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The present study aimed to investigate effects of ethanol extracts from Hydropsyche kozhantschikovi on
cell and DNA damage caused by oxidative stress. In a radical scavenging assay, compared with ascor-
bic acid used as a control, the level of DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) and that of hydroxyl rad-
icals in H. kozhantschikovi extracts were 60.0% and 43.7%, respectively. The ferrous iron chelating level
was 37.5% compared to the chelating value of EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid) as a positive
control at the same concentration. To verify inhibitory effects of oxidative cell damage induced by re-
active oxygen species (ROS), the relative level of lipid peroxidation and the expression level of the
p21 protein were compared in extracts-treated and untreated groups. Lipid peroxidation was com-
pletely inhibited in the extracts-treated group compared with the radical-only treated group. The level
of p21 protein expression was restored to 92.2% of p21 protein expression in the control sample. In
addition, DNA cleavage inhibition in the H. kozhantschikovi extracts was 74.1% compared with that of
the control group, suggesting that H. kozhantschikovi extracts repress DNA cleavage induced by ROS.
Moreover, the phosphorylation ratio of the H2AX protein was 16.7% in the radical-treated group, in-
dicating that the ethanol extracts inhibited 83.3% of DNA damage. Our findings suggest that ethanol
extracts from H. kozhantschikovi are effective not only in repressing the oxidation of free radicals and
highly toxic hydroxyl radicals, but also in decreasing cell and DNA damage caused by oxidative
stress.
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서 론

활성산소(reactive oxygen species, ROS)는 산화스트레스에

의해 생성되며, 직접적으로 지질, 단백질, DNA 등을 손상시켜

동맥경화증, 암, 노화 등 여러 질병을 유발하고 있다[23]. 이러

한 산화촉진물질은 생체 내 산화억제물질과 적절한 균형을

유지하고 있으나, 흡연, 각종 환경오염물질, 알코올, 약물, 방

사선, 격렬한 운동 등 여러 물리, 화학적 요인에 의해 산화촉진

과 산화억제의 균형상태가 무너지게 되면 활성산소의 과다

발생으로 세포 내 여러 구성성분인 지질, 단백질의 산화로 인

해 다양한 퇴행성 질환의 유발되고 유전독성에 따른 생체 기

능이 저하되게 된다[16, 21, 23]. 이에 따라 활성 산소를 소거할

수 있는 화합물 또는 과산화물 생성 억제 물질과 같은 항산화

제들은 활성산소로 인한 산화적 손상으로부터 세포를 보호함

으로써 산화스트레스에 의해 유발되는 질병의 예방 또는 치료

효과를 갖는다고 알려져 있다[8].

대부분의 항산화물질에 대한 연구는 주로 식물과 미생물

등에만 집중되고 있어 풍부한 종 다양성을 갖고 있는 곤충의

경우에는 집중적인 연구가 거의 없는 실정이다. 최근 청동풍

뎅이(Anomala albopilosa) 추출물이 DPPH의 free radical, xan-

thine oxidase 및 superoxide radical에 대한 소거 활성이 높게

나타나 우수한 항산화물질을 갖고 있다고 하였으며[25], 칠성

무당벌레(Coccinella septempunctata)를 이용하여 DPPH,

FRAP, linoleic acid 산화 억제 실험을 실시한 결과 높은 항산

화 활성을 보여 산업적 활용가능성이 있다고 보고된 바 있다

[2]. 또한 섬서구 메뚜기(Atractomorpha lata)와 벼메뚜기(Oxya

japonica) 및 끝검은 메뚜기(Stethophyma magister)의 항산화능

과 과산화수소에 대한 세포 보호능 연구 결과, 모든 메뚜기류

에서 높은 항산화 · 세포보호 활성이 조사되어 천연 항산화

기능성 소재로서 이용가능성이 보고된 바 있다[17].

