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Abstract

80% MeOH extract of black rices fractionated with n-hexane, EtOAc, and n-BuOH. Copper-induced 

LDL oxidation inhibition assay and ACAT inhibition assay examined with fractions. n-Hexane and 

EtOAc fractions showed high inhibition activity. We divided n-hexane fraction into three sub-layers(H1 - 

H3) and EtOAc into eight sub-layers(E1 - E8). H1, H2, E6, and E7 are showed higher inhibition activity 

than standard in Lp-PLA2 inhibition assay and H1 and E6 are showed higher ACAT inhibition activity 

than standard. 

Key words：Black rices, Copper-induced LDL Ooxidation inhibition assay, ACAT inhibition 

assay, Lp-PLA2 inhibition assay.
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I. 서 론
흑미는 화본과의 한해살이풀로 한국, 일본, 

중국 그리고 남부 아시아에서 재배되는 진한 

보라색을 띄는 특용 작물로서 예로부터 그 의

학적 효과가 널리 알려졌으며 떡, 빵, 아이스크

림 그리고 술의 착색제로 많이 사용되고 있

다.
1)

 흑미 중의 안토시아닌의 항염증 활성,
2)

 

환원 활성
3)

 그리고 항산화 활성
4)

이 보고 되면

서 안토시아닌이 생리활성 물질로서 간주되고 

있으며, 최근에 적포도주의 페놀성 물질이 동

맥 경화의 주요인이라고 알려진 HLDL(human 

low density lipoprotein)의 산화를 억제한다고 

보고되어 있다.
5)

동맥경화증은 한국인의 사망원인 중 높은 비

중을 차지하는 질병으로, 뇌경색, 협심증, 심근

경색증 등 허혈성 심질환과 말초혈관 폐쇄를 

유발하는 원인 질환으로, 활성산소에 의한 산화

적 스트레스의 일례로 들 수 있다.
6)

 Cholesterol

에 의해 간에서 합성되는 LDL-cholesterol이 

활성산소에 의해 산화되면, 허혈성 심장 질환 

및 동맥경화증, 뇌혈관 질환 등을 유발하는 고

지혈증의 주요 인자가 되는 것이다.
7, 8)

 동맥경

화의 발병 초기 메카니즘으로서 혈관벽 평활

근 세포 증식에 의한 내막의 비대화와 내막으

로의 LDL의 과다 유입을 들 수 있다. 혈중 

LDL은 receptor에 의해 세포내에서 분해되지

만, 콜레스테롤 다량 섭취로 receptor가 부족하

거나 결핍되면 혈중에 많아지게 되고, 결국 축

적되어 oxidized LDL이 생성된다.
9-11)

 또한 LDL

은 내피세포의 lipoxygenase, 대식세포에서 생

성되는 superoxide radical, 그리고 식품을 통하

여 들어온 과산화지질에 의하여, oxidized LDL

로 산화되는 것으로 밝혀졌다.
12)

 산화적 스트

레스에 의해 생성된 oxidized LDL은 높은 세

포 독성이 있는 지질과산화물을 가지고 있어

서, 세포 조직에 확산되어 독성을 나타내고 내

피세포에 염증을 일으키며, 동맥내에서 지방선

조를 일으키고, 섬유소의 용해를 억제하여 조

직인자의 발현을 증가시켜 응혈원의 활성도를 

촉진시키는 데, 이러한 작용기작에 의해서 동

맥이 탄성을 잃게 되는 것이다.
13)

 이와 같이 

LDL 산화는 초기 동맥 경화성 병변의 형성과 

진전에 주요한 역할을 하므로, 동맥경화의 원

인을 예방하기 위해서는 항산화제에 의해 LDL

의 산화를 방지해야 하는 것이다.
14-17)

본 연구에서는 흑미의 ACAT와 Lp-PLA2 

inhibition assay, 동맥경화 발생저해(LDL Oxi- 

dation inhibition)에 대한 활성검정 결과를 보

고하고자 한다. 

