
Superoxide Dismutase가배양인체피부멜라닌세포의
산화적스트레스에미치는 향

Effect of Superoxide Dismutase on Oxidative Stress of Reactive 
Oxygen Species in Cultured Human Skin Melanocyte 

To evaluate the effect of antioxidant on the cytotoxicity
induced by oxidative stress of reactive oxygen species (ROS) in
cultured human skin melanocytes, colorimeric assay of XTT
and tyrosinase activity assay were adopted after human skin
melanocytes were  preincubated for 2 hours in the media
containing various concentrations of superoxide dismutase
(SOD) before the treatment of hydrogen peroxide. Light
microscopic study was carried out in same cultures.

The results of this study were as follows 
1. Cell viability of human skin melanocytes was

significantly decreased by 30 and 40 μM of hydrogen
peroxide(H2O2), respectively.

2. XTT50 was determined at 30 μM after human skin
melanocytes were treated with 10~40 μM of hydrogen peroxide
for 6 hours.

3. The cell viability of cultured human skin melanocytes
pretreated with SOD was increased than that of cultured human
skin melanocytes treated with H2O2 dose-dependently.

4. In tyrosinase activity of human skin melanocytes, the cell
treated with SOD showed brown stain compared with H2O2

treated cells, dark stain. 
5. In light microscopy, cultured human skin melanocytes

exposed to H2O2 showed morphological changes such as the

decreased cell number and cytoplasmic processes, compared
with control.

6. In light microscopy, cultured human skin melanocytes
pretreated with SOD showed the increase of cell number and
cytoplasmic processes compared with H2O2-treated group. 

From these results, it is suggested that oxidative stress of
ROS such as H2O2 has cytotoxicity by showing the decreased

cell viability, the increased tyrosinase activity and mophological
changes of the decreased cell number and cytoplasmic
processes. While, antioxidant like SOD was effective in the
prevention of oxidative stress-mediated cytotoxicity by the
increased cell viability, decreased tyrosinase activity and the
protection of degenerative morphological changes in cultured
human skin melanocytes. 

Superoxide Dismutase, Oxidative Stress,
Melanocyte
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Ⅰ. 서 론

피부는외부환경으로부터인체내의각종장기의보호역
할을하는동시에촉각이나압각과같은많은감각기관과모
발과 털, 손발톱과 같은 변형된 부속기관을 가지고 있어 다
양한생리적작용을수행하고있다(Giebel 등, 1990; Dimri 등,
1995). 
그러나지금까지알려진피부의손상과노화를유도하는

인자들을 살펴보면, 금속작업유를 취급하는 산업장의 근로
자에게높은감작률을일으키는살균제를비롯하여(허광희
등, 1996), 공단 근로자들에게서 발생되는 접촉성 피부염을
일으키는 수은, 카드뮴, 크롬과 같은 중금속류(연세대 산업
의학연구위원회, 1997), 태양광선의 향으로산업장에서집
단적으로직업성피부질환을발생하게하는콜타르피치(정
철, 1996), 곰팡이나 세균과 같은 다양한 외부적인 요인과
(von-Zglinicki 등, 1995) 그밖에술, 담배와같이인체에해로
운기호식품에의한장기손상에의한질병및 양부족과같
은내적인요인도있다(한 수와김수남, 1988). 이중피부의
손상과노화에가장크게 향을미치는것은햇빛의자외선
으로서일단자외선이피부에접촉하게되면그즉시과량의
활성산소가 생성되며(Fridovich, 1978; Dalton 등, 1999), 이는
건설업종종사자나해양수산업, 조선업근로자에게직접해
당될수있다. 
이러한 산화적 스트레스는 피부세포를 공격함으로서 피

