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국문요약 
 
 

성견 치주인대세포의 냉장 및 냉동 보관시 활성도 

  
 

 
<지도교수 최 성 호> 

 
연세대학교 대학원 치의학과 

 

이   동   은 

 

 

본 연구의 목적은 치주인대세포를 냉장, 냉동 보관시 보관기간에 따른 

세포 활성도를 비교하여 평가하는 것이다. 

생후 12개월 이상의 수컷 성견 7마리의 하악 좌우 소구치를 발거한 후 

각군당 11개의 소구치 치근을 WST-1 검색에 이용하였다. 실험군은 7개

군으로 대조군은 즉시 발치군이며, 4℃ 냉장고에 3일간 보관한 냉장군,  

4℃ 냉장고에 일주일간 보관한 냉장군, 4℃ 냉장고에 이주일간 보관한 냉

장군, 발치 후 동해방지제 처리과정을 거쳐 -196℃에서 3일간 보관한 냉

동군, 발치 후 동해방지제 처리과정을 거쳐 -196℃에서 일주일간 보관한 

냉동군, 발치 후 동해방지제 처리과정을 거쳐 -196℃에서 이주일간 보관

한 냉동군으로 나누었다. 
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보존액은 F medium을 사용했으며 동해방지제로 10% dimethylsulfoxide 

(DMSO) 를 사용했다. 

각 실험군에 해당되는 보관기간이 지난 후 WST-1검색을 시행한 뒤 치근

면을 단위면적으로 표준화하기 위해 WST-1측정값을 Eosin 염색 후 530nm 

에서 측정한 흡광도 값으로 나누었다. 통계 분석을 위해 ANOVA를 시행하였으

며 사후 검정으로는 Tukey 방법을 사용하였고 결과는 다음과 같다. 

1. WST-1 검사 결과, 냉장군의 치주인대세포 활성도는 대조군보다는 

낮았으나 냉동군보다 유의성있게 높은 수치를 보였다 ( p < 0.05). 

2. 냉장군에서 보관기간별 치주인대세포 활성도는 3일 보관의 WST-1 

값이 7일, 14일군과 비교하여 유의성있게 높은 결과를 보인 반면 (p < 

0.05), 냉장 7일군과 14일군은 상호간의 유의성있는 차이를 볼 수 없었다. 

3. 냉동군에서 치주인대세포 활성도는 보관기간에 따라 유의할 만한 차

이를 볼 수 없었다 (p < 0.05). 

이상의 결과로 본 연구의 범위 안에서, 치아를 2주 이하 단기 보관시에

는 4℃ 냉장보관이 냉동보관보다 유리한 것으로 판단되며, 특히 3일 이내

로 냉장보관을 하는 것이 치아 이식 성공률을 현저히 높힐 수 있을 것으로 

사료된다.  

                                                                     

핵심되는 말:  치주인대세포, 보존, WST-1, 활성도 
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성견 치주인대세포의 

냉장 및 냉동 보관시 활성도 
 

 

(지도교수 최 성 호) 

연세대학교 대학원 치의학과 

이   동   은 

 

 

I. 서  론 

 

치아결손의 심미와 기능을 회복하는 방법으로는 고정성 bridge, 가철성 

denture, 교정에 의한 치아이동, 임플란트 및 자가치아이식술이 있다 

(Kim 2001). 이 중 자가치아이식술은 다른 치료방법에 비해 자기 치아를 

이용하여 치주인대세포를 보존할 수 있으며, 인접치의 삭제가 없고 

임플란트 식립에 비해 비용이 저렴하다는 장점을 가지고 있다.  

