
ABSTRACT

Objectives: Fluoride is widely used in the prevention and control of dental caries. The purpose of this study is to examine the biological 
effects of Sodium fluoride on the proliferation of oral normal cell in vitro(MDPC-23, HaCaT, HGF-1 cells).
Methods: The proliferation of normal cells and the cyto-skeletal change of normal cells were assessed by WST-1 assay and F-actin 
stain assay. The statistical significances of the resulting data were analyzed using SPSS(Window 12.0).
Results: The sodium fluoride(0-12 mM) treatment decreased the cell viability in a dose and time dependent manner: HaCaT(6 h): 100±0, 
98±0.39, 82±2.68, 75±0.83, 69±1, 67±1.42%(p<0.005); HaCaT(24 h): 100±0, 98±1.85, 54±0.64, 43±0.4, 38±0.32, 36±0.13%(p<0.006), 
MDPC-23(6 h): 100±0, 93±1.48, 85±0.28, 82±1.58, 79±1.48, 76±1.93%(p<0.009); MDPC-23(24 h): 100±0, 91±1.26, 58±0.65, 49±1, 
44±0.74, 2±0.05%(p<0.005), HGF-1(6 h): 100±0, 97±2.93, 89±5, 71±5.42, 58±4.82, 43±3.47%(p<0.009); HGF-1(24 h): 100±0, 
97±2.05, 73±1.73, 22±1.61, 14±1.73, 7±0.85%(p<0.005). Thus, changes in cell morphology and disruption of filamentous(F)-actin 
organization were observed in higher concentration.
Conclusions: These results suggest that higher concentrations of fluoride lead to a reduce the number of cells and morphology change 
of normal cell. 
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서론16)

치아우식증(dental caries)은 구강 내에서 발생하는 질환

으로 치주질환과 함께 대표적인 만성 구강병으로 알려져 있

다[1]. 치아우식증은 구강 내의 세균이 단당류를 대사하여 

Copyrightⓒ2016 by Journal of Korean Society of Dental Hygiene
This is an open-access article distributed under the terms of the Creative 
Commons Attribution Non-Commercial License (http://creativecommons.org/ 
licenses/by-nc/3.0/), which permits unrestricted non-commercial use, 
distribution, and reproduction in medium, provided the original work is 
properly cited.

산을 생성해 치면세균막 내의 수소이온농도(pH)가 높아짐

으로써 치아경조직의 탈회를 유발하는 질환이다[2]. 이때 

발생된 초기 치아우식증을 치료하지 않고 방치할 경우 치아

우식증이 치수 및 치근단까지 도달하게 되어 치아 주위조직

의 파괴 및 치아 상실의 가장 큰 원인이 되기도 한다. 치아

우식증을 예방하기 위하여 다양한 제제 및 방법들이 제시되

고 있으며, 그 중 가장 대표적인 것이 불소이다[3]. 불소는 

할로겐 원소군의 하나로 법랑질이 파괴되는 것을 지연시키

고 광물질 재생을 유도하며, 재생된 법랑질은 내산성이 증
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가하므로 현재 치아우식증 예방 효과가 매우 뛰어난 것으로 

