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Abstract The co-precipitation technique has been applied to synthesize biphasic calcium phosphate (BCP). Ca(NO3)2 · 4H2O
and (NH4)2HPO4 as the starting materials was used. X-ray diffraction (XRD) and Fourier transformed infrared (FT-IR)
spectroscopy were used to characterize the structure of as-synthesized and calcined BCP powders. After immersion in
Hanks’ Balanced Salt Solution (HBSS), for 1 week a precipitation started to be formed with individual small granules on
the specimen surface. An MTT assay indicated that BCP powders have no cytotoxic effects on MG-63 cells, and that they
have good biocompatibility.
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요 약 BCP(biphasic calcium phosphate) 분말을 제조하기 위하여 Ca(NO3)2 · 4H2O, (NH4)2HPO4를 출발 물질로 공침법
(co-precipitation process)을 이용하여 합성하였다. 합성된 분말의 열처리 전 후의 HAp(Hydroxyapatite)/β-TCP(β-Tricalcium
phosphate) 결정상 비율 및 분광학적 특성을 XRD 및 FT-IR를 이용하여 분석하였다. BCP 분말의 생체활성 거동을 평가하
기 위하여 Hanks’ Balanced Salt Solution(HBSS)에 침적시켜 시간에 따라 형상, 이온농도의 변화 및 결정상을 분석한 결과
낮은 결정화도의 HAp가 생성됨을 확인하였다. BCP분말의 세포독성 평가에서도 대조군에 비하여 세포성장률이 우수함을
관찰하였다.

1. 서 론

인산칼슘 계열의 생체재료는 생체적합성(biocompatibility),

생체활성(bioactivity), 골전도(osteoconduction) 등의 특

성으로 인하여 치과 및 정형외과 영역의 재건 의학 분야

에서 뼈 이식 재료로써 주목받고 있다[1-3]. 그 중 특히,

Hydroxyapatite(HAp, Ca10(PO4)6(OH)2)와 β-Tricalcium

phosphate(β-TCP, Ca3(PO4)2)가 광범위하게 이용되고 있

다. 그러나 각각의 물질은 생물학적 특성이 좋음에도 불

구하고 생체 적용에 한계가 존재한다. HAp는 생체 내

이식 후 비분해성으로 인하여 신생골 형성능력이 저하되

고[4], β-TCP는 생체 내 체액에 노출되면 분해성으로

인하여 Ca2+
과 PO4

3− 이온이 빠르게 방출되어 골세포 증

식을 위한 골격을 제공할 수 없어, 임상 적용에 한계를

나타낸다고 보고되어 있다[5]. 따라서 HAp의 비분해성

과 β-TCP의 분해성을 적절히 혼합하여 골전도성은 유지

하면서 재료의 흡수성을 조절한 이상인삼칼슘(Biphasic

Calcium Phosphate; BCP)이 골이식 재료로서 제안되었

다[6, 7].

BCP는 HAp/β-TCP의 비율을 조절함으로써 생체활성
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과 생분해성을 조절할 수 있으나, 생체 내에서 최적의 골

전도성을 나타내기 위한 HAp/β-TCP의 비율은 명확히 제

시되어 있지 않다. 최근에 발표된 연구에서 약 60 : 40의

HAp/β-TCP의 비율이 적절한 것으로 제안되었다[8-10].

BCP 분말의 합성 방법 중 하나인 HAp와 TCP 분말

의 단순 기계적 혼합인 고상반응법은 BCP 분말의 제조

를 위한 간단한 공정이나 높은 하소온도로 인하여 비교

적 큰 응집입자의 생성 및 생산비용 절감에 있어 문제점

이 대두된다[11]. 이러한 문제점을 해결하기 위해 칼슘

결손 HAp의 하소(calcination) 처리법[12], 공침된 인산

칼슘계 전구체의 하소[13] 및 인산칼슘계 수화물 혼합용

액의 마이크로파 가열법[14] 등이 연구되고 있다.

본 연구에서는 공침법을 이용하여 BCP 분말을 합성

하고, 합성된 분말의 결정학적 특성 및 화학적 결합 거

동을 측정하기 위하여 XRD 및 FT-IR을 통하여 X-선

회절 분석 및 적외선 분광분석을 실시하였다. 또한 생체

활성 거동을 평가하기 위하여 Hanks’ Balanced Salt

Solution(HBSS)에 침적시켜 시간에 따른 BCP 분말의

형상, 결정성 및 HBSS 용액의 이온농도 변화를 분석하

였다. BCP 분말의 세포 독성 평가를 위하여 MTT

assay를 시행하였다.

