
서론

치주질환은 치은연 혹은 그 하방의 치면에 군집하는 세균

들에 의해 야기된 감염이며, 숙주, 미생물, 환경적 요인이 

복합적으로 조합되어 발현된다.

세균학의 황금기라 불리우는 19세기 후반에 의학적으로 

중요한 여러 감염질환의 원인균이 밝혀지는 가운데 치주질

환과 관련된 세균에 대한 연구가 시작되어, 치주질환의 발

현에 있어 미생물의 역할 및 원인 세균에 대한 다양한 연구

들이 이루어졌다. 그러나 치주질환의 원인균을 밝히는 연구

는 다른 감염성 질환들에 대한 연구와는 달리 매우 성공적

이지는 못하였다. 비교적 최근에 염증반응이 심한 숙주인자

가 임상적 증상이 높은 군과 연관된다고 밝혀졌으며, 미생

물적 요인만으로는 질환의 발병이나 유병률의 상대적으로 

적은 부분만을 설명할 수 있다고 알려져 있다. 쌍둥이의 연

구를 통한 역학적 연구에서도 치주질환의 정도에 대한 유전

적인 영향이 약 50% 정도 된다고 하였다
1)
. 이러한 일련의 

연구들은 감염질환의 발현에 있어 숙주반응이 중요한 역할

을 함을 암시하는 것이다.

또한 상기한 바와 같이 미생물적 요인은 감염질환의 발현

을 위한 세 가지 요소의 하나로, 질환의 발현에 필요조건일 

뿐 충분조건이 아니긴 하지만, 어떠한 감염질환도 감염원 
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ABSTRACT

Purpose: The aim of this study was to compare the number of live and dead bacteria attached to, or within, the stratified 

squamous epithelium lining the tissue side of the gingival sulcus. 

Materials and Methods: A total of 50 patients was examined and classified into healthy or diseased sites according to 

inflammatory status of the gingival tissue. The surface of stratified squamous epithelium was removed by gentle scraping of 

the gingival sulcus with curettes. The cells were processed in the laboratory by density-gradient centrifugation to separate the 

epithelial cells from the loose bacteria and debris. The LIVE/DEAD
®
 BacLight

TM
 Bacterial Viability Kit was applied and the 

specimens were observed by an epifluorescent microscope and the number of bacteria was counted.

Results: Live and dead bacteria were stained to green and red, irrespectively. Generally, the number of total bacteria in the 

diseased sites was significantly higher than in the healthy sites. The mean number of detected bacteria in the diseased sites 

was 58.6±36.0 (red bacteria 10.4±9.2 / green bacteria 48.2±30.5), while it was 1.5±1.7 in the healthy sites (red bacteria 

0.1±0.3 / green bacteria 1.4±1.5). The percentage of red bacteria was 17.5±11.2% in the diseased sites and 2.0±5.8% in the 

healthy sites.

Conclusion: The total number of bacteria in the diseased sites was significantly higher than that of the healthy sites. The 

ratio and the number of red bacteria were also significantly higher in the diseased sites. 
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없는 상태에서는 발생할 수 없다는 점에서 미생물적 요인의 

중요성은 여전히 과소평가할 수 없다.

현재까지는 치아에 부착하는 세균성 치태가 치주염의 원

인으로 여겨지고 있다. 하지만, Dzink 등의 연구에 의하면 

치은연하 치태에서보다 더 높은 비율의 치주질환 유발 세균

이 열구상피의 biofilm에서 발견되며
2)
, 이러한 세균들은 치

주염의 발병과 진행에 영향을 미칠 것으로 생각된다. 따라

서 치은열구 상피세포에 부착하거나 함입된 세균의 수나 이

의 생사 여부가 치주질환의 병인을 이해하는데 도움을 주리

라 생각한다.

LIVE/DEAD
®
 BacLight

TM
 Bacterial Viability Kit 

(Molecular Probes, OR, USA)는 SYTO
®
 9이라는 형광녹색

의 핵산 염색제와 propidium iodide라는 형광적색의 핵산 

염색제를 혼합해서 사용하는데, SYTO 9 염색제는 일반적으

로 세포막이 건전한 것과 손상된 것 모두, 즉 군집 내의 모

든 세균을 염색하는 반면, propidium iodide는 세포막이 손

상된 세균만을 투과해 들어가서 SYTO 9 염색제의 효과를 

감소시킨다. 따라서 세포막이 손상되지 않은 세균은 녹색으

로 형광 염색되고 세포막이 손상된 세균은 붉은색으로 형광 

염색된다.

