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H2O2와 ascorbic acid가 사람 치주인대섬유모세포의 
TIMP-2, Type 1 collagen, PDLs22 발현에 끼치는 효과

최용선1, 김소영2, 최성미1,2, 장현선1,2, 김병옥1.2*
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2. 2단계 BK21

I. 서론 
치주질환은 세균과 숙주의 면역반응사이의 복잡한 

상호작용의 결과17)로 조직손상이 야기되는 염증성 
질환6,26,28)으로, 세균과 숙주에 의해 조절되는 조직
손상 경로에 반응성 산소종(reactive oxygen spe-
cies, ROS)도 관여할 것이라고 보고되고 있다4). 즉, 
염증세포들이 조직 내로 침투한 수 많은 세균이나 
항원들과 접촉할 경우 이 염증세포들은 활성화되어 
산소소비의 증가, hexose monophosphate shunt의 
활성, ROS의 생성을 특징으로 하는 호흡파열을 야
기하게 된다. 이러한 ROS의 생성은 세포질 내에 존
재하는 reduced nicotinamide adenin dinucleotide 
phosphate 산화효소와 관련이 있으며, 염증세포 이
외에 호기성 세포에서는 사립체 호흡사슬에서 생성
될 수 있다3,6,15).1)

염증세포는 ROS를 생성하여 bactericidal activ-
ity와 virocidal activity를 나타낼 수 있는데, 염증
과정에 의하여 야기된 조직 손상에도 중요한 역할을 
할 수 있으며, 생성된 ROS는 rheumatoid arthritis, 

acute respiratory distress syndrome, AIDS 그리
고 치주질환 등 100여 가지 이상의 질환과 관련되어 
있다고 보고되고 있으며, hydroxyl(̇OH) radicals, 
superoxide anion(O2̇-), nitrous oxide(NȮ) radi-
cal, hydrogen peroxide(H2O2), hypochlorous acid 
(HOCl), singlet oxygen(1O2) 등이 이에 속한다6). 

ROS에 의한 조직손상은 (1) DNA 손상, (2) lipid 
peroxidation, (3) hyaluronic acid와 proteoglycan
을 포함하여 단백질 손상, (4) α-1-antitrypsin과 
같은 protease inhibitors 의 불활성화, 그리고 (5) 
gene transcription factor들인 nuclear factor-kB 
(NF-kB)와 activation protein-1(AP-1)과 같은 물
질에 의한 pro-inflammatory cytokines의 유리 등
에 의해 발생될 수 있다2,8). 

숙주세포와 세균들은 ROS에 의한 손상에 대한 방
어기능으로 이를 제거하기 위한 정교한 항산화 방어
체계를 갖추고 있다. 타액, 치은열구액 또는 혈장 내
에 위치해 있는 주요한 세포외항산화제로 ascorbic 
acid(vitamin C), uric acid, α-tocopherol(vitamin E), 
carotenoids(vitamin A), bilirubin, reduced gluta-
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thione, transferrin, lacatoferrin, Caeruoplasmin, 
haptoglobin, ascorbic acid(vitamin C) 등이 있다
2,6,8). 특히, ascorbic acid는 혈장과 치은열구액, 그
리고 synovial fluid 등에 존재하는데, ROS를 제거
하는 능력, 막표면에서 생성되는 tocopherol radical
로부터 α-tococpherol을 재생할 수 있는 능력, 혈
장내 수준보다 치은열구액 내에 3배 정도 더 높다는 
점18), 치은열구액 내의 중성구에서 유래된 교원질분
해효소의 활성을 방해한다는 점30) 등이 보고되었다. 
한편, Grossi 등11)은 담배를 피우는 치주질환자의 혈
청내 비타민 C 수준이 감소되어 있다고 보고하면서, 
비외과적인 치주치료를 시행할 때 씹을 수 있는 비
타민 C를 보충한다면 치주낭 감소와 부착수준의 획
득 관점에서 치주치료의 결과를 향상시킬 수 있다
고 보고하였는데, 이러한 여러 연구결과를 종합해 
보면 ascorbic acid가 ROS에 대한 치주조직의 방
어기전에 부분적으로 그 역할을 담당하고 있음을 
알 수 있다.

H2O2와 ascorbic acid의 연구를 살펴보면, van 
der Pols31)와 Shang 등29)은 수정체에서 H2O2에 의한 
산화적 스트레스에 대한 ascorbic acid의 보호효과를, 
Pedeira 등24)은 식물세포성장률과 H2O2/ascorbic 
acid 비율 사이에 유의한 상관관계가 있음을 보고하
는 등 주로 세포보호효과에 관련된 연구결과가 발표
된 한편, ascorbic acid가 H2O2를 통해서 또 다른 
ROS를 생성할 수 있는 pro-oxidative effect도 보
고27)되었다. 그러나 사람치주인대세포(human pe-
riodontal ligament fibroblasts, hPDLF)에서 as-
corbic acid와 H2O2의 연구는 미비한 실정이다. 

