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생식 포 Sertoli cell에 미  覆盆子  항산  과
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ABSTRACT

Objectives : The purpose of this study was to examine the antioxidant effects of the extract of Rubi Fructus on 

TM4 Sertoli cells. 

Methods : The extract was studied for diphenyl-picryl-hydrazyl (DPPH) radical scavenging activity and cell viability 

assays on Sertoli cells. In addition, hydrogen peroxide-induced oxidative stress on Sertoli cells were examined by 

MTT assay. The antioxidant enzyme of Cu/Zn SOD, Mn SOD, catalase protein expression on Sertoli cells were 

also measured.

Results : The results showed that the extract scavenged DPPH radical dose-dependent manner. The extract showed 

no cytotoxicity at concentration of 1, 5, 10, 50, 100 μg/ml. The hydrogen peroxide-induced cytotoxicity of Sertoli 

cells was protected to 88.3% by the extract at concentration of 100 μg/ml. Cu/Zn SOD and Mn SOD protein 

expression were significantly increased on Sertoli cells, but catalase protein expression was not significantly 

changed.

Conclusions : In conclusion, the extract of Rubi Fructus has antioxidant effects on Sertoli cells and protect male 

reproductive system against oxidative stress.

Key words : Rubi Fructus, Sertoli cells, diphenyl-picryl-hydrazyl (DPPH), MTT assay, hydrogen peroxide, Cu/Zn SOD, 

Mn SOD, catalase.
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Ⅰ. 1)

    과  루어지   고 spermatogonial

stem cell, primordial germ cell, spermatogonia, spermatocyte,

spermatid, spermatozoa 등 여러  단계  포

들과 Sertoli cell, Leydig cell, peritubular cell, 

myeloid cell 등  체 포들  어 1), 

러한 포들   하  주  체 포  

Sertoli cell과 Leydig cell 다.   Sertoli cell  

막  spermatogonia 단계에  가 지

 루어지고  elongated spermatid 단계

에 지  든 단계  포들과 하  

 비하고, 포들  지지해주고, 몬

과  들  비해주  등  다 한 역할  담

당하고 다2). 

  覆盆子  미과(Rosaceae) 복  Rubus coreanus

Miquel  채 지  열매 다3). 覆盆子   

산, 당  malic acid, salicylic acid, 량  

vitamin C 등  함 하고 다. 性  溫하  無毒하

고, 味  甘酸하다. 歸經  肝, 腎 膀胱經 다. 益腎, 

固精, 縮尿   腎虛遺尿, 小便頻數, 陽痿早

泄, 遺精滑精  료하  사용 었다4).  연

 覆盆子     운동  지  향

상시키 ,  에 한 역할  하  cAMP- 

responsive element modulator(CREM)  가

시키  것  보고 었다5). 그러  覆盆子가 생

식 포  Sertoli cell에 미  항산  연  보고

지 다.

  에 覆盆子가 in vitro 에  Sertoli cell에 미

 향  보고  DPPH radical scavenging 

activity, cell viability, cytotoxicity, Cu/Zn superoxide

dismutase(SOD), Mn SOD, cataslase  단 질 

량  하여 항산  과에 한 한 결과  

얻었 에 보고하  다.

Ⅱ. 재료  

1. 재료  

1) 재 

  본 실험에  사용  覆盆子 Rubi Fructus  한

산(R. coreanus MIQ)  울특별시 동  

동 경동 시  본 마루(주)  통해 하여, 경

학  한 과 학 처 학 실에  태  

비  사하여 한 후,  경 학  한 과

학 처 학 실(specimen No. 36)에 보 하 다.

2) 포주

  실험에 사용  포주  TM4(Sertoli cell, mouse)

 한 포주 행에  하 다.  포주  

고  내 (seminiferous tubules)에  지지

포에 한다.

3) 시   

  본 실험  해  fetal bovine serum(FBS; GIBCO

BRL, USA), trypsin-EDTA(GIBCO BRL, USA), ascorbic

acid(Sigma, USA), ethanol 99.9%(Duksan, Korea),

dulbecco's modified eagle medium(DMEM; GIBCO 

BRL, USA), 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl(DPPH;

Sigma, USA), tetrazolium salt 3, [4,5-dimethylthiazol-2-yl]

-2,5- diphenyl tetrazolium bromide(MTT; Sigma,

USA), dimethyl sulfoxide(DMSO; Sigma, USA), 

hydrogen peroxide(Sigma, USA), Anti-catalase(Abcam,

UK), Anti-Cu/Zn SOD, Mn SOD(Stressgen, USA) 

등  사용 었다. 본 실험에 사용   freeze 

dryer(C&H, Korea), deep freezer(Revco, USA), 

microplate spectrophotometer(Molecular Devices, 

USA), CO2 incubator(Sanyo, Japan), Fluorescence

plate reader(ThermoFisher Scientific, USA) 등 다.

