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국문요약 

 

MTT 검색을 이용한 흰쥐 치아 치주인대세포 활성도의  

구강 외 노출시간에 따른 평가 

 

본 연구의 목적은 MTT 검색법을 이용하여 흰쥐 상악 대구치를 발거한 

후 실온의 건조 상태에서의  시간 변화에 따른 쥐 치아 치근면의 치주인대 

세포 활성도를  측정함과 동시에 냉동 절단법을 이용한 조직학적인 관찰 

결과를 토대로 하여 MTT 검색법이 유용한지를 검증하고자 

하였다.                 

생후 4 주된 암컷 Sprague-Dawley 계 흰쥐 80 마리를 이용하여 β-

APN 전처치 후 상악 제 1 & 2 대구치를 모두 발거하였다. 이들 치아를 

즉시 혹은 10, 20, 40, 60 분 동안 실온에서 건조 시킨 후 치아 자체를 

MTT 용액에 저장한 다음 흡광도 측정을 이용한 정량적 분석과 동시에 

냉동 절단법을 이용하여 조직을 관찰하였다.  

MTT 검색에 의한 흡광도 값에 있어 즉시 처치군과 10 분 건조군 

사이에는 통계학적인 유의차가 없었다(p>0.05). 그러나, 즉시 처치군 및 

10 분 건조군은 20 분과 40 분 및 60 분 건조군과 비교시 통계학적인 

유의차를 보였다(p<0.05). 또한, 20 분 건조군도 40 분 및 60 분 건조군 

과의 군 간 비교에서 각각 통계학적인 유의차를 보였다(p<0.05). 그러나, 

40 분 건조군과 60 분 건조군 사이에는 통계학적인 유의차를 보이지 

않았다.  
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조직학적 관찰에서 시간 경과에 따라 crystal 의 모양과 분포 및 수에서 

확연히 구별되는 특징적인 양상을 보여주었다. 즉시 및 10 분 건조 

군에서는 가시모양의 crystal 이 전 치주인대부위 조직과 치수 내에 밀도 

높게 골고루 폭넓게 퍼져 있었으나 20 분 이상 건조 군에서부터는 

치주인대와 치수 부위 조직 모두에서 crystal 결정체 수가 급격히 

감소하는 양상을 보였다. 또한 crystal 결정체 모양도 시간이 경과될수록 

극히 한정된 몇 군데 부위에 cluster 처럼 뭉쳐져 있는 양상을 보였다.  

이번 실험의 결과를 종합적으로 분석해보면 MTT 흡광도 측정값과  

냉동 절단법을 이용한 시편의 MTT 염색 관찰 소견 결과를 서로 비교 

했을때  상당히 밀접한 상관 관계가 있음을 보였다. 또한 임상에서 치아 

이식이나 재식술의 높은 성공을 위해서는 치주인대의 활성도를 가능한 

최대로 보존 해야 하며 그 한계시간은 구강 외 자연 건조시 20 분 

이내임을 이번 실험을 통해 알 수 있었다. 또한 이번 실험의 중요한 

의미는 치주인대 세포의 활성도 평가에 있어서 MTT 검색법이 배양된 

세포가 아닌 치근면에 붙어있는 세포를 직접 평가할 수 있는 새로운 

대안의 평가법이 될 수 있는 가능성을 입증해 주었으며  앞으로 이 방법을 

응용하여 발거된 치아를 장기간 보관하기 위한 저장액 개발에 관한 

지속적인 연구와 개발에 도움을 주리라 생각된다.    

 

핵심되는 말: 치주인대세포, 활성도, MTT 검색법, 냉동 절단법, 흡광도 
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MTT 검색을 이용한 흰쥐 치아 치주인대세포 

활성도의 구강 외 노출시간에 따른 평가 

 

<지도교수 이 승 종> 

 

연세대학교 대학원 치의학과 

 

전 인 수 

 

 

Ⅰ. 서 론 

 

치아 재식술은 외상을 받아 치아가 완전 탈구된 경우나 해부학적인 복잡성으로 

통법의 치근단 수술이 불가능한 경우에 이용되며, 치아 이식술은 공여치아가 

존재하는 경우에 이를 치아 결손부위에 이식함으로써 결손부위를 회복(Lee 등, 

2001)하는데 시행되는 치료법이다. 이러한 술식 들이 성공하기 위해서는 치아 

발거나 탈구 시 치주조직의 손상 정도와 발거된 치아의 치근면 상에 존재하는 

치주인대 세포의 건전성 및 활성도가 치료의 성패를 좌우하는 중요한 요인으로 

작용하게 된다(Andreasen 과 Kristerson , 1981). 따라서, 공여 혹은 재식 치아 

치근면 치주인대세포의 건전성과 활성도를 높이기 위해서는  발거된 치아의 재식 

혹은 이식이 이루어지기까지의 구강 외 노출시간을 최소화 시키는 것이 매우 

중요하다 (Hupp 등, 1998). Lee 등(2001)은 22 개의 치아이식에 관한 임상 증례 
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보고에서 공여치아의 구강 외 노출시간을 최소화 시키기 위해 computer-aided 

rapid prototyping 으로 제작된 복제된 레진 치아 모델 등을 이용해서 구강 외 

시간을 7 분 정도로 단축시켰음을 보고하였다 (Lee 등,2001). 마찬가지로, 외상성 

손상으로 인해 치아가 완전 탈구된 경우, 가능한 빠른 시간에 치아 재식술이 

이루어지도록 노력해야 한다( Soder 등 1977, Andreasen 과 Hjorting-Hansen 

1966a, Andreasen 과 Hjorting-Hansen, 1966b). 그러나 실제 임상에서 이러한 

술식이 즉시 이루어지기가 사실상 불가능한 경우가  대부분이다. 특히 외상으로 

완전 탈구된 치아의 경우에 재식 되기 전까지의 경과시간과 보관 상태 및 방법 

등에 따라 치근면 치주인대세포 건전성과 활성도는 크게 영향을 받게 되며 

치료의 예후에 많은 영향을 끼칠 수 있다(Andreasen, 1981, Trope 과 Friedman, 

1992, Lin 등, 2000). 

이러한 치주인대세포의 활성도를 실험적으로 평가하기 위해 여러 가지 방법이 

제시되었다. 이전의 연구에서 Litwin 등(1971)과 Trope 와 Friedman(1992) 

그리고 Hiltz 와 Trope (1991)는 다양한 세포 염색을 통해 여러 가지 저장 

용액에서의 치주인대세포 활성도를 평가하였다. 그리고 Patil 등(1994)은 다양한 

저장용액에 탈구된 치아를 보관한 후 치주인대 세포의 활성도를 평가하는데 fluorescein 

diacetate 를 이용하여 염색한 다음 살아 있는 세포 수를 광학 현미경과 혈구 

계산판 (hemocytometer)으로 직접 세어 활성도를 측정하였다(Patil 등, 1994). 

