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            초록
          
        

        
          The purpose of this study was to evaluate the effect of calcium phosphate treatment on the bioactivity of Ti-6Al-4V alloy modified by anodic oxidation, pre-calcification treatment, and heat treatment. Anodic oxidation were performed to increase specific surface area and form nanotubular TiO2 layer (AH). After that, pre-calcification treatment was carried out in NaH2PO4 solution and Ca(OH)2 saturated solution for 10 cycles (APH 10) and 30 cycles (APH 30) to induce the precipitation of calcium phosphates on surface. Additionally, the specimens were heat treated for structural stability and elimination of remaining impurities. The nanotubes were shown densely on the AH group. APH 10 and 30 groups showed the precipitated calcium phosphate on the nanotubular TiO2 layer, but the APH 30 group showed more precipitation of calcium phosphate. Additionally, APH 10 and 30 groups showed the precipitation of HAp after immersion in SBF for 3 days. Compared to the untreated group, the surface treatment groups (AH, APH 10, and APH 30) showed a significant increase in surface roughness (p < 0.05), and the APH 30 group showed the highest surface roughness. Contact angle was decreased significantly in the surface treated groups compared to the untreated group (p < 0.05), and wettability was highest in APH 30 group. Consequently, we found out that APH 30 group greatly improved bioactivity by formation of nanotubular TiO2 layer and HAp precipitation.
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      Ⅰ. INTRODUCTION
      Ti-6Al-4V 합금은 α+β형의 합금으로, 안정한 부동태 산화층이 형성되므로 생체친화성과 부식저항성이 높은 우수한 재료이다. 생체친화성은 임플란트 재료의 표면에 생성되는 비반응성의 산화피막(TiO2)층에서 기인하며(Jang 등, 2008), 부동태 상태에서는 용해속도가 매우 느리고 용해산물은 화학적으로 불활성이기 때문에 골의 성장을 허용하여 골과의 계면에서 골유착 반응이 일어난다(Kim 등, 2007).

      티타늄 합금 표면에 활성을 부여하는 표면처리방법은 치조골 내에서 염증의 유발 없이 빠른 골 유착이 일어나게 하기 때문에 치조골에 고정되는 치료기간을 줄일 수 있다(Lugscheider 등, 1991; Rompen 등, 2000; Albrektsson과 Wennerberg, 2004). 나노기술이 발전하면서 임플란트 소재분야에서는 Ti, Nb, Zr 등의 금속 표면에 나노구조의 산화물층을 형성하는 방법이 연구되어 왔으며(Macak 등, 2007; Allam 등, 2010), Ti 합금의 표면적을 증가시키기 위해 전해질 수용액에서 낮은 정전압과 정전류를 일정시간 동안 가하여 나노튜브 TiO2 층을 형성하는 양극산화처리법은 그의 유용한 수단의 하나로서 소개되고 있다(Sharma, 1992; Zhao 등, 2005; Lee 등, 2006). 얇고 두께가 균일한 나노튜브 TiO2 층은 골과 접촉하는 비표면적을 넓혀주므로 골유착에 유리하게 작용하게 된다(Park 등, 2007; Lavenus 등, 2012). 수산화인회석(Hydroxyapatite, HAp) 코팅법에 의한 골유착 반응은 티타늄 표면과 코팅층 사이에 강력한 결합이 어려워 두꺼운 피막층에서 박리가 쉽게 일어나는 문제점이 있었다(Fini 등, 1999). 이에 대한 대안적인 방법으로서, HAp 코팅법과 비슷한 효과를 갖고, 두께가 얇은 피막층을 형성하기 위해 석회화 순환처리법이 이용되고 있다(Kodama 등, 2009; Nguyen 등, 2013).

      화학적 산처리, 미세입자를 이용한 분사처리(sandblasting), 양극산화처리(anodizing), 플라즈마 분사처리 등의 표면처리(Kurella와 Dahotre, 2005)에 의해 임플란트와 골의 경계면에서는 혈병(blood clot)의 형성을 안정화하며 섬유소가 형성되고, 골모세포(Osteoblat cell)의 분화를 촉진시키며, 술 후의 초기에 임플란트 주변의 골 치유를 향상시킨다(Park 등, 2009; Mustafa 등, 2001; Lai 등, 2011). 또한, 임플란트 표면의 접촉 면적이 증가하여 식립된 임플란트의 주위에 세포의 부착을 증가시키고, 세포가 분열하여 성장하면서 골유착을 증가시킨다(Han 등, 2006).

