
I. 서론

치주질환이 중증으로 진행되면 치주인대의 파괴
는 물론 치조골의 흡수와 치아의 동요가 심화되고
궁극적으로 치아의 상실을 초래하게 된다. 따라서
치주치료의 주된 목적은 질환의 진행을 중지시키고
파괴된 치조골을 회복시키며 치아와 치조골 사이의
부착을 재생시키는데 있다. 일반적으로 치주치료에
따른 치유과정은 시술 후 초기단계에서는 결손부 주
위로 섬유아세포가 이주하고 증식하며, 이들 세포에
서 교원섬유와 기질이 합성되는 동시에 신생 백악질
형성으로 치근면과 재생골에 교원섬유가 함입하여
신부착이형성됨을의미한다1).
치주조직의 재생에 관여하는 주된 세포로는 치은

상피세포, 치은결체조직세포, 치조골세포, 치주인대
세포등이 있고 이들 중 치은섬유아세포가 조직재생
에 주로 관여한다는 주장도 있으나,2) 대부분의 학자
들3-7)은 치주인대에서 유래된 세포가 질환으로 손상
된 조직의 재생에 주로 관여한다고 주장하였다. 이
와는 달리 치은은 치은섬유에 의해 치아와 부착되고
외부로부터의 발병요인 및 저작력에 저항하는 기능
이 있으며, 정상적인 치은은 주로 교원질, 당단백, 비
교원질성 단백질로 구성되어 있고 이중 섬유아세포

가 전체 세포 중 60-70%를 차지하며 교원질 및 간질
의형성에기여한다1, 26).
생체실험과 병행하여 치유과정에 관여하는 세포

들의 성상을 규명하기 위해 Arnold와 Baram11)은 치
주인대세포의 배양에 처음으로 성공한 이래, 치주인
대내의 상피세포와 섬유아세포를 세포배양하여12-17)

연구가 진행되어 왔고, 최근에는 치은섬유아세포와
치주인대세포의 특성에 대해 그 중요성의 인식과 더
불어 이에 관한 연구가 활발하게 진행되고 있지만
치주인대 세포나 치은 섬유아세포의 형태 및 성장특
성 등에 대해 학자들간에 서로 상이한 견해를 보여
아직명확히규명되어있지못한실정이다.
치주인대를 비롯한 섬유아세포는 실험실 배양시

계속 분열할 수 있는 제한된 능력과 정해진 수명을
갖고 있어 정상적인 세포일지라도 생체외 연속 배양
함됨에 따라 세포성, 생리학적, 생화학적, 분자적 변
화가 나타난다. 이러한 변화의 대부분이 진행성 및
축적적이어서 결국 세포증식의 비가역적 종말인 세
포사에이르게되며, 이러한변화와관련된세포노화
에대해많은연구가이루어지고있다37, 38).
또한 동일한 조직을 사용한 일차배양(primary cul-

ture)에서도 다양한 성장 fraction을 보이며 세포들간
의 표현형은 서로 다를 수 있는데, 특히 치주인대세
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포의 경우 이종성을 가져 생체외실험시 다양한 증식
단계에서 미분화 간엽세포, 조섬유세포, 조골세포,
파골세포, 조백악세포 등을 포함하고 있어 세포군의
이종성이나 노화 때문에 생체외 실험에서 얻어진 결
과를이해하기어렵게하였다45, 46).
반면에 세포주를 이용한 연구는 세포를 충분히 얻

을수있고, 같은실험을반복할수있으며, 살아있는
상태에서의 세포내 대사작용을 연구할 수 있을 뿐만
아니라, 체내에서 불가능한 여러가지 조작이 가능하
다는장점이있다41).
이러한 관점에서 단일 clone에서 기원하면서 노화

되지 않은 세포주의 확립 연구가 세포의 생리학적
기능을 밝히는데 필수적 이라고 생각되는데 일차배
양한 정상 섬유아세포의 세포주확립에 관한 연구로
는 1997년 인간 폐섬유아세포를 HPV16 E6/E7으로
불멸화시켰고54), 2001년 인간 심장 섬유아세포를
HPV16 E6/E7으로 불멸화시켰다55). 치주조직으로는
1996년 Tasaka가 생쥐의 치주인대세포를 불멸화시
킨 세포주를 처음 개발하였으며,39) 1997년 Carlnes
등이 인간의 치주인대세포를 SV-40 T antigen cDNA
로처음으로불멸화시켰으나40), 이후이와관련된연

