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Abstract

Purpose : Although human periodontal ligament stem cells (hPDLSCs) are a supportive factor for tissue engineering, oxidative 
stress during cell culture and transplantation has been shown to affect stem cell viability and mortality, leading to failed 
regeneration. The aim of this study was to evaluate the antioxidant and protective effects against cell damage of celecoxib, a 
selective cyclooxygenase-2 (COX-2) inhibitor, and the antioxidant signal of hPDLSCs in H2O2-induced oxidative stress.

Methods : To induce oxidative stress in cultured hPDLSCs, H2O2 was used as an exogenous reactive oxygen species (ROS). 
Dose-dependent celecoxib (.1, 1, 10, or 100 µM) was administered after H2O2 treatment. WST-1 assay was used to assess cell 
damage and western blot was used to observe antioxidant activity of hPDLSCs in oxidative stress. Immunohistochemistry was 
performed for inverting the localization of the SOD and Nrf2 antibody.

Results : We found that progressive cell death was induced in hPDLSCs by H2O2 treatment. However, low-dose celecoxib 
reduced H2O2-induced cellular damage and eventually enhanced the SOD activity and Nrf2 signal of hPDLSCs. Oxidative 
stress-induced morphological change in hPDLSCs included lowered the survival and number of spindle-shaped cells, and shrinkage 
and shortening of cell fibers. Notably, celecoxib promoted cell survival function and activated antioxidants such as SOD and Nrf2 
by positively regulating the cell survival signal pathway, and also reduced the number of morphological changes in hPDLS. 
Immunohistochemistry results showed a greater number of SOD- and Nrf2-stained cells in the celecoxib-treated group following 
oxidative stress.

Conclusion : By increasing SOD and Nrf2 expression at the antioxidant system, the findings suggest that celecoxib enhanced the 
antioxidative ability of hPDLSCs and protected cell viability against H2O2-induced oxidative stress by increasing SOD and Nrf2 
expression in the antioxidant system. 
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Ⅰ. 서 론

1. 연구의 배경 및 필요성

표적인 구강질환인 치주염은 치주인 와 치은 등을 

파괴하고 만성적인 작용으로 치아 손실을 유발한다. 치
주염은 염증성 세균에 의한 산화적 스트레스가 주원인

으로 인지되고 있으며, 특히 과산화수소(hydrogen 
peroxide; H2O2)는 사 과정 중 발생하는 중간 사산물

로 과다 발생 시 세포에 산화 스트레스를 유발하고, 이
는 치주질환 발생의 주요 원인이 된다(Baltacıoğlu 등, 
2014; Kim & Park, 2015). 산화적 스트레스와 치주질환 

발병기전은 관련성이 있으며, 과량의 산화 반응은 다양

한 구강질환의 병증성 진행을 유발한다(Oktay 등, 2015). 
치주인 는 특수결합조직으로 세포 성분으로 섬유모세

포, Malassez 상피잔사, 뼈모세포, 백악모세포 및 미분화

중간엽세포 등 다양한 세포군으로 구성돼 있으며 뼈조

직, 섬유성 결합조직, 백악질을 생성할 수 있는 전구세포

가 다량 존재한다(Huang 등, 2009). 성체줄기세포(adult 
stem cell)의 일종인 성체 치주인  줄기세포(human 
periodontal ligament stem cell; hPDLSC)는 재생기능이 뛰

어나며 자기 복제력이 우수하고 다른 조직으로 다중 분

화될 수 있는 능력을 갖추고 있다(Lee, 2020). 하지만, 성
체 치주인  줄기세포(hPDLSC)는 조직공학에 유용한 자

원이지만 산화 스트레스는 세포배양 및 이식 동안 줄기

세포 생존력 및 줄기 세포성에 영향을 미쳐 재생 실패로 

이어질 수 있다. 산화 스트레스는 자유 라디칼/활성산소

종 생성과 항산화 방어기전 사이의 불균형으로 일어난

다. 자유 라디칼은 매우 불안정하고 다른 분자와의 반응

성이 크며, 각각 ROS(reactive oxygen species) 
RNS(reactive nitrogen species), RSS(reactive sulfur species)
를 생성한다(Cha 등, 2004). 정상적인 항상성 조건에서 

