
I. 서 론

치주 치료의 목적은 치주질환으로 인하여
파괴된 조직을 재생하고, 치주인대섬유에 의
해 치조골과 치근 사이의 신부착을 이루는것
이다. Melcher는 치주 수술 후 치근면에 재형
성(repopulation)되는 세포들은 각기 다른 표
현형을 나타내므로, 치유 과정 중 이들 세포
들에 의해 치근면 부착 양상이 결정된다고
하였다1). 또한 이들 세포 중 치주인대와 치조
골로부터 유래된 세포들이 치조골 형성 능력
이 있으며, 치주인대로부터 유래된 세포들만
이 치주인대를 재생시킬 능력이 있다는 가설
을 세웠다. 이후 치주 창상 회복에 관한 일련
의 연구들을 통해 치주인대를 제외한 치주조
직 즉, 치은 상피조직, 치은 결체조직 및 치조
골로부터 유래된 세포들이 치근면에 재형성
될 때 치주인대 섬유에 의해 치조골과 치근
이 연결되는 대신, 상피조직 및 결체조직의
치근면 접착, 치근 흡수 또는 치아강직이 관
찰되었다2~7). 따라서 소실된 치조골의 재생과
신생 백악질 및 치주인대의 재생을 유도하기
위해서는 치주 창상 부위로부터 상피세포와

치은 결체조직 세포들을 차단해야 한다는 이
론이 제기되었다. 위 이론을 바탕으로 1980년
대에 들어서 차폐막을 이용하는 조직유도재
생술이 치주 재생을 위한 치료 방법으로 소
개되었다8). 차폐막으로는 Millipore filter8~10)가
초기에 사용된 이래, 1980년대 후반부터
expanded polytetrafluoroethylene(e-PTFE) 차
폐막이 사용되어 동물실험11~14)뿐만 아니라
임상실험15~19)에서도 치주 재생 효과가 입증
되었다. 그러나 이 재료는 생체 내에서 흡수
되지 않으므로 차폐막 제거를 위한 2차 수술
이 필요한 단점이 있다. 이런 단점을 해결하
기 위해 최근에는 생체 분해성 차폐막을 이
용한 연구가 활발히 시행되고 있다. Type I
collagen20~22), cargile23)같 은 교 원 질 과
polyglactin 91024), polylactide-polyglycolide
copolymer25, 26), polyurethane27), polylactic
acid28, 29)등의 생체 분해성 고분자들이 연구되
고 있으며, 치주재생 효과면에서 다양한 결과
들이 보고되고 있다. 
한편 성장인자는 체내에서 분비되어 다양한

세포 활동을 촉진하므로써 창상 치유에 깊이
관여하는 것으로 알려져 있는데, 치주 재생
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처치의 하나로서 치주인대 세포들의 이동, 증
식 및 기질 합성을 촉진시키는 특정 성장인
자를 사용하는 방법에 대해 활발히 연구되고
있다. 이러한 성장인자 가운데 하나인 혈소판
유래 성장인자(platelet-derived growth factor,
PDGF)는 분자량이 30 KDa인 조절 단백질로
서 polypeptide chain 2개(A, B)가 서로
disulfide bond로 연결되어 있고, 동종 이량체
(PDGF-AA, PDGF-BB) 및 이종 이량체
(PDGF-AB)로 존재하며, 이들은 기능과 효
과면에 있어서 서로 차이가 있다고 밝혀졌다
30). 이들 가운데 PDGF-BB는 in vitro에서 치
주인대 섬유아세포 및 골아세포에 대해 강한
화학주성 효과가 있으며, 이들 세포의 증식과
신생 교원질 및 신생골의 형성을 촉진한다고
보고되었다31~33). 동물 실험에서 PDGF-BB와
인슐린 성장인자34~36) 또는 PDGF-BB와
dexamethason37)을 혼합하여 치근면에 도포했
을 때 치주조직의 재생이 촉진되었으며, 제3
급 치근 분지부 병소에서 e-PTFE 차폐막과
병행하여 PDGF-BB를 치근면에 도포했을 때
차폐막을 단독으로 사용했을 때보다 치주 재
생 효과가 우수하였다38, 39). 또한 PDGF-BB를
임프란트 표면에 도포했을 때 임프란트 주위
의 골재생을 촉진시켜 대조군보다 임프란트
주위에 골유착이 빨리 일어났음이 보고되었
다40). 
치주 처치에 부가적으로 널리 사용되고 있

는 tetracycline은 대부분의 치주염 원인균에
대해 높은 항균 효과를 보이며41) 치근면을 탈
회시키고42) 상아질 표면에 섬유아세포의 부착
을 촉진하는 작용이 있음이 알려져 있다43).
또한 교원질 분해 효소에 대한 억제 효과
44~49) 및 골흡수를 억제하고 신생골의 형성을
촉진하는 효과가 동물 및 임상 실험을 통해
보고되었다50~52). 
치주질환은 부분적으로 prostaglandin의 생

성에 의해 매개되며, 이들의 생성을 억제하는
비스테로이드성 소염진통제들의 치주질환 진

행과정에 미치는 영향에 대한 연구가 활발히
진행되고 있다53). Flurbiprofen은 비스테로이드
성 소염제 중의 하나로서 동물54~56) 및 임상
실험57~59)을 통해 다른 비스테로이드성 소염
제들보다 골 소실에 대한 억제 효과가 크다
고 알려져 있다. 
따라서 앞에서 언급한 성장인자나 약물들을

차폐막과 병행하여 사용한다면 차폐막의 물
리적 차폐 기능과 더불어 이들의 치주 조직
에 대한 효과로 인해 차폐막을 단독으로 사
용하는 것보다 치주재생 효과가 증진될 수
있을 것으로 사료된다. 그리고 국소약물송달
기법을 차폐막에 적용하여 차폐막으로부터
적정 농도의 약물을 결손부로 방출시킨다면
약물을 경구로 투여할 때처럼 결손부까지 약
물이 도달하는 과정에서 약물 농도가 소실되
는것을 막을 수 있고, 약물 투여량을 감소시
킬 수 있으므로 약물의 전신적 부작용을 피
할 수 있다. 또한 약물 유지 시간이 짧아 지
속적인 약물의 효과를 얻기 어려운 국소도포
의 단점을 보완할 수 있다.
Tetracycline과 flurbiprofen이 함유된 poly-l-

lactic acid와 polyglycolic acid의 생체분해성 차
폐막을 제작, 실험한 김 등의 연구60)에서 약물
함유 생체분해성 차폐막이 치주조직 재생 유
도를 위해 이용될 수 있음을 제시한 바 있다. 
이 연구의 목적은 tetracycline, flurbiprofen

및 PDGF-BB를 각각 함유시킨 다공성 생체
분해성 차폐막을 대동물 실험에 적용하기에
앞서 생체 내에서 약물의 방출양상을 측정하
고, 차폐막에 대한 세포 접착도 실험을 통해
차폐막과 조직의 접합성을 관찰하며, 차폐막
에 함유된 PDGF-BB의 활성도 및 백서 두개
골에서 초기 골 조직 재생유도 능력을 평가
하는 데에 있다. 

