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ABSTRACT
Objectives:Thestudywasconductedtoevaluateantioxidative,anti-atheroscleroticandanti-hypertensiveeffectsof

naturalremedies.AlismaRhizome(AR)hasbeenusedforalongtimeinAsiainfolkremediesfortreatmentofhypertension
andstrokeandhasbeenusedinKoreantraditionalmedicineforthetreatmentofglycosuria,gonorrhea,hypercholesterolemia,
hypertension,andjaundiceanditsdiureticeffect.ThesepharmacologicaleffectsofARmightcomefromantioxidantproperties
ofphytochemicalsinthesematerials.

Methods:Inthisstudy,theantioxidantactivityofextractfromARwasstudiedwithinvitromethodsbymeasuringthe
antioxidantactivitybyTEAC,measuringthescavengingeffectsonreactiveoxygenspecies(ROS)[superoxideanion,hydroxyl
radical]andonreactivenitrogenspecies(RNS)[nitricoxideandperoxynitrite]aswellasmeasuringtheinhibitoryeffecton
Cu
2+
inducedhumanLDLoxidationandonACE.

Results:TheAR extractswerefoundtohaveapotentscavengingactivity,aswellasaninhibitoryeffectonLDL
oxidationandonACEagainstallofthereactivespeciestested,withthewaterextractshowingparticularlystrongantioxidant
activities.

Conculsions:TheARextractshaveantioxidative,anti-atheroscleroticandanti-hypertensiveeffectsinaninvitrosystem,
whichcanbeusedfordevelopingpharmaceuticaldrugsagainstoxidativestressandatherosclerosis.

Keywords:AlismaRhizome(AR),antioxidative,anti-atherosclerotic,anti-hypertensive

Ⅰ.서 론 생체는정상적인 생리상태에서 유리기(freeradical)

가 생성되며 이러한 유리기를 제거하는 항산화 방

어계(antioxidantdefensesystem)사이가 균형을

이루고 있다.그러나 여러 가지 산화적 스트레스의

증가는 체내에서 유리기의 과다 생성을 촉진하거나

항산화계의 활성을 감소시켜 세포에 상해를 주며,

혈관을 비롯한 여러 조직의 손상을 일으키므로 여

러 가지 만성퇴행성 질환의 원인으로 지적되고 있
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다1.Superoxideanion,hydrogenperoxide,hydroxyl

radical등과 같은 유리기를 제거시켜 생체를 보호

하는 항산화 효소로는 superoxidedismutase(SOD),

catalase,glutathioneperoxidase(GSH-Px),glutathione

reductase(GSH-Re)등이 있고 비효소적 항산화

계로 천연항산화제인 α-tocopherol,β-carotene,ascorbic

acid(AA),glutathione및 합성 항산화제인 probucol

이나N,N'-dephenylenediamine,t-Butyl-4-hydroxyanisole

(BHA),3,5-(t-Butyl)-4-hydroxytoluene(BHT)등

이 있으며,이러한 항산화 방어계는 조직을 산화적

스트레스로부터 보호한다2.그러나 노화가 됨에 따

라 항산화효소계의 활성산소에 대한 방어능력이 감

소되고,합성 항산화제는 변이원성 및 독성을 유발

하므로 천연 항산화제의 개발이 절실히 요구된다
3
.

동맥경화의 산화적 스트레스 및 염증과의 연관성

은 죽상동맥경화의 진행 과정에서 나타난다.죽상동

맥경화의 발병은 산화 LDL(Lowdensitylipoprotein;

저밀도 지질 단백질)이 혈액 중의 단핵구를 혈관

내막 안으로 유입시키면서 시작된다.유입된 단핵

구는 대식세포로 분화되어 산화 LDL을 탐식하고

활성화된 대식세포가 되어 거품세포를 형성하고

혈관 평활근세포에 축적되어 죽상동맥경화를 일으

키게 된다4.그러므로 동맥경화는 산화적 스트레스

에 의해 활성화된 대식세포가 중요한 역할을 담당

하는 만성적 염증 질환이라 할 수 있다.

한편,산화적 스트레스와 관련된 동맥경화에 의

해 유발되는 고혈압에 있어서 혈관의 수축 및 이

완은 주로 레닌-안지오텐신 시스템 (renin-angiotensin

system(RAS))에 의한 생리학적 기전으로 설명되

고 있는데,RAS를 조절하는 단계 중 가장 중요한

효소는 안지오텐신 전환 효소 (angiotensinconverting

enzyme(ACE))로서 안지오텐신 Ⅰ(AngⅠ)을 생

리활성이 있는 안지오텐신 Ⅱ (AngⅡ)로 전환 시

킨다
5
.AngⅡ는 AngⅡ-1형 (type1(AT1))수

용체와 결합하여 혈관수축과 알도스테론의 분비를

증가시키는 물질이며
6
,superoxideanion,hydrogen

peroxide,hydroxylradical,peroxynitrite과 같은 활

성 산소종 (ReactiveOxygenSpecies:ROS)및 활

성 질소종 (ReactiveNitrogenSpecies:RNS)의 생

성을 증가시켜 내피세포의 기능 이상 및 LDL산

화를 촉진하여 혈관의 염증반응을 유도한다
7
.이러

한 RAS기전 및 ROS관련 기전에 항산화제가 작

용하게 되면 AngⅡ와 AT1-수용체의 작용을 방해

하며 항산화효소계의 활성을 증가시킴으로써 세포

손상을 감소시키고 NO(NitricOxide;산화질소)

생성을 증가시켜 혈관확장을 통해 심근 경색 유도

동맥경화의 위험을 감소시키게 된다
8
.

