
서론

치주질환은 세균과 숙주의 면역 체계 사이의 상호작용의 

결과로 발생되는 염증성 질환으로, 세균은 독성산물을 형성

하고 숙주 면역체계를 활성화시켜 치주조직의 파괴를 야기

하게 된다
1,2)

. 활성화된 면역체계로 polymorphonuclear 

leukocytes(PMNs)가 증가되고, 이 PMNs의 호흡파열로 반

응성 산소종(reactive oxygen species, ROS)이 형성된다
3,4)

. ROS의 종류에는 hydrogen peroxide(H2O2), hydroxyl 

radical( ․OH)과 superoxide radical( ․O2-) 등이 있으며 이

들은 DNA 손상, Lipid peroxidation, 단백질 손상, 효소 

산화 및 pro-inflammatory cytokine 유리 등을 통하여 조

직 손상을 야기한다고 알려져 있다
4)
. 이러한 ROS는 치주질

환 외에도 rheumatoid arthritis, acute respiratoty 

dis-stress syndrome, AIDS를 포함한 100여 가지 이상의 

질환과 관련되어 있다고 보고되었다
3)
. 또한 ROS는 노화에 

관여하는 것으로 알려져 있으며
5)
, 따라서 ROS를 억제함으
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ABSTRACT

Purpose: To evaulate the effects of chlorhexidine and H2O2 on matrix metalloproteinase-1 (MMP-1), tissue inhibitor of 

metalloproteinase(TIMP-1, TIMP-2), Type 1 collagen, fibronectin and UNCL expressions in human periodontal ligament 

fibroblasts (hPDLF). 

Materials and Methods: 1.2×10
-1
%, 1.2×10

-2
% and 1.2×10

-3
% CHX and 3x10

-3
%, 3×10

-4
% and 3x10

-5
% H2O2 and mixture 

of CHX and H2O2 were applied to hPDLF for 1 min and 30 min. The mRNA expressions of MMP-1, TIMP-1 and 2, Type 

1 collagen, fibronectin and UNCL in hPDLF were analysed by RT-PCR.

Results: The result were as follows: 

1. The expression of UNCL mRNA was higher than that of other mRNAs. 

2. 1.2×10
-3
% CHX increased mRNA expressions of hPDLF as application time increased. 

3. H2O2 lower than 3x10
-3
% increased expression of UNCL mRNA, and did not decrease mRNA expression of hPDLF. 

4. hPDLF treatment with 1.2×10
-1
% CHX (with or without H2O2) resulted in no gene expression. 

5. hPDLF treatment with 1.2×10
-2
% CHX (with or without H2O2) for 30 minutes resulted in no gene expression.

Conclusion: Because low concentration of CHX and H2O2 increased UNCL mRNA expression of hPDLF, low concentraction 

of CHX and H2O2 may have an antioxidative effect. (J Korean Acad Periodontol 2008;38:645-656)
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로써 치주질환의 억제와 치주조직의 노화를 억제할 수 있는 

가능성을 예측할 수 있다. 

Chlorhexidine(CHX)은 구강 내 치태 관련 세균을 감소

시키거나 억제시키기 위해 널리 쓰이고 있는 구강 세정액이

다. CHX을 치주질환 환자에게 사용할 때 치태 침착, 염증, 

치주낭 깊이가 감소된다는 결과들이 보고되어 왔다
6,7)

. 그러

나 이런 효과 외에도 치주조직에 독성을 보인다는 보고들도 

있다
8)
. Giannelli 등

8)
은 골모세포, 섬유모세포, 내피세포에 

대한 CHX의 독성효과를 연구하여 CHX에 의한 세포사, 

mitochondria 기능 변화 및 oxidative stress 등을 보고하

였다. 그러나 Goultschin 등
9)
은 치주조직 염증 시 증가되는 

ROS를 CHX이 억제한다고 보고하였으며, Battino 등
10)
과 

Firatli 등
11)
도 CHX의 항산화 기능을 보고하였다. 이러한 

결과들은 섬유모세포나 골모세포 등에서 CHX의 효과에 대

한 정확한 결론이 아직 규정되어 있지 않다는 것을 의미하

며, 사람 치주인대섬유모세포에서 CHX의 효과에 대한 연구 

또한 미비한 실정이다.

