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강황 열수 추출물의 항산화 활성 및 C2C12 Myoblasts의 
산화적 손상에 대한 보호 효과
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ABSTRACT The aim of this study was to investigate the antioxidant activities and protective effects of hot water 
extract from Curcuma longa L. (CLW) on oxidative stress-induced C2C12 myoblasts. Antioxidant activities of CLW 
were evaluated based on 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) and 2,2’-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic 
acid) (ABTS) radical scavenging activities. Protective effects of CLW on oxidative stress-induced C2C12 myoblasts 
were determined based on cytotoxicity, H2O2 protective activity, and intracellular reactive oxygen species (ROS) level. 
DPPH and ABTS radical scavenging activities represented by SC50 were 188.5±3.0 μg/mL and 92.0±0.9 μg/mL, 
respectively. Using C2C12 myoblasts, CLW treatment increased cell viability against oxidative stress-induced cell death. 
Further, CLW treatment reduced the intracellular ROS level in cells treated with H2O2. These results suggest that 
CLW might have the capability to protect oxidative stress-induced C2C12 myoblasts.
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서   론

활성산소는 우리 몸의 내･외적 요인으로부터 생성되며 자

외선, 과식, 음주와 흡연, 과도한 스트레스, 지나친 운동, 전

자파 등으로 인해 생성량이 급격히 증가할 수 있다(1). 또한, 

나이가 들어감에 따라 활성산소를 제거하는 능력이 감소하

여 활성산소의 생성과 제거의 균형, 즉 우리 몸의 항상성이 

깨져 체내에 활성산소종(reactive oxygen species, ROS)

이 생성되게 된다(2). ROS의 생성은 지질, 단백질, DNA 및 

기타 고분자들을 포함한 세포의 구성성분들에 비가역적인 

손상을 야기하며, 이는 세포의 자가 사멸과 밀접하게 연관되

어 있다(3). 따라서 과도하게 생성된 ROS에 의해 노화, 암, 

심혈관계 및 염증성, 신경퇴행성 등의 다양한 질환의 발병

(3-5)뿐만 아니라 골격근에서 구조적 손상 및 염증반응을 

일으켜 근육조직의 피로 및 손상을 야기하는 것으로 알려져 

있다. 이에 체내 산화적 스트레스를 감소시키는 천연물 유래 

기능성 식품을 개발하기 위해 다양한 세포 모델을 이용한 

연구가 시도되고 있다.

마우스에서 유래한 근육세포인 C2C12 myoblast는 근육

으로 분화되기 전단계의 단핵으로 이루어진 세포로, 세포 내 

다양한 전사인자 등에 의해 다핵의 근관세포로 분화되어 근

육을 형성하는 것으로 알려져 있으며 근육세포의 증식이나 

분화에 관련한 연구의 주요한 세포 모델로 사용되고 있다

(6). 특히 산화적 스트레스가 근육조직에 미치는 영향에 대

한 연구는 주로 골격근 세포를 이용하여 이루어지고 있으며

(7- 9), 최근 연구에 의하면 과도한 ROS는 세포의 자가소화

작용 및 세포자멸을 촉진하여 근육세포의 손상으로 인한 근

위축에 영향을 미친다고 알려져 있다(10).

강황(Curcuma longa L.)은 생강과에 속하는 다년생 초본

으로 인도 및 중국 등 아시아의 열대 지방에서 주로 재배되

며 2000년 초반 이후 우리나라의 전남 진도에서 재배되고 

있는 작물로, 카레 및 식품의 향신료, 기침이나 통증 등의 

약재, 또는 의류 염색제로도 이용되어 왔다(11,12). 강황의 

주요 활성물질은 curcumin, demethoxycurcumin 및 bis-

demethoxycureumin 등이 있으며, 생리활성으로는 항산

화, 항염, 항암, 항비만 및 간 보호 효과 등이 알려져 있다
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(12-15). 강황을 이용한 다양한 효능 연구가 진행되어 왔으

