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국문 요약

홍화씨 분획 추출물이 치주인대 섬유아세포와

M C3T 3 - E 1 세포에 미치는 영향

최근 치주 영역에서 생약제제에 대한 관심이 증가되고 있으며 특히 홍화씨, 후

박, 황금, 대조, 황백, 죽염, 황련, 은행엽, 옥수수 추출물 등이 치주염에 효과적인

생약제제로 알려져 있다.

이 중 홍화 (safflow er , Car tham us t inctor ius L .)의 씨는 골절, 골다공증 등의

골질환 치료제로 쓰여 오면서 경험적으로 그 효능을 입증받은 제제로 수 년 전부

터 치주 영역에서도 국내산 홍화씨에 대한 연구가 활발히 진행되어 홍화씨 추출

물이 치주인대 섬유아세포와 조골세포의 활성도 증가, alkalin e phosph ata se (ALP )

활성도 증가, 골광물화 작용 증진에 효과적임이 보고되었으며 동물 실험에서도 홍

화씨 추출물을 경구 투여했을 때 신생골 형성이 촉진됨을 보였다.

기존의 홍화씨 추출 방법은 한두 개의 용매를 이용하여 홍화씨의 전체 성분을

추출한 것이었으며 골조직 재생 효과를 극대화하기 위해서는 골조직 재생에 효과

적인 성분만을 고농도로 추출하는 방법이 필요하였다. 이에 홍화씨 성분 중 골형

성능 증진에 가장 효과적인 성분을 찾기 위한 노력으로 다양한 용매를 이용하여

홍화씨 성분을 다단계 추출하여 여러 홍화씨 분획 추출물을 얻었으며 이 중

m ethan ol과 물로 차례로 추출한 saf - M - W 분획이 조골세포의 골형성능 증진에

가장 효과적이었다.

이에 본 연구에서는 홍화씨 분획 추출물 saf- M - W를 이용하여 이것이 치주인

대 섬유아세포와 조골세포 전구세포주인 M C3T 3- E 1 세포의 성장 및 분화에 미치

는 영향을 알아보았다. 3- (4,5- dim ethylth iazol- 2- yl)- 2,5- diphenyl t et r azolium

brom ide (MT T ) t est로 두 가지 세포에 대한 독성을 측정하였으며 치주인대 섬유

아세포에서 발색 반응을 이용한 ALP 활성도 검사를 시행하였다. 또한
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M C3T 3- E 1 세포에서는 Northern blot 분석을 통해 ALP 및 bon e sialoprotein

(BSP ) m RNA 발현을, v on Kossa 염색과 위상차 현미경으로 석회화 결절 형성을

관찰하여 다음과 같은 결과를 얻었다.

1. saf - M - W 농도 10㎍/㎖ 이하에서는 치주인대 섬유아세포와 M C3T 3- E 1

세포 모두에서 세포독성은 나타나지 않았다.

2. 치주인대 섬유아세포에서 saf - M - W 농도 변화에 따른 ALP 활성도 차이는

없었다.

3. M C3T 3- E 1 세포에서 10㎍/㎖ 농도의 saf - M - W 처리군의 ALP 및 BSP

m RNA 발현이 대조군에 비해 현저히 증가하였다.

4. M C3T 3- E 1 세포에서 대조군에서는 석회화 결절이 형성되지 않은 반면

10㎍/㎖ 농도의 saf - M - W 처리군에서는 다량의 석회화 결절이 형성되었다.

이상의 결과는 홍화씨 분획 추출물 saf - M - W가 10㎍/㎖ 이하의 농도에서 치주

인대 섬유아세포와 M C3T 3- E 1 세포에 대해 독성을 나타내지 않으며 M C3T 3- E 1

세포의 분화 및 골형성을 효과적으로 촉진할 수 있음을 시사한다.

핵심되는 말: 홍화씨 분획 추출물, 치주인대 섬유아세포, MC3T 3- E1
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홍화씨 분획 추출물이 치주인대

섬유아세포와 M C3T 3 - E 1

세포에 미치는 영향

연세대학교 대학원 치의학과

(지도 최성호 교수 )

허 지 선

Ⅰ . 서론

치주 치료의 궁극적 목적은 치주조직의 재생에 있다. 치주조직 재생에 가장 중

요한 역할을 하는 것은 치주인대 섬유아세포로 백악질, 골, 치주인대를 재생시킬

수 있는 능력을 가지고 있다7 ,12 ) . 이 원리를 이용하여 치주조직 유도 재생술 (guided

t is sue regen erat ion )4 ,5 ,10 ,20 )이 개발, 사용되어 왔으나 이는 차단막을 이용하여 치은

세포를 배제하는 것일 뿐 재생에 필요한 세포 과정을 촉진하는 것은 아니다.

재생 술식으로 가장 많이 사용되는 것이 골이식술로 자가골, 동종골, 이종골,

합성골 등이 사용된다8 ) . 이 중 이종골, 합성골은 골전도체로 숙주골이 자라들어올

수 있는 공간만 유지해 주는 역할을 한다8 ) . 동종골의 대표격인 탈회 동결 건조골

은 bone m orph og enetic prot ein (BMP )을 함유하여 골유도 작용을 한다고 하나8 )

골은행별로, 또한 같은 골은행에서도 표본별로 골유도능에는 상당한 차이를 보인

다고 한다17 ) . 자가골은 골형성능에 있어서는 우수하지만 별도의 공여부를 필요로

하며 다량을 얻기 어려운 제한점이 있고 이식부에서 치근흡수나 골유착이 일어나
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는 경우가 있다2 ) .

