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ABSTRACT

Objectives : To Compare the degree of survival rate of gingival fibroblasts, which is concerned with teeth 

adherence based on the type of avulsed tooth’s storage solution. 

Methods : Different media gingival fibroblasts were stored in Dulbecco’s modified Eagle’s medium(DMEM), 

Hank’s balanced salt solution(HBSS), milk, saline, and green tea in for 1, 2, 3 hours. And, MTT assay was 

conducted to compare survival rate of human gingival fibroblasts.

Results : 1. The survival rate of gingival fibroblasts in DMEM and HBSS was higher than thoes in other 

storage media( Milk> Saline> Green tea). 2. The survival rate of gingival fibroblasts in milk, saline and 

green tea decreased as time passed. 3. Because of low osmotic pressure, green tea showed decrease of 

survival rate of gingival fibroblasts.

Conclusion : DMEM and HBSS were the most effective storage media for gingival fibroblast. Among milk, 

saline, green tea, milk is most effective storage media for keeping gingival fibroblasts. Milk is 

recommended for storage media of avulsed tooth for keeping viability of cells.(J Korean Soc Dent Hyg 

2012;12(4):733-739)
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1. 서론

  치아의 부착은 치아 표면에 부착되어 있는 접합상피

(junctional epithelium)로부터 치근과 섬유부착관계를 

이루고 있는 치은결합조직까지를 포함하는 부위이다
1)
. 

즉 접합상피는 안쪽고유판(internal basal lamina)에 의

해서 치아의 법랑질(enamel)에 부착되며 치주인대섬유

들은 백악질(cementum)에 부착되는 부위로 치아 경조

직과 구강점막의 연조직 간의 결합부위를 일컫는다. 치

은결합조직은 치은섬유모세포(gingival fibroblast)로 이

루어져 있으며, 치은섬유모세포는 치아부착에도 관여하

는 세포이다.

  치아 탈구란 외부의 충격으로 심각한 치아 외상을 받

아 치아가 치조와에서 완전히 탈구된 것으로, 탈구된 치

아를 재식 시 고려해야 할 일차적 목표는 치아 및 주위

지지조직을 최대한 보호하는 것이다. 재식술의 성공은 

즉시 재식하는 것이 가장 좋은 결과를 갖으며 적어도 

30분 내에 재식술이 이루어지는 것이 예후에 좋다
2)
. 또

한 치아재식의 성공률을 높이기 위해 치주인대세포와 그 

주위지지조직의 보존이 중요하다고 알려져 있다
3)
. 이를 

위해서는 그 주위조직의 세포액의 기화를 막기 위해 

plastic foil로 감싸거나 cryopreservative agent를 이

용하는 방법과 탈구된 치아를 보관하는 저장용액(storage 

media) 등이 다양하게 연구되어지고 있으며
4)
, 저장용액

의 평가에서 중요한 것은 저장용액의 삼투압과 온도, 필

수영양소의 함유, pH, 세균 독소의 유무이다
5)
. 

 Hank’s balanced salt solution(HBSS)은 많은 실험에

서 3시간에서 72시간까지 탈구된 치아를 가장 효과적으

로 저장할 수 있는 용액이라 알려져 왔으나
6-8)

, 사고 현

장에서 쉽게 구할 수가 없다는 단점을 가지고 있다. 우

유는 등장성 용액으로 일상생활에서 폭넓게 사용되고 있

으며 세균이 적고 적절한 삼투압과 pH를 유지할 수 있

어 3시간에서 48시간까지 그 효과가 지속될 수 있다는 

연구도 있다
7-10)

.

  녹차(Camella sinensis; family Theaceae)는 세계적

으로 통틀어 물에 이어 두 번째로 흔히 소모되는 음료이

다
11)

. 녹차 추출물은 polyphenol의 일종인 catechin이 

주요성분이다. 최근 연구에는 치주질환관련 병원성 세균

에 대한 효과도 있는 것으로 보고되고 있다
12)

.

  이와 같이 탈구된 치아를 담그는 저장용액의 종류나 

시간이 세포의 생존율에 중요한 영향을 미칠 수 있고 또

한 치아재식의 성공 여부를 결정하게 된다.

  따라서 이 연구는 실험군으로는 주변에서 흔히 구할 

수 있는 우유, 녹차, 생리식염수와 치아탈구 시 가장 이

상적 용액으로 알려진 HBSS를 이용하고, 대조군으로는 

치은섬유모세포의 배양액으로 이용되는 DMEM을 이용

하여 1, 2, 3시간이 지남에 따라 치은섬유모세포(gingival 

fibroblast)의 생존율을 MTT assay을 이용해 세포 생존

율을 비교하였고, 각 저장용액의 pH와 삼투압을 측정하

여 그 영향력을 비교 분석하였다.

