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ABSTRACT

The The The The Antioxidant Antioxidant Antioxidant Antioxidant Effects Effects Effects Effects of of of of Green Green Green Green Tea Tea Tea Tea Seed Seed Seed Seed Extracts Extracts Extracts Extracts Against Against Against Against 

DNA DNA DNA DNA under under under under Oxidative Oxidative Oxidative Oxidative StressStressStressStress

Kim Seol-yeong

Advisor : Prof. Yonug-Gon Kim, Ph.D
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The effects of green seed extracts including extracts of promegranate 

seed, grape seed, elm tree bark and royal azaleas as antioxidants or 

prooxidants were examined. The results show that the green seed extracts are 

only shown as antioxidants, but the others are shown as a prooxidants 

against DNA damage and Escherichia coli cells under oxidative stress. The 

green seed extracts were analyzed by HPLC and then the kamempfrol was found. 

However, it was not found in green tea extracts that contained the 

epigallocatechin, catechin, epicatechin, epigallocatechin gallate, 

gallocatechin gallate, epicatechin gallate and catechin gallate. Therefore, 

I suggested that kamempfrol may be strong candidate for antioxidants. The 

green seed extracts    strongly inhibited paraquat - induced DNA single 

strand breakage of pUC 19 plasmid  and calf thymus DNAs. Forthermore, the 

damaged DNAs were repaired by treatment of green seed extracts. In addition, 



the green seed extracts also inhibited the damages of E. coli cells against 

paraquat induced-oxidative stress. The strand breaks of DNA were stimulated 

also with α-tocopherol and catechin, but not with BHT and green seed 

extracts in the presence of paraquat. These results suggest that the green 

extracts act as antioxidants, but the other applied samples  has a 

prooxidative effect DNA damage and cell survival against oxidative stress. 
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ⅠⅠⅠⅠ.  .  .  .  서  서  서  서  론론론론

인간은 산소를 이용해서 끊임없이 숨을 쉬면서 생명활동에 필요한 에너지를 얻

어 살아가고 있으며 산소는 지구라는 호기성 환경에서 생활하는데 있어서 생존에 

필수 불가결한 요소이다. 인체에도 에너지 생성을 위한 대사적 전환에 산소가 꼭 

필요하다는 것은 당연한 사실이다. 그러나 이와 같이 생명유지에 절대적으로 필요

한 산소이지만 안정한 분자상태인 기저삼중항 산소가 슈퍼옥사이드 라디칼 

(superoxide radical, O2˙), 하이드록실 라디칼 (Hydroxyl radical, ˙OH), 과산화

수소 (hydrogen peroxide, H2O2) 등과 같은 반응성이 큰 활성산소로 전환되면서 생

체에 치명적인 산소독성을 일으키는 양면성을 가지고 있다 (Adelson, et al., 

1988; Flora, 2007; Valko, et al., 2005).

활성산소는 과산화 지질에 직접 작용하는 활성화 상태에 있는 분자들, 즉 과산

화 음이온, 수산화 라디칼 또는 일중항 산소를 의미한다 (Fridovich, 1978). 일반

적으로 모든 물질을 구성하는 분자는 원자로 되어 있는데, 원자는 양성자와 그 외

곽의 궤도를 선회하는 전자로 구성되어 있다. 전자는 하나의 궤도에서 2개씩 쌍을 

구성하여 안정된 상태이지만 하나의 궤도에 전자가 하나인 경우에는 매우 불안정

한 상태에서 안정된 상태를 위해 다른 외부로부터 전자를 흡수하려는 매우 활성화

된 반응이 일어나 프리라디칼을 발생시킨다 (Marx, 1987). 이러한 프리라디칼은 

불안정한 상태에서 쌍을 이루고 있지 않은 전자를 잃거나 주위로부터 전자 하나를 

더 얻어 안정한 상태로 환원하려는 매우 강한 반응적 성질을 가지고 있다. 예를 

들어 프리라디칼인 수소 (H) 원자는 전자를 잃으면 수소이온 (H+)이 되며 전자를 

얻으면 수소분자 (H2)로 존재한다. 이와 같이 프리라디칼 상태인 수소원자는 불완

전한 상태에서 완전한 상태로 반응하려고 전자를 얻거나 잃는 과정에서 매우 강한 

반응을 보인다 (Halliwell, 1995).

지난 몇 십년간의 연구를 통해서 superoxide radical (O2˙)의 형성은 체내의 물

질대사 조절체계를 붕괴하여 prooxidant 기능을 한다는 것을 알 수 있다. 이것은 

거대분자들의 유독한 산화를 이끌어낸다. 그리고 superoxide radical (O2˙)은 노

화에 관련된 많은 질병들이 발생하는데 주요역할을 하고 있다 (Linnane, et al., 
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2007). 

Fig.1에서 보여주는 바와 같이 인체는 여러 가지 경로를 통해 활성산소를 생성

한다. 미토콘드리아는 생물학적 산화와 마지막 단계에서 이용되는 세포 내의 미토

콘드리아의 산화적 인산화 (oxidative phosphorylation) 과정을 통해서 산소가 환

원되면서 물과 이산화탄소를 생성한다. 그러나 이 과정에서 약 2 - 5 %의 산소는 

불안전하게 환원되면서 결과적으로 O2
- 

(superoxide) 라디칼을 형성하게 되고, 

Fig.1. 포유류 세포에서의 oxygens과 nitrogens free radical의 생성과정

이렇게 형성된 O2
-
는 구리와 철분의 존재 하에 H2O2와 ˙OH라디칼을 형성하게 된다 

(Jenkin 과 Goldfarb, 1993).

