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Abstract — Nonalcoholic steatohepatitis(NASH) is serious metabolic disease related to fatty acid. According to "two hit

theory", fatty acid-induced oxidative stress is important factor to progress nonalcoholic steatohepatitis from steatosis. In this

study, we evaluated stearic acid induced oxidative stress in human hepatocarcinoma SK-Hep-1 cell. Cell viability, reactive

oxygen species (ROS) production, glutathione (GSH), malondialdehyde and expression of antioxidant enzymes were deter-

mined at various time-points and concentrations of stearic acid. At 0.2 mM, non-toxic concentration, of stearic acid, pro-

duction of ROS was significantly increased at 24 hours and the level of GSH was significantly decreased. Expression of

superoxide dismutase-1 and 2 was slightly increased in 0.2 mM stearic acid at 24 hours. These results represent that the

non-toxic concentration of stearic acid resulted in oxidative stress, suggesting that stearic acid may play a critical role in

development of steatohepatitis.
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지방간(steatosis)은 전체 간 무게의 5% 이상의 지방이 축적되

어 있는 간을 말한다. 이 현상은 간으로의 자유 지방산(free fatty

acid)의 유입(inflow)과 중성지방(triglyceride)의 합성(synthesis)

과 배출(excretion)의 불균형에 기인하는 것이다.1-3) 비알콜성 지

방간염(NASH: nonalcoholic steatohepatitis)은 알코올 섭취를 하

지 않는 지방간 환자에게 염증을 수반하는 지방간이 발병한 것

으로 간 섬유화(fibrosis)나 간경화(cirrhosis)로 발전할 가능성이

높은 질환이다. 비만인 사람을 대상으로 시행된 간 생체검사(liver

biopsy)에서 약 30~40%가 넘는 사람들이 지방간 이상의 경과를

보였고, 지방간염 환자의 74%가 간 섬유화로 진행했으며, 약

30%가 간경화로 발전되었다.4,5) 현재 비알콜성 간질환 및 지방

간염 환자는 전세계적으로 증가하고 있으며, 이에 대한 연구가

활발하게 이루어지고 있다.6) 지방간에서 비알콜성 지방간염으로

의 유발을 설명하기 위해, 1998년도에 Christopher Day와 Oliver

James에 의해서 "two hit theory"가 처음 제안되었다.7,8) "Two

hit theory"는 두 가지 요인(two hit)이 작용하여 지방간에서 비

알콜성 지방간염이 유발된다는 이론이다.9) 첫째 요인(first hit)은

지방간에 축적되어 있는 중성지방이다. 둘째 요인(second hit)은

축적된 중성지방에 의해 발생하여, 염증 반응에 관여하는 요인

들이다. 이 이론은 학계에 널리 알려졌고, 많은 연구자들이 이 이

론을 바탕으로 지방간염 연구를 하였다. 연구된 둘째 요인으로

는 산화적 스트레스(oxidative stress),10-12) 미토콘드리아 기능

부전(mitochondrial dysfunction),13,14) 인슐린 저항성(insulin

resistance),15-17) 사이토카인(cytokine)18-20) 등이 있다.

산화적 스트레스는 정상적인 세포의 대사 과정에서 생성되는

활성 산소종(ROS: reactive oxygen species)이 세포에 유해한 효

과를 나타내는 것이다. 활성 산소종의 종류에는 superoxide anion,

hydroxyl radical, peroxyl radical, hydrogen peroxide 등이 있으

며, 과도한 활성 산소종은 세포의 지질막이나 단백질 또는 DNA

의 정상적인 기능을 파괴시킨다. 한편, 세포 내에서 활성 산소종

이 생성되는 시스템뿐만 아니라 생성된 활성 산소종들을 제거하

는 항산화제들도 있다. 이와 같은 산화제(pro-oxidant)와 항산화
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제(antioxidant)의 균형이 무너진 것을 산화적 스트레스라 정의하

기도 한다.21-23) 세포 내에 존재하는 항산화제들로는, 세포 내 항

산화 효소인 superoxide dismutase(SOD), catalase(CAT),

glutathione peroxide(GPx) 등이 있고, 비효소적인 항산화물질로

glutathione(GSH), ascorbic acid(vitamin C), α-tocopherol

(vitamin E), carotenoids, flavonoids 등이 있다.

