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Abstract - In this study, we evaluated the protective effects of the hot water extract from red bean (Phaseolus angularis) 
against oxidative DNA and cell damage induced by hydroxyl radical. The antioxidant activities were evaluated by hydroxyl 
radical and hydrogen peroxide scavenging assay, and Fe2+-chelating assay. Although the extract with hot water didn’t 
scavenge the hydroxyl radical, it removed and chelated hydrogen peroxide and ferrous iron necessary for the induction of 
hydroxyl radical by 71% and 64% at 200 μg/ml, respectively. Its protective effect on oxidative DNA damage was carried 
using ψX-174 RF I plasmid DNA comparing the conversion level of supercoiled form of the plasmid DNA into 
open-circular form and linear form and the expression level of phospho-H2AX in NIH 3T3 cells. In ψX-174 RF I plasmid 
DNA cleavage assay, it inhibited oxidative DNA damage by 96% at 200 μg/ml. Also, it decreased the expression of 
phospho-H2AX by 50.1% at 200 μg/ml. Its protective effect against oxidative cell damage was measured by MTT assay and 
the expression level of p21 protein in NIH 3T3 cells. In MTT assay for the protective effect against the oxidative cell 
damage, it inhibited the oxidative cell death and the abnormal cell growth induced by hydroxyl radical. Also, it inhibited p21 
protein expression by 98% at 200 μg/ml. In conclusion, the results of the present studies indicate that hot water extract from 
red bean exhibits antioxidant properties and inhibit oxidative DNA damage and the cell death caused by hydroxyl radical.
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서  언

호기성 생물체들은 공기 중의 산소를 이용하여 생명유지

에 필요한 에너지를 생성하는데(Gutteridge and Halliwell, 

1994), 이 때 생성되는 산화적 대사 부산물인 활성산소는 

세포 내 여러 구성성분인 지질, 단백질, 핵산 및 DNA를 산

화시켜 노화 및 다양한 퇴행성 질환을 유발하기도 하며

(Park et al., 2003), 세포 내 여러 조직을 손상시키며 많

은 퇴행성 질환, 즉 암, 노화, 동맥경화, 류마티스 관절염 

및 알레르기를 유발하기도 한다(Balavoine and Genletii, 

1999). 또한 생체 내 활성산소는 DNA를 분절시킴으로 

DNA의 유전정보에 손상을 주는 유전독성의 원인이 되어 

생체 기능을 저하시킨다(Valko et al., 2007). 그러나 생체에 

존재하는 superoxide dismutase, catalase, glutathione 

peroxidase 등과 같은 항산화효소는 세포 활동 중 생성되

는 활성산소의 유리기를 제거함으로써 산화-항산화의 균

형을 유지시켜 줌으로서 산화적 스트레스로부터 생체를 보

호하고 있다(Ji, 1993). 이 외에도 활성산소를 소거할 수 

있는 화합물 또는 과산화물 생성 억제 물질과 같은 항산화
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제들은 활성산소로 인한 산화적 손상으로부터 세포를 보호

함으로써 산화스트레스에 의해 유발되는 질병의 예방 또는 

치료 효과를 나타내고 있다(Kim et al., 2005). 그러나 현

대인은 흡연, 각종 환경오염물질, 알코올, 약물, 방사선, 

격렬한 운동 등 물리, 화학적 요인들에 의해 발생하는 체내 

활성 산소종의 생성과다로 산화적 스트레스에 시달리고 있

다(Wickens, 2001).

최근 전통한약 및 천연물로부터 기능성식품의 개발을 위

하여 항산화, 고혈압, 당뇨병, 비만, 면역활성강화, 암 예

방 및 항 노화에 효능이 있는 생리활성 물질에 대한 연구가 

집중되고 있으며 대체의학분야에서 항산화제가 중요한 기능

성 바이오 소재로 각광 받고 있다(Raju and Mehta, 2009; 

Sirtori et al., 2009). 따라서 활성산소를 조절할 수 있는 

물질로 알려진 항산화제의 개발 연구가 활발히 진행되어 

효소계열의 예방적 항산화제인 superoxide dismutase, 

catalase, glutathione peroxidase 등과 천연 항산화제인 

tocopherol, 비타민 C, carotechin, glutathione 및 합성 

항산화제인 butylated hydroxytoluene(BHT), butylated 

hydroxyanisole(BHA), troxol-C를 포함한 많은 항산화

제가 개발되어 연구 보고되었다(Hatano, 1995; Masaki 

et al., 1995). 그러나 합성 항산화제인 BHA와 BHT는 항

산화 효과가 뛰어난 반면 과량 섭취 시 심각한 병을 유발할 

수 있는 것으로 알려지면서(Seog et al., 2002), 보다 안전

하고 효력이 강한 천연 항산화제의 개발이 요구되고 있어 

각종 천연 항산화성 물질에 관한 많은 연구가 필요한 실정

이다. 

