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ABSTRACT

The effect of 3D printed polycaprolactone membrane

on bone regeneration in rabbit calvarial defects

Lee Ki-Won

Advisor: Prof. Yu Sang-Joun, D.D.S., P.h.D.

Department of Dentistry

Graduate School of Chosun University

I. Purpose 

The purpose of this study is to radiologically and histologically compare and 

evaluate the bone regeneration effects of 3D printed membranes in rabbit skull 

defects.

II. Materials and Methods

A total of four circular bone defects were formed in the rabbit's skull with a 

diameter of 8 mm, and each material was applied into the defects. In this study, 

the three-dimensional (3D) membrane and scaffold were fabricated by 3D printing 

using PCL polymer. In the control group, a resorbable membrane (Collagen 

membrane®, Dentium, Seoul, Korea) was used below the defect, and in 

Experiment 1 group, deprotenized bovine bone mineral (DBBMC, Bio-Oss 

collagen®, Geistlich Pharma AG, Wolhusen, Switzeland) was used as a scaffold. In 

Experiment 2, the 3D membrane was applied above the defect, and the 

manufactured 3D scaffold was used in the defect. In Experiment 3, the 3D 

membrane was only used upwards. After 2 and 6 weeks, the rabbits were 

sacrificed, and bone tissue specimens containing bone defects were collected from 

the rabbit's calvarials for radiographic and histologic evaluation.



- v -

III. Results

In radiographic evaluation of 2 weeks, the hard tissue formation amount was 

24.66±12.32㎣ in experimental group 3, which was more than twice that of the 

control group, and the hard tissue formation amount was 19.97 ± 3.9㎣ in 

Experimental Group 2. The amount of hard tissue formation in all experimental 

groups showed statistical significance to that of the control group (p=0.008). In 

radiographic evaluation of 6 weeks, the amount of hard tissue formation was 

46.69 ± 11.59 ㎣ in experimental group 3, which was more than 1.7 times higher 

than that of the control group. The amount of hard tissue formation in 

experimental groups 1 and 2 showed statistical significance to that of the control 

group (p=0.029). 

In histological evaluation of 2 weeks, new bone was formed in the marginal part 

of the bone defect, and granulation tissue with consistent thickness was observed 

in Experimental Group 2. In histological evaluation of 6 weeks, an increase in new 

bone formation was observed under the 3D membrane and between the 3D 

scaffolds in experimental group 2.

IV. Conclusion

The membranes fabricated with a 3D printer using PCL polymer were 

radiographically promoted new bone formation over 2 to 6 weeks, and when the 

bone graft material and scaffold were used together with the 3D membrane, more 

new bone formation can be achieved.
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I. 서 론

골유도재생술에 사용한 차폐막은 두개-악안면 손상, 치주 질환 또는 저작 기능, 언어 및 

미적 회복을 위한 임플란트 시술을 받는 환자에서 널리 사용된다[1]. 이 차폐막은 연조직

이 골결손부위로 이동하는 것을 방지하는 차단작용을 하여 골결손 부위의 골재생을 유도

하기 위해 적용된다. 상업적으로 사용되는 골유도재생용 차폐막은 일반적으로 폴리락타

이드 및 폴리글리콜라이드 및 콜라겐으로 만들어진다[1]. 그러나 이러한 차폐막은 기계적 

공간 유지가 좋지 않고 콜라겐 차폐막은 4~6개월의 치유 기간을 충족하지 못할 수 있는 

예측할 수 없는 분해가능성이 있으며 폴리락타이드 차폐막은 산성 분해 산물이 있어 골 

재생을 감소시키는 등의 여러 가지 단점이 있다. 또한 추가적으로 수술이 더 필요하거나 

더 긴 치료 시간이 소요될 있는 단점을 갖는다 [2-5]. 하지만, 지금까지 다양한 비흡수성 

및 흡수성막을 적용하여 다양한 정도의 골재생의 성공이 보고되었으며, 그 중 입자골 이

식재와 콜라겐 막의 조합이 가장 많이 사용되고 있다[6]. 콜라겐 막은 우수한 생체 적합

성을 나타내고 생분해성이기 때문에 많이 사용된다. 또한 차폐막 제거를 위해 추가 수술

이 필요하지 않는 장점을 가진다[7]. 

다양한 크기의 골결손 형태중에 큰 부위의 골결손을 재건하기 위해서는 다양한 옵션이 

고려된다. 특히, 콜라겐 막 및 입자형 골이식재와 함께 많은 고정핀을 사용하는 것이 이

를 해결하기 위해 제안되었다[8]. 자가, 동종 및 이종을 포함한 다양한 종류의 블록골 이

식편도 활용되었다[9,10]. 골조직 공학을 위한 다양한 지지체 재료는 골형성 줄기세포 또

는 성장인자의 운반체로 연구되었다[11,12]. 

e-PTFE(expanded-polytetrafluoroethylene), d-PTFE(dense-PTFE) 및 티타늄 메쉬로 

만들어진 비흡수성 차폐막은 모두 우수한 구조적 안정성과 공간 유지성으로 인해 사용되

었다[13,14]. 그러나 이들 모두는 빈번한 막 노출, 창상열개로 인해 수술 부위의 감염과 

같은 합병증을 갖는다[15]. 따라서, 이러한 임상 상황에서 콜라겐 막과 같은 생분해성 및 

생체 적합성뿐만 아니라 비흡수성 막으로서 우수한 구조적 안정성 및 수명을 나타내는 

새로운 막에 대한 요구가 있다.