최근에는 분자생물학의 발전으로 세포의 증식, 분화, 이주를 조절하는 성장인자

를 조직 재생에 응용하기에 이르렀다1 ) . 1989년 Lyn ch 등은 plat elet deriv ed

grow th factor (PDGF )와 in sulin - like grow th fact or (IGF )의 혼합 사용 시 치주조직

이 재생됨을 보고하였고6 ) , 1990년 Joy ce 등은 tr an sform ing grow th factor -

(T GF - )가 장골 파절 부위에서 골형성을 유도함을 보고하였다3 ) . 1965년 Urist 2 1)

가 BMP를 처음 소개한 이후 많은 연구에서 BMP가 골조직의 치유 및 재생 효과

를 지님을 보고하였다9 ,18 ,22 - 25 ) . 최근까지도 성장인자의 임상 적용을 위한 연구가 꾸

준히 계속되고 있으나 그 투여 용량과 적당한 매개체가 아직 결정되지 않았으며

국소 투여 시 인체 내 타 기관에의 영향이 미지수이고 경제적인 면에서도 단점을

가진다.

성장인자의 이런 제한점에 반해 부작용이 적고, 장기적 사용, 경구 투여가 가능

하며 안전하고 경제적이라는 장점을 가진 여러 가지 생약제제들이 주목받고 있다.

특히, 홍화씨, 후박, 황금, 대조, 황백, 죽염, 황련, 은행엽, 옥수수 추출물 등이 치

주염에 효과적인 생약제제로 알려져 있으며38 ) , 이 중 몇몇 제제는 실험실 및 생체

실험에서 골재생을 유도함이 보고되었다28 ,3 1 ,32 ,35 ,37 ) .

이 중 홍화 (safflow er , Car tham us t inctor ius L .)의 씨는 골절, 골다공증 등의

골질환 치료제로 쓰여 오면서 경험적으로 그 효능을 입증받았으며 그 외에도 고

혈압, 동맥경화증, 척추디스크, 신경통, 혈액순환 촉진에도 효과적이라 한다38 ) . 또

한 그 성분인 adenosine diph osphat e가 혈소판 응집을 억제하여 항응혈 효과와 항

염 효과 등을 나타낸다고 확인된 바 있다36 ,38 ) . 1998년 이 등36 )은 홍화씨에 함유된

유기 백금 성분이 골절 부위에서 양전기와 음전기의 교류 작용을 활발하게 하여

백혈구의 이주를 촉진하고 골재생을 일으킨다고 하였으며 홍화씨에는 뼈의 주된

성분인 칼슘과 골세포를 서로 연결시켜주는 구리 성분도 함유되어 있어 골절 치

유에 효과가 있다고 하였다.

수 년 전부터 치주 영역에서도 국내산 홍화씨의 효능을 과학적으로 입증하기

위한 연구가 활발히 진행되고 있다. 1997년 두 등29 ) , 1997년 류 등30 ) , 1998년 강 등

26 ) , 1998년 이 등3 4 ) , 1998년 윤 등33 )
의 연구에서 홍화씨 추출물이 치주인대 섬유아
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세포와 조골세포의 활성도 증가, alk aline phosphat ase (ALP ) 활성도 증가, 골광물

화 작용 증진에 효과가 있음을 보였으며 1997년 류 등30 )은 백서 두개골 결손부를

이용한 생체 실험을 통해 홍화씨 추출물을 경구 투여했을 때 신생골 형성이 촉진

됨을 보였다. 이들은 홍화씨 추출물을 얻기 위해 증류수에 홍화씨 분말을 넣고 가

열, 여과하여 추출한 것을 냉동 건조하는 방법과 이것을 다시 부탄올로 추출하여

수층과 부탄올층으로 나누는 방법, 70% ethan ol 단일 용매로 환류, 추출하는 방법

등을 사용하였다.

기존의 홍화씨 추출 방법은 한두 개의 용매를 이용하여 홍화씨의 전체 성분을

추출한 것이었으며 골조직 재생 효과를 극대화하기 위해서는 골조직 재생에 효과

적인 성분만을 고농도로 추출하는 방법이 필요하였다. 홍화씨 성분 중 골형성능

증진에 가장 효과적인 성분을 찾기 위한 노력으로 예비 실험을 한 결과 다양한

용매를 이용하여 홍화씨 성분을 다단계 추출하여 여러 홍화씨 분획 추출물을 얻

었으며 이 중 m ethan ol과 물로 차례로 추출한 saf- M - W 분획이 조골세포의 골형

성능 증가에 가장 효과적이었다.

