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치아의 치수 줄기 세포와 치주 인대 줄기 세포의 

석호|화와 분호뻐I PRP가 미치는 영향 

조선대학교 구강생물학 연구소 및 2단계 BK21 
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1. 서 론 

상실된 치 아나 손상된 치 아 주위 조직 (perio 

dont려 tissue)의 재 생 을 위 해 줄기 세 포를 접 목시 

킨 조직 공학(stem cell-• based tissue engineer 
ing)에 관한 연구가 다양하게 진행되고 있다1) 
Sharpe 등2)은 외 배 엽 성 간엽 (ectomesenchyme) 

을 대 체하여 사용된 골수줄기 세포(bone marrow 

stem ce!ls)를 구강상피 (ora1 epithelium)와 조직 
재 조합(tissue recombination)을 시 행 하여 초기 

치 아 발생 을 유도하였고 이 를 콩팔주머 니 (rena1 
capsule)에 이식하여 일정기간 경과 후 치아 구 

조가 형성되었음을 보고한 바 있다. 

출생 후 줄기세포(postnatal stem ce!ls)는 골 

수， 신경， 피부， 모낭(h밍r follic1e) , 골격근， 치수 

(dent떠 pulp) 둥 다양한 조직 에서 얻을 수 있다 
3-9) 치 수에 는 골모세 포(osteoblast) ， 상아모세 포 
(odontoblast), 신 경 유사세 포(neurona1-like cells 

)로 분화할 수 있는 출생 후 줄기세포가 포함되 

어있다. 치수에서 분리한 치아 치수 줄기세포 

(Dental pulp stem cells, DPSCs)를 면 역 반응이 
억제된 생쥐(immunocomprornised rnice)에 이식 

하였을 때 상아질 유사 구조(dentin-like struc­
ture)가 형성 되 었음이 보고된 바 있다. 이 는 

DPSCs를 이 용한 치 아 재 생 (tooth regenera 
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tion)의 가능성 을 암시 한다9-11) 

치주인대 (periodonta1 ligament, PDU는 백악 

모세 포Ccementoblast) , 골모세 포(osteoblast)로 

분화할 수 있는 이형세포집단(heterogenous cell 
populations)을 포함하고 있다12-15) ， PDL내의 다 

양한 세 포 형 태 는 조직 의 항상성 (homeostasis) 

유지와 치주조직의 재생을 가능하게 하는 전구 
세 포(progenitor ce!ls)의 존재 를 암시 한다12.16-18) 

혈소판농축혈장(Platelet-Rich Plasma, PRP)은 

손상된 조직에 고농도의 성장인자를 제공하는 

자가 혈장(autologous plasma)으로써 원심분리 

기를 이용하여 밀도가 높은 적혈구충과 혈소판 

회 석 혈 장(Platelet-Poor Plasma, PPP)층 사이 에 
서 분리할 수 있다19-20)， PRP는 혈소판유래성장 

인자(Platelet Derived Growth Factor, PDGF) , 
전환성 장인자-ßl(Transforrning Growth Factor, 

TGF-ßl) 그리고 혈관내피성장인자(Vascular 

Endothelia1 Growth Factor, VEGF)동과 같은 많 
은 성장인자를 함유하고 있으며， 또한 임상적으 

로는 PRP가 심장수술， 성형외과수술， 구강악안 

면치료에 있어서 골과 연조직재생을 강화시킨다 

고 보고된 바 있다%정 한편 또 다른 보고에 있 

어서는 이러한 임상적으로 좋은 결과가 근본적 

으로 PRP의 역할에 의한 것인지에 대해 의문이 

제기되고 있다잉 

그러나 PRP가 직접적으로 세포에 미치는 영 

향에 대해서는 연구가 미흡한 상태이다. 보다 성 

공적인 임상적 적용을 위해서는， 세포학적 수준 
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에서 PRP의 역할에 대한 평가가 필요하다고 할 

수 있다. 이에 본 연구에서는， 치아 치수 줄기세 

포와 치주인대 줄기세포의 분화에 있어서 PRP 
의 역할에 관하여 세포학적 수준에서 알아보고 

자하였다. 

