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- Abstract -

Background: Oxygen free radicals are related to the pathogenesis and develop-

ment of diabetes mellitus. The effect of melatonin, a known powerful antioxidant,

was studied diabetes mellitus induced by streptozotocin in male Sprague-Dawley

rats.

Methods: Diabetes was induced by the intraperitoneal injection of streptozotocin

at 65 mg per kg of body weight. To know the effects of melatonin, two doses of

10 mg of melatonin per kg of body weight were administered intraperitoneally,

the first simultaneously with the streptozotocin, and the second after a further 72

hours. The rats were then sacrificed at the 7th day after the first injection. The

parameters including the levels of blood glucose, hemoglobin A1C, malondi-

aldehyde and antioxidant enzymes were analysed to evaluate the diabetic state

and the degree of lipid peroxidation by oxygen free radicals.

Results: The injection of streptozotocin caused significant increases in the levels of

blood glucose, hemoglobin A1C and malondialdehyde. The injection of melatonin

significantly reduced the levels of blood glucose and malondialdehyde.

Conclusion: These results suggest melatonin may have a protective effect on the

oxidative damage in the diabetes induced by streptozotocin (J Kor Diabetes Asso

26:357∼365, 2002).
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서 론

당뇨병은 고혈당 및 이에 수반되는 대사 장애를 특

징으로 하는 여러 가지 원인이 작용하는 질환군으로서

인슐린의 절대적 또는 상대적 결핍과 인슐린 표적세포

에서의 인슐린저항성 증가에 의한 인슐린의 작용 저하

등에 의해 발병된다
1)
. 이러한 당뇨병은 모든 대사성

질환 중 가장 높은 빈도를 차지하며 서구인에서는 인

구의 6∼7%가 당뇨병 환자로 알려져 있다
1)
. 당뇨병의

병인을 연구하기 위한 방법으로 쥐에게 strepto-

zotocin을 주입하여 당뇨병을 유발시키는 방법을 사용

하고 있다
2,3)

. 쥐에게 주입한 streptozotocin은 췌장의

beta 세포로 이동한 후 세포내의 미토콘드리아를 공격

하며이로 인해 미토콘드리아의 ATP 합성이 억제되고

따라서 미토콘드리아에서는 ADP의 농도가 증가한다
2)
.

이렇게 beta 세포에서 증가된 ADP는 이화과정에서

hypoxanthine과 xanthine으로 전환되며 다시 이들은

beta 세포에 고농도로존재하는 xanthine oxidase의촉

매로 uric acid와 superoxide 음이온이 된다
2)
. 또한

streptozotocin은 직접적으로 xanthine oxidase를 활성

화시키기도 하기 때문에 고농도의 xanthine oxidase는

그 촉매능이 상승되고 따라서 superoxide 음이온의 생

성은 더욱 촉진된다
2)
. 즉 streptozotocin에 의한 당뇨

병의 유발은 이와같은 일련의 과정에서 다량 생성된

superoxide 음이온이 직접 혹은 대사되어 beta 세포에

손상을 줌으로써 당뇨를 유발하게 되는 것
2)
으로 알려

져 있다.

한편 포유류의 송과체 hormone인 melatonin은 활

성 산소 중 peroxyl radical과 가장 반응성이 강한

hydroxyl radical을 분해하는 것으로 알려져 있으며
4,5)

,

기존에 알려진 다른 항산화제들 보다 강력한 것
4)
으로

밝혀져 주목을 받고있다. Melatonin은 safrole과 같은

발암성화학물질에의한 DNA 손상, 방사선에 의한 손

상 및 paraquat나 세균의 lipopolysaccharide에 의한

지질 과산화 등을 방지하며 활성산소에 의한 백내장

형성 억제 작용도 있는 것으로 알려져 있다
4)
. 따라서

streptozotocin에 의한 당뇨병의 유발에 활성 산소가

관계되므로, 이는 melatonin에 의해 방지될 수 있을

것이다.

