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ABSTRACT

Objectives : The present study was performed to clarify the antioxidant and anticancer effects of extract of 

stamens of Nelumbo nucifera and Kaempferol.

Methods : Antioxidant effect was measured by DPPH-radical scavenging activity for electron donating ability 

(EDA), superoxide dismutase (SOD)-like activity for SOD and lipid peroxidation. Anticancer effect was 

assessed by MTT absorbance for cytotoxicity. 

Results : Vitamin E, Kaempferol and ethyl acetate extract of stamens of Nelumbo nucifera increased 

SOD-like activity and DPPH-radical scavenging activity dose-dependently. On the contrary, lipid peroxidation 

was time-dependently decreased. Furthermore, Kaempferol and ethyl acetate extract of stamens of Nelumbo 

nucifera significantly decreased the growth rate of C6 glioma cells.

Conclusions : These results suggest that ethyl acetate extract of stamens of Nelumbo nucifera may be a 

putative antioxidant or anticancer substance. 
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서  론

성인병 중 암, 고혈압, 당뇨병 및 노화 등은 생체 

내에서 생성되는 활성산소종(O2
-, H2O2, OH

-)이 지질 

이중층의 세포막을 공격하여 과산화반응을 촉진시켜 

세포막의 손상을 초래함으로써 여러 가지 생리적 장

애를 발생시키는 것으로 알려져 있다1). 사람이 젊었

을 때는 지질과산화 반응을 억제할 수 있는 비타민 C

나 E와 같은 항산화물질이 많이 존재하기 때문에 생

리적 장애 발생이 드물지만 나이가 들어감에 따라 항

산화 물질의 감소 또는 독성물질의 생성으로 인한 생

체 내 항산화 방어시스템이 원활하게 작동되지 않아  

* 교신저자 : 김현진, 전북 익산시 신용동 244-2 원광대학교 치과대학 구강해부학교실

․Tel : 063-850-6910   ․E-mail : khjin1005@wonkwang.ac.kr

․접수：2009년 1월 28일   ․수정：2009년 3월 18일   ․채택：2009년 3월 20일



大 韓 本 草 學 會 誌 ― Vol. 24, No. 1, 200924

여러 가지 질환의 발생 빈도가 높아질 수 있다
2)
. 보고

에 의하면 여러 포유류의 수명은 지질과산화 반응의 

속도와 밀접한 관계가 있는 것으로 밝혀지고 있으며, 

특히 사람은 생체 내 지질과산화 반응을 억제할 수 

있는 항산화 물질, 즉 비타민 E (tocopherol)가 많이 

존재하기 때문에 다른 포유류 보다 수명이 길다는 것

이 밝혀졌다
3)
. 

특히 노화나 암, 심혈관계 및 신경계 질환을 일으키

는 것으로 알려진 활성산소(reactive oxygen species: 

ROS)는 효소계, 환원대사, 화학약품, 공해물질, 광화학 

반응과 같은 환경적 및 생화학적 요인들에 의하여 인체 

내의 안정한 상태의 산소가 전환되어 세포구성 성분을 

비가역적으로 파괴한다고 알려져 있다
4,5)
. 이들 활성산

소의 작용은 체내 방어기구인 슈퍼옥사이드 디스뮤타제

(superoxide dismutase, SOD), 카탈라아제(catalase), 퍼

옥시다아제(peroxidase), 글루타치온(glutathione) 등

과 같은 항산화성 효소 및 비타민 C (vitamin C, 

ascorbic acid), 비타민 E (tocopherol) 등 항산화 물질

의 작용에 의하여 최소화 될 수 있다. 그러나 이러한 

생체 방어력에 이상이 생기거나 과도한 활성산소에 

노출될 경우, 활성산소가 생체에 치명적인 산소독성

을 일으켜서 노화는 물론 암을 비롯하여 뇌졸중, 파킨

슨씨병과 같은 각종 질병을 일으키는 것으로 알려져 

있다. 이와 같은 산화적 스트레스가 노화를 비롯한 각

종 질환을 일으키는 중요한 원인으로 밝혀지면서 생

체 내 활성산소를 제거하는 항산화제에 대한 관심이 

점차 증가하고 있다. 

최근 피부 노화의 원인에 관련된 학설 중 활성산소

와 관련된 자유기이론(free radical theory)이 주목 받

고 있다
6)
. 생체가 방사선에 노출되거나 여러 효소반

응에 의해서 생성되는 자유산소기(O2
-
, H2O2, OH

-
)는 

단백질의 -SH기와 반응해서 효소의 활성을 잃게 하

거나 가교결합의 촉진, DNA, RNA, 효소 및 세포막

에 손상을 일으켜 세포사를 유발한다
7)
. 또한 나이가 

들어감에 따라 증가하는 자유산소기에 의해 세포 구

성성분에 손상을 초래하여 돌연변이, 효소활성의 저

하 및 세포막의 변화를 가져와 노화를 유발한다고 알

려져 있다
8)
.