구는 매우 드믈어 국내에서도 치주조직의 세포주 개
발이필요하다고생각되었다.
본 연구의 목적은 치주조직 세포주 확립의 1단계

로 치주조직중 치은 섬유아세포를 HPV 16으로 불멸
화시켜 30계대 이상 확립시킨 후 세포의 세포형태와
증식, 분화양상을분석하여그예비결과를보고함으
로서, 치은섬유아세포의단일클론세포의개발을통
해 향후 연구의 기초 자료를 제공하고 생체내 조건
과 유사한 배양 환경을 제공할 수 있는 삼차원적 세
포 배양법에 이용되어 다양한 세포외 기질과 결체조
직 세포와의 상호관계 연구에 도움을 주기 위해 시
행하였다.

II. 연구재료및방법

1. 세포의배양

치은섬유아세포의 배양을 위하여 채취한 치은조
직을 배지에 3회 세척하고 배양접시에 넣은 후 1×1
×1mm 크기로 세절하여 세절된 조직편 8∼10개를
100mm크기의 세포배양용 접시에 10% Fetal Bovine

604

Figure 1. Genomic structure of HPV type 16. Note the conserved general organization and presence of the
early region with 7 open reading frames(ORF), the late region with 2 ORFs and the unique long con-
trol region(LCR) lying between nt 7000 and 7900.



Serum(FBS, Gibco/BRL, Grand Island, NY, U.S.A)과
100unit/ml penicillin, 100μg/ml streptomycin이 포
함된 DMEM을 넣고, 37°C, 100% 습도, 5% CO2 공기
혼합 배양기에서 배양하였다. 치은 섬유아세포가 조
직절편으로부터 증식되어 완전히 배양접시를 피개
하는 단층이 형성된 후 100mm 세포 배양용 접시를
이용하여계대배양하였다.
본 실험에서는 성장 특성을 명확히 비교하기 위하

여 동일 환자, 동일 세대의 세포를이용하였으며 5세
대이상의세포는사용하지않았다.

2. 치은섬유아세포에 HPV16의 transfection;
immortalized clonal selection

HPV16 genome의 full length를 포함하고 있는
pBR322로부터 E6와 E7의 full length(약 700bp)를 클
론화 하여 hygromycin B resistance가 있는 pBabe
vector의 BamHI과 Sal I부위에 삽입한 후 pBabe
HPV 16 E6/E7 plasmid DNA를 gel purify하고 에탄
올침전, 정량화와함께 BamHI과 Sal I으로확인하였
다(Figure 2). Transfection 전에 G418 resistance가있
는 peak 8 GFP(green fluroescent protein)을 일차 배
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Figure 2. Schematic representation of plasmid construction. pBabe is a vector plasmid. E6E7 is inducible expres-
sion plasmid that express HPV-16 E6-E7. Amp r: ampicilin resistance genes, SV40 pro: SV40 early
enhancer/promotor, SV40 pA: SV40 polyadenylation signal, Hygro-r: Hygromycin resistance gene.

Figure 3. Agarose gel electrophoresis of HPV-16 DNA. (Lane 1: pBaBe vector(5.2kb), Lane 2: HPV-16 E6/E7
ligated vector, Lane 3: Hind III marker)

1 2 3



양한 치은 섬유아세포에 transfection하여 효율을 검
사한 후, Lipofectamine plus kit(Gibco/BRL, Grand
Island, NY, USA)를 이용하여 제조회사의 추천에 따
라 60mm dish의 치은 섬유아세포가 70-80%의 성장
에 도달했을 때 pBabe E6/E7과 음성대조군으로
pBabe vector만을 transfection 하였다. 2일후세포에
10μg/ml의 hygromycin(Boehringer-Mannheim,
Indianapolis, IN, USA)을 2주간 untransfected 대조군
세포가 죽을때까지 처리하여, hygromycin resistant
colony를 클론화하고 30 계대 배양을 한 후 실험에
이용하였다.

3. 광학현미경적관찰

모든 실험에서 약 1주 간격으로 지속적으로 계대
배양 하였는데 계대시는 배양접시를 0.25% Trypsin
EDTA로 처리하여 세포를 분리하고 혈구계수기를
이용하여 세포 수를 산정하고 4개의 배양접시로 옮
겨 배양하였다. 도립현미경(Inverted Microscope,
Olympus BH-S, Olympus, Japan)으로 관찰하여 성
장특성과세포의형태학적특성을기록하였다.

