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Abstract

Though hydrogen peroxide (H2O2) causes a deleterious effect to cells with its reactive oxygen species resulting in cell 

death, S-allyl cysteine (SAC, a bioactive organosulfur compound of aged garlic extract) has been known to have a cytoprotective 

effect. Few reported profiles of gene expression of H2O2 and SAC treated human cord blood derived mesenchymal stem 

cells (MSC). This study revealed changes in the profile of twenty-one genes grouped by oxidative stress, antioxidant, cell 

death, anti-apoptosis and anti-aging by quantitative real time PCR. A concentration of 100μM of SAC or 50μM of H2O2 

was applied to MSC which show moderate growth and apoptosis pattern. H2O2 treatment enhanced expression of eleven 

genes out of twenty-one genes compared with that of control group, on the contrary SAC suppressed expression of eighteen 

genes out of twenty-one genes except C ros oncogene. SAC decreased expression of oxidative stress genes such as SOD1, 

CAT and GPX. These results seemed consistent with reports which elucidated over-expression of NF-kB by H2O2, and 

suppression of it by SAC. This study will confer basic information for further experiments regarding the effects of SAC 

on gene levels. 
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서 론   

마늘은 S-allyl cysteine(SAC)를 포함한 phytochemical을 풍

부하게 갖고 있어 심장질환, 당뇨병, 암의 예방에 크게 효험

이 있다(Amagase H 2006). 마늘의 시험관 내 항산화 능력

(oxygen radical absorbance capacity, ORAC)은 5,708 μmol TE/ 

100 g로 알려졌다(www.oracvalues.com/garlic-raw). 마늘의 유효

성분인 organosulfur compounds 중에서 수용성인 S-allyl cysteine 

(SAC)와 S-allylmercaptocysteine이있고, 지용성인 diallyl sulfide, 

diallyldisculfide와 diallyltrisulfide 등이 있다. 마늘을 잘게 잘

라 20% 에탄올에 보관하면 aged garlic extract(AGE)가 되는데, 

실온에서 24개월까지 보관하면 5개의 organosulfur compound가 

생성된다. 이 중 SAC는 1개월에 5.9 ㎎/g, 12개월 7.1 ㎎/g, 24

개월 7.2 ㎎/g dry weight으로 안정된 형태를 유지하고 있으며, 

SAC는 산화 스트레스에 대한 항산화 활성을 비롯한 여러 가

지 유익한 효과가 있다고 알려졌다(Colin-Gonzalez 등 2012). 

생마늘로 섭취하면 위궤양을 유발하기 때문에(Amagase 등 2001), 

대부분 익혀 먹거나, 김치를 만드는 데 첨가하거나, 찌개나 

국 등에 넣어서 먹는다. 따라서 우리가 음식에 첨가하여 마늘

을 섭취할 때, 수용성 organosulfur compound가 더 많이 체내

에 흡수된다고 볼 수 있다.

최근 마늘 성분의 뇌 보호 효과가 알려지기 시작하였다(Aguilera 

등 2010; Rojas 등 2011). SAC는 뇌허혈손상모델인 렛트의 중

뇌동맥을 차단하여 유발한 oxidative stress 관련 뇌손상에서 
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보는 항산화 효소인 GPx(glutathione peroxidase), GR(glutathione 

reductase), SOD(superoxide dismutase), CAT(catalase)의 활성을 

회복시켜 손상을 완화하였다(Ashafaq 등 2012). 이때 혈관 차

단 없이 SAC만 투여한 군은 생리식염수 처치한 군과 비교하

면 항산화 효소 활성 수치에는 유의한 영향이 없었다. 아울러 

SAC 투여한 뇌의 육안 검사에서 경색 부위가 줄어들었고, 뇌

세포 소실이 줄어들었으며, 신경학적 행동검사의 호전을 가

져왔다고 한다. 반응성 산화유리기(reactive oxygen species) 

손상을 일으키는 hydrogen peroxide(H2O2)로 처치한 신경세포

에서 SAC는 유의한 신경 보호 효과가 있었으며, Alzheimer’s 

disease model mice에서 신경신호전달에 필요한 pre-synaptic 

protein인 synaptosomal associated protein(SNAP)와 synaptophysin 

수치를 증가시켰다(Ray 등 2011).