Stearic acid는 탄소수가 18개인 포화지방산으로서, 탄소수 16

개의 포화지방산인 palmitic acid와 함께 임상적으로 비알콜성 지

방간염 환자의 간에 증가되어 있는 것으로 보고 되어있다.24) 그

러나 비알콜성 지방간염과 관련하여 palmitic acid에 대해서는 많

이 연구가 되어 있는 반면에, 상대적으로 stearic acid에 대해서

는 보고된 바가 적다. 따라서, 본 연구에서는 사람의 간암 세포

주인 SK-Hep-1 cell에, stearic acid를 처리하고 여러 다양한 산

화적 스트레스 평가 지표들을 평가하여, two hit theory에 기초

한 지방간염의 발병기전의 둘째 요인(second hit)인 산화적 스트

레스가 stearic acid에 의해 발생하는 여부를 평가하고자 하였다.

실험방법

실험 재료

실험에 사용한 세포는 human hepatocarcinoma cell line인

SK-Hep-1 세포를 이용했으며, Dulbecco's modified Eagle's

media(DMEM, Low glucose)와 PenStrep은 GIBCO(Grand

Island, NY, U.S.A)에서 구입하였다. Fetal bovine serum(FBS)은

HyClone(Logan, UT)에서 구입했다. Bovine serum albumin

(BSA)는 Calbiochem(Darmstadt, Germany)에서 구입했다.

Sodium stearate, tetraethoxypropane(TEPP), thiobarbituric

acid(TBA), butylated hydroxyl toluene(BHT)는 Sigma (St.

Louis, MO)에서 구입했다. 3-(4,5-dimethylthyazolyl-2)-2,5-

diphenyl tetrazolium bromide(MTT)는 MP Biomedicals(Santa

Ana, CA)에서 구입했다. 5-(and-6)-chloromethyl-2,7-dichloro-

dihydrofluorescein diacetate, acetyl ester(CM-H2DCFDA)는

Invitrogen(Oregon, USA)에서 구입했다. Catalase, GR, SOD-1,

SOD-2, GPX-1, GPX-4, GAPDH, Trx-1, Trx-2 Prx-1, Prx-2,

Prx-3 항체들은 Ab frontier(Seoul, Republic of Korea)에서 구입

했다. GST-α, GST-π는 Detroit R&D, INC.(Detroit, USA)에서

구입했다. Horseradish peroxidase-conjugated goat anti-rabbit

은 Bio-Rad Laboratories(Hercules, CA)에서 구입했다. Enhanced

chemiluminescene detection reagent(ECL)은 Santa Cruz

biotech(Santa Cruz, CA)에서 구입했다. 기타 시약들은 세포 배

양용 및 1등급 시약들을 사용하였다.

세포 배양

인간의 간암세포인 SK-Hep-1 세포를 실험에 사용하였다. 배

양을 위해 low glucose DMEM에 열처리한 FBS를 10% 처리하

고, penicillin과 streptomycin을 각각 100 unit/ml과 100 µg/ml의

농도로 처리하여 37oC, 5% CO2 배양기에서 배양하였다. 일 주

일에 두 번씩 1 : 4의 비율로 계대배양 하였다.

Stearic acid 조제

75oC에서 5시간을 PBS(phosphate buffer saline)에 녹여

10 mM 조제 후 stearic acid : 5% BSA : 100% DMEM 비율이

각각 1 : 6.6 : 2.4의 비율로 혼합하여 1 mM을 조제하여 여과한

후 사용하였다. 그 이하의 농도들은 90% DMEM에 희석하여 조

제하였다.

Cell viability assay

SK-Hep-1 세포를 100 mm 배양접시에서 70~80% confluency

에 도달하도록 배양하였다. PBS로 1회 세척 후 trypsin을 처리

하고 DMEM 배지에 희석하여, 96 well 배양접시에 옮겨 배양하

였다. 세포가 70% 정도의 confluency에 도달한 후, 혈청이 없는

DMEM 배지에서 16시간 이상 배양하였다. 특정 농도의 stearic

acid을 처리하여 24시간 동안 배양하였다. MTT 용액을 0.5 mg/

ml로 각 well에 처리하였다. 40분 동안 배양한 후 DMSO를 처

리하여 microplate reader로 570 nm에서 흡광도를 측정하였다.

