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생쥐에 있어서 꾸지뽕 당단백질의 간보호 효과
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Protective Effect of Glycoprotein Isolated from Cudrania tricuspidata on 
Liver in CCl

4
-treated A/J Mice
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Abstract This study aimed to determine whether or not glycoprotein isolated from Cudrania tricuspidata Bureau fruit(CTB
glycoprotein) exerts a hepatoprotective effect on liver injury induced by the administration of carbon tetrachloride(CCl

4
,

1.0mL/kg) to A/J mice. Following the administration of CTB glycoprotein(0-20mg/kg), the activities of antioxidant enzymes
(superoxide dismutase(SOD), catalase(CAT), and glutathione peroxidase(GPx)), and the quantities of measured thiobarbituric
acid reactive substances(TBARS), lactate dehydrogenase(LDH), and nitric oxide(NO) were evaluated from the murine liver
tissues and plasma. Additionally, the activity of nuclear factor-kappa B(NF-κB) was assessed after pretreatment with CCl

4
.

When the mice were treated with CCl
4
 alone, the activities of antioxidative enzymes reduced but amounts of TBARS,

LDH, and NO increased. However, the results of treatment with CTB glycoprotein(10 and 20 mg/kg) revealed significantly
increased activities of antioxidant enzymes(SOD, CAT, and GPx), as compared with CCl

4
 alone. On the other hand, the

result showed significant diminutions of the quantities of TBARS, LDH, and NO after treatment with CTB glycoprotein(10
and 20 mg/kg), as compared to CCl

4
 alone. The activity of NF-κB also declined after pretreatment with CTB glycoprotein, as

compared with CCl
4
 treatment alone. Thus, it is suggested that the CTB glycoprotein exerts a protective effect against CCl

4
-

induced liver injury in A/J mice.

Key words: Cudrania tricuspidata Bureau(CTB) glycoprotein, antioxidant enzyme, lactate dehydrogenase, nitric oxide, nuclear
factor-kappa B

서 론

비정상적인 대사과정이나 물리, 화학적인 외부적 자극에 의한

reactive oxygen species(ROS, 활성산소)의 발생은 노화 및 암화를

촉진하고 신경장애, 지질대사장애 등의 각종 질병을 유발하는 것

으로 알려져 있다(1). 하지만, 생명체 내에는 항산화에 관련된

superoxide dismutase(SOD), glutathione peroxidase(GPx), catalase

(CAT) 등을 포함하는 해독 효소 및 비효적인 항산화작용에 관련

된 비타민C, glytathione, α-tocopherol 등을 포함하는 해독 물질들

이 존재하기 때문에, 일반적으로 대사과정에서 발생되는 ROS를

억제함으로써 생체는 외부적인 어떤 요인에 개입하지 않을 경우

산화-환원의 균형을 유지하고 있다. 최근 들어서 급격한 환경오

염, 불규칙한 식사, 스트레스, 피로 및 식습관의 서구화로 인한

영양섭취의 불균형으로 면역력이 저하되고 있고, 특히 약물과 이

물질의 대사과정을 통해 생성되는 독성물질로부터 신체를 보호

하는 간의 기능이 손상되어 만성간염, 간경변 및 간암 등이 현대

인들에게 큰 위협이 되고 있다. 간세포를 비롯한 생체 내 조직

손상원인의 주 요인인 유리기(free radicals: O
.2-, H

2
O

2, 
OH

.
)에 의

한 지질과산화 생성으로 단백질 파괴, 염색체 이상 및 적혈구 파

괴 등의 세포기능저하와 세포괴사를 일으킨다(2). 또한, 산화작용

은 생체에서도 끊임없이 일어나는데 호흡에 산소를 이용하는 유

기체로서 산소에 의한 산화적 스트레스에 대한 노출은 불가피하

다(3). 산업화와 더불어 증가되는 각종 환경오염 물질, 흡연, 알

코올, 방사선 등은 과도한 반응성이 높은 활성 산소종을 발생하는

원인이 되며, superoxide dismutase, catalase, glutathione peroxidase,

glutathion reductase 등과 같은 인체 내에 존재하는 항산화제의 역

할만으로는 방어체계가 초과되어 산화적 스트레스에 의한 세포

막과 단백질 분해, DNA 합성 억제 등의 손상이 유발된다(3,4).