곤충류는 외부환경의 변화에 대한 생체방어능력이 매우 발

달되어 있기 때문에 곤충의 생체방어물질에 대한 탐색은 곤충

이 생산하는 생리활성물질 및 신기능 생물소재 등의 개발에

매우 중요한 부분이 되고 있다. 따라서 새로운 생물자원으로

부각되고 있는 곤충류에서 새로운 생리활성물질에 대한 추적

은 매우 필요한 연구 분야가 되고 있다. 따라서 본 연구에서는

우리나라의 하천에 매우 풍부하게 분포하고 있으며, 수질오염

에 대한 내성이 매우 강한 수서 곤충인 줄날도래(Hydropsyche

kozhantschikovi)를 사용하여 이의 항산화능과 세포와 DNA의

산화적 손상에 따른 보호효과를 조사하였다.
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재료 및 방법

시료 추출

본 연구에 사용된 줄날도래(Hydropsyche kozhantschikovi)는

낙동강 상류 반변천 주변에서 채집, 동정하여 사용하였다. 줄

날도래로부터 시료를 추출하기 위해 공시충 10 g에 1,000 ml의

70% ethanol을 혼합하여 25℃에서 총 3회 환류 추출 후 여과하

여 농축하였다. 이를 동결 건조하여 밀봉한 다음 -70℃에 보관

하면서 시료로 사용하였다.

줄날도래 추출물의 항산화활성 측정

DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl, Sigma-Aldrich, St.

Louis, MO, USA) 라디칼 제거능의 측정은 Hsu 등[3]의 방법

에 따라 DMSO (dimethyl sulfoxide, Sigma-Aldrich, USA)로

희석한 농도별 줄날도래 추출물 40 μl와 300 mM DPPH 760

μl를 혼합하여 37℃에서 반응시킨 후 515 nm 에서 흡광도를

측정하였다. 또한 수산화 라디칼 제거 활성은 1.5 mM FeSO4

(Sigma-Aldrich, USA) 250 μl, 6 mM H2O2 (Sigma-Aldrich,

USA) 175 μl와 농도별 시료 75 μl를 혼합하여 반응시킨 후

560 nm에서 흡광도를 측정하였다[22]. Fe
2+

-chelating 활성은

시료에 2 mM FeCl2 (Sigma-Aldrich, USA) 15 μl와 5 mM fer-

rozine (Sigma-Aldrich, USA) 30 μl를 혼합하여 상온에서 15분

반응시킨 후 562 nm에서 Fe
2+

-ferrozine 용액의 흡광도를 측정

하였다[3]. 각 실험 항목에서 농도에 따른 추출물의 항산화활

성은 다음의 식으로 %를 계산하였다.

소거능(%)={1-(추출물 처리군의 흡광도/추출물 무처리군의

흡광도)}×100

세포배양

본 연구에 사용한 NIH 3T3 마우스 섬유아 세포주는 한

국세포주은행(KRIBB, Taejeon, Korea)에서 분양 받았으며

Dulbecco’s modified eagle medium (DMEM, Gibco Inc.,

USA)에 10% fetal bovine serum (FBS, Gibco Inc., USA)을

첨가한 배지를 이용하여 37℃, 5% CO2 배양기에서 배양하

였다.

세포 생존율 측정

줄날도래 추출물의 NIH 3T3 세포 생존에 미치는 영향은

MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazolium

bromide) 분석을 통해 실시하였다. NIH 3T3 세포(5×10
3

cells/well)를 96-well cell plate에 분주한 후 시료, FeSO4,

H2O2를 각각 농도별로 처리하여 24시간 배양 후 MTT

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 용액(1 mg/ml)을 처리

하여 4시간 반응시킨 다음 DMSO로 세포 내 염색액을 용출시

킨 후 microplate reader (Infinite
®

200, Tecan Trading AG,

Switzerland)를 이용하여 570 nm 파장에서 흡광도를 측정하

였다. 이 측정치는 시료의 세포에 대한 독성을 나타내며 생존

율은 시료 처리군을 대조군에 대한 백분율(%)로 나타내었다.