사람 치주인대섬유모세포는 백악질과 치조골 형성에 관

여하고 골모세포, 백악모세포, 치주인대섬유모세포 등으로 

분화할 수 있는 능력을 가지고 있어 치주조직의 재생과 치

유에 중요한 역할을 담당하고 있으며, ROS와 항산화제에 

대한 연구를 통해 ROS에 의한 조직파괴를 감소시킬 수 있

다면 치주조직 파괴를 억제하고 조직재생을 향상시킬 수 있

을 것으로 생각된다.

본 연구에서는 배양된 사람 치주인대섬유모세포에서 6종

류의 세포외 기질단백질(matrix metalloproteinase-1(MMP-1), 

tissue inhibitor of matrix metalloproteinase-1,2(TIMP-1,2), 

Type 1 collagen, fibronectin, UNCL)들의 mRNA 발현에 

미치는 H2O2와 CHX의 효과를 비교하여, CHX의 항산화 역

할과 치주조직 재생에 미치는 영향을 평가하고자 한다.

재료 및 방법

1. 사람 치주인대섬유모세포 배양

조선대학교 치과병원에 내원한 치주조직이 건강한 환자

로 교정치료를 위하여 발거된 제 1소구치의 치근 중앙 1/3

에서 얻은 조직들을 무균 작업대에서 항생제가 함유된 

Hank̓s balanced salt solution(HBSS, Gibco BRL, Grand 

Island, NY)으로 수회 세척한 후, 해부 현미경하에서 1∼2 

mm
3
의 크기로 절단하였다. 절단된 조직단편들을 60mm 세

포 배양접시에 위치시킨 후 조직의 이동을 방지하기 위하여 

슬라이드 글라스를 조직 위에 올려놓고, 10% fetal bovine 

serum(FBS)을 함유한 DMEM 배지(Gibco BRL, Grand 

Island, NY)를 이용하여 5% CO2, 37℃, 100% 습도 조건에

서 배양하였다. 배지는 2일 간격으로 교체하였으며, 세포의 

증식상태를 관찰하며 계대배양하여 5세대의 세포를 각각 실

험에 이용하였다.

2. MTT assay

실험에 사용할 H2O2와 CHX의 농도를 결정하기 위하여 

세포 활성도를 측정하였다. CHX(클로헥신
Ⓡ
, 대웅제약)은 

1.2×10
-1
%를 사용하였고, listerine(뉴트린

Ⓡ
, 근화제약)은 

CHX과 비교하기 위하여 실험에 추가하였다. 계대배양된 세

포를 24-well plate에 2×10
4
/well로 분주하고 CHX 

1.2×10
-1
%, 1.2×10

-2
%, 1.2×10

-3
%, H2O2 3×10

-3
%, 

3×10
-4
%, 3×10

-5
%와 listerine 100%, 50%, 1%를 1분과 

30분씩 각 well에 단독 혹은 병용하여 적용시킨 후 PBS로 

세척하였다. 24시간 후 같은 방법으로 CHX, H2O2와 lis-

terine을 재적용시킨 후, MTT assay를 시행하였다.

 

3. 역전사 중합효소연쇄반응(Reverse transcription- 

polymerase chain reaction, RT-PCR)

60mm 배양접시에 5세대 세포를 2×10
4
/dish의 농도로 

분주한 후, 80∼90%로 밀생될 때까지 배양하였다. MTT 

assay 결과를 바탕으로 CHX 농도는 1.2×10
-1
%, 

1.2×10
-2
%, 1.2×10

-3
%를, H2O2 농도는 3×10

-3
%, 

3×10
-4
%와 3×10

-5
%를, listerine은 1%를 선택하였으며 1

분, 30분씩 각각 적용하였다. 동일한 농도와 배양시간으로 

CHX과 H2O2를, listerine과 H2O2를 병용하여 적용하였다 

(Table 1). 적용 후 PBS로 세척하고 10% FBS가 함유된 

DMEM을 넣어 배양하였으며, 동일한 방법으로  5일 동안 

24시간 간격으로 시약을 적용하였다.

