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ABSTRACT

   Study on proliferation and differentiation of 

osteoblast like cell on the Titanium surface with 

SLA and alkali treatment

Jang Hyuk Ko, D.D.S, M.S.D

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

Department of Dental Science

Graduate School of Chosun University

  Titanium (Ti) have been widely used as biomaterials due to 

electrical and thermal conductivity and mechanical properties. To 

improve the biocompatibility, several surface treatment methods were 

suggested. Micro- and nano topography of Ti implant surface acts on 

major factor for osteoblast cell adhesion, proliferation and 

differentiation. In this study, we prepared nano- and micro structured 

TiO2 surface and evaluated the biological activity of osteoblast like 

cell on the modified TiO2 surface. TiO2 surfaces of micro- and 

nano-mesh structured were prepared by SLA and alkaline treatment. 

Surface morphology and composition were characterized by Field 

Emission scanning electron micrographs (FE-SEM), and X-ray diffraction 

(XRD). To evaluate the MC3T3-E1 cell proliferation and differentiation 

on modified TiO2 surface, MTT assay and ALP activity were used. 

Alkali treated Ti surface showed nano-mesh TiO2 topographic 

characteristics. As the increase of immersing time in alkali solution, 
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nano-mesh size was gradually increased. SLA treated Ti surface 

showed good proliferation and differentiation of MC3T3-E1 cell 

compared to that of nano-mesh structured Ti surface.
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 1      

  티타늄(Ti)  우수한 계  특 , 내 식   생체친  문에 치

과  과 플란트 재료  리 어  다.
1-4) 티타늄  공

 에  었  는 치 한 막 태  산  피막층 (주  산  티

타늄; TiO2)  빠 게 다. 러한 연 산 막  우수한 내 식 과 

생체 합 특  갖는다. 티타늄 플란트가 체에 식  , 주 직과 

직  TiO2막  한다. 러한  문에 티타늄 플란트  생체

합  상, 학 , 마 크   나 미  같   산 막

 물리  학  특 에 한다. 티타늄  재 상에  리 사 하고 

지만, 리지 않   가지 문  안고 다.  들 , 티타늄 에 

생  산  티타늄 산 막  보 능  에 하여  수 

고, 티타늄 과 할  들  알러지 과 직변색  생하는 

것 다.5-7) 

  치과  플란트 시술 실  는 플란트 특 과  

다.8-12) 그러므  한 플란트 처리는 공  치과  플란트 시

스 에  한 역할  한다고 생각 할 수 다. 생체  실험연 에  티타

늄 상  골 포  , 식, 착과 같  포-생체재료 상

 각각  단계에 향  미친다고 보고 었다.13) 골 포는 착 

후에 지고 살고 는 경에 하여 변 한다. 여러 연 들  재료

 태학  또는  변 시키  하여 여러 가지  

처리  하 고, 그 에  양  골 포  거동에 하여 보고하 다.14) 

  생물학  직과 플란트 사 에 계  향상시키  하여 여러 가

지 들  사 었다. 티타늄 플란트에 한 처리  에 , 

상개질  플란트 에  포  향상시키는  사 어 다. 골

포는 개질  티타늄 에  착하고 스프  다. 러한 포들

  공  하고 포 질(extracellular matrix; 

ECM)  하는 것  찰 할 수 다.15) 티타늄 플란트  당한 

다공  는 생체 합  한 건  는 매우 결  역할  한
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다. 그러므  많  연 들  상  생물학   얻어내  하여 

