
I. 서론

치은의 결합조직에 존재하는 치은섬유아세포

는 결합조직에서 가장 풍부한 세포성분으로서

약 6 5 - 8 5 %를 차지한다. 치은섬유아세포는 신

체 다른 부위의 섬유아세포와 마찬가지로 교원

섬유 뿐만 아니라 탄성섬유, 당단백, gly-

cosaminoglycan 등을 합성하고 분비해 내어

결합조직의 기질을 만들어 낸다. 또한 치은섬유

아세포에 의해 교원 섬유의 재생과 분해, 그리

고 화학적 성분이 조절되며, 치주수술이나 외상

에 의한 창상 치유과정에도 이 세포들이 관여

한다. 치은섬유아세포는 교원섬유의 재생에 핵

심적인 역할을 수행하는데, 전교원이라 불리는

전구물질을 만들어냄으로서 교원질을 합성하

는 교원형성 능력을 가지고 있으며, 또한 이 세

포들은 가수분해효소에 의하여 오래된 교원섬

유를 탐식하여 제거하는 역할을 수행한다.

치주질환을 치료하기 위한 외과적 술식들이

많이 발전하였음에도 불구하고 치주치료 후 치

유를 촉진시키기 위한 보조요법과 약물개발에

대한 연구는 아직 미약하다. 치주조직의 치유에

있어서 치은섬유아세포의 증식은 필수적이며,

치은섬유아세포의 증식은 세포주기 진행 촉진

물질에 의하여 증가된다. 최근 연구에 의하면

몇몇의 성장인자와 세포기질 등이 치주치료 후

치주조직의 치유를 촉진시킨다고 보고된 바 있

으며, 일부 천연물이치주조직의 치유를 촉진하

는 것으로 알려져 있다. 

현재 연구되고 있는 조직재생제로는 성장인

자인 P D G F1 - 4 ), IGF-Ⅰ5 ), TGF-β6 - 1 0 )등이

있는데 생리적 환경에서 안정성이 낮은 단점이

있다. 천연물로서 병풀(Centella asiatica)은 화

상 등의 조직결손부의 재생과 상피조직의 재생

에 유효하다고 보고된바 있으나, 치주인대세포

의 증식에는 큰 효과가 없는 것으로 알려져 있

다1 1 - 1 3 ).

고삼(Sophora flacescens)은 콩과( L e g u-

m i n o s a e )에 속하는 다년생 초본 식물로 우리

나라 전역에 자생하고, 그 뿌리는 옛날부터 해

열, 진통, 이뇨, 지사, 항염 및 구충제의 민약(民

藥)으로 이용되어 왔다1 4 , 1 5 ). 고삼에 대한 성분

연구로는 saponin, sapogenol (sophoraflavo-

side I, soyasapogenol1 6 ), sophoraflavoside

Ⅱ-Ⅳ1 7 )), lupine alkaloids(matrine1 8 ), ( + ) -

i s o m a t r i n e 1 9 ) , ( - ) - Δ 7 - d e h y -

d r o s o p h o r a m i n e2 0 ), (-)-5α- h y d r o x-

y s o p h o c a r p i n e2 1 )), quinone류 화 합 물

(kushequinone A2 2 )) 등이 보고되었으며, fla-

vanone 류로는 k u r a r i n o l2 3 ), kushenol A, B2 4 ),
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E, F2 5 )가 보 고 되 었으 며 , flavonol류 는

kushenol J, K, L, M2 6 ) 등이 보고되었다.

S o p h o r a속의 f l a v a n o n e에 대한 성분연구로는

sophoraflavanone A, B2 7 ), G2 8 ) 등이 보고되었

다. 고삼의 생리활성에 대한 연구로는 l u p i n e

a l k a l o i d가 많이 연구되었으며, 그중 m a t r i n e은

스트레스성 궤양의 예방효과2 9 ), 위장관 수축

작용3 0 ), 해열 작용3 1 ) 등이 있다고 보고되었다.

또한, flavonoids의 생리활성 연구로는 Y a m a k i

등3 2 )은 고삼의 f l a v o n o i d s의 항균작용, Yagi 등
3 3 )은 항진균 작용을 각각 보고하였고, Ohmoto

등3 4 )은 f l a v o n o i d s의 cAMP phosphodi-

e s t e r a s e에 대하여 구조, 활성 관계를 밝혔다.

Kojima 등3 5 )은 matrine 등이 생체 내에서 항

암효과가 있다고 보고하였으나, 고삼추출물의

세포 증식 효과에 대해서는 아직 보고된 바 없

다. 

세포주기 진행에 있어, G1 기에서 S 기로의

이행과 관련된 조절자로는 cyclin-cdk 복합체

가 있는데, 이들이 복합체를 이루어활성화되면,

pRB 단백질을 인산화시킨다. pRB 단백질은 초

기 G 1기에서 전사인자인 E2F transcription

f a c t o r와 결합하고 있다가 c y c l i n - c d k에 의해

인산화되면, E2F를 유리시킨다. 유리된 E 2 F는

S기에서 DNA 복제에 필요한 여러 유전자들을

합성하면서 세포주기를 진행시킨다(Figure 1).

세포의 핵 내에는 c y c l i n이라는 단백질이 주

기적으로 증가, 감소하고 있으며, cyclin의 증가

에 의하여 c d k가 활성화되고, 활성화된 c d k는

p R B의 serine 및 t h r e o n i n e을 인산화시키고,

그 결과 p R B가 억제하고 있던 E 2 F나 c - A b l ,

E l f - l과 같은 전사인자들이 활성화 되면서 세

포주기는 G 1주기에서 S주기로 들어가게 되고

증식하게 된다3 6 ). 세포증식 촉진인자인 m i t o-

g e n들의 최종 표적 중의 하나가 cyclin D이며,

cyclin E도 관여할 것으로 보인다3 7 ). Mitogen

들에 의해 cyclin D의 발현이 촉진되어 일정량

에 이르게 되면 cyclin D는 cdk 4 혹은 cdk 6와

결합하고 cdk activating kinase가 c d k의

t h r e o n i n e을 인산화시켜서 c d k가 활성을 띄게

되면, cdk는 p R B를 인산화시켜 불활성화시킨

다3 8 ). cyclin E-cdk 2 복합체가 활성화됨으로
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서 cyclin D에 있어서 p R B의 인산화를 더욱 가

속시키게 되고 결국은 p R B에 의해 억제되고 있

던 E2F, Elf-1, c-Abl 등의 t r a n s c r i p t i o n

f a c t o r들이 활성을 띠게 되어 S 기로 이행하게

된다3 9 ).