총 6일 동안 배양된 세포로부터 Trizol Reagent 

(Invitrogen, USA)를 이용하여 total RNA를 추출하였다. 

각 RNA 1μg당 0.5μg의 oligo-dT, 200 unit의 reverse 

transcriptase, 20 unit의 RNase inhibitor를 혼합하여 65゚ C
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에서 60분간 반응시켜 first strand cDNA를 합성하였다. 

UNCL, Type 1 collagen, fibronectin, TIMP-1과 -2, 

MMP-1 및 GAPDH의 mRAN 발현을 확인하기 위하여 각각

의 primer를 이용하여 RT-PCR을 시행하였다. 사용된 각각

의 primer는 GAPDH(5'-CTCTGACTTCAACAGCGACA-3', 

5'-TCTCTCTCTTCCTCTTGTGC-3', 330bp), MMP-1(5'-GG 

TGATGAAGCAGCCCAG-3', 5'-CAGTAGAATGGGAGAGTC-3', 

510bp), UNCL(5'-GTGCTGGACATGGGATTCTT-3', 5'-GT 

CTCTGCTCTGTCGTTTCA-3', 141bp), Type 1 collagen 

(5'-CTTCCTGCGCCTGATGTCCA-3', 5'-CTCGTGCAGCCAT 

CGCAGT-3', 192bp), TIMP-1(5'-ACCCCCGCCATGGAGAG 

TGT-3', 5'-GAGGCAGGCAGGCAAGGTGA-3', 551bp), 

TIMP-2(5'-GATCAGGGCCAAAGCGGTCAG-3', 5'-GGTGC 

CCGTTGATGTT CTTCTCTG-3', 590bp), Fibronectin 

(5'-ACCACGTAGGAGAACAGTT-3', 5'-ACACTATTGCGG 

GCCAG-3', 665bp)이다. RT 과정을 통하여 합성한 1μg의 

cDNA를 template로 각각의 primer, 1 unit의 Taq DNA 

polymerase, 250μM의 dNPTs, 10 mM의 Tris-HCl(PH 

9.0), 40mM의 KCl, 1.5mM의 MgCl2를 혼합하여 PCR을 

시행하였으며, PCR 조건은 Tabel 2에 나타내었다. 

PCR은 PTC-200(MJ Research Inc., USA)를 사용하여 

predenaturation 후, denaturaion, annealing 및 extension

의 과정을 33회 반복하였고, PCR product는 1.5% agarose 

gel에 전기영동하여 확인하였다. ImageGauge 3.12를 통하

여 각 전기영동상의 흑화도를 계산하여 비교하였다.

Table 1. Twenty Groups with Different Application Conditions of H2O2, CHX and Listerine

Groups Concentration Application time (min)

1     Control 1, 30

2     CHX 1.2×10
-1
% +H2O2 3×10

-3
% 1, 30

3     CHX 1.2×10
-1
% +H2O2 3×10

-4
% 1, 30

4     CHX 1.2×10
-1
% +H2O2 3×10

-5
% 1, 30

5     CHX 1.2×10
-2
% +H2O2 3×10

-3
% 1, 30

6     CHX 1.2×10
-2
% +H2O2 3×10

-4
% 1, 30

7     CHX 1.2×10
-2
% +H2O2 3×10

-5
% 1, 30

8     CHX 1.2×10
-3
% +H2O2 3×10

-3
% 1, 30

9     CHX 1.2×10
-3
% +H2O2 3×10

-4
% 1, 30

10     CHX 1.2×10
-3
% +H2O2 3×10

-5
% 1, 30

11     Lis 1% +H2O2 3x10
-3
% 1, 30

12     Lis 1% +H2O2 3x10
-4
% 1, 30

13     Lis 1% +H2O2 3x10
-5
% 1, 30

14     CHX 1.2×10
-1
% 1, 30

15     CHX 1.2×10
-2
% 1, 30

16     CHX 1.2×10
-3
% 1, 30

17     H2O2 3×10
-3
% 1, 30

18     H2O2 3×10
-4
% 1, 30

19     H2O2 3×10
-5
% 1, 30

20     Lis 1% 1, 30

CHX: Chlorhexidine, Lis: Listerine, H2O2: hydrogen peroxide
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결과

