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국문 요약 

 Calcitonin gene related peptide(CGRP)는 37개의 amino acid 를 가진 

peptide이다. 이는 가장 강력한 혈관 확장제로 알려져 있으며, 

neurotransmitter 혹은 neuromodulator로 작용한다.  

  본 연구는 교정 목적으로 발거가 예정된 사람의 상, 하악 소구치 7개를 대상

으로 치수 염증을 유발시킬 목적으로 협면에 유해자극을 가한 후, 자극을 가하

지 않은 군(n=7)과 CGRP 양을 정량적으로 비교함으로써 외부 자극에 대한 초기 

치수 반응을 관찰해 보고자 하였다. 

  치근단공이 완전히 닫힌 성숙한 영구치를 대상으로 하였으며, 유해 자극은 국

소마취 하에서 치아의 협면 중앙부에 치아의 장축에 평행하게 직경 1mm의 

diamond bur를 이용하여 coolant없이 약간의 압력을 주어 국소적으로 열이 발생

되도록 하였다. 발치는 자극을 준 후 15분 후에 시행하였다. CGRP 분석 및 정량

은 High performance liquid chromatography 방법으로 Shimadzu 사의 LC-10A VP 

series를 사용하였다.  

실험 결과, 유해 자극을 가한 군(median 123.69, interquartile range 

178.74)에서 자극을 가하지 않은 군(median 76.83, interquartile range 18.74)

에서보다 CGRP 양이 높게 나타났으며, 이는 통계학적으로 유의성 있게 나타났다 

(p=0.0033).  

핵심되는 말: CGRP (calcitonin gene related peptide), HPLC (high 

performance liquid chromatography), dental pulp, 치수 자극 
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High Performance Liquid Chromatography (HPLC) 

방법을 통한 치수 내 Calcitonin Gene-Related Peptide 

(CGRP) 의 정량적 검출 

 

 

<지도교수 이 승 종> 

연세대학교 대학원 치의학과 

김  선  영 

 

I. 서  론 

 

치수의 환경은 연조직이 경조직에 둘러싸여 있는 형태의 이른바 low 

compliance environment 이다. 치수의 혈류와 내압의 실질적인 증가는 혈

관을 압박하게 되어 결국에는 치수 허혈 혹은 치수 괴사를 일으킨다. 따라

서 치수 내 혈류와 내압의 변화는 외상(dental injury)을 받거나 치수 염증

이 있을 때 치수의 생존에 중요한 작용을 하게 된다.  

Histamine, bradykinin, prostaglandins, serotonin, substance P, 

calcitonin gene-related peptide(이하 CGRP), leukotrienes 등과 같은 염증

매개체(inflammatory mediators)들은 치수 내 nociceptors을 감작시키거나 
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활성화시킴으로써 직접적으로 동통을 유발할 수 있다. 이들은 또한 염증과

정을 개시하여 혈관의 투과성 증가나 부종 등을 통해 치수 내압의 증가를 

야기함으로써 간접적으로 동통을 유발할 수 있다.  

지금까지 혈관과 신경의 밀접한 기능적인 상호 연관관계에 관하여 많은 

연구들이 보고되어왔다. Zhang6등은 치수 내 혈관에서 CGRP, NPY-

immunoreactive perivascular plexuses의 분포에 관한 3차원적인 연구를 

통해 직경 40㎛, 혹은 그 이상의 큰 세동맥(large arterioles)들은 prolific 

peptidergic innervation을 가지나 작은 세동맥(arteriole)들은 드문 

innervation 을 보였다고 하였다. 더욱이 모세혈관, 정맥들은 어떠한 

innervation도 보이지 않았다고 보고하였다. 

