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Streptozotocin에 의한 산화 스트레스로부터 매생이 추출물의 정소 조직 보호 효과
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ABSTRACT - We investigated the effect of Capsosiphon fulvescens (CFE) and pheophorbide a (PhA) contained

in CFE on oxidative stress regarded as a factor for diabetic complication. Streptozotocin (STZ), known as an oxidative

stress inducer, was intraperitoneal injected for causing diabetes. After 7 days, CFE (4 and 20 mg/kg body weight) and

PhA (0.2 mg/kg body weight) were treated once a day for 9 weeks. After the sacrifice, testis tissues were collected for

the experiments. We confirmed that the treatment with CFE and PhA in diabetic animals not only decreased level of

lipid peroxidation and serum nitric oxide compared with the diabetes group, but also the activities of glutathione per-

oxidase and glutathione-S-transferase were restored remarkably. Furthermore the activity of antioxidant enzymes, cat-

alase and superoxide dismutase, were significantly recovered. With these results, our study suggest that CFE

containing PhA may prevent seminal glands damages induced by oxidative stress in diabetic condition.
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세계건강기구에 따르면 2008년 당뇨병을 앓고 있는 세

계 인구가 약 3억 5천만이라고 발표하였다. 이는 성인 인

구의 약 9.5%에 해당하며, 급격히 증가하여 2030년까지 2

배가 될 것이라고 예상하였다1). 혈당 유지 실패로 인한 세

포 내 고혈당으로 미토콘드리아에서 과잉 생산되는 활성

산소종(Reactive Oxygen Species, ROS)은 조직 손상 기전

의 활성을 촉진하여 합병증을 일으킨다2). 특히 간, 췌장,

뇌와 같이 체내 주요 기관에 걸쳐 기능적인 합병증을 야

기한다3,4). Streptozotocin (STZ)은 체내에서 인슐린을 생산

하는 췌장의 베타 세포 파괴를 일으켜 인슐린 결핍을 발

생시키고5,6), 내당능력 저하로 인한 베타 세포의 민감도를

감소시킨다고 알려져 있다7,8). 체내에 존재하는 superoxide

dismutase, catalase와 같은 항산화계 효소는 체내에서 발

생하는 활성산소종에 의해 생산되는 여러 과산화물을 효

과적으로 제거한다. 한편, 고혈당은 산화적 스트레스를 유

발하고, 이에 따라 지속적인 산화적 스트레스의 노출은 세

포기능에 문제를 일으키는데, 특히, 정자 내 DNA의 산화

뿐만 아니라 정액 내 항산화 수준을 떨어트려 생식세포와

정자 생산에 관여하는 정소의 기능에 문제를 일으킨다고

알려져 있다9). 정상적인 정자 생산을 위해 세포 자살과 재

생은 중요한 조절요인으로 생각되는데, 고혈당과 같은 비

정상적인 생리현상이 지속되면 그 균형을 깨트려 정소 기

능의 문제가 발생한다10-12). 당뇨의 경우 발병 단계에 따라

병리학적 특징이 다양하게 나타나고, 현재 상용되고 있는

치료제의 여러 부작용 및 내성이 보고됨에 따라 천연물에

대한 항당뇨효과를 기대하고 있다13). 해양생물 중 해조류

는 필수 미량원소와 알칼리 이온을 함유하고 있어, 체내 노

폐물 배설과 신진대사 촉진, 콜레스테롤 저하 등의 해조

류 종류에 따라 여러 생리활성에 효과를 나타내고 있다14).

녹조류 갈파래과인 매생이(Capsosiphon fulvescens, CF)는

항산화효과와 함께 α-글루코시데이즈 저해로 인한 혈당

강하효과도 보고되고 있다15). 본 실험에서는 선행 연구 결

과를 바탕으로 CF 주정 추출물(CFE)과 이에 함유된 항글

라이케션 기능성 지표물질인 pheophorbide a를 경구투여
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함으로써 당뇨 모델에서 산화스트레스에 의한 생식 내분

비계 보호효과 연구를 수행하였다.