PDLs는 치아를 지지하며 백악질과 치조골 형성에 
관여하고 다양한 세포로 분화할 수 있는 능력을 가
지고 있어 치주조직의 재생/치유에 중요한 역할을 
담당하고 있는데, 향후 ROS와 항산화제에 대한 연
구를 통해 ROS에 의한 조직파괴를 감소시킬 수 있
다면 치주조직 파괴를 억제하고 조직재생을 향상시
킬 수 있을 것으로 생각된다.  

이 연구의 목적은 H2O2와 항산화제인 ascorbic 
acid가 배양된 hPDLF에서 6종류의 세포외기질 단백

질, 즉, periodontal ligament specific 22(PDLs22 
또는 UNCL), collagen type 1, fibronectin, ma-
trix metalloproteinase(MMP), tissue inhibitor of 
matrix metalloproteinase(TIMP)의 유전자 발현에 
끼치는 영향에 대해 비교 연구하고자 한다.

II. 연구재료 및 방법
1. 사람의 치주인대 섬유아세포(hPDLF)의 

배양
조선대학교 치과병원에 내원한 치주조직이 건강한 

환자로 교정치료를 위하여 발거된 제 1소구치의 치
근 중앙 1/3에서 얻은 조직들을 무균 작업대에서 항
생제가 함유된 Hanks balanced salt solution 
(HBSS, Gibco BRL, Grand Island, NY)으로 수회 
세척한 후, 해부 현미경하에서 1~2 ㎜3의 크기로 절
단하였다. 절단된 조직단편들을 60 ㎜ 세포 배양접
시에 위치시킨 후 조직의 이동을 방지하기 위하여 
슬라이드 글라스를 조직위에 올려놓고 10% FBS를 
함유한 DMEM(Gibco BRL, Grand Island, NY)을 
이용하여 5% CO2, 37℃, 100% 습도 조건에서 배양
하였다. 배지는 2일 간격으로 교체하고 세포가 증식
함에 따라 계대배양하여 5세대의 세포를 각각 실험
에 이용하였다.

2. 역전사 중합효소연쇄반응 
(Reverse transcriptase polymerase 
chain reaction, RT-PCR)  

60 ㎜ 배양접시에서 5세대 세포를 2×104/dish의 
농도로 분주한 후 80~90%로 밀생될 때까지 배양하
였다. Ascorbic acid 농도는 hPDLF에서 골결절을 
관찰할 때 이용되는 농도(50 ㎍/㎖)를 선택하여 1분, 
3분, 30분씩 각각 적용하였다. 

H2O2 농도는 hPDLF에서 세포생활력검사(MTT 
assay)를 0.03%, 0.0003%, 0.00003%, 0.000003%, 
0.0000003%에서 30초, 1분, 3분, 48시간 각각 적용
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Concentration Application time (minutes)
ascorbic acid 50 ㎍/㎖
ascorbic acid 50 ㎍/㎖
ascorbic acid 50 ㎍/㎖

 1
 3 
 30

0.03% H2O2
0.03% H2O2
0.03% H2O2

 1
 3
 30

0.00003% H2O2 
0.00003% H2O2 
0.00003% H2O2 

 1
 3
 30

0.03% H2O2 + ascorbic acid 50 ㎍/㎖
0.03% H2O2 + ascorbic acid 50 ㎍/㎖
0.03% H2O2 + ascorbic acid 50 ㎍/㎖

 1
 3
 30

0.00003% H2O2 + ascorbic acid 50 ㎍/㎖ 
0.00003% H2O2 + ascorbic acid 50 ㎍/㎖
0.00003% H2O2 + ascorbic acid 50 ㎍/㎖ 

 1
 3
 30

Table 1. Application method of H2O2 and ascorbic acid used in this study

Primers Sequences 5'→3' predicted size 
(base pairs)

GAPDH-S 5‘-CTCTGACTTCAACAGCGACA-3’ 330GAPDH-AS 5‘-TCTCTCTCTTCCTCTTGTGC-3’

MMP-1-S 5'-GGTGATGAAGCAGCCCAG -3' 510MMP-1-AS 5'-CAGTAGAATGGGAGAGTC -3'

PDLs22-S 5‘-CGGAATTCATGTTACCGAGTACTT-3’ 500PDLs22-AS 5‘-CACTTTTTATTTCACTCTGAC-3’

