
I. 서론

치주질환은 병원성 세균과 숙주의 면역반응사이
의 복잡한 상호작용의 결과로 조직의 손상과 소실을
일으키는 염증성 질환으로서,병인성 세균들은 치주
낭상피면의 궤양이나 다형핵백혈구의 이주로 인해
형성된 통로를 통하여 용이하게 심부 조직내로 침투
할수있다1). 이러한경로를통해조직내로들어간세
균들은 여러 가지 물질들을 분비하게 되고 염증세포
와 접촉하여 염증세포를 활성화시키게 되는데2) 활성
화된 염증세포는 산소소비의 증가, hexose
monophosphate shunt의 활성, 반응성 산소유리기
(O2-, H2O2, OH-, NO 및 HOCl등)의생성을특징으로
하는호흡폭발(respiratory burst)을야기하게된다3).
호흡폭발을 통해 발생되는 반응성 산소유리기중

H2O2는 superoxide anion(O2-)의 자발적 전환(spon-
taneous dismutation), 과산화물 분자변위 보효소
(superoxide dismutase : SOD)에 의한 전환, 그리고
glucose와 glucose oxidase같은 각종 효소계에 의해
서 형성되며4), OH-는 classic Haber-Weiss reaction5),
Fenton reaction 그리고 지질산화에 의해 형성된
lipid peroxide와 O2와의 반응에 의해서 형성된다6).
O2-는 염증세포의 세포질내에 존재하는 nicoti-
namide adenin dinucleotide phosphate(NADPH) 산
화효소나 hexose monophosphate shunt의 활성과

관련이있으며, 특히치주조직내의다형핵백혈구, 대
식세포와같은활성화된식세포에서생성된다6).
반응성 산소유리기의 생리적인 기능은 숙주에 침

범한 미생물과 여러 자극에 반응하여 이들을 제거하
는것이지만, 한편으로는숙주자신을공격하여파괴
하기도한다5). 
치주질환과 관련된 반응성 산소유리기에 대한 연

구로는 Bartold 등7)이 반응성 산소유리기가 치은의
주요기질인 당단백과 hyaluronic acid의 해축
(depolymerization)을 야기하여 치주질환의 발생과
진행에 부분적으로 영향을 미칠 가능성이 있음을 시
사하였으며, Seymour 등8)은 만성치주질환 환자의
다형핵백혈구에서 방출된 산소유리기로 치주조직이
손상될 수 있다고 하였다. Åsman 등9)은 유년형 치
주염 환자에서 세균에 의해 다형핵백혈구가 자극을
받을 때 반응성 산소유리기와 elastase의 유리가 증
가한다고 하였고, Shapira 등10)은 급속진행형 치주염
환자에서 말초혈액내 다형핵백혈구로부터 O2-의 형
성이 증가한다고 보고하였다. 한편, Kimura 등11)은
성인형, 국소적 및 전반적 유년형 치주염 환자의 말
초혈액내 다형핵백혈구에서 반응성 산소유리기의
생성이 증가되었으나 치석제거술 및 치근면활택술
에 의한 초기 치료후 정상으로 회복됨을 확인하고
반응성 산소유리기의 생성정도가 치주조직의 염증
상태를 반영할 수 있으며 반응성 산소유리기가 치주
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질환의병인발생에관여할수있다고하였다.
숙주에대한보호작용과세포및조직에대한유해

작용을 동시에 갖는 반응성 산소유리기에 대해 체내
에서는 이를 조절할 수 있는 체계를 갖추고 있다. 하
지만 이들 조절체계에 대한 연구는 활발하지 못하여
주로 항산화효소에 대한 연구에 국한되어왔다. 그러
나 최근 연구에서 항생제가 반응성 산소유리기의 생
성을 억제할 수 있음이 보고되었는데, Gabler등12)은
치주적으로건강한사람의중성구에서생성되는O2-

가 Tetracycline유도체들에 의해 억제됨을 보고하였
다. 
Tetracyclines은 정균제로서 여러 치주병인균을 포

함하여 수많은 G(+),(-)세균에 효과적이며, 치주질환
의 처치에 있어서 효능으로 항세균작용13,14), 항교원
질 분해효소 작용15,16,17), 항염증작용, 골흡수의 억제,
치근면에 대한 섬유아세포의 부착증진 등이 포함된
다18). 그리고 중성구를 매개로한 적혈구 용혈, 과립
체 형성, 중성구이주와 O2-합성 억제등의 효능이 밝
혀졌다12).
본 연구는 치주질환의 치료에 보조적으로 사용되