지질과산화 억제능 분석

줄날도래 추출물이 수산화 라디칼에 의한 2차 산화물 생성

에 미치는 영향을 조사하기 위한 지질과산화 억제능은 NIH

3T3 세포(2×105 cells/ml)에 시료와 FeSO4, H2O2를 처리하여

배양한 후 회수하여 1.15% KCl로 균질화시켰으며, 0.2 ml so-

dium dodecyl sulfate (8.1%), 1.5 ml acetic acid (20%) 및 1.5

ml thiobarbituric acid (0.8%)를 첨가하여 95℃에서 2시간 반

응시켰다. 반응 후 5 ml n-butanol/pyridine mixture (15:1,

v/v)로 분획을 통해 얻은 상등액의 흡광도를 532 nm에서 측

정하였다[7].

DNA 손상 억제능 분석

줄날도래 추출물이 유리 라디칼에 의한 유전정보의 손상

을 유발하는 DNA 분절에 미치는 영향을 조사하기 위하여

먼저 ΨX-174 RF I plasmid DNA (New England BioLabs,

County Road Ipswich, MA) 분석을 실시하였다. ΨX-174 RF

I plasmid DNA (100 μg/ml) 5 μl, 3.2, 16 and 80 μg/ml의

시료 10 μl, 1.5 mM FeSO4와 6 mM H2O2 5 μl를 혼합하여

37℃에서 반응시킨 후 50% glycerol (v/v), 40 mM EDTA,

0.05% bromophenol blue (Sigma, USA)를 첨가하여 전기영

동 후 분석하였다.

Western blot 분석

NIH 3T3 세포(1×106cells/well)를 6-well plate에서 분주하

여 16시간 배양한 후 농도별 시료, FeSO4, H2O2를 처리하여

24시간 반응시켰다. 반응 후 시료를 처리한 NIH 3T3 세포로부

터 lysis buffer(50 mM Tris–HCl, pH 7.4, 150 mM NaCl, 1

mM EDTA, 1mM EGTA, 10 mg/ml aprotinin, 10 mg/ml leu-

peptin, 5 mM phenylmethylsulfonyl fluoride [PMSF] and 1

mM DTT) 이용하여 추출한 단백질을 15% SDS-PAGE로 전기

영동 후 PVDF membrane (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,

USA)에 transblot 하였다. 이 후 5% BSA로 blocking 시키고,

p21 rabbit polyclonal IgG (Cell Signaling Technology,

Beverly, MA)와 P-histone H2AX rabbit antibody (Cell

Signaling Technology, Beverly, MA)로 1차 처리 후 IgG

HRP-linked anti-rabbit antibody (Cell Signaling Technology,

Beverly, MA)를 2차 처리하여 반응시켰다. 이 후 ECL de-

tection polaroid camera (Amersham Biosciences, USA)를 사

용하여 촬영하였으며, 발현 수준은 Un-SCAN-IT gel Version

5.1 (Silk Scientific, Inc.). 프로그램을 통해 분석하였다.

통계처리

모든 실험은 독립적으로 3회 이상 실시하였으며 각 실험에
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서 얻어진 결과는 평균±표준편차로 나타내었다. 통계처리는

SPSS version 12.0로 분석한 후 t-검정을 실시하여 분산과 평균

의 동일성 여부를 검정하였으며, 분석결과는 일원분산분석

(one way ANOVA)에 의한 Duncan 검정을 실시하여 p값이

0.05 미만일 때 유의한 것으로 간주하였다.

