
I. 서론

치주치료의 궁극적인 목적은 질환에 의해 손상된
치주조직을 재생시키는 것이라고 할 수 있다. 이는
염증에이환된치근면의신생백악질의형성, 신생골
의 침착, 이 두 조직간에 기능적으로 배열되는 신생
결합조직 섬유 및 상부 치은조직의 재형성을 의미한
다. 그러나 치주조직 치유시 치근백악질, 치주인대,
치조골 및 치은조직으로부터 유래되는 다양한 세포
들의영향을받아치유되는양태가매우다르다1,2).
소실된 치주조직의 회복을 위해 여러 가지 방법으

로 창상부분의 세포부착능력을 향상시키기 위한 치
근면 처치제의 사용3), 골결손부 재생을 위한 골이식
재의 사용4,5), 특정 세포의 선별적 이주를 이용하는
조직유도 재생술식6,7) 및 골형성단백질과 다양한 성
장인자를 이용한 방법 등이 있다8,9). 그러나 현재까
지 제안된 많은 방법들은 그 임상적 결과에 대한 예
지성이낮으며4-9) 특히골재생효과에제한적이다4-7).
최근에는 세포의 성상을 생물학적으로 조절하는

방법에 대한 연구가 진행되어 폴리펩타이드계 성장
인자 (polypeptide growth factors)의 임상적용이 연
구되고 있다10). 또한 생약제, 한약제를 이용한 치주

조직재생치료법이연구되고있다11). 이와같이치주
조직 재생을 위한 여러 가지 치료법이 제시되고 있
으나 아직까지 확실하게 사용되는 방법은 없다. 치
주처치 후 치주인대의 신속한 증식과 결손된 골 조
직의 재생이 완전히 이루어질 수 있도록 부작용과
독성이 없으면서 치주인대 세포 및 조골세포의 활성
을증가시킬수있는약제의개발이필요하다. 
최근 이러한 생체 적합성과 항균작용, 창상 치유

촉진 등의 생물학적 작용, 우수한 기계적 특성으로
관심이 증가하고있는 키토산 (1-4, 2amino-2-deoxy-
β-D-glucan)은 키틴을 강알칼리 처리하여 탈아세틸
화시킨 유도체로서, 구조적으로 hyaluronic acid와
유사한 polycationic complex carbohydrate이며분자
량은 800-1,500KD인 생체 분해성 물질이다. 키토산
은 지방 흡수를 저해하여 체중 감소에 도움을 주며,
콜레스테롤의 조절, 항미생물 효과, 항암효과, 지혈
효과 등이 있다12-16). 키토산은 또한 창상 치유를 촉
진시킨다고 알려져 있는데, 이는 키토산이 창상치유
과정에서 세포 이동과 조직의 성숙을 촉진시키기 때
문이다17-20). 
치의학 분야에서도 키토산에 대한 연구가 진행되

고 있다. Klokkvold 등21)은 키토산이 골원성 세포의
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분화를 유도하여 골형성을 촉진시킨다고 하였다.
Muzzarelli 등22)은 치주질환으로 파괴된 조직, 발치
와 및 치근단 절제술 후 골결손부위에 키토산을 적
용하였을때골형성의촉진을보고하였고, Sapelli 등
23)은 치주질환, 구개창상및발치와의치유를증진시
키기 위해 키토산을 사용하여 양호한 임상적 결과를
얻었다고보고하였다. 계등24)은 키토산제재가포함
된 차폐막이 치주질환으로 파괴된 골조직 재생에 유
용하다고 하였고, 김과 정25)도 치은섬유아세포에 키
토산을 적용시 치은섬유아세포의 부착과 증식 및
alkaline phosphatase activity에 영향을 준다고 하는
등 키토산이 치주조직 재생에 유용한 물질로 이용될
수있음을시사하였다.
지금까지의 연구보고로 볼 때 키토산은 창상치유

과정 중에 세포이동과 기질형성을 촉진시키며 골형
성 증진의 효과가 있는 것으로 생각된다. 그러나 이
들 보고는 동물실험22-24)을 통한 키토산의 효과나 치
주인대세포26) 또는 치은섬유아세포25)에서의 결과로
치조골 형성에 직접적으로 관여하는 조골세포에 대
한 키토산의 효과를 보고한 것은 드물다. 이에 본 연
구는 키토산이 백서 태자 두개관세포의 활성을 저하
시키지 않으면서 조골 작용을 증가시키는 적정농도
를알아보고자하였다. 

