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Altered homeostatic factor of db/db mice’s periodontal ligament: A pilot study
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Running title : Decrease of OPG in PDL of diabetic mice 

Purpose: Diabetes is a risk factor for periodontal disease and can cause alveolar bone loss. The purpose of this study was 
to explore the effect of diabetes on homeostatic factor of periodontal tissue using leptin receptor (db/db) mice. 

Materials and Methods: The db/db mice(experimental group) were compared with the wild type mice (control group) 
using histology and immunohistochemical analyses. Collagen fibers were evaluated using H&E, picrosirius red, fibromodu-
lin staining and osteogenic factors (periostin, osteopontin, osteocalcin, osterix), and factors related to osteoclasts (OPG, 
RANKL) in the PDL were investigated.  

Results: Collagen fibers and osteogenic factors in the PDL showed no differences between a control and an experimental 
group. In an experimental group, expression of receptor activator of nuclear factor kappa-Β ligand (RANKL) was similar 
compared with a control group, while expression of osteoprotegerin (OPG) was decreased.

Conclusions: RANKL/OPG ratio may be one of homeostatic factors related to bone remodeling in diabetic mice.
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Ⅰ. 서론

당뇨병의 유병율이 꾸준히 증가하고 있으며 크게 두 가
지 형태로 분류된다1,2). 1형 당뇨병은 자가면역질환으로 
췌장에서 인슐린을 만드는 ß-세포의 파괴로 인하여 인슐
린이 만들어지지 않는다3). 당뇨병의 대부분을 차지하는 2
형 당뇨병은 인슐린이 일부 분비되나 인슐린 저항성으로 
인하여 인슐린이 상대적으로 부족해서 세포가 포도당을 
효과적으로 연소하지 못한다.

오랜 연구를 통하여 당뇨병이 치은질환과 치주질환을 
일으키는 위험 요소라고 보고되어 왔다3,4).  같은 양의 치
태를 가진 어린이와 비교했을 때 1형 당뇨병을 가진 어린
이에서 잇몸 염증이 더 많이 나타났다5). 또한, 당뇨병 환자
에서 치은 출혈과 치은 염증이 더 많이 증가하였다6,7). 나
이, 성별과 구강 위생상태 등의 변수를 고려한 후 정상인
과 비교 시 당뇨병 환자에서 치주질환의 유병율이 약 3배 
가량 증가하는 것으로 보고되었다8,9). 한편 당뇨병은 지속
적인 치주조직의 파괴를 보이기도 하고10), 직접적인 관련
성이 없는 것으로 알려졌다11,12). 즉 혈당 조절과 지속적인 
치주조직의 파괴가 연관이 되어 있다고 보는 반면10,13,14) 
그렇지 않다는 견해도 있다11,12,15). 혈당 조절이 치주질환
의 지속적인 진행에 영향을 미치는 데는 개개인의 다양성
이 어느 정도 관여하는 것으로 생각해 볼 수 있다. 

당뇨병과 치주질환 사이의 연관 관계가 있다는 많은 보
고가 있어 왔지만 당뇨병을 앓고 있는 생쥐의 치아 및 치
주조직에서 분자 생물학적 변화의 유무에 대한 보고는 많
지 않다16). 특히 실험실용 생쥐에서는 치주질환이 생기지 
않는 것으로 알려졌다17). 따라서 당뇨2형 모델로 사용되
는 생쥐를 실험군으로 하여 대조군과 비교하였을 때 치주
조직의 변화를 비교 분석함으로써 당뇨병이 치주조직에 
미치는 영향에 대하여 살펴보는 것이 이 논문의 목적이다.

Ⅱ. 재료 및 방법

1. Leptin receptor (db/db) mice 

2형 당뇨병의 모델인 db/db 생쥐는 leptin receptor 
유전자에 point mutation이 있는 생쥐이다. 각각 12
주령 db/db 생쥐 다섯마리 (실험군)와 일반생쥐 (대조
군) 다섯마리를 스탠포드 대학의 동물 보호와 사용 (IA-
CUC13146)으로부터 승인을 얻어서 시행하였다. 

