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서 론

급속한 인구 고령화는 노인의 신체적·정신적 건강 등 개

인의 문제뿐만 아니라 보건의료, 정치, 경제 등 사회 전반

에 걸친 변화와 새로운 위기를 초래하는 국가의 현안으로

부각되고 있다.1 인구 고령화에 따라 증가되는 노인성 질

환 중 진료비 증가 폭이 가장 큰 질환은 특히 치매와 파킨

슨병 (Parkinson's disease)인 것으로 보고되고 있다.2 알츠

하이머병 (Alzheimer's disease)과 파킨슨병과 같은 퇴행

성 신경변성질환 (neurodegenerative disease)의 주요 원인

중 하나는 활성산소종 (reactive oxygen species, ROS)에

의한 산화적 스트레스 (oxidative stress)가 신경세포에 손

상을 입히고 이로 인해 세포의 사멸을 일으키기 때문인 것

으로 알려져 있다.3-5

ROS는 superoxide radical (-O2), hydrogen peroxide

(H2O2), hydroxyl radical (-OH) 등이 있으며, 환경적 요인
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이나 생활습관 또는 스트레스로 인해 생성되고 과다 생성

되거나 축적이 계속되면 산화적 스트레스를 유발하며 이

로 인한 세포 사멸 유도는 노화를 촉진되고 뇌질환, 심혈관

계 질환, 당뇨, 암 등을 유발한다.6,7 특히 뇌는 세포막에 불

포화지방산과 철분, 구리, 아연 등의 금속이온이 풍부하고

산소 순환이 집중되기 때문에 산화되기 쉬우며, 산화적 손

상으로 인한 순차적 신호전달에 의해 세포사멸이 일어난

다. 또한 뇌 조직은 한번 손상 되면 기능적인 회복이 어렵

기 때문에 산화적 스트레스 상태를 유도하는 ROS 생성을

억제 또는 감소시키는 것은 신경변성질환과 노화와 관련

된 퇴행성 인지장애를 초래하는 신경세포의 손상 또는 사

멸로부터 신경세포를 보호하는 질병예방차원에서 중요하

다 할 수 있다.8-11

생체 내에는 ROS의 독성을 최소화하고 세포를 보호

하기 위한 항산화 방어시스템으로 Cu/Zn superoxide

dismutase (SOD1), Mn superoxide dismutase (SOD2),

catalase (CAT), glutathione peroxidase (GPx) 등의 항산화

효소를 가지고 있다.12 따라서 이 효소들의 발현 및 활성화

증가를 유도하는 것은 ROS로부터 세포를 보호하고 나아

가 신경변성질환의 치료적 타겟이 될 수 있다.13

또한 다양한 in vitro 모델에서 H2O2를 이용하여 산화

적 스트레스를 유도하는데, 유도된 산화적 스트레스에 의

해 extracellualr protein regulated protein kinase (ERK), c-

Jin N-terminal kinase (JNK), p38을 포함하는 mitogen-

activated protein kinases (MAPK) pathway가 활성화된다.

이 신호들은 apoptotic cell death의 중요한 조절자 중 하나

로 산화적 스트레스에 의해 MAPK pathway가 활성화되

면 결과적으로 뇌신경세포 사멸이 유도되고 이는 뇌질환

유발의 원인이 되는 것으로 알려져 있다.13,14 또한 산화적

스트레스 상태에서는 pro-apoptotic인자인 bax, caspase,

poly (ADP-ribose) polymerase (PARP) 등의 활성화 및 이

인자들의 활성화를 통한 세포내 pathway 기전을 통해 세

포사멸이 초래된다.15-17 따라서 MAPK pathway의 인산화

를 억제시키거나 pro-apoptotic 인자들의 활성화를 억제하

는 효과를 나타내는 천연소재 개발연구가 활발히 진행되

고 있다.

여주 (Momordica charantia L.)는 인도, 중국, 중앙아메

리카에서는 당뇨의 민간요법 치료제로써 사용되어지고

있는 박과의 덩굴식물로 비타민C, β-carotene, glucoside,

saponin, alkaloid, terpene, protein, Fe, K 등을 함유한다.18

미숙한 여주열매는 비타민C, 비타민A와 철 등의 주요한 공

급원이 되고 있으며, 여주의 쓴맛에는 식물스테롤 배당체

들과 많은 종류의 amino acid, galacturonic acid, citruline,

pectin 등의 성분이 들어 있다. 특히 여주의 과실과 종자에

는 charantin 성분은 항 당뇨 효과가 있는 것으로 알려져

있다.19-22 여주의 건강 및 약리학적 특성은 광범위하게 연

구되어왔으며, 지난 연구결과들은 여주가 항당뇨, 항바이

러스, 진통효과, 콜레스테롤 수치의 감소, 항암효과 등 건강

에 광범위한 영향을 준다는 것을 입증해왔다.23 그리고 여

주추출물의 우수한 라디칼 소거능 결과를 통해 우수한 항

산화특성이 보고되어 있으며,24,25 Sin 등26의 연구에서는

여주추출물과 분획물이 LLC-PK1 cell에서 우수한 자유라

디칼 소거능과 세포생존율 감소 억제 효과가 있음을 보고

하였다. 그러나 여주추출물의 항산화 특성과 그에 따른 세

포보호효과에 대한 기전적인 연구는 진행되어있는 것이

없었다. 또한 여주의 phenol acid 성분 중 protocatechuic

acid가 C6 glial cell에서 산화적 스트레스에 대한 개선효과

가 있음을 보고27하였으나 chemical을 구입하여 처리한 결

과들이었다. 그 밖에 동물모델을 이용한 in vivo 연구들28,29

에서는 여주에서 추출된 polysaccharide성분이 출혈성뇌혈

관질환과 허혈성뇌손상에 대해 뇌손상을 억제한다고 보

고하고 있다.

