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ABSTRACT

Study on immobilization of bone morphogenic protein-2  

on the titanium surface

Jong-Hwan Park, D.D.S, M.S.D

Director : Prof. Yeong-Mu Ko, D.D.S.,Ph.D.

Department of Dental Science

Graduate School of Chosun University

  In this study, immobilization of bone morphogenic protein-2 (BMP-2) 

on titanium (Ti) surface using a plasma surface modification was 

investigated. To introduce proper functional groups on the Ti surface, 

Ti surface was treated under different plasma discharge powers via 

acrylic acid plasma polymerization, and then incubated in BMP-2 

solution of de-ionized water. Plasma polymerization was carried out at 

a discharge powers of 40, 60, 80, and 100 W, 60 mTorr for 3 min. The 

chemical composition and morphology of acrylic acid plasma polymerized 

(PPAAc) Ti surfaces were characterized by water contact angles, 

scanning electron microscopy, Fourier Transfer Infrared, and X-ray 

photoelectron spectroscopy (XPS). The proliferation and differentiation 

of MC3T3-E1 preosteoblast cell cultured on the BMP-2 immobilized PPAAc 

Ti surface in vitro were  evaluated by fluorescene microscope and 

alkaline phosphatase activity, respectively.  

  The current findings, the following results were drawn.

1) The acrylic acid thin film deposited under the discharge powers of   

   60 W showed the well polymerized polymeric thin film. 

2) The PPAAc Ti surfaces showed the hydrophilic surface property.

3) The immobilization of BMP-2 on PPAAc Ti surface was identified as    
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     nitrogen element (N1s) in BMP-2 molecular structure via XPS        

     analysis.

4) The in vitro cell test showed that BMP-2 immobilized Ti surfaces had  

   a beneficial effect on MC3T3-E1 cell  proliferation and              

   differentiation .

  From this point of view, the BMP-2 immobilized Ti surfaces are 

expected to be useful for the fabrication of titanium-based implants 

for enhanced hard tissue integration.
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제 1 장  서   론

  치과용 임플란트 연구의 역사는 근현대적 연구만으로도 200 여년가량 되

며, 원시적 접근까지 포함하게 되면 1000 여 년에 이르는 매우 긴 역사를 갖

고 있다. 여느 생체재료 연구와 마찬가지로 최근 치과용 임플란트의 연구는 

기능적 요구 만족, 부작용 개선, 기계적 성능 개선, 정상 기능 기간 단축 등

을 위한 연구/개발의 과정을 거치고 있다. 20세기 중․ 후반의 티타늄의 표면

처리에 대한 골유착과 안정성이 증진된 유리한 임플란트 표면을 개발하여 임

상적인 성공률을 높이려는 노력이 계속되고 있다. 예를 들면, 임플란트 표면

의 거칠기 증가1,2), 코팅3-5), 또는 화학적 처리6-8) 등을 통하여 치근형 임플

란트의 골 유착 안정성을 증가시키며 미세 형태학을 포함하는 임플란트 표면 

형태가 임플란트의 골 유착에 상당한 영향을 준다7,8).

  치과 및 정형외과에 많이 쓰이는 생체적합성이 뛰어난 티타늄은 우수한 기

계적 성질(높은 강도, 낮은 밀도, 높은 내부식성 등)을 갖고 있다. 

골 유착의 증진, 골 증대 등을 목적으로 골 형성 단백질(Bone Morphogenic 

Protein; BMP)과 같은 생물학적인 활성 인자들을 임플란트 표면에 접목시키

려는 시도가 이루어지고 있다. BMP란 뼈 형성에 직접적으로 관여하는 단백질

로서 형질전환증식인자 β(Transforming growth factor β; TGF-β) 슈퍼패

밀리에 속한다. 골 형성의 형식에는 연골성 골형성, 결합조직성 골형성, 전

조식 골형성의 3가지가 있다. 골격조직을 재생하기 위한 골 유도과정에 필수

적인 요소들을 조절하여 MC3T3-E1 세포로부터 골아세포의 증식을 촉진하고 

골기질의 생합성을 도움으로써 골 형성을 증진시키는 역할을 한다9,10).