내인성 ROS의 생산은 효소(SOD, 카탈라아제 및 글루타

티온 과산화효소) 및 비효소 종(글루타티온, 아스코르브

산염, 토코페롤, 레티놀 등)을 포함하는 세포 항산화 방

어 시스템의 작용으로 균형을 이룬다(Ou 등, 2012). 특
히, SOD는 슈퍼옥사이드 음이온을 과산화수소로 분해하

는 것을 촉매하는 강력한 항산화제로 간주되며, 세포 내 

SOD 활성은 ROS 생성을 억제하여 세포자멸사를 완화

한다.
비스테로이드성 항염증제(non-steroidal anti-inflammatory 

drugs; NSAIDs)는 염증과 통증을 완화하고 혈소판 응집

을 줄여 류마티스 및 뼈관절염 치료 등에 오랫동안 광범

위하게 사용되었다. 하지만, 치주염에 있어 치주건강에 

미치는 영향은 잘 규명되지 않았으며 위험과 이득에 

한 우려가 있으나, 치주재생에 사용될 때의 산화적 스트

레스를 줄여 항염증 작용, T세포 활성 조절, M1 식세

포 억제, M2 식세포 분화촉진 및 골세포 분화유도 등 

다양한 측면의 긍정적 작용으로 치주치료의 보조제 역

할로 활용되었다(Woo 등, 2021). 또한, 최근의 연구에서

는 치주질환에서 비스테로이드성 항염증제가 조직공학 

및 재생 분야에서 중요한 역할을 맡고 있음을 시사하고 

있다(Ren 등, 2023). 비스테로이드성 항염증제는 

cyclooxygenase(COX)의 억제를 표적으로 하여 진통, 해
열 및 항염증 효과를 낸다. COX는 cyclooxygenase-1 
(COX-1)과 cyclooxygenase-2(COX-2)의 2가지 isoform으

로 구성되며, COX-1은 주로 항상성 유지에 COX-2는 염

증 요인 및 통증의 스트레스 하에서 작용한다(Lipsky 등, 
2000). Celecoxib는 미국 식품의약청(food and drug 
administration; FDA)의 사용 승인을 받은 COX-2 효소를 

억제하는 최초의 항염증제로 사용되었다(Whelton 등, 
2001). COX-2는 염증반응과 생성에 필수 효소이며, 
prostaglandin E는 중요한 염증 매개체이다(Kurhe 등, 
2014). Celecoxib는 프로스타글란딘(PG)E2, 인터류킨

(IL)-1β, 종양괴사인자(TNF)-α, 일산화질소(NO) 방출을 

감소시키는 능력을 보였고(Cheleschi 등, 2018; de Boer 
등, 2009), MMP의 합성, 세포사멸, 핵인자(NF)-kB 및 

NF-kB 리간드의 수용체 활성화를 감소시켰다(Ou 등, 
2012; Tat 등, 2008). 특히, celecoxib는 비스테로이드성 소

염진통제의 하나이자 cyclooxygenase-2(COX-2) 특이적 

억제제로써 프로스타글란딘의 억제에 관여하며 해열, 항
염, 진통에 관여한다. 몇몇 연구에서는 celecoxib의 항염

증, 세포사 억제, 항산화제로서의 가능성을 제시하고 있

다(Kurhe 등, 2014; Reksidler 등, 2007). Santiago 등(2014)
은 우울한 쥐의 해마에서 celecoxib가 항산화 방어를 강

화하고 산화 스트레스를 억제한다고 보고하였다. 
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2. 연구의 목적

본 연구의 구체적인 목적은 다음과 같다.
1) 성체 치주인  줄기세포주에 H2O2 처리에 따른 산

화적 세포사멸 정도를 파악한다.
2) 산화적 손상에서 농도별 celecoxib 처치에 따른 세

포사멸 정도를 확인하고자 한다.
3) Celecoxib 처치에 따른 항산화 작용의 세포 내 신호

전달 기전을 관찰하고자 한다. 

