
서  론

구강 내 바이오필름은 다양한 종의 세균으로 구성되어 있으며, 구

강 내 바이오필름의 세균 구성의 변화로 인하여 구강질환이 발생하게 

된다1). 치면세균막 내의 치아우식증 유발 세균에 의해 생성된 산은 치

질 내의 무기질을 탈회시켜 치아우식증을 발생하게 하여 치아를 파괴

시킨다2).

구강 내 세균으로 발생하는 대표적인 구강질환으로 치아우식증과 

치주질환이 있으며, 치아우식증은 Streptococcus mutans, Strepto-

coccus sobrinus와 같은 세균에 의해 발생되며3,4), 치면세균막 내 세

균의 대사산물인 젖산 등의 유기산을 생성하여 치아의 파괴를 일으키

게 된다. 

구중 청량제는 대표적인 화학적 치면세균막 조절 방법으로 사용

되는 물질로5), 크게 구강질환 예방, 구강질환 치료, 구취감소 등의 다

양한 목적을 위하여 사용되고 있으며6), 최근에는 구강질환 유발 세균

에 대한 항균 효과를 가지고 있는 물질을 포함된 구중 청량제가 늘어

나고 있다7). 구강질환 예방물질로 사용되는 대표적인 성분으로 양이온

성 항균물질인 클로르헥시딘(Chlorhexidine)이 가장 널리 사용되고 

있으나8), 장기간 사용 시 구강 내 착색 및 미각 장애 등의 부작용을 유

발한다는 보고되었다9). 염화세틸피리디늄(cetylpyridinium chloride, 
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CPC)은 클로르헥시딘과 동일한 양이온성 항균물질로 세균 표면의 음

전하와 결합하여 항균효과를 가지고 있으며10,11), 구강 조직에 대한 위

해작용이 적다는 특징이 있다12). Haps 등(2008)은 CPC가 구강 내 잔

류효과가 클로르헥시딘과 비교하여 상대적으로 낮아 오랜 기간 사용

이 가능하며, 치은염 완화 효과가 있다고 보고하였다13).

본 연구는 농도 0.05%의 CPC를 포함한 구중 청량제를 이용하여 치

아우식증 유발 세균과 관련하여 항균 효능을 실험실적 시험으로 평가하

여 보고자 하였으며, 이를 통해 추후 구강질환 예방을 위한 구중 청량제

의 성분으로 사용 시 기초자료로 이용하고자 하여 실험을 시행하였다.

연구대상 및 방법

1. 세균 및 배양
항균력 시험을 위해서 세균성 구강질환 관련 세균을 선택하였으

며, 치아우식 관련 세균으로는 Streptococcus mutans ATCC 25175, 

Streptococcus sobrinus ATCC 27607 및 Lactobacillus acidophi-

lus ATCC 9224를 이용하였으며, 심내막염 관련 세균으로 Strepto-

coccus sanguinis ATCC 10556를 이용하였다. 

S. mutans, S. sobrinus 및 S. sanguinis는 tryptic soy 액체배지

(TSB; BD biosciences, San Jose, CA, USA)를 이용하여 37℃ 호기 

상태에서 배양하였다. 

2. Cetylpyridinium chloride 시료 준비
준비된 구중 청량제를 50 ml 원추 튜브에 10 g씩 분배하여 넣고, 

증류수를 이용하여 40 ml까지 채운 후, vortex 믹서를 이용하여 1분

간 혼합하였다. 이후 10,000×g에서 10분간 원심분리하였고, 상층액

을 깨끗한 튜브로 옮겨 구강세균에 대한 항균력 시험에 사용하였다. 

항균력 시험에 사용될 시약은 다섯군으로 나누어 준비하였다. 

CPC를 기초로 하여 불화나트륨과 에탄올의 비율을 다르게 하여 

Table 1과 같이 준비하였다.

A, B군은 0.05% CPC와 0.02% 불화나트륨을 기초로 하여 에탄올

의 농도를 다르게 하여 준비하였으며, C, D군은 0.05% CPC를 기초로 

하여 에탄올 농도를 다르게 하였으며, E군은 0.05% CPC, 0.02% 불화

나트륨 및 7% 에탄올에 라이소자임을 추가하였다. 