Materials and Methods

시험 물질

매생이(Capsosiphon fulvescens, CF)는 전라남도 장흥에

서 자란 생물을 구매하였다. 흐르는 물로 3 회 세척하여

이물질과 염분을 제거한 후 70% 주정 에탄올로 환류 냉

각하여 추출한 후, Whatman No. 2 (Clifton, NJ, USA)로

여과하였다. 여액을 감압 증류 한 다음 다시 동결건조 하

여 매생이 주정 추출물을 얻었으며, 각 투여군의 농도에

따라 멸균수에 현탁하여 본 실험에 사용하였다.

시약 및 재료

Acarbose, 1-chloro-2,4-dinitrobenzene (CDNB), citric acid,

5,5’-dithiobis nitrobenzonic (DTNB), N-ethylmalemide (NEM),

ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), glucose, hepes,

hydrogen peroxide, GSH reductase (glutathione reductase

from baker’s yeast), L-lactate dehydrogenase (LDH), β-

nicotinamide adenine dinucleotide (NADH), β-nicotinamide

adenine dinucleotide 2’-phosphate (NADPH), N-(1-naphtyl)

ethylene diamine dihydrochloride (NEAD), potassium di-

chromate, sulfanilamide, 5-sulfosalicylic dihydrate, sodium

citrate, streptozotocin, 2-vinylpyridine, xanthine, xanthine

oxidase는 Sigma Chemical (St. Louis, MO, USA)에서 구입

하였다. Pheophorbide a (PhA)는 Santa Cruz Biotechnology

(Santa Cruz, CA, USA)에서 구입하였으며, 모든 시약은

특급 및 일급품을 사용하여 실험하였다. 

시험동물 및 사육환경

동물 실험은 고려대학교 동물실험 윤리위원회의 규정에

따라 심의를 거친 후 진행 하였다(승인 번호 KUIACUC-

2013-142). 실험 동물은 (주) 샘타코에서 5 주령의 Sprague-

Dawley rats (130-160 g)을 구매하여 진행하였다. 실험 동물

의 사육은 특정 병원균의 부재(specific pathogen free, SPF)

상태를 유지하기 위해 환기장치가 장착된 barrier system에

서 사육 상자에 한 마리씩 사육하였다. 사육 조건은 20 ±

3oC, 습도 50 ± 1%, 명암주기를 12시간(08:00 점등~20:00

소등) 간격으로 유지하였으며, 조도 150~300 Lux, 환기회

수 15~20회/hr로 설정된 환경에서 사육하였다. 사료와 물

은 자유롭게 섭취하도록 하였다.

실험군과 투여물질

실험에 사용한 랫드는 12시간 동안 절식시킨 다음

streptozotocin (STZ)을 0.1 M sodium citrate buffer (pH 4.5)

에 녹여 40 mg/kg body weight (b.w.)의 농도로 복강 투여

하였다. 한달 간의 유도기간 결과, 전 그룹에서 400 mg/dL

의 공복 시 혈당을 확인한 후 시험 물질을 투여하여 실험

하였다. 실험군은 총 여섯 그룹으로, 정상대조군(CON), 당

뇨유발군(STZ), 양성대조군 0.2 mg/kg b.w. acarbose (AC),

4 mg/kg b.w. CFE 저농도 투여군(CL), 20 mg/kg b.w. CFE

고농도 투여군(CH), 0.2 mg/kg b.w. PhA 투여군(PhA)으로

각 군에 여섯 마리씩 사육하여 두 달 동안 투여하였다. 경

구당부하검사(OGTT) 예비 실험을 통해 CFE 고농도인

20 mg/kg b.w. 과 40 mg/kg b.w. 투여군에서 효과를 보였고,

20 mg/kg b.w. 에서 OGTT 결과가 더 효과적으로 나타난 것

을 토대로 고농도 투여군으로 설정하였다. 또한 PhA의 수

율이 약 1.15% 되는 것을 감안하여 PhA 투여군 농도를

설정하여 실험하였다. 랫드를 이산화탄소로 마취시킨 후

희생시켜 정소 조직을 적출하였고 조직은 생화학적 분석

을 위해 액체 질소로 급속 냉동 한 후 −70oC에 보관하였다.