4. 세포성장검사

세포성장검사는 지속적으로 계대배양을 한 후 4
차 배양에서 60mm 배양접시에 각각 10×105의 세
포를 넣은 후 1일 간격으로 10일간 4개씩의 배양접
시를 다시 Trypsin EDTA용액으로 처리하여 세포 수
를 측정하고 doubling time을 산정 하였다. dou-
bling time의 산정은 다음과 같은 공식(1)에 의해 계
산하였다.

5. 세포활성도측정

계대 배양된 GF와 IGF 세포를 0.25% Trypsin/

EDTA로 떼어내어 혈구계수기로 세포수를 세어 24-
well plate의 각 well당 1×104개의 세포가 들어가도
록 분주하였다. 세포들이 부착할 수 있도록 1일간
5% CO2, 100% 습도의 37°C 배양기에서 배양한 후
부착되지 않은 세포를 제거하기 위해 배지를 교환하
고 각각의 시간이 경과된 후 생리 식염수로 용해한
MTT (3-(4, 5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-
tetrazolium bromide ; No. M2128, Sigma Chemical
Co. USA) 용액 300 μl씩을각각의well에 첨가하여 4
시간동안배양하였다. 배양후배지를제거하고 200
μl의 DMSO (dimethyl sulfoxide; Junsei, Japan)를 첨
가하여형성된 formazan 결정을용해시킨후, 세포활
성도를 보기 위해 96-well plate 상으로 옮겨서 ELISA
analyser (Spectra MAX 250, Molecular Devices Co.,
USA)로 540 nm에서흡광도를측정하였다.

6. 통계분석

치은 섬유아세포(GF)와 불멸화된 치은섬유아세
포(IGF) 간의성장차이를 1, 3, 5일간알아보기위하
여MTT값과성장곡선을 t-test 로 실험결과에유의성
이 있는지 유의수준 0.01에서 통계학적으로 검증하
였다.

7. IGF에서RT-PCR을이용한HPV 16의검출

치은 섬유아세포(GF)와 불멸화된 치은섬유아세포
(IGF) 간의 HPV16 검출유무를 확인하기 위하여 Tri-
reagent 용액 (Molecular Research Center, Inc., USA)
을 이용하여 세포 RNA를 추출한 후 5'; GAC CCG
GAA AGT TAC CAC AGT TA, 5'; TGG TTT CTG
ACA GAT GGG GCA CAG A를 이용하였고, PCR 조
건은 55°C에 30분간 반응시키고, 10 cycle은 94°C에
서 30초, 55°C에서 30초, 68°C에서 45초로 반응시킨
후 30 cycle은 94°C에서 30초, 55°C에서 30초, 68°C
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LogM10(count at harvest)-Log10(cell count at inoclation)     

…공식(1)
0.301



에서 90초로 RT-PCR kit(Gibco/BRL, Grand Island,
NY, U.S.A)를이용하였다.

III. 연구결과

1. 세포의형태

치은섬유아세포의 형태는 방추형 또는 전형적인
섬유아세포와 유사한 양상인 신장된 방추형을 나타
냈으며 모두 일정한 방향으로 성장을 하였다. 그러
나 IGF 세포는 초기 계대에는 방추형을 나타냈으나
20계대 이후로 성상형 또는 오렌지 알갱이 형태를
보였다(Figure 4).
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Figure 4. Phase-contrast photomicrographs showing morphological alterations. A Gingival fibroblasts are
elongated and fusiform; B : Immortalized gingival fibroblasts are slightly cuboidal with orange
grains-like appearance. Original magnification X100.

Figure 5. Cell growth curve for GF and IGF

Table 1. Cell viability in each experimental group after 1, 3, 5 days incubation. (Mean±S.D)(n=4)

GF IGF

1 day 0.441±.004 0.754±.051*
3 day 2.136±.093 2.784±.064*
5 days 3.139±.035 3.566±0.25*

* ; p<0.01
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2. 세포성장검사

Doubling time에서 불멸화된 치은 섬유아세포는
1.47 day, 치은섬유아세포는2.37 day로 IGF세포가
성장이빨랐으며 Figure 5와같다.

3. 세포증식측정

불멸화가 치은섬유아세포 증식에 영향을 관찰하
기 위하여 배양중인 치은섬유아세포와 불멸화된
IGF 세포를 1, 3, 5일간 배양한 후 배양된 세포 수를
측정한 결과, IGF세포의 1, 3, 5일군 모두에서 GF세
포군에 비하여 세포증식이 증가하는 양상을 나타내
었다. 1일군에서는 70.9%, 3일군에서는 31%, 5일군
에서는 14% 세포증식이 증가하였으며 1일군에서 최
대증식효과를나타내었다 (Table 1, Figure 6).

