
Ⅰ. 서론

치주질환의 병인에 있어 담배의 역할이 명확히 규

명되지는 않았으나 많은 임상가들은 흡연이 치주질

환의 발병율과 심도 증가 사이에 강한 상관관계가

있으리라고 믿고 있다1,2). 최근의 연구들은 실제로

흡연과 치주조직의 파괴3,4), 치조골 소실5,6), 치주치

료에 대한 반응7-9) 사이에명확한 연관성을 보고하고

있다. 즉, 흡연습관이치주치료후회복정도를늦추

고, 비외과적 치료뿐만 아니라 외과적 치주 치료 후

의 회복 정도에도 악 향을 끼친다는 증거들이 있

다. 흡연은 또한 골다공증10), HIV (human immun-

odeficiency virus) 감염 환자에 대한 심한 치주염11),

조기 발현형 치주염 환자에서 치아의 상실과 진행성

치주부착 소실12), 심장 질환13), 당뇨병에서의 치주

질환14), 치근 우식증15), 백반증16), 구강암17), 그리고

혈압 상승이나 높은 혈청내 콜레스테롤 농도와 같은

전신적 효과에도 향을 미친다. 국소적으로 흡연은

순환 세포와 산소의 감소를 동반하는 치은 혈류 감

소의 원인이 되어 숙주의 재생과 방어 체제의 약화

를 가져오게된다18,19). 전신적으로 흡연은 항체 생산

을 감소시키고 말초 혈액 중성구 기능 특히, 화학주

성과 대식 세포활동을 방해하여 면역과 염증 반응에

향을 줄 수 있다20). 따라서 흡연은 직접적으로 숙

주의방어기능을약화시킬수있다.

한편, 치은섬유아세포는세포외기질성분을만들

어 내며, 이들 성분 중 교원질은 치은 구성 단백의

60%를차지하고있는중요한구조단백질이다. 교원

질 생성뿐만 아니라 섬유아세포는 또한 교원질 분해

와 I형 교원질을 끊어주는 교원질 분해효소(matrix

metaloproteinase-1; MMP-1) 분비에 관여한다21). 이

외다른중요한간질분자로 fibronectin이있으며, 이

는 섬유아세포들과 세포간질에서 식세포같은 다른

종의 세포 부착을 중재하는 부착 분자이고 세포 이

주와 상처 치유에 중요하다. 이와 같이 치은 섬유아

세포는 상처 치유와 같은 치주 결합 조직의 유지에

중요한기능을수행하고있다.

담배에는 니코틴을 포함하여 다양한 nitrosamine,

미량원소 및 규명되지 않은 많은 물질들을 함유하고

있는 복합 혼합물이다. 이들 물질에 대한 세포적 반

응은 담배의 특정 성분과 그 성분의 양 및 세포 유형

과 관련되어 있고 또, 그들에 따라 폭 넓은 다양성을

보인다. Fang 등22)의 최근 보고에 의하면, 니코틴이

쥐의 골모유사세포의 염기성 인산분해효소(alkaline

phosphatase) 활성을 자극하고 세포의 성장을 억제

한다고 한다. 이런 바람직하지 않은 효과의 대부분

은 흡연 담배 미립자상의 주요 성분이며 가장 세포

독성적이고 혈관 활성 성분인 니코틴의 향이라고
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여겨져 왔다23,24). 실험실적으로 니코틴이 치주병에

이환된 치아의 치근면에서 발견할 수 있다고 하 으

며25), 세포배양 기술을 사용한 연구에서는 니코틴이

치은섬유아세포 내에 저장될 수 있고 형태를 바꿀

수있다고하 다26). Tipton과 Dabbous는 담배흡연

자들에게서 나타나는 니코틴 농도가 인간 치은 섬유

아세포의 성장을 방해한다고 하 으며27), 실험실적

으로 니코틴에 노출된 치은 섬유아세포들은 치근표

면 부착 및 세포간질 합성 능력이 손상됨을 보 다
28). 그러므로 니코틴과 같은 담배 성분들은 치주염

발현에기여할수있으며, 다양한숙주의방어체계에

직접적인 향을 끼칠 수 있다. 니코틴은 사람 정상

치은섬유아세포에서 교원질분해효소의 활성을 증가

시켜 교원질의 분해를 촉진시키고, 세포증식을 억제

하는 것으로 알려져 있는데, 이는 니코틴이 사람 정

상 치은섬유아세포의 세포주기 진행을 억제한다는

간접적인증거라하겠다.

세포의 성장은 세포주기에 따라 이루어지며 세포

주기의 진행은 외부적 또는 내부적 신호 전달을 이

어받아 순차적으로 진행된다. 이들 진행에 있어 주

기조절 단백질(cell cycle regulatory proteins)의 관여

로 세포의 주기 진행이 촉진되거나 억제된다. 한편,

담배의 주요 독성 성분인 니코틴이 세포주기의 진행

을 억제하는지 그리고 세포주기의 진행을 억제한다

면 그 기전은 무엇인지에 대하여 아직 알려진 바가

없다. 따라서 본 연구는 사람의 정상 치은섬유아세

포를 대상으로 하여 다양한 농도의 니코틴에 대한

섬유아세포의 증식, 생존율, 활성도를 알아보고, 세

포주기 분석을 시행하여 니코틴이 사람의 정상 치은

섬유아세포의 세포주기 진행을 조절하는지를 관찰

하고, 나아가 니코틴의 세포주기 조절기전을 연구하

기 위하여 세포주기 조절 단백질의 발현 양상을 알

아보고자한다.