Ⅱ. 연구방법

1. 치주인대 줄기세포 배양

본 연구에 사용된 치주인  줄기세포는 fluorescence- 
activated cell sorting(FACS) 분석법을 통해 치수유래 줄

기세포의 특성을 확인한 세포주이며(Lee, 2020), 동서

학교 생명윤리위원회의 심의면제(1041493-E-2022-002)를 

받았다. 이는 기존 부산지역 치과의원에 교정치료를 위

해 내원한 환자 중 조직공여에 동의한 교정의 목적으로 

소구치를 발거한 환자로부터 제공받은 제1소구치를 사

용하여 성체 치주인  줄기세포 주를 만들어 액화 질소

에 보관 중인 치주인  세포주를 본 연구에 사용하였다. 
치주인  줄기세포는 Huang 등(2009)의 방법으로 분

리 배양하였으며 이를 간략히 요약하면, 발거한 소구치

를 멸균상태 생리식염수에 담아 실험실로 이동한 후 치

주인  조직을 획득하였다. 치관을 멸균된 plier로 잡고 

치근 중앙 1/3 부분을 #11 blade를 사용하여 치주인  조

직을 부드럽게 긁어 분리하고 조직은 α-MEM(Minimum 
essential medium α, Thermo fisher scientific, USA) 배지

로 세척한 후 100 ㎜ dish에 부착시켜 20 % FBS(Fetal 
bovine serum, GibcoTM, USA)와 1 % P/S(Penicillin/ 
streptomycin, GibcoTM, USA)가 포함된 배지에서 37 ℃, 5 
% CO2 배양기에서 배양하였다. 계  배양 후 2일마다 

세포는 10 % FBS와 1 % p/s가 포함된 배지로 교환하고 

배양한 후 실험에 사용하였다. 

2. 산화적 세포 손상 및 항산화제 처리

96 well plate에 1×104로 치주인  줄기세포를 분주하

여 24시간 동안 37 ℃, 5 % CO2 배양기에서 배양하여 산

화적 세포손상 및 항산화제 처리 효과 실험을 시행하였

다. 세포의 산화적 손상을 일으키는 과산화수소

(Hydrogen peroxide, Sigma, USA)는 100 µM로  α

-MEM(10 % FBS, 1 % P/S) 배지에 용해시켜 사용하였으

며, 치주인  줄기세포에 1시간 처리한 후 치주인  세

포사멸 정도를 확인하였다. 항산화제 약물인 

celecoxib(Sigma, USA)의 치주인  줄기세포 사멸억제 

효과를 확인하기 위하여 celecoxib는 생리식염수 용액에 

녹인 후, 10 mM의 stock용액을 만들어 사용하였다. 치주

인  줄기세포에 H2O2를 1시간 처리한 후 celecoxib를 .1, 
1, 10, 100 µM 농도로 처리하였고 24시간 배양하였다. 
음성 조군은 치주인  줄기세포에 H2O2를 1시간 처리

한 후 항산화제 약물을 넣지 않은 세포배양 배지만 적용

하여 관찰하였다. 양성 조군은 산화적 손상을 주지 않

고 세포배양 배지만을 사용하였다.

3. 치주인대 줄기세포 생존율 측정

치주인  줄기세포의 산화적 손상에 한 생존율을 

측정하기 위해 WST-1 assay를 실시하였다. 96 well plate
에 1×104로 치주인  줄기세포를 분주하고 24시간 배양

한 후, 100 µM H2O2를 1시간 처리하여 산화적 손상을 

유도하였다. 농도별 항산화제 약물 처리 24시간 후, 각각 

WST-1(EZ-Cytox, Dongen bio, Korea) 10 ㎕씩 분주하고 1
시간 동안 배양기에서 반응을 시켰다. 치주인  줄기세

포 생존율은 흡광도 450 ㎚ 파장에서 ELISA(Multiskan 
FC, Thermo fisher scientific, USA)를 이용하여 optical 
density를 측정하였으며, 각 분석은 4회 반복 시행한 실

험 결과를 바탕으로 비교·분석하였다. 

4. 항산화작용 신호전달기전 

산화적 손상 후 항산화제 처리에 따른 세포 생존 관련 

신호전달을 확인하기 위해 단백질의 발현량을 western 
blotting으로 확인하였다. 치주인  줄기세포는 PBS로 2
회 세척한 후 원심분리기를 이용하여 상층액을 제거하

고, phosphatase inhibitor(PhosSTOP, Roche, Germany)를 

첨가한 lysis buffer(PRO-PREP™ protein extraction 
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solution, Intron biotechnology, Korea)를 250 ㎕씩 첨가하

고 4 ℃에서 30분간 방치하여 세포를 분해시켰다. 분리

된 세포를 모아서 microcentrifuge(Eppendorf, USA) 4 ℃
에서, 15,000 rpm의 속도로 15분간 원심분리 시켜 단백

