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어류병원성 세균 및 C2C12 근원세포에 대한 polyamine 계열 
물질인 spermidine의 항균 및 항산화 활성

Antibacterial and Antioxidant Activity of Spermidine, a 
Natural Polyamine, on Fish Pathogenic Bacteria and C2C12 
Myoblast Cells
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Abstract  We compared the antibacterial activities of spermidine and astaxanthin against two 
gram-positive bacteria such as Streptococcus parauberis and S. iniae to find new antibacterial 
candidates. We also evaluated the preventive effects of spermidine against oxidative stress-induced 
cytotoxicity in C2C12 myoblasts. Our results indicated that spermidine has more significant anti-
bacterial activities than astaxanthin against both two fish pathogenic bacteria as well as gram-neg-
ative bacteria Escherichia coli used as a control group. Minimum inhibitory concentration and 
minimum bactericidal concentration of spermidine were 0.25 mM and 1 mM against S. parauberis, 
1 mM and 3 mM against S. iniae, and 0.5 mM and 1.5 mM against E. coli, respectively. In 
addition, the postantibiotic effect lasted from 7 h, 5 h and 6 h for S. parauberis, S. iniae and 
E. coli, respectively. The results also showed that the decreased C2C12 cell viability by H2O2 
could be attributed to the induction of DNA damage and apoptosis accompanied by the increased 
production of reactive oxygen species, which was remarkably protected by spermidine. 
Additionally, the antioxidant effect of spermidine was associated with the activation of Nrf2 signal-
ing pathway. According to the data, spermidine may be a potential lead compound which can 
be further optimized to discover novel antibacterial and antioxidant agents.
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서 론

