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흡연성분  Nicotine, Cotinine, Benzopyrene이 인체 기 지 상피세포
에서 항산화제의 발 에 미치는 향
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Effects of Nicotine, Cotinine and Benzopyrene as Smoke Compon-
ents on the Expression of Antioxidants in Human Bronchial 
Epithelial Cells
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Background: Cigarette smoking is an important risk factor for chronic bronchitis and COPD. Airway epithelial cells 

exposed to cigarette smoke components such as nicotine, cotinine and benzopyrene can generate reactive oxygen species 

(ROS) and be subject to oxidative stress. This oxidative stress can induce the inflammatory response in the lung by 

the oxidant itself or by the release of proinflammatory cytokines. It has been reported that nicotine stimulates ROS, 

which are associated with NF-κB.

Methods: Beas2B cells were treated with nicotine, cotinine and benzopyrene. RT PCR was used to measure the 

expression of several antioxidant factors using the total RNA from the Beas2B cells. The level of superoxide 

dismutase(CuZnSOD), thioredoxin, glutathione reductase expression was examined.

Results: 0.5 to 4 hours after the benzopyrene, nicotine and cotinine theatments, the level of thioredoxin and glutathione 

reductase expression decreased. Longer exposure to these compounds for 24 to 72 hours inhibited the expression of most 

of these antioxidant factors.

Conclusion: During exposure to smoke compounds, thioredoxin and glutathione reductase are the key antioxidant 

factors induced sensitively between 0.5 and 4 hours but the levels these antioxidants decrease between 24 hour and 

72hours.  (Tuberc Respir Dis 2007; 62: 197-202)
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서 론

담배 연기는 4700개 이상의 화학물질로 이루어져 

있으며, 유리기(free radical) 등의 산화제가 고농도로 

포함되어 있다1,2. 이러한 산화제 물질들은 강한 산화

자극을 유발하며, 폐에 염증세포의 모집와 활성화를 

래하고 활성산소(reactive oxygen species, ROS) 

과 활성질소(reactive nitrogen species, RNS) 등의 독

성 사물질을 생성한다3. 흡연으로 발생되는 산화제

와 항산화제의 불균형은 만성폐쇄성폐질환 등의 다양

한 질환과 연 성이 있는 것으로 알려져 있다4.

최근 흡연물질  nicotine이 활성산소의 생산을 증

가시키며, 이 과정에는 NF-κB가 여한다는 보고들

이 있었으나5,6, 아직 각각의 흡연물질들과 항산화제의 

발 과의 시간  연 성에 한 구체  실험결과가 

보고된 바 없다.

본 연구는 기 지상피세포에 표 인 흡연물질인 

benzopyrene, nicotine과 cotinine에 각각 노출되었을 

때 항산화제인 CuZnSOD, thioredoxin 과 glutathione 

reductase들의 유 자가 시간에 따라 발 되는 변화

를 분석하고, 이 기 에 항산화효소의 조 기능에 

요한 사인자로 알려진 NF-kB 의 여여부를 확인

하고자 하 다.
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Cu/Zn Superoxide dismutase(genebank ID=36541) CDS-nt* 47 5’ AGGGCATCATCAATTTCGAG 3’(forward)

Cu/Zn Superoxide dismutase (genebank ID=36541) CDS-nt* 263 5’ ACATTGCCCAAGTCTCCAAC 3’(reverse)

Thioredoxine(genebank ID=50592993) CDS- nt* 5 5’ TGAAGCAGATCGAGAGCAAG 3’(forward)

Thioredoxine(genebank ID=50592993) CDS- nt* 278 5’ TTGGCTCCAGAAAATTCACC 3’(reverse)

Glutathione Reductase(genebank ID= 31824 ) CDS- nt* 977 5’ GCATCTATGCAGTTGGGGAT 3’(forward)

Glutathione Reductase(genebank ID= 31824 ) CDS- nt* 1409 5’ GTAGGGTGAATGGCGACTGT 3’(reverse)

