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뽕잎 n-부탄올 추출물의 치주인대세포에서 LPS로 유도된

 염증성 사이토카인의 억제와 골 형성 분화 조절
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Abstract − Periodontitis is a chronic inflammatory disease that is known to have the characteristics of destructed periodontal

tissue. Anti-oxidant and anti-inflammatory effects of mulberry leaves in periodontal tissue is not well known until now. We

investigated the effects of n-butanol extract of mulberry leaves on the lipopolysaccharide (LPS)-induced proinflammatory cyto-

kines, such as IL-1β, IL-6, IL-8 and modulates osteogenic differentiation in periodontal ligament cells. The expression levels

of Runx2, ALP and mRNA were increased by n-butanol extract of mulberry leaves at the concentration of 100 μg/ml in peri-

odontal ligament cells. n-Butanol extract of mulberry leaves extract reduced the range of pathophysiological processes, such

as inflammation and increase in the level of osteogenic-related genes. These findings suggest that n-butanol extract of mulberry

leaves has therapeutic effects on periodontitis and periodontal tissue regeneartion.
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치주질환은 치근면에 부착된 치주병인균의 독소에 의해

진행되어 치은에 국한되는 치은염(gingivitis)과, 치주인대,

치조골로 확산되어 치아와 치아 지지조직의 점진적 손상을

유발 하여 결국 치아를 상실하게 되는 치주염(periodontitis)

으로 구분된다. 이러한 치주염은 구강 내 대표적인 염증질

환으로, 치주질환의 원인균으로 알려진 그람음성세균의 세

포외막에 존재하는 내독소인 LPS가 숙주세포인 대식세포를

자극하여 interleukins, tumor necrosis factor-α(TNF-α),

prostaglandins 와 같은 염증매개물질들을 분비 하여 치주조

직의 파괴를 일으키는 것으로 알려져 있다.
1-3) 
이와 같이 만

성적으로 진행되는 치주염증 질환은 지속적인 염증 반응으

로 인하여 치주인대 및 치조골의 파괴로 연결되고 결국은

치아손실이 야기되므로 결합조직인 치주인대의 작용은 매

우 중요하다.
4-6) 
선행연구들에서 치은섬유모세포나 치주인대

세포에 치주염 관련 세균 LPS를 처리한 경우 IL-1β, IL-6,

IL-8의 발현이 증가됨을 보고하였고
7)

 이에 따른 병인균의

억제와 염증매개물질의 성장억제를 위한 화학요법제
8-11)

 및

천연추출 항균제 및 항염증제에 대한 연구가 이루어져 왔

으나 내성균 발현, 과민반응, 위장장애, 치아 표면 착색, 박

리성 치은염 유발 등의 부작용으로
12,13)

 인하여 기존의 화학

제들과 같은 부작용이 없는 새로운 제제를 필요로 하고 있

다. 이와 관련한 천연물의 효과에 대하여 살펴보면 후박, 옥

수수, 은행엽추출물에서의 항균,
14)

 항염효과를, 홍화씨 추출

물이 치주인대세포와 조골유사세포의 골광물화 작용에 미

치는 효과
15)
등 치주병인균에 대한 실험적 평가가 보고되었다. 

뽕잎은 뽕나무과 뽕나무속에 속하는 식물로서, 학명은

Morus alba L 로서 콩 다음으로 단백질 함량이 높을 뿐 아

니라 칼슘, 칼륨, 철 등외 50 여종의 무기성분이 함유되어

있어 미네랄과 섬유소의 함량이 현저히 높은 것으로 알려

져 있다. 뿐만 아니라 항산화,
16)

 항염,
17)

 항당뇨, 고혈압억
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제,
18)

 등 뽕잎의 생리활성 효과에 대하여 많은 연구가 보고

되었으나 치주조직에서의 연구는 아직 보고 된 바가 없다.

따라서 본 연구에서는 뽕잎의 치주인대세포에 대한 항산화,

항염증효과와 치주조직의 재생을 유도하는 골 대체물질로

서의 효과를 알아보고자 LPS 처리된 치주인대세포에서 뽕

잎을 처리하여 항산화효과와 염증성 사이토카인들의 발현

억제 등 골모세포로의 분화를 유도한 후 뽕잎에 의한 골모

세포 표지유전자 발현 효과를 알아보고자 하였다. 