최근 Cone Beam Computed Tomography(CBCT), 구강 내 및 구강 외 스캐닝, 임플

란트 식립을 위한 디지털 계획을 위한 소프트웨어, 컴퓨터 유도 임플란트 식립을 위한

수술 가이드 제조의 인기가 높아짐에 따라 디지털 워크플로에 대한 관심이 높아지고 있

다. 임플란트 식립을 위한 치조골 재생술과 관련하여 수술 전 블록 이식재를 보다 정밀

하게 조정할 수 있게 되었다. 이식재료를 골결손부에 맞게 맞춤화하는 것은 임플란트 치
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과 디지털 워크플로와 통합되어 일상적인 임상 시술의 일부가 될 수 있다. 골결손부의

재생을 위한 3차원 프린팅 기술이 현재 합성골 재료에 적용되고 있다. 골재생을 위한 생

체 재료 특성의 중요한 측면에는 생체 적합성, 흡수율, 취급 용이성 및 비용이 고려된다.

특히 거대 및 미세 다공성이 혈관 신생 및 세포 접착을 결정하는 요소이며 최적의 구조

를 재현하기 위한 연구가 진행 중입니다.

폴리카프로락톤(PCL)은 3차원 프린팅 응용 분야에서 많이 사용하는 폴리머 중 하나

이다. 특히, 생체적합성 및 생분해성 합성고분자로 폴리락트산 및 락트산-코-글리콜릭

(lactic-co-glycolic)을 포함한 다른 합성수지제에 비해 기계적 강도와 내구성이 우수하

다. 이 재료는 천천히 분해되는 물질이며, 분자무게와 결정도에 따라 2~4년에 걸쳐 분해

된다. 또한, PCL은 우수한 유변학적 및 점탄성 특성을 가져서 가공성이 우수하며, 미국

FDA 승인 생체 재료[16]이다. 하지만 여전히 치과계에서는 3차원 프린팅된 PCL을 사용

하여 제조된 차폐막을 이용한 골결손부의 재생효과를 평가하는 연구들이 충분하지 않은

실정이다.

이 연구에서는 3차원 프린팅된 PCL 차폐막을 토끼의 두개골 결손부에 적용한 후 골

재생 효과를 방사선학적 그리고 조직학적으로 비교 평가하는 것이 목적이다.
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II. 실험 재료 및 방법

1. 실험 디자인(Experimental design)

토끼의 두개골에 총 4개의 원형의 골결손부를 직경 8mm 크기로 형성하여 결손부

내로 각각의 재료들을 적용하였다. 이 연구에서 3차원 프린팅된 차폐막과 스캐폴드는

PCL을 사용하여 제작하였다. 모든 대조군과 실험군의 결손부 하방으로 resorbable

membrane (Collagen membraneⓇ, Dentium, Seoul, Korea)을 사용하여, 하방에서

생성되는 골재생을 차단하고 골결손부의 경계만 발생되는 골재생효과를 관찰하였다.

또한 실험군 1, 2, 3군 상방에는 3차원 프린팅된 차폐막을 적용하였다. 음성대조군에는

골결손부에 어떤 재료도 사용하지 않았고, 실험 1군에는 결손부 내에 deprotenized

bovine bone mineral(DBBMC, Bio-Oss collagenⓇ,Geistlich Pharma AG,

Wolhusen, Switzeland)을 스캐폴드로 사용하였다. 실험 2군에서는 PCL로 제작된

3차원 프린팅된 스캐폴드를 결손부 내에 사용하였고 실험 3군에서는 결손부 상방으로

PCL로 제작된 3차원 프린팅된 차폐막만을 사용하였다 (Fig. 1).

Figure 1. Schematic diagram of experimental groups.
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2. 3차원 프린팅된 차폐막의 제작(Fabrication of 3D printed

membrane and scaffold)

PCL (average molecular weight; 45,000, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)을 

차폐막을 제작할 때 사용하였다. 이 PCL 차폐막는 Bio-Extruder 장비(3D Bio Printer, 

M4T-100, M4T, 대구, 한국)를 사용하여 90%의 PCL과 10wt.% β-TCP 필라멘트로

제작 되었으며, 3차원 프린팅 기술 방식 중에 하나인 열용융적층모델링(Fused

Deposition Modeling)을 사용하여 제작하였다. 이 차폐막는 CAD(Computer-Aided 

Design) 시스템을 사용하여 설계되었으며, 이 시스템은 세포 내부 성장을 위해 다양한 

기공 크기로 잘 정의된 내부 및 외부 모양을 생성할 수 있다. 차폐막은 가로 12mm 및

세로 12mm의 정사각형 크기로 제작하였으며, 0.8mm 두께로 제작되었다. 온도 80℃,

분당 100mm 속도의 조건에서 200μm 노즐을 사용하여 4층으로 적층하여 제작하였다.

필라멘트 두께는 200μm로 0/90° lay-down pattern과 stagger-type이 적용하였고,

Pore 크기는 300μm로 벌집구조 모양을 만들었다. 이 연구에 사용하는 스캐폴드도

차폐막의 제작과 같은 방법으로 제작하였다. 스캐폴드는 직경 8mm의 원형의 크기와

2mm 두께로 제작되었으며, 온도 80℃, 분당 100mm 속도의 조건에서 500μm 노즐을

사용하여 4층으로 적층하여 제작하였다. 필라멘트 두께는 500μm로 0/90° lay-down

pattern과 stagger-type이 적용하였고, 300μm 크기의 pore 크기로 벌집구조 모양을

만들었다. 제작된 PCL 차폐막과 스캐폴드는 phosphate buffer saline(137mM NaCl,

2.7mM KCL, 10mM Na2HPO4, 1.8mM KH2PO4, pH 7.4)에 2시간 동안 담그고

37℃에서 각각 48시간 동안 수산화나트륨에 담근 후 차폐막과 스캐폴드를 PBS

용액으로 3번 세척하였다. 제작된 차폐막과 스캐폴드는 산소(O2) 플라즈마로 에칭되었다. 

