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Abstract :Although the effects of the rice bran have recently been investigated, there is no information regarding platelet
physiology available. However, it is well known that fermented natural plants have a beneficial effect on cardiovascular
diseases. Therefore, this study was conducted to investigate whether fermented rice bran extract (FRBE) with several
plants (Artemisia princeps, Angelica Gigantis Radix, Cnidium officinale, and Camellia sinensis) affected agonist-induced
platelet aggregation, and if so, what the underlying mechanism of its activity was. We performed several experiments,
including in vitro platelet aggregation, intracellular calcium concentration and adenosine triphosphate release. In addition,
the activation of integrin α

IIbβ3 was determined using fibrinogen binding. Thrombus formation was also evaluated in
vivo using an arterio-venous shunt model. The FRBE inhibited collagen-induced platelet aggregation in a concentration-
dependent manner. FRBE significantly and dose dependently attenuated thrombus formation using rat arterio-venous
shunt. FRBE suppressed the intracellular calcium mobilization in collagen-stimulated platelets. We also found that FRBE
inhibited extracellular stimuli-responsive kinase 1/2, p38-mitogen-activated protein kinases and c-Jun N-terminal kinase
phosphorylation. These results suggested that FRBE inhibited collagen-induced platelet aggregation, which was mediated
by modulation of downstream signaling molecules. In conclusion, FRBE could be developed as a functional food against
aberrant platelet activation-related cardiovascular diseases. 
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서 론

혈소판은 혈관이 손상됐을 때 정상적인 지혈 과정에 필수

적인 역할을 하지만 과도한 혈소판의 활성화는 혈전증과 같

은 심혈관 질환을 유발할 수 있다 [31]. 혈소판에 다양한

ligand(e.g., collagen, thrombin and adenosine diphosphate

[ADP])가 G-단백질 결합 수용체 또는 당단백 수용체에 결합

하여 활성화되면 인지질 분해효소(phospholipase C, PLC)를

활성화해서 세포 내부 신호 분자의 활성화로 이어질 수 있

다. 즉 활성화된 인지질 분해효소는 phosphatidylinositol

4,5-bisphophate로부터 2차 신호전달 물질인 inositol-1,4,5-

trisphosphate(IP3)와 diacylglycerol을 생성한다 [2, 13]. IP3

는 칼슘 저장소(i.e., dense tubular system)의 IP3 수용체에

결합하여 세포질 내로 Ca2+을 방출한다. 따라서, 세포 내 칼

슘 이온([Ca2+]i) 농도는 수십 배 이상 증가하고 칼슘 결합

단백질인 calmodulin에 결합하여 myosin light chain kinase

를 활성화할 수 있다 [23, 28]. 이러한 일련의 효소 활성화

작용으로 인하여 혈소판 응집반응이 일어난다. 따라서 혈소
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판 활성 기능을 억제하는 것이 혈전증 예방을 위한 유망한

접근법임을 알 수 있다 [29]. 혈전증뿐만 아니라 죽상동맥경

화증의 부작용을 예방하고 치료하기 위해 개발된 항 혈소판

약제들은 위장관 부작용, 출혈, 혈소판 감소증 등 여러 부작

용을 일으키는 단점이 있다 [3, 9]. 그래서 현재 심장혈관

질환의 예방 또는 치료를 위해 천연물 또는 한방 유래 의약

품 및 기능성 식품의 개발이 활발히 이루어지고 있다 [10]. 

