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PPuurrppoossee :: Extensive defect of oral and maxillofacial area is usually reconstructed with composite flap
including skin paddle. However, if the defects are lined with only skin components, the mucosa’s role in
mastication and texture are not restored. Furthermore, stiffness and hair-growing prevent denture rehabil-
itation and good oral hygiene. This study was performed to overcome the disadvantages of composite soft
tissue flaps including the skin and to make a model for myo-mucosal flaps. 

MMaatteerriiaallss aanndd mmeetthhooddss :: Buccal mucosa sized 0.5×1.0 cm2 from New Zealand rabbit (around 1.5kg)
was harvested and cultivated by the modification of Rheinwald and Green’s keratinocyte culture method.
Cultured mucosa was grafted on the fascia of latismus dorsi as form of mucosal sheet. After 7, 10, 14 days,
the myomucosal flap was excised and evaluated under light microscope with H & E and immunohisto-
chemical staining. As control group, harvested buccal mucosa from rabbit was transplanted to gracilis mus-
cle(n=6).

RReessuullttss :: From 7 days after prelamination, the basal layer of the grafted mucosa resembled that of nor-
mal mucosa. As control group, transplanted mucosa had original shape but there’s slight inflammatory
reaction. Prelaminated mucosa has 19.8±4.59 cell layers and some samples have more than 20 layers. The
expression rate of PCNA was relatively strong (42.9%±14.1) at the basal layer of grafted mucosa and the
laminin was found at the basal layer. On the contrary, prelaminated mucosa at 10 days showed moderate
expression rate of PCNA(32.4%± 4.62). We found the mucosal layer was somehow disappeared and there
is strong inflammatory reaction. After 14 days prelamination, the grafted oral keratinocytes were almost
disappeared and expression of PCNA was not observed. 

CCoonncclluussiioonn :: We can make 75 fold large mucosal(3850mm2) sheet from small samples of mucosa
(50mm2). Epithelial sheet that grafted on the fascia of muscle underwent differentiation and proliferation.
But after 10, 14 days, there was strong inflammatory reaction and the grafted mucosa was destroyed from
surface layer. In rabbit model, transfer of fascio-mucosal flap should be done from 7 to 10 days after
prelamination.

Key words :Myo-mucosal flap, Cultured mucosa, Oral keratinocyte, Tissue-engineering, Prelamination,
Rabbit model 

Abstract
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Ⅰ. 서 론

구강악안면외과 임상에서 소규모의 구강점막 결손 시 인

접 점막조직을 결손부위로 이동시켜 직접 봉합하거나 협점

막이나 구개점막 이식을 이용하고 있다1,2). 그러나 선천적

혹은 외상이나 종양 절제 등의 후천적 원인에 의한 광범위

한 점막 결손의 경우 채취할 수 있는 가용 점막에 한계가 있

고 또 이식 성공을 위해 혈류화 조직 이식이 필요하기 때문

에 대개가 피부를 포함하는 유경 또는 유리 피판술로 결손

부를 재건하고 있다3-5). 이와 같은 경우에는 점막이 아닌 피

부를 이용하므로 술후 주위조직과 부조화가 발생하고 피부

부속기 및 각화로 구강내에 잘 생착되어도 불편감이 있으

며, 피판 공여부 수술에 의한 또 다른 공여부 결손과 반흔

등의 후유증이 남게 된다4,6,7). 이러한 피부 이식에 따른 문

제점을 보완코자 위나 소장의 일부를 mesenteric vessel에

기초하여 구강내로 이식하는 방법도 도입 되었으나, 점액의

분비와 같은 장점에도 불구하고 구강 결손부 형태를 부여하

기 어렵고 또한 채취를 위해 일반외과 수술팀이 필요한 점

등의 불편감으로 인해 보편화되지 못하였다8). 

1997년 Rath 등9)은 구강연조직 결손 시 가장 많이 사용

되고 있는 유리전완피판에서 피부 대신 점막을 옮기고 또

피부 결손을 막기 위해 자가 구강 점막을 스탬프 이식 형태

로 전완피부 하방에 미리 위치 시켜 생착 시킨 후 조직판을

거상하는 prelaminated fasciomucosal radial forearm

flap 형성법을 발표하였으며, 그후 meshed mucosal graft

를 이용하는 방법과 신경과 점막을 동시에 prelamination

시킨 neuromucosal prelaminated flap도 보고하였다10).

이 방법들은 당시 시도되고 있던 부분층피부이식을 이용한

전판상화 대신 점막이 필요로 되는 구강이나 비강 등에 사

용될 수 있는 독특한 방법이기는 하였지만, 구강내에서 자

가 점막을 채취하는 데는 한계가 있다는 점이 지적되었다.

