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구강 외 노출시간에 따른 흰쥐 치아 치주인대세포 활성도의

MTT 검색법을 이용한 평가
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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. 

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  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 (0.5 mg/ml) and

processed  for optical density measurements . Another 10 teeth of each group were treated as same as

above and sectioned at 10 μm for microscopic examination 

All measurements values were divided by the value of hematoxylin-eosin staining which represented the

volume of each corresponding samples. Immediate and 10 minute groups showed highest MTT values fol-

lowed by 20, 40, and 60 minutes consecutively. Statistical significance (p < 0.05) existed between all groups

except in immediate versus 10 minute groups and 40 versus 60 minutes. Histological findings also showed

similar findings with MTT results in crystal shape and crystal numbers between the experimental groups. 

These data indicate that in vivo MTT analysis may be of value for evaluation of the periodontal ligament

cell viability without time- consuming cell culturing processes.  [J Kor Acad Cons Dent 31(5):398-409, 2006]
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Ⅰ. 서 론

치아 재식술은 외상을 받아 완전 탈구된 경우나 해부학적

인 복잡성으로 통법의 치근단 수술이 불가능한 경우에 이용

되는 술식이고 치아 이식술은 공여치아가 존재하는 경우에

이를 치아 결손부위에 이식함으로써 결손부위를 회복 하는
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데 시행되는 치료법이다1). 이러한 술식들이 성공하기 위해

서는 치아 발거나 탈구시 치주조직의 손상 정도와 발거된

치아의 치근면상에 존재하는 치주인대세포의 건전성 및 활

성도가 치료의 성패를 좌우하는 중요한 요인으로 작용하게

된다2). 

이러한 치주인대세포의 활성도를 실험적으로 평가하기 위

해 여러 가지 방법이 제시되었다. Patil 등은3) 탈구된 치아

의 치주인대 세포 활성도를 평가하는데 fluorescein diac-

etate를 이용하여 염색한 후 광학 현미경과 혈구 계산판

(hemocytometer)으로 직접 세어 활성도를 측정하였다.

Hupp 등은4) 탈구된 치아의 잠재적인 치유 능력을 보다 명

확히 밝혀내기 위해 세포의 표식자로서 radioactive DNA

precursor인 H3 thymidine을 치주인대세포에 부착시킨 후

치아를 탈회시켜 시편을 관찰하여 활성도를 평가하였다.

Lekic 등도5) 교정치료 목적으로 발치된 소구치의 치근막에

서 치주인대세포를 채취하여 배양시켜 하나의 세포에서 형

성된 군집 (colony)을 methylene blue 등으로 염색하여

그 군집의 숫자를 세어 활성도를 평가하였다. 그리고

Ashkenazi 등은6) trypsin과 collagenase를 이용하여 치근

표면으로 부터 직접 치주인대세포를 채취하고 배양시켜 이

를 다양한 저장 용액에 보관한 후 neutral red나 trypan

blue 등으로 염색하여 치주인대 세포 활성도를 평가하였다. 

그러나 이러한 모든 방법은 세포의 채취 과정에서 치근면

의 모든 세포가 채취된다는 뚜렷한 증거가 없으며 또한 세

포가 비록 살아 있다 하더라도 그 수의 약 70%만이 세포

분열능력이 있어 실제 살아있는 치주 조직의 치유능력과는

차이가 있을 수 있다4). 또한 이러한 방법들은 치근면에서

채취된 세포를 배양한 것이므로 원래 채취된 세포와는 다른

많은 변수가 작용할 수 있다. 

Tetrazolium-based colorimetric (MTT) 검색법은 많은

시료를 간단히 빠르고 객관성 높게 판독할 수 있어 배양된

세포에서 세포 독성에 관한 연구에 주로 사용된 이 방법은

대사 과정이 온전한 세포의 미토콘드리아 내에 탈수소효소

가 노란색 수용성 tetrazoliumsalt[3-(4,5-dimethylthia-

zol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide] (MTT) 를

비수용성의 자주색 MTT formazan결정으로 환원시키는

원리를 이용한 것으로 적절한 파장에서 microplate reader

로 흡광도를 측정함으로써 대사적으로 왕성한 세포의 농도

를 반영하게 되며 주로 in-vitro 실험에 사용되어져 왔는데

만일 in-vivo 실험에서 치주인대의 활성도를 측정하는데 이

용할 수 있다면 기존의 세포배양을 통한 실험보다는 훨씬

더 정확한 결과를 기대할 수 있을 것이다7).

