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Ⅰ. 서 론

Ilizarov1)는강직성무릎의신장치료를위하여골이식을계획

하고외부고정기를장착하는과정에서우연히자발적인골형

성을 관찰하게 되었고 이후 동물과 인체의 장골을 이용한 일

련의 연구를 통해 신연 골형성술과 함께 골형성을 조절하는

기계적생물학적요소들을확인하고이를바탕으로신연골형

성술의이론적근거를제시하였다. 그후많은임상및실험적

연구에 의해서 이 술식의 타당성이 입증되었다. 실제적인 인

체조직의신장은과거부터시행되어왔으며 Codivilla2)가점진

적 신연에 의해 사지 신장을 처음으로 보고하기도 하였으나

실제임상적용시많은합병증이발생되어이술식은널리사

용되어지지않았다. Ilizarov3-4)의연구결과가보고된이후새로

운주목을받으면서정형외과영역에서많은연구가시행되었

다. 또한신연술식을사지뿐만아니라악안면영역에적용하
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Distraction osteogenesis is a well-established clinical treatment for limb length discrepancy and skeletal deformities. Appropriate mechanical ten-

sion-stress is believed not to break the callus but rather to stimulate osteogenesis. In contrast to fracture healing, the mode of bone formation in distrac-

tion osteogenesis is primarily intramembranous ossification. Although the biomechanical, histological, and ultrastructural changes associated with dis-

traction osteogenesis have been widely described, the basic biology of the process is still not well known. Moreover, the molecular mechanisms in dis-

traction osteogenesis remain largely unclear. Recent studies have implicated the growth factor cascade is likely to play an important role in distraction.

And current reserch suggested that mechanical tension-stress modulates cell shape and phenotype, and stimulates the expression of the mRNA for

bone matrix proteins. 

The purpose of this study is to examine the pattern of expression of growth factors(TGF-β1, IGF-I, bFGF) and extracellular matrix proteins(osteo-

clacin, osteonectin) related to osteogenesis by osteodistraction of the mandible in rabbits. 24 rabbits is used for this experiment. Experimental group

are gradual distraction(0.7mm, twice/day), acute distraction(1.4mm, twice/day) and control group is only osteotomized. After 5 days latency,

osteotomic site is distracted for each 7 days and 3.5 days. Consolidation period is 28 days. The animal is sacrificed at the 3th, 7th, 14th, 28th. The dis-

tracted bone is examined by immunohistochemical analysis and RT-PCR analysis. 

The results obtained from this study were as follow :

No significant difference was found on clinical examination according to distraction rate, but gradual distraction was shown to improve regenerate

bone formation on radiographic and histologic examination. Growth factors and extracelluar matrix proteins expression increased in distraction group

than control group. 

From these results, it could be stated that graudal distraction is shown to improve and accelerate bone formation and mechanical stress like distrac-

tion has considerable effects on osteogenesis related factors. And rabbit is the most appropriate animal model for further reseach on the molecular

mechanisms that mediate osteodistraction. It is believed that understanding the biomolecular mechanisms that mediate distraction osteogenesis may

guide the development of targeted strategies designed to improve distraction osteogenesis and accelerate bone healing.

Key words: Distraction osteogenesis, Molecular mechanisms, Growth factors, Extracellular matrix proteins
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려는 연구가 시도되어 Snyder 등5)이 성견의 하악골을 이용한

골신장을처음으로보고하기도하였다. 1990년대까지하악골

을 비롯한 악안면골의 신장을 위한 실험적 연구를 기반으로

McCarthy 등6)이 하악골 왜소증 환자에서 하악골 신장을 시행

한임상증례를처음으로보고하였다. 이후악안면부의선천적

또는외상, 감염, 종양등으로인한후천적골결손의치료와접

근방법에 있어서 새로운 변화가 생기게 되었고 많은 실험적,

임상적보고를통해악안면영역에서신연골형성술이기존의

자가골 이식술, 혈행골 포함 근피판술, 유리혈관화 골이식술,

동종 및 이종골 이식술등을 대치할 만한 유용성이 있다고 증

명되었다. 또한 성장기 아동에서의 골재건술이 가능할 뿐 만

아니라골조직과더불어피복연조직의신장으로연조직재건

술이불필요하여부가적인공여부로인한외과적손상이없다

는장점이다른골재건술에비해부각되었다. 그러나많은장

점에도불구하고현재신연골형성술은악안면영역에서제한

적으로사용되고있다. 여기에는몇가지이유가있는데그첫

째는골경화를위하여장기간신연장치를장착하고있어야하

며이로인한감염과반흔의형성이야기될수있고둘째는구

강내적용하기에는장치가다소크며다방향으로의입체적인

신장이 어렵다는 것이다. 이러한 문제점을 해결하기 위하여

많은연구가시행되고있으며특히골형성과신연장치개발에

그초점이맞춰지고있다. 신연골형성술에서의분자생물학적

연구는신연술에따른조직학적, 초미세구조의변화를지배하

는분자생물학적기전을밝히기위하여도입되었으며 1990년

대들어서분자생물학적기법을이용한세포수준에서의연구

가가능해지면서비로소골형성에관여하는성장인자들에대

한세포수준에서의연구가시작되었다. Rowe 등9), Mehrara 등10),

Warren 등11)의일련의연구에의해서신연술에서골형성에대

한분자생물학적기전이처음으로보고되었고또한여러실험

종에서의염기서열(DNA sequence)이알려지면서다양한실험

동물을 이용한 분자생물학적 연구가 활기를 띄게 되었다. 현

재골형성에관여하는성장인자와교원성및비교원성세포외

기질단백질등의발현과관련된분자생물학적연구가활성화

되고 있다. 이러한 분자생물학적 기전에 대한 이해와 규명은

임상적으로매우중요한의미를가지고있다. 이는재조합성

장인자(recombinant growth factor)의주입또는유전자치료를통

하여 골재생을 촉진시키고 골경화기를 단축함으로써 전체적

인신연골형성술기간을단축할수있기때문이다.