2001년 Lauer 등7)은 이러한 가용 점막 양의 한계점을 극

복하고자 구강 점막을 조직공학적으로 배양하여 단세포층

의 구강각화상피세포 박막을 형성하고 이것을 전완 근막 상

방에 prelamination 시키는 진보된 방법을 임상에 적용하

였다. 2003년 Schultze-Mosgau 등11)도 백서에서 pre-

confluent monolayer로 배양된 구강각화 상피를 근육에

prelamination시키는 연구를 시행하였다. 이와 같이 임상

및 동물에서 구강각화상피세포를 이용하여 전판상화 점막

판을 만드는 연구가 진행되었으나 이들에서의 문제점은 세

포단층의 점막세포를 넣어 판상화 한 것으로, 실제 구강 점

막이 외력에 견디기 위해서는 단층 보다는 중층화된, 보다

정상 구강점막에 가깝게 분화된 점막세포층을 이용하는 것

이 바람직 하다. 또한 prelamnation 동물 모델은 실제 전

판상화된 조직판을 유경 또는 미세이전을 통해 구강내 결손

부로 이식이 가능하여야 한데, 백서 모델은 이러한 점에서

수술적 제한이 있다. 

본 연구에서는 이제까지의 단층 구강점막세포를 이용한

전판상화의 단점을 보완하고 수술적 조작이 용이하도록 중

층화된 각화상피세포를 이용한 전판상화(prelaminated)

점막근조직판 가토 모델을 형성코자 하였다.

Ⅱ. 재료 및 방법

실험개체는 체내 전판상화 기간에 따라 총 3군(7일, 10

일, 14일)으로 분류하며, 대조군으로는 위의 실험에 사용된

가토의 구강점막을 채취하여 가토의 박근(gracilis)에 이식

하여 7일, 14일로 분류하여 실험하였다(n=6). 

1. 점막 채취 및 구강각화세포의 중층 배양

2.5kg 내외의 New Zealand rabbit(n=18)을

Ketamine hydrochloride (Ketara�, 50mg/ml, Yu-Han

Corp., Korea)와 Xylazine (Rompun�, 20mg/ml, Bayer

Korea Ltd., Korea)을 4:1로 혼합하여 귀정맥으로 정맥마

취를 시행하였다(초기 용량 0.5ml/kg, 추가 용량 0.25

ml/kg). 10% 베타딘 (Potadine, Sam-Il pharm. Korea)

으로 구강내 소독을 시행한 후 좌측 협점막 부위에

1:100,000 에피네프린을 함유한 2% 리도케인(Lidocaine

HCl Inj. Huons, Korea)으로 침윤마취를 하고 협점막을

1.0cm×0.5cm 크기로 채취하였다. 점막 공여부는 5-0 흡

수성 봉합사(SurgiSorb�, Samyang Co., Korea)로 직접

봉합하였다. 채취된 협점막을 PBS(10ml, Gibco, USA)로

세척 후 DMEM(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium,

Gibco, USA)에 보존하여 clean bench로 바로 운반하였

다. 채취된 점막은 70% 알코올에 30초간 담구어 소독한 후

PBS로 수 차례 추가로 세척하였다. 

세척한 점막을 배양용기(90mm culture dish)에 옮겨 점

막층과 피하조직 및 근조직을 미세가위로 분리하였다. 분리

된 조직을 PBS로 다시 세척한 후 Dispase II (1mg/ml,

Boehringer Mannheim, Germany)로 처리하고(4℃,

14~16시간), PBS로 조직을 세척한 다음 멸균된 미세섭자

를 이용하여 진피와 표피를 분리하였다. 표피만을 택하여

약 0.5mm2의 크기로 잘게 자르고, 0.05% 트립신-0.02%

EDTA(Gibco, USA)로 37℃ 에서 5분간 항온 배양하였

다. 10% FBS (Fetal Bovine Serum, JRH, USA)를 포

함한 DMEM 용액으로 트립신-EDTA를 비활성화 시켰으

며, 1,800rpm에서 5분간 원심분리하였다. 튜브 하방에 침

전된 세포 펠렛(pellet)을 10% FBS를 함유한 DMEM용

액에 30분간 다시 부유시키고 70um 나일론 세포 여과기

(Falkon, Beckton Dickinson, USA)에 여과시킨 후 다시

5분간 1,800rpm에서 원심분리하였다. 모여진 세포는 1ml
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의 배양액에 부유시킨 후 헤모사이토미터(hemocytome-

ter, CASY-1, Schärfe system, Germany)로 세포의 수

를 산정하였다. 배양액은 DMEM과 Ham’s F-12 (Ham’s

F-12 Nutrient mixture, Gibco, USA)를 3:1의 비율로

혼합한 용액에 100 U/ml 페니실린 (Penicillin, Gibco,

USA), 100μg/ml 스트렙토마이신 (Streptomycin, Gibco,

USA), 0.4μg/ml 하이드로코티존 (Hydrocortisone,

Sigma-Aldrich Co., USA), 5μg/ml 트랜스페린

(Transferrin, Sigma-Aldrich Co., USA), 10ng/ml 상피

성장인자 (Epidermal Growth Factor, Sigma-Aldrich

Co., USA), 10-10 M 콜레라 독소 (Cholera Toxin,

Sigma-Aldrich Co., USA), 2×10-11 M 트리이오도타

이로닌 (Triiodothyronin, Sigma-Aldrich Co., USA),

5μg/ml 인슐린(Insulin, Sigma-Aldrich Co., USA)을 배

합하여 만들었다.

추출된 구강점막각화세포는 섬유아세포를 마이토마이신-

C (Mitomycin-C, Sigma-Aldrich, USA)로 처리하여

feeder layer를 만들어 놓은 90mm 배양접시에 1cm2당 1×

104개의 밀도로 접종하였다12). 접종 4일 후 배양액을 바꾸

고 부착되지 않은 각화세포는 파기하였다. 그 후 배지를 매

일 교환하였으며 구강각화세포가 5~6층으로 중층화되면

각화세포를 feeder layer와 분리하여 전판상화 실험에 이용

하였다.

