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            Abstract
          
        

        
          NiTi 합금 표면에 제조된 NiTiO 나노튜브 구조는 우수한 생체적합성과 반도체 특성으로 인하여 TiO2와 유사한 자외선 매개 광촉매 특성을 가지고 있다. 본 연구의 목적은 NiTiO 나노튜브에서 항균 능력과 플라즈모닉 광촉매 효과를 가지고 있는 은(Ag) 나노입자를 NiTiO 나노튜브 표면에 코팅하여 가시광 매개 광촉매능과 자체 항균능의 시너지 항균 효과를 평가하였다. NiTiO 나노튜브와 Ag-NiTiO 나노튜브를 FE-SEM으로 관찰한 결과, 각각 (42.41±4.33) 및 (50.91±6.59) nm , 높이는 (752.24±23.22) nm를 나타내었다. 확산반사 측정값으로부터 계산된 Tauc 플롯결과, NiTiO 나노튜브는 3.19 eV 밴드갭(band gap)을 가지고 있는 반면 Ag-NiTiO 나노튜브는 2.75 eV를 갖는 것으로 450 nm에 해당되는 광촉매 밴드갭을 나타내어 가시광선 범위에서의 광촉매 효과를 발현하는 것을 확인하였다. Staphylococcus aureus와 Pseudomonas aeruginosa 균주를 이용한 NiTiO 나노튜브와 Ag-NiTiO 나노튜브의 CFU 결과, Ag-NiTiO 나노튜브 실험군에서 유의성 있게 낮았고(p<0.05), 470 nm 가시광선 광조사시 그람양성균 S. aureus에서 Ag-NiTiO 나노튜브와 가시광 매개 광촉매 시너지 효과가 뚜렷하게 나타났다(p<0.05). 인간 중간엽 줄기세포를 이용한 Live-dead assay와 MTT assay 결과, 가시광선 광조사가 세포사멸에는 영향을 미치지 않는 것으로 확인되었다(p>0.05). 따라서 Ag-NiTiO 나노튜브와 가시광선 매개 광기능화의 결합은 치과분야에서 NiTi 임플란트 소재의 항균능을 향상시킬 것으로 기대된다. 

        

        
          
            초록
          
        

        
          The NiTiO nanotube structure fabricated on the surface of NiTi alloy exhibits excellent biocompatibility and semiconductor properties, imparting UV-mediated photocatalytic characteristics similar to those of TiO2. The objective of this study was to evaluate the synergistic antibacterial effect and visible-light-mediated photocatalytic activity by coating silver (Ag) nanoparticles onto the surface of NiTiO nanotubes. FE-SEM analysis of NiTiO and Ag-NiTiO nanotubes revealed average diameters of (42.41±4.33) nm and (50.91±6.59) nm, respectively, with a height of (752.24±23.22) nm. Tauc plot analysis derived from diffuse reflectance measurements indicated that NiTiO nanotubes possess a band gap of 3.19 eV, while Ag-NiTiO nanotubes exhibit a reduced band gap of 2.75 eV, corresponding to a photocatalytic response in the visible light range (around 450 nm). CFU results using Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa strains showed significantly lower bacterial counts in the Ag-NiTiO nanotube group (p<0.05), with a marked synergistic photocatalytic antibacterial effect observed in S. aureus under 470 nm visible light irradiation (p<0.05). Additionally, live-dead assays and MTT assays using human mesenchymal stem cells confirmed that visible light irradiation did not significantly affect cell viability (p>0.05). Therefore, the combination of Ag-NiTiO nanotubes with visible light-mediated photocatalysis is expected to enhance the antibacterial properties of NiTi implant materials, offering promising potential for dental applications.
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      서 론
      니켈-티타늄(NiTi) 합금은 온도 변화에 따라 원래의 형태로 복원되는 형상 기억 효과와 높은 응력에도 비가역적인 손상 없이 원래 상태로 복원되는 초탄성으로 인해 수술 후 회복 과정에서 발생할 수 있는 물리적 변형을 최소화하며, 관절이나 구강과 같이 반복적인 하중이 가해지는 부위에 임플란트가 파괴되지 않고 장기간 사용할 수 있는 특성으로 인해 치과 및 정형외과와 같은 생물의학 분야에서 사용되는 이상적인 임플란트 재료이다(1,2). 그러나 NiTi 합금의 높은 Ni 함량(~50 at.%)으로 인해, 자발적인 전기화학적 부식으로 기질에서 Ni2+가 방출될 수 있다. 따라서 적절한 표면 개질을 통해 내식성을 더욱 개선하는 것이 필요하며, NiTi를 이식한 후 박테리아의 감염은 임플란트에 대한 또 다른 잠재적 위험으로 NiTi 합금에 우수한 항균 능력을 부여하는 것은 매우 바람직하다. 

