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Ⅰ. 서 론

치아 상실부위를 대체하는 방법으로 임플란트, 치아이식,

보철치료가 있으며 이 중 치아 이식은 치주인대세포의 생활

력이 유지되어 골 결손부에 이식 시 골이 자연 생성되는 장

점을 가지고 있다1). 그러나 심한 인접치 우식이나 교정치료
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The purpose of this study was to evaluate the viability of periodontal ligament cell in rat teeth

using slow cryopreservation method with magnetic field through MTT assay and TUNEL test. For

each group, 12 teeth of 4 weeks old white female Sprague-Dawley rat were used for MTT assay, and

6 teeth in TUNEL test. The Maxillary left and right, first and second molars were extracted as

atraumatically as possible under tiletamine anesthesia. The experimental groups were group1

(immediately extraction), group 2 (cold preservation at 4℃ for 1 week), group 3 (rapid cryopreserva-

tion in liquid nitrogen), group 4 (slow cryopreservation with magnetic field of 1 G), and group 5

(slow cryopreservation). F medium was used as preservation medium and 10% DMSO as cryoprotec-

tant. After preservation and thawing, the MTT assay and TUNEL test were processed. One way

ANOVA and Scheffe method were performed at the 95 % level of confidence. The value of optical

density obtained after MTT analysis was divided by the value of eosin staining for tissue volume

standardization. In both MTT assay and TUNEL test, it had showed no significant difference among

group 3, 4, and 5. And group 3 had showed higher viability of periodontal ligament cell than group 2.

From this study, slow cryopreservation method with magnetic field can be used as one of cryop-

reservation methods. [J Kor Acad Cons Dent 33(4):332-340, 2008]
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의 전략상 치아이식에 제공될 치아를 미리 발거 하여 이식

이 필요할 때 사용할 수 없는 경우 몇 달 이상 치아를 외부

에서 보관할 수 있는 냉동 보관법이 유용한 방법이다2).

세포를 장기간 보관하는 방법에는 저온 냉동법과 냉동 보

존법이 있다. 저온 냉동법은 얼음이 어는 온도 전까지 온도

를 낮춤으로써 세포 대사율을 감소시켜 세포를 보관하는 방

법으로 심장과 같은 전체 기관의 단기간 보존에 흔히 사용

된다. 전체 기관의 단기간 운송 중에는 저온 냉동법으로 보

존하는 것이 낫다3). 냉동 보존법은 세포를 장기간 보관할

때 많이 사용되지만 세포를 냉동 보존하는 과정이나 다시

원상으로 복귀시키는 해동 과정 중에 세포를 손상시킬 수

있다는 문제점이 있다3). 그래서 세포의 냉동 보관 시 손상

을 줄이기 위한 여러 시도가 있었는데 특히 동해 방지제의

사용과 다양한 냉동방법의 개발을 들 수 있다. 동해방지제

는 냉동 시 전해질의 농도를 감소시키고 낮은 온도에서 삼

투압에 의한 세포 수축의 양을 감소시킨다. 

Dimethyl sulfoxide (DMSO)는 glycerol과 함께 침투성

동해방지제로 많이 사용된다. 이것은 세포막을 통과해서 세

포 내의 DMSO-NaCl-water 용액의 상평형 상태를 변화

시켜 냉동점 이하의 온도에서 세포 내 얼음의 형성으로

상대적으로 높아진 염의 농도를 낮추어 세포 손상을 방지한

다4). 또한 세포 내 얼음 형성을 막아 세포막 파괴를 방지한

다5). 그러나 동해방지제의 농도가 증가하면 독성이 생기는

문제점이 있다6). 