이 실험은 송과체 hormone인 melatonin이 strepto-

zotocin에 의한 당뇨병유발을어느정도막을수있는

지를 확인하고 그 기전을 이해하기 위하여 흰쥐에게

streptozotocin을 투여하고 melatonin을 투여한 후 혈

당및당화혈색소의농도, 지질과산화의지표인 malon-

dialdehyde
6)
농도와 항산화 효소들의 활성도를 측정하

였다.

대상 및 방법

1. 동물 및 처치

4주 이상 같은 조건으로 사육한 체중 280∼320 g이

되는 Sprague-Dawley종의 숫 흰쥐를 사용하였으며 다

음과 같이 3군으로 나누었다. 대조군은 총 5마리로 쥐

를 12시간 금식시킨 후 5% ethanolic saline 용액 4

mL와 1 mM citric acid 완충액 (pH 4.5) 1 mL을 복강

내로 주입하고 72시간 후 5% ethanolic saline 용액을

다시 4 mL을 주사한 후, 최초의주사 후 1주일에 쥐를

희생시켜 채혈한 후 각종 측정 시료로 사용하였다.

Streptozotocin 투여군 (제 1군)은 총 6마리로 쥐를 12

시간금식시킨후 5% ethanolic saline 용액을 4 mL와,

체중 kg당 65 mg의 streptozotocin을 1 mM citric acid

완충액 (pH 4.5) 1 mL에 녹여 복강내로 주사하였다.

최초주사후 72시간에 다시 5% ethanolic saline 용액

4 mL를 주사하였으며, 최초의 주사 후 1주일에 쥐를

희생시켜 채혈한 후 각종 측정 시료로 사용하였다.

Sreptozotocin과 melatonin 투여한 melatonin 투여군

(제2군)은 총 7마리로 쥐를 12시간 금식시킨 후

Floreani 등
7)
의 방법에 따라 5% ethanolic saline 용액

4 mL에 melatonin을 체중 kg당 5 mg이 주입되도록

녹인 액을 복강내 주사하고, 체중 kg당 65 mg의

streptozotocin을 1 mM citric acid 완충액 (pH 4.5) 1

mL에 녹여 복강으로 주사하였다. 최초 주사 후 72시간

에 다시 5% ethanolic saline 용액 4 mL에 melatonin

을 체중 kg당 5 mg이 주입되도록 녹인 액을 다시 복

강 주사하고, 최초의 주사 후 1주일에 쥐를 희생시키

고 채혈한후 각종 측정 시료로사용하였다. 각실험군

은 개별 분리 수용하였으며 실험 전후에 일정한 조건

으로 사육하였다. 사료는 시판되는 삼양유지사료 주식
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회사 제품인 실험동물 사료를 물과 함께 자유로이 먹

도록 하였다.

2. 당부하 시험 (glucose tolerance test)

Streptozotocin 투여군에서 당뇨병이 잘 유도되었는

지 알아보기 위해 처음 streptozotocin 혹은 citrate

buffer를 투여한 후 6일에 공복시와 포도당 (2 g/kg)을

피하에 주입한 후 30분 및 120분에 꼬리의 끝을 자라

모세 혈관 혈액을 채취하여 혈당 값의 변화를 관찰하

는 당부하 시험을 실시하여 당뇨 발생을 확인하였다.