택사(澤瀉,AlismaRhizoma,AR)는 학명이 Alisma

canaliculatum로서,택사과에 속한 다년생 沼澤植

物인 질경이 택사 Alismaplantago-aquaticavar.

orientale혹은 택사 A.canaliculatum의 塊莖을 건

조한 것으로,겨울에 입이 마른 다음 채취하여 鬚

根과 粗皮를 제거하고 건조한다.괴경에는 많은 종

류의 triterpenoid화합물을 함유하며,alisolA⋅B

⋅C및 alisolAmonoacetate,alisolBmonoacetate,

alisolC monoacetate,epi-alisolA,24-acetylA,

23-acetyl-alisolB,23-acetylC등은 포괄하고,아

울러 수지,단백질,다량의 전분을 함유한다9.택사에

관한 연구로는 메탄올 추출물의 항산화작용
10
,부탄

올 분획물과 셀레늄,비타민 E보충이 streptozotocin

유발 당뇨 흰쥐의 글리코겐 함량,지질대사 및 지

질과산화에 미치는 영향11,12,항균 및 항진균작용13

등이 보고되었다.

따라서,본 연구에서는 택사의 항산화효과,LDL

산화억제효과 및 ACE저해효과를 invitro에서 천

연 항산화제로 가장 많이 알려진 AA와 합성 항산

화제인 BHT와 비교하여 관찰하고 동맥경화 및 고

혈압 예방·치료제로서의 개발 가능성을 검토하였다.

Ⅱ.재료 및 방법

1.재 료

1)시 약

6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic
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acid(Trolox),Ethylenediaminetetraaceticacid(EDTA),

(-)-epigallocatechin gallate (EGCG),butylated

hydroxytoluene(BHT),dimethylsulfoxide(DMSO),

L-ascorbicacid,α-tocopherol,deoxyribose,hydrogen

peroxide (H2O2), nitrobluetetrazolium (NBT),

trichloroaceticacid(TCA),2-thiobarbituricacid(TBA),

hypoxanthine,xanthineoxidase,DL-penicillamine,

diethylenetriaminepentaaceticacid (DTPA),4,5-

diaminofluorescein(DAF-2),3-morpholinosydnonimine

hydrochloride(SIN-1),copper(II)sulfate(CuSO4),

ascorbicacid(AA),humanlow-densitylipoprotein

(LDL),sodiumnitroprusside와 gallicacid는 Sigma

ChemicalCo.(St.Louis,MO,USA)로부터 구입하

였다.Dihydrorhodamine123(DHR123)와 6-carboxy-

2',7'-dichlorofluorescein diacetate (DCFH-DA)는

MolecularProbes(Eugene,OR,USA)로부터 구입

하였고,peroxynitrite는 Cayman ChemicalCo.

(AnnArbor,MI,USA)로부터 Folin-Ciocalteu'sphenol

reagent,ferricchloride(FeCl3),ferrouschloride(FeCl2)

와 2,2'-azobis(2-amidinopropane)dihydrochloride

(AAPH)는 MerckKGaA (Darmstadt,Germany)

로부터 구입하였고 그 외 기타 시약들은 제1급 정

품을 사용하였다.

2)시료 및 시료의 제조

본 실험의 시료로 사용한 택사 (澤瀉,Alisma

Rhizome,AR)는 학명이 Alismacanaliculatum로서

생약인 AR은 2006년산 국산제품을 (주)옴니허브

에서 구입한 후 정선수치하여 사용하였다.

(1)택사 열수 추출물 (ARW)의 제조

시료 100g을 마쇄한 후 3Lroundflask에 넣고

2L의 물을 가한 다음 가열 맨틀에서 3시간 전탕

하였다.이를 1mm-pore-sizefilter(WhatmanNo.

2)로 여과한 후 불용성 물질들은 제거하였다.여과된

약액은 rotaryvaccumevaporator(BuchiLabortechnik,

Flawil,Switzerland)를 이용하여 감압농축 한 후

동결건조 하여 11.58g의 동결건조분말 시료를 얻

었다(수율:11.58%).

(2)택사 70% 에탄올 추출물 (ARE)의 제조

시료 100g에 2L의 70% 에탄올을 첨가하여 1

차 12시간,2차 6시간,3차 3시간 동안 실온에서 교

반 추출한 뒤 1mm-pore-sizefilter(WhatmanNo.2)

를 통해 여과하였다.이를 rotaryvaccumevaporator

(BuchiLabortechnik,Flawil,Switzerland)로 감압

농축한 뒤 동결건조하여 동결건조 분말 시료 13.0

g을 얻었다(수율:13%).