세포를 -196℃의 액화질소에서 바로 얼리는 급속 냉동 방

법은 급속한 온도변화에 의해서 조직과 세포가 파손되는 경

우가 많아 이를 줄이기 위한 프로그램 냉동 방법에 관하여

다양한 시도가 있었다. Kawasaki 등6)은 치아를 냉동 시 -7

℃까지는 -1℃/min, -40℃까지는 -6.6℃/min, -80℃까지

는 -0.5℃/min의 속도로 냉동되는 속도 조절 냉동기를 사

용하여 냉동했을 때 정상 치아와 유사한 결과를 보였음을

보고하였다. 최근 일본에서는 온도 조절기와 미소자장을 이

용하여 얼음을 균일하게 얼리는 프로그램 냉동고가 개발되

었다. 미소자장을 걸어주면 핵 내, 세포 내, 세포 외와 냉동

보존액의 물분자가 각각 자장에 의해 진동하고 보통의 빙점

보다 낮은 온도에서 과 냉각 상태가 유지된다는 이론에 근

거한다. 또한 자기장에 의해 물분자와의 거리가 일정하게

유지되어 과 냉각된 치아와 냉동 보존액이 빙점을 통과시

동시에 얼게 된다. Kawata7)는 쥐 치아를 이용하여 -30℃

까지 15 mA로 자기장을 걸어 -0.5℃/min속도로 냉동 한

후 -150℃에 3일간 보관했을 때 급속냉동을 하는 것보다

좋은 결과를 보였음을 보고하였다. 이전의 연구에서는 냉동

시 사용된 자기장의 세기를 정확하게 기술하지 않았고 액화

질소를 이용한 급속 냉동법과 저속 냉동법 및 냉장보관법으

로 냉동 시 치주인대세포의 활성도를 비교하지 않았다. 이

에 본 연구에서는 치주인대세포를 1gauss (G)의 자기장을

이용한 저속 냉동보관법, 저속 냉동법, 급속 냉동법, 냉장

보관법으로 냉 동 시 치주인대세포의 활성도를 비교하고자

하였다. 

세포의 활성도를 측정하기 위한 검사로 Tetrazolium-

based colorimetric assay (MTT)가 유용하게 사용된다.

MTT검사는 살 아있는 세포에 있어 미토콘드리아에 있는

탈수소 효소가 노란색의 수용성의 tetrazolium salt [3-

(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium

bromide](MTT)를 물에 녹지 않는 어두운 보 라색 for-

mazen 침전물로 전환시키는 능력에 착안하여 사용하는 방

법이다. Kim 등8)은 쥐 치아를 냉동 후 재식 했을 때 MTT

검색법으로 치주인대세포의 활성도를 평가하여 조직학적

소견과 비교 시 일치함을 보고하면서 MTT 검색법은 치주

인대세포의 활성도를 평 가하는데 유용한 방법이라고 하였

다. 본 연구에서도 MTT 검사를 이용하여 치아에 붙어 있는

치주인대세포의 활성도를 평가하고자 하였다.

또한 MTT 검색법과 병행하여 냉동 후 치주인대세포의

활성도를 평가하는 방법으로 Terminal deoxynucleotidyl

transferase(TDT)-mediated dUTP-biotin nick end

labeling (TUNEL) 검사를 이용하였다. 냉동과 해동은 필

연적으로 세포사멸과 관련된 유전자 전위와 DNA 분절의

증가와 같은 손상을 야기하는데9) TUNEL 검사는 이것을

면역 화학적 기법에 의해 신호를 증폭한 후 관찰하는 방법

이다. 

본 연구의 목적은 흰쥐의 상악 대구치를 발거 후 1G의 자

기장을 이용한 저속 냉동보관법을 이용하여 냉동한 후 치주

인대세포의 활성도를 저속 냉동법, 급속 냉동법, 냉장 보관

법과 비교하여 평가하는데 있다.

Ⅱ. 연구 재료 및 방법

1. 실험 대상 및 전 처치

생후 4주된 암컷 Sprague-Dawley계 흰쥐를 사용하였고

발치를 용이하게 하기 위해 0.4% β-aminoproprionitrile

(β-APN, Sigma, St. Lousis, MO, USA)를 발치 전 3일

간 공급하였다. 마취는 Tiletamine (Zoletil50, Virbac,

Carros, France)을 이용하여 1 cc 정도를 피하 주사하여

시행하였다. 마취가 유도된 후 조직 겸자를 이용하여 치관

을 잡고 협구개측으로 최소한의 외상을 가하면서 발치를 시

행하였으며 흰쥐의 상악 제1, 2 대구치를 발거하였다.

