
I. 서론

국민건강에위해한영향을주는흡연은폐질환, 심
혈관질환, 치주질환형성에위험요소이며종양발생
과도 밀접한 관련이 있다. 흡연과 치주질환 관계 조
사에서 보면 개인 상태를 고려한 연구에서
Stoltenberg 등1)은 흡연군이 더 많은 치조골 소실을
보여주었고, Bergström 등2)에 따르면 흡연군이 치태
요소와는 무관하게 치조골 소실이 많았으며, Lindhe
등3)은 치주염이 흡연 경력과 깊은 관련성을 보고하
였다. 또한 Solomon 등4)은 흡연자에서 치주 질환의
정도가 더 심해짐을 확인하였으며 Ismail 등5)과
Bolin 등6)은 흡연이 치주질환이 발현되는데 있어 중
요한위험인자임을밝힌바있다.
치은조직의 세포성분 대부분은 섬유아세포이며

형태는방추형혹은성상형이며, 기능은섬유와결합
조직의기질을생성하며DNA와단백질을생성한다.
교원질은 치은 전체 단백질의 60%를 차지하는 주요
단백질이다. 치은에 존재하는 교원질은 I형 교원질
이가장많으며, III형과 V형교원질도소량존재한다
7). 섬유아세포는 또한 교원질 분해에도 관여하여
collagenase(MMP-1)를 분비하여 I형 교원질을 분해
한다8).
흡연의 주성분인 Nicotine이 여러 종류의 세포 형

태에 미치는 직접적인 조절 효과는 세포 형태에 따

라 다르게 나타난다. 즉, 골아세포 유사 세포
(osteoblast-like cell)에서 Nicotine은 교원질 생합성
을 억제하나9), 배양된 피부 섬유아세포에서는 교원
질 합성이 증가된다10). 또한 심장의 섬유아세포에서
는 10㎍/ml Nicotine 처리시 pro α1의 mRNA가 31%
감소되었으나, pro α2는 영향을 받지 않았으며,
collagenase 효소 활성이 62%나 감소된다11).
Nicotine은 또한 세포핵의 수를 증가시켜 RNA 합성
에영향을준다12).
이상적인 창상 치유시 섬유아세포의 재생능력과

치아 부착능력이 중요하며, 흡연군에서 치주수술후
에 나타나는 손상된 치유반응 기전은 잘 알려져 있
지 않다13). Nicotine이 치은 섬유아세포에 미치는 in
vitro 실험들을 보면 Murray 등14)은 흡연자의 치근에
서 일반적으로 Nicotine을 채취할 수 있었으며,
Hanes 등15)은 Nicotine이 치은 섬유아세포에 비특이
적으로 결합하여 세포내로 흡수된다고 하였다. 치은
섬유아세포 부착에 관한 Nicotine효과를 보면 Raulin
등12)은 인간의 foreskin 섬유아세포가유리와치근에
서 부착과 성장에서 손상받은 것을 관찰 하였다. 그
러나 foreskin 섬유아세포가신생아조직에서기원하
였기 때문에 성인 치주조직에서 기원한 치은 섬유아
세포와는 다른 양상을 보여준다. 즉 Peacock 등16)은
plastic 배지에 부착된 치은 섬유아세포는 Nicotine에
자극효과 현상을 발견했다. 그러나 이것은 치은 섬
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유아세포가교원질, fibronectin, 다른세포외기질단
백과 결합시 Nicotine의 효과를 측정하지 않았다. 비
록 Nicotine이 치은 섬유아세포부착을 변화시키지만
치은 섬유아세포에 미치는 기전은 잘 알려지지 않고
있다.
담배연기에는일산화탄소(2 - 20 mg)가가장많이

들어 있으며, 담배 한개피에 Nicotine이 0.1 - 2 mg이
나 들어 있다17). 또한 흡연시 특이하게 존재하는
nitrosamine인 4-(methynitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-
butanone(또는 Nicotine- derived nitrosaminoketone;
NNK)도소량들어있다. 흡연자에서폐암을일으키는
가장 유력한 발암물질로 알려진 NNK는 조직 특이성
이 있고18),.19) cytochrome P450에 의해 활성화된다
20). 또한생체내에서는 Nicotine이 nitrosation에 의해
methylation과 pyridyloxobutylation 과정을 거쳐
NNK가 생성될 수도 있으며, 이 물질에 의해 생성되
는 pyridyloxobutylated DNA 부산물은 O6-
methylguanine 수복을 억제하는데 이것이 발암물질
로작용하는이유중하나로알려지고있으며21) 이 대
사과정은 Fig 1과 같다. 이처럼 Nicotine은 생체내에
서 NNK로 대사되어 활성을 나타낼 수도 있으나, 흡
연시연기속에는이미 NNK가소량존재하고있어서
흡연으로 인한 치주질환 영향이 Nicotine으로 인한
단독 효과인지, 아니면 Nicotine과 NNK가 별도의 과
정을 통해 치주 질환에 영향을 미치는지는 잘 알려
져있지않다. 또한치은조직에서Nicotine이신속하

게 흡수되며, 치주 질환과 밀접한 관련이 있다고 알
려졌으나, 그 정확한 기전 역시 아직 밝혀지지 않았
다.
그러므로 본 실험에서는 치은에 가장 많이 존재하

고, 치은섬유아세포로부터합성이되는교원질을중
심으로 Nicotine과 NNK가 치은섬유아 세포에 미치
는 영향을 분석하고자 하였다. 치은 섬유아세포에서
Nicotine과 NNK의 잠재적인 세포성 효과를 이해하
고자 교원질 유전자 발현을 보기 위하여 교원질의
mRNA level을 보았으며, 이 교원질이 세포 밖으로
분비된 후 분해정도를 관찰하기 위하여 교원질을 분
해하는 효소인 collagenase와 gelatinase 효소 활성을
측정하였으며, collagenase의 유전자 표현을 알아보
기 위하여 collagenase의 mRNA level도 동시에 분석
하였다. 
즉, 본 실험에서는치은섬유아세포의중요한기능