고 있는 항생제중 1,000㎎/㎖의 고농도 Tetracycline
이 정상성인의다형핵백혈구에서O2-발생을억제한
다고 보고한 선학들의 연구결과19)를 토대로 치주질
환 치료에 임상적으로 사용되고 있는 농도의
Tetracycline-HCl(Tc-HCl)이 정상 성인의 다형핵백혈
구에 의한 O2-생성에 미치는 영향을 알아보는데 그
목적이있다. 

II. 연구대상 및 방법

1. 연구대상

전신건강 및 치주조직상태가 양호한 성인남자 11
명(나이:23세-28세, 평균:24.9세)을 연구대상으로 선
정하였는데, 실험시기로부터 1년이내에항생제를복
용하지 않았고 치주치료의 경험이 없는 사람들로 선
별하였다. 

2. 연구방법

(1) 채혈및혈청과다형핵백혈구분리
연구대상자의주정중피정맥으로부터 60ml의혈액

을 채취한 후, 50ml의 혈액에서 one-step Ficoll-
Hypaque gradient centrifugation method20)를 이용
하여 다형핵백혈구를 분리하였고, 나머지 10ml의 혈
액을 실온에서 보관하여 응고시킨후 1,500rpm으로
5분간 원심분리(SORVALL䠶 RT6000D, DUPONT,
U.S.A.)하여 혈청을 채취하였다. 채취한 혈청은 56
℃ 수조에서 30분간 유지시킨 후 냉동보관하였다.
저장성용액을사용하여적혈구를제거한후, 분리된
다형핵백혈구를 Gey's Balanced Salt Solution(GBSS)
으로 세척하고 Hemocytometer을 이용하여 다형핵
백혈구수를측정하였다. 

(2) Superoxide anion 발생유도
Eppendorf tube에 다형핵백혈구(8×106개/㎖)와

GBSS를 넣고, 다형핵백혈구를 활성화시키기 위해 1
㎍/㎖농도의 P.gingivalis strain A7436의 LPS(Baylor
University, College of Dentistry, Dr. Christopher W.
Cutler 제공), 5%의 혈청을첨가하였고, 군에따라 다
양한 농도(5, 10, 50, 100㎍/㎖)의 Tc-HCl을 첨가하고
GBSS를 넣어 총 1㎖의 시료를 만들었다. 이를 37℃
에서 5분, 30분, 60분, 120분동안 각각 배양하여 O2-

발생을유도하였다.

(3) 실험군의구분
다형핵백혈구에 Tc-HCl을 첨가하지 않은 군을 조

절군으로, 첨가한 군을 실험군으로 구분하여 O2-발
생을비교하였다. 

(4) Superoxide anion 발생측정
각시간대별로배양이끝난후O2-발생을측정하기

위해 96-well microplate에 최종 부피가 200㎕가 되
도록 위의 시료에서 취한 다형핵백혈구(5×105개
/200㎕), GBSS와 0.3㎎/㎖ cytochrome C를 넣었다.
마지막으로 1μM fMLP(formylmethionyl-leucyl-
phenylalanine)를 넣어 다형핵백혈구를 활성화시키
고 Microplate Autoreader(BIO-TEKTM Instrument
Inc.)를 이용하여 540㎚에서 superoxide dismutase
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(SOD)를 억제할 수 있는 cytochrome C 환원법21)

(superoxide dismutase(SOD)-inhibitable
cytochrome C reduction method)에 의해 환원된
cytochrome C의 흡광도를 측정하였다. 측정된 흡광
도는 n moles O2-로전환되었다. 

(5) 통계학적분석
조절군과 Tc-HCl첨가군간의 O2-발생에 대한 비교

는 paired t-test로 통계학적 유의성을 검증하였고,
Tc-HCl첨가시 시간에 따른 비교는 one-way ANOVA
로통계처리하고 Tukey test로 사후검정하였으며, 농
도별 Tc-HCl 첨가시 시간에 따른 양상은 Repeated
Measurement test를 이용하여 처리하였다. 통계처리
는 SPSS/PC+을 이용하였고, p<0.05 수준에서 통계학
적유의성을검증하였다.  

