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            Abstract
          
        

        
          본 연구에서는 치과용 레진의 필러로 사용되는 실리카에 은 나노를 도핑 해 밴드 갭을 감소시키고 이를 통해 가시광선 영역의 빛을 비췄을 때 활성산소(reactive oxygen species, ROS)가 방출돼 항균성이 증가하는지 알아보았다. 준비된 은 나노 입자가 도핑 된 실리카는 100~500 nm 크기의 비결정성 실리카 표면에 20 nm 이하 결정성 은 나노 입자가 화학적 결합(Si-O-Ag)을 하는 형태로 준비하였다. 은 나노 입자가 도핑 된 실리카의 밴드 갭은 2.10 eV로 감소했고 이로서 가시광선 영역의 빛을 조사할 때 표면 플라즈몬 공명이 일어날 수 있었을 것으로 예상되었다. 실제 은 나노입자가 도핑 된 실리카가 가시광선 영역의 빛을 받으면 ROS가 방출되는 것을 확인하였다. 은 나노 입자가 도핑 된 실리카 함유량이 전체 레진 대비 0.7~1.5 wt%에서 가시광선을 받지 않았을 때보다 통계적으로 유의미하게 높은 항균성을 보였다. 0.7 wt% 이하에서는 레진 표면에 노출된 필러 양이 부족하여 충분한 ROS가 방출되지 않았으며 1.5 wt% 이상에서는 ROS 효과 대비 은 나노 이온의 효과가 상대적으로 크기 때문에 본 연구 결과에 따라 은 나노 입자가 도핑 된 실리카에 가시광선을 조사해 기존 항균성보다 높은 항균성을 얻고 싶다면 0.7~1.5 wt%의 필러를 첨가해야 할 것으로 사료된다.

        

        
          
            초록
          
        

        
          This study investigated reduction of the bandgap of silica by applying nano-silver doping technique and possible application of such silica as a filler in dental resin. Due to reduce band gap, newly fabricated nano-silver doped silica was able to release ROS in accordance with exposure of visible light. Nano-silver doped silica was composed of below 20 nm size crystal silver nanoparticle and 100~500 nm size amorphous silica. These two components were chemically attached to each other (Si-O-Ag).	The reduced bandgap was 2.10 eV, which the value could be interpreted as occurrence of surface plasmon resonance generating ROS in visible light exposure conditions. When such nano-silver doped silica was used as a filler in dental resin, increased antibacterial property of nano-silver ion was observed which was related to releasing of ROS when exposed in visible light.	The antibacterial properties were statistically significant following exposure to visible light when 0.7 to 1.5 wt% of nano-silver doped silica were incorporated into resin. When the contents of nano-silver doped silica were below 0.7 wt%, minimal ROS release resulted in no significant increase in antibacterial properties as there would be less exposed nano-silver doped silica on the resin surface by visible light. Meanwhile, more than 1.5 wt% of nano-silver doped silica also resulted no significant increase in antibacterial properties following exposure to visible light as the antibacterial effects from nano-silver ion itself were greater than effects from released ROS. Hence, it was concluded that dental resin containing 0.7 to 1.5 wt% of nano-silver doped silica would provide antibacterial properties when exposed to visible light, significantly greater than in dark conditions.
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      서 론
      은 나노 입자는 항균성이 입증된 대표적인 물질이기에 과거부터 현재까지 치과영역에서 다양하게 사용됐다. 예를 들어 가철성 의치의 의치상, 수복용 복합레진, 치과용 접착재료 등에 항균성을 증진시키고자 첨가되었는데(1), 이처럼 항균성을 보이는 이유는 은 이온이 세포 내에 있는 황(sulfur)과 강한 결합을 하여 세포벽과 세포막에 부착돼 투과도를 증가시켜 박테리아의 파괴를 돕기 때문이다(2, 3). 하지만 나노 범위의 입자(<100 nm)는 반 데르 발스 상호작용으로 뭉치는 성질이 있기에 은 나노 입자를 폴리머와 같은 메트릭스에 첨가했을 때 제대로 분산시키는 것이 항균성을 증진시킨다는 측면에서 매우 중요한 과제였다(4). 만일 은 나노 입자가 충분히 폴리머 내에 충분히 분산되지 못한다면 항균성이 뿐만 아니라 기계적인 성질 또한 악화될 수 있기 때문이다(5). 분산성을 증가시키기 위해 고안한 방법 중 하나는 서브마이크로(sub-micro) 단위인 무기 필러 예를 들어 실리카 필러 표면에 은 나노 입자를 도핑하는 것이다(6). 이로서 얻어지는 장점은 크게 두가지인데, 첫째로 상대적으로 분산시키기 쉬운 실리카 필러를 매개체 삼아 표면에 있는 은 나노 입자가 폴리머 내에서 높은 분산성을 가질 수 있다는 점, 둘째로 실리카 필러로 인해 폴리머의 강도가 증가할 수 있다는 점이다(7). 이때 실리카 필러의 표면적이 넓을수록 은 나노 입자가 도핑될 공간이 많아지기 때문에 mesoporous 한 형태의 실리카 필러를 이용하는 것이 유리하다(8, 9)