다공  티타늄 플란트 에 만드는  사 는 들  연 해 

다.
16-18) 연   에 하나는 티타늄  알칼리 액에 60℃, 24시간

동안 침 하고,  다시 600℃, 1시간동안 열처리 하는 것 다.  과 에

 다공  티타늄 에 듐 티타 트(sodium titanate)막  었고, 

러한 듐 티타 트는 사체액(simulated body fluid)에  골  아

타 트  도한다.   티타늄 에 생체  우수한 나

 갖는 다공  막   었다.16) 또한 특별한 학  그리고 열처리

 수행한 후에 사한 공, 생체  우수한 티타늄  개  할 

수 다는 연 결과가 보고 었다.17,18) 그러나 생체  우수한 다공  티

타늄  하  하여  침 , 학  또는 열처리과  비  복

하고 시간  많  다. 근에  학  료  플란트 

도  다공  티타늄  하 한 강 한 안  연 고 

다. 19-21) 학   액에  티타늄 에  직

(self-organized) 그리고  (self-ordered) TiO2 나 브  

하는  사 어 다.22,23) 생체 에  수행  포 합  결과는 나  

 갖는 티타늄  래  티타늄 보다 욱  포 (  상

피 포 L929) 집  한다고 보고 었다.24) 그러나  학  또

는 알칼리처리   다공  또는 나 -스케  티타늄 에 한 생체 

내 그리고 생체  포 에 한 합  연 보고는 거  없다. 

  라  본 연 에 는 티타늄 에 SLA처리  알칼리 처리  하여 

마 크   나  상  하여 그  골  포(MC3T3-E1)

 식  에 미치는 향  평가하고  한다. 
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 2   실험재료  

 1 . 티타늄 시편

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

2, Japan)  직경 20 mm, 께 2 mm 스크 태  가공하여 시료  사

하 고, 계  연마는 #100, #600, #800, #1200 그리고 #2000 grit SiC 

연마지  단계  습식 연마하 다. 연마한 시료는 아 과 에탄  

1:1 비  합한 액에 1시간 동안  척한 후 3차 탈 수  

하고 건 하여 다  실험에 사 하  지 시케 에 보 하 다. 

 2 . SLA 처리 

  50㎛ 크  가진 Al2O3 말  하여 시편과  거리 1 cm에  수

직 향에  0.6 MPa  압  주어 척  끝난 시편 에 블라스트 처리

 실시하 다. 블라스트 처리  시편  각각 수  알코   

척  15 간 실시하여 에 어 는 Al2O3 말   에  어

 나  티타늄 각들  거하 다. 척  끝난 시편  H2SO4 액과 

HCl 액  하여 산 처리  실시하는 ,  50 ml  H2SO4 액에  

6시간 동안 상 에  침지한 후,  HCl 액에  5  동안 침지한 후 

수  알콜  하여  척하 다. 척  끝난 시편   

어 는 산 액  거하  하여 80℃  수에  48시간 동안 담

지한 후, 400℃  에  가열하 다. Fig. 1  SLA 처리 공 도  

나타낸 그림 다. 
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 3 . 알칼리 처리

강알칼리처리  한 TiO2 나 시 에 한 실험  Fig. 2에 

나타내었다. TiO2 nano-mesh  하  하여 연마  척  끝난 

티타늄 원  60℃  5 M NaOH(sodium hydroxide, 99% DAEJUNG 

Chem., Korea) 액에 침지한 후 24시간 동안 지하 다. 알칼리 처리  

시편  3차 탈 수  한 다   남아 는 Na  거하  

하여 80 ℃  3차 탈 수에 48시간동안 침지한 후, 수차  척하 다. 

 40℃  진공 븐에  건  실시하여 실험에 사 하 다. 
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Fig. 2. 

 4 . 

  TiO2 나 시   SLA 처리한  결 는 X  치

(TF-XRD; X’pert Philips, Netherlands)  사 하여 X  실험  시

행하 다.  사각  1.5°  고 하고, 측  건  압 30 kV, 

 40 mA, Ni 필  통과한 Cu Kα  사 하 다. 주사 도 

1° (2θ/min) 고, 2θ는 20°  45° 사 에 측 하 다.  미  

 상  찰하  하여 계 주사 미경 (FE-SEM; S-4800, 

Hitachi, Japan)  사 하여 가 압 15 kV  건  찰하 다. 

