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Abstract

This study was designed to investigate the protective effects of Sasa borealis leaves on high glucose-induced
oxidative stress in human umbilical vein endothelial cells (HUVECs). Freeze-dried Sasa borealis leaves were
extracted with 70% methanol and followed by a sequential fractionation with dicholoromethan, ethyl acetate,
butanol and water. The ethyl acetate fraction from Sasa borealis leaves extract (ESLE) was used in this study
because it possessed the strongest antioxidant activity among the various solvent fractions. Exposure of
HUVECs to 30 mM high glucose for 48 hr resulted in a significant (p<0.05) decrease in cell viability, glutathion
(GSH) concentration, activities of antioxidant enzymes including superoxide dimutase (SOD), glutathion perox-
idase (GSH-px) and catalase, and a significant (p<0.05) increase in intracellular ROS and lipid peroxidation
formation in comparison to the cells treated with 5.5 mM glucose. ESLE treatment decreased intracellular ROS
and lipid peroxidation formation and increased cell viability, GSH concentration and expressions of SOD and
catalase in HUVECs. These results suggest that ESLE may be able to protect HUVECs from high glucose-in-
duced oxidative stress, partially through the antioxidative defense systems.
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서 론

혈관내피세포는 백혈구 부착 방지 및 혈소판의 응집과 부

착 방지, 동맥혈관 평활근 증식억제 등과 같은 기전을 통하

여 혈관 항상성 유지에 중요한 역할을 한다(1). 또한 혈관운

동성 및 투과성, 혈액응고 및 분해, 염증세포나 혈관평활근

세포의 이동이나 증식, 세포부착 등을 조절함으로써 혈관조

직의 총체적인 기능 유지를 한다(2,3). 이러한 혈관내피세포

가 여러 가지 스트레스 인자에 노출되면 세포의 기능 및 혈

관 이완능의 손상 등이 일어나게 되고, 이로 인해 혈관합병

증이 발생하게 된다고 알려져 있다(4). 특히, 혈관내피세포

가 고농도의 포도당에 노출되었을 때, O2
-, OH- 등 반응성

산소기의 생성이 증가하게 된다(5). 이로 인해 발생되는 산

화적 스트레스는 세포의 기능 장애를 일으키게 되며 여러

과정을 거쳐 당뇨합병증을 유발하게 되는데, 당뇨병성 혈관

합병증의 병인에 혈관내피의 기능 이상이 중요한 역할을 한

다(6). 이와 같은 손상으로부터 세포를 보호하기 위해 SOD,

GSH-px 및 catalase 등의 항산화효소가 존재하고 있으며,

이와 함께 vitamin E, vitamin C 및 glutathione 등과 같은

항산화물질이 공존하여 산화스트레스에 대해 스스로를 보

호하는 작용을 한다(7,8). 그러나 만성적인 고혈당은 반응성

산소기의 생성을 급격히 증가시키며(9) 이들의 과잉 생산으

로 생체 항산화 방어계의 용량은 초과하게 되어 체내 스스로

산화스트레스에 대해 방어할 수 있는 능력이 떨어지게 된다.

이러한 산화스트레스를 줄이기 위해 사용되는 항산화제는

산화스트레스로 인한 혈관내피세포의 생존율을 높이며, 2차

적인 질병의 유발을 감소 및 완화시키므로 당뇨합병증에 도

움이 되는 것으로 알려져 있는데(10), 최근 이러한 항산화제

를 천연물에서 찾으려는 시도가 많아지고 있다.

천연식물 중의 하나인 조릿대(Sasa borealis(Hack.)

Makino)는 대나무의 일종으로 죽엽이라고도 하며, 잎과 줄

기 모두 약으로 쓰이고 있는 활용도가 높은 식물로서(11)

다양한 대나무류 가운데 우리나라에서 가장 흔한 종류 중

하나이다. 조릿대는 민간요법에서 당뇨병, 고지혈증과 고혈

압 등 대사성 질환에 사용되어 왔으며(12,13), 국내에서는

조릿대 추출물로 약리작용에 관한 연구(14), 대사증후군 개
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선효과(11), 혈당 강하 효과(12), 물질 분리 연구(15) 등이

연구되어 왔지만 더 많은 연구가 필요한 실정이다.

따라서, 본 연구에서는 조릿대잎 추출물을 이용하여 고농

도의 포도당으로 유도된 산화스트레스에 대한 혈관내피세

포의 보호 효과를 조사하고자 하였다. 즉, 증가된 산화스트

레스에 대한 조릿대 추출물의 개선효과를 측정하기 위하여,

고농도의 포도당으로 전 처리된 혈관내피세포에 조릿대잎

추출물을 후 처리하여 산화스트레스의 감소 양상을 확인함

으로써 항산화제로서의 조릿대잎 추출물의 우수성을 검증

하고자 하였다.