생체내외에서의 산화를 방지하기 위하여 수많은 항산화 물질들

이 개발 이용되어 왔는데 합성 항산화제의 간 비대, 간장 중

microsomal enzyme 활성증가, 체내 흡수물질의 독성화 혹은 발암

가능성(5) 등의 문제점이 야기되면서 천연물질로부터 항산화 물

질을 찾고자 하는 연구가 활발히 진행되고 있으며, 최근 연구대

상이 되고 있다(6-8). 이와 같은 원인으로 인하여, 최근 20여 년

간 고지혈증, 순환기계 질환, 지방간, 비만 및 당뇨 등 서구화된

식생활에 의한 질환의 발병률 및 사망률이 꾸준히 증가하고 있

는 가운데, 다양한 급, 만성 질환의 치료를 위한 대체 보완 요법

이 관심의 대상이 되고 있다(9). 이들 세포독성을 일으키는 유리

기 생성의 화학적 물질로는 사염화탄소(CCl4), 클로르포름, 에탄
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올, 브로모벤젠 등이 보고되고 있으며, 특히 화합물의 합성이나

혼합물의 분리를 위해 용매로 사용 되고 있는 CCl4는 생체 세포

에 복합 다기능 산화 자극에 의하여 tricholoromethyl radical(
.
CCl

3
)

