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국문요약  

 

MTT 검색을 이용한 쥐 치아 치주인대세포의 활성도 검사 

 

지연 이식을 위해 발거한 치아를 보관할 경우, 치근 표면에 남아있는 

치주인대세포의 활성도를 높게 유지해주는 것이 가장 중요하다. 이에 본 연구는 

선행연구에서 MTT 검색을 이용하여 좋은 결과를 보인 0℃/2MPa의 조건에서 

치아를 며칠까지 보관할 수 있는지에 대하여 조사하였다. 쥐의 상악 치아 

110개를 총 11개의 군으로 나누어 발치 후 즉시 MTT 검색을 이용하는 양성 

대조군과 1일, 2일, 3일, 4일, 7일보관군, 보관군과 동일한 날짜 별로 실온에서 

치근 표면을 건조하는 음성대조군 등으로 나누었다. 보관군은 0℃/2MPa의 

조건대로 저온고압 냉동고에 보관하였다. 모든 치아는 MTT 검색으로 얻은 

흡광도 값을 Eosin 염색을 통해 얻은 흡광도 값으로 나누어 치근별로 세포수가 

다른 것을 보정하였다. 이 값들은 일원배치분산분석을 이용하여 통계 분석하였다. 

실험 결과, 발치즉시군의 MTT/Eosin 값은 1일보관군의 값과 유의한 차이가 

없었다. 1일보관군과 2일보관군, 2일보관군과 3일보관군 사이에는 유의한 차이가 

있었다. 3일 이상 보관한 경우 MTT/Eosin 값이 현저히 감소하였고 보관군과 

음성대조군 사이에는 유의한 차이가 없었다. 본 실험을 통하여 0℃/2MPa의 

조건에서 치아를 보관할 경우 세포의 활성도가 양성대조군에 비해 1일보관군은 

66%, 2일보관군은 16%, 3일 이상 보관군은 5%이하임을 알 수 있었다.  

 

핵심되는 말 : MTT검색, 치주인대세포, 치아보관, 기간 
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Ⅰ. 서론 

 

  근관치료가 실패한 경우에는 치근단절제술을 먼저 고려하지만, 기구 

접근이 제한된 경우에는 의도적 치아재식술을 차선책으로 시행한다 (Wein, 

1980; Grossman, 1982; Bender and Rossman, 1993). 치아재식술에서 가장 중요한 

점은 치근 표면에 있는 치주인대세포를 건전하게 유지하는 것이다 (Melcher, 

1970; Andreasen and Kristerson, 1981; Schwartz and Andreasen, 1983, 1985). 

치주인대세포의 활성도는 발거된 치아의 구외 시간과 밀접한 관계가 있기 

때문에 (Hupp et al., 1998) 구강 외 노출시간을 최소화해서 치주인대세포의 

활성도를 높게 유지해야 한다 (Soder et al., 1977).  
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치주인대세포의 활성도를 평가하기 위한 많은 방법 중에서 가장 쉬운 

방법은 살아있는 세포의 수를 직접 세는 것이다 (Kim et al., 2007). Patel 등 

(Patel et al., 1994)은 탈구된 치아를 다양한 저장 용액에서 보관한 후 

fluorescein diacetate를 이용하여 살아있는 치주인대세포를 염색한 후 그 

수를 광학현미경과 hemocytometer로 직접 세어 활성도를 측정하였다. Lekic 

등 (Lekic et al., 1998)은 치주인대세포를 채취해서 배양한 colony를 

methylene blue로 염색하고 숫자를 세어 활성도를 평가하였다. 또한 

Ashkenazi 등 (Ashkenazi et al., 1999)은 neutral red나 trypan blue로 

염색하여 trypsin과 collagenase를 이용하여 채취한 세포의 수를 측정하였다. 

그 외에도 Litwin 등 (Litwin et al., 1971)과 Hiltz and Trope (Hiltz and Trope, 

1997), Trope and Friedman (Trope and Friedman, 1992)은 다양한 저장용액에서 

보관된 치주인대세포의 활성도를 세포염색방법으로 평가하였고 Hupp 등 (Hupp 

et al., 1997)은 H3 thymidine을 세포표시자로 사용하여 세포에 부착시킨 후 

치아를 탈회시켜 시편을 제작한 후 활성도를 평가했다. 이러한 방법들은 생체 

조직이 아닌 세포를 이용하기 때문에 정량화하기가 비교적 쉽고 간편하다는 

장점을 가지고 있다. 그러나 치근표면에 있는 모든 세포를 채취할 수 있다는 

증거가 없고 비록 세포가 살아있다 하더라도 그 수의 약 70%만이 

세포분열능력이 있어 (Hupp et al., 1997) 실제로 살아있는 세포 수와 

치주조직의 치유능력에는 차이가 있을 수 있다. 또한, 치근 표면에서 채취된 

세포를 다시 배양하여 수를 센 것이므로 많은 변수가 작용해서 원래 채취된 
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원세포(primary cell)와는 다를 가능성도 있다 (Narayanan and Page, 1983). 

이에 많은 생체조직을 더 간단하면서도 빠르게 객관적으로 평가할 수 있는 

방법이 요구되었다. Mosmann에 의해 처음으로 소개된 MTT 검색은 세포독성 

또는 생존 능력을 보는 연구에 사용되었다 (Mosmann, 1983). 이 방법은 

대사과정이 온전한 세포의 미토콘드리아 내에 있는 탈 수소효소가 노란색을 

띄는 수용성의 tetrazolium salt (MTT, sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA, 

[3-(4,5-dimethylthiazol-2-y1)-2,5 -dipthenyltetrazolium bromide])를 

자주색을 띄는 비수용성의 MTT formazan 결정으로 환원시키는 원리를 이용한 

것으로 570nm의 파장에서 흡광도를 측정함으로써 대사적으로 왕성한 세포의 

농도를 반영해준다. 이러한 MTT 검색에서 환원된 MTT formazan 결정이 

편광현미경에서 밝은 결정으로 보이는 것을 이용하여 Colangelo 등 

(Colangelo et al., 1992)은  noncolorimetric pixel analysis을 하였으나 이 

연구 또한 세포를 이용한 것이므로 원세포의 손상의 가능성을 배제할 수 없다. 

