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팥에서 분리한 Genistin이 선충의 수명연장에 미치는 영향
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Abstract − Previous phytochemical studies of Vigna angularis (Ohwi) Ohwi & Ohashi (Leguminosae) have shown the pres-

ence of saponins and flavonoids. From the seed of V. angularis, genistein-7-O-β-D-glucopyranoside (genistin) was isolated.

Lifespan-extending effect of genistin was elucidated using Caenorhabditis elegans model system. Genistin showed potent

lifespan extension of worms under normal culture condition. This compound also exhibited the protective effects against ther-

mal and oxidative stress conditions. In the case of heat stress, genistin-treated worms exhibited enhanced survival rate, com-

pared to control worms. In addition, genistin-fed worms lived longer than control worms under oxidative stress induced by

paraquat. To verify the possible mechanism of genistin-mediated increased lifespan and stress resistance of worms, we inves-

tigated whether genistin might alter superoxide dismutase (SOD), catalase activities and intracellular ROS levels. Our results

showed that genistin was able to elevate SOD and catalase activities of worms and reduce intracellular ROS accumulation in

a dose-dependent manner.
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노화는 잘 알려진 것처럼 거의 모든 종의 동물에 피할 수

없는 현상이다. 유전적, 환경적, 생활방식 등 요인의 상호작

용에 의한 생성물인 노화는 질병과 사망의 위험을 증가시

킨다. 그 결과로 대부분의 장기의 일반적이고 체계적인 기

능장애를 일으키며 꾸준히 진행되어지는 생리학적인 현상

이다.
1,2)

 아직 노화의 메커니즘은 정확히 밝혀지지 않았지

만, 다수의 이론들 중 reactive oxygen species(ROS)에 의한

분자손상의 축적이 노화의 중요한 요인이라는 산화적 스트

레스 이론이 일반적으로 알려져 있다.
3)

 산소는 생물의 에너

지 순환을 하는데 중요하고, 세포 및 조직의 순환 및 호흡

의 기본이며 정상적인 조건에서는 산소는 짝수 전자의 감

소로 나타난다. 그러나 불완전한 조건에서 산소는 매우 불

안정한 활성산소의 생성이 증가되어 불균형을 만드는 결정

적인 요소가 된다.
4)

 따라서, 우리 몸에는 활성산소를 예방

하기 위해 항산화 물질을 필요로 하며 항산화와 노화라는

개념의 상관관계에 대해 많은 연구가 진행되고 있다. 식물

성 화학물질은 활성산소의 생성을 방지하거나 제거하여 산

화적 스트레스를 방지해 노화를 지연시키고 수명을 연장할

수 있을 가능성에 대해 많은 보고가 있다.
5-7)

 팥은 동아시아

에 분포되어 있는 작물 중 하나이며 음식으로서의 이용뿐

만 아니라 신장병, 염증, 고혈압, 당뇨병 등의 치료에도 사

용되어 왔다.
8,9)

 이 식물은 화학적 성분연구로 saponin,

anthocyanin, flavonoid 등이 밝혀져 있으며,
10-12)

 팥 추출물

은 신장의 산화적 스트레스를 억제하고 항염증과 α-

glucosidase 억제 활성을 갖는 것이 보고되었다.
8,9,13)

 저자 등

은 전보에서 팥의 에틸아세테이트 가용 분획의 스트레스 저

항성 증가 활성과 이 분획에서 분리된 genistein의 수명연장

효능을 보고한 적이 있다.
14,15)

 이와 관련하여 본 연구는 같

은 분획으로부터 분리한 genistin의 aglycone인 genistein과

의 활성을 비교하고자 실험을 진행하였다. 예쁜꼬마선충
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(Caenorhabditis elegans)을 실험모델로 사용하여 genistin의

수명연장에 미치는 영향과 열 및 산화적 스트레스 조건하

에서 선충의 저항성을 관찰하였다. 또한 genistin의 선충 체

내의 항산화 효소인 superoxide dismutase(SOD) 및 catalase

활성과 세포 내의 ROS의 축적에 미치는 영향을 확인하여

genistin이 선충의 항산화능에 미치는 영향을 확인하여 몇

가지 소견을 얻었기에 이를 보고하고자 한다.