본연구는지금까지알려진여러골형성관여인자들의발현

을동시에비교분석하여신연속도에따른골형성기전을이해

하고생체적으로적합한신연속도의설정및성장인자주입등

에 대한 이론적 근거로 활용하기 위해서 시행하게 되었으며

이 연구를 통해 임상 적용시 재조합 성장인자의 주입에 적당

한 인자를 규명하고자 하였다. 본 연구에서는 하루 0.7mm,

1.4mm의 신연속도로 하악골 신연을 시행하였고 이때 발현되

는인자들중신연과같은기계적자극에의해발현상이증가

되는 것으로 알려진 TGF-β1, IGF-I, bFGF 등의 성장인자와

osteocalcin, osteonectin 등의세포외기질단백질등에대한발현

정도를RT-PCR analysis와면역조직화학검사방법을통해골절

치유시의발현상과비교하여연구하였다.

Ⅱ. 연구방법

1. 실험 동물 및 재료

체중 2.5 - 3 Kg의가토 24마리를암수구별없이실험동물로

사용하였으며실온에서동물용고형사료와물을이용하여일

정기간사육하였고예비실험을시행하여가토의하악골을채

취하고 정상 해부학적 구조(Fig. 1, 2)를 인지하여 골절단부와

골신장부, 신연기 위치 등을 설정하였다(Fig. 4). 신연장치는

360�회전에 0.7mm, 최대 6.5mm까지 신장 가능한 Mini stainless

steel skeleton-type expansion screw(Dentarum, Germany)을 레진포

매하여 자체 제작하였고 신연기를 골면에 고정하기 위하여

Mini titanium screw(2.0mm×18mm, Jeil Medical co., Korea) 2개를

이용하였다(Fig. 3). 

2. 실험방법

1) 실험군

점진적신연군 (A, n=2) 

: 0.7mm/day, 하루두번에나누어7일동안신연

급속신연군 (B, n=2) 

: 1.4mm/day, 하루두번에나누어3.5일동안신연

정상대조군 (C, n=2) : 골절단만시행

2) 수술방법

전신마취를위하여 Ketamin(Ketalar, 유한양행, 한국) 30mg/kg

와 Xylazine(Rompun, 바이엘코리아, 한국) 10mg/kg를혼합하여

근육주사하였다. 가토를앙와위로고정하고양측하악하연부

를제모한뒤베타딘용액으로소독하고국소마취와지혈목적

으로 1:100,000 epinephrine을 함유한 2% lidocaine(유한양행, 한

국)을 피하주사하였다. 하악 하연부를 절개하고 층별박리를

통해 하악골을 노출시킨 후 소구치 전방부에서 이공을 통해

나오는이신경을확인하고조심스럽게견인하였다(Fig. 5a). 소

구치전방과이공사이에골절단부을설정한후신연장치를 2

개의 나사로 고정시켜 위치를 확인한 다음 장치를 제거하고

저속치과용절삭기구로피질골절제술을시행하였다. 수질강

내에있는하치조신경혈관다발의손상에주의하여치즐을이

용하여 완전 골절단을 시행하고 골의 가동성을 확인한 다음

신연장치를 재위치 시켰다(Fig. 5b). 반대측도 같은 방법으로

수술하고 생리식염수로 깨끗이 세척한 뒤 3-0 흡수성 봉합사

와비흡수성봉합사로층별봉합하였다(Fig. 5c). 대조군은같은

방법으로소구치부와이공사이에서골절단을시행후골가동

성을확인하고금속판과길이 4mm의나사를이용하여골절단

부 고정을 시행하였다. 모든 실험동물은 술후 감염예방과 저

작곤란으로 인한 영양결핍을 방지하기 위하여 3일간
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Fig. 1. Rabbit’s mandible.

mental foramen

Fig. 2. Radiograph of rabbit’s mandible.

Note that 360�turning produces a distraction of 0.7mm.

Fig. 3. Photograph of custom-made distraction

device.

a, Periosteum was elevated along

the border of the mandible and

mental nerve was identified.

b, Osteotomy was performed between the

premolar and mental foramen and the dis-

traction device was placed.

c, Extraoral photographs after operation.

Fig. 4. Distraction design of the model.

Note that osteotomy was made bilaterally anterior to

the first premolar.

mental nerve

Fig. 5. Surgical technique.

a b c



신연 골형성술시 신연속도에 따른 골형성 관여 인자의 발현

253

Gentamycin(20mg/kg)과Beecom을근육주사하였다. 

3) 신연

골절단과 장치고정 후 5일간의 잠복기를 두어 골절단부의

재혈관화와염증의소실및일차성가골형성을도모한후A군

은하루에 0.7mm씩하루에두번, B군은하루에 1.4mm씩하루

에두번신연하여총신연량 4.9mm가될때까지각각 7일, 3.5

일동안시행하였고신연후 28일간경화기간을부여하였다. 

4) 표본제작

수술후잠복기, 신연초기, 신연말, 경화기에해당되는 3일, 7

일, 14일및 28일에각실험군에서 2마리씩희생시켜조직표본

을얻었다. 탈회표본제작을위하여채취한골신장부의검체를

10% 중성포르말린에 3일간일차고정한후흐르는물에서세

척하고 5% 포름산과 구연산 나트륨을 동량으로 희석한 탈회

액에서 5일간탈회를하였다. 그후조직을조직캡슐에넣어흐

르는 물에 12시간 동안 수세한 다음 통상의 방법으로 파라핀

포매를 시행하고 4μm두께로 시상연속 절편을 제작하였으며

절편에는골절제부와골신연부및정상부위가모두포함되도

록제작하였으며 H&E 염색을시행하여광학현미경하에서전

반적인조직학적양상을관찰하였다.

5) 육안적검사

신연장치 장착 후 가토의 사료 습식상태, 신연부위 및 장치

장착부위의조직반응에대해검사하고신연을위한회전시저

항감의 정도를 관찰하였으며 상, 하악 전치간의 교합변화를

통해신연상태를파악하였고각시기에채취된검체에서골신

연부와골치유상태를육안적으로관찰기록하였다.

6) 방사선학적검사

각시기에채취된골신연부를치과용교합필름을이용하여

일정거리하에서 65kvp, 7.5mA, 25msec의조건하에서촬영하여

골절단부및신연골부에대한방사선학적골치유양상에대한

검사를시행하였다.