또한 인체는 O2
-
와 H2O2를 유용한 목적을 위해 만들기도 한다. 활성화된 식세포는 

박테리아와 진균을 죽이고 바이러스를 억제시키는 O2
-
와 H2O2를 이용하는 메커니즘

의 하나로서 O2
-
와 H2O2를 만들어 낸다. 이렇게 의도적으로 중성백혈구, 단핵세포, 

대식세포 그리고 호산구에 부적당하게 활성화된다면 위험한 방어기전이 될 수 있

다 (Er, et al., 2007). 이러한 것은 염증성 장염이나, 류마티스성 관절염과 같은 

만성 염증성 질병을 일으킨다. 따라서 염증을 일으킨 류마티스성 관절에서는 많은 
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식세포들이 그 관절로 보충되며 그곳에서 활성화 된다. 이들이 만들어낸 독소는 

활성산소를 포함하여 관절의 손상에 영향을 준다 (Halliwell, 1997; 

Gonzalez-Gay, et al., 2005; Kalpakcioglu 와 Senel, 2007).

일반적으로 활성산소는 안정 시에도 미토콘드리아의 전자전달계로부터 방출되

며, 생물체가 살아있는 동안 세포 내에서 계속 방출된다. 이러한 활성산소는 결국 

인체의 세포막과 세포핵을 공격하여 지질과산화 작용을 유도하고 유전물질인 DNA

의 손상을 일으켜 세포사멸을 일으키며 암, 치매, 죽상경화증과 같은 질병과 노화

를 일으키는 원인이 된다 (Ryan-Harshman 과 Aldoori, 2005). 또한 DNA의 당-인산 

골격이나 염기부분을 직접 공격하여 여러 가지 산화적으로 변성된 purines과 

pyrimidines을 형성 시키는데, 이렇게 산회된 염기들은 DNA복제와 repair하는 동

안 DNA변이를 일으킬 수 있다 (Asuncion, et al., 1996; Herrero 와 Barja, 2001; 

Olinski, et al., 2007). 모든 연구결과가 일치하지는 않지만, 대부분의 연구에서 

늙은 쥐나 사람의 일부 조직에는 DNA가 산화되어 생성된 8-hydroxy- 

2'-deoxyguanosine (8-oxodG)의 함량이 높은 것으로 밝혀졌다 (Barja와 Herrero, 

2000). Melove 등 (1999)은 세 종류의 포유류를 대상으로 나이에 따른 mtDNA 변이

의 축적을 조사하였는데, 쥐는 3.5년 침팬지는 59년, 사람은 122년으로 조사되었

다. 이것은 수명이 짧은 동물일수록 수명이 긴 동물에 비해 mtDNA 변이의 축적속

도가 빠르다는 것을 의미한다 (Wang, et al., 1997). 즉, 활성산소에 의한 DNA손

상이 노화와 관련 있음을 의미한다.

또한˙OH는 지질의 과산화를 유발할 수 있다. 지질은 생체막의 주요 성분일 뿐 

아니라 생리대사에 중요한 역할을 하므로 지질의 과산화는 여러 질병의 원인이 되

고 있으며 (Halliwell 과 Gutteridge, 1984; Valko, et al., 2005), 단백질의 아

미노산변형 (Stadtman 과 Berlet, 1991) 이나, cross-linking (Davis 와 

Delsignore, 1987; Datta, et al., 2006)등 도 유발 시킨다. 단백질의 변형은 효

소의 비활성화와 단백질의 가수 분해를 촉진하고, 노화 및 질병 유발의 원인이 되

고 있다 (Levine et al, 1981; Rivett 와 Levine, 1990; Ethen, et al., 2007). 

치매와 관련하여 이 질환의 독성인자로 알려져 있는 amyloid plaque가 ˙OH에 의

한 단백질의 변성으로 일어날 수 있다는 사실이 보고된 바 있다 (Multhaup et al, 

1996). 
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이러한 활성산소의 유해성을 막기 위하여 우리의 신체는 항산화 비타민, 비효소

적 항산화 물질, 그리고 항산화 효소로 구성되어 있는 효율적인 항산화 방어체계

를 가지고 있다 (Ji, 1994).

Fig.2. 포유류 세포에서 oxygens 과 nitrogen free radecal의 제거과정

Fig.2에서 보여주는 바와 같이 이러한 항산화 체계 각각의 역할은 독특할 뿐만 

아니라, 기능적으로 상호 보완적으로 작용한다.

일반적으로 항산화 비타민은 직접적으로 프리라디칼을 제거하는 역할에 관여하

며, 항산화 물질인 glutathion과 다른 thiol물질들은 세포의 산화 환원상태를 유

지하는데 중요한 역할을 하고, SOD (superoxide dismutase) (Lushchak, 2006), 

CAT (Catalase) (Cui, et al., 2006), 그리고 GPX (Glutathion peroxidase) 

(Manzoori, et al., 2006)와 같은 항산화 효소는 활성산소의 하나인 전자 환원반

응을 촉매 한다 (Ji, et al., 1998). 따라서 활성산소로부터의 방어기전을 구축하

고 있으며, 기전으로서는 우선 활성산소의 생성을 막게 하고, 반응성이 있는 대사

산물을 처리함으로써 활성산소의 공격을 차단한다. 또한 이 산화물이 더욱 파괴적

인 형태의 활성산소인 ˙OH로 전환되는 것을 막으며, 활성산소에 의해 공격을 받
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았을 경우 손상복구를 빠르게 하며 다른 항산화제들이 효과적인 기능을 발휘하기 

위한 환경을 제공해준다 (Heffner 와 Repine, 1989).

