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알렉시딘과 차아염소산나트륨의 화학반응 후

TOF-SIM spectrometry를 이용한 파라클로로아닐린의 검출 분석
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SODIUM HYPOCHLORITE USING TOF-SIM SPECTROMETRY: A PRELIMINARY STUDY
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The purposes of this study were firstly to investigate the any formation of precipitate after interaction

between ALX and NaOCL and secondarily to analyze the PCA formation by using time of flight secondary

ion mass (TOF-SIM) spectrometry. Mass spectrometry analysis was performed for the mixture of 0.5% ALX

and 5.25% NaOCl. As controls, 2.5% CHX with 5.25% NaOCl and 1% PCA solutions were used. Any for-

mation of precipitates in 10 tested solutions was evaluated by naked eye. Results of mass spectrum showed

that the typical peak of PCA was not detected in mixed solution of ALX and NaOCl, whereas CHX/NaOCl

mixture showed the same peak that found in the PCA spectrum. Precipitate formation was only observed in

CHX/NaOCL mixture. The present TOF-SIM spectrometry results indicated that ALX can be a useful root

canal irrigant combined with NaOCl during canal instrumentation. Further study is necessary to confirm

the antimicrobial effect of ALX against endodontic pathogen before its clinical application as an endodontic

irrigant. [J Kor Acad Cons Dent 35(4):295-301, 2010]
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Ⅰ. 서 론

근관세척은 기계화학적 근관성형 동안에 행해지는 필수적

인 과정으로써, 표적인 근관세척제로는 차아염소산나트

륨(NaOCl), 클로르헥시딘(CHX), 에틸렌다이아민테트라

아세트산(EDTA), MTAD 등이 있다. 차아염소산나트륨은

가장 표적인 근관세척제로서, 유기 조직 용해 능력을 가

져 근관내의 치수조직이나 괴사조직을 용해시킬 수 있고 근

관감염균에 해 광범위한 항균효과를 나타내지만,1,2) 고농

도에서는 독성이 있고 치근단 조직에 염증을 일으킬 수 있

다.3-6) 또한 차아염소산나트륨은 클로르헥시딘과 같은 sub-

stantive antimicrobial activity (SAA)가 없으며,7) 기구

를 변색시키거나 부식시킨다.8)

최근들어 치료저항성 균주에 해 효과적인 근관세척제로

각광받고 있는 클로르헥시딘은9,10) 차아염소산나트륨과 비

슷한 항균효과를 가지고 있고,11) E. faecalis의 병독력 인자

로 알려져 있는 lipoteichoic acid 의 면역 염증반응을 감쇄

시키는 것으로 알려져 있고,12) 상아질의 hydroxyapatite
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와 결합하여 그 항균효과가 12주까지 지속된다고 알려져

있다.13) 그러나 많은 연구에서 차아염소산나트륨과 클로르

헥시딘의 화학반응 결과 파라클로로아닐린(para-

chloroaniline, PCA) 이라는 적갈색의 침전물이 생성된다

고 보고되고 있으며,14) 이 침전물은 쥐에 단기간만 노출시켜

도 청색증을 유발하고, 주로 조혈계에 독성 효과를 나타내

어 hemolytic anemia, extramedullary haematopoiesis,

splenomegaly 등을 초래한다고 알려져 있다.15) 또한 발암

성이 있어 쥐에서 spleen의 sarcoma 및 hepatocellular

calcinoma, haemangiosarcoma 등의 발생률을 증가시키

며,15) zebra fish에서는 비정상적인 발생과 색소침착을 보

다.16) 또한 근관 내에 잔존하게 되는 PCA 물질은 근관충

전 후 근관폐쇄능을 저하시킬 수 있고, 적갈색의 치아변색

을 야기한다고 알려져 있다.14,17)

