
KOREAN J. FOOD SCI. TECHNOL. Vol. 42, No. 2, pp. 210~216 (2010)

210

©The Korean Society of Food Science and Technology

해당근 추출물의 항산화 활성 및 최종당화산물에 의한

혈관내피세포 기능장애 억제활성

남미현·이현순1·홍충의·구윤창·서문영2·이광원*

고려대학교 생명공학부, 1고려대학교 보건과학연구소, 2(주)바이오버드

Preventive Effects of Rosa rugosa Root Extract
on Advanced Glycation End product-Induced Endothelial Dysfunction

Mi-Hyun Nam, Hyun-Sun Lee1, Chung-Oui Hong, Yoon-Chang Koo, Young Seomun2, and Kwang-Won Lee*

Division of Food Bioscience and Technology, College of Life Science & Biotechnology, Korea University
1Institute of Life Science and Natural Resource, Korea University

2BioBud Inc.

Abstract Rosa rugosa has traditionally been used as a folk remedy for diabetes. The objective of this study was therefore
to demonstrate the inhibition of endothelial dysfunction activities through antioxidants and the anti-glycation of Rosa

rugosa roots. Dried roots of Rosa rugosa were boiled in methanol for three hours, evaporated and lyophilized with a
freeze-dryer. The methanolic extract of Rosa rugosa roots (RRE) was tested for antioxidant activities by measuring total
polyphenol (TP) content, flavonoid content, 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl free radical-scavenging activity (DPPH) assay,
and ferric-reducing antioxidant power (FRAP) assay. The total TP content, flavonoid content, FRAP value, and DPPH-
SC

50 
are 345.2 µg gallic acid equivalents/mg dry matter (DM), 128.1 µg quercetin equivalents/mg DM, 2.2 mM FeSO

4
/mg

DM and 34.2 µg DM/mL, respectively. Treatment of RRE significantly lowered fluorescent formation due to advanced
glycation reaction. In addition, reactive oxygen species (ROS) scavenging assay, monocyte adherent assay and
transendothelial electrical resistance (TEER) assay were performed to investigate the possibility that RRE improves
endothelial dysfunction-induced diabetic complications. The adhesion of THP-1 to treated HUVEC with RRE (100 µg/mL;
33% and 500 µg/mL; 75%) was significantly reduced compared to HUVEC stimulated by glyceraldehydes-AGEs
(advanced glycation end product). The TEER value (88 Ω·cm2) of stimulated HUVEC by glyceraldehydes-AGEs was
reduced compared to non-stimulation (113 Ω·cm2). However, normalization with RRE increased endothelial permeability
in a dose-dependent manner (100 µg/mL; 102 Ω·cm2 and 500 µg/mL; 106 Ω·cm2). Thus, these results suggest that Rosa

rugosa roots could be a novel candidate for the prevention of diabetic complications through antioxidants and inhibition
of advanced glycation end product formation.

Key words: Rosa rugosa root, antioxidant activities, endothelial dysfunction, monocyte adherent assay, TEER, advanced
glycation end product

서 론

과거 당뇨병은 “luxury disease”라고 알려져 왔지만 현재에는 서

구화된 식생활, 비만, 운동부족, 스트레스 등 생활습관에 의해 영

향을 받는 생활습관성 질환으로 알려져 있다(1). 세계보건기구에

따르면 전 세계에서 최소 20명당 1명이 당뇨병으로 사망하고 있

으며 국내에서도 경제적인 발전으로 과식, 운동부족, 스트레스 증

가 등으로 인하여 당뇨병 인구가 급속히 늘고 있다. 당뇨 환자의

가장 큰 문제는 고혈당으로 인한 합병증이다. 당뇨합병증은 눈,

신경, 신장 등에서 장애를 초래할 수 있으며(2) 특히 동맥경화증

은 당뇨병 환자의 사망률 증가에 가장 큰 원인으로 보고되었다(3,4).