2. 실험 

1) 시료  

  覆盆子 100 g  하게 량  한  1차 
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 2,000 ml  함께   90  간 냉 하고, 

탕   시  90  동  가열하여 한 

다 , filter paper  감  여과한 여과  얻었다. 

 여과  동결건  용하여 건 한 말  

시료  사용하 다. 동결건   17.4 g  얻

었 ,  17.4% 었다.

2) 포 

  Sertoli cell  37℃, 5% CO2 건에  10% FBS, 

penicillin(100 ug/ml), streptomycin(100 ug/ml)  

첨가  DMEM 지  하 다.  3  간격

 phosphate buffered saline(PBS) 용  어

 후 50 ml flask 당 1 ml  0.25% trypsin-EDTA 

용  고 37℃에  5 간 보 하여 포  탈착

하여 계  하 다. 탈착  포  10% FBS가 첨

가  DMEM  10 ml에 시킨 다  새 운 

용 에 겨 1 : 10  split ratio  CO2

incubator(37℃, 5% CO2)에  하 다.

3) DPPH radical scavenging activity  

  覆盆子  동결 건  시료  에 여  1, 

5, 10, 50, 100, 500 ug/ml  도  시  하

다.   ascorbic acid  사용하 다. 

96 well micro plate(Corning, USA)에 ethanol에 

 0.1 mM DPPH  각 도  시  동량 첨가

하여  들어 어  후, 실 에  30 간 한 

후 microplate spectrophotometer  용하여 517 

nm에  도  하 다.

  Radical scavenging activity  다  공식  계

산 었다6).

  DPPH radical scavenging activity(%) = [(AB-AT)/AB]

×100, AB; absorbance of blank sample/AT; absorbance 

of tested extract solution

4) Cell viability 

  96 well plate에 1×105 cells/ml  cell  100 μl

 고 37℃, 5% CO2 incubator에  24 시간동  

한 후, 포  PBS 용  닦 내었

다. 같   지  PBS에  시료 1, 5, 10, 

50, 100 μg/ml  각 well에 처리하고 24 시간 동  

하 다.   4 시간 에 PBS에  

5 mg/ml MTT  20 μl  각 well에 처리한 후 

루미   차 시킨 후 지 시간 동  같  

건에  하 다.  거한 후 DMSO  

200 μl 처리한 후 37℃에  2 시간 한 후 

microplate spectrophotometer  용하여 570 nm

에  도  하 다.

  Cell viability  다  공식  계산 었다
7).

  Cell viability(%) = 100×AT/AC

  AC; absorbance of control/AT; absorbance of 

tested extract solution

5) Sertoli cell에 한 覆盆子  cytotoxicity 

  Hydrogen peroxide에 해 도  cytotoxicity에 

한 覆盆子  보 과  보  해 MTT test

 용하여 실험하 다
7). 96 well plate에 1×105

cells/ml  cell  100 μl  고 37℃, 5% CO2

incubator에  24 시간동  한 후 지  리

고, PBS 용  어주었다. PBS에  각각  

시료 1, 5, 10, 50, 100 ug/ml과 FBS free DMEM에 

 150 uM hydrogen peroxide  각각  well에 

처리한 후 24 시간 동  하 다.   후 

지  리고 PBS  척한 후 PBS에  5 

mg/ml MTT 20 ul  FBS free DMEM 200 ul  각 

well에 처리한 후 루미  차 한  4 시간 

동  같  건에  하 다.   거

한  DMSO  200 μl 처리한 후 37℃에  2 시간 

 후 microplate spectrophotometer  용하여 

570 nm에  도  하 다.

6) Cu/Zn SOD, Mn SOD  catalase 단 질  

  Sertoli cell에 hydrogen peroxide  처리한 후 

도별 시료  처리하여 항산   Cu/Zn SOD, 

Mn SOD, catalase 단 질 에 미  향  

하 다. 100 mm tissue culture dish(BD Falcon, 

USA)에 10% FBS, penicillin(100 U/ml), streptomycin

(100 μg/ml)  첨가  DMEM 지에 탁  3×105

cells/ml  cell  8 ml  었다. 37℃, 5% CO2

incubator에  24 시간동  한 후 지  리

고 PBS 용  어주었다. PBS에  각각  

시료 1, 5, 10, 50 μg/ml과 FBS free DMEM에 

 150 μM hydrogen peroxide  각각  well에 처

리하고 24 시간 동  하 다.  거한 

포  PBS  2  한 후 lysis buffer  첨가
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하고 크랩  용하여 어냈다. 것  1.5 ml

