
I. 서론

치주질환은 세균을 주성분으로 하는 치태와

치석에 의해 치주조직이 파괴되는 질환으로서

중년기 이후에 빈발하는 치아상실의 주원인으

로 알려져있다. 치태의 형성을 억제하기 위한

수단으로칫솔, 치실등 물리적방법이외에화

학요법제의사용이이용되고있다1 - 3 ).

화학요법제는 항세균성 물질로 리스트린

( L i s t e r i n e )과 같은 페놀 복합제( p h e n o l i c

compounds), 클로로헥시딘( c h l o r h e x i d i n e )과

같은 비스구아니드( b i s g u a n i d e s )제재, 헥시딘

( h e x i d i n e )과 같은피리미딘(pyrimidine) 유도

제재, 센구아나린( s a n g u i n a r i n e )과 같은 식물

성 알카로이드 제재, 4급 암모니움 화합물 제

재, 불소와 같은장력작용제및 각종항생제재

등이 알려져있어 이에 대한 많은 연구가발표

된바있다4 - 8 ).

그러나이러한약제들은 대부분구강내에서

적정한농도를유지하기어렵고내성균의출현

이나 조직 내 과민반응, 치아의 착색이나 미각

의 훼손 등의 단점이 있어 이상적 화학요법제

라고할 수 없다4, 7-8). 따라서치주질환의병인

균에대해장기간강력한항균작용을나타내면

서 구강세균의자연적평형성을파괴하지않고

내성균주를 형성하지 않을 뿐 아니라 신체 부

작용이없는약제개발의필요성이대두되었다.

최근에는 안정성이 높고 내성균주의 출현 및

조직의 위해 작용이 적은 천연 추출물에 대한

연구가진행되어왔다.

최근수년간생약에서추출된새로운약재들

이 연구, 개발되고 있는데이들은 부작용이 적

고 장기간 사용이 가능하다는 점에서 주목을

받고 있다. 치주질환의생약제재로는 옥수수로

부터 추출된옥수수불검화추출물(Zea Mays

L .), 은행엽 추출물, 후박 등이 발표된바 있다
9 - 1 1 ). 한방 약재로 쓰이는 후박(M a g n o l i a e

c o r t e x)에서추출한물질인magnolol 및 h o n-

o k i o l은 항우식효과및치태세균의항균효과는

물론치주질환의병인균에대해효과적인항균

효과를나타내고 있으며, 치은 섬유아세포에서

교원질분해효소의생산을억제하는효과를보

이고있음이발표되었다9 - 1 0 ).

순환기장애예방을위해사용되는은행엽추

출물은 ginkgoflavonglycoside, ginkgolide, 유

기산등의성분을함유하여교원질분해효소의

억제효과를가지며치은섬유아세포의교원질

합성과 총 단백질 합성의 촉진효과를 보이는

좋은결과를보이고있음이보고되었다1 1 ).

치주질환과 같은만성 염증성질환에서 특정

1 4 9

백두옹 추출물의 치주조직 세포에 활성도 및

항염 효과에 관한 연구

정진광·정진형·임성빈·김정근·소은희

단국대학교 치과대학 치주과학교실

대한치주과학회지 : Vol. 31, No. 1, 2001



염증 자극을받았을때 그 반응의결과로생성

되는 c y t o k i n e의 일종인 i n t e r l e u k i n - 1 ( I L - 1 )

은 대식세포를 비롯하여 섬유아세포 등 많은

세포에서 생성되는 물질로 I L - 1의 생물학적

특성과 치주질환의 병소에서 나타나는현상과

의 유사성으로인해치주질환병인론과의연관

성이연구되어왔다. IL-1은세포배양시 치은

섬유아세포를 자극하여 교원질 분해효소와

p r o s t a g l a n d i n ( P G )을 생성하여 염증의증상과

더불어 치주조직의 파괴를 가중시킨다고 밝혀

졌다1 2 - 1 5 ). 생약제재 중 황금( Sc u t e l l a r i a e

r a d i x)은 소염작용 및 해열작용이 확인되었고
1 6 ), 후박, 황금 모두 I L - 1의 생성을 억제하는

것으로발표되었다1 7 - 1 8 ).

백두옹(白頭翁, Pulsatilla Koreana)은 미나

리과( r a n u n c u l a c e a e )에 속하는다년초로써우

리 나라 뿐만 아니라 중국 동북부 지방에서도

야생하는 식물로 통상 치통, 해열, 수종, 소염,

수렴, 지혈, 이질, 청열해독, 음낭대하, 항균, 진

정 및 항암등의효과를갖는것으로알려져있

다1 9 - 2 3 ). 백두옹은 주성분인 사포닌( s a p o n i n ) ,

제초 활성 물질인 1 1 -혹스아데카노산( 1 1 -

hoxadecanoic acid), 14-메틸펜타데카노산

(14-methylpentadecanoic acid), 1,2-벤젠

디카르복산(1,2-benzenedicarboxylic acid),

6 -옥타데카노산(6-octadeconoic acid), 15-

메틸-헵타데카노산( 1 5 - m e t h y l - h e p t a d e -

canoic acid) 및 독성 물질인 아네모닌

( a n e m o n i n )을 함유하고 있는데, 사포닌은 소

염작용을 갖고 있고 가수분해되어 트리터펜

( t r i t e r p e n )형의 제닌(genin), 글루코즈( g l u-

cose), 람노즈(rhamnose) 및 미지의 당으로

전환되는것으로알려졌다2 4 - 2 5 ).