II. 실험재료및방법

1. 세포배양

1) 백서태자두개관세포의분리및배양
백서 태자 두개관세포의 분리는 McCarthy27)등의

방법을 변형한 순차소화효소기법을 이용하여 분리
배양하였다. 태령 20-21일째의 백서 태자를 모체로
부터 무균적으로 적출하고 태자의 두부로부터 두개
관을 절제하여 골막과 연조직을 제거하였다. 절제한
두개관은수술용가위로세절한후 0.2% collagenase
(GibcoBRL, U.S.A.)를 함유한 bone cell buffer (1 M
NaCl, 0.3 M HEPES, 0.125 M CaCl2, 0.5 M Mannitol,
0.1 M K2HPO4; pH 7.4) 1.5 ㎖과 함께 교반하면서
37℃에서 15분간 소화시켰다. 3번의 소화과정중에

얻어진 세포현탁액은 버리고 4번째와 5번째의 세포
현탁액을모아서 1000 xg에서 10분간원심분리한후
bone cell buffer로 세척하고 다시 원심분리하여 분
리된 세포를 수집하여 배양하였다. 수집된 세포들은
75 ㎖ flask에 10% fetal bovine serum (FBS;
GibcoBRL, U.S.A.) 및 1% antibiotic-antimycotic
solution (GibcoBRL, U.S.A.)이 첨가된 BGJb media
(GibcoBRL, U.S.A.)에 배양하였다. 배양액은 3일 간
격으로 교환하였으며 배양시 습도는 100%, 온도는
37℃였으며 95%의 공기와 5%의 CO2를 계속 공급하
였다. 실험에는 계대배양 1번째와 2번째 것을 이용
하였다. 

2) 배양접시내키토산의적용
수용성 키토산은 100% 키토산을 탈아세틸화시킨

후 염산과 물을 첨가한 수용액에 키토산 분해 효소
를 이용해 분해시켜 정제 과정을 거쳐 건조한 분말
형태로 공급되며 (주)자광으로부터 제공받았다. 분
말 형태의 키토산은 3차 증류수에 녹였으며 배지내
최종농도가 각각 0.01 ㎎/㎖∼5.0 ㎎/㎖이 되도록
stock solution으로준비하여실험에사용하였다.

2. 세포활성도평가

계대배양 1세대와 2세대의 골아세포를 0.25%
trypsin-EDTA (GibcoBRL, U.S.A.) 용액으로 처리하
여분리한후well당 1 x 104개의세포수가되게하여
96 well plate (Nunc, U.S.A.) 에 접종한 후 배양하였
다. 세포가 약 70%정도의 밀생에 도달되었을 때 2%
와 0% fetal bovine serum이 포함된 BGJb 배양액으
로 교환하고 해당농도의 키토산을 첨가하였다. 사용
된 키토산의 농도는 0, 0.01, 0.1, 1.0, 2.0, 5.0 ㎎/㎖
로 하였다. 배양 1일 후와 3일 후에 MTT assay를 시
행하였다. 각 well에서 배양액을 제거하고 생리식염
수로 2회 세척 후 Non-Radioactive Cell Proliferation
Assay kit (Promega, WI, U.S.A.)를 이용하여 제조사
의 지시대로 3-(4,5-dimethyl-thiazole-2-yl)-2,5-
diphenyl tetrazolium bromide (MTT) 용액 50 ㎕를
첨가하고 4시간 동안 배양하였다. 반응을 정지시키
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기 위하여 여기에 20 ㎕의 10% SDS를 첨가한 후
ELISA plate reader (Microplate manager䠶 BioRad,
U.S.A)로 파장 490 nm에서의 흡광도를 측정하였다.
해당농도의 키토산에 대한 세포활성도 평가는 대조
군에대한백분율로표시하였다.

3. 단백질함량측정

백서태자두개관세포를 6 well dish에 1 x 105개의
세포를 분주하였다. 배양 3일과 7일에 배양액을 제
거하고 인산완충생리식염수로 2회 세척하였다. 각
well에 200 ㎕의 1x cell lysis solution (Cell signaling,
U.S.A)를 넣고 5분간 배양한 후 cell scraper를 이용
하여 내용물을 얻은 다음 10 ㎕를 취하여 단백질양
을 Bradford법에 의하여 측정하였다. Protein assay
kit 시약 (BioRad, U.S.A.)을 이용하여 UV spec-
trophotometer (SmartSpecTM, BioRad, U.S.A.)
595nm에서 흡광도를 측정하고 세포내의 단백질 함
량을측정하였다.