본 연구의 소재인 팥은 우리나라에서 콩 다음으로 수요

가 많은 두류로, 단백질과 지방질 함량이 낮고 탄수화물 함

량이 높아 그 구성성분의 대부분은 전분으로 이루어져 있

다(Koh et al., 1997). 팥에는 쌀의 소화에 반드시 필요한 

비타민 B1이 다량 함유되어 있으므로 밥밑콩의 형태로 많

이 이용되고 있으며, 팥죽이나 떡, 빵, 과자 등의 속재료 

뿐만 아니라 최근에는 앙금과 양갱, 빙과제조용으로도 많

이 사용되고 있다. 팥에 대한 연구는 비린내 발생 원인인 

peroxidase와 전분의 gel 형성 특성측면에서 이루어져 왔

으며, 팥 단백질에 대한 보고(Kim et al., 1990; Meng 

and Ma, 2001)가 있다. 또한 팥 껍질의 색소에 관한 연구

(Yoshida et al., 1996)와 팥의 수화속도에 관한 보고

(Abu-Ghannam, 1998) 등이 있다

최근의 질병양상이 영양결핍보다는 항산화능과 관련된 

만성질환이 주를 이룸에 따라 대두를 비롯한 각종 식물로

부터 여러 생리활성 물질의 활성탐구 및 추출에 많은 노력

이 이루어지고 있으나. 대두와 같은 두류로 분류되는 팥의 

경우 이들 생리활성물질에 대한 연구는 거의 이루어지지 

않은 실정이다(Oh et al., 2003). 본 연구에서는 팥 유래 

천연 성분의 고기능성 소재 활용을 위한 생화학 및 분자적 

차원의 작용기전을 규명하고자 팥 열수 추출물의 항산화능 

및 산화적으로 손상을 받는 DNA와 세포에 대한 억제 효과

에 대해 조사하였다. 

재료 및 방법

실험재료 및 시약

본 연구에 사용한 팥(Phaseolus angularis)은 경북 안

동시 농협에서 구입하여 사용하였다. NIH 3T3 세포는 한

국세포주은행(KRIBB, Taejeon, Korea)에서 분양받았고, 

세포의 배양을 위해 Dulbecco’s modified eagle medium 

(DMEM)와 fetal bovine serum(FBS), phosphate buffered 

saline(PBS) 등은 Gibco-BRL(Grand Island, NY, USA)

로부터 구입하였다. ΨX-174 RF I plasmid는 New England 

BioLabs(County Road Ipswich, MA)에서 구입하였고, 

Western-blot에 사용된 Anti-body는 Santa Cruz Biote-

chnology Inc. (CA, USA)에서 구입하였다. 그 외에 실험에 

사용된 용매 및 시약은 특급을 사용하였다.

팥의 열수 추출

건조된 팥 400 g에 4000 ml의 물을 가한 다음 4시간 열

수 추출하여 착즙 하지 않고 체로 여과하여 사용하였다. 여

과된 추출물은 15,000 rpm으로 30분간 원심분리 후 상등

액만을 취하여 동결건조 하였다. 건조된 시료는 냉동 보관 

후 시료로 사용하였다.

팥 열수 추출물의 항산화 활성

DPPH 라디칼 소거능은 Hsu 등(2006)의 방법을 이용하

여 조사하였다. 농도별 sample(DMSO에 4 ㎎/ml로 희석)

과 300 μM DPPH 에탄올을 30분간 반응한 후 추출물의 농

도에 따라 515 nm에서 흡광도를 측정하였다. 시료에 따른 

DPPH 소거능은 DMSO 처리 대조군과 비교하여 DPPH 라

디칼을 소거하는 시료의 농도로 계산하였다. 
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Hydroxyl 라디칼 소거활성은 Smirnoff와 Cumbes(1989)

의 방법에 따라 측정하였다. 1.5 mM의 FeSO4, 6 mM의 

H2O2, 20 mM의 sodium salicylate 및 농도별 sample을 

37℃에서 약 30분간 반응시킨 후 560 nm에서 흡광도를 측

정하였다. 

