
I. 서론

Titanium은 다른 금속재료와 비교하여 우수한 생
체친화성을 가지고 있어 생체내 이식재료로 널리 사
용되고 있는 금속 중 하나이다1. Titanium의 생체이
식에 있어서 장점으로는 corrosion에 대한 저항성이
크며, 표면의 물리화학적 특성을 바꾸는 것이 상대적
으로 용이하다는 점이다2. Titanium 표면의 물리화학
적 특성은 생체조직과의 반응에 있어서 결정적인 역
할을 하는 것으로 알려져 있다3. 이식체는 골조직과
긴밀한 접촉을 이루고 있기 때문에, 표면의 특성이
골조직과의 상호반응에 있어 중요한 역할을 할 것이
라는 것은 당연히 예상되어진다. 

Titanium재료가 가지는 생체친화성은 표면에 형
성되는 oxide layer에 의해 얻어지는 것으로 알려져
있다. Titanium표면에 형성되는 oxide layer는 대략
5nm정도의 두께로 nonstoichiometric TiO2로 구성되
어 있으며, 대부분 amorphous한 형태로 존재한다2,4.
또한 titanium oxide는 막이 파괴되더라도 대기중이
나 물에 노출되었을 때 빠르게 재형성되는 특징을
가진다5-7. 이러한 특징외에도 thermal oxidation이나
electrochemical oxidation에 의해 산화막의 두께와
결정화의 정도에 변화를 주는 것이 가능하다8.

Titanium implant는 뛰어난 생체친화성에도 불구
하고 osseointegration이 일어나는 과정이 느리게 진
행되고, 기능중에 osseointegration이 파괴되기도 한
다. 이러한 이유들로 인해 implant표면을 물리적, 화
학적으로 변화시켜 osseointegration을 질적으로 향
상시키려는 연구들이 진행되고 있다9,10. 골조직과
implant간의 계면에서 양질의 접촉을 얻기 위하여,
초기에는 골조직과의 반응을 촉진하기 위해 HA
coating을 이용하거나 표면적을 증가시키기 위해
titanium plasma spray 방법이 사용되었다11-13. 또한
최근에는 sandblasting이나 acid etching을 통해 표면
적의 증가뿐만 아니라 표면의 microtexture를 변화시
킴으로써 osseointegration을 개선하려는 연구가 진
행되어왔다. 최근의 많은 보고들에 의하면 표면의
roughness와 topography가 in vitro에서 생물학적 반
응-subcellular biomolecule의 표면흡착, cell attach-
ment, cell proliferation, cell differentiation, protein
synthesis-에 영향을 주며, 임상적으로 removal
torque의 증가나 bone contact area의 증가를 보였다
고 하였다14-30. 특히 sandblasting에 의한 표면조도의
증가가 osseointegration이 일어나는 기간 중 조기에
미치는 영향이 큰 것으로 보고되었다31. 그러므로
implant 식립 후 loading까지 걸리는 시간을 줄일 수
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있으며, 임상적 성공률에도 영향을 미칠 것으로 보인
다.

그러나 표면특성이 어떤 방식으로 세포에 전달되
는 지에 대해서는 거의 알려져 있지 않다. 실제
implant를 식립하였을 때 최초로 일어나게 되는 반
응은 implant표면과 serum, tissue fluide간에 반응이
다. 세포와 재료간 상호작용은 표면의 microstruc-
ture에 의해 생체분자가 표면에 흡착되고 배열되는
방식에 의해 매개되며, 결과적으로 세포가 focal
attachment를 일으켜서 세포의 phenotypic expres-
sion을 야기하며, 세포형태의 변화는 integrin recep-
tors를 통한 세포외 signal이 세포내로 transduction되
는 방식을 변화시킬 수 있다32,33.

본 실험에서는 titanium표면을 thermal oxidation
함으로써 oxide layer의 변화를 유도하여, 이런 변화
가 생체친화성에 미치는 영향을 기존에 이용되고 있
는 표면처리방법과 비교하고자 하였다.