부의 광노화를 유발할 뿐만 아니라(Chen 등, 1995; Dimri 등,
1996), 기미나 주근깨와 같은 색소침착(Lerner & Fitzpateick,
1984, 원등, 1991), 홍반이나수포및피부암과같은각종질
환을야기하게된다(김광수등, 1990; Kuwata 등, 1993). 특히,
피부의광노화의경우자외선에의해생성된다량의활성산
소에 의한 산화적 스트레스는 피부세포내 superoxide
dimutase(SOD)를비롯하여 catalase, glutathione peroxidase와같
은 항산화효소의 기능을 저해함으로서 피부세포의 생존율
을크게떨어뜨리며(Liu 등, 1990; 송상호, 2002), 동시에세포
의퇴행적변화에의한노화유발은물론이고(Polyak 등, 1997;
Shea 등, 1992), 표피나 진피세포내 멜라닌세포의 소기관인
멜라노좀(melanosome)의 활성을 더욱 증가시키게 된다
(Kikuchi 등, 1990; Oetting & King, 1993). 이와같은melanosome
의활성은티로시나제(tyrosinase)의효소활성을촉진시켜더
욱 많은 멜라닌색소를 생성하기 때문에(Shibahara 등, 1988;
Spritz 등, 1990), 피부에과량의기미나주근깨와같은피부반
점의표출증가나 (Spritz 등, 1991, 원 호등, 1991), 피부노화
에따른노인성색소반또는노인성백반과같은색소침착현
상을 증가시킨다(Giebel 등, 1990). 따라서 지금까지 알려진
활성산소에의한산화적스트레스는광노화에의한피부세

포내 항산화계의 손상과(Yamamoto 등, 1983), 멜라닌세포의
활성을 증가시킴으로서 피부노화의 촉진과 미백에 커다란

향을 미치는 가장 중요한 인자의 하나로 알려져 있다
(Kuwata 등, 1993; Lee, 1994). 따라서산업장에서사용하는피
부의보호나노화방지를위한대부분의화학제나향장품, 식
물의추출제품들은활성산소의산화적스트레스에대한항
산화효과는물론이고미백효과를동시에가지고있는성분
들을포함하고있다(Liu 등, 1990; Isuzugawa 등, 2001). 활성산
소에의한산화적스트레스는인체내멜라닌세포뿐만아니
라신경세포나근육세포의손상은물론이고특히, 섬유모세
포손상을 유도함으로서 콜라겐의 합성억제에 의한 주름형
성과 피부노화를 촉진시킨다(Yamamoto 등, 1993; Krude,
1999). 이들은세포내항산화계의손상은물론이고세포막의
지질과산화반응(lipid peroxidation) (Yamamoto 등, 1983), 세포
소기관의 손상및 세포내 protein kinase C(PKC)와같은신호
전달체계에도 향을 미침으로서 세포고사(apoptosis) 및 사
멸을유도한다고알려져있다(Isuzugawa 등, 2001). 또한활성
산소의 산화적 스트레스는 세포의 흥분성 아미노산
(excitotoxic aminoacids, EAAs)의분비를촉진하여신경전달물
질의 생리활성에도 관여하는 동시에 세포내 질소자유기
(nitrogen free radicals)와도 작용하여 산소자유기(oxygen free
radicals) 보다독성이매우강한 peroxynitrate(ONOO-)라는물
질을생성한다고알려져있다(Kolodzij 등, 2001). 또한칼슘이
온체널과 접한 관련이 있는 glutamate 수용체를 과활성화
시킴으로서 세포내 칼슘유입을 증가시켜 세포사멸을 유도
한다고 알려져 있다(Sakaguchi 등, 1998). SOD는 활성산소를
제거하는항산화효소의일종으로인체내에서 O2-나 OH- 또
는 O₃와 같은 산소자유기를 H2O2로 환원시키며 이는 다시
catalase와 glutathion peroxidase에 의해 물과 산소로 분해됨으
로서 인체세포에 아무런 향을 미치지 않는다(Fridovich,
1978). 그러나아직까지활성산소의산화적스트레스에대한
자세한세포독성기전은물론이고이에대한항산화제의방
어작용에대한현상에대해서도잘알려져있지않으며더욱
이멜라닌세포를대상으로한연구는많이되어있지않다.

따라서이연구는배양인체피부멜라닌세포를재료로활
성산소의산화적스트레스에대한세포독성및항산화제의
일종인 SOD의 향을세포생존율과 tyrosinase의활성및광
학현미경적관찰을통해알아보고자한다.