 eppendorf tube에 담  12,000 × g에  10 

간 원심 리 하여 상  취하고 상   1 ul

 취해 Bradford's method  단 질  량하 다
8). 량한 단 질 25 ug  10% Tris-glycine gel에 

SDS-PAGE  실시하 다. Nitrocellulose membrane에

120 mA에  1 시간 동  transfer  실시한 후 

membrane  5% skim milk  용하여 1 시간 실

에  blocking하 다. Primary antibody  Anti-Cu/Zn 

SOD, Mn SOD  Anti-catalase  각각 1 : 1000  

도  4℃에  overnight하여 시킨 후 T-PBS

 membrane  washing하고 secondary antibody

 실 에  2 시간 하 다. Membrane  ECL 

kit(Thermo. USA)   후 X-ray film(Agpa, 

Belgium)  용하여 develop하 다.

3. 통계처리

  실험  평균  ± 편차(Mean ± S.D.)  

타내었 , 과 실험 과  평균  차  

Student's t-test  검 하여 p < 0.05   통

계  한 차 가  것  하 다.

Ⅲ. 결과

1. 覆盆子  DPPH radical 거 과

  覆盆子  ascorbic acid  도  DPPH 

radical 거  가하 다. 覆盆子  1, 

5, 10, 50, 100, 500 μg/ml  도에  각각 4.8, 

24.6, 39.0, 40.0, 40.5, 41.8%  DPPH radical 

거 과  타내었다(Fig. 1).

Fig. 1. DPPH radical-scavenging activity of 

ascorbic acid and water extract of 

Rubi Fructus. Values indicate the 

mean ± S.D. of three replications. 

DPPH radical scavenging activity(%) = 

[(AB-AT)/AB]×100, AB; absorbance of 

blank sample, AT; absorbance of tested 

extract solution.

2. 覆盆子가 Sertoli cell  cell viability에 미  

향

  覆盆子  1, 5, 10, 50, 100 ug/ml  도에

 Sertoli cell  생  89.8, 82.7, 81.6, 71.0, 

71.7%  타났다(Fig. 2).

Fig. 2. Effect of water extract of Rubi Fructus 

on the viability of Sertoli cells. Sertoli 

cells were treated with Rubi Fructus at 

37℃ for 24 h. Each column or point 

represents the mean ± S.D. (n = 3). * 

Significantly different from the control 

(**: p < 0.01, ***: p < 0.001).

3. Hydrogen peroxide  도  cytotoxicity에 

한 覆盆子  보 과

  Sertoli cell에 한 cell viability 결과에 근거하여 

hydrogen peroxide에 해 도  cytotoxicity

 하 다. Hydrogen peroxide에 해 도  

Sertoli cell  상 에 비하여 56.9%  하게 

cell viability가 감 하 다(p < 0.001). Hydrogen 

peroxide에 해 도  Sertoli cell에 하여 覆盆

子  1, 5, 10, 50, 100 μg/ml  도에  

각각 77.0, 70.9, 74.0, 86.7, 88.3%  한 보  

과  타내었다(*: p < 0.05, **: p < 0.01, 

***: p < 0.001, Fig. 3).
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Fig. 3. Protective effect of water extract of 

Rubi Fructus on hydrogen peroxide- 

induced cytotoxicity. Sertoli cells treated

with Rubi Fructus were incubated in 

the presence or absence of 150 μM 

hydrogen peroxide at 37℃ for 24 h. 

Each column or point represents the 

mean ± S.D. (n = 3). # Significantly 

different from the control (###: p < 

0.001) and * significantly different 

from the cells exposed to hydrogen 

peroxide alone (*: p < 0.05, **: p < 

0.01, ***: p < 0.001).

4. 覆盆子가 Cu/Zn SOD, Mn SOD, catalase 단

질 에 미  향

  산  해하   Cu/Zn SOD, Mn SOD 

 catalase  단 질 량에 한 향  사하

 하여 Western blot  실시하 다(Fig. 4A).  

Sertoli cell에  Cu/Zn SOD 단 질 량  覆盆

子  50 ug/ml  도에  상 에 비하여 

81.8%  하게 감 하 다(p < 0.05). Hydrogen 

peroxide  단독  처리한  Cu/Zn SOD 

단 질 량  상 에 비해 78.7%  하게 

감 하 고(p < 0.05), hydrogen peroxide  覆盆子

 동시 처리한 5, 50 ug/ml  도에  

에 비해 80.4, 86.9%  하게 가하 다

(Fig.4B).

