
119

This is an Open Access article 
distributed under the terms of 

the Creative Commons Attribution Non-Commercial 
License (http: //creativecommons.org/licenses/by-
nc/4.0/) which permits unrestricted non-commercial 
use, distribution, and reproduction in any medium, 
provided the original work is properly cited.

Copyright: © 2021 Korean Journal of 
Agrcultural Science

Korean Journal of Agricultural Science 48(1) March 2021

pISSN :  2466-2402
eISSN :  2466-2410

FOOD&CHEMISTRY

Cirsium japonicum var. maackii inhibits 
hydrogen peroxide-induced oxidative stress 
in SH-SY5Y cells
Min Jeong Kim1, Sanghyun Lee2, Hyun Young Kim3, Eun Ju Cho1,*

1Department of Food Science and Nutrition, and Kimchi Research Institute, Pusan National University, 
Busan 46241, Korea

2Department of Plant Science and Technology, Chung-Ang University, Anseong 17546, Korea
3Department of Food Science, Gyeongnam National University of Science and Technology, Jinju 52725, 
Korea

*Corresponding author: ejcho@pusan.ac.kr

Abstract
Over-produced reactive oxygen species (ROS) exert oxidative damage on lipids, proteins, and 
DNA in the human body, which leads to the onset of neurodegenerative diseases such as 
Alzheimer’s disease (AD). In this study, we explored the cellular antioxidant effect of Cirsium 
japonicum var. maackii (CJM) against hydrogen peroxide (H2O2)-induced oxidative stress in 
neuronal cells. The antioxidant activity was assessed using 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide, 2',7'-dichlorofluorescin diacetate and nitric oxide (NO) assays, 
and the molecular mechanisms were examined by Western blot analysis. H2O2 treatment 
of SH-SY5Y cells decreased cell viability and increased ROS and NO production compared 
to H2O2-untreated cells. However, CJM increased cell viability and decreased ROS and NO 
accumulation in the H2O2-treated SH-SY5Y cells compared to H2O2-treated control cells. 
Especially, the EtOAc fraction from CJM showed the strongest antioxidant effect compared 
with the other extracts and fractions. Therefore, we further examined the CJM mechanism 
against oxidative stress using the EtOAc fraction from CJM. The EtOAc fraction up-regulated 
the expressions of heme oxygenase-1, NAD(P)H quinone oxidoreductase 1, and thioredoxin 
reductase 1. These results indicate that CJM promotes the activation of antioxidative 
enzymes, which eliminate ROS and NO, and further leads to an increase in the cell viability. 
Taken together, our results show that CJM exhibited an antioxidant activity in H2O2-treated 
SH-SY5Y cells, and it could be a novel antioxidant agent for the prevention or treatment of 
neurodegenerative disease such as AD.
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Introduction
산소는 생명활동에 반드시 필요하지만, 호기성 대사과정에서 끊임없이 발생하는 reactive oxygen species (ROS)

는 세포와 조직에 치명적인 손상을 유발한다(Zorov et al., 2014). ROS는 대기 중 산소(O2)가 부분적으로 환원되
거나 흥분된 상태로, 체내에서 산소가 독성이 없는 H2O로 전환되는 대사과정에서 발생하는 부산물이다. ROS는 

superoxide anion (O2
-), hydrogen peroxide (H2O2), hydroxyl radical (•OH) 등을 포함한다. O2가 전자를 한 개 받으면 O2

-

를 구성하는데 이 물질은 매우 불안정하여서 항산화 효소의 작용에 의하여 보다 안정한 물질인 H2O2를 생성한다. 

H2O2의 대부분은 세포 내 항산화 효소에 의하여 독성이 없는 H2O로 제거되나, 세포가 조절하지 못할 정도로 다량
의 H2O2가 생성될 경우 H2O2가 전자를 한 개를 더 받아 •OH를 생성한다. 이들 ROS는 DNA와 지질을 산화하여 각
각 DNA adduct 및 lipid peroxide등을 생성함으로써 세포 독성을 유발한다(Hemnani and Parihar, 1998; D'Autréaux and 

Toledano, 2007). ROS에 의한 산화적 스트레스는 생체 기능을 저하시켜 노화를 유발할 뿐만 아니라 만성퇴행성질
환의 주요 원인으로 알려져 있다(Schieber and Chandel, 2014). 특히 알츠하이머 질환이나 파킨슨병과 같은 퇴행성 

뇌 질환은 비가역적으로 진행하는 양상을 보이므로, 이들 질환의 치료는 발병을 예방하거나 진행을 막는 데에 초
점을 두고 있다(Chong et al., 2005; Kim et al., 2009).