현재 우리나라의 어류 양식장은 연안의 환경오염

과 밀집 양식으로 인한 질병 증가, 영양 상태 불균형 

등과 같은 요인들로 인하여 어류의 성장저하 및 세

균성 질병으로 인해 폐사가 발생되는 문제가 심각하

게 대두되고 있으며[1], 이에 어류 폐사를 막기 위한 

예방 차원에서 통상적으로 사료에 항생제, 비타민

제, 아미노산 공급제, 광물질 공급제, 효소제, 호르몬

제 등을 첨가하여 사용하고 있다[2,3]. 그러나 최근 

우리나라 국민의 생활 수준 향상으로 건강관리에 관

한 관심이 높아지고 있어 항생제 및 호르몬제 등을 

사용한 양식 어류에 대한 불신이 높아지고 있는 실

정이다. 또한 양식 어류들이 약품에 대한 내성이 증

가하여 약제 남용을 야기할 수 있으며, 이로 인하여 

양식된 어류에는 유해물질들이 축적되어 어류 섭취 

시 인체에 유해할 수 있는 유해물질을 간접적으로 

섭취할 수 있다는 점이 수산물의 안전성 면에서 문

제점을 갖게 된다.
주요한 어병 세균 중 Streptococcus spp.는 우리나라

를 포함한 미국, 오스트레일리아, 일본 등지의 담수 

및 해수 양식에 막대한 경제적 손실을 입히는 베타용

혈성 연쇄구균증을 일으키는 병원체로 알려져 있다

[4-6]. 특히 이는 우리나라 주요 양식어종인 넙치

(Paralichthys olivaceus)의 연쇄구균병 원인체의 대부

분을 차지하고 있고, 고수온기 양식 넙치에 발생하여 

30% 이상의 폐사를 일으키는 고질적인 세균성 질병

으로 에드와드병(Edwardsiella tarda)과 유행 시기가 

같아 에드와드병과 혼합 감염되면 더욱 피해가 크고 

치료가 어려운 질병이다[4,7]. 현재 수산용으로 사용 

승인을 받은 각각의 약품은 사용할 수 있는 어종과 

질병이 한정되어 있으며, 투여량과 투여기간이 엄격

히 규정되어 있지만, 식품으로 사용하는 양식어에 항

생물질 사용은 잠재적인 위험성이 내포되어 있기 때

문에 가능하다면 항생물질을 피해야 한다. 아울러 양

식현장에서는 여러 가지 약제를 사용한 결과 내성균

이 출현하여 치료 효과를 기대할 수 없게 되어 큰 

문제가 되고 있다[8]. 한편 다양한 병원체에 대한 양

식어 항생물질의 내성은 산화적 스트레스의 저항과

도 깊은 연관성을 가진다[9,10]. 이러한 산화적 스트

레스에 대한 저항성 증가는 세포내 항산화계의 오류 

또는 활성 저하에 기인하며, 과도한 활성산소종

(reactive oxygen species, ROS)의 생성에 따른 세포 

수준에서 다양한 구성 물질들에 대한 산화적 변성의 

증가와 근육계의 항상성을 저하시킨다[11,12]. 특히 

미토콘드리아(mitochondria)는 세포 내 소기관들 중

에서 ROS의 생성을 담당하는 중요한 기관으로 산화

적 스트레스에 의한 ROS 과잉 생산을 통한 미토콘드

리아 기능 장애는 DNA 손상과 세포사멸(apoptosis)
을 유도하는 중요한 기전 중 하나로 인식되고 있다

[13,14]. 이러한 문제점을 해결하기 위해 항산화력이 

우수한 천연에서 추출된 물질 중에서 항생물질을 대

체하거나 항생제와 병용 시에 그 효과를 상승시켜 

항생제 사용량을 저감할 수 있는 항생제 대체물질 

개발의 연구가 시급히 요구되고 있다. 따라서 본 연

구에서는 천연 항균 소재 개발의 일환으로 해양생물 

유래 두 가지 천연물(spermidine과 astaxanthin)에 대

한 항균 활성을 S. parauberis 및 S. iniae를 대상으로 

조사하였다. 아울러 항균 활성이 우수하였던 spermi-
dine을 대상으로 C2C12 근원세포(myoblast cells)에서 

과산화수소(hydrogen peroxide, H2O2)에 의한 ROS 생
산 억제를 통해 DNA 손상과 세포사멸을 효과적으로 

감소시켜 주었음을 확인하였다.
 
재료 및 방법

실험 재료 및 어병 균주
본 연구에서 사용한 spermidine과 astaxanthin은 

Sigma-Aldrich (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, 
USA)에서 구입하여 멸균 증류수에 각각 1 M 농도로 

녹여 stock으로 사용하였다. 어류 병원성 세균인 S. 
parauberis 및 S. iniae는 폐사된 넙치로부터 분리, 동
정된 것으로서 부경대학교 수산생명의학과 김도형 
교수로부터 분양 받았으며 대조군으로 사용된 대장

균(Escherichia coli)은 한국생명공학연구원 생물자

원센터로부터 분양을 받아 25℃에서 100 rpm으로 

진탕하면서 18시간 배양하여 실험에 사용하였다. 1
% NaCl이 첨가된 brain heart infusion (BHI) broth, 
BHI agar, Luria-Bertani (LB) broth 및 LB agar 배지와 

양성대조군으로 사용한 항생제인 ampicillin은 

Difco-BBL (Lawrence, KS, USA)로 부터 구입하였다. 

항균활성 측정
Spermidine과 astaxanthin은 멸균 증류수에 희석한 
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후 무균 여과하여 paper disc (직경 8 mm, Advantec, 
Japan)에 50 μl씩 흡습시킨 후 무균작업대에서 자연 

건조하였으며, 이때 disc당 spermidine과 astaxanthin
의 함유량은 100, 250 및 500 μM이 되도록 하였다. 
S. parauberis, S. iniae 및 E. coli는 각각 MacFaland 
No. 0.5가 되도록 멸균 생리식염수로 현탁 조정하였

다. BHI 평판배지에 현탁액 200 μl씩을 골고루 도말 

한 다음, spermidine과 astaxanthin이 함유된 paper disc
를 올려놓고 25℃에서 24시간 동안 배양한 후, 배지 

위에 형성된 clear zone을 vernier caliper를 사용하여 

측정하였다.

