
IntroductionIntroduction

Acetate (C2), propionate (C3), butyrate (C4)를 포함하는 단사

슬지방산(short-chain fatty acids)은 장 내 미생물의 이차대사산물로

서 식이섬유의 혐기성 발효에 의해 생성된다[1]. 단사슬지방산은 주로 

장 내에서 발견, 보고되고 있는데(결장 근위부 70–140 mM, 결장 원

위부 20–70 mM)[2], 장 상피세포(intestinal epithelial cells) 및 면역

세포 내 G 단백질 결합 수용체(G-protein coupled receptor) 활성 조

절을 통해 장점막 염증 조절의 역할을 수행하고 있음이 보고된 바 있다

[2]. Butyrate는 결장세포(colonic cell line) 내 G protein-coupled 

receptor 109A (GPR109A) 수용체에 결합함으로써 lipopolysac-

charide (LPS)-매개 NF-κB의 활성을 억제하는 것으로 알려져 있으

며, 단사슬지방산에 의한 G protein-coupled receptor 43 (GPR43) 

및 GPR109A의 활성은 세포 내 K+ 유출을 매개함으로써 결장상피세포

(colonic epithelial cells) 내 염증반응에 대한 방어기전을 유도하는 등

의 인체 내 다양한 생리활성을 매개함이 확인되고 있다[3]. 

장 이외 기타 조직에서도 millimolar 범위의 단사슬지방산이 존재하

며 다양한 세포반응을 매개하는 것이 알려져 있는데[2], 정상인 치은

열구(gingival crevice)에서 6.3–16.2 mM acetate, 1.2–3.1 mM 

propionate, 0.0–0.4 mM butyrate가 존재하며, 중증 치주염 환자의 

경우 각각 14.0–38.4 mM, 4.0–12.9 mM, 0.9–4.2 mM의 농도로 

증가되어 존재하는 것으로 확인되었다[4]. 장 내 미생물-유래 단사슬지
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방산의 다양한 생리활성들과는 달리, 구강 내 단사슬지방산은 주로 구

강질환 발생에 연관되어 있는 것으로 알려져 있는데, Porphyromonas 

gingivalis 및 Fusobacterium nucleatum로부터 생성된 단사슬지방

산은 치주조직세포 내 유전자 발현을 조절함으로써 카포시육종(Ka-

posi’s sarcoma)과 같은 질병 발생에 연관되어 있음이 확인되었으며

[5], 치은 조직 내 butyric acids는 혈류 내부로 이동함으로써, 혈액 미

토콘드리아 내 oxidative/endoplasmic reticulum (ER) stress를 매

개하는 등의 인체 내 병리활성을 매개함이 확인되고 있다[6]. 단사슬지

방산의 이러한 이중적인 역할에 대한 원인과 각각의 기전은 충분히 알

려지지 않고 있으며, 구강 내 단사슬지방산의 이중 활성에 대한 정확한 

이해는 치주질환을 극복하는 데 있어 새로운 전략을 제시할 것으로 기

대된다.

본 연구를 통해 단사슬지방산 농도 변화에 따른 치은섬유아세포 내 

칼슘신호변화 및 관련 분자기전에 대해 이해하고, 그에 따른 세포 활성

에 대해 확인해 보고자 하였다.

Materials and Methods Materials and Methods 

1. 세포 배양 및 시약

치은섬유아세포(human gingival fibroblast; ATCC, PCS-201-

018)는 10,000 units/mL penicillin, 10,000 μg/mL streptomycin, 

10% fetal bovine serum이 함유된 Dulbecco’s Modified Eagle’s 

Medium (GE Healthcare Life Sciences, Chicago, IL, USA) 배양 

배지를 사용하여 37℃, 5% CO2 incubator에서 배양되었다. Sodium 

acetate, sodium propionate, sodium butyrate, LPS from Esch-

erichia coli는 Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)로부터 구매하

였다.

