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Abstracts − Advanced glycation end products (AGEs) such as N
ε

-(carboxy-methyl)lysine (CML) have been implicated in the

development of diabetic nephropathy. The aim of this study was to investigate the inhibitory effects of ethanolic extract of Aster

koraiensis (AKE) on AGEs formation and AGEs-collagen cross-linking in vitro and CMLs formation in streptozotocin (STZ)-

induced diabetic rats. AKE significantly inhibited AGEs formation (IC
50

 value of 18.74 µg/mL) and AGEs-collagen cross-link-

ing (IC
50

 value of 0.274 mg/mL) in vitro than the well-known glycation inhibitor aminoguanidine (IC
50

 value of 72.12 µg/mL

and 1.99 mg/mL, respectively). AKE (100 mg/kg per day) was given to diabetic rats for 9 weeks. In STZ-induced diabetic rats,

severe hyperglycemia was developed, and urinary CMLs and plasma CMLs were markedly increased. Immunohistochemical

stain revealed that CMLs were accumulated within renal glomerulus in STZ-induced diabetic rats. However, AKE significantly

reduced urinary CMLs and plasma CMLs in diabetic rats. CMLs accumulation was inhibited by AKE treatment in the renal

glomerulus. These results suggest that AKE had an inhibitory effect of AGE accumulation in the glomeruli of diabetic rat and

could be an inhibitor of AGE-induced protein cross-linking. The oral administration of AKE may significantly help to prevent

the progression of diabetic nephropathy in patients with diabetes. 

Key words − N
ε

-(carboxy-methyl)lysine (CML), Aster koraiensis, Diabetic complications, Cross-linking

당뇨병에서 합병증이 촉진되는 중요한 변화 중 하나로 포

도당과 혈관벽의 단백질 또는 지질과 단백질 간의 비효소

적인 반응의 교차결합을 들 수 있다. 포도당은 혈관벽 또는

혈액중의 단백질과 반응하여 초기당화산물(early glycosylation

products)인 Schiff base를 생성한 후 재배열되어 당화혈색

소와 같은 보다 안정한 초기당화산물인 아마도리형 초기당

화산물(Amadori product)을 형성하는데, 여기까지의 반응은

수시간 또는 수주 동안 가역적 반응에 의해 그 농도가 평형

을 이루게 된다. 그러나 고혈당 상태가 지속되면, 초기당화

산물은 혈관벽의 콜라겐과 같은 수명이 긴 단백질과 비가

역적으로 교차결합(cross-link)하여 보다 안정적인 최종당화

산물(advanced glycation end products, AGEs)이 형성된다.

현재까지 최종당화산물 중 가장 잘 알려진 구조는 N
ε

-

(carboxy-methyl)lysine(CML)이다.
1)

 당뇨병성 신증 환자의

신장내 CML 침착이 증가하며, CML은 단백질의 물리화학

적 성질을 변화시켜 세포내 단백질, 지질이나 세포외 기질

을 변성시켜 교차결합 또는 세포 최종당화산물 수용체와의

반응을 통해 세포신호전달에 중요한 전사인자(NF-κB)를 활

성화 시킨다.
2)

보통 정상적인 혈관벽의 콜라겐의 교차결합은 N-과 C-말

단의 특정적인 부위에서만 일어나지만, 최종당화산물에 의

한 콜라겐과의 교차결합은 모든 부위에서 무작위로 일어난

다. 이러한 비정상적인 교차결합은 조직에 변화를 주어 치

명적인 합병증을 유발하며, 혈당이 정상적으로 회복 되었음

에도 많은 당뇨병 환자가 신증, 실명, 족부절단, 뇌졸증 등

당뇨합병증을 예방하지 못하고 극심한 고통을 받는 주요 원
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인 중 하나이다. 이는 합병증 예방 또는 치료가 혈당 농도

조절만으로 가능하지 않고 이미 생성되어 비가역적이고 장

기간 조직내에 축적되어 있는 최종당화산물이 결정적인 역

할을 함을 알 수 있다. 당뇨합병증에서 최종당화산물의 중요

성은 최종당화산물 억제제인 아니노구아니딘(aminoguanidie;