GAPDH(genebank ID=53734501) CDS-nt* 18 5’ CGGAGTCAACGGATTTGGTCGTAT 3’(forward)

GAPDH(genebank ID=53734501) CDS-nt*324 5’ AGCCTTCTCCATGGTGGTGAAGAC 3’(reverse)

* CDS-nt: nucleotide number in coding sequence of the DNA

Table1. Primers for RT PCR of antioxidants and oxidants from Beas2B cell

상  방법

Cell culture and treatment with benzopyrene, 

nicotine and cotinine

인체 기 지 상피세포주인 Beas2B세포(ATCC, 

USA)를 10% fetal bovine serum, 1% penicillin- 

streptomycin을 함유한 RPMI1640 배양액 (Invi-

trogen, USA) 을 사용하여 배양하 다. Beas2B세포

의 흡연물질 처리를 하여 100 mm 세포배양 에서 

8 ml의 배양액당 benzopyrene(Sigma, USA), nico-

tine(Sigma, USA), cotinine(Sigma, USA) 각각의 농

도가 150 nM, 10 mM, 10 mM이 되도록 이들 물질을 

첨가하 다. 

Quantitative analysis of the expression of 

antioxidant factors

Benzopyrene, nicotine 는 cotinine으로 각각 처

리한 Beas2B세포에서 항산화제의 발  정도를 비교

분석하기 하여, 각 흡연물질 처리 후 30분, 1시간, 4

시간, 24시간, 48시간, 72시간에 Beas2B세포로부터 

Trizol(Invitrogen, USA)을 사용하여 total RNA를 추

출하 다. RNA(3 µg)를 Superscript II RT (Invi-

trogen, USA), Oligo(dT)12-18(0.5 µg/µl)  Random 

hexamers(50 ng/µl)와 함께 제조사의 실험방법

(GIBCO BRL, Cat. No. 11904-018)에 따라 역 사하

다. 이 과정으로부터 생성된 cDNA를 유 자증폭반

응의 template로 사용하여 Cu/Zn Superoxide dismu-

tase(genebank ID=36541), thioredoxine (genebank 

ID= 50592993), glutathione reductase (genebank ID= 

31824) 와 GAPDH(Genebank ID: 53734501)의 coding 

sequence 편 일부들을 증폭하 다(Table 1). 이 증

폭과정은 Techgene thermal cycler(Techne, UK)를 

이용하 으며 20 ul의 유 자 증폭반응액은 3 ul의 

cDNA, 5.2 ul의 5M betaine (Sigma, USA), 0.5 ul의 

DMSO(Sigma, USA), 0.3 ul의 Taq polymerase(5 

unit/ul, TAKARA EX Taq) 등으로 조성되었다. 유

자증폭반응 조건은 denaturation, annealing  

extension을 각기 98℃에서 10 , 60℃(최 온도)와 

50℃(최종온도)사이의 touchdown방법으로 30 , 7

2℃에서 1분씩 총 30회를 시행하 다.

유 자 증폭반응의 결과는 상기한 유 자증폭반응

시료 10 ul씩을 1% agarose gel 기 동으로 분석한 

뒤, gel documentation system으로 촬 하고 각 DNA 

band의 도를 Quantity One 로그램 (version 4.6.2, 

BioRad, USA)으로 측정하 다.