2. �Reverse transcriptase-polymerase chain reaction 

(RT-PCR) assay

세포 내 RNAs는 Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)을 이용

한 표준화된 실험방법에 의해 추출되었다. 배양 배지 제거 후 각 샘플

에 1 mL Trizol을 처리한 뒤 원심분리하여 total RNA를 분리하였으며, 

BioSpec-nano (Shimadzu, Kyoto, Japan)을 이용하여 정량하였다. 

최종 1 μg RNA로부터 cDNA를 합성하였으며, 합성된 cDNA를 대상

으로 다음의 primer를 이용하여 각각의 유전자 발현 정도를 확인하였

다(Interleukin (IL)-6; forward 5’-GAT TCC AAA GAT GTA GCC 

GCC C-3’, reverse 5’-GCT GGA CTG CAG GAA CTC CTT A-3’, 

IL-8; forward 5’-TCT TGG CAG CCT TCC TAG TTT CTG-3’, 

reverse 5’-AGT TTT CCT TGG GGT CCA GAC AG-3’, GAPDH; 

forward 5’-ACC ACA GTC CAT GCC ATC AC-3’, reverse 5’- 

TCC ACC ACC CTG TTG CTG TA-3’). 

3. 세포 활성도 분석(cell viability assay)

세포 활성은 EZ-CYTOX kit (Daeillab Service Co. Ltd., Seoul, 

Korea)를 이용하여 제작사에서 제공하는 방법에 따라 측정하였다. 간략

히 설명하면, 96 well plate에 세포를 분주한 뒤, 다음날 EZ-CYTOX 

10 μL/well를 첨가한다. 30분간의 추가 배양 후 각 well의 optical 

density (450 nm)를 iMAX Microplate Reader (Bio-Rad, Hercu-

les, CA, USA)를 이용하여 측정하였다.

4. 세포 내 칼슘 농도([Ca2+]i) 측정

Cover glass (22 × 22 mm)에 분주된 세포는 12시간 배양 후 실

험에 사용되었다. Fura-2/AM (TEFLabs, Austin, TX, USA)는 1 
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30 mM C2 30 mM C3 30 mM C4 Fig. 1.  Differential intracellular Ca2+ mobiliza-
tions in response to different concentrations 
of short-chain fatty acids (SCFAs). Human 
gingival fibroblast cells loaded with Fura-2/AM 
were acutely treated with indicated concen-
trations of SCFAs for designated time. Each 
trace present intracellular Ca2+ mobilization in 
each cell. 
C2, acetate; C3, propionate; C4, butyrate.
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mL 배양 배지에 최종 5 μM의 농도로 처리하고, 세포배양기에서 1

시간 동안 추가 배양하였다. HEPES buffer (mmol/L; 10 HEPES, 

140 NaCl, 5 KCl, 1 MgCl2, 1 CaCl2, and 10 glucose, pH7.4, 310 

mOsm)를 세포에 관류시켜 세포 외부 잔류 Fura-2/AM을 씻어내고, 

안정화시킨 뒤 [Ca2+]i를 측정하였다. 세포질 내 칼슘 농도는 340/380 

nm dual wavelength를 이용하여 excitation 시켰으며, 방출된 510 

nm wavelength를 CCD camera (Zyla sCMOS; Belfast, UK)를 이

용하여 측정하였으며, 결과는 ratio (F340/F380) 값으로 표시하였다.

5. 통계학적 유의성 검사

각 실험군 간 통계학적 유의성 검사에는 Origin 2020 프로그램

(OriginLab Corporation, Northampton, MA, USA)이 사용되었다. 

유의성 검증을 위해 one-way analysis of variance를 실시하였으며, 

Tukey’s post hoc test로 사후 검증을 실시하였다. 통계적 유의성의 

표준값은 p ＜ 0.05로 설정하였다. 모든 결과는 독립된 3 이상의 실험

들로부터 도출되었으며, 평균 ± standard error of the mean으로 표

시되었다.

