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   요 약 : 본 연구는 사람의 다양한 세포주를 이용하여 활성산소종(과산화수소수)이 세포의 노화에 미
치는 영향을 비교 조사하였다. 여러 농도의 과산화수소수에 세포주를 일주일 동안 배양하여 MTT 방법
으로 과산화수소수에 대한 세포 성장의 반억제농도를 구하였다. 그 결과, 50대에서 유래하는 피부 섬유
아세포와 10대의 노화 유도 피부 섬유아세포와 비교하여 10대에서 유래하는 피부 섬유아세포에서 과산
화수소수에 대한 반억제농도의 값이 유의적으로 더 높았고, 10대의 피부 섬유아세포보다는 10대의 여러 
조직 기원하는 성체줄기세포에서 반억제농도의 값이 유의적으로 더 높게 관찰되었다. 또한, 50 ppm 과
산화수소수를 1주일 동안 처리한 후, 50대의 피부 섬유아세포에서 다른 세포주에 비해 세포 성장이 현
저히 억제되었고, 노화 관련 베타-갈락토시다아제의 활성이 증가되는 것을 관찰하였다. 또한, 활성산소
의 세포 독성을 중화시키는 두 유전자, 글루타티온 과산화효소(GPX)와 카탈라아제(CAT)의 발현을 각 
세포주에서 조사하였을 때, CAT의 발현은 모든 세포주에서 대체로 낮았지만, GPX 유전자의 발현이 50
대의 피부 섬유아세포보다 10대의 피부 섬유아세포와 성체줄기세포에서 현저히 높게 발현되는 것을 관
찰하였다. 이상의 결과에서 활성산소는 세포 노화를 유도하고, GPX의 발현이 높은 10대의 피부 섬유아
세포와 줄기세포보다는 50대의 피부 섬유아세포와 노화된 피부 섬유아세포에서 활성산소종에 대해 더 
큰 민감성을 가지고 있는 것을 알 수 있었다. 
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   Abstract : The cellular senescence may be due to damage by the reactive oxygen species (ROS). 
This study has compared the antioxidant activity in the human cell lines of various origins, 
including 10S and 50S-derived normal skin fibroblasts, and 10S bone marrow, dental tissue and 
adipose-derived adult stem cells. After being exposed to H2O2, half inhibitory concentration (IC50) 
values by cytotoxicity assay was significantly (P<0.05) lower in 50S-derived skin fibroblasts, than 
in 10S-derived skin fibroblasts and various adult stem cell lines. The cell population doubling time 
(PDT) and the cell frequency with high senescence associated-β-galactose activity were remarkably 
increased in 50S-derived fibroblasts exposed to 50 ppm H2O2 for 7 days, than those of 
10S-derived fibroblasts and various adult stem cell lines. Further, the expression level of 
antioxidant-related genes, glutathione peroxidase (GPX) and catalase (CAT), was investigated in 
10S and 50S-derived skin fibroblasts, and 10S-derived various adult stem cells by reverse 
transcription polymerase chain reaction (RT-PCR). The expression level of GPX was higher in 
most of cell lines, compared to CAT, and a significantly (P<0.05) higher expression level of GPX 
was observed in 10S-derived skin fibroblasts and adult stem cell lines, compared to 50S-derived 
skin fibroblasts. We concluded that old-aged skin fibroblasts seemed to be less resistant against 
ROS than young-aged skin fibroblasts and adult stem cells. 

Keywords : Human, Cell growth, Cellular senescence, Antioxidant activity, Reactive oxygen species

1. 서 론

  사람의 평균 기대수명이 점점 늘어남에 따라 
사람들은 질병에 걸리지 않고 오랫동안 건강하게 
사는 것에 대한 관심이 높아지고 있으며, 이에 
따라 사람들은 나이가 들면서 점점 신체의 구조
와 기능이 저하되는 노화(senescence, aging)를 
늦추어 좀 더 오랫동안 건강하게 살고자 하는 여
러 가지 방안을 모색하고 있다. 한 개체의 노화 
현상과 그 개체 안에서 각 세포의 노화(cellular 
senescence)가 서로 일치하지 않는 경우도 있지
만, 세포의 노화는 일반적으로 개체의 노화를 유
발한다. 이러한 세포 노화의 원인은 아직 불분명
하다. 지금까지 제안된 세포 노화의 원인으로는 
유전자 시계설, 신경내분비설, 핵산의 마모설, 활
성산소종(reactive oxygen species, ROS)에 의한 
세포 손상 등이 있는데, 그중에서 활성산소종에 
의한 산화 스트레스가 세포 노화의 주된 원인이
라고 보고하고 제안하고 있다[1-3]. 이에 사람들
은 세포 내에 생성된 활성산소종을 제거하여 세
포 노화를 늦추기 위해 여러 종류의 과일이나 식
물에서 추출한 비타민 C나 베타-카로틴 등을 포
함한 여러 종류의 항산화 제품을 섭취하여 노화
를 방지하고자 노력하고 있다[2, 4]. 
  일반적으로 여러 생물체는 생물체의 고유한 특

성을 유지하기 위해서 에너지가 필요하고, 이에 
생물체는 포도당과 같은 유기 분자에 산소를 사
용한 산화 과정을 통해 세포에서 사용할 수 있는 
에너지를 생산하게 된다. 이러한 세포 호흡
(cellular respiration) 과정에서 몸으로 들어간 산
소는 포도당을 완전 산화하여 많은 양의 에너지
를 생성할 수 있다. 그러나 흡입된 산소는 여러 
대사 과정에 이용되면서 산화력이 강한 물질인 
활성산소종이 종종 생성된다[5]. 이런 활성산소종
은 우리가 호흡하는 산소와는 완전히 다르게 높
은 반응성을 가진 불안정한 상태에 있는 중간산
물이다. 산화 혹은 대사 과정에서 산소가 전자를 
한 개 더 소유하게 되면 과산화물 음이온
(superoxide anion, O2