Ⅱ. 연구방법

11.. 실실험험재재료료및및방방법법
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1) 실험재료
본 실험에 사용한 인체피부멜라닌세포(SK-MEL-3)는

American Type Cell Culture (ATCC)에서구입하여사용하 다.
2) 약제제조
본실험에사용한SOD(Sigma Co.)는혈청이포함되어있지

않은배양액으로최종농도가각각 50 ㎍/㎖, 100 ㎍/㎖, 1 ㎎/
㎖, 10 ㎎/㎖및 100 ㎎/㎖가되도록저장액을만들어사용하
다. 
XTT(2,3-bis-[2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl]-2H-tetrazolium-

5-caboxanilide, disodium salt, Sigma)는 100 ㎍/㎖, 50 ㎎/㎖, 100
㎎/㎖의저장액을각각만들어냉암소에보관한후실험전
날최종농도로희석하여사용하 거나필요한양을직접배
양액에첨가하여사용하 다.

3) 세포배양
본 실험에 사용한 인체피부멜라닌세포는 RPMI

1640(Gibco Co.)배지에 10% fetal bovine serum(FBS, Gibco Co.)
이포함된배양액에부유시킨다음 5 X 105cells/well의 도로
96 배양용기(well plate)에분주하 다. 분주가완료된세포는
72 시간동안배양한후본실험에사용하 으며배양액은 3
일간격으로교환하여주었다.

4) 활성산소처리
일정시간동안배양된인체피부멜라닌세포를H2O2가 10 μ

M에서 40 μM까지각각포함된배양액에서 6 시간동안배양
한후이의 향을정량분석하 다. 

5) 항산화제처리
일정수의세포를 96 배양용기에분주한후 72 시간동안배

양이완료된세포에 10 ㎍/㎖부터 50 ㎍/㎖까지의 SOD가여
러농도로각각포함된배양액에서 2 시간동안전배양한후
SOD가세포에미치는 향을분석하 다. XTT나MTT assay
의 MCV값이 100 μM 이하이면고독성으로판정하 고 100-
1,000 μM인 경우 중간독성으로, 1,000-2,000 μM이면 저독성
으로, 2,000 μM 이상이면무독성으로판정하 다.

22.. 세세포포독독성성측측정정

1) 세포생존율
XTT에 의한 정량방법은 Mosmann(1983)의 colorimetric

assay의방법에의하 다. 즉, SOD를처리하지않은배양인
체피부멜라닌세포를 5 x 105세포수를 laminin으로코팅한배
양용기에서 24 시간동안배양하 다. 배양완료후 약제를
처리하여 48 시간 동안 배양하 다. 배양 완료 후 세포를
PBS(phos- phate buffered saline)로 3 회세척한다음실험전날
제조한XTT를 sell당200 ㎕씩넣어37℃, 5% CO2로조절된정
온기에서 3 시간동안배양하 다. 배양완료후효소추출액

으로처리한다음 Elizer reader(Molecular Devices)로 450 ㎚에
서흡광도를측정하여대조군과비교조사하 다.

2) 형태학적관찰
(1) 광학현미경적관찰
SOD가인체피부멜라닌세포에미치는 향을형태학적으

로관찰하기위하여세포가배양중인배양용기를직접도립
위상차현미경(TE-2000, Japan)에 놓고 검경하 으며 세포의
형태변화를 사진형성화하기 위하여 필요시 현미경에 부착
된사진기로촬 하 다.  

(2) Tyrosinase 활성분석
약제를처리한인체피부멜라닌세포를 PBS로 3 회세척한

후 0.1 M phosphate 완충액 (pH 7.4)으로 1 회세척하 다. 세척
완료후도파기질액을넣어 37℃로조절된항온기에서 24 시
간동안처리하 다. 처리후증류수로3 회세척한다음해마
톡실린으로염색한후광학현미경(TE-2000, Japan)으로검경
하 다. 효소활성에따른염색정도의판정은변형된Bartman
과 James (1966)의 방법에 따랐다. 즉, 검은색 [매우 강함
(++++), 강함 (+++)]을비롯하여갈색 [보통 (++), 약함 (+)] 및
흰색 [없음 (0)]으로구분하 다.

33.. 자자료료분분석석

대조군과실험군간의차이는 t-test로분석하 다.