질이 용출된 상층액을 수거한 후, 상층액의 분리된 단백

질량은 BCA 단백질 분석방법을 사용해 분석하였다. 정
량한 단백질량(60 µg)에 따라 laemmli sample buffer를 넣

어준 후 95 ℃에서 10분간 끓이고, 10 % SDS-PAGE를 

사용하여 100V로 2시간 전기영동을 하였다. 전기영동 

후 PVDF(Polyvunulidene difluoride membrane, Merck 
millipore, Germany)에 electro transfer를 실시하고 

membrane은 5 % non-fat dry milk로 blocking 하였다. 5 % 
skim milk가 포함된 PBS에 1:10,000으로 희석한 1차 항

체 1:10,000 Anti-SOD(Cell signaling technology, USA)과 

anti-Nrf2(cell signaling technology)를 4 ℃에서 overnight 
반응시켰다. 이후 Tris buffer로 10분씩 3회 세척 후, 2차 

항체 1:15,000으로 희석한 Anti-mouse IgG를 이용하여 상

온에서 2시간 반응시켰다. 세척 후 ECL kit(GE healthcare 
amersham™, Fisher scientific, UK) 혼합액을 사용하여 밴

드를 확인하였다. 
또한, 항산화제의 신호전달 확인을 위한 세포의 단백

질 발현 분포양상을 확인하기 위해 형광 면역염색을 시

행하여 관찰하였다. 항산화 작용의 표지 인자인 SOD와 

Nrf2의 발현을 관찰하기 위해 산화 손상 및 항산화제 처

리한 세포를 10 % 포르말린으로 15분 고정한 후 1 % 
BSA 용액으로 blocking 하였다. Mouse anti SOD, Nrf2 
antibody를 넣고 실온에서 1시간 방치 후 PBS로 5분간 3
회 세척 하였다. Goat anti mouse IgG-Alexa 488과 Texas 
Red(Abcam, USA)를 넣고 실온에서 1시간 방치 후 PBS
로 세척하고 마운팅을 하였다. LSM700 confocal 
microscope(Zeiss, Germany)에서 400배 배율로 관찰하였

다.

5. 분석방법

치주인  세포 생존율 확인을 위한 WST-1 assay와 신

호전달 기전 확인을 위한 Western blotting 분석 결과는 

SPSS Windows 20(IBM Co, USA)를 이용하여 비교 분석

하였으며, 일반선형 모형의 일변량 분산분석을 이용하였

다. 사후검정으로는 Turkey의 방법을 사용하였으며, 유
의 수준은 p value<.05로 적용하였다. 