인 교원질 합성과 collagenase 분비를 중심으로
Nicotine과 NNK가 이 세포에 미치는 영향과
Nicotine이 NNK로 대사되어 작용을 나타내는 것인
지,혹은 Nicotine과 NNK가 서로 다른 경로를 통하여
치은 섬유아세포에 영향을 주는지 관찰하고자 본 실
험을 시행하였다. 이러한 실험 목적을 보다 기초적
으로 이해하고자 Nicotine과 NNK의 돌연변이성을
관찰하여 유전자 수준에서 영향을 줄 수 있는지를
보았으며, 치은섬유아세포가치주조직및창상치유
유지에 필수적인 단백질을 분비하므로 Nicotine과
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Fig 1. Formation of DNA adducts from Nicotine and NNK



NNK가치은섬유아세포의성장에미치는영향도함
께 관찰하여 다소의 지견을 얻었기에 이에 보고하는
바이다.

II. 실험 재료 및 연구방법

1. 실험재료

(1) 치은섬유아세포의배양
건강한비흡연자및흡연자의염증이없는치은조

직을 채취하여 치은 섬유아세포를 기초배양하였다.
그 후 modified eagle medium(MEM)에서 10% fetal
bovine serum과 1% antibiotics를 첨가하면서 5%
CO2가 공급되는 37℃ 배양기에서 계대배양하였다.
본 실험에서는 섬유아세포의 passage number가 2에
서 10에해당되는세포를사용하였다. 

(2) 실험시약
1. Nicotine#: 순도 98% 이상의순수한니코틴용액
을사용하였다.

2. NNK##(Nicotine-derived nitrosaminoketone) :
4-methynitrosamino-1-3-pyridyl-1-butanone을
0.9%NaCl에용해하여사용하였다.

2. 연구방법

(1) 돌연변이성실험
Nicotine과 NNK의돌연변이성을측정하기위하여

Ames test를 이용하였다22). 먼저 Salmonella
typhimurium TA 1535*를 Oxoid nutrient broth
medium에서 배양하였다. 10시간 에서 11시간동안
키운 Salmonella typhimurium TA 1535 100㎕에 S9
상층액을 포함하거나 포함하지 않은 상태에서
Nicotine 혹은 NNK를 첨가한 혼합액 600㎕를 넣는

다. S9 분획은 6 - 8주의 ICR계 생쥐를 사용하여 3-
methycholanthrene을 체중kg당 50㎎을 복강에 주입
한 후, 48시간 후에 생쥐의 복부를 절개하여 간을 적
출하고, 균등액으로 만들어 9,000×g에서 원심분리
하여 상층액(S9 fraction)을 만들어 단백질 농도가 2
mg/ml가 되도록 조정하여 사용하였다. 본 실험에서
Nicotine과 NNK의 대사 여부를 알기 위하여
cytochrome P450을 함유하는 S9 상층액을 이용하여
대사가 가능하도록 하였다. 즉, S9 상층액을 함유한
경우에는 cytochrome P450에 의해 화합물이 대사가
될 수 있기 때문에 대사가 된 경우에는 대사 산물의
돌연변이성을관찰하였고, S9 상층액이함유되지않
은 경우에는 대사가 되지 않은 상태에서 원래의
Nicotine 이나 NNK의 돌연변이성을 보았다.
Nicotine이 대사되는 경우에는 다양한 종류의 N-
nitrosamine이 형성될 수 있으며, 이중 한 경로는
NNK가 합성되는 경로이다. NNK는 대사가 되면
methyldiazo hydroxide로 대사가 된다. S9 상층액은
10% S9 추출물, 33 mM KCl, 8 mM MgCl2, 5 mM
glucose-6-phosphate, 4 mM NADP, 0.1 M sodium
phosphate buffer pH 7.4, sterile distilled water를 포
함한다. 이 혼합액을 37℃ rotary shaker에서 20분간
배양한 후, 0.5 mM histidine 과 biotin을 포함한 top
agar 2㎖에 넣어 잘 섞고, 이를 minimal glucose
plates에 부었다. 이 plates가 굳도록 상온에 잠시 놓
아둔 후 37℃ 배양기에서 48시간 동안 배양하였다.
48시간 후 His+ revertant colony 수를 세어 돌연변이
성을측정하였다.

(2) MTT test
살아있는 세포의 대사활성을 측정하기 위한 방법

으로MTT(Microtiter assay which uses the tetrazolium
salt)를 사용하며, 세포 증식이나 세포독성을 측정하
는데 널리 사용되고 있다23, 24). Tetrazolium salts$는
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오직 대사적으로 활성이 있는 세포에 의해서만 절단
이 되기 때문에 이 실험법은 살아 있는 세포만을 정
량하게 된다. MTT test는 Succinate Dehydrogenase
Inhibitor(SDI) 이라고도 부르며, 이러한 SDI 실험시
살아있는 세포에 의해MTT가 환원되어 색이 있는 불
용성 formazan salt로 된다. 이 불용성염기를용해하
여형성된 formazan의 양을정량하여세포증식이나
세포 독성을 측정하는데 널리 사용된다. 본 실험에
서는 치은 섬유아세포를 96-well plate에 1×104개씩
각각의well에 분주한후 24시간이지난다음세포가
부착하면 Nicotine과 NNK를 10㎍/㎖, 1㎎/㎖의 농도
가 되도록 각 well에 처리하였다. 그런후 48시간 마
다 Nicotine과 NNK를 재처리하면서 MTT 방법을 이
용하여 530 nm에서세포의흡광도를측정하였다. 
MTT test는 다음과 같이 측정하였다. 먼저 96-well

plate내 Nicotine과 NNK를 포함한 배지를 버리고
MTT stock solution을 각 well에 100㎕씩 분주하였
다. 이를 37℃에서 24시간동안 놓아두었다. 배양이
끝나면 배양액은 버리고 dimethylsulfoxide(DMSO)
를 100㎕씩 각 well에 분주하였다. 30분간 처리한 후
ELISA reader를 이용하여 530nm에서 흡광도를 측정
하였다. 이때 세포가 없이 DMSO만 처리한 well을
blank로지정하여그상대값을정하였다.

