 촉진시키는 것

으로 알려져 있음에도 불구하고 성장인자들의 화학적인 불안

정성으로인해임플란트에표면처리방법이어려움이있다. 이
를 효과적으로 운반하는 방법에 있어서 많은 연구가 있어져

왔으며Cho 등10은1α,25-dihydroxyvitamin D를임플란트에운반함

에 있어 poly(D,L-lactide-co-glycolide) (PLGA)를 이용하여 조골

세포의 증식 속도 및 분화가 촉진 됨을 확인하였다. Lee11도

recombinant human transforming growth factor-beta (rhTGF-β2) (TGF-
βfamily)를 PLGA 운반체를사용하여유의미한결과를확인하

였다. Fan 등12 또한TGF-β3를PLGA 운반체로고정하여TGF-β3의
연골재생의 영향을 연구하였으며 결과 또한효과적임을 보고

하였다. 
이에 근거하여 본 실험에서는 TGF-β2와 PLGA의 복합체를

티타늄 디스크 표면에 코팅하여 간엽줄기세포 증식에 어떠한

영향을 미치는지 조사하였다. Electrospray 방식을 통해 PLGA
운반체를사용하여 TGF-β2가표면처리된티타늄임플란트를

사용하였을때골생성을촉진할수있는가능성을알아본다는

점에서임상적인의의가있다.

재료 및 방법

1. 티타늄 디스크의 준비 및 표면 처리

25 mm 직경과1 mm 두께의 commercially pure Ti grade IV 기계절

삭티타늄디스크(Warantec Co., Seoul, Korea) 를준비하였다. 모든

디스크는 20분간 초음파하에서 99% ethanol에 20분간 담그는

과정을2번반복하고증류수에하루보관하였다. 0.15 M/L calci-
um acetate와0.02 M/L calcium glyceophosphate 전해질용액에서300
V 전압으로 실온에서 3분간 양극산화 처리되었다. 이렇게 처

리된디스크는증류수로세척한후 ethylene oxide (E.O.) 가스로소

독하였다.

2. rhTGF-β2와 PLGA 나노입자의 융합 및 코팅 시행

rhTGF-β2 (Prospec-TechnoGene Ltd., East Bruswick, NJ, USA) 와

고분자운반체인PLGA (PURAC Biochem BV, Gorinchem, Holland)
를 30분동안섞어 PLGA 입자와 rhTGF-β2가잘융합되도록한

후13에, 일렉트로 스프레이 방식을 이용하여 나노입자로 티타

늄디스크표면에코팅을하였다. rhTGF-β2는DMSO에녹인후

에사용되었고, group 3과group 4에서는PLGA를 acetone에녹여

농도에 맞게 희석시켰다. 티타늄 디스크를 0.1 A전류, 15 - 20
kV 전압, 5㎕/min 속도로복합체(rhTGF-β2와PLGA) 용액을glass
syringe (needle gauge 27 G)에연결하여고르게분사하였으며, 디
스크는 rotating motor (30 rpm)로연결하여고른농도로분사하였

다. 총4개의대조군과실험군은다음과같이준비하였다. 

Group 1: Anodized
Group 2: Anodized + 0.2% 40㎕PLGA solution
Group 3: Anodized + 40㎕ [(125 ng/ml rhTGF-β2 +PLGA)/disc]

solution
Group 4: Anodized + 40㎕ [(500 ng/ml rhTGF-β2 + PLGA)/disc] solu-

tion

3. FE-SEM (Field emission scanning electron microscopy)

촬영 및 AFM (atomic force microscope) 측정

균일한 코팅을 확인하기 위해 field emission scanning electron
microscopy (FE-SEM, Hitachi S-4700, Tokyo, Japan)으로×5,000배
로 촬영하였다. 캔틸레버의 끝에 매달린 탐침을 통해 표면의

원자상을측정할수있는AFM (FM XE-10, Park Systems, Suwon,
Korea) 을이용하여티타늄디스크표면의코팅물질의거칠기

를측정하였다.

