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Tenebrio molitor larvae is well known as edible insect. Then, although it has been widely studied 
that Tenebrio molitor larvae has various bioactive functions such as antioxidant, anti-wrinkle, and 
anticancer. Nevertheless, antioxidant effects of Tenebrio molitor larvae water extract (TMH) has not 
been well described in Adult Retina Pigment Epithelial cell line (ARPE-19). In this study, we demon-
strated that antioxidant effects of TMH against H2O2-induced oxidative stress in ARPE-19. Thus, 
we selected for our studies and performed a series of dose-response assay to determine the working 
concentration that lead to a consistent and high degree of cytotoxicity, which we defined as the level 
of H2O2 that killed 40% of the ARPE-19 cells. ARPE-19 cells were pre-treated with various concen-
trations of TMH (0.1 up to 2 mg/ml) before exposure to 300 μM H2O2. As we expected, TMH effec-
tively prevented ARPE-19 cells from 300 μM H2O2-induced cell death in a dose-dependent manner. 
Furthermore, TMH inhibited the phosphorylation of mitogen-activated protein kinases (MAPKs) such 
as extracellular signal regulated kinase (ERK), c-Jun N-terminal kinase (JNK), and p38. Overall, the 
inhibitory effects of TMH on H2O2-induced apoptosis and oxidative stress were associated with the 
protection cleaved caspase-3, Bax, Bcl-2, and HO-1. The TMH suppressed H2O2-induced cell mem-
brane leakage and oxidative stress in ARPE-19 cells. Thus, these results suggest that the TMH plays 
an important role in antioxidant effect in ARPE-19.
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서 론

황반은 눈 안쪽에 있는 빛을 감지하고 물체의 상이 맺

히는 부위로 시력에 매우 중요한 역할을 한다. 그러나 다

양한 원인에 의해 황반부에 변형이 생길 경우 시력장애가 

발생하며 가장 흔한 원인인 노화로 인해 발생하는 노인성 

황반 변성(age-related macular degeneration, AMD)은 망막

색소상피세포의 이상과 함께 광 수용체 손상, 사물이 구

부러져 보이는 변형시, 시력 저하 혹은 실명을 야기한다

[9]. 일반적으로 노화에 의한 황반부 변성은 산화적 스트

레스로 인한 과도한 reactive oxygen species (ROS)의 생성

과 축적이 주요 원인으로 미토콘드리아 손상, 망막상피세

포의 심각한 기능 저하를 일으킬 수 있다[4, 9]. 또한 산화

적 스트레스에 의한 망막상피세포의 손상은 활성산소의 

과다 축적으로 세포 내 단백질 및 DNA 변성을 유도함으

로서 세포의 기능과 세포막의 통합성을 손상시켜 세포 

사멸을 유도하는 것으로 보고되고 있다[4]. 따라서 망막색

소상피세포의 산화적 스트레스를 조절하는 것이 AMD와 

같은 다양한 망막질환 예방 및 치료에 도움을 줄 수 있다

[12, 13, 21].
H2O2 그리고 superoxide anion과 같은 활성산소종은 in 

vitro 상에서 세포 내 산화적 스트레스를 유발하는 대표적

인 화학물질이다[4, 13, 18]. H2O2에 의해 발생한 산화적 

스트레스의 증가와 세포 사멸은 mitogen-activated protein 
kinases (MAPKs), heme의 분해와 산화적 스트레스로부터 

세포를 보호하는 역할을 하는 heme oxygenase (HO-1) 그
리고 세포 사멸에 중요한 역할을 하는 Bax, BCL-2 그리고 

cleaved caspase-3와 같은 경로로 이루어진다[2, 6, 14, 16, 
19, 20, 23]. 산화적 스트레스는 현대 사회의 생활 습관에 

의해 급속도로 증가했고, 이에 따라 눈의 노화 속도가 빠

르게 증가하고 있다. 하지만 노인성 황반 변성 유병률이 

급격히 증가하는데 반해 눈 건강 기능성 소재 연구는 현

재 오메가3 그리고 루테인과 같은 소재로 한정되어 있어 

다양한 눈 건강 소재 연구가 시급한 것이 실정이다[11, 14]. 
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갈색거저리(Tenebrio molitor)는 딱정벌레목 거저리과

