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Abstract — To investigate the antioxidant effect of lutein on N-nitrosodimethylamine (NDEA)-induced oxidative stress in

mice, we measured lipid peroxidation, superoxide dismutase (SOD) and catalase of various tissues. Body weight was almost

similar in lutein and control groups during 3 weeks. NDEA increased significantly the activities of typical marker enzymes

of liver function (AST, ALT and ALP) in both groups. However, the increase of plasma aminotransferase activity significantly

decreased in lutein group. Lipid peroxidation and SOD in various tissues, such as heart, lung, liver, kidney, spleen and

plasma were significantly increased by NDEA, which were significantly reduced by lutein at a dose of 50 mg/kg. Catalase

activity decreased significantly in control and lutein groups treated with NDEA, the effect being less in lutein group. Lesser

effect on SOD and catalase in NDEA-treated lutein group indicates the improvement of protective mechanisms by lutein.

Thus, it can be concluded from the present study that lutein can offer a useful protection against NDEA-induced oxidative

stress.
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Lutein은 카로티노이드 계통의 항산화제로서 눈의 황반과 수

정체와 같이 특정 조직에 많이 분포하고 있다.1) 이들은 다양한

채소나 과일에 존재하지만 그 중 특히 케일과 시금치에 다량으

로 함유되어 있다.2) Lutein은 태양광중 파란 빛을 차단하므로서

망막세포의 변성을 막아주는 항산화의 역할을 한다.3) 또한 동맥

경화증에서도 탁월한 효과가 있는 것으로 알려져 있다. Lutein을

경구 투여한 흰쥐에서 저밀도지단백의 산화가 억제되었으며, 혈

장내 지질과산화물의 농도가 감소하였다.4) 한편 Raw 264.7 세

포에서 유해산소의 생성을 억제할 뿐만 아니라, 다양한 염증매

개물질의 생성을 억제한다는 보고가 있다.5,6)

N-nitrosodimethylamine(NDEA), N-nitrosodiethylamine, N-

nitrosopyrrolidine과 Nnitrosopiperidine과 같은 N-nitroso 화합

물은 발암물질로서 유제품, 육류제품, 청량음료나 알코올성 음료

같은 다양한 식료품에 함유되어 있다.7,8) Nitroso 화합물은 인체

내에서 amine 또는 amide 화합물이 nitrite와 반응하여 형성될

수 있다.9) Nitroso 화합물 및 전구체가 인체 내에서 다량적인 생

성은 잠재적으로 인체내에서 암의 유발과 연관된다는 주장이 제

기되고 있다.10,11) 암을 유발시키지 않더라도 NDEA와 같은

nitroso 화합물은 free radical을 형성하면서 산화적인 스트레스

와 세포상해를 입힐 가능성도 제기되고 있다.12-14) 이로 인한 유

해산소 유리기는 노화에 의한 퇴행적인 만성 질병의 중요한 원

인이 된다.15) 따라서 인체내에서 자연적으로 생성될 수 있는

NDEA에 의한 산화성 스트레스를 방어할 수 있는 lutein의 역할

을 구명하는 것은 매우 중요한 일이라 생각된다. 이 논문에서는

NDEA를 처치한 생쥐의 다양한 조직에서 lutein이 지질과산화와

SOD 및 catalase 활성에 미치는 영향을 관찰하였다.

실험 방법

재료

Lutein은 (주)한국알리코팜(대한민국, 경기도 부천시)에서 기증

받아 사용하였다. N-Nitrosodiethylamine(NDEA), hexadecyltri-
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methylammonium bromide(HTAB), 1,1-diphenyl-2-picryl-hy-

drazyl(DPPH), tetramethylbenzidine(TMB), dichlorofluoroscein

(DMF), thiobarbituric acid(TBA), hypoxantine, nitroblue

tetrazolium(NBT)과 xanthine oxidase는 Sigma사(St. Louis,

Mo, USA)에서 구매하였으며 2',7'-dichlorofluorescein diacetate

(DCF-DA)는 Molecular Probes 사(Leiden, Netherlands)에서 구

매했다.