나, 근육세포 내 산화적 스트레스를 감소시키는 국내 연구는 

전무한 실정이다. 또한, 강황의 건강기능식품 소재화를 위한 

관심도가 점차 증가하고 있는 시점에서 강황에 대한 연구는 

향후 건강기능식품 소재화를 위한 기초자료로써 매우 중요

하며, 이에 대한 연구가 필요한 실정이다. 따라서 본 연구에

서는 강황 열수 추출물의 총 페놀성 화합물 및 플라보노이드 

함량, 라디칼 소거능을 측정하고, 근육세포주로 잘 알려진 

C2C12 myoblast를 이용하여 강황 열수 추출물을 처리한 

후 H2O2로 산화적 스트레스를 유도하여 세포의 증식 과정 

단계에서 근육세포 보호 효과를 통한 산화적 손상 억제 효능

을 확인하고자 하였다.

재료 및 방법

실험재료 및 시약

본 실험에서 사용된 시료는 전남 진도군에서 재배된 강황

을 구입한 후 추출, 농축 및 건조 과정을 거쳐 제조한 강황 

열수 추출물 상태로 농업회사법인(주)산들촌(Damyang, Ko-

rea)에서 제공받았다. 강황 열수 추출물은 -20°C에 보관하

여 실험에 사용하였다. 본 실험에 사용된 Folin-Ciocalteu’s 

phenol reagent, gallic acid, catechin hydrate, 1,1-di-

phenyl-2-picrylhydrazyl(DPPH), 2,2’-azino-bis(3-eth-

ylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)(ABTS), potassium 

persulfate, XTT sodium salt, phenazine methosulfate 

(PMS) 및 2’,7’-dichlorodihydrofluorescein diacetate 

(DCFH-DA)는 Sigma-Aldrich사(St. Louis, MO, USA)로

부터 구입하였다. Dulbecco’s modified Eagle’s medium 

(DMEM), fetal bovine serum(FBS), penicillin-strepto-

mycin(P/S), phosphate-buffered saline(PBS) 및 tryp-

sin-EDTA는 HyClone사(Logan, UT, USA)로부터 구입하

여 실험에 사용하였다.

총 페놀성 화합물 및 총 플라보노이드 함량 측정

총 페놀성 화합물 함량은 Folin-Ciocalteu’s의 방법을 변

형하여 Folin-Ciocalteu’s phenol reagent가 각 시료의 페

놀성 화합물에 의해 환원된 결과, 몰리브덴 청색으로 발색하

는 원리를 이용하여 측정하였다(16). 1,000 μg/mL 농도의 

강황 열수 추출물 1 mL에 증류수 9 mL를 넣은 후 Folin- 

Ciocalteu’s phenol reagent 1 mL를 혼합하여 5분간 실온

에 방치하였다. 그 후 7% Na2CO3 1 mL를 분주한 다음 증류

수 4 mL를 넣어 잘 혼합하여 90분 동안 실온에 방치한 후 

분광광도계(Optizen pop, Mecasys Co., Ltd., Daejeon, 

Korea)를 이용하여 750 nm에서 흡광도를 측정하였다. 총 

페놀성 화합물 함량은 gallic acid를 이용하여 강황 열수 추

출물 100 g당 mg gallic acid equivalent로 계산하여 나타

냈다. 총 플라보노이드 함량은 Moreno 등(17)의 방법을 이

용하여 비색정량하였다. 1,000 μg/mL 농도의 강황 열수 추

출물 1 mL에 증류수 4 mL와 5% NaNO2 0.3 mL를 넣어 

잘 혼합하여 5분간 실온에 방치하였다. 그 후 10% AlCl3 

0.3 mL를 첨가한 다음 1 M NaOH 2 mL와 증류수 2.4 mL를 

분주하여 잘 혼합한 후 분광광도계(Optizen pop, Mecasys 

Co., Ltd.)를 이용하여 510 nm에서 흡광도를 측정하였다. 

총 플라보노이드 함량은 catechin hydrate를 이용하여 강

황 열수 추출물 100 g당 mg catechin hydrate equivalent

로 계산하여 나타냈다.

