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해면으로부터 분리된 Bromotopsentin의 항산화활성
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Abstract − Bromotopsentin (BSM) is a bisindole alkaloid compound, which is recognized as a metabolite of the marine sponge

Spongosorites sp. In this study, the antioxidant activity of BSM was investigated. The 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH)

free radical scavenging assay, the trolox equivalent antioxidant capacity (TEAC) assay, the superoxide radical scavenging

(NBT) assay, the lipid peroxidation and hydroxyl radical-induced DNA damage assays were carried out to evaluate the anti-

oxidant activity of BSM. It was found that BSM had stronger scavenging activity on the stable free radical DPPH and super-

oxide radical than L-ascorbic acid with an IC
50 
value of 62 and 64 µM, respectively. The TEAC value which indicated the total

antioxidant capacity of BSM was about 0.8, which was also stronger than L-ascorbic acid. About 1.3 µM of BSM induced 50%

inhibition of lipid peroxidation. 60 nM of BSM exhibited a significant protective activity against DNA strand scission by

hydroxyl radical on pBR322 DNA. Taken together, we suggest that BSM possesses strong antioxidant activity, and could be

a valuable new addition to the list of anti-aging chemotherapeutic agents.
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자유 라디칼들은 쌍을 이루지 않는 전자를 포함하고 있는

종들이다. Superoxide 라디칼(O2

-
), hydroxy 라디칼(OH)과

같은 산소 라디칼과 H2O2와 singlet oxygen(
1
O2)와 같은 비

자유라디칼 들은 산화환원반응 과정에 의해 만들어진 활성

산소의 다양한 형태들이다.
1)
 이들은 superoxide dismutase,

catalase, glutathione peroxidase와 같은 특정한 효소들에 의

해 제거된다. 비타민 A, C, E 결핍과 위에서 언급한 효소들

이 소량 존재하여 자유 라디칼이 과잉 생산되면 산화적 스

트레스를 유발한다.
2)
 이들 산소라디칼들은 탄수화물, 단백

질, 지방 그리고 DNA
3)
와 같은 생체분자에 산화적 손상을

유도하여 노화촉진, 암, 심혈관 질환, 신경퇴행성 질환, 염

증 등을 일으킨다.
4-6)
 임상에서는 암환자들의 항암치료 독성

을 완화시키고 치료효과를 향상시키기 위하여 항산화제를

보충한 치료를 받는다.
7)

해양환경은 생리활성 천연물의 뛰어난 저장소이며, 이 많

은 물질들은 해양환경의 물리적, 화학적 상태가 육지의 환

경과 두드러지게 다르기 때문에 독특한 구조와 화학적 특

징을 보인다. 최근에 항암, 항염, 무통각증, 면역조절, 알레

르기 그리고 항바이러스성과 같은 활성이 있는 화합물들이

해양환경에 매우 풍부하게 존재하는 것으로 알려졌다. 지

금까지 해양으로부터 얻은 화합물들인 cephalosporins,

cytarabine, vidarabine
8)
과 bryostatin-1, squalamine, ET743

등은 시판이 허가되었다.
9)
 더욱이 12가지 이상의 더 많은

해양화합물 또는 그 유도체는 현재 임상시험 중에 있다. 바

다의 해면동물에는 구조적으로 독창적이고 생물학적인 활

성을 가지는 2차 대사산물이 풍부하게 존재하며 약 개발에

중요한 공급원이 된다.
10)

인돌(indole)을 포함한 알칼로이드(alkaloid)는 이끼벌레류,

강장동물, 해면동물과 피낭류를 포함한 다양한 해양의 무척

추동물로부터 분리된다. 이종고리(heterocyclic) 단위로 연결

된 두 개의 인돌로 이루어져 있는 비스인돌 알칼로이드

(bisindole alkaloid)는 해면동물에 특히 풍부하다. 해면동물

Topsentia genitrix로부터 분리된 비스인돌 이미다졸인

topsentin과 그 유도체들의 구조와 비교하면,
11)
 대사물들은
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비스인돌 부분을 포함한 다양한 탄소 골격과 기능을 가진

다.
12)
 이같은 화합물들은 α1 아드레날린 수용체와 결합하는

것뿐만 아니라 세포독성, 항바이러스성, 항균성과 항염성 등

의 넓은 영역의 약리활성을 가지므로
13)
 의학분야와 유기합

성 연구에 매력적인 표적이 되고 있다.

