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Reactiveoxygenspecies(ROS)caninducehepatotoxicityandtriggerapoptosisintheliver.In

thisstudy,weinvestigatedthesulfatedpolysaccharideA-1from Opuntiaficus-indicaagainst

alcoholicoxidativestressinhumanliverHepG2cell.AnantioxidantsubstanceA-1obtained

from theenzymaticextractofOpuntiaficus-indicafruitwaspurifiedbyDEAE-celluloseion

exchangeand sephadex G-100gelpermeation chromatography.Thepurification yield and

molecularweightwere14.3% and1.8KDa,respectively.TheA-1predominatelycontained

arabinose,galactose,rhamnoseandalsosulfategroup.ThestructureofA-1wasinvestigatedby

Opuntiaficus-indica다당 A-1의 특성 및 알코올유도

간 산화스트레스의 보호 효과
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periodateoxidation,FT-IR spectroscopy,
1
H-NMR spectroscopy.TheA-1mainlycomposedof

alternatingunitof→4)-α-L-Rapp-2-SO3
-
-α-L-Galp-(1→ andbranchedlinkageofβ-D-Arbp-

(5→.TheantioxidativeactivitywasmeasuredusingtheSOD,CATactivityandGSH assay,

respectively.TheexpressionofNrf2proteinwasanalyzedbywesternblotting.Theviablecell

countanalyzedbyautofluorescence.Oxidativestressinducedbyethanol(1M)weredramatically

reducedbyA-1treatment.A-1alsopreventedcelldeathinducedbyoxidativestress.Italso

increasedexpressionNrf2proteinlevel.WeconcludedthatsulfatedpolysaccharideA-1from

Opuntiaficus-indicaeffectivelyprotectHepG2livercellfromalcoholicoxidativestress.

Keyword: Opuntiaficus-indica,Alcoholicoxidativestress,Hepatotoxicity,HepG2

Ⅰ.서 론

알코올의 과도한 소비로 인한 만성적 간질환

(Chromicalcoholicliverdisease,ALD)및 알콜중

독(Alcholoism)은 건강상의 문제뿐아니라 심각한

사회적 문제를 야기 할 수 있다. 섭취한 에탄올

은 거의 대부분 산화과정에 포함된 효소에 의해

대사된다.대사과정 중에 축적되는 acetaldehyde의

제거 속도는 ADH(alcoholdehydrogenase)과 ALDH

(aldehydedehydrogenase)의 활성에 의해 결정되

고,이 대사산물의 축적은 간과 기타 조직에 lipid

와 lipidperoxide의 축적을 유발 한다
1)
.알코올 및

알코올 대사 중간체는 prooxidant로 작용하여 간

세포의 자동산화를 유발하고 간독성을 일으킨다
2)
.

Prooxidant는 mitochondria에서 전자전달계에 작용

하여 부산물로 O2
-
,OH

-
,H2O2 같은 활성산소종

(ReactiveOxygenSpecies,ROS)을 생성 한다3,4).

이 ROS는 세포내 거대분자(핵산,단백질,지질)와

반응하여 necrosis나 apoptosis에 의한 세포사멸을

유발 한다
5,6)
.Ethanol은 ROS생성과 apoptosis를

유발 한다
7,8)
.ROS는 glutathion peroxidase,adenyl

cyclase와 같은 vitalprotein을 불활성화 시키고,

DNA strand를 파괴하고 세포막지질을 과산화 시

킨다
9)
.지질의 과산화와 항산화효소 발현을 저해

하는 산화스트레스에 의해 알콜성 간 질환이 발생

된다
10)
.알코올 독성에 직접 관련이 있는 산화스

트레스의 증가를 막기 위하여,천연물 기원의 항

산화물질의 개발에 관심이 증가되고 있다.천연물

기원의 항산화제는 다양한 식물종으로-부터 보고

되어 있으나 이들의 거의 대부분은 페놀화합물,

질소화합물 및 카로티노이드이다
11-15)
.최근 산성다

당류에 대한 관심이 증가하고 있으며,주로 해초

류에서 추출 되고 있는 이 산성 다당류는 세포의

외피와 세포벽사이의 matrix를 채우고 있는 점질

성의 다가 음이온성 물질이다.최근 fucoidan을 비

롯한 산성 다당류의 항산화효과가 주목되고 있으

나 육상의 식물에서 보고된 예는 Puerarialobata

(Mill)의 (1→6)-α-d-Glcp로 구성된 수용성 glucan16),

lacquertree(Rhusverniciflua)의 황화다당
17)
을 제

외하고 그 예를 찾기가 어렵다.
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본 연구에 사용한 Opuntiaficus-indica는 육상

