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심황색소의 감광활성과 빛 조사에 의한 지질산화 및 세포독성 유도 효과
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Induction of lipid peroxidation and melanoma cell death by
turmeric oleoresin through its photosensitizing properties
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Abstract Curcuminoids in turmeric oleoresin (TO) are known to be effective antioxidants; they exhibit photosensitizing
properties under light. In this study, the photoreactive properties of TO and its consequent induction of lipid peroxidation
and cytotoxicity were evaluated. TO exhibited photosensitizing activities as evidenced by the reduction of nitro blue
tetrazolium and by the decolorization of formazan under light, whereas light-irradiated TO did not enhance the levels of
reactive oxygen species. The levels of hydroperoxide and thiobarbituric acid reactive substance (TBARS) were significantly
elevated under a fluorescent light (10 W/m2) in corn, canola, and soybean oils containing 10-40 and 20-80 µg/mL of TO
(p<0.05) but not in olive oil. Canola oil was the most sensitive to photo-oxidation induced by TO. The level of TBARS
from linoleic acid in the oil in water system was, however, decreased by TO under light. The cytotoxicity effect of TO
on melanoma cells was also substantially enhanced under light.

Keywords: turmeric oleoresin, photosensitivity, photo-oxidation, lipid oxidation, cytotoxicity

서 론

심황색소(Turmeric oleoresin)는 울금이라고도 불리는 심황

(Curcuma longa Linné)의 건조근경에서 유래한 천연색소이다. 심

황색소는 남아시아 및 중동에서 요리의 향신료로 널리 사용되어

왔으며, 식품 산업에서 착색료로서는 물론 화장품, 의약품 등의

다양한 산업 분야에서도 널리 활용되고 있다(Awolu와 Oladeji,

2021). Curcuminoid는 심황색소의 주요 황색 색소 성분으로, β-

diketone 공통구조를 지닌 curcumin과 demethoxycurcumin (DMC),

bisdemethoxycurcumin (BMC) 등이 포함된다(Amalraj 등, 2017).

Curcuminoid는 쥐의 뇌와 간 조직에서 유래한 지질의 과산화 억

제를 비롯하여 항산화, 항염증, 항암, 상처 회복, 신경 보호 효과

등의 다양한 생리활성을 가진다고 보고되었다(Mahmood 등, 2015;

Rao, 1994; Zhang 등, 2015).

심황색소의 빛에 대한 반응성 연구도 진행되고 있는데, 형광등

빛 조사 하에 심황색소의 광안정성과 색도가 감소되었으며(Jung

과 Hong, 2021), curcuminoid의 광분해는 페놀기 또는 메톡실기

보다는, β-diketone 구조의 분해가 주요 원인이라고 보고되었다

(Peram 등, 2017). 한편, 빛에 의해 감작되는 감광활성 물질을 이

용한 광역학치료(Photodynamic therapy, PDT)가 뇌종양을 포함한

위장관, 호흡기, 생식기, 피부 등에서의 종양 및 암치료에 응용되

고 있다(Szlasa 등, 2020). PDT에서 활용되고 있는 감광제는 먼

저 표적 부위에 축적되고, 이후 가해지는 빛 에너지를 흡수하여

직접 라디칼화 되거나 일중항산소를 생성하는 등의 광화학반응

을 통해 암세포, 병원성 미생물 및 표적 조직을 파괴할 수 있다

(Abrahamse와 Hamblin, 2016; Kwiatkowski 등, 2018). Curcumin

도 빛 조사에 의해 흑색종에 대한 세포 사멸효과를 증대시키며

(Szlasa 등, 2020), 특히 청색광(420-480 nm)에 의해 효과적으로

광활성화가 일어나, vanillin, ferulic aldehyde, ferulic acid, vanillic

acid 등의 산물로 광분해 된다고 보고되었다(Jankun 등, 2016). 또

한 청색광 조사 하에 식품 내 다양한 박테리아 수를 감소시키는

curcumin의 항미생물 효과에 관한 연구도 보고된 바 있다(Wang

등, 2021).