재료 및 방법

실험재료 −본 실험에 사용한 팥은 2013년에 경남 밀양시

의 농촌진흥청 국립식량과학원 기능성작물부 잡곡과에서 재

배하여 송석보 박사가 확인한 후에 제공하였으며, 표준품은

우석대학교 약학대학 생약표본실에 보관하고 있다(WSU-

13-008).

추출 및 분획 −팥 2 kg을 조말로 분쇄하여 methanol로

진탕하면서 50
o
C에서 5시간씩 3회 온침 추출하였다. 그 추

출액을 수욕상에서 감압농축하여 methanol엑스 약 84 g을

얻었으며, 이 methanol엑스를 증류수로 현탁시키고 상법에

따라 동량의 n-hexane(650 mg), methylene chloride(11.3 g),

ethyl acetate(1.2 g) 및 n-butanol(14.5 g)의 순으로 용매 분획

하여 각각의 분획을 얻었다. Ethyl acetate분획 1.2 g을

Sephadex LH-20(MeOH) column을 통과시켜 TLC 양상에

따라 5개의 분획으로(E1-E5) 나누었다. E4분획을 CHCl3-

MeOH-H2O(30:15:1)을 유출용매로 Silica gel column을 통

과시켜 5개의 소분획(E41-E45)으로 나누고 E41을 HPLC로

정제하여 genistin 8 mg을 얻었다.

Genistin − Genistein-7-O-β-D-glucopyranoside. 
1
H-NMR

(400 MHz, DMSO-d6) δ: 12.93 (1H, s, 5-OH), 9.62 (1H,

s, 4'-OH), 8.42 (1H, s, H-2), 7.38 (2H, d, J=8.4 Hz, H-2',

6'), 6.81 (2H, d, J=8.4 Hz, H-3', 5'), 6.71 (1H, d, J=2.0

Hz, H-8), 6.46 (1H, d, J=2.0 Hz, H-6), 5.05 (1H, d, J=7.6

Hz, H-1"), 
13

C-NMR (100 MHz, DMSO-d6): 154.5 (C-2),

122.5 (C-3), 180.4 (C-4), 161.6 (C-5), 99.5 (C-6), 163.0

(C-7), 94.5 (C-8), 157.5 (C-9), 106.1 (C-10), 121.0 (C-1),

130.1 (C-2), 115.1 (C-3), 157.2 (C-4), 115.1 (C-5), 130.1

(C-6), 99.8 (C-1), 73.1 (C-2), 77.2 (C-3), 69.6 (C-4), 76.4

(C-5), 60.6 (C-6)

예쁜꼬마선충(Caenorhabditis elegans)의 배양
16)
−본

연구에 사용된 C. elegans (N2: wild type)는 Caenorhabditis

Genetic Center(CGC; University of Minnesota, Minneapis,

MN)로 부터 제공받았다. C. elegans는 Escherichia coli

OP50를 도말한 Nematode Growth Medium(NGM) agar

plate에 20
o
C에서 배양하였다. Genistin은 DMSO를 용매로

한 stock solution 상태로 멸균된 NGM plates(50
o
C)에 첨가

되었다. 최종 DMSO농도는 모든 상태에서 0.1%(v/v)를 유

지하였다.

수명연장효능평가
17)
−수명분석은 20

o
C에서 독립적으로

3회 실행하였다. 선충의 성장단계를 일치시키기 위해 NGM

plate로부터 알만을 분리하여 genistin 수용액을 첨가한 각

농도 별 plates(0 µM, 50 µM, 100 µM)에 옮겨 배양하였고

매일 생존을 확인하였다. 생존여부의 확인은 C. elegans를

platinum wire의 끝으로 자극했을 때 반응이 없는 경우를 사

망상태로 간주하였다.

