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치약 및 함유 성분의 구강 점막 자극 평가를 위한 

새로운 in Vitro 시험법 적용

조선아, 김유진, 김찬호, 김영소, 안수선*

㈜ 아모레퍼시픽 기술연구원

Application of New in Vitro Test Method to Evaluate the Oral Mucosal Irritation for 
Toothpaste and its Ingredients

Sun-A Cho, Yoo-Jin Kim, Chan-Ho Kim, Young-So Kim, Su-Sun An*

AmorePacific R&D Unit, 1920 Yonggu-daero, Giheung-gu, Yongin-si, Kyonggi-do, 17074, Korea

ABSTRACT. Oral hygiene products, such as toothpastes, are essential for personal hygiene. However, these 
products contain substances that cause mucosal irritation but are essential to maintain functionality. Until now, 
there is no in vitro animal test to evaluate oral mucosal irritation for oral hygiene products and its 
ingredients. Moreover, oral hygiene products are classified as cosmetics in EU, thus the irritation test for these 
products and its ingredients are prohibited. In Korea, oral products are classified as quasi-drugs now, but there 
is a high possibility to change to cosmetics according to global trends. So we needed to set up the in vitro 
test system to evaluate oral mucosal irritation and we studied the oral mucosal irritation for toothpaste and its 
ingredients by agar diffusion test. In the evaluation of ingredients, the use of surfactant, tooth whitening 
ingredient and some functional ingredients affect the increase of cytotoxicity. In addition, when diluted to 
25%, the toothpastes showed the broad range of irritation and it was appropriate to judge the level of 
irritation. From the results, we can set the evaluating method for toothpaste and its ingredients and internal 
criteria for the mucosal irritation at same time.
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4)서  론

치약 같은 구강 세정 제품은 현대인의 개인위생 관

리에 필수적으로 사용되는 제품 카테고리로 매일, 수

회, 평생 동안 사용되고 있다. 치약 및 구강 청결제 

같은 구강 적용 제품들은 적용 부위 특성상 소화 기계

로 유입될 가능성이 있으므로 의약외품으로 분류하여 

주성분에 대해서는 사용 원료 성분 및 함량 제한으로 
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안전에 대한 관리를 하고 있다. 그러나 이들 제품은 

유럽연합에서는 기능성 화장품으로 분류되고 있으며 

유럽 화장품 법 의 7차 개정에 의거 안전성 평가에 동

물 시험이 금지 되고 있다 (European Union, 2003). 

현재는 우리나라의 경우는 의약외품 중 일부 (염모제, 

탈염 및 탈색제, 제모제, 탈모 방지제, 옥용제) 가 화

장품으로 전환이 되었고, 기능성 화장품으로 분류되나 

해외 국가의 규제 경향에 맞추어 간다는 점에 고려하

면 치약 및 구강 제품 류도 화장품으로 전환될 가능성

이 높다 (European Union, 2009).

이전 동물 및 임상 연구들에서 계면활성제와 같은 

치약 내 사용 원료에 의해 구강 점막 자극이 유발될 

수 있음이 보고된 바 있다. (Babich et al., 1997; 

Bourrinet et al., 1995; Herlofson et al., 1996; 

Rantanen et al., 2003; Veys et al., 1994). 따라서 
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치약 사용 원료 및 제품에 대한 구강 점막 자극 시험

은 제품 개발 단계나 출시 전에 반드시 필요하다. 그

러나 국내법 법규상 성분 허가 등록을 위한 구강 점막 

자극 가능성을 평가에는 햄스터 혹은 랫드 같은 실험

동물을 이용한 구강 점막 자극 시험 법을 이용하고 있

다. 치약의 안전성에 대해서는 인체 사용성 평가를 통

해 간접적으로 수행 할 수 있으나 원료가 아닌 제형에 

대한 평가만 가능하고 인체 시험에 대한 리스크 및 고

비용의 임상 시험 비용 때문에, 인체 최종 시험 전 사

전에 치약 함유 원료 및 제형에 대한 점막 자극성을 

확인하는 과정이 필요하다. 그러나 세계적인 실험동물 

윤리 문제나 규제 흐름상 동물실험을 배제해야 하나 

현재 구강 점막 자극에 대한 공인된 in vitro 시험 법

은 없는 상황이다. 

본 연구는 이러한 동물 실험 금지의 트렌드와 구강 

제품 및 함유 원료의 안전성을 확보한 in vitro 시험 

법을 확보하고 이 시험 법을 통하여 치약 원료의 구강 

자극 수준 및 함유 제형에서의 영향, 현재 시장에서 

판매 중인 치약의 자극 수준을 확인하고자 하였다. 

재료 및 방법

1. 시험 물질 및 시험 농도

구축하고자 하는 시험법이 동물 구강 점막 자극 시

험법의 결과의 상관성을 보이는지 확인하기 위해 동물 

데이터가 있는 성분 5종에 대해 평가하여 시험법의 효

용성을 평가하였다 (Table 1). 그다음 구축된 시험법

에 의한 구강 사용 원료의 자극 수준을 확인하기 의해 

총 87종의 원료에 대해 사용 농도 10배를 기준으로 

자극 수준을 확인하였다 (Table 2). 만약 사용 예정 

농도 10배의 농도에서 중등도 (moderate) 이상의 자

극이 유발되면 추가적으로 농도를 단계적을 낮추어 사

용 예정 농도까지 평가하였다, 원료 평가에서 자극에 

영향을 주는 원료에 대해 제형에서의 자극 영향도를 

확인하기 위해 원료에 평가 시 사용 농도에서 중등도 

이상의 자극을 보이는 원료를 대상으로 기본 치약 점

도 베이스 제형에 계면활성제 혼합물 2종과 그 외 기

능성 물질 6종을 다양한 조합의 18종의 제형을 제작 

(Table 3)하고 10%, 25%, 50% 농도로 희석하여 agar 

diffusion assay를 수행하였다. 또한 현재 판매 중인 

국내외 제품 79종의 치약에 대해 농도 별 자극 수준

을 평가하였는데, 시험군은 sulfate 계면활성제가 없

다고 소구 하는 제품 19종 (T1 –T9), 어린이 치약 5종 

(T23, T61-64), sulfate 계면활성제 함유 제품 55종

으로 구성하였다. 

in vivo Chemical
Irritant SLS 1% 

NA* SLS 0.5%

Irritant Triton X-100 1%

Irritant Hydrogen peroxide 30%, 3% (active)

Irritant Ethanol 100%

NA* Ethanol 30%

NA* Sorbitol 100% (active 70%)

Negative control (media)

*NA: Not assessed. However, it is an approved raw 
material for use in oral products.

Table 1. Lists of test materials for in vivo data 
correlation

2. Agar diffusion assay 

본 시험은 의료 기기에 심사 허가 과정에서 요구하는 

시험 항목으로 가이드라인에 언급된 방법에 따라 다음

과 같이 수행하였다 (ISO, 2009; US pharmacopeia 

31, 2008). 10% Fetal bovine serum (FBS: Gibco, 

Grand island, USA) 및 1 % Penicillin-Streptomycin 

(Gibco)가 함유된 Dulbecco’s Modified Eagle Medium 

(DMEM: Gibco)배지에 L929 cell (ATCC CCL1(NCTC 

clone 929), ATCC, VA, USA)을 2 × 105 cells/ml의 

밀도로 희석한 후 6웰 플레이트 (Falcon, NY, USA)

에 2 ml씩 분주하여 37℃, 5% CO2 인큐베이터 

(SANYO Electric Co., Osaka, Japan) 에서 24시간 

동안 배양하였다. 다음날 세포의 단층 배양 상태(배양 

용기 면적의 80%이상)와 형태를 현미경으로 확인하였

다. 아가로즈 (Agarose) (Sigma-Aldrich, St. Louis, 

USA) 를 멸균 3차 증류수에 3% 농도로 분산 시킨 

후, 전자레인지를 이용하여 열을 가해 투명하고 약한 

점성 있는 용액이 되도록 하였다, 그 다음에 20% 

FBS가 혼합된 phenol red free DMEM (Gibco)와 1 : 

1로 동량 혼합한 다음 100 ml당 1 ml의 비율로 0.33 

% neutral red 수용액 (Sigma-Aldrich)을 넣어 재 

혼합한 후 42℃가 되도록 상온에서 식혀주었다. 6 웰 

플레이트에 분주 된 세포 배양액을 제거 한 후 아가로

즈- phenol red free DMEM- Neutral red 혼합액을 

2 mL씩 벽면을 타고 천천히 주입 한 후 37℃, 5% 

CO2 인큐베이터에서 45분 동안 혼합액을 굳혀주었다. 

