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            Abstract
          
        

        
          본 연구에서는 티타니아 나노튜브 층을 템플릿으로 이용하여 전기영동 증착법으로 금 나노튜브를 제작한 후, 금 나노튜브의 표면 특성분석과 생체 적합성 및 항균효과를 평가하고자 하였다. 구연산염 환원법 및 전기영동 증착법을 이용하여 4 nm와 15 nm의 금 나노입자를 양극산화된 100 nm 티타니아 나노튜브 위에 증착시켜 100 nm 직경의 금 나노튜브를 제작하였다. UV-Vis 분산 분광분석 결과, 4 nm 및 15 nm 금 나노튜브의 증착시간에 따른 최대 광 흡수도 파장들은 702~774 nm 및 753~760 nm 범위를 각각 형성하였으며, 증착시간에 따른 최대 광흡수도 파장의 이동이 관찰되었다. FE-SEM 결과에서는 티타니아 나노튜브의 최상층에 골고루 적층된 금 나노입자가 확인되었고, EDX 결과, 0.1~0.5% 금 함량을 관찰되었다. MTT 세포시험 결과, 배양 24시간, 48시간 후 모든 실험군의 상대 흡광도 값이 70%를 넘어 우수한 생체적합성을 나타내었다. 근 적외선 레이저 광을 이용하여 금 나노튜브의 세균 부착 및 성장에 미치는 효과를 본 결과, 금 나노입자의 코팅한 시간에 관계없이 모두 우수한 항균능을 나타내었다. 따라서 티타니아 나노튜브 템플릿을 이용한 금 나노튜브 코팅기술은 근적외선 레이저를 이용한 원격제어 온열처리가 가능한 티타늄 임플란트 표면처리 기술로의 적용가능성이 우수함을 확인하였다.

        

        
          
            초록
          
        

        
          In this study, gold nanotubes were fabricated by electrophoretic deposition using a titania nanotube layer as a template, and then the surface characteristics, biocompatibility and antibacterial effect of gold nanotubes were evaluated. Gold nanotubes of 100 nm diameter were fabricated by depositing 4 nm and 15 nm gold nanoparticles on anodized 100 nm titania nanotubes by citrate reduction and electrophoretic deposition. As a result of the UV-Vis diffuse spectrophotometer, 4 nm and 15 nm gold nanotubes showed strong absorption at 702~774 nm and 753~760 nm, respectively. Also, the maximum absorption wavelength was shifted to the longer wavelength as the coating time of the gold nanoparticles increased. FE-SEM observation and EDX analysis resulted that 0.1~0.5 wt% gold nanoparticles uniformly were stacked on the top layer of titania nanotubes. As a result of MTT cell test, the relative absorbance value of all experimental groups after 24 hours and 48 hours of incubation exceeded 70% indicating excellent biocompatibility. The effect of the near infrared laser light on the adhesion and growth of gold nanotubes showed excellent antibacterial activity regardless of the coating time of gold nanoparticles. Therefore, it is confirmed that the gold nanotube coating technology based on the titania nanotube template is supposed to be highly applicable to a titanium  implant surface treatment technology with the remote control thermal treatment of a near-infrared laser.

        

      

      
        Keywords: 
Gold nanotubes, Citrate reduction, Electrophoretic deposition, Biocompatibility, antibacterial activity
키워드: 금 나노튜브, 구연산 환원법, 티타니아 나노튜브, 생체적합성, 항균능

      

    

    

  
    