Ⅱ. 연구재료및방법

1. 치은섬유아세포배양

치은섬유아세포는원광대학교치과병원치주과에

내원한 건전한 치은을 가진 환자의 치은 생검을 통

하여 얻었다. 생검 조직을 Dulbecco's Modified

Eagle's Medium (DMEM, Gibco Co., USA)이 담겨있

는 15 ㎖ tube에 담아 혈액이나 이물질을 제거하기

위하여 3회 세척한 후, 10% 우태아혈청(fetal bovine

serum, Gibco Co., USA)과 1% 항생제(Penicillin G

10,000 units/㎖, Amphotericin B 25 ㎍/㎖, Gibco

Co., USA)가 첨가된 DMEM이 들어 있는 100 ㎜ 조

직배양접시에 옮겨 No. 15 blade를 사용하여 1 ㎟으

로 세절하고, 60 ㎜ 배양접시에 5∼6개 조각을 고르

게 분포시켰다. 약 30분간 37℃, 100% 습도, 5% CO2

배양기에 배양하여 배양접시 바닥에 조직이 고르게

부착되도록 배양한 후, 각 배양접시 당 10% 우태아

혈청과 1% 항생제가 포함된 DMEM 3 ㎖을 첨가하

다. 단일세포층이형성될때까지 2∼3일간격으로

배양액을 교환하 다. 단층 생이 형성된 후 배양

액을 제거하고 2회 세척 후, 0.25% trypsin/EDTA (1

×, Gibco Co., USA)를 이용하여 세포배양 접시에

부착된 세포를 분리시킨 후 100 ㎜ 조직배양용 접시

에 분주하 다. 배양액은 세포의 충분한 증식이 나

타날 때까지 2∼3일 간격으로 교환하 고, 계대배양

은 1:3∼4의 비율로 시행하 다. 본 실험에서는 5∼

6회 계대배양된 치은섬유아세포를 사용하 으며,

니코틴은 다른 화합물에 의한 향을 배제하기 위하

여 순도 98% 이상의 순수한 니코틴 용액(Sigma,

USA)을 가지고 1 ㎎/㎖의 저장액(stock solution)을

준비했다.

2. 세포증식율및생존율의측정

배양접시에서 생에 도달한 단층의 세포들을

0.25% trypsin/EDTA로 분리해 내어, 이 세포들을 배

양액으로 현탁시키고 6-well plate에 1×105 개의 세

포 수가 되도록 분주하 다. 24 시간 후 배양액을 제

거하고 실험군에는 0.1, 1, 10, 100 및 1000 ㎍/㎖ 씩

5가지농도로니코틴을첨가하고대조군에는증류수

를넣었다. 각각 2일, 4일동안배양한후 trypan-blue

로 염색하고, 혈구계수기를 이용하여 살아있는 세포

수 및 비생활 세포 수를 계수하여 세포 증식율 및 생
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존율(cell viability)을계산하 다. 

(CV; cell viability, Cv; viable cell count, Cn; non-

viable cell count)

3. MTT 분석

5. 6회 계대 배양된 치은 섬유아세포를 0.25%

trypsin/EDTA로 떼어낸 후, 혈구계수기로 세포 수를

세어 24-well plate의 각 well당 1×104개의 세포가

들어가도록 분주하 다. 세포들이 부착할 수 있도록

1일간 5% CO2, 100% 습도의 37℃ 배양기에 배양한

후 부착되지 않은 세포를 제거하기 위하여 배지를

교환하 고, 0.1, 1, 10, 100 및 1000 ㎍/㎖ 씩 5가지

농도로 니코틴을 첨가하고 대조군에는 증류수를 넣

었다. 각각 2일, 4일 동안 배양한 후, 생리 식염수에

용해한 MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyl tetrazolium bromide ; Sigma, USA] 용액

300 ㎕ 씩을 각각의 well에 첨가하여 4시간 동안 배

양하 다. 배양 후 배지를 제거하고 200 ㎕의

dimethyl sulfoxide (DMSO; Junsei, Japan)를 첨가하

여 형성된 formazan 결정을 용해시킨 후, 96-well

plate 상으로옮겨서 ELISA 분석기(Spectra MAX 250,

Molecular Devices Co., USA)로 540 ㎚에서 흡광도

를 측정하 다. 매 실험마다 세포 활성도를 대조군

에 대한 백분율로 산출하 으며, 각각의 실험은 4회

반복시행하 다.

