
J. ENVIRON. TOXICOL.
Vol. 24, No. 1, 33~41 (2009)

서 론

환경 내 독성 물질 가운데 TCDD (2,3,7,8-Tetrach-

lorodibenzo-p-Dioxin)를 비롯한 dioxin-like com-

pound들은 발암성, 최기형성 물질로 알려져 있다

(Biswas et al., 2008). 그 중 독성이 가장 강한 TCDD

는 사람은 물론 생태계에 해로운 영향을 미치며 발

암 촉진, 간 독성, 발육 억제, 면역 억제 등과 같은

병리학적 작용을 갖는다(Poland et al., 1982; Davis

et al., 1990). Dioxin류는 종이와 펄프 표백, 쓰레기
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ABSTRACT

Among the toxicants in the environment dioxin-like compounds, including TCDD (2,3,7,8-Tetrachlorodibe-

nzo-p-Dioxin), are well known as carcinogen and teratogen. TCDD the most toxic of these compounds, may

result in a wide variety of adverse health effects in humans and environment, including carconogenesis, hepa-

totoxicity, teratogenesis, and immunotoxicity. Also TCDD increases superoxide, peroxide radicals and induces

oxidative stress that leads to breakage of DNA single-strand and mitochondrial dysfunction. Recently, there have

been reports that persistent organic pollutants (POPs) may be causing metabolic disease through mitochondrial

toxicity. In order to examine if dioxin brings about toxicity on mitochondria directly, we measured the change

of the mitochondrial membrane potential after exposure to TCDD using JC-1 dye. After short time exposure of

dioxin, mitochondrial depolarization was observed but it recovered to the control level immediately. This

TCDD effect on mitochondrial membrane potential was not correlated either to the production of reactive oxy-

gen species (ROS) or extracellular Ca2++ by TCDD. 

Less than 2 hours exposure of TCDD did not show any change in ROS production but 0.25 nM TCDD for 48

hours or 0.5 nM TCDD for 12 hours exposure did increase in ROS production. Under these conditions of ROS

production by TCDD, no changes in the mitochondrial membrane potential by TCDD was observed. 
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소각, 병원성 독성 물질 배출, PCB 소재의 변압기

에서의 점화, 제련소에서의 소각, chlorophenoxy 제

초제 생산 등의 과정에서 발생하는 환경 오염 물

질로 우리 대부분의 체내에서 검출되며 대부분 지

방 조직에 축적되어 있기 때문에 극소량만으로도

만성 독성 작용을 나타낼 수 있다(Tiernan et al.,

1985; Arisawa et al., 2005). Dioxin류를 비롯한 할로

겐화 방향족 탄화 수소류는 다양한 독성 작용과

생화학적 변화를 일으키기 때문에 최근 몇 년 동

안 관심이 증가해 왔다(Mitrou et al., 2001).

TCDD는 CYP 1 familiy를 유도하여 superoxide,

peroxide radicals와 같은 활성 산소를 생성하고 산

화적 스트레스를 일으키며 이로 인해 DNA 단일 가

닥을 절단한다고 알려져 있다 (Park et al., 1996;

Hassoun et al., 2002; Senft et al., 2002b; Shen et al.,

2005). 뿐만 아니라 TCDD는 mitochondria의 호흡

계 사슬에도 작용하여 활성 산소 생성을 증가시킨

다(Senft et al., 2002a). 이러한 산화적 스트레스는

DNA, 단백질, 지질 등과 같은 biomolecules에 독성

효과를 일으킬 수 있고 산화 환원 반응성 대사 및

신호전달계와 병리학적 상태의 조절을 방해한다.

또한 mitochondria DNA의 mutation/deletion을 일

으키고 핵으로의 스트레스 신호 전달을 유발하여

미토콘드리아의 기능 장애를 유발한다.

세포의 에너지 발전소인 미토콘드리아는 대부분

의 ATP를 생산한다. 그래서 미토콘드리아에 손상

이 생기면 ATP 감소는 물론 세포 사멸 및 괴사를

유발한다. 독성 물질에 의해 호흡계 사슬이 방해를

받거나 손상되면 미토콘드리아 막 전위차가 감소하

게 되고 활성 산소가 생성되어 미토콘드리아 DNA

를 손상하거나 돌연변이를 일으킨다. TCDD는 미

토콘드리아 호흡 사슬 내에서 complex II와 III의

inhibitor로 작용하며 cytochrome oxidase의 활성을

감소시켜 전자 흐름을 방해하고 그로 인해 활성 산

소는 더욱 증가하게 된다. 또한 TCDD에 의해 com-

plex III가 감소하게 되면 liver ubiquinone (Q) level

도 현저히 감소하게 되며 ATP 생산도 감소한다.