쌀은 우리나라 주곡작물로서 최근에는 식생활의 서구화로

인해 쌀의 소비량이 급속히 감소하여 과잉생산이 문제가 되

고 있다 [8, 18, 33]. 쌀의 과잉생산과 더불어 부산물인 쌀

겨, 볏짚, 왕겨 등의 처리도 문제가 되고 있어 쌀의 저장 및

가공법 개발뿐만 아니라 부산물 처리도 관심을 가져야 할 부

분이다. 쌀겨는 착유의 재료로 주로 이용되고 있으며,

vitamin B1, B2, 지질, 탄수화물 및 무기질 등의 영양성분을

함유하고 있어 사료 및 영양제 등 다양한 형태의 자원으로

도 이용한다 [4]. 최근 쌀겨 추출물의 고콜레스테롤 억제

[22], 항암, 항알레르기, 비만 억제 효과 등에 대한 연구 [8]

가 계속되고 있으며 쌀겨 내에 존재하는 새로운 물질의 탐

색이 진행되고 있다. 그렇지만 이러한 쌀겨의 효능이 제대로

활용되지 못하고 있어 자원이 낭비되는 실정이며 다양한 활

용방안의 모색이 필요하다 [16]. 또한 쌀겨와 함께 발효를

시켜 추출한 첨가물인 당귀(Angelica gigas)는, 혈을 보하여

주며 청열작용과 혈의 흐름을 좋게 하고, 항산화 [14], 항암

[27], 항염증 [32] 및 혈액순환의 개선 효과가 있다. 천궁

(Cnidium officinale)은 항산화 [17], 소염 및 진통작용 [5]

그리고 혈소판 응집 억제 활성 [38] 등의 보고가 있다. 또한

민들레(Taraxacum: Dandelion)는 강장, 해열 이뇨, 해독제

등에 이용됐으며 [37], 지질대사 개선 효과도 보고되고 있다

[6]. 그리고 쑥(Artemisia princeps var orientalis)은 지혈과

심혈관계 질환에 효과가 있다 [20]. 차나무(Carnellia sinensis)

는 카테킨, 카페인, 단백질, 아미노산 섬유소 등이 함유되어

있다 [36]. 이들 성분 중 카테킨에서 콜레스테롤 재흡수 억

제, 항균, 충치 예방 등의 여러 가지 효능이 계속 밝혀지고

있다 [21, 26]. 위에서 기술한 바와 같이 각각의 천연물 단

독으로 여러 가지 효능을 연구한 보고는 있으나, 천연물과

쌀겨를 발효시켜 추출한 혼합물이 심혈관 질환과 밀접한 혈

소판 응집반응에 미치는 효과에 관한 연구는 아직 이루어지

지 않고 있다. 따라서 본 연구는 쌀겨발효추출물의 혈소판

응집반응 억제 효과에 대하여 조사하였다.

재료 및 방법

시료

쌀겨는 아산과 천안 지역 정미소로부터 얻은 것이다. 쌀겨

발효추출물은 다음과 같이 제조하였다. 당귀, 천궁, 민들레,

쑥, 및 차나무가 포함 된 쌀겨(쌀겨 80의 비율에 각각 8 : 6 :

2 : 2 : 2, v/v 비율로 혼합)에 Lactobacillus rhamnosus(6.2

× 105CFU/mL)를 주입하고 Pichia deserticola(3.7 × 104 CFU/

mL), Lactobacillus rhamnosus 및 효모(Pichia deserticola)

를 추가하여 잘 혼합한 다음 어두운 용기에 넣어 실온에서

발효하였다. 쌀겨발효혼합물을 Whatmann 여과지로 여과하

고, 50% 에탄올로 추출하여 감압 농축하였다.

Gas chromatography-mass spectrometry(GC-MS) 분석

쌀겨발효추출물의 생리활성 성분을 동정하기 위해서 GC-

MS를 이용하여 측정하였다. 기기는 Agilent Technology

7890A GC가 장착된 Agilent 5975C Series GC/MSD(Agilent

Technologies, USA)를 사용하였으며, 분리용 칼럼은 HP-

Innowax(30 m × 0.25 mm, 0.25 µm)을 사용하였다. 각 성분

의 상대적인 비율은 전체 영역의 평균 피크 면적과 비교하

여 계산하였다.