7) 면역조직화학검사

골형성에 관여하는 비교원성 세포외 기질 단백질인

osteonectin과 osteocalcin의 발현을 면역조직화학검사를통하여

분석하였다. Osteonectin에 대한 일차항체는 인체 혈소판의

osteonectin으로 면역화하여 생쥐에서 얻어진 단클론성 항체

(OSN4-2, Takara, Japan)를사용하였고, osteocalcin에대한일차항

체는소의 osteocalcin으로면역화하여생쥐에서얻어진단클론

성 항체(OC4-30, Takara, Japan)를 사용하였다. 면역조직화학염

색은포르말린고정과탈회과정을거쳐파라핀포매된조직을

4μm두께로 시상연속 절편으로 제작한 뒤 peroxidase Avidin-

Biotin Complex법으로다음과같이염색하였다. Xylene, Acetone,

100%, 95%, 75% Alcohol을사용하여탈파라핀후흐르는물에

세정하였고 실온에서 5분간 0.4mg/ml Proteinase K(V302B,

Promega)로 처리하고 TBS(Tris Buffered saline, TBS999, ScyTek)

완충액으로전단계에남아있는시약을실온에서5분간 3회세

정하고 내인성 과산화 효소의 활성을 억제하기 위하여 3%

H2O2로실온에서 5분간반응시켰다. 다시 TBS 완충액세정후

Streptavidin Biotin Universal Detection System을사용하여단백질

억제완충액(Cat No.2391, Immunotech)으로실온에서 10분간반

응후 osteonectin과 osteocalcin의항체를 5ug/ml의농도로실온에

서 90분간반응시켰다. TBS 세정후다시 Biotin 표식 2차항체

(Cat No.2391, Immunotech)을실온에서 10분간반응시켰다. 세정

후 Streptavidin peroxidase(Cat No.2391, Immunotech)로 실온에서

10분간반응시키고 TBS 세정후실온에서 2분간발색제(AEC

substrate, ACE500, ScyTek)로처리한뒤DW 용액에넣어반응을

정지시켰다. 그뒤대조염색으로 Mayer Hematoxylin(HMM500,

ScyTek)을 실온에서 20초간 시행하였다. 면역조직화학염색결

과는 1명의병리조직학자에의해서관찰하였고각항체의염

색상에 대한 검사방법은 염색상을 관찰할 수 없는 경우를 음

성(-), 정상성숙골의산재한세포에서만약한염색성을보이는

경우를약양성(+), 염색상이세포질내에서중등도로보이는경

우를양성(++), 강한세포질내염색상을나타내는경우를강양

성(+++)으로 표시하여 각 시기별로 osteocalcin과 osteonectin의

발현상을분석하였다. 

8) Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR)

Analysis 

골형성에관여하는성장인자중 TGF-β1, IGF-I, bFGF 등의발

현양상을 RT-PCR analysis을 이용하여 다음과 같이 검사하였

다. 표본제작을 위해 채취된 부위의 반대편 골신장부를 고정

용나사내측부위에서절제하고즉시액화질소에넣어급냉시

킨 뒤 막자사발에서 잘게 부수고 Trizol(Invitrogen Co., USA)를

첨가한후 1/10배의 chloroform으로처리하여상층을분리하였

Table 1. Polymerase chain-reaction primer information 

From: Morone: Clin Orthop, Volume(351). June 1998.252-65

Gene bp Sense Primer Antisense Primer

TGF-β1 271 CGGCAGCTGTACATTGACTT AGCGCACGATCATGTTGGAC

IGF-I 345 GTACTTCAGAAGCAATGGGA GGTGCGCAATACATCTCCAG

bFGF 282 TACAACTTCAAGCAGAAGAG CAGCTCTTAGCAGACATTGG
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다. 다음 동량의 isopropanol로 처리하여 pellets을 DEPC-70%

ethanol로 씻은 후 건조시켜 DEPC-D/W에 녹였다. RNA는

260nm에서 흡광도를 측정한 후 정량하여 reverse transcription

reaction을실시하였고그반응액은 1×RT buffer(Promega, USA),

20μM dNTP, 0.25μg oligo(dT)15primer, 5units AMV(Avian

Myoblastosis Virus) reverse transcriptase(Promega, USA) 및 2μg

RNA에DEPC-D/W를가하여총량을 10㎕로한뒤 42。C에서 60

분간 반응시켰다. 반응이 끝난 후 RT product 5㎕에 1×PCR

buffer(Promega, USA), 10 pmol sense 및 antisense primer, 1 unit Taq

polymerase 및증류수를가하여총량을 25㎕로한후 58。C에서

30분간처리한후다시 92。C에서 15초, 60。C에서 30초, 72。C에

서 30초간 30회실시한후 72。C 에서 10분간반응시켰다. Primer

서열은 Table 1과 같이 각 인자에 대한 sense primer와 antisense

primer을적용하였다. PCR 반응이종료된검체들에서각산물

을 5㎕씩취하여 6×loading buffer(0.25% bromphenol blue, 0.25%

xylene cyanol, 30% glycerol in water) 2 ㎕와혼합하여 2% 한천겔

(agarose gel)에 100V에서 30분간전기영동하고 ethidium bromide

로염색하여자외선투사기로관찰한다음폴라로이드카메라

로촬영하여검사하였다.

Ⅲ. 연구결과

1. 육안적 소견

모든 실험동물은 골절단 및 신연장치 장착을 위한 수술 후

저작장애로 1�2일정도고형사료섭취가제한적이었으나비

교적 잠복기동안 체중감소 등의 별다른 이상 없이 건강하였

다. 실험기간중신연장치주위의감염, 신연장치탈락등과같

은 합병증은 발생하지 않았다. 신연기 동안 신연장치 회전에

따른저항감은점진적신연군(A군)에서는비교적적었으며급

속 신연군(B군)에서는 회전시 통증과 함께 다소 증가하였다.

신장길이가 증가할수록 전치부에서는 반대교합이 형성되었

으며(Fig. 6b) 일부 가토에서는 골절단과 장치 장착을 위한 나

사고정시하악전치치근단부손상으로인한감염과함께전치

의탈락도발생하였다. 