4. 염기성인산분해효소활성도측정

염기성 인산 분해 효소 활성도 측정은 Cho 등21)의
방법에 준하여 시행하였다. 백서 태자 두개관세포를
배양한 후 12 well dish에 well당 1 x 105개의 세포를
분주하였다. 24시간후해당농도의키토산을적용하
고 3일과 7일간 배양하였다. 배지를 제거한 후 1%
TritonX-100으로세포를용해시키고초음파로분쇄시
켰다. 0.4 mM Tris HCl, 2 mM MgCl2, 4 mM p-nitro-
phenol phosphate가 함유된 완충용액 50 ㎕/well을
가한후 30분간반응시키고, 150 ㎕의 1N NaOH를가
하여반응을중지시킨후분해된 p-nitrophenol을 405
nm에서 spectrophotometer (SmartSpecTM, BioRad,
CA, U.S.A.)로비색정량하였다.

5. 석회화결절의측정

석회화 결절 형성에 대한 키토산의 영향을 알아보
기위하여백서태자두개관세포를 12 well plate에 1

x 105개의 세포가 되게 분주한 후 10% FBS, 1%
antibiotic-antimycotic solution, 50 ㎍/㎖ ascorbic
acid, 10 mM sodium β-glycerophosphate가 첨가된
BGJb solution에 키토산 최종 농도 0.01 ㎎/㎖, 0.1
㎎/㎖, 1.0 ㎎/㎖, 2.0 ㎎/㎖가되도록처리하고 3일마
다 배지를 교환하면서 14일과 21일간 배양하였다.
배양 14일과 21일째에 cell을 4% formaldehyde에 1
시간 고정한 후 1% Alizarin red S 염색 용액을 넣어
20분간 반응시켜 석회화 결절을 염색하였다. 염색된
표본들은 CCD camera (Sony, Japan)에서 촬영하고
Optimas image-processing program (Media cyber-
netics, Carlsbad, CA, U.S.A)을이용하여모니터상에
서석회화결절부분의면적을계측하였다.

6. 통계학적분석

실험에서 얻어진 수치는 one-way ANOVA와 사후
검정에Duncan 법을시행하였다.

III. 결과

1. 키토산에 의한 백서 태자 두개관세포의 독성
검사

대조군과 농도별로 키토산을 처리한 각 실험군을
배양 1일, 3일 후에 MTT assay를 시행하였다. 배양 1
일, 3일 모두키토산농도 2.0 ㎎/㎖ 이상에서는대조
군과 비교하여 유의한 활성감소가 나타났다
(p<0.05, Figure 1). Fetal bovine serum 첨가 유무에
의한 세포활성도의 변화를 관찰하였을 때 유의한 차
이가관찰되지않았다.

2. 단백질함량측정결과

키토산이 백서 태자 두개관세포의 총 단백질양 형
성에 미치는 영향을조사한결과, 배양 3일에 대조군
은 12.9 ㎍/㎖ 키토산 처리군에서는 농도 0.01 ㎎/㎖
에서는 14.2 ㎍/㎖, 0.1 ㎎/㎖에서는 17.1 ㎍/㎖, 1.0
㎎/㎖은 15.8 ㎍/㎖ , 2.0 ㎎/㎖에서는 14.8 ㎍/㎖ 으
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로 키토산 농도 0.1 ㎎/㎖에서 대조군에 비하여 총
단백질양이 유의하게 더 많았다 (p<0.01, Table 1).
배양 7일에서도 대조군은 20.9 ㎍/㎖로 3일에 비하
여 더 증가하였으며 키토산 처리군에서도 20.5∼
22.5 ㎍/㎖으로 실험군에서 총 단백질양이 많았으나
유의한차이는없었다 (Table 1).

3. 염기성인산분해효소활성도검사

키토산을 넣지 않은 대조군과 각 해당농도의 키토
산을 접종하고 배양한 실험군들의 염기성 인산 분해
효소활성도를측정하였다.
배양 3일에 대조군은 314.9 U였고 , 키토산 농도

0.01 ㎎/㎖∼2.0 ㎎/㎖에서는 350.6 U∼ 418.7 U로

750

Figure 1. MTT assay for primary rat calvarial celll viability with chitosan.
*: indicates significant difference compared to the control (p<0.05).