혈액 내 nitric oxide (NO) 생성

랫드에서 얻어낸 혈청을 취하여 혈청에서 생성된 NO2
−

가 Griess reagent과 반응하여 azo compound를 형성하여

선홍색을 띄는 원리를 이용하였다16). 혈액 50 μL와 1%

sulfanilamide에 5% H3PO4가 함유된 혼합물과 0.1% N-(1-

naphtyl) ethylenediamine dihydrochloride를 1:1로 반응시킨

Griess reagent를 각각 50 μL씩 넣은 후, 5분간 정치하여

분광광도계를 이용하여 540 nm에서 측정하였다. 결과값은

NaNO2로 표준곡선을 계산한 후 측정값에서 혈액의 공시

험값을 빼준 후 표준곡선에 해당하는 혈액 내 serum NO

μM로 표기하였다.

지질 과산화물(Thiobarbituric acid reactive, TBAR) 측정

정소 조직 0.1 g에 0.1 M phosphate buffer (PB, pH 7.4)

를 첨가하여 균질화 후 원심분리하여 상등액을 취해 시료

로 사용하였다. 그 상등액에 TBA reagent (30% TCA, 1.5%

TBA, 10 mg/ml BHT)를 넣어 100oC에서 20분간 가열하였

다. 상온에서 식힌 후, 그 반응액을 10,000 rpm으로 5분

간 원심분리하고 상등액을 취하여 exitation 530 nm/ emis-

sion 590 nm의 파장에서 spectrofluorometer (VICTOR3TM,

Perkin Elmer, MA, USA)를 이용하여 형광도를 측정하였

다. 원심 분리된 침전물은 1 N NaOH에 녹인 후 단백질

정량하였고, 결과값은 1,1,3,3-tetraethoxy-propane의 산에

의한 가수분해로 얻어진 malondialdehyde (MDA)의 표준

곡선을 계산한 후 이에 따른 결과값을 MDA 당량으로 표

기 하였다. 

환원형 글루타티온(GSH), 산화형 글루타티온(GSSG) 함량 

GSH 함량 측정은 정소 조직 0.1 g에 50 mM NEM 1

mL를 넣어 마쇄 한 뒤 원심분리 후 그 상등액을 취하여

실험하였다. 그 상등액에 0.1 M PB (pH 7.4)와 100 mM
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DTNB를 혼합하여 넣고 37oC에서 5분간 반응 후 분광광

도계를 이용하여 412 nm에서 측정하였다. 조직 분쇄 상등

액 대신 GSH 표준물질을 농도 별로 측정하여 얻은 검량

곡선을 기준으로 조직 내 GSH 함량을 측정하였다.

GSSG 실험은 정소 조직 0.1 g에 5% sulfosalicylic acid

1 mL를 첨가하고 균질기로 마쇄한 뒤 원심분리 후 그 상

등액을 취하여 실험하였다. 0.3 mM NADPH와 6 mM

DTNB를 혼합하여 넣은 후 37oC에서 15분간 정치하여 반

응액을 제조하였다. 조직 마쇄 후 얻은 상등액에 2-vinyl-

pyridine, triethanolamine을 넣고 실온에서 60분동안 정치

한 후 만들어놓은 반응액과 1 U/mL glutathione reductase

를 첨가하고 412 nm에서 흡광도를 측정하였다. GSSG 표

준물질을 농도 별로 측정하여 얻은 검량곡선을 기준으로

조직 내 GSSG 함량을 측정하였다. 또한 단백질 함량은

bicinchoninic acid (BCA) assay kit (Pierce, IL, USA)를 이

용하여 정량하였다.

글루타티온 퍼옥시데이즈(GPx) 활성

실험액은 GSSG 실험과 동일한 상등액을 사용하였으며,

GPx의 활성은 조직 내 효소가 기질과 반응하여 소모된 글

루타티온을 환원형으로 되돌리는데 필요한 매개 물질인

NADPH의 양을 분광광도계를 이용하여 340 nm에서 측정

하였으며 분 당 1 mmol의 NADPH를 산화시키는 g protein

내 효소의 활성으로 정의하였다.