IV. 총괄및고찰

세포불멸화는 아직까지는 생체외에서만 발견되며
정상적으로 성인체세포의 정상적으로 제한된 생명
주기(senecence)에서 벗어났을 때 세포배양조건하
에서 무한 증식하는 세포의 능력을 말한다. 인간세
포의불멸화는현재 simian virus 40, adenovirus type
5 및 12, Human papilloma virus 16, 18, 22 또는화학
적 생리적 물질을 가해 불멸화시키는 것만이 재현
가능하다고 보고되었다35, 36). 이러한 불멸화된 인간
세포는 형태학적 변화, 염색체이상, 무제한 성장 잠
재력이 인체의 암을 제외하고는 어느세포에서도 발
견되지않는특징을보인다35).
HPV는 상피에 감염되는 작은 DNA virus로 인간

및다른동물에서다양한증식성병소를유도하는데,
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Figure 6. Cell viability for GF & IGF accoding to culture days
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인간 유두종바이러스에는 70여종 이상이 확인되었
으며, 이중 HPV16과 18이 자궁경부를 비롯한 성기
병소의 암조직에서 90%정도 발견이 되고42-44), 구강
내 양성 상피성 과증식의 발생도 HPV 감염과 밀접
한 관련을 갖는데 구강암 조직의 40%정도에서 HPV
가검출되었다44).
구강정상각화상피에관한연구는미국UCLA 대학

의 박등이 1991년 NHOK에 HPV16, 18로 불멸화시
킨 IHOK세포주만을 처음으로 개발한 이래 정상상
피와 최종분화연구에 비교 이용하고 있고47), 국내에
서는 현재 구강 암종세포주의 확립에 연구의 중점을
두고 있으며 본연구에서 추구하고자 하는 여러 가지
치주조직세포의 세포주로서의 확립 연구는 국내에
서 및 미국을 비롯한 외국에서도 아직 많이 이루어
져있지않다.
정상적인 기능을 수행중인 치주인대내에서의 세

포증식, 분화및활성도를조절하는인자에관해서는
거의 알려진 바가 없고 특히 파괴된 조직의 재생에
관여하는 이런 세포들의 표현형이나 대사활성도에
관한 정보는 더욱 알려진 바가 없다. 조직치유에 있
어서 상피세포보다는 섬유아세포의 역할이 큰 것으
로 밝혀져 치주조직 세포중에서 일차로 치은섬유아
세포들의세포주확립을연구하였다.
생체조직내에는 치주인대세포만 단독으로 존재하

는 것이 아니라 여러 종류의 세포가 함께 존재하고,
특히 치주조직의 치유과정에 있어서 치은결합조직
으로부터 기원하는 치은 섬유아세포가 결손부내로
먼저 증식하여 들어감으로서 치주조직의 신부착 및
재생을 방해하게 된다. 치주인대세포와 치은 섬유아
세포는 치주조직의 재생에 있어 밀접한 관계를 가지
고있기때문에, 치주조직의재생과정을이해하는데
있어서 단위세포만의 반응을 관찰하기 보다 향후 이
종성세포를 갖고 있는 치주인대 세포에서도 세포주
확립이도움이되리라생각한다.
상피세포와 치은 결체조직이 치근면과 접촉하거

나 이주하는 것을 방지하고자 시도된 임상연구27-31)

에서 나타난 바 치은 결체조직 세포는 치아의 재부
착을 촉진시키지 못하고 광범위한 치근흡수를 야기
시키는 반면 치주인대 유래 세포는 치근표면에 결집

되어 백악질에 새로운 결체조직섬유가 매몰되어 생
기는 재부착을 가능하게 하였다는 사실로 미루어 보
아 치주인대 결체조직 세포와 치은 결체조직 세포
사이에는특성의차이가있을것으로추정된다.
또한 생체내에는 치주인대세포 단독으로 존재하

는 것이 아니라 다른 세포들과 상존하기 때문에 세
포간의 상호작용으로 그 양상이 다르게 나타날 것이
다. Jacobsen과 Goldhaber34)는 실험실적 실험에서
사람의 치은에서 얻어진 상피와 결합조직이 골흡수
를 일으키며, 치은구성세포가 골흡수 활성인자를 분
비한다고 하였는데 각 세포주확립 후 이에 대한 골
대사와관련된연구도보완해야한다고사료된다.
Piche18-20)는 치은섬유아세포, 치주인대세포, 치조