Ⅲ. 결 과

11.. 세세포포생생존존율율

1) H2O2의세포생존율측정
(1) XTT 정량
①농도에의한 향
서로 다른 농도의 H2O2를 첨가한 후의 인체피부멜라닌세

포의세포생존율은각농도에서대조군의경우모두 100%인
반면실험군인 10 μM의경우 88.4%, 20 μM는 70.8%, 30 μM
50.6%, 40 μM 46.6%로나타나이는모두대조군에비하여유
의하게감소하 다(p<0.05) (Table 1, Figure 1).
②시간에의한 향
XTT값에 의한 세포생존율을 대조군과 비교 조사하 다.

시간에따른세포생존율은대조군의경우모두 100%인데비
하여 실험군인 3시간 처리는 69.3%, 6시간은 49.0%, 9시간
46.7%, 12시간 46.2%로대조군에비하여모두유의하게감소
하 다(p<0.05)(Table 2, Figure 2).

2) SOD의 향
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The XTT values of cultured human skin melanocytes treated with various concentrations of  H2O2 for 6 hours. Asteriks indicate the significant

difference from control(0μM of H2O2). *p<0.05

Treatment

H2O2(μM)

cont.

10

20

30

40

XTT assay

Mean±S.D. (％of control)

10.88±0.95

9.62±0.64

7.70±0.52  

5.51±0.47

5.07±0.51

100

88.4

70.8

50.6*

46.6* 

Table 1. The dosage-dependent cell viability of human skin melanocytes treated with H2O2 by XTT assay

Figure 1. The cell viability by XTT assay in cultured
human skin melanocytes treated with 10~40 μM
H2O2 for 6 hours, respectively. The results indicate

the mean±SD for triplicate experiments. Asteriks
indicate the significant difference from control(0μ
M of H2O2). *p<0.05   

Figure 2. The cell viability by XTT assay in cultured
human skin melanocytes treated with 30 μM
H2O2for 3~12 hours, respectively. The results

indicate the mean±SD for triplicate experiments.
Asteriks indicate the significant difference from
control(0 hour of H2O2). *p<0.05  

The XTT values of cultured human skin melanocytes treated with concentrations of  30 μM H2O2 for 3~12 hours, respectively. Asteriks indicate the
significant difference from control(0 hour of H2O2). *p<0.05

Treatment

H2O2(μM)

cont.

3

6

9

12

XTT assay

Mean±S.D. (％of control)

5.22±0.42

3.62±0.27

2.56±0.18  

2.44±0.13

2.41±0.21

100

69.3

49.0*

46.7*

46.2*

Table 2. The time-dependent cell viability of human skin melanocytes treated with  H2O2 by XTT assay 



Superoxide Dismutase가배양인체피부멜라닌세포의산화적스트레스에미치는 향 265

배양중인 인체피부멜라닌세포를 Ca2+, Mg2+-free인 Hank′s
balanced salt solution (HBSS, Gibco)으로 3 회세척후H2O2가 30
μM 농도로 포함된 배양액에서 6 시간 동안 처리하기 전에
10~50 ㎍/㎖ SOD가각각포함된배양액에서 2 시간동안전
처리한후 XTT값에의한세포생존율을대조군과비교조사
하 다. 그결과 30 μM H2O2만의처리에있어서세포생존율
은 대조군 100%에 비하여 48.1%로 나타난 반면, 10 ㎍/㎖의
SOD의처리에서는세포생존율이대조군에비하여 51.1%로
나타났다. 또한, 30 ㎍/㎖와 50 ㎍/㎖의 SOD 처리에서는각각
51.6%로나타났다. 특히, 50 ㎍/㎖ SOD의처리에서는세포생
존율이 84.6%로 나타나 이는 H2O2만의 처리에 비하여 매우
유의하게증가하 다(p<0.05)(Table 3, Figure 3).

22.. 형형태태학학적적관관찰찰

1) 광학현미경적관찰
(1) 대조군
H2O2를 처리하지 않은 대조군에서는 배양 초기에 수적으

로많은인체피부멜라닌세포들이몇개씩모여군락을형성
하고 있었으며, 서로 세포돌기를 내어 연결하고 있었다
(Figure 4). 