      은 나노 입자는 자외선파장 영역에서 높은 흡광도를 보였다. 이는 표면 플라즈몬공명(surface plasmon resonance) 때문인데, 입사된 빛에 의해 나노 입자의 전자들이 집합진동(collective oscillation)을 이뤄 빛 에너지 흡수율이 높아지는 것이다. 은 나노 입자의 경우에는 4d 밴드에 있는 전자들이 자외선을 흡수하며 에너지가 높아져 가전자대(valence band)에서 전도대(conduction band)로 이동하게 된다. 이때 산소 또는 물 분자들이 높은 에너지를 가지고 있는 전자를 붙잡음으로써 활성산소종(radical oxygen species)이 발생하게 된다(10, 11). 필러로 사용되는 실리카는 반도체 물질로 넓은 밴드갭 에너지(약 9eV)를 갖는다(12). 즉 은 나노 입자와 실리카 필러 각각은 가시광선 영역에서는 표면 플라즈몬 공명 즉 활성산소종을 만들 수 없다. 그러나 반도체인 실리카 입자에 은 나노 입자를 도핑한다면 표면 플라즈몬공명현상을 자외선 영역에서 가시광선 영역으로 변화시킬 수 있다(13). 실리카에 은 나노 입자를 도핑하는 경우, 기존 실리카의 밴드갭에 mid-gap energy state가 생겨 밴드갭이 감소하게 되고 낮은 에너지 즉 가시광선 영역에서도 전자가 전도대로 이동하여 활성산소종을 만들 수 있게 되었다(14).

      Ag-SiO2를 사용해서 항균성을 입증한 다양한 연구가 진행되었다(15). 하지만 은 나노 입자가 도핑된 실리카에 가시광선 영역의 빛 에너지를 주었을 때 발생하는 활성산소종이 기존의 항균성을 더욱 증가시킬 것인지에 관한 연구는 아직 부족한 상황이었다. 이에 본 연구는 은 나노를 실리카에 도핑했을 때 밴드갭 에너지가 감소하는지 확인하고, rhodamine B solution의 흡광도 변화를 통해 가시광선 영역에서 활성산소종을 발생시키는지 관찰했다. 마지막으로 가시광선 유무에 따른 streptococcus mutans에 대한 항균성을 MTT assay를 통해 비교하고자 했다(16).

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 은 나노 입자가 도핑된 실리카 제작
        Cetyltrimethylammonium Bromide (CTAB; Sigma-Aldrich, Dorset, UK) 0.02 g과 25% ammonia solution 20 mL (Sigma-Aldrich, Dorset, UK)를 3차 증류수 200 mL와 99.8% ethanol 200 mL (Sigma-Aldrich, Dorset, UK)이 섞인 용매에 넣고 1 시간동안 60 ℃에서 400 rpm으로 섞어줬다. 그 후 500 rpm으로 속도를 올린 후 섞인 용액에 20 mL Tetraethyl orthosilicate 98% (TEOS; Sigma-Aldrich, Dorset, UK)를 0.2 mL/min으로 떨어뜨리고 4시간 동안 섞어준다. 용액을 50 mL conical tube에 담아 원심분리기(Fleta 40, Hanil Science, Daejon, Korea)로 4000 rpm으로 30 분간 원심 분리하여 상층액을 분리하고 ethyl alcohol 99.9% GR grade (Sigma-Aldrich, Dorset, UK)로 세척하는 것을 세 번 반복했다. 그 후에 전기로(BF51866C-1, Thermo-Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)에서 450 ℃에서 4시간 가열하여 mesoporous한 형태의 실리카 필러를 얻는다.

