
I. 서론

손상된 골 결손부의 재생을 위하여 여러 이식재료

들이 발전되었으며 이러한 골 이식재의 기본 형태로

는 자가골, 동종골, 이종골 및 합성골이 있다 1).

골 이식재의 모든 요건을 구비했다고 여겨지는 자

가골은 골발생, 골유도, 골전도 세 가지 기전 모두를

이용하여 새로운 골을 형성하나 이차적 수술 부위가

필요하고, 구강 내에서는 충분한 양을 확보할 수 없

으며, 치근흡수 등의 단점이 있다2-5).

동종골은 동결, 동결건조, 탈회동결건조 및 방사선

조사를 한 골로 골 발생능력은 없는 이식재료이다.

공여부는 불필요하고, 충분한 양을 공급받을 수 있다

는 점에서 자가골의 단점을 보완하고 있으나1), 다른

개체의 조직을 사용함으로 인해 질병 전염의 가능성

이 논란이 되고 있고, 숙주의 면역기능에 의한 거부

반응이 보고되기도 한다. 또한 제작한 조직은행 간

에 효능 차이가 심하다6)고 보고되고 있다.

합성골의 경우 다양한 구조나 크기 및 형태로 제작

되어 공급되고 있으며, 일반적으로 사용되거나 연구

되고 있는 합성골로는 합성 인산칼슘 세라믹, 탄산칼

슘, 생체 활성 유리 등이 있다. 특히 calcium phos-

phate는 정형외과와 치과에서 널리 사용되는 골 대

체재료로 brushite, 수산화인회석, 무정형 calcium

phosphate 등으로 세분할 수 있다7). Higashi8) 나

Yoshimine9) 등은 calcium phosphate에서 골세포가

더 잘 견딜 수 있고, 서로 다른 골단백질 생산을 증진

시킨다는 연구를 보고한 바 있다.

한편 최근 골 결손부의 재생을 더 빠르고, 성숙된

골질을 얻기 위한 방법의 하나로 성장인자를 이용한

치료법에 대한 많은 연구가 진행되고 있다10,11). 골재

생과 관련된 성장인자 중 PDGF, TGF-β, IGF 등이

가장 많이 존재하는 조직은 혈소판이라 알려져 있으

며, 이러한 성장인자는 낮은 농도에서는 골재생에 효

과가 없고 높은 농도에서 골재생을 촉진한다고 보고

되고 있다12). Tayapongsak 등13)은 하악 재건술 시에

자가 피브린 접착제(autologous fibrin adhesive)를

해면골에 첨가해 방사선학적으로 더 빨리 골의 강화

(consolidation)가 일어나는 것을 확인하 고, Marx

등14)은 혈소판을 농축해서 사용하는 방법에 대해 보

고하고 혈소판 농축 혈장을 임상에 사용하 을 때

임상적, 방사선학적 그리고 조직학적으로 골 형성율

과 골 도가 증가되는 것을 보고하 다. 뿐만 아니

라 혈소판 농축 혈장은 발치와15), 상악동 거상술16),

치조제 증대술17), 치조제 확장술18) 등에서 사용 시에

도 이식재가 더 빨리 안정화되고 골유착이 더 완전

하게 일어남이 관찰되었다.

혈소판에서 확인된 성장인자로는 혈소판 유래 성

513

혈소판농축혈장이조골세포의초기부착과

증식및활성에미치는생물학적 향

박상일1·정진형1·임성빈1·김정근2

1단국대학교치과대학치주과학교실, 2구강생화학교실

대한치주과학회지 : Vol. 31, No. 3, 2001

교신 저자: 박상일, 충남 천안시 신부동 산 7-1 단국대학교 치과대학 치주과학교실, 우편번호 : 330-716



장인자(PDGF), 전환 성장인자-β(TGF-β), 인슐린 유

사 성장인자-I(IGF-I)등이 있다. 혈소판 유래 성장인

자는 다공성의 골 이식재와 결합하여 조골세포와 기

질간의 결합 및 세포증식을 증가시키며19), 세포의 유

사분열과 섬유아세포와 조골세포의 기능의 증진, 대

식세포와 같은 다른 세포의 성장인자의 촉진에 중요

한 역할을 하는 것14,20)으로 알려져 있다. 골형태형성

단백질(Bone Morphogenetic Protein, BMP)의

superfamily인21) 전환 성장인자-β는 결체조직의 치

유와 골 재생에 관여하는 성장분화 요소로서 조골

세포들에 대한 화학 주성을 증가시키고 세포분열을

유도하며, 파골세포 형성과 골흡수를 방해하여 골형

성을 유리하게 한다22-25)고 밝혀졌다.