  표면 처리 방법에는 티타늄 플라즈마 분사(titanium plasma spray, TPS) 

또는 산부식(acid treatment), 샌드블라스트(sandblast)법과 같이, 임플란트 

표면적을 증가시키는 방법이 있다11,12).

  플라즈마를 이용한 표면개질기술은 세포의 분화 및 부착을 증진시키기 위

해 생체재료표면을 화학적으로 변화시키는 기술법으로 현재 생체 의공학 분

야에 널리 사용되고 있다13,14). 특히 플라즈마 중합기술로 증착된 반응기(카

르복실기, 아민기, 하이드록실기, 술폰기 등)는 재료표면에 존재하면서 생체
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활성물질과 생체단백질의 공유결합 및 정전기적 결합에 의한 고정화에 매우 

유용한 기술로 알려져 있다
15,16).

  본 연구에서는 산소 플라즈마 전처리와 폴리 아크릴산(Poly Acrylic acid: 

PAAc) 플라즈마 중합반응을 이용하여 티타늄표면의 친수성과 생체적합성을 

향상시키고, 플라즈마 표면 개질된 티타늄표면에 BMP-2를 고정화시켜 표면의 

물리화학적 특성과 조골모세포 MC3T3-E1 세포를 이용한 세포분화 특성을 평

가하고자 하였다. 
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제 2 장  실험재료 및 방법

제 1 절  티타늄 시편 준비

  본 실험에서는 상업적으로 사용되는 순수 티타늄을 직경 20 mm, 두께 

0.5mm (CP-Ti NSC, Japan)로 가공하여 시료로 사용하였으며, 티타늄의 연마

는 습식 연마로써 #60, #80, #600, #800, #1200 grit SiC 연마지로 단계적으

로 기계적 연마 처리하였다. 

  연마한 시료는 아세톤과 에탄올을 1:1 (v:v) 비율로 혼합한 용액에서 1시

간 동안 초음파 세척을 한 후 3차 증류수로 세정하여 건조 후 사용하였다. 
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제 2 절  플라즈마 표면처리

  플라즈마 중합반응 시 모노머는 아크릴산 (Acrylic acid; 99.5%, 

Sigma-Aldrich, USA)를 사용하였고, 플라즈마 반응장치의 구성도는 Fig. 1에 

나타내었다. 플라즈마 중합에 RF(radio frequency) 13.56 MHz의 축전 결합형 

플라즈마(Capacitively Coupled Plasma; CCP)타입의 장비(PLASMART Inc. 

Korea)를 사용하였다. 325 mm 직경과 175 mm 높이의 진공 챔버는 로타리 펌

프로 최대 10-3 Torr 진공도를 유지하였다. 시료대는 상부 전극으로부터 30 

mm 떨어진 곳에 위치한다. 

  플라즈마 표면개질 처리 전, 티타늄표면의 유기물제거와 표면의 활성화를 

부여하기 위하여 전처리를 실시하였다. 전처리 과정은 산소(O2)가스를 20 

sccm 유속으로 챔버 내의 반응 압력을 100 mTorr로 유지한 후, 플라즈마 방

전세기를 200 W로 1분 동안 수행하였다.

  이어서 중합반응은 모노머의 증기압과 챔버 내부 반응압력을 60 mTorr로 

유지한 후, 40, 60, 80 그리고 100 W로 3분 동안 반응시켰다. 처리된 샘플은 

3차 증류수로 표면을 세정하고, 진공오븐에서 60℃로 24 시간 동안 건조를 

실시하였다. 
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Fig. 1. Schematic diagram for plasma device.
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제 3 절  BMP-2 고정화 

  BMP-2 (Cowellmadi, product No. B2025, Korea)를 사용하였다. 백색의 분

말로 되어있는 0.25 ㎎의 BMP-2에  증류수를 0.16 ㎖ 첨가하여 최초 농도를 

1.5 ㎎/㎖로 맞추었다. 티타늄 표면에 고정화한 BMP-2의 최종농도는 500 ng/

㎖, 100 ng/㎖로 맞추었으며, 샘플준비는 (a) Ti, (b) COOH(60W)/Ti (c) 