고혈당에 의한 당뇨합병증의 기작은 정확하게 규명되지 않았

으나, 가장 대표적인 기전으로는 i) aldose reductase에 의한 ROS

증가와 GSH의 감소를 유발시키는 polyol pathway, ii) diacylglyc-

erol의 합성 증가에 의해 cytokine들의 발현을 유발하는 protein

kinase C (PKC) pathway, iii) uridine diphosphate N-acetyl glu-

cosamine의 증가에 의한 transforming factor들의 발현의 증가로

hexosamine pathway, 마지막으로 iv) advanced glycation end

products (AGEs) pathway 등이 있다(5). 마이알 반응(Maillard

reaction)으로도 알려져 있는 glycation은 당이나 카보닐 화합물이

단백질이나 지질과 비효소적 반응을 함으로써 최종적으로 여러

가지 최종당화산물(advanced glycation end-products, AGEs)을 생

성하게 된다. 초기 이 반응은 단순히 식품화학적 측면에서 중요

시 되었지만 최근에는 노화, 당뇨합병증, 알쯔하이머, 동맥경화와

같은 질병의 원인 물질로 중요시 되고 있다(6,7). 당뇨합병증의

대표적인 질병인 동맥경화증의 초기반응은 혈관내피 장애로서 혈
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중의 단핵구가 AGEs의 자극에 의해 혈관내피세포에 부착되고,

연접 부위를 침투하는 것으로 시작된다. 이는 결과적으로 동맥

내경이 좁아지고 혈류의 장애가 오게 되어 협심증, 심근경색, 뇌

졸중 등의 심각한 심혈관계 장애를 초래할 수도 있다(8,9). 심혈

관계 질환을 앓고 있는 제 2형 당뇨 환자의 경우 혈관 내에 정

상인보다 높은 농도의 AGEs가 관찰되었다(3). 이는 AGEs가 세

포의 내 외부에 축적되면 당뇨합병증의 초기 단계가 시작된다

(10). 또한 AGEs는 세포막의 특정 단백질과 반응하고 활성산소

종(reactive oxygen species, ROS)의 생성을 촉진시켜 다양한

cytokine의 발현을 증가시켜 세포의 손상을 유발시킨다(11). ROS

에 의해 증가된 cytokine들은 혈중에 존재하는 단핵구의 동맥 내

피에 부착을 유발한다(12). 특히 ROS는 AGEs 뿐만이 아니라 당

뇨합병증의 다른 기전 중에 하나인 polyol pathway 및 PKC path-

way에 의해서도 생성된다고 보고되었으며(5), 최근에는 고혈당에

의해 유도된 ROS가 당뇨병성 혈관 합병증에 중요한 인자로 지

적되고 있다(13).

해당화(Rosa rugosa Thunb.)는 예로부터 우리나라의 해안가에

서 널리 볼 수 있는 낙엽 활엽관목이며, 장미과에 속하는 야생화

이다. 매괴화로도 불리는 국내 자생 식물로 해당화는 당뇨에 효

과가 있다고 보고되어 있으며(14) 민간에서는 해당화 뿌리가 고

혈당증에 유효하다고 알려져 널리 사용되고 있다(15). 해당화 뿌

리의 추출물은 고중성지방혈증 강하 및 간세포 보호 효과를 가

질 뿐만 아니라, 독성이 매우 약하여 인체에 안전한 생약 추출물

로 알려져 있다(15). 그 동안 민간에서 널리 사용되어 온 해당화

의 혈당조절 능력이나 항산화 활성은 보고되어 있으나(16), 당뇨

병의 가장 위험요소인 당뇨합병증 억제 효능에 대한 연구는 전

무한 실정이다.

본 연구에서는 항산화 작용을 통한 ROS 제거와 AGEs 생성

저해에 따른 초기 동맥경화증에 대한 억제 효과에 대하여 검토

하였다.

재료 및 방법

재료

해당근은 2008년 강원도에서 재배된 것을 경동시장에서 구입

하여 자연건조시킨 뒤 분쇄하여 사용하였고, 혈관내피세포 human

umbilical vein endothelial cell(HUVEC)은 (주)Biobud(Seoul,

Korea)에서 primary culture된 것을 구입하여 사용하였으며, Human

monocytic cell line인 THP-1은 (주)한국세포주은행(Seoul, Korea)

에서 구입하여 사용하였다. 또한, 실험에 사용된 시약의 경우

dimethyl sulfoxide(DMSO), quercetin dehydrate, gallic acid, 1,1-

diphenyl-2-picrylhydrazyl(DPPH), 2',7'-dichlorofluorescein diacetate

(DCF-DA), bovine serum albumin(BSA), glyceraldehyde, diethyl-

enetriamine pentaacetic acid(DTPA), aminoguanidine, 2,7-Bis(2-

carboxyethyl)-5(and-6)-carboxyfluorescein acetoxymethyl-ester

(BCECF-AM)는 Sigma-Aldrich Co.(St. Louis, MO, USA)에서 구

입하였다. 소혈청(FBS, fetal bovine serum)과 항생제인 penicillin-

streptomycin, RPMI 1640 배지는 Gibco사(Grand Island, NY,

USA), endothelial cell basial medium-2(EBM-2) bullet kit는

Clonetics(San Diago, CA, USA) 제품을 이용하였으며, 그 이외의

것은 특급으로 사용하였다.