백두옹의 항균 효과에 대한 실험은 정 등2 6 )

의 연구에 의해 치태 세균뿐만 아니라 치주질

환 병인균에대해서도광범위하게작용하는것

으로 밝혀졌다. 그러나 이 물질이치주조직 세

포에 대한 독성이있는지알려진바가 없고 항

염 효과에대해서도 아직 밝혀진바가 없어 치

주질환의 예방 및 치료제로의 가능성을 알기

위해치은섬유아세포와치주인대세포에대한

독성 및 IL-1 및 P G E2를 이용하여항염 효과

를 나타내는지확인하고자본 실험을시행하였

다.

II. 연구재료 및 방법

1. 약재의 준비
1) 백두옹

시중에서판매되고있는잘건조된한국산백

두옹(Pulsatilla koreana)을이용하였다.

2) 시료의 추출

백두옹 150 ㎎을 h o m o g e n i g e r로 마쇄한후

석유에테르( e t h e r )로 탈지하고 100 % 메탄올

(MeOH) 100 ㎖로 3회 반복하여 추출하고 여

과지로 얻어진 여액을 진공증발(TYPE N-N,

EYELA, Japan)하여잔유물과메탄올( M e O H )

추출로메탄올(MeOH) 추출물을얻은다음클

로르포름( C H C l3)과 물( H2O )을 사용하여수회

반복 분액하였다. 이를 클로르포름층과물층으

로 분리하고 상기 물층에 남은 층을 에틸아세

테이트/물로 수회 반복 분액하여 이를 에틸아

세테이트층과 물층으로 나누고 에틸아세테이

트층에있는것을농축하여실험재료로사용하

기 위해일부 4 ℃에보관하였다. 다시 상기물

층에 남은 것을 부틸알콜/물로 수회 반복 분액

하여 물층과 부틸알콜층으로 나누고 부틸알콜

층에 남은 것을 농축하여 4 ℃에 보관하였

다.(Figure 1)

2. 치은 섬유아세포 및 치주인대 세포에 대
한독성 실험

1) 치은 섬유아세포의 배양과 독성검사

본 연구에서는정상 인체섬유아세포가 사용

되었다. 세포들은 10 % FBS(fetal bovine

serum, GIBCO, USA), 100 U/ml
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penicillin(GIBCO, USA), 100 ㎍/㎖ s t r e p t o-

mycin(GIBCO, USA)이 첨가된 α- M E M (α-
minimum essential medium, GIBCO, USA)이

들어있는 37 ℃의 5 % CO2 플라스틱 병에서

배양하였다. 섬유아세포는 단층을이룰때까지

배양하였고, 0.02 % EDTA(ethylene diamine

tetra acetic acid, GIBCO, USA)-2.5 %

trypsin-PBS(phosphate buffer solution,

GIBCO, USA)가 1 0 : 1 : 9로 들어있는 플라스틱

병에서 분리해 내었다. 이 세포들은 α- M E M /
10 % FBS 배양액으로 세척하고 같은 배양액

에서 1×1 05 c e l l s /㎖로 조정하였다. 다음날배

양액을 교환하고 이틀째 되는 날 배양액을 제

거해서 Hank's balanced salt solution(HBSS,

GIBCO, USA)으로세척하였다. 이들을 37 ℃,

5 % CO2 및습도 95 % 배양기에서2 4시간배

양하였고, 배양이끝난후생리식염수에용해한

MTT(Methyl Thiazol-2-YL-2, 5-

diphenyl Tetrazolium bromide, GIBCO,

U S A )용액 50 ㎕를 각 w e l l에 넣고 4시간동안

배양한후 M T T용액을버리고 formazon 결정

을 용해시키기 위해 DMSO(dimethyl sul-

fonide, Sigma, USA)를 50 ㎕씩 첨가하였다.

p l a t e를 잘 흔든 후 ELISA reader(THERMO

m a xT M, Molecular Devices Co., CA, USA)로

570 ㎚에서 흡광도로측정하였다. 대조군으로

는 매 실험마다실험용액이 들어있지 않은 α-
MEM 배양액을 사용하였다. 모든 실험결과는

대조군에대한백분율로계산하였다.

2) 치주인대세포의 배양과 독성검사

치주인대 조직을 채취하기 위하여 교정치료

를 위하여 내원한 환자의 제일 소구치 치근의

치경부측 1 / 3을 큐렛으로 치은조직을 제거한

후 발거하여 100 U/㎖ p e n i c i l l i n과 100 ㎍/㎖

s t r e p t o m y c i n이 첨가된 α-MEM 배양액에 침
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Figure 1. The extracts process of Pulsatilla koreana



수시켰다. 배양액으로 5회 세척 후 치근 중간

1 / 3부위의 치주인대를 채취하여 세절한 다음

세포배양접시에 고르게 분산시켜 100 U/㎖

penicillin, 100 ㎍/㎖ streptomycin 및 10 %

F B S가 첨가된 α- M E M을 이용하여 배양하였
다. 세포배양을 시행하였으며 3일 간격으로배

양액을 교환해 주면서 밀생 할 때까지 배양하

였다. 배양시습도는95 %, 온도는37 ℃를유

지하면서 95 %의 공기와 5 %의 C O2를 계속

공급하였다. 계대배양하기위하여치주인대세

포를 0.25 % Trypsin-EDTA(GIBCO, USA)