(3) RT-PCR(Reverse Transcription-Polymerase
Chain Reaction)

Nicotine과 NNK에 의한 치은 섬유아세포에서
collagen과 collagenase의 유전자 표현을 검사하기

위하여 RT-PCR을 시행하였다. 먼저 섬유아세포를
75-cm2 flask에 2 × 106개씩 분주하였다. 24시간이
지나 세포가 부착하면 배지를 버리고 PBS로 세포를
씻은 후 Nicotine 혹은 NNK를 10㎍/㎖의 농도가 되
도록 각 flask에 처리하였다. 36시간 후 세포가 flask
에 충분히 자라면 trypsin-EDTA를 처리하여 세포를
모았다. 이렇게 모은 세포를 1500 rpm에서 5분간 원
심분리하였다. 상층액은 버리고 침전물에 lysis
buffer(+ β-mercaptoethanol 10㎕/㎖) 350㎕를 넣어
침전물을 녹였다. 이때 침전물이 녹지않으면 10,000
rpm에서 다시금 3분간 원심분리하였다. 그 후 상층
액에 70% 에탄올 350㎕를 넣고 잘 섞어주었다. 이를
RNeasy spin column에 넣고 10,000 rpm에서 15초간
원심분리한후 column 밑의용액은버렸다. Column
에 wash buffer RW1 700㎕를 처리하고 10,000 rpm
에서 15초간 원심분리하였다. 다시 column 밑의 용
액은 버리고 column에 wash buffer RPE 500㎕를 처
리하여 10,000 rpm에서 15초간 원심분리하였다.
Column 밑의 용액은 다시 버리고 wash buffer RPE
500㎕를처리하여 10,000 rpm에서 2분간원심분리하
였다. DEPC가 처리된 증류수 30-50㎕를 column에
처리하여 10,000 rpm에서 1분간 원심분리하여 RNA
를추출하였다. 추출한 RNA의농도는 260nm에서흡
광도를 측정하여 결정하였다. 각 실험군과 대조군의
RNA 1㎍에 RNase-free water를 넣고 70 - 80℃에서 3
분간끓인후얼음위에서식혔다. 짧게원심분리하여
tube의 벽에 붙은 RNA를 모았다. 여기에 primer 0.5
㎍, 5 ×buffer, 2.5 mM dNTP, RNasin inhibitor
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primers sequence

α1 chain sense primer : 5’-ACgTgTCTgTgACgACCA-3’
antisense primer : 5’-gACgACCAggTTTTCCCAgCTT-3’

α2 chain sense primer : 5’-CTTCCTggTAATCCTggAgCAA-3’
antisense primer : 5’-gggCgACCAgCATCTCCATTA-3’

collagenase sense primer : 5’-CAgATgTggACCATgCCATTgA-3’
antisense primer : 5’-AAggTTAgCTTACTgTCACACg-3’

Table 1. Sense primer and antisense primer sequences for type I collagen α1 and α2 chained, and collagenase used in these
experiment



(25unit), M-MLV RT(200 unit)를 총 25㎕가되도록넣
은후잘섞어주었다. 이 혼합액을 42℃에서 1시간동
안배양후 70 - 80℃에서 10분간끓이고짧게원심분
리하였다. 합성된 cDNA를 다량 증폭하기위해서
cDNA, 10 × buffer, 2.5 mM dNTP, primer 0.4 pmol/
㎕, Taq polymerase 5 unit/㎕를 혼합하여 총 50㎕가
되도록 잘 섞어주었다. 이를 PCR machine†에서는
94℃에서 1분, 55℃에서 1분, 72℃에서도 1분으로 30
cycles의 조건으로 증폭하였다. PCR이 끝나면 1.5%
agarose gel을 이용하여 생성물을 전기영동한 후 결
과를확인하였다. 실험에사용된 collagen α1 chain과
α2 chain 및 collagenase에 대한 sense primer와
antisense primer는 Table 1과같다. 

(4) Zymography
세포밖으로 분비되는 collagen은 교원질을 분해하

는효소인 collagenase(주로 I, II 및 III 형교원질을분
해)와 gelatinase(주로 IV, V 및 VII형 교원질을 분해)
에 의해 분해될 수 있기 때문에 이들 효소의 활성을
검사하기 위하여 zymography를 시행하였다. 섬유아
세포를 75-cm2 flask에 2 × 106개씩 분주하였다. 하
루가 지나 세포가 부착하면 배지를 버리고 PBS로 세
포를 씻은 후 Nicotine 혹은 NNK를 10㎍/㎖의 농도
가 되도록 각 flask에 처리하였다. 삼 사일 후 세포가
flask에 꽉자라면배지를버리고 serum-free medium
을 처리하였다. 24시간 후 배양액을 모아 이중 15㎕
를 취하여 zymography를 행하여 collagenase와
gelatinase의 활성을 조사하였다. 이를 위하여 8%
Sodium Dodecyl Sulfate-Polyacrylamide Gel
Electrophoresis(SDS-PAGE)를 실시하였다. 우선 1%
gelatin♣(gelatinase 활성 검사의 경우)이나 40㎍/㎖
rat tail tendon collagen type I䤧(collagenase성검사의
경우)을 포함한 8% gel을 만들었다. Gel이 굳으면 준
비한 단백질을끓이지않고 각 well에 20㎕씩 분주한
다. 그 후 3시간동안 20 mA/100V로 전류를 주어 단

백질을 분리하였다. 전기영동이 끝나면 상온에서
washing solution(2.5% Triton X-100 ; Tris-Cl, pH 7.5
; 0.05% sodium azide)을 1시간씩 3번을처리하여 gel
을 씻어주었다. 그 후 배양액(0.15 M NaCl ; 10 mM
CaCl2 ; 50 mM Tris-Cl, pH 7.5 ; 0.05% sodium azide)
에 gel을 넣고 37℃에서 24시간동안 배양하였다. 이
gel을 염색액인 Coomassie Blue R-250에 넣고 2시간
동안 염색하였다. 이를 탈염색액(isoprophyl alcohol:
glacial, acetic acid: 증류수 = 1:1:8)에 넣고 단백질을
제외한다른부분을탈색하였다. 