나노 및 마이크로 표면 거칠기의 개선을 위해 이방성 에칭 조건에서 O2 플라즈마 

에칭은 무선 주파수(RF, 13.56MHz) 용량 결합 플라즈마 (Miniplasma Station, 

Daejeon, Korea)로 시행되었으며,  반응성 이온 에칭(reactive ion etching, RIE)을 RF 

방전 전력를 하부 전극에 전달하는 이방성 프로파일을 달성하기 위해 적용했다. 샘플을 

진공 챔버의 상단에 장착하였고, 그 과정은 다음과 같다. RF 방전 전력은 100W, 

20sccm에서 산소 가스 유량,  100mTorr 이하의 작동압력하에서 적용되었다. 3차원 

프린팅된 스캐폴드와 차폐막의 다른 표면을 만들기 위해 표면을 1분과 24분동안 

에칭하였다. O2 플라즈마 에칭 공정동안에 에칭은 3분 동안 수행되었고, 열을 

최소화하기 위해 교대로 3분 동안 그 과정을 정지하였다. 이 과정을 8회 반복하였고, 

3차원 프린팅된 스캐폴드와 차폐막의 내부구조에 균일한 O2 플라즈마 에칭 표면을 

수행하기 위해 3차원 프린팅된 스캐폴드와 차폐막의 상부 표면에 에칭을 하고 다시 

뒤집어 하부 표면에 플라즈마 에칭을 시행하였다.
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3. 3차원적 프린팅된 차폐막의 특성(Characterization of 3D

membrane)

제작된 3차원 프린팅된 차폐막을 전자주사현미경(Field emission scanning electron

microscopy, FE-SEM, SU-70Ⓡ, Hitachi, Japan)으로 분석하여 개별 필라멘트의 크

기 및 형태와 같은 물리적 정보를 평가하였고, 에너지 분산형 X선 분석(Energy

Dispersive X-ray Spectrometer, EDS)을 시행하여 개별입자의 화학적 조성을 분석하

였다. 또한 샘플의 X-선 회절(X-ray diffraction, XRD)패턴을 측정하기 위해 X-선회절

분석기(X-ray diffractometer, D8-ADVANCEⓇ, Bruker AXS, German)을 이용하였

고, Cu-Kα (λ = 1.5418 Å) 방사선원소를 사용하여 0-40°(2θ)범위로 조사하였다.

4. 실험동물(Animals)

동물 실험의 선택, 수술방법, 술후 처치 등은 조선대학교 동물실험윤리심의위원회의

심의를 거쳐 진행하였다(CIACUC2018-A0007). 총 12마리의 뉴질랜드 수컷 토끼

(2.5~3.0 ㎏)를 이 실험에서 사용하였다. 실험 동물들은 무작위로 선택되었으며 각 군당

6마리씩 2주군과 6주군으로 나누었다. 이중에 3마리의 토끼가 실험 중 폐사하였다.
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5. 수술과정(Surgical procedure)

5 ㎎/㎏의 xylazine hydrochloride (RompunⓇ, Bayer Korea, Seoul, Korea)과 15 ㎎/

㎏ ketamine hydrochloride (KetalarⓇ, Yuhan, Seoul, Korea)을 대퇴부 근육에 주입하

여 토끼의 전신마취를 유도하였다. 마취 후 수술 부위를 제모하고 포비돈 요오드로 소

독하였다. 2% 리도카인 HCl(Huons, Seoul, Korea)을 사용하여 침윤마취를 시행하였고,

전두골 절개 후 calvaria의 상부 표면을 노출시켰다. 외경 8 ㎜의 trephine bur를 이용

하여 4개의 골결손부들을 calvaria에 형성하였다. 그 후 원형 골결손부를 4개로 나누어

대조군과 실험군에 따라 각각의 실험 재료를 적용하였다. 모든 대조군과 실험군의 결손

부 하방으로 resorbable membrane을 사용하였다. 그후 실험 1군에는 결손부 내에

DBBMC을 적용하였고, 실험 2군에서는 PCL로 제작된 3차원 프린팅된 스캐폴드를 결손

부 내에 적용하였고 실험 3군에서는 골결손부 내부에 어떤 재료가 사용하지 않았다. 실

험군 1, 2, 3군 상방에는 3차원 프린팅된 차폐막을 적용하였다. 그후 골막을 5-0 Vicryl

Ⓡ(Ethicon, Somerville, USA)로 고정하기 위해 골막을 재배치하고 4-0 Blue

Nylon(AILEE, 부산, 한국)으로 두피를 봉합했습니다(Fig. 2A-D). 수술 후 3일 동안 감

염 예방을 위해 Gentamycin(Dong-wha pharm, Seoul, Korea) 1 ㎎/㎏을 근육주사하

고 2주와 6주 후에 희생시켰다.
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Figure 2. Surgical procedure. (A),(B) Four sites of bone defects were formed on the

rabbit calvaria. (C) Collagen membraneⓇ was applied under each defects. (D) Each

materials were applied to the calvarial defect. (E) 3D printed membranes were placed

on the defects except negative control site. (F) Primary suture was performed
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6. 방사선학적 평가(Radiographic evaluation)

2주 및 6주 후에, 토끼를 희생시키고, 토끼의 두개부에서 골결손을 포함하는 골

조직편을 채취하였다. 조직표본을 10% 포름알데히드에 고정하고 Micro-CT

(Micro-Computed Tomography) 스캔으로 분석했습니다. Micro-CT 스캐닝은

한국기초과학연구원(KBSI, 광주, 한국)의 Quantum GX μCT 이미징

시스템(PerkinElmer, Hopkinton, USA)을 사용하여 관전압 90 ㎸, 관전류 88 ㎄ 및

복셀 크기 90 ㎛의 조건에서 수행하였다. 스캔된 이미지는 Analyze 소프트웨어

12.0(AnalyzeDirect, Overland Park, USA)을 사용하여 3차원으로 재구성되었으며

모든 방향과 모든 너비의 결손부 내에서 광물화된 새로운 골조직의 부피를 평가하였다.

