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돼지감자잎 추출물의 항산화 활성 및 간세포 보호 효과
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Abstract

Antioxidant activity and protective effects of extracts from Helianthus tuberosus L. leaves (HTL) on t-BHP-
induced oxidative stress in human liver Chang cells were investigated. The total polyphenol and flavonoid content
of the water and ethanolic extracts from HTL were 89.6±1.96, 94±2.03 mg gallic acid equivalent/g extract,
and 65.1±2.84, 54.6±1.87 mg catechin equivalent/g extract, respectively. In addition, IC50 values for 1,1-di-
phenyl-2-picrydrazyl (DPPH), alkyl, and hydroxyl radical scavenging activity of the water extracts were
0.010±0.003 mg/mL, 0.014±0.002 mg/mL, and 0.989±0.003 mg/mL, respectively. Antioxidant activities of the
extracts were also determined by ferric reducing antioxidant power (FRAP), 2,2’-azinobis-(3-ethylbenzothiazo-
line-6-sulfonic acid) (ABTS) radical scavenging activity and reducing power. The HTL extracts showed a
strongly inhibitory effect on lipid peroxidation by measuring ferric thiocyanate (FTC) and thiobarbituric acid
(TBA) values. In an MTT assay on the Chang cells, the extracts showed a protective effect by increasing cell
viability and decreasing ROS on t-BHP-induced oxidative stress in Chang cells. These results indicate that
the HTL extracts possess an antioxidant activity.
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서 론

Nitric oxide, hydroxyl, superoxide 등과 같은 활성산소종

(reactive oxygen species: ROS)은 생체 내 대사과정의 부산

물로 지속적으로 생성되며 불안정하고 반응성이 매우 강한

데, 생체는 이러한 활성산소종의 작용을 최소화하기 위해,

catalase, glutathione peroxidase, glutathione S-transferase,

superoxide dismutase 등과 같은 항산화효소를 가지고 있다

(1). 생체 내에서 활성산소가 과도하게 발생되거나 균형이

깨어질 때 세포나 조직이 손상을 받게 된다(2). 균형이 깨진

활성산소는 지질을 산화시키고 단백질의 변성을 일으켜 세

포막을 파괴하고, DNA 손상을 입혀 백내장, 당뇨병, 간염,

신장염, 아토피성 피부염, 관절염, 위염, 기미, 주근깨, 주름,

백내장, 파킨슨씨병 및 알츠하이머형 치매뿐 아니라 암 발병

의 원인이 되기도 한다(3). 따라서 활성산소는 생체 내의 불

균형이 문제이며, 그 내적인 불균형의 조절을 위해 보조적인

항산화제의 복용이 증가되고 있는 추세이다. 이들 항산화

물질은 건강에 대한 욕구의 증대와 소득의 향상으로 인공

합성품의 사용을 꺼리는 추세이며 이에 따라 많은 연구자들

은 안전성의 확보와 각종 질병의 예방 및 치료가 동시에 가

능한 천연 항산화제 개발에 초점을 두고 연구가 이루어지고

있는 상황이다(4). Butylated hydroxyanisole(BHA)과 bu-

tylated hydroxytoluene(BHT)과 같은 합성 항산화제가 강

력한 항산화제 기능을 지니고 있긴 하지만 여러 가지 부작용

(5) 때문에 천연항산화제에 대한 관심이 높아지고 있으며,

특히 식물 부산물 유래의 천연항산화 물질에 관한 연구 또한

활발히 진행 중이다(6). 본 연구에 사용한 국화과 해바라기

속의 돼지감자(Helianthus tuberosus L.)는 다년생 식물로
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서 일명 돼지감자 혹은 뚱딴지로 불리며, 원산지는 북아메리

카이나 우리나라의 기후조건에 맞아 전국 각지에 자생하고

있다(7,8). 돼지감자 괴경의 주성분은 fructose 중합체인

inulin이며, 이는 돼지감자 괴경 건조물량(dry weight)의 약

75%를 차지한다(9). 최근까지의 돼지감자의 연구현황은

prebiotic의 효능, 돼지감자로부터의 inulin 추출, 가수분해물

질 생산, 에탄올 발효, 돼지감자 추출물의 항당뇨 효과 및

inulin 등에 관한 연구(10-13)가 대부분이며, 돼지감자잎 추

출물을 이용한 연구는 아직 미미한 실정이다. 따라서 본 연

구에서는 돼지감자잎 추출물의 항산화 활성 및 정상 간세포

인 Chang cell을 이용한 돼지감자잎 추출물의 간세포 보호

능을 살펴 돼지감자잎의 항산화 및 기능성 소재 개발을 위한

기초자료로 사용하고자 한다.