      표면 개질은 임플란트 재료의 내식성과 생체적합성을 개선하는데 일반적으로 사용되는 방법이다(3-7). 이러한 기술은 표면 형태를 통해 또는 표면에 무기 생물학적 활성 요소를 통합하여 Ni 이온의 방출을 다양한 정도로 억제하고 생물학적 기능을 개선하였다(8-11). 특히 양극산화는 생체 의료용 NiTi 합금의 표면 처리에 유망한 기술로(12-14) NiTi 합금에 제조된 NiTiO 나노튜브가 생체적합성과 생물학적 활성을 가지며(10,15), 중요한 것은 NiTiO 나노튜브에서 방출된 Ni2+가 순수 NiTi 합금보다 양이 많지만 세포 기능에 영향을 미치지 않는다는 것을 보고하였다(16,17). 

      TiO2 나노튜브는 나노 구조의 고유한 특성으로 넓은 표면적을 가지고 있어서 세포의 부착 촉진, 약물 부착 및 방출이 용이하고 체내 환경에서도 화학적, 물리적 안정성을 유지하여 장기적으로 사용할 수 있다(18). 또한 표면 개질 용이성으로 기능성 코팅이나 무기 생물학적 활성 물질의 도입을 통해 항균성, 생체적합성 등 다양한 기능을 부여할 수 있다. 하지만 넓은 밴드 갭(3.2 eV)과 광촉매 활성에 의하여 자외선(~380 nm) 하에서만 가능한 제한점을 가지고 있다(19). 반면 표면 처리를 통해 형성된 NiTi 산화물은 가시광선 영역에 감응할 수 있는 낮은 에너지 밴드갭(2.2 eV)을 가지고 있어 광촉매 활성을 나타낼 수 있다(20,21). 이것은 치과영역에서 사용되는 광파장대(400–600 nm)에서 활용가능성의 기반을 제공할 수 있다.

      은(Ag), 금(Au), 산화아연(ZnO)과 같은 금속 나노입자와 그 파생물의 항균 활성은 각각 다양한 특성, 효능 및 활성 스펙트럼을 가지고 있으며 수세기 동안 알려져 왔고 적용되어 왔다(22). 특히 은(Ag)과 같은 무기 생리활성 원소는 안정적이고 저용량에서도 오래 지속되는 효과를 낼 수 있기 때문에 일반적으로 생체재료에 적용된다(23). 항균제로 사용되는 인기 있는 은(Ag) 나노입자는 약물 내성 박테리아에 대한 잠재적인 항균제로 입증되었다(19,24).

      기존 연구들에서 NiTi 합금의 내식성과 생체적합성을 개선하기 위해 나노튜브와 금속 나노입자를 활용한 표면 개질 방법이 다양하게 시도되었다. 대부분의 연구는 특정 조건(예: 자외선 하의 TiO2 광촉매 효과)에서만 작동하거나, 항균성과 생체적합성에만 초점을 맞춰 실제 임플란트 환경에서의 적용이 제한적이다. 본 연구는 NiTiO 나노튜브를 제작하여 가시광선에서도 광촉매 활성을 발휘할 수 있는 표면 처리를 도입하여 이러한 한계를 극복하고, 더 나아가 항균성을 강화함으로써, 임플란트의 감염 문제를 해결하고 생체 적합성을 더욱 향상시키는 것을 목표로 하였다.

      따라서 본 연구는 NiTi 합금 표면 위에 NiTiO 나노튜브를 제조하고 은(Ag) 나노입자를 코팅하여 표면 분석 및 광학적 특성을 평가하고, 가시광선(470 nm) 기반 광촉매 항균 활성과 생체적합성을 평가하고자 하였다. 