Kim 등은8) 다양한 보관용액에서 시간 변화에 따른 치근

면의 치주인대세포 활성도 평가에서 MTT 측정치 결과와

조직학적 관찰 결과가 상당히 일치됨을 발견하고 MTT 검

색법이 치주인대세포 활성도 평가에 유용한 한 방법이 될

수 있음을 보고하였다. 

이에 본 연구는 지금까지의 실험 결과를 토대로 MTT 검

색법을 이용하여 흰쥐 상악 대구치를 발거 후 짧은 시간 (즉

시, 10분, 20분, 40분, 60분)동안 실온에 노출시킨 다음

치아를 MTT용액에 저장 후 치근면의 치주인대 세포 활성

도를 microplate reader (BIO-RAD, AC, USA)로 흡광

도 (Optical Density)를 측정함과 동시에 이를 냉동 절단

법을 이용한 조직학적인 관찰 결과를 토대로 치주인대세포

의 활성도 평가에 이용되는 MTT검색법의 유용성을 검증하

고자 하였다.

Ⅱ. 실험재료 및 방법

1. 실험동물의 전 처치

생후 4주된 건강하고 평균 체중 100 gm 내외의 암컷

Sprague-Dawley계 흰쥐 80마리를 이용하였다. 발치를 용

이하게 하기 위해 0.4% β-aminoproprionitrile (β-APN,

Sigma, St. Lousis, MO, USA)를 함유한 Purina분말과

물을 사료로서 발치 전 3일간 공급하였다. 

Ketamine (0.1 ㎖/100 g) 마취 하에 접근이 가장 용이

한 좌, 우측 상악 제 1, 2 대구치를 모두 발거하였다. 이들

치아를 MTT 검색법과 냉동 절단법을 이용한 조직학적 관

찰에 모두 사용하였다. 날카로운 탐침으로 peritomy를 시

행한 후 일관성 있는 결과를 얻기 위해 치아 주위 조직에 최

소한의 외상을 가하면서 발거를 시행했으며 이때 발치와 주

변의 출혈은 면봉 으로 조절하고 발치 후에는 파절된 부위가

없는지 현미경 하에서 모든 치근의 건전성을 확인하였다. 

2. 실험군 분류

구강 외 노출시간에 따라 5개 군으로 분류되었다.

즉시 처치군 (대조군): 치아 발거 후 즉시 MTT용액에 보

관하였다. 

1군 (10분 건조군): 치아 발거 후 실온에서 10분간 건조

(bench dry)시킨 후 MTT용액에 보관하였다. 

2군 (20분 건조군): 치아 발거 후 실온에서 20분간 건조

(bench dry)시킨 후 MTT용액에 보관하였다.

3군 (40분 건조군): 치아 발거 후 실온에서 40분간 건조

(bench dry)시킨 후 MTT용액에 보관하였다.

4군 (60분 건조군): 치아 발거 후 실온에서 60분간 건조

(bench dry)시킨 후 MTT용액에 보관하였다.



3. MTT 검색

96-well plate에 MTT 용액 (0.05 ㎎/㎖, Sigma

Chemical Co., St. Louis, MO, USA) 200㎕ 를 넣고 각

군당 제1, 2대구치 각각 12개 치아를 MTT 용액이 있는 각

well에 담았다. 이때 혈액 내의 혈구세포 개재 가능성을 최

소화하기 위하여 식염수로 치근면을 깨끗이 세척 하였다.

그 후 알루미늄 foil로 96-well plate를 싸서 3시간 동안 37

℃에서 배양하여 MTT가 환원되도록 했다. 배양 후

dimethylsulfoxide (DMSO, Sigma Chemical Co., St.

Louis, MO, USA) 150 ㎕를 첨가하여 형성된 MTT for-

mazan 결정이 녹도록 15분간 가볍게 진탕 한 후 각 well

에서 치아를 제거한 후 microplate reader (BIO-RAD,

AC, USA) 로 570 ㎚ 파장에서 흡광도 (Optical Density)

를 측정하였다.