III. 연구결과

1. Nicotine 혹은 NNK처리시 치은섬유아세
포에 미치는 영향

(1) 돌연변이성효과
Salmonella typhimurium TA 1535에 니코틴을 농

도별(0 - 100mg/plate)로 처리하였을 때 S9 상층액을
첨가하여 대사 활성을 유도한 경우나 S9 상층액을
넣지 않은 경우 모두에서 돌연변이성 효과가 나타나
지 않았다(Fig 2). 그러나 NNK 경우는 S9 상층액을
넣지 않은 경우에는 돌연변이성을 나타내지 않았으
나, S9 상층액을 넣어 대사 활성을 유도한 경우에 농
도에 따라(0 - 1.0 mg/plate) 돌연변이성을 나타내었
다(Fig 3). 이러한 결과는 Nicotine의 경우에 돌연변
이성을 유발하지 않기 때문에 유전자 수준에 돌연변
이를 유발하여 세포 독성을 나타내지 않음을 시사하
며, NNK의 경우에는 cytochrome P450에 의해
methyldiazo hydroxide로 대사되어 7-methylguanine
이나 O6-methylguanine adduct를 형성하여 돌연변이
를유발하였으며, 이러한경우는유전자수준에서영
향을줄수있음을시사해준다. 

(2) 섬유아세포에미치는세포독성의효과
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† Promega, USA
♣ Junsei chemical Co. Ltd
䤧 Sigma, Chemical Company, USA(Fro, Bovine Achilles Tendon)



MTT test를이용한실험에서흡연자와비흡연자치
은에서 얻은 섬유아세포의 세포 증식을비교한 결과,
비흡연조직으로부터 얻은 섬유아세포가 흡연조직으
로부터 얻은 세포에 비해 성장률이 더 빨랐다(Fig 4).
또한 비흡연조직에서 얻은 섬유아세포에 Nicotine을
10 ㎍/ml 과 1 mg/ml을 처리하였을때MTT test를 이
용하여 이틀마다 흡광도를 측정하였다. Nicotine 10
㎍/ml을처리한실험군의성장이대조군에비해억제

됨을 알 수 있으며, Nicotine을 1 mg 처리한 경우에
세포독성이나타났다. 또한 Nicotine 1mg/ml을 처리
한 실험군에서 세포의 사멸이 관찰되었다(Fig 5).
NNK의 경우에도 10 ㎍/ml을 처리한 실험군은 대조
군에 비해 성장이 억제되었으며, NNK 1mg/ml을 처
리한실험군역시대조군과비교시성장이보다억제
되지만세포의사멸은관찰되지않았다(Fig 6).

708

Fig 3. Mutagenesis in Salmonella typhimurium TA 1535 by NNK

Fig 2. Mutagenesis in Salmonella typhimurium TA 1535 by nicotine



2. Nicotine과 NNK가 치은 섬유아세포의
collagen과 collagenase 발현에 미치는 영
향

(1) 단백질의합성에미치는영향
Tipton25)등에 의하면 Nicotine과 NNK를 처리하였

을 때 섬유아세포의 collagen type I 양이 비교적 농
도 의존적으로 대조군에 비해 감소한다고 하였다.
이를바탕으로 collagen type I의 양이어떠한방식으

로 조절되는지 관찰하였다. 먼저 단백질 합성의 측
면에서조절되는지알아보기위해, collagen type I의
subunit α1과 α2의 mRNA양을 RT-PCR을 이용하여
측정하였다. 그 결과 subunit α1의 경우, 대조군과비
교하여 Nicotine을 처리한 실험군의 mRNA의 양은
변화가 없었다. 그러나 NNK를 처리한 실험군은 고
농도로처리했을때대조군에비해mRNA 양이감소
되었다. Subunit α2의경우에서는Nicotine과 NNK를
처리한 실험군과 대조군 비교결과 차이가 없었다
(Fig 7). Collagen을 분해하는 효소인 collagenase의
mRNA의 양을 조사한 결과 Nicotine 에서는 변화가
없었고 NNK 10 ㎍/ml를 처리한 실험군에서만 대조
군에 비해 mRNA의 양이 감소함이 관찰되었다(Fig
7).

(2) 단백질의분해에미치는영향
다음으로 collagen type I, II 및 III를 분해하는

interstitial collagenase 활성과 type Ⅳ, V 및 VII
collagen을 분해하는 gelatinase의 활성을 조사하여
단백질 분해 측면에서 조절되는지를 보기 위하여
Nicotine이나 NNK에 노출한 후에 배양액 상층액에
서 효소활성을 측정하였다. Collagenase 활성을 비
교시 Nicotine과 NNK를 처리한 실험군은 대조군에
비해 그 활성이 컸으며, 그 활성은 흡연조직에서 얻
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Fig 4. The comparison of growth between nonsmokers
and smokers’cell

Fig 6. The effect of NNK teratment on nonsmokers’
gingival fibroblast cells

Fig 5. The effect of nicotine treatment on nonsmokers’
gingival fibroblast cells



은 섬유아세포의 대조군과 비슷하였다(Fig 8). 그러
나 gelatinase 활성은 대조군과 실험군간에 차이가
없었다(Fig 9).

