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Abstract

This study was designed to investigate the protective effect of the combination of fucoidan and lutein against AAPH-induced 

oxidative stress in THP-1 cells. The combination of fucoidan and lutein existed significant antioxidant effect on AAPH- 

damaged THP-1 cells by using lipid peroxidation and cellular antioxidant capacity assay. Fucoidan(1 ㎍/㎖) and lutein(10 ㎍/

㎖) did not affect at all the viability of THP-1 cells, but protected the AAPH-damage of THP-1 cells at the same concentration. 

The viability of THP-1 cells was 0% with 1 mM AAPH alone, the protective effect of fucoidan(1 ㎍/㎖) and lutein(10 ㎍/㎖) 

was 37% and 36%, respectively. The combination of fucoidan(1 ㎍/㎖) and lutein(10 ㎍/㎖) exhibited significant inhibitory 

effect of lipid peroxidation using TBARS assay and cellular antioxidant capacity using DCFH-DA assay. In lipid peroxidation, 

the TBARS value of 1 mM AAPH alone was 0.8±0.03 nM MDA, its of the combination of fucoidan(1 ㎍/㎖) and lutein(10 

㎍/㎖) was 0.2±0.05 nM MDA. In cellular antioxidant capacity, the combination of fucoidan(1 ㎍/㎖) and lutein(10 ㎍/㎖) 

exhibited significant cellular antioxidant capacity of 76%, whereas quercetin(10 μM) as positive control exhibited the cellular 

antioxidant capacity of 32%. These results indicate that the cotreatment of fucoidan and lutein protects against AAPH-induced 

THP-1 cell damage by inhibiting lipid peroxidation, increasing cellular antioxidant capacity. 
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서 론  

AAPH(2,2’-Azobis(2-amidinopropane)) dihydrochloride는 수

용성 질소 화합물로서 과산화 지질과 항산화 물질에 관련된 연

구에서 자유 라디칼의 생성원으로 널리 사용되고 있다. AAPH

가 분해되면 질소 분자와 두 개의 탄소 라디칼이 생성되고, 

탄소 라디칼은 산소 분자와 결합해 과산화 라디칼을 만들고, 

이렇게 만들어진 과산화 라디칼은 세포 내에서 물리화학적 

변형 및 세포 손상을 일으킨다. 따라서, AAPH 유도에 의한 

세포 손상 모델은 항산화 억제 물질의 활성을 평가하는 활성 

측정 시스템으로 유용하다고 할 수 있겠다. 이 in vitro 모델에

서 사용하는 세포로는 인체 단핵구 세포인 THP-1로 AAPH 

유도에 의한 산화적 스트레스에 민감하여 항산화 활성 측정

에 적합한 세포로 알려져 있다(Yokozawa 등 2000). 

산화적 스트레스는 체내에서 생성되는 활성 산소종의 균형

에 의해 작용을 받는 것으로 이러한 활성 산소종은 O2-(super-

oxide anion), HO․(hydroxyl radical), 1O2(singlet oxygen), H2O2 

(hydrogen peroxide), HOCl(hypochlorous acid)를 들 수 있다. 

하지만 생체에는 계속해서 생기는 이러한 활성 산소종을 제

거하는 항산화 효소계(예를 들어 superoxide dismutase, catalase, 
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glutathione peroxidase, glutathione reductase)와 여러 항산화 화

합물(vitamin C, vitamin E, uric acid, bilirubin) 등이 존재함으

로써 활성 산소종의 생성과 제거 사이에 균형을 갖추어 세

포 기능을 유지하고 있다. 하지만 활성 산소종이 너무 많이 

생성되거나 항산화시스템의 기능이 저하되는 상황에서 세

포는 활성 산소종에 의해 유해 작용을 받아 심장질환, 암 및 

노화와 같은 여러 가지 질병을 유발할 수 있다(Aust 등 1985; 

Bodaness & Chan 1977; Fridovich 1978; Trush 등 1982; Valko 

등 2007).

루테인은 carotenoid 계의 황색 색소로 자연계에 널리 분포

되고 있으며, 이러한 carotenoid 계의 색소는 일반적으로 활성 

산소를 소거하는 등의 항산화 효능이 있는 것으로 알려져 있

어, 노화 억제에 영향을 미치는 물질로 알려져 있다(Chopra 등 

1993; Jacques 1999; Jarvinen 1995; Khachik 등 1995; Rapp 등 

2000; Snodderly 1995; Sommerburg 등 1998).

Fucoidan은 에스테로화 황산을 주성분으로 한 분자량 20

만의 거대한 다당류로, 다시마와 미역 등 갈조류에 주로 존재

한다(Chevolot 등 1999; Chevolot 등 2001; Chizhov 등 1999). 

