
서론

당뇨병은 혈액 내 글루코스 농도가 비정상적으로 증가되

는 대사성 질환이다. 당뇨병은 치은염과 치주염의 위험인자

인 것으로 알려져 있으며
1)
, 실제로 치주질환은 동맥경화증, 

신장병, 망막병, 신경병, 그리고 말초혈관 질환과 함께 당뇨

병의 주요 합병증의 하나로 간주되고 있다
2)
.

당뇨병은 호중구의 부착, 화학주성, 그리고 탐식작용의 

저하를 초래하여 치주낭 내의 병인균을 증가시키고 치주조

직 파괴를 현저히 증가시키는 것으로 알려져 있으며
3,4)

, 최

근에는 단백질 당화의 최종 산물이 당뇨병 환자에서의 치주

질환에 영향을 미칠 수 있음이 제시된 바도 있다
5)
. 또한, 당

뇨병과 관련이 있는 병리인자인 고혈당증이 치주질환 병인

균주에서 유래된 세균내독소(Lipopolysaccharide; LPS) 등

의 독성인자들과 상호 작용하여 당뇨병 환자에서의 치주질

환의 진전을 촉진할 가능성도 있다.
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ABSTRACT

Purpose: Diabetes mellitus is a clinically and genetically heterogeneous group of metabolic disorders manifested by 

abnormally high levels of glucose in the blood. Mounting evidence demonstrates that diabetes is a risk factor for gingivitis 

and periodontitis. The circulating mononuclear phagocytes in diabetic patients with hyperglycemia are chronically exposed to 

high level of serum glucose. Thus, this study attempted to determine the effect of pre-exposure of monocytes and 

macrophages to high concentration of glucose on lipopolysaccharide (LPS)-induced production of pro-inflammatory mediators. 

Material and Methods: For this purpose, cells were cultured in medium containing normal (5 mM) or high glucose (25 

mM) for 4-5 weeks before treatment for 24 h with LPS. LPS was highly purified from Porphyromonas gingivalis or Prevotella 

intermedia by phenol extraction. 

Result: Results showed that prolonged pre-exposure of cells to high glucose markedly increased LPS-stimulated NO secretion 

when compared to normal glucose. In addition to NO, high glucose also augmented LPS-stimulated IL-6, IL-8, and TNF-α

secretion after cells were exposed to high glucose for 4 weeks. 

Conclusion: The present study demonstrates that pre-exposure of mononuclear phagocytes with high glucose augments 

LPS-stimulated production of pro-inflammatory mediators. These findings may explain why periodontal tissue destruction in 

diabetic patients is more severe than that in non-diabetic individuals. (J Korean Acad Periodontol 2008;38:511-520)
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고농도의 글루코스는 유전자 발현과 신호활성화 등에 있

어 급성적 영향을 미칠 수 있는 것으로 알려져 있다. 이와 

관련하여, Lin 등
6)
은 신장의 사구체 혈관 사이 세포를 고농

도의 글루코스로 24시간 처치하였을 때 fibronectin mRNA

와 단백질의 발현이 촉진되며, protein kinase C 신호전달 

경로가 이 과정에 관여함을 보고하였다. 또한, Suzuki 등
7)

의 보고에 의하면 혈관 평활근 세포를 고농도의 글루코스로 

4시간 처리함으로써 plasminogen activator inhibitor-1 

유전자의 발현이 증대되었으며, 이 과정에 mitogen-acti-

vated protein kinase(MAPK)와 protein kinase C 활성화

가 관여하였다. 

한편, 몇몇 보고들은 고농도의 글루코스가 유전자 발현과 

신호활성 등에 있어 만성적 영향을 미칠 수 있음을 제시하

고 있다. 이와 관련하여, Tsiani 등
8)
은 쥐의 혈관 사이 세포

를 고농도의 글루코스로 3일간 처치하였을 때 phosphory-

lated p38 MAPK 양이 정상의 글루코스로 처치한 세포에 

비해 유의하게 증진되었음을 보고한 바 있으며, Shamugam 

등
9)
에 의하면 인체 단핵세포주인 THP-1 세포를 3일간 고

농도의 글루코스에 노출시켰을 때 염증성 cytokine과 che-

mokine 유전자의 발현이 증가되었다. 또한, Uemura 등
10)

의 보고에 의하면 혈관 내피세포를 고농도의 글루코스로 2

주간 배양하였을 때 matrix metalloproteinase(MMP)-9의 

발현이 증가되며, Maldonado 등
11)
은 U937 조직구를 고농

도의 글루코스에 4주간 사전 노출시킨 후 Escherichia coli 

LPS로 처리함으로써 MMP-1의 발현이 현저하게 증가하며, 

NF-κB와 MAPK 신호전달 기전이 이 과정에 관여함을 보고

하였다.