      서 론
      기존의 항균 처리된 임플란트 관련 연구들은 티타늄 표면에 항균 약물 또는 약물담지 복합체를 코팅함으로서 물리적 충격에 의한 복합체와 티타늄 표면간의 박리현상과 원치 않는 약물 용출 등에 대한 문제점이 발생되고 있다. 이에  티타니아 나노튜브에 약물을 저장하는데 있어서 외부의 물리적 충격으로부터 보호함과 동시에 티타니아의 광촉매 특성을 이용한 약물용출 기능은 자외선뿐만 아니라 적외선에서도 원격제어에 의해 선택적 약물용출이 가능한 다양한 표면처리 기술이 필요하다. TiO2는 큰 밴드 갭(Eg> 3.2eV) 때문에 근 자외선 영역(λ< 380 nm)에서만 빛을 사용할 수 있어 태양 스펙트럼의 많은 부분을 사용하기 위해서는 광촉매의 흡수 능력이 필요하다(Kim 등, 2015b; Liu 등, 2010; Wang 등, 2010). 플라즈몬(plasmon) 광촉매는 고성능 광촉매 설계 기술로, 주로 은(Ag)과 금(Au) 나노입자를 사용하여 반도체 광촉매에 귀금속 나노 입자를 분산시키는 과정으로, 반도체-금속 접합과 국부적인 표면 플라즈몬 공명(Surface plasmonic resonance, SPR)인 주요 효과를 제공한다. 표면 플라즈몬 공명은 나노 크기를 갖는 금속 도체에 존재하는 자유 전자들이 특정 자극에 감응하는 것으로, 유전체 사이(금속 나노입자 표면, 공기, 용매 등)에 빛이 입사되었을 때 특정 에너지의 전자기파와 공명을 일으켜 금속 표면의 자유 전자들이 집단으로 진동하는 현상이다(Huang 과 Ei-Sayed, 2010; Wang, 등 2012). 나노입자를 여기(excitation) 시키면 입자 주위에 전자기장이 형성되어 표면증폭 라만산란(Surface enhanced Raman scattering, SERS)을 일으킬 수 있고(Cao 등, 2002; Jain 등, 2008), 여기된 나노입자 주위로 열을 방출함으로써 광열효과(Photothermal therapy)를 가능하게 한다(Jain 등, 2006; Gormley 등, 2011; Huang 등, 2011). 귀금속 나노입자의 이러한 효과로 인해 플라즈몬 광촉매는 자외선, 가시광선 및  근 적외선 조사 시 광촉매 활성을 크게 향상시킨다. 

      금 나노입자를 만드는 방법은 다양하게 보고되었다. 그 중 현재까지 널리 쓰이는 방법은 Turkevich 방법으로 수용액 상에서 금이 포함된 염을 구연산염으로 환원시켜 ~20 nm 크기의 금 나노입자를 만드는 방법으로 환원제 종류, 반응 시간, 가열 온도에 따라 금 나노입자의 크기가 달라진다(Turkevich 와 Stevenson, 1951). 구연산나트륨은 금(Au3+)을 환원시키는 환원제 역할과 환원된 금 나노입자 표면에 결합해 음전하(-)를 부여함으로써 수용액상에서 금 나노입자를 안정하게 둘러싸고 있는 안정제 역할을 한다. Yang 등(2003)과 Castro 등(2004)은 구연산나트륨 용액의 양에 따라 합성되는 금 나노입자의 크기가 달라진다고 보고하였다(Yang 등, 2003; Castro 등, 2004). 금 나노입자를 TiO2 나토튜브에 부착시키는 방법으로는 전기영동 증착법(Electrophoretic deposition, EPD)이 사용되는데, 일반적으로 전도성 기판의 한쪽 기판에는 음극(-), 다른 한쪽 기판에는 양극(+) 전압을 인가하여, 용매 또는 용액 내의 전하를 띄는 입자들이 전도성의 반대 극성을 띄는 기판 쪽으로 이동하여 증착되는 현상으로, 증착면의 모양에 제약이 적어 다양한 패턴에 따라서 선택적으로 코팅이 되며, 넓은 범위까지 균일하고 치밀한 연속 층을 형성하는 것이 가능하다(Lee 등, 2009; Kreethawate 등, 2010). 

      본 연구에서는 양극산화된 티타니아 나노튜브를 기판(template)으로 이용하여 금 나노입자를 전기영동 증착법(Electrophoretic deposition, EPD)으로 기판에 증착시켜 금 나노튜브를 제작한 후, 표면 특성분석과 생체 적합성 및 항균효과를 평가하고자 하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 티타니아 나노튜브 제작
        티타늄 판(Thickness: 250 μm, purity: 99.5%; Alfa-Aesar, MA, USA)을 아세톤, 에탄올, 및 증류수의 순서로 세척한 후, 0.5 wt% 불산(purity: 48%, Sigma, USA)을 전해질 용액으로 하여 20 V, 30분 동안 양극산화 시켜 100 nm 티타니아 나노튜브를 제조하였다.  양극 산화된 나노튜브 시편은 증류수에 세척하였고, 60℃ 오븐에서 24시간 건조하였다. 