재료 및 방법

재료 및 추출

본 실험에 사용한 조릿대는 민족토종약초연구소(제주도,

한국)에서 구입하여 사용하였으며, 조릿대잎 추출물의 제조

방법은 다음과 같다. 조릿대잎을 증류수로 씻어 동결건조

한 다음 분말화하고 20배 중량의 70% 메탄올로 12시간 동안

추출한 후 회전식 진공농축기를 이용하여 농축하였다. 이렇

게 제조된 조릿대잎 메탄올 추출물을 증류수에 녹인 후 극성

에 따라 dichloromethane, ethyl acetate, n-butanol, water의

순서로 순차적으로 추출하여 획분을 제조하였다. 예비실험

에서 여러 용매 분획물들 중에서 ethyl acetate 분획물의

DPPH radical, O2
-
및 OH․ 소거능의 IC50가 각각 11.27±3.14

μg/mL, 20.27±2.07 μg/mL, 28.49±4.57 μg/mL로 나타남으

로써 가장 강한 항산화 활성을 나타내었다. 그러므로 조릿대

잎 추출물 ethyl acetate 분획물(ESLE: ethyl acetate frac-

tion from Sasa borealis leaves extract)을 감압농축 후 동결

건조 하여 -80oC의 냉동실에 보관하면서 시료로 사용하였다.

세포 배양

인간 제대정맥 내피세포(Human umbilical vein endothe-

lial cells, HUVECs)를 Clonetics Inc.(San Diego, CA, USA)

에서 구입하여 세포가 80% 이상 confluent해지면 sub-

culture하여 passage 3～6번까지 사용하였으며, 5% fetal

bovine serum이 포함된 EBM-2 Bullet kit(Clonetics Inc.)를

이용하여 37oC, 5% CO2 incubator(model 3111, Thermo

Scientific Inc., Marietta, OH, USA)에서 배양하였다.

세포독성 측정

세포독성은 Fautz 등의 방법(16)으로 살아있는 세포가

neutral red에 염색되는 특성을 이용하여 측정하였다. 세포

가 confluence 상태가 되면 세포는 24 well plate(4×104
cells/well)에 seeding 하여 37oC, 5% CO2 incubator에서 48

시간 배양 후, ESLE를 농도별로 20시간 처리하였다. 시료처

리 후, 배지를 제거하고 1.14 mmole/L neutral red를 포함한

새로운 배지 0.5 mL를 분주하였다. 3시간 incubation 후, 배

지를 저거하고 phosphate buffered saline solution(PBS, pH

7.4)으로 2번 세척하였다. Neutral red는 acetic acid(1%,

v/v)와 ethanol(50%, v/v)을 포함한 cell lysis buffer[50

mmole/L Tris-HCl(pH 7.4), 150 mmole/L NaCl, 5 mmole/

L dithiothreitol(DTT), Triton X-100(1%, v/v)] 1 mL을 넣

어 15분 동안 실온에서 방치하여 방출시킨 후 세포 생존율을

측정하기 위해서 세포 용해 산물을 3,000 rpm에서 10분간

원심분리하고, 상등액을 취한 다음 Multilabel counter

(VICTOR3, Perkin Elmer, Waltham, MA, USA) 540 nm에

서 흡광도를 측정하였다.

세포 생존률 측정

ESLE의 세포 생존률은 HUVECs을 이용하여 neutral red

assay로 측정하였다. 세포는 24 well plate(4×104 cells/well)
에 seeding하여 5.5 mM과 30 mM의 포도당으로 37

o
C, 5%

CO₂incubator에서 48시간 전처리하여 산화적 스트레스를

유발하였으며, 농도별로 조제한 ESLE를 20시간 동안 처리

한 후, 세포독성 실험과 동일한 방법으로 실험을 행하였다.

세포내 활성산소종 측정

세포내 활성산소종(reactive oxygen species, ROS) 측정

은 dichlorofluorescein assay 방법으로 측정하였다(17).

HUVECs가 confluence되면 96 well plates에 세포를 seed-

ing하고, 30 mM 포도당을 48시간동안 처리한 후 ESLE를

20시간 처리하였다. 반응이 끝난 후에 세포를 PBS로 세척하

고, 100 μM의 2',7'-dichlorfluorescein-diacetate(DCFH-

DA)가 포함된 배지를 넣어 15분간 반응시켰으며, 동일한 배

지를 이용하여 1시간 동안 다시 반응시켜 fluorescence plate

reader(excitation 485 nm, emission 535 nm)를 이용하여

fluorescence를 측정하였다.