Fig. 1에 나타낸 bromotopsentin (BSM)은 Spongosorites

종의 해면동물에서 메탄올 추출물로부터 분리된 비스인돌

알칼로이드 화합물이다. Bromotopsentin은 α1a와 α1b 아드

레날린 수용체와 리간드가 결합하는 것을 저해하므로
14)
 α1

아드레날린 길항제는 고혈압과 전립선비대증의 치료제로 사

용될 가능성이 있다. 위에서 언급한 것처럼 BSM의 여러 가

지 생리활성에 대한 연구가 많이 진행되었지만 항산화 활

성에 대해서는 알려진 바가 없다. 본 연구에서는 다양한 방

법으로 BSM의 항산화 활성을 규명하였다. BSM은 효과적

으로 자유라디칼을 제거하였고, 수산화라디칼에 의하여 유

도되는 DNA 손상을 보호하였고, 지질과산화 과정을 억제

하는 항산화활성을 가졌다.

재료 및 방법

실험재료 −Dimethyl sulfoxide(DMSO)는 Sigma Chemical

Co.에서, pBR322 DNA는 일본의 Takara shuzo Co.로부터,

agarose는 미국의 Promega Co.로부터 구매하였다. Xanthine

oxidase, DPPH(1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl), Trolox(6-

hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid), ABTS

[2,2'-azinobis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonicacid)  diammo-

niumsalt], NBT(nitrobluetetrazolium), BHT(butylated hydro-

xytoluene)는 Sigma 회사로부터 구입하였다. 그 외 다른 시

약들은 분석에 적합한 것들을 사용하였다.

동물 − 12주된 수컷 Sprague-Dawley는 한국의 효창과학

으로부터 구매하였고 깨끗한 철사줄로 연결된 폴리에틸렌

케이지에서 사육하였다. 모든 동물들은 12시간 light/dark 주

기로 ±23.1
o
C에서 사육하였다. 물과 음식은 자유롭게 이용

되었고 실험을 시작하기 2주 전에는 환경에 적응되었다. 모

든 서술된 절차는 대학의 동물 윤리위원회에 의해 재검토

되고 허락되었다(ARC 20071206A).

BSM 제조 − BSM은 Spongosorites 종 해면동물에서 분리

되었고,
15)
 부산대학교의 정지형 박사의 실험실로부터 받았

다. BSM의 stock 용액은 DMSO로 제조하여 -20
o
C에서 보

관하였고 실험을 하기 전에 희석하여 사용하였다.

DPPH 자유라디칼 제거활성 −BSM의 항산화 활성은 안

정한 DPPH 자유라디칼의 제거활성으로 측정한다.
16)
 DPPH

는 보라색을 나타내는 안정한 자유 라디칼로서, 이는 노란

색을 나타내는 diphenyl picrylhydrazine로 환원이 된다. 다

양한 농도의 BSM을 0.4 mM의 DPPH-에탄올 용액과

50 mM의 Tris-HCl pH 7.4 완충용액을 2:1 비로 혼합한 용

액에 가한다. 실온에서 30분 동안 반응시킨 후, DPPH 자유

라디칼의 환원정도를 517 nm의 흡광도에서 측정하였다. 아

스코빈산은 양성대조군으로 사용되었다. DPPH 자유라디칼

제거활성 퍼센트(% DPPH radical scavenging activity)는 다

음과 같이 계산하였다.

%DRSA = [(Ac −A)/Ac]×100

Ac는 control의 흡광도이고 A는 시료의 흡광도이다.