TCDD에 의해 미토콘드리아의 glutathion redox

state가 증가하면 미토콘드리아 내막의 전위차가

손실되어 탈분극이 일어난다(Shen et al., 2005). 이

러한 요인들에 의해 손상된 미토콘드리아 DNA는

호흡 사슬 내에 비정상적인 단백질을 생산하여 전

자의 흐름을 방해하고 활성산소는 permeability tran-

sition pore (PTP)를 열어 미토콘드리아로부터 apop-

totic 단백질을 내보내 세포 사멸을 유도한다. PTP

는 미토콘드리아 외막과 내막 사이의 대사체 교환

에 작용하는데 이 때 Ca2++가 중요한 조절자로 작

용한다. 세포에 Ca2++가 과부하 되거나 intracellular

Ca2++농도에 혼란이 일어나면 세포 독성을 유발하

여 세포 사멸 및 괴사를 촉진한다는 사실은 잘 알

려져 있다(Orrenius et al., 2003). Ca2++와 산화적 스

트레스는 PTP 조절자로서 “pore opening”을 유도하

여 mitochondrial pro-apoptotic 단백질인 cytochrome

c 및 다른 apoptotic 단백질들을 방출시키며 막 전

위차 손실을 유발하게 된다. 이것은 더 많은 활성

산소의 생성과 caspase 활성으로 이어져 결국 PTP

가 열리고 세포 사멸 및 괴사가 일어나게 된다.

TCDD가 intracellular Ca2++농도를 증가 시켜 미토

콘드리아 막을 탈분극화 시키고 나아가 세포 생존

률을 감소시킨다는 결과가 보고된바 있다(Piaggi et

al., 2007). 따라서 위의 사실을 근거로 하여 본 실

험에서는 TCDD에 의한 미토콘드리아 내막의 전위

차변화및활성산소생성을연구하고자 하였다. 

WHO (world health organization)에서 발표한 자

료에 따르면 사람에게 허용된 TCDD의 Tolerable

body burden range는 2.8~7.3 ng/kg으로 사람의 평

균 체중이 70 kg이며 평균 혈액양이 5 L인 점을 고

려하면 이는 0.12 nM~0.32 nM에 해당하는 값이다.

또한 미국 FDA에서는 건강 장애를 일으키는

TCDD 최저용량을 14 ng/kg으로 정하고 있는데 이

는 0.61 nM에 해당한다. 따라서 본 실험에서는 사

람에게 허용된 TCDD의 Tolerable body burden range

양과 건강 장애를 일으키는 최저 용량을 고려하여

세포에 처치할 TCDD 농도를 0.25 nM과 0.5 nM로

정하였다. 

재료 및 방법

1. 실험 재료

2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin은 NIH, U.S.A

로부터 제공 받았고, MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-

2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide], dichloro-di-

hydrofluorescein diacetate (H2DCF-DA), ethylene-

diamine-tetraacetic acid (EDTA), Vitamin. C, dime-

thyl sulfoxide (DMSO), tris-base, sodium chloride, d-
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glucose, sucrose, fluorescamin, sodium phosphate

monobasic, sodium phosphate dibasic, sodium bicar-

bonate, ampicillin-Na salt, potassium chloride, ethi-

dium bromide, N-[2-hydroxyethyl]piperazine-N′-[2-

ethanesulfonicacid] (HEPES), Mitochondria Stain-

ing Kit 는 Sigma (St. Louis, MO, U.S.A.) 제품을 사

용하였다.

2. 실험 방법

1) 세포 배양

HepG2 (Hepatocellular carcinoma, human) 세포는

10% FBS-DMEM 배지를 사용하여 3일에 1회 1 : 3

의 비율로 계대 배양하였다. HepG2 세포는 37�C,

5% CO2 배양기 내에서 배양하였고 trypsin-EDTA

(0.05%)를 사용하여 계대 배양하였다

2) Cell growth assay (MTT assay) 

96 well plate에 2,500 cells/well이 되도록 cell을

파종한 후 24시간 동안 배양하고 DMSO 0.1%,

H2O2 1 mM, 5 mM, TCDD 2.5×10-10 M, 5.0×10-10 M

을 2시간, 4시간, 8시간, 12시간, 24시간, 48시간 동

안 처치했다. 각각의 시험물질 처치가 끝나면 cell

에 1 mg/mL MTT를 넣고 37�C 암소에서 4시간 배

양했다. MTT 용액을 제거한 후 Solubilization solu-

tion (DMSO)를 각 well에 100 μL씩 넣고 30분간

암소에서 50 RPM으로 흔들어 formazan crystal을

용해시켰다. 이 assay에서 MTT는 대사 활성된 cell

의 mitochondria dehydrogenase enzyme에 의해 dark

blue formazan crystal로 분해된다. ELISA read-er

(Bio-Rad, Hercules, CA)를 이용하여 570 nm에서

직접 dye를 정량했다. 세포 생존률은 음성 대조군

값에 대한 퍼센트로 구했다.