SK-N-MC neuronal 세포는 높은 안정성과 동종성

(homogeneity) 등의 장점이 있어, 알츠하이머병을 포함한

신경변성질환의 발병 (pathogenesis)과 분자적 기전 연구

를 위한 in vitro model로 널리 이용되어져왔다.30,31

따라서 본 연구에서는 SK-N-MC 신경세포에 H2O2를

처리하여 유도된 산화적 스트레스에 대한 여주 추출물의

세포 보호효과 및 그 작용 기전을 확인하고자 한다.

연구방법

재료

Human neuroblastoma SK-N-MC 세포는 American

Type Culture Collection (ATCC, Rockvill, VA, USA)에서

구입하였다. 세포배양에 사용된 Eagle's Minimum Essen-

tial Medium (EMEM)와 fetal bovine serum (FBS), trypsin-

EDTA, antibiotics, HBSS는 Well gene (Daegu, Korea) 제

품을 구입하여 사용하였다. 본 실험에서 사용한 과산화수

소 (H2O2)를 비롯한 일반 시약들은 Sigma-Aldrich (St

Louis, MO, USA)에서 구입하였다. Cell counting kit-8

(CCK-8) 시약은 Dojindo molecular technologies Inc.

(Gaithersburg, MS, USA)의 제품을 사용하고, intracellular

ROS assay kit는 Cell Biolabs, INC. (San Diego, USA)에

서 구입하였다. TRizol (invitrogen, Groningen, Netherland)

을 이용하여 RNA를 추출하였고, cDNA 합성은 TaKaRa

(Shuzo Shiga, Japan)의 PrimeScript 1st Strand cDNA

Synthesis kit를 이용하였다. Real time RT PCR은 Roche
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Diagnostics (Mannheim, Germany)의 Universal Probe-

Library Probe와 LightCycler480 Probe Master를 이용하

였다. Total JNK (JNK, #9252), phospho-JNK (p-JNK,

#4668), total p38 (p38, #9212), phospho-p38 (p-p38,

#9215), caspase-3 (#9665), cleaved caspase-3 (#9664),

PARP (#9532), cleaved PARP (#9546), GAPDH (#2118)

primary antibody와 anti-rabbit IgG-HRP (#7074), anti-mouse

IgG-HRP (#7076) secondary antibody는 Cell Signaling

Technology (Danvers, MA, USA)에서 구입하였다. 

여주 추출물의 제조 (Momordica charantia extraction)
여주는 충남 금산 (Geumsan, Korea)에서 생산되어, 건조

된 여주를 구입하였다. 건 여주를 가루가 되도록 곱게 갈아

주었다. 가루가 된 건 여주 4 g을 200 ml의 70% ethanol에

넣어 10분 동안 초음파 분쇄기를 이용하여 여주를 분쇄한

후, 150 rpm, 37oC에서 6시간을 보관한 후 상층액만 걷어

낸 뒤, 다시 200 ml의 70% ethanol을 넣고, 150 rpm, 37oC

에서 18시간동안 보관하였다. 이 때 앞서 걷어내었던 상층

액도 함께 보관하였다. 추출한 용액들을 모두 합친 후 10

분 동안 초음파 분쇄기를 이용하여 아래 가라앉은 여주를

분쇄하였다. 이 용액을 tube에 옮겨 담아 3,000 rpm에서 3

분간 원심분리를 시켜주었다. 그 후 이 용액을 0.22 μm,

PVDF syringe filter (Millipore, Bedford, MA, USA)를

이용해 여과하였다. 여과한 용액을 질소제너레이터를 이

용하여 액체를 휘발시켰다. 용액이 모두 휘발되어 진액이

되면 소량의 100% ethanol을 이용해 재용해 시킨 후 다시

질소제너레이터로 시료를 건조시켰다. 미량의 시료가 얻

어지면, 200 mg/ml의 농도로 dimethyl sulfoxide (DMSO)

에 재용해 시킨 후 -30oC 초저온냉동고에 저장하여 사용

하였다.

여주 추출물의 총 폴리페놀 (total phenolic contents)과

총 플라보노이드 (total flavonoid contents) 함량

총 폴리페놀 함량은 Folin-Denis’s phenol method로 측

정하였다.32 추출한 시료 200 mg/ml을 10 mg/ml이 되도록

희석시킨 후, 이 희석한 시료 100 μl 와 증류수로 11배 희석

한 2N folin-ciocalteu reagent 750 μl를 함께 넣고 섞은 후

5분간 방치하였다. 그 후 4% Na2CO3 750 μl를 넣어준 후

섞어서 빛을 차단하여 1시간동안 방치한 후 725 nm에서

흡광도를 측정하였다. Gallic acid를 표준물질로 사용하여

검량선을 그려서 추출물의 총 폴리페놀의 함량을 계산하

였다.