Fucoidan의 생리활성으로는 항스트레스 효과, 콜레스테롤 저

하 작용이나 항종양 작용을 가지는 것은 이미 학계에 보고되

어 있다(Brunner 등 1998; Del Bigio 등 1999; Piao 등 2004). 

일반적으로 식품에 사용되는 천연 소재에는 많은 플라보이

드계 화합물이 함유되어 있어 항산화 효능을 지니고 있으며, 

이들의 소재의 기능성에 대한 많은 연구가 보고되어 왔다(Shin 

& Lee 2005; Park 등 2009).

본 연구에서는 주로 식품에서 많이 이용되지 않았던 fucoidan

과 lutein의 병용에 의하여 AAPH 유도 세포 손상에 의한 손

상 방어 효과를 측정하여, 이를 이용한 복합 항산화 기능성 

소재로의 이용 가치를 향상시키고자 하였다.

재료 및 방법

1. 재료

루테인은 금잔화로부터 정제한 식품 첨가물용 루테인을 Yixin 

Pharmaceutical(Zhejiang, China)에서 구입하였고, 후코이단(85% 

sulfated polysaccharide)은 혜원 바이오테크(완도, Korea)로부

터 구입하여 사용하였다. AAPH(2,2'-Azobis(2-amidinopropane)) 

dihydrochloride, MTT(3-[4,5 dimethyl thiazol-2-yl]-2,5-di-phenyl-

tetrazolium bromide, TBARS(thiobarbituric acid reactive sub-

stances) 및 quercetin은 Sigma(St. Louis, MO, USA)로 부터, DCFH- 

DA(2',7'-dichloro fluorescein diacetate)은 Molecular Probes로 

부터 구입하였다.

2. 세포 배양

인체 단핵구 세포의 대표적 실험 모델인 THP-1 세포주(ATCC 

TIB-202)는 RPMI 1640(Gibco BRL, Gaithersburg, MD, USA) 

배지에 10%의 우태아 혈청(fetal bovine serum: FBS, Gibco 

BRL), 100 ㎍/㎖ 스트렙토마이신, 100 U/㎖ 페니실린을 첨가

한 배지로 배양하였다. 배양은 37℃, 5% CO2 배양기에서 유

지하였다.

3. 세포생존율

세포의 생존율 측정은 MTT assay를 이용하였다(Carmichael 

등 1987). THP-1 세포는 24-well cell culture plate에 각각 5 × 

105 cells을 접종하여 시험에 사용하였다. 시료 처리한 세포의 

배지에 MTT(5 ㎎/㎖)를 각 well당 100 ㎕씩 투여한 후 4시간 

동안 정치 배양하여 formazan을 형성시킨 후, PBS 용액으로 

1회 세척 후 dimethylsulfoxide를 각 well당 300 ㎕씩 넣어 형

성된 formazan을 녹여 분광광도계(model 6405, Genway Ltd., 

England)로 570 ㎚에서 흡광도를 측정하였다. 이때 세포의 생

존 정도는 실험군의 값을 약물 처리를 하지 않은 대조군의 

비로 나누어 백분율로 나타내었다.

4. 지질 과산화 억제 활성

Lipid peroxidation의 정량 측정은 시료를 일정 시간 동안 

처리한 THP-1 세포의 배양 상층액과 세포 용해액 내의 TBARS 

(thiobarbituric acid reactive substances) 측정으로 하였다(Fraga 

등 1988; Oh & Lee 2008). 24-well plate에 배양한 THP-1 세포

(5 × 105 cells/well)에 1 mM AAPH을 첨가하여 24시간 동안 추

가 배양 후, 배양 상층액 200 ㎕와 TBARS 용액 400 ㎕를 

95℃에서 30분간 반응하여 532 ㎚에서 흡광도를 측정하였다. 

측정된 흡광도를 기준으로 표준곡선에 따라 TBARS 값을 ㎎ 

malondialdehydes/㎏ 시료로 계산하였다.

5. 세포 내의 산화 스트레스 억제 활성

세포 내 반응성 산소족을 측정하기 위하여 fluorescent probe 

(2',7'-dichloro fluorescein diacetate, DCFH-DA, Molecular Probes, 

Seoul, Korea)를 이용하였다(Wolfe & Liu 2007). 37℃에서 1 

mM AAPH를 6시간 동안 처치한 후 30분간 DCFH-DA(10 

μM)를 반응시켰다. DCFH-DA의 존재 하에서 생성된 형광

의 변화를 excitation, 485 ㎚ 및 emission, 530 ㎚에서 30분간 

Fluorescence Microplate Reader FL500(Bio-Tek, Singapore)으로 

측정하였다

6. 통계 처리

모든 실험은 3반복을 1회로 하여 2회 이상 반복 실험하였

다. 통계 처리는 SAS version 9.1(SAS Institute Inc., Cary, NC, 

USA)을 이용하여 평균과 표준오차를 구하였다.
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결과 및 고찰

1. 세포 독성

후코이단 및 루테인의 단독 처리에 의한 세포 독성 효과를 

in vitro에서 측정하였다(Table 1). 후코이단은 10 ㎍/㎖와 100 

㎍/㎖에서 각각 96% 및 87%의 세포 생존율은 나타내었고, 루

테인은 동일 농도에서 각각 99% 및 82%의 세포 생존율은 나

타내었다. 즉, 후코이단과 루테인은 100 ㎍/㎖에서부터 THP-1 

세포의 생존율에 영향을 미치기 시작하는 것으로 나타났다. 