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. NiTiO 나노튜브의 시편 제작
        NiTiO 나노튜브는 Sun 등의 방법을 변형하여 제작하였다(25). NiTi 합금 판(5×5 cm2, 두께 0.127 mm; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)을 Silicon Carbide paper (#600, #1200 및 #2000)를 사용하여 표면 연마를 수행하였다. 연마 후 NiTi 합금 판을 0.2 w/v% 불화암모늄(NH4F, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)과 1.0 vol.% 탈이온수가 포함된 에틸렌글리콜(Sigma-Aldrich, MO, USA) 전해질 용액에서 양극산화 하였다(전압: 25 V, 시간: 1시간). 양극산화 후, 헵탄(Sigma-Aldrich, MO, USA)으로 5분간 세척한 다음, 초음파 세척기(전력: 100 watt, 주파수: 40 kHz; SD-D200H, Sungdong Co., Seoul, Korea)를 사용하여 탈이온수에서 2차 세척을 ​​실시하였다. 세척된 시편은 60 ℃에서 12시간 동안 건조한 후 400 ℃에서 3시간 열처리하여 NiTiO 나노튜브를 결정화하였다. 결정화된 NiTiO 나노튜브는 이온 플라즈마 스퍼터링(E-1030, Hitachi Co., Tokyo, Japan)을 사용하여, 스퍼터링 시간 1분 Ag가 코팅된 NiTiO 나노튜브(Ag-NiTiO) 시편을 제작하였다(1×1 cm2). 본 연구에서는 두 실험군(NiTiO 나노튜브와 Ag-NiTiO 나노튜브)과 대조군(NiTi 합금)으로 가시광선(470 nm) 광조사 유·무에 따라 광분해, 항균 효과 및 생체적합성을 평가하였다.

      

      
        2. NiTiO 나노튜브의 특성분석
        시편의 표면 특성은 확산 반사 자외선-가시광선-근적외선(diffuse reflectance UV-Vis-NIR) 분광 광도계(측정 범위: 300-1000 nm; SolidSpec-3700; Shimadzu Co., Kyoto, Japan), 전계 방출 주사 전자 현미경(FE-SEM; S-4800; Hitachi Co., Tokyo, Japan)으로 관찰하였다(가속 전압: 15 Kv, 배율: ×100,000). 확산반사 측정값을 Tauc plot으로 변환하여 NiTiO 나노튜브와 Ag-NiTiO 나노튜브의 에너지 밴드 갭을 계산하였다(26-28). 

      

      
        3. 메틸렌블루(Methylene Blue: MB) 광분해 실험
        MB 분해 실험은 470 nm의 가시광선에서 NiTiO 및 Ag-NiTiO 나노튜브 그룹의 광촉매 활성을 평가하기 위해 수행하였다. 먼저 시편을 12 well plate에 1 ppm MB (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 용액 1 mL에 첨가하였다. 그런 다음 470 nm 가시광선(전력 밀도: 5.5 mW/cm2, 시편과 LED 사이의 거리 = 4 cm)을 15분, 30분 동안 조사하였다. 가시광선 조사 후, MB 용액의 흡광도는 UV-Vis 분광기(UV mini-1240, Shimadzu Co., Kyoto, Japan)를 사용하여 최고 파장 범위(665 nm)를 기준으로 3회 측정하여 평균값을 이용하여 분석하였다. MB 용액의 농도는 Beer의 법칙으로 흡광도와 비례하므로 광조사 후 MB 용액의 흡광도(C)를 초기 흡광도(C0)로 나누어 MB 분해 용액농도를 계산하였다. 따라서 측정된 665 nm MB 흡수 파장의 대조군(NiTi) 초기 흡광도 대비 광조사 후의 MB 용액 농도를 계산(C/C0)하여 시간에 따른 MB 광분해 거동을 계산하였다.