고속액체 크로마토그래피(HPLC) 분석

쌀겨발효추출물의 생리활성 지표 성분을 동정하기 위하여

Waters Alliance e2695 system(Waters, USA)가 장착된 2998

광다이오드 검출기를 이용하여 HPLC로 분석하였다. 시료와

기준물질은 80% 메탄올(sample: MeOH, 20 mg/mL; standards:

MeOH, 0.1 mg/mL)을 이용하여 용해하였으며, 데이터는

Empower 3 software(Waters)를 사용하여 분석하였다. 각각

시료는 피크면적의 UV 최대 흡광도 파장에 의해 결정되며

시료들의 샘플 농도는 피크면적에 의해 계산되었다. 

실험동물

수컷 Sprague-Dawley rat(300~350 g)는 오리엔트(대한민국)

로부터 구입하였다. 동물은 1주간 순화시켰으며 습도 50 ±

10%, 온도 22 ± 1oC에서 12시간은 밝고 12시간은 어둡게 순환

하는 동물실에 수용하였다. 동물은 실험 식이와 물을 임의로

섭취시켰다. 동물의 사용과 관련된 모든 실험은 경북대학교 실

험윤리위원회의 규정에 따라 진행하였다(승인번호 2012-125).

Rat 혈소판 준비

혈액은 복부 대동맥에서 채혈하고, 0.8% citric acid,

2.2% tri-sodium citrate 및 2% dextrose 함유 항응고제인

anticoagulant citrate dextrose 용액에 희석하였다(9 : 1, V/

V). Rat의 혈액은 230 × g에서 10분간 원심분리 하여 상층액

platelet-rich plasma(PRP)를 얻었다. PRP를 800 × g에서 15

분 동안 원심분리 하여 혈소판을 침전시키고 0.3% bovine

serum albumin을 함유하는 HEPES 완충액(137 mM-NaCl,

2.7 mM-KCl, 1 mM-MgCl2, 5.6 mM-glucose, 3.8 mM-HEPES;

pH 6.5)으로 2회 세정하였다. 혈소판은 0.4 mM의 EGTA를

함유하는 HEPES 완충액(pH 7.4)에 재 현탁하고, 혈소판 부

유액은 3 × 108/mL로 조정하였다.

혈소판 응집능 검사

혈소판 응집 억제 효과는 aggregometer(Model 490-2D;

Chrono-log, USA)를 사용하여 측정하였다. 준비한 혈소판

(3 × 108/mL) 부유액(400 μL)을 37oC로 맞춘 aggregometer에

5분간 pre-incubation 한 후에 CaCl2 용액(1.0 mM)을 첨가하
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여 2분간 반응시키고, 쌀겨발효추출물을 각 농도 별로 첨가

하여 2분 동안 반응시켰다. 혈소판 응집반응 유도물질인 콜

라겐 용액(2.5 µg/mL)을 넣어 5분간 반응시킨 후

transmittance를 측정하여 억제능을 계산하였다.

세포 내 칼슘이온 농도 측정

세포 내 칼슘이온 농도([Ca2+]i)는 Fura-2/AM을 사용하여

측정하였다. 혈소판 부유액은 37oC에서 30분 동안 Fura-2/

AM(5 mM)을 첨가하여 함께 배양하였다. Fura-2로 처리된

혈소판에 1 mM-CaCl2을 넣은 후 37oC에서 2분 동안 시료

와 함께 배양하고, 이어서 콜라겐으로 5분간 자극하였다.

Hitachi F-2500(Hitachi, Japan) 형광분광기를 사용하여 형광

강도를 기록하였다. 빛 방출은 340에서 380 nm로 0.5초 마

다 바꿔 가면서 510 nm에서 측정하였다. 세포 내 칼슘이온

농도를 Schaeffer와 Blaustein [30]이 기술한 바와 같이

[Ca2+]i 224 nM × (F-Fmin)/(Fmax-F)을 이용하여 계산하였다.