현재 혈소판 농축 혈장의 효과에 관한 임상 결과보

고 및 성장인자 각각에 관한 세포수준에서의 연구는

있었으나, 혈소판 농축 혈장 자체에 관한 세포수준에

서의 연구는 거의 없었다. 이에 calcium phosphate

가 피막된 배양접시에 혈소판 농축 혈장을 부착하여

부착된 성장인자의 양을 확인한 후, 혈소판 농축 혈

장이 조골세포의 초기 부착과 조골세포의 증식 및

활성에 미치는 향을 평가해 보고자 하 다. 

II. 실험재료및방법

1. 혈액채취및혈소판농축혈장의제조

체중 300 g 내외의 전신적 질환이 없는 건강한 백

서 9마리를 Ketamine HCl(0.1 ml/kg)과 Xylazine

HCl(Rompun ,한국 바이엘, 0.1 ml/kg)로 전신마취

하고 heart puncture를 시행하여 혈액 10 ml를 채취

하 다. 채취 시 0.01 cc의 헤파린이 들어있는 주사

기를 이용하여 혈액의 응고를 방지하 다. 채취된

혈액을 Placon (OCT Inc., Korea)을 이용하여 3분

동안 2000 G의 원심력으로 원심분리하여 상층의 혈

장과 하층의 적혈구층으로 나뉘면 상층만 분리하여

다시 5분간 5000 G의 원심력으로 원심분리하 다.

최상층에 혈장이 모이고 중층에 buffy coat, 최하층

에 다시 여분의 적혈구가 남게 되는데, 최상층의 혈

장과 여분의 적혈구를 제외한 상층의 혈소판 농축

혈장층 1 ml와 1차 원심분리후 상층의 혈청을 실험

에 이용하 다.

2. 혈소판계수

채취한 혈청과 혈소판 농축 혈장부분을 각각

hemocytometer(Sigma, USA)를 이용하여 혈소판을

계수하 다. 

3. PDGF-BB의부착량측정

Calcium phosphate가 피막된 96-well plate의

OAASTM(OCT Inc., Korea) 배양접시에 혈청과 혈소

판 농축 혈장을 각각 5, 10 및 30 ㎕씩 3시간 부착시

킨 후 인산완충생리식염수로 세척한 후 2.5 N acetic

acid로 성장인자를 회수하여 enzyme immunoassay

kit (Human PDGF-BB immunoassay kit, Quantikine

, R&D system, USA)를 이용하여 PDGF-BB의 부착

정도를 측정하 다. 

4. TGF-β의부착량측정

Calcium phosphate가 피막된 96-well plate에 혈청

과 혈소판 농축 혈장을 각각 5, 10 및 30 ㎕씩 3시간

부착시킨 후 인산완충생리식염수로 세척한 후 2.5 N

acetic acid로 성장인자를 회수하고 2.7 N NaOH / 1

M HEPES로 중화시킨 후 enzyme immunoassay

kit(Human TGF-βimmunoassay kit, Quantikine?,

R&D system, USA)를 이용하여 TGF-β의 부착정도를

측정하 다.

5. 조골세포의배양

조골세포의 배양은 사람과 백서 조골세포주인

HOS (Human Osteosarcoma Cell)와 ROS 17/2.8

(Rat Osteosarcoma Cell 17/2.8) 세포를 통상적인 방

법에 의해 10% fetal bovine serum (FBS, Gibco Co.,

USA)과 항생제(Penicillin G 10,000 units/ml,

Amphotericin B 25 ㎍/ml, Gibco Co., USA)가 포함
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된 Dulbecco's modified Eagle Medium(DMEM,

Gibco Co., USA) 배양액에서 배양하 다. 배양액은

일주일에 2회 교환하고 일주일 간격으로 1 : 10의 비

율로 계대 배양하 다. 배양시 온도는 37℃, 습도는

95%를 유지하고 계속하여 5% CO2와 95% 공기를 공

급하 다.

6. 조골세포의세포부착도측정

Calcium phosphate가 피막된 48-well plate에 혈청

과 혈소판 농축 혈장을 첨가하지 않은 것을 대조군

으로 하 으며, 혈청과 혈소판 농축 혈장을 첨가한

경우를 실험군으로 하 다. 실험군에서는 혈청과 혈

소판 농축 혈장을 각각 100 ㎕씩 3시간 부착시킨 후

인산완충생리식염수로 세척하고, HOS와 ROS

17/2.8 세포를 104 cells/well이 되도록 혈청이 없는

DMEM 배양액으로 세포현탁액을 만들어 배양접시

에 분주한 후 1시간 및 4시간동안 부착시켰다. 시간

이 경과한 후 세포를 3.7% formalin 용액으로 고정하

고 1% toluidine blue 용액으로 염색하여 광학현미경

(Olympus Co. Japan)하에서 관찰하 다.

