
I. 서론

치주질환에 의해 상실된 치주조직의 재생을

위하여 골 재생 및 새로운 부착재생에 대한 연

구가 이루어져 왔으며, 보다 원활한재생을얻기

위하여 차단막이나 이식재의 사용 및 수술기술

의 개발을시도해왔다.

그중에서 가장 흔히 사용되는 치주조직 재생

술이 골이식술이라 할 수 있는데, 여기에 이용

되는 재료로는 자가골, 동종골, 이종골 및 합성

골이 있다. 지금까지 자가골 이식재가 골형성

유도능력이 뛰어나다고 되어있지만, 부가적인

수술부위가 필요하고 충분한 양의 이식재 채취

가 어려운 점이 있으며1, 동종골 이식재는 질병

전이의 가능성과 골재생전에 흡수가 잘 된다는

단점이 있다2 - 4. 또한 이종골 이식재는 면역반

응과 조직거부의 위험 때문에 사용이 회피되고

있다. 이러한 문제들을 보완하여 개발된 인공합

성골을 많이 사용하고 있는데5 - 1 3, 이들은 충분

한 양을 얻을 수 있음은 물론 질병의 전염가능

성도 매우 적은 것으로 보고되고 있지만, 역시

신부착을 증진시키는 능력이 떨어지고, 입자들

이 주로 결합조직에 의해 둘러싸이게 되어 진

정한 의미의 골유도성은 부족한 재료로 되어있

다1 4. 따라서 위에 열거한 이식재의 단점을 보

완할, 골친화성이 보다 우수하고적절한 시기에

흡수되어 재생골로 치환될 수 있는 흡수성 골

이식재가 필요한 상황이다.

최근들어 조직공학적 개념의 조직재생시술방

법이 소개되고 있는데, 이는 재생하고자 하는

조직에서 세포를 분리, 배양하고 이를 적절한

생체재료에 접종하여 배양함으로써 인공적으

로 조직을 형성하는 기술이다1 5. 이를 위해서는

세포를 접종, 배양할 세포지지체가 필요한데이

는 조직적합성이 뛰어나고 세포접착성이 우수

한 생체재료라야 한다. 조직공학기술을 이용한

골 형성에 사용하는 세포들은 골막 유래세포,

골수간질 유래세포, 백서 태자의 두개관 유래세

포 등이 있는데, 세포들의배양과정 중에 세포의

형질유지가 어렵기 때문에 태생 혹은 신생 개체

의 골에서 얻은 세포를 배양에 많이 사용하고

있다. 세포지지체를 이용하여 실험실적으로 조

직공학적 골 형성을 시도한 여러 연구들이 있는

데, clonal osteogenic cell line MC3T3-E1을

3차원구조의 제 1형 교원질matrix 에 접종하고

5 6일간 배양하여 골양조직의 형성을 유도하였

으며1 6, 다공성의 3차원적 poly (lactide/gly-

colide) /hydroxy apatite(PLAGA/HA) poly-
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mer matrix에 쥐의 두개관 유래세포를 접종하

고 배양하여 골아세포의 증식과 골 형성을 관찰

하여 PLAGA/HA matrix표면에 부착된 골아세

포가 배양과정 중에 그 특징적인 형태를 유지하

면서 중층으로 증식하여 골 기질을 형성함을 보

고한 바 있다1 7. 또한 3차원구조의 poly ( D L -

l a ctide-co-glycolic acid) foam에 골수간질

유래세포를 접종하고 배양한 경우 골아세포의

염기성인산효소의 활성이 배양기간에 따라 증

가하였고 골 기질이 형성되는 것이 관찰되었다
1 8. 이외에도 세포가 접종된 세포지지체를 실험

동물에 이식함으로써 의도적인 골 형성을 시도

하려는연구들이 계속되어 왔다1 9 - 2 4.

한편 치주영역에서도 조직공학적 접근방법으

로 성장인자와 차폐막등을 이용하려는 연구들

이 있었다. Boyko 등2 5이 최초로 조직공학적인

접근방법으로 치주인대의 재생을 확인한 바 있

고, 개의 치주인대를 채취하여 배양한 후 인위

적으로 야기한 골 결손부에 재이식하여 조직학

적 관찰을 시행하였으며2 6, 치조골에서 배양한

세포를 재이식한 후 신생골 및 신생백악질 형

성에 의한 신부착이 보고되었다2 7 , 2 8. 

조직공학적 골 형성을 위한 3차원적 세포지

지체로 많이 연구되어 온 재료중의 하나인

c h i t o s a n은 키틴을 고온의 강 염기로 처리하여

만들어진 키틴의 탈중합 및 탈아세틸화된 유도

체이다. Chitosan은 생분해성 및 무독성의 천연

생중합체로서2 9 지혈촉진작용3 0 , 3 1 및 조직치유

증진효과 3 2가 있는 것으로 알려져 있다.

C h i t o s a n분말을 치주낭 및 발치와에 적용하여

좋은 임상효과를 얻었으며3 3, 토끼의 경골과 양

의 대퇴골 과두에 형성된 골 결손부의 치유를

증진하였다고 보고된 바 있다3 4 , 3 5. 한편 골 치유

효과의 증진을 위해 c h i t o s a n을 다른 재료와 혼

합하여 이용하려는 시도들이 있었다. Chitosan

접착의 h y d r o x y a p a t i t e와 b e t a - t r i c a l c i u m

p h o s p h a t e가 개발되어 치조골결손부의 충전을

위한 골이식재로 성공적으로 사용되었으며3 6 -

3 8, chitosan 접착의 h y d r o x y a p a t i t e로 충전된

골 결손부위의 방사선상에서 불투과성 골 회복

을 확인하였다는 연구결과도 있다3 9. 또한

Klokkevold 등4 0은 c h i t o s a n이 골전구세포의

분화와 유주를 촉진하는 직접적인 작용뿐만 아

니라, 골 형성을 방해하는 섬유아세포의 작용을

차단하는 간접적인 작용을 통해서도 골 형성을

촉진하는 효과를 보이는 것으로 보고하고 있다.

C h i t o s a n은 또한 여러 약제에 대한 조절성 방출

기능이 있는 것으로 알려지고 있는데, 여러 연

구자들에 의해서 항생제4 1 - 4 3, 성장인자4 4, 항염

제4 5및 여러 고분자약물4 6 - 4 9 등을 위한 국소약

물송달체계로서 c h i t o s a n기질을 이용한 시도들

이 있어 왔다. Chitosan이 뛰어난 생접착성을

지니기 때문에 치주 및 구강점막질환을 위한 약

물송달체계로 사용될 수 있음이 보고되었고5 0,

m i n o c y c l i n e의 투여를 위한 국소약물송달체계

로 chitosan 미소캡슐을 이용하여 성인형 치주

염환자에 효과적인 치료결과를 얻은 바 있다4 1. 