2. 조직표본 제작 

대조군과 실험군에서 상악골을 분리하였다. 4℃에서 
하룻밤동안 4% 파라포름알데하이드에 넣어 샘플을 고정
시켰다. 이후 탈회를 위하여 19% EDTA에 15일 동안 넣
어 두었다. 탈수화를 위하여 다단계의 에탄올을 이용하
였고, embedding 시킨 후 8-um 두께로 잘랐다. 조직표
본의 제작을 위하여 Superfrost plus 슬라이드(Thermo 
Scientific, Waltham, MA, USA)를 사용하였다. 

 
3. 일반염색분석

Hematoxylin and eosin (H&E) staining을 통하여 전
반적인 치아와 치주조직의 구조를 분석했다. 치주인대 내
의 교원질 섬유의 전반적인 구조와 주행방향 등을 분석
하기 위하여 picrosirius red 염색을 시행하였다. 자연사
한 세포를 비교하기 위하여 terminal deoxynucleotidyl 
transferase-mediated dUTP nick end labeling (TU-
NEL, Roche, Basel, Switzerland) 키트를 이용하여 염색
한 후 형광현미경 하에서 촬영했다.
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4. 면역조직화학 (Immunohistochemistry) 염색 분석

면역조직화학 염색을 통하여 치주인대 내의 교원섬유
의 양적, 질적 분석을 시행하였으며, 치주인대 내의 골형
성 인자의 분자 생물학적 변화를 비교하였으며, 치주인대 
내의 세포 변화를 분석하였다.

파라핀을 제거한(deparaffinized) 조직표본을 hydro-
gen peroxide에 5분동안 담가서 peroxidase activity
를 얻었다. phosphate-buffered saline (PBS)에서 씻
은 후 5% goat serum (Vector, Burlingame, CA, USA)
에 1시간 동안 처리하였다. 각각의 항체에 대한 1차 항
체 (primary antibody)로 처리한 후에 4℃ 냉장고에 하
룻밤동안 보관하였다. 30분 동안 biotinylated 2차 항
체 (secondary antibodies; Vector, Burlingame, CA, 
USA)로 처리하고, PBS로 씻은 후에 30분동안 Anavidin/
biotinylated enzyme complex 키트(ABC Peroxidase 
Standard Vectastain PK-4000; Vector, Burlingame, 
CA, USA)로 처리했다. 3,3’-diaminobenzidine (DAB) 
substrate 키트 (Vector Peroxidase substrate DAB 
SK-4100; Vector, Burlingame, CA, USA)를 사용하여 
발색이 되도록 기다렸다. 본 실험에 사용된 항체 (anti-
body)는 periostin (Abcam, Milton, Cambridge, UK; 
1:200 dilution), fibromodulin (Santa Cruz Biotech, 
Santa Cruz, CA, USA; 1:500 dilution), osteopon-
tin (OPN, NIH LF 17, National Institutes of Health, 
Bethesda, MD, USA; dilution 1:2500), osteocalcin 
(Merck Millipore, Burlington, MA, USA; dilution 1: 
2000), osterix(Abcam, Milton, Cambridge, UK; 1:100 
dilution), Osteoprotegerin (OPG, Thermo Scientific, 
Waltham, MA, USA; dilution 1:100), receptor activa-
tor of nuclear factor kappa-Β ligand (RANKL, Ther-
mo Scientific, Waltham, MA, USA; dilution 1:1000), 
cluster of differentiation (CD68, Thermo Scientific, 

Waltham, MA, USA; dilution 1:100), interleukin-al-
pha (IL-alpha, Origene, Rockville, MA, USA; dilution 
1:1000) 이었다. 

Ⅲ. 결과

치아의 전체적인 조직학적 형태와 크기는 두 그룹 사이
에 차이가 없었다. 또한, 치아와 치조골 사이에 위치한 치
주인대 안에서 관찰되는 세포 수와 교원질 섬유의 주행 방
향에 차이가 없었다. (Fig. 1. A, B). 치주인대의 넓이를 비
교했을 때 대조군과 실험군 사이에 차이가 없었다. 치조골
의 양과 치조골 내의 lacunae 수도 두 그룹 사이에 차이가 
없었다. 확대한 대조군과 실험군의 사진에서 보면 치주인
대 내의 세포 수와 교원질 섬유의 주행 양상 등도 차이가 
없었다. (Fig. 1. C, D). 

