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ABSTRACT

Objectives : The calyx of Diospyros kaki Thunb. has usually been used to treat obstinate hiccup. This study investigated 

the protective effects of Diospyros kaki  using C2C12 myoblasts of H2O2-induced oxidative stress.

Methods : Cell viability and cytotoxicity were determined by MTT assay. The level of reactive oxygen species (ROS), 

malondialdehyde (MDA), and reduced glutathione (GSH) were measured by using optical properties. 

Results : The calyx of Diospyros kaki Thunb. extract showed no toxicity to C2C12 myoblasts until 20 μg/mL concentration 

and increased cell viability compared to the H2O2 treated group. The calyx of Diospyros kaki Thunb. extract inhibited 

the production of ROS and MDA at all concentrations. In addition, the calyx of Diospyros kaki Thunb. extract 

increased the concentration of GSH.

Conclusion : This study provides that the calyx of Diospyros kaki Thunb. can be used as a potential material that 

exhibit antioxidative and protective effects on H2O2-induced oxidative stress in C2C12 Myoblasts. 

Key words : Diospyros kaki Thunb., C2C12 myoblasts, antioxidant activity, oxidative stress, reactive oxygen species.
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Ⅰ. 서론1)

  생체내에서 산화 스트레스는 과도한 ROS(reactive oxygen 

species)를 생성시킨다. ROS는 수퍼옥사이드 라디칼(O-
2·)., 

하이드록실 라디칼(OH·), 과산화수소(H2O2) 등의 여러 

물질들을 포함하며 DNA 손상, 단백질과 지질의 산화, 

세포 및 조직의 손상, 노화를 촉진시킨다1). 근육과 관련

해서는 ROS는 근육 기능의 장애를 일으키는 중요한 요

인이 된다. 근육 세포의 거대분자인 단백질과 지질, 

DNA 등을 손상시켜 세포사멸(apoptosis)을 유도하며 

나아가 근감소증(sarcopenia), 근위축(muscle atrophy) 

등의 질병을 유발하기도 한다2-4). 특히, 과량의 과산화

수소는 세포막을 통과해 세포 내의 ROS 수준을 증가시

키고, 근아세포(myoblast) 및 근관세포(myotube)의 미

토콘드리아 기능부전(mitochondrial dysfunction), 자가

포식(autophagy), 세포사멸(apoptosis) 등을 일으킨다고 

알려져 있다5). 따라서 산화 스트레스로부터 혈관 내피

세포를 보호할 수 있는 식물성 항산화제의 역할의 중요

성이 대두되어 최근 천연물에서 항산화제를 찾는 연구

에 초점이 맞춰지고 있다6-9)

  감은 전 세계에서 재배되고 있으며, 한국, 중국, 일본에

서 많이 재배되고 있다. 시체(柿蒂, calyx of Diospyros 

kaki Thunb.)는 감나무의 열매에 붙어있는 묵은 꽃받침

으로 가을에 열매가 성숙했을 때 감의 꼭지를 채취하여 

햇볕에 말린 것을 말한다. 시체(柿蒂)의 외형은 가장자

리가 얇게 4조각으로 갈라진 넙적한 꽃받침으로 난원형 

또는 삼각형, 넓은 난형의 모양이다. 위쪽으로 대개 말

려있고 지름 1.5~3cm, 두께 0.1~0.4cm이다. 질은 얇고 

가벼우며 쉽게 부서진다10). 한의학에서는 식물의 다양

한 부위를 한약재로 사용하는데, 시체(柿蔕)는 식물의 

부위 중 열매의 꼭지를 사용하는 특이하고 대표적인 한

약재이다. 시체(柿蒂)는 이기약(理氣藥)에 속하는 본초

로, 성미(性味)는 평(平)하고 고삽(苦澁)하며 강역하기

(降逆下氣) 효능으로 큰 병을 앓고 나서 위한기역(胃寒
氣逆)으로 생긴 난치성 애역(呃逆)의 증상 등에 상용되

고 있다11). 폐암, 위암, 대장암, 유방암, 간암 등의 질병

으로 항암 화학요법을 받은 후 애역(呃逆)이 발생한 환

자 36명을 대상으로 한 임상 연구에서 시체(柿蔕) 

15~30g을 우린 물 200g을 하루에 2번씩 3일간 복용시

킨 후에 28명의 환자(77.8%)에서 증상이 호전되었다12). 