배양접시의 feeder layer 형성은 다음과 같이 시행하였

다. 스위스 백색 쥐 (Swiss albino mouse - American

Type culture Collection No. CCL 92)의 섬유아세포에서

분리된 3T3 섬유아세포를 5% 이산화탄소와 95% 산소 혼

합 환경에서 DMEM과 10% FBS를 첨가한 배지에서 배양

하였으며, 세포가 배양접시 바닥에 confluent해지면 세포분

열을 억제하기 위해 4μg/ml 농도의 마이토마이신-C로 90

분간 처리하였다. 그후 PBS로 세척하여 마이토마이신을 제

거하고 트립신을 이용하여 분열억제된 3T3 섬유아세포를 2

×104개의 농도로 배양접시에 접종하였다. 

2. 자가 배양 점막의 가토에서의 전판상화

협점막을 채취 배양한 21일째에 점막을 제공한 동일한 토

끼를 전술한 방법대로 마취 시행 후 견갑골 첨부에서 전방

장골 능을 연결하는 선상까지 삭모 소독 후 1:100,000 에

피네프린을 함유한 2% 리도케인으로 국소마취를 시행하였

다. 10번 수술도를 이용하여 피부 및 막층(panniculus

carnosus) 절개 후 광배근을 확인하고 근육 상방의 투명의

지방층을 제거하였다. 중층으로 배양된 점막세포를 육안으

로 확인한 1.5×1.5cm 크기의 실라스틱 박판(silicone

sheet, United Silicone, USA)을 이용하여 1×1cm의 배

양점막세포를 디쉬에서 떼어낸 후, 배양된 구강점막을 근육

측으로 실라스틱 박판은 피부측으로 위치시키고 실라스틱

박판을 근육층에 5-0 흡수성봉합사로 고정하였다. 좌측과

동일한 방법으로 우측 협접막을 0.5×1cm 크기로 채취하

고 알콜과 PBS로 잘 세척하였다. 채취된 점막의 피하지방

층을 가위로 잘 제거하여 최대한 이식체를 얇게 한 다음 박

근을 노출시키고 근육 상방에 점막과 실라스틱 박판을 동일

한 형태로 고정하여 대조군으로 삼았다.(Fig. 1)13)

3. 전판상화 점막근조직판의 생존 및 분화 관찰

전판상화수술 후 7, 10 및 14일째에 각기 6마리의 가토

를 전술한 방법으로 정맥마취 시행한 후 이식부를 절개하여

실라스틱 박판을 제거하였다. 배양 점막과 광배근의 생착

여부를 육안으로 확인한 후 생착되지 않은 실험재료는 실패

로 간주하였다. 이식된 배양 점막과 광배근을 같이 절제하

여 시편 채취 후 동물을 희생시켰다. 시편을 10% 포르말린

Fig. 1. Schematic Drawing of Prelamination procedure

SC; Scapula, TDA; Thoracodorsal Artery, IS; Iliac spine  LD; Latissimus Dorsi
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용액에 12시간 고정한 후, 에탄올로 순차적으로 탈수한 다

음 xylene으로 대체시켜서 조직을 투명하게 하고, 파라핀

포매 블록을 만들었다. 5 mm 두께의 절편을 형성하고 헤마

톡시린-에오진으로 염색한 다음 광학현미경으로 점막세포

와 근육층 및 계면의 상태 그리고 200배의 배율로 기저층의

형태 및 점막 세포층의 수를 관찰하였다. 세포층의 수는 40

배 배율의 광학 현미경 상에서 대표적인 점막 부분을 찾은

후 200배 배율의 디지털 영상을 얻어 수직 격자(그리드)를

그려 시야에서 3개의 격자를 임의로 추출하여 격자 내의 세

포 수를 센 후 기저층에 위치한 세포의 수로 나누어 세포층

을 계산하였다14).

기저층의 세포 분열능과 라미닌 침착 여부, 구강 점막세포

의 특성유지 여부 및 미세혈관 형성 정도를 면역조직화학염

색을 통해 시행하였다. 아비딘-비오틴-과산화효소 복합체

(Avidin-Biotin-Peroxidase Complex, DAKO LSAB

kit, DAKO, USA)에 항원 결정기를 부착시키는 방법을 이

용하여 증식세포핵 항원 (PCNA, DAKO, USA), 라미닌

(laminin IMMH-7, Sigma, USA), 사이토케라틴 13/14

(cytokeratin 13/14 - mouse monoclonal, American

Res Products Inc., USA)와 Factor Ⅷ(DAKO-vWF,

DAKO, USA)으로 염색하였다.

증식세포핵 항원은 증식이 활발한 세포에서 발현되며 기

저세포의 세포증식능을 관찰하기 위하여 사용하였다. 슬라

이드에서 대표적인 부위를 200배 배율로 관찰하고 수직적

으로 9개의 그리드를 설정하고 임의로 3개의 그리드를 선

택하여 PCNA에 염색된 세포 개수를 세어 전체 기저층 세

포의 수로 나누어 발현율을 계산하였다14,15). 라미닌과 사이

토케라틴은 침착유무를 관찰하였다. 혈관 형성을 관찰하기

위해, Factor Ⅷ으로 염색된 슬라이드를 일차적으로 40배

의 배율을 통해 우선적으로 가장 많은 수의 미세혈관이 보

이는 부위를 설정한 후 200배의 배율로 미세혈관의 수를 세

었다. 

