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Cortisol 유발 세포독성에 대한 아연 관련 항산화 유전자 
발현 증가에 의한 세포보호 효과
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ABSTRACT The protective effect of zinc against cortisol-induced cell injury was examined in rainbow trout gill 
epithelial cells. Cells exposed to cortisol for 24 h showed increased leakage of lactate dehydrogenase (LDH) as well 
as decreased cell viability in a dose-dependent manner. Treatment with zinc (100 μM ZnSO4) reduced the severity 
of both LDH release and cell death as well as protected cells against cortisol-induced caspase-3 activation, indicating 
reduction of apoptosis. Cortisol-induced cell death, leakage of LDH, and caspase-3 activation were blocked by the 
glucocorticoid receptor antagonist Mifepristone (RU-486), suggesting that cell injury was cortisol-dependent. In addition, 
we studied the effect of zinc on the expression of antioxidant genes such as metallothionein A (MTA), metallothionein 
B (MTB), glutathione-S-transferase (GST), and glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PD) during cortisol-induced 
cell injury. MTA, MTB, GST, and G6PD mRNA levels increased after treatment with zinc or cortisol, separately or 
in combination. Higher mRNA levels of MTA, MTB, GST, and G6PD were detected when cells were treated with 
100 μM ZnSO4 and 1 μM cortisol in combination at the same time compared to treatment with zinc or cortisol separately. 
Cells treated with zinc showed increased intracellular free zinc concentrations, and this response was significantly 
enhanced in cells treated with cortisol and zinc. In conclusion, zinc treatment inhibited cortisol-induced cytotoxicity 
and apoptosis through indirect antioxidant action.
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서   론

세포는 산화적 스트레스 등과 같은 불리한 조건에서 살아

남기 위해 다양한 방어기전을 작용시키는데, 그것의 대표적

인 것은 metallothioneins(MT), glutathione-S-transferase 

(GST), glucose-6-phosphate dehydrogenase(G6PD) 등

과 같은 항산화 유전자들이다. MT는 세포 내에 존재하는 

작은 분자량의 cysteine이 많은 단백질로 인간에서 10가지 

이상의 아형이 존재하는 것으로 보고되어 있다. 포유동물에 

존재하는 MT의 중요한 4개의 아형은 MT-Ⅰ, MT-Ⅱ, MT- 

Ⅲ 그리고 MT-Ⅳ이고, MT-Ⅰ과 MT-Ⅱ는 아연, 카드뮴 등

에 의해 발현이 증가하는 것으로 알려져 있다(1-4). 물고기 

아가미 세포에서 발현되는 MT는 MTA와 MTB가 있고 이것

들은 MT-Ⅰ 및 MT-Ⅱ와 유사하게 아연, 카드뮴 등에 의해 

발현량이 증가하고 산화적 스트레스 조건에서 세포를 보호

하기 위해서도 MTA와 MTB가 증가한다(4). MT는 금속과 

결합하는 능력을 지니고 있으며 DNA 손상, 산화적 스트레

스나 세포 사멸 기작으로부터 세포를 보호하는 것과 밀접한 

관계가 있다고 알려져 있다(1-5). 

아연은 필수 미량 영양소 중의 하나로 생체 내 200여 종 

이상 되는 효소와 단백질을 구성하는 필수 인자이고 대사과

정, 세포 증식 등에 주요 작용을 하는 것으로 알려져 있다

(6). 아연 결핍 시 피부염, 탈모증, 성장지연, 정신장애, 면역 

능력 감소 등 증상이 나타나고 아연을 과잉 섭취했을 때도 

면역반응 손상, 구리영양 상태 저하 등 만성 유해 영향이 

나타난다(7). 또한 아연의 중요 생리활성 중의 하나가 식이

성 아연의 항산화 기능인데 이들 항산화 효과는 아연에 의한 

체내 MT 증가 및 GST, G6PD, SOD 등 항산화 효소의 증가

에 기인된 것이다(1-4). 아연에 의해 증가된 MT는 카드뮴 

등과 같은 중금속과 결합하여 이를 체내로 배출시키므로 카
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드뮴 등과 같은 중금속에 의한 손상방어 효과도 가지고 있다

(8).