2.TEAC(TroloxEquivalentAntioxidantCapacity)

assay에 의한 항산화 효과의 측정

10μL의 AR추출물 희석용액 (1mg/mL)또는

Troloxstandard에 ABTS․+용액 1.0mL를 첨가하

여 1분 후 UV/Visiblespectrophotometer(Amersham

Bioscience,Buckinghamshire,UK)를 이용하여 734nm

에서 흡광도를 측정하였다.6분간 monitoring하였

고 1mM Trolox와 비교하여 흡광도의 저해율를

구한 뒤 이를 다시 Troloxstandardcurve에 대입

하여 TEAC값으로 나타내었다.

3.DPPH에 의한 유리기 소거 효과의 측정

DPPH (α,α'-diphenyl-β-picryl-hydrazyl)16mg

을 100mL의 에탄올에 녹인 후 100mL의 증류수

를 혼합하여 여과지로 여과한 후 이 여액 2.5mL

에 일정농도의 택사 추출물 0.5mL을 혼합한 후

528nm에서 microplatereader(MolecularDevices,

Sunnyvale,CA,USA)를 이용하여 흡광도를 측정

하여 IC50값으로 나타내었다.

4.Superoxideanion소거 효과의 측정

시험관에 일정 농도의 택사 추출물,30mM의

EDTA(pH7.4),50mM의 NaOH에 녹인 30mM

hypoxanthine및 1.42mM nitrobluetetrazolium

(NBT)을 각각 30μL,100μL,10μL,200μL첨가

하여 강하게 교반하였다.상온에서 3분간 반응시킨

혼합물에 0.5U/mLxanthineoxidase100μL를 첨

가한 후 50mM phosphatebuffer(pH7.4)를 이용
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하여 최종 부피를 3mL로 조정하였다.이를 다시 상

온에서 20분간 반응시킨 후 560nm에서 microplate

reader(MolecularDevices,Sunnyvale,CA,USA)

를 이용하여 흡광도를 측정하여 IC50값으로 나타

내었다.

5.DCFDAassay에 의한 hydroxylradical소거 효

과의 측정

택사 추출물의 ․OH의 제거능을 측정하기 위하

여 2́,7́-dichlorodihydofluoresceindiacetate(DCFDA)

측정방법을 사용하여 측정하였다.시료 10 μL,

menadione10μL,potassiumphosphatebuffer(pH

7.4)130μL를 넣어 ․OH를 생성시킨 후,125μM

DCFDA에 esterase를 넣어 바꾼 DCFDH를 50μL

첨가하여 60분간 생성된 형광의 변화를 측정하였

다.이 형광의 양을 excitationwavelength485nm

및 emissionwavelength530nm에서 fluorescence

microplatereader(MolecularDevices,Sunnyvale,

CA,USA)로 측정하여 IC50값으로 나타내었다.

6.NOradical소거 효과의 측정

택사 추출물의 NOradical소거 효과는 DAF-2

assay를 이용하여 측정하였다.1mg의 DAF-2를

550 μL의 DMSO에 용해시킨 후 이를 50mM

phosphatebuffer(pH7.4)로 1:400배로 희석하였

다.96wellplate에 일정농도의 택사 추출물과 NO

제공물질인 SIN-1과 DAF-2를 에 첨가하였으며,

DAF-2와 NO의 반응에 의해 방출되는 형광은 10

분 후 excitationwavelength485nm 및 emission

wavelength530nm에서 fluorescencemicroplate

reader(MolecularDevices,Sunnyvale,CA,USA)

를 이용하여 측정하여 IC50값으로 나타내었다.

7.Peroxynitrite소거 효과의 측정

96-wellmicroplate에 택사 추출물을 농도별로

취하고 90mM NaCl,5mM KCl및 100 μM

diethylenetriaminepentaaceticacid와 10μM DHR

123를 함유하는 sodiumphosphatebuffer(pH7.4)

를 가하였다.이에 10μM ONOO
-
를 첨가한 후

fluorescencemicroplatereader(MolecularDevices,

Sunnyvale,CA,USA)를 이용하여 excitation500

nm,emission536nm에서 형광강도를 측정하여

IC50값으로 나타내었다.ONOO
-
생성원으로는 시

판되는 peroxynitrite를 직접 사용하거나 SIN-1에

의해 생성되는 superoxideanion과 nitricoxide의

반응으로 발생하는 ONOO-의 제거 활성능을 검토

하였다.

8.RelativeElectrophoreticMobility(REM)Assay

의 측정

HumanLDL의 REM 측정을 위해 PBS(pH

7.4)에 녹인 LDL(120μg/mL)를 일정 농도의 택

사 추출물,10μM CuSO4와 혼합하여 37℃에서 12

시간동안 배양 한 후,3μg의 LDL을 0.7% agarose

gel에 loading하여 TAEbuffer(40mM Tris,40mM

aceticacid,and1mM EDTA)에서 85V로 1시간

동안 전기 영동하였다.Gel은 건조하여 Coomassie

brilliantblueR-250로 염색하였고,샘플의 inhibition

ratio(%)는 다음 식에 의해 계산하였다.

