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흰쥐에서 nifedipine으로 유발된 치은 증식증 및
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Calcium-channel blockers such as nifedipine could be associated with gingival overgrowth. The aim of this study

was to examine the role of Paeonia lactiflora Pallas(PLP) on nifedipine-induced gingival hyperplasia along with

submandibular secretory function in rats. Animals in divided groups received nifedipine (250 mg/kg) alone and in

PLP(100, 200 mg/kg) in orally administration for 3 weeks. Pure submandibular saliva was collected intraorally by

micropolyethylene cannula and the mandibular gingiva was examined by means of dissecting microscope for signs of

redness, tickness, inflammation and exuda. Twenty-one days nifedipine treatment induced gingival hyperplasia

accompanied with reduced salivary flow rate and concentrations total protein, epidermal growth factor(EGF) and

calcium in comparison with normals. Co-treatment of animals with nifedifine and PLP protected from gingival

hyperplasia and retained flow rate, and concentrations of total protein, EGF and calcium in normal levels.
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서 론

치주질환은 복합감영성 질환으로서 조직의 파괴는 치주 병

인균 및 병인균의 대사산물에 의하여 발생하며 이를 둘러싼 연

조직에 나는 염증, 잇몸이 붓고 딱딱하여 지며 나중에는 이가 빠

지는데, 주위 조직을 침식하는 치구가 잇몸 밑의 이에 침착하여

생기며 한의학에서는 풍치라고 한다. 치주질환은 병인균에 대해

숙주가 과도한 반응을 보일 경우 염증 세포에 의하여 matrix

metalloproteinase(MMP)와 단백질 분해 효소의 활성도가 증가한

다1). 이때 활성화된 MMP는 치주조직의 중요한 구성 물질인

collagen(교원질)을 파괴하여 결합조직의 부착과 지지골의 상실

을 유발한다2,3). 이러한 치주질환의 치료법으로는 원인과 염증제

거와 원인 축적요소 요소제거 등의 비외과적 시술을 시도하며

이러한 치료에도 불구하고 호전되지 않거나 지지골 조직의 파괴

가 현저한 경우와 재발되었을 경우에 외과적 치주 치료를 시도

하고 있다. 이러한 비외과적 및 외과적 시술과 아울러 약제나 영

양제를 투여하여 치주조직의 병적 상태 개선과 파괴된 조직을

재생시키는 방법들이 연구4-6)되고 있는 과정에서 우리 주변에 천

연자원으로 부터의 가능한 물질로부터 유용 활성 물질을 찿는

일환으로 본 연구를 시행하였다.

작약(Paeonia lactiflora Pallas)은 함박꽃이라고도 하며 미나리

아제비과(Ranunculaceae) 또는 작약과(Paeoniaeae)에 속하는 다

년생 속근초본으로 중국을 위시한 한국 및 유럽등지에 분포되어

있으며7), 한방에서는 진통, 진경, 부인병, 고혈압, 복통 및 염증의

치료제로 널리 사용하고 있다
8)

. 지금까지 작약에 대한 연구로는

간독성 보호작용9), 항균작용10), 항혈전작용11), 항고지혈증 작용12)

및 항산화작용 등13)이 보고되고 있으나 아직까지 치주 질환에 대

한 연구는 없는 실정이다.

이에 본 연구에서는 작약 추출물이 nifedipine에 의하여 나

타나는 치육증식증에 어떠한 영향을 주는가를 관찰할 목적으로

실험동물을 이용하여 nifedipine 유발 치육증식증과 함께 동반되
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는 epidermal growth factor(EGF), 총 단백질, 칼슘의 분비에 나

타날 수 있는 효과에 대한 실험을 하여 천연물로부터 검색함으

로서 천연물 신약 및 건강기능식품의 소재를 개발하고자 시도하

였다.