용액으로 처리한 후 원심분리하여 배양액으로

부터 세포부유액을 만들고 표준혈구 계산기로

w e l l당 1×1 05개의 세포수가 되게 하여 분주

후배양하였다. 다음날배양액을교환하고이틀

째 되는날 배양액을제거해서H B S S로 세척하

였다. 추출물과 배양액이 200 ㎕가 되게 하였

다. 이들을습도는 95 % 온도는 37 ℃를 유지

하면서 95 %의 공기와 5 %의 C O2를 계속 공

급하면서2 4시간배양하고배양이끝난후생리

식염수에용해한M T T용액 50 ㎕를각 w e l l에

넣고4시간동안배양한후M T T용액을제거하

고 f o r m a z o n결정을 용해시키기 위해 D M S O를

50 ㎕씩 첨가한다. plate를 잘 흔든 후 E L I S A

r e a d e r로 570 ㎚에서 흡광도를측정하였다. 대

조군으로는 매 실험마다실험용액이들어 있지

않은 α-MEM 배양액을 사용하였다. 실험결과
는대조군에대한백분율로계산하였다.

3. IL-1β생성에미치는영향

1) 혈액 단핵세포분리배양

전신질환이 없는 건강한 성인으로부터

h e p a r i n을 항응고제로사용하여 60-120 ㎖의

정맥혈액을 채집하였다. 채집된 정맥혈액을

Histopaque-1077(Sigma, USA)을이용한밀

1 5 2

Table 1. Cell cytotoxicity of Pulsatilla koreana on human gingival
f i b r o b l a s t s

S a m p l e Cellular Activity(%)

Gingival Fibroblast

P e r c e n t a g e Optical density

C o n t r o l 1 0 0 0 . 3 7 2±0 . 0 3 5

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

0 . 0 2 % 1 0 0 0 . 3 7 2±0 . 0 2 2

0 . 0 4 % 1 0 0 . 3 0 . 3 7 3±0 . 0 3 3

B u O H 0 . 1 % 9 2 . 2 0 . 3 4 3±0 . 0 2 0

E x t r a c t 0 . 2 % 9 7 . 8 0 . 3 6 4±0 . 0 1 1

0 . 4 % 9 5 . 4 0 . 3 5 5±0 . 0 2 1

1 % 9 0 . 4 0 . 3 3 6±0 . 0 1 9

2 % 8 7 . 8 0 . 3 2 7±0 . 0 2 6* *

0 . 0 1 % 9 3 . 2 0 . 3 4 7±0 . 0 1 7

0 . 0 2 % 8 9 . 8 0 . 3 3 4±0 . 0 4 2

0 . 0 4 % 7 6 . 1 0 . 2 8 3±0 . 0 3 9* *
E t o A c 0 . 1 % 8 1 . 2 0 . 3 0 2±0 . 0 3 3* *
E x t r a c t 0 . 2 % 6 8 . 8 0 . 2 5 6±0 . 0 4 6* *

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



도차 원침법을이용하여 단핵세포를 분리하였

다. 분리된 단핵세포는 P B S로 2 - 3회 세척하

여 10 % FBS, 100 U/㎖ p e n i c i l l i n과 100 ㎍/

㎖ s t r e p t o m y c i n이 함 유 된 R P M I

1640(GIBCO, USA)에서 95 % 공기, 5 % 산

소, 100 % 습도조건하에서무균적으로배양하

였다.

2) 혈액단핵세포에서 생약추출물이 I L - 1β생성

에 미치는 영향

배양된 혈액단핵세포를 24-well plate에

1 06 c e l l / w e l l로 분주하고 첨가물을 가하지 않

은 RPMI 1640배지를대조군으로하고 E. coli

LPS (lipopolysaccharide, Sigma, USA) 25

㎍/㎖를 첨가한 well 및 LPS 25 ㎍/㎖와 수종

의 추출물을 8가지의농도로하여첨가한w e l l

을 실험군으로 하여 4 8시간동안 배양하였다.

배양후 각 세포부유액을모아 400 xg로 1 0분

간 원침시키고상청액을모아측정전까지- 8 0

℃에서동결보관하였다. 생산된 I L - 1β의양은
I L - 1β EIA system(Amersham. UK)을 이용
하여 측정하여 ELISA reader로 450 ㎚에서

비색정량하였다.