Ⅲ. 결 과

1. 농도별 항산화제 처리에 따른 치주인대 줄기 세포사멸 

억제

성체 치주인  줄기세포에서의 산화 스트레스로 인한 

세포독성에 한 항산화제인 celecoxib의 세포 생존 효과

를 확인하고자, 성체 치주인  줄기세포에 100 µM H2O2

를 1시간 처리하여 산화적 스트레스를 유도하고 

celecoxib 약물효과를 확인하기 위해 농도별 항산화제를 

치주인  줄기세포에 각각 처리하였다. 성체 치주인  

줄기세포에 세포사를 유도하는 H2O2를 처리하고 세포손

상을 관찰한 결과, H2O2를 처리하지 않은 normal 그룹에 

비해 유의미하게 세포사멸이 일어남을 확인하였다(Fig 
1, p<.001). 형태적 측면에서도 normal 그룹보다 세포의 

수가 적었으며 전반적인 세포질이 축소되고 치주인  

줄기세포의 섬유가 짧아져 세포돌기가 위축된 형태적 

변화도 관찰되었다. 
항산화제인 celecoxib에 한 항산화 정도를 확인하고

자 농도별 처리 후 세포 생존율을 WST-1 분석법을 통해 

확인하였다. 10 mM celecoxib는 수용성 용액으로 배지를 

이용하여 .1, 1, 10, 100 µM 농도로 희석하였으며, 치주

인  줄기세포에 한 항산화 작용을 확인하고자 농도

별 세포사멸 억제 정도를 분석하였다. 그 결과 저농도인 

.1 µM celecoxib 처리 24시간 후 H2O2만 처리한 조군에 

비해 치주인  줄기세포의 생존율이 유의미하게 증가하

였으며, celecoxib 처리 농도가 높아질수록 치주인  줄

기세포의 사멸이 억제되는 경향을 보였다(p<.01). 100 
µM 이상 고농도의 celecoxib에서는 치주인  줄기세포

의 세포 생존율이 감소하는 양상이 관찰되었으나 

WST-1 분석 결과 H2O2만 처리한 조군에 비해 유의미

한 차이를 보였다(p<.01). 현미경적 형태적 변화에서는 

성체 치주인  줄기세포의 큰 변화는 없었으나 일부 섬

유가 짧아지는 등의 미미한 형태적 변화가 관찰되었다

(Fig 1). 
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Fig 1. The cell viability of dose-dependent celecoxib (.1, 1, 10, 100 µM treatment on the growth

of hPDSCs in H2O2-induced oxidative stress. The images represent untreated, H2O2, 

different dose of celecoxib treated groups after 24 hours. Using the WST-1 assay, the 

quantification of cell survival as a ratio compared to the control group. The data presented

as the mean ± SEM from three independent experiments (*p<.05, **p<.01, ****p<.001. 

Scale bar: 100 ㎛)

2. Celecoxibe 처리에 따른 항산화 작용기전

치주인  줄기세포의 항산화제 처리에 따른 항산화 

메커니즘을 확인하기 위해, 세포 생존의 주요한 인자인 

SOD의 발현 양상을 단백질 분석으로 확인하였다. ROS 
관련 세포 신호전달의 핵심 요소인 SOD의 생성은 H2O2

Fig 2. Activation of SOD results in reduction of ROS generation in hPDSCs following celecoxib

treatment. The images represent immunohistochemistry at different dose of celecoxib 

treated groups after 24 hours. Texas red with DAPI showed the expression of the SOD in

cell cytoplasm. hPDSCs were incubated with H2O2 oxidative stress in the presence or 

absence of celecoxib (.1, 1, 10). In western blot with antibodies against SOD and β-actin,

the quantification of protein levels of SOD expression was normalized to β-actin. The 

data are presented as mean ± SEM from three independent experiments (*p<.05 and 

**p<.01 compared to the control group. Scale bar: 100 ㎛)
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만 처리한 조군에서 정상 그룹보다 현저하게 감소된 

것으로 관찰되었다. WST-1 분석법을 통해 확인한 세포

사멸 억제 효과를 보인 .1과 1 µM celecoxib는 SOD 단백

질 발현이 증가하는 양상은 보였으나 유의한 차이가 관

찰되지 않았다. 한편, celecoxib 처리 24시간 후 SOD 수
준은 H2O2만 처리한 조군에 비해 10 µM celecoxib 처
리그룹에서만 유의하게 증가하였다(Fig 2, p<.05). 

형광 면역염색을 통한 세포 내 SOD 발현 분포양상은 

붉은색 형광 염색제로 확인하였다. 세포질에서 확인한 

SOD 단백질 발현 감수성은 H2O2만 처리한 조군에서 

normal 그룹보다 현저하게 줄어든 세포 내 SOD 발현 양

상이 관찰되었으며, 세포의 수도 줄어든 경향을 보였다. 
반면, 1과 10 µM celecoxib 처리그룹에서는 세포의 SOD 
발현이 전반적으로 증가하는 양상이 관찰되었으며, 이는 

세포 내 항산화 작용에 의한 세포사멸 억제를 유도하였

을 것으로 사료된다(Fig 2).

항산화 역할의 메커니즘을 확인하기 위해 ROS 관련 

신호전달에서 세포 생존을 매개하는 Nrf2를 관찰하였다. 
Normal 그룹과 비교하여, ROS의 손상 효과에 한 치주

인  줄기세포의 Nrf2 발현 감수성이 H2O2만 처리한 

조군에서 유의하게 감소하였다(Fig 3, p<.01). 그러나 

Nrf2의 발현 수준은 H2O2 그룹에 비해 10 µM celecoxib 
처리그룹에서 유의하게 증가하였다(p<.05).