(2) H2O2 처리군
H2O2를처리한실험군에있어서는일부손상을입은세포들

이배양용기로부터떨어져다각형에서둥 게변하면서배양

The XTT values of cultured human skin melanocytes preincubated with concentrations of  10~50 ㎍/㎖ SOD for 2 hours before the treatment of 30 μ
M H2O2, respectively. Asterik indicates the significant difference between H2O2-treated group and SOD-treated group. *p<0.05

Treatment

Incubation time of SOD(㎍/㎖)

0

30H2O2

10

30

50

XTT assay

Mean±S.D. (％of control)

4.62±0.37

2.22±0.15

2.36±0.19

2.36±0.21

3.91±0.28

100

48.1

51.1

51.6

84.6*

Table 3. The cell viability of human skin melanocytes treated with SOD by XTT  assay 

Figure 3. The cell viability by XTT assay in cultured
human skin melanocytes pretreated with 10~50 ㎍/
㎖ SOD for 2 hours, respectively. The results
indicate the mean±SD for triplicate experiments.
Asterik indicates the significant difference
between H2O2-treated group and SOD-treated

group. *p<0.05 

Figure 4. In control group, some of human skin
melanocytes were formed cell cluster and
connected each other by protoplasmic processes.
Many of human skin melanocytes were grown on
culture bottle compactly. x 120
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액위로떠올라부유하고있었으며세포들도대조군에비하
여수가감소하 고세포돌기도많이소실되었다(Figure 5).

(3) SOD 처리군
SOD를 처리한 실험군에서는 H2O2만을 처리한 실험군에

비하여세포수가더욱많았으며세포돌기소실도감소한것
으로나타났다(Figure 6).

2) Tyrosinase 활성분석
(1) H2O2 처리군

H2O2를처리한실험군의배양인체피부멜라닌세포에서는
염색전에는대조군에서처럼세포들이흰색이었으나염색
시간이경과함에따라점차검은색으로변하 고세포돌기
도 염색을 하지 않은 세포에 비하여 더욱 짧게 관찰되었다
(Figure 7).

(2) SOD 처리군
세포에 H2O2를처리하기전 SOD를전처리한실험군의배

양 인체피부멜라닌세포에서는 염색 전에는 흰색이었으나

Figure 5. Some of human skin melanocytes treated
with 30 μM concentration ofH2O2 for 6 hours

showed morphological changes such as the
decrease of cell number and the loss of
cytoplasmic process. x 120  

Fig. 6. Some of human skin melanocytes
pretreated with 50 ㎍/㎖ concentration of  SOD for
2 hours showed morphological changes such as
the increase of cell number and the cytoplasmic
process compared with H2O2-treated group. x 120  

Figure 7. Cultured human skin melanocytes
treated with H2O2 showed dark stain.  x 120 

Figure 8. Cultured human skin melanocytes
treated with SOD showed brown stain.  x 120  
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염색시간이지남에따라점차갈색으로변하 고세포돌기
와세포체는구분되어관찰되지않았으며세포들은과립덩
어리모양으로관찰되었다(Figure 8).

Ⅳ. 고 찰

세포의노화가진행되는경우에는세포내β-galactosidase의
활성을비롯하여 (Dimri 등, 1995), lipofuscin의축적과같은세
포노화형질이 증가하게 된다(von Zglinicki 등, 1995; 김현진,
1997). 이에따라세포증식이저해되면서이와관련이깊은 c-
fos와 같은 세포내 신호전달체계에 향을 주며 (Dimri 등,
1996), 동시에 세포증식을 억제하는 p53을 비롯한 p21WAF1
이나 p16INK4a와 같은 인자들의 활성이 증가하게 된다
(Serrno 등, 1997; Bringold와 Serrano, 2000). 특히, 활성산소의
산화적스트레스는 c-fos나 c-jun과같은유전자의발현을제
어하며(Dalton 등, 1999), 8-oxo-guanine과같이 DNA를산화하
여손상을줄수있는물질의생산과 접한관련이있음은
이미잘알려져있다(Chen 등, 1995). 피부노화가진행되는경
우에도피부세포에위와같은동일한현상이나타나며노화
가 진행될수록 세포내 cyclooxygenase(COX)를 비롯한
NADPH oxidase 및 xanthine oxidase와 같은 효소들이
superoxide(O-2)와 hydroxy radical(OH-)과 같은 산소자유기의
생산을 촉진시킴으로서 산화적 스트레스를 더욱 유발하게
된다(송상호, 2002; 김광수 등, 1990). 따라서 본 연구에서는
먼저 활성산소의 산화적 스트레스가 배양 인간피부멜라닌
세포에 미치는 향을 조사하기 위하여 10~40 μM 농도의
H2O2가각각포함된배양액에서 6 시간동안각각처리한결
과처리한농도에비례하여세포생존율을점차감소시켰다.
특히, 30 μM 이상의 H2O2의처리에서는대조군에비하여세
포생존율이거의 50% 이하로나타나이는대조군에비하여
유의하게 감소한 것으로 나타났다(p<0.05). 본 실험 결과는
H2O2가 배양 인체피부멜라닌세포에 독성을 가지고 있음을
말해주고 있다(Chen 등, 1995). H2O2의 독성효과는 처리한
H2O2가세포막을침투한후세포막의불포화지방산을산화
시켜 막지질과산화반응에 의하여 세포손상을 초래하 을
가능성이나(Yamamoto 등, 1983), 또는 H2O2가세포내 DNA나
RNA와같은핵산물질을손상시킴으로서세포의퇴화를유
발하여세포생존율의감소를가져왔을가능성을배제할수
는없다(Chen 등, 1995; Krude, 1999). 그러나한편으로는 H2O2