Results Results 

1. �단사슬지방산 농도 변화에 따른 치은섬유아세포 내 [Ca2+]i 

반응의 변화

C2 및 C3는 세포 내 GPR43을 활성화할 수 있는 것으로 알려져 있

으며, 활성화된 GPR43은 Gi 또는 Gq 단백 경로를 활성화함으로써, 

cAMP 생산을 억제하며 [Ca2+]i 증가를 유도한다 [7,8]. 우리는 단사슬

지방산이 치은섬유아세포에서 칼슘 반응을 유도하는지, 그리고 단사슬

지방산 농도에 따른 변화가 있는지 확인해보고자 Fura-2/AM을 이용

하여 살아있는 세포 내 세포질 칼슘 농도를 측정하였다. 치은섬유아세

포를 5 mM C2, C3, C4에 각각 노출시켰을 경우, C2, C3 처리된 세포 

내 [Ca2+]i 변화는 거의 확인할 수 없었으며, 간혹 1–2 peak의 일시적 

[Ca2+]i 증가만이 관찰된 반면, C4 처리된 세포에서는 주기적으로 증가

와 감소가 반복하여 나타나는 [Ca2+]i oscillation의 발생이 확인되었다. 

반면, 고농도의 30 mM C2, C3, C4를 처리한 경우 [Ca2+]i 농도가 일

시적으로 증가한 후 다시 감소하는 biphasic [Ca2+]i response가 확인

되었는데, 감소된 후에도 세포질 내 기저 [Ca2+]i의 농도보다 증가되어 

유지됨이 확인되었다(Fig. 1). 위 결과를 통해 단사슬지방산 종류 및 농

도에 따라 치은섬유아세포 내 칼슘 반응 양상이 다르게 나타남을 확인

하였다.

2. �단사슬지방산 농도 변화에 따른 치은섬유아세포 내 전 염증 

사이토카인(proinflammatory cytokines) 발현 변화

C4의 농도가 증가할수록 치은섬유아세포 내 IL-6, IL-8 발현이 공통

적으로 증가됨이 보고된 바 있다[9]. 단사슬지방산 농도 변화에 따라 다

르게 나타나는 [Ca2+]i 반응 분석에 이어, IL-6 및 IL-8 등의 전 염증 사

이토카인의 발현에 변화가 있는지 확인하고자 RT-PCR 실험을 수행하

였다. 치은섬유아세포에 단사슬지방산을 농도별로 처리하고 24시간 후 

세포 내 total RNAs를 추출하여 IL-6, IL-8 발현 양상을 확인하였다. 

5 mM C2, C3, C4에 의한 IL-6 및 IL-8의 발현은 control (deionized 

water treated)에 비해 증가 양상을 보였으나 유의한 차이는 보이지 않

았으며, 30 mM C2, C3에 의한 IL-6 및 IL-8의 발현 역시 유의한 차

이는 확인할 수 없었다(Fig. 2). 반면, 30 mM C4 처리한 그룹에서 IL-

6, IL-8의 발현이 강하게 증가되어 있는 것을 확인할 수 있었으며, 이는 

LPS에 의한 증가 정도와 유사한 수준임이 확인되었다(Fig. 2). 추가로 

IL-1, IL-10, tumor necrosis factor-α (TNF-α) 발현 정도를 측정

하였으나 유의한 결과는 확인되지 않았다(data not shown). 위 결과는 

동일한 단사슬지방산의 농도 차에 따른 IL-6 및 IL-8의 발현 변화를 나

타내며, 이는 단사슬지방산-매개 [Ca2+]i 변화가 관련 있을 것으로 예상

된다.
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Fig. 2.  Differential expression of interleukin (IL)-6 and IL-8 in response 
to different concentrations of short-chain fatty acids (SCFAs). Cells were 
cultured under the indicated conditions, and total RNAs were collected 
and used as template for synthesis of cDNA. Conventional reverse tran-
scriptase-polymerase chain reaction was then performed. The upper panel 
shows RNA expression of IL-6 and IL-8 in response to SCFAs. The lower 
panel present statistic data showing fold increase of IL-6 and IL-8 expres-
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*p < 0.05 in comparison to control.
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3. 단사슬지방산 농도 변화에 따른 세포활성도 변화

