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Ⅰ. 서 론

치주인대는치아와치조골사이에위치하여치아에가해지

는 저작압에 견디는 기능을 수행하며, 미분화 간엽세포, 상피

세포, 대식세포, 골모세포 및 백악모세포와같은 다양한 종류

의세포집단으로이루어져있다. 또한, 치주인대는 autocrine이

나 paracrine의형태로골개조나치근의재흡수와관계된분자

들을합성분비하며, 교정적치아이동혹은과도한저작등에

의해 치아에 가해지는 힘에 의한 치근의 재흡수를 방지하는

역할을한다. 이와같이치아의형성과맹출그리고탈락의과

정동안치주인대의변화는필수적인것이다1,2).

교정적치아이동은다음과같은생물학적원리에근거를두

고있다. 즉, 치아에지속적인압력을가함으로써치조골과치

주인대를포함한치주조직의개조를가져온다는것이다. 치주

조직의개조는세포외기질의흡수와침착에의존한다. 

지속적인 교정력 하에서 치주인대세포는 압박되며, 치아

이동중에혈관의압박과혈류의변화를가져온다. 이러한변

화는 세포를 활성화시켜 cytokine과 prostaglandin 등을 유리시

킨다3-12). 

치주조직의 개조에 있어서 cytokine과 prostaglandin의 역할은

알려졌다. Saito 등은체외연구에서치주인대세포들의골흡수

력은PGE2에의해유도됨을보였다13). 

세포 수준에서 cytokine은 cyclooxygenase에 의해 매개되는
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The present study was designed to evaluate effects of the commonly used NSAIDs(acetaminophen, aspirin, and ibuprofen) on human periodontal

ligament cells.

Human periodontal ligament cells were grown from a cell line provided by Kyungpook National University. Effects of NSAIDs on the proliferation

of human periodontal ligament cells were assessed using MTT assays. And then PGE2 concentrations were determined by ELISA and the changes of

cellular configuration were found by electron micrograph.

The results were as follows;

1. The MTT assay demonstrated that the commonly used NSAIDs(acetaminophen, aspirin, and ibuprofen) had not significant cytotoxic effect on

human periodontal ligament cells.

2. NSAIDs inhibited the PGE2 synthesis of human periodontal ligament cells compared with the control group. These inhibitory effects had no sig-

nificant differences with NSAID type and concentration.

3. Electron micrographs of human periodontal ligament cells treated with NSAIDs showed more narrow and irregular shape.
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prostaglandin의 생산을 유도하며, IL-1β로 처리한 fibroblast는

PGE2 를유리시킨다14). 

포유류의 cyclooxygenase(COX)는 COX-1과 COX-2의두가지

형태가 있다. COX-1은 조직의 항상성에 중요한 역할을 하며,

COX-2는 IL-1β등의 cytokine에 의해 유도되며 염증에 중요한

역할을한다.

Acetylsalicylate(aspirin), ibuprofen과 같은 NSAID는 이러한

COX에 목표를 두고 있다. COX는 prostaglandin의 생산에 중요

한 효소이기 때문에, 따라서 NSAID는 prostaglandin의 합성을

억제하여염증반응을억제한다고알려져있다15).

Prostaglandin은 교정력과 관계된 치아 이동과정에서 중요하

므로, 교정치료중에복용하게되는 NSAID는치아이동과관

련된경로에영향을주게되고치료효율을변화시킬수있다

고가정할수있을것이다16-19).

그러나, prostaglandin이관계된세포외기질개조에대한분자

학적정보와 cyclooxygenase-prostaglandin 경로에대한 NSAID의

부작용에대해서는많은정보가알려져있지않다20).

또한세포가외부물질에대응하는기본적인 signal 과정에서

세포의형태적인변화를전자현미경을통하여관찰하는것은

중요한실험이라고할수있다. 

이와같은이유로본연구는인간치주인대세포에대해현재

주로처방되고있는NSAID 계통의약물들이어떤영향을주는

지를 살피고자 한다. 즉, 다양한 NSAID를 인간 치주인대세포

에 적용하였을 때 염증 및 치아이동과 관계되어 있는

prostaglandin의 합성에 어떤 영향을 주는지 알아보고, 위상차

현미경과전자현미경을이용하여그형태적인변화를관찰하

고자한다.  