사람 치주인대세포의 기질 단백질 발현에 미치는 H2O2와 

CHX의 효과를 비교하기 위하여 배양된 사람 치주인대세포

에 H2O2와 CHX를 적용하였다. 또한 Listerine은 CHX과 비

교하기 위하여 실험에 추가하였다. 시약의 적용 농도를 결

정하기 위하여 MTT assay를 실시한 결과 Listerine 100%, 

50%가 함유된 시약이 적용된 실험군은 대조군보다 낮은 세

포활성도를 보여 본 실험에서 배제하고 H2O2 3×10
-3
%, 

3×10
-4
%, 3×10

-5
%, CHX 1.2×10

-1
%, 1.2×10

-2
%, 

1.2×10
-3
%와 Listerine 1%를 적용하였다. CHX, H2O2과 

listerine은 단독으로 1분, 30분씩 각각 적용하였으며 동일

한 농도와 배양시간으로 CHX과 H2O2를, listerine과 H2O2

를 병용하여 적용하였다(Table 1), 적용 후 PBS로 세척하고 

10% FBS가 함유된 DMEM을 넣어 배양하였으며, 동일한 방

법으로 5일 동안 24시간 간격으로 시약을 적용하였다.

시약 적용되어 배양된 세포를 이용한 RT-PCR를 통해 다

음과 같은 결과를 얻었다. 

1. 사람 치주인대섬유모세포의 증식에 미치는 CHX 효과

CHX 1.2×10
-1
%가 포함된 실험군에 치주인대섬유모세포

는 거의 관찰되지 않았으며 CHX 1.2×10
-2
%가 포함된 실험

군 중 30분 적용된 실험군의 세포 수도 감소되었으나, 그 

외 실험군의 치주인대섬유모세포는 대조군과 큰 차이가 없

었다(Fig. 1).

      

Figure 1. Effect of CHX on cell proliferation in cultured human periodontal

ligament fibroblasts (hPDLF). They were differently observed according 

to the application concentration and time of CHX.

A: control, B: CHX 1.2×10
-1
% 1 min application, C: CHX 1.2×10

-1
% 30min

application, D: CHX 1.2×10
-2
% 30 minute application.

A B C

D

Table 2. Conditions for RT-PCR

Temperature (℃)

GAPDH MMP-1

FN TIMP-1 UNCL COL I Time (min.)

TIMP-2

Predenaturation 94 94 94 94 5

Denaturation 94 94 94 94 1

Annealing 55 58 65 65 1

Extension 72 72 72 72 1
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2. UNCL, Type 1 collagen, fibronectin, TIMP-1, 

TIMP-2 및 MMP-1 mRNA 발현 분석 

사람 치주인대섬유모세포에서 UNCL mRNA는 1분 적용

한 실험군에서 대조군보다 발현이 두드러졌으며 H2O2 

3×10
-5
%를 30분 적용한 실험군에서는 발현이 감소되었다. 

MMP-1 mRNA는 H2O2 3×10
-5
%를 30분 적용한 실험군에

서 대조군보다 발현이 감소하였다(Fig. 2). 

CHX 1.2×10
-1
% + H2O2 3x10

-3
%, CHX 1.2×10

-1
% + 

H2O2 3×10
-4
%, CHX 1.2×10

-1
% + H2O2 3×10

-5
%와 CHX 

1.2×10
-1
%를 1분과 30분 적용한 실험군과 CHX 1.2×10

-2
% 

+ H2O2 3×10
-3
%, CHX 1.2×10

-2
% + H2O2 3×10

-4
%, 

CHX 1.2×10
-2
% + H2O2 3×10

-5
%와 CHX 1.2×10

-2
%를 

30분 적용한 실험군에서는 조사한 모든 mRNA의 발현을 볼 

수 없었다(Fig. 2).