그러므로 생체조직을 이용하면서도 MTT 검색을 이용하여 쉽고 정확한 

방법으로 세포의 활성도를 연구하고자 하였으며 Henze 등 (Henze et al, 

1997)은 직접 돼지의 피부에 화상을 입힌 후 modified- MTT 염색으로 

냉동절편을 제작하여 현미경으로 관찰함으로써 화상의 깊이를 측정하였다. 

In-vivo MTT 검색을 이용하여 Kim 등 (Kim et al., 2007), Jeon 등 (Jeon et al., 

2006), Kim 등(Kim et al., 2006), Lee 등(Lee et al., 2011)도  쥐 치아의 

치주인대세포의 활성도를 평가하였다. 쥐 치아는 크기가 작기 때문에 96-well 
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plate에 들어가며 그로써 다량의 시편을 검색할 수 있다는 장점이 있다. Kim 

등 (Kim et al., 2007)은 발거 후 즉시 MTT 검색을 시행한 군과 발거 후 

1시간동안 건조시킨 후 검사를 시행한 군 간의 세포 활성도를 조직학적 

관찰과 함께 시행하였는데 그 결과 MTT 검색으로 측정한 in vivo 결과와 

조직학적 결과가 일치하였다. 이에 MTT 검색은 치주인대세포의 활성도를 

검사하기 위한 유용한 방법으로 생각된다. 이러한 결과는 Jeon 등 (Jeon et 

al., 2006)의 연구에서도 입증되었다. 이로써 MTT 검색은 쥐의 치아를 가지고 

치주인대세포의 활성도를 평가하기에 유용한 방법임을 알 수 있으며 흡광도가 

나타내는 수치는 살아있는 치주인대세포에 의해 MTT가 MTT formazan으로 

환원된 양을 나타내며, 왕성한 활성도를 유지하고 있는 세포의 수와 

비례한다고 할 수 있다 (Ferrari et al., 1990). 이에 본 연구에서도 

치주인대세포의 활성도를 평가하기 위하여 쥐의 치아를 가지고 in-vivo MTT 

검색을 하였다. 

지연재식을 위하여 발거된 치아의 보관 필요성이 대두되었고 치아를 

어떻게 보관하느냐에 따라 치근 표면의 치주인대세포의 활성도는 달라질 수 

있기 때문에 (Kim et al., 2007) 치아를 이상적인 환경에서 보관하려는 후속 

연구들이 이루어졌다. 세포의 활성도를 유지하는 방법은 일반적으로 크게 

저온 보존법과 냉동 보존법으로 나눌 수 있다. 냉동 보존법은 냉동시키는 

속도에 따라 급속 냉동과 저속 냉동으로 다시 나누며 다른 접근법으로 고압 

하에서 냉동시키는 방법도 있다 (Chesne and Guillouzo, 1988; Pegg, 2002; 
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Rubinsky, 2003; Lee et al., 2009; Arav and Natan, 2009; Chung et al., 2010). 

Chung 등 (Chung et al., 2010)은 고압 저온 보존법이 다른 저속 압력 냉동법, 

급속 압력 냉동법, 초고압 저온 보존법과 비교해서 통계적으로 유의차 있게 

높은 세포 활성도를 유지해 치아를 장기간 보존하는 데 우수한 방법이 된다고 

주장하였다. 더 나아가 Lee 등 (Lee et al., 2011)은 치주인대세포의 활성도를 

유지하는 이상적인 조건을 연구하였다. 그는 2일간의 보관 동안 0℃/2MPa의 

압력을 주었을 때에 치주인대세포의 활성도가 가장 높게 유지됨을 발견하여 

치아 보관에 있어 조금 더 선명한 조건을 제시해주었다.  

  

이처럼 이상적인 치아 보관 조건을 찾기 위한 연구들이 많이 시행되었다. 

그러나 이상적인 조건에서 과연 얼마 동안 세포의 활성도가 높게 유지될 수 

있는지에 대한 연구는 미흡한 상태이다. 이에 본 연구의 목적은 앞선 Lee 

(2011)의 연구결과를 토대로 0℃/2MPa에서 며칠까지 치근의 치주인대세포가 

활성도를 높게 유지할 수 있는지에 대해 알아보고자 하였다.  
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Ⅱ. 재료 및 방법 

 

1. MTT 검색의 표준곡선  

 

MTT 검색을 통해 얻는 흡광도 값들간의 관계를 이해하고 시간이 지남에 

따라 세포가 얼마나 감소하는지 그 정도를 알고자 standard curve가 

필요하였다. 이에 NIH3T3 세포를 이용한 MTT 검색을 시행하였다. 먼저 DMEM 

(Gibco®, 11995-065, USA)과 FBS (Gibco®, 16000-044, USA)가 들어있는 

배지에서 NIH3T3 세포를 배양하여 원하는 개수만큼 cell counting하였다. 각 

세포를 200㎕의 MTT 용액과 37℃에서 2시간동안 반응시킨 후 DMSO 용액 1ml과 

15분동안 반응시켰다. Cell down 시켜 세포와 용액을 분리시킨 후 DMSO 용액을 

96 well plate에 200㎕씩 옮겼다. ELISA에 plate를 넣어 570nm 파장에서 

흡광도를 측정하였다. 세포 개수에 따른 흡광도 값 변화의 추이를 Figure 1. 

에 나타내었다.  

 

2. 실험 동물 

 

본 실험에는 체중 100g 내외의 생후 4주된 암컷 Spraque-Dawley계 흰쥐가 

사용되었다.  
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이 실험의 규약은 연세대학교 동물실험 윤리위원회에 의해 승인되었다. 

(2014-0114) 

 

3. 치아 발치 

 

  Tiletamine (20-40mg/kg, Zoletil50, Virbac, Caroos, France)과 xylazine 

(5-10mg/kg, Rompun, Bayer, Cermany)을 혼합한 마취제를 복강내로 주입하여 

쥐를 마취하였다. 마취 하 발치하기에 접근이 가장 용이하고 치아크기가 가장 

커서 실험하기에 적합한 좌, 우측 상악 제 1, 2 대구치를 발거하였다. 