총 플라보노이드 함량은 염화알루미늄의 비색법에 따라

측정하였다.33 추출한 시료를 methanol로 20배 희석하여

10 mg/ml이 되도록 만들었다. 시료 25 μl에 증류수 125 μl

를 넣고 5% NaNO2 7.5 μl을 넣고 섞은 후 6분간 방치하였

다. 그 후 10% AlCl3 15 μl를 넣고 다시 혼합한 후 5분간 방

치하였다. 그 후 1M NaOH 50 μl을 넣은 다음 510 nm에서

흡광도를 측정하였다. Catechin을 표준물질로 사용하여 검

량선을 그려서 추출물의 총 플라보노이드의 함량을 계산

하였다.

DPPH 라디칼 소거능 측정 (DPPH radical scavenging

activity)

추출물의 free radical 소거 활성을 측정하기 위하여

DPPH를 이용한 Blios의 방법을 사용하였다.34 DPPH (2,2-

diphenyl-1-pycrylhydrazyl)를 methanol에 용해시켜 0.1

mM DPPH용액을 만들었다. 이 용액 1 ml을 다양한 농도

의 시료 1 ml에 넣어 잘 혼합해주고 상온에서 30분간 반

응시켜 517 nm에서 흡광도를 측정하였다. 각 시료 별로

DPPH radical을 50% 저해하는 농도인 IC50 (half-maximal

inhibitory concentration)을 구하였다. 대조구로 ascorbic

acid의 활성을 측정하여 IC50 값을 측정하였다.

세포 배양

Human neuroblastoma cell line인 SK-N-MC 세포를

EMEM 배지에 10% FBS와 1% antibiotics를 첨가한 배양

액을 사용하여 배양하였다. 배양액은 48시간 주기로 교체

하였으며, 여주추출물을 전 처리한 후 과산화수소 처리를

통해 산화적 스트레스를 유도하였다.

세포생존율 및 세포내 ROS 측정

생존율 측정은 CCK-8 assay kit를 이용하였다. SK-N-

MC 세포를 2 × 104 cell/100 μl로 96well plate에 분주하

여 24시간 동안 배양한 후, 여주추출물과 과산화수소를 농

도별 시간별로 처리하였고 37oC, 5% CO2 incubator에서

배양한 후 CCK-8용액 을 10 μl 처리하여 2시간 배양 후,

450 nm에서 microplate reader (Sunrise, Tecan, Grödig,

Austria)를 이용하여 측정하였다. 최종 처리 농도를 정하고

여주추출물을 0, 1, 5, 10 μg/ml 농도로 각각 6시간동안 전

처리 후, 과산화수소를 500 μM로 18시간 처리하여 산화적

스트레스를 유도하고 CCK-8 시약을 이용해 여주추출물

농도별 세포생존율의 차이를 비교하였다.

세포내 ROS의 축적 정도를 정량하기 위해 SK-N-MC 세

포를 4 × 104 cell/100 μl로 96well plate에 분주하여 24시간

배양 후, 여주추출물을 농도별로 처리하여 37oC에서 6시

간동안 배양하였다. 세포 배지를 제거하고 HBSS로 2회 세

척 후, HBSS로 희석한 10 μM DCF-DA를 세포에 처리하
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여 37oC에서 45분간 배양하였다. DCF-DA용액을 제거한

후 HBSS로 2회 세척한 후 과산화수소를 500 μM 농도로

처리하였고, 세포내 형광 광도의 변화를 형광광도계를 이

용하여 485 nm와 530 nm에서 측정하였다.

Real time-reverse transcriptase polymerase chain

reaction (RT-PCR) assay

처치한 SK-N-MC 세포에서 trizol을 이용하여 total RNA

를 추출하였고, PrimeScript 1st Strand cDNA Synthesis

kit를 이용하여 total RNA를 cDNA로 합성하였다. cDNA

는 희석한 후 Table 1의 primer와 Universal ProbeLibrary

Probe를 LightCycler 480 Probe Master에 함께 혼합하여

LightCycler 480 multiwell plate에 분주하여 LightCycler

480 (Roche Diagnostics Ltd. Rolkreuz. Switzerland) 장비

를 이용하여 real time PCR분석을 실시하였다.

Western blotting analysis

처치한 SK-N-MC 세포에 배양액을 제거하고 PBS로 세

척한 후 RIPA buffer (100 mM tris-HCL, 0.5% triton X-

100, 1 mM sodium orthovanadate, 100 mM NaCl, 10 mM

sodium fluoride, protease inhibitor cocktail. Sigma-Aldrich,

USA)를 이용하여 단백질을 추출하였고, 단백질 농도는

BCA (Thermo scienrific, Rockford, U.S.A) 방법으로 측

정하였다. 정량된 시료에 5 X SDS sample buffer를 가하고

100oC에서 5분 끓인 후, 12% SDS-PAGE gel을 이용하여

전기영동을 시행하였다. 전기영동 후 SDS-PAGE gel에 분

리된 단백질은 PVDF membrane (Merck Millipore,

Darmstadt, Germany)에 transfer 한 뒤 5% (w/v) skim milk

powder (Sigma-Aldrich, USA)를 용해시킨 TBS-T용액으

로 blocking을 실시하였다. 3% (w/v) fat-free BSA (Sigma-

Aldrich, USA)를 용해시킨 TBS-T용액에 primary antibody

를 1:1,000의 비율로 희석시켜 4oC에서 18 hr 동안 반응시

켰고, TBS-T로 3회 세척 후 HRP-conjugated secondary

antibody를 1:2,000으로 희석하여 상온에서 1시간 동안 반

응시켰다. TBS-T로 3회 세척 후 ECL-western blotting

substrate (Thermo scienrific, Rockford, U.S.A)을 처리한

뒤 결과를 확인하였다.