4. 세포주기분석

니코틴을 첨가한 배양액에서 배양된 세포와 대조

군의 세포를 trypsin 처리하여 혈구계수기로 세포수

를 측정한 다음 3×105 개의 세포를 인산완충용액

(phosphate buffered saline, Gibco Co., USA)으로세

척하고 70% 에탄올로고정시킨후, RNase A (0.1 ㎎/

㎖)를 처리하여 RNA를 제거하 다. 50 ㎍/㎖의 pro-

piodium iodide 용액으로 30분간 염색한 후, 유식세

포분석기(Becton, Dickinson, Mountain View, CA,

USA)로 488 ㎚에서 propidium iodide-DNA 복합체

가발색하는형광을측정하 다.

5. Western blot 분석

니코틴을 첨가한 배양액에서 배양된 세포를 인산

완충용액으로 2회 세척한 후, lysis buffer로 세포 단

백질을 추출하고, BCA 용액(Bicinchoninic acid sol.

Sigma, USA)에 Copper (Ⅱ) sulfate (Sigma, USA)를

50 : 1로 혼합하여 단백질 농도를 측정하 다. 각 실

험군 별로 추출된 단백질 50 ㎍씩을 사용하여 15%

sodium dodecyl sulfate (SDS)-polyacrylamide gel 전

기 동을 시행한 후 PVDF (ImmobilonTM-P transfer

membrane, Milipore Co., Bedford, MA, USA)에옮겼

다. 비특이 항체의 결합을 막기 위하여 실온 상태에

서 membrane을 각각의 membrane blocking 용액

(Zymed, USA)에 1시간 동안 처리한 후, 다음과 같은

1차 항체들(Santa Cruz Biotechnology, USA)을 이용

하여 90분 동안 반응시켰다; 1) 토끼로부터 추출한

CDK 4에 대한 항체, 2) 쥐로부터 추출한 cyclin D1에

대한 항체, 3) 토끼로부터 추출한 p16에 대한 항체,

4) 쥐로부터 추출한 RB에 대한 항체. 1차 항체로 반

응시킨후 blocking buffer로 2회세척해내고, 2차항

체로 염기성 인산분해 효소가 결합된 anti-mouse와

anti-rabbit IgG (Santa Cruz Biotechnology, USA)를

실온에서 60분 동안 반응시켰고, 인산완충용액(1×

PBS)으로 세척하 다. ECL 용액(Amersham, UK) A,

B를 1:1로 혼합하여 반응시키고, Hyperfilm-MP

(Amersham, UK)에 노출시켰다. 사용된단백질이동

일한 양인지를 확인하기 위하여 membrane을 1×

Ponceau S 용액(Sigma, USA)에 염색한후 발현 정도

를서로비교하 다.

6. 통계분석

측정한 세포 수, 생존율 및 백분율로 환산된 MTT

분석의 결과는 SPSS WIN Version 8.0 프로그램을사

용하여평균과표준편차를구하고, 이들의통계학적
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Figure 1. Proliferation of human gingival fibroblasts exposed to nicotine. 1×105 cells were incubated at 37℃
in DMEM-1% antibiotics with or without nicotine (0.1 ㎍/㎖ to 1000 ㎍/㎖) for 2 days or 4 days. The
cells were harvested after each incubation and aliquots were counted in hemocytometer. The mean
values and standard deviations of triplicate measurements in representative experiments are indi-
cated. *: Statistically significant difference compared to control group, P<0.01.

Figure 2. Viability of human gingival fibroblasts exposed to nicotine. 1×105 cells were incubated at 37℃ in
DMEM-1% antibiotics with or without nicotine (0.1 ㎍/㎖ to 1000 ㎍/㎖) for 2 days (A) or 4 days (B).
The cells were harvested after each incubation and aliquots were counted in hemocytometer. The
mean values and standard deviations of triplicate measurements in representative experiments are
indicated and expressed as percent of total cell count. *; Statically significant difference compared
to control group, P<0.01.



유의성은 일원분산분석법(ANOVA)을 이용하여 처

리하 다(P<0.01, P<0.05).

Ⅲ. 연구결과

1. 세포증식율및세포활성도

니코틴이 치은 섬유아세포의 증식에 미치는 향

을 관찰하기 위하여 배양중인 치은 섬유아세포에

0.1, 1, 10, 100 및 1000 ㎍/㎖ 씩 5가지 농도로 니코

틴을 첨가하고 대조군에 증류수를 넣은 후 2일, 4일

째 세포수를 측정한 결과 모든 실험군에서 농도가

증가할수록 생활 세포수의 증가량이 감소하 다. 2

일 및 4일째 1, 10, 100 및 1000 ㎍/㎖농도군에서대

조군에 비하여 유의한 감소를 보 으며 특히, 4일군

의 1000 ㎍/㎖ 농도군의경우다른모든군에비하여

유의한 감소를 보 다(P<0.01)(Fig. 1). 즉, 2일 군 4

일군모두에서세포수가대조군에비하여 0.1 ㎍/㎖

의 농도에 대해서는 유의한 차가 없었으나 1 ㎍/㎖

이상의농도부터는세포수가유의하게감소하 다.