      이에 본 연구에서는 임플란트의 표면조도를 증가시키기 위해 SLA처리된 Ti-6Al-4V 합금 시편에 대해 양극산화를 통해 나노튜브 TiO2층을 형성하였고, 또 석회화 순환처리를 통하여 Ca-P의 석출을 유도한 다음 유사체액 중에서의 생체활성도를 연구하였다. 또한, 이전 연구에서는 석회화 순환처리로 나노튜브 구조의 TiO2층이 형성된 표면에서 생체활성도가 크게 개선됨을 확인하여(Song, 2016), 이번 연구에서는 석회화 순환처리에 사용되는 NaH2PO4 수용액의 함량을 증가시키고, 순환처리 횟수를 변화시킴으로써 그 효과의 변화를 확인하고자 하였다.

    

    

  
    
      Ⅱ. MATERIALS AND METHODS
      
        1. 나노튜브 TiO2층 형성을 위한 양극산화 처리
        시편은 가로 10 mm, 세로 20 mm, 두께 1.5 mm의 Ti-6Al-4V 합금판(Kobe Steel Ltd, Japan)을 사용하였다. SLA 처리를 위해 평균입경 300 ㎛와 100 ㎛ 입자를 50/50 wt% 비율로 혼합한 HAp 분말(MCD powder, Hi-Med, USA)을 4기압으로 분사처리한 다음 80℃의 HCl-H2SO4 수용액으로 산부식을 하였다. 시편 표면의 불순물을 제거하기 위해 HNO3(Sigma-Aldrich, USA)와 HF와 H2O의 혼합 용액 속에 10초간 침적하여 산세처리를 하였다. 건조 후, 양극산화장치(Inverter Tech Co, Ltd, Korea)를 사용하여 시편 표면에 나노튜브 TiO2층을 형성하기 위해, 글리세롤(SHOWA, Japan)과 3차 증류수를 80:20으로 혼합한 후 1 wt% NH4F(SHOWA, Japan)를 첨가한 전해질 용액 중에서 양극에 Ti-6Al-4V 시편을, 음극에 백금판을 연결하여 전원을 공급하였다. 두 전극간의 거리는 약 20 ㎜ 정도 이격시키고, 정전압 20 V와 정전류 20 mA를 1시간 동안 인가하였다. 이렇게 양극산화 처리를 하여 나노튜브 TiO2 층을 형성한 다음 3차 증류수로 1분간 초음파 세척을 하여 건조기(50℃)에서 24시간 이상 건조한 후 시험에 사용하였다.

      

      
        2. 생체활성화를 위한 석회화 순환처리
        생체활성을 부여하기 위해 80℃ 0.1 M NaH2PO4(SHOWA, Japan) 수용액과 100℃ Ca(OH)2(SHOWA, Japan) 포화수용액 속에서 각각 1분씩을 주기로 해서 10회와 30회 반복 침적하는 방식으로 석회화 순환처리를 시행하였으며, 시편의 구조적 안정화와 표면층에 형성된 불순물을 제거하기 위해 전기로(Ajeon Industrial Co, Ltd, Korea)에서 500℃ 에서 2시간을 유지시키는 열처리를 한 후 상온까지 서냉을 하였다.

      

      
        3. 생체활성도 평가를 위한 SBF 침적시험
        시험군은 SLA 처리만을 시행한 무처리의 UT군, 양극산화와 열처리를 거친 시편 AH군 (Anodizing + Heating), 양극산화처리를 하고 각각 10회와 30회의 석회화 순환처리를 한 다음 열처리를 거친 APH 10군, APH 30군으로 분류하였다. 모든 시편은 120℃에서 20분 동안 고압멸균 처리를 한 후 pH와 무기이온 농도를 인간의 혈장과 유사하게 조절한 유사체액(Simulated body fluid, SBF) 속에 3일 동안 침적하여 HAp 석출 양상을 조사였다. SBF는 Hanks 용액(H2387, Sigma Chemical Co, USA)에 염화칼슘 2수화물(calcium chloride dihydrate, SHOWA, Japan) 0.185 g/L, 황산마그네슘(magnesium sulfate, SHOWA, Japan) 0.09767 g/L, 탄산수소나트륨(sodium hydrogen carbonate, SHOWA, Japan) 0.350 g/L를 첨가하여 제조하였으며, 1M HCl(SHOWA, Japan) 수용액으로 pH를 7.4로 조절하였다.

