
I. 서론

치주질환은치주병원균에의한감염질환으로

만성 염증에 의한 치주조직 파괴가 수반된다.

따라서 치주치료란 감염의 원인이 되는 치태

및 치석의 세균 요인을 물리적으로 제거하고,

염증성치주질환으로인해상실된치조골, 백악

질, 치주인대및치은을포함하는치아지지조직

들이구조적, 기능적으로새롭게형성되는치주

조직재생을포함하게된다.1 )

치주조직의 재건이나 재생을 위하여 이용된

술식으로는치근면처리술2 , 3 ), 골전도물질4 ), 골

유도물질 혹은 골원성물질5 )을 사용한 치조골

재생술식, 차폐막을사용하여파괴된조직결손

부에 특정 세포를 선별적으로 이주, 증식케 하

는 조직유도재생술6 ) 및 최근에는 치주조직재

생과 관련된세포의증식 및 분화를유도할수

있는 것으로 밝혀지고 있는 일부 성장인자에

관해연구의초점이맞혀지고있다. 

Graves 와 C o c h r a n7 )은 미분화된 중배엽세

포의 분화에 관계하는 폴리펩타이드계 성장인

자로써 혈소판유래성장인자( p l a t e l e t - d e r i v e d

growth factor, PDGF), 변형성장인자( t r a n s-

forming growth factor, TGF), 섬유아세포성

장인자(fibroblast growth factor, FGF), 인슐

린유사성장인자(insulin-like growth factor,

IGF), 상피성장인자(epidermal growth fac-

tor) 등이 있다고 보고하였다. 특히 이들 중

P D G F의 골에 대한 영향으로 P i c h e와

G r a v e s ( 1 9 9 8 )8 )는 골유래세포 배양시 P D G F

를 첨가한경우세포의증식율이촉진되었다고

보고하였고, Rutherford(1992)9 ) 등은 치수,

치은 및 치주인대로부터 유래된 섬유아세포를

대상으로 P D G F의 효과를규명한실험에서 각

세포의증식에유효하였다고보고하였다. 그리

고 I G F - 1의 연구로 C a n a l i s등1 0 )이 I G F - 1은

조골세포에서 DNA 합성을 촉진한다고보고하

였고, Linkhart 와M o h a n1 1 )은MC3T3-E1 세

포에서 I G F는 교원합성은 촉진시키나 골세포

증식은오히려억제시킨다고보고하였다. 여러

연구의근거로P D G F와 I G F가 치주조직재생에

많은가능성이제시되기도하였다. 그러나이러

한 성장인자의사용은아직까지정확한투여용

량 및 용법이 알려지지 않고 있고, 치주조직재

생을 위하여 국소적으로 사용할 경우 전신적

영향에대한검증이확인되지않고있다.

최근에 동양의학에서 사용되던 몇몇 생약제

제에 관한 전래의효능 및 효과를근거로치주

질환치료제로서의응용가능성즉 치주질환균

에 대한항염효과와항균효과를비롯하여치주
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수종의 생약추출물이 MC3T3-E1 세포의
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조직 재생능력에 미치는 영향 등에 대한 과학

적인 접근과 분석이 시행되고 있다. 대표적인

생약제제로서후박, 대조, 황금 및 은행엽등을

들 수 있는데, 후박에서 추출, 분리하여정제한

m a g n o l o l과 h o n o k i o l은 안정성이 높고 항균효

과, IL-1β및 P G E2 생산차단효과그리고 c o l-
lagenase 활동억제효과 등1 2 )이 확인된 바 있

고, 대조추출물은 I L - 1β및 P G E2 생산차단효
과, collagenase 활동억제효과 그리고 치은섬

유아세포활성화증진효과등1 3 , 1 4 )이 확인된바

있으며, 황금은소염작용및해열작용이확인되

었고1 5 ), 은행엽 추출물도치주질환세균에대한

항균효과가 확인된 바 있다1 6 ). 특히 홍화는

adenosine diphosphate에의한혈소판응집억

제를 통한항응혈효과와항염효과1 7 ) 등이확

인된 바 있고, 조골세포의 기능적활성화 효과

와 신생골형성에유의한효과1 8 )가 밝혀지기도

하여많은연구가이루어지고있다.