Hupp 등(1997)도 탈구된 치아의 잠재적인 치유 능력을 보다 명확히 밝혀내기 

위해 발거된 치아를 다양한 저장용액과 시간에 따라 보관한 후 세포의 
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표식자로서 radioactive DNA precursor 인 H3 thymidine 을 함유한 배지에 

37℃에서 24 시간동안 치주인대 세포를 배양하여 부착시킨 후 이들 치아를 

탈회시켜 시편을 관찰 함으로써 치주인대세포 활성도를 평가하였다 (Hupp 등, 

1997). 또한, Lekic 등(1998)도 교정치료 목적으로 발치된 소구치를 다양한 건조 

시간과 저장 용액에 보관한 후 치근막에서 치주인대세포를 채취하여 배양시켜서 

하나의 세포에서 형성된 군집(colony)을 methylene blue 등으로 염색하고 그 

군집의 숫자를 세어 치주인대세포의 활성도를 평가하였다(Lekic 등,1998). 또한, 

Ashkenazi 등(1999)은 trypsin 과 collagenase 를 이용하여 치근표면으로부터 

직접 치주인대세포를 채취하고 배양시켜 이를 다양한 저장 용액에 보관한 후  

neutral red 나 trypan blue 등으로 염색하여 치주인대 세포 활성도를 

평가하였다(Ashkenazi 등, 1999). 그러나 이러한 모든 방법은 비교적 쉽고 

간편하기는 하나 세포의 채취과정에서 치근면의 모든 세포가 채취된다는 뚜렷한 

증거가 없으며 비록 세포가 살아있다 하더라도 그 수의 약 70%만이 

세포분열능력이 있어  실제 살아있는 세포 수와 치주 조직의 치유 능력과는 

차이가 날 수 있다(Hupp 등, 1997). 또한, 이러한 모든 방법들은 치근면에서 

채취된 세포를 배양한 것이므로 원래 채취된 세포와는 다른 많은 변수가 작용할 

수 있다. Ashkenazi 등(1999, 2000)은 배양 시킨 세포를 이용하여 치주인대 

세포의 활성도(viability) 분열능력(mitogenicity), 집락형성능력(clonogenic 

capacity)같은 살아 있는 세포의 생물학적 상태를 정성적으로는 규명하려 했으나 

임상적 결과와 많은 차이를 보였다고 발표하였다(Ashkenazi 등, 1999, 2000).   
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Tetrazolium-based colorimetric(MTT) 검색법은 많은 시료를 간단히 빠르고 

객관성 있게 판독할 수 있어 배양된 세포를 이용한 세포 독성에 관한 연구에 

주로 사용되어 왔다(Mosmann, 1983). 이 방법은 대사과정이 온전한 세포의 

미토콘드리아 내에 탈 수소 효소가 노란색 수용성 tetrazolium salt[3-(4,5-

dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide](MTT, Sigma 

Chemical Co., St. Louis, MO, USA)를 자주색을 띄는 비수용성의 MTT 

formazan 결정으로 환원시키는 원리를 이용한 것으로, 570nm 의 파장에서 

흡광도를 측정함으로써 대사적으로 왕성한 세포의 농도를 반영하게 된다. 따라서 

이 흡광도는  MTT 가 살아있는 세포에 의해 환원된 양을 나타내며 각 well 에 

존재하는 생존 세포 수와 비례하게 된다.  

발거 후 보관 시간이나 저장 용액에 따른 치주인대세포 활성도의 유지 능력을 

정확하게 평가하기 위해서는 치근면 세포 활성도를 직접 평가하는 것이 가장 

바람직하므로 배양된 세포가 아닌 발거된 치아 그 자체를 사용해서 MTT 

검색법으로 세포 활성도를 평가할 수 만 있다면 실험실에서 짧은 시간에 많은 

양을 간편한 방법으로 확인할 수 있으므로 세포 활성도 측정에 큰 도움을 줄 수 

있다.  

Chevallay 등(2000)은 6 주 동안 배양된 쥐의 섬유모세포를 이용하여 지혈제로 

상품화 되었거나 개발된 콜라겐 스폰지 내에서 세포들의 성장 능력과 생합성 및 

분해능력 활성도, matrix 재형성 가능성을 알아보는 in vitro 실험에서 섬유모세포의 

증식 정도를 modified MTT 분석법을 이용하여 측정하였다. 이 실험을 통해 
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plastic 상에서 세포를 12 일 동안 배양하면서 측정한 직접적인 세포 수와 MTT 

분석법으로 측정한 흡광도 값의 그래프를 서로 비교 했을 때 매우 일치된 

curve(곡선)를 형성함을 발견하였다. 따라서 이 방법이 장기간 배양된 세포의 

성장능력 정도를 알아보는데 사용될 수 있다고 보고하였다 (Chevallay 등, 2000). 

Henze 등(1997)은 porcine model 을 이용해서 다양한 약물 투여에 따른 화상 

받은 조직의 재생 능력을 비교하는 in vivo 실험에서 전층 판막으로 조직을 

생검(biopsy)한 후 이를 MTT 용액에 1 시간 저장하고 냉동 절단법을 이용하여 

시편을 제작한 다음 MTT 염색의 침투정도를 길이 측정하여 각 약물의 효과를 

평가하였다.  

치과영역에서는 최근에 Eliades 등(2004)은 치과 교정 치료 시에 통상적으로 

사용되고 있는 교정용 합금인 스테인레스 스틸 브라켓과 Ni-Ti archwire 에서 

유출되는 이온들이 배양된 사람의 치은과 치주인대조직 세포에 미치는 세포 

독성을 서로 비교하는 in vitro 실험에  MTT 검색법을  사용하였다(Eliades 등, 

2004).   

치과분야와 연관되어 이 방법이 아직까지  in vivo 실험에서는 이용된 적이 

없었으나, Kim 등(2003)은 예비 실험에서 쥐 치아 크기가 96-well plate 에 담길 

정도로 충분히 작다는 것을 착안하여 쥐 치아 모델를 이용해서 MTT 검색법 으로 

치주인대세포 활성도 유지 능력을 평가하였는데, 발거 후 즉시 처치한 군과 발거 

후 1 시간동안 건조 시킨 군 사이에 통계적으로 유의할만한 차이를 있음을 

알아내고 이 방법의 유용성을 보고한 바 있다(Kim 등, 2003). 또한, Kim(2003)은 
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다양한 보관용액에서 시간 변화에 따른  치근면 치주인대세포 활성도 평가에서 

MTT 측정치의 결과와 조직학적 관찰 결과가 상당히 일치됨을 발견하고 MTT 

검색법이 치주인대세포 활성도 평가에 유용한 한 방법이 될 수 있음을 

보고하였다(Kim, 2003).  

이에 본 연구는 지금까지의 실험 결과를 토대로 MTT 검색법을 이용하여 흰쥐 

상악 대구치를 발거한 후 실온의 건조 상태에서의 짧은 시간 변화에 따른 쥐 

치아 치근면 치주인대 세포 활성도를 MTT 검색법으로 측정하고 동시에 이를 

냉동 절단법을 이용하여 조직학적으로 관찰하여 이 결과를 토대로 

치주인대세포의 활성도 평가에 이용되는 MTT 검색법의 유용성을 검증하고자 

하였다. 
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Ⅱ. 재료 및 방법 

 

1. 실험동물의 전 처치  

생후 4 주된 평균체중 100gm 내외의 건강한 암컷 Sprague-Dawley 계 흰쥐 

80 마리를 이용하였다. 발치를 용이하게 하기위해 0.4% β-aminoproprionitrile 

(  β-APN, Sigma, St. Lousis, MO, USA )를 함유한 Purina 분말과 물을 사료로서 

발치 전 3 일간 공급하였다. Ketamine (0.1 ㎖/100g) 마취 하에 접근이 가장 

용이한 좌, 우측 상악 제 1 & 2 대구치를 모두 발거 하였다. 이들 치아를 MTT 

검색법과 냉동 절단법을 이용한 조직학적 관찰에 모두 사용하였다. 날카로운 

탐침으로 peritomy 를 시행한 후 일관성 있는 결과를 얻기 위해 치아주위 조직에 

최소한의 외상을 가하면서 발거를 시행했으며 이때 발치와 주변의 출혈은 

면봉으로 조절하고 발치 후에는 파절된 부위가 없는지 현미경 하에서 모든 

치근의 건전성을 확인하였다.  

 

2. 실험군 분류 

구강 외 노출시간에 따라 5 개 군으로 분류되었다. 