1) mRNA 발현

1분 동안 시약 적용 실험군에서 UNCL mRNA는 다른 유

전자보다 발현이 뚜렷하였으나 30분 적용 실험군에서는 다

른 유전자와 비슷한 발현을 보였다(Fig. 3).

2) CHX 적용 시 mRNA 발현 양상

(1) CHX 1.2×10-2%이 포함된 1분 실험군

CHX 단독 적용 실험군에서는 UNCL mRNA만이 대조군

보다 높은 발현을 보였으며, H2O2와 병용하여 적용한 실험

군에서도 유사한 결과를 보였다. UNCL mRNA는 CHX 

1.2×10
-2
%와 H2O2 3×10

-3
%를 동시에 적용한 실험군에서 

가장 높은 발현을 보였으며, 이는 CHX 1.2×10
-2
%를 단독

으로 적용한 실험군에서보다 높았다(Fig. 4).
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Figure 2. RT-PCR results according to the application concentration and time of H2O2, 

CHX and listerine. A: 1 min application, B: 30 min application
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Figure 3. Expression of mRNA on 1 and 30 min. application group.
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Figure 4. Effect of CHX 1.2×10-2% with or without H2O2 on mRNA expressions.
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Figure 5. Effect of CHX 1.2×10-3% with or without H2O2 on mRNA expressions.
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Figure 6. Effect of H2O2 3×10-3% with or without CHX on mRNA expressions.
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3) H2O2 적용 시 mRNA 발현 양상

(1) H2O2 3×10
-3
%이 포함된 실험군

H2O2를 단독으로 적용한 실험군에서 UNCL mRNA는 대

조군보다 높은 발현을 보였으며, 이를 제외한 나머지 mRNA

는 대조군과 유사한 발현을 보였다. UNCL mRNA는 1분 실

험군에서는 CHX 1.2×10
-2
%를 병용해서 적용했을 때 가장 

높은 유전자 발현을 보였으며, 30분 실험군에서는 H2O2를 

단독으로 적용했을때 가장 높은 발현을 보였다(Fig. 6).

(2) H2O2 3×10
-4
%이 포함된 실험군

H2O2 단독 적용 실험군에서 1분 적용 시 UNCL mRNA는 

대조군보다 높은 발현을 보였고 나머지 실험군은 대조군과 

유사한 발현을 보였으며, 30분을 적용한 실험군에서 1분 실

험군보다 높은 발현을 보였다. 30분을 적용한 실험군에서는 

H2O2를 단독으로 적용한 실험군이 CHX과 병용하여 적용한 

실험군보다 약간 높은 유전자 발현을 보였다(Fig. 7).

(3) H2O2 3×10
-5
%이 포함된 실험군

1분 적용 실험군에서 H2O2를 단독으로 적용한 실험군과 

CHX과 동시에 적용한 실험군에서 UNCL mRNA는 대조군

보다 높은 발현을 보였으며, 나머지 mRNA는 모두 대조군

과 유사한 발현을 보였다. 특히 UNCL mRNA는 CHX 

1.2×10
-1
%가 포함된 실험군을 제외하고는 매우 높은 발현

을 보였다(Fig. 8). 

총괄 및 고안

CHX은 높은 살균 능력과 glycosydic과 proteolytic ac-

tivity를 억제하고 matrix metalloproteinase(MMP)의 활성

을 감소시키는 효과
12,13,14)

가 있어 현재에도 만성 치주염과 

임플란트 주위염의 치료 및 구강 내 수술 전 단계에서 세균 

억제를 위해 널리 사용되고 있다
15)
. 그러나 구강 내 조직과 

세포에 미치는 부작용 또한 여러 연구들을 통해 보고되고 

있으며, 실제 몇몇 연구에 의하면 CHX은 (1) 배양된 치조골

과 치은 상피세포에 cytotoxic activity를 보이고
16)
 (2) 치은 

섬유모세포 증식 감소와 collagen과 non-collagen protein 

생성을 감소시키고
17,18)