III. 연구성적

1. Tc-HCl농도에 따른 O2-생성변화

Tc-HCl을 첨가한 군은 조절군에서보다 O2-생성이

유의성있게 낮았다(p<0.05). 그러나 O2-생성이 억제
되는 정도와 Tc-HCl의 농도사이에는 통계학적으로
유의성있는차이가없었다(p>0.05)(Table 1).

2. Tc-HCl에 노출된 시간에 따른 O2-생성
변화

Tc-HCl에 노출된시간대별로O2-생성을비교한결
과, 다형핵백혈구가 Tc-HCl에 노출되는 시간이 길어
질수록 유의성있게 O2-생성이 억제됨을 보였다
(p<0.05)(Table 2 Fig. 1). 

IV. 총괄 및 고안

다형핵백혈구는 치태세균의 조직내 침투에 대한
일차적인 방어인자인데, 다형핵백혈구에 의한 숙주
방어기전은 비산화적 보호기전과 산화적 보호기전
으로 대별될 수 있다4). 다형핵백혈구의 비산화적 보
호기전에서는 acid pH, cationic proteins, lysozyme,
neutral protease 그리고 lactoferrin 등이 항세균요소
로 작용하는데, 특히 lactoferrin은 OH+생성의 조절
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Groups O2-Concentration(n molesO2-/ 5×105PMNs)  

Control 0.158±0.013
Tc-HCl 5㎍/㎖ 0.132±0.005*
Tc-HCl 10㎍/㎖ 0.131±0.012*
Tc-HCl 50㎍/㎖ 0.118±0.011*
Tc-HCl 100㎍/㎖ 0.116±0.012*

*:p<0.05 compared to Control

Table 1. O2+concentration according to Tc-HCl concentration(mean±S.D.)

O2- Concentration(n molesO2-/ 5×105PMNs)

5 minutes 30 minutes 60 minutes 120 minutes

Tc-HCl 5㎍/㎖ 0.140±0.001 0.030±0.003 0.015±0.000 0.015±0.005
Tc-HCl 10㎍/㎖ 0.107±0.008 0.041±0.005 0.039±0.015 0.009±0.003
Tc-HCl 50㎍/㎖ 0.134±0.010 0.038±0.007 0.024±0.001 0.013±0.004
Tc-HCl 100㎍/㎖ 0.137±0.002 0.046±0.018 0.020±0.004 0.010±0.001

Table 1. O2- genevation in the course of time after treatment with concentrations of Tc-HCI(mean±S.D.)



역할을 수행하며 다형핵백혈구의 살균작용에 주요
한 구성성분임이 밝혀졌다22). 산화적 보호기전으로
는 O2-, H2O2 그리고 OH- 등의반응성산소유리기가
항세균요소로서 작용하는데, 이들은 정상적인 대사
과정중이나 조직이 손상을 받아 저산소증상태에 이
른 후 산소가 다시 유입되는 시기에 또는 염증시에
발생될 수 있다23). 치은조직은 염증반응시 다형핵백
혈구가 식균작용을 유도하는 자극에 노출되어 산소
분자에서 산소유리기로 환원되는 경우와 호기성 세
포내 사립체 호흡사슬에서 과잉생산된 반응성 산소
유리기에노출될수있다3).
본 연구에서는 다형핵백혈구를 priming하고 O2-

생성을 자극하기 위해 P.gingivalis strain A7436의
LPS와 serum, fMLP를 이용하였다. Champagne 등24)

은 in vitro에서 LPS가 다형핵백혈구의 부착수용기
발현을 증가시켜 직접적인 영향을 끼침을 보고하였
고, Guthire 등25)과 Opdahl 등26)은 LPS가다형핵백혈
구를 priming시켜 oxidative burst를증진시킨다고하
였다. Guthrie 등25)은 다형핵백혈구에 10∼100ng/ml

의 LPS를 적용했을때 적절하게 priming된다고 하였
고, Shapira 등27)은 급속진행형 치주염환자의 다형핵
백혈구에는 100ng/ml를, 건강한 성인의 다형핵백혈
구에는 1㎍/㎖의 LPS를 적용하였을 때 priming이 된
다고 보고하였다. 본 실험은 건강한 성인에서 채취
한 다형핵백혈구를 연구재료로 사용하였기에, prim-
ing을위해 1㎍/㎖의 LPS를적용하였다.  
혈청은 LPS의다형핵백혈구에대한자극효과를증