이에 본 연구에서는 홍화씨 분획 추출물 saf- M - W를 처리하였을 때 치주인대

섬유아세포에 대한 세포독성, ALP 활성도에 미치는 영향 및 조골세포 전구세포주

인 M C3T 3- E 1 세포에 대한 세포독성, ALP 및 bone sialoprot ein (BSP ) m RNA 발

현 정도, 석회화 결절 형성을 관찰함으로써 홍화씨 분획 추출물 saf - M - W가 치주

인대 섬유아세포와 조골세포의 증식 및 분화에 미치는 영향을 알아보았다.
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Ⅱ . 연구 재료 및 방법

가 . 연구 재료

1 . 홍화씨 분획 추출물

홍화씨 분말을 n - hex an e으로 추출하고 다시 남은 잔사를 차례로 chloroform ,

m ethan ol, 70% ethan ol로 추출하여 그 각각을 saf- H , saf - C, saf - M , saf- E라 명

명하였다. 이 중 m ethan ol 추출물인 saf- M을 chloroform 층 (saf- M - C)과 물 층

(saf - M - W ), 그리고 그 두 가지 모두에 녹지 않는 불용성 층으로 나누었다. 본 실

험에서는 saf - M - W 분획을 사용하였다(F igure 1).

s aff low e r s e e d

ex tract w ith hex ane

s af - H residu e

(h ex ane ex .) ex tract w ith chloroform

part ition ed w ith

hex an e : m ethan ol s af - C r esidu e

(chloroform ex .) ex tr act w ith m eth anol

s af - H - M s af - H - H

(m ethanol lay er ) (hex an e lay er ) s af - M r esidue

(m eth anol ex .) ex tr act w ith ethanol

s af - E residu e

(eth anol ex .)

partition ed w ith chloroform : w at er

s af - M - C in soluble s af - M - W

(chloroform lay er ) (w ater lay er )

F igure 1. T he m ethod of safflow er seed fraction ex tr act ing
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2 . 치주인대 섬유아세포 , M C3T 3 - E 1 세포

교정 치료를 목적으로 발거한 건강한 소구치에서 치주인대 섬유아세포 (hum an

periodont al lig am ent fibroblast ; hPDLF )를 채취하였으며 세포주로 조골세포 전구

세포주인 M C3T 3- E 1 세포를 사용하였다.

나 . 연구 방법

1 . 실험군 설정

- m inim al essent ial m edium ( - MEM )에서 배양한 세포를 대조군으로 하고,

saf - M - W를 넣어 배양한 군을 실험군으로 하였다. 이때 실험군의 saf - M - W 농도

는 1, 5, 10, 20㎍/㎖의 네 군으로 나누어 실험하였다.

2 . 세포 배양

1 ) 치주인대 섬유아세포

교정 치료를 목적으로 발거한 건강한 소구치에서 치주인대 섬유아세포를 채취

하여 배양하였다. 발거 전에 큐렛을 이용하여 치태와 치석을 제거한 후 치아를 발

거하고 H ank ' s balanced salt solu t ion (HBS S )으로 3회 세척하여 잔존 혈액을 제거

한 다음 치근 중앙 1/ 3 부위에서 치주인대 조직을 채취하였다. 10% fet al bovin e

serum (F BS ), 100unit/㎖ penicillin , 100㎎/㎖ str eptom y cin , 0.5㎎/㎖ am ph ot ericin -

B가 포함된 - MEM을 배양액으로 사용하였고 37 , 100% 습도, 5% CO2 공기혼

합 배양기에서 배양하였다. 배양액을 3일 간격으로 교환하면서 밀생단일층이 얻어

질 때까지 배양하였다.

2 ) M C3T 3 - E 1 세포

조골세포 전구세포주인 M C3T 3- E 1 세포를 사용하였다. 10% F BS , 100unit/㎖

penicillin , 100㎎/㎖ st r ept om y cin , 0.5㎎/㎖ am phot ericin - B가 포함된 - MEM을

배양액으로 사용하였고 37 , 100% 습도, 5% CO2 공기혼합 배양기에서 배양하였

다.
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3 . 세포독성 측정

96w ell 배양 접시에 치주인대 섬유아세포를 분주하고 10% F BS가 함유된

- MEM 배양액 200㎕를 넣은 후 배양기에서 배양하였다. 세포가 각 w ell에 가득

찼을 때 배양액을 제거하고 대조군과 실험군으로 구분하여 대조군에는 10% F BS

가 함유된 - MEM 배양액 200㎕를 재주입하고, 실험군에는 각 농도별로

saf - M - W가 함유된 배양액 200㎕를 주입하여 동일조건 하에서 배양하였다.

배양 1일, 3일 후 생리식염수로 용해한 3- (4,5- dim ethylthiazol- 2- yl)- 2,5-

diph enyl tet r azolium brom ide (MT T ) 용액 (5㎎/㎖) 50㎕를 각 w ell에 첨가한 후 4

시간동안 배양기에서 배양하였다. 반응액을 제거하고 200㎕의 dim ethyl sulfoxide

(DM S O)를 첨가하여 세포 내에 형성된 form azan 결정을 용해한 후 ELISA

reader를 이용하여 570㎚ 파장에서 흡광도를 측정하였다.

M C3T 3- E 1 세포에 대해서도 같은 과정으로 세포독성을 측정하였다.