날카로운 탐침으로 치아 주변에 peritomy를 시행한 후 치아주위조직에 

최소한의 외상을 가하면서 발거하였다. 발거된 치아의 모든 치근이 온전하게 

발치된 것과 어떠한 파절도 없음을 확인하였다. 

 

4. 실험군 

 

가. 발치즉시군 (양성대조군) 

치아 발거 후 즉시 MTT 검색을 시행하였다. 발치한 직후 치아를 

phosphate buffered saline (PBS)로 세척한 후 실험에 사용하였다. 
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나. 건조군 (음성대조군) 

발거된 치아를 실온에서 건조 시킨 후 MTT 검색을 시행하였다. 

 

다. 보관군  

발거한 후 치아를 PBS로 세척하였다. 보관군에 사용한 치아는 모두 

하트만용액 (JW Pharmaceutical, Korea)으로 채워진 비닐용기에 담아 입구를 

봉하였다. 치아가 담긴 비닐용기는 저온고압 냉동고 (Dimapuretech, Korea)에 

담아 0℃/2MPa의 압력 하에 다른 일수별로 보관한 후 MTT 검색을 시행하였다.  

 

Table 1. Control group and experimental groups 

Group Condition 

Immediate group  

1day 
Dry Room temperature 

Storage 0℃, 2MPa 

2days 
Dry Room temperature 

Storage 0℃, 2MPa 

3days 
Dry Room temperature 

Storage 0℃, 2MPa 

4days 
Dry Room temperature 

Storage 0℃, 2MPa 

7days 
Dry Room temperature 

Storage 0℃, 2MPa 
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5. MTT 검색  

 

96-well plate에 노란색의 MTT solution (0.5mg/ml, Sigma Chemical Co., St. 

Louis, MO, USA) 200㎕를 넣고 각 군의 치아를 MTT solution이 담겨있는 각 

well에 담갔다. 이 때 혈구세포의 개재 가능성을 최소화하기 위하여 식염수로 

치근면을 깨끗이 세척하였다.  

알루미늄 foil로 96-well plate를 싸서 3시간 동안 37℃에서 배양하여 

MTT가 환원되도록 하였다. 각 well에서 치아를 다른 96-well plate로 옮겨 

150㎕의 Dimethyl sulfoxide (DMSO, Ameresco Inc., Solon, OH, USA)에 15분간 

담갔다. 치아를 각 well에서 제거한 후 ELISA (Dynatech MRX ELISA microplate 

reader, Dynatech laboratories, Chantilly, VA, USA)에 넣고 570nm파장에서 

흡광도(Optical Density)를 측정하였다.  

 

6. Eosin 염색  

 

발치한 치근의 표면마다 조직의 양이 다를 수 있으며 이로써 군간의 세포 

수에 차이가 있을 수 있다. 그러므로 이를 일정하게 맞춰주기 위하여 세포를 

염색하고자 하였으며 eosin 염색을 택하였다. MTT 용액으로 염색된 치아를 

다시 350㎕의 eosin용액 (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) 에 12시간 

담가 염색시켰다. 이를 350㎕의 1% acid alcohol (1% hydro acid, 70% ethyl 
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alcohol)에서 15분간 탈색시킨 후 각 well에서 치아를 제거하고 ELISA에 

plate를 넣어 530nm파장에서 흡광도를 측정하였다.  

 

7. 통계 분석 

 

MTT 검색에서 얻은 흡광도를 Eosin 염색에서 얻은 흡광도로 나눈 값을 

가지고 one-way ANOVA로 분석하였으며 사후분석으로 bonferroni 방법을 

사용하였다. 유의수준은 95%로 하였다.  
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Ⅲ. 결과 

 

MTT 검색을 이용하여 얻는 NIH3T3 세포의 흡광도 값의 standard curve를 

Figure 1. 에 나타내었다.  

 

Figure 1. Standard curve of MTT assay using NIH3T3 cells. 

 

세포 수가 증가할수록 흡광도 값은 증가하는 양상을 보였다. 0.05 ~ 1.0 x 

106 개의 NIH3T3 세포 수 사이에서 MTT 검색을 통한 흡광도의 값의 변화폭이 

컸으며 1.0 x 106 개의 세포 수일 때 흡광도 값은 2.169였다. 그 이후로는 

세포 수가 증가하여도 흡광도 값의 변화가 크게 증가되지 않았다. 

 

MTT 검색 및 eosin 염색을 통해 얻은 흡광도의 평균값을 Table 2, 3, 4와 

Figure 2에 나타내었다.  
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Table 2. The averages & standard deviation of optical density of MTT assay 

and eosin staining method (storage group) 

  

 

Different superscript letters represent statistically significant 

difference by bonferroni post hoc (p<0.05). 

 

 

 

 MTT Eosin 

Immediate 2.571 ± 0.281 0.339 ± 0.062 

1 day storage 2.419 ± 0.151 0.352 ± 0.068  

2 days storage 1.674 ± 0.114 0.345 ± 0.055  

3 days storage 0.476 ± 0.099 0.349 ± 0.072 

4 days storage 0.258 ± 0.054 0.334 ± 0.051 

7 days storage 0.128 ± 0.051 0.253 ± 0.068 

 MTT/Eosin 

Immediate 7.767 ± 1.318a 

1 day storage 7.087 ± 1.392a 

2 days storage 4.993 ± 1.020b 

3 days storage 1.365 ± 0.446c 

4 days storage 0.783 ± 0.214c 

7 days storage 0.534 ± 0.301c 
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Table 3. The averages & standard deviation of optical density of MTT assay 

and eosin staining method (dry group) 

 

 

 

Different superscript letters represent statistically significant 

difference by bonferroni post hoc (p<0.05). 