3) Mitochondria staining

(1) Chemical 처치

96 well plate에 2,500 cells/well이 되도록 cell을

파종한 후 24시간 동안 배양하고 DMSO 0.1%,

H2O2 1 mM, TCDD 2.5×10-10 M, 5.0×10-10 M을 처

치하였다. 

(2) Mitochondria staining

Mitochondria staining은 Mitochondria Staining Kit

(Sigma)를 사용하여 수행하였다. 약물 처치가 끝난

cell의 배지를 버리고 염색 용액과 배지를 1 : 1로

혼합한 염색 혼합액 200 μL를 각 well에 넣어 주고

37�C, 5% CO2조건 하에서 cell을 20분간 배양하였

다. 염색 혼합액을 제거하고 cell을 2번 씻어준 다

음 새 배지를 넣어주고 Fluorescence microplate

reader로 형광을 측정하였다. 이 때 JC-1 monomer

의 excitation/emission 파장은 490/530 nm로, JC-1

aggregates의 excitation/emission 파장은 525/590

nm로 형광을 측정하였다. 

4) Reactive Oxygen Species (ROS) assay

96 well plate에 2,500 cells/well이 되도록 cell을

파종한 후 24시간 동안 배양하여 DMSO 0.1%,

H2O2 1 mM, TCDD 2.5×10-10 M, 5.0×10-10 M을 처

치하고 2,7-dichlorodihydrofluorescein diacetate

(DCF-DA) 10 μM을 처치한 후 시간별로 485/530

nm에서 형광을 측정하였다. 이 형광값은 MTT assay

에서 구한 세포 생존률로 보정하였다. 

5) 통계 분석

결과는 평균값±표준편차로 나타내었고, 통계 분

석은 t-test, One way ANOVA test, Two way ANOVA

test를 이용하였다. 각 결과를 음성 대조군과 비교

하여 평가하였고, P value가 0.05 이하인 경우 유의

성 있는 변화로 인정하였다. 

결 과

1. MTT assay

TCDD가 세포독성을 일으켜 세포의 생존 또는

증식에 영향을 미치는지 알아보기 위해 MTT assay

를 수행했다. 음성 대조군은 DMSO 0.1% 및 멸균

증류수, 양성 대조군은 1 mM H2O2를 각각 처치한

것이며 TCDD는 2.5×10-10 M, 5.0×10-10 M 로 처

치하였다. 2시간, 4시간, 8시간, 12시간, 24시간, 48

시간 동안 세포에 시험물질을 처치한 후 MTT

assay를 수행하고 570 nm에서 formazan dye의 흡

광도를 정량하였다. 

양성 대조군인 1 mM H2O2의 경우 음성 대조군

인 멸균 증류수에 비해 유의적으로 세포 독성이

일어나 살아있는 세포수가 감소하였다. 음성 대조

군을 처치했을 때, 살아있는 세포 수를 100%라고
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한다면 1 mM H2O2의 경우 세포에 처치하고 4시간,

8시간, 12시간, 24시간, 48시간이 경과하였을 때 살

아있는 세포 수는 42.0%, 24.9%, 20.4%, 33.5 %,

8.1%로 음성 대조군에 비해 유의적으로 감소하였

다. 또한 H2O2를 처치했을 때 시간의 흐름에 따라

살아있는 세포 수가 어떤 차이를 보이는지 알아보

고자 One way ANOVA test로 유의성 검사를 한 결

과 1 mM H2O2의 경우 0 time으로부터 4시간, 8시

간, 12시간, 24시간, 48시간 경과하였을 때 세포

수가 유의적으로 감소하였다. 따라서 양성 대조군

인 H2O2의 경우 처치 시간에 따라 살아있는 세포

수가 유의적인 차이를 보였으며 두 요인 간에 유

의적인 상관성이 성립함을 알 수 있었다. 이 사실

을 통해 MTT assay를 통한 세포 독성 측정 실험이

제대로 이루어졌음을 알 수 있었다.

TCDD는 2.5×10-10 M, 5.0×10-10 M 두 농도 모

두 모든 처치 시간에서 음성 대조군인 0.1% DMSO

와 유의적인 차이를 보이지 않았다. 또한 TCDD를

각 농도 별로 처치했을 때 시간의 흐름에 따라 살

아있는 세포 수의 차이 및 농도간의 차이를 보이

는지 알아보고자 Two way ANOVA test로 유의성

검사를 한 결과 두 가지 요인 모두에 의해 살아있

는 세포 수가 유의적으로 변하지 않고 음성 대조군

수준을 나타냈으며 또한 두 요인 사이에 유의적인

상관성도 성립되지 않았다(Fig. 1). 위 결과를 통해

저농도의 TCDD는 세포 독성을 일으키지 않으며

세포 성장 및 생존에 크게 영향을 미치지 않음을

알 수 있었다. 

