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Oxysterols are known to be involved in the physiopathology of atherosclerosis. Since 7-ketocholesterol 
(7-KC) is found in large amounts in oxysterols and in atherosclerotic plaque, the study on how 7-KC 
may affect monocyte differentiation induced by phorbol myristate acetate (PMA) in the monocytic cell 
line, THP-1, is essential. 7-KC induced a dose-dependent reduction in cell proliferation without induc-
ing cytotoxicity, and the substantial staining of Nile red demonstrates the increased absorption of in-
tracellular lipids. Although 7-KC itself did not increase cell adhesion, it markedly decreased the adhe-
sion of cells treated with PMA. Furthermore, by observing the effect of 7-KC on phagocytosis using 
fluorescent-labeled latex beads, 7-KC’s ability to abolish phagocytosis in PMA-stimulated macrophages 
was illustrated. The effect of 7-KC on the expression of selected protein markers on the process of 
differentiation induced by PMA in THP-1 cells was also examined. 7-KC inhibited expression of 
ICAM-1, CD11a, SR-A1, and SR-B2 (CD36) in PMA-stimulated THP-1 cells. Conversely, 7-KC drasti-
cally increased the expression of SR-D1 (CD68)in PMA-stimulated THP-1 cells. In conclusion, these re-
sults suggest that 7-KC modulates monocyte differentiation and activation via the intracellular accu-
mulation of lipid droplets.
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서   론

죽상경화증(atherosclerosis)은 만성적인 염증성 질환으로

써 고지혈증(hyperlipidemia), 당뇨병(diabetes), 고혈압(hyper-

tension), 흡연(smoking), 비만(obesity) 등이 관여하며, 동맥벽

에 lipids의 축적과 대식세포(macrophage)로부터 형성되는 거

품세포(foam cell)의 침착으로 인한 plaque의 형성으로 특징지

워진다[11, 15]. 단핵구(monocyte)는 죽상경화증의 발달과 진

행에 핵심적으로 관여한다는 사실이 잘 알려져 있다. 단핵구

는 다양한 조절 물질에 의해 혈관 내막에서 대식세포로 빠르

게 분화하며 다양한 cytokines, 혈관내피세포(endothelial cell) 

부착에 관여하는 인자 및 청소수용체(scavenger receptors)를 

발현하게 된다[20]. 이들 청소수용체는 low-density lipopro-

tein (LDL)의 변형된 형태인 acetylated LDL과 oxidized LDL

을 인식하여 세포내로 가지고 온다. 대식세포로부터 lipids가 

가득한 거품세포의 형성과 발달은 청소수용체에 의한 choles-

terols을 포함한 lipids의 과도한 축적에 있다고 여겨진다[3, 18].

Oxysterols은 산화된 cholesterols의 형태로 죽상경화 pla-

que에서 많이 관찰되며, 27-oxygenated cholesterol, 7-ketocho-

lesterol (7-KC), 7α-hydroxycholesterol, 7β-hydroxycholesterol 

등이 있다[7, 9]. Oxysterols은 그 자체 혹은 oxidized LDL의 

구성성분으로써 죽상경화증의 발달에 크게 관여한다고 알려

져 있다[5]. 또한, oxysterols은 단핵구와 대식세포 뿐만 아니라 

혈관내피세포에 작용하여 염증성 cytokines의 분비와 세포부

착인자의 발현 및 apoptosis 유도 등에도 관여한다고 보고되

고 있다[1, 4]. 7-KC는 oxidized LDL에 가장 풍부한 형태의 

oxysterol로써 죽상경화 plaque에서 관찰되며, 단핵구 분화와 

거품세포 형성에 관여한다는 보고가 있다[9]. 또한, 7-KC와 7β- 

hydroxycholesterol를 포함한 oxidized LDL이 in vivo 조건에

서 단핵구의 대식세포로의 분화에도 실제로 관여한다고 알려

져 있다[6].

대식세포의 거품세포로의 발달에서 oxysterols의 관련성은 

잘 알려져 있지만, 혈액에 존재하는 대식세포의 분화 전 단계

인 단핵구에서 oxysterols의 영향은 완전히 규명되어 있지 않

다. 본 연구에서는 7-KC가 단핵구 세포내 lipids의 축적을 유

도하고, 이로 인한 단핵구의 분화 및 활성화에 어떤 영향을 

주는지 단핵구세포주 THP-1을 이용하여 조사하였다.