2. 실험방법

본 연구에서 biphasic calcium phosphate(BCP) 분말

을 제조하기 위하여 출발물질로 Ca(NO3)2·4H2O(Junsei

chemical, Japan), (NH4)2HPO4(Junsei chemical, Japan)를

사용하였고, 제조공정으로 공침법(co-precipitation process)

을 이용하였다. HAp/β-TCP의 부피 분율이 60 : 40인

BCP 분말을 합성하기 위하여 출발물질의 Ca/P 몰 비율을

1.602로 고정하여 공침물을 제조하였다. 공침물은 출발물

질인 Ca(NO3)2·4H2O와 (NH4)2HPO4를 증류수에 용해하

여 각각을 수용액 상태로 제조하였다. 제조된 (NH4)2HPO4

수용액에 NH3(Junsei chemical, Japan)를 첨가하여 수용

액의 pH를 11로 조절하였다. pH 11로 조절된 (NH4)2HPO4

수용액을 교반시키면서 Ca(NO3)2·4H2O을 천천히 첨가

하였다. 제조된 수용액을 2시간 동안 교반한 후 상온에

서 24시간 동안 시효처리(Aging)하였다. 반응생성물의

여과 및 미 반응물을 제거하기 위해 증류수로 수회 반복

적으로 수세하고, 여분의 수분을 제거하기 위하여 80oC

로 고정된 건조기에서 24시간 건조하였다. 건조된 분말

을 분쇄하여, 1000oC에서 2시간 동안 열처리 하였다. 열

처리 후 분말을 400 mesh 체가름 하였다.

제조된 BCP 분말의 열처리 전 후의 결정상 변화를

관찰하기 위해 X-선 회절분석장치(XRD, D/max-IIA,

Rigaku, Japan)를 이용하여 분석하였다. 측정조건은 CuKα,

30 kV, 25 mA, scanning speed 1o/min, 0.5 Slit계, 측정

범위는 25o~45o(2θ)이었다. 열처리에 따른 탈수 축합 거

동을 분석하기 위하여 400~4000 cm−1 범위에서 FT-IR

(Nicolet Magna IR 560, USA)측정하였다. 열처리 전

후의 분말의 형상 변화를 관찰하기 위하여 Osmium 코

팅 후 SEM(HITACHI S-4800, Japan)을 이용하여 분석

하였다.

BCP 분말의 생체활성 거동을 평가하기 위해 제조한

분말을 Hanks’ Balanced Salt Solution(HBSS; Sigma-

Aldrich, Japan)에서 1주, 2주, 3주간 36.5oC의 인큐베이

터에서 침적 테스트하였으며, 일정한 이온 농도를 유지

하기 위하여 HBSS를 2일마다 교환해주었다. HBSS 침

적 후의 표면의 형상 변화 및 표면의 결정상 변화를

XRD 및 SEM을 통하여 관찰하였다. HBSS 침적 기간

에 따른 HBSS 용액의 Ca, P 이온 농도의 변화를 ICP-

AES(ICPS-7500, Shimadzu, Japan)를 통해 측정하였다.

BCP 분말의 세포 독성을 평가하기 위하여 Human

osteosarcoma cell line인 MG-63을 이용하여 MTT assay

를 실시하였다. MTT assay는 cell을 penicillin(100 units/

ml), streptomycin(100 µg/ml) solution과 10% 우태아

혈청(fetal bovine serum; FBS, Gibco, USA)이 포함된
Dulbeco’s Modified Eagle’s Medium(DMEM, Gibco,

USA) 배지를 사용하여 5% CO2, 37oC 배양기에서 배

양시켜 사용하였다. 우선 24 well에 MG-63 1 × 104
개

를 분주하고, 24시간 뒤에 새 배지로 교체 후 시료를

1 mg/ml로 처리하였다. 3-(4,5-dimethylthiozol-2-ly)-2,

5-diphebyltetrazolium bromide(MTT)(5 mg/ml)을 각 well

에 처리하여 4시간 배양한 후 형성된 insoluble formazan

을 DMSO(dimethyl sulfoxide)에 녹이고 ELISA(enzyme-
linked immunosorbent assay) reader(Wallac 1420,

USA) 를 통해 570 nm에서 흡광도를 측정하였다.