Fmax는 Fura-2/AM에 칼슘이온이 최대로 결합했을 때의 형

광 강도로서 혈소판을 Triton X-100(0.1%)으로 완전 용해

했을 때의 값이다. Fmin은 Fura-2/AM에 최소로 칼슘이온

이 결합했을 때의 형광 강도로 혈소판 부유액에 1 mM의

EGTA를 첨가하고 Triton X-100(0.1%)으로 용해한 후 측정

하였다.

Adenosine triphosphate(ATP) 분비 반응 분석법 

세척된 혈소판(5 × 108/mL)에 다양한 농도의 쌀겨발효추출

물을 투여한 후 37oC에서 2분 동안 배양한 다음, 콜라겐을

첨가하여 혈소판 응집반응을 유도하였으며, 5분 후 반응을

종료하였다. 자극 반응물 시료를 원심분리 하고, 상층액을 모

아 분석에 사용하였다. 혈소판의 과립에서 분비된 ATP양은

ATP 분석 키트(Biomedical Research Service Center, USA)

를 사용하였으며 luminometer(GloMax 20/20; Promega,

USA)로 측정하였다.

섬유소원 결합력 측정법

혈소판에 결합한 Alexa Fluor 488 피브리노겐 중합체는

유세포 분석기를 사용하여 정량하였다. 세척된 혈소판에

1 mM CaCl2과 함께 다양한 농도의 쌀겨발효추출물을 투여

하고 실온에서 2분간 배양하였다. 그리고서 혈소판은 5분간

콜라겐으로 자극 후 즉시 Alexa Fluor 488(20 µg/mL; Thermo

Fisher Scientific, USA)을 첨가하여 5분간 배양하였으며,

0.5% paraformaldehyde로 4oC에서 30분간 고정하였다. 고정

된 혈소판은 원심분리 후 PBS에 재 부유하였다. 각 혈소판

시료의 형광 강도는 FACS Calibur cytometer(BD Biosciences,

USA)로 측정하였고 데이터는 CellQuest software(BD Immu-

nocytometry Systems, USA)를 사용하여 분석하였다.

동정맥단락술을 이용한 혈전 형성 측정

쌀겨발효추출물의 생체 내 항혈전 효과는 rat 동정맥단락

술(arterio-venous shunt thrombosis model)을 사용하여 평가

하였다 [34]. 쌀겨발효추출물을 0.25% carboxymethylcellulose

(CMC; Sigma, USA)에 용해하였으며, rat에 경구로 500

mg/kg, 250 mg/kg을 3일간 연속 투여하였다. 마지막 투여 2

시간 후 단락술을 이용한 혈전증 실험을 수행하였다. Urethane

(1.25 g/kg i.p; Sigma)을 이용해 마취 후, 8 cm polyethylene

관을 왼쪽 경정맥과 오른쪽 경동맥 사이에 삽입하였다. 생리

식염수로 채워진 두 개의 polyethylene 관을 5 cm 길이의

무명실(직경 0.25 mm)이 포함된 6 cm 길이의 tygon tube에

연결하였다. 체외 순환은 혈전이 무명실에 부착하는 15분 동

안 유지 하였다. 실험 종료 후 tube 내의 무명실에 부착된

혈전을 꺼내어 즉시 무게를 측정하였다.