세포의 주기를 정확히 조절하기 위해서 세포

는 c y c l i n이나 c d k같은 positive regulator 이

외 에 도 p53, p16 및 p21 등 의 c d k

i n h i b i t o r ( C K I )들을 가지고 있으며, 이들 C K I

의 작용은 적절한 세포주기 조절에 n e g a t i v e

r e g u l a t o r로서 필수적인 인자들이다4 0 ). pRB의

인산화가 촉진되면 여러 가지 유전자의 전사가

증가하게 되는데 주로 DNA 합성에 관여하는

유전자의 발현이 증가되고, 그 뿐만 아니라

p 1 6의 발현이 증가되어, 합성된 p 1 6은 cdk 4

및 6와 결합하고 그 결과 cyclin D는 c d k의 보

호를 받지못하고 따로 떨어지게 되어 분해되고

사라진다. 비슷한 원리로 자외선이나 화학물질,

기타 원인에 의해 세포의 D N A에 손상이 오게

되면 p53 항암단백질의 발현이 증가되어, p21

의 발현을 촉진시키고, p21은 cyclin E-cdk 2,

cyclin D-cdk4 및 기타 c d k들을 억제하여

p R B의 인산화를 억제하므로써 세포를 G 1기에

정지시키고, 동시에 p53, GADD45 등의 D N A

수리 체계들에 의해 손상된 D N A가 복구되게

된다4 1 ). 또한 p53 단백질은 직접 DNA 복제에

관여하는 단백질(RPA: replication protein A)

과 결합하여 DNA 복제 및 세포주기 S기로의

진행을 저해한다는 보고도 있다.

치은섬유아세포는 치주조직의 창상 치유에

중요한 역할을 하는 것으로 알려져 있어,이에

본 연구에서는 치주조직 재생제 개발의 일환으

로 치은섬유아세포의 세포주기 진행을 촉진시

키는 천연물질 중 고삼 추출물이 사람의 치은

섬유아세포 세포주기 진행에 미치는 영향을 알

아보고자 시행하였다. 

II. 재료 및 방법

1. 고삼 추출

고삼(Sophorae Radix)은 전라북도 생약협

동조합에서 구입하여 사용하였으며 증거표본

(WP No. 030)은 원광대학교 약학대학 생약표

본실에 보관되어 있다. Column chromatogra-

p h y용 담체는 Lipophilic Sephadex LH-

20(Sigma chemicl co., st. Louis, MO, USA)

을 사용하였으며, thin layer chromatography

(TLC) plate는 Kieselgel 60 F254 plate(0.2

mm, Merck, Germany)를 사용하였다. 기타

시약과 용매는 1급 또는 특급시약을 사용하였

다.

건조한 고삼 2 kg을 세절한 후 증류수로 환류

시키면서 3시간 1회 추출한 다음 온시 여과한

후 여액을 감압 농축하여 1 L로 하였다. 여기에

ethyl acetate를 가하고 용매분획하여 e t h y l

acetate 분획(7.11 g) 및 물 가용부를 얻었다.

이 중 ethyl acetate 분획을 Sephadex LH-20

column chromatography(CH2C l2- m e t h a n o l ,

4 : 1 )를 시행하여 T L C의 양상에 따라 4개의 분

획으로 나누고 소분획 3(3.80 g)에 대하여 다

시 Sephadex LH-20 column chromatogra-

p h y ( C H2C l2-methanol, 4:1)를 시행하여

T L C상에서 단일 반점을 나타내는 물질( 9 5 1 . 8

m g )을 얻었다(Figure 2).

2. 세포 배양

이 연구에 사용된 치은섬유아세포는 원광대

학교 치과병원에 내원하여 치관 길이 연장술을

시행한 환자의 건강한 치은조직으로부터 얻었

다. 조직을 Dulbecco's Modified Eagle's

Medium(DMEM, GIBCO/BRL, Grand Island ,

NY, USA)이 담겨있는 15 ml tube에 담아 혈

액이나 이물질을 제거하기 위해 3회 세척한 후,

10% FBS(fetal bovine serum, GIBCO/BRL,

U S A )와 1% 항생제(Penicillin G, 10,000

units/ml, Amphotericin B 25㎍ / m l ,
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G I B C O / B R L )가 첨가된 D M E M이 들어 있는

100 mm 조직배양접시에 옮겨 No. 15 blade를

사용하여 1 ㎟으로 세절하고, 60 mm 배양접시

에 5∼6개 조각을 고르게 분포시켰다. 약 3 0분

간 3 7℃, 100% 습도, 5% CO2 배양기에서 배

양하여 배양접시 바닥에 조직이 고르게 부착되

도록 배양시킨 후, 각 배양접시 당 10% FBS와

1% 항생제가 포함된 DMEM 3 ml을 첨가하였

다. 단일세포층이 형성될 때까지 2 , 3일 간격으

로 배양액을 교환하였다. 단층 밀생이 형성된

후 배양액을 제거하고 2회 세척 후, 0.25%

T r y p s i n / E D T A ( G I B C O / B R L )를 이용하여 세

포배양 접시에 부착된 세포를 분리시킨 후 1 0 0

mm 조직배양용 접시에 분주하였다. 배양액은

세포의 충분한 증식이 나타날 때까지 2, 3일 간

격으로 교환하였고, 계대배양은 1 : 3∼4의 비율

로 시행하였다. 본 실험에서는 5, 6회 계대배양

된 치은섬유아세포를 사용하였다. 