재료 및 방법

재료 및 추출

본 실험에 사용한 돼지감자잎은 자양농장(충주, 한국)에서

기증받아 음지에서 건조하여 마쇄 후 사용하였다. Folin-

Ciocalteu’s reagent, ferrous chloride(FeCl2), 1,1-diphenyl-

2-picrylhydrazyl(DPPH), 2,2'-azinobis(3-ethylbenzothia-

zoline-6-sulfonic acid)(ABTS), potassium persulfate, 2,

4,6-tripyridyl-S-triazine(TPTZ), linoleic acid는 Sigma

Chemical Co.(St. Louis, MO, USA)에서 구입하여 사용하였

으며, 그 외에 사용된 시약은 특급 및 일급을 구입하여 사용

하였다. 실험에 사용된 시료 추출을 위한 용매는 물과 에탄

올을 사용하였다. 물 추출은 돼지감자잎 건조 분말 시료 10

g을 3차 증류수 500 mL을 첨가하여 95oC에서 150분 동안

추출하였다. 추출물은 여과지(No. 11, Whatman, Maid-

stone, England)로 잔재물을 제거한 후 rotary vacuum

evaporator(EYELA, Tokyo, Japan)로 농축하고 동결건조

하였다. 에탄올 추출은 돼지감자잎 건조 분말 시료 20 g에

에탄올 200 mL를 첨가하여 상온에서 120 rpm의 진탕기로

24시간씩 3회 추출한 후 농축하여 동결건조 하였다.

총 폴리페놀 함량 측정

총 폴리페놀 함량은 Folin-Denis법(14)을 약간 변형하여

추출물 1.0 mL에 1.0 N Folin-Ciocalteau 시약 및 20%

Na2CO3 용액을 각 1.0 mL씩 차례로 가한 다음 실온에서 30

분 정치한 후 분광광도계(SECOMAM, Ales, France)를 이

용하여 700 nm에서 흡광도를 측정하였다. Gallic acid(Sig-

ma Chemical Co.)를 0～200 μg/mL의 농도로 제조하여 시료

와 동일한 방법으로 분석하여 얻은 표준 검량선으로부터 시

료 추출물의 총 페놀 함량을 산출하였고 gallic acid equiv-

alents(mg GAE/g extract)로 나타내었다.

총 플라보노이드 함량 측정

총 플라보노이드 함량은 Jia 등(15)의 방법에 따라 추출물

0.5 mL에 10% aluminum nitrate 0.1 mL 및 1.0 M potassium

acetate 0.1 mL, ethanol 4.3 mL를 차례로 가하여 혼합하고

실온에서 40분간 정치한 다음 415 nm에서 흡광도를 측정하

였다. Catechin(Sigma Chemical Co.)을 표준물질로 하여

0～1 mg/mL의 농도 범위에서 얻어진 표준 검량선으로부터

추출물의 총 플라보노이드 함량을 계산하였다.

Electron spin resonance(ESR)를 이용한 DPPH 라디

칼 소거능 측정

라디칼 소거능 측정은 Lee 등(16)의 방법에 따라 메탄올

에 용해시킨 60 μM DPPH 60 μL와 농도별로 준비한 시료

60 μL를 섞은 후 10초간 강하게 교반하여 2분간 실온에서

방치한 후 capillary tube에 옮겨 ESR spectrometer(Jeol Co.

Ltd., Tokyo, Japan)에서 측정하였으며, 그 측정 조건은

central field: 3475 G, modulation frequency: 100 kHz,

modulation amplitude: 2 G, microwave power: 5 mW, gain:

6.3×105, temperature: 298 K였다.