2. 연구대상 및 방법

2.1. 저장용액

  대조군으로는 10% Fetal Bovine Serum(FBS)과 1% 

penicillin이 함유된 Dulbecco’s modified Eagle’s medium 

(DMEM)을 사용하였으며, 실험용액은 HBSS, 우유, 녹차, 

생리식염수를 저장용액으로 사용하였다. 녹차는 80℃의 

100㎖물에 녹차티백을 1분 정도 담근 후 빼낸 용액을 

사용하였다.

2.2. pH 및 삼투압 측정

  10% FBS와 1% penicillin이 함유된 DMEM과 HBSS, 

우유, 녹차, 생리식염수를 Orion 3 start pH benchtop 

(thermo electron corporation)와 Fiske
Ⓡ
 110 Osmometer 

(Fiske Associates Inc., USA)를 이용하여 3회 자동 측

정하였다. 

2.3. 치은섬유모세포의 배양

  교정용 목적으로 발치 후 얻어진 주변에 건강한 치은 조

직을 10% FBS와 1% penicillin이 함유된 DMEM으로 37℃, 

100% 습도, 5% CO2 incubator에서 배양하여 치은섬유모

세포를 얻었다. 치은섬유모세포들이 증식하여 배양접시바

닥을 완전히 덮으면 3-5일 간격으로 계대배양하였다. 
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D: DMEM  H: HBSS  M: milk  S:saline G: green tea

Fig. 1. Comparative on survival rate of gingival fibroblasts in storage media 

by MTT assay 

2.4. MTT assay를 이용한 세포생존율 측정

  배양된 치은섬유모세포를 1x10
4
/㎖의 농도로 96well- 

Plate에 200㎛씩 분주하여 24시간 동안 배양 후 치은섬

유모세포가 96well-Plate 바닥에 완전히 부착된 상태를 

확인하고 배양액을 제거하고, 각각의 저장용액을 200㎕

씩 각 well에 주입한다.

  그 후 실험군에 설정에 맞게 실온에서 1, 2, 3시간 동

안 각각 보관한 후 저장용액을 제거하고 MTT용액 20㎕

와 DMEM 180㎕를 주입하고 배양기에서 4시간 동안 반

응 시켰다.

  세포반응 후 첨가된 용액을 제거하고, 100㎕의 isopropanol

을 첨가하여 형성된 MTT formazan결정이 녹도록 15분

간 가볍게 진탕한 후, microplate reader(BIO-TAK, 

AC,USA)로 540㎚파장에서 흡광도(Optical Density)를 

측정하였다. 

2.5. 통계분석

  실험군간에 평균값을 비교하기 위하여 Student’s 

T-test를 시행하였으며, 통계적인 비교를 위하여 통계

적 유의성의 기준값은 p<0.05로 설정하였다. 

3. 연구성적

3.1. MTT assay를 이용한 저장용액에서의 

치은섬유모세포생존율

3.1.1. 1시간 군

  치은섬유모세포의 생존력 지수를 저장용액간의 비교를 

보면 1시간 군의 DMEM이 1.000일 때, HBSS 0.983, 

우유 0.943, 녹차가 0.91, 생리식염수 0.915이었다. 분

산분석 결과 세포의 생존력 보존능력은 DMEM이 가장 

높았고 HBSS, 우유, 생리식염수, 녹차 순으로 나타났다

<Fig. 1>.

3.1.2. 2시간 군 

  1시간 군의 DMEM이 1.000일 때, 2시간 군의 DMEM 

0.949, HBSS 0.926, 우유 0.859, 녹차 0.758, 생리식

염수 0.764이었다. 분산분석 결과 세포의 생존력 보존

능력은 1시간의 DMEM이 가장 높았고 그 다음으로는 2시

간의 DMEM, HBSS, 우유, 생리식염수, 녹차 순으로 나

타났다<Fig. 1>.
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DMEM HBSS Milk Saline  Green tea

pH 7.8±0.12 7.87±0.11 6.67±0.19 6.65±0.14 6.62±0.21

Osmolarity 

(mOsmol/kg)
323±0.15 268±0.1 304±0.15 313±0.12 -

Table 1. Viability of gingival fibroblast cells maintained in each experimental medium

3.1.3. 3시간 군

  1시간 군의 DMEM이 1.000일 때, 3시간 군의 DMEM

은 1.202, HBSS 1.275, 우유 0.747, 녹차 0.601, 생리

식염수 0.719이었다. 분산분석 결과 세포의 생활력 보존

능력은 HBSS가 가장 높았고 3시간의 DMEM 순으로 나

타났다. 그 다음으로는 1시간의 DMEM, 우유, 생리식염

수, 녹차 순으로 나타났다<Fig. 1>.