      

      
        2. 금 나노입자 합성
        금 나노입자 제조는 Turkevich 방법으로 잘 알려진 구연산염 환원법을 이용하였다. Gold(III) chloride trihydrate (HAuCl4·3H2O; Sigma, MO, USA)과 trisodium citrate (HOC(COONa)(CH2COONa)2; Sigma, MO, USA)의 혼합 수용액에 필요에 따라 Sodium borohydride (NaBH4; Sigma, MO, USA)를 첨가하고 2시간 동안 가열 교반하여 금 나노입자를 합성하였다. 합성된 금 나노입자들은 다음 실험 전까지 4℃에서 보관하였다. 본 연구에 사용된 금 나노입자 합성 조건은 표 1에 명시되어있다.

        
          Table 1. 
				
          

          
            Experimental composition of synthesizing gold nanoparticles via citrate reduction method
          
          

        

        
          
            
              	
              	HAuCl4·3H2O
              	HOC(COONa)(CH2COONa)2
              	NaBH4
            

          
          
            	4 nm GNPs
            	0.25 mM
            	0.25 mM
            	10 mM
          

          
            	15 nm GNPs
            	10 mM
            	10 mM
            	-
          

        

        

      

      
        3. 금 나노튜브 제조
        합성된 금 나노입자를 티타니아 나노튜브 표면에 부착시키기 위하여 전기영동 증착법을 이용하였다. 구연산염 환원법으로 합성된 20 mL 금 나노입자 수용액, 36 mL 과산화수소수(30%; Sigma, MO, USA), 94 mL 3차 증류수(JT Baker, USA)의 혼합 수용액을 제조한 뒤, 2 V의 전위차를  걸어주어 시간별로 100 nm 나노튜브 표면에 4 nm와 15 nm의 금 나노입자를 코팅시켰다. 코팅된 금 나노튜브는 400℃에서 2시간동안 열처리를 하였다(공기 중 열처리, 승온 및 냉각속도 =1℃/min). 

      

      
        4. 금 나노튜브의 표면특성 분석
        금 나노입자가 코팅된 티타니아 나노튜브의 흡수파장을 알기 위하여 확산반사 분광광도계(Diffuse Reflectance UV-VIS-NIR Spectrophotometer: SolidSpec-3700, Shimadz, Japan)를 사용하였다. 금 나노튜브의 형태학적 미세구조는 전계방사 주사전자현미경(Field emission scanning electron microscope(FE-SEM); S4800S, Hitachi & Horiba, Japan)으로 관찰하였고, 화학 조성은 에너지 분산형 X-선 분광기 (Energy Dispersive X-ray Spectrometer(EDX); Oxford instruments Analytical 7582, England)로 분석하였다.

      

      
        5. 세포배양 및 독성평가
        실험에 사용한 L929(mouse fibroblast cell line)는 10% FBS (Gibco BRL, Grand island, N.Y., USA)와 1% antibiotics (Gibco BRL, Grand island, N.Y., USA)가 첨가한 RPMI Medium 1640(Gibco BRL, Grand island, N.Y., USA)배지를 배양액으로 37℃, 5% CO2 incubator에서 배양되었다. 세포의 독성평가는 3-(4, 5-dimethylthiazol-2-yl)-2, 5-diphenyl- tetrazolium bromide (MTT) assay를 이용하여 측정하였다. 즉 15 nm 금 나노튜브 시편 위에 L929 세포를 12 well plate에 50,000 cells/well의 농도로 분주하고 24시간 및 48시간 배양하였다. 배양 후 MTT(Sigma, MO, USA)용액 100 ㎍/ml을 각 well에 첨가하여 37℃에서 4시간 동안 배양하였다. 4시간 경과 후 MTT에 의해 형성된 formazan을 DMSO (Sigma, USA)로 녹이고 ELISA reader (Spectra MAX 250, USA)를 이용하여 570 nm에서 흡광도를 측정하였다. 흡광도 결과를 바탕으로 blank 대비 광 흡광도가 70% 이상을 나타내는 시편에 대해서 세포독성이 없는 것으로 판정하였다. 