약용식물로 항염증
18)
,혈당강하,위계양 억제,항

산화작용,면역증강효과가 있는 것으로 알려졌다
19)
.Opuntiaficus-indica는 69.2% 당류를 포함하고

있으며,급성 간 손상 개선효과20),통증감소효과21),

혈당강하효과
22)
등 다양한 결과가 보고되고 있으

나 산화스트레스에 대한 실험적 연구는 아직 이루

어지지 않은 상태이다.

본 연구는 Opuntiaficus-indica를 효소적 분해

및 일련의 정제방법에 의해 활성 다당을 분리하

고,알코올에 의한 산화적 스트레스를 받은 세포

의 손상 개선 효과를 검토하였다.

Ⅱ.재료 및 방법

1.A-1의 효소적 추출 및 정제

전남 신안 소재의 (주)황토와 백년초에서 구입

한 Opuntiaficus-indica(1Kg)에 동량의 0.25M

citratebuffer(pH 4.5)를 가하고 grinder를 사용하

여 분쇄하였다.분쇄물에 10 mL 효소 혼합물

(cellulase:pectinase= 5:5)을 첨가하여 40℃

에서 10시간 동안 분해하고 여과하여 상등액을 분

리하였다.Bo등
23)
의 방법에 의해 항산화활성을

갖는 다당 분획을 분리하였다.분리된 분획을 동

결건조 하여 -20℃에서 보관하면서 사용하였다.

건조 다당 분획을 Cl
-
form으로 처리된 DEAE

-cellulose를 column(3×50cm)에 충진 하고 48

mL/hr의 유속으로 4mL씩 분획하여 용출하였다.

이로부터 A를 얻었으며,NaCl(0→0.4M)gradient

elution을 행하여 B와 C를 각각 얻었다.각 분획

의 당은 phenol-sulfuricacid법으로 분석하였으며,

분획 A,B,C의 수율은 23.1%,7.3%,33.2%이였

다.활성분획 A를 Sevagemethod를 사용하여 free

protein을 제거하였다.SephadexG-100을 column

(3×50cm)에 충진하고,증류수를 사용하여 40

mL/hr의 유속으로 용출하여 4mL씩 분획하였다.

이때 voidvolumne은 bluedextran(M.W.2,000,000)

으로 결정하였다.항산화활성을 나타내는 분획

A-1을 분리하였다(14.3%).정제도는 TLC를 행하

여 단일 spot을 확인하였다.분자량 측정은 극한

점도로부터 분자량을 추정할 수 있는 Sakurada-

Houink식에 의하여 계산하였으며 극한점도의 추

정을 위한 A-1의 용매계는 0.2M aceticacid＋

0.1M NaCl＋ 4.0M urea를 사용하였으며,본

용매계에 각 농도별로 용해시킨 A-1의 상대 점도

로부터 비점도 및 환원점도를 구한 다음 환원점도

와 농도간의 곡선에서 포외법으로 극한 점도를 구

하였다.

2.구성 성분의 정량

전당은 phenol-sulfuricacid법으로 비색 정량 하

였다.A-1시료 1mL와 5% phenol1mL가 든

시험관에 5mL의 c-H2SO4를 가하고 30분간 교반

후 490nm에서 흡광도를 측정하여 표준곡선으로

부터 당의 양을 측정하였다.A-1을 100℃,5시간동

안 산가수분해(5.0M trifluoroaceticacid)sulfate

는 BaCl2/gelatinemethod
24)
로 측정하였다.

Hexoses와 deoxyhexose의 구성성분은 Sawardeker

의 방법
25)
에 따라 행하였다.시료 2mg에 2M

TFA(1mLtrifluroaceticacid)1mL를 첨가하고

120℃에서 60분간 가수분해 한 후 가수분해물을

alditolacetate유도체로 합성하여 LC분석을 행하

였다.