형광 면역염색을 통한 세포 내 Nrf2 발현 분포양상은 

초록색 형광 염색제로 확인하였으며, 핵은 파란색으로 

염색되었다. 면역염색으로 확인된 Nrf2 단백질 발현 감

수성은 H2O2만 처리한 조군에서 normal 그룹보다 세

포질에서 현저하게 줄어든 세포 내 Nrf2 발현 양상이 관

찰되었으며, 파란색으로 염색된 핵의 수도 줄어든 형태

를 보였다. 반면, 10 µM celecoxib 처리그룹에서는 세포

의 Nrf2 발현이 전반적으로 세포질에서 강하게 증가 되

는 양상이 관찰되었다(Fig 3).

Fig 3. Activation of Nrf2 expression results in antioxidant effect in hPDSCs after dose-dependant

celecoxib treatment. The images represent immunohistochemistry of Nrf2 expression at 

different groups. Alexa 488 with DAPI showed the expression of the Nrf2 protein in 

hPDSCs. The quantification of protein levels of Nrf2 protein level was normalized to β

-actin using western blot analysis, The data are presented as mean ± SEM from three 

independent experiments (*p<.05 and **p<.01 compared to the control group. Scale bar:

100 ㎛)
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Ⅳ. 고 찰

성체 치주인  줄기세포(hPDLSC)의 세포사멸은 치아 

지지 조직의 파괴 또는 손실과 접한 관련이 있으므로 

스트레스 상황에서 세포 손실을 줄이기 위한 기본 메커

니즘연구가 이루어져 왔으며 치주조직 재생에 있어 중

요한 역할이 밝혀져 자가이식 및 조직공학적 재생치료

의 활용이 제시되고 있다(Merkel 등, 2019). 하지만, 지금

까지 재생 의학에서 임상적 유용성에 도달하는 데 한계

에 부딪히고 있다. 중요한 이유 중 하나는 성체 치주인

 줄기세포의 생체 외 확장 및 생체 내 생착에 한 산

화 스트레스의 영향으로 이식 부위의 생존율이 낮아 결

국 조직 재생 실패를 초래하기 때문이다(Hu & Li, 2019). 
이에 본 연구에서는 성체 치주인  줄기세포 산화 스트

레스 모델에서 항산화제 celecoxib 처리에 따른 세포 사

멸억제 효과를 확인하고 단백질 발현 분석을 통한 세포

신호 전달기전을 확인하였다. 
산화 스트레스의 전형적인 신호는 미분화 중간엽 줄

기세포의 과도한 ROS 생성에 의한 미세환경손상으로 

이는 줄기세포의 자가 재생, 증식 및 분화 능력을 감소

시켜 조직 재생 실패로 이어진다(Zhao 등, 2020). 과산화

수소(H2O2), 하이드록실 라디칼 및 슈퍼옥사이드 음이온

에 의해 치주인  줄기세포에서 높은 ROS 생성이 유도

된다(Chen 등, 2019). 그중 H2O2는 산화 스트레스를 유발

하는 in vitro 모델에서 광범위하게 사용되고 있으며, 이
는 ROS 과잉 생산 및 체내 항산화 방어 실패로 인한 산

화/환원 불균형으로 이어진다. 특히, H2O2는 주로 과도한 

ROS를 유발하고 항산화 시스템 기전을 공격함으로써 

산화적 세포 손상을 유도한다(Vergara 등, 2012). 
Adderley와 Fitzgerald(1999)는 10분 동안 H2O2(50μmol/L)
에 노출된 쥐의 심장 근세포에서 자유라디칼 제거제(free 
radical scavenger)를 억제하는 COX-2의 발현이 유도되었