한편, 제대혈 유래 중간엽 줄기세포(mesenchymal stem cells, 

MSC)를 SAC로 전처치하면 대표적 산화손상제인 과산화수

소를 처리하여도 대조군에 비하여 생존율을 유의하게 보존

하였으며, 과산화수소에 의한 catalase, superoxide dismutase, 

glutathione peroxidase 생산의 down regulation을 차단하였다

(Park RS 2009). 또한 중뇌동맥을 차단하여 유발한 뇌허혈 손

상동물에서 항산화 효소(catalase, SOD, Glutathione reducatase, 

GPx)의 양이 급격히 감소하는데, SAC가 이 항산화 효소들을 

유의하게 유지시켰다(Ashafaq 등 2012).

세포는 영양과 대사, 외부 및 내부자극에 대한 신호전달, 

그리고 세포분열을 통한 증식의 중추이다. 손상 받은 세포나 

조직, 또는 실험동물이 SAC 투여 후 반응성 산소유리기를 제

거하고, 항산화 효소를 유도한다는 뜻은 SAC가 세포의 유전

자 수준 즉 DNA에 변화를 일으켜 새로운 정보가 RNA로 전

사되고, RNA에서 번역과정을 통해 새로운 단백질을 생산해 

세포기능의 변화가 일어나게 된다. 그러므로 SAC의 생활성

효과(bioactive effect)를 추구하기 위해서는 보다 근본적 수준 

즉 유전자 profile을 연구할 필요성이 제기되었다. 

줄기세포(stem cells)는 동일한 줄기세포를 self-renewal(자

가증식)하는 능력과 특정한 세포로 분화하는 기능을 갖고 있

다. 심근세포나 피부세포 등 대부분의 체내세포들이 이미 특

수한 기능을 하도록 정해져 있지만, 줄기세포는 분화나 자가

증식과 관련된 신호를 받기 전에는 재생, 분화를 하지 않는다

(NIH 2001). 중간엽 줄기세포는 산모의 태반에서 비교적 쉽

게 분리할 수 있는 세포로서, 자가증식을 할 수 있으며, 지방

세포, 골세포, 연골세포, smooth muscle cell 등으로 분화하는 

특성이 알려졌으며(Pittenger MF 등 1999), 탯줄에서 얻은 MSC

는 조혈모 증식인자를 생산하여, 제대혈로 소아의 백혈병을 

치료할 때 조혈모 줄기세포와 함께 골수 형성에 중요한 역할

을 한다(Deans & Moseley 2000). 

이번 연구는 SAC나 H2O2의 생리활성을 catlase, SOD, gluta-

thione peroxidase 등 항산화 단백질의 양을 측정하거나 western 

blot하던 연구보고들(Park RS 2009, 2011)과 달리 근본적으로 

식품인 마늘성분이 세포의 유전자 수준의 변화를 유도할 수 

있는지, 있다면 구체적으로 어떤 유전자의 프로파일을 변화

시키는지 확인하고자 하였다. 마늘성분과 관련된 단백질들의 

변화를 일으키는 유전자 변화의 profile을 검색하기 위하여, 

임의로 유전자를 oxidation stress, anti-oxidants, cell death, ageing, 

apoptosis, proliferation 등 7개군으로 구분하였다. SAC나 H2O2

를 MSC에 투여한 후, 이들 유전자 발현의 copy 수를 측정할 

수 있는 real time PCR(정량 PCR, polymerase chain reaction) 

방법으로 연구하였다. 

재료 및 방법

1. MSC의 분리 및 배양

산모의 동의를 얻어, 서울 시내 소재 제대혈은행에 보관 

중 인공여 제대혈을 제공 받아 사용하였다. 제대혈을 실온에

서 DPBS(Dulbeco’s Phosphate Buffered Saline)로 동량 희석하

고, 15 ㎖ cornical tube에 비중이 1.077인 Ficoll-PaqueTM Plus 

6 ㎖를 분주한 후 동량 희석액 9 ㎖를 점층하고 750 g, 30분 

동안 상온에서 원심분리하여 단핵세포층을 분리하였다. 분리된 

단핵세포를 DMEM/Low glucose 기초배지에 FBS(Fetal Bovine 

Serum) 10%를 첨가한 배지에 부유하고, 6 well에 well당 1×107 

세포들을 분주하여 1주일간 배양하고, 비부착 세포는 제거하

고 새로운 배지를 첨가하여 5% CO2 배양기에서 배양하였다. 