골세포를 대상으로 각 세포의 형태, 성장특성 및 생
화학적인 차이를 연구한 바 있으며, Somerman21)은
치은섬유아세포와 치주인대세포의 특성을 명확히
규명해 보고자 동일 환자, 동일 세대의 세포를 사용
하여 증식속도와 배양세포의 접촉억제현상을 규명
하였고, Nanba22)도 치은섬유아세포와 치주인대세포
의 접촉억제효과에 대해 연구하였으며, Mariotti와
Cochran23), Nojima24)는 두세포의 증식속도에 대한
연구결과를보고하였다.
그러나 이러한 생체실험에서는 재생에 관계되는

특정세포나 일련의 순서, 생화학적인 매개체에 관하
여 정확히 규명하기가 어려웠다. 이러한 생체실험과
병행하여 세포의 성상을 규명하기 위한 시험관적인
연구가 많이 진행되어, Arnold와 Baram11)은 치주인
대세포를 시험관적 배양에 최초로 성공하였고,
Marmary12)은 치주인대세포와 피부섬유아세포에 관
해 연구하였으며 , Brunette13,14), Blomlof와
Otteskog16), Ragnarsson17)은 치주인대내에 존재하는
상피세포와섬유아세포를비교연구한바있다.
본 실험에서 나타난 형태변화에 관한 결과를 분석

하면 GF 세포에서, 세포가 배양접시를 불완전 피개
한 상태에서는 일정한 주행방향을 가지면서 특징적
인 섬유아세포의 양상인 신장된 방추형을 보였고 일
반적으로 규칙적인 타원형의 핵이 관찰되었다. 세포
들이 점차 증식되어 배양접시를 완전 피개한 상태에
서는 일정한 방향으로 주행하던 세포군들이 서로 교
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차되면서 일부에서 중층을 형성하기 시작하며 시간
이 경과할수록 교차현상을 보이는 군들이 증가하여
불규칙한주행방향을가지는것처럼보였다.
IGF 세포의형태는GF 세포와많은차이를나타냈

는데, 상피세포와 유사하게 약간 cuboidal한 양상을
보이며 전반적인 양상은 오렌지 알갱이 모양으로 불
규칙하게주행하며연결된양상을나타냈다.
GF와 IGF 세포간의증식양상을비교해보면치은

섬유아세포군보다 IGF가 보다 훨씬 더 증식속도가
빨랐다. 이러한 이유는 HPV16의 E6 단백이 p53과
결합해 이를 파괴하고, E7단백은 pRB를 불활성화시
켜 세포가 세포주기중 S합성기로 계속 진행할 수가
있기때문으로여겨진다.
정상피부각화세포에서도HPV16 E6와 E7 단백으

로 불멸화시켰고48, 49), HPV-16 E6 단독으로는 인간
유선상피세포를 불멸화시킬수 있으나 E7 단독만으
로는 할수 없다고 보고하였는데50), Watanabe51)등은
HPV16 E6와 E7이 정상 인간 섬유아세포의 생명 연
장에 필요하지만 E6와 E7 유전자를 Simian Virus40
promotor를 이용했기 때문에 불멸화시킬수 없었다
51). 최근 Shay52)등은 HPV-16 E6와 E7으로 인간 폐섬
유모세포를 불멸화시킬수 있다고 하였다. 정상 체세
포처럼 정상 인간 섬유아세포도 제한된 증식능을 갖
고 있기 때문에 일정한 세포 분열후에는 노화가 되
며 설치류 섬유아세포는 배양시 많은 빈도로 저절로
불멸화되기도 하지만 정상인간섬유아세포의 자연적
불멸화는극히드믄일이라고하였다53).
또 2배증식시간을비교해보면 IGF가 1.47일, GF

는 2.37일로 GF에서 훨씬 빨랐다. 2배증식시간 연구
에서 Nojima24)에 따르면 치은섬유아세포는 38.4시
간, 치주인대세포는 43.2시간으로, Piche20)에 따르면
치조골세포 및 그와 유사한 치주인대세포는 1.6일,
치은섬유아세포 및 그와 유사한 치주인대세포는 3.2
일로 보고했다. Auf mkolk32)의 실험에서는 골세포
는 120시간, 섬유아세포는 48시간이었으며,
Wergedal과 Baylink33)의 실험에서는 골세포가 평균
104시간이었으며 4-10일사이의변화가있었다.
세포활성도에서는 IGF의 1, 3, 5일군 모두에서 GF