7. 조골세포의세포증식도검사

Calcium phosphate가 피막된 48-well plate에 혈청

과 혈소판 농축 혈장을 첨가하지 않은 것을 대조군

으로 하 으며, 혈청과 혈소판 농축 혈장을 첨가한

경우 실험군으로 하 다. 실험군은 혈청과 혈소판

농축 혈장을 각각 100 ㎕씩 3시간 부착시킨 후 인산

완충생리식염수로 세척하고, HOS와 ROS 17/2.8 세

포를 8×104 cells/well로 되도록 0.4% FBS가 포함된

DMEM 배양액으로 세포현탁액을 만들어 배양접시

에 분주한 후 48시간동안 배양하 다. 배양이 끝난

후 hemocytometer를 이용하여 세포를 계수하여 세

포증식도를 검사하 다. 

8. 염기성인산분해효소활성측정

Calcium phosphate가 피막된 96-well plate에 혈청

과 혈소판 농축 혈장을 첨가하지 않은 것을 대조군

으로 하 으며, 혈청과 혈소판 농축 혈장을 첨가한

경우 실험군으로 하 다. 실험군은 혈청과 혈소판

농축 혈장을 각각 30 ㎕씩 3시간 부착시킨 후 인산완

충생리식염수로 세척하고, HOS와 ROS 17/2.8 세포

를 5×103 cells/well로 되도록 0.4% FBS가 포함된

DMEM 배양액으로 세포현탁액을 만들어 배양접시

에 분주한 후 48시간동안 배양하 다. 배양이 끝난

후 0.1% Triton X-100/saline으로 30분 동안 세포를

처리한 후, 세포처리액의 일정량을 기질인 100 mM

PNPP(p-nitrophenyl phosphate, Sigma, USA)의 존재

하에 glycine-NaOH 완충액 (pH 10.4)과 함께 37℃에

서 30분간 반응시켜 기질인 PNPP로부터 유리되어

나온 PNP의 양을 spectrophotometer(Shimadzu,

Japan)로 405 nm에서 비색정량하 다. 

9. 통계처리

본 실험의 통계처리는 Student's t test를 이용하

으며, 값은 평균과 표준편차로 나타내었다.

III. 연구결과

1. 혈소판계수

혈장과 혈소판 농축 혈장 1 ㎕에 들어있는 혈소판

의 수는 혈장에서 평균 177,003±29,976 개 으며 혈

소판 농축 혈장에서는 평균 1,656,062±661,041 개로

혈장에서보다 약 9배 많이 계수 되었다(Table 1). 
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Table 1. The Number of platelet in 1㎍ at serum and PRT (cell/㎍, mean ± S.D.)

Serum (n=9) PRP (n=9)

Platelet Count 177,003 ±29,97 1,656,062 ±661,041



2. PDGF-BB의부착량측정

혈청과 혈소판 농축 혈장을 5 ㎕씩 3시간 부착시

킨 calcium phosphate가 피막된 배양접시에서 각각

156.1±25.50 ng/ml와 157.4±0.65 ng/ml가 부착되

었지만 두 군간 유의한 차이는 보이지 않았다

(p>0.01)(Table 2, Figure 1).

10 ㎕씩 부착시킨 배양접시에서는 각각 151.0±

8.50 ng/ml와 212.9±1.45 ng/ml가 부착되었고 두

군간에 통계학적으로 유의한 차이가 관찰되었다

(p<0.01)(Table 2, Figure 1).

30 ㎕씩 부착시킨 배양접시에서 각각 214.2±

24.00 ng/ml와 259.4±10.70 ng/ml가 부착되었고 두

군간에 통계학적으로 유의한 차이가 관찰되었다

(p<0.01)(Table 2, Figure 1).

3. TGF-β의부착량측정

혈청과 혈소판 농축 혈장을 5 ㎕씩 3시간 부착시

킨 calcium phosphate 피막된 배양접시에서 부착된

TGF-β는 전혀 관찰되지 않았다(Table 3, Figure 2).

10 ㎕씩 부착시킨 경우 혈청을 부착시킨 군에서는

TGF-β가 부착되지 않은 반면 혈소판 농축 혈장 부착

군에서는 394.4±42.00 ng/ml가 부착되었고 두 군간

에 통계학적으로 유의한 차이가 관찰되었다

(p<0.01)(Table 3, Figure 2).