      

      
        4. 집락 형성 단위수(Colony Forming Unit: CFU) 측정
         (ATCC 25923, Manassas, VA, USA)와 Pseudomonas aeruginosa (PA14) 균주를 사용하여 두 실험군(NiTiO 나노튜브와 Ag-NiTiO 나노튜브 그룹)과 대조군(NiTi)과의 470 nm 가시광선의 광조사 유·무에 따른 항균 효과를 평가하였다(29). 먼저 박테리아 균주는 37 ℃ 배양기에서 각각 Trypticase soy agar (TSA, Difco, NJ, USA)와 Luria-Bertani (LB; 1% peptone, 0.5% yeast extract, 0.5% NaCl) 배지에서 24시간 동안 배양하였다. 24시간 배양한 후, 부유 액의 세균 수를 측정하여 1×105 CFU/mL로 세균 농도를 희석시킨 뒤, 시편 위에 50 µL를 떨어뜨리고 다시 37 ℃ 배양기에서 6시간 동안 배양하였다. 배양 후, 950 ㎕ PBS (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)로 시편을 수세하였고, 470 nm 가시광선을 15분간 조사 후, 1x PBS를 넣은 균주 액 100 µL 취하여 각각 TSA 배지와 LB 배지에 도말 하였고 37 ℃ 배양기에서 24시간 배양 후, 생성된 세균의 군집 수(CFUs)를 세었다. 모든 실험은 3회 반복 측정하여 비교 평가하였다. 

      

      
        5. 세포배양
        인간 중간엽 줄기세포(hMSCs; Lonza, Basel, Switzerland)를 이용하여 10 % fetal bovine serum (Gibco™, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)과 1 % 항생제(Antibiotic-Antimycotic)가 첨가된 alpha modified Eagle's minimum essential medium (Invitrogen, MA, USA)을 사용하여 37 ℃, 5% CO2 배양기에서 2-3일 마다 배지를 교환하였다. 

      

      
        6. Live/dead assay 및 MTT assay 
        Live/dead assay는 먼저 시편 위에 hMSC를 1×104 cells/well의 농도로 24-well 플레이트에 분주하였다. hMSC와 함께 24시간 동안 배양한 후 시편에 470 nm 가시광선을 10분간 조사하였다. 가시광선 조사 24시간 및 48시간 후, 1× PBS 용액(500 µL)에 희석한 calcein AM (2 µM; Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) 및 ethidium homodimer-1 (4 µM; Invitrogen, MA, USA)을 각 well에 첨가하였다. 30분 염색 후, 형광 현미경(배율: ×100; CKX41; Olympus Co., Tokyo, Japan)을 사용하여 살아있는(녹색) 세포와 죽은(적색) 세포를 관찰하였다. 

        MTT assay의 hMSC 배양 및 광 조사의 조건 및 절차는 Live/dead 분석과 동일하였다. 가시광선 조사 24시간 및 48시간 후, MTT (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA)용액 100 µg/mL을 각 well에 첨가하고, MTT 용액으로 처리한 검체를 5% CO2 인큐베이터에서 37 ℃에서 배양하였다. 4시간 후, DMSO (Sigma-Aldrich, MO, USA)를 검체에 첨가하여 MTT 용액에서 생성된 포르마잔을 용해하였다. 최종 용액의 흡광도는 ELISA 플레이트 리더(SpectraMAX mini; Molecular Devices, San Jose, CA, USA)를 사용하여 570 nm 에서 측정하였다. 

      

      
        7. 통계분석 
        통계 분석은 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. NiTiO 나노튜브의 표면 분석
        FE-SEM 관찰 결과, NiTiO 및 Ag-NiTiO의 나노튜브 평균 직경은 각각 (42.41±4.33) 및 (50.91±6.59) nm, 높이는 (752.24±23.22) nm를 나타내었다. Ag 나노입자는 크기가 불규칙하고 뭉쳐진 큰 입자의 형태가 두드러지게 관찰되었다(Figure 1). 확산 반사 UV-Vis-NIR 분광 광도 분석결과, 320–370, 420–480, 500–570 및 650–800 nm의 주요 흡수 스펙트럼 확인 할 수 있었다. 가시광선 영역에서의 NiTiO 나노튜브는 380 nm에서 최대 광흡수율 확인 하였고, Ag-NiTiO 나노튜브는 445, 560 nm에서 최대 광흡수율을 나타내었다(Figure 2(A)). 확산반사 측정값으로부터 계산된 Tauc 플롯은 NiTiO 나노튜브는 3.19 eV 밴드갭(band gap)을 가지고 있는 반면 Ag-NiTiO 나노튜브는 2.75 eV를 갖는 것으로 450 nm에 해당되는 광촉매 밴드갭을 나타내어 가시광선 범위에서의 광촉매 효과를 발현하는 것을 확인하였다(Figure 2(B)).