Cortisol은 스트레스 조건 하에서 스트레스를 방어하고자 

분비되는 호르몬으로 적당량 분비되었을 때는 인체에 좋은 

영향력을 미치나 너무 자주 그리고 많이 분비되면 비만, 당

뇨 등 다양한 질병이 유발할 수 있다(9,10). 

세계보건기구에서는 전 세계인구의 31%가 아연 결핍이

라 보고하고 있으며, 현재 우리나라의 아연 섭취에 관한 연

구 자료는 부족한 실정에 있다(6). 이러한 아연 결핍은 건강

상의 문제가 유발될 수 있어 아연을 강화한 영양 강화제품이 

개발되고 있으나 아연의 영양학적 연구는 미비한 실정에 있

다. 따라서 본 연구에서는 아연 섭취에 의해 더해진 건강 유

익성을 알아보기 위해 아연 섭취가 스트레스 호르몬인 cor-

tisol과 반응하여 세포 생존 및 세포 내에서 항산화 유전자 

발현에 어떤 영향을 미치는지 알아보았다.

재료 및 방법

세포배양

Chung 등(1,2)의 방법에 따라 무지개송어(Oncorhyn-

chus mykiss)를 희생시킨 후 아가미상피세포를 분리하여 

배양하였다. 즉 무지개송어를 희생 후 아가미를 분리하여 

차가운 phosphate buffered saline(PBS)으로 불순물을 제

거한 후 가위로 잘게 자른 아가미를 120 IU/mL penicillin- 

streptomycin(PEST; Gibco BRL, Paisley, Scotland), 240 

μg/mL gentamycin(Gibco BRL), 1.5 μg/mL fungizone과 

trypsin-ethylenediaminetetraacetic acid(T-EDTA; Gibco 

BRL)를 첨가한 PBS가 담긴 50 mL tube에 넣었다. 그런 

다음 항생제와 T-EDTA를 제외한 같은 조성의 PBS로 교환

하여 20분간 강렬하게 흔든 후 cell strainer(BD Falcon, 

Bedford, MA, USA)를 이용하여 4% fetal bovine serum 

(FBS; Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA)을 함유한 

PBS에 수거하였다. 남아 있는 아가미 조직은 상기의 방법과 

동일한 방법으로 두 번 반복하여 모든 세포를 모았다. 그런 

후 원심분리(500×g, 100 min, 3°C) 하여 상등액을 제거한 

후 남은 세포는 1% FBS를 함유한 PBS에 분산시킨 다음 원심

분리 하였다. 다시 상등액을 제거한 후 남은 세포는 PEST, 

gentamycin 그리고 4% FBS를 함유하고 있는 Leibovitz's 

L-15(L-15; Gibco BRL) 배지를 이용하여 분산시킨 후 세

포독성 측정을 위해 96 well plate에 1×104 cells/well이 되

도록 분주하였고, 유전자 발현, caspase-3-like activity 및 

세포 내 Zn2+을 측정하기 위해서는 6 well plate에 1×106 

cell/well 농도로 분주하였으며, lactate dehydrogenase 

(LDH) 측정을 위해 12 well plates에 1×106 cell/well 농도

로 분주하여 3일간 배양 후 시료를 처리하였다. 

ZnSO4･7H2O(Sigma-Aldrich Co.)는 L-15로 10 mM 농

도로 만든 후 L-15로 희석하여 사용하였고, cortisol은 

CHCl3 : EtOH(1:1)로 10 mM 농도로 만든 후 L-15로 희석

하여 사용하였으며, glucocorticoid 수용체의 길항제인 

Mifepristone(RU-486; Sigma-Aldrich Co.)은 10 mM 농

도로 에탄올에 녹인 후 L-15로 희석하여 사용하였다.