4 . A LP 활성도 측정

직경 35㎜ 배양 접시에 치주인대 섬유아세포를 분주하고 대조군과 실험군으로

구분하여 동일조건 하에서 배양하였다. 이 때 세포독성 실험에서 독성이 나타난

농도는 배제하였다. 배양 시 10m M - gly cerophosph at e와 50㎍/㎖ L - ascorbic

acid를 첨가하였으며 2- 3일 간격으로 배지를 교환하였다. 5일 후 배양된 세포를

수집하여 ALP 활성도를 측정하였다. 각각의 배양 접시에서 배양액을 제거하고 세

포를 분리한 후 세포부유액을 4 , 8000rpm에서 10분 동안 원심분리하였다. 상층

액을 제거하고 ph osphat e buffer ed salin e (PBS )으로 2회 세척하였다. 분리한 세포

를 얼음에 옮긴 후 0.5% trit on X - 100 100㎕, PBS 200㎕를 첨가하여 1시간 동안

두면서 세포막을 파괴하였다. PBS 200㎕를 첨가하고 4 , 8000rpm에서 10분간 원

심분리한 후 상층액을 모아 ALP 활성도 측정에 사용하였다. 30 에서 세포액

20㎕를 1㎖의 A LP 시약과 혼합하였다. 30 에서 30초간 반응시킨 후 405㎚에서

흡광도를 측정하였다 (In it ial dat a ). 30 에서 계속 반응시켜 2분 경과 후 흡광도를

측정함으로써 (F in al data ) 생성된 p - nit rophen ol의 양을 측정하였다. 2분간의 흡광

도 변화를 이용하여 다음과 같이 ALP 농도를 계산하였다.
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(F inal dat a - In it ial data )/ 2 × total v olum e × 1000
A LP (U/ L) =

18.45 × sam ple v olum e × lightpath

= (F inal data - In it ial data ) × 1382

96w ell 배양 접시의 각 w ell에 bovin e serum album in (BSA ) st an dard 0, 125,

250, 500, 750, 1000, 1500, 2000㎍/㎖와 각 군별 세포액 5㎕씩을 넣었다.

Coom assie blu e 250㎕씩을 각 w ell에 넣고 즉시 ELISA reader를 이용하여 570㎚

에서 흡광도를 읽었다. BSA stan dard의 흡광도를 이용하여 단백질 농도와 흡광도

간 관계식을 작성하고 이를 이용하여 각 군별 세포액의 단백질 농도를 계산하였

다. ALP 농도를 단백질 농도로 나누어 ALP 활성도를 계산하였다.

5 . N orth e rn blot

직경 35㎜ 배양 접시에 M C3T 3- E 1 세포를 분주하고 대조군과 실험군으로 구

분하여 동일조건 하에서 배양하였다. 실험군의 saf - M - W 농도는 세포독성 실험에

서 독성이 나타나지 않으면서 가장 고농도인 10㎍/㎖로 하였다. 배양 시 10m M

- gly cerophosph ate와 50㎍/㎖ L - ascorbic acid를 첨가하였으며 2- 3일 간격으로 배

지를 교환하였다. 20일 후 T RIzol용액을 이용하여 RNA를 분리하였다.

분리한 RNA 20㎍을 form aldehy de가 함유된 1% agarose gel 상에서 전기영동

하고 나일론 막에 전이시킨 후 자외선을 조사하여 RNA를 고정하였다. RNA가 부

착된 막을 tube에 넣고 hybridizat ion buffer (0.1㎎/㎖의 salm on sperm DNA가 함

유된 50% form amide/ 5 ×Denh ardt ' s 용액/ 5 ×S S C/ 0.5% SDS 용액)를 가하고 42

가 유지되는 hybrid m inihybridizat ion ov en에서 30분간 prehybrid를 실시하였다.

동위원소로 표지된 ALP , BSP 유전자 표식자를 첨가하여 42 에서 15시간 동안

hybridizat ion을 실시하였다. RNA 표식자는 아래와 같은 cDNA를 이용하여

[32P ]dCT P로 표지하였으며 r an dom prim ed DNA lab eling kit를 이용하여 합성하

였다(2.4kbp의 r at ALP cDNA in sert , 1.165kbp의 r at BSP cDNA in sert ). 나일론

막을 세척액으로 세척하고 - 70 에서 필름에 감광시킨 후 현상하였다. 전기영동한

m RNA의 농도는 GAPDH를 기준으로 분석하였다.
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6 . 석회화 결절 형성

직경 100㎜ 배양 접시에 M C3T 3- E 1 세포를 분주하고 대조군과 실험군으로 구

분하여 동일조건 하에서 배양하였다. 실험군의 saf - M - W 농도는 세포독성 실험에

서 독성이 나타나지 않으면서 가장 고농도인 10㎍/㎖로 하였다. 배양 시 10mM

- gly cerophosph ate와 50㎍/㎖ L - ascorbic acid를 첨가하였으며 2- 3일 간격으로 배

지를 교환하였다. 21일 후 v on Kossa 염색하여 석회화 결절을 확인하였다. 각 배

양 접시의 배양액을 모두 제거하고 10% n eutr al form aldehy de 용액으로 고정하였

다. 2.5% silv er nit rate 용액으로 30분간 처리한 후 세척하였다. 세포를 다시

sodium carbonat e form aldehy de 용액으로 2- 3분간 처리하고 세척한 후 염색된 석

회화 결절을 관찰하였다. 또한 위상차 현미경을 이용하여 형성된 석회화 결절을

관찰하였다.

7 . 통계처리

각 군 간 통계학적 유의성은 Kru skal- W allis t est와 M ann - W hitney t est로 검

정하였다.
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Ⅲ . 연구 결과

1 . 세포독성

1 ) 치주인대 섬유아세포

1일째에 대조군의 흡광도는 1.857±0.086, saf- M - W 농도 1, 5, 10, 20㎍/㎖ 군의

흡광도는 각각 1.813±0.128, 1.827±0.068, 1.749±0.068, 1.609±0.080이었다. 3일째에는

대조군의 흡광도는 2.228±0.212, saf- M - W 농도 1, 5, 10, 20㎍/㎖ 군의 흡광도는

각각 2.150±0.106, 2.131±0.064, 2.069±0.032, 1.860±0.053이었다. 1일, 3일째 모두

saf - M - W 농도 증가에 따라 대조군에 비해 그 흡광도가 약간 감소하는 경향을

보였으며 20㎍/㎖ 군에서 대조군에 비해 통계학적으로 유의한 세포독성이 나타났

다 (T able 1, F igure 2).