C h i t o s a n의 골이식재로서의 물성을 증진하

고 골친화성 및 골전도성을 촉진시킬 목적으로

혼 합 하 여 사 용 된 c a l c i u m

m e t a p h o s p h a t e ( C M P )는 m o n o c a l c i u m

p h o s p h a t e를 열분해시켜 얻을수 있는데 이것

은 무기질 고분자로서 4개 이상의 동질이상이

있고 모두 [ - O - P - O - ]를 골격으로 하는 쇄

상구조를 갖는다. 이중에서 쇄상의 길이가 가장

길고 생화학적으로 가장 안정한 β형의 C M P는

열처리 방법에 따라 비정질 혹은 결정질을 얻

을 수 있고 제조방법에 따라 생분해 속도를 조

절할 수 있다5 1 , 5 2. 가토의 골내에 이식한 연구

에서 C M P는 피하 및 근조직내에서 서서히 분

해되면서 주위조직과 잘 융화되어 그 주위로

골양조직이 침착되는 소견이 관찰되었으며5 3,

C M P에는 세포부착이 잘 일어나고, 지지체상에

서 세포의 분열도 활발하게 일어나므로 골조직

형성을 위한 우수한 지지체가 될 수 있을 것이

라는 연구결과도 있다5 4. 또한 Baksh 등5 5도

CMP block이 골형성을 위한 지지체로 성공적

으로 이용될 수 있음을 보고하였다.
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성장인자는 창상치유과정에서 일어나는 여러

가지 세포활동을 자극하여 세포에 대한 이동과

증식, 기질의 합성에 영향을 미치는 생물학적

매개체이다. 이중 혈소판유래성장인자는 높은

양전하를 띠는 2개의 긴 폴리펩타이드사슬이

sulfide bond로 연결된 이중체 단백질로서 분

자량이 2 8 - 3 5 K D a에 이른다. 2개의 서로 다른

PDGF polypeptide가 존재하며 이들은 서로 다

른 유전자로부터 유래되나 5 6 %정도의 유사부

분을 보이고, 개별적으로 조절되는 유전형질의

발현에 의해 3가지의 다른 이중체 즉, 동종 이

중체인 PDGF-AA, PDGF-BB와 이종 이중체

인 P D G F - A B가 존재한다 5 6 - 5 8. 이들중

P D G F - B B는 섬유아세포의 디옥시리보핵산의

합성을 촉진시킨다고 알려져 있으며5 9 P D G F를

I G F - 1와 혼합하여 사용한 경우 실험동물에서

신생골 및 신생백악질의 형성이 증가하였다6 0.

또한 P D G F는 치수, 치은 및 치주인대로부터

유래된 섬유아세포의 증식을 촉진하고6 1, 배양

된 쥐의 치주인대세포에 적용시 세포증식, 화학

주성, 교원질 합성을 증가시킨다는 연구결과도

있으며6 2, 사람의 치주인대세포에 주된 유사분

열촉진인자로 작용하는 것으로 알려져 있다6 3.

따라서이와 같은 효과를가진 성장인자를 여

러 약제에 대한 조절성 방출기능이 있는 것으로

알려진c h i t o s a n에 함유시켜 사용한다면 치주조

직 재생의 효과를 증진시킬 수 있을 것이다. 이

에 본 연구에서는 골 형성을 위한 3차원적 세포

지지체로 많은 연구가 진행된 c h i t o s a n과 C M P

를 혼합한후 혈소판유래성장인자를 함유시켜

PDGF-BB loaded chitosan/CMP스펀지를 제

작한 후 골이식재 및 골형성을 위한 3차원적 세

포지지체로서의 가능성을 평가하였다.

II. 재료 및 방법

1 . Chitosan/CMP 및 PDGF-BB loaded
chitosan/CMP 스펀지의제조

무수 C a ( H2P O4)2를 c o n d e n s a t i o n하여 무결

정의 C a ( P O3)2를 얻고 이를 용융하고 냉각시

킨 후 분쇄하여 C M P분말을 얻었다. Chitosan

분말(Showa Chemicals, Tokyo, Japan) 5g을

1 0 0 m l의 1% acetic acid에 용해하여 c h t i o s a n

용액을 준비하였다. 3g의 CMP 분말을 1 0 0 m l

chitosan 용액에 혼합한 후 동결건조한 다음

t r i p o l y p h o s p h a t e와 교차반응을 시키고 다시

동결건조하여 다공성의 3차원적인 구조를 가

진 chitosan/CMP 스펀지를 얻었다. 이 스펀지

를 PDGF-BB(Genzyme Co. Cambridge,

U S A )용액에 담그고 하루경과 후 다시 동결건

조하여 5 x 5 x 2mm 크기에 2 0 0 n g의

P D G F - B B가 함유된 chitosan/CMP 스펀지를

제작하였다. 제작된 스펀지는 주사전자현미경

(Jeol, USA)을 통해 미세구조를 관찰하였다.

2. 스펀지로부터의 PDGF-BB 방출량 측정

Chitosan/CMP 스펀지로부터 P D G F - B B의

방출량을 측정하기 위해서 1 2 5I - l a b e l e d

P D G F - B B를 사용하였다. 5μC i의 1 2 5I -

labeled PDGF-BB를 n o n - r a d i o a c t i v e

P D G F - B B와 혼합하여 최종 r a d i o a c t i v i t y가 1

μC i가 되게 한 후 각 스펀지당 2 0 0 n g의 농도

로 함유시켰다. 각 스펀지를 pH 7.4 phosphate

b u f f e r가 담긴 glass vial에 넣고 15rpm, 37oC

의 shaking water bath에 둔채로 4주간 보관하

며 방출된 1 2 5I-labeled PDGF-BB 의 양을

gamma counter(Cobra II, Packard

Instrument Company, CT, USA)를 이용하여

측정하였다.