% Inhibition=

migrationdistanceofoxLDL
-migrationdistanceofsLDL

×100
migrationdistanceofoxLDL
-migrationdistanceofnLDL

oxLDL:oxidizedLDL,sLDL:sampleLDL,n

LDL:nativeLDL

9.HumanLDL산화 억제효과의 측정

택사 추출물의 humanLDL산화 억제효과 측정

을 위해 humanLDL0.5mL(120μg/mL)에 10

mM PBS buffer(pH 7.4)를 1.5mL,0.1mM

CuSO440μL및 용매 또는 시료 40μL를 첨가하

여 37℃에서 30분간 배양하였다.여기에 20% TCA

를 1.5mL,0.05M NaOH에 녹인 0.67% TBA를

1.5mL첨가하였다.반응 혼합액을 90℃,45분간

waterbath에서 배양하고 차갑게 냉각한 후 2,000×g에
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서 원심분리 하였다.상등액을 취하여 기포를 제거

한 후 532nm에서 microplatereader(Molecular

Devices,Sunnyvale,CA,USA)를 이용하여 흡광도를

측정하여 저해율을 구한 후 IC50값으로 환산하였다.

10.ACE저해효과의 측정

택사 추출물의 ACE저해효과 측정을 위해 기질

(Hippuryl-His-Leu)과 효소를 ACEbuffer(0.1M

sodium boratebuffercontaining300mM NaCl,

pH8.3)에 각각 최종 농도가 25mM,40mU가 되

도록 녹인 후 모든 시험관에 200μL의 buffer와

100μL의 기질을 첨가하였다.대조군을 제외한 시

험관에 100μL의 택사 추출물을 넣고 대조군 시험

관에는 100μL의 buffer를 넣어 vortex한 후 37℃로

배양시켰다.Blank시험관을 제외하고 모든 시험관

에 일정간격을 두고 효소를 100 μL씩 첨가하고

vortex한 후 37℃로 30분간 배양하고 반응 정지를

위해 1.0NHCl을 500μL첨가하였다.이때 blank

시험관은 마지막으로 HCl을 넣고 바로 효소 100μL

를 첨가하였다.모든 시료에 3mL의 ethylacetate

를 첨가하여 vortex한 후 hippurylacid추출을 위

해 10분간 방치하고 새로운 시험관에 상층의 ethyl

acetate를 2.5mL씩 넣었다.이 ethylacetate층을

100℃ Dryoven에서 4시간 동안 건조시키고 건조

된 시료에 각각 3mL의 물을 첨가한 후 228nm에서

microplatereader(MolecularDevices,Sunnyvale,

CA,USA)를 이용하여 흡광도를 측정하였다.

효소 활성 저해율의 계산은 다음과 같이 행하였다.

Inhibition(%)=
(Acontrol-Ablank)
-(Asample-Ablank) ×100
(Acontrol-Ablank)

11.통계처리

통계 분석은 SPSS(version14.0forWindows,

SPSSInc.)program을 이용하여 각 군의 평균과

표준편차를 산출하고 군 간의 차이 유무를 one-way

ANOVA로 분석한 뒤 p<0.05에서 유의한 차이가

있는 경우 Tukeytest를 이용하여 검정하였다.

Ⅲ.결 과

1.TEACassay에 의한 항산화 효과

택사를 열수 및 70% 에탄올로 추출하여 이들의

항산화 효과를 TEAC법으로 측정한 결과는 Table

1과 같다.70% 에탄올 추출물 (0.011)에 비해 열

수 추출물 (0.024)에서 항산화효과가 약 2.2배 높게

나타났다(Table1).

ARExtracts
(1mg/mL)

Positive
control

(1mg/mL)

W
a

E Trolox

TEAC
(mM Trolox
equivalent)

0.024
±0.001

b
0.011
±0.002

1

a
W,waterextract;E,70% ethanolextract.
b
Eachvaluerepresentsthemean±SE oftriplicate
measurements.

Table1.AntioxidantActivitiesoftheExtractsof
ARasDeterminedbytheABTS·+ Assay

2.DPPH에 의한 유리기 소거 효과

DPPH를 이용하여 택사의 열수 및 70% 에탄올

추출물들의 유리기 소거효과를 측정한 결과는

Table2와 같다.열수 및 70% 에탄올 추출물의 유

리기 소거효과는 IC50값이 각각 1,937.01μg/mL

및 1,975.04μg/mL으로 나타났으나,대조군으로 사

용된 천연 항산화제인 AA (IC50=162.80μg/mL)

및 합성 항산화제인 BHT(IC50=191.15μg/mL)보

다는 현저히 낮았다(Table2).

3.ROS(superoxideanion및 hydroxylradical)소

거 효과

택사 열수 및 70% 에탄올 추출물의 superoxide

anion활성을 측정한 결과 Table2에 나타난 바와

같이 IC50값이 각각 29.09,50.77mg/mL로 AA
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(IC50=1.22mg/mL)보다는 낮게 나타났으나 BHT

(NA)보다는 높았다(Table2).Hydroxylradical

소거 효과를 측정한 결과 IC50값이 각각 2,205.27,

3,328.35μg/mL로 나타나 강력한 항산화제로 알려

져 있는 AA(IC50=59.79μg/mL)보다는 낮았으나

BHT(NA)보다는 높았다(Table2).

