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Black soybeans are used as food sources as well as for traditional medicines because they contain an 
abundance of natural phenolic compounds. In this study, total phenolic contents (TPCs) of Korean 
black seed coat soybean varieties Socheongja (SCJ), Socheong 2 (SC2) and Cheongja 2 (CJ2) as well 
as their antioxidant capacities were investigated. Among them, TPCs were abundantly present in the 
order of CJ2<SCJ<SC2, and we confirmed that SCJ and SC2 have a higher antioxidant potential than 
CJ2. Based on these results, we investigated the cytoprotective effects of SCJ and SC2 in H2O2- stimu-
lated HaCaT human keratinocytes. Our results revealed that treatment with SCJ and SC2 prior to 
H2O2 exposure significantly increases the viability of HaCaT cells, indicating that the exposure of 
HaCaT cells to SCJ and SC2 conferred a protective effect against oxidative stress. SCJ and SC2 also 
effectively inhibited H2O2-induced apoptotic cell death through the blocking of mitochondrial dysfunction. 
SCJ and SC2 also attenuated the phosphorylation of Histone H2AX. Furthermore, they effectively in-
duced the levels of thioredoxin reductase (TrxR) 1, a potent antioxidant enzyme, which is associated 
with the induction of nuclear transcription factor erythroid-2-like factor 2 (Nrf2); however, the protective 
effects of SCJ and SC2 were significantly reversed by Auranofin, a TrxR inhibitor. These results indicate 
that they have protective activity through the blocking of cellular damage related to oxidative stress 
via the Nrf2 signaling pathway. In conclusion, our study indicated that SCJ and SC2 might potentially 
serve as novel agents for the treatment and prevention of skin disorders caused by oxidative stress. 
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서   론

활성산소종(reactive oxygen species, ROS)은 스트레스, 음

주, 흡연, 자외선 및 유해 화학물질 노출 등의 요인으로 인해 

과도하게 생성되거나 항산화 시스템의 기능이 저하되어 체내 

산화-환원 조절 장애가 발생할 경우 증가한다[2, 29]. 과도한 

ROS의 생성은 다양한 질병의 발생과 진행을 촉진하는데 그 

중 피부 세포의 항산화 방어체계를 손상시키기도 하며[39, 41], 

지질과산화, 단백질산화, 피부의 염증반응 유발, 피부 면역기

능 억제, 세포성분의 손상을 야기시켜 광노화를 촉진시키기도 

한다[12, 18, 30, 31]. 따라서 피부건강과 노화방지를 위한 항산

화 소재 탐색 중요성이 강조되고 있으며, 특히 인체에 유해한 

기능성 천연소재를 대상으로 효능 평가가 광범위하게 이루어 

지고 있다.

식용작물인 콩은 단백질과 다양한 isoflavone, 각종 mineral 

및 vitamin 등의 성분이 풍부한 완전식품으로 널리 애용되고 

있으며, 최근 다양한 유효 성분 추출법의 개발로 새롭게 관심

을 모으고 있다[24, 38]. 특히, 검은콩은 다량의 단백질 외에도 

lecithin, phytoestrogen, 불포화지방산, anthocyanins, iso-

flavone, saponin, carotene 등이 함유되어 있어, 항산화, 항암, 

항비만, 면역 증강 등의 다양한 약리 작용을 나타낸다[13, 27, 

37, 43]. 또한 검은콩 추출물과 유효성분들은 혈전 생성 억제를 

통한 혈액 순환 개선효과를 가지며[21, 46], 강력한 항산화 및 

tyrosinase 활성 저해효과를 가져 피부 미백효과를 가지는 것

으로 알려진 바 있다[15]. 또한 고 콜레스테롤 및 고 지방식이

로 유도된 비 알코올성 지방간 모델에서 검은콩 추출물이 간

의 콜레스테롤 축적을 억제시켰다고 보고된 바도 있다[6, 14, 

16]. 아울러 검은콩의 생리학적 활성을 높이기 위한 우수한 
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품종의 발굴에도 많은 진전이 있어 왔으며, 그 중 소청자

(Socheongja), 소청2호(Socheong 2) 및 청자2호(Cheongja 2)는 

isoflavone 함량을 높여 기능성 강화를 목적으로 개발된 품종

들이다[23, 36, 42]. 그러나 이들 품종에 대한 생리학적 효능에 

대한 연구는 상대적으로 미비한 실정이므로 본 연구에서는 

이들에 대한 항산화 활성을 비교 하였으며, 산화적인 스트레

스로 유도된 in vitro 피부세포 모델에서 항산화 효능 및 관련 

기전 연구를 시도하였다.

재료 및 방법

검은콩 추출물의 준비

본 실험에 사용된 3가지 검은콩 품종(Korean black seed 

coat soybean varieties)은 모두 국립식량과학원(National In-

stitute of Crop Science, Rural Development Administration, 

Republic of Korea)으로부터 제공받았으며, 2시간 동안 저온 

처리된 종자를 발아시켜 콩나물 제조기를 이용하여 실온, 암

실 조건에서 6일 동안 재배하여 시료로 사용하였다. 저온용출 

추출물을 얻기 위하여 ethanol에 소독한 후 물로 충분히 세척

하고 물기를 제거한 뒤 정제수와 1:1의 비율로 섞어서 homog-

enizer로 잘게 분쇄하여 저온(4℃)에서 2시간 동안 교반하여 

원료의 유효성분이 정제수로 우러나오게 하였다. 제조된 추출

물들은 4-5겹의 mesh로 여과한 뒤 5,000 rpm에 15분 원심분리

하여 상층액만 분리하여 찌꺼기를 제거하고 50 mg DW (dry 

weight)/ml 농도로 만든 다음 효능성분의 손실이 없도록 -80 

℃에 보관하였으며, 실험에 사용시 적정 농도로 배지에 희석

하여 처리하였다.