최근 시체(柿蒂)의 In vitro 와 in vivo 실험에서는 항

산화 효과 및 간 보호효과, 피부 미백 및 보호 효과, 항

염증 효과, 항혈액응고 효과, 항혈전 효과, 항암 효과 

등이 보고되고 있다13-18). 시체(柿蔕) 메탄올 추출물의 

총 폴리페놀 함량은 231.28 mg/g, 총 플라보노이드 함

량은 5.62 mg/g으로 나타났으며 전자공여능은 시체(柿
蔕) 500 μg/ml 농도에서 91%로서 같은 농도의 ascorbic 

acid와 유사한 활성이 있음이 보고되었다19). 또한 시체

(柿蔕) 메탄올 추출물의 DPPH 라디칼 소거 활성 IC50

은 58.76 μg/mL, ABTS 라디칼 소거 활성 IC50은 

19.45 μg/mL으로 나타나 ascorbic acid보다 비슷하거

나 2배 정도 낮은 활성을 나타내었다20). 그러나 산화 

스트레스로 유발된 과량의 ROS 생성에 의한 근육세포 

손상에 대한 시체(柿蒂)의 보호 효과는 아직 보고된 바 

없다. 이에 본 연구에서는 증가된 산화 스트레스에 대

한 시체(柿蒂)의 개선 효과를 확인하기 위하여 과산화

수소로 자극을 받은 C2C12 세포에서 시체(柿蒂) 메탄

올 추출물을 처리한 후 항산화 활성을 측정하였다.

Ⅱ. 재료 및 방법

1. 추출물 제조

본 실험에 사용된 시체(柿蒂)는 옴니허브(Daegu, Korea)

에서 구입한 것을 대한민국약전 규격에 적합한 것만을 

선택하여 사용하였다. 추출물 제조를 위해 500 mL 플

라스크에 분쇄된 시체(柿蒂) 5 g과 메탄올 150 mL을 

넣고 실온에서 24시간 교반추출기(VS-8480, Vision 

Scientific, Daejeon, Korea)를 이용하여 추출하였다. 추

출물은 Whatman No. 5(Whatman International Ltd., 

Maidstone, UK)로 여과한 후 37°C에서 감압농축 하

였고 최종 추출 수율은 9.5%로 나타났다. 농축액을 

dimethyl sulfoxide(DMSO)를 이용하여 100 mg/mL로 

재용해한 뒤 0.22 μm의 멸균 필터로 여과하고 -20°C에 

보관하며 실험에 사용하였다.

2. 세포 배양 및 추출물 독성 측정

  C2C12 세포는 American Type Culture Collection 

(ATCC, Manassas, VA, USA)에서 구입하여 사용하였다. 
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10% heat-inactivated fetal bovin serum(FBS), 100 

unit/mL penicillin, 100 μg/mL streptomycin을 함유한 

Dulbecco’s modified Eagle’s medium(DMEM) 배지를 

사용하여, 배양기(Sanyo Electric Biomedical Co., Ltd., 

Osaka, Japan)에서 37°C, 5% CO2 humid air로 

배양하였다. C2C12 세포를 96-well plate에 2×104 

cells/well 농도로 분주하였다. 24시간 배양 후 시체(柿蒂) 

추출물을 FBS가 없는 배지에 5, 10, 20 μg/mL 농도로 

희석하여 24시간 배양하였다. 이후 3-(4,5-dimethylthiazol 

-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide(MTT, 5 mg/mL) 

용액 20 μL를 각 well에 첨가하고 2시간 동안 배양하였다. 

배지를 제거하고 생성된 청색 결정을 DMSO로 

가용화시켜 microplate reader(BioTek Inc., Winooski, 

VT, USA)를 사용하여 550 nm에서 흡광도를 측정하였다.