4. 냉동 절단법을 이용한 조직학적 관찰

각 군당 상악 제 1, 2 대구치 각각 10개 치아를 발거한 후

MTT 검색에서와 같이 치아를 MTT용액이 있는 각 well에

담근 후 알루미늄 foil로 96-well plate를 싸서 3시간 동안

37℃에서 배양해서 MTT가 환원되도록 했다. 그 후 각

well에서 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 for-

mazan결정의 광학 현미경 관찰을 위해 즉시 10 ㎛ 두께로

냉동절단 (LEICA� CM3050 S Germany) 하여 표본을

제작하였으며 일부는 현미경 관찰시 주위조직과의 형태를

보여주기 위한 대조염색으로 Nuclear Fast Red 시액을 이

용하여 염색하였다. 현미경상에서 보이는 치근면상의 특징

적 인 MTT formazan 결정의 형태 및 분포 차이를 광학현

미경 하에서 (× 50, 100, 200, 400, 1000) 관찰한 후 현

미경과 연결시킨 디지털 카메라 (LEICA� DC 300F)로 대

표적인 부위를 촬영하였다. 

5. 치아 치근면에 붙어있는 치주조직의 양 측정 및 현미

경 관찰

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

다시 위치시키고 Hematoxylin 350 ㎕을 넣고 10분간 염

색한 후 흐르는 물에 1분 정도 수세한 후 다시 eosin용액

350 ㎕을 넣고 10분간 염색한 다음 95% ethanol에 30초

간 탈수 시킨 다. 그 후 염색된 치아를 새로운 well에 다시

놓고 치아의 탈회 없이 염색된 치주조직 부위를 깨끗이 탈

색시키기 위해 치아에 1% acid alcohol 350 ㎕를 넣고 1시

간 동안 담가두었다. 그 후 치아를 각각의 96-well plate에

서 꺼낸 다음 탈색되어 염색된 well내의 용액을 microplate

reader (BIO-RAD, AC, USA)로 450 ㎚ 파장에서 흡광

도를 측정함으로써 간접적으로 치아에 붙어있는 치주조직

의 양을 정량적으로 측정하였다. 

또한 현미경 관찰을 위해 동일한 염색 방법인 Hema-

toxylin-eosin으로 10분 동안 염색한 후 Tissue-Tek

O.C.T Compound�로 포매한 후 -20℃에서 냉동 절단하여

10 ㎛ 두께로 시편을 만들어 염색된 치주조직을 광학 현미

경으로 관찰하였다. 

6. 실험자료 분석

MTT 및 Hematoxylin-Eosin 검색법 에서 얻은 흡광도

(OD)는 one-way ANOVA로 분석하였으며, 군 간의 비교

는 Tukey’s Studentized Range(HSD) Test 방법을 사용

하였다. 그리고 각 군 간의 통계분석법은 95% 신뢰 수준

이다.

Ⅲ. 실험결과

1. MTT 검색에 의한 흡광도 측정

MTT 검색에 의한 흡광도 (OD)값은 대조군 (2.694)과

1군 (2.872) 사이를 제외하곤 시간이 흐를수록 감소된 값

을 보였는데 건조 시간이 20분 (2.210) 경과 후부터 감소

폭이 증가 하다가 특히, 3군 (1.310)과 4군 (0.970)에서는

급격한 감소를 보였다. MTT 검색에 의한 흡광도 (OD)값

이 대조군 (2.694)과 1군 (2.872) 사이에는 통계학적인 유

의차가 없었다 (p < 0.05). 그러나, 대조군 (2.694) 및 1군

(2.872)은 2군 (2.210), 3군 (1.310) 및 4군 (0.970)과

비교시 통계학적인 유의차를 보였다 (p < 0.05). 또한 2군

(2.210)도 3군 (1.310) 및 4군 (0.970)과의 비교에서 각

각 통계학적인 유의차를 보였다 (p < 0.05). 하지만 3군

(1.310)과 4 군 (0.970) 사이에는 통계학적인 유의차를 보

이지 않았다 (p < 0.05, Figure 1 - 3).