7. 조직학적 평가(Histological evaluation)

조직 표본을 10% 포름알데히드에 고정하고 15% 포름산을 사용하여 14일 동안 탈회

하였다. 에탄올을 사용하여 탈수를 수행한 후 샘플을 파라핀에 포매하였다. 5 ㎛ 두께

의 조직 파라핀 절편을 hematoxylin and eosin(H&E) 염색과 Masson's

trichrome(MT) 염색으로 염색하였다. 절편은 광학현미경(Leica DM750, Leica

Microsystems, Wetzlar, Germany)을 사용하여 조직학적으로 관찰하였고, 디지털 이미

지는 디지털 현미경 카메라(Leica ICC50Ⓡ, Leica Microsystems, Wetzlar, Germany)를

사용하여 획득하였다.

8. 통계적 분석방법(Statistical analysis)

각 그룹의 실험값은 평균(mean)과 표준편차(SD)로 나타내었다. 데이터는 SPSS 18.0

Statistical analysis system(SPSS, Chicago, USA)으로 분석하였다. 실험군 간 차이의

통계적 유의성을 평가하기 위해 Kruskal-Williams 검정을 수행하였고, Mann-Whitney

검정을 통해 각 쌍의 집단 간의 통계적 유의성을 확인하였다. p < 0.05는 통계적으로

유의한 것으로 간주되었으며, 신뢰 수준은 95%에서 검증하였다.
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III. 실험 결과

1. 3차원적 프린팅된 차폐막과 스캐폴드의 특성평가

결과(Characterization evaluation)

  Figure 3은 PCL/β-TCP 스캐폴드의 SEM 이미지(상단 및 횡단면)를 보여줍니다. 이

결과는 제작된 스캐폴드가 균일한 기공 구조를 가진 형태를 나타냄을 보여준다. PCL/β

-TCP 스캐폴드의 기공 크기는 상단면에서 가로 및 세로에서 약 300μm 너비로 설계된

스캐폴드이며(Fig. 3B, 3E), 필라멘트의 직경에 따라 약 200 μm 너비로 설계된 스캐폴

드(Fig. 3A)와 약 500μm 너비로 설계된 스캐폴드(Fig. 3B)로 구분할 수 있다. 3차원 프

린팅된 차폐막은 직경 약 200 μm 너비로 설계된 스캐폴드로 제작되었고, 3차원 프린팅

된 스캐폴드는 직경 약 500 μm 너비로 설계된 스캐폴드로 제작되었다. 또한 PCL/β

-TCP 스캐폴드는 거친 표면을 나타낸다. 3차원 프린팅된 차폐막과 스캐폴드는 낮은 배

율에서 보이는 큰 기공으로 구성되었다(Fig. 5a). 각 필라멘드의 전체 표면은 매끄럽고

그 위 표면에 칼슘(TCP)의 존재는 EDX를 사용하여 확인하였다. 이 이미지에서 Ca2+ 입

자의 균일한 분포를 확인할 수 있었다(Fig. 4A, B). 또한 200 μm 와 500 μm 직경의

PCL 필라멘트에 존재하는 β-TCP의 결정구조는 XRD로 분석하였다(Fig. 5). β-TCP의 

특징적인 주요 피크는 3차원 프린팅된 차폐막과 3차원 프린팅된 스캐폴드의 스펙트럼에

서 확인 할 수 있었고, 이 결과는 PCL 고분자에 β-TCP 입자가 잘 혼입되었음을 증명해 

주었다.
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Figure 3. Field emission scanning electron microscope (FE-SEM) images of 3D

printed membrane and scaffold. The surface morphology of 3D printed

membrane and scaffold were observed using FE-SEM (×50, ×30). A, 3D

membranes were layed by 200μm of filaments; B, Upper view of 3D membrane

using 200μm filaments; C, Side view of 3D membrane using 200μm filaments ; D,

3D scaffolds were layed by 500μm of filaments; E, Upper view of 3D scaffold using

500μm filaments; F, Side view of 3D scaffold using 500μm filaments.
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Figure 4. Energy Dispersive X-ray Spectrometer Analysis (EDX analysis). A, SEM

micrograph and EDX spectrum of 3D membranes layed by 200μm of filaments; B,

SEM micrograph and EDX spectrum of 3D scaffolds layed by 500μm of filaments.

Bar=200μm

Figure 5. High Resolution X-ray Diffraction Analysis (XRD analysis). XRD patterns

of the 200μm PCL filament (blue), 500μm PCL filament (green), β-TCP (brown).
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2. 방사선학적 평가결과(Radiographic evaluation)

1) 2주후 결과(2 weeks)

2주 후의 골 결손부에 골이식재나 3차원 프린팅된 스캐폴드를 사용하지 않은 대조군에

서 경조직이 가장 적게 형성되었고 DBBMC와 함께 3차원 프린팅된 차폐막을 사용한 실

험군 1에서 신생골이 가장 많이 형성되었다(Fig. 6).

DBBMC과 3차원 프린팅된 차폐막을 이용한 실험군 1의 경조직 형성량은 63.62±11.81

㎣으로 나타났으며, 이는 대조군의 경조직 형성량 12.53±0.87㎣과 비교하여 5배가량 높

은 것으로 관찰되었다. 또한 3차원 프린팅된 차폐막만을 사용한 경우 경조직 형성량이

24.66±12.32㎣로 대조군보다 2배 이상 많았고, 3차원 프린팅된 차폐막과 3차원 프린팅

된 스캐폴드를 동시에 사용한 실험군 2는 경조직 형성량이 19.97 ± 3.9㎣인 것으로 나

타났다(Table 1). 대조군과의 모든 실험군의 경조직 형성량은 서로 통계학적 유의성을

보이며(p=0.008), 실험 1군에서 통계적으로 유의하게 가장 많은 양의 경조직이 형성되었

으며(p=0.008), 실험 2군과 실험 3군사이에는 통계학적으로 유의한 차이는 관찰되지 않

았다(p=0.841).