3.Periodateoxidation

구성당의 결합 패턴을 조사하기 위하여 A-110

mg을 10mM sodium metaperiodateperiodate100

mL에 첨가하고 4℃ 암냉소에서 7일간 반응시키며

일정 간격으로 시료를 취하여 periodate(IO4
-
)의

소비를 분광학적 방법으로 측정하였다.동시에

0.5% phenolphthalein가 포함된 1mM NaOH용액

으로 적정하면서 formicacid의 생성을 측정하였
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다26).0.1gsodium borohydride와 12시간 반응

후 과량의 regent는 0.1N HCl로 중화 후 24시간

투석 후 생성된 formicacid를 아래의 식에 의해

환산하였다.

Theproductionofformicacid(Mole)

=
A×B×C
D×1,000

A:Theamountofconsumedalkali(mL)

B:Theconcentrationofalkaliused(N)

C:Totalamountofsample(mL)

D:Theamountofsampleused(mL)

4.Infrared(FT-IR)와 nuclearmagneticresonance

(NMR)spectra

FT-IR spectrum은 KBr pellets을 사용하여

IR-700(JASCO,Japan)로 측정하였으며,
1
H-NMR

spectra는 A-1을 D2O(99.9%)에 용해시키고 JEOL

FX-100NMR spectrometer(500MHz)로 측정하

였다.

5.세포의 배양과 산화스트레스의 유도

HepG2(humanhepatocarcinoma)(ATCC #

HB-8065)은 1mM sodium pyruvate가 보강된

10% fetalbovineserum,50units/mlpenicilline과

50㎍/mlstreptomycine이 포함된 minimumessential

medium (Gibco BRL,USA)에 접종하고 37℃,

5% CO2 incubator에서 monolayer로 배양하였다.

cell-line이 5×10
4
cells/ml이 되면 96-wellplate

(1×104cell/well)에 분주하고 1M의 ethanol을 첨

가하여 산화스트레스를 유발하였다.배양 후 원심

분리 하여 세포를 분리,세척한 후 분리 다당 A-1

을 배양액에 0.1%,0.5%,1.0%,2.0% 첨가하여 20

시간 동안 배양하였다.

6.GSH정량

GSH는 Sedlak등
27)
의 방법에 따라 비단백-SH

를 측정하였다.1M의 ethanol을 첨가하여 산화스

트레스를 유발 후 원심분리 하여 세포를 분리,세

척한 후 분리 다당 A-1을 배양액에 첨가하여 20

시간 동안 배양한 세포 homogenate에 25% HPO3

를 4:1비율로 혼합하여 4℃,8000×g에서 10분

간 원심분리 하여 96well에 상등액과 0.4M Tris

buffer(0.02mM EDTA,pH 8.9)2ml,0.01M

5.5'-DITHIO-bis(2-nitrobenzoicacid)50㎕를 가

하여 15분간 반응 후 412nm에서 흡광도를 측정

하였다.흡광도의 측정 후 GSH 함량의 계산식은

다음과 같다.

GSHcontent= O.D/13100(mol/L)

7.SOD활성 측정

SOD의 활성은 Fridovich의 방법
28)
에 준하여 측

정하였다.50mM potassium phosphatebuffer(0.1

mM EDTA,pH 7.9)1ml,0.5M xanthine67㎕,

1% sodium deoxychlorate(DOC)10㎕,1.5mM

KCN 10㎕,0.2mM cytochromeC50㎕를 넣은

mixture에 세포 homogenate상등액 3㎕,xanthine

oxidase3㎕를 넣고 혼합 후 550nm에서 흡광도의

변화를 2분 동안 측정하였다.이때 표준액으로

superoxidedismutasestandard(SigmaCo.)를 사용

하였다.

8.CAT(Catalase)활성 측정

0.05M potassium phosphatebuffer(0.1 mM

EDTA,pH 7.4) 1.9ml에 세포 homogenate를

800×g20분간 원심분리한 상등액 100㎕를 동일

buffer로 80배 희석한 용액 0.1ml와 H2O21ml를

혼합하여 1분 30초간 흡광도의 감소를 측정하였

다.