지질과산화물 측정

지질과산화 정도는 Fraga 등의 방법(18)을 이용하여 thi-

obarbituric acid-reactive substances(TBARS) 함량으로

측정하였다. 24 well plate(4×104 cell/well)에 세포를 주입하

여 부착시키고, 30 mM의 포도당을 첨가하고 48시간 배양한

뒤, ESLE를 분주하여 20시간 배양하였다. 배양한 후, 200

μL의 배지 상등액에 400 μL의 TBARS 용액을 가한 후 95°C

수조에서 30분간 반응시켰다. 532 nm에서 흡광도를 측정하

고, TBARS 농도는 1,1,3,3-tetraethoxypropane로부터 표준

곡선을 이용하여 측정하였으며, TBARS 값은 malondialde-

hyde(MDA)의 nmole 양으로 표현하였다.

Glutathion 농도 측정

Glutathion(GSH)은 Tietze의 방법(19)으로 효소적 순환

절차를 이용하여 측정하였다. 즉, GSH는 5,5"-dithiobis(2-

nitrobenzoic acid)에 의해 연속적으로 산화되고, gluta-

thione reductase에 포함되어 있는 nicotinamide adenine di-

nucleotide phosphate(NADPH)에 의해 환원되는 원리에 의

하여 진행된다. 10 mm dish에 세포를 주입하여 부착시키고,
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30 mM의 포도당을 첨가하고 48시간 배양한 뒤, ESLE를

분주하여 20시간 배양하였다. 세포에서 배지를 제거하고

PBS로 2번 세척한 후, 1 mL의 PBS를 첨가하여 세포를 수집

한 다음 세포 부유물을 얼음에서 5초 동안 3번 초음파 처리하

고 2,300×g에서 10분 동안 원심분리 하였다. 상등액 400 μL

을 취해 5% sulfosalicylic acid 100 μL와 혼합한 후, 2,300×g
에서 10분간 원심분리 하였다. 50 μL의 상등액을 100 μL의

reaction mixture(100 mmol/L sodium phosphate buffer

with 1 mmol/L ethylenediaminetetraacetic acid(EDTA, pH

7.5), 1 mmol/L dithiolnitirobezene, 1 mmol/L NADPH, 1.6

U GSH reductase), 1 mM disulfide 5,5'-dithiobis(2-nitro-

benzoic acid)(DTNB), 1 mM NADPH, 1.6 unit/mL GSH와

반응시켜 2분간 412 nm에서 흡광도 변화를 관찰하였다.

항산화효소 활성 측정

시료조제는 10 mm dish에 세포(1×106 cells/dish)를 주입

하여 부착시키고, 30 mM의 포도당을 첨가하고 48시간 배양

한 뒤, ESLE를 분주하여 20시간 배양하였다. 배지를 제거한

후 Hank's buffered salt solution(HBSS, pH 7.9)로 2번 세척

하고, 1 mM EDTA를 함유한 50 mM potassium phosphate

buffer 1 mL을 첨가하여 세포를 모았다. 이를 얼음 상태에서

5초씩 3회 sonication하고, 4oC, 10,000 rpm에서 20분간 원심

분리한 후 단백질 정량(20)을 하여, 세포 상등액을 항산화효

소 활성 측정에 이용하였으며, 표준곡선으로서 bovine se-

rum albumin(BSA)를 사용하였다.

SOD 활성은 Marklund와 Marklund의 방법(21)에 의한

pyrogallol의 자동 산화를 측정하였다. 96 well plate에 10

μL의 cell extracts와 1.1 mM diethylene triamine penta-

acetic acid(DTPA)를 가하고, 50 μL의 pyrogallol을 첨가하

여 405 nm에서 2분간 10초 간격으로 흡광도의 변화를 측정

하였다. Catalase 활성은 Aebi 등의 방법(22)으로 측정하였

다. 50 μL의 세포 추출 상등액에 600 μL의 50 mM PBS를

가하였다. 여기에 300 μL의 30 mM H2O2 용액을 가하여 240

nm에서 10초 간격으로 2분간 흡광도 변화를 측정하였다.

대조실험으로는 기질인 H2O2 대신에 300 μL의 PBS를 가하

고 다른 조건은 위와 동일하게 하여 흡광도의 변화를 측정하

였으며, 표준곡선은 0, 0.2, 0.5, 1, 2 mmole/L 농도별로 조제

한 H2O2를 이용하여 작성하였다. 효소의 활성은 1분 동안

1 μmole의 H2O2를 분해시키는 효소의 양을 1 unit로 하였다.

GSH-px 활성은 Lawrence와 Burk의 방법(23)으로 측정

하였다. 20 μL의 세포 상등액에 반응시약을 가한다. 25 μL의

2.5 mM H2O2를 가한 즉시 340 nm에서 2분 동안 10초 간격

으로 흡광도 변화를 측정한다. Standard는 NADPH와 mix-

ture를 혼합하여 제조하였으며, GSH-px 활성 1 unit은 1분

당 1 unit의 NADPH가 산화되는 효소의 양으로 나타내었다.