그러므로 클로르헥시딘과 차아염소산나트륨을 동시에 같

이 사용하려면 먼저 사용한 차아염소산나트륨을 근관 내에

서 알코올이나 paper point를 이용하여 건조시키거나 두

세척제 사이에 EDTA를 사용하여 두 세척제가 직접적으로

접촉하지 않도록 하는 방법을 추천하고 있으나,17-20) 어느 방

법도 완전하게 PCA가 생성되지 않도록 할 수는 없다. 따라

서 항균효과가 우수하면서 차아염소산나트륨과 병용 시 파

라클로로아닐린이 생성되지 않는 근관세척제가 있다면, 임

상적으로 매우 유용할 것이다. 한편 CHX와 유사한

biguanide계의 소독제인 알렉시딘(ALX)은 클로르헥시딘

과는 화학적으로 약간 다른 구조를 가지며,21) 세균의 주요

병독력 인자인 lipopolysaccharide 나 lipoteichoic acid의

면역반응을 억제하는 기능도 갖는 것으로 보고되고 있다.22)

따라서 본 연구는 알렉시딘과 차아염소산나트륨의 화학반

응 후 침전물이 형성되는지 유무를 평가하고 TOF-SIM

spectrometry 분석을 통해 PCA를 생성 여부를 알아봄으

로써 향 후 근관세척제로써의 ALX의 유용성을 평가하고자

하 다. 

Ⅱ. 실험재료 및 방법

Preparation of test solutions

5.25% 차아염소산나트륨 용액, 5% 클로르헥시딘 용액

(Chlorhexidine gluconate, Sung-Kwang Pharmacology,

Bucheon, Korea)을 준비하고 알렉시딘(Alexidine dihy-

drochloride, Molekula,UK) 및 파라클로로아닐린

(Sigma-Aldrich, St Louis, USA)은 각각 2차 증류수를

이용하여 0.5% ALX용액과 1% PCA용액을 제조하 다.

침전물의 형성여부를 평가하기 위해 10개의 1.5 mL 용

polypropylene microtube (SealRite, Florida, USA)를

준비하여, 3개의 음성 조군으로는 각각 1 ml 5.25%의

NaOCl 용액, 1 ml 0.5% ALX 용액, 1 ml 2.5 % CHX

용액(5% 클로르헥시딘에 동량의 증류수를 혼합하여 2.5%

농도로 희석하여 제조)을 사용하 다. 양성 조군으로는

1 ml 1% PCA 용액 및 0.5 ml 5.25% NaOCl 용액에 0.5

ml 2.5% CHX를 혼합한 용액을 사용하 으며, 나머지 5

개의 microtube에는 5가지 농도(2, 1, 0.5, 0.25,

0.125%)의 ALX용액 0.5 ml에 5.25% NaOCl 0.5 mL을

각각 넣고 혼합하 다(Table 1).

반응용액에서 침전물의 생성여부는 최초 2시간 동안 매

15분 간격으로 한 사람의 평가자에(HS Kim) 의해 기록되

었고, 1주일 후 다시 관찰하 으며, 이를 3회 반복하 다.

차아염소산나트륨 용액은 활성 염소이온의 유지를 위해 냉

장보관 하 으며, 실험 직전 염소이온의 활성도는 Chlorine

test paper (Advantec, Tokyo, Japan)를 사용하여 확인

하 다. 

질량분석기(mass spectrometry)를 이용한 PCA

검출 분석

Mass spectrum 분석을 위해 조군으로 1 ml의

1%(w/w) PCA 용액과 0.5 ml 5.25% NaOCl 용액 및

0.5 ml 2.5% CHX 을 섞어 1 ml의 혼합용액을 만들고,

0.5% ALX 용액 0.5 ml와 5.25% NaOCl 용액 0.5 ml를

섞어 1 ml의 혼합용액을 만든 후 질량분석기(QSTAR�

Elite Hybrid LC/MS/MS System, Quadrupole,

Applied biosystems, CA, USA)에 넣어 각각의 용액의 스

펙트럼을 분석하 다. 

