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Purpose: The objective of the present study was to determine the capability of electrospun silk fibroin as a

biomaterial template for bone formation when mixed with nano-hydoxyapatite in vivo.

Materials and Methods: Ten New Zealand white rabbits were used for this study and bilateral round shaped

defects were formed in the parietal bone (diameter: 8.0 mm). The electrospun silk fibroin was coated by

nano-hydroxyapatite and grafted into the right parietal bone (experimental group). The left side (control

group) did not receive a graft. The animals were sacrificed at 6 weeks and 12 weeks, humanly. The micro-

computerized tomogram (μCT) was taken for each specimen. Subsequently, they were undergone decalci-

fication and stained for the histological analysis.

Results: The average value of all measured variables was higher in the experimental group than in the con-

trol at 6 weeks after the operation. BMC in the experimental group at 6 weeks after operation was 48.94

± 19.25 and that in the control was 26.17 ± 16.40 (P = 0.027). BMD in the experimental group at 6

weeks after operation was 324.59 ± 165.24 and that in the control was 173.03 ± 120.30 (P = 0.044).

TMC in the experimental group at 6 weeks after operation was 19.50 ± 6.00 and that in the control was

10.52 ± 6.20 (P = 0.011). TMD in the experimental group at 6 weeks after operation was 508.88 ±

297.57 and that in the control was 273.54 ± 175.91 (P = 0.06). Gross image of both groups showed high-

er calcification area at 12 weeks than them in 6 weeks. The average value of μCT analysis was higher at 12

weeks than that in 6 weeks in both groups. BMC in the experimental group at 12 weeks after operation

was 51.21 ± 8.81 and that in the control was 33.47 ± 11.13 (P = 0.010). BMD in the experimental

group at 12 weeks after operation was 323.39 ± 21.54 and that in the control was 197.75 ± 76.23 (P =

0.012). TMC in the experimental group at 12 weeks after operation was 21.44 ± 5.30 and that in the con-

trol was 13.31 ± 4.17 (P = 0.008). TMD in the experimental group at 12 weeks after operation was

524.47 ± 19.37 and that in the control was 299.60 ± 136.20 (P = 0.016).

Conclusion: The rabbit calvarial defect could be successfully repaired by electrospun silk nano-fiber com-

bined with nano-hydroxyapatite.
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서 론

치과 진료 역에서 임플란트가 주요 치료 중 하나로 자리

잡게 되면서 골 결손부에 한 치료 방법 및 이식 재료에

한 연구 또한 활발히 이루어져 왔다. 이러한 골 결손부 치료

를 위한 골 이식재의 종류로는 자가골, 동종골, 이종골, 골

체물 등이 있다. 이러한 골 이식재료들이 갖추어야 할 기

본 조건으로는 즉시 사용이 가능하고 면역반응을 일으키지

않고 빠른 골 생성 및 재혈관화를 촉진시키고 또한 골의 지

지와 연속성을 유지하는 등이 있다. 일반적으로 자가골이

가장 좋은 예후를 보이며 제1의 선택으로 고려되지만, 채취

할 수 있는 골량의 한계성, 추가적인 공여부의 수술에 따른

수술 시간 증가 및 불편감 증가 등의 단점이 있다. 이러한

단점을 극복하고자 여러 방법으로 처리된 동종골이나 합성

골 체물에 한 많은 연구들이 시행되어 왔다. 

그 중 합성 골이식재 중 표적인 것으로는 수산화인회석

(hydroxyapatite, HA)을 꼽을 수 있다. Hydroxyapatite

(Ca10(PO4)6(OH)2)(이하 HA)는 인간의 신체 중 경조직을

구성하는 주요 무기질로써, 우수한 생체 적합성이 특징으로

매식부에 광물 저장기(mineral reservoir)로 작용하여 오

래전부터 뼈에 한 체 이식재로 사용되어왔다. 하지만,

HA는 임상적으로 적용 시 때때로 섬유조직에 의한 피낭화

가 일어나고 생리적 하중을 받는 상태에서 인접골과의 접촉

면으로부터 괴리되는 문제점을 가지고 있다.1-5) HA는 합성

세라믹의 하나로 골전도 성질을 가지고 있으며, 생체 친화

적이고, 천천히 흡수되고 숙주골로 체되어, 지금까지 골

이식에 많이 사용되어 왔다.6-8) 이식재는 powder, coating,

bulk bodies, fibers 등 다양한 형태로 제작이 가능하지만,

이 중 fiber 형태가 세포 생착 및 세포 활성도(bio activity)