세포 생존율 측정

96-well plates에서 배양하면서 무처리군인 대조군(con-

trol), 1 μM cortisol 단독 처리군, 100 μM ZnSO4 단독 처리

군, 1 μM cortisol과 100 μM ZnSO4 동시(cortisol+ZnSO4) 

처리군으로 시료를 24시간 처리하였다. 다른 96-well 

plates에서 배양하는 세포는 대조군(control), glucocorti-

coid 수용체인 길항제 RU486(1 μM) 처리군, 다양한 농도

(0.25, 1 그리고 10 μM)의 cortisol 처리군, 다양한 농도의 

cortisol과 RU-486 동시 처리군(0.25 μM cortisol+1 μM 

RU486, 1 μM cortisol+1 μM RU486, 10 μM cortisol+1 

μM RU486)으로 시료를 24시간 처리하여 배양이 끝난 세포

의 생존율은 Chung 등(1,2)이 사용한 MTT[3-(4,5-di-

methylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide] 

(Sigma-Aldrich Co.) 환원 방법을 이용하여 측정하였다. 즉 

각 well에 MTT 용액(5 mg/mL)을 성장배지의 10분의 1을 

가해 주고 다시 37°C에서 4시간 더 배양하여 MTT를 환원

시켜 생성된 formazon이 배지에 따라 나가지 않도록 배지

를 조심스럽게 제거하였다. 남아 있는 배지를 완전히 제거하

기 위해 실온에서 30분간 방치한 후 dimethyl sulfoxide 

(DMSO; Sigma-Aldrich Co.)를 이용하여 용해시킨 시료를 

570 nm에서 흡광도를 측정하였다. 흡광도 측정 시 공시료는 

DMSO로 하였고, 세포의 생존율은 아래와 같이 계산하였다.

세포 생존율(%)=
시료 처리군의 흡광도

×100
대조군의 흡광도

LDH 및 caspase-3 like 활성 측정

3일 동안 배양한 세포에 대조군(control), 1 μM RU486 

처리군, 다양한 농도(0.25, 1 그리고 10 μM)의 cortisol 처

리군, 다양한 농도의 cortisol과 RU-486 동시 처리군(0.25 

μM cortisol+1 μM RU486, 1 μM cortisol+1 μM RU486, 

10 μM cortisol+1 μM RU486), 100 μM ZnSO4 처리군, 

1 μM cortisol과 100 μM ZnSO4를 동시 처리한 시료를 24

시간 동안 배양하였다. 아연과 cortisol이 배양된 세포의 세

포막 손상에 미치는 영향을 알아보기 위해 LDH 활성을 

LDH activity assay kit(Sigma-Aldrich Co.)을 사용하여 

제조사에서 권장하는 실험방법에 따라서 측정하였다.

세포의 apoptosis에 대한 아연과 cortisol의 영향을 확인

하기 위해 caspase-3 activity를 측정하였다. Caspase-3 

활성을 측정하기 위하여 시료를 처리한 세포에 lysis buffer 

[1% Triton X-100, 0.32 M sucrose, 5 mM EDTA, 1 mM 

phenylmethylsulfony fluoride(PMSF), 1 μg/mL aproti-

nin, 1 μg/mL leupeptin, 2 mM dithiothreitrol(DTT), 10 

mM Tris/HCl, pH 8.0]를 처리하여 20분 동안 얼음 위에서 

방치하였다. 원심분리(12,000×g, 20 min) 하여 분리된 상
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Table 1. Primers and probes
Genes Primer/probe                     Sequence1)

MTA

MTB

18S rRNA

GST

G6PD

18S rRNA

probe
primer forward
primer reverse
probe
primer forward
primer reverse
probe
primer forward
primer reverse
primer forward
primer reverse
primer forward
primer reverse
primer forward
primer reverse

VIC-TGCTGCGACTGCTGT-MGB
CATGCACCAGTTGTAAGAAAGCA 
GCAGCCTGAGGCACACTTG
6-FAM-TTTGACTAAAGAAGCG-BHQ
TCAACAGTGAAATTAAGCTGAAATACTTC
AAGAGCCAGTTTTAGAGCATTCACA
JOE-ATACCGTCGTAGTTCCG-BHQ
CGGAGGTTCGAAGACGATCA
TCGCTAGTTGGCATCGTTTATG
GTCCCTACACAATCACCTAC 
AGACGAAGGTCCTCAACGC 
GTCACCAAGAACATCAAGCAC
CAGTGGGGTCATCAAGGTAAC
GAGCCTGAGAAACGGCTAC
CCCATTATTCCTAGCTGCG 

1)Primers and probes are written 5'→3'. 

