
		
			[image: Cover image]
		

	
    
      
        
          	
          	
        

        
          	
        

        
          	
            [ Original Article ]
          
        

        
          	Korean Journal of Dental Materials - Vol. 50, No. 4, pp.233-245
        

        
          	ISSN: 2384-4434			
					(Print)
				2384-3268			
					(Online)
				
        

        
          	Print  publication date  31 Dec 2023

        

        
          	Received  21 Nov 2023
Revised  14 Dec 2023
Accepted  15 Dec 2023

        

        
          	
            KJDM_2023_v50n4_233

            DOI: 
            https://doi.org/10.14815/kjdm.2023.50.4.233
          
        

        
          	
            광기능성 Ni-Ti-O 나노튜브의 항균성 평가
          
        

        
          	
            Kyung-Suk Moon1 ; Seunghan Oh1 ; Eun-Joo Choi2, *


          
        

        
          	1Department of Dental Biomaterials and the institute of Biomaterials and Implant, Wonkwang University College of Dentistry, Iksan, Republic of Korea

        

        
          	
        

        
          	2Department of Oral and Maxillofacial Surgery and Wonkwang Dental Research Institute, College of Dentistry, Wonkwang University, Iksan, Republic of Korea

        

        
          	
        

        
          	
            Evaluation of the antimicrobial activity of the photofunctionalized Ni-Ti-O nanotubes
          
        

        
          	
            문경숙1 ; 오승한1 ; 최은주2, *


          
        

        
          	
        

        
          	1원광대학교 치과대학 치과생체재료학교실 및 생체재료매식연구소

        

        
          	
        

        
          	2원광대학교 치과대학 구강악안면외과학교실 및 원광치의학연구소

        

        
          	
            Correspondence to: *Eun-Joo Choi 460 Iksan-daero, Iksan-si, Jeollabuk-do 54538, Republic of Korea Affiliation: Department of Oral and Maxillofacial Surgery, College of Dentistry, Wonkwang University, Iksan, Republic of Korea Tel: +82-63-859-2921, Fax: +82-63-857-6982 E-mail:  cejoms@wku.ac.kr
          
        

        
          	
        

        
          	
            

            

          
        

      

      
        
          	
          	
        

      

      
        
          
            Abstract
          
        

        
          Ni-Ti-O 나노튜브는 낮은 에너지 밴드갭으로 인해 가시광 매개 광흡수와 광촉매의 가능성을 가지고 있다. 그러나 가시광선 조사에 의한 광촉매 기반 항균 활성은 아직 불분명하다. 본 연구의 목적은 Ni-Ti-O 나노튜브의 광촉매 기반의 광 특성을 분석하고 항균 활성을 평가하는 것이다. Ni-Ti-O 나노튜브를 FE-SEM으로 관찰한 결과, 길이 600 ± 80 ㎚, 외경 52 ± 5 ㎚의 깨끗하고 균질한 나노튜브가 형성되었다. Ni-Ti-O 나노튜브의 확산반사 분석결과, 450 nm에 해당되는 광촉매 밴드갭을 나타내어 가시광선 범위에서의 광촉매 효과를 발현하는 것을 확인하였다. 그리고 Streptococcus sanguinis를 이용한 CFU 항균 실험 및 SOD 효소 활성 실험은 470 nm 가시광선 조사 하에서의 Ni-Ti-O 나노튜브 실험군이 다른 실험군들에 비하여 통계적으로 유의차 있게 항균능을 나타내었다(P<0.05). 따라서, Ni-Ti-O 나노튜브와 가시광 기반 광기능화의 결합은 치과분야에서 NiTi 임플란트 소재의 항균능을 향상시킬 것으로 기대된다.