잠복기에해당하는술후 3일군에서실험군(A, B) 및대조군

(C) 모두 골절단부에 혈액이 응고되어 있는 상태로 가골형성

은보이지않았다. 신연기초에해당하는술후 7일째대조군에

서는 가골형성을 확인하였으며 실험군에서는 골절단부 폭경

의증가와함께가골및혈종이혼재된양상을보였다. 또한조

직표본제작을위한장치제거시골단부가쉽게분리되는소견

을나타내었다. 신연기말과경화기초에해당하는술후 14일

째 대조군에서는 골절제부가 희미하게 나타나는 골양조직으

로치유되었고실험 A, B군모두골양조직과함께골신연부를

확인할수있었고 A군이 B군에비해서더많은골양조직과감

소된섬유성조직을나타내었다. B군에서는신연부가얇은섬

유성 조직으로 피복되어 있었고 주위 정상골과 구별이 되었

다. 경화기에해당하는 28일째실험군모두에서뚜렷한골신연

부를관찰할수있었으며전치부에서는반대교합및골신연에

따른전치마모와치수감염으로인한치아변색이발생하였다.

A군은 진전된 골형성과 함께 경계가 불명확해졌고 골신연부

의섬유성조직은보이지않았다. B군에서는감소된섬유성조

직과함께비교적단단한골양조직이관찰되었으나골표면은

주위정상골에비해불규칙하고골밀도가적어구별이가능하

였다. 그러나 장치제거시골 동요도는 보이지 않았다. 대조군

에서는골절제부가완전히신생골로치유되었으며주위골과

의경계가불분명하였고금속판위로의골형성도관찰할수있

었다(Fig. 7). 

2. 방사선학적 소견

수술 후 3일째에 촬영된 방사선 사진에서 골절단부의 방사

선 투과상을 볼 수 있었으며 골절단으로 인한 골파절부와 전

치 치근단부의 방사선 투과상도 관찰할 수 있었다. 장치고정

을 위한 나사의 위치는 협설측 피질골을 관통하여 안정된 모

습을 보였다. 수술 후 7일째에서 A군에 비해 B군에서 폭경이

증가된 방사선 투과상의 골절제부가 관찰되었고 14일째에는

증가된폭경과함께 A군은방사선불투과상이골신연중심부

에서증가되었고양측골절제면부에방사선투과상이나타났

으며 B군은방사선투과상과불투과상이혼재되어있는소견

이 관찰되었다. 대조군은 골절제부의 방사선 투과상이 매우

감소하였고인접골과의경계가불분명하였다. 28일째실험군

모두골신연중심부양측으로방사선투과상과함께중심부에

방사선 불투과상이 관찰되어 골신연부의 확인이 가능하였으

나 A군이 B군에비해증가된방사선불투과상을나타내었다.

대조군은 골절단부의 방사선 투과상이 매우 적어 주위 정상

골과구별이어려웠다(Fig. 8). 

3. 조직학적 소견

수술후 3일째 A, B, C군모두에서골절단부의혈종과염증

세포의침윤상을보이고있었다. 신연초기에해당하는 7일째

에서A군은섬유성가골과함께골형성을관찰할수있었으며

B군에서는 A군에 비해 많은 섬유성 조직이 관찰되었고 상대

적으로골형성은적게나타났으며연골성성분이관찰되었다.

대조군 C에서는괴사조직과함께섬유성조직, 골형성부등이

혼재되어 나타났으며 연골성 조직도 관찰되었다. 신연 후기

및경화초기에해당하는 14일째에서A군은약간의연골성조

직이관찰되었고더욱성숙된골형성부를관찰할수있었으며

B군에서는 골형성이 증가되었으나 여전히 섬유성 조직을 관

찰할수있었다. C군은증가된골형성부에서골소주를관찰할

수있었다. 경화기말의 28일째에서 A군은신생골이기존골과

잘연결되어있는소견과신생혈관을관찰할수있었으며B군

은 이보다 적은 골형성과 골소주를 보이고 있으나 비교적 신

생골이기존골과잘연결되어있는소견을보였고 C군에서는

신생골과기존골의연결이우수하였고신생골내로혈관이잘
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a, Prior to distraction.

a, Bone regenerate(arrow) is confirmed in A28 distraction

gap.

c, Bone formation(arrow) above fixation plate was seen in

C28. 

Fig. 7. Bone regenerate photographs of experimental and control group after postoperative 28 days.

b, Bone regenerate(arrow) is confirmed in B28 distraction gap

but slightly fibrous tissue  was seen on newly formed bone.

b, After distraction, severe cross-bite developed.

Fig. 6. Extraoral photographs of rabbit demonstrating mandibular distaction.

a

a

c

b

b
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C3 A3 B3

C7 A7 B7

C14 A14 B14

C28

Fig. 8. Radiographic findings at 3, 7, 14, 28 days in all groups.

Fracture site was completely remodeled and indistinguishabe from the adjacent normal bone in C28 and distracted

areas(arrow) were identified in A28 and B28, but A28 distraction gap was more radiopaque than B28. 

A28 B28

Control group Experimental A group Experimental B group
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C3(×40) A3(×40) B3(×40)

C7(×40) A7(×100) B7(×100)

C14(×40) A14(×100) B14(×40)

C28(×40) A28(×40) B28(×40)

Fig. 9. Histologic findings at 3, 7, 14, 28 days in all groups (H-E stain).

Small foci of endochondral ossification(arrow) was existed in A14, B7, C7. Newly formed osteoid tissue(arrow) was

viewed in A7 and new bone trabeculae were noticed in C14.

The new bone trabeculae resulted in a near complete closure of distraction gap in A28, B28.

Control group Experimental A group Experimental B group
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C3(×40) A3(×40) B3(×40)

C7(×40) A7(×40) B7(×40)

C14(×40) A14(×100) B14(×100)

C28(×40) A28(×40) B28(×100)

Fig. 10. Immunohistochemical distribution of osteocalcin in all groups.

Note that osteocalcin staining(arrow) is prominent in A14, 28 than others.

Control group Experimental A group Experimental B group
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C3(×40) A3(×40) B3(×40)

C7(×40) A7(×100) B7(×40)

C14(×40) A14(×100) B14(×40)

C28(×100) A28(×40) B28(×100)

Fig. 11. Immunohistochemical distribution of osteonectin in all groups.