치주인대 내의 교원질 섬유 구조와 관련 분자 생물학
적 변화 등을 관찰하기 위해 picrosirius red, periostin
과 fibromodulin염색을 시행하였다 (Fig. 2). 대조군과 비
교했을 때 실험군에서 교원질 섬유의 주행 방향은 같았
다. 또한 교원질 섬유 사이의 거리와 전반적인 양도 대조
군과 실험군 사이에 차이가 없었다 (Fig. 2. A, B). 대조군
과 비교했을 때 실험군에서 periostin 발현정도에서 차
이를 발견할 수 없다 (Fig. 2. C, D). 대조군과 실험군에서 
fibromodulin의 발현정도는 차이가 없었다 (Fig. 2. E, F). 

치주인대 내의 골형성 인자의 분자 생물학적 변화를 살
펴보면 osteopontin의 발현량은 대조군과 실험군 사이
에 차이가 없었다 (Fig. 3. A, B). osteocalcin의 발현정도
를 비교해 볼 때 대조군과 실험군 사이에 차이가 없었다 
(Fig. 3. C, D). 위의 결과와 유사하게 osterix의 발현정도
도 대조군과 실험군에서 차이가 없었다 (Fig. 3. E, F). 

TUNEL염색에서 실험군의 apoptosis가 대조군에 비
하여 증가되어 있었다 (Fig. 4. A, B). 대조군과 비교 시 실
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Figure 2. 치주인대 내의 교원섬유 관련 분자 생물학적 변화
(A, B) ‌There is no difference between a control and an experimental group in picrosirius red staining. 
(C, D) There is no difference in expression of periostin between a control and an experimental group. 
(E, F) There is no difference in expression of fibromodulin between a control and an experimental 
group. d, dentin; ab, alveolar bone; pdl, periodontal ligament. All scale bars are 500 µm.

Figure 1. H&E 염색을 통해 본 생쥐 치주복합체의 전반적인 구조
(A, B) No difference is found in general histologic appearance between a control and an experimen-
talgroup. (C, D) ‌In higher magnification, cells and collagen fibers in an experimental group show no 
difference compared to a control group. d, dentin; ab, alveolar bone; pdl, periodontal ligament. All scale 
bars are 500 µm.
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험군에서 OPG의 발현정도는 감소하였다 (Fig. 4. C, D). 
반면, RANKL의 발현정도는 대조군과 실험군 사이에 차
이가 없었다 (Fig. 4. E, F). CD68 염색에서 대조군과 실
험군 사이에 차이가 없었다 (Fig. 4. G, H). IL-alpha 염색
에서 대조군과 실험군 사이에 차이가 없었다 (Fig. 4. I, J). 

Ⅳ. 고찰

H&E염색을 통하여 조직 형태학적 비교를 했을 때 실험
군과 대조군 사이에 차이는 없었다. 제2형 당뇨 모델 생쥐
에서 고혈당 식이를 제공할 경우에 Advanced glycation 

end products (AGEs)가 축적되어 심각한 치주질환이 야
기되며 이에 따른 치주조직에서의 골소실 등의 뚜렷한 변
화를 관찰할 수 있다18,19). 이번 실험에서는 고혈당 식이 
대신 일반 식이 제공되었으며 치주질환을 야기하는 세균
등을 이식하지 않아서 치주조직에서의 변화는 대조군과 
다르지 않은 것으로 생각된다. 치주인대 안에서 발현되는 
periostin과 fibromodulin의 양도 실험군과 대조군 사이
의 차이는 없었다. Periostin은 치주인대 내에서 발현되는 
조골세포인자이다. Fibromodulin은 치주인대 내에서 발
현되나 정확한 기전에 대하여는 알려진 바가 없다. 다만, 
혈관에서 fibromodulin은 교원질 섬유의 두께를 조절하
는 것으로 보고되었고20) 상아질에서 광화작용 (mineral-

Figure 3. 치주인대 내의 골형성 인자의 분자 생물학적 변화
(A, B) ‌Expression of osteopontin shows no difference between a control and an experimental group. 
(C, D) Expression of osteocalcin shows no difference between a control and an experimental group. 
(E, F) No difference in expression of osterix is found between two groups. d, dentin; ab, alveolar bone; 
pdl, periodontal ligament. All scale bars are 500 µm.
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Figure 4. 치주인대 내의 파골세포 관련 분자 생물학적 변화
(A, B) Apoptosis in an experimental group is decreased by TUNEL staining. (C, D) Expression of OPG 
is decreased in an experimental group. (E, F) Expression of RANKL is not altered in an experimental 
group. (G, H) CD68 staining shows no difference between a control and an experimental group. (I, J) 
IL-alpha staining shows no difference between a control and an experimental group. d, dentin; ab, 
alveolar bone; pdl, periodontal ligament. All scale bars are 500 µm.