        양극산화를 통해 시편의 표면에 생성된 나노튜브 TiO2 층과 SBF 침적 후 생성된 HAp의 미세구조를 관찰하기 위해 전계방사주사전자현미경(Field emission scanning electron microscope: FE-SEM)(S800, Hitachi, Japan)을 사용하였으며, 표면에 형성된 원소의 농도를 조사하기 위해 X-선 스펙트럼 (Energy dispersive spectroscopy: EDS)(Bruker, Germany)으로 분석하였다. 또한, 피막층에 존재하는 원소의 결정구조를 조사하기 위해 X-선 회절기(X-ray diffraction spectroscopy: XRD)(Dmax Ⅲ-A type, Rigaku, Japn)로 scanning speed: 4°/min, range: 20-80°의 조건에서 분석을 하였다.

      

      
        4. 표면 거칠기와 접촉각 측정
        양극산화와 석회화 순환처리 후의 표면 거칠기를 알아보기 위해 표면 거칠기 측정기(SV-3000, Mitutoyo manufactured Ltd, Japan)의 다이아몬드 팁으로 4.8 mm의 범위를 0.2 mm/s의 속도로 7번 측정하여 평균 거칠기를 조사하였다. 또한 표면 거칠기가 젖음성에 미치는 영향을 평가하기 위해 접촉각 측정기(PHX-300 Touch, Surface Electro Optics Co, Korea)로 정적법(sessile drop method)을 이용하여 시편의 표면에 형성된 유사체액의 접촉각을 Sufaceware8 software (Surface Electro Optics, Korea)로 분석하였다.

      

    

    

  
    
      Ⅲ. RESULTS
      
        1. 양극산화처리에 의한 나노튜브 TiO2 층의 형성과 석회화 순환처리에 의한 인산칼슘 석출
        AH군의 표면에서는 치밀한 형태로 배열된 나노튜브층이 관찰되었다(Figure 1a). 나노튜브 TiO2 층 형성 후 10회와 30회의 석회화 순환처리를 시행한 APH 10군과 APH 30군의 표면에서는 알갱이 형태와 클러스터 형태를 이루는 인산칼슘 석출물이 관찰되었으며, APH 10군에 비해 APH 30군에서 보다 더 조대한 형태를 이루며 증가된 인산칼슘 석출물들이 관찰되었다(Figure 1b, c).

        
          
          

          Figure 1. 
				
          

          
            SEM images (×2,000, ×50,000) of the nanotubular TiO2 layer on Ti-6Al-4V alloy specimens. (a) AH, (b) APH 10, (c) APH 30.
          
          

          

        

        Table 1은 석회화 순환처리 후 표면에 석출된 Ca와 P를 X-선 스펙트럼 (EDS)으로 분석한 것으로, APH 10군에 비해 APH 30군에서 유의하게 높은 석출량을 보였다( P <0.05).

        
          Table 1. 
				
          

          
            Materials tested in the present study.
          
          

        

        
          
            
              	Group
              	Mean values (standard deviation)
            

            
              	Ca (wt%)
              	P (wt%)
              	Ca/P (at%)
            

          
          
            	APH 10
            	11.30 (2.25)
            	7.02 (0.06)
            	1.61 (0.19)
          

          
            	APH 30
            	23.54 (1.50)
            	12.00 (0.57)
            	1.96 (0.17)
          

        

        
          
            †APH 10: Anodizing + Pre-calcification 10 cycles + Heating
          

          
            APH 30: Anodizing + Pre-calcification 30 cycles + Heating
          

        

        

      

      
        2. 표면 거칠기와 접촉각 측정
        중심선 평균 거칠기의 값 Ra를 비교해 보면, UT군에서는 0.100 ± 0.008 ㎛ 이고, AH군에서는 0.153 ± 0.034 ㎛, APH 10군에서는 0.255 ± 0.039 ㎛, APH 30군에서는 0.464 ± 0.067 ㎛로 나타났으며, 각 군 상호간에 통계학적으로 유의한 차이를 보였다(P < 0.05, Figure 2).

        
          
          

          Figure 2. 
				
          

          
            Results of surface roughness of UT, AH, APH 10, APH 30 specimens. The different symbols are significantly different (p < 0.05).
          
          

          

        

        접촉각 측정 결과를 비교해 보면, UT군에서 71.9 ± 4.0°, AH군에서 14.9 ± 4.4°, APH 10군에서 8.9 ± 0.1°, APH 30군에서 3.2 ± 0.5°로서, 모든 군들이 상호간에 통계학적으로 유의한 차이를 보였다(P < 0.05, Figure 3).

        
          
          

          Figure 3. 
				