해당근 추출물의 제조 및 주요 성분 분석

해당근 메탄올 추출물은 건조한 해당근 약 300 g을 메탄올 3

L에 넣고 3시간 동안 환류 추출한 후 여과(Whatman No 41,

Maidstone, England)하여 농축 및 동결건조하여 제조하였고, 실험

에 사용하기 전까지 −70oC에서 보관하였으며, 사용시에는 DMSO

에 녹여 이용하였다. 또한 항산화 물질로 알려진 (-)-epigallocat-

echin-3-O-gallate(EGCG) 및 kaempferol의 함량을 분석하기 위하

여 고속 액체 크로마토그래피(High Performance Liquid Chroma-

tography, HPLC)를 이용하였다. 분석에 이용한 기기는 Varian 940-

LC(Varian, Palo Alto, CA, USA)이고, 이동상 A는 0.05% trifluo-

roacetic acid가 첨가된 물을, 이동상 B는 메탄올(HPLC grade, J.T.

Baker, Phillipsburg, NJ, USA)를 사용하였으며, 분석 조건은 Table

1과 같다. UV흡광도는 330 nm에서 측정하였다.

항산화력 측정

총 플라보노이드의 함량은 해당근 메탄올 추출물 100 µL에 2%

AlCl
3
·6H

2
O 용액 100 µL를 가하고 5분 방치한 후, 흡광도 값

430 nm에서 spectrophotometer(Bio-Tek Instruments Inc., Winooski,

VT, USA)를 이용하여 측정하였으며. 표준물질로는 quercetin dihy-

drate를 사용하였다(17). 총 폴리페놀 함량은 Folin-Denis법을 일부

변형하여 정량하였다(18). 해당근 추출물 100 µL에 Folin-Ciocalteu

reagent 250 µL를 가한 뒤 spectrophotometer를 이용하여 725 nm에

서 흡광도를 측정하였으며, 표준물질로는 gallic acid를 사용하였다.

Ferric-reducing antioxidant power(FRAP) 활성은 Benzie와

Strain에 의한 방법을 일부 변형하여 측정하였다(19). FRAP reagent

는 pH 3.6의 0.3 M sodium acetate buffer 25 mL와 40 mM HCl

에 용해시킨 10 mM TPTZ(2,4,6-tripyridyl-s-triazine) 2.5 mL,

20 mM FeCl
3
·6H

2
O 용액 2.5 mL을 섞어 사용하였다. FRAP

reagent 3 mL에 농도별 해당근 추출액 100 µL를 가하여 37oC에

서 5분간 방치 후 593 nm에서 흡광도를 측정하였다. 표준 곡선

으로 FeSO
4

 ·7H
2
O를 사용하여 환원력을 계산하였다. 대조군으로

는 ascorbic acid를 사용하였다.

DPPH • free radical-scavenging assay는 에탄올에 녹인 200 µM

DPPH reagent에 농도별 추출물 100 µL를 넣고 900 µL의 DPPH

reagent를 넣고 강하게 섞은 후 암소에 방치하였다. 30분 후 517

nm에서 흡광도의 변화를 측정하였고, 대조군으로 ascorbic acid를

사용하여 라디칼 소거능을 비교하였다. 각 시료의 SC
50

(50%

scavenging activity)은 DPPH•의 농도가 50% 감소하는데 필요한

시료의 농도로 하였다(20).

최종당화산물의 제조 및 확인

AGEs는 10 mM의 glyceraldehyde와 10 mg/mL의 bovine serum

albumin(low-endotoxin, fatty acid free), 1 mM의 DTPA와 0.1 M

의 phosphate buffer(pH 7.4), 방부제로 sodium azide를 0.02% 사

용하여 37oC에서 5일간 암소 보관하였으며, 5일 후 반응에 참여

하지 않은 당을 제거하기 위해 0.1 M phosphate buffer(pH 7.4)를

이용하여 24시간 동안 투석하였다. 대조군으로는 10 mM의 ami-

Table 1. Analytical HPLC conditions

Apparatus : Varian Pro Star (model 210)

Detector : Varian Pro Star (model 335) 

Column
: Waters XTerra® RP

18
 5 µm

  (3.9×150 mm, Analytical column) 

Mobile phase : 20%→100% MeOH (linear gradient elution)

Flow rate : 1.0 mL/min

Injection volume : 20 µL
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noguanidine을 사용하였다. AGEs의 생성 확인은 형광도를 찍어

확인하였으며(VICTOR3TM, Perkin Elmer, Waltham, MA, USA),

excitation 파장 370 nm와 emission 파장 440 nm에서 측정하였다.