을 만들고 이는 O
2
와 결합하여 trichloromethyl peroxy radical

(
.
OOCCl3)을 생성하며 이들은 세포막의 인지질인 polyenoic fatty

acid의 methyl carbon을 공격하여 지질과산화를 야기하여 간세포

괴사를 일으킨다고 보고된다(10). 사염화 탄소(carbon tetrachloride-

CCl
4
)는 복합적으로 간독성(hepatotoxic)을 유발하여, 간독성 억제

와 보호 작용에 관하여 약물연구 모델로써 폭넓게 연구되어 왔

다. 그 이유는 CCl4의 간독성 작용에 관한 기전은 명확히 규명되

어 있지 않지만 알킬기를 지닌 간독성 물질로 규정하는 화학적

세포 파괴설이 대체로 인정되고 있다(11). 특히, 사염화탄소의 간

독성 작용은 높은 반응성을 가진 자유잔기(free radical)인 트리클

로로메틸 자유잔기(trichloromethyl free radical, 
.
CCl3)에 대한 p450

효소계에 의한 환원탈할로겐화(reductive dehalogenation)의 결과로

발생하며 빠르게 산소분자와 결합하여 트리클로로메틸 퍼옥시 자

유잔기(trichloromethyl peroxy free radical, 
.
Cl3COO)가 형성되어

불포화된 지방산으로부터 수소 원자가 제거되면 탄소중앙지질잔

기(carbon centered lipid radical)가 생성된다. 이러한 지질잔기(lipid

radical)는 빠르게 산소분자와 결합하여 지질 퍼옥시잔기(lipid

peroxyl radical)를 형성하면서 지질 퍼옥시화(lipid peroxidation) 과

정을 시작한다(11). 이러한 기작으로써 사염화탄소는 lipid perox-

idation chain reaction 및 미토콘드리아나 DNA, 세포막과 같은 세

포구조물에 영향을 미쳐 세포를 손상시킨다고 보고된다(12). 특

히, CCl4에 의한 염증반응으로부터 발생된 활성산소종은 세포막

의 지질 과산화를 유도하는 것 외에도 간세포, 쿠퍼세포(Kupffer

cell), 지방조직에서의 Tumor necrosis factor α(TNF-α) 분비를 촉

진시킨다. TNF-α는 단순 지방간에서 지방간염으로 진행하는데

가장 중요한 역할을 하는 싸이토카인으로 추측된다(13). TNF-α

는 세포내 신호 전달을 수행하는 핵전사 인자인 nuclear factor-

kappa B(NF-κB)의 발현을 증가시켜 염증 유발 관련 경로를 활성

화시키고, interleukin-1(IL-1), IL-6,  transforming growth factor β

(TGF-β)등 염증성 싸이토카인이 증가하게 된다. 이는 콜라겐을

분비하여 간의 섬유 화를 유발하는 간의 성상세포(stellate cell)를

활성화시키고 성상세포에 의해 콜라겐 합성 증가, 섬유화 촉진,

mallory hyaine 형성이 촉진된다. NF-κ의 발현이 증가되면 이는

다시 TNF-α 발현을 증가시켜 간의 염증 반응을 가속화한다(14-

17). 특히, 염증반응으로부터 발생된 활성 산소종은 산화적 스트

레스성 전사인자들인 nuclear factor kappa-b(NF-κB)을 활성 시킬

수 있을 뿐만 아니라 중요한 신호 전달자인 inducible nitric oxide

synthase(iNOS)와 염증성 유도효소인 cyclooxygenase(COX-2)를 활

성화 시킴으로써 염증반응을 촉진시키고, 비정상적인 변이와 암

을 유발하게 된다고 한다(18). 일반적으로, 천연물로부터 추출한

당단백질은 특이적인 항산화 능력을 지니고 있고, 또한 이러한

항산화제는 동맥 혈관조직이나 백혈구를 손상시키는 체내에서 발

생된 ROS를 제거하여 결과적으로 세포의 손상 및 염증을 억제

하는 기능이 있다고 추론할 수 있다. 꾸지뽕나무(Cudrania tricus-

pidata)는 뽕나무과에 속하는 낙엽교목으로 동아시아에 주로 분

포하며, 10여종이 알려져 있는데 우리나라에서는 1종만이 전국

각지에서 자생하고 있다(19). 구지뽕 나무 잎은 습진 유행성 이

하선염, 폐결핵, 만성 요퇴통, 타박상 급성관절염 등의 한방치료

에 사용되고 있으며, 또한 민간에서 열매와 수피는 악창, 강장,

중풍, 이뇨, 진해 등의 치료약으로 이용되고 있다(20). 최근 꾸지

뽕나무의 생리활성 작용으로서는 뽕잎의 항염증 작용 및 항균작

용(21,22), 마우스에서의 지질상승 및 산화 억제 작용(23) 등이 보

고 되었으나, 꾸지뽕나무 열매의 당단백질에 대한 연구는 미비

한 실정이다. 당단백질의 효과는 in vitro 실험을 통하여 확인된

것으로, 생체조직에서의 간보호 효과에 대한 연구는 아직 부족

한 실정이다. 그러므로 본 연구는 꾸지뽕 열매에서 얻어진 당단

백질을 A/J 생쥐에 경구투여한 후 사염화탄소(CCl4)를 주입한 간

독성 모델을 통하여 꾸지뽕 당단백질의 간보호 효과를 관찰하고

자 하였다.

재료 및 방법

시약

Ammonium thiocyanate(A7149), catalase(C40), dextran sul-

fate(D8906), ethylenediaminetetraacetate(EDTA, E5134), ethylene

glycol bis(2-aminoethyl ether)-N, N, NN- tetraacetic acid(EGTA,

E4378), ferrous chloride(F2130), glucose oxidase(G8135), glutathione

peroxidase(GPx, G1637), linoleic acid(L8134), neutral red(N7005),

N-1-naphthylethylenediamine dihydrochloride(N5889), β-nicotinamide

adenine dinucleotide(β-NADH, N6005), nonidet P-40(NP-40, N0896),

olive oil(O1514), sucrose(S8501), sulfanilamide(S9251), superox-

ide dismutase(S2515), 1,1,1,3-tetraethoxypropane(T9889), trichloro-

acetic acid(TCA, T9159), trypsin(T4549), 2-thiobarbituric acid

(TBA, T5500)는 Sigma(St Louis, MO, USA)사의 제품, carbon tetra-

chloride(CCl
4
, 289116)는 Aldrich(Milwaukee, WI, USA) 제품을 사용

하였으며, 모든 시약들은 일급 또는 특급 시약을 사용하였다.

꾸지뽕 당단백질의 당과 단백질 함량 

정제된 꾸지뽕 당단백질의 단백질과 당 함량은 Lowry 등(24)

과 Dubois 등(25)의 방법을 각각 이용하여 측정하였다. 단백질 함

량은 Reagent A(2% anhydrous Na2CO3 in 0.1N NaOH)와 Reagent

B(0.5% CuSO
4
.5H

2
O in 15% sodium tartate)를 50 : 1로 혼합한 반

응액에 200 mL의 꾸지뽕 당단백질(100mg/mL)을, 혼합한 후 10

분간 정치시켰다. 여기에 100mL의 Folin-Ciocalteus phenol reagent

(10% phenol reagent)를 30분간 처리한 후, 650 nm 파장에서 spec-

trophotometer(S106; Seoulin Bioscience, Seoul, Korea)로 흡광도를

측정하였다. 한편, 꾸지뽕 당단백질의 당 함량은 50 mL의 H
2
SO

4

를 처리하여 실온에서 10분간 반응시킨다. 반응 후, 25oC 항온수

조에서 10분간 정치시키고, 490 nm 파장에서 spectrophotometer로

흡광도를 측정하였다.

실험동물 및 시료채취

실험동물은 5주령의 수컷 A/J 생쥐로 25 ± 3oC로 조절된 사육

실에서 상품화된 마우스용 사료와 음용수는 자유롭게 급이하고

사육환경에 적응시킨 후 체중 35-40 g의 생쥐만을 선별하여 사용

하였다. 생쥐를 다음과 같이 5그룹으로 분리하고 각 그룹은 5마

리씩 실험구로서 설계하였다. 처리군에 있어서, 각 그룹의 생쥐

에게는 PBS 100 µL에 용해한 꾸지뽕 당단백질을 10 mg/kg(그룹

4)과 20 mg/kg(그룹 2, 5)씩 1일 1회 3일간 일정시간에 카테터를

이용하여 구강섭취시켰으며 대조그룹(1)의 경우 PBS만을 다음과

같이 투여하였다. 