COLI-S 5‘-TTGCTACTGGTGAGACTT-3’ 470COLI-AS 5‘-CGCCACCAATGTCCAAAG-3’

TIMP-1-1-S 5‘-ACCCCCGCCATGGAGAGTGT-3’ 551TIMP-1-1-AS 5‘-GAGGCAGGCAGGCAAGGTGA-3’

TIMP-2-1-S 5‘-GATCAGGGCCAAAGCGGTCAG-3’ 590TIMP-2-1-AS 5‘-GGTGCCCGTTGATGTTCTTCTCTG-3’

FN-S 5'-ACCACGTAGGAGAACAGT-3' 665FN-AS 5'-ACAGTATTGCGGGCCAG-3'

Table 2. Primers for RT-PCR
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 Temperature (℃)
Time (min.)GAPDH,

FN
MMP-1,

TIMP-1, TIMP-2
UNCL

(PDLs22) COLⅠ
Predenaturation 94 94 94 94 5

denaturation 94 94 94 94 1
Annealing 55 58 45 55 1

Polymerization 72 72 72 72 **
**Polymerization time : MMP-1(1.5 min), TIMP-1,2 (1.5 min), UNCL, COL Ⅰ (1.5min), GAPDH, FN (2min), COLⅠ : Type I 

Collagen, FN : Fib ronectin, min.: minute.

Table 3. Conditions for RT-PCR

하였을 때, 3회 적용한 평균값이 대조군에 비하여 세
포가 증식 또는 감소를 보이는 0.00003%와 0.03%를 
선택하여 1분, 3분, 30분씩 각각 적용하였다. 

그리고 동일한 농도와 배양시간으로 H2O2와 as-
corbic acid(Sigma, USA)를 동시에 적용하였으며 
(Table 1), 적용한 후에 PBS로 세척하고 10% FBS가 
함유된 DMEM을 넣어 배양하였고 24시간 간격으로 
5일간 반복 시행하였다. 

6일째 배양된 세포로부터 Trizol Reagent 
(Invitrogen, USA)를 이용하여 total RNA를 추출하
였다. 각각의 RNA들을 total RNA 1 ㎍당 0.5 ㎍의 
oligo-dT18 primer, 200 units의 reverse tran-
scriptase polymerase, 20 units의 RNase in-
hibitor를 혼합하여 65℃에서 10분간 반응시켜 
first-strand cDNA를 합성한 후 PDLs22,  Type 1 
collagen, fibronectin TIMP-1와 -2, MMP-1, 및 
GAPDH의 유전자 발현을 확인하기 위한 각각의 
oligo-nucleotide primer를 제작하여 RT-PCR에 
사용하였다. RT 과정을 통하여 합성한 1 ㎍의 cDNA
를 template로 각각의 primer, 1 unit의 Taq DNA 
polymerase, 250 μM의 dNTPs, 10 mM의 Tris- 
HCl(pH 9.0), 40 mM의 KCl, 1.5 mM의 MgCl2를 
혼합하여 PCR을 시행하였다. 

PCR은 PTC-200(MJ Research Inc., USA)를 사
용하여 predenaturation을 시행 후, PCR cycles을
(denaturation, annealing, extension) 33회 시행
하였다. 이를 통해 얻은 PCR product는 1.5% 

agarose gel에 전기 영동하여 유전자의 발현을 확인
하였고, ImageGauge 3.12를 통하여 각각의 전기영
동상의 흑화도를 계산하여 비교하였다. 

III. 연구결과
1. 위상차 현미경에서 관찰시 hPDLF의 증식
음성대조군과 실험군간에 큰 차이 없이 잘 증식하

였으나 H2O2 농도가 진해지는 실험군에서는 세포 수
가 감소되는 양상을 보여주어서 세포가 잘 증식하지 
못하는 결과를 보였으며 0.03% H2O2를 30분 동안 처
리한 실험군의 세포들은 모두 사멸하였다(Figure 1).

2. 역전사 중합효소 연쇄반응을 이용한 
hPDLF의 PDLs22-, Type 1 collagen-, 
Fibronectin-, TIMP-1-, TIMP-2-, 
그리고 MMP-1-mRNA의 발현 분석

hPDLF에서 H2O2와 ascorbic acid가 PDLs22-, 
Type 1 collagen-, Fibronetin-, TIMP-1-, TIMP 
-2-, 그리고 MMP-1-mRNA 발현에 미치는 영향을 
살펴보기 위하여 RT-PCR 과정을 3회 반복시행하였
고, 그 유전자들의 발현 양상은 다양하게 관찰되었
다(Figure 2).  