스트레스 저항성 평가
18,19)

−성장 단계가 동일한 선충을

각각의 농도 별(0 µM, 50 µM, 100 µM) plate에서 배양하였

다. 온도에 의한 내성을 분석하기 위해 선충을 신선한 배지

로 옮기고 성체가 된 후 4일째에 36
o
C에서 배양하여 시간

별로 생존율을 16시간 동안 측정하였다. 산화적 스트레스에

의한 내성은 기존의 방법을 약간 변형하여 평가하였으며,

성체가 된 후 7일째에 일시적으로 선충을 80 mM paraquat

이 함유된 M9 buffer가 담긴 96 well plate의 well에 옮기고

시간 별로 생존율을 확인하였다.

선충 체내의 항산화 효소(SOD, Catalase) 활성 측정
20,21)

−성장 단계가 동일한 N2 선충을 각각의 농도별(0 µM,

50 µM, 100 µM)로 plate에서 배양하였다. 성체가 된 후 4일

째에 선충을 모아 M9 buffer로 3회 세척 후 분쇄하여 효소

활성 측정에 사용하였다(homogenization buffer: 10 mM

Tris-HCl, 150 mM NaCl, 0.1 mM EDTA, pH 7.5). SOD

활성은 Ibrahim 등의 방법을 응용하여 측정하였다. 먼저 10

mM phosphate buffer(pH 8.0)를 용매로 반응혼합물(1.6 mM

xanthine과 0.48 mM NBT) 0.49 mL를 만든 뒤 sample

10 µL와 37
o
C에서 5분간 pre-incubation시켰다. 그 후

xanthine oxidase 1 mL(0.05 U/mL)을 첨가하고 37
o
C에서 다

시 20분 동안 incubation시킨 다음 69 mM SDS로 반응을

멈추고 570 nm에서 흡광도를 측정하였다. Catalase activity

는 Aebi의 방법을 응용하여 25 mM H2O2에 시료 50 µL를

3분 동안 반응시키고 240 nm에서 흡광도를 측정하였다.

선충세포내 활성산소종(ROS) 분석
22)
−세포내 활성산소

종은 2',7'-dichlorodihydro fluorescein diacetate(H2DCF-

DA)를 사용하여 측정하였다. 성장 단계가 동일한 N2 선충

을 각 농도 별(0 µM, 50 µM, 100 µM)plate에서 배양하였다.

성체가 된 후 4일째 40 mM paraquat를 함유한 M9 buffer

에 넣고 3시간 노출시킨 뒤 96 well plate에 담긴 50 µL M9

Fig. 1. Structure of genistin.
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buffer에 5마리씩 옮겼다. 마지막으로 25 µM H2DCF-DA

50 µL를 첨가한 뒤 여기 485 nm, 방출 535 nm에서 흡광도

를 각각 측정하였다.

통계 분석 −통계 자료의 값은 평균값±표준오차(mean±

S.E.M.)로 표시 하였다. 그룹 간의 통계적 유의성 검정은

Student's t-test를 통해서 분석하였고 선충의 연속적인 생존

도는 Log-rank test분석 방법을 이용하였다. p값은 *p<0.05,

**p<0.01, ***p<0.001일 때 유의성이 있는 것으로 간주하

였다.

결 과

Genistin의 C. elegans 수명 연장효능 −야생형 N2 선

충을 이용하여 genistin의 수명에 미치는 영향을 관찰하였으

며, Fig. 2에서 보는 바와 같이 genistin은 C. elegans의 수

명을 농도의존적으로 증가시켰다. 대조군의 평균 수명 시간

은 21.0±0.0일이었고, genistin의 100 µM에서 선충의 평균

수명을 23.0±0.8일이었다(genistin 100 µM 22.2%, **p<0.01).

스트레스 저항성 증가 효능 − Genistin이 선충의 스트레

스 저항성에 미치는 영향을 알아보기 위해 고온 및 산화적

스트레스 조건에서 선충을 배양하여 생존율을 확인하였다.