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

tetrazolium bromide) assay 

티타늄디스크표면위에서토끼골수간엽줄기세포의증식

을측정하기위해, EZ-Cytox cell viability assay kit (Daeil Lab Service
Co., Seoul, Korea)을이용하여2.0 ×104의밀도로간엽줄기세포를

배양하였다. 1, 4, 7일배양후각군당8개의시편의색의흡광도

를440 nm의흡광도분석기로측정하였다.

5. 통계분석

One-way ANOVA로각각의1일차, 4일차, 7일차의유의성을분

석하였으며, 그룹간 유의성결과가 있는 MTT의 7일째 그룹간

차이에 대한 유의성 검증을 위해 Tukey-kramer의 다중분석을

시행했다. AFM실험에서도 anodized disk/PLGA와 rhTGF-β2/PLGA
로 코팅한 티타늄 디스크 표면 거칠기의 차이를 확인하기 위

해 t-test를시행하였으며, 모든통계는SPSS (IBM Corp., version 20.0,
Armonk, NY, USA) 사용하였고5%의유의성으로검증하였다.
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결과

1. FE-SEM 및 AFM 결과

5,000배로확대한FE-SEM 촬영결과 rhTGF-β2/PLGA 입자들이

고르게분사되어퍼져있음을확인하였다 (Fig. 1). 표면거칠기

를 3차원적으로 측정한 결과 평균적으로 Ra값은 대조군에서

0.243 ㎛실험군에서0.252 ㎛로관찰되었다. 즉양극산화티타늄

에PLGA만분사한디스크의거칠기와 rhTGF-β2를분사한티타

늄의거칠기평균값차이가 0.009 ㎛로나노입자크기이며, 이
는 통계적으로 유의할만한 차이 (P>.05)가 아니었다 (Fig. 2,
Table 1) .

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

tetrazolium bromide) assay 결과

One-way ANOVA test 결과7일차에서의대조군및실헐군그룹

간에 통계적으로 유의한 차이가 확인되었다. 7일차에서의 각

그룹간유의성검증을위해Tukey-kramer의다중분석을시행한

결과, 양극산화티타늄과PLGA 분사디스크에비해두가지농

도모두 rhTGF-β2로코팅한양극산화티타늄디스크의7일차실

험결과에서 통계적으로 유의한 차이를 보였으며 (P<.05), 125
ng/ml와 500 ng/ml 그룹간에도통계적으로유의한차이를보였

다 (P<.05) (Fig. 3).

Fig. 3. MTT assay results. The result presents that there was tendency of cell pro-
liferation increasing by time, however; there was no statistically significant difference
among groups in 1 day and 4 days. At the 7 days of cell culture, there was statistically
significant difference between control groups and experimental groups (*P<.05,
**P<.05)

Fig. 1. SEM image of anodized titanium implant coated by electrospray (×5,000).
(A) Anodized Ti disc, (B) Anodized Ti disc coated with 40 ㎕rhTGF-β2 (500 ng/ml)
sub-micron particles by electrospray technique. 

A B

Fig. 2. The results of surface roughness measured by AFM (10 ㎛× 10 ㎛). (A) Anodized titanium disc, (B) Anodized titanium disc coated with 40 ㎕rhTGF-β2 (500
ng/ml per disc). 

A B

Table 1. Results of surface roughness (Ra) of anodized titanium disc and 500 ng/ml
TGF-β2/PLGA coated anodized titanium disc                                        (unit; ㎛)

Ra (surface roughness) by AFM (mean value)
Anodized disk 0.243

TGF-β2 + PLGA coating 0.252
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고찰

임플란트식립후반응하는골생성과정은여러단계의복잡

한 과정으로 일어나는 현상이며, 각 단계마다 유전자의 발현

및 여러 성장인자 단백질의 기능으로 골 형성 또는 골 소실을

일으키는것으로알려져있다.14 이중, TGF-β2는골메트릭스구

성요소의 합성 및 분해 과정에 영향을 미치며 골생성을 조절

하는역할을담당한다.15 Centrella 등,16,17 Lomri와Marie,18 Machwate
등19의다수의 in vivo와 in vitro연구에서TGF-β2가간엽줄기세포

