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Perilla frutescens (L.) Britton var. sprouts (PFS) is a plant of the labiatae family. The purpose of this work 
was to assess the preventive effects of PFS ethanolic extracts (PFSEs) on cytokine-induced β-cell damage. 
Cytokines, which are released by the infiltration of inflammatory cells around the pancreatic islets, 
are involved in the pathogenesis of type 1 diabetes mellitus. The combination of interleukin-1β (IL-1), 
interferon-γ (IFN-γ), and tumor necrosis factor-α (TNF-α) induced formation of reactive oxygen species 
(ROS). Accumulation of intracellular ROS led to β-cell dysfunction and apoptosis. PFSEs possess anti-
oxidant activity and thus lead to downregulation of ROS generation. Cytokines decrease cell viability, 
stimulate the expression of inducible nitric oxide synthase (iNOS) and cyclooxygenase-2 (COX-2), and 
induce the production of nitric oxide (NO). PFSEs prevented cytokine-induced cell viability in a 
dose-dependent manner. Incubation with PFSE resulted in significant reduction in cytokine-induced 
NO production that correlated with reduced levels of the iNOS and COX-2 protein expression. 
Furthermore, PFSE significantly decreased the activation of nuclear factor κB (NF-κB) by inhibition of 
IκBα phosphorylation in RINm5F cells. In summary, our results suggest that the protective effects of 
PFSE might serve to counteract cytokine-induced β-cell destruction. Findings indicate that con-
sumption of Perilla frutescens (L.) Britton var. sprouts alleviates hyperglycemia-mediated oxidative stress 
and pro-inflammatory cytokine-induced β-cell damage and thus has beneficial anti-diabetic effects.
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서   론

서구화된 식습관과 생활환경의 변화 및 운동부족으로 인하

여 당뇨병, 뇌혈관질환, 심혈관계질환, 암 등의 각종 성인병의 

발병률이 증가하고 있는 추세이다[16]. 그 중 당뇨병의 유병률

이 급속히 증가함과 동시에 다양한 합병증으로 인한 당뇨병환

자의 사망률이 증가하였고, 이미 우리나라 4대 사망원인 중 

하나로 자리 잡아 국민건강을 위협하고 있다[14]. 당뇨병의 종

류로는 인슐린 부족으로 인한 유전적 요인과 바이러스, 혹은 

유해화합물 등의 원인으로 췌장의 베타 세포에서 인슐린분비

가 감소하는 제 1형 당뇨병[9]과 인슐린 저항성, 베타세포 기능

부전에 의한 인슐린 결함으로 발생하는 제 2형 당뇨병이 있으

며, 이중 제 1형 당뇨병은 인슐린의 절대적 결핍으로 발병이 

급속하게 진행되고 여러 합병증을 유발한다고 알려져 있다

[12].

당뇨병 환자에서는 혈당이 높게 유지되면서 반응성 산소종

(ROS, reactive oxygen species)가 과다하게 생성되는 것으로 

밝혀졌다[4, 10]. 이러한 산화적 스트레스는 정상세포에서 유

리기의 생성과 항산화 방어 시스템의 활성 균형을 이루고 있

어 조직이나 세포에 손상을 주진 않지만[16] 당뇨병 환자에서

는 혈당이 높아져 체내 유리기가 과다 생성되고, 항산화 시스

템의 방어기능이 저하되어 균형이 깨지면서 산화적 스트레스

가 과도하게 발생하게 된다[1, 4]. 즉, 활성 산소의 과다한 생성

은 당뇨병을 포함한 여러 질환의 병인에 영향을 주므로 높아

진 혈당을 조절함과 동시에 체내의 항산화능을 향상시키는 

것이 당뇨병의 예방 및 치료에 도움이 된다고 보고되고 있다.

췌장 베타 세포 손상으로 인하여 췌장 소도 주위로 면역세

포들이 침습하여 종양괴사인자-α (TNF-α), 인터페론-γ (IFN-

γ), 인터루킨-1β (IL-1β)와 같은 염증 매개 사이토카인을 분비

하게 된다[2, 3, 20]. 이러한 자극에 의해 염증 반응의 전사인자

인 NF-κB를 활성화 시키며 그 결과 inducible nitric oxide 

(iNOS), cyclooxygenase-2 (COX-2)발현을 증가시키고[5, 7], 

이로 인해 산화 질소(NO, nitric oxide)를 과도하게 형성하여 
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췌장 베타 세포를 파괴시킨다고 알려져 있다[8, 9, 20]. 최근에 

췌장 베타 세포의 성장과 증식이 당뇨병의 예방과 치료에 영

향이 있다는 연구가 보고되면서 당뇨 발병 시기에 베타 세포

의 파괴를 막는 천연 식물 소재 기능성 물질을 탐색하려는 

연구가 활발히 진행되고 있다[18, 21].