감광성은 빛 에너지를 흡수한 감광제로부터 분자상 산소에 에

너지 전달이 일어나면서 일중항산소가 생성되고 이에 의해 연쇄

적인 산화반응을 유발하는 type II 반응과, 광활성화된 감광제의

에너지에 의해 먼저 기질을 라디칼화 하고 이어지는 반응을 통

해 활성산소종을 포함한 다양한 산화유도물질이 생성되는 type I

기작을 통해 나타난다(Abrahamse와 Hamblin, 2016). 이러한 감광

활성 성분은 식품의 산패를 비롯한 품질저하를 초래할 수 있으

며 특히 유지류 등에 큰 영향을 미친다. 감광제에 의한 지질산화

는 생성된 일중항산소가 불포화지방과 결합하면서 유발된다고 보

고된 바 있으며(Min과 Boff, 2002), curcumin 역시 빛 조사 하에

식용유지에서 지질산화를 촉진시키는 감광제로 작용한다고 보고

되었다(Yi 등, 2015).

지금까지 curcumin의 감광성 관련 연구는 많이 보고되었으나,

curcumin 단일성분에 집중되어 실제 식품산업에 널리 활용되는

심황색소의 감광활성과 이로 인한 영향을 확인하는 연구는 거의
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진행된 바 없다. 또한, 자외선이나 청색광 등 특수광 조사 하에

서의 curcumin의 감광성 관련 연구가 많이 진행된 것에 비해, 형

광등과 같은 일반 조명 하에서의 연구는 대단히 제한적이다. 따

라서 본 연구에서는 일상 조명에 사용되는 형광등 빛 조사에 의

한 심황색소의 감광활성을 평가하고, 감광활성 발현에 의한 산패

유발 효과를 옥수수유, 카놀라유, 대두유, 올리브유 등 대표적인

4종의 식용유지에서 비교하였으며, B16F10 흑색종 세포에 대한

광독성 효과를 분석하였다.

재료 및 방법

실험재료 및 세포주

본 연구에 사용된 올레오레진 심황색소(turmeric oleoresin,

curcuminoids 40%)는 ES기술연구소(Gunpo, Korea)로부터 구입하

고, dimethyl sulfoxide (DMSO)에 100 mg/mL 농도로 분주하여

−80oC에 보관하였다. 카놀라유, 대두유, 올리브유(CJ Cheiljedang

Co., Seoul, Korea)와 옥수수유(Sajo Haepyo Co., Seoul, Korea)는

시중 마트에서 구입하였다. Ammonium ferrous sulfate (AFS)는

Showa Co. (Tokyo, Japan)에서, 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyltetrazolium bromide (MTT)는 Amresco Inc. (Solon, OH,

USA)에서, methionine은 Ajinomoto Co. (Tokyo, Japan)에서 구매

하였다. 실험에 사용한 세포주 B16F10은 American Type Culture

Collection (Manassas, VA, USA)에서 분양 받았으며, Dulbecco’s

modified Eagle’s medium (DMEM) 배지에 10% 우태아혈청, 100

unit/mL penicillin과 0.1 mg/mL streptomycin을 첨가하여 95% 습

도와 5% CO2가 유지되는 37°C 배양기에서 배양하였다. 기타 실

험에 사용된 시약은 Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)에서 구

입하였다.

심황색소의 감광활성 측정

우선, 심황색소의 감광활성을 nitro blue tetrazolium (NBT)

chloride를 이용하여 평가하였다(Lee와 Hong, 2022; Yang 등,

2017). 심황색소를 증류수에 희석한 용액 50 μL와 100 mM

phosphate buffer (pH 7.8)에 희석한 NBT 및 methionine 용액 50

μL를 혼합하여 NBT와 methionine의 최종농도가 각각 160 μM, 10

mM이 되도록 하였다. 이를 암소 또는 10 W/m2 형광등(FPL27EX-

D, 27W, Aris Co., Seoul, Korea) 조사 하에 상온에서 24시간 반

응시킨 후, 1 N NaOH 100 μL를 가해 560 nm에서의 흡광도를 마

이크로 플레이트판독기(Spectra Max M2, Molecular device,

Sunnyvale, CA, USA)를 이용하여 분석하였다. Formazan을 이용

한 감광활성 측정을 위하여, DMSO에 용해한 250 μM MTT

formazan (1-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-3,5-diphenylformazan) 또는

