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국문 초록 

 

서론: 비타민 C는 세포 내로 흡수되어 여러 종류의 생물학적 반응

에 관여한다. 세포가 비타민 C를 흡수하는 방식은 크게 두 가지가 

있다. 산화형 비타민 C는 포도당 수송체(glucose transporter; GLUT)를 

통하여 수동적으로 흡수되며, 환원형 비타민 C는 나트륨의존 비타

민 C 수송체(sodium-dependent vitamin C transporter; SVCT)에 의해서 

에너지를 사용하며 흡수된다. 또한 비타민 C는 여러 단면의 면역반

응에 관여하는 것으로 알려져 있다. 하지만 지금까지 사람 T 림프

구에서 SVCT 존재와 비타민 C의 역할은 아직 잘 알려지지 않았다. 

따라서 본 연구에서는 사람 T 림프구에서 비타민 C가 T 림프구 활

성화에 미치는 영향을 알아보았다. 

방법: 사람 말초혈액에서 T 림프구를 분리한 후 배양하였다. T 림프

구에서 SVCT 존재를 확인하기 위하여 비활성 또는 활성화 48시간

에 중합효소연쇄반응, 특수단백질 검출법, 면역형광염색 등을 수행

하였다. 비타민 C가 T 림프구의 세포증식, 세포 사멸, 활성화 정도

에 미치는 영향을 확인하기 위하여 활성화 전 또는 후에 비타민 C

를 첨가하였고, 세포 내 비타민 C 농도 측정, Annexin V, PI 염색 후 

유세포분석, 배양 48시간째 [
3
H]-thymidine 흡수 측정, 세포배양액 내 

IL-2 농도 측정을 위한 ELISA, 활성화 세포 표면 표지자인 CD69, 

CD25 발현 확인, DCFH-DA법을 이용한 세포 내 ROS 양 측정, NF-

κB, c-Jun 활성 측정 등을 시행하였다. 

결과: 활성화 전에 첨가한 고농도 비타민 C는 T 림프구의 세포증식

을 억제하였으며, 세포사멸 또한 유도하였다. 하지만 활성화 후 24

시간에 첨가된 고농도 비타민 C는 세포증식은 물론이고 세포 사멸



 

 

 

 

에 별다른 영향을 나타내지 않았다. IL-2 분비를 비교하여도 활성화 

전에 첨가한 그룹이 감소하였다. 위 현상이 고농도 비타민 C가 T 

림프구의 활성화를 억제하여 나타난 현상인지 알아보기 위하여 

CD69와 CD25의 발현을 확인한 결과, CD25의 발현이 감소되어 있었

다. 비활성 T 림프구와는 달리 활성 T 림프구는 활성화 후 2시간 

만에 상당한 정도의 비타민 C를 흡수하여, 활성화 자체가 T 림프구

의 비타민 C 흡수를 촉진함을 확인하였다. 활성화에 중요한 역할을 

하는 세포 내 ROS는 활성화 전 또는 후에 첨가된 고농도 비타민 C

가 모두 비슷하게 감소시켰다. 활성화 전과 후 첨가된 비타민 C는 

사람 T 림프구 활성에 중요한 전사인자인 NF-κB의 활성을 감소시켰

고, c-Jun 활성에는 큰 영향을 주지 않았다. 

결론: 이상의 결과를 토대로 살펴볼 때, 활성화된 T 림프구는 시간

에 관계없이 비타민 C를 활발하게 흡수하였으며, 이들은 세포 내 

ROS 양을 감소시키는 항산화작용을 나타냄을 알 수 있었다. 그러나 

활성화 후에 흡수된 비타민 C와 달리 초기에 흡수된 비타민 C는 T 

림프구 활성과정에 부정적 영향을 미쳤다. 이는 아마도 T 림프구 초

기에 일어나야 할 여러 과정에 ROS가 중요하게 작용하며, 과량의 

비타민 C는 ROS를 제거함으로써 이들 과정이 일어나는 것을 방해

하였기 때문에 나타난 결과일 것으로 생각된다. 비타민 C의 이러한 

특성을 활용하면 생체 내 특이 항원에 대한 면역반응의 강도를 조

절할 가능성이 있을 것으로 생각된다. 

 

주요어: 사람 T 림프구 활성화, 비타민 C, 항산화제, ROS 

학  번: 2012-21762 

 

 

 



 

 

 

 

목 차 

 

국문초록…….....................................................................................ⅰ 

목차...................................................................................................ⅲ 

그림목록............................................................................................ⅳ 

서론....................................................................................................1 

실험목적..............................................................................................4 

실험재료 및 방법................................................................................5 

결과..................................................................................................11 

고찰..................................................................................................29 

참고문헌...........................................................................................39 

초록(영문)........................................................................................49 



 

 

 

 

그림 목록 

 

Figure 1. SVCT-2 expression on human T cells..........................................13 

 

Figure 2. The effects of vitamin C on the proliferation of human T 

cells..................................................................................................................15 

 

Figure 3. The effects of vitamin C on human T cell apoptosis..................17 

 

Figure 4. High concentration vitamin C before activation affects human 

T cell IL-2 production...................................................................................17 

 

Figure 5. The effects of vitamin C on the activation marker of human T 

cells..................................................................................................................20 

 

Figure 6. Vitamin C concentration measurement in resting or activated 

human T cells.................................................................................................22 

 

Figure 7. Effects of vitamin C on intracellular ROS levels by resting or 

activated human T cells.................................................................................24 

 

Figure 8. Effects of vitamin C on NF-κB acitivity by human T 

cells..................................................................................................................26 

 

Figure 9. Effects of vitamin C on c-Jun acitivity by human T 

cells..................................................................................................................28 



 

 

 

 

서 론 

 

사람은 포도당으로부터 비타민 C 를 합성하는데 필요한       

L-gulonolactone oxidase 가 없어서 비타민 C 를 스스로 합성 할 수 

없다. 따라서 사람에게 비타민 C 는 꼭 섭취해야 하는 필수 

영양소이다[1]. 비타민 C 는 세포 내로 두 가지 수송체를 통해서 

유입된다. 환원형 비타민 C (ascorbic acid; AA)는 나트륨의존 비타민 

C 수송체(sodium-dependent vitamin C transporter; SVCT)를 통해서 

유입되고[2], 산화형 비타민 C (dehydroascorbic acid; DHA)는 포도당 

수송체(glucose transporter; GLUT-1, 3, 4)를 통해서 유입된다[3]. 

SVCT 는 말 그대로 비타민 C 를 세포 내로 수송할 때 나트륨을 

필요로 하고, 종류로는 SVCT-1 과 SVCT-2 가 존재한다[4-9]. 

현재까지 알려진 바에 의하면, SVCT-1 은 간, 소장, 신장의 

상피세포에 존재하고, SVCT-2 는 뇌, 눈, 비장, 고환, 난소에 

존재한다[4-9]. 하지만 사람 T 림프구에서 SVCT 의 존재는 아직까지 

잘 알려져 있지 않다. 

T 림프구는 체액성 면역과 세포성 면역에 중요한 면역세포이고, 

몇몇 종류가 있다. 먼저, 활성화된 도움 T 림프구는 B 림프구의 

CD40 자극으로 형질세포 분화와 항체 생산을 촉진시켜 항원의 

활성을 저해하는 체액성 면역 기능을 한다[10]. 활성화된 독성 T 

림프구는 병원체에 감염된 세포, 암세포, 바이러스, 세균, 곰팡이 

등을 퍼포린과 그랜자임으로 직접 파괴시키는 세포성 면역 기능을 

한다[11]. 그밖에, 조절 T 림프구는 IL-10, TGF-beta 등 



 

 

 

 

사이토카인이나 CTLA-4 와 같은 보조자극분자를 발현하여 T 

림프구와 B 림프구의 면역 반응을 조절하는 것으로 알려져 있다[12]. 

다시 말해, 활성화된 T 림프구는 세포증식 증가로 항원 특이적인 

세포를 많이 만들고, 다양한 사이토카인 분비 증가로 면역반응을 

활성화하거나 억제 할 수 있다. 사이토카인 중 IL-2 는 T 림프구의 

항원 비특이적 세포증식인자로서 세포주기 진행과 클론확장을 

시키는 중요한 단백질이다[13]. 활성화된 T 림프구에서 IL-2 발현은 

이차전령계로 알려진 활성산소종(ROS) [14]에 의해 조절된다는 몇몇 

보고가 있다. T 림프구 수용체 자극 후 미토콘드리아 복합체-Ⅰ에서 

발생한 ROS 는 NF-κB 와 AP-1, IL-2 발현을 증가시켰다[15]. 반대로 

PMA/ionomycin 자극 30 분 전에 항산화제인 N-L-acetylcysteine 

(NAC)를 사용하여 ROS 를 감소 시켰을 때는 IL-2, IL-4 발현이 

감소했으며, NAC 농도가 증가할수록 그 발현도 감소하였다[15]. 