통계분석

모든 측정값은 3회 이상 분석하였고, SPSS 20.0을 이용하

여 student's t-test 또는 one-way ANOVA test 후 Duncan's

test를 실시하여 p < 0.05 수준에서 대조군과 각 실험군 간

의 유의성을 검증하였으며 모든 결과는 mean ± SD으로 표

시하였다.

결 과

여주추출물의 총 폴리페놀과 총 플라보노이드 함량 및

라디칼 소거능 측정

70% 에탄올로 추출한 여주추출물 내 총 폴리페놀과 총

플라보노이드 함량을 측정하였고, 추출물 g당 각각 28.51

± 1.75 mg gallic acid와 3.95 ± 0.92 mg catethin이었다

(Table 2). 그리고 DPPH 라디컬 소거능 IC50은 506.95 ±

31.29 μg/ml로 나타났다 (Table 3).

SK-N-MC cell의 세포생존율 관찰

SK-N-MC cell에 H2O2와 여주추출물 (MCE)을 처리하

여 CCK-8 assay를 통해 세포생존율을 측정하였다 (Fig.

1). 산화적 스트레스를 유도하기 위한 H2O2 처리 결과 200

μM 농도에서부터 유의적인 세포생존율감소를 보였다. 그

러나 200 μM처리한 그룹에서 감소의 폭이 5% 내외 (94.5

± 2.5%)로 미미하였고, 600 μM을 처리한 그룹에서는 약

56.0%의 세포 생존율을 보였지만 이는 IC50에 가까운 농

도로 여주추출물의 세포의 보호효과를 확인하기 위한 스

트레스 상태를 유도하는 연구목적에는 부합한다고 판단

하였다. 따라서 68.5 ± 1.5%의 세포생존율을 보이는 H2O2

Table 1. Primer sequences used for RT-PCR

 Gene  Primer  Sequence

SOD-1

(EF151142.1)

 forward  5'-GCA TCA TCA ATT TCG AGC AG-3'

reward  5'-CAG GCC TTC AGT CAG TCC TT-3'

 SOD-2

(BC012423.1)

 forward  5'-TGA ACG TCA CCG AGG AGA A-3'

reward  5'-TGA AGA GCT ATC TGG GCT GTA A-3'

GPx-1

(M21304.1)

 forward  5'-TTC CCG TGC AAC CAG TTT-3'

reward  5'-AGG GAA TTC AGA ATC TCT TCG TT-3'

GAPDH

(BC025925.1)

 forward  5'-GCC CAA TAC GAC CAA ATC C-3'

reward  5'-AGG CAC ATC GCT CAG ACA C-3'

Table 2. Total polyphenols and flavonoids contents of Momordica

charantia

Total polyphenols

(mg Gallic acid/

extract g)

Total flavonoids

(mg Catechin/

extract g)

Momordica charantia extract 28.51 ± 1.75 3.95 ± 0.92

Table 3. DPPH radical scavenging activity of 70% ethanol extracts

from Momordica charantia

DPPH radical scavenging activity

(IC50, µg/ml)

Ascorbic acid 28.51 ± 1.75

Momordica charantia extract 506.95 ± 31.29
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500 μM을 최종 처리 농도로 정하였다 (Fig. 1A).

MCE를 처리한 결과 control과 비교하여 MCE의 처리가

세포 생존율에 거의 영향을 미치지 않았다. MCE 20 μg/ml

농도 이상부터 세포 생존율이 감소하는 경향을 보였지만,

통계적으로 유의하지는 않았다 (Fig. 1B).

산화적 스트레스로부터 MCE에 의한 세포보호효과를

확인하기 위해 MCE를 6시간동안 전 처리한 후, H2O2로 18

시간동안 산화적 스트레스를 유도했을 때 세포생존율을

확인한 결과, MCE를 전 처리한 그룹 1, 5, 10, 20 μg/ml 농

도에서 각 각 85.8 ± 2.1, 85.9 ± 1.3, 80.5 ± 0.4, 76.5 ±

0.6%로 H2O2만 처리한 그룹 (59.6 ± 2.2%)보다 약 17~26

%정도 세포생존율이 높은 것을 확인할 수 있었으며 통계

적으로도 유의적인 결과가 나타났다 (Fig. 1C).

MCE처리에 의한 세포내 ROS 감소

세포생존율 결과를 바탕으로 MCE의 세포내 ROS에 대

한 감소 효과를 확인하기 위해 세포내 ROS 축적 정도를

정량하였다. 측정 결과 아무것도 처리하지 않은 control과

비교하여 H2O2 500 μM를 처리한 그룹에서 세포내 ROS가

약 3배 상승하였고, MCE를 1, 5, 10 μg/ml 농도로 전 처리

한 그룹에서 H2O2 500 μM 만 처리한 그룹과 비교하여 유

의적으로 감소된 결과를 보였으며 그 값은 각 각 control대

비 2.1 ± 0.1, 2.0 ± 0.1, 2.0 ± 0.1배였다 (Fig. 2).

