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랫드에서의 t-BHP 유발 산화스트레스에 대한 기능성
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ABSTRACT - Perilla frutescens usually dieted in East Asian country such as Korea and Japan. Antioxidant, anti-

inflammatory and anticancer activities of perilla leaves have been founded. In previous study, we confirmed that caf-

feic acid, major compound of perilla, was accumulation by sucrose aqueous solution and thus antioxidant effect of

perilla was enhanced. In this study, we investigated the protective effect of functional perilla leaves extract (PLE)

against tert-butyl hydroperoxide(t-BHP) induced-oxidative hepatotoxicity. The pretreatment with PLE (250, 500 and

1000 mg/kg b.w.) for 5 days before a single dose of t-BHP (i.p.; 0.5 mmol/kg) significantly lowered the serum levels

of aspartate aminotransferase, alanine aminotransferase and lactate dehydrogenase dose-dependently. And we con-

firmed that the indicators of oxidative stress were remarkably reduced in the liver, such as the glutathione contents and

malondialdehyde, marker of lipid peroxidation. Pathological histology of the rat livers tissues showed that PLE

reduced the hepatocyte degeneration and neutrophilic infiltration of liver induced by t-BHP. These results suggest that

functional perilla frutescens has the protective effect of liver against t-BHP-induced oxidative hepatic stress in rats.
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서  론

들깨(Perilla frutescens Britton var. japonica Hara)는 꿀

풀과의 일년생 초로 동아시아 지역, 특히 일본과 한국에

서 많이 섭취되고 있다1). 특히 최근에는 웰빙에 대한 관

심과 더불어 쌈채소로써 소비량이 증가하고 있으며, 재배

기술의 발달을 통하여 다양한 품종의 보급과 연중 생산이

가능해졌다2). 

본 연구진은 선행연구를 통하여 들깻잎 열수 추출물을

이용하여 산화스트레스에 의한 랫드의 간 손상 보호 효과

를 확인 하였으며3) 들깻잎 추출물로부터 caffeic acid (CA)

를 분리·동정하였으며 CA가 세포 내의 항산화 물질인

glutathione (GSH)를 생합성하는 γ-glutamylcysteine syntehtase

(γ-GCS) 효소의 활성을 증가시키고, 간 세포 내 GSH 함

량을 증가시킴으로써 산화스트레스에 대한 보호 활성을

확인하였다4). CA는 phenolic compound로 다양한 식물체

에 존재하며 항산화5), 항암6), 항염증7) 효과도 나타내는 것

으로 알려져 있다. 또한 설탕물 처리로 재배한 기능성 들

깻잎은 일반적으로 재배한 들깻잎에 비하여 caffeic acid

함량이 증가하며 GSH의 증가를 통하여 산화스트레스에

대한 간 보호 활성이 증가함을 확인하였다8).

산화스트레스는 빠르게 변화하는 현대 사회를 살아가는

인간에게 나타나는 대표적인 질병의 원인이 되는 것으로

공해물질 및 오염물질, 잘못된 식습관 또는 정신적 스트

레스 등에 의하여 유발된다. 특히 tert-butyl hydroperoxide

(t-BHP)는 산화스트레스를 직접적으로 유발하는 물질로 널

리 알려져 있으며9-13), 세포 내에서 활성산소종(reactive

oxygen species; ROS)를 생성하고14) 이는 다양한 질병들의

기본적인 원인으로 작용하여 노화, 암15), 면역저하16,17)의

매개자 역할을 한다. 최근 ROS에 대하여 다양한 연구들

이 보고되고 있으며, 특히 간, 신장 등의 인체 기관에 미

치는 산화스트레스에 대한 연구는 많이 이루어지고 있다18,19).
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이에 본 연구진은 랫드에 설탕물 처리를 통하여 재배한

기능성 들깻잎 추출물(Perilla frutescense leaves extract;

PLE)의 산화스트레스에 대한 간 보호 효과를 과학적으로

확인하고, 간 보호 활성을 기대할 수 있는 최적의 투여 농

도를 확인하였다. 본 연구는 기능성 들깻잎 추출물을 농

도에 따라 투여함으로써 t-BHP로 간에 유발된 산화스트

레스에 대해 어떠한 영향을 미치고, 보호효과를 가질 수

있는지 규명하여 추후 기능성 후보소재로 개발하는데 지

표로 활용될 것이다.