Ⅱ. 연구 대상 및 방법

1. 인간 치주인대세포 배양

인간 치주인대세포주(Human PDL cell line)를 경북대학교 치

과대학으로부터제공받았다. 그다음인간치주인대세포를배

양하기 위하여 Fetal Bovine Serum(FBS, Gibco BRL, Rockville,

USA) 10%와 항생제(Penicillin 100U/㎖, Streptomycin 100U/㎖,

Gentamycin 50U/㎖ 및 Fungizone 2.5㎍/㎖)가 포함된 DMEM

(Dulbecco’s Modified Eagles Medium, Gibco BRL, Rockville, USA)

으로배양하였다.

NSAID 약물을 처리하기 위하여 세포를 6×106개의 세포가

될 수 있도록 배양하였다. 세포 배양 Dish의 70% 세포가 배양

되면, Trypsin-EDTA(Gibco BRL, Rockville, USA)시약을 사용하

여세포를부유시킨후계대배양을유도하였다. 

2. 세포생존률 검사 (MTT Assay)

세포의 생존률을 측정하기 위하여 MTT celltiter 96 Aqueous

One solution cell proliferation assay(Promega, Madison, WI, USA)로

알아보았다. 이 방법은 tetrazolium compound가 세포의 대사물

질인 NAPDH나 NAPD에 의해 색깔을 띤 formaza로 변화하는

것을이용하는방법으로세포배양액에완전히용해되는원리

를이용한세포생존률측정방법이다. 

PDL 세포를 96플레이트에 분주한 후 2시간 안정화하였다.

NSAID계통의약물을종류와농도에따라나누어처리한후 24

시간동안온도 37℃, 5% CO2 조건하에서배양하였다. NSAID

는 임상에서 많이 처방되는 약물인 Acetaminophen, Aspirin,

Ibuprofen(Sigma, St. Louis, MO, USA)을 사용하였고, 각각의 약

물의 농도는 10-5M, 10-7M, 10-9M 의 3가지로 실험하였다. 그 후

Cell proliferation kit (Promega, Madison, WI, USA)시약을 전체배

양액의 10%가되게처리한후 2시간동안온도 37℃, 5% CO2조

건하에서 방치한 후 ELISA reader(Molecular Devices, Sunnyvale,

CA, USA)로 540nm에서흡광도를측정하였다. 측정은모두세

번을하였으며, 그에대한평균값을 계산하였다. 

3. NSAID에 의한 치주인대세포의 PGE2 합성 변화 관찰

세포에서발현되는 PGE2의정량을실시하기위하여 PGE2 정

량키트를사용하였다(Amersham Bioscinece). 먼저치주인대세

포를 96-well plate에 2 × 104 cell/well이되게끔분주하였다. 각각

의 NSAID(Acetaminophen, Aspirin, Ibuprofen)를 농도별(10-5M,

10-7M, 10-9M)로 처리하였다. 그리고 1시간 전에 IL-1β(5ng/mL)

를전처리하였다. 

24시간 37도 CO2 배양실에서 배양한 다음 각각의 세포별로

PGE2 농도를 정량하였다. 간략하게 살펴보면, 먼저 세포배양

이끝난세포에 100μl/well의 lysis buffer를첨가하였다. 실온에서

10분간방치한다음, 50μl씩 96-well plate에분주하였다. 그런다

음 50μl antibody를분주한다음, 다시 50μl conjugate를분주한다

음 1시간 동안 실온에서 흔들어 주었다. 1시간이 지난 후

enzyme substrate 150μl를분주하여정확하게 30분동안실온에서

흔들어 주었다. 100μl의 1M sulfuric acid를 첨가하여 반응을 중

지한다음 ELISA reader(Molecular Device, CA USA)를사용하여

450 nm에서측정하였다. 측정된 OD 값을이용하여 PGE2의스

탠다드커브에대하여농도를계산하였다. 