부착된 세포에 3～4일 간격으로 배지를 교환해 주면서 MSC 

colony가 확인되면 0.25% Trypsin-EDTA를 처치하여 25 ㎠ 배

양 플라스크로 옮겨 증식하였고, 70～80% confluence를 이루

면 75 ㎠ 플라스크에 옮겨 충분한 양을 증식하였다. 

분리된 줄기세포가 배양용기 내에서 confluence를 이루면 

Trypsin-EDTA로 처리하여 부유시키고 수세한 후 계수하여 

증식 정도를 확인하고, 1계대(passage, P)라고 하였다. 1/5양은 

계대배양하고, 나머지는 1×106 cell/㎖의 농도로 분주하고, 원

침한 세포에 동결배지 10% DMSO(Dimethyl Sulfoxide)가 첨

가된 FBS 0.5 ㎖로 부유하여 액체질소탱크에 보관하였다가 

실험에 사용하였다. 제대혈 MSC는 면역표식자로 확인한 결

과 CD29, 44, 105 양성으로 MSC임을 확인하였다(Park RS 2009).

2. 분리한 MSC의 계대배양 특성에 따른 구분

MSC를 계대배양하면서 증식된 세포를 각각의 초기계대

(passage)에서부터 증식이 멈추는 말기 또는 증식률의 변화가 

없을 때까지 관찰, 계수하고 이를 그래프화하였다. 계대특성

에 따라 약 5계대에서 증식이 멈추는 Quiescent(Q) type, 약 10

번의 계대에서 멈추는 Moderate(M) type, 20계대 이상에서 증
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식이 활발한 Rapid(R) type으로 구분하였다. Automatic cell 

counter(ADAM-MC Digital-Bio, Korea)를 이용하여 세포수와 

생존율을 계수하였다.

3. 세포 사멸(Apoptosis) 검색염색

분석할 Q, M, R type의 세포부유액 0.5 ㎖(5×105 cell/㎖)을 

1,000 g, 5분간 원침하여 배양액을 제거하고, 같은 양의 냉 

PBS로 부유하고 수세한 후, binding buffer와 함께 Annexin 

V-FITC(Fluorescein Isothocyanate)를 첨가하였다. 빛이 차단된 

상온에서 15분간 반응시킨 후 상층액을 제거한 후 같은 양의 

buffer로 부유한 후 propidium iodide 10 ㎕를 첨가하고, 빛이 

차단된 냉장 상태에서 10분간 반응한 후 형광현미경(올림푸

스 도립형광현미경)으로 세포 사멸 정도를 판단하였다. 

4. SAC와 H2O2 적정농도 결정

실험에 사용할 마늘성분 SAC(C6H11NO2S, 東京化成, 일본)

의 적정농도를 탐색하기 위하여 6 well 배양용기에 M type의 

만기(8 passage, 8P) 세포를 triplicate로 1×104 cell/well로 분주

한 1,000μM, 100μM, 10μM 농도의 희석액을 7일간 2회 투

여하여 배양하고 증식된 세포수를 확인하였다. H2O2(Sigma 

Co, USA)는 M type 8P를 동량으로 분주하고, over night하여 

안정화 시킨 후 500μM, 50μM, 5μM, 0.5μM의 농도로 2시

간 동안 처치하고 수세한 후 새로운 배지로 교환하였다. 추가

로 7일간 2회 배지를 교환하면서 배양한 후 세포수와 생존율

을 확인하였다. 

5. 유전자 카피수를측정하기위한 Real-time(정량) PCR 

H2O2 유도유전자로 생각되는 유전자를 위에 언급한 7개군

으로 나눈 다음, 독일 Roche사에 각각의 유전자들의 특정한 

DNA 염기서열인 probe들의 labeling을 주문하였다. 실험에 

사용할 MSC는 M type의 8 P를 해동한 후 37℃, 5% CO2 배양

하였다. 각 well에 SAC 또는 H2O2를 처치하였으며, 본 실험에 

산화적 스트레스에 관련된 유전자들을 대상으로 spot check

하였다. 