혈청과 혈소판 농축 혈장을 30 ㎕씩 부착시킨 배

양접시에서는 각각 212.0±4.50 ng/ml와 2646.1±

173.00 ng/ml가 부착되었고 두 군간에 통계학적으

로 유의한 차이가 관찰되었다(p<0.01)(Table 3,

Figure 2).
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Figure 1. Binding amount of PDGF-BB in serum and PRP at Ca-P coated plate

Table 2. Distribution of the resected roots in maxillary and mandibular arches

Amount(㎕/well)
PDGF-BB (n=32)

Serum PRP

5 156.1±25.50 157.4±0.65
10 151.0±8.50 212.9±1.45**
30 214.2±24.00 259.4±10.70**

**: Significantly different from serum group (p<0.01)
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4. 조골세포의세포부착도측정

혈청과 혈소판 농축 혈장 100 ㎕를 calcium phos-

phate가 피막된 배양접시에 각각 3시간 부착시킨 후

1시간 동안 HOS 세포을 부착시킨 경우 혈청을 부착

시킨 군은 대조군과 유사하나 혈소판 농축 혈장을

부착시킨 군은 대조군과 비교하여 현저히 증가된 양

상을 보 다(Figure 3, 4, 5).

4시간 동안 HOS 세포를 부착시킨 경우도 1시간

경과 후의 결과와 유사한 모습이 관찰되었다(Figure

6, 7, 8).

1시간 동안 ROS 17/2.8 세포를 부착시킨 경우 역

시 혈청을 부착시킨 군은 대조군과 유사하나 혈소판

농축 혈장을 부착시킨 군은 대조군과 비교하여 현저

히 증가된 양상을 보 다(Figure 9, 10, 11).

4시간 동안 ROS 17/2.8 세포를 부착시킨 경우 1시

간 경과 후의 결과와 유사한 모습이 관찰되었다

(Figure 12, 13, 14).
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Figure 2. Binding amount of TGF-βin serum and PRP at Ca-P coated plate

Table 3. Binding amount of TGF-βin serum and PRP at Ca-P coated plate (ng/ml, mean ± S.D.)

Amount(㎕/well)
TGF β(n=32)

Serum PRP

5 0.0±0.00 0.0±0.00
10 0.0±0.00 394.4±42.00**
30 212.0±4.50 2646.1±173.00**

**: Significantly different from serum group (p<0.01)

Table 4. Effect of serum and PRP on the proliferation of HOS and ROS 17/2.8 cells

HOS (n=16) ROS 17/2.8 (n=16)

Control 2.50±0.32 6.45±0.68
Serum 9.95±0.94** 8.90±0.89*
PRP 11.20±0.82** 8.60±0.66*

* : Significantly different from control group (p<0.05)
** : Significantly different from control group (p<0.01)
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Figure 15.Effect of serum and PRP on the proliferation of HOS and ROS 17/2.8 cells

Figure 16. Effect of serum and PRP on the ALP activity of HOS and ROS 17/2.8 cells

Table 5. Effect of serum and PRP on the ALP activity of HOS and ROS 17/2.8 cells

HOS (n=16) ROS 17/2.8 (n=16)

Control 0.028±0.002 1.172±0.034
Serum 0.036±0.006 2.052±0.088**
PRP 0.056±0.005**† 2.140±0.152**

** : Significantly different from control group (p<0.01)
† : Significantly different from serum group (p<0.01)



5. 조골세포의세포증식도검사

혈청과 혈소판 농축 혈장 100 ㎕를 calcium phos-

phate가 피막된 배양접시에 각각 3시간 부착시킨 후

48시간 동안 HOS 세포를 배양시킨 경우 대조군에서

는 2.50±0.32 × 104 개, 혈청을 부착시킨 군에서는

9.95±0.94 × 104 개, 혈소판 농축 혈장을 부착시킨

군에서는 11.20±0.82 × 104 개로 대조군에 비해 혈

청을 부착시킨 군과 혈소판 농축 혈장을 부착시킨 군

모두에서 통계학적으로 유의성 있는 증가를 보 으

나(p<0.01), 혈청군과 혈소판 농축 혈장군 간에는 유

의성 있는 증가가 관찰되지 않았다(p>0.01)(Table 4,)

6. 염기성인산분해효소활성측정

혈청과 혈소판 농축 혈장 30 ㎕를 calcium phos-

phate가 피막된 배양접시에 각각 3시간 부착시킨 후

48시간 동안 HOS 세포를 배양시킨 경우 대조군에서

는 0.028±0.002 μmol, 혈청을 부착시킨 군에서는

0.036±0.006 μmol, 혈소판 농축 혈장을 부착시킨

군에서는 0.056±0.005 μmol로 대조군과 혈청을 부

착시킨 군간에는 유의성 있는 증가가 없었지만

(p>0.05), 혈소판 농축 혈장을 부착시킨 군은 대조군

이나 혈청을 부착시킨 군에 비해 둘 다에서 통계학

적으로 유의성 있는 증가를 보 다(p<0.01)(Table 5,

Figure 16).