우리나라에서 오래 전부터 주요 유지작물의 하나로 재배해

온 들깨(Perilla frutescens L.Britton)는 꿀풀과(Laviatae)에 속하

는 일년생 초본이다[15, 19]. 이전 연구들을 통해서 들깨 잎은 

다양한 방법으로 추출되어 불포화지방산을 비롯한 필수지방

산, 플라보노이드 등과 지용성 비타민에 속하는 A, D, E들의 

함량이 높게 함유되어 있다[26]. 지금까지 들깨를 이용하여 항

암, 항염증, 항산화 및 항 알레르기 등과 같은 다양한 연구가 

이루어져 왔으나[17, 26] 당뇨병에 관한 연구는 미미한 수준이

다. 새싹채소는 성채에 비하여 비타민, 무기질, 미네랄, 효소 

등 유용한 영양소들을 많이 함유되어있고 들깨의 어린 싹의 

경우 실내 또는 온실 조건에서 10일 이내의 짧은 생육기간과 

재배과정에서 농약을 피할 수 있다는 이점을 지니고 있다. 들

깨 새싹은 종자 및 성숙기에 비하여 항산화 효과를 내는 폴리

페놀, 플라보노이드, 비타민 등 물질의 함량이 높아 생리활성 

물질이 증가되는 것으로 밝혀져 있다[17].

이에 본 연구에서는 췌장 베타 세포주인 RINm5F 세포를 

이용하여 들깨 새싹 추출물의 항산화 효과를 확인하고, 활성

산소 생성 억제 와 독성에 의한 방어효능 및 기전 분석을 통해 

들깨 새싹의 당뇨에 유익한 효능을 연구 하고자 하였다.

재료 및 방법

추출물 제조

본 실험에 사용된 들깨 새싹(Perilla frutescens sprout, PFS)

은 전라북도 진안군 진안읍 영농조합인 애농으로부터 제공받

았다. 건조된 새싹은 분말화하고 3 kg을 칭량하여 40% 에탄올 

30 ml을 혼합하여 70℃에서 5시간 동안 교반하여 1회 추출 

한 후 처음 원료 3 kg에 다시 40% 에탄올 30 ml을 새로 넣어 

70℃에서 5시간 동안 2회 추출하였다. 추출 완료 후, 추출물을 

여과지(110 mm, 2호, Advantec, Japan)로 감압 여과한 후 여과

된 추출물을 감압 농축 시킨 뒤 동결건조기(Lyoph-Pride 

Series, Ilshin, Korea)로 건조하여 분말 형태로 회수하였다. 회

수한 추출물(PFSE)은 -80℃에서 보관하면서 사용하였다. 실험 

진행 시 추출물을 디메틸설폭시드(DMSO, dimethyl sulf-

oxide)에 녹여서 사용하였다. 

세포배양

본 연구에서는 미국세포주은행(ATCC, American Tissue 

Culture Collection, USA)에서 구입한 백서 췌장 베타 세포주

인 RINm5F를 사용하였다. 10% 우태혈청(Fetal Bovine 

Serum, FBS, Gibco, Grand Island, NY, USA) 100 unit/ml의 

페니실린, 100 mg/ml의 스트렙토마이신 및 5.5 mM 글루코스

가 함유된 RPMI 1640 (Gibco, USA) 배지를 사용하였다. 37℃, 

5% CO2 배양기에서 3~4일 간격으로 계대 배양하면서 유지시

켰다. 실험을 위해서는 배양된 세포를 인산완충식염수(Phos-

phate Buffered Saline, PBS, pH 7.2)로 2회 세척하고 0.25% 

trypsin-EDTA 용액으로 세포를 분리시켜 5×104 cell/ml 농도

가 되도록 하여 2일 정도 안정화시켜 사용하였다.  

항산화효능

항산화 효능은 Arnao [1]의 방법을 변형하여 측정하였다. 