3. 살균력 시험
각각의 세균에 대한 특정 액체배지에서 배양된 세균을 4,000×

g에서 5분간 원심분리하고 5 ml의 각각 세균 배양에 해당하는 깨끗

한 액체배지를 넣고 세균 측정 챔버(Bacterial counting chamber; 

Marienfeld, Lauda-Königshofen, Germany)를 이용하여 세균 양

을 측정하였다. 측정된 세균 부유액에 다시 각각 세균 배양에 해당하

는 깨끗한 배지를 이용하여 통성혐기성 세균은 1×107 cell/ml 되도

록 조정하여 시험에 사용한다. 50 ml 원주형튜브(SPL LifeSciences, 

Gyeonggido)에 준비된 5군의 CPC 시료를 10 ml 넣고 세균 부유액 

100 ml을 넣고 1분 동안 반응시킨 후, 40 ml의 각 세균의 배지를 넣고, 

각각의 세균 배양 해당배지를 이용하여 10에서 105까지 연속희석하

고 각각의 희석된 세균 부유액을 고체배지에 접종하였다. S. mutans, 

S. sobrinus 및 S. sanguinis는 Mitis-salivarius 고체배지(BD Biosci-

ence, San Jose, CA, USA)를 36시간 배양하고 집락 수를 측정하였다. 

생균수 계산 및 살균감소율은 아래의 결정에 따라 결정하였다. 

모든 실험의 최초 희석 단계에서는 각각의 적용 배지를 이용하여 

중화시키는 과정을 거쳐 시험을 시행하였으며, 배지에서 세균이 증식

한 경우, 배지상의 균 수에 희석 배수를 곱하여 산출하였고, 배지에서 

세균이 증식하지 않은 경우는 중화단계에서 이루어진 희석배수를 곱

하여 [10미만(<10)]으로 표시하였다. 모든 단계의 세균수의 측정은 고

체배지를 이용하여 실시하였으며, 생균수 계산은 [식1.]에 따라 측정하

였고 세균감소율은 [식2.]에 따라 결정하였다. 

1) �생균수 계산 : [식1.] N=C×D 

N: 생균수  

C: 집락수  

D: 희석배수(희석액의 희석배수)

2) �세균 감소율(%) 계산: [식2.] R(%)=[(A―B)/A]×100 

R: 살균 감소율 

A: 초기 세균수 

B: 일정시간 후 세균수

4. 민감도 시험
민감도 시험은 Clinical & Laboratory Standard Institute의 방법

을 이용하여 액체배지에서 배양된 세균을 4,000×g에서 5분간 원심분

리하고 각각 세균에 대한 TSB 액체배지를 넣고 세균 측정 챔버를 이용

하여 세균 양을 측정하였다. 측정된 세균 부유액에 깨끗한 배지를 이

용하여 S. mutans, S. sobrinus 및 S. sanguinis는 1.0×106 cell/ml이 

되도록 조정하여 시험에 사용한다. 시료에 대한 민감도 측정을 위해서 

96-well plate의 B-G의 오 well에 깨끗한 TSB배지 180 ml를 1-12번 

열에 분주하였다. 이후 C-12 well에는 A군 시료, D-12에는 B군 시료, 

E-12에는 C군 시료, F-12에는 D군 시료, G-12에는 E군 시료를 각각 

180 ml씩 첨가하였다. 이후, multi-pipette을 이용하여 각 시료를 2배 

연속 희석하였다. 세균 농도를 측정한 세균부유액을 20 ml씩 희석된 배

지에 접종하고, plate는 37도에서 16시간 배양하였다. 세균성장여부는 

분광광도계(BioTek, Winooski, VT, USA)를 이용하여 660 nm 파장에

서 흡광도를 측정하여 조사하였다. 

Table 1. Preparation of cetylpyridinium chloride samples

Group Components

A CPC 0.05%, NaF 0.02%, ethyl alchol 7%
B CPC 0.05%, NaF 0.02%, ethyl alchol 10%
C CPC 0.05%, ethyl alchol 20%
D CPC 0.05%, ethyl alchol 25%
E CPC 0.05%, NaF 0.02%, lysozyme 0.01%,  

ethyl alchol 7%
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5. 통계학적 분석
통계학적 유의성 검사는 IBM SPSS Statistics 24.0 (IBM Inc., Ar-

monk, New York, USA)을 사용하여 군간 비교는 2-sample t-test 및 

Mann-Whitney test로 분석하였으며, 군내 비교는 paired t-test, Wil-

coxon’s signed rank test로 분석하였다. 유의수준은 0.05로 하였다.