선충에게는 고온 조건인 36
o
C에서 생존도를 관찰한 결과 대

조군은 2시간 만에 죽기 시작하여 12시간에 모두 사멸한 반

면 genistin 처리군은 농도 의존적으로 생존율이 향상되었다

(***p<0.001)(Fig. 3A). 선충에 산화적 스트레스를 유도하기

위해서 80 mM paraquat이 함유된 M9 buffer가 담긴 96

well plate에 배양한 대조군 선충의 최고 생존시간은 30시간

이었으나, genistin 50 µM과 100 µM 투여군에서 각각 37시

Fig. 2. Effects of genistin on the lifespan of wild-type N2 nematodes. Worms were grown in the NGM agar plate at 20
o
C in the

absence or presence of genistin. The number of worms used per each lifespan assay experiment was 36-49 and three independent

experiments were repeated (N=3). (A) The mortality of each group was determined by daily counting of surviving and dead ani-

mals. (B) The mean lifespan of the N2 worms was calculated from the survival curves. Statistical difference between the curves was

analyzed by log-rank test. Error bars represent the standard error of mean (S.E.M.). Differences compared to the control were con-

sidered significant at **p<0.01 and by one-way ANOVA.

Fig. 3. Effects of genistin on the stress tolerance of wild-type N2 nematodes. (A) To assess thermal tolerance, worms were incu-

bated at 36
o
C and then their viability was scored. (B) For the oxidative stress assays, worms were transferred to 96-well plate con-

taining 80 mM of paraquat liquid culture, and then their viability was scored. Statistical difference between the curves was analyzed

by log-rank test.
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간, 43시간으로 농도 의존적으로 증가하였다(***p<0.001)

(Fig. 3B).

선충 체내의 항산화효소(SOD, Catalase) 활성 증가 효

능 −본 연구에서는 xanthine을 기질로 xanthine oxidase의

효소반응 과정 중에 생성되는 superoxide anion을 활용하여

SOD의 활성을 측정하였다. Fig. 4A에서 보는 바와 같이 선

충의 genistin 투여군이 SOD의 활성을 농도의존적으로 증

가시켰으며, 특히 100 µM 투여군은 대조군과 비교하여 SOD

활성을 약 7% 정도 증가시켰다(*p<0.05). 한편 SOD에 의

해 생성된 hydrogen peroxide 역시 강력한 반응성을 가진

활성산소종으로 체내에서는 catalase에 의해 인체에 무해한

물로 대사되는데, Fig. 4B에서 나타난 바와 같이 genistin 투

여군은 대조군에 비해 100 µM 투여군에 유의성 있게

catalase 활성을 약 27.4% 정도 증가시켰다(**p<0.01).

선충 세포내 활성산소종(ROS) 감소 효능 − Genistin의

세포 내 활성산소종의 감소 효능을 알아보기 위해 H2DCF-

DA와 선충 내부의 활성산소종을 반응시켜 형광을 관찰하

였다. 활성산소종 형광의 감소 폭은 대조군과 비교하여

genistin 50 µM과 100 µM 투여군에서 각각 약 2.6%와 3.2%

(*p<0.05)로 관찰되고, 농도 의존적으로 활성산소종을 감소

시키는 것으로 확인되었다(Fig. 5).

고 찰

팥에서 분리한 genistin은 문헌상의 NMR 스펙트럼 자료

등을 통해 구조를 확인하였다.
23,24)

 이 화합물은 isoflavone

성분으로 동물 모델에서 항암, 단백동화, 성장촉진 등을 비

롯한 다양한 효능이 보고되어 있으나,
25-27)

 수명연장 효과에

대해서는 아직 보고 된 적이 없다. 이에 본 연구에서는 예

쁜꼬마선충을 모델로 사용하여 팥에서 분리한 genistin의 수

명연장 및 항산화능을 실험하였다. 최근에 이 선충은 21일

정도의 짧은 수명과 많은 번식능력, 다루기가 쉬운 점 등의

편리한 조건을 이용하여 노화 연구와,
16,28)

 수명연장을 위한

약물의 연구에도
29,30)

 많이 이용되고 있는 추세이다. Genistin

의 수명연장 효과를 확인하기 위해 보통의 배양조건 하에

서 야생형 N2 선충을 이용한 수명연장 실험을 실시하였으

며, genistin은 농도의존적으로 선충의 수명을 연장하는 것

으로 확인되었다. 수명연장과 산화적 스트레스에 대한 내성

증가는 상당한 관계가 있는 것으로 보고되어 있으며,
31)