IV. 총괄 및 고찰

흡연은 뇌혈관질환, 심혈관 질환, 위장관 및 폐쇄
성 폐질환을 포함한 다양한 조직에서 위험인자로 알

려져 있다. 이와 같이 생명을 위협하는 질환들 이외
에도 흡연은 급성 괴사성 궤양성 치은염과 연관되어
있으며26) 구강종양에대한위험도를증가시킨다. 흡
연자와 비흡연자의 치주 건강에 미치는 영향에 대한
연구는 지난 40년 동안 꾸준히 이어져 왔다. 그러나
최근까지의 치주 질환 진행에 대한 흡연의 효과는
명백하게 규명되지 못하고 있다. 치주 질환 원인에
있어 담배연기의 정확한 역할은 아직 확립되지 못한
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Fig 7. The effect of mRNA level of collagen α1, α2 and collagenase on gingival fibroblasts after nicotine or NNK treatment

Fig 8. The effect of collagenase activity on gingival fibroblasts after nicotine or NNK treatment



상태이며 역학적인 자료만이 흡연이 위험인자임을
암시해주고있는실정이다27).
흡연과 치주질환의 상관관계에 대한 연구를 통하

여 흡연은 치태의 증감과 관계없이 치조골 소실을
야기한다는 보고가 있다2). Pindborg26)는 흡연이 괴
사성궤양성치은염의위험인자라고하였으며, 담배
연기가 구강조직에 직접 영향을 준다고 보고하였다.
치은 퇴축과 치조골 손실의 평가에 근거하여
Solomon 등4)은 피운 담배의 개피수가 치주 질환의
발병율과 밀접한 상관관계가 있음을 밝혔다.
Feldman 등28)은 cigarette smoker와 pipe/cigar
smoker 및비흡연가사이에서치주질환지수를비교
하여 비흡연군에 비하여 두가지 흡연군 모두에서 치
석의 침착이 현저히 많음을 보고하였다. 또한 이들
은 흡연이 전신적인 영향을 주어 골 손실이 야기된
다고 보고한바 있다. Ismail 등5)은 흡연이 치주질환
과 직접 관련이 있으며, 나이, 성별, 인종 및 구강 위
생 상태, 사회 경제적 상태 등은 상관이 없다고 하였
다. 그러나 이러한 역학적인 연구가 흡연과 치주 질
환의 관계를 확립하였다고 하더라도 아직 생물학적
기전은밝혀진바없다.
흡연의 위해한 영향은 약리학적으로 활성 물질인

Nicotine과 가장 관련있다. Nicotine은 대부분 폐포
를 통해 흡수되고 일부는 피부나 구강점막을 통해
천천히 흡수되며 특히 혈류에 급속히 흡수되어지며
30%는 자유기(free form)로 남으며 지용성이 강하여
세포막을 쉽게 통과한다. 약리학적 작용은
acethylcholine 작용과 같이 자율 신경절 내의

Nicotine성 수용체와 결합하여 초기에 흥분작용을
나타내며, 그후 신경절 봉쇄 현상마저 일어난다27).
부신(adrenal glands)에서 유리된 epinephrine과 동
맥 혈관 벽에서 norepinephrine이 방출되는데, 이것
은 심혈관 계통에 영향을 미치며 특히 말초혈관 수
축은 치은 혈류 감소를 야기하고 그 영향으로 필수
영양분 공급과 국소면역체제 효능을 감소시켜 창상
의회복을지연시킨다는보고가있다29),30).
구강내 정상균총은 병원균과 경쟁하여 치주질환

형성을 억제한다. 흡연은 이런 정상균총의 생활력을
감소시키며, 병원균에 대한 면역력을 감소시켜준다.
Bardell 등31)의 in vitro 실험에서흡연은 streptococci,
staphylococci의 생활력을 감소시키며, Preber 등32)

도 흡연이 정상균총을 변화시키지만 병원균의 양적
증가를유도하지는않는다고보고한바있다.
Nicotine은 면역체계와 지역방어 기전에 손상을

야기한다. 다형핵 백혈구Polymorphonuclear
leukocyte(PMN)는 염증반응에서 제일 먼저 나타나
는 방어물질로서33) 당뇨에서처럼 PMN 기능 이상이
있는 환자에서는 치주질환 발생위험이 증가한다는
것은 주지의 사실이다34, 35). 흡연은 PMN 주화성과
식균작용 기능을 억제한다고 보고되었으며36) 구강
PMN과 다르게 순환계 PMN은 정상 식균작용외에도
감소된 주화성 반응을 보인다37). 구강 PMN의 식균
작용 능력저하는 상층 치주조직에서 염증정도를 낮
추는용해소체효소방출을감소시킨다.
흡연의 주성분인 Nicotine은 치은 섬유아세포나

면역계 세포를 위시한 다양한 종류의 세포에 부작용
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Fig 9. The effect of gelatinase activity on gingival fibroblasts after nicotine or NNK treatment



을 나타낸다. 예를 들면 흡연은 호중구의 식균작용
을 억제하고 대식세포의 기능을 억제함으로써 이들
세포들이 치주질환을 야기시키는 세균들에 대항하
여싸울수있는능력을저하시킨다36, 24).
흡연군에서 만성적인 염증이 다양하게 나타남에

