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산화스트레스가 유도된 망막색소상피세포에서 폴리페놀 화합물이 
보이는 세포보호 효과

Cytoprotective Effect of Polyphenolic Compounds against Oxidative Stress in 
Cultured Retinal Pigment Epithelial Cells
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Purpose: Grape seed-derived polyphenols (GSPs) provide a concentrated source of polyphenols having antioxidant capacity. In 
this study we investigated the cytoprotective effect of GSP against oxidative stress-induced cell damage in cultured human reti-
nal pigment epithelial (RPE) cells.
Methods: Cultured adult retinal pigment epithelium (ARPE)-19 cells were incubated with GSP from Vitis vinifera (0.1, 0.5, 1, 5 or 
10 μg/mL) for 24 hours and treated with hydrogen peroxide (H2O2, 0.4 mM) for 24 hours to induce oxidative stress. Cell viability 
was measured using 3-(4, 5-dimethylthiazol-2-yl)-2, 5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay. Intracellular reactive oxygen 
species (ROS) was quantified using 2′,7′-dichlorofluorescein diacetate (DCF-DA) fluorescence.
Results: The percentage of viable RPE cells was significantly lower in cultures treated with H2O2 0.4 mM than in control cultures. 
GSP significantly reduced H2O2-induced cell death in a dose dependent manner. GSP at 0.1, 0.5, 1, 5 and 10 μg/mL significantly 
reduced cell mortality due to the treatment with H2O2. Intracellular ROS production increased significantly in cultures treated with 
H2O2 0.4 mM compared with control. There was a significant dose-dependent decrease in intracellular ROS levels after treat-
ment of RPE with GSP.
Conclusions: GSP, a natural polyphenolic compound, can protect RPE cells from H2O2-induced oxidative stress and reduce in-
tracellular ROS production by scavenging free radicals. This suggests potential effects of polyphenolic compounds against reti-
nal diseases associated with oxidative stress.
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식물성 영양분이 풍부한 식품의 경우 심혈관 질환으로 

인한 사망률을 낮추고 종양성 질환이나 노화를 예방하는 

데 효과적임이 여러 역학연구를 통해 보고되었다.1-3 식물성 

영양분이 풍부한 식품은 섬유소나 비타민, 식물 스테롤, 황

화합물, 카로테노이드, 유기산 등이 작용함으로써 유익한 

효과를 나타내는 것으로 알려져 있는데, 그 중에서도 폴리

페놀이 지니는 여러 가지 보호 효과들이 점점 더 주목 받고 

있다.

폴리페놀은 화학구조에 따라 다양한 화합물의 형태로 존



107

-서경훈 외 : 폴리페놀의 망막색소상피세포 보호 효과-

재하는데, 식품에 따라 그 함유량이 다르다.4 폴리페놀과 

인체에서 생성되는 폴리페놀의 대사물질은 여러 다른 기전

을 통하여 보호작용을 나타내고 현재 활발히 연구 중인 분

야이다. 예를 들어 안토시아닌(anthocyanin)이 풍부한 들쭉

추출물이나 프로안토시아니딘(proanthocyanidin)과 같이 포

도에서 추출한 폴리페놀 화합물 등이 동물모델뿐만 아니라 

당뇨병과 알츠하이머병 환자에서 연구되고 있다.5-7

산소의 단계적 환원의 과정에서 생성되는 활성산소는 정

상적인 대사과정에서도 나타날 수 있지만 과량이 존재할 

경우 미토콘드리아에 심각한 손상을 유발할 수도 있고 이

런 활성산소가 세포의 항산화 능력을 넘어서서 존재하게 

되어 세포에 지속적인 위협을 가하게 되는 상태를 산화스

트레스라고 한다. 이런 산화스트레스는 노화와 관련된 퇴

행성 질환에 중요한 역할을 한다. 망막은 신체 내에서 대사

작용이 가장 활발한 조직 중의 하나로 산소요구량이 높으

며 지속적으로 빛에 노출되고 고농도의 불포화지방산을 포

함하고 있어 이러한 요소들이 산화적 손상의 발생에 관여

하는 것으로 알려져 있다. 망막색소상피세포는 망막과 맥

락막모세혈관 사이에 단일층을 이루고 있는 세포로서 생리

적으로 광수용체의 영양공급과 대사물질의 배출 및 세포탈

락물의 탐식 등 시력의 유지에 중요한 역할을 하며 산소 소

모량이 많아 산화스트레스에 노출되어 있다. 