 본

실험의 열과 산화적 스트레스 조건에서 선충의 내성 증가

를 관찰하였다. 열 스트레스 조건하에 genistin을 처리한 선

충은 대조군에 비해 더 높은 생존율을 보여주었으며, paraquat

Fig. 4. Effects of genistin on the antioxidant enzyme activity of wild type N2 nematodes. (A) The enzymatic reaction of xanthine

with xanthine oxidase was used to generate ·O
2
- and the SOD activity was estimated spectrophotometrically through formazan for-

mation by NBT reduction. SOD activity was expressed as a percentage of the scavenged amount per control. (B) Catalase activity

was calculated from the concentration of residual H
2
O

2
, as determined by a spectrophotometric method. Catalase activity was

expressed in U/mg protein. Data are expressed as the mean S.E.M of three independent experiments (N=3). Differences compared to

the control were considered significant at *p<0.05, **p<0.01 by one-way ANOVA.

Fig. 5. Effects of genistin on the intracellular ROS accumula-

tion of wild-type N2 nematodes. The worms were incubated

with 40 mM paraquat for 3 h, and subsequently treated with

the fluorescent probe H
2
-DCF-DA. Intracellular ROS accumu-

lation was quantified spectrometrically at excitation 485 nm

and emission 535 nm. Plates were read 30 min. Differences

compared to the control were considered significant at *p

<0.05 by one-way ANOVA.
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유발 산화적 스트레스 조건에서도 같은 결과를 나타냈다.

이 결과에서 genistin 처리군의 생존율이 증가된 것으로 보

아 수명과 스트레스는 연관성이 있음을 추측할 수 있다. 또

한 Genistin을 처리한 선충군이 농도 의존적으로 선충 체내

의 항산화 효소인 SOD와 catalase 활성을 상승시키는 것으

로 보아 기존의 보고에 따라 genistin은 선충의 노화에 영향

을 미치는 것으로 사료된다.
32-34)

 체내의 ROS 축적에 의해

일어나는 산화적 스트레스로 인한 비정상적인 대사 활동은

다양한 유기체들에 있어 노화의 가속과 수명 제한이 발생

하고 이와 함께 노화 관련 질환의 원인이 된다는 보고가 있

다.
32,35)

 산화적 스트레스 조건하에서 선충 세포 내의 ROS

의 축적억제 효능을 genistin을 처리한 선충군이 보여주었

다. 이상의 결과는 전보의
15)

 genistin의 aglycone인 genistein

의 수명연장효능을 비롯하여 스트레스 억제활성, 항산화 효

소의 활성 증가, ROS 축적억제 등의 결과와 유사하게 나타

났다. 따라서 genistin과 그 aglycone 또한 노화와 수명연장

에 효능이 있는 것으로 판단되며, 수명연장 및 노화 방지를

위한 자원물질로서의 개발 가능성을 확인하기 위해 더 많

은 기전연구 등이 필요할 것으로 사료된다.

결 론

팥에서 분리된 genistin의 수명연장 및 항산화능에 미치는

효과를 확인하기 위하여 예쁜꼬마선충을 실험동물로 사용

하였다. 수명연장실험에서 genistin 투여군이 대조군보다 농

도의존적으로 유의성 있게 수명연장 효과를 나타내었고, 스

트레스 저항성을 알아보기 위한 열과 산화적 스트레스 저

항성 평가에서도 genistin을 투여한 군에서 선충의 생존률을

농도의존적으로 증가시키는 것을 확인하였다. 선충 내에 존

재하는 항산화 효소인 SOD와 catalase 활성 평가에서도

genistin의 투여에 의해 SOD와 catalse 효소가 농도 의존적

으로 활성이 증가되는 것이 관찰되었다. 또한 선충 세포 내

의 ROS의 발생량은 genistin 투여군이 대조군에 비해 농도

의존적으로 감소하는 효과를 보여 주었다. 따라서 genistin

은 수명연장과 항산화 물질로서의 개발가치가 있을 것으로

사료된다.
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