
대구외지 2008;34:532-536

532

Ⅰ. 서 론

당뇨병은현대사회에서가장흔한내분비계질환이다.1) 인구

의 10%가당뇨의유병률을보이며심각한치주질환을보이는

이는인구의 15%에이른다.2) 당뇨병환자중에심각한치주질

환자는 40%이상으로 보고되고 있다.1) 따라서, 치주질환은 당

뇨병의주된합병증중의하나로여겨지고있다. 또한실제로

치주질환은 당뇨병의 6번째 합병증으로 여겨진다.3) 당뇨병은

사회가현대화, 고령화되어감에따라더욱그수가늘어나는

추세이다.

당뇨환자의고농도의포도당상태가세포의기능에부정적

영향을끼친다는것은잘알려져있다.4-7) 하지만, 당뇨병이어

떠한기전으로구강건강을저해하는지에대해선명확히밝혀

진바가없다.8-9)

치주인대(PDL) 세포는치주조직의재생과상처치유에있어

서가장중요한세포이다. 인간치주인대세포는항상미생물

에 노출되어지고 이에 수반되는 숙주 면역 반응을 일으키므

로, 당뇨환자의치주적붕괴에있어인간치주인대세포의재

생 능력을 고농도의 포도당 상태가 저해시킬 수 있다고 보여

진다.10-11)

1997년 스웨덴의 Hammarström12)은 enamel matrix를 실험적으

로노출된 dental follicle에작용시켜무세포성시멘질트질의형

성을 보고 하였으며 그 후에는 원숭이와 사람의 치근에서 무

세포성 시멘트질의 형성을 보였다. 이후 EMD는 치주조직의
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Purpose: This study was designed to evaluate effect of EMD on proliferation of HPDLCs and MC3T3-E1 cells in high glucose condition in vitro.

Material and method: The Human PDL fibroblasts(HPDLCs) were obtained through typical way and the cells used in this experiment were divid-

ed in 4 groups. 1x104/ml HPDLCs suspension was cultured in typical DMEM and assigned to group 1. The cells cultured in DMEM which included

400mg/dl glucose are allocated to group 3. Group 2 and 4 are established by adding EMD to group 1 and 3 respectively. These control and experimen-

tal groups had been cultured for 24 and 48 hours, and MTT assay was conducted. The differences of each group in cellular proliferation was evaluated.

The same experiment was conducted for preosteoblast (MC3T3-E1) with adding 25㎍/ml EMD. 

Results: EMD had the same effect on both PDL cells and MCT3T3-E1 cells. The experimental group had more meaningful differences and active

cellular proliferation than the control group did. The EMD accelerated cellular proliferation not only in normal glucose condition but also in high glu-

cose condition. The same results were observed via MTT assay; EMD-added experimental group had more meaningful differences and showed higher

cellular activity than control group did. Each experimental and control group was inspected for statistical significance through Kruskal-Wallis Test.

Statistical significances were observed among these groups. (SPSS 12.0 Chicago, IL, USA, p=0.008, p=0.011)

Conclusion: EMD is considered to accelerate proliferation of PDL cells and MC3T3-E1 cells in high glucose condition as well as normal glucose

condition.
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재생에있어근거있는하나의치료물질로써선택가능해졌으

며 현재 상업적으로 돼지의 enamel organ에서 추출되어지고

있다.

EMD(enamel matrix derivatives)는 enamel matrix protein으로

1997년에상용화되었으며, 치주조직의재생을자극하는데임

상적으로널리쓰여왔다. EMD를이용한골하결손치료는치

조골의 재생을 가능하게 하였고, probing depth의 향상과 부착

정도의임상적향상을가져왔다. 또 EMD는연조직의초기창

상치유에도긍정적영향을준다. 최근에는 EMD가동물모델

실험상에서수복상아질의형성을유도하였으며, 치근흡수를

방해하였고, 유착의재발을방지하였다는보고들도나와근관

치료학분야에도적용이제안되어지고있다. 13-16)

많은문헌에서 EMD가치주조직에있는섬유모세포와뼈모

세포양세포의분화와증식에효과적인작용을한다고보고해

왔다. EMD가 골모세포와 인간 치주인대 섬유모세포등의 증

식에도움을준다는사실은이미여러실험에서밝혀진바있

으며17) Keila 등18)은쥐의BMSC (bone marrow stromal cell)의분화

능력에EMD가긍정적인효과를나타냄을실험적으로보여주

었다. 임상적으로도 치주조직 재생에 있어서 그동안 많은 연

구가있어왔으며양호한성적을보이고있다.