이 외에도치과영역에서아직연구는되지않

았지만 옛부터 한방에서 사용되던 천궁(C n i d i i

R h i z o m a)은미나리과에속하며뿌리를건조한

것으로 진경(鎭痙), 진정최면, 체온강하, 혈관

확장, 동공축소, 진통, 항균, 항진균의 효과가

있다고 한다.19) 서각(Rhinocerotis Cornu)은

물소의뿔을이르며강심, 혈관확장, 승압, 백혈

구감소및림프구증가, 해열, 진정의효가가있

다고 한다.2 0 ) 골쇄보(Drynariae Rhizoma)는

수룡골과에 속하는 다년생 양치식물인 넉줄고

사리의 근경을 건조한 약제로서 M a ( 1 9 9 5 )등
2 1 )은 골쇄보가 조류의 태아골세포의 석회화와

염기성 인산분해효소의 합성을 촉진한다는 사

실을발표한바 있다. 또한 중약대사전, 동의보

감, 본경속소, 향약집성방 등의 고문헌에 의하

면 조혈작용, 관절통 및 치통의진통작용, 골절

시 치유및 신생골형성촉진제로알려진바 있

다2 2 , 2 3 ).

본 연구는동양의학에서활용되고있는 위에

언급한 세가지 생약 추출물을 각 농도별로

MC3T3-E1 세포주에투약, 배양한후 분광측

정기를이용한염기성인산분해효소활성도측

정 및 염색을이용한계측을통해 그 활성도를

알아보고, 이를 토대로 상기 추출물의 임상적

응용가능성을가늠하기위해세포단위의생물

학적실험을시행, 치주조직재생과정을촉진시

키는데효과적인약제를개발하기위해시행하

였다.

II. 연구재료 및 방법

1. 세포배양

1 2 4

Table 1. The list of natural products for this study

K o r e a n Scientific name F a m i l y Used  Major Components R e f e r e n c e

n a m e p a r t sa )

천궁 Cnidium officinale Umbelliferae R o 1-2% of essential oil, cnidilide, 

M a k i n o neocnidilide, cnidium lactone, 

(Cnidii Rhizoma) cnidimic acid, ligustilide, 1 9

butylphthalide, butylidenephthalide,

sedanoic acid, d-glucose, d-fructose, 

sucrose, amino acid

서각 Rhinoceros bicornis L. Rhinocerotidae H o calcium carbonate, calcium phosphate, 2 0

(Rhinocerotis Cornu) tyrosine, cystein, thiolactic acid

골쇄보 Drynaria fortunei P o l y p o d i a c e a e R o not known 2 1 - 2 3

(Drynariae Rhizoma)

a ) ; Ho; horn, Ro; root



골기질단백을만들어내고강화시킬수있는

생쥐 두개골의 MC3T3-E1(mouse calvaria

o s t e o b l a s t s )세포를 10% fetal bovine

serum(FBS, Gibco BRL, USA)과 1% 항생제

(Penicillin G sodium 10,000 units/ml,

streptomycin sulfate 10,000 ㎍/㎖ a n d

Amphotericin B 25 ㎍/ml in 0.85% saline,

GibcoBRL, USA)가 첨가된 α- M i n i m u m
Essential Medium(α-MEM, GibcoBRL,
USA) 2 ㎖이담긴 6-well plate에 적정 세포

( 5×1 04 c e l l s / w e l l )를 분주하였다. 이를 3 7℃

의온도및 100% 습도조건에서9 5 %의공기와

5% CO2를 계속 공급하면서 배양하였다. 배양

액은 세포가충분한증식이일어날때까지 2 -

3일간격으로교환하였다.

2. 생약 추출물의 준비

원광대학교 약학대학에 의뢰하여 각각의 생

약 100 g을 분말형태로 분쇄하여 증류수 1 ℓ

와 혼합하여 가열 여과한 후 1,500 rpm의

rotatory evaporator로 농축한 다음 f r e e z e

d r y e r로 동결 건조하여 얻어진 분말을 이용하

였다. 분말 1 g을 증류수 10 ㎖에 섞어 s t o c k

s o l u t i o n을 만들어 농도별로 희석한 후 0.2 ㎛

syringe filter(Nalge company, USA)로 여과

멸균한후사용하였다.