DPPH 및 ABTS 라디칼 소거능 측정

자유기(free radical)에 대한 강황 열수 추출물의 라디칼 

소거 활성을 확인하기 위해 DPPH 및 ABTS 라디칼 소거능

을 측정하였다. DPPH 라디칼 소거능은 Blois(18)의 방법을 

변형하여 측정하였다. 96-well plate에 에탄올에 용해시킨 

0.1 mM DPPH 용액 380 μL와 시료 20 μL를 첨가하여 암소

에서 30분 동안 방치한 후 microplate reader(Synergy HT, 

BioTek Instruments Inc., Winooski, VT, USA)를 이용하

여 515 nm에서 흡광도를 측정하였다. ABTS 라디칼 소거능

은 Re 등(19)의 방법을 변형하여 측정하였다. 7 mM ABTS

와 2.45 mM potassium persulfate 용액을 제조하여 섞은 

후, 암소에 하루 동안 방치하여 양이온 라디칼을 형성시킨 

다음 734 nm에서 흡광도의 값이 1.0에 가깝도록 희석하였

다. 희석된 ABTS 용액 390 μL에 시료 10 μL를 첨가한 후 

microplate reader(Synergy HT, BioTek Instruments 

Inc.)를 이용하여 734 nm에서 흡광도를 측정하였다. DPPH 

및 ABTS 라디칼 소거능은 scavenging activity(%)= 

[(Abscontrol－Abssample)/Abscontrol]×100 계산식을 이용하

였으며, 결과값은 라디칼을 50% 소거하는 데 필요한 강황 

열수 추출물의 양을 계산하여 SC50 값으로 나타냈다.

C2C12 세포 배양

본 실험에 사용된 마우스 유래 C2C12 세포주는 Amer-

ican Type Culture Collection(ATCC, Manassas, VA, 

USA)에서 구입하여 사용하였다. ATCC에서 구입한 골격근

세포는 10% FBS 및 1% P/S를 함유한 DMEM에서 37°C, 

5% CO2 조건의 incubator에서 배양하였으며, 세포가 80~ 

90% 자랐을 때 계대배양을 진행하였다.

강황 열수 추출물의 세포 독성 측정

강황 열수 추출물의 세포 독성은 XTT 방법을 이용하여 

측정하였다. C2C12 myoblast를 24-well plate에 1×105 

cells/mL로 분주하여 24시간 배양한 후 serum free DMEM

에 강황 열수 추출물 100, 250, 500, 750 및 1,000 μg/mL 

농도로 24시간 처리하였다. 그 후 PBS로 씻어준 다음 각 

well에 PBS 1 mL씩 분주하고 XTT 및 PMS reagent 250 

μL씩 첨가하여 가볍게 흔들어 혼합하였다. 2시간 동안 37 

°C, 5% CO2 조건의 incubator에서 배양한 후 microplate 

reader(Synergy HT, BioTek Instruments Inc.)를 이용하
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Table 1. Levels of phenolic compounds, flavonoids, and radical scavenging activities of hot water extract from Curcuma longa L.

Extract Phenolic compounds
(mg GAE2)/100 g)

Flavonoids
(mg CE3)/100 g)

DPPH radical
SC50

4) (μg/mL)
ABTS radical
SC50 (μg/mL)

CLW1) 2,474.4±31.95) 892.1±21.2 188.5±3.0 92.0±0.9
1)CLW: hot water extract from Curcuma longa L.. 2)GAE: gallic acid equivalent. 3)CE: catechin hydrate equivalent.
4)SC50: concentration required for 50% scavenging of radicals. 5)Data express the mean±SD.

여 450 nm에서 흡광도를 측정하였다.

강황 열수 추출물의 H2O2에 대한 보호 효과 측정

강황 열수 추출물의 H2O2에 대한 보호 효과는 XTT 방법

을 이용하여 측정하였다. C2C12 myoblast를 24-well 

plate에 1×105 cells/mL로 분주하여 24시간 배양한 후 se-

rum free DMEM에 강황 열수 추출물 100, 200, 300 및 

500 μg/mL 농도로 24시간 처리하였다. 24시간 뒤에 PBS

로 씻어주고 1 mM H2O2를 1시간 동안 처리하였다. 그 후 

PBS로 씻어주고 각 well에 PBS 1 mL씩 분주하고 XTT 

및 PMS reagent를 250 μL씩 첨가하여 가볍게 흔들어 혼합

하였다. 2시간 동안 37°C, 5% CO2 조건의 incubator에서 

배양한 후 microplate reader(Synergy HT, BioTek In-

struments Inc.)를 이용하여 450 nm에서 흡광도를 측정하

였다.