3. 골아세포-스펀지 혼합체의 실험실 배
양 및 관찰

1) 백서태자 두개관 골아세포의 분리 및 배양

백서태자의 두개관 골아세포의 분리는

Bellows 등6 4이 제안한 기법을 이용하여 분리,
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배양하였다. 태령 2 1일째의 백서태자를 모체로

부터 무균적으로 적출하고 태자의 두부로부터

두개관을 절제하여 골막과 연조직을 제거하였

다. 절제한 두개관은 수술용 가위로 세절한 후

0.1% collagenase(Sigma, St Louis, MO,

U S A )와 4mM EDTA에 용해된 0 . 2 5 %

trypsin(Gibco, Grand Island, NY, USA)이 함

유된 혼합효소용액 1 . 5 m l와 함께 3 7oC에서 자

석교반기가 들어있는 R e a c t i - v i a l ( P i e r c e ,

Rockord, IL, USA)에서 교반하면서 소화시켰

다. 반응 10, 20, 30, 50 및 7 0분 후에 소화된

세포현탁액을 수집하고 동량의 ice-cold fetal

bovine serum(FBS; Gibco)과 혼합하여 반응

을 중지시켰다. 반응 5 0분 및 7 0분 후에 얻어

진 세포현탁액을 모아 1 0분간 원침한 후

Hank's balanced salt solution(HBSS; Gibco)

으로 세척하고 다시 원침하여 분리된 세포를

수집하여 배양하였다. 수집된 세포들은 4 x

1 04 c e l l s / c m2 의 밀도로 35mm 조직배양접시

에 10% FBS 및 1% antibiotic-antimycotic

solution (Gibco)이 함유된 α- m i n i m u m

essential medium(α-MEM; Gibco)으로

3 7oC의 온도 및 100% 습도조건에서 9 5 %의

공기와 5% CO2를 계속 공급하면서 배양하였

다.

2) 골아세포의 접종 및 세포-스펀지 혼합체의

실험실적배양

원배양된 세포가 단일층의 밀생 배양상태가

되면 4mM EDTA에 용해된 0.25% trypsin용

액으로 세포를 탈리시킨 후 세포 부유액을 모

아 1 0분간 원침하여 세포를 수집하였다. 수집

된 세포는 혈구계산기로 수를 측정한 후 1 5 %

FBS, 1% antibiotic-antimycotic solution,

10mM Na β-glycerol phosphate(Sigma),

5 0㎍/ml l-ascorbic acid(Sigma) 및 1 0- 7M

d e x a m e t h a s o n e ( S i g m a )이 함유된 α- M E M

으로 5 x 107 c e l l s / m l의 세포농도로 희석하였

다. 30분전에 배지로 미리 습윤시킨 ch i-

tosan/CMP 스펀지 및 PDGF-BB loaded

chitosan/CMP 스 펀 지 를 2 4 - w e l l

plates(Nunc, Rochester, NY, USA)에 넣고,

희석하여 준비된 2 0㎕ 의 세포부유 농축액을

스펀지 상부에 떨어뜨려 스며들게 하는 방법으

로 스펀지당 1 06 c e l l s의 골아세포를 접종하였

다. 골아세포가 스펀지에 잘 부착할 수 있도록

하기 위해 세포가 접종된 스펀지를 3시간 동안

조직배양기에서 전배양하고 1 m l의 배지를 각

w e l l에 첨가한 후 배양하였다. 배지는 배양 전

기간 동안 매 2 - 3일 간격으로 교환하였다.

3) 세포증식률 측정

배양 1, 7, 14, 28일째에 각 w e l l로부터 배지

를 제거하고 배양된 세포-스펀지 혼합체를 수

집하여 H B S S로 가볍게 세척하여 부착하지 않

은 세포들을 제거한 후 4mM EDTA에 용해된

1 m l의 0.25% trypsin으로 5분간 반응시켜 스

펀지에 부착된 세포를 탈리시켰다. 이후에

H B S S를 이용하여 스펀지로부터 제거되지 않

고 남아있는세포들을 2회 더 세척하여모은 후

t r y p s i n / H B S S에 부유된 세포현탁액을 원침하

여 세포들을 모아서 hemo cytometer 를 이용

하여 생활력이있는 세포의 수를 측정하였다.

4) 염기성 인산효소(alkaline phosphatase,

A L P a s e )의 활성 측정

각 스펀지에 접종, 배양된 골아세포들의 염기

성 인산효소활성을 배양 1, 7, 14, 28일에 각각

측정하였다. 스펀지에서 분리된 세포들을 모아

0 . 5 m l의 증류수를 가한 수 1분간 얼음 위에서

초음파분쇄하고, 0.1ml의 세포 분쇄액을 0 . 1 m l

의 0.1M glycin-NaOH buffer, 0.1ml의

15mM para-nitrophenol phosphate(PNPP),

생리식염수에 용해한 0 . 1 %의 Triton X-100

및 0 . 1 m l의 증류수와 혼합하고 3 0분간 3 7oC에

서 반응시켰다. 반응 후에 2 . 5 m l의 0.1N NaOH

를 첨가하고 얼음 위에서 방치하여 반응을 중

지시키고 ELISA reader로 4 0 5 n m에서 흡광도
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를 측정하는 방법으로 용액내에 생산된 p a r a -

n i t r o p h e n o l ( P N P )의 양을 정량하였다.

5) 배양된 세포-스펀지 혼합체의 조직학적 관

찰

각 기간별로 배양된 세포-스펀지 혼합체를

광학현미경 및 주사전자현미경하에서 조직학

적 관찰을 시행하였다. 각 배양기간별로 배양된

세포-스펀지 혼합체를 수집하여 세척한 후

g l u t a r a l d e h y d e로 고정하고 파라핀으로 포매

하여 조직블록을 제작하였다. 준비된 조직블록

으로 부터 5μm의 두께로 절편을 얻어 h e m a-

toxylin-eosin 염색법으로 염색하여 광학현미

경(Olympus BH-2, Olympus Optical Co.,

Osaka, Japan)으로 조직학적 관찰을 시행하였

다. 또한 배양된 세포-스펀지 혼합체내에서 세

포의 부착 및 증식과 형성된 조직의 3차원적형

태를 관찰하기 위하여 주사현미경하에서의 관

찰을 시행하였다.

4 . 백서 두개골 결손부에의 스펀지 이식 및
조직학적, 조직계측학적 관찰

1) 골 결손부의형성 및 스펀지의이식

평균체중이 250g 정도인 S p r a g u e - D a w l e y

백서 3 6마리를 준비하고 k e t a m i n e ( K e t a r a r

유한양행)을 3 0 m g / k g의 용량으로 복강내 주

사하여 마취를 유도하였다. 백서 두부의 털을

깍은 후 0.5% chlorhexidine으로 수술부위를

소독하였다. 수술중의 편리와 안정을 위해 백서

의 머리를 두부고정기에 고정하고 전두골 앞쪽

에서 후두골 후방부위까지 직선의 절개를 가한

후 피부 및 골막을 젖혀 두개골을 노출시켰다.