가세포내항산화효소의활성을억제하 거나또는호흡시
전자전달계와관련이깊은사립체(mitochondria)와같은세포
소기관을 손상시켜 관련 효소활성을 저해함으로서 세포에
독성을나타냈을가능성이클것으로생각된다(Liu 등, 1990).

첫째, 이러한이유의하나로서처리한H2O2가세포막을손상
시킨후세포내로들어가직접세포소기관이나이와연관된
효소활성을저해하 을것으로생각된다(Fridovich, 1978). 둘
째로, 본실험에서적용한XTT assay가세포소기관인사립체
의활성과 접한관련이있음을고려해볼때 H2O2의산화
적 스트레스가 세포소기관의 효소활성을 저해한 결과라고
생각된다(Mosmann, 1983). 한편, 본실험에서 H2O2의산화적
스트레스는 배양 인체피부멜라닌세포에 고독성인 것으로
나타났다. 이러한결과는Borenfreund 등(1988)의연구에서보
면모든화학약제의독성을 colorimetric assay의중간값(MCV,
midcytoto-xicity value)으로 정하 다. 본 연구의 경우 MTT50
값이 30 μM을보여고독성으로나타났다. 한편, 항산화제의
일종인 SOD가 HH2O2의산화적스트레스에미치는 향을
조사하기위하여 SOD가 10~50 ㎍/㎖로각각포함된배양액
에서 인체피부멜라닌세포를 2 시간 동안 전처리한 후 이의
향을조사한결과 30 μM H2O2만을처리한실험군에서는

세포생존율이 대조군에 비하여 48.1%로 나타난데 비하여
10~50 ㎍/㎖ SOD를 처리한 실험군에 있어서는 처리농도에
의존적으로세포생존율이증가하 으며특히, 50 ㎍/㎖처리
에서는 84.6%로 나타나 H2O2만을 처리한 실험군에 비하여
매우유의하게증가하 다(p<0.05). 이같은본실험의결과는
세포에전처리한 SOD가H2O2의산화적스트레스를제거함
으로서 H2O2로손상되는세포를보호한결과라고생각된다
(Dalton 등, 1999). Liu 등(1990)은허혈로인한뇌손상에 SOD
를전처리한결과지질의과산화가방어됨으로서 SOD가산
화적스트레스에유효한효과가있다고보고하 는데이는
본실험과일치함을알수있었다. 한편, 본실험의티로시나
제의 활성조사에 있어서 배양 인체피부멜라닌세포에 H2O2