추출물의 세포 독성 확인

HUVEC는 2% 젤라틴 코팅된 24-well plates에 2×105의 농도로

처리한 다음 24시간 배양하였다. 세포가 바닥에 부착되면, 250,

500, 1000 µg/mL의 농도로 해당근 추출물을 18시간 처리하였다.

이후 4시간 동안 AGEs를 100 µg/mL의 농도로 처리하였다. 이 후

40 µL의 MTT 시약과 EGM-2 media 200 µL의 조건으로 배지를

3시간 동안 교환하고, DMSO를 이용하여 생성된 formazan 결정

을 용해시킨 후, 540 nm에서 spectrophotometer로 흡광도를 측정

하였다. MTT 측정법은 [대조군 O.D.−실험군 O.D.)/대조군 O.D.]

×100(%)과 같은 식에 의해 세포독성률을 계산하였다.

활성산소종(reactive oxygen species, ROS) 소거능 측정

해당근의 AGEs에 의해 유도된 세포 내 ROS의 소거능을 측정

하기 위해 2',7'-dichlorofluorescein diacetate(DCF-DA)를 이용하였

다. DCF-DA는 세포 내 ROS의 존재 시 형광의 DCF로 산화하여

녹색의 형광을 나타낸다. 2% 젤라틴 코팅된 24-well plates에 2

×105의 농도로 HUVEC을 처리한 다음 24 시간 배양한다. 이 후

5 µM의 DCF-DA를 EBM-2 배지에 넣어 암소에서 30 분간 처리

하고 PBS(pH 7.4)로 3회 세척한 다음, AGEs 100 µg/mL와 해당

근 추출물 100, 500 µg/mL을 처리한다. 24시간 배양 후 PBS(pH

7.4)로 3회 세척하고 0.2% triton X 100/PBS를 사용하여 HUVEC

을 용해시킨 후 형광도(Ex 485/Em 535 VICTOR3TM, Perkin

Elmer)를 측정하였다(21).

세포 배양 및 단핵구 부착

HUVEC을 2%의 젤라틴을 코팅시킨 60 mm2 petri dish에 1×

106 cell/dish로 seeding한 후 24시간 후 실험에 사용하였다. 단

핵구인 THP-1 cell은 1% penicillin-streptomycin과 50oC에서

30분간 불활성화시킨 10% FBS를 함유한 RPMI 1640배지를 사

용하여 75-T flask에서 배양하였다. HUVEC은 1×106/dish의 농

도로 24시간 배양시킨 후 농도를 달리한 해당근 추출물을 18

시간 처리 하였다. 이후 AGEs을 100 µg/mL의 농도로 4시간 처

리하였다(22). 단핵구 부착능을 관찰하기 위하여 THP-1을

BCECF-AM 5 mM을 함유한 RPMI 1640에 30분간 표지시켰다.

표지되지 않은 여분의 THP-1은 PBS(pH 7.4)를 이용하여 3회

씻어낸 다음, 2.5×105 cell/well의 농도로 미리 유도된 HUVEC

과 1시간 동시 배양하였다. 이후 부착되지 않은 THP-1을 제거

하기 위하여 PBS(pH 7.4)로 세척한 다음 공초점 레이저 주사

현미경(Carl-Zeiss, Oberkochen, Germany)을 이용하여 50배의

비율로 형광 사진을 찍고, 0.1% SDS/50 mM Tris-HCl을 이용

하여 부착된 세포를 부유시켜 형광도를 찍었다(Ex 485/Em 530

VICTOR3TM, Perkin Elmer).

Transendothelial electrical resistance(TEER) 값 측정

HUVEC에 AGEs과 해당근 추출물을 각각 100, 500 µg/mL의

농도로 24 시간 동시 처리하였을 때 세포 폐쇄 연접의 저항값을

측정하여 치밀이음부의 느슨해진 정도를 확인하였다. 젤라틴 코

팅된 챔버(pore size=0.4 µm)를 12 well transwell plate(Falcon,

Franklin Lakes, NJ, USA)에 삽입 후 HUVEC을 3×105 농도로

seeding하였다. 세포가 단층으로 챔버에 포화(confluence)되기까지

는 약 4-5일 정도 소요되었다. TEER 값이 120Ω·cm2에 이르면

100 µg/mL의 AGEs과 해당근 추출물을 처리하였다. 추출물 처리

농도는 앞선 실험과 동일한 100, 500 µg/mL이며 처리 24시간 후

EVOM-Epithelial Voltohmmeter(MatTek, Ashland, MA, USA)를

이용하여 TEER 값을 측정하였다.