BMP-2/COOH(60W)/Ti로 하였다. 12 well plate에 티타늄 시편을 넣은 후 500 

ng/㎖, 100 ng/㎖의 BMP-2를 각각 3 ㎖ 씩 첨가하였다. 그 다음 티타늄을 6 

시간 동안 실온에서 교반하였다. 교반 후 티타늄 시편을 꺼내서 증류수로 세

척을 한 후 건조하였다.
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4 절  세포배양 

  본 실험에 사용된 세포는 생쥐 두개골에서 유래한 조골모세포 MC3T3-E1을 

ATCC에 구입하여 사용하였고, 세포배양은 α-MEM (alpha minimum essential 

medium with ribonucleosides, deoxyribonucleosides, 2mM L-glutamine and 

1mM sodium pyruvate, but without ascorbic acid/GIBCO, Custom Product, 

Catalog NO. A1049001)배지에 growth factor를 제공하는 10% (w/v) fetal 

bovine sereum (PAA Laboratoris, Inc. A15-751)과 항생제인 100 units/ml 

penicillin, 100 ㎍/ml streptomycin이 혼합된 세포배양액을 혼합하여 5% 

CO2가 공급되는 37℃, 100% 습도가 유지되는 CO2 incubator에서 배양하였다. 

그리고 3일 마다 80% confluence 할 때 계대 배양 하여 실험에 사용하였다.
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제 5 절  세포분화 평가

  MC3T3-E1 세포 배양 24시간 후 분화배지로 교체하고 2일 마다 분화배지를 

교체하였다.  일주일 후 well plate에 cell media를 제거하고 PBS로 2회 세

척한 후 세포 lysis buffer를 well당 150 ㎕씩 넣어서 20분 간 wise mix를 

이용하여 교반하였다. 스크레퍼를 이용하여 well내에 존재하는 세포를 추출

하여 microtube에 담근 후 4℃, 2500 rpm에서 10분 동안 원심분리하고 상층

액을 새로운 microtube에 옮겨주고 냉동보관 하였다. 30분 동안 37℃에서 상

층액이 담긴 microtube를 배양 후 1.2N NaOH 600㎕씩 첨가하여  405 ㎚에서 

흡광도를 측정하여 ALP (alkaline phosphatase) activity를 계산하였다. 

  단백질 정량은 1㎎/㎖ bovine serum albumin(BSA)을 사용하여 표준용액을 

제조한 후 측정하고자 하는 단백질을 증류수로 희석하여 20 ㎕로 제조하여 5

분간 배양 후 592 ㎚에서 흡광도를 측정하고, 표준정량곡선으로부터 단백질

의 농도를 결정하였다.
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제 6 절  세포형상 관찰

 1. 주사전자현미경에 의한 관찰을 위한 세포 전처리

  플라즈마와 BMP-2 고정화 처리한 샘플이 담겨진 12 well plate에 배양된 

MC3T3-E1 세포를 2× 10⁵ cells/mL의 농도로 파종하였다. 그리고 3시간이 지

나면 2.5%의 Paraformaldehyde(Electron Microscopy Sciences 15714)와 

Glutaraldehyde(SIGMA ALDRICH G5882)의 혼합용액으로 2시간 전 고정을 하여

주었고 10분 동안 PBS을 이용하여 세척하여 준 후 Osmium tetroxide(SIGMA 

ALDRICH 201030)를 이용하여 30분 동안 후 고정을 진행하였다. 70%, 90%, 

95%, 100% 알콜을 준비하여 건조시켜 주었고 HMDS(Fluka 52619)를 이용하여 

샘플위에 남아있는 알콜을 제거하였다.

