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Ⅰ. 서론
Brånemark에 의해 개발된 골유착 임플란트1)는

장기적으로 높은 성공률을 보였으나, 골질이 나쁜

경우 기계절삭형 임플란트는 낮은 성공률을 보였고,

이를 보완하기 위해 다양한 표면처리 방법에 대한

연구들이진행되었다.1)

일반적으로티타늄금속은실온의공기중에서자

연적으로 1.5～10nm의 표면산화막으로덮히게된

다.2) 기계절삭형티타늄임플란트는이산화막이대

부분 TiO2로구성된다.
3-4) 이러한얇은표면산화막

은 전기전도성이 낮고5), 열역학적 안정성이 높으며
6-7), 수성환경에서 이온형성 경향이 낮아8), 부식에

대한저항성이높다. 이러한산화막의성질로인하여

티타늄 임플란트는 다른 금속에 비해 생체친화성이

우수하다.9)

하지만 티타늄 임플란트에 자연적으로 형성되는

얇은 산화막은 우수한 생체적합성에도 불구하고 좀

처럼골조직과직접적인화학적결합을형성하지않

아 종종 비활성의 세라믹 생체적합물질로 정의되기

도한다.10)

기계절삭형 임플란트는 골질이 나쁜 부위에서 성

공률이현저하게떨어지기때문에티타늄임플란트의

골 반응을 개선하기위해 다양한 표면처리기술들이

개발되었다. 최근에 개발되어 임상적으로 사용되는

치과 임플란트들은 표면의 기하학적 개선에 초점을

맞추어왔다.11-13) 이러한 시도는 임플란트의 표면이

거칠어지면골조직과임플란트사이에기계적결합이

이루어질수있다는가정에그기초를두고있다.

표면 조도의 증가는 조골세포의 부착을 향상시키

며14), 골세포가 성장하였을 때, 보다 성숙한 표현형

을나타낼수있도록해준다.15) 표면조도가골모세

포의증식과분화, 그리고골형성에관여하는국소

인자들의생산에영향을주며17), 동물실험에서도표

면조도를높였을경우더우수한골반응을나타낸

다는것이조직학적으로입증되었다.17-19)

다른한편으로는티타늄임플란트의표면을유리,

인산칼슘, 세라믹, 수산화인회석 등으로 처리하여

임플란트의 화학적 성질을 개선하여 생활성 물질로

만들려는 다양한 표면 처리 기술들이 개발되었다
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21-27). 하지만임플란트표면에생활성물질을코팅하

는경우이러한코팅재료가골조직과결합하는과정

에서생리적반응에의해탈락하는문제가 발생하게

된다.31) 몇몇동물실험과임상실험의결과에의하면,

코팅 재료의 박리현상과 생 흡수 현상은 코팅물질

내부 혹은 계면층에서 일어나고 골조직과 결합하는

생리적반응에의해발생하였다.29-31)

최근에발표된몇몇생체실험은티타늄임플란트

의 산화막 성질 변형이 골조직 반응을 향상시킬 수

있다는결과를보여주었다.32-48) 표면의산화막두께

가 600㎚이상인다공성표면구조를가진양극산화

티타늄 임플란트의 경우 기계절삭형 티타늄 임플란

트에 비해 동물실험에서 매우 좋은 결과를 보여 주

었다.44-46)

양극산화법은 티타늄 표면에 존재하는 산화막을

보다 균일하고, 두껍고, 치밀하게 만들어주며, 높은

전압을가했을경우에는표면에분화구형태의다공

성구조를형성해준다. 양극산화에의해 형성된다

공성 구조는 임플란트 식립 시 골과의 접촉면적을

증가시켜줄 뿐 아니라 골 단백질과 같은 골 재생에

관여하는 인자들을 골 내에 장기간 전달할 수 있는

전송수단으로 이용할 수 있다. 티타늄에 대한 양극

산화는 전해질의 종류, 전해질의 농도, 전해질의 온

도, 상대음극의종류, 전류의양등여러가지요소

들에의해다른결과를나타낸다.