이러한 여러 연구와 문헌에 의하면, 인간 치주인대 세포와

뼈모세포양세포(MC3T3-E1)의증식에있어EMD가긍정적영

향을 준다는 것을 보고해 왔지만, 당뇨환자의 상태를 재현한

고농도의 포도당 상태에서의 연구는 없었다. 이에 고농도의

포도당 상태에서 EMD가 세포의 증식에 어떠한 영향을 주는

지를실험적으로평가하고자하였다.

Ⅱ. 연구재료 및 방법

1. 세포의 분리와 배양

교정치료를위한건전한상태의소구치발치를주소로내원

한 환자들로부터 사전 동의하에 소구치를 발치한 뒤, 치아를

500U/ml 페니실린과 500㎍/ml 스트랩토마이신을 포함한

DMEM(Dulbecco’s Modified Eagle Medium; Wellgene, Seoul,

Korea)에 놓고 씻어낸다. 씻어낸 치아 치근의 중간 1/3부분을

클린벤치 내에서 멸균상태의 치주 큐렛 또는 외과용 수술도

등을 이용하여 치주인대를 긁어내고 배양접시에서 초대배양

을 실시하였다. 배양조건은 통상의 환경인 37℃, 95% 대기와

5% 이산화탄소의 환경으로 배양 인큐베이터를 조절하였다.

배양액으로는 DMEM에 10% 우태아혈청 (Fetal Bovine Serum;

Wellgene, Seoul, Korea)과 100U/ml 페니실린및 100㎍/ml 스트렙

토마이신을첨가하여사용하였다. 3대에서 5대째의세포들을

이용하여실험을수행하였다.

MC3T3-E1 세포도 동일한 배양액 하에서 실험을 수행하

였다.

2. 세포의 증식

배양된인간치주인대세포를 1x 104cells/ml 의농도로 96-well

plate에분산시키고 (n=28), MC3T3-E1 세포는 24-well plate에분

산시켰다 (n=26). 배지에는 DMEM에 2% FBS와항생제를첨가

하여사용하였다. 각대조군및실험군은 serum free medium 상

태로 24시간배양을시행했다. Jiang 등17)에의해인간치주인대

세포에는 100㎍/ml의EMD를, Keila 등18)에의해MC3T3-E1 세포

에는 25㎍/ml의EMD를첨가하였다. 즉, 그룹1,2는정상적포도

당농도, 그룹 3,4는고농도포도당환경하에서실험이이루어

졌다. 

1) 인간치주인대세포

Group 1: 110mg/dl glucose DMEM + 2% FBS + 1% Penicillin

Streptomycin. 

Group 2: 110mg/dl glucose DMEM + 2% FBS + 1% Penicillin

Streptomycin. + EMD(100㎍/ml)

Group 3: 450mg/dl glucose DMEM + 2% FBS + 1% Penicillin

Streptomycin

Group 4: 450mg/dl glucose DMEM + 2% FBS + 1% Penicillin

Streptomycin + EMD(100㎍/ml)

2) MC3T3-E1 세포

Group 1: 110mg/dl glucose DMEM + 2% FBS + 1% Penicillin

Streptomycin. 