DPPH (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl, Sigma-Aldrich, St 

Louis, MO, USA) 자유 라디칼 소거능을 분석하기 위해 시료

액 20 μl와 DPPH 용액 80 μl를 96-well plate에 혼합하여 30분

간 실온에 방치시킨 후, 517 nm에서 분광광도계(Perkin Elmer, 

Victor2 1402 Multilabel counter)로 측정하였다. 들깨 새싹 추

출물의 유리 라디칼 소거활성은 시료를 첨가하지 않은 대조구

의 흡광도를 50%로 환원시키는데 필요한 시료의 농도인 IC50 

(The half maximal inhibitory concentration)값으로 나타내었

다. IC50을 도출하기 위한 들깨 새싹 추출물의 농도범위는 

0.001~100 mg/ml로 설정하였고, 9 개의 농도로 나누어 분석

하였다. 활성비교를 위하여 수용성 비타민의 하나인 아스코르

빈산(Ascorbic acid, Sigma-Aldrich)을 양성대조구로 사용하

였다.

ABTS [2,2΄-Azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) 

diammonium salt, Sigma-Aldrich] 라디칼 소거능은 Van den 

Berg등의 방법[24]을 변형하여 측정하였다. 7.4 mM ABTS 용

액과 2.6 mM 과황산칼륨(Potassium persulfate, K2S2O8) 용액

을 혼합하여 암소에서 약 12시간 반응 시킨 후 734 nm에서 

흡광도가 1±0.1이 되도록 희석한 ABTS 용액을 사용하였다. 

ABTS 희석용액, 285 μl와 각 농도별 시료 15 μl를 혼합하여 

암소에서 30분간 반응시켜 734 nm에서 흡광도를 측정하였으

며 이 때 양성대조군은 수용성 비타민 E 유도체인 Trolox® 

(Sigma-Aldirch)를 사용하였다. 결과 값은 추출물 첨가구와 무

첨가구를 비교하여 라디칼의 소거능을 백분율(%)로 나타내었

다. IC50을 산출하기 위한 들깨 새싹 추출물의 농도범위는 

DPPH 라디칼 소거능과 같은 범위로 설정하였다.

수퍼옥시드 디스무타아제(SOD, superoxide dismutase) 유

사 활성은 SOD assay kit (Sigma-Aldrich)를 사용하여 측정하

였으며 결과는 추출물 첨가구와 무첨가구를 비교하여 IC50을 

확인하였다.

세포생존율 측정

세포생존율 측정을 위하여 96-well plate에 췌장 베타 세포

를(RINm5F) 1.0×104 cells/well로 분주하고, 24시간 동안 배양

한 후 두 그룹으로 나누어 들깨 새싹 추출물을 농도별로 첨가

하여 1시간 동안 전처리 한 뒤 한쪽 그룹에는 사이토카인(5 
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ng/ml IL-1β, 10 ng/ml TNF-α, 10 ng/ml IFN-γ)을 처리하여 

48시간 배양하였다. MTS [3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-5(3- 

carboxymethonyphenol)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium, 

Promega, Madison, WI, USA] 용액을 10 μl씩 넣고 37˚C, 5% 

CO2 배양기에서 4시간 동안 반응시킨 후, 450 nm에서 흡광도

를 측정하여 대조구에 대한 세포생존율을 백분율로 표시하였

다.

산화질소(nitric oxide, NO) 소거능 측정

산화질소 생성에 대한 백소순 추출물의 효과를 알아보기 

위하여 들깨 새싹 추출물(100, 200, 400, 1,000 μg/ml)을 농도

별로 처리하고 1시간 뒤에 사이토카인을 처리한 다음 24시간 

동안 반응시켰다. 96-Well plate에 각 실험군의 배지 100 μl와 

그리스 시약[Griess reagent, 1% sulfanilamide, 0.1% N-(1- 

naphtyl)-ethylene diamine dihydrochloride in 2.5% phos-

phoric acid solution]을 동량으로 혼합하고 10분간 실온에서 

반응시킨 후 540 nm 파장에서 시료의 흡광도를 측정하였다. 

산화질소 생성양은 NaNO2를 표준품으로 하여 검량선을 작성

하여 계산하였다.

