
285

Ⅰ. 서 론

치아의 재식이나 이식의 성공에 있어서 가장 중요한 요소1-7)

는 발거된 치아의 치근면에 살아있는 치주인대세포의 활성

도를 유지하는 것이다. 
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The purpose of this study was to evaluate the viability of periodontal ligament cells of rat teeth after low-

temperature preservation under high pressure by means of MTT assay, WST-1 assay. 12 teeth of Sprague-

Dawley white female rats of 4 week-old were used for each group.

Both side of the first and second maxillary molars were extracted as atraumatically as possible under

tiletamine anesthesia. The experimental groups were group 1 (Immediate extraction), group 2 (Slow freez-

ing under pressure of 3 MPa), group 3 (Slow freezing under pressure of 2 MPa), group 4 (Slow freezing

under  no additional pressure), group 5 (Rapid freezing in liquid nitrogen under pressure of 2 MPa), group

6 (Rapid freezing in liquid nitrogen under no additional pressure), group 7 (low-temperature preservation

at 0℃ under pressure of 2 MPa), group 8 (low-temperature preservation at 0℃ under no additional pres-

sure), group 9 (low-temperature preservation at -5℃ under pressure of 90 MPa). F-medium and 10%

DMSO were used as preservation medium and cryo-protectant. For cryo-preservation groups, thawing was

performed in 37℃ water bath, then MTT assay, WST-1 assay were processed. One way ANOVA and

Tukey HSD method were performed at the 95% level of confidence. The values of optical density obtained

by MTT assay and WST-1 were divided by the values of eosin staining for tissue volume standardization. 

In both MTT and WST-1 assay, group 7 (0℃/2 MPa) showed higher viability of periodontal ligament

cells than other group (2-6, 8) and this was statistically significant (p < 0.05), but showed lower viability

than group 1, immediate extraction  group (no statistical significance).

By the results of this study, low-temperature preservation at 0℃ under pressure of 2 MPa suggest the

possibility for long term preservation of teeth. [J Kor Acad Cons Dent 35(4):285-294, 2010]
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이러한 치주인대세포의 건강성과 활성도를 유지할 수 있

는 이상적인 보존방법을 찾는다면, 교정 치료 중 발거된 치

아를 미래의 자신의 치아 결손부위에 이식하고자 예비로 보

관할 수 있을 것이며, 외상이나 수여부 발치와의 감염으로

인하여 바로 재식할 수 없는 경우에도 치아를 장기보관 하

였다가 다시 사용할 수 있을 것이다.8,9) 즉, 장기간 보관된

자신 또는 타인의 치아를 이용하여 상실된 치아를 대신할

수 있는 치아은행도 만들 수 있게 될 것이다.

이러한 이식치아의 치주인대세포의 활성도를 유지하기 위

한 이상적인 보존 방법을 찾기 위해서 많은 시도가 있어 왔

다. 

일반적으로 세포의 활성도를 유지하는 방법으로 저온보존

법과 냉동보존법이 있다. 세포 보존의 원리는 생명의 과정

이 온도에 의존적인 화학적 반응이며 이것의 총합이 대사라

는 것에 기인한다. 저온보존법은 얼음이 어는 온도 전까지

온도를 낮춰 세포 대사를 감소시켜 보관하는 방법으로 심

장, 간, 췌장, 신장 등 전체 기관의 단기간 보존에 사용된다.

이것은 세포대사가 10℃ 내려갈 때 1.5-2배 감소된다는데

기초한다. 그러므로 37℃에서 0℃로 내려가면 대사는 12-

13배 감소된다.10)

보다 장기적인 보존법인 냉동보존법은 1948년 Polge 등

이 glycerol을 첨가하였을 때 닭의 spermatozoa가 -70℃

에서 생존함을 우연히 발견하면서 시작되었는데,11) 현재 주

로 세포나 조직의 일부 수준에서 냉동보존이 널리 사용되고

있으며 심장판막이나 피부, 각막, 포유류의 수정란 등도 냉

동 보존되고 있다. 그러나 아직도 온전한 기관의 냉동보존

은 이용되고 있지 않다. 냉동보존법은 세포를 장기간 보관

할 때 많이 사용되고 냉동과 해동 과정에서 얼음 결정과 증

가된 용질의 축적으로 인한 삼투압의 증가로 인한 세포 손

상이 올 수 있다.9,10)

또, 세포를 -196℃의 액화질소에서 바로 얼리는 급속 냉

동 방법은 급속한 온도변화에 의해서 조직과 세포가 파손되

는 경우가 많아 이를 줄이기 위한 프로그램 냉동 방법에 관

하여 다양한 시도가 있었다. Chesne12) 등의 연구에 의하면

쥐의 간세포를 냉동할 때 -3℃/min 의 조절된 속도로 냉동

시 세포 생존율이 가장 높았으며 Kawasaki 등13)도 치아를

냉동시 -7℃까지는 -1℃/min, -40℃까지는 -6.6℃/min, -

80℃까지는 -0.5℃/min 의 속도로 냉동되는 속도 조절 냉

동기를 사용하여 냉동했을 때 정상 치아와 유사한 결과를

보였음을 보고하였다. Lee 등14)도 3 MPa의 압력을 이용한

저속 냉동 보관법은 4℃ 냉장법이나 압력을 사용하지 않은

다른 냉동 보관법에 비해 우수한 쥐 치아의 치주인대세포의

활성도를 나타내었다고 보고하였다.