치수 내 존재하는 여러 조절 peptide 가운데에서 CGRP는 37개의 amino 

acid를 가진 peptide 이다. 이는 가장 강력한 혈관 확장제로 알려져 있으며, 

neurotransmitter 혹은 neuromodulator로 작용한다. Bernard9 등은 상아질

이나 뼈에 있는 감각 신경섬유(sensory neuron)에 의해 방출된 CGRP는 유

해 자극에 반응하여 조직의 self-repair를 위해 mineralogenic stimulating 

effect를 가진다고 보고하였다. Heyeraas7 등은 substance P, neurokinin A, 

CGRP 의 매개에 의해 감각 신경(sensory nerve)이 자극을 받고 치수 혈관

의 확장 및 혈류량의 증가가 일어남을 보고하였다. Brain8 등에 의하면 

CGRP, SP 등은 감각 신경 섬유에서 방출되어, 혈류 변화, 염증 및 면역 반

응, 결합조직 세포에 영향을 준다고 하였다. 이러한 해부학적인 관찰들로 미
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루어 볼 때 치수 신경과 혈관 사이에는 어떠한 기능적인 상호관계가 있을 

것으로 생각된다. Byers4 등은 쥐의 상아질에 자극을 주었을 때 CGRP 신경

섬유의 sprouting을 현미경으로 관찰하였다. 

 역상 고성능 액체 크로마토그래피(Reverse-phase high performance 

liquid chromatography, RP-HPLC)는 neuropeptide나 염증 매개체

(inflammatory mediator)의 정성(identification) 및 정량(quantification) 을 

위해 사용된다. 이 시스템은 같은 크로마토그래피 시스템 상에서 비슷하지

만 명백하게 다른 여러 물질(compound)들을 분석해준다. 또한 이 시스템은 

다른 종류의 분석법(radioimmunoassay 등)보다 분리 속도가 빠르며, 민감

도가 높기 때문에 현재 peptide의 검증과 분리에 많이 사용되고 있다. 그러

나 사람의 초기 염증 치수에서 CGRP 의 정량적인 계측에 관한 연구는 아

직까지 미미한 실정이다. 

본 연구의 목적은 HPLC(LC-10A VP series, Shimadzu, Japan) 방법을 

통하여 CGRP의 발현시간을 확인하고, 외부 자극에 대한 치수의 초기 반응

을 관찰하기 위해 유해자극을 주고 치수에서 발현되는 CGRP를 정량하여 

정상 치수와 비교해보고자 함이었다. 
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Ⅱ. 재료 및 방법 

 

1. Standard stock of human calcitonin gene related peptide 

Standard CGRP로는 CGRP-1; α-CGRP(#C0167, Sigma-Aldrich, St. 

Louis, MO, USA)를 사용하였다. 사람의 CGRP 아미노산 서열은 다음과 같

다. 

Ala-Cys-Asp-Thr-Ala-Thr-Cys-Val-Thr-His-Arg-Leu-Ala-Gly-

Leu-Leu-Ser-Arg-Ser-Gly-Gly-Val-Val-Lys-Asn-Asn-Phe-Val-Pro-

Thr-Asn-Val-Gly-Ser-Lys-Ala-Phe-NH2  

(Disulfide bridge : 27, C163H267N51O49S2, FW 3789)  

우선 CGRP의 peak가 측정되는 시간대를 알아보기 위해 human CGRP 

standard stock을 구입하여 HPLC 기계에 loading 해 보았다. Powder 형태

로 존재하는 standard stock은 제조사의 지시대로 사용되기 전까지 -20℃

에서 보관되었다. 그리고 확실한 peak의 확인을 위해 농도를 0.1, 0.05, 

0.025㎍/㎕ 로 구분하여 같은 시간대에서 peak의 증감이 있는지 관찰하였

다. 

실험에 사용된 치아는 연세대학교 치과대학병원에서 교정을 위해 발거 예

정인 여자 환자들(15세~45세)의 상, 하악소구치를 대상으로, 대조군 7개와 

실험군 7개의 총 14개 치아를 사용하였다. 대상 치아는 치아 우식이나 보철

물이 없으며 치주적으로도 건강한 치근단공이 완전히 성숙한 영구치를 대상
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으로 하였다.  