노출된 두개골의 정중부에 양측의 측두골을 포

함하여 8mm 직경의 trephination drill(3i

Implant Innovation, Palm Beach Gardens,

FL, USA)을 이용하여 뇌 손상을 주지 않도록

유의하면서 원형의 골결손부를 형성하였다6 5.

형성된 골 결손부에 제작된 chitosan/CMP 스

펀지 및 PDGF-BB loaded chitosan/CMP 스

펀지를 1 x 1 x 1 mm의 크기로 세절하여 이식

하고 골막과 피부를 각각 5-0 흡수성 봉합사

와 4-0 수술용 silk(Ethicon, Somervile, NJ,

U S A )를 이용하여 봉합하였다. 대조군은 골결

손부에 아무런 이식재도 이식하지 않고 봉합하

였다. 각 실험군에 백서 6마리씩 할당하고 이식

2주 및 4주 후에 백서를 희생하여 치유과정을

조직학적으로 관찰하였다.

2) 조직표본의 제작 및 관찰

희생된 백서의 두부를 인접조직과 함께 절제

한 후 중성 10% 포르말린 용액으로 고정하였

다. 고정된 조직은 5% trichloroacetic acid로

탈회한 후 파라핀으로 포매하고 5μm 두께의 절

편을 얻어 Masson trichrome 염색법으로 염색

하여 조직학적 관찰을 시행하였다. 조직계측학

적 관찰을 위해서 광학현미경으로 관찰된 영상

을 영 상 분 석 system(Image Acess

Application, Bildanalys System AB,

Stockholm, Sweden)이 내장된 컴퓨터의 화면

에 video camera를 이용하여재현한 후 재생된

신생골의 면적을 정량적으로 측정하였다. 

5. 통계적 분석

통계적 분석을 위해서 모든 측정은 각 군당 6

개체 이상 시험하였고, 각 측정값은 평균값 ±

표준편차로 나타내었다. SPSS 8.0(SPSS,

U . S . A . )을 이용하여 통계분석을 하였으며, 각

군간의 통계적 유의성 검정을 위해서 5% 및

1 %의 유의수준으로 A N O V A를 시행하였고,

사후분석은 T u k e y의 방법으로 실시하였다. 

III. 연구결과

1. 제조된 스펀지의 형태 및 물리적특성

제조된 chitosan/CMP 및 PDGF-BB loaded
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Figure 2. Release kinetics of 1 2 5I-labeled PDGF-BB from chitosan/CMP sponge

Table 1. Cell proliferation in chitosan/CMP and PDGF-BB loaded chitosan/CMP sponge

D a y
Number of cells(×1 04/ s p o n g e )

chitosan/CMP sponge PDGF-BB loaded chitosan/CMP

s p o n g e

1 2 . 9 6±0 . 7 3 4 . 2 2±0 . 9 1#

7 7 . 3 6±2 . 3 0* * 9 . 8 4±0 . 9 6* *#

1 4 9 . 9 8±1 . 3 8* * 1 3 . 5 9±1 . 8 8* *# #

2 8 1 0 . 6 4±1 . 9 6* * 1 5 . 1 1±0 . 9 5* *# #

* *: P<0.01, as compared with 1 day in each group

Figure 3. Cell proliferation in chitosan/CMP and PDGF-BB loaded chitosan/CMP sponge



chitosan/CMP 스펀지를 주사전자현미경으로

관찰하였다(figure 1). 제조된 스펀지는 3차원

구조의 다공성의 스펀지구조를 보이고 있었으

며 평균 소공의 크기가 1 0 0 - 2 0 0μm 정도였다.

이 스펀지들은 건조된 상태에서는 부서지는 경

향이 있으나 배지나 혈액으로 젖게된 후에는

부드러워지고 약간 늘어나는 경향을 보였다.

2. 스펀지로부터의PDGF-BB 방출량

스펀지로부터의 PDGF-BB 방출량은 1일째

에 그 양이 가장 많았으며, 1주경과시까지 계속

적인 방출을 보이다가 그 이후부터는 방출량이

줄어들었다(Figure 2). 200ng의 P D G F - B B를

함유한 스펀지의 경우 1일째에 약 1 0 0 n g이 방

출되었으며 그 후 일주일까지 하루에 5 n g의 방

출을 관찰할 수 있었다. 1주가 경과한 후부터는

방출량이 감소하였지만 2주후에도 하루에 1 -

2 n g의 P D G F - B B가 방출되었다.

3. 골아세포-스펀지 혼합체의 실험실 배양
결과

1) 세포증식률

Chitosan/CMP 및 PDGF-BB loaded chi-

tosan/CMP 스펀지에 접종되어 배양된 골아세

7

Table 2. ALPase activities of cells in chitosan/CMP and PDGF-BB loaded chitosan/CMP sponge

D a y
ALPase activity(nM of PNP/30min/104c e l l s )

chitosan/CMP sponge PDGF-BB loaded chitosan/CMP

s p o n g e

1 3 . 7 1±0 . 8 7 4 . 9 2±0 . 5 2#

7 5 . 6 1±1 . 3 9* 6 . 9 5±1 . 2 2* *
1 4 7 . 1 9±1 . 3 3* * 8 . 0 1±2 . 1 7* *
2 8 7 . 8 4±0 . 9 8* * 7 . 9 0±1 . 7 7* *

Figure 4. ALPase activities of cells in chitosan/CMP and PDGF-BB loaded chitosan/CMP sponge



포는 h e m o c y t o m e t e r의 관찰에서 생활력이 확

인되었고, 세포수 측정결과 배양기간이 경과함

에 따라 배양 2 8일까지 지속적으로 증식하였다

(Table 1, Figure 3). 접종후 배양 1일째에

chitosan/CMP 및 PDGF-BB loaded chi-

tosan/CMP 스펀지에 부착되어 자라고 있는 골

아세포의 수는 각각 2.96 x 104 및 4.22 x 104

c e l l s / s p o n g e로 나타났고, 이후 배양기간에 따

라 지속적으로 증식하여 배양 2 8일째에 1 0 . 6 4

x 104 및 15.11 x 104 c e l l s / s p o n g e까지 증가

하였다. 골아세포는 배양1 4일까지는 계속적인

증가경향을 보이다가 이후부터는 증식도가 떨

어지면서 2 8일까지 성장속도가 둔화되는 경향

을 보이고 있었으며 PDGF-BB loaded chi-

tosan/CMP 스펀지의 경우에서 더 큰 증식률을

보였다.