또 다른 접근법으로 고압 하에서 냉동시킴으로서 세포의

손상을 줄이고자 하는 방법을 생각할 수 있다. 210 MPa

고압 하에서는 물의 상변이 온도가 0℃에서 -21℃로 내려

가므로 낮은 온도에서도 얼지 않은 상태로 보관할 수 있

다.15)

이러한 원리를 근거로 세포의 생존률을 증가시키기 위해

압력을 이용한 시도가 있어왔다. 과냉각(supercooling)이

란, 어떤 압력을 가하여 용액이 어는점 이하로 냉각되어서

도 결정체를 형성하지 않는 불균형한 열역학적 상태를 일컫

는다.16) Inuzuka 등17)은 쥐의 장을 5 atm의 고압

(Hyperbaric Oxygen Pressure) 하에서 2일간 저온 보존

후 이식했을 때 1 atm에서 저온 보존한 것보다 더 좋은 이

식 결과를 보였다고 하였고, Takahashi 등18,19)은 냉동에

따른 손상을 피하기 위해 30 MPa까지의 고압(High

Hydrostatic Pressure) 하에서 0℃에서는 1시간 동안 쥐

의 간을 저온 보존하는 것이 가능하고 5 MPa 고압(High

Hydrostatic Pressure) 하에서는 -2℃에서 5시간 동안 쥐

의 간을 냉동시키지 않고 저온 보존할 수 있다고 하였다. 

이에 더 나아가 Pribenszky 등20)은 쥐의 embryo를 30분

간 실온에서 60 MPa 고압(High Hydrostatic Pressure)

처리한 후 냉동 보관했을 때 생존률이 증가하였고

Pribenszky 등21)과 Du 등22,23)도 돼지 난자를 20, 40 MPa

압력을 가한 후 냉동 보관했을 때 생존률이 증가하였다고

하였다. 

이번 연구의 목적은 흰 쥐의 상악 대구치를 발거한 후 치

주인대세포를 0℃/2 MPa의 압력하에 1주간 보관한 치주

인대세포의 활성도를 저속 냉동법(No Additional

Pressure, 2 MPa, 3 MPa), 급속 냉동법(No Additional

Pressure, 2 MPa), 초고압 저온 보존법(-5℃/90 MPa)과

비교, 평가하여 치주 인대세포를 장기간 보존할 수 있는 치

아 은행의 최적의 조건을 찾는 것이다. 

Ⅱ. 연구 재료 및 방법

1. 실험 대상 및 전 처치

생후 4주된 암컷 Sprague-Dawley계 흰쥐 72마리를 사

용하였다. 마취는 tiletamine (Zoletil50, Virbac, Carros,

France) 1 cc를 이용하여 피하 주사하였다. 마취가 유도된

후 날카로운 탐침으로 peritomy를 시행한 후 조직 겸자를

이용하여 치관을 잡고 최소한의 외상을 가하면서 접근이 가

장 용이한 좌우측 상악 제1, 2대구치를 모두 발거하였다.

이때 발치와 주변의 출혈은 면봉으로 조절하고 발치 후에는

치근의 파절 여부를 현미경을 사용하여 확인하였다.

2. 실험군의 분류

실험에 사용한 보관 용액인 F medium은 Dulbeco's

Modified Eagle Medium (DMEM, Gibco-BRL, NY,
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USA)과 Ham's nutrient mixtures F12 (Gibco-BRL,

NY, USA)를 3 : 1의 비로 섞고 10% fetal bovine serum

(FBS)와 항생제 penicillin (100 units/μl), streptomycin

(100 μl/ml), fungizone (0.3 μg/ml)을 첨가하여 제조하

였다.

냉동시 세포질내 동해방지제로는 10% dimethylsulfox-

ide (DMSO, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO,

USA)를 사용하였다.

가. 실험군 분류

대조군으로는 즉시 발치군을 사용하였다. 각 군 당 4마리

의 쥐에서 12개의 치아를 발거하여 MTT 검색법과 WST-1

검색법에 사용하였다.

∙1군: 즉시 발치군

치아를 발거하자마자 PBS에 세척한 후 실험에 이용하였

다.

∙2군: 3 MPa 저속 압력 냉동군

발거된 치아를 PBS에 세척하고 4℃에서 보관한 F-

medium에 2.5%, 5%, 7.5% DMSO를 첨가한 용액에

5분간씩 단계적으로 담근 뒤 2 ml 냉동튜브에 F medi-

um과 10% DMSO 혼합용액 2 ml를 넣고 뚜껑 부위를

완전히 잠근후 다시 반대 방향으로 반바퀴 회전시켜 압력

이 통할 수 있도록 하였다. 5분 기다리는 동안 압력통

(Geumsung Science, Seoul, Korea) 안에 냉동튜브를

4개 넣고 스패너로 잠근 뒤 속도조절 냉동기(Low Temp

Freezer Drying Chamber KS5045, Geumsung

Science, Seoul, Korea)에 넣고 압력통에 압력을 3 MPa

로 가한 상태로 4℃에서 -35℃까지 -0.5℃/min로 서서히

냉동시킨 뒤 -196℃ 액화질소 냉동고에 넣어 일주일간 보

관하였다.

∙3군: 2 MPa 저속 압력 냉동군

2군과 동일한 방법으로 압력통에 2 MPa의 압력을 가했

다.

∙4군: 저속 냉동군(no additional  pressure)

2군과 동일한 방법으로 압력을 가하지 않고 시행했다.

∙5군: 2 MPa 급속 압력 냉동군

3군과 같은 방법으로 2 MPa의 압력을 가한후 즉시 -196

℃ 액화질소 냉동고에 넣어 일주일간 보관하였다.

∙6군: 급속 냉동군(no additional  pressure)

발거된 치아를 PBS에 세척하고 4℃에서 보관한 F-

medium에 2.5%, 5%, 7.5% DMSO를 첨가한 용액에

5분간씩 단계적으로 담근 뒤 2 ml 냉동튜브에 F medi-

um과 10% DMSO 혼합용액 1 ml와 함께 넣고 5분 후

-196℃ 액화질소 냉동고에 넣어 냉동시켜 일주일간 보관

하였다.