Table 1. Effects of chitosan on total protein level in primary rat calvarial cell

protein (㎍/㎖)

Conc.(㎎/㎖) 3 day 7 day

control 12.9±1.1 20.9±1.0 
0.01 14.2±2.1 22.5±2.3 
0.1 17.1±1.5* 20.7±1.7 
1.0 15.8±2.3 21.2±1.3
2.0 14.8±3.5 20.5±1.4

*: indicates significant difference compared to the control (p<0.05).

Table 2. Alkaline phosphatase activity of rat calvarial cells treated with chitosan

Alkaline phosphatase activity (U/105 cells) 

Conc.(㎎/㎖) 3 day 7 day

control 314.9±29.5 434.5±33.8 
0.01 350.6±43.2 575.8±43.2* 
0.1 418.7±34.3* 615.2±71.1*
1.0 395.4±30.2* 556.2±48.7*
2.0 385.6±47.9 482.4±71.2

*: indicates significant difference compared to the control (p<0.05).



키토산 농도 0.1 ㎎/㎖와 1.0 ㎎/㎖에서 대조군에 비
해 효소 활성도가 유의하게 높게 나타났다 (Table 2,
p<0.05). 
배양 7일에 대조군은 434.5 U였고 , 키토산 농도

0.01 ㎎/㎖∼2.0 ㎎/㎖에서는 482.4 U∼ 615.2 U로
모든 군에서 배양 3일째에 비하여 효소 활성도가 증
가하였다. 키토산 농도 0.01 ㎎/㎖∼1.0 ㎎/㎖까지
대조군에 비해 효소 활성도가 유의하게 높게 나타났
다 (Table 2, p<0.05). 

4. 석회화결절형성율의측정

백서 태자 두개관세포를 석회화 결절 형성용 배지

에서 배양하고 배양 14일과 21일에 alizarin red S로
염색을 실시하고 석회화 결절 형성 면적을 측정하였
다. 결절은원형으로주위에세포가밀집되어있었고
결절중앙쪽으로진한적색으로염색되어있었다. 
배양 14일에 대조군의 석회화 결절의 형성 비율은

12.5%, 키토산 0.01 ㎎/㎖은 15.7%, 0.1 ㎎/㎖은
15.9%, 1.0 ㎎/㎖은 20.2%, 2.0 ㎎/㎖은 15.5%로 키
토산 1.0 ㎎/㎖를투여한군에서대조군보다높은석
회화결절형성율을보였다 (p<0.01, Figure 2). 
배양 21일 석회화 결절 형성 비율은 14일에 비하

여 더 증가하는 경향을 보였다. 대조군의 석회화 결
절의 형성율은 19.1%, 키토산 0.01 ㎎/㎖은 25.2%,
0.1 ㎎/㎖은 28.7%, 1.0 ㎎/㎖은 27.8%, 2.0 ㎎/㎖은
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Figure 2. Representive in vitro mineralization data obtained from 14-day cultures of primary rat calvarial cells.
+: indicates significant difference from the control (p<0.01).

Figure 3. Representive in vitro mineralization data obtained from 21-day cultures of primary rat calvarial cells.
+: indicates significant difference from the control (p<0.01).
++: indicates significant difference from other groups (p<0.01).



10.7%로 키토산 0.1 ㎎/㎖와 1.0 ㎎/㎖를 투여한 군
에서대조군보다높은석회화결절형성율을보였고,
키토산 2.0 ㎎/㎖군은 다른군에 비해 유의하게 낮았
다 (p<0.01, Figure 3). 

IV. 고찰

치주질환은 부착치은의 소실과 함께 치주낭을 형
성하고 지지조직인 치은결합조직, 백악질, 치주인대
그리고 치조골의 파괴를 수반하며 임상적으로 증상
이 뚜렷하지 않음으로 인해 내원시 대부분 중증이상
으로진행되는것이일반적이다28).
치조골내에서는 조골세포와 파골세포가 동시에

