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�������� ���� � ��� ������ �� (demineralized bone particle, DBP)� ������ 
(BMP)	 �
�� �� �������� (BMSCS)� ��� 
���. � ����� DBP� �
� ��

���� (PLA)� ����-������ ���� (PLGA) ��� ���� �� ���/����� �
����, ������	 � �������	 ���	 ���� ���. BMSCs� ��� ��� ���

	 ����� ���� Wright-Giemsa, Alizarin red, von Kossa � ALP ��� �����. DBP� �
� 
���� DBP� �
�� �� ���� BMSCs� ��� � �
�� ������ ��� ���	 �
�� ��� ��� ���	 ���. ��� ���� ���� 90.2% ����� �� ����� 69.1 
µm �����. BMSCs� Wright-Giemsa, Alizarin red, von Kossa � ALP ���� ����� ��� ���

�, ����	 �	� �� DBP� �
� ����� ���� 
	 ��
 � ���� DBP� �


�� �� ������ ���� 
	 ���� ����. ���� DBP� �
� ����� DBP
� BMSCs� ���� ��� ��� ����� ����. 
 
���������One of the significant natural bioactive materials is demineralized bone particle (DBP) whose has a 
powerful inducer of new bone growth. In this study, we developed the DBP loaded poly-lactide (PLA) and poly(L-
lactide-co-glycolide) (PLGA) scaffolds for the possibility of the application of the tissue engineered bone. PLA/DBP 
and PLGA/DBP scaffolds were prepared by solvent casting/salt leaching method and were characterized by 
porosimeter, scanning electron microscopy. BMSCs were stimulated by osteogenic medium and characterized by 
histological stained Wright-Giemsa, Alizarin red, von Kossa, and alkaline phosphate activity (ALP). DBP 
impregnated scaffolds with BMSCs were implanted into the back of athymic nude mouse to observe the effect of 
DBP on the osteoinduction compared with control scaffolds. It can be observed that the porosity was above 90.2% 
and the pore size was above 69.1 µm. BMSCs could be differentiated into osteoprogenitor cells as result of wright-
giemsa, alizarin red, von Kossa and ALP staining. In in vivo study, we could observed calcification region in 
PLA/DBP and PLGA/DBP groups, but calcification did not occur almost in control scaffolds. From these results, 
it seems that DBP as well as BMSCs play an important role for bone induction in PLA/DBP and PLGA/DBP 
scaffolds. 
 
Keywords�scaffold, DBP, BMSCs, osteogenesis, tissue engineered bone. 
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���� ��� ���� ��� ���� �� ��

� ��� ����� ����� ��� �� ��	 

���� �� ��� ��	 ��������� ��.1 

������� �� ���, ����, ���� ��� 

���� ����, ��� ���� ��	 ���	 �

���� ����� ����� ���	 �	 � �

� ��� ��� �� � ��	 ���� ��
 �� 

��. ������� ���� ������ 

� �

�� ��� ����	 ����� ��� ���� �

���	 ��� ��	 ���� ��� ��� �

�	 ��� �� ���. ��� ��� ��� �� �

�� ���, ���� ��� ���� ���� �

��� ��� �� ���� ���� ��� ��� 

����, ������ ��� ��� ���� ��� 

��.2,3  

�� α-������ 	�� �������� (PGA), 

������ (PLA), � ��� ����� ��(L-lactide- 

co-glycolide) (PLGA)� �� FDA� ��	 �� ���

���� ����� ��� ���, ���� ��� 

�� ����� �� ���� ��.4-6 PLA� PLGA� 

�� �����, ����, ���	 ��� ��, 

�� PLGA� ����	 ����� ����	 �

�
 � ��.7-9 ���� ����� ������ �

� (demineralized bone particle, DBP)� ��� ���� 

�� �	 ���� ��	 ��. Urist �� DBP� �

� ��� ���� ������� ��� ��	 ��

�� �����.10,11 DBP� ��� ��� ���� ��

�� ����� �	 ���� ��� � �� 
�

�� ��� ����� ��� � ��� ��	 �

�.12-18 �� ������ �� � ��� �� ��� 

���� �� � ��, ��� �� � 	�� �	� 

�� ��, ��� 
��� � �� ��� 	� �	

� �� ���� �� 	� ��� ���� �� 


��� �

�� ���� ��.19 ���� ��� 

��
��� �� ���� �� ��� �� ��. 