ABTS 라디칼 제거활성 − BSM의 trolox 상당 항산화활성

은 Re 등의 방법에 따라 측정하였고,
17)
 L-ascorbic acid를

항산화 표준물질로 사용하였다. ABTS를 7 mM의 농도로

물에 녹였다. ABTS stock 용액과 2.45 mM의 potassium

persulfate을 반응시켜 생성된 파랑/초록의 ABTS의 라디칼

양이온(ABTS·
+
)을 사용하기 전에 12시간 동안 실온에서

어두운 곳에서 방치하였다. 여러 가지 농도의 BSM을 미리

생성시킨 라디칼 양이온 용액에 가한 뒤, 탈색의 정도를

743 nm에서 측정하여 ABTS·
+
제거 활성 퍼센트(% ABTS

radical scavenging activity)를 아래의 식에 따라 계산하였다. 

%ARSA = [(Ac −A)/Ac]×100

Ac는 control의 흡광도이고 A는 시료의 흡광도이다. TEAC

값은 BSM의 항산화활성 지표로 사용하였고 농도곡선의 기

울기를 표준 Trolox 농도곡선의 기울기로 나누어서 계산하였다.

Superoxide 라디칼 제거 활성 − Superoxide 라디칼 제거

활성은 Kirby 등의 방법을 약간 수정한 방법에 따라 측정

하였다.
18)
 시약들은 50 mM KH2PO4/KOH 완충용액(pH 7.4)

으로 제조하였다. 96-well plate의 반응 혼합물은 15 mM

Na2EDTA 20 µl, 0.6 mM NBT 50 µl, 3 mM hypoxanthine

30 µl, xanthine oxidase 50 µl(1 unit in 10 mL of buffer),

BSM 5 µl, 완충용액 145 µl를 포함한다. 25
o
C에서 xanthine

oxidase를 가하여 반응을 시작하였고, plate reader를 사용하

여 570 nm에서 흡광도를 20초 단위로 5분까지 측정하였다.

대조군은 BSM 대신 DMSO 5 µl로 하였다. 아스코빈산은

양성대조군으로 사용되었다. Superoxide 라디칼 제거 활성

퍼센트(% superoxide radical scavenging activity)는 아래 식

에 따라 나타내었다.

%SRSA = [(Rc − R)/Rc]×100

Rc는 control의 반응속도이고 A는 시료의 반응속도이다.

Fig. 1. Structure of bromotopsentin (BSM).
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수산화 라디칼에 의해 유도된 DNA 손상에 대한 BSM

의 저해효과 −수산화 라디칼에 의해 유도된 DNA 손상에

대한 BSM의 저해 활성은 Keum 등의 방법에 따라 측정하

였다.
19)
 반응 혼합물 30 µl는 pBR322 plasmid DNA

0.15 µg, 56.5 mM H2O2, 10 mM Tris-0.1 mM EDTA 완충

용액(pH 8.0)을 포함하고 있다. DMSO 5 µl에 녹아있는 다

양한 농도의 BSM (BSM 최종 농도는 15, 30, 60 nM)을

H2O2를 가하기전에 혼합물에 가하였다. 12W UV lamp를

20 cm의 거리에 두고 반응 혼합물에 조사하여 수산화 라디

칼을 생성시켰다. 실온에서 30분 동안 반응시킨 후, 반응은

loading buffer (0.25% bromophenol blue와 50% sucrose)를

가하여 중지시키고 0.8%의 아가로스 젤 전기영동법에 의해

분석하였다. 젤을 ethidium bromide로 염색하고 물로 탈색

하여 사진으로 분석하였다.

쥐 간균질액의 지질 과산화 − 12주 지난 Sprague-Dawley

수컷 쥐로부터 얻은 간(10 g) 균질액을 HEPES-KCl 완충용

액(1.15% KCl, 0.02 M HEPES) 50 mL로 제조하여 3000

rpm에서 20분 동안 원심분리하였고, 상층액은 TBA(thiobar-

bituric acid)에 대한 MDA(malondialdehyde) 정도를 측정하

는 지질 과산화 실험에 사용되었다.
20)
 반응혼합물 500 µl에

는 간 균질액(1.25mg), 1M FeSO4, 1M 아스코빈산, 220 µl

HEPES-KCl 완충용액과 다양한 농도의 BSM을 포함한다.