48시간동안 ROS 17/2.8 세포를 배양시킨 경우에

는 대조군에서 1.172±0.034 μmol, 혈청을 부착시킨

군에서는 2.052±0.088 μmol, 혈소판 농축 혈장을

부착시킨 군에서는 2.140±0.152 μmol로 대조군에

비해 혈청을 부착시킨 군과 혈소판 농축 혈장을 부

착시킨 군 모두에서 통계학적으로 유의성 있는 증가

를 보 다(p<0.01)(Table 5, Figure 16).

V. 총괄및고찰

PDGF는 치수, 치은 및 치주인대로부터 유래된 섬

유아세포의 증식을 촉진시키고26) 치주인대세포에

적용했을 경우 세포증식, 화학주성 및 교원질합성을

증가시키며27), 사람의 치주인대세포에 주된 유사분

열 촉진인자로 작용한다28). 혈소판 내에 가장 많이

함유된 PDGF가 PDGF-AB임에도 불구하고29) 본 연

구에서 PDGF-BB만을 측정한 이유는 골유래세포 배

양시 PDGF-BB를 첨가한 경우 세포의 증식률이 촉

진되었다는 Piche와 Graves30)의 연구와 Lynch 등31)

이 생체실험에서 PDGF-BB를 단독으로 치주 결손부

에 적용하 을 때 신생 치조골과 신생 백악질의 형

성을 자극할 수 있다는 보고에 근거를 두고 있다. 또

한 동물 세포에는 PDGF의 A사슬이나 B 사슬 모두

가 결합할 수 있는 PDGF receptor α-subunit보다

PDGF의 B 사슬만이 결합할 수 있는 PDGF receptor

β-subunit가 훨씬 많이 존재하며 receptor β-subunit

가 세포의 유사분열 등에 미치는 향이 더 커서

PDGF-AA나 -AB 보다 PDGF-BB에 대한 세포의 반

응이 더 크게 나타나기 때문32)에 PDGF-BB를 측정

하 다.

정상적인 인체 조골세포에는 TGF-β의 수용기가

존재하는데, TGF-β는 골유래세포에서 분열 유발인

자로 작용하며33), 조골세포에 대한 화학 주성을 유발

하고34,35), 시험관 실험에서는 조골세포의 교원질 생

산 능력을 향상시킴과 동시에 유사분열을 일으킨다
36). TGF-β를 창상에 국소적으로 도포하 을 경우 창

상부위의 인장강도를 증가시키고, 섬유아세포와 대

식세포를 끌어들이고, 교원질의 침착을 증가하는 결

과37)가 보고되기도 하 다. Heine 등38)은 면역 조직

화학 검사로 TGF-β1이 연골이나 골을 형성 중인 연

골아세포, 조골세포, 파골세포에서 관찰됨을 보고하

다. Noda와 Camilliere등39)은 TGF-β를 골막 상방

이나 골막 직하방에 반복 주사하여 신생골이 형성됨

을 관찰하 다. 하지만 TGF-β는 창상 치유 과정 중

세포 증식에 있어서 다양한 기능을 나타내어 세포마

다 또는 같은 세포에서도 실험실적 조건의 차이에 따

라서 세포증식을 촉진시키거나 혹은 억제시킨다40).

PDGF와 TGF-β를 혼합하여 사용한 연구들을 살펴

보면 Oates 등28)은 TGF-β가 PDGF의 유사 분열성 반

응에 대한 조절인자로 작용한다고 하 고 Loef41)와

Battegay 등42)이 이를 뒷받침 하 다. 또한 TGF-β1

단독 혹은 TGF-β1과 PDGF를 혼합하여 사용한 경우
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치은 섬유아세포에서보다 치주인대 세포에서 더 많

은 세포증식이 있었던 반면 PDGF를 단독으로 사용

한 경우 치주인대 세포보다 치은 섬유아세포의 증식

을 더 많이 일으키는 것이 관찰되었다43). 쥐 두개골

을 이용한 골기질 침착 실험에서 0.1 nM에서 10 nM

(250 ng/ml)까지의 TGF-β1는 용량 의존적으로 증가

하는 양상을 보 고 PDGF도 1 nM에서 10 nM (320

ng/ml)까지는 용량 의존적 증가 양상을 보 다35).