 

 

 

 

 

 MTT Eosin 

1 day dry 1.355 ± 0.233 0.346 ± 0.084 

2 days dry 0.863 ± 0.092 0.359 ± 0.082 

3 days dry 0.367 ± 0.107 0.340 ± 0.069 

4 days dry 0.170 ± 0.114 0.346 ± 0.062 

7 days dry 0.106 ± 0.031 0.317 ± 0.100 

 MTT/Eosin 

1 day dry 4.058 ± 0.957a 

2 days dry 2.515 ± 0.630b 

3 days dry  1.085 ± 0.284c 

4 days dry  0.501 ± 0.335c 

7 days dry  0.352 ± 0.124c 
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Table 4. Comparison of the averages & standard deviation of optical density 

of MTT/Eosin values between storage and dry groups.  

 

* p-values were calculated by independent samples t-test. 

a, b : Different superscript letters represent statistically  

significant difference by bonferroni post hoc (p<0.05). 

 

 

 

 

 MTT/Eosin 
p-values* 

 Dry Storage 

1 day 4.058 ± 0.957a 7.087 ± 1.392a 0.001 

2 days 2.515 ± 0.630b 4.993 ± 1.020b 0.001 

3 days 1.085 ± 0.284 1.365 ± 0.446 0.056 

4 days 0.501 ± 0.335 0.783 ± 0.214 0.053 

7 days 0.352 ± 0.124 0.534 ± 0.301 0.094 
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Figure 2. MTT/Eosin values of immediate and storage groups. 

The error bars represent standard deviations (n=10) 

Different letters above the bars represent statistically significant 

difference between groups (p<0.05). 

 

0℃/2MPa에서 보관한 쥐 치아의 치주인대세포의 활성도가 3일 이상 

보관하였을 때에 급격하게 감소되는 것을 볼 수 있었다 (Figure 2). 
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Figure 3. MTT/Eosin values of storage and dry groups 

The error bars represent standard deviations (n=10) 

* : The letter above the bars was p-values calculated by independent samples 

t-test and represents statistically significant difference between groups 

(p<0.05). 

 

모든 군에서 eosin으로 염색한 흡광도 값은 유사하게 측정되었고 이들 

사이에는 통계적으로 유의한 차이가 없었다. 발치즉시군의 MTT/Eosin 값은 

7.767±1.318로 가장 높은 세포활성도를 보였다. 발치즉시군과 1일보관군의 

MTT/Eosin 값은 통계적으로 유의한 차이를 보이지 않았다 (p>0.05, Table 2, 

Figure 2). 1일과 2일, 2일과 3일보관군 사이에는 통계적으로 유의한 차이가 

있으나 (p<0.05) 3일보관군과 4일보관군, 4일보관군과 7일보관군 사이에는 

유의한 차이가 없었다 (p>0.05, Table 2, Figure 2). 0℃/2MPa의 조건에서 각기 

다른 날짜대로 보관군과 건조군 사이에는 통계적으로 유의한 차이가 3일 

이후부터 보이지 않았다 (Table 4, Figure 3). 
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Ⅳ. 고찰 

 

Pribenszky 등 (Pribenszky et al., 2005)은 실온에서 60MPa의 고압을 

가한 후 쥐의 배아를 냉동 보관하였다. Du 등 (Du et al., 2008)은 돼지의 

난자를 20MPa과  40MPa의 압력을 가한 후에 냉동 보관했을 때에 모두 

생존율이 증가하였음을 보고하였다. 이로써 냉동 보관 시 압력을 가하여 

세포가 받을 수 있는 손상을 최소화할 수 있다고 하였다.  

어느 정도의 압력하에서 세포를 보관할 때에 세포의 활성도를 유지할 수 

있을 것인가에 대해 많은 연구자가 실험을 하였다. Baek 등 (Baek et al., 

2009)은 이전의 연구자들에 비해 더 낮은 압력 (2Mpa)에서도 세포의 생존율을 

높게 유지할 수 있다고 하였다. 이러한 결과는 Chung 등 (Chung et al., 

2010)도 다시 확인하였는데, 그는 2MPa의 압력하 냉동에서 보관하였을 경우 

압력을 전혀 가하지 않은 군 뿐만 아니라 3MPa의 압력하 냉동에서 보관한 

군에 비해서도 세포 활성도를 높게 유지했다고 보고하였다. Lee 등 (Lee et 

al., 2011)도 동일한 온도 군에서 압력을 달리하여 치아를 보관하였는데 

2MPa의 압력을 주어 세포를 보관할 때 가장 높은 세포활성도를 보였다고 

하였다. 또한 0℃의 동일한 온도에서 서로 다른 압력을 부가하여 치아를 

보관하였을 때에도 압력을 전혀 주지 않은 실험군보다 더 높은 

치주인대세포의 활성도가 나타났다. 이로써 세포의 활성도를 높게 유지하기 

위한 조건으로 냉동 보관 못지않게  중요하다는 것을 알 수 있다.  
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이에 더 나아가 조금 더 세밀한 조건을 찾기 위해 치주인대세포의 

활성도를 조사하였고, Lee 등 (Lee et al., 2011)에 따르면 0℃/2MPa의 

조건에서 쥐의 치주인대세포의 활성도가 가장 높았으며, 이는 이전의 타 

연구들과도 일치한다. 그러므로 이번 실험에서는 이와 같은 조건으로 

실험하였다.  

  

본 실험에서 치아를 보관할 때에 사용한 하트만 용액 (JW Pharmaceutical, 

Korea)은 Calcium Chloride 200 mg/L, Potassium Chloride 300 mg/L, Sodium 

Chloride 6 g/L, Sodium Lactate 3.1 g/L으로 구성된 용액으로 세포외액을 

보급하고 대사성산증을 바로 잡아주는 데에 주로 사용한다. Lee 등 (Lee et 

al., 2011)은 적절한 압력과 온도에서 치아를 하트만 용액에 보관한 경우 

치주인대세포의 활성도를 높게 유지한다고 하였다. 이는 하트만 용액과 

세포액이 전해질을 가지고 있어 하트만 용액과 쥐의 치주인대세포가 얼게 

되는 온도를 물이 어는 온도보다도 낮추어주기 때문이라고 하였다. 실제 

그들은 치아를 보관하는 동안 세포가 얼지 않았음을 보고하였고 장기간 

치아를 보관하는 동안 치주인대세포가 어는 것을 막기 위해 동해 방지제를 

사용할 수 있는데, 역으로 동해 방지제 자체에 의한 세포 손상 또한 생각해 

보아야 한다 (Chung et al., 2010). 그러므로 본 실험에서는 하트만 용액을 

치아보관 용액으로 선택하였다.  
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보관 조건 외에 보관 기간도 중요하다. Chung 등 (Chung et al.,2010)은 