3. 세포 증식의측정

배양접시에서 밀생에 도달한 단층의 세포들

을 0.25% trypsin/EDTA로 분리해 내었다. 이

세포들을 배양액으로 현탁시키고 6 - w e l l

p l a t e에 2×1 04 개의 세포 수가 되도록 분주하

였다. 24 시간 후 배양액을 제거하고 실험군에

는 1 0㎍/ml, 50㎍/ml, 100㎍/ml, 500㎍/ m l의

고삼 추출물을 첨가하고 대조군에는 증류수를

넣었다. 2, 4일 동안 배양한 후 혈구계수기를

이용하여 살아있는 세포의 수를 계산하였다.

4. MTT 분석

5, 6회 계대 배양된 치은섬유아세포를

0.25% Trypsin/EDTA로 떼어내어 혈구계수

기로 세포 수를 세어 24-well plate의 각 w e l l
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당 4×1 03개의 세포가 들어가도록 분주하였다.

세포들이 부착할 수 있도록 1일간 5% CO2,

100% 습도의 3 7℃ 배양기에서 배양한 후 부착

되지 않은 세포를 제거하기 위해 배지를 교환

하고, 10㎍/ml, 50㎍/ml, 100㎍/ml, 500㎍/ m l

의 고삼 추출물을 첨가하고, 2, 4일 동안 배양

하였으며 대조군에는 증류수를 넣었다. 각각의

시간이 경과된 후 생리 식염수로 용해한

M T T ( 3 - ( 4 , 5 - d i m e t h y l t h i a z o l - 2 - y l ) -

2,5- diphenyl tetrazolium bromide ; Sigma

chemical co.) 용액 300 ul씩을 각각의 w e l l에

첨가하여 4시간 동안 배양하였다. 배양 후 배지

를 제거하고 200 ul의 DMSO(Junsei, Japan)

를 첨가하여 형성된 formazan 결정을 용해시

킨 후 96-well plate 상으로 옮겨서 E L I S A

analyser(Spectra MAX 250, Molecular

Devices Co., USA)로 540 nm에서 흡광도를

측정하였다. 매 실험마다 세포 활성도를 대조군

에 대한 백분율로 산출하였으며, 각각의 실험은

4회 반복 시행하였다.

5. 세포주기 분석

고삼 추출물 1 0 0㎍/ m l을 첨가한 배양액에서

배양된 세포를 t r y p s i n i z a t i o n하여 혈구계수기

로 세포수를 측정한 다음 3×1 05개의 세포수를

phosphate buffered saline(PBS)으로 세척하

고 70% ethanol로 고정시킨 후, RNase A(0.1

m g / m l )을 처리하여 R N A를 제거하였다. 50㎍

/ m l의 propiodium iodide 용액으로 3 0분간 염

색한 후 flow cytometer(Becton, Dickinson,

Mountain View, CA, USA)로 488 nM에서

propidium iodide-DNA complex에서 발생하

는 형광을 측정하였다4 2 ).

6. Western blot 분석

고삼 추출물 1 0 0㎍/ m l을 첨가한 배양액에서

배양된 세포를 P B S로 2회 세척한 후, lysis

b u f f e r로 세포 단백질을 추출하고, BCA 용액

(Bicinchoninic acid sol. Sigma chemical co.)

에 C o p p e r (Ⅱ) sulfate (Sigma)를 50 : 1로 혼

합하여 단백질 농도를 측정하였다. 각 실험군별

로 추출된 단백질 50 ㎍씩을 사용하여 1 5 %

SDS-polyacrylamide gel electrophoresis

( S D S - P A G E )를 시행한 후 PVDF (Immo-

bilon-P membrane, Milipore Corp., Bedford,

MA, USA)에 t r a n s f e r하였다. 비특이 항체의

결합을 막기 위하여 실온 상태에서 m e m b r a n e

을 각각의 blocking 용액(Western star,

Tropix Inc., Bedford, MA, USA)에 1시간 동

안 처리하였다. 그 후에 다음과 같은 1차 항체

들을 이용하여 6 0분 동안 반응시켰다. 1) a

mouse anti-human monoclonal antibody for

p21(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,

CA, USA), 2) a rabbit anti-human poly-

clonal antibody for cdk 2(Santa Cruz

Biotechnology), 3) a rabbit anti-human

polyclonal antibody for cdk 4(Santa Cruz

Biotechnology), 4) a rabbit anti-human

polyclonal antibody for cdk 6(Santa Cruz

Biotechnology), 5) a mouse anti-human

monoclonal antibody for cyclin D1(Santa

Cruz Biotechnology), 6) a mouse anti-

human monoclonal antibody for cyclin

E(Oncogene Science, Uniondale, NY, USA),

7) a rabbit anti-human polyclonal antibody

for p16(Santa Cruz Biotechnology), 8) a

mouse anti-human monoclonal antibody for

RB(Santa Cruz Biotechnology), 9) a mouse

anti-human monoclonal antibody for

p53(Oncogene science). 1차 항체로 반응시

킨 후 blocking buffer로 2회 세척해 내고,

anti-mouse or anti-rabbit IgG-alkaline

phosphatase conjugated secondary antibody

(Santa Cruz Biotechnology)로 실온에서 2 0

분 동안 반응시킨 후 blocking buffer로 세척하

였다. 1×assay buffer로 2분 동안 2회에 걸쳐
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Figure 3. Effects of Sophorae Radix Extracts on proliferation of gingival fibroblasts. Cell numbers were
counted by hemocytometer after 2 and 4 day incubation(Mean±S.E.). Vertical bars repre-
sent standard errors of four independent experiments.
* : Statically significant difference compared to control group, p<0.05

Figure 4. Effects of Sophorae Radix Extracts on activity of gingival fibroblasts. MTT assay was performed
after 2 day incubation(A) and after 4 day incubation(B)(Mean±S.E.). Vertical bars represent
standard errors of each independent experiments. 
* : Statically significant difference compared to control group, p<0.05



세척을 해 준 후에 m e m b r a n e을 Western Star

Substrate 용액으로 반응시키고 H y p e r f i l m -

MP(Amersham Corp., Arlington Heights, IL,

U S A )에 노출시켰다. 사용된 단백질이 동일한

양인지를 확인하기 위하여 m e m b r a n e을 1×

Ponceau S 용액(Sigma Chemical co.)에 염색

한 후 발현 정도를 서로 비교하였다.