2) 6주후 결과(6 weeks)

6주 후의 골 결손부에 골이식재나 3차원 프린팅된 스캐폴드를 사용하지 않은 대조군에

서 경조직이 가장 적게 형성되었고 DBBMC와 함께 3차원 프린팅된 차폐막을 사용한 실

험군 1에서 신생골이 가장 많이 형성되었다(Fig. 7).

DBBMC과 3차원 프린팅된 차폐막을 이용한 실험군 1의 경조직 형성량은 52.67±4.49㎣

으로 나타났으며, 이는 대조군의 경조직 형성량 27.25±5.35㎣과 비교하여 유의하게 5배

가량 높은 것으로 관찰된다. 또한 3차원 프린팅된 차폐막만을 사용한 경우 경조직 형성

량이 46.69±11.59㎣로 대조군보다 1.7배 이상 많았고, 3차원 프린팅된 차폐막과 3차원

프린팅된 스캐폴드를 동시에 사용한 실험군 2는 경조직 형성량이 44.25 ± 6.61㎣인 것

으로 나타났다(Table 2). 대조군과의 실험군 1, 2의 경조직 형성량은 서로 통계학적 유

의성을 보이며(p=0.029), 실험 1군에서 통계적으로 유의하게 가장 많은 양의 경조직이

형성되었으나 실험군 2, 3과 서로 통계적으로 유의한 차이는 관찰되지 않았다(p=0.200,

p=0.486) 또한 실험 2군과 실험 3군사이에도 통계학적으로 유의한 차이는 측정되지 않

았다(p=0.886).
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Figure 6. Micro-CT images in 2 weeks. After 2 weeks, the bone tissues were

harvested and immediately fixed using 10% formaldehyde. After fixation, the bone

tissues were subjected to Micro-CT analysis to evaluate bone regeneration at the

clavarial defects. A, control group (No membrane and scaffold); B, experimental group

1 (DBBMC and 3D printed membrane); C, experimental group 2 (3D printed scaffold

and 3D printed membrane); D, experimental group 3 (No scaffold and 3D printed

membrane). DBBMC: deprotenized bovine bone mineral.
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Table 1. Micro-CT analysis after 2 weeks

Values are presented as mean±standard deviation.

Control group (No membrane and scaffold) ; Experimental group 1 (DBBMC and 3D

printed membrane); Experimental group 2 (3D printed scaffold and 3D printed

membrane); Experimental group 3 (No scaffold and 3D printed membrane). DBBMC:

deprotenized bovine bone mineral.

* Statistically significant difference (p<0.05) (Mann-Whitney U test)

Group

(n=4)

Volume (mm3)

Mean ± SD

P value

Control
Experimental

1

Experimental

2

Experimental

3

Control 12.53 ± 0.87 - - - -

Experimental 1 63.62 ± 11.81 0.008* -
-

-

Experimental 2 19.97 ± 3.90 0.008* 0.008*
-

-

Experimental 3 24.66 ± 12.32 0.008* 0.008* 0.841 -
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Figure 7. Micro-CT images in 6 weeks. After 6 weeks, the bone tissues were

harvested and immediately fixed using 10% formaldehyde. After fixation, the bone

tissues were subjected to Micro-CT analysis to evaluate bone regeneration at the

clavarial defects. A, control group (No membrane and scaffold); B, experimental group

1 (DBBMC and 3D printed membrane); C, experimental group 2 (3D printed scaffold

and 3D printed membrane); D, experimental group 3 (No scaffold and 3D printed

membrane). DBBMC, deprotenized bovine bone mineral.
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Table 2. Micro-CT analysis after 6 weeks

Values are presented as mean±standard deviation.

Control group (No membrane and scaffold) ; Experimental group 1 (DBBMC and 3D

printed membrane); Experimental group 2 (3D printed scaffold and 3D printed

membrane); Experimental group 3 (No scaffold and 3D printed membrane). DBBMC:

deprotenized bovine bone mineral.

* Statistically significant difference (p<0.05) (Mann-Whitney U test)

Group

(n=5)

Volume (mm3)

Mean ± SD

P value

Control
Experimental 

1

Experimenta

l 2

Experimental 

3

Control 27.25 ± 5.35 - - - -

Experimental 1 52.67 ± 4.49 0.029* -
-

-

Experimental 2 44.25 ± 6.61 0.029* 0.200 - -

Experimental 3 46.69 ± 11.59 0.057 0.486 0.886 -
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3. 조직학적 평가결과(Histological evaluations)

1) 2주후 결과(2 weeks)

2주군의 경우, 대조군의 골결손 부위에서 수직적인 두께가 현저히 감소된 불규칙한 결합

조직이 형성되었다. 실험 1군에서는 골이식재와 함께 결손부의 변연부에서부터 연속되는

신생골의 형성이 관찰되며 수직적인 두께는 주변의 기존골의 두께와 유사함을 확인하였

으며, 결손부의 중앙으로 육아조직과 함께 신생골의 형성도 관찰된다. 실험 2군의 골결

손부의 변연부에서는 신생골이 형성되었고, 3차원 프린팅된 차폐막 하방의 3차원 프린팅

된 스캐폴드 사이에서는 신생골이 일부 형성되었고, 수직적으로 일정한 두께의 육아조직

을 포함한 신생조직이 결손부 내에 관찰되었다. 실험 3군의 골결손부의 변연에서는 신생

골이 형성되었고, 3차원 프린팅된 차폐막 하방에는 두께가 일정한 육아조직이 관찰되었

다(Fig. 8).