통계 처리

본 실험에서 측정한 모든 수치는 평균±표준편차로 나타내었

다. 실험군간의 통계학적 분석은 Sigma-Stat 3.5(Jandal Co., San

Rafeal, CA, USA)를 이용하여 one-way analysis of variance

(ANOVA) 분석을 실시하였으며 유의차가 있은 항목에 대해서는

Duncan’s multiple range test로 p<0.05, 0.001의 수준에서 통계학

적 유의성을 검정하였다.

결과 및 고찰

항산화력 측정

높은 혈당은 우리 체내에서 polyol pathway, NAD(P)H oxidase

및 AGEs pathway를 거쳐 직접 혹은 간접적으로 세포 내 미토콘

드리아의 전자전달계를 통해 ROS를 생성한다(23). 이렇게 생성

된 ROS는 다양한 cytokine의 발현을 증가시켜 세포의 손상을 유

발시킨다(11). 따라서 최근에는 고혈당에 의해 유도된 ROS가 당

뇨병성 혈관 합병증에 중요한 인자로 지적되고 있다(13). Names-

Nagy 등의 보고에 따르면(24), 임상실험을 통해 당뇨환자의 경우

식이를 통한 항산화 물질의 섭취는 혈액 중 당뇨합병증의 진행

여부를 판단하는 glycated hemoglobin(HbA1c)을 유의적 수준으로

낮추었다고 보고하였다. 또한 폴리페놀 함량이 높은 식물 추출물

이 cytokine에 의해 유도된 염증반응을 억제한다는 결과가 알려

져 있다(25). 따라서 항산화 활성은 당뇨합병증 뿐만이 아니라 다

양한 염증반응을 억제하는데 매우 중요한 활성이다.

해당근 추출물(Rosa rugosa extract, RRE)의 총 폴리페놀, 플라

보노이드 및 항산화 활성을 측정해 본 결과(Table 2), 총 폴리페놀

함량은 345.2±5.7 mg gallic acid equivalents(GAE)/kg dry matter

(DM)이며 플라보노이드는 128.1±2.0 µg quercetin equivalents(QE)/

kg DM을 함유하고 있었다. RRE의 항산화 활성을 DPPH radical

을 이용하여 측정해 본 DPPH의 SC
50

 값이 34.2±0.1 µg DM/mL

로 대조군인 ascorbic acid의 6.8±0.1 µg DM/mL과 비교 시 약

20% 정도의 항산화력을 가지고 있었다. FRAP assay는 Fe(III)

(TPTZ)
2
Cl

3
를 산화제로 사용하여, 항산화 물질에 의해 Fe(II)

Table 2. Total flavonoid, polyphenol, and antioxidant activities of methanol extracts from root of Rosa rugosa Thunb

Total flavonoid 
(µg QE/mg DM)

Total polyphenol
(µg GAE/mg DM)

DPPH·SC
50

(µg DM/mL)
FRAP

(mM FeSO
4
·7H

2
O/mg DM)

Rosa rugosa 128.1±2.0 345.2±5.7 34.2±0.1 2.2±0.1

Ascorbic acid - - 6.8 ± 0.1 25.5±0.3

Total flavonoid contents are expressed as quercetin equivalents (QE). Total polyphenol contents are expressed as gallic acid equivalents (GAE).
Antioxidant activities are expressed as DPPH-scavenging activity (DPPH SC

50
) and ferric-reducing antioxidant power (FRAP) of the methanol

extract of Rosa rugosa roots. Each value is mean±standard deviation of three replicate experiments. DM and SC
50

 express dry matter and
 
amount

of sample necessary to decrease the initial DPPH• concentration by 50%, respectively.
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(TPTZ)
2
Cl