37
o
C에서 하룻밤 동안 반응시킨 후, 0.67% TBA 용액을 2

배 부피만큼 첨가하고, 100
o
C에서 20분 동안 가열하여 발

색물질을 추출하기위하여 1배 정도의 n-부탄올을 가하였다.

혼합물을 3000 rpm에서 15분 동안 원심분리하여 상층액을

532 nm에서 흡광도를 측정하였다. 지질 과산화 저해 퍼센트

(% lipid peroxidation inhibition)는 다음 식에 따라 계산하

였다.

%LPI = [(Ac −A)/Ac ]×100

Ac는 control의 흡광도이고 A는 시료의 흡광도이다.

통계 분석법 −정량적인 실험을 위하여 3개의 독립된 실

험의 평균±표준편차로 값을 나타내었다. 통계분석은 one-

way analysis of variance(ANOVA)에 따라 처리하였고 집단

평균은 Duncan's test에 의하여 비교하였다. 각 실험의 측정

치와 대조군과의 차이는 t-text로 나타내었다. 유의성에 대

한 기준은 p<0.05로 하였다. 통계와 그래프 작성은 19번째

버전의 SPSS(SPSS, Chicago, IL, USA)와 Microsoft Excel

2007(Roselle, IL, USA)을 사용하였다. 

결 과

BSM의 DPPH 자유 라디칼 제거활성 −널리 알려진 항

산화제인 아스코빈산을 대조물질로 사용하여 BSM의 자유

라디칼 제거활성을 측정하였다. Fig. 2에서 보는 바와 같이,

BSM은 12.5 µM에서 200 µM의 농도 범위에서 농도 의존

적으로 안정한 DPPH 라디칼을 제거하였다(p<0.05). BSM

과 아스코빈산의 IC50 값은 각각 62 µM과 64 µM이었으며,

BSM은 아스코빈산과 거의 비슷한 DPPH 라디칼 제거활성

을 가지는 것으로 생각되었다.

ATBS 라디칼 제거활성 −ABTS 라디칼 양이온에 대한

BSM과 아스코빈산의 제거활성은 Fig. 3에 나타내었다. BSM

은 농도 의존적으로 ABTS·
+
를 제거하였으며(p<0.05), 아

스코빈산(IC50 값 12.5 µM)보다 낮은 10.8 µM의 IC50 값을

보였다. BSM과 아스코빈산의 TEAC 값은 각각 0.8과 1.0

으로 BSM이 아스코빈산보다 강한 항산화활성을 나타내었다.

Superoxide 라디칼 제거활성 − Superoxide 라디칼(O2·
−

)

은 여러가지 생물학적인 반응이나 광화학 반응에서 생성되

는 강력한 독성물질이다. BSM의 superoxide 라디칼 제거

활성은 hypoxanthine-xanthine oxidase 효소계에 의하여 측

정하였다. Fig. 4에서 보는 바와 같이 BSM은 0.25 µM에서

Fig. 2. DPPH radical scavenging activities (DRSA) of BSM

and L-ascorbic acid. Data are the mean±S.D. of at least three

experiments. *p<0.05, significantly differ from control.

Fig. 3. ABTS radical scavenging activities (ARSA) of BSM

and L-ascorbic acid. Data are the mean±S.D. of at least three

experiments. *p<0.05, significantly differ from control.
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2 µM 농도범위에서 농도 의존적으로 superoxide 라디칼을

제거하였다(p<0.05). BSM의 IC50 값은 2.2 µM이었으며 아

스코빈산과 거의 비슷하였다(2 µM).

