
- 123 - 

Biomedical Science Letters 2019, 25(2): 123~130 
https://doi.org/10.15616/BSL.2019.25.2.123 
eISSN : 2288-7415 

 

Inhibitory Effect of Scopoletin on U46619-induced Platelet 
Aggregation through Regulation of Ca2+ Mobilization  

Dong-Ha Lee†,*  

Department of Biomedical Laboratory Science, Molecular Diagnostics Research Institute, 
Namseoul University, Cheonan 31020, Korea 

Platelet aggregation is essential for hemostatic process in case of blood vessels damages. However, excessive platelet 

aggregation can cause cardiovascular disorders including atherosclerosis, thrombosis and myocardial infarction. Scopoletin 

is usually found in the roots of genus Scopolia or Artemisia, and is known to have anticoagulant and anti-malarial effects. 

This study investigated the effect of scopoletin on human platelet aggregation induced by U46619, an analogue of 

thromboxane A2 (TXA2). Scopoletin had anti-platelet effects by down-regulating TXA2 and intracellular Ca2+ mobilization 
([Ca2+]i), the aggregation-inducing molecules generated in activated platelets. On the other hand, scopoletin increased 

the levels of cyclic adenosine monophosphate (cAMP) and cyclic guanosine monophosphate (cGMP), which are known 

to be intracellular Ca2+ antagonists. This resulted in inhibition of fibrinogen binding to αIIb/β3 in U46619-induced human 

platelet aggregation. In addition, scopoletin inhibited the release of adenosine trisphosphate (ATP) in dose-dependent manner. 

This result means that the aggregation amplification activity through the granule secretion in platelets was suppressed by 

scopoletin. Therefore, we demonstrated that scopoletin has a potent antiplatelet effect and is highly likely to prevent 
platelet-derived vascular disease. 
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서  론 

 

혈소판 응집은 혈관이 손상되었을 때 지혈 마개를 형성

하는데 있어서 필수적인 반응이다. 특히, 혈소판에서 세포

질 내 Ca2+ ([Ca2+] i) 농도는 혈소판 응집의 활성화에 핵심

적인 역할을 하며, [Ca2+]i은 inositol 1,4, s-trisphosphate (IP3)

에 의해 내부 저장소인 dense tubular system에서부터 수용

체를 통해 세포질 내로 동원된다고 알려져 있다(Furuichi 

and Mikoshiba, 1995). 증가된[Ca2+]i는 혈소판막에 위치한 

phosatidylinositiol 4,5-bisphosphate (PIP2)가 분해되면서 생성

되는 Diacyglycerol (DG)과 함께 Ca2+/calmodulin 복합체에 

의존적인 myosin light chain (20 kDa)의 인산화와 protein 

kinase C (PKC)에 의존적인 plecktrin (40 또는 47 kDa)의 인

산화를 일으킴으로써 세포골격 단백질의 재배열을 유도하

고, 결과적으로 혈소판을 응집시키는 것으로 알려져 있다

(Furuichi and Mikoshiba, 1995). 또한, DG는 DG lipase와 

monoacyglycerol (MG) lipase에 의해 순차적으로 가수 분해

되어 arachidonic acid를 거쳐 Thromboxane A2 (TXA2)로 전

환된다(Ohkubo et al., 1996). TXA2는 혈소판을 활성화시켜 

분비 및 형태 변화를 유도하는 것으로 알려져 있다(Saitoh 

et al., 1986). 실제로, TXA2의 안정한 유사체인 U46619 (9, 
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11-dideoxy-9a.la-methanoepoxyprostaglandin F2a)는 [Ca2+]i

를 상승시키면서 myosin light chain와 pleckstrin의 인산

화를 증가시키는 우수한 혈소판 응집 유도제로 이용된다

(Cattanco et al., 1991; Su et al., 1999). 이러한 현상은 혈액 내 

지혈 반응의 정상적인 과정이지만 혈소판 응집이 과도하

게 일어날 경우에 동맥 경화와 같은 다양한 혈관 질환의 

원인이 되기도 한다. 따라서, 적절하게 혈소판 응집을 억

제하는 것이 심혈관계 질환을 예방하는 유용한 접근방법

이 될 수 있다(Cattanco et al., 1991; Su et al., 1999). 