II. 실험재료 및 방법

1. 차폐막의 제조
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poly-L-lactic acid(PLLA, Purac Biochem
Co., Gorinchem, Holland)를 염화메틸렌-에틸
아세테이트 혼합용액에 10% w/v가 되도록
녹인 후, 여기에 tetracycline(Sigma Chemical
Co., St. Louis, USA)및 flurbiprofen(Taeguk
Pharm. Co., Seoul, Korea)의 농도가 차폐막
중량의 5, 10, 15 및 20%가 되도록 혼합하였
다. 이것을 polyglycolic acid(PGA) mesh
(Samyang Co., Seoul, Korea)에 피복시키고
24시간 상온에서 건조한 후 다시 진공 건조시
켰다. 
PDGF-BB를 함유하는 차폐막을 제조하기

위해서 먼저 PLLA용액을 PGA mesh 상에
피복시키고 상온 건조하였다. PDGF-BB
(Genzyme, CA, USA)를 차폐막 1cm2당 각각
100, 200, 400ng씩 되도록 함량을 달리하여 친
수성 고분자인 polyvinylalcohol(PVA)용액
(Hayashi Pure Chemical Ind. Ltd., Osaka,
Japan)에 혼합한 후, 이것을 앞서 제작한 차
폐막에 다시 피복시키고 건조하였다.

2. 약물함유 차폐막의 세포 접착도 실험

실험에 사용할 세포를 배양하기 위해서 서
울대학병원에 교정치료를 위해 내원한 환자
의 제1소구치의 치은조직을 사용하였다. 채취
직전에 큐렛(Gracey, Hu-Friedy Co., Chicago,
Il, USA)을 이용하여 치석 및 치태를 제거하
고 생리식염수로 여러번 세척하였다. 국소마
취를 시행하고 치간 부위에 내사면 절제를
가한 후 정상 치은조직을 채취하였다. 채취된
조직편을 100ug/ml penicillin(Gibco Lab.,
Grand Island, NY, USA)과 100ug/ml
streptomycin(Gibco Lab. Grand Island, NY,
USA)이 첨가된 -MEM(Gibco) 생검배지에
침수시켰다. 채취된 치은조직을 약 1 mm3으
로 세절한 다음 35mm 세포배양 접시에 고르
게 분산시켜 100ug/ml penicillin과 100ug/ml
streptomycin 및 FBS 10%가 첨가된 α-MEM

을 이용하여 세포배양을 시행하였으며 3일
간격으로 배양액을 교환해주면서 5계대 배양
시켰다. 배양시 습도는 95%, 온도는 37℃를
유지하면서 95%의 공기와 5%의 CO2를 계속
공급하였다.
24 well plate에 약물을 넣지 않은 차폐막,

10% tetracycline함유 차폐막, 10% flurbiprofen
함유 차폐막, 200ng/cm2 PDGF-BB함유 차폐
막을 각각 직경 1 cm 크기로 잘라 well의 바
닥에 놓고 차폐막 주변에 agarose를 부어 차
폐막을 고정함으로써 배양액 첨가로 차폐막
이 부유하는 것을 방지하였다. 차폐막이 고정
된 24 well plate는 UV-irradiation법에 의해
10분간 소독하였다. 계대 배양한 치은 섬유아
세포를 0.25% tripsin-EDTA(Gibco)용액으로
처리한 후 원심분리하여 배양액으로부터 세
포 부유액을 만들고 표준 혈구계산기로 well
당 1×105개의 세포수가 되게 하여 well에 부
착된 차폐막에 접종한 후 배양조건에 따라 24
시간 배양하였다.
세포가 부착된 차폐막을 세척하여 부착되지

않은 세포는 제거하고 0.1M 인산완충 생리식
염수(PBS, pH 7.4)에 녹인 2.5% glutaraldehyde
용액에 4℃에서 40분간 전고정하였다. 고정 후
0.1M 완충 생리식염수로 세척하고 다시 0.1M
인산완충 생리식염수에 1% 농도로 녹인
osmium tetroxide로 0℃에서 40분간 후고정하
였다. 이것을 -70℃에서 24시간 보관한 후 동
결건조 하였다. 
동결 건조된 시료는 gold-palladium을 도포

하여 주사전자 현미경(Jeol Jsmcf-35, Japan)
으로 관찰하였다.
또한 차폐막에 부착된 세포의 수를 측정하

기 위해 세포가 부착된 차폐막을 세척하여
미부착 세포를 제거한 후 trypsin-EDTA를 가
하여 차폐막에 부착된 세포를 떼어내었다. 떼
어낸 세포를 배양액 1ml를 가하여 부유시키
고 여기에 Isotone용액을 가하여 20ml의 세포
부유액을 만들어 coulter-counter를 사용하여
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세포의 수를 측정하였다.