즉시 시행군 : 치아 발거 후 즉시 MTT 용액에 담구었다  

10 분, 20 분, 40 분, 60 분 건조군 : 치아 발거 후 실온에서 10 분, 20 분, 40 분, 

60 분 간 건조(bench dry)시킨 후 MTT 용액에 담구었다  
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3. MTT 검색 

96-well plate 에 MTT 용액 (0.05 ㎎/㎖, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, 

USA) 200 ㎕를 넣고 각 군당 제 1, 2 대구치 각각 12 개 치아를 MTT 용액이 

있는 각 well 에 담구었다. 이때 혈액내의 혈구세포 개재 가능성을 최소화하기 

위하여 식염수로 치근면을 깨끗이 세척하였다. 그 후 알루미늄 foil 로 96-well 

plate 를 싸서 3 시간 동안 37℃에서 배양하여 MTT 가 환원되도록 했다. 배양 후 

dimethylsulfoxide (DMSO, Sigma Chemical Co., St.Louis, MO, USA) 150μl 를 

첨가하여 형성된 MTT formazan 결정이 녹도록 15 분간 가볍게 진탕해주었다. 각 

well 에서 치아를 제거한 후 ELISA( Benchmark microplate reader; BIO-RAD, 

California, USA)에 넣고 570nm 파장에서 흡광도(Optical Density)를 

측정하였다.    

 

4. 냉동 절단법을 이용한 조직학적 관찰  

각 군당 상악 제 1, 2 대구치 각각 10 개 치아를 발거한 후 MTT 검색에서와 

같이 치아를 MTT 용액이 있는 각 well 에 담근 후 알루미늄 foil 로 96-well 

plate 를 싸서 3 시간동안 37℃에서 배양하였다. 그 후 각 well 에서 치아를 

제거한 후 Tissue-Tek O.C.T (Optimal Cutting Temperature) Compound® (Co. 

Sakura made in USA)로 포매한 후 -20℃에서 냉동 시킨 다음 광학 현미경 

관찰을 위해 즉시 10μm 두께로 냉동절단( LEICA® CM3050 S Germany )하여 

표본을 제작하였으며 일부는 현미경 관찰시 주위 조직과의 뚜렷한 차이를 
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보여주기 위한 대조염색으로 Nuclear Fast Red 시액을 이용하여 염색하였다. 

현미경 상에서 보이는 치근면상의 특징적인 MTT formazan 결정의 형태 및 분포 

차이를 광학현미경 하에서 (X 50, 100, 200, 400, 1000) 관찰한 후 현미경과 

연결시킨 디지털 카메라( LEICA® DC 300F )로 대표적인 부위를 촬영하였다.  

 

5. 치아 치근면에 붙어있는 치주조직의 양 측정 및 현미경 관찰   

실험에 사용된 치아의 치근면에 붙어있는 치주조직의 양을 정량적으로 

측정하기위해 MTT 검색 실험 후 각 군의 well 에서 제거된 치아를 각 군별로 

96-well plate 에 치아를 다시 위치시키고 Hematoxylin 350μl 을 넣고 10 분간 

염색한 후 흐르는 물에 1 분 정도 수세하였다. 다시 eosin 용액 350μl 을 넣고 

10 분간 염색한 다음 95% ethanol 에 30 초간 탈수 시켰다. 염색된 치아를 새로운 

well 에 다시 놓고 치아의 탈회 없이 염색된 치주 조직 부위를 깨끗이 탈색시키기 

위해 치아에 1% acid alcohol 350μl 를 넣어 1 시간 동안 담가두었다. 치아를 

각각의 96-well plate 에서 꺼낸 다음 탈색되어 염색된 well 내의 용액을 

ELISA( Benchmark microplate reader; BIO-RAD, California, USA)에 넣고 

450nm 파장에서 흡광도를 측정하여 간접적으로 치아에 붙어있는 치주조직의 

양을 정량적으로 측정하였다. 또한 현미경 관찰을 위해 동일한 염색 방법인 

Hematoxylin-eosin 으로 10 분 동안 염색한 후 Tissue-Tek O.C.T Compound® 

로 포매하고 -20℃에서 냉동 절단하여 10μm 두께로 시편을 만들어 염색된 

치주조직을 광학 현미경으로 관찰하였다.  
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6. 실험자료 분석  

MTT 및 Hematoxylin-Eosin 검색법 에서 얻은 흡광도(OD)는 one-way 

ANOVA 로 분석하였으며, 군 간의 비교는 Tukey's Studentized Range(HSD) 

Test 방법을 사용하였다. 각 군 간의 통계분석법은 95% 신뢰 수준에서 유의성을 

평가하였다.  
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Ⅲ. 결 과 

 

1. MTT 검색에 의한 흡광도 측정  

MTT 검색에 의한 전체 시편의 흡광도(OD)값은 Table 1 에 정리되어 있다. 

즉시 처치군(2.694)과 10 분 건조군(2.872) 사이를 제외하곤 시간이 흐를수록 

감소된 값을 보였는데 건조 시간이 20 분(2.210)경과 후부터 감소 폭이 

증가하다가 특히, 40 분(1.310)과 60 분(0.970) 경과 건조 군에서는 급격한 감소를 

보였다. 통계 처리시 MTT 검색에 의한 흡광도(OD)값은 즉시 처치군(2.694)과 

10 분 건조군(2.872) 사이에는 통계학적인 유의차가 없었으나, 즉시 

처치군(2.694) 및 10 분 건조군(2.872)은 20 분(2.210), 40 분(1.310) 및 60 분 

건조군(0.970)과 비교 시 통계학적으로 유의한 차이를 보였다(p<0.05). 또한 

20 분 건조군(2.210)도 40 분(1.310) 및 60 분 건조군(0.970) 과의 비교에서 각각 

통계학적인 유의차를 보였다(p<0.05). 그러나, 40 분 건조군(1.310)과 60 분 

건조군(0.970) 사이에는 통계학적인 유의차를 보이지 않았다. (Fig 1-3) 

 

2. 치근면 치주조직의 정량적 측정을 위한 Hematoxylin-Eosin 염색의 

흡광도 측정  

구강 외 노출시간에 관계없이 실험에 사용된 상악 제 1 대구치의  Hematoxylin-

Eosin 염색에 의한 흡광도(OD)의 전체적인 평균값은 1.067 이었고 상악 제 2 

대구치는 0.790 이었다.  치근의 수나 지름에 있어 상대적으로 큰 상악 제 1 
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대구치가 제 2 대구치에 비해 더 큰 흡광도(OD)값을 보였다. 그러나 동일 치아 

부위의 각 군( 즉시 처치군, 10, 20, 40, 60 분 건조군 )간에 평균 흡광도(OD)값은 

약간의 차이는 있었으나, 통계학적인 유의차는 보이지 않았다. (Table 2 - 3 )  

 

Table 1. Mean and standard deviation of optical density(OD) between MTT 

and 

H-E staining in Mx. 1st plus 2nd molar 

 

M1 + M2 
MTT 

Mean & SD 

H-E 

Mean & SD 

MTT/H-E 

Mean & SD 

    

   
0 min 2.670 ± 0.442 1.039± 0.195 2.694 ± 0.219 1 

  
 

  
10 min 2.547± 0.389 0.941± 0.220 2.872 ± 0.540 

 
1 

  

 
20 min 2.057± 0.559 0.954± 0.197 2.210 ± 0.531   2 

 

  
40 min 1.124± 0.612 0.853± 0.227 1.310 ± 0.450 

 
 

 
3 

  
60 min 0.841± 0.307 0.874± 0.235 0.970 ± 0.245 

 
 

 
3 

1, 2 & 3: Statistically significant at the 95% level of confidence (p <0.05) 
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Table 2. Mean and standard deviation of optical density(OD) between MTT 

and  

H-E staining in Mx. 1st  molar 

  