또한, 마우스 T 림프구를 Con A 또는 PMA/ionomycin 자극 10 분 

전에 lipo 억제제, hydroxyl radical 억제제, oxygen radical 억제제 등의 

항산화제를 사용하였을 때도 세포증식과 IL-2 분비를 

억제하였고[16], nonpermeant electron acceptor ferricyanide, iron chelator, 

butylated hydroxyanisole (BHA) 등의 항산화제 존재 하에 

PMA/ionomycin 으로 자극했을 때도 마우스 T 림프구의 세포증식 및 

IL-2 수용체 발현을 억제하였다[17, 18]. 하지만 T 림프구를 mitogen 

자극 후 24 시간째에 lipo 억제제, hydroxyl radical 억제제, oxygen 

radical 억제제 등의 항산화제를 처리하였을 때는 활성을 억제하지 

않았고, 오직 자극 전 또는 자극 2 시간 이내에 첨가 했을 때만 



 

 

 

 

억제하였다[16]. 그러나 위와 같은 현상이 왜 일어나는지는 자세히 

알려지지 않았다. 

비타민 C 도 혈청과 세포 내의 ROS 를 제거하는 강력한 

항산화제로서 잘 알려져 있으며[19, 20], T 림프구 활성화에 영향을 

준다. 실제로, 비타민 C 가 T 림프구에 미치는 영향에 대해 다양한 

연구들이 보고되었다. 먼저, 비타민 C 가 T 림프구에 긍정적인 

효과를 나타내는 연구보고가 있다. 비타민 C 를 투여한 

노인들로부터의 T 림프구는 in vitro 에서 세포증식 능력이 

증가하였다[21]. 고용량 비타민 C 를 3 주 동안 섭취한 젊은 사람의 

T 림프구도 in vitro 에서 세포증식 능력이 증가하였다[22]. 지연성 

과민반응 유도제(dinitrofluorobenzene)를 투여한 마우스에 비타민 

C 를 섭취시킨 T 림프구도 in vitro 에서 다양한 자극에 대한 

세포증식이 증가하였다[23]. In vitro 에서 0.4 ~ 10 mM 비타민 C 를 

첨가한 활성화된 B10 마우스 T 림프구는 성장인자 결핍, 자발적, 

스테로이드 유도 등으로 인한 세포사멸이 억제되었다[24]. Balb/c 

마우스에 250 mg 비타민 C 를 2 ~ 4 주 동안 음수로 먹인 실험에서 

Con A 로 자극 시킨 T 림프구의 세포증식이 증가하였고, 세포 매개 

면역반응 또한 증가하였다[25]. 반면에 비타민 C 가 T 림프구에 

부정적인 영향을 나타내는 연구보고도 있다. 사람 T 림프구에 20 

mM 비타민 C 를 2 시간 동안 첨가하고, PMA/ionomycin 으로 5 시간 

동안 자극하였을 때 IL-2 양이 감소하였다[26]. 사람 T 림프구에 250 

μM 비타민 C 를 18 시간 동안 첨가하였을 때 세포의 생존율과 IL-2 

분비 양이 90% 이상 감소하였고, 비타민 C 를 제거하여도 

mitogen 에 대한 반응이 회복되지 않았다[27]. 또한, 0.5 mM 비타민 



 

 

 

 

C 를 자극 30 분 전에 첨가하면 사람 T 림프구에서 ROS 생성을 

억제하고, 세포증식을 감소시킨다는 보고가 있다[28]. 

 

 

 

 

 

실험 목적 

 

항산화제가 T 림프구 활성 전 또는 초기에 처리 되었을 때 

세포증식 및 IL-2 분비 감소를 보였지만, 활성 후 24 시간째 

처리하였을 때는 아무런 영향이 없었다. 하지만 같은 항산화제가 

처리되는 시점에 따라 T 림프구에 미치는 영향이 다른 이유에 

대해서는 지금까지 잘 알려지지 않았다. 

따라서 본 연구의 목적은 항산화제인 비타민 C 도 사람 T 

림프구에 자극 전 또는 후에 첨가되었을 때 세포활성에 서로 다른 

영향을 주는지 확인하고, 만약 그렇다면 비타민 C 가 사람 T 

림프구에 첨가되는 시점에 따라 왜 서로 다른 영향을 보이는지에 

대해서 알아보는 것이다. 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

재료 및 방법 

 

 

1. 지원자 

신체 건강한 지원자의 혈액에서 T 림프구를 분리하였다. 모든 

실험에 대한 설명을 하고 사전 동의를 받아서 혈액을 채취하였으며, 

이는 서울대학교 윤리 위원회인 IRB 에서 승인을 받았다(C-1208-149-

424). 연령은 20 에서 40 대 사이의 지원자 10 명을 대상으로 하였다. 

혈액 샘플은 바로 실험에 사용하였다. 

 

2. 세포 및 시약 

말초혈액 단핵세포(PBMC)는 Ficoll-paque PLUS (1.077±0.001 g/ml, 

GE Healthcare, 17-1440-02)를 이용하여 밀도구배 원심분리로 

수집하였고, CD3+ T 림프구는 nagative selection pan T cell isolation kitⅡ 

(Cat. No. 130-091-156, Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach, 

Germany)와 LS column (Cat. No. 130-042-401, Miltenyi Biotec GmbH)를 

사용해 negative selection 하였다. 분리한 T 림프구는 anti-CD3-PE (Cat. 

No. 347347, Becton Dickinson, NI, USA)로 염색하여 유세포분석을 했을 

때 95% 이상의 순도를 확인하였다. 

분리한 T 림프구는 RPMI 1640 (Cat. No. LM 011-01, Welgene, 

Daegu, Korea)에 10% fetal bovine serum (Gibco, 16000-044), 1% 

penicilin/streptomycin, 1% GlutaMAX
Tm

 (Gibco, 35050-061), 1 mM sodium 

pyruvate (Gibco, 11360-070), 1% non-essential amono acids (Gibco, 11140-



 

 

 

 

050), 55 μM 2-mercaptoethanol (Gibco, 21985-023)를 첨가하여 

배양하였다. 

 

3. 역전사 중합효소 연쇄반응(RT-PCR) 

사람 T 림프구의 전체 RNA 는 Trizol (Cat. No. 15596026, 

invitrogen, USA)을 사용하여 추출하였다. 각각의 프라이머는 hSVCT-

1 (sense; 5'-GCC CCT GAA CAC CTC TCA TA-3', antisense; 5'-ATG GCC 

AGC ATG ATA GGA AA-3'; 360 bp), hSVCT-2 (sense; 5'-TTC TAT GCT 

CGC ACA GAT GCC-3', antisense; 5'-TAA AAG CCA CAC AGC CCC 

CTA C-3'; 667 bp), GAPDH (sense; 5'-GTG GAG TCT ACT GGC GTC TT-

3', antisense; 5'-GCC TGC TTC ACC ACC TTC TT-3'; 509 bp)이다. SVCT-

1 과 -2 프라이머의 annealing 온도는 각각 55℃, 61℃ 이다. 

 

4. 특수 단백질 검출 검사(Western blot) 

사람 T 림프구의 전체 세포 용해물은 RIPA buffer (50 mM Tris-

HCl (pH 7.4), 150 mM NaCl, 1% sodium deoxychloride, 0.1% SDS, 1% 

triton X-100, 2 mM EDTA, protase inhibitor)를 이용하여 얻었다. 단백질 

농도는 BCA assay 를 통해 정량 하였다. 단백질 20 μg 은 12% SDS-

PAGE 로 분리하고, nitrocellulose membrane 에 옮겼다. 0.1% (v/v) Tween 

20 과 5% (w/v) non-fat milk 단백질이 첨가된 TBST 에 membrane 을 

넣고, 1 시간 동안 blocking 하였다. Blocking 한 membrane 은 1 차 

항체인 goat anti-human SVCT-2 (Cat. No. SC-9927, 1:200, Santa Cruz 

Biotechnology, CA)와 함께 4℃에서 overnight 하였다. Membrane 은 

5 분씩 3 번을 0.1% (v/v) Tween 20 이 첨가된 PBS 로 수세 후 2 차 



 

 

 

 

항체인 HRP-conjugated anti-goat IgG (Cat. No. SC-2020, 1:10,000, Santa 

Cruz Biotechnology, CA)와 함께 상온에서 1 시간 동안 배양하였다. 

Membrane 은 5 분씩 3 번을 0.1% (v/v) Tween 20 이 첨가된 TBST 로 

수세 후 enzyme-linked chemiluminescence (ECL detection kit, Cat. No. 