본 연구에 사용된 TOF-SIM spectrometry 는 분석용 물

질을 고성능 분리장비인 Nano HPLC로 분리시킨 후, ion

spray 또는 nano spray 방법으로 이온화하여, 검출기인
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Table 1. Composition and preparation of 6 test solu-

tions for mass spectroscopy

Microtube # Solution type (ml)

1 5.25% NaOCl 1 ml

2 0.5% ALX 1 ml

3 1% PCA 1 ml

4 2.5% CHX 1 ml

5 5.25% NaOCl 0.5 ml + 2.5% CHX 0.5 ml

6 5.25% NaOCl 0.5 ml + 2% ALX 0.5 ml

7 5.25% NaOCl 0.5 ml + 1% ALX 0.5 ml

8 5.25% NaOCl 0.5 ml + 0.5% ALX 0.5 ml

9 5.25% NaOCl 0.5 ml + 0.25% ALX 0.5 ml

10 5.25% NaOCl 0.5 ml + 0.125% ALX 0.5 ml
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Mass Analyzer에서 질량/하전량과의 비(m/z)에 따라 분

리 검출하여 얻어진 질량스펙트럼을 해석하여 분석 물질의

질량 및 구조를 확인하는 측정 원리를 이용하는 것이다.23)

Ⅲ. 결 과

Analysis of reaction precipitates formation  

각기 다른 조성을 가진 10개의 microtube 내 용액의 침

전물 형성 여부는 Figure 1과 같다. 음성 조군으로 사용한

5.25% NaOCl, 0.5% ALX, 2.5% CHX 용액의 경우 어

떠한 침전물의 형성도 관찰되지 않았다(Figure 1a). ALX

용액만 들어있는 microtube 는 불투명한 흰색을 나타내었

는데 이는 낮은 용해성으로 인해 과포화되어 녹지 않은 흰

색의 ALX 분말이 microtube 하방에 가라앉았기 때문이다.

한편 양성 조군으로 사용한 CHX/NaOCl 혼합용액의 색

은 적갈색의 침전물의 형성이 관찰되었다(Figure 1b). 5

개의 서로 다른 농도(2, 1, 0.5, 0.25, 0.125%)의 ALX 용

액과 NaOCl 용액을 혼합한 군에서는 농도가 낮아지면서

투명하게 되었고 어떠한 침전물의 형성도 관찰되지 않았다

(Figure 1c). 

Mass spectrometry analysis

PCA의 매스 스펙트럼을 분석한 결과 PCA (molecular

weight=m/w, 128)로 보이는 전형적인 피크가 뚜렷하게

관찰되었으며(Figure 2), 이 피크 부위를 다시 정 하게 분

석해보았을 때 관찰되는 110.93, 93.0548 등의 피크들은

PCA 구조식에서 NH3 나 Cl 기가 탈락된 것으로 보여 분

석물질이 PCA 임을 명확하게 보여주고 있다(Figure 3).

그러나 CHX 용액과 NaOCl의 혼합용액의 스펙트럼에서는

PCA에서 관찰되는 것과 동일한 128 peak가 뚜렸이 관찰

되었다. 그러나 CHX 및 ALX 용액의 스펙트럼에서는

PCA에서 보인 전형적인 피크가 관찰되지 않았다.

Alexidine dihydrochloride (m/w=581)의 분석 피크에

서는 증류수에 녹으면서 하이드로클로라이드 한 개 떨어진
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Figure 2. Mass spectrometry clearly showed the peak 128,

which is the molecular weight of PCA.

Figure 3. Detailed analysis of the peak 128 area in PCA

spectrum shown figure 1. 110.93 and 93.0548 peaks show

dissociation of NH3 or chlorine ion from PCA.