골조직의 재생에서 사용되는 이식재에 대한 세포

의 부착은 세포의 성장, 이주 및 분화의 기본적인 과

정으로 골조직과 이식재의 계면형성은 조골세포와

이식재의 직접적인 상호작용에 향을 받는다. 그러

므로 조골세포의 부착은 골조직과 이식재의 상호작

용에 필수적인 요소이다.

이식재 중 하나인 합성골 대체물은 골형성의 골격

으로 작용하며 잔존 이식 대체물이 없이 새로운 신

생골로 대체되기 위해 비교적 빠른 흡수성을 가져야

한다. 또한 생체재료의 생리화학적인 표면특성이 세

포와의 상호작용에 커다란 향을 준다44-49). 

Bioactive glass에 calcium phosphate와 혈청 단백

질을 이중으로 코팅하 을 때 염기성 인산 분해효소

의 활성이 상승하 으며 calcium phosphate가 포함

된 층이 조직배양액으로부터 단백질을 농축시키고,

조골세포가 mineralized extracellular matrix를 형성

하는데 이를 이용한다고 알려져있다50).

Marx51)는 44명 환자의 말초 혈액을 농축한 결과

machine counter를 사용하 을 때 338%의 혈소판

농축을 보 으나 혈액 도말층(blood smear) 상의 혈

소판을 똑같은 확대로 세었을 때 혈소판 농축 혈장

이 900% 증가된 것을 보고하 는데, 이번 연구에서

백서의 혈소판을 hemocytometer로 계수한 결과 혈

소판 농축 혈장 내의 혈소판 수가 혈청 내의 혈소판

수 보다 약 9배 많이 계수되어 Marx의 연구와 유사

한 결과를 나타냄을 확인할 수 있었다. 하지만 연구

결과, 오차 범위가 크게 발생하 는데 Marx의 경우

세포 분리기인 Electro-medics 500(Medtronics Inc.,

USA)를 사용한 반면 본 연구에서는 원심 분리기와

피펫을 이용한 수작업으로 혈소판 농축 혈장층을 분

리해냈기 때문인 것으로 보여진다.

PDGF-BB와 TGF-β의 부착량은 혈소판이 활성화

되어 α-granule이 방출되어야 측정가능한데 이는 혈

장과 혈소판 농축 혈장에 트롬빈과 칼슘을 첨가함으

로써 가능하 다. 또한 부착량 측정 결과로 대체로

농도 의존적으로 증가하는 양상을 관찰할 수 있었지

만 TGF-β측정시 5 ㎕/well, 10 ㎕/well의 혈청을 첨

가한 경우와 5 ㎕/well의 혈소판 농축 혈장을 첨가한

경우 검출되지 않음을 볼 수 있었는데 이는 enzyme

immunoassay kit가 30pg/ml이하의 양은 검출할 수

없기 때문인 것으로 사료된다.

조골세포의 세포 부착도 측정에서 시간에 관계없

이 혈청군은 대조군과 유사한 부착도를 나타내었으

나 혈소판 농축 혈장군은 혈청군과 비교하여 현저히

증가된 양상을 보 으며 이는 Howell 등12)이 낮은

농도의 혈소판 유래인자와 인슐린 유사성장인자의

사용은 골 재생에 효과가 없으며 높은 농도에서 골

재생을 촉진시킨다고 보고한 내용과 일치한다. 하지

만 세포 부착도를 통계처리하는데 어려움이 있었는

데 이는 부착된 조골세포들 대부분이 엉겨붙어 존재

하여 조골세포를 계수하는 것이 불가능했기 때문이

었다. 같은 배율로 측정된 사진상의 조골세포 면적

을 비교하는 방법도 있으나 이 역시 조골세포가 겹

쳐져 있는 경우가 많아 정확치 않으므로 의미를 둘

수 없었다. 세포 부착도를 통계처리하기 위해서는

다른 방향에서의 접근이 시도되어야 할 것으로 사료

된다.

조골세포의 세포 증식도에 대한 혈청과 혈소판 농

축 혈장의 향을 관찰한 결과 대조군에 비해 혈청

과 혈소판 농축 혈장 모두에서 세포 증식도가 증가

되었고 혈청군과 혈소판 농축 혈장군간의 유의성 있

는 차이는 관찰되지 않았다. Canalis52), Oates 등28)은

PDGF-BB의 농도가 증가함에 따라 세포의 DNA 합

성능이 증가함을 보고하 고, 정 등53)은 PDGF-BB의

농도가 20 ng/ml일 때, Blom 등54)은 PDGF 농도가

50 ng/ml일 때 가장 DNA 합성이 활발하고, 최적의

유사분열 유발농도는 0.1-15 ng/ml라고 보고하 는

데 본 연구에서 PDGF의 부착농도는 혈청군과 혈소

판 농축 혈장군 모두 200 ng/ml이상으로 측정되었고

세포 증식도 역시 대조군에 비해 모두 증가하 기

520



때문에 앞선 연구들의 결과와 다르지 않음을 확인할

수 있었다.

