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감감감사사사의의의 글글글

어느덧 2년이라는 대학원 시간이 지나 새로운 삶을 향해 있는 지금 오늘의 저
를 있게 해주신 분들에게 이 감사의 마음을 조금이나마 전하려고 합니다.
본 논문이 완성되기까지 학문의 길과 배움에 대해 아낌없는 가르침을 주시고
사랑과 격려로 이끌어 주신 이명숙 교수님께 먼저 진심으로 감사드립니다.아울
러 세심하고 자상하게 논문 심사를 해 주신 안명수 교수님,안홍석 교수님께 진
심으로 감사드리며 학부와 석사과정 동안 늘 따뜻한 관심으로 지켜봐 주시고
많은 가르침으로 학문의 자세를 깨우쳐 주신 김혜영 교수님,조은자 교수님,한
영숙 교수님께 깊은 감사의 마음을 드립니다.
논문이 완성될 수 있도록 많은 도움을 주신 오현희 선생님과 미영언니,영연언
니께 감사드리며 항상 격려의 말로 위로해 주신 대학원 선배언니들께도 감사의
마음을 전합니다.또한 고마운 마음을 말로 다 표현할 수 없을 만큼 친언니처럼
자상하게 대해준 효숙언니와 항상 곁에서 묵묵히 실험을 일을 도와주고 따뜻한
위로의 말을 해주었던 인수언니에게 감사드리며 열심히 실험실 일을 배우고 있
는 수정이와 유호 선생님,그리고 옆에서 항상 힘이 되어준 선용이 오빠와 후배
진숙이,은아에게도 고마운 마음을 전합니다.항상 따뜻한 격려의 말로 큰 힘이
되어 주신 유정아 선생님과 김경식 선생님께도 감사드리며 힘들 때 마다 마음
의 휴식처가 되어 주었던 친구 윤미,의한,지수에게도 고마운 마음을 전하며
이 작은 기쁨을 함께 하고 싶습니다.
마지막으로 항상 든든한 오빠와 착한 동생 성용이에게 고마움을 전하며 부족
한 딸에게 누구보다도 격려를 아끼지 않으시고 한없는 사랑으로 감싸주신 아빠,
엄마께 고개 숙여 감사드리며 이 작은 결실을 바칩니다.



- i -

논논논 문문문 개개개 요요요

최근 우리의 식생활이 서구화 되어감에 따라 식이 지방의 섭취가 증가하였
으며,이로 인해 심장 및 뇌혈관 질환의 발병률이 증가하고 있다.식이 지방
의 섭취량뿐만 아니라 체내에서 생성되는 지질 과산화물을 심혈관 질환의
원인물질로 제시하는 연구가 보고되고 있다.생체 내에서 최종적으로 생성
되는 지질 과산화물의 한 형태인 4-HNE(4-hydroxynonenal)는 ω-3계열과 ω

-6계열 지방산이 함유된 지질의 과산화 과정에서 생성된다.이렇게 형성된
지질 과산화물들은 혈관벽의 산화적 손상을 유발하여 혈관성 세포사멸을 초
래하고,이는 생리적인 기능장애뿐만 아니라 동맥경화와 같은 심혈관 질환
을 유발시킨다고 보고되고 있다.
세포사멸(apoptosis)이란 개체를 구성하고 있는 세포가 조직의 항상성을 유
지하기 위하여 능동적으로 죽는 적극적인 현상으로,프로그램화된 세포사멸
(programmedcelldeath)이라고도 한다.그러나 세포사멸은 퇴행성 질환의
원인이 되고 면역질환 등을 유발한다고 알려져 있으며,이러한 질환은 산화
적 스트레스와 연관되어 있다고 보고되고 있다.산화적 스트레스는 미토콘
드리아 관련성 세포사멸 경로를 통해 세포사멸을 유발한다.미토콘드리아
관련성 세포사멸 경로에 관여하는 단백질에는 cytochrome c, bcl-2,
caspase-9, caspase-3 등이 있다. 최종적으로 활성화된 caspase-3는
PARP[poly(ADP-ribose)polymerase]를 활성화시켜 DNA 분절화 현상과 핵
의 응축을 유도하면서 세포사멸을 일으키는 것으로 알려져 있다.이러한 산
화적 스트레스에 의하여 유발되는 세포사멸을 억제하는 물질로는 녹차,콩
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류,포도,마늘 및 양파류 등의 채소나 과일에 존재하는 폴리페놀 성분들이
제시되고 있다.
특히 녹차에 함유된 폴리페놀 성분들은 지질의 과산화 현상을 억제하여 심
혈관계 질환의 발병률을 감소시킨다고 보고되고 있으며,과산화물과 지질
라디칼을 효율적으로 제거하여 항산화 작용을 하는 것으로 알려져 있다.특
히 항산화 기전에 관여하는 효소의 활성을 증가시킴으로써 과산화 물질을
제거하고,산화적 스트레스에 의한 세포사멸 기전을 억제한다고 보고되고
있다.

따라서 본 연구는 인체 혈관 내피 세포(ECV304cell)를 이용하여 4-HNE
가 혈관 내피 세포의 사멸에 미치는 영향과 이에 따른 녹차의 생리활성 효
과를 살펴보기 위하여 4-HNE는 50,100,200,400 μM의 농도로 처치하였
고,녹차 에탄올 추출물(greenteaethanolextracts,GTE)은 10,20㎍/㎖의
농도로 처치하여 세포 생존율을 측정하였다.위의 실험 결과를 바탕으로
4-HNE50 μM과 GTE20㎍/㎖를 함께 처치하여 세포의 형태학적 변화,지
질 과산화물(lipidperoxides,LPO)의 함량,caspase-3단백질의 활성도,미
토콘드리아 관련성 세포사멸 경로에 관여하는 단백질의 발현정도를 측정하
였으며,실험 결과는 다음과 같다.

1.세포의 형태학적 변화를 살펴보면,4-HNE 50 μM 처치군은 배양시간이
지남에 따라 세포사멸 현상이 뚜렷하게 나타났다.반면,GTE20㎍/㎖를 함
께 처치한 군에서는 1,6시간 배양 시 4-HNE50μM 처치군에 비해 세포사멸
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현상이 감소하는 것으로 관찰되었다.그러나 12,24시간 배양 시에는 GTE20
㎍/㎖를 함께 처치한 군에서 세포사멸 억제효과가 나타나지 않는 것으로 관
찰되었다.

2.4-HNE를 50-400 μM의 농도로 처치하여 12,24,48시간 배양 후 세포생
존율을 관찰한 결과 농도 의존적이며 배양시간 의존적으로 감소하는 경향을
나타내었다.또한 4-HNE를 50 μM의 농도로 처치한 후 1,3,6,12,24시간
배양하였을 경우에도 같은 경향을 나타내었다.반면,GTE 10,20㎍/㎖를
4-HNE 50 μM과 함께 처치하여 1,3,6,12,24시간 배양하였을 경우에는
4-HNE50 μM 처치군에 비해 세포 생존율이 증가하는 것으로 관찰되었다.
특히 GTE20㎍/㎖를 처치하였을 경우에는 GTE10㎍/㎖를 처치한 것에 비
해 세포 생존율이 더 높은 것으로 나타났다.

3.지질 과산화물 함량에 있어서는 4-HNE50 μM을 처치하였을 경우 대조
군에 비해 지질 과산화물 함량이 시간 의존적으로 증가하였다.반면,GTE
20㎍/㎖를 함께 처치한 군에서는 1,6시간 배양 시 지질 과산화물의 함량이
유의적으로 감소하였다(p=0.009,p=0.024).그러나 12,24시간 배양 시에는
GTE 20㎍/㎖의 첨가가 지질 과산화물 함량에 영향을 미치지 않는 것으로
나타났다.

4.caspase-3활성도를 살펴보면 4-HNE 50 μM 처치군에서는 배양시간이
증가할수록 caspase-3의 활성이 유의적으로 증가하였다(p<0.001).반면,
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GTE20㎍/㎖를 함께 처치한 군에서는 4-HNE50 μM 처치군에 비해 1,6시
간 배양 시 caspase-3의 활성도가 유의적으로 감소하였다(p=0.001,p=0.002).
12시간 배양 시에도 caspase-3의 활성도가 감소하였으나 유의적이지 않았으
며,24시간 배양 시에는 caspase-3의 활성도가 4-HNE50 μM 처치군에 비해
다소 증가하였으나 유의적이지 않았다.

5. cytochromec단백질의 발현정도는 4-HNE50 μM 처치군의 경우 모든
배양시간에서 cytochromec단백질의 발현이 증가한 것으로 나타났다.반
면,GTE20㎍/㎖를 함께 처치한 군에서는 1,6시간 배양 시 4-HNE50 μ

M 처치군에 비해 cytochromec단백질의 발현이 억제되었다.그러나 12,
24시간 배양 시에는 GTE20㎍/㎖를 함께 처치한 군에서 cytochromec단
백질 발현에 대한 억제효과가 관찰되지 않았다.

6.항세포사멸 인자인 bcl-2단백질의 발현정도를 살펴보면,4-HNE50 μM
처치군은 대조군과 비교하였을 경우 bcl-2단백질의 발현정도가 유사한 것
으로 관찰되었다.반면,GTE20㎍/㎖를 함께 처치한 군에서는 1,6시간 배
양하였을 경우 bcl-2단백질의 발현이 4-HNE 50 μM 처치군에 비해 증가
하는 것을 관찰할 수 있었다.그러나 12,24시간 배양하였을 경우에는 bcl-2
단백질의 발현정도가 4-HNE50μM 처치군과 유사한 것으로 나타났다.

7.caspase-3단백질의 발현정도는 4-HNE50μM 처치군의 경우 모든 배양
시간에서 활성화된 caspase-3 단백질의 발현이 증가한 것으로 나타났다.
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GTE 20㎍/㎖를 함께 처치한 군에서는 1,6시간 배양하였을 경우 4-HNE
50μM 처치군에 비해 활성화된 caspase-3단백질 발현이 억제되는 것을 관
찰할 수 있었다.그러나 12,24시간 배양 시에는 GTE20㎍/㎖를 함께 처치
한 군에서 활성화된 caspase-3단백질 발현에 대한 억제효과가 관찰되지 않
았다.이는 GTE가 초기 배양시간에서 세포사멸을 억제하는 역할을 한 것으
로 사료된다.

이상의 결과를 종합해 볼 때 지질의 과산화 생성물질인 4-HNE는 인체 혈
관 내피 세포(ECV 304cell)에서 미토콘드리아 관련성 세포사멸 경로를 통
해 세포사멸을 유발하는 것으로 밝혀졌다.그러나 녹차 에탄올 추출물은 6
시간 이내의 초기 배양시간에서 4-HNE에 의하여 유도되는 세포사멸을 억
제하였다.이와 같은 혈관 내피 세포에서 녹차의 세포사멸 억제효과는 동맥
경화의 예방에 도움을 줄 것으로 기대된다.

향후 연구로서 세포 신호 전달 체계의 초기과정에 있어서 녹차와 관련된
기전적 연구가 요구되어지며,이를 바탕으로 녹차에 함유된 폴리페놀 성분
들의 임상적인 활용 가능성을 타진할 필요가 있겠다.