3. 세포 보호 효과 측정

  C2C12 세포를 96-well plate에 2×104 cells/well 농

도로 분주하고 24시간 배양 후 시체(柿蒂) 추출물(5, 

10, 20 μg/mL)과 양성 대조군인 quercetin(30 μM)을 

FBS가 없는 배지에 희석하여 2시간 동안 전처리하였다. 

이후 시체(柿蒂)추출물, quercetin을 600 μM H2O2와 

함께 FBS가 없는 배지에 희석하여 24시간 배양하였다. 

세포 생존율은 MTT assay를 이용한 세포 독성 실험과 

동일하게 진행하였다. 

4. ROS 생성량 측정

  세포내 ROS 생성량은 dichloro-dihydro-fluorescein 

diacetate(DCFH-DA)를 이용하여 측정하였다. C2C12 

세포를 96-well black plate에 2×104 cells/well 농도로 

분주하고 24시간 배양 후 시체(柿蒂) 추출물과 

quercetin을 FBS가 없는 배지에 일정 농도로 희석한 후 

5시간 배양하였다. 이후 세포를 phosphate buffered 

saline(PBS)로 세척한 후 10 μM의 DCFH-DA로 처리

하여 37°C에서 1시간 배양시켰다. 다시 DCFH-DA를 

PBS로 세척한 후 600 μM H2O2로 산화스트레스 유발

하여 세포내 ROS 생성량을 측정하였다. ROS는 fluorescent 

spectrophotometer(LS-55, Perkin-Elmer, Norwalk, CT, 

USA)로 90분 동안 여기파장(excitation wavelength) 

485 nm와 발광파장(emission wavelength) 530 nm에서 

fluorescent intensity를 측정하였다.

5. Malondialdehyde(MDA) 측정

  C2C12 세포를 6-well plate에 4×105 cells/well 농

도로 분주하고 24시간 배양한 후 시체(柿蒂) 추출물과 

quercetin을 FBS가 없는 배지에 일정 농도로 희석한 후 

4시간 동안 배양하였다. 이후 시체(柿蒂)추출물, quercetin

에 600 μM H2O2로 산화스트레스 유발하여 FBS가 없

는 배지에 희석하여 24시간 배양하였다. 세포를 PBS로 

세척하고 0.1 M의 potassium phosphate buffer(pH 7)

를 증류수에 2배 희석한 용액에 세포를 모은 후 

Vibra-Cell VCX 750 sonicator(Sonic & Materials, 

Inc., Newtown, CT, USA)를 사용하여 세포를 10초간 

용해시켰다. 세포용해물은 4°C, 10,000×g 조건에서 5

분간 원심분리하고 상등액은 즉시 MDA 함량 분석에 

사용하였다. 원심분리된 세포용해물 200 μL에 TBA 

solution(TBA 0.375%, trichloroacetic acid 15%, HCl 

0.25 N) 200 μL를 첨가한 후 15분간 수욕 상에서 가

열하였다. 가열한 세포용해물은 다시 13,000×g에서 5

분간 원심분리한 후 535 nm에서 상등액의 흡광도를 측

정하였다. 결과는 단백질 mg당 MDA의 nmol로 나타내

었다.