        
          
          

          Figure 1. 
				
          

          
            FE-SEM images (x 100,000) of (A) NiTiO nanotubes (top view), (B) Ag-NiTiO nanotubes (top view). Inserted arrow indicates the Ag nanoparticle and the top right image displays the Ag-NiTiO nanotubes (oblique view).
          
          

          

        

        
          
          

          Figure 2. 
				
          

          
            (A) Diffuse reflectance UV–Vis-NIR spectra and (B) band gap of experimental groups tested in this study. Diffuse reflectance UV-Vis-IR spectrophotometry dotted line indicates the light absorbance range of 1min coated Ag-NiTiO NTs was suitable for 470 nm visible light irradiation. As a result of Tauc plot analysis, the band gap of NiTiO nanotubes is 3.19 eV, so photocatalytic activity can be expected mainly in the UV region. However, the bandgap of Ag-NiTiO nanotubes decreases to 2.75 eV and shows a photocatalytic effect in the visible light region.
          
          

          

        

      

      
        2. 메틸렌블루(Methylene blue: MB)의 광분해 특성
        메틸렌블루(MB) 용액과 NiTiO 나노튜브, Ag-NiTiO 나노튜브 실험군의 광분해 특성을 조사하기 위하여 MB 수용액 상에서 측정한 결과, 470 nm 가시광선 광조사 30분 후 Ag-NiTiO 나노튜브는 대조군(NiTi) 보다 유의성 있게 낮았다(p<0.05). 따라서 Ag 나노입자가 코팅된 NiTiO 나노튜브에 가시광선 광조사를 조사하면 MB 분해에 영향을 미치는 것으로 확인되었다(p<00.05) (Figure 3). 

        
          
          

          Figure 3. 
				
          

          
            Methylene blue (MB) degradation graph of control (NiTi)	vs. experimental groups (NiTiO nanotubes and Ag-NiTiO nanotubes) after 15 min and 30 min under 470 nm visible light irradiation. Different alphabetical letter means that there is significant difference between groups, p<0.05). 
          
          

          

        

      

      
        3. 항균능 평가
        그람양성균 Staphylococcus aureus (ATCC 25923, Manassas, VA, USA)와 그람음성균 Pseudomonas aeruginosa (PA14) 배양 24시간 후, S. aureus CFU 시험 결과 Ag-NiTiO 나노튜브 실험군이 대조군(NiTi) 보다 낮았으며 470 nm 가시광선을 광조사시 NiTiO 나노튜브, Ag-NiTiO 나노튜브 실험군이 유의성 있게 낮았다(p<0.05) [Figure 4(A)]. P. aeruginosa CFU 시험 결과, NiTiO 나노튜브, Ag-NiTiO 나노튜브 실험군이 대조군(NiTi) 보다 낮았고 특히 Ag-NiTiO 나노튜브 실험군은 470 nm 가시광선을 조사시 모든 실험군 중 유의성 있게 가장 낮은 CFU 값을 보였다(p<0.05) [Figure 4(B)]. 

        
          
          

          Figure 4. 
				
          

          
            The photo images and the results of CFU test of (A) S. aureus and (B) P. aeruginosa cultured on experimental groups with or without 470 nm visible light irradiation (Different alphabetical letters indicates the significant difference between the groups, p<0.05).
          
          

          

        

      

      
        4. 세포독성평가
        470 nm 가시광선 광조사 유무에 따른 실험군의 생존과 사멸의 이미지 분석 결과, 가시광선 조사와 관계없이 hMSC 배양 24시간 및 48시간 배양 후 모든 실험군 간의 손상되거나 죽은 세포(적색 형광)가 거의 관찰되지 않았다. MTT 분석 결과, hMSC 배양 24시간 후 Ag-NiTiO 나노튜브의 실험군에서 세포의 증식이 증가하였으나 통계적으로 유의한 차이는 없었고(p>0.05), 470 nm 가시광선을 광조사한 hMSC 배양 24시간, 48시간 후 가시광선을 광조사한 군과 광조사하지 않은 군 모두 유의성은 없었다(p>0.05) (Figure 5). 
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            (A) Calcein AM and EthD-1 (Live-Dead) stained fluorescent images and (B) MTT assay results of hMSCs on experimental groups with or without 470 nm visible light irradiation. 
          
