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원광대학교 의과대학 소아과학교실, 해부학교실,* 내과학교실** 

윤향석·박승택*·박옥규** 

 

＝＝＝＝ Abstract ＝＝＝＝ 
 

Effect of Glutathione on Oxidant-induced Cardiotoxicity 
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Background：In order to elucidate toxic mechanism of the oxygen radicals on cultured rat 
myocardial cells, cytotoxic effect of oxygen radicals was evaluated by MTT assay. In addition pr-
otective effect of glutathione(GSH) on oxidant-induced cardiotoxicity was investigated on these 
cultures. 

Methods：Myocardial cells derived from neonatal rats were cultured for 12 hours in the medium 
containing various concentrations of glucose oxidase(GO). Cell viability was measured by MTT 
assay and morphological changes of the myocardial cells were observed by light microscope. 

Results：GO-mediated oxygen radicals remarkably decreased cell viability of cultured myocar-
dial cells in a dose-and time-dependent manner. And also, GSH blocked GO-induced cardiotoxicity 
in these cultures. 

Conclusion：These results suggest that the oxygen radicals are toxic and the selective anti-oxidants 
such as GSH are effective in blocking against the oxidant-induced cardiotoxicity in cultures of the 
myocardial cells of neonatal rats. 
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서     론 

 

Superoxide(O2
-)를 비롯하여 hydroxyl radicals 

(OH-) 및 hydrogen peroxide(H2O2)와 같은 산소자

유기들은 심근의 기능을 저해함으로써 각종 심병변을 

일으킨다1). 특히, 산소자유기는 막의 지질과 산화반응
2)을 비롯하여 효소와 같은 단백질 변성3), 근초 및 근

형질의 내망계 기능부전4)을 유발함으로써 심허혈 및 

심경색을 초래하며5), 더우기 세포내 칼슘 농도의 항

상성 파괴는 각종 근형질의 내망계와 같은 여러 소기

관에 손상을 주며, 이차적으로 심실기능부전등의 많은 

부작용을 나타내기도 한다5,6). 한편 산소자유기는 심

근세포를 비롯하여 신경세포와 같은 다양한 세포종에 

직접적으로 손상을 줌은 물론1,7), 흥분성아미노산(ex-

citotoxic amino acid, EAA)의 분비를 유도하여 이와 

상호작용하여 병변을 더욱 진행시킨다고 한다8). 더우

기, 분비된 EAA는 세포내 칼슘을 상승시킴으로써 세

포를 퇴화 또는 사멸케 한다고 한다9). 따라서 산소자

유기의 독성효과에 대한 기전을 규명하기 위하여 각종 
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동물을 대상으로 국내외에서 많은 연구가 되어 왔으

나10,11), 심근세포를 대상으로 한 연구는 드물 뿐 아니

라 심근독성의 병리적 기전에 대해서도 아직까지 자

세히 밝혀진 바 없다6,12) 

본 연구는 산소자유기의 심근독성에 대한 영향을 생

체외(in vitro)에서 규명하기 위하여 배양 심근세포를 

재료로 산소자유기의 독성효과를 측정하고, 또한 산소

자유기의 독성에 대한 방어효과를 항산화제의 측면에

서 조사하였다. 

 

재료 및 방법 

 

1. 세포배양 

심근세포의 배양은 Kasten13)의 방법에 따라 생후 

1∼3일된 Sprague-Dawley 계통의 백서에서 적출한 

심장을 Phosphate buffered saline(PBS)에서 3회 

씻은후 심근세포를 분리하였다. 분리된 심근세포는 Ea-

gle’s minimum essential medium(MEM, Gibco)에 

부유시키고 1×105/well의 밀도로 산정하여 96-mult-

iwell에 분주한 다음 37℃, 5% CO2/95% air로 조절

된 정온기내에서 배양하였다. 세포도입후 3일 간격으

로 새로운 배양액으로 교환하여 주었으며, 일정시간 배

양후 본 실험에 사용하였다. 
 

2. 약제제조 

본 실험에서 사용한 glucose oxidase(GO, Sigma)

와 glutathione(GSH, Sigma)은 각각 일정량의 저장

액을 만들어 냉암소에 보관한 후 실험당일 일정농도로 

희석하여 사용하거나, 필요한 양을 직접 배양액에 첨가

하여 사용하였다. 
 

3. 산소자유기의 처리 

산소자유기가 심근세포에 미치는 영향을 조사하기 위

하여 심근세포를 PBS로 3회 세척후 30mU/ml GO를 

넣어 12시간 동안 배양한 다음 산소자유기가 심근세

포에 미치는 영향을 조사하였다. 
 

4. 항산화제 처리 

항산화제인 glutathione(GSH)이 산소자유기에 의

해 손상된 심근세포에 미치는 영향을 조사하기 위하

여 GO system에 배양 심근세포를 노출하기 3시간 

전에 여러 농도별의 GSH가 함유된 배양액에 처리한 

다음 phosphate buffered saline(PBS)으로 3회 세척

하였다. 세척완료후 30mU/ml GO가 포함된 배양액에

서 12시간동안 처리한 후 GO가 포함되지 않은 배양

액을 대조군으로 하여 이를 분석하였다. 
 