세포내 활성산소(ROS) 측정

들깨 새싹 추출물의 세포내 활성산소 소거능을 측정하기 

위하여 췌장 베타 세포를(RINm5F) 6-well plate에 1×105 

cells/ml로 분주한 후 37˚C, 5% CO2 배양기에서 24시간 배양

하였다. 들깨 새싹 추출물를 농도별(100, 200, 400, 1,000 μg/ 

ml)로 1시간 전처리 후 사이토카인를 처리하고 배양기에서 

24시간 반응시켰다. 세포를 인산완충식염수로 세척한 다음 

DCF-DA (2,7’-dichlorofluorescein diacetate, 50 μM, Sigma- 

Aldrich)를 30분간 처리하였다. 다시 인산완충식염수로 세척

한 다음, 형광현미경(TE2000-U, Nikon, Japan)으로 분석하였

다. DCF 형광강도에 대한 정성적 분석은 Image J로 수치화 

하였다.

Western blot에 의한 단백질 발현의 분석

들깨 새싹 추출물과 사이토카인을 처리하고 24시간 후 세포

를 수집하여 2-3회 인산완충식염수로 세척한 후 100 μl의 차가

운 RIPA 버퍼를(10 mM Tris-HCl, pH 7.5, 0.1% NP-40, 0.5% 

sodium deoxycholate, 0.1% SDS, 1 mM sodium ortho-

vandate, 120 mM sodium chloride, 1mM phenylmethylsulfonyl 

floride, 10 μg/ml leupeptin, 1 μg/ml aprotonin) 첨가하여 

30분간 lysis시킨 후 12,000 rpm에서 10분간 원심 분리하였다. 

단백질 농도는 BSA (bovine serum albumin)를 표준화하여 

단백질 정량 키트(BCA Protein Assay Kit, Thermo Scientific, 

Schwerte, Germany)를 사용하여 정량 하였다. 50 μg의 단백질

을 8-12% SDS-PAGE로 분리하여, 이를 PVDF membrane 

(Bio-Rad Lab., Hercules, CA, USA)에 이동시켰다. 항체와 단

백질 간의 비 특이적인 결합을 차단하기 위하여 2.5% skim 

milk (in TBST) 용액에서 1시간 동안 교반 하였다. Blocking시

킨 membrane은 일차 항체[anti-iNOS, anti-COX-2, anti-phos-

pho-IkBα, anti-IkBa, anti-phospho-NF-kB, anti-NF-kB, Cell 

Signaling Inc. USA; anti-β-actin, SantaCruz Biotechnology, 

Inc. USA]를 TBST 용액에서 1:2,500으로 희석하여 4℃에서 24

시간 반응시킨 후, TBST로 15분씩 5번 세척하였다. 이차항체

(anti-mouse IgH, goat-anti-rabbit IgG linked with horse-

radish peroxidase, SantaCruz Biotechnology)를 실온에서 2시

간 동안 반응하였다. 그리고 enhanced chemiluminescence 

(ECL) 용액과 반응시킨 후 Gel Documentation chemilumi-

nescent imaging system (ATTO Corporation, Tokyo, Japan)

으로 단백질 발현을 확인하였다. 상대적 단백질 발현양은 

ATTO Densitograph (ATTO Corporation) 프로그램을 사용하

여 정량 하였다.

통계처리

상기의 모든 실험 결과는 3회 이상 반복 실험하였으며 모든 

실험값은 평균 ± 표준편차로 나타내었다. 통계적 분석은 

SigmaPlot 프로그램(v10. 0, San Jose, CA, USA)를 이용하였

고, 유의성 검정은 ANOVA (one-way analysis of variance) 

및 Student’s t-test를 이용하여 p<0.05 수준에서 검증하였다.

결과 및 고찰

들깨 새싹 추출물의 항산화 활성

들깨 새싹 추출물의 항산화 활성을 평가하기 위해 DPPH, 

ABTS, SOD법을 이용하였다. DPPH는 산화된 형태에서 자유 

라디칼이 전자를 공여해주는 물질에 의해 전자를 얻고 환원되

어 진한 자주색의 DPPH가 diphenyl picrylhydrazine으로 탈

색되는 것을 이용하여 항산화 효과을 확인하는데 널리 이용되

고 있다[1, 24]. 들깨 새싹 추출물의 DPPH 라디칼 소거능을 

분석한 결과 0.05±0.01 mg/ml의 IC50 값을 나타냈다(Table 1).

