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Abstract

This study was carried out to investigate the anti-oxidative and anti-inflammatory actions of genistein 
in BALB/c mice injected with lopopolysaccharide (LPS), called endotoxin. Mice (10 weeks of age) weighing 
approximately 20 g were divided into 4 groups. Endotoxin shock was induced by intraperitoneal injection of 
LPS (100 mg/kg BW). LPS and genistein＋LPS groups were injected with LPS 30 min after phosphate buffered 
saline (PBS) solution and genistein (200 mg/kg BW) injections, respectively. Genistein group was injected 
with genistein, followed by PBS, while PBS group received two injections of PBS. Superoxide anion generation 
of peritoneal macrophage cells was significantly (p<0.05) lower in the genistein＋LPS group than in the LPS 
injection group at 8 h after intraperitoneal injection, while SOD activity was significantly higher in genistien＋
LPS group than LPS group. Tumor necrosis factor-α levels of plasma were significant lower (p<0.05) in the 
genistein＋LPS injection group than LPS group at 8 h after intraperitoneal injection. Plasma TBARS was lower 
in genistein＋LPS group than LPS group, while hepatic TBARS were not different among groups. Hepatic 
glutathione concentrations and antioxidant enzyme activities were significantly higher in the genistein＋LPS 
group than in the LPS group at 1 h and 8 h after intraperitoneal injection. Nuclear factor-kappa B (NF-κB) 
transactivation was significantly (p<0.05) inhibited in LPS group. These results demonstrate genistein may 
ameliorate inflammatory diseases through inhibition of NF-κB transactivation and oxidative stress, which may 
be mediated partially by anti-oxidative effect of genistein.
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서   론

대두에 다량 함유된 이소플라본은 페놀화합물로 agly-

cone 형태인 genistein, daidzein, glycitein 등과 이들의 배당

체인 genistin, daidzin, glycitin 등이 있다(1). Aglycone 형

태의 이소플라본은 구조적으로 에스트로겐과 유사하여 에

스트로겐 활성을 나타내어 phytoestrogen으로 분류된다(2). 

또한 이소플라본은 항산화 활성(3,4)과 자유래디컬 소거능

이 있어(5) LDL-콜레스테롤 산화를 억제하고(6) 세포내 산

화적 스트레스에 대한 방어효과가 보고되었으며(7,8) in 

vivo에서는 혈중 과산화물 저하와 간세포에서의 catalase 활

성 증가가 보고되었다(9-11). 그러나 이소플라본의 항산화

작용에 대한 기작은 아직 확실히 규명되지 않았으나 여러 

임상시험결과와 meta analysis는 이소플라본이 항산화효과

를 통하여 항동맥경화효과를 나타낸다고 보고하고 있다

(12-16). Genistein(5,7,4'-trihydroxyisoflavone)은 대두에 3 

mg/g 수준으로 존재하며(17), LDL의 지질과산화를 억제하

는 효과가 있고(18), tyrosine kinase의 발현과 human can-
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cer cell lines의 증식을 저해하는 것으로 보고되었다(19,20). 

또한 genistein의 심장보호 기능과 골다공증 예방능 역시 항

산화 효과와 관련이 있는 것으로 알려져 있다(21-24).

산화적 스트레스는 노화의 일반적인 과정일 뿐 아니라 여

러 질병을 야기하는 1차적인 요인으로 알려지고 있다. 활성 

산소종과 염증성 cytokine은 산화적 스트레스와 관련이 있

다고 알려져 왔으며, 내독소 자극을 포함한 다양한 질병의 

병리학적 측면에서 매개체로써 중요한 역할을 한다. 내독소 

자극은 대식세포와 반응하여 내독소를 제거하는데 기여하

나 대식세포가 과도하게 자극되면 염증성 cytokine인 tumor 

necrosis factor-α(이하 TNF-α)와 같은 내독소의 매개체와 

단백분해효소 및 활성 산소종 생성을 통해 염증반응과 산화

적 스트레스를 증가시키게 된다.

혈청의 지질수준이 동맥경화 유발을 설명하는 주요한 부

분이지만 산화적 스트레스와 같은 다른 위험인자들, 내피세

포의 활성과 염증 및 plaque의 안정성 등이 현재 동맥경화 

유발의 중요한 기여자로서 인정되고 있다(25). 동맥경화와 

산화적 스트레스 및 염증과의 관련성은 죽상동맥경화의 진

행과정에서 활성화된 대식세포는 여러 가지 cytokine과 활

성 산소종을 생성하여 염증반응의 전사인자인 nuclear fac-

tor-kappa B(이하 NF-κB)를 활성화시키며 그 결과 in-

ducible nitric oxide synthase와 cyclooxygenase-2를 발현

시켜 염증을 일으키고 세포 부착 분자인 vascular cell adhe-

sion molecule-1 및 intracellular adhesion molecule-1과 

monocyte chemoattractant protein-1 등을 발현시켜 혈액 

중의 monocyte 유입을 도와 동맥경화를 계속 진행시킨다

(26,27). 그러므로 동맥경화는 산화적 스트레스에 의해 활성

화된 대식세포가 중요한 역할을 담당하는 만성적 염증질환

이라 할 수 있다(28). LPS에 의한 염증 매개체와 cytokines

의 생성은 NF-κB와 같은 전사 인자의 활성화에 의한 유전

자 발현에 의존하며(29,30), NF-κB는 세포의 산화환원전위 

수준에서 변화하는 세포의 반응에서 초기 반응 유전자의 가

능한 생리적 중요성과 기작을 연구하는 특별한 생화학적 지

표이기도 하다. 