4. PGE2 생성에 미치는 영향

1) 치은섬유아세포의 배양

교정목적의 제1소구치 발치 시 치아주위의

건강한 치은을 내사면 절개하여 세척한 후 상

피부분은 절제하여 건강한 치은 결합조직만을

채집하여 1 mm2정도로 세절한 다음 60 ㎜

culture dish에 부착시킨 후 100 U/㎖ p e n i-

cillin, 100 ㎍/㎖ streptomyc-in 및 10 %

F B S가함유된 α-MEM(GIBCO, USA)로 d i s h
가 충만할 때까지 5 % CO2, 95 % 공기, 100

% 습도조건하에서 무균적으로 밀생 배양하였
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Table 2. Cell cytotoxicity of Pulsatilla koreana on periodontal ligament

c e l l s

S a m p l e Cellular Activity(%)

Periodontal Ligament cells

P e r c e n t a g e Optical density

C o n t r o l 1 0 0 0 . 3 7 2±0 . 0 3 5

0 . 0 1 % 9 3 . 9 1 . 0 1±0 . 0 3 5

0 . 0 2 % 8 8 . 5 0 . 9 4 8±0 . 0 7 9

0 . 0 4 % 8 9 . 3 0 . 8 9 4±0 . 0 5 9

B u O H 0 . 1 % 8 7 . 9 0 . 9 0 2±0 . 0 8 6

E x t r a c t 0 . 2 % 8 1 . 8 0 . 8 2 6±0 . 0 4 9

0 . 4 % 7 9 . 1 0 . 0 7 9 8±0 . 0 2 5

1 % 8 0 . 2 0 . 8 1 0±0 . 0 2 9

2 % 7 8 . 3 0 . 7 9 1±0 . 0 2 7

0 . 0 1 % 8 4 . 7 0 . 8 5 5±0 . 0 3 1

0 . 0 2 % 8 1 . 4 0 . 8 2 2±0 . 0 3 7

0 . 0 4 % 7 4 . 5 0 . 7 5 2±0 . 0 2 4

E t o A c 0 . 1 % 7 1 . 3 0 . 7 2 0±0 . 0 2 5

E x t r a c t 0 . 2 % 6 7 . 1 0 . 6 7 8±0 . 0 2 5

0 . 4 % 6 1 . 1 0 . 6 1 7±0 . 0 2 3

1 % 5 8 . 2 0 . 5 8 8±0 . 0 2 6

2 % 5 6 . 3 0 . 5 6 9±0 . 0 2 1



다. 배지는 3일마다 교환하면서무균적으로배

양하는데 d i s h가 충만할 정도로 밀생되면

H B S S로 2 - 3회 세척한후 0.25 % Trypsin-

E D T A를 이용하여 세포를 d i s h에서 부유시킨

후세포부유액을모아 1200 xg로 1 0분간원심

분리후 세포침전물을 α-MEM 배지로세포부
유액을만들어2차계대배양하였다. 같은방법

으로 5회 내지 7회 계대배양하여 실험에 사용

하였다.

2) 치은섬유아세포에서 수종의 추출물에 의한

PGE2 생산에 미치는 영향

5회내지 7회계대배양된치은섬유아세포를

24-well plate에 α- M E M으로 1 05 c e l l / w e l l
로 분주한후 r h I L - 1β(Genzyme, USA) 1 ng/
㎖을 첨가하여 P G E2 생산을 유도하였는데 아

무런첨가제를가하지않은 w e l l을 대조군으로

하고 r h I L - 1β만을 첨가한 w e l l과 r h I L - 1β와
추출물을첨가한w e l l을 실험군으로하여4 8시

간 동안 무균적으로 배양하였다. 배양 후 w e l l

의 배지를 수집하여 배지내의 P G E2의 양을

P G E2 EIA system(Amersham, UK)을 이용

한 후 ELISA reader로 450 ㎚에서 비색정량

하였다.

5. 통계학적 분석

치은 섬유아세포와 치주인대 세포의 세포활

성도를 대조군과 비교해서 통계학적 유의성이

있는지 검사하기 위해 Wilcoxon Signed

Ranks Test를 시행하였다. 0.05%의유의도를

선택하였다.

III. 연구결과

1. 백두옹 추출물의 세포활성도 효과
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Table 3. Inhibition of interleukin-1βs y n t h e s i s

Sample Optical Density I L - 1β r e d u c t i o n ( p g )