각 군으로 나눈 유전자들의 발현을 확인하고자 대조군, 

H2O2군, SAC군의 세포들을 수확하여 high pure RNA isolation 

kit(Roche Co, Germany)로 RNA를 추출하고, RNase inhibitor 

20U를 첨가해 실험에 사용하였다. 로슈사의 cDNAsynthesis kit

의 설명서 방법대로 oligodT(2.5μM)와 random hexamer primers 

(60μM)를 합성할 tube에 넣고, transcriptor reverse transcriptase 

(10U/㎕) 첨가하고 25℃에서 10분간 반응시켰다. 50℃에서 60

분간 cDNA를 합성한 후 real-time PCR용 master mixtures(Tag 

polymerase, buffer, dNTP mix 포함)와 함께 probe가 표지된 

plate에 넣고 Light Cycler 480(Roche)에서 각각의 샘플을 pre- 

incubation 1회, amplification(95℃, 10 sec/60℃, 30 sec/72℃, 1 

sec) 40회, cooling 1회하여 증폭된 genomic DNA copy 수를 

확인하였다.

6. 통계

SAC와 hydrogen peroxide 적정 농도 결정을 위한 실험에서

는 측정을 triplicate하여 mean±S.D.치로 그래프를 그렸으며, 

통계학적 유의성은 검정하지 않았다. 본 실험의 목적이 SAC

와 hydrogen peroxide로 유도되는 유전자 발현의 대략적 윤곽

을 파악하는데 있었기 때문에 유전자 카피수의 정량적 측정

은 2회에 걸쳐서 시행하였으며, 카피수는 mean±S.D.치로 하

였다. 실제 검색해야 할 유전자가 많았기 때문에 개개 유전자 

카피수의 유의성 검증보다는 2회 측정한 카피수의 몇 배 증

가 또는 감소인가를 표시하였다. 본 실험에서는 2배 이상 증

가하는 경우는 유전자 카피수 변동의 의미가 있는 것으로 판

단하였다. 전체 24개의 유전자들을 96 well plate에 3개의 참

고 유전자와 함께 넣고, 대조군, hydrogen peroxide군, SAC군

으로나눈 실험을 2회 반복해서 얻은 유전자(target gene) 카피

수 발현값을 mean±SD로 표시한 다음 reference genes(ACTB, 

HPRT1과 GAPDH)값으로 나누어 normalize하고, 차이가 큰 

값들을 서로 비교하고자 anti-log10값으로 처리하여 그래프와 

표를 작성하였다. 

결 과

1. MSC 증식 유형별 형태학적 관찰과 세포 사멸 검색

증식 유형에 따라 구분한 Q type, M type, R type 은 세포 

사멸 염색에서 세포 크기의 변화와 세포질과 핵의 염색성 변

화에 따른 세포 사멸 염색에 분명한 차이가 있었으며(Fig. 

1A), 증식곡선에서도 분명한 차이가 있었다(Fig. 1B). 증식이 

원활하지 않아 5P에서 멈추었던 Q type은 도립현미경 관찰에서 

배양세포는 흩어져 있었으며, 세포 사멸 염색은 annexin V-FITC 

(annexin, 세포질의 변화 관찰)는 초기의 세포 사멸을 보여주

는데 황색으로 염색이 되고, propidium iodide(PI, 핵의 변화 

관찰)는 늦은 세포 사멸을 관찰하는 방법으로 떨어져 나간 

핵이 적색으로 염색이 되는데, Q type은 세포가 커지고 세포

질이 황색으로 염색이 되고, 핵이 적색으로 되는 세포들이 많

았다. R type 16P는 도립현미경 관찰에서 방추상의 세포들이 

밀집하여 자라는 형태가 관찰되었고, 세포 사멸 염색에 양성

으로 보이는 세포는 소수였다. M type 8P는 R type보다는 세

포 밀집도가 떨어지고, 세포 사멸 염색에서 양성으로 보이는 

세포들이 더 많았다. 정리하면, MSC는 세 가지 타입(Q, M, R) 

별로 growth kinetics(R>M>Q)와 세포의 비대 정도(Q>M>R)가 

달랐으며, 세포 사멸 염색에서도 각각의 사멸 정도가 Q는
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Fig. 1. Changes of morphology and apoptosis level according to growth kinetics on human UCB MSCs. (A) Morphologic 

change of three different Q, M, and R type of MSC at magnification of ×100 for upper pictures, ×400 for lower pictures. 

(B) Apoptosis stain of the types. P is initial letter of passage. X axis presents passage and Y axis presents folds of cell 

proliferation. Value represent mean±S.D. of data from triplicated experiments.

annexin에 90% 이상, PI 60% 이상의 양성을 나타냈고, M은 

annexin에 30% 정도와 PI에 10% 정도이었으며, R은 annexin

에 10% 이하, PI에 1% 이하로 분명하게 구별되었다(Fig. 1A).