2. 실험군의 분류

실험에 사용한 보관 용액으로 F medium은 Dulbeco's

Modified Eagle Medium (DMEM, Gibco-BRL, NY,
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USA)과 Ham’s nutrient mixtures F12 (Gibco-BRL,

NY, USA)를 3:1의 비로 섞고 10% fetal bovine serum

(FBS)와 항생제; penicillin (100 units/㎕), strepto-

mycin (100 ㎕/㎖), fungizone (0.3 ㎍/㎖) (Gibco-

BRL)을 첨가하여 제조하였다. 동해방지제로는 10%

DMSO (Sigma Chemical Co., St.Louis, USA)를 사용

하였다. 

가. 실험군 분류

1군: 즉시발치군

치아를 발거하자 마자 PBS (직접 제조)에 세척한 후 실

험에 이용하였다.

2군: 냉장군

치아를 발거하고 F medium가 1 ㎖ 담긴 2 ㎖ 튜브에 담

아 4℃ 냉장고에 1주일간 보관하였다.

3군: 액화질소군

치아를 발거 한 후 2.5%, 5%, 7.5% DMSO에 5분씩 담

근 후 10% DMSO와 F medium 1 ㎖ 가 담긴 2 ㎖ 냉동

튜브에 넣어 액화질소에 넣어 -196℃까지 급속 냉동하

였다. 

4군: 자기장군

치아를 발거 한 후 2.5%, 5%, 7.5% DMSO에 5분씩 담

근 후 10% DMSO와 F medium 1 ㎖ 가 담긴 2 ㎖ 냉동

튜브에 넣어 21.7 mA, 60 Hz, 1 gauss의 자기장이 발생

되는 코일 중심부 안쪽에 위치시킨 후 냉동고 (SD-108,

Korea Y.O.T.,Ltd, Incheon, Korea)에 넣고 -20℃까지

-0.3℃/min의 속도로 서서히 냉동한 후 -196℃까지 액화

질소에 넣어 급속 냉동하였다.

5군: 저속 냉동군

치아를 발거 한 후 2.5%, 5%, 7.5% DMSO에 5분씩 담

근 후 10% DMSO와 F medium 1㎖ 가 담긴 2 ㎖ 냉동

튜브에 넣어 냉동고에 넣고 -20℃까지 0.3℃/min의 속도

로 서서히 냉동한 후 -196℃까지 액화질소에 넣어 급속 냉

동하였다

나. 냉동군의 해빙방법

급속 냉동한 치아 (3, 4, 5군)를 액체질소 냉동고에서 꺼

내 37℃ 수욕조에 넣어 해빙하였다. 해빙 후 치아를 꺼내어

치아를 7.5%, 5%, 2.5%, 0% DMSO가 함유된 각각의 F

medium용액에 5분간씩 담궈 DMSO를 제거한 후 실험에

사용하였다.

3. [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenylte-

trazolium bromide] (MTT) 검사

각 군 당 12개의 치아를 발거하여 60개의 치아를 MTT

검색법에 사용하였다. 실험군의 처리가 끝난 뒤에 96-well

plate에 MTT 용액 (0.05 ㎎/㎖, Sigma Chemical Co.,

St. Louis, MO, USA) 200 ㎕를 넣고 각 군별 치아를

MTT 용액이 있는 well에 담았다. 치아가 담긴 96-well

plate를 알루미늄 호일에 싼 후 3시간 동안 37℃ 회전 진탕

기에서 배양하였다. 3시간 후 96-well plate를 꺼내어

MTT용액에 담궈진 치아를 꺼내어 DMSO 150 μl를 넣은

well에 치아를 옮기고 15분간 회전 진탕하여 형성된 MTT

formazan 결정을 녹여내었다. 15분 후 치아를 제거하고

Dynatech MRX ELISA microplate reader (Dynatech

laboratories, Chantilly, VA, USA)에 넣고 570 nm 파장

에서 흡광도를 측정하였다. 