2. 치근면치주조직의정량적측정을위한Hematoxylin-

Eosin 염색의 흡광도 측정

실험에 사용된 상악 제 1 대구치의 Hematoxylin-Eosin

염색에 의한 흡광도 (OD)의 평균 측정값은 1.067이었고

상악 제 2 대구치는 0.790이었다. 치근의 수나 지름에 있어

상대적으로 큰 상악 제 1 대구치가 제 2 대구치에 비해 더

큰 흡광도 (OD) 값을 보였다. 그러나 동일 치아 부위의 각

대한치과보존학회지: Vol. 31, No. 5, 2006

400



구강 외 노출시간에 따른 흰쥐 치아 치주인대세포 활성도의 MTT 검색법을 이용한 평가

401

군 (대조군, 1 - 4군)간에 평균 흡광도 (OD) 값은 약간의

차이는 있었으나, 통계학적인 유의차는 보이지 않았다 (p <

0.05).  

3. MTT Crystal의 조직학적 관찰

가. 즉시 처치군의 serial section된 치아에서 치근단 에

서 치경부로의 MTT 염색의 변화 양상

: 치근단에서 치경부로 갈수록 치주인대 부위의 MTT

염색의 정도는 거의 변화가 없었으나, 치수내에서는

조금 다른 양상을 보였다. 치근단 부위에서는 치주인

대 부위 조직에서와 거의 비슷한 정도의 MTT 염색 정

도를 보였으나 치경부로 갈수록 MTT 염색이 약해지

는 모습을 보였다 (Figure 4).

나. 60분 건조군의 serial section된 치아에서 치근단에서

치경부로의 MTT 염색의 변화 양상

: MTT 염색에 의한 crystal은 치주인대조직 내에서는

극히 일부에서만 관찰되었고 치수 내에서도 별 차이

없이 비슷한 양상을 보였다 (Figure 5).

다. 시간경과 (0, 10, 20, 40, 60분)에 따라 환원된

MTT crystal 결정체 수 및 모양 비교

: 시간경과에 따라 crystal의 모양과 분포 및 수에서 확

연히 구별되는 특징적인 양상을 보여주었다. 즉시

(Figure 6) 및 10분 건조 군 (Figure 7)에서는 가시

모양의 crystal이 전 치주인대부위 조직과 치수내에

밀도 높게 골고루 폭넓게 퍼져 있었으며 치수내가 상

대적으로 약간 더 높은 밀도의 분포 양상을 보였다. 그

리고 20분 이상 건조 군 (Figure 8 - 10)에서 부터는

치주인대 부위의 crystal 결정체 수는 급격히 감소하

는 양상을 보였고 치수 내도 약간의 차이는 있으나 치

주인대 부위와 비슷한 양상을 보였다. 또한 crystal 결

정체 모양도 시간이 경과될수록 crystal이 극히 한정

된 몇 군데 부위에 cluster처럼 뭉쳐져 있는 양상을 보

였다. 즉시 처치 군에서 MTT 염색에 의한 crystal 결

정체를 저배율 (× 100)에서 고배율 (× 1000)로 연

속 관찰시 특징적으로 많은 가시 같은 형태의 crystal

이 나선 형태로 전 치주인대부위 조직과 치수 내에서

골고루 산재해 있는 모습을 관찰할 수 있었다. 전체적

인 crystal의 분포를 살펴보면 치주인대 내에서 치근

면에 인접한 부위와 치조골에 인접한 부위가 중간부위

Figure 1. Optical density of MTT and H-E staining

following different extra-oral time (min) in  Maxillary.

1st molar.

1, 2 & 3: 1, 2 & 3: Tukey’s Studentized Range (HSD)

Test : Alpha 0.05

Figure 3. Statistical significance from Optical density of

MTT and H-E staining following different extra-oral

time (min)  in  Maxillary. 1st plus 2nd molar.

Figure 2. Optical density of  MTT and H-E staining

following different extra-oral time (min)  in  Maxillary.

2nd molar.
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Figure 4. Serial section view from apex to cervicalportion in the immediate group (× 100).

Figure 5. Serial section view from apex to cervicalportion in the 60 minute time - lapse group (× 100).
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Figure 6. Representative view after MTT staining in the immediate group.

Figure 7. Representative view after MTT staining in the 10 minute time - lapse group.

Figure 8. Representative view after MTT staining in the 20 minute time - lapse group.
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보다 좀 더 높은 밀도의 crystal 분포를 보였다. 즉시

및 10분 처치 군에서 대조염색 (Nuclear Fast Red)

으로 염색 후 관찰한 일부 시편에서 치근단 1/3정도의

세포성 백악질로 추정되는 부위에서 특징적인 백악질

세포와 백악질모세포를 명확히 관찰할 수 있었다. 