인체에서 중요한 역할을 담당하는 뇌는 불포화지방산이 풍부하고 산소 소비량이 많아 산화적 스트레스에 매우 

민감한 기관으로 알려져 있다(Popa-Wagner et al., 2013). 따라서 과량의 ROS에 의해 항상성을 유지하지 못하여 산
화적 스트레스가 발생하면 뇌 조직은 ROS에 의해 공격받아 지질과산화가 유발되며, 세포 내에 위치한 세포소기
관들도 국소적인 손상을 입어 정상적인 구조 및 기능을 잃게 된다(Leutner et al., 2001; Popa-Wagner et al., 2013). 또한 

aldehyde와 같은 지질과산화 산물은 뇌 세포 사멸을 초래하고 체내를 이동하며 또 다른 손상을 야기한다(Omodeo-

Sale et al., 1997). 인체는 이러한 산화적 스트레스로부터 체내를 보호하기 위하여 다양한 항산화 방어체계를 작동
하여 손상을 최소화한다. 예를 들어 nuclear factor(erythroid-derived 2)-like 2 (Nrf-2)는 산화적 스트레스에 의해 활
성화되는 전사인자로, heme oxygenase-1 (HO-1), thioredoxin reductase 1 (TrxR1), NAD(P)H quinone oxidoreductase 1 

(NQO1)와 같은 항산화 효소의 전사를 활성화시켜 ROS를 제거한다(Yan et al., 2008). 그러나 항산화 방어계가 감당
하지 못할 정도로 ROS가 많이 생성되면 ROS 생성과 소멸의 불균형이 일어나므로 항산화제를 이용하여 ROS를 

조절하려는 연구가 활발히 진행되고 있다(Kähkönen et al., 1999). 항산화제는 본연이 가진 OH기를 이용하여 직접 

ROS를 산화시킬 뿐만 아니라, 체내 항산화 효소계를 활성화하여 ROS를 제거하는데 도움을 주는 것으로 알려져 

있다(Soobrattee et al., 2005; Wang et al., 2010). 특히 천연물 유래 소재는 합성 소재에 비해 생체효소나 지방에 대한 

변이원성, 그리고 독성으로부터 비교적 안전한 것으로 알려져 있어 항산화제를 제작하기 위한 신소재로 선호되어 

왔다(Branen, 1975; Jeong et al., 2006).

예로부터 국화과(Compositae) 식물은 민간에서 약용 및 식용으로 널리 이용되어왔으며, 한방에서 해독, 해열, 

항염증, 항산화 작용 등 효과를 지녀 다양한 약용 소재로 이용되어 왔다(Hwang et al., 2010). 그 중 엉겅퀴(Cirsium 
japonicum var. maackii)는 국내에 자생하는 국화과 식물로, 그 뿌리와 꽃은 대계근 및 대계화라 하여 지혈, 항균, 해
독을 위해 한약처방으로 이용되었다(Park et al., 2019). 최근에는 다수의 연구로부터 엉겅퀴가 항염, 항암, 해독 등
의 효과가 있음을 확인하였다(Jung et al., 2017; Park et al., 2017; Shin et al., 2017). 이들 효능은 항산화 활성으로부터 

유래하는 것으로 알려져 있어 엉겅퀴는 우수한 항산화 효능을 나타낼 것으로 기대된다. 따라서 본 연구팀은 선행
연구를 통해 엉겅퀴가 H2O2로 유도한 산화적 스트레스에 대해 신경교세포 보호 효과를 나타냄을 확인하였다(Lee 

et al., 2018). 그러나 현재까지 신경세포에서 엉겅퀴의 항산화 효능을 탐색한 연구는 미비한 실정이다. 따라서 본 

연구에서는 H2O2로 산화적 스트레스를 유발한 신경세포에 엉겅퀴를 처리한 후 항산화능 관련 실험을 수행하여 

cellular system에서 엉겅퀴의 신경세포 보호 효과를 알아보고자 하였다.
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Materials and Methods