따라서 본 연구에서는 내독소인 lipopolysaccharide(이하 

LPS)로 산화적 스트레스를 유발시킨 BALB/c mice에 gen-

istein을 투여하였을 때 TNF-α, TBARS, superoxide anion 

농도와 GSH, 항산화효소계 활성, 그리고 NF-κB trans-

activation에 미치는 영향을 조사하여 genistein이 내독소에 

의한 산화적 스트레스와 염증반응을 억제하는 효과가 있는

지 알아보고자 하였다.

재료 및 방법

실험동물 관리 및 실험계획

암컷 BALB/c mice에 치명적인 내독소인 LPS를 주입한 

후 복강 대식세포에 의해 내독소의 치명적인 효과에서 아주 

중요한 역할을 하는 산화적 스트레스 매개물질인 super-

oxide anion과 TNF-α의 생성이 유의적으로 증가하였다고 

보고한 Victor와 De Lafuente(31) 및 Chae (32)의 연구에 

기초하여 10주령의 BALB/c mice종 암컷 120수를 2주간의 

적응기를 거쳐 평균체중 20 g인 실험동물을 완전임의배치로 

plastic cage에서 사육하였다. 사육실의 온도는 20～25oC로 

유지하였으며 명암은 12시간 간격으로 점등 및 소등하였다. 

LPS로 유도된 산화적 스트레스 및 대식세포의 기능 조절에 

미치는 genistein의 영향을 확인하고자 LPS(E. coli 055:B5 

LPS)를 mouse의 복강으로 투여하여 내독소 자극을 유발시

켰다. 이때 투여한 LPS의 농도는 예비실험 및 Victor와 De 

Lafuente(31)의 연구를 통하여 mice의 체중 kg당 100 mg 

농도로 결정하였다. 실험동물은 4군으로 분류하여 실험하였

으며 정상대조군(PBS군)은 phosphate buffered saline sol-

ution(이하 PBS)를 복강 속으로 투여하여 30분경과 후 다시 

PBS를 투여하였으며, genistein대조군은 genistein을 체중 

kg당 200 mg으로 투여한 30분 후 PBS를 투여하였다. LPS

군은 PBS를 투여한 30분 후 LPS를 체중 kg당 100 mg 농도

로 투여하였고, genistein＋LPS군은 체중 kg당 genistein 

200 mg을 투여하고 30분경과 후 LPS를 체중 kg당 100 mg

을 투여하였다. 이때 genistein과 LPS는 PBS(pH 7.4, Gibco)

에 용해하여 사용하였으며 본 연구에 사용한 genistein과 LPS

는 Sigma 제품이었다.

복강 대식세포의 분리

복강의 대식세포 생산을 위해 실험동물 희생 48시간 전에 

4% thioglycollate를 복강에 주입하였으며, PBS와 LPS 주입 

후 1시간, 4시간, 8시간 후에 실험동물의 복강으로부터 peri-

toneal suspension을 취하였다. 실험동물의 복부를 알코올로 

소독한 후 복강 속으로 3 mL의 Hank's 용액(pH 7.4, Gibco)

을 투여하고 주입된 용액의 90～95%를 회수한 후 비특이적

인 esterase staining과 cytometric assay로 확인된 대식세포

는 Hank's 용액으로 mL당 5×105개로 조정하여 분석에 사

용하였다.

혈액 및 간

PBS와 LPS 주입 후 1시간, 4시간, 8시간 후에 EDTA 처

리가 된 미세관을 사용하여 실험동물의 안와정맥으로부터 

채취된 혈액은 3,000 rpm에서 20분간 원심분리하여 분리된 

혈장을 -70oC에서 냉동 보관하면서 분석에 사용하였다. 

PBS와 LPS 주입 후 1시간, 4시간, 8시간 후에 실험동물의 

간을 관류시켜 적출하여 간에 부착되어 있는 지방이나 근육

을 깨끗이 제거한 후 차가운 생리식염수로 세척하여 혈액을 

제거한 다음 여과지로 물기를 제거하고 -70oC에서 보관하며 

항산화 효소계 및 NF-κB 활성 분석에 사용하였다.

복강 대식세포의 superoxide dismutase 활성과 su-

peroxide anion 생성량

Superoxide dismutase(이하 SOD) 활성은 Marklund와 
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Marklund의 방법(33)에 의한 pyrogallol의 자동산화로 405 

nm에서 10초 간격으로 2분간 흡광도의 변화를 측정하였다. 

SOD 활성 1 unit은 pyrogallol의 산화를 50%까지 저해하는 

효소의 양으로 나타내었다. Superoxide anion 생성량은 

Kirk 등(34)의 방법을 수정하여 550 nm에서 1분 간격으로 

10분간 흡광도 변화를 측정하였다.