          

          

        

      

    

    

  
    
      고 찰
      NiTi 합금의 자연 산화막은 매우 얇고 자가 치유 능력과 보호 능력이 부족하다는 점에서, 바이오 및 의료 분야에서의 활용에 한계가 있음을 알 수 있다. NiTi 합금의 자가 치유 능력이란 NiTi 합금 표면이 특히 체액과 접촉할 때 높은 안정성을 가진 조밀한 산화막으로 자발적으로 덮인다는 것을 의미하는 것으로 이 막은 NiTi 합금의 생체 적합성을 담당한다. 그럼에도 불구하고 NiTi 임플란트는 환경과 장기간 접촉하면 마모되기 쉽고 기계적 응력은 산화층을 파괴하여 조직과 직접 접촉하여 재료의 전기화학적 부식을 초래할 수 있다(30). NiTi 합금의 표면에 양극산화 처리로 생성된 NiTiO 나노튜브는 이러한 특성을 강화할 수 있는 가능성이 있다. 특히, 나노튜브 구조는 표면적을 크게 확장시켜 항균성 및 생체적합성을 높이는 데 기여할 수 있다(4, 25). 본 연구는 양극산화 기반 표면 개질을 통해 NiTiO 나노튜브를 형성하였고 Ag 나노입자로 코팅하여 표면 특성을 개선하였다. 양극산화는 티타늄과 그 합금의 표면 산화물 층의 두께를 증가시키기 위해 주로 사용되어 온 방법으로, 제조 공정의 매개변수(시간, 전압 및 전해질)를 변경하여 다양한 나노 구조를 갖는 산화물 층을 제조하는 데 널리 사용된다. 양극산화 중 전압이 높을수록 나노튜브의 직경은 증가하고 전해질 내 물의 양(0-2 vol.%)과 양극산화 시간은 나노튜브의 길이에 영향을 미친다(31). 나노튜브 길이가 1 µm 이상일 경우, 임플란트 식립시 박리되기 쉽기 때문에 본 연구에서는 전압은 25 V, 1시간의 양극산화 조건으로 길이가 (752.24±23.22) nm, 직경은 (42.41±4.33) nm 시편을 제조하여 안정성을 유지하도록 하였다. 또한, Ag 나노입자의 크기와 모양이 항균성에 중요한 영향을 미치므로, Ag 나노입자를 1분간 코팅하였다(32). 

      광 흡수 특성을 알아보기 위하여 확산반사 분광광도계로 분석한 결과, NiTiO 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. Ag-NiTiO 나노튜브의 주요 흡수 스펙트럼은 340–370, 420–480, 500–570 및 650–800 nm에서 확인할 수 있었다. 340-370 nm에서 검출된 주요 피크는 NiTiO 나노튜브와 동일한 피크로 NiTiO 나노튜브의 가전자대에서 전도대로의 전형적인 전자 전이에서 비롯된 것으로 추측할 수 있었다. 420-480 nm의 피크는 Ag 나노입자의 국소표면 플라즈몬 모드가 형성된 것이고(33), 520-600 nm와 750-850 nm의 피크는 NiTiO 나노튜브 표면에 Ag가 증착되면서 Ag 나노입자가 커지게 되면서 단축과 장축의 광열 산란으로 광 흡수 파장이 장파장으로 이동하면서 것으로 보였다(34). NiTi 산화물인 NiTiO3는 가시광선 영역에 감응할 수 있는 낮은 에너지 밴드갭(2.2 eV)을 가지고 있어 높은 광촉매 활성을 보인다(20). 본 연구에서도 확산반사 측정값으로부터 계산된 Tauc 플롯결과, NiTiO 나노튜브는 3.19 eV 밴드갭(band gap)을 가지고 있는 반면 Ag-NiTiO 나노튜브는 2.75 eV를 갖는 것으로 450 nm에 해당되는 광촉매 밴드갭을 나타내어 가시광선 범위에서의 광촉매 효과를 발현하는 것을 확인하였다. 이에 470 nm의 가시광선에서 NiTiO 및 Ag-NiTiO 나노튜브 그룹의 광촉매 활성을 평가하기 위해 메틸렌 블루(methylene blue) 광분해 특성을 측정한 결과, 가시광선 광조사 30분 후, Ag-NiTiO 나노튜브 실험군에서 가장 우수한 MB 광분해 활성을 나타내어 광촉매로 활용될 수 있음을 짐작할 수 있었다. 그러나 ISO 10678, Fine ceramics (advanced ceramics, advanced technical ceramics)-Determination of photocatalytic activity of surfaces in an aqueous medium by degradation of methylene blue의 지침서(35)를 보면 광조사의 총 시간을 3시간으로 시험 용액의 완전 탈색에 필요한 시간을 초과하지 않아야 한다고 보고하여 광조사 추가 시간에 따른 광분해 특성에 대한 추가적인 연구가 필요할 것으로 사료된다. 