        

        
          
            초록
          
        

        
          Ni-Ti-O nanotubes have the potential for visible light-mediated light absorption and photocatalysis due to their low energy band gap. However, their photocatalytic-based antibacterial activity under visible light irradiation is still unclear. This study aims to analyze the photocatalytic-based optical properties of Ni-Ti-O nanotubes and evaluate their antibacterial activity. From the FE-SEM observations of the Ni-Ti-O nanotubes, clean and homogeneous nanotubes with a length of 600 ± 80 ㎚ and an outer diameter of 52 ± 5 ㎚ were observed. The diffuse reflection analysis of the Ni-Ti-O nanotubes showed a photocatalytic bandgap, which is equivalent to the wavenumber of 450 nm, indicating that they exhibit photocatalytic effects in the visible light range. The CFU antibacterial test and SOD enzyme activity test using Streptococcus sanguinis showed that the Ni-Ti-O nanotube experimental group under 470 nm visible light irradiation exhibited statistically significant antibacterial activity compared to other experimental groups (P< 0.05). Therefore, the combination of Ni-Ti-O nanotubes and visible light-based photofunctionalization is expected to improve the antibacterial ability of NiTi implant materials in the dental field.
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      서 론
      NiTi 합금은 초탄성 및 형상 기억을 포함한 고유한 기계적 특성으로 인해 정형외과, 치과 교정용 와이어 등 의료 장치 개발에 사용된다(1, 2). 각각의 응용 분야에는 탄성과 같은 고유한 물질의 특성과 세포 접착의 강화 또는 감소를 담당하는 표면 특성이 필요하다. 특히 NiTi 합금은 낮은 탄성 계수로 인해 빠른 치유가 가능하고 주변 조직과의 외상을 최소화하므로 임플란트의 이상적인 재료이기도 하다(3, 4). 하지만 NiTi 임플란트는 마모되기 쉬운 환경에 장기간 접촉되어 있어 기계적 응력이나 결함은 산화물 층을 파괴하여 체액이나 조직과의 접촉으로 인해 재료의 전기화학적 부식을 유발한다. 이로 인해 임플란트의 기능 저하를 초래할 수 있으며, 부식 생성물은 장기간 노출 시 독성 및 알레르기 반응의 발생과 유기체의 염증 반응을 시작할 수 있으며, 이는 임플란트의 거부 및 재수술로 이어질 수 있는 이식 실패 가능성 증가로 인해 실제 적용이 제한된다(5-8).

      현재까지 이러한 단점을 극복하기 위해 NiTi 합금의 효율적인 제조 방법 및 매개변수 제어 등 표면 개질 기술 같은 전략이 제안되고 있고(9-12), NiTi 합금의 표면 개질은 다양한 세포와 박테리아의 거동에 영향을 미칠 뿐만 아니라 내부식성을 증가시키고 니켈(Ni) 이온 방출을 감소시키는 산화물 층의 특성을 향상시킨다고 보고하였다(13-15). 임플란트 관련 감염으로 인한 박테리아의 집락화와 생존력의 영향은 여전히 해결해야 할 문제이다. 박테리아가 임플란트 표면에 결합하여 생물막을 형성하기 시작하면 임플란트가 주변 조직과 결합되는 것을 방해하고 많은 합병증을 초래할 수 있다(16).

      NiTi 합금의 나노구조 표면 개질 방법 중 양극산화(anodization)는 티타늄(Ti)과 그 합금의 표면 산화물 층의 두께를 증가시키고, 최적의 조건에서 전기화학적 자기조직화가 일어나 원하는 정렬된 나노 구조를 생성할 수 있다(17). 양극산화방법을 통해 NiTi 합금 표면에 Ni-Ti-O 나노튜브 구조를 형성하는 것은 티타니아(TiO2)로 균질하고 균일하며 니켈 (Ni2+)방출에 대한 증가된 장벽 역할을 하여 생체 기능성을 향상시키는데 효과적인 것으로 알려졌고(18), 더욱이 양극산화는 전기화학적 공정이기 때문에 전기장의 도움을 받아 합금의 모든 원소는 산화될 수 있어 열 산화 후 NiTi 합금의 니켈(Ni)이 풍부한 층과 같은 산화되지 않은 하위 층을 제거할 수 있다고 보고하였다(19).

      광촉매 효과(photocatalytic effect)는 빛 에너지를 받아 광화학 반응을 가속화시키는 물질을 말하며, 밴드갭(band gap) 에너지 이상의 빛을 받아 전자가 가전도대(valence band)에서 전도대(conduction band)로 올라 전기전도도가 증가할 수 있는 물질을 반도체라고 한다.