SOD는 세포에서 산화작용에 대한 첫 번째 방어체계를 갖추는 효소이며, 과산화

수소와 산소를 형성시키기 위하여 산화물을 균질화 (dismutase) 시킨다 (Powers, 

et al., 1993). 세포에서 SOD의 활성분포는 조직들 사이에 다양하게 나타나는데, 

쥐의 간에 있어서는 대략적으로 SOD활성의 2/3가 세포질에서 나타나며, 1/3는 미

토콘드리아에서 나타난다. 포유동물의 경우 가장 높은 SOD의 활성은 간에서 나타

나고, 그 다음이 신장, 뇌, 부신, 그리고 심장에서 나타난다. 골격근의 경우에는 

SOD활성의 15 - 30 %가 미토콘드리아 내에서 이루어지고, 나머지 65 - 85 %는 세

포질에서 이루어진다 (Powers, et al., 1993).

CAT 주요기능은 H2O2의 분해를 촉진시키는 것이다. 비록, CAT와 GPX의 기능이 중

복되는 부분이 있지만, 두 효소는 기질로서 H2O2에 대한 친화도가 다르게 나타나는

데, 즉, 포유동물의 GPX는 CAT와 비교해서 낮은 농도에서 H2O2에 대한 친화도가 더 

크게 나타난다. 이는 낮은 H2O2 농도에서 GPX는 근육세포로부터 H2O를 제거하는데 

있어 더욱 활발한 역할을 한다고 볼 수 있다 (Ji,1995).

GPX는 지방산과산화물과 핵산에서 파생된 과산화물 (hydroperoxide)을 포함하여 

과산화수소 (hydrogen peroxide) 에서부터 복합조직 과산화물까지 낮은 특수성을 

가지고 있기 때문에 세포에서 왕성하게 과산화물을 억제하는 역할을 한다. GPX와 

CAT 모두 H2O에 대해서 더 큰 친화성을 가지고 있다. GPX는 세포질과 세포의 미토

콘드리아 기질에 많이 분포되어 있다. GPX 활성은 간과 적혈구에서 높으며, 뇌, 

신장, 그리고 심장에서도 중간 정도의 활성을 하지만 골격근에서는 낮다. 또한 

GPX는 셀레늄에 의존적인 성격을 가지고 있으며, 쥐에게 셀레늄을 8주동안 투여한 

결과 간, 심장, 그리고 근육에서 세포질 GPX는 3-4% 정도 감소된 반면에, 미토콘

드리아의 GPX는 간에서 9%, 심장에서 20%, 근육에서 24%를 유지하는 것을 볼 수 

있다. 따라서 미토콘드리아에서 셀레튬 결핍에 대한 저항력이 더 크게 나타난다는 

사실을 알 수 있다 (Ji, 1995).

이에 따라 식물체에 일반적으로 함유되어 있는 천연 항산화제에 대한 연구가 활

발히 진행되고 있으며, 이는 1950년대부터 항산화 효과가 우수하다고 밝혀진 BHA 

(butylated hydroxyanisole), BHT (butylated hydroxytoluene) 등의 합성 항산화
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제가 실험동물에 암이나 기형을 유발한다는 연구결과 들이 보고되면서, 더욱 가속

화 되고 있다 (Smirnova, 2002; Fukumoto, 2000). 하지만 천연 항산화제로서의 인

체에 대한 안전성은 있으나 합성 항산화제에 비해 그 효과가 떨어지는 문제점이 

발견되고 있다. 그동안 밝혀진 천연 항산화제 중 널리 사용되는 것으로는 

tocopherols, flavonoids, polypherols 등이 있으며, 고혈압과 동맥경화의 억제 

작용, 과산화지질의 생성 억제에 의한 노화예방, 중성지질의 생성억제에 따른 비

만 방지, 알칼로이드 성분과 쉽게 결합하여 해독작용을 나타내는 등 다양한 생리

활성이 있는 것으로 알려져 있다 (Halliwell, 2005; Sies, 2005). 하지만, 환경조

건에 따라 위의 천연항산화제가 prooxidant 효과도 나타낸다는 연구논문들이 나오

면서 더 정확한 규명이 요구되고 있다 (Kim, 2007; Simić, 2007).

Paraquat (1,1'-dimethyl-4,4'-bipyridylium; methyl viologen, PQ, Fig.3)은 

식물의 광합성 동안에 superoxide를 생성하여 세포벽과 원형질을 파괴하는 기전으

로 잘 알려져 있으며, 우리나라를 포함하여 전 세계적으로 널리 사용되는 비선택

성 제초제로서 토양에 닿는 즉시 무독성의 화합물로 재빨리 분해되어 환경에 무해

하다는 장점을 가지고 있다. 그러나 독성이 강하여 우연한 사고에 의하여 적은 양

이라도 체내에 흡수되면 여러 장기에 치명적인 손상을 일으키며 폐부전에 의한 사

망의 가장 큰 원인으로 작용하고 있다 (Onyon et al., 1987).

노출 시 인체 내에서 용해되어 전자수용체로 작용하며 superoxide radical (O2

˙)및 peroxide radical (O2
2-)과 같은 반응성 산소유리기 (reactive oxygen 

species, ROS)를 발생시켜 세포막, 단백질, 핵산 등과 반응하여 세포손상을 일으

킨다 (Aldrick, et al., 1983; Senator, et al., 2004).