Western blotting

모든 반응이 끝나면 30 mM NaCl, 0.5% Triton X-100,

50 mM Tris-HCl(pH 7.4), 1 mM Na3VO4, 25 mM NaF,

10 mM Na4P2O7 및 protease inhibitor cocktail를 포함한 ly-

sis buffer에 세포 pellets를 60분간 incubation함으로써 세포

를 분리하였다. 세포를 융해시킨 후, 12,000 rpm, 10분간 4
o
C

에서 원심분리 하여 상층액만을 깨끗한 e-tube에 옮기고 사

용하기 전까지 -70oC에 보관하였다. Western blot을 시작하

기 전 BCA protein assay kit(BioRad, Hercules, CA, USA)

에 의해 단백질을 정량한 다음 10% SDS-polyacrylamide

gel에 한 well 당 30 μg을 로딩하여 전기영동을 시행하고

nitrocellulose(Amersham, Arlington Height, IL, USA) 막

으로 이동시켰다. 항체와 단백질간의 비특이적인 결합을 방

지하기 위하여 1시간 동안 상온에서 5% non-fat dry milk가

포함된 TBS-T(20 mM Tris-HCl, pH 7.4, 500 mM NaCl,

0.1 % Tween-20) 용액에 반응시켰다. 1차 antibody를 반응

시킨 후, membrane을 TBS-T에서 5분 동안 3번씩 세척하

고, 2차 antibody를 90분간 실온에서 반응시켰다. 발현된 신

호 체계는 LAS-3000 detector(Fujifilm, Tokyo, Japan)에 의

해 enhanced-chemiluminescence(ECL) advanced detec-

tion kit(Amersham Bioscience, Uppsala, Sweden)를 이용

하여 관찰하였으며, actin의 immunoblotting은 내부의 대조

군으로서 사용되었다(24,25).

통계처리

모든 실험 결과는 평균±표준편차로 나타내었으며, 시료

간의 차이는 one-way ANOVA로 사전 검증한 후 Duncan's

multiple range test에 의해 사후 검정하였다. 통계 처리는

SAS 9.1 program을 이용하였으며, p 값이 0.05 미만인 경우

를 통계적으로 유의한 것으로 판정하였다.

결과 및 고찰

세포독성

ESLE의 농도별 세포독성은 HUVECs를 이용하여 측정

하였다(Fig. 1). HUVECs에 ESLE를 0.50, 1.0, 2.0, 3.0, 4.0,

5.0 mg/mL 농도로 분주하여 세포독성 실험을 한 결과, 0.5

mg/mL, 5.0 mg/mL 농도에서 각각 99.91%, 94.99%의 세포

생존율을 나타내었으며, 농도별 유의적인 차이가 없는 것으

로 나타났다. 따라서 ESLE를 HUVECs에서 neutral red as-

say로 세포 생존율을 측정한 결과, ESLE은 세포 독성이 없

는 것으로 확인되었다. in vivo 실험에서도 생쥐 체중 33 g당

하루에 145 mg의 조릿대잎 추출물을 11주간 투여하였을 때

독성이 없는 것으로 보고(11)되었으므로, 민간에서 사용되

고 있는 조릿대잎 추출물은 독성이 적은 천연 식물로 사료되

었다.

세포 생존율

고농도 포도당에 의한 세포의 손상을 보호하는 ESLE의

효과를 Fig. 2에 제시하였다. 30 mM 포도당으로만 처리된
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Fig. 1. Effects of ESLE on cytotoxicity of HUVECs. Cytotox-
icity was assessed using neutral red assay. Each value is ex-
pressed as mean±SD in triplicate experiments. ESLE: the ethyl-
acetate fraction from Sasa borealis leaves extract.
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Fig. 2. Effect of ESLE on high glucose-induced oxidative
damage of HUVECs. HUVECs were pre-incubated with normal
glucose (5.5 mM) and high glucose (30 mM) for 48 hr. Thereafter,
HUVECs were treated with various concentrations (10, 25, 50 and
100 μg/mL) of ESLE and further incubated for 20 hr. After an
incubation of 20 hr, cell viability was determined by neutral red
assay. Each value is expressed as mean±SD (n=3). Values with
different alphabets (a-d) are significantly different at p<0.05 as
analyzed by Duncan’s multiple range test.

0

50

100

150

200

250

R
O

S
  g

en
er

at
io

n 
 (

%
)  

.

a

ab

b

c

d

5.5 mM 
glucose

0 25 50 100

ESLE (μg/mL)＋30 mM glucose 

Fig. 3. Effect of ESLE on high glucose-induced intracellular
ROS level of HUVECs. HUVECs were pre-incubated with nor-
mal glucose (5.5 mM) and high glucose (30 mM) for 48 hr. There-
after, HUVECs were treated with various concentrations (10, 25,
50 and 100 μg/mL) of ESLE and further incubated for 20 hr. After
an additional 20 hr, the intracellular ROS generated was detected
by spectrofluorometry after the DCFH-DA treatment. Each value
is expressed as mean±SD (n=3). Values with different alphabets
(a-d) are significantly different at p<0.05 as analyzed by Duncan’s
multiple range test.