RPN2132, Amersham, GE Healthcare, UK)을 처리하였다. 

 

5. 면역형광염색 

사람 T 림프구는 유리 슬라이드 위에 분주 후 상온에서 1 시간 

동안 배양하였다. PBS 로 3 회 수세 후 세포를 4% PFA 로 20 분간 

배양하였다. 그 후, PBS 로 수세하고, 10% normal donkey serum 으로 

상온에서 1 시간 동안 blocking 한 후 1 차 항체인 goat anti-human 

SVCT-2 (Cat. No. SC-9927, 1:100, Santa Cruz Biotechnology, CA)를 

상온에서 1 시간 동안 배양하였다. PBS 로 3 회 수세 후 2 차 항체인 

donkey anti-goat Alexa 555 (1:500)을 상온에서 차광된 상태로 1 시간 

동안 배양하였다. PBS 로 3 회 수세 후 핵 염색을 위해 DAPI 

(1:4000)를 상온에서 차광된 상태로 30 분 동안 배양하였다. PBS 로 

3 회 수세 후 mounting solution (Cat. No. S3025, DakoCytomation, 

USA)을 사용하여 커버슬라이드를 덮고, 상온에서 2 시간 동안 배양 

후 콘포칼 현미경으로 확인하였다. 

 

6. 비타민 C 농도 측정 

사람 T 림프구 또는 혈중 비타민 C 농도 측정은 2,4-

dinitrophenylhydrazine (DNPH) method 를 이용하였다[29]. 세포 



 

 

 

 

용해물을 동량의 10% meta-phosphoric acid (Cat. No. M6288, Sigma, 

USA)와 10 분간 혼합 후 원심분리로 상층액을 수집하였다. 상층액은 

0.027 M cupric sulfate (Cat. No. C-1297, Sigma)와 10 분간 배양 후 0.68 

M thiourea 를 첨가하였다. 0.1 M DNPH (Cat. No. D199303, Sigma)를 

첨가 후 37℃ 수조에서 3 시간 동안 배양하였다. 그 후, 65% sulfuric 

acid (Cat. No. 83010-0350, Junsei, Japan)를 첨가하고, 520 nm 파장에서 

흡광도를 측정하였다. 

 

7. 세포 증식 분석 

사람 T 림프구는 96-well plate 에 분주하였고, phorbol-12-myristate-

13-acetate (PMA; 10 ng/ml, Cat. No. 524400, Calbiochem, San Diego, CA)와 

ionomycin (50 ng/ml, Cat. No. I0634, Sigma) 또는 dynabeads human T-

activator CD3/CD28 (Cat. No. 111-31D, Invitrogen)로 자극하여 37℃, 5% 

CO2 배양기에서 배양하였다. 활성화된 T 림프구는 48 시간 후에 1 

μCi/well [Methyl 
3
H]-thymidine (Cat. No. ART0178, American radiolabeled 

chemicals)을 처리하고, 16 시간 추가 배양하였다. 방사능은 β-선 

측정기로 측정하였으며, 모든 샘플은 quintuplicate 하였다. 

 

8. 세포사멸 분석 

사람 T 림프구는 24-well plate 에 분주하였고, PMA (10 ng/ml), 

ionomycin (50 ng/ml)으로 자극 2 시간 전에 1 mM 비타민 C 를 첨가 

후 24 시간 동안 37℃, 5% CO2 배양기에서 배양하였다. T 림프구(1 x 

10
6
)를 Annexin V binding buffer (Cat. No. 556454, BD pharmingen)에 



 

 

 

 

부유한 후 Annexin V (Cat. No. 556420, BD)와 15 분간 배양하였다. 

Propidium iodide (PI) (Cat. No. 556463, BD)는 분석 직전에 첨가하였다. 

분석기기는 FACS calibur (BD Bioscienes, San Diego, CA)를 사용하였다. 

 

9. 유세포 분석(FACS) 

사람 T 림프구(1 x 10
6
/tube)를 FACS tube 로 옮겨서 0.05% bovine 

serum albumin (BSA, Cat. No. 0332, Amresco)이 첨가된 차가운 PBS로 

2 번 수세하고, anti-human CD69-FITC (Cat. No. 555530, BD) 0.2 μg, anti-

human CD25-FITC (Cat. No. 555431, BD) 0.2 μg 를 얼음에서 30 분 동안 

배양하였다. 결합 후 2번 수세 하여 FACS Calibur 로 분석하였다. 

 

10. 사이토카인 양 측정 

사람 T 림프구(5 x 10
5
/well)는 24-well plate 에 분주하고, 500 μM 

비타민 C 를 첨가 후 2 시간째 PMA (10 ng/ml), ionomycin (50 

ng/ml)으로 자극 하였다(Before). 또는, 자극 후 24 시간째 비타민 

C 를 첨가하고(After), 36 시간째 각 그룹의 상층액을 걷어서 IL-2 

ELISA kit (Cat. No. KHC0021, Invitrogen)를 사용하여 IL-2 양을 

측정하였다. 

 

11. 세포 내 ROS 수준 측정 

세포 내 존재하는 ROS 수준은 형광 탐색기인 2', 7'-

dichlorodihydrofluorescein-diacetate (DCFH-DA) (Sigma, St. Louis, MO)를 

이용하여 측정하였다[30]. 분리한 사람 T 림프구를 24-well plate 에 



 

 

 

 

well 당 1x10
6 개씩 분주하고, 50 μM DCFH-DA 를 처리하여 37℃에서 

30 분 동안 배양하였다. PBS 로 수세 후 24-well plate 에 다시 

배양하였다. 사람 T 림프구는 비타민 C 첨가 후 20 분째 PMA (10 

ng/ml), ionomycin (50 ng/ml)로 자극하고, 2 시간 동안 배양 후 FACS 

Calibur 로 FITC 파장에서 형광을 측정하였다. 활성화된 

시점으로부터 6, 12 시간의 T 림프구 내 ROS 수준 측정은 지정된 

시간이 되기 30 분 전에 DCFH-DA 와 배양, PBS 수세, 새 배지에 

비타민 C 첨가 후 2 시간 동안 배양한 뒤 측정하였다. 

 

12. NF-κB 활성 측정 

사람 T 림프구(1 x 10
6
/well)는 24-well plate 에 분주하고, 1 mM 

비타민 C 를 첨가 후 30 분 뒤 PMA (10 ng/ml), ionomycin (50 

ng/ml)으로 자극 하였다(Before). 또는, 자극 후 5 시간째 비타민 C 를 

첨가하고(After), 45 분 뒤 각 그룹의 세포들을 걷어서 Nuclear 

extraction kit (Cat. No. 10009277, Cayman.)를 사용하여 핵만 분리하였다. 

분리한 핵 내 NF-κB 단백질 양은 NF-κB (p65) transcription factor assay 

kit (Cat. No. 10007889, Cayman.)를 사용하여 분석하였다. 

 

13. 통계학적 분석 

통계학적 분석은 Mann-Whitney 또는 일원배치분석을 

사용했으며, 사후검정은 Turkey HSD 분석을 하였다. 유의성은 P 

value 가 < 0.05 보다 이하일 때 인정하였다. 모든 분석은 SPSS 통계 

프로그램을 이용하였다. 



 

 

 

 

결 과 

 

1. 사람 T 림프구에서 활성화에 따른 SVCT 발현 

변화 

 

사람 혈액 내의 비타민 C 는 주로 환원 형태로 존재한다[31]. 

환원형 비타민 C 를 사람 T 림프구가 흡수하려면 SVCT 가 존재해야 

하는데, 지금까지 사람 T 림프구에 SVCT 의 존재는 잘 알려져 있지 

않다. 따라서 사람 T 림프구에 SVCT 가 존재 하는지 확인하고, 

활성화되면 SVCT 발현이 증가하는지 확인해 보았다. 사람 말초 

혈액에서 T 림프구를 분리한 후 PMA (100 ng/ml)와 ionomycin (500 

ng/ml) 처리로 0, 24, 48 시간 동안 활성화 시킨 후 세포들로부터 

mRNA 를 추출하여 SVCT-1, 2 발현 여부를 RT-PCR 을 통해 

확인하였다. 그 결과, SVCT-2 만 관측되었으며 활성화 시 mRNA 

양이 증가하였고(Fig. 1A, B), western blot 를 통해 단백질 수준에서 

확인했을 때도 SVCT-2 의 발현이 증가하였다(Fig. 1C, D). 

면역형광염색을 통해서 SVCT-2 발현을 확인해보았다. 그 결과, 

SVCT-2 는 활성화 시 발현 양이 증가한 것을 확인하였다(Fig. 1E).  