모든 치아는 국소 마취(2% xylocaine with 1:80,000 epinephrine) 후, 대

조군은 자극 없이 바로 발치를 시행하였으며, 실험군에는 치수에 유해 자극

을 주기 위해 치아의 협면 중앙부에 직경 1.0mm 의 high speed diamond 

bur를 이용하여 깊이 1mm의 groove를 형성하였다. Groove를 형성할 때에

는 물을 뿌리지 않고 약간의 압력을 주어서 삭제되는 부위에서 국소적으로 

열이 발생하도록 하였다. 발치는 groove 형성 후 15분 후에 시행하였다. 발

거된 치아는 미리 준비된 cryogenic vial 에 넣어 휴대용 액체질소(-196℃)

통에 바로 보관하였다. 보관된 치아를 carborundum disk와 chisel을 이용하

여 치아의 장축에 평행하게 쪼개었으며, 여기서 치수조직만을 조심스럽게 

취해 새로운 cryogenic vial에 옮겨 액체질소 통에 보관하였다. 꺼내진 치아

를 split 시켜 치수조직을 취할 때까지 걸린 시간은 1분 이하로 하여 조직의 

peptide degradation 을 최소화하였다.  

 

2. Tissue management for extraction of neuropeptide 

액체질소에 보관되어 있던 치수조직이 담긴 vial을 ice 에서 서서히 녹인 

후 무게를 측정한 Eppendorf tube에 녹은 치수조직을 옮기고 무게를 측정

하였다. 치수조직을 넣기 전과 후의 Tube 간의 무게 차를 이용하여 치수 

조직 고유의 무게를 계산하였다. 

0.5M acetic acid에 peptide의 degradation의 방지를 위해 5개의 다른 
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protease inhibitor(즉, 4mm Pefabloc SC, 1μM leupeptin, 2.8μM E-64, 

1μM pepstatin, 1.3mM EDTA - 10ml당 1 tablet을 넣어주면 해당 농도의 

cocktail이 됨: 표 1.)가 포함된 cocktail(Complete Mini®-protease 

inhibitor cocktail tablet, Roche, Germany)을 넣고 물 중탕으로 살짝 데워

주었다. 이를 치수조직 g당 8ml씩 치수조직이 들어있는 tube에 첨가하고 끓

는 물(100℃)에 중탕으로 10분간 끓인 뒤, sample 들을 5300rpm으로 20분

간 4℃에서 원심분리하였다.2 상층액을 모으고, protease inhibitor가 포함된 

0.5M acetic acid를 추가하여 2배~4배 희석시켰다. 이를 0.45㎛ millipore 

GS filter(Millex®, Billerica, Massachusetts, USA)를 이용하여 최종적으로 

filtering 하였다. Filter된 sample들을 50㎕씩 HPLC loading vial에 담았다. 

 

Table 1. Composition of protease inhibitors used in this experiment 

 

Protease inhibitor Concentration Protease class 

EDTA sodium salt 0.5mg/ml Metallo 

Pefabloc SC 1mg/ml Serine 

E-64 10㎍/ml Cysteine 

Pepstatin 0.7㎍/ml Aspartic 

Leupeptin 0.5㎍/ml Serine & Cysteine 
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3. High Performance Liquid Chromatography 

Shimadzu사의 LC-10A VP series를 사용하여 reverse-phase HPLC 가  

시행되었다. 이 기계는 system controller인 SCL-10A VP, liquid 

chromatogram인 LC-10AD VP, FCV-10AL VP, degasser인 DGU-14A, 

refractive index detector인 RID-10A, diode array detector인 SPD-M10A 

VP, auto-injector인 SIL-10AD VP, column oven인 CTO-10AS VP로 구성

되어 있다. Column은 Delta-Pak C18 5UM 300A 3.9mm x 150mm(Waters, 

Tokyo, Japan)가 사용되었다. 