Figure 1. Analysis of color change and precipitate of 10 tested solutions: Microtube number #1-3(a): negative controls. No

precipitation was observed. Microtube number #4-5(b): positive controls. Brown precipitate was formed in NaOCl/CHX

mixture (b, right), but no reaction precipitate was formed in the ALX/NaOCl mixtures (microtube number #6-10). 
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545의 peak와 2개가 떨어진 509 피크도 관찰되었다. 또한

ALX이 분해된 339, 326, 321 등의 피크도 관찰되었으며

(Figure 4), 545의 피크 부위를 정 하게 분석하면 354,

338, 184, 172의 피크도 관찰되는데, 이는 ALX의 체인 구

조에서 결합이 약한 부위가 분리되어 깨지면서 측정된 것으

로 판단된다(Figure 5). ALX과 NaOCl의 혼합용액의 분

석 스펙트럼에서도 545, 509 peak 들이 관찰되는데, 이것

은 분해되지 않은 ALX이며, PCA의 분자량인 128 피크는

관찰되지 않았다(Figure 6).

Ⅳ. 총괄 및 고찰

본 연구를 통해 ALX 용액이나 혹은 ALX와 NaOCl의 혼

합용액을 질량분석기로 분석한 스펙트럼에서는 PCA로 보

이는 128 피크가 관찰되지 않았음을 정성적으로 확인할 수

있었다. 본 연구에서 사용한 질량분석기인 TOF-SIM은 혼

합물에 존재하는 특정 물질의 선택 기능이 우수하여, 질량

분석에 의한 fragment를 높은 감도로 측정할 수 있다. 이러

한 질량분석기법은 고 분해능(>10,000)과 높은 정확도로

유기합성, 천연물 탐색, 유효약물 및 신약 관련 사 연구분

야 등과 같은 다양한 분야의 구조 분석에 적용이 가능하고,

특히 미량 성분의 정성 분석에 사용 될 수 있다.23) 그러나

본 연구에 사용된 TOF-SIMS spectrometry는 electro-

spray ionization (ESI) mass spectrometry에 비해 민감

도가 상 적으로 떨어지며, 본 연구에서 관찰된 128 peak
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Figure 6. Mass spectrum of mixed solutions of NaOCl and

ALX. The specific 128 peak of PCA is not observed.

Figure 7. Molecular formula of PCA (a), ALX (b), and CHX (c). CHX contains phenol ring, ammonia and chlorine which are

components of PCA. However, ALX does not consist of phenol ring.
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Figure 5. Mass spectrum of alexidine showing detailed

analysis of the peak 545 area in figure 3.
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의 스펙트럼이 PCA 분해산물인지를 검증하지 못하는 단점

을 가지고 있기 때문에24) 추후 ESI mass spectrometry와

nuclear magnetic resonance spectroscopy 등의 보다 정

한 분석기기를 이용한 PCA 여부를 확인하는 검증과정이

필요하리라 사료된다. 또한 ALX와 NaOCl의 혼합용액의

화학반응 후 CHX 용액과 NaOCl 용액처럼 침전물을 형성

하는지 여부를 규명하기 위해서는 혼합액에 원심분리기를

사용하거나 상아질 표면에 처리 후 주사전자 현미경을 이용

하여 침전물이 형성되는지 여부를 평가하는 추가적인 실험

이 필요하다. 

Biguanide 계통의 소독제이면서 CHX의 분자구조는

PCA가 가지고 있는 페놀고리와 염소기, 암모니아기를 모

두 함유한 반면, ALX은 페놀 고리를 갖고 있지 않다

(Figure 7). 즉, CHX 분자 말단부분의 클로로페닐기가

ALX 에서는 알킬기로 치환되어 있다. 