M1 
MTT 

Mean & SD 

H-E 

Mean & SD

MTT/H-E 

Mean & SD 

    

0 min 
2.693 ± 

0.463 

1.171 ± 

0.113 
2.300 ± 0.334 1  

10 min 2.619 ±0.442 1.076 ±0.206 2.557 ± 0.830 1  

20 min 
2.261 ± 

0.594 

1.074 ± 

0.125 
2.119 ± 0.566 1  

40 min 
1.336 ± 

0.687 

0.987 ± 

0.108 
1.352 ± 0.547  2 

60 min 
0.842 ± 

0.325 

1.029 ± 

0.180 
0.756 ± 0.241

 

 2 

 

1, 2 : Statistically significant at the 95% level of confidence (p <0.05) 
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Table 3. Mean and standard deviation of optical density(OD) between MTT 

and  

H-E staining in Mx. 2nd molar  

 

M2 
MTT 

Mean & SD 

H-E 

Mean & SD

MTT/H-E 

Mean & SD 

  

  

0 min 
2.664 ± 

0.439 

0.886 ± 

0.169 
3.088 ± 0.468 1   

  

10 min 2.470± 0.331
0.790 ± 

0.138 
3.186 ± 0.442 1

  

20 min
1.854 ± 

0.460 

0.833 ± 

0.183 
2.300 ± 0.627

2  

 

40 min
0.913 ± 

0.462 

0.720 ± 

0.160 
1.268 ± 0.499  3 

 

60 min
0.840 ± 

0.303 

0.719 ± 

0.175 
1.184 ± 0.327

 

3 

1, 2 & 3: Statistically significant at the 95% level of confidence (p <0.05) 
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Fig 1. Optical density of  MTT and H-E staining following different extra-

oral time ( min )  in  Mx. 1st molar 
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Fig 2. Optical density of  MTT and H-E staining following different extra-

oral time ( min )  in  Mx. 2nd molar 
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1, 2 & 3: Statistically significant at the 95% level of confidence (p <0.05) 

 

Fig 3. Statistical significance from Optical density of  MTT and H-E staining 

following different extra-oral time ( min )  in  Mx. 1st plus 2nd molar 

 

 

3. MTT Crystal 의 조직학적 관찰  

가. 즉시 처치군의 치근단에서  치경부로의 MTT 염색의 변화 양상  

: 치근단에서 치경부로 갈수록 치주인대 부위의 MTT 염색의 정도는 거의 변화가 

없었으나, 치수 내에서는 조금 다른 양상을 보였다. 즉, 치근단 부위에서는 

치주인대 부위 조직에서와 거의 비슷한 정도의 MTT 염색 정도를 보였으나 

치경부로 갈수록 MTT 염색이 약해지는 경향을 보였다(Fig. 4).   

 

 

3

3

3

1

1

1

2
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나. 60 분 건조군의 치근단에서 치경부로의 MTT 염색의 변화 양상  

: MTT 염색에 의한 crystal 은 치주인대조직 내에서는 극히 일부에서만 

관찰되었고 치수 내에서도 별 차이 없이 비슷한 양상을 보였다(Fig. 5).   

 

다. 시간경과 (0, 10, 20, 40, 60 분)에 따라 환원된 MTT crystal 결정체 수 및 

모양 비교  

: 시간경과에 따라 crystal 의 모양과 분포 및 수에서 확연히 구별되는 특징적인 

양상을 보여주었다. 즉시(Fig. 6) 및 10 분 건조 군(Fig. 7)에서는 가시모양의 

crystal 이 전 치주인대부위 조직과 치수 내에 밀도 높게 골고루 폭넓게 퍼져 

있었으며 치수내가 상대적으로 약간 더 높은 밀도의 분포 양상을 보였다. 

그리고 20 분 이상 건조 군에서부터는 치주인대 부위의 crystal 결정체 수가 

급격히 감소하는 양상을 보였고 치수 내도 약간의 차이는 있으나 치주인대 

부위와 비슷한 양상을 보였다(Fig. 8, 9, 10). 또한 crystal 결정체 모양도 시간이 

경과 될수록 crystal 이 극히 한정된 몇 군데 부위에 cluster 처럼 뭉쳐져 있는 

양상을 보였다. 특히, 즉시 처치 군에서 MTT 염색에 의한 crystal 결정체를 

저배율(×100)에서 고배율(×1000)로 연속 관찰시 특징적으로 많은 가시 같은 

형태의 crystal 이 나선 형태로 전 치주인대부위 조직과 치수 내에서 골고루 

산재해 있는 모습을 관찰할 수 있었다(Fig. 11). 전체적인 crystal 의 분포를 

살펴보면 치주인대 내에서 치근면에 인접한 부위와 치조골에 인접한 부위가 

중간부위보다 좀 더 높은 밀도의 crystal 분포를 보였다. 또한 즉시 및 10 분 
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처치 군에서 대조염색( Nuclear Fast Red)으로 염색 후 관찰한 일부 시편에서 

치근단 1/3 정도의 세포성 백아질로 추정되는 부위에서 특징적인 백아질 세포와 

백악질모세포를 명확히 관찰할 수 있었다(Fig. 12).  

 

4. Hematoxylin-Eosin 으로 염색된 치근면 치주조직의 현미경 관찰  

: 실험에 사용된 거의 모든 치아에서 치근 주위에 어느 정도 균일한 두께의 

치주인대 조직을 관찰할 수 있었으며 치아에 붙어있는 치주 조직 양을 

현미경으로 비교 관찰한 결과 모든 군의 치아에서 비슷한 정도의 치주조직 양을 

볼 수 있었다.  
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Ⅳ. 고 찰 

 

탈구된 치아의 재식 시 치주인대의 생활력은 장기간의 성공을 결정하는 가장 

중요한 요소이다(Andreasen 과 Kristerson , 1981). 그러므로 탈구된 치아들은 

치주인대 건조로 인한 세포 기능 저하를 막기 위해서 가능한 한 빨리 재식 

하거나 재식 전까지 치주인대 세포의 건강을 유지토록 하는 것이 추천 

된다(Blomlof, 1981). 따라서 탈구된 치아가 구강 외에 노출된 건조 시간에 따라 

치주인대 조직의 세포에 얼마만큼의 손상이 일어날 수 있는지를 이해하는 것은 

외상을 받은 치아의 치료계획을 설정하는데 중요한 고려사항이 될 수 있다.  

그러므로 이번 실험의 주요 목적은 발거 후 실온의 상태에서 구강 외 

노출시간의 차이에 따른 쥐 치아 치근면의 치주인대 세포의 활성도를 MTT 

검색법을 이용하여 측정하고 동시에 실제로 건조된 시간 변화에 따라  MTT 로 

염색된 치아의 치근을  냉동 절단법을 이용해서 절단한 후 현미경으로 

관찰함으로써 MTT 검색법에 의한 측정치가 실제 치근면의 치주인대 세포 활성도 

평가에 얼마나 높은 정확성을 갖는지 여부를 검증하기 위해 진행하였다.  

이번 실험의 결과는 MTT 검색법 으로 측정한 값과 실제로 냉동 절단법을 

이용해서 절단한 치근면의 관찰 결과를 비교 하였을 때 상당히 밀접한 

상관관계가 있음을 보임으로써 이 방법이 치주인대 세포의 활성도 평가에 충분히 

사용될 수 있음을 입증해 주었다. 따라서, 이 실험의 의의는 기존의 치주 손상 

연구에서 채취할 수 있는 세포수가 한정 되어 배양된 세포를 이용할 수밖에 



 20 

 

없었던 치주인대 세포 활성도 측정법에 있어 새로운 대안을 제시 할 수 있을 

것으로  생각된다.    