멸균된 지름 8 mm의 원형 필터 디스크 (Advantec, 

CA, USA) 에 15 ul의 시험 물질을 도포한 다음 굳어

진 아가로즈위에 조심스럽게 올려주었다. 이때 양성 
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Category (n) Test material Test concentration 
Fragrance/ Flavor (20) Fragrance/ Flavor mixture no. 1∼20 † 1%, 10%

Surfactant (6)

Sodium lauryl sulfate Active 1%, 0.5%, 0.1%

Sodium lauronyl glutamate Active 1%, 0.5%, 0.1%

Lauamidoporpyl betaine Active 1%, 0.5%, 0.1%

Cocaminopropyl betaine Active 1%, 0.5%, 0.1%

Sodium methyl cocoyl taurate Active 1%, 0.5%, 0.1%

Potassium cocoyl glycinate Active 1%, 0.5%, 0.1%

Abrasive (3)

Hydrated silica* Supernatant of 20% extract

Calcium carbonate* Supernatant of 20% extract

Silica* Supernatant of 20% extract

Formulation composition (2)
Sorbitol (70% active) 100%

Glycerine 100%

pH modifier (4)

Argine 5% 

Citric acid 1%

Sodium citrate 1%

Phosphoric acid 5% 

Viscosity modifier (5)

Sodium alginate 20%

Cellulose gum 10%

Hydroxyethyl cellulose 20%

Xanthan gum 10%

PEG-32 50%

Sweetener (7)

Stevioside 5%

Potassium acesulfame 5%

Sucralose 5%

Xylitol 5%

Sodium saccharin 5%

Cyclodextrin syrup 50%

Erythritol 100%

Active Ingredients (12)

Sodium chloride 20%

Tocopheryl acetate 10%

Calcium glycerophosphate 2%

Hydrogen peroxide 8.57%

Potssium nitrate † 15%

Dipotassium Glycyrrhizate 0.1%

Sodium monofluorophosphate 0.76%, 7.6%

Sodium fluoride 3 %

Tetrasodium pyrophsphate 3.4 %, 34%

Cetylpyridium chloride 0.05%, 0.5%

Camellia sinensis leaf extract 0.004%

Titrated extract of Zea mays L. unsaponifiable fraction 0.002%

Granular powder (4)

Zeolite/ Titanium dioxide (CI 77891)/ Menthol/ 
Hydrated silica / Mentha piperita (peppermint) 
extract / Eucalyptus globulus leaf extract 

80% 

Titanium dioxide (CI 77891) 3%

Hydroxyapatite 2%

Juglns regia (walnut) shell powder 3%

Table 2. Lists of ingredient that used in oral hygiene product
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Category (n) Test material Test concentration 

Extracts / Oil (21)

Pueraria lobata root extract 1%

Panax ginseng root extract 1%

Scutellaria baicalensis root extract 1%

Prunus persica (peach) kernel extract 1%

Olea europaea (olive) fruit oil † 10%

Thuja orientalis seed extract † 1%

Morus alba bark extract † 1%

Angelica acutiloba root extract 1%

Camellia sinsesis leaf extract 1%

Chamomile oil † 1%

Rosmary oil † 1%

Lilum candidum bulb extract 1%

Pine Oil † 1%

Zingiber officinale (ginger) root extract 1%

Lemon oil † 1%

Citrus junos fruit extract 1%

Cocos nucifera (coconut) oil † 50%

Aloe barbandesis leaf extract 1%

Rose Extract 1%

Malic acid 1%

Lavandula angustifolia (Lavender) flower water 1%

Emulsifier (1) PEG-60 Hydrogenated castor oil 100%

Preservative (1) Sodium benzoate 0.3%, 3%

Chelating agent (1) Disodium EDTA 0.05%, 0.5%

*은 불용성 물질로 20%농도로 배지에 희석하여 37℃에서 24시간 동안 추출한 후 원심을 돌려 상층액을 이용하여 평가함
†은 난용성 물질로 olive oil에 녹여 평가함 

Ingredient
Formulation No.

#1 #2 #3 #4 #5 #6 #7 #8 #9 #10 #11 #12 #13 #14 #15 #16 #17 #18
D.I.Water 49 47 44.6 29 27 24.6 40.43 38.43 36.03 48.24 46.24 43.84 45.6 43.6 41.2 48.95 46.95 44.55

Sorbitol (active 70%) 45 45 45 45 45 45 45 45 45 45 45 45 45 45 45 45 45 45
Glycerine 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5

Cellulose gum 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Sodium laury sulfate . 2 . 2 2 2 2 2
Mixture of Sodium 

lauroyl glutamate and 
Lauramidopropyl Betaine

. . 2 2 2 2 2 2

Sorbitol (active 70%) . . 1.7 1.7 1.7 1.7 1.7 1.7

Sodium chloride . . . 20 20 20
Hydrogen peroxide 

(active 35%) . . . 8.57 8.57 8.57

Sodium 
monofluorophosphate . . . 0.76 0.76 0.76

Tetrasodium 
pyrophsphate . . . 3.4 3.4 3.4

Cetylpyridinium Chloride 0.05 0.05 0.05

Table 3. Formulation compositions for evaluation of irritation effect by raw material
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컨트롤로 1%의 sodium lauryl sulfate (SLS, Sigma- 

Aldrich)를 사용하였고, 음성 대조군 (용매 대조군)으

로는 DMEM 배지 혹은 olive oil (지용성의 물질의 경

우, Sigma-Aldrich)을 사용하였다. 물질 적용 후 3

7℃, 5% CO2 인큐베이터에서 24시간 동안 배양하였

다. 다음날 자를 이용하여 필터에서 환의 가장 자리까

지의 거리(decolorization zone)를 측정하였다. 

3. 결과의 판정

모든 시험 물질의 샘플 수는 3개씩 수행하였으며. 

이들의 평균을 구한 다음 Table 4에 언급된 판정 기준

에 따라 자극 수준을 분류하였다 (US pharmacopeia 

31, 2015). 또한 제품에 대한 평가시 각 농도별 자극

의 분포와 통계는 Minitab 18 프로그램 (Minitab, 

LLC, Pennsylvania, USA)의 기술통계량 분석을 통해 

확인하였다. 

결  과

1. Agar diffusion assay와 동물 점막 자극 
시험 법 상관성 연구 

두 시험법의 상관성 연구 결과는 Table 5와 같다. 

대부분 물질에서 agar diffusion assay에서의 평균 

decolorization zone이 8 mm 이상의 중등도 

(moderate) 이상의 자극을 보이면 실제로 in vivo 데

이터에서도 자극을 유발하였다. 그러나 30%의 ethanol

과 0.5%의 SLS의 경우는 in vivo 데이터가 없어 상관

성을 확인 할 수 없으나 agar diffusion assay에서는 

평균 decolorization zone이 5 mm 이상의 자극을 보

였다. Agar diffusion assay의 각 시험 간 및 샘플 

간 자극의 표준 편자는 0∼0.7 mm 수준으로 나왔다.