 (3) 섬유모세포의 치근부착과 치주조

직의 재생을 방해하며
19)
 (4) 구강세정을 위해 사용될 때 상

피 및 혈관세포에 genotoxic side effect를 나타낸다고
20) 

보고되었다. Giannelli 등
8)
은 1×10

-2
% CHX을 골모세포에 

적용했을때 활성도가 유의적으로 감소되고 적용 30분 후에 

반응성 산소종이 형성된다고 보고하였으며, 이렇게 형성된 

Figure 7. Effect of H2O2 3×10-4% with or without CHX on mRNA expressions.
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Figure 8. Effect of H2O2 3×10-5% with or without CHX on mRNA expressions.
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반응성 산소종에 의한 oxidative stress는 DNA, 단백질 및 

지질 등의 손상을 일으켜 결국 세포사멸을 유도한다고 보고

하였다. 또한 강 등
21)
은 1.2×10

-1
∼6×10

-3
%의 CHX은 치

은 섬유모세포의 활성을 감소시키며, listerine의 경우 10% 

이상의 농도에서 세포활성을 감소시킨다고 보고하였다. 이

러한 이전 연구자들의 결과는 본 연구의 세포 활성도 측정 

결과와 매우 유사하다. 뿐만 아니라 본 실험의 결과에서, 

CHX 1.2×10
-1
%를 단독 또는 H2O2와 병용하여 적용한 실험

군 모두와 1.2×10
-2
%의 CHX을 단독 또는 H2O2와 병용하

여 30분 적용한 실험군에서 시험한 모든 mRNA 발현이 관

찰되지 않았다. 따라서 1.2×10
-1
%의 CHX은 사람 치주인대

섬유모세포의 유전자 발현에 영향을 주어 이는 치주인대섬

유모세포의 치주조직 재생능력을 감소시키며, 결국 치주조

직의 치유를 억제할 것으로 생각된다. 이러한 결과들을 고

려해 볼 때 치주질환 및 임플란트 주위 질환의 치료를 위한 

재생 술식에서 CHX은 신중히 사용되어져야 할 것으로 사료

된다.

본 연구에서 CHX의 농도가 낮아지면 mRNA 발현을 관

찰할 수 있었으며, 약물의 적용 시간에 따라 발현하는 정도

가 달라짐을 알 수 있었다. CHX의 농도가 낮아질수록 적용 

시간이 길수록 유전자 발현이 높아짐을 볼 수 있었다. 

Goultschin 등
9)
은 저농도(1×10

-4
-1×10

-5
%)의 CHX은 

PMNs의 superoxide 생성을 방해한다고 보고하였으며, 

Battino 등
10)
과 Firatli 등

11)
 또한 미약하지만 CHX의 항산

화 효과를 보고하였다. Yeung 등
22)

은 CHX의 저농도 

(2×10
-5
-2×10

-2
%)에서는 항산화 효과가 관찰되었으나 고

농도(＞8.3×10
-2
%)에서는 ROS를 형성하였다고 보고하였

다. 본 연구에서 CHX 1.2×10
-3
%를 단독으로 1분간 적용하

였을 때 UNCL를 제외한 모든 mRNA의 발현이 가장 낮았

고, 적용시간이 길수록 대조군보다 mRNA 발현이 증가되었

으며, 이 결과는 저농도의 CHX을 일정시간 이상 적용시켰

을 때 mRNA 발현이 자극됨을 시사한다. 그러나 H2O2와 병

용하여 적용했을때 H2O2 단독 적용 시보다 mRNA 발현이 

감소되는 것을 관찰할 수 있었다. 이는 H2O2를 oxidative 

stress로 볼 때 CHX의 항산화 효과가 미미하여 일어나는 

현상으로 사료된다.  