3. 방 법

채취한 혈액의 일부는 항응고제로 EDTA가 함유된

병에 담아 당화 혈색소 측정용으로 사용하였으며, 일

부의 혈액은 실온에서 30분간 방치한 후 3,000 rpm으

로 10분간 원심 분리하여 혈청을 얻어 혈당,

malondialdehyde 및 항산화 효소들의 측정용 시료로

사용하였다. 혈당 및 케톤체의 측정은 각각 GLzyme

및 Uropaper 7 (Eiken Chemical Co., Ltd., Tokyo,

Japan)을 사용하였다. 당화 혈색소는 DiaSTAT (Bio-

Rad, Hercules, California, USA)를 사용하여 측정하

였다. 혈중 malondialdehyde양의 측정은 malondial-

dehyde가 thiobarbituric acid와 반응할 때나타나는 붉

은 색을 535 nm에서 측정하는 thiobarbituric acid

assay 방법
8)
에 의하였다. 즉, 혈청을 0.25 N 염산에

0.375%의 thiobarbituric acid와 15% trichloroacetic

acid를함유한시약과혼합하고, 반응액을 100℃ 수용

액 중에서 15분간 방치한 후 3,000 g로 5 분간 원심하

여 얻은 상층액을 535 nm에서 측정하였다. 시료중

malondialdehyde 농도는 분자 흡광 계수 1.56×10
5

M-1 cm-1를 사용하여 계산하였다. 혈중 superoxide

dismutase의 활성도 측정은 xanthine oxidase를

superoxide anion 발생 system으로 사용하여 nitroblue

tetrazolium이 환원되는 양을 측정하는 Sun 등
9)
의 방

법을사용하였으며이효소 1 unit는효소액을넣지않

는 반응액중의 nitroblue tetrazolium 환원을 50% 억제

하는 효소의 량으로 정하였다.

혈중 catalase 활성도의 측정은 과산화 수소를 기질

로 사용하여 25℃에서 30초 반응시키는 동안에 240

nm 파장에서 과산화 수소가 환원되어 감소하는 흡광

도로써효소 활성도를 측정하는 Nelson과 Kiesow
10)
의

방법에 의했으며 효소 활성도의 단위는 1분간에 1 mg

의 단백질이 반응하여 환원시킨 과산화 수소를 mol로

나타내었다.

혈중 glutathione peroxidase의 활성도 측정은 환원

형 glutathione, 과산화 수소 및 NADPH를 기질로 사용

하고 glutathione reductase를 촉매로 하여 glutathione

peroxidase 효소 시료와 함께 25℃에서 5분간 반응시

키는 동안에 환원형 glutathione이 과산화 수소에 의해

산화형 glutathione으로 되고, 이것이 glutatione

reductase와 NADPH에 의해 환원형 glutathione으로

환원될 때 NADPH는 산화되며 이 NADPH가 NADP+

로산화되는정도를 340 nm 파장에서 time scan을하여

NADPH의 분자흡광계수 (E340 cm = 6.22m-1cm-1)를

이용하여 효소의 활성도를 산출하는 방법인 Paglia와

Valentine
11)
의 법에 의하였다. 이 효소 활성도의 단위는

1분간에 1 mL의 혈청이 반응하여 산화된 NADP+를

nmol로 나타내었다.

소변중의 포도당 및 케톤체의 검사는 Uropaper 7

(Eiken Chemical Co., Ltd., Tokyo, Japan)을 사용하

였다.

4. 통계

값은평균±표준 편차로 나타내었고, 각군의비교는

Student's t-test를 사용하였으며 p값이 0.05 이하를 유

의 수준으로 하였다.

결 과

각 실험군의 혈중 포도당 농도는 Fig. 1과 같다. 즉,

대조군에서 혈청 포도당 농도는 134±10 mg/dL이었

으며, streptozotocin 투여군에서는 524±99 mg/dL로

대조군의 포도당 농도에 비해 유의한 증가를 나타내었

다 (p < 0.001). Melatonin 투여군에서 포도당 농도는

350±137 mg/dL로 대조군의 포도당 농도인 134±10

mg/dL에 비해 증가되었으나 (p < 0.01), streptozotocin

투여군의 포도당 농도보다는 유의한 감소를 나타내었

다 (p < 0.05).
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각 실험군에서 혈중 당화 혈색소 농도 변동은 Fig. 2

와 같다. 즉, 대조군에서 혈중 당화 혈색소 농도는 2.17

± 0.30%이었으며, streptozotocin 투여군에서는 4.11

±0.47%로 대조군에 비해 유의한 증가를 나타내었다

(p < 0.001). Melatonin 투여군에서는 당화 혈색소 농도

는 3.36±0.73%로 대조군의 당화 혈색소 농도에 비해

유의하게 증가되었으나 (p < 0.01), streptozotocin 투여

군보다는 유의한 감소를 나타내었다 (p < 0.05).

각 실험군에서 혈중 malondialdehyde 농도 변동은

Fig. 3과 같다. 대조군에서 혈청 malondialdehyde 농

도는 3.60±0.24 nmol/mL이었으며, streptozotocin 투

Fig. 1. Effect of melatonin on the glucose levels in rats.

