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요  약  활성산소종이 DNA를 손상하고 암을 유발하는데 기인하는 것으로 밝혀지면서 활성산소를 제거하기 위한 항산화 

물질 개발 연구가 진행되고 있다. 본 연구에서는 리기테다 소나무 솔방울 에틸아세테이트 분획물의 항산화 효과 및 산화적 

스트레스에 의해 야기된 DNA 손상 보호 효과를 조사하기 위해 수행되었다. 항산화 활성을 확인하기 위해 DPPH 및 

ABTS 라디칼 소거 활성, 환원력, Fe2+ 킬레이팅 활성을 평가하였으며, 항산화 활성과 연관된 총 페놀 및 비타민 C의 

함량도 분석하여 식물 화학물질을 확인하였다. 산화적 DNA 손상 억제 효과는 φX-174 RF I plasmid DNA 절단 분석법

을 이용하여 측정하였다. DPPH 및 ABTS 라디칼 소거 활성은 농도 의존적으로 나타났다. 환원력과 Fe2+ 킬레이팅 활성

은 200 ㎍/㎖에서 각각 77.32 ± 2.28%, 64.09 ± 1.01%의 활성을 나타냈다. 또한, 리기테다 소나무 솔방울은 산화적 

스트레스에 대한 plasmid DNA 보호 효과를 보였다.

주제어 : 리기테다 소나무 솔방울, 항산화, DPPH, ABTS, φX-174 RF I plasmid DNA

Abstract  Reactive oxygen species (ROS) damage DNA and cause cancer. Therefore, the research is being 

conducted on the development of antioxidants for the removal of ROS. This study was performed to 

investigate antioxidant activity and protective effect against oxidative DNA damage using ethyl acetate 

fractions from the cone of Pinus rigida x taeda (ERT). The antioxidant activity was evaluated using the 

DPPH, ABTS radical scavenging assay, reducing power assay, and Fe2+ chelating assay. Also, the contents 

of phenolic compounds and vitamin C related to antioxidant activity were analyzed to confirm 

phytochemicals. The DNA protective effect against oxidative stress was confirmed by the φX-174 RF I 

plasmid DNA cleavage assay. As a result, ERT showed DPPH and ABTS radical scavenging activities in a 

concentration-dependent manner. The results of reducing power and Fe2+ chelating activities were 77.32 

± 2.28% and 64.09 ± 1.01% at 200 ㎍/㎖. Also, ERT showed a DNA protective effect against oxidative stress.
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1. 서론

인체에는 산화 촉진물질과 산화 억제물질이 균형을 

이루고 있지만 음주, 흡연, 환경오염 등의 여러 가지 요

인에 의해 균형이 무너지게 되면 인체는 산화적 스트레

스에 노출된다. [1,2]. 인체 내 대사과정 중에 발생하는 

활성산소종(reactive oxygen species, ROS)에 의해 

산화적 스트레스가 발생되며, 활성산소종은 반응성이 

강하여 지질, 단백질 및 핵산 등을 손상 시킬 수 있다. 

이로 인하여 인체의 세포와 조직의 손상을 유발하여 노

화 및 암 등 다양한 질병을 초래할 수 있다. [3,4]. 또한, 

활성산소종은 DNA를 손상시켜 세포사멸을 유도하고 

암을 유발하는 종양 promotor로서 작용한다는 것이 

밝혀졌다 [5.6]. 그러므로 인체의 손상을 보호하기 위한 

활성산소종의 제거는 매우 중요하며 인체에 부작용이 

없으면서 항산화 효능을 가진 천연자원 소재를 찾기 위

한 연구가 활발하게 진행되고 있다 [7-9]. 천연자원으

로부터 얻을 수 있는 항산화 물질은 식물이 자외선, 해

충, 독소 등 외부환경으로부터 보호하기 위해 생산하는 

화학물질인 phytochemical로 phenolic 및 

flavonoid 계통의 화합물이 대표적이다. 이 물질들은 

활성산소종과 화학적인 연쇄반응을 통해 수소를 공여

하여 라디칼을 안정화시켜 제거함으로써 체내 활성산

소 제어에 도움을 주는 것으로 알려져 있다 [10,11]. 소

나무과에 속하는 리기테다 소나무 (Pinus rigida x 

taeda)는 형질 및 생장이 좋지 않은 리기다 소나무를 

테다 소나무와 교잡을 통해 개량한 소나무이며, 소나무

과 식물은 항산화 및 항염증에 효과가 있다고 알려진 

다양한 페놀 화합물과 camphene, α-pinene, β

-pinene 등의 terpene계의 정유 성분들을 함유하는 

것으로 보고되었다 [12-14]. 