Verapamil과 theophylline은 혈소판 응집의 필수 요소인 

[Ca2+]i를 감소시키는 cyclic adenosine monophosphate (cAMP)

의 수준을 높임으로써 항혈소판 기능을 한다. 또한, mol- 

sidomine과 nitroprusside 같은 혈관확장제와 zaprinast와 

erythro-9-(2-hydroxy-3-nonyl) adenine과 같은 cyclic guano- 

sine monophosphate (cGMP) phosphodiesterase (PDE) 억제

제는 혈소판에서 cGMP 수준을 높인다(Menshikov et al., 

1993). cAMP와 cGMP의 항혈소판 효과는 기질 단백질 

vasodilator-stimulated phosphoprotein (VASP)을 인산화시키

는 cAMP와 cGMP-의존성 단백질 kinase(각각 A-kinase와 

G-kinase)에 의해 매개된다(Kawada et al., 1997; Calderwood 

et al., 2000). VASP는 actin 결합 단백질로서 분비와 부착에 

길항작용을 하며, VASP의 인산화는 αIIb/β3의 활성에 기여

하는 VASP 친화도를 억제하는 것에 관련된다고 알려져 

있다(Smolenski et al., 1998). 

Scopolia 또는 Artemisia 속 식물의 뿌리에서 흔히 발견

되는 Scopoletin은 말라리아 방지 및 응고 방지 효과가 

있는 것으로 알려져 있다(Obasi et al., 1994; Towler and 

Weathers, 2015). 그러나, 혈소판 응집에서의 scopoletin의 

역할 및 U46619에 의해 유발되는 사람 혈소판 응집에 대

한 scopoletin의 기전에 대해서는 알려진 바가 없다. 본 연

구는 scopoletin의 항혈소판 작용을 명확히 하기 위해 sco- 

poletin이 U46619가 유도한 혈소판 응집과 관련된 다양한 

인자에 미치는 영향을 확인하고자 하였다. 

 

재료 및 방법 

실험재료 

Scopoletin (PIN:7-Hydroxy-6-methoxy-2H-1-benzopyran-2-

one, Chemical formula: C10H8O4, Molar mass: 192.16 g/moL)

는 Avention Corporation (Seoul, Korea)에서 구입하였다(Fig. 

1). U46619는 Chrono-Log Corporation (Havertown, PA, USA)

에서 입수하였다. TXB2, ATP, cAMP 및 cGMP enzymeimmu- 

noassay (EIA) kit는 Cayman Chemical (AnnArbor, MI, USA)에

서 구입했다. Fura 2-AM 및 Fibrinogen Alexa Fluor 488 접합

체는 Invitrogen (Eugene, OR, USA)으로부터 구입하였다. 

사람 세척 혈소판 제조 

사람 혈소판 풍부 혈장(platelet rich plasma, PRP)은 한국 

적십자 혈액원(Suwon, Korea)에서 입수하였다. 이전에 발

표된 방법(Kwon and Lee, 2017)에 따라서 세척 혈소판(108 

cells/mL)을 준비했습니다. PRP를 1,300 G에서 10분 동안 

원심 분리하여 혈소판을 획득하였고, 이것을 세척 완충액 

(138 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 12 mM NaHCO3, 0.36 mM 

NaH2PO4, 5.5 mM glucose 및 1 mM EDTA, pH 6.9)으로 2회 

세척하였다. 세척된 혈소판을 108 cells/mL의 최종 농도로 

현탁 완충액(138 mM NaCl, 5.5 mM 글루코스, 2.7 mM 

KCl, 12 mM NaHCO3, 0.36 mM NaH2PO4, 0.49 mM MgCl2 

및 0.25% gelatin, pH 7.4)에 현탁시켰다. 저온에서 혈소판 

응집이 일어나는 것을 피하기 위해 모든 절차를 25℃서 

수행하였다. 이 실험은 남서울대학교의 Institutional Review 

Board (1041479-HR-201803-003)의 승인을 받아 수행하였다. 