6. Glutathione(GSH) 측정

  C2C12 세포를 6-well plate에 4×105 cells/well 농

도로 분주하고 24시간 배양 후 시체(柿蒂) 추출물과 

quercetin을 FBS가 없는 배지에 일정 농도로 희석한 후 

4시간 동안 배양하였다. 이후 시체(柿蒂)추출물, quercetin

에 600 μM 농도의 H2O2로 산화스트레스를 유발하여 

FBS가 없는 배지에 희석하여 24시간 배양하였다. 세포

를 PBS로 세척하고 0.1 M의 potassium phosphate 

buffer(pH 7)를 증류수에 2배 희석한 용액에 세포를 모

은 후 Vibra-Cell VCX 750 sonicator(Sonic & 

Materials, Inc., Newtown, CT, USA)를 사용하여 세포

를 10초간 방치하여 용해시켰다. 세포용해물은 4°C, 

10,000×g 조건에서 5분간 원심분리하고 상등액은 즉시 

GSH 함량 분석에 사용하였다. 원심분리된 세포용해물 

180 μL에 5% sulfosalicylic acid 20 μL를 첨가한 후 

4°C, 10,000×g 조건에서 5분간 원심분리 하였다. 원

심분리 후 상등액 20 μL와 3 mM 5,5'-dithiobis 

(2-nitrobenzoic acid) 및 400 units/mL glutathione 

reductase가 포함된 반응 혼합물 150 μL을 10분간 

37°C에서 반응시킨 후 0.2 mM NADPH 50 μL을 

첨가하여 microplate reader를 사용하여 412 nm에서 

흡광도를 측정하였다. GSH의 농도는 표준 곡선을 이용
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하여 계산하였고 단백질 mg당 GSH의 nmol로 나타내

었다.

7. 통계처리

  통계분석은 GraphPad Prism 7(GraphPad Software, 

San Diego, CA, USA) 소프트웨어를 이용하여 실시하

였다. 데이터 간의 유의차는 one-way ANOVA의 

Tukey-Kramer method를 통해 P<0.05 수준에서 검증

하였다.

Ⅲ. 결과 

1. 세포 독성 및 과산화수소 자극에 대한 보호효과

  시체(柿蒂) 추출물이 C2C12 세포의 증식에 미치는 

영향을 알아보기 위해 MTT assay를 이용한 세포 생존

율을 측정하였다. 시체(柿蒂) 추출물의 농도를 각각 5, 

10, 20μg/mL로 처리한 후 세포 생존율을 측정한 결과 

농도별로 처리한 구간 내 세포 생존율은 20 μg/mL 농

도까지 세포 독성은 없었다(Fig. 1A). 

  C2C12 세포에 H2O2로 산화 스트레스를 유도했을 

때 시체(柿蒂) 추출물의 농도별 보호효과를 알아보았다. 

세포에 시체(柿蒂) 추출물을 농도별(5, 10, 20 μg/mL)

로 전처리한 후, 600 μM 농도의 H2O2에 노출시킨 결

과 시체(柿蒂) 추출물이 처리되지 않은 세포에서는 세

포 생존율이 74.48%로 감소하였으나, 시체(柿蒂) 추출

물이 전처리된 세포에서는 세포 생존율이 크게 증가했

다(Fig. 1B). 시체(柿蒂) 추출물은 600 μM 농도의 

H2O2로 유도된 산화 스트레스에 대해 세포 보호효과가 

있는 것으로 판단되었다.

2. ROS 생성량에 미치는 영향

  산화 스트레스에 의해 발생하는 ROS 생성에 시체(柿
蒂) 추출물의 효과를 알아보기 위해 C2C12 세포에 

H2O2로 산화 스트레스를 유도한 후 ROS의 생성량을 

측정하였다. 600 μM 농도의 H2O2을 처리하여 산화 

스트레스가 유도된 세포는 정상세포에 비해 ROS의 생

성이 빠르게 증가하였으나, 시체(柿蒂) 추출물을 전처리

한 세포는 ROS 생성이 억제되는 결과를 보여주었다

(Fig. 2A). H2O2로 산화 스트레스를 유발한 후 60분이 

경과한 시점의 ROS 생성량을 비교한 결과, 시체(柿蒂) 

추출물은 양성 대조군인 30 μM 농도의 quercertin과 

유사한 ROS 생성량을 나타내어 시체(柿蒂) 추출물이 

ROS 생성 억제에 활성이 있음을 보여주었다(Fig. 2).

3. MDA 생성량에 미치는 영향

  시체(柿蒂) 추출물의 지질과산화 억제활성을 알아보

기 위해 C2C12 세포의 MDA 농도를 측정하였다. 시체

(柿蒂) 추출물을 5, 10, 20μg/mL의 농도로 처리한 결

과 지질과산화 반응은 매우 잘 억제되어 세포의 MDA 

농도가 감소하는 경향을 보였으며, 이는 시체(柿蒂) 추

출물이 MDA 생성 억제에 활성이 있음을 보여주었다

(Fig. 3A). 