최근 적송 소나무 솔방울의 항산화 활성 및 항균효

능, 잣나무 솔방울에서 추출한 phytoncide의 항염증 

효과가 보고됨에 따라 솔방울의 생리활성 관한 연구적 

가치가 증가하고 있다 [15-17]. 현재까지 리기테다 소

나무의 생리활성에 관한 연구로는 수피의 항산화 활성 

및 proanthocyanidin 함량 분석에 대한 연구가 진행

되었으며 [18], 본 연구에서는 리기테다 소나무 솔방울 

에틸아세테이트 분획물(ERT)의 항산화 활성 및 산화적 

스트레스로 인한 DNA 손상 억제 활성을 확인하고자 

한다.

2. 연구방법

2.1 실험재료

본 연구에 사용된 리기테다 소나무 (Pinus rigida x

taeda) 솔방울은 국립산림품종관리센터에서 제공받아 

시료로 사용하였다.

본 연구에 사용된 ethanol, dimethyl sulfoxide 

(DMSO), methanol, ethyl acetate 및 petroleum 

ether는 SK chemicals (HPLC grade, Korea) 제품

을 사용하였으며, 나머지 시약은 Sigma-Aldrich 

(USA) 제품을 사용하였다. 기타 시약 및 기기는 별도 

표기하였다.

2.2 실험 시료 추출 및 분획

실험에 사용된 리기테다 솔방울은 분쇄한 건조 시료 

50.0 g을 80% methanol 3ℓ로 72시간 침지한 후 그 

잔여물을 여과하였다. methanol 추출물은 rotary 

evaporator (N-1110S, Eyela, Japan)로 40℃에서 농

축한 후, 분별 깔대기를 이용하여 petroleum ether, 

ethyl acetate 순서로 3회 이상 반복하여 분획하였다. 

리기테다 솔방울 ethyl acetate 분획층을 rotary 

evaporator로 농축하여 -27℃에 보관하였고, 실험 전

에 DMSO에 용해하여 사용하였다.

2.3 항산화활성

2.3.1 DPPH 라디칼에 대한 소거 활성

1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl (DPPH) 라디칼

에 대한 소거 활성은 Bondet 방법을 참고하여 측정하

였다 [12]. DPPH solution은 300 µM DPPH를 515 

㎚의 흡광도에서 1.00이 되도록 ethanol을 이용하여 

제조하였다. DPPH solution 760 ㎕와 농도별 추출물 

(0.32, 1.6, 8, 40, 200 ㎍/㎖) 40 ㎕를 혼합하여 37℃

에서 20분 반응시키고, UV/Visible 분광 광도계 

(Human Cop, Xma-3000PC, Seoul, Korea)로 515 

㎚에서 흡광도를 측정하였다. 시료처리에 의한 소거활

성은 DMSO를 처리한 대조구와 비교하여 계산하였고, 

추출물의 DPPH 라디칼에 대한 소거 활성은 다음 계산

식으로 %를 구하였다. 

소거 활성(%) = {1-(추출물 첨가구의 흡광도/추출물 

무첨가구의 흡광도)}×100



리기테다 소나무 솔방울의 항산화 활성 및 산화적 DNA 손상에 대한 억제 효과 170

2.3.2 ABTS 라디칼에 대한 소거 활성

시료의 ABTS 라디칼 소거 활성은 Van den Berg 

등의 방법을 참고하여 측정하였다 [13]. ABTS 

solution은 2.45 mM potassium persulfate와 7 

mM 3-ethylbenzthiazoline-6- sulfonic acid 

(2,2’azino-bis)를 혼합하여 24시간 동안 형성시킨 

ABTS+을 734 ㎚에서 흡광도 값이 1.00이 되도록 증류

수로 희석하였다. ABTS solution을 760 ㎕와 농도별 

추출물 40 ㎕를 혼합한 후 20분간 37℃에서 반응시켜, 

UV/Visible 분광 광도계로 734 ㎚에서 흡광도를 측정

하였다. 시료처리에 의한 소거활성은 DMSO를 처리한 

대조구와 비교하여 계산하였고, 추출물의 ABTS 라디

칼에 대한 소거 활성은 다음 계산식으로 %를 구하였다. 