알려져 있다[4]. 이러한 효과로 인해 불소는 양치액, 세치제, 

음료수, 겔 등의 형태로 공급되어 치아우식증 예방 수단으

로 많이 쓰이고 있다. 불소는 주로 양치법이나 도포법으로 

적용하며, 간편하고 저농도로 사용하기 때문에 안전하다는 

장점이 있다. 불소 중 치아우식증 예방제제로 가장 많이 사

용되는 불화나트륨은 다양한 농도로 구강 내 양치액으로 사

용되고 있으며, 매일 양치 시에는 0.05%,  이주일에 한번 

양치 시에는 0.2%의 농도로 사용한다. 이렇듯 일반적으로 

쓰이는 저농도의 불소는 인체에 무해하고 안전한 것으로 알

려져 있으며, 미량의 불소는 신장을 통해 배설된다고 알려

져 있다[5]. 그러나 최근 불소의 안전성에 대한 논란이 많이 

제기되면서 예방의 목적으로 사용되는 불소에 대한 사람들

의 의구심이 점차 커져가는 실정이다. 따라서 수돗물불소화 

혹은 치약에 함유되어 있는 불소의 농도와 함유량에 있어 

세포에 안전성을 나타내는 명확한 기준이 필요하다 할 수 

있다. Bartlet등[6]은 많은 양의 불소를 지나치게 높은 농도

로 사용할 경우 배양된 세포의 성장을 억제하는 성장저해작

용이 있으며, 단백질 및 DNA 합성을 억제하는 효과가 있다

고 하였다[7-9]. 불소는 구강 내에 직접 접촉하여 치아우식 

예방 효과를 나타내므로 구강 조직의 특징에 대한 이해가 

필요하다. 구강점막과 치은은 외부 환경으로부터 구강을 보

호하며 상피와 결합조직으로 구성되어 있으며, 상피조직은 

각질화된 세포로 구성된 각질세포로 이루어져 있다[10]. 이

러한 각질세포는 주기적으로 탈락과 생성을 반복하며 끊임

없이 재생되고, 상처의 치유에도 관여한다. 또한, 상아모세

포 손상을 받을 경우 수복상아질을 형성하여 치아를 보호하

는 역할을 하며[11], 치주조직을 구성하는 치은섬유모세포

의 경우 조직의 재생에 관여하는 것으로 보고되고 있다[12]. 

현재까지 불소의 치아우식증을 예방기전에 대해서는 많은 

자료가 보고되고 있으나[13], 정상 세포에 대한 불소의 영

향은 아직 명확히 알려져 있지 않다. 따라서 본 연구는 사람

각질세포 HaCaT, 치은섬유모세포 HGF-1, 상아질모세포 전

구세포인 MDPC-23 세포를 체외에서 배양하여 구강과 관

련한 정상세포에서 불소가 어떠한 영향을 미치는지 알아보

고 농도 및 시간에 따라서 세포 성장 변화가 일어나는지 확

인하고자 하였다. 

연구대상 및 방법

1. 세포 주 및 세포배양

본 실험에 사용한 세포는 HaCaT, MDPC-23, 그리고 HGF-1

이다. 각각의 세포는 구강과 관련된 정상세포로 American Type 

Culture Collection(Rockville, MD, USA)에서 분양 받아 본 

실험에 사용하였다. 세포를 배양하면서 사용한 배지와 조건은 

<Table 1>과 같다. 

2. 불화나트륨 처리

구강과 관련된 각각의 세포는 96-well 배양용기에 1×104

으로 분주한 뒤 24시간 동안 배양하였다. 실험에 사용된 불화

나트륨은 DPBS(Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline)에 

희석하여 농도를 0 mM에서 12 mM로 정하여 사용하였다. 

각각의 세포에 희석된 불화나트륨(0 mM-12 mM)을 처리한 

다음 6시간, 24시간 동안 5% CO2배양기에 배양하였다.

3. 세포 성장률 측정

불화나트륨이 세포 성장률에 미치는 효과를 측정하기 위

하여 WST-1 방법을 이용하였다. 96-well plate에서 1×104

으로 분주한 뒤 24시간 배양하였다. 24시간 뒤 세포의 상층 

배지를 제거한 다음, 불화나트륨(0 mM-12 mM)을 처리하

였다. 처리된 세포는 6시간, 24시간을 배양한 다음 각각의 

well에 WST-1 용액을 처리하여 2시간 동안 37℃, 5% CO2

배양기에서 반응시켰다. 이후 ELISA reader(Sunrise Remote 

Control, Tecan, Austria)로 450 nm 파장에서 흡광도를 측정

하였으며, 각각의 분석은 독립적으로 세 번씩 시행하였다.

4. 세포의 핵과 Filamentous(F)-actin 염색

불화나트륨이 세포 내의 골격 배열에 미치는 영향을 확인

하기 위해 F-actin염색을 하였다. Cover slip에 50 µg/ml 농도

Cell name Organism Media Serum Antibiotics Cell condition
MDPC-23 Mouse 

odontoblast like 
cell

Dulbecco's modified 
Eagle's 

medium(DMEM)

Fetal Bovine 
Serum(10%)

100X 
Penicillin-Streptomy

cin (1%)

37℃, 5% CO2 
incubator

HaCaT Human 
Keratinocyte

Dulbecco's modified 
Eagle's 

medium(DMEM)

Fetal Bovine 
Serum(10%)

100X 
Penicillin-Streptomy

cin (1%)

37℃, 5% CO2 
incubator

HGF-1 Human gingival 
fibroblast

Dulbecco's modified 
Eagle's 

medium(DMEM)

Fetal Bovine 
Serum(10%)

100X 
Penicillin-Streptomy

cin (1%)

37℃, 5% CO2 
incubator

Table 1. The cell culture condition of oral normal cells
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의 콜라겐을 사용하여 코팅시킨 후 DPBS로 세척하였다. 그런 