4. 치아 치근면에 붙어있는 치주조직의 양 측정

실험에 사용된 치아의 치근면에 붙어있는 치주조직의 양

을 정량적으로 측정하기 위해 MTT 검색 실험 후 각 군의

well에서 제거된 치아를 각 군별로 96-well plate에 치아를

넣고 eosin (Accustain, Sigma-Aldrich chemie, Gmbh,

Germany) 350 μl를 첨가하여 12시간 정도 담궈서 염색을

한 후 치아를 제거하고 1% acid alcohol (70% ethyl

alcohol, 1% HCl) 350 μl이 든 96 well plate에 넣은 뒤

30분간 담가두어 치근면에 염색된 치주조직을 탈색시켰다.

치아를 각각의 96-well plate에서 꺼낸 다음 탈색된 well내

의 용액을 microplate reader에 넣고 530 nm파장에서 흡

광도를 측정하였다. 

5. Terminal deoxynucleotidyl transferase(TDT)-

mediated dUTP-biotin nick end labeling

(TUNEL) 검사

각 실험군에 의해 준비된 치아를 4% paraformaldehyde

가 든 2 ㎖ 튜브에 담근 후 조직을 고정하여 보관하였다가

탈석회화한 후 파라핀에 포매하였다. 4 ㎛ 두께로 조직을

절편한 후 silane coating slide (Muto pure chemicals.,

Ltd, Tokyo, Japan)에 고정하였다. 각 조직슬라이드를

Tris-HCl용액 (pH 8.0)에서 10분 동안 전처리 하고 20분

간 proteinase K (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO,

USA)로 처리하여 조직을 digestion하였다. PBS 용액으로

수세 한 뒤 3% hydrogen peroxide로 조직에 있는 peroxi-

dase를 불활성 시킨 후 PBS로 다시 수세하였다. 면역조직

화학적 관찰을 위한 양성대조군에 대해 DNA buffer로 10
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분간 전 처리하고 DNaseⅠ(F. Hoffmann-La Roche

Ltd, Basel, Switzerland)으로 20분간 반응시켜 인위적으

로 DNA를 단편화시켰다. 그 다음 Transferase-mediated

deoxyuridin triphosphated (TdT, Sigma Chemical

Co., St. Louis, MO, USA) buffer에서 15분간 전 처리한

후 Terminal deoxytransferase와 Biotin-16-2'-deoxy-

uridine-5'-triphosphate (dUTP, F.Hoffmann-La

Roche Ltd, Basel, Switzerland)로 37℃에서 2시간 30분

동안 반응시켜 dUTP를 표지하였다. 음성대조군에서는

TdT 효소를 처리하지 않았다. TB buffer에서 10분간 담가

서 반응을 중지시킨 후에 2% Bovine serum albumin

(BSA, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA)로

15분간 blocking 하였고, PBS로 수세 후 streptavidin-

peroxidase (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO,

USA)로 30분간 반응시켜 3, 3‘-diaminobenzidine

(DAB, Vector laboratories, Inc. Burlingame, CA,

USA)로 발색시켰다. 대조염색은 nuclear fast red를 이용

하였으며 다시 70%, 90%, 100% 에틸알코올로 탈수하여

봉입하였다. TUNEL 검사에 양성인 치주인대세포의 각 조

직슬라이드에서 400배 크기의 현미경 (Vanox-S;

Olympus, Tokyo, Japan) 시야에서 임의로 세 부분을 지

정하여 양성 세포수와 전체 세포수를 계산하여 백분율을 구

하였다. 

6. 통계처리

MTT처리와 eosin 염색에서 얻은 흡광도는 대조군과 각

실험군의 차이를 SPSS 12.0을 이용한 ANOVA를 사용하

여 분석하였으며 사후검정으로는 Scheffe의 방법을 썼다.

TUNEL test를 시행한 결과는 SPSS 12.0 (SPSS,

Chicago, IL, USA)을 이용한one way ANOVA를 사용하

여 분석하였으며 사후검정 으로는 Scheffe와 Tukey HSD

방법을 사용하였다.

Ⅲ. 결 과

1. MTT값을 Eosin 염색값으로 나눈 비율

치근면 단위 면적당 치주인대세포의 활성도를 나타내는

MTT/Eosin 비율은 모든 군에서 즉시 발치군보다 통계적

으로 유의하게 낮은 세포 활성을 보였으며 (p < 0.05)

(Figure 1) 자기장군과 액화질소군, 저속냉동군 간에는 통

계학적으로 유의한 차이가 없는 것으로 나타났다 (Figure

1). 그러나 냉장군은 모든 군들과 통계학적으로 유의한 차

이를 보이며 (p < 0.05) 가장 낮은 치주인대세포의 활성을

보였다.
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Figure 1. MTT/Eosin ratio. 