Western blotting

혈소판 응집반응 후 세포로부터 PRO-PREP solution

(iNtRON Biotechnology, Korea)을 이용하여 단백질을 분리

하였다. 단백질 농도는 BCA assay법(PRO- MEASURE;

iNtRON Biotechnology)을 이용하여 측정하였으며, 10%

SDS–PAGE gel에 단백질(40 μg)을 85 V에서 전기영동 한

후 transfer buffer(25 mM Tris, pH 8.5; 0.2 M glycine in

20% methanol)을 이용하여 nitrocellulose membrane으로 단

백질을 옮겼다. 10% blocking solution(skim milk, 실온)에

2시간 동안 membrane을 담근 뒤 18시간 동안 1차 항체를

(1 : 1,000) 반응시켰다. 1차 항체는 extracellular stimuli-

responsive kinase(ERK 1/2), mitogen-activated protein kinases

(MAPK), p38, c-Jun N-terminal kinase(JNK)를 사용하였다

(Cell Signaling Technology, USA). 계속하여 2시간 동안 2

차 항체(horseradish peroxidase-conjugated secondary antibody;

Cell Signaling Technology)를 붙인 뒤 enhanced chemilu-

minescence(ECL; iNtRON Biotechnology)을 이용하여 필름

에 감광하였다. 

통계처리

모든 실험자료는 평균 ±표준편차(SD) 또는 표준오차(SE)

로 표시하였다. 통계적인 유의성은 post-hoc Dunnett’s test에

의해 측정하였다(SAS Institute, USA). 유의성 한계는 통계

표식을 이용해 각각 표시하였다.

결 과

쌀겨발효추출물의 GC-MS와 HPLC의 분석

쌀겨발효추출물의 생리활성 성분과 지표성분을 분석하기

위해 GC-MS와 HPLC를 이용하여 각각 분석하였다. GC-

MS 분석 결과 중요성분으로 9,12–octadecadienoic acid와

hexadecanonic acid였으며 미량성분으로 ethyl linoleate,

caffeine, adenine 등이 검출되었다(Table 1). HPLC 분석 결

과 쌀겨발효추출물의 지표 성분은 caffeine(0.22 mg/g)과

decursin(0.34 mg/g) 그리고 decursinol angelate(0.24 mg/g)로

각각 확인되었다(Fig. 1).



236 전보라·지현동·김수정·이천휘·김태완·이만휘

혈소판 응집반응

이전 연구에서 우리는 2.5 µg/mL 농도의 콜라겐이 강한

혈소판 응집반응을 유도한다고 보고하였다 [15]. 이를 근거

로 콜라겐에 의해 유도되는 혈소판 응집반응을 쌀겨발효추

출물이 억제하는지 실험을 진행하였다. 실험 결과 쌀겨발효

추출물은 콜라겐(2.5 µg/mL)에 의해 유도된 혈소판 응집반응

을 농도 의존적으로 억제하였다(Fig. 2).

쌀겨발효추출물의 세포 내 칼슘 이온 농도

혈관 내피세포가 손상되어 혈소판이 자극을 받으면 세포

질 내의 dense 과립에 저장된 칼슘이 세포 내로 분비된다

[24]. 세포 내로 분비된 칼슘은 혈소판 활성의 지표 역할을

한다. 따라서 쌀겨발효추출물이 콜라겐 자극으로 인해 rat의

혈소판에서 세포질 내 칼슘 동원에 미치는 영향을 조사하였

고, 쌀겨발효추출물을 혈소판에 전처리하고 콜라겐으로 혈소

판 응집을 유도하였을 때 세포 내의 칼슘의 분비 정도를 측

정하였다. 그 결과 200 µg/mL에서 콜라겐으로 활성화하지 않

Fig. 1. High performance liquid chromatographic (HPLC) analysis of fermented rice bran extract including caffeine, decursin and
decursinolanagelate. The fermented rice bran extract contained 0.22 mg/g of caffeine and 0.34 mg/g of decursin and 0.24 mg/g of
decursinol, identified at a retention time of approximately 12.03 min (caffeine) and 60.997 min (decursin) and 61.507 min
(decursinol angelate) respectively.