4. 전자현미경관찰

가토의 배양 점막세포와 정상 점막세포의 초미세 구조를

비교하기 위해 투과전자현미경으로 관찰하였다. 가토의 협

점막에서 점막을 일부 채취하고(n=2), 중층화 배양된 점막

에서 1×1cm2으로 시편을 분리하여(n=2) pH7.4의 0.1M

cacodylate buffer에 포함된 2.5% glutaraldehyde에 두

어 고정했다. 고정된 시편은 PBS로 15분간 3회 세척한 후

1M cacodylate buffer에 포함된 1% osmium tetroxide에

2시간 동안 추가고정하고 0.1M cacodylate buffer로 5분

간 2번 세척한 뒤 에탄올을 이용하여 탈수했다. 탈수된 시

편은 에폭시 레진(Epoxy Resin, Agar 100, Agar

Scientific Ltd., UK)으로 침투시킨 뒤 박절편을 만들어 톨

루이딘 블루로 염색하여 광학현미경으로 관찰 후 구강각화

상피가 있는 부위를 초박절편을 만들어 uranyl acetate와

lead acetate로 염색한 뒤 투과전자현미경 (JEOL 1010�,

Japan)으로 관찰하였다.

5. 생착율과 Cinamon’s score 계산

이식된 구강점막각화 세포의 광배근 생착 여부는 전판상

화 7, 10, 14일 경과 후, 이식된 부위를 채취하여 육안 및

현미경에서 관찰하며 3항목의 육안 관찰 항목(부착성, 색

깔, 표면질감)과 3항목의 현미경 관찰항목(구조 무결성, 백

혈구침윤, 부착성)을 종합하여 Cinamon’s score를 계산하

였다. 성공적인 이식의 기준은 구강상피세포가 일정하고 연

속적인 층을 형성하는 것이며 광학 현미경으로 관찰하며 이

식층 중앙을 수직으로 절제하여 평가하였다.(Table 1)16) 

6. 통 계

이식 전 배양 세포군과 3군의 실험군에 대하여 세포층의

Table 1. Evaluation of Graft take (Cinamon et al., 1993)

Macroscopic Score       0           1            2

Adherence     separated from wound   loosely adherent      tightly adherent

Color         blackened        mat gray or brown     normal

Plibility       very rough        minimally hardened    pliable and smooth

Microscopic Score       0           2            4

Structural integrity     destroyed        partially destroyed       maintained

Leukocyte infiltration intense and/or in material  similar to control wound    not observed

Adherence      separated from wound   loosely adherent      tightly adherent 
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변화 과정과 3군의 실험군에서 PCNA의 발현율, 미세혈관

의 개수 및 시나몬의 점수에 관하여 Kruskal-Wallis법을

시행하고 Dunn’s multiple comparison을 이용하여 검증

하였고 p값이 0.05 이하이면 통계적으로 유의성이 있는 것

으로 간주하였다(SPSS V11, SPSS Inc., Korea). 

Ⅲ. 결 과

1. 점막 세포의 배양과 중층화된 판상 점막의 형성

배양 7일 후 단층의 각화세포층이 생성되었으며 14일 후

중층화가 관찰되었다. 21일 경과 후에 5~8층으로 중층화

된 각화세포가 생성되었다 (평균: 6.5±1.05층)(Fig. 2).

중층화된 각화세포는 실라스틱 박판에 좋은 점착성을 보여

근막으로 이식할 수 있었다 (Fig. 3).

2. 전판상화 근-점막 피판의 형성 및 육안적 관찰

7일 경과 후 실라스틱 박판을 제거한 후 근막 위에 형성된

불투명 판상의 조직이 관찰되었으며 일부 개체에서 주변 조

직으로 염증을 시사하는 발적 현상이 보였다(Fig. 4). 10일

과 14일 경과 후 실라스틱 박판을 제거 하고 봤을 때 일부

개체(10일 경과군 : 4개체, 14일 경과군 4개체)에서 판상

조직이 보이지 않았고 심한 발적이 있었다.

Fig. 2. Cultured oral mucosa (stratified mucosal keratinocyte) 
A: Keratinocyte culture for 3 weeks in culture dish, stratified keratinocyte was observed (phase contrast, x200).
B: After 3 weeks culturing, 5~8 epithelial cell with tall columnar to flattened shape layer was observed.(H&E, x400).

Fig. 3. Cultured oral epithelium and intraoperative photography of prelamination surgery
A: Cultured rabbit oral epithelium is attached to silastic sheet. White-patch like appearance is cultured rabbit oral

mucosa(arrowhead)
B: Silastic sheet with cultured oral keratinocyte was located on the latissimus dorsi muscle over thoracodorsal artery. To

avoid graft mobility, two horizontal mattress suture was done between sheet and muscle.