연구 성적

1. S. mutans에 대한 살균시험
S. mutans에 대한 살균시험 결과, 초기 접종균수[1.0×106 CFU/

ml]에서 대조군인 배지를 이용하여 처리하고 배양한 세균수는 [0.98× 

106 CFU/ml]로 측정되었으며, 실험군 모두에서 [10<(10미만) CFU/

ml]로 감소되었다(Table 2). 

2. S. sobrinus에 대한 살균시험
S. sobrinus에 대한 살균시험 결과, 초기 접종균수[1.0×106 CFU/

ml]에서 대조군인 배지를 이용하여 처리하고 배양한 세균수는 [1.05× 

106 CFU/ml]로 측정되었으며, 모든 그룹의 시료에서 [10<(10미만) 

CFU/ml]로 감소되었다(Table 3).

3. S. sanguinis에 대한 살균시험
S. sanguinis에 대한 살균시험 결과, 대조군인 배지를 이용하여 처

리하고 배양한 세균수는 [1.10×106 CFU/ml]로 측정되었으며, 대조

군과 비교하여 모든 시료에서 [10<(10미만) CFU/ml]로 감소되었다

(Table 4).

4. S. mutans에 대한 민감도 시험
S. mutans에 대한 항균력 시험 결과는 Fig. 1과 같았다. 항균력 시

험 결과는 모든 그룹이 256배 희석한 시료에서 S. mutans의 성장이 

완전히 억제되었다. 그룹 C와 그룹 D 시료가 512배 희석한 시료에서 

세균의 성장을 가장 많이 억제시켰다. 

5. S. sobrinus에 대한 민감도 시험
S. sobrinus에 대한 항균력 시험 결과는 Fig. 2와 같았다. 대조군

과 비교하여 모든 그룹의 512배 희석한 시료에서 세균의 성장이 억제

되었다.

Table 2. Sterilization test of the mouthwash against S. mutans		

					         (Unit: CFU/ml)

Group Base Control After treatment

A 1.0×106

1.0×106

1.0×106

1.0×106

1.0×106

0.98×106

0.98×106

0.98×106

0.98×106

0.98×106

<10 (above 99.99%)
B <10 (above 99.99%)
C <10 (above 99.99%)
D <10 (above 99.99%)
E <10 (above 99.99%)

Table 3. Sterilization test of the mouthwash against S. sobrinus	

					          (Unit: CFU/ml)

Group Base Control After treatment

A 1.0×106

1.0×106

1.0×106

1.0×106

1.0×106

1.05×106

1.05×106

1.05×106

1.05×106

1.05×106

<10 (above 99.99%)
B <10 (above 99.99%)
C <10 (above 99.99%)
D <10 (above 99.99%)
E <10 (above 99.99%)

Table 4. Sterilization test of the mouthwash against S. sanguinis	

					          (Unit: CFU/ml)

Group Base Control After treatment

A 1.0×106

1.0×106

1.0×106

1.0×106

1.0×106

1.10×106

1.10×106

1.10×106

1.10×106

1.10×106

<10 (above 99.99%)
B <10 (above 99.99%)
C <10 (above 99.99%)
D <10 (above 99.99%)
E <10 (above 99.99%)
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Fig. 1. Susceptibility assay of S. mutans for mouthwash.
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Fig. 2. Susceptibility assay of S. sobrinus for mouthwash.
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6. S. sanguinis에 대한 민감도 시험
S. sanguinis에 대한 항균력 시험 결과는 Fig. 3와 같았다. 모든 그

룹의 256배 희석한 시료에서 세균의 성장이 완전히 억제되었으며, 그

룹 C의 시료가 512배 희석한 시료에서 세균의 성장을 가장 많이 억제

시켰다. 