혈장 TNF-α와 지질과산화물 농도

혈장의 TNF-α 수준은 마우스용 TNF-α kit(R&D Systems 

Inc., Minneapolis, USA)를 사용하여 immunoassay법으로 

분석하였다. 혈장과 간의 지질과산화물의 생성량은 thio-

barbituric reactive substances(이하 TBARS) 농도로 측정

하였다. 혈장의 TBARS 농도는 Buege와 Aust(35)에 의한 

방법을 다소 수정하여 측정하였으며, 간의 TBARS 농도는 

Fraga 등(36)의 방법으로 540 nm에서 흡광도를 측정하였다. 

이때 표준물질로는 1,1,3,3-tetramethoxypropane을 사용하

여 표준곡선에 대입시켜 malondialdehyde의 양으로 환산하

였다.

간의 항산화 효소계 활성 및 글루타치온 함량

간의 항산화 효소계 측정을 위한 시료조제의 모든 과정은 

ice 상태에서 수행하였다. 먼저 간 조직의 20배에 해당하는 

50 mM 인산완충액(pH 7.4)을 가해 간 조직을 균질화(speed 

30, times 10-12)시킨 후 3,000 rpm에서 10분간 원심분리하

여 상등액을 취하였다. 이 상등액을 다시 원심분리(10,000 

rpm×30 min)시킨 후 세포질 부분인 상등액은 catalase, 

glutathione peroxidase와 glutathione reductase 활성 측정

에, 미토콘드리아 부분인 침전물은 Mn-SOD 활성 측정에 

사용하였다.

글루타치온 함량은 Tietze(37)의 방법으로 측정하였으며 

catalase 활성은 Aebi의 방법(38)으로, glutathione perox-

idase와 glutathione reductase 활성은 Lawrence과 Burk의 

방법(39)과 Inger와 Bengt의 방법(40)으로 각각 측정하였다. 

Mn-SOD 활성은 Marklund와 Marklund의 방법(33)으로 측

정하였고 단백질 농도는 Bradford법(41)으로 측정하였다.

Electrophoretic mobility shift assay (EMSA)

핵 단백추출은 Dignam 등의 방법(42)을 다소 변형하여 

추출하였다. 즉, -70
oC에 보관된 조직을 일정량 취해 1 mL의 

RNA lysis 완충액[0.6% NP40(Igepal), 0.15 M NaCl, 10 mM 

Tris(pH 7.9), 1 mM EDTA를 함유하는 완충액에 1:0.001의 

비율로 protease inhibitor cocktail을 혼합]을 첨가하여 얼음

위에서 균질화시킨 후 얼음에서 10분간 방치하고 4
oC에서 

원심분리(1,250 g×10분)한 후 상등액을 RNA lysis 완충액

을 가하여 위의 과정을 2～3회 반복하여 상등액을 완전히 

제거하였다. 여기에 50 μL의 추출 완충액[10 mM HEPES 

(pH 7.9), 0.1 mM EDTA, 1.5 mM MgCl2, 420 mM NaCl, 

25% glycerol을 혼합한 완충액에 1:0.03의 비율로 protease 

inhibitor cocktail, 1:0.01의 비율로 50 mM dithiotreitol을 혼

합]을 넣어 혼합하고 얼음에서 20분간 방치시킨 후 4
oC에서 

원심분리(1,250 g×10 min)하여 상등액을 취하여 -70
oC에

서 보관하였다. 상등액의 일부를 이용하여 단백질 농도를 

Bradford 법(41)으로 결정하였다. 

EMSA를 위해 NF-κB-specific oligonucleotide는 T4 

polynucleotide kinase(Promega, Madison, WI, USA)를 사

용하여 [γ-32P]-ATP로 end-labeled하고 microspin G-25 

column(Amersham Inc., Piscataway, NJ, USA)으로 정제

하였다. EMSA는 Promega에서 제공하는 mannual에 따라 

수행하였다. 핵단백질 5 mg, binding 완충액, 32P-labeled 

NF-κB와 loading 완충액을 혼합하여 실온에서 30분간 방치

하였다. DNA-단백질 복합체는 running 완충액으로 0.5X 

Tris-Borate EDTA 완충액을 사용하여 4% polyacrylamide 

gel을 이용한 전기영동을 실시하여 unbound DNA로부터 분

리하였다. Gel은 -20oC에서 2시간 phospho screen(Perkin- 

Elmer Life Science, Wellesley, MA)에 노출시키고 band는 

Phopho imager(Packard, USA)에 의해 정량하였다. Com-

petitive assay는 HeLa를 이용하여 실시하였다. 

통계처리

모든 실험결과는 SPSS/PC＋ package(Version 15.0, SPSS 

Inc., Chicago, USA)를 사용하여 분석하여 평균±표준편차

로 표시하였으며 일원배치분산으로 분석하였으며, Duncan 

다중범위 분석법으로 p<0.05 수준에서 각 실험군 간의 유의

성을 검정하였다.