2. SAC와 H2O2의 적정농도와 실험에 사용할 MSC 

passage의 결정

증식 특성에 따라 임의로 구분한 Q type의 MSC는 증식이 느

리고 5P 정도에서 계대가 멈추었기 때문에 hydrogen peroxide에 

의한 reactive oxygen stress에 취약하다고 판단하였고, R type

은 20 P 넘어서도 증식이 잘 되기 때문에 과산화수소 손상이 

별다른 효과를 보지 못할 가능성이 있어서 M type을 실험에 

사용하였으며, 보통 10P에서 성장이 멈추었기 때문에 8 P가 

SAC나 H2O2의 영향을 분석하기에 적당하다고 판단하여 8 P

의 MSC를 실험세포로 정하였다. SAC와 H2O2를 dose dependent

한 농도로 투여하고 확인한 결과, 약 20% 내외의 증식을 유도

한 SAC 100μM과 세포를 약 50% 정도 살해한 H2O2 50μM

Fig. 2. Determination of optimal concentration of SAC 

and H2O2 on M type MSC 8P. Value represent mean±S.D. Y 

axis means cell number. Data came from triplicated experiments.

을 실험에 사용할 적정 농도로 결정하였다(Fig. 2).

3. SAC 또는 Hydrogen peroxide로 유도한 oxidative 

stress genes의 발현

MSC8P의 세포를 이용하여 산화적 스트레스와 관련된 유

전자들(SOD1, CAT, GPX1)의 발현에 미치는 SAC의 영향을 

우선적으로 확인한 결과, M type과 wild type의 8P에 투여한 

SAC군은 대조군에 비하여 산화적 스트레스에 관련된 유전

자 모두가 유의하게 적게 발현하였다(Fig. 3).

4. SAC와 Hydrogen Peroxide로 처치한 유전자 발현의

윤곽

Fig. 3의 예비 실험 결과에 M type 8P를 이용하여 1) oxi-

dative stress에 관련된 유전자들(SOD1, CAT와 GPX1)뿐만 아

Fig. 3. SAC treatment reduced expression of oxidative 

stress genes of M type 8P of MSC. SAC 100μM treatment 

suppressed expression of SOD1, CAT and GPX1 significantly.
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니라, 2) anti-oxidants(COQ2, ATOX1과 PRDX3), 3) cell death 

(MADD, FAS와 STAT5a), 4) anti-apoptosis와anti-aging과 관련

된 ROS pathway(ROS1, NOXO1과 MAPK1), 5) anti-proliferation 

(WNT3a, GLI1과 GNL3), 6) cell proliferation에 관여하는 유전

자들(STAT1, GTF3a와 NFE2L2)의 발현을 아무런 처치가 없

는 대조군 대비 H2O2 투여군과 SAC 투여군 간의 발현값을 

reference genes(ACTB, HPRT1과 GAPDH) 값으로 나누어 nor-

malize하고 차이가 큰 값들을 서로 비교하고자 anti-log10값으

로 처리하고 도식화하였다(Fig. 4). 

H2O2군에서는 대조군에 비하여 대부분의 유전자가 over 

expression되었으나, SAC군에서는 대부분이 억제되었다. SAC

군은 H2O2군과 비교하면 약 14개의 유전자(SOD1, CAT, GPX1/ 

ATOX1/ MADD, FAS, STAT5a / ROS1와 MAPK1/ GLI1와 

GNL3/STAT1, GTF3a, NFE2L2)들을 뚜렷하게 억제하였다. 

SAC는 산화적 스트레스에 관련된 유전자(SOD1, CAT와 GPX1) 

발현을 줄이고, ATOX1 감소 발현을 통한 anti-oxidant로, cell 

death(MADD, FAS, STAT5a, MAPK1), aging(ROS1와 MAPK1), 

apoptosis(GLI1, GNL3), anti-apoptosis(STAT1, GTF3a와 NFE2L2)

에 관련된 유전자들을 억제하였다. 