앞 실험들로 사람 T 림프구에 SVCT-2 가 존재하는 것을 

확인하였는데, SVCT 가 사람 T 림프구에서 기능적으로도 비타민 

C 를 흡수 할 수 있는지 알아보았다. T 림프구를 48 시간 동안 

활성화 시킨 후 0.5 mM 비타민 C 를 배지에 첨가하였다. 비타민 

C 가 산화되어 GLUT 를 통한 비타민 C 흡수를 막기 위해 3 mM 



 

 

 

 

dithiothreitol (DTT)를 사용하였다. SVCT 를 통한 비타민 C 가 

흡수되는 것을 막기 위해 sodium free buffer 를 사용하였다. 각각의 

조건에서 사람 T 림프구를 2 시간 동안 배양 후 DNPH 방법으로 

세포 내 비타민 C 농도를 측정하였다. 그 결과, 환원형 비타민 C 만 

존재하는 조건인 DTT+VC 그룹에서는 T 림프구 내 비타민 C 

농도가 증가했고, SVCT 를 통한 비타민 C 흡수를 억제하는 조건인 

sodium free buffer+DTT+VC 그룹에서는 T 림프구 내 비타민 C 

농도가 비타민 C를 주지 않은 그룹과 비슷하게 측정되었다(Fig. 1F). 

 

 

2. 비타민 C 가 사람 T 림프구 증식에 미치는 영향 

 

비타민 C 가 사람 T 림프구 활성에 어떤 영향을 주는지 

알아보기 위해 먼저 활성 전 또는 후에 첨가 되었을 때 세포 

증식을 확인해 보았다. 사람 T 림프구에 혈중 비타민 C 농도와 

유사한 62.5 μM[40]부터 고농도인 1 mM 를 첨가하고, PMA (10 

ng/ml)와 ionomycin (50 ng/ml) 또는 anti-CD3/CD28 자극 2 시간 전에 

첨가하거나(Before), 24 시간째 첨가했고(After), 48 시간째 [
3
H]-thmidine 

(1 μCi/well)을 처리하여 16 시간 동안 추가 배양 후 방사능 측정을 

하였다. 그 결과 PMA/ionomycin (Fig. 2A) 또는 anti-CD3/CD28 (Fig. 

2B)으로 자극을 주기 전에 비타민 C 를 첨가하면 고농도로 갈수록 

세포증식이 억제되었다. 하지만 자극 후 24 시간째 비타민 C 를 

첨가했을 때는 고농도에서도 세포증식이 억제되지 않았다. 

 



 

 

 

 

 

 

Figure 1. SVCT-2 expression on human T cells. 

Human T cells were collected, total RNA was extracted, and cDNA was 

synthesized. The expression of SVCT-1, -2 was assessed using RT-PCR. The 

PCR products were separated on 1% agarose gels and visualized by staining 

with ethidium bromide (A). Cell lysate was extracted by using RIPA buffer.   

The expression of SVCT-2 was assessed using western blot. The same amount 

of cells lysate was separated on 12% polyacrylamide gel and transferred to 

nitrocellulose membrane and visualized by staining with ECL (C). Bands 

were measured using an analytical software, and reported as the ratio of 



 

 

 

 

SVCT-2 to β-actin or γ-tubulin. HepG2 (hepatoma cell line) was used as a 

positive control of SVCT-1, 2. Representive three experiments are shown (B, 

C). 

Human T cells were collected after 24, 48 h stimulation or not. Cells 

were attached on a slide. The expression of SVCT-2 was assessed by 

immunofluorescence. Data show a confocal microscopy image (E). 

Human T cells (4 x 10
6 

cells/group) were collected, and cultured with 

PMA/ionomycin for 48 h. 0.5 mM vitamin C was treated, VC no treatment 

(No VC), VC treatment (VC), VC treatment with DTT (DTT+VC), VC 

treatment in sodium free buffer (Na
+
 free buffer+VC), VC treatment with 

DTT in sodium free buffer (Na
+
 free buffer+DTT+VC) for 2 h. Then T cells 

were collected and measured vitamin C concentration according to DNPH 

method (F). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

Figure 2. The effects of vitamin C on the proliferation of human T cells. 

Human T cells (1 x 10
5
/well) were plated in 96-well flat bottom and 

different concentration of vitamin C (62.5 μM, 250 μM, 500 μM, 1 mM) 

treated 2 h before activation (Before) or 24 h after activation (After). [
3
H]-

thymidine treated at 48 h, then cultured 16 h. PMA/ionomycin stimulation (A), 

anti-CD3/CD28 stimulation (B). 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

3. 자극 전 또는 후에 고농도 비타민 C가 사람 T 림

프구 세포사멸에 미치는 영향 

 

위 실험에서 고농도 비타민 C가 자극 전에 첨가되었을 때만 사

람 T 림프구의 세포증식을 억제하였는데, 억제된 세포증식이 고농도 

비타민 C가 세포를 죽게 만들어서 나타난 현상인지 확인하기 위해 

세포사멸 분석을 하였다. 사람 T 림프구 배양액에 1 mM 비타민 C를 

첨가하고 (Before), PMA (10 ng/ml)와 ionomycin (50 ng/ml) 자극을 주거

나, 자극 후 24시간째 비타민 C를 첨가하고 (After), 48시간째 

Annexin V와 PI 염색 후 유세포분석 하였다. 그 결과 대조군에 비해 

Before 그룹의 살아있는 세포 비율은 약 40% 감소하였고, After 그룹

은 큰 차이가 없었다. 즉, 활성화되기 전에 1 mM 비타민 C는 대조

군에 비해 사람 T 림프구의 세포사멸을 유도하였지만 활성화 후에

는 대조군에 비해 큰 영향을 주지 않았다(Fig. 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 
 

Figure 3. The effects of vitamin C on human T cell apoptosis. 

Human T cells (5 × 10
5
 cells/well) were cultured 2 h in a 24-well plate 

with 1 mM vitamin C before PMA/ionomycin activation (Before) or vitamin 

C added after activation for 24 h (After). Human T cells were isolated at 48 h 

and FACS analyses to Annexin V and PI were performed. 

 

 
 

Figure 4. High concentration vitamin C before activation affects human T 

cell IL-2 production. 

Human T cells (5 × 10
5
 cells/well) were cultured in a 24-well plate 2 h 

with 500 μM vitamin C before PMA/ionomycin activation (Before). After 

activation, vitamin C added at 24 h (After). Culture supernatant was collected 

at 36 h and IL-2 amount were analyzed by using human IL-2 ELISA kit. Each 

dot of groups indicates different people and total 4 people. 



 

 

 

 

4. 고농도 비타민 C가 사람 T 림프구의 IL-2 생산에 

미치는 영향 

 

위 실험에서 mitogen 자극 전에만 고농도 비타민 C가 사람 T 

림프구의 세포증식을 억제하고, 세포사멸을 유도했는데, T 림프구에

서 중요한 세포증식인자인 IL-2 사이토카인 분비가 감소되었기 때문

인지 확인해 보았다. 사람 T 림프구는 500 μM 비타민 C를 PMA (10 

ng/ml)와 ionomycin (50 ng/ml)으로 자극 전 2시간에 첨가하고 (Before), 

자극 후 24시간에 첨가하였다(After). 36시간째 배양액을 모아서 IL-2 

ELISA를 수행하였다. 그 결과, Before 그룹이 대조군에 비해 IL-2 양

이 약 70% 감소하였고, After은 큰 차이가 없었다(Fig. 4). 

 

 

5. 고농도 비타민 C가 사람 T 림프구 활성화에 미치

는 영향 

 

위와 같이 자극 전 고농도 비타민 C가 사람 T 림프구의 정상적

인 세포 활성화를 방해하였는데, 세포활성화 마커인 CD69와 CD25 

발현도 억제할 수 있는지 확인하였다. 사람 T 림프구는 배양액에 1 

mM 비타민 C를 첨가하고, PMA (10 ng/ml)와 ionomycin (50 ng/ml)으로 

자극하여 24시간째 anti-CD69와 anti-CD25 염색 후 유세포분석을 하

였다. 그 결과, CD69 발현은 대조군과 비슷했지만 CD25 발현은 감

소하였다. 그렇다면 활성화 24시간보다 이전 시간에 비타민 C가 첨



 

 

 

 

가될 경우 어느 시점부터 사람 T 림프구의 활성화에 영향을 주는지 

알아보았다. 사람 T 림프구 배양액에 1 mM 비타민 C를 -2 시간, 자

극 후 3, 6, 12 시간에 첨가하고, 24시간 뒤에 분석하였다. 그 결과, 

자극 후 비타민 C 첨가는 CD69와 CD25 발현 모두 큰 차이는 없었

지만, 자극 전 첨가는 CD25 발현이 약 70% 감소되었다(Fig. 5A). 