3. 차폐막에 함유된 PDGF-BB의 활성도
검사

차폐막에 함유된 PDGF-BB의 활성도를 검
사하기 위해 PDGF-BB가 치은 섬유아세포의
세포 활성에 미치는 효과를 평가하였다.
차폐막의 세포 접착도 실험에서와 동일한

방법으로 5계대 배양시킨 치은 섬유아세포를
0.25% trypsin-EDTA(Gibco)용액으로 처리한
후 원심분리하여 배양액으로 부터 세포 부유
액을 만들고 표준 혈구 계산기로 well당 1×
105개의 세포수가 되게 하여 접종한 후 배양
하였다. 24시간 후 배양액을 교환하고 48시간
후 배양액을 제거한 다음, Hank's balanced
salt solution(HBSS)(Gibco)으로 세척하였다.
시료로는 용출기에서 24시간 동안 200ng/cm2

PDGF-BB함유 차폐막으로 부터 방출된
PDGF-BB 용액 이것과 같은 농도의 표준
PDGF-BB 희석액을 사용하였다. 이들을 각각
96 well plate에 50㎕씩 넣고 여기에 배양액
150㎕씩을 혼합하였다. 24시간 배양한 후 생
리식염수에 용해한 methyl thiazol-2-YL-2,5-
diphenyl tetrazolium bromide(MTT)(Sigma)
용액 50㎕를 각 well에 첨가하여 4시간 동안
배양한 다음 MTT용액을 제거하고 formazon
결정을 용해시키기 위해 dimethyl sulfoxide
(Sigma)를 50㎕씩 첨가하였다. Plate를 잘 흔
든 후 ELISA reader(THERMO max,
Molecular devices, Bohannon, CA, USA)로
570nm에서 흡광도를 측정하였다. 대조군은
시료가 들어있지 않은 α-MEM 배양액 well를
사용하였고 모든 실험 결과는 대조군에 대한
백분율(%)로 계산하였다.

4. 생체내 약물 방출 실험

체중 200-250gm의 백서(Sprague-Dawley

rat) 77마리를 무작위로 추출하여 한 군당 7
마리씩 11군으로 분리하였다. Ketamine
HCl(케타라, 유한양행, 한국)을 10mg/kg 근
육주사 하여 마취한 후 등의 털을 깎고 0.5%
chlorhexidine으로 소독하였다. 백서의 등에 적
절한 간격으로 여섯 부위에 10mm 길이로 수
평 절개한 후 7mm 직경의 원형으로 제작한
5, 10, 15, 20% tetracycline함유 차폐막 및
flurbiprofen함유 차폐막과 100, 200, 400ng/cm2

PDGF-BB함유 차폐막을 피하조직에 매식하였
다. PDGF-BB의 잔존 농도를 측정하기 위해
PDGF-BBI125를 함유한 차폐막을 이용하였다. 
백서 한 마리에 동일한 종류의 차폐막을 매

식하였으며, 매식 후 1, 2, 4, 7, 10, 14, 21, 28일
째 각 군에서 한 마리씩 무작위로 추출하여
희생시키고 차폐막을 채취하였다. tetreacycline
및 flurbiprofen함유 차폐막은 high pressure
liquid chromatograph(HPLC, Waters, USA)로
차폐막에 잔존하는 약물의 농도를 분석하였
으며, PDGF-BB함유 차폐막은 γ-scintilation
counter로 잔존하는 PDGF-BBI125의 농도를
측정하였다. 

5. 골조직 유도재생 효과

(1) 동물 수술
체중 300-350gm의 백서(Spraque-Dawley

rat) 48마리를 여덟마리씩 무작위로 추출하여
여섯군으로 분류하였다. 각 군의 백서는
entobar(Hanlim Pharm Co., Seoul, Korea)를 복
강주사(30mg/kg)하여 마취한 후, 두부의 털을
깎고 백서의 머리를 두부 고정기(cephalostat)
로 고정하였다. 0.5% chlorhexidine으로 수술부
위를 소독하고, 소량의 2% lidocaine HCl
(1:100,000 epinephrine)으로 침윤 마취를 한
후, 전두골 전방부에서 후두골 후방부까지 정
중부를 따라 절개하고 두개골을 노출시켰다.
편측 측두골에 trephine bur(3i Implant
Innovations Inc., West Palm Beach, Fl., USA
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)를 사용하여 뇌막에 손상을 주지 않도록 하
면서 직경 5mm의 원형 결손부를 형성하였다.
제1군은 음성 대조군으로 차폐막을 덮지 않
았으며, 제2군은 양성 대조군으로 약물을 함
유하지 않은 차폐막을, 제3군은 tetracycline
10%함유 차폐막을, 제4군은 flurbiprofen 10%
함 유 차 폐 막 을 , 제 5군 은 PDGF-BB
200ng/cm2함유 차폐막을, 제6군은 PDGF-BB
400ng/cm2함유 차폐막을 각각 결손부에 위치
시키고 두피를 덮어 봉합하였다. 차폐막을 매
식한지 1주, 2주때 각 군당 4마리씩 실험동물
을 희생시키고 두개골을 절제하였다. 

(2) 광학 현미경 검사 및 조직 계측학적 분석
각 군의 시편을 두 그룹으로 분리하여 한

그룹은 10% formalin에 고정 후 nitric acid에
넣어 탈회과정을 거치고 paraffin포매를 하여
4-7mm 두께의 조직편을 제작한 후 Masson-
trichrome으로 염색하여 광학 현미경(Olympus
BH-2, Olympus Ltd., Japan)하에서 조직소견
을 관찰하였다. 나머지 시편은 70% 에탄올에
고정 후 탈수과정을 거쳐 methylmethacrylate
acrylic resin에 포매 하여 경화시켰다. 경화된
시편을 Exakter microcutting system(Exackt-
Apparateb, Hamburg, Germany)로 200-300μm
의 두께로 절단하고 Exakter grinding system
(Exackt-Apparateb, Hamburg, Germany)을 이
용하여 20-30μm의 두께로 연마표본을 제작한
후 Von Kossa염색을 하였다. 광학 현미경에서
20배 배율로 확대된 조직표본 상을 video
camera를 통해서 컴퓨터 모니터 상에 재현한
후, Global Lab Image Analysis system(Data
Translation Inc, Malboro, MA, USA)을 이용하
여 두개골 결손부의 석회화된 조직의 면적
(mm2)을 계측하였다. 

6. 통계 분석

각종 약물함유 차폐막 및 약물 비함유 차폐

막에 대한 치은 섬유아 세포의 접착도와 차
폐막에 함유된 PDGF-BB의 치은 섬유아 세
포 활성도에 미치는 효과를 one-way
ANOVA를 이용하여 통계분석 하였고 p〈
0.05 에서 통계적 유의성을 평가하였다.