따라서 많은 연구들이 산화스트레스로부터 망막색소상

피를 보호하는 방법 및 물질에 대해 관심을 기울이고 있으

며, 특히 꾸준히 섭취할 수 있는 식품에서 유래한 생화합물

에 대한 연구가 활발히 이루어지고 있다.8-11 Vitis vinifera

에서 얻은 포도씨 유래 폴리페놀 화합물은 프로안토시아니

딘이 풍부하게 함유되어 있어 만성 질환에서의 유익한 효

과로 건강보조식품으로 널리 이용되고 있고, 일부에서는 

강한 항산화 효과로 산화스트레스 모델에서 치료적인 효과

를 얻기도 했다.12,13 

이에 저자들은 포도씨에서 유래한 폴리페놀 화합물이 산

화스트레스가 유도된 인간 망막색소상피세포에서 어떠한 

세포보호 효과를 보이는지 확인해 보고자 하였다. 

대상과 방법

세포 배양

인체망막색소상피세포주(ARPE-19; ATCC No. CRL-2302)

를 95%의 공기와 5%의 이산화탄소 환경의 습윤 배양기에

서 37℃의 온도로 배양하였다. 배양액은 basal Dulbecco’s 

modified Eagle’s medium과 Ham’s F12 medium의 1:1 혼

합배양액(DMEM/F-12)으로 fetal bovine serum 10%와 pen-

icillin (100 U/mL), streptomycin (100 μg/mL)을 함유하고 

있다(penicillin-streptomycin, Gibco BRL, Grand Island, NY, 

USA). 3일마다 배양액을 교환하였다. 배양된 세포주의 5번

째에서 6번째 계대배양된 세포를 실험에 사용하였다.

폴리페놀 화합물

폴리페놀 화합물의 세포보호 효과를 확인하기 위해 배양

된 망막색소상피세포에 포도씨 유래 폴리페놀(Grape seed- 

derived polyphenols, GSP)을 24시간 동안 전처리하였다. 

GSP는 유럽종 포도인 Vitis vinifera의 건조된 씨를 분쇄한 

다음 에탄올을 이용하여 가온 추출한 후 감압여과 및 농축

하여 분말상태로 얻었다.14 실험 전 정확한 농도에 맞게 1 

ng/mL에서 100 μg/mL까지 10배씩 농도를 증가시키면서 

증류수에 녹여서 준비하였다.

산화스트레스 유도

상피세포주를 1×105 cell/mL 수준으로 배양 후 산화스트

레스를 유도하기 위하여 H2O2 (Sigma, St Louis, MO, 

USA) 200, 400, 600 μM 농도로 24시간 동안 처리하였다. 

세포활성도 검사

산화스트레스를 유도하기 전, 폴리페놀 화합물 자체의 

세포독성을 확인하기 위해 GSP로 24시간 동안 처리한 망

막상피세포들을 Pieters et al15의 방법을 사용하여 세포활성

도를 측정하였다. 망막색소상피세포를 0.05% trypsin EDTA 

(Gibco, Grand Island, NY, USA)로 떼어 96 well microplate 

(Falcon, Lincoln Park, NJ, USA)에 0.5×104 cell/mL로 분주

하였다. 그 후 18시간 동안 배양한 뒤에 GSP를 농도별로 

10 μL씩 넣고 이때 약물 대신 PBS (Gibco, Grand Island, 

NY, USA)를 넣어 세포의 대조군으로 삼고, 세포 대신 배양액

만을 넣어 대조군으로 삼았다. 잘 흔든 후 24시간 동안 CO2 배

양기에서 배양한 후 모든 well에 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2, 

5-diphenyl tetrazoliumbromide (MTT) 용액(5 mg/mL, Sigma, 

St Louis, MO, USA) 10 μL를 가해주고 다시 37℃, 5% 

CO2에서 4-5시간 더 배양하여 MTT가 환원되도록 하였다. 