�� ���� ����� ��� ���� �� 
�

�� 
�� ��	 ��, ��� ��� ��, �

�, �� �� 	� ���� ��
 � �� �� ��

�� �	���� ��� ��, ��, ��� �� ��

�� �� �
� � ��� 
�� 
�� ��	 �

�� ��.20-22  

������ ���� �	 ��	 ���� ���

	 ��
 � ��� 	� ��� �	�� ���, � 

����� 
�� �� �� ��� ���	 
��

� �� ���	 ����� ��. ����� �� �

��� ��	 �� � ��	 
��� �	����, 

�	 ���� ��� ���� �� ��
 � �� �

�, ��� ��� ��� 
���� ���� �
� 

������ ���.23 �� � ���� 	���� 

��� ��� PLGA ��,24 ���� ������ 

��� PLGA ��,25 ������� ��� PLGA �

�,26,27 � ��� D3� �
� PLGA ��,28,29 ���

���	 �
� �� �	30 ���	 ��� ����

��� ����� ��� �� ��	 �����. �

� �� ���� DBP� ���	 DBP � DBP� �


� PLGA ��� �� ��� ��� ���	 
���

� �	 �����.31  

��� ��� ��� 	� � ����� PLA � 

PLGA ��� ������ �	�� �� ��	 �


���, ��� ��� ��	 ��� DBP� ����

� ��� ��	 ��� ���. �� �������

� (bone-marrow derived mesenchymal stem cells, BMSCs)

� ���� ��� �	 ���� ���. DBP� PLGA

� �� ���/� ���	 ���	 ��� ���� 

�����32 ���� 
�� ������� (scan-

ning electron microscopy, SEM)� ���
 � ��� 

�����. BMSCs� ����� ���	 ����

�, ��� ��� ���	 ����� �����. 

���� ��� Wright-Giemsa, Alizalin red, von Kossa 

��� �����, in vivo 	��� ����� � 

��	 ���� ��	 �
�� �� ���	 ���

� ��	 �����.  

 

�������

 
�������� PLA� (Boehringer Ingelheim Chem. Co. 

Ltd., Germany)�� �����, PLGA (lactide/glicolide 

��, 75/25, Resomer® RG 756, Boehringer Ingelheim Chem. 

Co. Ltd., Germany)� ������ 90000 g/mole� �	 

�����. ����� (Orient Chem. Co., Korea)� �

� ����� ������ � ���� ���� ��

� 
��� ��	  ��� ���� �����. DBP

� (Osteotech, Inc., Shrewsbury, NJ, USA)��� ���

��, ��
����� (MC, Tedia Co. Inc., USA) �� 

�� ����� 
���� HPLC �		 �����. 

PLA� PLGA� �� ���� Figure 1� ����� 

DBP� �
� Figure 2� �����.  

�������������������������� ��� 
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PLA, PLA/DBP (50%), PLGA, � PLGA/DBP (50%) ��

� ���� �� ���/� ���	 ���	 ���

��. 
 PLA � PLGA� MC� �� ��� ��

� �  DBP� ��� ���� 	�� ���� �

�� �����	 ���� 
�� (180�250 µm, 250

�355 µm) �����	 �� ��� ����� (Table 

1). ��� PLA, PLA/DBP, PLGA, � PLGA/DBP� �� 

���	 �� 10 mm � �� 5 mm ��� ��� �

�� �� � ��� (MH-50Y, CAP 50 tons, Japan)� ��

�	 ���� 60 kgf/cm2� 
�� 24�� �� �


���. ���� ��� �� ��� 3� ����� 48

�� �� �	� �, 8 mTorr, -55 � �
�� 48�� 

�� �� 
����. ����� MC� ���� ��

	 �	 1�� �� 25 � ������ 
��� �, 

�� �
�� ���	 ��� �����. ��� �� 

���� Figure 3� �����.  

����������� ��� 	� 
��	 ���	 

��� ��� ���� �� �� ��, �����, �

� ���� � ���� ���� ��	 �� ���

	 (Micromeritics Co., Model AutoPore II 9220, USA)� �

����. ��� PLA, PLGA ���� ��, ����

��, ��
� � ��
��  0.1 g, 6.7 ~ 7.3 mL, 

3.4 KPa � 414 MPa ���. ��
� P� �� ��� 

r� �	� ��� Washburn �33  

 
pr ⋅−= θγ cos2                (2)  

 

� ��� ����. 	�� γ� ������� 485 

�

(a) 

O    CH    C    O    CH    C 

CH3 CH3

� �

��

O    CH2 C    O    CH2 C 

� �

��

O    CH    C    O    CH    C 

CH3 CH3

� �

��

O    CH2 C    O    CH2 C 

� �

��

�

(b)�

��������	 Chemical structures of (a) PLA and (b) PLGA. 

�

(a)�

�

(b)  

������� 
	 SEM microphotographys of (a) DBP and (b) DBP 
powder. 

������� �	 Schematic representation of the solvent casting/salt 
leaching method to fabricate PLA/DBP and PLGA/DBP scaffolds. 