II. 연구재료및방법

1. 세포배양

이 실험에서는 백서의 경골과 대퇴골에서 채취한
osteoblast-like cells을 사용하였다. 과정을 간단하게
기술하면, 100g의 몸무게를 가진 백서로부터 경골과
대퇴골을 분리한 후 말단부를 잘라내었다. α-
MEM(minimal essential medium)을 syringe에 담아
한쪽 끝에서 주입하여 반대쪽으로 나오는 부유액을
10% FBS(fetal bovine serum)와 1% 항생제를 포함한
α-MEM을 이용하여 24시간 배양하였다. 24시간 후
남아있는 혈액세포를 제거하기 위하여 부유액을 흡
입하고 HBSS로 3회에 걸쳐 세척하였다. 바닥에 붙
어있는 osteoblast-like cells을 0.05% trypsin-0.02%
EDTA용액으로 30분간 처리하여 세포부유액을 만든
후, 원심분리하여 다시 배지에 2회 계대배양하였다. 

2. Titanium disc 제작

표면처리를 위한 실험재료로 지름 15mm, 두께

3mm인 pure titanium disc를준비하여, 실험목적에
따라 다음과 같이 군을 나누어 표면처리를 시행하였
다. (1) machined(M) (2) sandblasted with Al2O3

(MB) (3) sandblasted and etched (MBE) (4) blasted
and etched following thermal oxidation at 400℃ (O-
400) (5) blasted and etched following thermal oxida-
tion at 600℃ (O-600) (6) blasted and etched follow-
ing thermal oxidation at 800℃ (O-800). 

Sandblast 표면처리의 경우 평균 입자 크기가 50μ
m인 Al2O3를 5kgf/cm2 압력을 유지하면서 분사하여
시편 전면에 걸쳐 표면처리를 시행하였다. Etching
은 NH4OH : H2O2 : H2O를 1:1:5의 비율로 혼합한 용
액을 이용하여 90℃에서 1분간 표면처리하였다.
Thermal oxidation은 진공관상로를 이용하여, 시편
이 장입된 후 약 3×10-6Torr까지 진공배기시킨 후 진
공관상로에 순수 산소를 불어넣어 대기압과 동일한
압력하에서 oxidation을 실시하였다. 400℃, 600℃,
800℃에서 2시간 행하였으며, 10℃/min의 승온과 냉
각속도를 유지하였다.

실험에 앞서, 각 군으로 나뉘어진 시편들을
ethanol하에서 5분간 초음파세척을 하고다시 DDW
에서 5분간 초음파세척을 한후 건조하였다. 건조된
시편들을 24 well plate에 위치시킨 후 EO gas멸균을
하였다. 

3. Titanium disc의표면조도측정

Disc의 표면조도를 측정하기 위하여 profilometer
를 사용하였다. 측정은 각 군으로부터 2개의 시편을
사용하였으며, 시편당 2부위에서 측정을 시행하였다.

4. Osteoblast like cells의부착에미치는영향

밀생상태의 osteoblast like cells를 각각의 disc당 1
×105 cell, 100㎕를 접종하고 여기에 α-MEM 1ml를
첨가하여 시편이 완전히 잠기게 하였다. 그리고 37
℃, 5% CO2 환경하에서 4시간, 8시간, 24시간 배양하
였다. 측정은 전체세포수에 대한 부착세포수의 백분
율로 나타내었다. 먼저 부유액을 흡입하여 미부착세
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포의 수를 hemocytometer를 이용하여 측정하였다.
시편 표면에 부착된 세포는 0.05% trypsin-
0.02%EDTA용액으로 30분간 처리하여 세포부유액
을 만든 다음 hemocytometer를 이용하여 세포수를
측정하였다. 

5. Osteoblast like cells의증식에미치는영향

Osteoblast like cells를 각각의 disc당 6.4×104cell,
100㎕를 접종하고 4시간 배양한 후, α-MEM배지 1ml
를 첨가하여 1일, 3일, 7일에 걸쳐 배양하였다. 측정
은 세포부착에서와 같은 방법으로 시편에 부착된 세
포의 수를 측정하였다.