2. TCDD에 의한 미토콘드리아 내막의

전위차 변화

HepG2 cell을 96 well plate에 2,500 cells/well이

되도록 seeding한 후 24시간 동안 배양하고 음성

대조군으로 DMSO 0.1%, 양성 대조군으로 1 mM

H2O2를 처치하고 TCDD 2.5×10-10 M, 5.0×10-10 M

을 각각 처치하였다. 5분, 10분, 15분, 30분, 1시간, 2

시간, 4시간, 8시간, 12시간, 24시간, 48시간 동안 세

포에 시험 물질을 처치한 후 미토콘드리아의 막

전위차(ψ) 변화를 알아보았다. 미토콘드리아의 내

막 전위차 손실은 세포 사멸 초기 단계에서 나타

나는 특징이다. 따라서 막 전위차 변화를 통해 세

포 사멸이 일어난 정도를 추측할 수 있다. 미토콘

드리아의 내막 전위차(ψ)가 감소하는지 여부는 양

이온성, 지용성 dye인 JC-1 (5,5′,6,6′-tetrachloro-

1,1′,3,3-tetraethlybenzimidazolocarbocyanine iodide)

을 이용하여 알아보았다. 정상 세포에서는 막 전위

차 때문에 JC-1 dye가 집합체 형태로 미토콘드리아

의 matrix에 모여 있다가 막 전위차 손실이 일어나

면 단량체 형태로 바뀌면서 미토콘드리아에만 모

여 있지 못하고 세포 전체에 퍼지게 된다. 이 때 집

합체와 단량체에서 발생하는 형광의 파장이 다르

므로 그 차이를 이용하여 막 전위차 손실 여부 및

정상 세포와 apoptotic cell을 구별할 수 있다. 실험

결과 음성 대조군의 내막 전위차 변화를 100% 라

고 했을 때 1 mM H2O2를 처치한 경우 8시간 이후

부터 254%, 205%, 144%, 237%로 미토콘드리아 내

막의 전위차 손실이 유의적으로 증가하였다. 1 mM

H2O2처치 시 처치 시간별 차이를 알아보고자 One

way ANOVA test로 유의성 검사를 한 결과 0 time

으로부터 모든 처치 시간에서 유의적인 차이를 보

였다. 이를 통해 양성 대조군인 H2O2의 경우 시험

물질 처치 시간에 따라 유의적으로 미토콘드리아

내막의 전위차 손실이 증가하였음을 알 수 있었고

이를 통해 미토콘드리아 염색 시험법이 제대로 이

루어졌음을 확인할 수 있었다. TCDD의 경우 세포

에 처치한지 10분이 지났을 때 미토콘드리아 내막

의 전위차 손실이 유의적으로 증가 하였다. 0.1%

DMSO 대조군의 내막 전위차 변화를 100%라고
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Fig. 1. Effects of TCDD on cytotoxicity. HepG2 cells were
plated in 96 well plates at a density of 2,500 cells per
well. The following day, HepG2 cells were treated
without (0.1% DMSO) or with TCDD for 2 hrs, 4
hrs, 8 hrs, 12 hrs, 24 hrs, 48 hrs. Cell growth and via-
bility was determined by absorbance at 570 nm. Data
are expressed as mean±S.D. (n==4). *** : Signifi-
cantly different from 0 time (p⁄0.001)



했을 때 2.5×10-10 M TCDD의 경우 176%, 5.0×

10-10 M TCDD의 경우 183%로 내막 전위차 손실

이 TCDD 농도에 의존적으로 증가하였다. 그런 다

음 TCDD 처치 후 15분이 지났을 때 미토콘드리아

내막의 전위차는 음성 대조군 수준으로 회복되었

다가 2.5×10-10 M TCDD를 2시간, 4시간 동안 세

포에 처치했을 때 각각 118%, 117%로 전위차 손실

이 약간 증가하였다. 그러나 5.0×10-10 M TCDD의

경우 미토콘드리아 내막의 전위차 변화가 음성대

조군 수준을 보이며 손실이 일어나지 않았다(Fig.

2). 이 결과로 미루어 TCDD를 처치한 후 단시간

내에 미토콘드리아 손상이 일어나 미토콘드리아

내막의 전위차가 손실되었으나 이는 얼마 지나지

않아 회복되었음을 알 수 있었다. 