2. Agar diffusion assay를 이용한 치약 사용 
원료의 자극 수준 확인 

Agar diffusion assay를 이용하여 농도 별 평가한 

결과는 Table 6에 제시하였다, 향료, 제형 원료. pH 

조절제, 점도 조절제. 감미제, 과립 파우더, 유화제, 

보존제, 추출물 카테고리 원료들은 사용 농도 10배에

서도 무자극을 보였다. 킬레이팅제인 sodium EDTA는 

사용 농도 10배에서 decolonization zone 1 mm 이하

의 미약한 자극이 보였으나 사용 농도에서는 무자극을 

보였다. 주로 계면활성제와 주성분 카테고리가 자극을 

유발하는 원료로 주성분의 경우는 hydrogen peroxide 

(active 35%), sodium monofluorophosphate, tet-

rasodium pyrophsphate, cetylpyridium chloride가 

Grade Reactivity Condition of Culture
0 None No detectable zone around or under specimen
1 Slight Some malformed or degenerated cells under specimen
2 Mild Zone limited to area under specimen and less than 0.45 cm beyond
3 Moderate Zone extends 0.45–1.0 cm beyond specimen
4 Severe Zone extends greater than 1.0 cm beyond specimen

Table 4. Reactivity Grades for Agar Diffusion Test.

in 
vivo Chemical

Decolorization zone (mm)
Run 1 Run 2 Run 3

Mean SD Grade Reactivity Mean SD Grade Reactivity Mean SD Grade Reactivity
Irritant SLS 1% 10.7 0.6 4 Severe 10.3 0.6 4 Severe 11.0 0.0 4 Severe
NA* SLS 0.5% 5.0 0.0 3 Moderate 5.3 0.6 3 Moderate 5.7 0.6 3 Moderate

Irritant Triton X-100 1% 9.7 0.6 3 Moderate 9.7 0.6 3 Moderate 10.7 0.6 3 Severe
Irritant Hydrogen peroxide 30% (active) 14.0 0.0 4 Severe 14.0 0.0 4 Severe 14.0 0.0 4 Severe
Irritant Hydrogen peroxide 3% (active) 14.0 0.0 4 Severe 14.0 0.0 4 Severe 14.0 0.0 4 Severe
Irritant Ethanol 100% 14.0 0.0 4 Severe 14.0 0.0 4 Severe 14.0 0.0 4 Severe
NA* Ethanol 30% 8.7 0.6 3 Moderate 9.0 0.0 3 Moderate 9.0 0.0 3 Moderate
NA* Sorbitol 0.0 0.0 0 None 0.0 0.0 0 None 0.0 0.0 0 None

NC (media) 0.0 0.0 0 None 0.0 0.0 0 None 0.0 0.0 0 None
*NA: Not assessed. However, it is an approved raw material for use in oral products.

Table 5. The comparative study for results of in vivo data and agar diffusion assay



C
at

eg
or

y 
(n

)
Te

st
 m

at
er

ia
l

Te
st

 
co

nc
en

tra
tio

n 
Us

e-
fo

ld
D

ec
ol

or
iza

tio
n 

zo
ne

 (
m

m
)

Ru
n 

1
Ru

n 
2

Ru
n 

2
A

ve
ra

ge
SD

G
ra

de
Re

ac
tiv

ity
A

ve
ra

ge
SD

G
ra

de
Re

ac
tiv

ity
A

ve
ra

ge
SD

G
ra

de
Re

ac
tiv

ity
Fr

a
gr

a
nc

e/
 

Fl
av

or
 (

20
)

Fr
ag

ra
nc

e/
 

Fl
av

or
_n

o.
 1

∼2
0 

†
1 

%
 /

 1
 0

%
 

1 
X 

/ 
10

 X
0.

0
0.

0
0

N
on

e
0.

0
0.

0
0

N
on

e
0.

0
0.

0
0

N
on

e

Su
rfa

ct
a

nt
 (

6)

So
d

iu
m

 l
au

ry
 

su
lfa

te
 

a
ct

iv
e 

1 
%

.
8.

3
0.

6
3

M
od

er
a

te
7.

3
0.

6
3

M
od

er
a

te
7.

7
0.

6
3

M
od

er
a

te
a

ct
iv

e 
0.

5 
%

.
5.

3
0.

6
3

M
od

er
a

te
4.

7
0.

6
3

M
od

er
a

te
5.

0
0.

0
3

M
od

er
a

te
a

ct
iv

e 
0.

1 
%

.
3.

0
0.

0
2

M
ild

3.
0

0.
0

2
M

ild
3.

3
0.

6
2

M
ild

So
d

iu
m

 l
a

ur
on

yl
 

gl
ut

a
m

a
te

a
ct

iv
e 

1 
%

.
2.

0
0.

0
2

M
ild

1.
3

0.
6

2
M

ild
1.

3
0.

6
2

M
ild

a
ct

iv
e 

0.
5 

%
.

1.
0

0.
0

2
M

ild
0.

3
0.

6
2

M
ild

0.
0

0.
0

0
N

on
e

a
ct

iv
e 

0.
1 

%
.

0.
0

0.
0

0
N

on
e

0.
0

0.
0

0
N

on
e

0.
0

0.
0

0
N

on
e

La
ua

m
id

op
or

py
l 

b
et

a
in

e 

a
ct

iv
e 

1 
%

.
4.

7
0.

6
.3

M
od

er
a

te
4.

3
0.

6
2

M
ild

4.
3

0.
6

2
M

ild
a

ct
iv

e 
0.

5 
%

.
2.

0
0.

0
2

M
ild

1.
7

0.
6

2
M

ild
1.

7
0.

6
2

M
ild

a
ct

iv
e 

0.
1 

%
.

0.
0

0.
0

0
N

on
e

0.
0

0.
0

0
N

on
e

0.
0

0.
0

0
N

on
e

C
oc

a
m

in
op

ro
py

l 
b

et
a

in
e 

a
ct

iv
e 

1 
%

.
11

.0
0.

0
4

Se
ve

re
9.

7
0.

6
4

Se
ve

re
10

.0
0.

0
4

Se
ve

re
a

ct
iv

e 
0.

5 
%

.
8.

0
0.

0
3

M
od

er
a

te
7.

7
0.

6
3

M
od

er
a

te
7.

7
0.

6
3

M
od

er
a

te
a

ct
iv

e 
0.

1 
%

.
5.

7
0.

6
3

M
od

er
a

te
5.

3
0.

6
3

M
od

er
a

te
5.

7
0.

6
3

M
od

er
a

te

So
d

iu
m

 m
et

hy
l 

co
co

yl
 t

au
ra

te

a
ct

iv
e 

1 
%

.
8.

0
0.

0
3

M
od

er
a

te
7.

0
0.

0
3

M
od

er
a

te
7.

0
0.

0
3

M
od

er
a

te
a

ct
iv

e 
0.

5 
%

.
5.

3
0.

6
3

M
od

er
a

te
4.

7
0.

6
3

M
od

er
a

te
4.

7
0.

6
3

M
od

er
a

te
a

ct
iv

e 
0.

1 
%

.
0.

0
0.

0
0

N
on

e
0.

0
0.

0
0

N
on

e
0.

0
0.

0
0

N
on

e

Po
ta

ss
iu

m
 c

oc
oy

l 
gl

yc
in

a
te

a
ct

iv
e 

1 
%

.
1.

0
0.

0
2

M
ild

0.
3

0.
6

2
M

ild
0.

7
0.

6
2

M
ild

a
ct

iv
e 

0.
5 

%
.

0.
0

0.
0

0
N

on
e

0.
0

0.
0

0
N

on
e

0.
0

0.
0

0
N

on
e

a
ct

iv
e 

0.
1 

%
.