에 가장 유리한 구조라고 알려져 있고 최근 관심을 받고 있

는 나노 섬유의 형태가 더욱 더 좋은 세포 활성도를 제공한

다고 보고되고 있다.9)

실크는 거미나 누에고치로부터 생산된 단백질 복합체로

구성되어 있다.10,11) 실크 단백질은 4가지 서로 다른 요소들

로 구성된 반복적인 단백질 배열이 2차적인 구조를 이룬

다.12) 실크 파이브로인은 인 , 건, 골, 연골 등의 회복을 위

한 scaffold로써 조직공학분야에서 사용되어 왔다. 비록 실

크는 염증반응과 면역반응을 일으키기도 하지만 외층의

Sericin이라 불리는 당단백질을 제거할 경우 안전하게 사용

할 수 있다.13) Scaffold는 치유 장소로 유도성 세포를 이주

시키고 새로 형성된 조직의 구조를 이루도록 해준다.14) 실크

파이브로인을 기반으로 한 scaffold는 좋은 생체친화성, 느

린 생체 분해성, 뛰어난 기계적 성질을 가지고 있다.15-17) 또

한 유기용매에 불용성이다.15) 이처럼 실크 파이브로인은 훌

륭한 scaffold의 조건을 가지므로 hydroxyapatite와 복합

이식으로 사용할 경우, 골 결손부의 골 재생을 위한 좋은 이

식재로 사용될 수 있을 것이다.

본 연구의 목적은 가토의 두개골에 골 결손부를 형성하고

실크 파이브로인-수산화인회석 복합체를 이식한 후 얻어진

골편을 microfocus computerized tomography (μ-CT)

분석을 시행하여 이 복합체가 골 결손부의 신생골 형성을

얼마나 증진시키는지에 해 알아보고자 한다.

연구 재료 및 방법

1. 연구 재료

1) 전기방사된 나노 실크-수산화인회석 복합체 제작

전기방사된 나노 실크-수산화인회석 복합체는 서울 학

교 바이오시스템 소재 학부에서 제작되어 본 실험에 제공되

었다(Fig. 1-A,B). 전기방사는 고분자 용액을 모세관 팁이

달린 주사기에 담아 양극 전하나 음극 전하를 가하고 집적

관에 반 전하를 가하여 형성된 전기장에 의해 섬유를 제

조하는 방법으로 나노섬유를 제조할 수 있는 가장 유용한

방법 중 하나로 이를 통해 제조된 섬유의 직경은 수 - 수백

nm로 매우 큰 비표면적을 갖기 때문에 생체조직 배양을 위

한 scaffold 등 많은 분야에 응용이 되고 있다.

2) 실험 동물

실험동물로는 동일 조건에서 사육된 약 12주령의 New

Zealand산 백색 가토 10마리(평균 무게 2.3 ± 0.3 kg)를

사용하 다.

2. 연구 방법

1) 실험 동물 마취

실험동물을 수술 30분 전 Ketamine hydrochloride

(100 mg/ml; Ketara; 유한양행, 한국) 0.4 ml와

Xylazine hydrochloride (10 mg/kg 체중; Rompun; 바

이엘코리아, 한국) 0.3 ml를 근주하여 마취를 유도하 다

2) 수술 방법

실험동물의 수술 부위인 두 개부 피부를 제모하고 10%

Povidone-Iodine 용액으로 소독한 다음, 수술 중 지혈을

목적으로 1 : 100,000 에피네프린이 함유된 2% 염산리도

카인으로 수술 부위를 국소마취 하 다. 두개골 정중부를

따라 약 4 cm 가량의 절개선을 형성하고 피하조직을 박리

하고 골막과 함께 양측으로 거상하여 양쪽 안와상연까지 골

막 손상 없이 골막을 박리하 다. 정중 봉합선을 피하여 뇌

경막 손상을 주지 않도록 조심하면서 노출된 두개골에 low

speed handpiece에 trephine bur를 이용하여 지름 8 mm

의 원형 골 결손부 2개를 형성하 다. 조군(좌측의 골 결
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손부)에는 아무것도 채우지 않고 실험군(우측의 골 결손부)

에는 실크 복합체를 이식하 다(Fig. 1-C). 그리고 이식재

가 움직이지 않도록 조심스럽게 골막을 당겨 재위치 시킨

후 3-0 black silk를 이용하여 봉합하 다. 그리고 감염방

지를 위해 항생제 겐타마이신(1 mg/kg 체중; 국제약품, 한

국)을 하루 세 번씩 3일간 근주하 다.