Sul 등은 이러한양극산화티타늄임플란트의긍

정적인 골 반응에 기초하여 티타늄 표면 성분을 다

양하게 변형하여 비교하였다. 양극산화 시 각각 다

른이온들(Ca, S, P)을포함한전해질용액을사용하

여산화층의성질을변형한임플란트에대한골조직

반응을 비교한 이 연구에서 Ca와 P 이온이 포함된

임플란트의경우골과티타늄임플란트사이의생화

학적결합이이루어졌을가능성이제시되었다.49)

이연구의목적은마그네슘이온을첨가한전해질

용액으로 양극산화를 시행하여 제작한 마그네슘 티

타네이트 표면과 기계절삭형 티타늄 시편에 조골세

포양세포를배양하여세포부착, 증식및분화를비

교, 평가하기위한것이다.

Ⅱ. 실험재료 및 방법
1. 실험재료
직경 10 mm, 두께 1 mm의 티타늄 디스크를

300번과 800번 실리콘 카바이드 사포를 사용하여

균일한표면을갖도록 만들었다. 그리고 세정용액에

넣고초음파세척한후 50℃오븐에서 24시간동안

건조 시켰다. 표본들을 각각 유리 튜브에 넣고

trichlorethylene과순수에탄올을각각사용한초

음파 세척을 15분간 2회 시행하고 50℃ 오븐에서

24시간동안건조한후멸균였다. 실험군은멸균전

마그네슘이온이포함된전해질시스템에서높은전

압과 전류의 galvanostatic mode로 양극산화시킨

후 멸균시킨 시편으로 하였고, 양극산화 과정을 거

치지않은시편을대조군으로설정하였다.

2. 세포배양방법
세포는 사람 골육종에서 부터 확립된 조골세포양

세포주인 Saos-2 세포를 한국세포주은행(서울, 대한

민국)으로부터 구입하여 사용하였다. Saos -2 세포

를 100mm크기의세포배양접시(Coring Co. Coring,

NY, USA)에 10% fetal bovine serum (Hyclone

Laboratories, Inc., Logan, UT, USA)과 100 U/㎖의

penicillin, 100 ㎍/㎖의 streptomycin이 함유된

⍺-MEM(Invitrogen, Gibco brand, Grand Island,
NY, USA)을 이용하여, 공기혼합배양기(37℃, 100%

습도, 5%CO2)에서배양하였다.

3. 세포부착 및 세포증식능 측정
배양 1일, 6일째에 0.25% trypsin, 4 mM

EDTA 혼합용액(Invitrogen, Gibco brand)을 넣고

37℃에서 5분간 배양하여 부착된 세포를 시편으로

부터 떼어낸 후 tryphan blue(Invitrogen, Gibco

brand)로 염색하고 혈구계수기로 염색되지 않은 세

포의수를측정하였다.
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Figure 1. SEM pictures, machined surface(left), magnesium titanate surface at 

×1200(right)

4. 알칼리성인산분해효소의 활성도 측정
배양 1일과 6일째에 0.1% Triton X-100이포함

된 10mM Tris-HCl 용액(pH7.4)과 cell scra- per

를사용하여세포를모으고얼음위에서초음파분쇄

기를 이용하여 1분간 초음파 처리하여 일부는 알카

리성인산분해효소활성측정에일부는, 단백질정량에

사용하였다. 알카리성인산분해효소활성은 0.05 M

glycin-NaOH buffer(pH10.3)를완충액으로사용하

고, 15mMp-nitrophenol phosphate(p-NPP)(Sig-

ma-Aldrich, Saint Louis, Mo, USA)를 효소 기질로

첨가하여37℃에서30분반응시킨후 0.1 NNaOH

로 반응을 중지시키고, 효소작용에 의해서 기질로부

터 유리된 p-nitrophenol을 410nm에서 spectro-

photometer(amersham pharmacia biotech, Cam-

bridge, England)로 비색정량하였다. 총 단백질량은

bovine serum albumin을 표준용액으로 사용하여

BCA protein assay reagent(Pierce Inc, Rockford,

IL)로정량하였다. 알칼리성인산분해효소의활성도는

nmol of pNP/min/㎍ of protein으로표기하였다.