결 과

줄날도래 추출물의 항산화능

줄날도래 추출물의 항산화 활성을 분석하기 위하여 DPPH

유리 라디칼과 수산화 라디칼의 제거 활성 및 Fe
2+

-chelating

효과를 조사하였다. 줄날도래 추출물의 DPPH 유리 라디칼

제거능은 농도가 높아짐에 따라 활성이 증가하여 3.2 μg/ml에

서 17.4%, 16 μg/ml에서 30.5%, 80 μg/ml에서 48.6%, 400 μg/

Fig. 1. (A) DPPH free radical and hydroxyl radical scavenging

activities and (B) Fe
2+

-chelating activities of ethanol ex-

tracts from H. kozhantschikovi. (A) The DPPH free radical

scavenging activity was 60.0% at 400 μg/ml. Hydroxyl-

radical scavenging activity was found to be enhanced

with concentration-dependent manner, exhibiting 43.7%

at 400 μg/ml. Ascorbic acid was used for the positive

control. (B) The Fe
2+

-chelating activity was revealed

37.5% at 400 μg/ml to the activity of EDTA. EDTA was

used for the positive control. In all experiments, the ab-

sorbance values were converted to scavenging and che-

lating effects (%) and data plotted as the means of repli-

cate scavenging and chelating activity (%) values±S.D.

ml에서 60.0%의 제거 효과를 나타내었다. 또한 수산화 라디칼

제거능은 80 μg/ml의 저농도에서는 20% 이하의 활성을 보였

으나 400 μg/ml 농도에서는 43.7%의 제거 활성을 보였다(Fig.

1A). 줄날도래 추출물의 Fe
2+

-chelating 효과를 분석해 보면 3.2

μg/ml에서 15.8%, 16 μg/ml에서 20.0%, 80 μg/ml에서 26.1%,

400 μg/ml에서 37.5%로 농도가 높아질수록 활성이 증가하는

것으로 나타났다(Fig. 1B).

줄날도래 추출물의 산화적 세포 손상 억제능

줄날도래 추출물이 세포 생존에 미치는 영향을 조사해 보면

대조군에 비해 Fe
2+
와 H2O2만 처리한 라디칼 처리군의 세포

생존율은 70.7%의 활성을 보여주고 있으나 시료를 처리한 실

험군에서의 생존율은 3.2 μg/ml에서 87.4%, 16 μg/ml에서

93.2%, 80 μg/ml에서 96.9%로 농도가 높아짐에 따라 활성이

증가하였으나 400 μg/ml에서 72.1%로 급격히 감소하는 경향

을 나타내었다(data not shown). 따라서 400 μg/ml 농도의

줄날도래 추출물은 자체 독성으로 인해 세포 생존율을 감소시

켰으므로 시료의 독성이 거의 없는 80 μg/ml 농도를 실험 최

고 농도로 설정하여 차후 실험을 진행하였다(Fig. 2). 이러한

조건에서 지질과산화 억제능은 3.2 μg/ml에서 64.0%, 16 μg/

ml에서 88.7%, 80 μg/ml에서 95.4%로 농도가 높아짐에 따라

활성이 증가하였다(Fig. 3). 또한 줄날도래 추출물이 산화적

Fig. 2. The viability of NIH 3T3 cells by MTT assay. The NIH

3T3 cells (5×103 cells/well) were cultured in 96-well plate

at 37℃ for 24 hr. The extracts from H. kozhantschikovi
were treated by concentration dependent manner to each

well with FeSO4 and H2O2.. After then 50 μl of MTT sol-

ution (1 mg/ml) was treated to each well for 4 h, and

then 100 μl of DMSO was treated to each well. The ob-

servance was measured with a microplate reader at 540

nm. The cell viability of radical treated group with Fe
2+

and H2O2 only was 70.7% compare to that of the radical

untreated control group. However, the cell viability

treated with H. kozhantschikovi extracts was restored to

96.9% at the concentration of 80 μg/ml treatment.
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Fig. 3. The inhibition level of lipid peroxidation of the extracts

from H. kozhantschikovi on oxidative cell damages in-

duced by hydroxyl radical. The NIH 3T3 cells were cul-

tured in a 6-well plate at 2×10
5

cells/well for 16 hours.