세포 내 활성산소종 수준 측정

세포 내 ROS 수준은 DCF-DA 방법을 이용하여 측정하였

다. C2C12 myoblast를 24-well plate에 1×105 cells/mL

로 분주하여 24시간 배양한 후 serum free DMEM에 강황 

열수 추출물 100, 200, 300 및 500 μg/mL 농도로 24시간 

처리하였다. 24시간 뒤에 PBS로 씻어주고 0.25 mM H2O2

를 1시간 동안 처리하였다. 그 후 PBS로 씻어주고 각 well에 

10 μM DCF-DA 1 mL씩 분주하여 30분 동안 37°C, 5% 

CO2 조건의 incubator에서 배양하였다. 30분 후 PBS로 씻

어주고, 각 well에 PBS 1 mL씩 분주한 다음 microplate 

reader(Synergy HT, BioTek Instruments Inc.)를 이용하

여 excitation 485/20, emission 528/20에서 형광도를 측

정하였다.

통계분석

실험 결과는 평균(mean)±표준편차(SD)로 나타냈으며, 

각 군 간의 결과 비교 및 유의성 검정은 Duncan’s multiple 

range test를 이용하여 통계처리한 후 P<0.05 수준에서 유

의 수준을 검정하였다.

결과 및 고찰

강황 열수 추출물의 총 페놀성 화합물 함량, 총 플라보노이

드 함량 및 라디칼 소거능

식물체에는 다양한 페놀성 화합물 및 플라보노이드 물질

과 같은 항산화 물질들이 존재한다. 페놀성 화합물은 하나 

또는 여러 개의 OH기를 가지고 있는 탄소 수 6개의 방향족 

고리를 1개 이상 가진 화합물을 의미한다(20). 플라보노이

드는 C3-C6-C3 구조를 갖는 페놀성 화합물에 포함되는 

그룹으로서 ROS를 환원시켜 산화적 스트레스를 억제하는 

역할을 한다(21). 강황 열수 추출물의 총 페놀성 화합물 및 

총 플라보노이드 함량 측정 결과, 각각 2,474.4±31.9 mg 

GAE/100 g 및 892.1±21.2 mg CE/100 g으로 나타났다

(Table 1). 이는 다양한 천연물 유래의 페놀성 화합물 및 플

라보노이드 함량을 측정하였을 때 서양민들레 지하부 열수 

추출물의 물 분획물에서의 총 페놀성 화합물 함량이 11.01 

±0.22 mg GAE/g으로 나타난 결과(22), 삼채뿌리 물 추출

물에서 총 페놀성 화합물 함량이 6±0.2 mg GAE/g으로 나

타난 결과(23) 및 산국대 추출물의 총 페놀성 화합물 및 플

라보노이드 함량이 각각 4.41±0.04 mg GAE/g 및 4.75± 

0.03 mg CE/g으로 나타난 결과(24)와 유사한 것을 확인할 

수 있었다.

강황 열수 추출물의 라디칼 소거 활성을 확인하기 위해 

DPPH 및 ABTS 라디칼을 이용하여 라디칼 소거능을 측정

하였다. DPPH 방법은 보라색을 띠는 DPPH 라디칼이 항산

화 물질에 의해 환원되어 노란색으로 변화되는 반응을 이용

한 방법이다. ABTS 방법은 ABTS와 potassium persulfate

의 반응으로 인하여 생성된 청록색의 ABTS 라디칼이 항산

화 물질에 의해 소거되어 청록색이 탈색되는 반응을 이용한 

방법이다. DPPH 및 ABTS 방법은 항산화능을 측정하는 데 

가장 보편적으로 사용하는 방법이다. 강황 열수 추출물의 

DPPH 및 ABTS 라디칼 소거능을 SC50 값으로 계산하였을 

때 각각 188.5±3.0 μg/mL 및 92.0±0.9 μg/mL로 나타났다

(Table 1). 이는 천연물에서 유래한 서양민들레 지하부 열수 

추출물의 물 분획물에서 DPPH 라디칼 소거능 측정 결과 

SC50 값이 587.88±3.13 μg/mL로 나타난 결과(22) 및 사철

쑥 메탄올 추출물의 ABTS 라디칼 소거능 측정 결과 SC50 

값이 251.48±14.00 μg/mL로 나타난 결과(25)와 유사한 

것을 확인할 수 있다. 위의 결과들로 보아 강황 열수 추출물

의 DPPH 및 ABTS 라디칼 소거능은 총 페놀성 화합물 및 

플라보노이드 함량과 상관성이 있을 것으로 생각된다.