AG)을 당뇨 실험 동물 모델에 투여했을 때, 신장의 최종당

화산물의 축적 및 세포내 단백질들이 최종당화산물과의 교

차결합이 억제되어 당뇨병성 신증과 망막증의 발병을 지연

또는 완화한다는 보고들에 의해 뒷받침 되고 있다.
3,4)

 그러

나 임상에서 당뇨성 합병증이 진단 될 시기에는 최종당화

산물 생성과 축적으로 인해 이미 교차결합으로 진행되어 조

직이 손상되므로 최종당화산물 생성과 교차결합 억제제로

는 충분한 치료 효과를 보기 힘들다. 게다가 아미노구아니

딘의 경우 당뇨병성 신경 장애 환자를 대상으로 한 대규모

임상 III상 실험에서 독성이 드러나 개발이 중단 되었다.
5)

이러한 접근방법을 기초로 하여 부작용이 없는 보다 안전

하고 우수한 효능을 지닌 최종당화산물 생성저해 물질의 개

발이 요구되고 있는 실정으로 최근에는 천연소재로부터 당

뇨 및 당뇨합병증 예방에 활용하고자 하는 연구가 활발히

진행되고 있다. 일반적으로 천연물에 함유된 물질은 독성

및 알레르기 반응으로 인한 부작용이 합성 의약품에 비해

적기 때문에 이러한 천연물을 이용한 기능성 식품 및 신약

개발이 많은 관심의 대상이 되고 있다.
6,7)

벌개미취(Aster koraiensis)는 국화과(Compositae)에 속하

는 우리나라에서만 자생하는 한국특산의 여러해살이 풀로

예로부터 어린순은 삶아서 나물로 먹었으며, 한방에서는 국

화과의 개미취(Aster tataricus)와 함께 벌개미취의 뿌리를

“자완(紫莞)”이라 하여 백일해, 만성기관지염, 폐렴에 사용하

고 있다.
8)
 또한 동의보감에서는 자완을 성미는 “감고(甘苦),

온(溫), 무독(無毒)”하여, “폐위(肺 )로 토혈(吐血)을 치(治)

하고, 소담지갈(消痰止渴)하며, 기부(肌膚)를 윤(潤)하고, 골

수(骨髓)를 첨(添)하며, 위벽( ) 치료(治療)한다.”하였다.

즉, 예로부터 벌개미취는 토혈, 천식, 폐결핵성 기침, 감기,

만성기관지염, 이담, 이뇨, 지갈에 전통적으로 사용하였다.
9,10)

현재까지 알려진 벌개미취의 생리활성 연구로는 본 연구팀

에서 보고한 벌개미취 에탄올 추출물의 항당뇨신증 효능
11)

및 당뇨병성 백내장 발병 지연 효능
12)

 및 벌개미취 뿌리 분

획물이 항진균, 항균, 항암에 활성이 있다는 보고
13)
가 되었

을 뿐 벌개미취에 대한 생리활성에 관련된 연구는 아직 미

비한 실정이다. 그러므로 본 실험에서는 벌개미취 추출물을

이용하여 당뇨 1형 동물모델의 신장에 최종당화산물의 생

성 및 교차결합 억제 효능을 검증하였다.

재료 및 방법

실험재료 −본 실험에 사용한 벌개미취는 2007년 08월 충

청남도 공주시 의당면 일대에서 채집하였고, 경원대학교 생

명과학과 김주환교수의 감정을 거친 후 사용하였으며, 증거

표본은 한국한의학연구원의 표본실에 보관 중이다.

추출 및 시료조제 −벌개미취 지상부(줄기, 잎, 꽃; 2.5 kg)

를 음건·분쇄한 후 80% 에탄올로 실온에서 3일간 3회 반복

하여 추출하였다. 여과 후 40
o
C에서 감압 농축하여 벌개미

취 에탄올 추출물(A. koraiensis extract; AKE)을 303 g을 얻

었다.

In vitro에서 최종당화산물 생성 억제 효능 − 10 mg/mL의

우혈청 알부민(bovine serum albumin, Sigma, St. Louis,

MO, USA)을 50 mM phosphate buffer(700 μL; pH 7.4)에

녹이고, 0.2 M의 fructose와 glucose를 100 μL을 넣었다. 이

혼합물에 시험 시료 또는 in vitro 표준 최종당화산물 생성

억제제인 아미노구아니딘을 200 μL 넣어 최종량이 1 mL이

되도록 한 후 37
o
C에서 반응 시켰다. 2주 동안 반응 후

spectrofluorometric detector(Bio-TEK, Synergy HT, USA)를

이용하여 형광도를 측정하였다(Ex: 350 nm, Em: 450 nm).

