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            Abstract
          
        

        
          본 연구는 1 및 5 mol% gallium phosphate glass (GPG)분말을 함유한 글라스아이오노머시멘트(GIC)를 제조하고 기계적 특성과 항균성을 평가하고자 하였다. GPG 분말을 GIC분말에 0~20 wt% 혼합하고 순경화시간을 측정하였으며 압축강도(4 mmØ×6 mm)와 간접인장강도(6 mmØ×4 mm) 시편을 제작 후 37℃ 수중에서 1 h, 24 h, 7 d 보관 후 평가하였다. 이들 시멘트의 항균성은 S. mutans와 S. sobrinus 균주를 대상으로 아가디스크 확산법을 이용하여 평가하였다. 결과는 일원배치 분산분석과 Tukey HSD 사후검정으로 실시하였다(p<;0.05). 실험결과 압축강도는 전반적으로 대조군 및 실험군에서 유의한 차이를 나타내지 않았으며 간접인장강도는 유의한 증가를 보였다. 1 mol% GPG-GIC는 S. mutans에 대해서 통계적 차이는 나타나지 않았으나, 항균성의 증가 경향을 보였다. 이 결과들은 GPG를 첨가한 GIC는 항균효과와 기계적 성질 향상을 위한 잠재성이 있음을 나타내었다. 

        

        
          
            초록
          
        

        
          This study investigated the mechanical properties and antibacterial activity of glass ionomer cement (GIC) containing 1 mol% or 5 mol% gallium phosphate glass (GPG) powder. GPG were added to conventional GIC powder in a range of 0~20 wt%. The specimens for compressive strength (4 mmØ×6 mm) and diametral tensile strength (6 mmØ×4 mm) were prepared by mixing with the cement liquid and kept in an water of 37±1℃. Mechanical properties were evaluated at an interval of 1 h, 24 h, and 7 days. Antibacterial activity of specimens against to S. mutans and S. sobrinus was evaluated using agar diffusion methods. Data were statistically analyzed by one-way ANOVA and Tukey HSD post-hoc test (p<0.05). Diametral tensile strength of GIC containing GPG were significantly higher than control GIC while compressive strength showed no statistical difference. There was an increasing tendency of antibacterial activity for GPG-GICs. Results indicated that GPG can be considered as potential reinforcing agent for increasing antibacterial and mechanical properties for conventional GIC.
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      서 론
      1970년대 개발된 치과용 글라스아이오노머 시멘트(glass ionomer cement; GIC)는 calcum-fluoro-aluminosilicate glass 분말과 폴리아크릴릭산(polyacrylic acid; PAA) 액으로 구성되었으며 혼합 시 산-염기 반응으로 방출되는 카복실기 이온(–COOH)과 치질 Ca2+의 화학적 결합으로 인해 접착강도가 우수할 뿐 아니라 불소 방출에 의한 항우식 효과와 생체친화성이 높은 재료로 치과진료에서 가장 많이 사용되고 있는 재료의 하나이다(1, 2). 그러나 이러한 장점에도 불구하고 GIC는 높은 취성과 낮은 강도 및 마모 저항성으로 인해 높은 교합력이 가해지는 부위에서의 사용을 제한하고 있다(3-5). 따라서 취약한 GIC의 성질을 개선하기 위해 무.유기물 등 다양한 재료를 첨가하여 물성과 조성 변화에 대한 연구가 보고되었다. 금속입자를 첨가하여 글라스아이오노머 시멘트의 분말 입자간의 결합을 증진 시켰으며(6), 스테인레스강 및 티타늄 분말 등 금속입자로 강화한 기계적 특성 및 생체적합성에 관한 연구를 보고하였고(7-10), 시멘트의 경조직 재생능을 위해 수산화인회석, 나노 생체활성유리 입자 등을 첨가한 연구도 이루어졌다(11-13). 이후에도 탄소나노튜브(carbon nanotubes), 키토산 등 다양한 재료를 첨가하여 기계적 특성이 개선됨을 입증하였다(14-16). 또한 글라스 성분에 지르코니아를 첨가하거나(17), GIC에서 유리되는 Al3+이온의 위해성을 배제한 Al-free GIC 등도 개발되었다(18, 19).