그러나 골 유착이나 치근흡수등의 여러 단점 때문에 그 활용이 제한되 

어왔었다 (Shimmono, et al.1995). 하지만 자신의 치아 그대로를 사용하고 
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싶어하는 환자들이 늘고 임플란트의 여러 제한적 요소들로 인해 근래 다시 

주목 받게 되었으며 그 배경으로는 치아 재식에서 치근막 치유에 관한 

생물학적 원칙 연구의 발전이 있었다 (Kim 2001). 자가치아 이식은 

통상적으로 제3대구치를 이용하여 보존이 불가능한 대구치를 발치 한 부위 

에 이식하는 경우가 많으며, 외과적 정직 (surgical up-righting), 외과적 

정출 (surgical extrusion), 의도적 재식술 (intentional replantation) 등도 

거의 같은 치유기전을 보이므로 자가치아이식의 범주에 속할 수 있다 

(Tsukiboshi M 1993). 

일반적으로 치아 이식이나 재식 후의 치주 치유는 치근표면에 남아있는 

치주인대세포 생활력에 의존하는 것으로 알려져 있으며 Kratchman 등은 

구강외에서 10분 이상 경과하지 않아야 의도적 재식 (intentional replantation) 

에 성공할 수 있다고 보고하였다 (O.Schwartz, Andreasen & Greve 1983, 

Kratchman 1997). 

그러나, 교정 치료 중 발거 된 치아를 미래 자신의 치아 결손부위에 

이식하고자 예비로 보관하거나 교정적으로 발거 되어 버려지는 치아나 

지치등을 보관하여 타가치아 이식을 계획한 경우 등에서 치아 장, 단기 

보존의 필요성이 대두되었다 (O.Schwartz 1992). 

이런 경우 치아의 저온 보관과 더불어 치아은행은 새로운 가능성을 

제시한다. 치아이식의 성공을 좌우하는 중요한 열쇠는 이식치의 치근면의 
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건전하고 생활력있는 치주인대세포의 존재이며 그 활성도 유지를 위한 

다양한 시도가 이루어져 왔다 (O.Schwartz, Andreasen & Greve 1983). 

따라서 치아의 치주인대세포 활성도를 유지하면서 체외에서 보존하는 

과정은 치아이식에서 매우 핵심적인 단계가 되었다. 세포를 저온에서 

보관하게 되면 화학반응을 지연하고 대사를 중단시켜 장기간 보존할 수 

있으며, 보관방법은 일반적으로 4℃ 냉장 보존법과 -80℃~-196℃ 냉동 

보존법으로 나뉜다 (Rubinsky 2003). 냉장 보존법은 용액의 어는점 

직전까지 온도를 낮춰 보관하는 방법으로 주로 심장이나 간과 같은 기관의 

보존에 사용된다. 냉동 보존법은 용액의 어는점 이하에서 장기간 세포를 

보존할 때 사용되는 방법이다 (Rubinsky 2003). 그러나 냉동과 해동 

과정에서 생성된 얼음 결정과 증가된 용질의 축적은 삼투압을 증가시켜 

세포 손상을 초래할 수 있다는 단점이 있다 (O.Schwartz 1992, Rubinsky 

2003). 따라서 냉동 보존의 궁극적 목적은 극히 낮은 온도에서 “중단된 

모든 생리적 기능의 가역성을 조절하는 것”이며 이때 세포내 얼음 결정을 

최소화하는 것이 필수적이다 (Rubinsky 2003). Kim 등은 원숭이의 

치아를 발치하여 -70℃와 -20℃에서 2주간 냉동보관한 후 재이식한 

부위의 조직 소견에서 염증조직이 존재하며 골흡수와 더불어 치근단 흡수 

소견까지 관찰 할 수 있었다고 보고하였다 (Kim, et al. 2000). 이처럼 

세포를 냉동할 때 생기는 손상을 줄이기 위해 동해방지제를 사용하며 
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대표적인 동해방지 제인 dimethylsulfoxide (DMSO)는 세포내 얼음 

결정체의 형성을 저해하고 세포막으로 가해지는 삼투압을 감소시킴으로서 

세포의 손상을 줄인다 (Mazur 1984). 

