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In vitro Inhibitory Effect of Aged Black Garlic Extract with Antioxidant Activity
on MMP-2 and MMP-9 Related to Metastasis
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The oxidative damage of lipids, protein, and DNA is known to be involved in not only chronic in-
flammations such as arthritis, hepatitis, nephritis, gastritis, colitis, and periodontitis but also
metastasis. It has given impetus to searching for natural compounds without toxicity, which prevent
the development of these diseases. The direct scavenging effects of aged black garlic extract (ABGE)
were evaluated in vitro on DPPH radical, hydroxyl radical, hydrogen peroxide, and genomic DNA
damage related to oxidative stress. Furthermore, its antioxidant effect on lipid peroxidation was inves-
tigated in human fibrosarcoma cells (HT1080), which were exposed to the hydroxyl radical generated
by the Fenton reaction. It was observed that ABGE exhibited a greater inhibitory effect on hydrogen
peroxide than other reactive oxygen species, and also blocked DNA oxidation and lipid peroxidation
induced by the hydroxyl radical. The oxidative stress in live cells was also inhibited in the presence
of ABGE. In addition, its inhibitory effects on the activity and expression of MMP-2 and -9 related
to metastasis were determined using gelatin zymography and western blot. The data showed that it
inhibited MMP-2 and -9 in PMA-stimulated HT1080 cells. Therefore, these results suggest that ABGE
show potential as an excellent agent for prevention of metastasis related to oxidative stress.
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서 론

최근 전통한약 및 천연물로부터 기능성식품의 개발을 위하

여 항산화, 고혈압, 당뇨병, 비만, 면역활성강화, 암예방 및 항

노화에 효능이 있는 생리활성 물질에 대한 연구가 집중되고

있다. 특히 산화적 스트레스에 의하여 발생되는 활성산소는

생체 내에서 지질과산화를 비롯하여 단백질, 탄수화물 및

DNA 산화에 의한 혈관순환계 질환, 암발생 및 피부노화 등

다양한 질환의 발생에 관련이 있는 것으로 보고되고 있어, 대

체의학분야에서 항산화제가 중요한 기능성 바이오 소재로 각

광 받고 있다[3,21,23,25,26]. 전통적으로 안전성이 확보되어 있

는 항산화제로는 vitamin C 및 E를 비롯하여 약용식물 등에

함유되어 있는 폴리페놀화합물로curcumin, resveratrol, euge-

nol, propolis 등이 알려져 있다[6,11,13,16,18,22]. 특히, 황을

함유하고 있는 유기 황화합물을 많이 함유하는 마늘은 예로부

터 다양한 약리적 작용으로 민간에서 널리 사용 되어져 왔다.

마늘은 활성산소를 제거하고[12], 지질과산화물 형성과 LDL

(low density lipoprotein) 산화를 억제하는 항산화 효능이 있

는 것으로 보고 되고 있다[1]. 또한, 마늘은 운동에 의한 산화스

트레스를 감소시켜 뚜렷한 혈중지질 저하 효과와 더불어 항산

화 효소의 발현을 증가시켜 지질과산화물의 형성을 억제함으

로서 산화스트레스를 감소시키는 효능이 있는 것으로 보고되

고 있다[28]. 더욱이 마늘의 이러한 생리활성물질의 특성은 유

기황화 물질의 유도체에 기인한다고 보고되고 있다. 예를 들

면, 중금속 중독의 해독작용, 혈중 지질농도 저하효과, 혈소판

응집 억제 및 혈관수축 억제 기능 등 다양한 기능이 보고되고

있다. 그러나 마늘의 부작용으로 기관지 수축, 구토, 설사, 저

혈당 및 접촉피부염 등의 부작용을 일으킬 수도 있다는 것이

보고되고 있다[7]. 뿐만 아니라 마늘의 자극적인 냄새와 맛으

로 인하여 다양한 생리활성을 나타내기에 충분한 양을 지속적

으로 섭취 하기는 어렵다. 따라서 마늘의 자극적인 냄새와 향

을 감소시키는 방법인 열처리를 하게 되면 단백질, 지질 및

당질에 의하여 자극적인 냄새가 감소되는 것으로 보고되고

있다[29]. 그러므로 마늘은 유효성분을 활용한 건강기능성식

품 개발의 매우 좋은 소재이나 자극적인 향기로 인하여 가공

식품의 개발에는 다소 어려움이 따르고 있는 실정이다. 최근,

마늘의 자극적인 향과 맛을 가열과 숙성으로 제거하여 섭취가

용이하도록 흑마늘이 개발되었다.