각 well에서 80 μL씩 버린 다음 150 μL DMSO (Sigma, St Louis, 

MO, USA)를 넣고 10분 동안 흔들어서 생성된 formazan 결정

을 잘 녹여서 microplate reader (Bio-Tek, Cambridge, MA, 

USA)를 이용하여 540 nm에서 흡광도를 측정하였다.

산화스트레스 유도와 폴리페놀 화합물의 세포보호 효과 

관찰

본 연구에서는 H2O2 (Sigma, St Louis, MO, USA)를 200, 

400, 600 μM 농도로 배양액에 넣고 24시간 동안 세포를 배

양하는 방법으로 산화스트레스를 유도하였다. 폴리페놀 화
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Figure 1. Cytotoxic effect of grape seed-derived polyphenols (GSP). The ARPE-19 cells were incubated with different concen-
tration of GSP for 24 hours. (A) GSP showed cytotoxicity at 100 μg/mL. (B) The asterisk (*) indicates p <  0.05 versus untreated 
control. ARPE = adult retinal pigment epithelium.  

합물의 보호 효과를 확인하기 위해 산화스트레스를 유도하기 

전 앞선 실험에서 세포독성이 없는 것으로 확인된 10 μg/mL 

이하의 (100 ng/mL, 500 ng/mL, 1 μg/mL, 5 μg/mL, 10 μg/mL) 

GSP를 24시간 동안 망막색소상피세포와 배양하였다. 이후 

세포를 0.05% trypsin EDTA (Gibco)로 떼어 새로운 plate

에 옮겨 각각의 H2O2 농도 (200, 400, 600 μM)로 24시간 

동안 배양하여 산화스트레스를 유도하였다. 이때 H2O2 대

신 PBS (Gibco)를 넣어 세포의 대조군으로 삼았다. 다양한 

농도의 GSP의 세포보호 효과는 앞서 세포활성도 검사에서 

기술하였던 것과 같이 MTT assay로 확인하였다.

세포 내 반응산소종(reactive oxygen species, ROS)의 

측정

산화스트레스로 인한 세포 내 반응산소종의 생성을 비형광

색소인 2′,7′-dichlorofluorescein diacetate (DCF-DA, Invitrogen, 

Carlsbad, CA, USA)를 이용하여 측정하였다. 각각의 농도

의 GSP가 전처리된 망막상피세포에 200, 400, 600 μM 농

도의 H2O2를 각각 1 μM의 DCF-DA를 함께 투여 후 37℃
에서 4시간 동안 5% CO2 배양기에서 배양하였다. 그 후 

excitation 파장 485 nm와 emission 파장 530 nm에서 형광

강도를 측정하였다. 폴리페놀 화합물 대신 PBS를 넣은 세

포를 대조군으로 삼았다. 

통계분석

실험 결과는 3회의 독립된 실험 후 평균 ± 표준편차의 

형태로 표시하였다. 통계분석은 SPSS version 18.0 (SPSS 

Inc., Chicago, IL, USA)을 이용하였으며, Wilcoxon signed 

rank test를 이용하여 대조군과 실험군 간의 차이를 비교하

였다. p<0.05인 경우를 통계적으로 유의한 것으로 간주하

였다. 

결 과

우선 여러 농도의 GSP를 망막색소상피세포에 노출시켜 

배양하면서 이들 농도에 따른 세포의 활성도를 조사하였다. 

10 μg/mL 이하에서 세포의 활성도가 85% 이상이었으나 

100 μg/mL에서는 세포활성도가 76.5 ± 1.5%로 대조군에 

비해 유의하게 감소한 것으로 확인되었다(p=0.013, Fig. 1). 

따라서 본 실험에서는 10 μg/mL 이하의 GSP (100 ng/mL, 

500 ng/mL, 1 μg/mL, 5 μg/mL, 10 μg/mL)를 실험에 적합

한 농도로 판단하고 사용하였다.