      한편으로 GIC의 또 다른 문제점도 보고되고 있다. 비록 GIC가 불소를 방출하고 항균효과도 발휘할 것으로 기대되지만, 치아 인접면에서의 방출 농도는 S. mutans와 같은 세균들의 축적을 저지할 정도의 충분한 농도가 아니라고 보고 하였으며(20), 접착력이 우수한 재료임에도 불구하고 미세누출로 인한 세균의 침입으로 이차우식이 발생한다고 하였다(21, 22). 이에 따라 GIC의 효과적인 항균력의 필요성이 제시되었으며 이를 위하여 클로르헥시딘, 나노입자, 생체재료 등 다양한 첨가 방법을 통한 연구가 선행되었으나 지속적인 항우식 효과가 미흡하였고, 물리적, 기계적 성질이 저하되었다(23, 24). 따라서 GIC에 함유되어 보다 지속적인 항균 효과를 발휘하고 기계적 특성도 강화하는 물질을 함유하는 GIC의 개발이 필요하다. 

      최근 Ca-Na-P-Ga 4성분계 gallium-doped phosphate-based glasses (GPG)를 합성하고 여기에서 유리된 Ga3+ 이온들이 S. mutans를 비롯한 각종 세균에 대하여 항균효과가 있음이 밝혀졌다(25-28). 이는 세균의 대사에 필요한 Fe3+ 이온들이 직경이 비슷한 Ga3+ 이온들에 의하여 치환되어 일종의 트로이 목마 작용으로 세균의 대사작용을 방해하는 항균 작용에 의한 것으로 다양한 병원성 세균에 항균 효과가 있음을 입증한 것이다. 이에 본 연구는 GPG를 치과용 GIC에 첨가함으로써 기계적 특성과 항균효과에 미치는 영향에 대해 알아보고자 한다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 실험 재료
        
          1) gallium phosphate glass (GPG)와 GIC 복합 분말 제조
          본 연구에서는 선행연구에서 합성한 Ga2O3 1 mol% (1GPG)와 5 mol% (5GPG) GPG를 제공받아 사용하였으며 이들의 조성은 Table 1에 소개하였다(27). 이 글라스들의 분말은 마노사발에서 분쇄하고 체를 사용하여 45 μm 이하로 만들었다. GIC분말로는 상용 GIC (HY-BOND Glassio-nomer CX, Shofu. Japan)를 사용하였고, GPG를 첨가하여 지르코니아 볼을 사용한 24시간 볼밀(ball mill) 혼합으로 0~20 wt%의 복합 분말을 제조하였다. Table 2에는 본 연구에서 혼합한 GPG함유 GIC의 조성과 기호를 표시하였다 

          
            Table 1. 
				
            

            
              Composition of gallium phosphate-based glasses (GPG) used in this study (27)
            
            

          

          
            
              
                	Code
                	Glass composition (mol%)
              

              
                	P2O5
                	CaO
                	Na2O
                	Ga2O3
              

            
            
              	1GPG
              	45
              	16
              	38
              	1
            

            
              	5GPG
              	45
              	16
              	34
              	5
            

          

          

          
            Table 2. 
				
            

            
              Contents of different gallium phosphate glasses (GPG) in weight and the GIC powder weight
            
            

          

          
            
              
                	Specimens code
                	GIC (wt%)
                	1GPG (wt%)
                	5GPG (wt%)
              

            
            
              	GIC*
              	100
              	
              	
            

            
              	1GPG
              	
              	100
              	
            

            
              	1Ga5
              	95
              	5
              	
            

            
              	1Ga10
              	90
              	10
              	
            

            
              	1Ga20
              	80
              	20
              	
            

            
              	5GPG
              	
              	
              	100
            

            
              	5Ga5
              	95
              	
              	5
            

            
              	5Ga10
              	90
              	
              	10
            

            
              	5Ga20
              	80
              	
              	20
            

          

          
            
              *GIC - HY-BOND CX glass ionomer cement
            

          

          

        

        
          2) GPG-GIC 시멘트 경화시간 및 기계적 특성
          혼합분말은 GIC 액과 제조사의 지시대로 혼합한 후 순경화시간을 측정하였다. 순경화시간은 ISO 9917(29)에 따라 혼합한 시멘트를 몰드 내에 채운 다음 (37±1)℃ 상대습도 100% 항온수조에서 무게(400±5)g, 침의 끝 부분 직경(1±0.1)mm의 원통형 압자를 이용하여 침의 압흔이 완전한 원형을 형성하지 못할 때까지의 시간으로 측정하였다. 각 군별로 세 번 반복 측정하여 시멘트의 순경화시간을 결정하였다.