1) Control (n = 5),

2) Control + CTB glycoprotein (20 mg/kg) (n = 5),

3) CCl
4 
(n = 5),

4) CCl4+ CTB glycoprotein (10 mg/kg) (n = 5),

5) CCl
4
+ CTB glycoprotein (20 mg/kg) (n = 5).
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CCl4에 의한 간독성 유발 실험모델은 Long과 Moore(26)의 방

법에 따라 CCl4를 olive oil과 동량 혼합액으로 체중 100 g 당

0.1 mL을 복강투여로 급성 간에 손상을 유발시켰으며, 정상군은

CCl
4
 주입시 olive oil 만을 복강주사하였다. 꾸지뽕 당단백질 투

여군은 10 그리고 20 mg/kg 용량으로 CCl4를 주사하기 전에 경

구투여로 격일로 3회 전처치하였으며, 정상대조군은 PBS(생리식

염수)만을 경구투여하였다. CCl
4
 투여 후 18시간 가량 절식시키

고 마취한 후 심장천공법에 의해 혈액을 채취하고 개복하여 간

을 적출하였다. 채취한 혈액은 1500 g, 4oC, 20분 동안 원심분리

한 후 상층액을 수거하고, 개복하여 적출한 1.5 g의 간조직을 0.25M

sucrose와 1.5% potassium chloride를 함유한 10 mM EDTA(pH

7.4) 완충용액에 넣고 균질기로 분쇄한 후 4oC에서 9,000 g에서

15분 동안 원심분리하였다. 원심분리된 용액 중 상층액 1 mL를

취하여 catalase(CAT)의 활성 측정에 상용하였고, 그 상층액을 다

시 15,000 g로 60분 동안 원심분리한 다음 상층액을 각 1 mL씩

취하여 superoxide dismutase(SOD)와 glutathione peroxidase(GPx)의

활성을 측정하였다. 

해독효소 활성 측정

1) SOD 활성 측정: SOD의 활성도는 Beauchamp와 Fridov-

ich(27)의 방법을 이용하였다. 20 µL의 시료에 반응액[0.1 mm NBT,

50 mM sodium carbonate(pH10.2), 0.1 mM EDTA]을 잘 혼합하

고, 200 µM riboflavin을 처리하여 최종 부피가 1 mL가 되게 한

다. 이후 2개의 40W의 형광등 30 cm 떨어진 위치에서 15분간

반응시킨 후 560 nm 파장에서 spectrophotometer로 흡광도를 측정

하였다. 

2) CAT 활성 측정:CAT의 활성도는 Thomson 등(28)의 방법에

따라 실험하였다. 먼저 200 µL의 50 mM phosphate buffer (pH7.4)

에 20 µL의 시료를 혼합하고 30°C에서 5분간 정치시킨다. 이곳

에 200 µL의 100 mM sodium perborate(pH7.4)를 잘 혼합한 후 2

분 동안 220 nm의 파장에서 spectrophotometer로 흡광도를 측정하

였다. 

3) GPx 활성 측정:혈액의 활성도는 Mohandas 등(29)의 방법

을 이용하였다. 20 µL의 시료에 반응액(0.05M phosphate buffer

(pH 7.0), 1mM EDTA, 1mM sodium oxide, 1 unit glutathione,

0.25M H
2
O

2
)을 잘 혼합하고, 37oC에서 10분간 정치시킨다. 0.2M

의 NADPH 처리한 후 340 nm 파장에서 spectrophotometer로 흡

광도를 측정하였다. 

Thiobarbituric acid reactive substances(TBARS) 측정

과산화지질의 정량은 thiobarbituric acid(TBA)와 반응하는 물질

(TBARS)을 Buege와 Aust(30)의 방법을 이용하여 측정하였다. 쥐

의 혈액을 1500 g, 10분간 원심분리에서 얻은 상층액의 두 배를

TBA 용액으로 처리한다. TBA 용액에는 15% TCA 용액, 0.335%

의 TBA 그리고 0.25 N의 HCl 용액을 가하여 잘 섞어 제조한다.

그 다음 혈액의 상층액에 TBA 용액을 두 배 처리한 후 95oC의

수조에서 30분간 가열한 다음 즉시 냉각시켰다. 그 다음 1000 g에

서 10분간 원심분리하여 상층액을 취해 535 nm에서 흡광도를 측

정하였다. 이 때 표준품으로는 1,1,3,3-tetramethoxypropane standard

curve를 사용하였다.

Lactate dehydrogenase(LDH) 활성 측정

LDH 측정은 쥐의 혈청(plasma)에서 Betgmeyer와 Bernte(31) 등

의 방법을 사용하여 측정하였다. 혈청(35 mL)과 여기에다 최종농

도가 3.15 mL가 되게 0.6 mM의 pyruvate가 첨가된 48 mM의

potassium phosphate buffer(pH 7.5)를 첨가하여 잘 섞는다. 여기에

0.18 mM의 β-NADH를 첨가하여 340 nm의 흡광도에 2분간 β-

NADH와 LDH 활성이 저하되는 정도를 측정하였다. 