II. 실험방법 및 재료
1. 시약 및 기기

본 실험에서 사용된 n-hexane, chloroform, 

EtOAc, EtOH, MeOH, n-BuOH, 용매는 국내 

삼전순약 제품, 기타 시약은 특급시약을 사용하

였다. Medium pressure liquid chromatography 

(MPLC)용 MeOH는 공업용 용매를 정제하여 

사용하였으며, Silica gel(70 - 230mesh, Merk, 

Germany), TLC plate(20 × 20cm, Merck, Kie- 

selgel 60 F254)를 사용하였다. 생리활성물질의 정

제를 위해 Combi Flash(ISCO, U.S.A)의 MPLC

를 이용하였고, UV spectrum은 Carry 100 conc 

(Varian)로 측정하였다.

2. 재료

흑미는 cyanidin-3-glucoside를 약 4.7mg/g, 

peonidin-3-glucose 약 0.23mg/g을 함유하고 

있는 수원 415호를 사용하였다. 
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3. LDL oxidation inhibition assay18-20)

LDL 분리는 신선한 human plasma에 0.1% 

EDTA와 0.02% NaN3를 가하고, 교반한 후, 

KBr(d = 1.006 - 1.025)를 가하고 1차 원심분리 

(40,000 rpm, 5℃, 24hrs)를 한다. 이때 분리된 

VLDL을 제거하고, LDL이 포함된 fraction을 

취한 후, KBr(d = 1.026 - 1.055)을 가하여 2차 

원심분리(40,000rpm, 5℃, 24hrs)하여, density 

1.025 - 1.055g/mL의 신선한 human LDL을 얻

었다. 분리한 LDL은 pH 7.4 buffer Tris. 0.05M 

NaCl, 0.02% EDTA로 투석시키고, 냉동 건조

하여 사용하였다. LDL 산화는 LDL(400μg/mL)

과 CuSO4(16μM)에 전체부피가 1mL가 되도록 

phosphate buffer(pH 7.4)를 섞어 37℃에서 배

양시키고, 1mM EDTA와 1mM BHT(20μL)를 

첨가하여 산화를 중지시켰다.

산화된 LDL에 trichloroacetic acid를 넣어 

단백질을 침전시키고 원심분리 후, 산화 지질

을 포함한 상층액을 분리하였다. 분리된 상층

액에 시료 200μg 및 1mL의 thiobarbituric acid 

(TBA 25%)를 첨가하여, 95℃에서 10분간 가

열 후 얼음으로 냉각시키고, 생성된 MDA의 

양을 532nm에서 spectrophtometer를 이용하여 

측정하였다.

4. Lp-PLA2 inhibition assay21)

신선한 혈액에 0.04% EDTA, 0.05% NaN3, 

0.015% phenylmethylsulfonyl flouride(PMSF)

를 넣어 혈액에 있는 지단백질의 변성을 막는

다. 100,000 × g, 4℃에서 20시간 동안 초원심 

분리하여 VLDL과 chylomicron을 제거하고, 

나머지 하층을 다시 100,000×g, 4℃에서 20시간 

동안 초원심 분리하여 상층의 LDL을 분리하였

다. 10μL의 [
3
H] PAF(250μCi, 21.50Ci/mmole)와 

12.5μM PAF(2.5μL)를 질소가스 하에서 완전 농

축시킨 후, 2.7mM EDTA를 포함하는 10mM 

PBS(3.2mL)를 첨가하여 micellar 형태의 기질

을 준비한다. (A)시험관에 희석한 LDL(20μL)