조골세포의 활성도를 나타내는 생화학적 표시자

로서 osteocalcin, procollagen I carboxyl terminal

extension peptide 및 염기성 인산 분해 효소 활성도

등이 이용되는데55) 본 연구에서는 주로 세포막에 결

합되어 기질 특이성과 염기성 pH에서 최적의 활성

을 나타내고56), 유기인산 에스테르를 가수분해하여

국소적으로 인산이온 농도를 증가시켜 세포기질에

calcium phosphate 침착을 유도하며57-59), 세포분열

이나 분화의 조절자60)로써의 역할을 하는 염기성 인

산 분해 효소를 대상으로 측정하 다. 본 연구에서

는 혈청군과 혈소판 농축 혈장군이 대조군에 비해

증가된 염기성 인산 분해 효소 활성을 보 는데 이

는 태생기 쥐의 골에서 PDGF-AB, BB적용시 염기성

인산 분해 효소 활성이 감소한다는 Centrella 등61)과

PDGF-BB가 조골세포의 증식은 촉진시키는 반면 개

개 세포의 기능은 억제한다는 최 등62)의 보고와 상반

된 결과를 보인다. 이는 Centrella와 최 등은 PDGF만

을 이용한데 반해 본 연구에서는 PDGF외에도

PDGF를 조절하거나 PDGF와 상호 작용하는 TGF-β,

IGF, EGF, FGF 등이 포함되어 있어서 조골세포의 활

성을 증가시킨 것으로 사료되었다.

본 연구의 결과 calcium phosphate가 피막된 배양

접시에서 혈청을 부착시킨 군과 혈소판 농축 혈장을

부착시킨 군이 대조군에 비해 조골세포의 증식도나

세포 활성에서는 증가를 보 지만 혈청을 부착시킨

군과 혈소판 농축 혈장을 부착시킨 군간에는 유의성

있는 차이를 보이지 않았다. 한편, 조골세포의 세포

부착도 측정에서는 혈소판 농축 혈장을 부착시킨 군

이 혈청을 부착시킨 군이나 대조군보다 통계적 처리

는 할 수 없었지만 현저한 세포 부착의 증가를 관찰

할 수 있었다. 이로 미루어보아 혈소판 농축 혈장이

조골세포의 증식과 활성보다는 초기의 세포 부착에

더 많은 향을 주는 것으로 판단되었다. 그러나 혈

소판 농축 혈장 내의 다른 성장인자들이 조골세포에

미치는 향이나 성장인자간의 농도에 따른 상호 조

절기전에 관한 연구가 추가적으로 시행되어야 할 것

으로 사료되었다.

V. 결론

혈소판 농축 혈장이 세포수준에서 조골세포의 초

기 부착과 조골세포의 증식 및 활성에 미치는 향을

알아보기 위하여 백서의 혈액을 채취하여 혈소판 농

축 혈장을 만들고 calcium phosphate가 피막된 배양

접시 그대로 둔 것을 대조군으로 하고 혈장을 부착시

킨 군, 혈소판 농축 혈장을 부착시킨 군으로 나눈 후,

각각의 PDGF-BB, TGF-β의 부착량을 측정하고, 다시

HOS 세포와 ROS 17/2.8 세포를 부착시킨 후 세포의

부착도를 평가하고, 세포 증식도, 염기성 인산분해 효

소 활성을 측정하여 다음과 같은 결과를 얻었다. 

1. 혈액성분 중 분리된 혈청과 혈소판 농축 혈장부

분의 혈소판을 계수한 결과 혈청 내 혈소판 수

에 비해 혈소판 농축 혈장내의 혈소판이 약 9배

높게 나타났다. 

2. PDGF-BB는 calcium phosphate가 피막된 배양

접시에 혈청 및 혈소판 농축 혈장의 양에 비례

하여 높게 부착하 으나 TGF-β는 50㎕의 혈소

판 농축 혈장을 처리한 경우에만 높게 부착되었

다(p<0.01).

3. 혈청과 혈소판 농축 혈장을 3시간 부착시킨 후

HOS와 ROS17/2.8 세포를 1시간, 4시간동안 부

착시킨 결과, 두 세포 모두 혈청만을 부착시킨

경우 1시간 및 4시간 동안 부착한 경우 대조군

에 비해 큰 차이가 없었으며, 혈소판 농축 혈장

을 부착시킨 경우 1 시간 및 4시간 경과 후 대조

군에 비해 현저히 세포의 부착이 증가되었다.