본 연구에서는 LIVE/DEAD BacLight Bacterial 

Viability Kit를 이용해 치은열구 상피세포를 특수 DNA 형

광 염색하여, 건강한 치은과 치주질환에 이환된 치은에서 

치은열구 상피에 부착된 세균의 수에 차이가 있는지를 알아

보고자 하였다. 아울러, 부착되거나 함입된 세균 중 살아있

는 세균과 죽어있는 세균의 수를 비교해 보고자 하였다.

재료 및 방법

1. 치은열구상피 및 세균 채취

삼성서울병원 치주과에 내원한 환자를 검사하여 치주상

태가 건강한 사람과 치주질환을 가진 사람을 구분하였다. 

피험자들을 검사하여 건강한 치은 부위와 질환이 있는 치은 

부위를 구분하였다. 건강한 부위는 치은연이 얇고 표면이 

단단하며 임상적 부착상실이나 탐침 시 출혈이 일어나지 않

는 곳을 선택하였다. 반면, 질환 부위는 변연이 둥글고 색조

가 인접 부착치은보다 붉으며, 변연과 치간유두가 연하고, 

치주탐침 시 4mm 이상의 치주낭을 보이며 탐침 시 출혈이 

발생하는 곳을 선택하였다. 이러한 기준으로 50명의 피험자

들을 건강한 치은을 갖는 군과 치주질환에 이완된 치주 질

환자군로 구분하여, 전체 25개의 건강한 부위와 25개의 질

환 부위로부터 상피세포를 채취하였다.

선택된 부위에 타액이 닿지 않게 커튼 롤로 격리시킨 후, 

공기로 가볍게 건조시키고 cotton pellet이나 거즈를 이용

해 치은연상치태를 제거하였다. 그 후 멸균된 Gracey cur-

ette(Hu-Friedy, USA)을 이용해 치은열구상피를 가볍게 2

회 소파하여 멸균된 phosphate-buffered saline 0.5ml가 

담긴 1.5ml Eppendorf tube(Axygen scientific Inc., 

USA)에 보관하였다.

2. 부착성 세균 분리

멸균된 22gauge 바늘의 5ml 주사기(신창메디컬, 대한민

국)를 이용해 tube에 있는 치은세포의 부유물을 흡인하고 

뿜어내는 것을 수 차례 반복하여 뭉쳐있는 세포와 세균 덩

어리를 분산시켰다. 그 다음 tube를 18500Xg에서 5분간 

원심분리시킨 후, 바닥에 침전된 pellet을 50% Percoll 

(Sigma-Aldrich Corporation, USA)과 phosphate-buf-

fered saline(Sigma-Aldrich Corporation, USA)을 9 : 1로 

섞은 용액이 담긴 tube에 옮겼다. Density gradient를 형성

하여 상피세포와 비부착성 세균을 분리하기 위해 tube를 한

번 더 18500Xg에서 10분간 원심분리시켰다. 원심분리 후 

바닥에 침전된 비부착성 세균이 섞이지 않도록 조심스럽게 

gradient 상층부의 띠를 형성한 상피세포를 멸균된 피펫으

로 분리하였다.

3. 형광염색

분리해 낸 상피세포를 다시 phosphate-buffered saline 

0.5ml가 담긴 tube로 옮겨 담고, LIVE/DEAD BacLight 

Bacterial Viability Kit(Molecular Probes, USA)를 이용해 

제조사의 사용법에 따라 상피세포를 염색하였다. 

4. 현미경 관찰 및 측정

피펫으로 염색된 세포 5μl를 분리하여 슬라이드 글라스

에 옮기고 커버 글라스를 덮은 후 표준형광장비가 연결된 

현미경(Nikon ECLIPSE 80i, Japan)을 이용해 관찰하였다. 
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관찰부위는 저배율에서 무작위적으로 5개 부위를 선택하여, 

고배율에서 관찰한 후에 영상기록 프로그램인 Image-Pro 

Plus
®
 v5.0(MediaCybernetics, USA)를 이용하여 정지화면

을 기록하여 분석하였다. 화면에 전체 세포가 다 보이는 상

피세포만 세균 개수 계산에 포함시켰으며, 살아있는 세균과 

죽은 세균의 수는 세어진 세균의 수를 상피세포의 수로 나

누어 세포 하나당 세균 수로 계산하였다. 각 그룹에서의 살

아있는 세균 수와 죽은 세균 수의 차이 및 비율의 차이가 

유의성이 있는지 알아보기 위해 Mann-Whitney U-test를 

적용하였다. 