노화와 관련지어 항산화 물질 중의 하나로 알려진 

연수는 연꽃의 수술을 말하며 연수에는 Kaempferol

과 여러종류의 Kaempferol 유도체(Kaempferol 3-O- 

glucoside, Kaempferol 3-O-galactoside, Kaemferol 

3-O-glucucronic acid 등)가 함유된 것으로 보고되고 

있다
9)
. Kaempferol은 식물성 성분 중 flavonoids이며 

flavonoids는 과일, 채소 및 차에서 분리되는 항산화 

물질이다
10)
. 또한 Kaempferol은 연수에서 뿐만 아니

라 다양한 식물의 줄기, 꽃, 잎에서도 분리된다
11-13)
. 

Kaempferol은 A ring, B ring 및 C ring으로 구성(구

조식 참고)되며 A ring의 5번과 7번에, B ring의 4번

에, C ring에 3번과 4번에 수산기(OH)가 결합되어 있

다. 이들 수산기가 공유 결합하면서 항산화 작용, 중

금속의 해독작용, 항암작용 및 항염증작용 등 생리활

성을 나타내는 것으로 보고되고 있다
12,14-19)

.

Jung 등
12)
은 연수뿐만 아니라 산복사나무(Prunus 

davidiana)에서 분리한 Kaempferol이 활성산소 생성

을 억제하는데 그 이유는 Kaempferol의 A ring, B 

ring 및 C ring에 결합된 수산기 때문이며 Li YL 등
20)

은 청미래 덩굴의 줄기(Smilax china L. rhizome)에서 

분리한 Kaempferol 유도체인 Kaempferol-7-0-beta- 

d-glucoside (KG)는 암세포인 HeLa cell의 분화를 억

제하는데 이는 세포고사(apoptpsis)에 의하여 야기 된

다고 하였다. Gates 등
10)
은 차와 brocoli에서 분리되는 

Kaempferol은 난소암 예방에 중요한 역할을 한다고 

보고 하였다. 

본 연구는 Kaempferol이 함유되어 있는 연수의 

ethyl acetate 추출물과 Kaempferol의 생리활성(항산

화 작용과 항암작용)과 그 기전을 명확히 밝히기 위

하여 전자공여능, 슈퍼옥사이드 디스뮤타제 유사활성 

및 지질과산화능을 측정하여 항산화 효과를 측정하여 

비타민 E의 항산화능과 비교하였으며 별아교종세포

에 대한 항암효과를 측정하였다.

재료 및 방법

1. 재료

1) 시약

α ,α′-diphenyl-β-picrylhydrazyl(DPPH), 

pyrogallol, linoleic acid, ammonium thiocyanate, 

Folin-Ciocalteu reagent, sodium nitrite, sulfanilic 

acid, α-naphthylamine, sodium carbonate 그리고 

gallic acid 및 kaempferol (Fig. 1)은 Sigma (ST. 

Louis, MO, USA)에서 구입하였으며, 기타 시약은 분

석용 등급 이상의 시약을 사용하였다. 세포배양에 사용

한 minimum essential medium (MEM)과 Dulbecco's 

modified eagle medium (DMEM) 및 fetal bovine 

serum, penicillin, streptomycin, fungizone 시약은 
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Gibco (Grand Island, NY, USA)에서 구입하였고, 3- 

[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium 

bromide (MTT) 정량에 사용한 시약은 Sigma (ST. 

Louis, MO, USA)에서 구입하였다. 

Fig. 1. Kaempferol

2) 연수추출물 제조

본 실험 재료인 연수(Fig. 2)는 전주시 덕진구 전미

동에서 재배한 연꽃의 일부이다. 연꽃의 연수를 23.4 

g을 파쇄한 후 수용성 ethanol과 ethyl acetate에 각각 

3배량을 가하여 24시간, 6회씩 추출한 다음, 이 추출

액을 여지로 여과하여 여액을 rotatory evaporator 

(36℃)에 농축하여 ethanol 추출물 2.6 g (11%), ethyl 

acetate 추출물 1.8 g (7.7%)을 얻었다. 이 중 ethyl 

acetate 추출물만 실험에 사용하였다.

 

 

Fig. 2. Nelumbo nucifera Stamens

3) 기기

세포의 배양은 CO2 incubator (Vision scientific 

Co., Bucheon, Korea)를 사용하였으며, 세포수의 계산

은 Turk형 혈구계산기(Marienfeld Co., Mergentheim, 

Germany)를 이용하였다. MTT 정량에는 ELISA reader 

(Spectra max 250, Molecular Devices, Sunnyvale, USA)

를 사용하였다.

4) 세포배양

Kaempferol 및 연수의 ethyl acetate 추출물의 항암

효과를 측정하고 비교하기 위하여 원광대학교 의과대

학 해부학교실에서 분양받은 별아교종세포(C6 glioma)

는 MEM배지에 10% fetal bovine serum, penicillin 

(25 unit/㎖) 및 fungizone을 첨가하여 사용하였다. 