T able 1. Effect of saf- M - W on prolifer at ion of hPDLF

saf- M- W conc.(㎍/㎖) control(0) 1 5 10 20

absorbance

(mean±SD)

1 day 1.857±0.086 1.813±0.128 1.827±0.068 1.749±0.068 1.609±0.080*

3 days 2.228±0.212 2.150±0.106 2.131±0.064 2.069±0.032 1.860±0.053*

* Statistically significant difference compared with the control group(p<0.05)

F igure 2. Effect of saf- M - W on prolifer at ion of hPDLF

Statistically significant difference compared with the control group(p<0.05)
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2 ) M C3T 3 - E 1 세포

1일째에 대조군과 saf - M - W 농도 1, 5, 10, 20㎍/㎖ 군의 흡광도는 각각

2.557±0.078, 2.680±0.060, 2.697±0.143, 2.540±0.084, 2.273±0.126으로 농도 1, 5㎍/㎖

군에서는 대조군에 비해 약간 증가하였으며 농도 20㎍/㎖ 군에서 대조군에 비해

통계학적으로 유의한 세포독성을 보였다. 3일째에 대조군과 saf - M - W 농도

1, 5, 10, 20㎍/㎖ 군의 흡광도는 각각 2.828±0.546, 2.996±0.303, 2.915±0.285,

2.905±0.197, 2.755±0.265로 농도 1, 5, 10㎍/㎖ 군에서 대조군에 비해 약간의 증가

를 보였으나 통계학적으로 유의한 차이는 없었다(T able 2, F igure 3).

T able 2. Effect of saf- M - W on prolifer at ion of M C3T 3- E 1 cell

saf- M- W conc.(㎍/㎖) control(0) 1 5 10 20

absorbance

(mean±SD)

1 day 2.557±0.078 2.680±0.060 2.697±0.143 2.540±0.084 2.273±0.126*

3 days 2.828±0.546 2.996±0.303 2.915±0.285 2.905±0.197 2.755±0.265

* Statistically significant difference compared with the control group(p<0.05)

F igure 3. Effect of saf - M - W on prolifer at ion of M C3T 3- E 1 cell

Statistically significant difference compared with the control group(p<0.05)
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2 . A LP 활성도

치주인대 섬유아세포의 A LP 활성도 측정 결과 대조군과 saf- M - W 농도 1, 5,

10㎍/㎖ 군의 ALP 활성도는 각각 0.131±0.019, 0.116±0.011, 0.128±0.014,

0.124±0.013U/㎎이었다. 농도 변화에 따른 ALP 활성도 증가나 감소 경향은 없었

으며 각 군간 통계학적으로 유의한 차이도 보이지 않았다 (T able 3, F igure 4).

T able 3. Effect of saf- M - W on ALP act iv ity of hPDLF

saf- M - W conc.(㎍/㎖) control (0) 1 5 10

ALP (U/㎎) 0.131±0.019 0.116±0.011 0.128±0.014 0.124±0.013

F igure 4. Effect of saf- M - W on ALP act iv ity of hPDLF
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3 . A LP , B S P m RN A 발현

N orthern blot 분석을 통해 M C3T 3- E 1 세포에서 대조군과 saf- M - W 농도

10㎍/㎖ 군의 ALP 및 BSP mRNA 발현 정도를 분석하였다. 대조군에서는 ALP

m RNA가 약하게 발현되었고 BSP m RNA는 거의 발현되지 않았으며 10㎍/㎖

saf - M - W 처리군에서는 ALP와 BSP mRNA가 모두 뚜렷하게 발현되었다(F igure

5). 젤 분석 프로그램을 이용하여 GAPDH m RNA에 대한 상대적인 밀도를 분석한

결과 대조군과 saf - M - W 처리군의 ALP m RNA 양은 각각 24.9, 72.0% , BSP

m RNA 양은 각각 4.7, 92.1%였다 (T able 4).

F igure 5. E ffect of saf - M - W on A LP

an d BSP m RNA expression of

M C3T 3- E 1 cell

GP ; - glycerophosphate, AA;L- ascorbic acid

A LP

BS P

GA P DH

G P/AA

s af- M- W( 10㎍ /㎖ )

+ +

- +

T able 4. Relat iv e den sit om etr ic an aly sis of N orthern blot

saf- M - W conc.(㎍/㎖) control(0) 10

ALP/ GAPDH 24.9% 72.0%

BSP/ GAP DH 4.7% 92.1%
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4 . M C3T 3 - E 1 세포의 석회화 결절 형성

V on Kos sa 염색하여 대조군과 10㎍/㎖ saf- M - W 처리군의 석회화 결절 형성

정도를 관찰하였다. 대조군에서는 석회화 결절이 형성되지 않았으며 10㎍/㎖

saf - M - W 처리군에서는 다량의 석회화 결절이 형성되었다(F igure 6).