3
로 환원되는 것을 이용하는 분석법으로 항산화 물질의

환원력을 측정하는 실험법으로 라디컬 소거 방식의 항산화 측정

법과는 다른 메커니즘의 항산화 측정법이다(26). FRAP assay를

이용하여 RRE의 환원력을 측정한 결과 2.2±0.1 mM FeSO
4
·7H

2
O

/mg DM으로 25.5±0.3 FeSO
4
·7H

2
O/mg DM인 ascorbic acid에

비해 약 9%에 해당하는 환원력을 가지고 있었다. RRE가 정제과

정을 거치지 않은 단순한 추출물임을 감안하면 RRE는 상당한 라

디칼 소거능과 환원력을 가지고 있는 항산화 물질임을 예측할 수

있다. 한편 HPLC 분석을 통하여 항산화력이 있는 물질로 알려

진 EGCG와 kaempferol의 함량을 측정하였다. 분석 결과 해당근

생물 100 g을 기준으로 계산하였을 때, 240 mg의 EGCG와 50 mg

의 kaempferol의 함량을 나타내었다.

활성산소종(reactive oxygen species, ROS) 소거능 측정

ROS는 노화, 각종 염증반응 및 암과 밀접한 관련이 있어 소거

능을 가지는 항산화제들은 관련 질병의 잠재적인 예방 및 치료

의 효과가 있다. DCF-DA를 이용하여 세포 내 ROS를 측정함으

로써 해당근 추출물의 AGEs에 의해 유도된 ROS 소거능을 평가

하였다. 그 결과 Fig. 1에서와 같이 100 µg/mL의 AGEs에 의해

ROS가 유도되고, 해당근 추출물 100, 500 µg/mL에 의해 각각 63,

77%의 농도 의존적인 ROS 소거능을 확인하였다.

최종당화산물의 제조 및 확인

식이를 통해 섭취된 포도당은 체내에서 해당과정을 통해 포도

당보다 반응성이 높은 carbonyl 화합물로 전환되며, glyceraldehyde

와 같은 carbonyl 화합물에 의해 만들어진 AGEs가 포도당에 의

해 만들어진 AGEs보다 더 큰 세포독성을 유발한다고 알려져 있

다(27). 특히 Kitahara 등은 glyceraldehyde는 체내에서 포도당의

해당과정을 통해 생성되어 단백질의 아미노 그룹과 신속히 반응

하여 glyceraldehyde-derived AGEs를 생성하며 이 물질은 혈관계

염증반응 및 혈관내피세포의 기능 상실을 유도하여 고혈당에 있

어 동맥경화를 유도한다고 보고하였다(28). 따라서 본 연구에서

는 포도당 대신 glyceraldehyde를 이용하여 RRE의 AGEs 생성 억

제 효능을 확인하였다. 대조군으로는 AGEs의 생성을 억제하고

당뇨합병증의 발생을 억제하는 효과가 입증된 aminoguanidne(AG)

을 사용하였으며, AG의 아미노 말단은 Amadori 화합물의 카보

닐기와 반응하여 단백질간 교차결합을 억제한다고 알려져 있다

(29). 결과로 반응시간이 경과할수록 AGEs의 생성물이 급속히 증

가하였으며(Fig. 2) RRE나 AG가 없는 AGEs는 반응 5일이 경과

하여도 계속 증가했으나 RRE가 500, 1000 µg/mL 첨가된 경우 반

응 3일 후부터 AGEs의 증가율이 낮음을 알 수 있었다. 반응 5

일 후 AGEs 생성 억제능을 확인해 본 결과(Fig. 2) 10 mM의 AG

가 60% 정도 AGEs 생성을 억제하였으며, RRE는 100, 500,

Fig. 1. ROS scavenging activities of methanolic extract of Rosa

rugosa roots (RRE) against glycer-AGEs by fluorescence
intensity. The production of intracellular reactive oxygen species
(ROS) by glyceraldehyde induced-AGEs was detected by 2',7'-
dichlorofluorescie diacetate (DCF-DA) fluorescence. DCF-DA-
loaded HUVEC were incubated for 24 hr with BSA (control),
100 µg/mL glycer-AGEs, 100 µg/mL glycer-AGEs+RRE 100 µg/
mL, 100 µg/mL glycer-AGEs+RRE 500 µg/mL. Values are mean±
standard deviation of three replicate experiments. *: p<0.05,
significantly different from only glycer-AGEs treated group.