흑마늘은 특수한 조건에서 발효, 숙성시켜 기능성을 강화한

검은색의 마늘이다. 그러나 새롭게 개발된 흑마늘의 효능에

대한 생리학적 기전에 대한 연구가 미비하여, 본 연구에서는

흑마늘이 항산화 효과뿐만 아니라 암 전이에 관련된 matrix

metalloproteinases 효소의 활성 및 발현에 대한 억제 효과가
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있다는 것을 발견하여 그 연구 결과를 보고하고자 한다.

재료 및 방법

재료 및 시료의 제조

실험에 사용된 마늘은 뿌리 부분을 제거하고 자동 박피한

깐 마늘을 흐르는 물에 3회 세척한 다음 자연 건조하였고, 그

다음 마늘을 숙성기에서 50 ~ 90
o
C까지 온도를 변화시키면서

약 15 일 숙성시켜 검은색의 흑마늘을 제조하였다. 흑마늘 시

료는 진공동결건조기(EYELA FREE2E DRYER FDV-810)를 이

용하여 동결건조시킨 다음 분쇄기로 분말화시켰다. 메탄올 추

출물 제조를 위해 동결건조 시료 100 g에 메탄올 1 l를 가하여

40
o
C에서 3회 반복하여 추출한 다음 여과한 여액을 회전식

진공농축기를 이용하여 완전 휘발시킨 후dimethyl sulfoxide

를 이용하여 일정한 농도로 희석하여 사용하였다. 세포배양을

위한 Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM),

Trypsin-EDTA, penicillin/streptomycin/amphotericin (각각

10,000 U/ml, 10,000 μg/ml 및 2,500 μg/ml), fetal bovine se-

rum (FBS) 시약은 Gibco BRL, Life Technologies (USA)으로부

터 구입하였다. HT1080 세포는American Type of Culture

Collection (Manassas, VA, USA)로부터 구입하였다. MTT 시

약, gelatin, agarose, PMA (phorbol 12-myristate 13-acetate)

및 기타 시약은 Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA)로

부터 구입하였다.

DPPH radical assay

Brand-Williams의 실험방법을 변형하여 1,1-diphenyl-2-

picrylhydrazyl (DPPH) radical에 대한 ABGE의 소거능력을

측정하였다[4]. 시험농도의 ABGE를 DPPH 용액에 가하여 10

sec 동안 잘 혼합한 다음 실온에서 20 min 동안 반응시킨 후

525 nm에서 흡광도를 측정하였다. 양성 대조군으로 0.1% vi-

tamin C를 사용하였고, DPPH radical 함량은 시료 첨가군과

대조군의 흡광도 비를 % 값으로 환산하여 나타내었다.

Hydroxyl radical assay

Chung 등의 실험방법을 변형하여 hydroxyl radical을 측정

하였다[9]. 50 μl의 10 mM FeSO4와 50 μl의 10 mM H2O2를

이용한 Fenton반응으로 hydroxyl radical를 발생시켰다. 발생

된 radical을 25 μl의 10 mM EDTA, 25 μl의 10 mM 2-deoxy-

ribose, 150 μl의 0.1 M phosphate buffer (pH 7.4)의 존재 하에

서 시험농도의 ABGE와 반응시킨 다음 37
o
C에서 4 hr 동안

반응시켰다. 여기에 250 μl의 2.8% TCA (trichloroacetic acid)

및 250 μl의 1% TBA (thiobabituric acid)를 첨가하여 100oC로

가열한 후 상온에서 식힌 다음 1,000×g에서 5 min 동안 원심

분리하였다. 회수한 상등액의 흡광도를 532 nm에서 측정하여

시료 첨가 전후의 흡광도 비를 % 값으로 환산하여 항산화 활

성을 나타내었다.