치의학 분야연구에서 쥐 치아의 치주인대세포는 1주일 이상의 장기보관 

시에 4℃냉장보관군보다 10% dimethylsulfoxide (DMSO)를 사용한 -

196℃ 급속냉동군에서 그 활성도가 우수한 결과가 나왔다 (Kim, et al. 

2006). 

발거된 치아를 즉시 이식하기에 수혜부의 공간적 문제를 해결하는 것이 

필요한 경우나 악골 수술을 위해 발치된 치아의 재식을 계획한 경우에는 

치아 보관기간을 고려한 적절한 프로토콜이 필요하다. 즉, 미래를 대비한 

장기적 치아의 보관이 아닌 치아의 발치후 이식 및 재식시기까지의 기간이 

정해진 경우 각 치아의 보관기간에 따른 효과적인 단기 보관법의 선택이 

치주인대세포 생활력에 영향을 미칠것이다 (O.Schwartz & Rank 1986, 

O.Schwartz, et al. 2002). 

안과학분야에서 중요한 생리적 기능을 수행하는 망막색소상피세포이식의 

성공을 결정짓는 요인은 이식 당시 세포 생존률이다. 망막색소상피세포의 

저온보관시 24시간, 48시간 세포생존율은 냉동보관보다 냉장보관에서 

높았고 특히 24시간 냉장보관시 95%의 세포 생존률을 보였다 (Seo, et al. 

1999). 
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이에 본 연구의 목적은 성견의 치아를 발거한 후 냉동, 냉장 보관하고 3일, 

7일 (1주), 14일 (2주)이 경과하였을 때 WST-1(4-[3-(4-iodophenyl) 

-2-(4-nitrophenyl)-2H-5-tetrazolio]-1,3-benzene disulfonate) 검 

색법을 이용하여 치주 인대세포의 활성도를 비교 평가하고자 한다.  
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II. 재료 및 방법 

 

1. 실험동물 

 

생후 12개월 이상이며, 체중 15㎏ 내외의 수컷 성견 7마리의 치아를 

사용하였다. Pentobarbital 30mg/kg으로 정맥주사 하여 전신마취를 

시키고, 2% Lidocaine HCl로 하악 양측 소구치 부위의 협점막에 

침윤마취를 시행하였다. 견치 원심부에서 제1대구치 근심부까지 열구형 

절개를 시행하고 박리한다. 단근치인 제 1소구치는 발치 감자로 발치하고 

다근치인 제 2,3,4소구치는 Bur를 이용하여 근원심으로 분리 후 발치 

감자를 이용하여 발치를 시행 하였다. 실험동물의 선정과 관리, 수술 

방법과 준비는 연세대학교 의과대학 실험동물위원회의 방침 및 법규를 

준수하여 시행하였다. 

 

2. 실험 재료  

 

보관 용액인 F medium은 Dulbeco's Modified Eagle Medium (DMEM, 

Gibco-BRL, NY, USA)과 Ham's nutrient mixtures F12 (Gibco-BRL, 
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NY, USA)를 3:1의 비로 섞고 10% fetal bovine serum (FBS)와 항생제 

penicillin (100units/㎕), streptomycin  (100㎕/㎖), fungizone  (0.3㎍/㎖) 

을 첨가하여 제조하였다. 

냉동군에서 사용된 세포질내 동해방지제로는 dimethylsulfoxide (DMSO, 

Sigma Chemical Co., St. Louis, MO)를 사용하였다. 

 

3. 실험군 선정 

 

1군: 대조군 - 즉시 발치군 

치아를 발거하자마자 PBS에 세척한 후 실험에 이용하였다. 

 

2군: 냉장군 

치아를 발거하고 PBS에 세척한 후 2㎖ 냉동튜브에 F medium 1㎖ 와 

함께 담아 4℃냉장고에 보관한 후 실험에 이용하였다. 

2-1군(냉장3일): 치아 발거 후 4℃냉장고에 3일 보관한 후 실험에 

이용하였다. 