Fig. 2. Anti-glycation effect of RRE by fluorescence intensity
during 5 days incubation (top) and dialyzed AGEs after 5 days
incubation (bottom). BSA (10 mg/mL) was glycated with 10 mM
glyceraldehyde (Glycer-AGEs) at 37oC for 6 days in the dark.
Control was prepared in the same way, but without glyceraldehyde,
and 10 mM aminoguanidine treated- glycer-AGEs (10 mM AG) was
used as a positive control. R. rugosa was prepared by incubating
with 100, 500, 1000 µg/mL of R. rugosa roots extract, respectively.
To measure AGEs fluorescence intensity, AGEs were characterized
by fluorescence at 370 nm excitation and 440 nm emission. After 5
days incubation, AGEs were dialyzed against phosphate buffer (pH
7.4) for 24 h at 4oC in the dark to remove non-reactive
glyceraldehyde. Values are mean±standard deviation of three
replicate experiments. **: p<0.001, significantly different from
control group.
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1000 µg/mL의 농도에서 각각 21, 38, 56%의 농도 의존적인 저해

활성을 보여주었다.

세포 독성 확인

MTT(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide)

측정법은 살아있는 세포의 미토콘드리아에 존재하는 숙신산 탈

수소효소에 의해 노란색의 MTT가 보라색의 formazan을 형성하

는 것을 흡광도로 측정하는 방법이다(30). 불용성의 formazan 생

성물은 살아있는 세포 미토콘드리아 내의 활성 정도를 측정하는

것으로 세포 독성이 있을 경우 감소하고, 대사를 촉진시킬 경우

증가하는 형태를 보이는 것을 알 수 있다. MTT assay를 통하여

HUVEC에서의 in vitro 세포 독성을 측정해 본 결과(데이터 생략)

RRE 1000 µg/mL 처리군에서 생존율이 32%, 500 µg/mL 처리군

에서 94%의 세포 생존율을 보였다. 따라서 RRE의 활성산소종

소거능, 단핵구 부착 및 transendothelial electrical resistance

(TEER) 실험에서 RRE의 처리 최고 농도를 500 µg/mL로 결정하

였다.

세포 배양 및 단핵구 부착

체내에 생성된 AGEs는 혈관내피세포에 ICAM-1, MCP-1, TNF-

α 등의 cytokine 분비를 유도하며(31), 분비된 cytokine에 의해서

혈관내벽에 단핵구가 부착되면, 세포의 폐쇄 연접이 느슨해져서

혈중의 단핵구가 동맥 벽 안으로 들어가게 된다. 이 후 단핵구는

대식세포로 분화되고 염증을 유발하며, 거품세포로의 분화로 인

해 결과적으로 동맥 경화를 유발하게 된다(32). BCECF-AM에 표

지된 THP-1이 AGEs에 의해 유도된 HUVEC에 부착되는 정도 및

RRE의 부착 억제능을 측정해 보았으며 이때 RRE는 세포독성이

없는 100, 500 µg/mL의 농도로 처리하였다. 그 결과(Fig. 3)

BCECF-AM에 표지된 THP-1는 AGEs에 의해 유도되지 않은

HUVEC(Fig. 3의 상단 A)에도 부착하였으나 AGEs에 의해 그 부

착 정도가 증가되었다. RRE의 AGEs에 의해 유도된 혈관내피에

단핵구의 부착을 억제하는 활성을 측정해 본 결과(Fig. 3의 하단)

RRE 100 µg/mL 처리시 정상을 0%로 하였을 때 AGEs에 의해

유도된 단핵구 부착을 33%, 500 µg/mL 처리시 약 75% 정도 억

제하는 것을 확인하였다.

TEER 값 측정

혈관내피세포의 치밀이음부는 혈액 내 고분자 물질의 혈관내

포 유입을 억제하는 작용을 한다. ROS 등에 의한 혈관내피세포

의 저항 저하는 혈관 내부로 물질을 유입시켜 결과적으로 동맥

경화와 같은 염증반응을 촉진시킨다(33). 혈관내피세포가 AGEs

에 의해 TEER중 세포의 폐쇄 연접 부위 저항값 측정으로 인하

여 AGEs에 유도된 HUVEC의 세포연접이 느슨해지는 정도를 측

정하였다. 4시간 처리 시 저항값이 대조군과 유의적인 차이가 없

Fig. 3. Fluorescent microscope images of adhesion of THP-1 cells

to HUVEC stimulated with glycer-AGEs (top) and the effect of
RRE to adhesion (bottom). HUVEC stimulated with 100 µg/mL
BSA (A) 100 µg/mL glycer-AGEs (B), 100 µg/mL glycer-AGEs+
100 µg/mL RRE (C), 100 µg/mL glycer-AGEs+500 µg/mL RRE
(D) to the adhesion assay. **: p<0.001, significantly different from
only glycer-AGEs treated group.