4.RNS(NOradical및 peroxynitrite)소거 효과

택사 추출물의 발암성 nitrosamine의 직접적인

생성 인자인 nitricoxide소거 활성을 측정한 결과

는 Table2와 같다.열수 추출물 (IC50=5.17 μ

g/mL)및 70% 에탄올 추출물 (IC50=9.54μg/mL)

에서 비교적 높은 NOradical소거 활성을 나타낸

반면,대조군으로 이용된 AA(IC50=59.79μg/mL)

및 BHT(NA)는 택사에 비해 현저히 낮은 소거 효

과를 보였다(Table2).또 다른 RNS중 하나인

peroxynitrite소거 효과를 측정한 결과,70% 에탄

올 추출물 (IC50=1.24μg/mL)의 peroxynitrite소

거 효과가 열수 추출물 (IC50=2.65μg/mL)의 소거

효과에 비해 더 높은 것으로 나타났으며 열수 추

출물의 경우 대조군으로 사용된 AA(IC50=2.54μ

g/mL)보다 높은 소거 효과를 보여,택사가 효과

적인 peroxynitrite소거제로 작용함을 알 수 있었

다(Table2).

ARExtracts Positivecontrol

W
a

E AA BHT

DPPHradical
scavengingactivities
(IC50=μg/mL)

1,937.01±23.34
b
1,975.04±25.87 162.80±9.64 191.15±10.12

Superoxideanion
scavengingactivities
(IC50=mg/mL)

29.09±2.45
b

50.77±4.12 1.22±0.02 NA
c

Hydroxylradical
scavengingactivities
(IC50=μg/mL)

2,205.27±25.69
b
3,328.35±45.04 59.79±2.96 NA

c

Nitricoxideradical
scavengingactivities
(IC50=μg/mL)

5.17±0.35
b

9.54±0.83 59.79±2.96 NA
c

Peroxynitrite
scavengingactivities
(IC50=μg/mL)

1.24±0.26
b

2.65±0.51 2.54±0.04 572.41±28.90

aW,waterextract;E,70% ethanolextract;AA,ascorbicacid.
bEachvaluerepresentstheIC50,mean±SEoftriplicatemeasurements.
cNAisnotactive.

Table2.DPPHRadical,ROS(Superoxideanion,Hydroxylradical)andRNS(Nitric
OxideRadical,Peroxynitrite)ScavengingActivitiesofExtractsfromAR

5.RelativeElectrophoreticMobility(REM)Assay

Fig.1은 Cu2+에 의해 유도되는 LDL과산화의

REM에 대한 택사의 효과를 보여주고 있다.Native

LDL의 REM을 1이라고 가정했을 때,Cu2+ 첨가

에 의해 REM이 3.57까지 증가하였고,택사 열수

추출물 1μg/mL첨가에 의해 1.42까지 감소되었다

(Fig.1).
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(A)

1 2 3 4 5 6

(B)

Fig.1.TheRelativeElectrophoreticMobility(REM)ofHumanLDLIncubatedwithCu2+ andwithor
withoutExtractsofAR.

LDL(120μg/mL)wasoxidizedwith10μM CuSO4at37℃ inthepresenceofARextractsfor12h.(A)
Lane1:nativeLDL;Lane2:LDLandCu

2+
Lane3,4:LDLandCu

2+
and1,10μgofW;Lanes5,6:LDL

andCu
2+
and1,10μgofE(B)Protectionrate(%),Eachvaluerepresentsthemean±SEoftriplicate

measurements.

6.HumanLDL산화 억제효과

CuSO4 유도-LDL산화 억제효과에 대한 택사

추출물의 효과를 검토한 결과 Table3에 나타난 바

와 같이 택사 열수 및 70% 에탄올 추출물은 IC50

값이 각각 98.34μg/mL,121.62μg/mL로 대조군으

로 사용된 AA (IC50=21.09 μg/mL) 및 BHT

(IC50=26.31μg/mL)보다는 낮았으나,비교적 높은

효과를 나타내었다(Table3).

ARExtracts
Positive
control

Wa E AA BHT

InhibitoryeffectonCu
2+

-inducedLDLoxidation
(IC50=μg/mL)

98.34
±8.63

b
121.62
±9.85

21.09
±0.62

26.31
±0.22

a
W,waterextract; E,70% ethanolextract; AA,
ascorbicacid.
b
Each value represents the IC50,mean ± SE of
triplicatemeasurements.

Table3.InhibitoryEffectonCu2+-inducedLDL
OxidationoftheExtractofAR.

7.ACE저해효과

본 연구에서 택사 열수 및 에탄올 추출물의
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ACE저해활성을 분석한 결과는 Table4과 같다.

70% 에탄올 추출물 보다는 열수 추출물에서 ACE

저해활성이 높게 나타났고 특히,택사 열수 추출물

(100μg/mL)에서 68.34%의 우수한 저해효과를 보

여 대조군으로 사용된 ACE저해제로 시판되고 있

는 에날라프릴의 87.47%보다는 낮았지만 우수한

ACE저해효과를 나타냄을 알 수 있었다(Table4).