3. 염기성 인산분해효소 측정

MC3T3-E1 세포를 6-well plate에 1×

1 05c e l l s / w e l l이 되도록 분주한 후, 10% FBS

가 첨가된 α- M E M으로 1일동안 3 7℃, 100%
습도, 5% CO2 공기 혼합배양기에서 배양하였

다. 1일 후 배지를 제거하고 0% α- M E M으로
2회 세척 후, 10% FBS, 1% 항생제, 50 ㎍/㎖

ascorbic acid, 10 mM Sodium β- g l y c-
e r o p h o s p h a t e가 첨가된 α- M E M에 음성 대조
군에는 한약제를 첨가시키지 않고 분주하였으

며, 양성 대조군에는 1 0- 7 M의 d e x a m e t h a-

s o n e을 첨가하였고, 실험군은 적정 농도의 한

약제를 첨가하여 분주한 후 3일과 5일동안 각

각 배양하였다. 일정 배양시간이 지난 후 배지

를 제거하고, trypsin-EDTA로세포를분리시

키고 1,500 rpm에서 6분간 원심분리하였다.

상층액을 제거하고 0.2 ㎖의 멸균된 증류수를

첨가하여초음파분쇄기로현탁하였다. 각세포

현탁액 0.1 ㎖에 0.1 M glycine NaOH

buffer(pH 10.4) 0.2 ㎖, 15 mM의 p - n i t r o-

phenyl phosphate(pNPP ; Sigma Diagnotics,

USA) 0.1 ㎖, 0.1% triton X-100/saline 0.1

㎖과 멸균된 증류수 0.1 ㎖을 잘 혼합하여, 이

반응물을 3 7℃에서3 0분간배양하였다. 0.1 N

N a O H를 0.6 ㎖ 첨가함으로서 이들 반응을중

지시켰다. p-NPP의가수분해는 410 nm 파장

의 분광측정기(Beckman DU-650, USA)에

서 흡광도의 차이로 나타나며, p-nitrophe-

nol(p-NP ; Sigma Diagnostics, USA)을기준

값으로이용했다. 각각의측정치를대조군에대

한 백분율로환산하였으며통계학적분석을시

행하였다.

4 . 염기성 인산분해효소 염색법에 의한 골
세포활성 측정

6-well plate에 세포를 1×1 05/ w e l l가 되도

록 분주한후, 실험군에는 적정 농도의한약제

를 첨가한 α-MEM 2 ㎖을 배양액으로 하고,

음성 대조군에는 한약제가 함유되지 않은 α-

MEM 표준배양액을 배지로 이용하였고, 양성

대조군에는 1 0- 7 M의 d e x a m e t h a s o n e을 첨가

하였다.

3일및 5일동안배양한후, 배지를제거하고

2% paraformaldehyde 고정액을각 well 당 2

m l씩 첨가해서 3 0분 동안 4℃에 보관하였다.

고정액을 제거하고증류수로 2회 가볍게 세척

한 후 naphthol AS-MX 용액과 fast red vio-

let LB salt(Sigma Chemical Co., USA)가 혼

1 2 5



합된용액을각well 당 1 ㎖씩넣고3 0분동안

3 7℃ 배양기에 배양하였다. 배양 후 증류수로

철저히세척한다음도립현미경으로관찰, 촬영

하였고(×100), 염색에 양성반응을 보이는 적

색 부위를 Image Pro II 영상분석장치( M e d i a

Cybernetrics, USA)를이용하여그 면적을계

측하였다.

5. 통계분석

각각의생약제내대조군과실험군간의차이

및 3일과 5일의 배양기간의 차이를 알아보기

위하여각각의ALP 값을일원분산분석법( o n e

way ANOVA)으로실험결과에유의성이있는

지를통계적으로검증하였다( p < 0 . 0 5 ) .

III. 연구결과

1 . 천궁에 대한 염기성인산분해효소의 합
성 및 염색 계측

3일군, 5일군 모두에서 대조군 및 실험군간

에 유의한차이는 없었으며, 배양일에 따른 유

의한차이도없었다(p<0.05)(Table 2). 