ABTS법을 이용한 라디칼 소거 활성은 산화유도체인 과황

산칼륨(potassium persulfate)과의 반응에 의해 생성된 ABTS 

라디칼이 추출물 내의 항산화 물질에 의해 제거되어 탈색되는 

것을 이용하여 개발된 방법이다. 들깨 새싹 추출물의 ABTS 

라디칼 소거 활성에 대한 IC50을 측정한 결과 DPPH 라디칼 

소거능과 동일하게 0.05 mg/ml으로 확인되었다(Table 1).

SOD는 생체 내에서 수퍼옥시드(O2
-)의 소거에 관여하는 효

소이며, 생체내에서 생성된 활성 산소는 체내에서 산화적 스

트레스를 초래하게 되므로 이런 현상을 억제하기 위해 SOD와 

유사한 역할을 하는 SOD 유사활성물질을 이용하여 수퍼옥시

드의 반응성 억제를 확인하였다. 들깨 새싹 추출물의 SOD 유

사활성을 측정한 결과 0.02 mg/ml에서 IC50 값을 나타내었다

(Table 1).
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Table 1. DPPH radical scavenging activity, ABTS radical scavenging activity and SOD activity of Perilla frutescens (L.) Britton var. 

sprouts extracts (PFSE)

Sample
* DPPH (IC50

*, mg/ml) ABTS (IC50
*, mg/ml) SOD (IC50

*, mg/ml)

PFSE

PC

0.05±0.01**

0.01±0.00**

0.05±0.00**

0.01±0.00**

0.02±0.00**

-
*IC50 value in the concentration (μg/ml) of sample required for 50% inhibition.
**Each value represents mean ± SD (n=3).

A

B

Fig. 1. The effect of PFSE on cytokines-in-

duced ROS generation. Cytokines 

(TNF-α 10 ng/ml, IFN-γ 10 ng/ml, 

and IL-1β 5 ng/ml) and PFSE (100, 

200, 400, and 1,000 μg/ml) were 

treated in RINm5F cells for 24 hr. (A) 

Cytokines-induced increase in ROS 

production in RINm5F. On the other 

hand PFSE dose-dependently de-

creased ROS production. ROS levels 

were measured using DCF fluorescence. 

Original magnification, ×200. (B) 

Images were quantified by Image J 

(NH, Bethesda, MD). Values for ROS 

production are means ± SD from 

three independent experiments and 

normalized to percentage of control. 
*p<0.05 versus blank; #p<0.05, ##p<0.01 

versus cytokines.

산화적 스트레스는 비만과 인슐린 저항성, 고혈압 등의 질

환과 연관 되어 있다. 일반적으로 천연물에 존재하는 많은 종

류의 생리 활성 물질은 페놀성 화합물로서 항산화 능력을 보

유하고 있는 것으로 알려져 있다. 들깨 새싹 추출물의 DPPH

법과 ABTS법을 이용한 항산화 활성은 양성 대조구인 아스코

빈산과 Trolox®와 유사한 농도 범위에서 항산화능이 있음을 

확인하였다. SOD법으로 분석한 들깨 새싹 추출물의 항산화 

활성 또한 DPPH, ABTS법으로 분석한 결과와 유사한 농도 

범위에서 효과를 나타내었다.

들깨 새싹 추출물의 세포내 활성산소 생성 억제 효과

사이토카인 자극 후 유도되는 세포내 활성산소(ROS)와 산

화질소(NO)는 췌장 베타 세포의 손상에 영향을 주는 것으로 

알려져 있는데 특히, 활성산소는 인슐린 합성을 억제하고 세

포 사멸을 유도시키는 것으로 보고되었다[4, 7, 20]. 또한 베타 

세포에는 수퍼옥시드 디스뮤타제(SOD), 글루타티온 과산화

효소(glutathione peroxidase, GPX), 카탈라제(catalase), 티오

리독신(thioredoxin) 등과 같은 산화-환원 반응을 조절하여 활

성산소를 해독시켜 항산화 효과를 가지는 효소의 상대적인 

농도가 적기 때문에 베타 세포에서 활성산소 농도가 급속히 

상승하게 되고 쉽게 손상을 일으킬 만한 농도에 이르게 된다. 