-)이 생성되고, 이 물질은 
보통 세포 내 효소의 작용으로 반응성이 좀 더 
약한 과산화수소(hydrogen peroxide, H2O2)로 변
하게 된다. 그러나 세포 내 과산화수소가 과다하
게 축적되면, 이 과산화수소는 강한 반응성을 가
지는 하이드록시 라디칼(hydroxyl radical, OH-)
로 바뀐다[6, 7]. 이렇게 몸속에 과다 축척된 하
이드록시 라디칼을 포함한 활성산소종은 체내에
서 DNA를 포함한 여러 분자들에 대해 산화 작
용을 유도한다. 활성산소종에 의해 지질 분자를 
산화되어 원형질막에 손상을 주어 세포의 기능이 
저하되거나, 세포 속의 여러 아미노산이 산화되어 
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단백질의 기능 저하나 변성을 가져올 수 있다. 
또한, DNA 및 RNA 등의 핵산을 손상시켜 핵산 
염기의 변형과 유리, 인산에스테르 결합의 절단 
등을 일으켜 돌연변이나 암의 원인이 되기도 하
며, 생리적 기능을 저하시켜 각종 질병의 원인이 
된다고 보고하고 있고[4, 7, 8], 활성산소종에 의
한 산화 스트레스는 또한 세포의 자멸사
(apoptosis)를 일으킨다고 보고하고 있다[6, 8]. 
  일반적으로 독성 물질에 의해 일어날 수 있는 
세포의 생사를 판별하는 방법은 
3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetr
azolium Bromide (MTT)과 같은 3개의 방향족 
고리를 가진 이종원자고리화합물인 테트라졸륨
(Tetrazolium salt)을 사용하여 흡광도를 측정하
는 방법이 가장 널리 이용되고 있다[9-11]. 또한, 
세포의 노화가 진행되면서 나타나는 가장 큰 특
징 중의 하나는 세포 성장 속도의 지연 혹은 둔
화이고, 이러한 세포 성장을 측정하는 방법은 세
포의 수를 직접 측정하거나 측정한 세포수를 세
포의 집단배가시간(cell population doubling 
time, PDT)으로 환산하는 방법이 있다[12-14]. 
일반적으로 분화된 체세포는 점점 노화될수록 세
포 성장의 속도가 점점 느려지지만, 노화가 일어
나지 않는 배아 혹은 유도만능줄기세포 및 암세
포 등은 계속 계대배양을 실시하여도 세포 성장
의 지연 혹은 정지 현상이 나타나지 않으면서, 
세포 노화가 잘 일어나지 않는다[15]. 더욱이 노
화된 세포는 세포질 내에 존재하는 리소좀
(lysosome)에 노화 관련 베타-갈락토시다아제(β
-galactosidase)를 과다 축적하고, 이 효소는 인돌 
분자를 분해하여 세포가 파란색을 띠게 되므로 
좀 더 간편하게 세포 노화를 측정하는 대표적인 
표식자이다[13, 16, 17]. 이 방법은 현미경 하에
서 세포를 관찰할 수 있으므로, 세포 노화에 의
해 일어나는 세포의 형태적인 변화를 검증할 수 
있다. 나아가, 활성산소에 노출된 세포나 세포 내 
활성산소가 과대하게 축적되었을 때, 이런 활성산
소에 반응하는 여러 단백질이 존재한다. 그 대표
적인 세포 내 단백질이 글루타티온 과산화효소
(glutathione peroxidase, GPX) 및 카탈라아제
(catalase, CAT)이다[18, 19]. 이 두 단백질은 높
은 농도의 과산화수소를 독성이 없는 물로 전환
시킨다. GPX 단백질은 주로 세포질에서, CAT 
단백질은 주로 페록시좀(peroxisome) 세포 내 소
기관에서 활성산소에 대해 반응을 한다고 알려져 
있다[20, 21]. 이런 항산화 단백질의 세포 내 농

도는 활성산소에 대한 저항의 척도로 사용될 수 
있을 것이다. 세포 내 단백질의 발현량을 측정하
는 여러 방법이 있지만, 항산화 단백질의 전구체
인 GPX 및 CAT 유전자의 mRNA 발현 정도를 
좀 더 간단하게 검증하기 위해 역전사 중합효소 
연쇄반응(reverse transcription-polymerase chain 
reaction, RT-PCR) 방법이 널리 활용되고 있다
[20, 21]. 
  이에 이 연구에서는 활성산소에 의한 세포 손
상이 세포 노화를 유발할 것이고, 사람에서 세포
의 연령이나 세포의 종류에 따라 활성산소에 대
한 반응성을 검증하고자 하였다. 세포의 나이에 
따른 세포의 활성산소에 대한 반응의 정도를 알
아보기 위해 우선 청소년(10대) 및 어른(50대)에
서 분리한 분화된 피부 섬유아세포(fibroblasts), 
10대의 피부 섬유아세포를 오래 계대배양하여 인
위적으로 세포 노화를 유도한 10대 피부 섬유아
세포, 10대의 골수, 치아 및 지방 조직에서 유래
하는 중간엽성 성체줄기세포(mesenchymal adult 
stem cells)에서 활성산소에 대한 독성 검사를 
MTT 방법으로 조사하였다. 이에 따라 활성산소
에 노출된 세포의 집단배가시간 분석과 세포의 
형태적인 변화와 함께 노화 관련 베타-갈락토시
다아제의 활성도를 측정하여 세포 노화의 정도를 
검증하였다. 나아가, 다양한 연령과 세포의 종류
마다 이러한 항산화 효과의 차이는 무엇인지 알
아보고자 활성산소에 반응하는 두 단백질 즉, 
GPX와 CAT 유전자의 발현을 RT-PCR 방법으
로 비교하였다. 