320 μM TTC formzan (1,3,5-triphenyltetrazolium formazan) 80

μL와 서로 다른 농도로 DMSO에 희석한 심황색소 80 μL를 반응

시켰다. 그리고 암소 또는 형광등 조사(2.5, 5, 10 W/m2) 조건에

서 24시간 동안 formazan의 탈색변화를 각각 500, 490 nm에서 마

이크로플레이트 판독기(Spectra Max M2)를 이용하여 측정하였으

며, erythrosine B (EB)를 양성대조군으로 사용하였다(Hong 등,

2018; Kang, 2021).

심황색소의 활성산소종에 대한 영향 분석

빛 조사 시 심황색소의 활성산소종에 대한 영향은 Kang(2021)

의 방법을 사용하여 분석하였다. HCT 116 (80-90% confluency in

100 φ dish) 세포에 25 μM 2',7'-dichlorofluorescin-diacetate

(DCFH-DA)를 처리하여 37oC에서 2시간 반응시킨 후 세포배양

액을 걷어내고, ice-cold phosphate buffered saline으로 세포를 세

척한 후 dish 당 1 mL DMSO 용액을 가하여 cell lysate를 제조

하였다. 이 cell lysate를 10배 희석한 DCFH 용액 50 μL와 농도

를 달리하여 증류수에 희석한 심황색소 또는 EB 50 μL를 혼합

하고 암소 및 10 W/m2 형광등 조사 하에 240분간 반응시켰다. 각

시간별 형광의 변화를 emission 535 nm와 excitation 485 nm에서

마이크로플레이트 판독기(Spectra Max M2)를 이용하여 측정하였다.

식용유지 산화유도 분석

심황색소에 의한 식용유지의 산화유도 활성은 유지 중의

hydroperoxide 양과 thiobarbituric acid reactive substance (TBARS)

양으로 분석하였다. 우선 농도를 달리한 심황색소 DMSO 용액을

식용유지에 0.1% (v/v)로 분산시켜 암소 및 10 W/m2 형광등 조사

하에 1시간 노출시킨 후, 생성된 lipid hydroperoxide의 양을

ferrous oxidation-xylenol orange (FOX) assay로 분석하였다. 각

시료 20 µL에 FOX working solution [2.5 mM xylenol orange,

6 mM AFS 및 5 mM butylated hydroxytoluene (BHT) (1:1:18,

v/v/v)] 160 µL를 가해 상온 암소에서 30분간 반응시킨 후 560 nm

에서 흡광도를 측정하였다. 같은 조건으로 암소 및 명소 조건 하

에 4시간 반응시킨 시료 용액 180 µL에 1 M trichloroacetic acid

90 µL, 0.8% thiobarbituric acid (TBA) 90 µL 및 5% BHT 15

µL를 혼합한 후, MB-102 mixing block (Bioer Technology,

Hangzhou, China)을 이용하여 1,500 rpm, 25oC에서 10분간 교반

하였다. 이를 97-100oC에서 7분간 발색시키고 ice에서 10분간 방

치한 후, 12,000 rpm에서 5분간 원심분리(Mini, Gyrozen Co.,

Gimpo, Korea) 하여 수용액상의 TBARS의 양을 532 nm에서 마

이크로플레이트 판독기(Spectra Max M2)로 측정하였다.