2) 6주후 결과(6 weeks)

6주군의 경우, 대조군의 골결손부 내에서는 불완전하게 수복된 신생조직이 관찰되었다.

실험1군의 골결손부에서는 3차원 프린팅된 차폐막 하방과 골이식재 사이에서 지속적인

신생골형성이 관찰되며, 실험 2군의 골결손부에서는 3차원 프린팅된 차폐막 하방과 3차

원 프린팅된 스캐폴드 사이에서 신생골 형성이 증가되는 것이 관찰되었다. 또한 실험 1

군과 같이 균일한 두께의 신생골층을 형성하는 것으로 관찰되었다. 또한 실험 3군의 골

결손부에서는 3차원 프린팅된 차폐막 하방에 신생골 형성이 관찰되나 신생조직의 두께

는 기존의 골보다 수직적으로 얇았다(Fig. 9).



- 18 -

Figure 8. Histologic observation in 2 weeks experimental groups using H&E and MT

staining. The bone paraffin sections were observed by histological evaluation using the

H&E (A, B, C ,D) and MT (E, F, G, H) staining (40×). A and E, In control group, a

small amount of new bone was observed at the margin of bone defect (40×); B and F,

In experimental group 1, a large amount of new bone was formed at the margin of

bone defect compared to the control group (40×); C and G, The experimental group 2

confirmed that the thickness of new bone was formed similar to normal bone thickness

under the membrane (40×); D and H, In the experimental group 3 , new bone and

connective tissue was formed at the margin of bone defect (40×). Black arrow heads,

margin of bone defect; OB, original bone; NB, new bone; CT, connective tissue; G,

bone graft.
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Figure 9. Histologic observation in 6 weeks experimental groups using H&E and MT

staining. The bone paraffin sections were observed by histological evaluation using the

H&E (A, B, C ,D) and MT (E, F, G, H) staining (40×). A and E, In control group,

the formation of new bone was limited to the margin of bone defect and mostly filled

with connective tissue (40×); B and F, In experimental group 1, a large amount of new

bone was formed around bone graft material (40×); C and G, The experimental group 2

confirmed that the new bone was formed at the margin and center with more ossified

bone than the 2 weeks group. (40×); D and H, In the experimental group 3 , the new

bone with continuity was formed at the margin of bone defect, but the thickness of

newly formed tissue was narrow(40×). Black arrow heads, margin of bone defect; OB,

original bone; NB, new bone; CT, connective tissue; G, bone graft.
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IV. 고찰

폴리머, 세라믹 및 복합 재료와 같은 많은 재료가 재생의학에서 3차원 스캐폴드를 제작

하는 데 사용되지만[17], 치아 및 지지 조직 구성에 사용하는 재료는 그중 일부만을 사

용한다. 합성 고분자는 생물의학 분야에서 3차원 프린팅에 가장 일반적으로 사용하는 재

료이며[16], 특히 PCL 및 그 변형된 복합 재료(천연 또는 합성 폴리머 및 세라믹 재료와

혼합된 PCL)는 3차원 프린팅된 치과 생체 구조에 가장 일반적인 사용되는 폴리머이다.

PCL은 식품의약국(FDA)에서 승인한 생체합성고분자로 생체적합성, 기계적 특성, 다양

한 다른 중합체와의 혼화성 및 생분해성이 우수한 중요한 생체소재이지만[18], 조직 공학

과 관련하여 느린 분해 속도, 열악한 기계적 특성 및 낮은 세포 접착력과 같은 몇 가지

단점을 지니고 있다. 인산칼슘 기반 세라믹과 생리활성 유리를 PCL에 결합하면서 기계

적 특성이 현저히 개선되고, 생분해 속도도 조절할 수 있으며, 생체 활성을 향상시킬 수

있어서 골조직 공학에 적합한 하이브리드 생체 재료를 만들 수 있다[19].

Vaquette 등 [20]에 의해 의하면, PCL에 β-tricalcium phosphate(β-TCP, 20 wt.% )

를 첨가하였을때 PCL의 물성이 개선된다고 하였고, 스캐폴드는 인산칼슘 코팅을 통해서

도 물성을 개선시킬 수 있다고 하였다[21]. Park 등은 25 wt/v의 PCL 용액을 솔리드스

케이프(solidscape)에 용해하여 3D Rapid-prototyping 왁스 프린터를 통해 배양된 섬

유 유도 지지체를 주조한바 있으며[22,23], 2014년 Lee 등은 120°C에서 융합된 PCL-하

이드록시아파타이트(PCL:HAp=90:10 wt%)를 28 게이지 금속 바늘을 통해 방사하여 치

주 복합체 재생을 위한 인터레이드 가닥과 상호 연결된 마이크로채널을 생성한바 있다

[24]. 또한 다른 연구는 맞춤형 3D 프린팅된 PCL 스캐폴드를 사용하여 후속 치주 결손

을 치료한 보고가 있다[25]. 또한 치주 재생에서 직경 200μm의 상호 연결된 마이크로

기공을 가진 PCL과 HA의 복합재료를 사용하여 인간 어금니 스캐폴드와 쥐 앞니 스캐폴

드도 성공적으로 제작한 보고도 있다[26]. 이처럼 PCL를 이용하여 다양한 방법으로 치조

골을 포함한 치주조직을 재생하려는 시도가 이루어지고 있는 실정이다.