0.
0

0.
0

0
N

on
e

0.
0

0.
0

0
N

on
e

0.
0

0.
0

0
N

on
e

A
br

a
siv

e 
(3

)

H
yd

ra
te

d
 s

ilic
a

 *
Su

p
er

na
ta

nt
 o

f 
20

 %
 e

xt
ra

ct
10

 X
0.

0
0.

0
0

N
on

e
0.

0
0.

0
0

N
on

e
0.

0
0.

0
0

N
on

e

C
a

lc
iu

m
 

ca
rb

on
a

te
 *

Su
p

er
na

ta
nt

 o
f 

20
 %

 e
xt

ra
ct

1 
X

0.
0

0.
0

0
N

on
e

0.
0

0.
0

0
N

on
e

0.
0

0.
0

0
N

on
e

Si
lic

a
 *

Su
p

er
na

ta
nt

 o
f 

20
 %

 e
xt

ra
ct

1 
X

0.
0

0.
0

0
N

on
e

0.
0

0.
0

0
N

on
e

0.
0

0.
0

0
N

on
e

Fo
rm

ul
a

tio
n 

co
m

po
sit

io
n 

(2
)

So
rb

ito
l 

(7
0%

 a
ct

iv
e)

10
0 

%
1 

X
0.

0
0.

0
0

N
on

e
0.

0
0.

0
0

N
on

e
0.

0
0.

0
0

N
on

e
G

ly
ce

rin
e 

10
0 

%
10

 X
0.

0
0.

0
0

N
on

e
0.

0
0.

0
0

N
on

e
0.

0
0.

0
0

N
on

e

p
H

 m
od

ifi
er

 (
4)

A
rg

in
e 

5 
%

 
10

 X
0.

0
0.

0
0

N
on

e
0.

0
0.

0
0

N
on

e
0.

0
0.

0
0

N
on

e
C

itr
ic

 a
ci

d
 

1 
%

10
 X

0.
0

0.
0

0
N

on
e

0.
0

0.
0

0
N

on
e

0.
0

0.
0

0
N

on
e

So
d

iu
m

 c
itr

a
te

 
1 

%
10

 X
0.

0
0.

0
0

N
on

e
0.

0
0.

0
0

N
on

e
0.

0
0.

0
0

N
on

e
Ph

os
ph

or
ic

 a
ci

d
5 

%
 

10
 X

0.
0

0.
0

0
N

on
e

0.
0

0.
0

0
N

on
e

0.
0

0.
0

0
N

on
e

Ta
bl

e 
6.

 A
ss

es
sm

en
t 

of
 ir

rit
at

io
n 

of
 r

aw
 m

at
er

ia
ls 

us
ed

 i
n 

or
al

 p
ro

du
ct

s

30⋅Journal of Alternatives to Animal Experiments

pc
스티커 노트
머리말을 상단으로 이동했는데 보기 어떠신지 확인바랍니다.



C
at

eg
or

y 
(n

)
Te

st
 m

at
er

ia
l

Te
st

 
co

nc
en

tra
tio

n 
Us

e-
fo

ld
D

ec
ol

or
iza

tio
n 

zo
ne

 (
m

m
)

Ru
n 

1
Ru

n 
2

Ru
n 

2
A

ve
ra

ge
SD

G
ra

de
Re

ac
tiv

ity
A

ve
ra

ge
SD

G
ra

de
Re

ac
tiv

ity
A

ve
ra

ge
SD

G
ra

de
Re

ac
tiv

ity

V
isc

os
ity

 
m

od
ifi

er
 (

5)

So
d

iu
m

 a
lg

in
a

te
20

 %
10

 X
0.

0
0.

0
0

N
on

e
0.

0
0.

0
0

N
on

e
0.

0
0.

0
0

N
on

e
C

el
lu

lo
se

 g
um

 
10

 %
10

 X
0.

0
0.

0
0

N
on

e
0.

0
0.

0
0

N
on

e
0.

0
0.

0
0

N
on

e

H
yd

ro
xy

et
hy

l 
ce

llu
lo

se
 

20
 %

10
 X

0.
0

0.
0

0
N

on
e

0.
0

0.
0

0
N

on
e

0.
0

0.
0

0
N

on
e

Xa
nt

ha
n 

gu
m

 
10

 %
10

 X
0.

0
0.

0
0

N
on

e
0.

0
0.

0
0

N
on

e
0.

0
0.

0
0

N
on

e
PE

G
-3

2
50

 %
10

 X
0.

0
0.

0
0

N
on

e
0.

0
0.

0
0

N
on

e
0.

0
0.

0
0

N
on

e

Sw
ee

te
ne

r 
(7

)

St
ev

io
sid

e 
5 

%
10

 X
0.

0
0.

0
0

N
on

e
0.

0
0.

0
0

N
on

e
0.

0
0.

0
0

N
on

e

Po
ta

ss
iu

m
 a

ce
su

lfa
m

e
5 

%
10

 X
0.

0
0.

0
0

N
on

e
0.

0
0.

0
0

N
on

e
0.

0
0.

0
0

N
on

e
Su

cr
a

lo
se

 
5 

%
10

 X
0.

0
0.

0
0

N
on

e
0.

0
0.

0
0

N
on

e
0.

0
0.

0
0

N
on

e

Xy
lit

ol
 

5 
%

10
 X

0.
0

0.
0

0
N

on
e

0.
0

0.
0

0
N

on
e

0.
0

0.
0

0
N

on
e

So
d

iu
m

 s
a

cc
ha

rin
 

5 
%

10
 X

0.
0

0.
0

0
N

on
e

0.
0

0.
0

0
N

on
e

0.
0

0.
0

0
N

on
e

C
yc

lo
d

ex
tri

n 
sy

ru
p

 
50

 %
10

 X
0.

0
0.

0
0

N
on

e
0.

0
0.

0
0

N
on

e
0.

0
0.

0
0

N
on

e

Er
yt

hr
ito

l 
10

0 
%

10
 X

0.
0

0.
0

0
N

on
e

0.
0

0.
0

0
N

on
e

0.
0

0.
0

0
N

on
e

A
ct

iv
e 

In
gr

ed
ie

nt
s 

(1
2)

So
d

iu
m

 c
hl

or
id

e 
20

 %
10

 X
9.

3
0.

6
3

M
od

er
a

te
9.

0
1.

0
3

M
od

er
a

te
9.

7
0.

6
3

M
od

er
a

te
To

co
p

he
ry

l 
a

ce
ta

te
 

10
 %

10
 X

0.
0

0.
0

0
N

on
e

0.
0

0.
0

0
N

on
e

0.
0

0.
0

0
N

on
e

C
a

lc
iu

m
 g

ly
ce

ro
p

ho
sp

ha
te

 
2 

%
10

 X
0.

0
0.

0
0

N
on

e
0.

0
0.

0
0

N
on

e
0.

0
0.

0
0

N
on

e

Hy
d

ro
ge

n 
pe

ro
xid

e 
(a

ct
iv

e 
35

%
)

8.
57

 %
1 

X
13

.0
0.

0
4

Se
ve

re
13

.0
0.

0
4

Se
ve

re
13

.0
0.

0
4

Se
ve

re

Po
ts

siu
m

 n
itr

a
te

 †
15

 %
10

 X
0.

0
0.

0
0

N
on

e
0.

0
0.

0
0

N
on

e
0.

0
0.

0
0

N
on

e

D
ip

ot
a

ss
iu

m
 G

ly
cy

rrh
iza

te
0.

1 
%

10
 X

0.
0

0.
0

0
N

on
e

0.
0

0.
0

0
N

on
e

0.
0

0.
0

0
N

on
e

So
d

iu
m

 
m

on
of

lu
or

op
ho

sp
ha

te
 

7.
6 

%
10

 X
8.

