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서  론

구강 내 염증 질환인 치주질환은 치아주위 조직을 파괴하는 

염증성 면역성 질환으로 2010년 구강보건 실태 조사 결과 만 30

세 이상 성인의 적어도 74.2%가 이완되어 있는 양대 구강병 중의 

하나이다1). 염증은 여러 가지 형태의 감염이나 생체 내 대사산물 

중의 자극성 물질에 대한 생체방어반응이며, 계통 발생론적으로 

가장 오래된 방어기전으로 cytokines, PGE2, NO, lysosomal en-

zyme, free radicals 등 다양한 매개 물질이 관여하고 있다2). 주요

한 염증성 세포활성물질로는 tumor necrosis factor-α (TNF-α), 

IL-1β, IL-6가 있는데 이들은 각종 염증 질환의 발생과 진행에 중

요한 작용을 하는 것으로 보고되었다3). TNF-α는 면역계에 있어

서 염증을 일으키는 주요 사이토카인으로 면역세포들에 의해 분

비되며, 특히 자극받은 대식세포에서 다량이 분비된다4). IL-1은 

IL-1α와 IL-1β 2개의 단백질로 구성되어 있으며, 활성화된 여러 

면역세포에서 분비된다5). IL-6는 다기능성 사이토카인으로 염증

반응, 숙주반응과 조직손상과 관련되며 IL-1, TNF-α와 같은 염

증성 자극에 반응하여 다량 분비된다6). 따라서 이들 사이토카인의 

분비량에 대한 조절은 항 염증효과를 파악하는 기준이 된다.

죽염은 대나무 속에 간수를 뺀 천일염을 다져 넣고 황토반죽

으로 입구를 막아 철가마에 넣고 소나무장작불로 800oC-900oC로 

구운 후 대나무가 타고 남은 소금기둥을 분쇄하여 대나무에 넣고 

동일한 과정을 8회 반복한 후 마지막 9회째는 1300oC 이상의 고

열에서 용융시켜 얻어낸 물질이다. 또한 염증, 당뇨, 암 등에 효과

가 있는 것으로 알려져 있으며7,8), 대나무의 유효성분과 천일염의 

미량 원소 등에 의해 활성산소를 배출해 주고 산화방지 및 노화억
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Objectives: To evaluate the anti-inflammatory and cytotoxic activities of bamboo salt.

Methods: Cytotoxicity of bamboo salt and bay salt (0.01%, 0.1%, and 1%) was evaluated using MTT 

assay. In addition, secretion of the pro-inflammatory cytokines interleukin (IL)-1b and IL-6 from human 

gingival fibroblasts (HGFs) was measured after application of 0.01% and 0.1% concentrations by using 

real-time polymerase chain reaction.
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secretion was inhibited by a 0.1% solution of bamboo salt. IL-6 secretion was inhibited by both bamboo 

salt and bay salt at 0.1% concentration.

Conclusions: The above results suggest that bamboo salt inhibits the release of IL-1b and IL-6 from 

HGFs. Thus, bamboo salt may be a useful material for gingival inflammation.
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제 등 독소제거가 탁월하다고 알려져 있다9).

죽염의 항염증효과에 관한 연구로 Shin 등10)은 phorbol 

12-myristate 13-acetate (PMA)와 A23187로 자극된 인간비만세

포에 죽염을 처리한 후 염증성 사이토카인의 분비 억제 효과와 이 

활성물질의 단백질 발현억제효과 등을 보고하였고, Myung 등11)

은 죽염이 HEI-CO1 청각세포에서의 IL-6의 발현을 억제시켰다

고 보고하였다.

구강 내 염증 효과에 관해서는 Kim 등12)은 죽염이 치은염증

을 억제하는 효과를 나타내었다고 보고하였고, Min 등13)은 죽염

과 수종의 생약성분을 배합한 세치제를 사용하여 2개월간 잇솔질

을 하면 치은지수가 감소한다고 하였으며, Park과 Choi14)는 죽염

과 수종의 한약재를 배합한 세치제를 3개월 사용한 결과 치태지수

와 치은염지수가 유의하게 감소되어 치은염 억제 효과가 나타났

다고 보고하였다. 이처럼 죽염을 함유한 세치제를 사용하여 치은

염의 감소효과를 보고한 임상 연구뿐만 아니라 더 세부적으로 죽

염이 치은염을 감소시키는 기전에 관한 연구도 필요할 것으로 생

각된다.