재료 및 방법

시험물질 및 열수 추출물 조제

본 실험에 사용된 기능성 들깻잎은 영남농업기술시험장

에서 분양받은 종자를 밀양농업기술센터에서 동일 구획

내에서 2010년 9월에 파종하여 11월에 온실재배 후 수확

한 것을 −70oC로 보관하여 시료로 사용하였으며, 선행연

구를 통해 재배조건을 달리하여 일반 들깻잎보다 항산화력

및 생리활성성분 함량이 가장 우수했던 175 mM 설탕물 재

배 들깻잎을 사용하였다.

들깻잎을 동결건조하여 건물을 얻은 후, 30 g의 들깻잎

건물에 1 L의 증류수를 넣어서 3시간 동안 환류 추출 후

여과한 후 동결건조하여 실험에 사용하였다.

시험 동물 및 사육환경

시험 동물은 7~8 주령의 Sprague-Dawley rat (SD rat)을

(주) 샘타코에서 구입하여 사용하였다. 먼저 1주일간 검역

및 순화를 실시 한 후 건강하다고 판정된 것 중 체중이

260 ± 5 g인 것을 선별하여 시험에 사용하였다. 사육 조건

은 온도 23 ± 3oC, 상대습도 50 ± 10%, 조명 시간 12시간

(08:00 점등~20:00 소등), 조도 150~300 Lux, 환기회수 10~

20 회/hr로 설정된 환경에서 랫드 사육상자(225 W × 200 L ×

180 H mm)당 1마리를 사육하였다. 사료와 물은 자유롭게

섭취하도록 하였다. 동물 실험은 고려대학교 동물 윤리 규

정(KUIACUC-20100319-2)을 따라 진행하였다.

실험그룹과 투여물질

실험 그룹은 총 5개의 그룹으로, 아무것도 처리하지 않

은 대조군, t-BHP 를 처리하여 산화스트레스를 유발한 음

성 대조군, PLE 250, 500, 1000 mg/kg b.w. 의 농도로 경구

투여 후 t-BHP를 처리한 그룹이다. 각 그룹의 랫드는 무작

위적으로 배정하였으며 PLE투여는 임상적용경로와 같이 경

구로 투여하였다. PLE를 농도별로 1일 1회 6일간 같은 시

각에 투여하였고, 마지막 날인 6일째 되는 날 t-BHP (0.5

mmol/kg b.w.)를 복강 주사하여 급성 간 독성을 유발하였

다. 대조군 그룹에는 t-BHP 대신 생리식염수를 복강 주사

하였다.

혈액 및 간 조직 적출 

랫드에 복강 주사 후 18시간이 경과하였을 때 랫드를

CO2로 마취시킨 후 혈액학적 분석을 위하여 복대 정맥으

로부터 채혈하였다. 간 조직은 적출 후 생화학적 분석을

위해 액체 질소로 급속 냉동 한 후 분석 전까지 −70oC에

보관하였다.

Reduced glutathion (GSH) 측정

간 조직 50 mg을 1.17% KCl을 함유한 0.1M phosphate

buffer (pH 7.4) 1 mL에 넣고 homogenizer를 이용하여 마

쇄한 후, 상등액을 얻는다. 이 조직분쇄 상등액에 0.1 M

phosphate buffer (pH 7.4)를 더한 후 100 mM 5,5‘-dithiobis

(2-nitrobenzoic acid)를 잘 혼합하고 5분후에 412 nm에서

분광광도계를 이용하여 측정하였다. 이때 상등액 대신 GSH

표준품의 농도별 값을 구하여 검량곡선을 그린 후 시료의

GSH 함량(mM/g protein)을 측정하였다.