재료 및 방법

시약

7-ketocholesterol (7-KC), phorbol 12-myristate 13-acetate 

- Note -
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(PMA), Nile red, protease inhibitor cocktail은 Sigma Chemi-

cal Co. (St. Louis, MO, USA) 제품을 구입하여 사용하였다. 

Bicinchoninic acid (BCA) protein assay kit는 Pierce (Rock-

ford, IL, USA) 제품을, 30% acrylamide/bis solution은 Bio- 

Rad (Hercules, CA, USA) 제품을 사용하였다. ICAM-1, SR- 

A1, CD36, CD68, β-actin에 대한 항체는 Santa Cruz Biotech-

nology (Santa Cruz, CA, USA) 제품을, horse radish perox-

idase (HRP)가 부착되어 있는 이차 항체와 enhanced chem-

iluminescence (ECL) Western blotting kit는 Amersham Phar-

macia Biotech (Piscataway, NJ, USA) 제품을 사용하였다.

세포배양 및 분화의 유도 

인간 단핵구세포주 THP-1는 한국세포주은행에서 구입하

여 사용하였다. 세포는 10% heat-inactivated FBS (Gibco-BRL, 

Carlsbad, CA, USA), 100 U/ml penicillin과 100 μg/ml strep-

tomycin을 포함하는 RPMI-1640 medium (HyClone, Waltham, 

MA, USA)에서 5% CO2 조건의 37℃ incubator에서 배양하였다.

세포 생존율 측정

THP-1 세포를 12-well plate에 1×105 cells/well의 밀도로 

분주하여 다양한 농도의 7-KC를 처리하여 48시간 배양하였

다. 세포를 plate 용 원심분리기에서 800 rpm으로 바닥에 부착

시킨 후, MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetra-

zolium bromide) 용액 100 μl을 첨가하여 37℃에서 4시간 동

안 반응시켰다. 반응액을 제거하고 DMSO를 넣어 MTT for-

mazan을 용해시킨 후 VERSAmax ELISA reader (Molecular 

Devices, Toronto, Canada)를 이용하여 570 nm에서 값을 측정

하였다.

Nile red 염색

세포를 cover glass-bottom dishes에 분주하여 수행하였고, 

7-KC를 실험에 요구되는 시간으로 처리한 후 100 μg/ml 농도

로 DMSO에 녹아있는 Nile red 용액을 세포배양액에 최종 농

도가 0.1 μg/ml으로 첨가하고 15분 동안 배양한다. 그 후 PBS

로 세포를 여러 번 세척하고, 2% paraformaldehyde로 15분 동

안 상온에서 세포를 고정시켰다. 염색된 세포의 image는 LSM 

510 laser-scanning confocal microscope (Zeiss, Göettingen, 

Germany)로 관찰하였다.

세포 부착능 측정

THP-1 세포를 12-well plate에 1×105 cells/well의 밀도로 

분주하여 25 μM 7-KC를 처리하여 24시간 동안 배양한 후 

PMA로 분화를 유도하였다. 24시간 후, 부유 세포 및 0.01% 

trypsin-EDTA을 이용하여 바닥에 부착한 세포를 각각 수확하

여 trypan blue dye exclusion 방법으로 염색하여 EVETM auto-

matic cell counter (NanoEntek, Seoul, Korea)를 이용하여 살

아있는 세포와 죽은 세포의 수를 측정하였다. 세포의 부착율

은 살아있는 세포의 전체 [N(t)]와 부착한 세포의 평균 [N(a)]

을 이용하여 [N(a)/N(t)] ×100으로 계산하여 세포수를 표현하

였다.

Phagocytosis 분석

세포를 24-well plate에 5×104 cells/well의 농도로 분주하여 

사용하였다. THP-1 세포의 포식기능을 측정하기 위해서, 평균 

직경이 0.5 μm인 carboxylate-modified fluorescent-labeled la-

tex beads (Sigma, St. Louis, MO, USA)를 이용하여 제조사가 

공급한 protocols에 따라 실시하였다. 배양중인 각 well에 la-

tex beads를 5 μl 첨가하고 4시간 동안 5% CO2 incubator에서 

배양시키고 PBS로 세포를 세척한 다음 543 nm excitation, 610 

nm emission 조건에서 FACS Canto II (BD Biosciences, San 

Jose, CA, USA)를 이용하여 측정하였다.