Significantly different from control* (b, p<0.01; c,

p<0.001), and from group 1** (d, p<0.05). Experi-

mental groups are described in Table 1 and text.

Fig. 2. Effect of melatonin on the glycosylated hemoglobin

levels in rats.

Significantly different from control* (b, P<0.01; c,

p<0.001) and from group 1** (d, P<0.05). Experi-

mental groups are described in Table 1 and text.

Fig. 3. Effect of melatonin on the malondialdehyde levels

in rats.

Significantly different from control* (c, p<0.001)

and from group 1** (e, p<0.05). Experimental

groups are described in Table 1 and text.

Fig. 4. Effect of melatonin on the superoxide dismutase

activity(SDA) in rats.

Significantly different from control* (a, p<0.05)

and from group 1** (e, p<0.01). Experimental

groups are described in Figure 1 and text. One

unit of superoxide dismutase activity was defined

as the amount which inhibited the reduction of

cytochrome c by 50%. Experimental groups are

described in Table 1 and text.
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여군에서는 4.81±0.46 nmol/mL로 대조군에 비해 유

의한 증가를 보였다 (p < 0.001). Melatonin 투여군에

서는 malondialdehyde 농도는 3.61±0.55 nmol/mL

로 대조군과 비슷한 결과를 보였으나, streptozotocin

투여군보다는 감소하였다 (p < 0.01).

각 실험군에서 혈중 superoxide dismutase 활성 변

동은 Fig. 4와 같다. 대조군에서 혈청 superoxide

dismutase 활성도는 226±42 unit/min/mL이었으며,

streptozotocin 투여군에서는 161±30 unit/min/mL로

대조군에 비해 유의한 감소를 나타내었다 (p < 0.05).

Melatonin 투여군에서는 230±50 unit/min/mL로 대

조군과 비슷한 결과를 나타내었으며, streptozotocin

투여군보다는 증가하였다 (p < 0.01).

각 실험군에서 혈중 catalase 활성도 변동은 Fig. 5

와 같다. 대조군에서 혈청 catalase 활성도는 3.41±

1.34 mol H2O2/min/mL이었으며, streptozotocin 투여

군에서는 13.82±9.47 mol H2O2/min/mL로 대조군에

비해 유의한 감소를 나타내었다 (p < 0.05). Melatonin

투여군에서는 5.57±2.71 mol H2O2/min/mL로 대조

군에 비해서는 약간 증가되었고, streptozotocin 투여

군보다는 감소하였으나 통계학적 의의는 없었다.

각 실험군에서 혈중 glutathione peroxidase 활성도

변동은 Fig. 6과 같다. 대조군에서 혈청 glutathione

peroxidase 활성도는 13.50±11.23 nmol NADP+/

min/mL이었으며, streptozotocin 투여군에서는 63.77

±29.57 nmol NADP+/min/mL로 대조군에 비해 유의

한 증가를 나타내었다 (p < 0.01). Melatonin 투여군에

서는 55.12±25.14 nmol NADP+/min/mL로 대조군

에 비해서는 유의한 증가를 나타내었으나 (p < 0.01),

streptozotocin 투여군과는 큰 차이가 없었다.

대조군에서 소변중의 포도당은 모두 음성이었으나,

streptozotocin 투여군 모두에서 4도 양성 (++++,

2,000 mg/dL)을 나타내었으며, melatonin 투여군에서

는 총 7예 중 6예에서 4도 양성을 1예에서 음성을 나

타내었다 (Table 1).

혈중 케톤체는 대조군 5예 모두에서 음성 반응을

나타내었으나, streptozotocin을 투여군에서는 총 6예

중 3예에서 1도 양성 (+, 5∼40 mg/dL), 1예에서 위양

성을 나타내었으며 2예에서는 음성을 나타내었다.

Melatonin 투여군에서는 총 7예중 1예에서 1도 양성,

2예에서 위양성 (±, 2∼5 mg/dL), 4예에서는 음성을

나타내었다 (Table 1).

소변중의 케톤체는 대조군에서는 모두 음성이었으

나, streptozotocin 투여군에서는 6예중 3예에서 2도

양성 (++, 40∼100mg/dL)이었으며, 나머지는 모두 음

성을 나타내었다. Melatonin 투여군에서는 7예중 1예

Fig. 5. Effect of melatonin on the catalase activity in rats.