재료 및 방법

1. 동물 및 처치

동물은 효창 science(대구)로 부터 분양 받아 본 대학 동물사

에서 일정한 조건(온도 : 22±0.5℃, 습도 : 46-60%, 명암 : 12시간

light/dark cycle)으로 1주 동안 고형 사료로 적응시킨 체중

180±10 g의 Sprague-Dawley계 웅성 흰쥐를 사용하였다. 작약은

부산의 부산진 시장 소재 한약제의 도매상에서 구입하여 사용하

였고, 상지대학교 박 희준교수님께 의뢰하여 확인 하였으며 시료

의 일부는 (주)천호식품(부산) 표본실에 보관하였다. 구입한 작약

을 선별, 정선하여 세척하고 이를 동결 건조 한 후 분말화하여

건조분말 150 g을 증류수 2 L에 넣어 초음파 세포 파생기 내에서

3회 반복 추출 하였다. 총 추출액을 여과지(Whatman No. 2)로

여과한 후 80℃의 감압증발기에서 감압농축 후 동결건조하여 약

20 g의 농축액을 얻었다. 이 농축액을 매일 체중을 측정하여 예

비실험을 통하여 용량을 계산한 후 생리식염수에 용해하여 3주

간 각 실험군은 6마리씩 분배 하여 nifedipine(250 mg/kg, po)14)

단독 투여군 및 작약 추출물(100, 200 mg/kg)과 nifedipine 을 동

시에 투여 하였다. 정상 대조군은 동량의 생리식염수를 투여하였

으며, 대조약물로 doxycycline(0.57 mg/kg)을 사용하였다.

2. 타액의 채취 및 분비속도

타액 분비물의 일중변동을 줄이기 위해 오전 7시에 실시하

였다. 즉 실험동물에 sodium pentobarbital(50 mg/kg) 주사 후

20분 뒤에 30 mg/kg을 한 번 더 주사하여 실험이 끝날 때 까지

마취 상태를 유지하도록 하였다. 동물을 안전하도록 테이프로 반

듯이 뉘어 고정시키고, 실험을 하는 동안 호흡이 가능하도록 하

였다. 양쪽 하악선에 폴리에틸렌 튜브를 삽입하였다. 분비물의

자극은 생리식염수에 용해시킨 pilocarpine(6 mg/kg)을 복강주

사 하였다. 타액을 처음 두 방울은 버리고 미리 무게를 측정한

마이크로 튜브에 30분 동안 채취
15)
하여 -20℃에 보관하여 EGF,

칼슘, 단백질의 측정에 사용하였다. 타액 분비속도16)는 타액채취

가 끝난 후, 오른쪽과 왼쪽의 하악선 조직을 적출하여 무게를 측

정한 후 타액의 중력이 1.0이라는 가정 하에 타액의 무게, 하악선

조직의 무게와 시간을 이용하여 계산되었다.

3. 총 단백질 정량

Lowry의 방법17)을 이용하여 표준품은 bovine serum

albumin(Sigma, Fr. V)을 사용하여 측정하였다. 즉 용액 A(0.5 g

CuSO4. 5H2O, 1 g Na3C6H5O7/증류수 1 L), 용액 B(20 g

Na2CO3, 4 g NaOH/증류수 1 L) 및 용액 C(용액 A: 용액 B =

1:50)를 사용하였다. 일정량의 타액에 용액 C를 첨가하여 혼합

후 상온에서 5-10분간 방치한후 750 nm에서 흡광도를 측정하여

표준 검량곡선에서 단백질량을 측정하였다.

4. 칼슘의 정량

타액 중 칼슘 정량은 검체 중 칼슘은 알칼리성 용액 중에서

킬레이트제인 o-크레졸 프탈 레인콤프렉스(OCPC)와 적자색의

킬레이트 화합물을 형성 하는 원리
18)
를 이용한 자동분석용 Ca

측정용 kit(아산제약, L01-621 Ca)를 사용하였다. 즉 타액 검체에

사용액 [Ca R1 (diethanolamine 0.785 g/l)와 Ca R2

[o-cresolphta\haleine complex (0.52 g/l)와 8-hydroxyquinoline

8 g/l)]을 첨가하여 37℃에서 반응시킨 후 파장 570 nm에서 측정

하여 표준검량곡선에서 산정하였다.