9.Westernblotting

세포의 cytosolic분획 단백질은 Bio-Radprotein

assay를 이용하여 측정하였다.SDS-PAGEelectrophoresis

후 gel의 단백질을 immobilemembrane(PVDF;
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Milopore)에 transferbuffer(25mM Tris-HCl(pH

8.9),192mM glycine,20% methanol)를 사용하여

transfer하였다.membrane을 0.05% Tween20이 포

함된 Tris-bufferedsaline(10mM Tris,150 mM

NaCl)(TBST)으로 세척 후 5% nonfatdriedmilk

로 blocking하였다.membrane을 primaryantibody

Nrf2(1 : 2000)과 β-actin(1 : 5000)으로 4℃,

overnight하면서 hybridization시킨 후 TBST로 3

회 세척 후 실온에서 peroxidase-labeledsecondary

antibody로 45분간 반응시켰다.TBST로 3회 세척

후 chemiluminescence western blotting regent

(Amersham PhamaciaBiotech)로 최종 detection

을 행하였다.

10.Autofluorescence에 의한 cellviability측정

HepG2(humanhepatocarcinoma)(ATCC #

HB-8065)은 1mM sodium pyruvate가 보강된

10% fetalbovineserum,50units/mlpenicilline과

50㎍/mlstreptomycine이 포함된 minimumessential

medium(GibcoBRL,USA)에 접종하고 37℃,5%

CO2incubator에서 monolayer로 배양한 세포를 모

으고 PBS+2% FBS에서 재현탁 시켰다.세포를

2회 세척 후 1∼2×10
6
cells/ml로 조절하였다.

FITC monoclonalantibodies로 염색 후 1 ml

stainingbuffer로 재현탁 시키고,OLYMPUSVANOX

fluorescencemicroscope를 이용하여 autofluorescence

signals로 cellviability측정 하였다
29)
.

Ⅲ.결과 및 고찰

1.A-1의 효소적 추출 및 정제

Opuntiaficus-indica세포벽을 pectinase,cellulase

복합 효소를 사용하여 분해하였다.이 효소 분해

과정에서 세포벽의 분해로 인해 Opuntiaficus-indica

fruit내부의 항산화 활성을 갖는 polysaccharide,

protein,phenoliccompounds의 추출이 증가하였다.

효소 추출한 분획물을 DEAE-cellulose(Cl-form)

ionexchangechromatography한 결과는 Fig.1과

같다.A-1는 비흡착구로부터 A를,흡착구로부터 B

와 C를 각각 얻었다.활성 분획으로 다가 음이온

적 성질을 갖는 산성당류 C의 생산량은 14.27g/L

였으며,수율은 33.2%였다.반면 음이온적 성질이

낮은 B분획과 증류수로 용출한 중성의 분획에서는

항산화 활성이 나타나지 않았다.활성 분획 C를

sephadexG-100gelpermeationchromatography한

결과는 Fig.2에서 보는 바와 같이 a,b,c,d의 4

개의 당 분획을 나타내어 분자량이 서로 다른 4종

의 혼합물로 구성이 되어 있음을 알 수 있었다.

이 분획들 중 항산화 활성이 우수한 b를 분리하고

동결 건조하여 A-1이라 명명하고 다음 실험을 행

하였다.최종 수율은 14.3%이였고,정제도를 단일

spot을 확인하였으며,분자량은 1.8KDa이였다.

Opuntiaficus-indica에서 분리한 A-1의 구성성

분은 45.4% neutralsugars,8.9% uronicacids,

4.2% sulfate로 비교적 높은 sulfateester함량을

가지고 있는 것으로 나타났다.A-1의 높은 negative

chargedensity는 sulfate/totalsugarmolarratio에

기인하는 것으로 판단된다.

Uronicacid의 경우 Matusuhiro등30)은 Opuntia

ficus-indica의 점질물의 수용성 및 불용성 당의

uronicacid의 함량이 각각 15.6%,28.0%라고 보고

한 반면,Habibi등
31)
은 uronicacid가 존재하지

않는다고 보고하였다.

또한 A-1을 구성하는 구성 당의 조성은 arabinose,

galactose, rhamnose가 각각 20.03%, 10.35%,

10.57%였다.이결과는 arabinose:rhammose:

xylose:galactose의 비율이 1.0:1.7:2.5:4.1

라고 보고한 Matusuhiro등
30)
의 결과 및 Habibi

등32)의 Opuntiaficus-indicapecticpolysaccharide

가 arabinose,galactose,rhamnose로 구성되었다는

보고와 유사하였으나,arabinose,galactose로 구성

되었다는 Matusuhiro등
30)
의 결과와 차이를 나타

내었다.또한 Opuntiaficus-indica의 sulfate함량에
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관한 예는 찾아보기 어렵다.이결과는 F.vesiculosus