2-2군(냉장7일): 치아 발거 후 4℃냉장고에 1주 보관한 후 실험에 

이용하였다. 

2-3군(냉장14일): 치아 발거 후 4℃냉장고에 2주 보관한 후 실험에 
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이용하였다. 

 

3군: 냉동군 

발거된 치아를 PBS에 세척하고 4℃에서 보관한 F-medium에 2.5%, 

5%, 7.5% DMSO를 첨가한 용액에 5분간씩 단계적으로 담근다. 

최종적으로 2㎖ 냉동튜브에 F medium과 10% DMSO 혼합액 1 ㎖를 

치아와 함께 넣고 5분 후 -196 ℃액화질소 냉동고에 넣어 급속 냉동시켜 

보관하였다. 

3-1군(냉동3일): 치아 발거 후 급속 냉동시켜 3일 보관한 후 실험에 

이용하였다. 

3-2군(냉동7일): 치아 발거 후 급속 냉동시켜 1주 보관한 후 실험에 

이용하였다. 

3-3군(냉동14일): 치아 발거 후 급속 냉동시켜 2주 보관한 후 실험에 

이용하였다. 

 

4. 실험방법 

 

냉동군의 해빙 방법 

급속 냉동한 치아를 냉동튜브 채로 -196℃ 액화질소 냉동고에서 
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꺼내어 37℃ 수욕조에 넣어 해빙하였다. 2㎖ 냉동튜브 속의 보관용액이 

완전히 액체 상태로 된 것을 확인하고 치아를 꺼낸다. 꺼낸 치아를 7.5%, 

5%, 2.5%, 0% DMSO가 첨가된 용액에 5분간씩 순차적으로 담궈 

DMSO를 제거한 후 WST-1검색에 사용하였다.  

 

5. 평가 

 

5.1. WST-1 assay 

Wst-1(4-[3-(4-iodophenyl)-2-(4-nitrophenyl)-2H-5-tetrazolio] 

-1.3-benzene disulfonate) 검색시약은 세포 증식 분석 및 세포 독성 

측정시 사용된다 (Carlson 2006). 이 방법은 약한 붉은 색의 tetrazolium 

salts (WST-1)을 세포내 미토콘드리아 탈수소 효소가 분해하여 진한 

붉은 색의 formazan 결정으로 환원시키는 원리를 이용하여 450nm의 

파장에서 Dynatech MRX ELISA microplate reader (Dynatech 

laboratories, Chantilly, VA, USA)로 흡광도를 측정한다 (Figure 1). 이 

흡광도는 살아있는 세포에 의해 WST-1이 환원된 양을 나타내며 

생존세포 수와 비례한다. 

각 실험군의 처리가 끝난 뒤에 48-well plate에 WST-1 용액 (20㎕, 

Cell Proliferation Reagent WST-1;Roche Applied Science, Mannheim, 
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Germany) 130ml 넣고 각 군별 치아를 WST-1 용액이 있는 well에 

담는다. 알루미늄 호일로 48-well plate를 싸서 4시간 동안 37℃ 에 

세포배양기에서 배양하였다. 치아를 제거하고 반응한 WST-1 용액을 

96-well plate로 옮긴 뒤 Dynatech MRX ELISA microplate reader 

(Dynatech laboratories, Chantilly, VA, USA)에 넣고 450nm 파장에서 

흡광도를 측정하였다.  

 

5.2. 치아 치근면에 붙어있는 치주조직의 양 측정 

실험에 사용된 치아의 치근면에 붙어있는 치주조직의 양을 정량적으로 

측정하기 위해 WST-1 검색 실험 후 각 군의 well에서 제거된 치아를 각 

군별로 48-well plate에 넣고 Eosin (Accustain, sigma-aldrich chemie, Gmbh, 

Germany) 130ml㎕ 첨가한다.  12시간 정도 염색을 한 후 치아를 제거하고 

다른 well에 넣어 1% acid alcohol (70% ethyl alcohol, 1% HCL) 130ml에 30분간 

담가두어 치근면에 염색된 치주조직을 탈색시킨다. 48-well plate에서 치아를 

꺼낸 뒤 반응한 시약을 96-well plate로 옮긴다.  마지막으로 96-well plate를 

Dynatech MRX ELISA microplate reader (Dynatech laboratories, Chantilly, VA, 

USA)에 넣고 530nm 파장에서 흡광도를 측정하였다. 
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6. 통계분석 (Statistical analysis) 