4. Hematoxylin-Eosin으로 염색된 치근면 치주조직의

현미경 관찰

: 실험에 사용된 거의 모든 치아에서 치근주위에 어느

정도 균일한 두께의 치주인대 조직을 관찰할 수 있었

으며 치아에 붙어있는 치주조직 양의 현미경 비교 관

찰에서 모든 군의 치아에서 비슷한 정도의 치주조직

양을 관찰할 수 있었다.

Ⅳ. 고 찰

탈구된 치아의 재식시 치주인대의 생활력은 장기간의 성

공을 결정하는 가장 중요한 요소이다2). 따라서 치아가 구강

외에 노출된 건조 시간에 따라 치주인대 조직의 세포에 얼

마만큼의 손상이 일어날 수 있는지를 이해하는 것은 외상을

받은 치아의 치료계획을 설정하는데 중요한 고려사항이 될

수 있다. 

그러므로 이번 실험의 주요 목적은 발거 후 실온의 상태에

서 구강 외 노출시간의 차이에 따른 쥐 치아 치근면의 치주

인대세포의 활성도를 MTT 검색법을 이용하여 측정하고 동

시에 실제로 건조된 시간 변화에 따라 MTT로 염색된 치아

의 치근을 냉동 절단법을 이용해서 절단한 후 현미경으로

관찰함으로써 MTT 검색법에 의한 측정치가 실제 치근면의

치주인대세포 활성도 평가에 얼마나 높은 정확성을 갖는지

여부를 검증하기 위해 진행 하였다. 

이번 실험의 결과는 MTT 검색법으로 측정한 값과 실제

로 냉동 절단법을 이용해서 절단한 치근면의 관찰 결과를

비교하였을 때 상당히 밀접한 상관관계가 있음을 보임으로

써 이 방법이 치주인대세포의 활성도 평가에 충분히 사용될

수 있음을 입증해주었다. 

기존의 치근막 손상 연구는 치주조직 재생에 중요한 조섬

유세포의 다양한 특성을 밝혀내기 위해서 다양한 in vivo

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

Figure 10. Representative view after MTT staining in the 60 minute time - lapse group.
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및 in vitro 모델을 사용하였다9). 그러나, Narayanan과

Page는10) 충분히 많은 수의 세포를 얻기 위한 반복적인 계

대배양은 인위적 가능성과 연구자의 세포 선택적 효과를 증

가시킨다고 발표하였다. McCulloch와 Knowles는11) 실제

로 중요한 형질과 성장능력의 변화가 여러 번의 반복적인

배양으로 인해 선택된 세포 집단에서 일어날 가능성이 있으

므로 원래 채취한 세포 (original cell) 집단의 특성을 그대

로 반영시키지 못하는 문제점이 있을 수 있다고 보고하

였다. 

이번 실험의 MTT 검색 결과를 살펴보면 20분 건조군

(2.210)은 즉시 처치군 (2.694)과 10분 건조군 (2.872)

과의 비교에서 통계학적인 유의차가 있음을 보였는데, 그것

은 Lindskog와 Blomlof가14) 건조 보관의 임계시간 (criti-

cal time)은 18 - 30분 사이인 것처럼 보이며 그 후로는 치

근 흡수에 있어 현저한 증가를 보인다는 결과와 일치하였다. 

Andersson은15) 장기간의 follow-up 연구에서 외상 후

15분 내에 재식된 사람의 21개 치아를 평균 5년에 걸쳐 방

사선 상으로 관찰하였는데 7개는 관찰기간동안 어떤 흡수

도 보이지 않았으며 8개는 얇은 흡수와를 보였으며 6개는

시간이 흐름에 따라 미약한 진행성 치근흡수를 보임으로써

결론적으로 탈구된 치아가 15분 내에 재식 된다면 장기간

의 예후는 양호함을 보고하였다. 