5. 통계학적 분석
초기부착, 세포증식능그리고알칼리성인산분해효

소의활성을 SPSS 12.0을 사용하여통계처리하였

다. 실험군과 대조군 간의 세포증식능 및 알칼리성

인산분해효소활성도를 t-test를 이용하여검증하였

다(p < 0.05).

Ⅲ. 결과
1. 주사전자현미경 관찰
주사전자현미경관찰에서마그네슘티타네이트시

편의표면은특징적인다공성구조로이루어져있는

것을확인할수있었다(Figure. 1 right).

2. 세포부착 및 증식
배양1시간, 1일및 6일째세포를떼어낸후혈구

계수기로세포수를측정하였다.배양1시간째대조군

인기계절삭형시편에서실험군인마그네슘티타네이

트에비해통계적으로유의하게많은수의세포를관

찰할수있었고(p < 0.05), 배양 1일째에는대조군과

실험군이 통계적으로 유의한 차이를 보이지 않았으

며, 배양6일째에는대조군의세포수가실험군에비

해 통계적으로 유의하게 많았다(p < 0.05)(Table 1,

Figure 2).

3. 알칼리성인산분해효소의 활성도
배양 1일째의 활성도는 대조군에서 다소 높게 나

타났으나 통계적으로유의한 수준은 아니었다. 배양

6일째의활성도는대조군에비해실험군인마그네슘

티타네이트에서 통계적으로 유의하게 높은 수치를

보였다(p < 0.05)(Table 2, Figure 3).
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Table 1. Cell adhesion and proliferation (×104 cell count)

1 hour 1 day 6 day

Machined 3.241 ± 0.080 2.058±0.162 5.133±0.973

Magnesium 2.027 ± 0.240* 1.790±0.267 4.519±0.026*

Values are Mean ±S.D (n=4)

* Statistically significant difference at the p = 0.05

Figure 2. Cell adhesion and proliferation(×104 cell count)

Table 2. Alkaline phosphatase activity (nmole/㎍/min)

1 day 6day

Machined 9.222±0.706 13.324±0.704

Magnesium 7.566±0.606 16.499±1.241*

Values are Mean ±S.D (n=4)

* Statistically significant difference at the p = 0.05

Figure 3 Alkaline phosphatase activity (nmole/μg/min)
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Ⅳ. 총괄 및 고찰
이연구에서양극산화법을이용하여제작한마그네

슘티타네이트에서배양한조골세포양세포는기계절

삭형티타늄에서배양한세포와증식과분화에차이

가있다는것을확인하였다.

초기에세포부착을평가하기위해배양후 1시간

째에 세포수를 측정하였으며, 이후 세포의 증식을

평가하기위해배양 1일과 6일째에세포수를측정하

였다. 초기에는 상대적으로 매끈한 표면을 가진 기

계절삭표면에서더많은수의세포가관찰되었으나,

1일째의결과에서는통계적으로유의한차이를보이

지않았는데이는초기에부착되었던세포들중에서

일부는살아남지못하고증식과정중탈락했기때문

인것으로생각된다. 그리고배양 6일째는마그네슘

티타네이트에 비해 기계절삭 표면에서 조골세포의

증식이더많이일어난것으로관찰되었다.

조골세포의 분화 정도를 평가하기 위해 1일과 6

일째 알칼리성인산분해효소의 활성을 평가하였다.