혈소판 응집능 및 TXA2 생성량 측정 

세척 혈소판(108 cells/mL)을 37℃에서 3분간 배양하고, 

2 mM의 CaCl2를 첨가한 후, U46619 (0.5 μM)로 응집을 

유도하여 5분 동안 확인하였다. 응집은 1,000 rpm에서 

aggregometer (Chrono-Log, Corp., Havertown, PA, USA)를 

사용하여 측정하였다. 각각의 응집능은 빛 투과율이 증가

되는 정도로 평가되었다. TXA2 생성량은 TXA2의 안정한 

대사 산물인 TXB2의 양으로 확인하였고, ice-cold EDTA 

(5 mM) 및 indomethacin (0.2 mM)을 첨가하여 반응을 중단

시킨 후, TXB2 EIA kit (Cayman Chemical)를 사용하여 측

정하였다. 

 

Fig. 1. The structure of scopoletin. PIN:7-Hydroxy-6-methoxy-2H-
1-benzopyran-2-one, Chemical formula: C10H8O4, Molar mass: 
192.16 g/moL. 
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세포질 내 Ca2+ ([Ca2+]i)의 측정 

PRP를 5 μM의 Fura 2-AM과 함께 37℃에서 60분 동안 

배양하였다. Fura 2-AM은 빛에 민감하기 때문에 PRP가 들

어있는 튜브를 알루미늄 호일로 덮은 상태를 유지하였다. 

위에 명시한 절차를 사용하여 Fura 2로 충전된 세척 혈소

판(108 cells/mL)를 제조하고, 2 mM CaCl2 존재 하에 37℃

에서 3분간 항온 처리한 후, U46619 (0.5 μM)를 처리하여 

5분 동안 확인하였다. Fura 2의 형광은 분광 형광 측정기

(SFM 25, BioTeck Instrument, Italy)를 사용하여 측정하였고, 

[Ca2+]i 결과는 기존 논문의 방법을 사용하여 계산하였다

(Schaeffer and Blaustein, 1989). 

Cyclic nulceotides (cAMP 및 cGMP) 생성량 측정 

세척 혈소판(108 cells/mL)을 37℃에서 3분간 배양하고, 

2 mM의 CaCl2를 첨가한 후, U46619 (0.5 μM)로 자극하여 

5분 동안 응집을 유도하였다. 1 M HCl를 첨가하여 반응을 

종결하였고, cAMP 및 cGMP를 EIA kit를 사용하여 Synergy 

HT Multi-Model Microplate Reader (BioTek Instruments, 

Winooski, VT, USA)를 통해 측정하였다. 

αIIb/β3에 대한 fibrinogen 결합능 측정 

Alexa Flour 488-human fibrinogen (30 μg/mL)이 결합된 

세척 혈소판(108 cells/mL)을 2 mM의 CaCl2를 첨가한 후, 

U46619 (0.5 μM)로 자극하였다. 반응을 종결시키기 위해 

0.5% paraformaldehyde가 함유된 phosphate-buffered saline 

(PBS, pH 7.4)를 첨가하였다. 이 과정은 빛을 차단하면서 

수행되었고, fibrinogen 결합능은 유세포분석기(BD Biosci- 

ences, San Jose, CA, USA)를 사용하여 수행하였으며, Cell- 

Quest software (BD Biosciences)로 분석하였다. 

ATP 방출량 측정 

세척 혈소판(108 cells/mL)에 2 mM의 CaCl2를 첨가한 후, 

U46619 (0.5 μM)로 자극하여 5분 동안 응집을 유도하였

 

Fig. 2. Effects of scopoletin on platelet aggregation. (A) Concen-
tration threshold of U46619 on human platelet aggregation. 
(B) Effects of scopoletin on platelet aggregation stimulated by
U46619. (C) Half-maximal inhibitory concentration (IC50) value
of scopoletin in U46619-stimulated human platelet aggregation.
Data are expressed as means ± SD (n=4). *P<0.05, **P<0.001
compared with the U46619-stimulated platelets. 
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다. 반응이 종결되고 4℃에서 10분간 1,000 G로 원심 분리

한 후, 상등액을 분리하여 ATP 방출량 측정에 사용하였

다. ATP 방출량은 luminometer (BioTek Instruments로 ATP 

assay kit를 사용하여 측정하였다. 