지질과산화물(Thiobarbituric acid reactive substance,

TBARS) 측정

GSH 측정과 같이 조직분쇄 상등액에 trichloroacetic acid

buffer (0.25 N HCl, 15% trichloroacetic acid, 0.375% thio-

barbituric acid, 0.01% butyl hydroxytoluene) 0.5 mL를 첨가

한 후 잘 섞어준다. 그리고 95oC 수조에서 30분 동안 반응

시킨 후에 상온에서 식힌 후 원심분리(1000 rpm, 10min) 하

여 상층액을 얻어내고, 분광광도계를 이용하여 535 nm 에

서 측정하였다20). 이 때, TBARs의 표준곡선은 1,1,3,3-

tetraethoxypropane의 산에 의한 가수분해로 얻어진 malon-

dialdehyde (MDA) 당량의 표준곡선을 계산한 후 이에 따

른 측정치를 MDA 농도(mmol/g protein)으로 표기 하였다.

혈액생화학적 수치 검사

혈액은 진공 채혈관에 수거한 후 원심분리하여 얻은 혈

장으로 혈액학적 수치를 측정하였다. 혈액학적 수치는

lactate dehydrogenase (LDH), aspartate aminotransferase

(AST) and alanine aminotransferase (ALT) kit를 Simens로

부터 구입하여 측정하였다21).

조직병리학적 검사

간 조직을 10% 포르말린에 고정시킨 후, 탈수와 청명과

정을 거쳐 파라핀 왁스로 포매하였다. 포매된 조직은 4 µm

두께로 박절한 후 유리 슬라이드에 부착시키고 Hemayoxylin-

Eosin (H&E)로 염색하여 광학현미경으로 간 조직 손상 정

도를 관찰하였다.

통계처리

모든 실험 결과는 평균 ±표준편차로 나타내었으며 SAS

version 9.3 (SAS institute Inc., Cary, NC, USA)을 사용하여
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Tukey’s studentized range test 방법을 이용하여 일원분산분

석으로 유의차 검정을 실시하였고 p < 0.05 이상의 경우에

만 그룹 간 유의차가 있는 것으로 인정하였다. 

결과 및 고찰

혈액생화학적 간 보호 활성

기능성 들깻잎 추출물의 간 보호 활성을 관찰하기 위하

여 간 기능의 혈액학적 지표인 AST와 ALT 효소 활성을 측

정하였다. AST와 ALT는 간 손상을 확인하는 대표적인 효

소로써 간세포의 괴사와 간조직의 파괴에 따라 간 손상이

발생할 경우 혈중으로 유리되어 활성이 증가하게 된다. LDH

효소는 세포막의 투과성과 조직의 형태 변화를 나타내는

지표로 간 손상이 진행될수록 활성이 증가하게 된다22,23).

SD rat 의 혈액으로부터 혈청을 분리하여 ALT, AST 그

리고 LDH 효소 활성을 측정하였을 때 t-BHP를 처리한

음성 대조군에서 정상 대조군에 비하여 2.15, 2.95, 1.24배

증가한 것을 확인할 수 있었다. 또한 ALT와 AST의 경우

기능성 들깻잎 추출물을 250 mg/kg b.w. 처리하였을 때 t-

BHP 처리군에 비하여 0.80, 0.73배 감소한 것을 확인하였

으며 투여 농도에 따라 유의적으로 감소시키는 것을 확인

하였다. 특히 1000 mg/kg b.w. 처리하였을 때 정상 대조군

과 비교하여 유의적인 차이를 나타내지 않았으며, 정상 수

준으로 회복시켰다. 하지만 LDH의 경우 250, 500 mg/kg

b.w.에서 t-BHP와 유의적인 차이를 나타내지는 않았지만

감소하는 경향을 나타내었으며 1000 mg/kg b.w. 투여 그룹

에서는 ALT, AST와 마찬가지로 t-BHP만 처리한 음성 대

조군에 비하여 유의적인 차이를 나타내며 0.75배 감소하는

것을 확인하였다(Table 1). 따라서 혈액생화학적 측면에서

볼 때, 기능성 들깻잎 추출물은 투여 농도에 따라 산화스

트레스에 의한 간 손상으로부터 보호 활성을 나타내었다.

간 조직의 GSH 함량 측정 

GSH는 자유 라디칼이나 과산화물에 의해 유발된 산화

스트레스에 의한 손상을 막아주는 생체 내 항산화물질이

다24). GSH는 특히 간에 많이 존재하는 효소로, 외부에서

들어온 독성 물질을 체외로 배출시키는 작용을 할 뿐만 아

니라, 면역작용과 세포손상을 막아주는 매우 중요한 항산

화 물질이다25). GSH는 체내에서 자유 라디칼에 의해 산화

적 형태인 GSSG로 변형되어 세포와 조직을 산화스트레스

로부터 보호하고 GSH reductase에 의하여 GSSG는 다시

GSH로 환원된다26).