- vi -

목목목 차차차

논논논문문문개개개요요요

ⅠⅠⅠ...서서서론론론 ························································································································1
ⅡⅡⅡ...재재재료료료 및및및 방방방법법법········································································································9
1.실험재료···············································································································10
2.Humanvascularendothelialcell(ECV304cell)의 배양·······················10
(1)세포배양·······································································································10
(2)녹차 에탄올 추출물(GTE)·······································································11
(3)시료처리·······································································································11

3.세포 형태학적 관찰···························································································12
4.생화학적 검사 ···································································································12
(1)Cellextracts·······························································································12
(2)세포 생존율·································································································13
(3)지질 과산화물(Lipidperoxides,4-HNE+MDA)함량·····················14
(4)caspase-3활성도······················································································14
(5)Westernblot분석·····················································································15
(6)단백질 정량·································································································16

5.통계처리·············································································································16



- vii -

ⅢⅢⅢ...연연연구구구 결결결과과과 및및및 고고고찰찰찰···························································································17
1.세포 형태학적 변화···························································································17
2.세포 생존율·········································································································20
3.지질 과산화물(Lipidperoxidation,4-HNE+MDA)함량··························32
4.caspase-3활성도·······························································································36
5.Westernblot분석·····························································································41

ⅣⅣⅣ...요요요약약약 및및및 결결결론론론······································································································50

참참참고고고문문문헌헌헌

AAABBBSSSTTTRRRAAACCCTTT



- viii -

LLLiiissstttsssooofffTTTaaabbbllleeesss

Table 1.Effects ofincreasing concentration of4-HNE on the cell
proliferation of ECV304 cells according to the different
incubationtimes······················································································23

Table2.Effectsofethanolextractsofgreenteatreatedwith4-HNE50
μM on the cellviability ofECV304 cells according to the
differentincubationtimes·······································································29

Table3.Effectsofethanolextractsofgreenteatreatedwith4-HNE50
μM ontheLPO productionofECV304cellsaccording tothe
differentincubationtimes······································································34

Table4.Effectsofethanolextractsofgreenteatreatedwith4-HNE50
μM onthecaspase-3activationofECV304cellsaccording to
thedifferentincubationtimes······························································39



- ix -

LLLiiissstttooofffFFFiiiggguuurrreeesss

Fig.1.Lipidperoxidationofautocatalyticchainprocess································6
Fig.2.MitochondrialPathwayofApoptosisSignaling···································7
Fig.3.Molecularstructuresofgreenteapolyphenols····································8
Fig.4.Theexperimentaldesign··············································································9
Fig.5.Effectsofethanolextractsofgreenteatreatedwith4-HNE50 μM

onthecellmorphologyofECV304cellsaccordingtothediffetent
incubationtimes····························································································19

Fig.6.Effectsofincreasingconcentrationof4-HNEonthecellviability
of ECV304 cells according to the different incubation times
comparedwithcontrol················································································24

Fig.7.Cytotoxicityofethanolextractsofgreenteaonthecellviability
of ECV304 cells according to the different incubation times
comparedwithcontrol················································································30

Fig.8.Effectsofethanolextractsofgreenteatreatedwith4-HNE 50
μM on the cellviability of ECV304 cells according to the
differentincubationtimescomparedwithcontrol···························31

Fig.9.Effectsofethanolextractsofgreenteatreatedwith4-HNE 50
μM on theLPO production ofECV304cellsaccording tothe



- x -

differentincubationtimes········································································35
Fig.10.Effectsofethanolextractsofgreenteatreatedwith4-HNE 50

μM onthecaspase-3activationofECV304cellsaccording to
thedifferentincubationtimes······························································40

Fig.11.Cytochrome c protein expression levels in human vascular
endothelialcells(ECV304cells)exposedto4-HNE50 μM and
incubatedwithGTE20㎍/㎖····························································43

Fig.12.Bcl-2protein expression levelsin human vascularendothelial
cells(ECV304cells)exposedto4-HNE 50 μM andincubated
withGTE20㎍/㎖··················································································46

Fig.13.Caspase-3 protein expression levels in human vascularendo
thelialcells (ECV304 cells)exposed to 4-HNE 50 μM and
incubatedwithGTE20㎍/㎖······························································49



- 1 -

ⅠⅠⅠ...서서서 론론론

2003년 통계청의 사망원인 통계결과에 의하면 뇌혈관 질환이 10만 명당
75.5명,심장질환이 10만 명당 35.6명으로 남녀 모두에서 암 다음으로 한국
인 사망률의 직접적인 원인이 되고 있다(1).또한 우리의 식생활이 서구화
되어감에 따라 지방 섭취량이 매년 증가하여 1992년에는 총열량에 대한 지
방 섭취율이 16.6%에 불과하였으나,2001년에는 19.5%로 증가하였다(2).따
라서 우리나라의 식생활 패턴이 여전히 뇌혈관 및 심혈관 질환의 사망률에
영향을 미치고 있음을 알 수 있다.뇌혈관 질환과 심장질환은 동맥경화가
주된 원인인 것으로 알려져 있으며(3),동맥경화의 위험인자로는 비만,음주,
흡연,가족력,남성,폐경,나이,혈중 지질농도,혈장 호모시스테인 농도 증
가,유전자 다형성 및 식이인자 등이 제안되고 있다(4,5).특히 여러 역학조
사 결과 식이 지방이 고혈압,동맥경화,심장질환 등의 심혈관계 질환과 밀
접한 관계가 있다고 밝혀지면서,이들 질병과 관련된 콜레스테롤,불포화지
방산과 같은 식이 지방에 관한 연구가 활발하게 이루어지고 있다(6,7).
식이 지방 중 고도 불포화 지방산 특히 식이 내 ω-3지방산은 다른 지방산
에 비해 지방산 자체의 불포화도가 높고 cis형의 불안정한 이중결합을 지니
고 있으므로 체내 외에서 산화되어 자유기와 과산화물을 생성할 가능성이
높다(8).이렇게 생성된 과산화물은 세포막 파괴,지단백질의 산화,체조직의
노화,암 및 여러 종류의 퇴행성 질환을 일으켜 생체에 치명적인 영향을 줄
수 있다고 보고되고 있다(9-11).또한 자유기 중에서도 활성산소들은 반응성



- 2 -

이 대단히 높아 세포의 주요 구성물질인 지질,단백질 및 핵산을 파괴하여
조직에 산화적 손상을 초래하게 되고 만성적인 산화적 손상은 세포의 기능
저하뿐만 아니라 노화나 암 및 동맥경화와 같은 각종 만성질환을 유발하는
원인이 된다고 알려져 있다(12,13).이러한 활성산소들은 정상 에너지 대사
과정에서는 물론 그 외 여러 기전에 의해 끊임없이 생성되며 동시에 각종
효소 및 비효소적 항산화 물질에 의해 제거되어 정상 생체에서는 이들의 생
성과 소거가 균형을 이루고 있다.그러나 이러한 대사가 불균형을 이루게
되면 세포내에서 산화적 스트레스가 발생하게 되며,특히 지질의 산화적 손
상을 유발하여 초기에 지질 라디칼을 생성한 후 자동 연쇄 반응으로 과산화
물을 생성하게 된다고 알려져 있다(14).(Fig.1)
지질 과산화물의 한 형태인 4-hydroxynonenal(4-HNE)은 ω-3계열과 ω-6계
열 지방산의 산화과정에 의해 생성되는 α,β-unsaturatedaldehydes중 하나
이며 동맥경화,파킨스씨 질병,당뇨,만성신부전 등과 같은 다양한 질병의
원인물질로 작용한다고 보고되고 있다(15-18).4-HNE는 아미노산 잔기의
변형을 일으켜 단백질의 산화적 손상을 유발하고,DNA adduct물질로서 작
용하여 유전자 발현에 변화를 초래한다고 알려져 있다(19,20).4-HNE가 식
이성 요인의 지질 과산화물 표지자로서 혹은 DNA adduct물질로서 작용한
다는 사실이 최근에 밝혀졌으나,동맥경화와 관련된 연구는 아직 미흡한 실
정이다(21).4-HNE는 농도 의존적으로 세포신호기전에 영향을 미친다.즉
몇몇 세포에서는 저농도의 4-HNE가 세포증식을 촉진한다고 보고되고 있는
반면,고농도의 4-HNE는 세포사멸(apoptosis)을 유도한다고 보고되고 있다
(14).특히 혈관내벽에서 일어나는 과도한 세포사멸은 동맥경화의 발생과 관
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련이 있다고 알려져 있다.혈관내벽에서의 세포사멸은 죽상반 파열(plaque
rupture)을 동반하여 죽상반의 혈전을 증가시키고,이로 인해 혈관 내강이
협착하게 되어 동맥경화를 유발하게 된다(22).또한 혈관 내벽에 콜레스테롤
이 축적될 때 형성되는 섬유성 막을 지속적으로 약화시키고,갑작스런 파열
을 유발하여 결과적으로 동맥경화를 유발하게 된다고 보고되고 있다(23).
세포사멸이란 신체를 구성하고 있는 기본단위인 세포가 조직의 항상성을
유지하기 위하여 세포분열과 죽음을 조절하는 과정에서 능동적으로 죽는 것
을 의미하며 프로그램화된 세포사멸(programmedcelldeath)이라고도 한다
(24,25).그러나 세포사멸은 퇴행성 질환의 원인이 되고,면역 질환 등의 치
명적인 질환을 유발한다고 알려져 있으며(26),이러한 질환은 산화적 스트레
스와 연관되어 있다고 보고되고 있다.산화적 스트레스는 미토콘드리아 관
련성 세포사멸 경로를 통해 세포사멸을 유발하게 된다(27).이러한 세포사멸
은 형태학적으로는 세포막의 파괴,염색체의 응축 및 사멸체(apoptotic
body)형성과 함께 식세포 작용을 거치는 것을 의미하며,생화학적으로는
염색체 DNA가 큰 조각에서 작은 조각으로 갈라지는 DNA 단편화 현상을
의미한다(28,29).일반적으로 세포사멸 기전은 caspase라 불리는 단백질 분
해효소에 의해 세포 내 단백질이 분해되면서 신호가 전달되는 일련의 과정
으로 여러 종류의 caspase들이 세포사멸에 관여하는 것으로 보고되고 있다
(30).세포사멸 경로는 외인성인 수용체 매개성 경로와 내인성인 미토콘드리
아 관련성 경로가 있다.수용체 매개성 세포사멸 경로는 세포사멸 수용체인
FasR,TNF-R1,CAR1,DR3또는 DR4에 리간드가 결합하여 활성화가 일
어나는 것에 의해 시작된다.(Fig.2) 이로 인해 세포질 내 도메인이
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FADD(Fasassociated death domain)단백질과 결합하게 되고,다음으로
caspase-8과 연결되어 세포사유도신호복합체(death inducing signaling
complex,DISC)를 형성한다고 알려져 있다(31).미토콘드리아 관련성 세포
사멸 경로는 주로 산화성 스트레스에 의한 비특이적 막투과성의 증가와 미
토콘드리아 막전위가 감소되는 것에 의해 시작된다(32).이때 미토콘드리아
의 막간격에 존재하는 cytochromec가 미토콘드리아 막의 통로(channel)를
통해 방출되며,이는 막의 통로를 구성하고 있는 bcl-2계 단백질들에 의해
조절된다(33,34).방출된 cytochromec는 Apaf-1,caspase-9,dATP와 결합
하여 caspase-9을 활성화시키고,이렇게 활성화된 caspase-9은 caspase-3를
활성화시켜 세포사멸을 유도하는 것으로 보고되고 있다(35).최종적으로 활
성화된 caspase-3는 PARP[poly(ADP-ribose)polymerase]를 활성화시켜
DNA 분절화 현상과 핵의 응축을 유도하면서 세포사멸을 일으키는 것으로
알려지고 있다(36).이러한 산화적 스트레스에 의하여 유발되는 세포사멸 억
제 물질로는 녹차,콩류,포도,마늘 및 양파류 등의 채소나 과일에 존재하
는 폴리페놀 성분들이 제시되고 있다(37).
최근에는 녹차에 대한 관심이 높아지면서 녹차의 성분과 그 약리 효과에
대한 많은 연구가 이루어지고 있다.녹차는 여러 가지 다양한 화합물질의
복합체로 구성되어 있으며,그 중에서도 여러 종류의 폴리페놀류가 다량 함
유되어 있다(38,39).녹차의 기능성분인 폴리페놀은 flavan-3-ol구조를 기본
으로 하고 있으며,녹차에 함유된 폴리페놀을 살펴보면 epigallocatechin-3-
gallate(EGCG)가 26.9%,epicatechingallate(ECG)가 11.6%,epicatechin(E
C)은 7.7%,epigallocatechin(EGC)은 7.2% 정도 함유되어 있다.그 외
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gallocatechin과 catechin이 각 3-5% 정도 함유되어 있는 것으로 알려져 있
다(40,41).(Fig.3)녹차에 함유된 폴리페놀류는 지질의 과산화 현상을 억제
하고 노화를 지연시키며,혈중 콜레스테롤과 중성지질의 생성을 억제하여
비만을 방지하고,자유 라디칼을 효율적으로 제거하여 항산화 작용을 하는
것으로 보고되고 있다(42,43).그 외에도 항암 작용(44,45),해독 작용(46),항
균 작용(47)및 모세혈관의 저항력 증진 작용(48)등이 보고되고 있다.
특히 산화적 스트레스에 의한 세포사멸 기전에 있어서 녹차 폴리페놀 성분
이 미치는 영향에 관한 많은 연구가 진행되고 있다.녹차 폴리페놀 성분인
EGCG는 과산화수소에 의해 유발된 인체 혈관 내피 세포(HUVEC)의 사멸
을 억제시킨다고 보고되며(49),EC는 산화적 스트레스에 의하여 유발되는
세포사멸로부터 섬유아세포를 보호한다고 보고되고 있다(50).그러나 이러한
생리적인 효과가 생체 내에서도 유효한지 확실하지 않으며,생리활성 효과
에 대한 구체적인 작용기전에 대해서도 여전히 많은 연구가 필요하다고 본
다.
따라서 본 연구에서는 인체 혈관 내피 세포(ECV304 cell)를 이용하여
4-HNE를 농도에 따라 처치한 후 세포 생존율과 혈관 내피 세포의 사멸에
미치는 영향을 살펴보고,4-HNE에 의해 유도된 동맥경화 발생기전에 있어
서 녹차 에탄올 추출물(greenteaethanolextracts,GTE)의 생리활성 효과
를 살펴보고자 한다.이에 따른 이 연구의 세부 목적은 1)4-HNE와 GTE
의 농도에 따른 세포 생존율 변화,2)지질 과산화물 생성에 대한 GTE의
항산화적 역할 규명,3)4-HNE에 의해 유발되는 미토콘드리아 관련성 세포
사멸 경로에 대한 GTE의 억제효과 및 기전을 살펴보고자 하는 것이다.
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FFFiiiggg...111...LLLiiipppiiidddpppeeerrroooxxxiiidddaaatttiiiooonnnooofffaaauuutttooocccaaatttaaalllyyytttiiicccccchhhaaaiiinnnppprrroooccceeessssss
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FFFiiiggg...222...MMMiiitttoooccchhhooonnndddrrriiiaaalllPPPaaattthhhwwwaaayyyooofffAAApppoooppptttooosssiiisssSSSiiigggnnnaaallliiinnnggg
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FFFiiiggg...333...MMMooollleeecccuuulllaaarrrssstttrrruuuccctttuuurrreeesssooofffgggrrreeeeeennnttteeeaaapppooolllyyyppphhheeennnooolllsss
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ⅡⅡⅡ...재재재료료료 및및및 방방방법법법