통계 분석 

결과는 평균 ± 표준 편차로 나타냈고, 통계 분석은 양측

의 unpaired Student's t-test 또는 ANOVA를 사용하여 적절

하게 수행되었다. ANOVA에 따른 집단 평균 간에 유의한 

차이가 있다면 각 집단을 Scheffe의 방법으로 비교하였다. 

 

결  과 

혈소판 응집능에 대한 scopoletin의 효과 

U46619에 의해 유도되는 사람 혈소판의 응집도를 다양

한 농도에서 확인하였고, 0.5 μM 이상에서 최대로 응집을 

유도하는 것을 확인하였다(Fig. 2A). 따라서, 0.5 μM U46619

을 응집을 유도하는 물질의 농도로 사용하였다. Fig. 2B에 

나타낸 바와 같이, U46619에 의해 유도 된 혈소판 응집은 

80.5±2.1%이었지만, scopoletin (50, 100, 300 및 500 μM)

은 혈소판 응집을 74.0±1.7, 71.3±2.9, 44.0±3.6 및 1.8±

1.5%으로 유의하게 억제하였다. 그리고, scopoletin의 half-

maximal inhibitory concentration (IC50)은 약 326.3 μM이었

으며(Fig. 2C), 혈소판에 미치는 scopoletin의 독성은 유의

한 효과가 없음을 확인하였다(Data not shown). 이 결과는 

scopoletin이 세포독성이 없이 혈소판 응집 억제제로서 기

능할 수 있음을 의미한다. 

Scopoletin이 TXB2와 [Ca2+]i에 미치는 영향 

손상이 없는 상태의 혈소판에서 TXB2의 양은 3.0±0.8 

ng/108 혈소판이었고 혈소판을 U46619 (0.5 μM)로 자극

했을 때 48.9±5.4 ng/108 cells으로 크게 증가했다. 그러나, 

scopoletin (50, 100, 300 및 500 μM)은 증가한 TXB2의 양을 

농도 의존적으로 유의하게 감소시켰다(Fig. 3A). 또한, Fig. 

3B에서 볼 수 있듯이, scopoletin (50, 100, 300 및 500 μM)

은 U46619에 의해 증가된[Ca2+]i를 강력하게 억제하였다. 

Scopoletin이 cAMP 및 cGMP 생성에 미치는 영향 

cAMP와 cGMP 모두 [Ca2+]i을 감소시킴으로써 혈소판 

응집의 음성 조절자로 기능한다고 알려져 있다(Kawada et 

al., 1997). 따라서, scopoletin이 cAMP 또는 cGMP의 생성에 

영향을 미치는지 확인하였다. Fig. 4A에 나타낸 바와 같이, 

scopoletin은 cAMP 수준을 4.2±0.2 pmoL/108 cells에서 7.3

±0.7 pmoL/108 cells으로 강하게 증가시켰다. 그리고, cGMP

도 scopoletin에 의해 5.9±0.4 pmoL/108 cells에서 16.3±2.1 

0.4 pmoL/108 cells으로 크게 증가되었다(Fig. 4B). 이러한 

결과는 scopoletin이 U46619로 유도된 혈소판에서 cAMP 

및 cGMP의 생성을 증가시킴으로써 응집억제에 기능하다

는 것을 의미한다. 

Scopoletin이 αIIb/β3에 대한 fibrinogen 결합능에 미치

는 영향 

세포질 내 cyclic nulceotides의 생성증가는 αIIb/β3에 대한 

fibrinogen 결합을 억제함으로써 혈소판 활성화를 억제한 

Fig. 3. Effects of scopoletin on TXB2 production and [Ca2+]i (A) Effects of scopoletin on TXB2 production stimulated by U46619. (B) Effects
of scopoletin on [Ca2+] i stimulated by U46619. Data are expressed as means ± SD (n=4). aP<0.05 compared with no-stimulated platelets, 
*P<0.05, ** P<0.001 compared with the U46619-stimulated platelets. 
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Fig. 4. Effects of scopoletin on cyclic nucleotides production. (A) Effects of scopoletin on cAMP production stimulated by U46619. (B) 
Effects of scopoletin on cGMP production stimulated by U46619. Data are expressed as means ± SD (n=4). *P<0.05, ** P<0.001 compared
with the U46619-stimulated platelets. 