ESR을 이용한 alkyl 라디칼 소거능 측정

10 μL의 PBS, 10 μL의 농도별 시료, 10 μL의 40 mM

AAPH, 10 μL의 40 mM 4-POBN을 차례로 첨가하여 10초

간 강하게 교반한 후 37℃ 항온 수조에서 30분간 반응시킨

다음, capillary tube로 옮겨 ESR spectrometer로 alkyl 라디

칼 발생량을 측정하였다. 이때 측정 조건은 central field:

3475 G, modulation frequency: 100 kHz, modulation ampli-

tude: 2 G, microwave power: 10 mW, gain: 6.3×105,
temperature: 298 K였다.

ESR을 이용한 hydroxyl 라디칼 소거능 측정

농도별 시료 0.2 mL에 0.3 M의 DMPO(5,5-dimethyl-

1-pyrroline N-oxide) 0.2 mL, 10 mM의 FeSO4 0.2 mL 및

10 mM의 H2O2 0.2 mL를 차례로 첨가한 후 10초간 강하게

교반한 다음, 반응 혼합물을 capillary tube로 옮겨 ESR

spectrometer에서 hydroxyl 라디칼 발생량을 측정하였다.

이때 측정 조건은 central field: 3475 G, modulation fre-

quency: 100 kHz, modulation amplitude: 2 G, microwave

power: 1 mW, gain: 6.3×105, 온도: 298 K였다.

ABTS 라디칼을 이용한 총 항산화력 측정

ABTS 라디칼을 이용한 항산화능의 측정은 potassium

persulfate와의 반응에 의해 생성된 ABTS 유리 라디칼이

추출물 내의 항산화 물질에 의해 제거되어 라디칼 특유의

색인 청록색이 탈색되는 것을 이용한 방법으로 Park과 Kim

(17)의 방법에 따라 7 mM ABTS 용액에 potassium per-

sulfate를 2.4 mM이 되도록 용해시킨 다음 암실에서 12～16

시간 동안 반응시켰다. 이를 414 nm에서 흡광도가 1.5가 되

도록 증류수로 조정한 후 3.0 mL를 취하여 추출물 1.0 mL를

가하여 실온에서 10분간 반응시켜 414 nm에서 흡광도를 측

정하였다.
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Ferric reducing antioxidant power(FRAP)을 이용한

총 항산화력 측정

FRAP 측정은 Benzie와 Strain(18)의 방법을 사용하였다.

즉, 300 mM acetate buffer(pH 3.6), 40 mM HCl에 용해한

10 mM TPTZ 및 20 mM FeCl3․6H2O를 각각 10:1:1(v/v/v)

의 비율로 혼합하여 FRAP 시약을 제조하였다. 이어서 고형

분 함유량이 1～5 mg 되도록 희석한 시료액 0.15 mL과 3.0

mL의 FRAP 시약을 혼합하고 37
o
C에서 5분간 반응시킨 후

593 nm에서 흡광도를 측정하였다. 결과는 FeSO4․7H2O를

표준물질로 하여 mM FeSO4 eq./mg extract으로 표시하였다.

환원력 측정

돼지감자잎 추출물의 환원력 측정은 Seo 등(19)의 방법에

따라 측정하였으며, 시료 1.0 mL에 pH 6.6의 200 mM 인산

완충액 및 1%의 potassium ferricyanide를 각 1.0 mL씩 차례

로 가하여 교반한 후 50oC의 항온수조에서 20분간 반응시켰

다. 여기에 15% trichloroacetic acid(TCA) 용액을 1.0 mL

가하고 12,000 rpm에서 15분간 원심분리 하여 얻은 상층액

1.0 mL에 증류수 및 ferric chloride 각 1.0 mL를 가하여 혼합

한 후 700 nm에서 흡광도를 측정하였다.