F igure 6. E ffect of saf - M - W on m in eralized n odule form ation in

M C3T 3- E 1 cell. a , b : v on Kossa st ain in g (a : control, b : saf - M - W 10㎍/

㎖ tr eat ed group ), c, d : phase contra st m icroscopic view (c : control, d :

saf- M - W 10㎍/㎖ t r eat ed group )

a b

c d
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Ⅳ . 총괄 및 고찰

이 연구에서는 홍화씨 분획 추출물 saf - M - W가 치주인대 섬유아세포와 조골

세포 전구세포주인 M C3T 3- E 1 세포의 성장 및 분화에 미치는 영향을 알아보았다.

이를 위해 MT T t est로 두 가지 세포에 대한 세포독성을 측정하였으며 치주인대

섬유아세포에서 발색 반응을 이용한 ALP 활성도 검사를 시행하였다. 또한

M C3T 3- E 1 세포에서는 Northern blot 분석을 통해 ALP 및 BSP mRNA 발현을,

v on Kos sa 염색과 위상차 현미경을 이용하여 석회화 결절 형성을 관찰하였다.

MT T t est는 세포의 미토콘드리아 효소에 의해 MT T 용액으로부터 생성되는

form azan 결정의 양을 측정함으로써 살아있는 세포의 수를 간접적으로 측정하는

것으로 세포독성을 측정하는 데 있어 간단하면서도 정확한 방법이다1 1) .

이 실험에서는 1, 5, 10, 20㎍/㎖ 네 가지 농도의 saf - M - W로 치주인대 섬유아

세포와 M C3T 3- E 1 세포에 대한 세포독성 검사를 시행하였다. 그 중 세포독성을

나타내지 않는 농도 범위에서 치주인대 섬유아세포의 ALP 활성도를 측정하였으

며 마찬가지로 세포독성을 나타내지 않는 한도 내에서 가장 높은 농도인 10㎍/㎖

에 대해 M C3T 3- E 1 세포의 ALP 및 BSP m RNA 발현과 석회화 결절 형성을 관

찰하였다.

MT T t est 결과 치주인대 섬유아세포에서는 saf- M - W 농도 증가에 따라 흡광

도 감소를 보였으며 20㎍/㎖에서 통계학적으로 유의한 세포독성을 나타내었다.

M C3T 3- E 1 세포에서는 저농도에서 약간의 흡광도 증가를 보였으나 통계학적으로

유의한 차이는 없었고 20㎍/㎖에서 흡광도 감소를 보였으며 특히 1일째에는 대조

군과 통계학적으로 유의한 차이를 보였다. 1997년 두 등2 9 ) , 1998년 이 등3 4 )
은 홍화

씨 추출물 농도 1000㎍/㎖에서 치주인대 섬유아세포의 활성도가 대조군에 비해 증

가함을 보고하였고, 1998년 윤 등33 )은 역시 홍화씨 추출물 농도 1000㎍/㎖에서 대

조군에 비해 쥐의 두개골 세포의 활성도가 증가함을 보고하였다. 이는 이 실험에

서 농도 20㎍/㎖군의 흡광도가 대조군에 비해 감소한 것과는 다소 다른 결과로서

이러한 차이는 홍화씨 추출 방법의 차이에서 기인한 것으로 생각된다. 기존의 홍
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화씨 추출 방법은 홍화씨 분말을 증류수와 함께 가열한 후 여과하여 얻거나 에탄

올 단일 용매 혹은 물과 부탄올 두 가지 용매를 이용하여 간단하게 추출하여 얻

은 것이었던 반면 이 실험에서 사용한 방법은 여러 가지 용매를 이용하여 단계적

으로 추출하여 얻은 것으로 홍화씨 분획 추출물 saf - M - W에는 기존의 방법으로

얻은 추출물에 비해 특정 성분이 훨씬 고농도로 존재하게 되기 때문이다.

치주인대 섬유아세포는 조골세포나 치은 섬유아세포와 유사한 표현형으로 분

화할 수 있는 잠재력을 지닌 세포이다13 ) . 치은 섬유아세포에 비해 단백질, 교원질

합성능이 뛰어나고 치은 섬유아세포에서는 발현되지 않는 ALP를 분비하는 등 조

골세포 유사 특성을 보인다19 ) . 여기에서는 치주인대 섬유아세포가 조골모유사세포

로 분화하는 데에 saf - M - W가 어떤 영향을 미치는지 알기 위해 ALP 활성도를

측정하였다.

A LP 활성도 측정의 원리는 p - nit roph enyl phosphat e (pNPP )가 p - nitrophenol과

ph osphat e로 가수분해되는 반응을 ALP가 촉매하는 것을 이용하여 흡광도 측정을

통해 p - nit roph enol의 양을 측정함으로써 A LP의 농도를 간접적으로 측정하는 것

이다. 이 때 세포수의 차이가 ALP 활성도에 영향을 미칠 수 있으므로 총 단백질

량을 측정하여 그 값으로 ALP 농도를 나누어줌으로써 단위 세포수당 A LP 활성

도를 산출할 수 있었다.