글루타티온 환원효소(GR) 활성

GR 활성 측정에 사용된 실험액은 정소 조직을 균질기

를 이용하여 1 mM EDTA를 함유한 0.1 M PB (pH 7.4)

를 넣어 마쇄한 뒤 원심분리하여 얻은 상등액을 이용하였

다. 그 상등액과 1 mM EDTA를 함유한 0.2 M PB (pH7.5)

에 3 mM DTNB를 함유한 10 mM PB, 3차 증류수, 2 mM

NADPH, 20 mM GSSG를 혼합하여 반응시킨 후 분광광

도계를 이용하여 1분 간격으로 5분간 412 nm에서 측정하

였다.

글루타티온 S-전이효소(GST) 활성

실험액은 GR 활성 측정 실험과 동일한 상등액을 사용

하였으며, GST에 의해 GSH와 CDNB가 GS-CDNB로 전

환되는 원리를 이용하여 실험하였다. 조직으로부터 얻은

상등액과 1 M PB (pH 6.5), 3차 증류수, 에탄올에 녹인

40 mM CDNB, 20 mM GSH을 혼합한 후 5분 간격으로

분광광도계를 이용하여 340 nm에서 측정하였다. 

조직 내 superoxide dismutase (SOD) 활성 평가

SOD에 의해 소거되는 O2
− 정도를 바탕으로 활성을 측

정하였다17). CAT 활성측정과 동일한 상등액을 1 M PB

(pH6.5), 0.1 M xanthine, 1 mM NADH, LDH enzyme,

5 mM EDTA를 혼합하여 실온에서 1분간 반응시킨 후 0.1

unit xanthine oxidase를 첨가하여 5분간 1분 간격으로 340

nm에서 흡광도를 측정하였다.

조직 내 catalase (CAT) 활성 평가

CAT는 세포 내 발생한 과산화수소를 물과 산소로 환원

시키는 효소로써, acetic acid와 dichromate가 과산화수소

와 만나 열을 가하였을 때 chromic acetate로 환원되어 발

색하는 원리를 이용하였다18). 조직을 균질화하여 원심분리

후 그 상등액과 50 mM PB를 혼합 한 뒤 0.4 M의 H2O2

200 μL 첨가하여 1분간 반응한 후 5% K2Cr2O7 와 acetic

acid의 혼합액을 첨가하여 100oC에서 10분 간 가열한 후

562 nm에서 흡광도를 측정하였다.

통계 처리

모든 실험 결과는 평균 ±표준편차로 나타내었으며 실험

그룹 간의 통계학적 분석은 Sigma-Stat 3.5 (Jandal Co.,

San Rafeal, CA, USA)를 이용하여 one-way analysis of

variance (ANOVA)분석을 실시하였으며, 유의차가 있는 항

목에 대해서는 t-Tests (LSD) for value 로 p < 0.05의 수준

에서 통계학적 유의성을 검정하였다. 

Results and Discussion

혈액 내 NO 생성

ROS의 과다 생성으로 인한 산화 스트레스는 세포 손상

을 일으키고 이는 동맥경화, 고혈압 그리고 신경병성 질

환들로 이어진다고 알려져 있다19). 또한, nitric oxide는 여

러 종류의 ROS와 반응하며, 특히 반응성이 큰 superoxide

anion (O2
−)와 peroxynitrite (ONOO−)을 형성하여 세포독성

뿐 아니라 세포 사멸을 유도하여 조직 손상에도 영향을

주는 것으로 알려져 있다20-22). NO는 3가지 isoform을 가

지는 NO synthase (NOS)에 의해 L-arginine의 guanidine

nitrogen으로부터 생성된다23,24). NOS의 기질인 arginine 농

도가 낮을 때 정자기형이 나타나고25), 이는 NOS에 의한

O2
−와 ONOO−의 생성이 정자의 기능장애와 독성을 일으

킨다26). 본 실험의 결과를 통해 당뇨로 인해 유발된 산화

스트레스로 혈액 내 NO 농도가 급증하였으나(23.64 ± 7.62

μM serum NO), 모든 샘플 투여군에서 그 농도가 유의적

으로 감소하는 것을 볼 수 있었다(Fig. 1). 이를 통해 산

화 스트레스에 의한 조직 손상 및 기능 저하에 대한 매생

이 추출물의 보호 효과를 확인하였다. 