ROS 측정

SK-Hep-1 세포를 100 mm 배양접시에서 70~80% confluency

에 도달하도록 배양하였다. PBS로 1회 세척 후 trypsin을 처리

하고 DMEM 배지에 희석하여, 48 well 배양접시에 옮겨 배양하

였다. 세포가 70% 정도의 confluency에 도달한 후, 0.2 mM의

stearic acid을 각각 일정한 시간 동안 처리하였다. 5 µM의 5-

(and-6)-chloromethyl-2,7-dichlorodihydrofluorescein diacetate,

acetyl ester(CM-H2DCFDA)를 처리한 후, 30분간 배양하였다.

형광측정기(TECAN, GENios)로 형광을 측정하였다(Ex- 485 nm,

Em- 535 nm).

GSH assay

SK-Hep-1 세포를 non-denature 완충용액으로 수집하여

perchloric acid로 1 : 2 희석하고 원심 분리하여 상등액을 취해

시료로 사용하였다. Reduced GSH(glutathione)를 3차 증류수로

녹여서 표준품으로 사용하였다. 시료를 phosphate/EDTA

(phosphate 0.125 mM, EDTA 6.3 mM, pH 7.5) 용액으로 10배

희석시켰다. GSH 측정을 위해, NADPH/buffer(phosphate 0.125

mM, EDTA 6.3 mM, NADPH 0.3 mM) 용액 700 µl, DTNB

(phosphate 0.125 mM, EDTA 6.3 mM, DTNB 6 mM) 용액

100 µl, 표준품 또는 시료를 200 µl씩 semi-micro cuvette에 가

하여 혼합 후 4분 동안 방치하고, 12 units/ml의 glutathione
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reductase 40 µl를 혼합하였다. 분광 광도계(Jasco, V-550)를 이

용하여 412 nm에서 1분간 kinetic으로 측정했다. 결과는 nmole/

mg protein으로 표시하였다.

Malondialdehyde assay

SK-Hep-1 세포에 non-denature 완충용액을 처리하여 수집한

후 시료로 사용하였다. HPLC는 Shimazu 회사의 SCL-10Avp

(controller), LC-10ATvp(pump), RF-10AXL(fluorescence detector),

Stainless-steel column 5 µm, 4.6×150 mm, Intensil ODS-3

(GL science Inc.), 20 µl loop sample injector(Rheodyne

7725i)를 사용하였다. 이동상으로 40% methanol과 60%, 50 mM

sodium phosphate buffer(pH 7.0)를 1.3 ml/min 유속으로 사용

했다. 형광 검출기는 excitation 515 nm, emission 553 nm에서

사용했다. 표준 검량선 작성을 위해서는, MDA 표준품으로 TEPP

를 3차 증류수에 희석시켜, 0, 5/27, 5/9, 5/3 µM을 조제했다. 시

료 처리 및 측정을 위해서는 1 mM DTPA(pH 3.5)를 함유하고

있는 2 M sodium acetate buffer에 TBA를 녹여 0.2%로 조제하

였다. 0.2% TBA, 300 µl에 96% 에탄올에 녹인 0.5% BHT, 3 µl

를 혼합한 후, 표준품 또는 시료를 각각 30 µl씩 혼합하였다.

95~100oC 항온조에서 45분 동안 가열한 후 얼음에 냉각하여,

HPLC로 측정하였다. 표준품에서 검량선을 작성하여 nmole/mg

protein으로 계산하였다.

Protein assay

SK-Hep-1 세포를 non-denature 완충용액으로 수집하였다.

Protein assay kit(Pierce)을 사용하여 microplate reader로 570

nm에서 측정하였다. BSA 표준 검량선과 비교하여 산출하였다.