Significantly different from control* (a, p < 0.05).

Experimental groups are described in Table 1 and

text.

Fig. 6. Effect of melatonin on the glutathione peroxidase activity

(GPA) in rats.

Significantly different from control* (b, p < 0.01).

Experimental groups are described in Table 1 and text.
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에서 2도 양성을 나타내었으며 나머지는 모두 음성을

나타내었다 (Table 1).

고 찰

활성 산소 (oxygen free radical)는 쌍을 이루지 않

는 전자를가진분자로서 우리 몸은 에너지생성과정,

정상적인 신진 대사 과정 및 면역 체계를 통해 끊임없

이 생성한다
12,13)

. 그러므로 이들 없이는에너지를 생성

하지도 감염원과 싸우지도 못할 뿐만 아니라 신체에

필요한 화학 물질도 생성하지 못한다. 그러나 활성 산

소는 반응성이 높아 생체 분자들의 구조와 기능을 변

화시켜 신체에 손상을 끼치며 여러 가지 질병을 일으

키는 원인으로 작용한다
12∼14)

. 이러한 과잉의 통제되지

않는활성산소의세포손상작용이지속되어동맥경화
15)
,

심장 질환
16,17)

, 염증
14)
, 암

14,18,19)
및 노화

18,20,21)
등을

유발하는 것으로 알려져 있다. 또한 활성산소는 인체에서

당뇨병및당뇨병의각종합병증에관여하는것
2,22∼24)

으

로 알려져 있다.

활성 산소 중 superoixde 음이온이 가장 먼저 형성

되는데, 이 superoxide 음이온은 superoxide dismutase

의 작용을 받아 과산화 수소가 되고 이 과산화 수소는

금속 이온의 작용을 받아 활성 산소 중 가장 반응성이

강한 hydroxyl radical을 형성하게 된다
25)
. 이러한

hydroxyl radical을 제거하는것으로알려진 melatonin
4,5)

이 streptozotocin에 의한 당뇨병 유발을 어느 정도 막

을 수 있는지를 확인하고 그 기전을 이해하기 위하여

이 실험을 수행하였다.

이 실험에서 streptozotocin을 투여하였을 때 혈당

농도 및 당화 혈색소 농도는 정상 대조군에 비해 유의

한 증가를 나타내었으며, 이러한 포도당 및 당화 혈색

소 농도의 증가는 melatonin의 투여로 유의한 감소를

나타내었다. 그리고 streptozotocin을 투여하였을 때

혈당농도 및당화혈색소농도는 Zhao 등의 결과
26)
와

비슷하였다. 또한 혈중 및 요중 케톤체의 출현 정도는

melatonin 투여군에서는 streptozotocin을 단독 투여하

였을 때 보다 양성을 나타내는 정도가 훨씬 적었으며

음성을 나타내는 비율은 오히려 증가되었다. 이러한

결과로 볼 때 melatonin의 투여는 streptozotocin에 의

한 당뇨병 유발을 완벽하게 막을 수는 없지만 유의하

Table 1. Parameters Related to Diabetes Mellitus

Groups

Parameters

Control

(n=5)

Group 1

(n=6)

Group 2

(n=7)

1) Urine glucose

Negative (-) 5 0 1

Four positive (++++,

2,000mg/dL)

0 6 6

2) Serum ketone bodies

Negative (-) 5 2 4

False positive (±,

2∼5mg/dL)

0 1 2

One positive (+,

5∼40mg/dL)

0 3 1

3) Urine ketone bodies

Negative (-) 5 3 6

Two positive (++,

40∼100mg/dL)

0 3 1

Control; Control group, Group 1; The group which received only streptozotocin.

Group 2; The group which received melatonin with streptozotocin.

- 362 -



게혈당의상승을저해하는효과는나타낸다고생각된다.