항산화효소 발현에 대한 MCE의 회복 효과

산화적 스트레스에 대한 체내 방어기전인 항산화효소에

대한 mRNA 수준에서의 발현을 real time PCR을 통해 비

교하였다. 대표적인 항산화 효소인 SOD-1,2 (superoxide

dismutase-1,2)와 GPx-1 (glutathion peroxidase-1)의 발현

정도는 Fig. 3에서와 같이 H2O2 200 μM을 처리한 그룹에

서 발현이 가장 낮았으며 MCE 전 처리에 의해 증가되었

고 control수준으로 회복되는 것으로 나타났다. 

MCE 5, 10 μg/ml 농도로 처리한 그룹에서 H2O2 200

Fig. 1. Protective effects of Momordica charantia ethanol

extracts (MCE) on H2O2-induced cell death and cytotoxicity in SK-

N-MC cells. (A) Cell viability was determined by CCK-8 assay. SK-

N-MC cell wre treated with increasing concentrations (100~600

µM) of H2O2 500 µM for 24 hr. (B) SK-N-MC cell were treated with

increasing concentrations (1~50 µg/ml) of MCE for 24 hr. (C) The

cell pretreated with MCE at the indicated concentration (1~50

µg/ml) for 6hr, and then treated with H2O2 for 18 hr. Value repre-

sent the mean ± SD. *p < 0.05, **p < 0.01 compared with control.

#p < 0.05 vs compared with H2O2 treated cell

Fig. 2. Intracellular ROS scavenging activity of MCE. Cells were

treated with H2O2 and/ or MCE as described in the legend of Fig.

1C. The generation of intracellular ROS was determined by DCF-

DA methods using a fluorescence spectrophotometer with exci-

tation and emission wavelengths of 485 nm and 530 nm, respec-

tively. Value represent the mean ± SD. Means with different letters

(a~c) at each mRNA are significantly different (p < 0.05) by Dun-

can's multiple range test.
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μM만 처리했을 때와 비교하여 통계적으로 유의적인 발현

증가를 보였으며, 특히 5 μg/ml 농도로 처리한 그룹에서는

control 수준으로 회복 하거나 그 이상으로 증가 (5 μg/ml

에서의 SOD-2 발현은 1.12 ± 0.0배. Fig. 3B)되는 것으로

나타났다 (Fig. 3).

MCE의 MAPK pathway의 인산화 억제

MAPK pathway인 ERK, JNK, p38의 인산화에 대한 억

제 효과 여부를 확인하기 위하여 MCE를 6시간동안 전 처

리한 후, H2O2로 18시간동안 산화적 스트레스를 유도한 후

단백질을 추출하여 western blotting을 통해 단백질 발현을

비교하였다. 

H2O2 500 μM를 처리한 경우 control과 비교하여 MAPK

pathway의 인산화정도가 증가되었지만, MCE 전 처리를

통해서 인산화가 억제 되는 것을 확인할 수 있었다. 특히

MCE 5, 10 μg/ml에서 H2O2 500 μM에 비해 유의적으로

낮은 인산화 정도를 나타냈으며, p38의 인산화보다 JNK의

인산화 억제에 더 효과적임을 알 수 있었다 (Fig. 4). 그러

나 MAPK pathway 중 하나인 ERK의 경우 MCE 전 처리

에 의한 인산화 억제 효과는 H2O2 500 μM 처리한 그룹과

비교하여 유의적이지 않았다 (data not shown).

MCE의 apotosis signal 억제 효과

Apoptosis signal에 대한 MCE의 효과 확인을 위해

caspase-3, cleaved caspase-3, PARP, cleaved PARP의

단백질 발현을 비교하였다. H2O2 500 μM 처리에 의해

cleaved caspase 3와 cleaved PARP 의 발현이 증가되었고,

MCE 전 처리 후 산화적 스트레스를 유도 했을 때 상대적

으로 감소되는 결과를 나타내었으며 이는 MCE 전 처리가

산화적 스트레스에 의한 apoptosis를 억제한다는 결과라

할 수 있다 (Fig. 5).

Fig 3. Effects of MCE on H2O2-induced mRNA expression levels of antioxidant enzymes in SK-N-MC cells. Cells were treated with H2O2

and/ or MCE as described in the legend of Fig. 1C. The mRNA levels of antioxidant enzymes were determined by real-time PCR analysis.

(A) SOD-1, superoxide dismutase-1; (B) SOD-2, superoxide dismutase-2; (C) GPx1, glutathione peroxidase-1. Value represent the mean

± SD. Means with different letters (a~d) at each mRNA are significantly different (p < 0.05) by Duncan's multiple range test.