Ferric thiocyanate(FTC) 방법에 의한 지질과산화 억제

활성 측정

Ferric thiocyanate에 의한 지질과산화 측정은 Kikuzaki

와 Nakatani(20)의 방법에 의해 측정하였다. 추출물 4.0 mL,

2.51% linoleic acid 4.1 mL, 50 mM 인산 완충용액(pH 7.0)

8.0 mL, 증류수 3.9 mL를 첨가하여 용액을 잘 혼합한 후 40
o
C

어두운 곳에서 항온처리 하여 과산화를 유도시켰다. 이 혼합

용액 0.1 mL, 75% ethanol 9.7 mL, 30%-ammoninum thio-

cyanate 0.1 mL를 순서대로 첨가한 후 잘 섞어주었다. 여기

에 20 mM ferrous chloride(3.5% HCl에 녹인 것)를 0.1 mL

가한 후 잘 섞이도록 한 후 정확히 3분 후에 분광광도계를

이용하여 500 nm에서 변화된 흡광도를 측정하였다. 음성 대

조군으로는 시료 대신 물과 에탄올을 사용하여 반응시켰고,

양성 대조군으로 vitamin C 및 α-tocopherol을 사용하였다.

Thiobarbituric acid(TBA) 방법에 의한 지질과산화 억

제활성 측정

추출물 4.0 mL에 2.51% linoleic acid 4.1 mL, 50 mM 인산

완충용액(pH 7.0) 8.0 mL, 증류수 3.9 mL를 첨가하여 용액을

잘 혼합한 후 40oC 어두운 곳에 항온 처리하여 일정 간격으

로 측정하였다. 먼저 각 시료용액 1.0 mL, 20% TCA 2.0 mL,

0.67% TBA 2.0 mL를 가하여 혼합한 후 열탕조에서 10분간

가열 처리하여 흐르는 물에 냉각시킨 후 5oC 3,000 rpm에서

20분간 원심분리하고 그 상층액을 532 nm에서 측정하여

TBA값을 측정하였다.

세포 배양

정상 간세포(human liver cells, Chang)를 불활성화한

fetal bovine serum(FBS) 10%와 1.0% penicillin-strepto-

mycin이 첨가된 Dulbecco's modified eagle medium

(DMEM) 배지에서 37oC 및 5% CO2 조건하에서 배양하였다.

세포 독성 측정 및 t-BHP에 의한 세포의 손상으로부터

간세포보호 효과 측정

세포의 생존율은 3-(4,5-dimethylthiazole-2-yl)-2,5-

diphenyl-tetrazolium bromide(MTT) 환원 방법을 이용하

여 측정하였다(21). Chang 세포를 24-well plates에 7×104
cells/mL 농도로 1.0 mL씩 분주한 뒤 24시간 동안 배양한

후, 각 시료를 최종 농도(0, 0.01, 0.05, 0.1, 0.2, 0.5, 1.0

mg/mL)가 되도록 세포에 처리하여 24시간 동안 배양하였

다. 이후 MTT 용액(5.0 mg/mL)을 가하고 37
o
C에서 4시간

더 배양하여 MTT를 환원시켜 생성된 formazan이 배지에

떨어져나가지 않도록 배지를 조심스럽게 제거하였다.

DMSO를 200 μL 분주하여 20분 동안 혼합한 후 540 nm에서

흡광도를 측정하였다.

t-BHP에 의한 산화적 손상에 대한 돼지감자잎 추출물의

세포보호 효과를 관찰하기 위하여, Chang 세포를 24-well

plates에 7×104 cells/mL 농도로 1.0 mL씩 분주한 뒤 24시간

동안 배양한 후, 각 시료를 최종 농도(0, 0.05, 0.1, 0.2 mg/

mL)가 되도록 세포에 한 시간 전 처리한 후 t-BHP(최종

농도 80 μM)를 첨가하고 24시간 더 배양하였다. 이후 MTT

assay로 세포의 생존율을 측정하였다.