총 페놀 함량

각 검은콩 추출물들에 함유된 총 페놀 함량(total phenoloic 

content, TPC)은 Li et al. [25]의 방법에 준하여 측정하였으며, 

gallic acid (Sigma-Aldrich Chemical Co., St. Louis, MO, USA)

를 표준물질로 사용하였다. 이를 위하여 적정 실험 농도로 희

석한 시료 50 μl에 2%의 Na2CO3 1 ml을 첨가하고 2분간 실온

에 방치한 후 50% Folin-Ciocalteu reagent (Sigma-Aldrich 

Chemical Co.)를 50 μl를 가하고 실온에서 30분간 반응시킨 

다음 750 nm에서 흡광도를 측정하였다. Gallic acid를 이용하

여 검량선을 작성하였으며, 총 페놀 함량은 mg gallic acid 

equivalents (GAE)/g of sample dry weight (DW)으로 나타내

었다.

Ferric reducing antioxidant power (FRAP) 활성 측정

이 방법은 산성 pH 영역에서 ferric tripyridyltrizaine (Fe3+- 

TPTZ) 복합체가 환원성 물질에 의해 청색의 ferrous tripyr-

idytriazine (Fe2+-TPTZ)으로 환원되어 593 nm에서 흡광도가 

증가 하는 원리[3]를 이용한 것으로 대부분의 항산화제가 환원

력을 가지고 있다는 점에 착안하여 고안된 실험방법이다. 

FRAP에 의한 검은콩 추출물들의 항산화력을 측정하기 위하

여 300 mM acetate buffer (pH 3.6), 40 mM HCl에 용해한 

10 mM 2,4,6-tripyridyl-s-triazine (TPTZ, Sigma-Aldrich 

Chemical Co.) 및 20 mM FeCl3·6H2O를 각각 10:1:1(v/v/v)의 

비율로 혼합하여 FRAP 시약을 제조하였다. 이어서 적정 농도

로 희석된 검은콩 추출물 시료액 10 μl과 240 μl의 FRAP 시약

을 혼합하고 37℃에서 5분간 반응시킨 후 593 nm에서 흡광도

를 측정하였다. 양성 대조군(positive control)은 trolox (Sigma- 

Aldrich Chemical Co.)를 사용하여 검량선을 작성하였으며, 결

과는 mg trolox/g of sample dry weight (DW)로 나타내었다.

2,2'-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) radical 소거능

검은콩 추출물들의 항산화력을 측정하기 위한 2,2-diphenyl- 

1-picrylhydrazl (DPPH) radical에 대한 전자공여능은 Blios의 

방법[4]에 준하여 조사하였다. 이 방법은 DPPH radical에 전

자를 공여함으로써 radical을 소거하는 효과를 측정하는 방법

으로 0.4 mM의 DPPH (Sigma-Aldrich Chemical Co.) 용액 

150 μl에 검은콩 추출물이 적정 농도로 희석된 시료 100 μl을 

첨가하여 37℃에서 30분간 반응시킨 후 518 nm에서 흡광도를 

측정하였다. 그리고 반응물에 대한 흡광도 값을 대조군에 대

한 검은콩 추출물 시료의 DPPH radical 소거 활성으로 항산화 

활성도를 나타내었으며, 양성 대조군으로 trolox를 사용하였

고 음성 대조군으로는 0.4 mM DPPH 용액 대신 메탄올을 이

용한 아래 식에 준하여 산출하였다.

DPPH radical scavenging activity (%) = 100－[(OD of 

sample/ OD of control) ×100]

2,2'-azinobis(3-ethylbenzothiazoline- 6-sulfonate) 

cationic (ABTS･+) 소거능

ABTS･+ 소거능을 이용한 검은콩 추출물들의 항산화능 측

정은 Potassium persulfate와의 반응에 의해 생성된 ABTS 유

리 radical이 제거되어 radical 특유의 색인 청록색으로 탈색되

는 원리에 근거하여 Re et al. [33]의 방법에 준하여 조사하였

다. 즉 7 mM의 ABTS (Sigma-Aldrich Chemical Co.)와 2.45 

mM potassium persulfate를 1:1로 혼합하여 실온, 암실에서 

24시간 동안 방치하여 radical을 형성시킨 다음 실험 직전에 

ABTS 용액을 734 nm에서 흡광도가 0.7±0.02가 되도록 phos-

phate buffer saline (PBS, pH 7.4)으로 희석하였다. ABTS radi-

cal cation solution 190 μl에 실험 농도로 희석한 시료 10 μl를 

가하여 실온에서 6분간 반응시켜 734 nm에서 흡광도를 측정

하였으며 trolox를 양성 대조군으로 하여 다음 식에 준하여 

항산화 효능을 비교하였다.

ABTS radical scavenging activity (%) = 100－[(OD of sam-

ple/ OD of control) ×100]
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세포 배양 

본 연구에 사용된 세포들 중에서 HEI 193 인체 신경초종세

포(House Ear Institute, Los Angeles, California, USA)를 제외

한 RAW 264.7 대식세포, RT4-D6P2T 신경집세포, C2C12 근아

세포, V79-4 폐섬유아세포 및 HaCaT 피부각질세포는 Amer-

ican Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, USA)에

서 분양받았으며, 10% fetal bovine serum (FBS, Welgene, 

Daegu, Republic of Korea)과 1%의 penicillin/streptomycin

이 포함된 Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM, 

Welgene)을 사용하여 37℃, 5% CO2 조건하에서 배양하였다. 