Hydrogen Peroxide Scavenging Assay

Choi 등의 실험방법을 변형하여 Hydrogen peroxide에 대

한 소거활성을 측정하였다[8]. 80 μl의 ABGE, 20 μl의 10 mM

Hydrogen peroxide 및 100 μl의 0.01 M 인산완충용액(pH 5.0)

을 37oC에서 5 min 동안 유지시킨 후에 15 μl의 1.25 mM ABTS

및 30 μl의 peroxidase 37
o
C에서 10 min 동안 반응시킨 후 405

nm에서 흡광도를 측정하였다. 양성 대조군으로 0.1 % vita-

min C를 사용하였다. 항산화 활성은 시료 첨가 전후의 흡광도

비를 % 값으로 환산하였다.

환원력 Assay

Oyaizu의 방법에 따라 측정하였다[19]. 시료 1 ml에 pH 6.6

의 200 mM 인산 완충용액 및 1%의 potassium ferricyanide를

각 1 ml씩 차례로 가하여 교반한 후 50
o
C의 수욕상에서 20

min 동안 반응시켰다. 여기에 10% TCA 용액 1 ml를 가하여

13,500× g에서 15 min 동안 원심분리하여 얻은 상등액 1 ml에

증류수 및 ferric chloride 각 1 ml를 가하여 혼합한 후 700

nm에서 흡광도를 측정하였다. 양성 대조군으로 0.01 % vita-

min C를 사용하였다. 시료의 환원력은 시료 첨가군와 대조군

의 흡광도 비를 % 값으로 환산하여 나타내었다.

MTT assay

HT1080 세포는 5% CO2 및 37
o
C에서 95% 이상의 습도가

유지되는 배양기에서 10% fetal bovine serum, 2 mM gluta-

mine, 10,000 U/ml penicillin/10,000 μg/ml streptomycin을

포함하는 DMEM 배지에서 배양하였다.

Hansen의 방법에 따라 HT1080세포에 대한 ABGE의 세포

독성을 MTT (3-(4,5- dimethyl-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium

bromide)방법을 이용하여 측정하였다[10].

In vitro 지질과산화에 대한 항산화 활성

ABGE를 10, 50, 100 및 500 μg/ml의 농도로 linolenic acid

emulsion과 혼합한 후에 0.8 mM H2O2 및 0.8 mM FeSO4를

혼합한 용액을 5 hr 동안 반응 후 0.4% TBA를 첨가하고 95
o
C

에서 2 hr 반응시킨 다음 실온에서 10 min 동안 반응시켰다.

그 다음 15:1 비율의 n-butanol : pyridine 용액을 500 μl 첨가하

고 1,000× g에서 10 min 동안 원심분리한 후 상등액을 532

nm에서 흡광도를 측정하여 지질과산화 정도는 시료 첨가 전

후의 흡광도 비를 % 값으로 환산하여 나타내었다. 양성 대조

군으로는 0.1% vitamin E를 사용하였다.

세포에서 지질과산화에 대한 항산화 활성

6-well plate에 배양한 HT1080 세포에 ABGE를 1, 5, 10,

50 및 100 μg/ml의 농도로 처리한 후에 80 mM H2O2 및 80
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mM FeSO4를 혼합한 용액 40 μl를 처리하여 5 hr 후 PBS로

2번 세척하였다. Trypsin-EDTA를 처리하여 세포를 회수하여

각 well에 DMEM 500 μl를 넣어 현탁 후 새 튜브에 옮긴고

1,000× g에서 5 min 동안 원심분리 하였다. 상등액을 버리고

1.2 % KCl을 30 μl 넣고 혼합한 후 1% SDS 50 μl, acetic acid

(pH 3.7) 375 μl, 0.8% TBA 375 μl를 첨가하여 95
o
C에서 2 hr

동안 반응시킨 후 실온에서 10 min 동안 반응시켰다. 그 다음

15:1 비율의 n-butanol : pyridine 용액 500 μl를 첨가한 후에

1,000× g에서 10 min 동안 원심분리한 후, 상등액을 532 nm에

서 흡광도를 측정하여 지질과산화 정도는 시료 첨가 전후의

흡광도 비를 % 값으로 환산하였다.