      티타니아(TiO2)는 반도체 특성을 가지고 있는 재료 중의 하나로서 라디칼-티타늄 반응에 의해 미생물 세포의 활성 산소종(Reactive oxygen species, ROS)을 생성하고 활성 산소종(ROS)은 호흡 사슬 파괴로 인해 간접적으로 유도되거나 그 자체에 의해 직접적으로 유도된다(20, 21). 활성 산소종(ROS)의 과도한 증가는 심각한 산화 스트레스를 통해 모든 세포의 거대분자에 손상을 주어 지질과산화, 단백질 변형, 효소 억제, RNA 및 DNA 손상을 초래하고, 불균형된 활성 산소종(ROS)은 결국 세포 사멸을 일으키고 심각한 DNA 손상과 돌연변이를 유발한다(22, 23). Matejka와 Tokarsk (24)는 활성 산소종(ROS)의 생성이 가시광선이나 자외선(UV) 광에 의해 유도되는 경우 금속, 금속산화물 등의 항균활성을 광촉매 효과로 보고하였고, Maness (25) 등은 근자외선 광에서 티타니아(TiO2)는 지질 과산화를 유도하여 대장균 세포의 사망을 초래하는 것으로 보고하였다. 하지만, 니켈 티타늄 산화물(nickel titanate, NiTiO3)은 가시광선 영역에 감응할 수 있는 낮은 에너지 밴드갭(2.2 eV)을 가지고 있어 높은 광 활성 특성(26)과 NiTi 합금의 표면 개질 기술 등을 적용한 항균 활성 등 많은 연구를 통해 보고되었지만(27-29) 그럼에도 불구하고 여러 종류의 미생물 균이 아닌 한정된 미생물 균에 불과하였고 가시광선 기반의 항균활성은 아직도 불분명한 상태이다.

      본 연구에서는 NiTi 합금 표면 위에 Ni-Ti-O 나노튜브를 제작하여 표면 분석 및 광학적 특성을 평가하고 가시광선 기반 광촉매 항균 활성 효과를 평가하고자 한다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. Ni-Ti-O 나노튜브의 시편 제작
        NiTi 합금 판(Thickness; 0.127 mm, 5 x 5 cm2; Thermo Fisher Scientific, Ward Hill, MA, USA)을 이용하여 Ni-Ti-O 나노튜브 시편을 제조하였다. 표면의 이물질을 제거하기 위하여 600번, 1200번, 및 2000번의 Silicon carbide paper로 순차적으로 표면 연마를 수행하였다. 연마 후 0.2 wt% 불화 암모늄(NH4F, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)및 1.0 vol% 물(H2O, J. T. Baker Chemical Inc, Phillipsburg, NJ, USA)이 포함된 에틸렌글리콜(Ethylene glycol, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 전해질 용액으로 양극산화(25 V, 1시간) 하였다. 양극산화 완료 후, 헵탄(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)에 5분 담지 후 초음파 세척기(100 watt, 40 KHz, SD-D200H, Sungdong Ultrasonic Co., Seoul, Korea)를 이용하여 증류수에 초음파 세정을 시행하였다. 세척과정이 완료된 시편은 60 ℃ 오븐에서 24시간 건조시키고, 건조된 시편은 열처리 과정을 거쳐 최종 시편을 제작하였다(400 ℃, 3시간, 공기 중 열처리, 승온 및 냉각속도 = 1 K/min).

      

      
        2. Ni-Ti-O 나노튜브의 특성분석
        Ni-Ti-O 나노튜브의 미세구조 및 형태는 전계방사 주사전자현미경(Field emission scanning electron microscope: FE-SEM, JSM-6360, JEOL Ltd., Tokyo, Japan)으로 관찰하였다. 또한, Ni-Ti-O 나노튜브의 흡광도를 측정하기 위하여 확산 반사 자외선-가시광선-근적외선 분광광도계(Diffuse reflectance UV-Vis-NIR spectrophotometer: DRS, Soldspec-3700, Shimadzu Co., Tokyo, Japan)를 이용하였다.