5. 심근세포의 생존율 분석 

실험분석을 위하여 Mosmann14)의 방법에 따른 MTT 

(3-(4.5-dimethylthiazol-2yl)-2, 5-dipheylte-

trazolium bromide(MTT, Sigma)) 분석법을 사용하

였다. 
 

6. 형태적 관찰 

세포의 형태적 관찰을 위하여 세포를 배양중인 용기

를 직접 도립위상차 현미경(Nikon)하에 놓고 검경하

였으며 필요시 부착된 사진기로 직접 촬영하였다. 
 

7. 통계처리 

실험결과에 대한 유의성의 감정은 Student t-test

에 준하였으며 P-value가 0.05 이하일 경우 유의한 

것으로 판정하였다. 

 

결     과 

 

1. 심근세포에 대한 산소자유기의 독성 효과 

1∼50mU/ml의 GO가 각각 포함된 배양액에서 심

근세포를 12시간 처리한 후 세포의 생존율을 MTT 분

석법에 의하여 조사한 결과 1mU/ml GO를 처리한 경

Fig. 1. Dose-response relationship of glucose oxidase(GO)
concentration on cultured rat myocardial cells.
cytotoxicity was measured by MTT assay. Cultures
were exposed to 1, 10, 30 and 50mU/ml for 12ho-
urs. The results indicate the mean±SEM(n=6). 



－ 435 － 

우 대조군(100%)에 비하여 89%로 나타났으며 10, 

30 및 50mU/ml GO 처리에서는 각각 76%, 48% 및 

32%로 각각 나타났다(Fig. 1). 

배양 심근세포에 대한 GO의 시간에 따른 생존율을 

조사하기 위하여 30mU/ml GO가 포함된 배양액에서 

심근세포를 1∼24시간 동안 배양한 후 MTT 분석법

으로 측정한 결과 1시간 배양액에서는 세포의 생존율

이 대조군(100%)에 비하여 84%로 나타났으며 6시

간 배양에서는 65%로 나타났다. 또한 12시간과 24

시간에서는 각각 42%와 21%로 나타났다(Fig. 2). 
 

2. 산소자유기에 대한 GSH의 영향 

산소자유기에 의해서 손상된 심근세포에 대한 GSH

의 효과를 조사하기 위하여 GO를 심근세포에 노출시

키기 3시간전에 GSH에 처리한 다음 이를 다시 GO에 

12시간 동안 노출시켜 세포의 생존율을 MTT 분석법

으로 조사한 결과 GO만의 처리군에서는 대조군(100%)

에 비하여 46%로 나타난 반면 1mM GSH 처리에서

는 71%로 나타났다. 또한 5mM 및 10mM GSH 처

리군에서는 각각 87%와 94%(p<0.05)로 나타났다

(Fig. 3). 
 

3. 형태적 관찰 

세포의 형태적 관찰에 있어서 대조군에서는 숫적으

로 많은 세포들이 군락(cluster)을 형성하면서 동시에 

박동함이 관찰되었다(Fig. 4A). 그러나 GO를 처리한 

실험군에서는 배양시간이 지남에 따라 일부 손상받은 

Fig. 3. Dose-response relationship of glutathione(GSH)
for its protective effect on glucose oxidase(GO)-
induced cardiotoxicity by MTT assay. Cultured
rat myocardial cells were preincubated for 3 ho-
urs before treatment with 30mU/ml GO. Cultures
were exposed to GSH at the concentrations of
1, 5 and 10mM for 2 hours, respectively. The res-
ults indicate the mean±SEM(n=6). *p<0.05. 

Fig. 2. Time-dependency of glucose oxidase(GO)-ind-
uced cardiotoxicity as measured by MTT assay in
cultured rat myocardical cells. Cultures were
exposed to 30mU/ml GO for 1, 6, 12 and 24 hou-
rs. The results indicate the mean±SEM(n=6). 

Fig. 4. Dissociated myocardial cells from neonatal rat in 
vitro. 
A：Control myocardial cells for 5 days in vitro(×
125). 
B：A sister culture exposed to 30mU/ml glucose 
oxidase(GO) for 12 hours(×125). 
C：A sister culture preincubated with 10mM glut-
athione for 3 hours before treated with GO(×125). 
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세포들이 배양용기로부터 떨어져 나와 배양액위를 부

유하고 있었으며 그 결과 세포의 밀도도 대조군에 비

하여 많은 감소를 보였다(Fig. 4B). 그러나, 10mM 

GSH를 처리한 경우에는 대조군과 비슷한 양상을 나

타냈다(Fig. 4C). 

 

고     안 

 

산소자유기는 막의 지질과산화 반응의 사슬을 활성

화시키며1,15) 또한, 세포내 칼슘의 항상성을 깨뜨림으

로써 세포에 손상을 준다16). 