2. 재료 및 방법

2.1. 세포의 준비와 배양

  과산화수소수에 대한 세포의 반응성을 조사하
기 위해 이 실험에 사용된 10대의 골수(10S 
BMSC), 치아(10S DSC) 및 지방(10S ASC) 조직 
유래 중간엽성 성체줄기세포(mesenchymal adult 
stem cells)는 G대학교병원에 입원한 10대(청소
년) 환자의 골수, 사랑니 및 지방 조직으로부터 
환자의 승인 하에 각각 분리하였다(승인번호: 
GNUH IRB-2009-34). 또한, 병원에 내원한 10
대(10s fibroblasts) 및 50대(50S fibroblasts)의 
환자의 피부 조직에서 유래하는 섬유아세포
(fibroblasts)를 분리하여 각각 배양하였다. 분리된 
세포주들의 기본배양액은 Advanced Dulbecco’s 
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Fig. 1. MTT analysis in various human cell lines treated with H2O2.

Modified Eagle’s Medium (A-DMEM, Gibco, 
USA) 세포배양액에 10% FBS (Gibco, USA)와 
항생제를 첨가하여 사용하였고, 36.5℃의 5% 
CO2 항온배양기 내에서 각 세포주는 체외 배양
되었다. 3∼4일마다 기본배양액을 교환해 주면서 
각 세포주들의 세포가 80% 이상 증식하게 되면 
계대배양(sub-culture)을 실시하였다. 분리된 줄
기세포의 줄기세포학적인 특징은 이전의 연구에
서 분석하였고[22, 23], 다섯 번째 계대배양(5 계
대배양 세포주)에 도달한 각각의 섬유아세포 및 
줄기세포주를 이 실험에서 사용하였다. 또한, 세
포 노화를 인위적으로 유도하기 위해 10대의 섬
유아세포는 15 계대배양(aged 10S fibroblasts)까
지 노화를 유도한 다음 5 계대배양 세포주와 서
로 비교하였다.

2.2. 활성산소에 대한 세포성장의 반억제농도 

값의 측정 

  이 실험에서 사용된 각 세포주에서 과산화수소
수에 대한 반억제농도(half maximal inhibitory 

concentration, IC50) 값은 MTT 방법으로 측정하
였다. 각 세포주를 분리하여 혈구계산기
(hemacytometer)로 세포수를 세었고, 6-웰 세포
배양 플라스크의 웰 당 1×104개의 각 세포를 심
은 다음, 각 웰에 0 ppm (무처리군, 대조군), 20 
ppm (0.002%), 40 ppm (0.004%), 60 ppm 
(0.006%), 80 ppm (0.008%) 및 100 ppm 
(0.01%)의 과산화수소수(H2O2)를 포함하는 배양
액을 첨가하여 1주일 동안 배양하였다. 각 웰의 
배양액은 배양 후 3일째에 새로운 각각의 배양액
으로 교체하였다. 1주일 후 각 배양액을 제거한 
다음, D-PBS로 세척하였고, MTT 용액을 첨가한 
후 다시 4시간 동안 배양하였다. 이후 다시 
D-PBS로 세척하고, 각 웰에 DMSO를 200 ㎕ 
첨가하여 포마잔을 녹인 다음, 이를 회수하여 50 
㎕씩 96-웰 플레이트에 옮겼다(Fig. 1). 96-웰 
플레이트의 각 플레이트에 있는 포마잔의 흡광도
는 분광광도계를 사용하여 측정하였고, 그 흡광도
를 이용하여 각 처리군은 비처리군(대조군)에 대
한 상대적인 생존율을 계산하여 온라인 프로그램
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Genes Primer sequence (5’-3’) Product size (bp)

GPX 
5’-CTTATCGAGAATGTGGCGTCCC-3’
5’-GCCCACCAGGAACTTCTCAAAG-3’

387

CAT
5’-GGCAGCTATFTGAGAGCC-3’

5’-CTGACGTCCACCCCTGACT-3’
116

GAPDH
5’-GAAGGTGAAGGTCGGAGTC-3’
5’-GAAGATGGTGATGGGATTTC-3’

228

Table 1. Primer sequence for RT-PCR

(http://www.ic50.tk/)으로 반억제농도(IC50) 값
을 분석하였다. 

2.3. 세포배가시간의 측정

  과산화수소수에 대한 세포의 성장 억제 효과를 
검증하기 위해 각 세포주를 분리하여 혈구계산기
로 세포수를 센 다음, 25T 세포배양 플라스크에 
각각 1×105개(처음 시작한 세포의 개수)의 섬유
아세포 및 각 줄기세포를 심었다. 각각의 세포주
는 과산화수소 무첨가 배양액(대조군)과 50 ppm 
과산화수소수 첨가 배양액(실험군)에서 1주 동안 
배양하여 세포를 분리한 다음 세포의 개수(배양 
후 세포의 개수)를 측정하였다. 세포의 배가시간
을 구하기 위한 공식은 이전의 연구에서 인용하
였다[11, 13].

