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서론

물리학 또는 전기학에서 일컬어지는 플라즈마는 기체

에 강한 에너지를 공급해서 생겨난 새로운 형태의 물질

상태로서 제 4의 물질상태를 말한다. 이는 전기적인 방
전으로 인해 생기는 전하를 땐 양이온과 전자들의 집단

으로서 이온화된 기체상태라고 볼 수 있다.1 20세기 말부

터 플라즈마는 산업의 여러 분야에서 응용되어 왔다. 그 
예로 네온사인, 형광등, 자동차 표면처리, 반도체 공정, 
plasma display panel 텔레비전 등으로 많은 분야에서 필
수적으로 플라즈마가 이용되고 있다.2 

또한 최근에는 살균효과와 상처치유효능이 입증되면

서 의학 분야에서 임상 적용을 위한 시도들이 이어지고 

있다.1 네덜란드의 Eva Stoffels가 주사기 형태의 플라즈

마를 이용하여 암세포를 포함한 다양한 포유세포와 미
생물에서 플라즈마에 의한 사멸효과를 보고한 이후, 살
균, 암세포사멸, 지혈, 상처치유에서 매우 주목할 만한 연
구 결과들을 바탕으로 플라즈마 메디신이라는 학문 분
야가 형성되었다.3 

최근에는 불소와 함께 플라즈마를 치아절편에 처리하여 
에나멜에 불소 유지력이 증가됨을 확인하거나,4 치아미백

에 적용,5 오염된 근관내 감염을 소독하기 위한 시도,6,7 구
강암 치료에 적용하려는 시도8 등 다양한 치과영역에 플라

즈마를 적용하기 위한 연구들이 이루어지고 있다.
치주염이란 미생물 집단에 의해 야기된 치아 주변조직

의 염증성 반응으로 치주조직의 점진적인 비가역적 파괴
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Purpose: The purpose of this study was to evaluate the anti-inflammatory effects of non-thermal atmospheric pressure plasma (NTP) 
on human gingival fibroblasts (HGFs) for clinical application of periodontal treatment. Materials and Methods: HGFs were treated 
with Porphyromonas gingivalis (Pg) lipopolysaccharide (LPS). Customized NTP device was developed for periodontal in vitro study. 
Cell viability was evaluated with cell counting kit-8. The levels of inflammatory cytokines, including interleukin (IL)-8 and 6, were 
determined by enzyme-linked immunosorbent assay. Results: When NTP was applied, the cell viability did not change significantly, 
and there was no difference for 6 h and 24h. When Pg LPS was treated to HGFs, the secretion of IL-8 and IL-6 was increased 
compared to the control group. But when the NTP was applied, the secretion of them was significantly decreased. Conclusion: NTP did 
not affect cell viability of HGFs. And it inhibited the LPS-induced production of IL-8 and IL-6. (J Dent Rehabil Appl Sci 2021;37(2):88-
94)
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를 초래하는 질환으로서 치아 상실을 야기하는 대표적

인 질환이다.9 치주염의 개시는 세균의 치면 침착에서 시
작되지만 질병의 진행에는 숙주의 염증성 반응과 면역력

이 중요한 요인이 된다. 치주염을 유발하는 세균이 치면

에 많이 부착되어 있다 하더라도 숙주의 염증성 반응이 
심하지 않으면 치은염 상태에 머물러 비가역적 치주조직 
소실을 야기하지 않는다.10 그러므로 치주염 치료에 효과

가 있는지 평가하기 위해서는 치주조직의 염증 반응이 잘 
억제되는지가 중요한 요소이다. 실험실 평가시에는 특히 
Interleukin (IL)과 같은 염증성 사이토카인의 분비를 확
인해봄으로써 염증 반응 정도를 확인해 볼 수 있다.11