각 농도의 니코틴에 대한 치은섬유아세포의 생존

율을 알아보고자 2일 및 4일째 생활세포수와 비생활

세포수를세어각군에대한세포생존율을구했다. 2

일군에서 1, 10, 100 및 1000 ㎍/㎖ 농도군의 세포 생

존율이 대조군에 비하여 유의한 감소를 보 고, 4일

군에는 10, 100 및 1000 ㎍/㎖ 농도군의 세포 생존율

이대조군에비하여유의한감소를보 다. 특히 1000

㎍/㎖ 농도군의 경우는 2일 및 4일 모두에서 다른 모

든군에비하여유의한감소를보 다(P<0.01)(Fig. 2).

2일군에서는 1 ㎍/㎖이상의농도에서부터, 4일군에서

는 10 ㎍/㎖이상의농도에서부터세포의생존율이대

조군에비하여유의한감소를보 다. 
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Figure 3. Activity of human gingival fibroblasts exposed to nicotine. 1×104 cells were incubated at 37℃ in
DMEM-1% antibiotics with or without nicotine (0.1 ㎍/㎖ to 1000 ㎍/㎖) for 2 days or 4 days. MTT
assay was performed after 2-day (A) and 4-day (B) incubation (Mean±S.E.). Vertical bars represent
standard deviation of each independent experiments. *; Statically significant difference compared to
control group, P<0.01., #; Statically significant difference compared to control group, P<0.05.



니코틴이 치은 섬유아세포의 세포활성에 미치는

향을 평가하기 위하여 배양중인 섬유아세포에

0.1, 1, 10, 100 및 1000 ㎍/㎖ 농도로 니코틴을 첨가

하고, 2일 및 4일간 배양한 후 MTT 분석으로 세포활

성을측정한결과 2일군에서는 100 ㎍/㎖이상에서, 4

일군에서는 10 ㎍/㎖이상에서활성도의유의한감소

가관찰되었다(P<0.01). 2일군및 4일군모두 10, 100

및 1000 ㎍/㎖ 농도에서 세포활성이 유의한 감소를

보 고, 1000 ㎍/㎖ 농도의 경우 다른 모든 군에 비

하여 유의한 세포활성의 감소를 보 다

(P<0.05)(Fig.3).

2. 세포주기분석

니코틴이 치은 섬유아세포의 세포주기 변화에 미

치는 향을 관찰하기 위하여 세포의 기능 변화에

향을 미칠 수 있는 농도인 100 ㎍/㎖의 니코틴이

함유된 배양액에 치은 섬유아세포를 48 시간 배양하

여 세포주기를 분석한 결과 대조군과 비교하여 니코

틴을 처리한 세포군에서 S 주기가 17.80%에서

14.27%로 감소하 으며, G1 주기는 46.41%에서

53.46%로 증가하 고, G2/M주기는 10.03%에서

10.33%로증가하 다(Fig. 4).

3. cyclin D1 및CDK 4의발현

Cyclin D는 CDK 4 또는 CDK 6와 결합하여, 세포
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Figure 4. The effects of nicotine on the cell cycle distribution of human gingival fibroblasts. The distribution of
the untreated control cell population was showed in A and the cells treated with 100 ㎍/㎖ nicotine
for 48 h was showed in B.
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주기 G1기의 중반기에 관여하므로 니코틴을 투여한

치은섬유아세포에서 이들 단백질의 발현을 알아보

고자 Western blot 분석을 시행하 다. 100 μg/㎖의

농도로 니코틴을 투여하고 2일간 배양한 결과, 이들

단백질은 모두 대조군에 비하여 발현 양상이 감소하

는경향을보 다(Fig. 5).

4. p16 및pRB의발현

세포주기 진행에 있어 p16과 pRB는 진행을 억제

하는 단백질로서 니코틴의 투여가 이들 단백질 발현

에미치는 향을관찰하고자 100 μg/㎖의니코틴을

2일간 투여한 후, Western blot 분석을 시행한 결과

p16 및 pRB의 발현은 대조군에 비하여 증가하는 경

향을보 다(Fig. 6).

Ⅳ. 총괄및고찰

흡연가스는 수많은 구성 성분으로 이루어지는데,

이 중 입자상으로는 tar, nicotine, phenol, cresol,

benzopyrene, B-naphthylamine, indole 등이 있고,

기체상으로는 carbon monoxide, hydrocyanic acid,

Figure 5. Western blot analysis for intracellular levels of cyclin D1 and CDK 4 in cultured human gingival
fibroblasts (HGFs) supplemented with 100 μg/㎖ nicotine for 2 days. Cell extracts equivalent to 50 ㎍
of total cellular protein of HGFs were electrophoresed by 15% SDS-PAGE and transferred to a
PVDF membrane. The intracellular protein levels of cyclin D1 and CDK 4 in HGFs were probed with
respective antibodies diluted by 1 : 1000. After probing, the membrane was stained with 1×
Ponceau S stain for 10 min to reveal the total cellular protein loaded per each lane (1 : control, 2 :
experimental).