재료 및 방법

 실험재료 −본 실험에 사용된 뽕잎(Mulberry leaves)은

2012년 전북 완주군에서 채취하여 우석대학교 김대근 교수

가 확인하였고 표품은 우석대학교 약학대학 생약표본실에

보관하였다(WSU-12-15).

시약 및 기기 − Dulbecco's modified eagles medium

(DMEM), fetal bovine serum(FBS), a-Minimum essential

medium(a-MEM), 등은 Gibco laboratories제품을, 세포배양

용기는 Corning Inc.제품을 사용하였다. 추출 및 분획용 시

약은 1급 용매를 사용하였으며, column용 시약 등은 1급 용

매를 재증류하여 사용하거나, 특급시약을 사용하였다. 

추출 및 분획 −신선한 뽕잎을 음건 세절한 다음 건조하

여 얻은 시료 약 1.9 kg을 ethanol로 가끔 진탕하면서 5시간

씩 50
o
C에서 3회 온침 추출하였다. 그 추출액을 수욕상에서

감압농축하여 ethanol 엑스 약 290 g을 얻었으며, 이 ethanol

엑스를 증류수로 현탁시키고 상법에 따라 동량의 n-hexane

(46 g), methylene chloride(3.8 g), ethyl acetate(2.4 g) 및 n-

butanol(12.9 g)의 순으로 용매 분획하여 각각의 분획물을 얻

었다.

세포 배양 −치주인대세포 periodontal ligament cells(PDL)

은 서울대학교치과대학 치주과(Seoul,Korea)에서 공급받았

다. PDL cell은 1% antibiotics, 10% FBS가 함유된 DMEM

에서 37
o
C, 5% CO2를 유지하면서 배양하였다. 골 세포분

화는 배양 시 10 mM-glycerophosphate와 50 μg/ml L-

ascorbic acid를 첨가하였으며 2-3일 간격으로 배지를 교환

하였다. LPS에 의한 염증반응을 유도하기 위해 100 ng/ml

E. coli LPS(Invivogen;San Diego, CA, USA)와 10 ng/ml

CD14(R&D systems; Minneapolis, MN, USA)를 섞어서 처

리하였다. 뽕잎은 100 μg/ml의 농도로 사용하였다.

ROS 생성률 측정 −치주인대 세포를 96 well plate에

well당 5×10
4 

cells/ml로 seeding하여 37
o
C에서 하루 배양 후,

serum을 제거한 배지로 6시간 배양 후 산화적 스트레스를

유발하기 위하여 100 ng/ml의 LPS를 주입하고 시간별로 배

양한 뒤 50 μM DCF-DA용액을 각 well에 주입하여 37
o
C

에서 30분간 배양 후, FLUOstar OPTIMA(BMG lavtech,

Ortenberg, Germany)로 excitation-480 nm, emission-535 nm

에서 측정하였다.

Quantitative Real-Time PCR에 의한 염증성 Cytokine

과 골모세포 표지유전자 발현 의 측정 −배양이 끝난 세포

로부터 easy- BLUE
TM

 을 이용하여 total RNA를 분리하였

으며, 1 μg의 total RNA로부터 1U superscript reverse

transcriptase를 이용하여 cDNA를 합성하고, 이 중 10%의

cDNA를 이용하여 2U의 Takara Taq, PCR buffer, 0.8 mM

dNTP, 100 pM의 primer가 혼합된 용액 50 μl에서 PCR을

시행하였다. PCR은 95
o
C, 30초 denaturation/ 45.5

o
C, 30초

annealing/72
o
C, 1분 extention으로 이루어진 과정을 32 cycle

을 시행하였다. PCR이 끝난 후 qRT-PCR은 바이오니아사

(Bionner, Korea)의 AccuPower
®
GreenStar

TM
 qPCR PreMix

및 Exicycler
TM

 96 Real-Time Quantitative Thermal Block

를 사용하여 실시하였다. qRT-PCR 측정은 ABI PRISM
®

Biosystems 7300/7500Real-Time PCR system을 사용하여

melting curve 분석은 58~95
o
C에서 시행하였다. 이때 사용

된 primer서열은 Table I과 같다.

통계분석 −실험 결과들은 평균±표준편차로 제시하였고,

Student′s t-test로 분석하여 p값이 0.05보다 적은 경우 통계

적으로 유의한 차이가 있는 것으로 판단하였다. 