즉, 활성산소의 과다한 생성과 활성산소에 대한 세포 내의 적

절한 방어 기전에 문제가 생길 경우, 당뇨병을 포함한 여러 

질환의 병인에 직접적 혹은 간접적으로 관여할 것으로 생각된

다.

세포 내 활성산소 증가는 DCF-DA의 산화에 의한 형광도의 

변화로써 측정하였다. DCF-DA는 세포 내 활성산소를 측정하

는 대표적인 물질이며, 세포막을 통과하여 비 형광성 DCFH로 

탈 아세틸화되며, DCFH는 H2O2, NO, peroxide, peroxynitrite

와 같은 여러 활성산소 종에 의해 산화되어 강한 형광을 나타

내는 DCF가 되는 원리를 이용하여 측정하였다[22]. 사이토카

인(TNF-α, IFN-γ, IL-1β)을 처리하였을 때 발생되는 세포 내 

활성산소 생성에 대한 들깨 새싹 추출물의 생성 억제 효능을 

판단하였다. 그 결과 사이토카인을 처리한 군에서는 활성산소 

생성량이 대조군과 비교하여 증가하는 것을 확인하였으며, 이

를 통해 산화적 스트레스가 유발되었음을 알 수 있었다. 들깨 

새싹 추출물을 처리한 군에서는 농도가 높아질수록 활성산소 

생성이 사이토카인 처리군 보다 현저하게 감소되는 것을 현미

경으로 확인하였으며(Fig. 1A) 정량한 결과에서도 유의한 억

제 효능이 확인되었다(Fig. 1B).

들깨 새싹 추출물의 세포 생존율에 대한 방어 효과

들깨 새싹 추출물을 췌장 베타 세포에 농도별로(100, 200, 

400, 1,000 μg/ml) 전처리 한 뒤 사이토카인을 처리하고 48시



Journal of Life Science 2017, Vol. 27. No. 5 513

Fig. 2. Protective effects of PFSE on cytokines-induced decrease 

of viability in RINm5F cells. Cells (1×10
4) were pretreated 

with indicated concentrations of PFSE for 1 hr, and then 

treated with cytokines for 48 hr. Cell viability was de-

termined by MTS assay. Each values are means ± SD 

from three independent experiments and normalized to 

percentage of control. 
**p<0.01 versus blank; #p<0.05, 

##p<0.01 versus cytokines.

간 동안 배양하였다. 세포생존율은 MTS를 이용하여 측정함으

로써 세포생존율에 미치는 시료의 효능을 판단하였다. 그 결

과 사이토카인을 처리한 군에서는 세포 생존율이 아무것도 

처리하지 않은 대조군에 비해서 52% 감소하였으나 100, 200, 

400, 1,000 μg/ml의 들깨 새싹 추출물을 전 처리한 군의 세포 

생존율은 각각 59, 71, 90, 95%로 나타나 사이토카인을 처리한 

군에 비해서 농도가 증가할수록 방어율이 증가하는 것을 확인

할 수 있었다. 들깨 새싹 추출물을 단독으로 처리한 군의 세포

생존율은 대조군에 비하여 유의한 변화를 나타내지 않아 시료 

자체의 독성은 없는 것을 확인할 수 있었다(Fig. 2).

들깨 새싹 추출물의 산화질소 합성 및 iNOS와 COX-2 발

현에 미치는 영향

1형 당뇨병의 발생 원인중의 하나가 염증성 사이토카인에 

의해 만들어진 산화질소인데[5, 8] 사이토카인에 의한 산화질

소의 생성을 억제하여 췌장 베타 세포의 파괴를 예방하는 천

연물이나 약물의 개발이 1형 당뇨병 치료제의 한 방법으로 

이용되고 있다. 산화질소는 불안정하여 아질산염과 질산염으

로 쉽게 전환되며 산소와 만나면 매우 독성이 높은 peroxyni-

trite를 형성한다[4, 7, 20]. 또한 췌장 소도 주위로 침습한 면역

세포들에 의해 생성된 종양괴사인자-α (TNF-α)와 인터루킨-1

β (IL-1β) 등 염증 매개 싸이토카인은 iNOS 및 COX-2의 발현

을 증가시키면서 산화질소 생성을 증가시킨다고 보고되어있

다[8, 20]. 췌장베타 세포에 들깨 새싹 추출물을 농도별로 전 

처리한 후 사이토카인을 처리하여 24시간 동안 배양하였다. 