세포내 활성 산소종 소거능

활성산소와 반응하여 형광을 발산하는 2',7'-dichloro-

fluorescein diacetate(DCF-DA)를 이용하여 세포내에서 발

생되는 활성산소의 정도를 형광측정기로 측정하였다. 96

well black plate에 2×104개의 Chang 세포를 분주한 후 37
oC, 5% CO2 배양기에서 24시간 동안 배양한 다음, 시료를

1시간 전 처리하였다. t-BHP를 200 μM을 30분 처리한 다음

DCF-DA를 최종농도 10 μM가 되도록 넣고 37oC에서 30분

간 배양하였다. PBS로 3회 세척한 후 Fluorospectrometer

(SpectraMax M2/M2e, Sunnyvale, CA, USA)를 이용하여

(excitation, 485 nm; emission, 538 nm) 측정하였다(22).

통계분석

각 군 간의 유의성의 검증은 Window용 SPSS 통계프로그

램(ver. 12.0, SPSS Inc., Chicago, IL, USA)을 이용하여

Student t-test 및 ANOVA 법으로 검증하여 p값이 0.05 미만

을 유의한 것으로 간주하였다.

결과 및 고찰

수율, 총 폴리페놀 함량 및 총 플라보노이드 함량

식물에 널리 분포되어 있는 페놀성 물질은 항산화, 항염,

항균 등 다양한 생리활성을 나타내며, 따라서 페놀성 물질과
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Table 1. Extraction yields, total polyphenol and total fla-
vonoid contents of HTL extracts

Solvent
Extraction
yields
(% w/w)

Total polyphenol
(mg GAE/g
extract)

Total flavonoid
(mg CE/g
extract)

Water
Ethanol

32.38
26.58

89.6±1.961)
94±2.03

65.1±2.84
54.6±1.87

GAE: gallic acid equivalents, CE: catechin equivalents.
1)Values represent means±SD (n=3).

Table 2. DPPH, alkyl and hydroxyl radical scavenging activity of the HTL extracts measured by an ESR spectrophotometer

Extract
DPPH radical scavenging
activity (IC50 mg/mL)

Alkyl radical scavenging
activity (IC50 mg/mL)

Hydroxyl radical scavenging
activity (IC50 mg/mL)

Water
Ethanol
Vitamin C

0.010±0.0031)
0.012±0.004
0.003±0.001

0.014±0.002
0.005±0.003
0.011±0.003

0.989±0.003
0.630±0.002
0.021±0.002

1)
Values represent means±SD (n=3).

항산화 활성 간의 상관관계에 대한 많은 연구들이 진행되어

왔다. 따라서 돼지감자잎의 총 폴리페놀 함량과 총 플라보노

이드 함량을 조사하여 항산화 활성 탐색의 기본 자료로 사용

하고자 하였다. 돼지감자잎의 에탄올 및 물 추출물의 총 폴

리페놀 함량 및 총 플라보노이드 함량을 분석한 결과는

Table 1과 같다. 즉, 물 추출물은 32.38%, 에탄올 추출물은

26.58% 수율을 나타내었다. 총 폴리페놀 함량은 에탄올 추

출물이 94±2.03 mg GAE eq./g extract로 물 추출물 89.6

±1.96 mg GAE eq./g extract보다 높았으며, 총 플라보노이

드 함량은 물 추출물이 65.1±2.84 mg CE eq./g extract로
에탄올 추출물 54.6±1.87 mg CE eq./g extract보다 높았다.

이는 미나리 에탄올 추출물의 총 폴리페놀 함량이 37.5±0.94
mg GAE eq./g extract, 총 플라보노이드 함량이 26.50±0.50
mg CE eq./g extract로 돼지감자잎 추출물이 2배가량 높은

함량을 나타내었다(23).

ESR을 이용한 라디칼 소거 활성

자유 라디칼은 인체 내에서 지질 또는 단백질 등과 결합하

여 산화를 일으키기 쉬운데 DPPH는 보라색의 비교적 안정

한 자유 라디칼로서 다양한 천연물로부터 항산화 물질을 검

색하는데 많이 이용되고 있다. 돼지감자잎 추출물의 DPPH

라디칼 소거 활성은 농도에 비례하여 증가하였으며, 물추출

물과 에탄올 추출물은 1.0 mg/mL의 농도에서 각각 91.12%,

92.14%의 DPPH 라디칼 소거 활성을 나타내었다. Table 2와

같이 50% 라디칼 소거능인 IC50 값은 물추출물과 에탄올 추

출물 각각 0.010±0.003 mg/mL, 0.012±0.004 mg/mL로 이

는 양성대조군인 비타민 C(0.003±0.001 mg/mL)보다는 약

간 낮았지만 모두 높은 DPPH 라디칼 소거 활성을 보였다.