Hydrogen peroxide 소거능은 Pick와 Keisari(1980)

의 방법에 준하여 실시하였다. 7.4 mM ABTS와 2.6 mM 

potassium persulfate를 혼합하여 실온인 암소에서 24시

간 동안 방치하여 ABTS radical을 형성시킨 후, 732 nm

에서 흡광도 값이 1.4-1.5가 되도록 phosphate buffered 

saline(PBS, pH 7.4)으로 희석하였다. 희석된 ABTS 용액 

950 μl에 시료를 농도별로 50 μl씩 첨가한 후 10분 후에 

732 nm에서 흡광도를 측정하였다. 

Fe
2+
-chelating 활성은 Hsu 등(2006)의 방법에 따라 측

정하였다. 2 mM의 FeCl₂ 15 μl와 150 μl의 농도별 sample, 

605 μl의 증류수를 혼합하여 37℃에서 30분간 반응하였

다. 반응 시킨 시료는 5 mM ferrozine 30 μl 넣고 혼합한 

후 Fe
2+
-ferrozine 혼합액의 흡광도를 562 nm에서 측정

하였다. 

Hydroxyl 라디칼과 hydrogen peroxide 소거능 및 

Fe
2+
-chelating 활성은 증류수를 처리한 대조군과 비교하

여 계산하였다.

팥 열수 추출물의 산화적 DNA 및 세포 손상 억제력

팥 열수 추출물의 산화적 DNA 손상 억제력을 조사하기 

위하여 우선 팥 열수 추출물이 ΨX-174 RF I plasmid DNA 

손상에 미치는 영향을 조사하였다. ΨX-174 RF I plasmid 

DNA와 농도별 시료를 처리하여 hydroxyl 라디칼과 혼합

하였다. 혼합한 시료는 37℃에서 30분 동안 반응 시킨 후, 

50% glycerol(v/v), 40 mM EDTA, 0.05% bromophenol 

blue을 첨가하여 reaction stop buffer를 만들어 1% 

agarose gel로 전기영동 후 분석하였다. 

H2AX 단백질 발현 확인을 확인하기 위하여 sample을 

처리한 NIH 3T3 세포로부터 lysis buffer(50 mM tris–
HCl, pH 7.4, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 

10 ㎎/ml aprotinin, 10 ㎎/ml leupeptin, 5 mM pheny-

lmethylsulfonyl fluoride [PMSF] and 1 mM DTT)를 이용

하여 단백질을 추출하여 PVDF membrane에 transfer 하였

다. transfer 후 membrane에 H2AX antibody와 dilution 

buffer(5% BSA, 1×TBST)를 1:1000으로 하여 4℃에서 

반응시킨 후 2차 HRP-linked antibody를 처리하여 H2AX 

단백질의 발현 정도를 확인하였다. 

DNA migration 분석은 Cho(2008)의 방법에 따라 실시

하였다. NIH 3T3 세포(2×10
6
 cells/well) 팥 열수 추출물

을 처리하고 각각의 처리별 세포를 회수하였다. 회수한 세

포는 상등액을 제거한 후 lysis buffer와 proteinase K를 

첨가하여 약 1시간 동안 반응시키고, RNase와 DNA sample 

buffer를 첨가하여 2% agarose gel에서 전기영동하여 확

인하였다.

팥 열수 추출물의 산화적 세포 손상 억제력을 조사하기 

위하여 팥 열수 추출물에 대한 MTT 분석을 실시하였다. 

NIH 3T3 세포(5× 10³ cell/well)은 농도별 시료를 처리하

여 37℃에서 30분간 반응시킨 후, hydroxyl 라디칼을 처

리하고 50 μl의 MTT solution(1 mg/ml)을 각 well에 넣

어 4시간 반응시켰다. 시료는 상등액을 제거한 다음 DMSO

를 처리하여 570 nm에서 microplate reader(infinite 200, 

Austria)로 흡광도를 측정하였다. 