에 속하는 곤충으로 세계적으로 널리 서식하며 대량 사육

을 통해 산업화가 용이한 곤충으로 갈색거저리 유충은 

식용으로서의 가치를 뛰어넘어 식용곤충을 이용한 곤충 

단백질 기반 제품에 관한 연구도 진행되고 있다[5, 17]. 
우리나라에서 식용곤충 관련 시장의 크기가 증가하고 있

는 추세이며, 이에 따라 식용곤충의 종류 및 기능성 소재

로서의 연구가 활발히 진행되고 있다[3, 7]. 현재 갈색거저

리 유충의 기능성 소재 연구는 항산화 활성, 항염증 효능 

그리고 탈모 개선 기능성 연구와 같은 다양한 연구가 진

행 되어져 왔다[1, 24]. 그러나 갈색거저리 유충 추출물의 

산화적 스트레스에 따른 눈 건강 효능 연구 결과는 보고

된 바 없다. 따라서 본 연구는 갈색거저리 유충 추출물이 

H2O2에 의해 발생하는 망막색소상피세포의 산화적 스트

레스 억제 및 세포 사멸 보호 효과와 그 기전을 구명하고 

눈 건강 소재 개발을 위한 기초자료로 사용하고자 하였다.

재료 및 방법

갈색거저리 유충 열수 추출물(TMH) 제조

본 연구에 사용된 갈색거저리 유충 원료는 우주 곤충

(고흥, 전라남도)에서 종령 유충을 구입하였다. 갈색거저

리 유충은 세척 후 멸균 및 동결 건조한 뒤 분쇄해 3차 

증류수와 1:10 (W/V) 비율로 60℃, 80 rpm에 20시간 회전 

교반한 다음 980× g에서 4℃로 원심 분리 해 상등액을 취

해 새로운 micro tube에 옮겨 centrifugal evaporator (CVE- 
3100, Tokyo, Japan)를 이용해 완벽히 건조 시켜 -80℃ 냉
동고에 보관하여 사용하였다.

세포배양

인간 망막색소상피세포주 ARPE-19 세포는 American 
Type Culture Collection (Manassas, VA, USA)에서 구입하

였고 DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium)과 

Ham’s F12 1:1 혼합 배지인 DMEM/F12 (Gibco, Carlsdad, 
CA, USA)에 10% fetal bovine serum (Gibco, Burlington, 
ON, Canada) 그리고 1% penicillin-streptomycin (Gibco, Life 
Technologies Limited, Paisley, UK)를 첨가해 37℃, 5% CO2 
조건에서 습윤 배양해 70% 이상의 밀도로 성장했을 때 

계대 배양하여 실험에 사용하였다.

산화스트레스 유도

ARPE-19 세포를 1×105 cells/ml로 24시간 배양한 다음 

상등액을 모두 제거하고 phenol red free DMEM/F12에 

10% fetal bovine serum 그리고 1% penicillin-streptomycin를 

첨가한 배지로 교체하였다. 그 후 H2O2를 300 μM 부터 

700 μM 농도로 24시간 동안 처리해 최종 100 μl의 배양액

에 MTS (3-(4,5- dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethox-

yphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium) solution을 10 μ
l/well을 처리하여 37℃, 5% CO2 조건에서 4시간 반응 시

킨 후 microplate reader (ThermoFisher scientific, USA)로 

490 nm에서 흡광도 측정을 통해 대조군 대비 세포 생존율 

60% 수준의 농도의 산화스트레스 최적 조건을 확립하였

다.

세포 사멸 보호 측정

H2O2에 의해 유도된 ARPE-19 세포에 대한 TMH의 세

포 사멸 보호 효능을 확인하기 위해 MTS assay를 실시해 

세포 생존율을 분석하였다. ARPE-19 세포를 96 well plate
에 1×105 cells/ml로 24시간 배양하고 TMH 0.1, 0.5, 1 그리

고 2 mg/ml로 1시간 전 처리한 뒤 H2O2를 300 μM로 24시
간 단독 혹은 병용 처리 후 최종 100 μl의 배양액에 MTS 
solution을 10 μl/well을 처리하여 37℃, 5% CO2 조건에서 

4시간 반응시킨 후 microplate reader (ThermoFisher scien-
tific, USA)로 490 nm에서 흡광도를 측정하였다. 