5. EGF 측정

활성 EGF 수용체의 방법을 이용한 EIA kit(Takara Bio Co)

를 사용하였다
19)

. 즉 표준품과 샘플은 피펫으로 EGF의 고정항체

에 의해 결합한 후. 결합되지 않은 물질을 씻어낸 후, EGF로부터

효소와 결합된 다클론항체를 첨가하였다. 결합되지 않은 항체-효

소 시약을제거하기 위해 세척 후, 기질 용액을 첨가하고 EGF의

결합의 나타나는 색의 강도를 450 nm에서 측정 하였다.

6. 치육증식증의 판단

잇몸은 해부용 현미경의 방법에 따라 동물을 마취하고 고정

하여 붉은 정도(redness), 두께(thickness), 염증(inflammation),

삼출물(exuda)을 포함하는 치은 증식 지수를 산정하였다
20)

.

7. 통계처리

본 실험에서 얻어진 결과는 평균치±표준편차로 표시하였

고, 통계적 유의성 검증은 Duncan's multiple range test를 이용

하였다.

결 과

1. 타액 분비 속도에 미치는 영향

Nifedipine과 작약 추출물을 투여하고서 흰쥐의 타액 분비

속도를 측정한 성적이 Fig. 1이다. 흰쥐에 nifedipine을 투여함으

로서 타액의 분비 속도가 정상군(17.4±1.20 mg/min/g gland)에

비하여 현저히 억제(10.2±0.60 mg/min/g gland) 되던 것이 작약

추출물(100, 200 mg/kg)을 3주간 동시투여 함으로서 정상군에는

미치지 못하나 각각 15.8±1.50, 17.6±1.80 mg/min/g gland로 증

가 되었다. 한편 대조 약물로 사용한 doxycycline(0.57 mg/kg)의

투여에서도 작약 추출물 투여와 유사한 결과를 나타내었다.

2. Calcium 농도에 미치는 영향

Nifedipine과 작약 추출물을 투여하고서 흰쥐의 타액 중

calcium의 농도를 측정한 성적이 Fig. 2이다. 흰쥐에 nifedipine

을 투여함으로서 타액의 calcium 농도가 정상군(4.5±0.26 mg/dl)

에 비하여 현저히 억제(3.1±0.13 mg/dl) 되던 것이 작약 추출물

(100, 200 mg/kg)을 3주간 동시투여 함으로서 정상군에는 미치
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지 못하나 각각 3.6±0.24, 4.0±0.18 mg/dl로 증가 되었다.

Fig. 1. Effect of administration of nifedipine alone and Paeonia

lactiflora Pallas extract on rat submandibular saliva flow rate. Animals
were orally administered nifedipine or Paeonia lactiflora Pallas(PLP) extract for

three weeks. Pure submandibular saliva collection was performed for 30 min using

a microcannula and dissecting microscope. Pilocarpine(6 mg/kg) was used as the

saliva secretagogue. Data are means ± S.D.(n=6). Data followed by different

superscript are significant by Duncan new multiple range test from normal(p<0.05).

Fig. 2. Effect of administration of nifedipine alone and Paeonia

lactiflora Pallas extract on rat submandibular secretion of calcium.
Submandibular secretion of calcium concentration was measured as described in

Materials and Methods. Each bar represents the mean ± S.D. for six experiments.

Data followed by different superscript are significant by Duncan new multiple range

test from normal(p<0.05).

3. 총 단백질 함량에 미치는 영향

Nifedipine과 작약 추출물을 투여하고서 흰쥐의 타액 중 총

단백질의 함량 측정한 성적이 Fig. 3이다. 흰쥐에 nifedipine을 투

여함으로서 타액의 총 단백질 농도가 정상군(2.5±0.21 mg/dl)에

비하여 현저히 억제(1.6±0.19 mg/dl) 되던 것이 작약 추출물(100,

200 mg/kg)을 3주간 동시투여 함으로서 정상군에는 미치지 못

하나 각각 2.0±0.11, 2.2±0.13 mg/dl로 증가 되었다.