A

A

B

B
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3. 전판상화 된 시기에 따른 세포층과 형태 변화

1) 세포층의 변화

이식 전 배양점막은 6.5±1.05층 이었으며, 전판상화 후

시간에 따라 7일 후 19.8+4.59층으로 증가 하였고 10일

경과 후는 14.3+4.01층이었다(Graph 1, Fig. 5). 일부

실험군에서(n=4) 염증세포에 의한 점막의 파괴현상이 관

찰되었고 14일 경과 후, 평균 2.83±1.15층으로 줄어들었

으며 7일 경과 군과 14일 경과 군사이에 통계적 유의성이

관찰되었다 (p=0.001).

세포의 형태는 7일 경과 후 기저 층에서는 장방형 원주 세

포가 관찰되었으며 표피층으로 갈수록 세포가 편평화 되었

다. 그러나 14일 경과 후 관찰된 세포는 장방형 원주 세포

는 관찰되지 않았으며, 세포의 응집현상이 발생하였고 편평

화된 점막 상피 세포나 이식되었던 세포는 관찰할 수 없었

고 일부 남아있는 세포에서도 이식된 점막세포의 파괴 현상

이 관찰되었다.

Fig. 4. Prelaminated myo-mucosal flap (after 7days
silastic sheet was removed)
Note yellowish white-patch appearance at the grafted site. 
Cultured oral keratinocyte was well taken and was not
peeled off easily.

Fig. 5. Prelaminated autologus mucosa and cultured mucosa (H&E, X100)
A: Prelaminated autologus mucosa. Well defined rete ridge and well differentiated epithelial lining could be seen (7days later) 
B: After 7 days, the prelaminated cultured mucosa proliferated, rete-ridge like appearance was shown. The number of

cell layer was increased by 3 times compared with cultured keratinocyte before prelamination.
C: After 10 days, prelaminated cultured mucosa, inflammatory reaction was observed.
D: After 14 days, mucosal layer was almost disappeared and inflammatory cell was infiltrated. (arrow: remaining

epithelial remnant)

A B

C D



대한악안면성형재건외과학회지: Vol. 27, No. 3, 2005

232

대조군으로 사용된 정상 협점막에서 세포는 이식 전

9.41+2.93층이었고 이식 7일 후 19.7+3.21층으로 증가

하였으나 이식 14일 후 4.33+3.78층으로 감소되었다. 이

식 7일 후에 배양된 점막 세포와 비슷한 양상으로 기저부에

서 장방형 원주 세포가 관찰되었고 표피로 올라 갈수록 편

평화된 상피세포가 관찰되었다(Graph 2). 그러나 14일 경

과 후 관찰된 세포의 형태는 기저부 세포나 상방 세포는 모

두 편형화 되었으며 핵의 크기는 이식 전에 비하여 매우 작

아지고 상피층과 결합조직의 분리가 관찰되었다.

대조군에서 육안으로 7일 경과군과 14일 경과군에서 이

식된 자가 점막에서 모두 캡슐화 되었으며 광학현미경 하에

서 림프구의 침윤이 관찰되었다.

2) 세포의 분열능

이식 7일 경과 후 관찰된 PCNA는 기저층에서

42.9+14.1%가 발현되었으며 10일 경과하였을 때 32.4±

4.62%가 발현 되었으나 14일 경과 후 PCNA는 발현되지

않았으며 각 군 사이에 통계적인 유의성(p=0.0175)이 있

었다(Fig. 6). 

3) 라미닌 침착

배양 점막 7일 군에서 기저 세포층에 라미닌의 침착이 관

찰되었으나, 10일과 14일 군에서 라미닌의 침착을 관찰할

수 없었으며 하방 근육으로 침투현상은 관찰되지 않았다

(Fig. 7).

4) 구강 점막 세포의 점막 특성의 유지

관찰된 시편에서 이식된 기간에 상관 없이 사이토케라틴

의 발현이 관찰되었으며 특히 사이토케라틴 13은 장방형의

원주세포 형태를 보이는 세포층에 발현되는 것이 관찰되었

으며 사이토 케라틴 14는 이식된 점막 층 전반에 걸쳐 염색

되는 것이 관찰되었다(Fig. 8). 

5) 미세혈관의 개수

7일 경과한 군에서는 5.28+1.80개가 관찰되었으며 10

일 경과한 군에서는 7.14+3.23개가 관찰되었다. 14일 경

과 군에서는 6.28+4.46개가 관찰되었으며 통계학적인 유

의성은 없었다 (p>0.05). 

4. 투과전자현미경 (TEM)

관찰된 정상 가토의 점막 세포는 핵이 큰 원주형의 세포와

핵이 작고 납작해진 세포까지 여러 형태가 관찰되었다. 정

상 가토의 표피쪽의 점막 세포는 미세융모모양의 세포가 하

방으로 향하며 상방으로 미세한 쐐기 모양이 관찰되었다.

배양된 점막세포는 미세 융모의 형태는 관찰되었으나 정상

점막 세포에 비하여 발달이 잘 되지 못하였으며, 대부분 핵

의 크기가 크고 세포질이 적은 모양을 나타내었다. 각각의

세포들은 많은 미세 융모들로 결합되었으며 세포간 밀집도

는 떨어지지만 세포간 데스모좀(desmosome) 결합이 관찰

되었다(Fig. 9). 