          기계적 특성 평가를 위하여 0~10 wt% GPG-GIC 복합 시멘트를 압축강도와 간접인장강도를 평가하였다. 시편은 각 실험군당 10개의 시편을 제작하였으며, 분말과 액은 제조사의 지시대로 2:1 비율로 혼합하여 분리형 금속몰드에 주입한 다음 ISO 규격 9917에 따라 (37±1)℃, 상대습도 100% 조건에 1시간 보관 후 시편을 제거한 후 37℃ 증류수에 보관하였다.

          압축강도(σCS)는 직경 4 mm, 높이 6 mm의 실린더 주형의 금속 몰드를 이용하였으며 다음 공식에 의하여 산출하였다.

          
            
              
                	
                  
                    
                      
                        
                          σ
                        
                        
                          C
                          S
                        
                      
                      =
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                      /
                      π
                      
                        
                          r
                        
                        
                          2
                        
                      
                    
                  
                
                	
              

            

          

          여기서 P는 파절 시 최대하중, r은 시편의 반경임.

          간접인장강도(σDTS)는 직경 6 mm, 높이 4 mm의 시편을 사용하였으며 다음 공식에 의하여 산출하였다.
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          여기서 P는 압축하중, D는 시편의 직경, T는 높이를 나타낸다.

          제작된 시편은 1시간, 1일, 7일 보관한 후 재료시험기(Instron 8871, Instron 3344, Norwood, MA, USA)를 이용하여 분당 1 mm/min의 속도로 강도를 측정하였다.

        

      

      
        2. 항균 시험
        본 실험에 사용한 균주는 조선대학교에서 제공받은 S. mutans (ATCC 25175)와 S. sobrnius (ATCC 33478)를 사용하였으며, 멸균한 Brain Heart Infusion (BHI, Difco laboratories, Dickinson, USA)배지에서 배양하였다.

        항균실험 평가는 1 mol% 및 5 mol% GPG를 0~20 wt% 혼합하여 GPG/GIC 복합 시멘트를 아가 디스크 확산법(agar disk diffusion method)으로 평가하였다. 멸균 처리한 BHI 배지에 S. mutans (ATCC 25175)와 S. sobrnius (ATCC 33478)를 37℃ CO2 incubator에서 18시간 배양한 후 spectrophotometer (UV1101 Biotech, Manufacture WPA) 595 nm에서 OD값 0.5농도를 맞춰 평판배지(Ø 15 mm)에 멸균된 면봉을 이용하여 균일하게 도말하였다. 세균 증식의 억제대가 겹치지 않도록 각각의 배지 내부를 유리관을 이용하여 Ø 5 mm, 깊이 2 mm을 천공하였다. 여기에 제조된 분말과 액은 제조사의 지시대로 2:1 비율로 혼합하여 멸균 syringe에 담아 천공된 내부를 채운 다음 37℃ 배양기에서 18시간 배양 후 시편을 포함하여 항균성이 나타난 영역의 직경(DIZ, diameter of antibacterial inhibition zone, mm)을 디지털 캘리퍼스(Digimatic, CD-S15C, Mitutoyo, Japan)로 3방향에서 측정하여 각 군별 억제대의 평균값으로 나타냈다(n=5).

      

      
        3. 통계분석
        각 실험군의 강도는 PASW Statistics (SPSS, Chicago, IL, USA)을 사용하여 일원배치(one-way ANOVA)와 Tukey HSD 다중비교 분석을 사후검정으로 실험군간 비교 평가하였다(P<0.05).

      

    

    

  
    
      결 과
      
        1. 순경화시간(Net setting time)
        각각 GPG를 첨가한 GIC 경화실험 결과 4.5~8.0분으로 측정되었다(Figure 1). 1Ga20실험군에서 유의하게 8분으로 증가하였으나 다른 실험군에서는 4.5~5.0분의 범위를 보였다.

        
          
          

          Figure 1. 
				