세포의초기부착이나증식의결과와는달리배양 6

일째마그네슘티타네이트시편의세포에서더높은

수준의알칼리성인산분해효소활성도를나타내고있

었다. 즉 마그네슘 티타네이트 시편에서 성장한

Saos-2 세포가 더 높은 수준으로 분화하였다는 것

을의미한다.

표면의 화학적인 특성과 더불어 골과의 반응에서

중요한것이표면의물리적특성, 즉표면조도이다.

여러 가지 방법을 이용하여 표면 조도에 변화를 주

는이유는골과임플란트사이의기계적인상호고정

효과를증진시키기위해서이고, 또한임플란트 표면

에서 골이 형성되는 과정에 표면 조도가 크게 영향

을주기때문이다.

티타늄임플란트의골반응을향상시키기위해표

면의기하학적개선방법들이소개되었고동물실험

에서도 우수한 결과를 얻었다17-19). 평균 표면 조도

(Sa)가 1.5 μm 일때가장강력한골반응이나타났

으며, 더매끄럽거나거친경우에는더낮은골반응

이나타났다.50)

현재까지 표면 조도에 변화를 주기 위해 티타늄

피복법, 티타늄 분사법, 산부식법, 분사-산부식법,

양극산화법 등의 방법들이 이용되고 있다. 그러나

피복법의 경우에는 임플란트를 식립하는 도중 피복

된 입자들이 골과의 밀착에 의해 마모되어 떨어져

나가거나 시간경과에 따라 임플란트 표면으로부터

분리되는 현상이 발생하였고29-31), 분사법의 경우에

는 분사에 사용한 금속 입자가 표면에 잔류하거나

임플란트 표면 성질에 변화를 야기하므로 골반응에

문제를야기할수있었다.51,52)

임플란트표면의형태및화학적성질을개선하는

데 있어양극산화법은 간단하고, 조절가능하며 비용

대비 효과적인방법이다. 또한양극산화법을 이용하

면복잡한형태의임플란트에서가장이상적인형태

의 산화막을 만들 수 있다. 산화막의두께, 미세구

조, 조도 그리고 칼슘이나 마그네슘과 같은 이온의

농도는양극산화시전압, 전류, 반응시간그리고전

해질의 종류 및 농도를 변화시킴으로써 조절할 수

있다.42,43)

이전의연구결과최적의생체골조직반응은티타

늄 임플란트의 표면 산화막 두께가 600~1500 nm

이며, 다공성구조로 12~24%공극률을가지며, 순

수한 티타늄 옥사이드(TiO2) 보다는 칼슘 티타네이

트(Ti2CaO3) 혹은 마그네슘 티타네이트(MgTiO3)와

같은 생활성 화합물의 경우에서 더 우수한 것으로

알려져있다.44-49)

마그네슘 티타네이트 임플란트의 표면 화학적 성

질은임플란트안정성과결합강도에있어중요한향

상을가져올수있다. 마그네슘은 2가의양이온상태

에서가장안정적이다. Mg2+, Ca2+는세포표면수

용기의 integrin superfamily와 fibronectin,

vitronectin, fibrinogen 등의 ligand protein의

결합 작용에 있어 중요한 역할을 하는 것으로 알려

져있다.50-53) 이런 integrin-ligand 상호작용이세

포의부착, 이주, 증식그리고분화를조절하게되는

것이다.

마그네슘 이온의 이동과 이온 교환 반응이 inte-

grin-ligand 상호작용을 촉진하는 중요한 추진력이
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되고 그 결과 향상된 골 반응으로 마그네슘 티타네

이트 임플란트의 생화학적 결합이 가능할 수 있게

되는것이다. 또한다공성의표면을지니고있어표

면의미세한공간내부로골조직의성장을유도하게

된다.