동물

수컷 BALB/c 생쥐(24~31 g, 6주령)를 한림동물원에서 구매하

였으며, 온도 24±2oC, 습도 50±5% 및 광도 300~500 Lux로 조

절되는 표준적인 동물실에서 사육하였다. 동물실험 계획서는 중

앙대학교 동물 실험에서 사용하는 윤리사항을 준수하였다. 이 동

물들을 무작위로 두 그룹으로 나누었다. Lutein(50 mg/kg)을 올

리브 오일에 녹여 경구 투여한 lutein 군(n=16)과 동량의 올리

브 오일만을 투여한 대조군(n=16)으로 구분하였다. 3주 동안 경

구 투여한 후, 각 그룹 동물중 반을 NDEA(200 mg/kg 체중)를

생리식염수 0.5 ml와 혼합한 후 복강투여하여 산화적 스트레스

를 유발하였다. 그리고 나머지 반은 생리식염수를 동량 투여하였다.

시료채취

스트레스를 유발하고 48시간 후에 에테르로 마취시켰다. 심장

천자로 혈액을 채취한 후 간, 신장, 비장, 심장 그리고 폐를 절취

하여 생리식염수로 세척하고 분석을 위해서 -20oC에 보관하였다.

생화학적 분석

혈장 aspartate aminotransferase(AST)와 alanine amino-

transferase(ALT)의 활성은 Reitman and Frenkel(1957)방법에

따라 측정하였으며,11) alkaline phosphatase(ALP)활성은 p-

nitrophenylphosphate을 기질로 측정하였다.16) ALP의 활성은 p-

nitrophenylphosphate이 가수분해되어 생성되는 p-nitrophenol를

410 nm에서 흡광도를 측정하였다.

지질과산화물 측정

지질과산화를 측정하기 위하여 thiobarbituric acid reactive

substances(TBARS)의 형광을 이용하였다. 조직의 균질액에 50%

trichloroacetic acid를 가하여 최종 5% 농도로 조절하였다. 동량

의 0.325% 2-thiobarbituric acid(in 50% acetic acid)를 첨가하여

95oC에서 30 min 배양하였다. 원심분리 후 200 µl를 96 well

plate에 옮기고 Ex: 485 nm, Em: 535 nm에서 형광을 측정하였

다. 표준물질로서는 malonyldialdehyde(1,1,3,3- tetraethoxy-

propane, Sigma)를 사용하였다.17) 단백질의 농도는 표본과 비교

하여 bicinchoninic acid(BCA)방법으로 측정하였으며, 결과는 µg/

mg protein으로 기록하였다.18)

Superoxide dismutase(SOD) 측정

Nitroblue tetrazolium(NBT) reduction을 넣은 hypoxanthine/

xanthine oxidase 발생하는 system을 이용하여 SOD 활성을 측

정하였다(Kirby et al., 1997). 조직 균질액을 50 mM potassium

phosphate buffer(pH 7.4), 1 mM K-EDTA, 0.6 mM hypoxan-

thine, 0.2 mM NBT, 20 mU/ml xanthine oxidase가 포함된 용액

과 혼합하여 37oC에서 20분간 배양하고 590 nm에서 측정한다.19)

Catalase 측정

Catalase 활성은 240 nm에서 H2O2 분해에 의해 UV 흡광도가

감소되는 것을 이용하여 측정하였으며 결과는 units per milligram

으로 나타내었다.

세포내 Reactive oxygen species(ROS) 정량

마우스에서 기원된 Raw 264.7 세포를 15 ml의 Krebs buffer

용액(mM: NaCl 137, KCl 2.7, Na2HPO4 0.4, MgCl2 0.5,

HEPES [pH 7.4] 10, CaCl2 1.8, glucose 5)에 현탁시킨 후 20

µM DCF-DA를 가하고 1시간 빛을 차단한 곳에서 배양하였다.