Fig. 4. Effects of MCE on H2O2-induced phosphorylation of MAPK

(p38 and JNK). Pathway in SK-N-MC cells. Cells were treated with

H2O2 and/ or MCE as described in the legend of Fig. 1C. The pro-

tein levels of MAPKs pathway signals were analyzed by western

blotting, and normalizes to the GAPDH level. The density of each

protein band was quantified by using Bio-1D imaging software

(Vilber Lourmat, Marne-la-Vallée, France). Value represent the

mean ± SD. Means with different letters (a~d) at each mRNA are

significantly different (p < 0.05) by Duncan's multiple range test.
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고 찰

본 연구에 사용된 여주의 총 폴리페놀과 총 플라보노이

드 함량 측정 결과 70% 에탄올 추출물 g당 총 폴리페놀과

총 플라보노이드는 각각 28.51 ± 1.75 mg gallic acid와

3.95 ± 0.92 mg catethin로 나타났다. Kim 등24의 연구에 따

르면 여주열매의 열수추출물은 69.45 mg/g, 에탄올추출

물은 70.87 mg/g의 폴리페놀을 함량을 보고하고 있으며,

Lee25의 연구에 의하면 에탄올추출물에서 총 폴리페놀은

36.08 mg/g, 총 플라보노이드는 15.66 mg/g으로 보고하였

다. 본 연구의 여주추출물의 총 폴리페놀과 총 플라보노이

드 함량이 여주추출물을 이용한 타 연구와 차이가 있지만,

이는 천연소재의 특성상 사용된 시료의 품종, 재배지역 및

재배 시기의 차이가 있어서 차이가 있는 것으로 사료된다.

그리고 항산화 소재로 많이 사용되고 있는 야콘35이나 레

드비트36 등이 각각 9.6, 12.3 mg gallic acid의 총 페놀화합

물 함량을 보고하고 있고, Kim 등24의 연구결과에서도 흑

두나 어성초와 같이 항산화능이 높다고 알려져 있는 식물

추출물에서 폴리페놀 및 플라보노이드 함량이 매우 낮거

나 아예 검출되지 않았다고 보고하고 있다. 이에 본 연구에

서 추출한 여주추출물은 항산화 작용이 뛰어난 폴리페놀

과 플라보노이드의 함량이 비교적 높은 것으로 나타나 천

연항산화제로써 이용가치가 충분하다고 판단된다.

DPPH 라디칼 소거능 측정방법은 시료의 자유 라디칼

소거 능력이나 수소 공여능력을 평가하는 방법으로 안정

적이고 간단하며 재현성이 높아 널리 사용되는 라디칼 소

거능 측정 방법으로 알려져 있으며,37 이 방법을 이용하여

본 연구의 여주추출물의 항산화능을 측정한 결과 라디칼

50%를 제거하는 농도인 IC50이 506.95 μg/ml로 나타났다.

Control로 이용된 비타민C의 라디칼 소거능 (IC50 6.46 μg/

ml)보다 낮았지만, Kim 등24의 연구결과에서도 여주열매

의 열수추출물과 에탄올 추출물 500 μg/ml의 농도에서

38%와 62%의 라디칼 소거율을 보였고, Lee25의 연구에서

도 control인 비타민C와 70%에탄올 여주추출물에서 IC50

이 각각 0.12 mg/ml과 9.81 mg/ml로 본 연구와 비슷한 결

과를 보고하였다. Sin 등26의 연구에서는 여주추출물의

IC50은 추출용매의 분획에 따라 68.40~354.62 μg/ml로 다

양하게 나타났는데 이는 추출용매의 차이와 추출 조건의

차이에 기인하는 것으로 판단되며, Kim 등38의 연구결과

에서 항산화능이 우수하다고 보고하고 있는 관중, 쇠고비,

비수리, 감나무, 고비 등의 생약식물의 추출물의 라디칼

소거능은 추출물 100 mg/100 ml 농도에서 각각 79.50,

76.46, 75.69, 72.87%였다. 따라서 본 연구의 여주추출물

이 높은 라디칼 소거능을 가지며 항산화능이 우수하다고

할 수 있다. 

우수한 라디칼 소거능을 통해 항산화능력 확인된 여주

추출물의 세포내 ROS 감소 및 세포 사멸에 대한 보호 효

과를 확인한 결과, 여주추출물을 전 처리한 후 H2O2를 처

리하여 산화적 스트레스를 유도한 그룹이 H2O2만 처리한

그룹에 비해 세포생존율은 증가되고 세포내 ROS는 감소

된 것을 확인하였다. 다양한 식품 추출물을 처리한 연구

들11,39,40에서 H2O2만 처리한 그룹에서 감소한 세포생존율

과 증가한 세포내 ROS수준이 각 각 연구에 사용한 추출물

을 처리하였을 때 control 그룹의 결과 수준으로 정상화되

었으며, 이는 본 연구결과와 일치하였다.

여주 추출물이 H2O2처리에 의한 세포생존율 감소를 억

Fig. 5. MCE attenuates H2O2-induced cleavage of caspase-3 and

PARP in SK-N-MC cells. Cells were treated with H2O2 and/ or MCE

as described in the legend of Fig. 1C. The protein levels of

caspase-3, cleaved caspase-3 (A), PARP and cleaved PARP (B)

were analyzed by western blotting, and normalizes to the GAPDH

level. Value represent the mean ± SD. Means with different letters

(a~e) at each mRNA are significantly different (p < 0.05) by Dun-

can's multiple range test.
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제하고 세포내 ROS 축적 정도 감소시키는 결과를 통해 세

포보호효과가 있음을 1차적으로 확인하였고, 이에 대한 기

전 확인을 위해 추가 실험을 진행하였다.