세포의 증식에 따른 과밀도 현상을 해소하기 위하여 매 48 

시간마다 0.05% trypsin-0.02% ethylene-diaminetetracetic acid 

(EDTA)를 이용하여 세포를 부유시킨 후 적정수의 세포를 유

지하였다. 

검은콩 추출물의 세포독성 및 세포보호 효과 평가

다양한 세포에서 검은콩 추출물의 세포독성 여부와 H2O2 

처리에 따른 산화적 스트레스에 대한 세포보호 효과를 확인하

기 위하여 3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphnyl-2H-tetra-

zolium bromide (MTT) assay를 이용하였다. 이를 위하여 세

포 배양용 6 well plate에 HaCaT, C2C12 및 V79-4 세포를 

1×105 cells/well로, RAW 264.7 세포는 3×105 cells/well로, 

RT4-D6P2T 세포는 5×104 cells/well로, HEI 193 세포는 2×105 

cells/well로 각각 분주하여 안정화시킨 후 각 검은콩 추출물

을 적정농도로 처리하였다. 산화적 스트레스에 의한 세포 손

상 보호효과를 확인하기 위하여 세포 배양용 6 well plate에 

적정 세포를 분주하고 24시간 동안 안정화시킨 후 검은콩 추

출물 및 H2O2 (Sigma-Aldrich Chemical Co.)를 단독 또는 검

은콩 추출물을 1시간 전처리한 후 H2O2 처리하여 추가 배양하

였다. 24시간 후, 각 세포들의 형태 변화를 도립현미경(inver-

ted microscope, Carl Zeiss, Oberkochen, Germany)하에서 관

찰하고, MTT (Sigma-Aldrich Chemical Co.)를 0.5 mg/ml 농

도로 희석하여 200 μl씩 분주하고 37oC에서 2시간 동안 다시 

반응시켰다. 반응이 끝난 다음 MTT 시약을 제거하고 dimethyl 

sulfoxide (DMSO)를 2 ml씩 분주하여 각 well에 생성된 for-

mazan을 모두 녹인 후 96 well plate에 200 μl씩 옮겨서 en-

zyme-linked immunosorbent assay (ELISA) reader (Molecu-

lar Devices, Sunnyvale, CA, USA)로 540 nm에서 흡광도를 

측정하였다. 각 세포에 대한 독성은 각각의 대조군의 평균 흡

광도 값을 구하여 평균 흡광도 값에 대한 백분율로 나타내었

다.

Annexin V-FITC 염색에 의한 apoptosis 유발의 정량적 

측정

H2O2 처리에 의한 apoptosis 유발 및 검은콩 추출물에 의한 

차단 효과의 정량적 분석을 위해 준비된 세포들을 모은 다음 

2,000 rpm으로 5분간 원심분리하여 상층액을 제거하였다. 이

들 세포를 phosphate-buffered saline (PBS)으로 2~3회 정도 

세척하고 10 mM HEPES/NaOH, pH 7.4, 140 mM NaCl 및 

2.5 mM CaCl2가 포함된 annexin V binding buffer (Becton 

Dickinson, San Jose, CA, USA)에 부유시킨 다음 annexin 

V-fluorescein isothiocyanate (FITC, Becton Dickinson) 및 

propidium iodide (PI; Sigma-Aldrich Chemical Co.)를 처리

하여 암실에서 15분 동안 반응을 시켰다. 반응이 끝난 후 35- 

mm mesh를 이용하여 단일세포로 분리하고 flow cytometer 

(FACS Calibur, Becton Dickinson, San Jose, CA, USA)를 적용

시켜 apoptosis가 유발된 세포(V+/PI–)를 형광반응에 따라 분

석하였다.

Mitochondrial membrane potential (MMP, Δψm) 변

화의 측정 

세포 내 미토콘드리아 기능 손상의 여부를 확인하기 위하여 

MMP 값 변화 정도를 측정하였다. 이를 위하여 다양한 조건에

서 배양된 세포들에 10 μM의 5,5’,6,6’-tetrachloro-1,1’,3,3’- tet-

raethyl-imidacarbocyanine iodide (JC-1, Sigma-Aldrich Chem-

ical Co.) 용액을 처리하여 암실, 상온에서 20분 동안 반응시켰

다. 반응이 끝난 후 상층액을 제거하고 PBS를 첨가하여 세포

를 부유시킨 다음 flow cytometer에 적용시켜 MMP의 변화를 

측정하였다.