C o n t r o l 0 . 2 6 2±0 . 0 0 7 2 0 . 4

L P S 0 . 5 5 6±0 . 0 1 8 8 3 . 0

L P S + P r e d n i s o l o n e 4 8 . 8

0 . 0 1 % 0 . 4 6 2±0 . 0 8 5 6 3 . 0

0 . 0 2 % 0 . 4 8 1±0 . 0 1 7 6 7 . 1

0 . 0 4 % 0 . 4 7 0±0 . 0 7 1 6 4 . 7

L P S + B u O H 0 . 1 % 0 . 4 6 8±0 . 0 1 4 6 7 . 3

E x t r a c t 0 . 2 % 0 . 4 3 0±0 . 0 2 8 5 6 . 2

0 . 4 % 0 . 3 8 6±0 . 0 1 4 4 6 . 8

1 % 0 . 3 6 5±0 . 0 1 7 4 2 . 0

2 % 0 . 3 7 5±0 . 0 5 7 4 4 . 5

0 . 0 1 % 0 . 4 5 4±0 . 0 2 1 6 1 . 3

0 . 0 2 % 0 . 4 5 7±0 . 0 1 1 6 1 . 9

0 . 0 4 % 0 . 4 6 2±0 . 0 5 7 6 3 . 0

L P S + E t o A c 0 . 1 % 0 . 3 6 7±0 . 0 1 3 4 2 . 7

E x t r a c t 0 . 2 % 0 . 3 7 1±0 . 0 8 5 4 3 . 6

0 . 4 % 0 . 3 4 9±0 . 0 7 1 3 8 . 6

1 % 0 . 3 3 1±0 . 0 1 6 3 5 . 1

2 % 0 . 3 3 7±0 . 0 4 2 3 6 . 4



Pulsatilla koreana의 섬유아세포 대한 영향

을검사하기위한MTT 측정결과는Table 1과

같다. α- M E M에서의 세포활성을 1 0 0으로 한
백분율로나타낸결과백두옹의부틸알콜추출

물의 0.01 %, 0.02 %, 0.04 %, 0.1 %, 0.2 %,

0.4 %, 1 %, 2 %의 농도에서 102.4 %, 100

%, 100.3 %, 92.2 %, 97.8 %, 95.4 %, 90.4

%, 87.8 %의 세포활성도를 나타냈다. 백두옹

의 에틸아세테이트추출물의0.01 %, 0.02 %,

0.04 %, 0.1 %, 0.2 %, 0.4 %, 1 %, 2 %의농

도에서 93.2 %, 89.8 %, 76.1 %, 81.2 %,

68.8 %, 69.3 %, 67.5 %, 63.2 %의세포활성

도를나타냈다. 부틸알콜추출물의 2 %와에틸

아세테이트 추출물의 0.04 %, 0.1 %, 0.2 %,

0.4 %, 1 %, 2 %의농도에서대조군에비해유

의한감소를나타났다.(p<0.05) 

Pulsatilla koreana의 치주인대세포에 대한

영향을 검사하기 위한 MTT 측정결과는 표 2

과 같다. α- M E M에서의 세포활성을 1 0 0으로

한 백분율로 나타낸 결과 백두옹의 부틸알콜

추출물의 0.01 %, 0.02 %, 0.04 %, 0.1 %, 0.2

%, 0.4 %, 1 %, 2 %의농도에서 93.9 %, 88.5

%, 89.3 %, 87.9 %, 81.8 %, 79.1 %, 80.2 %,

78.3 %의 세포활성도를 나타냈고에틸아세테

이트 추출물의 0.01 %, 0.02 %, 0.04 %, 0.1

%, 0.2 %, 0.4 %, 1 %, 2 %의 농도에서 8 4 . 7

%, 81.4 %, 74.5 %, 71.3 %, 67.1 %, 61.1 %,

58.2 %, 56.3 %의 세포활성도를나타냈다. 대

조군에비해통계학적으로유의한차이를나타

내지는 않았지만 부틸알콜 추출물의 0.02 %,

0.04 %, 0.1 %, 0.2 %, 0.4 %, 1 %, 2 %와에

틸아세테이트 추출물의 모든 농도에서 대조군

에비해감소가나타났다( p = 0 . 0 6 8 ) .

2. IL-1β의 생산 억제 효과

백두옹 추출물의 c y t o k i n e합성에 미치는 영

향을측정한결과는Table 3과 같다. IL-1β의

함량은L P S의경우가장높게나타났으며농도

가 증가할수록함량이낮게나타났으며 p r e d-
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Table 4. Inhibition of PGE2 s y n t h e s i s

Sample Optical Density P G E

C o n t r o l 0 . 4 8 2±0 . 0 0 7 3 2

I L - 1β 0 . 2 9 2±0 . 0 1 8 1 2 0

0 . 0 1 % 0 . 3 4 6±0 . 0 1 3 9 4

0 . 0 2 % 0 . 3 6 3±0 . 0 3 1 8 6

0 . 0 4 % 0 . 3 8 7±0 . 0 3 0 8 0

L P S + B u O H 0 . 1 % 0 . 3 9 9±0 . 0 4 1 6 6

E x t r a c t 0 . 2 % 0 . 4 0 1±0 . 0 1 7 6 4

0 . 4 % 0 . 4 1 1±0 . 0 2 0 5 8

1 % 0 . 4 1 8±0 . 0 9 9 5 2

2 % 0 . 4 2 0±0 . 0 5 8 5 0

0 . 0 1 % 0 . 3 8 9±0 . 0 5 4 7 6

0 . 0 2 % 0 . 3 9 7±0 . 0 5 7 6 8

0 . 0 4 % 0 . 4 0 5±0 . 0 4 4 6 2

L P S + E t o A c 0 . 1 % 0 . 4 0 1±0 . 0 3 8 6 4

E x t r a c t 0 . 2 % 0 . 4 1 1±0 . 0 1 6 5 8

0 . 4 % 0 . 4 0 7±0 . 0 1 1 6 0

1 % 0 . 4 1 3±0 . 0 2 5 5 6

2 % 0 . 4 1 6±0 . 0 4 2 5 4



n i s o l o n e과 비교해서유사하거나더 낮은 함량

을나타내는농도도보였다. 전반적으로에틸아

세테이트 추출물이 부틸알콜 추출물보다 낮은

함량을 나타냈으며 특히 부틸알콜 추출물의

0.4 % 이상의농도에서현저히낮은함량을나

타냈고, 에틸아세테이트 추출물의 0.1 % 이상

의농도에서현저히낮은함량을나타냈다.