DCF-DA가 없는 Krebs 용액으로 한번 세척한 후 105 cells/ml로

분주하고 lutein과 1 mg/ml silica를 처치한 후 20분간 배양하였

다. 원심분리 후 cell pellet을 200 µl의 Krebs 용액에 분산시킨

후 형광(Ex: 485 nm; Em; 535 nm)을 측정하였다.

자료분석 및 통계적 검정

실험 결과는 평균±표준오차로 표기하였으며, 실험 성적은 non-

paired Student's t test로 검정하였고 P 값이 5% 미만일 때 통

계적으로 유의하다고 간주하였다.

실험결과 및 고찰

Lutein이 체중과 간독성에 미치는 영향

생쥐 체중은 3주간 lutein군과 대조군 모두 유사하였다. 대조

군에서 3주간 체중 중가는 25.8±1.1에서 27.8±1.0 g으로 증가

하였으며 lutein군에서는 25.9±1.3에서 27.4±1.3 g으로 증가하

였다. NDEA에 의한 간 독성을 측정하기 위하여 간기능을 나타

내는 효소인 AST, ALT와 ALP 활성을 측정하였다. NDEA를 투

여하지 않은 대조군과 lutein군 사이에는 별다른 차이가 없었다.

이러한 결과는 lutein이 생체내에서 해로운 작용은 없는 것으로

사료된다. NDEA를 투여시 대조군과 lutein군 모두 효소 활성이

유의하게 증가하였다. 그러나 lutein을 투여한 군은 대조군에 비

해 aminotransferase 활성의 증가 정도가 유의하게 감소하였다

(Table I). 흰쥐의 간에서 NDEA는 AST와 ALT의 활성이 증가

한다는 결과가 이미 보고 된 바가 있다.7) Lutein 군에서 NDEA

에 의한 간 손상이 적은 것은 lutein이 간세포를 보호하는 작용
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을 하는 것을 제시할 수 있다. 이러한 결과는 lutein이 diethylnitro-

samine에 의한 간암 발생을 억제한다는 결과와 잘 일치하고 있

다.20)

Lutein이 NDEA에 의한 지질과산화 생성에 미치는 영향

NDEA에 의한 지질과산화는 대조군과 lutein군 모두에서 유의

하게 증가하였으며, 다른 조직들에 비해 심장에서 가장 많이 증

가하였다. Lutein 자체는 NDEA가 없는 상태에서는 지질과산화

생성에 별 다른 영향을 주지 않았다. 그러나 NDEA에 의한 지

질과산화 생성은 모든 조직에서 유의하게 억제하였다(Table II).

Superoxide anion은 살아있는 생명체에서 hydrogen peroxide,

hydroxyl radical, 또는 singlet oxygen 같은 다른 ROS를 형성하

며,21) 이는 지질과산화를 유도하여 세포상해를 일으킨다.8) 지질

과산화의 최종 산물인 malondialdehyde는 지질과산화의 지표로

사용하고, thiobarbituric acid reactive substances(TBARS)로 측

정할 수 있다.22) NDEA에 의한 지질과산화의 증가는 ROS의 생

성의 증가 또는 분해의 감소 때문인 것으로 보인다. 그러나 lutein

을 처치한 군에서 NDEA에 의한 지질과산화의 영향이 적은 것

은 lutein에 항산화 효과에 의한 것으로 생각된다. 지금까지 lutein

에 대한 항산화 작용은 in vivo와 in vitro 상에서 많이 보고되고

있다.4,6)