결과 및 고찰

복강대식세포의 superoxide anion 생성량 및 SOD 활성

실험동물의 복강 대식세포에서 LPS 투여 후 8시간까지의 

superoxide anion(이하 O2
-)의 생성량을 측정한 결과는 Fig. 

1에서 보는 바와 같다. LPS를 투여하고 1시간과 4시간 후까

지 O2
- 생성량은 실험군 간에 차이를 보이지 않았다. LPS 

투여 8시간 경과 후 O2
- 생성량은 급격하게 증가하였다. LPS 

투여 전 genistein을 투여한 genistein＋LPS군은 LPS군에 

비해 O2
- 생성량이 현저하게 감소하여 유의적인(p<0.05) 차

이를 보였다. Genistein 대조군과 정상대조군은 8시간 후에

도 O2
- 생성량이 전혀 변화하지 않았으며 genistein＋LPS군 

역시 이들 대조군과 비슷한 수준을 나타내었다. LPS를 투여

한 후 시간에 따른 SOD 활성의 변화는 Fig. 2에서 보는 바와 

같다. LPS 투여 1시간 경과 후 SOD 활성은 군 간에 유의적

인 차이를 보였으며 geinstein＋LPS군이 LPS군에 비해 

SOD 활성이 유의적으로 증가하는 것으로 나타났다. LPS 

투여 4시간 경과 후에는 각 군 간에 유의적인 차이를 보이지 

않았으나 8시간 후에는 LPS군을 제외한 모든 실험군에서 

SOD 활성이 현저히 증가하였다(p<0.05). 그러나 LPS군은 
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Fig. 1. Changes in superoxide anion generation of peritoneal 
macrophage from BALB/c mice injected with LPS and 
genistein. Data represent the means±SD of ten animals, each 
values being the mean of triplicate assays. Values sharing same 
superscript in each column are not significantly different at 
p<0.05. PBS group, intraperitoneal injection PBS solution 30 min 
after PBS injection; Genistein group, intraperitoneal injection of 
genistein (200 mg/kg BW) and PBS injections; LPS group, intra-
peritoneal injection LPS (100 mg/kg BW) 30 min after PBS in-
jection; and genistein＋LPS group (experimental group), intra-
peritoneal injection genistein (200 mg/kg BW) and LPS (100 
mg/kg BW) injections.
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Fig. 2.  Changes in superoxide dismutase activity of peri-
toneal macrophage from BALB/c mice injected with LPS 
and genistein.  Data represent the means±SD of ten animals, 
each values being the mean of triplicate assays. Values sharing 
same superscript in each column are not significantly different 
at p<0.05. PBS group, intraperitoneal injection PBS solution 30 
min after PBS injection; Genistein group, intraperitoneal injection 
of genistein (200 mg/kg BW) and PBS injections; LPS group, in-
traperitoneal injection LPS (100 mg/kg BW) 30 min after PBS 
injection; and genistein＋LPS group (experimental group), intra-
peritoneal injection genistein (200 mg/kg BW) and LPS (100 
mg/kg BW) injections. 

8시간동안 SOD 활성에 차이를 보이지 않았다. O2
- 생성은 

모든 호기적 세포에서 형성되며 산소 독성의 기작에 있어 

주요한 인자로 암과 염증 등의 진행과정과 밀접한 관련이 

있다(43). 산소를 이용하는 생물체는 superoxide를 제거하는 

효소인 SOD를 가지고 있어 조직 내에서 SOD 등의 효소적 

반응에 의해 과산화수소를 생성하고 과산화수소는 catalase 

등에 의해 물로 분해되어 생체를 방어하는 기능을 나타낸다

(44). 이 실험에서 LPS 투여는 대식세포에서 O2
-의 생성을 

촉진하는 것으로 나타났으며, LPS와 genistein을 같이 투여

하였을 때 SOD 활성이 증가하여 O2
-의 생성이 저하하는 것

으로 나타났다. 이러한 결과로 미루어보아 genistein의 투여

가 LPS를 처리하여 내독소로 인한 산화적 스트레스를 주었

을 때 SOD 활성을 증가시켜 O2
-생성을 감소시키는 것으로 

사료되며 genistein은 내독소에 의한 산화적 스트레스에 대

한 보호 작용이 있는 것으로 보인다.