군에 비하여 세포증식이 증가하는 양상을 나타내었

다. 1일군에서는 70.9%, 3일군에서는 31%, 5일군에
서는 14% 세포증식이 증가하였으며 1일군에서 최대
증식효과를 나타내었다. 따라서 일차배양의 단점인
증식속도가 낮아 대량으로 세포를 이용하기가 어려
운 점을 개선 할 수 있으며, 전반적으로 세포 활성도
가 증가되어 성장이 빨라 향후 삼차원적 배양이나
상피간엽분화연구에 쉽게 이용 가능하리라고 생각
된다.
IGF 세포주의 형태변화 및 중식에 관한 실험결과

를 종합해 보면 저자는 치주조직 세포주 확립의 1단
계로 치주조직중 치은 섬유아세포를 Human
Papilloma Virus 16으로 불멸화시켜 30계대 이상 확
립시켰으며 이와 같은 불멸화된 치은 섬유아세포의
단일 클론세포 개발을 통해 그 생물학적, 유전적 특
성을 파악함으로써 여러 가지 세포외 기질과 결체조
직 세포와의 상호관계 연구와 상피간엽세포의 증식
과분화연구에이용할수있으리라여겨진다.

V. 결론

치주조직의 재생에 관게하는 치주조직 세포주 확
립의 1 단계로 치주세포중 치은 섬유아세포를
Human Papilloma Virus-16으로 불멸화시키고 30계
대 이상 배양하여 세포주를 확립한후 세포의 세포형
태와성장, 증식양상을분석하여다음과같은결론을
얻었다.

1. 불멸화 치은 섬유아 세포는 정상 치은 섬유아
세포와는형태학적으로차이를보여오렌지알
갱이모양의형태를보였다.

2. 세포증식의 평가에서 정상 치은섬유아세포의
doubling time은 2.37일, 불멸화된 치은 섬유아
세포는 1.47일로 세포성장 속도에 차이가 있었
으며 결국 불멸화된 치은 섬유아 세포 주의 증
식은1, 3, 5일군모두에서정상치은섬유아세포
군에비해증가하였다.

이상과 같은 예비실험을 통해 치은 섬유아 세포주
확립을위한기본적인단계는이룬것으로여겨지며,
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앞으로 정상 치은 섬유아세포와 불멸화 섬유아 세포
주 간의 특징적인 차이점을 밝혀내야 할 필요가 있
다. 그리고 치주조직의 세포주들을 완전히 확립시키
게 되면 이들 세포의 대량 생산이 가능해져 세포 자
체의특징분석뿐만아니라세포외기질및결체조
직 세포와의 상호 관계 연구와 임상적으로 상피 간
엽 세포와의 혼합 배양 연구 등에 이용할 수 있으리
라여겨진다.
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Establishment of Immotalized
Human Gingival Fibroblast Cell Lines
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Human gingival fibroblasts have proven to useful as a species specific cell culture system in various system
on periodontal disease and regeneration. However, their use is limited, since they are hard to obtain and lifes-
pan is short due to replicative senescence. To overcome these disadvantages, we transfected primary human
gingival fibroblasts by the E6 and E7 genes of the Human papilloma virus(HPV) 16. The full length of HPV 16
E6 and E7 was cloned from the pBR322 into BamH1 and Sal I of a pBabe vector including hygromycin B resis-
tance. Before pBabeE6/E7 plasmid transfection, peak 8 GFP including G418 resistance was transfected into pri-
mary GF to check the transfection efficency. PBabe E6/E7 plasmid was transfected using Lipofectamine plus
following manufacter's instruction into primary normal human gingival fibroblasts in 60mm dishes with FBS
free DMEM. After 2 days of transfection, the cells were treated with hygromycin for 2 weeks until the transfect-
ed control cells died. The resulting hygromycin resistant colonies were pooled, and clonned, and sucessful
transfection was established for immortalized gingival fibroblast cell lines.
Immoralized GF cells showed stellate shape, that is similar to that of orange grains, and more rapid growth

and higher proliferation than that of primary gingival fibroblasts.
This cell lines overcame crisis and could be cultured over 30 subcultured, could be use for three dimentional

culture, epithelial-mesenchymal interaction study.
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