2) 접종된 골아세포의 염기성 인산효소의 활성

Chitosan/CMP 및 PDGF-BB loaded chi-

tosan/CMP 스펀지에 접종되어 배양된 골아세

포의 염기성 인산효소의 활성은 배양 1 4일까지

는 기간의 경과에 따라 지속적으로 증가하였으

나 그 이후에는 증가량이 적었으며, 특히

PDGF-BB loaded chitosan/CMP 스펀지에 접

종한 경우는 1 4일 이후에는 염기성 인산효소의

활성이 증가하지 않았다(Table 2, Figure 4).

배양 1일째에 골아세포의 염기성 인산효소의

활성은 chitosan/CMP 및 PDGF-BB loaded

chitosan/CMP 스펀지에서 각각 3.71 및

4.92nM / 30min / 104 c e l l로 나타났고 이후 배
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Table 3. Area of new bone in rat calvarial defect

w e e k s
area of new bone(×1 0- 3/ m m2)

c o n t r o l chitosan/CMP sponge PDGF-BB loaded chitosan/CMP

s p o n g e

2 1 3 9 . 3 3±4 1 . 0 6 2 6 9 . 8 3±7 8 . 4 3* * 4 5 6 . 0 0±6 5 . 8 9* *# #

4 2 5 1 . 6 7±9 2 . 0 3 5 1 8 . 1 7±1 0 0 . 3 0* * 7 0 6 . 3 3±1 4 6 . 9 4* *#

Figure 11. Area of new bone in rat calvarial defect



양기간경과에 따라 지속적으로 증가하여 배양

1 4일째에는 7.19 및 8.01nM / 30min / 104

cell 까지 증가하였다. 전 배양기간동안, 염기성

인산효소의 활성은 PDGF-BB loaded chi-

tosan/CMP 스펀지에 접종된 골아세포가 ch i-

tosan/CMP 스펀지에서 보다 높은 경향을 보였

으나 배양 1일째를 제외하고는 통계적 유의성

은 없었다.

3) 배양된 세포-스펀지 혼합체의 조직학적 소

견

광학현미경과 주사전자현미경 관찰결과 각

스펀지에 접종된 골아세포는 스펀지 기질에 잘

부착하여 있었고 스펀지 전체에 비교적 골고루

분포되어 있었다(Figure 5, 6). 배양 1 4일째에

는 부착된 세포의 수가 7일째에 비해 많아졌으

며 방추형의 골아세포들이 중층으로 증식하면

서 자라고 있음이 확인되었고(Figure 7),

PDGF-BB loaded chitosan/CMP 스펀지에서

상대적으로 더 많은 세포가 관찰되었다. 또한

이 시기에 이미 스펀지의 분해가 시작되었음을

알 수 있었다. 배양 4주째에는 스펀지의분해가

상당히 진행되어 있었고, 스펀지에 부착된 세포

들이 골질을 형성해가는 것이 관찰되었다

(Figure 8). 

4 . Chitosan/CMP 및 PDGF-BB loaded
chitosan/CMP 스펀지가 백서 두개골
결손부 치유에 미치는 영향

백서의 두개골 결손부에 각 스펀지를 이식하

고 2주 및 4주 경과 후의 조직학적 치유양상을

관찰하였다.

수술 2주 후 소견을 보면(Figure 9), 대조군

의 골결손부에서는 얇고 성근 결합조직으로 치

유되고 있었으며, 결손부 말단에 아주 소량의

신생골이 나타나고 있을 뿐 별다른 신생골 재

생 의 소 견 을 보 이 고 있 지 않 았 다 .

Chitosan/CMP 스펀지 이식군에서는 결손부

말단으로부터 신생골이 어느정도 자라나고 있

었으며 이식된 스펀지는 이 시기에 이미 분해

가 시작되었음이 관찰되었다. PDGF-BB

loaded chitosan/CMP 스펀지 이식군에서는 결

손부 말단으로부터 신생골이 활발히 자라나고

있었다. 

수술 4주후의 소견을 보면(Figure 10), 대조

군에서는 결손부 말단에 국한하여 일부 신생골

들 이 나 타 나 는 것 이 관 찰 된 반 면 ,

chitosan/CMP 스펀지 이식군에서는 결손부 말

단에서부터 결손부 중심을 향하여 신생골들이

자라나고 있었으며 이식된 스펀지들은 분해가

계속 진행되고 있었다. PDGF-BB loaded

chitosan/CMP 스펀지 이식군에서는 결손부 말

단으로부터 신생골이 활발히 자라나고 있었으

며 결손부 내부에서도 두경막측으로부터 다양

한 크기의 신생골들이 나타나고있었고, 골양조

직이 더 두텁게 형성됨이 관찰되었다. 

조직계측학적 관찰결과(Table 3, Figure

11), 수술 2주 및 4주 후의 결과에서 모두 스펀

지 이식군에서 대조군에 비해 높은 신생골 형

성이 나타나는 것으로 계측되었으며, PDGF-

BB loaded chitosan/CMP 스펀지 이식군에서

PDGF-BB unloaded chitosan/CMP 스펀지

이식군에 비해 유의하게 높은 신생골 형성이

관찰되었다. 

IV. 총괄 및 고찰

본 연구에서는 골이식재 및 골 형성을 위한 3

차원적 세포지지체로서의 가능성을 평가하기

위하여 chitosan/CMP 및 PDGF-BB loaded

chitosan/CMP 스펀지를 제작하였다. Chitosan

은 생분해성 및 무독성의 천연 생중합체로서2 9

지혈촉진작용3 0 , 3 1 및 조직치유증진효과3 2가 있

는 것으로 알려져 있으며 3차원적 골형성 지지

체로 연구된 바도 있다6 6. 또한 치유효과의 증

진을 위해 c h i t o s a n을 다른 재료와 함께 혼합하

여 이용하려는 시도들이 있었는데, chitosan 접
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착의 h y d r o x y a p a t i t e와 b e t a - t r i c a l c i u m

p h o s p h a t e가 골이식재로서 유용하게 이용될

수 있을 것으로 제안된 바 있다3 6 - 3 9. 본 연구에

서도 c h i t o s a n의 골대체 이식재로서의 물성을

증진하고 골친화성 및 골전도성을 촉진시킬 목

적으로, 골형성을 위한 지지체로 성공적으로 이

용될 수 있다고 보고된 바 있는5 5 C M P를 혼합

하여 사용하였다. 

