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Ⅰ. 서 론

구강 내 에는 여러 종류의 원인에 의해서 구강 질환이 발생

하며, 그구강질환중에는잇몸질환및치주질환이가장높

은발병률을나타낸다. 일반적으로구강내발생질환은외부

적인요인즉흡연및환경에의하여구강암과같은질환및잇

몸질환이발생한다1-5). 특히잇몸질환은식생활의서구화및바

쁜 현대 생활에서의 오는 스트레스에 대한 잇몸질환의 유병

율이 높아지고 있으며, 노인성 질환으로 나이가 들면서 잇몸

을지지하는뼈의약화및잇몸의손상으로일상생활을하는

데있어서많은불편을가져오는질환으로인식되고있다6-7). 

이러한 잇몸질환을 간단하게나마 보호하고 균형을 맞추면

서치료할수있는것이아직까지비스테로이드(NSAIDs) 호르

몬과같은약물들이대부분을차지하고있다8-10). 이와같은약

물은 전통적으로 효과가 검증되고 많은 임상을 거쳐 많은 사

람들이사용되고있다. 그러나약물이가지고있는또다른부

작용도있어이에대한보완및대체가되는약물이필요하다

고할수있다. 이러한부작용이없고잇몸질환에만효과가있

는약물을개발하고자많은나라에서는막대한투자를하면서

연구를하고있다11-12). 

잇몸염증의발생시에다른인체의방어기작과마찬가지로

인체의방어시스템이가장중요한역할을한다13). 염증의발생

에는다음과같은원인이존재한다. 국소성손상에의한염증

반응, 미생물 감염, 과민반응, 물리적 반응, 화학적 반응, 조직

의괴사및정신적스트레스에대한복합적인요인및많은요

인에의하여염증에대한생체의대응이라고할수있으며, 혈

관과 혈구 세포를 중심으로 발생하는 과정중의 하나이다14-15).

특히 잇몸과 같은 구강 내의 습한 환경에서는 플라그나 치석

안에 존재하는 세균들이 만들어 내는 독소가 잇몸 속으로 침
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We have found out the relationship of nanoemulsion containing nano vitamin C, E and propolis and gingival disease. We’ve confirmed effect of

nanoemulsion through the experiment of in vivo and in vitro. We tested cell viability of gingival fibroblast cells by MTT assay and mRNA appearance

of interleukin-1β, using mouse that was guided inflammation. Anti-microbacterial activity for Antibacterial effect’s experiment was carried out by

using S.aureus and E.coli. In addition, inflammation tissue has been observed with scanning electrical microscopy. In this study, expression of inter-

leukin-1βwas decreased after adding nanoemulsion containing nanovitamin C, E and propolis. We’ve also obtained good results from the test of

Antibacterial effect against S.aureus and E.coli. Also, swelling of inflammation tissues observed by scanning electrical microscopy has gone down. 

In conclusion, we have gained confidence that nanoemulsion containing nano vitamin C, E and propolis has very high Antibacterial effect against

bacteria in oral. And it made us guess that inflammation of gingival reduces after decreasing interleukin-1β. 

Thus, we expect that nanoemulsion containing nano vitamin C, E and propolis gives good effects to patient having gingival disease.
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투하여 잇몸에 염증을 유발 시킬 수도 있다16). 또한 40대 이후

에는 인체 저항력이 떨어지고 조직 재생 능력이 감소하면서

세균의활동이더욱활발하게활동하기때문에생활수준의향

상에따른인구의고령화가될수록유병율이높아지는질환이

라고할수있다. 또한잇몸질환은본인이자각을못할정도로

서서히 진행되다가 본인이 통증을 느낄 때면 치아를 빼야 할

정도로 잇몸이 손상이 심각하게 진행되어 있는 경우가 많이

있다17-18).

본연구의목적은부작용이없으면서도, 생체친화적인성분

을이용하여잇몸질환에나노에멀젼이신속하게흡수되어효

과를발휘할수있는나노비타민C, E 프로폴리스복합성분의

효능에관한연구이다. 이와같은연구를하기위하여인간치

주잇몸세포를이용한 in vitro 실험과염증유도마우스를이용

한 in vivo실험을하였으며, 전자현미경사진및대장균및황색

포도상구균에대한항균테스트를실시하여잇몸질환의염증

회복및항균력에대하여알아보고자하였다. 