3. PGE2 생산 억제 효과

백두옹의 I L - 1β에 의한 P G E2 생산억제정

도에관한실험결과는표 4와같다. 에틸아세테

이트, 부틸알콜추출물모두에서 I L - 1β자극시
의 P G E2 생산효과에 비하여 높은 억제효과를

나타내었으며, 특히 부틸알콜 추출물의 0.1 %

이상의 농도와 에틸아세테이트 추출물의 0 . 0 2

% 이상의 농도에서현저히낮은 ?량을나타냈

다.

IV. 총괄 및 고찰

본 연구는민간요법으로 활용되어온 생약제

재 중 백두옹추출물에 대한 항염효과 및 세포

활성도를밝혀치주질환치료제로서의효용및

안전도를확인하고자실험을진행하였다. 정등
2 6 )의 연구에서밝혀진 바에 의하면 백두옹 추

출물중 에틸아세테이트및 부틸알콜추출물에

서 광범위한 항균 효과가 있는 것으로 보고되

었으며 특히 부틸알콜 추출물의 경우 가장 좋

은 항균효과를보인바있다. 이러한항균효과

가 있는 약재의 경우 세포에 대해 위해작용이

있는지 확인하기 위하여 구강 위생용 약재로

사용될 수 있는 안정성의 검증이요구된다. 아

직 백두옹추출물에대한항염효과에대해서는

조사된바가없어항염효과에대한효과를밝혀

보고자실험을시행하였다.

항염 및 항균효과를가지면서치조골재생에

좋은 효과를 보이는 제재로서 f l u r b i p r o f e n과

t e t r a c y c l i n e을 들 수 있으며2 7 - 3 2 ), flurbipro-

fen 등의 비스테로이드성 소염제 계통의 약재

들이P G E₂생산억제효과를보이면서, 저농도의

장기복용으로골재생의효과를보인연구결과

도 있고 t e t r a c y c l i n e은 항균효과와 더불어

c o l l a g e n a s e와 g e l a t i n a s e의 활동을 억제함으

로서 이로 인한 골조직의 재생에 간접적으로

작용한다는 연구결과가 있다. 하지만 그 효과

및 부작용에관하여는아직도계속적인연구가

진행되고있다. 현재치주질환치료시 널리사

용되고있는구강위생용약제로는 c h l o r h e x i-

d i n e을 들 수 있는데 c h l o r h e x i d i n e의 세포독

성에 관한 연구를 살펴보면, Gabler 등3 3 )은

c h l o r h e x i d i n e의 농도가 100 ㎎/㎖이상이되면

세포의용해가일어난다고보고하였으며H e l-

geland 등3 4 )은 25 ㎎/㎖이상이 되면 상피세포

의 성장이 억제된다고 보고하였고 M o b a c k e n

등3 5 )은 40 ㎎/㎖이상이 되면 치은섬유아세포

의 기능이상이나세포의용해가일어난다고보

고하였다. 이러한 성장인자와 약제의 효능, 효

과를 나타낼 수 있는 생약제재를 개발한다면

안전하고경제적인가치가있다고사료된다. 실

제 생약제재를이용한제재로서옥수수불검화

추출물등의일부상품화된제재를들 수 있다.

옥수수 불검화추출물은 1 9 5 8년 Thiers 등3 6 )

이 경화성 피부염, 골단염, Paget씨병 및 다발

성 관절염을치료하는데이용하는과정에서치

주농루및치주염에효과가있음을발견하였다.

1 9 7 1년 C h a p u t3 7 )과 1 9 7 4년 Kerebe 등3 8 )은

h a m s t e r에서 치주질환을유발한후 옥수수불

검화추출물을 투여해서 치조골 및 치주인대의

재생을관찰했다고보고한바 있다. 그외의생

약 추출물실험으로서후박및 대조를들 수 있

는데 후박추출물의 항균효과, IL-1β및 P G E₂
생성차단효과그리고collagenase 활동억제효

과 등이 확인된바 있고 대조 추출물은 I L - 1β
및 P G E₂생산차단효과그리고 collagenase 활

동억제효과 그리고 치은섬유아세포활성도 증

진효과등이확인된바있다3 9 - 4 6 ).

은행엽추출물과후박추출물의혼합물을이용
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한 실험에서는 은행엽추출물은 자체로는 미약

한 항균효과를나타내나후박추출물과혼합시

후박이높은항균효과를그대로유지하게하며

은행엽추출물 단독에서 나타나는 세포활성도

와 비슷한 정도의 높은 활성도를 보인다고 알

려진바있다4 7 ).

백 두 옹 의 성 분 은 뿌 리 에

s a p o n i n ( C 4 5 H 7 6 O 2 0 )이 약 9 % 함유되어 있

다. 이것을 가수분해하면 t r i p e r p e n o i d형인

genin(C30H76O4), glucose, rhamnose 및그

밖의당이생성된다. 이밖에 a n e m o m i n도 함유

되어 있으며 뿌리는 심장에 강하게 해를 끼치

지만뿌리를제거한전초에는강심작용이있는

것으로중약대사전및 신농본초경등에언급되

어졌다2 4 ).

백두옹의약리작용으로는항아메바원충작용,

항트리코모나스및 항균작용이있다고또한언

급된바있다2 2 ).