������	����������������������������������������

������������ �!��������"�!��#���!���������$�!��

polym er 
D B P   

con ten t 
(% ) 

size o f  
N aC l 
(µm ) 

vo lum e of  
P L G A  to  N aC l  

(w /w % ) 

porosity  
(% ) 

m edian  pore  
d iam eter  

(µm ) 
P L A  0  180�250  90  94 .1  92 .1  
P L A  0  250�355  90  92 .5  109 .3  
P L A  50  180�250  90  92 .9  69 .1  
P L A  50  250�355  90  90 .2  80 .4  

P L G A  0  180�250  90  97 .3  120 .8  
P L G A  0  250�355  90  96 .5  133 .7  
P L G A  50  180�250  90  96 .6  96 .5  
P L G A  50  250�355  90  94 .8  111 .9  

����������	
����	����
����������������������������
�������������������
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dyne/cm� ����� θ� ��� PLA� PLGA �

�� ���� �� ��� (Model 100-0, Rame-

Hart Inc., USA)� ���	 ��� �� 160°���.34,35 

��� ε � ��� �  

 

ρ

ε
1

i

i

+
=

V

V
                  (3) 

 

� ��� ����. 	�� Vi� �� �� ���� ρ
� 	�� ����.  

������������������ ��� �� ��

����� ������ 14 ���� �� 3000 U 

��	 ��� ���� � ���� ���	 20�

30 mL� ���� ����� ���� 2� ��

���. � ��� 50% �� (Percoll, Sigma, Chem. Co., 

USA) ������� ��� ���� �� 	� �

�� ��� ���. �� ������ 500 g�� 25

�� �����	 ��� 	, �� 	, �� 	� �� 

	� ����� ���� ��	 ���	 �� 	

�	 ���	 ���� �� ���	 1000 rpm�� 

10�� �������. ���	 ���� ��� 103

�104 ��/cm2� ��� �� ����� �����. 

��� ������ Dulbecco's modified eagle medium 

(DMEM, Gibco BRL, USA)� 10% �
�	 (FBS, Gibco 

BRL)� ��� (10 U/mL, ���� G 	��� 10 µg/mL 

���� B, Gibco BRL)� �����. ��� ��� 

3�� ��� ���	 ����� 9�� ��� 	�

�����.  

�������������������� ������

��� ������ ��� ��� �� (DMEM�10% 

FBS�1% ����10 mM β-����������10-8 

M 	�����10-8 M ��� D3)� �����. 4� � 

Wright-Giemsa, Alizarin red, von Kossa ��	 ��	 �

����� ��� �����. ��� ��� 4�� �

	� ��� β-���������, 	����, ��� 

D3� ��� ������ ��� ��� �	 �	

��� (Table 2). �	 I� ���� (DMEM)� β-��

�������� ��� ���, �	 II� ����� 

β-���������� ��� D3� ��� �, �	 III

� ����� β-���������� 	����	 

��� ��� ��� �	 IV� ����� β-���

������, ��� D3, � 	����	 ��� ��

�. ��� ������ ��� ALP ��� ALP ��

	 ���	 �����.  

��������������������� In vivo 	���� 

����� ���	 ���� ��	 �
�� �� �

��	 �����. �� 4�� �� �� ��	 2�3 

cm �� ���� PLA, PLA/DBP, PLGA � PLGA/DBP 

���� 	�� BMSCs� 1�105�/cell	 ���� PLA/ 

BMSCs, PLA/DBP/BMSCs, PLGA/BMSCs, � PLGA/DBP/ 

BMSCs� ����, 4�� �� �� ���� 10% �


��� �����. ��� ���� ��� ��	 �

�� �� 3 µm� �� � ����� ���� ���

� ��� �� ��	 H&E ��� von Kossa ��	 

�����.  

 

������������

 
����������������������������

�� PLA, PLA/DBP (50%), PLGA, � PLGA/DBP (50%) 

��� ���� �� ���/� ���	 ���	 �

����. �� ���/� ���� ��� ��� �

��� SEM ��� Figure 4� �����. ��� �


� ��� ��� � ��� �	� ��� �
� �

���, ��, ���, �

� ��� �� � 	� 

��� �� �� �����. ��� �
� 	� �


� ���� ��� �����, �� ��� �� 

���� ��� ��� ����, �� 
� ��� �

��	 � � ���. �� �� (180�250 µm, 250�355 

µm)� �� ������ �� 
�� ��� ��� �

���. �� �� ��� �	 ����� ���� 

����� ���� ��
 � ��� ���. ���

� ��, ��� �� ��� ��� �� ��� ��

� ���� ���� ��  ��� �� �� �� 

����. DBP� �
� ���� DBP� �
�� �

� ���� ���
� �
��� � ��� ��

�� ��� ��� ��� DBP� ���
� � 

�	 �� ���� ����.  