다음 Cover slip에 각각의 세포를 3×104으로 분주한 뒤 24시

간 동안 배양하였다. 24시간 뒤 불소를 처리하기 위해 세포의 

상층 배지를 제거한 다음, 불화나트륨(0 mM-12 mM)을 처리

하였다. 처리된 세포는 다시 24시간을 배양한 후 DPBS로 세

척하였다. 그 후 4% Paraformaldehyde 용액으로 고정을 하고 

다시 0.1% Triton X-100을 이용하여 10분간 세포막을 투과시

킨 뒤 3% bovine serum albumin(Bio-Rad, Hercules, CA)용

액을 1시간 동안 처리하였다. Rhodamine phalloidin을 1% 

BSA에 희석한 다음 30분간 빛을 차단한 37℃에 반응시켰다. 

마지막으로 DAPI(4',6-diamidino-2-phenylindole)가 포함된 

용액(Molecular Probes, CA, USA)으로 봉입한 다음 공초점 

레이저 현미경 LSM 700(Carl Zeiss, Germany)을 이용하여 

관찰하였다.

5. 통계 분석

불화나트륨이 처리되지 않은 대조군과 처리된 실험군의 

결과는 통계 프로그램인 SPSS(Window 12.0)에 의해 비모

수 검정 방법인 Kruskal-Wallis test를 적용하여 분석하였

다. 나타낸 결과는 평균과 표준 오차로 표시하였다.

연구성적

1. 불화나트륨이 구강 내 정상세포에 미치는 영향

불화나트륨이 구강 내 정상세포의 증식 능력에 미치는 영

향을 WST-1 분석을 통해 확인하였다. 불화나트륨(0-12 mM)

을 처리한 후 6시간이 지난 MDPC-23 세포에서는 100±0, 

93±1.48, 85±0.28, 82±1.58, 79±1.48, 76±1.93%(p<0.009)

의 감소율을 보였으며 24시간이 지난 후에는 100±0, 91±1.26, 

58±0.65, 49±1, 44±0.74, 2±0.05%(p<0.005)의 감소율을 보

였다<Fig. 1(B)>. 불화나트륨(0-12 mM)을 6시간 동안 처리 

후 사람각질세포인 HaCaT 세포에서는 100±0, 98±0.39, 

82±2.68, 75±0.83, 69±1, 67±1.42%(p<0.005)의 감소율을 보

였으며 24시간이 지난 후에는 100±0, 98±1.85, 54±0.64, 

43±0.4, 38±0.32, 36±0.13%(p<0.006)의 감소율을 보였다

Fig. 1. Effects of NaF in MDPC-23 cells. (A) Cell morphological change was observed
by microscope. (B) Cell viability was measured by WST-1 assay(6 h: p<0.009,
24 h: p<0.005).
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<Fig. 2(B)>. 불화나트륨(0-12 mM)을 처리하고 6시간이 지

난 HGF-1 세포에서는 100±0, 97±2.93, 89±5, 71±5.42, 

58±4.82, 43±3.47%(p<0.009)의 감소율을 보였으며 24시간

이 지난 후에는 1100±0, 97±2.05, 73±1.73, 22±1.61, 

14±1.73, 7±0.85%(p<0.005)의 감소율을 보였다<Fig. 3(B)>. 

구강과 관련된 세포에서 불화나트륨의 농도가 증가하고 시간

이 지날수록 세포의 생존률이 감소하는 것을 확인하였다.

2. 불화나트륨이 구강 내 정상세포에 미치는 형태학적 

변화

상아질모세포 전구세포인 MDPC-23 세포, 사람각질형성

세포인 HaCaT 세포 및 치은섬유모세포인 HGF-1 세포에 불

화나트륨을 각각 0, 2, 4, 6, 8, 12 mM의 농도로 처리한 결과, 

농도가 높아짐에 따라 형태학적 변화가 나타나는 것을 확인하

였다. 다각형의 형태를 나타내는 MDPC-23 세포와 HaCaT 

세포는 대조군과 비교 시 세포의 형태가 불규칙하고 위축되는 

형태를 나타냈다<Fig. 1(A), Fig. 2(A)>. HGF-1 세포는 대조

군에서 전형적인 방추형의 치은섬유모세포의 형태를 보이고 

있으나, 실험군에서는 세포의 형태가 위축되어 둥근 형태를 

나타내고 있음을 확인하였다<Fig. 3(A)>.