III. 연구 결과

1. 약물함유 차폐막의 세포 접착도 실험

각종 약물 함유 차폐막 및 약물 비함유 차
폐막에 부착된 치은 섬유아 세포의 수를 계
측한 결과, flurbiprofen함유 차폐막은 약물 비
함유 차폐막보다 부착 세포수가 적었으며,
tetracycline함유 차폐막은 약물 비함유 차폐막
보다 부착 세포수가 약간 많았으나 통계적 유
의성은 없었다(p〈0.05). PDGF-BB함유 차폐막
은 다른 차폐막보다 부착 세포수가 많았으며
통계적으로 유의한 차이를 보였다(그림 1).
약물 비함유 차폐막에 부착된 세포는 차폐

막에 부착이 개시된 구형 및 세포 외형이 길
게 신장된 형태를 보이기도 하였으나 대부분
의 세포는 세포질이 방사선상으로 확장된 편
평한 모양으로 나타났다(그림 2). Tetracycline
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그림 1 Amout of gingival fibroblasts attached to the drug-
loaded membranes.
Unloaded : drug-unloaded membrane, TC : 10%
tetracycline-loaded membrane, FLU : 10%
flurbiprofen-loaded membrane PDGF-BB :
200ng/cm2 PDGF-BB loaded membrane.
*, Significantly different from other groups(p<0.05)



함유 차폐막에는 약물 비함유 차폐막과 비교
할 때 다량의 치은 섬유아세포가 부착된 것
을 관찰할 수 있었다. 부착 형태 역시 약물
비함유 차폐막에 비해 안정함을 보여주었다.
이때 전개된 세포는 평활하였으며 초기 부착
개시 시기에 보이는 미세융모(microfilament)
및 돌기(process)들은 보이지 않았다(그림 3).
Flurbiprofen 함유 차폐막은 약물 비함유 차폐
막과 비교했을 때 부착된 세포 수는 유사하
나 그 양상이 다른데, 대부분의 세포가 구형
을 이루고 있으며 세포질이 확장되거나 부착
된 형태를 보이지 않았다. 일부만이 부착된
형태를 보였으나 대부분 표면의 미세공 안에
포착된 형태를 보여주고 있다(그림 4).
PDGF-BB함유 차폐막에는 상당량의 치은 섬
유아세포가 안정하게 부착되어 있으며 세포
의 형태는 편평하고 옆으로 길게 신장된 방
추상(spindle shape)으로 박판상(lamellapodia)
을 갖고 있었다(그림 5). 특히 이 실험군에서
는 이 시기에 세포분열에 의한 치은 섬유아
세포의 증식도 관찰할 수 있었다. 

2. 차폐막에 함유된 PDGF-BB의 활성도
검사

치은 섬유아세포 활성도에 있어서 차폐막으

로 부터 방출된 PDGF-BB 실험군과 표준
PDGF-BB 실험군 모두 대조군보다 유의성
있게 높은 활성도를 보였으며 두 실험군 사
이에는 유의적인 차이가 없었다(그림 6). 따
라서 PDGF-BB를 차폐막에 함유시킨 후에도
이것의 생물학적 활성도는 유지되는 것으로
사료된다.

3. 생체내(in vivo) 약물 방출 실험

Tetracycline 5, 10, 15, 20%를 함유한 차폐
막으로부터 1일째 각각 20, 52, 65, 96ug/ml로
약물이 최대방출된 이후 방출 속도가 감소하
였으나 방출이 지속되어 4주동안 총 100, 130,
172, 300ug/ml의 약물이 방출되었다. 약물 함
유량이 많을수록 일별 방출량도 증가한 양상
을 보였다(그림 7).
Flurbiprofen 5, 10, 15, 20%를 함유한 차폐

막으로부터 각각 1일째 12.5, 36, 83, 125ug/ml
의 약물이 방출된 이후 4주동안 43, 150, 180,
230ug/ml의 약물이 방출되었다(그림 8). 15%
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그림 6 Activity of PDGF-BB released from the membrane
on the cellular growth and survival rate.
*, Significantly different from the control(p<0.05)

그림 7 In vivo tetracycline release from membranes
Effects of loading contents on drug release
kinetics. 
(■) 5%, (●) 10%, (▲) 15%, (▼) 20%



및 20% flurbiprofen함유 차폐막은 최대방출
이후 방출 속도가 급격히 감소되어 2주째부
터 평균 일별 방출량이 5% flurbiprofen함유
차폐막과 유사하였다 . 반면에 10%
flurbiprofen함유 차폐막은 1주째부터 거의 일

정한 속도로 방출되어 일별 방출량이 다른
농도의 차폐막보다 높았다.
PDGF-BB 100, 200, 400ng/cm2를 함유한

차폐막의 경우 1일째 각각 13, 29, 40ng/cm2
의 PDGF-BB가 방출된 후 4주 동안 총 80,
110, 130ng/cm2로 방출되었다(그림 9).
PDGF-BB함유 차폐막은 초기 최대 방출 이
후 방출속도가 거의 일정하였다.

4. 골조직 유도재생 효과

(1) 1주 조직 소견
1군(음성 대조군,차폐막을 덮지 않은 군)의

골 결손부에는 신생골의 형성이 극히 제한되
어 일어났다. 결손부 대부분은 섬유성 결체조
직에 의해 관통된 양상을 보였고, 염증세포의
침윤과 혈관들의 생성을 관찰할 수 있었다
(그림 10). 
2군(양성 대조군, 약물 비함유 차폐막 군)

의 경우에는 경막(dura mater)쪽에서 음성 대
조군보다 신생골 및 신생 골수 조직의 형성
이 약간 증가하였으나 대부분의 결손부에는
결체조직이 존재하였으며 염증세포의 침윤도
관찰할 수 있었다(그림 11). 
3군(10% tetracycline함유 차폐막 군)에서는

1군 및 2군보다 결손부 변연으로부터 신생골
이 중앙을 향하여 현저하게 성장하였으며 일
부 표본에서는 신생골에 의해 골폐쇄가 일어
난 소견도 관찰되었다(그림 12). 
4군(10% flurbiprofen함유 차폐막 군)에서는

차폐막 직하방에 섬유성 결체조직이 띠(band)
형태로 존재하고 그 하방에 섬세한 신생 골소
주와 골수 조직이 발달하였으며 경막쪽에서
보다 많은 신생골이 형성되었다(그림 13).
5군(PDGF-BB 200ng/cm2함유 차폐막 군)

에서도 차폐막 직하방에는 결체조직이 존재
하며 그 하방에는 골 결손부를 가로지르면서
상당한 양의 신생골이 형성되었다(그림 14).
6군(PDGF-BB 400ng/cm2 함유 차폐막 군)
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그림 8 In vivo flurbiprofen released from membranes.
Effects of loading contents on drug release
kinetics.
(■) 5%, (●) 10%, (▲) 15%, (▼) 20%

그림 9 In vivo PDGF-BB release from membranes. Effects
of loading contents on drug release kinetics.
(■) 100ng, (●) 200ng, (▲) 400ng.