3. 결과 및 고찰

BCP(HAp : β-TCP = 60 : 40) 분말을 합성하기 위하여

Ca/P 몰 비율을 1.602로 조절하여 공침분말을 제조하였

다. 제조된 공침분말과 1000oC 열처리 후 생성된 BCP

분말의 X-선 회절 패턴을 Fig. 1에 나타내었다. Fig.

1(a)에서와 같이 공침분말에서 낮은 결정화도의 HAp 회

절패턴을 관찰할 수 있었다. 본 연구에서는 공침분말의

Ca/P 몰비율이 1.602로 공침법에 의해 합성된 HAp 분

말 합성의 경우에는 이론적인 Ca/P 몰비율이 1.67보다

적어도 공침분말은 HAp 회절 패턴을 나타낸다는 앞선

연구결과와 일치한다[15]. 공침분말을 1000oC 열처리 한

후 생성된 분말의 X-선 회절패턴은 Fig. 1(b)에서 같이,

2θ에서 X-선 회절된 피크와 d-spacing 값을 보면 모든
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샘플에서 JCPDS #74-0566의 HAp의 (211)면과 JCPDS

#09-0169의 β-TCP의 (0210)면이 나타남을 관찰할 수

있었다. 측정된 X-선 회절패턴 결과를 토대로 적분강도

값을 식 (1)에 대입하여 부피 분율을 계산한 결과 본 연

구에서 얻고자 하는 HAp/β-TCP = 60 : 40의 BCP 분말

을 얻을 수 있었다.

(1)

Fig. 2는 열처리 전 후 BCP 분말의 구조적 특성을 알

아보기 위하여 측정한 FT-IR 결과이다. Fig. 2(a) 열처리

전 FT-IR의 스펙트럼 분석에서 HAp 결정상에서 나타나

는 574, 603 그리고 1020~1120 cm−1
의 진동모드에서

PO4 그룹과 603, 3570 cm−1
의 진동모드에서 OH− 그룹의

밴드를 관찰할 수 있었다[16]. 이는 앞선 XRD 결과에서

와 같이 공침분말이 낮은 결정화도의 HAp 상을 나타낸

다는 것을 보여준다. 또한, 3300~3600 cm−1
의 진동모드

는 수분흡착에 의한 것이며, 1660과 1385 cm−1
의 진동

모드는 공침분말에 잔류하는 탄산염과 질산염의 존재로

사료되어진다. Fig. 2(b)의 열처리 후 FT-IR의 스펙트럼

은 전체적으로 PO4
3−
와 OH− 그룹에 해당하는 632와

3570 cm−1
의 진동모드를 관찰할 수 있었다. 이는 열처리

후 BCP 분말이 HAp와 β-TCP의 혼재된 상이 나타나는

XRD 결과를 뒷받침 해주는 결과로 판단되어진다.

열처리 전 후의 합성 분말의 형상을 SEM을 통해 관찰

한 결과를 Fig. 3에 나타내었다. Fig. 3(a)의 공침분말의

경우 입자의 크기가 작으며 그 형상이 휘스커 타입에 가

까운 반면, Fig. 3(b)의 열처리 후 분말은 입자의 크기가

크며, 열처리에 의해 입자간의 응집 경향을 나타내었다.

생성된 BCP 분말의 생체활성 거동을 평가하기 위해

Hanks’ Balanced Salt Solution(HBSS)에 침적 후 시간

에 따른 표면의 형상 변화를 관찰한 결과를 Fig. 4에 나

타내었다. Fig. 4(a)의 침적 1주 후 미세하게나마 표면이

분해되는 형상을 관찰할 수 있었으며, Fig. 4(b)의 침적

Vfβ-TCP = 
Iβ-TCP

Iβ-TCP + IHAp

---------------------------

Fig. 1. XRD patterns of BCP powders; (a) as-synthesized, (b)
as-calcined.

Fig. 2. FT-IR spectra of BCP powders; (a) as-synthesized, (b)
as-calcined.

Fig. 3. SEM micrographs of BCP powders; (a) as-synthesized, (b) as-calcined.
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2주 후 BCP 표면에 새로 생성되는 입자의 형상을 관찰

할 수 있었다. 침적 3주 후 BCP 표면(Fig. 4(c))에 낮은

결정화도의 HAp로 보이는 휘스커 타입의 입자가 형성

됨을 관찰하였고, EDS 결과 Ca와 P 원소가 검출되었다.

HBSS 침적 후 생성되는 입자의 존재를 확인하기 위하

여 침적 후 HBSS 용액의 농도를 ICP-AES 측정한 결

과(Fig. 5), 초기의 농도를 기준점으로 하여 Ca2+
와 PO4

3−

의 이온농도가 시간에 따라 감소하는 경향을 나타내었다.