치주염의 치료는 주로 기계적인 치석제거를 통해 이루

어지지만, 비외과적 처치는 치주낭내 또는 치은연하부위

의 완전한 시야확보가 되지 않을 뿐만 아니라 세균잔사 
및 그 외 염증성 육아조직 등의 완벽한 제거에 한계를 가
진다.12 이러한 술식의 한계를 극복하기 위하여 치과용레

이져, 공기분말연마기구, 소독제와 같은 보조적 요법에 
관한 연구가 끊임없이 이어지고 있다.13,14 저온상압 플라

즈마(Nonthermal atmospheric pressure plasma, NTP)
는 플라즈마의 온도가 인체와 유사한 37°C을 유지하기 
때문에, 치아와 치주조직에 열손상을 일으키지 않는다고 
알려져 있어 치과 치료시 적용했을때 장점을 가진다. 또
한 치주질환 원인균인 Porphyromonas gingivalis (Pg)의 사
멸에 있어서도 매우 효과적임이 최근에 증명되었다.15 그
러나 플라즈마에 의한 치주염의 항염효과에 대한 연구는 
거의 이루어지지 않았다. 본 연구는 인간치은섬유모세포

에서 NTP 장치가 항염증 효과를 나타내는지 평가해보

기 위한 예비실험을 진행해 보고자 한다.

연구 재료 및 방법

세포배양

본 연구는 2019년 12월에 부산대학교 치과병원 치주과

를 방문한 성인 환자의 건강한 치주조직에서 채득한 인
간치은섬유모세포를 배양하였다. 자발적으로 연구에 참
여하고자 하는 환자에 한하여 조직을 채득하였으며 임상 
실험 protocol은 부산대학교 치과병원 생명윤리심의위원

회의 승인(PNUDH-2019-031)을 받았다. 채득된 치은조

직은 10% inactivated-FBS와 1% 항생제가 포함된 Dul-
beco’s Modified Eagle’s Media (Gibco, Rockville, USA)
를 배지로 이용하여 37°C 온도에서 5% CO2가 공급되는 
습기가 있는 배양기에서 배양하였다. 배지는 통상적으로 
이틀에 한번씩 새로운 것으로 교체해주었고, 계대를 하
여 세포를 증식시킨 이후 4 - 6 passage에 해당하는 세포

가 실험용 플레이트에 대략 70% 정도를 채우는 수준으

로 증식하면 trypsin을 이용하여 세포를 분리하여 각 실
험을 위하여 12 well plate에 1 × 105 cells/well로 나누었

다. 

저온상압플라즈마 장치

세포 실험을 위한 헬륨가스를 이용하는 저온상압 플라

즈마 장치는 실험용 bench에 들어갈 수 있는 규격으로 
맞춤 제작하였다(Feagle company, Yangsan, Korea) (Fig. 
1). Power option은 +15 VDC - +24 VDC이고 warm-
up time은 1초이하, Input and Output signal은 0 - 5 
VDC, 4 - 20 mA의 규격으로 전압 4 V, 전류 4 A로 설정

Fig. 1. Customized helium gas non-thermal atmospheric pressure plasma equipment for in vitro study. 

Anti-inflammatory effect of non-thermal atmospheric pressure plasma for periodontitis treatment: in vitro pilot study



90 J Dent Rehabil Appl Sci 2021;37(2):88-94

한 후 플레이트에서 2 cm떨어져서 세포에 1분간 처리하

였다. 

세포 생존력 검사 

제작된 플라즈마 장치에서 조사되는 플라즈마의 세포 
생존에 미치는 영향을 평가하기 위해 Cell Counting Kit-
8 (Dojindo Molecular Technologies, Rockville, USA)를 
시행하였다. 96 well plate에 세포에 플라즈마 처리를 하
고 37°C, 5% CO2의 습기가 있는 세포배양기에서 각기 
다른 배양 시간 (6시간과 24시간)으로 배양을 한다. 각 
플레이트에 CCK-8 용액 10 µL를 추가하고, 3시간 동안 
다시 배양한다. 그 이후에 microplate reader (Molecular 
Devices, Sunnyvale, USA) 450 nm의 흡광도에서 측정되

었다. 샘플은 4개의 그룹으로 나누었고, 아무 처리도 하
지 않고 세포만 존재하는 Control군, 세포에 1 µg/mL
의 Pg lipopolysaccharide (LPS) (InvivoGen, San Diego, 
USA) 처리한 군, NTP를 처리한 군, Pg LPS와 NTP를 
함께 처리한 군이다. 