따라서 본 연구에서는 죽염의 구강 내 염증성 질환에 대한 효

과를 확인하기 위해 TNF-α에 의해 유발된 염증성치은섬유모세

포에 죽염을 처리 한 후 IL-1β와 IL-6 발현에 어떠한 영향을 미치

는지를 살펴봄으로써 죽염이 염증성 사이토카인에 대한 억제효과

를 기대할 수 있는지 알아보고자 하였다.

연구대상 및 방법

1. 실험 용액

죽염은 9회 죽염(bamboo salt, Insan, Hamyang, Korea, 이

하 죽염)을 사용하였고, 천일염은 9회 죽염을 만드는 원료로 사용

되는 천일염(bay salt, Tae pyeong saltern, Shinan, Korea)을 

사용하였다. 실험용액은 각각 0.01%, 0.1%, 1% 농도로 제조하였

다. 연구는 Fig. 1의 디자인에 따라 시행되었다.

2. 세포주 배양

사람의 치은 섬유모세포주(human gingival fibroblast, 

ATCC CRL2014)는 전남대학교 치의학전문대학원 치주과학교

실에서 보관중인 것을 사용하였으며, 10% fetal bovine serum 

(FBS, Gibco BRL, NY, USA)과 1% antibiotic/antimycotic 

agent (Penicillin-Streptomycin, Gibco BRL, NY, USA)이 함

유된 Dulbeco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM, Gibco 

BRL, MD, USA)에 분주한 후 37oC의 5% CO2 배양기에서 배양

하였다. 배양액은 2-3일에 한번 씩 교환하였다.

3. 세포독성검사

치은 섬유모세포를 1×104 cells/well이 되도록 96 well plate

에 100 μl씩 각각 분주한 후 37oC의 5% CO2 배양기에서 1일 동

안 배양하였다. 다음날 2% FBS와 1% antibiotic/antimycotic 

agent를 포함하는 DMEM에 죽염과 천일염을 각각 0.01%, 

0.1%, 1% 농도로 제조하여 처리 한 후 배양 1일 후와 3일 후 EZ 

cytox (Daeillab, Seoul, Korea)를 넣은 다음 배양기에서 1시간

동안 배양 한 후 spectrophotometer (VERSA max microplate 

reader, Molecular Devices, USA)을 이용하여 450 nm에서 흡

광도를 측정하였다. 모든 실험은 3회 반복하여 시행하였다. 

4. 치은섬유모세포에서 염증성 사이토카인의 발현억제효과 측정

4.1. TNF-α 및 실험용액 처리

세포배양방법과 동일하게 치은섬유모세포를 배양 한 후 대조

군을 제외한 모든 군에 10 ng/ml TNF-α를 처리하여 37oC의 5% 

CO2 배양기에서 추가로 1일간 더 배양한 후 0.01%, 0.1% 농도의 

죽염과 천일염을 처리하였고 37oC의 5% CO2 배양기에서 1일간 

배양하였다.

4.2. RNA 추출

배양한 치은섬유모세포는 4oC, 13,000 rpm으로 15분간 원심

분리하여 상층액은 버리고 남은 세포에 Trizol Max (Invitrogen 

life Tech.)용액을 넣은 다음 실온에서 5분간 방치하였다. Chlo-

roform용액을 넣고 vortex 후 위와 동일한 조건으로 원심분리하

였다. 상층액을 새로운 tube에 옮기고 상층액과 동량의 isopropyl 

alcohol를 넣은 후 실온에 10분간 방치하고 4oC, 13,000 rpm으

로 10분간 원심분리하였다. 다시 상층액을 버린 후 pellet에 75% 

ethyl alcohol을 넣고 4oC, 13,000 rpm으로 15분간 원심분리하

였다. 다시 상층액을 버린 후 5분정도 실온에 두어 건조시킨 다

음 0.1% diethyl pyrocarbonate (DEPC)-H2O 12 μl를 넣은 후 

65oC에서 15분 동안 pellet을 건조시켰다. RNA의 순도와 농도는 

Nanodrop (Thermo scientific, Wilmington, DE, USA)을 사

용하여 측정하였다.