후코이단과 루테인에 의한 AAPH 유도 세포 독성에 대한 

보호 효과를 측정하였다(Table 2). THP-1 세포에 1 mM AAPH

를 전처리하고 24시간 후에 후코이단과 루테인을 0.1, 1 및 

10 ㎍/㎖로 처리한 후, 24시간 추가 배양하여 AAPH 유도 세

포 독성에 대한 보호 효과를 측정한 결과, 두 시료 모두 농도

의존적으로 생존율이 증가하였다. 즉, 후코이단 1 ㎍/㎖와 10 

㎍/㎖의 농도에서 각각 37% 및 40%로 나타났고, 루테인에서

는 동일 농도에서 각각 25% 및 36%로 나타났다. 

2. 지질 과산화 억제 활성

THP-1 세포에서 AAPH 유도 세포 독성에 대한 지질 과산화 

억제 효과를 측정하였다(Fig. 1). 후코이단과 루테인의 병용 

처리 농도는 최종 농도로 각각 1 ㎍/㎖와 10 ㎍/㎖가 되도록 

하였다. 지질 과산화 정도는 1mM AAPH 단독 처리 시의 TBARS 

값은 0.8±0.03 nM MDA을 나타내었다. 1 mM AAPH 전처리 

후, 후코이단 및 루테인의 각각 단독 처리에 의한 TBARS 값

은 각각 0.6±0.05 및 0.5±0.02 nM MDA을 나타내었으며, 후

Table 1. The viability of THP-1 cell line by treatment of 

fucoidan and lutein

Sample
% viability of the each concentration(㎍/㎖) at

0.1 1 10 100

Fucoidan 100±0.2 100±0.3 96±0.2 87±0.5

Lutein 100±0.1 100±0.2 99±0.1 82±0.4

Each value is expressed as mean±S.D.(n=3).

Table 2. Protective effect of fucoidan and lutein on AAPH-

induced THP-1 cell line

Sample

% viability of the each 

concentration(㎍/㎖) at

0.1 1 10

1 mM AAPH alone 0.0±0.2

1 mM AAPH +
Fucoidan 12±0.5 37±0.7 40±1.2

Lutein 13±0.3 25±0.5 36±0.6

Each value is expressed as mean±S.D.(n=3).

Fig. 1. Inhibitory effects of the combination of fucoidan and

lutein on AAPH-induced lipid peroxidation of THP-1 cell line.

The final each concentration of fucoidan and luetien is 1 ㎍/

㎖ and 10 ㎍/㎖, respectively. Each value is expressed as 

mean±SD(n=3).

코이단과 루테인의 병용 처리에 의한 TBARS 값은 0.2±0.05 nM 

MDA을 나타내어, 후코이단 및 루테인 각각 단독 처리보다 

병용 처리에 의한 지질 과산화 억제 효과가 높게 나타났다.

즉, 두 시료의 병용 처리에 의하여 정상세포 수준의 TBARS 

값의 75% 수준까지 회복이 관찰되었다.

3. 세포 내의 산화 스트레스 억제 활성

THP-1 세포를 배양한 후, 후코이단 및 루테인을 각각 1 ㎍/

㎖ 및 10 ㎍/㎖ 농도로 처리하여 항산화능을 측정하였다(Table 

3). 양성 대조군으로 10 μM의 quercetin을 처리하여 비교하

였을 때 두 시료 모두 유의적으로 높은 항산화능을 나타내었

다. 후코이단의 세포 항산화능은 40%이었고, 루테인은 56%를 

나타내었다. 10 μM의 quercetin과 같은 정도의 항산화능을 나

타내는 농도로 환산하였을 때, 후코이단의 경우는 0.8 ㎍/㎖이

었고, 루테인은 5.7 ㎍/㎖ 정도로 양성 대조 시료인 quercetin

에 비하여 높은 세포 항산화능을 나타내었다. 두 시료의 병용 

처리에 의한 세포 항산화능은 76%로 나타났다. 이의 결과로 

볼 때, 두 시료의 병용 처리에 의한 지질 과산화 효능은 주로 

루테인에 의하여 나타나는 것으로 사료된다. 즉, AAPH 유도

에 의한 세포 독성 보호 효과에 있어서, 후코이단 1 ㎍/㎖ 및 

루테인 10 ㎍/㎖에서 각각 37%와 36%로 서로 비슷하였고, 지

질 과산화 억제 효능은 동일 농도에서 각각 0.6 nM 및 0.5 

nM MDA을 나타내어 루테인이 높게 나타났고, 세포 항산화

능 역시 동일 농도에서는 각각 40%와 56%로 루테인이 높게 

나타났다. 따라서 두 시료의 처리에 있어서 전체적인 항산화

능은 단독 투여 시 보다 높게 나타났으며, 주요한 항산화능을 
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Table 3. Cellular antioxidant capacity(CAA) in THP cells