와 (A)용액(160 μL)을 DMSO에 녹인 시료 20

μL를 첨가하여, 37℃에서 15분간 반응시킨 후, 

chloroform/methanol(2 : 1) 용액 600μL를 첨가

하여 반응을 중지시켰다. 무처리군는 시료 대

신 DMSO를 사용하였고, 대조군는 Lp-PLA2 

활성저해 표준물질인 SB 381320을 사용하였

다. 1,500 × g에서 3분간 원심분리하여 250μL의 

물층을 취하고, chloroform(250μL)을 첨가하여 

1,500 × g에서 3분간 원심분리하여, 다시 물층

을 취하였다. 최종 물층(500μL) 중 100μL를 취해

서 scintillation cocktail(3mL)를 첨가하여, liquid 

scintillation counter를 이용하여, 1-O-hexadecyl- 

[acetyl-
3
H(N)] phosphatidyl-choline으로부터 

생성된 [
3
H] acetate를 측정하였으며, 아래와 같

은 식으로 저해율을 계산하였다.

Inhibition r ates(%)

=100×[1-
Sample(cpm)-Background (cpm)
Control (cpm)-Background (cpm)

]

5. ACAT inhibition assay22-24)

ACAT 효소 저해 활성은 [
14

C]-oleoyl-CoA를 

기질로 하여 사용하였다. 4μL Liver microsome, 

20μL assay buffer(1M KH2PO4, 10mM DTT, 

pH 7.4), water(41μL), BSA(15μL, 40mg/mL), 

cholesterol(2μL, 20mg/mL) 그리고 inhibitor(10

μL, 시료)를 37℃에서 20분간 예비 반응 시키고, 

이 반응액에 8μL의 [
14

C]-oleoyl-CoA(0.05 μCi)

를 가하여 37℃에서 25분간 반응 시켰다. 1mL

의 isopropanol-heptaneL(4 : 1, v/v)를 가해 반

응을 정지시켰다. 0.6mL의 heptane과 0.4mL의 

assay buffer를 첨가한 후 vortex하고 원심 분

리했다. 원심분리하여 얻은 상층액 100μL에 lipo- 

lumn 3mL를 가하여, scintillation counter를 이

용하여 radioactivity를 측정하였다. ACAT 저해 

활성은 아래와 같은 식을 이용하여 계산하였다.
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Inhibition Rate(%)=(1- CPM a)-CPM b)

CPM c)-CPM d) )×100
CPMa) : 시료와 효소를 넣었을 때 CPM*

CPM
b)

: 시료는 넣고 효소는 넣지 않았을 때 CPM

CPMc) : 시료는 넣지 않고 효소는 넣었을 때 CPM

CPMd) :효소와 시료 모두 넣지 않았을 때 CPM

CPM
*

: Counter per minute

6. 흑미 추출물에 대한 항동맥경화

  활성

흑미 10kg을 80% MeOH(H2O : MeOH, v/v)

로 상온에서 3회 추출하여 감압 농축하고, n- 

hexane, EtOAc, 그리고 n-BuOH의 순으로 분

획하여 41g(0.41%), 8g(0.08) 그리고 28g(0.28%)

의 분획물을 얻었다. 이 분획들을 이용하여 

LDL-oxidation inhibition assay 그리고 Lp- 

PLA2 inhibition assay를 수행하여, n-hexane 

분획과 EtOAc 분획에 활성이 있음을 확인하였

다. n-hexane 분획을 이용하여, silica column 

chromatography(100% n-hexane→100% MeOH)

를 수행하여, 3개의 소분획(H1 - H3)을 얻었으며, 

EtOAc 분획을 이용하여 MPLC(silica packed 

column, 100% chlorofrom→ 100% MeOH)를 

수행하여 8개의 소분획을 얻었다. n-Hexane 

분획과 EtOAc 분획에서 얻어진 11개의 소분

획을 이용해, Lp-PLA2 inhibition assay 그리

고 ACAT-2 inhibition assay를 수행하여 활성

을 확인하였다(Fig. 1).

Black Rice species

Soked in 80% MeOH
Evaporated in vacumm
Fractionated with n-hexane

Hexane layer Water layer

Fractionated with EtOAc

Ethyl acetate layer Water layer

Fractionated with BuOH

BuOH layer Water layer

Silica column chromatography
100% hexane

100% MeOH

H1 H2 H3

MPLC

E1 E2 E3 E4 E5 E6 E7 E8
Fig. 1. Purification of anti-arteriosclerosis compounds from black rices.
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Fig. 2. LDL Oxidation inhibition rates of solvent extract of black rices.