고  안

구강질환은 세균성 질환으로 크게 치아우식증와 치주질환으로 나

눌 수 있다. 구강질환 유발 세균들을 제거하기 위해서 항균력이 포함

된 치약이나 구중 청량제를 개발하고 있으며, 이러한 이유로 구강용품

의 항균력은 중요시되고 있다. 구중 청량제는 치면세균막 침착의 방

지, 구강 내 염증 물질에 대한 억제 등이 효과를 가지고 있어야 하며, 

이를 위해서는 구강 조직에 침투되어야 하고 구강 내에서 가능한 장기

간 효능 농도가 유지되어야 한다는 것이다14).

구강질환 예방을 위해서 칫솔질, 혀솔질, 치실 등 물리적 치면세균

막 조절법과 병행하여 구강질환 유발 세균의 성장과 증식을 화학적으

로 억제할 수 있는 항균물질이 사용되고 있다. 구중 청량제로 가장 널

리 알려졌으며, 구강질환 유발 세균에 대하여 강력한 항균력을 가진 클

로르헥시딘은 여러 가지 부작용으로 인하여 장기간 사용이 어렵다15). 

구강 내 착색 및 장기간 사용 시 미각장애 등의 부작용을 가지고 있는 

클로르헥시딘과 비교하여 염화세틸피리디늄은 구강 내 잔류 농도가 

낮아서 장기간 사용이 가능하다고 보고되었으며16), 일반적으로 사용

되는 농도는 0.025-0.1%이다17). 염화세틸피리디늄은 클로르헥시딘과 

같은 양이온성 항균물질로 4차 암모늄계(quaternary ammonium) 화

합물이며18), 박테리아 표면의 음전하와 염화세틸피리디늄 분자의 양

전하와 결합하며, 이를 통하여 항균 작용의 촉진과 함께 치은염 완화

에 효과적이라고 보고된바 있다13,19).

본 연구에서는 염화세틸피리디늄이 함유된 구중 청량제를 이용하

여 치아우식증 유발 세균에 대한 살균력 및 항균력 평가를 하였다. 구

강질환 유발 세균에 대한 살균력 검사를 수행하였을 때, 치아우식증 

관련 세균인 S. mutans, S. sobrinus, S. sanguinis 3종의 구강 유해

균에 대해서 99.99%의 살균력을 보이는 것으로 관찰되었다(P<0.05). 

모든 시료에서 치아우식 관련 세균인 S. mutans와 S. sobrinus에 대

해서는 강한 항균력을 보였다.

이러한 결과를 종합해 보면 염화세틸피리디늄을 함유한 구중 청량

제는 치아우식증 유발 세균에 대하여 살균력과 항균효과를 가지고 있

음을 확인할 수 있었다. 그러나 일부 세균에 대하여서는 다소 약한 항

균력을 보였으나 이와 관련하여서는 추가적인 연구가 필요하며, 또한 

세균에만 한정된 실험이 아닌 바이오필름 내 세균에 대한 추가적인 연

구가 필요할 것으로 사료된다. 

결  론

본 연구는 농도 0.05%의 CPC를 포함한 구중 청량제를 이용하여 

치아우식증 유발 세균과 관련하여 항균 효능을 실험실적 시험으로 평

가하여 보고자 실험을 시행한 결과 다음과 같은 결론을 얻었다.

1. S. mutans에 대한 살균시험 결과, 0.05% CPC 함유 구중 청

량제에 대해 99.99% 이상 살균력을 보였다(P<0.05). 항균력 시험에

서 256배 희석한 시료에서 S. mutans의 성장이 완전히 억제되었다

(P<0.05).

2. S. sobrinus에 대한 살균시험 결과, 0.05% CPC 함유 구중 청

량제에 대해 99.99% 이상 살균력을 보였다(P<0.05). 항균력 시험에

서 512배 희석한 시료에서 S. sobrinus의 성장이 완전히 억제되었다

(P<0.05).

3. S. sanguinis에 대한 살균시험 결과, 0.05% CPC 함유 구중 청

량제에 대해 99.99% 이상 살균력을 보였다(P<0.05). 항균력 시험에

서 256배 희석한 시료에서 S. sanguinis의 성장이 완전히 억제되었다

(P<0.05).

이러한 연구결과, 0.05% CPC 함유 구중 청량제는 치아우식증 예

방효과를 기대할 수 있음을 확인할 수 있었다.
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Fig. 3. Susceptibility assay of S. sanguinis for mouthwash.
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