      

      
        3. 메틸렌블루(Methylene Blue: MB) 광분해 실험
        470 nm의 가시광선 아래에서 Ni-Ti-O 나노튜브의 광촉매 활성을 평가하기 위해 MB 광분해 실험을 수행하였다. 시편(1 × 1 cm2)을 12 well plate에 넣고 1 ppm MB 용액 1 mL을 추가하였다. 실험실에서 제작된 470 nm LED 가시광선(Power density = 5.5 mW/cm2, 시편과 LED 사이의 거리 = 4 cm)을 15분 및 30분 동안 조사하였다. 광조사 시간 종료 후, 실험에 사용된 MB 용액은 자외선-가시광선 분광기(측정 범위 = 300-800 nm, UV mini-1240, Shimadzu Co., Kyoto, Japan)를 이용하여 MB 용액의 최대 흡광도 피크(Wavenumber = 665 nm)를 측정하였다. 실험에 사용된 MB 용액의 흡광도 값은 1 ppm MB 용액의 흡광도 값의 백분율로 평가되었다.

      

      
        4. 집락형성단위수(Colony Forming Unit: CFU) 측정
        Ni-Ti-O 나노튜브의 항균능을 평가하기 위해 집락형성단위수(colony forming unit)를 사용하였다(30, 31). Streptococcus sanguinis (ATCC 10556, ATCC Org., Manassas, VA, USA) 균주는 Trypticase soy broth (TSB, Difco, NJ, USA) 배지에 24시간 배양한 후, 부유 액의 세균 수를 측정하여 Optical density (600 nm) 값이 0.1로 세균 농도를 희석시킨 뒤, 시편 위에 50 ㎕를 떨어뜨리고 37 ℃ incubator에서 6시간 배양하였다. 배양 후, 950 ㎕ phosphate buffer saline (PBS; Gibco, Carlsbad, CA, USA)로 시편을 수세하였고, 470 nm 가시광선 LED 기기로 15분간 조사 후, Phosphate buffer saline (PBS)를 넣은 균 액 100 ㎕ 취하여 Trypticase soy agar (TSA) 배지에 도말 하였고 37 ℃ 배양기에서 24시간 배양 후, 생성된 세균의 군집 수(CFU)를 계산하였다.

      

      
        5. 효소 활성도 측정
        시편 위의 세균 배양물을 원심분리(5,000 rpm, 10분)하고 PBS로 수세 후 수집된 세포를 20초 동안 초음파(VCX-130, Sonics Co., Newtown, CT, USA) 처리하였다. 그 후 원심분리(12,000 rpm, 20분, 4 ℃)하여 상등액을 수집하였고 Superoxide dismutase (SOD) 및 Catalase (CAT) 효소활성도를 평가하였다. 효소 활성도는 SOD activity kit (EIASODC, Invitrogen Co., Carlsbad, CA, USA)와 CAT activity kit (MAK 381, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)를 사용하여 지침서에 따라 평가하였고, 흡광도는 Microplate reader (Spectra Max 250, Molecular devices Co., Sunnyvale, CA, USA)를 이용하여 각각 470 nm, 405 nm에서 측정하여 표준 검량 곡선에 준하여 계산하였다. 단백질 농도는 Bradford reagent (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)를 사용하여 단백질 1 mg 당 Unit 으로 설정한 후 계산하였다.

      

      
        6. 통계분석
        SPSS Ver. 23.0(SPSS Inc, Chicago, IL, USA)을 이용하여 일원 배치 분산 분석(One-way ANOVA)을 시행하였다. 사후검정으로 Duncan test를 시행하였으며, 유의 수준은 0.05로 설정하였다. 

      

    

    

  
    
      결 과
      
        1. Ni-Ti-O 나노튜브의 표면 분석
        Ni-Ti-O 나노튜브의 미세구조 및 형태를 FE-SEM으로 관찰한 결과, 길이 600 ± 80 ㎚, 외경 52 ± 5 ㎚를 나타내었고 나노튜브 구조의 파괴 없이 균질화된 나노튜브를 확인할 수 있었다(Figure 1).

        
          
          

          Figure 1. 
				
          

          
            FE-SEM images (x 100,000) of (A) NiTi alloy without polishing process, (b) NiTi alloy with polishing process, (C) Ni-Ti-O NTs (top view), (D) Ni-Ti-O NTs (oblique view).
          