진시키는 역할을 하는데, Aida 등28)은 혈청이 없는
상태에서 다형핵백혈구와 LPS를 함께 배양했을 때,
LPS의 priming activity가 다형핵백혈구에 의해 상실
될 수 있으며 혈청에 의해 이것이 방지될 수 있다고
하였다. 또한 혈청을 적용하기 전 56℃에서 30분 동
안 유지하여 혈청내의 보체계를 제거함으로써 혈청
의 이러한 효과가 발휘된다고 보고하였다. Shapira
등27)은 LPS와 혈청을 사용하지 않은 경우보다 함께
사용한 경우에 다형핵백혈구의 LPS에 대한 반응이
더 크게 나타났고, 5% 혈청을 사용할 때부터 다형핵
백혈구의 반응이 크게 증진되었다고 보고했다. 이러
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Fig 1. Change of O2- concentration in the course of time after treatment with various concentrations of Tc-HCl



한 연구결과를 근거로 본 실험에서도 56℃에서 30분
간유지된 5% 혈청을사용하였다.
본 연구는 치주질환의 치료에 보조적으로 사용되

고있는항생제중고농도의 Tetracycline이정상성인
의 다형핵백혈구에서 O2-발생을 억제한다고 보고한
선학들의 연구결과19)를 토대로 치주질환 치료에 임
상적으로 사용되고 있는 농도의 Tc-HCl이 정상 성인
의 다형핵백혈구에 의한 O2-생성에 미치는 영향을
알아보는데그목적이있다.
실험에 사용된 항생제는 Tc-HCl로 각각 5, 10, 50,

100㎍/㎖의 농도를 사용했는데, 이러한 농도를 사용
한 이유는 현재 임상에서 Tc-HCl을 전신투여 했을
때 치은열구액으로 유리되는 농도가 5∼10㎍/㎖이
며8,13,29,30), 치주질환과 관련된 대부분의 병원균을 제
거하기 위해서는 대략 30㎍/㎖이 필요하다는 점을
고려하였기때문이다31).
본 실험결과 Tc-HCl은 다형핵백혈구의 O2-생성을

유의성 있게 감소시켰는데,  Tc-HCl의 각 농도간에
는 유의성 있는 차이가 없었다. 반면, 배양시간에 따
른 변화를 관찰해보면 다형핵백혈구가 Tc-HCl에 노
출된 시간이 길어짐에 따라 O2-생성은 유의성있게
감소되었다. 이러한 결과는 건강한 성인의 다형핵백
혈구가 Tc-HCl에 노출된시간과 Tc-HCl의 농도가증
가함에 따라 O2-생성이 감소함을 보여준 Agarwal 등
19)의 보고와 일치하였다. Agarwal 등19)은 이러한 실
험결과가 현재 임상에서 국소약물 송달체계를 이용
한 약물의 사용시 약물의 국소적 농도와 송달시간을
조절하는데 도움이 될 것이라고 보고하였다.
Miyachi 등32)은 항생제가 다형핵백혈구의 반응성 산
소유리기 생성에 끼치는 영향에 관한 연구에서 100
㎍/㎖ Tc-HCl을 사용시 O2-생성이 감소됨을 보고하
였는데, 이는 Tc-HCl이 O2-을 제거한것이아니라다
형핵백혈구의 O2-합성 작용을 억제하기 때문이라고
하였다. 하지만 이 연구는 일정한 시점에서 O2-생성
을 측정한 것이었으며, Tc-HCl과 다형핵백혈구가 접
촉한 시간변화에 따라 O2-생성이 감소되는 기전에
대해서는언급하지않았다. 
본연구는치주상태가건강한성인에서채취한다

형핵백혈구의 O2-생성에 대한 Tc-HCl의 영향을 알

아본 것으로, 다형핵백혈구가 Tc-HCl에 노출된 시간
이 길어짐에 따라 O2-생성이 감소함을 보여주었다.
향후유년형치주염, 급속진행형치주염환자와같이
중성구 기능장애가 있는 것으로 알려진 환자들을 대
상으로 한 연구와 다른 여러 항생제의 작용에 대한
연구, 그리고 LPS와 같은 자극원에 의해 다형핵백혈
구가 활성화되는 기전으로서 이들 세포내에서 작용
하는 신호전달체계에 대한 지속적인 연구가 필요하
리라사료된다. 