다고 보고하였다. 또한, 여러 종류의 세포에서 많은 자극 

요인(LPS, TNF-α 등)이 ROS 방출을 유도하고 COX-2 
발현을 현저히 증가시키는 양상을 유도한다고 보고하고 

있으며(Chanani 등, 2002; Ling 등, 2022), 이는 COX-2가 

여러 가지 자극으로 유발되며 이 과정을 매개하는 공통 

요인은 ROS임을 알 수 있다. 본 연구에서는 다양한 농

도(.1~1,000 µM)의 celecoxibe 단독 처리 시 500 µM 이상 

고농도 일부를 제외하고 세포 생존 및 형태적 변화에 영

향을 미치지 않았으며, H2O2에 의한 산화적 손상 유도 

후 .1 µM 이상의 celecoxibe를 처리한 결과 유의미한 성

체 치주인  줄기세포 사멸억제 효과를 보였다. Römer 
등(2013)의 연구에서 COX-2 억제제인 celecoxibe 처리는 

LPS로 자극된 성체 치주인  섬유아세포에서 염증성 사

이토카인 및 RANK-L의 발현에 뚜렷한 억제 효과를 보

임을 보고하였다. 또한, I/R 손상모델에서 COX-2 억제제

와 비타민 C의 처리 시 강력한 항염증과 항산화 작용이 

관찰되었다(Gugliandolo 등, 2020). 본 연구에서는 저농도 

celecoxib도 H2O2로 유도된 산화 스트레스에 한 보호 

효과를 보였으며, 이는 human neuroblastoma 
cell(SH-SY5Y) 세포에서 6-OHDA에 의한 산화적 손상 

후 세포사멸 억제 효과를 보인 10 µM 농도와 유사하다

(Dassati 등, 2021).
중요한 항산화 효소 중 하나인 SOD는 산화를 방지하

기 위해 슈퍼옥사이드 라디칼을 촉매할 수 있으며, 이는 

치주인  파괴와 강한 상관관계를 보인다(Nanci & 
Bosshardt, 2006). 본 연구에서는 산화적 세포 손상에서 

선택적 COX-2억제제 celecoxib가 성체 치주인  줄기세

포의 세포사멸을 감소시키고 SOD 활성을 증가하였다. 
세포 내 ROS의 량 축적과 caspase 활성화는 DNA 가
닥의 파괴와 세포사멸을 가속화 시킨다(Liu 등, 2015). 
또한, 미토콘드리아 막 전위의 탈분극은 미토콘드리아 

투과성 전이 공극의 개방을 유도하고 cytochrome c와 같

은 pro-apoptosis 인자의 방출을 유도하며, cytochrome c를 

산화제 생성 퍼옥시다제로 전환 시켜 미토콘드리아 분

열을 유도하여 세포사멸이 일어난다(Wang 등, 2018). 본 

연구결과 celecoxib는 H2O2에 의해 유도된 세포 독성을 

현저하게 억제하고 세포 내 ROS 수준의 감소와 SOD 활
성의 증가와 관련이 있을 수 있는 세포사멸을 감소시킨 

것으로 추정된다. 이는 리코펜 및 비타민 E와 같은 항산

화제를 사용한 치주 치료가 기존 치주 치료에 비해 임상

적 치주 치료방법을 개선하고 국소 및 전신 ROS 수준을 

감소시킨다고 보고한 결과와 유사하다(Muniz 등, 2015; 
Singh 등, 2014). Nrf2는 항산화 및 해독 효소를 유도하여 

세포 ROS 방어에 관여하는 중요한 전사 조절인자로 보

고되고 있다(Chiu 등, 2017). 또한, 지속적인 박테리아, 
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호중구 및 식세포 상호작용에 직면하여 치주조직을 