NF-kB reporter assay with A549 and Beas2B 

cells which were treated by benzopyrene, 

nicotine and cotinine

인체 기 지 상피 세포주인 Beas2B를 상으로 

NF-kB reporter유 자(Clontech, USA)를 lipofectin 

(Invitrogen, USA)을 이용하여 transfection시 상세

포 1.4x10
5
개를 six well 배양 의 배양액 2 ml씩에 풀

어서 배양하 다. 배양세포의 도가 50%에 도달하

을 때 새로운 배양액으로 교체하고 37℃의 CO2배

양기에 두었다가 1시간 뒤에 transfection과정을 시행

하 다. Transfection에 사용할 DNA는 1μg농도로 

Opti-MEM reduced serum medium(Invitrogen, 
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Figure 1. Expression of antioxidants of Beas2B cell treated with smoke components(benzopyrene, nicotine, 
cotinine) at 0.5, 1, 4, 24, 48, 72hrs post-treatment time.
The expression level of CuZnSOD(A), thioredoxin(B), and glutathione reductase(C) as an intracellular antioxidants 
was analyzed after treatment of Beas2B cell with benzopyrene, nicotine, or cotinine. Those levels were determined 
as the PCR band intensities measured by Quantity One program(Bio-Rad).The fold change was calculated as the 
expression level of an antioxidant from Beas2B cell treated with a smoke component divided by the level of 
negative control(no treatment of smoke components) at individual post-treatment time.

USA) 100 μl에 혼합하 다. 이후 lipofectin(Invitro-

gen, USA) 10 μl를 Opti-MEM reduced serum 

medium(Invitrogen, USA) 100 μl에 혼합하여 실온에 

30분간 두었다. 이후 DNA용액과 lipofectin용액을 혼

합하여 실온에서 15분간 두었다. 동시에 배양세포를 

Opti-MEM reduced serum medium(Invitrogen사, 

USA)로 세척하 다. 마지막으로 Opti-MEM reduced 

serum medium(Invitrogen사, USA) 800 μl를 DNA- 

lipofectin혼합액 200 μl에 첨가하여 세포에 가하 다. 

이후 37℃의 CO2배양기에 5시간 동안 두었다가 

serum함유 DMEM배양액 2 mL로 교환하여 48시간 

동안 37℃ 배양기에서 배양하 다.

이후 배양된 세포를 PBS용액으로 2회 세척하고 세

포용해액 200 μl씩을 가하여 -70℃에서 30분간 두었

다. 이후 실온에서 녹인 후 cell scraper로 용해된 세포

를 어 모아서 얼음 의 microfuge 에 모았다. 

3,000 xg에서 5분간 원심분리한 뒤 상청액을 새로운 

microfuge 에 옮기고 96 well의 luminometer mi-

crowell plate에 한 well당 40 μl를 가하 다. 이후 

luciferase assay 시약A와 시약B (BD Pharmingen, 

USA)를 증류수 10 mL씩에 녹여서 Berthold micro-

plate luminometer(Berthold Detection Systems, 

Germany)를 이용하여 luciferase activity를 측정하 다.

결 과

CuZnSOD의 생성은 benzopyrene, nicotine, cotinine

을 처리한 지 30분 후 각각이 GAPDH에 비해 0.9배, 

0.7배  0.9배이었으며, 1시간 후 0.89배, 1.08배, 0.58

배, 4시간 후 1배, 1.1배 1.68배, 24시간 후 0.64배 1.03

배, 0.73배, 48시간 후 0.84배, 0.99배, 0.85배, 72시간 

후 0.93배, 0.94배, 0.88배이었다(Figure 1A, Figure 2).
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Figure 2.. RT PCR of antioxidants of Beas2B cell treated with smoke components.
PCR results of cDNA from Beas2B cell with no treatment(A. CONTROL) or with 150nM BENZO(a)PYRENE(B. 
BENZOPYRENE) or with 10mM NICOTINE(C. NICOTINE) or with 10mM COTININE(D. COTININE) were taken at  
0.5, 1, 4, 24, 48, 72 hrs post-treatment. 
CuZnSOD1 - Cu/ZnSuperoxide Dismutase(217bp)
TR2 - Thioredoxin(274bp)
GR3 - Glutathione Reductase(433bp)
GAPDH(307bp)
 Size marker(GeneRuler DNA Ladder Mix, Fermentas)
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Figure 3. Effect of smoke components on NFkB 
reporter activity of respiratory tract cells
The regulatory mechanism of antioxidant by smoke 
component was investigated concerned with NF-kB 
activation. NFkB reporter DNA(Clontech ,USA) was 
transiently transfected into Beas2B cell with Lipofectin 
Reagent® (Invitrogen, USA) and Firefly luciferase assay 
was done. Cotinine and benzopyrene as smoke 
components stimulated the activity of NFkB reporter of 
Beas2B cell lines.