Ⅱ. 실험 및 방법

1. In vitro Human Gingival Fibroblast (HGF) 세포 실험

본실험에사용된HGF 인체잇몸유래상피세포는 (ATCC No

CRL-2014) ATCC(ATCC, Manassas, VA, USA)으로부터 구입하

였다. 10% fetal bovine serum이 포함된 DMEM (Gibco, Grand

Island, NY, USA)를사용하여온도 37℃ 5% CO2 조건에서배양

하였다. 80%의 confluency에서 0.01% trypsin-EDTA를 사용하여

계대배양하였다. 헤모사이토메타를 사용하여 세포수를 측정

하였으며, interleukin-1 β(Santacruz, CA, USA)는 상기회사에서

구입하였다. sodium nitroprusside (SNP, Simga-Aldrich, Louis, MI,

USA)을사용하여, 멸균된증류수에녹여 10mM stock 용액으로

제조한뒤적정농도로희석하여실험에사용하였다. SNP는산

화성손상을일으키는강력한물질로알려져있다. 각각의세

포에최종농도는100uM을사용하였으며, SNP을처리하고1시

간뒤에각각의실험군을처리하여세포반응을관찰하였다.

2. MTT assay를 이용한 세포생존률 검사

세포의 활성 및 생존률을 검사하기위하여 MTT celltiter 96

Aqueous one solution cell proliferation assay kit(Promega, Madison,

WI, USA)를사용하여측정을실시하였다. HGF 세포를 4×103

개를 96well plate에분주한뒤 24시간동안안정화시켰다. 각각

의 well에 100uM의 SNP를첨가하여 1시간동안반응을유도하

였다. 그런다음각각의 well에실험군을처리하였다 24시간동

안반응을유도한후 ELISA reader(Modecular Devices, Sunnyvale,

CA, USA)를 사용하여 540nm에서 흡광도를 측정하였다. 모두

세번의 실험을 실시하였으며, 그에 대한 평균값과 오차를

Sigma Plot 4.0프로그램(SPSS Ins, CA USA)를사용하여값을계

산하였다. 

3. In vivo 염증 유도된 마우스 실험

20g 내외 6주령수컷 ICR mouse(샘타코, 청주, 한국)를구입하

여실험기간중고형사료와물은자유롭게공급하였고사육실

은온도 22±2℃, 습도 50±5%로유지하였으며일정한조도와

광주기및암주기를 12시간조절하여생활주기에맞추어 1주

일간 적응시킨 후 실험에 사용하였다. TRI Reagent Total RNA

Extraction Kit(Promega, CA, USA), chloroform, isopropanol alcohol,

Ethanol, Actone (MERCK Inc., HA, Germany), Oligonucleotide(제노

텍, 대전, 한국), 4% paraformaldehyde(Sigma-Aldrich, CA, U.S.A),

Diethyl Pyrocarbonate(Sigma, CA, USA), Maxime RT-PCR PreMix

kit(iNtRON BIOTECHNOLOGY, 서울, 한국), agarose(BIO-RAD,

CA, USA), TAE buffer(Tris-Acetic-EDTA buffer)을 사용하였고

DNFB(2,4-DINITROFLUORO BENZENE. St. Louis, MO, USA)와

같은재료를실험에사용하였다. DNFB는염증을유발하는강

력한 화합물로 알려져 있다. 유전자 발현을 확인하기 위하여

전기영동 kit을사용하였으며, UV illuminate(Bio-Rad, CA, USA)

에서확인하였다. Spectrophotometer(Bio-RAD, USA)제품을사용

하여, 260nm에농도를확인하였다. 