Hydroxyl radical에 의한 DNA 손상을 전기영동법으로

분석

Fenton반응에 의해 발생된 hydroxyl radical에 노출된

DNA의 산화는 기존의 방법에 따라 수행하였다[17]. 먼저 100

μl의 DNA 용액에 시험농도의 ABGE, 최종농도가 각각 200

μM FeSO4, 1 mM H2O2 및 50 μg/ml인 genomic DNA를 첨가

하였다. 반응 혼합물을 30 min 동안 상온에서 반응시킨 후

최종농도가 10 mM이 되도록 EDTA를 첨가하여 반응을 종결

시켰다. DNA 1 μg을 포함하는 20 μl의 반응 혼합물을 1%

agarose gel에서 100 V로 30 min 동안 전기영동한 후 Gel은

LAS3000Ⓡ image analyzer (Fujifilm Life Science, Tokyo,

Japan)를 이용하여 촬영하였다.

Gelatin zymography

MMP-2 및 MMP-9 활성은 FBS를 첨가하지 않은 DMEM

배지에서 배양한 HT1080 세포에 ABGE를 처리한 후에 기존

방법에 따라 실험을 수행하였다[5]. 50 μg의 총 단백질을 함유

하는 세포 배양액을 1.5 mg/ml gelatin을 포함하는 비환원조

건의 10% polyacrylamide gel을 이용하여 전기영동 하였다.

Gel은 1% Coomassie brilliant blue R250 용액으로 1 hr 동안

염색하고, 탈색용액(30% methanol, 10% acetic acid)으로 30

min 동안 2회 탈색시켜 gel을 관찰하였다.

Western blot analysis

HT1080 세포에 용출 완충용액(50 mM Tris–HCl, pH 7.5,

0.4% Nonidet P-40, 120 mM NaCl, 1.5 mM MgCl2, 2 mM

phenylmethylsulfonyl fluoride, 80 μg/ml leupeptin, 3 mM

NaF 및 1 mM DTT)을 첨가하고 4oC에서 30 min 동안 처리하

였다. 10 μg의 세포 용출액을 10% polyacrylamide gel에서 전

기영동한 후 단백질을 nitrocellulose membrane으로 전이시

켰다. 그 다음, 10% skim milk를 nitrocellulose membrane에

전처리하고 목적 단백질에 대한 1차 항체(anti-MMP-2, anti-

MMP-9, anti-Nrf2, anti-SOD1, anti-beta-actin 항체)를 2 hr 동

안 처리한 후 2차 항체를 처리하여, chemiluminescent ECL

kit (Amersham Pharmacia Biotech)로 제조사의 지침에 따라

목적 단백질을 검출하였다. Western blots의 band는 LAS 3000Ⓡ

image analyzer (Fujifilm Life Science, Tokyo, Japan)를 이용

하여 관찰한 후 촬영하였다.

통계처리

각 실험은 3회 이상 반복 실험을 통하여 결과를 얻어 각각의

시료 농도에 대해 평균±표준편차로 나타내었다. 각 시료 농도

군에 대한 유의검정은 대조군과 비교하여 Student’s t test 한

후 p<0.05 값을 통계적으로 유의성 있는 결과로 간주하였다.