활성산소종 및 nitric oxide(NO) 측정

활성산소종 억제효과의 측정은 Wang과 Joseph(32)의 방법에 따

라 실행하였다. 쥐의 혈청을 20µM의 H2DCF-DA를 30분간 처리

후, 485-530 nm 파장에서 fluorescent microplate reader(Dual scan-

ning SPEC-TRAmax, Molecular Devices Corporation, Sunnyvale,

CA, USA)로 흡광도를 측정하였다. 한편 꾸지뽕 당단백질의 NO

억제효과 측정은 Green 등(33)의 방법을 따랐다. 쥐의 혈청에

Griess reagent(1% sulfanilamide in 2.5% H
3
PO

4
, 0.1% N-(1-naph-

thyl) ethylene diamine dihydro chloride in 2.5% H
3
PO

4
)를 혼합하

고 실온에서 10분간 정치시킨 후, 540 nm 파장에서 microreader(hype-

rion, Ind, Miami, FL, USA)로 흡광도를 측정하였다.

Western blot 분석

Western blot 실험을 수행하기 위하여, 간 조직을 lysis buffer

(0.6% NP-40, 150mM NaCl, 10mM HEPS(pH 7.9), 1mM EDTA,

그리고 0.5 mM PMSF)에서 균질하여 핵 단백질을 추출하였다. 핵

단백질은 Deryckere와 Gannon(34)의 방법을 참고하여 buffer

A(10mM HEPS; pH 7.9, 10 mM KCl, 0.1 mM EDTA, 0.1 mM

DTT, 0.5 mM PMSF in isopropano, 1.0 mM MgCl
2
, 0.5% NP-

40)와 protease inhibitor cocktail이 포함된 buffer B(20mM HEPS;

pH 7.9, 100mM NaCl, 0.1mM EDTA, 1mM EGTA, 1mM

DTT, 1mM PMSF, 1.5mM MgCl
2
, 25% glycerol, 0.5% NP-40)

에서 추출되었다. 이렇게 얻어진 핵단백질을 Lowry 등(24)의 방

법으로 단백질 농도를 측정하고, 10% SDS-polyacrylamide gels에

100 V, 30 mA에서 2.5시간 동안 전기영동한 후, 이 gel을 nitrocel-

lulose membranes에 옮겼다. 옮겨진 nitrocellulose membranes을 5%

탈지분유가 함유된 TBS-Tween 용액(25mM tris-base, 137mM

NaCl, 2.68mM KCl, 0.05% tween-20, pH 7.5)으로 25oC에서 1시

간 동안 반응시킨 다음, 3000배 희석된 primary antibody(NF-

κB(p50), AP-1(c-Jun) β-actin)(Santa Cruz Biotechnology Inc.,

Santa Cruz, CA, USA)와 10,000배 희석된 secondary antibody를

적정 시간 동안 순차적으로 처리하고, 발색시약(BCIP/NBT solu-

tion)을 넣어 NF-κB(p50), β-actin의 활성도를 Scion Imaging Soft-

ware(Scion Image Beta 4.02, Scion, Frederick, MD, USA)를 이

용하여 나타내었다. 

통계처리

모든 실험은 5회 반복 실시하였으며, 실험결과는 SPSS program

(ver 12.0)의 one-way analysis of variance(ANOVA)을 이용하여

분산 분석한 후 유의적인 차이가 있는 항목에 대해서는 Duncan's

multiple range test로 시료간의 유의적인 차이를 검정하였으며, 조

군과 비교하여 p값이 5% 미만일 때를 통계학적 유의성이 있다

고 판정하였다. 

결과 및 고찰

꾸지뽕 당단백질을 7일 동안 경구투여한 A/J 생쥐 체중변화와

간의 무게는 Table 1에 나타내었다. 체중은 아무것도 처리하지 않

은 군(Group 1), 꾸지뽕 당단백질(20 mg/kg) 만을 처리한 군(Group
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2), 그리고 CCl4 만을 처리한 군(Group 3), 꾸지뽕 당단백질(10,

20 mg/kg)에 CCl
4
을 함께 처리한 군을 각각 Group 4, 5으로 그룹

을 나누었다. Table 1에서 보는 바와 같이 실험 전과 후의 모든

그룹에서 체중의 변화와 체중 100 g당 간의 무게 역시 변화를 보

이지 않은 것으로 나타났다. 간 항산화계 해독효소 활성의 변화

는 꾸지뽕 당단백질이 CCl
4
 간 손상에 미치는 영향을 관찰하기

위하여 간 cytosol에서의 SOD, CAT 그리고 GPx의 활성도 측정

결과를 Fig. 1에 나타내었다. SOD 활성도는 아무것도 처리하지 않

은 군(Fig. 1 lane1-1), 꾸지뽕 당단백질(20mg/kg) 만을 처리한 군

(Fig. 1 lane1-2), 그리고 CCl
4
만을 처리한 군(Fig. 1 lane1-3), 꾸지

뽕 당단백질(10, 20 mg/kg)에 CCl4을 함께 처리한 군을 각각(Fig.