  Sertoli cell에  Mn SOD 단 질 량  覆盆子

 1, 5, 50 ug/ml  도에  상 에 비하여 

86.8, 81.1, 85.2%  하게 감 하 다(p < 

0.05). Hydrogen peroxide  단독  처리한 

 Mn SOD 단 질 량  상 에 비해 

69.6%  하게 감 하 고(p < 0.05), hydrogen 

peroxide  覆盆子  동시 처리한 1, 10 

ug/ml  도에  에 비해 Mn SOD 단 질 

량  77.8, 82.9%  하게 가하 다(Fig. 

4C). 

  Sertoli cell에  覆盆子  1, 5, 10, 50 

ug/ml  도에  처리한 결과 catalase 단 질 

량  상 에 비하여 한 차  보 지 

다. Hydrogen peroxide  단독  처리한 에

 catalase 단 질 량  75.7%  상 에 비

하여 감 하   타 지 , 

hydrogen peroxide  覆盆子  동시 처리한 

1, 5, 10, 50 ug/ml  도에  에 비해 

catalase 단 질 량  한 차  보 지 

다(Fig. 4D). 

A)

B) 

C) 
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D) 

Fig. 4. Effect of water extract of Rubi Fructus 

on Cu/Zn SOD, Mn SOD and catalase 

protein expression in Sertoli cells. A) 

Analysis of Western blotting was done 

using Cu/Zn SOD, Mn SOD and catalase 

and β-actin antibody respectively. B) 

Cu/Zn SOD protein expression C) Mn 

SOD protein expression D) catalase 

protein expression. Normal is vehicle 

treated group. Control is hydrogen 

peroxide (150 uM) treated group. Sertoli 

cells treated with Rubi Fructus (1, 5, 

10, 50 ug/ml) were incubated in the 

presence of 150 uM hydrogen peroxide 

at 37℃ for 24 h. β-actin was used ad 

internal control. # Significantly 

different from the normal value (#: p < 

0.05) and * significantly different from 

the cells exposed to hydrogen peroxide 

alone (*: p < 0.05).

Ⅳ. 고찰

  근 생식   달  과 한 여  

 체  해결  어가고  에 라 

 원 에 한 심과 연    겨가

고  다9).  근 가하  

에 , 심리  , 생식  감염, 주변 경

 내 비 란 질에 한 ,   

등  매우 다 한   하  것

  다10).  50% 도  원  

하게 지지  상 다11). 그러  

 들에게 사한 상  견   

도가 낮거  운동  어지거  태학  상  

견  경우들 다. 특   변   

 하여 미 운 보고  들 샘플에  고

도  산  찰  경우가 다  다

12). 과    근 하게 다루

어지  것  산  다 한 연 결과에 하여 

산 가   상  하  다 한 

근거가 시 고 다
13). 체내에  생 학  산

 통하여 에 지  공  과 에  free 

radical  갖  산  생한다14). 러한 

용들  고  간질 포  지지 포에  어 다  

 생과    운동 , 생 에 향

 미 게 다. 에 하여  어  

superoxide dismutase(SOD), catalase, peroxidase 

등  항산  vitamin E, vitamin C, glutathione,

ubiquinone, 산 등과 같  항산  질들  과산

 보  용  타낸다. 러한 어

에 상  생 거  다  리 , 학   

하여 산  지 게 생  산 트

(oxidative stress)가 다. 

  覆盆子에 한  연  비만   

에 覆盆子  여한 결과 몸 게  cholesterol, 

LDL, ALT 등  감 하여 비만  료   과

가  보고 었다
15). 

   복 (R. coreanus)가 래  복 (R. occidentalis)

에 비하여 항산  우 하다  보고가 었지만
16)

, 

 과   Sertoli cell에 한 覆盆子

 항산  과  직 보고 지 다. 

  Sertoli cell  내에 하  지지 포  

에 여하고 다. DPPH  그 체가 매우 

한 free radical  도 517 nm에  특징  

  타내  보라색 합 다.  

항산  질  ascorbic acid  覆盆子  

도에  DPPH radical 거  비 하 다. 

실험 결과 ascorbic acid  도  DPPH 

radical 거  가하 고, 覆盆子  

각각 1, 5, 10, 50, 100, 500 μg/ml  도에  

4.8, 24.6, 39.0, 40.0, 40.5, 41.8%  DPPH 

radical 거 과  타내었다. 覆盆子  500 ug/ml

도에   41.8%  DPPH radical 거  

타내었다.  등16)  보고에  覆盆子  

1,000 ug/ml  도에  70% 미만  DPPH radical 

거  타낸 것과 비 하 , 50%  DPPH 

radical 거  타내  覆盆子  도

 660 ug/ml 보다  것  다.