 시편    찰하  하여 각  측 하 다. 

각  변  찰하  하여 수 5㎕  시편에 어뜨린 후, 

각 측 치 (contact angle measurement; GSX, Surfacetech, 

Korea)  하여 5  후에 찰하 다.
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 5 . 골 포에 한 생물학  평가

MC3T3-E1 포 양

  본 연 에 사  MC3T3-E1 골 포는 American Type Culture 

Collection (ATCC, CRL-2594)에  하 다. 포 양  α-MEM(Alpha 

Minimum Essential Medium with ribonucleosides, deoxyribonucleosides, 

2 mM L-glutamine and 1 mM sodium pyruvate, but without ascorbic 

acid/GIBCO, Custom Product, Catalog No. A1049001) 지에 growth 

factor  공하는 10% (w/v) fetal bovine serum (FBS, PAA 

Laboratoris.inc A15-751)과 항생  amphotericin (Lonza walkersville 

MD USA 0719)  합하여 5% CO2가 공 는 37℃ CO2 incubator에  

48시간 양하 다. 그리고 계 양  통해  얻어진 4 포  

incubator에  1  동안 양하여 실험에 사 하 다.

MTT assay

  양  포는 지   거한 후 PBS  하여 척하  

trypsin/EDTA  량 첨가하여 양 시  리시켰다. 리  포에 

FBS가 포함  지  첨가하여  지시킨 후 원심 리  하여 

포  수집하 다. 포에 지  첨가하여 다시  시킨 후 비  샘플

 첨가  12-well plate에 각각 1 × 10
5 cells/well  하 다. 포는 

37℃, 5% CO2 양 에  각각 1 , 3 , 7  동안 양한 후 MTT  첨가

하여 청 색  결  생 는 것  한 후 프 필알콜(Isopropyl 

alcohol, Sigma)  하여 해하 다. 도  측 하  해 액  

96-well plate에 각각 200 μL씩 주한 후 ELISA reader (Thermal Fisher 

SCIENTIFIC)  하여 540 nm에  도  측 하 다. 포 생  

( 포 양 )에  1  동안 양한 생 포수  100%  했   실
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험 (무처리 티타늄 , 처리  Ti )에  생 한 포  비  계

산하 다. 

ALP assay

  MC3T3-E1 포 양 24시간 후 지  체하고 2 마다 지

 체하 다. 주  후 well plate에 어 cell media  거하고 PBS  

2  척한 후, 포 lysis buffer  well당 150 ㎕씩 어  200 간 wise 

mix  하여 shaking 하 다. 스크  하여 well내에 재하는 

포  하여 microtube에 담근 후, 4℃, 2500 rpm에  10  동안 원심

리하고 상층액  새 운 microtube에 겨주고 ice에 보 하 다. 30  동안 

37℃에  브  양한 후, 1.2 N NaOH 600 ㎕씩 첨가하여 405 nm에  

도  측 하여 ALP  계산하 다. 단 질 량  1 mg/ml BSA  

사 하여 액  한 후 592 nm에  도  측 하 고, 량

곡  단 질 도  결 하 다. 
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 3  실험결과  

 1 . 처리한 티타늄

  Fig. 3  주사 미경  하여 Al2O3 말  티타늄  블

라스트 처리 (Fig. 3a)과 처리 후(Fig. 3b), 그리고 블라스트 처리 

후에 H2SO4 액과 HCl 액  하여 처리한 (SLA, sandblasted 

large-grit and acid-etched treatment) 후(Fig. 3c,d)   찰

한 결과 다. Fig. 3a는 무처리 티타늄  찰한 것   

평탄한 태  보 고 다. 하지만 블라스트 처리 후 티타늄  

경우, Fig. 3a  평탄한  사라지고 에 마 크  도  갖

는 규칙한  었 , SLA 처리 후   Fig. 3c에

 보는 것과 같  마 크  피트가 어 는 것  찰 할 수 

습니다. 욱 하여 찰한 결과(Fig. 3d), 블라스트 처리 후 

에 어  규칙  티타늄 스러 들  산에 해  

거 어 피트  크 가 2-10 ㎛ 도  크  갖는 것  찰 었습

니다.