소거 활성(%) = {1-(추출물 첨가구의 흡광도/추출물 

무첨가구의 흡광도)}×100

2.3.3 환원력 평가

환원력은 Oyaizu의 방법을 참고하여 측정하였다 

[14]. 농도별 추출액 100 ㎕에 1% potassium 

hexacyanoferrate (Ⅲ) 250 ㎕와 동량의 0.2 M 

potassium phosphate buffer (pH 6.6)를 혼합한 후 

50℃에서 20분간 반응시켰다. 이 혼합물을 4℃에서 5

분간 냉각하고 trichloroacetic acid (TCA) 250 ㎕과 

혼합하였다. 위 혼합액을 2000 g에서 5분간 원심 분리

하한 상등액 400 ㎕에 동량의 증류수와 0.10% ferric 

chloride 16 ㎕를 첨가한 혼합물을 UV/Visible 분광 

광도계로 700 ㎚에서 흡광도를 측정하였다.

2.3.4 Fe2+ 킬레이팅 활성

시료의 Fe2+ 킬레이팅 활성을 확인하기 위해 Hus 방

법을 참고하여 실험하였다 [15].  1 mM FeCl2 40 ㎕

와 농도별 추출물 40 ㎕에 증류수 700 ㎕를 첨가하여 

약 30초간 반응하였다. 이 반응물에 5 mM ferrozine 

40 ㎕을 첨가하여 Fe2⁺-ferrozine complex를 유도하

고 UV/Visible 분광 광도계로 562 ㎚에서 흡광도를 

측정하였다. Fe2+ 킬레이팅의 활성(%)은 다음과 같은 

식으로 구하였다.

Fe2+ 킬레이팅 활성(%) = {1-(추출물 첨가구의 흡광

도/추출물 무첨가구의 흡광도)}×100

2.4 총 페놀성 화합물 및 비타민 C 분석

2.4.1 총 페놀성 화합물 분석

Folin-Denis 방법을 참고하여 총 페놀성 화합물을 

분석하였다 [16]. 건조된 리기테다 소나무 솔방울 시료 

1 g에 1% acetic acid/diethyl ether 혼합액 100 ㎖

를 혼합하여 5분간 추출 후 상등액을 제거하였다. 잔여

물에 70% acetone을 첨가하여 50 ㎖로 정용한 뒤, 2

시간 동안 교반 추출하였다. 여과한 상등액을 70% 

acetone으로 50 ㎖ 정용하였다. 추출물 50 ㎕와 증류

수 950 ㎕ 및 folin 500 ㎕를 혼합한 후, 20% sodium 

carbonate 2.5 ㎖를 넣고 40분간 실온에서 정치시켰

다. 상등액을 UV/Visible 분광 광도계로 725 ㎚에서 

흡광도를 측정하였다. Tannic acid를 표준품으로 하여 

정량 직선 방정식을 사용하여 정량하였다.

2.4.2 비타민C 함량 분석

비타민C 함량 분석은 Jagot and Dani의 방법을 참

고하여 분석하였다 [17]. 건조 시료 0.5 g를 10 ㎖ 증류

수에 혼합하여, 4500 rpm에서 20분간 원심 분리하여 

추출하였다. 여과한 추출물 200 ㎕와 trichloroacetic 

acid (TCA) 800 ㎕를 혼합하여 3000 rpm으로 5분간 

원심 분리하였다. 상등액 500 ㎕, 증류수 1.5 ㎖ 및 

Folin 200 ㎕를 혼합하여 10분간 상온에서 반응시키

고, UV/Visible spectrophotometer로 760 ㎚에서 

흡광도를 측정하였다. L-ascorbic acid (LAA)를 표준

품으로 하여 정량 직선 방정식을 사용하여 정량하였다.

2.5 φ X-174 RF I plasmid DNA 산화적 스트레스 

손상 억제 활성

2.5.1 Ferric chloride (FeCl2)을 통한 산화적 스트레스

농도별 추출액 40 ㎕와 2.5 mM FeCl2 60 ㎕와 증

류수 700 ㎕를 혼합하여 37℃에서 15분 반응하였다. 

혼합액 20 ㎕와 φX-174 RF I plasmid DNA 5 ㎕를 

혼합하여 37℃에서 3분간 반응한 후, 10X loading 

buffer와 혼합하여 1% agarose gel로 전기영동하였

다. 전기영동된 DNA band를 ChemiDoc (Bio-Rad, 

Hercules, CA, USA)을 이용하여 사진 촬영하였다. 

Band의 density는 imageJ software l.51K 

(National Institutes of Health)를 이용하여 분석하

였다.
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2.5.2 Ferrous sulfate(FeSO4)을 통한 산화적 스트레스

1.5 mM FeSO4와 1.5 mM hydrogen peroxide 

(H2O2)를 1:1로 혼합한 용액 760 ㎕을 농도별 추출액 

40 ㎕과 혼합하여 37℃에서 15분간 반응하였다. 혼합

액 20 ㎕와 φX-174 RF I plasmid DNA 5 ㎕를 혼합

하여 37℃에서 3분간 반응한 후, 10X loading buffer

와 혼합하여 1% agarose gel로 전기영동하였다. 전기

영동된 DNA band를 ChemiDoc (Bio-Rad, 

Hercules, CA, USA)을 이용하여 사진 촬영하였다. 