세포의 배양은 온도 37℃, 습도 95%, 탄산가스 농도 

5%의 배양기를 사용하였다. 실험을 위하여 일차 배

양한 flask의 세포를 0.25% trypsin-EDTA로 처리하

여 세포를 분리한 후, Turk형 혈구계산기를 이용하

여 세포수가 5×104 cells/㎖가 되도록 세포부유액을 

만들었다.

2. 방법

1) 전자공여능 측정

전자공여능(electron donating ability)은 Blosis 방

법21)에 의한 DPPH free radical 소거법으로 측정되었

다. 즉 시료는 메탄올에 녹여 준비하고 메탄올에 녹인 

0.6 mM DPPH 용액을 첨가하여 실온에서 30분간 방

치한 후 517 nm에서 흡광도를 측정하였다. 전자공여

능은 시료를 첨가하지 않은 대조군의 흡광도를 50% 

감소시켜는데 필요한 시료의 양을 IC50으로 하여 나타

내었으며 100-[(시료첨가구의 흡광도/무첨가구의 흡

광도)×100]으로 표시하였다.

2) 슈퍼옥사이드 디스뮤타제 유사활성 측정

Marklund와 Marklund의 방법에22)에 따라 각 농도

별 시료(0.2 mL)에 Tris-HCI buffer (50 mM tris 

[hydroxymethyl]amino-methane containing 10 mMM 

EDTA, pH 8.5, 3 mL)와 10 mM pyrogallol (0.2 mL)

을 가하고 25℃에서 10분간 방치하였으며, 1 N HCl 

(1 mL)로 반응을 정지시킨 후 420 nm에서 흡광도를 

측정하였다. 슈퍼옥사이드 디스뮤타제의 유사활성은 
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100-[(시료첨가구의 흡광도/무첨가구의 흡광도)×100]

으로 나타내었다.

3) 지질과산화 측정(Ferric thiocyanate; 

FTC method)

지질과산화는 Kikuzaki와 Nakatani의 방법23)에 따

라 측정되었다. 즉 시료(3.9 mL)와 에탄올(4 mL)을 

혼합하고, 에탄올에 녹인 2.52% linoleic acid (4.1 

mL)와 0.05 M phosphate buffer (pH 7.0, 8mL)을 첨

가하여 40℃에서 암조건을 유지시켰다. 24시간 배양 

후, 이 반응액(0.1 mL)을 취하여 75% 에탄올(9.7 mL)

과 30% ammonium thiocyanate (0.1 mL)을 혼합하고 

3.5% HCI에 녹인 0.02 M ferrous chloride (0.1 mL)

을 가한 다음, 실온에서 3분간 반응시킨 후 500 nm에

서 흡광도를 측정하였다. 대조구는 시료대신 증류수를 

가하여 측정하였으며, 대조구의 흡광도가 최고치를 나

타낼 때까지 24시간 단위로 흡광도를 측정하였다.

4) MTT 정량분석방법

Mosmann의 방법
24)
에 의하여, 별아교종세포(C6 

glioma)를 각 배양용기에 5×10
4
 cells/mL 세포수를 넣

고 24시간 배양 후 연수 추출물인 ethyl acetate 추출

물과 Kaempferol의 세포독성을 측정하기 위하여 위 

시료를 각각 농도별로 첨가하여 48시간 배양한 후 분

석 당일 조제한 MTT 50 ㎍/mL가 포함된 배양액을 

배양 용기당 1 mL씩 넣고 3시간 배양 후 배양액을 버

리고, dimethylsulfoxide (DMSO)를 2 mL/well씩 넣어 

5분간 실온 방치하여 MTT formazan을 용해한 후, 

흡광도는 540 nm에서 분광광도계 ELISA reader로 

MTT의 흡광도를 측정하여 대조군과 비교 조사하였

다. Fig. 3에 개략적인 실험방법을 정리하였다.

Seeding cells
｜ incubation for 24 hours

Adding compounds
｜ incubation for 48 hours

Adding MTT 50 ㎍/㎖
｜ incubation for 3 hours

Dissolving of formazan crystal with
   DMSO solution

      ｜ Room temperature for 5 mins

Reading MTT absorbance at 540 ㎚

Fig. 3. Flow scheme of MTT assay

5) IC50 결정

연수 추출물과 Kaempferol의 IC50 결정은 배양 중

인 별아교종세포(C6 glioma)를 각 배양용기당 5×10
4 

cells/mL씩 넣고 24시간 배양 후 1, 25, 50, 75, 100 μM

의 연수 추출물과 Kaempferol를 첨가하여 48시간 배

양한 후 MTT 정량을 하여 이들 각각에 대한 50% 

억제농도인 IC50을 회귀방정식에 의해 구하였다.

6) 통계처리

실험결과의 통계처리는 Students' t-test를 시행하

였고 p-value가 0.05미만 일 경우 유의한 것으로 판정

하였다.