단백질의 분리, 전기영동 및 Western blot analysis

준비된 세포에 적당량의 lysis buffer [25 mM Tris-Cl (pH 

7.5), 250 mM NaCl, 5 mM EDTA, 1% Nonidet-P40 (NP-40), 

1 mM phenymethylsulfonyl fluoride (PMSF), 5 mM dithio-

threitol (DTT)]를 첨가하여 4℃에서 1시간 이상 반응시킨 후, 

14,000 rpm으로 30분간 원심 분리하여 상층액에 있는 단백질

을 분리하였다. 상층액의 단백질 농도는 Bio-Rad 단백질 정량 

시약(Bio-Rad Lab., Hercules, CA, USA)과 그 사용방법에 따

라 정량 한 다음 동량의 Laemmli sample buffer와 혼합하여 

sodium dodecyl sulfate (SDS)-polyacrylamide gel을 이용하

여 전기영동을 실시하였다. 이를 다시 nitrocellulose mem-

brane (Schleicher and Schuell, Keene, NH, USA)으로 electro-

blotting에 의해 전이시키고 5% skim milk를 1시간 처리하여 

비특이적인 단백질들에 대한 blocking을 실시하였다. 그리고 

적정 1차 항체를 처리하여 상온에서 2시간 이상 또는 4℃에서 

over night 반응시킨 다음 PBS-T (PBS with Tween 20)로 세척

하고 1차 항체에 맞는 2차 항체를 사용하여 상온에서 1시간 

정도 반응시켰다. 반응이 끝난 후 암실에서 enhanced chem-

iluminoesence (ECL) solution (Santa Cruz Biotechnology 

Inc., Santa Cruz, CA, USA)을 적용시킨 다음 X-ray film에 감

광시켜 특정 단백질의 발현 변화를 분석하였다. 본 실험에서 

단백질 분석을 위하여 사용된 항체들은 Santa Cruz Biotech-
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Table 1. Total phenolic contents (GAE, gallic acid equivalent) 

and ferric reducing antioxidant power (Trolox, Trolox 

equivalent) of water extracts of SCJ, SC2 and CJ2

Total phenolic contents FRAP

Samples mgGAE/g Samples mgTrolox/g

SCJ

SC2

CJ2

447.8±4.57

524.2±5.24

437.6±3.66

SCJ

SC2

CJ2

86.4±2.42

87.2±1.72

75.2±0.78

*Values are presented as the mean ± SD.

A

B

Fig. 1. Effects of SCJ, SC2 and CJ2 extracts on DPPH and ABTS 

radical scavenging activities. The absorbances of only 

DPPH and ABTS solution at 517 nm and 734 nm were 

0.98±0.032 and 0.71±0.032 (experimental control), re-

spectively. Trolox was used as the positive control. Each 

point represents the mean ± SD of three independent 

experiments. 

nology Inc. 및 Abcam (Danvers, MA, USA)에서 구입하였다. 

Immunoblotting을 위해 2차 항체로 사용된 horseradish per-

oxidase (HRP)-conjugated anti-mouse 및 anti-rabbit 항체는 

Santa Cruz Biotechnology Inc.에서 구입하였다. 

통계 분석

실험 결과들의 유의성을 검정하기 위하여 분산분석(ANOVA)

을 실시한 후 p<0.05 수준에서 Duncan's multiple range tests

를 실시하였으며, 그 결과는 평균(mean) ± 표준편차(stan-

dard deviation, SD)로 표시하였다.

결   과

총 페놀 함량 비교

본 연구에서 선정한 3가지 검은콩 추출물의 총 페놀 함량

(TPC)을 비교하기 위하여 gallic acid를 표준용액으로 선정하

여 작성한 검정곡선으로부터 각 추출물의 페놀 함량을 비교하

여 Table 1에 나타내었다. 3가지 검은콩 추출물의 총 페놀 함량

은 437.6±3.66~524.2±5.24 mg GAE/g DW의 범위로 나타났으

며, 추출물의 페놀 함량은 소청2호(SC2) > 소청자(SCJ) > 청자

2호(CJ2) 순으로 높게 나타났다. 

항산화 활성 비교

3가지의 검은콩 추출물의 항산화능을 비교하기 위하여 먼

저 FRAP법을 적용한 결과, 가장 높은 환원력을 보인 것은 소

청2호(SC2, 87.2±1.72 mg Trolox/g)였으며, 청자2호(CJ2)에서 

가장 낮은 값(75.2±0.78 mg Trolox/g)을 나타내었다(Table 1). 

DPPH radical 소거능을 이용한 항산화능의 결과는, Fig. 1A에 

나타낸 바와 같이, 소청2호(SC2)가 74.5%, 소청자(SCJ)가 64.6 

%, 청자2호(CJ2)가 53.9%로 나타났다. ABTS free radical에 대

한 소거 활성의 경우는 소청자(SCJ)가 80.7%, 소청2호(SC2)가 

80%, 청자2호(CJ2)가 69.8%로 나타나, 소청자(SCJ)와 소청2호

(SC2)가 유사한 활성을 보였다(Fig. 1B). 따라서 실험법에 따른 

약간의 차이가 있었으나, 각 추출물의 항산화력은 그들 시료

에 함유되어 있는 총 페놀 함량이 증가할수록 높게 나타나는 

경향을 보여주었다. 

HaCaT 세포에서 산화적 스트레스로 유도된 생존율 저하에 

대한 검은콩 추출물의 보호 효과 

3가지 검은콩 추출물 중 항산화 활성이 상대적으로 높았던 

소청자(SCJ)와 소청2호(SC2)를 선정하여 HaCaT 세포를 대상

으로 산화적 세포손상에 대한 보호효과를 조사하였다. 이를 

위하여 적정 농도의 추출물(0.125~0.5 mg/ml)을 1시간 전처리 

한 후 산화적 스트레스를 유발하기 위하여 H2O2 (0.25 mM)를 

처리하고 24시간 동안 배양한 후 세포 생존율을 확인한 결과, 

H2O2를 단독 처리 하였을 때 감소하였던 세포 생존율과 형태

적 변형이 소청자(SCJ)와 소청2호(SC2)의 전처리군에서 처리 

농도의존적으로 회복되었음을 확인하였다(Fig. 2).  