  액체를 이동상(solvent)으로 사용하는 경우를 액체 크로마토그래피라고 한

다. 액체 크로마토그래피는 화합물의 분자량에 제한이 없으며 시료의 안정

성에도 덜 민감하고, 또한 시료의 회수가 용이하다. 이러한 액체 크로마토그

래피의 분리 효율을 더욱 높이기 위해 고안된 장치가 high performance 

liquid chromatography(HPLC)이다. HPLC 시스템에서는 고정상(column내 

충진제)의 입자의 크기를 10 ㎛ 이하의 것을 사용하므로 이동상(solvent)이 

흐를 수 있도록 수십 기압의 압력을 가하여 물질을 분리할 수 있게 해준다.  
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다음은 HPLC 작동원리를 보여주는 모형이다. 

 

 

Fig 1. Diagram of the HPLC device 

 

역상 고성능 액체 크로마토그래피(RP-HPLC)에 이용되는 solvent로는 

water, methanol, acetonitrile등이 있다. 본 실험에서 사용된 solvent는 촉

매제로 0.1% trifluoroacetic acid 가 함유되었으며 HPLC grade 

acetonitrile, DW를 최종 농도 각각 30, 70%로 하여 흘려주었다.5 각 

sample 의 chromatography는 총 10분간 진행되었으며, 적용된 파장은 

215nm였다. 

 

4. 통계 처리 

 통계 처리는 비모수적인 통계법인 Wilcoxon rank sum test 을 시행하였다. 
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Ⅲ. 결  과 

 

  사람의 calcitonin gene-related peptide(CGRP)의 standard 

chromatogram은 그림 2~4. 에 나타내고 있다. 

그림 2. 는 농도를 0.1㎍/㎕ 로 하여 loading한 것이다. 그림 3, 4. 는 

0.05㎍/㎕, 0.025㎍/㎕ 로 농도를 맞춘 것으로. 각각의 chromatogram은 총 

10분간 loading 하였다. 

그림 2. 에서는 acetic acid용매와 standard CGRP 분포의 전체적인 모습

을 보여주고 있으며, 그림 2-1, 3, 4. 는 0.1, 0.05, 0.025㎍/㎕ 각각의 그래

프를 확대하여 관찰한 것이다. 

 그래프에서 보이는 x축은 시간을 나타내며(minute), y축은 흡광계수  

(absorbent unit, mAU)를 나타낸다. 

     

 

Fig 2. Chromatogram of standard human calcitonin gene related peptide 

(0.1㎍/㎕) 
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   Fig 2-1. Magnification of the chromatogram of standard human 

calcitonin gene related peptide (0.1㎍/㎕) 

 

 

Fig 3. Magnification of the chromatogram of standard human calcitonin 

gene related peptide (0.05㎍/㎕) 

 

 

Fig 4. Magnification of the chromatogram of standard human calcitonin 

gene related peptide (0.025㎍/㎕) 
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   Fig 5. Chromatogram of 0.5M acetic acid only  

 

 

   Fig 6. Chromatogram of normal pulp 

 

 

   Fig 7. Chromatogram of experimental group – 15 min. extraction after 

grooving  
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  Standard CGRP는 215nm 파장에서 3.6분대에서 일정하게 농도의 증감 

양상이 보여진다. 

그림 2~4. 의 초반 1~2분대에서 보여지는 peak는 용매로 사용된 0.5M 

acetic acid 의 chromatogram이며, 그림 5. 가 이를 증명해주고 있다. 