          

          
            Results of contact angles of UT, AH, APH 10, APH 30 specimens. The different symbols are significantly different (p < 0.05).
          
          

          

        

      

      
        3. SBF 침적에 의한 HAp 석출
        37℃의 SBF 용액에 3일 동안 침적하고서 관찰한 FE-SEM 사진을 비교해 보면, APH 10군과 APH 30군에서는 돌기상이 치밀하게 석출된 양상을 보였지만, APH 10군에 비해 APH 30군에서 보다 치밀하게 석출이 되는 양상을 보였다(Figure 4). 또한 SBF에 3일간 침적한 후 표면에 석출된 Ca와 P의 농도 및 X-선 회절분석기로 분석한 결과를 보면, APH 10군에 비해 APH 30군에서 유의하게 높은 석출량을 보였으며(Table 2, P < 0.05), UT군에서는 타이타늄의 피크만이 관찰되지만, AH군에서는 TiO2 anatase 피크(2θ = 25°)가 관찰이 되었다. 또한 APH 10군과 APH 30군에서는 TiO2 anatase 피크와 함께 octacalcium phosphate(OCP)상의 피크(2θ = 26°, 32°) 및 HAp의 피크(2θ = 33°)가 관찰되었다(Figure 5)(Nguyen 등, 2013).

        
          
          

          Figure 4. 
				
          

          
            FE-SEM images after immersion in SBF for 3 days. (a) APH 10 (×2,000), (b) APH 10 (×50,000), (c) APH 30 (×2,000), (d) APH 30 (×50,000)
          
          

          

        

        
          Table 2. 
				
          

          
            Concentrations of Ca and P after immersion in SBF at 37℃ for 3 days
          
          

        

        
          
            
              	Group
              	Mean values (standard deviation)
            

            
              	Ca (wt%)
              	P (wt%)
              	Ca/P (at%)
            

          
          
            	APH 10
            	16.26 (1.95)
            	9.35 (0.65)
            	1.73 (0.07)
          

          
            	APH 30
            	28.15 (1.90)
            	13.72 (0.95)
            	2.05 (0.14)
          

        

        
          
            †APH 10: Anodizing + Pre-calcification 10 cycles + Heating
          

          
            APH 30: Anodizing + Pre-calcification 30 cycles + Heating
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            XRD analysis after immersion in SBF for 3 days.
          
          

          

        

      

    

    

  
    
      Ⅳ. DISCUSSION
      치과에서 임플란트는 치아가 결손된 부위에 소실된 자연치아를 대신하여 상, 하악골에 매식체를 식립하고 안정적으로 구강의 기능과 치아의 기능을 회복시키는 술식이다. 이러한 임플란트의 기능회복과 안정적 골유착에 영향을 주는 요소로는 임플란트 소재의 재질, 디자인, 표면특성, 골량과 골질, 외과적 술식, 하중조건과 환자의 구강환경 등을 거론하고 있다(Andersson 등, 1998; Testori 등, 2001; Kan 등, 2003). 본 연구에서는 SLA 처리한 Ti-6Al-4V 합금을 불소이온을 함유하는 글리세롤 용액에서 양극산화 처리하여 나노튜브 TiO2 층을 형성하고, NaH2PO4 수용액과 Ca(OH)2 포화수용액에 교대로 10, 30회 침적하여 석회화 순환처리를 한 결과, APH 10군에 비해 APH 30군에서 더 조대한 형태를 이루며 증가된 인산칼슘 석출물들이 관찰되었고(Figure 1b, c), Ca/P의 비율은 각 각 1.61, 1.96로 APH 30군에서 높게 나타났다(Table 1). 이는, 0.05M NaH2PO4 수용액으로 석회화 순환처리를 하였을 때 Ca/P의 비율이 1.94였던 결과에 비하여(Nguyen 등, 2013), 본 실험에서 사용된 조건인 0.1 M NaH2PO4 수용액으로 30회 석회화 순환처리를 시행하면 1.96로 더 높은 값을 얻을 수 있었다. 이러한 결과로 미루어 봤을 때, NaH2PO4 수용액의 농도와 산성도가 높을수록 석출된 Ca/P의 비율이 높아졌음을 알 수 있다. SBF 용액에 침적하고서 관찰한 결과도 APH 30군에서 돌기상이 치밀하게 석출된 양상을 보였다(Figure 4). 또한, SBF 용액에 침적한 후 표면에 석출된 Ca/P의 비율은 APH 10군에 비해 APH 30군에서 높게 나타났으며(각 각 1.73, 2.05; Table 2), OCP상의 피크 및 HAp의 피크가 더 높게 관찰되었다(Figure 5). 이러한 결과는, OCP상이 HAp의 석출을 증가시키는데 중요한 역할을 하며, SBF 용액에서 생체활성도를 향상 시킨다는 이전의 연구 결과들과 일치한다(Nguyen 등, 2013).