  2. 형광현미경에 의한 관찰을 위한 세포전처리 

  플라즈마와 BMP-2 고정화 처리한 샘플이 담겨진 12 well plate에 배양된 

MC3T3-E1 세포를 1× 10⁵ cells/mL의 농도로 파종하였다. 24시간이 지나면 

4% Paraformaldehyde(Electron Microscopy Sciences 15714) 용액을 이용하여 

세포를 고정하여 준 후 5분 동안 PBS를 이용하여 세척하였다. 0.1% Triton 

X-100(바이오 세상 T1020)과 1% BSA(SIGMA A9647) 용액을 이용하여 5분 동안 

투과 처리하여 주었고 Rhodamine-phalloidin(Life technologies, R415) 시약

을 15분 동안 처리하여 세포를 염색하였다. 3번에 걸쳐 각각 5분 동안 세척

하여 준 후 세포 핵 염색을 위한 Fluorescence mounting media(VECTOR 

H-1200)와 함께 cover glass를 샘플 위에 부착하여 형광현미경으로 관찰하기 

전까지 4℃에서 보관하였다.
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제 7 절  표면분석

  전계방출형 주사전자현미경(FE-SEM: field emission scanning electron 

microscopy, S-4800, Hitachi, Japan)을 이용하여 아크릴산(Acrylic acid: 

AA) 플라즈마 표면개질 된 티타늄시편과 아크릴산 표면개질 처리 후 BMP-2를 

고정화한 티타늄 표면 시편의 고분자 박막의 두께와 티타늄시편의 표면형상

을 관찰하였다. 

  아크릴산 표면개질 처리 된 티타늄 표면의 카르복실기와 BMP-2의 아민과의 

아미드 결합을 확인하기 위하여 전반사 퓨리에 변환 적외선 분광기 

(Attenuated Total Reflection Fourier-Transform Infrared spectroscopy, 

ATR-FTIR spectrum-400, PerkinElmer, England)를 이용하였다. 

  티타늄시편 표면에 존재하는 원소들의 화학적 결합 구조를 분석하기 위하

여 광전자 분광법 (X-ray photoelectron spectroscopy; XPS)을 이용하였다.

  무처리 티타늄 시편 및 아크릴산 플라즈마 표면개질 처리 된 티타늄 표면

과 아크릴산 표면개질 처리 후 BMP-2 고정화된 티타늄 시편을 각각 준비하여 

60℃에서 24시간 건조한 후 접촉각을 측정하였다. 각 시편의 접촉각 변화를 

관찰하기 위하여 증류수 약 5 ㎕를 시편에 떨어뜨린 후, 접촉각 측정기 

(GSA, Surfacetech, Korea)로 5초 후에 접촉각을 측정하였다.

  아크릴산이 코팅된 티타늄표면의 카르복실기의 정량분석은 Toluidine Blue 

O (TBO) 정량법을 이용하였다. 0.5 mM 농도의 TBO 용액에 시료를 침지하여   

30℃에서 6시간 동안 TBO 염료와 카르복실기를 반응시켰다. 

  Sodium hydroxide 용액 (PH 9)에서 30초간 50 rpm 으로 세척을 한 후 

Acetic acid 50% 수용액에서 12시간 동안 1000 rpm으로 TBO를 탈착 시킨 다

음 이수용액을 620 ㎚의 흡광도로부터 카르복실기를 정량하였다. 이 후 흡광

도를 측정하기 위해 반응액을 96-well plate에 각각 200 ㎕씩 분주한 후 

ELISA reader(Thermal Fisher SCIENTIFIC)를 이용하여 540 nm에서 흡광도를 

측정하였다.
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제 8 절  통계학적 분석

모든 실험 데이터는 T-test 분석을 통하여 신뢰도 95% (p<0.05) 내에서 변

수의 비교를 통하여 각각의 유의성 차이를 비교하였다.
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제 3 장  실험결과 