      

      
        6. 항균능 평가
        금 나노튜브의 근적외선 레이저 조사에 의한 원격제어 항균능을 평가하기 위해 S. mutans(ATCC 25176)는 Brain heart infusion (BHI, Difco, NJ, USA)액체 배지에 24시간 배양한 후, S. mutans 부유 액의 세균수를 측정하여 1 X 105 CFU/ml로 세균농도를 희석한 후 Brain heart infusion (BHI, Difco, NJ, USA)액체 배지에 100 ㎕씩 접종한 후 균의 성장을 위하여 37℃ incubator에서 24시간 배양하였다. 배양 24시간 후, 의료용 레이저 조사기(OCLA, 808 nm, LVI Technologies Inc. Korea)로 1분간 조사 (Pulse mode; output power 15 W, 1 m/sec, 500 Hz) 후, FE-SEM으로 시편 표면에 존재하는 세균 수 및 분포도를 확인하여 항균능을 평가하였다.

      

      
        7. 통계분석 
        MTT 세포독성평가 시험결과는 SPSS Ver. 23.0 (SPSS Inc, IL, USA)을 이용하여 일원배치 분산 분석(One-way ANOVA)를 시행하였다. 사후검정으로 Tukey’s test를 시행하였으며, 유의 수준은 0.05로 설정하였다. 

      

    

    

  
    
      결 과
      
        1. 금 나노입자의 표면관찰
        금 나노입자의 형상 변화를 열처리 전, 후 비교하여 확산반사 분광광도계를 이용한 파장별 광 흡수도를 측정한 결과, 4 nm 금 나노튜브의 증착시간에 따른 최대 광 흡수도 파장들은 702~774 nm 넓은 범위를 형성하였고, 증착시간이 증가함에 따라 최대 강 흡수도의 파장대가 장파장으로 이동하는 것을 확인하였다. 이에 반하여 15 nm 금 나노튜브의 증착시간에 따른 최대 광흡수도 파장들은 753~760 nm 범위를 형성하였고, 증착시간에 따른 최대 광흡수도 파장의 미세한 이동이 관찰되었다(Figure 1). 금 나노입자가 코팅 된 티타니아 나노튜브의 FE-SEM 결과, 티타니아 나노튜브의 최상층에 적층된 금 나노입자가 관찰 되었고 EDX 결과, 0.1~0.5 wt%의 금 함량을 확인할 수 있었다(Figure 2, Table 2). 

        
          
          

          Figure 1. 
				
          

          
            Diffuse Reflectance UV-VIS-NIR Spectra of (A) 4 nm and (B) 15 nm gold nanoparticles coated titania nanotubes.
          
          

          

        

        
          
          

          Figure 2. 
				
          

          
            FE- SEM micrographs {4 nm(A), 15 nm(B), ×50,000} and surface elements of gold nanoparticles coated titania nanotubes
          
          

          

        

        
          Table 2. 
				
          

          
            Au element of gold nanoparticle coated titania nanotubes
          
          

        

        
          
            
              	
              	90sec
              	180sec
              	300sec
              	600sec
            

          
          
            	4nm GNPs
            	0.31(0.58)
            	0.54(0.52)
            	0.2(0.55)
            	0.21(0.47)
          

          
            	15nm GNPs
            	0.13(0.88)
            	0.21(0.47)
            	0.32(0.53)
            	0.3(0.52)
          

        

        

      

      
        2. 세포독성 평가
        L929 세포를 이용한 MTT 세포독성 평가 결과, 24시간 배양 후의 실험결과에서는 300초 및 600초 금 나노입자를 코팅한 실험군의 결과가 대조군 결과보다 유의차있게 높게 나타났고(P>0.05), 48시간 배양 후의 결과에서는 실험군 간의 통계적 유의차는 발견되지 않았다(P<0.05). 또한, ISO 10993-5(2009), Biological evaluation of medical device - Part 5에 따라 모든 실험군의 blank 대비 상대 흡광도 값이 70 %를 넘어 본 연구에서 제조된 금 나노튜브는 세포독성이 없는 것으로 확인되었다(Figure 3).