  Fig. 4는 티타늄시편  5 M NaOH 강알칼리 액에 침지하여 시간

변 에  티타늄  찰한 결과 다.  60  동안 침지 한 

경우, Fig. 3a  무처리 티타늄 과 달리 태  크랙  생하

, 침지시간  180  동안 침지할 경우 크랙  크 가 가하 , 침

지시간  가할수  나 크  그물망 가 는 것  찰 

할 수 었다 (Fig. 4c,d). 침지시간  720  경과하 (Fig. 4d) 

나 크  공  층층  겹겹  그물망처럼 여 는 상  보여주고 

다. 나 공  평균 크 는 약 100±30 nm 도 , 나 시  막 

께는 1.5 ± 0.3 ㎛  나타났다. 

  Fig. 5는 막 X-ray  하여 2θ 20°에  45° 지  

피크  나타내었다. SLA 처리  한 Ti  경우, 순수한 Ti   알루미나 

피크가 찰 었고, TiO2 나 시  25도 근처에  아나타 (anatase)
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 TiO2 피크  할 수 었다. 러한 결과들  순수 티타

늄 에 강알칼리 처리 후 다공  TiO2 아나타   산 막  생  

것  알 수 었다.

  Fig. 6  처리에  Ti  각  측 한 결과 다. 무처리 

Ti  경우는 62° 도  각  가지고 , 블라스트 처리한 시

편  각  무처리한 에 비하여 15° 도 감 함  찰할 수 

었다. 블라스트 처리한 경우  알칼리 처리한 시편  경우에는 낮  

친수  갖는 것  찰 할 수 는  는 다  문헌에 도  할 

수 25), 낮  각    cell과   시 포 착

과 매우 한   친수  가지는 포  착  우수하

여 플란트  같  생체재료  사  가능하다고 보고 고 다 

26).
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Fig. 3. FE-SEM micrographs of the Ti specimens 

before and after SLA treatment: (a) CP-Ti, (b) blasted 

Ti, (c) SLA treatment ⨯500, and (d) SLA treatment ⨯

3,000 magnification.
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Fig. 4. FE-SEM micrographs of the Ti specimens after 

alkali treatment: (a) 60 min, (b) 180 min, (c) 360 min, 

and (d) 720 min.
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Fig. 5. XRD patterns of the Ti specimens 

before and after treatment: (a) CP-Ti, (b) SLA 

Ti, and (c) alkali treated Ti.
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Fig. 6. Contact angle value of water droplets measured 

on the different surface treatment.
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 2 . 골 포  식,  비 평가

  SLA  알칼리 처리  Ti 과 무처리 Ti 에  MC3T3-E1 포 

생 에 한 평가는 포  미 콘드리아 과 직 연  는 MTT 

 통해 사하 다. SLA 처리  Ti 과 알칼리 처리하여 나 시

가  Ti  실험  사 하 고, 포 양  무처리 Ti 

 포지티브, 가티브  사 하여 실험  행하 다. 포생  

계산  MC3T3-E1 포  포 양 에  1  동안 양한 생 포수  

100%  했   실험 에  각각 1 , 3 , 7  동안 양했   생 한 

포  수  비  나타내었다.  결과  Fig. 7에 나타내었다. SLA-Ti  

경우 무처리  Ti에 비하여  생  갖는 것  찰 었 나, 나

시  경우는 양시간  가할수   무처리 Ti에 비하여 생

 감 하는 것  찰 었다. 