쥐 치아를 본 실험과 같은 조건으로 1주일까지 보관하여 치주인대 세포의 

활성도를 평가하였고 실험군 중 0℃/2MPa 고압 저온 보관군의 MTT/Eosin 

값(5.674±0.619)이 다른 모든 군보다 유의성 있게 높게 (세포 활성도가 

높다) 나타났다. Lee 등 (Lee et al., 2011)은 앞서 높은 압력의 보관 조건으로 

쥐의 치주인대세포의 활성도를 몇 시간이 아닌 48시간까지도 유지할 수 

있다고 하였다. 그러나 세분화하여 실험한 연구가 아직 부족하며 이상적인 

조건에서 2일까지 쥐의 치주인대세포가 유지되는지 이를 검증할 필요가 있다. 

또한 이상적인 조건을 부여해주었을 경우 48시간 보다 더 오랫동안 

치주인대세포가 활성도를 유지할 수 있는지 연구하는 것은 큰 의미가 있다. 

그러므로 기간별로 치주인대세포의 활성도를 평가하는 이번 실험을 계획하게 

되었다.  

Chung 등 (Chung et al., 2010)은 1주일보다 길게 보관한 연구가 

필요하다고 하였다. 그러나 몇 시간이 아닌 2일까지도 치주인대세포가 유지될 

수 있다는 Lee 등 (Lee et al., 2011)의 실험결과를 본다면 두 기간 사이를 더 

세분화해서 연구하는 것이 의미 있다고 생각한다. 실제 두 실험 간의 

결과값을 비교하여보면 0℃/2MPa에서 1주일 보관한 Chung의 실험의 MTT/Eosin 

값이 5.674±0.619인데 2일 보관한 이의 실험의 MTT/Eosin 값은 

5.975±0.473으로 두 값 간의 통계적 유의한 차이가 없다. 보관 기간에 

상당히 차이가 있음에도 불구하고 유사한 값을 보여 두 기간 사이 동안 세포 
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활성이 일정하게 유지되는 것인지에 대한 확인을 위하여 3일, 4일보관군을 

더하였다. 또한 보관 없이 발치 후 치근 표면에 남은 치주인대세포의 양과 

2일보관군 사이의 차이의 유의성을 보기 위해 1일보관군을 포함했다.   

 

본 연구에서는 발거한 치아에서 얻게 될 MTT 검색을 통한 흡광도 값 간의 

관계를 알고 시간이 지날수록 얼마나 세포가 감소하는 것인지에 대한 기준이 

필요할 것으로 생각하여 쥐의 배아 섬유아세포인 NIH3T3 세포를 이용하여 

standard curve를 먼저 구하였다. 그 결과에 따르면 세포의 개수가 

증가할수록 formazan 형성이 증가하므로 흡광도 값 또한 증가하지만 세포 

개수가 1.0 x 106개 이상이 되면 흡광도 값이 그에 비례하여 크게 증가하지 

않았다. 즉, 약 2.0 이상의 흡광도를 나타내는 결과들 사이에서는 세포 

개수가 크게 차이가 남에도 불구하고 그 값이 유사하므로 그 값들은 

수치상으로 차이가 날 뿐 유사한 것이라고 간주 할 수 있다 (Figure 1). 

 

본 실험 결과 발치즉시군의 MTT/Eosin 값은 7.767±1.318로 Lee 등 (Lee 

et al, 2011)의 실험 결과 값인 5.949±0.548보다 높았다. 이는 본 실험에서 

MTT 검색의 흡광도 평균값이 더 높게, eosin 염색의 흡광도 평균값은 약간 

낮게 나왔기 때문이다. 그러나 MTT와 eosin 각각의 평균값을 비교하면 본 

실험과 Lee 등 (Lee et al., 2011)의 결과가 유사하여 본 실험에서 사용된 MTT 

solution이 잘 작용하였음을 알 수 있다. 또한 본 실험에 앞서 쥐 치아의 
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개수와 크기에 따른 흡광도 값의 차이를 통해 MTT 용액과 반응하는 

미토콘드리아의 탈 수소효소의 수용치를 알아보기 위하여 간이실험을 하였다. 

발거한 쥐의 치아 1개 (상악 제1 대구치), 2개 (상악 제1 대구치와 

제2대구치), 상대적으로 크기가 작은 치아 1개 (상악 제 3대구치)를 가지고 

MTT 검색을 통한 흡광도 값을 구한 결과 각각 2.497, 3.092, 2.171의 수치가 

나와 치아 1개일 때보다 2개일 때에 더 높은 흡광도 값을, 더 작은 

치아에서는 더 작은 흡광도 값을 보였다. 그러나 치아 개수가 두 배로 

늘어남에 따라 흡광도 값이 동일하게 두 배로 증가하지 않았는데 이는 흡광도 

값이 2.0 이상일 경우 세포수가 크게 증가하는 것에 비해 흡광도 값은 크게 

증가하지 않는 MTT 검색의 표준곡선과 일치하였다. 그러나 이러한 결과는 

200㎕의 MTT 용액을 사용한 결과일 뿐이며 더 많은 양으로 미토콘드리아의 탈 

수소효소와 반응시켰을 경우 더 큰 값을 보일 수도 있을 수 있으므로 절대적 

수치로 해석해서는 안 될 것이다. 

 발치즉시군, 건조군 그리고 보관군 간의 eosin 염색법을 통한 흡광도 

값은 통계적 유의차가 없었다. 이러한 결과는 모든 치아의 발치가 온전하게 

이루어졌음을 말해주며 치아를 오랫동안 보관하거나 실온에서 건조하여도 

염색되는 치아의 면적에는 변화가 없음을 말해준다.  