1 lane1-4, 5)로써 각각 100, 107, 69, 92 그리고 108%로 나타났

다. SOD는 두 분자의 superoxide anion을 hydrogen peroxide와

oxygen molecule로 전환시켜 superoxide anion radicals에 의해 생

기는 산화적 손상에 대한 세포의 방어에 일차적으로 관여한다

(35). 본 실험에서는 SOD의 활성 증가가 꾸지뽕 당단백질만 처

리한 군에서 control에 비해 유의적으로 증가를 보이다가 CCl4만

처리한 군에서 유의적으로 감소하였으나(p<0.05), 다시 꾸지뽕 당

단백질의 농도에 비례하여 유의적으로 증가를 보였다. 간조직의

cytosol에서의 GPx 활성도 측정결과는 Fig. 1 lane2와 같이 GPx

의 활성도는 각각 100, 112, 83, 101 그리고 109%로서 SOD와

유의적으로 비슷한 경향을 보였으며(p<0.05), GPx는 과산화수소

를 소거하는 peroxide로 많은 조직에 존재하며 NADP+를 매개로

하여 H
2
O

2
를 제거하면서 환원형 glutathione(GSH)을 산화형 glu-

tathione(GSSG)로 전환시킨다(36). 한편, CAT 활성도는 각각의 그

룹에서 100, 118, 82, 100 그리고 112%로 유의적인 증가를 보였

다. 특히, CAT는 간에 가장 많이 존재하며 대부분의 호기성 세

포에 함유되어 있는 효소로써 체내에서 지방의 자동산화, 유기물

의 산화 및 superoxide dismutase에 의해 생성된 hydrogen perox-

ide를 GPx와 함께 산소와 H2O로 전환시키는 작용을 하는 산화

환원 효소의 일종으로(37) GPx에 비해 Km 값이 높기 때문에 과

산화수소의 농도가 높을 경우 주로 작용한다. SOD와 CAT 그리

고 GPx의 활성에 있어서 PBS와 꾸지뽕 당단백질 20 mg/kg만을

처리한 군에 비하여 CCl4만을 처리한 군에서 그 활성이 유의적

인 수준으로 감소하다가 10과 20 mg/kg 농도의 꾸지뽕 당단백질

과 CCl
4
를 병합처리한 군에서 다시 유의적인 수준에서 그 활성

이 증가됨을 알 수 있었다(p<0.05). 혈액에서의 지질과산화물 형

성을 비교하기 위한 방법으로서 측정한 TBARS는 실험군 간에

역시 유의 적인 차이를 보였다(p<0.05). 또한, Fig. 2에서 보듯이

CCl
4
만을 처리한 TBARS 수치가 1.3 mM에 비해 꾸지뽕 당단백

질 10과 20mg/kg을 주입한 군의 TBARS 수치가 0.9와 0.7mM에

서 유의적으로 낮아지는 것을 알 수 있었다(p<0.05). 지질과산화

반응은 생체조직막의 다가불포화지방산 유리기에 의해 산화적 분

해를 일으키는 것으로, 지표로 TBARS 수준을 사용하며 이의 증

가는 산화적 스트레스의 증가를 나타낸다. 이는 결과적으로 생체

막의 기능저하, 유동성 감소, 항상성 유지장애 등을 초래하여 당

뇨병, 동맥경화증, 암과 같은 만성적 성인병을 발생시키는 주요

원인이 되고 있으며 특히 세포의 노화와 관련성이 있다고 보고

된다(38). 또한, 여러 가지 독성 화합물이나 약물 또는 질병에 의

Table 1. The effects of CTB glycoprotein on body weights and

liver weights in CCl
4
-induced A/J mice

Treatment Relative weight (%)

Body weight Liver weight

Control 100 5.1±0.1

CTB glycoprotein (20 mg/kg) 99.6±0.7 4.9±0.3

CCl4 (1.0 mL/kg) 99.8±0.4 5.2±0.1

CCl4 (1.0 mL/kg) + CTB glycoprotein 
(10 mg/kg)

99.1±0.9 5.1±0.1

CCl
4
 (1.0 mL/kg) + CTB glycoprotein 

(20 mg/kg)
99.5±0.1 5.0±0.4

The values are mean ± S.E. from five mice done in triplicates. All values
show no significant differences compared to control. CTB glycoprotein
(20mg/kg), CCl

4 
(1mL/kg), CTB glycoprotein (10mg/kg) +CCl

4 
(1mL/kg),

CTB glycoprotein (20 mg/kg) + CCl
4 
(1 mL/kg)

Fig. 1. Effects of CTB glycoprotein on antioxidant enzyme activities

in CCl
4
-treated mice. The values are mean±S.E. from five mice done

in triplicates. # represents a significant difference between CCl
4
 and

control, #p<0.05 *p<0.05 compared to control group CTB
glycoprotein (20 mg/kg), CCl4 (1 mL/kg), CTB glycoprotein (10 mg/
kg) + CCl

4 
(1 mL/kg), CTB glycoprotein (20 mg/kg) + CCl

4 
(1 mL/

kg) treated group. SOD, superoxide dismutase; CAT, catalase; GPx,
glutathione peroxidase.