Note that osteonectin staining(arrow) is prominent in A14, 28 than others.

Control group Experimental A group Experimental B group
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a. Expression of TGF-β1 at 3, 7, 14, 28 days in all groups. 

b. Expression of IGF-I at 3, 7, 14, 28 days in all groups.

c. Expression of bFGF at 3, 7, 14, 28 days in all groups.

d. Expression of β-actin.

Fig. 12. RT-PCR analysis demonstrating expression of growth factors.

Note that growth factors expression increased during distraction, early consolidation,consolidation period in A, B group than

C group.

a

b

c

d
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발달되어있는소견을나타내었다(Fig. 9).

4. 면역조직학적 소견

A, B, C군모두에서 3일째OC과ON 모두발현되지않았으나

술 후 7일째에서 OC와 ON은 A, B, C군에서 경도의 발현상이

관찰되었고 14일째에서 A군은 신생골내 골아세포와 주위 기

질등에중등도의발현상이나타났으나B, C군은 7일째와비슷

한발현상을보였다. 28일째에서A, B, C군모두신생골부골아

세포의핵과세포질이강하게염색되는중등도의발현상을관

찰할수있었다(Fig. 10, 11, Table 2, 3, 4).

5. RT-PCR 소견

1) TGF-β1 

수술후 3일째A ,B, C군모두발현상을보이지않았다. 신연

초기에해당하는 7일째 A, B, C군모두강력한발현상을나타

내었으며신연말또는경화기초에해당하는 14일째에서역시

강력한발현상을보였고경화기에해당하는 28일째에서는 A,

B군만이발현상을보였고대조군C에서는발현상이나타나지

않았다(Fig. 12a).

2) IGF-I 

수술후 3일째 A, B, C군모두희미한발현상을보였고술후

7일째A, B군에서강력한발현상을보였으며이와는달리C군

에서는 3일째보다는약간진한발현을보였다. 14일째에서 A,

B, C군 모두 강력한 발현이 나타났으며 28일째에서 A, B군은

동일한발현양상을보였다. 그러나 C군에서는감소된발현소

견을보였다(Fig. 12b).

3) bFGF 

수술후 3일째에는A, B, C군모두발현되지않았고술후 7일

째에서 A, B군에서만 희미한 발현상을 보였으며 14일째에서

는 A, B, C군모두에서약한발현상이관찰되었다. 28일째에서

는A군에서만 7일, 14일과비슷한발현상이관찰되었고B, C군

은발현되지않았다(Fig. 12c).

Ⅳ. 총괄 및 고찰

의학분야에서신연골형성술에대한초기연구는신연골형

성술시 골생성 유무에 관한 것으로 이러한 연구들을 통해 신

연골형성술시골형성이유도되는것은이제는널리받아들여

지고 있으며 또한 최근에 와서 분자생물학의 발전과 더불어

세포수준에서기계적자극이골형성을어떻게유도하는지와

이에 관여하는 성장인자들(growth factors)의 역할이 무엇인지

에대한연구가가능하게되었다. Row 등9)은분자생물학적연

구에주로이용되는백서를사용하여점진적신연술이TGF-β1

과 같은 골유도 성장인자와 제 1형 교원질, osteocalcin과 같은

세포외 기질 단백질의 생산을 유도한다는 것을 증명하였고,

Mehrara 등10), Warren 등11)이일련의연구를통해같은동물모델

에서골신연술의성공과실패시분자기전의차이를관찰하고

점진적 신연시 골 특이성 세포외 기질 분자의 발현이 조절되

어 성공적인 골형성이 증진된다고 보고하였다. 이후 신연 골

형성술에서의 분자생물학적 연구는 활성화되어 Sato 등24-25),

Eingartner 등26), Tavakoli 등27)이 골생성에 관여하는 성장인자와

세포외기질단백질등의발현에대하여보고하였다. 지금까지

알려진 성장인자에는 transforming growth factor-betas(TGF-β),

insuline-like growth factor-I(IGF-I), basic fibroblast growth

factor(bFGF), bone morphogenetic proteins(BMPs) 등이 있고 세포

외기질단백질로는 osteocalcin, osteonectin, osteopontin, collagen I

등이있다. 이인자들의발현연구를통해신연골형성술을지

배하는 분자생물학적 기전이 밝혀지고 있으며, 특히 골절시

골치유기전과의 비교를 통해 신연 골형성술에서의 골형성기

전이 다름을 증명하였고 최상의 골형성을 유도할 수 있는 신

연속도와 빈도를 정립하는 것이 가능하였다. 또한 골생성에

관여하는 재조합 성장인자를 주입함으로써 골경화기를 줄여

Table 3. The expression of osteocalcin and osteo-

nectin in B group

B3 B7 B14 B28

osteocalcin - + + ++

osteonectin - + + ++

Table 4. The expression of osteocalcin and osteo-

nectin in C group

C3 C7 C14 C28

osteocalcin - + + ++

osteonectin - + + ++

Table 2. The expression of osteocalcin and osteo-

nectin in A group

A3 A7 A14 A28

osteocalcin - + ++ ++

osteonectin - + ++ ++
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전체적신연기간을단축하고골형성을증진하는치료학적목

적의연구가시행되어신연술시임상적용의제한적요소였던

장기간의경화기간을줄일수있는가능성이제시되었다. 

신연골형성술시조직학적골형성기전에대해서 Ilizarov3-4)는

신연 골형성시 막성 골화(intramembranous ossification)에 의한

골형성을보고하였고신연속도와빈도에따라나타나는연골

내 골화과정(endochondral ossificaiton)은 직접 골화되는 과정보

다 느린 과정으로 간주하였다. 이후 대다수의 연구에서 신생

골의막내골화기전이증명되었으며현재널리받아들여지고

있다. 이와는달리 Kojimoto 등28)은골신연시연골내골화가일

어난다고보고하면서이는실험종과환경에따른차이의결과

라는 가설을 제시하였다. 또한 Yasui 등29)은 막내 골화와 연골

내골화와더불어연골세포에서모세혈관침투없이직접적으

로골형성이일어나는제 3의골화(transchondroid bone formation)

기전을관찰하였고이를막내골화와연골내골화의중간단계

로제시하였다. Ueda 등30)은막성골화와연골내골화는신연속

도와혈액공급에따라다르게나타남을보고하였다. Sato 등24)

은신연시기에따라골화기전에차이가나타난다고주장하면

서 시기별 조직학적 변화와 골화기전에 대해서 보고하였다.