Table 1. Chemical composition of fermented rice bran extract
by gas chromatography analysis

Chemical name Percentage (%)

9,12-Octadecadienoic acid 35.07

Octadec-9-enoic acid 30.83

Hexadecanoic acid 20.77

Ethyl linoleate 1.74

Caffeine 1.68

Adenine 0.89

9-Octadecenoic acid 0.86

8-Octadecenoic acid 0.77

Tetradecanoic acid 0.75

1-(2,6,6-Trimethylcyclohex-1-enyl) 0.66

Butyl 9,12-octadecadienoate 0.63

2-Methoxy-4-vinylphenol 0.51
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았을 때와 유사하게 칼슘 농도가 측정되어 쌀겨발효추출물이

칼슘 분비를 억제하는 것을 확인할 수 있었다(Fig. 3A).

Dense granule의 분비 반응

혈소판이 활성화하면 dense granule은 ATP, serotonin 등

을 분비하고 분비된 ATP는 P2X1 수용체와 반응하여 혈소

판의 형태를 변화시키고 혈소판 응집을 촉진한다. 그러므로

본 실험에서는 쌀겨발효추출물이 콜라겐에 의해 유도되는 혈

소판의 활성화 즉, dense granule의 분비 반응에 미치는 효

과를 확인하였다. 실험 결과, 쌀겨발효추출물은 dense granule

이 함유한 ATP분비를 농도 의존적으로 억제하는 것을 확인

할 수 있었다(Fig. 3B). 이 결과로부터 혈소판 활성화 초기

단계를 차단함으로써 혈소판 응집반응을 억제하는 것을 확

인할 수 있었다.

Integrin αIIbβ3의 활성화

Fibrinogen은 세포 표면에 존재하는 세포 외 기질에 부착

할 때 작용하는 수용체 분자인 integrin αIIbβ3와 결합하여

활성화하고, 혈전 형성을 촉진 시키는 역할을 한다. 쌀겨발

효추출물을 농도별로 콜라겐으로 혈소판을 활성화해

fibrinogen 결합 정도를 측정한 결과, 200 µg/mL에서 fibri-

nogen 결합이 온전한 혈소판과 비슷하게 나타났으며, 100

µg/mL, 50 µg/mL 농도에서도 농도 의존적으로 억제하는 것

을 확인할 수 있었다(Fig. 4).

혈전형성 억제 효과

Rat의 동정맥단락술은 생체 내 항혈전 효과를 평가하는 데

유용한 동물모델로 사용된다 [34]. Figure 5에서 제시된 바

와 같이, 대조군과 비교하였을 때 쌀겨발효추출물을 섭식한

Fig. 2. The inhibitory effect of fermented rice bran extract (FRBE) fraction on platelet aggregation induced by collagen. Platelets
(3 × 108/mL) were pre-incubated with or without fermented rice bran extract (50–200 µg/mL) in the presence of 1 mM CaCl2 for
2 min at 37oC. The platelet aggregation was then induced by 2.5 µg/mL of collagen, and the extent of aggregation was measured
with a chronology aggregometer. The aggregation reaction was terminated after 5 min, and the percent aggregation rate was
calculated. Each graph shows the mean ± SE of at least four independent experiments. ***p < 0.001 compared to the agonist control.

Fig. 3. (A) The inhibitory effect of FRBE on [Ca2+]i increased by collagen.Washed platelets (3 × 108 /mL) were incubated with a
calcium fluorophore (5 μM, Fura- 2/AM) and stimulated with collagen (2.5 µg/mL). [Ca2+]i was then measured as described in the
“Materials and Methods” section. (B) Effects of FRBE on granule secretion from the collagen-stimulated platelets. Washed platelets
(3 × 108/mL) were pre-incubated with FRBE at the indicated concentrations and stirred in an aggregometer for 2 min prior to
stimulation with 2.5 µg/mL collagen for 5 min. ATP release was then measured as described in the “Materials and Methods”
section. Bar graphs show the mean ± SE of at least four independent experiments. **p < 0.005 and ***p < 0.001 compared to the
agonist control.
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rat는 혈전 형성이 농도 의존적으로 감소하는 것을 확인할 수

있었다(228.2 ± 4.5 mg, 132.5 ± 2.2 mg, 78.6 ± 2.9 mg; Fig. 5).