4. RNA extraction and RT-PCR

경추탈골법으로 희생시킨 mouse의 귀 조직을 채취하여 액

화질소에 넣어 동결시켜 막자사발 에서 powder 형태로 만든

후 tube에보관한다. 채취한귀조직에 TRI Reagent 800㎕첨가

하여 잘 혼합한 다음 여기에 chloroform 100㎕을 추가하여 넣

고 vortexing하여 11,000rpm에서 20min분 동안 원심분리를 실

시한다. 원심분리가 끝난 후 상층액을 새 tube에 옮기고 동량

의 isopropanol을넣은후 inverting을실시한후실온에 10분간

둔다. 10분 후 10,000rpm에서 10min동안 원심분리를 실시 한

후 pellet외에 상등액은 버린다. 70% DEPC에탄을 1ml을 첨가

하여 잘 혼합하여 씻어준 다음 10,000rpm에서 10min정도

washing한다. 실온에서 dry 시킨후 DEPC증류스를 100㎕넣어

RNA pellet을 녹인다. 녹인 RNA sample은 각각 새 tube에서

RNA농도를 측정하기 위하여 Spectrophotometer를 이용하여

260nm에서 흡광도를 측정하여 RNA 농도를 확인한다.

Maxime RT-PCR PreMix tubes (iNtRON BIOTECHNOLOGY

Inc., Seoul, Korea)에 샘플 total RNA이 주형과 Interleukin-1β

primer를 넣는다. Maxime RT-PCR PreMix tubes tube별로 RNA

농도가 1㎍이 되도록 DW와 total RNA sample을 넣은 후

Interleukin-1b primer(10pmol/ul) 2㎕넣어 total 24㎕을만든다. 그

런뒤같은조건으로 PCR machine (Hybaid, CA, USA)를사용하

여 반응을 시킨다. RT-PCR이 끝나면 1.5% Agarose gel에 load-

ing 한후 100voltage 에서 30분동안반응을시킨후반응이끝

난 gel을ET-BR 염색시약에서 10분동안반응시켜 Interleukin-1

βDNA 유전자의발현양상을관찰한다. gel을 UV Illuminate램

프로 IL-1β의발현을확인한다. 
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5. 항균테스트 실험

항균테스트에 사용된 실험군은 황색포도상구균(Staphylo-

coccus aureus, ATCC 6538)이며, 실험전에 황색포도상구균을

37℃에서습도 50%에서충분히 24시간동안진탕배양하여세

균의활동성및기능을왕성하도록유도하였다. 그런다음세

균의균수가 2×105개가되도록처리하였다. 항균테스트를측

정하기 위하여 agar혼합 페트리디쉬에 황색포도상구균을 도

말하여도포하고, 37℃인큐베이터에서 1시간동안방치하였

다. 세균이 도말된 페트리디쉬에 일정한 크기의 원형의 지름

7mm 폭 3.5mm 의 zone을 만들어서 실험군 및 대조군의 샘플

200uL을처리하여37℃인큐베이터에서16시간방치하여항균

력을측정하였다. 샘플이처리된플레이트의 zone에서의향균

력의범위를측정하였다. 

6. 전자현미경 사진

세포의 사이즈가 가진 기능 및 구조의 관계를 더욱 자세히

알아보고자전자현미경관찰을실시하였다. 원형의유리로코

팅된 커버글라스(직경 12 mm) 위에서 시료를 유도시킨 후 커

버글라스 전체를 4% paraformaldehyde-glutaraldehyde (4 C, 0.1M

phosphate buffer, pH 6.8)에 1시간동안전고정하고, 인산완충용

액 (4 C, 0.1 M phosphate buffer, pH 6.8)으로몇번세척한후, 얼음

위에서 1% OsO(0.1 M phosphate buffer, pH 6.8)로 1시간동안후

고정하였다. 고정액과완충용액의농도, pH, 온도, 고정시간을

항상정확하게유지하였다. 모든고정이끝난시료는동일인

산완충용액으로충분히세척한후, ethanol 농도상승순으로탈

수하였다. 그런다음 Ion coater를사용하여 2분동안 7mM에서

금코팅을하였다. 

Ⅲ. 결 과

1. MTT assay 분석

세포생존률검사를이용하여 HGF 세포에대한 SNP의영향

을조사하였다. 세포생존률검사에서 540nm의파장에서최대

가되며, 이파장에서측정된흡광도는세포의생존를나타내

며, 대사가왕성한세포의농도를반영하므로조사대상세포

의 증식기에 미치는 특정 물질의 영향을 비교하여 세포수의

생존률을 측정하였다. Fig. 1에 나타난 바와 같이 HGF 세포에

Fig. 1. The results of MTT assay showed a little decreased in viable cell number in No 3, whereas No 2 is

significant decreased in viable cell number. (A): 1. control, 2. SNP treated, 3. Nano emulsion. (B),(C),(D):

The morphology of cultured cells by phase contrast microscopy. (B) control of HGF fibroblast cell, (C) HGF

fibroblast cell treated SNP (D) HGF fibroblast cell was treated by SNP and nano emulsion.
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대한 SNP 의처리에서 24시간후 SNP만처리한세포보다나노

에멀젼처리한군에서유의할만한감소를보이지않으므로나

노에멀젼이 SNP와같은산화성손상을유발하는독성물질의

존재하에서도세포의감소를억제하는효과를볼수있었다.  