4. EGF 함량에 미치는 영향

Nifedipine과 작약 추출물을 투여하고서 흰쥐의 타액 중

EGF의 함량 측정한 성적이 Fig. 4이다. 흰쥐에 nifedipine을 투여

함으로서 타액의 EGF의 농도가 정상군(46.8±2.95 ρg/ml)에 비하

여 현저히 억제(20.4±3.64 ρg/ml) 되던 것이 작약 추출물(100,

200 mg/kg)을 3주간 동시투여 함으로서 정상군에는 미치지 못

하나 각각 32.8±4.16, 38.2±3.38 ρg/ml로 증가 되었다. 한편 대조

약물로 투여한 doxycycline(0.57 mg/kg)의 동시투여로서

41.2±4.47 ρg/ml로 정상군에 가깝게 증가 되었다.

Fig. 3. Effect of administration of nifedipine alone and Paeonia

lactiflora Pallas extract on rat submandibular secretion of total

protein. Submandibular secretion of calcium concentration was measured as
described in Materials and Methods. Each bar represents the mean ± S.D. for six

experiments. Data followed by different superscript are significant by Duncan new

multiple range test from normal(p<0.05).

Fig. 4. Effect of administration of nifedipine alone and Paeonia

lactiflora Pallas extract on rat submandibular secretion of EGF.
Submandibular secretion of calcium concentration was measured as described in

Materials and Methods. Each bar represents the mean ± S.D. for six experiments.

Data followed by different superscript are significant by Duncan new multiple range

test from normal(p<0.05).

Table 1. Changes in rat after 21 days of treatment with nifedipine

alone or in combination with Paeonia lactiflora Pallas extract

Treatment
Dose
(mg/kg)

Redness Thickness Inflammation Exuda
Total
score

Normal - - - - 0

Control ++ + ++ ++ 7*

Nifedipine+PLP 100 ++ + + ++ 6*

Nifedipine+PLP 200 + - + + 3**

Nifedipine+Doxy
cycline

0.57 - - - + 1

Animals were orally administered nifedipine and in combination with Paeonia lactiflora
Pallas(PLP) extract for three weeks. The mandibular gingival was examined on
anesthetized and fixed animals by means of a dissecting microscope. Gingival
hyperplasia indexes including redness, thickness, inflammation and exuda were recorded
in tested animals by histopathologist as described Ten Cate20). A sign score was
selected to determine the severity of gingival hyperplasia. Data are mean of six
observations. *,** p<0.05 significantly differed from normal respectively.

5. 치은증식증의 검사

Nifedipine과 작약 추출물을 투여하고서 흰쥐를 마취하고서

현미경 하에서 붉은 정도, 두께, 염증, 삼출물 및 치은 증식 지수

를 관찰한 성적이 Table 1이다. 흰쥐에 nifedipine을 투여함으로

서 붉은 정도, 두께, 염증, 삼출물의 증가(+, ++) 정도가 작양추출

물의 동시 투여로서 억제되는 경향을 보였으며, 치은 증식 지수

는 정상군(0점)에 비하여 nifedipine의 단독 투여로 현저히 증가
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(7점) 되던 것이 작약 추출물(100, 200 mg/kg)을 3주간 동시에

투여함으로서 정상군에는 미치지 못하나 각각 6점, 3점으로 치은

증식 점수가 억제 되었다.

고 찰

치주염은 성인에 있어서 성인에 있어서 치아상실의 주된 원

인으로 구강 내 상주균이 음식물의 침착이나 전신적 방어기전의

저하 등의 환경변화에 의해 번식되어 치은에 염증이 생기는 질

환이다. 이의 임상적인 증상은 치은출혈과 종창, 치주낭 형성 및

치조골의 파괴로 이어져 결국 치아를 상실하게 되는 것이 일반

적인 진행순서이다
21)

.