상악 제 1대구치와 제2대구치 사이에 단위 면적으로 환산

된 MTT 검색에 의한 흡광도 측정치 비교에서 상악 제 2대

구치에서 약간 더 높은 수치를 보였다. 그 이유는 먼저 쥐의

상악 제 1대구치는 치근이 5개이고 치근의 이개도가 제 2

대구치에 비해 크므로 발치 시에 좀 더 많은 외상을 받아 치

근면의 치주인대 세포가 손상을 받았을 가능성이 높다. 그

러나, 제2대구치는 제1대구치에 비해 치근이 4개이고 치근

이개도가 거의 없어 발치가 상대적으로 손쉬워서 손상 받았

을 가능성이 적다는 것이다. 다른 이유로는 이번 실험에 사

용된 생후 4주된 쥐 치아의 상악 제 1, 2 대구치는 치근 형

성이 완전히 덜 된 상태에서 3 - 4일 정도 상대적으로 늦게

맹출 되는 제 2대구치의 치근단 공이 제 1대구치에 비해 치

근단공의 형성이 제대로 안된 상태에서 치근단 공이 넓어서

MTT용액이 치근단공과 분 지를 통해 근관 내로 더 많이 침

투되었기 때문으로 예상된다16).

흥미로운 것은 상악 제 1대구치에서는 단위면적으로 환산

된MTT 흡광도 측정치에서 20분 건조군이 10분 건조군과

비교시 통계학적인 유의차를 보이지 않았으나 상악 제2대

구치에 서는 MTT 흡광도 측정치에서 20분 건조군이 10분

건조군과 비교시 통계학적인 유의차를 보였다. 이것은 쥐

치아의 발육상태와 연관이 있는 것으로 생각된다. 

40분 (1.310)과 60분 건조 (0.970) 처치군에서 급격히

감소된 MTT 측정치는 Modeer17)가 치근막 세포에 관한 연

구에서 30분 정도의 짧은 건조 보관 상태에서도 심한 세포

손상이 초래되었음을 보고한 결과와 일치하였다. 다른 많은

연구들도 발치 후 15분이 초과되면 살아있는 세포 수에 있

어 급격한 감소가 일어나며 2시간 정도에서는 살아있는 세

포는 치주 인대 내에서 전혀 존재하지 않는다고 보고하고

있다18,19).

이번 실험에서 쥐 치아의 발치를 용이하게 하기위해 사용

된 0.4% β-aminoproprionitrile은 amine oxides의 작용

을 억제 시켜서 콜라겐 α-chain상의 lysyl-derived alde-

hyde groups의 형성을 방해해서 반응력이 있는 알데히드

군을 감소시킴으로써 콜라겐 분자와의 교차결합이 많이 일

어나지 않게 함으로써 콜라겐 섬유의 인장력을 감소시키게

된다12). Barrington과 Meyer는13) 0.4% β-aminopropri-

onitrile의 생물학적인 영향 효과에 관한 동물 실험에서

0.4% β-APN 처치를 끊은 지 3일 후에 치주인대는 정상 상

태로 되돌아오며, 결과적으로 치주인대세포 또는 콜라겐 섬

유에 비가역적인 변화는 전혀 일어나지 않음을 보고하였다. 

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

scan도 이용하려 했으나 여러 가지 문제로 측정이 어려워서

MTT검색법을 응용하여 사용하게 되었다. 상악 제1, 2 대

구치 각각에서 발치시에 치아의 치근면에 붙어있는 치주조

직의 양을 정량적인 수치로 표시하기가 사실상 어렵고 같은

치아 부위라 할지라도 치근의 길이와 지름에 있어 제각기

다 다르므로 정확한 측정이 어려운 문제점을 보완하기위해

시도된 방법이다.  

Hematoxylin-Eosin 염색에 의한 흡광도 측정에서 상악

제1 대구치 (1.067)와 제2 대구치 (0.790) 사이에 통계학

적인 유의차 (p < 0.05)가 존재하였으며 상악 제1 대구치에

서 더 큰 흡광도 (OD) 값을 보였다. 그러나 동일한 치아를

사용한 각 군 간에는 통계학적인 유의차를 보이지 않았다.

이러한 결과는 치주조직 양의 정량적 측정을 위한 H&E 염

색에 의한 검색법의 객관성을 평가하는데 있어서 중요한 근

거가 될 수 있으므로 의미 있는 결과라 사료된다. 앞으로 이

측정 방법의 객관성과 정확성을 입증하기위해 보다 더 많은

연구와 검증이 필요하리라 사료된다.