존재하며 조골세포의 작용이 증가하거나 파골세포
의 작용 능력이 감소하는 경우 신생골의 형성이 시
작된다29, 30). 치조골은 치주질환으로 인하여 소실되
기도 하고 임플랜트 시술시 많은 양의 골조직이 필
요하기 때문에 조골기능을 경우에 따라서 증강하여
야할필요가있다. 이를위해서는외과적시술후골
아세포가 치조골을 형성하는데 영향을 미칠 수 있는
미세환경을 개선하고 부작용과 독성이 없으면서 조
골세포의 활성을 증가시킬 수 있는 약제 혹은 방법
의개발이필요하다.
키토산 (1-4, 2amino-2-deoxy-β-D-glucan)은 풍부

한 천연재료인 키틴으로부터 쉽게 유도하여 사용할
수 있으며 생체흡수성 및 생체적합성 그리고 항미생
물 작용을 가지고 있다. 또한 키토산은 지혈작용과
창상치유 촉진작용이 있고 골전도성이 있는 등 손상
된치주조직의재생, 특히골조직재생에효과가있을
것으로 생각된다. 그러나 키토산을 이용한 치주조직
재생 연구는 부족하며 특히 골아세포의 활성에 영향
을주는적정한키토산의농도역시연구자들간에이
견이 있다14, 25, 26, 31-33). 이에 본 연구에서는 지금까지
의 문헌들을 참고로 백서 태자 두개관세포에 다양한
범위의 키토산 농도를 적용하고 세포의 활성에 영향
을주는적정한키노산의농도를알아보고자하였다.
키토산의 농도와 투여 방법은 연구자마다 다양하

다. Klokkvold 등14)은 0.2% acetic acid에 2 ㎎/㎖ 농
도로, Lahiji 등32)은 2% acetic acid에 4 ㎎/㎖ 농도로

키토산을 만든 후 미량 피펫을 이용하여 배양 접시
바닥에 줄을 긋듯이 위치시키고 소독 후 세포 배양
hood에서 acetic acid를 휘발시켜 실험에 이용하였
다. 그러나 이 방법은 준비과정이 복잡하며 또한 잔
존하는 산도 (acidity)를 제거하기 위하여 0.5 M의
NaOH로 세척과정이 필요하며 세포 배양용 접시가
염기성으로 변화되지 않도록 다시 Hank's balanced
salt solution으로 세척하여 pH를 7.4로 조정하는 등
그 과정이 번거로우며 세척 과정 중에 키토산이 희
석될 우려가 있다. 한편 백 등34)은 수용성 키토산
0.01 ㎎/㎖∼2.0 ㎎/㎖를 사용하였는데 이 방법은 그
과정이 번거롭지 않으며 필요에 따라서는 여러 번
키토산을 배양 접시에 적용할 수 있으며 정확한 양
의 조절도 가능하다. 이에 본 연구에서는 여러 가지
점을고려하여키토산은수용성키토산으로, 분말형
태의것을 3차증류수에녹여사용하였다. 
본 연구에서는 키토산이 백서 태자 두개관세포의

증식과 단백질 형성에 미치는 영향에 대하여 관찰하
였다. 키토산이 세포의 증식에 미치는 영향을 관찰
한실험에서, Mori 등33)은 섬유아세포에키토산을적
용시 저농도 ( 5∼50 ㎍/㎖)에서는 섬유아세포의 증
식을 억제하지는 않지만 고농도 (500 ㎍/㎖)에서는
섬유아세포의 증식을 억제시킴을 보고하였다. 본 실
험에서는 배양 1일째 키토산 농도 1.0 ㎎/㎖ 이상에
서는 0.01 ㎎/㎖군과 비교하여 유의한 활성감소가
나타났으며 배양 3일에는 2.0 ㎎/㎖ 이상의 농도에
서 0.01 ㎎/㎖군과 비교하여 활성감소가 유의하게
나타났다. Lahiji 등32)은 골아세포에 4.0 ㎎/㎖ 키토
산을적용후 7일에세포의활성을관찰하였을때키
토산으로 피복 처리된 경우가 키토산 처리가 안된
것에 비하여 골아세포의 밀도(density)가 높았다고
하였다. 이 결과는 본 실험의 세포 활성이 감소한
2.0 ㎎/㎖보다 상당히 높은 농도에서도 세포 활성을
보였는데 이는 키토산 적용 방법, 관찰기간 및 사용
한 세포 등, Lahiji 등32)이 사용한 실험 방법의 차이에
의한것으로생각된다. 그러나 Mori 등33) 및 Lahiji 등
32)의 결과로 볼 때 적정한 농도의 키토산은 세포의
활성을 증진시켜 창상 치유를 촉진시킬 것으로 사료
된다. 
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키토산을 적용시 세포의 형태변화도 관찰되는데,
Lahiji 등32)은 키토산을골아세포에적용시세포의형
태가 방추형이 아닌 구형이었고 그 형태가 7일간 유
지되었다고하였다. 본실험에서도키토산농도 0.01
㎎/㎖에서부터백서 태자 두개관세포는키토산적용
24시간부터 그 형태가 구형인 것이 관찰되었는데,
2.0 ㎎/㎖, 5.0 ㎎/㎖에서 특히 현저하였으며 3일째
에도 세포의 형태가 그대로 유지되었으며 특히 5.0
㎎/㎖ 에서는 세포들이 응어리져 있는 형태를 보여
Lahiji 등32)의결과와유사하였다 (data unshown) .
키토산이 백서 태자 두개관세포의 총 단백질양 형