5. 생착율과 시나몬 점수

이식 7일 후 관찰한 배양 이식 점막 군에서 시나몬 점수는

10.5+2.07점이나 10일 경과 후의 시나몬의 점수는

2.16+3.48점이었으며 14일이 경과 하였을 때 시나몬의

점수는 1.16±1.83점이였다. 모든 경우에서 배농이나 조직

액(Seroma)이 차는 현상은 발견되지 않았다.

생착율은 7일 동안 전판상화 시킨 군에서는 100%의 생

착율을 보였으나 10일 및 14일 경과 군에서는 33.3% (10

일 경과군= 2/6, 14일 경과군= 2/6)의 생착율을 보였다

(Table 2). 

Graph 1. Cell layers of cultured mucosa prelamination
group.

Graph 2. Cell layers of autologus mucosa transplana-
tion group.
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Fig. 6. Prelaminated cultured mucosa (7days, X200, PCNA)
A: Autologus mucosa graft. (control)
B: At basal cell layer brown pigmented nuclei was observed. (arrows)

Fig. 7. Prelaminated cultured mucosa (7days) , Basal cell layer stained by Laminin (X200, Laminin)
A: Autologus mucosa graft. Laminin was seen at basal layer and remaining dermal tissue.
B: Cultured mucosa graft group. Laminin was seen at basal layer, but laminin was not penetrated underlying muscle.

Fig. 8. Prelaminated cultured mucosa (7days, CK-14)
prelaminated mucosa was stained by CK-14. X100,
CK14 (brown colored)

A B

A B
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Ⅳ. 고 찰

구강점막 결손 시 이상적인 수복은 자가 점막 이식을 통

한 수복이지만 점막의 결손부가 광범위 할 때에는 직접 이

식이 불가능 하다. 따라서, 본 연구에서는 점막조직배양 기

법을 이용하여 점막의 면적을 넓히고 중층화 배양을 통하여

이식에 사용될 수 있는 점막조직을 형성하였다. 각화세포의

배양은 Rheinwald와 Green17)이 각화세포와 방사선에 노

출된 3T3 섬유아세포 (irradiated 3T3 fibroblast)를 영양

공급층(feeder layer)으로 이용하여 피부 상피세포의 배양

을 최초로 시행하였다. 이러한 방법을 통하여 상피의 면적

을 수 백배 이상 확장시킬 수 있었으며 피부이식을 하기 어

려운 광범위 3도 화상환자에 있어서 좋은 결과를 보여 주었

다18). 또한, Ueda 등19)은 구강 각화세포(oral keratinocyte)

의 배양을 통하여 점막상피를 형성하여 구강 점막의 결손부

재건을 시행하여 좋은 결과를 보고하였다. 일반적으로 구강

각화세포는 피부의 각화세포에 비하여 분화도가 떨어지는

것으로 생각되며 따라서 세포의 대사가 빠르고 세포 배양에

걸리는 시간이 짧은 것으로 알려져 있다. 또한, 각화되어 있

지 않은 구강상피 세포는 오랫동안 배양이 가능하며 구내에

서 채취 할 수 있기 때문에 외부에 흉터가 남지 않아 공여부

부작용을 최소화 할 수 있다19).

본 연구에서는 구강 각화상피의 배양을 위하여 소혈청

(bovine serum)과 영양 공급층 (feeder layer)으로 3T3

섬유아세포를 사용하였다. 임상에 적용 하기 위해서는 무혈

청 배지에서 배양하는 것이 이상적이지만, 혈청이 없는 경

우 세포의 증식능과 구조 보존성(structural integrity)이

저하되어 중층화에 어려움이 있었다20). 또한 영양 공급층은

3T3 섬유아세포를 이용하였다. 3T3 섬유아세포는 증식능

이 억제되어 세포 분열은 불가능 하지만 구강 각화 세포의

성장과 분화를 유도하고 TGF-b의 작용을 억제하는 인자를

분비하여 구강각화세포를 이용하는 실험에 많은 도움을 주

는 세포이다. 본 실험에서는 마이토마이신-C에 처리된 3T3

세포를 이용하였다. 방사선에 조사된 세포는 마이토마이신-

Table 2. Change of Cultured Keratinocyte after Prelamination

7 d. 10 d. 14 d.

Cell Layer 19.8±4.59 14.3±4.01 2.83±1.15

PCNA + + + -

Laminin + - -

CK13 + + -

CK14 + - -

Cinamon’s Score 10.5±2.07 2.16±3.48 1.16±1.83

GTR 100% 33.30% 33.30%

PCNA : Rate of positivity; +++ ,>50% ; 10%<++ <50 %; + , <10% ; -. No expresssion

Laminin, CK13, CK14 : + , expressed ; - , unexpressed. GTR means graft take rate

Fig. 9. TEM comparison between normal rabbit buccal mucosa and cultured mucosa , X5000.

A B
A: normal oral mucosa B: cultured oral mucosa 



C에 처리된 세포에 비하여 안정적이나 비용과 처리 과정이

복잡하여 본 동물 실험에서는 마이토마이신-C를 처리한 세

포를 사용하였다21).