본 실험에 사용된 MTT-검색의 원리는  살아있는 세포의 미토콘드리아에서 

formazan dye 를 형성함으로써 MTT 를 감소시키는  살아있는 세포의 능력에 촛점을 

맞춘 것으로 MTT 에 반응한 세포는 여전히 활성도가 있음을 나타내고 손상 받은 

세포는 반응하지 않은 채로 남게 되어  빠르게 세포의 활성도를 확인할 수 

있는  진단법이다(Mosmann, 1983). Tetrazolium-based colorimetric(MTT) 

검색법은 96-well plate 를 사용하고 검사 결과를 ELISA reader(multiwell 

microplate reader)를 이용하여 세포독성 및 세포증식 정도를 객관적으로 

검색하는 방법으로  많은 시료를 빨리 처리할 수 있어 sulforhodamin  B(SRB)검색법과 

더불어 널리 사용되고 있다(Mosmann, 1983, Papazisis 등, 1997).   

기존의 치근막 손상 연구는 치주조직 재생에 중요한 섬유모세포의 다양한 

특성을 밝혀내기 위해서 다양한 in vivo 및 in vitro 모델을 사용하였다(Bordin 등, 

1984). In vitro 방법은 조절된 환경에서 세포의 기능과 분화를 연구할 수 있는 

기회를 부여함으로써 in vivo 방법보다 더 효과적인 방법으로 생물학적인 기전을 

이해하는데 도움을 준다. 그러나, Narayanan 과 Page (1983)는 충분히 많은 수의 

세포를 얻기 위한 오랜 기간 성장과 반복적인 계대배양은 in vitro 에서의 인위적 

구조의(artifacts) 가능성과 세포의 선택적 효과(selection effects)를 증가 

시킨다고 발표하였다(Narayanan 과 Page, 1983). 또한, McCulloch 와 

Knowles(1991)는 실제로  중요한 형질(phenotypic)과 성장능력 (proliferative)의 
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변화가 여러 번의 반복적인 배양으로 인해 선택된 세포 집단에서 일어날 

가능성이 있으므로 원래 채취한 세포(original cell) 집단의 특성을 그대로 

반영시키지 못하는 문제점이 있을 수 있다고 보고하였다(McCulloch 와 Knowles, 

1991). 그리고 배양시킨 세포를 이용한  다양한 in vitro 분석법은 탈구된 치아의 

저장 용액에 대한 효능 비교와 구강 외 노출시간에 대한 영향을 평가하는데 

사용되고 있으며 또한 이들 분석법은 in vivo 에서의 세포 생존(cell survival)에 

대한 유용한 표식자로 이용되어 왔다. 하지만 이들 방법을 이용한 많은 기존의 

여러 보고서(Hupp 등, 1997, Morris 등, 1981) 는 다양한 세포 활성도 측정 

결과와 임상적 성공률사이에 별 상관관계가 없음을 보여주고 있다(Hupp 등, 1997, 

Morris 등, 1981). 이와 같이 재식 치아의 임상적 성공과 in vitro 분석법 사이에 

커다란 차이가 존재하는 이유는 실제 치근면의 상태를 그대로 재현시키지 못하는 

실험상의 문제가 크다고 생각된다. 따라서 발거 후 구강 외에서 짧은 시간 변화에 

따른 세포의 활성도 차이나 다양한 저장 용액에서의 활성도 유지능력 정도 등을 

정확히 평가하기 위해서도 훨씬 더 민감한 세포 활성도 분석법이 개발되어야 

한다.  

본 연구는 최근에 소개된 냉동 절단법을 이용하여 만든 시편에서  MTT 로 

염색된 치근면을 광학현미경을 통해 살아있는 세포내의 미토콘드리아의 탈 수소 

효소에 의한 formazan 결정을 관찰하는 것이었다. 따라서 조직이 살아있는 

상태에서 최소한의 변형 없이 세포 구조를 유지토록 하는 방법이 필요하였다.  
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그러나, 통상의 석회화된 조직에서 사용되었던 고정과 탈회방법은 절편제작은 

쉬우나 결과적으로 효소 활동(enzyme activity)과 면역학적인 반응성(immuno-

reactivity)의 감소를 초래하며 조직으로부터 수용성 물질의 소실이나 변위를 

일으킨다고 한다(Munckhof 등, 1994, Fukase, 1997). 이러한 문제점은 고정이나 

탈회 과정 없이 직접 경조직 절편을 형성함으로써 방지할 수 있다. 따라서 이번 

연구에 사용된 냉동 절단법은 통상적인 냉동절단기 장비를 이용하여 

광학현미경을 통해 별 어려움 없이 조직학이나 enzyme histochemistry 연구도 

가능하게 하며, 면역조직화학 염색법, in situ hybridization, & electron 

microprobe x-ray micro-analysis 와 같은 다양한 실험에서도 응용 시킬 수 있을 

것으로 사료된다.  

Carter 등(1994)은 치아와 치아지지조직의 조직학적인 시편 제작을 위해 탈회 

시키지 않은 뼈의 냉동 절단용 heavy-duty freezing microtome 을 사용해서 쥐 

하악을 냉동 절단하였으며 광학 현미경과 전자현미경적 관찰을 통해 시편의 

세포와 세포 외 구조가 잘 보존되었음을 확인하였으며 면역조직화학 분석에서도 

이 절단법이 적합하며  에나멜의 조직학적인 특성도 잘 나타내주었다고 

보고하였다(Carter 등, 1994).  

이번 실험에서 쥐 치아의 발치를 용이하게 하기위해 사용된 0.4% β-

aminoproprionitrile 은 amine oxides 의 작용을 억제 시켜서 콜라겐 α-chain 상의 

lysyl-derived aldehyde groups 의 형성을 방해하여 반응력이 있는 알데히드군을 

감소시킴으로써 콜라겐 분자와의 교차결합이 많이 일어나지 않게 함으로써 
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콜라겐 섬유의 인장력을 감소시킨다(Bornstein, 1970). Barrington 과 

Meyer(1966)는 0.4% β-aminoproprionitrile 의 생물학적인 영향 효과에 관한 

동물 실험에서 0.4% β-APN 처치를 끊은지 3 일 후에 치주인대는 정상 상태로 

되돌아오며, 결과적으로 치주인대세포 또는 콜라겐 섬유에 비가역적인 변화는 

전혀 일어나지 않음을 보고하였다(Barrington 과 Meyer, 1966). Cho 와 

Garan(1984a,1984b)는 이러한 사실을 근거로 하여 β-APN 처치한 후 발치를 

시행 하였을 때 치아가 건전하며 치조골 내에서도 균일한 두께의 치주인대가 

잔존한다고 보고하였다(Cho 와 Garan, 1984a, Cho 와 Garan, 1984b).  

본 실험의 MTT 검색 결과를 살펴보면 20 분 건조군(2.210)은 즉시 처치 

군(2.694)과 10 분 건조군(2.872) 과의 비교에서 통계학적인 유의차가 있음을 

보였는데, 이는 Lindskog 와 Blomlof(1982)가 건조 보관의 임계시간(critical 

time)이 18-30 분 사이라고 보고한 결과와 일치하였다(Lindskog 와 Blomlof, 

1982). 또한, Andreasen(1981)이 생리식염수 내에 18 분 동안 저장된 치아는 

발치 후 즉시 재식된 치아와 비교시 치근흡수에 있어 별 차이가 없음을 보고한 

결과와 비교할 때 치주인대 건조로 인한 악영향을 막는 것이 무엇보다 

중요하며(Andreasen, 1981) 만약, 치아가 그 즉시 재식 될 수 없다면 

치주인대로부터 조직액의 증발을 억제 시키는 것이 최우선 치료법임을 보고한 

Blomlof(1981)의 실험 결과와도 일치하였다(Blomlof, 1981).  