최종당화산물 교차결합 억제 효능평가 − Forbes의 실험방

법을 변형하여 실시하였다.
14)

 1.0 μg AGE-BSA(MBL

international, Woburn, MA)와 다양한 농도의 AKE 및

AGEs cross-linking 억제제로 알려진 약물인 아미노구아니

딘의 mixture를 준비한 후 collagen-coated 96-well microtitre

plate에 분주한 후 37
o
C에서 4시간 동안 incubation한다.

0.05% PBST에 3번 washing하여 unattached AGE-BSA를

제거하고, mouse monoclonal anti-AGE-BSA antibody

(6D12)를 1:250으로 희석하여 각 well 분주한 후 37
o
C에서

1시간 incubation한다. 1시간 후 0.05% Tween in PBS로 3

번 washing하고, HRP- linked goat anti-mouse antibody를

적용한 후 TMB를 substrate로 하여 발색한 후 450 nm에서

흡광도를 측정한다. AGE-BSA의 cross-linking inhibtion %

는 다음과 같이 계산한다.

= 100 − × 100

Inhibition of AGE-BSA Cross-linking (%)

실험동물의 사육 및 당뇨유발 −실험동물은 오리엔트㈜

(성남, 대한민국)에서 구입 하였으며 실험진행은 다음과 같

다. 동물은 일주일의 충분한 적응기를 거친 후 몸무게 180-

200 g(6주령) Sprague-Dawley(SD) rat을 사용하였고, 적응기

가 끝난 후 16시간 절식을 시키고 0.1 M citrate buffer(pH

4.5)에 용해한 streptozotocin(STZ)을 60 mg/kg을 복강 일회

주사 하였다. 복강투여 일주일이 지난 후 절식 상태에서 혈

당을 측정하여 3.5 mg/mL 이상인 것을 선택하여 무작위로

분배하여 실험에 사용 하였다.

군 분리 −각각의 군은 정상군(Nor), 당뇨유발군(DM), 당

약물을 첨가한 well의 흡광도

약물을 첨가하지 않은 well의 흡광도
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뇨 유발군에 아미노구아니딘 투여군(DM+AG)과 당뇨유발

군에 100 mg/kg AKE 투여군(DM+AKE) 총 4군으로 나누

어 실험 하였다. AKE는 물에 용해시켜 매일 구강투여(5 mL/

kg) 하였으며, 총 9주간 동안 실험진행을 하였다. 9주 후 신

장을 적출하여 10% 중성화 포르말린에 고정 후 파라핀에

포매되어 조직을 보관하였다.

면역조직화학 염색 −파라핀 포매 조직을 5 μm 두께로 박

절하여 자일렌과 에탄올에서 탈파라핀 한 후 10 mM citrate

buffer(pH 6.0)에 담가 10분간 microwave로 처리한 다음 수

세하여 비특이적 반응을 제거하기 위하여 blocking한 후, 1

차 항체를 1:1,000으로 희석하여 overnight 반응 하였다. PBS

로 4회 세척한 후 labeled streptoavidin biotin(LSAB) kit

(Dako, USA)를 반응한 후 DAB로 발색하여 광학현미경 하

에서 관찰하였다.

혈중 및 요중 CML 생성 억제 효능 −부검시 실험동물

의 혈액을 채혈하고 부검하루 전 대사케이지에서 16시간 동

안 소변을 수집한 후 실험에 사용할 때까지 -80
o
C에서 보

관 후 CML 농도 측정에 사용하였다. Rat carboxymethyl

lysine ELISA kit(MyBioSource, Inc., San Diego, CA, USA)

를 이용하여 혈중 및 요중 CML의 농도를 흡광도로 측정하

여 값의 평균을 결과로 하였다. 