 

1일보관군의 MTT/Eosin 값은 7.087±1.392로 발치즉시군의 MTT/Eosin 

값인 7.767±1.318과 비교하였을 때 통계적으로 유의한 차이를 보이지 않았다. 
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이는 0℃/2MPa의 조건에서 치아를 보관할 경우 발치 즉시 치근에 남아있는 

치주인대세포의 활성도와 유사하게 1일까지는 유지된다는 것을 의미한다. 

이것은 표준곡선(standard curve)에서도 확인 가능한데 1일보관군의 MTT 

검색의 흡광도 값이 2.419±0.151로 발치즉시군의 MTT 검색의 흡광도 값인 

2.571±0.281과 비교했을 때 세포의 개수는 약 34% 정도 감소한 것이지만 

거의 일정한 곡선을 나타내어 두 군간에 유의한 차이가 없음을 알 수 있었다.  

시간이 지남에 따라 2일보관군은 4.993±1.020, 3일보관군은 1.365±0.446, 

4일보관군은 0.783±0.214, 7일보관군은 0.534±0.301의 MTT/Eosin 값을 보여 

치주인대세포의 활성도가 점차 감소되는 것을 볼 수 있었다. 3일, 4일 그리고 

7일보관군 사이에는 통계적으로 유의한 차이가 없었고 1일보관군과 2일보관군, 

2일보관군과 3일보관군 사이에서만 통계적으로 유의한 차이가 있었다. 이를 

통하여 0℃/2MPa의 조건에서 치아를 보관할 경우 2일까지는 치주인대세포의 

활성도가 높게 유지되나 3일 이상으로 보관할 경우 치주인대세포의 활성도가 

통계적으로 유의하게 감소하는 것을 알 수 있다. 하지만 이들의 MTT 검색을 

통한 흡광도 값을 표준곡선에 대입하여 보면 발치즉시군에 비해 

2일보관군에는 약 87%, 3일보관군에서는 약 96% 감소되었음을 알 수 있다. 즉, 

2일까지 수치적으로는 높게 세포가 유지되는 것으로 보이나 세포 개수로 보면 

반 이상 많은 세포가 감소되는 것을 알 수 있다.  

날짜별로 건조군의 MTT/Eosin 값은 각각 1일은 4.058±0.957, 2일은 

2.515±0.630, 3일은 1.085±0.284, 4일은 0.501±0.335, 7일은 0.534±0.301로 
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시간이 지남에 따라 수치가 감소하였으며 1일, 2일건조군은 각각 1일, 

2일보관군과 통계적으로 유의한 차이가 있었다. 이러한 결과는 치주인대세포가 

건조한 환경에 30분 이상 노출되면 분화하는 능력과 증식하는 능력을 잃게 

된다 (Amemiya et al., 2003)는 이전의 연구와 일치하지 않는다. 또한 Jeon 등 

(Jeon et al., 2004)의 실험에서 쥐 치아를 60분간 건조했을 때에 

MTT/Hematoxylin-Eosin 값이 0.970±0.245 인 것에 비하여 높은 수치이다. 

이러한 차이가 나는 이유로는 먼저 본 실험은 Jeon 등의 연구에서 사용된 것 

보다 높은 농도의 MTT 용액을 사용하였기 때문에 더 많은 세포가 염색되었을 

가능성이 있다. Mosmann과 Denizot, Lang의 실험에서 0과 1mg/ml MTT 농도 

사이에서 MTT formazan 형성이 급격히 증가하였고 1과 2mg/ml MTT 농도 

사이에서는 일정하였다. 이에 세포의 활성도를 검사하기 위한 적절한 MTT 

농도는 1mg/ml까지라는 결론을 내렸다 (Seetharama D. Satyanarayanahois, 2011). 

그러므로 사용되는 MTT 농도에 따라 형성되는 formazan의 양이 달라지며 

그것이 1mg/ml 내에서 가능한 일이므로 앞선 Jeon 등의 연구와 본 연구에서 

사용된 MTT 농도 차이만큼 음성군의 수치적 차이가 났다고 생각한다.  

본 실험은 3일건조군의 MTT/Eosin 값이 1.085±0.284이고 4일건조군의 

MTT/Eosin 값은 0.501±0.335으로 4일이 지나서야 Jeon 등의 60분 건조한 

군보다 낮은 값을 보였다. 이러한 경향은 치주인대세포가 건조한 

환경에서는 산소 부족으로 이를 에너지원으로 사용하여 ATP를 생산해내는 

미토콘드리아의 기능이 감소하기 때문에 나타난다 (Amemiya et al., 2008) 



 

- 25 - 

산소 부족은 세포를 죽게 하는 신호로써 작용하며 미토콘드리아 세포막에 

있는 칼슘 통로인 PTP (permeability transition pore)를 통한 칼슘이온의 

과도한 이동을 유도하고 그로써 ATP의 생산이 저하되어 세포는 결국 제 

기능을 잃는 apoptosis에 이른다 (Soraya et al., 2000). 그러나 apoptosis 

초기 단계에서 세포의 증식과 분화가 증가한다는 보고가 있다. Amemiya 등 

(Amemiya et al., 2008)은 치수 세포와 치주인대세포가 저산소상태에 있을 

때에 세포가 항상성을 유지하기 위하여 미토콘드리아의 기능을 증가시켜 

세포의 증식능력을 향상한다고 하였다. 그의 실험 결과에서는 저산소상태에서 

치주인대세포의 증식능력이 3일까지도 증가하였다. 그러므로 본 실험에서 

1일이 지나도록 세포의 활성도를 나타내는 MTT 검색을 통한 활성도 값이 

0에 가깝게 나타나지 않았던 것은 건조 초기 상태에서 세포의 항상성을 

유지하고자 하는 기능변화로 미토콘드리아의 기능이 향상하였기 때문으로 

생각한다.  