Andersson(1990)은 장기간의 follow-up 연구에서  외상 후 15 분 내에 재식된 

사람의 21 개 치아를 평균 5 년에 걸쳐 방사선 상으로 관찰하였는데 7 개는 
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관찰기간동안 어떤 흡수도 보이지 않았으며 8 개는 얇은 흡수와를 보였고 6 개는 

시간이 흐름에 따라 미약한 진행성 치근흡수를 보임으로써 결론적으로 탈구된 

치아가 15 분 내에 재식 된다면  장기간의 예후는 양호함을 보고한 바(Andersson, 

1990) 본 실험 결과와 비교시 20 분 이내 재식이 이루어진다면 치근면 치주인대 

세포의 활성도가 유지되어 예후가 양호할 것으로 생각된다  

상악 제 1 대구치와 제 2 대구치 사이에 단위 면적으로 환산된 MTT 검색에 

의한 흡광도 측정치 비교에서 상악 제 2 대구치에서 약간 더 높은 수치를 

보였는데 그 이유를 생각해보면 쥐의 상악 제 1 대구치는 치근이 5 개이고  

치근의 이개도가 제 2 대구치에 비해 크므로 발치 시에 좀 더 많은 외상을 받아 

치근면의 치주인대 세포가 손상을 받았을 가능성이 높으며 상대적으로 

제 2 대구치는 제 1 대구치에 비해 치근이 4 개이고 치근 이개도가 거의 없어 

발치가 상대적으로 손쉬워서 손상 받았을 가능성이 적음이 하나의 이유가 될 수 

있으며 또 다른 이유로는 이번 실험에 사용된 생후 4 주된 쥐 치아의 상악 제 1, 

2 대구치는 치근 형성이 완전히 덜 된 상태에서 3-4 일 정도 상대적으로 늦게 

맹출(Schour & Massler, 1949) 되는 제 2 대구치의 치근단 공이 제 1 대구치에 

비해 형성이 제대로 안된 상태로서 넓기 때문에 MTT 용액이 치근단 공과 분지를 

통해 근관 내로 더 많이 침투되었을 것으로 추측 된다.    

또한, 흥미로운 것은 상악 제 1 대구치에서는 단위면적으로 환산된 MTT 흡광도 

측정치에서 20 분 건조군이 10 분 건조군과 비교시 통계학적인 유의차를 보이지 

않았으나 상악 제 2 대구치에서는 MTT 흡광도 측정치에서 20 분 건조군이 10 분 
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건조군과 비교시 통계학적인 유의차를 보인 것으로 이것도 역시 쥐 치아의 

발육상태와 연관이 있는 것으로 생각된다. 즉 치근단공이 제대로 형성 안된 제 2 

대구치에서 치수내의 살아있는 세포가 제 1 대구치에 비해 상아질이나 백아질에 

의해 보호 받지 못하고 건조에 노출되었을 가능성이 더 높기 때문으로 해석된다. 

40 분(1.310)과 60 분 건조(0.970) 처치 군에서 급격히 감소된 MTT 측정치의 

결과는 Modeer(1984)가 치근막 세포에 관한 연구에서 30 분 정도의 짧은 건조 

보관 상태 에서도 심한 세포 손상이 초래되었음을 보고한 결과와 

일치하였다.(Modeer, 1984), 또한, Andreasen(1981)이 green vervet monkey 를 

이용한 실험에서 하악 측절치를 발거 한 다음 0, 18, 30, 60, 90, 120 분 동안 

건조 또는 다양한 저장액에 저장 보관 시킨 후 재식한 경우 30 분 건조군 에서 

부터 염증성 치근흡수가 흔히 관찰되었으며 대체성 치근흡수는 30 분 경과 후부터 

증가되어 60 분 경과 후에 매우 두드러졌고 60 분 건조시간 후에는 치근표면에는 

살아있는 세포가 거의 남아있지 않았으며, 120 분 후에는 살아있는 세포가 전혀 

관찰되지 않았다는 보고와도 유사한 결과를 보인 것으로 생각된다(Andreasen, 

1981). Lekic 등(1998)은 탈구된 치아에서 치주인대 세포의 in vitro 집락 형성 

분석법(clonogenic capacity)은 재식 후 치근 표면에 부착되고 재 군집되는 

치주인대 progenitor cells 의 능력과 연관 있음을 발표하였는데 특히, 세포 

활성도의 급격한 소실에 대한 임계시간(critical period)은 치아 저장 후부터 15 분 

이내에서 시작된다고 보고하였다(Lekic 등, 1998). 다른 많은 연구들(Soder 등, 

1977, Lekic 등, 1996) 도 발치 후 15 분이 초과되면 살아있는 세포 수에 있어 
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급격한 감소가 일어나며 2 시간 정도에서는 살아있는 세포는  치주인대 내에서 

전혀 존재하지 않는다고 보고하고 있다. 

본 연구에서 10 분 건조 처치군(2.872)이 즉시 처치군(2.694)에 비해 

통계학적인 유의차는 없으나, 약간 더 높은  MTT 측정치를 보였는데, 이는 

세포에 ischemia 나 hypoxia 가 발생되면 survival program 의 일환으로 세포내의 

미토콘드리아에 있는 inner membrane 이 손상 받으면서 mitochondrial 

permeability transition(MPT)(Bernardi, 1996, Lemasters, 1997)이 일어나 

membrane lysosomal enzymes 의  intracellular release & activation 이 

일어나서 생기는 일시적인 현상일 수 있다. 그러나, 이것이 지속되게 되면 

비가역적인 손상이 일어난다고 알려져 있다. 비가역적인 손상이 일어나면 

미토콘드리아의 심한 부종, plasma membrane 에 광범위한 손상, lysosomes 의 

부종을 초래해서 괴사 (coagulation)나 apoptosis 과정을 거쳐 세포는 사멸하게 

된다(Cotran 등, 1999). 

이번 실험에서 처음 시도된 Hematoxylin-Eosin 검색에 의한 정량적 측정법은 

치근면에 붙어있는 치주조직의 양을 정량적으로 측정하기 위해 처음에는 

질량이나 표면적 등을 이용하여 구하려 했으나 기술적으로 불가능 하였고 CT 

scan 또한 여러 가지 문제로 측정이 어려워서 MTT 검색법을 응용하여 사용하게 

되었다. 또한 상악 제 1 대구치와 제 2 대구치 각각에서 발치시에 치아의 치근면에 

붙어있는 치주조직의 양을 정량적인 객관적 수치로 표시하기가 사실상 어렵고 

같은 치아 부위라 할지라도 치근의 길이와 지름에 있어 제각기 다 다르므로 



 27 

 

정확한 측정이 어려운 문제점을 보완하기위해 처음 시도된 방법이다. 측정 결과를 

살펴보면 실험에 사용된 치아는  상악 제 1 대구치와 제 2 대구치였는데 이들 

치아에서 상악 제 1 대구치는  제 2 대구치에 비해 치아 크기도 훨씬 크고 치근의 

수도 5 개로 제 2 대구치에 비해 1 개 더 많으므로 더 높은 흡광도(OD) 값을 보일 

것으로 추측되었다. 따라서 H&E 검색법을 사용하여 이를 검증하고자 하였는데 

실제로 Hematoxylin-Eosin 염색에 의한 흡광도 측정에서 상악 제 1 

대구치(1.067)와 제 2 대구치(0.790) 사이에 통계학적인 유의차(p<0.05)가 

있었으며 상악 제 1 대구치에서 더 큰 흡광도(OD)값을 보였다. 그러나 동일한 

치아를 사용한 각 군 간에는 통계학적인 유의차를 보이지 않았다. 이러한 결과는 

치주조직의 정량적 측정을 위한 H&E 염색에 의한 검색법의 객관성을 평가하는데 

있어서 중요한 근거가 될 수 있으므로 의미 있는 결과라 사료된다. 앞으로 이 

측정 방법의 객관성과 정확성을 입증하기위해 보다 더 많은 연구와 검증이 

필요하리라 생각된다.  