최소생장억제 농도(Minimum inhibitory concen-
tration, MIC) 측정

Spermidine과 astaxanthin을 1% NaCl이 첨가된 BHI 
배지로 희석한 후 무균 여과하여 액체배지희석법에 

준하여 단계적으로 희석하여 최소발육 저지농도를 

구하였다[15]. 각각의 접종 균은 96 well tissue culture 
plate에 1 × 106 CFU/ml이 되도록 조절하여 spermi-
dine 및 astaxanthin을 각 균에 혼합(1:1) 처리하여 2
5℃에서 24시간 동안 배양한 후, 육안 및 현미경으로 

균의 성장을 관찰하였고, 0.2 mg의 p-iodoni-
trotetazolium violet (INT)를 40 μl 씩 well 마다 첨가하

여, INT-formazan의 생성에 의한 red color가 발색되

지 않는 항균활성 농도를 540 nm에서 흡광도를 측정

하여 최소억제농도로 결정하였다.

항균지속 효과(Postantibiotic effect, PAE) 측정
Spermidine에 노출된 후 병원성 세균에 대한 살균

력 지속시간을 측정하기 위하여 1 × 106 CFU/ml로 

조절한 균주에 2 × MIC 값 농도의 spermidine과 함께 

1시간 동안 배양한 후 원심분리와 배지 희석법을 사

용하여 spermidine을 제거하였다[16]. 이후 새로운 

배지로 교환하여 25℃ 배양기에서 배양하며 2시간 

간격으로 균수를 측정하였다. 이때 PAE 수치가 클

수록 항균 지속 효과가 우수하다고 할 수 있으며, 
PAE를 구하는 식은 아래와 같다.

               PAE = T-C

T: spermidine 제거 직후 세균의 수가 1 log10 성장하는데 

걸리는 시간

C: spermidine 노출을 시키지 않은 균이 1 log10 성장하는데 

걸리는 시간

C2C12 세포의 배양
마우스 유래 근원세포(myoblast)인 C2C12 세포는 

American Type Culture Collection (Manassas, VA, 
USA)에서 구입하였으며, 10% fetal bovine serum 
(WELGENE, Daegu, Republic of Korea) 및 100 μg/ml 
penicillin/streptomycin antibiotics가 함유된 

Dulbecco's modified Eagle's medium (WELGENE)를 

사용하여 37℃, 5% CO2 조건에서 배양하였다. 세포

의 적정 수 유지를 위하여 48시간마다 trypsin/ethyl-
enediaminetetraacetic acid (EDTA, Sigma-Aldrich 
Chemical Co.) 처리에 의한 계대 배양을 실시하였다. 

세포 생존율 측정 및 세포 형태 관찰
산화적 스트레스에 대한 spermidine의 세포독성 여

부를 조사하기 위하여 C2C12 세포를 spermidine 또는 

H2O2 (1 mM)를 단독 처리하거나, 적정 농도의 sper-
midine을 1시간 전 처리한 후 1 mM의 H2O2 
(Sigma-Aldrich Chemical Co.)를 처리하였다. 24시간 

후, 배지를 제거하고 0.5 mg/ml 농도의 

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5 diphenyl tetrazolium 
bromide (MTT, Sigma-Aldrich Chemical Co.) 시약을 

넣고, 37℃, 5% CO2 incubator에서 2시간 동안 반응시

켰다. 반응이 끝난 후, 배지를 제거하고 dimethyl sulf-
oxide (DMSO, Sigma-Aldrich Chemical Co.)로 생성된 

formazan을 모두 녹인 후 540 nm에서 enzyme-linked 
immunosorbent assay reader (Molecular Devices, 
Sunnyvale, CA, USA)를 이용하여 흡광도를 측정하였

다. 각 세포에 대한 생존율은 대조군 기준으로 백분

율로 나타내었다. 아울러 동일 조건에서 세포의 형태

적 변화는 위상차 현미경(Carl Zeiss, Oberkochen, 
Germany, 200배)을 이용하여 관찰하였다. 