          

          

        

        Ni-Ti-O 나노튜브의 DRS 분석 결과, NiTi 합금 시편의 광 흡수율은 가시광선 전 영역에서 관찰되지 않았고, Ni-Ti-O 나노튜브 실험군은 광흡수도가 350 nm 영역대부터 완만하게 감소하였고, 감소되는 곡선의 첫번째 접선을 그려 X축과의 접점을 확인한 결과, 대략 450 nm임을 확인하였다. 추가적인 분석을 수행 중이고, 현재까지 설명된 결과에 따라서 본 연구에서 사용하는 470 nm LED 광파장에 근접한 영역에서의 광흡수단을 가지는 것을 알 수 있다(Figure 2).

        
          
          

          Figure 2. 
				
          

          
            Diffuse reflectance UV–vis absorption spectra of NiTi alloy and Ni-Ti-O NTs.
          
          

          

        

      

      
        2. 메틸렌블루(Methylene blue:MB)의 광분해 특성
        조사 시간에 따른 MB 용액과 Ni-Ti-O 나노튜브 실험군의 광분해 특성을 분광 광도계 를 이용하여 측정한 결과, 470 nm LED 조사시 대조군(NiTi)에 비해 15분 후 Ni-Ti-O 나노튜브 실험군에서 MB 용액의 흡수도가 감소하는 것을 관찰할 수 있었고(P>0.05), 470 nm LED 광 조사 30분 후, Ni-Ti-O 나노튜브 실험군에서 우수한 MB 광분해 활성을 나타내었다(P<0.05, Figure 3).

        
          
          

          Figure 3. 
				
          

          
            Degradation graph of methylene blue (MB) dye of NiTi alloy and Ni-Ti-O NT groups under 470 nm visible light irradiation. (Different alphabetical letter means that there is significant difference between groups, P<0.05).
          
          

          

        

      

      
        3. 항균능 평가
        S. sanguinis (ATCC 10556) 배양 24시간 후, Ni-Ti-O 나노튜브의 집락형성단위수는 81.6×105 CFU/mL로 항균 활성 효과는 9.25 %가 나타났다(P>0.05). 470 nm LED 광조사 경우, 대조군인 NiTi는 79.9×105 CFU/mL로 27.16 %를 나타내었고(P>0.05), Ni-Ti-O 나노튜브 실험군은 59.0×105 CFU/mL로 43.16 %의 유의성 있는 항균 활성 효과가 나타났다(P<0.05, Figure 4).

        
          
          

          Figure 4. 
				
          

          
            (A) The photo images and (B) the results of CFU test of S. sanguinis cultured on NiTi alloy and Ni-Ti-O NT groups with 470 nm visible light irradiation. (Different alphabetical letter means that there is significant difference between groups, P<0.05).
          
          

          

        

      

      
        4. SOD와 CAT 효소 활성도
        SOD, CAT 효소 활성을 측정한 결과, Ni-Ti-O 나노튜브 실험군은 대조군(NiTi)과 유사한 효소 활성을 나타냈다. 470 nm LED 광 조사시 대조군(NiTi)은 SOD와 CAT 효소 활성 모두 유의적인 차이가 없었고(P>0.05), Ni-Ti-O 나노튜브 실험군의 CAT 효소 활성은 대조군에 비해 낮은 효소 활성을 나타냈지만 통계적인 유의성은 없었고(P>0.05), SOD 효소 활성은 유의성 있게 낮은 효소 활성을 나타내었다(P<0.05, Figure 5).

        
          
          

          Figure 5. 
				
          

          
            SOD and CAT activity of S. sanguinis on NiTi alloy and Ni-Ti-O NT groups with 470 nm visible light irradiation. (Different alphabetical letter means that there is significant difference between groups, P<0.05).
          
          

          

        

      

    

    

  
    
      고 찰
      NiTi 합금은 형상 기억 효과, 초탄성 특성, 낮은 탄성 계수 등으로 임플란트 재료로 선호되지만 의료 및 바이오 응용 분야의 경우 내식성 및 생물학적 특성과 같은 표면 특성을 충족하기 위해서는 NiTi 합금의 표면 개질이 필요하다. 본 연구에서는 에틸렌글리콜을 전해질로 양극산화법을 이용하여 Ni-Ti-O 나노튜브를 제작하였다. 