∙7군: 0℃/2 MPa 고압 저온 보존군

발거된 치아를 PBS에 세척하고 2 ml 냉동튜브에 4℃에

서 보관한 F-medium 2 ml에 DMSO없이 담근 뒤, 뚜껑

부위를 완전히 잠근 후 다시 반대 방향으로 반바퀴 회전시

켜 압력이 통할 수 있도록 하였다. 그리고, 압력통

(Geumsung Science, Seoul, Korea) 안에 냉동튜브를 4

개 넣고 스패너로 잠근 뒤 속도조절 냉동기(Low Temp

Freezer Drying Chamber KS5045, Geumsung

Science, Seoul, Korea)에 넣고 압력통에 압력을 2 MPa

로 가하고 0℃로 일주일간 보관하였다.

∙8군: 0℃ 저온 보존군(no additional pressure)

발거된 치아를 PBS에 세척하고 2 ml 냉동튜브에 4℃에

서 보관한 F-medium 2 ml에 DMSO없이 담근 뒤, 뚜껑

부위를 완전히 잠근후 다시 속도조절 냉동기(Low Temp

Freezer Drying Chamber KS5045, Geumsung

Science, Seoul, Korea)에 넣고 압력을 가하지 않고 0℃로
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Table 1. Experimental Groups

Group Preservation method Condition

Group 1 Immediate Extraction Control

Group 2 3 MPa

Group 3 Slow freezing 2 MPa

Group 4 No additional pressure

Group 5
Rapid freezing

2 MPa

Group 6 No additional pressure

Group 7
0℃ preservation

2 MPa

Group 8 No additional pressure

Group 9 -5℃ preservation 90 MPa

Figure 1. Schematic diagram of program freezer with

pressure vessel.

a. Oxygen container: 2 or 3 MPa of pressure, b. Program

freezer, c. Pressure bottle, d. 2 ml Cryotube: 1 ml F

medium + 10% DMSO, e. Tooth treated 10% DMSO, f.

Pressure valve, g. Thermometer.

a

b

f

f

g

d

e

c
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일주일간 보관하였다.

∙9군: -5℃/90 MPa 초고압 저온 보존군

발거된 치아를 PBS에 세척하고 비닐 팩에 4℃에서 보관

한 F-medium에 DMSO없이 담근 뒤, 비닐팩의 개봉 부위

를 열을 가하여 이중으로 압접한 후 초고압장치(DP-

SHPL-01L-100, Dima Puretech, Incheon, Korea) 용

기통 안에 넣고 온도는 -5℃, 압력은 90 MPa로 설정한 후

일주일간 보관하였다.

나. 냉동군의 해빙 방법

급속 냉동군과 저속 냉동군의 냉동한 치아를 냉동튜브 채

로 -196℃ 액화질소 냉동고에서 꺼내어 37℃ 수욕조에 넣

어 해빙하였다. 압력 냉동군은 압력통을 액화질소 냉동고에

서 꺼내어 압력을 해소하고 안에 든 냉동튜브를 꺼내 37℃

수욕조에 넣어 해빙하였다.

2 ml 냉동튜브 속의 보관용액이 완전히 액체 상태로 되었

을 때 수욕조에서 꺼내 치아를 7.5%, 5%, 2.5%, 0%

DMSO가 첨가된 용액에 5분씩 순차적으로 담궈 DMSO를

제거한 후 MTT 검색, WST-1 검색에 사용하였다.

3. MTT 검색법(3,4[4,5-dimethylthiazol-2-y1]-

2,5-diphenyltetrazolium bromide)

각 실험군의 처리가 끝난 뒤에 96-well plate에 MTT 용

액(0.05 mg/ml, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO,

USA) 200 μl를 넣고 각 군별 치아를 MTT 용액이 있는

well에 담았다. 알루미늄 호일로 96-well plate를 싸서 3시

간 동안 37℃로 배양하였다. 3시간 후 DMSO 150 μl를 넣

은 well에 치아를 옮기고 15분간 회전진탕하여 형성된

MTT formazan 결정을 녹여 내었다. 15분 후 치아를 제거

하고 Dynatech MRX ELISA microplate reader

(Dynatech laboratories, Chantilly, VA, USA)에 넣고

570 nm 파장에서 흡광도를 측정하였다.

4. WST-1 검색법(4-[3-(4-iodophenyl)-2-(4-ni-

trophenyl)-2H-5-tetrazolio]-1,3-benzene disul-

fonate) 

각 실험군의 처리가 끝난 뒤에 96-well plate에 WST-1

용액(20 μl, Cell Proliferation Reagent WST-1; Roche

Applied Science, Mannheim, Germany) 200 μl를 넣고

각 군별 치아를 WST-1 용액이 있는 well에 담았다. 알루미

늄 호일로 96-well plate를 싸서 4시간 동안 37℃로 배양

하였다. 치아를 제거하고 Dynatech MRX ELISA

microplate reader (Dynatech laboratories, Chantilly,

VA, USA)에 넣고 450 nm 파장에서 흡광도를 측정하였다.

5. 치아 치근면에 붙어있는 치주조직의 양 측정

실험에 사용된 치아의 치근면에 붙어있는 치주조직의 양

을 정량적으로 측정하기 위해 MTT 검색법과 WST-1 검색

법 실험 후 각 군의 well에서 제거된 치아를 각 군별로 96-

well plate에 넣고 Eosin (Accustain, sigma-aldrich

chemie, Gmbh, Germany) 350 μl를 첨가하여 12시간 정

도 염색을 한 후 치아를 제거하고 다른 well에 넣어 1%

acid alcohol (70% ethyl alcohol, 1% HCL) 350 μl에

30분간 담가두어 치근면에 염색된 치주조직을 탈색시켰다.