실제 임상에서 탈구시 치수는 보통 괴사되고 부착 조직은 손상 받게 된다. 

그러나, 치수괴사는 근관 공간이 감염되지 않은 채로 있는 한 심각한 부작용을 

초래하지는 않는다(Trope 등, 1992). 미성숙 치아에서는 괴사된 치수 조직에 

혈관이 재생(revascularizing) 되거나, 성숙된 치아 경우처럼 만약에  혈관 

재생(revascularization)이 가능치 않다면 근관 치료를 함으로써 감염은 어느 정도 

방지될 수 있다(Skoglund 와 Tronstad , 1981). 하지만 치아가 외상을 받은 

경우에 부착 치주조직의 손상은 피할 수 없으나, 만약에 손상이 적고 감염되지 
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않았다면 치유가 일어날 것이다(Andreasen 등, 1995). 또한, 건조로 인한 

치주조직 손상은 빠른 재식이나 적절한 저장 보관 액에 치아를 보관함으로써 

어느 정도 피할 수 있을 것이다(Andreasen 1981)(Blomlof, 1981). 그러나, 

외상이나 다른 형태의 오염에 의해서 기인된 치근표면상의 세균은 잠재적으로 

해로운 결과를 초래하게 된다.  

하지만, 본 실험은 보통 외상성 손상 시 치주인대 손상과 동반되어 나타나는 

세균성 오염(이런 경우 염증성 치근흡수가 일어남)이 아닌 단지 치아이식이나 

재식 시에 일어날 수 있는 건조(drying)라는 변수에 의한 치주인대 세포의 

손상으로 한정시켜서 실제 탈구된 치아 상황에 그대로 적용하기에는 약간의 

무리가 있을 수 있으나, 탈구된 치아의 건조시간에 따른 치주인대 세포 활성도를 

관찰하기에는 좋은 실험 모델이라고 생각된다.  

한편, 조직학적인 관찰 결과를 살펴보면 건강한 치아 치근면에서 MTT 염색은 

거의 모든 세포 형태에서 푸른색을 보여주었으며, 진한 푸른색 염색 부위의 

고배율 확대시 푸른색 formazan dye 의 세포질내 위치(intracytoplasmatic 

location)를 나타내주었다. 즉시 처치군과 10 분 건조군 에서는  치근단에서 

치경부로 갈수록 치주인대 부위 MTT 염색의 정도는 거의 변화가 없었으나, 치수 

내에서는 조금 다른 양상을 보였는데, 치근단 부위에서는 치주인대 부위 

조직에서와 거의 비슷한 정도의 MTT 염색 정도를 보였으나 치경부로 갈수록 

MTT 염색이 약해지는 모습을 보였다. 이것은 아마도 생후 4 주된 쥐를 사용하여 

근첨이 완전히 형성되지 않았기 때문에 MTT 용액이 치근단 공이나 분지를 통해 
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침투되는 깊이에 한계가 있었을 것으로 해석되며 대부분 치근단 1/2 정도까지 

침투되었다. 또한, 치경 부에서는 치근의 지름이 커짐에 따른 삭제 날의 

절단능력(cutting efficiency)의 한계로 인해 깨끗한 치아절단면 및 치주인대 

부위의 MTT 염색 관찰이 어려웠다.  

그러나 40 분 이상 건조된 처치 군에서는 치주인대조직 섬유모세포 

유사세포(fibroblast-like cell) 들의 괴사로 인해 살아있는 세포에서만 발견되는 

MTT 염색 crystal 을 극히 일부에서만 관찰할 수 있었다. 치수 내에서는 큰 

차이는 없으나 약간 더 많은 crystal 결정체를 치근단 1/3 및 중간부위에서 

발견할 수 있었는데 그 이유는 수분증발에 의한 건조가 치아외벽(상아질과 

백아질)에 의해 어느 정도 보호된 것과 남아있는 nutrient source 가 

치주인대부위보다는 유리하기 때문에 세포들이 좀더 오래 견딜 수 있는 환경 

때문이 아니었나 추측된다.  

한편 즉시 처치 군과 10 분 건조군에서 MTT 염색에 의한 crystal 결정체를 

동일 시편에서 저배율(×100)에서 고배율(×1000)로 연속 관찰시 특징적으로 많은 

가시 같은 형태의 crystal 이 치주인대부위와 치수 내에서 관찰되었고 전 

치주인대부위와 치수 내에 골고루 산재해 있는 모습을 관찰할 수 있었다. 이는 

건강한 치주인대와 치수 내에서 살아있는 세포들의 고른 분포를 뜻한다고 

해석된다. 그러나, 치주인대 내에서의 MTT 염색에 의한  전체적인 crystal 의 

분포를 살펴보면 치근면에 인접한 부위와 치조골에 인접한 부위가 중간부위보다 

좀 더 높은 밀도의 crystal 분포를 보였다. 이것은 이 부위에 치주조직의 재생과 



 30 

 

연관이 높은 세포 분열 능력이 왕성한 섬유모세포 유사세포(fibroblast-like cell) 

들이 특히 많이 분포되어 있음을 암시한다(Cho 등, 1992, McCulloch 1993). 또한, 

치아에 공급되는 혈관 분포와도 상관이 있을 것으로 사료된다. 또 다른 소견으로 

대조염색( Nuclear Fast Red)으로 염색된 일부 시편에서는 치근단 1/3 부위에 

세포성 백아질이 축적되어 있었으며 이 부위에서 특징적인 백아질 세포나 백아질 

모세포를 명확히 관찰할 수 있었다.    

조직학적 관찰시 시간경과에 따라 crystal 의 모양과 분포 및 수에서 확연히 

구별되는 특징적인 양상을 보여주었는데 즉시 처치 군과 10 분 건조 군에서는 

가시모양의 crystal 이 치주인대와 치수 내에 골고루 널리 퍼져 있었으며 

치수내가 약간 더 높은 밀도를 갖는 양상을 띄는 반면에, 시간이 경과할수록 

치주인대 부위의 crystal 결정체는 급격히 감소하는 양상을 띄었다. 치수 내도 

약간의 차이는 있으나 치주인대 부위와 비슷한 양상을 보였으며 crystal 결정체 

모양도 시간이 경과될수록 crystal 이 극히 한정된 몇 군데 부위에 cluster 처럼 

뭉쳐져 있는 양상을 보였는데, 이는 시간이 경과함에 따라 cell surviving 

program 의 일환으로 세포가 비가역적인 손상을 받으면서 세포내의 

미토콘드리아에 있는 inner membrane 의 심한 부종과 더불어 막간의 협착이 

일어나면서 생겨난 현상일 것으로 추정된다.  

지금까지의 대부분의 실험실과 생체 연구는 기간에 있어서 시간(hours)보다는 

날(days) 동안  치주인대 세포의 생활력(vitality)를 유지할 수 있는 보관 용액의 

효과나 시간 단위의 구강 외 노출 시간에 관한 효과에 대해 주로 연구되어져 
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왔다(Litwin 등, 1971, Trope 과 Friedman, 1992). 그러나, 본 연구는 

시간(hour)단위 보다는 실제 임상에서 일어날 수 있는 분(minute)단위의 짧은 

시간에 따른 치주인대 조섬유세포의 활성도를 조사하는데 초점을 맞추었다.  

이번 실험에서는 1 시간 이상 건조 탈구된 치아의 표면 상에는 살아있는 

치주인대세포는 전혀 남아있지 않다고 보고 되고 있기 때문에(Soder 등, 1977, 

Andreasen 과 Kristerson , 1981) 60 분 이상 건조군은 실험에서 제외시켰다.  

