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ABSTRACT

  Hydroxyapatite nanocrystal coating for 

bone-conductive improvement

                         Ki-Won Seo, D.D.S, M.S.D

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

                         Department of Dental Science

                         Graduate School of Chosun University

  Hydroxyapatite (Ca10(PO4)6(OH)2, HAp) is materials mainly known for its 

special ability to contact bone tissue. Nanostructures on implant 

surfaces, a coating composed of nano-HAp particles on Ti, have aroused 

increasing research interest in the biomedical field. In this study, we 

prepared HAp nanocrystal coated Ti surface by plasma surface 

modification and wet chemical method and then evaluated biological 

behavior of MC3T3-E1 on the HAp coated on plasma modified Ti surface. 

Nano-size crystals of sintered HAp were uniformly coated on polyacrylic 

acid (PAA) deposited Ti surface through the ionic interaction between 

calcium ions on the HAp nanocrystal and carboxyl groups on the PAA/Ti. 

In vitro cell tests revealed surface modification of Ti surface with 

HAp nanocrystal significantly improved the adhesion and growth of the 

osteoblastic MC3T3-E1 cells and induced to differentiate at an enhanced 

level.



- 1 -

제 1      

생체  공적  체   생체  료  연 는 고 , 

라믹, 료 등 거  든 료 야에  다양 게 연  개 고 , 

특히 료  경  높  나 고강 가 는 치아나 절  

screw 등에 고 다.
1, 2 

적  티타늄  에 노출  티타늄 에   결

여 2~5 nm  TiO2라는 연적   여 내식  시키  

생 적 , 단 , 경조   연조  료 에 착 는  매  

 역   뿐만 아니라 골 착에   역  여 생체적

에 많  여  다.3 그러나 연적   께가 얇고 경  내

 낮  공식  생  쉬  단점  다.4 또  골과  적 결

에  골  적극적    치 간  다   것  

알 져 다.5 러   골 조  내에 란트  접  개 고  

는 연 ,  골과  결  높  여 티타늄  개  여 생

체 (bioactivity)   많  연 가 히 고 다. 최

근 들어 는, 티타늄 란트 조  개   골조  생역 적  

 수  결    티타늄 결 , 티타늄 라  

스  , 전 적 에  양극 처 , 칼슘-  , 

  양극 처  공 , 물 착   물 과 칼

슐  등 다양   란트  개   연 가 

게 루어 고 다.6-11   

라  에 본 연 에 는 라 처  여 티타늄 에 카 복

실  고,  카 복실  결정  나노 수 과  공

결 층  여 그  특 과 MC3T3-E1 포   MTT  ALP

 찰 다. 
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제 2   실험 료  

제 1 절. 실험 료 

 티타늄(NSC, grade 2, Japan)  경 10mm 스크 태  제 여 

계적 연  고 척   연 에 고, 계적 연 는 #100, 

#600, #800, #1200, #2000 grit SiC 연  단계적  습식 연 다. 

연  시료는 아 과 에탄  1:1 비   액에 1시간동안 초

 척   3차 탈 수  정 여 건조 여 다. 

제 2 절. 나노 수  제조

본 연 에  수 아 타 트  가  폭넓게 고 는 

 습식  여 제조 다. 25mM  칼슘 (Ca(NO3)2, 99% 

Junsei Co.)에 암 니아수 (NH4OH, Samchon Co.)  여 pH  10  적

정  15mM  암 늄 ((NH4)2HPO4, 99%, Junsei Co.) 적 시  침전물  

얻어내고, 침전물  3차 수  여 5   척   80℃에  24

시간 동안 건조 다. 건조  침전물  800℃에  1시간 동안 처  

실시 다. 