7. 통계분석

측정한 세포 수와 백분율로 환산된 MTT 분

석의 평균과 표준 편차를 구하고, 이들의 통계

학적 유의성은 일원분산분석법( A N O V A )을 이

용하여 처리하였다.

III. 결과

1. 세포 증식율 및 세포 활성도

고삼추출물이 치은섬유아세포의 증식에 미치

는 영향을 관찰하기 위하여 배양중인 치은섬유

아세포에 1 0㎍/ml, 50㎍/ml, 100㎍/ml 및 5 0 0

㎍/ m l의 농도로 고삼추출물을 첨가하고 배양된

세포 수를 측정한 결과, 2일군, 4일군 모두 1 0 0

㎍/ml 농도에서 세포증식이 가장 증가하였다.

그 이상의 농도인 5 0 0㎍/ m l의 경우 치은섬유

아세포의 증식이 대조군 보다는 증가하였으나

1 0 0㎍/ml 보다는 증가가 억제되었다( F i g u r e

3 ) .

고삼추출물이 치은섬유아세포의 세포활성에

미치는 영향을 평가하기 위하여 배양중인 섬유

아세포에 1 0㎍/ml, 50㎍/ml, 100㎍/ml 및 5 0 0

㎍/ m l의 농도로 고삼추출물을 첨가하고, 2일

및 4일간 배양한 후 MTT 분석으로 세포활성

을 측정한 결과 2일군 및 4일군 모두 1 0 0㎍/ m l

농도에서 세포활성이 가장 증가하였고, 그 이상

의 농도인 5 0 0㎍/ m l를 처리한 경우 1 0 0㎍/ m l

를 처리한 경우보다 세포활성 증가가 억제되었
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Figure 5. Sophorae Radix extracts induced growth activation of human gingival fibroblasts(GFs). The
cell proliferation assays were performed in monolayer cultures of GFs before and after treat-
ment with 100㎍/ml of Sophorae Radix extracts(A; before treatment, B; after treatment).

A

B



다(Figure 4).

2. 세포주기 분석

고삼추출물이 치은섬유아세포의 세포주기 변

화에 미치는 영향을 관찰하기 위하여 1 0 0㎍

/ m l의 고삼 추출물이 함유된 배양액에 치은섬

유아세포를 4일간 배양하여 세포주기를 분석

한 결과 대조군과 비교하여 고삼 추출물을 처

리한 세포군에서 S 주기가 7 . 2 5 %에서 1 4 . 2 1 %

로 증가하였으며, G1 주기는 8 2 . 3 0 %에서

7 2 . 8 0 %로 감소하였고, G2/M주기는 7 . 6 5 %에
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Figure 6. Western blot analysis for intracellular levels of cyclin E and cdk 2 in cultured human gingival
fibroblasts(HGFs) supplemented with Sophorae Radix Extracts for 4 days. Cell extract equiva-
lent to 50㎍ of total cellular protein of HGFs was electrophoresed by 15% SDS-PAGE and
transferred to a PVDF membrane. The intracellular protein levels of cyclin E and cdk 2 in HGFs
were probed with respective antibodies diluted by 1 : 1000. After probing, the membrane
was stained with 1×Ponceau S stain for 10 min to reveal the total cellular protein loaded per
each lane.(KDa : kilodalton, 1 : control, 2 : experimental). 

Figure 7. Western blot analysis for intracellular levels of cyclin D, cdk 4 and cdk 6 in cultured human
gingival fibroblasts(HGFs) supplemented with Sophorae Radix Extracts for 4 days. Cell extract
equivalent to 50㎍ of total cellular protein of HGFs was electrophoresed by 15% SDS-PAGE
and transferred to a PVDF membrane. The intracellular protein levels of cyclin D, cdk 4 and
cdk 6 in HGFs were probed with respective antibodies diluted by 1 : 1000. After probing, the
membrane was stained with 1×Ponceau S stain for 10 min to reveal the total cellular protein
loaded per each lane.(KDa : kilodalton, 1 : control, 2 : experimental). 



서 9 . 2 3 %로 증가하였다. 이러한 결과로 고삼추

출물의 투여가 치은섬유아세포의 세포주기 진

행을 증가시킨다는 것을 알 수 있었다( F i g u r e

5 ) .

3. cyclin E 및cdk 2 의발현

cyclin E와 cdk 2는 세포주기 진행에 있어서

G 1기의 후기에 관여하는데 고삼추출물을 투여

한 치은섬유아세포에서 이들 단백질의 발현을

8 7 7

Figure 8. Western blot analysis for intracellular levels of p53 and p21W A F 1 / C I P 1 in cultured human gingival
fibroblasts(HGFs) supplemented with Sophorae Radix Extracts for 4 days. Cell extract equiva-
lent to 50㎍ of total cellular protein of HGFs was electrophoresed by 15% SDS-PAGE and
transferred to a PVDF membrane. The intracellular protein levels of p53 and p21W A F 1 / C I P 1 i n
HGFs were probed with respective antibodies diluted by 1 : 1000. After probing, the mem-
brane was stained with 1×Ponceau S stain for 10 min to reveal the total cellular protein
loaded per each lane.(KDa : kilodalton, 1 : control, 2 : experimental).

Figure 9. Western blot analysis for intracellular levels of pRB and p16 in cultured human gingival fibrob-
lasts(HGFs) supplemented with Sophorae Radix Extracts for 4 days. Cell extract equivalent to 50
㎍of total cellular protein of HGFs was electrophoresed by 15% SDS-PAGE and transferred to a
PVDF membrane. The intracellular protein levels of pRB and p16 in HGFs were probed with
respective antibodies diluted by 1 : 1000. After probing, the membrane was stained with 1×
Ponceau S stain for 10 min to reveal the total cellular protein loaded per each lane.(KDa :



알아보고자 Western blot analysis를 시행하였

다. 100㎍/ m l의 농도로 고삼 추출물을 4일간

투여한 결과 cyclin E와 cdk 2의 발현이 대조

군에 비해 증가하는 경향을 보였다(Figure 6).