HaCaT 세포에서 산화적 스트레스에 의한 apoptosis 유

발에 미치는 검은콩 추출물의 영향

산화적 스트레스에 대한 소청자(SCJ)와 소청2호(SC2)의 세

포보호효과가 apoptosis 유발 억제와 연관성이 있는지를 확인

하기 위하여 annexin V-FITC/PI 염색을 이용한 flow cytome-

ter 분석을 실시하였다. Fig. 3A의 결과에서 알 수 있듯이, 

H2O2 단독 처리된 배지에서 배양된 HaCaT 세포에서는 약 

54.13%에 해당되는 세포에서 apoptosis가 유발되었으나, 소청

자(SCJ)와 소청2호(SC2)의 전처리 농도가 증가할수록 감소되
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A

B

Fig. 2. Effects of SCJ and SC2 on the H2O2- 

induced growth inhibition in HaCaT 

cells. Cells were pre-treated with or 

without SCJ (0.125~0.5 mg/ml) or SC2 

(0.125~0.5 mg/ml) for 1 hr, then in-

duced with H2O2 (0.25 mM). (A) After 

24 hr, the cell viability was measured 

by MTT assay. The results are the 

mean ± SD values obtained in three 

independent experiments (*p<0.05 com-

pared with the untreated control group; 
#p<0.05 compared with H2O2treated 

group). (B) Cell morphology was vi-

sualized by light microscopy (Magnifi-

cation, ×200).

어 0.5 mg/ml 농도 조건에서는 각각 10.24%와 4.51% 정도로 

나타나 소청자(SCJ)와 소청2호(SC2)의 산화적 스트레스 보호

효과가 apoptosis 억제와 직접 연관성이 있음을 알 수 있었다.

HaCaT 세포에서 산화적 스트레스에 의해 유도된 미토콘

드리아 기능 손상에 미치는 검은콩 추출물의 영향

산화적 스트레스에 의한 HaCaT 세포의 apoptosis 유도에 

미토콘드리아 기능 손상이 연계되어 있는지, 그리고 소청자

(SCJ)와 소청2호(SC2)가 이를 차단할 수 있는지의 여부를 조사

하였다. 그 결과, H2O2 단독 처리된 배지에서 배양된 HaCaT 

세포에서는 미토콘드리아 기능 손상을 의미하는 MMP 소실

이 매우 증가(52.56%)되었으나, 소청자(SCJ)와 소청2호(SC2)

에 의해 이를 유의적으로 차단하였다(Fig. 3B). 아울러 H2O2의 

처리에 의하여 증가되었던 미토콘드리아 기능 손상을 유발하

는 pro-apoptotic protein인 Bax의 발현이 증가되었으나 소청

자(SCJ)와 소청2호(SC2)의 전처리에 의해서는 발현이 대조군 

수준으로 감소되었다(Fig. 3C). 이러한 결과들은 소청자(SCJ)

와 소청2호(SC2)가 H2O2에 의한 Bcl-2 family 관련 유전자의 

발현 변화를 억제함으로서 미토콘드리아 기능 손상을 차단시

켜 apoptosis 유도를 억제하였음을 의미한다.

HaCaT 세포에서 산화적 스트레스에 의해 유도된 DNA 손

상에 미치는 검은콩 추출물의 영향

다음은 HaCaT 세포에서 산화적 스트레스에 의한 apopto-

sis 차단에 미치는 소청자(SCJ) 및 소청2호(SC2)의 효과가 

DNA 손상 차단 억제와 연관성이 있는지를 조사하였다. 이를 

위하여 대표적인 DNA 손상 마크인 γH2A.X 단백질의 인산화

(p-γH2A.X) 여부를 조사하였다. Fig. 4의 Western blot 분석 

결과에 따르면, H2O2에 노출된 HaCaT 세포에서는 증가되었

던 인산화형의 γH2A.X 발현이 소청자(SCJ)와 소청2호(SC2)의 

전처리에 의해 대조군 수준으로 억제되었다. 이는 산화적 스

트레스에 대한 소청자(SCJ)와 소청2호(SC2)의 HaCaT 세포보

호 효과가 DNA 손상 차단과도 직접적인 연관성이 있음을 알 

수 있었다. 

HaCaT 세포에서 Nrf2/TrxR1 경로 활성화에 미치는 검

은콩 추출물의 영향

이상에서 관찰된 HaCaT 세포에서의 소청자(SCJ)와 소청2

호(SC2)의 항산화 효능에 nuclear factor erythroid 2-related 

factor 2 (Nrf2) 신호계가 관여하는지를 조사하였다. Fig. 5의 

결과에 의하면 소청자(SCJ)와 소청2호(SC2)의 처리에 따라 

Nrf2의 발현은 농도 의존적으로 증가된 반면 Nrf2의 활성 억

제에 관여하는 Kelch-like ECH-associated protein-1 (Keap1)

의 발현은 감소되었다. 아울러 Nrf2의 전사활성에 의하여 조

절되는 항산화 관련 유전자 중에서 thioredoxin reductase-1 

(TrxR1)의 발현이 소청자(SCJ) 및 소청2호(SC2)의 처리 농도가 

증가할수록 증대되었다. 소청자(SCJ)와 소청2호(SC2)에 의한 

TrxR 발현 증가가 그들의 항산화 활성과 직접 연관성이 있는

지의 여부를 조사하기 위하여 TrxR1 활성 억제제인 auranofin

이 동시 처리되었을 경우 나타나는 현상을 조사하였다. Fig. 