실험 재료

Dulbecco's modified eagle's medium (DMEM), penicillin-streptomycin, fetal bovine serum (FBS)은 Welgene 

Inc. (Daegu, Korea)에서 구매하였다. H2O2는 Junsei Chemical Co. (Tokyo, Japan)에서, 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyltetrazolium bromide (MTT)는 Bio Basic Inc. (Toronto, Canada)에서, dimethyl sulfoxide (DMSO)는 Bio Pure 

Co. (Ontario, Canada)에서 제조하였으며, 2',7'-dichlorofluorescin diacetate (DCF-DA)와 griess reagent는 Sigma Chemical 

Co. (St. Louis, MO, USA)에서 제조한 시약을 사용하였다. Polyvinylidene fluoride (PVDF) membrane은 Millipore 

Co. (Billerica, MA, USA), radioimmunoprecipitation (RIPA) buffer는 Elpis Biotech. (Daejeon, Korea), laemmli sample 

buffer는 BioRad (Hercules, CA, USA)에서 구입하여 실험에 사용하였다.

시료 추출 및 분획

엉겅퀴(Cirsium japonicum var. maackii)는 봄 지상부를 Imsil Herbal Medicine Association (Imsil, Korea)으로부터 

제공받아 사용하였다. 엉겅퀴 봄 지상부(5.71 kg)는 ethanol (EtOH) 7 L을 이용하여 3반복으로 환류 냉각장치(65 - 

75℃)가 부착된 추출기로 추출하였으며, 그 결과 추출물 667.2 g을 얻을 수 있었다. 추출물은 물에 현탁하여 4 종류, 

즉 n-hexane, CHCl3, ethyl acetate (EtOAc), n-butanol (n-BuOH)의 유기용매 각 1L로 5회 반복하여 분획하였으며, 최종
적으로 n-hexane (213.6 g), CHCl3 (39.0 g), EtOAc (67.6 g), n-BuOH (47.0 g)의 분획물을 얻었다.

세포 배양

SH-SY5Y 신경세포는 한국세포주은행(Korea Cell Line Bank, Seoul, Korea)에서 분양 받아 실험에 사용하였다. 

SH-SY5Y 세포는 10%의 FBS와 1%의 penicillin-streptomycin을 함유한 DMEM을 이용하여 배양하였다. 세포를 배
양한 incubator는 37℃, 5%, CO2를 유지하였다. 배양된 세포는 세포 분화가 최대에 도달했을 때 flask로부터 떼어낸 

후 원심 분리하여 집적시켰으며, 새로운 배지에 세포를 골고루 분산시켜 계대배양하였다.

Cell viability 측정

SH-SY5Y 세포가 confluence 상태가 되면 96 well plate에 5 × 104 cells·mL-1로 seeding하여 세포를 24시간 배양하였
다. 엉겅퀴 추출 및 분획물은 DMEM에 희석하여 10 μg·mL-1로 처리하였고, 4시간 뒤 300 μM H2O2를 처리하여 세
포독성을 유도하였다. 세포를 24시간 배양한 후, 5 mg·mL-1 MTT solution을 처리하여 4시간 동안 세포 내 formazan

을 생성을 유도하였고, DMSO로 결정을 녹여 540 nm에서 흡광도를 측정하였다(Mosmann, 1983).

Reactive oxygen species (ROS) 측정

세포가 confluence 상태가 되면 96 well black plate에 5 × 104 cells·mL-1로 seeding하여 세포를 24시간 배양하였
다. 배양한 세포에 엉겅퀴 추출 및 분획물을 10 μg·mL-1로 전처리하고 4시간 뒤 300 μM H2O2를 처리하여 ROS 생
성을 유발하였다. 세포를 24시간 배양한 뒤 80 μM DCF-DA를 처리하여 30분간 재배양한 후, excitation-480 nm, 

emission-535 nm에서 형광도를 측정하였다(Cathcart et al., 1983).
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Nitric oxide (NO) 측정

세포가 flask에서 confluence 상태가 되면 96 well plate에 5 × 104 cells·mL-1로 seeding하여 세포를 24시간 배양하였
고, 그 후 엉겅퀴 추출 및 분획물을 10 μg·mL-1로 처리하였다. 이후 세포를 4시간 동안 배양하고 300 μM H2O2를 처
리하여 산화적 스트레스를 유도하였다. 24시간 뒤, 상층액 100 μL를 새로운 96 well plate에 옮겨 담고 100 μL griess 

reagent solution을 주입하여 15분간 실온에서 반응시킨 후 540 nm에서 흡광도를 측정하였다.