당뇨병 환자의 경우 고혈당이 유전자 발현 등에 영향을 

미쳐 치주질환 병인균주의 LPS에 의한 염증 매개물질의 발

현이 증대될 가능성이 있다. 즉, 고농도의 글루코스와 치주

질환 병인균주의 LPS의 상호 증진작용에 의해 대식세포 등

에서의 염증 매개물질의 생성과 발현이 증진될 수 있다. 저

자는 고농도의 글루코스가 치주질환 병인균주의 LPS에 의

한 단핵구 및 대식세포에서의 염증 매개물질의 생성에 미치

는 영향에 대해 연구하여 다소의 지견을 얻었기에 이를 보

고하는 바이다. 

재료 및 방법

1. 균주 및 배양조건

Porphyromonas gingivalis 381과 Prevotella inter-

media ATCC 25611을 연구대상으로 하였다. 이들 균주를 

통법에 따라 1μg/ml menadione과 5μg/ml hemin을 포함

하고 있는 enriched trypticase soy agar 또는 GAM broth 

(Nissui, Tokyo, Japan)를 이용하여 37ﾟC의 혐기성 조건 

(5% H2/5% CO2/90% N2)에서 배양하였으며, 세균의 성장은 

660nm 파장에서의 흡광도를 측정하여 결정하였다. 액체 

배지에서 24시간 배양한 early stationary phase의 균주를 

4ﾟC에서 12,000×g로 20분 원심 분리하여 회수하고, 

phosphate buffered saline(PBS, pH 7.2)으로 3회 세척한 

후 동결건조하였다

2. LPS의 순수분리

LPS는 hot phenol-water법
12)
에 의거하여 추출하였다. 

간략히 소개하면, 동결건조한 세균을 발열원이 제거된 증류

수에 녹이고, 동일 부피의 90% phenol을 가한 후, 68゚ C에

서 20분간 휘저으면서 2회 추출하였다. 그 후, 혼합액을 냉

각시키고, 7,000×g에서 15분간 원심분리하여 수용액층을 

분리하였다. 수용액층을 모아 4ﾟC에서 증류수를 이용하여 

철저히 투석하고, 105,000×g에서 3시간 초원심분리하여 

동결건조하였다. 0.1M Tris-HCl(pH 8.0)에서 DNase(25

μg/ml)와 RNase(25 μg/ml)로 37ﾟC에서 밤새 처리하여 핵

산을 제거하고, 단백질 오염은 proteinase K(50 μg/ml)를 

가하여 60ﾟC에서 1시간 처리한 후 37ﾟC에서 밤새 배양하여 

제거하였다. 

3. 세포배양 

마우스의 대식세포 유사 세포주인 RAW264.7(American 

Type Culture Collection, Rockville, MD, USA)은 37ﾟC의 

5% CO2/95% air 배양기에서 10% [v/v] heat-inactivated 

fetal bovine serum(FBS), 100 U/ml penicillin, 100μg 

/ml streptomycin, 10mM HEPES, 2mM L-glutamine, 

0.2% NaHCO3, 그리고 1mM sodium pyruvate이 포함된 

Dulbeccoʼs modified Eagleʼs medium(DMEM)으로 배양하
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였다. 인체 단핵세포주인 THP-1과 U937(ATCC)은 Nunc 

플라스크와 10% [v/v] heat inactivated FBS, 50μM 

2-mercaptoethanol, 1mM sodium pyruvate, 25mM 

HEPES, 100 U/ml penicillin, 그리고 100μg/ml strepto-

mycin을 포함하고 있는 RPMI 1640 배지를 이용하여 37ﾟC

의 5% CO2/95% air 배양기에서 배양하였다. THP-1 세포

를 대식세포로 분화시키기 위해서는 24-well 배양판에 세

포(5×10
5
 cells/ml/well)를 분주한 후 50ng/ml 농도로 

phorbol 12-myristate 13-acetate(PMA)를 가하였다. 세포

가 분화하여 플라스틱 배양판에 부착되도록 72시간 동안 배

양한 후 배지로 3회 세척하였다.  