성에 미치는 영향을 조사한 결과, 3일째 대조군은
12.9 ㎍/㎖, 키토산 처리군에서는 14.2 ㎍/㎖∼17.1
㎍/㎖으로키토산농도 0.1 ㎎/㎖에서대조군에비하
여총단백질양이유의하게더많았다. 배양 7일에서
도대조군은 20.9 ㎍/㎖로 2일째에비하여더증가하
였으며 키토산 처리군에서도 20.5∼22.5 ㎍/㎖으로
실험군에서 총 단백질양이 많았으나 유의한 차이는
없었다. 키토산에 의한 단백질 합성능을 측정한 김
등26)의 실험에서는 0.2 ㎎/㎖의 키토산을 적용한 결
과, 단백질 합성능은 초기 3일에서는 대조군에 비해
유의하게 더 많지만 7일에서는 대조군보다 더 낮게
나타난다고하였다. 본 실험에서배양 3일의총단백
질양은 대조군에 비하여 키토산 농도 0.1 ㎎/㎖에서
는 유의하게 많았으며 다른 농도에서도 대조군보다
총 단백질 양이 더 많은 경향을 보여 김 등26)의 결과
와 유사하였다. 배양 7일에서의 총 단백질양에서도
대조군, 키토산 적용군 모두 3일에 비하여 그 양이
증가하였으며 대조군보다 키토산 적용군들이 그 양
이 많은 경향을 보였으나 유의한 차이는 없었다. 이
상의 연구 결과, 키토산 0.01 ㎎/㎖∼2.0 ㎎/㎖ 농도
에서는 백서 태자 두개관세포의 증식을 억제시키지
않음을시사한다. 
키토산이 골아세포에 미치는 영향을 관찰한 연구

들을보면, Klokkevold 등14)은 쥐에서채취한미분화
간엽세포가 키토산을 처리하였을 때 조골세포로 분
화하여 석회화되는 양상을 보고하였다. 그는 이 연
구에서 키토산이 직접적으로 조골세포의 골생성을
촉진하고 간접적으로는 섬유아세포를 억제함으로써

골생성에 저해되는 인자를 억제하여, 결과적으로 조
골세포로의 분화와 골형성을 촉진한다고 하였다. 김
등26)도 골아세포의 증식 및 염기성 인산분해효소 활
성도에 영향을 미쳐 골형성을 촉진할 것이라고 하였
다. 본 실험에서도 백서 태자 두개관세포의 조골세
포로의 분화를 관찰하기 위하여 염기성 인산 분해
효소 활성도 및 석회화 결절 형성 면적을 측정하였
다. 염기성 인산 분해 효소는 유기인산 에스테르를
가수분해하여 석회화가 이루어지는 부위에서 국소
적으로 인산이온의 농도를 증가시키는 효소로 세포
외기질에 calcium phosphate를 침착시킴으로서 석
회화를 유도하는 기능을 가진다33, 35). 그래서 염기성
인산 분해 효소의 활성도가 증가한다는 것은 석회화
가 촉진됨을 의미한다. 백서 태자 두개관세포의 경
우 배양 3일에 대조군에 비하여 키토산 적용군에서
더높은활성도를보였으며특히 0.1 ㎎/㎖과 1.0 ㎎/
㎖에서 대조군에 비해 더 유의하게 높은 활성도를
보였다. 배양 7일에서도 대조군에 비하여 키토산 적
용군에서 더 높은 활성도를 보였으며 특히 0.01 ㎎/
㎖에서 1.0 ㎎/㎖까지의 농도에서 대조군에 비해 더
유의하게 높은 활성도를 보였다(p<0.05). 이는 배양
7일까지도백서태자두개관세포에서키토산에의한
석회화과정이진행중임을추정할수있다.
본 연구의 석회화 결절 형성능력을 측정한 결과,