등액은 caspase-3 fluorescent substrate 50 μM 7-ami-

no-4-methylcoumarin(AMC)-DEVD(Sigma-Aldrich 

Co.)와 반응시킨 후 free AMC를 spectrofluorophotometer 

(LS-50B, Perkin-Elmer, Shelton, CT, USA)(excitation 

380 nm, emission 460 nm)로 측정하였다. AMC의 양은 

알려진 양의 AMC를 이용하여 작성한 표준곡선으로 함량을 

계산하였고 단백질 양으로 보정하였다. 분리한 단백질 양은 

Bradford protein assay kit(Bio-Rad, Hercules, CA, 

USA)을 사용하여 제조사의 방법에 따라 수행하였다.

RNA 추출, reverse transcription-polymerase chain 

reaction(RT-PCR)과 real time PCR

6-well plates에서 배양하면서 24시간 동안 시료를 처리

한 세포에 TRI REAGENT LS(Sigma-Aldrich Co.)를 1.0 

mL씩 가하여 제조사에서 제공한 제품 사용설명서에 따라 

RNA를 추출하였다. 본 연구에서 First-stand cDNA를 생

산하기 위하여 oligo(dT)15 primer와 random hexamer를 

사용하여 Promega사(Madison, WI, USA)에서 제공한 제

품 사용설명서에 따라 cDNA를 합성하였다. 정량적 real- 

time PCR은 Bury 등(4)의 보고와 동일한 조건으로 수행하

였다. 즉 정량적 real-time PCR은 ABI Prism 7000 se-

quence detection system(Applied Biosystems, Foster 

City, CA, USA)을 이용하여 수행하였고, real time PCR을 

위해 사용한 primers와 probes는 Table 1과 같다. 결과는 

ABI Prism 7000 software program(Applied Biosys-

tems)을 이용하여 분석 및 정량하였다. 

GST, G6PD 그리고 18S rRNA 유전자 발현은 Chung 

등(2)의 보고와 동일한 조건으로 수행하였다. PCR를 위해 

사용한 primers는 Table 1과 같다. GST, G6PD 그리고 

18S rRNA의 PCR 조건을 보면 95°C에서 5분, 95°C에서 

30초, 55°(G6PD, 50°C)에서 40초, 72°C에서 1분이었고, 

내부 표준 유전자로 18S rRNA를 사용하였다. PCR 산물은 

0.002% ethidium bromide가 첨가된 1.5% agarose gel에 

80 V에서 20분간 전기영동한 후 UV 광으로 유전자 발현 

정도를 알아보았다. 그 밴드의 강도를 SigmaGel(Jandel 

Scientific, San Rafael, CA, USA) 소프트웨어에 의해 분석 

정량하였다. 

세포 내 Zn2+ 함량 측정

세포는 6-well plates에서 배양하였고, 무처리구인 대조

군(control), 단독 처리군(1 μM cortisol, 200 μM ZnSO4), 

동시 처리군(1 μM cortisol+200 μM ZnSO4, 1 μM corti-

sol+200 μM ZnSO4+1 μM RU486)은 시료 처리 후 24시간 

동안 배양하여 Bury 등(4)의 방법과 같이 세포를 PBS로 3

번 씻은 후 3 μM zinc-specific probe FluoZin-3-AM 

(Molecular Probes, Eugene, OR, USA)을 함유한 L-15 

배지로 60분간 배양하였다. 그런 다음 L-15 배지로 3번 세

포를 씻어 세포 밖에 있는 FluoZin-3-AM을 완전히 제거한 

후 L-15 배지만으로 30분간 더 배양시켰다. 135 mM NaCl, 

1.1 mM EGTA 그리고 20 mM HEPES를 함유한 pH 7.5인 

용액을 6-well plates에 1 mL 더하여 세포를 모은 다음 균

질화하였고, 50 μL를 덜어 내어 같은 용액 2.0 mL로 희석시

킨 후 spectrofluorophotometer(Perkin-Elmer)(excitation 

494 nm, emission 516 nm)로 측정하였다. 