(3) 희생 및 표본 제작

실험 6주, 12주 경과 후 각각 5마리씩 나누어 2% 염산리

도카인 2 ml, 생리식염수 10 ml를 섞어 심장에 주사하여

토끼를 희생시켰다. 희생시킨 후 결손 부위 노출 후 결손부

를 포함한 두개골 전체를 채취하 다. 채취된 표본은 10%

중성 포르말린에 고정하 고 이후 μ-CT를 촬 하 다.

(4) Microscopic Computerized Tomography

각 조직은 먼저 Explored Locus SP μ-CT scanner (GE

Medical Systems, Ontario, Canada)를 이용하여 촬 되

었다. CT scanner 내부에 있는 turntable에 조직을 고정

한 후 수평과 수직으로 움직여 위치를 조정하 다. 이후 표

본은 0.05 mm두께의 절편으로 단층 촬 되었다. 촬 된

이미지는 Microview software (GE Medical Systems)를

이용하여 삼차원으로 재구성되었다. 수술시 형성한 결손부

가 지름 8 mm의 원형이므로 관심 역(ROI, region of

interest)은 초기 결손부 크기와 형태에 맞게 고려되었다.

각각의 조직 표본의 관심 역은 골 무기질 함량(BMC,

bone mineral content)와 골 도(BMD, bone mineral

density)이며 조직 내 무기질 함량(TMC, tissue mineral

content)과 조직 내 무기질 도(TMD, tissue mineral

density) 또한 소프트웨어를 통해 분석되었다.

(5) 통계적 분석

조군과 실험군들간의 측정값 차이의 통계학적 유의성

검사를 위해 paired t test를 이용하 다. 통계학적 유의성

수준은 P < 0.05 로 정하 다.

연구 결과

μ-CT 분석 결과는 Table 1에 나와 있다. 수술 후 6주,

12주경의 두 시기 모두에서 두 그룹간 모든 측정값의 현저

한 차이를 보 으며 특히, 12주경에서의 분석학적 결과의

차이가 컸다(P < 0.05). μ-CT상 결과에서 6주경 실험군의

평균 골 내 무기질 함량(BMC)은 48.94 mg이며 조군의

토끼 두개골 결손부에서 전기 방사된 나노실크-수산화인회석 복합체를 이용한 골재생 효과에 한 연구

295

Fig. 1. A, B: Scannig electron microscopic image of silk fibroin power with nano-hydroxyapatite (A, magnification x1,500; B,
magnification x10,000). C: A combination of silk fibroin powder with nano-hydroxyapatite was grafted into the right side
(asterisk), and the left side was unfilled.

Table 1. Microscopic computerized tomography analysis

6 weeks 12 weeks

Control Experimental
P value

Control Experimental
P value

(Unfilled) (Silk + HA) (Unfilled) (Silk + HA)

BMC (mg) 26.17 ± 16.40 48.94 ± 19.25 0.027 33.47 ± 11.13 51.21 ± 8.81 0.010

BMD (mg/mm3) 173.03 ± 120.30 324.59 ± 165.24 0.044 197.75 ± 76.23 323.39 ± 21.54 0.012

TMC (mg) 10.52 ± 6.20 19.50 ± 6.00 0.011 13.31 ± 4.17 21.44 ± 5.30 0.008

TMD (mg/mm3) 273.54 ± 175.91 508.88 ± 297.57 0.060 299.60 ± 136.20 524.47 ± 19.37 0.016

BMC, bone mineral content; BMD, bone mineral density; TMC, tissue mineral content;

TMD, tissue mineral density; NS, not significant.



평균 골 내 무기질 함량은 26.17 mg이었다(P = 0.027).