      Cioffi 와 Rai는(36) 높은 광촉매 특성은 항균 효율을 개선하다고 보고하였다. Ag 나노입자는 항균제로 사용되는 가장 인기 있는 무기 나노입자로, 다양한 생물 의학적 응용 분야를 가지고 있다(19). Ag 나노입자는 이온 형태와 비교할 때 높은 항균 활성을 보이는 것으로 밝혀졌고(37) 약물 내성 박테리아에 대한 잠재적인 항균제임이 입증되었다(24). 

      그람양성균 Staphylococcus aureus와 그람음성균 Pseudomonas aeruginosa은 ​​다양한 임상 질환을 일으키는 세균으로, 그람양성균 S. aureus는 바이오필름을 형성하고, 그람음성균 P. aeruginosa는 병원 내 가장 흔한 병원체 중 하나로, 바이오필름의 형성과 함께 광범위한 독성 인자의 생성을 통해 병원성을 가지는 것으로 알려져 있다(38, 39). 따라서 이 연구에서는 항균 활성 시험을 위해 선택하여 사용하였다. 그람양성균(S. aureus)에 대한 CFU test로 항균 효과를 평가한 결과, 470 nm 가시광선 광조사시 Ag-NiTiO 나노튜브 실험군이 가장 유의성 있게 높았고(p<0.05) 그람음성균(P. aeruginosa)에 대한 항균 효과는 Ag-NiTiO 나노튜브 실험군이 다른 실험군에 비해 매우 높은 항균 효과를 보였고(p<0.05) 470 nm 가시광선 광조사시 Ag-NiTiO 나노튜브 실험군이 모든 실험군 중 유의성 있게 가장 낮은 CFU 값을 보였다(p<0.05). 본 연구에서는 NiTiO 나노튜브와 Ag 나노입자의 조합이 그람양성균 S. aureus와 그람음성균 P. aeruginosa에 우수한 항균 효과를 나타내었다. 특히, 470 nm의 가시광선 조사 후 S. aureus 균주에 대한 Ag-NiTiO 나노튜브 실험군에서 뛰어난 항균 효과가 나타났으며, 이는 Ag 나노입자의 플라즈몬 효과와 광촉매 특성이 상호작용하여 시너지 효과를 발휘한 결과로 짐작할 수 있었다. 그러나 P. aeruginosa 균주는 Ag-NiTiO 나노튜브 실험군에서의 시너지 효과가 명확하게 나타나지 않아 추가적인 연구가 필요하다. 또한 이번 결과와 유사하게 Mie 등(40)은 8가지 미생물에 대한 Ag 나노입자의 항균 활성 평가 실험을 한 결과 Ag 나노입자가 그람음성 박테리아에 대해 잠재적인 항균 활성을 보였다고 보고하였고 Bera 등(32)은 그람양성균(Staphylococcus epidermidis 및 Bacillus megaterium)과 그람음성균(P. aeruginosa)에 대한 Ag 나노입자의 크기와 모양이 항균 활성을 제어하고 더 작은 입자가 세포벽을 쉽게 관통하여 향상된 항균 활성을 보인다고 보고하였다. Matejka와 Tokarsk(41)는 자외선(UV)이나 가시광선 광에 의해 항균 활성 효과가 유도되는 경우 금속 또는 금속산화물의 광촉매로 보고하였다.