제 3 절. 라  개

라  시 노 는 아크  (99.5%, Sigma-Aldrich, USA)  

고, 라  치   Fig. 1에 나타내었다. 라  

개  처  전, 시료  물제거    여  

여 전처  실시 다. 전처  과정  아 곤 (Ar)가스   각각 

 25 sccm  흘 주어 챔 내   압  200 mtorr   , 라
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 전  200W  10  동안 수 다. 어   노  

압과 25 sccm  Ar가스   챔 내  압  200mtorr  

 , 50W, 5  동안 시킨  3차 수   정 고, 공

븐에  60℃  24시간동안 건조  실시 다.  
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Fig. 1. Schematic diagram for plasma device.
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제 4 절. 나노 수  

처  나노수   여 1ℓ  고순  에탄  

(C2H5, 99.9% Merck)에 10g  처  , 라  개 처   티타

늄 시료  1시간동안 침 처  , 3차 수  여  정

고, 공 븐에  60℃  24시간동안 건조  실시 다. 

제 5 절. 

주 전 미경 (FE-SEM: field emission scanning electron microscopy, 

S-4800, Hitachi, Japan)  여 라  처  티타늄  과 나노

수  층  찰 다. 라  처  티타늄 과 나

노수 과  결   여 퓨 에  적   

(FT-IR, Fourier-transform infrared spectroscopy, FT/IR-4100, Jasco, 

Japan)  다.  결정 조  찰  여 X-  절

치 (X-ray diffractometer, X’pert, Philips, Netherlands)  다.

나노 수   젖  찰  여 접촉각  측정

다. # 1200  티타늄, 아크   티타늄 시  각각 비

여 60℃에  24시간 건조   접촉각  측정 다. 각 시  접촉각 

 찰  여 수 약 5㎕  시 에 어뜨  , 접촉각 측정  

(GSA, Surfacetech, Korea)  5 초 에 접촉각  측정 다.

제 6 절. 조골 포 양

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) 에 growth factor  제공 는 10% (w/v) fetal bovine 

sereum(PAA Laboratoris.inc A15-751)과 생제  amphotericin(Lonza 



- 6 -

walkersville MD USA 0719)  여 5% CO2가 공 는 37℃ CO2 

incubator에  48시간 양 다. 그 고 계 양   얻어  4

포  incubator에  1  동안 양 여 실험에 다.

제 7 절. 생체적  가  

양  포는   제거   PBS  여 척  

trpsin/EDTA  량 첨가 여 양접시  시 다.  포에 

FBS가 포   첨가 여  정 시킨  원심  여 

포  수집 다. 포에  첨가 여 다시  시킨  비  샘

 첨가  12-well plate에 각각 1 × 105 cells/well  종 다. 포는 

37℃, 5% CO2 양 에  각각 1 , 2 , 3  동안 양   MTT  첨가

여 청  결정  생 는 것    알 (Isopropyl 

alcohol, Sigma)  여 다. 흡  측정   액  

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

SCIENTIFIC)  여 540 nm에  흡  측정 다.
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제 3  실험결과  

제 1 절. 나노 수

Fig. 2는 800℃  처  수  Fe-SEM과 X-rd  여 

미 조  결정 조  찰  결과 다. 제조  수  100nm

  갖는  말  찰  수 었고, 결정 조는 JCPDS 

(Joint Committee on Powder Diffraction Standards, PCPDFWIN) #74-0565  

조 여  결과 수   수 었다. 수  

칼슘 나 수 칼슘등  견  않았다.
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Fig. 2. TF-XRD pattern and microstructure of nanocrystallinine HAp 

particles.
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제 2 절. 나노 수   특

Fig. 3  FE-SEM  여 연 처   티타늄, 라  처  티

타늄, 그 고 나노수   티타늄  찰  결과 다. 

Fig. 3(b)는 아크  라  처  여 티타늄 에  

, Fig. 3(a) 는 다   찰  수 다. Fig. 3 (c)  (d)는 

라  처  티타늄  나노수   에탄 액에 1시간동안 

침 처   각각 3만  5만  찰  결과 다. Fig. 2 (b)  

말 태가 고루게 어  것  찰  수 었고, 집   

찰  않았다. 

Fig. 4는 X-rd  여 나노수    결정 조  

찰  결과 다. Fig. 2 (a)  비슷  결정 조  갖는 것  었고, 

나노수   께가 얇아 절 크가 낮고, 티타늄  결정

조가 견 었다. 