Fig.3. Paraquat(1,1'-dimethyl-4,4'-bipyridylium; methyl viologen, PQ) 의 

     구조  

PQ는 폐, 간, 신장, 심장 등 신체 중요장기에 손상을 초래하나 특히 폐에 심한 

손상을 일으킨다. 폐 조직에서는 에너지의존과정으로 PQ가 흡수되어 혈장과 비교
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해 폐에서의 PQ 농도가 6 - 10배정도 높다. 또한 폐는 대기의 산소와 가장 가깝게 

접할 수 있는 장기로서 반응성 산소유리기에 의해 가장 많이 손상 받는다. PQ에  

의한 폐 손상은 반응성 산소유리기에 의한 직접손상, 염증세포의 활성화에 의한 

초기 폐 손상, 그리고 섬유아세포 증식 세포기질의 변화들이 나타나는 후기손상 

등이 특징이다. 따라서 PQ를 섭취하면 급성 폐손상과 급성 호흡부전 증후군 및 폐

섬유화로 대부분 사망한다 (Uhal, et al., 1995). 이에 따른 연구보고서들에 따르

면 폐상피세포의 세포자살이 급성 폐손상 및 급성 호흡부전 증후군의 발생기전에 

중요한 역할을 할 가능성이 크다 (Kitamura, et al., 2001).

과거의 많은 연구들에서는 PQ는 암세포에서 세포독성을 유발시키거나 혹은 PQ에 

의한 DNA 손상정도를 측정하는 매개체로서 사용된 것에 불과하였다 (Lee, et al., 

2003; Ayaki et al., 2005). 그러나 최근 들어 PQ 자체에 의한 세포독성을 회복시

킬 수 있는 방법들 가운데 항산화제에 관한 연구가 활발하게 이루어지고 있다. 그

에 비해 실제 임상에서 PQ 중독 시 뚜렷한 해독제나 치료제가 없는 실정이다. 

흔히 우리가 알고 있는 식물의 phenolic 성분은 항산화제로 작용한다고 알려져 

있으나, 조사된 바에 의하면 prooxidant로서 작용함으로서 이에 대한 연구가 확실

히 규명되어야 할 시점이라고 사료된다 (Croft, 1998; Cotelle, 2001; Lee 와 

Lee, 2006). 예를 들어, Quercetin은 식물에서 보편적으로 검출되는 polypherol 

성분으로 식물에서 작용 하였을 때 성장촉진물질의 분비를 자극하여 관생을 유도

하지만 농도에 따라서는 생존률을 감소시키는 작용을 하여 prooxidant와 항산화제 

역할을 동시에 나타내고 있다고 보고되었으며 (Robaszkiewicz, et al., 2007), 

algerian plants에서 추출한 flavonoid는 mitochondria의 방어에 의해 산화성 스

트레스에 대항할 수 있는 능력을 갖으나 농도에 따라 세포에 손상을 주어 역시 

prooxidant 역할을 하는 것으로 밝혀졌다 (Lahouel, 2006).

이에 본 연구에서는 pUC19 와 calf thymus 의 DNA를 사용하여 PQ에 의한 DNA 손

상을 유도한 후 석류씨, 느릅나무껍질, 철쭉, 녹차씨, 포도씨 추출물을 사용하여 

항산화제 개발을 위한 연구를 수행하였었으며, 동시에 세포 QC779와 GC4468를 대

상으로 동일조건에서 생존률과 생장률을 검사하고 가장 효과가 큰 물질에 대해서 

HPLC로 성분을 비교분석 해보고자 한다.
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ⅡⅡⅡⅡ. . . . 재료 재료 재료 재료 및 및 및 및 방법방법방법방법

2.1 2.1 2.1 2.1 재료재료재료재료

2.1 각종 용매 추출물의 조제 및 DNA 시료

석류씨, 느릅나무껍질, 철쭉, 녹차씨, 포도씨는 분쇄기로 갈은 후 여과하고 이 

여과액을 Rotary vacuum evaporater (EYELA N-1000, water bath 선일아이라 

KSB-201)에서 HPLC용 에탄올과 7:3비율로 섞어 evaporation하여 에탄올 추출물을 

얻었으며, 에탄올 추출물은 동결건조 (SAMWON Freeze Dry system SFDSF12)    하였

다. 동결건조한 각 용매들의 분말은 증류수 1 ml에 2 mg씩 넣고 녹인 후 0.22 ㎛

의 filter에 여과하여 4℃에 보관하여 사용하였다. pUC19 plasmid는 X-gal 처리된 

LB 배지에 배양한 후 single colony를 LB 액체 배지에 24시간 배양한 후 Plasmid 

Miniprep Kit (TaKaRa A510) 를 사용하여  추출하였다. Calf Thymus DNA는 SIGMA 

D-4522를 구입하여 사용하였다. 항산화제는 Butylated Hydroxytoluen (BHT, 

Sigma, B-1378), α-tocopherol (Sigma, T3251), Kampferol (Sigma, K0133), 

catechin (Sigma, C-1251) 을 구입하여 사용하였다. Pycnogenol (PYC, US patent 

# 4,698,360)는 해송에서 추출하여 파우더 형태로 만든 제품을 사용하였다. 기타 

화학약품은 Sigma사의 제품을 이용하였다. E.Coli는 QC779 (LacU169 

rps(sodA::MPR13)25(sodB::Kan)1-D2)와 GC4468 (△(argF-lac)169 rpsL sup(Am), 

lac operon deleted )을 사용하였다.

2.2 2.2 2.2 2.2 실험방법실험방법실험방법실험방법

2.2.1 Paraquat에 의한 DNA 손상과 각종 용매 추출물의 항산화제 

효과 측정

pUC19 Plasmid와 Calf Thymus DNA에 PQ (0.17 mM)를 첨가하여 상온에서 10분간 

반응시킨 군과 PQ를 처리 하지 않은 군을 비교하여 PQ가 DNA에 산화적 스트레스를 
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주는지 여부에 대한 실험을 실시하였다. 또한 DNAs에 석류씨 , 느릅나무껍질, 철

쭉, 녹차씨, 포도씨 추출물 (10 ㎍)을 처리하여 30분 동안 반응 시킨 군과 PQ 

(0.17 mM)를 첨가하여 상온에서 10분간 반응시킨 후 각종 용매 추출물 (10 ㎍)을 

처리한 군을 비교실험 하여, 용매 추출물 자체의 항산화제 효과 여부를 측정하고, 

PQ가 처리되었을 경우 방어적인 항산화제 효과를 측정하였다. 