4. 전자현미경에 의한 치주인대세포 형태 관찰

주사전자현미경은 텅스텐 필라멘트의 인위적인 전자를 발

생시켜 시료에 주사시킴으로써 시료에서 발생되는 2차 전자

를 검출하여 이미지를 형성화 시키는 장비이다. 인간의 눈이

나일반광학현미경으로관찰이어려웠던미세한시료표면을

고배율, 고분해능으로관찰이가능하다. 

원형유리커버글라스(직경 12 mm) 위에서치주인대세포가

배양된 1일째 되는 날 유리 커버글라스 전체를 4% parafo-

rmaldehyde-glutaraldehyde (4 C, 0.1M phosphate buffer, pH 6.8)에

1시간동안 전고정하고, 인산완충용액 (4 C, 0.1 M phosphate

buffer, pH 6.8)으로수회세척한후, 얼음위에서 1% OsO(0.1 M
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phosphate buffer, pH 6.8)로 1시간동안 후고정하였다. 고정액과

완충용액의농도, pH, 온도, 고정시간을항상정확하게유지하

였다. 또한 치주인대세포가 배양된 유리 커버글라스 전체를

고정하는것이므로시료제작중의물리적인손상을피하기위

하여세포가배양된면이항상위를향하도록주의하였다. 2차

고정은얼음위에서실시하였으며, contrast를높여주기위하여

2차 고정액으로 1% osmium/ferrocyanide를 사용하였다. 1%

osmium/ferrocyanide 고정액은 6mL의 0.1 M phosphate buffer에

0.08 g의 potassium ferrocyanide와 2mL의 4% osmium tetroxide를

섞어서 만들었다.  전체적으로 치주인대세포 조직들의 높은

contrast를 확보하기 위하여 2차 고정이 끝난 후 1시간동안 En

Bloc 염색을실시하였다.

모든고정이끝난재료는동일인산완충용액으로충분히세

척한 후, ethanol 농도 상승 순으로 탈수하고, propylene oxide로

치환하였다. Ion coater를사용하여 2분동안 7mM에서금코팅

을하였다. 

Ⅲ. 연구 결과

1. 세포생존률 검사 (MTT assay)

acetaminophen, aspirin, ibuprofen의 세 가지 NSAID 에 대해

in vitro 상에서 인간 치주인대세포에 미치는 세포독성검사를

실시하였다(Fig. 1-3). 그결과세포생존률은 NSAID에대해농

도가 증가함에 따라 약간 감소하였다. 그러나 유의할만한

NSAID계통의약물 cytotoxicity를관찰할수없었다. 

Fig. 1. The MTT assay; Effects of acetaminophen on

periodontal ligament cell proliferation.

X bar: A. Control, B. 10-5M, C. 10-7M, D. 10-9M

Y bar: Absorbance range (540nm)

Fig. 2. The MTT assay; Effects of aspirin on

periodontal ligament cell proliferation.

X bar: A. Control, B. 10-5M, C. 10-7M, D. 10-9M

Y bar: Absorbance range (540nm)

Fig. 3. The MTT assay; Effects of ibuprofen on

periodontal ligament cell proliferation.

X bar: A. Control, B. 10-5M, C. 10-7M, D. 10-9M

Y bar: Absorbance range (540nm)

Fig. 4. Effects of acetaminophen on PGE2 production

by periodontal ligament cells. 

A. Control, B. 10-5M, C. 10-7M, D. 10-9M. 
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2. NSAID의 종류와 농도에 따른 치주인대세포의 PGE2

합성 변화 관찰

인간치주인대세포에 NSAID를처리했을경우, 약물을처리

하지않은정상군에비해 PGE2 합성은억제되는것을볼수있

었다(Fig. 4-6). 또한이러한억제효과는 NSAID의종류와농도

와는 상관이 없었다. 즉, acetaminophen, aspirin, ibuprofen 모두

PGE2 억제 효과를 나타냈고, 세 가지 약물 농도(10-5M, 10-7M,

10-9M) 에서도모두억제효과를나타냈다.

3. 위상차현미경 및 전자현미경을 통한 치주인대세포 형

태 관찰

위상차현미경에서볼때정상치주인대세포의형태는가운

데 타원형의 세포질과 핵을 만들고 양쪽으로 길게 뻗은 형태

를취하고있다. 전자현미경에서도가운데가넓적한타원형의

모양과양쪽으로길게뻗은세포의형태를갖추고있다(Fig. 7).