2. Interleukin-1β의 mRNA 발현 분석

염증의 병인으로서 잘 알려진 Interleukin-1β에 대한 발현 양

을 조사 함으로서 선택적인 약물이 염증의 감소에 얼마나 특

이적인 작용을 하는지를 Interleukin-1β의 mRNA 발현 RT-PCR

실험을 통하여 알 수 있었다. 염증유발 chemical을 이용하여 7

일 동안 염증을 유발시킨 마우스에 각각의 실험군을 아침 저

녁두번도포하여 5일동안실험을진행하였다. 1번정상조직

의경우염증유발시에만발현되는 interleukin-1β의발현이거

의확인되지않았으며, 2번염증을유발시킨후아무것도처리

하지않은마우스의경우 interleuin-1β의발현을증가된것을확

인할수있었다. 3번은 positive 대조군으로서염증만유발시킨

2번과동일한발현양을확인할수있었다. 4번나노에멀젼의

경우 2번 3번보다 50%이상감소된발현양을확인할수이었으

며, 1번정상과비교해서거의차이가나지않을만큼 interleuin-

1β의감소를확인할수있었다. 이와같은결과로볼때염증전

구물질의감소는염증이감소되어있다는것을나타낸것이라

고할수있다. 

Fig. 2. A: The expression of Interleukin-1βDNA pattern, B: The grape of Interleukin -1βpattern, S.M:

size marker, 1. control 2. treated by DNFB 3. treated by Vaseline 4. treated by Nano emulsion.  Nano

emulsion was decreased in DNA expression level. But Vaseline and positive control were increased in

expression level. 

(A)

Fig. 3. Antibacterial effect of S.aureus and E.coli. (A): S.aureus, a. control, b. nano emulsion

50ul, c. nano emulsion 100ul d. nano emulsion 200ul, (B) E.coli. a. control, b. nano

emulsion 50ul c. nano emulsion 100ul.
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3. 항균테스트

나노에멀젼처리에의한황색포도상구균및대장균의항균

효과에 대한 상관성을 알아보기 위하여 대표적인 Gram +,

Gram －의 대표적인 세균인 황색포도상구균 및 대장균에 대

하여 항균테스트를 실시하였다. 일반적으로 사용되고 있는

agar 배양접시에일차적으로세균들을각각도말하여 37℃항

온기에서 1시간방치하여세균의안정을유도한후각각의실

험군을처리하였다. Fig. 3에서보듯이농도의존적으로항균능

력이증가되는것을볼수있었다. 

특히 황색포도상구균의 항균실험에서 200ul 나노에멀젼 조

건에서유의할만하게높은항균효과를나타내었다. 

4. 주사전자현미경 관찰

각각의 조직이 염증이 생기면서 피부조직의 부풀어오름과

같은 부종의 크기를 관찰하고, 조직의 부종에 대한 현미경적

관찰을 하였다. 고리처럼 생긴 것이 세포와 세포를 이어주는

결합조직으로서 부종이 생기면서 마우스의 조직이 부풀어올

라커진것을볼수있다(Fig. 4). Fig. 4의 a는정상조직이며, b는

염증유발군으로서조직이크기가정상보다커진것을확인할

수 있으며, c도 b와 마찬가지로조직의 크기가 커져있음을 확

인할수있었고, d는 b, c보다조직의감소를확인할수있었다.

결론적으로 Fig. 4에서조직의부종도전자현미경관찰사진으

로감소되어있는것을확인할수있었다. 