결과 및 고찰

치주질환의 대표적인 내독소로 작용하는 LPS는 그람음성

세균의 세포외막에 존재하며 macrophage 또는 monocyte와

같은 면역세포와 여러 조직 세포에서 TNF-α, IL-6, IL-1β

와 같은 pro inflammatory cytokine을 증가시키는 것으로 알

려져 있다. Hausamn 등
19)
은 LPS가 치조골의 흡수를 유도

하며 실험동물에 투여할 경우 여러 가지 독성작용 이외에

다양한 약리학적, 병리학적 및 면역학적 작용을 한다고 보

Table I. Primer sequences and expected size of amplified

products

IL-1β

58
o
C

forward: 5'-GATCTGCGTCTGCGACAAAC 

reverse: 5'-CGCAGTTCTTGGTCTCGTCA

IL-6

58
o
C

forward: 5'-GCCAAATATGTGTCTGTGACTCA

reverse: 5'-GGGCGAGTAGGAGCAGTTG

IL-8

58
o
C

forward: 5'-ATGACTTCCAAGCTGGCCGTGGCT

reverse: 5'-TCTCAGCCCTCTTCAAAAACTTCTC

Runx2

60
o
C

forward: 5'-CCGCACGACAACCGCACCAT 

reverse: 5'-CGCTCCGGCCCACAAATCTC

ALP

60
o
C

forward: 5'-CTGCCATCCTGATGGCAATG 

reverse: 5'-AGACTGCGCCTGGTAGTTGTTG

RANKL

55
o
C

forward: 5'-GTTTCCCATAAAGTGAGTCTGT-3'

reverse: 5'-TTAAAAGCCCCAAAGTATGTT-3'

GAPDH

52
o
C

forward: 5'-CGGAGTCAACGGATTTGGTCGTAT-3'

reverse: 5'-AGCCTTCTCCATGGTGGTGAAGAC-3'
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고 하였다. 치주인대의 형태학적, 조직학적 변화는 치주질

환인 염증에 의해 유도되고,
20,21)

 치주인대의 이러한 변화는

치근흡수와 치조골 흡수를 야기 한다.
22) 
이러한 치주질환의

치료에는 병인균의 억제와 염증매개물질의 성장억제를 위

한 화학요법제 및 천연추출 항균제 및 항염증제가 사용되

고 있다. 이때, 항염증제에 대한 연구는 치주질환의 진행 및

치주조직파괴와 관련한 cytokine, prostaglandin, collagenase

등에 관한 보고로서, 각종의 염증성 cytokine이 분비되고 다

시 염증성 cytokine에 의해서 prostaglandin이나 collagenase

등이 활성화되어 조직을 파괴하는 일련의 과정을 억제 내

지는 중지하고자 함이었을 뿐, 치주조직 중의 하나인 치조

골이 파괴되는 것을 정지하거나 예방적인 차원에서 유용한

방안을 살펴본 연구는 매우 드문 실정이다. 또한 이러한 억

제제의 투여는 사용상의 번거로움과 낮은 치료효과 및 고

혈압, 자궁내막암, 유방암등의 부작용 등 위험도가 높은 합

병증을 유발하는 것으로 보고되었다. 최근 이러한 부작용을

최소화하기 위한 식물 유래의 폴리화합물 중 하나인 quercetin

과 대두 및 콩류를 이용한 조골세포 활성 검색에 대한 연구

등이 보고되고 있다.