의 fucoidan성분이 48% neutralsugars,9% uronic

acids,and12% sulfates였다는 Rupérez등33)의 보

고 및 37% neutralsugars,17% uronicacids,39%

sulfates라는 Mabeau등34)의 보고와 유사하였으나

이들 결과에 비해 낮은 sulfatedester함량을 나타

내었다.중성 당의 glycoside결합의 분해에 의해

oxygenfreeradical과 우선적으로 반응하여 환원에

의해 radical을 제거하는 것으로 알려져 있다.이

때 분자량의 크기는 항산화 활성의 중요한 요소로

작용한다.즉,고분자 sulfated polysaccharide보다

저분자의 항산화활성이 높은 것으로 알려져 있다
35)
.
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Fig.1.PurificationoftheA-1fromOpuntiaficusby
DEAE-SephadexCL-6Bcolumnchromatography.

Thecrudepolysaccharidefrom Opuntiaficus(58.3g)
waspurifiedusingaDEAE-SephadexCL-6B column.
Fractions were checked by the phenol-H2SO4(-■-)
andtheDPPH radical(-□-)scavengingreaction,and
by the NaClconcentration(—).Further details are
describedin‘MaterialsandMethods’.

2.Periodateoxidation

A-1의 결합 양상을 과요드산 산화에 의하여 측

정한 결과 Fig.3과 같이 NCS은 IO4
-
를 소비함과

동시에 formicacid를 생성하였으며,반응 2일 후

에 일정한 값에 도달하였다.그림의 기울기로부터

외삽하여 IO4
-
소비량과 formicacid생성량을 몰

비로 환산한 결과,몰비는 약 3.5:1이었다.류 등
36)
,
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Fig.2.PurificationoftheA-1from Opuntiaficus
bySephadexG-100columnchromatography.

ThefractionC byionexchangechromatographywas
purified using a Sephadex G-100 column.Fractions
werecheckedbythephenol-H2SO4(-■-)andDPPH
radical(-□-)scavengingreaction.Furtherdetailsare
describedin‘MaterialsandMethods'.

McAnall등
37)
,이 등

38)
의 보고에서 과요오드산 이

온은 hydroxylgroup,carbonylgroup,일차 아미

노기들은 두 개가 인접한 탄소원자들 사이에 결합

되어 있을 때 두 탄소 원자들 사이를 특이하게 산

화시킨다.산화물이 1,4-glucan이고 1,5분지일 경

우에는 IO4
-
소비량과 HCOOH의 생성량의 몰 비

가 2:1이다.분지가 없는 경우에도 비환원 말단

과 환원 말단이 산화되어 IO4
-
소비량과 HCOOH

를 5:3의 몰비로 생성하고 주 chain은 산화되지

않는다.또한 1,4-glucan인 경우에는 환원말단과

비환원말단이 산화하여 IO4
-
를 소비함과 동시에

HCOOH을 생성하지만 backbone은 산화되어 IO4
-

가 소비되나,HCOOH는 생성되지 않는다.비환원

말단에서는 2 M의 IO4
-
를 소비하고,1 M의

HCOOH를 생성한다.환원말단에서는 3M의 IO4
-

를 소비하고,2M의 HCOOH를 생성한다.1,5잔

기를 가진 1,4-glucan의 경우도 산화되어 IO4
-
를

소비하지만 HCOOH는 생성하지 않는다.이상의

결과로부터 A-1은 α-1,5 분지를 포함한 α-1,4

glucan인 것으로 판단되었다.
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Fig.3.PeriodateoxidationoftheA-1fromOpuntia
ficus

Determinationoftheamountofperiodatesconsumed
and theamountofformicacid releasedduringthe
oxidationofA-1from Opuntiaficus.A-1wasoxidized
with100mLof10mM sodium metaperiodateat4°C
for7days.Theperiodateconsumption (-□-) was
calculatedfrom thechangeofabsorptionat223nm.
Theformicacid production(-■-)wasmeasured by
titration with 0.01 M NaOH,aswereformicacid
productionandIO4

-consumption

3.구조해석

A-1의 구조를 해석하기 위하여 KBrpellet법을

이용하여 FT-IR 흡수 spectrum을 조사한 결과는

Fig.4와 같다.spectrum에서 당류의 특이적 흡수

대인 3400cm
-1
에서 O-H group,2900cm

-1
에서 당

의 환원 말단의 aldehydeC-H group bending

variation,1633과 1055cm
-1
에서 C=O stretching

band와 C-O stretchingband가 나타나고 있었으

며,1055cm
-1
과 611cm

-1
에서 S-O 와 S-OR

estervariation이 확인되어 sulfateester결합을 가

지는 당임을 확인하였다.