골세포 배양 모델은 골과 생체적합물질의 상호작

용을연구하는데있어그사용이증가하고있다. 대

부분의 배양은 조골세포를 이용해 왔다.54) 이러한

시험관 모델은 생체 내의 환경을 그대로 재현할 수

는 없으나 다양한 생체적합물질의 계면에서 조골세

포의부착과세포간질의합성에대해 형태학적, 생

화학적, 분자적인 정보를 제공하여 초기의 골과 임

플란트 계면에서 발생하는 골유착 현상을 이해하는

데 도움을 준다.55) 인간의 골육종으로부터 얻어진

Saos-2 세포는골형성을유발할수있는고분화된

세포주로서 골세포의 반응을 연구하는데 있어 좋은

모델인것으로알려져있다.

알칼리성인산분해효소는 골 생성을 위한 세포 분

화에있어초기의지표가된다. 이 효소의활성도는

모든세포에존재하지만골모세포와같은주위기질

을 광화시키려는 세포에서 높은 수준으로 나타나게

된다.56) 조골세포가성숙해질수록그들이생산하는

세포외기질소포에는알칼리성인산분해효소의활성

도가 높아지게 된다. 이러한 특징적인 증가 양상으

로 인해 알칼리성인산분해효소는 세포외 기질의 지

표효소가 된 것이다.57) 기질 소포는 광화과정의 시

작과관련이있고, 그 내부에는기질에서 결정의침

착과성장에필요한효소들이포함되어있다.58)

Ⅴ. 결론
마그네슘 티타네이트 표면이 조골세포의 증식 및

분화에 미치는 영향을 알아보기 위하여 기계절삭형

표면 시편을 대조군으로 하여 마그네슘 티타네이트

시편에서 조골세포양세포인 Saos-2 세포의 부착,

증식및알칼리성인산분해효소의활성도를관찰하여

다음과같은결과를얻었다.

1. 배양 후 1시간에 측정한초기 세포 부착은 대

조군에 비하여 마그네슘 티타네이트 표면에서

유의하게낮았다.

2. 1일째와 6일째의세포증식도는대조군에 비하

여마그네슘티타네이트표면에서유의하게낮

았다.

3. 6일째 알칼리성인산분해효소의 활성도는 마그

네슘티타네이트표면에서유의하게높게나타

났다.

이 실험의 결과에서 마그네슘 티타네이트 표면이

기계절삭형 티타늄 표면에 비해 조골세포의 분화를

촉진시키는 것으로 나타났으나, 대조군으로 기계절

삭형표면을가진티타늄만을비교하였기때문에아

직 마그네슘 티타네이트의 조골세포에 대한 효과를

확신할 수는 없다. 최근 생산되는 임플란트들에서

사용되고있는여러표면처리방법들과의비교연구

그리고동물실험을통한연구가추가적으로필요할

것이다.
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-Abstract-

Osteoblast adhesion and differentiation
on magnesium titanate surface

Seung-min Choi1, Jae-kwan Lee1, Sung-hee Ko2, Heung-sik Um1, Beom-seok Chang1

1Department of Periodontics, College of Dentistry, Kangnung National University
2Department of Phamacology, College of Dentistry, Kangnung National University

The nature of the implant surface can directly influence cellular response, ultimately

affecting the rate and quality of new bone tissue formation. The aim of this in vitro study was

to investigate if human osteoblast-like cells, Saos-2, would respond differently when plated on

disks of magnesium titanate and machined titanium.

Magnesium titanate disks were prepared using Micro Arc Oxidation(MAO) methods. Control

samples were machined commercially pure titanium disks. The cell adhesion, proliferation and

differentiation were evaluated by measuring cell number, and alkaline phosphatase(ALPase)

activity at 1 day and 6 day after plating on the titaniumdisks.Measurement of cell number and

ALPase activity in Saos-2 cells at 1 day did not demonstrate any difference between machined

titanium and magnesium titanate. When compared to machined titanium disks, the number of

cells was reduced on the magnesium titanate disks at 6 day, while ALPase activity was more

pronounced on the magnesium titanate.

Enhanced differentiation of cells grown on magnesium titanate samples was indicated by

decreased cell proliferation and increased ALPase activity.2)
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