반면에약물을처리한치주인대세포의경우전반적으로세

포의형태가가늘어지고, 세포의전체적인형태가비정상적으

로변하는것을확인할수있었다(Fig. 8-10).

NSAID의 농도에 따른 세포 형태 변화는 큰 차이를 볼 수는

없었다. 또한NSAID의종류에따른치주인대세포의형태변화

도큰차이를볼수없었다. 

모든 NSAID 계통의 약물들이 치주인대세포와반응했을 때

세포들이 위축되기도 하고, 비정상적으로 신장되기도 하고,

어떤경우에는비정상적으로비대해지는등불규칙한세포의

형태변화를 확인할 수 있었다. 예를 들어 ibuprofen의 경우

10-5M 농도에서는 세포가 비대해지고 정상세포보다 두 배 이

상크기가신장되었으나, 10-7M, 10-9M 농도에서는세포의형태

가길게늘어지면서, 위축되는것을확인할수있었다. 

Fig. 5. Effect of aspirin on PGE2 production by

periodontal ligament cells.

A. Control, B. 10-5M, C. 10-7M, D. 10-9M

Fig. 6. Effect of ibuprofen on PGE2 production by

periodontal ligament cells.

A. Control, B. 10-5M, C. 10-7M, D. 10-9M

Fig. 7. Phase-contrast micrograph(×200) and electron micrograph of periodontal ligament cells (control group).
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Fig. 8. Phase-contrast micrographs(×200) and electron micrographs of periodontal ligament cells treated with

acetaminophen.

A. 10-5M,  B. 10-7M,  C. 10-9M

A

B
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Fig. 9. Phase-contrast micrographs(×200) and electron micrographs of periodontal ligament cells treated with

aspirin.

A. 10-5M,  B. 10-7M,  C. 10-9M
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Fig. 10. Phase-contrast micrographs(×200) and electron micrographs of periodontal ligament cells treated with

ibuprofen.

A. 10-5M,  B. 10-7M,  C. 10-9M
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Ⅳ. 고 찰

교정치료와관계된통증을조절하는것은환자와임상가모

두관심을갖고있는일이다. 이러한통증을조절하기위한방

법으로 여러 가지 방법들이 고안되었다. 하지만, 일반적으로

고정식교정장치와관계된통증을조절하기위해가장선호되

는방법은NSAID를처방하는것이다21).

NSAID의 약리학적인 기전은 prostaglandin을 합성하는데 중

요한 enzyme인 cyclooxygenase를목표로하여이 enzyme을억제

하여효과를나타낸다. 

NSAID의 치료효과는 analgesia, antipyresis, anti-inflammatory

effect의 3가지효과로나누어볼수있다. 이중 analgesia 즉, 진통

효과는 prostaglandin의 algesic activity, 즉통증을유도하는효과

를감소시킴으로써얻어지고, 주로 peripheral tissue에작용하는

효과이다. 다음 antypyresis, 즉 해열작용은 진통 효과와 달리

central에서나타난다. 그리고, anti inflammatory effect, 즉소염작

용은 prostaglandin과관련하여설명할수있는데, prostaglandin은

염증의증상을유도하고,  bradykinin과 histamine의효과를강화

하기때문에 NSAID의 prostaglandin 억제효과가소염작용을나

타낸다. 단, NSAID 중 acetaminophen은주로 brain에서작용하기

때문에 해열 효과와 진통 효과는 있지만 소염 효과는 부족한

것으로알려져있다22,23).

본실험결과에따르면임상적으로흔히처방하는 NSAID인

acetaminophen, aspirin, ibuprofen을인간치주인대세포에적용하

였을때모두 PGE2 의합성을억제하는것으로나타났다. 이런

결과는 acetaminophen이 이전 연구에서 prostaglandin의 weak

inhibitor로 알려졌던 것과는 다른 결과를 보여주고 있다. 이는

아마도이실험이 in vitro로시행되었다는점, 그리고세포가다

른점등이영향을미치지않았을까생각된다. 아직까지여러

가지다양한NSAID에대한 in vitro 실험및분자생물학적인접

근은 많이 부족하기 때문에 더 많은 연구가 필요하리라고 생

각된다.