이를종합해보면골절단후잠복기시에일어나는조직학적변

화는골절시치유과정의초기단계와유사하여골막세포의증

식과 초자연골로 구성된 외부(연성) 가골이 형성되고 골절편

부에는골막성가골(강성)이형성된다. 잠복기후신연이시작

되면외측의연성가골은신장되고변형되어결국에근원심편

으로 분리된다. 골절단 간격은 섬유성 조직과 신생혈관으로

채워지고신장된섬유성조직과골막성가골사이의경계에서

고분화된연골이나타난다. 연골은세층의연골세포로구성된

다. 작은 다각형의 세포층(prechondrocytes), 변색성 기질

(metachromatic matrix)내에있는원형의연골세포층, 밀집된기

질내에있는비대성연골세포층으로비대성연골세포층에모

세혈관이침투하여신생골이연골성기질표면에침착한다. 이

와같은전형적연골성골화가신연기초기의신장부에서보인

다. 신연부 중앙에서는 몇가지 세포형태가 보인다. 연골세포,

섬유아세포, 난원형의세포(oval-shaped cell, 연골세포와섬유아

세포의 중간단계 세포)등으로 특히 난원형 세포는 신장력의

방향과평행하게배열되며신연골형성에서만나타나고골절

치유시에는 보이지 않는다. 신연이 진행되면 연골성 가골은

연골성 골화에 의해 골성 가골로 대치되고 중심부 섬유성 조

직의 양쪽에서 골형성을 관찰할 수 있으며 이 신생골은 막성

골화에 의해 직접적으로 형성된다. 신연 후반기에는 막성 골

화가지배적으로일어나신장된교원섬유가어떠한연골성조

직의 개재없이 신생 침상골로 변한다. 이러한 현상은 골절치

유시 재형성 과정과는 분병히 다른 조직학적 소견을 보인다.

이러한막성골화로의변화는기계적인장자극(mechanical ten-

sion-stress)이 환경을변화시키고세포의형태와표현형(pheno-

type)을조절하여연골생산을중단시켜막성골화가일어나게

하며 이는 여러 실험실 분자생물학 연구31-32)에서 세포수준에

가해진 인장 자극(tension-stress)이 골형성 유도세포의 분화를

촉진한다고증명되었다. 

본연구에서신연술을시행하였던 A, B군모두골형성이관

찰되었으며점진적신연을시행하였던 A군에서보다빠른골

형성과골소주, 혈관신생화소견을보이고있었다. A군은 7일

째에신생골을관찰할수있었으며 14일째에서신생골인접부

에 연골성분이 관찰되었다. 급속 신연을 시행한 B군에서는 7

일째 신연부 섬유조직내에서 연골성분과 인접부에서 신생골

이관찰되었다. 28일째실험 A, B군모두골소주형태를띤신

생골로 골신연부가 채워졌으나 A군에서 보다 치밀한 구조를

띠고있었다. 대조군은 7일째골절단면인접부에서연골성조

직이관찰되었으며연골성골화과정을거쳐 14일째에골소주

형태를보이는신생골형성을보였고 28일째에는인접골과잘

연결되어있었으며신생골내로잘발달된혈관을보이고있었

다. 이를 통해 골절치유시 골형성은 연골성 골화기전으로 치

유됨을알수있었고점진적신연을시행한A군은신연기간동

안은 막성 골화에 의한 골형성이 이루어 졌으면 경화기에는

연골성골화과정이혼합되어신생골이형성되었다. 그러나급

속신연을시행한 B군에서는막성골화보다는연골성골화기

전에의한골형성이이루어졌다. 즉적절한신연자극이가해

졌을 때는 막성 골화가 일어난다는 다른 문헌들의 결과와 일

치하며경화기에보이는연골성골화는실험조건, 신연장치의

고정여부, 신연속도, 혈액공급등에 따라 막성 골화와 혼재되

어나타난다는Ueda 등30)의연구와일치한다고볼수있다. 

골형성에관여하는성장인자의역할및기전에대해서지금

까지광범위하게연구되어졌고 Linkhart 등33)은문헌고찰을통

해이에대한최신지견과가설을보고하였다. 이를통해골형

성기전을지배하는분자생물학적기전에대한이해가가능하

게 되었다. 골형성에 관여하는 성장인자로는 TGF-β1, IGF-I,

bFGF 등이주요기능을담당하는것으로알려졌다.

TGF-β군은 골아세포를 비롯한 많은 세포의 성장과 분화를

조절하며골의성장및발육시골절부가골등의골표면에있

는성숙골아세포에서높은수준으로발현된다34). 신연골형성

술시TGF-β1의발현에대한분자생물학적연구에서는종종골

절부치유시 TGF-β1의발현정도와비교하여신연골형성술의

기전및 TGF-β1의역할에대해서보고되었다. Yeung 등35)은염

소를 이용한 경골의 골신연시 TGF-β1 발현에 대해 연구하여

다음과같은보고를하였다. 즉골절부의 TGF-β1은치유초기

에골아세포나골막에서유래한섬유아세포유사세포(fibrob-

last like cell)에서증가하나골절치유 1주후부터차츰감소되어

3주후에는매우감소된소견을보이나신연골형성술시에는

초기에비슷한양상을나타내지만가골이신연되는동안계속

적으로강력한발현소견을보였고이는기계적자극이골아세

포에 형질도입 신호(transduction signal)로 작용하여 TGF-β1의

발현을 유도하고 TGF-β1은 골아세포를 자극하여 교원질과

alkaline phosphatase의합성을촉진하여골형성과무기질화(min-

eralization)를 유도한다는 가설을 제시하였다. 또한 TGF-β1은

섬유아세포유사세포및골세포에서도증가된발현양상을나

타내는데특히섬유아세포유사세포에서중등도의 TGF-β1발
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현은 다른 성장인자 발현과 함께 작용하여 이 세포를 골아세