조직학적인 관찰 결과를 살펴보면 즉시 처치군과 10분 건

조군 에서는 치근단 에서 치경부로 갈수록 치주인대 부위의

MTT 염색의 정도는 거의 변화가 없었으나, 치수 내에서는

치경부로 갈수록 MTT 염색이 약해지는 모습을 보였다. 이

것은 아마도 생후 4주된 쥐를 사용해서 근첨이 완전히 형성

되지는 않아서 MTT 용액이 치근단 공이나 분지를 통해 침

투되는 깊이의 한계로 해석되며 대부분 치근단 1/2정도까

지 침투되었다. 그리고 치경부위에서는 치근의 지름이 커짐

에 따른 삭제 날의 절단능력 (cutting efficiency)의 한계로



인해 깨끗한 치아절단면 및 치주인대 부위의 MTT 염색 관

찰이 어려웠다. 

그러나 40분 이상 건조된 처치군에서는 치주인대조직 섬

유모세포 유사세포 (fibroblast-like cell)의 사멸로 인해 살

아있는 세포에서만 발견되는 MTT 염색에 의한 crystal을

극히 일부에서만 관찰할 수 있었다. 

즉시 처치 군과 10분 건조군에서 MTT 염색에 의한

crystal 결정체를 동일 시편에서 저배율 (× 100)에서 고배

율 (× 1000)로의 연속 관찰시 특징적으로 많은 가시 같은

형태의 crystal이 치주인대부위와 치수 내에서 관찰되었고

전 치주인대부위와 치수 내에 골고루 널리 산재해 있는 모

습을 관찰할 수 있었다. 이는 건강한 치주인대와 치수 내에

서 살아있는 세포들의 고른 분포를 뜻한다고 해석된다. 그

러나, 치주인대 내에서의 MTT 염색에 의한 전체적인

crystal의 분포를 살펴보면 치근면에 인접한 부위와 치조골

에 인접한 부위가 중간부위보다 좀 더 높은 밀도의 crystal

분포를 보였다. 이것은 이 부위에 치주조직의 재생과 연관

이 높은 세포 분열 능력이 왕성한 섬유세포 유사세포

(fibroblast-like cell) 들이 특히 많이 분포되어 있음을 암

시 한다20-23). 아마도 치아에 공급되는 혈관 분포와도 상관이

있을 것으로 사료된다. 

지금까지의 대부분의 in vivo 및 in vitro 연구는 시

(hours) 단위 보다는 일 (days) 단위의 치주인대세포 생활

력을 유지할 수 있는 보관 용액의 효과나 시간 단위의 구강

외 노출 시간에 관한 효과에 대해 주로 연구 되어져 왔

다 4,5). 그러나, 본 연구는 시 (hour) 단위 보다는 실제 임상

에서 일어날 수 있는 분 (minute) 단위의 짧은 시간에 따른

치주인대 섬유세포의 활성도를 조사하는데 초점을 맞추

었다. 

이번 실험에서는 1시간이상 건조 탈구된 치아의 표면상에

는 살아있는 치주인대세포는 전혀 남아있지 않다고 보고

되고 있기 때문에 60분 이상 건조군은 실험에서 제외시

켰다 2,23). 

본 연구의 결과를 종합적으로 생각해보면, MTT 검색법

으로 측정한 흡광도 값과 실제로 냉동 절단법을 이용해 절

단한 치근면의 MTT crystal 관찰 소견을 서로 비교하였을

때 상당히 일치된 결과를 보임으로써 MTT 검색법은 치아

재식술이나 이식술의 치료 성패를 결정짓는 치주조직의 재

생에 중요한 치주인대 내의 살아있는 세포를 객관적으로 평

가하는데 응용될 수 있음을 보여 주었다. 건전한 치주인대

세포의 보존이 치아 이식이나 재식의 성공에 중요한 영향을

미치며 구강 외 건조시간이 20분을 넘지 않아야 한다는 것

을 보여주었다.

또한 이번 실험의 중요한 의의는 MTT 검색법이 치주인

대 세포의 활성도 평가에서 배양된 세포가 아닌 치근면에

붙어있는 세포를 직접 평가할 수 있는 기존 평가법의 문제

점을 보완해주는 새로운 대안이 될 수 있는 가능성을 제시

해 주었다. 

Ⅴ. 결 론

흰쥐 80마리를 이용하여 상악 제 1, 2 대구치 발거 후 실

온의 건조 상태에서의 짧은 시간 변화 (즉시, 10분, 20분,

40분, 60분)에 따른 쥐 치아 치근면의 치주인대 세포의 활

성도를 MTT 검색법으로 측정함과 동시에 이를 냉동 절단

법을 이용한 조직학적인 관찰을 통해 치주인대세포의 활성

도 측정에 있어 MTT검색법의 유용성을 검증하였다.