또한 GSP 처리를 하지 않은 망막색소상피세포에 농도를 

달리하여 H2O2 (200, 400, 600 μM)를 노출시킨 후 24시간 

배양한 뒤 세포의 활성도를 조사하였다. H2O2에 노출되기 

전에 비하여 H2O2에 노출되었을 경우에 세포활성도가 유

의하게 감소하는 것을 확인할 수 있었으며, 이는 H2O2 농

A 

B
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Figure 2. Grape seed-derived polyphenols (GSP) protected 
against H2O2 cell death in ARPE-19 cells. (A) The ARPE-19 
cells were treated with H2O2 at dose of 200, 400, and 600 μM  
for 24 hours. (B) The cells were pretreated with GSP for 24 
hours then exposed to H2O2 (400 μM) for 24 hours. Data was 
expressed as a percentage of the untreated control. The aster-
isk (*) indicates p <  0.05 versus untreated control (A), or 
H2O2-induced cells without GSP pretreatment (B). ARPE =  
adult retinal pigment epithelium.

Figure 3. Grape seed-derived polyphenols (GSP) reduced 
H2O2-induced intracellular reactive oxygen species (ROS) 
generation in ARPE-19 cells. (A) The ARPE-19 cells were 
treated with H2O2 at dose of 200, 400, and 600 μM for 24 
hours. (B) The cell were pretreated with GSP for 24 hours then 
treated with 400 μM for 4 hours. The intracellular ROS was 
examined by a fluorescence spectrophotometer using DCF- 
DA. Data was expressed as a percentage of the untreated 
control. The asterisk (*) indicates p <  0.05 versus untreated 
control (A), or H2O2-induced cells without GSP pretreatment 
(B). ARPE = adult retinal pigment epithelium; DCF-DA = 2′,7′
-dichlorofluorescein diacetate.

도가 높아질수록 증가하는 경향을 보였다(p<0.05, re-

spectively, Fig. 2A). 특히 400 μM에서의 세포활성도는 대

조군의 절반 정도인 36.3%로 GSP의 보호 효과를 확인하기 

위한 적합한 농도로 판단하였다.

24시간 동안 GSP를 농도를 달리하여(100 ng/mL, 500 

ng/mL, 1 μg/mL, 5 μg/mL, 10 μg/mL) 전처리한 망막색소

상피세포에 400 μM의 H2O2를 노출시킨 후 각각 24시간 동

안 배양한 뒤 세포활성도를 확인하였다. GSP를 추가한 경

우에는 H2O2만 처리하였을 때보다 세포활성도가 상대적으

로 증가하였으며 GSP의 농도가 높아질수록 세포활성도가 

더 증가하였다(Fig. 2B).

GSP의 세포보호 효과의 기전을 알아보기 위해 산화스트

레스로 인해 발생하는 반응산소종의 양을 측정하였다. 

H2O2의 농도를 달리하여(200, 400, 600 μM) DCF-DA와 함

께 4시간 동안 배양한 후 세포 내 반응산소종이 대조군과 비

교하여 유의하게 증가함을 확인하였다(Fig. 3A). 세포활성도 

검사와 마찬가지로 24시간 동안 GSP를 농도를 달리하여

(100 ng/mL, 500 ng/mL, 1 μg/mL, 5 μg/mL, 10 μg/mL) 전

처리한 망막색소상피세포에 400 μM의 H2O2를 노출시킨 

후 각각 4시간 동안 배양한 뒤 세포 내 반응산소종의 축적

을 비교하였다. GSP를 추가한 경우에는 H2O2만 처리하였

을 때보다 세포 내 반응산소종의 축적이 농도에 비례하여 

저하되었다(Fig. 3B, Fig. 4).

고 찰

노화와 퇴행성 질환의 원인이 되는 산화스트레스에 대항

하는 신체의 방어기제에는 여러 가지가 있고, 이를 강화시

키기 위한 가장 손쉬운 방법은 항산화 효과를 지닌 식품을 

섭취하는 것이다.16 이들 식품들에서 항산화 효과를 보이는 

성분들은 화학구조에 따라 비타민과 미네랄, 식물 화합물

(phytochemical) 등으로 나눌 수 있다. 