또한 6주경 실험군의 평균 골 내 무기질 도(BMD)는

324.59 mg/mm3이며 조군에서 173.03 mg/mm3이었다

(P = 0.044). 평균 조직 내 무기질 함량(TMC)은

19.5068 mg이며 조군의 평균 조직 내 무기질 함량은

10.52 mg이었다(P = 0.010). 또한 6주경 실험군의 평균

조직 내 무기질 도(TMD)는 508.88 mg/mm3이며 조

군에서 273.55 mg/mm3이었다(P = 0.06). 6주경 결과에

서 평균 조직 내 무기질 도를 제외한 다른 측정값들은 통

계학적으로 유의한 차이를 보 다(P < 0.05).

그리고 12주경 실험군의 평균 골 내 무기질 함량(BMC)

은 51.21 mg이며 조군의 평균 골 내 무기질 함량은

33.47 mg이었다(P=0.010). 또한 12주경 실험군의 평균

골 내 무기질 도(BMD)는 323.39 mg/mm3이며 조군

에서 197.75 mg/mm3이었다(P = 0.012). 평균 조직 내

무기질 함량(TMC)은 21.45 mg이며 조군의 평균 조직

내 무기질 함량은 13.31 mg이었다(P = 0.008). 또한 12

주경 실험군의 평균 조직 내 무기질 도(TMD)는 524.47

mg/mm3이며 조군에서 299.60 mg/mm3이었다(P =

0.016). 12주경 결과에서 모든 측정값들은 통계학적으로

유의성을 보 다(P < 0.05). 또한 실험군에서 보다 많은 신

생골 형성으로 인해 잔존하는 골 결손부의 크기는 조군보

다 작았다(Fig. 2).

고 찰

본 연구에서 골 결손부의 회복을 위한 scaffold로써 실크

파이브로인 파우더와 수산화인회석을 사용하 다. 사용된

재료인 수산화인회석과 실크 파이브로인은 각각 골재생에

한 효과가 있는 것으로 기존 논문에서 이미 밝혀졌으므로

본 실험에서는 나노실크가 수산화인회석을 위한 scaffold로

써의 역할에 적합여부에 한 가능성을 알아보는데 중점을

두었다. 실크 파이브로인은 누에고치로부터 생산되며 조직

scaffold로 널리 사용되어 왔다.12-15) 실크 파이브로인의 장

점은 값이 저렴하며 생체 친화성이 좋고, 분해속도가 느리

며 가공에 한 성형성이 좋다.18,19) 이러한 장점들은 결합

조직의 재생에 있어서는 매우 중요하다. 그러나 느린 분해

속도의 경우는 골 재생에 있어서는 역효과를 일으킬지도 모

른다. 또한 염증반응을 일으키기도 한다.20,21) 성공적인 골

재생을 위해서는 분해속도와 염증 반응의 조절이 필수적이

다. 골 이식재로써의 실크의 한계를 극복하기 위해 실크 구

조를 수정해왔다. 실크 파이브로인 필름에 RGD 펩타이드

를 화학적으로 결합시켰을 때, in vitro상 골 형성이 현저하

게 개선되었다.22,23) 실크 파이브로인에 BMP-2와 nano-

hydroxyapatite의 첨가는 골 형성을 현저히 증가시킬 수

있다.14) Stem cell을 얇은 실크 파이브로인 필름 scaffold와

함께 이식한 경우 신생 골 형성을 보 다.24) 비록 실크 파이

브로인이 alkaline phosphatase의 작용을 유도하지만, 구

조상 다른 수정 없이는 신생골을 유도할 만한 충분한 골형

성 능력을 가지지는 않는다.25)