Seo 등(24)은 하고초 추출물에 대한 라디칼 소거능은 폴리

페놀 화합물과 플라보노이드 함량과 상관관계가 있을 것으

로 추정하였는데, 돼지감자잎 추출물 또한 폴리페놀 및 플라

보노이드의 함량과 라디칼 소거능과 높은 상관관계가 있을

것으로 사료된다.

돼지감자잎 추출물의 alkyl 라디칼 소거능은 물추출물의

경우 IC50 값이 0.014±0.002 mg/mL, 에탄올 추출물의 경우

에는 0.005±0.003 mg/mL로 에탄올 추출물의 알킬라디칼

소거능이 우수한 것으로 나타났다. 에탄올 추출물의 알킬라

디칼 소거능은 양성대조군인 비타민 C보다도 IC50 값이 훨씬

낮은 값을 나타내었으며, 이는 우수한 항산화 효과가 있다고

사료된다.

Hydroxyl 라디칼은 DMPO 트랩을 이용하여 Fe2+/H2O2계

에서 발생된다. DMPO-OH의 전형적인 1:2:2:1 ESR 시그널

이 관찰되었다. Table 2와 같이 돼지감자잎의 에탄올 추출물

은 IC50 값이 0.630±0.002 mg/mL로 물추출물(0.989±0.003
mg/mL)보다 더 높은 hydroxyl 라디칼 소거 활성을 보였으

나, 대조군인 비타민 C(0.021±0.002 mg/mL)보다는 낮은

hydroxyl 라디칼 소거 활성을 나타내었다. 이상의 결과로

돼지감자잎 추출물은 높은 DPPH, alkyl 및 hydroxyl 라디칼

소거 활성을 나타내었으며, 특히 alkyl 라디칼 소거 활성은

천연 항산화제로 사용하고 있는 비타민 C보다도 높은 활성을

나타내어 천연항산화제로 사용이 가능할 것으로 판단된다.

ABTS 라디칼을 이용한 총 항산화력

Table 3은 돼지감자잎의 추출용매에 따른 ABTS 라디칼

소거능을 측정한 결과이다. 실험군 모두 시료 농도 의존적으

로 ABTS 라디칼 소거능이 높게 나타났으며(data now

shown), 특히 물 추출물과 에탄올 추출물 모두 5.0 mg/mL

의 시료의 농도에서 66.41%, 53.37%의 활성을 나타내었다.

양성대조군으로 사용된 BHT와 비교하여 낮은 활성을 보였

으나 Jeon 등(25)의 고추잎의 물 추출물의 ABTS 소거능이

0.227 mM Trolox eq./mg extract 것과 비교해 돼지감자잎

추출물이 고추잎 추출물보다 두 배 이상 높은 ABTS 라디칼

소거 활성을 나타내었다.

FRAP을 이용한 총 항산화력

FRAP법은 전자공여 능력을 통해 산화 활성을 검증하는

방법 중 하나로 즉 산화제로 작용하는 Fe3+와 항산화제와의

반응을 통해 생성된 Fe2+을 흡광도를 통해 정량할 수 있는

방법으로 본 연구에서는 항산화 활성을 측정하기 위해 사용

하였다. 그 결과 돼지감자잎의 물 추출물이 에탄올 추출물보

다 높은 효과를 보였을 뿐만 아니라 양성 대조군인 BHT와

도 거의 비슷한 활성을 나타내었다(Table 3). 한편, Holasova

등(26)은 식물로부터 추출된 페놀류의 화합물은 페놀함량이

높을수록 항산화력이 증가한다고 보고하였는데, 이는 본 연
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Table 3. ABTS radical scavenging and FRAP activity of
HTL extracts

Sample
TEAC (mM Trolox
eq./mg extract)

FRAP (mM FeSO4
eq./mg extract)

Water
Ethanol
BHT

0.416±0.061)
0.192±0.05
1.461±0.02

0.908±0.09
0.712±0.10
1.284±0.16

TEAC: Trolox equivalent antioxidant capacity, FRAP: ferric
reducing antioxidant power.
1)Values represent means±SD (n=3).
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Fig. 1. Reducing power of water and ethanolic extracts from
HTL at various concentrations.
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Fig. 2. Antioxidant activities of HTL extracts at 1.0 mg/mL
in linoleic acid autooxidation system measured by the ferric
thiocyanate method (A) and the thiobarbituric acid method
(B).