1: immediately extraction

2: cold preservation at 4℃

3: rapid cryopresevation in liquid nitrogen

4: slow cryopreservation with magnetic field of 1G 

5: slow cryopreservation 

★: p < 0.05.

Figure 2. Average and standard deviation of percentage

of positive cells by TUNEL test.

1: immediately extraction

2: cold preservation at 4℃

3: rapid cryopresevation in liquid nitrogen

4: slow cryopreservation with magnetic field of 1G

5: slow cryopreservation

★: p < 0.05 .



2. TUNEL test

각 실험군 당 6개의 치아를 이용하여 정상 세포수에 대한

양성 세포수의 비율을 구해 각 군별로 평균 및 표준편차를

구해 one way ANOVA를 시행한 결과 자기장군은 즉시 발

치군보다 통계학적으로 유의하게 많은 세포 사멸을 보였다

(p < 0.05). 또한 자기장군은 세포사멸에 있어서 액화질소

군, 저속냉동군과 통계적으로 유의한 차이가 없었다. 그러

나 냉장군은 다른 모든 군들과 통계적으로 유의한 차이가

있었고 세포 사멸의 정도가 가장 심했다(p < 0.05)

(Figure 2).
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Figure 3. Micrograph of experimental groups by TUNEL test. Arrow shows positive cell.

A. immediately extraction (× 400). B. cold preservation (× 400).

C. rapid cryopreservation (× 400). D. slow cryopreservation with magnetic field (× 400).

E. slow cryopreservation (× 400).

A B

C D

E



각 실험군별로 400배 크기의 현미경 시야에서 양성세포

를 관찰했을 때 즉시 발치군은 양성세포가 거의 관찰되지

않았으며 대조 적으로 냉장군에서는 진하게 염색되는 양성

세포가 가장 밀집되어 있음을 관찰할 수 있었다 (Figure

3). 자기장군과 저속냉동군, 액화질소군에서는 양성세포가

국소적으로 분포함을 관찰할 수 있었다 (Figure 3).

Ⅳ. 총괄 및 고안

치아를 장기간 보관하는 방법으로 냉동 보존법이 사용될

수 있다. 이 경우 치주인대세포는 냉동 과정 중에 손상을 받

게 된다. 냉동 시 치주인대세포의 생존율을 가장 높일 수 있

는 조건으로 농도 단계별로 적용한 10% DMSO를 동해 방

지제로 사용하고 -4℃에서 -35℃ 사이의 온도에서는 -0.3

℃/min의 저속 냉동을 하며 그 이하의 온도에서는 액화질

소에 넣어 급속 냉동을 한 뒤 해동 시에는 급속 해동을 하는

것이라고 Schwartz 등이 보고한 바 있다9). -35℃ 이상의

온도에서는 세포 내부에 얼음이 형성되지 않고 세포 외부의

냉동상태에 따라 수축하게 되어 저속 냉동으로 냉동하면 세

포가 손상을 적게 받는다10). 본 실험에서는 자기장군과 저속

냉동군을 냉동시킬 때 사용한 냉동고가 최저 -20℃까지 내

려가는 기능을 가지고 있어 -20℃까지는 0.3℃/min의 저

속 냉동을 하였으며 -20℃ 이하의 온도에서는 -196℃로 급

속 냉동 하였다. 비록 동해 방지제로 10% DMSO를 사용

하였지만 냉동 전 온도가 -20℃였고, -20℃와 -35℃사이의

온도에서 급속 냉동되었기 때문에 세포 내 얼음의 급격한

증가로 손상을 받았을 것으로 생각되며 이로 인해 본 실험

에서 저속 냉동군의 세포 활성이 급속 냉동을 한 액화질소

군과 통계학적으로 유의한 차이를 보이지 않았을 것으로 사

료된다. 