의 성장 및 분화를 조절한다고 보고되어 있으며, 특히 간엽줄

기세포에서조골세포로의분화를촉진한다.20,21 한편, Sena 등22의

TGF-β2 용액을 pipetting하여 임플란트 표면 처리한 연구에서

고농도의 TGF-β2를 처리한 그룹에서 오히려 BIC와 임플란트

고정력이 감소되었다고 보고하였다. 따라서 본 연구에서는

PLGA 운반체를선택함으로써TGF-β2를상대적으로저농도로

서서히분해하면서TGF-β2를방출시킬수있도록하였다. 이는

이전의Yoo 등23의연구에서BMP-2/PGLA 복합체를 electrospray방
식으로임플란트표면처리를한것과동일한방법으로 BMP-2
성장인자가 간엽줄기세포의 증식과 분화를 촉진시킴을 밝힐

수있었던검증된임플란트표면처리방식이다. 
Poly-glycolic acid (PGA)와 poly-lactic acid (PLA)의 합성체인

PLGA는 생체친화적이며 인체에 흡수되더라도 정상 세포의

기능에영향을미치지않으며, PLA와PGA의가수분해에의하

여 합성체가 분해되어 서서히 성장인자를 방출시킬 수 있다.
PLGA 운반체를 이용한 방법은 조직공학에서 scaffold로 널리

사용되고있다.24 본실험에서는PGA와PLA의비율을1 : 1로하

였으며, 5 - 20일사이에합성체가방출될수있도록하였다. 결
과적으로 PLGA를 통해 함께 방출된 TGF-β2가 티타늄 디스크

표면의초기골생성을증진시키는환경을만드는것이다. 
현재까지 널리 사용되는 임플란트 코팅 방법으로는 티타늄

플라즈마분사표면처리25를예로들수있으며, 이를통해얻어

진 거친 표면은 골-임플란트 계면의 표면 면적을 증가시키고

골형성을 촉진시키는 것으로 보고되었다. 또한 수산화인회석

코팅26 역시임플란트표면의 물리/화학적 변화를 통해거칠기

와기능성면적의증가27를얻을수있다. 그러나이와같은코팅

방식은 코팅의 불안정성으로 인해 생물학적인 성장인자들을

코팅하기에는제한이있다. 
이러한 제한을 극복하기 위해 여러 방법이 연구되고 있다.

본 연구에서는, Yoo 등23의 연구에서 이미 코팅의 안정성이 검

증된 electrospray 방식을이용하여, 코팅단백질의입자를nano 또
는 submicron 크기로조절하여임플란트를식립시에도입자가

골 계면에서 안정적으로 유지될 수 있었다. 뿐만 아니라, 나노

크기의 간엽줄기세포가 임플란트 표면에 효과적으로 부착하

기위해서는임플란트표면또한나노크기로처리되어야한다

고Catledge 등28은보고하였다. 또한나노크기의물질이코팅되

어진 임플란트 표면은 세포 대사 능력이 배로 늘어난다는 보

고도있다.29 즉본실험에서사용한 electrospray 방식의나노입자

코팅은 임플란트의 주위 세포에 직접적으로 영향을 미칠 수

있기 때문에, 골유도능이 있는 물질이 나노 코팅된다면 좀 더

정확하고효과적인실험결과를기대할수있을거라사료된다. 
본실험의SEM 결과에서볼수있듯이 (Fig. 1), PLGA/TGF-β2 혼

합체용액을 electrospray 분사법을사용한결과티타늄디스크표

면에 나노입자 코팅이 가능함을 알 수 있다. PLGA/TGF-β2가
코팅된 티타늄 디스크 위에 간엽줄기세포를 배양한 결과 125
ng/ml와500 ng/ml 두가지농도모두viable 하였으며, 7일차배양