배지에는 각화세포의 생존을 향상시키기 위하여 여러 성

분을 첨가하였다. 하이드로 코티손은 세포의 성장과 3T3세

포의 분해를 막는 필수적인 존재이다. 콜레라 독소는

cAMP의 수준을 상승시켜 구강 각화세포가 커지는 것을 막

고 말단분화(terminal differentiation)를 막는 역할을 하

는 것으로 알려져 있다. 상피성장인자(EGF)는 각화 세포

의 이동을 촉진시켜 구강 각화세포가 응집되는 것을 막고

일정한 층으로 중층화 되면서 성장하게 하며, 콜레라 독소

와 독립적으로 최종분화를 방지하여 세포의 수를 늘리게 해

준다. 인슐린과 트리이오도타이로닌은 혈청의 필요성을

20%에서 10%로 줄여주고 성장을 촉진시키는 역할을

한다22-24). 

본 실험에서 50mm2의 넓이의 구강상피를 채취하여 1주

배양 후 3,850mm2 넓이의 단층 구강각화상피층이 형성되

었으며, 3주 후 동일 넓이의 상피 5~8층으로 배양되었다.

피부를 포함한 구강 내 재건 수술 후 모발이 자라거나 이

식된 피부의 각질탈락으로 인한 구강 내 위생문제와 임플란

트 주위의 염증 및 조직이 증식하고 피판의 부피가 너무 크

거나 탄력성 부족으로 인하여 의치 사용시 기저부의 불안정

성이 나타났다7,25). 따라서 표면의 질감은 구내 점막 재건에

매우 중요한 요소이다. 표면 질감을 향상 시키기 위한 방법

으로 Pribaz와 Fine26)에 의해 부분층 피부 이식술에 의한

전판상화가 제안되었으며, 적은 양의 점막이 필요할 경우

구강 내 다른 부위에서 적은 양의 점막을 이용하여 전판상

화 시킨 후 재건에 이용하였다. 또한 Millesi 등27)는 혈류가

공급되는 비상피 조직을 따라 점막세포가 빠르게 성장하는

것을 관찰 하였으며, 이를 이용하여 비교적 넓은 점막층을

형성하는 실험을 시행하였다. 그러나 위의 방법은 8주 이상

의 기간이 걸리며 아주 넓은 점막층을 형성하기 위해서는

점막을 많이 공여해야 하는 단점이 있다28). 

본 연구에서는 구강각화세포의 배양을 이용하여, 빠르고

배양을 조절 하기 쉬운 중층화된 점막층을 형성하였고 점막

층을 근육으로 이식하기 위하여 실라스틱 박판을 이용하였

다. 이식에 사용된 실라스틱 박판은 이식된 점막 세포와 피

하층을 분리하는 역할과 점막 세포를 이동시키는 매개체로

사용되었으며 상부 결합조직과 분리된 점막 세포층은 근막

위에서 전판상화가 빨리 진행할 수 있게 해주었다27). 

조직공학적으로 형성된 피부에 관한 연구에서 진피 조직

이 없는 경우 반흔 수축이 나타나, 이를 개선하기 위하여 표

피 이식 전에 진피 조직을 이식한 후 그 위에 피부를 이식하

는 실험이 진행되었으며 반흔 수축을 줄일 수 있음을 보여

주었으나, 완전히 수축을 없애지는 못하였다29).

조직공학적 방법에 의하여 배양된 점막 세포는 실라스틱

박판을 매개물로 이용하였을 때 이식에 적절하였다. 이식

하고 7일 경과한 이후 이식된 점막층은 분해되기 시작하였

으며, 14일이 경과한 후 거의 모든 점막층이 고유의 특성을

잃고 분해되는 소견이 관찰되었다. 이는 기저막을 형성하지

못하여 세포의 구조적 안정성이 떨어지고 세포 성장과 분화

에 필요한 인자의 부족으로 인한 현상으로 추정된다. 

Elshal 등30)에 의하면 상피 세포가 포함되지 않은 근막피

판이나 근육 피판을 구강 내 재건에 사용할 경우 소성 결합

조직인 근막이 있더라도 빠른 상피화는 일어나지 않으며 치

유과정은 염증세포의 침윤과 육아조직의 형성 후에 주변으

로부터 상피의 이동이 관찰되고 결과적으로 섬유화되는 과

정이 된다고 보고하였다. 또한 근막을 포함하여 재건한 실

험군이 근막을 제거한 실험군에 비하여 술 후 수축이 적으

며 최종적으로 상피가 생성되는 과정에서 안정적인 구조를

가지는 상피를 가지는 것으로 보고되었다. 

Woodley 등31)에 의하면 근막만 남기고 피부조직을 절제

한 화상환자의 배양 각화조직 이식실험에서‘neo-dermis’

가 생성되며, 면역조직화학 염색을 통하여 이식 후 나타나

는 많은 결합조직의 요소를 관찰하였다고 보고하였다. 본

실험에서는 하방 결합조직의 존재가 상피의 성장이나 분화

에 필수적인 요소로 가정하여 근막을 제거하지 않고 실험을

시행하였으며 전판상화 시행 시 만족할 만한 결과를 관찰하

였으나 10일 이상 전판상화 시키는 것은 dermal compo-

nent가 없고 기저막을 형성하지 못하여 염증에 취약하고

구조적 무결성을 가지는 것으로 추정되었다. 