먼저 수용액에서 안정된 상태로 존재하는 아질산염을 측정 

하였고 산화질소를 발생시키는 유전자로 알려진 iNOS와 COX- 

2의 단백질 발현을 관찰하기 위하여 면역블롯을 시행하였다. 

약물을 처리하지 않은 대조군에 비하여 사이토카인을 처리한 

군의 산화질소 생성량과 iNOS와 COX-2 단백질 발현양은 유

의하게 증가하였으나 들깨 새싹 추출물의 전처리 농도가 높아

질수록 사이토카인에 의한 산화질소 생성과 iNOS 및 COX-2

의 단백질 발현을 유의하게 감소시켰다(Fig. 3). 따라서 들깨 

새싹은 염증 매개 사이토카인의 조절을 통하여 산화질소 생성 

억제 효능을 나타낸 것으로 사료된다.

들깨 새싹 추출물의 p-NF-κB, p-IκB 단백질 발현 조절 효능

췌장 베타 세포 또는 췌장 소도에서 세포분열, 세포고사, 

세포증식 등을 조절하는 다양한 유전자의 발현에 중요한 역할

을 하는 전사인자 중의 하나가 NF-κB이다. NF-κB는 염증반응

과 관련된 유전자의 promoter에 결합하며 사이토카인및 lip-

opolysaccharide (LPS) 등에 대한 노출에 의해 활성화되어[5] 

iNOS및 COX-2의 발현을 조절하는 것으로 알려져 있다. NF-κ

B family는 일반적으로 p65/RelA, c-Rel, RelB, NF-κB1 (p105/ 

p50), NF-κB2 (p100/p52) 5종으로 구성되어 있으며, 대부분 

세포내에서 동종 혹은 이종 이량체를 형성한다. NF-κB는 정상

상태에서는 세포질에 존재하며 IkBα (inhibitor NF-κB)와 결합

되어 핵 안으로 이동하는 것을 방해하고, 활성화되면 IkBα의 

아미노산 잔기 중 Ser32, Ser36이 인산화되어 유비퀴틴에 의한 

단백질 분해 기전이 활성화되며 전사인자로서 작용하여 iNOS, 

COX-2의 활성 유도 및 염증관련 사이토카인의 합성에도 관여

한다[2, 6]. NF-κB family 중 p65/RelA는 당뇨에서 췌장 베타 

세포 손상에 주요한 역할을 하는 것으로 알려져 있다[25]. 

p65/RelA는 염증성 사이토카인에 의한 산화 스트레스로 인산

화되어 신호전달 활성화를 유도하며, 이때 p65의 아미노산 잔

기 중 Ser529, 536, 276의 인산화에 의해 핵으로 이동하여 단백

질간 상호작용 등을 유도하는 것으로 알려져 있다[25]. NF-kB 

p65는 serine 인산화에 의한 활성화 기전 이외에 tyrosine 인산

화에 의해서도 활성화되는 것으로 알려졌다. 산화 스트레스에 

의한 NF-kB의 tyrosine 인산화를 유도하는 대표적인 tyrosine 

kinase는 c-Src로 보고된 바 있다[11]. 본 연구에서는 들깨 새싹 

추출물이 NF-κB p65와 IκBα의 Ser536과 Ser32에 대한 인산화 

활성에 미치는 영향을 분석하였다(Fig. 4). p-IκBα (Ser32)는 

췌장 베타 세포에서 음성대조군인 사이토카인만 처리한 군에

서 발현이 증가되었으며 들깨 새싹 추출물을 농도 별로 처리 

하였을 때, 400 μg/ml의 농도에서부터 Iκ-Bα (Ser32)의 인산화

를 유의하게 억제하였다. 반면 p-NF-kB p65 (Ser536)의 발현 

증가에 대한 들깨 새싹 추출물의 효능 분석 결과 200 μg/ml 

농도부터 유의한 억제능을 보이는 것으로 확인되었다. 이러한 

결과는 들깨 새싹 추출물이 사이토카인에 의한 IκBα와 NF-κB

의 인산화 억제를 통해 단백질 분해 활성을 조절하여 베타 

세포 손상을 보호하는 것으로 해석된다(Fig. 4).