After plating, the cells were treated with the varying con-

centration of H. kozhantschikovi extracts, FeSO4 and H2O2

were added to the plate. The cell lysate was mixed with

0.1 ml of 8.1% sodium dodecylsulfate, 0.75 ml of 20%

acetic acid, and 0.75 ml of 0.8% thiobarbituric acid. The

supernatant fractions were isolated and the absorbance

was measured at 532 nm. The inhibition level of lipid

peroxidation was shown to 95.4% at 80 μg/ml, exhibiting

an increasing tendency as the concentration rose.
*p<0.05,

**p<0.01 indicate a significant difference between the only

radical treated group (treated with FeSO4, H2O2 without

extracts) and extracts-treated group (treated with FeSO4,

H2O2 and varying concentration of extracts).

세포 손상에 대한 억제능을 조사하기 위하여 줄날도래 추출물

을 처리한 후 p21 단백질의 발현율을 조사해 보면 3.2 μg/ml에

서 36.7%, 16 μg/ml에서 82.1%, 80 μg/ml에서 92.2%로 나타나

농도가 높아질수록 대조군 수준으로 회복되는 것으로 나타났

다(Fig. 4).

줄날도래 추출물의 산화적 DNA 손상 억제능

줄날도래 추출물이 산화적 스트레스에 의해 유발되는

DNA 손상에 미치는 영향을 조사해보면, 대조군인 ΨX-174 RF

I plasmid DNA는 supercoiled (SC) DNA로 확인되고 있으나,

Fe
2+
와 H2O2만 처리한 라디칼 처리군에서는 DNA의 분절로

인하여 open circular (OC) DNA로 전환되고 있다. 이러한 조

건에서 줄날도래 추출물을 처리하면 supercoiled DNA는 3.2

μg/ml에서 30.3%, 16 μg/ml에서 40.5%, 80 μg/ml에서 74.1%

로 조사되어 시료의 농도가 높아질수록 supercoiled DNA로

부터 open circular DNA로 전환되는 것을 억제하는 것으로

나타났다(Fig. 5). 줄날도래 추출물이 DNA 손상에 미치는 항

산화 효과를 조사하기 위하여 H2AX 단백질의 인산화비를 분

석하였다. 줄날도래 추출물 처리에 따른 phospho-H2AX 발현

Fig. 4. The expression level of H. kozhantschikovi extracts on p21

protein. Lane 1 is control and lane 2 is treated with only

radical treated group. Lanes 3-6 were treated with vary-

ing concentration of extracts (3.2, 16 and 80 μg/ml). The

level of p21 expression was measured by western blot

analysis. The level of p21 expression showed 12.5% in

radical treated group with Fe
2+

and H2O2 only. On the

other hand, the amounts of expression of p21 were in-

creased from 36.7% to 92.2% at 80 μg/ml in H. kozhant-
schikovi extracts treated group.

*p<0.05 indicate significant

difference between the only radical treated group and

extracts-treated group.

Fig. 5. The effects of H. kozhantschikovi extracts on supercolied

DNA and open circular DNA of the ψX-174 RF I plasmid

DNA by hydroxyl radical. Lane 1 is control group and

lane 2 is only radical treated group. Lanes 3-6 were treat-

ed with varying concentration of the extract (3.2, 16 and

80 μg/ml). The ψX-174 RF I plasmid DNA was identified

as supercolied DNA in the control group. In contrast,

the supercolied plasmid DNA had transformed to open

circular DNA due to DNA segmentation in radical treat-

ed group with Fe
2+

and H2O2.
*p<0.05 indicate significant

difference between the radical treated group and ex-

tracts-treated group.