이 연구에서 사용된 PCL 차폐막과 스캐폴드는 O2 플라즈마 에칭 방법을 통해 그 물성

을 개선시켰다. Kook 등의 연구에 의하면, O2 플라즈마의 에칭시간이 증가함에 따라 

PCL 지지체 표면의 거칠기와 친수성이 증가했고, 플라즈마 에칭된 샘플의 세포 증식 및 

분화는 처리되지 않은 샘플보다 유의하게 증가했음을 보고하였다[27]. 또한 O2 플라즈마 
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에칭된 PCL 스캐폴드에서 초기 신생골 형성은 처리되지 않은 scaffolds보다 높았음을 

보고하였다. 이러한 결과는 플라즈마 에칭을 통해 PCL 내부에 묻혀 있던 TCP 입자들이 

외부로 노출되어 거칠기와 친수성이 증가했을 것으로 고려되며, 이러한 표면 특성이 세

포의 증식이나 분화를 촉진시키며, 향후 골조직의 형성에 긍정적인 영향을 주었을 것으

로 사료된다. 이 연구에서도 실험 2군에서 사용한 O2 플라즈마 처리된 PCL 스캐폴드의 

내부에 골형성이 6주후에 관찰되며, 방사선학적 평가 결과 2주군에 비해 6주군에서 현저

하게 증가된 골형성양을 관찰할 수 있는 것과 연관지어 생각해 볼 수 있다.

Kim 등은 Polyhydroxyethylmethacrylate (PHEMA)-polymethylmethacrylate 

(PMMA) 차폐막을 사용하여 토끼의 골결손부에 적용하였을 때, 2주후에 16.4±13.9%의 

골형성량을 보였고, 8주후에는 50.3 ± 13.7%의 골형성량을 보였다고 보고하였다[28]. 

이 연구에서 사용한 골결손부 크기가 직경 8mm, 높이 약 2mm로 전체 부피 총량을 약 

100mm3로 생각해 볼 때, 그 2주후 및 6주후의 골형성량이 각각 평균 약 24.7%, 46.7%

에 해당된다. 또한, Hong 등은 교차결합되지 않은 콜라겐 스폰지와  화학적으로 교차결

합된 콜라겐막 그리고 ultraviolet으로 처리된 biphasic calcium phosphate (BCP)-교

차 결합 콜라겐막의 골형성량을 비교한 연구에서 2주후 각각 평균 14.42mm3  , 

11.75mm3  , 13.20mm3 의 골형성량이 관찰되었고, 8주후에 각각 평균 29.52mm3 , 

29.88mm3 , 31.47mm3 의 골형성량을 보고하였다[29]. 이 연구에서는 3차원 프린팅된 

PCL 차폐막을 사용하였고, 2주와 6주후에 콜라겐 막보다 더 많은 양의 골형성량을 보였

다. 이에 대한 연구결과를 살펴보면  PCL 차폐막만을 사용하였을 때 2주후에 대조군에 

비해 유의하게 증가된 골형성이 관찰되었지만, 6주후에는 통계적으로 유의하지 않지만, 

대조군에 비해 더 많은 양의 신생골 형성량을 보였다. 이는 3차원적으로 제작된 PCL 차

폐막이 상방에서 들어오는 연조직을 효과적으로 차단하고 주변 잔존골 변연에서부터 나

오는 골세포들을 보호하여 신생골 형성을 할 수 있도록 하는 것을 의미한다. 또한 PCL 

차폐막과 함께 PCL 스캐폴드를 사용한 실험군에서는 DBBMC를 사용한 군에 비해 2주후

에는 통계적으로 유의하게 적은 신생골 형성량을 보였지만, 6주후에는 2주군에 비해 골

형성양이 증가하여, 골형성량을 비교하였을 때 DBBMC군과 통계적으로 유의하지 않는 

정도의 수준까지  골형성이 이루졌음을 관찰할 수 있었다. 또한 이 6주후 골형성량은 

PCL 차폐막만을 사용한 군과 비교해 볼 때, 대조군에 비해 통계적으로 유의할 만한 정

도까지 증가하였음을 관찰할 수 있었다. 하지만, 6주후 골형성양은 PCL 차폐막 단독으

로 사용한 경우와 비교하였을 때 서로 통계적으로 유의한 차이는 없었다. 이러한 이유는 

PCL 차폐막에 PCL 스캐폴드를 한께 사용한 군에서 표준편차가 PCL 차폐막만을 사용한 

경우에 비해 적었기 때문일 것이다. 
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이 연구의 결과에서 DBBMC를 적용한 군에서 골형성량이 2주군에 비해 6주군에서 더 

감소된 골형성량을 보였다. 이에 대해서는 2주후 방사선학적 평가에서 DBBMC를 사용하

고 상방에 PCL 차폐막을 적용한 경우가 가장 많은 양의 골형성양을 보였으나, 이는 

DBBMC가 지니고 있는 방사선불과성의 골이식재의 하이드록시아파타이트 성분에 의한 

것으로 생각되며, 6주후에 그 골형성량이 감소됨을 관찰할 수 있었다. 이 점은 조직의 

치유가 이루어짐에 따라 DBBMC의 골이식재의 일부가 흡수가 일어나면서 신생골이 형성

되면서 나타나는 현상으로 사료된다. 이에 반해, PCL 차폐막과 스캐폴드는 PCL에 포함

된 10%의  β-TCP에 의한 일부 방사선 불투과성을 제외하고 대부분 방사선 투과상을

나타내기 때문에 치유 초기에 골이식재를 사용한 경우보다 더 적은 골형성량을 나타낼

수밖에 없다. 이러한 점에서 DBBMC를 이용한 방사선학적 평가는 과대평가될 수 있고,

반면에 3차원적 PCL 차폐막과 스캐폴드의 방사선학적 평가는 과소 평가 될수 있는 가능

성을 갖는다. 하지만, 2주후 치유와 비교하여 6주후의 골형성량의 연구 결과는 과소평가

될 수 있는 PCL 차폐막과 스캐폴드에서 DBBMC와 비교하여 더 많은 양의 골형성증가량

을 나타냄을 보여준다. 이는 플라즈마 처리된 3차원적 차폐막과 스캐폴드가 골형성에 있

어서 긍정적인 효과를 나타낸다는 것을 의미한다.