혈장의 TNF-α 수준

실험동물의 혈장에서 TNF-α의 농도를 측정한 결과는 

Fig. 3에서 보는 바와 같다. LPS 투여 1시간 경과 후 TNF-α 

농도는 genistein＋LPS를 투여한 군과 LPS를 투여한 군에

서 다른 대조군에 비해 유의적으로 높은 수준이었으며 1시

간 경과 후에 비해 4시간 후 두 군 모두에서 급격히 감소하는 

경향을 보였다. LPS 투여 8시간 경과 후 TNF-α 농도는 

LPS군에 비해 genistein＋LPS군에서 유의적으로 낮은 수

준으로 나타났으나 genistein군과 PBS군에 비해서는 다소 

높았다. 본 연구의 결과를 보면 LPS는 반응 초기 TNF-α의 

생성을 급격하게 증가시키는 것으로 보이며 genistein은 

LPS의 이러한 작용을 효과적으로 억제하지 못하는 것으로 

보인다. 그러나 시간이 경과함에 따라 LPS에 의한 TNF-α 

생성은 급격하게 저하하였으며 8시간 후 genistein 투여는 

LPS에 의한 TNF-α 생성을 효과적으로 억제하는 것으로 

나타났다. 이러한 결과는 LPS에 의한 TNF-α 생성은 LPS 

투여한 지 8시간 후 급격하게 증가하는 O2
- 생성반응보다 

선행하는 반응으로 보인다. 그리고 LPS 투여 4시간 후 

TNF-α의 농도가 50% 이상 감소한 것은 TNF-α의 반감기
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Fig. 3.  Changes in TNF-α level of plasma from BALB/c 
mice injected with LPS and genistein. Data represent the 
means±SD of ten animals, each values being the mean of tripli-
cate assays. Values sharing same superscript in each column are 
not significantly different at p<0.05. PBS group, intraperitoneal 
injection PBS solution 30 min after PBS injection; Genistein 
group, intraperitoneal injection of genistein (200 mg/kg BW) and 
PBS injections; LPS group, intraperitoneal injection LPS (100 
mg/kg BW) 30 min after PBS injection; and genistein＋LPS 
group (experimental group), intraperitoneal injection genistein 
(200 mg/kg BW) and LPS (100 mg/kg BW) injections. 
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Fig. 4.  Changes in TBARS level of plasma from BALB/c 
mice injected with LPS and genistein.  Data represent the 
means±SD of ten animals, each values being the mean of tripli-
cate assays. Values sharing same superscript in each column are 
not significantly different at p<0.05. PBS group, intraperitoneal 
injection PBS solution 30 min after PBS injection; Genistein 
group, intraperitoneal injection of genistein (200 mg/kg BW) and 
PBS injections; LPS group, intraperitoneal injection LPS (100 
mg/kg BW) 30 min after PBS injection; and genistein＋LPS 
group (experimental group), intraperitoneal injection genistein 
(200 mg/kg BW) and LPS (100 mg/kg BW) injections.

가 매우 짧기 때문으로도 풀이할 수 있겠다(45). 내독소 저항

은 내독소의 치명적임을 야기하는 것으로 알려진 TNF-α와 

interleukin-1을 포함한 proinflammatory cytokines을 생산

하여 대식세포의 capacity를 감소시키며(46) 내독소의 치명

적임에 대하여 보호를 강화시킨다(47)고 하였으며 본 연구

에서 genistein이 내독소의 저항능을 가지는 것으로 사료된다.

혈장, 간에서의 지질과산화 및 GSH 수준

혈장에서의 지질과산화물 수준은 TBARS 농도로 확인하

였으며 TBARS 농도는 LPS 투여 1시간 경과 후 급격하게 

증가하였으며 genistein＋LPS군은 LPS군보다 유의적으로 

낮은 수준이었으며, 이것은 genistein 대조군과 PBS 대조군

은 유사한 수준이었다(Fig. 4). LPS를 투여한지 4시간 후 

genistein＋LPS군에서도 TBARS가 다소 증가하는 경향을 

보여 LPS군과 유사하였으나 8시간 경과 후 genistein＋LPS

군은 LPS군에 비해 현저하게 낮았으며 genistein군 및 PBS

군과 유사한 수준을 보였다. 간에서의 지질과산화 정도는 

LPS 투여 후 시간이 경과함에 따라 실험군 간에 유의적인 

차이를 보이지 않았으나 LPS군이 다른 실험군에 비해 다소 

높은 경향을 나타내었다(Fig. 5). LPS 투여 후 혈장의 

TBARS가 증가한 것은 LPS가 지질과산화를 촉진하는 것으

로 설명할 수 있겠다. 그리고 genistein이 LPS에 의한 산화

적 스트레스를 어떻게 조절할 수 있는가 하는 것은 아마도 

genistein의 항산화제로서의 역할 혹은 항산화 효소계 활성

을 유도하는 역할로 설명할 수 있을 것이다(17). 이미 여러 

연구자들이 genistein 혹은 이소플라본의 free radical 생성 

억제 및 in vivo에서의 항산화활성을 보고한 바 있으며(23), 
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Fig. 5. Changes in hepatic TBARS level from BALB/c mice 
injected with LPS and genistein. Data represent the means 

±SD of ten animals, each values being the mean of triplicate 
assays. Values sharing same superscript in each column are not 
significantly different at p<0.05. PBS group, intraperitoneal in-
jection PBS solution 30 min after PBS injection; Genistein group, 
intraperitoneal injection of genistein (200 mg/kg BW) and PBS 
injections; LPS group, intraperitoneal injection LPS (100 mg/kg 
BW) 30 min after PBS injection; and genistein＋LPS group 
(experimental group), intraperitoneal injection genistein (200 
mg/kg BW) and LPS (100 mg/kg BW) injections.

본 연구 결과도 genistein이 LPS에 의해 유도된 산화적 스트

레스 상황에서 이러한 역할을 수행한 때문으로 풀이된다.