치아를 꺼낸 뒤 Dynatech MRX ELISA microplate

reader (Dynatech laboratories, Chantilly, VA, USA)

에 넣고 530 nm 파장에서 흡광도를 측정하였다.

7. 통계처리

대조군과 각 실험군에서 MTT 검색법, WST-1 검색법에

서 얻은 흡광도와 이를 Eosin 염색에서 얻은 흡광도로 나눈

수치의 차이를 SPSS 12.0 (SPSS, Chicago, Illinois,

USA)을 이용한 ANOVA를 사용하여 분석하였으며 사후

검정으로는 Tukey HSD 의 방법을 썼다. 

Ⅲ. 결 과

1. MTT 검색법

치근면의 면적으로 나누어진 값인 WST-1/Eosin 비율은

MTT검색법 결과와 마찬가지로, 즉시 발치군이 가장 높은

세포활성도 값을 나타내었으며, 0℃/2 MPa 고압 저온 보

존군은 다른 모든 군보다 통계적으로 유의성 있는(p <

0.05) 차이를 보이며 높은 세포 활성도를 나타내었다. 

그리고, 저속 냉동군, 급속 냉동군, 0℃ 저온 보존군에서

모두 압력을 가한 군이 압력을 가하지 않은 군에 비해 높은

세포 활성도를 나타내었다. 또, 2 MPa 저속 압력 냉동군

(Group 3)은 3 MPa 저속 압력 냉동군(Group 2)보다 높

은 세포 활성도를 나타내었으나, 통계적 유의차는 보이지

않았다. -5℃/90 MPa 초고압 저온 보관군(Group 9)은 다

른 군들보다 가장 낮은 세포 활성도를 나타내었다.

Ⅳ. 총괄 및 고안

포유류의 세포는 본성적으로 저온에 잘 저항하는 것처럼

보인다. 그러나 세포가 냉각될 때 얼음의 형성은 많은 다양

한 파괴적인 영향을 끼친다.24) 그러므로 동해(cryoinjury)

에 대한 연구는 냉각 중에 세포내, 외 두 곳 모두에서 언제

어떻게 얼음이 형성되는지에 대한 것이 될 것이다. 많은 동
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해 방지제가 얼음의 형성을 조절하거나 막기 위해서 사용되

지만, 그 동해 방지제 자체가 세포에 해를 끼칠 수 있다.

세포를 냉동하는 과정 중에 아주 낮은 온도인 -180℃ 이

하에서는 세포 손상이 그리 심하지는 않지만 냉동과정 중간

온도인 -15℃ 에서 0℃에서의 세포에 대한 치명적 반응이

문제가 된다. 이 온도는 냉동과 해동 과정에서 두 번 겪게

되는데 -5℃까지는 보존액 내에 포함된 동해방지제(cry-

oprotectant)에 의하여 빙점이 저하되므로 세포와 주위의

보존액은 얼지 않는다. -5℃ 에서 -15℃ 사이에서는 세포

외부의 보존액에 얼음이 형성되기 시작하나 세포막이 얼음

성장을 막기 때문에 세포 자체는 얼지 않고 과냉각(super-

cooling )된다.25) 세포내의 과냉각된 수분은 세포 외부의 일

부 동결된 보존액보다 화학적 반응성(chemical potential)

이 높아 삼투압 차이로 수분이 세포 밖으로 빠져나가 세포

외부에서 얼게 된다. 이후의 물리학적인 변화는 냉동 속도

에 의하여 결정된다. Mazur 등26)은 냉동 속도에 의한 이 같

은 손상을“two factor hypothesis”로 설명하였다. 즉 냉동

속도가 지나치게 빠르면 세포내 수분이 빠져나가기 전에 과

냉각 되면서 형성된 얼음 결정체에 의해 세포가 손상 받게

된다. 만일 냉동 속도가 지나치게 느리면 세포로부터 수분

손실이 많아져서 세포는 위축되고 세포내 용질의 농도가 높

아짐에 따라 세포 자체가 쉽게 동결되지 않게 된다. 이렇게

고농도 용질에 노출됨으로써 세포 손상이 일어나게 되는데

이를 용질 효과(solution effect)라고 한다. 그러므로 이론

적으로 가장 좋은 냉동 보존 효과를 얻기 위해서는 세포내

얼음 결정체의 형성을 피할 수 있는 정도로 느리게, 또한 용

질 효과를 최소화할 수 있는 정도의 빠른 속도로 냉동하여

야 한다. 그러나 이 속도는 세포막을 통한 수분의 이동 능력

에 따라 결정된다.

Hyon27)은 이러한 동해를 피하기 위해 녹차의

Polyphenol이 함유된 특수용액에 쥐의 췌장의

Langerhans 섬 세포와 쥐의 각막, 돼지의 연골 등을 냉동

시키지 않는 방법으로 보관하여 장기 보관 후 세포의 생존

률이 높게 나왔음을 보고하였다.
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Table 2. The averages and standard deviations of optical density of MTT

Groups Condition MTT1 Eosin2 MTT/Eosin3

Immediate extraction Control 2.274 ± 0.303 0.401 ± 0.074 5.718 ± 0.382a

Slow freezing 3 MPa 1.222 ± 0.320 0.328 ± 0.091 3.806 ± 0.619b,c

2 MPa 1.272 ± 0.285 0.305 ± 0.052 4.252 ± 1.045b

NAP 1.123 ± 0.383 0.358 ± 0.083 3.128 ± 0.657c,d

Rapid freezing 2 MPa 1.006 ± 0.302 0.380 ± 0.100 2.667 ± 0.421d,e

NAP 0.651 ± 0.185 0.314 ± 0.092 2.094 ± 0.297e

0℃ preservation 2 MPa 2.338 ± 0.211 0.415 ± 0.045 5.674 ± 0.619a

NAP 1.778 ± 0.461 0.468 ± 0.123 3.848 ± 0.593b,c

-5℃ preservation 90 MPa 0.330 ± 0.097 0.307 ± 0.086 1.074 ± 0.088f

a,b,c,d,e,f: Different superscript letters means statistical difference (p < 0.05).