구에서 얻은 물추출이 에탄올 추출물보다 총 플라보노이드

함량이 높았기 때문에 항산화 활성이 우수한 것으로 판단된다.

환원력

환원력은 Fe
+3

이온을 Fe
+2
으로 환원시키는 능력을 측정

하여 항산화 활성을 검정하는 방법이며, 환원력이 강할수록

진한 녹색에 가깝게 발색되어 항산화 활성이 큰 물질일수록

높은 흡광도 값을 나타내는 것으로 알려져 있다(27). 돼지감

자잎 추출물의 환원력은 농도가 증가함에 따라 환원력이 증

가하는 경향을 보였으며, 특히 농도 1.0 mg/mL에서 물 추출

물은 1.25, 에탄올 추출물은 0.95의 흡광도 값을 나타내어

positive control BHT 1.0 mg/mL와 거의 비슷한 활성을 나

타내었다(Fig. 1). Kwak 등(27)은 자색고구마 추출물의 환

원력을 측정한 결과, 농도 5.0 mg/mL에서 2.918의 높은 환원

력을 나타내었지만, 1.25 mg/mL의 농도일 때는 돼지감자잎

추출물보다 훨씬 더 낮은 환원력을 보였다.

지질과산화 억제 활성

돼지감자잎 추출물을 첨가하여 FTC와 TBA 방법으로 지

질과산화 억제활성을 측정한 결과는 Fig. 2에 나타내었다.

돼지감자잎 추출물을 첨가하지 않은 대조군에서는 시간이

지남에 따라 과산화지질이 생성되어 흡광도가 점차적으로

증가하였으며 6일째의 최고치를 지나 8일째는 감소하는 경

향을 나타내었다. 돼지감자잎 추출물을 첨가한 처리구 중

에탄올 추출물은 FTC와 TBA 방법 모두에서 6일째 이후에

산화가 급격히 진행되는 경향을 나타내었으나, 물추출물은

8일째까지 산화가 일어나지 않았다. 양성대조군 중 비타민

C는 돼지감자잎 추출물에 비해 지질과산화 억제효능이 낮

았으며, α-토코페롤은 대조구 및 에탄올 추출물보다 높은

지질과산화 억제활성을 나타내었으나 물 추출물보다는 낮

은 활성을 보여주었다. 따라서 돼지감자잎 물 추출물의 경우

천연 항산화제인 비타민 C 뿐만 아니라 α-토코페롤보다 높

은 지질과산화 억제 효능을 나타내어 천연 항산화제로 사용

가능할 것으로 판단된다.