이에 반해염기성인산분해효소 염색법을이

용한계측에서는 3일, 5일 모두 1 0- 6g / m l이 음

성대조군에비해유의한증가를보였고, 배양일

에 따른유의한차이는없었다( p < 0 . 0 5 ) ( T a b l e

3, Figure 1).

1 2 6

Table 2. Alkaline phosphatase absorbance of MC3T3-E1 cells treated with the extracts of Cnidii Rhi -
zoma ( M e a n±S . D . )

D a y Negative control Positive control 1 0- 7 g / m l 1 0- 6 g / m l

3 2 . 6 0±0 . 4 2 3 . 3 5±0 . 2 1 3 . 3 0±0 . 1 4 3 . 8 5±0 . 4 9

5 3 . 8 0±0 . 2 8 4 . 4 0±0 . 5 7 3 . 9 0±0 . 4 2 4 . 5 0±0 . 2 8

Table 3. The stained area which represent alkaline phosphatase synthesis of MC3T3-E1 cells treated
with the extracts of Cnidii Rhizoma (㎛2) (Mean±S . D )

D a y Negative control Positive control 1 0- 7 g / m l 1 0- 6 g / m l

3 3 0 . 9 7±3 . 5 6 4 1 . 4 1±9 . 3 6 4 7 . 4 4±9 . 2 4 5 8 . 0 8±8 . 5 4*
5 3 9 . 0 2±7 . 0 0 5 7 . 4 6±1 0 . 4 5 5 5 . 5 1±8 . 9 9 6 3 . 4 5±9 . 9 7*

* Statistically significant compared to negative control(p<0.05).

Table 4. Alkaline phosphatase absorbance of MC3T3-E1 cells treated with the extracts of
Rhinocerotis Cornu (Mean±S . D . )

D a y Negative control Positive control 1 0- 7 g / m l 1 0- 6 g / m l

3 1 . 4 5±0 . 0 7 1 . 8 0±0 . 0 0* 1 . 5 0±0 . 0 0￥ 1 . 9 5±0 . 0 7*§

5 3 . 1 5±0 . 2 1＄ 3 . 4 0±0 . 0 0 3 . 4 5±0 . 2 1＄ 3 . 8 5±0 . 4 1

* Statistically significant compared to negative control(p<0.05).
￥ Statistically significant compared to positive control(p<0.05).
＄ Statistically significant compared to 3 days(p<0.05).
§Statistically significant compared to 10-7 g/ml group(p<0.05).



2. 오서각에 대한 염기성인산분해효소의 합
성 및 염색계측

3일군에서음성대조군에비해양성대조군이,

1 0- 7 g / m l군에 비해 1 0- 6 g / m l군이 유의한증

가를 보였으며, 10- 6 g / m l군이 음성대조군에

비해 활성도가 컸으며, 10- 7 g / m l군이 양성대

조군에비해 작았다. 5일군에서는 서로간에유

의한차이가없었다. 배양일에따른차이면에서

음성대조군및 1 0- 7 g / m l군이 3일에비해 5일

째증가하였다(p<0.05)(Table 4).

염기성 인산분해효소 염색법을 이용한 계측

에서는 3일, 5일모두 두 실험군이 음성대조군

에비해유의한증가를보였으며, 10- 7 g/ml 군

의 경우 3일에비해 5일째유의한증가를보였

다(p<0.05)(Table 5, Figure 2).

3 . 골쇄보에 대한 염기성인산분해효소의
합성 및 염색 계측

3일군에서 모든 실험군은 음성 및 양성 대조

군모두에비해유의한증가를보였으나, 5일군

에서는서로간에 유의한차이가없었다. 3일과

5일사이두 배양일차이에의한유의한차이는

없었다(p<0.05) (Table 6).