        100 mL ethanol에 열처리가 끝난 실리카 필러와 0.1 mM 3-aminopropyltriethoxysilane (3-APTES; Sigma-Aldrich, Dorset, UK)을 넣고 30분간 400 rpm으로 섞어준 후 silver nitrate (Sigma-Aldrich, Dorset, UK) 1 mM을 넣고 초음파세정기(SH-2100, Saehan Ultrasonic, Seoul, Korea)로 30분 sonication 후 6시간 동안 300 rpm으로 섞어줬다. 반응을 모두 마친 용액은 50 mL conical tube에 담아 4000 rpm으로 30분간 원심 분리하여 상층액을 분리하고 ethyl alcohol로 세척하는 것을 세 번 반복한다. 그 후 전기로에서 200 ℃ 2시간 열처리한다.

      

      
        2. X-선 회절을 이용한 비결정성 실리카와 은 나노 결정 상 분석
        비결정성 실리카의 상과 은 나노가 도핑 된 비결정성 실리카의 상을 분석하기 위해 X-선 회절 분석 장비인 XRD (X-ray Diffraction; XRD, Ultima IV, Rigaku, Tokyo, Japan)를 이용하여 비결정성 실리카와 은 나노 결정의 피크를 분석하기 위해 Kα-Cu=1.5418 A, 2θ=5~70°, 30 kV, 30 mA, 0.02 step size, 1°/min speed, slit size=10 mm 조건으로 측정하였다.

      

      
        3. 투과전자현미경과 에너지 분산 X선 분광계를 이용 한 은 나노 입자가 도핑된 실리카 분석
        투과전자현미경(Transmission Electron Microscope; TEM, JEM-ARM200F, JEOL, Tokyo, Japan)과 에너지 분산 X선 분광계(Energy Dispersive X-ray Spectroscopy; EDS, JED-2300T, JEOL, Tokyo, Japan)를 통해 실리카 표면에 은 나노 입자가 도핑 되었는지 확인했다. 또한 은 나노 입자가 정확하게 형성되었는지 그리고 X선 광전자 분광법(X-ray photoelectron spectroscopy; XPS, K-alpha, Thermo, UK)를 이용해 은과 실리카가 어떠한 화학적 결합을 이루고 있는지 확인하였다.

      

      
        4. 은 나노 입자가 도핑된 실리카의 밴드갭과 광분해능 평가
        밴드갭을 측정하기 위해 20 mg의 10 mL 3차 증류수에 섞어 UV-Vis spectrophotometer (V-650, JASCO Corporation, Tokyo, Japan)로 흡광도를 측정하고 Tauc model을 통해 밴드갭을 측정했다. 가시광선영역의 빛 에너지가 밴드갭 에너지 이상인지 확인했다.

        은 나노 입자가 도핑된 실리카 0.25 g의 은 나노 입자가 도핑 된 실리카 파우더를 10 mL/L 농도 50 mL rhodamine B (Sigma-Aldrich, Dorset, UK) 용액에 넣었다. 은박지로 감싸 빛을 차단한 뒤 adsorption-desorption equilibrium이 되도록 100 rpm으로 30 분간 섞었다. 30 분이 지나고 은박지를 제거한 용액이 담긴 비커를 2000 lux 백색광을 쬔 후 30 분간격으로 4개의 200 µL 샘플을 4시간 동안 얻었다. 553 nm 파장에서 얻어진 샘플의 흡광도를 UV-VIS spectrophotometer로 비교하여 활성산소종이 rhodamine B 용액의 흡광도를 낮추었는지 확인했다. 위의 과정을 빛을 가하지 않은 조건에서도 동일하게 진행했다. 마찬가지로 은 나노 입자가 도핑되지 않은 실리카를 넣은 상태에서도 빛을 가한 것과 가하지 않은 조건을 위와 동일하게 진행했다.