따라서 CHX와 NaOCl을 혼합할 경우 NaOCl의 강한 알

칼리성으로 인해 CHX가 분해되어 PCA가 생성되는 것으

로 생각된다. 이는 질량분석기에서 두 용액의 혼합용액에서

PCA의 분자량과 유사한 128 피크가 관찰되는 것을 통해

확인할 수 있었으며, 이는 Basrani 등의14) 연구결과와도 일

치하 다. Basrani 등은 또한 gas chromatography 기법

을 이용하여 검출된 chloroaniline이 2-chloroaniline,

3-chlororoaniline derivative 인지 구별하 는데, 분석 결

과 모두 4-chloroaniline 즉 PCA 임을 확인하 다.25)

PCA 형성과 관련하여 Barbin 등의26) 실험에서는 0.2%

CHX 단독으로도 36.5℃의 온도에서 95%의 상 습도를

유지하고 14일이 지나면 PCA가 검출되었다고 보고한 바

있다.

ALX은 CHX에 비해서 세균의 막침투 효과가 우수한 것

으로 알려져 있는데 이는 분자구조상 작용기인 알킬기 때문

일 것으로 사료된다.27-32) ALX의 항균작용은 양전하를 띈

이온이 음전하를 띤 세균벽에 붙으면서 세균막으로부터 지

질분해를 일으키고 도메인 형성을 야기시켜 항균효과를 나

타내는데,21) 이때 그람 양성균은 더 음전하를 띠고 있어 그

람 양성균이 ALX 에 더 민감하게 반응하는 것으로 알려져

있다.21,33)

본 연구결과를 토 로 향후 상아질 감염모델을 이용하여

표적인 치료저항성 근관감염균주인 E. faecalis에 한

항균 효과를 ALX 용액에서 규명한다면 NaOCl과 병행 사

용 시 PCA 형성에 한 걱정 없이 안전하게 사용할 수 있

는 근관세척제로의 응용이 가능할 것으로 사료된다. 그러나

추후 두 혼합용액의 반응산물에 한 보다 정 한 관찰을

위해 ESI mass spectrometry 나 nuclear magnetic res-

onance spectroscopy 및 주사전자 현미경을 이용한 침전

물 형성여부를 확증하는 과정이 필요하리라 사료된다. 
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301

국문초록

알렉시딘과 차아염소산나트륨의 화학반응 후

TOF-SIM spectrometry를 이용한 파라클로로아닐린의 검출 분석

김현식1∙한승현2,3,4∙오소람1∙임상민1∙구 유1,3,4∙금기연1,3,4*

1치과 학 보존학교실, 2구강미생물 및 면역학교실, 3치의학연구소, 4BK21 Program, 서울 학교 치의학 학원

본 연구의 목적은 첫째 ALX과 NaOCl 용액이 화학반응 후 침전물이 형성되는지 여부를 검증하고 둘째, 두 세척제의 반응산

물이 PCA 여부 인지를 평가하기 위해 TOF-SIMS spectrometry를 이용하여 분석하 다. 

10개의 실험 용액을 이용하여 침전물의 형성 여부를 맨눈으로 평가하 다. 질량분석기를 이용한 PCA 생성여부의 평가를 위

해 1% PCA 용액과 2.5% CHX 및 5.25% NaOCl 용액을 조군으로 하고, 실험군으로는 0.5% ALX 용액과 5.25%

NaOCl의 혼합용액을 분석하 다. 실험결과 CHX 용액과 ALX과 NaOCl의 혼합용액에서는 PCA (m/w=128)로 보이는

128 피크가 관찰되지 않았으며 침전물의 형성도 관찰되지 않았다. 그러나 CHX와 NaOCl의 혼합용액에서는 적갈색의 침전물

과 함께 PCA의 전형적인 피크도 관찰되었다. 본 실험결과 ALX는 NaOCl과 같이 병행하여 사용할 수 있는 근관세척제로 사

용할 가능성을 시사하며 향후 근관세척제로 사용하기 위해서는 근관세균에 한 ALX의 항균 효과의 평가가 추가적으로 필요

하리라 사료된다.

주요단어:알렉시딘, 화학적 상호반응, 매스 스펙트로메트리, 파라클로로아닐린, 차아염소산나트륨
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