기존의 항산화제와 녹차씨 추출물의 항산화제 효과 비교를 위해서 pUC plasmid 

에 PQ (0.17 mM)을 처리하여 5분간 반응시킨 후 α-tocopherol (5 mM), Butylated 

hydroxyltoluene (BHT,80 μM) (Kim 과 Park.,2004), 녹차씨추출물 (GTS,10 ㎍), 

Catechin (330 μM)을 첨가하여 30분간 상온에서 반응시킨 후 1%의 agarose gel로 

100V에서 30분간 전기영동 하였다.

2.2.2 Paraquat에 의한 세포의 산화적 스트레스에 대한 각종용매 

추출물의 효과 측정

QC779 와 GC4468의 경우에는 LB 고체 medium에서 single colony를 추출하여 5 

ml의 LB 배지에서 약1시간동안 37℃의 shaking incubator에서 배양하여 

spectrophotometer에서 OD600 = 0.1를 맞춰서 실험에 사용하였다. 

생존률 측정은 QC779 와 GC4468의 Cell (OD600 = 0.1)의 농도는 총 부피 2 ml에

서 10 ㎕씩 넣어  1 : 200으로 희석시켜서 사용하였고 PQ (2.5 μM)에 의한 산화

적 스트레스를 받은 세포생존률을 비교실험 하였다. PQ를 첨가하여 37 ℃, 150 

rpm 조건의 shaking incubator에서 30분 배양시킨 군을 PQ를 처리하지 않은 군과 

비교하기 위하여 각각 배양시킨 최종물을  LB 고체배지에 10 ㎕씩 spreading 하여 

24시간 동안 37℃ incubator에서 배양시킨 후 세포수를 측정하여 기준을 잡았다.

이 후 PQ (2.5 μM)를 처리하여 30분 배양시킨 군에 용매 추출물 (40 ㎍)을 첨

가하여 3시간동안 37 ℃, 150 rpm 조건의 shaking incubator에 배양한 군과 PQ를 

처리하지 않고 용매 추출물 (40 ㎍)만 처리하여 배양한 군의 배양액을 LB 고체배

지에 10 ㎕씩 spreading 하여 24시간 동안 37℃ incubator에서 배양시킨 후 세포

수를 측정하였다.

생장률 측정은 QC779 와 GC4468의 Cell (OD600 = 0.1)을 총 부피 20ml의 LB 액체

배지에   1 : 100으로 희석시킨 후 PYC (5 ㎍), PQ (0.1 mM), 녹차씨추출물 (40 
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㎍)을 각각 더해서 6개의 실험군 (con, PYC, PQ, 녹차씨추출물, PQ+PYC, PQ+녹차

씨추출물)으로 나누어 PYC와 녹차씨추출물이 생장률에 미치는 영향을 알아보기 위

하여 37 ℃, 150 rpm 조건의 shaking incubator에서 배양하며 총 6시간 동안 매시

간 모니터 하여 spectrophotometer로 600 nm 파장에서의 흡광도를 측정하였다.

2.2.3 HPLC

HPLC는 waters breeze (Ic-10vp, Waters Co. Ltd.)를 사용하였으며, 

Electrochemical detection (ECD)는 L-ECE-6A (Shimazu co. Ltd.)를 사용하였다. 

Column은 ultrasphere ODS column (4.6mm× 25㎝, Beckman사)를 이용하였다. HPLC

로 녹차를 분석하기 위한 mobile phase는 A; 0.1% phosphoric acid, B; 

acetonitrile, C; isopropanol을 사용하였으며, 총 running time은 40분으로 

mobile phase를 0min, 92% A, 8% B; 16 min, 86% A, 12% B, and 2% C; 25 min, 

78% A, 20% B, 2% C; 30 min, 60% A, 38% B, 2% C; 31 min, 92% A 8% B; 40 min, 

92% A, 8% B로 조정해주었으며 flow rate는 1㎖/min, column temperature는 30℃, 

wavelength는 280nm이였다. 녹차 성분의 식별은 Jin (2006)을 참조하여서 

retention time에 따라 Epigallocatechin (EGC), Catechin (C), Epicatechin 

(EC), Epigallocatechin gallate (EGCG), Gallocatechin gallate (GCG), 

Epicatechin gallate (ECG), Catechin gallate (CG)를 식별하였다. HPLC로 녹차씨

를 분석하기 위한 mobile phase는 A; distilled water의 혼합물, B; acetonitrile 

이였다. 총 이때 사용된 column은 ultrasphere ODS column (4.6mm× 25㎝, Beckman

사)를 이용하였으며, 총 running time은 60분으로 mobile phase B를 15 - 80%로 

조정하였으며 flow rate는 1 ㎖/min, column temperature는 30 ℃, wavelength는 

263 nm이였다.
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ⅢⅢⅢⅢ. . . . 결    결    결    결    과과과과

3.1. 3.1. 3.1. 3.1. ParaquatParaquatParaquatParaquat에 에 에 에 의한 의한 의한 의한 DNADNADNADNA손상과 손상과 손상과 손상과 각종 각종 각종 각종 용매 용매 용매 용매 추출물에 추출물에 추출물에 추출물에 대한 대한 대한 대한 

antioxidant antioxidant antioxidant antioxidant 효과 효과 효과 효과 측정측정측정측정

PQ에 의한 DNA 손상에 대한 추출물을 처리시의 항산화제의 효과를 관찰하기 위

해 석류씨, 느릅나무껍찔, 포도씨, 녹차씨, 철쭉 추출물을 처리하여 30분 동안 상

온에서 반응하여 전기영동한 결과는 다음과 같은 결과를 얻었다 (Fig. 4, 5). 