통계처리

본 실험 결과들은 평균(mean)±표준편차(standard de-

viation, SD)로 표시하였고, 실험군 간 평균의 차이는 one- 

way ANOVA로 유의성을 확인한 후 Duncan's multiple 

range test를 이용하여 사후 검정하였으며 P<0.05 수준에

서 유의성의 여부를 검증하였다. 모든 통계 분석은 SPSS 

(statistical package for the social science) version 12.0 

프로그램(SPSS Inc., Chicago, IL, USA)을 이용하여 분석

하였다.
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Fig. 1. The effect of ZnSO4 on cortisol-induced cytotoxicity (A)
and the effect of RU486 on dose-dependent cortisol cytotoxicity
(B). RU486 is the glucocorticoid receptor agonist. Values are 
mean±standard deviation (n=4). Mean values with different let-
ters (a-c) on the bars are significantly different (P<0.05) accord-
ing to Duncan's multiple range test. 

결과 및 고찰

아연과 cortisol이 세포 생존율에 미치는 영향

본 연구에 사용한 무지개송어 아가미상피세포는 섭취 가

능한 식품에 함유된 성분의 항산화 및 독성 실험을 위한 모

델로 사용되고 있다(1,2,4). Chung 등(1)은 본 연구에서 사

용한 같은 세포모델 및 실험조건에서 200 μM ZnSO4를 세

포에 처리한 결과 세포 생존율이 88.5%였고, 이후 농도에서

는 농도 의존적으로 세포독성이 증가하였다고 보고하였으

므로 본 연구에서는 세포독성이 없는 100 μM ZnSO4를 처

리 농도로 사용하였다. 

무처리군인 대조군(control), 1 μM cortisol, 100 μM 

ZnSO4 및 1 μM cortisol과 100 μM ZnSO4 동시(cortisol+ 

ZnSO4) 처리군의 세포 생존율에 미치는 영향을 알아본 결과

는 Fig. 1A와 같다. 시료 처리 1일에서 1 μM cortisol 처리

에 의해 세포가 약 15% 사멸하였는데 1 μM cortisol을 100 

μM ZnSO4와 동시에 처리하였을 때 cortisol 처리에 의한 

세포 사멸은 억제되었고 세포 생존율은 무처리군인 대조군 

수준으로 회복되었다(Fig. 1A). 

농도에 따른 cortisol이 세포 생존에 미치는 영향을 알아 

본 결과 cortisol 처리는 농도 의존적으로 세포를 사멸시켰

다. 즉 0.25 μM cortisol 처리는 세포 생존율에 영향을 주지 

않았지만 1 μM과 10 μM cortisol 처리는 세포 생존율을 

각각 14.4%와 37.8% 감소시켰다. RU486 처리에 의해 

cortisol에 의한 세포 사멸이 억제되었다(Fig. 1B). RU486

은 glucocorticoid 수용체인 길항제로 cortisol이 gluco-

corticoid 수용체에 결합함으로써 활성화되는 것을 억제한

다(11). 따라서 본 연구 결과 과량 분비되는 cortisol은 세포 

사멸을 유도할 수 있다는 것을 알 수 있었다. 

Pagniello 등(12)은 고농도에서 cortisol을 대식세포에 

처리하였을 때 농도 의존적으로 세포증식율이 감소하였고 

이와 같은 감소는 glucocorticoid 수용체의 길항제인 RU 

486을 처리했을 때 억제되었다고 하였는데, 이는 본 연구 

결과와 일치하였다. Brandão-Neto 등(13)은 아연을 섭취

한 인간은 cortisol 분비를 억제하였다고 하였는데 이들 보

고는 스트레스 조건에서 아연 섭취가 과량 분비되는 corti-

sol을 억제하여 cortisol에 의한 세포 사멸을 억제할 수 있을 

것이라는 가능성을 시사하고 있다.