Group 2: 110mg/dl glucose DMEM + 2% FBS + 1% Penicillin

Streptomycin. + EMD(25㎍/ml)

Group 3: 450mg/dl glucose DMEM + 2% FBS + 1% Penicillin

Streptomycin

Group 4: 450mg/dl glucose DMEM + 2% FBS + 1% Penicillin

Streptomycin + EMD(25㎍/ml)

3. MTT 분석

MTT(3-(4,5-Dimethylithiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bro-

mide) 분석은 탈수소 효소작용에 의하여 노란색의 수용성 기

질인 MTT tetrazolium을 청자색의 비수용성 MTT formazan(3-

(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazolium bromide) 으로 환

원시키는미토콘드리아의능력을이용하는검사법이다. 이검

사법은세포의증식과성장을알아보는대표적인실험방법중

하나로 살아있는 세포수에 비례해서 흡광도(optical density)를

나타낸다. 5mg/ml로 MTT 용액을 제조하여 각 그룹별의 샘플

에 넣고 3시간동안 인큐베이터에 넣어 반응시켰다. 그 후

DMSO(dimethyl sulfoxide; Sigma-Aldrich, USA)를넣어세포들을

용해시켰다. 흡광도는 microplate reader (Bio-Rad, Hercules, USA)

를이용하여405nm 파장하에서측정하였다.
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4. 통계분석

각각의결과를 SPSS(SPSS 12.0 for windows, Chicago, IL, USA)

로 Kruskal-Wallis Test를 이용하여 통계적 유의성을 검정하였

다. EMD 첨가여부에따른정상포도당그룹과고농도포도당

그룹 간의 차이를 확인하기 위해서는 Mann-Whitney Test를 이

용하였다.

Ⅲ. 실험결과

EMD는 인간 치주인대 세포와 MC3T3-E1 세포 모두에 세포

증식을 증가시키는 효과를 나타내었다. EMD가 두 경우 모두

실험군이대조군에비해유의성있는차이를나타내며세포의

증식이더활발했다. 이러한결과는 48시간이지났을때도마

찬가지였다.

각각의실험군과대조군그룹을Kruskal-Wallis Test를통해통

계적유의성을검정하였으며각그룹간통계적유의성을보였

다. (24hrs; p=0.011, 48hrs; p=0.008)

고농도포도당의영향에관하여서는Mann-Whitney Test를시

행하여통계적유의성을검증하였으며인간치주인대세포및

MC3T3-E1 세포모두에서고농도포도당에서낮은활성을보

였으며통계적으로유의하였다(p<0.05).

1) 인간치주인대세포

포도당 농도의 영향을 평가하면, EMD가 첨가되지 않은 상

황에서정상포도당그룹 1이고농도포도당환경하의그룹 3

보다인간치주인대세포활성이높았다 (p<0.05). EMD가첨가

된그룹 2와그룹 4가 EMD가첨가되지않은대조군인그룹 1

과 3에비해각각세포활성이더높은경향을보여 EMD이세

포활성을높였다 (p<0.05). (Fig. 1, 2).

2) MC3T3-E1 세포

MC3T3-E1 세포에서도 EMD가 첨가되지 않은 상황에서 정

상포도당그룹 1이고농도포도당그룹 3보다 MC3T3-E1 세포

활성이높았다 (p<0.05). EMD가첨가된그룹 2와그룹 4가대조

군인그룹 1과 3에비해세포활성이더높게나타났다 (Fig.3, 4).

또한이들결과역시통계적유의성을보였다 (p<0.05). 

Fig. 1. Cellular viability of human PDLCs after 24hrs Fig. 2. Cellular viability of human PDLCs after 48hrs

Error Bars show 95.0% CI of Mean
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Ⅳ. 총괄 및 고찰

근래에세포분화와회복, 성장인자의진행, 능력에대한관

심이커져가고있고, 외과적수술이나임플란트수술혹은치

주수술후회복시간이감소하고있지만당뇨와같은전신질

환을 가진 고령의 환자가 증가하고 있어 이러한 환자를 외과

적으로치료할때합병증이발병하는경우가종종있다. EMD

의 임플란트 임상에서의 사용가능성이 높아지면서 임플란트

주위골의재생에대한연구와자연치주위의손상된치주조직

의긍정적인조직재생효과에대해서는이미여러임상연구에

서 이루어진 바 있으며 현재까지도 많은 연구가 진행되고 있

다. 하지만당뇨와같은소모성, 노인성질환자의경우에는아

직도임플란트를비롯하여치주조직재생의예후가불확실한

것이현실이다.