생체 내에 항산화 방어시스템으로 작동하는 4가지 항산

화 효소 (SOD1, SOD2, CAT, GPx)들의 mRNA 발현에 대

하여 여주추출물이 미치는 영향을 real time PCR을 통해

알아본 결과 H2O2 200 μM 처리에 의해 발현이 감소되었

던 SOD-1,2와 GPx-1의 발현이 여주추출물 전 처리에 의

해 control수준으로 회복되거나 control보다 증가된 발현

을 보였고 통계적으로도 유의하였다. 이러한 결과는 Choi

등39의 연구에서 추출물인 corn milk maysin을 처리한 그

룹에서 SOD-1,2, CAT, GPx-1 등의 항산화효소 mRNA 발

현이 H2O2만 처리한 그룹과 비교하여 증가하였고 control

수준으로의 회복을 보이는 결과와 같은 경향이었으며, 도

라지와 더덕추출물이 H2O2만 처리한 그룹과 비교하여 항

산화효소의 mRNA 발현을 증가시킨다는 Kim 등12의 연구

결과와도 비슷한 결과였다. 본 연구 결과에서 여주추출물

이 CAT의 mRNA 발현에는 영향을 미치지 않았지만 (data

not shown), 나머지 항산화 효소들 대부분에서는 발현 증

가를 나타낸 것으로 보아 H2O2에 의한 세포내 항산화 방

어 시스템의 mRNA 발현 감소를 여주추출물이 억제시킴

으로써 세포보호효과를 갖는 다고 할 수 있다. 그리고 일반

적으로 항산화 효소 활성 또는 유전자 발현은 산화적 스트

레스 상태에서 상승하는데, 본 연구에서는 H2O2에 의한 산

화적 스트레스 상태에서 항산화효소의 mRNA발현이

control에 비해 감소하였다. 본 연구의 결과와 비슷한 결과

를 보였던 H2O2 200 μM 농도로 24시간동안 처리한 Choi

등39의 연구에서는 H2O2에 대한 장시간 노출이 고농도의

산화적 스트레스 상태를 유도하였으며 이로 인한 세포에

손상 때문일 것으로 설명하고 있으며, 본 연구결과도 동일

한 이유일 것으로 사료된다.

그러나 본 연구의 세포생존율과 세포내 ROS 축적 정도

를 정량한 실험과 같은 조건으로 (H2O2 500 μM) 산화적

스트레스를 유도했을 때, SOD-2와 CAT의 발현은 여주추

출물 전 처리에 의해 증가되기는 하였으나 증가의 정도가

약하였고 SOD-1과 GPx-1은 여주추출물 처리 유무와는 상

관없이 발현이 감소하는 것으로 나타나는 등 (data not

shown) H2O2 500 μM 농도에서는 여주추출물의 세포내 항

산화 방어 시스템에 대한 보호효과를 확인할 수 없었다.

이는 H2O2 200 μM의 농도를 처리했을 때와 비교하여 상

대적으로 더 강한 산화적 스트레스 상태가 지속되면서 세

포에 심각한 손상이 발생되었고, 그 과정에서 산화적 스

트레스에 대한 1차적 방어기전인 세포내 항산화 방어시

스템 역시 손상을 받았기 때문일 것으로 추측한다. H2O2

는 농도에 따라 세포에 미치는 영향이 달라진다는 보고들

에서,41-43 포유류의 세포에서 매우 낮은 H2O2 농도인

3~15 μM일 때는 25~45%로 성장을 자극시키는 mitogen으

로서 작용하며, 120~150 μM의 농도에서는 일시적으로 성

장을 억제시켜 에너지의 과잉 사용과 DNA손상으로부터

세포를 보호해주고, 500~1,000 μM에서는 산화적 손상이

나타나며 결과적으로 apoptosis를 일으키게 된다. 그리고

매우 높은 H2O2 농도인 5.0~10.0 mM에서는 세포막 분해

가 일어나고 단백질과 핵산이 변성되어 곧바로 necrosis가

일어난다고 하고 있다. 본 연구에서도 H2O2 500 μM 농도

에서는 세포에 산화적 손상이 일어나게 되어 항산화효소

의 mRNA 발현에 대한 여주추출물의 보호효과를 관찰할

수 없었던 것으로 보인다.

포유동물세포에서 다양한 스트레스에 의해 활성화되는

MAPK pathway는 apoptosis에 관여하는 중요한 조절자 중

하나로, Chung 등40의 연구에서 human brain neuroblas-

toma 세포에 H2O2 처리하여 산화적 스트레스를 유도하였

을 때 JNK와 p38이 인산화 되었고, Pan 등44의 연구에서도

ROS에 의한 apoptosis signal-regulating kinase (ASK1)의

활성은 p38과 JNK를 활성화시키고 이것은 신경세포의

apoptosis를 초래 한다고 보고되어 있다. 본 연구의 여주추

출물은 산화적 스트레스가 유도된 신경세포에서 p38,

JNK의 인산화를 효과적으로 억제시켰다. Chung 등40과

Park 등45 그리고 Jiang 등46의 연구에서도 H2O2로 산화적

스트레스가 유도된 신경세포에서 p38, JNK, ERK의 인산

화가 증가되었고, 각 연구에서의 보호효과 평가를 위한

물질을 처리했을 때 p38, JNK, ERK의 인산화를 억제하

는 결과를 보고하고 있다. 따라서 여주추출물이 MAPK

pathway 중 특히 p38과 JNK의 인산화 억제를 통해 신경세

포의 사멸을 억제하는 신경세포에 대한 보호효과를 나타

낸다고 할 수 있다. 본 연구에서 MAPK pathway 중 ERK

의 인산화 억제에는 유의한 결과를 보이지 않았다 (data

not shown).