6. SEM 관찰

7일간 배양한 시편을 PBS(phosphate buffer solu-
tion)로 세척한 후 0.01M HBSS하에서 2.5% glu-
taraldehyde로 60분간 고정하였다. 그리고 1% osmi-
um tetroxide로 2차고정한 후 critical point drying을
하고 gold sputter coating을 시행하였다. SEM 관찰
은 osteoblast like cells의 부착형태에 관해서 시행하
였다.

7. 통계분석

세포부착과 세포증식에 대한 군간 비교에서는

Mann-Whitney test(P<0.05)를 시행하였으며, 세포증
식에 대한 시간에 따른 군내 비교는 Wilcoxon
signed rank test(P<0.05)를 시행하였다. 

III. 연구결과

1. 표면조도측정

Machined surface의 경우 Ra값이 0.28㎛로 최소값
을 나타냈으며, 나머지 군에서는 Ra값이 0.7-0.9㎛로
유사한 표면조도를 보였다.

2. Osteoblast like cells의부착에미치는영향

시간경과에 따라 모든 군에서 세포부착이 증가하
였으며, 배양시간에 따른 군간 부착수준은 유사하게
나타났다. 배양 8시간째 안정적인 세포부착을 보였
으며, 배양 24시간째와 비교하여 더 이상의 부착증가
를 보이지 않았다. MBE 군에서 다른 군에 비해 24시
간 후 약간 낮은 부착수준을 나타내었으나 통계학적
유의성은 없었다.

3. Osteoblast like cells의증식에미치는영향

세포 증식은 시간의 경과에 따라 대부분 유의성있
게 증가하였다. 다만 O-800군에서 3일째와 7일째를
비교하였을 때 통계학적으로 유의한 차이가 없었다.
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Table 1. Measurements of surface roughness(㎛) on two sample discs from each group.

Group Ra±SD Rq±SD Rt±SD

Machined 0.28±0.073+ 0.37±0.10 2.12±0.90
Sandblasted 0.75±0.075 0.98±0.078 6.32±0.64
Blasted and etched 0.84±0.094 1.06±0.12 6.29±0.76
Oxidation at 400℃ 0.80±0.074 1.00±0.091 4.84±2.16
Oxidation at 600℃ 0.88±0.065 1.11±0.084 6.85±0.70
Oxidation at 800℃ 0.84±0.026 1.05±0.060 6.07±1.28

+: means±SD
Ra : mean height deviation from peak to valley
Rq : root mean square value of the surface departures
Rt : extreme value, the distance between the highest peak and the lowest valley



7일째 군간 비교에서 MB군과 O-800군에서 다른 군
과 비교하여 통계학적으로 낮은 세포증식을 보였다. 

4. SEM관찰소견

배양 7일째, 시편에 부착된 세포들은 dendritic
extension에 의해 길게 늘어진 형태를 보였으며, 시
편의 중앙부위에서는 세포간 구분이 어려울 정도로
세포들이 밀생하여 있었다. 세포들은 여러 층에 걸
쳐 부착된 모습을 보였고, 가장자리로 증식해 나가는
양상을 나타내었다. 세포들의 표면에서는 작은
white spot들이 관찰되었으며, 부분적으로 융합되어
크기가 증가하는 것으로 보여졌다. White spot들은
시편 전체에 걸쳐 고르게 분포하였으나, 부분적으로
드문 양상을 보였다. 군간 부착된 세포들의 양상에
는 큰 차이가 없었다.

IV. 총괄및고안

식립된 implant가 성공적인 osseointegration을 형
성하기 위해서는 초기에 조골세포의 부착, 증식 및
분화가 필수적인 과정으로 여겨진다.17 이 실험에서
는 titanium표면을 몇 가지 방법으로 처리함에 따른
표면특성의 변화가 osteoblast like cells의 반응에 미
치는 영향을 평가하고자 하였다. 