ALP는 골 포  식  리 사 다. 그러므  MC3T3-E1 

골 포  ALP  양  무처리 Ti  과 비 하여 

SLA-Ti  나 시 티타늄 에  에 미치는 향  단하  해  

측 었다. Fig 8  MC3T3-E1 포  4개  에  양  하

, 4  경우, 에 비하여 실험 에  ALP  감 는 경향  

보여주었다. 특  SLA 처리한  가  낮  값  보 다. 그러나 7

 경우에는 SLA 처리한  가   ALP 값  나타내었다. 14

 동안  MC3T3-E1 포  ALP 에 도 SLA 처리한  가

 우수하게 나타났다. 
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Fig. 7. Cell viability of the MC3T3-E1 cell 

seeded on the different Ti surface for 1 day,  3 

days and 7 days.
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Fig. 8. Alkaline Phosphatase activity of the          

MC3T3-E1 cell seeded on the different Ti surface 

for 4 days, 7 days and 14 days.
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 4  고  찰 

  여러 가지 포생물학  연 에  MC3T3-E1 포는 하게 사

는 포주 에 하나 다.  포주는 in vitro에  포 질  

과 에   ALP  나타내는 것   알 다 28). 그러므   

포주는 티타늄 에 골 포  착, 식 그리고  연 하는  

 후보가 다. In vitro 연 에  티타늄 상  골  포  , 

식, 착과 같  포-생체재료 상  각각  단계에 향  미친다

고 시하 다13,14). Burridge 등  골 포  착 후에 포는 지

고 살고 는 경에 하여 변 한다. 포에 어   

(focal adhesion)  매개 는 착과  포거동  결 하는  

한 역할  한다고 보고하 다.28) 포 태  특징  포가 주 경에 

하는 과  산물 다.

  산 에칭처리는 티타늄 에 평균 0.5에  2미크  직경  갖는 마 크  

피트  만들어낸다29). Wong 등  산 에칭처리가 골 합  아주 향상시킨다

고 보고하 다30). 러한  빠  골 합  진하여 3  상  간 

플란트 시술 공  보 한다고 보고 었다31). Park 등  산 에칭 처리  

 골 포  피브린  착  하여 골 도 과  향상시켜, 결과

는 플란트 에 골  진시킨다고 보고하 다32). 본 연 결과

에  SLA처리한 에  양한 MC3T3-E1 골 포주  식  

가 무처리 티타늄 보다 월등  우수한 결과는 연 결과  치한다

고 볼 수 다. 2010  Yang과 Huang  티타늄 에 나 시  갖

는 다공  상  여하여 Human bone marrow mesenchymal stem cell 

(hMSCs)  양하여  계  가공  티타늄 에 비하여 포

착, 식, 가 우수함  보고하 다33). 라  본 연 에 는 나

시  티타늄 과 에 SLA 처리한 티타늄 에  골 포  식 

  비  평가해 보았다. 향후 마 크  에 나  갖는 복합

에  골 포  에 한 연 는 욱  미가 것  사료

다. 
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 5   결  

  생체  CP-Ti  다양한 마 크  과 나  갖는  개질

하고, MC3T3-E1 포  하여 in vitro 평가한 결과  다 과 같  결

 얻었다. 

1. 블라스트 처리 후 H2SO4 액과 HCl 액  산처리  실시하여 마 크

  갖는 Ti  할 수 었다.

2. 5 M NaOH  처리한 티타늄 에 는 나 크  다공질 트워크 

 가진 층  었고, 침지 시간  지남에 라 나 시  태  크

가 가하  꺼워진 습  할 수 었다. 

3. 각  측 한 결과, SLA-Ti  24°  나타내었고, 나 시 티타늄  

경우는 12°  친수  갖는  찰할 수 었다. 

4. SLA-Ti  경우  CP-Ti보다  포 생 과 ALP  갖

고, 나 시 티타늄  에 비하여 낮  포 생  보 지만 

ALP  경우는 비슷한 결과  나타내었다. 

는 향후 나 시 태가 포에 미치는 향에 하여 욱  많  

연 가 필 할 것  사료 다 . 
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