뽕나무 과에 속하는 식물로서 열대지방에 걸쳐 130여종

의 품종이 세계적으로 존재하는 뽕잎은 항 고혈압, 항 당뇨,

콜레스테롤저하, 발암억제, 및 체지방 축적 억제 등 성인병

에 효능이 있다고 보고되고 있으며 뽕잎에는 다른 식물에

비해 함유된 각종 생리 활성 성분을 크게 휘발성 성분과 비

휘발성 성분으로 나눌 수 있는데 휘발성 성분으로는 guaiacol,

eugenol, methyl salicylate, benzaldehyde 및 phenyl

acetaldehyde 등이 보고되고 있으며 비 휘발성 성분은 플라

보노이드가 주류를 이루어 그 함량이 매우 높고 종류 또한

다양하다. 즉 rutin, quercetin, isoquerc, itrin, astragalin,

quercetin 3,7-diglucoside 및 quercetin 3-triglucoside가 존재

한다. 이러한 뽕잎의 플라보노이드 화합물의 생리활성은 천

연에 존재하는 다른 물질에 비하여 작용이 매우 다양하여

이뇨작용, 항 모세혈관 투과작용, 항 알레르기작용, 항세균

작용등의 특성이 알려져 있으며 quercetin 3-0-(6''-0-acetyl)-

β-D-glucoside와 kaempferol 3-0-(6''-0-acetyl)-β-D-glucoside

는 충치제거에 관여하는 것으로 알려져 있다. 또한 특이한

플라보노이드 골격인 kuwanon G는 혈압강하 작용이 매우

뛰어난 것으로 보고되었으며 뽕잎의 methanol 추출물은 항

산화 활성이 강한 것으로 보고되고 있다. 최근 꾸지뽕 잎 에

탄올 추출물이 연골세포의 손상과 뼈조직의 손상을 포함하

여 골관절염을 유발한 rat에서 연골조직의 형태를 유지하여

항관절염 효과가 있음을 실험적으로 검증하여 항관절염 효

능을 지니는 기능성소재로써 개발 가능성이 있음이 보고되

었다.
23)

본 연구에서는 다른 연구팀에서의 뽕잎을 각 용매별 추출

을 하여 에틸 아세테이트와 부탄올 추출물에서 항산화 물

질을 분리하여 구조식을 밝히고 전자공여능으로 항산화능

의 검증이 보고 되었던 뽕잎 n-butanol 추출물을 처리하여

항산화, 항염증효과와 조골세포 활성을 확인하였다. 

치주인대 세포(5×10
4
cells/ml)에 LPS(100 ng/ml)의 세포

독성(A)과 뽕잎 n-butanol 추출물(100 μg/ml)로 유발한 세포

독성(B)에 대한 결과를 살펴보았다. Fig. 1에서와 같이 치주

인대세포에서 LPS는 30 ng/ml에서 300 ng/ml까지 24시간

동안 독성이 보이지 않았으며, n-butanol 추출물은 100 μg/

ml에서 1000 μg/ml까지 농도 의존적으로 독성이 나타나기

시작하였으나 100 μg/ml 단독으로 다시 확인하였을 때 독

성이 나타나지 않아 모든 실험을 진행하였다(Fig. 1). 치주

인대 내 ROS 농도의 측정은 DCF-DA의 산화에 의한 형광

감도의 변화로 측정하였다. LPS(100 ng/ml)를 처리하였을

때 발생한 ROS는 3시간 간격으로 측정 한 결과 시간이 지

남에 따라 모든 군에서 생성량이 증가하는 것을 확인하였

다. 이때 동일하게 LPS(100 ng/ml)와 함께 n-butanol 뽕잎추

Fig. 1. LPS induced cell toxicity (A) and effect of MLB (B) in PDL cells. PDL cells were seeded in triplicates in 96 well plate at

5×10
4
 cells/well. Cells were either stimulated with various concentration of LPS (30~300 ng/ml) and MLB (50~1000 μg/ml). After

24 hours incubation at 37
o
C, cell viability was determined by colorimetric assay using CCK-8.
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출물(100 μg/ml)을 함께 처리하여 항산화 효능이 나타나는

가를 확인하니 유의적으로 감소하는 것으로 산화적 손상에

의한 세포 보호 효과가 우수함을 확인할 수 있었다(Fig. 2).

LPS에 의해 유도된 IL-1β, IL-6, IL-8 발현에 n-butanol 뽕

잎추출물이 영향을 미칠 수 있는지 알아보기 위해, 치주인

대 세포에 LPS를 처리하고 24시간 후에 total RNA를 추출

하여 cDNA를 만들어 정량적 PCR을 시행해 각 사이토카인

의 발현 양을 확인하였다. IL-1β, IL-6, IL-8의 mRNA의 수

준을 관찰한 결과 대조군에 비해 LPS 처리 후 IL-1β, IL-6,

IL-8의 발현이 모두 크게 증가하였다. n-butanol 뽕잎추출물

(100 μg/ml)을 24시간 전 처치하고 LPS와 함께 처리한 경

우에는 LPS에 의해 유도된 IL-1β, IL-6, IL-8 발현이 차단

되어 관찰한 시점에서 LPS 단독 처리군과 통계적으로 유의

한 차이가 있는 것으로 나타났다(Fig. 3). 치주인대 세포는

골모세포로 분화하여 치조골 형성에 관여 할 수 있을 뿐 아

니라, 세균에 노출 되었을 때 사이토카인들의 분비를 촉진

하여 치주조직의 염증반응에 관여하는 것으로 알려져 있다.