위에서 나타난 현상처럼 자극 후 24시간 이전에 첨가된 고농도 

비타민 C가 세포증식에도 큰 영향을 주지 않는지 확인하였다. 사람 

T 림프구는 1 mM 비타민 C를 3시간, 6시간, 12시간, 24시간에 첨가하

였고, 48시간째 [
3
H]-thymidine (1 μCi/well)을 처리하여 16시간 동안 추

가 배양 후 방사능 측정을 하였다. 그 결과, 1 mM 비타민 C를 자극 

후 3시간째 첨가한 그룹은 대조군과 비교하여 세포증식이 약간 감

소하였지만, 6, 12, 24시간 그룹은 대조군과 비슷하였다. 앞서, 자극 2

시간 전에 1 mM 비타민 C를 첨가 했을 때 대조군에 비해 세포증식

이 상당히 억제된(Fig. 2) 반면에, 자극 3시간 후 첨가는 자극 전 첨

가보다는 세포증식을 억제하지 않았다(Fig. 5B). 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 
 

Figure 5. The effects of vitamin C on the activation marker of human T 

cells. 

Human T cells (5 × 10
5
 cells/well) were cultured for 2 h in a 24-well 

plate with 1 mM vitamin C before PMA/ionomycin activation and 3, 6, 12 h 

after activation (A). After 24 h, human T cells were collected and cell-surface 

expressions of CD69, CD25 were analyzed by flow cytometry. 

Human T cells (1 × 10
5
 cells/well) were cultured in a 96-well plate with 

PMA/ionomycin. 1 mM vitamin C treated at 3, 6, 12, 24 h. [
3
H]-thymidine 

treated at 48 h, and then cultured 16 h (B). 



 

 

 

 

6. 사람 T 림프구의 고농도 비타민 C 흡수 확인 

 

위에서 사람 T 림프구 활성화 전에 첨가된 고농도 비타민 C는 

세포증식과 생존율, IL-2 분비, CD25 발현을 감소하였고, 활성화 3시

간 이후에는 CD25 발현과 세포증식에 큰 영향을 주지 않는 것을 확

인하였다. 그렇다면 고농도 비타민 C가 비활성 또는 활성화 후 3시

간 내에 흡수되어 나타난 현상인지 확인하였다. 비활성 사람 T 림프

구는 1 mM 비타민 C 첨가 후 2, 24 시간에 세포 내 비타민 C 농도

를 DNPH 방법으로 확인하였다. 그 결과, 비활성 T 림프구 내 비타

민 C 농도는 24시간까지 증가하지 않았다(Fig. 6A). 그렇다면 mitogen 

자극으로 사람 T 림프구가 활성화됨에 따라 빠른 시간 내에 비타민 

C 흡수가 증가 할 수 있는지 확인하였다. 사람 T 림프구는 1 mM 비

타민 C를 첨가 후 30분 뒤에 PMA (10 ng/ml)와 ionomycin (50 ng/ml)

으로 자극 하고, 2시간 뒤 세포 내 비타민 C 농도를 측정하였다. 그 

결과, 사람 T 림프구는 활성화 후 2시간 만에 산화형 및 환원형 비

타민 C의 흡수가 증가 되었다(Fig. 6B). 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

Figure 6. Vitamin C concentration measurement in resting or activated 

human T cells. 

Human T cells were seeded at a density of 1x10
6
/well in 24-well plates. 

The group of 0 h were collected directly after isolation of human T cells. After 

1 mM vitamin C treatment, cells were collected at 2, 24 hours and measured 

vitamin C concentration according to DNPH method. Results are representive 

of two experiments (A). VC no treatment (No VC), VC treatment (VC), VC 

treatment with 3 mM DTT (DTT+VC), VC treatment with 3 mM DTT in 

sodium free buffer (Na
+
-free buffer+DTT+VC) for 30 min, and treated PMA 

(10 ng/ml)/ionomycin (50 ng/ml). After 2 hours, we collected human T cells 

and measured vitamin C concentration. Results are representive of six 

experiments (B). 

 

 

 

 



 

 

 

 

7. 사람 T 림프구에 흡수된 고농도의 비타민 C가 세

포 내 ROS에 미치는 영향 

 

위 실험을 통해 사람 T 림프구는 활성화 후 2시간 만에 비타민 

C를 GLUT 또는 SVCT를 통해서 세포 내로 흡수되는 것을 확인하였

다. 그렇다면 세포 내로 흡수된 비타민 C가 항산화제로서 작용하여 

mitogen 자극 초기에 발생한 ROS [32]를 억제 할 수 있는지 확인하

였다. 사람 T 림프구(1x106/well)를 24-well plate에 분주하고, 50 μM 

DCFH-DA를 처리하여 37℃에서 30분 동안 배양 후 PBS로 수세하였

다. 다시 24-well에 분주하고, 비타민 C 첨가 후 20분 동안 배양 한 

후에 PMA (10 ng/ml)/ionomycin (50 ng/ml)으로 자극하여 2시간 추가 

배양하였다. 사람 T 림프구 내 ROS 수준은 FACS calibur로 FITC 파

장에서 DCF 형광 값으로 측정하였다. 자극 후 6, 12시간 그룹의 

ROS 측정은 해당 시간의 30분전에 DCFH-DA를 넣고, PBS 수세 후 

배양액에 비타민 C를 첨가하고, 2시간 배양한 뒤 분석하였다. 그 결

과, 비활성과 활성화 그룹 모두에서 비타민 C는 ROS 수준을 비슷하

게 감소시켰다. 즉, 첨가 시점에 상관없이 사람 T 림프구로 흡수된 

비타민 C는 항산화제로서 ROS 수준을 감소시킨다(Fig. 7). 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

Figure 7. Effects of vitamin C on intracellular ROS levels by resting or 

activated human T cells. 

Human T cells (1 × 10
6
 cells/well) were cultured 30 min in a 24-well 

plate with 50 μM DCFH-DA. Vitamin C was pre-treated. After 20 min, T cells 

were activated by PMA/ionomycin and then fluorescence was detected at 

indicated times. DCFH-DA was treated after stimulation and vitamin C was 

treated for 2 h. 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

8. 사람 T 림프구에 흡수된 고농도의 비타민 C가 NF-

κB 활성에 미치는 영향 

 

위 실험을 통해 활성화 전과 후 첨가된 고농도 비타민 C는 사

람 T 림프구 내 ROS를 억제하였다. 그렇다면 자극 전과 후 세포 내

로 흡수된 비타민 C가 ROS를 억제하여 T 림프구 활성에 중요한 전

사인자인 NF-κB의 활성 또한 억제할 수 있는지 확인하였다. 사람 T 

림프구 배양액에 1 mM 비타민 C를 첨가하고, PMA (10 ng/ml)와 

ionomycin (50 ng/ml) 자극 후 45분 뒤 세포를 걷어서 핵을 분리하였

고, 핵 내 NF-κB 양을 측정하였다(Fig. 8A). 자극 후 5시간째 비타민 

C를 첨가하고, 45분 뒤 세포를 걷어서 핵을 분리하였고, 핵 내 NF-

κB 양을 측정하였다(Fig. 8B). 그 결과 활성화 전과 후에 첨가된 1 

mM 비타민 C는 모두 NF-κB 활성을 감소시켰다. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

Figure 8. Effects of vitamin C on NF-κB activity by human T cells. 

Human T cells (1 × 10
6
 cells/well) were cultured in a 24-well plate 20 min 

with 1 mM vitamin C before PMA/ionomycin activation (A). After activation, 

vitamin C added at 5 h (B). After 45 min, cells were collected and isolated 

nucleus by using nuclear extraction kit. NF-κB levels were analyzed by using 

NF-κB (p65) transcription factor assay kit. Results are representive of three 

experiments (A), six experiments (B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

9. 사람 T 림프구에 흡수된 고농도의 비타민 C가 

c-Jun 활성에 미치는 영향 

 

  위 실험을 통해 활성화 전과 후 첨가된 고농도 비타민 C는 사람 

T 림프구 내 ROS를 억제하였다. 그렇다면 자극 전과 후 세포 내로 

흡수된 비타민 C가 ROS를 억제하여 T 림프구 활성에 중요한 전사

인자인 c-Jun의 활성을 억제할 수 있는지 확인하였다. 사람 T 림프

구 배양액에 1 mM 비타민 C를 첨가하고(Before), PMA (10 ng/ml)와 

ionomycin (50 ng/ml) 자극 후 6시간 뒤 비타민 C를 첨가하고(After), 

24시간째 세포를 걷어서 p-c-Jun 단백질 양을 western blot으로 측정하

였다. 그 결과 활성화 전과 후에 첨가된 1 mM 비타민 C는 c-Jun 활

성에 큰 영향을 주지 않았다(Fig. 9). 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

Figure 9. Effects of vitamin C on p-c-Jun by human T cells. 