수산화 라디칼에 의해 유도된 DNA 손상에 미치는 BSM

의 억제 효과 −수산화 라디칼은 DNA 염기 변이와 가닥의

절단을 유도하여 암과 같은 심각한 병들을 유발할 지도 모

른다.
21)
 생화학적인 과정에서 superoxide 라디칼들은 supero-

xide dismutase에 의하여 과산화수소로 변환되고, 이것은 철

이나 구리같은 전이금속의 존재하에서 반응성이 매우 강한

수산화라디칼을 생성한다. 본 실험에서는 수산화라디칼에

의하여 pBR322 DNA 가닥절단에 대한 BSM의 보호효과를

측정하였다. Fig. 5와 같이 수산화라디칼에 의해 유도되는

DNA 절단은 농도 의존적으로 BSM에 의하여 보호되었고,

60 nM의 BSM 농도에서 약 75% 정도 DNA의 절단이 저해

되었다. BSM은 수산화라디칼에 의해 유도되는 가닥 절단

으로부터 DNA를 보호하였으며 결과를 나타내지 않았지만

아스코빈산은 효과가 거의 없었다. BSM이 H2O2와 직접적

으로 반응하여 DNA 절단을 보호하는지 또는 OH·과 직

접 반응하여 보호하는 지는 계속적으로 실험이 필요할 것

으로 생각되었다.

쥐 간 균질액의 지질 과산화에 BSM의 저해효과 −지질

과산화는 효소 또는 비효소 반응에서 일어나는 자유라디칼

과 관련된 과정이다. 지질과산화 과정에서 MDA와 4-

hydroxynonenal과 같은 세포독성물은 세포의 기능과 주요한

인간 질병의 원인에 영향을 줄 수 있기 때문에 지질 과산화

에 대한 관심이 증가하고 있다.
22)
 본 실험에서는 쥐의 간 균

질액에서 철이온과 아스코빈산에 의해 유도된 지질 과산화

에 대한 BSM의 저해효과를 측정하였다. 그림 6에서 보는

것처럼 BSM은 0.5 µM에서 2 µM 농도범위에서 농도 의존

적으로 지질과산화를 저해하였으며(p<0.05), 2 µM 농도에

서 80% 저해효과를 나타내었고 농도를 2 µM 이상으로 증

가시켜주어도 더 이상의 저해효과는 나타나지 않았다. 반면

에 널리 알려진 항산화제인 butylated hydroxytoluene(BHT)

은 45% 저해효과를 보였다. BSM과 BTH의 IC50 값은 각각

1.3과 1.7 µM이었으며 BSM이 BTH보다 지질 과산화 저해

효과가 더 좋았다. 

Fig. 4. Superoxide radical scavenging activities (SRSA) of

BSM and L-ascorbic acid. Data are the mean±S.D. of at least

three experiments. *p<0.05, significantly differ from control.

Fig. 5. Protective Effect of BSM on H
2
O

2
/UV Mediated Plas-

mid pBR322 DNA Breaks. Lane 1, no addition (only pBR322

DNA); Lanes 2-5, H
2
O

2 
and UV in presence of BSM at con-

centrations of 0, 15, 30, 60 nM, respectively (A). The plot B

means % remaining supercoiled form of the plasmid DNA (B).

*p<0.05, signicantly differ from vehicle-treated group.

Fig. 6. Inhibitory effect of BSM on lipid peroxidation (LPI).

Data are the mean±S.D. of at least three experiments. *p<0.05,

significantly differ from control.
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고 찰

해양으로부터 cytarabine이 처음으로 항암제로 개발됨에

따라 많은 연구자들이 해양에서 새로운 항암제를 개발하고

자 하였다. 해양으로부터 3,000 종 이상의 새로운 화합물이

발견되었고 일부는 임상시험에 이용되고 있다.
23)
 BSM은 비

스인돌 알칼로이드로서 바다의 Spongosorites 종 해면동물

로부터 얻은 2차 대사물이다. 비스인돌 알칼로이드는 여러

가지 종양세포에 대한 세포독성효과를 보고한 것을 제외하

고는 항산화 활성에 대한 보고는 거의 없다. 본 연구에서는

비스인돌 알칼로이드의 항산화 활성을 규명하고자 한다. 