1. MTT 검색에 의한 흡광도 값에 있어 즉시 처치군과 10

분 건조군 사이에는 통계학적인 유의차가 없었다. 그러

나, 즉시 처치군 및 10분 건조군은 20분 40분 및 60분

건조군과 비교시 통계학적인 유의차를 보였다. 그리고,

20분 건조군도 40분 및 60분 건조군 과의 비교에서 각

각 통계학적인 유의차를 보였다. 그러나, 40분 건조군

(1.310)과 60분 건조군 사이에는 통계학적인 유의차를

보이지 않았다 (p < 0.05). 

2. 실험에 사용된 상악 제 1 대구치의 Hematoxylin-Eosin

염색에 의한 흡광도의 평균 측정값은 상악 제 1 대구치

가 제 2 대구치에 비해 더 큰 흡광도 값을 보였다. 그러

나 동일 치아의 각 군 간에 평균 흡광도 값은 약간의 차

이는 있었으나, 통계학적인 유의차는 보이지 않았다 (p

< 0.05). 

3. 조직학적 현미경 관찰에서 시간 경과에 따라 환원된

MTT crystal의 모양과 분포 및 수에서 확연히 구별되는

특징적인 양상을 보여주었다. 

4. 치아에 붙어있는 치주조직 양의 현미경 비교 관찰을 위

한 치아 시편의 Hematoxylin-Eosin 염색 관찰에서 시

간 경과에 따른 치주조직 양에 있어 군 간에 차이가 관찰

되지 않았다. 

이번 실험의 결과를 종합적으로 분석해보면 MTT 검색법

에 의한 측정값과 냉동 절단법을 이용한 시편의 MTT 염색

관찰 소견 결과를 서로 비교 했을때 상당히 밀접한 상관 관

계가 있음을 보였다. 또한, 건전한 치주인대 세포의 보존이

치아 이식이나 재식의 성공에 중요한 영향을 미치며 구강

외 건조시간이 20분을 넘지 않아야 한다는 것을 보여주

었다.
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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

MTT검색법이 유용한지를 검증하고자 하였다.

생후 4주된 암컷 Sprague-Dawley계 흰쥐 80마리를 이용하여 β-APN 전처치 후 상악 제 1 & 2 대구치를 모두 발거

하였다. 이들 치아를 즉시 혹은 10, 20, 40, 60분 동안 실온에서 건조 시킨 후 치아 자체를 MTT용액에 저장한 다음 흡

광도 측정을 이용한 정량적 분석과 동시에 냉동 절단법을 이용하여 조직을 관찰하였다. 

MTT 검색에 의한 흡광도 값에 있어 즉시 처치군과 10분 건조군 사이에는 통계학적인 유의차가 없었다 (p > 0.05).

그러나, 즉시 처치군 및 10분 건조군은 20분과 40분 및 60분 건조군과 비교시 통계학적인 유의차를 보였다 (p <

0.05). 또한, 20분 건조군도 40분 및 60분 건조군 과의 군 간 비교에서 각각 통계학적인 유의차를 보였다 (p < 0.05).

그러나, 40분 건조군과 60분 건조군 사이에는 통계학적인 유의차를 보이지 않았다. 

조직학적 관찰에서 시간 경과에 따라 crystal의 모양과 분포 및 수에서 확연히 구별되는 특징적인 양상을 보여주었다.

즉시 및 10분 건조 군에서는 가시모양의 crystal이 전 치주인대부위 조직과 치수 내에 밀도 높게 골고루 폭넓게 퍼져 있

었으나 20분 이상 건조 군에서부터는 치주인대와 치수 부위 조직 모두에서 crystal 결정체 수가 급격히 감소하는 양상

을 보였다. 

이번 실험의 결과를 종합적으로 분석해보면 MTT 흡광도 측정값과 냉동 절단법을 이용한 시편의 MTT 염색 관찰 소

견 결과를 서로 비교 했을때 상당히 밀접한 상관 관계가 있음을 보였다. 

주요어: 치주인대세포, 활성도, MTT 검색법, 냉동 절단법, 흡광도
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