식품으로서의 항산화제의 섭취는 여러 역학연구에서 그 

효용성과 안정성이 보고되었으나, 항상 기대 이상의 효과

를 보여주는 것은 아니다.17 이는 항산화제 성분이 많이 포

함된 식품의 경우 식품 내의 다른 성분이나, 다른 식이요인

에 의해 영향을 받을 수 있기 때문이다. 따라서 생체이용률

(bioavailability)을 높이기 위해 추출물 형태가 널리 이용되

고 있다. 식물 화합물의 한 형태인 폴리페놀은 화학구조에 

따라 다양한 항산화 효과가 보고되었고, 그중에서도 본 연

구에서 사용한 포도씨 추출물의 경우 높은 농도의 프로안

A 

B

A 

B
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Figure 4. Morphology of ARPE-19 cells exposed to H2O2 (400 μM) with/without grape seed-derived polyphenols (GSP). (A) 400 
μM H2O2 without GSP. After 24-hour exposure, (B) 400 μM H2O2 with GSP. ARPE = adult retinal pigment epithelium.

토시아니딘을 함유하고 있다.4

우리 체내에서 이용하는 전체 산소 소모량의 1-5%가 반

응산소종으로 전환되는데 이는 산화스트레스의 주요 원인

이 된다. 사람의 망막은 산소소모량이 많으며 특히 망막색

소상피세포는 시세포외절을 탐식하기 때문에 반응산소종

의 생성량이 많다. 또한 미토콘드리아의 전자 전달계를 통

한 세포 내 반응산소종이 생성된다.18-20 이러한 반응성 산

소의 생성과 소거의 평형유지는 산화스트레스로 인한 세포 

손상에 대한 생체의 항상성 유지에 대단히 중요한 요소로

서 망막색소상피세포에서 생성된 유리기를 제거하는 항산

화계는 superoxide dismutase (SOD)와 catalase 및 gluta-

thione peroxidase (GSHPx) 등 항산화 효소계와 gluta-

thione, uric acid, vitamin C, vitamin E, melanin 등 비효소

계 항산화 물질로 구성되어 있다.