 

WST-1 검색과 Eosin 염색에서 얻은 흡광도는 대조군과 각 실험군 

차이 를 SPSS 15.0을 이용한 ANOVA를 사용하여 분석하였으며 사후 

검정으로는 Tukey 방법을 썼다. 유의수준은 p < 0.05로 하였다. 
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III. 결   과 

 

1. 대조군/냉장군/냉동군의 비교 

 

치주조직 단위 면적당의 WST-1값인 WST-1/Eosin 비율은 대조군이 

통계 학적으로 유의성 있게 가장 높은 세포활성도를 보였으며 (p<0.05) 

냉장군은 냉동군보다 통계학적으로 유의성있게 높은 세포활성도를 보였다 

(p<0.05) (Table 1). 

 

2. 냉장군/냉동군 보관기간별 비교 

 

냉장군을 보면 냉장 3일군은 다른 냉장 7일, 14일군과 비교하여 통계학 

적으로 유의성 있게 높은 활성도를 보인 반면 (p<0.05), 냉장 7일군과 

14일 군은 상호간에 통계학적으로 유의성 있는 차이를 볼 수 없었다. 

그러나, 냉동군의 경우, 냉동 3, 7, 14일군 모두 통계학적으로 

유의성있는 차이가 없었다 (Table 2). 
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IV. 고  찰 

 

세포보존의 궁극적인 목적은 생체시계를 일정시간 정지시키고 원하는 

때에 세포 생존율, 구조와 기능을 재현하는 것이다. 보존 후의 생존율을 

비롯한 세포의 기능 유지를 목적으로 하는 과학자들은 새로운 보존액의 

개발에 주력하고 있는데, 이러한 노력은 개선된 저온 및 동결보존 방법의 

개발로 이어져 효과적인 세포보존에 기여하고 있다. 치주 치유는 자가 치아 

이식의 성공률을 결정짓는 가장 중요한 요소 중 하나이며 치주 치유를 위해 

치주인대세포 생존율와 기능을 유지하는 것은 필수적 단계이다 (Kristern, 

et al. 1985, Line, et al. 1974). 따라서 발거된 치아의 치주인대세포 

활성도를 오래 유지하고자 하는 여러 보존 프로토콜이 개발되어 왔다.  

Schwartz등은 원숭이의 치아를 1주간 냉동 보존한 후 재식하는 방법을 

보고하였고 처음으로 인간의 상악 소구치를 18개월 냉동보관하고 4년 

추적관찰결과 임상적 방사선학적으로 정상 치주인대로 치유되었음을 보고하였다 

(O.Schwartz, Andreasen & Greve 1983, O.Schwartz & Rank 1986, 

O.Schwartz, Andreasen & Greve 1985). 

그러나, 세포를 냉동 보존하는 과정에서 세포가 손상 받을 수 있다. -5℃ 

까지는 보존액에 포함된 동해방지제로 인해 어는점이 낮아져서 세포와 

주위 보존액은 얼지 않고, -5℃와 -15℃ 사이에서는 세포 외부 



１４ 

 