본 연구는 인체 혈관 내피 세포(ECV304cell)에 지질 과산화물인 4-HNE
와 녹차 에탄올 추출물(GTE)을 처치한 후 세포형태학적 변화,세포증식률,
지질 과산화물의 함량,세포사멸에 관여하는 단백질의 활성도를 측정하여
혈관 내피 세포의 세포사멸 정도를 측정하였다.

FFFiiiggg...444...TTThhheeeeeexxxpppeeerrriiimmmeeennntttaaallldddeeesssiiigggnnn
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111...실실실험험험재재재료료료

본 연구에 사용되는 DMEM(Dubelcco's Modified Eagle Medium),
antibiotics(penicillin-streptomycin),FBS(fetalbovineserum),trypsin-EDTA는
GIBCO BRL(Ithersburg, MD U.S.A)에서 구입하였다. 배지에 첨가되는
sodium bicarbonate및 dimethylsulfoxide(DMSO),PBS(phosphatebuffered
saline,pH 7.4),trypanblue(0.4%)는 sigma사로부터 구입하였고,세포증식률
측정을 위한 MTT(3-〔4,5-dimethylthiazol-2-yl〕-2,5-dienyl trazolium
bromide)도 sigma사로부터 구입하였다.지질 과산화물 처치를 위한 4-HNE는
Calbiochem으로부터 구입하였다.단백질 정량을 위한 시약으로 bovineserum
albumin(BSA),ProteinAssay용액은 Bio-Rad제품을 이용하였다.Western
blot분석에 사용되는 일차항체(cytochrome c,Bcl-2,caspase-3)는 Santa
CruzBiotechnology사와 ZymedLaboratories사로부터 구입하였고,이차항체
(goatanti-mouse,rabbitanti-goat)는 ZymedLaboratories사 제품을 이용하
였다.

222...HHHuuummmaaannnvvvaaassscccuuulllaaarrreeennndddooottthhheeellliiiaaalllccceeellllll(((EEECCCVVV333000444ccceeellllll)))의의의 배배배양양양

(((111)))세세세포포포배배배양양양

Human vascular endothelial cell(ECV304 cell)은 JCRB(Japanese
CollectionofResearchBioresources)에서 분양받아 사용하였다.ECV304세
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포는 5% heat-inactivatedfetalbovineserum(FBS)을 함유하는 DMEM 배
지로 37℃, 5% CO2의 조건에서 배양하였다. 배지의 pH는 sodium
bicarbonate(3.7 g/ℓ)를 사용하여 7.2～7.4로 조정하였으며 항생제로는
penicillin-streptomycin(10㎖/ℓ)을 사용하였다.세포 배양 접시에 80% 정
도의 세포가 자라면 0.25% trypsin-EDTA를 처리하여 계대 배양하여 세포
주를 유지시켰으며,실험 시에는 일정수의 세포를 배양하여 사용하였다.계
대배양은 6회 이상하지 않았다.

(((222)))녹녹녹차차차 에에에탄탄탄올올올 추추추출출출물물물(((GGGTTTEEE)))

본 실험에 사용된 녹차시료는 태평양 녹차사업부로부터 공급받아 사용하였
다.녹차의 추출은 수직으로 환류 냉각관을 부착시킨 플라스크에 시료 10배
에 해당하는 70%의 에탄올을 사용하여 45℃의 수욕상에서 12시간 동안 추
출한 후 여과하였다.(3x) 추출액은 진공회전증발농축기(rotatory vacuum
evaporator)로 감압 농축한 다음 농축물을 동결 건조기를 사용하여 건조한
후 4℃ 냉장에 보존하면서 실험에 사용하였다.

(((333)))시시시료료료처처처리리리

각 군별로 50mm 세포 배양 접시에 세포를 1×106씩 일정하게 분주하
고 5% FBS가 첨가된 DMEM 배지에서 24시간 동안 배양하였다.시료를 처
치하기 12시간 전에 serum freeDMEM 배지를 넣어 배양한 뒤 4-HNE와
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GTE를 용해시켜 첨가하였다.GTE는 dimethylsulfoxide(DMSO)에 녹여서
사용하였고(51),세포배양에 사용된 DMSO의 최종농도는 0.05%이하가 되도
록 하였다.4-HNE의 처치 농도는 50,100,200,400 μM이었으며 GTE는
10,20㎍/㎖의 농도로 처치하였다.이들 각 처리군의 농도로 예비실험을 한
결과 세포 배양을 위한 4-HNE의 적정농도는 50μM이었으며,GTE의 적정
농도는 20㎍/㎖이었다.

333...세세세포포포 형형형태태태학학학적적적 관관관찰찰찰

지질 과산화물과 녹차 에탄올 추출물이 처치된 세포의 형태는 AXIOVERT
25광학현미경으로 관찰하였다.(×200,ZEISS)
각 군별로 50mm 세포 배양 접시에 세포를 1×106씩 일정하게 분주하
고 5% FBS가 첨가된 DMEM 배지에서 24시간 동안 배양하였다.시료를 처
치하기 12시간 전에 serum freeDMEM 배지를 넣어 배양한 뒤 4-HNE와
GTE 처리 1,6,12,24시간 후 광학현미경으로 세포형태를 관찰하였고,현
미경에 부착된 카메라(CONTAX olympus)로 촬영하였다.

444...생생생화화화학학학적적적 검검검사사사

(((111)))CCCeeelllllleeexxxtttrrraaaccctttsss

배양 1,6,12,24시간 후 배지를 제거하고 PBS(pH 7.2～7.4)로 2회 세척
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한 후 0.25% trypsin-EDTA를 이용하여 세포를 모은 뒤 원심 분리하여(2000
rpm,3min)cellpellet을 얻었다.caspase-3활성은 cellpellet에서 바로 cell
extracts를 얻어서 측정하였으며 지질 과산화물 함량,Westernblot,단백질
정량 등은 -80℃에서 냉동 보관하며 실험에 이용하였다.

(((222)))세세세포포포 생생생존존존율율율

지질 과산화물과 녹차 에탄올 추출물 처치에 의한 세포 생존율은 MTT법으
로 확인하였다.(52)MTT법의 측정 원리는 mitochondria dehydrogenase가
3-(4,5)-dimethylthiazol-2yl-2,5-dienyl trazolium bromide(MTT., Sigma
Chemicals,USA)를 환원시켜 보라색 물질인 formazan을 생성하는 성질을 이
용한 것이다.Formazan생성량은 대사적으로 활성을 가진 살아있는 세포의
수와 비례하므로 그 흡광도를 측정하여 세포의 생존율을 측정할 수 있다.
96wellplate에 ECV304cell을 1×104cells/well이 되도록 분주하고 12시간
동안 안정화시킨 후 4-HNE와 녹차 에탄올 추출물을 용해시켜 각 well에 처
치하였다.1,3,6,12,24,48시간에 걸쳐 세포를 배양한 후 10㎕의 MTT
용액(5㎎/㎖)을 각 well에 첨가한 후 37℃에서 3시간 동안 배양하였다.세
포내의 formazan결정체를 녹이기 위하여 남아 있는 배지를 모두 제거한
후 isopropanol(0.04M)100㎕를 넣고 증류수 100㎕를 넣어 혼합한 후
ELISA reader로 570nm에서 흡광도를 측정하였다.
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(((333)))지지지질질질 과과과산산산화화화물물물(((llliiipppiiidddpppeeerrroooxxxiiidddeeesss,,,LLLPPPOOO:::444---HHHNNNEEE+++MMMDDDAAA)))함함함량량량 측측측정정정

지질 과산화 정도는 lipidperoxidationassaykit(Calbiochem,Germany)를
이용하여 측정하였다.이는 불포화지방산으로부터 생성되는 최종과산화물
malondialdehyde(MDA)와 2-hydroy-2(E)-nonenal(4-HNE)같은 4-hydroxy
-alkenal을 동시에 측정하는 방법이다.전통적인 thiobarbituricacid(TBA)
방법에 의한 MDA의 측정법은 많은 상호물질에 의해 영향을 받고 재현성이
떨어지므로 MDA와 4-HNE를 동시에 측정하였다.
N-methyl-2-phenylindole이 45℃에서 MDA와 4-hydroxy-alkenal들과 반
응하여 발색하는 원리를 이용하여 spectrophotometer(Pharmacia)로 586nm
에서 흡광도를 측정하여 1mgprotein의 양을 기준으로 처리군 간에 비교하
였다.