Oil in water (O/W) 반응계에서의 지질과산화 유도 측정

Linoleic acid를 이용한 O/W 반응계는 linoleic acid를 sodium

dodecyl sulfate (SDS)에 분산시켜 제조하였다. Linoleic acid를

0.4% 농도로 0.4% SDS에 분산시킨 O/W 기질에 각 농도별로

0.4% SDS에 희석한 심황색소를 혼합하여 암소 및 10 W/m2 형광

등 조사 하에 1시간 노출시켰다. 생성된 hydroperoxide의 양은 400

µM xylenol orange, 800 mM D-sorbitol 및 1 mM AFS (1:1:2,

v/v/v) 비율로 제조한 FOX reagent를 이용하여 550nm에서 분석

하였다. 또한, 0.4% SDS에 희석한 0.4% linoleic acid 60 µL와 농

도를 달리하여 0.4% SDS 용액에 희석한 심황색소 용액 60 µL를

혼합한 후, 암소 및 10 W/m2 형광등 조사 조건 하에 2시간 반응

시켰다. 이 반응액에 생성된 TBARS의 양을 위에 기술한 방법으

로 측정하였다.

세포독성 측정

B16F10 세포를 96-well plate에 5×103 cells/well로 분주하여 24

시간 배양한 후, 우태아혈청과 phenol red가 포함되지 않은

DMEM 배지(1% DMSO)에 농도별로 심황색소를 처리하고, 37°C

배양기에서 암소 또는 5 W/m2 형광등 조사 하에 1시간 노출시

켰다. 이후 빛을 조사한 배지를 제거하고 10% 우태아혈청을 함

유한 배지로 변경하거나 또는 배지를 변경하지 않고 24시간 추

가로 배양하였다. 이후 0.5 mg/mL MTT를 용해한 배지로 교체하

여 45분간 37°C에서 세포를 처리한 후, MTT 용액은 제거하고

100 μL DMSO로 세포 내 생성된 formazan을 용해하여 550 nm에

서 측정하였다.
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통계처리

모든 실험은 3회 이상 반복하여 평균±표준편차로 나타냈고, 각

실험군별 유의차 분석은 Student’s t-test 또는 One-way analysis of

variance (ANOVA)와 Tukey’s honestly significant difference

(HSD) test (SPSS Inc., Chicago, IL, USA)를 실시하여 95와

99%의 유의수준에서 검정하였다. 세포독성에 대한 IC50 값은 각

결과로부터 직선부위에 대한 선형회귀식을 구하고 50% 세포사

멸을 일으키는 농도를 계산하였다.

결과 및 고찰

심황색소의 감광활성 측정

심황색소의 광감작활성 평가를 위해 암소와 명소에서 methionine

의 유무에 따른 NBT 환원능을 측정하였다. 상온의 조건에서 암

소 및 빛 조사 하에 24시간 동안 반응시킨 결과, 암소 조건과 비

교하였을 때, 10 W/m2 빛 조사 하에 심황색소 농도에 따른 NBT

환원의 유의적인 변화가 관찰되었다(Fig. 1A). 이 때 심황색소에

의한 NBT 환원은 methionine의 존재 여부와 관계없이 유사한 정

도로 진행되었으며, 따라서 methionine과 같은 전자공여체는 심

황색소에 의한 NBT 환원에 크게 관여하지 않는 것으로 사료된

다. 선행연구에서 riboflavin과 같은 감광성분이 빛 조사 하에

methionine 등의 아미노산 의존적으로 NBT를 환원시키는 현상을

보고하였는데(Yang 등, 2017), 심황색소는 빛에 의해 활성화되어

직접 NBT와 반응하고 환원을 유도하는 것으로 판단된다.