Nifedipine은 dihydropyridine calcium-channel blocker로

널리 사용되는 약물로 nifedipine의 복용량과 관련된 부작용 중

빈번히 나타나는 것 중 하나가 심각한 미용 문제와 위생적 문제

를 야기하는 치육중식증이다22). 치육증식증은 환자의 10-29% 정

도 나타나며23), 1984년 첫 보고24) 이후로 nifedipine에 의한 치육

증식증의 병리생리학 측면과 발생 범위를 밝히기 위한 몇몇 임

상과 실험연구가 진행되었다. 일반적으로 알려진 치육증식증의

병리생리는 단백질량의 불균형, 섬유세포 단백 합성(fibroblasts

protein synthesis)의 증가와 동반된 단백질 분해 효소의 감소, 즉

결합조직에 콜라겐의 과도한 축적에 medullasin과 collagenase

활성이 발생하는 것. 이 불균형에 책임있는 factor들은 bcl-2와

c-Myc 단백질의 유도, cathepsin-L 활성 감소, apoptosis의 저해,

식세포 활동의 감소, 칼슘 대사의 변화 그리고 keratinocyte

growth factor의 증가 이다25,26). 침샘 중에 하악선이 가장많은 타

액을 분비하며, 하악선의 GCT(granular convoluted tubule) 세포

는 외분비물에 분비되는 EGF의 가장 중요한 생성 장소로서 EGF

는 구강, 식도, 위점막에서 얻을 수 있고 이들 상피의 기능적 보

전에 중요한 인자이다. 이 다기능적 사이토킨(multifunctional

cytokine, EGF)의 정기적인 분비는 치은세포 급증의 규형과 구강

궤양 치유 가속화를 한다고 생각되어 진다27). 치주질환의 치료법

으로는 항생제 투여 등의 비외과적 치료와 원인균 제거술식과

파괴된 조직을 재생시키려는 외과적 시술이 시행되고 있는 것이

일반적이다. 나아가 치주조직의 파괴된 병적 조직을 재생시키는

연구가 1958년도부터 시작되어 지금까지 많은 연구가 이루어지

고 있다28).

이에 본 실험에서는 임상에서 항균작용 등의 연구를 토대로

작약을 대상으로 nifedipine의 장기 투여로 치은 증식증을 유도

한 흰쥐에 작약 추출물을 동시에 투여함으로서 치은 증식증의

억제 효과를 관찰 하여 본 결과 nifedipine의 투여로 타액의 분비

속도 및 타액중의 칼슘농도가 억제되던 것이 작약 추출물의 동

시 투여로 억제 되었다. Nitric oxide는 타액에서 생성되고 하악

선에서 신경전달물질로 추정되며, NO synthase (NOS)의 특별한

활성은 생쥐의 하악선에서 검출된다
29)

. 침샘에서 NOS 분포는 침

샘 안의 신경말단에서 생성되며 연성시스템(ductile system) 이

라고 밝혀져 있으며, muscarinic agonist의해 침샘 세포가 활성화

되면, 활성화된 NOS의해 야기된 NO의 생성물과 그때 분비 작

용을 개시하기위해 ion channel 열려 활성화된 cGMP가 세포간

의 자유 칼슘 수치가 증가한다30). 침샘에서의 NOS 활성은 칼슘

의 결핍이나 calmodulin 억제물질의 생성에서 차단되어지며,

nifedipine이 하악선 선방 세포(acinar cells)에서의 특별한 변호

와 치육증식증과 연관된 타액의 낮은 flow rate와 칼슘농도가 저

하되는 것으로 알려져 있다
31)

. Nifedipine으로 유도된 치육증식

증이 하악분비선 기능이상을 동반하게 된다는 것을 보여지며, 이

는 분비선 기능이상으로 인해 타액선 분비속도가 줄어들고 EGF,

칼슘, 총 단백질농도가 떨어진 것으로 치은 세포에서 변화된 칼

슘 대사는 nifedifine 유발된 치육증식증의 메카니즘과 같이 나타

나게 되는데32) 작약 추출물의 동시 투여는 흰쥐에서 flow rate와

칼슘의 농도가 증가 되었다. 타액선에서 타액분비는 콜린시스템

에 의해 자극을 받는데 이는 free cytoplasmic 칼슘농도에 의해

매개된다. 그러므로 nifedipine과 같은 calcium-channel blocker

가 하악의 분비선 세포에 칼슘유입을 방해하여 타액분비를 억제

할 수 있는 것으로 세포 밖의 칼슘은 하악 분비선에서

cholionergic meditators 를 조절함으로써 단백질분비에 중요한

역할을 하며
33,34)