도 불구하고 치은 염증과 흡연과의 관계에 대한 연
구는많지가않다38, 39). 염증성치은에서활성화된대
식세포의 영향은 interleukin-1β나 tumor necrosis
factor-α를생성하여상주하고있는치은섬유아세포
가 치주조직 파괴를 야기시킬 수 있는 collagenase나
기타다른효소들을분비하도록자극한다40). 뿐만아
니라 담배나 Nicotine과 같은 흡연 성분이 치은 섬유
아세포에 미치는 직접적인 영향으로 흡연자의 치주
조직이 손상되기도 한다. 예를 들면 사람의 치은 섬
유아세포는 시험관에서 Nicotine을 신속하게 섭취하
여 고농도로 축적하며 이들 Nicotine의 대부분이 섬
유아세포내에 남아 있어서 세포의 대사와 기능에 영
향을 준다15). 인간의 치은 섬유아세포가 Nicotine에
노출되면이들의세포증식에영향을주어 in vitro에
서 유리에 대한 부착력이나 치아 치근면에 대한 부
착력이저하된다16, 12).
면역반응에도 영향을 미치는데 Roszman 등41)의

in vitro상에서 lymphocyte에 대한 흡연반응은 IgM
과 IgG 반응이억제됨을보여주었으며, 그 외연구에
서도 helper-suppressor T cell ratio42), 세포분열물질
로 유도된 임파구 형질전환(mitogen induced
lymphocyte transformation)43), 자연살 세포독성 활
성(natural killer cytotyoxic activity)44)의 감소를 보고
하였다.
위와 같은 연구결과로 보아 흡연은 치주질환 발병

율을 가속시키며 치료후 치유를 어렵게하는 면역 억
제 작용이 있다. 흡연자 모두에서 일관되게 면역억
제 작용이 나타나지는 않으며45) 소량 흡연자와 비흡
연자의 면역기능에도 별다른 차이가 없음이 보고되
었다46, 44).
흡연자의 혈중 Nicotine 농도는 15ng/㎖~73ng/㎖

이며 씹는 담배를 사용하는 사람의 타액 농도는
70~1560ng/㎖로 차이가 있다. 직접 영향을 받는 구
강점막 조직을 고려할 때 본 실험에서는 예비실험을

통해 세포의 기능변화가 분명히 나타나는 100ng/㎖
에서 10㎍/㎖농도를선택하였다. 
본 실험에서 Nicotine은 구강의 치은 섬유아세포

의 세포 증식을 억제하였으며, NNK 역시 치은 섬유
아세포의 세포증식을 억제하였다. 고농도(1㎎/㎖)의
Nicotine을 처치한 경우 세포 독성에 의해 세포의 사
멸현상이 나타났지만 NNK의 경우에는 세포 독성을
나타내지 않았다. 이것은 Nicotine이나 NNK가 모두
세포의 증식을 억제는 하지만 그 작용 기전이 다름
을 암시하고 있다. 고농도 Nicotine에 노출시 살아있
는 세포수의 감소현상은 세포주기의 변화로 인한 복
제능력의 이상으로 분화되는 세포형태가 훨씬 둥근
모습을 보이는데 이런 현상으로 세포의 부착 능력
저하를 가져오거나 세포조작동안 많은 세포손실을
가져올수도있다. 또한 Nicotine에노출시세포내내
부농도가 위해한 정도까지 축적될 때에는 세포분화
의 자극원으로 작용할 수 있으나 내부 농도가 증가
되어 역치 이상인 경우 독성에 의해 세포가 사멸되
거나 혹은 Nicotine이 소포에 의해 격리되면서 대사
활동이 점차 활발해지면서 다시 증식을 할 수도 있
다. 비 흡연자와 흡연자의 치은 조직의 MTT test를
통하여 본 흡연자의 세포 증식이 비흡연자의 세포
증식에 비해 현저히 감소되었음을 볼수 있었다. 이
러한 사실은 흡연자의 경우 담배 연기속의 어떤 성
분이 치은 조직의 세포 증식을 억제하고 있으며, 본
실험에도 Nicotine이나 NNK가 치은 조직의 세포 증
식을 억제하고 있음으로, 담배 연기속에 있는 이들
성분에 의해 치은 조직의 세포 증식이 억제되는데
일부 관여하고 있음을 볼수 있었다. 돌연변이성 실
험에서 Nicotine은 대사활성을 위한 S9 상층액 존재
하에서도 돌연변이성을 나타내지 못하였으며 이런
결과는 Nicotine이 돌연변이성이 없다는 보고와도
일치하였다47, 48). Nicotine의 경우와는 달리 NNK의
경우는 대사 활성이 없는 경우에도 돌연변이성을 나
타내지 않았지만, S9상층액으로 대사 활성을 유도한
경우에는 농도 의존적으로 돌연변이성을 나타내었
다. 이것은 NNK 자체 만으로는 돌연변이성이 없지
만 세포내 대사과정을 거쳐 보다 활성이 있는
methyldiazo hydroxide 화합물을 생성하여, 반응성
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이 강한 친전자성 물질로 바뀐 후, 생체내 친핵성 물
질인 DNA와 결합하여 7-methylguanine이나 O6-
methylguanine adduct를 형성하고 DNA 복제과정중
에 A-T, G-C 염기쌍을이루지못하여돌연변이가일
어났음을 의미한다. 결과적으로 Nicotine은 대사 활
성화가 되지 못하여 유전자 수준에서 돌연변이를 야
기하지 않지만, NNK의 경우에는 DNA adduct를 형
성하여 유전자 수준에 영향을 줄 수 있음을 시사해
준다. 본 실험에서는 Nicotine이 I 형 교원질의
mRNA 수준에는 영향을 주지 못하였으나, Nicotine
이 collagenase 효소 활성을 증가 시켰다. Tipton과
Dabbus(1995년) 등25)이 사람 치은 섬유아세포에서
Nicotine에 의해 교원 단백질이 현저히 감소하고, 교
원질을 분해하는 collagenase 효소활성이 증가되었
다는 보고와 본 실험의 결과를 토대로 교원질의
mRNA 수준에서는 영향을 받지 않으나, 세포밖으로
분비된 후에 증가된 collagenase 효소 활성에 의해
collagen이 분해되어 collagen의 양이 감소된 것으로
유추할 수가 있었다. 또한 Ramp 등9)은 osteoblast-
like cell에서 Nicotine이 교원질 합성을 억제한다고
보고한 반면에, Chamson과 Frey10)는 피부 섬유아세
포에서 교원질 합성이 증가되다고 보고하였다. 최근
에 Tomek 등11)은 심장 섬유아세포에서 Nicotine이
교원질 pro α1 mRNA 수준을 31% 감소 시키며, pro
α2에는 영향을 주지 않으며, collagenase의 효소 활
성은 62%나 감소된다고 보고하여, Nicotine이 교원
질 pro α1 mRNA 수준에 직접 영향을 주지 않는다는
본 실험의 연구 결과와는 상이 하였다. 이것은 여러
다양한 세포에 대한 Nicotine의 직접적인 영향이 보
고되었으며, 각각의세포형태에따라나타나는효과
도 서로 다르게 나타나는 것으로 보아 사용된 세포
의 차이에서 기인 되었거나 실험 방법의 차이(본 실
험에서는 RT-PCR 방법을 사용하였으나, Tomek 등
의 방법에서는 RNA-DNA hybridization 방법을 사용
하였다)에서 기인되었으리라 사료된다. 특히 DNA
합성과 세포 증식에 대한 Nicotine 의 효과는 연구된
세포의 종류에 따라 다르게 보고되고 있다. 즉, 쥐의
뇌세포49)와 사람의 백혈병 세포50)에서는 DNA 합성
이 감소되나, HeLa cell51), 사람 폐 섬유아세포51), 사