최근의 약리작용에 대한 연구로 김 등4 8 )은

백두옹추출물인 S B - 3 1β가 각종 고형암에독
성이적으면서강력한항암효과를갖는다고하

였고, methanol추출물이 a l l o x a n투여에 의해

현저히증가하는혈당량과혈청 중 total cho-

l e s t e r o l함량을 저하시켜 정상치로 회복시킨다

는보고를하였다.

동식물 연구로 Martin 등25, 49-50)은 P u l -

satilla alpina가 in vitro에서 진균작용, 해열작

용 및 진정작용을 갖는다고 보고하였고,

Mahato 등5 1 )은 triterpenoid saponin은 소염

작용을갖고있음을보고한바 있다. 또한 생약

제제들을 이용해서 치주질환의 치료제로 사용

하고자 하는 연구들이 있어 왔는데 장 등1 7 )은

생약제재중m a g n o l o l이나 honokiol 등이염증

의 매개물질인 cytokine 생성억제효과를 보고

하였으며, 이 등5 2 )은 Sanguinarine, Listerin,

몰약, 인삼사포닌등은항균효과가있음을보고

하였다.

치은연하 치주낭내의치태세균에의한 염증

및 면역기전 과정에서 대식세포와 단핵세포로

부터 I L - 1β가 다량 생성된다. IL-1β는 여러
가지기능을갖고있는 c y t o k i n e으로미생물의

침입, 염증, 면역반응, 조직손상에 대한 반응을

매개하는 물질이다. IL-1β는 치은섬유아세포
로부터 metalloproteinase, plasminogen

activator, IL-9, PGE2를 생성하게 한다. 또한

치주인대세포로부터 p r o c o l l a g e n a s e와 P G E₂

의 생성을촉진한다. IL-1β는 염증전 단계효
소인 group Ⅱ phospholipase A₂를 자극하여

P G E₂생성을 중지시키는 것으로 알려져 있다.

이러한 매개물질은 결체조직의 파괴를 일으키

게되고부착상실을가져올수도있다12, 53-54).

관중과 c h l o r h e x i d i n e의 세포활성도 실험논

문5 6 )과 비교하면, 치은섬유아세포의 경우 α-
M E M을대조군으로하여0.1 %의농도에서관

중의 경우 94.6 %의 세포활성도가 나타났고,

c h l o r h e x i d i n e의 경우엔 45.10 %로 나타났다.

또한 본 실험에서의 백두옹의 부틸알콜추출물

과 에틸아세테이트추출물의 0.1 %에서 9 2 . 2

%, 82 %로 세포활성도가나타났다. 후박과 대

조추출혼합물에서의세포활성도는후박 2 0 0 0

㎍/㎖와 대조 20 ㎍/㎖ 혼합추출물 즉 0.02 %

에서 1 0 5 . 3±3 . 7의 활성도를 나타냈고 후박

2000 ㎍/㎖와 대조 2000 ㎍/㎖의 혼합추출물,

즉 농도 0.4 %에서 1 1 0 . 5±3 . 4의 세포활성도

를나타냈다5 7 ).

우루소디옥시콜산( U r s o d e x o y c h o l i c a c i d )를

함유한 생약추출물의 항염효과에 관한 연구논

문5 8 )과 비교하면, 참고로 우루소디옥시콜산은

친수성 쓸개즙산으로 면역기능을 갖고 있으며

T세포로부터 IL-2, IL-4, Interferon(IFN)-

γ의분비를억제하며B세포로부터면역글로블

린 생성을억제하는기능을갖고있다5 9 - 6 3 ). 이

는한방에서치주질환의치료를위해면역억제,

항균, 항염, 진통, 해열효과를 나타내는 생약제

제를 오래 전부터 사용해온 보고들이 있다. 치

은섬유아세포의 L P S자극에 의한 I L - 1β생성
에 대하여우루소디옥시콜산은 각 농도 0.1 %

에서 83 %의 억제효과를 보였고 부틸알콜 추
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출물은 20 %를, 에틸아세테이트 추출액은 4 9

%의 억제를 보였다. 또한 P G E₂생산억제효과

에서는0.1 %의농도에서우루소디옥시콜산은

75 %, 부틸알콜 추출물에서는 45 %로에틸아

세테이트추출물에서는47 %의억제효과를보

였다.

백두옹 추출물은 후박과 대조 혼합추출물과

의 세포활성도비교에서는다소낮은세포활성

도를보였으나관중과 c h l o r h e x i d i n e보다거의

모든농도에서높은세포활성도를나타냈다. 항

염실험의 비교에서는 우루소디옥시콜산과 비

교 시 낮은농도에서는우루소디옥시콜산의항

염효과가 탁월하나 농도가 증가할수록 백두옹

추출물의 항염효과가 우루소디옥시콜산의 항

염효과의수치와근접함을보였다.

결론적으로 백두옹 추출물이 세포독성이 상

대적으로낮고비교적안정성이뛰어나며항염

효과가있는것으로사료된다.

V. 결론

본 연구는민간요법으로 활용되어온 생약제

재 중 백두옹추출물의 I L - 1β와 P G E2에 대한
항염효과 및 치은 섬유아세포와 치주인대세포

에 대한세포활성도를밝힘으로서치주질환치

료제로서의효용및 안전도를간접적으로확인

하여치주질환의예방및 치료제로의가능성을

알아보기위해본실험을시행하였다.