4.3. 실시간 중합연쇄반응(Real-Time polymerase chain 

reaction; Real-Time PCR) 분석

Premix에 random primer 및 추출한 RNA를 넣은 후 멸균

수를 혼합한 후 vortex한다. My genie 96 well thermal block 

(Bioneer)을 사용하여 RT-PCR을 시행하여 cDNA를 합성하였

다. 반응용액은 1× SYBR green / PCR Master Mix, cDNA, 각 

PCR primers와 멸균수를 넣었으며, 사용한 primer sequence

Fig. 1. Schematic diagram for experimental designs (*: Treatment 

of bamboo salt, NaCl and bay salt solutions, HGF: human gingival 

fibroblast).
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는 Table 1과 같다. 반응 조건은 55oC에서 20초간 annealing과 

extension과정을 거치도록 하고 총 44 cycle을 반복하도록 구성

하였다. DNA증폭은 SYBR green 형광을 이용하여 측정하였다.

5. 자료 분석

자료분석은 치은섬유모세포에 대한 세포독성과 염증성 사이

토카인의 발현을 나타낸 fold change값은 평균과 표준편차로 나

타내었다. 세포독성, 염증성 사이토카인의 발현은 Kruskal-Wallis 

test를 시행하였으며, 두 군간 비교는 Mann-Whitney test를 시

행하였다. 통계분석은 SPSS (Statistical Package for the Social 

Sciences 18.0. SPSS Inc., Chicago, IL, USA) 통계프로그램을 

이용하여 수행하였으며 자료분석시 통계적 유의성 판정을 위한 

유의수준은 5%로 설정하였다.

연구성적

1. 세포독성

죽염이 치은섬유모세포의 증식을 억제하는지 알아보고자 세

포독성검사를 시행하였다. 모든 실험용액의 1% 농도에서는 24

시간 후에 대조군과 비교하여 유의한 차이의 세포독성을 보였다. 

0.1%와 0.01% 농도에서는 모든 군에서 세포의 증식을 저해하는 

정도가 낮게 나타나 이 농도를 선택하여 항염실험에 사용하였다

(Table 2).

2. 종류별 소금이 치은섬유모세포로부터 염증성 사이토카인 

발현에 미치는 영향 

소금의 종류별 농도에 따른 염증성 사이토카인 IL-1β와 IL-6

의 발현은 염증 유발 물질인 TNF-α를 처리한 군에서 현저히 증가

하였다. IL-1β의 발현에 대한 소금의 억제효과는 0.01% 농도와 

0.1% 농도의 죽염과 천일염에서 나타났으며, 0.1% 농도의 죽염

에서 가장 명확하게 나타났다. IL-6의 발현에 대한 소금의 억제효

과는 0.1% 농도의 천일염과 죽염에서 나타났다(Table 3).

고  안

죽염은 예로부터 전해져온 한국 전통의 민간약제로 과학적으

로 입증되지 않은 상태에서 민간적으로 여러 질환에 다양하게 사

용되어져 왔고 현재까지 식염 및 건강보조 식품, 기타 여러 제품

의 원료로 사용되어지고 있다. 죽염은 대나무에 천일염을 넣고 황

토 반죽으로 막아 소나무 장작불로 9번 구워 나온 산물로 원료로

는 천일염과 대나무, 황토 반죽이 사용된다7). 굽는 횟수에 따라 1

회 죽염, 3회 죽염, 9회 죽염으로 나뉘는데 굽는 과정을 거듭할수

록 원재료인 천일염에 비해 다량의 미네랄 들이 증가하며, 수용액 

상태에서 pH는 9 이상의 알칼리성을 보인다15). 통상 죽염이라 함

은 9회 죽염을 말하며 시중에 가장 많이 유통되고 있다.

Kim 등16)의 연구에서 죽염의 안전성을 확인하기 위하여 쥐를 

대상으로 3개월 동안 반복투여하는 독성실험을 진행하였고, 대부

분의 결과가 천일염과 유사하게 나타나 죽염 특이적인 독성학적 

변화는 없는 것으로 보고되었다.