결  과

1. 전자공여능

일반적으로 항산화능은 자유라디칼에 전자를 공여

하여 산화를 억제하는 능력, 즉 DPPH의 전자공여능

을 측정하는 방법이 이용된다. 지금까지 활성산소와 

자유라디칼 생성을 억제하기 위하여 사용되고 있는 

비타민 E와 연수 속에 다량 함유되어 있는 것으로 알

려진 Kaempferol 및 ethyl acetate 연수 추출물의 

DPPH 라디칼 소거능은 시료를 첨가하지 않은 대조

군의 흡광도를 50% 환원시키는데 필요한 시료량 

(RC50, 50 reduction concentration)으로 측정한 결과 

비타민 E, Kaempferol 및 연수의 ethyl acetate 추출

물은 각각 2.672 uM, 3.754 uM 및 6.283 uM이었다. 

비타민 E, Kaempferol 및 연수의 ethyl acetate 추출

물은 Table 1에서 보는 바와 같이 농도 의존적으로 

DPPH 라디칼 소거능을 증가시켰고 DPPH 라디칼 소

거능의 증가속도가 거의 비례하였으며 각각의 대조군

과 비교한 결과 DPPH 라디칼 소거능은 비타민 E > 

Kaempferol > 연수의 ethyl acetate 추출물 순이었다

(Table 1, Fig. 4). 

2. 슈퍼옥사이드 디스뮤타제의 유사활성

항산화 효소 중의 하나인 슈퍼옥사이드 디스뮤타

제는 세포에 해로운 Superoxide를 과산화수소로 전환

시키는 반응을 촉매하는 효소이다. 슈퍼옥사이드 디스

뮤타제는 30 KDa 이상의 분자량을 가진 단백질로 체
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Table 1. DPPH Radical Scavenging Activity of Vitamin E, Kaempferol and Ethyl Acetate Extract of Nelumbo nucifera 

stamens

        Group

Conc.(uM)
    Vitamin E       Kaempferol Ethyl acetate extract

Control    2.773 ± 0.08 (100)    2.428 ± 0.03 (100)     2.958 ± 0.12 (100)

1    1.410 ± 0.12 (49)    1.301 ± 0.06 (46)     1.473 ± 0.09 (50)

25    1.098 ± 0.09 (60)
**

   1.140 ± 0.04 (53)
**

    1.417 ± 0.06 (52)

50    0.718 ± 0.04 (74)
***

   0.885 ± 0.05 (64)
***

    1.303 ± 0.04 (56)
**

75    0.268 ± 0.02 (90)
***

   0.626 ± 0.02 (74)
***

    1.163 ± 0.06 (61)
***

100    0.138 ± 0.00 (95)
***

   0.384 ± 0.01 (84)
***

    1.052 ± 0.03 (64)
***

 IC50 2.672 uM 3.754 uM  6.283 uM

The values represent the mean ± standard deviations (% of DPPH radical scavenging activity) for triplicate experiments. 

Significantly different from the 1 uM value. ** : p < 0.01, *** : p < 0.001 (Students' t-test).

Table 2. SOD-like Activity of Vitamin E, Kaempferol and Ethyl Acetate Extract of Nelumbo nucifera Stamens 
(% of control)

        Group

 Conc.(uM)
Vitamin E Kaempferol Ethyl acetate extract

Control     0.111 ± 0.00 (100)      0.141 ± 0.00 (100)    0.108 ± 0.00 (100)

1     0.131 ± 0.00 (18)      0.162 ± 0.00 (15)    0.118 ± 0.00 (09)

25     0.135 ± 0.00 (21)
*

     0.167 ± 0.00 (19)
*

   0.122 ± 0.00 (13)
**

50     0.148 ± 0.00 (34)
***

     0.175 ± 0.01 (25)
***

   0.123 ± 0.00 (14)
**

75     0.161 ± 0.00 (45)***      0.218 ± 0.01 (55)***    0.124 ± 0.00 (15)**

100     0.182 ± 0.00 (65)***      0.240 ± 0.01 (71)***    0.125 ± 0.00 (16)**

The values represent the mean ± standard deviations (% of SOD-like activity) for triplicate experiments. Significantly 

different from the 1uM value. * : p < 0.05, ** : p < 0.01, *** : p < 0.001 (Students' t-test).

Fig. 4. DPPH radical scavenging activity of vitamin E, 

Kaempferol and Ethyl acetate extract of Nelumbo 

nucifera stamens
The values represent the mean ± standard deviations (% 
of DPPH radical scavenging activity) for triplicate 
experiments. Significantly different from the 1uM value. 
** : p < 0.01, *** : p < 0.001 (Students' t-test).