염기성 인산분해효소 염색법을 이용한 계측

에서는 3일, 5일 모두두 실험군이음성대조군

에 비해유의한증가를보였다( p < 0 . 0 5 ) ( T a b l e

7, Figure 3).
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Table 5. The stained area which represent alkaline phosphatase synthesis of MC3T3-E1 cells treated
with the extracts of Rhinocerotis Cornu (㎛2) (Mean±S . D . )

D a y Negative control Positive control 1 0- 7 g / m l 1 0- 6 g / m l

3 4 4 . 9 4±9 . 0 4 6 2 . 1 9±6 . 2 8 6 9 . 7 2±0 . 0 0* 7 0 . 0 2±0 . 7 3*
5 3 2 . 8 6±4 . 1 8 4 8 . 9 1±6 . 5 7* 5 2 . 2 1±5 . 6 0*＄ 6 6 . 5 3±5 . 5 7*

* Statistically significant compared to negative control(p<0.05).
＄ Statistically significant compared to 3 days(p<0.05).

Table 6. Alkaline phosphatase absorbance of MC3T3-E1 cells treated with the extracts of D r y n a r i a e
Rhizoma ( M e a n±S . D . )

D a y Negative control Positive control 1 0- 7 g / m l 1 0- 6 g / m l

3 1 . 7 5±0 . 0 7 1 . 8 5±0 . 0 7 2 . 3 5±0 . 0 7*￥ 2 . 4 5±0 . 0 7*￥

5 2 . 0 5±0 . 2 1 2 . 1 5±0 . 2 1 2 . 5 5±0 . 0 7 2 . 6 5±0 . 7 7

* Statistically significant compared to negative control(p<0.05).
￥ Statistically significant compared to positive control(p<0.05).

Table 7. The stained area which represent alkaline phosphatase synthesis of MC3T3-E1 cells Treat-
ed with the extracts of Drynariae Rhizoma (㎛2) (Mean±S . D . )

D a y Negative control Positive control 1 0- 7 g / m l 1 0- 6 g / m l

3 2 5 . 3 6±3 . 9 4 4 0 . 9 6±5 . 6 4 4 7 . 8 4±6 . 3 7* 4 4 . 3 1±7 . 9 8*
5 2 6 . 7 1±4 . 0 3 3 1 . 4 5±8 . 1 2 4 6 . 4 6±5 . 1 7* 4 1 . 6 4±3 . 6 7*

* Statistically significant compared to negative control(p<0.05)



IV. 총괄 및 고찰

치주질환은 부착치은의 소실과 함께 치주낭

의 형성과 지지조직인 치은결합조직, 백악질,

치주인대그리고치조골의파괴를수반하고임

상적으로증상이뚜렷하지않아일반적으로질

환이 심화된 후에 내원하게 된다. 이런 파괴된

치주조직에 대해 재생에 관여하는 치주조직은

치은, 치주인대, 백악질과치조골이며, 이중골

조직의재형성은골흡수와골형성의복잡한과

정으로 일어나고, 이러한 활동은 여러 가지 호

르몬, 성장인자, cytokines 등에의해서조절된

다. 골조직은유기질과무기질을포함하는세포

간질과 골세포, 조골세포, 파골세포 등으로 구

성되며, 골조직은단단하지만안정된상태는아

니고 항상 변화하는 상태로 골의 성분은 끊임

없이 소실되고 다시 첨가되어 흡수와 침착이

균형을이루고있다. 치조골은치주질환으로인

하여소실되기도하며, 경우에따라서는파괴된

치조골을 재생하기 위해 조골기능이 증강하여

야할필요성도있다.

최근까지알려진치주조직재건및재생을위

하여 이용된 술식들은 다음과같다. 첫째 치은

연조직으로 부터 증식된 세포들이 치근면으로

용이하게이주, 부착이증진되도록치근면자체

를 구연산테트라싸이클린, fibronectin과 같은

치근면 처리제를 사용하여 처리하는 방법이다
2 4 ). 둘째로 그들 자체가생물학적 활성이없으

면서 골이식 후 주변 골조직에 어떠한 영향을

주지않고단순한골결손부를채워주어신생조

직 성장에 충진제(filler) 역할 을 하는

h y d r o x y a p a t i t e같은 골전도 물질의 사용이다
2 5 ). 셋째 탈회동결건조골이나 골혼화 및 골수

등, 숙주의 결체조직 혹은 골세포를 자극하거

나, 생활성 골형성세포를제공하는 골유도물질

혹은골원성물질을사용한골이식술이다5 ). 네

번째로 생체내에서 흡수성 비흡수성 차폐막을

사용하여 다른 세포는 배제하고 특정 세포를

선별적으로이주, 증식시켜결손부를보충하게

하는조직유도재생술의도입이다2 6 ). 