보존액에서 얼음이 형성되나 세포막이 얼음이 세포질 내로 성장하는 것을 

막기 때문에 세포는 얼지 않고 과냉각된다. 세포내 과냉각된 수분은 

부분적으로 동결된 세포 외부 보존액보다 높은 화학적 전위를 가져서 세포 

외부로 흘러나와 얼게 된다 (Mazur 1984, Gao & Critaet 2000). 또한 

냉동 보관시에는 냉동 속도가 중요한데 저속냉동시에는 세포내 수분이 

빠져나감으로써 세포의 수축이 생기며 급속 냉동시에는 얼음 결정체가 

세포내에서 형성되어 해동 시에 세포가 사멸할 수 있다. 따라서 적절한 

냉동속도와 동해방지제의 사용이 필요하다 (Mazur 1984, Mazur, Leibo & 

Chu 1972). DMSO는 세포질 내로 침투해서 냉동 과정 중에 전해질의 

농도를 감소시키고 삼투압에 의한 세포 수축을 감소시키며 세포 내 

얼음결정체가 생겨 세포막이 파괴되는 것을 막는다 (Mazur 1984). 

DMSO의 임상적 안정성은 정자, 세균, 혈액 줄기 세포등을 냉동한 

연구에서 이미 확인되었다 (Makino, et al. 1991, Katayama, et al. 1997).  

그러나, DMSO는 농도, 노출시간, 온도에 따라 세포 자체에 대한 독성을 

보일 수 있다는 부작용도 고려되어야 한다 (Neulieb 1990). 2000년 

Dong등은 저농도 DMSO에 세포를 노출시켜 적응시킨 후 이어 고농도 

DMSO를 첨가 하는 2단계법으로 세포 생존율을 10% 가까이 향상 시킬 

수 있다고 보고하 였다 (Dong SH, et al. 2000). 따라서 본 연구에서 역시 

냉동보존군의 DMSO 처리를 저농도에서 고농도로 단계적으로 시행하였다. 
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단기간의 냉장 보존 시에는 이온펌프 (Na+/K+ ATPase, Mg2+/Ca2+ 

ATPase) 의 효율성이 떨어짐 에 따라 세포내 구성과 삼투압에 변화가 

오며 부종과 단백질 변성을 초래 한다. 이러한 손상은 시간의 경과에 따라 

결과를 예측할 수 있으며 상온으로 돌아오면 부분적으로 회복되기도 한다 

(Rubinsky 2003). Rubinsky 등은 냉장보존으로는 수일에서 수주간 

세포보존이 용이하고 냉동보존은 몇 달 정도의 장기간 보존에 유리하다고 

하였다. 특히 단기간 냉장 보존시에 나타난 변화는 종종 가역적으로 

나타나며 그 반응의 범위는 보관기간과 온도에 따라 달라진다 (Rubinsky 

2003). 반면에 장기간 냉장보관을 하게 되면 냉성 허혈 (cold 

ischemia)에 의해 세포가 괴사되거나 사멸된다고 알려져 있다. 이는 

ATP의 부족과 반응 산소계 (reactive oxygen species; H2O2, O2-

,OH-)의 증가와 arachidonic acid 등으로 인해 lipid peroxidation으로 

세포막이 변질되기 때문이다 (Meng 2003). 쥐치아를 이용한 연구에서도 

1주일 이상 장기보관시에는 4℃ 냉장보관보다는 냉동 보관 하였을때 

치주인대 활성도가 더 우수한 것으로 결과가 나왔다(Kim, et al. 2006). 

본 실험에서는 냉장보관의 경우 냉장 3일군이 다른 냉장군에 비해 

유의성 있게 높은 세포활성도 수치가 나왔으며 이는 냉장군은 단기 

보관하는 것이 더 유리하다고 판단할 수 있는 근거가 된다. 냉동보관의 

경우에는 냉장보관군보다 생존률이 낮았다. 치아를 직접 -196℃ 질소 
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탱크에 넣는 고속 냉동법은 세포내에서 형성된 얼음 결정체로 인해 치주인 