의 경우에도 결손부에 많은 양의 골소주 및
골수 조직이 존재하며, 경막쪽에서 부분적으
로 신생골에 의해 폐쇄된 양상이 관찰 되기
도 하였다(그림 15).
2, 3, 4, 5 및 6군에서 차폐막은 전체적인 형

태를 잘 유지하고 있었으며 차폐막 주변에
염증세포 침윤이 관찰되었다.

(2) 2주 조직 소견
1군에서는 1주 때보다 결손 변연부로부터

신생골의 형성이 증가하였으나 대부분의 결손
부는 결체조직으로 채워져 있었다(그림 16).
2군의 경우, 1군보다 많은 양의 신생골이

결손부 중앙을 향하여 형성되었는데 특히 경
막 쪽보다 차폐막 쪽에서 신생골 형성이 두
드러졌다. 또한 결손부 변연에서 멀어질수록
신생골의 두께는 얇았다. 결손부 중앙에는 섬
세한 결체조직 섬유와 혈관들이 존재하였다
(그림 17). 
3군에서는 1주 때와 마찬가지로 1군 및 2군

보다 신생골의 형성이 많이 일어났으며 결손
부를 가로지르면서 신생 골소주및 골수 조직
이 풍부하게 발달되었고 일부 표본에서 결손
부가 완전히 신생골에 의해 폐쇄된 양상도
관찰되었다(그림 18).
4군의 경우에도 결손부 변연으로부터 신생

골이 현저하게 형성되어 부분적으로 골폐쇄
를 보였다(그림 19).
5군에서는 대부분의 결손부가 신생 골소주

및 골수 조직으로 연결된 양상을 보였다(그
림 20).
6군에서는 5군과 마찬가지로 결손부가 신생

골에 의해 연결되었으나 신생골의 두께는 결
손부 중앙으로 갈수록 얇았다(그림 21).
2, 3, 4, 5, 6군 모두 1주 때보다 신생골의

양이 증가하였고 보다 치밀한 양상을 보였다.
차폐막을 사용한 모든 군에서 차폐막 표면의
일부가 소량 흡수되고 차폐막 주변에서 대식
세포 및 염증 세포를 관찰할 수 있었으나 차

폐막의 전체적인 형태는 비교적 잘 유지되고
있었다.
(3) 조직계측학적 분석
백서의 두개골 결손부에 형성된 신생골의

면적을 computer image analysis system을 이
용하여 계측한 결과, 1주 및 2주 조직 소견과
비슷한 양상을 보였다(그림 22). 1주째 음성
및 양성 대조군에서는 신생골의 생성이 극히
소량이었으나 실험군에서는 상당한 양의 신
생골이 형성되었다. 

2주째는 모든 군에서 1주째와 비교할 때 신
생골 형성이 많았으며, 음성 대조군에 비해
양성 대조군 및 실험군에서 신생골 형성이
많이 일어났다. 특히 PDGF-BB함유 차폐막
군에서 신생골 형성이 가장 많이 일어난 것
으로 나타났다.

IV. 총괄 및 고찰

치주 재생 및 골 재생을 위한 치료로서 차
폐막을 이용한 조직유도 재생술이 널리 이용
되어 왔다. 그러나 차폐막을 단독으로 사용하
는 경우, 차폐막의 상단부(coronal portion)와
치아의 완전한 밀착이 어려우므로 상피세포
의 하방 증식을 완전히 차단할 수 없으며38),
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제3급 치근 분지부 병소나 광범위한 골 결손
부에서는 치주 재생 및 골 재생에 한계가 있
는 것으로 밝혀졌다38, 39, 61). 이런 한계를 극복
하기 위해 여러가지 방법이 시도되어 왔으며,
그 일환으로 본 실험에서는 tetracycline,
flurbiprofen 및 PDGF-BB를 차폐막과 함께
사용하였다. PDGF-BB를 이용하는 방법으로
는 수용성 gel36)을 치근면에 도포하거나
methylcellulose34, 35, 40)와 collagen matrix37)같은
carrier molecule이 사용되어 왔는데, 수용성
gel이나 methylcellulose를 통해서는 PDGF-BB
의 효과를 지속적으로 얻기 어려웠으며 불용
성 collagen은 창상 부위에 오랫동안 잔존함으
로써 새로운 치주조직의 형성을 방해하는 문
제점이 있다. 또한 tetracycline과 flurbiprofen
을 기존과 같이 전신적으로 투여할 경우, 손
상 부위에서 약효를 지속적으로 유지하기 위
해서는 많은 양의 약물을 장기간 투여해야
하므로 이에 따른 부작용의 위험이 있다. 본
실험에서는 이러한 문제점을 보완하기 위해
차폐막을 국소약물 전달체로 이용하였다. 이
방법은 결손부에서 약효를 지속적으로 유지
시킬 수 있을 뿐만 아니라 약물에 의한 전신
적 부작용을 최소화 할 수 있다. 또한 carrier
molecule이 따로 필요하지 않으므로 결손부에
서 치주인대 세포나 골아세포들의 이동 및
증식을 방해하지 않는다. 다만 차폐막이 분해
되는 과정에서 면역반응이 일어날 수 있는데,
김 등은 차폐막 매식 후 6주 동안 특이한 조
직 이물 반응은 없었다고 하였다60).
차폐막의 요구 조건의 하나로서 조직과 접