수준은 Fe2+와 H2O2 만을 처리한 라디칼 처리군에 비해 3.2

μg/ml에서 82.2%, 16 μg/ml에서 36.7%, 80 μg/ml에서 16.7%
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Fig. 6. Expression level of H. kozhantschikovi extracts on H2AX

induced by hydroxyl radical. Lane 1 is control group and

lane 2 is only radical treated group. Lanes 3-6 were treat-

ed with varying concentration of the extracts. The phos-

phorylation ratio of H2AX over different concentration

of extracts were 82.2% at 3.2 μg/ml, 36.7% at 16 μg/ml,

and 16.7% at 80 μg/ml compared to those ratio in neg-

ative control treated with Fe2+ and H2O2. The occurrence

of DNA damage was inhibited in NIH 3T3 chromosome

when extracts treated, with approximately 83.3% com-

paring to radical treated group. *p<0.05, **p<0.01 indicate

a significant difference between only radical treated

group and extracts-treated group.

로 나타나 시료의 농도가 높아짐에 따라 인산화비는 감소하는

경향을 보여주고 있다(Fig. 6). 이러한 결과는 줄날도래 추출물

시료의 농도가 높아질수록 phospho-H2AX 발현을 억제하는

것으로 DNA 손상은 라디칼 처리군에 비해 역으로 줄날도래

추출물 시료의 농도가 80 μg/ml 인 경우 약 83.3%의 억제 효과

를 나타내는 것으로 분석되었다.

고 찰

호기성 생물의 호흡과정으로 체내에 유입된 산소는 대사

과정에서 활성산소를 생성하게 되는데, 이러한 활성산소는 반

응성이 매우 크기 때문에 세포막과 단백질의 분해, 지질과산

화, DNA 손상 등 체내 조직 및 기관에 산화적 스트레스를

일으켜 노화와 질병의 발생을 야기한다. 또한 Fe
2+
는 체내의

과산화수소에 의한 Fenton 반응으로 hydroxyl 라디칼과 같은

활성산소의 생성을 촉진하여 체내 산화를 야기한다[13]. 따라

서 산화적 반응을 억제하거나 감소시키는 항산화능은 호기성

생물의 노화와 질병에 관련되어 매우 중요한 역할을 하고 있

다. 본 연구에서는 줄날도래 추출물의 항산화 효과를 확인하

기 위하여 농도에 따른 DPPH 유리 라디칼과 수산화 라디칼

제거능 및 Fe
2+

-chelating 효과를 분석하였다. 최근 연구에 따

르면 사마귀(Tenodera angustipennis Saussure)와 늦반딧불이

(Pyrocoela rupa Olivier) 메탄올 추출물의 DPPH 유리 라디칼

소거능은 약 200 mg/ml의 농도에서 80%로 나타났으며, 산제

비나비(Papilio maackii Mntris)와 팥중이(Oedaleus infernalis

Saussure) 추출물은 70% 이상의 DPPH 유리 라디칼 제거 활성

을 보여 우수한 항산화 효과를 가진다고 보고된 바 있다[15].

또한 오미자(Schizandra chinensis)의 초임계 추출물과 초임계

후 에탄올 추출물의 Fe
2+

-chelating 효과는 200 μg/ml에서 각

각 17.44%, 23.65%로 나타나 초임계 후 에탄올 추출물은 유리

라디칼의 생성을 억제하는 데 효과적이며[19], 복분자(Rubus

coreanus) 추출물의 Fe2+-chelating 효과는 물 추출물에서

2.71~7.37%, 메탄올 추출물에서 5.50~6.64%로 나타나 뚜렷한

활성을 보이지 않는다고 보고된 바 있다[14]. 본 연구에서도

줄날도래 추출물의 DPPH 유리 라디칼과 수산화 라디칼 제거

능은 각각 60.0%, 43.7%의 활성을 보였으며 Fe
2+

-chelating 효

과는 37.5%로 나타났다. 따라서 줄날도래 추출물은 체내 대사

과정에서 생성되는 유리 라디칼을 제거하고 Fe2+의 Fenton 반

응을 억제하여 활성산소의 생성을 감소시키는 데 효과적인

것으로 생각된다.