치주인대 섬유아세포의 A LP 활성도 측정 결과 대조군에서 ALP 활성도를 보

여 치주인대 섬유아세포가 조골모유사세포로 분화함을 확인할 수 있었으나 농도

변화에 따른 증가나 감소 경향은 보이지 않았으며 어떤 군 간에도 통계학적으로

유의한 차이는 나타나지 않았다. 1997년 류 등30 ) , 1998년 강 등2 6 ) , 1998년 이 등34 ) ,

1998년 윤 등33 )
은 치주인대 섬유아세포에 홍화씨 추출물 처리 시 대조군에 비해

증가된 ALP 활성도를 보여주었는데 이 연구에서는 이전의 연구와는 차이를 나타

내었다. 이 또한 홍화씨 추출 방법상의 차이로 인해 이 실험에서 사용한

saf - M - W 분획에는 치주인대 섬유아세포의 분화를 특별히 촉진하는 성분은 결여

되어 있는 것으로 생각된다.

M C3T 3- E 1 세포는 쥐의 두개골에서 분리된 조골세포 전구세포주로 명확한 증

식, 분화기를 거쳐 조골세포에 이르므로 조골세포의 발생을 연구하기 위한 모형으
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로 사용되어지고 있다14 ) . 이 실험에서는 M C3T 3- E 1 세포의 분화도를 보기 위해

조골세포로의 분화 표시자인 ALP와 BSP의 mRNA 발현 정도를 Northern blot을

통해 분석하고 석회화 결절 형성을 관찰하였다. - g ly ceroph osphat e와 L - ascorbic

acid를 첨가하여 배양할 때 M C3T 3- E 1 세포는 그 분화 과정 중에 골기질 형성에

필요한 몇 가지 단백질을 순차적으로 발현한다. 가장 먼저 1형 교원질, s ecret ed

protein , acidic and rich in cy steine (SPARC), ost eogenic protein m RNA가 발현되

고, 다음으로 조골세포 표시자인 BSP , ALP m RNA가 발현되며 마지막으로

osteocalcin m RNA가 발현된다15 ) .

N orthern blot 분석을 통해서는 진핵세포 유전자에서 전사된 RNA의 크기와

양을 동시에 측정할 수 있으며 다른 방법으로는 다수의 RNA로부터 이같은 정보

를 동시에 얻어낼 수 없다16 ) . N orthern blot 분석을 통해 ALP와 BSP m RNA 발

현을 관찰한 결과 대조군에서는 BSP m RNA가 거의 발현되지 않았고, ALP

m RNA가 약하게 발현되었으며 실험군에서는 ALP와 BSP mRNA가 모두 뚜렷하

게 발현되었다.

석회화 결절 형성에 있어서도 실험군은 다량의 석회화 결절 형성을 보인 반면

대조군에서는 석회화 결절이 전혀 형성되지 않았다. 이는 M G63 세포에 홍화씨 추

출물 처리 시 대조군에 비해 증가된 ALP 활성도를 보인 1997년 류 등3 0 ) , 태생기

쥐의 두개골에서 분리한 조골모유사세포에서 홍화씨 추출물 처리군의 ALP 활성

도와 석회화 결절 형성이 대조군에 비해 증가함을 보고한 1998년 강 등2 6 ) , 1998년

이 등3 4 )의 연구 결과와 유사한 것이다. 또한 2000년 김 등2 7 )은 백서 두개골 결손

부 모형을 이용한 생체 실험에서 saf - M - W 분획을 적용한 경우 대조군에 비해

치유 초기 골밀도와 신생골 면적이 증가하며 그 이후에는 신생골 길이와 면적이

증가함을 이미 보인 바 있다. M C3T 3- E 1 세포에 대한 이상의 결과에서 볼 때

saf - M - W는 조골세포의 분화를 촉진하는 제제로 생각된다.

이 실험의 또 하나의 의의는 조골세포의 분화 촉진에 가장 효과적인 성분이

농축된 특정 홍화씨 분획 추출물의 존재를 입증한 데 있다. 앞서 밝혔듯이 기존의

방법은 홍화씨의 전체 성분을 한꺼번에 추출하는 것이었다. 반면 이 실험에서 사

용한 홍화씨 분획 추출물은 n - hex ane , chloroform , m ethan ol, 70% eth anol, 물 등
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여러 가지 용매로 다단계 추출하여 각각의 용매에 녹는 분획들로 나눈 중

m ethan ol과 물에 의해 추출된 saf - M - W 분획이다. 이 실험에 사용된 saf - M - W

농도는 10㎍/㎖로 이전의 연구에서 사용된 농도의 1/ 25- 1/ 100에 해당하는 저농도

임에도 불구하고 비슷한 조골세포 분화 촉진 효과를 보였다. 이는 saf - M - W 분획

에 조골세포 분화를 촉진하는 특정 성분이 고농도로 농축되어 있음을 의미하는

것이라 할 수 있다.

이상의 결과는 홍화씨 분획 추출물 saf - M - W가 10㎍/㎖ 이하의 농도에서 치주

인대 섬유아세포와 M C3T 3- E 1 세포에 대해 독성을 나타내지 않으며 M C3T 3- E 1

세포의 분화 및 골형성을 효과적으로 촉진함을 시사한다. 앞으로 조골세포의 분화

를 촉진하는 saf- M - W의 특정 성분을 밝히고 그 작용 기전을 규명하기 위한 연

구가 필요할 것이며 그 안전성과 효용성 검증 및 임상 전 모형, 임상 모형을 채택

한 생체 실험 등 일련의 연구를 통해 홍화씨 분획 추출물 saf - M - W의 골조직 재

생 효과를 입증해야 할 것이다.
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Ⅴ . 결론

이 연구에서는 홍화씨 분획 추출물 saf - M - W가 치주인대 섬유아세포와 조골

세포 전구세포주인 M C3T 3- E 1 세포의 성장 및 분화에 미치는 영향을 알아보았다.

