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ABSTRACT

Study on Initial Adhesion of MC3T3-E1 Cell on the Nano-mesh

Titanium Surface

Sung-Wul Park, D.D.S, M.S.D

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

Department of Dental Science

Graduate School of Chosun University

Recently, biocompatibility report revealed that the TiO2 nano-mesh

structure has much higher cells colonization than the native TiO2 on

Titanium (Ti) surface. TiO2 nano-mesh surface could be provided by

alkali-treatment. Surface morphology and chemical composition of

samples were characterized by field emission scanning electron

microscopy (FE-SEM) and thin film X-ray diffraction (TF-XRD). The

surface of nano-mesh formed on the Ti was contained mainly anatase

TiO2. The changes of MC3T3-E1 cell morphology were observed by FE-SEM

at initial adhesion stage of cell culturing time 20, 40 and 60 min.

Cell spreading on the untreated Ti surface had extensive area than that

of TiO2 nano-mesh surface after cell culturing time 20 and 40 min.

However, after culturing time 60 min, control and experiment group was

similar to cell shape and spreading area. These results revealed that

TiO2 nano-mesh surface had negative affect on MC3T3-E1 cell morphology

in the initial adhesion.
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제 1

티타늄 수한 계적 특 내 식 생체친 문에(Ti) ,

치과 정 과 플 트 료 널 어져 다.
1-4) 티타늄

공 에 노출 었 는 치 한 태 보 산 층 주 산(

티타늄; TiO2 빠 게 다 러한 산 뛰어난 내 식 과 생) .

체적합특 갖는다 티타늄 플 트가 체에 식 주 조 과. ,

접적 TiO2 접촉한다 러한 문에 티타늄 플 트 생체적.

합 상 학조 미 조 같 산 특 에 존한, ,

다 티타늄 상에 널 사 하고 만 않 가 문. ,

제점 안고 다 들 티타늄 에 생 산 티타늄 산. ,

보 능 에 하여 수 고 티타늄 과 접촉할,

들 알러 과 조 색 보 것 다.5-7)

치과 플 트 시술 실 는 플 트 특 과

다.8-12) 그러므 적절한 플 트 처 는 공적 치과 플 트 시

스 에 한 역할 한다고 생각 할 수 다 체 실험연 에 티타늄.

상 조골 포 식 착과 같 포 생체 료 상, , -

각각 단계에 향 미친다고 제시하 다.13,14) 조골 포 초 착

에 포는 고 살고 는 경에 하여 한다 여러 연 들.

태학적 또는 조적 특징에 집 한 각각 다 제조,

에 양 조골 포 거동에 하여 보고하 다.

생물학적 조 과 플 트 사 에 계 향상시키 하여 여러 가

들 사 었다 티타늄 플 트에 한 처 에. ,

상개 플 트에 포 향상시키는 사 어 다 조골 포.

는 개 티타늄 에 착하고 스프 다 러한 포들.

공 하고 포 (extracellular matrix)

하는 것 찰 할 수 다.15) 티타늄 플 트 적당한 다공 조

는 생체적합 한 건 는 매 결정적 역할 한다 그러므.

많 연 들 상적 생물학적 얻어내 하여 다공 티타늄
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플 트 에 만드는 사 는 들 연 해 다.
16-18) 연

에 하나는 티타늄 알칼 액에 시간동안 침적하고60 , 24 ,℃

다시 시간동안 열처 하는 것 다 과정에 다공 티타늄600 , 1 .℃

에 듐 티타네 트 었고 러한 듐 티(sodium titanate) ,

타네 트는 사체액 에 골 아 타 트 한(simulated body fluid)

다 티타늄 에 생체 수한 조 다공 제.

조 었다.
16) 또한 특 한 학적 그 고 열처 수행한 에 사한

공 생체 수한 티타늄 개 할 수 다는 연 가 졌,

다.17,18) 그러나 생체 수한 다공 티타늄 제조하 하여

침적 학적 또는 열처 과정 비 적 복 하고 시간 많 다, .

최근에 전 학적 료 플 트 다공 티타늄 제

조하 한 강 한 안 연 고 다. 19-21) 전 학적

액에 티타늄 에 조 그 고 정(self-organized)

(self-ordered) TiO2 나노튜브 제조하는 사 어 다.22,23) 체 에

행하는 포적합 보고 는 나노 조 갖는 티타늄 종 티타

늄 보다 높 포 상피 포 집 한다고( L929)

다.24) 그러나 전 학적 또는 알칼 처 제조 다공 또는 나노-

스 티타늄 에 한 생체 내 그 고 생체 적 포 에 한 종

합적 연 보고는 거 없다.

본 연 에 는 알칼 처 하여 티타늄 에 다공 TiO2

나노 그물망 조 제조하고 그 조골 포 초 착(MC3T3-E1) ,

스프 에 미치는 향 전 미경 찰하여 가하고 한다.
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제 실험 료2

제 절 티타늄 시1 .