김등19)의연구에의하면고농도의포도당상태에서인간치

주인대세포의증식능이현저히감소함을알수있다. 또한시

간의 경과에 따라 고농도와 정상 포도당 상태에서 세포의 수

가차이가남을알수있다. MTT 분석에의한흡광도조사에서

인간 치주인대 세포는 감소된 세포활성을 나타내었다. 본 실

험에서 역시 이들의 연구 결과와 같은 내용을 확인할 수 있

었다.

EMD 첨가를통한그룹간차이를알수있었는데, 그룹 1과 2

를통해선정상농도의포도당상태에서 EMD가세포활성을

자극하는결과를나타내었고, 그룹 3과 4의고농도포도당상

태에서또한 EMD는세포활성을자극함을알수있었다. 24시

간이후 48시간배양에서도같은결과를보였다. 즉이러한것

들로미루어보아 EMD를첨가한실험군그룹 2와 4에서 EMD

가 인간 치주인대 세포의 증식을 촉진한다고 여겨진다.

MT3T3-E1 세포의경우도같은결과를나타내었다.

포도당은세포증식에있어서중요하다. 279�324mg/dl의포

도당 농도에서는 섬유모세포의 증식이 증가한다. 반면 그 이

상의 농도에서는 증식을 방해한다. 조절되지 않는 당뇨 환자

의혈액에서보통 360�540mg/dl 정도의포도당이검출되므로

인간 치주인대 세포의 증식이 조절되지 않는 당뇨 환자에게

있어서방해가될것으로여겨진다.20-22)

다른많은연구에의하면고농도의포도당이 proximal tubule

cell, fetal mesangial cell, umbilical endothelial cell의증식에방해가

됨을 보여주었다. 고농도의 포도당 또는 당뇨 환경에 감소되

는 증식률은 자세히 연구되어져 왔다.23-24) Hansson 등25)은

279mg/dl 이상의 포도당 농도가 섬유모세포의 증식을 방해한

다고 했고, 이러한 증식은 정상 섬유모세포를 추출한 것보다

당뇨환자의 상처에서부터 추출한 섬유모세포일수록 더 방해

를받았다. 창상의치유와치주조직의재생에있어증식과분

화 같은 세포의 활성은 필수적이다. 고농도 포도당으로 인한

인간치주인대세포의감소된세포활성은당뇨환자에게있어

치유와치주조직의재생에불리한요소로작용한다.

본세포증식연구에서얻어진결과들은 EMD의적용시간과

용량에 따라 인간 치주인대 세포의 증식을 향상시킨다는

Gestrelius등26)의연구와배양액속에 EMD가존재할때인간치

주인대세포의부착속도, 성장, 대사율이모두상당히증가함

을발견한Lyngstadaas등27)의연구와일치하였다.

Hoang등28)은실험실상 wound fill model에서 EMD는대조군에

비해인간치주인대세포를촉진시킨다고보고하였다. 그들은

세포는모든조사기간동안사용된어떠한 EMD 농도에도유

Fig. 3. Cellular viability of MC3T3-E1 cells after 24hrs. Fig. 4. Cellular viability of MC3T3-E1 cells after 48hrs.

Error Bars show 95.0% CI of Mean
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의한 반응을 한다고 보고하였고, 본 연구결과와일치한다. 인

간 치주인대세포에 EMD가 유익한영향을끼친다는 Hasse와

Bartold29)의최근발표는본연구결과를또한뒷받침한다. 그들

은 EMD가 조직재생과 일치하여 hyalaruonan과 proteoglycan의

합성을조절함으로써세포를자극한다고결론지었다.

본실험을통해, EMD가고농도의포도당상태에서인간치

주인대세포와 MC3T3-E1 세포의증식을촉진함을알수있었

다. 하지만, in vitro 상에서얻어진실험결과이므로, in vivo 내에

서의복잡한많은상호작용들을모두다재현할수없으므로 in

vivo모델에서체계적인동물실험을통해본연구의결과를확

인할필요가있다. 또한이들인간치주인대세포와MC3T3-E1

세포에대해서 EMD가세포의분화시미치는영향에관한연

구도이루어져야할것이며, 그밖의메카니즘에대한연구와

노력이필요하다하겠다.
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