4. GSH 생성량에 미치는 영향

  시체(柿蒂) 추출물의 세포 보호효과를 보기 위해 세

포 내 항산화제인 GSH의 변화를 측정하였다(Fig. 3B). 

C2C12 세포에 600 μM 농도의 H2O2로 산화 스트레

스를 유도한 세포에서 GSH의 농도는 대조군에 비해 

현저하게 감소하였다. 그러나 시체(柿蒂) 추출물을 5, 

10, 20μg/mL의 농도로 전처리한 후 C2C12 세포에 

600 μM 농도의 H2O2를 처리한 결과 세포의 GSH의 

함량은 증가하는 경향을 보였다. 특히, 시체(柿蒂) 추출

물은 20 μg/mL의 농도에서 양성 대조군인 30 μM 

농도의 quercertin보다 좋은 GSH 생성 증가 효과를 확

인할 수 있었다.

Ⅳ. 고찰 

  본 연구에서는 산화 스트레스로 유도된 근육 세포 손

상에 대하여 시체(柿蒂)의 항산화 활성을 통한 보호 효

과를 살펴보았다. 과일과 채소에 널리 분포되어 있는 

강력한 항산화 플라보노이드이며 산화 스트레스로 유발

된 골격근 위축에 대한 보호 효과를 나타내는 quercetin이 

양성 대조군으로 사용되었다21). 

  ROS는 세포 내의 미토콘드리아 등에서 생성되며 신

호전달에 중요한 역할을 한다. ROS는 운동 등으로 근

육 세포내에서 증가하며 운동 훈련과 관련된 골격근 적

응에 핵심적인 역할을 한다. 그러나, 비정상적으로 축적

되면 골격근의 산화 스트레스를 촉진시키며 근육의 노

화, 근감소증(sarcopenia) 등을 유발할 수 있다3,22). ROS의 

한 종류인 과산화수소는 직접적으로 사람의 근육세포 내에

서 산화 스트레스를 유도하고 근위축(muscle atrophy)

을 일으킬 수 있다23). 본 연구에서 시체(柿蒂) 추출물은 

C2C12 세포에 독성이 없었으며 H2O2로 유도된 산화 
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스트레스에 대해 세포 생존율을 유의적으로 증가시켜 

보호 효과가 있는 것으로 확인되었다. C2C12 세포에 

H2O2를 처리한 결과 ROS가 과다 증가하였으나 시체

(柿蒂) 추출물의 전처리로 인해 이러한 ROS의 생성이 

억제됨을 보였다. 이는 H2O2로 유도된 산화 스트레스

로 C2C12 세포 내의 ROS가 증가하였으나 강황 열수 

추출물 전처리로 인해 농도 의존적으로 감소하였다는 

보고와 유사하였다24). 이러한 ROS 생성 억제 결과는 

C2C12 세포에서 H2O2로 인해 생성된 자유 라디칼이 

시체(柿蒂) 추출물에 의해 소거되는 것으로 보인다25).

  GSH는 산화적 손상을 보호하는 항산화 시스템을 유

지하는 매우 강력한 항산화 물질이다. C2C12 세포에 

H2O2를 처리하여 산화 스트레스를 유도한 세포에서 

GSH의 농도는 감소하였으나 시체(柿蒂) 추출물을 전처

리한 후 세포의 GSH의 함량은 증가하는 경향을 보였

다. 이는 H2O2를 처리한 C2C12 세포 환경에서 유청 

단백질이 대조군에 비해 GSH 생성을 3.5배 이상 증가

시켰다는 보고와 유사하였다26). 또한, 에탄올을 처리하

여 산화 스트레스를 유도한 HepG2 세포에서 GSH의 

농도는 대조군에 비해 현저하게 감소하였으나 시체(柿
蒂) 추출물 전처리한 결과 세포의 GSH의 함량은 시체

(柿蒂) 추출물 농도에 비례하여 증가하였다는 보고와도 

같은 경향이었다12). 이러한 결과는 시체(柿蒂) 추출물이 

라디칼에 전자를 공여하며 세포에서는 자유 라디칼을 

중화시키는 glutathione peroxidase의 기질로서 활동하

는 항산화제인 GSH의 작용에 영향을 미치는 것으로 

이해할 수 있다27). 