활성 산소에 의한 손상을 나타내는 지표로 사용되

는 malondialdehyde 농도
6)
는 streptozotocin 투여군에

서는 대조군에 비해 증가되었으나 melatonin과 strep-

tozotocin을 함께 투여한 군(제2군)에서는 streptozotocin

만을 투여한 군에 비해 유의한 감소를 나타내었다. 이

는 melatonin 투여로 streptozotocin에 의한 산화적 손

상이 감소함을 나타낸다고 생각된다.

Streptozotocin을 투여한 군에서 항산화 효소들인

superoxide dismutase의 활성도는 감소하였으며,

Ichikawa 등
27)
에 따르면 superoxide dismutase의 활성

저하는 superoxide 음이온의 과량 생성을 야기하여

superoxide 음이온에 의한 손상을 증가시킨다고 알려

져 있는 만큼, streptozotocin을 투여한 군에서 super-

oxide dismutase의 활성도 감소는 streptozotocin에 의

해 생성된 superoxide 음이온의 과산화 수소로의 전환

을 차단하는 결과를 초래하게 되고 따라서 strepto-

zotocin에 의한 손상을 증가시켜 malondialdehyde 생성

량의 증가를 초래한 것으로 생각된다. Melatonin 투여

군에서 superoxide dismutase의 활성은 증가되었다. 이

는 Reiter 등
28)
의 보고와 일치한다. 이러한 melatonin에

의한 superoxde dismutase 자극 효과와 활성 산소 처

리 효과가 상승적으로 작용하여 활성 산소에 의한 손

상을 줄인 것으로 생각된다.

Streptozotocin 투여군에서 catalase와 glutathione

peroxidase의 활성도는 증가되었다. 이는 superoxide

dismutase의 활성도 감소로 인해 유발되는 활성 산소

에 의한 손상을 보상하기 위한 것으로 생각되나 자세

한 이유에 대하여는 추후 추가로 연구하여야 할 것으

로 생각된다. Melatonin 투여군에서는 catalase는 활성

이 정상으로 회복되었으나 glutathione peroxidase의

활성은 여전히 증가된 상태로 유지되었다. Catalase의

활성 감소는 melatonin 투여로 활성 산소에 의한 손상

이 줄어든 결과로 보이며, glutathione peroxidase의 활

성도가 대조군에 비해 여전히 증가되어 있는 것은

Reiter 등
28)
의 보고에서밝혀진바와같이 melatonin이

glutathione peroxidase의 활성을 자극했기 때문이라

생각된다.

이상의 결과로 보아 melatonin은 superoxide

dismutase를 자극함으로써 streptozotcin에 의한 산화

적 손상을 방지하여 streptozotcin에 의한 당뇨병의 유

발을 어느 정도 방지하는 효과를 나타내는 것으로 생

각된다.

요 약

연구배경: Streptozotocin 투여에 의해 유발된 당뇨

쥐에서 항산화 작용이 있다는 것으로 알려진

melatonin의 효과를 알아보기 위하여 이 실험을 수행

하였다.

방법: Sprague-Dawley종 숫 흰쥐에서 체중 kg당

65 mg의 streptozotocin을 단회 복강내 투여하여 당뇨

병을 유발하였다. Melatonin의 투여는 streptozotocin

투여 시와 streptozotocin 투여 후 72시간에 각각 체중

kg당 5 mg의 melatonin을 복강 투여하였다. 최초 약

물 투여 후 7일에 쥐를 희생시킨 후 혈당 농도와 당화

혈색소의 농도, 지질 과산화의 지표인 malondial-

dehyde의농도및항산화효소활성도등을측정하였다.

결과: Streptozotocin 투여 군에서는 대조군에 비해

혈중 포도당 농도, 당화 혈색소 농도 및 malondial-

dehyde 농도는 유의한 증가를 나타내었으나 superoxide

dismutase의 활성도는 감소를 나타내었다. Melatonin

투여군에서는 streptozotocin 투여군에 비해 혈중 포도

당 농도와 malondialdehyde 농도가 낮아졌으며

suerpxode dismutase의 활성도는 정상으로 회복되었다.

결론: Streptozotocin에 의해 유발된 당뇨 쥐에서

melatonin은 산화적 손상을 방지하여 streptozotcin에

의한 당뇨병의 유발을 어느 정도 방지하는 것으로 생

각된다.
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