Figure 6. Western blot analysis for intracellular levels of pRB and p16 in cultured human gingival fibroblasts
(HGFs) supplemented with 100 μg/㎖nicotine for 2 days. Cell extracts equivalent to 50 ㎍ of total cel-
lular protein of HGFs were electrophoresed by 15% SDS-PAGE and transferred to a PVDF mem-
brane. The intracellular protein levels of pRB and p16 in HGFs were probed with respective antibod-
ies diluted by 1 : 1000. After probing, the membrane was stained with 1×Ponceau S stain for 10 min
to reveal the total cellular protein loaded per each lane (1 : control, 2 : experimental).



acetaldehyde, acrolein, amonia, nitrosamine 등이 그

구성성분으로 알려져 있다. 그 중 중요한 성분으로

는 nicotine, carbone monoxide 등을 들 수 있는데,

특히 니코틴은 담배의 가장 특징적인 성분으로 신경

절 자극 및 억제 작용을 하는 고도의 독성 알칼로이

드이다. 이런 작용은 catecholamine에 의해 매개되

어 심혈관계반응을 일으킨다. 니코틴은 피부와 구강

점막의 상피벽을 쉽게 통과하여 면역학적 방어기전

을억제하고, 실험실상에서섬유아세포의기능을변

형시키는 것으로 보아 치주질환의 병인에 있어 담배

가 큰 기여를 하는 것은 명확하며, 뿐만 아니라 담배

성분들은 섬유아세포를 포함한 정상 창상치유 반응

에 악 향을 미친다. 치은 섬유아세포는 창상 치유

반응과 정상 대사과정에 관여하는 치주 결합조직의

주요성분이다.

니코틴은 폐에서 흡수된 후 혈액 내 반감기가 30

분정도로빠르게대사되어혈중에서제거되는반면,

니코틴의 첫 번째 주 대사산물인 cotinine은 혈액 내

반감기가 30 시간 이상으로 더 긴 생물학적 반감기

를 가지고 있고 체액 내에 더 높은 농도로 존재하는

더욱 이상적인 생화학적 지표로 생각할 수 있다29).

그러나 본 연구에서는 구강 내 치은 섬유아세포를

대상으로 흡연에 의한 직접적인 효과를 알아보고자

니코틴을 이용하 으며, 추후 니코틴의 주 대사산물

인 cotinine을 대상으로 한 세포주기 연구도 흥미로

울것으로사료된다.

실험실 상에서 세포를 대상으로 한 연구에서 니코

틴의 농도는 연구자들마다 다양한 폭으로 시행되었

다. 이는 실제 흡연을 할 경우 담배의 종류, 하루 흡

연 개비 수, 마지막으로 흡연한 후의 경과 시간이 각

기 다르므로 흡연 당시의 구강 내 니코틴 농도를 재

현하기에는 어려움이 있을 것이다. 실험실 상에서

섬유아세포의 기능에 어떤 향을 끼칠 정도의 니코

틴 농도(0.001∼0.075%; 0.06∼5 mM)는 대부분 혈

장에서 측정되는 니코틴 농도(15 ng/㎖∼1.8 ㎍/㎖;

0.1-10.8 μM)보다높았다. 또, 타액에서측정되는니

코틴의 농도는 96 ng/㎖ ∼ 1.6 ㎎/㎖로서 혈장에서

측정되는 농도보다 높게 나타났다27). 흡연하는 동안

구강내에서 니코틴 농도가 혈장과 타액에서 기록된

것보다 더 높게 나타난다고 보고되어30) 본 연구에서

는 농도의 폭을 타액에서 측정되는 니코틴 농도를

포함시켜 0.1 ㎍/㎖ (0.00001% ; 0.6 μM)에서 1000

㎍/㎖ (0.1%; 6 mM)까지열배단위농도로나누어 5

가지농도를이용하 다.

여러 문헌 보고에 의하면, DNA 합성과 세포 분열

에 대한 니코틴의 향에 대해 서로 상반된 연구결

과들을발표하 는데, 이는연구대상세포의종류에

따라 서로 다르게 나타났다. 예를 들어 HeLa 세포와

인간의 폐 섬유아세포31) 또는 인간의 태아 섬유아세

포32)에 대해서는니코틴이별다른 향을끼치지않

았지만, 쥐의 뇌세포33)와 인간의 leukemia 세포34)에

대해서는 감소된 DNA 합성을 보 다. 치은 섬유아

세포 경우 Tipton과 Dabbous27)는 0.001-0.075%

(0.06-5 mM)의 니코틴이 세포의 증식을 억제하 다

고보고한반면, Peacock 등35)은 가벼운흡연자농도

즉, 0.025 μM의니코틴을사람의치은섬유아세포에

48시간 노출시켰을 경우 세포의 수가 유의하게 증가

하 다고하 으며, 이보다높은 0.2 μM에서는일시

적으로 대사작용을 손상시키는 것으로 나타났지만

세포는 회복되었고 결국에는 분열이 증가하 다고

하 다. 본 연구에서는 48시간, 72시간 노출시켜 대

조군과 비교시 세포수 증가 폭이 0.1 ㎍/㎖ (0.6μM)