Lipid peroxidation 분석은 Kang 등(2008)의 방법에 

따라 시행하였다. NIH 3T3 세포(2×10
5
 cells/ml)에 시료

와 hydroxyl 라디칼을 처리하고 세포는 회수하여 1.15% 

KCl로 homogenization 시킨 후 0.2 ml sodium dodecyl 

sulfate(8.1%), 1.5 ml acetic acid(20%, pH 3.5) 그리고 

1.5 mlthiobarbituric acid(0.8%)를 첨가하여 고온에서 

2시간 동안 반응시켰다. 반응 후 5 ml n-butanol/pyridine 

mixture(15:1, v/v)로 분획을 통해 얻은 상등액의 흡광도

를 532 nm에서 측정하였다. 

p21 단백질의 발현을 확인하기 위하여 시료와 hydroxyl

라디칼을 처리한 NIH 3T3 세포는 trypsin-EDTA로 세포

를 회수하여 단백질 정량 후 western-blot 분석 방법에 의

해 p21 단백질의 발현을 확인하였다.

통계처리

모든 실험은 독립적으로 5회 이상 반복적으로 이루어졌

으며 결과에 대한 통계처리는 평균 ± 표준편차로 나타내었

으며, 평균치간의 유의성은 Student’s t-test를 이용한 후

P값이 0.05 미만일 때 유의한 것으로 판정하였다.

결과 및 고찰

Hydroxyl radical, hydrogen peroxide 및 superoxide 

anion 등에 의해서 유발되는 산화적 스트레스는 여러 가지
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Fig. 1. DPPH free radical scavenging activities of hot 
water extracts from P. angularis. The absorbance values 
were converted to scavenging effects (%) and data plotted 
as the means of replicate scavenging effect (%) against 
extracts concentration in μg extracts per ml reaction 
volume. Ascorbic acid was usedfor the positive control.

Fig. 2. Hydroxyl radical scavenging activities of hot water 
extracts from P. angularis. The absorbance values were 
converted to scavenging effects (%) and data plotted as the 
means of replicate scavenging effect (%) against extracts 
concentration in μg extracts per ml reaction volume. Ascorbic 
acid was used for the positive control.

대사질병과 세포사멸에 중요한 역할을 한다. 세포가 활성

산소에 노출되었을 때 superoxide dismutase, catalase 

및 glutathionine peroxidase와 같은 항산화효소가 활성

화되어 세포내 산화적 스트레스가 제거된다. 그러나 활성

산소의 발생과 항산화효소의 활성 사이에 균형이 깨지면 

염증, 암 발생 및 노화가 가속화되기도 한다(Lightfoot et 

al., 2006; Looi et al., 2008). 따라서 산화적 스트레스와 

관련된 여러 가지 질환을 예방하기 위하여 활성산소의 발

생을 감소시키기 위한 천연 생리활성 물질을 개발하려는 

것은 중요한 연구분야이다. 따라서 본 연구에서는 팥 열수 

추출물 내 천연 성분의 항산화 활성 및 DNA와 세포의 손상 

억제 활성을 알아보았다. 

팥 열수 추출물의 항산화 활성

호기성 생물의 호흡과정으로 체내에 유입된 산소는 대사 

과정에서 활성산소를 생성하게 되는데, 이러한 활성산소는 

반응성이 매우 크기 때문에 세포막과 단백질의 분해, 지질

과산화, DNA 손상 등 체내 조직 및 기관에 산화적 스트레

스를 일으켜 노화와 질병의 발생을 야기한다(McKee and 

McKee, 2002). 따라서 이러한 산화적 스트레스를 방어하

는 항산화능은 호기성 생물의 노화와 질병에 관련되어 매

우 중요한 역할을 하고 있다. 이러한 측면에서 팥 열수 추

출물의 항산화 효과를 확인하기 위하여 추출물의 농도에 

따른 DPPH 유리 라디칼 및 hydroxyl 라디칼 제거능을 측

정하였다. 팥 열수 추출물의 DPPH 유리 라디칼 제거능은 

0.32 μg/ml에서 10.2%, 1.6 μg/ml에서 44.0%, 8 μg/ml

에서 52.2%, 40 μg/ml에서 57.6%, 200 μg/ml에서는 

65.9%의 유리 라디칼 제거능을 나타내었으며(Fig. 1), 

hydroxyl 라디칼 제거능의 분석 결과 0.32, 1.6, 8, 40, 

200 μg/ml의 농도에서 각 5.0%, 19.3%, 21.8%, 25.7%, 

39.1%의 라디칼 제거 활성을 보였다(Fig. 2). Choi 등(2003)

은 오미자(Schizandrae fructus) 및 황금(Scutellaria 

radix)의 에탄올 추출물의 DPPH 유리 라디칼과 hydroxyl 

라디칼의 제거능을 조사한 결과 1000 μg/ml의 농도에서 

모두 60% 이상의 활성을 보인다고 시사한 바 있는데, 본 

실험에서 팥 열수 추출물의 DPPH 라디칼 제거능은 66%의 

활성을 나타내었고, hydroxyl 라디칼의 제거능은 39.1%를 

보여 팥 열수 추출물은 체내 대사 과정에서 생성되는 유리 

라디칼의 제거에 비교적 효과적으로 작용할 것으로 생각

된다.