5. H2O2, SAC 군의 유전자 발현의 fold changes

H2O2, SAC 처치가 MSC 유전자 발현에 미치는 영향을 reference 

유전자들의 발현값을 기준으로 normalize한 target Cp값(crossing 

point, 자세한 내용은 로슈의 Light Cycler 매뉴얼 참조)으로 

Fig. 4. Profile of genes expression of control, H2O2, and SAC group of MSC. H2O2 group showed over expression of 

eleven genes out of twenty-one genes, in contrast SAC group inhibitedexpression of eighteen genes comparing with those 

of control group except ROS1 gene. Genes suppressed by SAC appeared to be related with oxidative stress (already confirmed 

in Fig. 2, SOD1, CAT and GPX1), cell death (MADD, FAS and MAPK1), aging (MAPK1) and apoptosis (GLI1, GNL3, 

STAT1, STAT5a, GTF3a and NFE2L2), cell proliferation (STAT1 and STAT5a) and anti-oxidants (COQ2 and PRDX3) The 

diagram displayed results from control, H2O2, and SAC group. Values of target gene expression were normalized by dividing 

with 3 referencegenes (ACTB, HPRT1 and GAPDH) in duplicated experiments. 

전환하여 몇 배의 증감이 있는지 표시하였다(Table 1). 

H2O2 처치에 의해 대조군보다 증가를 보이는 유전자는 3.29

배의 ROS1(C-ros oncogene1)과 1.62배의 fas(TNF receptor super-

family 8), 1.5배의 ATOX1(ATX1 antioxidant protein 1) 유전자 

등이다. SAC 처치는 모든 유전자들이 대조군에 비하여 낮게 

발현되었다. H2O2군 SAC 군을 비교하여 보면 가장 많은 증가

를 보이는 유전자는 세포분열과 주기에 관련된 E2F8(11.5배) 

[E2F transcription factor 8] 유전자와, CCNB(5.31배)[cyclinB1] 

유전자였다. Oxidative stress, antioxidants, cell death, antiapoptosis

와 antiaging, cell proliferation 관련 유전자는 모두 감소하였으

며, GLI1(5.38배 감소), ATOX1(2.54배 감소), FAS(2.46배 감

소)의 순서였다. 

고 찰

생체는 영양 즉 macronutrients와 micronutrients을 통하여 생

장하며 기능한다. 세포의 기능은 본질적으로 유전자 수준의 

활성을 통해 transcription, translation 과정을 통해 생산된 효소

나 단백질에 달려 있다. 마늘의 AGE 성분 중 가장 안정된 형

태로, 많이 포함되어 있는 SAC가 항산화 효과가 있음은 많은 

보고들이 입증하고 있지만(Colin-Gonzalez 등 2012; Amagase 

H 2006), MSC에 미치는 영향 특히 유전자 수준에 관한 변화

에 대해서는 보고된 논문은 소수였으며(Geng 등 1997; Tobon- 

Velasco 등 2012), 특히 SAC 처치 후 다수의 유전자의 profile
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Table 1. Summarize of gene profile expressed on SAC against H2O2

Groups Genes Description
Mean of T/R Cp

H2O2 SAC Folds P value

Oxidative stress

SOD1 Superoxide dismutase1 1.13 0.76 ▼1.50 0.035

CAT Catalase 0.93 0.51 ▼1.82 0.023

GPX1 Glutathione peroxidase1 1.19 0.78 ▼1.53 0.037

Antioxidants

COQ2 Coenzyme Q2 0.83 0.78 ▼1.061* 0.653

ATOX1 ATX1 antioxidant protein1 1.50 0.59 ▼2.54 0.003

PRDX3 Peroxiredoxin3 1.00 0.70 ▼1.421* 0.081

Cell death

MADD MAP-kinase activating death domain 1.46 0.66 ▼2.21 0.008

FAS TNF receptor superfamily6 1.62 0.66 ▼2.46 0.004

STAT5a Signal transducer & activator of transcription5a 0.89 0.62 ▼1.44 0.039

Antiapoptosis and 

antiaging

ROS1 C-ros oncogene1 3.29 1.60 ▼2.06 0.021

NOXO1 NADPH oxidase organizer1 0.00 0.00 ND2*

MAPK1 Mitogen activated protein kinase1 1.39 0.75 ▼1.85 0.006

Cell proliferation

WNT3a Wingless-type MMTV integration3 0.00 0.00 ND2*

GLI1 GLI family zinc finger1 1.29 0.24 ▼5.38 0.004

GNL3 Small nucleolar RNA 1.26 0.54 ▼2.33 0.004

Cell proliferationvia 

antiapoptosis

STAT1 Signal transducer & activator of transcription1 0.75 0.57 ▼1.32 0.134

GTF3a General transcription factor3a 0.83 0.64 ▼1.30 0.159

NFE2L2 Nuclear factor (erythroid-derived 2) like2 1.26 0.62 ▼2.03 0.008

Cell division

& cycle

E2F8 E2F transcription factor8 0.04 0.46 ▲11.5 0.332

MKI67IP MKI67 interacting nucleolarphosphoprotein 1.29 0.86 ▼1.5 0.012

CCNB1 CyclinB1 0.13 0.69 ▲5.31 0.003

Numerical value indicates decrement (▼) and increment (▲) in the fold of gene copy expression. ND meansgene could not be detected in 

the design of this experiment. T means target genes and R for reference genes.