Western blotting

세포에 엉겅퀴 EtOAc 분획물을 5, 10, 25 μg·mL-1 처리하고 300 μM H2O2를 주입하여 배양한 뒤, RIPA buffer

와 protease inhibitor cocktail을 배합한 lysis buffer를 첨가하여 1시간 동안 반응시켰다. 반응물은 원심분리하여 상
층의 단백질만을 취해 정량한 후 10% sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel로 분리하였다. 단백질은 PVDF 

membrane에 transfer하여 1차 항체와 overnight 반응시킨 뒤, horseradish peroxidase가 tagging된 2차 항체와 반응시켜 

면역반응을 유도하였으며, enhanced chemiluminescence (ECL) solution를 이용하여 단백질 발현을 확인하였다(Table 

1).

통계분석

모든 실험 결과는 평균 ± 표준편차로 나타내었으며, Statistical Package for the Social Sciences (version 25, SPSS 

Inc., Chicago, IL, USA) 프로그램을 이용하여 각 실험결과로부터 analysis of variance를 구한 후, Duncan’s multiple test

로 사후검정을 실시하여 p < 0.05의 수준에서 유의성을 검정하였다.

Results and Discussion

엉겅퀴 추출 및 분획물의 H2O2로 인한 산화적 스트레스로부터 세포생존율 개선 효과

엉겅퀴 지상부는 다양한 생리활성 물질을 보유하고 있으며, 그 중에서도 봄 지상부는 가장 많은 양의 flavonoid

를 함유하고 있다(Lee et al., 2017). 이전 연구에서 엉겅퀴 봄 지상부는 가을 지상부에 비해 더 강한 ER transcriptional 

activity를 보였고, aldose reductase를 효과적으로 소거하였는데 이러한 생리활성은 flavonoid 높은 함유량에 의
한 것으로 사료되므로, 본 연구에서도 엉겅퀴 봄 지상부로부터 추출 및 분획물을 제조하여 실험에 사용하였다
(Rodriguez et al., 2017; Park et al., 2018). SH-SY5Y 신경세포는 인지능 관련 연구분야에서 널리 이용되는 세포주로써, 

Table 1. Antibodies used in Western blotting.
Antibody Dilution Catalog No. Company

Primary
HO-1 1 : 500 ab13243 Abcam
NQO1 1 : 500 3187 Cell signaling
TrxR1 1 : 500 15140 Cell signaling
β-actin 1 : 500 8457 Cell signaling

Secondary
Anti-rabbit IgG HRP-linked 1 : 500 7074 Cell signaling

HO-1, heme oxygenase-1; NQO1, NAD(P)H quinone oxidoreductase 1; TrxR1, thioredoxin reductase 1.
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이러한 신경세포에 산화적 스트레스를 가하면 세포 내 미토콘드리아의 구조와 기능에 변화를 일으켜 알츠하이머 

질환과 같은 퇴행성 뇌 질환을 유발할 수 있다(Koo et al., 2009). 특히 SH-SY5Y 신경세포에 H2O2를 처리하여 산화
적 스트레스를 유도한 세포모델은 신경보호 효과를 나타내는 천연 소재를 탐색하는데 유용한 모델로 알려져 있
다. 따라서 본 연구에서는 SH-SY5Y 신경세포 및 H2O2를 이용하여 산화적 스트레스에 대한 엉겅퀴의 신경세포 보
호 효과를 살펴보았다. 체내 대사과정에서 끊임없이 발생하는 ROS는 산화적 스트레스를 유발함으로써 세포에 치
명적인 손상을 유발하는 원인물질로 작용한다(Janssen et al., 1993). 세포막 성분 중 산화되기 쉬운 불포화지방산은 