정소 조직 내 지질 과산화물 측정

조직 내 발생한 ROS에 의해 인지질 세포막의 조직의

손상으로 발생하는 지질 과산화물은 조직 손상의 척도로

이용된다. 이 과정에서 연쇄 반응으로 발생하는 MDA등
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의 산화 생성물이 각종 질병의 원인이 되고 있다27). 정소

조직에서의 MDA 농도는 CON군(0.09 ± 0.02 μmol MDA/g

protein)에 비하여 STZ군(0.19 ± 0.02 μmol MDA/g protein)

에서 당뇨가 유발되었을 때, 과도한 산화 스트레스에 의

해 약 2.1배 증가하였다. Acarbose는 당뇨 치료제로 쓰이

는 약물로 혈장 내 지질 과산화물을 줄여준다고 보고되었

으며28), 양성대조군인 AC투여군에서 지질 과산화물을 정

상 수준으로 줄여주는 것을 확인하였다(Fig. 2). 특히 CL

군에서 AC군과 상응하는 감소 효과를 나타내었다. CH,

PhA군에서 또한, 당뇨 유발군에 비해 지질 과산화물이 감

소하는 것으로 보아 CFE와 PhA에 의한 정소 내 지질 과

산화물 축적 저해 효과를 확인할 수 있었다.

특히 앞선 실험인 혈액 내 과산화물 지표인 serum NO

결과와 비슷한 양상을 나타내는데, 이는 CFE 또는 PhA는

고혈당으로 유발되는 과도한 산화 스트레스가 만들어내는

Fig. 1. Effects of Capsosiphon fulvescens (CFE) and pheophor-

bide a (PhA) on serum nitric oxide production of streptozotocin

(STZ) -induced rat for 9 weeks. After the anesthesia, serum nitric

oxides were determined by using rats’ collected serum. Con; non-

diabetic control group, STZ; diabetic control group, AC; acarbose

treated diabetic group (0.2 mg/kg b.w.), CL; low dose of CFE

treated diabetic group (4 mg/kg b.w.), CH; high dose of CFE

treated diabetic group (20 mg/kg b.w.), PhA; pheophorbide a

treated diabetic group (0.2 mg/kg b.w.). Bars with different super-

scripts are significantly different at p < 0.05 by t - Tests (LSD) for

value.

Fig. 2. Effects of Capsosiphon fulvescens (CFE) and pheophor-

bide a (PhA) on malondialdehyde (MDA) contents of testis tissue

in streptozotocin (STZ)-induced rat for 9 weeks. After the treat-

ment, the testicles were extracted, homogenized, and centrifuged

to collect the tissue supernatant. Con; non-diabetic control group,

STZ; diabetic control group, AC; acarbose treated diabetic group

(0.2 mg/kg b.w.), CL; low dose of CFE treated diabetic group (4

mg/kg b.w.), CH; high dose of CFE treated diabetic group

(20 mg/kg b.w.), PhA; pheophorbide a treated diabetic group (0.2

mg/kg b.w.). Values are means ± SD (n = 6 for each group). Bars

with different superscripts are significantly different at p < 0.05

by t - Tests (LSD) for value.

Fig. 3. Effects of Capsosiphon fulvescens (CFE) and pheophor-

bide a (PhA) on GSH, GSSG contents of testis tissue in streptozo-

tocin (STZ)-induced rat for 9 weeks. After the treatment, the

testicles were extracted, homogenized, and centrifuged to collect

the tissue supernatant. (A) testicular GSH contents, (B) testicular

GSSG contents. Con; non-diabetic control group, STZ; diabetic

control group, AC; acarbose treated diabetic group (0.2 mg/kg

b.w.), CL; low dose of CFE treated diabetic group (4 mg/kg b.w.),

CH; high dose of CFE treated diabetic group (20 mg/kg b.w.),

PhA; pheophorbide a treated diabetic group (0.2 mg/kg b.w.).

Values are means ± SD (n = 6 for each group). Bars with different

superscripts are significantly different at p < 0.05 by t - Tests

(LSD) for value.
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체내 과산화물들의 생성을 억제함으로써 조직 보호효과를

가지는 것을 확인 할 수 있었다.