 

본 실험에서 사용된 MTT 검색은 세포의 증식과 생존능력 그리고 약제에 

대한 세포 독성을 측정하는 것으로 방사능 물질을 사용하지 않고도 96 well 

plate만을 사용하여 짧은 시간 내에 많은 시료를 동시에 그리고 자동으로 

검사한다는 큰 장점이 있다 (Kim et al., 2007; Chung et al., 2010). 또한 본 

실험처럼 쥐의 치아를 사용할 경우 그 크기가 매우 작아 96 well plate에 

충분히 넣을 수 있어 in- vivo MTT 검색법을 이용한 실험에 적합하며 세포 
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배양 없이 간단히 검사할 수 있다는 장점도 있다 (Kim et al., 2006; Kim et al., 

2007; Ahn et al, 2008; Lee et al., 2011). 

Kim 등 (Kim et al., 2007)은 쥐 치아를 즉시 또는 건조하여 재식한 후 

MTT 측정치의 결과를 조직학적 결과와 비교했을 때 즉시 처치군에서는 높은 

MTT 측정치와 적은 치근흡수를, 건조 재식한 군에서는 낮은 MTT 측정치와 

많은 치근흡수가 보인다고 하였다. 또한 viaspan에 한 시간 보관하였다가 

재식한 군에서도 즉시 재식한 군과 비교하였을 때 MTT 측정치와 치근 흡수 

정도에 있어 모두 통계학적 유의차가 없었고 건조 재식한 군과 비교하였을 

때에는 모두 통계학적 유의차가 있음을 보여주었다. 이로써 쥐 치아를 가지고 

MTT 검색을 이용하여 치근의 치주인대세포 활성도를 측정하는 것은 유용한 

방법임을 알 수 있다. 이러한 이유로 본 연구에서도 MTT검색을 사용하였다. 

 

쥐 치아는 96-well plate의 well에 잠길 정도로 충분히 작아서 MTT 

검색을 사용하는 데에 적당하지만 치근표면에 붙어 있는 세포 수는 치아마다 

차이가 있다는 단점도 있다. 그러므로 발거된 상악 제1대구치와 제2대구치를 

직접 MTT 검색에 이용할 경우 치아의 치근면에 붙어있는 치주인대세포의 양이 

다르고 같은 부위의 치아라 할지라도 치근의 길이와 지름에 따라 각기 다르다. 

따라서 치근 표면의 세포 양에 대한 연구도 함께 이뤄져야 함이 각인되었고 

(Kim et al., 2007), 이에 Jeon 등 (Jeon et al., 2004)은 치주인대세포의 양을 

정량화하기 위하여 Hematoxylin-Eosin 염색법을 이용하였다. 그는 MTT 검색을 
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응용하여 염색된 hematoxylin eosin을 1% acid alcohol로 탈색된 용액의 

흡광도를 측정하였고 MTT환원 흡광도를 hematoxylin-eosin 흡광도로 나누어서 

표준화하면 치주조직의 양이 다른 문제를 해결하여 상호 비교가 가능하다고 

하였다. 그가 측정한 흡광도 값을 보면 상악 제1 대구치 (1.067)와 제2 

대구치 (0.790) 사이에 통계학적인 유의차 (p < 0.05)가 존재하며 상악 제1 

대구치에서 더 큰 흡광도 (Optical density, O.D) 값을 보인다. 그러나 같은 

치아를 사용한 각 군 간에서는 통계학적인 유의차가 없었다. 그러나 

hematoxylin과 eosin은 각각 염기성과 산성 염색 염료로서 조직을 염색시킬 

시 hematoxylin으로는 세포핵을 염색하고 세포질이나 세포 바깥 구조를 

대비시키기 위해서는 다시 eosin으로 대조 염색을 하여야 한다. 또한 

흡광도도 590nm, 530nm으로 각기 달라 두 가지 염색을 한 후에 한 가지 

파장으로 분석하는 것은 타당치 못하다 (Kim et al., 2006) 이보다는 단일 

염색, 단일 파장으로 분석하는 것이 타당하며 이를 위해 eosin만으로 

염색하여 검색하는 방법이 추천되었다 (Jeon et al, 2004). 이는 MTT 검색을 

응용하여 세포질의 염기성 물질과 반응한 Eosin을 1% acid alcohol로 탈색시킨 

용액의 흡광도를 530 nm에서 측정해서 그 농도를 구해 간접적으로 

치주인대세포의 양을 알아보는 것이다. 이렇게 구한 MTT 검색의 흡광도 값을 

Eosin 염색의 흡광도 값으로 나누어 표준화하면 치주조직의 양이 다른 

대구치를 치주인대 단위면적으로 환산해 서로 간 상호 비교가 가능하다고 

하였다 (Chung et al., 2010; Lee et al., 2011).  
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MTT 검색을 통해 치주인대세포의 활성도를 알 수는 있지만 흡광도로 

나타나는 수치가 세포의 활성도를 나타내 주지는 않는다. 즉, 활성도가 어느 

정도 일 때에 세포가 살아있고 제 기능을 하는지, 결국 치아를 재식했을 때에 

치유에 필요한 활성도는 어느 정도인지 알 수 없다. 또한 완전히 건조된 

경우에도 어느 그룹에서도 0을 보이지 않았는데 수치적으로만 보았을 때에 

치아를 건조하였음에도 불구하고 세포의 활성이 아직 남아있다고 해석할 수도 

있다. 그러므로 세포의 활성도를 세분화하여 평가하는 발전된 방향의 연구가 

앞으로 필요하다고 생각한다.    
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Ⅴ. 결론 

 

본 연구는 흰쥐의 상악 대구치를 발거하여 0℃/2MPa에서 기간별로 보관한 

후 MTT 검색으로 치주인대세포의 활성도를 측정하여 다음과 같은 결론을 

얻었다.   

 

1. 0℃/2MPa에서 치아를 보관했을 때 1일보관군은 발치즉시군의 활성도와 

통계적으로 유의한 차이를 보이지 않았다.  

2. 0℃/2MPa에서 치아를 보관했을 때 1일과 2일, 2일과 3일보관군 사이에는  

통계적으로 유의한 치주인대세포의 활성도 차이를 보였다. 

3. 0℃/2MPa의 치주인대세포의 활성도를 표준곡선으로 환산했을 때 1일 

보관 시는 66%, 2일 보관 시는 16%, 3일 보관 이후는 5% 이하의 

활성도가 유지되었다.  