성장인자는 창상치유과정에서 일어나는 여러

가지 세포활동을 자극하여 세포에 대한 이동과

증식, 기질의 합성에 영향을 미치는 생물학적

매개체로서, 그 농도에 비례하여 골세포의 화학

주성과 증식을 증가시키는 것으로 알려져 있다
6 3. 하지만 생체내에서의 분해속도가 빨라서 일

정시간동안 적정농도를 유지하기가 어렵기 때

문에 이전의 연구들에서는 고농도를 사용하였

으며, 개에서의 연구를 통해 P D G F - B B의 반감

기가 4 . 2시간이며 9 6 %이상의 성장인자가 9 6

시간이내에 분해되었다고 보고된 바 있다. 따라

서 효과적인 치료농도의 유지를 위해서는

P D G F - B B의 조절성 방출이 요구되며, 본 연구

에서는 항생제나 성장인자등의 조절성 방출기

능이 있는 것으로 알려진 c h i t o s a n에 함입시켜

서 사용하였다. 예비실험결과 200ng PDGF-

BB loaded chitosan/CMP 스펀지의 경우, 비록

2 4시간이내에 비교적 많은 양인 5 0 %의

P D G F - B B가 방출되긴 했지만, 2주가 경과한

후에도 1 - 2 n g의 방출량을 유지함으로써 골재

생을 촉진하기 위한 적절한 농도라고 생각되어

이 농도의 P D G F - B B가 함유된 스펀지를 제작

하였다.

조직공학적 골 형성을 시도한 연구들에서는

골막 유래세포, 골수간질 유래세포, 태생 혹은

신생 백서의 두개관 유래세포 및 c l o n a l

osteogenic cell line 등 여러 가지 다양한 골형

성세포들을 배양하여 이용하고 있다. 인공적 배

양을 통한 골 형성을 위해서는 골아세포나 골

세포들의 형질유지가 필수적인데 성장한 개체

에서 얻은 세포들은 실험실적 배양조건하에서

이들의 고유한 형질을 장기간 유지하기가 매우

어렵기 때문에 많은 연구들1 7 , 6 6에서 태생 혹은

신생개체에서 얻은 골세포들을 이용하고 있다.

이러한 이유에서 본 연구에서도 백서 태자의

두개관에서 분리, 배양한 골아세포를 적용하였

다. 

배양 중에 세포지지체에 접종한 골아세포의

형질유지 및 골 기질의 형성을 위한 또다른 중

요한 인자로서 배지의 조성성분을 고려하여야

하는데, 이 연구에서는 골기질의형성을 위하여

ascorbic acid, β-glycerophosphate 및 d e x-

a m e t h a s o n e이 첨가된 배지를 사용하였다.

Bellows 등6 4은 쥐의 태자 두개관 세포를 배양

하여 골결절을 형성하기 위한 세 가지 조건을

제시하였는데, 단일층으로 성장하고 있는 세포

들이 중층의 결절상으로 입체적인 배열이 가능

하도록 장기간 배양하여야 하며, 교원질이 침착

될 수 있도록 하기 위하여 배지에 a s c o r b i c

a c i d가 함유되어 있어야 하고, 유기인산의 제공

원을 위해 β- g l y c e r o p h o s p h a t e를 배지에 첨

가하여야 한다고 하였다. Dexamethasone은

골아세포의 분화를 촉진하는 것으로 알려져 있

고67 P D G F와 함께 사용할 경우 치주인대조직

과 골조직형성을 증가시킨다고 보고된 바도 있

다6 8. 하지만 d e x a m e t h a s o n e이 P D G F의 작용

을 억제시킨다는 연구결과도 있어6 9 본 연구에

서 사용된 배지속에 첨가된 d e x a m e t h a s o n e이

P D G F의 작용에 어떠한 영향을 미쳤다고 단언

하기는 힘들었다. 

본 연구에서 골아세포-스펀지 혼합체의 실

험실적 배양결과, 배양기간의 경과에 따라 골아

세포-스펀지 혼합체에서 골아세포의 증식과

염기성 인산효소의 활성증가가 확인되었다. 어

떤 특정조직을 인공적으로 형성하기 위해서는

그 조직을 형성할 수 있는 특정세포가 그들의

고유의 형태와 형질의 변화 없이 세포지지체에

잘 부착되어 자랄 수 있어야하며, 특히 골아세

포는 부착의존성 세포이고 3차원적으로 긴밀

한 세포 상호간의 밀착이 있어야 골 형성을 시
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작할 수 있다고 알려져 있다6 4. 따라서 다공성

의 3차원적 구조를 가지고 있어서 실제 생체 골

조직내의 구조적 환경과 유사한 조건을 제공할

수 있고 골아세포들이 3차원적으로 배열하여

공간적인 성장을 할 수 있도록 스펀지가 고안

되었으며, 배양된 세포-스펀지 혼합체의 조직

학적 관찰결과 골아세포들이 스펀지 기질에 잘

부착하여 그 고유의 세포형태로 중층을 이루며

성장하는 것을 확인할 수 있었다. 또한 골 형성

을 위한 골아세포의 중요한 초기 형질발현인자

로 알려져 있는7 0 염기성 인산효소의 활성이 증

가한 것으로 보아 세포지지체에 접종된 골아세

포들이 배양기간동안 골기질을 형성할 수 있는

그 고유의 생화학적 형질을 잘 유지하고 있다

고 생각된다. 한편 PDGF-BB loaded chi-

tosan/CMP 스펀지의 경우 chitosan/CMP 스

펀지에 비해 골아세포의 증식정도와 염기성 인

산효소의 활성이 상대적으로 큰 것으로 관찰되

었는데, 이는 스펀지로부터 방출된 P D G F - B B

가 골아세포의 이동과 증식에 영향을 미친 것

으로 해석된다.