Ⅳ. 결론 및 토의

구강내의잇몸이라는특수한환경에서의잇몸질환치료의

어려움을가질수밖에없다. 반면환자가쉽게잇몸손상의보

호및치료는더욱불가능하다. 잇몸질환에대한효과적인치

료시가장우선시되어야하는것이빠른침투및안정적인도

포에있을수있다. 이런장점을만족하기위하여최근에는일

부 의학분야에서 나노물질에 대한 제품 및 제형으로의 시도

및응용이되고있다19). 나노사이즈가가진특수한경우가잇

몸속으로빨리침투할수있기때문이다. 그러나나노사이즈

Fig. 4. This pictures shows SEM. ear’s skin was a little bit swelled but it was recovered to normal condition after

being treated nano emulsion. A. control, B. treated by DNFB, C. treated by Vaseline, D. treated by nano

emulsion. 

A B

C D
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의 물질을 의학적인 치료에 접목 시키는 것은 새로운 기술을

요구하는것이고, 생체친화적인물질이사용되어야만하는한

계가있다. 최근의가장주목하는기술이나노-바이오퓨전기

술이라고할수있다19). 가장먼저접목이된것이암진단및유

전 질환의 진단 마커로서 나노와 바이오의 기술이 만들어져

유전자칩이라는새로운응용제품이나와있다20). 또한나노항

암제코팅과같은치료약물전달시스템에서도나노를이용한

의학치료기술이나오고있다21). 나노와바이오의기술의접목

을 통한 새로운 치료제가 많이 시도되고 응용되고 있지만 아

직검증시스템및부작용에대한결론이없는상황이다22). 나노

비타민 C, E의경우에는이미생체친화적이고, 현재까지밝혀

진연구로는면역기능및항산화작용등많은부분인체활성

촉진물질로서알려져있다23-24). 이와같은물질의빠른흡수는

잇몸질환의긍정적인효과를수행할수있을것이라고예상

할수있다. 

본실험결과를결론적으로보면, 나노에멀젼성분이염증관

련 사이토카인의 발현을 현저하게 감소시켰으며, 이와 같은

결과에는나노사이즈의비타민및복합성분이효과적으로신

속하게작용되었을것이라고보고있다. 또한항균효과가농

도의존성하게항균효과를나타내었으며, 마우스의귀부종도

또한 감소되었다. 본 나노에멀젼 성분은 잇몸질환에 있어 잇

몸질환을 감소 시킬 뿐만 아니라 항균효과도 같이 나타내어

잇몸질환환자에게우수한효능을가질것이라고보고있다. 

결론적으로잇몸질환으로유도된HGF 세포주및염증질환

으로 유도된 마우스에 대한 염증 치료 효과에서 대조군에 비

하여 우수한 항염증 효과를 관찰할 수 있었고, 분자생물학적

인 mRNA 발현 실험을 통하여 interleukin-1β의 감소로서 확인

할수있었다. 아직정확한원리에대해서는계속연구를해야

겠지만 전자현미경적인 관찰에서 부종의 감소되는 원인에서

일차적인 부종의 감소를 가져오고, 염증 관련 사이토카인의

발현을차단하는것으로서항염증효과를가져오는것으로사

료된다. 또한잇몸질환의한가지원인으로알고있는세균에

대한 항균 테스트 결과 효과적으로 세균을 억제하는 것으로

밝혀졌다. 이와 같은 결과는 항염증 효과와 더불어서 복합적

인원인에의한잇몸질환의발생에도효과적으로나노에멀젼

이잇몸의보호및치료가가능하다는결론을얻을수있었다. 

1. 염증 유도된 마우스의 귀의 부종을 유의할만하게 감소하

는결과를가져왔다.

2. 염증유도된마우스에나노에멀젼처리후의 interleukin-1β

의 mRNA 발현량의감소로염증관련사이토카인의억제

를확인할수있었다.

3. 인간잇몸세포(Human Gingival fibroblast)에대한산화성손

상물질인 SNP toxic chemical처리후의세포생존률조사에

서세포죽음을억제시키는결과를가져왔다. 항산화작용

을확인할수있었다.

4. 황색포도상구균 및 대장균의 항균테스트 결과 농도 의존

적으로항균효과가있음을알수있었다.

5. 염증 유도된 마우스의 귀의 전자현미경 실험결과 부종의

감소로염증이감소되었다.

6. 나노에멀젼이 가진 잇몸치료 효과 기작에 대해서는 계속

연구가지속되어야될것이라고사료된다.  
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