 

Fig. 5. Effects of scopoletin on fibrinogen binding. (A)
Effects of scopoletin on fibrinogen binding. Stimulated
by U46619. a, Intact platelets; b, U46619 (0.5 μM); c,
U46619 (0.5 μM) + scopoletin (50 μM); d, U46619 
(0.5 μM) + scopoletin (100 μM); e, U46619 (0.5 μM) 
+ scopoletin (300 μM); f, U46619 (0.5 μM) + scopo-
letin (500 μM). (B) Effects of scopoletin on U46619-
stimulated fibrinogen binding (%). These data were 
expressed as the means ± SD (n=4), aP<0.05 compared
with no-stimulated platelets, *P<0.05, ** P<0.001 com-
pared with the U46619-stimulated platelets. 
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다고 알려져 있다(Horstrup et al., 1994; Barragan et al., 2003). 

따라서, scopoletin이 αIIb/β3에 결합하는 fibrinogen을 억제

하는지 확인하였다. Fig. 5A에서 볼 수 있듯이, U46619는 

손상이 없는 혈소판과 비교하여 αIIb/β3에 결합하는 fibri- 

nogen을 0.7±0.1%에서 76.9±0.9%로 강력하게 증가시켰다. 

그러나, scopoletin은 U46619에 의해 증가된 αIIb/β3에 대한 

fibrinogen의 결합능을 최대 18.8±0.6%까지 농도 의존적으

로 강하게 억제하였다(Fig. 5B). 

Scopoletin이 ATP 방출량에 미치는 영향 

Fig. 6에 나타낸 바와 같이, U46619가 유도한 혈소판에

서의 ATP 수준은 손상이 없는 혈소판에서의 결과와 비

교하였을 때 약 78배가 높은 7.8±0.2 μM이었다. 그러나, 

scopoletin (50, 100, 300 및 500 μM)은 U46619에 의해 증가

된 ATP 방출을 7.4±0.2, 5.4±0.2, 3.9±0.1 및 1.3±0.1 μM

까지 농도 의존적으로 억제하였다. Scopoletin (500 μM)은 

U46619에 의한 ATP 방출량을 83.3%의 억제율로 강력하

게 억제한 것이다. 

 

고  찰 

 

혈소판의 활성화가 일어날 때, phospholipase C-γ2 (PLC-γ2)

는 혈소판막에서 phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate (PIP2)

를 IP3와 diacylglycerol (DG)로 가수분해한다. 생성된 IP3는 

dense tubular system으로부터 Ca2+ 동원을 유도하고, DG는 

DG-의존성 protein kinase C를 활성화시킨다(Berridge and 

Irvine, 1989). 증가된 [Ca2+]i는 Ca2+/calmodulin 의존성 단백

질인 myosin light chain (20 kDa) 및 pleckstrin(40 또는 47 

kDa)의 인산화를 초래하여 결과적으로 혈소판 응집을 유

도한다(Nishikawa et al., 1980). 또한, thromboxane A2 (TXA2)