실험에서 사용된 표면처리 방법은, 표면의 micro-
topography와 roughness를 변화시키기 위해서 기존
에 많이 이용되고 있는 sandblast를 이용한 표면처리
방법과 blasting후 etching하는 방법을 사용하였고,
oxide layer의 변형을 주는 방법으로 thermal oxida-
tion을 사용하였다. 표면조도 측정결과, machined
surface의 경우 0.28㎛로 가장 평활한 표면을 나타냈
으며, sandblasting에 의해 표면조도가 0.75㎛로 거칠
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Table 2. Effect of Titanium Disc Surface on Cell Attachment(%)

Time(hours)
Group 4hr 8hr 24hr

Machined 26.98±7.67+ 83.45±2.96 73.58±7.21
Sandblasted 33.30±4.09 74.14±11.10 65.09±8.85
Blasted and etched 29.75±9.54 74.19±15.75 50.77±14.38
Oxidation at 400℃ 42.20±15.72 79.15±4.83 60.39±24.85
Oxidation at 600℃ 29.99±15.56 79.18±4.20 74.82±8.86
Oxidation at 800℃ 34.48±16.57 66.61±14.35 69.89±10.51

+: mean±SD

Table 3. Effect of Titanium Disc Surface on Cell Proliferation(×104cell)

Time(days)
Group 1d 3d 7d

Machined 3.12±0.56+ 9.68±1.05 15.40±1.24
Sandblasted 1.52±0.55 7.40±1.28 10.85±1.65#
Blasted and etched 1.52±0.42 8.59±1.96 14.55±1.89
Oxidation at 400℃ 3.04±0.29 7.44±1.96 14.50±1.32
Oxidation at 600℃ 3.73±0.46 8.44±1.88 13.85±1.86
Oxidation at 800℃ 2.48±0.72 10.93±1.09 10.25±1.17*#

+: mean±SD
* no significantly difference at P<0.05, 3day versus 7day
# significantly difference at P<0.05, versus machined surface



어졌다. 그러나 etching이나 thermal oxidation에 의
해 표면조도가 sandblasted surface보다 조금 증가하
기는 하였으나 큰 차이를 보이지는 않았다. 이는
etching이나 thermal oxidation이 peak와 valley에 고
르게 작용하기 때문에 결과적으로 유사한 표면조도
를 보이는 것으로 사료된다. 

세포부착을 위한 실험에서는 배양된 세포부유액
을 disc 표면에 접종한 후 1ml의 배양액을 첨가하여
disc 표면이 완전히 잠기게 하였다. 그렇게 함으로써
표면 전체에 걸쳐서 세포부착이 일어나도록 고안하
였다. 그러나 세포증식을 위한 실험에서는 100㎕의
세포부유액을 disc 가운데에 접종한 후 4시간 후에
세포배양액 1ml를 첨가하여 배양하는 방식으로 실
험을 진행하였다. 이렇게 함으로써 osteoblast like
cells이 초기 4시간동안 disc 표면에 한정되어 부착이
일어나도록 하여 plastic well 표면에 부착되어 증식
하는 것을 최소로 줄일 수 있도록 하였다. 실험의 결
과, 세포배양 24시간에 걸친 세포부착은 모든 군간에
유사한 부착비율을 보였으며, 배양시간 8시간 후 안
정적인 세포부착을 보였다. 좀더 지연된 반응을 나
타내는 세포증식에 미치는 영향에 있어서는 시간의
경과에 따라 통계학적으로 유의하게 세포수가 증가
하였으며, 측정시기에 따른 군간 비교에서는 대부분
유의한 차이를 보이지는 않았다. 

표면조도의 증가가 세포부착이나 증식에 미치는
영향에 대해서는 논쟁의 여지가 있는 것으로 보여진
다. Michaels 등과 Bowers 등은 표면이 거칠수록 부
착된 세포의 비율이 높았다고 보고한 반면14,15,
Lincks 등은 표면조도가 증가할수록 낮은 세포증식
을 보인다고 하였다16. 또한 Martin 등과 Cooper 등
은 표면조도가 세포부착과 증식에 유의한 영향을 미
치지 않는다고 보고하였다17,18. 그러나 표면조도의
증가가 in animal study에서 histomorphometric
analysis에 의한 implants-bone contact area의 증가
를 보이며, removal torque가 증가한다는 데에 대해
서는 별다른 이견이 없는 것 같다19-28. 이렇게 in vitro
실험과 in vivo 실험에서 얻어지는 결과가 상이한 이
유는 식립된 implants가 osseointegration을 형성하는
과정이 많은 요인들-Blood나 tissue fluid내에 존재하