본 실험에 는 상업적 사 는 순수 티타늄 원 (NSC CP-Ti, grade

경 가공하여 시료 사 하 고 계적 연 는2, Japan) 20 mm ,

연 단계적 습식 연 하#100, #600, #800, #1200, #2000 grit SiC

다 연 한 시료는 아 과 에탄 비 합한 액에 시간동. 1:1 1

안 초 척한 차 탈 수 정하여 건조하여 사 하 다3
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제 절2 . TiO2 나노 시 제조

알칼 처 공정 간 히 나타내었다Fig. 1 . TiO2 nano-mesh

하 하여 연 척 끝난 티타늄 원 60℃ 5 M NaOH(sodium

액에 침 한 시간 동안hydroxide, 99% DAEJUNG Chem., Korea) 24

하 다 알칼 처 시 차 탈 수 정한 다 남아. 3

는 제거하 하여 차 탈 수에 시간동안 침 한Na 80 3 48℃

공 븐에 건조 실시하 다, 40 .℃
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Fig. 1. Preparation scheme of TiO2 nano-mesh surface
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제 절3 .

알칼 처 하여 제조한 TiO2 나노 시 과 조골 포 초(MC3T3-E1)

착 상 계 전 미경 하(FE-SEM; S-4800, Hitachi, Japan)

여 저 고 찰하 다, .

TiO2 나노 시 결정 조는 절X-ray (TF-XRD; X’pert

하여 하 다Philips, Netherlands) .
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제 절4 . 포MC3T3-E1 양

스 개골에 조골 포 포주는MC3T3-E1 ATCC

에 하여 사 하 다(American Type Culture Collection; CRL-2593) .

포 양 -MEM(Alpha Minimum Essential Medium withα

ribonucleosides, deoxyribonucleosides, 2 mM L-glutamine and 1 mM sodium

pyruvate, but without ascorbic acid/GIBCO, Custom Product, Catalog No.

에 제공하는A1049001) growth factor 10% (w/v) fetal bovine sereum

과 항생제(FBS; PAA Laboratoris. Inc A15-751) amphotericin(Lonza

합하여walkersville MD USA 0719) 5% CO2가 공 는 37 CO℃ 2

에 시간 양하incubator(MCO-15 AC, Sanyo Electric Co. Ltd. Japan) 48

다 그 고 계 양 해 얻어 포 에 동안. 4 incubator 1

양하여 실험에 사 하 다.
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제 절 포 고정5 . MC3T3-E1

포 나 시간 포 고정seeding 20 , 40 , 60

행했다 난 양 양액 제거하고. 20 DPBS(Ca2+ ,

Mg
2+ 하여 척 해주었다 전free phosphate-buffered saline) 2 .

고정액 는 합 액 만들paraformaldehyde glutaraldehyde 2.5%

어 사 했는 하여 제조해 주었sodium cacodylate(ph 7.4) buffer

다 척 합 액. 2.5% paraformaldehyde glutaraldehyde well

당 500ul 씩 첨가하여 시간동안 실 에 전 고정 수행하 다 시간3 . 3

DPBS(Ca2+ , Mg
2+ 하여 척하여 주free phosphate-buffered saline)

는 당well DPBS 500ul 씩 넣어 전 고정액 전히 제거하 해

동안 담 척 행한다10 . 사 하여1%osmium tetroxide

고정 수행하 역시1% osmium tetroxide 500ul 씩 에 첨가하여well 30

동안 실 에 었다 나 하여 동안 척 행. 30 DPBS 10

하 고 그 다 탈수 과정 넘어갔다 탈수는 액. series ethanol

하여 행했다 고순 비하여. ethanol 70%, 90%, 95% 100%

제조한 각 농 동안 침 시킨 제거했ethanol 5 ethanol

다 한 탈수는 행 하 다 건조. 100% ethanol 2 .

하여 사 하 당 첨가HMDS(Hexamethyldisilazane) well 500ul

하여 동안 담 제거하 다 러한 고정 과정 실험시10 HMDS .

새 양접시에 겨주는 거 하여 시 에

남아 는 시약 전히 제거했다 촬. SEM(scanning electron microscope)

전 수 제거 하여 알갱 주 에 치하여 었다NaOH . 40 ,

양해 놓 포들 시간 같 고정 행하 고60

하여 포들 상 찰하 다SEM .
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제 실험결과3

제 절1 . TiO2 나노 시

는Fig. 2 TiO2 나노 시 전 미경 찰한 사 다 는. (a)

저 찰한 고 는 고 찰한 다 무 처 티타, (b) .

늄 한 태 보 는 에 알칼 처 한 나노 시는 다공

조 보 는 것 알 수 었다 히 찰하 나노크 공. ,

층층히 겹겹 그물망처럼 여 는 상 보여주고 다 나노 공.