한편, 다양한 감광제들에 빛 조사 시 MTT 또는 TTC formazan

의 탈색을 유도한다는 보고(Kang, 2021)에 근거하여, 각 formazan

과 농도를 달리한 심황색소를 혼합하여, 서로 다른 광도의 형광

등 빛 조사 하에서 반응시켰다. 그 결과, 24시간 동안 10 W/m2

빛 조사 하에 양성대조군으로 사용된 2.5 μM EB를 포함하여 심

황색소의 농도와 시간에 따른 유의적인 MTT formazan의 탈색이

유도되었다(Fig. 1B). 이 현상은 MTT와 TTC formazan에서 모두

관찰되었으며, 감광활성 비교를 위해 서로 다른 농도 및 조사 광

도에서 formazan을 50% 탈색시키는 시간(half-life)을 산출한 결과,

EB와 심황색소에서 농도와 조도의 증가에 따른 유의적인 half-

life의 감소경향을 보였다(Fig. 1C, D). 특히 TTC formazan이 심

황색소의 감광활성에 더 민감하게 반응하여 MTT foramzan보다

신속한 탈색반응이 유도되었다. 따라서 모든 실험조건에서 24시

간 내에 50% 이상의 탈색반응을 보인 TTC formazan 결과를 통

해, MTT formazan 결과에서 산출할 수 없었던 2.5 W/m2와 5 W/

m2의 낮은 광도 하에서의 저농도 심황색소의 감광활성에 의한

half-life 값도 계산할 수 있었다(Fig. 1D). 한편, 암소 조건에서는

2.5 µM EB나 40 µg/mL 심황색소에 의해서 24시간 동안 MTT

formazan의 색도 변화가 나타나지 않았으며, TTC formazan에서

도 5% 이내의 탈색만이 일어났다(data not shown). 이상의 결과

Fig. 1. Evaluation of photo-reactivity of TO based on the abilities of NBT reduction and formazan decolorization. Different
concentrations (μg/mL) of TO were incubated with NBT in the absence or presence of methionine under 10 W/m2 light or in a dark during 24 h
at 25oC (A). TO and EB were incubated with MTT formazan under 10 W/m2 light for 24 h (B). Half-life (a period that requires 50% formazan
degradation) changes of MTT (C) and TTC (D) formazan by TO under 2.5, 5, and 10 W/m2 lights were calculated. Each value represents the
mean±SD (n=3). Different lowercase (A-D) and uppercase (C and D) letters indicate significant difference among different concentrations and
different light intensity, respectively (p<0.05) based on one way ANOVA and the Tukey’s HSD test. N/C; not calculated.
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는 심황색소가 농도와 빛 조사 광도에 비례하는 NBT의 환원반

응과 formazan의 탈색반응을 유도함으로써, 빛에 의해 활성화되

는 광감작 특성이 있음을 의미한다.

빛 조사 시 심황색소에 의한 식용유지의 산화유도

감광활성을 가진 성분들은 산화에 민감한 유지 등의 산패를 유

도할 수 있음이 보고된 바(Min과 Boff, 2002; Yi 등, 2015), 형광

등 조사 하에 각종 식용유지에 미치는 심황색소의 영향을 조사

하였다. 우선 심황색소가 포함된 옥수수유, 카놀라유, 대두유 및

올리브유 등 4종의 유지에 빛을 조사한 후, 생성된 hydroperoxide

의 양을 FOX assay를 통해 비교하였다. 암소 및 10 W/m2 형광

등 조사 조건에서 1시간 동안 반응시킨 결과, 옥수수유, 카놀라

유 및 대두유에서 심황색소의 농도에 유의적인 hydroperoxide의

증가가 관찰되었고, 암소 조건에서는 이와 같은 현상이 나타나지

않았다(Fig. 2A, B, C). 올리브유의 경우에는 10 W/m2 형광등 조

사조건에서 심황색소 함유 여부에 관계없이 암소에 비해

hydroperoxide 수준이 2배 가까이 증가하였으며, 심황색소 농도에

따른 유의적 변화는 관찰되지 않았다(Fig. 2D). 올리브유는 빛 자

체에 의해서도 산화반응이 크게 일어났는데, 이 결과는 올리브유

에 함유되어 있는 클로로필류의 감광성분 및 광분해산물로 인해

대두유보다도 빛에 의한 산화안정성이 낮다는 이전 보고와 일치

한다(Moon 등, 2005).

심황색소 40 µg/mL를 처리한 카놀라유와 대두유에서 암소 대

조군 대비 hydroperoxide 수준이 각각 3.78과 3.77배 증가하여 높

은 산화도를 나타냈으며, 옥수수유에서 3.32배의 증가 정도를 나

타냈다. 일반적으로 카놀라유는 불포화지방산 함량이 높고, 대두

유는 특히 산화에 민감한 다중불포화지방산의 함량이 매우 높은

것으로 보고되었다(Ryu 등, 2018). 따라서 심황색소에 의한 유지

의 광산화 유도에서도 불포화지방산이 중요한 역할을 하는 것으

로 판단된다.