인간의 시상하부-뇌하수체-부신 축을 통해 분비된 cor-

tisol은 스트레스에 의해 혈장에서 cortisol 양이 증가되고 

면역 반응과 같은 생리적인 기능을 조절한다. Cortisol은 일

반적으로 전염증성 사이토카인(pro-inflammatory cyto-

kine) 분비와 활성을 저해하는 것으로 알려져 있으나(14), 

다른 보고에서는 cortisol이 고농도에서 염증성 사이토카인

(inflammatory cytokine)의 전사를 감소시키고 T-세포와 

호산구와 같은 염증세포의 세포자살을 유도하나 저농도에

서는 염증성 사이토카인 발현을 증가시킨다고 하였다(15, 

16). Cortisol 분비가 항진되면 인슐린 저항성과 복부비만을 

초래하여 대사증후군의 위험이 증가한다(17,18). 따라서 스

트레스에 의해 cortisol이 과량으로 분비되었을 때 다양한 

질병 유발이 가능하고 cortisol은 분비되는 농도에 따라 다

른 영향력을 나타낼 수 있다는 것을 알 수 있었다. 

아연과 cortisol이 LDH 및 caspase-3 like 활성에 미치는 

영향

Cortisol에 의해 유도된 세포독성에 대한 아연의 세포보

호 효과와 더불어 세포막 손상과의 관계를 알아보기 위해

(19) LDH release assay를 진행하였고 그 결과는 Fig. 2와 

같다. Cortisol 처리에 의해 농도 의존적으로 LDH 방출량이 

증가하였고, RU486 처리에 의해 이들 증가는 억제되었다. 

아연과 cortisol을 동시에 처리하였을 때도 cortisol에 의해 

증가된 LDH 방출량이 억제되었다.

세포 사멸은 necrosis와 apoptosis로 구분되며, 그중 

apoptosis는 개체의 발생단계나 DNA 손상, 바이러스감염, 

심한 스트레스 등에 따른 유전적 조절 하에서 일어나고, 

apoptosis 조절에 문제가 발생하면 다양한 질병을 초래한다

(20). Caspase는 apoptosis 시 활성화되는 가장 중요한 실

행자로 알려져 있으며, 대표적인 caspase인 caspase-3 활

성을 통해 apoptosis 정도를 파악할 수 있다(21). 

세포에 cortisol과 아연을 처리했을 때 caspase-3 like 
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활성에 미치는 영향을 조사한 결과 Fig. 3에 나타낸 바와 

같다. Cortisol을 처리한 배지에서 배양한 세포는 무처리군

인 대조군과 비교하여 현저하게 caspase-3 like 활성이 증

가하였고, 이들 증가된 활성은 RU486 처리에 의해 억제되었

다. 뿐만 아니라 cortisol과 아연을 동시에 처리한 결과 cor-

tisol에 의해 증가된 caspase-3 like 활성이 억제되었다. 

따라서 cortisol 처리는 세포막을 손상시켰고 apoptosis

를 유도하는 경로인 caspase-3 활성을 증가시키므로 세포 

사멸을 유도하는 것을 알 수 있었으며, cortisol과 아연을 

동시에 처리하였을 때 이들 경로가 차단되어 세포 사멸을 

억제하는 것을 알 수 있었다.

Chung 등(1)은 아연이 산화적 스트레스에 대항하여 세포 

사멸을 억제하고 LDH 방출 및 caspase-3 활성을 억제한다

고 하였는데 본 연구 결과와 유사하였다. Choi 등(22)은 

caspage-3 활성 억제에 의해 세포 사멸 억제는 뇌질환 개선 

예방 및 개선 효과에 영향을 미칠 것이라고 하였는데, 본 

연구에서도 아연 처리가 cortisol에 의해 증가된 caspase- 

3 활성을 억제함으로써 apoptosis 경로를 차단하여 세포 생

존율을 증가시켰을 것으로 추정할 수 있었고, 이와 같은 영

향은 스트레스에 의해 과량 분비되는 cortisol에 의해 유발

될 수 있는 질병들을 아연 섭취에 의해 억제될 수 있을 가능

성을 시사하고 있다.

아연과 cortisol이 항산화 유전자 발현에 미치는 영향

아연과 cortisol이 항산화 유전자 MTA와 MTB mRNA 

발현에 미치는 영향력을 알아본 결과는 Fig. 4와 같고, GST

와 G6PD mRNA 발현에 미치는 영향력을 알아본 결과는 
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range test.