균 크 는 약 정 나노 시 께는 나100±30 nm , 1.5±0.3 ㎛

타났다.

절 하여 에Fig. 3 X-ray 2 20° 45°θ

절피크 나타내었다. TiO2 나노 시 근처에 아 타제25

조(anatase) TiO2 절피크 할 수 었다 무 처 티타늄 에.

비하여 티타늄 결정피크 가 감 알 수 었다 러한 결과들.

순수 티타늄 에 강알칼 처 다공 TiO2 아나타제 조 산

생 것 알 수 었다.
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(a) (b)

Fig. 2. FE-SEM micrograph of TiO2 nano-mesh surfaces; (a) lowmagnification,

(b) high magnification.
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Fig. 3. TF-XRD pattern of CP-Ti and TiO2 nano-mesh surface.
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제 절 포 초 착2 . MC3T3-E1

는 조 무 처 티타늄 과 실험Fig. 5 ( ) (TiO2 나노 시 티타늄

에 포가 그 고 동안 양시간 에) MC3T3-E1 20 , 40 60

포MC3T3-E1 초 착 태 전 미경 찰한 사 다 양.

시간 경과함에 포가 료 에 착 것 찰 할 수 었

다 양시간에 는 실험 에 포가 착 초 단계 사상 족 뻗. 20

어 나가는 것 찰 할 수 었 나 조 에 는 미 포가 스프,

어 포 적 커져 찰 할 수 었다 역시 조 에 포. 40

가 많 스프 어 는 것 찰 할 수 었다 그러나 경과하. 60

조 과 실험 비슷한 태 착 어 는 것 알 수 었

다 러한 결과는 전에 는 조 에 포가 착 어 는 것. 60

보 나 에 는 조 과 실험 차 알 수 없었다, 60 .

과 에 조 과 실험 포 착 태 하Fig. 5 6 20 60

여 찰 한 전 미경 사 다 사 결과 뚜 알 수 듯.

에 는 조 포가 착 어 할 수 고20 , 60

에 는 조 과 실험 포가 비슷한 태 착 어 다시한

할 수 었다.
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(a) (b)

(c)

(f)(e)

(d)

100㎛

Fig. 4 MC3T3-E1 cell morphorologies on the CP-Ti surface and nano-mesh

surface for various culture time; (a), (b): 20min, (c), (d): 40min,

(e), (f): 60 min.
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(a) (b)

Fig. 5. MC3T3-E1 cell morphorologies on the (a) CP-Ti surface and (b)

nano-mesh surface for 20 min culturing time.
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(a) (b)

Fig. 6. MC3T3-E1 cell morphorologies on the (a) CP-Ti surface and (b)

nano-mesh surface for 60 min culturing time.



- 16 -

제 고찰4

체 실험연 에 티타늄 상 조골 포 식 착과 같, ,

포 생체 료 상 각각 단계에 향 미친다고 제시하-

다.
13,14) 등 조골 포 초 착 에 포는 고 살고Burridge

는 경에 하여 한다 포에 어 초점접촉. (focal

매개 는 착과정 포거동 결정하는 한 역할adhesion)

한다고 보고하 다.25) 과 는 포에 해 합 는 브Clark Brugge

넥틴 과 겐 과 같 포 단(fibronectin) 1(type 1 collagen)

그 과 수 체 하는 트 스맴브“ (integrin)” “

과 결합하 포골격에 다고 하 다(transmembrane)” , .26) 러한

결합 포내 핵 전달 는 신 한다 그러한 신 들.

포 양 동 전 식 그 고 조절한다 는 년, , , . Garcia 2005

에 그 포에 강 한 착 냈 들 특히 조1 ,β

골 포 포 착과 스프 에 아주 한 역할 한다고(spreading)

하 다.27,28) 알 또는 타 그 연결 어 에는 액틴

골격과 초점접촉 하 포 양과 조절한(actin) ,

다.

포 착 포 양과 식 등과 같 포 사 많, (cell metabolism)

에너 공 에 강하게 존한다 포 태 특징 포가 주 경에.

적 하는 과정 산물 다 포 과 포 사 에 결합 었.

포들 최적 태 능 정 달, - (morpho-functional setting)

하 하여 그들 포 조 한다 등 착 초 상태. Salido

동안에 미 드 아 네트워크는 특히 초점접촉과 포연, (cell

과 같 필 한 에 에너 공 하 하여 조 가prolongations)

어난다고 보고하 다.29)
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제 결5

초 착 무 처 티타늄 에 포 착 좋 것 할 수

었다 그러나 양시간 경과하 에 는 무 처 티타늄 나. 60

나노 시 비슷하게 포가 착 었 할 수 었MC3T3-E1

다 향 나노 시 태가 포초 착에 미치는 향에 하여 연.

가 필 할 것 사료 다.
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