이는 HBSS 용액 내의 Ca2+
와 PO4

3− 이온이 BCP 분말

Fig. 4. SEM morphologies of BCP powders after immersion in HBSS for (a) 1, (b) 2, and (c) 3 weeks, (d) EDS of (c).

Fig. 5. Changes of Ca2+, and PO4
3− ions concentrations in HBSS

immersed with BCP powder with 3 weeks.
Fig. 6. XRD patterns of BCP powders after immersion in

HBSS for (a) 1, (b) 2, and (c) 3 weeks.

의 표면에 낮은 결정화도의 HAp를 생성시킨 결과로 사

료되어 진다. 이를 통해 Fig. 4의 SEM 관찰에서 나타난

표면의 입자 생성은 낮은 결정화도의 HAp의 형상이라

고 뒷받침 할 수 있다. Fig. 6의 HBSS 침적 후 분말의

X-선 회절 패턴을 관찰한 결과, 침적 시간에 따라 HAp

의 FWHM을 계산한 결과 (a) 0.141, (b) 0.153, (c)

0.165 degree로 나타나 결정성이 감소하는 경향을 나타

내었다. β-TCP의 결정성 감소는 β-TCP의 분해에 의한
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결과로, HAp의 결정성 감소는 BCP 분말 표면에 형성되

는 낮은 결정화도의 HAp의 결과로 사료되어진다. 또한

ICP 결과에서 Ca2+
와 PO4

3− 이온의 농도가 증가하지 않고

감소하는 경향을 나타내었다. 이는 β-TCP의 빠른 분해에

의해서 이온의 농도가 증가하여 생성되는 낮은 결정화도

의 HAp가 시간에 따라 증가한 것으로 판단할 수 있는

반응의 속도론적인 결론은 도출할 수 없으나 BCP 분말

이 유사체액 내에서의 생체활성 거동이 증가하는 사실은

확인할 수 있었다. 이는 Fig. 6의 X-선 회절 패턴의 결과

에서도 침적 후 β-TCP의 회절 패턴을 확인할 수 있는

바, 위 사실을 뒷받침해주는 근거로 사료되어진다.

Fig. 7은 BCP 분말의 MTT assay 결과이다. DMEM

배지에 BCP 분말을 첨가하지 않은 샘플을 대조군으로

설정하여 BCP 분말을 첨가한 샘플과의 MG-63 세포의

성장률을 비교하여 나타내었다. 대조군의 1주 후 세포

성장률을 100 % 기준으로 하여 나타낸 그래프에서 초기

1주 후 세포 성장률이 BCP 분말의 경우 감소하는 경향

을 보이나 이는 생물학적으로 세포의 괴사가 일어나는

수준은 아닌 것으로 판단되어지며, 시간이 증가할수록

대조군에 비해 세포의 성장률이 증가하는 경향을 나타내

어 생물학적으로 BCP 분말의 적용에 문제가 없음을 나

타내 주는 결과로 사료되어진다.

이상의 결과로 BCP 조직이 유사체액 내에서의 생체

활성을 가지는 것으로 판단할 수 있으며, 세포독성 평가

에서도 대조군과 비교하여 생물학적 특성이 우수한 것으

로 판단할 수 있다.

4. 결 론

본 연구에서는 HAp/β-TCP의 비율이 60 : 40인 분말

을 공침법을 이용하여 합성하였다. 합성된 분말의 열처

리 전 후의 X-선 회절 패턴과 FT-IR의 분광학적 특성을

관찰한 결과 Ca/P 비율이 1.602로 조절하여 HAp와 β-

TCP상이 혼재된 BCP 조직을 확인하였다, 생체활성 거

동을 평가하고자 HBSS에 침적 후 표면의 형상 변화를

관찰한 결과, 침적 3주 후 낮은 결정화도의 HAp의 존

재를 확인하였다. 침적 시간에 따른 이온 농도의 변화에

Ca2+
와 PO4

3− 이온의 농도의 감소와 침적 후 시간에 따

른 BCP 분말의 X-선 회절 패턴에서도 HAp 및 β-TCP

의 결정성이 감소하는 경향은 이를 뒷받침 하는 결과로

판단되어진다. 또한 세포독성 평가에서도 대조군에 비하

여 세포의 성장률이 증가함으로써 BCP 분말이 생체 내

에서 적용될 경우 생체활성을 증가시킬 수 있을 것으로

판단되어진다.
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