세포의 사멸은 활성형인 분절화된 caspase-3와 PARP

(cleaved caspase-3와 cleaved PARP)에 의해 유도되고 세

포의 응축이나 핵의 분해 등 구조적인 변화단계를 거쳐 조

절된다.15-17 본 연구에서도 H2O2에 의해 cleaved caspase-

3와 cleaved PARP의 발현이 증가되었고, 여주추출물을 전

처리한 후 H2O2을 처리하여 산화적 스트레스를 유도했을

때 그 발현이 유의적으로 감소되는 것을 확인할 수 있었다

(Fig 5A, B). 이 결과를 통해 H2O2에 의한 caspase-3와

PARP 의존성 세포사멸 유도를 여주추출물이 억제시켜주

는 것을 확인하였다.

그러나 Fig. 4와 5에서와 같은 여주추출물에 의한 MAPK
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pathway의 인산화 억제와 cleaved caspase-3와 cleaved

PARP 발현 억제의 결과는 H2O2 200 μM 농도 조건으로

산화적 스트레스를 유도했을 때는 확인할 수 없었다 (data

not shown). 이는 앞서 항산화효소들의 mRNA 발현결과

에서 설명했던 바와 같이, H2O2 500~1,000 μM에서 세포

의 산화적 손상으로 인한 apoptosis가 일어나게 되므로 상

대적으로 낮은 농도인 H2O2 200 μM처리에서는 해당 기전

들에 대한 발현변화 확인은 어려웠던 것으로 판단된다.

이상의 연구결과들에서 여주추출물의 우수한 항산화력

과 신경세포 보호효과를 확인하였다. 세포보호효과의 기

전으로는, 상대적으로 약한 산화적 스트레스 상태 (H2O2

200 μM)에서는 항산화효소의 발현 증가를 유도하여 세포

내 항산화 방어시스템의 정상화를 통한 보호효과를 나타

내고, 강한 스트레스 상태 (H2O2 500 μM)에서는 MAPK

pathway의 인산화와 cleaved caspase-3 및 cleaved PARP

의 발현을 억제하여 apoptotic cell death 억제를 통한 보호

효과를 나타낸다 할 수 있다. 본 연구는 여주추출물의 신경

세포보호효과에 대한 기전적인 연구를 통해 여주추출물

이 산화적 스트레스에 의한 신경세포 손상 및 사멸을 억제

하는데 효과적이었으며, 나아가 신경변성질환의 예방 및

치료를 위한 기능성 소재로써의 가능성을 제시하였다. 위

연구 결과를 바탕으로 여주추출물이 본 연구에서 확인한

기전 외에 다양한 세포보호 기전에도 효과가 있을 것으로

사료되며 추가적인 연구를 진행할 예정이다.

요 약

건 여주로부터 얻은 70%에탄올 추출물의 항산화 효과

를 측정하고, H2O2에 의해 유도된 산화적 스트레스에 대한

신경세포 보호효과를 알아보기 위해 human neuroblas-

toma cell인 SK-N-MC세포를 이용하여 실험을 수행하였

다. 여주 추출물의 총 폴리페놀과 플라보노이드 함량은 각

각 28.51 mg gallic acid/extract g과 3.95 mg catechin/

extract g 이었고, 추출물의 DPPH 라디칼 소거능 (IC50)은

506.95 μg/ml 이었다. 여주추출물을 신경세포에 전 처리한

후 H2O2을 처리하여 산화적 스트레스를 유도했을 때, 여주

추출물에 의해 세포생존율은 증가되었고 세포내 ROS는

감소되는 것을 확인하였다. 그리고 세포내 항산화 방어시

스템인 항산화효소 (SOD-1,2와 GPx-1)의 mRNA 발현이

여주추출물 처리에 의해 control 수준으로 회복되거나

control 보다 증가되는 결과를 보였으며, ROS 의존적 세

포사멸과 연관 있는 것으로 알려진 MAPK pathway 중

p38과 JNK의 인산화를 여주추출물이 억제하였다. 또한

cleaved caspase-3와 cleaved PARP의 발현도 여주추출물

의 처리에 의해 감소되었다. 본 연구 결과에서 70% 에탄올

여주추출물은 항산화효능이 우수하여 ROS를 직접적으로

제거할 뿐 아니라 세포내 ROS 축적을 억제시키는 효과를

보여주었다. 그리고 신경세포 내 항산화효소들의 발현 증

가 기전과 p38, JNK의 인산화 억제 및 cleaved caspase-3,

cleaved PARP의 발현 억제를 통한 세포사멸 억제 기전을

통해 산화적 스트레스로부터 신경세포를 보호하는 효과

가 있음을 제시하고 있다. 따라서 여주추출물은 산화적 스

트레스에 의한 알츠하이머병이나 파킨슨병 등과 같은 신

경변성질환 (neurodegenerative disease)에 대한 예방 및

치료제의 소재로써 이용가치가 충분한 것으로 사료된다. 
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