실크 파이브로인은 고분자 물질이며 in vivo상 각종 효소

에 의해 분해된다.26) 실크 분해시기에 한 연구 보고는 다

양하며, 신장 강도를 완전히 소실되는데 2년이 걸린다.27) 실

크는 분해되는 동안, 림프구와 다핵거세포 매개 면역반응을

일으킨다.20,21) 생체 내 분해 과정은 고분자 물질을 작은 조

각으로 만드는 과정이다.26) 본 연구에서 사용한 실크 파이브

로인 조각은 조직학적 검사 결과 6주 내 완전히 분해되는

것을 보 다. 고분자 형태의 실크와 달리 면역반응 또한 최

소로 나타났다. 따라서 잠재적 면역반응 및 골유도 능력에

한 측면에서, 본 연구에서 사용한 실크 파이브로인 파우

더는 고분자 형태의 실크보다 골 재생을 위한 scaffold로서

더 적절하다. 그러나 파우더 형태이기 때문에 와동 형태의
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Fig. 2. Microscopic computerized tomography. A: The defect size was smaller in the experimental
group (asterisk) than in the control group at 6 weeks. B: Most bony defects were filled by new
bone at 12 weeks. The relative size of the defects was small in the experimental group (asterisk).
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결손부에 사용하기에는 제한적이다. 골 재생을 위한 scaf-

fold가 가져야 할 이상적인 생체 분해성은 여전히 논쟁의 여

지가 있다. 너무 빠른 분해는 신생골 형성을 유도하지 못할

것이며 반면에 너무 느린 분해는 이식재가 차지한 공간에서

의 골 형성을 억제시키기 때문이다.

본 연구의 조직 시편에 한 μ-CT 분석 결과에서 6주경

실험군의 BMC, BMD, TMC 측정값들은 조군보다 현저

히 높게 나타났다(P < 0.05, Table 1). TMD 측정값 또한

조군봐 실험군에서 높은 결과를 나타냈으나 통계학적으

로 유의한 차이를 보이지 않았다(P > 0.05). 반면에 12주

경 실험군의 BMC, BMD, TMC, TMD측정값들 모두는

조군보다 현저히 높게 나타났으며 통계학적으로 유의한

차이도 6주경에 비해서 더 현저하게 나타났다(P < 0.05,

Table 1). 또한 실험군에서 더 많은 신생골 형성으로 인해

잔존하는 골 결손부의 크기는 조군보다 작았다(Fig. 2). 

실크 파이브로인의 생체분해성은 실크 파이브로인 조각의

길이(분자량)에 의해 결정된다.26) 그러나, 생체 분해성과 골

유도 능력과의 상관관계는 여전히 불분명하다. 이와 관련한

추가적인 연구가 필요할 것이다.

지금까지의 골이식 실험의 평가는 주로 조직절편을 이용

하여 이루어졌다. 하지만 조직절편을 만드는 것은 시간이

많이 걸리며, 정 한 기술이 필요하고, 조직의 한 단면만을

평가할 수 있다는 단점이 있다. 즉, 삼차원적인 주변골 평가

는 불가능하다. 그래서 새로운 평가방법으로 μ-CT를 이용

하는 방법이 소개되었다.28) μ-CT를 이용하는 방법은 비파

괴적일 뿐만 아니라, 삼차원적 분석을 가능하게 하고, 원하

는 평면으로 재구성할 수 있다. 또한 조직절편을 만드는데

걸리는 시간을 절약할 수 있으며, 기존의 medical CT에 비

해 약 100배 정도의 해상도를 가질 수 있다. 따라서 μ-CT

는 현재 의학 분야와 치의학 분야에서 많이 이용되고 있

다.29-36)

본 실험에서의 μ-CT 분석 결과, 조군보다 실험군에서

의 보다 많은 신생골 형성을 확인할 수 있었다. μ-CT 분석

을 이용한 기존의 연구들의 안정성 및 신뢰성으로 보았을

때, 실크 파이브로인은 골 결손부를 위한 골이식재로써 유

용할 것으로 사료된다.

결 론

골 결손부로의 전기 방사된 나노실크-수산화인회석 복합

체의 이식은 이식을 시행하지 않은 조군과 비교해서 골

결손부의 성공적인 회복을 보여준다. 실크는 값이 싸며 비

교적 쉽게 처리하여 이용 가능한 재료로 수산화인회석과의

복합 이식은 다양한 골 결손부의 재건을 위한 새로운 골 이

식재로서의 가능성을 보여주었다. 그러나 본 연구에서는 얻

은 결과는 토끼 실험상에서 이루어진 것이므로 인간에게 바

로 적용시킬 수 없으므로 추가적인 연구가 필요할 것이다.

또한 μ-CT는 비파괴적이고 빠르고 신생골의 삼차원적 관찰

이 가능하다는 점에서 앞으로 골이식술 이후 관찰에 중요한

방법이 될 것으로 생각된다.
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