Fig. 5와 같다. 

1 μM cortisol과 100 μM ZnSO4 단독 처리에 의해서 무

처리구인 대조군과 비교하여 MTA와 MTB mRNA 발현이 

현저하게 증가하였고, cortisol과 아연(1 μM cortisol+100 

μM ZnSO4)을 동시에 처리했을 때 MTA와 MTB mRNA 발

현은 단독 처리군보다 더 증가하였으나 이와 같은 증가는 

1 μM RU486 처리에 의해 아연 단독 처리군 수준으로 MTA

와 MTB mRNA 수준이 감소하였다(Fig. 4). ZnSO4, corti-

sol+ZnSO4, cortisol+ZnSO4+RU486 처리는 대조군과 비

교하여 MTA mRNA 발현량은 2.4배, 2.7배 그리고 2.4배 

증가하였다(Fig. 4A). 

1 μM cortisol과 100 μM ZnSO4 처리는 GST와 G6PD 

mRNA 발현을 증가시켰고, cortisol과 아연(1 μM corti-

sol+100 μM ZnSO4)을 동시에 처리하였을 때 cortisol 또는 

아연의 단독 처리군보다 더 높은 GST와 G6PD mRNA 발현

량을 나타내었고 대조군과 비교하여 2.1배와 2.0배 높은 증

가를 나타내었다. 그러나 이러한 증가는 1 μM RU486 처리

에 의해 아연 단독 처리군 수준으로 감소하였다(Fig. 5).

아연은 항산화 유전자 발현을 증가시키므로 항산화 효과

를 나타내고 아연에 의해 증가되는 항산화 유전자 중에 MT

는 세포 내에 존재하는 작은 분자량의 시스테인(cysteine)

이 많은 단백질로 시스테인은 -SH-기를 포함하고 있기 때

문에 산화환원반응에 관여하여 항산화 효과를 나타낸다

(1-3). 본 연구 결과 cortisol과 아연 동시 처리는 cortisol 

단독 처리군보다 더 높이 세포 내에서 항산화 방어시스템을 

증가시킬 수 있고, 이는 다양한 스트레스로부터 세포를 보호

하는 데 관여할 것으로 생각된다. 인간 세포에 산화적 스트

레스를 유발시켰을 때 항산화 유전자인 MT, GST, G6PD 

등 발현이 증가하여 산화적 스트레스에 의한 세포 사멸을 

억제하려고 하지만 산화적 스트레스가 항산화 방어 시스템

보다 강하게 작용하여 세포 사멸은 진행되나(1,3,23-25), 

산화적 스트레스 조건에서 아연을 처리했을 때 MT, GST, 

G6PD 등의 발현이 아연 처리 없이 산화적 스트레스 조건에 

노출되었을 때보다 더 높게 함량이 증가하였는데, 이와 같이 

항산화 시스템 강화에 의해 산화적 스트레스로부터 세포를 

보호할 수 있을 것이다(1,3). Chung 등(1)은 본 연구에서 

사용한 동일한 세포 모델을 사용하여 H2O2에 의해 유도된 

세포독성과 아연과 관련된 항산화 유전자 발현의 증가 및 

아연이 apoptosis 경로에 미치는 영향을 알아 본 결과 아연 

처리는 아연 관련 유전자 발현을 증가시키고 apoptosis 경

로를 차단하여 세포 사멸을 억제한다고 보고하였다. Chung 

등(3)의 다른 연구 보고에서는 인간 HepG2 세포주 모델을 

가지고 실험한 결과 NO에 의해 유도된 세포독성을 아연과 

관련된 유전자 발현 증가 및 apoptosis 경로 차단에 의해 

억제하였다. 본 연구에서는 산화적 스트레스가 아닌 스트레

스 호르몬인 cortisol이 세포독성을 유발하였고 cortisol에 

의해 유발된 세포독성은 아연과 관련된 유전자 발현 증가 

및 apoptosis 경로 차단에 의해 억제되었는데, 이는 H2O2와 

NO에 의해 유발된 세포독성을 억제시킨 기전과 유사하다는 

것을 알 수 있었다.