유전자들의 발현은 각각의 전기영동상의 흑화도를 
계산하여 비교하였는데(Figure 3~9), H2O2, ascor-
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Figure 1. Cultured human periodontal 
ligament fibroblast. The hPDLF was 
differently observed according to the 
application concentration and time of 
H2O2 and ascorbic acid.

Figure 2. RT-PCR result according to the application concentration and time of H2O2 and ascorbic acid. Con.: control; 1, 
6 and 11: hPDLF treated with ascorbic acid(50㎍/㎖) and were incubated with the agents for 1 minutes, 3 minutes, 30 
minutes; 2, 7 and 12: hPDLF treated with 0.03% H2O2 and were incubated with the agents for 1 minutes, 3 minutes, 30 
minutes; 3, 8 and 13: hPDLF treated with 0.00003% H2O2 and were incubated with the agents for 1 minutes, 3 minutes, 
30 minutes; 4, 9 and 14: hPDLF treated with ascorbic acid(50㎍/㎖) and 0.03% H2O2 were incubated with the agents for 
1 minutes, 3 minutes, 30 minutes; 5, 10 and 15: hPDLF treated with ascorbic acid(50㎍/㎖) and 0.00003% H2O2 were in-
cubated with the agents for 1 minutes, 3 minutes, 30 minutes.

bic acid 적용 시간에 따라 다양하게 발현되었다
(Figure 3~7). 

50 ㎍/㎖ ascorbic acid를 1분, 3분, 30분 적용하
였을 때, Collagen type I-, TIMP-2 mRNA의 발
현은 대조군에 비해서 증가된 양상을 보였다 
(Figure 3). PDLs22-(UNCL) 발현은 3분, 30분에서 
대조군에 비하여 증가하였고, TIMP-1는 대조군과 
비슷하게 발현되는 양상을 나타냈다. Fibronectin은 
대조군에 비하여 감소된 양상을, MMP-1은 3분, 30
분에서 증가된 양상을 나타내었다. 

0.03% H2O2를 1분, 3분, 30분 적용하였을 때, 

Collagen type I-, TIMP-2, PDLs22-(UNCL) mRNA
의 발현은 대조군에 비해서 1분, 3분에서 증가된 양
상을 보였다(Figure 4). TIMP-1는 1분, 3분에서 대
조군과 비슷하게 발현되는 양상을 나타냈다. 
Fibronectin은 대조군에 비하여 감소된 양상을, 
MMP-1은 3분에서 증가된 양상을, 1분에서 감소된 
나타내었다. 0.03% H2O2를 30분 적용시에는 모든 
유전자의 발현이 관찰되지 않았다. 

0.00003% H2O2를 1분, 3분, 30분 적용하였을 때, 
Collagen type I-, TIMP-2, PDLs22-(UNCL) 
mRNA의 발현은 대조군에 비해서 증가된 양상을 보
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Figure 3. Time course of 50 ㎍/㎖ ascorbic acid effects on mRNA levels. (Con.: control, min: minute)

Figure 4. Time course of 0.03% H2O2 effects on mRNA levels. (Con.: control, min: minute)

였다(Figure 5). TIMP-1는 1분, 30분에서 대조군보
다 증가되고, 3분에서 감소되는 양상을 나타냈다. 
Fibronectin은 대조군에 비하여 감소된 양상을, 
MMP-1은 3분, 30분에서 증가되고, 1분에서 감소되
는 경향을 나타내었다.  

H2O2(0.03%)와 ascorbic acid(50 ㎍/㎖)를 혼합 
적용하였을 때, 시간의 따른 유전자의 발현 양상이 
다양하였다(Figure 6). PDLs22-(UNCL), TIMP-2 
mRNA의 발현은 대조군에 비해서 증가된 양상을 보
였다(Figure 6). Collagen type I-은 1분, 3분에서 
대조군보다 증가된 양상을, 30분에서 감소된 양상을 
나타내었다. TIMP-1는 대조군보다 1분에서는 비슷

하였으나 3분, 30분에서 감소되는 양상을 나타냈다. 
Fibronectin은 대조군에 비하여 감소된 양상을, 
MMP-1은 30분에서 증가되고, 1분, 3분에서 감소하
였다.  

H2O2(0.00003%)와 ascorbic acid (50 ㎍/㎖)를 혼
합 적용하였을 때, 시간의 따른 유전자의 발현 양상이 
다양하였다(Figure 7). PDLs22-(UNCL), TIMP-2, 
MMP-1 mRNA의 발현은 대조군에 비해서 증가된 
양상을 보였다(Figure 7). Collagen type I-은 1분, 3
분에서 대조군보다 증가된 양상을, 30분에서 감소된 
양상을 나타내었다. TIMP-1과 Fibronectin은 대조군
보다 감소되는 양상을 나타냈다. 