II. 실험재료 및 방법 

1. 세포의 배앙 

본 실험에서는 전신질환이 없는 환자에게서 

발치 된 제3대 구치로부터 일차배 양 (primary 

culture)을 통해 얻은 치수세포와 치주인대 세포 

에서 줄기세포의 colony를 분리했다. 치아 치수 

즐기 세 포 (Dental Pulp Stem Cells, DPSCs)와 
치 주인대 줄기 세포 (Periodontal Ligament Stem 

Cells, PDLSCs)는 5% fetal bovine Serum 

(FBS, Gibco BRL, Rockvi11e, USA)과 항생제 

(Penicillin 100U/mR, Streptomycin 100.ug/mR, 
Gentamycin 50μg/mQ 및 fungizone 2.5.μg/mQ)가 

함유된 Dulbecco' s Modified Eagles Mediwn 

(DMEM, Gibco BRL, Rockvi11e, USA)으로 배 양 

하였다. 세포의 분화와 석회화를 유도하기 위하 

여 Dexamethasone, L-ascorbic acid(50μg/mQ)와 
ß-glycerophosphate(10mM)을 첨 가하였다. 이 를 

PRP를 첨가한 실험군 (PRP-)과 첨가하지 않은 

대조군 (control-)으로 나누어 15일간 배 양하였 

다. 

2. PRP 준비 

출생 후 6주된 수컷 쥐 5마리에서 혈액을 채득 

하여， Heparin 5mR을 첨 가한 후 2회의 원심 분리 

를 거쳐 PRP를 분리해 내었다. 먼저 3,200 RPM 
에서 원심분리 한 후 30mR주사기로 적혈구층을 

제거 하고 상부의 혈소판 감소 혈장충 (Platelet­

Poor Plasma, PPP)과 buffy coat층만을 채 득하 
여 새로운 시험관으로 옮겼다. 동일 원심분리기 

5,200 RPM에서 5분간 원심분리하여 하충의 혈 

소판농축혈장층(Platelet-Rich Plasma, PRP)와 

상층의 무세포혈장층(Acellular Plasma)이 형성 

되도록 하였다. 상층의 무세포혈장층을 제거하 
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고 약 5mR정도의 하층을 1시간 정도 방치한 후 

균일하게 혼합하여 -79t의 냉동실에 저장한 후 

실험 즉시 녹여서 사용하였다. 

3. 서|포면역 형광 검색 

두 가지 종류의 세포에서 배양액을 제거하고 

1x PBS로 2회 세척한 후 4% PF A(Paraformal • 

dehyde)로 실온에서 15분간 고정하여 다시 PBS 

로 5분간 3회 세척하였다. 0.15% Tronton 
X-100!PBS로 10분간 처 리 한 후 1% BSA 

CBovine Serum Albumin)!PBS 용액 을 사용하여 

실온에서 30분간 Blocking처리하였다.1% BSN 
PBS 용액을 사용하여 1: 100의 배율로 희석한 

STRO-1 항혈청 (1차항체)으로 실온에서 1시간 

30분 동안 처 리 하였다. PBS로 10분간 3회 세 척 

한 후 PBS로 1:80배율로 희석한 Fluorescein 

anti-Rabbit IgG항체 (2차항체 , Vector Lab, 

Burliagame, CA, USA)로 실온에서 1시간 30분 

동안 처리하였다. PBS로 10분간 3회 세척한 후 

VECTASf표ELD Mounting Medium with DAPI 
(Vector Lab, Burligame, CA, USA)로 봉입 하여 

Axioscope 멸티형광 현미경으로 관찰하였다. 

4. 세포의 석회화 결절의 확인 

두 가지 종류의 세포를 배양 0일， 5일， 10일， 15 

일 후에 lx PBS로 3회 세척하고 70% ethanol로 
20분간 고정 한 다음 0.1% NlLOH가 함유된 1% 
Alizarin Red-S (Sigma-Aldrich, St. 1ρuis， Mo, 

USA) 용액으로 염색하여 석회화 결절 형성 유 
무를 확인하였다. 

6. RT-PCR분석 

두 가지 종류의 세포를 배양 0일， 5일， 10일， 15 

일 후， Trizol regent (Invitrogen life tech, 

califonia, USA)로 처 리 하여 Total RNA를 추출 

하였다. RT premix kit (Bioneer, Daejeon, 

Korea)를 이 용하여 first strand cDNA를 합성 하 

고， DSPP, bone sialoprotein (BSP), alkaline 
phospha떠se (ALP), type 1 c이lagen (type I Co1), 
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Table 1. Nucleotide sequences of the primers used for RT-PCR 

Protein Primer sequence (5’-3 ’) Size(bp) 

Sense 
DSPP 

Anti-sense 

Sense 
SPARC 

Anti-sense 

Sense 
OC 

Anti- sense 

Sense 
ALP 

Anti- sense 

Sense 
Type 1 collagen 

Anti- sense 

Sense 
BSP 

Anti-sense 

Sense 
GAPDH 

Anti- sense 

osteocalcin (OC), osteonectin (SP ARC; secreted 

protein acidic and rich in cystein) 및 control~ 

GAPDH의 특이 적 primer를 이용하여 PCR을 시 

행 하였다 (Table 1). PCR 생 성 물은 1.5% 

agarose gel에 전기 영 통하여 유전자 발현을 확 

인하였다. 