보존하는 데 중요한 역할을 하며(Hasturk 등, 2012), Akt 
신호는 과도한 ROS를 방어하기 위해 Nrf2를 활성화하기 

때문에(Zhuang 등, 2019), celecoxib의 항산화 효과는 적

어도 부분적으로는 Akt/Nrf2 신호전달 시스템을 활성화

시킬 것으로 생각된다. 본 연구에서는 산화적 스트레스 

손상에 한 성체 치주인  줄기세포의 Nrf2 발현 감수

성이 H2O2만 처리한 실험군에서 유의하게 감소하였으

나, 10 uM celecoxibe 처리그룹에서 Nrf2의 발현이 유의

하게 증가됨을 관찰하였다. Sima 등(2016)은 Nrf2 
knockout 마우스에서 심각한 국소 산화적 손상이 관찰되

었으며, 치주염이 있는 부위에서 치조골 소실과 부착력 

손실이 증가됨을 확인하여 Nrf의 활성에 한 잠재력을 

보고하였다. 이러한 Nrf2의 작용을 보다 체계적으로 활

성화 시키고 항산화제의 기능을 활용한다면, Nrf2 활성

화는 치주염에 의한 조직 파괴를 차단할 수 있을 것으로 

생각된다. 따라서 본 연구결과를 바탕으로 볼 때 산화스

트레스에 하여 celecoxib가 성체 치주인  줄기세포를 

보호 역할을 하는 것으로 추측되며, 본 연구는 치주염과 

관련된 산화 스트레스 반응 조절 네트워크의 복잡한 메

커니즘 내에서 celecoxib의 항산화적 작용기전을 이용한 

새로운 치료적 안을 제공하였다 생각된다.
산화 스트레스는 돌이킬 수 없는 치주 부착 소실과 치

조골 흡수를 초래하는 치주염의 진행에 접하게 관련

되어 있고(Varela-López 등, 2015), 성체 치주인  줄기세

포는 세포 기반 조직 재생법으로 scaffold 및 가이드 생

체 재료와 결합하여 다방향 분화 가능성과 자가 재생 능

력으로 인해 성체 치주인  줄기세포는 치주재생을 위

한 유용한 자원으로 간주하여왔으나(Kim 등, 2016; Seo 
등, 2004), 현재까지 염증성 미세환경의 산화 스트레스로 

인해 임상적 조직 재생에 사용하는 것은 제한적이었다. 
하지만, 본 연구결과 성체 치주인  줄기세포에 

celecoxib 항산화제 처치는 치주조직의 산화적 손상을 감

소시켜 치주인  줄기세포보호 및 분화에 관여할 것으

로 생각되며 이는 나아가 치주염 개선에 기여할 것으로 

생각된다. 이에 추후 연구에서는 in vivo 실험을 통해 성

체 치주인  줄기세포 이식과 celecoxib의 처리 농도 및 

방법에 따른 미세환경의 산화적 스트레스에서 치조골 

및 섬유아교세포 분화에 관한 추후 연구가 필요하다고 

생각된다. 

Ⅴ. 결 론

본 연구에서는 성체 치주인  줄기세포주에 선택적 

COX-2 inhibitor로 알려진 celecoxib 약물을 처리함으로써 

H2O2 처리로 유발된 산화 스트레스로부터 성체 치주인

 줄기세포 사멸억제 효과 여부 및 신호전달기전을 관

찰하였으며, 다음과 같은 결과를 확인하였다. 
1. 산화적 스트레스 유도 후 세포손상을 관찰한 결과, 

H2O2를 처리하지 않은 normal 그룹에 비해 유의미

하게 세포사멸이 일어나고 형태적 측면에서 전반적

인 세포질 축소 및 세포의 섬유가 짧아지고 세포돌

기가 위축됨을 확인하였다.
2. COX-2 inhibitor인 celecoxib 처리 24시간 후 H2O2만 

처리한 조군에 비해 치주인  줄기세포의 생존율

이 유의미하게 증가하였다. 현미경적 형태적 변화

에서는 큰 변화는 없었지만, 일부 섬유가 짧아지는 

등의 미미한 변화를 보였다.
3. SOD의 생성은 정상 그룹에 비해 H2O2만 처리한 

조군에서 감소하였고, 10 uM celecoxib 처리그룹에

서 조군에 비해 유의하게 증가하였다. 형광 면역

염색에서 texas red와 DAPI로 염색된 세포내 SOD 
단백질 발현 감수성은 H2O2만 처리한 조군에서 

현저하게 줄어든 양상이 관찰되었으나 1과 10 µM 
celecoxib 처리그룹에서는 조군보다 세포의 수와 

세포 내 SOD 발현이 전반적으로 증가되는 양상이 

관찰되었다.
4. ROS의 손상 효과에 한 치주인  줄기세포의 

Nrf2 발현 감수성이 H2O2만 처리한 조군에서 유

의하게 감소하였으나 10 µM celecoxib 처리그룹에

서 유의하게 증가하였다. Alexa 488과 DAPI로 형

광 면역염색된 Nrf2 단백질 발현 감수성은 H2O2만 

처리한 조군에서 normal 그룹보다 세포질에서 

현저하게 줄어들었다. 하지만, 10 µM celecoxib 처
리그룹에서는 세포의 Nrf2 발현이 전반적으로 세

포질에서 강하게 증가하는 양상이 확인되었다.
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따라서, 본 연구결과 celecoxib 처리를 통해 치주조직

의 산화적 손상을 감소시키고 항산화작용을 통한 성체 

치주인  줄기세포 보호함으로써 나아가 치주질환 개선

에 기여할 것으로 생각된다. 또한, 산화 스트레스로 인해 

임상적 응용 및 재생에 제한이 있었던 성체 치주인  줄

기세포 이식의 한계점에 새로운 임상적 적용을 제시할 

수 있다고 생각된다.
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