간조직의 항산화영양소인 GSH 수준은 LPS 투여 1시간 

후 genistein＋LPS군이 LPS군에 비해 유의적으로 높은 수

준을 보였으며 genistein만을 투여한 군보다도 높은 수준이

었다(Fig. 6). LPS 투여 4시간 경과 후에는 각 군 간에 차이

를 보이지 않았으나 8시간 경과 후 genistein＋LPS군이 

LPS군과 PBS군에 비해 유의적으로 높아 genistein의 투여

가 LPS로 인한 산화적 스트레스에 대한 방어 작용으로 GSH

의 수준을 증가시키는 것으로 보인다. 동물조직 중 비단백 

티올의 대부분을 차지하는 GSH는 유리기 제거제 역할과 

H2O2(이하 과산화수소) 및 과산화지질을 대사시키는 GSH- 

px의 기질로써 세포내 항산화제 중 중요한 역할을 담당한다

(25). 따라서 genistein 투여에 의해 GSH 함량이 증가하는 

것은 LPS 자극에 의해 genistein의 항산화 기능이 향상됨을 

보여주는 것이며, LPS에 의한 산화적 스트레스를 저하하는 

효과가 있는 것을 의미한다 하겠다.

항산화 효소계 활성

실험동물의 간에서 측정한 항산화 효소계 활성은 Table 

1에서 보는 바와 같다. Catalase 활성은 LPS군에서는 LPS

를 투여한 후 시간이 경과할수록 감소하는 것으로 나타났으

나 genistein＋LPS군에서는 증가하는 경향을 나타내었다. 

Genistein군과 PBS군 역시 LPS군보다 높은 catalase 활성

을 유지하였다. Mn-SOD 활성은 LPS 투여 후 시간이 경과

함에 따라 genistein＋LPS군과 LPS군 간에 유의적인 차이

는 보이지 않았으나 genistein군이 가장 높은 활성을 보였다. 
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Table 1.  Changes in hepatic antioxidant enzyme activity from BALB/c mice injected with LPS and genistein

Time after 
injection (h)

Group1)

PBS Genistein LPS  Genistein＋LPS

Catalase
(unit/mg protein)

1
4
8

0.18±0.032)b3)

0.20±0.02c

0.32±0.02b

 0.28±0.02a

 0.28±0.04b

 0.34±0.03ab 

0.16±0.03b

0.11±0.02d 
0.10±0.02c

0.27±0.05a

0.35±0.02a 
0.38±0.01a 

Mn-SOD4)

(unit/mg protein)

1
4
8

0.29±0.03ab

0.28±0.02c 
0.28±0.01b 

 0.33±0.02a

 0.35±0.02a 
 0.34±0.03a 

0.27±0.02b

0.29±0.04bc

0.30±0.03ab

0.30±0.01ab

0.33±0.02ab

0.34±0.03a

GSH-px
5)

(unit/mg protein)

1
4
8

16.5±2.01NS

18.7±2.89a

23.1±2.27a 

 14.4±1.0
 19.2±3.77a 
 25.8±5.44a

10.9±3.01
7.76±0.99b

12.0±1.93b

13.0±3.62
24.5±3.69a

25.0±5.33a

GSH-red6)

(unit/mg protein)

1
4
8

3.01±0.75a

3.44±0.93NS 

2.67±0.84c 

 1.99±0.83ab

 2.42±0.61
11.58±2.81a 

0.85±0.37b

2.01±0.84
2.07±0.95c 

3.49±1.16a

3.56±1.19
6.93±1.49b 

1)PBS group, intraperitoneal injection PBS solution 30 min after PBS injection; Genistein group, intraperitoneal injection of genistein 
(200 mg/kg BW) and PBS injections; LPS group, intraperitoneal injection LPS (100 mg/kg BW) 30 min after PBS injection; 
and genistein＋LPS group (experimental group), intraperitoneal injection genistein (200 mg/kg BW) and LPS (100 mg/kg BW) 
injections. 

2)Mean±SD of ten animals. 
3)Value in a row with the same letters are not significantly different at p<0.05. NS: Not significant.
4)Superoxide dismutase. 5)Glutathione-peroxidase. 6)Glutathione-reductase. 
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Fig. 6.  Changes in hepatic glutathione level from BALB/c 
mice injected with LPS and genistein.  Data represent the 
means±SD of ten animals, each values being the mean of tripli-
cate assays. Values sharing same superscript in each column are 
not significantly different at p<0.05. PBS group, intraperitoneal 
injection PBS solution 30 min after PBS injection; Genistein 
group, intraperitoneal injection of genistein (200 mg/kg BW) and 
PBS injections; LPS group, intraperitoneal injection LPS (100 
mg/kg BW) 30 min after PBS injection; and genistein＋LPS 
group (experimental group), intraperitoneal injection genistein 
(200 mg/kg BW) and LPS (100 mg/kg BW) injections. 