그림 6. 은 즉시 발치한 정상 치수의 chromatogram으로 3.6분대에서 

CGRP peak를 관찰 할 수 있다. 그림 7. 은 실험군 중 하나로서 역시 3.6분

대에서 CGRP peak를 보여주고 있다.  
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Fig 8. CGRP standard를 이용한 standard curve 

 

그림 8. 은 0.1, 0.05, 0.025㎍/㎕의 standard CGRP 농도를 가지고 

standard curve를 그린 것이다. x축은 농도(㎍/㎕)를 나타내며, y축은 HPLC

가 기록한 peak의 높이값이다. 각각 0.1, 0.05, 0.025㎍/㎕ 농도를 나타내는 
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3점이 농도곡선에서 거의 벗어나지 않고 있음을 알 수 있다. 

 

Table 2.  Comparison of CGRP amount of normal and induced pulp 

inflammation (p = 0.0033) 

 

Amount of calcitonin gene related peptide 

- ㎍/tissue g. 

 

Normal pulp (n=7) Induced pulp 

inflammation (n=7) 

Patient 1 41.62 97.26 

Patient 2 92.65 137.04 

Patient 3 64.8 106.43 

Patient 4 78.82 142.19 

Patient 5 76.83 82.67 

Patient 6 77.46  

Patient 7 60.08  

Patient 8  123.69 

Patient 9  276 

median 

Interquartile range 

76.83 

18.74 

123.69 

178.74 

 

표 2. 는 HPLC 기계에서 측정된 peak의 height 값을 그림 8. 의 

standard curve 에 대입하여 계산된 농도에, 희석하여 만들어진 최종량을 

곱하고 각 sample의 조직 무게로 나누어 산출한 tissue 1g 당 CGRP 양 

(㎍) 을 나타낸다. (예: patient 1의 자극군의 경우, standard curve 에 대입

하여 얻어낸 농도는 0.0071㎍/㎕이었다. 이 sample 의 경우 HPLC loading 



 -14-

을 위해 희석하여 얻어진 총 volume이 100㎕였고, 조직 무게는 0.0073g이

었기에, sample 1의 자극군 tissue 1g 에 있는 CGRP 양 (㎍) 은 0.0071 

(㎍/㎕) x 100 (㎕) ÷ 0.0073g = 97.26㎍이 된다.) 

통계처리는 Wilcoxon rank sum test을 시행하였으며, 이 결과 CGRP 양은 

유해자극을 가한 군(실험군, median 123.69, interquartile range 178.74)에

서 정상 치수(대조군, median 76.83, interquartile range 18.72)보다 유의성 

있게 높게 나타났다 (p=0.0033). 
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Ⅳ. 고  찰 

 

본 연구는 high performance liquid chromatography(HPLC) 방법을 이용

하여 CGRP의 발현시기를 관찰하고, 치아에 유해 자극을 주었을 때 이를 정

량하여 정상 치수와 비교해보고자 하였다.  

Neuropeptide를 검출하고 확인하는 방법은 많다. RT-PCR이나 Western 

blot, ELISA등을 이용할 수 있으며, 이 방법들 역시 정량적인 분석이 가능하

다. 하지만 RT-PCR의 경우, 기존의 논문들에는 동물의 CGRP primer만 있

었기에 사람의 CGRP primer를 찾는 데에 어려움이 있었다. 사람의 CGRP 

sequence를 primer제작 프로그램에 넣어 제작을 시도해볼 수도 있었으나, 

제작 주문하여 받는 데까지 값이 비싸고 소요되는 시간이 길며, 처음 해보

는 것이라 시행착오가 많을 것 같아 비효율적이라고 생각되었다. 또한 면역

학적인 방법으로의 접근도 고려하여 보았으나, Western blot 시 선행되는 

SDS-PAGE에서 CGRP의 경우 그 크기가 3.5kda으로 굉장히 작기 때문에 

gel에 걸려 분리되지 못하고 buffer에 같이 빠져나갈 위험성이 있었기에 시

도하지 않았다. 그래서 microgram의 적은 양도 검출해 낼 수 있는 HPLC를 

이용하여 검출 및 정량하고자 하였다. 