3. TCDD에 의한 미토콘드리아 손상 시

Ca2++의 작용

TCDD가 intracellular Ca2++농도를 증가시켜 미토

콘드리아 내막이 탈분극화 되고 세포 독성 및 세포

사멸이 발생하는 것은 아닌지 알아보기 위해 0.2

mM EDTA를 TCDD와 함께 병용 처치하고 위와

같은 처치 시간에 미토콘드리아 내막의 전위차 변

화를 측정해 보았다. EDTA는 금속 이온의 킬레이

트제로 세포 외 Ca2++가 세포 내로 들어가는 것을

막아주는 역할을 한다. 2.5×10-10 M TCDD와 0.2

mM EDTA를 함께 처치하고 10분이 지났을 때 미

토콘드리아 막 전위차 손실 정도를 측정해보니 오

히려 TCDD 단독 처치 때보다 유의적으로 더 많이

증가하였다. 이는 5.0×10-10 M TCDD와 0.2 mM

EDTA를 함께 처치하고 10분이 지난 후 측정했을

때에도 동일한 결과가 얻어졌다. 또한 2.5×10-10

M, 5.0×10-10 M TCDD 각각을 EDTA와 병용 처치

한 후 15분까지 측정한 값의 변화와 EDTA를 단독

처치하고 15분 이내에 측정한 값의 변화 양상이

유사한 점으로 미루어 미토콘드리아 내막 전위차

손실이 증가한 것은 EDTA 자체의 영향이라고 판

단된다. 그리고 2.5×10-10 M, 5.0×10-10 M TCDD

각각을 EDTA와 함께 병용 처치하고 30분, 1시간,

2시간이 경과한 후 측정한 값은 TCDD를 단독 처

치했을 때와 달리 유의적으로 미토콘드리아 내막

의 전위차 손실이 증가하였다 (Fig. 3). 위의 결과를

통해 EDTA가 세포 외 Ca2++가 세포 내로 들어가는

것을 막아주어 미토콘드리아 손상을 감소시키기보

다 그 자체로써 내막 전위차 손실을 증가시켰음을

알 수 있었다. 따라서 TCDD가 세포 외 Ca2++를 세

포 내로 들여보내 intracellular Ca2++농도에 혼란을

일으켜 미토콘드리아 내막 전위차 손실을 일으키

는 것은 아님을 추측할 수 있었다. 
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Fig. 2. Efect of TCDD on mitochondrial electrochemical
potential gradient (ψ) in HepG2 cells. HepG2 cells
were treated without (0.1% DMSO) or with TCDD
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hrs, 8 hrs, 12 hrs, 24 hrs. After staining with JC-1,
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cence (JC-1 aggregates) were measured using a fluo-
rescence microplate reader. Ratio of JC-1 monomers
: aggregates are expressed as mean±S.D. (n==4).
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HepG2 cells. HepG2 cells were treated without (0.1
% DMSO, 0.2 mM EDTA) or with TCDD for 5
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mers) and red fluorescence (JC-1 aggregates) were
measured using a fluorescence microplate reader.
Ratio of JC-1 monomers : aggregates are expressed
as mean±S.D. (n==4). *** : Significantly different
from 0 time (p⁄0.001)



4. TCDD에 의한 미토콘드리아 손상 시

활성 산소의 작용

TCDD에 의한 미토콘드리아 내막 전위차 손실

이 활성 산소 증가에 의한 것은 아닌지 알아보기

위해 TCDD와 항산화제로 널리 알려진 Vitamin C

를 병용 처치하고 미토콘드리아 내막 전위차 변화

를 측정해 보았다. Vitamin C는 활성 산소 생성을

억제한다고 널리 알려진 물질로 항산화제 역할을

한다. 먼저 2.5×10-10 M TCDD와 1 μM Vitamin C

를 병용 처치하고 5분, 10분, 15분, 30분, 1시간, 2 시

간 경과했을 때 미토콘드리아 내막의 전위차 변화

를 측정해 보았다. 2.5×10-10 M TCDD를 단독 처

치했을 때 10분이 지난 후 유의적으로 전위차 손

실이 증가하였으나 Vitamin C와의 병용 처치 시

이 때의 전위차 손실은 기대와 달리 TCDD 단독

처치 때보다 더욱 유의적으로 증가하였다. 그리고

2.5×10-10 M TCDD를 단독 처치하고 15분이 지난

이후에는 내막의 전위차가 음성 대조군 수준으로

회복되었으나 Vitamin C와 병용 처치 한 경우에는

15분 이후에도 계속해서 유의적으로 전위차 손실

이 증가하였다. 이 결과를 Vitamin C 단독 처치 결

과와 ANOVA test를 통해 비교해보니 모든 처치

시간에서 차이가 없었다. 이는 활성 산소 생성 억

제 작용보다 Vitamin C 자체의 다른 작용에 의한

미토콘드리아의 내막 전위차 손실이 증가하여 나타

난 결과로 추측된다. 5.0×10-10 M TCDD와 Vitamin

C를 병용 처치 한 경우에도 미토콘드리아 막 전위

차 변화가 위와 비슷한 양상을 보였으며 Vitamin

C 존재에 의해 전위차 손실이 감소하지 않음을 알

수 있었다(Fig. 4). 따라서 위의 결과를 통해 TCDD

가 활성 산소를 매개로 하여 미토콘드리아 내막의

전위차 손실을 유발하는 것은 아니라고 판단할 수

있었다. 