염증성 사이토카인 분비 평가

치주염 유발에 영향을 끼친다고 알려진 IL-8과 IL-6의 
분비를 평가하였다.16,17 샘플은 세포만 존재하는 Control
군, Pg LPS 처리군, NTP 처리군, Pg LPS와 NTP를 함께 
처리한 군으로 인간치은섬유모세를 12 well plate에 1 × 
105 cells/well 로 위치시키고 1 µg/mL Pg LPS를 처리한 
후 24시간 배양한 이후 NTP는 1분간 처리하였다. IL-8
와 IL-6 enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 

kit (R&D systems, Minneapolis, USA)를 이용하여 제조

사의 지시에 따라 분비양을 확인하였다. 각 샘플은 동일

한 조건으로 3개씩 진행하였고, 각 실험은 3번 반복하였

다.

통계분석

그룹간의 비교는 일원배치분산분석(One-Way ANO-
VA)을 통해 분석되었고, Tukey Honestly Significant 
Difference Test를 통해 사후 검정되었다. 유의 수준은 
0.05로 설정하였으며 통계분석은 SPSS 21.0버전(IBM 
SPSS Inc., Chicago, USA)을 이용하였다.

결과

인간치은섬유모세포 생존력 평가에서는 Pg LPS를 처
리한 군과 NTP를 처리한 군, Pg LPS와 NTP를 처리한 
군 모두에서 생존율이 92.28%에서 100%사이로 존재하

고 통계적으로 유의성은 관찰되지 않았다. 6시간과 24
시간 세포배양시간에 따른 차이도 관찰되지 않았다(Fig. 
2). 치주염 유발 염증성 사이토카인인 IL-8과 IL-6 분비

평가에서는 대조군 값을 기준으로 상대적 분비 정도를 
분석한 결과, 세포에 Pg LPS를 처리한 군에서는 IL-8과 
IL-6의 분비가 대조군보다 통계적으로 유의하게 증가

되었다. 그러나 NTP를 처리한 군에서는 Pg LPS를 처리

한 군보다 IL-8과 IL-6의 분비가 감소하였다. Pg LPS와 
NTP를 함께 처리한 군에서는 NTP만 처리한 군 보다는 
IL-8과 IL-6의 분비가 증가하였지만, Pg LPS만 처리한 
군에 비해서는 통계적으로 유의하게 감소되었다(Fig. 3).

Fig. 2. Cell viability evaluation using CCK-8 kit.
Pg LPS: Porphyromonas gingivalis lipopolysaccharide, NTP: Nonthermal atmospheric pressure plasma.
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고찰

본 연구는 치은에 대표적으로 존재하는 인간치은섬

유모세포에 Pg LPS를 처리하여 치주염을 유발시키고, 
NTP를 적용하여 치주염 유발과 관련되는 염증성 사이

토카인인 IL-8과 IL-6의 분비억제 효과를 확인해보았다. 
그에 앞서 세포 생존율 검사를 시행하므로써 NTP가 인
간치은섬유모세포에 세포사멸을 유발시키는지도 함께 
평가해보았다.