      

      
        5. 은 나노 입자가 도핑된 실리카를 필러로 사용한 레진 시편 제작
        필러 함유량에 따른 항균성을 확인하기 위해 곱게 갈은 은 나노 입자가 도핑된 실리카를 0, 0.3, 0.5. 0.7, 1, 1,5, 3, 5, 7 wt%가 되도록 폴리머 물질들과 섞어줬다. 이때 혼합 비율은 Poly(ethylene glycol) diacrylate (Sigma-Aldrich, Dorset, UK)과 Direthane dimethacrylate (Sigma-Aldrich, Dorset, UK)를 1:1 wt%로 하고 camphorquinone (Sigma-Aldrich, Dorset, UK) 0.8 wt%, Ethyl 4-(dimethylamino) benzoate (Sigma-Aldrich, Dorset, UK) 0.8 wt%로 했다. 혼합이 끝난 폴리머는 15 mL conical tube에 담고 10 분간 상온에서 방향을 바꿔가며 sonication을 했다. 그리고 볼텍스 믹서(AVM-10, Allforlab, Seoul, Korea)로 1분간 vortexing 진행했다. 혼합된 레진을 10 mm 지름×2 mm 높이 몰드에 부어 광중합기(Elipar S10, 3M ESPE, St. Paul, MN, USA)로 광중합을 진행했다. 광중합을 마친 시편을 P1000-grit paper를 이용해 각 면을 15 s 동안 폴리싱기계(EcoMet 30, Buehler, Lake Bluff, IL, US)로 폴리싱하고 1분간 초음파 처리하여 잔여물을 제거했다 마지막으로 EO 가스 소독을 하여 시편 준비를 마쳤다.

      

      
        6. MTT assay를 통한 항균성 평가
        소독이 끝난 시편을 필러 함량 조건 마다 3개씩 골라 12 well polystyrene plates (SPL Life Science, Pocheon, Korea)에 바닥과 평행하게 넣어 첫 번째 플레이트 군을 설정했다. 빛의 유무에 따른 결과를 관찰하기 위해 위와 같이 3개씩 플레이트에 넣어 두 번째 플레이트군을 설정했다. 600 nm에서 optical density (OD) 값이 0.4인 S. mutans (KCTC3065) 50 µL를 두 플레이트 군에 있는 시편에 조심스럽게 떨어 뜨린 후 빛을 차단한 상태에서 37 ℃로 24시간 배양하며 시편과의 부착하도록 한다. 이를 마친 후 시편을 Phosphate-Buffered saline 1X (PBS; Welgene, Gyeongsan, Korea)에 조심스럽게 두 번 담갔다 빼어 부착하지 못한 S. mutans 균을 제거했다. 그 후 200 µL의 Brain Heart Infusion(BHI; BD, Seoul, Korea)를 시편에 조심스럽게 공급하여 부착된 S. mutans 균에게 영양을 공급했다. 그 후 첫 번째 배양 플레이트군에는 2000 lux의 빛을 4시간 쪼여주고 두 번째 배양 플레이트군은 은박지로 감싸 빛을 차단했다. 4시간이 지난 후 시편을 조심스럽게 꺼내 6 well polystyrene plate에 담고 2 mL의 PBS에 담궜다. 6 well plate의 뚜껑을 닫고 파라필름으로 감싼 뒤 1분간 sonication 하고 30 초를 쉬는 방식으로 총 10분간 sonication을 하여 시편에 부착된 S. mutans 균을 모두 탈락시켰다.

        탈락된 S. mutans 균이 담긴 PBS 100 µL를 96 well에 각각 담고 10 µL의 MTT (Sigma-Aldrich, Dorset, UK) solution을 넣어줬다. 은박지로 빛을 차단한 뒤 37 ℃에서 3시간 incubation 진행했다. 그 후 100 µL의 dimethyl sulfoxide (DMSO, Sigma-Aldrich, Dorset, UK)를 넣고 기포가 생기지 않도록 조심스럽게 피펫팅 해줬다. 그 후 microplate reader (Epoch, BioTek Instruments, Winooski, VT, US)를 이용해 600 nm에서 흡광도 변화를 측정했다. 위와 같은 실험을 3번 반복하여 경향성을 판단했다.

      

      
        7. 통계분석
        통계처리는 SPSS (Statistical Package for Social Science 23.0 IBM Korea Inc., Seoul, Korea)를 사용하여 분석하였다. Shapiro-Wilk test를 통해 정규분포가 형성되었다는 것을 보았고, 시간에 따른 광분해능과 필러 함유량에 따른 MTT assay 흡광도의 평균과 표준편차를 계산하고 one-way ANOVA, t-test를 통해 통계검정하였다. 이때 모든 통계적 유의 수준은 0.05로 설정했다.