배지를 2~3일마다 교체하면서, 정상 농도(normal glu-

cose; NG; 5mM) 또는 고농도의 글루코스(high glucose; 

HG; 25mM)를 포함하는 배지에서 지정된 기간 동안 세포

를 각각 사전 배양한 후, 다양한 농도의 LPS를 가하여 지정

된 시간 동안 배양하고, IL-6, IL-8, TNF-α, 그리고 NO

의 정량을 위해 상층액을 수집하여 -70ﾟC에 보관하였다.

4. NO의 정량

NO의 농도는 배양 상층액 내의 nitrite(NO2
-
) 농도를 측

정하여 결정하였다. 간략히 소개하면, 96-well flat-bot-

tomed microtiter plate에 배양 상층액 100 μl와 동일 부피

의 Griess reagent(1% sulfanilamide, 0.1% naphthyl-

ethylene diamine dihydrochloride, and 2.5% phosphoric 

acid) (Sigma Co., St Louis, MO, USA)를 혼합한 후 실온

에서 10분간 방치하고, Spectra Max 250 ELISA Reader 

(Molecular Devices, Palo Alto, CA, USA)를 이용하여 

540nm에서 흡광도를 측정하였다. Nitrite의 농도는 배양액

으로 연속 희석한 NaNO2(Sigma)로 제작한 표준 곡선을 이

용하여 결정하였다.

5. IL-6, IL-8 및 TNF-α의 정량 

ELISA Set(OptEIA; BD Pharmingen, San Diego, CA)

을 이용하여 배양액 상층액 내의 IL-6, IL-8 및 TNF-α의 

농도를 결정하였다. 제조자의 지시에 의거하여, 단일클론 

항체로 microtiter plate를 피복하고, quantitative sol-

id-phase sandwich enzyme immunoassay를 시행하여 배

양액 ml 당의 양을 결정하였다.

6. 통계분석

통계분석은 studentʼs paired t-test에 의거하였다. 자료

는 4회의 독립적인 실험의 평균과 표준편차로 표시하였다.

결과

1. 고농도의 글루코스가 RAW264.7 세포에서의 

NO의 생성에 미치는 영향

마우스 대식세포인 RAW264.7 세포를 정상(NG; 5mM) 

또는 고농도(HG; 25mM)의 글루코스를 포함하는 배지에서 

5주간 사전 배양한 후, 다양한 농도의 P. gingivalis LPS를 

가하여 24시간 배양하였다. HG 및 NG 모두에서 농도 의존

적으로 NO의 생성이 증가하였으며, HG에서 5주간 사전 배

양한 후 10μg/ml의 LPS를 가한 세포에서는, NG에서 5주

간 사전 배양한 세포에 비해, 약 6.4배(21.2 vs. 3.3μM)의 

NO를 생성하였다(Fig. 1). 

NG 또는 HG 배지에서 RAW264.7 세포를 5주간 사전 배

양한 후, 다양한 농도의 P. intermedia LPS를 가하여 24시

간 배양하였다. HG 및 NG 모두에서 농도 의존적으로 NO의 

생성이 증가하였으며, HG에서 5주간 사전 배양한 후 10μg/ml

의 LPS를 가한 세포에서는, NG에서 5주간 사전 배양한 세

포에 비해, 약 1.6배(45.7 vs. 28.3μM)의 NO를 생성하였

다(Fig. 2).