그리고, NSAID의약물농도가PGE2 합성에미치는연관성을

보기 위한 실험 결과에서는 약물 농도에 상관없이 모두 PGE2

의합성을억제하는것으로나타났다. 이는 10-9M과같이충분

히낮은농도에서도 in vitro상에서는약물효과를보임을나타

낸다.  

한편 Raisz 등은 10-6M, 10-8M 의NSAID들은 prostaglandin의합

성을 억제하지만, 10-10M에서는 오히려 prostaglandin의 생산을

증가시켰다고 보고하였다24). 본 연구에서는 이러한 biphasic

effect를볼수는없었는데, 만약이런효과가실제나타나는지

를확인해보기위해서는좀더낮은농도까지여러농도에서

실험을하는것이필요할것이다. 

그리고 PGE2 정량실험에서NSAID로처리하기전에 IL-1β로

먼저처리하는것은치주인대세포를염증상태와비슷하게유

도하기 위함이며, 이는 아마도 교정력을 가한 상태와 비슷한

상태라고볼수있다. 또한, 이렇게 prostaglandin을활성화시킨

상태에서라야NSAID의억제효과를좀더뚜렷하게관찰할수

있을것이다.

NSAID는위점막의손상및출혈그리고 과민성등많은부

작용을가지고있다23). 이와같은연구결과로볼때약물이인

체내에서가장먼저접하게되는것은세포의외벽이라고할

수있다. 이와같이세포의외벽에서인지된약물이세포내로

들어와서 작용하기까지 세포는 많은 스트레스에 처해 있다.

그래서가장먼저약물과반응하는세포에대한전자현미경적

인형태학적연구는중요하다고하겠다. 

본 연구에서 위상차현미경과 전자 현미경을 통해서 볼 때

NSAID를처리한치주인대세포의경우전반적으로세포의형

태가가늘어지고,  어떤경우에는세포의전체적인형태가비

정상적으로비대해지는등비정상적으로변하는것을확인할

수있었다. 

또한NSAID의농도와종류에따른세포형태변화는큰차이

를볼수는없었다. 즉이번연구로는세포의형태에영향을주

지않는 NSAID의종류를확인할수없었으며, 농도도마찬가

지이다. 다시말해이번연구로보면, 모든 NSAID는인간치주

인대세포에 직접적인 형태 변화를 가져온다고 말할 수 있을

것이다. 

in vitro상에서 NSAID를 세포에 직접 처리하였을 때와 생체

내에서의약물의동작메커니즘은다를수있지만, 어느정도

약물이세포에주는부작용을유추할수있었다. 따라서가능

하면 세포의 형태 변화를 적게 하는 등 부작용을 최소화하면

서 동시에 효과가 있는 약물개발이 중요하게 고려되어야 할

것이다. 

Ⅴ. 결 론

본연구는인간치주인대세포에대해현재주로처방되고있

는 NSAID 계통의약물들(acetaminophen, aspirin, ibuprofen)이어

떤영향을주는지를살피고자하였다. 즉, 다양한 NSAID를인

간치주인대세포에적용하였을때염증및치아이동과관계되

어 있는 prostaglandin의 합성에 어떤 영향을 주는지 알아보고,

위상차현미경과전자현미경을이용하여그형태적인변화를

관찰하고자하였다. 그결과다음과같은결론을얻었다.

1. 임상에서 흔히 처방되는 NSAID인 acetaminophen, aspirin,

ibuprofen에대해인간치주인대세포의세포생존률검사를

시행한결과유의할만한 cytotoxicity를보이지않았다.

2. 인간치주인대세포에 NSAID를처리했을경우, 약물을처

리하지않은정상군에비해 PGE2 합성은억제되는것을볼

수있었다. 또한이러한억제효과는NSAID의종류와농도

와는상관이없었다.

3. 위상차 현미경과 전자 현미경으로 인간 치주인대세포를

관찰한 결과 정상적인 치주인대세포의 경우와 비교해서

약물을 처리한 치주인대세포의 경우 전반적으로 세포의

형태가가늘어지고, 비정상적인모습을갖는것을확인할

수있었다.
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