4. 0℃/2MPa에서 치아를 보관할 경우 2일까지는 보관군과 건조군 사이에 

통계적으로 유의한 차이가 있었으나 3일부터는 두 군 사이에 

통계적으로 유의한 차이를 보이지 않았다. 
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Raw data 

 

발치즉시군 (양성대조군) 

MTT Eosin MTT/Eosin 

2.814 0.454 6.198 

2.968 0.351 8.456 

2.430 0.398 6.106 

2.649 0.279 9.495 

2.695 0.292 9.229 

2.404 0.402 5.980 

2.632 0.304 8.658 

2.085 0.293 7.116 

2.815 0.339 8.304 

2.218 0.273 8.125 

 

 

건조군 (음성대조군) 

                                                                                                  

 MTT Eosin MTT/Eosin 

1일 1.437 0.475 3.025 

 1.250 0.238 5.252 

 1.449 0.458 3.164 

 1.293 0.271 4.771 

 1.415 0.428 3.306 

 0.812 0.272 2.985 

 1.584 0.346 4.578 

 1.581 0.283 5.587 

 1.534 0.368 4.168 

 1.197 0.320 3.741 

2일 0.910 0.475 1.916 

 0.840 0.338 2.485 

 0.849 0.458 1.854 

 0.902 0.271 3.328 

 0.827 0.420 1.969 

 0.997 0.272 3.665 
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 0.667 0.246 2.711 

 0.942 0.383 2.460 

 0.787 0.408 1.929 

 0.908 0.320 2.838 

3일 0.434 0.374 1.160 

 0.445 0.263 1.692 

 0.396 0.366 1.082 

 0.201 0.247 0.814 

 0.462 0.454 1.018 

 0.235 0.316 0.744 

 0.435 0.406 1.071 

 0.495 0.392 1.263 

 0.327 0.263 1.243 

 0.244 0.319 0.765 

4일 0.107 0.465 0.230 

 0.091 0.279 0.326 

 0.166 0.415 0.400 

 0.200 0.281 0.712 

 0.148 0.309 0.479 

 0.159 0.315 0.505 

 0.187 0.297 0.630 

 0.178 0.349 0.510 

 0.129 0.391 0.330 

 0.457 0.354 1.291 

7일 0.095 0.374 0.254 

 0.130 0.326 0.399 

 0.090 0.501 0.180 

 0.034 0.211 0.161 

 0.124 0.241 0.515 

 0.115 0.299 0.385 

 0.142 0.436 0.326 

 0.095 0.227 0.419 

 0.128 0.352 0.364 

 0.106 0.204 0.520 
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보관군 

 

 

 MTT Eosin MTT/Eosin 

1일 2.439 0.362 6.738 

 2.485 0.331 7.508 

 2.228 0.286 7.790 

 2.637 0.433 6.090 

 2.164 0.307 7.049 

 2.637 0.257 10.261 

 2.362 0.329 7.179 

 2.417 0.399 6.058 

 2.442 0.338 7.225 

 2.381 0.479 4.971 

2일 1.719 0.344 4.997 

 1.520 0.324 4.691 

 1.852 0.257 7.206 

 1.629 0.373 4.367 

 1.615 0.450 3.589 

 1.637 0.289 5.664 

 1.595 0.346 4.610 

 1.884 0.330 5.709 

 1.631 0.403 4.047 

 1.660 0.329 5.046 

3일 0.413 0.379 1.090 

 0.346 0.324 1.068 

 0.439 0.429 1.023 

 0.541 0.289 1.872 

 0.380 0.298 1.275 

 0.607 0.411 1.477 

 0.574 0.263 2.183 

 0.466 0.279 1.670 

 0.384 0.477 0.805 

 0.610 0.338 1.805 

4일 0.277 0.400 0.693 
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 0.178 0.285 0.625 

 0.294 0.297 0.990 

 0.155 0.276 0.562 

 0.282 0.351 0.803 

 0.237 0.343 0.691 

 0.295 0.360 0.819 

 0.262 0.374 0.701 

 0.262 0.398 0.658 

 0.333 0.259 1.286 

7일 0.169 0.360 0.469 

 0.161 0.291 0.553 

 0.173 0.134 1.291 

 0.108 0.232 0.466 

 0.077 0.276 0.279 

 0.172 0.266 0.647 

 0.075 0.175 0.429 

 0.161 0.285 0.565 

 0.152 0.315 0.483 

 0.032 0.199 0.161 
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Abstract 

 

Evaluation of the period that rat periodontal ligament cell is 

viable using the MTT method 

 

 

Sunmi Jang 

Department of Dental Science 

The Graduate School, Yonsei University 

 

(Directed by Prof. Seung Jong Lee) 

 

Maintaining the high level of viability of periodontal ligament cells on root 

surface is the most important for an extracted tooth kept for delayed 

replantation. Therefore, the aim of this study was to analyze the maximum 

number of days for keeping the teeth under the optimal condition, 0℃/2MPa, 

according to the previous research, using MTT assay. 110 upper molar teeth 

of rat were extracted, which were classified as 11 groups, and then 

instantaneously implementing MTT assay was recognized as positive group. 

And storage groups were achieved by teeth kept for 1, 2, 3, 4 and 7 days under 
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0℃/2MPa condition in the high hydrostatic pressure freezer. Negative groups 

that dried the root surface at room temperature were achieved by same days 

as storage groups. Differences in cell number of each root were corrected by 

dividing the optical density of the MTT assay by the optical density of eosin 

staining method. These values were statistically calculated by one-way 

ANOVA. No statistical differences on MTT/Eosin values were achieved 

between positive group and 1day storage group under 0℃/2MPa. There was 

statistically significant difference between 1day storage and 2days storage, 

2days storage and 3days storage group. Teeth that were kept for longer than 

3days storage illustrate significant drops in MTT/Eosin values where it has no 

statistical differences with negative groups after three days. In case of 

keeping teeth under the optimal condition at 0℃/2MPa, high level of viability of 

periodontal ligament cells could be sustained up to 66% on 1day, 16% on 

2days, less than 5% on 3days compared with immediate group.  
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