유지의 산화과정 중 hydroperoxide는 반응초기에 생성되는 반

면, malondialdehyde 등의 산화분해 산물은 반응이 상당히 진행

된 이후에 생성된다(Bacellar와 Baptista, 2019; Yi 등, 2018). 따라서

빛 조사 하에 심황색소에 의해 생성된 유지 중의 malondialdehyde

수준을 TBA와 반응하여 생성되는 TBARS 양으로 분석하였다.

암소 및 10 W/m2 빛 조사 조건에서 4시간 반응시켰을 때, 암소에

서는 심황색소에 의한 변화가 일어나지 않았으나, 빛 조사에 의

해서는 올리브유를 제외한 3종의 식용유지에서 암소 대조군에 비

해 TBARS 양이 유의적으로 증가하였다(Fig. 3). 특히 카놀라유

가 가장 민감하여 암소 대조군에 비해 심황색소 80 µg/mL 처리

군에서 TBARS 양이 3배 이상 증가하였다(Fig. 3B). 카놀라유는

다중불포화지방산의 함량이 대두유나 옥수수유에 비해 상대적으

로 낮지만, 포화지방산의 함량 또한 매우 낮다. 한편, 단일불포화

지방산의 함량이 월등하게 높으면서, 포화지방산의 함량도 비교

적 높은 올리브유에서는 심황색소에 의한 농도 유의적인 TBARS

양의 증가 경향이 나타나지 않았다(Fig. 3D). 따라서 초기산화 반

응과는 달리 포화지방산의 함량이 심황색소에 의한 전체적인 유

지산화 속도에 영향을 미치는 것으로 판단되며, 추후 유지의 조

성과 광산화도의 분석을 위한 더 자세한 연구가 필요할 것으로

보인다.

Fig. 2. Hydroperoxide level formed in commercial oils containing TO by light irradiation. Hydroperoxide level was analyzed in corn oil
(A), canola oil (B), soybean oil (C), and olive oil (D) containing 10-40 μg/mL TO after irradiation of 10 W/m2 light or in a dark for 1 h. Each
value represents the mean±SD (n=3). Different letters indicate significant difference (p<0.05) based on one way ANOVA and the Tukey’s HSD
test. n.s; not significant. ## significantly different between dark and light control according to Student’s t-test (##p<0.01)
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Oil in water (O/W) system에서 심황색소의 영향

Linoleic acid와 SDS를 이용한 O/W 시스템 상에서 심황색소의

광산화 유도 여부를 분석하였다. 우선, 10 W/m2 빛 조사에 의해

O/W 반응계에서 hydroperoxide 양이 심황색소 함유 농도에 따라

유의적으로 증가하였으며, 20 µg/mL 심황색소 존재 시 암소 대

조군 대비 19% 증가하였다(Fig. 4A). 하지만, TBARS의 경우에

는 심황색소 농도의존적으로 생성량이 감소하여, 빛 조사 환경에

서도 심황색소에 의해 linoleic acid의 산화가 억제되는 경향을 나

타냈다(Fig. 4B). 본 결과는 식용유지 상에 첨가된 심황색소가 빛

조사 하에 직접 지질과 반응하여 상당한 산화반응을 유발한 Fig.

2와 3의 결과와는 달리, O/W 시스템에서는 심황색소의 감광활성

에 의한 지질 산화유도 효과가 미약하거나 오히려 억제되는 것

을 보여준다. 본 실험에 사용된 심황색소(turmeric oleoresin)는

40% (w/w)의 curcuminoid를 함유하고 있으며, curcumin, DMC 및

BMC가 각각 61.0, 21.2, 및 17.8% (w/w)의 비율로 조성되어 있

다(Jung과 Hong, 2021). 심황색소의 주요 성분으로서 소수성 성

질을 나타내는 curcuminoid들은 O/W 반응계보다는 유지 반응계

상에서 지질과 더 효과적으로 호환되며, 빛 노출 시 직접 지질에

에너지를 전달해 산화를 유도하는 것으로 판단된다(Bacellar와

Baptista, 2019). 따라서, 빛에 의해 활성화된 성분과 기질의 직접

적 반응이 우선적으로 일어나는 Type I 감광반응이 심황색소에

의한 주요 광산화 기작으로 예상된다.