강황 열수 추출물의 세포 독성

강황 열수 추출물의 세포 독성을 측정하기 위해 XTT 방

법을 이용하였으며, 세포생존율은 Fig. 1에 나타냈다. 강황 

열수 추출물을 각각 100, 250, 500, 750 및 1,000 μg/mL 

농도로 처리하였을 때 1,000 μg/mL 농도까지 세포생존율

에 유의적인 차이가 나타나지 않았다. 따라서 강황 열수 추
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Fig. 1. Cytotoxicity of hot water extract from Curcuma longa
L. cell viability was measured by XTT assay. Data express the
mean±SD. Bars with different letters indicate statistically sig-
nificant differences by Duncan’s multiple range test (P<0.05).
CON: normal control, CLW treatment: 100, 250, 500, 750, and
1,000 μg/mL hot water extract from Curcuma longa L., re-
spectively.
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Fig. 2. Effect of hot water extract from Curcuma longa L. on
H2O2-induced oxidative stress. Cell viability was measured by
XTT assay. Data express the mean±SD. Bars with different let-
ters indicate statistically significant differences by Duncan’s mul-
tiple range test (P<0.05). CON: normal control, H2O2: 1 mM
H2O2 treatment, CLW treatment: 1 mM H2O2 treatment with 100,
200, 300, and 500 μg/mL hot water extract from Curcuma longa
L., respectively.

0

20

40

60

80

100

120

140

160

CON H2O2 100 200 300 500

Concentration (μg/mL)

Fl
uo

rs
ce

nc
e 

in
te

ns
ity

  .
(%

 o
f C

on
tro

l) 
 .

a

d

b bc c
d

H2O2

Fig. 3. Effect of hot water extract from Curcuma longa L. on
intracellular ROS level. Intracellular ROS level was measured
by DCF-DA assay. Data express the mean±SD. Bars with differ-
ent letters indicate statistically significant differences by Dun-
can’s multiple range test (P<0.05). CON: normal control, H2O2: 
0.25 mM H2O2 treatment, CLW treatment: 0.25 mM H2O2 treat-
ment with 100, 200, 300, and 500 μg/mL hot water extract from
Curcuma longa L., respectively.

출물을 C2C12 myoblast에 처리하였을 때 1,000 μg/mL 

농도까지는 세포 독성을 나타내지 않는 것으로 판단되며, 안

전성이 확인된 범위 이내의 농도를 H2O2 보호 효과 및 세포 

내 ROS 수준 측정 실험에서 사용하였다.

강황 열수 추출물의 H2O2에 대한 보호 효과

강황 열수 추출물의 H2O2에 대한 보호 효과를 측정하기 

위해 XTT 방법을 이용하였으며, 세포생존율은 Fig. 2에 나

타냈다. 세포 내에 과도한 산화적 스트레스가 유발되면 결과

적으로 세포 사멸이 이루어져 생존율이 감소하게 된다. 실험

결과, H2O2 처리군에서는 세포생존율이 60.2±2.4%로 가장 

낮았으며, 강황 열수 추출물을 100, 200, 300 및 500 μg/ 

mL 농도로 처리하였을 때 세포생존율이 각각 72.1±1.7, 

74.9±1.5, 77.6±2.1 및 85.3±3.6%로 농도 의존적으로 증

가하였다. 이는 이미 보고된 C2C12 세포에 lignan com-

pounds를 처리하였을 때 200 μM H2O2 처리에 의한 세포 

사멸 정도가 감소한 연구 결과(26) 및 Schisandrae semen 

essential oil을 처리하였을 때 1 mM H2O2 처리에 의한 세

포 사멸 정도가 감소한 연구 결과(27)와 유사하였다. 따라서 

강황 열수 추출물이 H2O2로 유도된 산화적 스트레스에 의한 

세포 사멸에 대해 보호 효과를 나타냄을 알 수 있었다.