Human T cells (1 × 10
6
 cells/well) were cultured in a 24-well plate 20 min 

with 1 mM vitamin C before PMA/ionomycin activation. After activation, 

vitamin C added at 6 h. After 24 hour, cell lysate was extracted by using RIPA 

buffer. The expression of phosphorylated c-Jun was assessed using western 

blot (A). The same amount of cells lysate was separated on 12% 

polyacrylamide gel and transfered to nitrocellulose membrane and visualized 

by staining with ECL. Bands were measured using an analytical software, and 

reported as the ratio of p-c-Jun to γ-tubulin. Results are representive of three 

experiments (B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

고    찰 

 

  본 연구의 목적은 항산화제인 비타민 C가 사람 T 림프구에 자극 

전 또는 후에 첨가되었을 때 세포활성에 서로 다른 영향을 주는지 

확인하고, 만약 그렇다면, 그 기전은 무엇인지 알아보는 것이다. 

  실험 결과 활성화 전에 고농도 비타민 C를 첨가하였을 때는 세포

증식, 생존율, 사이토카인 분비, CD25 발현이 저해되지만, 활성화 후 

첨가했을 때의 영향은 첨가 시점이 활성화 이후일수록 점차 감소하

여 6시간부터는 대조군과 큰 차이를 보이지 않았다. 이러한 결과는 

고농도 비타민 C를 사람 T 림프구 자극 전에 첨가하면 세포증식, 

생존율, IL-2 분비를 억제한다는 보고들[26-28]과 상응한다. 또한 활

성화 후 비타민 C 첨가 결과는 lipo 억제제, hydroxyl radical 억제제, 

oxygen radical 억제제 등의 항산화제를 활성화 후 첨가하였을 때 별

다른 영향을 미치지 않았다는 보고[16]와 유사하다.  

  비타민 C를 추가로 섭취한 사람에서 얻은 T 림프구는 in vitro에서 

mitogen에 대한 세포증식[21, 22]이 증가하였고, 비타민 C를 투여한 

마우스에서 얻은 T 림프구 또한 세포증식 및 IL-2 분비가 증가[23]

한다는 보고들이 있는데, 이는 추가로 섭취한 비타민 C가 T 림프구

로 흡수되어 나타난 영향이라고 생각된다. 이와 관련하여 사람 T 림

프구 세포주인 H9 T cell line[38]과 Jurkat cell line[39]에서 비타민 C를 

흡수 할 수 있다는 보고가 있지만, 사람 T 림프구의 비타민 C 흡수

기전은 명확하지 않다. 마우스 T 림프구는 GLUT-1, 3를 통한 산화형 

비타민 C 흡수를 할 수 있다는 보고[37]를 통해 사람 T 림프구도 산



 

 

 

 

화형 비타민 C를 흡수 할 것으로 예상할 수 있다. 또한, 사람 T 림

프구에는 SVCT-2가 존재한다는 언급은 있지만, 실험적 근거가 제시

되지 않아서 그 존재를 확실히 뒷받침하지 못 하였다[9]. 혈액 내 비

타민 C는 주로 환원형으로 존재하는데[31], 이를 흡수하려면 사람 T 

림프구에 SVCT가 존재해야 한다. 따라서 본 실험에서는 사람 T 림

프구에 SVCT 존재 여부를 밝히고, 비타민 C를 흡수 할 수 있는지 

확인하였다. 그 결과 사람 T 림프구에 SVCT-2가 존재하며, 활성화 

시 발현이 증가하고, 이를 통해 환원형 비타민 C를 흡수 할 수 있었

다(Fig. 1). 즉, 인체 내에서 T 림프구는 혈액에 존재하는 비타민 C를 

SVCT-2를 통해 흡수 할 것으로 생각된다. 

  몇몇 항산화제들이 사람 T 림프구 활성화 전과 후에 처리되었을 

때 미치는 영향이 서로 다르다[16, 17]. 비타민 C도 항산화제이기 때

문에 유사한 경향을 보일 것으로 예상된다. 이와 관련하여 사람 T 

림프구 활성화 전에 비타민 C가 첨가되었을 때 세포증식[27, 28]과 

IL-2 생산[26]이 감소된다는 보고가 있다. 하지만 활성화 후 첨가된 

비타민 C가 미치는 영향에 대해서는 알려져 있지 않다. 따라서 활성

화 전과 후에 첨가된 비타민 C가 사람 T 림프구에 미치는 영향을 

확인하였다. 다른 항산화제와 유사한 경향을 보일 것이라는 예상대

로, 활성화 전과 후의 비타민 C 첨가는 세포증식에 미치는 영향이 

달랐다. 비타민 C가 500 μM과 1 mM 농도로 활성화 전에 첨가되면 

세포증식을 각각 50%, 80% 억제하지만 활성화 후에 첨가되면 이러

한 현상은 나타나지 않았다(Fig. 2). 이전 보고와 비교해보면, 활성화

전 1 mM 비타민 C 첨가가 PBMC의 세포증식을 50% 억제하였다는 

보고[28]와 유사한 결과이다. 



 

 

 

 

  고농도 비타민 C는 몇몇 세포에서 세포사멸을 유발한다는 것이 

보고된 바 있다. 10 mM 비타민 C가 B16F10 악성 흑색종 세포에서 

세포사멸을 유도하고[41], 2 mM 비타민 C가 사람 대장암세포에서 세

포사멸을 유도하고[42], 자극 전 250 μM 비타민 C 첨가는 사람 T 림

프구[27]와 마우스 T 림프구[37] 생존율을 감소 시켰다. 반면에 1.5 

mM 비타민 C가 첨가된 활성화 마우스 T 림프구는 세포사멸이 억제

되었다는 보고가 있다[24]. 이상의 보고를 보았을 때, 활성화 전 첨

가된 고농도 비타민 C가 사람 T 림프구 세포사멸을 유도하였고, 활

성화 후에는 세포사멸을 유도하지 않을 것이라고 예상하여 확인하

였다. 그 결과 예상대로 고농도 비타민 C는 T 림프구 활성화 전에 

첨가되었을 때만 대조군에 비해 세포사멸이 증가하였고, 활성화 후 

24시간에 첨가하였을 때는 큰 영향이 없었다(Fig. 3). 위 결과를 통하

여 활성화 전 첨가된 고농도 비타민 C로 증가된 사람 T 림프구 세

포사멸이 세포증식 감소에도 영향을 주었을 것으로 생각된다. 한편, 

고농도 비타민 C 첨가에 의한 T 림프구의 생존율 감소 정도는 보고

마다 조금씩 다르다. mitogen 자극 전 250 μM 비타민 C가 사람 T 림

프구의 생존율을 90% 감소 시켰다는 보고[27]와 마우스 T 림프구의 

생존율이 250 μM 비타민 C 농도에서 20%, 500 μM에서는 50% 감소

하였다는 보고[37]가 있다. 본 실험결과에서 1 mM일 때 사람 T 림프

구 생존율이 약 40% 감소하여 비타민 C 농도와 생존율 감소 정도

가 이전 보고들과 다소 차이 나지만, 250 μM 이상의 비타민 C가 T 

림프구 자극 전에 첨가되면 생존율이 감소한다는 점은 유사하다. 또

한, 앞에서 언급한 보고들 중 in vivo에서 포도상구균 장내독소 B 

(SEB, superantigen)로 48시간 동안 자극한 마우스 T 림프구를 in vitro



 

 

 

 

에서 추가로 24시간 동안 배양할 때 1.5 mM 비타민 C 첨가는 T 림

프구 세포사멸을 억제한다는 보고가 있다[24]. 위 보고와 달리 본 실

험 결과에서 활성화 후 24시간에 첨가된 비타민 C로는 사람 T 림프

구의 세포사멸이 억제되지는 않았는데, 자극원, 자극 환경 등 실험

조건도 다르고, T 림프구 활성화 후 세포사멸을 확인한 시간이 위 

보고보다 24시간 앞선 48시간이라 활성화로 유도된 세포사멸이 상

대적으로 적게 일어나 고농도 비타민 C가 큰 영향을 미치지 않았을 

가능성을 생각해 볼 수 있다. 