이러한 결과는 고삼추출물이 치은섬유아세포

의 세포주기 진행을 촉진시키는 작용이 c y c l i n

E와 cdk 2 발현을 촉진시킴으로써 이루어진다

는 것을 알려준다.

4. cyclin D, cdk 4 및cdk 6 의발현

cyclin D는 cdk 4 또는 cdk 6와 결합하여, 세

포주기 G 1기의 중반기에 관여하므로 고삼추출

물을 투여한 치은섬유아세포에서 이들 단백질

의 발현을 알아보고자 Western blot analysis

를 시행하였다. 100㎍/ m l의 농도로 고삼 추출

물을 4일간 배양한 결과 cyclin E와 cdk 2의 발

현 양상과는 달리 이들 단백질은 모두 대조군

과 비슷한 정도로 발현 양상을 나타내었다

(Figure 7). 이러한 결과는 고삼추출물이 치은

섬유아세포의 세포주기 진행을 촉진시키는 작

용이 cyclin D, cdk 4 및 cdk 6의 발현과는 큰

관계가 없다는 것을 나타내준다. 

3. p53 및 p 2 1W A F 1 / C I P 1의 발현
p 5 3은 세포주기조절과 관련된 유전자의 발

현을 조절할 수 있고, p21W A F 1 / C I P 1은 c y c l i n -

cdk 복합체에 결합해 이들 복합체의 활동을 억

제할 수 있는데, 고삼추출물을 투여한 치은섬유

아세포에서 이들 두 단백질의 발현을 알아보고

자 Western blot analysis를 시행하였다. 100

㎍/ m l의 농도로 고삼 추출물을 4일간 배양한

결과 p 5 3은 대조군에 비해 감소하는 경향을 보

였으나, p21W A F 1 / C I P 1의 양은 대조군과 유사하

였다(Figure 8). 이러한 실험 결과는 고삼추출

물이 치은섬유아세포의 세포주기 진행을 촉진

시키는 작용이 p 5 3의 발현을 억제하므로써 이

루어지지만, p21의 작용에는 영향을 미치지 않

는다는 것을 나타낸다. 

4. p16 및 p R B의 발현

고삼추출물의 투여가 치은섬유아세포의 세포

주기 진행에 관여하는 p 1 6과 p R B의 발현에 미

치는 영향을 관찰하고자 1 0 0㎍/ m l의 고삼 추

출물을 4일간 투여한 후, Western blot analy-

s i s를 시행한 결과 p 1 6의 발현은 대조군에 비

해 감소하는 경향을 보였으나, pRB의 발현이

증가하는 경향을 보였다(Figure 9). 이러한 실

험결과는 고삼추출물의 치은섬유아세포의 세

포주기 진행을 촉진시키는 작용이 p 1 6의 발현

을 억제함으로써 이루어진다는 것을 나타낸다.

IV. 총괄 및 고찰

치주질환 예방 및 치료제의 성격은 대별하여

조직치유촉진제와 항균제로 구분할 수 있다. 이

중 항균제는 치주병인세균 및 치태세균의 성장

억제 및 살균효과를 나타내는 것이 있고, 조직

치유촉진제는 치주조직 중 치조골 및 치주인대

치유촉진에 효과가 있는 제제로 구분된다. 

최근 치주질환을 치료하기 위하여 많은 치료

법들이 개발, 발전되어 오고 있다. 그 중에도 생

약제재는 고대로부터 연구되어오는 방법들 중

하나이다. 고 서적에서도 생약으로부터 추출된

약물이 인체에 안전하며 효능, 효과가 지속적임

을 증명하고 있다. 치주질환 치료 및 예방제 중

치태억제, 치태세균에 대한 항균효과에 대한 연

구가 주로 되어 오고 있었으며 생약제재에 대

한 많은 연구가 이루어지질 못하고 있었다. 생

약제제는 경험적인동양의학의 한계를 넘어, 전

래되어 전해지는 여러 생약제제들에 대한 성분

별 분획과 이들의 효과에 대한 과학적인 접근

이 이루어져 있고, 일부는 상당한 진척을 이루

어 실제 임상에 사용할 수준에 이른 것도 있다.

이들 생약제제는 과거 상당기간 검증되어온 안

정성과 함께, 실제 임상에 적용을 위한 경제적

인 측면을 볼 때, 응용 가능한 약제로 생각된다.
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현재 연구되고 있는 생약제재들의 효능을 살펴

보면 염증의 감소, 조직의 치유촉진, 치주질환

의 치료 등을 들 수 있다. 생약인 고삼추출물은

본 연구에서 치은섬유아세포의 증식을 촉진하

였다. 섬유아세포의 증식은 치주질환시에 질환

자체와 그 치료과정을 통한 치주조직의 손상시

이후 치유과정에 필수적이다. 이런 증식과정은

많은 세포주기 조절단백질에 의해 영향을 받게

되며, 세포증식을 촉진, 혹은 억제시키는 물질

등은 실제적으로 이런 세포주기 조절단백질을

통해 영향을 주게된다. 세포주기 단백질의 세포

증식시 역할에 대해서는 많은 연구를 통해 규

명되어지고 있다. 

본 연구에서 고삼추출물은 여러 실험농도에

서 세포의 증식율이 다르게 나타났다. 100㎍

/ m l에서 가장 높은 증식을 보였으며, 500㎍/ m l

에서는 오히려 억제되었다. 배양시간에 있어서

는 2일군보다는 4일군에서 더 큰 증식율을 보

였다. 

세포의 성장은 세포주기에 따라 이루어지며

세포주기의 진행은 외부적 또는 내부적인 신호

의 전달을 이어받아 순차적으로 진행된다. 세포

주기는 G1, S, G2 및 M 기로 이루어져 있다.