Fig. 5. SOD-like activity of vitamin E, Kaempferol and 

Ethyl acetate extract of Nelumbo nucifera stamens
The values represent the mean ± standard deviations (% of 
SOD-like activity) for triplicate experiments. Significantly 
different from the 1uM value. * : p < 0.05, ** : p < 0.01, 
*** : p < 0.001 (Students' t-test).
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Table 3. Lipid Peroxidation of Vitamin E, Kaempferol and Ethyl acetate extract of Nelumbo nucifera stamens During 

Storage 40℃                                                                                (% of Control) 

             Group

Incubation 
time (hour)

      Control    Vitamin E    Kaempferol
 Ethyl acetate
    extract

 0   0.0023±0.00(100)  0.0048±0.00(100)  0.0033±0.00(100)  0.0050±0.00(100)

24   0.0117±0.00(500)  0.0035±0.00(74)
**
 0.0028±0.00(85)

**
 0.0043±0.00(85)

**

48   0.0187±0.01(700)  0.0033±0.00(68)
**
 0.0015±0.00(46)

***
 0.0040±0.00(80)

**

72   0.0280±0.00(1350)  0.0018±0.00(37)
***
 0.0010±0.00(31)

***
 0.0038±0.00(75)

***

96   0.0410±0.01(2100)  0.0005±0.00(11)
***
 0.0008±0.00(23)

***
 0.0015±0.00(30)

***

The values represent the mean ± standard deviations (Lipid peroxidation) for triplicate experiments. Significantly different 
from the control value. ** : p < 0.01, *** : p < 0.001 (Students' t-test).

내에 흡수되지 않고 체외로 배출되며 열과 pH에 불

안정하므로 이러한 단점을 보완할 수 있는 슈퍼옥사

이드 디스뮤타제 유사활성물질을 찾는 연구가 활발히 

진행되고 있다. 연수에서 슈퍼옥사이드 디스뮤타제 

유사활성물질을 찾기 위하여 비타민 E, Kaempferol 

및 연수의 ethyl acetate 추출물의 슈퍼옥사이드 디스뮤

타제의 유사활성을 측정하였다. 비타민 E, Kaempferol 

및 연수의 ethyl acetate 추출물의 슈퍼옥사이드 디스

뮤타제의 유사활성은 농도 의존적으로 증가하였고 증

가비율은 비례하였으며 100 uM에서의 증가비율은 

Kaempferol > 비타민 E > 연수의 ethyl acetate 추출

물 순이었다. 1 uM 농도의 슈퍼옥사이드 디스뮤타제 

유사활성을 기준으로 유의성을 검정한 결과 비타민 E, 

Kaempferol 및 연수의 ethyl acetate 추출물 모두에서 

유의한 차이가 있었다(Table 2, Fig. 5).

3. 지질과산화 측정

지질의 산화에 의하여 생성된 hydroperoxide가 촉

매력이 강한 전이 금속들에 의하여 분해되어서 생성되는 

alkoxy radicals (RO), peroxy radicals (ROO), hydroxy 

radicals (OH) 및 malondialdehyde 및 4-hydroxynonenal 

등은 간접적으로 단백질과 DNA의 손상을 일으킬 뿐

만 아니라 노화와 암 발생의 중요한 인자가 되기도 

한다. 이 원리를 이용하여 비타민 E, Kaempferol 및 

연수의 ethyl acetate 추출물의 지질과산화를 측정하

여 비교하였다. 비타민 E, Kaempferol 및 연수의 

ethyl acetate 추출물은 시간이 경과함에 따라 대조군

의 지질과산화의 증가에 반하여 지질과산화가 감소하

였다. 비타민 E, Kaempferol 및 연수의 ethyl acetate 

추출물의 지질과산화능은 24시간째에 각각 67%, 75% 

Fig. 6. Lipid peroxidation of vitamin E, Kaempferol and 

Ethyl acetate extract of Nelumbo nucifera stamens 

during storage 40℃
The values represent the mean ± standard deviations 
(Lipid peroxidation) for triplicate experiments. Significantly 
different from the control value. ** : p < 0.01, *** : p < 
0.001 (Students' t-test).

및 67%이었고 96시간째에는 각각 98%, 98% 및 95% 

이었으며 24시간째부터 각각 유의한 차이가 있었다 

(Table 3, Fig. 6).

4. 항암효과 

수산기, 카르복실기 및 메톡시기가 결합된 페놀화

합물과 플라보노이드는 암세포주에 대한 성장억제효

과가 높은 것으로 보고되고 있다. 플라보노이드인 

Kaempferol과 Kaempferol이 다량 함유된 것으로 알

려진 연수의 ethyl acetate 추출물을 별아교종세포에 

처리한 후 MTT정량분석법으로 흡광도를 측정한 결

과 Kaempferol과 연수의 ethyl acetate 추출물은 별아

교종세포의 성장률을 농도 의존적으로 감소시켰으며 

100 uM 농도에서는 Kaempferol이 57%까지 ethyl 

acetate 추출물이 70%까지 감소시켰다. Kaempferol과
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Table 4. Inhibitory Effects of Kaempferol and Ethyl 

Acetate Extract of Nelumbo nucifera stamens  by MTT 

Assay on C6-glioma Fibroblasts

      Group
Concentration 
(uM)

 Kaempferol
  Ethyl 
  acetate
  extract

Control 3.970±0.01(100) 3.950±0.01(100)

1 3.866±0.01(97) 3.189±0.00(81)
*

25 3.451±0.01(87)
**
3.080±0.00(78)

**

50 2.984±0.01(75)
***
2.972±0.00(75)

**

75 2.647±0.01(67)
***
2.827±0.00(72)

**

100 2.257±0.01(57)
***
2.754±0.00(70)

***

 IC50 226.501 uM  268.570 uM

The values represent the mean ± standard deviations (% 
of MTT assay) for triplicate experiments.  Significantly 
different from the control value. * : p < 0.05, ** : p < 
0.01, *** : p < 0.001 (Students' t-test).