는 biomolecules이나 ions과의 최초의 상호작용, 세
포의 부착 및 증식, 분화, 기질의 석회화, 조골세포의
활성도에 영향을 주는 local factors의 생산 등-이 포
함된 동적인 상태이기 때문이다6,34. 초기 세포부착이
나 증식이 감소된 양상을 보이더라도 ALPase나
matrix synthesis, mineralization이 증가된다면 결과
적으로 우수한 osseointegration을 이룰 수 있다17,35.
또 다른 이유로는 식립된 implants 표면에 골이 형성
되는 방식의 차이에 의해 설명되어질 수 있다. 평활
한 표면을 가진 implants에서는 새로이 형성되는 골
조직이 기존에 존재하는 골표면으로부터 형성되어
implants표면으로 성장해 들어가는implantopetal
bone growth 또는 distance osteogenesis가 일어나는
반면에, 거친 표면을 가진 implants에서는 신생골이
implants 표면에서 직접 형성되는 implantofugal
bone growth 또는 contact osteogenesis가 일어나게
된다27,36.

SEM 관찰결과, 세포표면에서 작은 white nodule
들이 산재해있는 것이 관찰되었다. 이것은 matrix
vesicle이 석회화 과정에 있는 것으로 평가된다37.
Matrix vesicle의 형성은 조골세포의 활성도를 평가
하는 하나의 기준이 되며, 골조직과의 bonding이 우
수한 implant 재료에서 높은 밀도로 관찰된다38,39.

Thermal oxidation에 의한 효과는 oxide layer의 두
께를 증가시키며, oxide crystallinity를 증가시킨다
4,8,40. Titanium표면에 형성되는 oxide의 morphology
와 microstructure는 하부에 존재하는 금속의
microstructure와 grain structure, chemical composi-
tion 등과 관련이 있는 것으로 보고되었다2. 이러한
이유로 thermal oxidation에 의한 표면의 변화는 oxi-
dation을 시행하기 전에 어떠한 방식으로 표면을 형
성하는 가에 의해 크게 달라지게 된다. 두꺼운 ther-
mal oxides나 anodic oxides의 경우 heterogeneous
한 형태를 가지며, 부위에 따라 porosity와 morphol-
ogy가 다양하게 나타난다8. Titanium oxide의 결정
화정도와 두께는 implant가 주위조직과의 생물학적
반응에 영향을 줄 수 있다41-43. Oxide layer의 두께가
증가할수록 corrosion resistance도 증가하며, titani-
um ion의 생체내 유출도 줄어든다44-46. 거친 조도를
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가진 표면이나 porous한 표면에서 metal ion의 유출
이 증가하며, 결과적으로 세포의 활동에 영향을 미칠
수 있다47,48. 또한 증가된 oxide layer는 Implant 식립
시 외상으로 인한 염증반응에서 발생하는 hydroxyl
radicals의 유해한 효과를 중화시키는 작용도 있는 것
으로 보고되었다5,49. 그러나 Oxide layer의 두께가
과도하게 증가하는 것은 바람직하지 않을 수 있다.
두꺼운 oxide layer는 self tapping implants와 같은
높은 shear stress하에서 titanium으로부터 oxide
layer가 분리될 수도 있기 때문이다40,50.

본 실험에서 사용된 thermal oxidation 방식은 순
수한 산소환경 하에서 시행하였다. 이렇게 함으로써
일반 대기 중에서 oxide layer가 형성될 때 hydrocar-
bon을 포함한 불순물들이 포함되는 것을 최소로 방
지할 수 있다8. 이러한 불순물들은 모든 implants에
미량 포함되어 있으며, 완전히 제거하는 것은 불가능
하다. 이들이 생체내 반응에 미치는 영향에 대해서
는 정확히 알려진 바가 없으나, oxide layer의 특성에
영향을 주는 것으로 알려져 있다2.