Western blot analysis

THP-1 세포를 60-mm dish에 2×105 cells/ml의 농도로 분주

하여 사용하였고, 수확한 세포는 RIPA buffer (150 mM so-

dium chloride, 50 mM Tris-HCl (pH 7.5), 0.5% sodium deox-

ycholate, 0.2% SDS, 1% Triton X-100, 2 mM EDTA)로 전체 

단백질을 분리하였다. BCA protein assay kit를 이용하여 정량

한 후, 동일한 양의 단백질(20 μg)을 10% SDS-polyacrylamide 

gel에 전기영동하고 electroblotting apparatus (Bio-rad, Rich-

mond, CA)를 이용하여 300 mA에서 90분 동안 PVDF mem-

brane으로 이동시켰다. Membrane은 TBS-T (TBS plus 0.1% 

Tween 20)에 5% skim milk로 1시간 동안 담궈 두었고, 그 

후 적당한 일차 항체 및 HRP가 부착되어 있는 이차 항체를 

반응시켰다. 면역복합체는 ECL kit를 이용하여 반응시킨 후 

LAS-3000 Luminescent Image Analyzer (Fujifilm, Tokyo, 

Japan) 기기에서 단백질 발현을 분석하였다.

Statistics or reproducibility

모든 실험은 적어도 세번 이상 반복하여 결과를 means ± 

standard deviations (SD)로 표현하였다. One-way analysis는 

GraphPad Prism software (GraphPad Software, Inc., La Jolla, 

CA, USA)를 이용하여 분석하였고, 대조군과 실험군의 p-value 

<0.05를 구하여 통계적 유의성을 검증하였다.

결   과

단핵구세포주 THP-1의 viability와 Nile red 염색에서 7- 

KC의 효과

Oxysterols은 농도에 따라 다양한 세포에서 독성을 가지기 

때문에, 본 연구에 앞서 7-KC가 THP-1 세포의 viability와 성

장에 미치는 효과를 조사하고 적절한 농도를 선정하였다. 배
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Fig. 1. Effects of 7-KC on viability, proliferation and Nile red 

staining. THP-1 cells were treated with various concen-

trations of 7-KC (0, 1, 5 and 25 μM) for 48 hr. (A) Cell 

viability (■, viable cells/total cells) and cell numbers 

(□, viable cells) were assessed by trypan blue dye ex-

clusion assay. (B) Intracellular accumulation of lipid 

droplets was analyzed by Nile red staining. Data were 

shown as the means of ± SDs of three independent ex-

periments (*p<0.05 and **p<0.01 vs. the untreated con-

trol). (C) Fluorescence images (x200).

Fig. 2. Effect of 7-KC on cell adhesion in THP-1 cells. Cells were 

treated with 25 μM 7-KC or 100 nM PMA for 48 hr. 

Number of bound cells was scored by trypan blue dye 

exclusion assay using a hemocytometer. The results are 

presented as the means of ± SDs of three independent 

experiments (*p<0.05 and **p<0.01 vs. the untreated con-

trol).

양중인 THP-1 세포에 다양한 농도(1, 5, 25, 50 μM)의 7-KC를 

처리하여 48시간 동안 배양한 후 trypan blue dye exclusion 

assay로 분석하였다. 50 μM 이상의 7-KC를 처리한 세포는 분

명한 viability의 감소를 나타내기 때문에, 실험에서는 세포의 

viability에는 영향을 주지 않는 25 μM 이하의 농도를 사용하

였다. 7-KC를 48시간 동안 처리한 THP-1 세포는 세포증식에

는 농도의존적으로 감소를 보이나(Fig. 1A), 세포내 lipids에 

반응하는 Nile red 염색은 현저히 증가함을 보였다(Fig. 1B, 

Fig. 1C). 이는 7-KC가 THP-1 세포에서 세포내 lipids의 이동

과 축적을 유도한다는 것을 의미한다.

THP-1 세포의 부착능에서 7-KC의 효과

단핵구의 대식세포로의 분화 과정에서 세포의 부착에 관여

하는 인자의 발현과 함께 부착능의 증가는 중요한 지표로 가

장 먼저 나타나는 현상이다. 100 nM PMA를 48시간 동안 처리

한 세포는 뚜렷한 부착능을 나타내나, 7-KC를 처리한 세포는 

세포내 lipids의 축적은 있지만 부착능의 증가는 보이지 않았

다(Fig. 2).