CGRP가 시간적으로 몇 분대에서 검출되는지 알 수 없었기 때문에 우선 

CGPR standard를 이용하여 농도를 0.1, 0.05, 0.025㎍/㎕로 달리 하여 

215nm 파장에서 CGRP standard peak의 변화를 관찰하였다.  
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HPLC에서 peak는 0.01~0.001분의 시간적 오차는 발생할 수 있으나 0.1

분 이상의 차이가 발생하는 경우에는 다른 peak로 인식하게 된다. CGRP 

standard 의 농도를 달리하여 보았더니 3.6분 대에서 dose-dependent 하

게 peak가 일정하게 증감함이 확인되었다. 이 결과는 이 peak가 CGRP 

peak임이 확실함을 의미하며 동시에 CGRP를 검출하는 기계 자체의 상태도 

안정하다는 것을 의미한다고 하겠다.  

HPLC 방법을 통한 urine 이나 temporo-mandibular joint(TMJ) 등 fliud 

내에 존재하는 CGRP 의 검증 및 분리 방법은 여러 논문들에 제시되어 있

다. 치수에는 여러 종류의 neuropeptide가 존재하지만, 결체 조직으로 구성

된 사람의 치수에서 이를 추출해내는 방법에 대한 문헌은 많지 않으며 정형

화되어 있지도 않다. 본 실험에서는 radioimmunoassay를 위해 

neuropeptide 중의 하나인 CGRP를 추출한 Awawdeh2 의 방법을 인용하였

다. Awawdeh는 사람의 치수에서 substance P, neurokinin A, CGRP를 추출

해내는 방법을 제시하였다. 저자는 이 연구에서 치수조직을 잘랐을 때와 자

르지 않고 전체 치수를 이용했을 때 어느 쪽에서 neuropeptide가 잘 추출

되는지를 비교하였는데, 가장 효과적으로 추출해낸 방법이 치수를 자르는 

과정 없이 전체 조직(whole tissue)을 이용했을 때라고 언급하면서 여기에 

protease inhibitor까지 사용한 경우 더 신뢰할만한 결과를 가져왔다고 보고

하였다. Awawdeh의 논문은 radioimmunoassay를 위한 실험 논문이었지만 

조직 처치 부분만 발취해서 이번 HPLC 실험에 사용해 보았는데 좋은 결과
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를 얻을 수 있었다. 

그림 6, 7. 에서 보여지듯이 3.6분 전후로 조그마한 여러 peak들을 관찰 

할 수 있었다. 이는 0.5M acetic acid로 처리하는 것이 치수조직에서 CGRP

만을 추출하는 것이 아니기 때문에 다른 neuropeptide들이 같이 추출되어 

나온 것이라고 생각된다. Sample들 모두에서 3.6분대에 CGRP로 추정되는 

peak가 확인되었지만 이 peak가 CGRP인지를 확신하기 위해서는 standard 

CGRP와 co-injection을 할 필요가 있었으며, co-injection 시 주변 peak와

는 상관없이 3.6분대의 peak의 증가를 관찰 할 수 있었다(data not shown). 

결과적으로 CGRP는 standard stock에서처럼 HPLC loading 시 정상 치수

군에서나 자극을 준 군에서나 모두 3.6분대에서 발현됨을 확인할 수 있었다. 

하지만 검출되는 양이 극히 적어 물 중탕으로 끓이는 과정에서 

neuropeptide의 상실이 생기지 않았는지 의문을 가지게 되었다. 그래서 쥐

의 standard CGRP를 이용하여 농도를 0.1㎍/㎕로 하여 물 중탕하지 않았을 

때와 했을 때를 각각 loading하여 비교하여 보았다. 물 중탕으로 끓이는 과

정을 통하여 neuropeptide의 파괴가 있을 수 있다고 생각되었으나, 중탕을 

한 후에도 그 양이 90% 이상 관찰되는 것을 확인할 수 있었기에 중탕 과정

에서의 neuropeptide의 상실은 고려하지 않아도 좋을 것이라고 생각할 수 

있었다. 