III. 결과 및 고찰
1. 흑미의 항동맥경화 활성

Copper-induced LDL oxidation inhibition 

assay에서는 standard로서 probucol을 사용하

였으며, 0.5, 1, 2, 4, 10μM의 농도를 만들어 생

성된 MDA의 농도를 비교하여, 저해율을 확인

하였다. 각 용매 분획물은 4μg/mL와 40μg/mL

의 농도를 만들어 저해율을 확인한 결과, 40μg/ 

mL에서는 MeOH(M) 추출물의 저해율이 80.9%

로 확인되었으며, EtOAc(E) 분획은 99%의 저

해율을 보여 높은 활성을 확인할 수 있었다. 

다른 n-hexane(H), n-BuOH(B) 그리고 water 

(W) 층은 89.3, 73.8 그리고 71.8%의 저해율을 

관찰 할 수가 있었다. 4μg/mL에서는 EtOAc 분

획이 84.5%의 저해율이 관찰되어, 낮은 농도에

서도 활성을 유지하고 있음을 확인하였으며, 나

머지 분획의 저해율은 현저히 떨어졌다(Fig. 2). 

Lp-PLA2 inhibition assay 그리고 ACAT-2 

inhibotion assay에서는 copper-induced LDL 

oxidation inhibition assay 결과를 토대로, LDL 

항상화 활성이 큰 hexane층과 EtOAc층을 silica 

column chromatography를 수행하여, 얻은 총 

11개의 소분획을 이용하여 표준물질의 저해율

과 비교하여, 표준물질보다 높은 저해율을 보

인 소분획은 활성이 관찰되었다. 그 결과 Lp- 

PLA2 inhibition assay에서는 H2 분획이 90%

의 저해율을 관찰되어, 높은 활성이 있음을 확

인하였으며, 표준 항산화제(SB)보다 높은 활성

을 보인 분획은 H1, E6, E7, 그리고 E8 분획 

이었다(Fig. 3). 

ACAT inhibition assay에서는 H1과 E6 분

획이 표준물질(KSS)보다 높은 활성을 보였으

며, 나머지 분획은 낮은 활성을 보였다. 전체적

인 활성의 크기는 H1 =E6>KSS =E3>E7>

E2의 순으로 관찰되었다(Fig. 4). EtOAc 분획

의 4μg/mL에서 84.5%의 높은 활성이 관찰되

어, 흑미 추출물에 대한 항동맥경화에 효능이 

있는 생리활성물질을 분리 및 분석하는 연구

를 진행중에 있다.

IV. 결 론
흑미를 이용한 항동맥경화 물질 탐색에서는
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Fig. 3. Lp-PLA2 Inhibition rates of each fraction of black rices.

Fig. 4. ACAT Inhibition rates of each fraction of black rice.

80% MeOH 추출물 그리고 각 용매 분획물을 

이용하여, LDL oxidation inhibition assay, Lp- 

PLA2 inhibition assay, 그리고 ACAT-2 inhi- 

bition assay를 확인하였다. LDL oxidation inhi- 

bition assay에서 40μg/mL의 농도에서, 모든 

추출물 및 분획물의 활성이 70～90%를 보였으

나, EtOAc 분획만이 4μg/mL의 농도에서도 

84.5%의 높은 활성을 유지하였으며, 나머지는 

활성이 현저히 떨어졌다. n-Hexane과 EtOAc 

분획의 소분획을 이용한 Lp-PLA2 inhibition 

assay에서는, H2>E6>H1>E7>E8>SB>

E2>E1>H3의 순으로 활성이 관찰되었으며, 

ACAT inhibition assay에서는 H1>E6>KKS 

= E3 > E7 > E2 >H2 > E1 > E5 > E8 >H3의 

순으로 활성을 나타내었다. 
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