0
0.

0
3

M
od

er
a

te
7.

7
0.

6
3

M
od

er
a

te
8.

0
0.

0
3

M
od

er
a

te
0.

76
 %

10
 X

6.
7

0.
6

3
M

od
er

a
te

6.
0

0.
0

3
M

od
er

a
te

6.
3

0.
6

3
M

od
er

at
e

So
d

iu
m

 f
lu

or
id

e 
3 

%
10

 X
0.

0
0.

0
0

N
on

e
0.

0
0.

0
0

N
on

e
0.

0
0.

0
0

N
on

e

Te
tra

so
d

iu
m

 p
yr

op
hs

ph
a

te
 

34
 %

10
 X

7.
7

0.
6

3
M

od
er

a
te

8.
0

0.
0

3
M

od
er

a
te

7.
7

0.
6

3
M

od
er

a
te

3.
4 

%
1 

X
4.

3
0.

6
2

M
ild

4.
0

0.
0

2
M

ild
4.

3
0.

6
2

M
ild

C
et

yl
p

yr
id

iu
m

 c
hl

or
id

e 
0.

5 
%

10
 X

5.
0

0.
0

3
M

od
er

a
te

5.
3

0.
6

3
M

od
er

a
te

5.
7

0.
6

3
M

od
er

a
te

0.
05

 %
1 

X
4.

7
0.

6
3

M
od

er
a

te
5.

0
0.

0
3

M
od

er
a

te
4.

7
0.

6
3

M
od

er
a

te
C

a
m

el
lia

 s
in

en
sis

 
le

a
f 

ex
tra

ct
 

0.
4 

%
10

 X
0.

0
0.

0
0

N
on

e
0.

0
0.

0
0

N
on

e
0.

0
0.

0
0

N
on

e

Tit
ra

te
d

 e
xt

ra
ct

 o
f 

Ze
a

 m
a

ys
 

L.
 u

ns
a

po
ni

fia
bl

e 
fra

ct
io

n 
0.

2 
%

10
 X

0.
0

0.
0

0
N

on
e

0.
0

0.
0

0
N

on
e

0.
0

0.
0

0
N

on
e

치약 및 함유 성분의 구강 점막 자극 평가를 위한 새로운 in Vitro 시험법 적용⋅31



C
at

eg
or

y 
(n

)
Te

st
 m

at
er

ia
l

Te
st

 
co

nc
en

tra
tio

n 
Us

e-
fo

ld
D

ec
ol

or
iza

tio
n 

zo
ne

 (
m

m
)

Ru
n 

1
Ru

n 
2

Ru
n 

2
A

ve
ra

ge
SD

G
ra

de
Re

ac
tiv

ity
A

ve
ra

ge
SD

G
ra

de
Re

ac
tiv

ity
A

ve
ra

ge
SD

G
ra

de
Re

ac
tiv

ity

G
ra

nu
la

r 
p

ow
d

er
 (

4)

Ze
ol

ite
/ 

Tit
an

iu
m

 d
io

xid
e 

(C
I 

77
89

1)
/ 

M
en

th
ol

/ 
H

yd
ra

te
d

 
sil

ic
a

 /
 M

en
th

a
 p

ip
er

ita
 

(p
ep

pe
rm

in
t)

 e
xt

ra
ct

 /
 

Eu
ca

ly
pt

us
 g

lo
bu

lu
s 

le
af

 e
xt

ra
ct

 

80
 %

 
10

 X
0.

0
0.

0
0

N
on

e
0.

0
0.

0
0

N
on

e
0.

0
0.

0
0

N
on

e

Tit
a

ni
um

 d
io

xi
d

e 
(C

I 
77

89
1)

3 
%

10
 X

0.
0

0.
0

0
N

on
e

0.
0

0.
0

0
N

on
e

0.
0

0.
0

0
N

on
e

H
yd

ro
xy

a
p

a
tit

e
2 

%
10

 X
0.

0
0.

0
0

N
on

e
0.

0
0.

0
0

N
on

e
0.

0
0.

0
0

N
on

e
Ju

gl
ns

 r
eg

ia
 (

w
al

nu
t)

 
sh

el
l 

p
ow

d
er

3 
%

10
 X

0.
0

0.
0

0
N

on
e

0.
0

0.
0

0
N

on
e

0.
0

0.
0

0
N

on
e

Ex
tra

ct
s 

/ 
O

il 
(2

1)

Pu
er

a
ria

 l
ob

a
ta

 r
oo

t 
ex

tra
ct

 
1 

%
10

 X
0.

0
0.

0
0

N
on

e
0.

0
0.

0
0

N
on

e
0.

0
0.

0
0

N
on

e
Pa

na
x 

gi
ns

en
g 

ro
ot

 e
xt

ra
ct

 
1 

%
10

 X
0.

0
0.

0
0

N
on

e
0.

0
0.

0
0

N
on

e
0.

0
0.

0
0

N
on

e
Sc

ut
el

la
ria

 b
a

ic
a

le
ns

is 
ro

ot
 e

xt
ra

ct
 

1 
%

10
 X

0.
0

0.
0

0
N

on
e

0.
0

0.
0

0
N

on
e

0.
0

0.
0

0
N

on
e

Pr
un

us
 p

er
sic

a 
(p

ea
ch

) 
ke

rn
el

  
ex

tra
ct

 
1 

%
10

 X
0.

0
0.

0
0

N
on

e
0.

0
0.

0
0

N
on

e
0.

0
0.

0
0

N
on

e

O
le

a
 e

ur
op

a
ea

 (
ol

iv
e)

 f
ru

it 
oi

l 
†

10
 %

10
 X

0.
0

0.
0

0
N

on
e

0.
0

0.
0

0
N

on
e

0.
0

0.
0

0
N

on
e

Th
uj

a
 o

rie
nt

a
lis

 s
ee

d
 e

xt
ra

ct
 †

1 
%

10
 X

0.
0

0.
0

0
N

on
e

0.
0

0.
0

0
N

on
e

0.
0

0.
0

0
N

on
e

M
or

us
 a

lb
a

 b
a

rk
 e

xt
ra

ct
 †

1 
%

10
 X

0.
0

0.
0

0
N

on
e

0.
0

0.
0

0
N

on
e

0.
0

0.
0

0
N

on
e

A
ng

el
ic

a
 a

cu
til

ob
a

 r
oo

t 
ex

tra
ct

 
1 

%
10

 X
0.

0
0.

0
0

N
on

e
0.

0
0.

0
0

N
on

e
0.

0
0.

0
0

N
on

e
C

a
m

el
lia

 s
in

se
sis

 l
ea

f 
ex

tra
ct

 
1 

%
10

 X
0.

0
0.

0
0

N
on

e
0.

0
0.

0
0

N
on

e
0.

0
0.

0
0

N
on

e
C

ha
m

om
ile

 o
il 

†
1 

%
10

 X
0.

0
0.

0
0

N
on

e
0.

0
0.

0
0

N
on

e
0.

0
0.

0
0

N
on

e
Ro

sm
a

ry
 o

il 
†

1 
%

10
 X

0.
0

0.
0

0
N

on
e

0.
0

0.
0

0
N

on
e

0.
0

0.
0

0
N

on
e

Lil
um

 c
a

nd
id

um
 b

ul
b

 e
xt

ra
ct

 
1 

%
10

 X
0.

0
0.

0
0

N
on

e
0.

0
0.

0
0

N
on

e
0.

0
0.