CGRP가 유해자극과 관련되어 발생하는 것은 자명하지만, 그 시기에 있어 

Byers 등의 연구에서 보면, mild injury를 준 경우 sprouting reaction 은 
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6-10 일이 경과되면 부분적으로 subside 되었으며 21일이 되면 완전히 사

라졌다고 보고하였다. 또한 advanced injury를 준 후 4일에서 CGRP nerve 

fiber 의 sprouting과 micro-abscess formation을 관찰하였다고 보고하였

다. 본 연구는 이제까지의 다른 연구들과 차별을 두어 일단 유해 자극이 치

아에 가해지면 외부 자극에 대한 치수의 반응으로 neuropeptide가 몇 분 

이내에 분비될 것이라는 가정을 하고 실험을 진행하였다. 실험 결과, 자극을 

전혀 주지 않은 정상 치수조직과 자극군을 비교하여 보았을 때, 자극군에서 

그 양이 두 배 정도 많이 검출되었으며 통계적으로 유의성이 있었다. 향후 

연구는 자극 후 30분, 1시간 등 시간을 더욱 늘려 각 시간대별로 CGRP 양

의 변화를 관찰하여, 비가역성치수염(irreversible pulpitis)에서의 CGRP 양

과의 연관성을 규명지어야 할 것이다. 

이제까지의 연구를 보면, 상악과 하악을 구분하여 관찰한 연구는 없었다.  

본 연구도 sample이 워낙 적었기 때문에 상악과 하악을 구분하여 통계처리

를 하지는 못했지만, 정상 치수(대조군)의 CGRP양이 상악보다 하악에서 훨

씬 높음을 관찰 할 수 있었다. 상악과 하악의 nociceptor, 감각 신경 말단의 

분포가 다른지는 정확히 알 수 없지만, 흥미로운 사실이라고 생각되었고, 

sample이 더 많이 확보되어 이를 구체화하지 못한 점이 아쉬움으로 남는다.  

또한 이번 data 에는 넣지 않았지만 흥미로웠던 한 환자가 있었는데 15세, 

여환으로 하악 소구치가 미성숙한 영구치를 가지고 있었다. 이 여환도 역시 

상악과 하악에 각각 한 쪽에는 자극을 주지 않고 발치를 하고, 다른 한 쪽
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에는 자극을 주고 발치를 한 후 치수에서 검출된 CGRP양을 비교하여 보았

는데, 상악(표 2. 의 patient 5)은 대조군 76.83㎍/tissue g., 실험군 82.67㎍

/tissue g. 으로 다른 환자들과 비슷한 수치를 보였다. 그러나 하악의 경우 

대조군(51.46㎍/tissue g.)보다 실험군(59.65㎍/tissue g.)에서 양이 높게 검

출되었으나, 그 양 차이에 있어서 다른 sample 들처럼 2배 정도의 확실한 

차이를 보이지는 않고 약간 높은 정도를 보여주었다. 또한 대조군의 CGRP

양도 다른 sample 들보다 월등히 낮은 값을 보였다(하악은 data에 포함시

키지 않음). 이러한 결과는 아마도 대상 치아가 미성숙 영구치였기 때문에 

신경의 분포가 완전하지 못하여 나온 흥미로운 결과라고 생각한다. 
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Ⅴ. 결  론 

 

정상 치아와 유해자극을 가한 치수에서 CGRP 양의 차이를 정량적으로 

측정하여 비교 분석할 수 있었으며, 유해자극을 가한 치수에서 그 양이 

더 높게 관찰되었다. 또한 RP-HPLC는 neuropeptide의 검증과 분석에 적

은 시간이 소요되고, 높은 민감성 등의 장점으로 각광 받고 있는 방법으

로서, 본 연구를 통하여 치수 내 CGRP 등의 극소량의 신경유리물질을 정

량화하는데 활용이 가능함을 확인할 수 있었다. 
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Abstract 
 

 Identification of Calcitonin gene-related peptide (CGRP) by High 
performance liquid chromatography (HPLC) and quantification in 

induced-inflamed human dental pulp  
 

Sun-young, Kim DDS 

Department of Dentistry,  

The Graduate School, Yonsei University 

(Directed by Seung-Jong, Lee D.D.S, M,S,D., Ph.D.) 