(((444)))CCCaaassspppaaassseee---333활활활성성성도도도 측측측정정정

이 분석법은 예정된 세포사멸을 유발하는 cysteineprotease의 활성을 지니
는 caspase-3의 활성을 조사하는 방법(30)으로 세포 내에서 세포사멸이 유
도되면 단백 분해효소가 활성화되고,이와 같이 활성화되면 caspase-3효소
는 세포내의 p-nitroanilide와의 기질결합체인 DEVD-pNA를 분해하여 푸른
빛의 pNA와 DEVD를 만든다.이 효소의 분석은 Apo-OneTM Homogeneous
caspase3/7assaykit(Promega)를 이용하였다.cellpellet에 celllysisbuffer
를 첨가하여 lysis시킨 후 얼음에 15분 동안 두었다가 4℃,15000g에서 20분
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간 원심분리하여 cellextracts를 준비하였다.이 cellextracts를 96well
plate에 넣고 caspase assay buffer,DMSO,DTT 그리고 DEVE-pNA
substrate를 첨가하여 37℃에서 4시간 동안 반응시킨 후 ELISA reader로
405nm에서 흡광도를 측정하여 1㎍ protein의 양을 기준으로 처리군 간에
비교하였다.

(((555)))WWWeeesssttteeerrrnnnbbblllooottt분분분석석석

Westernblot분석을 위하여 우선 cellpellet에 lysisbuffer(1M Tris,0.1
M EDTA,5M Nacl,NP-40,pH 7.4)50㎕를 첨가하여 cellextracts를 준
비하였다.준비된 cellextracts의 단백질은 12% SDS-PAGE 겔 상에서 전
기영동을 실시하였다.겔 상에 분리된 단백질은 nitrocellulosemembrane(Sc
hleicher& SchuellGrr,Germany)로 120V에서 1시간 20분 동안 전이시킨
다음,비특이적인 결합을 방지하기 위하여 5% skim milk로 1시간 동안
blocking시킨 후 TBST(20mM Tris-HCl,0.8% Nacl,0.05% Tween-20)으
로 nitrocellulose membrane을 10분씩 3차례 씻어준 다음 일차항체
(cytochromec,Bcl-2,caspase-3)를 5% skim milk로 500～ 1,000배 희석하
여 4℃에서 12시간 반응시켰다.nitrocellulosemembrane을 10분 동안 TBST
로 3차례 씻어준 다음 이차항체(goatanti-mouse,rabbitanti-goat)를 5%
non-fatdriedmilk로 1,000배 희석하여 상온에서 1시간 30분 동안 반응시켰
다.10분 동안 TBST로 3차례 씻어준 다음 확인하고자 하는 단백질은
chemiluminescencereaction(ECLTM kit,Amersham,USA)을 이용하여 확인
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하였다.

(((666)))단단단백백백질질질 정정정량량량

단백질의 분석은 Bradford법(53)에 근거한 Bio-Rad Protein asssay
kit(Bio-RadLaboratories,USA)를 이용하였다.cellextract를 일부 취하여
96 cellplate에 넣고 염색시약을 첨가하여 37℃에서 5분간 반응시킨 후
ELISA reader로 595nm에서 흡광도를 측정하였다.

555...통통통계계계분분분석석석

본 연구에서 얻은 모든 결과는 MINITAB(Ver.14)을 이용하여 통계분석을
하였으며 각 실험군마다 평균과 표준편차(mean±SD)를 구하였다.실험군
간의 차이는 ANOVA test와 t-test를 이용하여 p<0.05수준에서 유의성을
검증하였다.
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ⅢⅢⅢ...연연연구구구결결결과과과 및및및 고고고찰찰찰

111...세세세포포포형형형태태태학학학적적적(((CCCeeellllllmmmooorrrppphhhooolllooogggyyy)))변변변화화화

인체 혈관 내피 세포인 ECV304cell에 지질 과산화물인 4-HNE50 μM과
녹차 에탄올 추출물(GTE)20㎍/㎖를 처치하여 시간에 따른 세포의 형태학
적인 변화를 관찰한 결과는 Fig.5와 같다.
배양시간이 지남에 따라 4-HNE 50 μM 처치군은 대조군과 비교했을 때
세포막이 붕괴되어 세포사멸 현상이 뚜렷하게 나타나는 것을 관찰할 수 있
었다.4-HNE 50 μM과 GTE 20㎍/㎖를 함께 처치한 군은 4-HNE 50μM
처치군에 비해 세포사멸 현상이 감소하는 경향을 보였으며 이는 1,6시간
배양에서 뚜렷하게 나타났다.그러나 12,24시간 배양 시에는 4-HNE 50 μ

M만 처치한 군과 4-HNE 50 μM과 GTE20㎍/㎖를 함께 처치한 군 사이
에서 세포사멸 현상이 유사하게 나타나 세포형태학적으로 볼 때 12,24시간
배양 시에는 녹차의 세포사멸 억제효과가 나타나지 않는 것으로 관찰되었
다.이 실험 결과는 녹차의 폴리페놀 성분이 과산화수소나 xanthineoxidase
에 의한 세포사멸 현상을 감소시킨다는 Park등(54)의 연구결과와 유사한
경향을 나타내었다.
결과적으로 녹차에 함유된 폴리페놀 성분들이 독성에 의한 산화적 손상에
대해 항산화적인 역할을 수행한 것으로 사료되며,녹차 폴리페놀 성분들의
양친매성과도 연관이 있는 것으로 보인다.즉,녹차 폴리페놀의 양친매적인
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성질이 세포막을 빠르게 통과할 수 있게 하여 폴리페놀 성분들의 세포내 유
입률이 높아져 세포내에서 항산화제로서의 높은 생리활성효과를 나타낸 것
으로 사료된다.(54)
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222...세세세포포포 생생생존존존율율율

본 연구에서는 동맥경화와 같은 허혈성 심혈관 질환의 병리적인 상태와 유
사한 상황을 유도하는 지질 과산화물인 4-HNE를 혈관 내피 세포에 처치하
였다.혈관손상과 직접적으로 관련이 있는 혈관 내피 세포를 이용하여 산화
적인 손상에 대한 세포의 생존율을 측정하였고,녹차 에탄올 추출물의 세포
독성억제 효과를 조사하였다.

(((111)))444---HHHNNNEEE에에에 의의의한한한 세세세포포포독독독성성성

인체 혈관 내피 세포인 ECV304cell의 세포 생존율은 MTT법을 이용하여
측정하였으며,지질 과산화물인 4-HNE를 농도별로 처치한 다음 12,24,48
시간 후에 MTT 용액을 첨가하여 3시간 배양한 후에 ELISA reader로 측정
하였다.4-HNE의 농도와 배양 시간에 따른 생존율은 Table1과 Fig.6에
나타내었다.
농도에 따른 세포 생존율을 살펴보면,12시간 배양 시 4-HNE50 μM 처치
군의 세포 생존율이 대조군에 비해 40% 정도로 나타나 세포독성 효과를 나
타내는 것으로 관찰되었다.또한 4-HNE의 처치 농도가 증가할수록 대조군
에 비해 세포 생존율이 유의적으로 감소하였으며(p<0.001),농도 의존적
(dose-dependent)적인 경향을 나타내었다.24시간 배양 시에는 4-HNE50 μ

M 처치군의 세포 생존율이 대조군에 비해 32% 정도인 것으로 나타나 높은
세포독성 효과를 나타내었으며,12시간 배양 시와 유사하게 4-HNE의 처치
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농도가 증가할수록 세포 생존율이 유의적으로 감소하였다(p<0.001).48시간
배양 시에는 4-HNE50 μM 처치군의 세포 생존율이 대조군에 비해 현저하
게 감소하는 경향을 나타내었으며,특히 200～400 μM 농도에서 급격한 세
포 생존율의 감소를 나타내었다.또한 12,24시간 배양하였을 경우와 마찬가
지로 농도 의존적인 세포독성 효과를 나타내었다.
배양시간에 따른 세포 생존율의 변화를 살펴보면,4-HNE50 μM을 처치하
였을 경우 시간이 지날수록 세포 생존율이 유의적으로 감소하여(p<0.001)
시간 의존적(time-dependent)인 세포독성 효과를 나타내었다.4-HNE100 μ

M,200 μM,400 μM을 각각 처치하였을 경우에도 50 μM 처치하였을 경우
와 유사하게 시간이 지날수록 세포 생존율이 유의적으로 감소하여(p=0.009,
p<0.001,p<0.001)시간 의존적인 세포독성 효과를 나타내었다.
Lawrence등(56)의 연구에서는 결장암세포(RKO cells)에 4-HNE를 30-75
μM로 처치하였을 경우 세포사멸이 일어나는 세포의 수가 농도 의존적으로
증가한다고 보고하였으며,이는 4-HNE가 혈관 내피 세포에서 독성효과를
나타낸다는 본 연구의 결과와 일치한다.또한 Liu등(57)의 연구에서도 림프
종 세포(Jurkatcells)에 4-HNE를 1-100 μM로 처치하였을 경우 세포 생존
율이 농도 의존적으로 감소한다고 보고하였다.그러나 4-HNE50 μM을 처
치하였을 경우 대조군에 비해 세포 생존율이 20%밖에 되지 않아 본 연구의
결과보다 세포독성 효과가 더 강한 것으로 나타났다.이것은 세포의 종류에
따라 4-HNE의 독성효과가 다르기 때문인 것으로 사료된다.Park등(54)
의 연구에서는 산화적 혈관손상을 유도한다고 알려져 있는 과산화수소를 미
세 혈관 내피 세포(HUMVECcells)에 0.1-10mM로 처치한 결과 농도 의존
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적으로 세포 생존율이 감소하는 경향을 나타내었다.그 외에도 Jeong 등
(58)의 연구에서는 신경퇴행성 질환에서 높게 발현되는 것으로 알려진
3-Hydroxykynerenine(3-HK)를 신경세포종 세포(SH-SY5Y cells)에 처치하
여 세포독성을 관찰한 결과 3-HK는 농도 의존적으로 세포 생존율을 감소
시키는 것으로 나타났다고 보고하였다.특히 3-HK를 250 μM로 처치하였을
경우 시간 의존적으로 세포 생존율이 감소되었으며,이는 본 연구 결과와
일치하였다.
결론적으로 지질 과산화물인 4-HNE는 농도 의존적이며 배양 시간 의존적
으로 세포독성 효과를 나타내었다.이러한 결과는 4-HNE가 세포 내로 쉽게
확산되어 항산화 기전을 차단시키는 것과 연관이 있는 것으로 보인다.즉,
4-HNE가 항산화 작용에 관여하는 GSH의 수치를 감소시키는 등 항산화 기
전을 차단시킴으로써 산화-환원 상태(redoxstate)를 변화시키게 되고,이러
한 변화가 산화적 스트레스로서 세포내 신호 전달 기전에 영향을 미쳐 세포
사멸 현상을 유발한 것으로 사료된다.(57,58)이러한 산화적 손상으로 인한
세포사멸은 혈관내벽에서 죽상혈전증 등을 유도하여 결국 동맥경화를 유발
하게 되는 것으로 사료된다.(23)
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TTTaaabbbllleee111...EEEffffffeeeccctttsssooofffiiinnncccrrreeeaaasssiiinnngggcccooonnnccceeennntttrrraaatttiiiooonnnooofff444---HHHNNNEEE ooonnnttthhheeeccceeellllll
ppprrrooollliiifffeeerrraaatttiiiooonnn ooofffEEECCCVVV333000444ccceeellllllsssaaaccccccooorrrdddiiinnnggg tttooo ttthhheeedddiiiffffffeeerrreeennnttt
iiinnncccuuubbbaaatttiiiooonnntttiiimmmeeesss