결 과

Cell free systems에서 DPPH, hydroxyl radical과

hydrogen peroxide에 대한 ABGE의 항산화 효과 및 환원력

생체에서 산화적 스트레스와 관련되어 있는 DPPH, hy-

droxyl radical, hydrogen peroxide와 같은 활성산소종에 대한

ABGE의 소거능력 및 환원력에 대하여 조사하였다. Fig. 1A에

DPPH radical에 대한 ABGE의 소거활성에 대한 결과를 나타

내었다. ABGE는 50 μg/ml 이상에서 대조군에 비하여 유의성

있게 DPPH radical의 함량을 감소시켰다(p<0.05). 그러나 100

μg/ml 이상에서는 ABGE의 농도가 증가하더라도 DPPH rad-

icals의 소거능력에 비례하여 증가하지는 않았다. 과산화수소

와 ferrous sulfate를 반응시키는 Fenton reaction에 의하여 발

생되는 hydroxyl radical에 대한 ABGE의 소거능력에 대한 결

과는 Fig. 1B에 나타내었다. Hydroxyl radical은 10 μg/ml의

ABGE의 존재 하에서 소거되었으며, 50 μg/ml 이상에서는

ABGE의 농도가 증가함에 따라 hydroxyl radical의 소거 능력

도 유의성 있게 증가되는 것으로 나타났다. 과산화수소에 대

한 ABGE의 항산화 효과도 Fig. 1C에서 보여지는 바와 같이

농도에 비례하여 유의성 있게 증가하는 것으로 나타났다. 따

라서, 3가지 활성산소종 중 ABGE는 과산화수소에 대한 소거

능력이 가장 우수한 것으로 나타났으며, ABGE는 10 μg/ml의

농도에서 hydroxyl radical에 대한 소거능력이 양성 대조군으

로 사용된 0.1 % vitamin C와 유사한 것으로 나타났다. 그러나

Fig. 1D에서 보는 바와 같이 ABGE의 환원능력은 1,000 μg/ml

이하의 농도에서 관찰되지 않았다. 이러한 결과로서 ABGE의

활성산소 소거능력은 환원능력과는 직접적인 연관성이 없다

는 것을 알 수 있었다.

Hydroxyl radical에 의한 genomic DNA 산화에 대한

ABGE의 항산화 효과

사람 섬유아육종세포인 HT1080포로부터 분리한 genomic

DNA를 이용하여 Fenton 반응에 의하여 발생된 hydroxyl

radical에 의한 DNA의 산화적 손상에 대한 ABGE의 항산화

효과를 조사하였다. 본 실험에서 ABGE의 존재 및 부재의 조



Journal of Life Science 2010, Vol. 20. No. 5 763

Fig. 1. Scavenging activities of ABGE on DPPH radical, hydroxyl radical, hydrogen peroxide. DPPH radical (A), hydroxyl radical

by Fenton reaction (B), hydrogen peroxide (C) and reducing power (D) were evaluated in the presence of ABGE. After

ABGE at the indicated concentration was reacted with each radical, the optical density of each reaction mixture was measured

at a specific wave length. Data are given as means of values±SD from three independent experiments. Level of significance

was identified statistically (* p<0.05; ** p<0.01) using Student’s t test.

건에서 DNA 전기영동을 이용하여 200 μM Fe(II) 및 2 mM

H2O2를 사용한 Fenton반응에 의하여 발생된 hydroxyl radical

에 노출된 DNA의 산화적 손상을 조사하였다. 30 min 반응

후 대조군의 genomic DNA는 Fig. 2에서 보여지는 바와 같이

분해되는 것을 확인 할 수 있었다. 그러나 ABGE를 첨가한

Fig. 2. Protective effect of ABGE on DNA oxidative damage

induced by hydroxyl radical. Genomic DNA purified

from HT1080 cells was pre-treated with ABGE for 1 hr

before exposed to •OH using Fenton reaction. After 30

min, reaction mixture containing about 1 μg of DNA was

electrophorased on a 1% agarose gel for 30 min at 100

V and visualized by UV light after stained with 1

mg/mlethidium bromide.

군에서는 genomic DNA의 산화적 손상이 유의성 있게 억제되

었다. Hydroxyl radical에 의한 DNA의 산화적 손상은 10 μg/

Fig. 3. Effect of ABGE on viability of human fibromasarcoma

cells. HT1080 cells were treated with ABGE at 1, 5, 10,

50 and 100 μg/ml. Cell viability was determined by MTT

assay after 24 hr. Data are given as means of values±SD

from three independent experiments. Level of sig-

nificance was identified statistically (*p<0.05; ** p<0.01)

using Student’s t test.