III. 실험결과 

1 ‘ 서|포면역형광염색분석 

STRO-l 항체를 반응시킨 후 형광 염료인 

FITC로 증폭시킨 결과 배양한 두 종류의 세포에 

서 STRO-l 항체에 반응한 줄기 세포를 관찰할 

수 있었다 (Figure 1). 

2 , Alizarin Red-8 염색 결과 분석 

Control-DPSCs와 PRP-DPSCs는 배 양 15일 

동안， Alizarin-red S 염색된 석회화 결절이 보이 

지 않았다. 반면에 PRP-PDLSCs에서는 배양 15 
일에 Control-PDLSCs와 달리 석회화 결절이 많 

이 관찰되었다 (Figure 2). 

AATGGGACTAAGGAAGCTG 
1200 

AAGAAGCATCTCCTCGGC 

TAAGCTCACCGTCCACAAGC 
420 

CTTTCCTGAAACAGCCTCCC 

CCACAGCCTTCATGTCCAAG 
650 

GGCAGAGAGAGAGGACAGGG 

ACGTGGCTAAGAATGTCATC 
450 

CTGGTAGGCGATGTCCTTA 

TGACGAGACCAAGAACTG 
496 

CCATCCAAACCACTGAAACC 

AAGAAAATGGAGACGGCGAT 
494 

CACCTGCTTCAGTGACGCTT 

ACCACAGTCCATGCCATCAC 
452 

TCCACCACCCTGTTGCTGT 

3 , RT-PCR 결과 분석 

두 가지 종류의 세포를 15일간 배양하여 

RT- PCR 분석 을 한 결과는 다음파 같다 (Figure 

3). 치아 치수 줄기세포에서는 유전자 중 DSPP 

의 발현정도에 차이를 보였다. 15일간의 배양기 

간 동안 5일， 10일， 15일 모두 대조군보다 PRP를 

첨가한 실험군에서 강한 발현을 보였다. 그러나 

DSPP 이외의 유전자 발현에서는 큰 차이를 보 

이지 않았다. 치주인대 줄기세포에서는 15일간 

의 배양기간 동안， 각 유전자의 발현에 있어서 

실험군과 대조군의 뚜렷한 차이를 찾을 수가 없 

었다. 

IV. 총괄 및 고안 

최 근 들어 조직 형 성 (tissue formation)을 위 해 

안정된 분화를 유도할 수 있는 세포의 공급원으 

로써 줄기세포에 관한 관심이 집중되고 있다. 성 

인의 치아에서 분리한 DPSCs가 in vitro에서 석 

회화 결절(calcified nodule)을 형성하였고 m 

VIVO에서 상아질과 유사한 석회화 조직 

(mineralized tissue)을 형성하였음이 보고된 바 
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있다찌껑 또한 탈락 유치에서 얻은 줄기세포 
(Stem cells from Human Exfoliated Deciduous 

teeth, SHED)는 임상적 적용의 잠재성과 쉽게 

조직을 구할 수 있는 장점을 지녀 새로운 줄기세 

포의 공급원으로 기대되고 있다잃 

특성이 다른 세포를 분리하는 방법으로써 세 

포배양접시의 표변을 이용할 수 있는데， 골수세 

포(bone marrow cells)의 경 우 바닥에 붙은 세 포 

(adherent cem는 기질세포(stromal cells)로， 그 

리 고 붙지 않은 세 포(non-adherent cells)는 조 

혈세포(hematopoietic cells)로 간주할 수 있다27) 
이와 같은 빙법을 적용시켜서 치수와 치주인대 

속에 포함되어 있는 줄기세포로부터 형성된 

colony를 분리 하였다. 치 수 속에 포함되 어 있는 

치아 치수 줄기세포는 간엽성 줄기세포 표지인 

자(mesenchymal stem cells marker)인 

STRO-1을 발현한다. 최근에 치주인대에서 치 

주인대 줄기세포(Periodontal ligament stem 

cells, PDLSCs)를 분리하였으며 또한 치주인대 

줄기세포가 STRO-1을 발현함이 확인된 바 있 
다28) 

본 연구에서는 치수와 치주인대에서 얻어낸 

세포에 STRO- 1 항체를 반응 시킨 후 형광 염료 

인 FITC로 증폭시킨 결과 배양한 두 종류의 세 

포에서 STRO-1 항체에 반응한 줄기 세포를 확 

인할 수 있었다. 