DNA의 경우 느릅나무껍질 추출물 (b)과 포도씨 추출물 (c)이 DNA를 분해하여 

band의 양이 줄거나 끊어버려 2개의 band로 나뉘는 것을 확인할 수 있었다 (Fig. 

5). 이때 pUC 19 plasmid DNA를 가장 많이 손상시킨 추출물을 포도씨 추출물이고, 

Calf thymus DNA를 가장 많이 손상시킨 추출물을 느릅나무 껍질 추출물이었다.

또한 PQ (0.17 mM)를 첨가하여 5분 동안 반응시켜 손상을 입힌 후 용매 추출물 

(10 ㎍)을 씩 첨가하여 30분 동안 상온에서 반응시켜 PQ에 대한 추출물의 반응 결

과 PQ와 용매 추출물에 의해서 DNA의 손상이 더해지나 녹차씨 추출물에 의해서는 

PQ에 의한 손상이 회복되는 것을 알 수 있었다. 
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Fig.4. PQ에 유도된 pUC19 plasmid DNA의 손상에 따른 각종 추출물의 효과

a: 석류씨 추출물  b: 느릅나무껍질 추출물  c: 포도씨 추출물  

d: 녹차씨 추출물  e: 철쭉 추출물

Fig.5. PQ에 유도된 Calf thymus DNA의 손상에 따른 각종 추출물의 효과

a: 석류씨 추출물  b: 느릅나무껍질 추출물  c: 포도씨 추출물  

d: 녹차씨 추출물  e: 철쭉 추출물
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3.2. 3.2. 3.2. 3.2. ParaquatParaquatParaquatParaquat에 에 에 에 의한 의한 의한 의한 세포의 세포의 세포의 세포의 생존률과 생존률과 생존률과 생존률과 각종 각종 각종 각종 용매 용매 용매 용매 추출물에 추출물에 추출물에 추출물에 

대한 대한 대한 대한 antioxidant antioxidant antioxidant antioxidant 효과 효과 효과 효과 측정측정측정측정

DNA와 비교하여 세포에서도 에탄올 용매 추출액들이 비슷한 양상을 나타내는지 

알아보기 위하여 세포 QC779 와 GC4468에 석류씨, 느릅나무껍질, 포도씨, 녹차씨, 

철쭉 추출물을 처리하여 shaking incubator에서 3시간 동안 배양시킨 후 배양액 

10㎕씩 LB medium에서 spreading culture 하여 24시간 동안 배양시킨 세포의 생존

률과  PQ (2.5 μM)를 첨가하여 30분간 배양한 후 추출물 (40 ㎍)을 첨가하여 3시

간동안 배양시킨 배양액을 10 ㎕씩 LB 고체배지에 spreading culture하여 24시간 

동안 배양시켜 세포의 생존률을 비교해보았다 (Fig 6, 7).

비교 결과 두 세포 모두 비슷한 양상을 보였으며, 느릅나무껍질 추출물의 경우

만 다른 양상을 나타내었다. 이때 실험에 사용된 위의 5가지 용매 추출물들은 세

포에 대해서 생존률을 억제했다. 그 중에서도 PQ가 처리되지 않은 그룹에서는 석

류씨 추출물 (Fig. 6, 7)이 첨가된 세포의 생존률이 가장 낮았으며, PQ가 첨가되

었을 경우에는 포도씨 추출물 (Fig. 6, 7)이 첨가된 세포의 생존률이 가장 낮았

다. 이것은 PQ의 성분과 포도씨 추출물의 성분이 결합하면서 더 강한 독성을 갖는

다는 것을 의미 하는 것으로 보여진다. 이번 실험에서 주목해야 할 것은 DNA의 실

험 결과PQ를 첨가한 후 용매 추출물들을 첨가하였을 때 다른 용매 추출물의 경우 

세포생존률이 매우 낮았지만 녹차 추출물 (Fig. 6, 7)을 첨가한 경우에는 두 세포 

모두 세포생존률이 2배 가까이 상승한 것으로써, 이는 녹차 추출물이 DNA에서 

antioxidant효과를 보였던 것처럼 세포에서도 효과가 있음을 확인할 수 있었다.



- 14 -

QC779

0

200

400

600

800

1000

1200

1400

생
존

수

con

석류씨

느릅나무껍질

포도씨

녹차씨

철쭉

Paraquat

PQ+석류씨

PQ+느릅나무껍질

PQ+포도씨

PQ+녹차씨

PQ+철쭉

Fig.6. PQ 처리 시 각종 용매 추출물에 대한 QC779의 생존률 비교

con: 세포에 추출물 첨가 후 3시간 반응  

PQ: 세포에 paraquat를 첨가하여 30분 반응시킨 후 추출물 첨가 후 3시간  

    반응 
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Fig.7. PQ 처리 시 각종 용매 추출물에 대한 GC4468의 생존률 비교

con: 세포에 추출물 첨가 후 3시간 반응 

PQ: 세포에 paraquat를 첨가하여 30분 반응시킨 후 추출물 첨가 후 3시간  

    반응



- 16 -

3.3.3.3.3.3.3.3.산화성 산화성 산화성 산화성 스트레스에 스트레스에 스트레스에 스트레스에 대한 대한 대한 대한 세포의 세포의 세포의 세포의 생장률 생장률 생장률 생장률 비교비교비교비교