nifedipine은 칼슘대사를 억제하여 단백질분비

를 감소시킨다. 타액 칼슘농도의 감소는 니페디핀의 전압의존적

calcium-channel block 능력에 영향을 주고 칼슘이온을 엑소사토

시스로 보내는 것을 억제한다. 하악 분비선에서 분비되는 싸이토

킨 EGF는 특정 수용체에 부착함으로써 입 점막을 보호, 조절하

여 상피세포 증식과 재생을 자극한다. 현재의 결과들을 지지해주

는 증거들이 있는데 그 결과들을 보면 EGF가 입에서 궤양치료를

촉발시키는 반면에 EGF가 부족하면 치육증식의 위험이 높아지

며. 하악 분비선의 granular convoluted tubule cell은 자율신경

계의 지배하에 EGF가 타액으로 분비되는데 중요한 역할을 한다
35-37). 그러므로 손상된 칼슘대사로 인해 타액선에서 신호해석에

방해가 되면 nifedipine에 의한 EGF감소의 원인이 된다38). 한편

대조약물로 사용한 doxycycline은 세균의 리보좀 30S에 결합하

며 아미노 아세틸레이트 tRNA차단하는 16S rRNA에 결합하여

균의 단백질 합성을 억제하는 광범위 테트라사이클린계 항생제
39)
로 혈장보다 치은열구액 내에 높은 농도로 집중되는 성질과

substantivity가 큰 점, 섬유아세포와 결합조직의 부착을 증진시

키는 등의 이점이 인정되어 전신적 또는 국소적 적용으로 치주

질환에 병용되어 왔으며 최근에 이의 치주염에 사용하는 기전으

로 교원질분해효소의 활성을 억제하고, 교원질 합성을 증진시키

며, 중성구와 파골세포의 기능을 억제하며 결합조직 및 기저막

분해에 관여하는 matrix metalloproteinase를 억제한다는 사실이

밝혀 졌다40,41). 이 실험에서 백작약 추출물을 nifedipine과 동시

에 투여하였을 때 대조약물로사용한 doxycycline의 투여와 유사

하게 nifedipine의 투여로 감소되던 타액의 분비 속도와 타액중

의 총 단백질, 칼슘 농도 및 EGF의 농도가 증가 되었으며, 현미

경하에서 nifedipine의 투여로 치은의 붉은 정도, 두께, 염증, 삼

출물의 증가가 억제되었다.

이상의 결과를 추론 하여 볼때 작약을 투여함으로서

nifedipine으로 유도한 흰쥐의 치은증식증의 치료에 사용할 수

있을 것으로 앞으로 더욱 많은 연구가 이루어 져야 할 것으로 생
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각되어진다.

결 론

칼슘 채널 저해제(calcium channel blocker)인 nifedipine과

작약추출물을 동시에 투여하고서 nifedipine으로 유도되는 치근

염의 경감에 어떠한 영향을 주는 가를 관찰하여 본 결과 실험동

물로부터 타액의 배출량은 nifedipine의 단독 투여로 정상군 보

다 현저히 억제되던 타액 배출량이 작약 추출물을 동시에 투여

함으로서 용량의존적으로 증가되는 경향을 보였다. 한편 타액중

의 총단백질량, 칼슘의량 및 EGF의 량은 nifedipine의 단독투여

로서 현저히 억제되던 것이 작약 추출물의 동시 투여로 증가되

었다. 흰쥐를 마취후 현미경하에 붉은 정도, 두께, 염증, 삼출물

및 치은 증식 지수를 관찰한 결과 nifedipine을 투여함으로서 붉

은 정도, 두께, 염증, 삼출물의 증가 정도가 작양추출물의 동시

투여로서 억제되는 경향을 보였으며, 치은 증식 지수는 정상군에

비하여 nifedipine의 단독 투여로 현저히 증가 되던 것이 작약 추

출물을 3주간 동시에 투여함으로서 정상군에는 미치지 못하나

치은 증식 점수가 억제 되었다. 이상의 성적으로 보아 nifedipine

의 투여로 야기되는 치은증식증의 치료에 작약을 사용할 수 있

는 점을 관찰하였으며 이는 작약의 항균작용에 의한 것으로 추

측되며 향후 기능성 물질의 소재로 활용할 수 있을 것으로 사료

된다.
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