철은 호흡, 산소의 운송 및 다양한 효소의 활성에 꼭 필요

한 성분이지만, Fe
2+
는 체내의 과산화수소에 의한 Fenton 

반응으로 hydroxyl 라디칼과 같은 활성산소의 생성을 촉

진하여 체내 산화를 야기한다(Kim et al., 2009). 따라서 추

출물이 철 이온의 chelating과 과산화수소의 제거에 미치

는 영향을 분석하면 유리 라디칼 생성에 대한 억제 효과를 

알 수 있다. 본 연구에서 팥 열수 추출물의 Fe
2+
-chelating 
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Fig. 3. Fe2+-chelating activity of hot water extracts from P. 
angularis. The absorbance values were converted to chelating 
effects (%) and data plotted as the means of replicate chelating 
effect (%) against extracts concentration in μg extracts per 
ml reaction volume. EDTA was used for the positive control.

Fig. 4. Hydrogen peroxide scavenging activities of hot 
water extracts from P. angularis. The absorbance values were 
converted to scavenging effects (%) and data plotted as the 
means of replicate scavenging effect (%) against extracts 
concentration in μg extracts per ml reaction volume. Ascorbic 
acid was used for the positive control.

Fig. 5. Oxidative damage of ΨX-174 RF Iplasmid DNA 
caused by hydroxyl radical. In the plot, % supercoiled form 
remaining were calculated by being compared with the 
density of the untreated using UN-SCAN-IT program (Silk 
Scientific, Inc.).

효과는 0.32 μg/ml에서 4.0%, 1.6 μg/ml에서 21.6%, 

8 μg/ml에서 38.8%, 40 μg/ml에서 60.2%, 200 μg/ml에

서 71.0%의 효과를 보였으며(Fig. 3), 과산화수소 제거능

도 농도가 높아짐에 따라 활성이 증가하여 200 μg/ml의 

농도에서 약 67.3%의 제거능이 나타났다(Fig. 4). 

흑마늘의 메탄올 추출물은 농도가 높아짐에 따라 과산화

수소 제거능이 유의성 있게 증가하여 1000 μg/ml에서 약 

80%의 제거 효과를 나타낸다고 한 바 있는데(Lee et al., 

2010), 본 연구에서 팥 열수 추출물은 Fe
2+
의 환원 효과와 

과산화수소 제거능이 높아 체내 라디칼의 생성을 억제하는 

데에 효과적으로 작용하는 것으로 생각된다.

팥 열수 추출물의 산화적 DNA 및 세포 손상 억제력 

팥 열수 추출물의 산화적 DNA 손상 억제력을 평가하기 

위해 ΨX-174 RF I plasmid DNA를 이용하여 in vitro 

DNA cleavage와 DNA migration 분석을 실시하였다. 

DNA에 유발된 산화적 손상의 축적은 정상세포를 형질전환

세포로 전환시키는 발암 개시점으로 작용하기 때문에 항산

화능에 있어 DNA의 산화적 손상에 대한 억제력은 매우 중

요하다(Vuillaume, 1987). 본 연구에서 무처리 대조군의 

plasmid DNA는 손상 받지 않은 super coiled(SC) 형태로 

확인되었으나, Fe
2+
와 H2O2만 처리한 라디칼 처리군에서

는 활성산소에 의한 DNA 분절화로 인해 open circular 

(OC) 형태로 전환되었다. 이러한 조건에서 팥 열수 추출물

과 라디칼을 함께 처리한 실험군에서는 SC 형태에서 OC 

형태로의 전환을 농도 의존적으로 억제하여 1.6 μg/ml에서 

약 16.9%, 8 μg/ml에서 약 36.01%, 40 μg/ml에서 약 90.4%, 

그리고 200 μg/ml에서 약 92.3%로 나타났다(Fig. 5).