결과

현미경 관찰 시 저배율에서 상피세포가 비교적 균일하게 

분산되어 있었으며, 대개 각 세포가 떨어져 있었으나 간혹 

둘 이상 무리를 지어 관찰되기도 하였다. 고배율에서 관찰 

시 상피세포에 부착되어 있는 세균들을 명확하게 관찰할 수 

있었다. 세포당 세균의 수는 세균이 하나도 관찰되지 않는 

경우부터 백여 개 이상 다수가 관찰되는 경우까지 다양하게 

나타났으며, 관찰되는 세균의 대부분이 구균이었다(Fig. 1, 2).

전반적으로 치주질환에 이환된 부위에서 건강한 치은 부

위보다 현저히 많은 수의 세균이 관찰되었다. 건강한 치은 

부위에서 관찰된 총 세균 수의 평균이 1.5±1.7개인 반면, 

치주질환에 이환된 부위에서 관찰된 총 세균 수의 평균은 

58.6±36.0개였다. 또한 건강한 치은 부위에서는 9개의 샘

플에서는 어떤 세균도 관찰되지 않았으며, 발견된 세균도 

대부분이 녹색으로 발광하는 세균이었으며, 발견된 녹색으

로 발광하는 세균의 수(1.4±1.5)도 치주질환에 이환된 부위 

(48.2±30.5)와 비교하여 매우 작은 수치였다(p＜0.05). 치

주질환에 이환된 부위에서는 거의 모든 상피에서 녹색으로 

발광하는 세균(48.2±30.5)과 적색으로 발광하는 세균 

(10.4±9.2)이 함께 관찰되어 건강한 치은부위에서 발견된 

세균수와 비교하여 통계학적으로 유의성 있게 높은 수치를 

보였다. 정상 치은 부위와 치주질환에 이환된 부위에서의 

적색으로 발광하는 세균의 비율은 각각 2.0±5.8%, 17.5 

±11.2%였다(Table 1).

Table 1. Number of bacteria associated with gingival sulcular epithelial cell in the healthy and the dis-

eased sites (Mean±SD)

Healthy sites (N=25) Diseased sites (N=25)

Red bacteria

Green bacteria

Total bacteria

Ratio (red/total, %)

0.1 ± 0.3

1.4 ± 1.5

1.5 ± 1.7

2.0 ± 5.8

10.4 ± 9.2*

48.2 ± 30.5*

58.6 ± 36.0*

17.5 ± 11.2*

*: statistically significanct from healthy sites (p < 0.05)

Figure 2. Bacteria associated with sulcular epi-

thelial cell in the diseased site (original magnifi-

cation ×400).

Figure 1. Bacteria associated with sulcular epi-

thelial cell in the healthy site (original magnifi-

cation ×400).
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고찰 및 결론

타액 내의 당단백은 치아와 여타 표면에 침전되며, 여기

에 구강 내 세균들이 부착하여 biofilm이 형성된다. 부착 후 

얼마 지나지 않아 세균들은 급속 성장기를 거치게 되고 표

현형이 변하게 된다. 주된 변화는 polysaccharide ex-

polymer의 형성인데, 이는 biofilm이 치태를 형성할 수 있

게 해주며, 세균이 백혈구에 의해 포식되는 것을 막아주고 

항생제에 대한 저항력을 크게 증가시켜 준다. 시간이 지남

에 따라 치태는 치은열구 내로 성장하여 치은연하 치태를 

형성한다. 열구 내의 몇몇 세균들은 염증조직으로부터의 

serum과 삼출물 내에서 번성하게 되며, 그람 음성 혐기성 

세균들이 다수를 이루게 된다.

일부 세균들은 상피세포에 부착할 수 있다. 일례로 

Streptococcus sanguis는 상피에 부착할 수 있게 해주는 

다중의 adhesin을 가지고 있으며
3)
, Streptococci는 fi-

bronectin, fibrinogen, laminin, collagen, actin, im-

munoglobulin 등에 부착할 수 있다
4)
. Streptococci 외에도 

일부 치주질환 유발 세균들도 상피에 부착할 수 있다. 