G 1기는 첫번째 휴지기로 세포가 분열된 직후

다음의 성장과정을 시작하기 이전에 필요한 세

포내 인자를 준비하는 기간이며, S기에서는 핵

에 있는 유전정보를 가진 D N A의 복제가 이루

어지는 시기로서 한 염색체에서 동일한 두 염

색체로 되는 시기이다. 이후 세포는 G 2기로 넘

어가는데 필요로 하는 세포질의 인자들이 생산

되면서 한 세포가 두 세포로 분열되는데 필요

한 인자들이 모두 만들어지는 시기이다. M기에

서는 세포질의 분열이 일어나며 세포벽이 생기

면서 한 세포가 두 세포로 실제로 나뉘어지는

시기이다. 치은섬유아세포에 고삼추출물을 처

리한 후 세포주기를 분석한 결과 G 1주기는 감

소하였고, S주기가 유의하게 증가하였다. 이것

은 첫 번째 휴지기가 감소하고 두 세포로 분열

하기 위한 D N A의 합성이 증가했다는 것으로

증가된 세포 증식율 결과와도일치한다. 

본 연구에서 세포증식율의 결과를 바탕으로

1 0 0㎍/ml 농도의 고삼추출물을 투여하여 세포

주기 조절물질들의 발현을 연구하였다. 세포주

기에 작용하는 많은 세포주기 조절단백질이 발

견되고 있으나, 그 역할이 규명된 것은 많지 않

다. 그러나, cyclin E와 cdk 2의 결합, cyclin D

와 cdk 4, cdk 6의 결합을 통해 p R B와 E 2 F간

의 결합을 유리시켜 G 1주기가 S주기로 이행되

도록 한다3 6 ). Cyclin E는 G 1주기의 말기에 발

현되는데 cdk 2와 결합하여 G 1과 S 전이기에

cdk 2의 활성도가 최고조에 달하는 것을 돕는

다. 본 연구에서는 고삼추출물의 투여가 c y c l i n

E와 cdk 2의 발현을 촉진시켰으나, cyclin D,

cdk 4와 cdk 6의 발현에는 변화를 주지 않았

다. cyclin D, cdk 4와 cdk 6 등의 세포주기 조

절단백질은 cyclin E, cdk 2와 유사하게 p R B의

인산화를 증가시키지만, 고삼추출물은 c y c l i n

E와 cdk 2의 발현을 증가시키는 기전을 통하여

세포주기진행을 촉진시키는 것으로 사료된다.

p 5 3은 p 2 1을 활성시키는 세포주기조절 단백질

이며, p21은 cyclin E와 cdk 2, cyclin D와 c d k

4 또는 cdk 6 복합체의 활성을 억제한다. 즉

p 5 3의 증가는 세포가 G 1기에서 S기로 전이되

는 것을 억제하는데, p53의 감소는 세포주기진

행을 촉진하는 결과를 초래할 것이다. 본 연구

에서 고삼추출물은 또 다른 세포주기조절 단백

질인 p 5 3의 발현을 감소시키고, p21의 발현에

는 영향을 주지 않았다. 이러한 연구결과는

p 5 3이 p21 비의존적인 경로에 의하여 세포주

기 조절에 관여하고 있다는 것을 나타내는 증

거라 하겠다.

p R B와 p 1 6에 대한 고삼추출물의 영향을 관

찰한 결과, pRB는 발현증가, p16은 발현감소를

보였다. p16은 cyclin D와 cdk 4 복합체의 활

성도를 억제하는데 그 기전은 cyclin D가 c d k

4에 결합하는 장소에 경쟁적으로 작용함으로

이루어지는 것으로 알려져있다4 3 ). 따라서, p16

의 발현억제는 cyclin D와 cdk 4 복합체의 활
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성을 촉진시키고 결과적으로 세포주기진행을

촉진킨다.

이러한 실험결과는 이러한 실험결과는 고삼

추출물이 치은섬유아세포의 세포주기 진행을

촉진시키며, 그 기전은 cyclin E와 cdk 2의 발

현증가와 p53 과 p 1 6의 발현 감소를 유발함으

로써 이루어지는 것으로 생각된다.

V. 결론

본 연구는 생약제재인 고삼추출물을 치주조

직의 재생에서 중요한 역할을 하는 치은섬유아

세포에 첨가 배양하여 세포증식측정, 세포활성

도 및 세포주기분석을 시행하고, 세포주기조절

단백질의 발현을 관찰하여 세포주기조절기전

에 미치는 영향을 관찰하여 다음과 같은 결론

을 얻었다.

1 . 치은섬유아세포의 증식과 세포활성은

고삼추출물의 모든 실험농도에서 대조군

보다 증가하였으며, 특히 1 0 0㎍/ m l의 농

도는 유의한 증가를 보였다( p < 0 . 0 5 ) .

2 . 치은섬유아세포에 고삼추출물을 1 0 0

μg / m l의 농도로 투여시 세포주기분석을

시행한 결과 대조군에 비하여 G 1주기가

감소하고, S주기가 증가하는 경향을 보였

다( p < 0 . 0 5 ) .

3 . 치은섬유아세포에 고삼추출물을 1 0 0

㎍/ m l의 농도로 투여시 cyclin E 및 cdk 2

의 발현은 대조군에 비해 증가하는 경향을

보였다.

4 . 치은섬유아세포에 고삼추출물을 1 0 0

㎍/ m l의 농도로 투여시 cyclin D, cdk 4 및

cdk 6의 발현은 대조군에 비하여 큰 변화

가 없었다.

5 . 치은섬유아세포에 고삼추출물을 1 0 0

㎍/ m l의 농도로 투여시 p 5 3의 발현은 감

소하는 경향을 보였으나, p21의 발현은 큰

변화가 없었다.

6 . 치은섬유아세포에 고삼추출물을 1 0 0

㎍/ m l의 농도로 투여시 p R B의 발현은 증

가하였으나, p16 의 발현은 감소하는 경향

을 보였다.

이러한 실험결과는 고삼추출물이 치은섬유아

세포의 세포주기 진행을 촉진시키며, 그 기전은

cyclin E와 cdk 2의 발현증가와 p53 과 p 1 6의

발현 감소를 유발함으로써 이루어지는 것으로

생각된다.

VI. 참고문헌

1 . P i c h�J.E., Graves D.T. : Study of

the growth factor requirements of

human bone-derived cells: a comparison

with human fibroblasts. Bone 10: 131-

138, 1989. 

2 . Rutherford R.B., TrailSmith M.D.,

Ryan M.E., Charette M.F. : Synergistic

effects of dexamethasone on platelet-

derived growth factor mitogenesis in

vitro. Arch Oral Biol 37: 139-145, 1992.