Lutein이 SOD와 catalase 활성에 미치는 영향

세포내에서 생성된 superoxide는 SOD에 의해 H2O2로 전환되

고, 이는 다시 peroxidase와 catalase에 의해 무해한 물과 산소로

전환된다.21) NDEA로 산화적 스트레스를 유발한 모든 조직에서

SOD 활성은 대조군과 lutein군 모두에서 증가하였다. 대조군의

혈장, 심장, 폐 및 비장에서 NDEA로 유도된 SOD 활성 증가는

간과 신장보다 더 많이 증가하였다. NDEA를 처치하지 않은 조

건에서 lutein은 혈장에서 SOD의 유의한 증가를 나타내었다. 그

러나 NDEA에 의한 SOD의 증가는 lutein을 투여한 경우 증가

정도가 유의하게 감소하였다(Table II). 이러한 결과는 lutein이

NDEA에 의한 ROS 생성을 억제하므로써 SOD의 활성증가가 감

소한 것으로 사료된다. 이러한 가정은 Raw 264.7 세포에서 lutein

이 silica에 의한 ROS 생성을 농도 의존적으로 억제하는 결과로서

Table I − Protective effect of lutein on NDEA (200 mg/kg)-induced

liver damage in mice

Parameters
Control Lutein (50 mg/kg)

Saline NDEA Saline NDEA

AST (U/l) 15.0±3.2 58.3±6.8a 14.2±2.5 39.3±4.5a,b

ALT (U/l) 14.9±2.5 69.4±5.3a 12.8±3.3 51.3±6.3a,b

ALP (U/l) 48.5±6.0 83.3±7.2a 47.2±7.0 65.3±5.3a,b

Values are mean±SD; n=8.
AST, aspartate aminotransferase; ALT, alanine aminotransferase;
ALP, alkaline phosphatase.
a: significantly different from saline group (P<0.05).
b: significantly different from corresponding control group (P<
0.05)

Table II − The effect of lutein on NDEA (200 mg/kg)-induced

oxidative stress in mice

Treatments
Control Lutein (50 mg/kg)

Saline NDEA Saline NDEA

Heart

LPO 00.24±0.03 00.88±0.08a 00.28±0.09 00.45±0.06b

SOD 04.45±0.34 16.35±1.10a 04.53±0.34 06.83±0.45b

Catalase 178.2±23.8 083.8±12.3a 234.2±34.2b 202.4±23.2b

Lung

LPO 00.31±0.02 00.56±0.07a 00.25±0.09 00.29±0.03b

SOD 03.75±0.45 12.39±1.23a 04.86±0.73 06.51±0.56b

Catalase 117.3±13.2 073.2±7.1a 170.2±18.2b 132.3±12.5b

Liver

LPO 00.25±0.05 00.64±0.08a 00.20±0.07 00.36±0.04b

SOD 03.61±0.32 06.20±0.72a 04.42±0.45 04.06±0.43b

Catalase 225.7±20.1 093.2±10.2a 215.6±15.3 154.2±20.7b

Kidney

LPO 00.29±0.02 00.52±0.06a 00.26±0.02 00.30±0.03b

SOD 03.89±0.41 09.08±1.12a 04.02±0.42 04.56±0.34b

Catalase 193.2±15.8 134.2±13.9a 232.4±18.7b 182.3±20.8b

Spleen

LPO 00.35±0.02 00.62±0.04a 00.32±0.03 00.34±0.03b

SOD 04.31±0.48 13.04±1.32a 04.38±0.72 04.66±0.45b

Catalase 153.2±14.6 058.4±10.2a 167.3±14.2 112.3±20.5b

Plasma

LPO 00.36±0.06 00.55±0.05a 00.35±0.03 00.35±0.03b

SOD 03.51±0.31 12.58±1.24a 06.22±0.29b 10.02±1.12b

Values are mean±SD; n=8.
LPO, lipid peroxidation (tissues: µg/mg protein, plasma: µM)
SOD, superoxide dismutase (tissues: U/mg protein, plasma: U/ml).
Catalase (U/mg protein).
a: significantly different from saline group (P<0.05).
b: significantly different from corresponding control group (P<
0.05)

Fig. 1 − Inhibitory activity of lutein on silica-induced intracellular

reactive oxygen species (ROS) production in Raw 264.7

cells. DCF-DA-loaded cells were preincubated with lutein

and stimulated with 1 mg/ml silica at 37oC for 20 min.