1)Valueareexpressedmean±S.D.
2) P-values for the significance among the incubation time according to the various
concentrationof4-HNE

3)P-valuesforthesignificanceamong thevariousconcentration of4-HNE according tothe
incubationtime

․ a,b,cvalueswithintheincubationtimeof4-HNE groupswithdifferentsuperscriptsare
significantatp<0.05

․ x,y,zvalueswithin thetreated concentration of4-HNE with differentsuperscriptsare
significantatp<0.05

12h 24h 48h p-value2)

Control v0.674±0.001)b v0.682±0.01a v0.695±0.01a 0.021
4-HNE50μM w0.284±0.00a w0.216±0.01b w0.181±0.01c <0.001
4-HNE100μM x0.205±0.00a x0.189±0.01a x0.151±0.02c 0.009
4-HNE200μM y0.170±0.01a y0.146±0.01b y0.086±0.00c <0.001

4-HNE400μM z0.121±0.01a z0.084±0.00b z0.069±0.01c <0.001

p-value3) <0.001 <0.001 <0.001
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iiinnncccuuubbbaaatttiiiooonnntttiiimmmeeessscccooommmpppaaarrreeedddwwwiiittthhhcccooonnntttrrrooolll

***:Significantlythedifferenceamongthe4-HNEgroups,p<0.001
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(((222)))444---HHHNNNEEE의의의 세세세포포포독독독성성성에에에 대대대한한한 GGGTTTEEE의의의 억억억제제제효효효과과과

지질 과산화물인 4-HNE의 배양시간에 따른 세포독성에 대한 GTE의 억제
효과는 Table2와 Fig.8에 나타내었으며,Fig.7에는 GTE의 세포독성 효과
를 조사하여 나타내었다.
GTE를 녹인 DMSO의 배양농도는 0.01%이하였으며, 이 농도에서의
DMSO는 세포독성을 나타내지 않았다.또한 GTE 10,20㎍/㎖을 처치하여
1,3,6,12,24시간 배양하였을 경우에도 세포독성을 나타내지 않았다.이 결
과를 바탕으로 하여 GTE10,20㎍/㎖을 4-HNE50 μM과 함께 처치하여 세
포 생존율을 관찰하였다.
배양시간에 따른 4-HNE50 μM의 세포독성에 대한 GTE10㎍/㎖의 억제
효과를 살펴보면,1시간 배양 시 4-HNE50 μM과 GTE10㎍/㎖를 함께 처
치한 군은 4-HNE 50 μM에 의한 세포독성을 완화시켜 세포 생존율을 7%
정도 유의적으로 증가시켰다(p=0.034).또한 3시간 배양 시와 6시간 배양 시
에도 4-HNE 50 μM과 GTE 10㎍/㎖를 함께 처치한 군은 4-HNE50 μM
처치군에 비해 세포 생존율이 6%정도 증가하는 경향을 나타내었다.12시간
과 24시간 배양 시 4-HNE 50 μM과 GTE 10㎍/㎖를 함께 처치한 군은
4-HNE50 μM 처치군에 비해 세포 생존율이 2%정도 증가하였으나 유의적
이지는 않았다.즉,GTE10㎍/㎖은 12시간 이후에는 4-HNE에 의한 세포독
성을 억제하지 못하는 것으로 나타났다.
배양시간에 따른 4-HNE50 μM의 세포독성에 대한 GTE20㎍/㎖의 억제
효과를 살펴보면,1시간 배양 시 4-HNE50 μM과 GTE20㎍/㎖를 함께 처
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치한 군은 4-HNE50 μM 처치군에 비해 세포 생존율이 8.3% 정도 유의적
으로 증가하였으며(p=0.029),GTE 10㎍/㎖를 처치하여 동일한 시간 배양한
것에 비해 세포 생존율이 다소 증가한다는 것을 알 수 있다. 3시간 배양 시
에는 GTE 20㎍/㎖를 함께 처치하였을 경우 세포 생존율이 11%정도 증가
한 것으로 나타나 GTE 10㎍/㎖를 처치한 것에 비해 세포독성 억제효과가
높은 것으로 나타났다.또한 6시간 배양하였을 경우 4-HNE50 μM과 GTE
20㎍/㎖를 함께 처치한 군은 4-HNE50 μM 처치군에 비해 세포 생존율이
14%정도 유의적으로 증가하는 경향을 나타내었으며(p=0.002),GTE 10㎍/
㎖를 처치하여 동일한 시간동안 배양한 것에 비해 세포 생존율이 8%정도 증
가한다는 것을 관찰할 수 있었다.이는 GTE20㎍/㎖을 처치하였을 경우 6시
간 배양 시에 녹차의 보호효과가 가장 높다는 것을 의미한다.12시간 배양
시에는 GTE 20㎍/㎖를 함께 처치한 군이 4-HNE 50 μM 처치군에 비해
세포 생존율이 5%정도 유의적으로 증가한 것으로 나타났으며(p=0.039),
GTE 10㎍/㎖를 처치한 것에 비해 세포 생존율이 3%정도 증가한 것으로
관찰되었다.또한 24시간 배양하였을 경우 GTE20㎍/㎖를 함께 처치한 군
이 4-HNE50 μM 처치군에 비해 세포 생존율이 3.5%정도 유의적으로 증가
한 것으로 나타났으며(p=0.042),다른 배양 시간대와 마찬가지로 GTE10㎍
/㎖를 처치한 것에 비해 세포 생존율이 다소 증가하는 경향을 나타내었다.
즉,GTE20㎍/㎖를 4-HNE50 μM과 함께 처치하였을 경우 GTE10㎍/㎖
를 함께 처치한 것에 비해 4-HNE50 μM에 의한 세포독성 억제효과가 높은
것으로 나타났다.또한 GTE 20㎍/㎖는 1시간과 6시간 배양 시에 시간 의
존적인 세포독성 억제효과를 나타내었으나,12시간 이후에는 GTE의 세포독
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성 억제효과가 감소하는 경향을 나타내었다.이는 GTE 10㎍/㎖를 처치하
였을 경우와 마찬가지로 12시간 이후에는 GTE의 세포독성 억제효과가 감소
한다는 것을 의미한다.
Kaneko 등(59)의 연구에서는 혈관내피세포(HUVEC)에 linoleic acid
hydroperoxide(LOOH)를 폴리페놀류와 함께 처치하여 LOOH에 의한 세포독
성억제효과를 관찰한 결과 폴리페놀류 중에서도 특히 EGCG monoglucoside
와 EGCG diglucoside,catechin을 처치하였을 경우 유의적인 세포독성 억제
효과를 나타내었다고 보고하였다.이는 폴리페놀 성분이 세포막 인지질의
친수성 부분에 위치하여 자유 라디칼들을 소거하는 기능을 하거나 이미 생
성된 과산화물들을 제거하여 항산화제로서 역할을 하는 것을 의미하며 본
연구결과와 일치한다.또한 이러한 결과는 인체 미세 혈관 내피 세포
(HUMVEC)에서 녹차의 폴리페놀 성분들이 과산화수소에 의한 세포독성을
억제한다고 보고한 Rah등(54)의 연구결과와 일치한다.Choi등(51)의 연구
에서는 인체 혈관 내피 세포(HUVEC)에 과산화수소를 폴리페놀 성분들과
함께 처치하여 폴리페놀 성분들의 세포독성 억제효과를 관찰하였으며,
EGCG와 quercetin등의 폴리페놀 성분들이 세포생존율을 유의적으로 증가
시켜 과산화수소에 의한 세포독성을 억제한다고 보고하였다.이는 폴리페놀
성분들이 라디칼을 소거하는 등 항산화 역할을 한 것으로 사료되며 본 연구
결과와 유사한 경향을 나타낸다.동맥경화를 유발할 수 있는 산화된 LDL과
여러 종류의 플라보노이드들을 함께 처치한 후 이들의 보호효과를 혈관 내
피 세포에서 관찰한 Kang등(60)의 연구에서도 EGCG와 같은 플라보노이드
들이 산화된 LDL에 의해 유도된 세포독성을 유의적으로 억제시킨다고 보고
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하였다.Jeong등(61)의 연구에 따르면 3-Hydroxykynerenine(3-HK)와 녹차
의 주된 성분인 EGCG를 신경세포종 세포(SH-SY5Y cells)에 함께 처치하
였을 경우 3-HK에 의한 세포사멸을 EGCG가 유의적으로 억제시키는 것으
로 나타났다.
결론적으로 GTE는 농도 의존적으로 4-HNE에 의한 세포독성을 억제시키
는 것으로 관찰되었다.이는 GTE가 생체 내에서 효소반응이 수반되는 2차
적인 항산화 기전에 관여하는 것과 연관이 있는 것으로 사료된다.즉,GTE
는 4-HNE를 제거하거나 4-HNE에 의한 산화적 손상을 수선하는 역할을
하는 것으로 생각된다.또한 녹차의 주된 성분인 폴리페놀들은 4-HNE에 의
해 감소될 수 있는 GSH의 수치를 증가시켜 항산화 기전을 활성화 시키는
것으로 사료된다(62,63).EGCG와 같은 폴리페놀 성분들은 GPx등의 효소
활성을 증가시켜 항산화 기전을 활성화시킴으로써 4-HNE에 의한 세포사멸
을 감소시킨다고 보고되고 있다(58,63).이러한 폴리페놀성분의 항산화 작용
은 4-HNE의 소거작용에 의한 것으로 볼 수 있지만,5탄당 회로(pentose
phosphatepathway)와 연결된 NADPH/glutathione시스템 등의 세포내 항
산화 방어기전을 활성화시키는 경로를 통하여 폴리페놀들의 항산화적인 작
용이 발휘된다는 가능성도 배제할 수는 없을 것이다.따라서 녹차의 폴리페
놀 성분들은 4-HNE에 의한 세포사멸을 감소시켜 혈관내벽을 보호하고,결
국 동맥경화 유발을 억제시키는 역할을 하는 것으로 사료된다.
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TTTaaabbbllleee 222...EEEffffffeeeccctttsss ooofffeeettthhhaaannnooollleeexxxtttrrraaaccctttsss ooofffgggrrreeeeeennn ttteeeaaa tttrrreeeaaattteeeddd wwwiiittthhh
444---HHHNNNEEE 555000 μμμμMMM ooonnn ttthhheee ccceeellllllvvviiiaaabbbiiillliiitttyyy ooofffEEECCCVVV333000444 ccceeellllllsss
aaaccccccooorrrdddiiinnngggtttooottthhheeedddiiiffffffeeerrreeennntttiiinnncccuuubbbaaatttiiiooonnntttiiimmmeeesss

1)Valueareexpressedmean±S.D.
2) P-values for the significance among the incubation time according to the treatment
groups

3) P-values for the significance among the treatmentgroups according to the incubation
time

․ a,b,cvalueswithin theincubation timeoftreatmentgroupswith differentsuperscripts
aresignificantatp<0.05

․ x,y,zvalueswithin thetreatmentgroupswith differentsuperscriptsaresignificantat
p<0.05

1h 3h 6h 12h 24h p-value2)

Control x0.664±0.021)a x0.615±0.00b x0.600±0.01c x0.616±0.00b y0.589±0.01c <0.001