의 농도에 대해서는 유의한 차 없이 직선적인 증가

경향을 보 으나 1 ㎍/㎖ (6 μM) 이상의 농도부터는

증가 폭의 유의한 감소를 나타냈고, 1000 ㎍/㎖ (6

mM)농도의 경우 4일째 그 수가 급격히 떨어져 초기

세포수 보다도 작게 나타났다. Tipton과 Dabbous가

이용한 농도는 본 연구의 10 ㎍/㎖ (0.06 mM) 이상

의 농도로서 본 연구 결과와 동일한 결과이다. 한편

Peacock 등의 연구는 본 연구의 농도 범위보다 낮은

범위이며, 본 연구에서도 0.1 ㎍/㎖ (0.6 μM) 농도까

지는 직선적인 성장곡선을 보이는 Peacock의 결과

와유사한결과를보 다.

세포 생존율의 경우 2일군에서는 1 ㎍/㎖이상의

농도에서부터, 4일군에서는 10 ㎍/㎖이상의 농도에

서부터 세포의 생존율이 대조군에 비하여 유의한 감

소를 보 다. 즉 시간이 경과할수록 치은섬유아세포

가 높은 농도(1 ㎍/㎖)의 니코틴에 대해 적응력을 가

604



진다는 것을 알 수 있었다. 그러나 아주 높은 농도

(1000 ㎍/㎖)에 대해서는 생존율이 시간이 경과할수

록 떨어진다는 것을 알 수 있었다. 세포 활성도의 경

우, 니코틴은 1 ㎍/㎖의 농도까지는 치은섬유아세포

의 활성에 유의한 향을 미치지 않았으나 10 ㎍/㎖

(0.06 mM)이상의 농도에 대해서는 세포활성의 유의

한 감소효과를 가지는 것을 알 수 있었다. 이러한 감

소효과는 니코틴에 의한 섬유아세포의 세포주기 분

포의 변화에 의한 것으로 생각해 볼 수 있다. 그러나

이러한 연구 결과들을 해석하는데 있어 몇 가지를

고려해야 할 것이다. 첫째로 사람의 치은 섬유아세

포를 여러 환자들로부터 생검을 통하여 얻었으므로

개개 동종 섬유아세포들 간의 상호작용을 고려해야

할 것이고, 실험실과 생체 내에서 세포 행동양식의

가능한 차이를 고려해야 할 것이다. 또, 생검으로부

터 얻은 치은섬유아세포의 노화 정도를 고려해야 하

는데, Checchi 등36)은 젊은 나이 그룹의 치은섬유아

세포가 늙은 나이 그룹의 치은섬유아세포보다 니코

틴에대해더민감하다고하 으며, 비흡연자의치은

섬유아세포가 흡연자의 섬유아세포에 비하여 더 민

감하다고 하 다. 즉, 사람의 치은섬유아세포는 시

간이 지날수록 독성 물질에 대해 저항성을 가지며

나이가 들수록 니코틴에 대한 저항성을 획득하는 것

으로 생각할 수 있다. 본 연구에서도 세포 생존율의

경우 2일군에서는 1 ㎍/㎖이상의 농도에서부터, 4일

군에서는 10 ㎍/㎖이상의농도에서부터세포의생존

율이대조군에비하여유의한감소를보 다.

세포주기는 G1, S, G2 및 M 기로 이루어져 있다.

G1기는 첫번째 휴지기로 세포가 분열된 직후 다음

의 성장과정을 시작하기 이전에 필요한 세포내 인자

를 준비하는 기간이며, S기에서는 핵에 있는 유전정

보를 가진 DNA의 복제가 이루어지는 시기로서 한

염색체에서 동일한 두 염색체로 되는 시기이다. 이

후 세포는 G2기로 넘어가는데 필요로 하는 세포질

의 인자들이 생산되면서 한 세포가 두 세포로 분열

되는데 필요한 인자들이 모두 만들어지는 시기이다.

M기에서는 세포질의 분열이 일어나며 세포벽이 생

기면서 한 세포가 두 세포로 실제로 나뉘어지는 시

기이다. 본 연구 결과에 의하면 100 ㎍/㎖의 니코틴

을 처리한 세포군에서 S 주기가 17.80%에서 14.27%

로 감소하 으며, G1 주기는 46.41%에서 53.46%로

증가하 고, G2/M주기는 10.03%에서 10.33%로 증

가하 다. 이것은 첫 번째 휴지기가 증가하고 두 세

포로분열하기위한DNA의합성이감소했다는것으

로서 니코틴 투여가 치은 섬유아세포의 세포주기 진

행을 억제시킨다는 것을 뜻하며, 이는 감소된 세포
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Figure 7. Regulatory proteins of cell cycle
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증식율결과와도일치한다.