PRP, 혈소판농축액 (platelet concentrate) 및 

혈소핀 겔내의 성장인자와 섬유소 전색제 (fibrin 

sealants )를 조합 처리하면 골과 치주인대의 치 

유에 효과적 이다고 보고된 바 있다2m 또한 
Danesh-Meyer 동30)은 상악동 증대 수술(sinus 
augumentation surgery)시 자가골과 PRP를 조 

합처리하면 상악동부위의 골 형성을 증가시키나 

유의성은 없었다고 보고하였다. 이와 같이 입상 

적인 적용에 있어서 PRP의 역할에 대해서는 다 

양한 결과가 나타나고 있는 실정이며， 또한 임상 

적 으로 좋은 결과가 근본적으로 PRP의 역 할에 

의한 것인지에 대해 의문에 제기되고 있다 

이에 본 연구에서는 치아 치수 줄기세포와 치 

주인대 줄기세포를 PRP를 첨가한 실험군 

(PRP-)과 첨가하지 않은 대조군(control←)으로 

나누어 15일간 배양하였다. 그리하여 세포학적 
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수준에서 PRP의 역 할에 대해 알아보고자 

DSPP, BSP, ALP, type 1 collagen, OC, SPARC 

의 유전자 발현을 RT-PCR을 통하여 조사하였 

다. 

DSPP는 상아질에서만 특이하게 발현되는 유 

전자로 알려 져 있는데 하나의 유전자에서 dentin 

phosphoprotein (DPP)과 dentin sialoprotein 
(DSP)이 합성되어 따로 분비된다31). BSP 유전 
자는 기본적으로 석회화 결합조직에 제한적으로 

발현되며 골， 치아， 백악질형성 초기에 높게 나타 

난다32). Osteocalcin은 골모세포， 상아모세 포， 백 

악모세포의 성숙도， 분화정도에 대한 지표가 되 

며 무기질 침착의 정도를 조절하는 유전자이다 

꾀)‘ type 1 collagen은 골조직에서처럼 백악질 
에서도 가장 주요한 세포의 기질로써 기질의 구 

조를 결정하며 침착되는 무기질을 수용한다. 

ALP는 석회화가 일어나는 경조직에서 활성이 

매 우 높게 나타나며 Osteonectin (SP ARC)은 칼 

숨결협·기질 세포성 당단백질로서 세포와 세포외 

기질과의 상호작용을 조절하는데 성장기의 골， 

치아， 배아의 조골세포， 조상아세포， 연골주위 섬 

유아세포 및 분화기의 연골세포 등에서 고농도 
로 발현된다잃-87) ’ 

본 연구에서는 치아 지수 줄기세포에서 유전 

자 중 DSPP의 발현정도에 차이를 보였다. 15일 

간의 배양기간 동안 5일， 10일， 15일 모두 대조군 

보다 PRP를 첨 가한 실험 군에서 강한 발현을 보 

였다. 그러나 DSPP 이외의 유전자 발현에서는 

큰 차이를 보이지 않았다. 또한 Alizarin- red S 

염 색 에 서 Control-DPSCs와 PRP-DPSCs는 배 

양 15일동안， 된 석회화 결절이 보이지 않았다. 

이는 PRP가 상아모세포의 분화에는 어느 정도 

관여하는 것으로 추정된다 그러나 석회화에 대 

해서는 세포의 배양기간을 15일 이상 더 진행해 

본 후 그에 대한 평가가 필요하다고 여겨진다. 

치주인대 줄기세포에서는 15일간의 배양기간 

동안， 각 유전자의 발현에 있어서 실험군과 대조 

군의 뚜렷한 차이를 찾을 수가 없었다. 또한 

Alizarin- red S 염 색 에서 PRP-PDLSCs에서 는 

배 양 15일 에 Control-PDLSCs와 달리 석 회 화 결 

절이 많이 관찰되었다. 

이상의 결과로 볼 때， PRP가 상아모세포의 분 
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화에 관여할 가능성을 확인할 수 있다. 그러나 

다른 유전자의 발현에 있어서는 특이한 변화가 

없는 것으로 보아서 PRP의 역할에 대한 좀 더 

정확한 세포학적 평가를 위해서는 동종의 혈액 

추출， PRP의 적용농도， 세포의 배양기간과같은 

요소들을 변화시킨 보완적인 연구가 필요하다고 

사료된다. 