인체 조직에 적용하는 새로운 약물이나 임상기구가 개
발되기 위해서는 제일 먼저 해당 조직에 존재하는 세포

에 독성을 가지는지를 평가해야 하고 그것은 주로 세포

생존율 평가를 통해 확인할 수 있다.18,19 본 연구에서는 
NTP를 적용한 그룹과 다른 그룹간에 세포생존율의 통
계적으로 유의한 차이가 없음을 확인하므로써 NTP 장
치가 인간치은섬유모세포의 생존에 영향을 미치지 않음

을 확인할 수 있었다. 
치주염은 세균성 집합체인 플라그에 의해 기시되는 만

성 염증성 질환으로, 플라그에 있는 세균과 그들의 부산

물들은 직접 또는 간접적으로 치주조직에 영향을 끼칠 
수 있다. 직접적인 병리학적 효과는 부종이나 출혈과 같
은 염증반응을 유도하는 것이고, 간접적인 것은 숙주매

게 파괴과정을 유발하는 것이다. 치주염에서 치주조직의 
파괴는 단핵구, 림프구, 섬유모세포 등의 활성을 통해 야

기된다. 게다가 세균의 LPS가 염증과정을 야기하는 사
이토카인의 분비를 자극하고 이들이 골과 조직의 분해를 
야기하는 물질을 분비하게 하여 골과 세포외 기질을 파
괴시킨다.20 본 연구에서는 치주염을 모사하는 세포 실험

을 진행하기 위하여 인간 치은조직에 많이 분포하며 치
주질환 발병시 면역과 염증 과정에 참여하는 섬유모세포

를21 채득 후 배양하였고, 대표적 치주염 유발 세균인 Pg 
균의 LPS를 세포에 처리하여 염증성 사이토카인인 IL-8
와 IL-6의 분비가 증가됨을 확인하였다. 인간 치은섬유

모세포에서 Pg LPS에 의해 IL-8가 분비되는 것은 잘 확
립된 치주염 모델로 알려져 있다.11

IL-8과 IL-6 레벨은 치주조직의 상태와 상관관계를 가
지고 치주염 발병에 기여하며 치주치료 이후 그 값이 반
응하는 것으로 알려져 있다.16,17 IL-8은 치은열구내 내피

세포, 치은섬유모세포, 호중구, 단핵구 그리고 식세포로

부터 유리될 수 있으며, 염증 지역에서 호중구의 강력한 
화학 유인성 사이토카인 및 활성제이다.22 IL-6는 염증성 
치주조직에서 기질금속단백분해효소의 분비를 증가시키

므로써 치주조직의 파괴를 야기할 수 있다.23 
치주염의 진행을 억제하는 효과를 가지는 인자를 발견

하고 개발하기 위해 인간 치은섬유모세포에서 Pg LPS 
자극을 통해 분비된 IL-8과 IL-6의 감소를 평가해 본 실
험들이 있다.21,24,25 본 연구에서는 NTP를 적용했을 때 
IL-8과 IL-6의 분비가 유의하게 감소함을 확인하므로서, 

Fig. 3. Anti-inflammatory effect on human gingival fibroblast by helium gas nonthermal atmospheric pressure plasma (A) 
Interleukin-8 production, (B) Interleukin-6 production.
Pg LPS: Porphyromonas gingivalis lipopolysaccharide, NTP: Nonthermal atmospheric pressure plasma, IL-8: Interleukin-8, 
IL-6: Interleukin-6.
* statistically significant difference (P < 0.05).
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치주질환에서 NTP의 적용이 항염 효과를 가짐을 제안

할 수 있다. IL-8과 IL-6는 치주염 환자의 치주 조직과 치
은열구액 모두에서 많이 분비되는 염증성 매개체로서 이
들의 분비를 억제하는 것은 치주염의 개시와 진행을 제
한하는데 도움이 될 수 있다.26 

최근에 인간치주인대세포에 NTP를 처리하여 tumor 
necrosis factor α, IL-1β, IL-6, IL-8 등의 발현을 확인하

므로서 치주조직의 상처치유에 NTP가 긍정적인 영향을 
줄 수 있음을 in vitro study를 통하여 제안하였다.27 또한 
아르곤 가스를 이용한 NTP를 치주염동물 모델에 적용

한 논문이 최근에 게재되었다.28 그러나 아직까지 치주염

의 발생기전에 NTP의 역할과 효능에 관한 세포실험은 
제안되지 않았고, 치주염의 개시와 심도에서 염증반응이 
질병의 심도를 결정하는데 중요한 역할을 한다고 알려

져 있으므로 세포실험을 통해 치주염 환경을 구축한 이
후 NTP를 적용하여 염증성 사이토카인 분비를 확인하

는 본 연구는 NTP의 치주염에 작용하는 기전에 대한 심
도있는 연구로 나아가기 위한 기초 자료가 될 수 있다.