산화적 대사 과정에 의해서 유발되는 산화적 스트레스는

여러 가지 질병과 세포사멸에 중요한 역할을 한다. 세포가 활

성산소에 노출되었을 때 superoxide dismutase, catalase 및

glutathionine peroxidase와 같은 항산화효소가 활성화되어

세포 내 산화적 스트레스가 제거된다. 그러나 활성산소의 발

생과 항산화효소의 활성 사이에 균형이 깨지면 염증, 암 발생

및 노화가 가속화되기도 한다[10, 11]. 산화적 스트레스에 대한

기존의 연구에서 Jeong 등[5]은 백작약(Paeonia japonica)의 열

수 추출물로부터 지질과산화 억제능을 측정한 결과 50 μg/ml

의 농도에서 62%로 나타나 산화적 스트레스를 감소시킬 것이

라고 한 바 있으며, Park 등[18]은 팥(Phaseolus angularis) 열수

추출물의 지질과산화 억제율이 200 μg/ml에서 91.2%로 확인

되고 있어 산화적 세포 손상을 감소시키는 데 효과적이라 한

바 있다. 또한 Park 등[20]은 국화(Dendrathema indicum) 추출

물이 산화적 스트레스에 의한 p21 단백질의 발현에 미치는

영향을 조사한 결과 200 μg/ml 농도에서 79.6%으로 나타나

세포 손상을 억제하는 데 효과적이라 한 바 있으며, Kim 등[9]

은 동충하초(Cordyceps militaris) 열수 추출물의 경우 인체 간

암세포주인 HepG2 세포의 성장에 미치는 영향을 조사한 결과

처리 농도가 높아짐에 따라 p21의 발현 증가가 관찰되어 간암

세포의 증식 억제에 연관성을 지닐 수 있다고 보고한 바 있다.

본 연구에서 줄날도래 추출물이 세포의 산화적 손상에 미치는

영향을 조사한 결과 라디칼 처리군의 세포는 70.7%의 생존율

을 보여주고 있으나, 시료를 처리한 실험군에서는 96.9%의 세

포 생존율을 나타내주고 있어 세포에 대한 줄날도래 추출물의

독성은 거의 없는 것으로 조사되었다. 또한 라디칼에 의한 지

질과산화 반응에서 줄날도래 추출물은 95% 이상에 해당하는

억제 활성을 보였으며 세포의 비정상적 증식을 억제하는 p21

단백질의 발현을 증가시켜 주고 있어 본 연구의 줄날도래 추

출물은 산화적 스트레스로부터 세포의 손상을 감소시키는 데
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효과적인 것으로 생각된다.