따라서 치주조직의 염증을 억제하기 위해서는 염증성 세포

들인 호중구, 대식세포, 비만세포, 등에서 생성하는 사이토

카인 뿐만 아니라 치주인대세포에서 분비하는 염증성 사이

토카인의 억제에 대한 중요성도 보고되었다.
24)

 치주인대세

포를 골모세포로 분화 유도할 때 뽕잎의 n-butanol 추출물

을 처리하여 골형성 분화 표지자로 알려진 Runx2, ALP의

발현과 LPS가 파골세포 조절인자 RANKL의 발현을 조절

하는지 살펴보았다. 치주인대세포에서 뽕잎 n-Butanol 추출

물(100 μg/ml)을 처리하였을 때 골모세포 표지자인 Runx2,

ALP 의 발현은 증가하였으나 LPS에 의해 각 발현이 감소

되었을 뿐 아니라 파골세포 조절인자인 RANKL의 발현이

크게 증가하였다(Fig. 4). LPS에 의한 RANKL의 발현증가

는 여러 연구들에서 LPS가 골모세포나 T 림프구에 작용하

여 RANKL의 생산을 촉진시키고 이에 따라 파골세포의 분

화를 촉진하거나,
25-27)

 파골세포로의 분화가 어느정도 진행

된 파골세포 전구세포에 직접 작용하여 분화를 촉진한다고

하였다.
28,29)

 단핵구 배양에 LPS를 처리하면 오히려 파골세

포로의 분화를 억제하고 염증성 사이토카인의 생성과 염증

성 사이토카인인 IL-1β와 TNF-α는 RANKL에 독립적으로

파골세포 분화 및 활성을 촉진한다는 보고들이 있다
30)

. 이

것은 치주염 진행시 단핵구가 침윤된 초기에는 세균에 대

한 방어 작용이 우세하나 만성적으로 진행되면 활성화된

RANKL의 작용이 우세하여 단핵구가 파골세포로 분화하여

치조골의 흡수를 야기할 수 있음을 시사하는 바가 크다고

할 것이다. 치주염의 진행으로 RANKL이 다량 발현되어 파

골세포 조절인자들의 균형이 깨져 다른 염증성 사이토카인

의 작용과 더불어 치조골 흡수가 야기될 것으로 생각된다.

Fig. 4에서와 같이 뽕잎 n-butanol 추출물(100 μg/ml)을 처리

Fig. 2. Effect of MLB on level of reactive oxygen species

in periodontal ligament cells treated with LPS. The data

represent the mean±SD *P<0.05 significant difference

compared with LPS control, 
#
P<0.05 significant difference

compared with LPS+MLB control.

Fig. 3. MLB significantly supressed LPS-induced IL-1β, IL-6, and IL-8 expression. Periodontal ligament cells were incubated in the

presence or absence of MLB (100 μg/ml), followed by treatment with LPS (100 ng/ml) for the indicated time for 24 h. Then, quan-

titative RT-PCR was perfomed using total RNA. IL-1β, IL-6, and IL-8 mRNA levels were presented as the relative fold changes

compared with that of control group (LPS(-)/MLB(-)). The data represent the mean±SD. *P<0.05 significant difference compared

with control (LPS(-)/MLB(-)). 
#
P<0.05 significant difference compared with LPS.
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함으로서 골모세포 표지자 Runx2, ALP 증가와 파골세포의

표지자 RANKL 이 억제 되면 각 조절인자들이 균형을 이

루어 치주조직의 파괴를 완화시키는 데 도움을 줄 수 있을

것으로 사료된다.

 결 론

이상의 연구결과를 통하여 뽕잎이 사람 치주인대세포에

서 LPS에 유도된 ROS의 생성을 억제 하므로 항산화제로

서, 염증 사이토카인 발현을 억제하므로 염증 반응을 감소

시킬 수 있으며, 그 과정에 골모세포와 파골세포 표지자들

의 조절을 통하여 치조골 흡수를 감소시키는데 중요한 역

할을 할 수 있을 것임을 시사하였다. 이러한 연구결과는 치

주질환에 치료효과를 나타낼 가능성이 있음을 시사하였지

만 추후 치주염 동물 모델을 이용한 추가 연구가 진행되어

야 될 것으로 사료된다. 
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