ARExtracts
(100μg/mL)

Positive
control

(100μg/mL)

W E Enalapril

Inhibitoryeffects
onACE

(% inhibition)

68.34
±2.52

b
51.75
±1.28

87.47±0.39

a
W,waterextract;E,70% ethanolextract.
b
Each value represents mean ± SE oftriplicate
measurements.

Table4.InhibitoryEffectonACEoftheExtract
ofAR

Ⅳ.고 찰

항산화제는 세포막에서 다가 불포화 지방산을

공격하여 지질 과산화를 일으키는 ROS나 RNS를

소거하는데 이들이 생체 내에서 정상적으로 소거

되지 않았을 때 산화적 스트레스가 여러 조직에서

세포막의 변화,효소활성의 감소,DNA손상과 돌

연변이 생성에 영향을 주게 되며 암,아테롬성경화

증,염증반응,관절염,알츠하이머병,백내장,당뇨

병,천식,허혈 등의 만성 퇴행성 질환을 유발하게

된다
1
.이러한 산화적 손상(oxidativedamage)은 효

소적 항산화계 및 비효소적 항산화계를 포함하는

내인성 항산화 방어계에 의해 억제되어질 수 있다
2
.항산화 방어계는 ROS와 RNS를 감소시킬 뿐만

아니라 세포 내 redox state를 조절하고 redox

signaltransduction을 가능하게 하지만,이러한 방

어계는 완벽하지는 않다
14
.항산화제는 LDL의 산

화적 변형을 억제하므로 항산화 영양소가 Ox-LDL

의 형성을 저해한다면 동맥경화를 비롯한 심혈관

계질환의 예방 및 치료에 유용할 것이다.또한,최

근 건강에 대한 관심이 높아지면서 천연물의 약리

기능성 물질 탐색에 관한 연구가 활발히 진행되고

있다.특히 허브를 포함한 다양한 유용식물을 이용

하여 전 세계적으로 식물자원에서 항암,항알러지,

항비만,항산화 및 항균 등에 효과가 있는 기능성

물질을 다량 함유하는 자원을 선발하여 이들 유용

한 물질들을 약으로,식품첨가제로 또는 화장품의

원료로 개발하려는 연구가 다양한 각도에서 진행

되고 있다15.

TEAC법은 Miller등
16
이 1993년에 개발한 방법

으로서 항산화 효과 측정에 현재 가장 광범위하게

사용되는 방법으로 2,2-azinobis(3-ethylbenzo-thiazoline

6-sulfonate)의 양이온 라디칼(ABTS·+)을 소거하

는 항산화제의 능력을 평가하는 것에 기초하고 있

다.이 방법은 최대 734nm 파장에서 측정함으로

써 식물에서 나타날 수 있는 색간섭을 최소화 할

수 있으며 ABTS·+가 물과 유기용매 둘 다에 용해

되므로 친수성/소수성 시료 모두에 적용할 수 있

는 장점을 가지고 있다.또한 재연성이 뛰어나고

다양한 항산화제에 대해 유의적인 차이를 나타낼

만큼 민감도가 높은 것으로 알려져 있다.Rivero

등
17
은 14종의 와인에 대한 TEAC값을 측정한 결

과 와인의 종류에 따라 0.064～0.346으로 나타나 샘

플에 따라 항산화능이 상당한 차이를 보이는 것으

로 보고하였고 본 실험에서 택사도 추출 용매에

따라 항산화능이 달라지는 경향을 보였다.

유리기는 산화에 의해 형성된 화학적 물질로서

항산화제는 이러한 유리기를 소거하는 능력을 가

지고 있다.DPPH는 513nm에서 흡광도를 보이는

보라색의 화합물로 항산화 활성의 측정에 사용된

다18.Yen등19은 BHA농도 증가에 따른 유리기 소

거 활성을 측정한 결과 200～1600μg/mL까지 농도

가 증가함에 따라 88.4～93.6%를 억제한 것으로 보

고한 바 있다.

Superoxideanion은 hydrogenperoxide의 전구물
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질이며,특히 Fenton계 반응을 통하면 보다 강한