5. TCDD가 활성 산소 증가에 미치는 영향

앞의 실험 결과, TCDD가 활성 산소를 통해 미

토콘드리아 내막의 전위차를 손실시켜 탈분극을

일으키지 않는다는 것을 알 수 있었는데 실제로

TCDD가 활성 산소의 생성에 어떠한 영향을 미치

는지 알아보기 위해 위와 동일한 조건으로 세포에

처치한 후 각 시간마다 활성 산소가 얼마나 생성

되는지 그 양을 측정해보았다. 활성 산소 생성은

oxidative-sensitive fluorescent dye인 2,7-dichlorodi-

hydrofluorescein diacetate (H2DCF-DA)를 이용해

분석하였다. H2DCF-DA는 비극성의 세포투과가 가

능한 화합물로 세포 내 esterase에 의해 acetyl group

이 분해되면 미량의 형광을 갖는 H2DCF로 변한다.

활성 산소 존재시 H2DCF는 다량의 형광을 갖는

물질인 DCF로 빠르게 산화된다. 실험 결과 양성

대조군인 1 mM H2O2의 경우 세포에 처치한지 2시

간, 4시간, 8시간, 12시간, 24시간, 48시간 지났을 때

활성산소 생성이 11050%, 4488%, 3259%, 2925 %

1505%, 1642%로 음성 대조군인 멸균 증류수에 비

해 유의적으로 크게 증가하였다(Fig. 5). 또한 H2O2

를 처치했을 때 시간의 흐름에 따른 활성산소 차

이를 알아보고자 One way ANOVA test로 유의성

검사를 한 결과 0 time으로부터 모든 처치 시간에

서 활성 산소 생성이 유의적으로 증가하였다. 양성

대조군인 H2O2의 경우 모든 처치 시간에서 활성

산소 생성이 유의적으로 증가하였고 이 사실을 통

해 활성 산소 측정 실험이 제대로 이루어졌음을

알 수 있었다. 

0.1% DMSO의 활성 산소 생성을 100%로 봤을

때 2.5×10-10 M TCDD의 경우 5분, 10분, 15분, 30

분, 1시간, 2시간 경과했을 때 활성 산소 생성이

92.5%, 91.6%, 94.7%, 95.1%, 96.8%, 94.0%였다.

Two way ANOVA test를 통해 위 값들에 대한 유
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Fig. 4. Effect of ROS on the change of mitochondrial elec-
trochemical potential gradient (ψ) by TCDD in
HepG2 cells. HepG2 cells were treated without (0.1
% DMSO, 1 μM Vitamin C) or with TCDD for 5
mins, 10 mins, 15 mins, 30 mins, 1 hr, 2 hrs. After
staining with JC-1, green fluorescence (JC-1 mono-
mers) and red fluorescence (JC-1 aggregates) were
measured using a fluorescence microplate reader.
Ratio of JC-1 monomers : aggregates are expressed
as mean±S.D. (n==4). *** : Significantly different
from 0 time (p⁄0.001)



의성 검사를 한 결과 시간의 흐름에 따른 활성 산

소 생성은 0 time일 때와 유의적 차이를 보이지 않

았다. 또한 2.5×10-10 M TCDD를 단독 처치했을

때와 0.1 μM Vitamin C를 병용 처치했을 때의 활

성 산소도 유의적 차이를 보이지 않았다. 5.0×10-10

M TCDD를 단독 처치한 경우 5분, 10분, 15분, 30

분, 1시간, 2시간 경과했을 때 활성 산소 생성은

80.1%, 83.9%, 89.5%, 84.9%, 90.0%, 86.1%로 10

분, 30분, 2시간에서는 오히려 유의적인 감소를 보

였다. 5.0×10-10 M TCDD와 0.1 μM Vitamin C를

병용 처치했을 때의 활성 산소 생성은 세포에 처

치 한 후 5분, 30분 경과했을 때 유의적으로 감소

하였으나 Two way ANOVA test를 통해 5.0×10-10

M TCDD를 단독 처치했을 때와 유의성 검사를 한

결과 두 군 간에 유의적인 차이를 보이지 않았다.