  覆盆子  Sertoli cell    식에 미
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 향  하  한 MTT assay 결과 1, 5, 

10, 50, 100 ug/ml  도에  Sertoli cell  생

에 한 변  미 지 다. Sertoli cell에 

한 cell viability 결과에 근거해 hydrogen peroxide에

해 도  cytotoxicity  하 다.

  상  Sertoli cell에 비하여 hydrogen peroxide

처리한  cell viability가 56.9%  하게 

감 하 다. Hydrogen peroxide에 해 도  Sertoli 

cell에 하여 覆盆子  든 실험 도에  

한 보  과  타내었 , 특  覆盆子

 100 ug/ml 도에  88.3%  가    

항산  과  타내었다. 

  생체내  상  사 과  에  비

지  들  몸 에  산   원

시  매우 독  강한 O2
- 라  만들어 낸다. 

생체  러한 O2
-  포  보 하  superoxide

dismutase(SOD)라  한  가지고 다17)
. 

  SOD  cellular pathway에  free radical들  비

 시키  필  다. SOD  O2
-  

질  하여 H2O2  O2  변 시키 , Catalase  

H2O2  H2O  O2  원시키  용  한다13). 체 

내에   가지  SOD가 다고   

하  Cu/Zn SOD(SOD-1) 고 다  하  Mn 

SOD(SOD-2) 다. Cu/Zn SOD  한  

포에  재한다18). Spermatozoa  free radical 

damage  상  우 , Cu/Zn SOD  산  

상  지하  한 역할  한다13)
.

  Cu/Zn SOD  포내 미 드리  에  O2

 H2O2  원시 주  용  한다
19)

. 覆盆子

 항산  어  보  해 Cu/Zn SOD 

단 질 량  하 다. Sertoli cell에  

에 비하여 覆盆子  Cu/Zn SOD 단 질 

량  가하 , 특  覆盆子  50 ug/ml 

도에  86.9%  하게 가하 다. 라  覆

盆子  hydrogen peroxide에 해 산 가 

도  Sertoli cell에  Cu/Zn SOD 단 질 량  

가시  항산  과가  하 다.

  Mn SOD  포내 미트 드리  내 에  O2  

H2O2  원시 주  용  한다
20)

. 覆盆子

 항산  어  보  해 Mn SOD 단

질 량  하 다. Sertoli cell에  에 

비하여 覆盆子  Mn SOD 단 질 량  

가하 , 특  覆盆子  10 ug/ml 도에

 82.9%  하게 가하 다. 라  覆盆子

 hydrogen peroxide에 해 산 가 도  

Sertoli cell에  Mn SOD 단 질 량  가시  

항산  과가  하 다.

  Catalase  많  경  돌연변  질

(mutagen)  비  시키  용에 한 용  

한다. 또한 염색체 변  감 시키  것   

다. Sertoli cells에  覆盆子  항산  

용  하  해 catalase 단 질 량  

하  한 차  보 지 다. 

  상에  覆盆子  Sertoli cell에 미  

항산 과  체   하  해 실험  

행하 다. 실험 결과 覆盆子  Sertoli cell

에 한 포독  타 지  DPPH radical

거 과 hydrogen peroxide에 해  

Sertoli cell  산  트 에 한 한 보  

과  타내었다. 또한 覆盆子  Sertoli cell

 Cu/Zn SOD, Mn SOD 단 질 량  가시킴

 항산  어 과가  었다. Sertoli 

cell에  覆盆子  catalase 단 질 량에 

향  미 지 다.

   覆盆子가 산  트   생식

포 Sertoli cell  보 하   통하여  

 료에 용     었다. 

V. 결

  益腎固精   용  覆盆子가 생식

포  Sertoli cell에 용하  과  한 결과 

다 과 같  결  얻었다. 

1. 覆盆子  도  DPPH radical 거 

 가시 다. 

2. Sertoli cell에 한 cell viability  한 결과 

覆盆子   100 ug/ml  도에  

포독  타 지 다. 

3. Hydrogen peroxide에 해 도  cytotoxicity

에 하여 覆盆子  하게 Sertoli cell  생

 가시 다.

4. 覆盆子  hydrogen peroxide에 해 산 가 도

 Sertoli cell에  Cu/Zn SOD  Mn SOD  단

질 량  가시 , catalase  단 질 
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량  한 변 가 타 지 다.

  에 覆盆子  생식 포  Sertoli cell에 

하여 항산 과  가지 , 산 용에 한 

 료에 용할   것  사료 다.
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