2. 고농도의 글루코스가 분화시킨 THP-1 세포에서

의 염증성 cytokine의 생성에 미치는 영향

인체 단핵구 세포주인 THP-1을 PMA로 처치하여 대식세

포로 분화시킨 후 NG 또는 HG 배지에서 4주간 사전 배양

한 후, 다양한 농도의 P. intermedia LPS를 가하여 24시간 

배양하였다. HG 및 NG 모두에서 농도 의존적으로 IL-6의 

생성이 증가하였으며, HG에서 4주간 사전 배양한 후 10μg 

/ml의 LPS를 가한 세포에서는, NG에서 4주간 사전 배양한 

세포에 비해, 약 1.4배(1.4 vs. 1.0ng/ml)의 IL-6를 생성하

였다(Fig. 3). 또한, HG 및 NG 모두에서 농도 의존적으로 

TNF-α의 생성이 증가하였으며, HG에서 4주간 사전 배양

한 후 10μg/ml의 LPS를 가한 세포에서는, NG에서 4주간 

사전 배양한 세포에 비해, 약 1.5배(9.1 vs. 5.9ng/ml)의 

TNF-α를 생성하였다(Fig. 4).
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3. 고농도의 글루코스가 U937 세포에서의 염증성 

cytokine의 생성에 미치는 영향

인체 단핵구 세포주인 U937 세포를 NG 또는 HG 배지에

서 0~4주간 사전 배양한 후, 10μg/ml의 P. gingivalis 

LPS를 가하여 24시간 배양하였다. 시간의 경과에 따라 HG

에서의 IL-8 생성이 현저히 증가되었으며, HG에서 4주간 

사전 배양한 U937 세포에서는 NG에서 4주간 사전 배양한 

세포에 비해 약 2.7배(0.35 vs. 0.13ng/ml)의 IL-8을 생성

하였다(Fig. 5). 한편, HG에서 4주간 사전 배양한 후 10μ

g/ml의 P. intermedia LPS로 처리한 U937 세포에서도 시

간의 경과에 따라 HG에서의 IL-8 생성이 현저히 증가되었

으며, NG에서 4주간 사전 배양한 세포에 비해 약 4.9배 

(0.49 vs. 0.10ng/ml)의 IL-8을 생성하였다(Fig. 6).

Figure 1. The effect of pre-exposure to high glucose on Porphyromonas gingivalis LPS-stimulated nitric oxide (NO) 

production. RAW264.7 cells were incubated in medium containing normal glucose (5mM, gray bars) or high glucose (25

mM, hatched bars) for 5 weeks and then treated with increasing concentrations of P. gingivalis LPS for 24 h. 

Supernatants were removed and assayed for NO. The results are means±standard deviation of four experiments. 
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Figure 2. The effect of pre-exposure to high glucose on Prevotella intermedia LPS-stimulated nitric oxide (NO) 

production. RAW264.7 cells were incubated in medium containing normal glucose (5mM, gray bars) or high glucose (25

mM, hatched bars) for 5 weeks and then treated with increasing  concentrations of P. intermedia LPS for 24 h. 

Supernatants were removed and assayed for NO. The results are means±standard deviation of four experiments.
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Figure 3. The effect of pre-exposure to high glucose on Prevotella intermedia LPS-stimulated IL-6 production. 

Differentiated THP-1 cells were incubated in medium containing normal glucose (5mM, gray bars) or high glucose (25

mM, hatched bars) for 4 weeks and then treated with increasing concentrations of P. intermedia LPS for 24 h. 

Supernatants were removed and assayed for IL-6. The results are means±standard deviation of four experiments.
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Figure 4. The effect of pre-exposure to high glucose on Prevotella intermedia LPS-stimulated TNF-α production. 
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mM, hatched bars) for 4 weeks and then treated with increasing  concentrations of P. intermedia LPS for 24 h. 
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Figure 5. The effect of pre-exposure to high glucose on Porphyromonas gingivalis LPS-stimulated IL-8 production. U937 

cells were incubated in medium containing normal glucose (5mM, gray bars) or high glucose (25mM, hatched bars) for 

0, 1, or 4 weeks and then treated with 10μg/ml of P. gingivalis LPS for 24 h. Supernatants were removed and assayed 

for IL-8. The results are means±standard deviation of four experiments.
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Figure 6. The effect of pre-exposure to high glucose on Prevotella intermedia LPS-stimulated IL-8 production. U937 cells 

were incubated in medium containing normal glucose (5mM, gray bars) or high glucose (25mM, hatched bars) for 0, 1, 

or 4 weeks and then treated with 10 μg/ml of P. intermedia LPS for 24 h. Supernatants were removed and assayed for 