661

Figure 5. Time course of 0.00003% H2O2 effects on mRNA levels. (Con.: control, min: minute)

Figure 6. Time course of H2O2 (0.03%) and ascorbic acid (50 ㎍/㎖) effects on mRNA levels. (Con.: control, min: minute)

Figure 7. Time course of H2O2 (0.00003%) and ascorbic acid (50 ㎍/㎖) effects on mRNA levels. (Con.: control, min: minute)
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Figure 8. Expression of UNCL-, MMP-1, and Fibronectin-mRNA in hPDLF according to the time and concentration of H2O2 
and/or ascorbic acid.

Figure 9. Expression of TIMP-1, TIMP-2, and Type 1 collagen mRNA in hPDLF according to the time and concentration of 
H2O2 and/or ascorbic acid.

Figure 8~9에서 mRNA 종류별로 H2O2, ascorbic 
acid, H2O2와 ascorbic acid를 동시 적용한 경우의 
시간과 농도에 따른 발현 정도를 비교하였다. 

PDLs22(UNCL) mRNA의 경우, 대조군보다 as-
corbic acid를 3분, 30분 처리한 실험군에서 발현 
양상이 증가하였고 0.00003% H2O2를 1분, 3분 처리
한 실험군과 0.00003% H2O2와 50 ㎍/㎖ ascorbic 
acid를 함께 처리한 실험군에서 더욱 높게 발현되었
다(Figure 8). 

MMP-1 mRNA의 경우, 0.03% H2O2와 50 ㎍/㎖ 

ascorbic acid를 함께 30분 동안 처리한 실험군에서 
증가하는 양상을 보였고 그 외 실험군에서는 조금 
증가하는 경향을 나타냈다(Figure 8). 

Fibronectin mRNA의 경우, 음성대조군에 비해 
모든 실험군에서 감소하는 경향을 보였으며 0.03% 
H2O2와 50 ㎍/㎖ ascorbic acid를 함께 1분 동안 처
리한 실험군에서 많이 감소하였다(Figure 8). 

Type 1 collagen mRNA 경우, 0.00003% H2O2와 
50 ㎍/㎖ ascorbic acid를 함께 30분 동안 처리한 
실험군과 0.03% H2O2와 50 ㎍/㎖ ascorbic acid를 
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함께 30분 동안 처리한 실험군에서 약간 낮게 발현
되었고 이를 제외한 모든 실험군에서 음성대조군보
다 높게 발현되었다(Figure 9).

TIMP-1 mRNA의 경우, 음성대조군에 비해 
0.00003% H2O2를 처리한 실험군에서만 약간 증가
하였고 0.03% H2O2와 50 ㎍/㎖ ascorbic acid를 함
께 처리한 실험군에서 그 발현양이 감소하는 경향을 
나타냈으며 그 외 실험군에서는 조금 감소하는 경향
을 보였다(Figure 9).

TIMP-2 m-RNA의 경우, 음성대조군에 비해 모든 
실험군에서 증가하는 경향을 나타내었고 0.00003% 
H2O2와 50 ㎍/㎖ ascorbic acid를 함께 30분 동안 
처리한 실험군에서 다른 실험군에서 보다 낮게 발현
되었다(Figure 9).

IV. 고안
ROS는 호기성 대사의 일부로 생성되는데, 조직이 

손상을 받아 저산소증 상태에 이른 후 산소가 다시 
유입되는 시기에 또는 염증시에 발생될 수 있다17). 
이 물질은 고도로 반응성이며 조직 내에 많이 존재
할 경우에 collagen, hyaluronic acid, 그리고 pro-
teoglycan과 같은 세포외기질 성분의 depolymeri-
zation에 영향을 주며, 세포의 단백질, 핵산, 그리고 
막지질의 파괴에 활성을 나타낼 수 있다3,5). 

치주조직의 치유는 여러 조절인자들에 의해서 조
절되는데 PDLF는 치아를 지지하며 백악질과 치조골 
형성에 관여하며 다양한 세포로 분화할 수 있는 능
력을 가지고 있어 치주조직의 치유에 중요한 역할을 
담당하고 있다. 

이 연구에 이용된 H2O2는 특히 급성궤사성궤양성
치은염의 치료시에 이용되는데 체내에서는 산화스트
레스로 인한 조직파괴 관련인자로서 보고되고 있으
며, ascorbic acid는 hPDLF의 분화 과정의 관련인
자로서 그리고 인체 여러 조직의 창상치유에 촉진인
자로서 보고19,21)되고 있다. 