세포막 손상 억제 효능 측정

Lactate dehydrogenase (LDH)는 세포질 내에 안정적으

로 존재하는 효소로 일반적으로 세포막을 통과하지 못해 

세포 밖으로 방출되지 않지만 세포막이 손상되면 세포 

밖으로 방출된다. 따라서 TMH에 의한 세포막 손상 억제 

효능을 평가하기 위해 LDH assay kit (Biomax Co.)를 이용

해 LDH 방출량을 분석하였다. 먼저, ARPE-19 세포를 96 
well plate에 1×105 cells/ml로 24시간 배양하고 TMH 0.1, 
0.5, 1 그리고 2 mg/ml로 1시간 전 처리하여 H2O2를 300 
μM로 24시간 단독 혹은 병용 처리한 후, 상등액을 새로운 

plate로 옮긴 후 LDH solution과 1:1로 첨가한 해 암실 조건

에서 30분 간 실온 반응하였다. 이후 Stop solution을 10 
μl/well로 첨가한 다음 microplate reader (ThermoFisher sci-
entific, USA)로 490 nm에서 흡광도를 측정하였다.

활성산소종의 생성 변화 측정

산화적 스트레스로 인한 세포 내 활성산소종의 생성에 

미치는 TMH의 효능을 확인하기 위해 Intracellular ROS 
assay kit (Cell Biolabs, USA)를 사용하여 제시된 방법을 

따라 세포 내 ROS를 측정하였다. 먼저 ARPE-19 세포에 

TMH 2 mg/ml로 1시간 동안 전 처리한 뒤 H2O2를 300 μM
로 24시간 단독 혹은 병용 처리한다. 이후 DCF-DA를 (100 
μM) 첨가하여 37℃ 조건에서 1시간 반응 시킨 후 배양액

을 완벽히 제거하고 1× PBS로 2회 세척해 serum free phe-
nol red를 제거한 새로운 DMEM/F12 배지 100 μl와 2× cell 
lysis buffer 100 μl를 넣어 5분간 상온 반응시켰다. 마지막

으로 cell lysates 150 μl를 black plate에 옮겨 fluorescence 
plate reader (ThermoFisher scientific, USA)로 485 nm ex-
citation 그리고 530 nm emission 파장에서 측정하였다.
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Fig. 1. Definition of H2O2 working concentration to oxidative 
stress in ARPE-19 cells. ARPE-19 (1×105 cells/ml 
were plated in the complete DMEM/F12 medium. The 
cells were treated with H2O2 various concentration for 
24 hr After treatment, the cell viability was measured 
using by MTS assay. Asterisks (*), (**), and (***) 
indicate p<0.05, p<0.01 and p<0.005, respectively. 

A B

Fig. 2. TMH protects human adult retina pigment epithelial cells from H2O2-induced cell death. ARPE-19 (1×105 cells/ml) were 
plated in the complete DMEM/F12 medium. The cells were treated with TMH 0.1, 0.5, 1 or 2 mg/ml for 24 hr (A). 
The cells were pre-treated with TMH for 1 hr. Then, the cells were treated H2O2 (300 μM) with for 24 hr (B). Subsequently, 
the cell viability was measured using a MTS assay. Asterisks (*), (**), and (***) indicate p<0.05, p<0.01 and p<0.005, 
respectively. 

Western blot 분석

TMH의 항산화 및 세포 사멸 억제 효능 기작을 구명하

기 위해 mitogen-activated protein kinases (MAPKs), heme 
oxygenase (HO-1), Bax, BCL-2 그리고 cleaved caspase-3와 

같은 세포 내 신호 전달 기작을 확인 하였다. 먼저 ARPE- 
19 세포를 1×105 cells/ml로 24시간 배양하고 TMH 2 mg/ml
로 1시간 전 처리한 뒤 H2O2를 300 μM로 30분 혹은 24시
간 단독/병용 처리 후 세포를 수확하였다. 수확한 세포는 

protease와 phosphatase inhibitor를 첨가한 M-PER mamma-
lian protein extraction reagent (Thermo Fisher Scientific)로 