Fig. 7. MTT assay of Kaempferol, Ethyl acetate extract 

of Nelumbo nucifera stamens
The values represent the mean ± standard deviations (% 
of MTT assay) for triplicate experiments. Significantly 
different from the control value. * : p < 0.05, ** : p < 
0.01, *** : p < 0.001 (Students' t-test).

ethyl acetate 추출물의 IC50농도는 각각 226.5 uM과 

268.6 uM였다(Table 4, Fig. 7).

고  찰

고령화 사회에 진입하면서 건강하게 살기 위한 노

력이 증가하고 있다. 규칙적인 운동은 물론 인체의 신

진대사에 유익한 음식을 섭취하기 위한 연구뿐만 아

니라 노인성 질환, 성인병 및 노화로부터 인체를 보호

하기 위한 연구도 계속되고 있다.

노화란 생체의 기능과 신진대사가 스트레스에 대

한 적응능력이 감소하는 현상으로 외부에서 가장 쉽

게 확인 할 수 있는 현상은 얼굴의 피부색이 불균일

해지거나 피부가 건조해지고 각질이 많아진다. 최근 

이러한 피부 노화의 직접적인 원인으로  활성산소가 

주목 받고 있다
6)
. 생체가 자외선에 노출되거나 다양

한 스트레스를 받게되면 인체 내 여러 가지 효소반응

에 의하여 자유산소기(O2
-
, H2O2, OH

­
)가 생성되고 이

들 자유산소기는 단백질의 -SH기와 반응하여 효소의 

활성을 상실 하거나 가교 결합의 촉진, DHA, RNA 

효소 및 세포막에 손상을 일으켜 세포사를 유발하는 

것으로 보고되고 있다
7)
. 인체 내에 생성되는 자유산

소기가 노화를 유발하는 것으로 알려지게 됨으로써
8)
 

자유산소기에 대한 연구가 집중되었으며 그 결과 비

타민 E (α-tocophrol), BTH, BHA, PG, TBHQ, 비타

민 C (ascrorbic acid) 등이 자유산소기를 제거할 수 

있는 항산화제로 알려져 있다
25)
. 이들 중 항산화효과

가 뛰어난 BHT와 BHA는 돌연변이원성과 독성이 있

어
26)
, 최근에는 항산화제로의 사용이 감소되고 있는 

실정이며 비타민 E와 비타민 C는 제품으로 생산되고 

있으나 약과 같이 먹어야 하는 불편함이 있다. 따라서 

비교적 안정적으로 쉽게 섭식할 수 있는 천연 항산화

제를 식물성 성분으로부터 개발하기 위한 연구가 시

도되고 있다. 그 대표적인 예로 유근피, 오배자, 황금, 

천마, 머루종자, 고려엉겅퀴, 화살나무 등에서 항산화 

효과가 보고되고 있다
27)
.

비타민 E는 가장 강력한 지방용해성 항산화제로 

세포막의 지질과산화를 억제할 수 있고
28)
 자유산소기

인 유해분자물질을 파괴하는 기능이 있음이 보고되었

으며
29)
 Royack 등

30)
은 세포의 산소화적 손상을 감소

시킨다고 보고하였다. 또한 비타민 E는 비타민 C와 

함께 chlorpyrifos-ethyl (CE)에 의하여 증가하는 지

질과산화를 감소시킬수 있다고 보고되었다
31)
. 따라서, 

본 연구에서는 비타민 E의 이러한 효과 때문에 

Kaempferol과 연수의 ethyl acetate의 항산화효과에 

대한 비교 대조군으로 선정하였다. 

플라보노이드인 Kaempferol은 각종 스트레스에 의

하여 유발되는 DNA손상을 방해하는 강력한 항산화

제이며 항암 및 항 바이러스 효과도 있는 것으로 보

고되고 있다
32)
. Kaempferol은 식물의 줄기, 꽃 및 잎

에서 분리되고 있으며
9,11,12)

 항산화작용
9,11-13)

, 간세포 

보호
13)
, 항염증

13)
, 항당뇨

13)
  및 암세포에 대한 세포독

성
10,13)
 등 다양한 생리활성이 있는 것으로 보고되었

다. 특히 수련과 연의 꽃에서 분리한 Kaempferol은 

항산화 작용, 신경보호 효과 및 항암작용이 강한 것으

로 보고되었다. 
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각종 식물로부터 추출물을 추출하는 데는 다양한 

용매제인 에탄올, 메탄올, 부탄올, ethyl acetate 등이 

사용되는데 이들 용매제를 사용한 추출물은 생리활성

이 약간씩 다르게 나타난다. ethyl acetate를 이용한 

추출물의 생리활성은 비교적 다른 용매제에 의한 추

출물보다 생리활성이 좋은 것으로 보고되었다
33)
. 이에 

본 연구에서는 연수의 ethyl acetate 추출물을 선정하

여 항산화작용과 항암작용을 측정하여 비타민 E와 

Kaempferol의 효과와 비교하였다. 