3. 불화나트륨이 세포 내의 핵과 골격 배열에 미치는 영향

불화나트륨을 처리한 정상 세포 내의 핵과 Filamentous 

actin(F-actin)에 어떠한 변화가 일어나는지 확인하기 위하여 

공초점 레이저 현미경을 이용하였다. 처리된 불화나트륨의 농

도는 IC 50에 가까운 두 개의 농도를 정하여 확인하였다. 

MDPC-23 세포, HaCaT 세포 및 HGF-1 세포 모두에서 불화

나트륨을 처리하지 않은 군에서는 정상적인 핵의 모양인 둥근 

모양을 확인하였으나, 불화나트륨이 처리된 군에서는 핵의 수 

감소 및 응축 현상이 확인되었다. 이는 불화나트륨의 농도가 

높아질수록 핵의 수 감소와 응축 현상이 더욱 심해지는 것을 

의미한다. MDPC-23 세포, HaCaT 세포 및 HGF-1 세포 모두

에서 불화나트륨을 처리하지 않은 군에서는 세포 골격인 

F-actin들이 바르게 배열되어 있는 것을 확인할 수 있는 반면, 

Fig. 2. Effects of NaF in HaCaT cells.(A) Cell morphological change was observed
by microscope.(B) Cell viability was measured by WST-1 assay(6 h: p<0.005,
24 h: p<0.006).
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불화나트륨을 처리한 군에서는 F-actin들이 붕괴되어 세포가 

수축되고 파괴된 것을 확인할 수 있었다. 특히 불화나트륨의 

농도가 높을수록 세포의 F-actin 수축과 파괴현상이 나타나는 

것을 확인하였다<Fig. 4(A)(B)(C)>.

총괄 및 고안

최근 경제의 성장과 의학의 발달로 인해 예방의학의 발

전이 크게 두드러지고 있다. 치의학 분야의 경우 예방치학

Fig. 4. Effects of NaF in oral normal cells.(A) F-actin change was observed by confocal in MDPC-23 
cells(control, 6, 8 mM).(B) F-actin change was observed by confocal in HaCaT cells(control, 4, 6 mM).(C)
F-actin change was observed by confocal in HGF-1 cells(control, 6, 8 mM).

Fig. 3. Effects of NaF in HGF-1 cells.(A) Cell morphological change was observed
by microscope.(B) Cell viability was measured by WST-1 assay(6 h: 
p<0.009, 24 h: p<0.005).
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이 크게 주목 받고 있으며, 불소는 그 중에서도 가장 경제적