결과에서 PLGA/TGF-β2처리된 그룹에서 대조군에 비해 세포

증식이더활성화되는것을확인할수있었다. 
대조군과PLGA/TGF-β2 복합체로코팅한디스크간에거칠기

에차이가없음을보기위하여, AFM test을통해표면거칠기를

확인하였으며, 대조군과 실험군 사이에는 통계적으로 유의미

한 거칠기 차이를 보이지 않았다. 따라서 TGF-β2가 세포 증식

속도에영향을미칠수있다는가능성을입증하였다. 결론적으

로나노코팅된TGF-β2는디스크표면에세포증식을돕는역할

을 할 수 있으며 이는 임플란트에 응용시 초기 세포 활동성을

증가시키는 가능성을 보여준다. 따라서 임플란트의 골생성을

도울수있는조골세포의빠른유도로임플란트의초기고정력

을증가시킬수있다는임상적인의미가있겠다. 하지만, 본연

구는 in vitro환경에서실험한연구로, PLGA/TGF-β2 복합체가코

팅된 임플란트 표면이 실질적으로 조골세포의 분화가 촉진되

는지 in vivo동물실험을통해연구할필요가있다고보여진다.

결론

PLGA/TGF-β2 복합체를 electrospray 방식으로양극산화티타늄

디스크에 표면처리한 본 실험을 통해 다음과 같은 결과를 도

출할수있었다. 
1. rhTGF-β2를 티타늄 디스크에 나노 입자로 코팅하기 위해,

electrospray를사용하였으며, FE-SEM으로PLGA/rhTGF-β2 복
합체를 균일하게 농도를 조절하여 티타늄 표면에 coating
할수있음을확인하였다. 

2. AFM test 결과대조군과PLGA/rhTGF-β2 코팅된실험군사이

의거칠기차이는없었다.
3. MTT assay 결과7일차에서PLGA/rhTGF-β2 복합체로코팅된

티타늄 실험군이 대조군에 비해 통계적으로 유의미한 간

엽줄기세포의증식을확인하였다. 또한복합체처리군의

농도가높을수록높은세포증식수치를보였다. 
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Electrospray법으로 rhTGF-β2/PLGA 복합체를

코팅한 티타늄에서의 간엽줄기세포 증식에 관한 연구

김주형1∙김성균1*∙허성주1∙곽재영1∙이우성1∙이주희2∙박지만3

1서울대학교치의학대학원치과보철학교실, 2울산대학교서울아산병원치과보철과, 3관악서울대학교치과병원

목적: 본연구는 in-vitro 상에서 recombinant human transforming growth factor-beta (rhTGF-β2)와 poly(D,L-lactide-co-glycolide) (PLGA) 의복합체를티타늄

디스크표면에코팅하여, 생물학적으로간엽줄기세포증식에미치는영향을조사하기위해시행되었다. 
재료 및 방법: 양극산화디스크에일렉트로스프레이코팅법을이용하여 anodized 된티타늄디스크를대조군으로설정하고, rhTGF-β2를 125 ng/ml와
500 ng/ml 농도로 코팅한 것을 실험군으로 하였다. 티타늄 디스크 표면에 분사된 복합체가 균일하게 분사되었는지 field-emission scanning electron
microscopy (FE-SEM)을통해확인하였으며, atomic force microscope (AFM) test를이용하여 rhTGF-β2로코팅한디스크와양극산화디스크의거칠기차

이를확인하였다. 디스크위에간엽줄기세포배양후 1, 4, 7일에세포증식양상을 MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5 diphenyl-tetrazolium bromide) assay
검사를통해확인하였다. 
결과: AFM 결과 대조군과 실험군에서 거칠기의 유의할만한 차이가 없었다 (P>.05). MTT 결과 7일차 배양 결과에서 125 ng/ml와 500 ng/ml
PLGA/TGF-β2처리된그룹은각각평균 0.45와 0.48이였으며, 대조군은평균 0.33으로 PLGA/TGF-β2처리된그룹에서세포증식이더활성화되는것

을확인할수있었다 (P<.05).
결론: rhTGF-β2 복합체를 electrospray법으로코팅한티타늄표면에서 7일차에서줄기간엽세포의빠른증식을확인하였다. 또한복합체처리군의농

도가증가할수록높은세포성장수치를보였다. (대한치과보철학회지 2016;54:120-5)

주요단어:티타늄; rhTGF-β2; PLGA; 줄기세포
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