아직은 초기단계이지만 국소적으로 다양한

성장인자를투여해재생을획득하는방법이많

이 연구되고 있다. 폴리펩타이드계성장인자들

에 대해 H a n k s2 7 )등은 배양한 쥐의 두개골 세

포에 P D G F를 적용한실험에서 새로운단백질

의 형성이자극되는것으로보아상해부위에서

혈관밖으로 나온 혈액내에 존재하는 P D G F가

정상적인 골막하에서 골의 축적을 자극할 수

있다고 보고하였으며, Centrella 2 8 )등은

P D G F - B B를 태생쥐의 두정골에서 채취한 골

아세포에 적용시핵산, 교원성 단백질 및 비교

원성단백질의합성을증가시킴을보고하였다.

상기여러연구의근거로PDGF 및여러성장

인자의 치주조직재생에 많은 가능성이 제시되

기도하였다. 그러나이들성장인자는대부분의

인체를 구성하는 전반적인 섬유아세포의 성장

과 증식에 괄목할 만한 영향을 미치므로 특정

조직의 재생에는 임상시술과정에 고도의 기술

을 요하게된다. 또한 각종 종양조직에서 다량

발견되어임상적용을위한안정성연구가부족

하고 부작용에 관해 명확히 규명되어 있지 않

기 때문에 아직까지 실용 임상화 단계에는 미

치지못하고있다. 

따라서 상실된치조골, 치주인대, 백악질, 치

은이 모두 생성되는완전한 치주조직재생법은

없는 상태이며, 각종 외과적 치료 후에 백악질

과 치조골사이치주인대의재생과결손부가골

조직으로완전한재생이되도록부작용과독성

이 없으면서안전하게장시간사용이가능하며

치주인대세포및 골세포의활성을증가시킬수

있는약제의개발은무엇보다중요하다. 

MC3T3-E1 세포는 K o d a m a2 9 )등에 의하면

신생쥐의두개골에서분리된조골세포이며, 섬

유아세포의형태를보이다가장기간배양시높

은 A L P활성을 보이며, 조골세포와 골세포로

분화가능하며골기질의석회화를일으키는세

포로 알려져있다.3 0 ) A L P가 석회화과정에관

여하는정확한 과정은 잘 알려져 있지 않지만,
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K r z y s z t o f3 1 )등은 칼슘과 인 대사에 관여하는

효소로조골세포의중요한지표로서생산, 분비

되는 특징적인 생화학적 산물로 비교적 높은

p H인 8-10 정도에서 monoester phosphate

를 가수분해해서 주로 뼈가 형성될때 높은 농

도로 발현된다고 보고하였으며, Stein3 2 ) 등은

골세포의분화정도를알기위해염기성인산분

해효소 활성도를 측정해보아야 하며, 높은

A L P활성도는 골세포 분화의 표지인자라고 보

고하였다. 또한 염기성인산분해효소는유기인

산 에스테르를 가수분해하여 석회화가이루어

지는 부위에서국소적으로 인산이온의 농도를

증가시키는 효소로서, 세포외기질에 인산칼슘

을 침착시켜석회화를유도하는기능을갖는다

고알려져있다3 3 ).

본 연구에서는각 생약제제별로 다양한농도

로 조골모세포에투여하여조골세포의 ALP 활

성도에영향을미칠 수 있는 농도를두 세가지

정한다음염기성인산분해효소의합성량을측

정한 결과, 천궁을 제외한 모든 제제가음성대

조군에 비해 유의한 증가를 보인 반면

(p<0.05)(Table 2, 4, 6), 골쇄보만이 d e x-

a m e t h a s o n e이 첨가된 양성대조군에 비해 유

의한 증가를 보였으며, 골쇄보가 가장 큰 수치

를 보였다(p<0.05)(Table 6). 즉, 염기성인산

분해효소 활성도에 있어 천궁을 제외한 모든

제제가유의한효과를보였다. 그러나d e x a m-

e t h a s o n e을 처리한양성대조군에비해유의한

효과를 보인 제제는한 가지에 지나지않았다.