      

    

    

  
    
      결 과
      
        1. XRD를 이용한 은 나노가 도핑된 실리카 합성결과 평가
        Figure 1에서 확인할 수 있는 폭이 넓은 22.5° peak은 비결정성 실리카 상을 나타냈다. 은 나노 입자를 도핑 하기 전과 도핑 후 모두 비결정성 실리카 상을 가졌다. 은 나노 입자가 도핑 실리카의 XRD 패턴을 JCPDS 데이터를 기반으로 분석해 본 결과 FCC 구조인 은 나노 입자의 (111), (200), (220) 면에 해당하는 피크가 확인될 뿐, Ag2O 등과 같은 은 산화물의 피크는 관찰되지 않았다. 이는 비결정성 실리카 표면에 합성된 은 나노 입자가 Ag+ 이온 상태에서 Ag0 상태로 완전히 환원되었다고 분석할 수 있다.

        
          
          

          Figure 1. 
				
          

          
            XRD peaks of amorphous silica (SiO2) and silver nanoparticle doped amorphous silica (Ag-SiO2)
          
          

          

        

      

      
        2. TEM/EDS를 이용한 은 나노가 도핑된 실리카 합성 결과 평가
        Figure 2(a)는 은 나노가 도핑된 실리카를 TEM으로 관찰한 사진이다. Figure 2(b)와 Figure 2(c)는 EDS를 통해 Si와 Ag을 빨간색과 초록색으로 나타냈으며, 이 둘을 병합한 모습이 Figure 2(d)이다. 이를 통해 약 100 nm 크기의 실리카 필러 표면에 10 nm 이하의 은 나노 입자가 도핑 된 모습을 관찰할 수 있다. Figure 2(e)와 Figure 2(f)에서 Map Sum Spectrum을 살펴보면 Si와 Ag의 atomic%가 95:5 인 것으로 관찰된다. 이로서 실리카 표면에 은 나노 입자가 위치하고 있다는 사실을 알 수 있다.

        
          
          

          Figure 2. 
				
          

          
            TEM/EDS images and map sum spectrum of Ag doped silica filler.
          
          

          

        

        Figure 2와 다른 은 나노가 도핑 된 실리카 입자를 TEM으로 점차 확대하여 관찰한 경우 큰 배율에서 관찰되지 않았던 1 nm 보다 작은 크기의 수 많은 은 나노 입자가 실리카 표면에 있는 것을 확인할 수 있다(Figure 3).

        
          
          

          Figure 3. 
				
          

          
            High resolution TEM image of Ag doped Si
          
          

          

        

        단순히 은 나노 입자가 실리카 표면에 위치한 것이 아니라 Ag와 Si가 어떠한 화학적 결합으로 이뤄졌는지 XPS를 통해 확인할 수 있다. Figure 4(a)는 O1s를 기준으로 XPS 값을 살펴본 결과로 O1s peak는 총 네 가지 결합으로 이루어졌는데 이때 관찰할 수 있는 Si-O-Ag 결합이 바로 Si와 Ag 의 화학적 결합이다. 이는 은 나노 입자가 도핑 된 실리카를 제작할 때 200 ℃에서 2시간 마지막 열처리 동안 Ag의 전자가 silica에 전달되어 생긴 결합으로 판단됐다. O1s의 전체 면적 중 Si-O-Ag peak의 면적은 6.7%를 차지하여 전체 O1s 결합 중 6.7%가 Si-O-Ag 결합으로 이뤄졌음을 알 수 있다.

        
          
          

          Figure 4. 
				
          

          
            The recorded and deconvoluted O1s (a) and Ag3d (b) XPS spectra of Ag-SiO2
          
          

          

        

        순수한 은의 XPS peak 값은 368 eV, 374 eV이다(17). Ag 3d를 기준으로 XPS 값 즉 Figure 4(b)를 살펴보았을 때 앞서 언급한 peak들과 같은 값을 보이므로 산화된 상태의 은 나노가 아닌 순수한 은 나노 입자가 실리카 표면에 결합되어 있음을 판단할 수 있다.

      

      
        3. 밴드갭과 광분해능 평가
        Lambert's law를 만족하는 농도에서 Tauc model을 통해 얻어진 은 나노가 도핑 된 실리카의 밴드갭은 Figure 5에서 2.10 eV 값을 보였다. 가시광선영역의 빛 에너지가 충분히 밴드갭 이상으로 형성되기에 활성산소종을 만들 수 있다.

        
          
          

          Figure 5. 
				