대세포 활성도에 영향을 미쳤을 것이다. 따라서 적절한 냉동속도의 선택 

이나 고압을 이용하는 등의 냉동환경의 개선은 더 높은 생존률을 예상해볼 

수 있다. 프로그램 냉동 속도 조절기를 이용한 저속 냉동은 냉동으로 인한 

손상을 줄일 수 있다 (Kawasaki, et al. 2004). 1992년 O.Schwartz는 -

35℃ 까지 -0.5℃/min 속도로 저속 냉동, -100℃ 까지 -6℃/min 

속도로 냉동한 뒤 -196℃까지 급속 냉동할 것을 권하였다 (O.Schwartz 

1992). 210MPa 고압 하에서는 물의 상변이 온도가 0℃에서 -21℃로 

내려가므로 낮은 온도에서 도 얼지 않은 상태로 보관할 수 있어 여러 

분야에서 이를 이용한 연구가 진행되어 왔다 (Schluter, et al. 2004). 

2007년 Kazunori 가 쥐의 장을 5atm (hyperbaric oxygen pressure) 

하에서 2일간 저온 보존 후 이식했을 때 1atm 에서 저온 보존한 것보다 

더 좋은 이식 결과를 보였다고 하였고, 2000년, 2001년 Takahashi 는 

냉동에 따른 손상을 피하기 위해 30MPa 까지의 고압 (high hydrostatic 

pressure) 하에서 0℃에서 1시간 동안 쥐의 간을 저온 보존하는 것이 

가능하고 5MPa 고압 (high hydrostatic pressure) 하에서 -2℃ 에서 

5시간 동안 냉동시키지 않고 저온 보존할 수 있다고 하였다 (Kazunori, 

et al. 2007, Takahasi, et al. 2000, Takahasi, et al. 2001). 치과학 

분야에서 쥐 치아를 이용한 실험에서도 30MPa 압력을 이용하여 저속 
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냉동을 하게되면 4℃냉장군이나 압력을 가하지 않은 저속냉동군보다  

높은 치주인대 활성도를 보인다는 보고가 있었다 (Lee, et al. 2009). 

우수한 항암작용으로 근래 각광받고 있는 녹차 추출물인 Polyphenol은 

강력한 항산화제로서 in vitro에서 유해산소군에 대한 산소 유리기의  

탐식기능을 가지며 이는 지질의 과산화를 막는 역할을 한다. 의학분야에서 

Polyphenol 은 세포 보관시에 나타나는 세포 손상을 예방하여 장기 이식 

시에 시간의 격차를 감소시키는 보존제로서 활용이 시도되고 있으며, 

유해산소군 으로부터 인체 혈관내피세포를 보존하는 효과가 우수하다는 

보고도 있었다 (Kim 2004). 최근 Kawata는 미소자장을 이용한 프로그램 

냉동고 (cell alive system)을 이용하여 세포를 냉동시키는 방법을 

개발하였으며 앞으로 치아 저온 보존은 건전한 치주인대세포를 유지하여 

자연치와 유사한 저작기능을 회복하는 더욱 큰 기여를 할 것으로 기대 

되어진다 (Kawata 2005). 
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V. 결  론 
 

본 연구는 성견 하악 좌우 소구치를 발거 후 4℃ 냉장 보관, -196℃ 

냉동 보관하에서 각각 3일, 1주, 2주 보관한 후의 치주인대세포 활성도를 

WST-1 검색법으로 측정하였을 때 다음과 같은 결론을 얻었다. 

1. WST-1 검사 결과, 냉장군의 치주인대세포 활성도는 대조군보다는 

낮았으나 냉동군보다 유의성있게 높은 수치를 보였다 ( p < 0.05). 

2. 냉장군에서 보관기간별 치주인대세포 활성도는 3일 보관의 WST-1 

값이 7일, 14일군과 비교하여 유의성있게 높은 결과를 보인 반면 (p < 

0.05), 냉장 7일군과 14일군은 상호간의 유의성있는 차이를 볼 수 없었다. 

3. 냉동군에서 치주인대세포 활성도는 보관기간에 따라 유의할 만한 차

이를 볼 수 없었다 (p < 0.05). 