Immunoblot analysis

항산화 효소들의 발현 평가를 위해서 12 well 배양접시에 세

포를 배양하였다. 혈청을 고갈시킨 배지에 16시간 이상 세포를

배양 한 후, 0.05, 0.1, 0.2 mM의 stearic acid를 처리하였다. 24

시간 배양한 후, non-denature buffer, 75 µl를 처리하여 세포를

수집하였다. 1 ml 주사기로 세포를 분쇄한 후 immunoblot

analysis의 시료로 사용하였다. 겔은 단백질의 분자량에 따라

7.5~12%를 사용하였고, 각각의 일차 항체는 1 : 1000 또는

1 : 3000으로 희석하여 측정하였다. 이차 항체는 GST를 제외한

나머지 단백질들은 gout-anti rabbit, 1 : 10000으로 측정하였고,

GST-α, π는 rabbit-anti gout, 1 : 10000으로 희석하여 사용하였

다. 단백질 차폐(blocking)는 5% milk가 포함된 TBST 용액으로

하였다. 겔은 150 volt에서 1시간~1시간 반 동안 전개한 후, 80

volt로 2시간 동안 니트로섬유소막으로 이동시켰다. 1시간 반 동

안 단백질 차폐를 수행한 후, 일차 항체는 4oC에서 overnight로,

이차 항체는 2시간 동안 반응시켰다. 검출은 LAS-4000(Fujifilm,

Tokyo, Japan)을 사용하였고, Multi Gauge(Fujifilm, Tokyo,

Japan) 프로그램을 사용하여 정량 하였다.

Statistic analysis

결과는 세 군 이상일 경우는 ANOVA test 후 Dunnett's test

로 유의적 차이를 검증하였고, 두 군일 경우에는 un-paired

Student's t-test를 이용하여 유의적 차이를 검증하였다.

실험결과 및 고찰

SK-Hep-1 세포를 이용하여 stearic acid에 의한 산화적 스트

레스를 평가하기 위해, stearic acid의 농도를 0에서 0.5 mM까지

조제하여 24시간 동안 처리하여 세포 독성을 평가하였다(Fig. 1).

그 결과 0.2 mM까지는 세포 독성이 관찰되지 않았고, 0.5 mM에

서 유의적인 세포 독성이 관찰 되었다(P<0.01). 위의 결과를 바

탕으로 본 실험에서는 독성이 없는 농도인 0.2 mM 및 그 이하

농도를 사용하였다.

Stearic acid 처리에 의한 세포에서의 활성 산소종의 발생 여

부를 평가하기 위해, stearic acid, 0.2 mM을 처리한 후, 0시간에

서 24시간까지 활성 산소종 발생을 평가하였다(Fig. 2). 그 결과,

stearic acid 0.2 mM을 24시간 처리한 군에서 활성 산소종 발생

의 유의적인 증가가 관찰되었고, 그 외의 시간에서는 유의적인

변화가 관찰되지 않았다. 이로써, stearic acid 처리 후 24시간에

서 활성 산소종 발생이 증가함을 확인하였다. 이 결과는 기존의

보고된 랫트의 간암세포주인 H4IIE cell과 사람의 간암세포주인

HepG2에서 palmitic acid를 처리하였을 때, 활성 산소종 발생이

Fig. 1 − Cytotoxicity of stearic acid in SK-Hep-1 cells. SK-Hep-1

cells were treated with stearic acid (SA; 0.05~0.5 mM) for

24 hours. Data are mean±S.D. for eight separate samples.

**Significantly different than levels monitored in control,

P<0.01 (ANOVA followed by Dunnett's test).
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증가한다는 보고들과 일치된 결과로서, stearic acid가 산화적 스

트레스를 발생하여 지방간염의 발생에 기여할 수 있음을 시사하

는 것이다.25,26)

산화적 스트레스의 다른 지표로써 세포 내 대표적인 항산화 물

질로 알려진 GSH의 변화와 지질과산화의 지표인 malondialdehyde

(MDA)의 발생 양을 평가하였다. 0.2 mM stearic acid을 다양한

시간(0~24시간) 동안 처리하고 GSH와 MDA의 양을 평가 하였

다. GSH는 stearic acid의 처리 30분, 1시간 및 4~24시간 처리

한 군에서 모두 유의적으로 감소하였다(Fig. 3A). 그러나 MDA

는 모든 시간에서 stearic acid 처리에 따른 유의적인 변화가 없

었다(Fig. 3B). Stearic acid의 처리에 따른 세포 내 GSH의 감소

는 stearic acid에 의해 발생하는 활성 산소종을 GSH가 무독화

시키는 과정에서 감소했을 것으로 사료된다. 지질과산화지표인

MDA 무변화는 GSH를 비롯한 세포 내 항산화 효소 및 물질들

의 보호작용에 의해, stearic acid에 의해 발생했던 활성 산소종

들이 효과적으로 제거되었기 때문이라 사료된다. 이는 stearic

acid에 의해 발생한 활성 산소종의 양이 세포 손상을 일으킬 만

큼 유독한 양은 아님을 의미한다. 임상적으로 지방간과 비알콜

성 지방간염 환자의 간에서 GSH의 양은 감소되어 있으며, 지질

과산화는 지방산에서 비알콜성 지방간염으로의 진행을 매개하는

것으로 보고되었다.27,28) 따라서 stearic acid에 의한 세포의 GSH

의 감소는, stearic acid가 지방간 및 지방간염에 관여할 가능성

이 있음을 시사하는 것이다.