세포사멸 유도의 정량적 분석
정상 및 spermidine과 H2O2가 단독 또는 동시에 함

유된 배지에서 배양된 C2C12 세포에서 세포사멸 유

도에 대한 정량적 분석을 위하여, 준비된 세포를 

PBS로 수세 후 1,000 rpm으로 10분간 원심분리하였

다. 원심분리로 모아진 세포를 PBS로 잘 부유시키

고, ethanol을 이용하여 4℃에서 1시간 동안 고정시

켰다. 고정된 세포들을 50 μg/ml의 propidium iodide 
(PI)와 10 kunit의 RNase (Sigma-Aldrich Chemical 
Co.) 용액을 처리하여 암실, 4℃에서 1시간 동안 염
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색하였다. PBS로 두 번 수세 후 DNA flow cytometer 
(Becton Dickinson, San Jose, CA, USA)에 적용시킨 

형광 반응에 따른 histogram을 분석하였으며, 세포주

기 sub-G1기에 속하는 세포들을 세포사멸이 유발된 

세포 집단으로 평가하였다. 

ROS 생성의 측정
H2O2의 자극에 의한 C2C12 세포에서 ROS 생성에 

미치는 spermidine의 영향을 조사하기 위하여 C2C12 
세포에 1 mM의 spermidine을 1시간 동안 처리하거

나, 1시간 동안 spermidine을 처리한 후 1 mM의 H2O2

를 다시 1시간 처리하였다. 이들 세포에 10 μM의 

2’,7’-di-chlorodihydrofluorescein diacetate (DCF-DA, 
Sigma-Aldrich Chemical Co.)를 처리하여 37℃에서 

반응시켰다. 20분 후, non-specific staining을 제거하

기 위하여 PBS로 수세한 후 flow cytometer를 이용하

여 ROS의 생성량을 비교하였다. 

단백질의 분리 및 Western blot 분석
Spermidine과 H2O2가 단독 또는 동시 처리된 조건에

서 배양된 세포에 lysis buffer [25 mM Tris-Cl (pH 7.5), 
250 mM NaCl, 5 mM EDTA, 1% Nonidet-P40, 1 mM 
phenymethylsulfonylfluoride, 5 mM dithiothreitol]를 첨

가하여 1시간 동안 4℃에서 반응시켰으며, 14,000 
rpm, 30분 원심 분리하여 상층액에 있는 단백질을 분

리하였다. 분리된 단백질을 정량 후 동량의 단백질을 

sodium dodecyl sulphate (SDS)-polyacrylamide gel을 이

용하여 전기영동 후, membrane (Schleicher and Schuell, 
Keene, NH, USA)에 전이시켰다. 단백질이 전이된 

membrane에 적정 1차 항체와 2차 항체를 각각 4℃에

서 overnight, 상온에서 2시간 이상 반응시켰다. 반응

이 끝난 membrane을 암실에서 enhanced chem-
iluminoesence (ECL) solution (Amersham Biosciences 
Co., Arlington Heights, IL, USA)을 적용시켜 특정 단백

질의 발현을 분석하였다. 본 연구에 사용된 1차 항체

와 2차 항체는 Santa Cruz Biotechnology, Inc. (Santa 
Cruz, CA, USA)에서 구입하였다. 

통계처리
Data는 평균 ± 표준오차로 표현하였으며, 유의성 

검정에는 GraphPad PRISM version 5.03 program을 사

용하여 분산 분석(ANOVA: analysis of variance)을 한 

후 p<0.05 수준에서 Duncan의 다중검증법(Duncan's 
multiple range test)에 따라 분석하였다.