          

          
            Tauc plots and band gap energy of Ag-SiO2
          
          

          

        

        빛에 의해 발생한 활성산소종이 rhodamine B와 만났을 때, 553 nm에서의 흡광도가 감소한다는 사실을 기반으로 광분해능 실험을 해본 결과 빛 조건에 있는 은 나노 입자가 도핑 된 실리카만이 흡광도가 감소한 것을 알 수 있다. Figure 6(a)에서 볼 수 있듯이 2000 lux의 빛을 가한 지 1시간 동안은 흡광도가 통계적으로 유의미하게 감소했다. 하지만 1시간 30분 이후부터는 흡광도 감소가 나타나지 않았다. 반면에 빛을 차단한 조건 Figure 6(b)는 은 나노 입자가 도핑된 실리카가 rhodamine B 수용액에 있음에도 흡광도가 감소하지 않았다. 또한 Figure 6(c)와 Figure 6(d)에서는 실리카만 추가하여 빛을 가하거나 차단한 후 흡광도 변화를 살펴보았을 때 시간에 따른 흡광도 변화는 나타나지 않았다. 따라서 Figure 6(a)에서 나타난 흡광도 감소는 실리카의 영향이 아니라는 것을 밝힐 수 있다. 결론적으로 2000 lux의 가시광선 영역의 빛이 은 나노가 도핑 된 실리카에 가해졌을 때 활성산소종이 발생하여 rhodamine B 분자구조가 변하게 되고, 553 nm에서 rhodamine B 용액의 흡광도가 감소한다는 것을 사실이 입증되었다.

        
          
          

          Figure 6. 
				
          

          
            Mean absorbance (a.u.) of rhodamine B solution over time for Ag-SiO2 in light or dark conditions.
          
          

          

        

      

      
        4. MTT assay를 통한 항균성 비교
        Figure 7에서 MTT assay를 통해 빛의 유무에 따른 S. mutans 감소를 확인할 수 있었다. MTT assay는 살아있는 S. mutans 균과 반응하여 formazan을 만들기 때문에 정확한 CFU와 같이 균의 viability를 확인할 수 있었다. 데이터를 살펴보면 빛을 가한 조건과 차단한 조건 모두 필러 함유량이 높아질수록 흡광도가 감소하는 것 즉 항균성이 증가하는 것을 관찰할 수 있었다. 이는 은 나노 입자 자체가 가지는 항균성에 의해서 발생한 결과이다. 더욱 주목해야할 점은 은 나노 입자가 도핑된 실리카 필러의 무게 함량이 0.7, 1.0 그리고 1.5 wt% 조건에서 빛을 가한 조건과 차단한 조건 사이 흡광도가 통계적으로 유의미한 차이가 난다는 사실이다. 0.7, 1.0 그리고 1.5 wt%에서 빛을 가했을 때 더욱 낮은 흡광도를 보였는데 특히 1.0 wt% 필러를 함유한 시편에 빛을 가했을 때 3 wt% 필러에 함유한 시편에 빛을 차단했을 때와 같은 효과를 얻을 수 있었다. 따라서 낮은 함량의 은 나노 입자가 도핑 된 실리카 필러에 가시광선 영역의 빛을 비추면 높은 필러 함유량이 보이는 항균성 효과를 나타낼 수 있었다.

        
          
          

          Figure 7. 
				
          

          
            The mean absorbance observed for Ag-SiO2 resin disc samples with different wt% concentration (0 to 7 wt%) under light or dark conditions.
          
          

          

        

        
          Table 1. 
				
          

          
            Statistical comparison of absorbance value in accordance of filler concentration when light or dark conditions.
          
          

        

        
          
            
              	필러 함유량
              	빛 유무
              	Absorbance (a.u.)
              	SD
              	Statistical Difference
            

          
          