SD rat을 이용한 본 시험에서 정상 대조군(146.0 ± 5.4 mM

GSH/g protein)에 비해 t-BHP만 처리한 음성 대조군(128.6 ±

6.8 mM GSH/g protein)은 GSH가 감소하였다. 이는 간 조

직에서 t-BHP에 의해 유발된 산화스트레스로 인해 간 조

직의 GSH가 산화되어 GSSG로 바뀌면서 GSH가 많이 감

소된 것으로 판단된다(Fig. 1). 기능성 들깻잎 추출물을 250

mg/kg b.w. 처리한 그룹(129.3 ± 2.6 mM GSH/g protein)에

서는 음성 대조군에 비해 GSH 함량이 증가하지 않았지만,

500 mg/kg b.w. 투여한 그룹(151.9 ± 6.8 mM GSH/g protein)

은 정상 대조군 수준으로 GSH 함량이 증가하였다. 또한

1000 mg/kg b.w. 처리군(171.9 ± 5.2 mM GSH/g protein)에

서는 유의적으로 정상 대조군보다 높은 GSH 함량을 나타

냈다. 기능성 들깻잎 추출물을 투여한 그룹은 GSH 함량

이 농도 의존적으로 증가한 것으로 나타났으며, 특히 500

mg/kg b.w. 투여군부터 t-BHP에 의해 유발된 산화스트레

Table 1. Effects of PLE on serum enzymes aspartate aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT), lactate dehydrogenase

(LDH) in rats treated t-BHP

Treatment†) AST (IU/L) ALT (IU/L) LDH (U/L)

Control 138 ± 18.2a 24 ± 0.6a 2287 ± 41.3a

t-BHP (0.5 mmol/kg b.w.) 298 ± 31.3b 71 ± 11.1b 2855 ± 41.1b

PLE (250 mg/kg b.w.) + t-BHP (0.5 mmol/kg b.w.) 238 ± 6.1c 52 ± 4.0c 2851 ± 91.9b

PLE (500 mg/kg b.w.) + t-BHP (0.5 mmol/kg b.w.) 213 ± 6.0cd 50 ± 7.2c 2389 ± 261.5ab

PLE (1000 mg/kg b.w.) + t-BHP (0.5 mmol/kg b.w.) 166 ± 20.5ad 37 ± 2.6ac 2044 ± 312.6a

†)Animals were pre-treated with different concentration of PLE by gastric tube for 5 consecutive days before the administration of t-BHP.

The rats were sacrificed 18 h later. Then, the serum AST, ALT, and LDH were determined. Means with different superscript letters are

significantly different at p < 0.05 by Tukey’s studentized range tests.

Fig. 1. Effects of pre-treatment with PLE on reduced glutathione

induced by t-BHP in rats liver tissues. The results represent means

± SD (n = 3). Means with different small letters (a, b, c) are signifi-

cantly different at p < 0.05 by Tukey’s studentized range tests.
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스에 대한 간 보호 효과가 있음을 확인 할 수 있었다. 또

한 본 연구에서는 아무것도 처리하지 않은 정상상태의 대

조군 그룹보다 기능성 들깻잎 추출물 1000 mg/kg b.w. 투

여 그룹이 유의적 차이를 나타내며 더 높은 GSH 함량을

나타내 기능성 들깻잎 추출물의 간 보호 활성이 매우 높

음을 확인할 수 있었다. 