결과 및 고찰

Streptococcus spp.에서 spermidine과 astax-
anthin의 항균 활성 비교
우리나라의 양식 넙치에서 분리한 병원성 세균에 

대한 tetracyline과 ampicillin 등과 같은 항균제에 대

한 내성률은 42.6∼94.6%로 매우 높은데, 특히 

Streptococcus spp.는 tetracyline과 ampicillin을 포함한 

2종류 이상의 항균제에 다중 약제 내성을 나타내는 

것으로 보고되어져 있다[17]. 따라서 항균제에 대한 

내성을 극복하기 위한 방안으로 안전성이 확보된 천

연물의 활용에 대한 관심이 매우 높아지고 있다. 
본 연구에서 사용한 spermidine은 polyamine 계열 천

연물의 일종으로 음전하를 띄는 단백질 및 핵산과 결

합하는 특징으로 인하여 세포의 성장과 생존, 증식 등

에 관여하는 것으로 알려져 있다[18,19]. 다양한 종류

의 polyamine 중에서 spermidine은 감염성 질병에 대한 

유의적인 효과가 있음이 보고된 바 있으며[20], 이러

한 효과는 강력한 항염증 효능과도 연계성을 지닐 것

으로 추정된다[21]. Astaxanthin은 β-carotene과 매우 

유사한 구조를 지니는 색소 물질로서 polyisoprenoid와 

oxygen quenching 기능을 가진 benzenoid ring의 결합 

구조로 강력한 항산화 물질로 알려져 있다[22,23]. 
Astaxanthin의 항산화 효능은 ROS 소거능과 과산화물 

연쇄반응 차단 등과 연관성이 있으며[24,25], 면역 증

강 및 항염증 등의 효과와도 관련이 있을 것으로 보고

되고 있다[26,27]. 그러나 현재까지 두 종류의 물질이 

어류병원성 세균에 대한 항균활성 효과에 대해서는 

잘 알려져 있지 않다. 이에 본 연구에서는 어류 질병의 

원인 세균으로 잘 알려진 Streptococcus spp. 2종(S. par-
auberis 및 S. iniae)을 대상으로 spermidine과 astax-
anthin의 항균활성을 조사하였다.
먼저 어류 병원성 세균에 대한 spermidine 및 astax-

anthin의 항균활성 효능을 비교하기 위하여 폐사한 넙치

로부터 분리한 S. parauberis 및 S. iniae에 대한 항균활성

을 조사한 결과는 Figure 1에 나타내었다. 제시된 결과에

서 알 수 있듯이, spermidine은 Streptococcus spp. 속한 두 

종류의 그람 양성균과 대조군으로 사용된 그람 음성균 

E. coli에서 모두 항균 효능을 보였으며, 특히 그람 양성균 
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S. parauberis에서 항균 활성이 상대적으로 높은 것을 확

인할 수 있었다. 그러나 astaxanthin은 S. parauberis 및 S. 
iniae와 E. coli에서 모두 유의적인 항균 효능을 갖지 못하

는 것을 확인하였다. 따라서 이후 실험에서는 spermidine
을 대상으로 최소생장억제 및 최소살균 농도의 설정과 

항균력 지속 효과를 추가적으로 조사하였다.

Bacteria
Spermidine (μg/disc) Astaxanthin (μg/disc) Am

0.25 mM 0.5 mM 1 mM 2.5 mM 5 mM 10 mM 10 μg/ml
S. parauberis 16±0.0 24±0.2* 32±0.4* - - - 35±0.3*

S. iniae 10±0.1 14±0.0* 20±0.1* - - - 16±0.1*
E. coli 15±0.1 20±0.1* 25±0.3* - - - 24±0.0*

Figure 1. Anti-bacterial activities of spermidine and astaxanthin on the fish pathogenic bacteria (Diameter of inhibition zone, 
mm). Results shown are expressed as the mean of three independent experiments. NC, non-treated control; Am, ampicillin 
(*p<0.001 vs 0.25 mM spermidine-treated group).