            	0 wt%
            	O
            	0.353
            	0.032
            	a
          

          
            	X
            	0.344
            	0.044
            	a
          

          
            	0.3 wt%
            	O
            	0.245
            	0.027
            	b
          

          
            	X
            	0.253
            	0.018
            	b, c
          

          
            	0.5 wt%
            	O
            	0.236
            	0.013
            	b
          

          
            	X
            	0.241
            	0.022
            	b, c
          

          
            	0.7wt%
            	O
            	0.247
            	0.020
            	b
          

          
            	X
            	0.207
            	0.022
            	d
          

          
            	1.0 wt%
            	O
            	0.223
            	0.024
            	b
          

          
            	X
            	0.197
            	0.021
            	d
          

          
            	1.5 wt%
            	O
            	0.224
            	0.029
            	b
          

          
            	X
            	0.201
            	0.016
            	d
          

          
            	3.0 wt%
            	O
            	0.184
            	0.014
            	e
          

          
            	X
            	0.178
            	0.011
            	d, e, f
          

          
            	5.0 wt%
            	O
            	0.161
            	0.020
            	g
          

          
            	X
            	0.149
            	0.020
            	f, g, h
          

          
            	7.0 wt%
            	O
            	0.126
            	0.013
            	i
          

          
            	X
            	0.123
            	0.013
            	h, i
          

        

        

      

    

    

  
    
      고 찰
      본 연구는 sub-micro 단위 실리카 필러 표면에 은 나노 입자를 화학적으로 결합시켜 밴드갭을 줄이고, 그로 인해 가시광선 영역에서 ROS를 형성할 수 있음을 확인했다. 또한 광촉매성을 이용해 형성된 ROS가 특정 필러 농도에서 항균성을 증진시킨다는 사실 또한 밝혔다. 실제 임상에서 레진 수복 후 잔존하는 micro-leakage에 의해 이차 우식이 발생하는 경우가 많은데, 이를 극복하기 위해 은 나노 입자 도핑 실리카 함유 치과용 레진을 사용할 수 있다. 주기적으로 가시광선 영역의 빛을 수복한 위치에 비추면 치아 우식을 일으키는 S. mutans 균에 대한 항균성을 띌 수 있을 것이라 예상했다.

      여러 물질들을 doping하는 방식으로 band-gap을 줄여, 가시광선 영역에서 ROS를 방출하게 해서 항균성을 증진시키는 다양한 연구들이 진행되었다(16, 18). 또한 은 나노 파티클에 visible blue light를 비춰 항균성이 증가하는 것을 관찰한 선행 논문도 있다(19, 20). 하지만 본 연구에서는 선행연구에서 다루지 않았던 sub-micro 단위의 실리카에 은 나노 입자를 도핑하여 분산성을 높이려는 시도와(21), tauc model로 밴드갭 감소를 증명했다(22). 또한 rhodamine B를 이용해 은 나노 입자가 도핑된 실리카 필러가 가시광선의 빛을 받았을 때 ROS가 발생하는지 그리고 기존 세포독성을 평가하는 MTT를 이용해 박테리아의 독성 즉 antibacterial property를 정량적으로 평가했다(16, 23).

      실리카 필러를 제작할 때 첨가한 CTAB는 450 ℃ 열처리를 통해 제거할 수 있다(8, 9). 또한 실리카 파티클끼리 450 ℃에서는 서로 sintering이 일어나지 않기에 실리카 파티클끼리 서로 붙어 파티클의 사이즈가 커지는 것을 방지할 수 있다(17). 또한 Ag-SiO2를 200 ℃에서 열처리하는 것은 은 나노의 항균성에 영향을 주지 않는 것으로 보고됐다(21, 24).

      실리카 제작이 끝나고 은 나노 입자를 도핑 하는 과정에서 은 나노 입자의 성장 원리를 고배율 TEM을 통해 알 수 있다. 실리카 표면에 1 nm 이하의 수 많은 은 나노 입자가 부착해 있는 것을 관찰할 수 있는데, 이는 은 이온이 실리카의 표면에 결합하고 이것이 핵(nucleating)이 되어 은 나노 입자의 성장을 돕는 것을 의미한다. 또한 첨가한 3-APTES는 2가지 역할을 수행하는데 첫째로 실리카 필러를 실란화하여 메트릭스로 사용되는 폴리머 안에서의 분산을 도우며, 둘째로 환원제로 사용되어 은 이온의 환원을 도와 핵 역할을 하는 실리카 표면의 은 입자가 10~20 nm 크기로 성장하는데 도움을 줬다(25). 실리카 필러와 3-APTES의 균일한 혼합을 위해 silver nitrate 첨가 전 실리카 필러와 3-APTES를 먼저 혼합하였다. XRD와 XPS 데이터를 통해 실리카 표면에 형성된 은 나노 입자가 순수한 결정성 은 나노 입자라는 것을 확인할 수 있다.