간 조직의 지질과산화 측정

간 손상의 지표로 간 조직의 지질과산화 생성물인 MDA

를 측정하여 산화스트레스로 인한 간 조직 손상에 대하여

기능성 들깻잎 추출물의 보호 효과를 측정하였다. 지질과

산화물은 ROS나 자유라디칼 등의 산화스트레스에 의하여

조직 내 인지질 세포막의 수소 원자가 제거되어 조직이

손상되며 생기는 것이다. 지질과산화 생성물은 세포막의

투과성을 증가시켜 체액의 손실 및 단백질 변화를 유발하

여 동맥경화, 고혈압, 심장병 등의 각종 질병을 일으킬 수

있다27).

t-BHP만 처리한 음성 대조군은 매우 높은 MDA 함량을

나타내며 이를 통하여 t-BHP에 의하여 간 조직에 지질과

산화가 발생했음을 확인할 수 있다. 음성 대조군은 아무것

도 처리하지 않은 정상 대조군의 MDA(385.6 ± 39.7 µM/g

protein)보다 2.17배 많은 MDA의 양 834.0 ± 154.7 µM/g

protein을 나타내었다. 하지만, Fig. 2에서 보듯이 t-BHP와

함께 기능성 들깻잎 추출물을 투여한 그룹에서 MDA 수준

은 감소하는 경향을 보이며 250, 500, 1000 mg/kg b.w. 처

리군은 각각 669.2 ± 145.0, 595.1 ± 142.6, 415.9 ± 133.8 µM/

g protein의 MDA 생성량을 보였다. 기능성 들깻잎 추출물

250, 500 mg/kg b.w. 투여군의 경우 음성 대조군인 t-BHP

처리군에 비하여 유의적인 수준의 차이를 나타내지 않았으

나, 1000 mg/kg b.w. 투여군의 경우에는 음성 대조군과 유

의적인 수준은 나타내며 간 보호 활성을 나타내었다. 또

한 이 그룹의 경우 정상 대조군과 비슷한 수준의 MDA

생성량을 나타내며 t-BHP에 의한 간 손상으로부터 정상

수준으로 회복시켰다. 이는 앞선 항산화 바이오 마커들과

더불어 기능성 들깻잎 추출물의 산화스트레스 대한 간 보

호 효과를 확인 할 수 있었다. 

조직병리학적 간 손상 측정

적출한 간 조직을 H&E 염색을 통해 조직의 손상 정도

를 확인하였다. 정상 대조군의 경우 간 조직의 세포와 핵

이 모두 선명하게 나타났으며 세포의 괴사가 발견되지 않

았다. 하지만, t-BHP만 처리한 음성 대조군의 경우 간 세

포의 괴사 (화살표)와 간 조직의 손상을 쉽게 확인할 수 있

었다(Fig. 3). 기능성 들깻잎 추출물을 농도별로 처리하였

을 때 특별히 간 세포의 괴사나 조직의 손상이 조직학적

Fig. 2. Effects of pre-treatment with PLE on lipid peroxidation

induced by t-BHP in rats liver tissues. The results represent means

± SD (n = 3). Means with different small letters (a, b, c) are signif-

icantly different at p < 0.05 by Tukey’s studentized range tests.

Fig. 3. Effect of PLE pre-treatment on t-BHP induced liver damage. A, Control (n = 6); B, Rats treated with t-BHP (0.5 mmol/kg) showed

liver cell death (arrow); C, Rats pretreated with 250 mg/kg of PLE and then t-BHP; D, Rats pretreated with 500 mg/kg of PLE and then t-

BHP. E, Rats pretreated with 1000 mg/kg of PLE and then t-BHP. Hematoxylia/eosin staining; magnification × 200, × 400.
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검경에서 관찰되지 않았으며, 고배율로 확인하였을 때에도

간 세포의 핵이 모두 선명하게 정상 상태로 관찰되었다. 따

라서 기능성 들깻잎 추출물을 투여하였을 때 산화스트레스

에 의한 간 세포의 괴사를 억제하는 것을 확인할 수 있었다.

본 연구진은 선행연구8)에서 설탕물 처리를 통하여 재배

한 기능성 들깻잎이 기존 들깻잎에 비하여 항산화활성과

주요 지표 물질이 증가함을 확인하였다. 설탕물을 이용하

여 재배하였을 때 들깻잎 추출물의 주요 지표 물질인 caffeic

acid와 rosmarinic acid의 함량이 증가하였으며 DPPH 라디

칼 소거능, ABTS scavenging activity 등의 실험을 통하여

항산화 활성이 증가함을 확인하였다. 본 연구는 설탕물 처

리를 통하여 재배한 기능성 들깻잎 추출물의 간 보호 기

능성을 투여 농도에 따라 확인함으로써 t-BHP에 의한 간

손상 보호 모델에 적용하였다. 본 연구를 통하여 추후 다

양한 간 손상 모델에 기능성 들깻잎 추출물을 적용할 수

있을 것으로 사료되고 또한 간 보호 메카니즘 규명에도

활용될 수 있을 것으로 보인다. 