Aggregatibacter actinomycetemcomitans와 Porphyromonas 

gingivalis는 상피에 쉽게 부착할 수 있으며
5)
, 만성 치주염 

및 치주부착이 상실된 부위에서 이러한 세균들을 발견할 수 

있다. 그러나, Moore와 Moore의 보고에 따르면 이들은 치

은연하치태의 깊은 부위에서 채취해 배양할 수 있는 세균의 

1%도 되지 않는 소수에 불과한 것으로 알려져 있다
6)
.

Dzink 등에 의하면 P. gingivalis, Prevotella inter-

media, Peptostreptococcus micros 등의 세균은 치은연하

치태보다 5배에서 20배 가량 더 많은 수가 상피세포에 서식

하고 있다고 하였다
2)
. Dibart 등은 DNA혼성화(DNA hy-

bridization)를 이용해 건강한 치은열구의 상피세포로부터 

Streptococcus oralis 등의 세균을 분리해내고, 치주질환에 

이환된 상피세포로부터는 Bacteroides forsythus, P. in-

termedia, Capnocytophaga ochracea, Campylobacter 

rectus 등을 분리해내어 이를 뒷받침하였다
7)
.

상피에 형성되는 biofilm은 종종 단층이며, 따라서 중층

편평상피의 정상적인 교체와 탈락에 의해 상피에 biofilm이 

형성될 위험이 감소된다고 생각할 수 있다. 그러나, A. ac-

tinomycetemcomitans나 P. gingivalis와 같은 몇몇 세균

은 일단 구강상피에 부착하면 fusion과 endocytosis에 의해 

내부로 들어갈 수 있다
8,9)

. 이렇게 함으로써 그들은 면역계, 

항생제로부터 보호받으면서 영양분이 풍부한 환경을 갖게 

된다. 또한 상피부착은 streptococcal sore throat, 

whooping cough, diphtheria, gonorrhea, shigellosis 등

의 질환을 발병하게 하는 주요인이기도 하다
10)
.

치주염에서 상피세포 궤양이 나타나기도 하며, 이로 인해 

P. gingivalis 등의 세균이 기저막에 있는 4형 교원질에 결

합할 수 있게 되어 치은 결합조직 내로 쉽게 함입하게 된다. 

만성염증치은에서는 열구상피의 상피간극이 증가되고, 호중

구는 temporary channel을 남기면서 상피 사이를 지나 이

주한다
11)
. 세균이 상피세포 표면에 부착하면 상피세포가 

interleukin-6(IL-6)을 분비하며, 세균이 endocytosis에 

의해 함입되는 경우 훨씬 강하게 분비한다. IL-6는 호중구, 

대식세포, 임파구, 형질세포 등의 면역세포의 유입을 유도

하며, 이는 치아에 대한 치주조직의 부착을 파괴할 수 있는 

화농성 염증상태를 야기하게 된다
12)
.

본 연구에서는 상피부착세균과 비부착성 세균을 분리하

기 위한 방법으로 Percoll density gradient를 이용하였다. 

채취한 상피세포 및 세균을 50% Percoll 용액에 넣고 

18500Xg에서 10분간 원심분리하면 상층부에는 얇은 띠가 

형성되며 하방에도 띠가 형성된다. Childs와 Gibbons에 의

하면 상층부의 얇은 띠가 상피세포 및 부착성 세균이며, 하

방의 띠는 비부착성 세균이라고 한다. Childs와 Gibbons은 

Percoll density gradient가 1,000개 이하의 적은 수의 상

피세포에서도 상피세포와 비부착성 세균을 분리할 수 있는 

신뢰할 만한 결과를 보이는 방법이라고 보고하였다
13)
. 