764 생명과학회지 2010, Vol. 20. No. 5

Fig. 4. Effect of ABGE on lipid peroxidation in vitro. To test antioxidant effect of ABGE on lipid peroxidation, linoleic acid (A)

and HT1080 cells (B) treated with various concentrations of ABGE were used in this study. Data are given as means of

values±SD from three independent experiments. Level of significance was identified statistically (* p<0.05; ** p<0.01) using

Student’s t test.

ml 이상 농도의 ABGE에 의하여 억제되는 것으로 나타났다.

세포독성에 미치는 ABGE의 영향

본 실험에서는 ABGE가 세포성장에 미치는 영향을 관찰하

기 위하여 세포 독성 유무를 조사하였다. MTT assay를 이용하

여 ABGE의 세포독성 효과를 조사하였으며, Fig. 3에서 보여지

는 바와 같이HT1080세포에서 100 μg/ml 이하의 농도에서 대

조군과 비교하여 어떠한 독성 효과도 없는 것으로 판정되었

다. 따라서, 100 μg/ml 이하의 농도에서 ABGE는 본 연구에서

사용된 HT 1080세포에 대하여 안전하다는 것을 나타낸다.

In vitro 및 세포 수준에서 지질과산화에 대한 ABGE의 항

산화효과

In vitro에서 지질과산화에 대한 ABGE에 의한 항산화 효과

를 조사하기 위하여 linolenic acid를 Fenton반응으로 발생시

킨 hydroxyl radical에 노출시켰다. 양성 대조군으로는 친유성

항산화제인 0.1 % vitamin E를 사용하였다. ABGE의 지질과산

화에 대한 항산화 효과를 조사한 결과, Fig. 4A에서 보는 바와

같이 10 μg/ml의 ABGE는 hydroxyl radical에 의한 linolenic

acid의 과산화에 대한 억제효과가 없었으나, 50 μg/ml 이상의

ABGE에서는 지질과산화를 억제 효과가 관찰되었다. 세포수

준에서 지질과산화에 대한 ABGE의 항산화 효과를 조사한 결

과, Fig. 4B에서 보는 바와 같이 in vitro에서와는 달리 1 μg/ml

이상의 농도에서 ABGE는 지질과산화를 유의성 있게 억제시

켰다.

사람 섬유아육종세포에서 MMP-2 및 MMP -9에 대한 억

제효과

본 연구에서는 ABGE가 MMP-2 및 MMP-9의 활성에 대한

억제효과를 조사하기 위하여 암전이에 널리 이용되는 HT1080

세포를 이용하여 MMPs의 분비를 자극시키는 phorbol-12-

myristate-13-acetate (PMA)를 ABGE 전처리 후에 72 hr 동안

처리한 후, 세포배양 상등액을 이용하여 gelatin zymography

를 수행하였다. Fig. 5에서 보는 바와 같이 PMA로 자극하지

않은 공시험군에 비하여 PMA로 자극한 대조군에서는

pro-MMP-2의 불활성 형태가 활성인 형태의 MMP-2로 전환

되는 것을 관찰할 수 있었으나, pro-MMP-9 band에서는

MMP-9와 결합되어 나타나 구분할 수 없었다. ABGE의 처리

군에서는 50 μg/ml 이상의 농도에서 MMP-2와 MMP-9의 활

성이 모두 감소되는 것을 확인할 수 있었다. 더욱이 ABGE의

농도가 증가함에 따라 MMP-2와 MMP-9의 활성이 비례적으

로 억제되는 것을 알 수 있었다.

사람 섬유아육종세포에서 MMP-2 및 MMP-9의 단백질

발현 억제효과

Gelatin zymography 실험에서 확인된 ABGE의 MMP-2 및

MMP-9의 활성에 대한 억제효과가 단백질 발현의 수준에서

조절되는 지를 연구하기 위하여 western blot을 시행하였다.