빛 조사 하에 심황색소의 ROS에 대한 영향

심황색소 성분들은 ROS를 비롯한 다양한 라디칼에 대한 소거

활성을 가지는 산화방지 활성이 보고되었다(Song 등, 2018). 일

반적으로 감광성분은 빛 조사 시 1차적 또는 2차적으로 주변의

산소분자와 반응하여 ROS를 생성하는데, 빛 조사 하에서 심황색

소가 감광활성을 통해 ROS를 생성하는지 아니면 여전히 소거활

성을 통한 산화방지 활성을 발현하는지에 대해 조사하였다. 본

실험에서는 DCFH-DA를 세포에 처리해 얻은 cell lysate 중의

DCFH probe를 사용하여, 감광성분에 대한 빛 조사에 의해 발생

하는 ROS 수준을 측정하였다. 형광등 10 W/m2 조사 조건으로

1.25 µM DCFH와 양성대조군인 EB 또는 심황색소를 반응시킨

결과, EB는 신속하게 과량의 ROS를 생성하면서 DCF형광을 증

가시킨 반면, 심황색소 처리군에서는 대조군의 빛 조사 만을 통

해 생성되는 ROS에 의한 기본 형광 값 증가에 대해서도 농도

의존적이고 유의적인 감소를 유도하였다(Fig. 5A). 그러나 암소

조건 하에서는 초기 형광값과 비교하여 240분 뒤에도 유의미한

형광값의 변화를 보이지 않았다(Fig. 5B).

본 결과는 심황색소가 빛 조사 하에서도 여전히 ROS에 대한

소거활성과 산화방지 활성을 지니고 있으며, 빛에 의해 감작된

심황색소 성분도 일중항산소 및 활성산소종 생성을 유도하고 이

에 의해 산화가 유발되는 Type II 감광반응에서는 오히려 저해활

성을 나타낼 수 있음을 의미한다. 이러한 현상은 또한 O/W 시

스템 상에서 빛 조사 시에도 linoleic acid의 산화를 방지하는 Fig.

4B의 결과로도 설명될 수 있다. 따라서 심황색소의 감광활성은

감광제가 받은 빛 에너지를 일차적으로 주변의 산소에 전달해 일

중항산소를 생성하고 이로 인한 연쇄적인 산화가 촉발되는 Type

II 기작 보다는, 주변의 다른 기질분자와 우선적으로 반응하는

Type I 기작에 의해 발현되는 것으로 판단된다.

Fig. 3. Effects of TO on TBARS formation in commercial oils under light. TBARS level in corn oil (A), canola oil (B), soybean oil (C), and
olive oil (D) containing TO was analyzed after 4 h irradiation of 10 W/m2 light or in a dark. Each value represents the mean±SD (n=3). Different
letters indicate significant difference (p<0.05) based on one way ANOVA and the Tukey’s HSD test. n.s; not significant.
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흑색종 세포주에 대한 심황색소의 영향

B16F10은 쥐 유래의 흑색종 세포로서, 본 실험에서 광활성화

성분에 빛 처리를 병행하는 PDT 대상 모델로 사용하였다. 이에

심황색소 처리한 후 빛 조사를 통해 B16F10 흑색종의 성장과 사

멸에 미치는 영향을 평가하였다. 심황색소를 농도 별로 세포에

처리하고 1시간 동안 5 W/m2 형광등 빛 조사를 진행한 후, 배지

를 변경하지 않고 24시간 방치하여 세포사멸에 미치는 영향 및

serum을 함유한 새 배지로 변경하고 24시간 추가 배양하여 처리

Fig. 4. Effects of TO on lipid peroxidation in linoleic acid/SDS (O/W) system under light. Levels of hydroperoxide (A) and TBARS (B) in
linoleic acid/SDS (0.2/0.4%) emulsion system containing TO were analyzed after 1 h (A) or 2 h (B) irradiation of 10 W/m2 light or in a dark.
Each value represents the mean±SD (n=3). Different letters indicate significant difference (p<0.05) based on one way ANOVA and the Tukey’s
HSD test. #, ## significantly different between dark and light control according to Student’s t-test (#p<0.05, ##p<0.01)