IL-8. The results are means±standard deviation of four experiments.
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염증성 cytokine 및 nitric oxide의 생성에 미치는 영향

고찰

고농도의 글루코스가 치주질환 주요 병인균주인 P. gin-

givalis와 P. intermedia의 LPS에 의한 단핵구 및 대식세

포에서의 NO와 각종 염증성 cytokine 등의 염증 매개물질

의 생성과 발현에 미치는 영향을 규명하기 위해 본 연구가 

수행되었다. P. gingivalis와 P. intermedia는 성인성 치

주염 환자의 치주낭 내에 우세하게 존재하는 치주질환 주요 

병인균주 중의 하나이며
13)
, P. intermedia는 급성괴사성궤

양성 치은염과 임신성 치은염 환자의 치은연하치태에도 빈

번히 존재한다
14,15)

. 한편, 인간의 치은열구액은 약 87 mg% 

(4.8mM)의 글루코스를 함유하고 있으며
16)
, 당뇨병 환자의 

경우에는 열구액 내의 글루코스 농도가 170mg% (9.4mM)

까지 증가하는 것으로 알려져 있다
17)
.

본 연구의 결과를 종합하여 보면, 고농도의 글루코스에 

의해 RAW264.7 세포와 U937 세포에서의 P. gingivalis 

LPS에 의한 NO 및 IL-8의 생성이 각각 현저히 증가되었으

며, 이 중 RAW264.7 세포에서의 NO 생성이 가장 뚜렷이 

증가하였다. 또한, 고농도의 글루코스에 의해 RAW264.7 세

포, 분화시킨 THP-1 세포, 그리고 U937 세포에서의 P. 

intermedia LPS에 의한 NO, IL-6 및 TNF-α, 그리고 

IL-8의 생성도 각각 현저히 증가되었으며, 이 중 U937 세

포에서의 IL-8 생성이 가장 뚜렷이 증가하였다. 

LPS는 P. gingivalis와 P. intermedia와 같은 그람음성

세균의 세포벽 외막에 존재하는 주요성분 중의 하나로 대식

세포를 포함한 다양한 숙주세포를 자극하여 NO, IL-6, 

IL-8, 그리고 TNF-α와 같은 염증 매개물질의 생성과 분비

를 유도할 수 있다. NO는 대식세포와 같은 면역세포에 의

해 생성되어 각종 생리 및 병리적 과정에 있어 중요한 역할

을 하는 것으로 알려져 있다. NO는 각종의 조직에 존재하

는 nitric oxide synthase(NOS)에 의해 L-arginine으로부

터 생성된다. Neuronal NOS, endothelial NOS, 그리고 

inducible NOS(iNOS) 등 3종의 NOS가 존재하며, 이 중 

NOS-2라고도 불리는 iNOS는 세균 감염 시 LPS와 각종 염

증성 cytokine 등의 염증성 자극에 의해 대식세포를 포함한 

다양한 세포에서 발현된다
18)
. iNOS가 일단 발현되면 장기간 

다량의 NO가 생성되어 염증 시의 세포독성에 관여하는 것

으로 여겨진다. NO는 새로운 유형의 염증 매개물질로 주목

받고 있다. NOS 활성과 NO 생성을 억제함으로써 골관절염

과 사구체 신염 등 염증성 질환의 진행과 심도를 억제할 수 

있음이 밝혀진 바도 있다
19)
. NO는 다른 염증성 질환에서와 

마찬가지로 염증성 치주질환에 있어서도 중요한 역할을 하

는 것으로 여겨진다. 치주질환 시 NO의 생성이 증가하며
20)

, 

만성치주염에 이환된 치은조직 내에는 iNOS 단백질과 

mRNA가 건강한 치주조직에 비해 고농도로 존재하고
21,22)

, 

치주조직 내에서의 iNOS의 주 공급원으로는 대식세포, 다

형핵 백혈구, 섬유아세포, 그리고 혈관 내피세포 등을 들 수 

있다
21,22)

. 또한, 치주질환 병인균주인 P. intermedia의 LPS

는 대식세포에서 NO 생성과 iNOS의 발현을 유발하였다
23)

.