람 태아 섬유아세포51)는 영향을 받지 않는다. 세포
증식에 대한 효과에 있어서도 Nicotine이 치은 섬유
아세포의 세포 증식을 억제한다고 보고되었으나25),
Peacock 등16)은 낮은 농도의 Nicotine(0.025 μM)에
서 치은 섬유아세포는 세포 증식이 현저히 증가된다
고 보고 하였다. 본 실험에서는 전자와 같은 농도에
서 치은 섬유아세포의 세포 증식이 억제되었다. 이
렇게 구강의 치은에서 유래된 섬유아세포의 경우에
도 Nicotine에 대한 효과가 이질적으로 나타나는 이
유중 농도차 이외에도 섬유아세포 자체의 이질성
(heterogenecity)에서 기인된다는 보고는 많다53-57).
서로 다른 사람에서 분리된 사람 치은 섬유아세포의
경우에도 cyclosporin에 대한 반응이 다르게 나온 경
우도보고된바있다57).
본실험에서는담배연기속에존재하는 nitrosamine

화합물인NNK가 collagen과 collagenase 효소활성이
미치는 영향을 실험하였다. NNK는 Nicotine 과는 달
리 교원질 proα1 mRNA 수준이 감소되었으며, proα2

는 영향을 받지 않았으며, collagenase mRNA의 경우
에는 감소현상을 나타내었다. 또한 collagen 분해 효
소활성에 있어서도 collagenase 효소 활성이 증가되
어 있었으나, gelatinase 효소 활성에서는 대조군과
차이가 없었다. 이러한 결과는 세포내에서 합성되는
교원질의양도감소가되고, 세포밖으로분비된후에
도 분해가 많이되어 Nicotine의 효과에서 보다 교원
질이 보다 작게 존재할 가능성을 암시해 준다고 사
료된다.
교원질을 분해하는 cllagenase 효소 활성에 대한

Nicotine의 조절 효과는 아직 보고된바 없다. 아마도
이러한조절은단백질의전사과정, 전구체의활성화,
억제물질의 작용 등 여러 가지 방법에 의해 일어나
리라 사료된다. Nicotine이 collagenase 유전자의 전
사로서직접 자극하거나섬유아세포로부터 cytokine
의 생산을 유도하여 간접적으로 작용할 가능성이 있
다. 섬유아세포는 다양한 종류의 cytokine을 생산하
며, 자가분비(autocrine) 방법으로 interleukin-1β는
collagenase 효소활성을 자극하며, collagenase 유전
자의전사를자극한다. 
지금까지의 여러 실험을 통하여 Nicotine이 치은
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섬유아세포에 미치는 영향에 대한 연구는 많이 진행
되었으나 그 정확한 기전을 이해하기 위하여는 더
많은 연구가 진행되어야 한다고 사료된다. 즉,
Nicotine이 collagen의 mRNA에 미치는 영향 이후에
mRNA로부터 만들어 지는 교원질 단백질 과정과 교
원질 합성후의 분비과정, 나아가 전구체로 형성된
procollagen이 tropocollagen으로 되는 과정,
collagen 섬유 형성 과정 등, 아직도 많은 과정에 대
한 Nicotine의 영향이 연구되어야 하며, 본 실험에서
처음시도된 NNK가치은섬유아세포에미치는영향
은 앞으로 더 많이 연구되어야 할 부분이라고 사료
된다. 

V. 결론

Nicotine과 NNK가 사람 치은 섬유아세포에 미치
는 영향을 관찰하기 위하여 이들 화합물의 돌연변이
성 실험, 세포 증식을 보기위한 MTT test, 교원질과
collagenase의 mRNA 수준및교원질분해효소의효
소활성들을실험하여다음과같은결과를얻었다.
1. Nicotine은 대사 활성계의 존재 여부와 상관없

이 돌연변이성을 나타내지 않았고 NNK 의 경
우에는그자체로는돌연변이성이없었으나, 대
사활성계가 존재하는 경우에 농도의존적으로
돌연변이성을나타내었다.

2. 증식능 실험에서 흡연자의 세포증식능은 비흡
연자에비해감소되었다.

3. 비흡연자의 치은 섬유아세포에 Nicotine과
NNK를 처리한 경우에 대조군에 비해 농도 의
존적으로 세포 증식능이 감소되었으며, 고농도
에서 Nicotine의 경우 세포 독성을 나타내었으
나, NNK는세포독성을나타내지않았다.