제 1 절  표면분석

  Fig.2는 다양한 입력 파워에서 티타늄 표면에 도입된 단위 면적 당 카르복

실기 양을 보여준다. 플라즈마 중합 조건을 최적화하는 두 가지 조건은 TBO 

용액 안에서의 고분자 박막의 안정성과 카르복실기 양이다. 플라즈마 중합 

조건에 따라 플라즈마 고분자는 TBO 용액에서 탈착 및 분해되는데 플라즈마 

중합 시 가교성이 약하면 이런 현상이 발생한다17,18). 입력 파워 40 W에서 위

와 같은 현상이 나타났고, 입력 파워 60 W이상부터는 TBO 용액에서 플라즈마 

고분자는 박막 형태를 그대로 유지하였다. 또한 카르복실기 양은 입력 파워

가 증가함에 따라 줄어드는 특성이 나타났고, 이는 플라즈마 중합 시 아크릴 

산 모노머의 분쇄가 증가하기 때문이다19). 티타늄 표면에 다량의 카르복실기

를 함유한 플라즈마 고분자 박막을 도입하기 위한 최적 조건은 이와 같은 이

유로 입력 파워 60 W로 결정하였다. Fig.3은 각 입력 파워에서 실리콘 웨이

퍼에 증착된 플라즈마 중합 아크릴산 박막의 두께를 보여준다. 입력 파워가 

증가함에 따라 박막의 두께는 증가하였다. 입력 파워의 증가는 플라즈마의 

전자 에너지를 증가시켜 이온화율을 증가시킨다. 이로써 플라즈마 고분자가 

형성되는 속도가 증가하여 같은 시간 안에 중합물 생성이 증가한다20). 입력 

파워에 대한 증착 속도에는 두 가지 영역이 있다: (1) 입력 파워 증가에 따

른 증착율의 증가(고분자 형성이 우세)와 (2) 입력 파워 증가에 따른 증착율

의 감소 (반대로 ablation이나 degradation의 우세). 입력 파워 100 W까지는 

고분자 형성이 우세한 영역으로 판단된다21,22).
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Fig. 2. Density of carboxyl group of plasma polymerized acrylic acid 

thin films with respect to input power.
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Fig. 3. SEM micrographs of cross section of plasma thin film deposited 

on silicon wafer at (a) 40 W, (b) 60 W, (c) 80 W, (d) 100 W.
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  Fig.4는 플라즈마 중합 아크릴산 박막의 접촉각 측정 결과를 나타낸 것이

다. 무처리 티타늄의 접촉각은 약 55°로 나타났다. 입력 파워가 증가함에 

따라 플라즈마 중합 아크릴산 박막의 접촉각은 증가하는 경향을 보였다. 낮

은 입력 파워 40 W는 플라즈마 고분자에 다량의 극성 카르복실기를 도입함으

로써 친수성을 부여할 수 있지만 낮은 가교도로 인하여 기재 표면과의 접착

력이 약하고, 용매에 의해 용해 및 분해되는 점이 있다. 입력 파워 60 W부터 

접촉각이 커지면서 친수성이 감소하는 경향을 보였다. 입력 파워 100 W까지 

증가해도 접촉각은 큰 변화가 없고, 친수성을 그대로 유지하였다. 아크릴산 

플라즈마 고분자의 카르복실기 양은 줄어들어 극성이 감소할 수 있지만 극성 

산소의 존재로 친수성을 부여할 수 있게 된다. 친수성 표면은 소수성 표면에 

비하여 생체액, 세포 그리고 조직과의 상호작용이 훨씬 더 바람직하다23).

 Fig.5는 주사전자현미경을 이용하여 티타늄의 표면을 관찰한 결과이다. 플라

즈마 중합 아크릴산 박막이 증착된 티타늄 표면의 형상은 변화를 관찰되지 

않았다. 기계적으로 연마된 티타늄 표면은 거칠고, 일정 방향의 groove가 관

찰되었다. 일반적으로 거친 표면은 매끄러운 표면보다 세포 부착, 증식 및 분

화에 유리하다고 알려져 있다24). 100, 500 ng/ml 농도의 BMP-2를 플라즈마 

중합 아크릴산 박막이 증착된 티타늄에 고정화 한 후 티타늄 표면은 Fig.6에 

나타내었다. 6 시간 동안 고정화 시간이 지난 후 건조된 표면의 전자현미경 

사진에서도 특이할만한 표면 형상의 변화는 관찰되지 않았다.
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Fig. 4. Water contact angles of Ti and COOH/Ti substrates produced at 

different input powers.
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Fig. 5. FE-SEM micrographs of different Ti substrate deposited plasma 

polymerized acrylic acid thin film at (a) Ti (b) 40 W, (c) 60 W, (d) 80 

W, (e) 100 W.