세포주기 진행에 있어, G1 기에서 S 기로의 이행

과 관련된 조절자들로는 cyclin-CDK 복합체가 있는

데, 이들이 복합체를 이루어 활성화되면, pRB 단백

질을 인산화시킨다. pRB 단백질은 초기 G1기에서

전사인자인 E2F와 결합하고 있다가 cyclin-CDK에

의하여 인산화되면, E2F를 유리시킨다. 유리된 E2F

는 S기에서 DNA 복제에 필요한 여러 유전자들을 합

성하면서 세포주기를 진행시킨다(Fig. 7). 세포증식

촉진인자인 유사분열촉진인자(mitogen)들의 최종

표적 중의 하나가 cyclin D이며, cyclin E도 관여하는

것으로 알려져 있다37). 유사분열촉진인자들에 의하

여 cyclin D의 발현이 촉진되어 일정량에 이르게 되

면 cyclin D는 CDK 4 혹은 CDK 6와 결합하고 CDK

4 활성화 전이효소가 CDK의 threonine을 인산화시

켜 CDK가 활성을 띄게 되면, CDK는 pRB를 인산화

시켜 불활성화시킨다38). 세포의 주기를 정확히 조절

하기 위하여 세포는 cyclin이나 CDK같은 positive

regulator 이외에도 p53, p16 및 p21 등의 CDK

inhibitor (CKI)들을 가지고 있으며, 이들 CKI의 작용

은 적절한 세포주기 조절에 negative regulator로서

필수적인인자들이다39).

본 연구에서 세포주기 조절 단백질의 발현 양상을

알아보고자 시행한 western blot 분석 결과, 주기진

행을 촉진시키는 능력이 있는 cyclin D와 CDK 4의

발현이 감소하 으며, 반대로 주기진행을 억제하는

작용을 가진 pRB와 p16의 발현은 증가하는 경향을

나타냈다. 이러한 세포주기 조절단백 발현 양상의

변화는 니코틴 단독의 효과인지 아니면 니코틴에 의

한 이차적인 결과인지는 명확치 않다. 섬유아세포는

IL-1β, prostaglandin E2 (PGE2)를 포함한 다양한

cytokine을 생산할 수 있는데, Payne 등40)은 씹는 담

배 1% 용액이 말초 혈액 단핵구들로 하여금 PGE2의

생산을 증가시킨다고 보고하 으며, Ko 등41)은

PGE2가 사람치은섬유아세포의 DNA 합성을억제할

수 있다고 하 다. 이러한 여러 결과들을 고려해 보

면니코틴과 PGE2가섬유아세포에대해유사한 향

을 끼칠 수 있음을 알 수 있다. 즉, 니코틴이 섬유아

세포로 하여금 IL-1β, PGE2를 생산케하여 이러한 분

자들이 이차적으로 섬유아세포의 DNA 복제를 억제

할수있어세포주기진행을늦출수있을것이다.

세포주기에 작용하는 많은 세포주기 조절단백질

이 발견되고 있으나, 그 역할이 규명된 것은 많지 않

다. 그러나, cyclin E와 CDK 2의 결합, cyclin D와

CDK 4, CDK 6의 결합을 통하여 pRB와 E2F간의 결

합을 유리시켜 G1주기가 S주기로 이행되도록 한다
42). Cyclin D, CDK 4와 CDK 6 등의세포주기조절단

백질은 Cyclin E, CDK 2와 유사하게 pRB의 인산화

를 증가시키지만, 니코틴은 Cyclin D와 CDK 4의 발

현을 감소시키는 기전을 통하여 세포주기진행을 억

제시키는것으로사료된다.

p53과 retinoblastoma (RB)는 종양억제자(tumor

suppressors)들이다. 이들의가장기본적인기능은세

포주기 진행을 차단하는 하는 것이다. p53은 p21을

활성시키는 세포주기조절 단백질이며, p21은 cyclin

E와 CDK 2, cyclin D와 CDK 4 또는 CDK 6 복합체의

활성을 억제한다. 즉 p53의 증가는 세포가 G1기에서

S기로 전이되는 것을 억제하여 세포주기진행을 억제

하는결과를초래할것이다(Fig. 7). RB는전사인자들

중 하나인 E2F라고 알려진 전자인자의 활성을 억제

한다. 저인산화 상태인 pRB는 이들 전사인자를 차단

하며, CDK에의하여과인산화된ppRB는세포가 S 주

기로들어가도록한다(Fig. 7). p16은 cyclin D와 CDK

4 복합체의 활성도를 억제하는데 그 기전은 cyclin D

가 CDK 4에 결합하는 장소에 경쟁적으로 작용함으

로 이루어지는 것으로 알려져 있다43). 따라서 p16의

발현증가는 cyclin D와 CDK 4 복합체의 활성으로 억

제하고 결과적으로 세포주기의 진행을 억제한다. 본

연구에서니코틴은 pRB 및 p16의발현을증가시켰으

며 이는 주기 진행의 억제로 나타날 것이다. 이러한

실험결과는니코틴이치은섬유아세포의세포주기진

행을 억제시키며, 그 기전은 cyclin D와 CDK 4의 발

현억제, p16 과 pRB의 발현 증가를 유발함으로써 이

루어지는것으로사료된다.