S. parauberis, S. iniae 및 E. coli에 대한 spermidinen
의 최소생장억제 농도(MIC) 및 최소살균 농도(MBC)
를 측정 결과는 Figure 2에 나타낸 바와 같이 최소생

장억제는 S. iniae 및 E. coli 균에서 각각 1 mM 및 

0.5 mM 정도로 나타났으며, 가장 효능이 좋은 S. par-
auberis에서는 0.25 mM 정도였다. 또한 최소살균농

도에서는 S. parauberis에서 1 mM이였으며, S. iniae와 

E. coli에서는 지정 농도를 벗어난 3 mM 및 1.5 mM로 

나타났다. 한편 어류 질병에 상용화되고 있는 항생제

에 대한 주요 어류 질병 세균의 최소생장억제농도를 

측정한 결과 ampicillin과 amoxicillin 등이 약 100 μ
g/ml인 점을 고려할 때[28], spermidine이 본 연구에서 

사용된 균주에서 1∼3 mM 정도로 관찰되어 비교적 

강한 항균활성을 가지고 있음을 알 수 있었다.

Bacteria MIC (μg/ml) MBC (μg/ml)
S. parauberis 0.25 mM 1 mM

S. iniae 1 mM 3 mM
E. coli 0.5 mM 1.5 mM

Figure 2. Minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal concentration (MBC) of spermidine against 
fish pathogenic bacteria. Data represent the means of three independent experiments. Am, ampicillin.
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다음은 spermidine에 대한 항균력 지속 효과(PAE)
를 조사하기 위하여 S. parauberis에 대한 spermidine 
최소생장억제 농도(0.25 mM)의 2배(0.5 mM)로 각각

의 세균에 처리하여 1시간 동안 반응을 시킨 후 일정 

시간 간격으로 해당 균들의 생장 정도를 비교하였

다. Figure 3의 결과에서 알 수 있듯이, spermidine의 

항균력 지속 효과는 정상 조건에서 배양된(No Drug) 
S. iniae 및 E. coli에서 각각 5시간 및 6시간 정도였으

며, S. parauberis에서는 7시간 동안 균의 생장이 억

제되어 spermidine은 본 연구에서 조사된 3가지 균주 

중, S. parauberis에 대한 항균력이 비교적 우수함을 

알 수 있었다. 따라서 spermidine이 어류 병원성 세균

에 대한 우수한 항균력을 가질 수 있을 것으로 판단

되며, 향후 어류의 질병 예방과 치료에 유용하게 사

용될 수 있을 후보 물질로 제시하고자 한다.

Figure 3. Postantibiotic effect of spermidine against fish 
pathogenic bacteria. Results shown are expressed as the mean 
of three independent experiments (*p<0.001 vs control group).

C2C12 세포에서 spermidine의 항산화 효능 검증
산화적 스트레스에 따른 과도한 ROS의 생성은 감염성 

질병을 포함한 다양한 질환의 원인 요인으로 작용하며, 
산화적 스트레스의 부하는 지질 과산화, 핵산 및 단백질 

손상을 거쳐 세포의 사멸을 유도하며, 이 과정에 ATP 
고갈에 의한 세포 에너지 대사의 방해와 같은 신진대사

의 복잡한 변화가 동반된다[29,30]. 특히 어류에서의 특

정 약물의 항균 작용 증대 및 약재 내성의 극복을 위한 

전략으로 산화적 스트레스를 차단하는 것이 매우 중요하

다[31,32]. 따라서 우수한 항균력이 확인된 spermidine의 

항산화력을 조사하기 위하여 H2O2로 유도된 DNA 손상 

및 세포사멸 유도에 대한 spermidine의 효과를 C2C12 세
포를 대상으로 조사하였다. 산화적 스트레스의 유발을 

위한 H2O2의 농도는 약 50% 정도의 생존력을 보인 1 mM
로 선정하였으며(Figure 4A), 세포독성을 나타내지 않는 

범위(data not shown)의 spermidine을 1시간 전처리하고 

1 mM의 H2O2가 단독 및 동시 처리된 조건에서 24시간 

배양 후 MTT 분석을 실시하였다. Figure 4A에 나타낸 

결과에서 알 수 있듯이, spermidine은 H2O2에 의한 C2C12 
세포의 생존력 저하를 처리 농도 의존적으로 억제하였

다. 동일 조건에서 세포의 형태 관찰에서도 H2O2가 단독 

처리된 세포에서는 전체적인 세포의 수가 감소됨과 동시

에 분지를 형성하며, 세포질이 응축되는 현상과 공포의 

형성 및 부착력 상실에 의한 배양 배지로의 부유된 세포

의 수가 증가되었으나, spermidine이 존재하는 조건에서

는 이러한 현상이 현저하게 감소되었다(Figure 4B).