최근 일본에서는 치아를 냉동시 치주인대세포의 손상을

줄이기 위해 자기장을 이용한 프로그램 냉동고를 사용하여

좋은 결과를 보였다고 보고하였다7). 자기장의 작용 원리는

세포의 주된 구성 성분이 물 분자로 되어 있고 수소원자는

약한 (+)전하를 띄며 산소원자는 상대적으로 (-)전하를 띄

고 있는 극성 분자이기 때문에 전자기장을 걸어주면 물 분

자는 전자기장과 나란해 지려고 회전하게 되어 물 분자의

운동에너지가 물 분자들이 결합하려고 하는 반데르발스 결

합 에너지보다 크게 되어 온도가 내려가도 얼지 않고 과 냉

각되어 있다가 더 낮은 온도에서 균일하게 얼게 된다11). 냉

동기술에 있어서 자기장을 이용하는 것은 심장과 같은 장기

의 냉동 후 해동 시 전체 장기의 온도가 동시에 같이 상승할

수 있도록 300 MHz 이상의 자기장을 걸어 조직을 균일하

게 가열하는데 이용되었다. 장기를 열전도 방식에 따라 가

열하면 조직 가장자리의 온도는 올라가지만 중심부는 냉동

된 상태라 기계적인 스트레스와 파절이 발생하게 된다. 낮

은 주파수의 자기장을 걸면 침투 깊이가 깊고 균일한 열이

들어가게 된다. 주파수가 300 MHz이상이 되면 물 분자를

진동시켜 에너지를 침착시키며 결과적으로 온도가 상승하

게 된다12,13). 본 연구에서는 물 분자를 진동시키되 열 발생

을 최소화해야 하기 때문에 열 발생 효과가 없는 극저주파

인 60 Hz의 주파수를 사용하여 자기장을 발생시켰다12).

Kaku 등14)은 이러한 자기장을 이용하여 냉동고를 생산하

는 회사인 ABI Corporation Ltd와 공동 작업으로‘Cell

Alive System’(CAS)을 개발하였으며 75 mA의 자기장

을 이용한 프로그램 냉동고를 사용하여 냉동 시 세포 활성

이 가장 높았다고 보고하였다. CAS에 의한 냉동은 세포를

자기장 환경 안에 넣어 미약한 에너지를 가해 물 분자를 진

동시켜 결정화를 억제해 과 냉각 상태를 유지하며 세포 전

체를 동시에 냉동하게 되는 방법을 사용한다고 설명한다.

치아를 냉동시킬 때 Kawata7)의 실험에서는 15 mA세기의

자기장을 이용했고 Kaku 등14) 의 연구에서는 75 mA세기

의 자기장을 걸었다고만 기술했다. 그러나 일반적으로 자기

장의 세기는 전류의 크기에 비례하나 거리에 반비례하여 급

격히 감소하기 때문에11) 이런 기술로는 정확히 몇 가우스의

자기장이 작용했는지 알 수 없다. 같은 전류라도 코일이 감

긴 수나 자기장이 작용하는 곳까지의 거리에 따라 자기장의

세기가 달라지기 때문이다. 본 연구에서는 21 mA, 60 Hz

의 자기장을 발생시켜 세포에 가한 자기장의 세기는 1±

0.05 G 이다. 1G는 80 A/m이며 1 m당 80A의 전류가 걸

린다는 의미이며 이 세기의 자기장은 일상생활에서 본다면

지구자계는 0.3 - 0.5G, 헤어 드라이기를 15 ㎝의 거리에

서 사용한다면 0.7G의 자기장이 발생한다는 것에 비교할

수 있다15). 본 연구에서 자기장을 이용한 저속 냉동법으로

치아를 냉동 시 치주인대세포의 활성도가 액화질소를 이용

한 급속 냉동법 및 저속 냉동법과 통계학적으로 유의한 차

이를 보이지 않았다. 이는 향후 자기장의 세기의 조절을 통

해 냉동 시 치주인대세포의 활성도를 높일 수 있는 연구가

필요하리라 사료된다.