GSH 외에 stearic acid에 의해 발생하는 산화적 스트레스를 제

거하는 데 관여하는 다른 기전을 알아보기 위하여 세포 내 여러

다양한 항산화 효소들의 변화를 평가하였다. Stearic acid를 각각

05, 0.1, 0.2 mM으로 24시간 처리 후, 항산화 효소들인 catalase,

GR, GST-α, GST-π, GPX-1, GPX-4, Prx-1, Prx-2, Prx-3,

SOD-1, SOD-2, Trx-1, Trx-2의 발현 변화를 평가하였다. 그 결

과, 모든 항산화 효소들에서 지방산 처리 농도에 따른 유의적인

변화는 없었다. 그러나 0.2 mM에서, SOD-1과 SOD-2가 대조군

대비 각각 123±8%(P<0.05; un-paired Student's t-test), 136±

7%(P<0.01; un-paired Student's t-test)로 유의적으로 증가하였

다(Fig. 4). SOD-1은 cytoplasmic Cu/Zn SOD로서 superoxide

anion을 환원시켜서 hydrogen peroxide를 생성하며, SOD-2는

mitochondrial Mn-SOD로서 산화적 스트레스에서 mitochondria

를 보호하는 역할을 한다.29,30) 이는 stearic acid에 의해 발생한

Fig. 3 − Cellular total GSH and MDA levels in SK-Hep-1 cells

treated with 0.2 mM stearic acid. SK-Hep-1 cells were

cultured in the presence of 0.2 mM stearic acid for

10 minutes to 24 hours. Data are the mean±S.D. for three

separate samples. *Significantly different than levels

monitored in corresponding control cells, P<0.05 (un-

paired Student's t-test). ##, ### Significantly different

than levels monitored at zero time, P<0.01 or P<0.001,

respectively (ANOVA followed by Dunnett's test).

Fig. 2 − ROS production in SK-Hep-1 cells treated with 0.2 mM

stearic acid. SK-Hep-1 cells were cultured in the presence

of 0.2 mM stearic acid for 30 minutes to 24 hours. Data are

the mean±S.D. for eight separate samples. ***Significantly

different than levels monitored in corresponding control

cells, P<0.001 (un-paired Student's t-test). # Significantly

different than levels monitored at zero time, P<0.05

(ANOVA followed by Dunnett's test).
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활성 산소종의 제거에 항산화 효소인 SOD-1, 2가 관여하고 있

음을 의미한다.

결 론

본 연구는 사람의 간암 세포주인 SK-Hep-1 세포에서, 비알콜

성 지방간 환자의 간에서 증가된 것으로 보고된 stearic acid의

처리가, 다양한 산화적 스트레스 평가 지표에 미치는 영향을 평

가하였다. 세포 독성 실험 결과 stearic acid는 0.5 mM에서 세포

독성을 유발하였으며, 0.2 mM 이하의 농도에서는 세포독성을 유

발하지 않았다. 따라서 최대 무독성 용량을 0.2 mM로 설정하고

향후 실험을 진행하였다. 0.2 mM의 stearic acid를 처리하고 활

성 산소종의 발생을 다양한 시간에서 평가한 결과 24시간에서

증가함을 확인하였다. 세포 내 항산화 물질인 GSH와 지질과산

화의 산물인 MDA를 다양한 시간에서 평가한 결과 GSH는 30

분, 1시간 및 4~24시간까지 감소하였고, MDA는 변화가 없었다.

다양한 항산화 효소들의 발현 변화 평가결과, 0.2 mM stearic

acid에서 SOD-1과 SOD-2의 발현을 증가시켰다. 이로써, stearic

acid에 의해서 산화적 스트레스가 발생함과 발생한 산화적 스트

레스의 무독화 기전에 GSH와 SOD-1, 2가 관여함을 알 수 있었

다. 이는 two hit theory에 기초하여, stearic acid가 지방간에서

지방간염으로의 발병에 관여할 가능성이 있음을 시사하는 것이

다. 또한, 향후 in vitro 지방간염 모델의 구축 및 관련 연구에

stearic acid의 역할을 규명하기 위한 추가적인 연구가 필요함을

시사한다.
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