합성이 좋아야 한다61, 62). 차폐막을 결손부에
위치시켰을 때 주위의 결체조직이 차폐막과
접합됨으로써 차폐막이 제 위치에 고정되어
치유 부위의 안정을 꾀할 수 있으며, 상피조
직의 하방 증식 및 외부로부터의 세균 침입
을 효과적으로 막을 수 있다. 또한 차폐막이
연조직에 의해서 완전히 피개되기 어렵거나,
차폐막이 완전히 피개되었더라도 치은 퇴축

에 의해 차폐막이 노출될 경우, 노출된 부위
로 결체조직 세포들이 이동하여 차폐막을 피
개할 수 있다면 치주조직 재생 효과가 감소
되는 것을 막을 수 있다. 따라서 차폐막 표면
으로 세포의 접착과 이동은 필수적이라 할
수 있겠다. 본 실험결과, PDGF-BB 및
tetracycline함유 차폐막에서 약물 비함유 차폐
막보다 세포 접착도가 컸다. 특히 PDGF-BB
함유 차폐막에서 가장 높은 세포 접착도를
보였는데 그 이유는 PDGF-BB가 섬유아세포,
골아세포 등의 중배엽 기원 세포들에 대한
화학주성 효과가 뛰어나며 이들 세포의 분화
및 증식을 촉진했기 때문으로 생각한다. 
Tetracycline함유 차폐막에서 PDGF-BB 함

유 차폐막보다는 낮지만 약물 비함유 차폐막
보다 높은 세포 접착도를 보인 것은 고농도
(200ug/ml)가 아니면 위해작용 없이 섬유아세
포의 접착을 촉진시키는 tetracycline의 작용에
의한 것으로 생각한다. 그러나 약물 비함유 차
폐막에 비해 flurbiprofen함유 차폐막에서 세포
접착도가 낮은 것은 약물이 음전하를 띄고 있
으므로 이것이 치은 섬유아세포와 반발 작용
을 일으켜 접착을 방해한 것으로 보인다.
주사 전자 현미경으로 관찰 시, 접착 세포

수가 많은 PDGF-BB함유 차폐막에서는 세포
형태가 옆으로 길게 신장된 방추상으로 박판
상(lamellapodia)이 발달되어 있었던 반면, 접
착 세포수가 제일 적은 flurbiprofen함유 차폐
막에서는 세포들이 대부분 구형이었다. 이런
현상은 Willingham 등의 연구 결과와 일치하
는데, 이들은 정상적인 접착 기능을 갖는 섬
유아세포들이 접착력이 낮은 기질에 노출될
때 미세 융모(microfilament)는 사라지고 세포
의 형태가 구형으로 변화한다고 하였다63).
PDGF-BB와 같은 peptide성 약물을 차폐막

에 함유시킬 때 중요한 점은 이들의 활성을
유지하는 것이다. 화학 변화나 주위 환경에
의해서 peptide가 분해되거나 활성이 저하되
기 쉬우므로 차폐막에 PDGF-BB를 함유시킨
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후 활성도 변화를 고찰할 필요가 있다.
Peptide의 활성도를 평가하는 데 있어서
sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel
electrophoresis(SDS-PAGE)나 enzyme linked
immunoabsorbant assay(ELISA) 혹은 peptide
특유의 작용의 변화를 관찰하는 방법이 이용
되어 왔는데, SDS-PAGE의 경우 측정 범위
가 100ug 이상이어야 하는 반면 PDGF-BB의
용출 범위는 ng단위이므로 측정이 곤란하였
다. 본 연구에서는 섬유아세포에 대한 PDGF-
BB의 증식 촉진 작용을 이용하여 치은 섬유
아세포의 세포활성도 검사(cellular growth and
survival assay)를 시행하였다. 검사 결과, 차폐
막에 PDGF-BB을 함유시키기 전과 후의 세포
활성도에 차이가 없었으므로 PDGF-BB의 활
성은 유지되는 것으로 사료된다.
약물함유 차폐막의 생체내 방출 양상을 보

면 tetracycline함유 차폐막은 약물 농도가 높
을수록 평균 일별 방출량이 증가하였다 반면,
flurbiprofen함유 차폐막은 최대방출 이후 15%
및 20% 함유 차폐막의 방출 속도가 급격히
감소하여 2주째부터 10% 함유 차폐막에서 평
균 일별 방출량이 가장 많았다. 따라서
furbiprofen은 10% 함유 농도일 때 가장 바람
직한 방출 양상을 보이는 것으로 사료되었다.
한편 김 등의 약물 농도에 따른 세포 독성 실
험에서 tetracycline 및 flurbiprofen의 함유 농
도가 15% 이상일 때 세포 독성이 있는 것으
로 나타났다60). 이들 실험 결과에 근거하여
차폐막에 대한 세포 접착도 실험과 골조직
유도 재생 실험 시, 10% 농도의 tetracycline
및 flurbiprofen 함유 차폐막을 사용하였다.
생체내 약물방출 양상의 조사는 골조직 유

도 재생에 있어서 약물의 필요량을 결정하는
데 필수적이라고 볼 수 있다. 그러나 지금까
지 국소부위에서 얼마동안 어느 정도의 약물
유지량이 필요한지 보고된 바 없다. 다만 in
vitro 실험을 통해서 Matsuda 등은 PDGF-BB
의 농도가 0.1-1.0ng/ml일 때 치주인대세포들

의 증식이 촉진되었으며 10ng/ml의 농도에서
최대 효과를 보였다고 하였다31). 또한 Oates
등은 0.1-50ng/ml의 PDGF-BB 농도에서 치
주인대세포의 세포 분열이 농도에 비례하여
증가되었다고 하였다32). 본 실험에서
200ng/cm2 및 400ng/cm2의 PDGF-BB함유
차폐막으로부터 PDGF-BB가 1일째 최대방출
한(29, 40 ng/cm2) 이후 4주동안 일별 방출량
이 2-20ng/cm2이었으므로 PDGF-BB가 유효
농도로 장시간 방출되었다고 본다. 그러나 방
출된 PDGF-BB는 조직 내에서 거대식세포
및 효소 등에 의해 빨리 분해되거나 다른 형
태로 전환될 수 있으므로 국소 부위에서 얼
마동안 방출 농도를 유지할 수 있는지 추측
하기는 어렵다. 
Tetracycline은 4-8ng/ml의 농도에서 치주