이고 광범위한 예방제제로 사용되어 왔다[14]. 불소는 자연

계에 풍부하게 존재하여 무색, 무취, 무미의 특성을 가지며, 

특히 많은 국가에서 실시 중인 수돗물 불소농도조정사업은 

평균 0.8-1.0 ppm의 적정 농도로 주입하여 음용할 경우 치

아우식증이 효과적으로 예방된다고 널리 알려져 있다

[15-19]. 불소의 또 다른 효과로는 치아와 골격 성장에 필수

적인 미량원소로써 골 성장을 유도하고 골세포를 증식시키

는 것이다[14]. 또한 Satoh등[20]의 연구에 따르면 불소의 

구강암세포에 대한 세포 사멸 효과가 매우 큰 것으로 알려

져 있다. 그러나 최근 불소의 안전성에 대한 의문이 지속적

으로 제기되면서 불소가 세포에 미치는 영향에 대한 관심이 

증폭되고 있는 실정이다. 이에 본 연구자는 상아질모세포 

전구세포인 MDPC-23 세포, 사람각질형성세포인 HaCaT 

세포와 치은섬유모세포인 HGF-1 세포를 이용하여 불소의 

농도와 처리 시간에 따라 정상세포에 미치는 영향을 확인하

고자 하였다. 불화나트륨을 농도별로 0, 2, 4, 6, 8, 12 mM 

농도로 6시간, 24시간 처리 후 MDPC-23, HaCaT, HGF-1 

세포의 생존률을 분석한 결과 각각 세포마다 차이는 있었으

나 농도가 높아질수록 세포의 생존률이 감소하는 것을 확인

하였으며, MDPC-23 세포와 HaCaT 세포에서는 4 mM,  

HGF-1 세포에서는 6 mM 농도에서 불화나트륨을 24시간 

처리 시 세포의 생존률이 급격히 감소하는 것을 확인하였

다. 이러한 결과는 이 등[7]의 연구에서 불화나트륨이 HGF 

세포에 처리시 시간과 농도 의존적으로  생존률이 저하 된

다고 보고하였으며, Karube등[21]은 MDPC-23 세포에 5 

mM의 불화나트륨 처리 시 DNA 조각남등의 apoptotic 

body를 형성하여 세포의 증식과 이주에 영향을 미치는 것

으로 보고하였다. 이는 본 연구에서 나타난 MDPC-23, 

HaCaT, HGF-1 세포 모두 부착력이 감소하여 세포의 형태

를 유지하지 못하고 불규칙한 형태를 나타내는 결과와 일치

하였다. 본 연구에서 불화나트륨을 처리한 후 공초점 레이

저 현미경으로 세포의 형태학적 변화가 나타났으며, 이는 

처리되는 불화나트륨의 농도가 높아질수록 세포의 성장률이 

감소되면서 세포 생존률을 억제하는 경향을 나타내었다. 즉, 

불화나트륨은 처리농도가 높아짐에 따라 세포의 형태변화와 

생존률의 변화에 영향을 미치며, 세포 골격은 세포의 형태

유지 뿐만 아니라, 운동과 이동에도 관여하는 F-actin의 파

괴를 일으키는 겻을 확인하였다. F-actin이 세포의 구조적 

뼈대로 작용하여 세포 물질의 원활한 운동을 가능하게 하므

로 세포성장에 있어 매우 중요하다고 볼 수 있다[22,23]. 그

러므로 구강내에 불화나트륨 처리시 치은세포와 상피세포를 

손상시키지 않기 위해서는 적정 농도로 처리하는 것이 매우 

중요하다고 사료된다. 본 연구결과를 바탕으로 생각해 볼 

때 6 mM 이상의 불화나트륨을 세포에 적용 시 세포의 종

류와 불화나트륨의 농도에 따라 세포 골격인 F-actin이 붕

괴되어 세포가 본래의 형태를 유지할 수 없는 것으로 판단

된다. 하지만 현재 불소의 식음용으로 사용되는 농도는 

ppm(mg/L) 단위로 매우 작은 단위인 반면, 실험에 사용된 

불소의 단위는 mM(mol/L)로 약 300배 이상의 농도차가 나

는 것으로 미루어 볼 때, 불소의 식음수 적정 농도인 

0.8-1.0 ppm 사용 시 세포 손상에는 영향을 미치지 않을 것

이라 예측할 수 있다. 본 연구는 불화나트륨이 사람각질형

성세포, 치은섬유모세포, 상아질모세포 전구세포에서 세포

의 증식과 부착에 영향을 미치는 것을 확인함으로써 불화나

트륨 사용 시 세포에 대한 안전성과 손상을 일으키지 않는 

적정농도를 확인하는 기초자료로 활용할 수 있을 것으로 기

대한다. 그러나 본 연구결과는 인체의 최소단위인 세포만을 

이용하였으므로 세포 및 다양한 분자세포생물학적 작용과  

분석법에 대한 연구는 앞으로 지속적으로 수행되어야 할 것

이다. 

  

결론

본 연구는 치아우식증을 예방하는 대표적인 물질인 불화

나트륨을 이용하여 사람각질형성세포인 HaCaT 세포, 치은

섬유모세포인 HGF-1 세포와 상아질모세포 전구세포인 

MDPC-23 세포에 미치는 영향을 확인하고자 하였으며, 다

음과 같은 결론을 얻었다.

1. 불화나트륨 4 mM 농도로 24 시간 처리 시 HaCaT, 

MDPC-23 세포에서 생존률이 감소하였으며, HGF-1 

세포에서는 6 mM 처리 시 생존률이 급격히 감소하

는 것을 확인하였다.

2. 세포의 형태는 불화나트륨을 4 mM 농도로 24시간 

처리 시 HaCaT, MDPC-23 세포와 6 mM의 불화나

트륨을 HGF-1 세포에 처리 시 세포의 부착력의 감소

와 세포의 형태학적 변화가 나타남을 확인하였다.

3. 불화나트륨을 4 mM 농도로 24시간 처리 시 HaCaT, 

MDPC-23 세포와 6 mM의 불화나트륨을 HGF-1 세

포에 처리 시 F-actin의 파괴가 나타남을 확인하였다.

본 연구는 불화나트륨의 농도 의존적으로 MDPC-23, 

HaCaT, HGF-1 세포의 생존률을 억제시키고, F-actin의 붕

괴와 세포의 형태 변화에 영향을 미치는 것을 확인함으로써 

고농도의 불화나트륨이 치은세포에 도포되지 않도록 주의가 

필요하며, 불화나트륨 세포적용시 손상을 일으키지 않는 기

초 자료로서 제시하고자 한다.
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