이 연구에서는 실험 2군에서 3차원 프린팅된 스캐폴드를 사용하였는데, Tamimi 등[30]

의 동물실험에서 이식 8주 후 뉴질랜드 토끼의 종아리에 수직골 증대를 위한 자가 온레

이 블록 이식편과 3D 인쇄된 모놀리식 모네타이트(무수 인산칼슘) 블록 이식편을 비교한

실험을 살펴보면, 수직 골 높이 증가에 대해서는 재료 간 유의한 차이가 관찰되지 않았

음을 알 수 있다. 하지만 평균 골 부피 증가는 블록 이식편 그룹에서 유의하게 높았고

평균 잔류 이식편 부피는 3D 스캐폴드 그룹에서 유의하게 더 높았다고 보고하였다. 이

러한 결과는 3D 프린팅된 모놀리식 모네타이트 블록 이식편이 자가 블록 이식편의 대안

으로 사용될 가능성이 있지만, 다른 치유 및 흡수 패턴을 고려해야 함을 나타낸다. 이후

동물 연구[16]에서 유사한 방법을 사용하고 4mm와 3mm의 3D 인쇄 모놀리식 모네타이

트 블록 이식편의 두 가지 다른 높이를 비교한 결과, 최대 높이 4mm의 골증대가 골형

성 측면에서 가능하다고 하였다. 일반적으로 블록 이식편은 측면, 내측 및 하부 표면에

서 더 많은 신생골 형성을 촉진시키고, 형성된 신생골은 기존의 골에서 가장 먼 중앙-상

부 표면에서 가장 적게 형성되었다. 이 연구에서도 높이 2mm의 PCL 스캐폴드를 사용

하였고, 조직학적 평가에서 인접 골결손부 및 중앙에서도 신생골이 형성됨을 관찰할수

있었다. 또한 다른 연구에서는 조직형태학적 분석에서 3mm 및 4mm 그룹에 대해 각각

40% 및 37%의 평균 신생골 형성 및 50% 및 55%의 평균 잔여 이식편 비율을 나타냈다

고 보고하였으나[30] 이 연구에서는 잔여 이식편의 비율은 평가하지 않았으며, 신생골 형

성량은 6주후에 44%의 평균 신생골형성을 나타냈다.
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Mangano 등[32]은 동물 연구에서 양쪽 상악동 모델을 사용하여 45일 및 90일에 3차원

프린팅된 2상 인산칼슘복합체(70% β-TCP, 30% HA) 블록형태의 스캐폴드의 치유를 평

가했다. 연구 결과, 이 3차원 프린팅된 스캐폴드는 상악동 내에서 스캐폴드의 완전한

결합이 있었고, 시간이 지남에 따라 신생골의 양이 증가하고, 스캐폴드 주변부가 결합

조직으로 주로 구성된 코어에 비해 다른 신생골이 형성되었으며, 높은 골 성숙도를 나타

냈다. 현재 골재생을 위한 3차원 프린팅 된 합성골 스캐폴드에 대한 근거가 동물 연구로

제한적인 결과이지만 이 가능성은 매우 높다. 이식편 제조를 위한 이러한 방법은 합성골

재료의 장점과 연관될 수 있다. 질병을 전파할 위험이 없고, 3차원 프린팅 기술을 이용

할 수 있고, 높은 환자 수용도가 예상되며, 생체 재료 낭비를 줄일 수 있다. 또한 표면

형태 및 거대 다공성 구조를 최적화하는 기술과 수술 중 수술시간을 단축할 수 있고, 기

존 재료 및 수술법과 유사한 골재생 및 임플란트 성공 결과를 갖는 3차원 프린팅된 스캐

폴드를 제조할 수 있다.

이 연구의 한계점은 치유기간이 최대 6주로 장기간의 치유과정을 관찰하지 않았다는 점,

조직계측학적 평가를 통한 신생골양과 잔존 이식재의 비율을 평가하지 못했다는 점, 3차

원 프린팅된 차폐막의 세포 적합성 실험을 하지 못했다는 점 등을 들수 있다. 향후 3차

원 프린팅된 차폐막의 구조적 특성에 따른 치유양상의 차이점을 평가하고 성장인자와 같

은 단백질의 결합을 통해 제작된 차폐막의 효율을 높일 수 있는지에 대한 연구가 이루어

져야 할 것으로 생각된다.
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Ⅴ. 결론

PCL을 이용하여 FDM 3D 프린터로 제작한 차폐막을 사용하여 골결손부에 적용하고

방사선학적으로, 조직학적으로 2주에서 6주에 평가하였다. 그 결과, 다음과 같은 결론을

내릴 수 있다.

1. 방사선학적으로 3차원 프린팅된 차폐막을 사용한 군에서 2주와 6주후에 대조군에

비해 더 많은 양의 골형성을 나타낸다.

2. 방사선학적으로 3차원 프린팅된 차폐막하방에 3차원 스캐폴드를 사용한 군에서 2주

와 6주후에 대조군에 비해 더 많은 양의 골형성을 나타낸다.

3. 조직학적으로 3차원 프린팅된 차폐막을 사용한 군과 3차원 스캐폴드를 함께 사용한 

군에서 2주와 6주후에 골결손부 내부에서 활발한 신생골 형성이 나타난다.

이런 결론을 통해 3D 프린팅 기술을 활용하여 제작한 합성 이식재료가 향후 신생골 형

성을 위한 치과용 생체소재로 유망할 것으로 사료된다.
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