이전의 연구들6 6 , 7 1에서는 배양결과 골아세포

들이 주로 세포가 접종된 스펀지의 상부를 중

심으로 부착, 증식하는 것으로 관찰되고 있는데

이러한 양상은 스펀지 상부 쪽이 접종된 골아

세포가 증식하는데 있어 더 양호한 환경이기

때문으로 보여진다. 즉 스펀지 상부에 골아세포

부유액을 떨어뜨리는 방법으로 세포를 접종하

였기 때문에 스펀지 상부에서 골아세포의 밀도

가 높고, 세포-스펀지 혼합체가 배양용기내의

배지에서 부유하여 배양되기 때문에 하부보다

는 상부에서 더 많은 산소침투가 이루어질 수

있다. 따라서 스펀지의 상부 쪽이 세포의 증식

과 조직형성에 더 양호한 조건이 되었을 것으

로 생각된다. 본 연구에서도 스펀지 내부보다는

상부쪽에서 많은 세포증식이 관찰되었다. 하지

만 이전의 연구들에 비해서 상대적으로 스펀지

전체에 더 골고루 세포의 부착과 증식이 일어

나는 것이 관찰되었으며, 특히 spinnar flask에

서 배양된 경우는 오히려 스펀지 내부에서 더

많은 세포의 부착, 증식을 관찰할 수 있었다. 이

는 spinnar flask 배양의 경우, 스펀지 표면의

세포들이 배지에 의해서 씻겨 나갈 수 있는 등

의 이유로 스펀지 내부에서의 세포증식조건이

상대적으로 나쁘지 않기 때문으로 생각된다. 조

직공학적 측면에서 세포지지체에의 부착의 중

요성을 감안할 때 스펀지상부에서의 골아세포

의 부착과 증식도 그 의미를 부여할 수 있지만,

스펀지 전체에의 균일한 세포부착이란 측면에

서 볼 때 이 연구에서 사용된 스펀지는 이전의

연구들에서 사용된 재료들에 비해서 장점을 가

지고 있다고 할 수 있다.

또한 최근에는 세포지지체에 접종하는 세포

의 수나 배양환경의 변화에 따른 결과를 비교

한 연구들이 있었다. 접종시의 환경을 s t a t i c과

d y n a m i c의 두 가지로 나누고 배양시의 환경을

static, dynamic과 b i o r e a c t o r의 세가지로 구분

하여 실험한 결과7 2 dynamic 상태에서 접종 후

b i o r e a c t o r에서 배양한 경우에서 가장 좋은 결

과를 얻었고, 접종시의 세포밀도에 따른 골조직

형성 변화를 관찰한 결과 1 06 c e l l s / c m3 이상에

서는 유의할 만한 차이를 나타내지 않았다고

보고되었다7 3. 본 연구에서는 스펀지마다 1 06

개의 세포를 접종하였으며 s t a t i c한 상태와

spinnar flask에서 각각 배양을 실시하였다.

실험실적으로 어떠한 골조직을 형성한다고

하더라도 결국은 생체내에 이식되어야하기 때

문에 골 형성에 사용되는 세포지지체 역시 기

본적으로는 골조직내에서 생체친화성, 골전도

성 및 생분해성에 대한 평가가 이루어져야 할

것이다. 이를 위해 본 연구에서는 제작된 ch i-

tosan/CMP 및 PDGF-BB loaded

chitosan/CMP 스펀지를 백서의 두개골 결손부

에 이식하고 치유반응을 관찰함으로써 기본적

인 골이식재로서의 가치를 평가하였다. 백서 두

개골 결손부에서 이식된 각 스펀지의 조직학적

치유과정 관찰결과, 이들 두 스펀지는 별다른

이물반응이나 심한 염증반응 없이 분해되면서
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신생골 형성을 촉진함이관찰되었다. 따라서 이

재료가 골 형성을 위한 세포지지체로서의 요건

을 충족할 뿐 아니라 골이식재로서도 기본적인

조건을 갖추고 있다고 할 수 있을 것이다. 또한

PDGF-BB loaded chitosan/CMP 스펀지를이

식 한 경 우 PDGF-BB unloaded

chitosan/CMP 스펀지에 비해 골양조직이 더

두텁게 형성되었으며, 조직계측학적 분석결과

신생골 형성의 양도 더 많았는데, 이로 보아

chitosan/CMP 스펀지는 성장인자를 이용한 국

소약물송달장치로서의 역할도 수행할 수 있음

을 알 수 있었다.

조직공학과 관련하여 몇몇 성장인자의 사용

과 골이식재 및 차폐막등의 사용에 관한 연구

등이 있긴 하지만, 치주영역에서의 조직공학적

접근방법의 시도는 아직 미미한 상황이다. 치주

인대세포 및 치조골세포의 분리배양 후 재이식

을 시도한 연구들2 5 - 2 8이 일부 시도되었지만,

이들 연구에서는 세포지지체에 대한 충분한 고

려는 없이 단순히 배양한 세포를 그대로 이식

하는 정도였다. 실험실적으로 세포를 배양하여

조직을 형성하고 이를 생체내에 재이식하여 치

주조직을 재생하려는 시도가 이제는 필요할 때

이다. 이를 위해서는 치주조직재생에 관여하는

각 세포들의 역할에 대한 정확한 이해가 필요

하며, 또한 세포지지체의 형태나 표면변화에 의

한 세포부착증대에 관하여 더 많은 연구가 필

요할 것으로 생각된다.

V. 결론

골이식재 및 골 형성을 위한 3차원적 세포지

지체로 새롭게 개발된 chitosan/CMP 스펀지

및 PDGF-BB loaded chitosan/CMP 스펀지의

골형성능력을 연구하였다. PDGF-BB loaded

chitosan/CMP 스펀지로부터의 PDGF-BB 방

출량은 1일째에 그 양이 가장 많았으며, 2주후

까지도 하루에 1 - 2 n g의 P D G F - B B가 지속적

으로 방출되었다. 골아세포가 접종된 스펀지의

배양결과 골아세포수와 염기성 인산효소의 활

성은 접종후 배양시간경과에 따라 2주까지 지

속적으로 증가하였는데 PDGF-BB loaded

chitosan/CMP 스펀지가 PDGF-BB unloaded

chitosan/CMP 스펀지에 비해서 높았다. 배양

된 골아세포가 접종된 스펀지의 조직학적 관찰

결과, 골아세포는 스펀지에 잘 부착하여 중층의

형태로 성장하였으며, 그 양은 P D G F - B B

loaded chitosan/CMP 스펀지에서 더 많았다.