2.4. 활성산소에 의한 세포 노화의 검증

  과산화수소수가 세포의 노화에 미치는 영향을 
조사하기 위해 노화된 세포에서 선택적으로 발현
되는 베타-갈락토시다아제의 활성을 측정하였다. 
이 노화 분석은 세포 노화 관련 베타-갈락토시다
아제 분석 키트(Cell Signaling Tech. USA)를 사
용하였다. 먼저 25T 세포배양 플라스크에 각각 
1×105개의 섬유아세포 및 각 줄기세포를 심은 
다음, 과산화수소 무첨가 배양액(대조군)과 50 
ppm 과산화수소수 첨가 배양액(실험군)에서 1주 
동안 배양하였다. 1주일 후 D-PBS로 각각의 세
포주를 세척하였고, 0.2% 글루타르알데히드를 사
용하여 15분 동안 실온에서 고정한 다음, 다시 
D-PBS를 사용하여 세척하였다. 이후 각 세포주
는 37℃에서 노화 관련 베타-갈락토시다아제 염
색액으로 하룻밤 동안 염색되었고, 이를 D-PBS
로 세척한 후 푸른색으로 염색된 노화된 세포를 
도립위상차현미경(Nikon, Japan)로 관찰하였다.  

2.5. 활성산소 관련 유전자의 발현 검증

  역전사효소-중합효소 연쇄반응(RT-PCR)을 이
용하여 활성산소의 활성을 감소시키는 단백질에 
대한 유전자의 발현 양상을 검증하였다. 간단히 
요약하면, 먼저 RNA 추출 전용 키트(RNeasy 
mini kit, Qiagen, USA)를 이용하여 섬유아세포 
및 각각의 줄기세포에서 모든 RNA를 추출하였
고, RNA 농도는 분광광도계로 측정하였다. 1 ㎍
의 RNA는 cDNA 합성용 전용 키트(Omniscript 
RT kit, Qiagen, USA)를 사용하여 37℃에서 1시
간 동안 반응을 유도하여 mRNA로부터 cDNA로
의 합성을 하였다. 이렇게 합성된 cDNA는 PCR 
키트(Maxime pre-mix PCR kit, iNtRON, 
Korea)를 사용하여 증폭되었다. PCR을 통한 
cDNA의 증폭 조건은 94℃에서 5분 동안 처리 
한 다음, 95℃ 30초, 60℃ 1분 및 72℃ 1분의 
조건으로 35회 동안이었고 다시 72℃ 10분 동안 
처리하였다. 증폭된 cDNA의 검증은 1% 아가로
스 겔 상에서 전기영동을 실시하여 브롬화에티듐
(ethidium bromide)로 염색한 다음, 자외선 하에
서 관찰하였다. 증폭된 유전자의 강도는 
GelQuant NET 프로그램(V.1.7.8)을 이용하여 
측정하였다. 이 연구에 사용된 두 유전자는 글루
타치온 퍼옥시다아제(glutathione peroxidase, 
GPX) 및 카탈라아제(catalase, CAT)이었고, 각 
유전자의 발현량은 항존유전자인 glyceraldehyde 
3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)의 발현과 
비교하여 상대적인 값으로 환산하여 표시하였다. 
RT-PCR 방법에 사용된 그 유전자들의 프라이머
의 서열은 Table 1과 같다.

2.6. 통계 분석 방법

  모든 실험은 3회 이상 반복하여 실시하였다. 
측정된 모든 값들은 SPSS(21.0) 통계프로그램으
로 평균 및 표준오차를 구하였다. 이 값들이 통
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Fig. 2. Analysis of cell viability by MTT assay in 10S (A), 50S (B) and aged 10S (C) fibroblasts 
treated with H2O2. 

Fig. 3. Analysis of cell viability by MTT assay in 10S bone marrow (10S BMSC, A), third 
molar (10S DSC, B) and adipose (10S, ASC, C) tissue-derived mesenchymal stem cells 
treated with H2O2. 

계적인 유의성을 가지는지를 검정하기 위하여 던
컨 다중범위검정을 실시하였고, P의 값이 0.05 
미만일 때 통계적인 차이가 있는 것으로 하였다.

3. 결 과

3.1. 각 세포주에서 과산화수소에 대한 반억제

농도 값의 측정

  정상 체세포인 10대에서 분리한 피부 유래 정
상 섬유아세포(10S fibroblasts), 50대에서 분리한 
피부 섬유아세포(50S fibroblasts) 및 10대의 섬
유를 오래 계대배양하여 노화를 유도한 10대의 
피부 섬유아세포(aged 10S fibroblasts)를 0, 20, 
40, 60, 80 및 100 ppm의 과산화수소수가 포함
된 배양액에서 1주일 동안 배양하여 MTT 방법
으로 과산화수소수에 대한 각 세포의 생존율을 
Fig. 2와 같이 측정되었다. 과산화수소의 농도가 
증가할수록 세포의 생존율이 점차 감소되었고, 
100 ppm의 과산화수소수가 포함된 배양액에서 
거의 모든 세포가 사멸되는 것을 관찰하였다. 
  또한, 10대의 골수(10S BMSC), 사랑니(10S 
DSC) 및 지방 조직(10S ACSC)에서 유래하는 중
간엽성 성체줄기세포를 0, 20, 40, 60, 80 및 