세포의 산화성 스트레스에 대한 녹차씨 추출물의 효과를 살펴보기 위하여 항산화

제로 알려진 Pycnogenol(PYC)을 대조군으로 설정하여 OD600에서의 세포생장률을 총 

6시간에 걸쳐서 매시간 모니터링하여 비교하여 보았다. 이때 실험군은 control, 

PYC, 녹차씨추출물 (GTS), PQ, PQ+PYC, PQ+GTS 로 총 6개의 군으로 나누어 실험하

였으며, 사용된 세포의 종류는 QC779와 GC4468를 사용하였다. 실험 결과 (Fig.8,  

9) 시간대별 결과 양상이 매우 유사하였다. PQ를 처리하기 전의 PYC와 GTS이 생장

률에 미치는 영향은 미세한 차이로 거의 나타나지 않았지만, PQ를 처리 한 후 30

분 후 PYC와 GTS를 처리하여 생장률을 비교한 군에서는 PYC는 PQ만 처리 했을 때 

보다 세포생장률이 낮아지는 효과를 보였지만, GTS는 세포생장률을 두 세포 모두 

약 1.5배정도 상승시키는 역할을 하는 것으로 나타났다 GTS가 PQ에 의한 산화성 

스트레스에 대한 항산화적 역할을 하는 것으로 해석할 수 있다.

3.4. 3.4. 3.4. 3.4. 항산화제 항산화제 항산화제 항산화제 효과 효과 효과 효과 비교비교비교비교

녹차씨 추출물이 다른 항산화제와 비교하였을 때 얼마나 효과적인지를 비교하기 

위한 실험으로 α-tocopherol (5 mM), Butylated hydroxyltoluene (BHT, 80 μM), 

녹차씨추출물 (10 ㎍), Catechin (cate, 330 μM)을 pUC19 plasmid DNA에 PQ 

(0.17 mM)를 처리하여 산화적 스트레스를 일으킨 다음 첨가하여 DNA의 손상복구 

정도 여부를 확인하였다. 그 결과 (Fig.10) 본 실험에서는 항산화제로 알려진 α

-tocopherol과 Catechin이 DNA의 회복에 전혀 효과가 나타나지 않았으며, 녹차씨 

추출물은 기존에 잘 알려진 합성항산화제인 BHT와 같은 항산화적 역할을 하는 것

을 확인할 수 있었다.
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Fig.8. 녹차씨 추출물이 산화적 스트레스에 의한 QC779의 생장률에 미치는 영향

(실험 5회 평균치)

GTS: 녹차씨추출물(Green tea seed)

PYC: pycnogenol

PQ: paraquat
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Fig.9. 녹차씨 추출물이 산화적 스트레스에 의한 GC4468의 생장률에 미치는 영향

(실험 5회 평균치)

GTS: 녹차씨추출물(Green tea seed)

PYC: pycnogenol

PQ: paraquat
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Fig.10. pUC19 plasmid에 처치한 녹차씨 추출물과 기존 항산화제와의 항산화 효과 

비교

PQ: Paraquat 

α-toc: α-tocopherol 

BHT: Butylated hydroxyltoluene 

GTS: 녹차씨추출물(Green tea seed) 

cate: Catechin 
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3.5. 3.5. 3.5. 3.5. HPLCHPLCHPLCHPLC에 에 에 에 의한 의한 의한 의한 녹차와 녹차와 녹차와 녹차와 녹차씨의 녹차씨의 녹차씨의 녹차씨의 성분분석성분분석성분분석성분분석

앞의 다양한 추출물의 항산화 효과를 실험 한 결과 가장 효과가 좋은 녹차씨 추

출물과 녹차를 가지고 HPLC를 통하여 성분을 비교탐색 해보았다.(Fig.11) 녹차 안

에는  Epigallocatechin, Catechin, Epicatechin, Epigallocatechin gallate, 

Gallocatechin gallate, Epicatechin gallate, Catechin gallate이 있었고, 녹차

씨 안에는 녹차에서는 발견되지 않은 Kaempfrol 성분 2가지가 10분 전후로 검출되

었다. Kaempferol은 중요한 플라보노이드 중의 하나로써, 지방과 DNA의 산화위험

을 막고 강한 항산화작용을 하는 물질로써 (Kanakis, et al., 2007, Lee, et al., 

2007) 녹차씨에 의한 DNA의 손상 회복과 Cell의 생존률 증가는 Kaempferol에 의한 

것으로 사료된다.
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(a)(a)(a)(a)

(b)(b)(b)(b)

Fig.11. HPLC를 통한 녹차(a)와 녹차씨(b)의 성분분석

(a): Epigallocatechin (EGC), Catechin (C), Epicatechin (EC), Epigallo- 

catechin gallate (EGCG), Gallocatechin gallate (GCG), Epicatechin 

gallate (ECG), Catechin gallate (CG)

(b): Keampferol (K1과 K2)
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ⅣⅣⅣⅣ. . . . 고    고    고    고    찰찰찰찰

프리라디칼과 노화와의 관계는 프리라디칼의 병리적 또는 생리적 역할이 광범위

하게 연구되고 활성산소종이 생체 내 여러 소기관인 소포체, 퍼옥시좀, 미토콘드

리아 내와 세포질에서 각종 산화기작을 통해 생성되는 과산화수소와 함께 DNA, 단

백질, 지질 등을 손상시킴으로 노화의 촉진에 밀접한 관계가 있으리라는 가정으로

부터 출발하고 있으며, 유기대사를 하는 세포는 산화적 스트레스를 통한 손상을 

피할 수 없기 때문에 노화이론 으로써의 프리라디칼 이론은 현재 설득력을 지니게 

되었다.