  시체(柿蒂)에서 분리된 성분으로는 플라보노이드인 

catechin, kaempferol, quercetin, rutin과 페놀산인 

vanillic acid, gallic acid, coumaric acid 등 다양한 생

리활성 성분이 있다고 알려졌다15,28). 시체(柿蒂)의 플라

보노이드 중 함량이 가장 많은 catechin은 강력한 항산

화제로서 직접적으로 ROS를 소거하거나 금속 이온 킬

레이터로 작용한다. 간접적으로는 항산화 효소의 유도, 

산화 촉진 효소의 억제, 스트레스 관련 신호 경로를 억

제하는 등의 작용을 하는 것으로 보고되었다29-30). 이러

한 결과들로 볼 때 시체(柿蒂)는 근육세포의 과도한 산

화 스트레스를 개선하는 데 도움을 주는 소재가 될 수 

있을 것으로 생각된다.

Ⅴ. 결론 

  본 연구에서는 시체(柿蒂) 메탄올 추출물이 과산화수

소로 유도된 C2C12 세포의 보호효과와 ROS 생성량, 

MDA 및 GSH 함량에 미치는 영향을 살펴보았다. 시체

(柿蒂) 추출물은 C2C12 세포에서 20 μg/mL 농도까

지 세포 독성이 나타나지 않았고, 과산화수소 처리군에 

비해 농도에 비례하여 세포 생존율을 증가시켰다. 시체

(柿蒂) 추출물은 5, 10, 20μg/mL의 모든 농도에서 

ROS의 생성과 MDA 생성을 억제하였다. GSH 함량 

분석 결과 시체(柿蒂) 추출물은 GSH를 증가시켰는데, 

시체(柿蒂) 추출물 20 μg/mL의 농도에서는 양성 대조

군인 30 μM 농도의 quercertin보다 효과적으로 GSH 

생성을 증가시켰다. 이러한 결과들로 시체(柿蒂) 추출물

이 과산화수소로 유도된 산화 스트레스부터 근육 세포

를 보호할 수 있는 약재로 활용될 수 있을 것으로 보인

다.
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Fig. 1. Cytotoxicity (A) and protective effect (B) of the CDK (calyx of Diospyros kaki Thunb.) extract in 

untreated and H2O2 (600 μM) treated C2C12 cells. Quercetin (QCT, 30 μM) was used as a positive 

control. Each value is expressed as the mean ± standard error (n=3). ##P<0.01 versus control. 

**P<0.01, and ***P<0.001 versus H2O2 (600 μM) by ANOVA and the Tukey-Kramer method. 

Fig. 2. Effects of the CDK (calyx of Diospyros kaki Thunb.) extract on time course of ROS generation (A) 

and ROS production at 60 min (B) in H2O2 (600 μM) treated C2C12 cells. Quercetin (QCT, 30 μM) 

was used as a positive control. Each value is expressed as the mean ± standard error (n=3). 

###P<0.001 versus control and ***P<0.001 versus H2O2 (600 μM) by ANOVA and the 

Tukey-Kramer method. 
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Fig. 3. Effects of the CDK (calyx of Diospyros kaki Thunb.) extract in H2O2 (600 μM) treated C2C12 cells. 

(A) Cellular lipid peroxidation was determined by the levels of MDA. (B) Cellular GSH levels were 

determined by DTNB-GSSG reductase recycling assay. Quercetin (QCT, 30 μM) was used as a 

positive control. Each value is expressed as the mean ± standard error (n=3). ##P<0.01 versus control, 

*P<0.05 and **P<0.01 versus H2O2 (600 μM) by ANOVA and the Tukey-Kramer method. 