이번 실험에서는 thermal oxidation에 의한 oxide
layer의 변화가 세포의 부착과 증식에 큰 영향을 미
치지 않는 것으로 나타났다. 그리고 SEM관찰에서도
다른 표면처리를 한 군들과 비교하여 부착양상의 변
화를 보이지 않았다. 이 결과로부터 세포들의 생물
학적 반응에 영향을 주는 주된 요소로써 oxide layer
의 특성보다는 표면조도가 미치는 영향이 더 큰 것
으로 평가된다8,51. 그러나 위에서도 언급한 바와 같
이 in vitro 실험에서는 많은 요소들이 배제되어 있기
때문에 thermal oxidation이 osseointegration에 미치
는 영향을 평가하기 위해서는 동물실험을 포함한 더
많은 연구들이 필요할 것으로 사료된다.

V. 결론

1.표면조도 측정결과, machined surface에서 Ra
값이 0.28㎛로 가장 평활한 표면을 나타냈으며,
나머지 표면처리를 시행한 군에서는 Ra값이
0.7-0.9㎛로 유사한 표면조도를 보였다.

2.시간경과에 따라 모든 군에서 세포부착이 증가

하였으며, 배양시간에 따른 군간 부착수준은 유
사하게 나타났다.

3. 세포 증식은 시간의 경과에 따라 대부분 유의성
있게 증가하였다. 7일째 군간 비교에서 MB군과
O-800군에서 다른 군과 비교하여 통계학적으로
낮은 세포증식을 보였다.

4. 배양 7일째, 시편에 부착된 세포들은 dendritic
extension에 의해 길게 늘어진 형태를 보였으며,
세포들의 표면에서는 작은 white spot들이 관찰
되었다. White spot들은 시편 전체에 걸쳐 고르
게 분포하였으며, 군간 부착된 세포들의 양상에
는 큰 차이가 없었다. 

5. 세포들의 생물학적 반응에 영향을 주는 주된 요
소로써 oxide layer의 특성보다는 표면조도가 미
치는 영향이 더 큰 것으로 사료된다.
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사진부도설명

Figure 1. Machined surface군의 주사전자현미경 사진(×300)
Figure 2. Machined surface군의 주사전자현미경 사진(×700)
Figure 3. Sandblasted surface군의 주사전자현미경 사진(×300)
Figure 4. Sandblasted surface군의 주사전자현미경 사진(×700)
Figure 5. Sandblasted and etched surface군의 주사전자현미경 사진(×300)
Figure 6. Sandblasted and etched surface군의 주사전자현미경 사진(×700)
Figure 7. Thermal oxidation at 400℃군의 주사전자현미경 사진(×300)
Figure 8. Thermal oxidation at 400℃군의 주사전자현미경 사진(×700)
Figure 9. Thermal oxidation at 600℃군의 주사전자현미경 사진(×300)
Figure 10. Thermal oxidation at 600℃군의 주사전자현미경 사진(×700)
Figure 11. Thermal oxidation at 800℃군의 주사전자현미경 사진(×300)
Figure 12. Thermal oxidation at 800℃군의 주사전자현미경 사진(×700)
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In clinical therapy, the current goal of dental implants is to enhance quantity and quality of osseointegration.
Surface roughness and oxide structure are considered to influence the behavior of adherent cells. The purpose
of this study is to evaluate the effect of different surface treatment on cellular response. The attachment and
proliferation of osteoblast-like cell on sandblasted, sandblasted and etched, thermal oxidated surfaces have
been compared. Sandblasting was done with Al2O3 particles(grain size of 50㎛), etching was processed with
NH4OH : H2O2 : H2O(1:1:5) at 90℃ for 1 minute. Thermal oxidation was followed sandblasting and etching at
400℃, 600℃, 800℃ for 2 hours. Measurement of surface roughness after the different treatment did not show
any differences of Ra value between terated surfaces. Cell attachment and proliferation were increased during
experiment period, but no difference was observed. SEM evaluation revealed a similar pattern of osteoblast-
like cells, well attached with dendritic extension and producing numerous matrix vesicles on cell surface. The
results of this study showed that oxide layer alteration by thermal oxidation did not affect the attachment and
proliferation of osteoblast-like cells. This suggests the possibility that the cellular responses are further influ-
enced by surface roughness than titaniun oxide structure.
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