Results are means±SD from 4 separate experiments.

* Significantly different from silica (p<0.05).
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설명 할 수 있다(Fig. 1). 또한 같은 세포에서 lipopolysaccharide에

의한 ROS 생성도 lutein이 유의하게 억제한다는 보고도 있다.6)

세포에서 사용한 lutein의 양은 생쥐에서 사용한 용량의 1/10

되는 양으로 동물 실험에서도 50 mg/kg 보다 낮은 농도에서도

유의한 효과가 나탄라 것으로 생각된다.

NDEA를 투여하지 않은 lutein군은 심장, 폐 및 신장 조직에

서 대조군에 비해 catalase 활성이 유의하게 증가하였다. 그러나

NDEA를 투여시 catalase의 활성은 대조군과 lutein군 모두에서

크게 감소하였다. 한편 NDEA에 의한 catalase의 감소는 lutein

을 처치한 군에서 대조군에 비하여 유의하게 적은 것을 볼 수 있

다(Table II). Catalase는 호기성 세포에 광범위하게 존재하고 있

고 항산화 방어 시스템에서 중요한 물질이다. 이것은 간에 가장

풍부하게 존재하고 H2O2가 산소와 물로 분해하는 효소 반응을

담당하고 있다. 이러한 결과는 NDEA를 투여한 쥐에서도 catalase

활성이 감소되는 현상을 관찰하였는데 이는 NDEA에 의한

superoxide anions이 catalase를 불활성화 시키는 것으로 설명되

고 있다.23,24) 한편 적혈구에서도 NDEA에 노출되었을 때 과도

한 superoxide anion의 형성으로 인해 catalase의 활성이 감소

된다는 보고도 있다.25) 이상의 결과들을 종합하여 볼 때 lutein

은 NDEA에 의한 지질과산화 생성과 SOD 활성의 증가 및

catalase의 활성 감소를 대조군에 비해 유의하게 억제하는 것으

로 보아 lutein은 체내에서 생성될 수 있는 NDEA에 의한 산화

성 스트레스로부터 인체를 보호해줄 수 있는 물질로 제시할 수

있다.

결 론

인체내에서 자연적으로 생성이 가능한 NDEA에 의한 산화성

스트레스를 방어할 수 있는 lutein의 역할을 구명하기 위하여

NDEA를 처치한 생쥐의 다양한 조직에서 지질과산화 생성과

SOD 및 catalase의 활성을 관찰하였다. lutein을 3주간 처치한

군의 체중 변화는 올리브유를 먹인 대조군과 비교시 별다른 차

이가 없었다. NDEA를 투여하지 않은 대조군과 lutein군에서 간

기능을 나타내는 효소인 AST, ALT와 ALP 활성은 별다른 차이

가 없었다. 그러나 NDEA를 투여시 대조군과 lutein군 모두 효

소 활성이 유의하게 증가하였지만, lutein을 투여한 군은 대조

군에 비해 aminotransferase 활성의 증가 정도가 유의하게 감

소하였다. NDEA는 생쥐에서 지질과산화물의 생성과 SOD 활

성을 유의하게 증가시켰다. 이러한 NDEA에 의한 증가는 lutein

을 처치시 유의하게 감소하였다. 또한 lutein은 NDEA에 의한

catalase 활성의 저하를 유의하게 감소시켰다. 이상의 결과들을

종합하여 볼 때 lutein은 체내에서 생성될 수 있는 NDEA에 의

한 산화성 스트레스로부터 인체를 보호해줄 수 있는 물질로 제

시할 수 있다.
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