Thioredoxin의 생성은 benzopyrene, nicotine, 

cotinine을 처리한 지 30분 후 각각이 GAPDH에 비해 

1.25배, 1.14배, 1.3배이었으며, 1시간 후 1.62배, 1.74

배, 1.24배, 4시간 후 1배, 1.16배, 1.22배, 24시간 후 

0.79배, 0.94배, 0.76배, 48시간 후 0.92배, 0.86배, 0.85

배, 72시간 후 0.82배, 0.83배, 0.95배이었다(Figure 1B, 

Figure 2).

Glutathione reductase의 생성은 benzopyrene, 

nicotine, cotinine을 처리한 지 30분 후 각각이 

GAPDH에 비해 1.07배, 1.09배, 1.2배이었으며, 1시간 

후 1.04배, 1.36배, 1.14배, 4시간 후 1배, 0.78배, 1.14

배, 24시간 후 0.93배, 0.97배, 0.94배, 48시간 후 0.96

배, 0.93배, 0.9배, 72시간 후 0.71배, 0.95배, 0.98배이

었다(Figure 1C, Figure 2).

Beas2B세포에서 benzopyrene  cotinine에 의해 

NF-kB reporter의 활성도가 조군에 비해 증가되었
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지만, nicotine에 의한 증가소견은 찰할 수 없었다

(Figure 3).

고 찰

흡연물질  benzopyrene은 발암물질로 알려져 있

는 동시에 항산화기 의 억제효과에 의해 에 동

맥경화증을 래하는 기 이 보고된 바 있다
8
.  

Nicotine은 세포내 사인자인 NF-kB를 활성화시키

며 활성산소 생산을 증가시키는 것으로 보고되어 있

으며
5,6
, nicotine의 인체 사 산물인 cotinine은 인체

내 반감기가 최  20시간 정도로 유지되므로 nicotine

자체보다 인체내 잔류시간이 훨씬 길다. 항산화기

에 한 역할 한 nicotine자체보다 강력할 것으로 

단되는데 cotinine은 nicotine과 함께 세포내 수산화

기(OH) 발생을 진시킨다고 보고되어 있다
9,10
.  

항산화인자인 비타민 C, E등과 beta-carotene등의 

농도는  cotinine농도와 역비례 계를 갖는데 

흡연정도가 심할수록  cotinine농도는 높고, 항산

화인자의  농도는 낮게 나타난다
10
.

CuZnSOD는 폐조직을 산화력으로부터 방어하는 

superoxide dismutase(SOD) 종류  mitochondiral 

SOD와 함께 세포 내 SOD 농도를 유지하는 항산화효

소로서 폐조직의 염증반응시에 농도가 증가되며 천식

환자의 경우 폐조직에서 그 농도가 감소되어 있는 것

으로 보고되어 있다
11-14
. 본 연구에서 benzopyrene, 

nicotine 그리고 cotinine을 처리 한 후 경과시간 별 항

산화인자의 변화는 일정하게 감소 는 증가되는 경

향을 보이지 않았다. 즉, CuZnSOD의 경우 benzo-

pyrene에 노출된 Beas2B세포로부터 경과시간별로 30

분과 1시간까지는 감소되었다가 4시간에는 정상화되

었고 24시간 경과 시 가장 히 감소되었으며 48시

간과 72시간 경과 시까지 감소된 상태가 유지되었다. 

그러나 nicotine을 처리한 경우 CuZnSOD는 30분 경

과 시 가장 히 감소되었다가 48시간까지는 약간 

증가되거나 정상 수 을 유지하 다. Cotinine을 처리

한 경우 CuZnSOD는 1시간 경과 시에 가장 히 

감소되었다가 4시간 경과 시 가장 히 증가되었으

며 그 외 경과시간에는 감소된 수 을 유지하 다. 이

상의 결과를 종합하여 보면 CuZnSOD는 Beas2B세포

에서 benzopyrene  cotinine에 의해 일부 경과시간

에 따른 발 량의 변동이 보 지만, 30분으로부터 72

시간에 이르기까지 반 으로 감소되는 것으로 보

여, CuZnSOD는 흡연물질에 의해 억제 되는 것으로 

해석된다.