최근에는 치주질환의 진행 및 치료에 관한 여러 
연구들에서 치주조직의 치유에 관련된 것으로 알려

진 MMP-1, TIMP-1, TIMP-2, Type 1 collagen, 
Fibronectin, PDLs22 등의 여러 유전자의 발현양상
에 관한 연구가 활발하게 진행되어 오고 있으나, 이
러한 조절인자들, 즉 H2O2와 ascorbic acid에 대한 
hPDLF에서의 유전자 발현에 관한 연구는 아직 미비
한 실정이다.

이 연구에서는 치주조직 치유에 필수적인 PDLF 분
화에 영향을 미칠 것으로 예상되는 ascorbic acid와 
염증성 치주질환에 의해 염증세포나 호기성 세포들에 
의해 생성되는 H2O2를 hPDLF에 각각 단독 또는 복합
해서 적용한 후, 이들이 조직파괴와 회복에 관련된 6
종류의 세포외기질 단백질 (MMP-1, TIMP- 1, -2, 
collagen type 1, fibronectin, PDLs22)의 발현에 끼
치는 영향에 관하여 평가하였다. 유전자들의 발현 
변화를 관찰하기 위하여 H2O2(0.03%, 0.00003%), 
ascorbic acid(50㎍/㎖)를 6일 동안 단독 적용하거
나 혼합 적용하였는데, 그 적용 시간은 1분, 3분, 30
분으로 시행하였다. H2O2를 구강에 소독용으로 양치
하거나 스켈링 후 소독용 솜을 사용할 경우 대부분 1
분 정도의 적용시간이 소요되며, 잔존시간은 일반적
으로 30분 정도됨을 감안하여 이 연구에서도 1분, 3
분, 30분으로 설정하였다. 또한 6일동안 배양하였을 
때 세포의 감소 혹은 증식 소견이 다양하게 관찰되
었고, 유전자의 발현 양상을 관찰하기 위하여 
RT-PCR을 시행시(Figure 2), 1분, 3분, 30분 적용 
시간에 따라 유전자 발현 양상이 다양하게 관찰되었
다(Figure 3~7). 

PDLs22(UNCL)는 PDLF에서 선택적으로 발현되
는 유전자들 중의 하나로서 백악질과 치조골의 초기 
분화에 그리고 치아이동시 PDLF의 개조와 재생에도 
중요한 역할을 할 수 있다고 보고되었는데22), 최근 
조 등1)은 PDLs22 mRNA는 복제노화가 진행될수록 
그 발현양상이 감소되어 세포의 분화 및 노화의 정
도를 파악하는 표시자로서도 활용할 수 있음을 제시
하였다. 

Type I collagen은 성인의 수 많은 결합조직 중에
서 가장 풍부하게 분리되는 fibrillar collagen으로
서 노화에 영향을 받음이 여러 연구들에서 보고되고 
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있다12,14,23,26).
이 연구에서 ascorbic acid와 hPDLF의 배양시간

에 따른 mRNA 발현양상을 살펴보면, 3분 동안 배
양했을 때 대조군에 비해 PDLs22의 경우 약 7배, 
collagen type I과 TIMP-2의 경우에는 약 5배 정도 
발현이 증가되어 나타났는데, 이것은 ascorbic acid
의 창상치유와 관련된 연구결과를 반영한 것이라 생
각된다. 특히, 항산화제인 ascorbic acid에 의해 
PDLs22 mRNA의 발현이 증가된 양상이 나타났는데 
향후에 조직재생과 관련된 PDLs22와 항산화제에 대
한 폭넓은 연구가 진행되어야 할 것으로 생각된다. 

H2O2와 hPDLF의 배양시간에 따른 mRNA 발현양
상을 살펴보면, 0.03% H2O2에서 3분 동안 배양했을 
때 대조군에 비해 PDLs22의 경우 약 9배, collagen 
type I과 TIMP-2의 경우에는 약 5배 정도 발현이 
증가되어 나타났다. 그러나 0.03% H2O2에서 30분 
동안 배양했을 때 모든 실험군의 mRNA 발현이 나
타나지 않아 ROS에 의해 유도된 세포 죽음을 관찰
할 수 있었다. 반면, 0.00003% H2O2에서 3분 동안 
배양했을 때에도 대조군에 비해 PDLs22의 경우 약 
7배, collagen type I는 약 5배, 그리고 TIMP-2의 
경우에는 약 3배 정도 발현이 증가되어 나타났으며, 
MMP-1과 fibronectin, 그리고 TIMP-1의 mRNA 발
현은 대조군과 거의 비슷한 양상을 나타냈다. 따라서 
H2O2가 0.03%와 0.00003%의 농도로 3분간 적용될 
경우 mRNA 발현을 자극하는 것으로 생각되었다.  