본 실험에서 사용한 면역조직화학 염색은 세포의 분열능

에 관한 면역염색과 세포의 고유 특성을 지니는지를 알아보

는 면역염색을 시행하였다. Song 등15)은 배양된 구강점막

상피를 이용하여 세포의 분열능을 조사하였으며 배양 구강

상피에서 Ki-67을 이용한 면역화학염색에서 50% 이상 염

색이 되는 것을 보고하였다. 본 연구에서 이식 7일째의 기

저 세포층 에서의 PCNA의 발현 백분율은 42%로 비교적

높게 나타났다. 그러나 10일 경과 후부터는 32%로 나타나

지만 14일이 경과 후에는 발현되지 않았다. 위 결과로 볼

때, 체내에 이식된 배양점막 상피는 분열능이 낮아지고 염

증반응로 인한 세포의 상실로 10일에서 14일 기간에 이식

된 배양점막의 구조적인 파괴가 나타나는 결과와 연관이 있

는 것으로 보였다. 

이식된 점막의 기저 세포층에서는 라미닌의 분비 및 침착

이 관찰되었다. 그러나 라미닌은 하방 결합조직으로 침투하

지 못했으며 이는 기저막이 형성되지 못하는 하나의 원인으

로 생각되었다. 근막으로 라미닌의 침투는 후에 근-점막 피

판 형성에 필수적이며 차후 이식 후 기저막 형성에 대해서

매우 필수적인 요소이다32-35). 그러나 라미닌이 침투하기 전

배양 점막조직이 분해되어 기저막 형성에 실패한 것으로 생

각되었다. 사이토케라틴 13과 14는 구강점막에 특이적으로

가토모델에서 배양 구강상피를 이용한 근-점막 피판의 형성에 관한 연구
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발현 하는 단백질로 본 실험에서는 점막층에 국한되어 발현

되었으며, flap의 상층부가 이식된 점막세포임을 명확히 하

였다.

미세 혈관은 7일, 10일 및 14일 경과군의 평균을 비교하

였을 때 10일 경과 군에서 혈관화가 가장 잘 진행되는 것으

로 보였으나 각 군간의 통계적인 유의성은 없었으며 14일

경과군에서 혈관화가 계속 진행되는 현상은 염증현상의 일

부로 사료되었다.

Saito와 Itoh36)은 가토의 구강 협점막의 SEM과 TEM을

시행하였으며 점막의 표피층에는 구강 쪽으로는 미세 능선

이 그리고 하방으로는 미세융모 형태의 돌기가 관찰되었다

고 하였다. 하방의 돌기들은 쐐기 같은 구조를 형성하였으

며 이러한 쐐기구조의 89.5%에서 돌기당 2개의 데스모솜

을 관찰하였다고 보고하였다. 본 연구에서 상대적으로 덜

발달된 쐐기 구조는 이식 전 배양 점막이 외력에 노출되지

않아 생기는 형태로 생각되었다. 하지만 대부분 시야에서

보이는 세포의 핵/세포질 비율이 높은 현상은 배양 점막 세

포의 분열능이 높은 것으로 생각되었다.

본 연구에서 근-점막 피판의 최종 목표는 이식된 배양 점

막이 근막에 완전히 생착하는 현상을 관찰하는 것이다.

Cinamon 등16)은 인간의 시신 피부를 백서의 창상에 이식

하여 얻어진 결과를 토대로 하여 3개의 육안 관찰 항목과 3

개의 현미경 관찰 항목을 종합하여 생착율에 관한 채점 체

계를 만들었다. 이식 기간에 따른 생착율의 변화는 7일 경

과시 가장 좋게 나타나며 10일 군과 14일 군에서는 통계적

으로 유의성이 없었으나(p=0.07) 7일과 10일 군, 7일과

14일 군에서는 통계적으로 유의할 만한 변화가 관찰되었다

(p<0.05). 이는 7일과 10일 사이에 생착율에 영향을 주는

현상이 일어나며 생착율의 급격한 저하는 결과적으로 전판

상화의 실패로 나타났다. 농이나 조직액이 차는 현상은 나

타나지 않았으나 이식된 부위로 심한 발적 현상이 관찰되었

으며 이는 염증반응이 존재하는 것으로 사료되었다.

Ⅴ. 결 론

1. 가토의 협점막에서 구강각화상피세포를 추출한 후, 실험

실에서 배양과정을 거쳐 약 75배 넓이의 이식 가능한 중

층화된 구강각화상피를 배양하였다.

2. 배양된 구강 상피는 근막에 점막근조직판을 형성하였으

며, 배양 점막 상피세포는 체내 광배근 근막위에서 증식

되었다. 세포층은 이식전 배양 점막이 6.5±1.05층, 이

식 7일 경과 시 19.8+4.59층, 이식 10일 경과 후

14.3+4.01층으로 관찰되었으나 이식 14일 경과 후 평

균 2.83±1.15층으로 줄어들었다. 생착율은 이식 7일

경과 시 100%였으나 10일 및 14일 경과시 33%로 낮

아졌다.

3. 배양 구강 상피를 이식하였을 때 기저세포층에서 증식소

견을 보였으며 라미닌이 분비되었으나 기저막은 형성하

지 못하였다.

4. 배양 구강 상피를 이용하여 구강 내 결손부 재건을 위한

점막근조직판을 형성하였다. 
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