자유 라디칼이 파킨슨병, 관상동맥성 심장병, 암과 같은

질환을 유발한다는 것은 널리 알려져 있다.
24)
 아스코빈산,

요산, 글루타티온과 같은 작은 분자들이 항산화제로서 중요

한 역할을 한다. 폴리페놀 항산화제는 자유라디칼을 포집함

으로서 ROS 손상으로부터 보호하는 역할을 한다. 사람에

있어서 세포외에 존재하는 가장 중요한 항산화제는 혈장에

있는 요산일 것이다.
25)
 아스코빈산은 동물과 식물에 존재하

는 단당류 항산화제이며, 세포내에서 disulfide isomerase와

glutaredoxins에 의하여 글루타티온과 반응에 의하여 환원된

형태로 유지된다. 아스코빈산은 hydrogen peroxide와 같은

활성산소를 환원시키는 환원제이다. 

항산화제는 활성산소로부터 보호함으로써 사람의 건강을

유지하는데 중요한 역할을 하는 것으로 생각된다.
26)
 많은

화합물들의 항산화활성을 측정하기위한 분석법이 개발되었

다.
27)
 각각의 방법은 다른 종류의 라디칼을 생성하는 것과

관련이 있다. 산화-항산화 과정의 복잡함때문에, BSM의 항

산화활성을 포괄적으로 제시하는 하나의 방법은 없다. 본

연구에서 수행한 5가지 항산화활성 측정법(DPPH와 ABTS

자유라디칼 제거활성, superoxide 라디칼 제거활성, 수산화

라디칼에 의해 유도된 DNA 손상 저해활성, 지질 과산화 저

해활성 측정법)으로 BSM의 항산화활성을 확인하였다. 전

자공여자인 아스코빈산은 여러 가지 라디칼을 환원시킴으

로써 항산화활성을 가진다.
28)
 따라서 대부분의 항산화실험

에서 아스코빈산을 대조물질로 사용하였다. 본 실험에서 사

용한 분석방법에 의하면 BSM은 DPPH·, ABTS·
+
 그리

고 O2·
−

를 제거하는 활성을 나타내었다.
 
이와 같은 분석방

법들은 BSM에 의하여 수소나 전자 공여에 대한 정보를 제

공한다. 자유라디칼의 홀수 전자는 자유라디칼 소거자의 존

재 하에서 짝을 이루게되고 흡광도는 사라지게되며 결과적

으로 생기는 탈색정도는 얻은 전자수에 따라 화학양론적으

로된다.
29)
 이와 같은 결과는 BSM의 인돌 고리에 위치한 페

놀성 수산기의 수소 공여 능력으로 설명되어진다. 안정한

자유 라디칼인 DPPH에 대한 제거능력은 항산화적 활성을

측정하는 지표로써 널리 사용되어진다. Fig. 2와 같이, DPPH

의 IC50 값은 62 µM이었고, 저해는 100 µM에서 최대치에

도달하였다. TEAC 실험은 734 nm에서 흡광도를 가지는 청

록색의 발색단인 ABTS
+ 
라디칼을 제거하는 항산화제의 활

성을 trolox와 비교하여 측정한다. Fig. 3에 나타낸 바와 같

이, 6.25 µM의 BSM 농도에서 50% 정도 억제되는 것을 볼

수 있다. 활성산소의 전구체로서 superoxide 음이온 라디칼

들은 세포내 구성성분에 매우 해로운 것으로 알려졌다.

Superoxide 음이온 라디칼 제거활성은 아스코빈산과 비슷하

였고 2 µM 농도에서 50% 정도 억제하였다. 더욱이 BSM

은 잘 알려진 항산화제인 BHT보다 지질 과산화의 더 나은

저해 작용을 하였다. 수산화라디칼에 의해 유도되는 DNA

절단 억제실험에서 BSM은 낮은 농도인 60 nM에서 보호효

과를 나타내었으며, 이것은 돌연변이나 암을 일으킬 수 있

는 염색체 이상으로부터 DNA를 보호하는 결과로 생각할

수가 있다.

결 론

해면으로부터 유래된 BSM은 효과적으로 자유라디칼을

제거하였고, 수산화라디칼에 의하여 유도되는 DNA 손상을

보호하였고, 지질과산화 과정을 억제하는 항산화활성을 가

졌다. 본 연구에서는 BSM의 항산화제로의 개발가능성을 제

시하였다.
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