활성을 지닌 hydroxylradical의 생성을 유발시킨

다.최근 혈관세포를 이용한 연구들에서superoxide

anion은 주로 생체 내에서 NAD(P)H oxidase와

xanthineoxidase의 반응에 의해 생성되며,이는 동

맥경화의 초기단계에서 결정적인 역할을 하는 것

으로 밝혀졌다20.본 실험에서는 택사 열수 및 70%

에탄올 추출물의 superoxideanion소거 효과를 측

정하기 위해 NBT 환원법을 이용하였는데 이는

xanthine oxidase를 hypoxanthine과 반응시켜서

superoxideanion을 생성시키며,생성된 superoxide

anion은 hypoxanthine을 uricacid로,NBT를 환원

형 diformazan으로 변환시킨다21.또한 hydroxyl

radical은 가장 반응성 있는 유리기로 근접한

biomolecule에 치명적인 손상을 입힌다.따라서,천

연물에 존재하는 hydroxylradical소거제를 검색하

는 것은 여러 다양한 질환을 예방하는 차원에서

중요한 의미가 있다.Hydroxylradical소거효과를

측정하기 위한 DCFDAassay는 Dye의 산화로부

터 생성되는 형광을 측정함으로써 microsome과

esterDCFDA와의 상호반응성을 측정하는 방법으

로 microsome의 산소 라디칼 생성을 자극하는

ferritin의 활성을 평가하기 위한 빠르고,보다 더

민감한 시스템이다
22
.Superoxideanion과 Hydroxyl

radical은 대표적 ROS로 본 실험에서 택사의 열수

및 70% 에탄올 추출물에서 ROS소거능이 AA보

다는 효과가 미미하지만,BHT보다는 탁월한 효과

를 나타내었다.

질소산화물은 또 다른 종류의 활성종으로서 세

포독성이 강하나 세포간 혹은 세포내 신호전달에

중요한 역할을 하며 생체 내에서 내피 의존성 확

장 인자 (Endothelium DerivedRelaxingFactor:

EDRF)로서 면역반응에 관계하고 세포 항상성을

유지하는데 특히 기억력과 관련 있는 퇴행성 신경

전달물질로서의 가능성 때문에 현재 뜨거운 관심

을 받고 있다.질소산화물은 여러 조직에서 nitric

oxidesynthase(NOS)에 의해 L-arginine으로부터

합성되는데 NOS는 세 가지의 isoform을 가지고 있

으며 typeⅠ (neuronalnitricoxidesynthase,nNOS),

typeⅡ (induciblenitricoxidesynthase,iNOS)및

typeⅢ (endotheliumnitricoxide,ecNOS)로 구분

된다.특히 대식세포가 활성화되면서 생성되는 NO

는 주위 조직에 세포독성을 나타내는 것으로 유명

하다.NO는 반감기는 6-10초로 대단히 짧아 실질

적으로 직접 검출하여 연구하는데 어려움이 많으

므로 대부분의 NO연구는 NOS발현 유무나 NO

의 안정화된 부산물인 nitrite,nitrate를 측정하여

간접적으로 이루어지고 있다23.생체 내 혈관내피세

포에서는 superoxideanion과 nitricoxide가 생성될

수 있으며 이들의 상호반응에 의하여 혈관세포벽

내에서 peroxynitrite가 생성되는데 이러한 일련의

반응과정에서 LDL의 산화적 변형과 혈관내피세포

의 산화적 손상이 야기될 수 있다고 알려져 있다
24
.

Peroxynitrite는 그 반응성이 superoxideanion과

hydrogenperoxide보다 강력하지만 생체 내 방어

기구는 아직 알려진 바가 없다.본 실험은 nitric

oxide와 peroxynitrite소거능 실험으로 택사 추출물

이 RNS의 생성을 효과적으로 방지 할 수 있는지

를 살펴본 결과 택사의 열수 및 70% 에탄올 추출

물에서 BHT에 비해 탁월한 효과를 나타냈으며,

AA와 비교해서도 좋은 효과를 나타내었다.

혈액 중의 LDL은 cholesterylester의 운반체로

서 그 조성은 3-5%의 triacylglyceride,40-44%의

cholestrylester,20-24%의 phospholipid,9-10%의

cholesterol및 20-26%의 apolipoprotein으로 구성되

어 있다.최근에 와서 거품 세포의 생성원인으로

지방반 중 산화 LDL이 지목되고 있는데,LDL이 금

속이온,macrophage등에 의해 산화되면 cholesteryl

ester가 증가하여 높은 세포 독성이 있는 유해산소,

유리기 및 과산화물이 생성됨으로써 이들이 세포

조직에 확산되어 독성을 나타내는 것으로 알려져

있다.산화된 LDL은 생리활성 물질을 분해하고 내

피세포에 염증을 일으켜 혈전 및 칼슘 침착으로

결국에는 동맥경화를 유발하게 된다25.Ryu26는 플
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라보노이드에 의한 LDL산화 억제효과를 측정한

결과 농도 의존적으로 malondialdehyde(MDA)의

생성을 억제하여 생체 내에서 산화적 스트레스에

의해 유발되는 손상과 그로 인한 질병유발을 예방

하는데 좋은 소재가 될 수 있음을 시사한 바 있다.

REM assay와 humanLDL산화 억제 효과를 살

펴본 결과 택사의 강력한 항산화활성이 산화 LDL

내의 지질 과산화물의 축적에 의해 일어나는 각종

연쇄반응을 억제함으로써 세포의존성 동맥경화의

초기단계를 예방할 수 있는 기능성 물질로 이용될

수 있음을 시사한다.