백두옹의에틸아세테이트와부틸알콜추출물

을 준비하여각각 0.1 %, 0.2 %, 0.4 %, 0.01

%, 0.02 %, 0.04 %, 1 %, 2 %의 농도를실험

에사용하였다.

치은섬유아세포와치주인대세포를배양하여

M T T용액을 사용하여 ELISA reader로 독성

검사를실시하고 혈액단핵세포를 분리, 배양하

여 I L - 1β EIA system을 이용하여 I L - 1β의
생성에 관한 검사를 시행하고 치은섬유아세포

를 배양하여 P G E2 EIA system을 이용하여

P G E2 생성에관한검사를시행하여다음과같

은결론을얻었다.

1 . 섬유아세포에 대한 세포활성도 검사

결과 부틸알콜 추출물의 2 %와 에틸아세

테이트 추출물의 0.04 %, 0.1 %, 0.2 %,

0.4 %, 1 %, 2 %의농도에서대조군에비

해유의한감소를나타냈다( p < 0 . 0 5 ) .

2 . 치주인대세포에 대한 세포활성도 검

사결과 통계학적으로 유의한 차이를 나타

내지는않았지만부틸알콜 추출물의 0 . 0 1

%를 제외한 부틸알콜과 에틸아세테이트

추출물의 모든 농도에서낮은 세포활성도

를나타냈다.

3 . 백두옹에서추출된에틸아세테이트와

부틸알콜 추출물 모두에서 I L - 1β의 생성
을 억제하는경향을보였고부틸알콜추출

물보다 에틸아세테이트 추출물에서 억제

효과가높게나타났다.

4 . 백두옹에서추출된에틸아세테이트와

부틸알콜 추출물 모두에서 P G E2 생성을

억제하는 경향을 보였으며 부틸알콜 추출

물보다 에틸아세테이트 추출물에서 억제

효과가높게나타났다.

이상의 결과로 백두옹에서 추출된 부틸알콜

추출물과 에틸아세테이트 추출물은 세포에 다

소 독성이있는 것으로보이며 I L - 1β와 P G E2
생성을억제하는것으로보아항염효과가있는

것으로 나타났으므로 앞으로 치주질환의 치료

제로개발가능성이있을것으로사료된다.
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- A b s t r a c t s -

The Effects of Pulsatilla Kore-

a n a for Anti-Inflammatory

and 

Cellular Activity of Peri-

odontal Tissue

Jin-Gwang Jung, Chin-Hyung Chung,

Sung-Bin Lim, Jung-Keun Kim, Eun-Hee

S o

Department. of Periodontology, College of

Dentistry, Dan-kook National University

This study was performed to define the

cytotoxicity and the anti-inflammatory

action of Pulsatilla koreana extracts.

To analyze cytotoxic effects, gingival and

periodontal ligament fibroblasts were used,

and anti-inflammatory actions related to

reduction of IL-1β and PGE2 p r o d u c t i o n
were performed in vitro, for the suggestion

of efficacy and safety on periodontal thera-

peutic use ofPulsatilla koreana extracts.

We extracted ethylacetate and butylalco-

hol from well-dried and ground P u l s a t i l l a

k o r e a n a throughout multiple processing,

then used different concentration solu-

tion(0.1 %, 0.2 %, 0.4 %, 0.01 %, 0.02 %,

0.04 %, 1 %, 2 %) of ethylacetate and

butylalcohol extracts to examine cytotoxic

effects and anti-inflammatory actions

Cytotoxic effects were examined by

ELISA reader using MTT(Methyl Thiazol-

2-YL-2, 5-diphenyl Tetrazolium bro-

mide)solution following culture of human

gingival and periodontal ligament fibrob-

lasts. Synthesis of IL-1βwas examined by

I L - 1β e n z y m e - i m m u n o a s s a y ( E I A ) s y s t e m
after separation and culture of monocyte,

and PGE2 was examined by PGE2 EIA sys-

tem after culture of gingival fibroblasts.

The results were as follows:

1. In the MTT test of gingival fibroblasts,

the change of optical density was

decreased significantly at 2 % of buty-

lalcohol extracts and 0.04 %, 0.1 %, 0.2

%, 0.4 %, 1 %, 2 % of ethylacetate

e x t r a c t s . ( p < 0 . 0 5 )

2. In the MTT test of periodontal ligament

cells, the change of optical density

were not differ significantly. but buty-

lalcohol and ethylacetate extracts

except from butylalcohol 0.01 %

showed high cell cytotoxity.

3. Both ethylacetate and butylalcohol

extracts from Pulsatilla koreana i n h i b-

ited the synthesis of IL-1β, and inhibi-

tion effect of ethylacetate extracts

were higher than butylalcohol extracts.

4. Both ethylacetate and butylalcohol

extracts from Pulsatilla koreana i n h i b-

ited the synthesis of PGE2 , and ethyl-

acetate extracts were higher than

butylalcohol extracts.

In conclusion, ethylacetate and butylalco-

hol extracts from Pulsatilla koreana s h o w e d

little cell cytotoxity for gingival and peri-

odontal ligament fibroblasts, and the inhibi-

tion of IL-1β and PGE2 synthesis, therefore
it is considered that these extracts can be

developed as the therapeutics of the peri-
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odontal disease.
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