또한 팥 열수 추출물의 DNA migration을 분석해 보면 

DNA tail 이동도는 무처리 대조군에 비해 라디칼 처리군에

서 매우 증가되는 경향을 보이지만, 이러한 조건에서 팥 열

수 추출물을 농도별로 처리하였을 경우 DNA tail은 농도가 

높아짐에 따라 점차적으로 감소하여 고농도에서 무처리 대
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Fig. 6. Intracellular DNA migration assay of NIH 3T3 cells 
caused by hydroxyl radical. Lane 1 is untreated and lane 
2 is treated with FeSO4 and H2O2 without extracts. Lane 
3-6 were treated with varying concentrations of the extracts 
(1.6, 8, 40 and 200 μg/ml) in presence of hydroxyl radical.

Fig. 7. Expression level of H2AX induced by hydroxyl 
radical. Lane 1 is untreated and lane 2 is treated with 
FeSO4 and H2O2 without extracts. Lane 3-6 were treated 
with varying concentrations of the extracts(1.6, 8, 40 and 
200 μg/ml) in presence of hydroxyl radical. In the plot, % 
expression level were calculated by being compared with 
the density of the control band (treated with hydroxyl 
radical) using UN-SCAN-IT program.

Fig. 8. Effect of the hot water extracts from P. angularis 
on oxidative cell damage induced by hydroxyl radical. The 
viability of NIH 3T3 cells was evaluated by MTT assay.

조군과 유사한 이동도를 나타내었다(Fig. 6). 최근 연구에

서 천궁(Cnidium officinale)의 80% 에탄올 추출물의 경

우 1.6, 8, 40, 200 μg/ml의 농도로 NIH 3T3 세포에 처리

한 결과 시료의 농도가 높아짐에 따라 DNA tail의 이동도

가 감소한다고 보고한 바 있다(Jeong et al., 2009). 본 연

구에서도 팥 열수 추출물은 plasmid DNA의 산화적 손상 

억제능과 DNA tail 이동도를 감소시키는 것으로 보아 활성

산소에 의한 DNA의 분절화를 억제하는데 효과적으로 작용

하는 것으로 생각된다.

팥 열수 추출물이 hydroxyl 라디칼에 의한 DNA의 인산

화에 미치는 영향을 알아보기 위해 H2AX의 인산화비를 분

석하였다. H2AX 인산화는 각종 DNA 손상에 의해 노출된 

후 나타나는 단백질로(Rogakou et al., 1998), 본 연구에

서 hydroxyl 라디칼을 처리한 세포군에서는 인산화비가 

증가하였다. 반면, 팥 열수 추출물을 라디칼과 함께 처리하

였을 때 H2AX의 인산화비는 8 μg/ml에서 약 55.2%, 40 

μg/ml에서 약 55.8%, 그리고 200 μg/ml에서 약 50.1% 

정도로 나타났다(Fig. 7). 최근 Jeong 등(2010)의 연구에 

의하면 까마중(Solanum nigrum L.)에서 정제한 lunasin 

단백질은 DNA에 대한 H2AX의 인산화비 억제율이 10 μM
에서 82%로 나타난다고 한 바 있다. 본 연구에서 팥 열수 

추출물은 200 μg/ml에서 약 50%의 인산화비 억제율을 보

이고 있기 때문에 DNA의 인산화를 비교적 효과적으로 억

제하는 것으로 나타났다.

팥 열수 추출물이 활성 산소에 의해 야기되는 세포 손상

에 미치는 영향을 알아보기 위해 우선 MTT 분석을 통한 팥 

추출물의 세포 독성을 확인하였다. NIH 3T3 세포를 대상

으로 세포 생존율을 측정한 결과 Fe
2+
와 H2O2만 처리한 라

디칼 처리군은 무처리 대조군에 비해 세포의 생존율이 54.7%

로 급격히 감소하였으나, 팥 열수 추출물과 라디칼을 함께 

처리하였을 때에는 200 μg/ml 농도에서 97.0%로 나타나 

대조군과 유사한 세포 생존율을 보였다(Fig. 8). 
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Fig. 9. Effect of hot water extracts from P. angularis on 
oxidative cell damage induced by hydroxyl radical. The 
inhibition of lipid peroxidation was evaluated by measuring 
the amount of TBARS formation using NIH 3T3 cells.