100 ppm의 과산화수소수가 포함된 배양액에서 
1주일동안 배양하여 역시 MTT 방법으로 과산화
수소수에 대한 각 세포의 생존율을 Fig. 3과 같이 
측정되었다. 섬유아세포에서 관찰된 것처럼 과산
화수소수의 농도가 증가할수록 세포의 생존율은 
현저히 감소하였다. 
  MTT 분석으로 과산화수소수에 대한 상대적인 
세포 생장 생존율을 기초하여 각 섬유아세포와 
중갑엽성 성체줄기세포에서 세포 성장의 반억제
농도 값(IC50)을 결정하였다(Fig. 4). 10대 섬유아
세포에서 IC50 값은 49.5±2.10 ppm, 50대 섬유
아세포에서 IC50 값은 36.2±2.41 ppm 그리고 
10대 노화 섬유아세포에서 IC50 값은 48.7±3.50 
ppm이었으며, 3개의 세포주 중 IC50 값이 10대 
섬유아세포에서 유의적으로(P<0.05) 가장 높았으
며, 50대 섬유아세포에서 유의적으로(P<0.05) 가
장 낮았다. 또한, 10대의 다양한 각 조직에서 유
래하는 성체줄기세포에서 세포 성장의 반억제농
도 값(IC50)을 결정하였다. 10대 골수줄기세포에
서 IC50 값은 71.4±2.52 ppm, 치아줄기세포에서 
IC50 값은 68.5±2.28 ppm 그리고 지방줄기세포
에서 IC50 값은 65.1±2.48 ppm을 나타내었다. 
이로써 과산화수소수에 대한 10대 섬유아세포 및 
10대 노화 섬유아세포의 생존율이 50대 섬유아세
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포의 생존율보다 높은 것으로 보아, 10대 세포의 
활성산소에 대한 저항력이 50대의 세포보다 높은 
것을 알 수 있었고, 10대의 각 조직에서 유래하
는 중간엽성 성체줄기세포 사이에서 IC50 값은 
유의적인 차이를 나타내지 않았으나, 정상 체세포
인 섬유아세포보다는 유의적으로(P<0.05) 높은 
IC50 값을 나타내어 줄기세포는 섬유아세포보다 
활성산소에 대한 저항력이 높은 것을 알 수 있었
다.

Fig. 4. Determination of mean IC50 values by 
MTT assay in 10S fibroblasts, 50S 
fibroblasts, aged 10S fibroblasts, 10S 
BMSC, DSC and ASC treated with 
H2O2. a, b, c and d indicate 
significant (P<0.05) difference among 
each cell lines, respectively.

  이 연구에서, 50대에서 분리한 섬유아세포보다
는 10대에서 분리한 섬유아세포에서 과산화수소
수에 대한 저항성이 증가하였고, 나아가 10대에
서 분화가 완성된 섬유아세포보다는 여러 조직 
기원의 줄기세포에서 과산화수소수에 대한 저항
성이 더 증가하였다. 한 연구에서 동물의 수명과 
관련하여 동물의 수명이 긴 동물보다 동물의 수
명이 짧을수록 세포분열 능력이 짧다고 한다[24]. 
평균적으로 사람은 평균 수명이 70년 정도이고, 
생쥐 등을 포함한 설치류는 3년 정도이다. 사람
과 쥐에서 분리한 섬유아세포의 평균 세포분열 
횟수는 사람의 섬유아세포가 쥐의 섬유아세포보
다 훨씬 길고, 세포 노화 단계에 늦게 도달한다
고 한다. 또한, 동물의 연령이 증가하면서 그 동
물의 남아있는 세포의 잔여 세포분열 횟수는 감
소한다고 하여, 정상적인 체세포가 세포분열을 많
이 하지 않고 세포가 젊을수록 세포 노화가 잘 
일어나지 않는다는 것을 암시한다. 더 나아가, 사

람에서 줄기세포의 감소가 노화의 원인이라고 지
적하고 있다[25]. 이 연구에서 시상하부에 존재하
는 신경줄기세포의 수가 나이에 따라 점차 줄어
들면서 노화가 촉진된다고 하고 있다. 이 신경줄
기세포의 가속 속도는 여러 단계에서 조절될 수 
있지만, 줄기세포는 분화된 체세포보다 더 젊은 
세포이고, 이 젊은 세포의 소실은 노화를 촉진한
다고 하여, 한 개체 내에 존재하는 줄기세포가 
노화에 좀 더 저항적이라는 것을 말해 준다. 

3.2. 각 세포주에서 세포 배가시간의 측정

  MTT 방법으로 IC50 값을 결정한 후, 과산화수
소수를 포함하지 않은 배양액(Untreated control)
과 50 ppm의 과산화수소수를 포함한 배양액
(Treatment)에서 각 세포주를 1주일 동안 노출시
킨 세포의 배가시간을 조사하여 활성산소가 세포
의 생장에 미치는 효과를 조사하였다(Fig. 5). 대
조군의 10대 섬유아세포(10S fibroblasts), 50대 
섬유아세포(50S fibroblasts) 및 10대의 노화 섬
유아세포(aged 10S fibroblasts)의 세포배가시간은 
각각 46.4±7.45 시간, 50.6±8.90 시간 및 
54.2±3.25 시간이었다. 그러나, 실험군의 10대 
섬유아세포(10S fibroblasts), 50대 섬유아세포
(50S fibroblasts) 및 10대의 노화 섬유아세포
(aged 10S fibroblasts)의 세포배가시간은 각각 
54.1±3.78 시간, 74.2±6.21 시간 및 75.0±5.56 
시간을 나타내어 과산화수소수 처리 후 모든 섬
유아세포에서 세포배가시간이 유의적으로
(P<0.05) 늘어나 세포 노화로 인해 세포 생장의 
지연이 진행되었음을 알 수 있었다. 또한, 10대의 
골수줄기세포(10S BMSC), 치아줄기세포(10S 
DSC) 및 지방줄기세포(10S ASC)에서 대조군의 
세포 배가시간은 38.8±4.67, 42.5±3.41 및 
39.9±3.33 시간으로 측정되었다. 50 ppm의 과
산화수소수를 포함한 실험군의 배양액에서 각 줄
기세포주의 세포배가시간은 42.1±2.11, 45.5± 
2.89 및 45.9±3.63 시간을 나타내었고, 각 성체
줄기세포는 실험군의 조건에서 세포배가시간이 
조금 상승되었으나 유의적인 차이가 없어 성체줄
기세포는 섬유아세포보다 활성산소에 대한 저항
성을 가지고 있는 것을 알 수 있었다. 또한, 이 
실험에서 성체줄기세포는 각 섬유아세포보다 세
포배가시간이 짧아 세포분열의 속도가 더 빠르다
는 것을 알 수 있었다. 이전의 연구에서도 세포
가 손상이 일어나거나 노화가 진행되면 세포의 
성장 속도는 상당히 지연됨으로써 세포배가시간
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이 점점 늘어나는 것을 보고하고 있다[12-14].