병인균에 대한 항균 효과를 보이며41) in vitro
실험 결과, 5-10ug/ml의 농도에서 골 흡수를
억제하였다 52). 본 실험에서는 10%
tetracycline함유 차폐막으로부터 2주까지의 평
균 일별 방출량이 이 범위 내에 속하였으므
로 최소한 2주동안 항균 효과와 골 흡수 억제
효과를 기대할 수 있으리라 추측된다. 이러한
결과는 Markman이 tetracycline을 첨가시킨
cellulose 차폐막을 이용하여 백서의 생체 내에
서 약물 방출 실험한 결과, 첫날 218ug/ml의
최대 농도에 도달한 후 12일까지 20um/ml 이
상의 농도를 유지시킨 것과 비교할 수 있다
64). 그러나 교원질 분해 효소 억제 효과에 있
어서 McCulloch 등46)과 Burns 등65)의 in vitro
실험에 의하면 Tetracycline의 IC50은 각각
130ug/ml, 156ug/ml이었으므로 본 실험에서
방출된 농도에 비해 상당히 높았다. 따라서
골조직 유도 재생 실험에서 교원질 분해효소
억제 효과에 의한 골조직 재생 촉진은 낮으
리라 생각한다.
골재생 유도 물질의 효과를 측정하기 위해

서는 자연적으로 절대 치유가 불가능한 임계
치수 결손(critical size defect, CSD)만큼의 인
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위적인 손상을 주어야 정확한 평가를 얻을
것으로 예측된다. 
보통 백서의 CSD를 4-8mm로 보고하였는

데66), 동물의 연령, 손상 부위, 내인성 요인에
의해 차이가 나므로 CSD를 정확히 결정하기
는 어렵다. 본 실험에서는 CSD를 측정하여
결손부의 크기를 설정하지는 않았으며, 차폐
막을 넣지 않은 음성 대조군 및 약물 비함유
차폐막을 넣은 양성 대조군의 결과를 실험군
의 결과와 비교함으로써 약물함유 차폐막의
골조직 유도재생 효과를 평가하였다. 보다 객
관적인 평가를 위해 광학 현미경에서 조직
소견을 관찰하였고 이와 병행하여 비탈회 표
본에 Von Kossa 염색을 한 후 조직 계측을
통해 결손부에 형성된 신생골의 양을 정량화
하였다67). Von Kossa 염색시 석회화된 골이
질산은(AgNO3)과 반응하는데 석회화가 안된
골양 조직과는 반응이 일어나지 않으므로 조
직 계측 결과와 조직 소견 사이에 차이가 있
을 것으로 예측되었다. 그러나 본 실험에서
탈회 표본의 조직 양상과 조직 계측 결과 사
이에는 큰 차이가 없었다. 
차폐막 매식 1주 후 소견에서는 약물 비함

유 차폐막 군에 비해 tetracycline 및
flurbiprofen함유 차폐막 군에서 골조직 유도재
생 효과가 크게 나타났으나, 2주 후 소견에서
는 이들 사이에 큰 차이가 없었다. 이는 수술
과정에서 있을 수 있는 세균 감염이나 염증
반응에 의하여 약물 비함유 차폐막 군에서는
골조직 재생이 방해를 받을 수 있으나 약물
함유 차폐막 군에서는 약물의 항균 작용이나
소염 작용에 의해 골조직 재생이 크게 영향
을 받지 않는다. 시간이 지나면서 세균 감염
및 염증반응이 감소함에 따라 약물 비함유
차폐막 군에서도 차폐막에 의한 골조직 유도
재생이 일어나므로 약물 함유 차폐막 군과
골조직 재생 정도가 유사해졌으리라 추측된
다. 반면에 PDGF-BB 함유 차폐막 군에서는
PDGF-BB 효과에 의해 결손 부위로 골아세

포들의 이동이 촉진되고 세포 분열을 통해
증식되면서 기질 합성이 활발히 이루어짐에
따라 다른 군보다 골조직 유도재생 효과가
우수했던 것으로 생각한다.
이상의 연구에서 약물함유 차폐막 중 특히

PDGF-BB함유 차폐막은 골 결손부에서
PDGF-BB의 활성을 유지하면서 유효 농도로
방출되어 골조직 유도재생을 촉진할 수 있는
것으로 보이나, 향후 대동물 실험을 통해 장
기적인 골조직 및 치주 조직의 유도재생 효
과에 대한 평가가 이루어져야 할것이다. 

V. 결 론

본 연구는 poly-L-lactic acid와 polyglycolic
acid로 제작한 다공성 생체분해성 차폐막에
치주재생 효과가 있는 tetracycline,
flurbiprofen 및 PDGF-BB를 각각 함유시켜
차폐막에 대한 치은 섬유아세포의 접착도와
차폐막에 함유된 PDGF-BB 활성도를 평가하
였고, 백서의 피하조직에서 차폐막의 약물 방
출을 측정하였으며, 백서의 두개골 결손부에
서 약물함유 차폐막의 초기 골조직 유도재생
효과를 평가하여 다음과 같은 결론을 얻었다.
1. 세포 접착도는 PDGF-BB 함유 차폐막에

서 약물 비함유 차폐막, tetracycline 및
flurbiprofen 함유 차폐막보다 통계적으로
유의하게 높았다 (p〈 0.05). 

2. 차폐막에 함유시키기 전의 PDGF-BB와
함유시킨 후의 PDGF-BB 사이에는 세포
활성도에 있어서 유의한 차이가 없었다
(p〈0.05).

3. 모든 약물함유 차폐막은 1일째 최대 방
출을 보인 후 4주동안 약물이 지속적으
로 방출되었으며 특히 PDGF-BB 함유
차폐막은 약물 방출 속도가 거의 일정하
였다. Tetracycline 및 PDGF-BB 함유
차폐막은 약물 함유량이 많을수록 평균
일별 방출량이 많았으며, flurbiprofen 함
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유 차폐막은 10% 함유 차폐막에서 1주
이후부터 평균 일별 방출량이 제일 많았
다.

4. 초기 골조직 유도재생 효과는 약물 함유
차폐막 중 특히 PDGF-BB 함유 차폐막
에서 가장 크게 나타났다.