비타민 E, Kaempferol 및 연수의 ethyl acetate 추

출물의 DPPH 라디칼 소거능을 측정하여 비교한 결

과 비타민 E, Kaempferol 및 연수의 ethyl acetate 추

출물은 각각 2.672 uM, 3.754 uM 및 6.283 uM이었다. 

비타민 E, Kaempferol 및 연수의 ethyl acetate 추출

물은 Table 1에서 보는 바와 같이 농도 의존적으로 

DPPH 라디칼 소거능을 증가시켰고 DPPH 라디칼 소

거능의 증가속도가 거의 비례하였으며 DPPH 라디칼 

소거능은 비타민 E > Kaempferol > 연수의 ethyl 

acetate 추출물 순이었다. 1 uM 농도에서 DPPH 라디

칼 소거능을 기준으로 대조군 100%에 이르는 유의성

을 검정한 결과 비타민 E, Kaempferol은 25 uM농도

에서 유의한 차이가 있었으며, 연수의 ethyl acetate 

추출물은 50 uM농도에서 유의한 차이가 있었다. 

연수의 ethyl acetate 추출물에는 Kaempferol뿐만 

아니라 Kaempferol 3-O-glucuronic acid, Kaempferol 

3-O-glucoside 및 Kaempferol-3-O-galactoside 등도 

함유하고 있는 것으로 알려져 있어 Kaempferol과 연

수의 ethyl actetate 추출물의 IC50농도에 차이가 있는 

것으로 판단되며 연수는 우수한 전자공여능을 갖고 

있어 항산화 작용을 나타낸다고 생각하였다. 

슈퍼옥사이드 디스뮤타제 유사활성을 측정한 결과 유

사활성은 농도 의존적으로 증가하였고 증가비율은 농도에 

비례하였으며 100 uM에서의 증가비율은 Kaempferol > 

비타민 E > 연수의 ethyl acetate 추출물 순이었다. 1 

uM농도의 슈퍼옥사이드 디스뮤타제 유사활성을 기준

으로 유의성을 검정한 결과 비타민 E, Kaempferol 및 

연수의 ethyl acetate 추출물 모두에서 25 uM에서 유

의한 차이가 있었다.

김 등
34)
은 화살나무 메탄올 추출물의 지질과산화의 

관련한 항산화 효과를 검토하기 위하여 linoleic acid

의 추출물을 첨가하여 40℃에서 96시간 동안 지질과

산화물을 흡광도(500 nm)로 측정하였다. 그 결과 대

조군은 24, 48, 96 시간 후 0.779, 0.789, 1.442로 흡광

도가 측정되었고 0.2 mg/mL의 추출물을 첨가하였을 

때에는 각각 0.244, 0.267, 0.291로 흡광도가 나타나 대

조군에 비해 추출물 첨가구의 지질과산화수치가 각각 

68.69%, 66.16%, 79.83%로 유의성 있게 감소되었고 

비타민 E도 유사하였다고 보고하였다.

김 등
35)
은 37℃에서 24시간 동안 저장한 linoleic 

acid에 대한 20종의 약용식물 물추출물의 항산화 활

성을 측정한 결과 음양곽․오미자․당귀․해동피․토

자사 등이 1 mg/mL 농도에서 70% 이상의 높은 항산

화 활성을 타나냈다고 보고하였다.

본 연구에서는 비타민 E, Kaempferol 및 연수의 

ethyl acetate 추출물은 시간이 경과함에 따라 대조군

의 지질과산화의 증가에 반하여 지질과산화가 감소하

였다. 지질과산화의 시간경과에 따른 감소는 비타민 

E ≥ Kaempferol > 연수의 ethyl acetate 추출물 순

이었다. 비타민 E, Kaempferol 및 연수의 ethyl 

acetate 추출물의 지질과산화능은 24시간째에 각각 

67%, 75% 및 67% 이었고 96시간째에는 각각 98%, 

98% 및 95% 이었으며 24시간째부터 각각 유의한 차이

가 있었으므로, Kaempferol과 연수의 ethyl acetate 추

출물은 우수한 지질과산화능이 있음을 관찰하였다. 

Gultekin 등
31)
도 비타민 E와 비타민 C는 Chlorpyrifos- 

ethyl에 의하여 증가하는 지질과산화를 감소시킬 수 

있다고 보고하였다.

Kaempferol과 연수의 ethyl acetate 추출물을 별아

교종세포에 처리한 후 48시간째 MTT 흡광도를 측정

하여 IC50농도를 산정한 결과 Kaempferol과 연수의 

ethyl acetate 추출물은 IC50농도는 각각 226.5 uM과 

268.6 uM 농도였다. 이 결과는 Borenfreund 등
35)
의 

독성 판정 기준에 의하면 중간독성으로 판정할 수 있

어 연수의 ethyl acetate 추출물은 우수한 항암효과가 

있는 것으로 판정하였다.