A-1의
1
H-NMR분석을 행한 결과,Fig.5에 나

타내었다.spectrum에서 보는 바와 같이 측정한

값들은 각각 δ-3.62-3.73에서 β-D-Arbp-(5→ 와

→4)-α-L-Rapp-2-SO3
-
-(1→의 잔기 H-1, H-2,

H-3,H-4,H-5,H-6의 chemicalshift가 4.96,4.82,

4.73,4.65,4.79,1.22에 나타나고 있으며,→4)α

-L-Galp-(1→의 chemicalshift가 δ-3.60에서 나타

내었다.이 값은 standardreportergroupdata와

비교하였다
39-43)
.이 결과로부터 A-1의 구조는 →

4)-α-L-Rapp-2-SO3
--α-L-Galp-(1→의 backbone에

β-D-Arbp-(5→가 분지되어있는 구조를 가지고 있

는 것으로 판명되었다.이 결과는 Habibi등32)의

결과와 일치하였다.

Fig.4.FT-IRspectrum oftheA-1from Opuntia
ficus

Inthethirdregionofinterest(4000–500cm−1),A-1
from Opuntia ficus,exhibit absorption bands.The
strongbandsat1055cm-1and611cm-1weretheS-O
andS-ORestervariationband,respectively.

Fig.5.
1
HNMRspectrumoftheA-1fromOpuntia
ficus

ThespectrawererecordedforsamplesinD2Osolution
at60℃.Chemicalshiftsarerelativetointernaland
externaltrimethylsilypropionicacid at0ppm.The
HODsignalwassuppressedbypresentation.The4.9to
3.5ppmregionisshowninthesquare.

4.GSH의 변화 및 SOD,CAT활성 측정

Minimum essentialmedium(GibcoBRL,USA)

에서 배양한 Hep G2(human hepatocarcinoma)



170 류일환,권지웅,이어진,윤용갑,권태오

(ATCC# HB-8065)세포에 1M의 ethanol을 첨

가하여 산화스트레스를 유발 후 원심분리 하여 세

포를 분리,세척한 후 분리 다당 A-1을 배양액에

첨가하여 37℃,20시간동안 배양한 세포 파쇄물의

GSH함량 및 SOD,CAT활성 변화를 측정한 결

과는 Table1과 같다.hepaticantioxidantenzyme

인 SOD,CAT및 glutathion함량 모두에서 유의

적인 증가를 나타내었다.Opuntia ficus-indica

sulfated다당인 A-1을 1% 투여시 control에 비해

SOD와 CAT 활성은 각각 83%와 10% 증가하였

고,GSH의 함량은 73% 증가하였다.반면 2% 첨

가시 1% 첨가시보다 활성이 감소하는 경향을 보

였다.이는 고농도의 당의 첨가시 점도의 변화에

의해 활성 성분의 세포내 유입이 차단되는 것으로

판단된다.

GSH는 활성산소에 대해 세포를 보호하는 항산

화물질로 비효소계 항산화 시스템에 있어서 중요

한 역할을 한다.glutathion은 disulfidebond로 연

결된 tripeptide에 의해 순환되는 환원형(GSH)과

산화형(GSSG)이 있다.산화형 GSSG는 glutathion

reductase에 의해 GSH로 환원되고 hydrogen

peroxide와 organicperoxide와 반응하여 해독작용

에 중요한 역할을 한다
44)
.이것은 뇌와 간의 노화

및 손상에 의해 감소하는 것으로 알려져 있다.

Opuntiaficus-indica다당 A-1이 간세포의 손상

시 감소하는 GSH를 증가시키는 작용을 하는 것

으로 판단된다.SOD는 효소계 항산화 시스템 중

superoxideanion을 과산화수소로 변화시켜 산소독

으로부터 세포를 보호하는 역할을 담당하는 효소

로,연령이 증가함에 따라 SOD의 발생량이 감소

하여 신체를 노화 시킨다
44)
.CAT는 microsome에

서 생성되며 골지체로 이동 부착되어 내인적으로

생성된 과산화수소를 물과 산소로 변환하는 촉매

역할을 한다.이상의 결과를 종합해 볼 때 본 연

구에서 분리정제한 Opuntiaficus-indicasulfated

polysaccharide A-1은 GSH 함량을 증가시키고

CTA활성을 증가시키므로 알코올에 의해 유도된

산화스트레스의 감소에 관여하는 것으로 판단된다.