염증을 조절하는 것은 치주염 치료에서 매우 중요한 
요인이다. 천연물질을 이용하거나, 항생제를 저농도로 
경구복용 하는 것과 같은 숙주조절요법을 제안하므로서 
염증을 조절하려는 시도를 해왔다.25,29,30 NTP를 Pg LPS
를 처리한 인간섬유모세포에 적용하여 치주염 유발과 관
련된 염증성 사이토카인인 IL-8과 IL-6의 분비가 감소

됨을 확인하므로서, 치주염에서 NTP의 항염 효과 가능

성을 확인할 수 있었다. 다양한 염증성 사이토카인 분비 
억제를 확인하는 세포 실험과 치주염 유발 동물 실험에 
NTP를 적용하는 후속 실험을 시행하여 NTP의 임상적

용 가능성까지 평가 해 볼 필요가 있다.

결론

NTP가 인간섬유모세포의 세포 생존율에 영향을 끼
치지 않고, 치주염 유발 염증성 사이토카인인인 IL-8과 
IL-6의 분비를 억제하므로서 치주염 치료시 염증을 완화

시키는 도구로 활용할 수 있는 가능성을 제안한다. 
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치주염 치료를 위한 저온상압 플라즈마의 항염효과: 예비 실험

박유리1 전공의, 김현주1 조교수, 이주연1 교수, 정성희2 교수, 권은영3 임상부교수, 주지영1* 부교수
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목적: 대표적인 만성 구강내 염증성 질환인 치주염의 치료에 저온상압 플라즈마의 적용 가능성을 평가해 보고자, 치주 
조직내 많이 분포하고 있는 치은섬유모세포에 대한 항염효과를 평가해보았다. 
연구 재료 및 방법: 두명의 환자의 구강내에서 건강한 치은조직을 채득하여 primary culture 시행한 후 실험실에서 치은섬

유모세포를 계대배양하였다. 세포 실험을 위해 헬륨 가스를 이용하는 저온상압 플라즈마 장치를 제작하였다. 치주염증

을 유도하기 위해 Porphyromonas gingivalis (Pg)의 LPS를 처리하고, CCK-8 kit를 통해 세포생존율 평가를 시행하고 염증성 
사이토카인인 interleukin (IL)-8, IL-6의 분비정도를 평가하였다. 
결과: 인간치은섬유모세포 생존율 평가에서는 Pg LPS를 처리한 군과 플라즈마를 처리한 군, Pg LPS와 플라즈마를 함께 
처리한 군 모두에서 생존율이 92.28%에서 100% 사이로 존재하고 통계적으로 유의성은 관찰되지 않았다. 6시간과 24시

간 세포배양시간에 따른 세포생존율 차이도 관찰되지 않았다. Pg LPS를 적용하였을 때 대조군에 비해 IL-8과 6의 분비

가 증가되었으며, 저온상압 플라즈마의 적용시 그 분비가 통계적으로 유의하게 감소되었다. 
결론: 저온상압 플라즈마가 인간섬유모세포의 세포 생존율에 유의한 영향을 끼치지 않았고, 치주염유발 염증성 사이토

카인인인 IL-8과 IL-6의 분비를 억제하였다.
(구강회복응용과학지 2021;37(2):88-94)

주요어: 치주염; 저온상압플라즈마; 예비실험; 항염효과, 인간치은섬유모세포