는 혈소판 응집 및 후속 혈소판 활성화를 자극하는 강력

한 혈관 수축제로서, cyclooxygenase (COX)와 thromboxane 

A synthase (TXAS)와 같은 효소의 작용에 의해 arachidonic 

acid로부터 PGH2를 거쳐 생성된다(Okwu et al., 1992). 본 

연구에서, scopoletin은 사람 혈소판에서 TXA2 생성을 농

도 의존적으로 감소시켰고, 그 결과[Ca2+]i를 농도 의존적

으로 억제하여 최종적으로 혈소판 응집을 억제하였다. 이

는 TXA2의 안정한 유사체인 U46619 (9,11-dideoxy-9a.la-

methanoepoxyprostaglandin F2a)가 [Ca2+]i의 상승작용을 통

해 myosines light chain와 pleckstrin의 인산화를 증가시키는 

우수한 혈소판 응집 유도제로 사용된다는 선행 연구와 일

치한다(Cattanco et al., 1991; Su et al., 1999). 뿐만 아니라, 

cyclic nulceotides는 Ca2+ 유입을 감소시키고 cAMP- 및 

cGMP- 의존성 단백질 kinase를 활성화함으로써 혈소판 응

집을 억제한다고 알려져 있다(Kuo et al., 1980). 본 연구에

서, scopoletin은 혈소판에서 cAMP와 cGMP 생성을 강하

게 증가시켰고, 이 결과는 scopoletin에 의한 cyclic nucleo- 

tides의 증가가 [Ca2+]i를 조절함으로써 혈소판 응집에 중

심적인 역할을 할 수 있음을 나타낸다. cAMP와 cGMP는 

adenylyl cyclase/guanyl cyclase 또는 cyclic nucleotide phos- 

phodiesterases (PDEs)의 활성화에 의존한다(Gao et al., 2015). 

PDE 활성의 억제는 혈소판 응집에서 cyclic nucleotides의 

수준을 증가시키기에, PDE 억제제는 혈전증에 대한 치

료적 효과를 가질 수 있다(Haslam et al., 1999). 실제로, 

triflusal, cilostazol, dipyridamole과 같은 PDE 억제제는 임상

적으로 cyclic nucleotides의 생산을 증가시키는 항혈소판제

로 사용된다(Menshikov et al., 1993). 본 연구에서, scopoletin

은 cAMP와 cGMP의 생산을 증가시키는 항혈소판 물질

로서 가능성이 있으며, 그 기전을 확실히 밝히기 위해서

는 추가적인 연구가 필요하다. 

혈소판에서 증가된 cAMP 및 cGMP는 VASP ser157 및 

ser239의 인산화를 통해 혈소판 활성화를 억제한다고 보

고되었고, VASP는 cAMP/cGMP 의존성 PKA/PKG의 주된 

기질로 작용하여 혈소판의 분비와 접착 특성을 조절하여 

혈소판 활성화를 억제하는 것으로 알려져 있다(Wangorsch 

et al., 2011; Napeñas et al., 2013). 또한, VASP 인산화는 

integrin αIIb/β3의 활성화를 억제하여 결과적으로 혈소판 

응집을 억제한다. 본 연구에서, scopoletin은 U46619에 의

해 자극된 혈소판에서 αIIb/β3에 대한 fibrinogen 결합능을 

Fig. 6. Effects of scopoletin on ATP release. Data are expressed as 
means ± SD (n=4). (n=4), aP<0.05 compared with no-stimulated 
platelets, *P<0.05, **P<0.001 compared with the U46619-stimulated
platelets. 
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유의하게 억제하였으며, 이는 cAMP 및 cGMP 생성의 증

가와 관련이 있는 것으로 보인다. 또한, 혈소판 내 dense 

body로부터의 ATP 방출량 증가는 혈소판 응집의 증폭

에 관여하는 것으로 알려져 있다(Holmsen and Day, 1970; 

Wentworth et al., 2006). 본 연구에서, scopoletin은 ATP 방

출량을 농도 의존적으로 억제하였고, 이는 혈소판의 응집

이 증폭되는 것을 억제시키는 데 기여하였다고 생각된다. 

이 결과들을 통해, 우리는 scopoletin가 U46619 유도의 사

람 혈소판 응집에 있어서 억제 효과를 가진다는 것을 분

명히 하였다. 본 연구는, scopoletin의 항혈소판 효과에 대

한 기존의 연구와 다르게, 토끼나 쥐의 혈소판이 아닌 사

람 혈소판에 대한 scopoletin의 응집억제 효과를 규명한 

것이며, 혈소판 응집능 뿐 아니라 관련된 여러 인자들을 

분석함으로써 기전을 확인하였기에 차별적 의미가 있다

고 사료된다(Okada et al., 1995; Wu et al., 2001). 

결론적으로, scopoletin은 사람 혈소판 응집을 억제하는 

유효한 물질이며, 이 작용에 있어서 세포질 내로의 Ca2+ 

동원을 조절하는 것이 중요하게 작용된다고 사료된다. 따

라서, 본 연구는 scopoletin이 Ca2+ 동원의 조절을 통해 혈

소판 응집을 저해하는 효과적인 혈전 예방 및 치료제로

서의 개발 가능성이 있음을 제시한다. 
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