포로분화하여직접적인골형성을유도하며골절치유시에는

감소된 TGF-β1로인하여골막에서유래한섬유아세포유사세

포를연골세포로분화시켜연골성골형성을유도한다는가설

을제시하면서이러한기전으로경화기동안 TGF-β1의감소와

더불어연골성골형성이관찰된다고하였다. Mehrara 등11)은백

서의 하악골 신연시 골절제 인접부의 중배엽세포, 염증세포,

골아세포등에서 TGF-β1의발현이증가되었고신연이계속되

는동안활성골아세포, 신생혈관, 세포외기질내에있는주위

교원질등에서강력한 TGF-β1의발현이보이며이는 TGF-β1이

골아세포의 이주, 분화, 세포외 기질합성, 혈관화(angiogenesis)

를 조절하는 중요한 역할을 한다고 보고하였다. 즉 TGF-β1이

초기에는 원시 중배엽세포를 골절제부로 이주시키고 계속적

인 TGF-β1의자극이이세포들을골세포외기질단백질을형

성할 수 있는 전구 골아세포 와 골아세포로 분화시키고 다른

성장인자와의 상호작용을 통해 골화와 재형성을 유도한다고

하였다. 또한TGF-β1은제 I형교원질분자의침착과유지를야

기하여 막성골화를 유도하며 vascular endothelial growth factor,

basic fibroblast growth factor 등의합성을촉진하여혈관화반응

을 일으켜 신생혈관 형성에 간접적 역할을 하고 혈관형성 후

에는 신연기동안 혈관의 유지에 중요한 역할을 한다고 하

였다. 

본연구에서다른성장인자에비해서 TGF-β1의강력한발현

상이나타났다. 골절제후초기에해당하는 3일군에서는 A, B,

C군모두발현상을관찰할수없었으나 7일째군에서발현상이

모든 군에서 보였다. 14일군에서도 역시 같은 발현을 보였고

28일째에는신연군A, B군에서만관찰이가능하였으며C군에

서는 발현되지 않았다. 이는 다른 문헌보고와는 약간의 차이

를두고있으나 28일째대조군C에서발현되지않은것으로보

아초기발현과함께신연자극으로경화기까지TGF-β1의발현

이증가됨을암시하며이를통해재조합성장인자로서TGF-β1

이 경화기를 단축시키는 잠재적 치료물질이 될 수 있음을 알

수있다. 실제적용에대해서 Critchlow 등36), Rauch 등37)은골치

유시 외인성 TGF-β2, TGF-β1 등을 투여하였으나 골형성 효과

를증명하는데실패하였다. 이는외인성TGF-β가내인성TGF-

β와 같은 역할을 수행하지 못하였거나 적용방법, 적용시기등

이적절치못함을의미하며이는향후더진행되어야할연구

과제이다. 

IGF-I은골아세포의증식및분화를촉진하는기능을가지고

있으며다른성장인자와함께골아세포전구물질의증식과분

화를 자극하여 골발육, 성장, 재생 등의 과정에 기여한다38-39).

Lammens 등40)은신연기초기에혈청 IGF I이먼저증가하고이

어신연가골과주위골조직내의 IGF I이증가한다고보고하였

으며, Liu 등41)은전신수준에서초기증가는주위연조직으로부

터 IGF I이유리되어생긴결과라고보고하였다. Schumacher 등
42)은가토의경골을이용한연구에서확실한골신연동안에만

골막성 IGF I이증가된다고보고하였다. Tavakoli 등27)은신연 20

일 후에 감소되는 결과를 보고하였다. 이들 연구를 종합하여

보면 IGF I은시간의존성성격을띠는성장인자로주로신연기

초기의작용에중요한역할을하는것으로생각할수있다. 

본 연구에서는 IGF-I은 3일군 모두에서 미약한 발현상이 관

찰되었고특히신연술을시행한 A, B군은 C군에비해 14일, 28

일모두강력한발현상를보였다. 이를통해신연자극이 IGF-I

의발현을유도함을알수있으며경화기까지발현을통해골

형성이 이루어지는 것으로 볼 수 있다. 그러나 A, B군에서의

차이는TGF-β1과마찬가지로관찰되지않았다. 이러한결과는

IGF-I의 주입에 대한 이론적 정당성과 TGF-β1과 함께 골형성

을 증진시킬 수 있는 재조합 성장인자로 사용이 가능하다는

것을 의미한다. 실제로 Stewart 등43)은 가토의 하악골 신연시

IGF-I을국소적으로투여하여하루 3mm의급속신연에서도골

형성이 관찰되었다고 보고하였다. 또한 성장호르몬(growth

hormon)을 투여하면 GH-IGF axis이 자극되어 IGF가 증가되고

골형성이증가되었다는연구도발표되었다44). 

FGF군은 세포이주, 혈관화, 골발육, 재생, 상피-중배엽 상호

작용등을조절한다. 또한주로골과연골에많이존재하고있

으나 골 및 연골에 대한 분화효과보다는 유사 섬유아세포에

대한증식효과를더가지고있다는연구도보고되었다45-46). 또

한골치유동안신경혈관재생에중요한혈관화인자(angiogenic

factors)의기능을수행하기도한다. 신연술시의 bFGF의발현에

대해서는주로TGF-β, IGF-I 등의다른성장인자와같이발현되

는 정도에 대해서 보고되었다. Tavakoli 등27)은 양의 하악골을

이용한신연술후 TGF-β, IGF-I, bFGF의발현을연구하여신연

20일후에TGF-β, IGF-I의발현은미약하였지만 bFGF는강력한

발현양상을나타내어각각의성장인자가신연술동안다른기

능을수행한다고보고하였다. 

본연구에서는 bFGF은다른성장인자들에비해미약한발현

상을보였다. 그러나대조군 C군에서는 14일째에서만발현을

보이는 것과는 달리 A, B군은 신연자극이 가해진 7일째부터

발현상을 관찰할 수 있었으며 경화기까지 발현상을 보였다.