Fig. 6. FE-SEM micrographs of COOH (60W)/Ti substrate after BMP-2 

immobilization.
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 Fig.7은 플라즈마 중합 아크릴산 박막과 이와 함께 BMP-2가 고정화된 표면

의 화학적 결합 상태를 확인하기 위한 ATR-FTIR 스펙트럼이다. (a)는 유리

표면의 IR 스펙트럼이고, (b)는 플라즈마 중합된 아크릴산 박막의 IR 스펙트

럼이다. 그리고 (c)의 IR 스펙트럼은 플라즈마 중합 아크릴산 박막 표면에 

BMP-2를 상대 전하 인력으로 고정화한 후 측정한 것이다. (b)플라즈마 중합 

아크릴산의 구조에서 3000-2850 cm
-1의 C-H stretching, 1716 cm

-1부근에

서 C=O stretching에 의한 특징적인 피크를 확인하였으며 이는 카르복실기

의 존재를 확인할 수 있었다. (c)의 스펙트럼에서는 BMP-2의 단백질 구조에 

의한 펩타이드 결합으로부터 1658와 1579 cm-1 아미드 결합(C=O, N-H) 피

크를 확인 가능하였다25).

 Fig. 8은 플라즈마 중합 아크릴산 박막과 이와 함께 BMP-2가 고정화된 표

면의 XPS 원소 분석 결과이다. (a)의 티타늄 표면은 C, O, 그리고 Ti 원소가 

있으면, (b)의 플라즈마 중합 아크릴산 박막이 증착된 티타늄 표면은 C와 O 

원소만 존재하고, (c)의 BMP-2가 고정화된 티타늄 표면은 C, O, 그리고 N 

원소가 존재함을 알 수 있었다. (c) 티타늄 표면의 N 원소는 고정화에 의한  

BMP-2의 존재를 의미한다26).
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Fig. 7. ATR-FTIR spectra of (a) glass,  (b)  PPAAc deposited on glass 

at 60 W,  and (c) BMP-2 immobilized glass substrate.
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Fig. 8. XPS survey scan of (a) Ti, (b) COOH(60W)/Ti, and (c) 

BMP-2/COOH(60W)/Ti substrate.
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제 2 절  조골모 세포(MC3T3-E1) 증식 및 분화

 티타늄 표면에 플라즈마 중합된 아크릴산 박막에 존재하는 카르복실기와 

BMP-2 고정화된 표면이 MC3T3-E1 세포 부착에 미치는 영향을 평가하기 

위하여 주사현미경을 이용하여 관찰하였다. Fig.9의 (a)는 티타늄 표면에서 3 

시간 배양 후 세포의 모양을 관찰한 것이다. (b)의 플라즈마 중합 아크릴산 

박막이 증착된 티타늄 표면은 cell spreading이 증가한 것을 알 수 있었으며, 

(c-e) BMP-2가 고정화된 티타늄 표면에서는 cell spreading과 growth가 증

가됨을 확인할 수 있었다. 표면 친수성과 분화 유도 단백질은 티타늄 표면의 

특성을 개선하여 세포와의 유착을 증가시킬 수 있는 가능성을 in vitro 결과

로부터 확인할 수 있었다27).

 Fig. 10은 MC3T3-E1 세포의 형광 사진을 나타낸 것이다. 세포의 핵과 세

포골격을 팔로이딘-로다민과 DAPI로 염색하여 세포의 성장 상태를 자세하게 

관찰할 수 있었다. (b)의 보다 친수성의 플라즈마 중합 아크릴산 박막이 증착

된 티타늄 표면에 있는 세포들은 크고, (c-d)의 BMP-2가 고정화된 티타늄 

표면 있는 세포들은 좀 더 크고, 세포 수도 많이 볼 수 있었다. 플라즈마 중

합 아크릴산 박막의 음전하 카르복실기로부터 BMP-2의 생체분자의 고정화

는 세포의 부착과 성장에 효과를 나타냄을 알 수 있다28).