ROS에 의한 손상에 취약한 것으로 알려져 있다(Floyd and Hensley, 2002). 뇌 조직은 다른 조직에 비해 불포화지방
산 함량이 높은 반면 산소 소비량은 전체 산소 소비량의 20%를 차지할 정도로 높기 때문에 산화적 스트레스에 손
상 받기 쉬우므로, 고강도의 산화적 스트레스에 장기간 노출될 경우 학습 및 기억력 감퇴를 동반한 신경퇴행성질
환의 발병으로 이어질 수 있다(Bamham et al., 2004). 이에 따라 신경퇴행성질환의 예방 및 치료제를 개발하기 위해 

항산화 활성을 보유한 천연물로부터 유용성분을 추출하고 그 활성 기전을 규명하여 기능성 소재화하기 위한 연구
가 활발히 이루어지고 있다(Lee et al., 2010). 본 연구에서는 신경세포에서 엉겅퀴의 산화적 손상 개선 효과를 살펴
봄으로써 기능성 신소재로서의 가능성을 확인해보았다. 먼저 SH-SY5Y 신경세포에 H2O2를 처리한 뒤 엉겅퀴 추출 

및 분획물이 세포 생존율에 미치는 영향을 살펴보았다. H2O2를 처리한 control군의 세포생존율은 49.03%로 normal

군(100%)에 비해 50.97% 감소한 것을 확인하였다(Fig. 1). 반면, 엉겅퀴 추출 및 분획물을 처리했을 때 세포생존율
이 증가하였는데, 모든 추출 및 분획물 처리군에서 control군에 비해 세포생존율이 유의적으로 상승하였다. 이러한 

연구결과는 엉겅퀴가 amyloid beta로 유도된 세포 독성으로부터 C6 신경교세포를 보호하여 세포생존율을 증가시

Fig. 1. Effect of Cirsium japonicum var. maackii on cell viability in SH-SY5Y cells treated with H2O2. 
Values are mean ± SD (n = 6). a - f: Means with different letters are significantly different (p < 0.05) as 
determined by Duncan's multiple range test.
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킨다는 연구 결과와 유사하다(Kim et al., 2019). 엉겅퀴 추출 및 분획물 중에서는 EtOAc 분획물에서 65.61%로 가장 

높은 세포생존율을 나타내어 EtOAc 분획물의 신경세포 보호 효과가 우수함을 알 수 있었다. 본 연구팀은 선행연
구를 통해 EtOAc 분획물이 가장 우수한 2, 2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl-hydrate (DPPH), ·OH 및 O2

- 라디칼 소거능을 

나타내는 것을 확인하였으며, 후속연구에서는 H2O2로 유도된 산화적 스트레스에 대해 EtOAc 분획물이 신경교세
포를 보호하는 것을 확인하였다(Lee et al., 2018). 이들 결과를 바탕으로 엉겅퀴는 H2O2로 유도된 세포손상에 대하
여 신경세포 및 뇌 보호 효과를 나타내는 것으로 생각되며, 특히 EtOAc 분획물이 가장 효과적인 세포 보호 효과를 

나타내는 것을 확인하였다.

엉겅퀴 추출 및 분획물의 ROS 소거 효과

H2O2는 호기성대사를 통해 미토콘드리아의 전자전달계에서 생산되는 대사산물로, 금속이온과 반응하여 더욱 

반응성이 큰 ROS로 전환되어 세포 독성을 띤다(Yim et al., 1990). H2O2는 체내에서 끊임없이 생성되지만 항산화 

효소계를 통해 빠르게 제거되어 독성이 없는 H2O로 전환된다(Circu and Aw, 2010; Redza-Dutordoir and Averill-Bate, 

2016). 그러나 외부적으로 H2O2를 처리하면 세포 내 ROS 축적량이 증가하여 세포 사멸 및 퇴화를 초래하는 것으로 

알려져 있다 (Kang et al., 2013). 따라서 본 연구에서는 MTT 실험을 통해 확인한 엉겅퀴의 세포 보호 효과의 작용 기
전을 규명하기 위하여 H2O2를 처리한 세포에서 ROS 소거 효과를 분석하였다. 그 결과, 시간이 지남에 따라 H2O2 