THP-1 세포의 Nile red 염색에서 7-KC와 PMA의 비교

Nile red는 esterified cholesterol, momoglyceride, digly-

ceride, triglyceride 같은 neutral lipids와 phospholipid 같은 

polar lipids를 염색시킨다. Fig. 3에서 보는 바와 같이, PMA를 

처리한 세포는 neutral lipis와 polar lipids를 의미하는 강한 

fluorescence intensity를 보였다. 이는 배양중인 단핵구가 PMA 

자극에 의해 대식세포로 분화가 진행되면서 거품세포로 전환

될 수 있는 초기 과정을 의미한다. 7-KC를 처리한 세포에서도 

뚜렷한 Nile red 염색을 관찰할 수 있으나, PMA에 비해 세포

막에 가까운 fluorescence를 보이며 대식세포의 특징인 납작

하며 amoeboid 형태의 모습을 보이지는 않았다.

자극한 THP-1 세포의 phagocytosis에서 7-KC의 영향

성숙한 대식세포의 기능적 특징인 phagocytosis 과정에서 

7-KC의 역할을 분석하였다. THP-1 세포를 25 μM 7-KC로 24

시간 동안 배양한 후 100 nM PMA로 세포의 분화를 자극하였
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Fig. 3. Comparison of 7-KC and PMA on intracellular accumu-

lation of lipid droplets. THP-1 cells were treated with 

25 μM 7-KC or 100 nM PMA for 48 hr. Then, the cells 

were stained with Nile red, and the staining efficiency 

was evaluated with confocal microscope. Neutral lipids 

(green) and polar lipids (red) were observed in the cells. 

Fluorescence images (x1,200). 

Fig. 4. Effect of 7-KC on PMA-induced phagocytosis of THP-1 

cells. Cells were pretreated with 25 μM 7-KC for 24 hr, 

and stimulated with 100 nM PMA for another 48 hr. 

Then, the cells were challenged with latex beads. The 

efficiency of phagocytosis was determined by flow cy-

tometry analysis. The percentage of bead uptake in his-

togram was estimated by flow J software.

Fig. 5. Effect of 7-KC on the expression of macrophage differ-

entiation marker. Cells were pretreated with 25 μM 7-KC 

for 24 hr, and then stimulated with 100 nM PMA for 

another 24 hr. Whole cell lysates were analyzed by 

Western blot analysis using specific antibodies, as indi-

cated. b-actin was used as an internal control to monitor 

equal protein loading.

다. 48시간 후, 분화된 대식세포에 carboxylate-modified red 

fluorescent latex beads를 첨가하여 4시간 동안 CO2 incubator

에서 반응시키고 fluorescence intensity를 flow cytometry를 

사용하여 측정하였다. PMA 자극으로 분화가 유도된 세포는 

40.3%의 phagocytic activity를 보이는 반면 7-KC로 전처리한 

후 PMA로 자극한 세포는 2.92%로 현저히 감소하였다(Fig. 4).

대식세포의 scavenger receptor 발현에서 7-KC의 효과

THP-1 세포의 분화과정에서 나타나는 막표면 단백질의 발

현에서 7-KC가 미치는 영향을 조사하였다. THP-1 세포에 25 

μM 7-KC를 24시간 동안 처리한 후 100 nM PMA로 세포를 

자극하였다. 24시간 후, 부유 세포와 부착한 모든 세포를 수확

하여 단백질을 얻고 Western blot analysis를 이용하여 변화를 

분석하였다. Fig. 5는 THP-1 세포에서 PMA의 자극은 ICAM-1, 

CD11a, scavenger receptor SR-A, CD36, CD68 등의 세포막 

수용체 발현이 증가함을 보여준다. 반면에, 7-KC를 전처리한 

세포의 경우는 ICAM-1, CD11a, SR-A, CD36의 발현이 현저히 

감소함을 나타내었다. 특이하게도, 7-KC는 단독으로 CD68의 

발현을 유도하였고 PMA로 자극한 경우에서도 현저한 증가 

양상을 보였다. 이 결과는 THP-1 세포에서 7-KC에 의한 세포

내 lipids의 축적에 CD68이 관여한다는 것을 의미한다.

고   찰

혈액을 순환하는 단핵구는 혈관내피세포와 상호작용을 통

해 다양한 신호전달물질과 chemotactic factors에 의해 대식세

포로 성숙되어 phagocytosis, 염증, 조직의 복구 등의 면역반

응에 관여한다. 또한, 단핵구는 죽상경화증을 유발할 수 있는 

병변 부위의 시발점이 되는 세포로서 plaque의 형성을 위해 
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축적되게 된다[12, 15]. 이들 단핵구로부터 유도되는 대식세포

는 phagocytosis에 관여하는 다양한 단백질을 막표면에 발현

시킨다[19]. 그 중 scavenger receptors는 주로 변형된 형태의 

low density lipoproteins (LDL)인 oxidized LDL을 인식하고 

제거하는 역할을 담당한다. 가장 먼저 밝혀진 SR-A1을 포함한 

class A, N말단과 C말단이 세포내에 있는 loop 형태로 존재하

는 SR-B2 (CD36)을 포함한 class B, 그리고 N 말단이 세포 

외부에 존재하는 SR-D1 (CD68)을 포함하는 class C 등이 존재

한다[8, 10].