A-1
(%)

TotalSOD
nM/(min.mgprotein)

GSH
μM/(min.mgprotein)

CAT
μM/(min.mgprotein)

control 22.1±4.2 20.1±3.5 21.3±0.2

0.1 23.6±3.1 23.1±1.9 13.6±3.7

0.5 33.7±1.8 29.5±4.5 16.5±2.3

1.0 40.5±3.3 34.7±4.1 23.4±4.4

2.0 38.9±2.9 34.1±2.2 18.8±1.6
Valuesaremeans±SD

Table1.EffectoftheA-1from OpuntiaficusonhepaticantioxidantenzymeactivityforHepG2liver
cellwithethanol

5.Nrf2단백질의 발현

AREenhancersequence를 인식하는 DNA-binding

단백질인 Nrf2는 항산화와 관련된 phaseIIenzyme

gene을 발현시키는 중요한 단백질이다
45)
.Opuntia

ficus-indica sulfated polysaccharideA-1에 의한

Nrf2의 발현을 확인하기 위하여 immunoblotting을

행한 결과 Fig.6과 같이 첨가 농도가 높아질수록

발현정도가 커짐을 확인하였다.이 결과로부터

Opuntiaficus-indicasulfatedpolysaccharideA-1에

의한 항산화 gene의 유도는 Nrf2pathway에 포함

되며 항산화활성을 증가시킴을 확인하였다.
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Fig.6.ExpressionofNrf2proteinhumanlivercell
HepG2.

Cytosolprotein(50㎍)wereelectrophoresisona12%
polyacrylamide gel.The upper part ofthe figure
indicateanoriginalblot(A),thelowerpartrepresents
the results of densitometric analysis(B).Value are
means±SD,n=3.*P<0.05.

6.Autofluorescence에 의한 viablecellcount

HepG2(humanhepatocarcinoma)세포를 FITC

monoclonalantibodies로 염색 후 OLYMPUSVANOX

fluorescencemicroscope를 이용하여 autofluorescence

signals로 viablecell을 계수한 결과 Fig.7에서 보는

바 같이 Opuntiaficus-indicasulfatedpolysaccharide

A-1의 첨가시 세포 생존율이 증가하였다.

A C

D E

A

BA C

D E

A

B

Fig.7.Cellularautofluorescencevisualizedinthe
fluorescencemicroscope

AdditionalconcentrationofsulfatedpolysaccharideA-1
;A:control,B:0.1%,C:0.5%,D:1.0%,E:2.0%

Ⅳ.결 론

Opuntia ficus-indica가 에탄올에 의해 손상을

유도한 humanlivercellHepG2의 항산화계 및

세포생존에 미치는 영향을 검토하기위하여 Opuntia

ficus-indica를 효소 분해하고 활성 sulfated

polysaccharideA-1를 분리 정제하여 구조해석을

행하고 알코올로 손상시킨 세포에 투여하여 SOD,

GHT,ATS활성도를 측정하였고,Nrf2발현 및

viablecell을 측정함으로서 항산화계의 변화 및 생리

활성 변화를 살펴보았다.먼저,Opuntiaficus-indica

효소 추출 분획물을 DEAE-celluloseionexchange,

sephadexG-100gelpermeation chromatography

하여 A-1을 분리하였다.최종 수율은 14.3%이였으

며,분자량은 1.8KDa이였다.A-1은 arabinose,

galactose,rhamnose로 구성되었고,sulfate를 포함

한다.A-1의 구조를 periodateoxidation,FT-IR

spectoscopy,
1
H-NMR spectroscopy를 행한 결과

→4)-α-L-Rapp-2-SO3
-
-α-L-Galp-(1→의

backbonechain에 β-D-Arbp-(5→가 분지되어있

었다.A-1의 항산화 활성은 GSH,SOD,CAT활

성을 증가시키고,Nrf2단백질 발현은 첨가 농도

가 높아질수록 발현정도가 커졌다.또한 A-1첨가

시 세포의 생존율이 증가되었다.
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