Table 3. The averages and standard deviations of optical density of WST-1

Groups Condition WST-11 Eosin2 WST-1/Eosin3

Immediate extraction Control 1.832 ± 0.341 0.359 ± 0.036 5.109 ± 0.828a

Slow freezing 3 MPa 0.974 ± 0.145 0.331 ± 0.061 2.985 ± 0.432b,c

2 MPa 1.015 ± 0.195 0.306 ± 0.083 3.454 ± 0.862b

NAP 1.021 ± 0.187 0.399 ± 0.083 2.596 ± 0.316c,d,e

Rapid freezing 2 MPa 0.886 ± 0.115 0.388 ± 0.053 2.307 ± 0.345d,e,f

NAP 0.745 ± 0.136 0.372 ± 0.075 2.020 ± 0.227e,f

0℃ preservation 2 MPa 1.634 ± 0.362 0.359 ± 0.079 4.578 ± 0.461a

NAP 1.044 ± 0.138 0.364 ± 0.066 2.913 ± 0.428b,c,d

-5℃ preservation 90 MPa 0.731 ± 0.088 0.387 ± 0.056 1.900 ± 0.144f

a,b,c,d,e,f: Different superscript letters means statistical difference (p < 0.05).
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또한, Takahashi 등18,19)은 냉동에 따른 손상을 피하기 위

해 30 MPa까지의 고압(High Hydrostatic Pressure) 하

에서 0℃에서는 1시간 동안 쥐의 간을 저온 보존하는 것이

가능하고 5 MPa 고압(High Hydrostatic Pressure) 하에

서는 -2℃에서 5시간 동안 쥐의 간을 냉동시키지 않고 저온

보존할 수 있다고 하였다

반면에 저온현상은 대사율을 떨어뜨리고, 저장된 에너지

를 분해하고, 산소 요구도를 높여서 허혈성 손상을 증가시

킬 수 있다.10) 정상적인 온도 보다 낮은 온도에서 세포에 부

정적인 면은 지방의 상변이를 일으킨다는 데에 있다. 지방

은 세포의 모든 막구조에 영향을 미치며 특히 세포막에 그

러하다. 온도가 내려감에 따라 지방은 젤 상태나 다른 3차

원적인 결정구조로 상변이를 진행하게 된다. 이온의 수동적

통로(Passive ion channel)는 보통 저온에 영향을 받지 않

으나, 이온 펌프의 에너지 효율은 온도에 의존적으로 감소

하게 된다. 이온의 누출과 감소된 이온 펌프의 에너지 효율

은 복합적으로 작용하여 세포내 조성과 삼투압을 변화시킬

수 있다. 이것은 단백질 변성과 부종을 야기한다. 세포의 종

류에 따라 약 6-18℃의 지방의 상 변이 온도를 갖는데, 이

온도 아래에서 많은 온도에 의한 변화들이 일어나게 된다.

세포를 수일간 보존해야 하는 경우에는 거의 어는점에 가깝

게 세포를 보존해야만 한다. 하지만, 1시간 내외의 짧은 시

간에는 냉동시키는 것보다 오히려 상온에 보관하는 것이 더

나을 수 있다.10)

또한, 온도 뿐 아니라 압력도 세포의 활성도에 영향을 끼

친다. 1912년 이래로 물이 압력에 따라 다른 온도에서 상변

이를 일으킨다는 것을 알게 되었다.28)

Pribenszky29)의 연구에서 배아는 압력이 높아짐에 따라

생존할 수 있는 시간이 짧아진다고 하였다. 그러나, 그럼에

도 불구하고, 일정 조건의 압력하에서는 생존율의 변화 없

이 생존할 수 있다고 했다. 예를 들면, 90 MPa 하에서는 1

초동안 30 MPa에서는 2시간 동안 형태적인 변화를 보이지

않았다. 또한 90 MPa 하에서 15분간, 30 MPa 하에서 3

시간 동안 가역적인 변화를 보였다. 그러나, 더 압력이 지속

되었을 때(90 MPa 하에서 2시간, 30 MPa 하에서 5시간)

배아는 변형되어 분해되었음을 보고했다.

아직까지 치주인대세포의 보존에 대한 정확한 온도와 압

력에 대한 최적의 방법이 개발되지 못한 실정이다. 이에 온

도와 압력의 여러 조건하에 최적의 여건을 찾고자 본 연구

가 진행되었다.

본 실험에서는 0℃/2 MPa 고압 저온 보존군(Group 7)

이 MTT 및 WST-1검색법 모두에서 양성 대조군인 즉시발

치군(Group 1)과 비슷한 결과를 나타냈고, 두 군간의 통계

적 유의차는 존재하지 않았다.