통계처리 −각 분석 값은 평균±표준편차로 표시하였으며,

각 실험군 간의 유의성 검증은 GraphPad Prism 4.0 software

(Graph pad, CA, USA)를 사용하여 one-way analysis of

variance(ANOVA) followed by Tukey’s multiple comparison

test를 이용하여 p<0.01 수준에서 실시하였다.

결과 및 고찰

당뇨병의 발병원인은 아직 정확하게 규명이 되어 있지는

않지만 현재까지 밝혀진 바에 의하면 유전적 요인 뿐만 아

니라 식생활, 비만, 스트레스 및 운동 부족 등 후천적 환경

요인으로도 영향을 받는 대표적인 대사성 이상 질환이다.
15)

인슐린의 발견으로 당뇨병 환자의 수명은 극적으로 연장은

되었으나 아직까지 현대 의학적으로 당뇨병 치료 방법은 혈

당을 정상적인 수준으로 유지되도록 하는 것이 최선의 치

료법으로 근본적인 치료방법은 아직 개발되지 못하고 있는

실정이며, 인슐린 치료 및 경구용 혈당 강하제 등으로 혈당

을 정상 수치로 유지한다 하더라도 당뇨병성 신증과 같은

합병증까지 막는 데에는 한계가 있다.
16,17)

 고혈당으로 인해

형성된 최종당화산물은 체내의 콜라겐, 피브로넥틴, 라미닌

과 같은 기질 단백질과 비가역적인 교차결합(cross-link)을

형성하여 기능 이상을 초래하게 된다. 그러므로, 최종당화

산물과 관련된 당뇨합병증을 예방하기 위해서는 1차적으로

는 최종당화산물의 생성을 억제해야 하며, 2차적으로는 이

미 조직 내에 축적된 최종당화산물들의 교차결합을 억제 하

거나 절단 할 수 있어야 한다. 최근에는 약물 요법과 더불

어 함께 다양한 생리 활성을 갖고 있는 천연물 이용한 소재

로부터 당뇨합병증 예방 및 치료제로서의 가능성에 관한 연

구가 시도되고 있다. 

그 중 벌개미취 추출물의 생리 활성 효능으로 본 연구팀

에서 벌개미취 에탄올추출물이 당뇨 1형 동물모델에서 최

종당화산물 축적 억제뿐만 아니라, 족세포(podocyte)의 세

포사멸 억제를 통한 당뇨병성 신증을 억제한다고 보고하였

으며,
11)

 당뇨병성 백내장에서는 알도즈 환원효소 활성 억제

와 소비톨 축적 억제로 인한 백내장 발병 지연효능을 보고

한 바 있으며,
12)

 벌개미취의 주요 지표성분인 quinic acid와

flavonoid계가 대조약물인 아미노구아니딘 보다 100~150배

최종당화산물 생성저해 효능이 우수한 것으로 보고한바 있

다.
18)

 본 연구에서는 우선 in vitro assay 방법으로 최종당화

산물 생성 저해효능을 검증해 보았다. 최종당화산물 생성

억제 효능은 최종당화산물 생성 억제제로 알려진 아미노구

아니딘(aminoguanidine; AG)의 최종당화산물 생성 50% 억

제 농도(50% inhibition concentration, IC50) 값을 기준으로

효능 정도를 결정하였으며, Table I에서 보는 바와 같이 벌

개미취 지상부의 에탄올추출물인 AKE의 최종당화산물 생

성저해 효능을 알아본 결과, 아미노구아니딘의 IC50 값

(72.12 μg/mL)보다 AKE의 IC50값(18.74 μg/mL)이 3.8배 우

수한 것으로 나타났다. 벌개미취 추출물 역시 또한 최종당

화산물은 콜라겐과 같은 세포외기질 단백질과 비가역적 교

차결합하여 세포내에 축적하게 되는데, AKE가 최종당화산

물과 콜라겐의 비가역적 교차결합을 억제하는지를 알아 보

기 위하여 최종당화산물 교차결합의 억제 효능을 in vitro

assay에서 평가 하였다. Fig. 1에 나타낸 바와 같이 AKE의

최종당화산물 교차결합 50% 억제 농도 IC50 값은 0.27±

0.45 mg/mL으로 아미노구아니딘의 교차결합 억제 효능

1.99±0.12 mg/mL 보다 7.4배 우수한 것 나타났다. 이러한

결과는 AKE가 최종당화산물 생성을 저해 하는 효능뿐만

Table I. Inhibitory effect of the 80% EtOH extracts of Aster

koraiensis on AGEs on AGEs Formation

Part used
Conc.