4-HNE50 μM z0.524±0.00a z0.419±0.01b z0.329±0.02c z0.266±0.02d z0.215±0.01e <0.001
4-HNE50 μM
+GTE10㎍/㎖

y0.568±0.01a y0.455±0.01b y0.365±0.00c y0.278±0.02d z0.229±0.00e <0.001

p-value3) <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

Control x0.664±0.02a1) x0.615±0.00b x0.600±0.01c x0.616±0.00b x0.589±0.01c <0.001

4-HNE50 μM z0.524±0.00a z0.419±0.01b z0.329±0.02c z0.266±0.02d z0.215±0.01e <0.001
4-HNE50 μM
+GTE20㎍/㎖

y0.579±0.01a y0.484±0.00b y0.412±0.01c y0.296±0.01d y0.236±0.01e <0.001

p-value3) <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
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iiinnncccuuubbbaaatttiiiooonnntttiiimmmeeessscccooommmpppaaarrreeedddwwwiiittthhhcccooonnntttrrrooolll

․ Datawasnotsignificantdifferenceamongthegroups
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*,**:Significantlythedifferencebetween4-HNE and 4-HNE +GTE groups,respectively
atp<0.05,p<0.01
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333...지지지질질질 과과과산산산화화화물물물 함함함량량량

ECV 304세포에 4-HNE50 μM과 GTE 20㎍/㎖를 처치한 후 4-HNE와
MDA가 N-methyl-2-phenylindole과 반응하는 것으로서 지질 과산화 정도
를 측정하였으며,그 결과는 Table3와 Fig.9에 나타내었다.
4-HNE 처치군에서 시간에 따른 LPO(4-HNE +MDA)의 함량을 살펴보
면,1시간 배양 시 대조군과 비교하였을 때 LPO 함량은 137% 증가하였으
며,6시간 배양 시에는 136%가 증가하였다.12시간 배양 시 LPO 함량은 대
조군에 비해 147%가 증가하여 가장 높은 증가율을 나타내었다.반면,24시
간 배양 시에는 대조군에 비해 137%가 증가하여 1시간과 6시간 배양 시와
비슷한 경향을 나타내었다.
4-HNE50 μM과 GTE20㎍/㎖를 함께 처치한 군에서 시간에 따른 LPO
의 함량을 살펴보면,1시간 배양 시에는 4-HNE50 μM 처치군에 비해 LPO
함량이 70%까지 감소되는 높은 효과를 나타내었으며,6시간 배양 시에는
30%의 감소 효과를 나타내었다.반면,12,24시간 배양 시에는 4-HNE50 μ

M 처치군과 비교하였을 때 유의적인 차이가 나타나지 않았다.즉,4-HNE
50 μM과 GTE 20 ㎍/㎖를 함께 처치하였을 경우 초기 배양시간에서는
GTE가 LPO의 세포내 유입에 관여하여 세포를 보호하는 경향을 보인 반면,
시간이 경과 할수록 세포 내 지질 과산화물 함량에 영향을 미치지 않는 것
으로 관찰되었다.
Eliezer등(65)의 연구에서는 invitro상에서 greenteapolyphenols를 처치
하였을 경우 과산화수소에 의해 생성된 LPO(MDA)의 함량이 유의적으로
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감소하였다고 보고하였으며,이는 본 실험의 연구결과와 일치함을 알 수 있
다.또한 혈관 내피 세포(HUVEC)에서 LDL의 산화를 유도하여 실험한
Koo등(66)의 연구에서는 녹차를 처치하였을 경우 대조군에 비해 지질 과산
화물의 함량이 유의적으로 감소하였으며,특히 에탄올로 추출한 녹차를 처
치하였을 경우 그 효과가 가장 높은 것으로 나타났다.Arthur등(67)의 연구
에 따르면 간암세포(HepG2cell)에 arachidonicacid와 철분을 함께 처치하
였을 경우 세포내 지질 과산화물의 함량이 증가되는 반면,녹차의 주된 성
분인 epigallocatechin-3-gallate를 첨가하여 처치하였을 경우 지질 과산화물
의 함량이 유의적으로 감소한다고 보고하였다.그 외에도 Elzbieta등(63)은
쥐에게 에탄올과 녹차를 식이로 섭취시킨 결과 에탄올 처치군에 비해 녹차
를 첨가한 군이 간과 뇌 등의 장기에서 LPO의 함량이 감소할 뿐만 아니라
GPx의 활성이 증가한다고 보고하였다.
결론적으로 GTE의 주된 성분인 폴리페놀은 지질 이중층으로 자유 라디칼
이 이동하는 것을 억제시키고 4-HNE의 유입에 관여하며,2차 항산화 기전
에 관여하는 효소들의 활성을 증가시키는 것으로 보인다.즉 GTE는 동맥경
화를 유발할 가능성이 있는 지질 과산화물을 제거하거나 지질 과산화물에
의해 손상된 세포를 수선(repair)하는 역할을 하여 항동맥경화성 효과를 나
타내는 것으로 사료된다(64-71).
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444---HHHNNNEEE 555000 μμμμMMM ooonnnttthhheeeLLLPPPOOO ppprrroooddduuuccctttiiiooonnnooofffEEECCCVVV333000444ccceeellllllsss
aaaccccccooorrrdddiiinnngggtttooottthhheeedddiiiffffffeeerrreeennntttiiinnncccuuubbbaaatttiiiooonnntttiiimmmeeesss

(μM/㎎ protein)

1)Valueareexpressedmean±S.D.
2) P-values for the significance among the treatmentgroups according to the incubation
time

3) P-values for the significance among the incubation time according to the treatment
groups

․ a,b,cvalueswithin thetreatmentgroupswith differentsuperscriptsaresignificantat
p<0.05.

․ x,y,zvalueswithin theincubation timeoftreatmentgroupswith differentsuperscripts
aresignificantatp<0.05.

Control 4-HNE50μM 4-HNE50μM
+GTE20㎍/㎖ p-value2)

1h z23.49±1.661)c z55.70±0.26a z39.46±4.34b 0.003
6h z26.64±0.26c y62.92±0.26a y55.08±2.93b <0.001

12h y27.19±1.28b x67.26±1.79a x66.35±0.26a <0.001

24h y28.72±0.38b x69.24±0.26a x68.61±1.26a <0.001

p-value3) 0.034 0.001 0.002
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*,**:Significantlythedifferencebetween4-HNE and 4-HNE +GTE groups,respectively
atp<0.05,p<0.01
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444...cccaaassspppaaassseee---333활활활성성성도도도 측측측정정정

지질 과산화물인 4-HNE가 ECV 304세포의 프로그램화된 세포사멸에 미
치는 영향과 세포사멸에 대한 GTE의 억제효과를 확인하기 위해 cysteine
protease의 활성을 가지고 있는 caspase-3의 활성도를 측정하였다.4-HNE
50 μM과 GTE 20㎍/㎖을 처치한 후 caspase-3의 활성도를 측정하였으며
그 결과는 Table4와 Fig.10에 나타내었다.
배양시간에 따른 4-HNE 50 μM 처치군의 caspase-3활성도를 살펴보면
배양시간이 증가할수록 caspase-3의 활성도가 유의적으로 증가하는 경향을
보였으며(p<0.001),특히 12시간 배양 시 6시간 배양에 비해 그 활성도가
76% 정도 급격히 증가하였다.이것은 세포 내에서 불활성화 형태로 존재하
고 있던 caspase-3가 4-HNE의 자극으로 인하여 활성화된 caspase-9등의
단백질 분해효소에 의해 분해되면서 활성화되어 세포사멸을 유도한 것으로
사료된다.
Lawrence등(56)의 연구에서는 결장암 세포(RKO cell)에 4-HNE45 μM을
처치하였을 경우 대조군에 비해 caspase-3의 활성도가 5배정도 증가하였다
고 보고하였으며 이는 본 실험의 연구결과와 일치한다.또한 Liu등(57)의
연구에서도 JurkatT 림프종 세포에 4-HNE를 처치하였을 경우 caspase-3
의 활성도가 대조군에 비해 증가한다고 보고하였다.이러한 결과는 세포내
항산화 기전에 관여하는 GSH의 수치와 연관이 있는 것으로 사료된다.즉,
세포내로 함입된 4-HNE는 산화적 손상을 받은 세포를 수선하거나 과산화
물질을 제거하는 역할을 하는 GSH의 수치를 감소시켜 세포내 항산화 기전
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을 억제하여 생체 내 산화-환원 상태의 불균형을 초래하게 되는 것으로 보
인다.이러한 생체내 불균형은 산화적 스트레스로 작용하여 미토콘드리아의
손상을 일으키게 되며,이로 인해 cytochromec가 세포질로 방출되고,하위
기전인 caspase-3를 활성화시켜 세포사멸을 일으키는 것으로 사료된다
(56-58).
4-HNE50 μM과 GTE20㎍/㎖를 함께 처치한 군에서는 1,6시간 배양 시
4-HNE 50 μM 처치군에 비해 caspase-3의 활성도가 유의적으로 감소하여
보호효과를 나타내었으며(p=0.001,p=0.002),12시간 배양 시에도 감소하는
경향을 보였으나 유의적이지는 않았다.반면 24시간 배양했을 경우에는
4-HNE50 μM 처치군에 비해 오히려 caspase-3의 활성도가 약간 증가하는
경향을 나타내었지만 유의적이지 않았다.
Kang등(60)의 연구에서는 염증반응을 유도하여 동맥경화를 유발할 수 있
는 산화된 LDL과 여러 종류의 플라보노이드들을 함께 처치한 후 이들의 보
호효과를 혈관 내피 세포에서 관찰하였는데,산화된 LDL에 의해 증가된
caspase-3의 활성을 플라보노이드들이 억제하는 것으로 나타났다.Choi등
(62)의 연구에서도 녹차의 주된 성분들인 epigallocatechin gallate와
quercetin을 첨가하였을 경우 과산화수소만 처치한 것에 비해 caspase-3의
활성이 유의적으로 감소한다고 보고하였으며,이는 본 연구의 결과와 일치
한다.
결론적으로 지질 과산화물의 한 형태인 4-HNE는 미토콘드리아 관련성 세
포사멸 경로에 관여하는 단백질 중 하나인 caspase-3를 활성화시킴으로써
세포사멸을 유도하는 것으로 나타났다.이에 반해 GTE는 4-HNE에 의해
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유도된 caspase-3의 활성을 억제시킴으로써 caspase-3다음에 일어나는 일
련의 신호전달과정을 차단시켜 세포사멸을 억제하는 역할을 수행하는 것으
로 사료된다.(60,62)
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TTTaaabbbllleee 444...EEEffffffeeeccctttsss ooofffeeettthhhaaannnooollleeexxxtttrrraaaccctttsss ooofffgggrrreeeeeennn ttteeeaaa tttrrreeeaaattteeeddd wwwiiittthhh
444---HHHNNNEEE 555000 μμμμMMM ooonnn ttthhheeecccaaassspppaaassseee---333aaaccctttiiivvvaaatttiiiooonnn ooofffEEECCCVVV333000444
ccceeellllllsssaaaccccccooorrrdddiiinnngggtttooottthhheeedddiiiffffffeeerrreeennntttiiinnncccuuubbbaaatttiiiooonnntttiiimmmeeesss

(pmol/hour/㎍ protein)

1)Valueareexpressedmean±S.D.
2) P-values for the significance among the incubation time according to the treatment
groups

3) P-values forthe significance between the treatmentgroups according to the incubation
time

․ N.S:Valuesarenotsignificantlydifferentbetweengroups
․ a,b,cvalueswithin theincubation timeoftreatmentgroupswith differentsuperscripts

aresignificantatp<0.05
․ x,y,zvalueswithin thetreatmentgroupswith differentsuperscriptsaresignificantat

p<0.05

1h 6h 12h 24h p-value2)

4-HNE50 μM x2.07±0.09c1) x2.85±0.07b 5.01±0.04a 5.11±0.10a <0.001

4-HNE50 μM
+GTE20㎍/㎖

y0.32±0.00b y0.42±0.14b 4.25±0.50a 5.40±2.12a 0.020

p-value3) 0.001 0.002 N.S N.S
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444---HHHNNNEEE 555000 μμμμMMM ooonnn ttthhheee cccaaassspppaaassseee---333 aaaccctttiiivvvaaatttiiiooonnn ooofffEEECCCVVV333000444
ccceeellllllsssaaaccccccooorrrdddiiinnngggtttooottthhheeedddiiiffffffeeerrreeennntttiiinnncccuuubbbaaatttiiiooonnntttiiimmmeeesss

**,***:Significantlythedifferencebetween4-HNEand 4-HNE+GTEgroups,respectively
atp<0.01,p<0.001
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555...WWWeeesssttteeerrrnnnbbblllooottt분분분석석석

4-HNE가 미토콘드리아 관련성 세포사멸에 미치는 영향과 세포사멸에 대
한 GTE의 억제효과를 살펴보기 위하여 미토콘드리아 관련성 세포사멸에
관여하는 단백질인 cytochromec,bcl-2,caspase-3의 발현정도를 western
blot분석을 통하여 살펴보았다.