2.5×10-10 M TCDD의 경우 세포에 처치한지 2시

간, 4시간, 8시간, 12시간 경과했을 때에는 음성 대

조군 정도의 수준을 보였으나 24시간, 48시간 경과

했을 때에는 활성 산소 생성이 108.9%, 114.4 %로

각각 증가하였고 5.0×10-10 M TCDD의 경우 세포

에 처치하고 4시간, 8시간, 12시간, 24시간, 48시간

경과했을 때 111%, 109%, 115%, 116%, 113%로 음

성 대조군에 비해 유의적으로 증가하였다. 또한

TCDD를 각 농도별로 처치했을 때 시간의 흐름에

따른 활성 산소 차이 및 농도 간의 차이를 알아보

고자 Two way ANOVA test로 유의성 검사를 한

결과 2.5×10-10 M TCDD의 경우 0 time으로부터

48시간일 때 유의적인 차이를 보였으며 5.0×10-10

M TCDD의 경우에는 0 time 으로부터 12시간, 24

시간, 48시간 일 때 활성 산소 생성이 유의적으로

증가하였다. TCDD 두 농도 간의 활성 산소 생성을

비교해보면 TCDD를 세포에 처치한 후 4시간, 8 시

간, 12시간 경과했을 때 유의적인 차이를 보였다.

그 이유는 2.5×10-10 M TCDD에 의한 활성 산소

생성이 음성 대조군에 비해 유의적으로 증가하지

않은 반면 5.0×10-10 M TCDD의 경우 음성 대조

군에 비해 유의적으로 증가하였기 때문이다(Fig.

5). 위의 실험 결과, TCDD에 의한 활성 산소 생성

은 2시간 이상 세포에 처치했을 때 증가함을 알 수

있었고 이 때 TCDD 농도 의존적으로, 처치 시간

의존적으로 활성 산소 생성이 증가함을 알 수 있

었다. 그러나 미토콘드리아 내막의 전위차가 감소

한 시점과 활성 산소가 생성된 시점이 서로 다른

점으로 미루어 TCDD에 의한 미토콘드리아 내막

의 전위차 감소 활성 산소에 의한 것이 아님을 추

측할 수 있었다. 또한 0.2 mM EDTA를 단독 처치
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Fig. 5. Effect of TCDD on ROS production in HepG2 cells.
HepG2 cells were treated without (0.1% DMSO) or
with TCDD (A) for 5 mins, 10 mins, 15 mins, 30
mins, 1 hrs, 2 hrs, 4 hrs, 8 hrs, 12 hrs, 24 hrs, 48 hrs.
And HepG2 cells were treated without (0.1% DMSO,
0.2 mM EDTA, 1 μM Vitamin C) or with 0.25 nM
TCDD (B) and 0.5 nM TCDD (C) for 5 mins, 10 mins,
15 mins, 30 mins, 1 hr, 2 hrs. DCF fluorescence was
measured using a fluorescence microplate reader.
Upon the same cells, cell viability was determined.
DCF fluorescence was normalized to cell content and
expressed as percent of control. Data are expressed
as mean ± S.D. (n==4). *** : Significantly different
from 0 time (p⁄0.001)



한 경우와 0.1 μM Vitamin C를 단독 처치했을 때

각각의 활성 산소 생성을 One way ANOVA test로

유의성 검사해 본 결과 시간의 흐름에 따라 활성

산소가 유의적으로 증가하거나 감소하지 않았다.

따라서 이 결과를 통해 EDTA와 Vitamin C 자체가

미토콘드리아 내막의 전위차를 감소시켜 미토콘드

리아 손상을 일으키는 것은 활성 산소를 통한 기

전이 아닌 다른 요인에 의한 것임을 추측할 수 있

었다. 