H2O2와 ascorbic acid를 hPDLF에 동시에 적용한 
후 배양시간에 따른 유전자 발현양상을 살펴보면,  
PDLs22, collagen type I, 그리고 TIMP-2 mRNA
의 경우 적용된 H2O2 농도에 무관하게 대조군에 비
해 증가되어 발현되었고, fibronectin mRNA의 경우 
적용된 H2O2 농도와 무관하게 비슷하게 발현되었으
며, TIMP-1 mRNA는 적용된 H2O2 농도와 무관하게 
낮게 발현된 반면, MMP-1 mRNA는 적용된 H2O2 
농도에 따라 그 발현이 다르게 발현되었다.

Type I collagen mRNA는  hPDLF와 H2O2, 그리
고 ascorbic acid를 3분 동안 배양했을 때 높게 발
현되었으나 30분 동안 배양했을 때는 낮게 발현되었

는데, 이러한 현상은 첫째, 시간이 경과됨에 따라 
ascorbic acid가 고갈되어 항산화작용이 소실되어 
발현이 낮게 나타날 수 있으며 둘째, ascorbic acid
가 함께 존재할 때 ascorbic acid가 OH-을 형성하여 
지질 인산화물의 생성과 안정화를 통하여 교원질 분
화를 조절할 수 있다고 보고4)된 것처럼 이 두 물질
이 교원질분화에 영향을 끼쳐 Type I collagen의 유
전자 발현이 낮게 나타날 수 있는데, 향후에 이것을 
확신할 수 있는 연구도 필요할 것으로 생각된다. 

PDLs22 mRNA의 발현은 0.00003%의 H2O2와 항
산화제에 의해 증가된 양상이 나타났는데 이와 관련
된 이전의 연구결과가 보고된 바 없어 향후에 조직
재생과 관련된 PDLs22와 항산화제에 대한 폭넓은 
연구가 진행되어야 할 것으로 생각된다.

Fibronectin은 다기능 부착성 당단백으로 섬유아
세포와 다른 세포를 결합 이들의 부착과 이주, 즉 세
포와 세포 그리고 세포와 기질의 상호작용에 관여하
는데12) 노화에 영향을 받는다고 보고7)되고 있다. 
Fibronectin mRNA의 발현은 음성대조군에 비해 모
든 실험군에서 감소하는 경향을 보였는데 특히 
hPDLF와 고농도의 H2O2, 그리고 ascorbic acid를 
짧은 시간동안 배양한 군에서 많이 감소하였다. 
Fibronectin의 경우 고농도의 H2O2에 매우 민감하여 
유전자 발현양상을 증가시키기 위해서는 보다 더 많
은 ascorbic acid가 필요할 것으로 생각된 바, 향후
에는 항산화제의 종류에 따른 유전자 발현 양상의 
차이에 관한 연구가 필요하리라 생각된다.

활성화된 MMPs와 TIMPs 사이의 균형에 의해 세
포외기질의 개조범위가 조절되는데 Murphy와 
Hembry20)는 류마티스 관절염이 MMP와 TIMP 사이
의 균형이 파괴된 경우 병리적인 과정이 발생될 수 
있다고 하였고, van der Zee 등32)도 염증세포와 조
직 내에 거주하는 세포들에 의해 유래된 metallo- 
proteinases는 치은의 교원질 파괴에 연관되어 있다
고 하였다.

MMP-1은 pro-enzyme의 형태로 분비되는 metal 
-binding proteinase로 interstitial collagenase의 
하나로서, 일반적으로 타액13)과 치은열구액2,13,25)이
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나 치은조직 내10,16)에 염증이 존재할 때 증가한다고 
보고되었다. 이 연구에서 MMP-1 mRNA의 발현양
상은 0.03% H2O2와 50 ㎍/㎖ ascorbic acid를 함께 
30분 동안 처리한 실험군에서 대조군에 비해 증가하
는 양상을 보였고 그 외 실험군에서는 대조군과 비
슷한 양상을 나타냈다. 이러한 양상은 고농도의 과
산화수소에 대해 항산화제의 함량이 부족하여 세포
괴사가 발생되어 MMP-1 mRNA의 발현이 증가되었
다고 생각된다. 따라서, 향후에는 항산화제의 종류
에 따른 유전자 발현 양상의 차이에 관한 연구가 필
요하리라 생각된다. MMP-1 mRNA의 유전자는 
0.03% H2O2와 ascorbic acid를 동시에 적용한 경우
에 대조군에 비해 현저하게 증가된 양상을 보였다.