(((111)))444---HHHNNNEEE에에에 의의의해해해 증증증가가가된된된 cccyyytttoooccchhhrrrooommmeeeccc발발발현현현에에에 대대대한한한 GGGTTTEEE의의의 억억억제제제 효효효
과과과

4-HNE에 의해 유도된 cytochromec단백질의 발현에 대한 GTE의 억제
효과를 살펴보기 위하여 westernblot분석을 시행하였으며 그 결과는 Fig.
11에 나타내었다.
배양시간에 따른 4-HNE50 μM 처치군의 cytochromec단백질의 발현정
도를 살펴보면,모든 배양시간에서 cytochromec단백질의 발현이 증가한
것으로 나타났다.이 결과는 결장암세포(RKO cells)에 4-HNE를 처치하였을
경우 cytochromec단백질의 발현이 증가한다고 보고한 Lawrence등(56)의
연구결과와 일치한다.이는 bcl-2단백질 발현과 연관이 있는 것으로 사료
된다.즉,4-HNE와 같은 산화적 스트레스는 세포사멸을 유도하는 자극물로
써 작용하게 되어 bcl-2단백질과 같은 항세포사멸인자의 발현을 감소시키
게 되고(74,75),결국 cytochromec단백질의 방출이 증가되어 세포사멸을
유발하는 것으로 사료된다.
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4-HNE 50 μM과 GTE 20㎍/㎖를 함께 처치한 군은 1,6시간 배양 시
4-HNE 50 μM 처치군에 비해 cytochromec단백질의 발현이 억제되는 것
을 관찰할 수 있다.그러나 12,24시간 배양 시에는 GTE 20㎍/㎖를 함께
처치한 군에서 cytochromec단백질 발현에 대한 억제효과가 나타나지 않
았다.이러한 결과는 cytochromec단백질이 세포질로 방출되는 것을 억제
하는 항세포사멸인자인 bcl-2단백질의 발현증가와 연관이 있는 것으로 보
인다.녹차의 폴리페놀 성분인 EGCG와 quercetin을 처치하였을 경우 bcl-2
단백질의 발현이 증가된다고 보고한 Choi등(51)의 연구에서와 같이 폴리페
놀은 bcl-2단백질의 발현을 증가시켜 cytochromec단백질이 미토콘드리
아에서 세포질로 방출되는 것을 억제시키고,cytochromec단백질의 하위기
전을 차단시킴으로써 세포사멸을 억제하는 것으로 사료된다.
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FFFiiiggg...111111...CCCyyytttoooccchhhrrrooommmeeecccppprrrooottteeeiiinnneeexxxppprrreeessssssiiiooonnnllleeevvveeelllsssiiinnnhhhuuummmaaannnvvvaaassscccuuulllaaarrr
eeennndddooottthhheeellliiiaaalllccceeellllllsss(((EEECCCVVV333000444ccceeellllllsss)))eeexxxpppooossseeedddtttooo444---HHHNNNEEE 555000 μμμμMMM
wwwiiittthhhooorrrwwwiiittthhhooouuutttGGGTTTEEE222000㎍㎍㎍///㎖㎖㎖
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(((222)))항항항세세세포포포사사사멸멸멸인인인자자자인인인 bbbccclll---222단단단백백백질질질의의의 발발발현현현 정정정도도도

4-HNE에 유도된 혈관 내피 세포의 세포사멸에 대한 GTE의 억제효과가
항세포사멸인자인 bcl-2단백질의 발현에 의한 것인지를 규명하기 위하여
westernblot분석을 실시하였으며 그 결과는 Fig.12.에 나타내었다.
배양시간에 따른 4-HNE 50 μM 처치군의 bcl-2단백질의 발현정도를 살
펴보면,대조군과 비교하였을 경우 bcl-2단백질의 발현정도가 유사하다는
것을 관찰할 수 있다.이에 반해 4-HNE50 μM과 GTE20㎍/㎖를 함께 처
치한 군에서는 1,6시간 배양하였을 경우 bcl-2단백질의 발현이 4-HNE50
μM 처치군에 비해 증가하는 것을 관찰할 수 있다.그러나 12,24시간 배양
하였을 경우에는 4-HNE 50 μM 처치군과 비교하였을 때 bcl-2단백질의
발현정도가 유사한 것으로 관찰되었다.
Choi등(51)의 연구에서는 인체 혈관 내피 세포(HUVEC)에 과산화수소와
폴리페놀 성분들을 함께 처치하여 bcl-2단백질의 발현정도를 살펴 본 결과
폴리페놀 성분 중에서 EGCG와 quercetin을 함께 처치하였을 경우 과산화수
소만 처치한 군에 비해 bcl-2단백질의 발현이 증가한 것으로 나타났으며,
이는 본 연구에서 4-HNE와 GTE를 함께 처치한 군에서 bcl-2단백질의 발
현이 증가한 결과와 일치한다.또한 Kang등(60)의 연구에서도 산화된 LDL
과 여러 종류의 플라보노이드를 함께 처치하였을 경우 플라보노이드 중에서
도 특히 EGCG,quercetin,hesperetin을 함께 처치한 군에서 bcl-2단백질의
발현이 증가한다고 보고하였다.
결과적으로 GTE는 cytochromec단백질이 세포질로 방출되는 것을 억제
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하는 항세포사멸인자인 bcl-2단백질의 발현을 증가시키는 것으로 나타났
다.GTE에 의해 증가된 bcl-2단백질은 cytochromec단백질의 방출을 억
제시켜 cytochromec단백질의 하위기전인 caspase-3단백질의 발현을 억
제시키고,세포사멸 연쇄반응(apoptosiscascade)을 차단시켜 결국 세포사멸
을 억제시키는 작용을 하는 것으로 사료된다(60,76).
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FFFiiiggg... 111222... BBBccclll---222 ppprrrooottteeeiiinnn eeexxxppprrreeessssssiiiooonnn llleeevvveeelllsss iiinnn hhhuuummmaaannn vvvaaassscccuuulllaaarrr
eeennndddooottthhheeellliiiaaalllccceeellllllsss(((EEECCCVVV333000444 ccceeellllllsss)))eeexxxpppooossseeeddd tttooo 444---HHHNNNEEE 555000
μμμμMMM wwwiiittthhhooorrrwwwiiittthhhooouuutttGGGTTTEEE222000㎍㎍㎍///㎖㎖㎖
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(((333)))444---HHHNNNEEE에에에 의의의해해해 증증증가가가된된된 cccaaassspppaaassseee---333단단단백백백질질질 활활활성성성에에에 대대대한한한 GGGTTTEEE의의의 억억억제제제
효효효과과과

4-HNE에 의해 유도된 caspase-3단백질의 발현에 대한 GTE의 억제효과
를 살펴보기 위하여 westernblot분석을 시행하였으며 그 결과는 Fig.13에
나타내었다.
배양시간에 따른 4-HNE 50 μM 처치군의 활성화된 caspase-3단백질의
발현정도를 살펴보면,cytochromec단백질의 발현과 유사하게 모든 배양시
간에서 활성화된 caspase-3단백질의 발현이 증가한 것으로 나타났으며 6,
12,24시간 배양 시에는 1시간 배양했을 경우에 비해 활성화된 caspase-3
단백질 발현이 증가한 것으로 관찰되었다.Lawrence등(56)의 연구에서는
결장암세포(RKO cells)에 4-HNE를 처치하였을 경우 시간 의존적으로 활성
화된 caspase-3단백질의 발현이 증가한다고 보고하였으며,이는 본 연구의
결과와 일치한다.Liu 등(57)의 연구에서도 림프종세포(Jurkat cells)에
4-HNE를 처치하였을 경우 활성화된 caspase-3단백질의 발현이 증가한다
고 보고하였다.
4-HNE50 μM과 GTE20㎍/㎖를 함께 처치한 군에서는 1,6시간 배양하
였을 경우 4-HNE 50 μM 처치군에 비해 활성화된 caspase-3단백질의 발
현이 억제되는 것을 관찰할 수 있다.그러나 12,24시간 배양 시에는 GTE
20㎍/㎖를 함께 처치한 군에서 활성화된 caspase-3단백질의 발현에 대한
억제효과가 관찰되지 않았다.이러한 결과는 EGCG등의 폴리페놀이 산화된
LDL에 의해 활성화된 caspase-3 단백질의 발현을 감소시킨다고 보고한
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Kang 등(60)의 연구결과와 일치한다.또한 Choi등(62)의 연구에서도
EGCG가 과산화수소에 의해 활성화된 caspase-3단백질 발현을 농도 의존
적으로 감소시킨다고 보고하였다.그러나 GTE는 cytochrome c,bcl-2,
caspase-3단백질의 발현에 있어서 1,6시간 배양 시에는 단백질 발현을 억
제시키는 반면,12,24시간 배양했을 경우에는 단백질 발현을 억제시키지 않
는 것으로 나타났다.이는 세포 신호전달의 초기과정에 관여하는 즉각 조기
유전자(ImmediateEarlyGenes,IEG)와 연관이 있는 것으로 사료된다(77).
c-jun,c-fos등의 즉각 조기 유전자는 세포의 성장과 분열(78-79),분화와
발달에 관여하고(80-81),신경 세포사멸 시 중요한 역할을 한다고 알려져 있
다(77).산화적 스트레스가 작용하게 되면 c-jun의 인산화가 증가된다고 보
고되고 있으며,녹차의 폴리페놀 성분들은 초기 배양시간에서 c-jun의 인산
화를 억제시키는 작용을 한다고 보고하고 있다(62).또한 c-jun을 인산화 시
키는 JNK(c-junN-terminalkinase)단백질도 산화적 스트레스에 의해 인
산화 된다고 보고되고 있으며,초기 배양시간에서 녹차의 폴리페놀 성분들
이 JNK 단백질의 인산화를 억제시킨다고 보고되고 있다(41,62).따라서
GTE가 초기 배양시간에서 세포사멸을 억제하는 효과를 나타내는 것은
c-jun,JNK 단백질이 관여하는 MAPK(mitogenactivatedproteinkinase)
경로와 연관이 있는 것으로 사료된다.
결과적으로 GTE는 4-HNE에 의해 활성화된 caspase-3단백질의 발현을
억제하여 caspase-3단백질의 하위기전인 PARP또는 JNK 등의 단백질의
발현을 차단시키고,세포사멸을 억제시킴으로써 항동맥경화성 인자로서의
역할을 하는 것으로 사료된다.
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ⅣⅣⅣ...요요요약약약 및및및 결결결론론론

본 연구는 지질 과산화물의 한 형태인 4-HNE(4-hydroxynonenal)가 혈관
내피 세포(ECV 304cell)의 세포사멸에 미치는 영향과 이에 대한 녹차 에탄
올 추출물(GTE)의 생리활성 효과를 알아보기 위하여 4-HNE를 50,100,
200,400 μM의 농도로 처치하고,녹차 에탄올 추출물(GTE)은 10,20㎍/㎖
의 농도로 처치하였다.세포 생존율은 1,3,6,12,24시간 동안 배양하여 관찰
하였으며,세포 형태학적 변화,지질 과산화물의 함량,caspase-3의 활성도,미
토콘드리아 관련성 세포사멸 기전에 관여하는 단백질의 발현정도는 4-HNE
50 μM과 GTE20㎍/㎖를 처치하여 1,6,12,24시간 후에 조사하였으며,그
결과는 다음과 같았다.