(µg/mL)

Inhibitory effect

Inhibitory effect

(%)

IC
50

(µg/mL)

AKE

5

10

25

-1.83±1.37

9.44±0.89

76.66±0.46

18.74

Aminoguanidine

18.5

55.5

74.0

12.70±6.12

39.46±1.91

50.68±0.51

72.12

Inhibitory effect was expressed as mean±S.D. of triplicate
experiments. IC

50
 values were calculated from the dose

inhibition curve.
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아니라 이미 조직내에 생성되어 축적된 최종당화산물이 세

포내 단백질과의 비가역적 교차결합을 막는 억제제로써의

효능도 갖추고 있으며, 이는 양성 대조군인 아미노구아니딘

과 비교하여 월등히 우수한 활성을 가지고 있음을 확인할

수 있었다.

당뇨합병증에서 최종당화산물의 치명적인 영향은 당뇨병

성 신증 동물모델에서 신장에 최종당화산물이 침착 되며,

최종당화산물 억제제인 아미노구아니딘을 실험동물에 투여

시 최종당화산물 침착의 지연, 단백뇨 발생이 감소 및 메산

지움의 확장이 억제한다는 보고들에 의해 뒷받침 되고 있

다.
19)

 본 실험에서는 STZ로 유발한 당뇨쥐 신장에서 최종

당화산물 중 가장 많이 알려진 CML의 축적과 RAGE 발현

변화를 관찰하였다. 이미 선행 연구에서 AKE 투여전과 투

여 9주 후 혈당을 측정한 결과 AKE 투여는 혈당 감소에 유

의성 있는 효능이 없음을 보고하였다.
11)

 최종당화산물의 화

학적 구조는 다양하지만 체내에서 발견되는 최종당화산물

의 주된 형태는 CML이며, 대부분의 최종당화산물들의 생

성경로가 불명확한 것에 비하여 CML은 생성경로가 비교적

구체적으로 밝혀져 있다.
20)

 또한 최종당화산물 수용체 중 신

호전달이 가장 많이 연구되어 있는 RAGE(receptor for

AGEs)는 신장의 사구체와 신세뇨관 상피세포에서도 많이

발현되며 CML과도 상호작용하여 다양한 세포신호 기전에

중요한 매개체로 알려져 있다.
21)

 AKE가 STZ 유발 당뇨병

성 신증 모델 rat의 사구체에서 CML의 축적에 미치는 영향

과 RAGE의 발현변화를 평가하기 위해 각 군에 대한 면역

조직화학 염색 및 이미지 분석을 시행하였다. Fig. 2에서 보

는 바와 같이 정상군에 비해 당뇨유발군에서 CML 축적이

증가하였으며, 아미노구아니딘 투여군과 AKE 투여군은 이

를 억제하였다(Fig. 2A). 또한 이미지 분석상 사구체내 CML

축적 면적은 정상군에 비해 당뇨유발군은 2.3배 증가하였

고, 아미노구아니딘 투여군과 AKE 투여군에서는 당뇨유발

군에 비해 각각 1.70, 1.85배 억제 하였다(Fig. 2B). RAGE

발현 변화 역시 정상군에 비해 당뇨유발군에서 사구체내

Fig. 1. Effect of the AKE as inhibitor of AGE-BSA cross-

linking to collagen. AGE-BSA was cross-linked to collagen in

the present or absent of the AKE and AG, and then AGE-

BSA attached to collagen was determined by ELISA with

mouse anti-AGEs antibodies (6D12). Data are mean±S.D.

(n=4).