Fig. 2. Effects of CTB glycoprotein on TBARS formation in
CCl

4
-treated A/J mice. Each bar represents the means±S.E. from

pentaplicates experiments (n=5). # represents a significant difference
between CCl4 and control, #p<0.05 *p<0.05 compared to control group
CTB glycoprotein (20mg/kg), CCl

4 
(1mL/kg), CTB glycoprotein

(10mg/kg) + CCl
4 
(1 mL/kg), CTB glycoprotein (20 mg/kg) + CCl

4

(1 mL/kg) treated group.
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한 생리학적 현상이나 조직의 손상 정도를 나타내는 가장 중요

한 기전으로 인정되고 있는데, 이는 조직내 세포의 산화적 스트

레스 증가와 생체내 항산화 방어력을 낮추는데 기여한다(39). LDH

는 조직에 분포되어 있는 효소로서 pyruvic acid와 lactic acid가 간

의 가역적 전환에 관여하여 촉매 작용을 한다. 조직의 산화적 손

상, 노화 및 기타 퇴행성 질환 유발의 요인이 되는 과산화지질

함량을 CCl
4
만을 처리한 군과 꾸지뽕 당단백질을 같이 처리한 군

의 혈청에서 관찰한 결과, 유의적인 수준으로 감소하는 경향을

보였다. LDH를 내포한 조직이 파괴될 때 혈액 중으로 흘러나와

혈중 LDH가 상승한다. 꾸지뽕의 당단백질에 의한 혈청중의 LDH

활성도 변화는 Fig. 2와 같다. 혈청중의 LDH 활성도는 아무것도

처리하지 않은 군(Fig. 3 lane1-1), 꾸지뽕 당단백질(20 mg/kg) 만

을 처리한 군(Fig. 3 lane1-2), 그리고 CCl4 만을 처리한 군(Fig. 1

lane1-3), 꾸지뽕 당단백질(10, 20 mg/kg)에 CCl4을 함께 처리한 군

을 각각(Fig. 3 lane1-4, 5)로 나타내었으며, 여기서 실험결과 CCl
4

만을 처리한 군에서 LDH가 증가하다가 꾸지뽕 당단백질을 처리

한 군에서 농도에 비례하여 유의적인 수준에서 감소하였다(p< 0.05).

NO는 DNA 염기의 deamination 등을 유도함으로써 유전자의 돌

연변이화(mutagenesis)로 인한 유전자 독성을 유도할 뿐만 아니라,

thiol 및 lipid 등과 반응을 하여 간접적으로 세포독성작용을 유발

할 수 있다(40). Fig. 4에서 보는 바와 같이, 꾸지뽕 당단백질의

처리 없이 CCl4를 처리하였을 때, 대조군에 비해 쥐의 혈청에서

NO의 농도가 34.8 µM 만큼 증가한 반면, 10 그리고 20 mg/kg 꾸

지뽕 당단백질을 처리한 군에서 사염화탄소에 의해 증가된 NO

의 농도를 각각 28.2 그리고 22.3 만큼 유의적인 수준으로 감소

시켰다(p<0.05). 다음으로 간세포 수준에서 꾸지뽕 당단백질의 염

증성 신호 전달인자들의 활성을 조절할 수 있는지를 알아보기 위

하여, 간 조직을 분획한 후 핵 단백질을 분리하여 NF-κB(p50)을

활성변화를 Western blot 방법을 통하여 조사하였다(Fig. 5). 전사

자인 NF-κB는 일반적인 상태에서는 세포질에 존재하며, 보통 NF-

κB family인 Rel A(p65), p50, p52, c-Rel, v-Rel 및 Rel-B가 서

로 homodimer 또는 heterodimer를 이루면서 IκB라는 inhibitory

protein이 결합된 상태로 존재한다. 그러나 CCl
4
와 같은 염증성 자

극 인자를 포함해 cytokines, mitogens, bacteria, UV, Oxidant,

ionizing radition 그리고 phorbol esters 등의 자극이 오면 IkB가

떨어져 나가면서 분해 된다. 남은 dimer(보통 p50-p65 heterodimer)

가 세포질에서 핵으로 이동하여 염증성 신호매개 자들 등의 발

현에 관여 하는 유전자의 promoter나 enhancer의 κB site에 결합

Fig. 3. Inhibitory effect of CTB glycoprotein on LDH activity in

CCl
4
-treated A/J mice. Each bar represents the means±S.E. from

pentaplicates experiments (n=5). # represents a significant difference
between CCl4 and control, #p<0.05 *p<0.05 compared to control
group CTB glycoprotein (20mg/kg), CCl4 (1mL/kg), CTB glycoprotein
(10mg/kg) + CCl

4 
(1 mL/kg), CTB glycoprotein (20 mg/kg) + CCl

4

(1 mL/kg) treated group.