Band의 density는 imageJ software l.51K (National 

Institutes of Health)를 이용하여 분석하였다.

2.6 통계학적 분석

모든 결과는 GraphPad Prism 5.0 (GraphPad 

Software, Inc.)을 사용하여 분석되었으며 평균 ± 표

준 편차로 표시하였다. 모든 실험은 3 회 이상 수행되

었으며 one-way analysis of variance (ANOVA)로 

분석한 다음 Tukey의 사후 검정을 사용하여 여러 그룹

의 평균을 비교했습니다. 그룹 간 비교는 student's 

t-test를 통해 유의성을 나타내었다.

3. 연구 결과 및 고찰

3.1 항산화 활성

활성산소종은 인체 내 대사과정으로 생성되는데, 이

러한 활성산소종은 높은 반응성을 가진다. 이러한 특성

에 의해 단백질 분해, 지질 과산화 및 DNA 손상 등에 

이르는 산화적 스트레스를 일으켜 염증, 암 및 노화를 

일으킨다 [25, 26]. 따라서 산화적 스트레스로부터 방

어하기 위한 활성산소종의 경감은 매우 중요하다. 항산

화 활성을 측정하기 위해 DPPH 및 ABTS 라디칼에 대

한 소거 활성을 측정하였으며, 높은 항산화 활성을 나

타내는 L-ascorbic acid를 대조군으로 사용하였다 

[27,28]. ERT의 DPPH 라디칼 소거 활성은 200 ㎍/㎖

에서 86.12 ± 1.05%으로 나타났으며 농도 의존적으

로 증가하였다 (Fig 1A). IC50 (Inhibitory 

Concentration 50%) 값은 43.8 ㎍/㎖으로 나타났으

며 대조군으로 사용된 L-ascorbic acid은 5.0 ㎍/㎖로 

나타났다. ERT의 ABTS 라디칼 소거활성은 농도 의존

적으로 증가하였으며 200 ㎍/㎖에서 88.59 ± 2.67%

로 나타났다 (Fig 1B). 특히, 1.6, 8 ㎍/㎖에서 대조군

으로 사용된 L-ascorbic acid보다 높은 소거활성을 나

타냈다. IC50 값은 10.6 ㎍/㎖으로 L-ascorbic acid 

(10.5 ㎍/㎖)와 비교하였을 때 유사한 소거활성을 나타

냈다. DPPH와 ABTS 소거활성은 유의적인 상관관계를 

갖지만 DPPH는 free 라디칼이고 ABTS는 cation 라

디칼로 항산화 물질에 따라 반응에 차이가 있다 [29, 

30]. L-ascorbic acid와 소거 활성을 비교하였을 때 

ERT는 ABTS 라디칼에서 소거능이 더 효과적인 것으

로 확인되었다.

환원력 평가는 항산화 활성을 가진 물질이 전자를 

환원시킴으로써 노란색의 화합물이 청색으로 전환되는 

기작으로 항산화 활성을 측정하는 지표로 이용된다. 

L-ascorbic acid (200 ㎍/㎖)의 환원력을 100%으로 

하였을 때 ERT의 환원력은 200 ㎍/㎖에서 77.32 ± 

2.28%의 활성을 나타냈으며 농도 의존적으로 증가하였

다(Fig. 1C). 

생체 내의 생리 과정에서 철 (Iron, Fe)이온의 과잉은 

hydrogen peroxide와의 Fenton 반응을 일으키고 이

로 인해 hydroxyl 라디칼이 생성된다. Hydroxyl 라디

칼은 산화적 스트레스를 유발하여 DNA 손상시키고 세

포 노화, 세포 사멸의 원인이 된다 [31,32]. Fe2+ 킬레

이팅 활성은 Fe2+와 ferronzine이 결합하면 붉은색을 

띠게 되는데, Fe2+에 대해 킬레이팅 효과를 가진 물질

이 존재하면 Fe2+－ferrozine 복합체의 형성을 방해하

여, 결과적으로 발색이 저해되고 그 흡광도를 측정하여 

킬레이팅 효과를 확인한다 [33]. 대조군은 철 이온이 과

다 축적된 환자에게 사용되는 deferoxamine을 이용

하여 분석하였다 [34]. ERT의 Fe2+ 킬레이팅 활성은 

농도 의존적으로 증가하였으며, 200 ㎍/㎖에서 대조군 

deferoxamine (95.5 ± 0.08%)과 비교하여 ERT는 

64.09 ± 1.01%의 활성을 나타냈다 (Fig. 1D).
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Fig 1. DPPH radical scavenging assay (A), ABTS 