Lee 등14)은 치주인대세포를 3 MPa의 저속 압력 냉동법

으로 보관하는 것이 급속 냉동법이나 4℃ 냉장보관법에 비

해서 더 좋은 결과를 나타냈다고 보고하였다. 또, Baek 등30)

은 구강 상피세포의 냉동보관시 세포를 freezing container

에 담아 1℃/min의 냉동속도로 -70℃까지 냉동 후 -196℃

에 냉동하여 보관한 일반 냉동 보존군, 세포를 바로 -196℃

의 액화질소에 넣어 냉동한 급속 냉동 보존군, 4℃에서 -35

℃까지 -0.5℃/min 속도로 서서히 냉동시킨 뒤 -196℃에

냉동한 저속 냉동 보존군, 2 MPa의 압력을 가하고 -0.5℃

/min 속도로 4℃에서 -35℃까지 서서히 냉동시킨 뒤 -196

℃에 냉동한 2 MPa압력 저속 냉동 보존군, 3 MPa의 압력

을 가하고 -0.5℃/min 속도로 4℃에서 -35℃까지 서서히

냉동시킨 뒤 -196℃에 냉동한 3 MPa압력 저속 냉동 보존

군으로 나누어 실험한 결과 2 MPa의 압력을 준 것이 3

MPa의 실험군보다 더 높은 세포 생존률을 나타내었다고

보고하였다. 

본 연구에서도 2 MPa 저속 압력 냉동군(Group 3)이 3

MPa 저속 압력 냉동군(group 2)에 비해 두 검사법 모두에

서 더 높은 세포 활성도를 나타내었다. 하지만, 통계적 유의

차는 보이지 않았다. 본 실험의 예비 실험에서도 0℃ 저온

압력 보존시 2 Mpa 군이 3 MPa보다 더 높은 활성도를 나

타내어 급속 냉동군과 저속 냉동군, 저온 보존군의 실험시

2 MPa의 동일한 압력 조건으로 실험하였다. 

그러나, 2 MPa의 압력이 3 MPa의 압력보다 더 높은 활

성도를 나타내는 것의 정확한 기전은 더욱 연구가 필요한

부분이다. 

-5℃/90 MPa 초고압 저온 보존군은은 MTT검색법과

WST-1 검색법 모두에서 가장 낮은 세포 활성도를 나타내

었다. 초고압 저온 보존군은 높은 압력에 의해 얼지 않는 과

냉각(supercooling) 상태가 되기 때문에 불필요한 동해 방

지제에 의한 화학적 독성을 막기 위하여 DMSO를 사용하

지 않고 F-media만 사용하였다. 이 번 실험을 위해 제작된

초고압장치(DP-SHPL-01L-100, Dima Puretech,

Incheon, Korea)는 압력을 풀 때 속도를 조절할 수 없다는

약점이 있다. Pribenszky 등21)은 성숙한 돼지의 난모세포

를 이용한 실험에서 치사량 이하의 압력은 shock-protein

을 활성화 시켜 저항력을 높여주고, 발생능력을 높여 준다

고 하였다. 가장 좋은 결과는 30분간 20 MPa의 압력하에

있는 것이 가장 좋은 결과를 보였다. 그러나 40 MPa 이 한

계 압력으로 그 압력이상으로는 배반포(blastocyst)를 만들

어 내지 못했다고 했다. 또한, 배아의 한계 압력은 종마다

서로 다르며, 쥐와 소의 배아는 80 MPa까지이고, 다른 세

균들은 60-80 MPa의 한계압력을 가지며, 그 이상이 되었

을 때 비가역적 변화를 야기한다고 하였다. 이번 실험의 90

MPa의 압력은 쥐 치주인대세포의 한계 압력을 넘는 압력

이었을 가능성도 있을 것이다. 앞으로 쥐 치주인대세포의

압력에 따른 세포의 활성도 평가를 통하여 한계압력에 대한

연구가 더 필요하리라 생각된다. 
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프로그램 냉동 속도 조절기를 이용한 저속 냉동은 냉동으

로 인한 손상을 줄일 수 있다.13) Andreasen 과 Schwartz31)

는 -35℃ 까지 -0.5℃/min 속도로 저속 냉동, -100℃ 까

지 -6℃/min 속도로 냉동한 뒤 -196℃까지 급속 냉동할 것

을 권하였고, Kawata32)와 Kaku 등33)은 쥐 치아를 자기장

으로 -0.5℃/min 속도로 -30℃까지 3일간 냉동 보관했을

때 좋은 결과를 얻었다고 하였으므로 본 실험에서도 프로그

램 냉동속도 조절기를 사용하여 -35℃까지는 -0.5℃/min

속도로 저속 냉동하였다. -35℃ 이하 온도에서는 세포 내부

에 얼음결정이 생기지 않고,34) 세포 외부의 냉동환경에 반응

해서 세포가 수축하기 때문에 -196℃까지 빠르게 냉동할

수 있다고34,35) 보고되고 있으므로 -35℃ 이하부터 -196℃

까지는 액체 질소통을 사용하여 급속 냉동을 시행하였다.

또, Gao와 Crister25)는 급속 해동을 하면 재결정화 현상을

막을 수 있으므로 많은 세포를 살릴 수 있다고 보고하여 본

실험에서는 급속 해동을 시행하였다.

대표적인 동해방지제로서 DMSO가 널리 사용되며

Schwartz와 Andreasen1,2)은 속도조절기로 저속 냉동을 했

을 때 10% DMSO를 사용한 경우 정상 치근단막 생성이

제일 좋았다고 하였고 Kim 등36)도 급속 냉동시 10%

DMSO를 사용했을 때 치주인대 활성도가 제일 높았다고

보고하였으므로 본 실험에서는 동해방지제로 10% DMSO

를 선택하여 실험하였다.