장 내 염증반응에서 단사슬지방산의 다양한 이로운 활성(beneficial 

roles)들이 잘 알려져 있는 반면, 구강 내에서는 단사슬지방산의 해로

운 활성(detrimental roles)들이 많이 보고되고 있다[10]. 특히, 구강 

내 C4의 증가는 치은섬유아세포 내 TNF-α 발현을 증가시키며, 분비

된 TNF-α는 주변 치은섬유아세포에 작용함으로써 세포사멸을 촉진함

이 보고된 바 있다[11]. 본 연구에서 단사슬지방산 농도 변화에 따른 치

은섬유아세포의 세포활성도를 분석하고자 저농도(5 mM), 고농도(30 

mM)의 단사슬지방산을 배양된 치은섬유아세포에 처리한 뒤, 72시간 

동안 추가 배양하여 MTT assay를 수행하였다. 실험 결과, 용매만을 

처리한 대조군에 비해 30 mM의 C3와 C4를 처리한 실험군에서 유의

한 정도의 세포활성도 감소가 확인되었으며, 나머지 저농도의 단사슬지

방산 및 고농도의 C2를 처리한 실험군에서는 세포활성도의 변화를 확

인할 수 없었다(Fig. 3). 특히, 30 mM C4를 처리한 실험군은 LPS (5 

μg/mL)를 처리한 실험군과 비슷한 수준의 세포활성도를 나타냈다. 위 

결과는 단사슬지방산의 농도에 따라서 세포활성도에 미치는 효과가 다

르며, 고농도의 butyrate는 LPS와 비슷한 수준의 강한 세포독성을 가

짐을 보여주었다.

Discussion Discussion 

단사슬지방산은 장 상피조직 및 말단조직에의 영양분 공급원으로 작

용하며, 장 상피조직 integrity 및 상처 치유를 촉진하는 생리활성을 가

지는 것으로 보고된 바 있다[12]. 또한, 단사슬지방산은 신호전달물질

의 활성을 가지며, 장 내 염증반응을 억제하고 심혈관 질환, 당뇨 질환 

위험을 낮추는 등의 이로운 활성을 갖는 것으로 확인되었다[13-15]. 