Fig. 5. A. Analysis of population doubling 
time (PDT) in 10S fibroblasts, 50S 
fibroblasts, aged 10S fibroblasts, 10S 
BMSC, DSC and ASC treated with 
H2O2. a and b indicate significant 
(P<0.05) difference between untreated 
control (■) and treatment (■), 
respectively. 

3.3. 과산화수소수에 노출된 세포에서 노화 

     관련 베타-갈락토시다아제의 활성

  각 섬유아세포 및 성체줄기세포를 50 ppm의 
과산화수소수가 포함된 배양액에서 1주일 동안 
배양하여 세포의 노화 관련 베타-갈락토시다아제
의 활성을 조사하여 활성산소가 세포 노화에 미
치는 영향을 조사하였다. 베타-갈락토시다아제 
시약으로 파란색으로 염색된 세포는 노화가 된 
것임을 의미한다(Fig. 6). 과산화수소수에 노출된 
대부분의 세포주에서 파란색을 띠는 세포가 늘어
나는 것을 관찰하였고, 특히 줄기세포보다는 섬유
아세포에서 또한, 10대의 섬유아세포보다는 노화
된 섬유아세포에서 파란색을 띠는 세포의 빈도와 
강도가 늘어났고, 세포의 형태도 점점 커지면서 
형태학적으로도 부정형의 모양으로 변하여, 과산
화수소수에 의해 세포 손상이 많이 일어나고 있
음을 관찰하였다. 
  이상의 결과에서, 여러 종류의 세포에 활성산
소종(과산화수소수)은 세포 성장의 분석과 함께 
베타-갈락토시다아제의 발현을 비교 조사함으로
써 세포 노화를 촉진한다는 것을 알 수 있었고, 
늙은 세대에서 분리된 세포나 오래 계대배양하여 
노화된 세포가 활성산소에 대해 더 민감하게 반
응하였다. 베타-갈락토시다아제의 발현을 조사함

으로써 손상되거나 노화된 세포를 검증하는 방법
은 여러 연구에서도 응용되었다[9, 11, 12]. 이 
연구에서도 베타-갈락토시다아제의 발현을 과산
화수소수에 노출된 여러 세포주에서 관찰할 수 
있었고, 10대의 섬유아세포와 성체줄기세포보다 
50대나 노화를 유도한 10대의 섬유아세포에서 좀 
더 현저하게 발현되는 것을 관찰하였다. 특히 노
화된 섬유아세포에서 과산화수소수에 노출 후 세
포가 편평해지면서 세포의 크기가 증가하는 것이 
쉽게 관찰되어 세포의 형태학적인 변화가 뚜렷하
게 나타났다. 세포가 점점 커지는 것은 역시 노
화된 세포에서 나타나는 특징 중의 하나이므로
[12], 노화가 진행된 세포는 쉽게 활성산소종에 
손상을 받는다는 것을 알 수 있었다. 
  일반적인 분화된 체세포가 무한히 세포분열을 
하게 된다면, 세포분열을 위해 계속해서 DNA 복
제를 하게 되면서 DNA의 돌연변이가 점점 축적
된다. 이러한 돌연변이의 축적은 암이나 여러 질
병의 원인이 된다. 그러므로 일반적인 체세포에서
는 이런 돌연변이가 축적되지 않게 세포는 한정
된 수명을 가지고 있고, 점점 세포 노화(cellular 
aging, senescence) 과정에 접어들면서 세포자멸
사(apoptosis) 단계에 접어들게 된다. 이러한 세
포의 노화 및 사멸과정은 말단소립(telomere)의 
소실과 관련되어 있다고 보고되고 있다[26]. 일반
적으로 선형의 DNA를 가지는 진핵생물 세포의 
DNA 사슬 말단에는 단백질로 번역되지 않는 단
순한 염기서열이 반복적으로 나타나는 특정 
DNA 부분을 가지고 있다. 이 DNA 염기 서열을 
말단소립(telomere)이라고 하는데, 이 반복서열은 
선형의 DNA를 보호하는데 필수적인 영역이다. 
하지만, 이 선형의 말단소립 서열은 세포가 세포
분열을 위해 DNA 복제를 하는 동안 선형 DNA
의 불완전한 DNA 복제 기작에 의하여 점차 조
금씩 짧아지게 된다. 이 말단소립의 소실이 거의 
일어나게 되면 세포는 세포의 분열 속도가 느려
지면서 세포 노화 단계에 접어들게 되고, 결국 
세포는 예정자멸사가 일어난다[27]. 이러한 복제 
노화(replicative senescence) 현상은 분화된 체세
포에서 흔히 일어면서 정상적인 체세포는 한정된 
세포 수명을 가지게 된다. 그러나 이 말단소립을 
복원시키는 효소, 즉 말단소립복원효소
(telomerase)에 의해 말단소립은 복원 혹은 유지
될 수 있어, 높은 말단소립복원효소를 나타내는 
암세포 혹은 배아줄기세포는 복제 노화가 일어나
지 않고, 무한의 세포 수명을 갖는다[24, 26]. 그
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Fig. 6. Morphological alterations and senescence-associated-β-galactosidase activity in 
10S fibroblasts, 50S fibroblasts, aged 10S fibroblasts, 10S BMSC, DSC and ASC 
treated with H2O2 under inverted microscope (×200). The cells with high β
-galactosidase activity were stained to blue color. Scale bars; 50 μm. 