세포 내 활성산소종 수준

세포 내 ROS 수준을 측정하기 위해 DCF-DA 방법을 이

용하였으며, 형광도는 Fig. 3에 나타냈다. DCF-DA 방법은 

형광을 나타내지 않는 2’,7’-dichlorodihydrofluorescein 

(DCFH)이 산화되면 형광을 나타내는 2’,7’-dichlorofluo-

rescein(DCF)으로 변하는 반응을 이용한 방법이다(28). 이

는 H2O2 생성에 대한 특정 지표로 이용되고 있으며, DCFH

가 H2O2 뿐만 아니라 HO･ 및 ROO･에 의해서도 DCF로 산

화될 수 있기 때문에 세포 내 ROS 수준을 측정하는 방법으

로 널리 사용되고 있다(29).

형광도를 측정한 결과 control군의 형광도를 100%로 하

였을 때 H2O2 처리군에서 139.2±5.3%로 형광도가 유의적

으로 높았으며, 강황 열수 추출물 100, 200, 300 및 500 

μg/mL 농도로 처리하였을 때 형광도가 농도 의존적으로 감

소하는 것을 확인할 수 있었다. 특히 강황 열수 추출물 500 

μg/mL 농도로 처리하였을 때 형광도가 104.3±3.7%로 

control군과 유의적인 차이가 없을 정도로 감소한 것을 확인

할 수 있었다. 따라서 강황 열수 추출물 처리로 인해 H2O2로 

유도된 C2C12 myoblast 내 ROS가 농도 의존적으로 감소

한 것을 확인할 수 있었으며, 이를 통해 강황 열수 추출물이 

산화적 스트레스로 인해 세포 내 생성되는 ROS를 감소시킬 
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수 있을 것으로 생각된다.

요   약

본 연구에서는 강황 열수 추출물의 항산화 활성 및 산화적 

스트레스에 대한 보호 효과를 확인하고자 하였다. 항산화 

활성을 확인하기 위해 총 페놀성 화합물 함량, 총 플라보노

이드 함량 및 라디칼 소거능을 측정하였다. 강황 열수 추출

물의 총 페놀성 화합물 및 플라보노이드 함량은 각각 2,474.4 

±31.9 mg GAE/100 g 및 892.1±21.2 mg CE/100 g으로 

나타났다. 강황 열수 추출물의 라디칼 소거능은 DPPH 및 

ABTS 라디칼을 이용하여 측정하였다. 실험 결과 DPPH 및 

ABTS 라디칼 소거능을 SC50 값으로 계산하였을 때 각각 

188.5±3.0 μg/mL 및 92.0±0.9 μg/mL로 나타났다. 이러한 

라디칼 소거능에는 강황 열수 추출물에 함유되어 있는 총 

페놀성 화합물 및 플라보노이드가 영향을 미쳤을 것이라고 

판단된다. C2C12 myoblast에 강황 열수 추출물을 처리하

였을 때 1,000 μg/mL 농도까지 세포 독성이 나타나지 않음

을 확인하였으며, 안전성이 확인된 500 μg/mL 농도까지 실

험을 진행하였다. 강황 열수 추출물의 H2O2에 대한 보호 효

과를 측정한 결과 강황 열수 추출물을 처리하였을 때 농도 

의존적으로 보호 효과가 나타나는 것을 확인할 수 있었다. 

또한, H2O2 처리 후 DCF-DA 방법을 이용하여 세포 내 활성

산소종(ROS) 수준을 측정한 결과 강황 열수 추출물을 처리

하였을 때 세포 내 ROS 수준이 유의적으로 감소하는 것을 

확인하였다. 이상의 결과로부터 강황 열수 추출물은 항산화 

활성을 나타냈으며, C2C12 myoblast에 H2O2로 유도된 산

화적 스트레스를 감소시키는 효과를 나타내는 것으로 생각

된다.
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