ization)을 억제하는 것으로 보고되었다21). 
치주인대 내의 골형성 인자의 발현정도를 비교하기 위

하여 osteopontin, osteocalcin과 osterix를 면역조직화
학 염색을 시행하였다. 대조군과 비교하였을 때 실험군에
서 치주인대 내의 골형성 인자의 발현정도에 차이는 없었

다. 즉, 2형 당뇨병을 앓고 있는 실험군 생쥐의 치주인대 
내에서 교원질 섬유의 질적, 양적 차이를 찾을 수 없었고, 
골형성 인자의 발현정도에서도 차이가 없었다. 반면, 2형 
당뇨병을 앓고 있는 사람에서 정상적인 골밀도를 가지고 
있지만, 골절의 빈도가 증가하는데22,23) 이는 골형성인자
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의 분화의 변화와 골형성인자의 감소 등에 기인한다24). 2형 
당뇨 생쥐 모델에서 골형성인자인 OPN, OCN, Runx2등
이 발현이 현저히 감소되었다25). 

골조직은 조골세포와 파골세포의 활동으로 끊임없는 
리모델링 과정을 통해 항상성을 유지하고 있다. 골조직의 
리모델링에 관여하는 주요 요소는 Receptor activator 
of nuclear factor kappa-Β (RANK), RANKL과 OPG 
시스템이다. RANKL은 골흡수의 증가와 관련된 일련의 
과정에 관여하며 OPG는 RANKL의 억제제로 골흡수를 
억제하는 과정에 관여한다26). 따라서 RANKL/OPG의 상
대적 비율이 골조직의 항상성을 결정한다27). 실험군에서 
OPG의 발현양은 감소하였고, RANKL의 발현량은 대조
군과 비교 시 차이가 없다. 파골세포의 활성화에 관여하
는 CD68과 IL-alpha의 발현양을 비교했을 때 실험군과 
대조군 사이의 차이는 보이지 않았다. 한편 세포자연사
를 보여주는 apoptosis는 실험군에서 증가하였다. 실험
군에서 OPG의 발현양이 감소하는 것으로 미루어 볼 때 
골조직의 항상성의 변화를 가져올 수 있다고 사료된다. 즉 
RANKL/OPG가 일정한 비율을 유지하지 않고 OPG가 
감소함으로써 골조직 리모델링에 변화가 생길 수 있다. 본 
실험의 결과와 동일하게 2형 당뇨 생쥐에서 apoptosis의 
증가되었고 OPG 발현은 감소되었다25,28). 반면, 2형 당뇨
병 환자에서 apoptosis는 증가한 반면, OPG 발현양은 다
양한 결과를 보였다29,30). 치주인대세포를 이용한 실험에
서 포도당의 농도에 따라서 RANKL/OPG의 비율이 바뀌

며 OPG의 양이 감소할 경우 치조골 소실로 이어졌다31). 
2형 당뇨 모델 생쥐에서 치조골의 파괴를 동반한 경우에 
염증 인자 등의 변화가 있었다 28. 본 실험에서 IL-alpha
의 발현양의 차이가 없는 이유는 염증을 동반한 치조골
의 소실 등을 보이지 않는 등 당뇨병의 진행 정도가 심하
지 않기 때문으로 생각된다. 반면, 염증이 있는 치주 조직
에 이런 변화가 생길 경우에 치조골 항상성 유지가 어려
울 것으로 사료된다. 

당뇨병을 가진 동물에서 치주조직에 나타나는 항상성 
인자에 변화에 관한 보고가 많지 않았었다. 이번 실험을 
통하여 제2형 당뇨모델 db/db 생쥐에서 치주조직의 조
직학적, 면역조직화학적 변화를 보고하였다는 점에서 의
미가 있다. 다만 본 실험에서는 각각 5마리의 적은 개체수
의 생쥐에서 혈당을 직접 측정하지 않았으며 세포를 이용
하여 정량변화를 병행하지 않은 한계가 있다. 향후에 나
이 든 당뇨 생쥐를 이용하여 현재의 결과와 비교 분석을 
한다면 임상에 활용할 수 있는 정보를 얻을 수 있을 것으
로 사료된다.
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