고압(High Hydrostatic Pressure)은 세포막의 수동 수

송과 능동 수송을 포함한 세포 내 생화학적 반응과 세포의

단백질 윤곽을 변화시키는 것이 증명되었다.37-39) Kaarni-

ranta 등40)은 고압이 후전사 활성화를 유도해 HSPs 70의

생산을 유도한다고 하였고, Elo 등41)은 고압이 HSPs 90β

의 생산을 유도한다고 하였다. HSPs (Heat shock pro-

teins)은 스트레스 단백질이라고도 불리는 일종의 molecu-

lar chaperone으로서 세포가 고온으로 자극되었을 때 다량

으로 생성되는 세포질 내 단백질 군으로 추운 온도, 삼투압,

산도, 세포의 대사 장애, 독성물질, 물리적 자극 등에 의해

서도 생성이 증가된다.22,23,42) 이 HSPs은 세포질 내 단백질

의 형태와 구조를 완전하게 유지하는데 중요한 기능을 담당

하며,43) 사람의 혈액 종양세포를 이용한 연구에서 HSPs 70

은 세포의 분화를 촉진시키며 세포사멸을 억제할 뿐만 아니

라 유발하는 약제에 대해서도 세포가 내성을 갖도록 한다는

보고도 있다.44)

본 실험에서도 각 군에서 2 MPa의 압력을 준 군이 압력

을 가하지 않은 군에 비해 높은 세포활성도를 보였으며, 급

속 냉동군을 제외한 저속 냉동군과 저온 보존군에서는 통계

적 유의차를 보였다(p < 0.05).

MTT 검색법과 WST-1 검색법은45) 세포 증식 및 생존 능

력, 약제에 대한 세포 독성을 측정하며 세포의 활성도를 보

는데 방사능 물질을 사용하지 않고 96 well plate를 사용하

므로 많은 시료를 검사할 수 있고 과정이 반자동으로 이루

어지므로 상당히 정확하다. Kim 등46), Kim 등36), Ahn 등47),

Lee 등14)은 쥐 치아가 96 well plate에 잠길 정도로 충분히

작기 때문에 in vivo MTT 검색법을 이용하여 치주인대세

포의 활성도를 배양이라는 과정없이 직접 측정할 수 있다고

하였다. 

MTT는 비수용성의 formazan 결정으로 환원되어 결정을

녹이는 단계를 한 번 더 거치게 되나 동일 계통의 기질인

WST-1는 수용성 formazan 결정으로 환원되어 추가적인

단계 없이 측정할 수 있어 MTT보다 민감도가 뛰어나다.48)

그러나, Alotto 등48)은 피부 은행(skin bank)의 연구에 있

어 조직의 활성도를 평가하는 실험에서 WST-1은 장기간

보존기간 동안의 시편의 활성도의 평가보다는 단기간내의

세포의 죽음을 평가하는 데에 더 적절하다고 하였다. 또한,

그 실험에서 WST-1은 72시간 4℃ 보존시 단지 6%의 세

포 생존률을 보였지만, 그의 임상 실험 결과, 피부이식의 임

상 성공율은 80%이상을 보였다고 하였다. 반면에 MTT는

4℃에서 보관했을 때, 피부 조직의 생활력 손실을 시간의

경과에 따라 더욱 정확히 나타냈으며, 임상 데이터와도 일

치함을 보고하였다. 이에 피부이식의 경우 피부 조직의 생

활도를 양적으로 평가하는 것은 MTT가 더 적절하다고 하

였다. 

본 실험에서도 MTT에 비해 WST-1은 환경의 영향을 더

더욱 많이 받고, 술자의 숙련도에 따라 그 편차가 있을 수

있음을 보였다. 세포가 아닌 치주인대조직에 대한 평가의

적절성에 대한 연구가 더 필요하리라 생각된다. 또한,

MTT와 WST-1의 비용 면에서 WST-1보다 MTT가 상대

적으로 저렴하여 쉽게 이용할 수 있다는 장점도 있다. 

본 실험에서는 쥐의 구강 내에서 발수하는 것이 불가능하

고 발거 후에 발수를 하는 경우 치근의 손상이 우려되고 시

간을 일정하게 조절할 수 없어 변수로 작용할 수 있으므로

발수하지 않고 그대로 MTT 검색법과 WST-1 검색법에 사

용하였다.

이렇게 발거된 상악 제1대구치와 제2대구치를 직접 MTT

검색법과 WST-1 검색법에 이용할 경우 치아의 치근면에

붙어있는 치주조직의 양이 일정치 않고 같은 치아 부위라

할지라도 치근의 길이와 지름에 있어 제각기 다 다르므로

치주인대세포 활성도를 비교하기 위해 Kim 등36)이 시도한

Eosin 검색법을 이용하였다. 이는 MTT 검색법을 응용하여

세포질의 염기성 물질과 반응한 Eosin을 1% acid alcohol

로 탈색시킨 용액의 흡광도를 530 nm에서 측정해서 그 농

도를 구해 간접적으로 치주인대세포의 양을 알아보는 것이

다. 이렇게 구한 MTT 환원 흡광도를 Eosin 흡광도로 나누

어 표준화하면 치주조직의 양이 다른 제1, 2대구치를 치주

인대 단위면적으로 환산해 서로간 상호 비교가 가능하다고

하였다.
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본 연구에서는 쥐 치주인대세포의 1주간 보관에 있어 온

도와 압력간 최적의 조건을 찾고자 하였으며, MTT검색법

과 WST-1검색법 모두에서 0℃/2 MPa의 고압 저온 보존

한 군이 급속냉동군, 저속 냉동군, 초고압-저온 보관군보다

통계적으로 유의성 있게 높은 활성도를 나타내었다(p <

0.05). 또한 이것은 양성 대조군인 즉시 발치군보다는 낮은

수치를 보였으나 통계적으로는 유의하지 않았다.

그러나, 이것은 1주 보관의 결과로, 그 이상의 기간에서

더 발전된 연구가 진행되어야 하리라 생각된다. 또한 쥐 치

주인대세포가 견딜수 있는 한계 압력을 찾아 내는 것도 매

우 의미있는 일이라 할 수 있을 것이다. 