염증세포는 수많은 종류의 사이토카인을 생산해 내며 이

들 물질은 염증의 여러단계에 작용한다. 사이토카인은 관절염이

나 치주염과 같은 만성 염증성 질환의 개시와 진행에 관련이 있

는 조절성 단백질로17) 최근에는 치주질환의 개시와 진행 그리

고 치료결과의 예측에서 사이토카인 유전자의 역할과 관련한 연

구가 주목받고 있다18). 대표적인 염증성 사이토카인인 IL-1에는 

pro-inflammatory 단백질인 IL-1α와 IL-1β가 있으며, 내인성 

antagonist 단백질로는 IL-1ra가 있다. IL-1α와 IL-1β의 생물학

적 작용은 차이가 없는 것으로 알려져 있으며 IL-1α는 secreted 

Table 1. Nucleotide sequences for Real-Time PCR primers

Gene description Direction Nucleotide sequence (5'-3')

GAPDH
 
IL-1β
 
IL-6
 

Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse

CGGAGTCAACGGATTTGGTCGTAT
AGCCTTCTCCATGGTGGTGAAGAC
GATACAAACTGATGAAGCTCGTCA
GAGATAGTGTTTTCCACATCCTGA
GAACAAGCCAGAGCTGTCCA
TGAGGTGCCCATGCTACATT

Table 2. The cytotoxicity assay of experimental solutions

Group Concentration (%) Cytotoxicity*

Control
Bamboo salt 
 
 
Bay salt
 
 

-
0.01
0.1
1
0.01
0.1
1

2.41±0.02a

2.27±0.07ab

2.23±0.07ab

0.21±0.01d

2.09±0.12bc

1.86±0.04c

0.37±0.06d

*P<0.01, by Kruskal-Wallis test.
a,b,c,dThe letter indicates significant difference by Mann-Whitney test, 
at α=0.05.

Table 3. Effects of various salts on the production of TNFα-induced 

inflammatory cytokines IL-1β, IL-6 in human gingival fibroblast cells

Group
Salt concentration 

(%)
IL-1ß* IL-6*

Control
TNF-α
TNF-α+ Bamboo salt 
 
TNF-α+ Bay salt
 

-
-
0.01
0.1
0.01
0.1

1.00±0.57a

4.80±0.86b

2.61±0.95ab

0.08±0.53a

2.25±0.15ab

1.90±0.02ab

1.00±0.05a

13.09±0.19d

4.52±0.03c

2.56±0.07abc

3.24±0.03bc

2.68±0.09abc

*P<0.01, by Kruskal-Wallis test.
a,b,c,dThe letter indicates significant difference by Mann-Whitney test, 
at α=0.05.
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molecule로 작용하는 반면 IL-1β는 세포 결합성 분자로 간주된

다19). IL-1은 섬유모세포 증식, 골흡수, 연골분해 등에 작용한다. 

Go20)는 IL-1은 치주염이 심한 환자의 치은열구액에서 많이 함유

되어 있고, Hönig 등21)은 치은조직에 함유되어 있다고 보고하였

다. Stashenko22)는 치근단 병소에 많이 함유되어 있다고 보고하

여 IL-1β가 골흡수를 유도하고 여러 염증성 질환에서 깊이 관여

한다고 하였다.

IL-6는 다기능성 사이토카인으로 자발적으로 분비되지 않고 

세균의 LPS나 IL-1β, TNF-α와 같은 사이토카인에 의해 자극받

은 세포에서 분비된다5). 치주조직에서 다양한 세포가 IL-6 유전

자를 발현하는 것으로 알려져 있는데, IL-6 수준이 치주질환자의 

염증성 조직, 치은열구액, 혈장 등에서 높게 관찰되며 치주치료 후

에 유의하게 감소된다고 보고되었다23,24). IL-6는 치주질환과 관련

된 염증반응과 골흡수 과정을 조절하는 주요인자로 여겨진다. 따

라서 본 연구에서는 죽염이 이러한 염증성 사이토카인들의 발현

에 어떠한 영향을 미치는지 알아보았다.