처리로 인해 모든 군에서 ROS 생성량이 증가하였으며, 그 중 control군은 normal군에 비해 ROS 생성량이 크게 증
가함을 알 수 있었다(Fig. 2). 형광측정 후 60분을 기준으로 normal군(80.52%)의 ROS 생성량과 비교했을 때, control

군(100%)은 ROS 생성이 19.48% 증가하여 ROS 생성량에 유의적인 차이가 발생함을 확인하였다. 한편, H2O2로 유
도된 ROS 생성은 엉겅퀴 추출 및 분획물을 첨가함으로써 유의적으로 감소함을 확인하였는데, 엉겅퀴 추출 및 분
획물을 10 μg·mL-1 첨가했을 때 모든 실험군에서 ROS 생성량이 control군에 비해 10% 이상 감소하였으므로 본 실
험을 통해 엉겅퀴의 ROS 소거능을 확인하였다. 이러한 효과는 같은 국화과 식물 중 항산화 활성이 잘 알려진 금불
초와 비교했을 때, H2O2를 처리한 신경세포에서 금불초의 EtOAc 및 n-hexane 분획물의 ROS 소거능이 엉겅퀴 추출 

분획물과 유사한 정도로 나타나 엉겅퀴 또한 항산화 효과가 있음을 시사한다(Lee et al., 2009). Jung et al. (2009)에 

따르면 엉겅퀴는 in vitro에서 total ROS 생성량을 효과적으로 감소시켰으며, 특히 극성을 띠는 EtOAc와 n-BuOH 분
획물에서는 ROS 뿐만 아니라 DPPH, ONOO- 등의 라디칼 생성 또한 효과적으로 저해한 것으로 나타났다. 이러한 

연구는 ROS의 축적을 분석한 본 실험의 결과와 일치하므로, 엉겅퀴의 세포 보호 효과는 ROS 생성 억제로부터 기
인할 것으로 사료된다.

엉겅퀴 추출 및 분획물의 NO 소거 효과

NO는 산화반응을 통해 질소로부터 유래된 nitrogen radical로, 신경전달, 혈관이완, 면역반응과 같은 생리적 기
능을 수행한다(Bredt and Snyder, 1992). 그러나 산화적 스트레스와 같은 외부 자극으로 인해 발현된 inducible nitric 

oxide synthase는 과잉의 NO를 생성하여 산화반응을 촉진함으로써 세포 독성을 유발한다(Brennan et al., 1999). 특히 

NO는 O2
-와 반응하여 ONOO-로 전환되는데, ONOO-는 반응성이 매우 커 주변의 분자들을 공격하므로 강력한 독

성을 가진 물질로 알려져 있다(Koppenol et al., 1992). 뿐만 아니라 뇌 신경계에서 고농도의 NO로 인한 지속적인 염
증반응은 면역-염증 기전을 교란하여 신경퇴행성질환에 관여할 수 있다고 보고되었다(Dawson and Dawson, 1998). 

따라서 신경세포에서 엉겅퀴의 NO 소거 효과를 살펴보고자 H2O2 처리로 NO를 유발한 후 엉겅퀴 추출 및 분획물
을 주입하여 그 효능을 확인하였다. H2O2만을 처리한 control군(100%)은 normal군(73.95%)에 비해 NO 생성량이 

유의적으로 증가하여 H2O2로 인해 NO 생성이 증가되었음을 확인할 수 있었다(Fig. 3). 엉겅퀴 추출 및 분획물 처
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리군은 control군에 비해 유의적으로 NO 생성량이 감소하였으며, 특히 CHCl3 (74.65%), EtOAc (74.70%), n-hexane 

(75.57%) 분획물은 normal군과 유사하게 NO 생성을 억제하는 양상을 나타내었다. 본 결과는 항산화 효과가 뛰어
난 국화과 식물 추출물이 NO 생성량을 감소시켜 산화적 스트레스를 감소시킨다는 기존의 연구와 일치한다(Min 