IL-6는 조직손상과 감염에 대한 숙주의 반응에 있어 중

요한 역할을 한다. IL-6는 골흡수의 촉진 등 다양한 생물학

적 활성을 가지고 있으며
24)

, 치주염을 포함한 다양한 염증

성 질환의 발병에 있어 중요한 역할을 하는 것으로 알려져 

있다. 실제로, 치주질환 시 IL-6의 생성이 증가되며
25)

, 치

주질환 병인균주에 의한 자극에 의해 치은섬유아세포에서 

IL-6의 생성이 유발된다
26)

.

IL-8은 염증 시 다형핵 백혈구의 보충과 활성화에 있어 

중요한 역할을 하는 강력한 염증성 cytokine이다. IL-8은 

주로 단핵구에 의해 생성되며, 치주질환 이환부위에서 분리

한 치은섬유아세포는 건강한 부위에서 분리한 세포에 비해 

in vitro에서 IL-8을 더 현저히 생성하였으며
27)

, 치주질환

자의 치은열구액 내에는 건강한 자에 비해 IL-8이 더 고농

도로 존재한다
28)

.

TNF-α는 염증반응에 있어 주요한 면역학적 매개물질로

서 다양한 감염성질환의 발병과 진행에 있어 중요한 역할을 

하는 것으로 알려져 있다. TNF-α는 LPS 등의 다양한 자극

에 의해 활성화된 대식세포 및 단핵구에 의해 주로 생성되

며
29,30)

, 이들 세포에서의 LPS에 의한 TNF-α의 생성은 전

사 및 해독수준에서 조절되는 것으로 알려져 있다. 

Stashenko 등
31)
과 Ebersole 등

32)
은 건강한 부위보다는 치

주질환에 이환된 부위의 치은열구액과 치은조직에 TNF-α

가 고농도로 존재함을 보고한 바 있다. 또한, TNF-α에 의

해 결체조직과 치조골의 파괴가 유발될 수 있음이 Thomson 

등
33)

, Abu-Amer 등
34)

, 그리고 Kobayashi 등
35)

에 의해 제

시되었고, Assuma 등
36)

은 TNF-α의 활성을 차단함으로써 

실험적 치주염에서의 염증 반응과 치조골 소실이 억제될 수 

있음을 보고한 바도 있다. 이상의 보고들은 TNF-α가 치주

질환의 발병과 진행에 있어 중요한 역할을 할 수 있음을 제

시하고 있다.
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고농도의 글루코스가 in vitro에서의 유전자 발현과 신호

활성 등에 있어 급성 또는 만성적 영향을 미칠 수 있음이 

제시된 바 있으며, in vivo에서의 유전자 발현에 있어서도 

고혈당증이 영향을 미칠 가능성이 높은데, 이는 당뇨병이 

만성적인 질환이며, 세포, 조직, 그리고 기관들이 고농도의 

글루코스에 장기간 노출되어 있기 때문이다. 한편, 당뇨병

과 연관이 있는 치주질환 환자의 경우 고농도의 글루코스 

뿐만 아니라 치주질환 병인균주의 LPS에도 장기간 노출되

어 있다. 따라서, 당뇨병 환자의 경우 치주질환 병인균주의 

LPS에 의한 염증 매개물질의 발현이 고혈당에 의해 증대될 

가능성이 있다. 당뇨병 환자의 호중구의 기능은 흔히 저하

되지만, 단핵구 및 대식세포의 기능은 증진되어 염증성 cy-

tokine과 매개물의 생성이 현저히 증가되어
37,38)

, 치은열구

액 내의 염증성 cytokine의 농도가 증가될 수 있으며, 치주

조직 내의 염증성 cytokine의 증가는 당뇨병 환자에서의 치

주조직 파괴의 증가를 초래할 수 있다. 고농도의 글루코스

가 치주질환 병인균주의 LPS에 의한 단핵구와 대식세포에

서의 염증 매개물질의 생성과 발현에 미치는 영향 및 그 기

전에 대한 본 연구는 비당뇨병 환자에 비해 당뇨병 환자에

서 치주질환에 의한 치주조직 파괴가 왜 더 현저한지에 대

한 해답을 제공해 줄 수 있을 것이다. 고농도의 글루코스가 

염증 매개물질 유전자의 발현 등에 미치는 영향 및 그 기전

에 관한 연구가 현재 진행 중이다.
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