실험군에서는 32.36%로 세포 생존율이 급격히 떨어지는 것

으로 나타났지만, 30 mM 포도당으로 전 처리된 HUVECs에

ESLE를 분주한 실험군에 있어서는 농도 의존적으로 세포

생존율이 상승하였다. 특히 ESLE를 100 μg/mL 농도로 투

여한 HUVECs은 82.63%로 세포 생존율이 재생되는 것으로

나타나, ESLE이 고농도 포도당으로 감소된 HUVECs의 생

존율을 증가시키는 것으로 확인되었다.

고농도 포도당에 노출된 혈관내피세포는 포도당 독성이

유발되어 세포 생존율이 현저히 떨어지는 것으로 나타났지

만, 고농도 포도당으로 손상된 HUVECs에 ESLE의 처리는

유의적(p<0.05)으로 세포 생존율을 높여 HUVECs의 보호

효과가 있는 것으로 사료되었다. 일반적으로 혈관내피세포

는 고농도 포도당으로 인해 활성산소종의 생성이 증가하게

되고, 이를 제거하기 위한 항산화효소와의 균형이 깨어지면

서 이들의 제거가 불충분해지고 산화스트레스가 유발되어

진다(26). 이와 같은 산화스트레스로 인하여 야기된 세포의

손상 및 세포 생존율 감소는 활성산소종을 제거하거나 항산

화효소계의 활성을 증진시킬 수 있는 항산화제에 의하여 보

호를 받을 수 있다. 이에 천연물에서 부작용이 적은 물질을

찾으려는 시도가 이루어지고 있으며, 본 연구에서 사용된

항산화능이 우수한 ESLE는 혈관내피세포를 보호하여 세포

생존율을 증진시키는 것으로 사료되었다.

세포내 활성산소종 소거능

고농도 포도당에 의해 생성된 세포내 활성산소종 소거능

은 Fig. 3에 제시하였다. 30 mM의 포도당으로만 처리된

HUVECs에서 활성산소종 수준이 215%를 나타내었지만

ESLE를 처리한 경우 농도 의존적으로 그 수준이 감소하는

것을 확인할 수 있었다. 특히 ESLE를 100 μg/mL 분주했을

때 활성산소종 수준이 131.3%로 대조군에 비해 유의적(p

＜0.05)으로 감소하는 것으로 나타났다.

당뇨병 상태에서는 포도당의 자가 산화 및 비효소적 단백

당화 등 고혈당에 의한 유리기의 생성이 증가되며, 또한 항

산화 역할을 하는 항산화제 등이 감소되어 각종 유리기에

의한 산화 손상에 매우 취약한 것으로 알려져 있다(27). 일반

적으로 고농도 포도당으로 처리한 혈관내피세포에서는 산

화스트레스가 유발되어 활성산소종의 수준이 증가되었지

만, 항산화제를 처리하면 활성산소종의 수준이 감소되어 산

화스트레스가 완화되는 것으로 알려져 있다(28). 본 실험에

서도 고농도 포도당으로만 처리된 HUVECs에서는 활성산

소종 수준이 크게 증가하는 것을 확인할 수 있었지만, ESLE
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Fig. 4. Effect of ESLE on high glucose-induced lipid perox-
idation of HUVECs. HUVECs were pre-incubated with normal
glucose (5.5 mM) and high glucose (30 mM) for 48 hr. Thereafter,
HUVECs were treated with various concentrations (10, 25, 50 and
100 μg/mL) of ESLE and further incubated for 20 hr. Lipid perox-
idation was assayed by measuring the amount of TBARS
formation. Each value is expressed as mean±SD (n=3). Values
with different alphabets (a-d) are significantly different at p<0.05
as analyzed by Duncan’s multiple range test.
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Fig. 5. Effects of ESLE on high glucose-induced GSH con-
centration of HUVECs. HUVECs were pre-incubated with nor-
mal glucose (5.5 mM) and high glucose (30 mM) for 48 hr.
Thereafter, HUVECs were treated with various concentrations
(10, 25, 50 and 100 μg/mL) of ESLE and further incubated for
20 hr. Lipid peroxidation was assayed by measuring the amount
of TBARS formation. Each value is expressed as mean±SD
(n=3). Values with different alphabets (a-c) are significantly dif-
ferent at p<0.05 as analyzed by Duncan’s multiple range test.