치아를 냉동한 후 치주인대세포의 활성을 검사하는 방법

들 중 본 연구에서 사용한 MTT검색법은 냉동 후 세포 활성

도를 측정하는 검사로 유용하게 사용되어 왔다8,16,17). MTT

검색법은 간편하며 대부분의 세포에 적용이 가능하고 큰 규

모의 실험에도 사용할 수 있다는 장점이 있다. 또한 실험의

재현성이 높아 신뢰성이 높은 검사방법이다. In vitro상의

치주인대세포의 활성도를 검사하는 방법들은 수집된 치주

인대세포가 치주인대세포의 실제 상태를 반영하지 못하고

있으며 수집된 세포의 성질이 배양 기간이나 배양 전 단계

에서 변할 수 있다는 단점을 가지고 있다18). 그러나 본 실험

에서는 96 well plate 에 잠길 정도로 작은 쥐 치아를 이용

한 in vivo MTT 검색법을 이용하여 쥐 치아 치주인대세포

의 활성도를 측정할 수 있었다8).
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치아가 냉동과 해동과정을 거치게 되면 치주인대세포는

세포사멸과 관련된 유전자 전위와 DNA 분절의 증가와 같

은 손상을 받게 된다10). 이러한 세포 사멸도를 표지하는 방

법으로 TUNEL 검사가 있다. 세포사멸 (apoptosis)은

1972년 Kerr 등에 의해 처음으로 도입된 개념으로 괴사

(necrosis)와는 감별되는 세포사망의 한 형태로 괴사가

DNA 파괴 전에 세포막의 소실이 일어나는 것이 특징인 반

면, 세포사멸은 DNA 파괴 후 세포막이 소실되며 그 병리소

견으로는 세포핵의 분열, 염색체의 응결 및 세포질의 응축,

세포 사멸체 (apoptosis body)의 형성 등의 특징적인 양상

을 동반한다19). 또한 건강한 조직이 방사선 조사, 항암제 및

세포 독성물 등 DNA 파괴성 요인에 노출되는 경우 세포사

멸이 발생되는 것으로 보고되어 있다20). 그러나 TUNEL 방

법의 문제는 조직에 따라 양성, 음성의 구분이 명확하지 않

게 되는 경우가 있다는 것과 DNA 가 분해되는 상황 즉 세

포손상 후 DNA가 수리되거나 세포 괴사가 되는 경우에도

모두 양성으로 나올 가능성이 있다는 단점에도 세포사멸을

표지하는 최적의 방법으로 이용되고 있다21). 

사람 치아를 냉동한 후 치주인대세포의 DNA 손상을

MTT분석과 TUNEL검사로 측정한 시도도 있었다. Oh

등17)은 치아를 발거 후 치근의 치주인대세포를 긁어 관찰한

군과 액화질소에 넣어 1주일 보관 후 해동한 군에서

TUNEL검사 및 MTT분석을 시행한 결과 두 군에서 유의

할 만한 차이를 보이지 않음으로 급속 냉동방법이 유용함을

보였다. 본 연구에서도 치아를 냉동 후 치근에 붙어 있는 치

주인대세포의 활성을 검사했을 때 TUNEL 검사와 MTT검

색 결과 모두 자기장군, 액화질소군, 저속 냉동군이 유사한

세포 활성도를 보였고 냉장군에서 세포활성도가 가장 낮은

결과를 얻었다. 

본 연구에서 시행한 자기장 저속 냉동보관법은 쥐 치아 치

주인 대세포의 활성에 있어서 저속 냉동법과 액화질소를 이

용한 급속 냉동법과 유사한 결과를 보였다. 그러나 치아를

급속 냉동 시에는 치아의 파절과 같은 경조직 손상이 가해

지므로 자기장을 이용한 저속 냉동보관법은 급속 냉동법보

다 치아를 냉동 보관하는데 적합한 방법이리고 사료된다.

Ⅴ. 결 론

본 연구는 흰쥐 상악 대구치를 발거 후 자기장 하 저속냉

동법을 이용하여 치아 냉동 시 치주인대세포의 활성도를

MTT 검색법과 TUNEL 검사를 이용하여 측정하고자 하였

고 다음과 같은 결과를 얻었다. 