4. 혈청과 혈소판 농축 혈장을 3시간 부착시킨 후

HOS와 ROS17/2.8 세포를 48시간 배양한 경우,

세포증식이 현저히 증가되었으나 혈청과 혈소

판 농축 혈장군 간의 차이는 보이지 않았다

(p<0.05).

5. 혈청과 혈소판 농축 혈장을 3시간 부착시킨 후

HOS와 ROS17/2.8 세포를 48시간 배양한 경우,

염기성 인산 분해효소의 활성이 현저히 증가되

었다(p<0.01).
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이상의 결과로 보아 calcium phosphate 피막된 배

양접시에서 대조군이나 혈청을 부착시킨 군과 비교

하 을 때 혈소판 농축 혈장을 부착시킨 군이 조골

세포의 증식과 활성보다는 초기의 세포 부착에 더

많은 향을 주는 것으로 사료되었다.
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사진부도설명

Figure 3 Control group, attached HOS cell for 1 hour (Toluidine blue, ×100)

Figure 4 Serum group, attached HOS cell for 1 hour (Toluidine blue, ×100)

Figure 5 PRP group, attached HOS cell for 1 hour (Toluidine blue, ×100)

Figure 6 Control group, attached HOS cell for 4 hour (Toluidine blue, ×100)

Figure 7 Serum group, attached HOS cell for 4 hour (Toluidine blue, ×100)

Figure 8 PRP group, attached HOS cell for 4 hour (Toluidine blue, ×100)

Figure 9 Control group, attached ROS 17/2.8 cell for 1 hour (Toluidine blue, ×100)

Figure 10 Serum group, attached ROS 17/2.8 cell for 1 hour (Toluidine blue, ×100)

Figure 11 PRP group, attached ROS 17/2.8 cell for 1 hour (Toluidine blue, ×100)

Figure 12 Control group, attached ROS 17/2.8 cell for 4 hour (Toluidine blue, ×100)

Figure 13 Serum group, attached ROS 17/2.8 cell for 1 hour (Toluidine blue, ×100)

Figure 14 PRP group, attached ROS 17/2.8 cell for 4 hour (Toluidine blue, ×100)
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-Abstract-

Biological Effect of Platelet Rich Plasma on the Initial

Attachment, Proliferation 

and Cellular Activity of Osteoblast

Sang-Il Park1, Chin-Hyung Chung1, Sung-Bin Lim1, Jung-Keun Kim2

1 Department of Periodontology, College of Dentistry, Dan-Kook University
2 Department of Oral Biochemistry, College of Dentistry, Dan-Kook University

For reconstruction of the bony defect, various artificial substitutes were developed. Among them, there has

been a study of calcium phosphate coated bone substitutes for increasing attachment of osteoblasts in vivo.

The purpose of this study was to evaluate the effects of serum and platelet-rich plasma (PRP) on calcium phos-

phate coated culture plate for the initial attachment, proliferation and activity of osteoblasts. After sampling the

blood from white rats and concentrating by centrifugation, the amount of attachment of PDGF-BB and TGF-β

on the calcium phosphate coated culture plate was measured. Cultured HOS and ROS 17/2.8 cell was mea-

sured on attachment level and proliferation rate of osteoblasts. Alkaline phosphatase activity of HOS and ROS

17/2.8 cell was measured for studying on the activating rate of osteoblast.

1. Counting the amount of platelets of seperated plasma and PRP, the average number of platelets was

177,003 cell/㎕ in plasma, and 1,656,062 cell/㎕ in PRP, which was about 9 times as high as in plasma.

2. Amount of PDGF-BB deposited at calcium phosphate coated plate had increased by the total amount of

plasma and PRP on the culture plate, whereas TGF-βhad been deposited on the plate only when treated

by 50㎕ of PRP(p<0.01).

3. After plating serum and PRP for 3 hours, we attached with HOS and ROS17/2.8 cell for 1 hour and 4

hours. There were no significant difference of the attachment between serum and control group, whereas

there were significantly difference of the attachment between depositioning of PRP and control group.

4. After attaching plasma and PRP for 3 hours, cell number has much increased when HOS and ROS17/2.8

cell had been cultured for 48 hours(p<0.05).

5. After attaching plasma and PRP for 3 hours, concentration of alkaline-phosphatase has increased when

HOS and ROS17/2.8 cell had been cultured for 48 hours(p<0.01).

These results suggested that PRP affected on initial cell attachment rather than proliferation and activation of

osteoblasts at calcium phosphate coated plate.
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