을 연구한 논문은 찾아보기가 어려웠다. 

SAC에 의해 E2F8과 CCNB1을 제외한 거의 모든 유전자의 

발현이 감소를 보이는 원인은 SAC가 transcription이 일어나

는데 가장 중요한 역할을 하는 NF-kB(nuclear factor kappa 

B)활성을 dose dependent하게 억제하였다는 보고가 본 실험

의 결과를 뒷받침한다(Ho 등 2001). MSC에 H2O2를 처치하면 

reactive oxygen species에 의한 손상이 발생하고, 이를 제거하

기 위한 SOD, GPX1 효소가 증가하게 되며, 이에 따른 유전

자 발현이 다소 증가하였으나, SAC 투여군은 oxidative stress 

유전자들을 감소시켜 H2O2 투여 때와 대조를 이루었다. 또한 

마늘의 AGE나 SAC는 hydrogen peroxide를 직접 제거하는 기

능을 갖고 있음이 알려졌다(Ide & Lau 2001).

MSC의 생존율을 50%까지 감소시키는 용량의 H2O2 투여

에서도 oxidative stress 관련 유전자들의 큰 폭으로 변동하지 

않았던 이유는 다른 세포들과 달리 사람의 MSC는 in vitro에

서 oxidative stress의 ROS 및 RNS(reactive nitrogen species)를 

제거하는 능력이 있었기 때문(Valle-Prieto & Conget 2010)이

라고 추측하였다. 

H2O2에 의하여 약 1.5배의 증가를 보였던 Antioxidant 1 

(ATOX1)는 trans-Golgi network에서 SOD에 copper를 전달하

는 기능을 가진 copper chaperone 역할을 한다. 따라서 SOD는 

copper와 ATOX1의 transcription factor에 의해 positive regulation

된다고 한다(Itoh 등 2009). 다시 말하면 ATOX1 유전자가 증

가하면 SOD 유전자가 증가한다고 볼 수 있다. 

H2O2 처치는 MSC의 세포 사멸을 일으키고, NF-kB 활성이 

일어나면 세포 사멸과 관련된 MADD 유전자, MAPK1 유전

자 및 FAS 유전자 발현의 증가는 MAP kinase-activating death 

domain(MADD) protein이 생성되고, 이 단백질은 type 1 tumor 

necrosis factor receptor와 상호작용하며, mitogen-activated 

protein kinase(MAPK)를 활성화시킨다는 보고(Schievella 등 

1977)와 일치하며, MADD와 MAPK1 유전자의 발현 양상이 

연계되는 것으로 보인다. FAS는 위에서 언급된 tumor necrosis 

factor receptor의 superfamily member 6(TNFRSF6)로, programmed 

cell death(apoptosis)가 진행되는 세포의 표면에 발현되는 death 
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receptor(apoptosis antigen 1, APO-1)로, 세포 사멸과 밀접하게 

관련되어 있다고 한다(Maheshwari 등 2009).

ROS1은 C-ros oncogene1의 약칭이며, 실제는 tyrosine kinase 

receptor(티로신인산화수용체)의 유전자이다. Hydrogen peroxide

에 의해 MAPK가 활성화되는 경로는 tyrosine kinase 의존하

기 때문(Tabet 등 2005)에 본 실험에서 H2O2 처치한 MSC에서 

ROS1 발현이 증가함은 당연한 일이며, MAPK1, MADD 발현

의 증가도 여기에 연계되어 있다. SAC 투여는 H2O2 보다 약 

2배 정도 감소하였다. Hydrogen peroxide는 줄기세포의 DNA

와 단백질에 영향을 미쳐 줄기세포가 정지 상태에서 분화단

계로 들어가게 만들어 줄기세포의 소실을 가져와 결국은 life 

span에 영향을 준다고 한다(Liu & Finkel 2006). Ito 등(2004)은 

hydrogen peroxide의 scavenger인 N-acethl-L-cysteine(NAC) 처

치로 조혈모 줄기세포의 기능을 회복하였다고 보고하였다.