따라서 약물함유 차폐막 중 특히 PDGF-
BB 함유 차폐막은 골 결손부에서 차폐 역할
뿐만 아니라 초기 회복기간 동안 PDGF-BB
의 활성을 유지하면서 유효 농도로 방출되어
차폐막의 골조직 유도재생 효과를 증진시킬
수 있으리라 생각한다.
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사진부도 설명

그림 2  Scanning electron micrograph of gingival fibroblasts attached to a drug-unloaded
membrane.(×1000)

그림 3  Scanning electron micrograph of gingival fibroblasts attached to a 10% tetracycline
loaded membrane.(×1000)

그림 4  Scanning electron micrograph of gingival fibroblasts attached to a 10% flurbiprofen
loaded membrane.(×1000)

그림 5  Scanning electron micrograph of gingival fibroblasts attached to a 200ng/cm2 PDGF-
BB loaded membrane.(×1000)

그림 10 Section from defect untreated after 1 week. New bone(B) formation was minimal and
fibrous connective tissue(C) containing inflammatory cells was prominent. OB; old
bone (Masson's trichrome stain, ×40)

그림 11 Section from defect treated with drug-unloaded membrane after 1 week. New
bone(B) formation was minimal and infiltration of inflammatory cells along the
membrane(M) was noted. (Masson's trichrome stain, ×40)

그림 12 Section from defect treated with 10% tetracycline loaded membrane after 1 week.
New bone(B) formation was prominent beneath the membrane(M) C; connective
tissue(Masson's trichrome stain, ×40)

그림 13 Section from defect treated with 10% flurbiprofen loaded membrane after 1 week.
Defect was filled with a delicate expanse of new bony trabeculae and interposed
marrow, and fibrous connective tissue(C) was noted just beneath the membrane(M).
(Masson's trichrome stain, ×40)

그림 14 Section from defect treated with 200ng/cm2 PDGF-BB loaded membrane after 1week.
Abundant amount of new bone(B) formated were observed between fibrousconnective
tissue(C) in the defect. M; membrane(Masson's trichrome stain, ×40)

그림 15 Section from defect treated with 400ng/cm2 PDGF-BB loaded membrane after 1
week. Remarkable new bone(B) formation was observed and connective tissue(C)
wasinterposed in the defect. M ; membrane (Masson's trichrome stain, ×40)

그림 16 Section from defect untreated after 2 week. New bone formation(B) from
defectmargin was minimal. OB; old bone, C ; connective tissue (Masson's trichrome
stain,×40)

그림 17 Section from defect treated with drug-unloaded membrane after 2 week. New
bone(B) progressed from defect margin toward the center of the defect. C ;
connective tissue M ; membrane (Masson's trichrome stain, ×40)

그림 18 Section from defect treated with 10% tetracycline loaded membrane after 2 week.
Numerous bony trabeculae and interposed bone marrow(B) were noted. C; connective
tissue, M ; membrane (Masson's trichrome stain, ×40)
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그림 19 Section from defect treated with 10% flurbiprofen loaded membrane after 2 week.
Defect was partially bridged by new bone and osteoid. M ; membrane (Masson's
trichrome stain, ×40)

그림 20 Section from defect treated with 200ng/cm2 PDGF-BB loaded membrane after 2
week. Most of defect area were filled with new bone(B) but fibrous connective
tissue(C) was interposed. M; membrane (Masson's trichrome stain, ×40)

그림 21 Section from defect treated with 400ng/cm2 PDGF-BB loaded membrane after 2
week. Defect was bridged by new bony trabeculae(B) and marrow. C ; connective
tissue M; membrane(Masson's trichrome stain, ×40)
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그림 20 그림 21
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-Abstract-

Cellular activity and guided bone regenerative effect 
of drug-loaded biodegradable membranes

Won-Kyeong Kim*, Sang-Mook Choi*, Chong-Pyoung Chung*, 
Soo-Boo Han*, Young-Hyuk Kwon***, Seung-Jin Lee**

*Dept. of Periodontology, College of Dentistry, Seoul National University 
and Dental Research Institute

**Dept. of Industrial Pharmacy, College of Pharmacy, Ewha Womans University
***Dept. of Periodontology, College of Dentistry, Kyung-Hee University

The purpose of this study was to evaluate the effects of tetracycline(TC), flurbiprofen, and
PDGF-BB loaded biodegradable membranes on the cell-attachment, the activity of loaded
PDGF-BB, in vivo release kinetics, and guided bone regenerative potentials. To evaluate the cell
attachment to membranes, the number of gingival fibroblasts attached to each membrane(10%
TC, 10% flurbiprofen, 200ng/cm2 PDGF-BB loaded membranes, drug-unloaded membrane) was
counted by coulter counter and the morphologic pattern of attached cells was examined under
SEM. To determine whether the activity of loaded PDGF-BB is sustained, the cellular growth
and survival rate of gingival fibroblasts was used for both standard PDGF-BB and loaded
PDGF-BB. For evaluation of in vivo release kinetics, drug-loaded membranes were implanted on
the dorsal skin of the rats. On 1, 3, 7, 10, 14, 21, and 28 days after implantation, the amount of
remaining drugs were measured by HPLC assay for TC and flurbiprofen, and by γ-scintillation
counter for PDGF-BBI125. For evaluation of guided regenerative potential, the amount of new
bone in the calvarial defects(5mm in diameter) of the rat was measured by histomorphometry 1
and 2 weeks after implantation of membranes. The number of cells attached to the PDGF-BB
loaded membrane was largest as compared with the other membranes.(p〈 0.05) The activity of
loaded PDGF-BB was not significantly different from the activity of standard PDGF-BB.(p〈
0.05) After initial burst release of drug during the first 24 hours, drugs were gradually released
for 4 weeks. Especially the release rate of PDGF-BB was nearly constant during 4 weeks.
PDGF-BB loaded membranes(200, 400ng/cm2) were effective in guided bone regeneration as
compared with drug-unloaded membrane. These results implicate that drug-loaded biodegradable
membranes might be a useful for guided bone regeneration.
Key words ; drug-loaded biodegradable membrane, guided bone regeneration,

flurbiprofen,PDGF-BB, tetracycline