MT T test로 두 가지 세포에 대한 독성을 측정하였으며 치주인대 섬유아세포에서

발색 반응을 이용한 ALP 활성도 검사를 시행하였다. 또한 M C3T 3- E 1 세포에서

는 North ern blot 분석을 통해 A LP 및 BSP m RNA 발현을, v on Kossa 염색과

위상차 현미경으로 석회화 결절 형성을 관찰하여 다음과 같은 결과를 얻었다.

1. saf - M - W 농도 10㎍/㎖ 이하에서는 치주인대 섬유아세포와 M C3T 3- E 1

세포 모두에서 세포독성은 나타나지 않았다.

2. 치주인대 섬유아세포에서 saf - M - W 농도 변화에 따른 ALP 활성도 차이는

없었다.

3. M C3T 3- E 1 세포에서 10㎍/㎖ 농도의 saf - M - W 처리군의 ALP 및 BSP

m RNA 발현이 대조군에 비해 현저히 증가하였다.

4. M C3T 3- E 1 세포에서 대조군에서는 석회화 결절이 형성되지 않은 반면

10㎍/㎖ 농도의 saf - M - W 처리군에서는 다량의 석회화 결절이 형성되었다.

이상의 결과는 홍화씨 분획 추출물 saf - M - W가 10㎍/㎖ 이하의 농도에서 치주

인대 섬유아세포와 M C3T 3- E 1 세포에 대해 독성을 나타내지 않으며 M C3T 3- E 1

세포의 분화 및 골형성을 효과적으로 촉진함을 시사한다.
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A B S T RA CT

T h e E ffe c t o f S af f lo w er S e e d F rac t ion E x trac t

on P erio dont al Lig am ent F ibrob las t

an d M C3T 3 - E 1 Ce ll in v it r o

Ji Sun Huh , D .D.S .

Departm ent of Dent al S cience, Gradu ate S chool, Yon sei Univ er sity

(Directed by A s sociat e Prof . S eong Ho Ch oi, D .D.S ., M .S .D., Ph .D.)

Recently , u se of natural m edicin e is get t in g m ore at t ent ion , and som e of

them are believ ed t o be effect iv e in the tr eatm ent of periodontit is .

A m ong them , the seeds of safflow er (Car tham us t inctor ius L .) h av e been

prov en t o be effect iv e through it s u se in b on e diseases such as fr acture and

osteoporosis . During the last few y ear s , studies u sin g th e seeds of safflow er

grow n in Korea hav e b een act iv e, and it h as been report ed that safflow er seed

ex tr act increase th e prolifer at ion an d the alkalin e ph osphat ase (ALP ) act iv ity of

hum an periodont al lig am ent fibroblast (hPDLF ), ost eoblast , and that th ey

prom ot e th e m in eralizat ion process . In anim al stu dies , w hen safflow er seed

ex tr act w ere adm inister ed orally n ew bon e form at ion w as prom ot ed.

Recently , in an effort t o fin d out the m ost effect iv e osteog enic compon ent s ,

am on g m any com ponent s of the safflow er seed, v ariou s safflow er seed fr act ion

ex tr act s w ere obt ained by m ult istep ex tr act ion of the safflow er com ponent s

u sin g v ariou s solv ent s . Am on g these, saf- M - W fract ion ex tr acted by m ethan ol

an d w at er w as m ost effect iv e in increa sin g ost eog enic pot ent ial of osteoblast s .

In this study , th e effect of safflow er seed fr action ex tr act , saf - M - W , on th e
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grow th an d differ ent iation of hPDLF an d M C3T 3- E 1 cell w as inv estigated .

T h e t ox icity of saf - M - W on both cells w as m easured u sin g MT T test , and

ALP act iv ity w as m easured u sing th e colorim etr ic assay of hPDLF . In addition ,

in M C3T 3- E 1 cells , the ex pres sion of ALP , bon e sialoprotein (BSP ) m RNA w as

ob serv ed u sing Northern blot , and th e mineralized nodule form at ion w as

ob serv ed u sin g v on Kos sa st ain an d phase - contr ast m icroscope.

1. In concentration s below 10㎍/㎖, saf - M - W didn ' t show any toxicity on

hPDLF and M C3T 3- E 1 cell.

2. T he chang e in saf - M - W con centr at ion had n o effect on the A LP act iv ity

of hPDLF .

3. In M C3T 3- E 1 cells , m RNA expression s of ALP and BSP w ere great er in

the ex perim ent al group tr eat ed w ith 10㎍/㎖ con centr at ion of saf - M - W

compared w ith th e control group.

4. In M C3T 3- E 1 cells , abundan ce of m ineralized nodules w ere form ed in the

ex perim ent al group tr eat ed w ith 10㎍/㎖ con centr at ion of saf - M - W ,

w hile n o m in eralized nodule w as form ed in the control group.

T hese result s su gg est that safflow er seed fr act ion extr act , saf - M - W , didn ' t

sh ow any t oxicity on hPDLF an d M C3T 3- E 1 cell at con centr at ion s below

10㎍/㎖ and effect iv ely enhanced the different iat ion an d ost eogenic potent ial of

M C3T 3- E 1 cell.

key words : safflower seed fraction extract , periodontal ligement fibroblast , MC3T 3- E1
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