Fig. 5는 라  처  티타늄과 나노수   

 FT-IR 결과 다. 라  처  티타늄  경 에는 1750 cm-1 근

에  COOH(카 복실 )  나타내었고, 나노 수   에

는 카 복실  크가 감 다. 또  나노수   

 경  1065  1135 cm-1  P-O 결 크가 가 는 것  찰  수 었

다.

Fig. 6  나노 수   에 접촉각  측정  결과 다. 

카 복실   티타늄  접촉각  감 고 는 적  카 복실

 친수 과 치  나노 수   경   낮  접촉각  

나타내었다. 는 다  문헌에   수 12 낮  접촉각   

 cell과  접촉시 포접착과 매  접    친수  가

는 포  착  수 여 란트  같  생체 료   가능

다고 보고 고 다.13 
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Fig. 3. FE-SEM images of (a) untreated CP-Ti, (b) COOH/Ti and (c and d) 

HAp/COOH/Ti surfaces.
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Fig. 4. TF-XRD patterns of (a) CP-Ti, (b) COOH/Ti and (c) HAp/COOH/Ti 

surfaces.
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Fig. 5. ATR-FTIR spectrum of HAp coated on Ti/COOH.
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Fig. 6. Contact angle values of water droplets measured on the 

different surface treatment.
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제 3 절. 조골 포 식   특

나노 수   에 MC3T3-E1 포 착   식 에 

 가는 MTT   보았다. 처  않  과 카 복실  

  그 고 나노 수    실험그룹  

고 tissue culture plate  컨트  그룹  여 실험  다. 

포  생존   식  미 드 아 과 접연  는 MTT 

  조 다. MC3T3-E1 포 생존  각각 1 , 4  동안 양

여 Fig 7에 나타내었다. MTT 결과 초   처  않  

과 비슷 거나 히   낮  결과  나타내고 고, 7 째 는 결과  

보  나노 수    높  생존  나타나는 것

 찰 었다. 

Fig. 8  나노 수   에 MC3T3-E1 포  여 

ALP  찰  결과 다. 찰결과 6 에 비  12 에   뚜  ALP

 찰  수 었고, 나노 수    처  

않  티타늄 과 카 복실   보다 월등히 높  ALP  

갖는 것  찰  수 었다. 
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Fig. 7. The results of MTT assay for MC3T3-E1 cell seed on different 

surface conditions.
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Fig. 8. Alkaline phosphatase (ALP) activity of MC3T3-E1 cells cultured 

for 6 and 12 days.
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제 4  고찰  

수  공적  제조  만 얻  수 는 것  연골에  

얻는 미네랄 과는 차 가 다. 연골  에 라 차 가 

만 공 수 에 비  저 결정 , Ca  결  태 고, PO4
-3  

 CO3
-2가 치  특징  다. 결정  수  체내에 식  

경  저 수  결정 에 비정  고, 3개월  뼈

  아 타 트 층  란트  뼈조  에 생 다. 6개월 에

는 뼈  아 타 트 에 접적  결  생 고 라겐  란

트  내  다. 러  생체  나타내는 특  생체 라고 

 수  러  과정   신생골과 적  결 다. 특

히 나노  경 , 비 적  에  빠  골생    수 

다. 그러나 결정  수    얻  는  

들  높   결처 가 , 높   결정 처 에  

티타늄  열 창계수  차   수  균열  생  수 

다.14 본 연 는 결정  처  나노  수  고

  티타늄층과 공 결  ,   결정 처  같

 처   수 고, 단순  공정에   쉽게 얻  수 는 

점  다. 그러나 나노 수  체내에   흡수 , 어

게 신생골  는 , 체 경에는 어   끼칠  문제 등  

in vivo 실험     연 가  것  생각 다. 
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제 5   결

습식  여  100nm  크  갖는 말 태  수

 제조 고, 라   여 카 복실   티타

늄   , 제조  결정  나노 수   액에 침 여 

공 결  여  여 과 MC3T3-E1 포  

여 MTT  ALP  찰 다.

티타늄 에 결정  나노 수   태   

고, MTT  ALP  찰결과 나노 수   티타늄

 무처  조건과 카 복실 가  티타늄보다 높   ALP

 나타내는 것   수 었다.  
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