V. 결론

치주질환 치료에 임상적으로 사용되고 있는 농도
의 Tc-HCl이 정상 성인의 다형핵백혈구에 의한 O2-

생성에 미치는 영향을 알아보는데 목적을 두고 본
연구를 시행하였는데, 연구대상으로는 전신적 및 치
주적으로 건강한 성인남자(23세-28세, 평균:24.9
세)11명을 선별하여 주정중피정맥에서 혈액 60㎖를
채취한 다음 다형핵백혈구는 one-step Ficoll-
Hypaque gradient centrifugation method로 분리하
였고, superoxide dismutase(SOD)-inhibitable
cytochrome C reduction method를 이용하여 항생제
농도변화에 따른 O2-의 생성을 Microplate
Autoreader로써측정하였다. 

본 연구를 통한 건강한 성인에서 채취된 다형핵백
혈구의 Tc-HCl농도에따른O2-생성변화는다음과같
은결과를보였다. 
1. Tc-HCl을 첨가한 군에서 조절군에서보다 O2-생
성이 유의성있게 낮았다(p<0.05). 그러나 O2-생
성이 억제되는 정도와 Tc-HCl의 농도사이에는
통계학적유의성이없었다(p>0.05).

2. 다형핵백혈구가 Tc-HCl에 노출되는 시간이 길
어질수록 O2-생성이 유의성있게 감소되었다
(p<0.05). 

이상의 제한된 실험의 결과를 볼 때 Tc-HCl은 건
강한성인의다형핵백혈구에의한O2-생성을억제시
키며 그 억제정도는 다형핵백혈구가 Tc-HCl에 노출
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되는시간에의해결정됨을나타냈다.
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-Abstract-

Effect of Tetracycline-HCl on superoxide anion generation by 
polymorphonuclear leukocytes

Young-Ho Bae, Byung-Ock Kim, Kyung-Yoon Han  
Department of Periodontology, College of Dentistry, Chosun university

It has been believed that the increased release of free oxygen radicals(O2-, H2O2 and OH-) might be one of
important factors in the pathogenesis of periodontal diseases. 
Polymorphonuclear leukocytes(PMNs) constitute the primary host resistance factor against infection. They

are prominent cells in both the gingival tissue and gingival sulcus in most forms of periodontal disease. In
response to invading microorganisms, the activated PMNs and macrophages generate free oxygen radicals,
which play an important role in bacterial killing. The normal production of these free oxygen radicals is vital
for the successful resistance of individuals to bacterial infection. However, the enhanced production of reactive
oxygen species by accumulating PMNs may be detrimental to the host in certain disease states.
This study was performed to evaluate the effect of Tetracycline-HCl(Tc-HCl) on generation of superoxide

anion by PMNs. 
For the present study, 60ml of peripheral venous blood were obtained from systemically healthy subjects by

venipuncture in median cubital vein and PMNs were separated by a one-step Ficoll-Hypaque gradient centrifu-
gation method. PMNs were incubated with 1㎍/㎖ P.gingivalis strain A7436 LPS, 5% serum and Tc-HCl(5, 10,
50 and 100㎍/㎖). The superoxide anion analysis was carried out by superoxide dismutase-inhibitable
cytochrome C reduction method using Microplate autoreader(BIO-TEKTM Instrument Inc.). 
The difference of superoxide anion generation between control group and Tc-HCl group was statistically

analyzed by paired t-test. The  superoxide anion generation in the course of time after treatment with Tc-HCl
was analyzed by ANOVA, and the superoxide anion generation in the course of time after treatment with vari-
ous concentrations of Tc-HCl was analyzed by Repeated Measurement test.

The results were as follows:
1. Superoxide anion generation by PMNs was significantly decreased by Tc-HCl(p<0.05).
2. There was no statistical significance in the inhibition of superoxide anion generation in the course of time
after treatment with various concentrations of Tc-HCl(p>0.05).  

3. Superoxide anion generation by PMNs was significantly decreased in the course of incubation time after
treatment with Tc-HCl(p<0.05). 

The results demonstrate that the Tc-HCl inhibit superoxide anion generation by PMNs and the inhibitory
effects depend on the exposure time rather than the concentration of Tc-HCl. 

Key words : PMNs, Superoxide anion, Tc-HCl
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