      물질에 의한 빛의 흡수와 빛에 의해 유도된 전자와 정공의 이동이 물질의 전자 구조 특성과 관련된 광촉매 반응을 제어하는 핵심 요소라는 것은 잘 알려져 있다. 광 흡수 특성을 알아보기 위하여 확산반사 분광광도계로 분석한 결과, NiTi 합금 시편의 광흡수 피크는 관찰되지 않았고, Ni-Ti-O 나노튜브의 광 흡수율은 자외선 영역(~380 nm)에서 강하게 흡수할 뿐만 아니라 가시광선(400-700 nm) 영역까지 넓게(broad) 광 흡수 밴드를 관찰할 수 있었다. 니켈 티타늄 산화물인 NiTiO3는 가시광선 영역에 감응할 수 있는 낮은 에너지 밴드갭(2.2 eV)을 가지고 있어 높은 광 활성 특성이 보고되었고(26), Shu 등은(32) NiTiO3의 광 흡수 특성을 가시광선 범위에서는 450 nm와 510 nm 부근의 흡수 밴드가 관찰되었다고 보고하였는데 결정화된 NiTiO3가 광촉매 효과를 유도하기 위해서는 600 °C를 초과하는 열처리 과정이 반드시 수행되어야 한다. 그러나, 본 연구에서는 500 °C 이상에서 열처리할 경우 Ni-Ti-O 나노튜브 구조의 균열 및 붕괴현상이 발생하므로 400 °C에서 열처리를 수행하였다. 따라서, 열처리 온도의 차이로 인한 NiTiO3의 결정도 차이가 광촉매 기능에 어떠한 영향을 미치는지에 대한 추가적인 연구가 필요할 것으로 사료된다.

      조사 시간에 따른 메틸렌 블루(methylene blue)의 광분해 특성을 분광 광도계(UV-Vis spectrophotometer)를 이용하여 측정한 결과, 470 nm LED 광 조사 30분 후, Ni-Ti-O 나노튜브 실험군에서 우수한 메틸렌 블루 광분해 활성을 나타내었다(P<0.05). 이와 같은 결과는, Shu 등(32)이 보고한 TiO2 결합 NiTiO3 나노입자가 가시광선 조사 하에서 메틸렌 블루 분해에 우수한 활성을 나타내었다는 결과와 유사하였고, Ni-Ti-O 나노튜브의 TiO2는 자외선 하에서 우수한 광촉매로 알려져 있기 때문에 TiO2와 결합된 NiTiO3는 자외선뿐만 아니라 가시광선에서도 효과적으로 활용하는데 있어 광촉매로 활용될 수 있음을 짐작할 수 있었다. 본 연구에서 항균능 평가를 위하여 사용된 균은 Streptococcus sanguinis로써 그람양성구균으로 통성 혐기성균이다(33). 구강에 자연적으로 존재하는 세균으로서 치태 생성에 관여하고, 법랑질 표면에 있는 펠리클(Pellicle)의 특정 수용체를 인식함으로써 집락(colonizing) 발달을 담당하는 미생물 중 하나이다(34). Streptococcus sanguinis에 대한 Ni-Ti-O 나노튜브의 CFU test를 한 결과, Ni-Ti-O 나노튜브의 항균 활성 효과는 9.25 %를 나타냈다. 나노구조의 길이는 변형된 NiTi 합금의 항균 활성에 대한 중요한 매개 변수 중 하나이다. Hang 등은 S. aureus에 대한 항균 활성 평가를 정렬된 나노구조의 길이(0.55 µm – 114 µm)에 따라 항균율이 증가한다고 보고하였고(35), Zhang 등은 길이가 0.95 µm(직경 60 - 75 nm)인 나노구조에서 세균 성장이 60 % 감소한 것으로 보고하였다(36). 또한 Sun 등은 길이가 약 5.3 µm(직경 90 nm)인 정렬된 나노구조의 길이를 사용하여 거의 100 % 항균 효과를 보고하였다(37). 따라서, 나노구조의 표면 형태와 크기, 구성 등 여러 매개변수에 따라 항균 활성은 달라질 수 있음을 짐작할 수 있었다. 나노구조를 갖는 항균 작용의 기작은 나노티타니아(TiO2)가 쉽게 표면에 존재하는 라디칼(radical)에 전자를 제공/제거함으로써 라디칼 형성/소실에 관여하게 된다. 이러한 라디칼의 형성은 곧 활성산소(Reactive Oxygen)의 생성을 의미하고, 나노튜브 표면에서의 미생물 균의 성장 억제에 대한 메커니즘은 티타늄(Ti)과 라디칼 반응에 의해 생성된 활성 산소의 항균 활성에 밀접한 관련이 있음을 유추할 수 있었다. 활성 산소종(ROS)의 과도한 증가는 심각한 산화 스트레스를 통해 모든 세포의 거대분자에 손상을 주어 지질과산화, 단백질 변형, 효소 억제, RNA 및 DNA 손상을 초래하고, 불균형의 활성 산소종(ROS)은 결국 세포 사멸을 일으키고 심각한 DNA 손상과 돌연변이를 유발한다(22, 23).