Fig. 10. Expression of p21 protein induced by hydroxyl 
radical. In the plot, % expression level were calculated 
by being compared with the density of the control band 
(untreated) using UN-SCAN-IT program. Lane 1 is untreated 
and lane 2 is treated with FeSO4 and H2O2 without extracts. 
Lane 3-6 were treated with varying concentrations of the 
extracts (1.6, 8, 40 and 200 μg/ml).

이와 더불어 지질과산화 분석을 통하여 팥 열수 추출물

이 hydroxyl 라디칼에 의한 과산화물의 생성에 미치는 영

향을 조사하여 본 결과, 무처리 대조군에 비하여 라디칼 처

리군의 지질과산화 억제 효과는 8.1%의 낮은 수치를 보였

다. 반면 이러한 조건에서 팥 열수 추출물의 지질과산화 억

제 효과는 1.6 μg/ml에서 50.0%, 8 μg/ml에서 65.4%, 40 

μg/ml에서 89.5%, 그리고 200 μg/ml에서 91.2%로 점차 

높아지는 경향을 나타내고 있다(Fig. 9). 최근 연구에서는 

백작약(Paeonia japonica)의 열수 추출물로부터 지질과산

화 억제능을 측정한 결과 50 μg/ml 농도에서 62%로 나타

난 것으로 보아 산화적 스트레스를 감소시킬 것이라고 한 

바 있다(Jeong et al., 2003). 본 연구에서도 팥 열수 추출

물은 지질과산화 억제율이 200 μg/ml에서 91.2%로 확인

되어 산화적 스트레스에 의한 세포 손상을 감소시키는 데 

높은 효과로 작용할 것으로 생각된다.

세포의 비정상적 증식을 저해하는 것으로 알려져 있는 

p21 단백질은 세포주기 상 G1 기에서 암세포의 증식을 억제

하는 가장 중요한 세포 주기조절 인자 중 하나이다(Morgan, 

1995). 따라서 팥 열수 추출물의 산화적 세포 손상에 대한 

억제 활성을 조사하기 위해 p21 단백질 발현율을 분석하였

다. 본 연구에서 무처리 대조군에 비해 Fe
2+
와 H2O2만 처

리한 라디칼 처리군의 p21 단백질 발현율은 36.8%을 나타

냈으나 팥 열수 추출물과 라디칼을 함께 처리하였을 때에

는 처리농도가 높아짐에 따라 발현율도 점차 증가하여 1.6 

μg/ml에서 42.6%, 8 μg/ml에서 50.6%, 40 μg/ml에서 약 

90.3%, 200 μg/ml에서 93.6%로 확인되어 매우 높은 활성

을 나타내었다(Fig. 10). 동충하초(Cordyceps militaris) 

열수 추출물의 경우 인체 간암세포주인 HepG2 세포의 성

장에 미치는 영향을 조사한 결과 처리농도가 높아짐에 따

라 p21의 발현 증가가 관찰되어 HepG2 세포의 증식 억제

에 연관성을 지닐 수 있다고 보고된 바 있는데(Kim et al., 

2008), 본 연구 결과 팥 열수 추출물의  p21 단백질 발현율

은 200 μg/ml에서 93.6%로 확인되어 산화적 세포 손상에 

대한 억제효과가 높을 것으로 생각된다.

적  요

본 연구에서는 열수 팥 추출물이 hydroxyl 라디칼에 의

해 유도되는 산화적 스트레스에 미치는 영향을 알아보기 위

하여 항산화활성과 DNA 및 세포의 산화적 손상 억제 효과

를 조사하였다. 팥 열수 추출물의 DPPH 라디칼과 hydroxyl 

라디칼의 제거능은 다소 낮았으나, Fe
2+
-chelating과 과

산화수소 제거효과는 높게 나타나 활성산소의 생성을 억제

하는 데 효과적인 것으로 확인되었다. 또한 팥 열수 추출물

의 in vitro DNA cleavage, DNA migration 및 H2AX의 

인산화비 억제활성은 높은 활성을 보여주고 있어 라디칼에 
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의한 DNA 손상 억제에 효과적으로 작용하였다. 또한 지질

과산화와 p21의 발현율을 통해 세포의 산화적 손상에 미치

는 영향을 살펴보면 지질과산화 억제능과 p21의 발현율에 

매우 효과적으로 작용하고 있어 라디칼에 의한 산화적 스

트레스로부터 세포를 보호할 것으로 생각된다.
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