한편,ROS및 RNS는 동맥경화와 관련된 고혈

압을 유발하는 RAS기전에도 관여하는데 RAS는

주로 신장에 분포하여 신기능을 조절하는 등 혈관

의 수축 및 이완에 있어서 매우 중요한 역할을 할

뿐만 아니라 최근에는 심장,간,허파 등 다양한 조

직에도 분포하는 것으로 알려져 그 중요성이 대두

되고 있다
5
.RAS를 조절하는 단계 중 가장 중요한

효소인 ACE는 AngⅠ을 생리활성이 있는 AngⅡ

로 전환 시킨다
6
.AngⅡ는 NADH/NADPH 산화

효소의 작용을 통해 내피세포 내 산화적 스트레스

를 야기하며 이 효소의 자극은 혈관 superoxide

anion의 생성을 유도하여 혈관평활근 세포의 비대

및 사멸과 같은 내피세포의 기능 이상을 초래함으

로써 NO의 생체 이용률을 감소시킨다.또한,ACE

는 칼리크레인/키닌 계(kallikrein/kininsystem)에

도 작용하여 혈관 이완물질인 브라디키닌(bradykinin)

의 C-말단을 분해하여 혈관이완을 억제시킨다
6,7
.

ACE저해제는 AngⅡ의 생성과 브라디키닌의 분

해를 억제시켜 혈관의 수축과 이완을 조절할 목적

으로 개발되었다.현재는 에날라프릴,캡토프릴,조

페노프릴,리시노프릴 및 테르노카프릴 등이 개발

되어 상업적으로 이용되고 있으며 고혈압,울혈성

심부전,심근경색,당뇨성 신염 및 신부전 등의 치

료제로 널리 사용되고 있다27.그러나 이러한 약제

들은 미각이상,백혈구 감소,혈관부종,간기능 이

상 및 마른기침 등의 부작용이 많아 천연물질로부

터 ACE 저해제를 개발하기 위해 많은 연구들이

활발하게 진행되고 있다.Kwon등
28
은 국내에 자

생하는 14종 19가지 시료를 메탄올로 추출한 후 계

통 분획하여 70종의 ACE저해효과를 측정하였는

데 400μg/mL농도에서 ACE활성을 50% 이상 저

해하는 추출물은 16종 이었으며 대부분의 IC50은

300～400μg/mL근처의 값을 보였다고 보고한 바 있

다.외국에서는 1960년대 말 독사 (Bothropsjararaca)

의 독에서 ACE저해제가 발견되었고,우유,대두,

옥수수,정어리,참치 등의 단백질 가수분해물,돼

지 혈장에서 분리된 펩티드류,감귤 및 과실류의

플라보노이드 배당체류,차성분의 카테킨류,탄닌

등의 식품에서도 ACE저해 작용이 발견되었다.또

한,한약을 비롯한 천연물을 이용하여 신-혈관성 심

근 경색을 치료하기 위한 연구가 시도되었는데

Al-Qattan등
29
은 마늘 추출물이 2K1C백서에 대해

ACE저해효과가 탁월함을 밝힌 바 있고,Inokuchi

등
30
도 빈랑 추출물이 ACE저해효과를 나타내었음

을 보고한 바 있다.또한,국내에서 사용하는 한약

재 중 송엽 및 익모초 추출물,부자 등이 RAS의

존적인 신-혈관성 심근 경색에 대해 효과적임이

보고되었다.이러한 결과들로부터 심근 경색 치료

제로 이용되고 있는 약재들 중 상당수 약재들이

ACE를 저해함으로써 혈관의 수축 및 이완에 영향

을 미쳐 심근경색 유도 동맥경화를 억제할 것으로

사료된다.따라서,본 실험에 사용되어진 AR열수

및 에탄올 추출물 모두 ACE저해활성이 높게 나

타났으므로 이를 계통 분획하여 활성이 있는 성분

들을 분리,정제하는 것은 추후 의미가 있는 연구

가 될 것으로 사료된다.

Ⅴ.결 론

利水滲濕藥로 사용되는 택사를 열수 및 70% 에

탄올로 추출하여 invitro상에서의 항산화 효과를

TEAC법에 의한 항산화효과,DPPH를 이용한 유

리기 소거효과,ROS소거효과 및 RNS 소거효과
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에 의해 알아본 결과,70% 에탄올 추출물에 비해

열수 추출물에서 항산화효과가 높게 나타났으며,

ROS소거 보다는 RNS소거에 효과적으로 작용하

였다.또한,humanLDL에 대한 택사 추출물의 산

화 억제효과를 검토한 결과,대조군으로 사용된

AA및 BHT보다는 낮았지만 택사 열수 및 70%

에탄올 추출물도 비교적 높은 효과를 나타내어 택

사의 우수한 항산화활성이 산화 LDL내의 지질

과산화물의 축적에 의해 일어나는 각종 연쇄반응

을 억제함으로써 세포의존성 동맥경화의 초기단계

를 예방할 수 있는 기능성 물질로 이용될 수 있음

을 시사하였다.한편,ACE저해활성을 분석한 결

과,택사 열수 추출물 (100μg/mL)에서 60% 이상

의 탁월한 저해효과를 보여 대조군으로 사용된

ACE 저해제로 시판되고 있는 에날라프릴보다는

낮지만 비교적 높은 값을 나타냄을 알 수 있었다.

이상의 실험결과로부터 본 실험에 사용된 택사는

새로운 항산화․항동맥경화 기능성 소재로의 개발

가능성이 매우 높을 것으로 기대된다.
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