6에 나타낸 바와 같이, auranofin을 소청자(SCJ) 및 소청2호

(SC2)와 함께 처리하였을 경우, 산화적 스트레스에 대응하여 

소청자(SCJ)와 소청2호(SC2)에 의해 증가되었던 세포생존율

과 억제되었던 apoptosis 및 MMP 소실 유의적으로 상쇄되었

다. 이러한 결과는 소청자(SCJ)와 소청2호(SC2)의 HaCaT 세

포에서의 세포보호 효과에 Nrf2/TrxR1 경로가 직접적으로 관

여할 가능성이 있음을 의미하는 것이다.
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Fig. 3. Effects of SCJ and SC2 on the H2O2-induced apoptosis and MMP loss in HaCaT cells. Cells were pretreated with or without 

SCJ (0.125~0.5 mg/ml) or SC2 (0.125~0.5 mg/ml) for 1 hr, then induced with or without H2O2 (0.25 mM) for 24 hr. (A) 

The cells were stained with FITC-conjugated Annexin-V and PI for flow cytometry analysis. The percentages of apoptotic 

cells were determined by counting the percentage of Annexin V-positive cells. (B) The cells were stained with 10 μM JC-1 

for 20 min at 37˚C in the dark. Cells were washed once with PBS, and MMP loss was then evaluated using a flow cytometer 

analysis. Data are presented as mean ± SD values obtained from three independent experiments (*p<0.05 compared with 

the untreated control group; 
# p<0.05 compared with H2O2treated group). (C) The cells were lysed and then equal amounts 

of cell lysates were separated on SDS-polyacrylamide gels and transferred to membranes. The membranes were probed with 

specific antibody against Bax, and the proteins were visualized using an ECL detection system. β-actin was used as an 

internal control. 

A

     

B

  

Fig. 4. Effects of SCJ and SC2 on H2O2-induced phosphorylation of γH2A.X in HaCaT cells. Cells were pretreated with or without 

SCJ (0.5 mg/ml) or SC2 (0.5 mg/ml) for 1 hr, then induced with or without H2O2 (0.25 mM) for 24 hr. (A and B) The 

cells were lysed and then equal amounts of cell lysates were separated on SDS-polyacrylamide gels and transferred to 

membranes. The membranes were probed with specific antibodies against p-γH2A.X, and the proteins were visualized using 

an ECL detection system. β-actin was used as an loading control. 

다양한 세포주의 생존율에 미치는 검은콩 추출물의 영향

HaCaT 세포에서 산화적인 스트레스로 인해 유도되는 손상

에 대해 유의적인 보호효과를 나타낸 소청자(SCJ), 소청2호

(SC2)를 비롯하여 청자2호(CJ2)가 다양한 다른 기관 유래 세포

의 생존율에 미치는 영향을 추가로 조사하였다. 이를 위하여 

검은콩 추출물이 함유된 배지에서 24시간 동안 배양된 세포들

을 대상으로 MTT assay를 실시하였다. Fig. 7의 결과에서 알 

수 있듯이 HaCaT 세포에서 사용된 농도(0.5 mg/ml) 전후에
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Fig. 5. Effects of SCJ and SC2 on the levels of Nrf2, Keap1 and TrxR1 in HaCaT cells. The cells were incubated with various 

concentrations of SCJ (A) and SC2 (B) for 6 hr. Cellular proteins were separated on SDS-polyacrylamide gels and transferred 

to membranes. The membranes were probed with specific antibodies against Nrf2, Keap1 and TrxR1. β-actin was used as 

the loading control.

A

B

C

Fig. 6. Effects of a TrxR1 inhibitor on the SCJ or SC2- 

mediated attenuation of growth inhibition, apo-

ptosis induction and MMP loss by H2O2 in HaCaT 

cells. The cells were pretreated for 1 hr with 0.5 

mg/ml SCJ or SC2 and then treated for 24 hr 

rwith or without 0.25 mM H2O2 in the absence 

or presence of 0.5 μM auranofin. (A) Cell viability 

was assessed using an MTT reduction assay. (B) 

To quantify the degree of apoptosis, the cells were 

stained with FITC-conjugated Annexin V and 

propidium iodide (PI) for flow cytometry analysis. 

(C) After incubation with 10 μM JC-1 for 20 min, 

JC-1 fluorescence intensity was detected using a 

flow cytometer. Data are presented as mean ± SD 

values obtained from three independent experi-

ments (*p<0.05 compared with the untreated con-

trol group; 
# p<0.05 compared with H2O2treated 

group; 
$ p<0.05 compared with H2O2 and SCJ or 

SC 2-treated group).

서 6가지 세포주들 모두 유의적인 세포증식 억제효과가 관찰

되지 않아 검은콩 추출물들이 세포독성에는 효과가 없음을 

알 수 있었다.

고   찰

과도한 ROS의 생성은 다양한 질병의 발생과 진행을 촉진할 

뿐만 아니라 피부의 항산화 방어체계를 손상시키고[39, 41], 

피부의 염증반응 유발, 피부면역기능 억제, 세포성분의 손상

을 야기 시키고 광노화를 촉진시키기도 한다[12, 18, 30, 31]. 

본 연구에서 사용된 소청자, 소청2호 및 청자2호는 isoflavone

의 함량이 증대된 우리나라에서 개발된 검은콩 육성품종들이

며, 이들의 추출물을 이용한 산화적 스트레스에 대한 피부세

포 보호 효과를 조사하였다. 이를 위하여 다양한 약리성분이 

파괴될 수 있는 기존의 열수추출법의 단점을 보완하기 위하여 

저온용출 추출법을 적용하였다. 