     

Figure 4. Inhibition of H2O2-induced cytotoxicity and apoptosis by spermidine in C2C12 myoblasts. Cells were treated with 
the indicated concentrations of spermidine for 24 h, or pretreated with or without spermidine for 1 h, and then stimulated 

(A) (B)

(D)(C)
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with 1 mM H2O2 for 24 h. (A) Cell viability was assessed by an MTT reduction assay. The results are the mean ± SD 
obtained from three independent experiments. (B) To investigate morphological changes, cells cultured under the same 
conditions were photographed using an inverted microscope (×200). (C) The cells were collected and stained with PI solution, 
and the percentages of apoptotic sub-G1 cells were then analyzed by a flow cytometer. (D) The results are the mean ± 
SD obtained from three independent experiments (***p<0.001 vs control group, ##p<0.01 and ###p<0.001 vs H2O2-treated group). 

C2C12 세포에서 산화적 스트레스에 대한 spermi-
dine의 세포보호 효과가 세포사멸 유발 억제와 연관

성이 있는지를 확인하기 위하여 flow cytometry 분석

을 실시하였다. Figure 5에 나타낸 바와 같이 H2O2가 

단독 처리된 배지에서 배양된 C2C12 세포에서는 세

포사멸이 유발되었음을 의미하는 sub-G1기에 속하

는 세포의 빈도가 현저히 증가하였으나, spermidine
의 전처리군에서는 유의적인 감소를 보였다. 따라서 

C2C12 세포에서 spermidine의 세포보호 및 세포사멸 

억제 효과가 산화적 스트레스의 직접적인 차단에 의

한 것인지를 조사하기 위하여 ROS의 생성에 미치는 

영향을 조사하였으며, spermidine 단독 처리군에서

는 대조군과 비교하여 유의적인 변화는 관찰되지 않

았지만 1 mM의 H2O2 단독 처리군에서는 ROS 생성

이 현저하게 증가되었으며, spermidine은 H2O2에 의

하여 유도된 ROS의 생성을 유의적으로 차단하였다

(Figure 6).

   

         

Figure 5. Attenuation of H2O2-induced ROS generation and protection of H2O2-induced DNA damage and activation of 
Nrf2/HO-1 signaling pathway by spermidine in C2C12 cells. (A and B) Cells were pretreated with 1 mM spermidine for 
1 h, and then stimulated with or without 1 mM H2O2 for 1 h. (A) The cells were incubated with DCF-DA, and DCF fluorescence 
was measured by a flow cytometer. (B) The values represent the mean ± SD obtained from three independent experiments 
(***p<0.001 vs control group, ##p<0.01 and ###p<0.001 vs H2O2-treated group). (C and D) Cells were pretreated with 1 mM 
spermidine for 1 h, and then stimulated with or without 1 mM H2O2 for 1 h (C), or cells were treated with the+ indicated 
concentrations of spermidine for 24 h (D). Equal amounts of cell lysates were used for Westen blot analysis. Actin was 
used as an internal control.

이상에서 관찰된 spermidine의 산화적 스트레스에 

의한 ROS의 생성 억제 효과와 연관된 생존력 회복

이 DNA 손상의 차단과 연관성이 있는지를 조사하

기 위하여 DNA 이중 나선 손상 지표로 널리 사용되

는 γH2AX 단백질의 인산화(p-γH2AX, serine 139) 
및 DNA-PKs의 발현 변화 조사하였다. Figure 7A의 

immunoblotting 결과에 의하면 H2O2가 처리된 

C2C12 세포에서는 대조군에 비하여 γH2AX 단백질

의 전체적인 발현에는 큰 변화 없이 인산화가 매우 

증가하였으며 DNA-PKs 발현 또한 증가하였나, 
spermidine이 전처리된 세포에서는 이러한 현상이 

대조군 수준으로 감소되었다.      