Oxysterols은 정상 혈장에서는 cholesterol보다 약 10,000배 

정도로 낮은 극히 적은 양이 존재하지만 강한 oxidative stress

를 주는 환경에서는 증가하여 혈관내피세포 및 단핵구를 포함

한 백혈구의 성장, 대사, 분화에 영향을 미친다[2, 14]. 이는 

죽상경화증의 발생, 면역세포의 기능 이상과 세포사망을 포함

한 병적인 상태로 진행되기도 한다[13, 16]. 이들 oxysterol은 

아마도 oxidized LDL 형태로 청소수용체에 인식되어 세포내

로 유입되고 과도한 oxidized LDL의 축적은 거품세포를 형성

하게 된다. Lipid가 가득한 거품세포는 일부 대식세포의 특징

을 가지지만 완전한 대식세포의 기능을 가지지 못하고 혈관벽

에 plaque를 형성하고 죽상경화증을 일으키고 나아가 심장질

환과 뇌졸중(stroke)을 촉진하는 원인이 된다.

거품세포의 침착으로 형성된 plaque이 죽상경화증의 발달

과 진행에 중요한 역할을 담당하고 있으나, 거품세포의 형성

과 침착에 관여하는 인자 및 그 상세한 기전은 아직 완전히 

밝혀져 있지 않는 실정이다. 그러므로, 단핵구의 대식세포로

의 분화와 활성화 과정에서 oxysterols의 영향을 분석하는 것

은 거품세포 생성과 plaque 형성과정의 분자기전을 이해하는

데 큰 도움이 될 것으로 본다.

본 연구에서 7-KC가 단핵구의 분화와 활성화에 미치는 영

향을 THP-1을 이용하여 조사하였다. 7-KC (25 μM)는 THP-1 

세포내 lipids의 축적을 크게 유도하였고, 단독으로 세포의 부

착능에는 영향을 주지 않았지만 PMA로 자극한 세포의 부착

능은 뚜렷한 감소를 일으켰다. 다른 논문에 따르면, 10 μg/ml 

농도의 7-KC를 7일 동안 처리를 한 경우 세포의 45%가 부착능

을 보였다[9]. 7-KC에 의한 lipids의 축적은 7-KC가 거품세포

의 초기 특징을 유도하며, PMA 자극에 의한 대식세포로의 

분화와 활성화를 억제한다는 것을 의미한다. 대식세포의 분화

와 활성화에서 phagocytosis에 관여하는 막표면 단백질에는 

LFA-1 (CD11a+CD18), Mac-1 (CD11b+CD18)와 다양한 청소

수용체가 존재한다[17]. 7-KC를 처리한 THP-1 세포는 대식세

포의 막표면 인자인 ICAM-1, CD11a, SR-A1, SR-B2 (CD36)의 

발현을 감소시켰지만, 7-KC는 단독으로 혹은 PMA로 자극한 

세포에서 SR-D1 (CD68)의 발현을 현저히 증가시켰다. 이는 

7-KC에 의해 유도되는 세포내 lipids의 축적에 SR-D1 (CD68)

이 관여한다는 것을 의미하는 결과이지만, 실험의 조건에 따

라 청소수용체를 포함한 막표면 인자들의 발현에 차이가 있어 

깊은 연구가 필요한 실정이다[9, 20]. 이를 종합하면, 7-KC는 

단핵구를 sterols이 풍부한 거품세포로 변형시킴으로써 생리

적 자극에 의한 정상적인 단핵구의 대식세포로의 분화와 활성

화를 억제한다는 것을 시사한다. 끝으로, 단핵구에서 oxy-

sterols에 의한 lipids 축적 및 거품세포 생성의 정확한 기전의 

연구는 죽상경화증을 포함한 혈관질환의 규명에 큰 도움이 

되고, 나아가 치료와 예방을 위한 타겟 물질로의 oxysterols의 

연구가 필요하다고 사료된다.
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