Fig. 2. Effect of AKE on CMLs accumulation in the renal glomerulus. (A) Representative immunostaining of CMLs in retinal cap-

illary from a normal rats (NOR), STZ-treated diabetic rats (DM), AG-treated diabetic rats (DM+AG) and AKE-treated diabetic rats

(DM+AKE). A strong immunoreactivity of CMLs was observed in the renal glomerulus. In contrast, immunoreactivity in the renal

glomerulus of AKE-treated diabetic rats was decreased. x400 magnification. (B) Quantitative analysis of CMLs immunoreactive

intensity. Data are expressed as the mean±S.D., n=6. *p<0.01 vs. normal rats, 
#
p<0.01 vs. STZ-induced diabetic rats.
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RAGE 발현이 증가를 관찰하였으며, AKE와 아미노구아니

딘 투여군에서는 RAGE 발현을 억제하였다(Fig. 2A). 이미

지 분석 결과 사구체내 RAGE 발현 양성 면적은 정상군과

당뇨유발군이 각각 11.16±1.39과 20.30±4.37으로 2배 증가

하였으며, 아미노구아니딘 투여군은 10.74±2.90, AKE 투여

군은 12.97±4.31로 RAGE 발현을 억제하였다(Fig. 3B).

헤모글로빈의 당화산물인 Hemoglobin A1c(HbA1c)는 가

장 잘 알려진 체내 당화산물로서, 당뇨병 환자의 혈당 조절

지표로 이용되고 있다.
22)

 체내에는 혈액을 구성하고 있는 물

질인 헤모글로빈, LDL과 혈중 알부민 등은 모두 단백질로

이루어져 있으며, 대동맥 혈관의 탄력을 유지시켜주는 물질

인 콜라겐 역시 단백질로 이루어져 있어 혈액 중 포도당이

나 포도당 분해산물과 당화가 진행되어 최종당화산물을 생

성하여 그 자체만으로도 활성산소의 발생량을 증가시켜 원

활한 노폐물의 배출을 방해하기 때문에 혈액이 정체되어 빛

깔이 탁해지고 끈끈한 점성물질로 변하고, 결국은 다른 단

백질과 교차결합을 이루어 혈관벽이 뻣뻣해지고 탄력 상실

을 초래하여 고유 기능이 저하되어 미세혈관 합병증인 망

Fig. 3. Effect of AKE on RAGE expression in the renal glomerulus. (A) Representative immunostaining of RAGE in retinal cap-

illary from a normal rats (NOR), STZ-treated diabetic rats (DM), AG-treated diabetic rats (DM+AG) and AKE-treated diabetic rats

(DM+AKE). A strong immunoreactivity of RAGE was observed in the renal glomerulus. In contrast, immunoreactivity in the renal

glomerulus of AKE-treated diabetic rats was decreased. x400 magnification. (B) Quantitative analysis of RAGE immunoreactive

intensity. Data are expressed as the mean±S.D., n=6. *p<0.01 vs. normal rats, 
#
p<0.01 vs. STZ-induced diabetic rats.

Fig. 4. Effect of AKE on urinary CMLs and plasma CMLs in STZ-diabetic rats. Groups: normal rats (NOR), STZ-treated diabetic

rats (DM), AG-treated diabetic rats (DM+AG) and AKE-treated diabetic rats (DM+AKE). Data are expressed as the mean±S.D., n

=6. *p<0.01 vs. normal rats, 
#
p<0.01 vs. STZ-induced diabetic rats.
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막병증이나 신증 등을 유발하는 것으로 알려져 있다.
23,24)

 이

와 같이 혈액과 소변 안에 최종당화산물의 농도는 당뇨병

성 신증의 중등도를 예측할 수 있는 가장 중요한 인자로 임

상적으로도 중요함이 보고 되었다.
11,19,25)

 본 연구에서도 혈

액과 소변 내 최종당화산물인 CML의 농도를 측정하였다.

Fig. 4에서 보는 바와 같이, 소변과 혈액의 CML을 측정한

결과, 뇨와 혈중 CML은 정상군에 비해 당뇨유발군에서 현

저히 증가하였으며, 아미노구아니딘 또는 AKE 투여군에서

이를 유의성 있게 억제하였다. 

결 론

벌개미취는 예로부터 식용으로 사용한 바 있고, 당뇨의 주

증상인 지갈에 효능이 있는 것이 이미 기록되어 있으며,
9,10)

본 실험에서는 벌개미취가 최종당화산물 생성 억제 효능뿐

만 아니라 최종당화산물 교차결합 억제제로서의 효능이 있

음을 밝혔다. 이상의 결과를 토대로 벌개미취가 당뇨합병증

예방 및 치료제 후보 물질로서 이용 가능성이 있을 것으로

사료된다.
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