이상의 결과를 종합하면, 들깨 새싹 추출물은 사이토카인에 

의한 췌장 베타 세포에 대한 생존율을 농도에 따라 증가시킴
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A

B

C

Fig. 3. Inhibitory effects of PFSE on cytokines-induced nitric oxide production and iNOS or COX2 overexpression. RINm5F cells 

were pretreated with indicated concentrations of PFSE for 1 hr, and then followed by cytokines for 24 hr. (A) NO production 

was determined in culture supernatant using Griess reagent. (B) Expression of iNOS and COX-2 were determined by Western 

blotting. Equal amounts of total protein were resolved by SDS-PAGE. (C) Quantification of the target protein bands relative 

to β-actin. Each values are means ± SD from three independent experiments. **p<0.01 versus blank; #p<0.05, ##p<0.01 versus 

cytokines.

과 더불어 사이토카인에 의한 췌장 베타 세포내 활성 산소 

증가 억제 효능 및 산화질소 증가에 관여하는 iNOS와 COX-2

의 발현 억제를 통해 산화질소 생성을 조절하였다. 염증성 사

이토카인에 의한 iNOS 및 COX-2의 활성을 조절하는 NF-κB

의 인산화가 들깨 새싹 추출물에 의해 억제되는 것으로 미루

어 들깨 새싹 추출물은 당뇨에 의한 염증성 사이토카인 증가 

시 NF-kB 활성 기전 조절을 통해 산화질소 생성과 췌장 베타

세포의 손상을 억제할 수 있을 것으로 판단된다. 또한, 들깨 

새싹 추출물의 유효성분이 함유된 용매 분획물 혹은 분리 정

제물은 본 결과에서 제시된 농도보다 낮은 수준에서도 우수한 

효능을 보일 것으로 예상된다. 결과적으로 들깨 새싹은 당뇨 

예방에 어느 정도의 유익한 효과를 기대할 수 있을 것이다. 
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Fig. 4. Inhibition effect of PFSE on the expression of NF-κB activation and IκBα phosphorylation in cytokine-induced RINm5F cells. 

(A) The RINm5F cells (1×105 cells/ml) were pretreated with indicated concentrations of PFSE for 1 hr, and then followed 

by cytokines for 24 hr. Expression of  p-IκB-α, IκB-α, p-NF-κB and NF-κB were determined by Western blotting. Equal amounts 

of total protein were resolved by SDS-PAGE. (B) Quantification of the target protein bands relative to β-actin. Each values 

are means ± SD from three independent experiments. **p<0.01 versus blank; #p<0.05, ##p<0.01 versus cytokines.
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들깨(Perilla frutescents (L.) Britton var.) 새싹은 꿀풀과에 속하는 1년생 초본이다. 본 연구의 목적은 들깨 새싹 

에탄올 추출물이 사이토카인으로 유도된 췌장 베타 세포 손상에 대한 예방 효과를 평가하기 위함이다. 췌장 소도 

주위에 염증 세포 침습으로 의해 분비되는 사이토카인은 1형 당뇨병의 발병원인에 해당된다. 인터루킨-1β (IL-1

β), 인터페론-γ (IFN-γ), 종양괴사인자-α (TNF-α) 등의 사이토카인은 활성산소 형성을 유도한다. 세포 내 활성산소 

축적은 췌장 베타 세포 기능장애와 세포사멸을 이끈다. 들깨 새싹 추출물은 항산화 효과를 증가 시켰으며 활성산

소 생성을 억제하였다. 사이토카인은 세포생존율을 감소시켰고, iNOS와 COX-2의 발현을 증가시키고 산화질소 

생성을 유도하였다. 들깨 새싹 추출물은 사이토카인으로 유도된 세포생존을 농도 의존적으로 예방하였다. 또한, 

사이토카인에 의한 산화질소 생성과 iNOS와 COX-2의 단백질 발현 증가를 억제하였다. 더 나아가 들깨 새싹 추출

물은 췌장 베타 세포주(RIN-m5F)에서 IκBα 인산화 억제를 통해서 NF-κB의 활성화를 상당히 감소시켰다. 요약하

자면, 본 연구 결과는 들깨 새싹 추출물이 사이토카인으로 유도된 췌장 베타 세포 손상에 대한 보호 효과를 가지

고 있다는 것이 확인되었다. 결과적으로 들깨 새싹은 혈당 증가에 의한 산화 스트레스와 염증성 사이토카인에 

의한 베타 세포 손상을 완화하여 당뇨에 유익할 것으로 사료된다.
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