아연과 cortisol이 세포 내 Zn2+ 함량에 미치는 영향 

아연과 cortisol은 MT 유전자 발현을 증가시켰고, MT 

유전자 증가는 세포 내 Zn2+의 증가에 기인된 결과라는 연구 

보고(4)에 의해 아연과 cortisol이 세포 내 Zn2+ 함량에 미치

는 영향력을 알아보았고 그 결과는 Fig. 6과 같다.

1 μM cortisol과 200 μM ZnSO4 단독 처리에 의해 세포 

내 Zn2+ 함량이 무처리구인 대조군(control)보다 더 증가하

였고, 아연과 cortisol(1 μM cortisol+200 μM ZnSO4)을 

동시에 처리하였을 경우 단독 처리군보다 세포 내 Zn2+의 

함량은 더욱 증가하였으나 RU486(1 μM cortisol+200 μM 

ZnSO4+1 μM RU486) 처리에 의해 아연 단독 처리군 수준

으로 감소하였다(Fig. 6).

세포 내 아연 증가는 세포 내 저장 아연의 방출에 기인되

었거나 세포 외에서 아연이 유입된 결과일 수 있는데 Bury 

등(4)이 아연과 cortisol 동시 처리는 세포 내 아연 방출을 

증가시키고 세포 외에 있는 아연을 세포 내로 유입시킨 결과

라고 보고하였는데, 본 연구에서 Bury 등(4)의 연구에서 사

용한 농도보다 높은 함량의 아연을 처리하였지만 아연과 

cortisol 처리에 의해 세포 내 Zn2+ 증가는 세포 내 저장 
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Fig. 6. Cellular Zn2+ in cells detected by spectrofluorophotometer
using FluoZin-3 AM. RU486 is the glucocorticoid receptor 
agonist. Values are mean±standard deviation (n=4). Mean values 
with different letters (a-d) on the bars are significantly different 
(P<0.05) according to Duncan's multiple range test.

아연 방출 및 세포 내로 아연이 유입에 의한 결과일 것이라 

생각된다. 따라서 세포 내 자유 아연 증가는 세포 내에 

MTA, MTB, GST 및 G6PD mRNA 발현을 증가시켜 corti-

sol에 의한 세포독성으로부터 세포를 보호할 수 있을 것이라 

생각된다.

요   약

무지개송어 아가미상피세포를 이용하여 cortisol에 의해 유

도된 세포 손상에 대항하는 아연의 보호 효과를 연구하였다. 

24시간 동안 cortisol에 노출된 세포들은 농도 의존적으로 

LDH 방출이 증가하였고, 세포 생존율은 감소하였다. 아연

(100 μM ZnSO4) 처리에 의해 이와 같은 영향이 감소하였

고, 아연은 cortisol에 의해 유도된 caspage-3 활성, 즉 

apoptosis에 대항하여 세포를 보호하였다. Cortisol에 의해 

유도된 세포 사멸, LDH 방출과 caspase-3 활성은 gluco-

corticoid 수용체의 길항제인 Mifepristone(RU-486) 처리

에 의해 차단되었는데, 이것은 세포 손상이 cortisol과 관련

이 있다는 것을 제안하였다. 더하여 cortisol에 의해 유도된 

세포 손상 모델에서 MT, GST 그리고 G6PD와 같은 항산화 

유전자 발현에 대한 아연의 영향을 연구했다. MTA, MTB, 

GST 그리고 G6PD mRNA 수준은 아연과 cortisol을 각각 

단독 처리에 의해 그리고 아연과 cortisol을 동시 처리에 의

해 증가하였다. 이와 같은 증가는 아연이나 cortisol 단독 

처리보다는 100 μM ZnSO4와 1 μM cortisol을 동시에 처리

했을 때 MTA, MTB, GST 그리고 G6PD mRNA 수준이 

더 높았다. 아연 처리에 의해 세포 내 자유 아연 농도가 증가

하였고, 이와 같은 반응은 cortisol과 아연을 함께 처리했을 

때 세포 내 자유 아연 농도가 더 증가하였다. 결론적으로 

아연 처리는 간접적인 항산화 활성을 통해 cortisol에 의해 

유도 세포독성 및 apoptosis를 저해하였다.
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