세포 생존율

정상 간세포인 Chang 세포에 대한 돼지감자잎 추출물의

세포독성 및 간세포 보호능을 알아보기 위하여 MTT assay

를 수행하였으며, 돼지감자잎 추출물을 농도별로 처리한 결

과 0.5 mg/mL 농도 이하에서는 세포 독성을 나타내지 않았

다(Fig. 3). 그러므로 돼지감자잎 추출물의 간세포 보호 효과

측정을 할 때 0.05, 0.1, 0.2 mg/mL의 농도를 선택하여 실험

을 진행하였다. 돼지감자잎 추출물을 한 시간 전 처리한 후,

80 μM t-BHP 처리했을 때 생존율이 약 50%에서 물 추출물

의 경우 농도별로 처리하였을 때 농도 의존적으로 생존율이

59.2, 62.0, 67.2%로 증가하는 경향을 나타내었으며, 에탄올

추출물 또한 같은 농도에서 53.4, 59.7, 64.4%로 생존율이 증

가하였다(Fig. 4). 이들 결과로부터 돼지감자잎 추출물이 정
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Fig. 3. Effect of HTL extracts on cytotoxicity in Chang cells.
HTL extracts were treated with various concentrations in Chang
cells for 24 hr. Values are expressed as the mean±SD of determi-
nations made in triplicate experiments. *p<0.05, **p<0.01.
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Fig. 4. Protective effect of HTL extracts on t-BHP induced
oxidative damage in Chang cells. Hepatocytes were pre-treated
with various concentrations of extracts from HTL leaves for 1
hr, and then were treated with t-BHP (80 μM) for 24 hr. Values
are mean±SD of determinations in each case. *p<0.05, **p<0.01.
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Fig. 5. Changes of intracellular ROS generated by t-BHP
treatment in Chang cells. The extracts from HTL leaves were
treated with various concentrations in Chang cells for 1 hr prior
to 200 μM t-BHP treatment for 30 min. Values are given as the
mean±SD of determinations made in triplicate experiments.
*
p<0.05 and

**
p<0.01 are significantly different as analyzed by

paired t-test that compared the t-BHP group with sample group,
respectively.

상 간세포인 Chang 세포의 t-BHP로 유도된 세포 손상을

보호함을 알 수 있었다.

세포내 활성산소종 소거능

Chang 세포에 200 μM t-BHP 처리에 의해 생성된 활성산

소종 수준이 대조군에서는 약 500%를 나타내었지만, 돼지

감자잎 추출물을 처리한 경우 물추출물 및 에탄올 추출물

모두 농도 의존적으로 그 수준이 감소하는 것을 확인하였다.

특히 돼지감자잎 물 추출물을 0.2 mg/mL 처리했을 때 활성

산소종이 320%로 대조군에 비해 약 40% 감소하는 것으로

나타났다(Fig. 5). 따라서 t-BHP 처리로 인해 발생하는 산화

스트레스 증가를 돼지감자잎 추출물이 감소시킴으로써 간

세포 보호 효과를 나타내는 것으로 사료된다.

요 약

본 연구는 돼지감자잎(Helianthus tuberosus L.) 추출물

의 항산화 활성을 탐색하고자 물과 에탄올로 각각 추출하였

다. 돼지감자잎에 포함된 총 폴리페놀과 총 플라보노이드

함량을 측정한 결과, 에탄올 추출물(94±2.03 mg GAE/g
extract)이 물 추출물(89.6±1.96 mg/GAE/g extract)보다

더 많은 총 폴리페놀 함량을 포함하고 있었으며, 총 플라보

노이드 함량은 물 추출물(65.1±2.84 mg CE/g extract)이
에탄올 추출물(54.6±1.87 mg CE/g extract)보다 더 높았다.

ESR을 이용한 라디칼 소거능을 측정한 결과, hydroxyl 라디

칼을 제외한 DPPH, alkyl 라디칼 소거능은 물 추출물 및

에탄올 추출물 모두 비타민 C와 비슷하거나 더 높은 활성을

나타내었다. ABTS를 이용한 라디칼 소거 활성, FRAP을

이용한 총항산화능 측정 및 환원력을 통한 항산화 활성을

측정한 결과에서도 돼지감자잎 추출물이 항산화효과를 가

지고 있음이 확인되었다. 또한, FTC 및 TBA법을 이용한

지질과산화 억제 효능을 살펴본 결과, 특히 돼지감자잎 물

추출물이 에탄올 추출물보다 지질과산화 억제효과가 높았

으며 이는 α-토코페롤보다 활성이 우수하였다. 한편, 세포

독성을 살펴보기 위하여 정상 간세포(human liver, Chang

cells)를 이용하여 MTT assay를 수행한 결과, 세포의 생존

율은 0.5 mg/mL의 농도까지는 독성을 나타내지 않았고 간

세포 보호효능 실험에서는 t-BHP로 유발시킨 산화적 스트

레스에 대해 농도 의존적인 간세포 보호 효과가 있었으며,

이는 세포내 ROS의 감소로 인한 산화스트레스 억제를 통하

여 세포를 보호하는 효과가 있는 것으로 판단되었다.
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