고 찰

이 연구에서는 TCDD가 미토콘드리아 손상을

유발하는지 알아보기 위해 그 지표로 미토콘드리

아 내막의 전위차 (ψ) 변화를 알아보았고 이 때 활

성 산소의 생성 여부를 측정하였다. 먼저 세포에

TCDD를 처치하였을 때 농도 의존적으로 미토콘

드리아 내막의 전위차 손실이 일시적으로 증가하

였고 15분 후에는 다시 음성 대조군 수준으로 회

복되었다. 이는 여러 농도의 TCDD를 10분 동안

처치하였을 때 농도 의존적으로 미토콘드리아 탈

분극화가 증가한 기존의 보고와도 일치한다(Piggi

et al., 2007). 그 후 48시간이 경과할 때까지 유의적

인 변화를 보이지 않았으므로 TCDD에 의한 미토

콘드리아 손상은 처치 후 초기에 발생함을 알 수

있었다. TCDD에 의한 미토콘드리아 탈분극화가 실

제로 활성 산소에 의한 것인지 알아보기 위해 강

력한 항산화제로 알려진 Vitamin C를 병용 처치한

결과 오히려 미토콘드리아 내막의 전위차 손실이

증가하였다. 이는 Vitamin C를 세포에 처치했을 때

농도 의존적으로 Fe2++이 감소하여 세포 내 Fe2++유

입이 감소하였기 때문이다. Fe2++은 미토콘드리아에

서 에너지 대사가 일어나는데 중요한 역할을 하며

세포 호흡, DNA 합성 등에 관여하기 때문에 모든

살아있는 세포에 절대적으로 필요한 성분이다. 따

라서 Fe2++농도의 균형이 무너지면 세포 사멸이 일

어나게 된다(Carpsio et al., 2007). 또한 Vitamin C

는 세포의 endoplasmic reticulum으로부터 cytosol

로 Ca2++를 방출시켜 cytoplasmic Ca2++의 농도를 증

가시키고 이때 증가한 Ca2++가 미토콘드리아로 유

입되어 미토콘드리아 내막의 전위차 변화를 일으

킨다고 알려져 있다(Lin et al., 2006). 이와 같은 요

인들에 의해 Vitamin C가 미토콘드리아 내막의 전

위차를 감소시켰음을 알 수 있다. TCDD가 extra-

cellular Ca2++를 세포 내로 유입시켜 intracellular

Ca2++농도에 교란을 일으켰기 때문에 미토콘드리아

내막의 탈분극화가 발생하는 것은 아닌지 알아보기

위해 Ca2++킬레이트제인 EDTA를 병용 처치하였으

나 이때에도 오히려 내막의 전위차 손실이 증가하

였다. 이는 EDTA가 EGTA에 비해 효과적으로 Ca2++

을 킬레이션 시키지 못했기 때문이며(Vergun et al.,

2004) 비 선택적으로 금속 이온들을 킬레이션 시켜

세포에 필수적인 금속 이온들의 세포 내 유입을

막아 미토콘드리아 손상을 유발하였음을 추측할

수 있다(Carosio et al., 2007). 그러나 EDTA가 extra-

cellular Ca2++의 세포 내 유입을 막을 수는 있으나

intracellular Ca2++가 세포 외로 방출되는 것은 막을

수 없다는 점으로 미루어 세포 내 Ca2++의 농도 변

화가 미토콘드리아 손상을 유발하는지 여부를 판

단하기 위해서는 세포 내 Ca2++가 세포 외로 방출

되는지에 대해서도 알아볼 필요가 있다고 여겨진

다. TCDD는 농도 의존적으로, TCDD 처치 시간이

길어질수록 활성 산소 생성이 증가함을 알 수 있

었고 시험 물질 처치 시간과 농도 간에 유의적인

상관 관계가 성립함을 알 수 있었다. 이는 TCDD

를 2시간 이상, 72시간까지 세포에 처치하였을 때

활성 산소가 TCDD 농도 의존적으로, 처치 시간 의

존적으로 증가하였다는 기존의 보고와 일치한다

(Knerr et al., 2006; Lin et al., 2007). 위 결과를 통해

2시간 이상 세포에 TCDD를 처치했을 때 비로소

활성 산소가 증가함을 알 수 있었고 고농도일수록,

처치 시간이 길어질수록 활성 산소 생성이 증가함

을 알 수 있었다. 그러나 TCDD를 처치한 후 활성

산소가 증가한 시간에서 미토콘드리아 내막의 전

위차는 변화하지 않고 음성 대조군 수준이었던 점

으로 미루어 미토콘드리아 손상은 활성 산소에 의

한 것이 아님을 판단할 수 있었다. 2.5×10-10 M

TCDD 및 5.0×10-10 M TCDD는 유의적인 세포 사

멸 유도를 보이지 않았고 세포 독성 효과도 일으

키지 않아 세포 증식 및 생존을 크게 변화시키지

는 않았지만 TCDD 농도가 증가할수록 살아있는

세포 수가 감소한다는 기존의 보고에 따라 세포 사

멸을 일으킬 만큼의 충분한 농도에서는 살아있는

세포의 수가 감소할 것이라고 추측된다(Piaggi et

al., 2007). 
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위 결과를 통해 TCDD가 미토콘드리아 손상을

일으키는데 잠재적인 다른 요인들이 작용함을 추

측할 수 있었고 이들의 기전에 대한 더 많은 연구

가 필요하다고 생각된다. 또한 TCDD에 의한 미토

콘드리아 내막의 전위차 손실이 5분 이내에 빠르게

정상 수준으로 회복 되는데 어떤 요인이 작용하는

지 연구할 필요가 있다고 여겨진다. 
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