V. 결 론 

이 연구는 성공적인 임상적 적용을 위해 PRP 
의 역할에 대해 평가하고자 치아 치수 줄기세포 

와 치주인대 줄기세포의 분화에 있어서 PRP의 

역할예 관하여 세포학적 수준에서 알아보고자 

하였다. 연구 결과 치아 치수 줄기세포에 PRP를 

첨가한 실험군에서 대조군보다 DSPP의 발현이 

증가함을 확인할 수 있었다. 그리하여 PRP가 치 

아 치수 줄기세포의 상아모세포로의 분화에 관 

여함을 추측할 수 있었다， 그러나 보다 더 정확 

한 PRP의 역할을 알기 위해서는 다양한 입상적 

결과를 토대로 실험의 방법적인 면에서 보완 연 

구가 필요하다고 사료된다. 
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Flg 1, Morphology of the oells after 15 days oulture (A: Control-DPSCs , B: PRP-PDLSC8 C: Control-DPSCs , 0 : 
PRP-PDSLCs) 

Flg 2, Immunofluoresoenoe of the oells (A: PULP celi8 , B: PDL oell8) 
Flg 3, Expression of DSPP, BSP , ALP , Col 1, OC and SPARC mRNAs durlng the-oulture analysed by RT-PCR (A 

DPSCs B: PDLSCs) 
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The effect of PRP on the differentiation and minerallzation of DP8Cs and PDL8Cs 

1 . INTRODUCTION 

Ka-young Lee , Ji-young Park, Sang-won Moon , Jong-Tae Park, 

Dong-seol Lee , Heung-JoOng Kim , Joo-Cheol Park 

Oral Biology Research Institute, Chosun University and The second stage of BK21 

Tissue engineering using stem cell has been studied extensively in attempt to regenerate the lost tooth ancVor damaged 
periodontal tissue. Although Platelet rich plasma(PRP) isolated from the blood has been applied to the implant surgery, the studies 
about the direct role of the PRP on the cell are not sufficient. To use PRP in clinic successfully, evaluation about effect of PRP 
on the cytological lev하 is req버red. 

n‘ PURPOSE 

The purpose of this study was to investigate the roles of PRP during the differentiation of dental pulp stem ceJls (DPSCs) and 
periodontal ligament stem cells (PDLSCs) at cytol맹ic and histologic level. 

Ill. MATERIALS AND METHOD 

1. Cell isolation & primary c띠ture 

Dental p비，p cells and periodontal ligament cells were isolated from the exf，미iated third molar of human who dose not have any 
systernic disease, respectively. The cells were divided into two groups ; PRP was added in one group experimental and was not 
added in the other group as a control. And the cells were cultured for 15 days. 

2. PRP preparation. 
After taking blood from the 5 rats (male, 6 weeks old), PRP was isolated from the blood with thrombin by the centrifugation 

method. 

3. Immunofluorescence 
Axioscope multi fluorescence rnicroscopic observation was performed using STRO-1 antibody which is mesenchymal stem ceJl 

marker to iden디fy the stem cells in the culture 

4. Alizarin-Red S staining 
At the time of 0, 5, 10 때d 15 days after the cell culture, the Alizarin Red-S stai미ng was performed to evaluate the 

rruner때alization. 

5. RT-PCR Analysis 
At the time of 0, 5, 10 없d 15 days after the cell c비ture， total RNA was isolated using Trizol reagent and the first strand cDNA 

was synthesized. And PCR was performed with the specific primers of DSPP, BSP, ALP, type 1 collagen, osteocalcin, osteonectin 
and GAPDH to evaluate the differentiation. 
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IV. RESULT 

1. Analysis of Immunofluorescence 
Sever외 stem cells specific to STRO-1 antibody were observed through the FITC in DPSC and PDLSC. 

2. Analysis of Alizarin Red-S staining 
No rnineralization was obseπed before the cultur어 15 days in both control-DPSC group and PRP-DPSCs group. However, at 

the c띠tured 15 days, mineralization was obseπed in the PRP-PDLSCs group. 

3. RT-PCR 
1) In PRP-DPSCs group, expression of DSPP were increased compared to those of control group‘ 

2) In PRP-PDLSCs group, expression of DSPP, ALP, osteocalcin were almost same cornpared to those of control group 

V. Conclusion 

The result may suggests the functional role of PRP in the differentiation 뻐d mineralization of DPSCs by the increase of DSPP. 
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