를 처리한 세포에서는 활성산소종 수준이 유의적으로 감소

함을 확인할 수 있었다. 따라서 혈관내피세포에서 고농도

포도당으로 인한 발생하는 산화스트레스 증가는 ESLE로 인

해 감소됨으로써 고농도 포도당으로 손상된 혈관내피세포

를 보호하는 것으로 사료된다.

지질과산화물

고농도 포도당에 의한 지질과산화물의 생성을 억제하는

ESLE의 활성을 Fig. 4에 제시하였다. 5.5 mM 포도당으로

처리된 대조군 세포에서는 지질과산화물의 생성이 0.19±0.02
nmole MDA인 것으로 나타난 반면, 30 mM 포도당으로 처

리된 HUVECs에서는 0.75±0.09 nmole MDA로 지질과산화

물가의 생성이 증가하는 것으로 나타났다. 하지만, 30 mM

포도당으로 사전 처리된 HUVECs에 ESLE를 분주한 결과

농도 의존적으로 지질과산화물의 형성이 저해되는 것으로

나타났다. 특히 ESLE를 100 μg/mL 농도로 투여한 실험군

은 HUVECs의 지질과산화물 생성을 0.26±0.03 nmole
MDA로 낮추는 것으로 나타났으므로, 조릿대잎 추출물이

고농도 포도당으로 증가된 HUVECs의 지질과산화물 생성

을 유의적(p<0.05)으로 낮추는 것으로 확인되었다.

세포막 인지질은 지질과산화의 과정에서 유리기의 공격

에 의해서 oxygen centered lipid peroxyl radical을 거쳐

carbon centered lipid endoperoxide radical로 된 후 분해되

어 MDA를 생성하게 되므로 MDA 함량은 지질과산화의 정

도를 측정하는 지표가 되며(29), 이러한 지질과산화물의 생

성은 유리기 소거능이 우수한 항산화제에 의해 감소될 수

있다고 하였다(30). 본 실험에 사용된 시료인 ESLE는 유리

기 소거능이 우수하기 때문에 ESLE 처리는 고농도 포도당

에 의해 유도된 지질과산화물의 생성을 억제할 수 있었으며,

이에 의해 혈관내피세포의 사멸이 감소될 수 있는 것으로

추측되었다.

GSH 함량

30 mM 포도당을 처리한 HUVECs에서 ESLE가 GSH 함

량에 미치는 영향을 Fig. 5에 나타내었다. HUVECs에 30

mM 포도당을 처리하였을 때는 GSH 함량이 현저히 감소하

였지만, 30 mM 포도당으로 전 처리된 HUVECs에 ESLE를

분주하였을 때 농도 의존적으로 GSH 함량이 증가하는 것으

로 나타났다. 즉, 5.5 mM 포도당으로 사전 처리된 대조군

세포에서는 GSH 함량이 1.61±0.09 ρmole/1×105 cell이었

지만, 30 mM 포도당을 전 처리하였을 때 1.13±0.10 ρmole/1
×105 cell로 GSH 함량이 떨어지는 것으로 나타났다. 그러나

고농도 포도당을 처리한 HUVECs에 ESLE를 100 μg/mL

처리하였을 때, GSH 함량이 1.59±0.11 ρmole/1×105 cell인
것으로 나타나 GSH 함량이 유의적(p<0.05)으로 증가하는

것으로 확인되었다.

GSH는 분자 내에 thiol(SH기)기를 가진 비단백성 물질로

서 생체 내에서는 환원형 GSH과 산화형 GSSG의 두 형태로

존재한다. GSH는 산화스트레스에 대항해 세포를 보호하는

역할을 하는데, GSH 농도 감소는 생체 내 산화과정에서 활

성산소를 축적시키면서 과산화지질을 증가시키는 것으로

알려져 있다(31,32). 이에 ESLE에 의한 GSH 농도의 증가는

세포 내 산화과정에서 생성된 활성산소 및 과산화지질을 감

소시키고, 산화스트레스로부터 세포를 보호해 주는 메커니

즘의 일부로 작용할 수 있으리라 사료된다.

항산화효소 활성

30 mM 포도당으로 처리한 HUVECs에서 ESLE가 항산
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Table 1. Effects of ESLE on high glucose-induced antioxidant enzyme activities of HUVECs

5.5 mM
glucose

ESLE (μg/mL)＋30 mM glucose

0 25 50 100

SOD (unit/mg protein)
GSH-px (unit/mg protein)
Catalase (μmole/mg protein/min)

48.23±1.13a
5.12±0.95a
1.51±0.14a

29.32±2.07c
3.11±0.18d
1.04±0.09d

33.13±3.02bc
3.51±0.58c
1.11±0.65c

36.21±2.08b
4.12±0.85bc
1.21±0.31bc

44.22±2.92ab
4.82±0.15b
1.38±0.32b

Cells in 10 mm dishes (1×106 cells/dish) were preincubated with glucose (5.5 mM, 30 mM) for 48 hr, and then incubated with
or without indicated concentrations of ESLE (0, 25, 50 and 100 μg/mL) for 20 hr. 5.5 mM is normal glucose and 30 mM is high
glucose treatment. SOD: Superoxide dismutase, GSH-px: Glutathione peroxidase. ESLE: the ethylacetate fraction from Sasa borealis
leaves extract. Each value is expressed as mean±SD (n=3). Values sharing same superscript (a-d) within a row is not significantly
different at p<0.05.