        
          
          

          Figure 3. 
				
          

          
            The MTT cell viability results of 15 nm gold nanotubes after 24 and 48 hrs of incubations (Cell density: 50,000 cells/well). Dotted line indicates the surviving cell values are expressed as a percent. Gold nanotubes were coated with the indicated time by EPD (90, 180, 300, 600 second).
          
          

          

        

      

      
        3. 항균능 평가
        세균 배양 24시간 후, 808 nm 파장의 근적외선 레이저를 조사한 실험군과 조사하지 않은 실험군 간의  FE-SEM 관찰 결과, 레이저 조사 시간에 상관없이 근적외선 레이저를 조사한 실험군이 레이저를 조사하지 않은 실험군보다 더 많은 세균 사멸이 관찰되어 근적외선 레이저 조사에 의한 금 나노튜브의 항균능이 우수한 것으로 관찰되었다(Figure 4).

        
          
          

          Figure 4. 
				
          

          
            FE-SEM micrographs of S. mutans cultured on 15 nm gold nanotubes with/without near-IR laser irradiation(5,000X).
          
          

          

        

      

    

    

  
    
      고 찰
      금 나노입자의 표면 플라즈몬 공명(Surface plasmonic resonance, SPR)과 공명조건인 파장의 빛을 쪼여주면 표면 플라즈몬 공명이 여기 되면서 빛의 흡수가 일어난다. 금 나노입자에 흡수된 에너지는 용매로 방출되어 주변의 온도를 증가시키는 연구가 진행되어 왔다(Link 등, 2000; Lal 등, 2008). 본 연구에서는 티타니아 나노튜브 층을 템플릿으로 전기영동 증착법을 이용하여 4 nm 및 15 nm 금 나노입자가 코팅된 금 나노튜브를 제작하였다. FE-SEM 및 EDX 분설 결과에서 알 수 있듯이 작은 입자인 4 nm 금 나노입자의 초기 코팅 양이 큰 입자인 15 nm 금 나노입자보다 높은 것으로 관찰되었으나, 전기영동 증착시간이 길어질수록 이러한 경향이 두드러지게 관찰되지 않았다. 이는 전기영동 증착법 기반의 금 나노입자의 국소코팅이 증착시간보다는 금 나노입자의 크기에 전위차가 영향을 받는 것으로, Masitas 등(2016)이 보고한 금 나노입자의 크기별 증착에 전위차가 영향을 받는다는 유사한 경향을 나타내었다. 또한, 전기영동 증착에 필요한 금 나노입자의 제한성으로 인하여 특정 시간 이후에는 더 이상 코팅할 금 나노입자가 전기영동 증착용액에 남아 있지 않으므로, 이에 대한 최적의 코팅시간을 찾는 것이 가장 중요하다고 볼 수 있다. 또한, FE-SEM 관찰 결과로는 티타니아 나노튜브 내부로의 금 나노입자 코팅 여부를 확인하기 불가능하므로 이에 때한 추가실험이 필요하다고 판단된다.