구강 내 미생물에 의해서도 단사슬지방산은 생성되며, 중증 치주염 환

자의 구강 내 단사슬지방산의 농도가 정상인에 비해서 유의적으로 높

게 확인되는 등, 치주질환의 병리기전과 깊은 관련이 있는 것으로 확

인되고 있다[5]. 이와 같이, 단사슬지방산은 앞서 말한 이로운 활성과

는 모순적으로 해로운 활성 역시 나타내고 있음이 확인되고 있다. C4

는 Jurkat T-cell 내 mitochondrial-dysfunction 및 ER stress에 의

한 apoptosis를 유도하며[16], colon cancer 내 p21 유전자 발현을 

조절함으로써 carcinogenesis에 관여함이 보고된 바 있다[17]. 특히, 

치주질환 병리기전에서 단사슬지방산, 그 중에서도 C4의 역할이 자주 

보고되고 있다. 앞서 언급한 바와 같이, 정상인의 구강 내 단사슬지방

산 농도에 비해 치주질환 환자의 구강 내 단사슬지방산의 농도가 유의

하게 증가되는 것이 관찰된 바 있는데, 이러한 단사슬지방산들은 장 상

피세포 및 면역세포 내 발현되는 GPR41, GPR43, GPR109를 포함하

는 GPCRs에 수용체-리간드 결합함으로써 다양한 세포활성을 매개한

다[18]. 그 중, 단사슬지방산에 의한 GPR43 활성은 세포 내 칼슘반응

을 유도하며, 나아가 장 조직 내 염증반응을 조절하는 것으로 보고되고 

있다[19,20]. 본 연구를 통해 단사슬지방산의 농도 변화에 따라 치은섬

유아세포 내 칼슘신호의 변화를 확인하였으며, 특히, 저농도의 C4 자극

은 세포 내 [Ca2+]i oscillation의 형태를 나타내는 것을 확인하였다. 이

는 저농도의 C2 및 C3 자극에 따른 칼슘반응과 고농도의 C2, C3, C4 

자극에 따른 칼슘반응과는 새로운 반응으로 염증반응 외에 다른 세포활

성을 매개할 것으로 예상된다. 세포 내 칼슘반응 변화에 이어 단사슬지

방산 농도 차에 의한 IL-6 및 IL-8의 전 염증 사이토카인 발현 변화를 

확인하였으며, IL-6 및 IL-8의 발현은 대부분의 실험군에서 대조군의 

그것과 유의미한 차이를 보이지 않은 반면, 고농도의 C4가 처리된 실험

군에서만 유의미한 증가가 확인되었다. 주목할 점은, 고농도의 C2, C3, 

C4는 모두 비슷한 양상의 칼슘반응을 나타낸 것에 반해, 동일한 양상의 

전 염증성 사이토카인 발현이 관찰되었다는 점과 [Ca2+]i oscillation을 

유도하는 저농도의 C4 자극과 biphasic Ca2+ response를 유도하는 고

농도의 C4 자극이 전혀 다른 전 염증성 사이토카인 발현을 유도하였다

는 점이다. 본 연구에서는 전 염증성 사이토카인 발현을 유도하지 않는 

고농도의 C2, C3 그리고 저농도의 C4 자극이 매개하는 세포활성은 확

인하지 못하였으나, GPR43의 생리활성과 관련된 기존 보고들을 고려

할 때, 본 세포이동 및 상처 치유의 활성에 대한 추가 연구가 필요할 것

으로 생각한다. 

단사슬지방산 농도 변화에 따른 세포 내 신호기전 변화에 이어, 마지

막으로 단사슬지방산 농도 변화에 따른 세포활성도 변화를 확인하고자 

하였다. 앞서 언급한 바와 같이, 염증반응에서 단사슬지방산의 활성은 

세포, 조직에 따라 상반된 결과를 보이며, 때로는 동일한 질병모델을 통

한 실험에서도 실험조건에 따라 상반된 결과가 도출된 바 있다[21]. 본 

연구를 통해 저농도의 단사슬지방산은 세포활성에 전혀 영향을 미치지 

않으며, 30 mM 고농도의 단사슬지방산 가운데 C3와 C4 자극만이 유

의미한 세포활성의 감소를 매개하였다. 앞서 세포 내 칼슘반응 결과를 

고려할 때, 세포 내 지속적인 기저 칼슘증가가 세포활성을 억제하는 주 

원인으로 생각되며, 저농도의 C4와 같이 [Ca2+]i oscillation을 매개하

는 경우는 세포활성 억제와는 전혀 다른 세포 활성을 매개할 것으로 예
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Fig. 3.  Negative regulation of cell viability in response to different concen-
trations of short-chain fatty acids (SCFAs). Cells seeded on 96-well plate 
were treated with the indicated concentrations of SCFAs, and MTT assay 
was conducted. The statistics data shows fold change of cell viability com-
pared to control (deionized water treated), and are represented as mean ± 
standard error of the mean. 
C2, acetate; C3, propionate; C4, butyrate; LPS, lipopolysaccharide.
*p < 0.05 in comparison to control.
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상된다. 

종합해 볼 때, 우리는 본 연구를 통해 단사슬지방산은 치은섬유아세

포에서 농도에 따라 다른 세포 내 칼슘반응을 매개하며, IL-6 및 IL-8

과 같은 전 염증성 사이토카인의 발현을 다르게 매개하며, 저농도와 고

농도의 단사슬지방산이 세포활성도를 다르게 조절함을 확인하였다. 이

러한 결과는 단사슬지방산 생리활성의 상반되는 실험결과들을 보다 정

확히 이해하는 데 새로운 근거를 제시할 것으로 기대된다.
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