화효소계의 활성에 미치는 영향을 Table 1에 나타내었다.

HUVECs에 30 mM 포도당을 처리했을 때 SOD, GSH-px,

catalase의 활성이 현저히 떨어지는 것으로 나타났지만,

ESLE를 분주하였을 때 항산화효소의 활성이 유의적(p<

0.05)으로 증가하였다. 즉, 5.5 mM 포도당으로 처리된 대조

군 세포의 SOD 활성은 48.23±1.13 unit/mg protein으로 나

타났지만, 30 mM 포도당을 세포에 처리했을 때 SOD 활성

은 29.32±2.07 unit/mg protein으로 효소 활성이 현저히 떨

어지는 것으로 나타났다. 하지만, 30 mM 포도당으로 처리된

HUVECs에 ESLE를 100 μg/mL 분주했을 때, SOD의 활성

은 44.22±2.92 unit/mg protein으로 나타나 ESLE이 SOD의

활성을 유의적(p<0.05)으로 증가시키는 것으로 나타났다.

GSH-px는 GSH을 기질로 하는 효소로, 5.5 mM 포도당

으로 처리된 대조군 세포의 GSH-px 활성은 5.12±0.95
unit/mg protein으로 나타났지만, 30 mM 포도당을 세포에

처리했을 때 GSH-px 활성은 3.11±0.18 unit/mg protein으
로 효소 활성이 떨어지는 것으로 나타났다. 그러나 30 mM

포도당으로 처리된 HUVECs에 ESLE을 투여했을 때 농도

의존적으로 GSH-px 활성이 높아지는 것으로 나타났으며,

특히 100 μg/mL 농도에서는 GSH-px가 4.82±0.15 unit/mg
protein으로 ESLE가 GSH-px의 활성을 유의적(p<0.05)으

로 증가시키는 것으로 확인할 수 있었다. 또한 30 mM 포도

당으로 전 처리된 HUVECs에 ESLE를 분주하였을 때, cat-

alase 활성 역시 농도 의존적으로 증가됨을 확인할 수 있었

다. 즉, 30 mM 포도당으로 처리된 HUVECs의 catalase 활성

은 1.04±0.09 unit/mg protein으로 나타났지만, ESLE를 100

μg/mL 분주했을 때 catalase 활성이 1.38±0.32 unit/mg
protein으로 나타나 ESLE가 catalase의 활성을 증가시키는

것으로 확인되었다. 그러므로 30 mM 포도당으로 전 처리된

HUVECs은 항산화효소의 활성이 현저히 떨어졌으나, ESLE

를 투여했을 때 SOD, GSH-px, catalase의 활성이 유의적

(p<0.05)으로 증가함을 확인할 수 있었다.

항산화효소인 SOD는 extracellular, intracellular, mi-

tochondrial isoform 형태로 존재하며 O2
-와 빠르게 결합하

여 O2를 H2O2로 전환시키며, 이는 GSH-px, catalase같은

효소에 의해 O2와 H2O로 분해된다(33). 이와 같은 반응이

일어나기 위해서는 첫 번째 반응을 촉매하는 효소인 SOD,

두 번째 반응의 촉매인 catalase와 GSH-px 활성이 증가할

것이므로 이들 항산화효소들의 활성 변화를 측정하여 ESLE

의 HUVECs에 대한 세포독성과 활성산소와의 관계를 살펴

보았다. 즉, 30 mM 포도당으로 처리했을 때 HUVECs의

SOD 활성은 급격히 떨어졌으나 세포에 ESLE를 투여했을

때 농도 의존적으로 높은 SOD 활성을 나타내어, 조릿대는

SOD 활성을 증가시킴으로 O2
-
를 제거함을 추측할 수 있었

다. GSH-px는 H2O2를 H2O로 불활성화시키는 항산화효소

로써 GSH를 산화시키고 glutathione reductase의 촉매반응

으로 GSH를 재생산한다(34). GSH-px활성은 H2O2의 제거

뿐만 아니라 세포막의 지질과산화물의 연쇄반응을 차단하는

것으로 알려져 있다(35). SOD 활성 증가와 유사하게, ESLE

는 고농도 포도당으로 손상된 혈관내피세포에서 GSH-px의

활성을 증가시켜 H2O2를 H2O로 전환시킴으로써 유해산소

종을 감소시키는 것으로 사료되었다. Catalase 역시 SOD의

작용에 의해 발생된 유해물질을 H2O2를 H2O와 O2로 바꾸어

줌으로써 산화스트레스로부터 세포를 보호하는 효소로,

HUVECs에 고농도 포도당을 처리하였을 때 catalase의 활

성이 떨어졌으나 ESLE를 처리하였을 때, catalase 활성이

회복되어 산화스트레스가 완화되는 것으로 사료되었다.