활성산소에 의해 야기되는 산화적 스트레스는 DNA의 분

절을 유발하기 때문에 유전정보가 손상되어 생체기능을 저하

시기는 유전 독성의 원인이 되기도 한다[24]. 활성산소에 의한

산화적 손상에 있어서 생체고분자 중 DNA는 가장 민감한 bi-

otarget이다[12]. 일반적으로 plasmid DNA는 이중나선 구조

전체가 꼬인 구조인 supercoiled (SC) DNA 형태로 존재하고

있으나 활성산소와 같은 외부 요인이나 효소 작용에 의하여

두 사슬 DNA의 한 쪽 또는 양쪽 사슬의 국소적인 부위가 절단

된 open circular (OC) DNA 형태로 전환된다. 활성산소에 의

한 DNA의 손상은 암을 유발할 수 있고 파킨슨병과 알츠하이

머성 치매 등과 같은 퇴행성 신경질환의 발병에 있어서도 특

징적인 결과이다. ROS 중에서도 hydroxyl radical은 생리학적

으로 가장 중요한 DNA 손상 물질로 알려져 있다[26]. DNA에

유발된 산화적 손상의 축적은 정상세포를 형질전환세포로 전

환시키는 발암 개시점으로 작용하기 때문에 항산화능 분석에

있어 DNA의 산화적 손상에 대한 억제력 평가는 매우 중요한

의미를 지닌다. 최근 연구에서 천궁(Chidium officinale)의 80%

에탄올 추출물은 NIH 3T3 세포에 처리한 결과 시료의 농도가

높아짐에 따라 DNA 분절이 감소한다고 한 바 있으며[6], 밀몽

화(Buddleja officinalis) 추출물은 산화적 DNA 손상 분석에서

supercoiled DNA가 open circular DNA로 전환되는 것을

80% 억제하여 DNA 분절의 감소에 효과적이라고 보고된 바

있다[1]. 또한 Jeong 등[4]에 의하면 보리(Hordeum vulgare) 씨

앗에서 정제된 3,4-dihydroylvenzaldehyde는 DNA에 대한

H2AX의 인산화비 억제율은 200 μg/ml에서 80%로 나타난다

고 보고되었다. 본 연구의 줄날도래 추출물은 supercoiled

DNA로부터 open circular DNA로 전환되는 것을 74.1%로 감

소시켰으며 phosphor-H2AX의 발현을 83.3%의 억제하였으므

로 활성산소에 의한 DNA의 분절과 인산화를 억제하는 데 효

과적인 것으로 생각된다.

이상의 결과를 종합해 보면 줄날도래 추출물은 산화적 스트

레스를 유발하는 유리 라디칼과 생체 내 강한 독성을 나타내

는 수산화 라디칼을 제거하는 데 매우 효과적인 것으로 나타

났다. 또한 O2
․-

, H2O2, ROO
․-
등과 같은 2차 산화물의 생성을

억제할 뿐만 아니라 세포의 비정상적인 증식을 조절하는 것으

로 알려진 p21 단백질의 발현을 증가시키는 것으로 나타났다.

이와 더불어 유리 라디칼에 의한 DNA의 분절화와 DNA의

인산화를 억제시켜 DNA의 open circular form 전환과 phos-

pho-H2AX의 발현을 감소시키는 것으로 조사되었다. 이러한

결과로 미루어보아 줄날도래 추출물은 산화적 스트레스로 인

한 생체 독성으로부터 세포와 DNA를 보호하는 데 효과적일

것으로 생각된다.
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초록：줄날도래 추출물이 산화적 스트레스에 미치는 영향

박영미․임재환․이종은․서을원*

(안동대학교 자연과학대학 생명과학과)

본 연구는 줄날도래(Hydropsyche kozhantschikovi) 에탄올 추출물이 산화적 스트레스에 미치는 영향을 알아보기

위해 활성산소에 의한 세포와 DNA의 손상 억제력을 조사하였다. 줄날도래 에탄올 추출물의 DPPH 유리 라디칼

과 수산화 라디칼 제거능은 대조군에 비해 각각 60.4%, 60.0%로 나타났으며, Fe2+-chelating 효과는 37.5%로 조사

되었다. 줄날도래 추출물이 활성산소에 의해 유도되는 세포손상에 미치는 억제 효과를 조사하기 위해 지질과산

화의 상대적 수준과 p21 단백질의 발현율을 해보면 줄날도래 추출물은 라디칼 처리군에 비해 지질과산화를 거의

완벽하게 억제하고 있으며, p21 단백질의 발현은 대조군의 92.2%로 회복되는 것으로 조사되었다. 또한 줄날도래

추출물의 DNA 분절화 억제 활성은 대조군에 비해 74.1%로 나타나 산화적 스트레스에 의해 유발되는 DNA 분절

화를 효율적으로 억제하고 있으며, H2AX 단백질의 인산화비는 라디칼 처리군의 16.7%에 해당하는 수준으로 조

사되어 줄날도래 추출물은 히스톤 단백질의 인산화를 83.3% 억제하는 것으로 확인되었다. 이러한 결과로 보아

줄날도래 추출물은 활성산소에 대한 항산화 효과 뿐만 아니라 세포와 DNA의 손상을 억제하는데 효과적인 것으

로 사료된다.
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