쌀겨발효추출물의 MAPK 단백질 인산화 반응

MAPK는 효현제(agonist)에 의해 자극이 된 혈소판을 활성

화하고 인산화하여 혈소판 과립의 분비를 자극하는 데 중요

한 역할을 한다 [15]. 그러므로 우리는 콜라겐 유도 MAPK

의 인산화에 미치는 쌀겨발효추출물의 효과를 조사하였다.

실험 결과 콜라겐에 의한 MAPKs의 인산화는 쌀겨발효추출

물에 의해 억제되는 것을 확인할 수 있었으며, 특히 ERK

1/2에서 인산화는 더 강력하게 억제되는 것을 확인할 수 있

었다(Fig. 6).

고 찰

쌀겨는 벼를 탈곡, 도정하는 과정에서 생성되는 부산물 중

하나이며 착유의 재료로 이용된다. 쌀겨에는 주로 vitamin

B1, B2, 지질, 탄수화물 및 무기질 등의 영양성분을 함유하고

있다 [8]. 미생물이 가지고 있는 효소를 이용해 유기물을 분

해하는 과정을 발효라고 한다. 쌀겨를 발효하면 일반 쌀겨보

다 수분, 단백질, 회분은 증가하고, 지방과 탄수화물은 감소

하여 소화 흡수에도 도움이 되는 등 여러 가지로 영양학적

Fig. 4. The inhibitory effects of FRBE on fibrinogen binding
to integrin αIIbβ3 in collagen-activated platelets. Washed
platelets (3 × 108/mL) were pre-treated with vehicle (DMSO)
or FRBE at concentrations ranging from 50 µg/mL to 400 µg/
mL. Collagen was then incubated with human fibrinogen
labeled with Alexa Fluor® 488 (20 µg/mL) for 5 min. The
cells were subsequently fixed with 0.5% paraformaldehyde at
4oC for 30 min. Graphs showing fluorescent intensity present
the data from one experiment but are representative of four
independent trials. Data are expressed as the mean fluorescence
intensity (MFI) of fibrinogen-positive platelets. Each graph
presents the results expressed as percent of gated. ***p <
0.001 compared to the agonist control.

Fig. 5. Effect of FRBE on thrombus formation in rats. The
procedures for AV Shunt model are described in the “Materials
and Methods” section. Thrombus weigh in an arteriovenous
shunt was measured at 2 h after 3 days treatments with 0.25%
carboxymethylcellulose solution (control) and ethanol extracts
of FRBE (250 and 500 mg/kg/day). Data are shown as the
mean ± SD. ***p < 0.001 vs. vehicle control.

Fig. 6. Effects of FRBE on collagen-induced phosphorylation of MAPKs. Washed platelets (3 × 108/mL) were pre-incubated for
2 min with vehicle or FRBE at the indicated concentration. The platelets were then stimulated with 2.5 µg/mL collagen for 5 min
at 37oC. After terminating the reactions, total cell proteins were extracted. The proteins were separated by SDS-PAGE and
transferred onto nitrocellulose membranes. The membranes were then probed with antibodies against phospho-p44/42, p44/42,
phospho-p38, p38, phosphor-SAPK/JNK. Antibody binding was visualized by chemiluminesence. All immunoblots are
representative of three or four independent experiments. *p < 0.05, **p < 0.005 vs. vehicle control.
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인 면에서 일반 쌀겨보다 더 좋아진다 [7]. 그래서 우리는