Western blotting을 통한 항산화효소 활성도

Western blotting으로 항산화효소 활성을 측정한 결과

(Fig. 6) 30 mM 포도당을 처리한 HUVECs에서 SOD, cata-

lase의 활성이 현저히 떨어지는 것으로 나타났지만, ESLE를

처리한 군에서는 항산화효소의 활성이 유의적(p<0.05)으로

증가하는 것으로 나타났다. 즉, 30 mM 포도당으로만 처리된

HUVECs에서는 SOD와 catalase의 농도가 각각 62.6%,

69.3%로 떨어졌으나 ESLE를 100 μg/mL로 처리하였을 때

각각의 농도는 93.3%와 90.5%인 것으로 나타났다. 따라서

고농도 포도당으로 처리된 HUVECs에서 ESLE를 투여하였

을 때, 항산화효소의 활성이 유의적(p＜0.05)으로 증가함을

확인할 수 있었다.

혈관내피세포에 고농도 포도당을 처리한 산화스트레스

하에서는 SOD, catalase의 발현이 현저히 떨어졌지만 ESLE

을 처리하였을 때, 이러한 효소의 발현이 유의적으로 증가하

는 것을 확인할 수 있었다. 그러므로 고농도 포도당으로 손

상된 혈관내피세포에 ESLE를 처리하면 항산화효소계의 활
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Fig. 6. Effects of ESLE on high glucose-induced SOD and
catalase expressions of HUVECs. HUVECs were pre-in-
cubated with normal glucose (5.5 mM) and high glucose (30 mM)
for 48 hr. Thereafter, ESLE were treated with various concen-
trations (10, 25, 50 and 100 μg/mL) of ESLE and further incubated
for 20 hr. After an additional 20 hr, cells were homogenized with
ice-cold lysis buffer and then centrifuged to extract total protein
extract. Cell lysates were electrophoresed, and the expression
levels of SOD and catalase were detected with specific antibodies
in a western blot analysis. (A) SOD and catalase protein ex-
pression, (B) expression levels of SOD and catalase. Each value
is expressed as mean±SD (n=3). Values with different alphabets
(a-c) are significantly different at p<0.05 as analyzed by Duncan’s
multiple range test.

성이 증가하고 유리기가 소거됨으로써, 혈관내피세포에서

산화적 스트레스가 감소되어 세포 보호 효과가 있는 것으로

사료되었다.

요 약

혈관내피세포는 만성적인 고혈당 상태에 노출되면, 반응

성 산소기의 급격한 증가로 인해 산화스트레스를 일으키게

된다. 이를 보호하기 위해 사용되는 항산화제는 혈관내피세

포의 생존율을 높이며 2차적인 질병의 유발을 감소 및 완화

시켜서 당뇨합병증에 도움이 되는 것으로 알려져 있는데,

본 연구에서는 항산화 효과가 있는 것으로 알려진 조릿대잎

추출물을 이용하여 고농도의 포도당으로 유도된 산화스트

레스에 대한 혈관내피세포의 보호효과를 조사하고자 하였

다. 즉, 30 mM 포도당에 노출되어 산화적 스트레스가 유발

된 HUVECs에 조릿대잎 추출물 ethyl acetate(ESLE) 층을

분주한 결과, 농도 의존적으로 세포 생존율이 증가하였고,

활성산소종 수준과 지질과산화물 가는 ESLE 첨가에 의해

유의적으로 감소하는 것을 확인할 수 있었다. 또한 고농도

포도당으로 GSH 함량과 SOD, GSH-px, catalase 등과 같은

항산화효소의 활성이 감소된 HUVECs에 ESLE를 분주하였

을 때 이들의 함량 및 활성이 유의적으로 증가되었으며,

western blotting을 통해 ESLE 첨가가 SOD와 catalase 발

현을 증가시킴을 확인할 수 있었다. 따라서 ESLE는 혈관내

피세포에서 고농도 포도당으로 인해 유발된 산화적 스트레

스에 대해 세포를 보호하는 효과가 있는 것으로 나타났으며,

이는 ESLE가 세포내 활성산소종을 감소시키고 항산화효소

계의 활성을 증가시킴으로써 산화스트레스를 감소시킨 결

과에 기인하는 것으로 사료되었다.
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