이상의 결과로 본 연구의 범위안에서, 치아를 2주 이하 단기 보관시에는 

4℃ 냉장보관이 냉동보관보다 유리한 것으로 판단되며, 특히 3일 이내로 

냉장보관을 하는 것이 우수한 치아 이식 성공률을 보일 수 있을 것으로 사

료된다.  
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FIGURES 

 

 
Figure 1. cleavage of tetrazolium salts(WST-1) to formazan. 

(EC = electron coupling reagent,   

RS= mitochondrial succinate-tetrazolium reductase system) 

 

 

Figure 2. WST-1/Eosin value of control group & all experimental groups. 
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TABLES 

 

Table 1. WST-1/Eosin value of control group, Hypothermic preservation groups 

and Cryopreservation groups (p < 0.05) 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

There were significant differences between groups with different subscripts (p < 

0.05). 

The values of WST-11 are proportional to the vitality of the cells. The values of 

Eosin2 are proportional to the area of the periodontal ligament cells. So the values of 

WST-1/Eosin mean the vitality of the periodontal ligament cells per unit area. 

 

  

Groups WST-11/Eosin2

Control groups 5.84±0.96

Hypothermic 

Preservation 

Groups 

2.30±1.01 

Cryopreservation

Groups 1.34±0.56 



２５ 

 

Table 2. WST-1/Eosin value of hypothermic preservation group and 

cryopreservation group according to preservation time (3,7,14 days) (p < 0.05) 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
There were significant differences between groups with different subscripts (p < 0.05). 
  

Groups WST-1/Eosin 

Hypothermic  

for  3 days 
3.21±1.01 

Hypothermic  

for  7 days 
2.10±0.73 

Hypothermic  

for  14 days 
1.56±0.33 

Cryopreservation  

for  3 days 

Cryopreservation 

for  7 days 

Cryopreservation 

for  14 days 

1.07±0.47 

 

1.51±0.35 

 

1.43±0.71 
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ABSTRACT 

 

Viability of the periodontal ligament cells according to 

preservation method and time 
 

 

Dong-Eun Lee, D.D.S. 

 

Department of Dental Science 

Graduate School, Yonsei University 

(Directed by Prof. Seong-Ho Choi, D.D.S., M.S.D., Ph.D.) 

 

 

The purpose of this study was to evaluate the viability of periodontal ligament cells 

in dog teeth using cold preservation (4℃) method & cryo-preservation (-196℃) 

method by means of WST-1(4-[3-(4-iodophenyl)-2-(4-nitropheny1)-2H-5-tetrazolio]-

1,3-benzene disulfonate) assay. 

A total of 7 beagle dogs were used. Eight teeth of each group were divided into 8 

experimental group depending upon the preservation condition. The experimental 

groups were group 1 (immediate control), group 2-1 (cold preservation at 4℃ for 3 

days), group 2-2 (cold preservation at 4℃ for 1 week), group 2-3 (cold preservation 

at 4℃ for 2 week), group 3-1 (cryo-preservation for 3 days), group 3-2 (cryo-
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preservation for 1 week), group 3-3 (cryo-preservation for 2 weeks). F-medium and 

10% dimethylsulfoxide (DMSO) were used as preservation medium and cryo-

protectant. For cryo-preservation groups, thawing was performed in 37℃ water bath, 

then WST-1 assay was processed. The values of optical density obtained by WST-1 

was divided by the values of eosin staining for tissue volume standardization. 

In WST-1 assay, all cold preservation (4℃) groups (group 2, 3, 4) showed 

significantly higher viability of periodontal ligament cells than cryo-preservation 

group (group 5, 6, 7) (p < 0.05), but showed lower viability than immediate control 

group (p < 0.05). In cold preservation (4℃) groups, group 2 showed significantly 

higher viability than group 3 and 4. There was no significant difference between all 

cryo-preservation groups (-196℃).  

From the results of this study, cold-preservation method suggests the better 

efficacy for short term preservation of the teeth than cryo-preservation. 
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