Fig. 2. Effect of Cirsium japonicum var. maackii on reactive oxygen species (ROS) production in SH-
SY5Y cells treated with H2O2. (A) Time course of change in intensity of ROS fluorescence with Cirsium 
japonicum var. maackii treatment during 60 min. (B) The production of ROS treated with Cirsium 
japonicum var. maackii. Values are mean ± SD (n = 6). a - d: Means with different letters are significantly 
different (p < 0.05) as determined by Duncan's multiple range test.
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and Jhoo, 2013; Kim et al., 2019). 또한 커피콩의 항산화 물질인 Kahweol을 이용하여 NO 소거량을 측정했을 때와 유
사한 정도로서, 엉겅퀴가 우수한 NO 소거능을 나타내는 것으로 볼 수 있다(Fürstenau et al., 2019). 이전 연구에서 엉
겅퀴는 lipopolysaccharide (LPS)를 처리한 RAW264.7 대식세포에서 NO 생성을 억제하여 세포 손상을 감소시킨 것
으로 보고되었다(Shin et al., 2017). 또한 엉겅퀴로부터 분리한 luteoilin 5-O-glucoside는 LPS 유도 RAW264.7 대식세
포에서 iNOS의 발현을 저해시켜 NO 생성을 감소시켰다(Jung et al., 2012). 따라서 엉겅퀴는 NO생성을 억제하여 산
화적 스트레스로부터 세포 보호 효과를 나타내는 것으로 사료된다. 또한 용매별 추출 및 분획물 중에서 EtOAc 분
획물이 항산화 효과를 통해 가장 효과적으로 세포를 보호하는 것으로 확인되었다.

엉겅퀴의 항산화 기전 탐색

ROS는 세포 내 항산화 체계에 손상을 주어 항산화 효소의 활성을 저해하거나 작용을 방해하며, 그 결과 소거
되지 못한 ROS가 체내에 축적되어 세포 손상을 일으킨다(Jacobson et al., 1990; Kim and Kim, 1991). 이러한 세포 

내 비정상적인 ROS 축적에 대하여 세포는 일련의 방어 유전자를 활성화시킴으로써 산화적 스트레스에 대응한
다. Heme oxygenase (HO)는 heme을 CO, biliverdin, free heme iron으로 분해하는 microsomal 효소로, 이들 분해산물
은 항산화, 항염증 및 세포사멸 억제 등의 생리적 기능을 수행한다(Kim et al., 2006). HO-1은 HO 단백질 중 산화적 

스트레스와 밀접한 관련을 가진 isoform으로, 뇌 허혈, 파킨슨병, 알츠하이머 질환 등과 같은 뇌 손상 상태에서 발
현이 증가하여 신경보호 효과를 나타내는 것으로 알려져 있다(Nimura et al., 1996; Schipper et al., 1998; Takahashi et 

al., 2004; Takeda et al., 2004). TrxR1은 뇌의 신경세포 형성에 중요한 역할을 수행하며, NADPH 의존적인 Trx의 환
원을 촉매한다(Soerensen et al., 2008). TrxR1에 의해 환원된 Trx은 ROS로 인한 세포 손상 및 사멸을 억제하는 것으

Fig. 3. Effect of Cirsium japonicum var. maackii on NO production in SH-SY5Y cells treated with 
H2O2. Values are mean ± SD (n = 6). a - c: Means with different letters are significantly different 
(p < 0.05) as determined by Duncan's multiple range test.
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로 알려져 있다(Cebula et al., 2015). NQO1은 퀴논계 화합물을 환원시키는 효소로서, 특히 O2
-를 제거하여 세포 내 

산화환원 반응의 항상성을 유지하는 데 기여한다(Keum et al., 2006). 이들 항산화 효소는 cellular defensive phase 2 

detoxifying antioxidant enzyme로서 Nrf-2에 의해 조절되는 주요한 항산화 기전 중 하나로, H2O2를 포함한 다양한 산
화적 자극에 의해 유도되므로 생체 방어에 있어 중요한 역할을 한다(Kim et al., 2006; Gazaryan and Thomas, 2016). 