0
0

N
on

e
Pi

ne
 O

il 
†

1 
%

10
 X

0.
0

0.
0

0
N

on
e

0.
0

0.
0

0
N

on
e

0.
0

0.
0

0
N

on
e

Zin
gi

be
r 

of
fic

in
a

le
 (

gi
ng

er
) 

ro
ot

 e
xt

ra
ct

1 
%

10
 X

0.
0

0.
0

0
N

on
e

0.
0

0.
0

0
N

on
e

0.
0

0.
0

0
N

on
e

Le
m

on
 o

il 
†

1 
%

10
 X

0.
0

0.
0

0
N

on
e

0.
0

0.
0

0
N

on
e

0.
0

0.
0

0
N

on
e

C
itr

us
 j

un
os

 f
ru

it 
ex

tra
ct

 
1 

%
10

 X
0.

0
0.

0
0

N
on

e
0.

0
0.

0
0

N
on

e
0.

0
0.

0
0

N
on

e
C

oc
os

 n
uc

ife
ra

 (
co

co
nu

t)
 o

il 
†

50
 %

10
 X

0.
0

0.
0

0
N

on
e

0.
0

0.
0

0
N

on
e

0.
0

0.
0

0
N

on
e

A
lo

e 
ba

rb
an

d
es

is 
le

a
f 

ex
tra

ct
 

1 
%

10
 X

0.
0

0.
0

0
N

on
e

0.
0

0.
0

0
N

on
e

0.
0

0.
0

0
N

on
e

Ro
se

 E
xt

ra
ct

1 
%

10
 X

0.
0

0.
0

0
N

on
e

0.
0

0.
0

0
N

on
e

0.
0

0.
0

0
N

on
e

M
a

lic
 a

ci
d

 
1 

%
10

 X
0.

0
0.

0
0

N
on

e
0.

0
0.

0
0

N
on

e
0.

0
0.

0
0

N
on

e
La

va
nd

ul
a 

an
gu

st
ifo

lia
 

(L
av

en
d

er
) 

flo
w

er
 w

a
te

r 
1 

%
10

 X
0.

0
0.

0
0

N
on

e
0.

0
0.

0
0

N
on

e
0.

0
0.

0
0

N
on

e

Em
ul

sif
ie

r 
(1

)
PE

G
-6

0 
H

yd
ro

ge
na

te
d

 c
a

st
or

 o
il 

10
0 

%
10

 X
0.

0
0.

0
0

N
on

e
0.

0
0.

0
0

N
on

e
0.

0
0.

0
0

N
on

e
Pr

es
er

va
tiv

e 
(1

)
So

d
iu

m
 b

en
zo

a
te

 
0.

3 
%

, 
3 

%
10

 X
0.

0
0.

0
0

N
on

e
0.

0
0.

0
0

N
on

e
0.

0
0.

0
0

N
on

e

C
he

la
tin

g 
a

ge
nt

 (
1)

D
iso

d
iu

m
 E

D
TA

0.
5 

%
10

 X
1.

0
0.

0
2

M
ild

0.
7

0.
6

2
M

ild
1.

0
0.

0
2

M
ild

0.
05

 %
, 

1 
X

0.
0

0.
0

0
N

on
e

0.
0

0.
0

0
N

on
e

0.
0

0.
0

0
N

on
e

*은
 불

용
성

 물
질

로
 2

0%
농

도
로

 배
지

에
 희

석
하

여
 3

7℃
에

서
 2

4시
간

 동
안

 추
출

한
 후

 원
심

을
 돌

려
 상

층
액

을
 이

용
하

여
 평

가
함

†은
 난

용
성

 물
질

로
 o

liv
e 

oi
l에

 녹
여

 평
가

함
 

32⋅Journal of Alternatives to Animal Experiments



치약 및 함유 성분의 구강 점막 자극 평가를 위한 새로운 in Vitro 시험법 적용⋅33

사용 농도에서 평균 decolonization zone이 4 mm 초

과의 중등도의 자극을 보였다. 또한 계면활성제에 경

우에서는 계면활성제의 종류에 따라 1% 농도에서 평

균 decolonization zone의 범위가 0.67∼10.22 mm으

로 미약 (Slight)에서 심한 (Severe)의 다양한 한 자극 

수준을 보였다. 활성 성분 1% 농도 (active 1%) 기준

으로 cocaminopropyl betaine (10.22 mm), sodium 

lauryl sulfate (7.78 mm), sodium methyl cocoyl 

taurate (7.78 mm), lauamidoporpyl betaine (4.44 

mm), sodium lauronyl glutamate (1.56 mm), po-

tassium cocoyl glycinate(0.67 mm) 순서로 자극이 

낮아짐을 확인하였다. 

3. 원료의 제형 자극 영향도 확인 평가 

앞선 원료에 평가 시 사용 농도에서 중등도 이상의 

자극을 보이는 원료에 대해 실제 치약 제형에서의 자

극 영향도를 평가하고자, 기본 치약 점도 베이스 제

형을 기준으로 해서 계면활성제 혼합물 2종과 그 외 

기능성 물질 6종으로 다양한 조합의 18종의 제형을 

제작 (Table 3)하고 10%, 25%, 50% 농도로 희석하여 

agar diffusion assay를 수행하였다. 이에 대한 결과

는 Table 7에 제시하였다. 계면활성제의 유무와 조합

에 따라 자극의 수준이 차이가 났으며 (제형 #1∼3), 

SLS 2% 단독 함유 제형보다는 lauramidopropyl 

betaine와 sodium lauroyl glutamate 혼합 제형이 

자극이 현저히 낮은 결과를 보였다. 또한 과산화 수

소에 의한 영향성에서는 과산화 수소 함유 시 자극이 

현저히 상승함이 관찰되었다 (제형 #1 & 7). 이 제형

에서 계면활성제 첨가 시 SLS 2%은 자극의 상가 작

용 (synergic effect)을 현저하게 보여주고 있었으나 

(제형 # 7∼ 8), 추가 lauramidopropyl betaine와 

sodium lauroyl glutamate 혼합은 미약한 자극을 상승

을 보였다 (제형 # 7 & 9). Sodium chloride, sodium 

monofluorophosphate, tetrasodium pyrophosphate, 

cetylpyridium chloride의 경우는 제형에서 자극 상승 

효과가 없었으며 계면활성제의 조합에서도 상가 작용

을 보이지 않았다. 또한 시험 농도 별의 자극의 차이

를 보았을 때, 10%와 50% 농도의 경우보다는 25% 농

도가 계면활성제의 종류에 따른 제형 별 자극의 차이

를 뚜렷하게 관찰 할 수 있었다.

4. 시판 치약의 자극 수준 확인 평가 

현재 국내외에 시판되고 있는 치약에 대해 79종에 대

해 10%, 25%, 50%의 농도로 희석하여 agar diffusion 

assay를 수행한 결과는 Table 8에 제시하였다. 10%, 

25%, 50%의 농도에서는 decolonization zone의 범위

는 각각 0∼6.7 mm, 0∼11.7 mm, 0∼13.0 mm 수준

이었다. 시험에 사용된 치약의 전성분 정보를 파악할 

수 없어 조성 정보를 아는 치약 (T38-79)을 중심으로 

분석해보면 이전의 성분의 제형에서의 영향성 연구의 

결과와 같은 경향을 보였다. 계면활성제 구성에서 

SLS 2% 단독 함유 치약 (T38∼60, T65∼66, T77∼

79)보다는 lauramidopropyl betaine 과 sodium 

lauroyl glutamate 혼합 형태로 2% 사용된 치약 

(T67∼76)이나 계면활성제가 전혀 들어가지 않은 어린

이 치약 (T61∼64)이 현저히 낮은 자극을 보였다. 또한 

과산화 수소가 함유된 미백 치약 (T57∼59, T65∼66)

의 경우는 판정 기준은 변화하지 않으나 decolorization 

zone이 상승하는 결과를 보였다. 그리고 시험 치약의 

시험 농도 별 분포를 보면 25%의 농도에서 평가 시 

다양한 자극 분포 형 태를 보였다 (Fig 1).