3 . Terranova V.P., Wikesj�U.M. :

Chemotaxis of cells to various biological

response modifiers. Adv Dent Res 2:

215-222, 1988.

4 . P i c h�J.E., Carness D.L. Jr., Graves

D.T. : Initial characterization of cells

derived from human periodontia. J Dent

Res 68: 761-767, 1989.

5 . Canalis E., Lian J.B. : Effects of

bone associated growth factors on DNA,

collagen and osteocalcin systhesis in

cultured fetal rat calvariae. Bone 9:

243-246, 1988.

6 . Centrella M., McCarthy T.L.,

Canalis E. : Transforming growth factor

βis a bifunctional regulator of replication

and collagen synthesis in osteoblast-

8 8 0



enriched cell cultures from fetal rat

bone. J Blol Chem 262: 2869-2874,

1 9 8 7 .

7 . Bonewald L.F., Mundy G.R. : Role

of transforming growth factor-beta in

bone remodeling. Clin Orthop 250: 261-

276, 1990.

8 . Hock J.M., Canalis E., Centrella M.

: Transforming growth factor-βs t i m u-

lates bone matrix apposition and bone

cell replication in cultured fetal rat cal-

variae. Endocrinology 126: 421-426,

1 9 9 0 .

9 . Centrella M., McCarthy T.L.,

Canalis E. : Transforming growth fac-

tor-beta and remodeling of bone. J Bone

Joint Surg 73A(9): 1418-1428, 1991.

1 0 . Terranova V.P., Wikesj? U.M. :

Chemotaxis of cells to various biological

response modifiers. Adv Dent Res 2(2):

215-222, 1988.

1 1 . Kim Y.N., Park Y.S., Kim H.K.,

Jeon B.C., Youn S.E., Lee H.Y. :

Enhancement of the attachment on

microcarriers and tPA production by

fibroblast cells in a serum-free medium

by the addition of the extracts of Cen-

tella asiatica. Cytotechnology 13(3):

221-226, 1993.

1 2 . Maquart F.X., Bellon G., Gillery P.,

Wegrowski Y., Borel J.P. : Stimulation of

collagen synthesis in fibroblast cultures

by a triterpene extracted from Centella

asiatica. Connect Tissue Res 24:107-

120, 1990.

1 3 . Del Vecchio A., Senni I., Cossu G.,

Molinaro M. : Effect of Centella asiatica

on the biosynthetic activity of fibroblasts

in culture. Farmco 39: 355-364, 1984.

1 4 . Wu L.J., Miyase T., Ueno A.,

Kuroyanagi M., Noro T., Fukushima S. :

Studies on the constituents of Sophora

flavescens Aiton. Ⅱ. Chem. Pharm. Bull

33: 3231-3236, 1985.

1 5 . Yoshikawa M., Wang K., Kayakiri

H., Taniyama T., Kitagawa I. : Saponin

and sapogenol. XL. Structure of sophora

flavoside I, a bisdesmoside of soyasa-

pogenol B, from sophorae radix, the root

of Sophora flavescens Aiton. Chem.

Pharm. Bull 33: 4267-4274, 1985.

1 6 . Yoshikawa M., Wang K., Kayakiri

H., Taniyama T., Kitagawa I. : Saponin

and Sapogenol ?. Structure of

Sophoraflavoside I, a Bisdesmoside of

Soyasapogenol B, from Sophore Radix,

the Root of Sophora flavescens. Chem.

Pharm. Bull 33: 4267-4274, 1985.

1 7 . Ding Y., Tian R., Kinio J., Mohara

T., Kitagawa J. : Three New Olenaene

Glycosides from Sophra flavescens,

Chem. Pharm. Bull 40: 2990-2994.

1 9 9 2 .

1 8 . Okuda S., Murakoshi I., Kamata H.,

Kashida Y., Haginiwa J., Tsuda K. :

Studies on Lupine Alkaloids I. The Minor

Alkaloids of Japanese Sophora

flavescens. Chem. Pharm. Bull 13: 482-

487, 1965.

1 9 . Ueno A., Morinaga K., Fukushima

S., Iitaka Y., Koiso Y., Okuda S. : Studies

on Lupine Alkaloids Ⅶ. Isolation and

Sturcture of(+)-Isomatrine. Chem

Pharm Bull 23: 2560-2566, 1975.

2 0 . Ueno A., Morinaga K., Fukushima

S., Okuda, S. : Studies on Lupine Alka-

loids Ⅶ. ( - ) -Δ7 - D e h y r o s o p h o r a m i n e .

Chem Pharm Bull 26: 1832-1836, 1978.

8 8 1



2 1 . Saito K., Arai M., Sekine T.,

Ohmiya S., Kubo H., Otomasu H.,

Murakoshi I. :(-)-5α- H y d r o x y s o p h o-

carpine, a New Lupine Alkaloid from the

Seeds of Sophora flavescens var.

angustifolia. Planta Med 56: 487-488,

1 9 9 0 .

2 2 . Wu L.T., Miyase T., Ueno A.,

Kuroyangi M., Moro T., Fukushima S.,

Sasaki. S. : Studies on the Constituents

8 8 2



of Sophora flavescens AITON Ⅴ. Yakugaku Zassh 106: 22-26, 1986.

2 3 . Kyogoku K., Hatatama K., Komatsu M. : Constituents of Chinese Crude Drug

"Kushen"(the Root of Sophora flavescens AITON.). Isolation of Five New Flavonoids and

Formononetin. Chem Pharm Bull 21: 2733-2738, 1973.

2 4 . Wu L.T., Miyase T., Ueno A., Kuroyangi M. : Studies on the Constituents of Sophora

flavescens AITON Ⅱ. Chem Pharm Bull 33: 3231-3236, 1985.

2 5 . Wu L.T., Miyase T., Ueno A., Kuroyanagi M. : Studies on the Constituents of

Sophora flavescens AITON Ⅲ. Yakugaku Zasshi 105: 736-741, 1985.