본 연구에서는 엉겅퀴의 항산화 기전을 탐색하기 위하여 세포생존율 및 NO 소거능이 가장 높았던 EtOAc 분획물
을 활성분획으로 선정하여 기전 연구를 진행하였다. H2O2를 처리한 control군에서 normal군에 비해 HO-1, NQO1, 

TrxR1의 단백질 발현이 증가함을 확인하였다(Fig. 4). 이는 H2O2가 산화적 스트레스를 가함으로써 이들 항산화 

효소의 단백질 발현을 증가시킨다는 이전 연구와 일치하였다(Lee et al., 2008; Weinreb et al., 2011). 한편, 엉겅퀴 

Fig. 4. Effect of Cirsium japonicum var. maackii on protein levels of (A) heme oxygenase-1 (HO-
1), (B) NAD(P)H quinone oxidoreductase 1 (NQO1), (C) thioredoxin reductase 1 (TrxR1), and 
β-actin in SH-SY5Y cells treated with H2O2. Values are mean ± SD (n = 3). a - d: Means with 
different letters are significantly different (p < 0.05) as determined by Duncan's multiple range 
test. β-actin was used as a loading control.
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EtOAc 분획물을 5 - 25 μg·mL-1 처리했을 때, HO-1은 모든 농도에서 normal군에 비해 단백질 발현이 현저히 증가
한 것을 확인하였으며, 25 μg·mL-1 농도에서 control군 대비 약 1.6배 발현이 증가하였다. 또한 NOQ1과 TrxR1의 단
백질 발현은 10 μg·mL-1 농도에서 가장 높은 발현 수치를 보였으며, control군과 유의적인 차이를 나타내었다. 따
라서 엉겅퀴 EtOAc 분획물은 HO-1, NQO1, TrxR1와 같은 항산화 효소 발현을 유의적으로 증가시켜, H2O2로 유도
된 산화적 손상에 대한 항산화 효과를 보이는 것으로 확인되었다. 엉겅퀴 EtOAc 분획물에는 cirsimarin, hispidulin, 

luteolin, apigenin과 같은 생리 활성물질이 함유되어 있으며, 이들 물질은 항산화 효소계의 발현을 유도하여 항산화 

활성을 나타내는 것으로 보고되었다(Jung et al., 2012). Hispidulin은 국소 뇌 허혈 동물모델에서 Nrf2 단백질 발현을 

증가시켜 항산화 효소 활성을 촉진하였으며, luteolin은 p62/Keap1/Nrf2 pathway를 촉진하여 downstream protein인 

HO-1 및 NQO1 단백질 발현을 증가시켜 뇌 손상 보호 효과를 나타내었다(An et al., 2018; Tan et al., 2020). 또한 엉겅
퀴로부터 분리한 flavonoids는 Nrf2 및 HO-1 단백질 발현을 증가시켜 산화적 스트레스로 인한 간세포 손상을 억제
한 것으로 보고되었다(Jung et al., 2017). 이러한 결과를 종합하여 엉겅퀴는 신경세포에 H2O2와 같은 산화적 손상이 

가해졌을 때, 항산화 효소계를 활성화시켜 HO-1, TrxR1, NOQ1 등의 항산화 단백질의 발현을 촉진하여 ROS 생성
을 억제하고, 그 결과 산화적 스트레스로부터 세포를 보호하는 것으로 사료된다.

Conclusion
본 연구는 H2O2를 처리한 신경세포에서 엉겅퀴 추출 및 분획물의 산화적 스트레스 개선 효과를 확인하였다. 엉
겅퀴 추출 및 분획물은 H2O2로 저해된 세포생존율을 증가시켰으며, ROS 및 NO의 과잉 생성을 억제함으로써 산화
적 스트레스에 대한 개선 효과가 있음을 확인할 수 있었다. 그 중에서 가장 우수한 항산화 활성을 나타낸 EtOAc 분
획물로 신경세포 내 항산화 기전을 탐색한 결과, HO-1, TrxR1, NQO1의 항산화 단백질의 발현을 증가시킴으로써 

산화적 스트레스를 감소시키는 것으로 확인되었다. 따라서 엉겅퀴는 산화적 스트레스로부터 신경세포를 보호하
며, 이러한 결과는 엉겅퀴가 알츠하이머 질환과 같은 신경퇴행성질환에 대하여 이들 질환의 예방 또는 치료 물질
로서 활용될 수 있음을 시사한다.
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