Fig. 6에서 보여지는 바와 같이 PMA 처리군에서는 MMP-2와

Fig. 5. Effect of ABGE on activities of MMP-2 and -9 in human

fibromasarcoma cells. HT1080 cells stimulated with 1

ng/ml of PMA to induce MMPs expression were treated

with various concentrations of ABGE under serum-free

conditions for 72 hr. MMP-2 and -9 activities in con-

ditioned media were determined by gelatin zymography

as described in the text.
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Fig. 6. Western blot analyses of protein expressions of MMP-2

and MMP-9 in in human fibromasarcoma cells. HT1080

cells were treated with various concentrations of ABGE

prior to stimulation of cells with 1 ng/ml PMA. Western

blot analysis of cell lysates was performed using anti-

bodies as indicated.

MMP-9의 단백질 발현이 증가되는 것으로 나타났다. 그러나

PMA에 의하여 증가된 MMP-2와 MMP-9 단백질의 발현수준

이 10 μg/ml 농도 이상의 ABGE에 의하여 뚜렷하게 억제되는

것으로 나타나, ABGE는 MMP-2 and MMP-9의 단백질 발현

을 억제시키는 것으로 판정되었다. 한편 ABGE가 항산화 효소

의 발현을 조절하는데 가장 중요한 전사인자인 Nrf2와 널리

알려진 항산화 효소의 하나인 SOD-1의 단백질 발현을 조사하

였다. 하지만, ABGE는 50 μg/ml 이하의 농도에서는 Nrf2와

SOD1의 레벨을 증가시키지 않았으므로, 기대와는 달리

ABGE는 직접적으로 활성산소를 억제하나 항산화 효소계의

발현에는 영향을 주지 않는 것으로 나타났다.

고 찰

Hydrogen peroxide, hydroxyl radical 및 superoxide anion

과 같은 산화적 스트레스는 여러가지 대사질병과 세포사멸에

도 중요한 역할을 한다고 알려져 있다. 세포가 활성산소에 노

출되었을 때 superoxide dismutases, catalases 및 gluta-

thionine peroxidase와 같은 항산화 효소가 생성되어, 세포 내

산화 스트레스가 제거된다. 그러나 활성산소의 발생과 항산화

효소의 생성 사이에 균형이 깨지면 염증, 암발생 및 노화가

가속화된다는 연구가 보고 되어있다[14,15]. 따라서 산화적 스

트레스와 관련된 여러 가지 질환을 예방하기 위하여 활성산소

의 발생을 감소 시키기 위한 천연 생리활성 물질을 개발하는

것은 상당히 중요한 연구분야이다. 본 연구에서는 이러한 천

연 항산화제를 개발하는 과정에서 최근에 개발된 ABGE가 활

성산소의 소거작용이 높아 살아 있는 세포에서 산화적 손상을

감소시키는데 우수한 효능이 있다는 것을 발견하였다. 먼저

DPPH radical, hydroxyl radical 및 과산화수소에 대한 ABGE

의 직접적인 소거능력을 조사하였다. 여러 가지 활성산소종

중에서 ABGE는 과산화수소에 대한 소거능력이 가장 우수하

였다. 기존의 연구에서도 마늘에는 thiosulfinate와 같은 황화

합물이 과량으로 함유되어 있어 항균, 항산화 및 항염증 효과

가 우수하다는 연구보고가 있다[27]. 뿐만 아니라 ABGE에는

폴리페놀류의 화합물이 함유되어 있어 우수한 항산화 작용을

설명할 수 있다[20]. 이러한 항산화 효과 뿐만 아니라 사람 섬

유아육종 세포에서 분리한 genomic DNA를 Fenton반응에 의

하여 생성된 hydroxyl radical에 노출시킨 산화에 대하여 보호

하는 효능을 보여주었다. 세포독성 연구에서 ABGE는 사람

섬유아육종세포에서 독성작용이 없는 것으로 나타났으며, 이

것은 마늘이 오랜 기간 동안 전통적으로 안전한 식품 소재뿐

만 아니라 발열, 두통 및 인후통에 민간요법으로 널리 이용되

어 왔다는 사실로 안전성이 확보되어 왔다. 그러므로 ABGE는

항산화와 관련 있는 고혈압 및 항혈전 등과 같은 혈액순환계

질환의 예방을 위하여 기능성 식품으로 개발될 수 있다. 최근

에는 마늘이 암예방에 효과가 있다는 연구 보고는 있으나[24]