Thioredoxin은 유핵세포와 무핵세포 모두에서 존

재하며 세포의 산화환원반응에 핵심역할을 갖는 단백

질로
3,15
, 흡연물질에 노출된 세포에서 그 발 량이 증

가된다고 보고되어 있으며
3
 폐조직의 염증반응을 억

제하는 역할을 갖는 것으로 보고되어 있다
14
. 본 연구

결과에서는 benzopyrene, nicotine, cotinine을 처리한 

후 기존의 보고내용과 일치하게 30분부터 4시간에 이

르기까지 thioredoxin 발 량은 증가되었으나, 경과시

간 24시간부터 72시간에 이르는 장시간의 경과시간에

서는 그 발 량이 감소되었다.

Glutathione reductase의 경우 흡연자의 구에

서 그 발 량이 증가된 것으로 보고된 바 있으며
16
, 본 

연구에서는 thioredoxin의 경우와 비슷하게 benzopy-

rene, nicotine, cotinine을 처리한 후 30분부터 4시간

에 이르기 까지는 발 량이 증가 되었으나, 24시간부

터 72시간에 이르는 장기간의 경과시간 에는 그 발

량이 감소되어 찰되었다.

기 지 세포들이 흡연물질에 노출 시 어떠한 신호

달기 에 의해 항산화제의 발  변화를 일으키는 

지는 구체 으로 규명된 바 없지만, 세포핵 사인자

인 NF-kB가 여할 것이라는 보고가 있고
5,6
, 본 연구

에서도 Beas2B세포에서 benzopyrene  cotinine에 

의한 NF-kB발 량의 증가 가능성을 확인하 다. 그

러나, nicotine은 기존의 실험결과들과는 달리 NF-κB

의 발 을 증가시키지 않았다. 이는 nicotine의 처리농

도나 처리시간 등의, 실험조건 차이 는 기존보고와 

달리 nicotine이 NFkB발 에 향을 끼치지 않았을 

가능성을 의미하는 것으로서 추후 연구를 통해 확인

하는 것이 필요할 것으로 생각된다.

결론 으로 본 연구에서는 흡연물질인 benzopy-

rene, nicotine  cotinine등에 의해 처리된 기 지상

피세포인 Beas2B세포에서 CuZnSOD, thioredoxin, 

glutathione reductase등의 항산화제 발 량이 처리 
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후 경과시간 별로 증감되는 것을 확인하 다. 즉, 

thioredoxin과 glutathione reductase의 경우는 처리 

후 4시간 이내의 기 노출시간에는 증가하는 양상을 

보 지만, 흡연물질 처리후 24시간 이상 경과시에는 

CuZnSOD, thioredoxin, glutathione reductase 3가지 

모두의 발 량이 억제되는 것을 확인하 다. 이상의 

소견을 종합하여 보면 흡연에 의한 폐조직 손상은 독

성 흡연물질에 노출 후 조기 성기에 일어나는 손상 

뿐 아니라, 24시간 이상 장시간동안 노출되었을 경우

엔 항산화제들의 억제로 인한, 산화제와 항산화제의 

불균형이 유발되면서 발생할 것이라고 사료된다. 

요 약

흡연물질로서 benzopyrene, nicotine  cotinine등

은 기 지상피세포인 Beas2B에서 CuZnSOD, thiore-

doxin, glutathione reductase 등의 발 량에 향을 

주며 특히 thioredoxin  glutathione reductase의 발

량을 노출 후 30분에서 4시간 경과 시간 에 증가

시켰다가 24시간 이후에는 억제하는 특징을 나타내었

다. 상기한 흡연물질에 의한 항산화효소의 조 기

에는 사인자인 NF-kB가 여하는 것으로 추정되

었다.
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