Ⅴ. 결 론

본 연구는 흰쥐 상악 대구치를 발거 후 고압-저온 보관하

에 치아냉동 시 치주인대세포의 활성도를 MTT 검색법,

WST-1 검색법을 이용해 분석한 결과 다음과 같은 결론을

얻었다.

1. MTT 검색법 및 WST-1검색법 결과 0℃/2 MPa 고압

저온 보존군이 즉시 발치군보다 세포 활성도가 낮았으

나 통계적 유의차는 없었으며, 저속 압력 냉동군

(NAP, 2 MPa, 3 MPa)과, 급속 압력 냉동군(NAP,

2 MPa), 저온보존군 (0℃/NAP) , 초고압 저온 보존

군(-5℃/9 MPa)보다 통계적으로 유의차 있게 높은 세

포 활성도를 나타내었다(p < 0.05). 

2. MTT검색법 및 WST-1 검색법 결과 -5℃/90 MPa

초고압 저온 보존군이 가장 낮은 세포 활성도를 나타내

었으며, MTT 검색법 결과에서는 모든 군에 대해 통계

적으로 유의성 있는 결과를 보였다(p < 0.05). 

3. MTT검색법 및 WST-1 검색법 결과, 2 MPa 저속 압

력 냉동군은 3 MPa 저속 압력 냉동군보다 높은 활성

도를 나타내었으나, 통계적 유의차는 없었다.

4. MTT검색법 및 WST-1 검색법 결과, 저속 냉동군과

저온 보존군에서 2 MPa의 압력을 가한 군이 압력을

가하지 않은 군(NAP)에 비해 통계적으로 유의성 있게

높은 세포활성도를 나타내었다(p < 0.05).

위의 결과를 통해, 0℃/2 MPa (20기압)의 고압-저온 보

존법이 다른 급속 냉동 보관법(2 MPa, NAP)이나 저속냉

동보관법(2, 3 MPa, NAP), -5℃/90 MPa 초고압 저온

보존법에 비해 우수한 쥐 치아의 치주인대세포의 활성도를

보여 차후 치아의 재이식시 치아보관을 위한 방법으로의 가

능성을 제시하였다. 
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국문초록

고압-저온 보관에 따른 쥐 치아 치주인대세포의 활성도 평가

정진호1∙김 진2∙최성호3∙김의성1∙박지용4∙이승종1* 

연세대학교 치과대학 1치과보존학교실, 2구강병리학교실, 3치주과학교실,
4연세대학교 생명시스템대학 생명공학과

본 연구의 목적은 흰 쥐의 상악 대구치를 발거한 후 치주인대세포를 0℃/2 MPa고압-저온하에 1주간 보관시켜 MTT,

WST-1 검색법을 이용하여 측정한 치주인대세포의 활성도를 저속 냉동법(No Additional Pressure, 2, 3 MPa), 급속 냉동법

(No Additional Pressure, 2 MPa), -5℃/90 MPa초고압 저온보존법과 비교하여 평가하는 것이다. 

생후 4주된 암컷 Sprague-Dawley계 흰쥐의 상악 좌우 제1, 2대구치를 발거하여 각 군 당 12개의 쥐 치아를 MTT, WST-1

검색에 이용하였다. 실험군은 9개군으로 대조군은 즉시 발치군이며, 각각 3 MPa, 2 MPa, No Additional Pressure (NAP)

의 압력을 가한 후 4℃에서 -35℃까지 -0.5℃/min 속도로 서서히 냉동시킨 뒤 -196℃에 냉동한 저속 냉동군, 발치 후 동해방

지제 처리과정을 거쳐 각각 2 MPa, NP의 압력을 가한 후, -196℃의 액화질소에 넣어 냉동한 급속 냉동군, 발치 후 각각 2

MPa,NP의 압력을 가한 후, 0℃에 보관한 저온 보존군, -5℃/90 MPa의 초고압 저온 보존군으로 나누었다. 보존액은 F

medium을 사용했으며 동해방지제로 10% dimethylsulfoxide (DMSO)를 사용하였다. 치근면을 단위면적으로 표준화하기

위해 MTT, WST-1 측정값을 Eosin 염색 후 530 nm에서 측정한 흡광도 값으로 나누었다. 통계 분석을 위해 one way

ANOVA를 시행하였으며 사후 검정으로는 Tukey HSD 방법을 사용하였고 결과는 다음과 같다. 

1. MTT 검색법 및 WST-1 검색법 결과 0℃/2 MPa 고압 저온 보존군이 즉시 발치군보다 세포 활성도가 낮았으나 통계적

유의차는 없었으며, 저속 압력 냉동군(NP, 2 MPa, 3 MPa)과, 급속 압력 냉동군(NP, 2 MPa), 저온보존군(0℃/NP),

초고압 저온 보존군(-5℃/90 MPa)보다 통계적으로 유의차있게 높은 세포 활성도를 나타내었다(p < 0.05). 

2. MTT검색법 및 WST-1 검색법 결과 -5℃/90 MPa 초고압 저온 보존군이 가장 낮은 세포 활성도를 나타내었으며, MTT

검사 결과에서는 모든 군에 대해 통계적으로 유의성 있는 결과를 보였다(p < 0.05). 

위의 결과를 통해, 0℃/2 MPa (20기압)의 고압-저온 보존법이 다른 급속 냉동 보관법(2 MPa, NAP)이나 저속냉동보관법

(3, 2 MPa, NAP), -5℃/90 MPa 초고압 저온 보존법에 비해 우수한 쥐 치아의 치주인대세포의 활성도를 보여 차후 치아의

재이식시 치아보관을 위한 방법으로의 가능성을 제시하였다. 

주요단어: 치주인대세포, MTT, WST-1, 활성도, 고압 저온 보존, 급속 냉동, 압력 저속 냉동

Basic Research

Chung JH et al. JKACD Volume 35, Number 4, 2010