Fig. 5. Effects of TO on DCF fluorescence under light. DCFH mixed with different concentrations of TO or EB was incubated under 10 W/m2

light during 240 min (A). Changes in DCF fluorescence in a dark were also analyzed (B). Each value represents the mean±SD (n=3). Different
letters indicate significant difference (p<0.05) based on one way ANOVA and the Tukey’s HSD test. n.s; not significant.

Fig. 6. Changes in cytotoxic effects of TO on melanoma cells by light irradiation. B16F10 cells were treated with different concentrations of
TO and incubated under 5 W/m2 light or a dark at 37oC, 5% CO2 for 1 h. The cells were then further incubated for 24 h with or without changing
media, and the cell viability was analyzed using the MTT assay (A). IC50 values were also calculated (B). Each value represents the mean±SD
(n=6). Different letters indicate significant difference (p<0.05) based on one way ANOVA and the Tukey’s HSD test. 
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이후의 세포성장 정도를 평가하였다(Fig. 6A). 그 결과, 빛 처리

없이도 농도 의존적인 심황색소의 세포독성이 발현되었으며, 배

지를 교체하지 않고 24시간 연속 처리한 세포에서 현저한 세포

독성이 발현되었다. 심황색소의 흑색종에 대한 세포독성은 1시간

빛 처리에 의해서 유의적으로 강화되었는데, 각 처리군에 대한

IC50 값을 계산한 결과, 배지를 변경하지 않은 경우 빛 처리에 의

해 8.26에서 4.39 µg/mL로 세포독성이 증가하였으며, 배지를 변

경해준 경우 20.4에서 5.37 µg/mL으로 4배 가까이 세포독성 강화

현상이 나타났다(Fig. 6B). 이는 가시광선 빛에 의해 curcumin이

인간 피부암 세포에 세포독성을 나타낸다는 선행 보고(Buss 등,

2013)와 같이, 심황색소 또한 유사한 활성을 발현하는 것을 보여

준다. 흥미롭게도 심황색소를 처리하고 빛을 조사한 세포군에서

는 배지교체 여부에 관계없이 유사한 세포독성이 관찰되었는데,

이는 전체적인 심황색소 처리시간 보다는 심황색소와 빛에 노출

된 시간이 세포 사멸에 결정적으로 작용하며 대부분의 세포 사

멸유도가 이 때 일어나는 것을 의미한다. 따라서 curcumin 외에

도 심황색소나 curcumin, DMC 및 BMC의 curcuminoid 혼합성분

들도 효과적인 PDT제제로서 사용될 수 있을 것으로 판단된다.

요 약

본 연구에서는 형광등 빛 조사 하에서 심황색소의 감광활성을

평가하고 이로 인한 유지산화 유도 및 세포독성 강화 효과를 평

가하였다. Formazan 탈색 및 NBT 환원을 이용한 실험에서 심황

색소는 빛에 노출 시 유의적인 감광활성을 보였다. 또한, 심황색

소는 빛 조사에 의해 올리브유를 제외한 옥수수유, 카놀라유와

대두유 등 식용유지에서 hydroperoxide 양과 TBARS 양을 현저

하게 증가시켰다. 그러나, 심황색소는 빛 조사 하에서 O/W 반응

계에서 linoleic acid로부터 TBARS의 생성을 저해했으며, ROS에

의한 DCF 형광반응도 감소시키는 산화방지 효과를 나타냈다. 또

한 심황색소의 흑색종에 대한 세포독성도 형광등 빛 조사에 의

해 현저하게 강화되었다. 본 연구결과는 식품 첨가물로 사용되는

심황색소가 감광활성 발현을 통해 특정환경에서 유지산화를 유

도하는 부정적 영향을 미칠 수 있으나, 암세포 사멸 효과강화 등

의 긍정적인 활성을 나타낼 수 있음을 보여준다.
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