2 6 . Wu L.T., Miyase T., Ueno A., Kuroyanagi M. : Studies on the Constituents of

Sophora flavescens AITON Ⅳ. Yakugaku Zassh 105: 1034-1039, 1985.

2 7 . Shirataki Y., Endo M., Yokoe I., Komatsu M. : Studies on the Constituents of Sophora

Species ⅩⅧ. Constituents of the Root of Sophora tomentosa L.(3), Chem Pharm Bull 31:

2859-2863, 1983.

2 8 . Shirataki Y., Yokoe I., Noguchi M., Tomimori T., Komatsu M. : Studies on the Con-

stituents of Sophora Species Ⅹ?. Constituents of the Root of Sophora moorcroftiang

BENTH. ex BAKER(1), Chem Pharm Bull 36: 2220-2225, 1988.

2 9 . Yamazaki M., Arai S., Takechi T. : Protective Effects of Matrine and Oxymatrine on

Stress Ulcer in Relation to there Effects on the Central Nervous Systems, Yakugaku

Zasshi 104: 293-301, 1984.

3 0 . Yamazaki M., Arai A. : On the contratile Response of Fundus Strip from Rats to

Matrine, an Alkaloidal Component of Sophora flavescens. J Pharmacobio-Dyn 8: 513-

517, 1985.

3 1 . Cho C.H., Chuang C.Y., Chen C.F. : Study of the Antipyretic Activity of Matrine. A

Lupine Alkaloid Isolated from Sophora subprostrata. Plant Med 5: 343-345, 1986.

3 2 . Yamaki M., Kashihara M., Takagi S. : Activity of KuShen Compounds against

Staphylococcus aureus and Streptococcus mutants. Phytother Res 4: 235-236, 1990.

3 3 . Yagi A., Fukunaga M., Okuzako N., Mifuchi I., Kawamoto F. : Antifungal Substances

from Sophora flavescens. Shoyakugaku Zasshi 43: 343-347, 1989.

3 4 . Ohmoto T., Aikawa R., Nikaido T., Sankawa U., Jun W.L., Ueno A. : Inhibition of

Adenosine 3',5'-Cyclic Monophosphate Phosphodiesterase by Components of Sophora

flavescens AITON. Chem Pharm Bull 34: 2094-2099, 1986.

3 5 . Kojima R., Fukushima S., Ueno A., Saik Y. : Antitumor Activity of Constituents of

Sophora subprostrata. Chem Pharm Bull 18: 2555-2563, 1970.

3 6 . Sherr C. J. : Mammalian G1 cyclins. Cell 73 :1059-1065, 1993.

3 7 . Ohtsubo M, Theodoras A.M., Schumacher J., Roberts J.M., Pagano M. : Human

cyclin E, a nuclear protein essential for the G1-to-S phase transition. Mol Cell Biol 15:

2612-2624, 1995.

3 8 . Ewen M.E., Sluss H.K., Sherr C.J., Matsushime H., Kato J., Livingston D.M. : Func-

tional interactions of the retinoblastoma protein with mammalian D-type cyclins. Cell 73:

8 8 3



487-497, 1993.

3 9 . Wang J.Y., Knudsen E.S., Welch

P.J.. : The retinoblastoma tumor sup-

pressor protein. Adv Cancer Res 64:

25-85, 1994.

4 0 . Sherr C.J., Roberts J.M. : Inhibitors

of mammalian G1 cyclin-dependent

kinases. Genes Dev 9: 1149-1163,

1 9 9 5 .

4 1 . Ko L.J., Prives C. : p53 puzzle and

paradigm. Genes Dev 10: 1054-1072,

1 9 9 6 .

4 2 . Kim K.C., Kim M.Y., Choi K.G. :

Effects of C2-ceramide on cell cycle

alteration and c-fos gene expression in

U-937 cells. Moi-Cells 4 :463-466,

1 9 9 4 .

4 3 . Serrano M., Hannon G.J., Beach D.

: A new regulatory motif in cell- cycle

control causing specific inhibition of

cyclin D/CDK4. Nature 366: 704-707,

1 9 9 3 .

- A b s t r a c t -

Effects of Sophorae Radix

Extracts on the Expression of 

Cell Cycle Regulatory Pro-

teins in Human Gingival

Fibroblasts 

Heung-Shik Kim*, Hyun-A Kim*, Yong-

Ouk You* *, Tai-Hyun Kang* * *, Youn-

Chul Kim* * *, 

Tak Kim*, Sung-Hee Pee*, Hyung-Keun

Y o u*, Hyung-Shik Shin*

*Department of Periodontology, * *D e p a r t-

ment of Oral Biochemistry, College of Den-

tistry, 

* * *Department of Pharmacy, College of

Pharmacy, Wonkwang University

Fibroblasts are major cellular components

of gingiva and periodontal ligament. They

regulate the healing process after surgery

or injury. Recently, many natural medicines,

whose advantages are less side effects and

possibility of long-term use, have been

studied for their capacity, their anti-bacte-

rial and anti-inflammatory effects and

regenerative potential of periodontal tis-

sues. Sophorae radix have been traditional-

ly used as an anti-bacterial and anti-

inflammatory drug in oriental medicine. The

purpose of present study was to investigate

the effects of Sophorae radix extract on cell

cycle progression and its molecular mech-

anism in human gingival fibroblasts.
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Sophorae radix e x t r a c t s ( 1 0 0㎍/ml) notably

increased cell proliferation and cell activity

in the human gingival fibroblasts as com-

pared to non-supplemented controls.

There was an increase in the S phase and a

decrease in the G1 phase in 100㎍/ml of

Sophorae radix extracts group as compared

to non-supplemented controls. The level of

cyclin E and cdk 2 protein in test group was

higher than that of control groups. But that

of cyclin D, cdk 4, and cdk 6 was not dis-

tinguished from controls. The level of p53

protein in test group was lower than that of

controls, whereas that of p21 was not dif-

ferent. The level of pRB protein in test

group was higher than that of controls,

whereas that of p16 was lower. These

results indicate that the increase of cell

proliferation by Sophorae radix e x t r a c t s

may be due to the increased expression of

cyclin E and cdk 2, and the decreased

expression of p53 and p16 in human gingi-

val fibroblasts.
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