          

          
            Net setting time for the GIC containing GPG.
          
          

          

        

      

      
        2. 기계적 특성
        GPG를 첨가한 GIC의 압축강도와 간접인장강도의 실험결과는 Figure 2에 나타내었다. 압축강도는 대조군 102.9-135.9 MPa 범위, 실험군에서는 105.1~144.1 MPa 범위를 보였다. 모든 실험군의 1시간 초기강도에서는 유의성이 나타나지 않았으며 오히려 1Ga10의 평균 압축강도는 약간 감소하였다. 그러나 1일 침전 후 1Ga10 군의 압축강도는 140 MPa로 상승하였으며, 7일 침전 후 5Ga5는 144 MPa로 나타났으나 전반적으로 대조군 및 타군과 유의한 차이를 보이지 못하였다 (p<0.05). 그러나 GIC-GPG군들의 간접인장강도는 초기에(1 h) 유의하게 상승하였으며, 14일 경과 후에도 1Ga5 및 5Ga5군은 유의하게 증가하였다.

        
          
          

          Figure 2. 
				
          

          
            (A) Compressive strength and (B) diametral tensile strength of the prepared GIC. Same lower case letters indicate no significance between the different GICs at the immersion time (p<0.05).
          
          

          

        

      

      
        3. 항균 효과 
        GPG-GIC 복합 시멘트의 아가 디스크 확산 실험 결과는 Table 3과 Figure 3에 나타내었다. S. mutans 균에 대하여 1GPG 분말 자체는 용해되며 21 mm의 큰 DIZ 값을 나타냈다. 그러나 5GPG는 항균성이 거의 나타나지 않았다. 전체적으로 시편의 크기를 포함하여 9~11 mm의 DIZ 값을 보였으며 실험군간 통계적 차이는 나타나지 않았다. 또한 대조군인 ampicillin 디스크 시편의 항균억제 보다 작은 값을 나타내었다. 시멘트 대조군인 GIC 자체도 9~10 mm의 DIZ 값을 나타냈다.

        
          Table 3. 
				
          

          
            Results of DAIZ (diameter of antibacterial inhibition zone) by agar diffusion test for S. mutans and S. sobrinus. DAIZ values include the specimen diameter (~5 mm)
            (n=5).

          
          

        

        
          
            
              	Code
              	Inhibition zone (Ø mm)
            

            
              	S. mutans
              	S. sobrinus
            

          
          
            	GIC
            	10.55±0.65b*
            	9.28±0.28b
          

          
            	1Ga5
            	9.73±1.29b
            	9.51±0.28bc
          

          
            	1Ga10
            	10.06±0.18b
            	9.04±0.69b
          

          
            	1Ga20
            	10.96±0.35b
            	9.78±0.75bc
          

          
            	5Ga5
            	9.80±0.78b
            	9.33±0.31b
          

          
            	5Ga10
            	10.26±0.29b
            	9.00±0.29b
          

          
            	5Ga20
            	10.81±0.24b
            	9.38±0.61b
          

          
            	1GPG
            	20.99±1.70d
            	17.46±1.19d
          

          
            	5GPG
            	5.89±0.79a
            	5.74±0.62a
          

          
            	Ampicillin disk
            	13.09±1.67c
            	10.73±0.22c
          

        

        
          
            *Same lower case letters in column indicate no significant difference between specimen groups (p<0.05).
          

        

        

        
          
          

          Figure 3. 
				
          

          
            Inhibition zones observed in (A) S. mutans (B) S. sobrinus. (C) (a) 1 mol%, (b) 5 mol% GPG powder to S. mutans.
          
          

          

        

      

    

    

  
    
      고 찰
      치과용 시멘트는 구강 내 수복물의 합착, 고정, 와동 충전/베이스용 등 다양한 분야에 사용되지만 수복 후 타액으로 용해되어 미세누출과 세균 부착 증가로 인해 물리적 성질 감소와 이차 치아우식증 질환이 발생하게 된다. GIC는 수복물로도 사용되고 있으며 가장 큰 실패 원인은 2차 우식이다. GIC재료는 불소를 유출시켜 치아 경조직의 재석화뿐 아니라 세균 수를 억제하는 것으로 알려져 있으나, 임상에서 수복으로 인한 이차우식 발생의 억제는 역부족이다(30, 31). 따라서 그간 기계적 성질과 항균성이 있는 GIC 개발을 위하여 많은 연구들이 있었다.