정소 조직 내 글루타티온 보호

글리신, 글루타민, 시스테인 세 가지 아미노산이 결합된

글루타티온의 환원된 형태인 GSH는 시스테인에 연결된

thiol 잔기가 전자를 공여하고 자신은 활성화된 다른 글루

타티온과 결합하여 산화된 형태인 GSSG를 형성하여, 체

내에서 과잉 생산된 활성 산소를 제거하거나 단백질이나

DNA의 합성, 효소 활성의 조절 등에 중요한 역할을 한

다29). 하지만 당뇨가 유발되면 조직 내에서 적혈구 내 GSH

가 감소하며, 혈장 내 GSSG는 증가된다고 보고되고 있

다30). Fig. 3A의 결과에서 여러 선행 연구와 같이, 조직

내 GSH함량은 CON군(136.6 ± 4.6 μmol GSH/g protein)에

비해 STZ군(114.7 ± 3.8 μmol GSH/g protein)에서 유의적

인 감소를 보였다. 이는 과도한 산화스트레스로 인한 GSH

의 산화로 판단되며, 매생이 추출물을 투여한 CL군(141.0 ±

10.4 μmol GSH/g protein), CH군(151.1 ± 19.5 μmol GSH/

g protein) 에서 정상 수준으로 GSH 함량을 증가시켰으며

PhA군(164.7 ± 28.2 μmol GSH/g protein)에서는 정상대조

군보다 GSH함량이 증가한 것을 확인하였다(Fig. 3A). 반

면, STZ군에서 산화 스트레스에 대한 GSH의 산화로 GSSG

의 함량이 증가하지만, 매생이 추출물과 지표물질 투여군

에서 GSSG 함량이 감소하였다(Fig. 3B). GSH 결과와 종

합하였을 때, 매생이 추출물과 PhA는 GSH 생성과 더불

어 GSH 산화를 억제시키는 것을 확인하였다. 이를 통해

STZ에 의해 유발된 산화 스트레스로부터 정소 조직 보호

활성을 가지는 것을 확인하였다.

정소 조직 내 GPx, GR 및 GST 활성

GPx는 생체 내에서 활성 산소에 의해 발생하는 과산화

수소나 지질 과산화물을 제거하는 효소로 GSH를 GSSG

로 전환시킴으로써 과산화물을 산소와 물로 분해하고 과

산화물을 체내에서 제거하는 역할을 하는 효소이다31). 본

실험에서 STZ군에서 GPx 활성이 크게 증가한 것을 확인

하였다. 이는 지질 과산화물 측정 실험의 결과와 비교해

보았을 때, STZ군에서 정소 조직 내 과량 축적된 지질 과

산화물의 증가로 이를 제거하기 위한 GPx활성이 증가한

것으로 판단되며 CL, CH, PhA군에서 STZ군에 비해 GPx

활성을 정상 수준으로 완화시켰으며 GSH, GSSG 함량 변

화를 통해 CFE군이 조직 내 GPx활성을 조절하는 것을 확

인 할 수 있었다(Table 1). 앞선 실험인 조직 내 글루타티

온 함량변화와 더불어, GSH 산화에 의한 GSSG의 증가는

과산화물 제거 효소 GPx의 활성에 의한 것으로 판단된다.