����������� Table 1�� �����	 �� �

�� �����. ���� ��� �� ��� 180�250 

����� 
	� �$��#�!�����!� ���%���� � ����&������!�����

����%�#��

g ro u p s  co n d itio n  o f  m ed iu m  
G ro u p  I  D M E M�F B S�an tib o d y�β-g ly ce ro p h o sp h a te  
G ro u p  II  D M E M�F B S�an tib o d y�β-g ly ce ro p h o sp h a te�v itam in  D 3 
G ro u p  III  D M E M�F B S�an tib o d y�D ex am etaso n e�β-g ly ce ro p h o sp h a te   

G ro u p  IV  
D M E M �F B S�a n tib o d y�d e x a m e ta so n e�β-g ly c e ro p h o sp h a te  
�v itam in  D 3  
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µm �� 250�355 µm� ����� � �	 ����

�, ���� �� ���� 90%��� �� ���� 

�����. �� ��� �������� ����� 

����, DBP� ��� �� �	 �� �� �	 

�����. Figure 5� �� ��� ������, DBP

� ��� 50%�� ��� ���� � ���� � 

�	 �� �	 ��� �
� ��� ���� ��� 

��� �� ����.  

������������������ ��������

� ������ ���	 �����, 4� �� 	�

�� � ��� ��� ��, ���� �������

�� �
� ��
 � ���. 4� �� ���	 ��

� �� ��� ��� �	 � ���.  

�������������������� ������

��� ����� ����� ���� ��	 ��� 

��� ���� 4� � Wright-Giemsa, Alizarin red, � 

von Kossa ��	 �����. �� ��� Figure 6� �

����, von Kossa �� ���� ������ ��

�� ����	 ��
 � ���. �� ��� ���

� ��� ���� �	 ���� ��	 4�� �	

� ��� ���	 ��� ��	 ��� 4� � ALP 

��� ALP ��� ��� ��� Figure 7� Table 3� 

�����. ALP ���� �	 I, III, II, � IV� �� 

��� ��� ���, �	 II� III	 ���	 ��	 

� 	���� �� ��� D3� 
 �� ��� 
�� 

���� ����, β-���������, 	����, �

�� D3� �
� ���� ��� �� ��� 
�� 

���. �� ALP ��	 ��� ��� �	 I�� 13.7

� � � � � � � � � � �

� � � � � � � � � � � � � � �

� � � � � �

�������'	 SEM micrographs of DBP/PLGA scaffolds by means of the solvent casting/salt leaching. (A) PLA (180�250 µm), (B) PLA 
(250�355µm), (C) PLA/DBP (180�250 µm), (D) PLA/DBP (250�355 µm), (E) PLGA (180�250 µm), (F) PLGA (250�355 µm), (G) 
PLGA/DBP (180�250 µm), and (H) PLGA/DBP (250�355 µm). 
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�4.63, �	 II�� 30.3�19.53, �	 III�� 18.88�7.47, 

�	 IV�� 40.24�24.2� ����. �	 III�� �� 

�	 II�� �� ALP ��	 ���, �	 IV�� �

� �� ALP ��	 ���.  

������� �������������� PLA� PLGA� 

DBP� �
�� ���� ���� 	�� �����

���� ���� ��� ��� ����� ���. �

 �� ������ ��� ���� ���� 4� � 

��� ��	 10% �
�� ���� ��� � 3 

µm� ���	 ����� ����� H&E, von Kossa 

��	 ���. 
 ���� �
� ���� ��	 

H&E ��	 ���. Figure 8	 �� ���� PLA� 

PLGA� ��
 � ��, ����� ��� ��� �
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�������)	 Photographs of histochemical staining for (a) Wright-
Giemsa, (b) Alizarin reds, and (c) von Kossa. 
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�������*	 Photographs of histochemical staining for H&E (After 
4 weeks): (A) PLA (�100), (B) PLA/DBP (�100), (C) PLGA 
(�100), and (D) PLGA/DBP (�100). 
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g ro u p s  2  w eek s  (n�1 2 ) 
G ro u p  I  1 3 .7�4 .6 3  
G ro u p  II  3 0 .3�1 9 .5 3  
G ro u p  III  1 8 .8 8�7 .4 7  
G ro u p  IV  4 0 .2 4�2 4 .2   
ρ -  V a lu e  0 .6 8  

�

�
������� +	 Photographs of histochemical staining for ALP (A) 
group I medium, (B) group II medium, (C) group III medium, and 
(D) group IV medium. 
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