 Fig.11은 티타늄 표면에 플라즈마 중합된 아크릴산 박막을 증착하여 

BMP-2를 고정화한 후 MC3T3-E1 세포에 대한 ALP 활성도를 측정한 결과

이다. BMP-2 고정화된 티타늄 표면에서 4 일과 7 일 모두 ALP 활성도가 증

가되었다. BMP-2가 MC3T3-E1 조골 세포를 골세포로 분화되는 것을 촉진

함으로서 ALP 활성이 증가 하였다29).
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Fig. 9. SEM images of the MC3T3-E1 cell seeded on (a) titanium, (b) 

COOH(60W)/Ti, and (c-e) BMP-2 immobilized surface for 3 hours.
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Fig. 10. Fluorescence images of the MC3T3-E1 cell seeded on (a) 

titanium, (b) COOH(60W)/Ti, (c) and (d) BMP-2 immobilized surface for 

24 hours.
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Fig. 11. ALP activity of the MC3T3-E1 cell seeded different PCL surface for 

4 and 7 days. *p <0.05; significant against the differentiation of MC3T3-E1 

cells on pristine Ti, COOH/Ti and BMP-2/COOH/Ti at corresponding days.
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제 4 장 고찰

  골 형성 단백질(BMP)은 골 형성이나 치유에 아주 중요한 역할을 하는 성장

인자로 널리 사용되고 있다
9,10). BMP는 조골세포나 연골세포을 포함하여 다양

한 세포들의 증식이나 분화를 조절한다고 알려져 있다9,30). 특히 제 2형 골형

성 단백질(BMP-2)는 BMP family 중에서 가장 강력한 성장인자 중에 하나로서 

주로 생체 내에서 골 형성의 유도를 담당하고 있다
9,10,30). 또한 제 2형 재조

합 인간 골 형성 단백질 (recombinant human bone morphogenetic protein-2; 

rhBMP-2)은 대량으로 이용할 수 있기 때문에 잠재적인 바이러스 감염에 관련

된 추출물과 연관된 위험성이 거의 없어서 조직공학 응용에 광범위하게 연구

되고 있다31-34).  

  생체재료표면에 생체분자의 고정화는 세포와 생체재료사이의 계면에 생체

분자들이 부착 및 유지되게 한다. 이것은 세포의 거동을 원하는 대로 유도하

기 위하여 또는 충분한 기간을 지속하기 위해서는 임계농도에서 성장인자들

과 상호결합이 되어야만 하기 때문에 매우 중요하다. 그리고 필요시에는 생

체분자들이 장시간 서서히 방출되는 형태를 유지해야만 한다. 비록 고정화된 

생체분자들이 정형외과나 치과용 임플란트와 같은 금속생체재료와 주변조직

사이 계면에 존재하는 세포에서 발생하는 일련의 복잡한 과정을 바꾸는데 큰 

잠재력을 가지고 있다하더라도, 생체재료표면에 존재하는 관능기가 부족하면

생체재료표면의 생체분자 고정화과정을 복잡하게 만든다. 

  따라서 생체재료표면에 관능기를 도입하기위한 기술 중에 플라즈마 기술은 

재료표면을 개질하는데 유용하게 이용되고 있다35,36). 예를 들면, 특별한 관

능기의 증착이나 가교에 의해 플라즈마 표면개질은 고분자의 표면특성을 개

질하는데 흔히 사용되어왔다37,38). 금속표면에 세포 부착효율을 향상 시키거

나, 클리닝할 목적으로 플라즈마 기술을 이용해 왔다39-41). 