키토산을투여한군에서 14일의키토산농도 1.0 ㎎/
㎖에서는 대조군과 비교하여 더 많은 석회화 결절을
형성하였으며 21일에서는키토산 0.1 ㎎/㎖와 1.0 ㎎
/㎖ 투여군에서도 대조군과 키토산 2.0 ㎎/㎖군보다
더 높았다 (p<0.01). 이는 키토산 농도 0.1 ㎎/㎖와
1.0 ㎎/㎖에서골형성이증진된다는것을시사한다.
키토산에의한치은섬유아세포의영향을보면, 김

과 정25)은 키토산 적용시 세포활성은 증가하지만 세
포의 부착은 대조군에 비해 감소하였다고 하였고 김
등26)도 섬유아세포의 증식이 억제되지만 단백질 합
성능은 대조군과 차이가 없다고 하는 등 키토산이
치은 조직에는 별 다른 역할을 하지 않는 것으로 생
각된다. 그러나 키토산은 창상치유를 촉진시키는 역
할이있고동물의wound dressing material로 사용되
고 있다17, 18). Ueno 등19)은 초기 창상치유에 중요한
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역할을하는 osteopontin이키토산처리된다형핵백
혈구에서 증가였고, Ueno 등20)의 계속된 연구에서
키토산이 L929 mouse 섬유아세포의 세포외기질 합
성을 직접적으로 증진시키지는 않았지만, 키토산에
의해 자극된 macrophage에 의한 성장인자 합성 증
가와 그에 따른 섬유아세포의 세포외기질 합성이 증
가되어 창상치유가 촉진될 것이라고 하는 등 섬유아
세포의 기능향상이 키토산에 의해 자극된 주변 조직
세포에 의하여 영향을 받을 것으로 추정된다. 따라
서 키토산에 의한 치은 섬유아세포의 영향을 주변의
치주인대 세포 및 골아세포와 함께 그 역할을 규명
할필요가있을것이다.
본 연구결과 백서 태자 두개관세포에 키토산 농도

0.1 ㎎/㎖과 1.0 ㎎/㎖을적용시세포의활성및증식
을 억제시키지는 않았으며 초기 단백질 합성과 염기
성 인산 분해 효소활성을 증진시킴을 알 수 있었다.
또한 키토산 농도 0.1 ㎎/㎖과 1.0 ㎎/㎖에서 석회화
결절 면적율이 대조군에 비해 유의한 증가를 보였
다. 이는 적절한 농도의 키토산은 골세포에 대한 세
포 친화성이 있으며 골재생을 증진시킬 수 있음을
의미한다. 향후 백서 태자 두개관세포에 키토산을
적용시 조골세포로의 분화 과정에 대한 계속적인 연
구가 필요하며 또한 골형성에 중요한 세포외기질 단
백질 분비에 미치는 영향 및 그 기전에 대한 연구가
필요하리라사료된다.

V. 결론

키토산은 지혈작용, 창상치유 촉진작용 및 골전도
성등의 효과로 보아 손상된 치주조직의 재생, 특히
골조직재생에효과가있을것으로생각된다. 
그러나 키토산을 이용한 치주조직 재생 연구는 아

직 부족하며 특히 골아세포의 활성에 영향을 주는
적정한 키토산의 농도 역시 연구자들간의 이견이 있
다. 이에 본 연구에서는 백서 태자 두개관세포에 키
토산농도 0.01 ㎎/㎖, 0.1 ㎎/㎖, 1.0 ㎎/㎖, 2.0 ㎎/㎖
및 5.0 ㎎/㎖로 24, 72시간 배양하여 세포의 활성도
를 측정하였다. 백서 태자 두개관 골아세포에서의
골기질 형성능력을 알아보기 위하여 세포에 키토산

농도 0.01 ㎎/㎖∼2.0 ㎎/㎖를 적용하고 염기성 인산
분해 효소 활성도와 석회화 기질 형성 능력을 측정
하여다음과같은결과를얻었다. 