러나 유한한 수명을 갖는 정상적인 체세포에서 
이러한 복제 노화가 일어나기 전에 자외선 같은 
자극에 의해 스트레스로 유도된 조기 세포 노화
(stress-induced premature senescence)가 일어날 
수 있다[28]. 또한, 스트레스로 유도되는 조기 세
포 노화는 과산화수소수 같은 활성산소종
(reactive oxygen species, ROS)이 산화 스트레스
를 유발하여 세포 노화를 유도한다고도 알려져 
있다[6]. 높은 반응성을 가진 활성산소종은 세포 
내에 존재하는 다양한 거대분자인 단백질, 핵산이
나 지질 분자 등을 공격하여 거대분자의 공유결
합을 방해함으로써 거대분자의 변형이나 절단을 
유도한다고 알려져 있으며, 이로 인해 산화 스트
레스로 유도된 세포의 조기 노화가 유발된다고 

한다[6, 8, 17]. 현재의 연구에서도 대략 50 ppm 
정도의 매우 낮은 농도로 과산화수소수를 세포배
양액에 첨가하였을 때, 여러 세포주의 세포 성장
은 현저히 감소하였음을 관찰하였다. 이것은 아마
도 과산화수소수에 의한 세포 노화와 세포의 손
상으로부터 기인한다고 생각된다. 특히 과산화수
소수의 농도가 증가할수록 세포의 성장이 점점 
느려졌지만, 일정 농도의 과산화수소수에서 세포
의 성장이 급격하게 줄어들었다. 이는 세포는 일
정한 농도의 과산화수소수를 중화 혹은 제거할 
수 있으나, 일정 농도를 넘어서면 과산화수소수를 
중화시킬 수 있는 세포의 한계치를 벗어나 세포
의 성장이 갑자기 줄어드는 것으로 생각된다. 
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Fig. 7. Expression level of GPX (■) and CAT (■) transcripts analyzed by RT-PCR in 10S 
fibroblasts, 50S fibroblasts, aged 10S fibroblasts, 10S BMSC, DSC and ASC. A, B and 
C indicate significant (P<0.05) difference on GPX transcript among cell lines, 
respectively. a, b, c and d indicate significant (P<0.05) difference on CAT transcript 

among cell lines, respectively.

3.4. 세포에서 활성산소의 반응과 관련된 

     유전자의 발현 검증  
  각 섬유아세포 및 성체줄기세포에서 활성산소
의 반응과 관련된 글루타티온 과산화효소
(glutathione peroxidase, GPX) 및 카탈라아제
(catalase, CAT)의 항산화 단백질의 전구체인 
mRNA의 발현을 RT-PCR 방법으로 조사되었다. 
두 유전자의 발현율은 항존유전자인 GAPDH의 
발현량과 비교하여 계산되었다(Fig. 7). 정상 체세
포인 10대 섬유아세포(10S fibroblasts), 50대 섬
유아세포(50S fibroblasts) 및 10대 노화 섬유아
세포(aged 10S fibroblasts)에서 CAT의 발현율은 
GAPDH의 발현량과 비교하여 각각 10±4.5, 
5±3.8 및 9±4.6% 수준이었고, 10대의 골수
(10S BMSC), 치아(10S DSC) 그리고 지방(10S 
ASC) 조직에서 유래하는 성체줄기세포에서 CAT
의 발현율은 각각 13±6.6, 17±5.4 및 
23±4.8%를 나타내어, 섬유아세포보다 성체줄기