      금 나노입자의 형상 변화를 열처리 전, 후 비교하여 UV-Vis-NIR 확산반사 분광 광도계를 이용한 파장별 광 흡수도를 측정한 결과, 4 nm 금 나노튜브의 증착시간에 따른 최대 광 흡수도 파장들은 702~774 nm 넓은 범위를 형성하였고, 증착시간이 증가함에 따라 최대 광 흡수도의 파장대가 장파장으로 두드러지게 이동하는 것을 확인하였다. 이에 반하여 15 nm 금 나노튜브의 증착시간에 따른 최대 광흡수도 파장들은 753~760 nm 범위를 형성하였고, 증착시간에 따른 최대 광 흡수도 파장의 미세한 이동이 관찰되었다. Kim 등(2008)은 금 나노로드의 종횡비(aspect ratio)가 커짐에 따라 장파장으로 이동한다고 보고하였고, Njoki 등(2007)은 나노입자 간 또는 금 기판 표면 사이와 금 나노입자의 거리가 근접할수록 혹은 금 나노입자의 크기가 커질수록 장파장 쪽으로 이동한다고 보고하였다. 이번 결과는 열처리로 인해 티타니아 나노튜브에 증착된 금 나노입자 사이의 거리가 더 밀접해지고 금 나노입자의 응집으로 인한 종횡비(aspect ratio)가 커짐에 따라 최대 흡수파장이 장파장으로 이동하는 것으로 유추할 수 있었다. 또한, 금 나노입자 크기나 형태에 따라 세포독성이 차이가 있다는 것이 보고되었는데(Lewinski 등, 2008; Pan 등, 2009; Kim 등, 2015), 세포 농도에 따른 금 나노튜브의 MTT 세포독성 평가 결과, 저 농도(50,000 cells/well)와 고 농도(100,000 cells/well)에서의 배양 24시간, 48시간 후 상대 흡광도 결과는 모든 실험군의 blank 대비 상대 흡광도가 70%를 넘어 금 나노튜브가 세포에 독성이 미치지 않음을 확인할 수 있었다. 마지막으로 근적외선 영역대의 레이저 광을 이용하여 금 나노튜브의 세균 사멸에 미치는 효과를 확인한 결과, 전기영동 증착법 기반의 15 nm 금 나노입자 코팅시간에 관계없이 모두 우수한 세균 사멸이 관찰되었다. 이러한 결과들을 바탕으로 나노튜브 형상으로 코팅된 금 나노입자의 구조적 특이성으로 인하여 금 나노입자의 근적외선 조사에 의한 광열효과(Photothermal effect)를 발현하는 금 나노튜브의 특성은 티타니아의 광촉매 특성을 이용한 자외선뿐만 아니라 적외선 영역에서 원격제어에 의해 선택적 약물용출이 가능한 항균능 임플란트 개발에 대한 응용 가능성이 매우 우수하다고 판단된다. 

    

    

  
    
      결 론
      본 연구에서는 티타니아 나노튜브 템플릿에 전기영동 증착법으로 금 나노입자를 코팅하여 금 나노튜브를 제작한 후, 금 나노튜브의 표면 특성분석과 생체 적합성 및 항균능을 평가하여 다음과 같은 결과를 얻었다.

      
        	1. UV-Vis-NIR 확산분산 분광계를 이용하여 금 나노튜브의 파장별 광 흡수도를 측정한 결과, 4 nm 금 나노튜브의 증착시간에 따른 최대 광 흡수도 파장들은 702~774 nm 넓은 범위를 형성하였고, 15 nm 금 나노튜브의 증착시간에 따른 최대 광흡수도 파장들은 753~760 nm 범위를 형성하였으며, 증착시간에 따른 최대 광 흡수도 파장의 이동이 관찰되었다.


        	2. 금 나노튜브의 FE-SEM 결과, 티타니아 나노튜브의 최상층에 적층된 금 나노입자가 두드러지게 관찰되지 않았고, EDX 결과, 4 nm와 15 nm의 금 나노입자 모두 증착 시간에  상관없이 0.1~0.5 wt%  금 함량을 나타내었다.


        	3. 모든 실험군의 blank 대비 상대 흡광도 값이 70%를 넘어 금 나노튜브의 세포독성이 관찰되지 않았고, 근 적외선 레이저 광 조사에 의한 원격제어 항균효과는 금 나노입자 코팅 시간에 관계없이 모두 우수한 항균 사멸이 관찰되었다.


      

      이상의 결과들을 바탕으로 티타니아 나노튜브 템플릿을 이용한 금 나노튜브 제조기술은 우수한 생체친화성과 근 적외선 레이저 조사에 의한 우수한 세균 사멸능을 나타내므로 원격제어 항균이 가능한 차세대 티타늄 임플란트 표면처리 기술로의 적용가능성이 우수함을 확인하였다. 
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