상피에 부착 또는 침입한 세균 수를 측정하기 위한 여러 

가지 방법들이 추천되고 있다. 기존에 가장 많이 사용되던 

방법은 radioactive labeling 또는 culture viability 등의 

간접적인 방법이었다. Radioactive labeling은 세균의 au-

to-aggregation 때문에 과대평가되는 경향이 있는 단점을 

가진 반면, culture viability는 작은 차이가 간과되는 단점

을 지닌다. Papaioannou 등에 의하면 배양하여 집락을 형

성하는 세균의 수를 측정하는 방법과 형광 염색하여 현미경

으로 관찰하여 세균 수를 측정하는 방법 간에 유의성 있는 

차이가 없다고 하였다
14)
. 이를 토대로 LIVE/DEAD 

BacLight Bacterial Viability Kit를 이용하여 실험을 진행

하였다. LIVE/DEAD BacLight Bacterial Viability Kit는 

한번의 염색으로 살아있는 세균과 죽은 세균을 구분하여 관

찰할 수 있게 해주는 장점을 가지고 있다.
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Vaahtoniemi 등은 임상적으로 건강한 치은을 가진 사람

들과 치은염이 있는 사람들의 구강치은상피와 치은열구상

피, 순측 점막을 채취하여 형광 염색하여 상피세포에 부착

한 세균의 수를 측정하였다. 그 결과 치은염이 있는 경우에

서 그렇지 않은 경우에 비해 상피세포에 부착한 세균의 수

가 유의성 있게 높게 관찰되었다고 보고하였다
15)
. 본 연구는 

Vaahtoniemi 등과는 달리 치은열구 상피만으로 실험하였으

며, 질환군을 치주염으로 정의하였다는 점에서는 차이가 있

긴 하지만, 건강한 치은 부위에서는 평균 1.53±1.7개, 치주

질환에 이환된 부위에서는 평균 58.6±36.0개의 세균이 관

찰되어 Vaahtoniemi 등의 연구에서와 같이 건강한 치은부

위보다 치주질환에 이환된 부위에서 통계학적으로 유의성 

있게 많은 수의 상피부착 세균이 관찰되었다.

본 연구에서는 염색 방법으로 immunolabeling이나 

Giemsa stain이 아닌 LIVE/DEAD BacLight Bacterial 

Viability Kit를 이용하였으므로, 전체적인 상피부착 세균의 

수 비교 외에도 부착 세균 중 살아있는 것과 죽은 것의 수 

또한 비교할 수 있었다. 그 결과 건강한 치은 부위에서는 소

수의 녹색으로 발광하는 세균(1.4±1.5)만 관찰될 뿐 적색으

로 발광하는 세균(0.1±0.3)이 거의 관찰되지 않았으나, 치

주질환에 이환된 부위에서는 거의 모든 상피에서 상당수의 

녹색으로 발광하는 세균(48.2±30.5)과 적색으로 발광하는 

세균(10.4±9.2)이 함께 관찰되었다. 상피에 부착한 전체 세

균 중 죽은 세균의 비율이 건강한 치은부위에서는 

2.0±5.8%인 반면 치주질환에 이환된 부위에서는 

17.5±11.2%로, 치주질환에 이환된 부위에서의 죽은 세균 

비율이 건강한 치은부위에서보다 통계학적으로 유의성 있게 

높게 관찰되었다. 이러한 결과는 치주질환에 이환된 숙주가 

침입한 세균을 제거하기 위해 작동시킨 면역 체계의 작용으

로 여겨진다.

물론 LIVE/DEAD BacLight Bacterial Viability Kit가 

최근에 죽어서 아직 세포막이 손상되지 않은 세균을 염색하

지 못하였을 가능성이 있으며, vigorous pipetting이나 원

심분리 등 준비 도중에 세균이 죽을 가능성도 있으므로 약

간의 오차가 발생할 수도 있다. 이는 상대적으로 높은 표준

편차를 보이는 실험값들과 어느 정도 연관성이 있을 것으로 

생각된다.

본 연구의 결과에 따르면, 치주질환에 이환된 부위의 치

은열구 상피세포에서 건강한 부위의 치은열구 상피세포에서

보다 통계학적으로 유의성 있게 많은 수의 세균이 관찰되며, 

죽은 세균 역시 치주질환에 이환된 부위에서 통계학적으로 

높은 수 및 비율로 관찰된다. 건강한 치은부위와 치주질환에 

이환된 부위에서 죽은 세균 비율의 차이가 왜 나타나는지, 

이 차이가 치주질환 진행에 영향을 미치는 인자인지 치주질

환의 결과인지, 영향을 미치는 인자라면 치주질환의 진행 과

정에 어떤 영향을 미치는지에 대해서는 명확하게 밝혀진 바

가 없으며, 차후 이에 대한 연구가 필요하리라 생각된다. 
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