먼저 독성을 알아보기 위해 치은섬유모세포에 대한 세포독성

검사를 24시간 시행한 결과 1% 농도의 죽염과 천일염 모두에서 

세포가 사멸하였다. 이는 생리식염수 내의 NaCl 농도가 약 0.9%

임을 감안할 때 1% 농도에서 세포의 사멸은 용액 제조시 순수한 

증류수가 아닌 2% FBS와 1% antibiotic/antimycotic agent를 

포함하는 DMEM에 각각의 농도로 제조하였기 때문으로 배지 내

에 있던 다른 성분들의 존재에 각 소금의 1%가 혼합되어 실제농

도는 1% 이상의 삼투압 작용에 의해 세포가 사멸된 것으로 생각

해 볼 수 있다. 따라서 1%를 제외한 0.1%, 0.01% 농도에서 죽염

의 IL-1β와 IL-6 발현에 미치는 효과를 알아보았다. Shin10)의 연

구에서도 9회 구운 자죽염을 인간비만세포에 처리한 결과 0.1%

와 0.01% 농도에서는 인간비만세포의 생존도에 별다른 영향을 

미치지 않았다고 보고하여 세포의 종류는 차이가 있지만 0.1% 이

하의 농도를 가진 죽염은 세포의 생존에 영향을 미치지 않는 것으

로 볼 수 있다.

정상 치은섬유모세포에 TNF-α를 처리하면 치은염에서와 같

이 IL-1β와 IL-6의 발현이 증가한다. 여기에 죽염과 죽염의 원료

가 되는 천일염을 각각 0.01%와 0.1% 농도로 제조하여 1일간 배

양한 결과 IL-1β의 발현은 0.1% 농도의 죽염에서 가장 높게 억제

되었고, IL-6의 발현은 0.1% 농도의 죽염과 천일염 모두에서 억

제효과를 보였다. Shin10)의 연구에서도 인간 비만세포에 염증을 

유발한 후 IL-1β와 IL-6에 대한 죽염의 분비 억제 효과를 관찰한 

결과 본 연구와 유사하게 0.1%를 처리한 죽염 군에서 가장 많은 

억제효과를 보였고 0.01% 농도의 죽염을 처리한 군에서도 억제

효과가 나타나 0.1% 농도의 NaCl 보다 죽염이 염증성 사이토카

인을 더 억제하는 것으로 나타났다. 죽염을 이렇게 염증성 사이토

카인의 발현이 억제되는 결과는 모두가 가지고 있는 Na+이온과 

Cl―이온의 삼투압 작용인 것으로 생각되며, 죽염이 천일염에 비

해 NaCl의 함량이 적음에도 염증성 사이토카인을 더 억제하는 이

유는 천일염을 9번 굽는 과정에 생기는 다른 무기성분들의 영향이 

있을 것으로 생각된다.

이상의 결과로 0.1% 농도의 죽염은 염증성 사이토카인인 

IL-1β와 IL-6를 억제하여 치은염증을 감소시킬 수 있을 것으로 

보인다. 본 연구의 제한점은 여러 염증 유발인자 중에 IL-1β와 

IL-6에 관해서만 억제효과를 보았지만 이를 제외한 다른 염증성 

사이토카인에도 적용하여 다른 염증유발물질과의 관계도 알아볼 

필요가 있으며, 죽염의 여러 무기성분들 중 어떠한 성분이 염증유

발물질을 억제하는데 영향을 미치는지에 관한 추후 연구가 필요

할 것이다. 

결  론

본 연구는 치은섬유모세포에 대해 죽염의 농도별 독성평가와 

염증성 사이토카인의 발현에 대한 억제 효과를 관찰하여 다음과 

같은 결과를 얻었다.

1. 치은섬유모세포에 대한 소금의 독성평가 결과 24시간 후의 

1% 농도에서는 모든 소금에서 세포독성이 나타났으며, 0.1% 농

도의 천일염, 0.01% 농도의 천일염, 0.1% 농도의 죽염, 0.01% 농

도의 죽염 순으로 세포의 활성을 저해하는 것으로 나타났다.

2. 소금의 종류별 농도에 따른 TNF-α 유도 염증성 사이토카

인 IL-1β의 발현은 0.01% 농도와 0.1% 농도의 죽염과 천일염에

서 모두 억제효과가 나타났으며, 0.1% 농도의 죽염에서 억제 효

과가 가장 크게 나타났다. IL-6의 발현은 0.1% 농도의 죽염과 천

일염에서 억제효과가 나타났으며, 0.1% 농도의 죽염에서 억제 효

과가 약간 더 높게 나타났다.

이상의 결과로 죽염은 염증성 사이토카인인 IL-1β와 IL-6를 

억제하여 치은염증을 감소시킬 수 있음을 알 수 있었다.
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