4. 교원질 분자의 mRNA 수준에 대한 Nicotine의
효과는 proα1과 proα2 모두에 영향을 주지 않
았고, NNK는 proα1의 경우에는 감소하였으나,
proα2에는영향을주지않았다.

5. Collagenase의 mRNA 수준에 대한 효과에서
Nicotine은없었으나NNK는감소하였다.

6. 교원질 분해 효소에 대한 Nicotine과 NNK의 효

과는 I형 교원질의 분해 효소를 알기 위한
collagenase 효소 활성의 경우에는 효과가 모두
증가되었으나, IV형 교원질의 분해 효소인
gelatinase 효소 활성에는 영향을 주지 않았다.
또한 흡연자의 collagenase 효소활성은 비흡연
자의 치은 섬유아세포에 Nicotine이나 NNK를
처리한경우와비슷한수준으로증가되었다. 

이상의 결과로 보아 Nicotine과 NNK는 모두 치은
섬유아세포에 영향을 주어 교원질의 양을 감소시키
며, 그 기전에 있어서는 서로 다른 경로를 통하여 일
어나는것으로사료된다.
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국문요약

Nicotine과 NNK가 치은 섬유아세포에 미치는 영향

본 실험에서는 치주질환 발병에 위험인자이고 창상치유에 위해한 영향을 미치는 흡연이 치주조직에 미치는
반응을 규명하기 위해 치은 섬유아세포의 중요한 기능인 교원질 합성과 분비된 단백질 분해에 영향을 주는 효
소활성도를 중심으로 Nicotine과 NNK가 이 세포에 미치는 영향을 관찰하고 또한Nicotine이 NNK로 대사되어
작용을 나타내는 것인지, Nicotine과 NNK가 서로 다른 경로를 통하여 치은 섬유아세포에 영향을 주는지를 규
명하고자이들화합물의돌연변이성실험, 세포증식을보기위한MTT test와 교원질과 collagenase의 mRNA 수
준및교원질분해효소의효소활성들을실험하여다음과같은결과를얻었다.

1. Nicotine은대사활성계의존재여부와상관없이돌연변이성을나타내지않았고NNK 의경우에는그자체
로는돌연변이성이없었으나, 대사활성계가존재하는경우에농도의존적으로돌연변이성을나타내었다.

2. 증식능실험에서흡연자의세포증식능은비흡연자에비해감소되었다.
3. 비흡연자의치은섬유아세포에 Nicotine과 NNK를처리한경우에대조군에비해농도의존적으로세포증
식능이 감소되었으며, 고농도에서 Nicotine의 경우 세포 독성을 나타내었으나, NNK는 세포독성을 나타내
지않았다.

4. 교원질 분자의 mRNA 수준에 대한 Nicotine의 효과는 proα1과 pro α2 모두에 영향을 주지 않았고, NNK는
pro α1의경우에는감소하였으나, proα2에는영향을주지않았다.

5. Collagenase의 mRNA 수준에대한효과에서Nicotine은없었으나NNK는감소하였다.
6. 교원질분해효소에대한 Nicotine과 NNK의효과는 I형교원질의분해효소를알기위한 collagenase 효소
활성의 경우에는 효과가 모두 증가되었으나, IV형 교원질의 분해 효소인 gelatinase 효소 활성에는 영향을
주지 않았다. 또한 흡연자의 collagenase 효소활성은 비흡연자의 치은 섬유아세포에 Nicotine이나 NNK를
처리한경우와비슷한수준으로증가되었다. 

이상의 결과로 보아 Nicotine과 NNK는 모두 치은 섬유아세포에 영향을 주어 교원질의 양을 감소시키며, 그
기전은서로다른경로를통하여일어나는것으로사료된다.

핵심되는말 : Nicotine, NNK, 돌연변이성, I형교원질, 교원질분해효소
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-Abstract-

The Effects of Nicotine and NNK on gingival fibroblast

Chi Hoon Hwang, Mi-Young Park*, Kwang-Kyun Park*, Seong-Ho Choi, 
Kyoo-Sung Cho, Chong-Kwan Kim, Jung-Kiu Chai

Department of Periodontology, Dental College, Yonsei University
*Department of Oral biology, Dental College, Yonsei University

In order to observe the effects of Nicotine and NNK on cultured human gingival fibroblast, several factors
were examined including mutagenicity, the number of cells attached culture plate surface through MTT test,
the abundance of collagen & collagenase in mRNA level and collagenolytic activity in extracellular matrix. The
results were as follows;

1. Regardless of the co-existence of S9, Nicotine did not show the mutagenicity by itself and NNK by itself
showd the same result; However, dose related mutagenicity was shown in NNK with S9.

2. The number of fibroblasts attached cultured plate surface was measured by MTT procedure. The number
of cells in Non-smokers increased at all time periods as compared to those of smoker.

3. Non-smoker's fibroblast treated by NNK or Nicotine was dose-dependently decreased in the number of
cells when compared to untreated control. In higher dose, Nicotine showed the cellular toxicity , but NNK
did not. 

4. No change in the abundance of mRNA for proα1 and proα2 was shown in Nicotine treated group but in
gingival fibroblasts following treatment with NNK, the abundance of mRNA for proα1, but not proα2

collagen was decreased.
5. The abundance of mRNA for collagenase was decreased when NNK was treated but no change occurred
in Nicotine treated group.

6. The effect of NNK and Nicotine in collagenolytic activity showed that ,collagenase activity exclusively react
to type I collagen, was increased in both group, but gelatinase exclusively react to type Ⅳ collagen was
not influenced at all.

Collagenase activity of smoker's fibroblast was also increased as much as Nicotine and NNK group.

The findings suggest that both of Nicotine and NNK lead gingival fibroblast to decrease in the abundance of
collagen. And it seems to be that Nicotine and NNK have independent pathway toward the gingival fibroblast . 

Key words: Nicotine, NNK, collagen, collagenolytic activity, mutagenecity
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