  본 연구에서는 티타늄표면의 카르복실기는 아크릴산의 플라즈마 중합에 의

하여 도입되었고, 표면에 존재한 카르복실기의 표면밀도는 플라즈마 입력파

워에 의존하는 경향을 보였다. 친수성, 표면형상, 표면전하상태 그리고 생체

적합성과 같은 재료의 표면특성은 플라즈마 표면개질공정 변수를 제어함으로



- 26 -

서 효과적으로 개질할 수 있다. 에스테르기, 하이드록실기, 카르복실기, 카

르보닐기 그리고 아민기와 같은 일부 특별한 관능기는 특별한 화학 반응성을 

제공하고, 표면의 물리적인 특성을 변화시킨다. 이러한 관능기들은 생체분자

를 고정화하는데 유리한 표면상태를 제공할 수 있다. 아크릴산 플라즈마 표

면처리는 티타늄표면에 산소원자가 풍부한 카르복실기(-COOH)를 도입하였

는데, 일반적으로 산소를 함유한 관능기는 전자를 주는 그룹이기 때문에 티

타늄표면의 음전하밀도는 증가한다. 반면에 PI값이 8.5인 BMP-2는 수용액내

에서 양전하 단백질이기 때문에 아크릴산 플라즈마 표면처리를 한 티타늄을 

BMP-2용액에 넣었을 때 양전하 된 BMP-2와 음전하 된 티타늄과의 사이에 강

한 정전기적 인력이 발생하여 BMP-2가 티타늄표면에 부착되는 것이다. 아마

도 티타늄표면이 비표면적이 크다면 고정화된 BMP-2의 양은 증가할 것이다. 

  Shen 등(2009)은 PLGA 고분자지지체에 산소플라즈마를 처리한 후  BMP-2를 

각각 농도 5, 50, 100 ㎍/ml로 고정화하여 OCT-1 세포를 배양하여 ALP 활성

을 조사하였다. 그 결과, 100 ㎍/ml에서 가장 높은 활성을 보였다42), 본 연

구에서는 BMP-2농도를 100 ng/ml와 500 ng/ml에서 고정화하여 ALP활성을 측

정하였는데, 500 ng/ml의 활성이 우수하였다. Shen 등의 BMP-2 고정화 농도

와 본 연구의 BMP-2 고정화 농도와는 큰 차이가 발생하는데, 이는 Shen 등은 

비표면적인 큰 다공성 고분자지지체에 BMP-2를 고정화하는데 많은 양의      

BMP-2가 필요한 반면에, 본 실험에서는 기계적 연마된 직경 20 mm의 티타늄

디스크를 사용했기 때문이라고 생각된다42). 또한 고분자표면과 금속표면의 

플라즈마 표면처리 후 전하밀도가 상이할 것으로 사료된다. 

  Puleo 등(2002)는 티타늄표면에 아민 플라즈마 처리 후 EDCA와 NHS를 이용

하여 아마이드 공유결합으로 BMP-4를 고정화하여 C3H 세포주에 대한 ALP활성

을 측정하였다. 아민기의 표면밀도가 높은 시편이 더욱 더 우수한 활성을 보

여주었다43). 이것은 표면에 존재하는 BMP-4가 많기 때문인 것으로 사료된다.  

   향후에 BMP-2와 티타늄표면의 부착력 및 BMP-2의 방출에 관한 연구는 계

속 진행되어야 할 것으로 사료된다. 
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제 5 장  결론

티타늄 표면에 플라즈마 중합법을 이용하여 플라즈마 중합된 아크릴산 박

막을 증착하고, 제 2형 골형성 단백질(BMP-2)을 고정화 후 표면 및 물성을 

관찰하였고, MC3T3-E1 세포를 이용하여 세포 분화를 조사하여 다음과 같은 

결과를 도출하였다.

(1) 아크릴산의 플라즈마 중합 최적 입력 파워는 60 W로 티타늄 표면에 안  

    정한 카르복실기가 도입된 박막을 증착할 수 있었다. 

(2) 물 접촉각 측정에서 플라즈마 중합된 아크릴산 박막이 코팅된 티타늄 표  

    면이 친수성을 나타냄을 알 수 있었다. 

(3) BMP-2를 위의 티타늄 표면에 고정화한 후 XPS 원소 분석한 결과, 질소  

    원소를 확인하여 고정화를 확인하였다. 

(4) ALP 활성 실험에서 BMP-2가 고정화된 티타늄에서 MC3T3-E1 조골세포  

   의 분화가 향상되었다. 

(5) 생체재료 표면에 카르복실기를 도입할 수 플라즈마 중합은 임플란트에   

   세포 조직 기능을 부여하는 유용한 기술로 활용가능하다고 사료된다. 

결론적으로 티타늄의 표면에 플라즈마 중합 표면개질기술을 이용하여 임플

란트 표면에 골 재생 및 골 유착을 촉진하는 생체분자를 고정화하는데 유용

한 기술로 이용할 수 있었다.
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