산화스트레스가 유도된 망막색소상피세포는 세포자멸사

가 유도되거나, 미토콘드리아 DNA의 손상, 혈관내피세포

성장인자(vascular endothelial growth factor, VEGF)의 증

가, 항산화 효소의 감소, 염증반응의 증가와 같은 변화를 

보인다. 항산화 물질은 이러한 스트레스 반응 중 특정 경로

에 작용하여 세포보호 효과를 나타낸다. 녹차나 양파에 함

유되어 있는 quercetin의 경우 caspase-3의 활성을 억제하여 

세포자멸사 경로를 차단하며, 브로콜리 추출물인 sulfor-

aphane은 항산화 효소인 Nrf2-thioredoxin 시스템을 활성화

시켜 항산화 효과를 증대시킨다.21-24 포도 껍질에 많은 re-

sveratrol과 turmeric 향신료에 많은 curcumin은 각각 NF-κ

B 경로를 억제하여 염증반응을 억제한다.25,26 

본 연구에 사용된 포도씨 유래 폴리페놀 화합물은 유럽종 

포도인 Vitis vinefera에서 추출하였으며 (+)-catechin, (-)-epi-

catechin, (-)-epicatechin 3-O-gallate를 포함하는 Proanthocyanidins

가 주요 성분으로 되어있다.14 Proanthocyanidins의 경우 기존

의 연구들에서 직접적으로 반응산소종을 제거하고 세포막

에 존재하는 polyunsaturated fatty acids (PUFAs)의 지질과

산화(lipid peroxidation)를 약화시켜 산화스트레스로 인한 

퇴행성 손상을 억제할 수 있는 것으로 보고되었다.27,28 

본 연구에서도 100 μg/mL의 고농도의 GSP를 전처리하

였을 경우 세포활성도가 감소하였으나(Fig. 1), 10 μg/mL 

이하의 농도에서는 농도에 비례하여 산화스트레스로부터 

망막상피세포를 보호하는 효과를 보였으며(Fig. 2), 반응산

소종의 생성이 억제됨을 관찰하였다(Fig. 3). 고농도의 GSP

가 세포손상을 유발하는 기전에 대해서는 본 연구를 통해 

알 수는 없었지만, 고농도의 식물화합물의 경우 역설적으

로 미토콘드리아 내의 superoxide radical (O2
-)의 생성을 증

가시키거나 세포 DNA를 손상시키고 세포자멸사를 유발할 

수 있음이 보고되었다.29-31 하지만 10 μg/mL 이하의 농도에

서 관찰되는 세포보호 효과는 프로안토시아니딘의 항산화 

효과로 생각할 수 있다. 

Age-Related Eye Disease Study research group (AREDS)

의 연구에 따르면 항산화 작용을 하는 비타민을 장기적으로 

복용할 경우 나이관련 황반변성의 진행을 늦출 수 있는 것

으로 확인되었다.32,33 AREDS 연구를 통해 항산화 물질을 

규칙적으로 섭취하는 것이 나이관련 황반변성의 진행을 억

제하는 데 효과가 있음을 확인할 수 있었으며, 본 연구 결과

와 연관하여 고려해 보면 포도씨 유래 폴리페놀 화합물도 

나이관련 황반변성의 진행을 억제하기 위한 좋은 후보군이 

될 수 있음을 보여준다고 할 수 있다. 향후 포도씨에서 유래

한 폴리페놀 화합물에서 위와 같은 효과를 강화시킬 수 있

도록 생체이용률을 높이고 동물모델이나 실제 환자에서 그 

결과를 확인하는 추가적인 연구가 필요하리라 판단된다. 

A B
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= 국문초록 = 

산화스트레스가 유도된 망막색소상피세포에서 폴리페놀 화합물이 
보이는 세포보호 효과

목적: 포도씨 유래 폴리페놀(Grape seed-derived polyphenols, GSP)의 경우 폴리페놀 함유량이 높은 생화합물로서 본 연구에서는 

배양된 인간 망막색소상피세포에서 산화스트레스를 유도한 후 GSP가 보이는 세포보호 효과에 대하여 알아보고자 하였다.

대상과 방법: 배양된 인간 망막색소상피세포인 adult retinal pigment epithelium (ARPE)-19를 GSP에 24시간 동안 다양한 농도로 

전처치(0.1, 0.5, 1, 5 and 10 μg/mL, respectively)한 후, 산화스트레스 유도를 위해 과산화수소(H2O2, 0.4 mM)로 24시간 동안 처리하

였다. 3-(4, 5-dimethylthiazol-2- yl)-2, 5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay를 통해 세포의 생존성을 측정하였고, 2′,7′
-dichlorofluorescein diacetate (DCF-DA) assay로 세포 내 반응성산소종의 생성을 측정하였다.

결과: 과산화수소로 산화스트레스가 유도된 망막색소상피세포의 경우, 세포의 생존율이 산화스트레스를 받지 않은 대조군에 비해 유

의하게 낮았다. GSP의 전처치 농도에 비례하여 산화스트레스가 유도된 망막색소상피세포의 생존율이 증가하였는데, 0.1, 0.5, 1, 5 

and 10 μg/mL 농도에서 생존율이 유의하게 증가하였다. 세포 내 반응성산소종의 발생은 과산화수소로 산화스트레스가 유도된 망막

색소상피세포에서 유의하게 증가하였고, GSP로 전처치하였을 경우 농도에 비례하여 유의하게 감소하였다.

결론: 천연 폴리페놀 화합물인 GSP는 산화스트레스가 유도된 망막색소상피세포에서 세포 내 반응성산소종의 발생을 감소시키고, 세

포를 보호하는 효과를 보여주었다. 따라서 산화스트레스와 연관이 있는 망막질환을 치료하는 데 폴리페놀 화합물이 도움을 줄 수 

있을 것이라 생각된다.

<대한안과학회지 2016;57(1):106-112>
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