3.2. 각 저장용액에서 pH와 삼투압 측정

  모든 저장 용액에서 세포의 생존유지의 적정 pH인 

6.6-7.8 범주 내에 있었으며, 삼투압은 녹차를 제외한 

저장용액에서 세포조직액과 유사한 230-400mOsmol/ 

kg로 적정 삼투압을 갖고 있었다. 녹차는 너무 낮은 삼

투압으로 인하여 측정이 불가하였다<Table 1>.

4. 총괄 및 고안

  치아의 외상으로 인해 완전 탈구된 치아의 재식 시 치

아주위조직의 생활력 유지는 완전 탈구 후 재식 때까지 

경과시간이 길수록
9)
, 건조 상태로 오래 방치될수록

13) 
예

후가 불량하다. 선학들은 치아와 치조골에 있는 치주인

대세포에 대한 실험을 원숭이
14,15)

나 개
16)

 및 쥐
17)

를 이

용하여 인위적으로 치아를 탈구시킨 후 재식하여 관찰하

기도 하였다. 사람에 대해서는 in vitro 실험을 통한 치

주인대섬유모세포의 저장용액에 대한 생존율 평가 실험

6-8,10,24)
이 많이 시행되어 왔지만, 치아부착에 관여하는 

다른 치아주위지지조직에 대한 연구는 아직 미흡한 상태

이다.

  본 연구는 치아부착에 관여하는 치은섬유모세포(gingival 

fibroblast)가 저장용액과 저장용액 온도의 변화에 대한 

생존율을 비교하였다. 저장용액으로는 주변에서 흔히 구

할 수 있는 우유, 녹차와 치아 탈구 시 가장 이상적으로 

추천되는 HBSS를
18) 

실험저장용액으로 설정하였으며 치

은섬유모세포의 배지액인 DMEM용액을 대조군으로 사

용하였다.

  세포의 생존유지에 있어서 삼투압과 pH는 중요한 인

자이다. 세포의 성장은 주로 230-400Mosmol/kg과 

6.6~7.8 pH에서 일어난다고 알려져 있다
19)

. 세포막의 

탈락을 방지하기 위해서는 등장성인 용액을 사용해야 한

다. 삼투압이 낮은 저장용액은 세포막에 비가역적인 손

상을 주게 되는데 Blomlöf
20)

는 NaCl을 타액에 첨가함

으로써 삼투압을 높여 식염수와 유사한 수준까지 세포의 

생존력이 향상됨을 보고하였다. 

  HBSS는 International Academy of Dental Traumatology 

(IADT)에서 치아완전탈구용액으로 추천되는 표준용액
18)

으로 무기이온과 glucose 등을 포함하고 있다
21)

. 이 용

액은 세포의 지속적인 생존에 유리한 결과를 다른 많은 

연구에서 볼 수 있다
19)

.

  본 실험에서도 3시간 군의 HBSS가 모든 실험용액 중 

치은섬유모세포의 생존율이 가장 높게 나타났다. 다만 

1, 2시간 군에서는 DMEM에서 생존율이 높게 나타난 것

은 치은섬유모세포의 저장환경을 다른 것으로 바꾸는 것

보다는 처음 배양되었던 DMEM에서의 생존율이 가장 

높게 나온 것 같다. 하지만 HBSS는 사고현장에서 쉽게 

구 할 수 없다는 단점이 있다.

  본 연구에서 우유와 생리식염수는 등장액으로 녹차에 

비해 우수한 세포생존율을 보이나 생리식염수보다는 우

유에서 더 높은 생존율을 보였다. 즉 비슷한 삼투압을 

가진 등장액이라도 저장용액의 구성 성분이 세포 생존에 

중요함을 의미한다. Alacam 등
22)

은 식염수는 Ca
2+
, Mg

2+ 

같은 대사용 필수 이온이 결여되어 있으나 우유에는 이

외에도 필수영양소가 있어서 세포보호 효과를 갖는다고 

하였다. Blomlöf 등
14)

은 원숭이의 치아를 발거한 후 우
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유와 식염수에 각각 1시간에서 3시간 동안 보관 후 조직

염색을 시행한 결과 생리식염수는 완전탈구 후 저장시간

이 매우 짧을 때는 비교적 우수한 저장용액으로 추천될 

수 있으나 장시간 보관 시 우유에 비하여 보관 능력이 

떨어졌다고 보고하였으며, 우유에는 아미노산, 탄수화

물, 비타민 등과 같은 중요한 영양물질이 함유되어 있으

며 멸균처리되어 조직에 해로운 성분이 적기 때문이라고 

주장하였다. 따라서 우유가 저장용액으로 좋은 이유는 

pH buffer system작용, 등장성 용액, growth factor와 

필수 영양소 함유
23)

로 인한 세포 보호효과, 세포독성을 

가진 세균이 없기 때문이라고 할 수 있다. 