배양 기간에 따른 차이면에 있어서 천궁, 오서

각, 골쇄보는 3일과5일사이에유의한차가없

었으나, 오서각의 1 0-7 g/ml 군만 유의한차이

를보였다(p<0.05)(Table 4).

본 연구의 양성대조군에 첨가한 d e x a-

m a t h a s o n e은 조골유사세포를 분화시켜골 형

성을 증가시킨다고 하며3 4 ), 쥐의 두개골과 골

수에서채취한조골성 d e x a m a t h a s o n e으로처

리한 경우 골 특이단백질인o s t e o p o n t i n과 염

기성 인산분해효소, osteocalcin 등의 합성이

증가한다고 하였다3 5 ). 한편, dexamathasone

이 부족한배지에서는치주인대세포뿐만아니

라 조골유사세포도결절이나그와유사한치밀

한 물질을 형성시키지 못한다고 하였다3 6 ). 본

연구에서 d e x a m a t h a s o n e을 처리한 양성대조

군의경우염기성인산분해효소활성도가골쇄

보 보다는작았다(p<0.05). 그 외 나머지약제

와는통계학적으로유의한차이가없었다.

염기성인산분해효소를확인할수있는또다

른 방법으로 염색을이용하는 방법이 있다. 본

연구에서는 Azo 색소법(Burstone 법)을 이용

하였다. Naphthol AS-BI phosphate 기질은

조직내 존재하는 염기성 인산분해효소에 의해

가수분해되어 o r t h o p h o s p h a t e와 n a p h t h o l이

유도체로 유리된다. 유리된 n a p h t h o l은 반응액

에 함유되어있는 diazonium 염과즉시결합하

여 azo dye를 형성하여적색의효소활성부위

를 나타내게 된다. 적색으로 나타난부위를 영

상분석기를이용하여계측한결과 3 가지모든

생약제제실험군이음성대조군에비해유의하

게 크게 나타났으나, 양성 대조군과는 유의한

차이가없었다(Table 3, 5, 7, Figure 1- 3). 3

일에비해 5일째더 크게나온것은오서각이었

다(Table 5, Figure 2). 

본 연구결과수종의생약제제는조골세포의

염기성인산분해효소합성에영향을미치는것

으로나타났으며, 앞으로골형성과관련된다양

한측정법을사용하고, 생약제제에대한세포독

성과 활성 등 더욱 세밀한 평가가 이루어져야

할 것이다. 또한 이들 생약제간의 병용,

cytokine 및 성장인자 등 골개조와 관련된 물

질과 생약의 병용시 상승효과에 관한 연구 및

더 나아가임상적유용성에 대한 연구가더 필

요하리라사료된다.

V. 결론

부작용이적고 장기간사용이가능하다는장

점을 가진 생약제제에 대하여 최근들어 많은
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연구가이루어지고있으며, 이러한약제들이가

지고 있는 항균, 항염증및 치주조직의 재생능

력에대한검증이이루어지고있다. 천궁, 오서

각, 골쇄보는전통적으로골질환치료에이용되

어온 생약제제들이다. 본 연구의 목적은 적정

농도의 이들 제제들을 쥐의 골모세포주

(MC3T3-E1 cell)에 투여배양한후, 이들세

포의 염기성인산분해효소 합성능을 검증하는

데있다. 염기성인산분해효소합성능을분광측

광기 및 미세현미경 사진을 이용하여 다음과

같은결론을얻었다.

1. 분광측정기를 이용한결과 천궁을제외한

모든 제제가 음성대조군과 양성대조군에

비해 증가를보였다(p<0.05)(Table 2, 4,

6). 특히 골쇄보는 양성대조군에 비해 유

의한 증가를보였고, 가장 큰 차이를나타

냈다( p < 0 . 0 5 ) .

2. 천궁, 오서각, 골쇄보는 3일과 5일 사이에

유의한차가없었으나, 오서각의1 0- 7g / m l

군이 3일에 비해 5일에서 유의한 증가를

보였다(p<0.05). 