세포에서 유의적으로(P<0.05) 더 높은 CAT의 발
현율을 관찰하였다. 또한, 10대 섬유아세포, 50대 
섬유아세포 및 10대 노화 섬유아세포에서 GPX
의 발현율은 GAPDH의 발현량과 비교하여 각각 
51±3.3, 25±4.5 및 27±6.8% 수준이었고, 10대
의 골수, 치아 그리고 지방 조직에서 유래한 성
체줄기세포에서는 GPX의 발현율은 각각 
133±11.1, 125±10.6 및 123±12.6%를 나타내
어, 역시 성체줄기세포에서 유의적으로(P<0.05) 
좀 더 높은 GPX의 발현율을 관찰하였다(그림 
10). 이상의 결과로 보아, 모든 세포주에서 CAT
의 발현은 GAPDH에 비해 대체로 매우 낮은 수
준이었으나, GPX의 발현율은 CAT의 발현율에 
비해 현저히 증가하는 경향을 보였고, 특히 10대
의 성체줄기세포주들에서 GPX의 발현율은 
GAPDH에 비해 130% 정도로 증가하는 것을 관
찰하였다. 
  세포 내에 활성산소종을 제거할 수 있는 대표
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적인 단백질은 이른바 항산화 단백질로 불리는 
슈퍼옥사이드 디뮤타아제(SOD, superoxide 
dimutase), 글루타티온 과산화효소(glutathione 
peroxidase, GPX) 및 카탈라아제(catalase, CAT) 
등이 있다[18, 28]. 이러한 항산화 단백질은 세포 
내 높은 농도의 활성산소를 독성이 없는 물로 전
환시킨다. 이 연구에서 슈퍼옥사이드 디뮤타아제
의 활성은 조사하지 않았지만, 현재의 연구에서 
사용된 모든 세포주에서 CAT의 발현은 항존유전
자, GAPDH에 비해 10% 수준으로 대체로 낮게 
발현되었다. 그러나 GPX의 발현은 10대의 성체
줄기세포주에서 GAPDH에 비해 더 높게 발현되
어 거의 130% 정도 증가되어 있는 것을 관찰하
였다. CAT 항산화 단백질은 주로 페록시좀
(peroxisome) 세포 내 소기관에서 활성산소를 제
거하며, GPX 단백질은 주로 세포질에서 생성된 
활성산소를 제거하는 데 도움을 준다[18, 28]. 활
성산소종은 대사 과정이 일어나는 세포 내의 어
떤 부분이라도 생성될 수 있으므로, 세포질의 모
든 부분에 존재하는 GPX 항산화 단백질은 세포 
내의 거의 전 부분에 존재하는 활성산소종을 좀 
더 효율적으로 제거한다고 할 수 있다. 이러한 
이유로 활성산소종을 제거하는 데는 GPX 항산화 
단백질이 세포 내에서 CAT 항산화 단백질보다 
더 많이 필요할 것이라 생각된다. 나아가 현재의 
연구에서 10대의 섬유아세포는 50대의 섬유아세
포나 오래 계대배양한 노화 10대 섬유아세포에 
비하여 GPX의 발현이 증가하였고, 특히 10대의 
섬유아세포보다 10대의 성체줄기세포주들에서 
GPX의 발현은 더 증가한 것을 관찰하였다. 선행 
연구에서도 성체줄기세포 특히, 중간엽줄기세포는 
좀 더 효율적으로 활성산소종을 제거할 수 있다
고 제안하고 있다[29]. 또 다른 선행 연구에서 생
쥐의 신경줄기세포(endogenous neural stem 
cells)에서 항산화 단백질은 짝풀림 단백질 2 
(uncoupling protein 2)와 함께 GPX 항산화 단
백질이 중요하며, 이러한 두 유전자의 높은 발현
이 신경줄기세포에서 활성산소종을 줄여주는데 
중요한 단백질이라고 보고하고 있다[30]. 또한, 
스트레스에 의한 세포 노화가 진행되거나 연령이 
증가할수록 노화를 유도하는 유전자를 외에 대부
분의 유전자 발현은 현저히 감소한다고 보고하고 
있다[31]. 이런 세포의 대사 혹은 활성산소종에 
관련된 유전자 발현의 감소는 세포의 노화 정도
에 따라 활성산소종에 대한 반응성의 차이를 유
발할 것이라고 생각된다. 

4. 결 론 

  이 연구는 10대와 50대의 사람에서 피부 유래 
섬유아세포를 분리하였고, 10대에서 유래한 섬유
아세포를 계대배양을 실시하여 인위적인 세포 노
화를 유도하였다. 또한, 10대의 골수, 치아 및 지
방 조직 유래 중간엽성 성체줄기세포를 분리하여 
배양한 다음, 사람에서 기원하는 여러 종류의 정
상 체세포주 및 성체줄기세포가 활성산소의 한 
종류인 과산화수소수에 노출되었을 때, 활성산소
에 대한 각 세포주의 반억제농도를 조사하였고, 
활성산소가 세포의 성장 억제와 세포 노화를 유
도하는지 각 세포주에서 비교 조사하였다. 나아
가, 활성산소에 대한 각 세포주의 항산화 활성 
차이를 유발하는 것이 무엇인지 조사하였고, 이에 
대한 실험 결과는 다음과 같다. 
  첫째; 각 세포주의 IC50 값은 10대, 50대 및 
노화 유도 10대 섬유아세포에서 각각 49.5±2.10 
ppm, 36.2±2.41 ppm 및 48.7±3.50 ppm을 나
타내었다. 또한, 10대의 골수, 치아 및 지방줄기
세포에서 IC50 값은 각각 71.4±2.52 ppm, 
68.5±2.28 ppm 및 65.1±2.48 ppm을 나타내었
다.
  둘째; 과산화수소수를 포함하지 않은 배양액
(대조군)과 50 ppm의 과산화수소수를 포함한 배
양액(실험군) 조건에서 10대, 50대 및 노화 유도 
10대 섬유아세포의 세포배가시간은 각각 
46.4±7.45와 54.1±3.78 시간, 50.6±8.90과 
74.2±6.21 시간 및 54.2±3.25와 75.0±5.56 시
간이었고, 대조군과 실험군의 조건에서 10대의 
골수, 치아 및 지방줄기세포의 세포배가시간은 각
각 38.8±4.67과 42.1±2.11 시간, 42.5±3.41과 
45.5±2.89 시간 및 39.9±3.33과 45.9±3.63 시
간이었다. 또한, 대조군에 비해 실험군의 세포에
서 베타-갈락토시다아제의 발현이 현저히 증가되
었다.
  셋째; 각 섬유아세포 및 성체줄기세포에서 항
산화 반응과 관련된 CAT와 GPX의 발현율은 10
대, 50대 및 노화 유도 10대 섬유아세포에서 각
각 10±4.5와 51±3.3%, 5±3.8과 25±4.5% 및 
9±4.6과 27±6.8% 수준이었고, 10대의 골수, 치
아 및 지방줄기세포에서 각각 13±6.6과 
133±11.1%, 17±5.4와 125±10.6% 및 23±4.8
과 123±12.6%를 나타내었다. 
  이 연구의 결과를 종합해볼 때, 세포 연령과 
노화가 진행될수록 활성산소에 대한 저항성이 점
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점 줄어드는 것을 관찰하였고, 여러 세포주 사이
에서 활성산소에 대한 반응성의 차이는 세포 내 
GPX 유전자의 발현율과 밀접하게 관련되는 것을 
알 수 있었다. 이에, 비타민이나 베타-카로틴 등
의 여러 항산화 보조제는 항산화 효과뿐만 아니
라 GPX 항산화 단백질의 효율을 높이는 데 도움
을 주어 세포 노화를 막을 것으로 판단된다.
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