GR은 생체 내에서 GSH의 항산화 작용에 의해 발생한

GSSG를 NADPH를 NADP로 소모하면서 다시 GSH로 환

원시키는 작용을 촉매한다29). 본 실험에서 GR은 모든 그

룹에서 유의적인 차이를 볼 수 없었다(Table 1). 반면, 중

요한 항산화 물질인 GSH를 이용하여 체내로 들어오는 환

경오염물질, 발암물질, 과산화물 등으로부터 체내 독성을

가지는 물질들을 GSH와의 축합 반응을 촉진시켜 체내로

부터 배출하기 쉬운 형태로 전환시켜 주거나, 무독화시키

는 반응을 촉매하는 역할을 하는 GST활성의 변화를 관찰

할 수 있었다. 당뇨가 유발되었을 때 정소 조직 내에서

GST활성이 증가된다는 선행 결과와 같이32), 본 실험에서

GST 활성이 STZ군에서 증가한 것을 확인하였다. PhA군

은 STZ군과 유의적 차이를 나타내지 않았지만, 추출물 투

여군에서 GST활성이 정상수준으로 회복되는 것을 확인하

였다(Table 1). 따라서, 앞선 실험결과를 미루어보아, 매생

이 추출물인 CFE는 정소 조직에서 STZ으로 유도된 산화

적 독성물질과 과산화물을 GR에 의해 순환되는 GSH 반

응과정에서 이를 재사용하기 위한 효과보다 새로운 GSH

생성에 의한 과산화물 또는 독성물질을 직접적으로 축합

반응시켜 과산화물을 제거함으로써 산화 스트레스에 의한

Table 1. Effects of PhA on testicular tissue enzymes glutathione peroxidase (GPx), glutathione-S-transferase (GST), glutathione reduc-

tase (GR)

Treatment Groups GPx (mmol NADPH/min/g protein) GR (units/g protein) GST (µmol/min/mg protein)

Control 2.63 ± 1.11ab 32.13 ± 1.31a 0.49 ± 0.01ac

STZ 4.51 ± 0.85c 30.12 ± 3.68a 0.58 ± 0.03b

AC 1.33 ± 0.68b 26.84 ± 4.00a 0.42 ± 0.04ad

CL 2.30 ± 1.01ab 28.04 ± 8.49a 0.37 ± 0.12d

CH 2.94 ± 1.21a 30.99 ± 10.27a 0.42 ± 0.10ad

PhA 2.26 ± 1.41ab 31.12 ± 8.00a 0.51 ± 0.11bc

*Animals were treated with AC (0.2 mg/kg b.w.), CFE (4 and 20 mg/kg b.w.) or PhA (0.2 mg/kg b.w.) were gotten individually for

treatment once a day for 9 weeks after the administration of streptozotocin. After the scarification, GPx, GST, GR were determined by

using rats’ extracted testis tissue. Con; non-diabetic control group, STZ; diabetic control group, AC; acarbose treated diabetic group

(0.2 mg/kg b.w.), CL; low dose of CFE treated diabetic group (4 mg/kg b.w.), CH; high dose of CFE treated diabetic group (20 mg/kg

b.w.), PhA; pheophorbide a treated diabetic group (0.2 mg/kg b.w.).Means with different superscript letters are significantly different at

p < 0.05 by t - Tests (LSD) for value.
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과산화물 생성으로부터 조직 보호효과를 가지는 것으로

판단된다.

정소 내 SOD, CAT 활성

SOD는 산화 스트레스로 발생하는 활성 산소에 노출된

세포에서 항산화 역할을 수행하는 효소로, 활성 산소인

superoxide anion들을 과산화수소로 전환시켜 세포 외 배

출을 용이하게 하는 것을 촉매하여 강력한 항산화 역할뿐

아니라 독성이 강한 활성산소로부터 세포 손상을 막아준

다33). 하지만 SOD 활성이 감소되면 산화 스트레스로부터

보호 능력이 감소되어 지질 과산화물과 같은 과산화물질

들이 축적되어 기능에 손상을 주게 된다34). 본 실험에서

SOD 활성은 CON군에 비해 STZ군(83 ± 7%)에서 약 20%

감소하였으나 CL(96 ± 9%), CH(104 ± 12%), PhA군(105 ±

11%)에서 SOD 활성이 정상 수준으로 회복되었다(Fig. 4A).

선행 연구들과 같이 SOD 활성이 감소한 STZ군에서의 지

질 과산화물 그리고 혈액 내 nitric oxide와 같은 과산화물

이 증가하지만, 샘플 투여시 정소 내 SOD 활성의 회복과

더불어 과산화물들의 생성을 억제하는 것을 확인하였다. 