세포를 4℃에서 lysis 시킨 다음 원심분리 해 상등액을 얻

었다. 그렇게 얻은 단백질을 Pierce BCA protein assay kit 
(Thermo Fisher Scientific)로 10 μg으로 정량 한 뒤 -80℃ 

냉동고에 보관해 사용하였다. 단백질 전기영동 후 PVDF 
membrane에 transfer한 뒤 p-P38, P38, p-ERK, ERK, p-JNK, 
JNK와 같은 MAPKs, HO-1과 HO-2, Bax, BCL-2 및 cleaved 
caspase-3 그리고 β-actin 1차 항체(Cell Signaling Technol-
ogy, Danvers, MA, USA)를 4℃에서 20시간 반응 시킨 뒤 

이를 상온에서 2차 항체(Promega Corporation, Madison, 
WI, USA)로 1.5시간 반응시킨 뒤 ECL western blotting sub-
strate (Thermo Fisher Scientific)를 이용해 단백질 발현을 

확인하였다.

통계처리

모든 실험결과는 3회 반복 실험을 실시한 평균치와 표

준편차로 나타내었으며, 대조군과 실험 군의 유의성 검사

는 GraphPad prism 5 (GraphPad SoftWare Inc., USA)의 un-
paired two-tailed t test를 이용해 p<0.05값을 통계적으로 

유의한 것으로 통계 처리하였다.

결과 및 고찰

TMH의 ARPE-19 세포 사멸 억제 효능 평가

산화적 스트레스 유발을 확인하기 위해 H2O2를 다양한 

농도에서 24시간 처리해 약 60%의 ARPE-19세포의 생존

율을 보이는 300 μM로 산화적 스트레스 유발 농도를 설정

하였다(Fig. 1). 그리고 TMH의 추출물의 농도는 세포 독

성이 나타나지 않는 농도인 2 mg/ml로 설정하였다(Fig. 
2A). Fig. 2B 결과는 다양한 농도의 TMH를 1시간 전처리 

후, 300 μM H2O2에 24시간 노출된 ARPE-19 세포를 대상

으로 MTS assay를 통해 세포 사멸 억제를 확인 하였다. 
먼저 300 μM H2O2를 처리한 실험 군에서 약 40%의 세포 

사멸 정도를 확인 할 수 있었고 TMH를 농도별로 처리 
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A B

Fig. 3. Inhibitory effect of TMH on H2O2-induced cell death and ROS release. ARPE-19 (1×105 cells/ml) were plated in the 
complete DMEM/F12 medium. The cells were pre-treated with TMH for 1 hr. Then, the cells were treated H2O2 (300 
μM) with for 24 hr, followed by the cell viability was determined using a LDH assay (A). The cells were pre-treated 
with TMH for 1 hr. Then, the cells were treated H2O2 (300 μM) with for 24 hr. After treatment, the ROS production 
was determined by using a ROS kit (B). Asterisks (*), (**), and (***) indicate p< 0.05, p<0.01 and p<0.005, respectively.

했을 때 농도 의존적으로 세포 사멸 억제 효능을 확인 

할 수 있었다. 그러므로 TMH는 산화 스트레스에 의한 

세포 사멸 억제를 통해 AMD를 예방 할 수 있을 것으로 

사료된다.

TMH의 세포막 보호 효능 평가  
ARPE-19 세포에 TMH를 농도 별(0.1, 0.5, 1 그리고 2 

mg/ml)로 1시간 전처리 후, 300 μM H2O2에 24시간 노출시

켜 LDH release assay를 통해 TMH의 세포막 손상 보호 

효능을 확인하였다. Fig. 3A 결과에서 300 μM H2O2를 24
시간 처리한 실험군에서 세포막 손상으로 인해 세포 밖으

로 유리된 LDH가 증가되었으나, TMH 처리에 의해 농도 

의존적으로 세포막 보호를 통해 세포 밖으로 유리된 LDH
가 현저히 감소하는 것을 확인 할 수 있었다. 특히 2 mg/ml 
농도의 TMH 처리군에서는 H2O2에 처리에 의해 증가하는 

LDH를 약 50%까지 억제해 뛰어난 세포막 보호 효능을 

확인 할 수 있었다. 이에 따라 TMH는 H2O2에 의한 

ARPE-19세포의 손상되는 세포막 보호를 통해 망막 질환

을 예방 할 수 있을 것으로 사료된다.