GSH-px 활성은 LPS 투여 4시간 후 LPS군에서 현저하게 

저하하였으며 genistein＋LPS군은 LPS군에 비해 유의적으

로 높은 활성을 보였다. LPS 투여 8시간 후에도 genistein＋

LPS군의 높은 활성은 유지되었으며, 이 수준은 genistein군 

및 PBS군과 유사한 수준이었다. GSH-red 활성은 LPS 투여

1시간 후 LPS군에서 가장 낮았으며 4시간 후 다소 회복하는 

경향을 보여 PBS군과 유사한 효소 활성을 나타내었다. 그러

나 genistein＋LPS군의 활성은 LPS 투여 8시간 후 LPS군에 

비해 현저하게 높은 GSH-red 수준을 나타내었다. Genistein

만을 투여한 genistein군에서의 GSH-red는 PBS군에 비해 

더 높은 활성을 보여 genistein의 투여가 GSH-red 활성을 

증진시키는 것으로 보인다.

LPS가 항산화 효소계 활성에 미치는 영향에 대해서는 연

구자들 간에 다른 결과를 보고하고 있다. Ben-Shaul 등(48)

은 흰쥐에 LPS를 주사하였을 때 SOD와 catalase 활성이 

증가하였다고 보고하였으며 Iqbal 등(49)은 GSH-px 활성이 

변화하지 않았다고 보고하고 있다. 그러나 Watson 등(50)은 

LPS 주사 후 간에서의 SOD 활성 등은 유의적으로 감소하였

다고 보고하였다. 본 연구에서는 LPS 투여에 의해 항산화 

효소계 활성이 저하함을 확인하였으며 genistein을 투여하

였을 때 항산화 효소계 활성이 유도됨을 확인하였다. 

Genistein을 복강 내로 투여한 genistein＋LPS군의 catalase 

활성 증가는 LPS의 내독소로 유도되는 산화로 생긴 과산화

수소를 분해하기 위하여 활성이 증가(51)된 것으로 생각되

며 따라서 genistein은 항산화 효소계의 활성에 영향을 미쳐 

간 조직에서의 활성 산소종에 의한 손상을 감소시키는데 기

여를 하는 것으로 보인다. 산소를 이용하는 생물체는 super-

oxide를 제거하는 효소인 SOD를 가지고 있어 조직 내에서 

SOD 등의 효소적 반응에 의해 생성된 과산화수소를 제거하

여 생체를 방어하는 기능을 나타낸다(44). 또한 대사과정 중 

발생하는 활성 산소종의 유리기를 제거할 뿐 아니라 이들 

활성 산소종에 의해 비가역적으로 불활성화 될 수도 있으며 

지방산화에 의해 생성된 유리기도 제거하는 것으로 알려져 

있다(52). 본 연구의 결과에서 보면 genistein의 투여는 Mn- 

SOD에는 영향을 크게 미치지 않는 것으로 보인다. GSH-px

는 셀레늄 의존성 항산화효소로 지질과산화와 과산화수소

의 무독화과정을 촉매하며 본 실험에서 genistein을 복강 내
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Fig. 7.  Changes in hepatic NF-κB binding activity BALB/c 
mice injected with LPS and genistein.
(A) DNA binding activity of NF-κB was performed by EMSA.
(B) Values are expressed as relative intensity of radioactivity.
Data represent the means±SD of ten animals, each values being 
the mean of triplicate assays. Values sharing same superscript in 
each column are not significantly different at p<0.05. PBS group, 
intraperitoneal injection PBS solution 30 min after PBS injection; 
Genistein group, intraperitoneal injection of genistein (200 mg/kg 
BW) and PBS injections; LPS group, intraperitoneal injection LPS 
(100 mg/kg BW) 30 min after PBS injection; and genistein＋LPS 
group (experimental group), intraperitoneal injection genistein (200 
mg/kg BW) and LPS (100 mg/kg BW) injections.

로 투여하였을 때 GSH-px의 활성이 증가된 것은 LPS의 

내독소에 의해 생성된 산소유리기를 제거하려는 genistein

의 항산화작용으로 GSH 함량의 증가와 관련이 있는 것으로 

사료된다. 이상의 결과들로 미루어 볼 때 genistein의 투여는 

간의 항산화 효소계에 영향을 미침으로써 LPS와 같은 내독

소로 인해 야기된 산화적 스트레스를 개선시킬 수 있는 좋은 

기능성 소재로 사료된다.

간조직의 NF-κB transactivation

실험동물의 간에서 NF-κB의 transactivation 정도는 Fig. 