  녹차의 대표적인 추출물은 polyphenol의 일종인 catechin

이 주성분이다. Hwang
24)

은 녹차와 치주인대세포의 생

존율 실험에서 시중에서 파는 티백녹차가 HBSS와 우유

에 비해서는 낮은 생존율을 보인다 하였다. 녹차는 너무 

낮은 삼투압을 가지고 있는 저장성용액의 성질과 화학물

질을 포함하기 때문이라 하였으나 1시간 이내의 짧은 시

간 동안에는 수돗물보다 더 효율적이라고 하였다. 

  본 연구에서 녹차는 우유와 식염수에 비해 생존 세포 

수와 활성이 급격히 감소함을 알 수 있었다. 이는 체내

의 환경에 크게 못 미치는 녹차의 삼투압이 중요하게 작

용하여 세포를 팽윤시키고 세포막을 약화시켜 세균과 세

균 효소 및 세균 독소에 의한 세포막의 파괴가 촉진되었

기 때문으로 생각된다. Hirasawa 등
12)

에 의해 녹차의 

catechin이 치주질환의 세균에 대한 항균효과를 관찰한 

결과 최소억제농도가 1㎎/㎖이었다는 보고가 있었다. 

즉, 본 연구에서도 녹차가 항균물질인 catechin을 가지

고 있어 짧은 시간 동안에는 세포 생존 유지에 효과적이

라고 생각된다.

  Oswald 등
25)

과 Andreasen과 Hjorting-Hansen
26)

은 

재식의성공은 완전탈구 후부터 재식을 시행할 때까지의 

경과 시간에 달려 있다고 보고하였으며 Heithersay
15)

는 

구강 외에 노출된 시간이 2시간 이내이면 생활력 있는 

조직이 재형성될 가능성이 많다고 주장하였다.

  본 연구에서도 저장용액에서 DMEM과 HBSS를 제외

한 모든 용액이 시간이 경과될수록 치은섬유모세포의 생

존율이 점진적으로 저하되었다. DMEM과 HBSS만 치은

섬유모세포의 생활력이 상승한 것은 세포의 배지액으로 

세포성장이 이루어진 것으로 생각된다.

  치아가 완전 탈구되어 치은섬유모세포의 생활력유지에 

중요한 여러 요소 중 이번 실험에서는 저장용액과 경과

시간에 대해 연구하였으며 연구결과에 의하면 완전 탈구

된 후 재식 시까지의 경과 시간이 짧을수록, 저장성 용

액보다는 등장성 용액에 탈구치아를 보관하는 것이 치은

섬유모세포의 생존율 보존능력이 높았다. 

  이상의 연구 결과를 종합해 본 결과 저장용액 중 

DMEM과 HBSS가 치은섬유모세포의 생존에 가장 우수

한 저장용액이나 이는 사고현장에서 쉽게 구하기 어렵기 

때문에, 일상생활에서 쉽게 구할 수 있고 치은섬유모세

포의 생존율 보존에도 유리한 우유를 추천하는 바이다.  

아울러 치아부착에 관여하는 다른 세포의 실험과 조직학

적 평가가 필요하며, 주변에서 흔하게 구할 수 있는 다른 

저장용액들에 대한 비교연구가 필요한 것으로 사료된다.

5. 결론

  완전 탈구된 치아의 예후에는 치아주위조직의 상태가 

중요하다. 이번 실험의 결과를 종합하여 아래와 같은 결

론을 얻었다.

1. 저장용액 모두 치은섬유모세포의 생존율은 DMEM과 

HBSS가 가장 높았으며 우유, 식염수, 녹차 순으로 

높았다.

2. 모든 저장용액에서 치은섬유모세포는 DMEM과 HBSS

를 제외하고는 시간이 경과될수록 생존율이 낮아졌다.

3. 녹차는 낮은 삼투압으로 인해 시간이 지남에 따라 치

은섬유모세포 생존율이 급격히 감소하였다.
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