ARPE-19세포에서 H2O2에 의한 ROS 생성에 미치는

TMH의 효능

항산화 효능은 세포 내부의 protein 그리고 DNA의 변

형, 미토콘드리아 기능 저하 및 세포 사멸을 억제한다고 

알려져 있다[10, 21, 22]. 대표적으로 항산화는 세포 내 활

성산소의 축적을 방지하는 경로를 통해 이루어진다고 알

려져 있다[13, 23]. 따라서 ARPE-19세포 내 H2O2 처리에 

의해 생성된 ROS를 TMH 처리 시 조절할 수 있는지 확인

함으로서 항산화 효능을 평가 하였다. 먼저 H2O2에 의해 

세포 내에서 급격히 증가한 ROS level을 확인할 수 있다. 

그러나 세포 사멸 및 세포막 보호 효능 최적 농도인 2 
mg/ml의 TMH를 ARPE-19 세포에 1시간 전 처리한 실험 

군에서는 ROS의 생성을 현저히 감소시키는 결과를 확인 

하였다(Fig. 3B). 이러한 결과는 TMH가 산화적 스트레스

의 대표적 유발 인자인 ROS의 세포 내 과다 축적을 조절

함으로서 산화적 스트레스를 억제 하는 것으로 판단된다. 

TMH가 ARPE-19세포에서 H2O2에 의해 유도된 MAPKs,

HO-1, Bax, BCL-2 그리고 cleaved caspase-3 발현에

미치는 영향

MAPKs의 아형 단백질들인 p38, ERK 그리고 JNK는 세

포의 증식, 분화 및 염증과 apoptosis에 관여하는 세포 내 

신호 단백질로 잘 알려져 있다[6, 20, 22]. MAPKs는 세포 

내부 혹은 외부의 인자에 영향을 받아 단백질의 인산화 

과정을 통해 세포 신호 전달 경로가 활성화되어 핵 내로 

전사 인자의 전사가 시작된다고 알려져 있다. Fig. 4A의 

결과를 통해 H2O2 30분 노출 실험군에서 MAPKs의 인산

화가 가장 활발히 일어나는 것을 확인 할 수 있었다. 그러

나 2 mg/ml의 TMH를 1시간 전처리 실험군에서 H2O2에 

의해 증가된 MAPKs의 인산화를 현저히 감소시키는 것을 

확인 할 수 있었다(Fig. 4B). 이러한 결과는 TMH가 MAPKs
의 인산화 조절을 통해 세포 생존 및 세포 사멸을 조절하

는 것으로 사료된다. 
HO-1은 heme의 분해와 산화적 스트레스로부터 세포를 

보호하는 역할을 하고 항염증, 항산화 및 apoptosis 억제에 

중요한 역할을 한다[23]. 주로 Nrf-2/HO-1 신호 전달 경로

를 통해 HO-1의 발현이 증가하고 산화적 스트레스 환경

에서 세포를 보호하는 역할을 한다[2, 8, 13, 23]. HO-1은 

대표적인 항산화 효소로 H2O2와 TMH 병용 처리 실험군

에서 HO-1이 강하게 발현되었다(Fig. 5). 이를 통해 TMH
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 30 min  1 hr   2 hrA B

Fig. 4. TMH attenuates H2O2-induced activation of MAPKs in ARPE-19 cells. ARPE-19 (1×105 cells/ml) were plated in the 
complete DMEM/F12 medium. The cells were pre-treated with TMH for 1 hr. Then, the cells were treated H2O2 (300 
μM) with for 30 min. Subsequently, the cell lysates were subjected to Western blotting using primary antibodies (p38, 
p-p38, ERK, p-ERK, JNK and p-JNK).