또한, 발거 된 쥐 치아의 전 치근이 통째로 사용되었는데 이것은 탈구된 치아에 

남아있는 치주인대 세포의 활성도를 분석하는데 있어 훨씬 더 현실적인 

접근법이라 생각된다.   

본 연구의 결과를 종합적으로 생각해보면, MTT 흡광도 측정값과 실제로 

냉동절단법을 이용해 절단한 치근면의 MTT crystal 관찰 소견을 서로 

비교하였을 때 상당히 일치된 결과를 보임으로써 MTT 검색법은 치아 재식술이나 

이식술의 치료 성패를 결정짓는 치주조직의 재생에 중요한 치주인대 내의 

살아있는 세포를 객관적으로 평가하는데 응용될 수 있음을 보여 주었다. 또한 

임상에서 치아 이식이나 재식술의 높은 성공을 위해서는 치주인대의 활성도를 

가능한 최대로 보존함이 중요한데 그것의 한계시간은 구강 외 자연 건조시 20 분 

이내임을 이번 실험 결과에서 보여주었다.  

그리고 이번 실험은 MTT 검색법이 치주인대세포의 활성도 평가에서 

문제점으로 제시된 배양된 세포가 아닌 치근면에 붙어있는 세포를 직접 평가할 

수 있는 기존의 평가법의 문제점을 보완해주는 새로운  대안이 될 수 있는 
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가능성을 열어 주었고 앞으로 이 방법을 이용하여 발거된 치아의 치주인대 

세포를 오랫동안 보관할 수 있는 저장액 개발이나 미래의 치아은행 운영을 위한 

성공적 결실을 위해 Schwartz(1983, 1985)에 의해 제시된 프로토콜과 이를 

이용한 실제 임상에서 적용가치가 있는 냉동 보관법에 관한 지속적인 연구와 

개발에 많은 도움을 주리라 생각된다.    
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Ⅴ. 결 론 

 

흰쥐 80 마리의 상악 제 1 & 2 대구치  발거 후 실온 건조 상태에서 짧은 시간 

변화에 따른 쥐 치아 치근면의 치주인대 세포 활성도를 MTT 검색법으로 

측정함과 동시에 냉동 절단법을 이용한 조직학적 관찰을 통해 MTT 검색법의 

유용성을 검증하였다.   

 

MTT 검색에 의한 흡광도 값에 있어 즉시 처치군과 10 분 건조군 사이에는 

통계학적인 유의차가 없었다. 그러나, 즉시 처치군 및 10 분 건조군과 20 분 40 분 

및 60 분 건조군 사이, 20 분 건조군과 40 분 및 60 분 건조군 과의 사이에서 각각 

통계학적인 유의차를 보였다(p<0.05). 그러나 40 분 건조군과 60 분 건조군 

사이에는 통계학적인 유의차를 보이지 않았다.  

 

실험에 사용된 상악 제 1 대구치의  Hematoxylin-Eosin 염색에 의한 흡광도의 

평균 측정값은 상악 제 1 대구치가 제 2 대구치에 비해 더 큰 흡광도 값을 

보였다. 그러나 동일 치아의 각 군 간에 평균 흡광도 값은 약간의 차이는 

있었으나 통계학적인 유의차는 보이지 않았다.  
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조직학적 현미경 관찰에서 시간경과에 따라 환원된 MTT crystal 의 모양과 

분포 및 수에서 확연히 구별되는 특징적인 양상을 보여주었다.  

 

치아에 붙어있는 치주 조직 양의 비교를 위한 Hematoxylin-Eosin 염색의 

현미경 관찰에서 시간 경과에 따른 치주조직 양에 있어 군 간에 차이가 관찰되지 

않았다.  

 

이번 실험의 결과를 종합적으로 분석해보면 MTT 흡광도 측정값과  냉동 

절단법을 이용한 시편의 MTT 염색 관찰 소견 결과를 서로 비교 했을때  상당히 

밀접한 상관 관계가 있음을 보였다. 또한 임상에서 치아 이식이나 재식술의 높은 

성공을 위해서는 치주인대의 활성도를 가능한 최대로 보존함이 중요한데 그것의 

한계시간은 구강외 자연 건조시 20 분 이내임을 이번 실험 결과에서 보여주었다.  

 

이번 실험의 중요한 의미는 MTT 검색법이 치주인대 세포의 활성도 평가에서 

배양된 세포가 아닌 치근면에 붙어있는 세포를 직접 평가할 수 있는 새로운 

대안이 될 수 있는 가능성을 입증해 주었으며  앞으로 이 방법을 응용하여 

발거된 치아의 치주인대 세포를 장기간 보관하기 위한 저장액 개발이나 치아은행 

운영을 위한 냉동 보관법에 관한 지속적인 연구와 개발에 도움을 주리라 

생각된다.    
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사진부도 설명 

 

Fig 4. Serial section view from apex to cervical portion in the immediate group  

Fig 5. Serial section view from apex to cervical portion in the 60 minute time – 

lapse group 

Fig 6. Representative view after MTT staining in the immediate group 

Fig 7. Representative view after MTT staining in the 10 minute time – lapse 

group 

Fig 8. Representative view after MTT staining in the 20 minute time – lapse 

group 

Fig 9. Representative view after MTT staining in the 40 minute time - lapse 

group 

Fig 10. Representative view after MTT staining in the 60 minute time - lapse 

group 

Fig 11. Representative view of the frozen section after MTT staining  

Fig 12. Cementocytes & cementoblasts in the frozen section surface  
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Abstract 

 

Evaluation of periodontal ligament cell viability in rat teeth 

according to various extra-oral dry time using MTT assay and  

a histologic verification 

 

In Soo Jeon 

Department of Dentistry 

The Graduate School, Yonsei University 

(Directed by Professor Seung-Jong Lee) 

 

The purpose of this study was to verify the usefulness of MTT 

analysis as a tool of measurement of the periodontal ligament cell 

viability from the extracted rat molar directly on the exact time of 

time-lapse and simulately compared with histologic observation of 

frozen sections and by comparing MTT assay values with the direct 

histological examination of frozen sections of rat tooth root surface, 

the appropriateness of using MTT assay values in evaluating the PDL 

cell viability was verified.  
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A total of 80 Sprague-Dawley white female rat of 4 week-old with a 

body weight of 100 grams were used. The maxillary left and right, first 

and second molars were  atraumatically extracted under ketamine 

anesthesia. Twenty-four teeth of each group( divided as five groups 

depending upon the time-lapse after extraction such as immediate, 10, 

20, 40 and 60 minutes)were immersed in 200 ㎕ of MTT 

solution(0.5mg/ml) in each well of 96-well plate . Another 10 teeth of 

each group were treated as same as above and 10μm thick frozen 

sections from maxillary first and second molars were prepared, and 

then observed with optical microscope.  

The value of optical density obtained after MTT analysis was divided 

by the value of hematoxylin-eosin staining for the standardization. This 

divided value showed significant difference between groups with less 

than 10 minute time-lapse and subsequent groups (p<0.05). 

Histological findings of periodontal ligament cell, after being stained 

with MTT solution and being cryosectioned, also showed significant 

difference in crystal shape and crystal number between groups with 

less than 10 minute time-lapse and subsequent groups. Optical density 

after hematoxylin-eosin staining showed significant difference between 
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first and second molar, but didn’t show meaningful difference between 

same molar in each group (p<0.05). 

These data indicate that MTT analysis is one of the efficient methods 

for the evaluation of the periodontal ligament cell viability and it will be 

helpful for the improvement of storage solutions and method, which 

determines the viability of periodontal ligament cell. 

 

Key words: periodontal ligament cell, viability, MTT analysis, cryosection 
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