3. 염기성 인산분해효소 염색법에 의한 활성

부위 계측 결과 모든 실험군이 음성 대조

군에 비해 유의하게 크게 나타났으나, 양

성 대조군과는 유의한 차이가 없었다

( p < 0 . 0 5 ) .

4. 염기성인산분해효소염색에의한활성부

위 계측결과 3일에비해 5일째더 크게나

온것은오서각이었다(p<0.05). 

이상과같은결과로수종의생약제제는조골

세포의염기성인산분해효소합성에영향을미

치는 것으로 나타났으며, 이를 이용해 앞으로

임상적유용성의방안을모색할필요가있으리

라사료된다.
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사진부도 설명

Figure 1-1. Microphotoghaph reveals ALP synthesis expressed as red-colored area of

MC3T3-E1 cells treated with the extracts of Cnidii Rhizoma(negative control,

Naphthol AS-BI method, ×1 0 0 ) .

Figure 1-2. Microphotoghaph reveals ALP synthesis expressed as red-colored area of

MC3T3-E1 cells treated with the extracts of Cnidii Rhizoma( 1 0- 6g/ml group,

Naphthol AS-BI method, ×1 0 0 ) .

Figure 2-1. Microphotoghaph reveals ALP synthesis expressed as red-colored area of

MC3T3-E1 cells treated with the extracts of Rhinocerotis Cornu(negative con-

trol, Naphthol AS-BI method, ×1 0 0 ) .

Figure 2-2. Microphotoghaph reveals ALP synthesis expressed as red-colored area of

MC3T3-E1 cells treated with the extracts of Rhinocerotis Cornu( 1 0- 6g / m l

group, Naphthol AS-BI method, ×1 0 0 ) .

Figure 3-1. Microphotoghaph reveals ALP synthesis expressed as red-colored area of

MC3T3-E1 cells treated with the extracts of Drynariae Rhizoma(negative con-

trol, Naphthol AS-BI method, ×1 0 0 ) .

Figure 3-2. Microphotoghaph reveals ALP synthesis expressed as red-colored area of

MC3T3-E1 cells treated with the extracts of Drynariae Rhizoma( 1 0- 7g / m l

group, Naphthol AS-BI method, ×1 0 0 ) .

1 3 4



- A b s t r a c t s -

Effects of Extracts of Natural

Products on Alkaline Phos-

phatase Activity of MC3T3-

E1 Cells

Sang-Kee Park, Dae-Kyum Kim, Seung-

Han You, Hyun-A Kim, Myoung-Dong

Kim, 

Hyung-Keun You, Hyung-Shik Shin 

Department of Periodontology, College of

Dentistry, Wonkwang University.

Several growth factors and polypeptides

were studied for the regeneration of peri-

odontal supporting tissues which had been

lost due to periodontal disease. But these

are not commonly used for regenerators of

bone tissue or alveolar bone, because of the

insufficiency of studies on their side effects,

genetic engineering for mass production

and stability for clinical application. Recent-

ly, many natural products, which have

advantage of less side effects and possibili-

ty of long-term use, have been studied for

their capacity and effects of anti-bacterial,

anti-inflammatory and regenerative poten-

tial of periodontal tissues. Cnidii Rhizoma,

Rhinocerotis Cornu and Drynariae Rhizoma

have been traditionally used as a drug for

treatment of bone disease in oriental medi-

cine. The purpose of this study was to

examine the ability of alkaline phosphatase

synthesis of MC3T3-E1 cells when above

medicines were supplimented. MC3T3-E1

cells were cultured with α- M E M ( n e g a t i v e

control), dexamethasone(positive control),

and each natural products for 3 and 5 days.

And then ALP synthesis was measured by

spectrophotometer for enzyme activity and

by naphthol AS-BI staining for morphome-

try. Except Cnidii Rhizoma, all of the natural

products of this study induced higher activ-

ity of ALP synthesis than controls. Among

them Drynariae Rhizoma induced the high-

est activity. In the aspects of culturing time,

all medicines did not showed the difference

between 3 and 5 days, but 10- 7g/ml group

of Rhinocerotis Cornu showed significant

increase at 3 days than at 5 days. These

results indicate that several natural prod-

ucts have a inducing ability of ALP synthe-

sis on osteoblasts. 
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