 

I. Objectives 

The purpose of this study was to develop methodology for the detection and 

identification of calcitonin gene related peptide (CGRP) in human dental pulp and to 

quantify this substance in induced pulpal inflammation using reverse-phase high 

performance liquid chromatography (RP-HPLC). 

 

Ⅱ. Materials and Methods 

ⅰ) Human CGRP standard preparation 

   α-CGRP (#C0167, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) was used for standard. 

Human CGRP standard stock was loaded on HPLC device with different doses (0.1, 

0.05, 0.025㎍/㎕). The data was used to confirm when CGRP was detected and to make 

a standard curve.  



 -25-

ⅱ) Tissue management for extraction of neuropeptide 

 14 human first or second premolars without caries, restorations or periodontal 

disease which were going to be extracted for orthodontic reason were used in this study. 

Traumatic injury for pulpal inflammation was induced on buccal surface of the crown 

by preparing a groove longitudinally with a high speed diamond bur (1.0mm diameter) 

with a depth of about 1.5mm without coolant. 15 minutes after grooving they were 

extracted atraumatically and placed in liquid nitrogen (-196℃) immediately. The tooth 

was split longitudinally and pulp tissue was gained. This step was done within 1 minute 

for prevention of peptide degeneration. The pulp tissue was weighed and 0.5M acetic 

acid was added to the tissue 8ml/g and boiled for 10 minutes. It was centrifuged at 

5300rpm for 20 minutes at 4℃. The supernatant was transferred to another tube and 

diluted with 0.5M acetic acid until the total volume was about 200㎕. Then it was 

filtered through Millipore GS filter (Millex®, Billerica, Massachusetts, USA). The 

resultant was loaded 50㎕ each on HPLC device for 10 minutes. Wavelength for 

detecting CGRP was 215nm. 

ⅲ) High performance liquid chromatography 

Reverse-phase HPLC was done using LC-10A series (Shimadzu. Co., Japan). 

Delta-Pak C18 5UM 300A 3.9 x 150mm (Waters, Tokyo, Japan) was used as a column. 

HPLC grade 30:70 acetonitrile : DW were used as a solvent. Y axis expresses absorbent 

unit (mAU) and X axis expresses time (minute) (Fig.2~7). 
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Ⅲ. Results 

The peak of human CGRP standard was detected at 3.6 minute. This peak was 

shown to be dose-dependent and time-constant. 

 In experimental group CGRP was also detected at 3.6 minute. Fig 2 ~ 4. shows the 

standard curve of CGRP standard. CGRP amounts of both normal and experimental 

group were calculated using the standard curve (Fig 6, 7).  

According to Wilcoxon rank sum test, CGRP was significantly higher in induced 

pulp inflammation (median 123.69, interquartile range 178.74) than normal pulp 

(median 76.83, interquartile range 18.74). P value was 0.0033. 

 

Ⅳ. Conclusion 

Calcitonin gene related peptide (CGRP) could be detected and quantified 

successfully by high performance liquid chromatography (HPLC) device in both 

normal and induced pulpal inflammation. 

Further study should be directed to substantiate the early pulpal reaction against the 

external stimulus using this technique. 

 

 

Keyword : CGRP (calcitonin gene related peptide), HPLC (high performance liquid 

chromatography), dental pulp, pulp inflammation. 
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