Fig. 4. Effects of transendothelial permeability measured by

TEER (transendothelial electrical resistance). The effect of
glycer-AGEs on TEER was measured by EVOM (epithelial
voltohmmeteron) apical chamber of a 12-well transwell system.
HUVEC was seeded 3×105 cells per inset on gelatin coated apical
chamber in the 12 transwell system. After monolayer confluence
achieved, HUVEC was treated with 500 µg/mL and 100 µg/mL of
R. rugosa roots extract and 100 µg/mL of glycer-AGEs. The TEER
was measured after 24 hours. Measurements were taken on triplicate
and data are expressed as relative percentage of control. Values are
mean±standard deviation of three replicate experiments. **: p<
0.001, significantly different from only glycer-AGEs treated group.
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어서 AGEs를 추출물과 24 시간 동시 처리하였다. 그 결과(Fig.

4) AGEs에 의해 유도되지 않은 HUVEC의 저항은 113Ω·cm2이

었으나 glycer-AGEs 처리시 88Ω·cm2로 낮아졌으며 RRE 100

µg/mL 처리시 약 102Ω·cm2, 500 µg/mL 처리시 약 106Ω·cm2로

저항이 증가하는 것을 확인하였다. 

우리는 이 연구를 통해 해당근 추출물은 1) 세포 내 강한 라

디칼 소거능과 환원력을 가지고 있어 높은 항산화활성을 가지고

있으며, 2) AGEs의 생성을 억제하며, 3) ROS와 AGEs에 의해 유

도되는 혈관내피세포의 기능 장애(세포 내의 ROS 소거, 단핵구

부착 및 투과도 증가)를 억제하여 최종적으로는 동맥경화의 초기

염증반응을 예방하고 나아가 당뇨합병증 유발을 억제하는 효능

을 가지고 있는 것을 확인하였다. 그러나 1000 µg/mL의 추출물

이 혈관내피세포에 독성을 유발하는 것으로 보아 좀 더 심도 있

는 안전성 연구가 필요하며 활성의 지표물질에 대한 연구가 필

요하다. 따라서 이런 부분이 수행된다면 해당근은 당뇨합병증 억

제 활용가치가 충분하다고 판단된다.

요 약

혈당강하 효과가 있다고 알려진 해당근 추출물을 이용하여

AGEs 생성 저해에 따른 초기 동맥경화증에 대한 효과에 대하여

검토하였다. 먼저 해당근 추출물이 AGEs에 의하여 생성이 촉진

된 ROS를 제거하는 효과가 있는지를 확인하기 위하여 항산화 활

성을 측정하였다. 총 플라보노이드 함량을 측정한 결과 해당근의

메탄올 추출물은 128.1±2.0 µg quercetin equivalents(QE)/mg DM,

총 폴리페놀 함량은 345.2±5.7 µg gallic acid equivalents(GAE)/

mg DM으로 나타났다. 환원력 측정을 위한 FRAP assay는 2.19

±0.1 mM FeSO
4
·7H

2
O/mg DM으로 25.5±0.3 FeSO

4
·7H

2
O/mg

DM 인 ascorbic acid에 비해 약 9% 정도의 환원력을 가지고 있

었으며, 전자공여능의 경우 DPPHSC
50
값이 34.2±0.1 µg DM/mL

로 대조군인 ascorbic acid의 6.8±0.1 µg DM/mL과 비교하여 약

20% 정도의 높은 항산화력을 갖고 있었다. 또한, HPLC 분석을

통해 해당근 생물 100 g을 기준으로 240 mg의 EGCG와 50 mg의

kaempferol을 함유하는 것으로 나타났다. AGEs에 의해 유도된

HUVEC의 ROS 생성 저해 효과는 해당근 추출물 100, 500 µg/

mL 처리 시 각각 63, 77%로 나타났다. 또한, monocyte adherent

assay에서 해당근 추출물은 100 µg/mL 처리시 정상을 0%로 하였

을 때 AGEs에 의해 유도된 단핵구 부착을 33%, 500 µg/mL 처

리시 약 75% 정도로 농도 의존적으로 부착을 저해하는 것을 관

찰할 수 있었으며, 유도되지 않은 HUVEC의 저항은 113Ω·cm2

에서 glycer-AGEs 처리 시 88Ω·cm2로 낮아진 것을 해당근 추출

물을 100 µg/mL 처리 시 약 102Ω·cm2, 500 µg/mL 처리시 약

106Ω·cm2로 저항의 감소를 억제하는 것을 관찰할 수 있었다.
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