  세포사멸 외에도 세포증식 감소에 영향을 주는 요인으로 IL-2가 

있다. T 림프구 사이토카인 IL-2는 항원 비특이적 세포증식인자로서 

세포주기 진행과 클론확장을 시키는 중요한 단백질이다[13]. 비타민 

C가 T 림프구의 IL-2 분비에 영향을 준다는 보고들이 있다. PBMC를 

PMA와 ionomycin으로 활성화 전 20 mM 비타민 C를 첨가하면 CD3
+
 

IL-2
+인 세포들이 감소하고[26], PBMC를 PMA와 anti-CD3 항체로 자

극 전 1 mM 비타민 C를 첨가하면 IL-2 분비가 감소한다[28]. 하지만 

활성화 후 비타민 C가 첨가되면 IL-2 분비에 영향을 주는지에 대해

서는 알려지지 않았다. T 림프구 활성화 후 처리한 항산화제는 세포

증식에 영향을 주지 않고[16, 17], 고농도 비타민 C가 세포사멸을 유

도하지 않는다는 보고[24]가 있다. 위 보고들과 활성화 전에만 첨가

된 고농도 비타민 C가 사람 T 림프구 세포사멸, 세포증식을 감소시

킨 결과들(Fig. 2, 3)을 통해, 활성화 후 첨가된 고농도 비타민 C는 

IL-2 분비에도 큰 영향을 주지 않을 것으로 예상하여 확인해보았다. 

그 결과, 예상대로 활성화 전 첨가된 고농도 비타민 C는 사람 T 림

프구의 IL-2 분비를 대조군에 비해 70% 정도 감소 시켰고, 활성화 



 

 

 

 

후 첨가한 경우에는 큰 차이를 보이지 않았다(Fig. 4). T 림프구에서 

IL-2 부족 시 세포증식 감소와 세포사멸이 유도된다는 많은 보고들

이 있다. 세포독성 T 림프구 세포주(CTLL-2)에서 IL-2 결핍 시 세포

증식이 감소하였다는 보고가 있다[43]. IL-2 수용체 돌연변이로 IL-2

와 반응 할 수 없는 마우스 T 림프구는 TCR과 보조자극분자 자극

에 대한 세포증식이 대조군에 비해 억제되었고, 세포독성 또는 IFN-

γ를 분비하는 작용세포(effector cell) 분화도 억제되었다는 보고도 있

다[46]. 또한 활성화된 CD4
+
 T 림프구에서도 IL-2 결핍은 성장억제와 

세포사멸을 유도한다는 보고가 있다[47]. 위 보고들에 근거하여, 활

성화 전 고농도 비타민 C가 사람 T 림프구 IL-2 분비를 억제하여 

세포증식 감소와 세포사멸 유도에 영향을 주었다고 생각된다. 

IL-2 수용체(CD25) 발현은 IL-2 의존적 세포증식에 중요하다[17]. 

활성화 전 처리된 몇몇 항산화제는 마우스 T 림프구 CD25 발현을 

억제한다는 보고가 있고[16-18], lipo 억제제는 자극 후 PKC 의존적 

세포 내 자유 칼슘 농도 증가를 억제하여 CD25 발현을 억제한다는 

보고가 있다[16]. 하지만 활성화 후 처리된 항산화제가 CD25 발현에 

미치는 영향에 대해서는 알려지지 않았다. 항산화제가 마우스 T 림

프구 활성화 후 처리되면 세포증식이나 IL-2 분비에 큰 영향을 주지 

않는 것으로 보아 CD25 발현에도 큰 영향이 없을 가능성이 있다고 

생각되었다. 한편, CD69도 CD25와 같이 T 림프구 활성화 후 18 ~ 24

시간에 세포 표면에서 발현이 증가하는 활성화 마커로 알려져 있다

[44]. CD69의 발현은 T 림프구 세포증식에 중요한 Jak3/Stat5 pathway

를 활성화시킬 수 있는데[51], 지금까지 항산화제나 비타민 C가 사

람 T 림프구의 CD69 발현에 미치는 영향에 대해서는 알려지지 않



 

 

 

 

았다. 활성화 전 첨가된 고농도 비타민 C가 세포활성을 저해하였다

면 CD69와 CD25 발현을 저해하였을 가능성이 있다고 생각되었다. 

따라서 사람 T 림프구 활성화 전 또는 후 첨가된 고농도 비타민 C

에 따른 CD69와 CD25 발현을 확인하였다. 그 결과, 활성화 전 고농

도 비타민 C가 첨가된 사람 T 림프구의 CD69 발현은 대조군에 비

해 큰 차이 없었지만, CD25 발현은 감소하였다(Fig. 5A). 활성화 후 

24시간에 첨가된 고농도 비타민 C는 사람 T 림프구 세포증식을 억

제하지 않았는데(Fig. 2), 항산화제가 활성화 후 2시간 이내에 처리되

면 세포증식을 억제한다는 보고가 있다[16]. 그렇다면 사람 T 림프

구 활성화 후 고농도 비타민 C가 CD25 발현 및 세포증식에 영향을 

주는 시점이 있을 것이라 예상하고, 이를 확인하였다. 그 결과, 사람 

T 림프구 활성화 후 3시간에 고농도 비타민 C 첨가는 대조군과 큰 

차이가 없는 CD25 발현을 보였지만, 세포증식은 유의한 감소를 보

였고, 6시간부터는 CD25 발현과 세포증식 모두에 큰 차이를 보이지 

않았다(Fig. 5B, C). 활성화 3시간 이후부터는 고농도 비타민 C가 

CD25 발현을 억제하지 않는 것으로 보아, 활성화 후 3시간에 고농

도 비타민 C 첨가로 세포증식이 억제된 것은 CD25 발현과 관련이 

적을 것으로 생각된다. 기존의 보고에 의하면, 활성화 24시간 이후 

처리된 항산화제는 T 림프구 세포증식에 큰 영향을 주지 않았는데

[16, 17], 항산화제가 IL-2 수용체 발현 후 처리되었기 때문이라는 보

고가 있다[17]. 고농도 비타민 C 첨가는 사람 T 림프구 활성화 후 

CD25가 발현하기에는 이른 시간인 6시간에 세포증식이 대조군과 큰 

차이를 보이지 않았는데, 활성화 후 6시간 이내에 발생하는 ROS가 

세포증식에 중요한 역할을 할 것으로 추정할 수 있다. 



 

 

 

 

  앞에서 활성화 후 3시간에도 첨가된 고농도 비타민 C가 사람 T 

림프구 세포증식을 감소 시켰는데(Fig. 5C), 활성화 후 3시간 내 첨가

된 고농도 비타민 C가 사람 T 림프구로 흡수되어 나타난 현상으로 

생각된다. 기본 보고에 의하면, 비활성 마우스 T 림프구는 첨가된 

비타민 C 흡수가 24시간까지 증가되지 않았지만, 활성화 후 12시간

에는 산화형 비타민 C 흡수가 대조군에 비해 약 2배 증가하였다는 

보고가 있다[37]. 사람 T 림프구도 활성화를 통해 비타민 C 흡수가 

증가될 것으로 예상하고, 3시간 내로 흡수될 수 있는지 확인하였다. 

그 결과 비활성일 때 사람 T 림프구에 고농도 비타민 C 첨가 후 24

시간까지 흡수가 증가되지 않았지만, 활성화 직후 2시간 만에 산화

형, 환원형 비타민 C 흡수 모두가 약 2배 증가하였다(Fig. 6). UVB를 

조사한 사람 각질세포주(HaCaT cell line)에서 비타민 C 흡수가 2시간 

만에 증가하였는데, 이때 세포질에 있던 SVCT-1이 세포막으로 이동

하여 비타민 C 흡수에 기여했다는 보고가 있다[45]. 사람 T 림프구 

활성화 시 첨가된 환원형 비타민 C의 세포 내 흡수가 2시간 만에 

증가된 결과와 위 보고를 비교해 보면, 활성화 직후 사람 T 림프구

도 세포질에 있던 SVCT-2가 세포막으로 이동하여 나타난 현상이었

을 가능성을 제시한다. 이상의 보고들을 통해 마우스[37]와 사람 T 

림프구에서 활성화 자체가 세포 내 비타민 C 흡수를 촉진한다고 생

각된다. 따라서 활성화 전에 고농도 비타민 C가 첨가되어도 사람 T 

림프구에 거의 흡수되지 않다가 활성화 직후 흡수된 고농도 비타민 

C가 세포 활성에 영향을 주었을 것으로 생각된다. 

  이렇게 사람 T 림프구 활성화 직후 흡수된 비타민 C가 항산화제

로서 세포 내 ROS를 제거 할 수 있는지 확인하였다. 그 결과, 사람 



 

 

 

 

T 림프구 활성화 전 첨가된 고농도 비타민 C는 활성화 후 생성된 

ROS를 제거하였다(Fig. 7). 한편, 비활성 사람 T 림프구에서도 첨가

된 고농도 비타민 C는 세포 내 ROS를 제거하였다. 위에서 비활성 

사람 T 림프구는 첨가된 고농도 비타민 C를 24시간까지 거의 흡수

하지 못 하였는데(Fig. 6), 고농도 비타민 C 첨가로 2시간 만에 세포 

내 ROS가 억제된 것은 다소 상충하는 결과이다. 비활성 세포들은 

생존을 위해 GLUT를 통해 포도당을 흡수하는데[3], 이때 GLUT를 

통해 산화형 비타민 C가 흡수되었을 것이다. 만약 그렇다면, 비활성 

사람 T 림프구에서 세포 내 추가로 흡수된 비타민 C가 검출되기 어

려운 정도로 미미하더라도 세포 내 ROS를 제거할 수 있을 것으로 

생각된다. 