또한, CAT는 SOD의 활성산소 제거 반응으로부터 발생

하는 과산화수소를 제거하는 효소로, SOD, GPx와 함께

세포 손상을 야기하는 자유 라디칼 물질들을 비-라디칼 물

질로 바꿔 유해한 ROS를 제거한다35). 하지만 당뇨와 같

은 고혈당 상태가 계속 될 때, CAT 효소의 당화로 인해

활성이 감소한다는 연구 결과가 보고되었다36). 본 실험에

서도 STZ군에서 현저히 감소한 CAT 활성(54%)에 반해,

CFE투여군에서 STZ군에 비하여 유의적인 차이를 나타내

지 않았으나, PhA군(102 ± 13%)에서 정상대조군 수준으로

CAT 활성을 회복시키는 것을 확인하였다(Fig. 4B). 이를

통해, CFE와 PhA 투여 시 활성산소 또는 라디칼로부터

항산화계 효소를 회복시켜 조직 세포 내 손상을 예방할

수 있을 것으로 예상된다.

연구 결과를 종합하였을 때, 대한민국에서 자생하는 녹

조류 갈파래과인 매생이의 주정 추출물과 그 지표물질인

PhA는 STZ으로 유발된 정소 조직 내 산화스트레스 보호

효과를 가지는 것을 당뇨 유발 쥐 모델에서 확인하였다.

산화 스트레스로부터 조직 내 GSH 생성을 증가시키고

GSH의 산화를 억제하며, 글루타티온의 항산화 역할에 간

접적으로 관여하는 GPx, GST의 활성을 조절한다. 또한

조직 내 활성산소 또는 과산화물에 대한 직접적인 항산화

효소인 SOD, CAT를 회복시킴으로써 생식 내분비계 조직

인 정소 보호효과를 가지는 것을 확인하였다.
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국문요약

당뇨 합병증을 일으키는 중요 매체인 산화 스트레스에

대한 매생이 추출물과 그 지표물질인 pheophorbide a (PhA)

의 정소 조직 내 산화 스트레스 보호 효과를 streptozotocin

(STZ)에 의해 유발된 당뇨 쥐 모델에서 확인하였다. 당뇨

를 유발하는 물질로 알려진 STZ를 40 mg/kg body weight

(b.w.)의 농도로 복강 투여하여 당뇨를 일으킨 후, 매생이

추출물(CFE)샘플을 각각 4, 20 mg/kg b.w. 그리고 PhA를

Fig. 4. Effects of Capsosiphon fulvescens (CFE) and pheophor-

bide a (PhA) on superoxide dismutase (SOD), and catalase (CAT)

activity of testis tissue in streptozotocin (STZ)-induced rat for 9

weeks. After the treatment, the testicles were extracted, homoge-

nized, and centrifuged to collect the tissue supernatant. (A) SOD

activity, (B) CAT activity. Con; non-diabetic control group, STZ;

diabetic control group, AC; acarbose treated diabetic group (0.2

mg/kg b.w.), CL; low dose of CFE treated diabetic group (4 mg/

kg b.w.), CH; high dose of CFE treated diabetic group (20 mg/kg

b.w.), PhA; pheophorbide a treated diabetic group (0.2 mg/kg

b.w.). Values are means ± SD (n = 6 for each group). Bars with

different superscripts are significantly different at p < 0.05 by t -

Tests (LSD) for value.
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0.2 mg/kg b.w.로 9 주간 투여하여 실험하였다. 정소 조직

에서 산화 스트레스에 생성되는 체내 과산화물 지표인 혈

액 nitric oxide와 지질 과산화물이 당뇨 유발군에 비해

CFE와 PhA 투여군에서 유의적인 감소를 보였으며, 체내

과산화물 축적을 제어하는 효소인 glutathione peroxidase,

glutathione-S-transferase가 정상 수준으로 회복되었다. 또

한, 체내 항산화 방어기작에서의 중요한 효소인 superoxide

dismutase, catalase 활성 또한 샘플 투여 시 회복되는 것

을 보아 CFE 투여군과 PhA투여군에서 조직 내 항산화 효

소 조절과 함께 과산화물 축적 저해 효과를 통하여 당뇨

상태에서 고혈당에 의한 산화 스트레스가 일으키는 생식

조직 손상으로부터 매생이 추출물과 그 지표물질인 PhA

는 보호 효과를 가지는 것을 확인할 수 있었다.
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