      470 nm LED 광 조사에 따른 집락형성단위수(CFU)의 항균 활성 결과, NiTi 합금은 27.16%를 나타냈고(P>0.05), Ni-Ti-O 나노튜브는 43.16%의 유의성 있는 항균 활성 효과를 나타내었다(P<0.05). Matejka와 Tokarsk(24)는 활성 산소종(ROS)의 생성이 가시광선이나 자외선(UV) 광에 의해 유도되는 경우 금속, 금속산화물의 항균효과를 광촉매로 보고하여 이번 연구결과에서도 470 nm LED 광 조사에 의한 Ni-Ti-O 나노튜브가 가시광 매개 광촉매 효과로 항균 활성을 증가시킬 수 있음을 보여주었다.

      활성 산소종(ROS)에 의한 산화 스트레스로부터 자신을 보호하기 위한 항산화 방어 기작은 Superoxide dismutase(SOD) 및 Catalase(CAT) 등과 같은 항산화 효소작용에 의해 이루어진다(38, 39). SOD는 과산화 라디칼(superoxide radical, O2-)로부터 과산화수소(H2O2)와 산소(O2)형성을 촉매 하는 효소로 산소(O2)수준을 감소시키고, CAT는 과산화수소(H2O2)를 사용하여 다른 물질을 산화함으로써 세포 내에서의 과산화수소(H2O2) 축적을 방지하도록 도와준다(38, 40). 이들 효소 활성이 억제되면 전체 효소 시스템의 작동이 크게 영향을 받고 효소 시스템의 보호 기능이 감소되거나 상실된다.

      S. sanguinis에 대한 Ni-Ti-O 나노튜브의 SOD와 CAT의 효소 활성 평가 결과, 470 nm 광 조사시, Ni-Ti-O 나노튜브 실험군이 대조군에 비해 유의하게 낮은 SOD 효소 활성을 나타내었다(P<0.05). 이상의 결과로 보아 Ni-Ti-O 나노튜브 실험군은 가시광선 조사에 의한 효소 활동 능력을 억제시킴으로써 S. sanguinis 성장을 지연시키거나 사멸을 초래하는 것으로 판단되었다. 하지만 가시광선 조사에 의한 Ni-Ti-O 나노튜브와 효소 활성의 세부적인 메커니즘 연구는 더 필요할 것으로 사료된다.

    

    

  
    
      결 론
      본 연구에서는 NiTi 합금 표면 위에 Ni-Ti-O 나노튜브를 제조하여 표면 분석 및 광학적 특성을 평가하고 가시광선 기반 광촉매 항균 활성 효과를 평가하여 다음과 같은 결과를 얻었다.

      
        	1. Ni-Ti-O 나노튜브의 FE-SEM을 관찰한 결과, 길이 600 ± 80 ㎚, 외경 52 ± 5 ㎚를 나타내었고 나노튜브 구조의 파괴 없이 균질화된 나노튜브를 볼 수 있었다.


        	2. Ni-Ti-O 나노튜브의 집락형성단위(CFU)를 한 항균 활성 결과, 470 nm LED 광을 조사한 경우 43.16%의 유의성 있는 항균 활성 효과가 나타났다(P<0.05).


        	3. Ni-Ti-O 나노튜브의 항산화 효소 활성 평가 결과, 470 nm LED 광을 조사한 경우 SOD 효소 활성이 유의하게 낮은 효소 활성을 나타내었다(P<0.05).


      

      따라서, 본 연구를 통하여 Ni-Ti-O 나노튜브는 가시광선 기반 광촉매 항균 활성을 나타내어 임플란트 소재로 치과에서 응용할 수 있는 많은 가능성이 있다고 사료된다.
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