      일반적으로 알려진 은 나노 입자의 밴드갭은 2.51 ev이다. UV-Vis spectrometer를 통해 얻을 수 있는 흡광도계수(α)를 바탕으로 밴드갭을 구할 수 있는 식은 식 [1]과 같다.
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      A는 상수이고, hv는 photon 에너지를 의미하며, γ는 가전자대와 전도대 사이의 electronic transition 상수를 의미하며 2 또는 0.5 라는 고유 값을 가진다. 은 나노 입자의 경우에 γ=2 이다(26, 27). 광분해능을 살펴보았을 때 은 나노가 도핑 된 실리카의 초기 흡광도는 0.7~0.8인 반면 실리카의 초기 흡광도는 0.5~0.6으로 측정됐다. 값의 차이가 발생한 이유는 소량의 은 나노가 도핑 된 실리카를 침지 시켰을 때 은 나노 입자가 빠져나와 흡광도의 상승을 도왔다고 예상된다. 또한 빛을 가한 조건에서 은 나노 입자가 도핑 된 실리카가 1시간 후부터 일정한 흡광도를 보인 이유는 광촉매로서 역할이 포화가 이뤄져 평형상태에 도달했기 때문이다.

      MTT assay를 통해 얻어진 흡광도 변화를 분석했을 때 0.7, 1.0, 1.5 wt% 때에는 빛을 가했을 때 더 낮은 흡광도를 보였지만 0.3, 0.5 wt% 와 3, 5, 7 wt% 이상에서는 통계적으로 유의미한 차이가 발생하지 않았다. 이와 같은 값이 나온 이유는 다음과 같다. 항균성에 영향을 미치는 것은 시편의 표면에 있는 필러의 양과 필러가 빛을 받아 만드는 활성산소종이다. 0.3, 0.5 wt%의 경우는 시편의 표면에 있는 은 나노들이 만드는 활성산소종의 양이 S. mutans 균을 감소시키기에는 충분하지 않은 것으로 보였다. 하지만 은 나노 입자 자체가 가지는 항균성에 의해 0 wt%보다 흡광도가 감소하게 됐다. 3 wt% 이상부터 은 나노 입자 자체의 항균성 영향이 크기에 활성산소종의 영향이 가려진 것으로 평가됐다.

      본 연구는 세가지 한계점이 존재한다. 첫째로, 실리카 필러의 particle dispersity를 측정하지 못한 것이다. 은 나노 입자의 크기는 10~20 nm로 균일했으나 실리카 필러의 사이즈 역시 균일한 지 scanning electron microscope를 통해 확인해보아야 할 필요성이 있다. 둘째로 수복용 복합레진으로 사용하기에는 본 실험의 필러 첨가 농도는 매우 적다. 이로서 낮은 기계적 강도를 띌 것으로 예상된다. 따라서 은 나노 입자가 도핑된 실리카 필러가 채우지 못한 남은 mass %를 기존 필러로 채웠을 때 항균성이 지속되는지 확인해볼 필요성이 있다. 셋째로 제작된 시편에 가시광선의 빛을 가했을 때 은 나노 입자가 도핑 된 실리카의 양에 비례하게 활성산소종이 발생하는지에 관한 연구가 필요하다.

    

    

  
    
      결 론
      은 나노 입자가 도핑 된 실리카는 레진 매트릭스에 사용될 필러로서 생체활성 치과재료로 사용될 높은 가능성을 보여주었다. 은 나노가 가지는 항균성뿐만 아니라 가시광선의 빛을 받았을 때 특정 농도에서 빛을 가하지 않았을 때 보다 상승된 항균성을 보일 수 있다. 더욱 주목할 점은 가시광선 영역의 빛을 받았을 때 항균성을 보인다는 것이다. 기존 은 나노 입자가 활성산소종을 발생시키는 자외선 영역의 빛을 구강 내에 비출 경우, 환자의 구강 조직에 위험이 가해질 수 있으며 술자에게도 부담이 될 수 밖에 없다. 하지만 은 나노 입자가 도핑 된 실리카는 가시광선 영역에서도 항균성을 보이기에 환자와 술자 모두에게 유리하게 사용할 수 있을 것으로 예상된다. 결과적으로 은 나노 입자가 도핑 된 실리카가 필러로 사용된 레진을 수복물로 사용하며 정기적으로 가시광선의 빛을 가한다면 이차 우식 등을 성공적으로 예방할 수 있을 것이다.
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