Fig 1. Distribution of lengths of decolorization area by 
sample concentration

The length of the decolorization area was assessed at 
concentrations of 10% (A), 25% (B) and 50% (C) 
following exposure to 79 commercially available 
toothpastes for 24 hours. Three samples per test group 
were performed, together with a total of three 
replicates.
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Toothpaste

Decolorization zone (mm)

10% 25% 50%

Mean SD Grade Reactivity Mean SD Grade Reactivity Mean SD Grade Reactivity

T-1 0.0 0.0 0 None 2.0 0.0 2 Mild 3.0 0.0 2 Mild

T-2 0.0 0.0 0 None 0.0 0.0 0 None 0.0 0.0 0 None

T-3 0.0 0.0 0 None 0.0 0.0 0 None 2.0 0.0 2 Mild

T-4 3.7 0.6 2 Mild 8.7 0.6 3 Moderate 11.3 0.6 4 Severe

T-5 0.7 0.6 2 Mild 3.7 0.6 2 Mild 5.3 0.6 3 Moderate

T-6 0.0 0.0 0 None 0.0 0.0 0 None 0.0 0.0 0 None

T-7 3.3 0.6 2 Mild 6.3 0.6 2 Mild 8.3 0.6 3 Moderate

T-8 0.0 0.0 0 None 0.0 0.0 0 None 0.0 0.0 0 None

T-9 2.0 0.0 0 None 2.3 0.6 2 Mild 2.7 0.6 2 Mild

T-10 2.0 0.0 0 None 4.3 0.6 2 Mild 7.7 0.6 3 Moderate

T-11 2.0 0.0 0 None 7.3 0.6 3 Moderate 7.7 0.6 3 Moderate

T-12 2.3 0.6 0 None 4.7 0.6 3 Moderate 6.0 0.0 3 Moderate

T-13 2.3 0.6 0 None 8.0 0.0 3 Moderate 9.7 0.6 3 Moderate

T-14 6.7 0.6 3 Moderate 11.7 0.6 4 Severe 13.0 0.0 4 Severe

T-15 0.0 0.0 0 None 1.3 0.6 2 Mild 3.0 0.0 2 Mild

T-16 0.0 0.0 0 None 4.3 0.6 2 Mild 6.7 0.6 3 Moderate

T-17 1.0 0.0 2 Mild 3.0 0.0 2 Mild 3.0 0.0 2 Mild

T-18 3.3 0.6 2 Mild 5.3 0.6 3 Moderate 6.7 0.6 3 Moderate

T-19 3.7 0.6 2 Mild 5.3 0.6 3 Moderate 7.3 0.6 3 Moderate

T-20 0.0 0.0 0 None 2.0 0.0 2 Mild 4.7 0.6 3 Moderate

T-21 4.7 0.6 3 Moderate 7.3 0.6 3 Moderate 8.7 0.6 3 Moderate

T-22 4.3 0.6 2 Mild 7.7 0.6 3 Moderate 8.7 0.6 3 Moderate

T-23 4.7 0.6 3 Moderate 5.3 0.6 3 Moderate 9.0 0.0 3 Moderate

T-24 0.0 0.0 0 None 0.7 0.6 2 Mild 2.0 0.0 2 Mild

T-25 5.3 0.6 3 Moderate 5.7 0.6 3 Moderate 8.0 0.0 3 Moderate

T-26 4.7 0.6 3 Moderate 7.0 0.0 3 Moderate 8.0 0.0 3 Moderate

T-27 4.0 0.0 2 Mild 5.0 0.0 3 Moderate 8.7 0.6 3 Moderate

T-28 4.3 0.6 2 Mild 7.3 0.6 3 Moderate 8.7 0.6 3 Moderate

T-29 1.0 0.0 2 Mild 4.0 0.0 2 Mild 7.0 1.0 3 Moderate

T-30 3.7 0.6 2 Mild 5.0 0.0 3 Moderate 8.0 0.0 3 Moderate

T-31 5.7 0.6 3 Moderate 6.7 0.6 3 Moderate 8.0 0.0 3 Moderate

T-32 5.7 0.6 3 Moderate 9.7 0.6 3 Moderate 13.0 0.0 4 Severe

T-33 5.0 0.0 3 Moderate 5.7 0.6 3 Moderate 8.3 0.6 3 Moderate

T-34 4.7 0.6 3 Moderate 6.3 0.6 3 Moderate 8.0 0.0 3 Moderate

T-35 4.3 0.6 2 Mild 7.0 0.0 3 Moderate 8.0 0.0 3 Moderate

T-36 4.7 0.6 3 Moderate 6.0 0.0 3 Moderate 7.3 0.6 3 Moderate

T-37 4.7 0.6 3 Moderate 4.3 1.2 3 Moderate 6.3 0.6 3 Moderate

T-38 2.0 0.0 2 Mild 5.3 0.6 3 Moderate 8.0 0.0 3 Moderate

Table 8. The results of irritation for toothpaste
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Toothpaste

Decolorization zone (mm)