1. 각 실험군 당 12개 치아에 대하여 MTT검사를 시행하

여 나온 흡광도를 치근면의 eosin염색을 통해 얻은 흡

광도로 나눈 값에서 자기장군은 즉 시 발치군보다 세포

활성이 떨어졌으나 액화질소군, 저속 냉동군과 유사한

세포활성을 보였고 냉장군보다 높은 세포 활성도를 보

였다 (p < 0.05).

2. 각 실험군 당 6개의 치아에 대하여 TUNEL 검사를 시

행하여 단위면적 당 양성 세포수를 세어 백분율을 구해

통계분석을 시행한 결과 자기장군은 즉시 발치군보다

세포사멸도가 높았으며 저속 냉동군과 액화질소군과는

유사한 세포 사멸도를 보였고 냉장군보다 세포사멸도

가 낮음을 보였다 (p < 0.05).

이상의 결과로 자기장 저속 냉동보관법은 쥐 치아의 세포

활성에 있어서 저속 냉동법과 액화질소를 이용한 급속 냉동

법과 유사한 결과를 보이나 치아를 급속 냉동 시에는 치아

의 파절과 같은 경조직 손상이 가해지므로 자기장을 이용한

저속 냉동보관법은 급속 냉동법보다 치아를 냉동 보관하는

데 있어 적합한 방법이라고 사료된다.
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안현정∙김의성*∙김 진∙김덕원∙김기열∙이찬영∙이승종

연세대학교 치과대학 보존학교실

본 연구의 목적은 흰쥐 상악 대구치를 발거하여 자기장 저속 냉동보관법을 이용하여 냉동 시 치주인대세포의 활성도

및 세포 사멸도를 MTT 검색법과 TUNEL 검사를 이용하여 측정하고자 하였다. 

4주령의 암컷 Sprague-Dawley계 흰 쥐의 상악 좌우 제1,2대 구치를 발거하여 각 군 당 12개의 쥐 치아를 MTT검색

에 이용하였고 6개의 치아를 TUNEL 검사에 이용하였다. 실험군은 5개군으로 대조군은 즉시 발치군이며 4℃냉장고에

서 1주일간 보관한 냉장군, 발치 후 동해방지제 처리과정을 거쳐 -196℃의 액화질소에 넣어 급속 냉동한 액화질소군,

21.7 mA, 60 Hz, 1 G의 자기장을 이용하여 -0.3℃/min 의 속도로 -20℃까지 냉동 후 -196℃로 급속 냉동한 자기장

군, -0.3℃/min의 속도로 -20℃까지 냉동 후 -196℃에 급속 냉동한 저속 냉동군으로 나누었다. 보존액은 F medium

을 사용했으며 동해방지제로 10% dimethyl sulfoxide (DMSO)를 사용하였다. 치근면을 단위면적으로 표준화하기 위

해 MTT 측정값을 Eosin 염색 후 530 nm에서 측정한 흡광도 값으로 나누었다. TUNEL 검사 시 각 조직슬라이드에서

400배 크기의 현미경 시야에서 임의로 세 부분을 지정하여 정상 세포수와 양성 세포수를 세어 그 비율을 계산하여 각

실험군 당 평균치를 구하였다. 통계 분석을 위해 one way ANOVA를 시행하였으며 사후검정으로 Scheffe와 Tukey

HSD방법을 썼으며 결과는 다음과 같다.

MTT검색에 의한 흡광도를 Eosin염색 후 측정한 흡광도로 나눈 값에서는 자기장군은 즉시 발치군보다 낮은 세포활성

을 보였고 (p < 0.05) 액화질소군, 저속 냉동군과는 통계적으로 유의성 있는 차이를 보이지 않았다. 그러나 자기장군은

액화질소군, 저속 냉동군과 함께 냉장군보다는 높은 세포 활성도를 보였다 (p < 0.05). TUNEL 검사 결과도 자기장군

은 즉시 발치군보다 치주인대의 세포사멸도가 높았으나 (p < 0.05) 저속 냉동군과 액화 질소군과는 통계적으로 유의한

차이를 보이지 않았다. 자기장군은 냉장군보다 세포사멸도가 낮았으며 냉장군은 모든 군 중에서 세포 사멸도가 가장 높

았다 (p < 0.05).

주요어: TUNEL, MTT, 냉동보존, 저속 냉동, 자기장. 치주인대세포
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