백서 두개골결손부에 이식된 스펀지는 별다른

이물반응 없이 분해되었으며 이식하지 않은 대

조군에 비해 유의하게 높은 신생골 형성 효과

를 나 타 내 었 다 . PDGF-BB loaded

chitosan/CMP 스펀지를 이식한 경우 골양조직

이 더 두텁게 형성되었으며, 조직계측학적 분석

결과 신생골 형성의 양도 더 많았다

본 연구의 결과, PDGF-BB loaded chi-

tosan/CMP 스펀지가 골이식재로서 뿐만 아니

라, 골 형성에 적용되는 골아세포의 배양을 위

한 3차원적 세포지지체로 이용되어 골재생술

식에 유용한 재료로 활용될 수 있음이 확인되

었다.
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Figure 1.Scanning electron micrograph of

PDGF-BB loaded chitosan/CMP

sponge x100. The sponge exhibits

a 3-dimensional porous structure

and the pore size is 100-200μm. 

Figure 5.Scanning electron micrograph of

osteoblastic cells cultured for 1

day. A: Seeded cells(arrow)

attach to the PDGF-BB loaded

chitosan/CMP sponge(S). x400, B:

early stage of cell attachment

x5000(Arrow indicates cell

process, S sponge), C: late stage

of cell attachment x3500. 

Figure 6.Cross sectional views through

three-dimensional cultures of

osteoblastic cells cultured for 7

days. Seeded cells(arrow) well

attach to the sponges(S). A: chi-

tosan/CMP sponge, hematoxylin

and eosin stain, original magnifi-

cation x100, B: PDGF-BB loaded

chitosan/CMP sponge, hema-

toxylin and eosin stain, original

magnification x100.

Figure 7.Cross sectional views through

three-dimensional cultures of

osteoblastic cells cultured for 14

days. Seeded cells(arrow) firmly

attach and proliferate to form

multilayer of cells on the

sponges(S). A: chitosan/CMP

sponge, hematoxylin and eosin

stain, original magnification x100,

B: PDGF-BB loaded

chitosan/CMP sponge, hema-

toxylin and eosin stain, original

magnification x100.

Figure 8.Cross sectional views through

three-dimensional cultures of

osteoblastic cells cultured for 28

days. Seeded osteoblastic cells

form nodules of bone-like matrix

on the sponges. A: chitosan/CMP

sponge, hematoxylin and eosin

stain, original magnification x100,

B: PDGF-BB loaded

chitosan/CMP sponge, hema-

toxylin and eosin stain, original

magnification x100, C: Scanning

electron micrograph of mineralized

matrix on the PDGF-BB loaded

chitosan/CMP sponge x200, D:

Scanning electron micrograph of

mineralized matrix on the PDGF-

BB loaded chitosan/CMP sponge

x800.(Arrow indicates mineralized

matrix, S sponge) 

Figure 9.Histologic findings of calvarial

defect sites at 2 weeks. A:

Ungrafted control, figure illus-

trates one side of defect. Defect is

filled with loose fibrous connective

tissue, and there is no significant

sign of new bone formation.

Masson trichrome stain, original

magnification x10. B: Defect

grafted with chitosan/CMP sponge,

figure illustrates one side of

defect. Osseous tissues are

growing from the edges of the

defect. Masson trichrome stain,

original magnification x10. C:

Defect grafted with PDGF-BB

loaded chitosan/CMP sponge, fig-

ure illustrates one side of defect.

Significant regenerated new bone

infiltrates from the edges of the

2 1



defect.. Masson trichrome stain,

original magnification x5.(Arrow

indicates original border of defect,

NB new bone, OB calvarial bone, S

sponge) 

Figure 10. Histologic findings of

calvarial defect sites at 4

weeks. A: Ungrafted

control, figure illustrates

one side of defect.

Limited bone repair

localized to the defect

border. Masson

trichrome stain, original

magnification x10. B:

Defect grafted with chi-

tosan/CMP sponge, fig-

ure illustrates one side of

defect. The bone regen-

eration is increasing

from the defect border.

Masson trichrome stain,

original magnification

x 1 0 . C: Defect grafted

with PDGF-BB loaded

chitosan/CMP, figure

illustrates one side of

defect. The bone regen-

eration is increasing

from the defect border,

the amount of regener-

ated bone is larger than

that of chitosan/CMP

sponge. Masson

trichrome stain, original

m a g n i f i c a t i o n

x10.(Arrow indicates

original border of defect,

NB new bone, OB cal-

varial bone, S sponge) 
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Chitosan is a biodegradable natural poly-

mer that has been demonstrated its ability

to improve wound healing, and calcium

metaphosphate(CMP) is a unique class of

phosphate minerals having a polymeric

structure. In this study, chitosan/CMP a n d

platelet derived growth factor(PDGF-BB)

loaded chitosan/CMP sponges were devel-

oped, and the effect of the sponges on bone

regeneration and their possibility as scaf-
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folds for bone formation by three-dimen-

sional osteoblast culture were examined. 

PDGF-BB loaded chitosan/CMP sponges

were prepared by freeze-drying of a mix-

ture of chitosan solution and CMP powder,

and soaking in a PDGF-BB solution.

Fabricated sponge retained its 3-dimen-

sional porous structure with 100-200μm

pores. The release kinetics of PDGF-BB

loaded onto the sponge were measured in

vitro with 1 2 5I-labeled PDGF-BB. In order

to examine their possibility as scaffolds for

bone formation, fetal rat calvarial

osteoblastic cells were isolated, cultured,

and seeded into the sponges. The cell-

sponge constructs were cultured for 28

days. Cell proliferation, alkaline phos-

phatase activity were measured at 1, 7, 14

and 28 days, and histologic examination

was performed. In order to examine the

effect on the healing of bone defect, the

sponges were implanted into rat calvarial

defects. Rats were sacrificed 2 and 4 weeks

after implantation and histologic and histo-

morphometrical examination were per-

f o r m e d .

An effective therapeutic concentration of

PDGF-BB following a high initial burst

release was maintained throughout the

examination period. PDGF-BB loaded chi-

tosan/CMP sponges supported the prolifer-

ation of seeded osteoblastic cells as well as

their differentiation as indicated by high

alkaline phosphatase activities. Histologic

findings indicated that seeded osteoblastic

cells well attached to sponge matrices and

proliferated in a multi-layer fashion. In the

experiments of implantation in rat calvarial

defects, histologic and histomorphometric

examination revealed that chitosan/CMP

sponge promoted osseous healing as com-

pared to controls. PDGF-BB loaded chi-

tosan/CMP sponge further enhanced bone

regeneration. 

These results suggested that PDGF-BB

loaded chitosan/CMP sponge was a feasable

scaffolding material to grow osteoblast in a

three-dimentional structure for transplan-

tation into a site for bone regeneration.
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