V. 결론

본연구는담배의주요독성성분인니코틴을실험
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실 상에서 사람의 치은섬유아세포에 0.1, 1, 10, 100

및 1000 ㎍/㎖씩 5가지의농도로첨가하고대조군에

증류수를 넣은 후 2일, 4일 째 세포의 증식율, 생존

율, 활성도를알아보고, 100 ㎍/㎖ 농도로 48 시간처

리한후세포주기분석을시행하고, 세포주기조절단

백질의 발현을 관찰하여 니코틴이 세포주기 조절기

전에 미치는 향을 관찰하여 다음과 같은 결론을

얻었다.

1. 세포 증식율의 경우 2일군, 4일군 모두 1 ㎍/㎖

이상의 농도부터는 증가량이 대조군에 비하여

작았고, 1000 ㎍/㎖ 농도의 경우 4일째 그 수가

급격히떨어져초기세포수보다도작게나타났

다(P<0.01).

2. 세포생존율의경우 2일군에서는 1 ㎍/㎖이상의

농도에서부터, 4일군에서는 10 ㎍/㎖이상의 농

도에서부터 대조군에 비하여 감소하 다

(P<0.01).

3. 세포 활성도의 경우 2일군에서는 100 ㎍/㎖ 이

상의 농도에서, 4일 군에서 10 ㎍/㎖ 이상의 농

도에 대하여 세포활성의 감소가 관찰되었다

(P<0.01).

4. 치은섬유아세포를 100 ㎍/㎖의 니코틴 농도에

2일간 배양하여 세포주기를 분석한 결과 대조

군에 비하여 S 주기가 17.80%에서 14.27%로 감

소되고, G1 주기는 46.41%에서 53.46%로 증가

되며, G2/M주기는 10.03%에서 10.33%로 증가

하는경향을보 다.

5. 치은섬유아세포에 100 ㎍/㎖의 니코틴 농도에

2일간 배양하여 세포주기 조절 단백질 발현을

분석한결과 cyclin D1 및 CDK 4 의발현은대조

군에 비하여 감소하 고, p16 및 pRB의 발현은

증가하 다.

이러한 실험결과는 니코틴이 치은섬유아세포의

증식및세포주기진행을억제하며, 그 기전은 cyclin

D와 CDK4의 발현감소, p16 과 pRB의 발현 증가를

유발함으로써이루어지는것으로사료된다.
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-Abstract-

Effects of Nicotine on the Expression of Cell Cycle Regulatory

Proteins of Human Gingival Fibroblasts

Tak Kim1, Jae-ho Kim1,Sung-Hee Pi1, Eun-Cheol Kim2,

Yong-Ouk You3, Hyung-Keun You1, Hyung-Shik Shin1

1 Department of Periodontology, School of Dentistry, Wonkwang University
2 Department of Oral Pathology, School of Dentistry, Wonkwang University

3 Department of Oral Biochemistry, School of Dentistry, Wonkwang University

Normal gingival fibroblasts functioning is fundamental for the maintenance of periodontal connective tissue

as well as wound healing. Nicotine have been found to affect DNA synthesis and cell proliferation, which

appear to depend on the type of cells. This in vitro study was done to determine the effects of nicotine, a

major component of tobacco, on cell proliferation, viability, activity, cell cycle distribution, and expression of

cell cycle regulatory proteins in human gingival fibroblasts. Nicotine has been tested for 2 days or 4 days in 5

different concentrations; 0.1 ㎍/㎖; 1 ㎍/㎖; 10 ㎍/㎖; 100 ㎍/㎖; 1000 ㎍/㎖. To assess cell proliferation and

viability, viable and non-viable cells were counted by hemocytometer; to evaluate cellular activity, MTT assay

was employed; to analyze cell cycle distribution, fluorescent propidium iodide-DNA complex were measured

using fluorocytometer; to determine the expression of cell cycle regulatory proteins, western blot analysis was

performed. After 2 days and 4 days incubation respectively, at concentrations of 1 ㎍/㎖ - 1000 ㎍/㎖, nicotine

significantly inhibited proliferation comparing to non-supplemented controls. The cell viability was significantly

decreased after 2 days and 4 days at concentrations of 1 ㎍/㎖ - 1000 ㎍/㎖ and at 10 ㎍/㎖ - 1000 ㎍/㎖

respectively. After 2 days and 4 days, the cellular activity was significantly decreased at concentrations of 10 ㎍/

㎖ - 1000 ㎍/㎖. Treatment with 100 ㎍/㎖ nicotine for 48 hours caused an increase in the proportion of G1-

phase cells (from 46.41% to 53.46%) and a decrease in the proportion of S-phase cells (from 17.80% to

14.27%). The levels of cyclin D1 and CDK 4 proteins in nicotine-treated fibroblasts were lower than that of con-

trols, whereas the levels of p16 and pRB were higher than that of controls. These results suggest that the

decrease of cell proliferation and lengthened Gap phases (G1) by nicotine may due to the increased expres-

sion of p16 and pRB as well as decreased expression of cyclin D1 and CDK 4 in human gingival fibroblasts.
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