본 연구에 사용된 3가지 검은콩 품종의 기본적인 항산화 

활성 평가를 위하여 먼저 총 페놀 함량(TPC)을 조사한 결과 

소청2호(SC2) > 소청자(SCJ) > 청자2호(CJ2)의 순으로 나타났

다(Table 1). 페놀 복합물은 유해한 radical을 제거할 수 있는 
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A B

C D
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Fig. 7. Effects of SCJ or SC2 on the cell viability in various normal cell lines. (A) RAW 264.7 (A), RT4-D6P2T (B), HEI193 (C), 

C2C12 (D), V79-4 (E) and HaCaT (F) cells were treated with the indicated concentrations of SCJ, SC2 and CJ2 (0.625~2.5 

mg/ml). After 24 hr, cell viability was assessed by MTT assays and the results are expressed as mean ± SD values obtained 

from three independent experiments. 

phenolic hydroxyl기를 가지고 있어서 강력한 항산화 활성을 

나타내기 때문에[22, 25] 이를 기준으로 3가지 방법으로 항산

화능을 평가하였다. 그 결과, FRAP법에서는 소청2호(SC2)가 

가장 높은 항산화력으로 보였으며, 청자2호(CJ2)에서 가장 낮

게 나타났다. DPPH radical 소거 활성능에서도 소청2호(SC2)

가 가장 높았으며, 청자2호(CJ2)에서 가장 낮았고, ABTS radi-

cal 소거 활성은 소청자(SCJ)에서 가장 높게 나타났으며, 청자2

호(CJ2)에서 상대적으로 낮은 항산화 활성을 보여 주었다.

이상의 cell-free system에서 소청자(SCJ)와 소청2호(SC2)가 

전반적으로 청자2호(CJ2)에 비하여 항산화 활성이 높았기 때

문에 이 두 품종 추출물을 대상으로 HaCaT 피부 각질세포에

서 산화적 스트레스로 인해 유도되는 산화적 세포손상에 대한 

보호효과를 조사하였다. 본 연구의 결과에 의하면, H2O2를 단

독 처리 하였을 때 감소하였던 HaCaT 세포의 생존율과 형태

학적인 변화가 소청자(SCJ)와 소청2호(SC2)가 함유된 배지에

서는 이러한 처리 농도 의존적으로 회복이 되어 0.5 mg/ml 

처리군에서는 대조군과 유사한 세포 생존율을 보였으며, 두 

품종 사이에서 그 효과가 유사하게 나타났다. 이러한 두 품종 

추출물의 세포보호 효과는 산화적 스트레스에 대한 apoptosis 

차단에 의한 것이었음을 알 수 있었다. 

선행 연구들에 의하면 H2O2로 인해 유도되는 apoptosis는 

미토콘드리아의 기능적 손상에 따른 intrinsic apoptosis 경로

의 활성과 직접적인 관련이 있는 것으로 알려져 있다[35, 45]. 

따라서 산화적 스트레스에 의한 HaCaT 세포의 apoptosis 유

도에 미토콘드리아 기능 손상이 연계되어 있는지, 그리고 소

청자(SCJ)와 소청2호(SC2)가 이를 차단할 수 있는지의 여부를 

조사한 결과, H2O2 단독 처리시 증가되었던 MMP의 소실이 

소청자(SCJ)와 소청2호(SC2)가 전처리된 세포에서는 거의 대

조군 수준으로 유지되었다. 한편, 미토콘드리아 기능 손상과 

연계된 apoptosis 유도 조절에 Bcl-2 family 유전자군이 가장 

중요하게 작용하며, Bcl-2 family에 속하는 단백질은 apopto-

sis를 유도하거나 억제하는 인자들로 구성되어 있다[9, 26, 34]. 

Bcl-2 family 구성인자 중 대표적인 pro-apoptotic 단백질인 

Bax의 발현을 확인한 결과, H2O2 단독 처리에 의하여 증가되

었던 Bax의 발현이 두 품종 추출물의 전처리에 의해서는 현저

히 감소되었다. 이러한 결과는 소청자(SCJ)와 소청2호(SC2)가 

H2O2에 의한 Bax의 발현 증가를 차단함으로서 미토콘드리아 

기능 손상을 보호하여 apoptosis 유도를 억제하였음을 의미한

다.

한편, 산화적 스트레스에 의한 DNA의 손상은 돌연변이의 

유발뿐만 아니라 해당 세포의 죽음을 유도할 수 있으며[7, 32], 

γH2A.X 단백질은 DNA 이중 나선이 산화적 스트레스에 의하
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여 절단되었을 경우 인산화형의 발현이 증가하기 때문에 DNA 

손상 마커로 활용된다[8, 10, 28]. 소청자(SCJ)와 소청2호(SC2)

에 의한 HaCaT 세포의 산화적 스트레스에 의한 보호 효과가 

DNA 손상 차단 효과와 연관성이 있는지를 조사한 결과, HaCaT 

세포에 H2O2를 단독 처리하였을 경우 증가되었던 인산화형의 

γH2A.X의 발현이 소청자(SCJ)와 소청2호(SC2)의 전처리에 의

해 효과적으로 억제되었다. 따라서 산화적 스트레스에 대한 

HaCaT 세포에서 소청자(SCJ)와 소청2호(SC2)의 보호 효과는 

DNA 손상 차단과 직접적인 연관성이 있음을 알 수 있었다. 