Fig. 4. Effects of CTB glycoprotein on NO production in CCl
4
-

treated A/J mice. Each bar represents the means±S.E. from
pentaplicates experiments (n=5). # represents a significant difference
between CCl

4
 and control, #p<0.05 *p<0.05 compared to control

group CTB glycoprotein (20mg/kg), CCl4 (1mL/kg), CTB glycoprotein
(10 mg/kg) + CCl

4 
(1 mL/kg), CTB glycoprotein (20 mg/kg) + CCl

4

(1 mL/kg) treated group.

Fig. 5. Effect of CTB glycoprotein on NF-κB p50 activity in CCl
4
-

treated mouse liver tissue. NF-κB (p50) proteins were performed by
western blotting using an anti-NF-κB(p50) polyclonal antibodies.
The relative intensity was calculated using of the Scion Imaging
Software (Scion Image Beta 4.02, Maryland, USA). Each bar represents
the means±S.E. from pentaplicates experiments (n=5). # represents a
significant difference between CCl4 and control, #p<0.05 *p<0.05
compared to control group CTB glycoprotein (20 mg/kg), CCl

4 
(1 mL/

kg), CTB glycoprotein (10mg/kg) +CCl4 (1mL/kg), CTB glycoprotein
(20mg/kg) + CCl4 (1 mL/kg) treated group. α-tubulin was used as an
internal control.
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함으로써 전사를 유도하는 것으로 알려져 있다(41). Fig. 5에서

보는 바와 같이, CCl4만을 처리한 간의 핵 내에서 NF-κB(p50)의

활성은 대조군에 비해 유의적으로 증가했다(Fig. 5 lane 3). 하지

만, CCl
4
와 꾸지뽕 당단백질 10 그리고 20 mg/kg을 병합처리한

군에서는 NF-κB(p50)의 활성은 투여된 꾸지뽕 당단백질의 농도

에 비례하여 감소했다(Fig. 5 lane 4, 5). 따라서, 꾸지뽕 당단백

질은 핵 내의 전사인자인 NF-κB(p50)의 활성을 억제시킴으로써

CCl
4
가 유도할 수 있는 발암과정이나 돌연변이 과정을 막는 암

화 및 독성 억제제로서의 역할을 하는 것으로 여겨진다. 당단백

질은 순수한 단백질 및 핵산과는 다르게 선형 및 가지형 구조와

같은 거대한 삼차원적으로 구조적 다양성과 함께 생물학적 잠재

력 기능을 지니고 있기 때문에, 특히 동물이나 식물 그리고 미생

물에서 체내의 대사나 면역기능이 있고 항상성 유지 등을 위하

여 특이적인 기능을 하는 것으로 알려져 있으며 거대 분자들 사

이에서 그들만의 정보를 인식하고 교환하는데 있어서 필수적이

라고 보고되었다(42,43). 당단백질의 특이한 기능을 위한 당의 기

능은, 단백질의 구조에 지지역할을 하여 단백질 부분의 활성면을

보하여 당단백질 전체 분자의 극성을 증가시켜줌으로써 용해도

를 증가시킨다고 보고하였다(44). 실험결과 꾸지뽕 당단백질의 섭

취를 증가함에 따라 간에 존재하는 항산화계 해독효소인 SOD,

CAT 그리고 GPx의 활성도는 증가함을 알 수 있었다. 

요 약

꾸지뽕 당단백질이 간의 조직에 존재하는 항산화계 해독효소

의 활성을 증가시켜서 CCl
4
로 유도된 간독성화 과정에서 생성된

ROS에 의해 야기되는 산화적 스트레스를 억제하는 scavenger로

서 기능을 가지고 있는 것으로 분석된다. 또한 혈청 중 LDH 활

성증가는 간 및 기타조직의 질환 및 악성 종양 등에서 나타나는

소견으로 LDH를 내포한 조직이 파괴될 때 혈액으로 흘러나와

혈중 LDH가 상승하며, 혈액 중 지질과산화 반응은 생체조직막

의 다가불포화지방산 유리기에 의해 산화적 분해를 일으키는 지

표로 사용되는 TBARS의 수치, DNA 염기의 deamination 등을 유

도함으로써, 유전자의 돌연변이(mutagenesis)로 인한 세포독성을

일으키는 NO 등의 수치가 유의적인 수준으로 억제될 뿐만 아니

라, 염증 매개시 단백질인 NF-kB(p50)을 억제함으로써 CCl4에 의

한 간독성 과정에서 촉진된 염증 신호전달기전을 억제할 수 있

었다. 따라서 꾸지뽕 당단백질은 탁월한 천연 항산화제로서 간의

독성 및 염증 반응을 억제하는 것으로 실험결과 분석된다.
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