Fig. 5. Suppression of H2O2-induced oxidative stress and cell 
death by HO-1, Bax/Bcl-2 and cleaved caspase-3 in 
ARPE-19 cells. ARPE-19 (1×105 cells/ml) were plated 
in the complete DMEM/F12 medium. The cells were 
pre-treated with TMH for 1 hr. Then, the cells were 
treated H2O2 (300 μM) with for 24 hr. Subsequently, 
the cell lysates were subjected to western blotting us-
ing primary antibodies (HO-1, Bax/Bcl-2, and cleaved 
caspase-3).

의 항산화 효과를 확인 할 수 있었다.
또한, 세포 사멸에 관여 단백질인 Bax와 Bcl-2는 정상 

세포에서 이형 중합체로 존재하지만 산화적 스트레스에 

의해 DNA가 손상 받으면 Bax의 발현이 증가하게 되고 

Bcl-2와 이형중합체를 형성하고 남는 Bax가 동형중합체

를 형성하게 되면 세포가 사멸하게 된다고 알려져 있다

[20, 22]. 또 다른 세포 사멸 단백질인 caspase는 다양한 

세포 사멸 신호에 의해서 활성 되는데, cleaved caspase-3의 

경우 손상된 DNA의 복원을 차단해 세포 사멸이 일어난다

고 알려져 있다. Cleaved caspase-3는 세포 사멸의 가장 마

지막 단계로 apoptosis에 중요한 역할을 한다[15]. Fig. 5의 

단백질 발현을 확인 한 결과 Bax의 단백질 발현이 H2O2 
단독 처리 실험군에서 강하게 발현 되었다가 TMH 병용 

처리 군에서 정상세포 수준으로 떨어진 것을 확인 할 수 

있었다. Bcl-2의 세포질 내 단백질 발현은 산화적 스트레

스가 증가함에 따라 감소했고 TMH 병용 처리 시 증가한 

것을 확인 할 수 있었다. 이는 산화적 스트레스에 의해 

세포 사멸 단백질인 Bax가 증가하고 이에 따라 Bcl-2의 

이형중합체를 형성으로 Bcl-2가 감소하는 것을 확인 할 

수 있었지만 TMH와 병용 처리한 실험군에서는 Bax가 감

소하고 Bcl-2가 증가됨을 확인 할 수 있었다. 또한 H2O2 
단독 처리에 의해 증가된 cleaved caspase-3의 발현양이 

TMH 병용 처리에 의해 현저히 감소함을 확인 할 수 있었

다. 이러한 결과는 TMH가 산화적 스트레스에 의해 유도

되는 망막색소상피세포의 손상을 억제 할 수 있으며, 이
에 따라 망막 질환 예방 및 치료에 도움을 줄 수 있을 

것으로 사료 된다.
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황반 변성은 현대 사회에서 발병율이 급격히 증가한 질환 중 하나이다. 황반 변성의 대표적인 원인은 

노화로 인한 산화 스트레스로 널리 알려져 있고 최근 노령화로 인해 발병 연령은 40대부터 급격하게 증가 

하고 있다. 따라서 본 연구에서는 TMH를 이용해 산화적 스트레스에 대한 항산화 효능 및 세포 사멸 억제 

연구를 통해 눈 건강 개선 소재를 개발하였다. 먼저 TMH의 인간 망막색소상피세포 사멸 억제 효능 평가를 

위해 MTS assay로 세포 생존율을 측정하였다. 망막색소상피세포에서 H2O2에 의한 산화적 스트레스로 인해 

약 60%의 세포 생존율을 확인 할 수 있었고 TMH에 의해 농도 의존적으로 세포 사멸을 억제됨을 확인 

할 수 있었다. 또한 LDH release assay를 통해 세포막 보호 효능을 확인 하였으며 세포 내 ROS 측정을 

통해 세포 내 활성산소종 조절을 통한 항산화 효능을 확인 할 수 있었다. 마지막으로 세포 생존과 사멸에 

관여하는 세포 내 신호 단백질인 MAPKs의 인산화 조절, 항산화 효소인 HO-1 발현 조절, 세포 사멸 관여 

단백질인 Bax/Bcl-2의 발현 그리고 cleaved caspase-3 단백질 분석을 통해 TMH의 산화 스트레스에 대한 

항산화 그리고 세포 사멸 억제 경로를 확인 하였다. 위와 같은 결과 도출을 통해 TMH의 눈 건강 기능성 

소재로서의 가능성을 확인하였다. 
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