최근 항산화와 관련해서 가장 큰 연구 대상인 Nrf2 신호 

경로의 활성은 산화적 스트레스에 대응하는 주요한 방어 기전

이다. 일반적인 상황에서 Nrf2는 Keap1이라 불리는 Nrf2 억제

단백질과 결합된 채로 세포질에 존재하다가 외부의 자극이나 

산화적 스트레스에 의해서 Keap1 단백질에서 떨어져 나와 핵

으로 이동한다[20, 44]. 핵에서 Nrf2는 small Maf 단백질과 이

합체를 형성하여 antioxidant response element (ARE)에 결합

해 항산화 유전자들의 발현을 촉진함으로써 생체 방어기전을 

활성화 시킨다[11, 20, 44]. 이러한 Nrf2 신호전달을 통해 생성

되는 항산화 효소는 지질의 과산화, 단백질산화 및 핵산 손상 

등에 대한 방어 작용 등 세포 내 산화적 스트레스 제거와 세포 

방어 기작에 중요한 역할을 하고 있다[1, 19]. 따라서 Nrf2 신호

전달을 통해 생성되는 항산화 효소들의 발현 증가가 검은콩 

추출물의 항산화력과 연관성이 있는지의 여부를 조사한 결과, 

소청자(SCJ)와 소청2호(SC2) 추출물의 처리 농도 증가에 따라 

Keap1의 발현 감소와 함께 Nrf2의 발현이 증가되었다. 아울러 

Nrf2의 downstream 유전자들 중 산화적 스트레스에 대한 항

상성 유지에 필수 유전자 중의 하나인 TrxR1의 발현이 유의적

으로 증가되었다[5, 17, 40]. 이러한 소청자(SCJ)와 소청2호

(SC2) 추출물에 의한 TrxR1의 발현 증가가 산화적 스트레스에 

대한 보호효과에 직접적으로 관여하는지의 여부를 확인하기 

위하여 TrxR1 활성 억제제인 auranofin을 동시에 처리하여 

TrxR1의 활성을 억제하였을 때 소청자(SCJ)와 소청2호(SC2) 

추출물 처리에 의하여 화복되었던 세포생존율과 억제되었던 

apoptosis 및 MMP 손상이 유의적으로 상쇄되었음을 확인할 

수 있었다. 이러한 결과는 소청자(SCJ)와 소청2호(SC2)의 세포

보호 효과에 Nrf2/TrxR1 경로가 직접적으로 관여하고 있음을 

의미하는 것이다.

추가적으로 HaCaT 세포에서 산화적인 스트레스로 인해 유

도되는 손상에 대해 보호효과를 나타낸 소청자(SCJ)와 소청2

호(SC2)를 비롯하여 청자2호(CJ2) 추출물이 다양한 세포주들

에서의 세포생존율에 미치는 영향을 통해 추출물의 안전성을 

확인한 결과, 추가로 조사된 다양한 세포들에서도 유의적인 

세포독성은 관찰되지 않았다. 비록 본 연구에서 사용된 추출

물에 대한 정확한 구성 성분의 분석과 각 구성성분들에 대한 

추가적인 효능 검증이 있어야겠지만, 본 연구의 결과는 검은

콩 품종의 항산화력을 기초로 한 기능성 평가를 위한 자료로

서 활용될 수 있을 것으로 생각한다.
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초록：HaCaT 인간 피부 각질세포에서 과산화수소 유도 산화 손상에 대한 소청자 및 소총2호의 항산화 

및 세포보호 효능

최은옥1,2․권다혜2․황혜진3․김국진4․이동희4․최영현1,2*

(1동의대학교 한의과대학 생화학교실 및 근ˑ골격계 질환제어 융합연구실, 2동의대학교 항노화연구소, 3동의대학교 
의료․보건․생활대학 식품영양학과, 4제노마인㈜ 첨단생명공학연구소)

식품 원료로도 널리 애용되는 검은콩은 풍부한 천연 페놀 화합물을 함유하고 있기 때문에 기능성 소재로서의 

개발에도 매우 유용한 자원이다. 본 연구에서는 3가지 검은콩 품종[소청자(SCJ), 소청2호(SC2) 및 청자2호(CJ2)]을 

대상으로 TPCs과 항산화 능을 조사하였다. 그 중에서도 TPCs는 CJ2 <SCJ <SC2의 순서로 풍부하게 존재하였으

며, DPPH, ABTS 및 FRAP 분석을 통하여 SCJ와 SC2가 CJ2 보다 높은 항산화능을 가지고 있음을 확인하였다. 

이러한 결과를 토대로 우리는 산화적 스트레스에 대한 SCJ와 SC2의 세포보호 효과를 HaCaT 인간 각질세포를 

대상으로 조사하였다. 본 연구의 결과에 의하면, SCJ와 SC2는 H2O2 처리에 의한 HaCaT 세포의 생존력 감소를 

현저히 억제하여 산화적 스트레스에 대한 보호 효과가 있음을 알 수 있었다. SCJ와 SC2 전처리는 또한 HaCaT 

세포에서 mitochondrial dysfunction의 차단과 pro-apoptotic Bax의 발현 변화의 정상화를 통해 H2O2에 의하여 

유도된 apoptosis를 효과적으로 억제하였으며, DNA 손상에 대한 보호 효과와 연관성이 있었다. 또한 SCJ와 SC2

는 Nrf2와 연관된 TrxR1의 발현을 효과적으로 유도하였으나, 산화적 스트레스에 대한 SCJ와 SC2의 보호 효과는 

TrxR 억제제에 의하여 상쇄되었다. 이러한 결과는 SCJ와 SC2가 Nrf2 신호전달 경로 활성을 통하여 산화적 스트레

스와 관련된 세포 손상을 차단함으로써 세포 보호 활성을 갖는다는 것을 의미한다. 결론적으로, SCJ와 SC2는 산화 

스트레스로 인한 피부 질환의 치료와 예방을 위한 응용 가능성이 높음을 보여주었다.
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