이를통해신연후기에발현되어경화기중중요역할을담당한

다는기존의보고와는다르지만신연자극으로 bFGF의발현이

유도되는것을확인할수있었다. Okazaki 등47)은 rhFGF-2을경

화기에신연중앙부에주입하여골형성이촉진됨을보고하였

고 경화기에 rhFGF-2을 투여하는 것이 다른 성장인자에 비해

서 강력한 효과를 나타낸다고 주장하였다. 그러나 본 연구에

서 bFGF의발현이다른성장인자에비해미약한것으로보아

골형성에큰역할을하지않은것으로추정되며이에대해추

가적인연구가필요할것으로사료된다. 

신연골형성술에대한분자생물학적연구에있어서성장인

자에 대한 연구와 더불어 현재까지 많은 연구가 골형성과 관

련된 세포외 기질 단백질의 발현에 관한 것으로 비교원성 기

질단백질인 osteocalcin(OC)과 osteonectin(ON)등이골화와골재

형성에중요한기능을수행하는것으로알려졌다. OC는골조

직의 비교원성 기질 단백질 중 가장 풍부히 존재하며 성숙된

골아세포, 연골세포, 치아세포등에의해생산되는γ-carboxyg-

lutamic-acid-containing protein으로 그 기능에 대해서 정확히 밝
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혀지지 않았으나 신생골에서 무기질화와 혈청농도를 조절하

는기능을하는것으로알려졌다48). ON은분비된칼슘과제 I형

교원질과 결합하는 당단백(glycoprotein)으로 칼슘의 교체

(turnover), 골재형성, 무기질화과정등을조절하는기능을가지

고있다49). Meyer 등50)은ON과OC의발현은골양조직의무기질

화와골아세포의분화기능과밀접한관계가있으며수산화인

회석 결정 성장과 크기를 조절하는 중요한 기능을 한다고 보

고하였다. Warren 등10)은 급속 신연과 점진적 신연시 OC의 발

현에대해연구하여점진적신연시 OC의발현이강력히나타

나며급속신연시정상발현의 50%이하로발현되고 OC의발

현이 성공적인 신연 골형성과 관련되어 있다고 보고하였다.

Sato 등24)은신연골형술시각시기별로비교원성세포외기질

단백질의 발현에 대해 연구하여 골절 치유과정 또는 태아 골

발육과정보다는 신연 골형성술에서 다양한 세포형태에 따라

비교원성단백질(OPN, OC, ON)이강력히발현되며이결과로

기계적인장자극이세포형태와표현형을조절하여골기질단

백질에대한 mRNA를발현한다고보고하였다. 국내에서는백

선호등21)이성견하악골신장시골신연중심부와인접골막부

에서OC, ON의발현정도를대조군과비교하여인접골막부에

서 높은 발현상을 관찰하고 신생골 형성시 골막의 중요성을

보고하였다. 

본연구에서는 OC, ON은 3일째 A, B, C군모두관찰되지않

았으나 7일째부터 발현상을 관찰할 수 있었으며 특히 A군에

서 신연부 전체에 걸쳐 중등도의염색상이 14일, 28일 군까지

관찰되었다. 그러나 B군은경도의염색상이신연기전체기간

중관찰되었고 28일째증가된소견을보였으며 C군은 7일, 14

일째에서경도의염색상을보이나 B군에비해서매우미약하

였으며 28일째에서비교적중등도의염색상이관찰되었다. 기

질단백질은골형성과정중일시적으로발현되어나타나는것

으로 면역조직화학염색으로 관찰가능하나 본 연구에서는 각

군에서의뚜렷한차이점을발견하지못하였다. 그러나비교적

점진적신연을시행한A군에서강한염색상을관찰할수있는

것으로 보아 적절한 신연 술식을 선정하는 지표로의 활용과

골형성에서 중요한 역할을 하는 부위를 규명하는 데 이용이

가능할것으로사료된다.

이밖에도 세포외 기질인 osteopontin(OPN)에 관한 연구도 시

행되고 있으며 Perrien 등51)은 백서의 경골을 신연시키면서 신

장부위, 세포형태, 조직형태, 골화양상등에따라다양하게발

현되는OPN을관찰하고조직치유와기계적자극전도에있어

서 OPN의다양한기능에대해서보고하였다. 세포외기질단

백질에 관한 연구는 비교적 최근에 와서 시행되고 있으며 이

에대해서교원성기질인제 1, 2형교원질과함께복합적인연

구가필요하다.

Ⅴ. 결 론

본연구를통해신연자극에의해골형성에관여하는성장인

자 및 세포외 기질 단백질등의 발현이 유도되고 복합적인 작

용에 의해 골형성이 이루어 지며, 적절한 신연자극이 가해지

면 직접적인 골형성 과정인 막성 골화가 일어나고 실험조건

및 환경에 따라 어느정도 연골성 골화가 일어난다는 것을 확

인 할 수 있었다. 또한 신연자극으로 강력한 발현을 보이는

TGF-β1, IGF-I이골형성시중요한역할을담당함을알수있었

고 이들 인자들을 재조합 성장인자로 사용하는 것이 골형성

증진에 매우 유리할 것으로 사료되며 신연 골형성에 있어서

개개인자의역할에대한규명및인자들의주입시기, 방법, 양

등은앞으로임상적용에앞서풀어야할연구과제이다. 그밖

에 신연 자극과 같은 생기계적 정보가 신연술시 골생성 세포

로전달되어지는것과같은기전은현재까지밝혀지지않았으

며단지골세포(osteocyte)가감각세포로작용한다는가설만이

제시되고있다52). 즉골기질에있는골세포가그들자신및골

아세포와서로연결되어일종의네트워크를형성하여기계적

자극에 대한 골 적응에 중요한 역할을 하고 또한 세포내에서

화학물질 생산, 효소 와 NO 분비, cAMP상승, 유전자 발현 등

일련의변화가발생한다는것이다53-54). 이것은앞으로더욱진

행되어야할연구방향이며성장인자및세포외기질단백질의

발현 및 기능에 대한 것을 기초로 세포수준에서 신호전달에

대한 기전 및 발현물질을 찾아내고 이를 재조합 성장인자 주

입또는유전자치료와같이임상적으로활용한다면장기간의

신연기간을 단축할 수 있고 또한 활발한 임상적용이 가능할

것이다.
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