1.세포의 형태학적 변화를 관찰한 결과 4-HNE50 μM 처치군에서 세포사멸
현상이 뚜렷하게 나타났으며,4-HNE50 μM과 GTE 20㎍/㎖를 함께 처치
한 군은 6시간 이내의 초기 배양시간에서 4-HNE50 μM에 의한 세포사멸을
억제하여 세포사멸 현상이 감소하는 것으로 관찰되었다.그러나 12,24시간
배양 시에는 GTE의 세포사멸 억제효과가 관찰되지 않았다.

2.4-HNE를 농도에 따라 처치하여 세포 생존율을 살펴본 결과 농도 의존적
이면서 배양시간 의존적으로 세포 생존율이 감소하는 것으로 나타났다.그
러나 4-HNE50 μM과 GTE10,20㎍/㎖를 함께 처치했을 경우에는 4-HNE
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50 μM 처치군에 비해 세포 세포생존율이 증가한 것으로 나타났으며,특히
GTE 20㎍/㎖는 모든 배양시간에서 세포 생존율을 유의적으로 증가시키는
것으로 나타났다(p=0.029,p=0.009,p=0.002,p=0.039,p=0.042).또한 GTE를
10,20㎍/㎖ 첨가한 군은 모두 초기 배양시간에서 유의적인 세포독성 억제효
과가 관찰되었다.

3.지질 과산화물 함량을 살펴보면 4-HNE50 μM 처치군은 배양 시간이 증
가할수록 대조군에 비해 지질 과산화물 함량이 증가하는 것으로 나타났다.
그러나 GTE 20㎍/㎖를 함께 처치하였을 경우에는 초기 배양시간에서 지질
과산화물 함량이 유의적으로 감소하였다(p=0.009,p=0.024).이는 GTE가
4-HNE의 세포막 유입에 관여하였거나 4-HNE를 제거하는 역할을 수행한 것
으로 사료된다.

4.미토콘드리아 관련성 세포사멸 기전에 관여하는 단백질인 caspase-3의 활
성도를 측정한 결과 4-HNE50 μM 처치군은 시간이 지날수록 caspase-3의
활성이 증가하였으나,GTE20㎍/㎖를 함께 처치하였을 경우에는 초기 배양
시간에서 4-HNE50μM에 의한 caspase-3의 활성이 유의적으로 감소되었다
(p=0.001,p=0.002).

5.cytochromec단백질의 발현정도를 살펴보면 GTE20㎍/㎖은 초기 배양
시간에서 4-HNE50 μM에 의해 증가된 cytochromec단백질 발현을 억제
시키는 것으로 나타났다.이는 GTE가 bcl-2 단백질의 발현을 증가시켜
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cytochromec가 세포질로 방출되는 것을 억제시키는 역할을 한 것으로 생
각된다.

6.bcl-2단백질의 발현정도를 살펴보면 GTE 20㎍/㎖를 함께 처치하였을
경우 4-HNE50 μM 처치군에 비해 초기 배양시간에서 bcl-2단백질 발현이
증가하는 것으로 나타났다.GTE에 의한 bcl-2 단백질의 발현 증가는
cytochromec단백질이 세포질로 방출되는 것을 억제하고,cytochromec단
백질의 하위기전을 차단시킴으로써 세포사멸을 억제하는 것으로 사료된다.

7.caspase-3단백질의 발현은 4-HNE 50 μM을 처치하였을 경우 증가하는
것으로 나타났으며,반면 GTE 20㎍/㎖를 함께 처치하였을 경우에는 초기
배양시간에서 caspase-3의 발현이 감소되었다.이는 GTE가 4-HNE에 의해
활성화된 caspase-3단백질의 발현을 억제하여 caspase-3단백질의 하위기전
인 PARP또는 JNK 등의 단백질 발현을 차단시키고,세포사멸을 억제시킴으
로써 동맥경화 유발을 억제하는 것으로 사료된다.

결과적으로 지질 과산화물의 한 형태인 4-HNE는 인체 혈관 내피 세포에서
시간 의존적이면서 농도 의존적으로 세포사멸을 일으키는 것으로 나타났으며,
이에 대해 녹차 에탄올 추출물은 6시간 이내의 초기 배양시간에서 세포 생존
율을 증가시키고,4-HNE의 세포내 유입을 감소시키는 것으로 나타났다.또한
미토콘드리아 관련성 세포사멸 경로에 관여하는 단백질인 cytochrome c,
caspase-3단백질의 발현을 감소시키고,항세포사멸 인자인 bcl-2단백질의
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발현을 증가시켜 세포사멸을 억제하였다.따라서 녹차는 4-HNE와 같은 산화
적 손상에 의한 동맥경화 발생기전을 억제하여 동맥경화 유발을 감소시키는
것으로 생각된다.

본 연구의 결과는 첫째,대사성 질환의 식이요법에서 혈중 콜레스테롤 감소
를 위해 권장되는 고도 불포화 지방산의 섭취 기준 자료로 이용될 수 있다.
둘째,DHA 등의 지방산을 이용한 기능성 식품의 허가에 있어서 다가 불포화
지방산의 독성효과 및 동맥경화성 인자에 관한 기준 자료로 이용될 수 있으리
라 사료된다.셋째,식이 불포화 지방산의 과산화 현상으로 인해 생성되는
4-HNE에 의한 동맥경화 발생 기전에 있어서,녹차의 항동맥경화 효과를 연구
함으로써 심혈관 질환의 식이요법에 관한 과학적인 기초 자료로 제공될 수 있
을 것이라 사료된다.
앞으로 녹차가 초기 세포 신호 전달 기전에 미치는 영향에 관한 깊이 있는
연구가 요구되며,임상적인 측면에서 녹차에 함유된 폴리페놀 성분들의 활용
가능성에 관한 연구가 시행되어야 할 것으로 생각된다.
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BBBiiiooorrreeeggguuulllaaatttiiiooonnnooofffgggrrreeeeeennnttteeeaaaeeettthhhaaannnooollleeexxxtttrrraaaccctttsss(((GGGTTTEEE)))ooonnnttthhheee
444---HHHNNNEEEiiinnnddduuuccceeedddaaapppoooppptttooosssiiisssiiinnnhhhuuummmaaannnvvvaaassscccuuulllaaarrr

eeennndddooottthhheeellliiiaaalllEEECCCVVV333000444ccceeellllllsss

KKKiiimmm MMMaaaeee---HHHaaa
DDDeeepppaaarrrtttmmmeeennntttooofffFFFooooooddd&&& NNNuuutttrrriiitttiiiooonnn
TTThhheeeGGGrrraaaddduuuaaattteeedddSSSccchhhoooooolll
SSSuuunnngggssshhhiiinnnWWWooommmeeennn'''sssUUUnnniiivvveeerrrsssiiitttyyy

Ithasbeenreportedthatlesionsonendothelialcellsareproposedtobe
theinitialeventinthedevelopmentofatherosclerosis.Reactiveoxygen
speciesormetabolicoxidesisbelievedtobeoneofcontributingfactors
intheseveraldiseasesincludingthevasculardiseaseandagingprocess.
4-hydroxynonenal(4-HNE),one of dietary lipid peroxides,can be
produced by oxidative stimuliand has been suggested to mediate a
numberofoxidativestress-linkedpathologicalincidences,includingcellular
growthinhibitionandapoptosis.



Thereisgrowingevidencethatnaturalpolyphenolscouldproveusefulin
the prevention ofpro-oxidative states mediated by formation offree
radicalsspeciesindifferentpathologicalsituations.Flavonoids,commonly
knownascatechins,aremajorpolyphenoliccomponentsofgreentea,black
tea,redwinesandfruits.Green teacontainsrelativelargeamountsof
antioxidantpolyphenolssuch as(-)-epigallocatechin gallate(EGCG)and
epigallocatechin(EGC).Thesecompoundshavemuchattentionbecauseof
theirantimutagenicandanticarcinogeniceffects.Therefore,thepurposeof
thisstudyistoinvestigatethatbioregulationofgreenteaethanolextracts
(GTE)containingpolyphenolsonthe4-HNEinducedapoptosisinECV304
cells.

ECV304cellswerecultured in DMEM mediatreated with 50-200 μM
4-HNE and 10-20 ㎍/㎖ ofGTE.Aftercellswereincubated for1-24
hours,cellviabilityandmorphologyweremeasured.Alsothelevelsoflipid
peroxides (LPO),caspase-3 activity were measured and analyzed by
westernblotofcytochromec,bcl-2,andcaspase-3proteins.

Theresultsofthisstudywereasfollowing;

1.4-HNE was time- and dose-dependent apoptotic effects on the
endothelial cell death.On the other hand,GTE (10-20㎍/㎖) was



dose-dependentanti-apoptotic effects as evidenced by changes in cell
morphologyandcellviabilityin4-HNEinducedapoptosisofECV304cells.

2.4-HNE 50 μM time-dependently increased the LPO production in
ECV304 cell,whereas GTE 20 ㎍/㎖ significantly reduced the 4-HNE
inducedLPO productionwithin6hourincubation.ButGTEwasnoeffect
after6hourincubationonthecontentofLPO.

3.Toconfirm thatGTE hasanti-apoptoticeffect,ECV304cellswere
treatedwitheither4-HNE 50 μM or4-HNE 50 μM togetherwithGTE
20㎍/㎖.GTE20㎍/㎖ inhibitedcaspase-3activityuntil6hourcompared
to4-HNE50 μM.

4.Westernblotanalysisshowedthattreatmentof4-HNE-exposedcells
withGTEinhibitedthereleasingofcytochromecfrom themitochondriato
cytosoluntil6 hour incubation.The caspase-3 expression also,was
blockedby atreatmentwith 20㎍/㎖ ofGTE until6hourincubation.
Treatment of 4-HNE-exposed cells with GTE enhanced the bcl-2
expressionwithin6hourincubation.ItisconsideredthatGTEmayswitch
offtheapoptoticdeathcascadebyincreasingtheactivationofbcl-2and
likelybyboostingtheintrinsiccellulartoleranceagainstapoptotictriggers.



In conclusion,green tea ethanolextracts (GTE)has function as an
anti-apoptoticagentin4-HNE inducedapoptosisofECV304cells.Since
thepolyphenolsinGTE wereeffectiveinpreventingendothelialapoptosis
by oxidative stress such as 4-HNE,this study suggests thatnatural
polyphenolsmightbeanti-atheroscleroticchemicalsinfuture.
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