      GIC의 항균력을 높이기 위하여 첨가물질로 가장 많이 연구해온 것은 여러 가지 형태의 chlorhexidine이다. 이들은 주로 1-5%의 chlorhexidine diacetate (CHX)을 종래의 GIC 또는 레진 첨가 GIC 분말에 첨가하여 최대 60일까지 S. mutans균에 대하여 in vitro 항균력을 얻었다(32-34). 그러나 5% 이상의 CHX 첨가는 시멘트의 기계적 성질을 감소시키는 단점이 지적되어 왔다. 이외에 Epigallocatechin-3- gallate (EGCG), Poly(quaternary ammonium salt) (PQAS), Furanone, Triclosan, nano silver/TiO2 분말 등 유기 또는 무기물질을 첨가하는 연구가 활발하게 진행되어 왔다(35).

      그러나 GIC 파우더는 글라스 분말이므로 항균성을 지니며 분말의 재료와 같은 유형의 글라스 분말의 첨가는 유기재료에 비하여 시멘트화에 매우 유리할 것으로 기대된다. 이에 본 연구는 물리적 성질과 항균 효과가 입증된 Gallium phosphate glass (GPG)를 GIC에 첨가하여 기계적 성질과 항균효과를 향상하고자 하였다. 제조한 복합 GIC의 경화시간은 4.5~8.0분이었으며 1 mol% GPG를 20 wt% 첨가한 1GPG20실험군에서 8.0분으로 증가하였다. 이는 방출된 Ga2+이온이 GIC의 –COOH이온과의 결합 저하가 원인이라 여겨진다. 그러나 전체적으로 ISO규격 9917에 제시한 2-8분 허용 범위 내에 포함된다(Figure 1). 한편 5GPG 함유 시멘트에서 이러한 현상이 나타나지 않은 것은 5GPG의 낮은 용해성 때문인것으로 사료되나 좀더 분석이 필요하다.

      GPG 첨가 GIC의 압축강도는 전체적으로 비첨가 GIC의 그것과 유의한 차이를 나타내지 못하였으나 간접인장강도는 유의하게 높은 값을 보였다. 이는 시간이 경과하면서 GPG와 시멘트 기질과 강하게 결합된 것이라 여겨진다. 결과적으로 GIC에 10% 이내의 GPG의 첨가는 기계적 특성의 저하는 일으키지 않은 것으로 보인다.

      구강내에 치아우식증의 대표적 균주는 연쇄상구균 S. mutans와 S. sobrinus라고 볼 수 있다. 본 연구에서는 이들 세균에 대하여 0~20 wt% 첨가의 GPG-GIC의 아가 디스크 확산법에 의하여 항균 작용을 조사하였다. 비록 통계적 유의성은 없으나 GIC에 GPG를 첨가하는 양이 증가할수록 억제대는 증가하는 양상을 보여 항균효과가 있음이 나타났다. 항균성은 항균물질의 성분 유출의 속도 및 양에 영향을 받는다. 그러므로 본 연구에서는 이루어지지 않았으나 제조한 시멘트의 이온 유출량을 조사할 필요가 있다. 이와 함께 보다 긴 시간의 항균성 발현 여부에 대한 실험이 향후 요구된다.

      분말 자체에 대한 항균성의 조사에서 1GPG은 아가배지에서 용해되며 명확한 항균성을 나타냈으나, 5GPG는 항균성이 거의 나타나지 않았다. Valappil 등은 1, 3, 5 mol% GPG로 병원성세균을 이용하여 연구한 결과 3, 5mol GPG에 비해 1 mol% GPG의 확산 기능이 현저히 높아 항생제로서의 가능성을 보고하였는데 본 연구에서도 동일한 결과를 보여주었다 (27).

      본 연구에서는 GPG를 GIC에 첨가시 기계적 성질과 항균성 증진에 효과가 있으며 새로운 항균 GIC의 소재로 사용 가능성을 입증하였다. 향후 보다 개선된 결과를 위해서는 GPG 분말의 조성 변화 및 다양한 세균과 항균성의 지속성에 대한 연구가 진행되어야 할 것으로 사료된다.
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