7에서 보는 바와 같다. LPS 투여 1시간과 4시간 경과 후에 

LPS군의 NF-κB 활성은 PBS군에 비해 높은 수준을 보였으

며 genistein＋LPS군 역시 LPS군과 비슷한 수준을 유지하

였다. LPS 투여 8시간 경과 후 LPS군의 NF-κB 활성은 현저

하게 상승하였으나 genistein＋LPS군은 4시간 후의 결과와 

차이를 보이지 않았다. Genistein군과 PBS군은 8시간 동안 

NF-κB 활성에 변화를 보이지 않았다. 즉 LPS의 투여는 

NF-κB의 transactivation을 자극하며 genistein의 투여는 

LPS에 의한 NF-κB transactivation을 억제하는 것을 확인

할 수 있었다. NF-κB는 cytokines과 radiation 및 산화적 

스트레스를 포함한 다양한 자극에 의해 활성화된다. 활성 

산소종은 NF-κB의 복합체로부터 IκB의 분해와 분리로 인

해 NF-κB가 활성화되며(53,54), N-acetyl-N-cystein, pyr-

rolidithiocarbamate, α-tocopherol과 같은 항산화제는 NF-

κB 활성을 감소시키거나 완전히 저해한다(55). NF-κB는 

또한 세포의 산화환원전위 수준에서 변화하는 세포의 초기 

반응 유전자의 가능한 생리적 중요성과 기작을 연구하는 특

별한 인자로 최근의 연구에서 NF-κB는 세포의 산화환원전

위에 의해 조절되며, 따라서 chemo-prevention 연구에 사용

되는 항산화 식이보충 효과 연구에 이상적인 생화학적 지표

로 대두 이소플라본과 같은 항산화의 phytochemacals는 세

포의 산화환원전위를 변형시키는 주요한 인자이므로 NF-κ

B활성을 변형시킬 것으로 기대한다(45). NF-κB는 cyto-

kine 반응, 염증, 세포성장조절과 같은 다양한 단계에 참여

하는 전사인자로 최근 연구들은 inducible NF-κB가 죽상동

맥경화 발병에 관여함을 강하게 제기하고 있다(56). Davis 

등(46)은 genistein이 prostate cancer cell에서 H2O2와 TNF-

α에 의해 유도된 NF-κB 활성을 저해한다고 보고하여 본 

연구와 유사한 결과를 보였다. 이상의 결과를 요약해보면 

LPS의 투여는 혈장과 간의 산화적 스트레스와 염증반응을 

촉진하는 것으로 나타났으며 LPS 투여 전 공급한 genistein

은 LPS로 유도된 산화적 스트레스와 염증반응을 항산화효

소계 활성 증가와 NF-κB transactivation 억제, TNF-α 생

성저하 등의 기작으로 세포내의 과산화수준을 수준을 낮추

고 GSH를 증가시켜 산화적 스트레스를 억제하는 것으로 
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사료된다.

요   약

본 연구에서는 내독소인 LPS로 산화적 스트레스를 유발

시킨 BALB/c mice에 genistein을 투여하였을 때 TNF-α, 

TBARS, superoxide anion 농도와 GSH, 항산화 효소계 활

성, 그리고 NF-κB transactivation에 미치는 영향을 조사하

여 genistein이 내독소에 의한 산화적 스트레스와 염증반응

을 억제하는 효과가 있는지 알아보고자 하였다. 평균체중 

20 g인 BALB/c mice 암컷 120수를 30수씩 완전임의배치로 

4군으로 분류하여 PBS군(대조군)은 PBS를 복강 속으로 투

여 후 30분경과 후에 다시 PBS를 투여하였으며, genistein군

은 genistein을 체중 kg당 200 mg으로 투여한 30분 후 PBS

를 투여하였다. LPS군은 LPS를 처리한 군으로 PBS 투여 

30분 후 LPS를 체중 kg당 100 mg 농도로 복강 투여하였고, 

genistein＋LPS군은 체중 kg당 genistein 200 mg을 투여 30

분 후 LPS를 체중 kg당 100 mg을 투여하였다. 마지막 투여 

1시간, 4시간, 8시간 경과 후 mouse의 안와정맥으로부터 혈

액을, 복강으로부터 복강대식세포와 간을 취하였다. LPS 투

여 8시간 경과 후 LPS군의 O2
- 생성량은 현저하게 증가하였

으며 geinstein＋LPS군은 genistein 대조군, PBS군과 비슷

한 수준을 유지하였다. 반면 SOD 활성은 geinstein＋LPS군

이 LPS군에 비해 유의적으로 높은 수준이었다. 혈장에서의 

TNF-α 수준은 LPS 투여 8시간 후 genstein＋LPS군이 LPS

군보다 유의적으로 낮은 수준을 보였다. LPS 투여는 항산화 

효소계 활성과 GSH의 수준을 감소하였으나, genistein을 투

여한 genistein＋LPS군은 LPS군에 비해 GSH 농도와 cata-

lase, GSH-px, GSH-reductase 활성이 모두 유의적으로 증

가하는 결과를 보였다. 간에서의 NF-κB transactivation 정

도는 LPS 투여 후 1시간, 4시간 경과 후에 PBS군에 비해 

LPS군과 genistein＋LPS군에서 유의적으로 높은 수준이었

으나 8시간 경과 후 LPS군은 증가하는 반면 genistein＋

LPS군은 변화하지 않았다. 이상의 결과를 요약해보면 LPS

의 투여는 혈장과 간의 산화적 스트레스와 염증반응을 촉진

하는 것으로 나타났으며 LPS 투여 전 공급한 genistein은 

LPS로 유도된 산화적 스트레스와 염증반응을 항산화 효소

계 활성 증가와 NF-κB transactivation 억제, TNF-α 생성

저하 등의 기작으로 세포내의 과산화수준을 수준을 낮추고 

GSH를 증가시켜 산화적 스트레스를 억제하는 것으로 사료

된다.
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