본 연구에서 산소자유기는 시간과 농도에 비례하여 

백서의 배양 심근세포의 생존율을 감소시켰다. 본 연

구의 결과는 산소자유기가 배양 심근세포에 독성을 가

지고 있음을 말해주고 있다. 이같은 사실들은 또한, 심

장마비후 산소자유기의 심근독성에 대한 보고나1) 심

근형질의 세포소기관에 대한 산소자유기의 독성효과에 

대한 연구들이4) 증명해 주고 있다. 산소자유기가 본 

실험의 결과에서와 같이 심근독성을 나타내는 기전은 

많겠으나 아마도 심근내 항산화계에 영향을 미쳐 그 결

과 항산화체에 의해 제거되지 못한 산소자유기들에 의

해 심근세포의 손상이 초래되었을 것으로 생각된다. 따

라서 본 연구는 항산화제의 측면에서 산소자유기에 의

한 심근독성의 방어효과를 알아보기 위하여 항산화제

의 일종인 GSH를 배양 심근세포에 전처리한 다음 이

를 다시 산소자유기에 처리한 후, MTT 분석법에 의

해 GSH의 영향을 조사한 결과, 산소자유기만 처리한 

경우에서는 세포의 생존율(46%)이 대조군(100%)에 

비하여 현저히 감소되었으나 10mM GSH의 처리군에

서는 산소자유기 처리군에 비하여 높은 생존율(94%)

을 나타냈다. 이와 같은 현상은 GSH를 전처리하는 동

안에 세포막을 통하여 세포에 흡수된 GSH가 세포의 

산화적 손상을 방어했을 것으로 생각되며 이는 본 실

험의 형태적 관찰소견과도 일치하였다. 이와같은 결과

는 GSH가 산화적 손상으로 인한 심근세포의 퇴화를 

방어한다는 것을 시사한다고 하겠으며 더우기 본 실험

에서와 같이 산화적 손상에 대한 GSH의 방어효과를 

GSH를 포함한 소수의 항산화제들의 산화적 손상에 대

한 신경방어효과를 비롯하여 Myers 등17)이 보고한 

바와 같이 심허혈에 있어 산소자유기 제거제들의 심근

기능회복에 관한 효과나 Gross등18)에 의한 stunned 

myocardium에 있어서 항산화제의 효과 등을 뒷받침

해준다 하겠다. 산소자유기에 대한 항산화제의 심근독

성에 대한 방어효과는 첫째로 심근세포내 산소자유기

를 제거함으로써 산소자유기에 의한 직접적인 독성효

과를 방어함은 물론, 이차적으로 산소자유기에 의한 

흥분성아미노산의 분비나 세포내 칼슘농도의 상승을 

동시에 억제함으로써8,19) 세포의 퇴화를 방어했을 가

능성이 큰 것으로 생각된다. 그러나 산소자유기의 독

성에 대한 항산화제의 효과에 대한 연구는 동물모델

을 병행한 형태 및 생리, 생화학 등 다각적인 측면에

서 체계적으로 이루어져야 할 것으로 생각된다. 

 

요     약 

 

연구배경： 

Superoxide(O2
-)를 비롯하여 hydroxyl 라디칼(OH-) 

및 hydrogen peroxide(H2O2)와 같은 산소자유기들

은 심근의 기능을 저해함으로써 각종 심병변을 일으킨

다. 산소자유기의 심근독성에 대한 영향을 생체외(in 

vitro)에서 규명하기 위하여 배양 심근세포를 재료로 

산소자유기의 독성효과를 측정하고, 또한 산소자유기

의 독성에 대한 방어효과를 항산화제인 glutathione 

(GSH)을 처리하여 조사하였다. 

방  법： 

심근세포에 glucose oxidase(GO)를 넣어 12시간 

동안 배양한 다음 산소자유기가 심근세포에 미치는 영

향을 조사하였다. 또한, 항산화제인 GSH가 산소자유

기에 의해 손상된 심근세포에 미치는 영향을 조사하

기 위하여 GO system에 세포를 노출하기 3시간 전

에 여러 농도별의 GSH가 함유된 배양액에 처리한 다

음 이를 MTT법으로 분석하였다. 

결  과： 

대조군에 비해 GO를 처리한 실험군에서 세포의 손

상과 세포밀도의 감소가 관찰되었다. 백서의 배양 심

근세포의 생존율은 GO를 처리한 군에서 노출시간과 

농도에 비례하여 현저히 감소하였다. 항산화제인 GSH는 

GO에 의해서 유발된 심근독성을 방어하였다. 

결  론： 

산소자유기는 백서의 배양 심근세포에 독성을 나타

냈으며 GSH와 같은 선택적인 항산화제가 산소자유기

에 의해 유발된 심근독성을 방어하는데 효과적인 것
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으로 나타났다. 산소자유기의 독성에 대한 항산화제의 

기전 및 작용, 효과에 대한 연구가 더욱더 필요할 것

으로 생각된다. 
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