10% 25% 50%

Mean SD Grade Reactivity Mean SD Grade Reactivity Mean SD Grade Reactivity

T-39 2.3 0.6 2 Mild 5.3 0.6 3 Moderate 8.7 0.6 3 Moderate

T-40 3.0 0.0 2 Mild 6.0 0.0 3 Moderate 8.3 0.6 3 Moderate

T-41 2.7 0.6 2 Mild 5.7 0.6 3 Moderate 8.3 0.6 3 Moderate

T-42 3.0 0.0 2 Mild 6.0 0.0 3 Moderate 8.3 0.6 3 Moderate

T-43 2.7 0.6 2 Mild 5.7 0.6 3 Moderate 8.7 0.6 3 Moderate

T-44 2.3 0.6 2 Mild 5.7 0.6 3 Moderate 8.7 0.6 3 Moderate

T-45 2.3 0.6 2 Mild 5.7 0.6 3 Moderate 8.7 0.6 3 Moderate

T-46 2.0 0.0 2 Mild 5.3 0.6 3 Moderate 8.3 0.6 3 Moderate

T-47 2.3 0.6 2 Mild 5.0 0.0 3 Moderate 8.0 0.0 3 Moderate

T-48 3.0 0.0 2 Mild 5.3 0.6 3 Moderate 8.3 0.6 3 Moderate

T-49 2.3 0.6 2 Mild 5.3 0.6 3 Moderate 7.3 0.6 3 Moderate

T-50 2.3 0.6 2 Mild 5.3 0.6 3 Moderate 8.0 0.0 3 Moderate

T-51 2.3 0.6 2 Mild 6.0 0.0 3 Moderate 8.0 0.0 3 Moderate

T-52 2.3 0.6 2 Mild 6.0 0.0 3 Moderate 7.7 0.6 3 Moderate

T-53 3.0 0.0 2 Mild 5.7 0.6 3 Moderate 8.0 0.0 3 Moderate

T-54 3.0 0.0 2 Mild 5.3 0.6 3 Moderate 7.7 0.6 3 Moderate

T-55 3.0 0.0 2 Mild 5.7 0.6 3 Moderate 8.0 0.0 3 Moderate

T-56 2.7 0.6 2 Mild 5.7 0.6 3 Moderate 7.7 0.6 3 Moderate

T-57 4.0 0.0 2 Mild 6.3 0.6 3 Moderate 9.0 0.0 3 Moderate

T-58 5.0 0.0 3 Moderate 8.3 0.6 3 Moderate 9.7 0.6 3 Moderate

T-59 4.7 0.6 3 Moderate 8.3 0.6 3 Moderate 13.0 0.0 4 Severe

T-60 3.0 0.0 2 Mild 5.3 0.6 2 Mild 8.0 0.0 3 Moderate

T-61 0.0 0.0 0 None 0.0 0.0 0 None 1.3 0.6 2 Mild

T-62 0.0 0.0 0 None 0.0 0.0 0 None 1.0 0.0 2 Mild

T-63 0.0 0.0 0 None 0.0 0.0 0 None 1.0 0.0 2 Mild

T-64 0.0 0.0 0 None 0.0 0.0 0 None 1.0 0.0 2 Mild

T-65 4.0 0.0 2 Mild 7.0 0.0 3 Moderate 8.7 0.6 3 Moderate

T-66 4.0 0.0 2 Mild 6.7 0.6 3 Moderate 8.7 0.6 3 Moderate

T-67 0.0 0.0 0 None 0.3 0.6 2 Mild 4.3 0.6 2 Mild

T-68 0.0 0.0 0 None 0.3 0.6 2 Mild 4.7 0.6 3 Moderate

T-69 0.0 0.0 0 None 0.3 0.6 2 Mild 4.0 1.0 2 Mild

T-70 0.0 0.0 0 None 0.3 0.6 2 Mild 4.3 1.2 2 Mild

T-71 0.0 0.0 0 None 0.0 0.0 0 None 4.3 1.2 2 Mild

T-72 0.0 0.0 0 None 0.0 0.0 0 None 5.0 0.0 3 Moderate

T-73 0.0 0.0 0 None 0.3 0.6 2 Mild 4.0 1.7 2 Mild

T-74 0.0 0.0 0 None 0.3 0.6 2 Mild 4.7 0.6 3 Moderate

T-75 0.0 0.0 0 None 0.0 0.0 0 None 4.0 1.0 2 Mild

T-76 0.0 0.0 0 None 0.3 0.6 2 Mild 4.3 0.6 2 Mild

T-77 2.7 0.6 2 Mild 5.7 0.6 3 Moderate 8.0 0.0 3 Moderate

T-78 2.3 0.6 2 Mild 6.0 0.0 3 Moderate 7.7 0.6 3 Moderate

T-79 2.3 0.6 2 Mild 5.7 0.6 3 Moderate 8.3 0.6 3 Moderate
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고  찰

치약 같은 구강 세정 제품은 국내에서는 의약외품

으로 분류하여 안전에 대한 관리하고 있으나 유럽연

합 (EU)에서는 화장품으로 분류되고 있으며 이에 따

라 동물실험이 금지 되어 있다. 화장품 원료 및 그 

원료를 사용하는 제품은 각 사용 노출 부위에 따른 

자극 혹은 독성 데이터는 제품 개발 단계에서 반드시 

필요한 과정이다. 그러나 화장품 영역에서의 구강 적

용 제품에 대해서 아직 공인된 in vitro 시험 법이 없

으므로 이를 위한 시험법의 구축이 필요 하다. 전통

적으로 구강 점막 자극의 평가에 대해서는 햄스터 혹

은 랫드 같은 실험동물을 이용한 구강 점막 자극 시

험 법을 이용하고 있다 (ISO, 2010) 그러나 최근 동

물실험의 윤리의 강화로 인해 허가 관련 독성 평가에 

대해서도 3R (replacement, reduction, refinement)

원칙 확대 됨에 따라 무차별적인 동물 독성 시험이 

자제되고 있고 고비용 때문에 동물실험을 수행하기 

전에 의료기기의 허가 과정에서는 in vitro 자극 시험 

법을 적용하고 있다 (ISO, 2009). 치과용 재료도 의

료 기기에 해당되는 물질로 국내외 법규상 in vitro 

독성 시험 법을 수행하고 있으며 대표적으로 ISO 

10993-5:2009 (E) Agar diffusion test이 있다. 이 

시험 법은 세포에 agar를 도포하여 물리적인 장벽을 

만들고 물질이 장벽을 통해 세포 내로 들어 간 후의 

독성을 평가 하기 때문에 용해도가 상대적으로 나쁜 

제형 원료에 적용하기 용이하다. 따라서 시료 적용

의 용이성 및 치과용 재료 독성 평가에서 세계적으

로 공인된 시험 법이라는 점을 고려하여 이 시험 법

을 도입하여 치약의 원료 및 제품을 평가하고자 하

였다. 

이 시험 법이 동물에서의 자극을 예측할 수 있는

지 확인하기 위해 우선 문헌 상 자극 여부를 확인 

할 수 있는 화학물질을 이용하여 비교 연구를 한 결

과 높은 상관성을 확인 할 수 있었다 (Table 5)(US 

pharmacopeia 31, 2015). SLS 0.5%와 ethanol 30%

에 대한 동물실험 문헌 결과가 없으나 이들 원료는 동

물을 이용한 피부 자극 시험에서 자극을 유발하는 성

분이므로 피부보다 상대적으로 장벽이 약한 구강 점막

에서는 자극이 유발될 가능성이 높다고 생각하여 비교 

시 agar diffusion test는 동물을 이용한 구강 자극을 

예측 할 수 있었다. 

원료를 이용한 평가에서는 대부분의 원료는 사용 

10배 농도에서 무자극을 보였다. 그러나 기능성 성

분인 hydrogen peroxide (active 35%), sodium 

monofluorophosphate, tetrasodium pyrophsphate, 

cetylpyridium chloride, sodium chloride와 계면활

성제는 사용 농도에서 중등도 (moderate)이상의 자극

을 보였다 (Table 6). 이 결과를 바탕으로 이들 성분

이 실제 제형에서는 자극 변화에 영향을 주는지 확인

하기 위해 제형을 제작해서 평가한 결과 hydrogen 

peroxide과 계면활성제의 종류에 따라 제형에서의 자

극이 달라짐이 확인되었다, 그러나 원료에서 높은 자

극을 보인 hydrogen peroxide의 경우는 제형에서는 

상대적으로 원료 자체는 자극 상승률을 낮은 편이고 

제형에서는 계면활성제의 조합이 자극에 큰 영향을 주

었다 (Table 7). hydrogen peroxide는 의약외품 규제 

상 사용 함량이 제한 되어 있기 때문에 치약의 자극에 

영향을 주는 주요 인자는 게면활성제의 조합으로 볼 

수 있으며 더 안전한 계면활성제 단독 혹은 조합 선

별을 통해 구강 자극 측면에서는 저자극 치약을 개발

하는 데 도움이 될 수 있을 것으로 보인다. 이러한 

경향은 시판중인 치약에서도 확인 가능하였는데, 성

분 및 함량 정보를 알 수 있는 자사 치약으로 분석 

시 계면활성제의 종류와 함량에 따라 치약의 자극 

수준에 영향을 줌을 확인 할 수 있었다 (Table 8). 

그리고 농도 별로 평가 하였을 시 특정 범위에 자극

이 몰려 있는 경향이 있어 통계적인 분석이 불가능

하였으나, 비교적 다양한 자극 수준으로 고르게 분

포가 되어 있는 25 %농도 평가에서 United States 

pharmacopeia 31의 기준 (Table 4)을 적용 시 내부

적으로 원료와 제품의 자극 비교 및 변별성을 확인 

할 수 있었다. 

본 연구를 통해서 기존의 구강 세포주를 활용한 in 

vitro 시험에서 장애 요인인 불용성 물질을 포함하는 

구강 관리 제품 용 시료의 시험이 가능한 신규 in 

vivo 구강 자극 독성 평가 시스템을 구축하였다. 또

한, 여러 자극을 유발하는 성분 함유 제형의 연구를 

통해 계면활성제와 치아 미백에 사용되는 성분의 사

용 여부가 구강 자극의 수준에 영향을 줌을 본 시험

을 통해 증명하였다. 본 결과를 바탕으로 동물을 사

용하지 않고 구강 관리 제품의 자극 수준을 사전에 

평가할 수 있는 시스템으로 활용할 수 있을 거라 사

료된다. 
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