위의 연구 결과를 종합하면 t-BHP는 간 조직에 산화스

트레스를 통하여 간 손상을 유발하게 되며, 기능성 들깻

잎 추출물을 투여하였을 때 간 손상을 억제함을 확인하였

다. 기능성 들깻잎 추출물의 농도에 따라 간 보호 활성이

증가함을 확인하였으며, 특히 500, 1000 mg/kg b.w.의 농

도로 투여하였을 때 정상 대조군 수준으로 회복하였다. 따

라서 기능성 들깻잎 추출물은 간 손상에 대한 보호 또는

개선 효과가 있음을 확인하였다.
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요  약

t-BHP는 대표적인 산화스트레스에 의한 간 손상 모델이

며, 본 연구자는 랫드에 기능성이 강화된 기능성 들깻잎

추출물(P. frutescens leaf extract, PLE)을 250, 500 또는

1000 mg/kg body weight (b.w.)으로 6일간 경구 투여하고

t-BHP의 복강 주사로 간 손상을 일으킨 후 기능성 들깻잎

추출물이 간에서 산화스트레스를 얼마나 억제하여 주는지

를 혈액의 간 손상 지표인 lactate dehydrogenase (LDH),

aspartate aminotransferase (AST) 그리고 alanine amino-

transferase (ALT)를 측정하였으며, 간 조직에서 항산화 바

이오 마커인 reduced glutathione (GSH), 지질과산화물의

척도인 malondialdehyde (MDA)를 통해서 측정하였다.

산화스트레스에 의한 간 손상시 GSH는 아무것도 처리

하지 않은 정상 대조군(146.0 ± 5.4 mM GSH/g protein)에

비해 t-BHP로 산화스트레스를 유발한 그룹에서 128.6 ± 6.8

mM GSH/g protein로 감소하였다. 반면 기능성 들깻잎 추

출물을 250, 500 그리고 1000 mg/kg b.w. 을 투여한 그룹에

서는 129.3 ± 2.6 mM GSH/g protein, 151.9 ± 6.8 mM GSH/

g protein, 171.9 ± 5.2 mM GSH/g protein로 농도 의존적으

로 GSH 함량이 회복되는 경향을 나타내며, 500 mg/kg b.w.

투여군부터 정상 대조군의 GSH 함량과 비슷한 수준을 나

타내었다. 

또한, 간 조직에서 산화스트레스에 의하여 발생된 지질

과산화물을 측정하였을 때 t-BHP에 의하여 산화스트레스

만 유발한 그룹은 834.0 ± 154.7 µM/g protein 로 정상 대

조군의 385.6 ± 39.7 µM/g protein 보다 2.17배 높은 MDA

를 생성한 것으로 지질과산화가 많이 일어난 것을 확인하

였으나, 기능성 들깻잎 추출물을 투여한 그룹의 MDA의

생성량은 669.2 ± 145.0, 595.1 ± 142.6, 415.9 ± 133.8 µM/g

protein 로 농도에 따라 감소하는 경향을 확인하였다. 랫드

의 간 조직에서, 독성을 유발하는 t-BHP를 복강 투여 후

기능성 들깻잎 추출물을 경구 투여하였을 때 지질과산화의

지표인 MDA의 감소와 항산화의 지표인 GSH 함량이 증

가하였다. 

조직병리학적 확인을 위하여 간 조직을 H&E 염색 후

광학현미경으로 관찰하였을 때, t-BHP만 처리한 음성 대

조군의 경우 간 세포의 괴사와 조직의 변형을 확인할 수

있었지만 기능성 들깻잎 추출물을 처리하였을 경우 모두

정상 상태의 조직을 관찰할 수 있었다.

위의 결과들을 종합하였을 때, t-BHP가 간에서 산화스

트레스를 유발하여 간 손상을 야기시키고, 간 조직의 인

지질 막 손상을 줄 수 있으며, 기능성 들깻잎 추출물은 간

손상에 대한 보호 효과가 있음을 확인하였다.
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