Cellular antioxidant

capacity(%)1)

㎍ samples equivant

to CAA of 10 μM

quercetin2)

Quercetin 32±1.5 -

Fucoidan(1 ㎍/㎖) 40±2.3 0.8

Lutein(10 ㎍/㎖) 56±3.3 5.7

Fucoidan(1 ㎍/㎖)+

Lutein(10 ㎍/㎖) 
76±3.9 -

1) The combination of fucoidan and lutein or quercetin 10 μM were 

applied to THP-1 cells for 1 hr. Cellular antioxidant activity 

unit(%) = 100－(∫ SA/∫ CA) × 100. 
2) ㎍ of extracts equivalent to CAA of 10 μM quercetin = sample 

dose ㎍ × (CAA of quercetin/CAA of the sample of each dose). 

Each value is expressed as mean±S.D.(n=3).

선도하는 물질은 비록 후코이단 대비 10배 정도 높게 처리되

었으나 루테인으로 사료된다.

루테인의 항산화 효능은 이미 질 알려져 이를 이용한 기능

성 식품에 관한 임상결과들이 잘 알려져 있고(Rosenthal 등 

2006), 후코이단의 항산화 효능은 최근에 약리학적 효능이 알

려지기 시작했으며, 그 효능은 주로 황산기를 함유하는 아미

노산이나 황산기에 의한 것으로 사료되고 있다(Zhang 등 2003). 

그러나 이 두 가지를 이용한 효과는 알려지지 않아, 본 실험

의 결과를 이를 이용한 복합 기능성 소재로의 이용에 기초적

인 결과라고 사료된다. 따라서 본 실험의 결과는 이를 이용한 

복합 기능성 소재로의 이용에 기초적인 결과라고 사료되며, 

향후 라디칼 소거의 의한 과산화물의 감소가 DNA 및 RNA 

변화에 어떠한 영향을 미치는가에 대한 추가적인 연구가 필

요하리라 사료된다.

요약 및 결론

본 연구에서는 fucoidan과 lutein의 병용에 의하여 AAPH 유

도 THP-1 세포의 손상에 의한 손상 방어 효과를 지질 과산화

억제 및 세포 항산화능 측정법을 이용하여 효과를 측정하였

다. 후코이단과 루테인의 병용 처리에 의한 AAPH 유도 세포 

독성에 대한 보호 효과를 측정한 결과, 후코이단 1 ㎍/㎖와 

10 ㎍/㎖의 농도에서 각각 37% 및 40%로 나타났고, 루테인에

서는 동일 농도에서 각각 25% 및 36%로 나타났다. THP-1 세

포에서 AAPH 유도에 의한 지질 과산화 정도는 1 mM AAPH 

단독 처리 시의 TBARS 값은 0.8±0.03 nM MDA이었고, AAPH 

전처리 후, 후코이단 및 루테인의 각각 단독 처리에 의한 TBARS 

값은 각각 0.6±0.05 및 0.5±0.02 nM MDA을 나타내었으며, 후

코이단과 루테인의 병용 처리에 의한 TBARS 값은 0.2±0.05 

nM MDA을 나타내었다. 후코이단 및 루테인을 각각 1 ㎍/㎖ 

및 10 ㎍/㎖ 농도로 처리하여 항산화능을 측정한 결과, 양성 

대조군으로 10 μM의 quercetin을 처리하여 비교하였을 때 

두 시료 모두 유의적으로 높은 항산화능을 나타내었다. 후코

이단의 세포 항산화능은 40%이었고, 루테인은 56%을 나타내

었다. 10 μM의 quercetin과 같은 정도의 항산화능을 나타내

는 농도로 환산하였을 때, 후코이단의 경우는 0.8 ㎍/㎖이었

고, 루테인은 5.7 ㎍/㎖ 정도로 양성 대조 시료인 quercetin에 

비하여 높은 세포 항산화능을 나타내었다. 두 시료의 병용 처

리에 의한 세포 항산화능은 76%로 나타났다. 따라서 본 실험

의 결과는 이를 이용한 복합 기능성 소재로의 이용에 기초적

인 결과라고 사료된다.
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