반면, MMP의 억제제인 TIMPs는 현저한 발적, 부
종, 궤양, 그리고 자발출혈이 있는 경우에 TIMP-1
이 증가한다고 보고11)되었는데, 이 연구에서는 전반
적으로 TIMP-1 mRNA의 유전자는 대조군과 유사하
게, 그리고 TIMP-2 mRNA는 대조군에 비해 증가하
는 경향을 나타내어 보다 더 포괄적인 연구가 필요
하리라 생각된다.

결론적으로, 본 연구에서 RT-PCR을 통한 MMP-1, 
TIMP-1, TIMP-2, Type I collagen, Fibronectin, 
PDLs22 등의 여러 유전자의 발현양상을 분석한 결
과 이 연구에 사용된 H2O2와 ascorbic acid의 농도
는 주로 PDLs22, collagen type I과 TIMP-2등의 
유전자 발현에 관여하는 것으로 생각된다. Ascorbic 
acid(50㎍/㎖)의 적용으로 인해 PDLs22의 발현양이 
현저하게 증가하는 경향을 나타내었으며 이는 as-
corbic acid가 치주인대세포의 분화를 촉진시키는데 
관여하고 있는 것으로 생각된다. 또한 H2O2의 적용
으로 MMP-1의 발현양이 증가하는 양상을 나타내어 
고농도의 H2O2가 치주인대세포의 분화에 부정적 영
향을 미치는 것으로 사료된다. 또한  TIMP-2, Type 
I collagen mRNA가 H2O2와 ascorbic acid를 함께 
처리한 실험군에서 증가된 양상을 나타냄으로써, 이
는 H2O2에 대한 부정적 효과를 ascorbic acid가 상
쇄시킬 수 있는 가능성을 제시한 것으로 사료된다. 

향후에는 ROS와 항산화제의 농도와 종류에 따른 

유전자 발현, 그리고 조직재생에 관련된 유전자 발
현에 관한 연구가 필요하리라 생각된다. 이 연구에 
이용된 과산화수소도 노화와 관련되어 있는데 단기
간의 연구에서는 그 유전자 발현이 증가되어 나타난 
바 고농도의 H2O2에 지속적으로 노출되었을 경우 그 
노화와 관련된 유전자 발현양상에 대해서 연구가 필
요할 것으로 생각되며, 동물 실험 등을 통한 조직학
적 연구도 필요하리라 생각된다. 
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-Abstract-

Effects of H2O2 and ascorbic acid on TIMP-2, Type 1 
collagen, and PDLs22 levels in human periodontal 

ligament fibroblasts
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Reactive oxygen species (ROS) have been implicated in the pathogenesis of various diseases. And 
vitamin C has shown a protective effect for the tissues.

The aim of this study was to evaluate the effects of H2O2 and ascorbic acid on matrix metal-
loproteinase-1 (MMP-1), tissue inhibitor of metalloproteinase (TIMP: TIMP-1, TIMP-2), Type 1 col-
lagen, fibronectin, and PDLs22 level in human periodontal ligament fibroblasts (hPDLF) via reverse 
transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR).

hPDLF was obtained from a healthy periodontium and cultured in Dulbecco’s modified Eagles’s 
medium plus 10% fetal bone serum.

The concentration of ascorbic acid in hPDLF was 50 ㎍/㎖, and that of H2O2 in hPDLF was 0.03% 
and 0.00003%. Ascorbic acid only, H2O2 only and mixture of ascorbic acid and H2O2 were applied with 
hPDLF for 1-, 3-, and 30-min., respectively. The gene expression of MMP-1-, TIMP-1-, TIMP-2-, 
Type 1 collagen-, fibronectin-, and PDLs22-mRNA in hPDLF was analysed via RT-PCR. 

The results were as follows;
1. hPDLF in response to 30-min. incubation with 0.03% H2O2 did not show any gene expression.
2. In all the experimental groups, the gene expression of fibronectin mRNA showed the decreased 

tendency compared to control.
3. In all the experimental groups, the gene expression of TIMP-1 mRNA showed the tendency sim-

ilar to control.
4. hPDLF in response to 30-min. incubation with 0.03% H2O2 and ascorbic acid increased mRNA 

induction for MMP-1.
5. In all the experimental groups, hPDLF increased mRNA induction for PDLs22, collagen type I, 

and TIMP-2 compared to control.
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Within the limited experiments, H2O2 and ascorbic acid increased mRNA induction for PDLs22, col-
lagen type I, and TIMP-2 in hPDLF. More research will be needed in order to confirm the relative 
importance of the different roles of ROS and antioxidants in hPDLF from a periodontal regeneration 
or repair standpoint.2)
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