만을 처리한 실험군에서는 세포들이 검게 염색 [매우 강함
(++++)~강함 (+++)]된반면, SOD를전처리한실험군에서는
갈색으로 염색 [보통 (++)~약함 (+)]되었다. 이러한 결과는
SOD가 H2O2의 산화적 스트레스를 감소함으로서 배양 인체
피부멜라닌세포내 tiros- inase의 활성을 억제한 결과로 생각
된다(Bartman과 James, 1966). 특히, tir- osinase는 활성산소의
산화적 손상에 의하여 활성화되며 이는 산화된 티로신이
tirosinase에 의해 도파로 되고 이는 다시 도파퀴논(dopa
quinon)으로 변형된 후 유멜라닌으로 형성된다(Lerner와
Fitzpate, 1984; Spritz 등, 1990). 한편, 본실험의광학현미경적
관찰에있어서 H2O2를처리한실험군에서는대조군에비하
여세포수의감소를비롯하여세포돌기의소실과같은세포
퇴행적 변화를 보 다. 이는 H2O2의 산화적 스트레스가 본
실험에서 세포생존율의 감소를 나타냈다는 정량적 분석과
일치함을알수있다. 특히, 세포돌기의소실은세포의단백
질합성능과 접한관련이있기때문에이는 H2O2의산화적
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스트레스가세포내단백질합성계와 접한관련이있는리
보솜 (ribosome)이나내형질세망 (endoplasmic reticulum, ER)과
같은 세포소기관에 손상을 준 결과라고 생각된다(Krude,
1999). 반면, SOD를 전처리한 실험군에 있어서는 H2O2만을
처리한 실험군에 비하여 세포수의 증가나 세포돌기소실의
방지와같은세포형태적변화를보임으로서 SOD가세포생
존율이나단백질합성계의손상을 H2O2의산화적스트레스
로부터방어한것으로생각된다(Liu 등, 1990). 위와같은방어
효과들은 H2O2가 이온화되면서 산소자유기로 해리되는데
이해리된산소자유기를 SOD가화학적반응을통해산소자
유기를제거시킨결과로생각된다. 그러나활성산소의산화
적스트레스에대한세포독성기전을더욱자세히규명하기
위하여서는 세포내 항산화계를 비롯하여 신호전달체계, 유
전자발현등과같은다양한측면에서체계적으로연구가이
루어져야할것으로생각된다. 

Ⅴ. 결 론

항산화제인 SOD가활성산소 (ROS)의산화적스트레스에
미치는 향을 알아보기 위하여 먼저 인체피부멜라닌세포
를배양한후활성산소의일종인H2O2를여러농도로처리하
여 H2O2의세포독성을세포생존율을측정하 으며또한이
에대한 SOD의 향을 colorimetric assay에의한세포생존율
을비롯하여 tyrosinase의활성을측정하 다. 동시에 H2O2의
산화적스트레스에대한 SOD의 향을광학현미경적관찰
에의하여세포의형태적변화를관찰하여다음과같은결론
을얻었다.

1. H2O2는 배양인체피부멜라닌세포의 세포생존율을 유의
하게감소시켰다.

2. H2O2에의한배양인체피부멜라닌세포의XTT50값은30 μ
M에서나타났다 (XTT50<100 μM).

3. SOD를전처리한배양인체피부멜라닌세포는 H2O2를처
리한실험군에비하여농도의존적으로세포생존율이증가
하 다.

4. 배양인체피부멜라닌세포에대한 tyrosinase의활성조사
에 있어서 H2O2의 처리군에서는 검게 염색되었으며 SOD의
전처리군에서는갈색으로나타남으로써 SOD가 tyrosinase의
활성을감소시킨것으로나타났다.

5. 배양인체피부멜라닌세포에 H2O2를처리한실험군에서
는대조군에비하여세포수의감소및세포돌기의소실과같
은세포의퇴행적변화를나타내었다.

6. 배양인체피부멜라닌세포에 SOD의전처리는 H2O2만을
처리한 실험군에 비하여 세포수의 증가와 세포돌기소실의

감소와같은형태적변화를보 다.
이상의결과를종합하여볼때H2O2와같은활성산소의산

화적 스트레스는 세포생존율의 감소를 비롯하여 tyrosinase
활성증가및세포수와세포돌기의감소를나타냄으로서배
양인체피부멜라닌세포에고독성을나타냈다. 반면, SOD와
같은항산화제는 H2O2의산화적스트레스에대하여세포생
존율의 증가를 비롯하여 세포수와 세포돌기의 증가 및
tyrosinase의활성감소를보임으로서활성산소의산화적스트
레스에대한방어효과를나타냈다.
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