ROS는 조직이 손상을 받아 저산소증 상태에 이른 후 산

소가 다시 유입되는 시기나 염증 시에 발생될 수 있다
23)

. 이 

물질은 조직 내에 많이 존재할 경우 collagen, hyaluronic 

acid 및 proteoglycan 같은 세포외 기질 성분의 depoly-

merization에 영향을 주며, 세포의 단백질, 핵산 및 막지질

의 파괴를 유도할 수 있다
24,25)

. 특히 치주조직에서는 

ground substance degradation, collagenolysis, 과도한 

pro-inflammatory cytokine의 방출, PG-F2의 생성 및 

PMNs의 호흡 파열 등을 통하여 치주조직의 염증과 부착소

실을 야기하게 된다
26)

. ROS 중의 하나인 H2O2는 PMNs의 

호흡 파열로 발생한 superoxide가 dismutation되어 발생되

며, 이것은 Fe 또는 Cu과 반응(Fenton reaction)하여 가장 

반응성이 높은 hydroxyl radical로 전환한다. 이러한 H2O2

의 생체 내 악영향은 H2O2의 세포막을 자유롭게 통과하는 

능력에 의한 것
27)

으로, 조직 손상의 높은 잠재력을 가지고 

있으며, 특히 metal ion이 이용되는 조직에 손상을 일으킬 

수 있다. 그러나 Sen Gupta 등
28)

은 V79 세포 (chinese 

hamster lung fibroblasts)를 고농도의 H2O2에 노출시키기 

전 저농도(9×10
-5
%)의 H2O2에서 1시간 동안 전 처리시켰을 

때, 전 처리하지 않은 실험군보다 세포사멸에 더욱 저항력

이 높아졌다고 보고하였다. Bose 등
19)
도 V79 세포를 저용량

의 H2O2에 몇 주간 반복 노출시킨 후 H2O2에 다시 노출시

킨 세포들은 그렇지 않은 세포보다 세포사멸에 저항성을 보

이며 apoptosis가 감소되었다고 보고하였다. 본 연구에서는 

H2O2 3×10
-3
%를 단독으로 적용한 실험군에서 대조군과 유

사한 mRNA 발현을 관찰할 수 있었으며, 이는 H2O2가 사람

의 치주인대섬유모세포의 유전자 발현에 영향을 미칠 것이

라는 가정과는 다른 결과이다. 또한 최 등
30)

도 3×10
-2
%의 

H2O2를 30분 동안 적용한 실험군에서 치주인대섬유모세포

의 유전자 발현이 나타나지 않았으며, 3×10
-5
% H2O2를 3

분간 적용한 실험군에서 사람 치주인대섬유모세포의 UNCL, 

Type 1 collagen 및 TIMP-1 발현이 현저히 증가됨을 보고

하였다. 이러한 결과를 보아 3×10
-3
% 이하의 저농도 H2O2

는 치주인대섬유모세포에서 유전자의 발현을 자극할 수 있

을 것으로 생각된다.

UNCL은 사람 치주인대섬유모세포에서 발현되는 유전자

들 중의 하나로, 백악질과 치조골의 초기 분화에, 치아이동 

시 개조와 재생에도 중요한 역할을 한다고 보고되었으며
31)
, 

조 등
32)

은 UNCL mRNA는 노화가 진행될수록 그 발현양상

이 감소되어 세포의 분화 및 노화의 정도를 파악하는 표시

자로서 활용할 수 있음을 제시하였다. 본 연구에서 UNCL 

mRNA는 일부 실험군을 제외하고는 모두 대조군보다 높은 

발현을 보였으며, 모든 실험군에서 30분 적용군 경우에서 

mRNA 발현이 감소하였다. 이 결과는 UNCL이 다른 유전자
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에 비해 H2O2와 CHX에 민감하게 반응한다는 것을 가리키

며 저농도의 CHX과 H2O2의 단시간 적용은 UNCL mRNA의 

발현을 유도하여 치주인대섬유모세포의 노화를 감소시키고 

치주재생을 촉진시킬 수 있을 것으로 사료된다.