그 작용기전은 아직까지 불명확하다. 따라서 본 연구에서는

암전이 과정에서 중요한 역할을 한다고 알려진 matrix metal-

loproteinses (MMPs)의 활성과 발현에 대한 ABGE의 효능을

사람 섬유아육종세포를 이용하여 조사하였다. MMP-2와

MMP-9은 여러 가지 세포활성의 조절에 관여한다고 알려져

있는데 주로 암 침윤 및 암 전이와 연관된 세포기저막에 있는

collagen Ⅳ를 포함한 세포 외 기질성분을 가수분해하는 효소

로 알려져 있다[2]. 본 연구에서 사람 섬유아육종세 포에서 분

비되는 MMP-2 및 MMP-9의 활성에 대한 ABGE의 효능을 조

사하기 위하여 gelatin zymography를 수행하였다. 시험결과

ABGE는 MMP-2 및 MMP-9 두 가지 효소활성에 대하여 억제

효과가 있는 것으로 나타났다. 이러한 본 연구에서 발견된 효

능의 결과로 흑마늘이 하나의 암전이 작용기전을 억제할 수

있음을 알게 되었다. 또한, ABGE가 MMP-2 및 MMP-9 두 가

지 효소활성 억제 효과뿐만 아니라 western blot 분석 결과에

서 PMA로 자극된 MMPs 단백질의 발현을 억제하는 효능을

보여 주었다. 그러므로 ABGE의 이러한 작용기전이 마늘의

암억제에 대한 효능을 설명할 수 있는 근거가 될 수 있다. 이러

한 연구 결과를 바탕으로 ABGE는 암전이와 관련 있는

MMP-2 및 MMP-9의 활성과 발현을 억제하여 암억제에 도움

을 줄 수 있는 하나의 우수한 생리활성 소재로서 이용될 수

있으리라 기대된다.
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초록：In vitro에서 항산화 효능이 있는 흑마늘 추출물의 MMP-2 및 MMP-9에 대한 활성 억제효과

이수진
1
․남향

1
․김문무

1
․장호정

2
․박정애

2
․김병우

2,3
․정경태

3,4
*

(
1
동의대학교 화학과,

2
생명응용과학과,

3
블루바이오 소재 개발 센터,

4
임상병리학과)

지질, 단백질 및 DNA의 산화적 손상이 관절염, 간염, 위염, 대장염 및 치주 질환과 같은 만성 염증뿐만 아니라

암 전이에 관련되어 있다고 알려져 있다. 이러한 질환의 발생을 예방하기 위하여 독성이 없는 천연 화합물을 개

발하는 것이 최근의 주요 연구 관심 대상이다. 산화적 스트레스와 관련 있는 DPPH radical, hydrogen peroxide,

hydroxyl radical 및 과산화수소와 같은 활성산소에 대한 흑마늘(ABGE)의 소거능력이 연구되었다. 뿐만 아니라

TBARS assay를 이용하여 본 연구에서 사용된 산화방법으로 Fenton반응에 의하여 hydroxyl radical에 노출된 세

포에서 ABGE의 항산화 효과도 조사되었다. ABGE는 활성산소종 중에서 특히 과산화수소에 대한 항산화 효능이

우수하였고 hydroxyl radical에 노출된 genomic DNA의 산화에 대한 보호 효과도 관찰되었다. 살아있는 세포에

대한 산화적 스트레스도 ABGE의 존재 하에서 억제되었다. 뿐만 아니라, 암전이와 관련 있는 MMP-2 및 MMP-9

의 활성과 발현에 대한 ABGE의 효과를 gelatin zymography 및 western blot을 이용하여 조사하였다. ABGE는

PMA로 자극한 사람 섬유아육종세포로부터 분비된 MMP-2 및 MMP-9의 활성과 발현을 동시에 억제 하였으므로

암을 억제 할 수 있는 하나의 생리활성물질로 개발 될 수 있으리라 판단된다.
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