      양극산화 처리에 의해서 타이타늄 합금의 표면에 나노튜브 TiO2 층을 형성하는 기전은 전기화학적인 작용으로 일어나는 산화 피막층의 성장과 불소이온에 의한 산화물의 분해가 연속적으로 진행되어 일어난 결과라고 언급되고 있다(Macak 등, 2007). 양극산화 처리법의 장점으로는 표면형상에 관계없이 균일한 두께의 산화피막층의 형성이 가능하고, 전해질 수용액의 조성, 전압 및 첨가제 등의 조절에 의해서 산화피막층 두께와 특성을 조절할 수 있을 뿐만 아니라 표면처리에 적은 비용이 소요되는 점 등을 들고 있다(Gong 등, 2001; Macak 등, 2005). 본 연구에서 Ti-6Al-4V 합금제 임플란트의 SLA 처리 후 1 wt% NH4F와 20 wt% H2O를 함유하는 글리세롤 용액에서 20 V의 DC 전압을 인가하여 양극산화 처리한 결과, 치밀한 구조의 완전한 자기정렬 형태를 갖춘 나노튜브 TiO2 층이 생성되었다.

      표면의 거칠기가 골형성에 미치는 영향에 관해서는 아직도 논쟁이 이루어지고 있다. Deligiannii 등(2000), Huang 등(2004)은 티타늄 임플란트의 세포 부착성이나 증식성은 매끄러운 표면에 비해 거친 표면이 더 유리하다고 하였고, Orsini 등(2000)은 임플란트 매식부에서 골과 임플란트의 접촉 비율은 분사처리만 시행한 경우보다 분사처리와 산부식 처리를 병용한 경우에 더 높게 나타난다고 하였다. 본 연구의 결과를 살펴보면, 나노튜브 TiO2 층을 형성한 후 석회화 순환처리를 한 APH 30군에서 표면조도의 증가와 젖음성이 개선되어 친수성이 개선되었기 때문에 임플란트로서 매식되었을 때 골형성에 유리하게 작용할 것으로 생각된다.

      생체불활성의 특성을 보이는 Ti-6Al-4V 합금의 표면에 활성을 부여하여 골전도성을 개선하기 위해 여러 가지 방법이 시도되었으며(Khor 등, 2004; Shi 등, 2009; Park 등, 2010), 이들 중 유효한 방법의 하나로서 석회화 순환처리법이 도입되었다(Sobieszczyk 와 Zieliński, 2008; Nguyen 등, 2013). 본 연구에서 SLA 처리한 Ti–6Al–4V 합금의 표면에 glycerol 용액에서 나노튜브 TiO2 층을 생성한 다음 80℃ 0.1 M NaH2PO4 수용액과 100℃ Ca(OH)2 포화수용액에 교대로 침적하는 방식으로 석회화 순환처리를 하여 인산칼슘의 석출을 유도하는 것은 생체활성도를 개선하는 유효한 수단이 될 수 있을 것으로 생각한다.

      한편, 향후 본 연구에서 시행한 방법에 대한 in vitro 및 in vivo 실험이 추가적으로 필요하리라 사료된다.

    

    

  
    
      Ⅴ. CONCLUSION
      본 연구에서는 SLA 처리한 Ti-6Al-4V 합금의 생체적합성과 생체활성도를 개선하기 위해 불소이온을 함유하는 글리세롤 용액에서 나노튜브 TiO2 층을 생성한 다음 인산염과 칼슘 이온을 함유하는 용액에서 석회화 순환처리를 시행한 결과, 다음과 같은 결론을 얻었다.

      
        	1. 글리세롤 용액에서 양극산화 처리로 Ti-6Al-4V 합금의 표면에 자가정렬 형태를 갖춘 치밀한 구조의 나노튜브 TiO2 층이 생성되었다.


        	2. 30회 석회화 순환처리한 표면(APH 30군)에서는 알갱이 형태와 클러스터 형태를 이루는 치밀한 구조의 인산칼슘이 석출되었으며, 표면조도의 증가와 함께 접촉각의 감소가 확인되었다.


        	3. SBF에 3일 침적 시 APH 30군에서 HAp 석출이 빠르게 가속되어 생체활성도가 개선된 결과를 보였다.
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