1. 백서태자두개관세포에키토산자극시배양 24
시간과 72시간에서 농도 0.01 ㎎/㎖∼1.0 ㎎/㎖
은 대조군과 유사한 세포활성을 보였으나 농도
2.0 ㎎/㎖ 이상에서는 세포 활성이 유의하게 감
소하였다 (p<0.05). 

2. 키토산이 백서 태자 두개관세포의 총 단백질양
형성에 미치는 영향을 조사한 결과, 3일에 대조
군은 12.9 ㎍/㎖, 키토산 처리군에서는 14.2 ㎍/
㎖∼15.8 ㎍/㎖였으며농도 0.1 ㎎/㎖에서대조
군에비하여총단백질양이유의하게더많았다
(p<0.05). 배양 7일에서도 대조군은 20.9 ㎍/㎖,
키토산 처리군에서는 20.5 ㎍/㎖∼22.5 ㎍/㎖으
로 실험군에서 총 단백질양이 더 많은 경향을
보였으나유의하지않았다. 

3. 배양 3일에 염기성 인산 분해효소 활성도는 키
토산 농도 0.1 ㎎/㎖와 1.0 ㎎/㎖에서 대조군에
비해 효소 활성도가 유의하게 높게 나타났으며
(p<0.05), 배양 7일에도 키토산 농도 0.01 ㎎/㎖
- 1.0 ㎎/㎖에서 대조군에 비해 효소 활성도가
유의하게높게나타났다 (p<0.05). 

4. 석회화결절형성율을측정한결과키토산을투
여한 군에서 농도 0.1㎎/㎖, 1.0 ㎎/㎖에서 대조
군과비교하여더많은석회화결절을형성하였
으나 (p<0.01), 2.0 ㎎/㎖에서는 대조군과 유사
한정도의석회화결절을형성하였다.

이상의결과 0.1 ㎎/㎖, 1.0 ㎎/㎖의키토산을적용
시 세포 활성도의 저하 없이 백서 태자 두개관세포
의 석회화를 촉진시키는 것으로 나타났으며, 치조골
결손부 재생 술식에 키토산의 임상적 응용이 가능하
리라생각된다.
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-Abstract-

Effect of chitosan in primary rat calvarial cell

Jeong-Kyung Kim, Hyun-Ju Chung, Young Joon Kim, Ok-Su Kim

Dept. of Periodontology, College of Dentistry and Dental Science Research Institute, Chonnam National University

The effect of chitosan, a carbohydrate biopolymer extracted from chitin, on periodontal regeneration is of
particular interest. The purpose of this study was to evaluate the effect of chitosan on primary rat calvarial cells
in vitro, with special focus on their proliferative properties by cell activity and the amount of total protein syn-
thesis. The experimental groups were cultured with chitosan in concentration of 0.01, 0.1, 1.0, 2.0 and 5.0 ㎎/
㎖ for MTT assay. In the experimental groups, cells were cultured with chitosan in concentration of 0.01, 0.1,
1.0 and 2.0 ㎎/㎖. Each group was characterized by examining alkaline phosphatase activity at 3 and 7 days
and the ability to produce mineralized nodules of rat calvarial cells at 14 and 21 days.

The results were as follows: 
1. The cell activity was not reduced in the concentration of 0.01∼1.0 ㎎/㎖ whereas the cell activity was
reduced in the concentration of 5.0 ㎎/㎖ than the control at day 1 and 3 (p<0.05). 

2. Primary rat calvarial cells treated with chitosan in the concentration 0.01 ㎎/㎖ and 0.1 ㎎/㎖ showed
more protein synthesis than the control at day 3 (p<0.01). But primary rat calvarial cells treated with chi-
tosan showed more protein synthesis than in control but they didn't have statistically difference among
groups at day 7.

3. At 3 and 7 days, alkaline phosphatase activity was significantly increased in the concentration of 0.01 ㎎/
㎖. 0.1 ㎎/㎖ and 1.0 ㎎/㎖ (p<0.05).

4. The percentage of mineralized bone nodule was more in the concentration of chitosan 0.1 ㎎/㎖ and 1.0
㎎/㎖ than the control. 

These results suggested that chitosan has a positive effect on the bone formation of primary rat calvarial cells
in the concentration of 0.1 ㎎/㎖ and 1.0 ㎎/㎖.

Key words : chitosan, rat calvarial cell, protein synthesis, bone formation, MTT assay
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