(C) (D)

(A) (B)
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많은 선행 연구들의 결과에 의하면 과도한 ROS 
생성은 미토콘드리아의 기능 장애를 유발하고, 부적

절한 전자 전달계의 손상으로 인한 ROS의 축적은 

세포사멸의 경로를 활성화시킨다[33,34]. 본 연구에

서 MTT 분석을 통하여 spermidine이 H2O2에 의한 

산화적 스트레스로부터 C2C12 세포를 보호한다는 

것을 확인하였다. 그리고 spermidine이 H2O2가 처리

된 세포에서 관찰되는 DNA 손상 표지자들의 발현

을 억제하였음을 확인하여 산화적 스트레스로 인한 

DNA 손상을 차단할 수 있음을 알 수 있었다. 이러한 

결과에서 DNA 손상의 차단은 ROS의 생성 감소와 

관련이 있으며, 이는 spermidine에 의한 과도한 ROS 
생성의 억제가 H2O2에 의해 유도된 DNA 손상의 감

소에 기여하였음을 의미한다. 
한편 전사조절인자인 nuclear factor eryth-

roid-derived-2-like 2 (Nrf2)와 연계된 항산화 반응 요

소(antioxidant responsive element, ARE) 시스템은 대

부분의 세포에서 필수적인 항산화 경로로 중요한 역

할을 한다[35,36]. 생리적 조건에서 Nrf2는 Kelch-like 
ECH-associated protein 1 (Keap1)과 결합하여 세포질

에 비활성의 형태로 존재한다. 그러나 세포가 산화

적 스트레스를 방어해야 하거나 항산화 촉진 인자들

에 노출될 경우, Nrf2는 Keap1로부터 분리되어 핵으

로 이동하여 ARE에 결합하고 ARE 의존성 항산화 

효소들의 전사 활성을 촉진한다[36,37]. 그 중 대표

적인 Nrf2 의존적 유전자인 heme oxygenase-1 (HO-1)
은 heme의 분해뿐만 아니라 산화적 손상을 받는 세

포를 보호하기 위한 핵심적인 세포보호 효소로 작용

한다. NAD(P)H quinine oxidoreductase-1 (NQO1) 또
한 Nrf2에 의하여 암호화되는 항효소로서 정상적인 

산화적 스트레스로부터 세포보호의 기능을 가진다

[35,36]. 아울러 다양한 해양생물 모델에서 항산화 

효능을 갖는 천연물들이 Nrf2 신호 경로를 활성화시

켜 산화적 스트레스로부터 개체를 보호할 수 있음이 

입증되고 있다[38-40]. 따라서 spermidine의 항산화 

작용이 Nrf2 신호계의 활성과 연관성이 있는지를 조

사한 결과, spermidine은 세포독성을 보이는 않는 범

위에서 처리 농도 의존적으로 Nrf2 및 HO-1의 발현

을 현저히 증가시켰으며, NQO1 또한 부분적인 발현 

증가를 유도하였다(Figure 7B).
  이상의 결과에서 spermidine은 H2O2에 의한 ROS
의 생성을 차단함으로써 DNA 손상과 세포사멸로부

터 C2C12 세포를 보호하였음을 알 수 있다. 이 과정

에서 Nrf2 신호계의 활성 촉진 가능성을 제시하였으

며, 이는 선행 연구에서 밝혀진 spermidine의 간 기능 

보호 작용에서 Nrf2의 활성이 산화적 손상 방어에 

핵심적인 역할을 한다는 결과와 유사함을 알 수 있

었다[41]. 비록 본 연구에서 spermidine이 항균 및 항

산화 작용이 우수함을 제시하였으나, 다양한 어병 

세균에 관한 이 효능에 관한 정확한 기전 연구는 추

가적으로 이루어져야 할 것이다.
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