최근 노화 및 암, 염증, 동맥경화, 심장병, 치매 등 각종 질병과 프리라디칼 과

의 관련성이 대두되며 항산화제 (antioxidants)에 대한 연구가 활발하다 (Ames, 

et al., 1993). 프리라디칼들은 생체막에 존재하는 불포화 지방산을 산화시켜 막

의 유동성을 저해하고, 효소와 수용체의 활성을 손상시키며, 막 단백질에 손상을 

입혀 결국 세포의 불활성화를 일으키는 작용을 하며 (Dean, et al., 1993), DNA의 

당-인산 골격이나 염기부분을 직접 공격하여 여러 가지 산화적으로 변성된 

purines과 pyrimidines을 형성 시키는데, 이렇게 산회된 염기들은 DNA복제와 

repair하는 동안 DNA변이를 일으켜 세포손상을 줄 수 있다.

항산화제는 프리라디칼 및 반응성 산소화합물의 생성의 방지, 활성도 경감, 손

상된 조직의 복원 혹은 다른 항산화제의 기능을 향상시키는 물질을 총칭하는 의미

로 사용되며, 효소계 항산화제와 비효소계 항산화제로 나뉘는데 효소계 항산화제 

(SOD, catalase, glutathione system)는 미토콘드리아의 기질이나 각 조직에 존재

하여 free radical 및 반응성 산소화합물의 독성을 제거함으로써 신체 항상성을 

유지하는 역할을 하며 (Sen 과 Hanninen, 1994), 비효소계 항산화제 (비타민 E, 

C, B6, β-carotene, selenium, N-acetylcysteine) (Cemek, et al., 2006; 

Sampayo-Reyes 와 Zakharyan, 2006; Szeto, et al., 2006)는 항산화 효소와는 달

리 외부에서 섭취해야 하며, 항산화 효소와 함께 연쇄반응을 일으켜 그 효과를 증

대시키는 것으로 알려진다.

본 연구에서는 Paraquat를 처리하여 superoxide radical (O2˙)를 유도한 후에 



- 23 -

Paraquat에 의한 DNA와 세포의 손상의 항산화제 방어효과를 알아보기 위한 실험을 

수행하였다. 최근 키위, 꽃양배추, 브로콜리와 같은 십자화과 야채 또는 토마토, 

양파 및 도정하지 않은 곡류, 과일, 꽃, 나무, 홍삼, 해조류 등과 같은 인체 친화

적이면서 다기능적 효능을 가진 천연물질들이 산화적 스트레스로 인한 DNA 손상 

회복에 효과적이라는 보고 (Chen, et al., 2007; Kawashima, et al., 2007)가 이

어지면서 이 분야에 대한 연구가 활발히 진행되고 있다. 따라서 본 실험에서는 석

류씨, 느릅나무껍질, 포도씨, 녹차씨, 철쭉의 추출물을 만들어 실험에 사용하였

다. 그 결과 석류씨, 느릅나무껍질, 포도씨 추출물의 경우에는 prooxidant 효과를 

나타내었으며, 녹차씨 추출물의 경우에는 세포의 생존률과 생장률을 상승시키면

서, DNA 손상도 회복시켜 주는 것으로 보아 antioxidant 효과가 있는 것으로 사료

된다. 이에 녹차씨의 antioxidant 효과를 가지는 성분을 알아보기 위하여 녹차씨 

추출물을 HPLC를 통하여 분석해보았다. 그 결과 (Fig.11) 녹차씨의 성분에서 

Kaempferol 성분이 확인되었는데 이들 Kaempferol은 중요한 플라보노이드중의 하

나로써, 지방과 DNA의 산화위험을 막고 강한 항산화작용을 하며 (Kanakis, et 

al., 2007, Lee, et al., 2007), 혈액 안에서 혈소판을 만들고 LDL (low density 

lipoprotein)의 산화를 막아 동맥경화증을 예방하며 (Hirano, et al., 2007), 암

세포 형성을 억제하는 화학적 예방 작용제로서 활동하는 물질로 밝혀져있다

(Leung, et al., 2007). 또한 quercetin과 Kaemferol을 함께 적용하면 암세포들의 

증식을 줄이는 상승작용을 통하여 각각의 플라보노이드의 첨가 때보다 더 효과적

이라는 보고 (Kanashiro, et al., 2007) 도 있다. 따라서 녹차씨 추출물의 성분인 

Kaempferol은 강력한 항산화제 역할을 하고 있으며 paraquat에 의한 손상의 회복

의 치료제로서의 큰 가능성을 갖는다고 사료된다. 
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under Oxidative Stress

  본인이 저작한 위의 저작물에 대하여 다음과 같은 조건아래 조선대학교가 저작물을    

이용할 수 있도록 허락하고 동의합니다.

- 다         음 -

1. 저작물의 DB구축 및 인터넷을 포함한 정보통신망에의 공개를 위한 저작물의 복제,

  기억장치에의 저장, 전송 등을 허락함

2. 위의 목적을 위하여 필요한 범위 내에서의 편집ㆍ형식상의 변경을 허락함. 다만,

  저작물의 내용변경은 금지함.

3. 배포ㆍ전송된 저작물의 영리적 목적을 위한 복제, 저장, 전송 등은 금지함.

4. 저작물에 대한 이용기간은 5년으로 하고, 기간종료 3개월 이내에 별도의 의사 

표시가

  없을 경우에는 저작물의 이용기간을 계속 연장함.

5. 해당 저작물의 저작권을 타인에게 양도하거나 또는 출판을 허락을 하였을 경우에는

  1개월 이내에 대학에 이를 통보함.

6. 조선대학교는 저작물의 이용허락 이후 해당 저작물로 인하여 발생하는 타인에 의한

  권리 침해에 대하여 일체의 법적 책임을 지지 않음

7. 소속대학의 협정기관에 저작물의 제공 및 인터넷 등 정보통신망을 이용한 저작물의

   전송ㆍ출력을 허락함.
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