이러한 결과들로 종합하여 볼 때, 활성화 전 첨가된 고농도 비타

민 C에 의해서 사람 T 림프구 활성이 저해되는 것을 알 수 있었다. 

T 림프구 활성화 초기에 발생하는 ROS는 세포 활성화와 관련된 

NF-κB, AP-1 등 전사인자들의 발현을 증가시킨다[15]. 반대로 고농도 

비타민 C가 몇몇 세포들에서 NF-κB 활성을 저해한다는 보고들이 

있다. 내피세포주에서 TNF-α 자극 전 5 mM 비타민 C가 IKK를 억제

하여 NF-κB 활성화를 막는다는 보고가 있다[35]. 또한 HeLa 세포에

서 TNF 자극 전 4 mM 비타민 C가 IKKβ와 IKKα 효소 활동을 억제

하여 NF-κB 신호전달을 방해하고[36], 사람 신경모세포종 세포주에

서도 TNF 자극 전 10 mM 비타민 C가 I-κBα의 분해와 NF-κB의 활

성화를 막는다는 보고도 있다[37]. 위 보고들을 통해 사람 T 림프구

에서도 활성화 초기에 발생한 ROS를 고농도 비타민 C가 제거하여 

정상적인 NF-κB 활성을 방해하여, T 림프구 활성이 저해되었을 가능



 

 

 

 

성을 제시한다. 따라서 활성화 전과 후에 첨가된 고농도 비타민 C에 

의해 사람 T 림프구의 NF-κB 활성이 억제 될 수 있는지 확인하였다. 

그 결과, 활성화 전과 후 모두 첨가된 고농도 비타민 C는 사람 T 

림프구 NF-κB 활성을 감소시켰다(Fig. 8). 다시 말해, NF-κB는 활성화 

전 첨가된 고농도 비타민 C로 사람 T 림프구 활성이 저해된 현상들

과 관련이 적은 것으로 생각된다. 

  NF-κB처럼 T 림프구 성장과 분화과정에 중요한 전사인자로 AP-1

이 있다[52]. AP-1은 c-Fos와 c-Jun로 이형 이합체를 이루고, 활성화된 

AP-1은 IL-2 프로모터에 결합하여 IL-2 전사를 유도한다[57]. AP-1의 

발현은 T 림프구 자극뿐만 아니라 ROS에 의해 증가한다는 보고들

이 있다. Jurkat cell에 mitogen 자극 없이 200 μM H2O2를 처리하면 c-

Jun과 c-Fos의 발현이 증가한다는 보고[53]와 murine T cell line ESb에

도 200 μM H2O2를 처리하면 c-Jun의 발현이 증가한다는 보고가 있다

[54]. 반대로, 항산화제가 몇몇 세포들에서 c-Jun 발현과 활성을 억제

한다는 보고들이 있다. HeLa cell에서 UV 또는 casticin으로 유도된 

ROS로 증가된 c-Jun 발현[55]과 활성[58]을 NAC가 억제하였다는 보

고와 Human ML-2 leukemic cells과 normal human DET-551 fibroblasts에

서 H2O2로 유도된 c-Jun mRNA 발현을 NAC가 억제한다는 보고가 

있다[56]. 위 보고들을 통해 항산화제인 비타민 C가 사람 T 림프구

에서도 활성화 초기에 발생한 ROS를 제거하여 c-Jun의 활성을 방해

하여, T 림프구 활성이 저해될 가능성을 생각해 볼 수 있다. 따라서 

활성화 전과 후에 첨가된 고농도 비타민 C에 의해 사람 T 림프구의 

c-Jun 활성이 억제 될 수 있는지 확인하였다. 그 결과, 활성화 전과 

후 첨가된 고농도 비타민 C는 사람 T 림프구 c-Jun 활성에 큰 영향



 

 

 

 

을 미치지 않았다(Fig. 9). 

  향후 연구에서는 활성화 전 첨가된 고농도 비타민 C에 의해 사람 

T 림프구의 활성이 억제되는 다른 요인에 대해서 알아보아야 할 것

이다.  

  장기이식 시 수여자의 면역세포가 공여자의 조직에 대한 면역거

부반응을 막기 위해 다양한 면역 억제제를 사용한다[48, 50]. 몇몇 면

역 억제제는 T 림프구의 활성을 막기 위해 IL-2 생산을 억제하고, 

세포증식을 저해한다. 본 실험 결과에서 활성화 전 첨가된 고농도 

비타민 C가 사람 T 림프구의 IL-2 분비와 CD25 발현을 억제하였고, 

세포증식을 감소시켰다. 이러한 결과를 통해 고농도 비타민 C를 장

기이식 전 투여하면 면역거부반응을 막는 연구에 도움이 될 수 있

다. 또한, 사람 T 림프구 활성화전 첨가된 고농도 비타민 C의 면역

억제 효과는 자가면역질환 치료 연구에 도움이 될 수 있다. 자가면

역질환은 흉선에서 T 림프구에 잘못된 정보를 주어 자신의 신체의 

특정 조직이나 기관을 공격하여 유도되는 질병으로 면역반응을 억

제하는 쪽으로 치료 연구가 진행된다[48, 49]. 따라서 자가면역질환 

발병 초기에 고농도 비타민 C로 추가적인 증상 악화를 막는 연구에 

도움이 될 수 있다. 

  즉, 본 연구 결과는 비타민 C를 이용하여 장기이식 시 생기는 면

역거부반응을 막는 연구와 자가면역질환 치료 연구에도 이용될 수 

있다는 가능성을 제시한다. 
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Abstract 

 

Introduction: Vitamin C is involved in various biological reactions in cells. 

There are two types of vitamin C uptakes. Oxidized vitamin C is passively 

uptaken by glucose transporter, while reduced vitamin C is actively uptaken 

by sodium-dependent vitamin C transporter (SVCT). Vitamin C is also known 

to be involved in immune response. However, the existence of SVCT and the 

function of vitamin C are not well known in human T cells. Therefore, in this 

study, we investigated the existence of SVCT and the effect vitamin C on 

human T cells. 

Methods: Human T cells isolated from peripheral blood were cultured and 

naive or activated with PMA/ionomycin for 24, 48 hours. After then, RT-PCR, 

western blot, immunofluorescence were performed for finding the existence 

of SVCT. Vitamin C treated before or after activation in culture media for 

investigating the effects of high concentration vitamin C on human T cell 

proliferation, apoptosis, cytokine secretion and activation. Proliferation assay 

was performed by using [
3
H]-thymidine uptake assay, apoptosis analysis was 

performed by Annexin V and PI staining, IL-2 concentration in culture media 

was measured by using ELISA, activation surface molecules were analyzed 

by staining to CD69, CD25. And whether naive or activated within 2 hours 

human T cells uptake high concentration vitamin C was measured by using 

DNPH method. And ROS measured in human T cells by using DCFH-DA. 

NF-κB activity was measured in nucleus. Western blot was performed for 

measurement of p-c-Jun protein levels. 

Results: High concentration vitamin C treatment before activation inhibited 

human T cell proliferation and reduced apoptosis. However, the treatment at 



 

 

 

 

24 hours after activation didn't any effects on human T cells proliferation, 

apoptosis and IL-2 secretion. Activation surface molecules CD69, CD25 were 

analyzed for finding whether high concentration vitamin C treatment before 

activation inhibit human T cells activation or not, then CD25 expression was 

reduced. Human T cells uptake high concentration vitamin C when activated 

within 2 hours, not naive. High concentration vitamin C treatment decreased 

ROS in human T cells, regardless of adding before or after activation. High 

concentration vitamin C treatment before and after activation reduced NF-κB 

transcription factor and didn't affect p-c-Jun which are important to T cell 

activation. 

Conclusions: Taken together, high concentration vitamin C treated before 

activation decreased human T cell proliferation, survival, IL-2 production, 

CD25 expression, but high concentration vitamin C added after activation did 

not affect human T cell activation. Meanwhile, high concentration vitamin C 

treatment both before and after activation reduced intracellular ROS. These 

results may indicate that high concentration vitamin C interrupts T cell 

activation by reducing intracellular ROS level which is important during early 

activation stage. It might be possible that vitamin C regulates antigen-specific 

immune response in vivo. 
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