일반 쌀겨보다 영양성분이 더 좋은 쌀겨발효추출물이 생리

학적으로 혈소판 응집을 억제하는지 알아보고 그 작용기전

을 조사하였다. 쌀겨발효추출물이 in vitro 실험에서 콜라겐

을 유도하여 혈소판 응집을 농도 의존적으로 억제하였다. 또

한 쌀겨발효 추출물의 억제 활성 메커니즘을 밝혀내기 위하

여 하류 신호분자인 세포 내 Ca2+ 이온농도, dense granule

분비, 단백질 인산화(e.g., MAPKs), 그리고 integrin signaling

과 동정맥단락술 등을 이용하여 분석하였다. 실험 결과 쌀겨

발효추출물이 혈소판 응집을 억제하는 것으로 보아 쌀겨발

효추출물이 혈소판의 과 활성을 억제하는 약리적 효과가 있

는 것으로 생각했다. 쌀겨발효추출물의 항혈소판 작용 기전

을 규명하기 위하여 혈소판 과립 내용물 분비작용, 혈소판

단백질 인산화 작용 및 integrin αIIbβ3 활성화에 미치는 효

과를 조사하였다. Dense granule은 한 개의 혈소판에 2~7개

정도 함유하며 granule 중에는 ATP, ADP, Ca2+ 등이 많이

함유되어 있다 [12, 35]. 일단 혈소판이 활성화하면 과립 내

용물(ATP, ADP, Ca2+ 등)이 분비되어 혈소판을 응집시킨다

[7, 18]. 그래서 Ca2+ 이온 동원과 ATP 분비 실험을 통하여

dense granule의 분비를 확인하였고, 이 두 가지 실험에서

쌀겨발효추출물이 dense granule을 함유한 ATP 분비와 세포

내 Ca2+ 이온 동원으로 혈소판 응집을 농도 의존적으로 억제

하였기 때문에 혈소판 응집을 억제할 수 있음이 입증되었다.

혈소판 응집반응의 다양한 신호전달 경로에서 MAPK의 인

산화 반응은 중요한 단계이며 [1], 콜라겐 수용체인 P2X1과

인지질 분해효소(PLC) 경로에 의해 혈소판의 형태를 변화시

켜 혈소판이 활성화된다 [25]. 그래서 본 실험에서는 콜라겐

유도 혈소판에서 MAPKs의 인산화 반응에 미치는 영향을

조사하였고, 실험 결과 콜라겐 유도 MAPKs의 인산화는 쌀

겨발효추출물에 의해 차단되는 것을 확인할 수 있었다. 따라

서 쌀겨발효추출물은 이러한 혈소판 응집반응의 경로를 차

단하고, 특히 ERK 1/2의 인산화는 더 강하게 차단하는 것

을 확인할 수 있었다. 또한 동물실험에서 쌀겨발효추출물은

생체 내 혈전 형성을 억제하였다. 즉, rat에서 동정맥단락술

을 이용하여 항혈전 효과를 평가한 결과, 대조군보다 3일간

쌀겨발효추출물을 섭식한 rat에서 혈전 무게를 감소시키는 것

을 확인할 수 있었다. 다시 말해 대조군과 비교하였을 때 쌀

겨발효추출물을 섭식한 rat의 동맥 혈전이 농도 의존적으로

감소하는 것을 확인할 수 있었다. GC-MS와 HPLC의 분석

결과 쌀겨발효추출물의 주요 생리활성 성분은 다양한 불포

화 지방산과 caffeine, decursin, decursinol angelate로 확인

되었다. caffeine은 혈소판 응집 억제작용 [30]과 항혈전 그

리고 심장병 발생 억제효과 [11]가 보고되었으며, 특히

decursin과 decursin alanglelate은 arachidonic acid의 대사

활성의 증가로 인해 강력한 혈소판 응집제인 thromboxane

A2(TXA2)의 생성을 억제하는 효과도 나타낸다 [19]. 이러한

결과를 종합해 볼 때 쌀겨발효추출물은 과도한 혈소판 활성

화에 기인한 심혈관 질환에 대한 기능성 식품으로 개발할 수

있을 것으로 생각된다.
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