MMPs는 결합조직 파괴에 가장 중요한 요소이고 치주인

대 부착과 골기질 단백질을 감소시키는 것으로 알려져 있으

며, 이들의 억제제로 TIMPs가 작용을 한다. Kubota 등
33)

은 

만성 치주질환에 이환된 치은을 이용한 연구에서 MMP-1, 

TIMP-1 및 MMP1/TIMP-2 비율이 건강한 치은에서보다 높

은 발현을 보였으며, TIMP-2는 두 집단 사이에서 유사한 

발현을 보였다고 보고하였다. 그러나 Dahan 등
34)

은 

RT-PCR을 이용하여 MMPs mRNA 발현정도를 연구한 보

고에서 정상 치은과 치주질환에 이환된 치은에서 MMPs 발

현의 유의적 차이는 없다고 보고하였다. 본 연구에서 

MMP-1와 TIMP-1,2 mRNA는 모든 실험군에서 유사한 발

현을 보였으며, 이는 Type 1 collagen mRNA 발현양상과도 

비슷하였다. 이러한 결과들은 H2O2가 oxidative stress를 

유도하지 않아 발생한 결과로 생각된다. 따라서 더 다양한 

oxidative stress 조건 하에서 MMP-1과 TIMP-1,2의 발현

양상이나 CHX의 영향에 관한 연구가 필요하리라 생각된다. 

Type I collagen은 결합조직 중 가장 풍부하게 발견되는 

fibrillar collagen으로 노화에 영향을 받음이 여러 연구들

에서 보고되고 있다
35,36)

. 본 연구에서는 모든 실험군에서 

30분 적용군이 1분 적용군과 대조군보다 mRNA 발현이 증

가하였으나, 저농도의 CHX과 H2O2의 적용시간에 따른 

Type I collagen 유전자 발현양상에 관한 연구가 더 필요하

리라 생각된다.

Fibronectin은 세포의 부착과 이주, 창상치유에 중요한 

세포외 기질로서 치주인대세포와 세포외 기질의 상효작용에 

관여한다고 보고되고 있다
37)

. 또한 fibronectin은 노화과정

에서 발생한 반응성 산소종에 의해 손상을 입으며, 이로 인

해 골 형성이 감소될 수 있다고 보고되었다
38)

. 본 연구에서 

fibronectin mRNA는 모든 실험군에서 대조군보다 낮은 발

현을 보였다. 또한 대부분의 실험군에서 1분 적용 시보다 

30분 적용 시에 mRNA 발현이 증가되었다. 향후 저농도의 

CHX과 H2O2를 30분 이상 장시간 적용시킨 후, 유전자 발

현양상의 변화에 관한 연구가 더 필요하리라 생각된다. 

Listerine은 멘톨, 치몰, 유칼립톨과 살리실산 메칠 등으

로 구성된 구강 세정제로서, 여러 치주병원성 세균을 억제

하고 치은 염증을 감소시키는 것으로 보고되었으며
36,39)

, 항

산화 능력도 보고되고 있다. Firatli 등
11)
은 여러 구강 세정

액의 항산화 효과에 관한 연구에서 CHX보다 listerine이 항

산화력이 더 높다고 보고하였으며, Battino 등
10)
도 lister-

ine의 높은 항산화 능력을 보고하였다. 본 연구에서 UNCL 

mRNA 발현은 listerine과 H2O2를 1분간 동시에 적용하였을 

때 크게 증가하였다. 이는 H2O2를 단독으로 적용하였을 때

보다 높은 수준이었고 적용시간이 길어지면 mRNA 발현이 

감소하였으며, 이는 listerine의 항산화력이 적용시간에 의

존함을 시사한다. 

결론적으로, 본 연구에서 저농도의 CHX과 H2O2는 사람 

치주인대섬유모세포에서 주로 UNCL mRNA 발현에 관여하

는 것으로 생각되며 이는 향후 치주조직의 노화와 관련된 

항산화제의 연구에 중요한 기초 자료를 제공하리라 사료된

다. 본 연구에서 사용된 H2O2의 농도는 사람 치주인대섬유

모세포의 mRNA 발현을 현저하게 감소시키지 않았으며, 향

후 H2O2의 농도와 적용시간에 따른 사람 치주인대섬유모세

포의 유전자 발현양상에 대한 연구가 더 필요할 것으로 생

각된다.
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