      항균 활성의 중요성에도 불구하고 NiTi 표면의 생체적합성은 상실되어서는 안 된다. Ag 나노입자의 세포독성은 논란의 여지가 충분히 있으며 생물학적 매체에서의 Ag 나노입자 거동에 대한 더 깊은 이해가 필요하다. 특정 농도에서 다양한 독성 수준이 나타날 뿐만 아니라 그럼에도 불구하고 여러 세포에 대한 세포 독성이 검출되지 않는 것으로 보고되었다(42, 43). 본 연구에서는 470 nm 가시광선 광조사 유·무에 따른 실험군의 생존과 사멸의 이미지 분석 결과, 가시광선 조사와 관계없이 hMSC 배양 24시간 및 48시간 배양 후 모든 실험군 간의 손상되거나 죽은 세포(적색 형광)가 거의 관찰되지 않았고, MTT 분석 결과는 24시간과 48시간 배양 후 실험군 간에 유의미한 차이가 없음을 보여주었다(p>0.05). 이와 같은 결과로 보아 NiTiO 나노튜브와 Ag-NiTiO 나노튜브는 세포 독성이 없는 것으로 판단된다. 

    

    

  
    
      결 론
      본 연구는 NiTi 합금 표면에 NiTiO 나노튜브를 제조하고 Ag 나노입자를 코팅하여 표면 분석 및 광학적 특성을 평가하고, 가시광선 기반 광촉매 항균 활성과 생체적합성을 평가하여 다음과 같은 결과를 얻었다. 

      
        	1. NiTiO 나노튜브와 Ag-NiTiO 나노튜브의 FE-SEM을 관찰한 결과, 평균 직경은 각각 42.41±4.33 및 50.91±6.59 nm, 높이는 752.24±23.22 nm를 나타내었고 Ag 나노입자는 크기가 불규칙하고 나노입자끼리 뭉쳐진 큰 입자의 형태가 두드러지게 관찰되었다.


        	2. NiTiO 나노튜브와 Ag-NiTiO 나노튜브의 메틸렌 블루(methylene blue) 광분해 특성을 측정 한결과, 470 nm 가시광선 조사 30분 후 대조군(NiTi) 보다 Ag-NiTiO 나노튜브 실험군에서 가장 우수한 MB 광분해 활성을 나타내었다(p<0.05). 


        	3. 그람양성균 S. aureus를 이용한 CFU 결과, 대조군(NiTi)에 비해 Ag-NiTiO 나노튜브 실험군에서 우수한 항균 효과를 나타내었고, 470 nm의 가시광선 조사시 대조군(NiTi)에 비해 NiTiO 나노튜브와 Ag-NiTiO 나노튜브 실험군에서 항균 효과를 나타내었다(p<0.05).


        	4. 그람음성균 P. aeruginosa를 이용한 CFU 결과, 대조군(NiTi)에 비해 Ag-NiTiO 나노튜브 실험군에서 우수한 항균 효과를 나타내었다(p<0.05). 


        	5. MTT 분석 결과, hMSC 배양 24시간 후 Ag-NiTiO 나노튜브의 실험군에서 세포의 증식이 증가하였으나 통계적으로 유의한 차이는 없었고(P>0.05), 470 nm 가시광선을 조사한 hMSC 배양 24시간, 48시간 후 가시광선을 광조사한 군과 대조군 모두 유의미한 차이는 보이지 않아 세포독성은 없는 것으로 보였다(p>0.05). 


      

      따라서 본 연구를 통하여 Ag-NiTiO 나노튜브는 그람양성균 S. aureus와 그람음성균 P. aeruginosa에 대해 우수한 항균 효과를 나타내었고 특히, 그람양성균 S. aureus는 Ag-NiTiO 나노튜브와 가시광선 광조사 간의 시너지 효과를 뚜렷하게 나타내어 가시광선 기반 광촉매 항균 활성 효과를 촉진하는 것으로 생체 의학 재료로 치과에서 응용할 수 있는 많은 가능성이 있다고 사료된다.
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