Kaempferol의 항암효과에 대하여는 상피세포 암
13)
 

및 난소암
10)
 등에 다양하게 보고되고 있다. 항산화 작

용과 항암작용을 나타내는 기전에 대하여는 주로 

Kaempferol의 구조와 활성과의 관계로 알려져 있다. 

Jung 등
12)
은 Kaempferol의 A ring, B ring, C ring에 

결합된 수산기에 의하여 활성산소종(ROS)의 생산을 

억제하고 Montana 등
18)
은 C3와 C7에 결합된 수산기

가 O2의 생산을 억제하나 B ring의 3-4'에 결합된 수

산기는 O2의 생산억제와는 관계가 없다고 보고하였으

며, Wang 등
19)
은 B ring의 3′4′ catechol moiety가 

항산화에 관여하고 특히 B ring의 4′에 결합된 수산

기가 중요한 역할을 한다고 보고하였을 뿐만 아니라  

플라보노이드의 구조와 항암작용과의 관계에 관한 연
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구도 다양하게 보고되었다
36)
. 

항산화 작용이 있는 페놀산과 플라보노이드가 항

암작용이 있는 것으로 보고되고 있는데 Kaempferol

도 구조식에 수산기, 3′4′ catechol moiety 및 4′ 

위치에 수산기가 결합하고 있으며 C ring의 1 위치

의 O와 A ring의 7의 위치의 수산기와 B ring 4′ 

위치의 수산기가 항암작용을 나타낸다고 생각할 수 

있다.

연수의 ethyl acetate 추출물에는 Kaempferol과 

Kaempferol 유도체가 함유되어 있으며 항산화작용과 

항암작용이 나타나는 것으로 판단되며 해독효과도 나

타날 것으로 생각한다. 이를 바탕으로 계속적인 연구

가 이루어져야 할 것이다.

결  론

연수 추출물과 Keampferol의 항산화능과 항암효과

를 확인할 목적으로 항산화능은 전자공여능을 확인할 

수 있는 DPPH 라디칼 소거능, 슈퍼옥사이드 디스뮤

타제를 확인 할 수 있는 슈퍼옥사이드 디스뮤타제의 

유사활성 및 지질과산화능으로 측정하였다. 항암효과

는 MTT 흡광도를 측정하여 세포독성을 산정하였으

며, 그 결과는 다음과 같다.

1. 비타민 E, Kaempferol 및 연수의 ethyl acetate 추

출물은 농도 의존적으로 DPPH 라디칼 소거능을 

증가시켰고, DPPH 라디칼 소거능의 증가속도는  

비례하였으며, DPPH 라디칼 소거능은 비타민 E > 

Kaempferol > 연수의 ethyl acetate 추출물 순이었

다. DPPH 라디칼 소거능을 각각의 대조군과 비교

한 결과 비타민 E, Kaempferol은 25 uM농도에서 

통계학적으로 유의한 차이가 있었으며, 연수의 

ethyl acetate 추출물은 50 uM 농도에서 통계학적

으로 유의한 차이가 있었다.

2. 비타민 E, Kaempferol 및 연수의 ethyl acetate 추

출물의 슈퍼옥사이드 디스뮤타제의 유사활성은 농

도 의존적으로 증가하였고, 증가비율은 비례하였으

며, 100 uM에서의 증가비율은 Kaempferol > 비타

민 E > 연수의 ethyl acetate 추출물 순이었다. 슈

퍼옥사이드 디스뮤타제 유사활성은 각각의 대조군

과 비교한 결과 비타민 E, Kaempferol 및 연수의 

ethyl acetate 추출물 모두에서 25 uM에서 통계학

적으로 유의한 차이가 있었다. 

3. 비타민 E, Kaempferol 및 연수의 ethyl acetate 추

출물은 시간이 경과함에 따라 대조군의 지질과산

화의 증가에 반비례하여 지질과산화가 감소하였다.  

비타민 E, Kaempferol 및 연수의 ethyl acetate 추

출물의 지질과산화능은 24시간째에 각각 67%, 

75% 및 67% 이었고, 96시간째에는 각각 98%, 

98% 및 95% 이었으며 24시간째부터 각각 통계학

적으로 유의한 차이가 있었다. 

4. Kaempferol과 연수의 ethyl acetate 추출물은 별아

교종세포의 성장률을 농도 의존적으로 감소시켰으

며, 100 uM 농도에서는 Kaempferol이 57%까지 

ethyl acetate 추출물이 70%까지 감소시켰다. 

Kaempferol과 Ethyl acetate 추출물의 IC50농도는 

각각 226.5 uM 과 268.6 uM 농도였다. 

이상의 결과에서 연수의 ethyl acetate추출물은 우

수한 항산화능과 항암효과가 있음을 알 수 있었다.
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