세포 사멸과 증식에 관한 유전자 프로파일 중 NOXO1과 

WNT3a 유전자가 H2O2 처치나 SAC 처치 모두에서 발현되지 

않았다. H2O2는 세포 증식보다는 세포의 사멸과 관계가 있기 

때문에 종양 발생에 관여하는 WNT 유전자는 발현되지 않을 

가능성이 높다. H2O2가 organogenesis 및 carcinogenesis 와 관

계있는 WNT 경로를 억제한다는 보고가 이를 뒷받침해 주고 

있다(Shin 등 2004). 또한 Ho 등(2001)이 보고한 바와 같이 

SAC는 transcription factor인 NF-kB를 억제하는 기능이 있기 

때문에 역시 WNT 유전자 발현이 검출되지 않았다고 본다. 

NOXO1은 NADPH oxidase를 만드는 유전자이며, 주로 탐식

세포에서 미생물을 살해하는 hydrogen peroxide 또는 superoxide

를 생산하는 역할을 하는데(Takeya & Sumimoto 2006), 본 실

험에서는 양자 모두 발현하지 않았다. 그 이유는 SAC는 세포

를 안정화시키고, MSC는 특별한 기능을 하도록 분화된 탐식

세포가 아니고, H2O2는 탐식과 관련된 것이 아니라 세포 사

멸의 방향으로 MSC를 자극하였기 때문에 NOXO 유전자 발

현과는 거리가 멀다고 사료된다. 

세포 분열과 세포 주기에 관련된 E2F8(E2F transcription 

factor 8) 및 CCNB1(cyclin B1)은 H2O2 처치에서는 발현이 거

의 없는 상태였으나, SAC 군에서는 대조군에 비하여 낮지만 

발현이 상대적으로 증가하였음을 알 수 있다. 그러나 대조군

보다 낮은 발현이기 때문에 생리활성의 의미를 부여하기는 

어려웠다.

요약 및 결론

세포 보호 효과가 잘 알려진 마늘의 유효성분인 S-allyl 

cysteine(SAC)과 reactive oxygen species 생성의 대표적 물질

인 hydrogen peroxide가 제대혈 유래 중간엽 줄기세포(MSC)

의 oxidation stress, antioxidant, cell death, antiapoptosis 및 antiaging 

등에 관련된 유전자 발현의 프로파일을 정량적 PCR 방법으

로 연구하여 H2O2군, SAC 군을 비교하여 21개 유전자 발현량

을 대조군과 비교하였다. 중간 정도의 계대증식속도와 세포 

사멸 염색 정도를 보이는 MSC세포(M type)를 이용하여 50% 

정도의 세포를 죽이는 50μM H2O2와 SAC 농도는 100μM를 

사용하였다.

Hydrogen peroxide 처치한 MSC는 대조군에 비하여 11개의 

유전자 발현이 증가하였지만, SAC 처치군에서는 21개 유전

자 중 18개 유전자가 억제되었다. SAC 군은 SOD1, CAT와 

GPX 등 산화적 스트레스에 관련된 유전자 발현을 감소시켰

다. SAC는 ATOX1 발현 감소를 통해 anti-oxidant로서 역할을 

하고, cell death, aging, apoptosis 관련 유전자 발현을 감소시

켰다. SAC나 H2O2 처치군에서는 세포가 증식할 때나 종양세

포에서 볼 수 있는 WNT3a와 탐식세포 등에서 볼 수 있는 

NOXO1의 발현을 측정할 수 없었다. 

이상의 결과로 마늘성분인 SAC이나 산화성 스트레스의 

원인인 H2O2를 처리하면 조직이나 혈중의 항산화 효소의 감

소나 증가, 단백질 발현의 수준을 넘어서 MSC 유전자 카피

수의 fold 변화를 일으키고 있음을 확인하였다. 본 연구를 통

하여 항산화 효과가 인정된 식품의 유전자 프로파일에 대한 

연구형태를 제시하였으며, 이번 실험에서 얻은 결과를 바탕

으로 특정 유전자 그룹을 선택하여 H2O2 손상에 대한 SAC의 

보호효과를 연구할 계획이다. 
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