radical scavenging assay (B), Reducing 

power assay (C), and Fe+2 chelating assay 

(D) of ethyl acetate fractions from Cone of 

Pinus rigida x taeda. Values are expressed 

as the means±SD of three independent 

experiments. *p<0.05 vs. L-ascorbic acid. 
#p<0.05 vs. deferoxamine. ERT : Ethyl 

acetate fraction from the cone of Pinus

rigida x taeda.  LAA : L-ascorbic acid.

3.2 총 페놀성 화합물 및 비타민C 함량 분석

식물은 페놀, 페놀산, 플라보노이드 같은 폴리페놀 

화합물이 함유되어있어 phenolic hydroxyl기가 수소

를 공여하거나 페놀 고리 구조의 공명 안정화를 일으켜 

항산화 활성을 나타낸다 [22]. 그러므로 페놀 화합물은 

항산화, 항균 및 항암 활성 등의 생리활성과 연관성이 

있으며 페놀 화합물 함량이 높을수록 항산화 효과도 증

가하는 경향을 나타낸다 [36, 37]. 총 페놀성 화합물 함

량은 tannin acid를 표준 곡선으로 이용하여 측정하였

으며, tannin acid의 표준 곡선은 y = 0.0127x + 

0.1012로 나타났다. 이를 통해 ERT의 총 페놀성 화합

물 함량은 10.81 ± 0.79 ㎎/g으로 분석되었다. 비타민 

C 함량은 L-ascorbic acid를 표준 곡선으로 이용하였

으며, ERT의 비타민 C 함량은 0.26 ± 0.04 ㎎/g으로 

분석되었다. 이전 연구에 따르면, 강한 항산화 활성을 

나타내는 미선나무의 페놀성 화합물 및 비타민 C의 함

량이 17.03 ± 0.3 ㎎/g, 5.35 ± 0.19 ㎎/g로 보고 되

었으므로 그 상관관계가 매우 밀접하다고 보인다 [38].

Table 1. Total phenolic compounds and Vitamin C 

content of ERT.

Sample
Total phenolic 

compounds (㎎/g)
Vitamin C (㎎/g)

ERT 10.81 ± 0.79 0.26 ± 0.04

Values are expressed as the means±SD of three 

independent experiments. ERT : Ethyl acetate fraction 

from the cone of Pinus rigida x taeda.

3.3 산화적 스트레스로 인한 DNA 손상 억제 활성

산화적 스트레스로 인한 DNA의 손상은 정상 세포

에 돌연변이를 일으켜 발암 개시점으로 작용하기 때문

에 DNA의 산화적 손상 억제력은 중요하다 [39]. φ

X-174 RF I plasmid DNA를 이용한 산화적 스트레스

에 대한 손상 억제 활성은 Jung 방법으로 평가하였으

며, Fenton 반응으로 생성된 hydroxyl 라디칼 또는 

철 이온으로 인하여 손상을 받으면 plasmid DNA는 

supercoiled (S.C) 형태에서 open-circular (O.C) 형

태로 전환된다 [40]. 무처리 대조군 (lane 1)의 S.C 

band density를 100%로 하였을 때, Fe2+와 hydroxyl 

라디칼 처리군에서는 DNA 분절로 인해 O.C형태로 전

환된 것이 확인되었다. 이러한 조건에서 ERT는 산화적 

손상을 억제하여 O.C형태로의 전환을 저해하였다 (Fig 
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2A). 특히 ERT 농도 200 ㎍/㎖에서 금속 킬레이팅 작

용에서는 48.34 ± 0.46%의 억제 활성을 나타냈었으

나 hydroxyl 라디칼에서는 94.7 ± 2.29%의 억제 활

성을 나타낸 것으로 보아 hydroxyl 라디칼에 대한 소

거 활성이 더 효과적인 것으로 확인되었다 (Fig. 2B). 

이는 hydroxyl 라디칼을 제거하는 물질과 금속이온을 

제거하는 물질이 다르기 때문이며 [41], hydroxyl 라

디칼 소거 활성에 비해 금속이온을 킬레이팅 할 수 있

는 물질의 함량이 낮은 것으로 추정된다.

Fig 2. Protective effect of ERT on oxidative DNA 

damage using φX-174 RF I plasmid DNA. 

(A) Fe2+ ion DNA damage. (B) OH- radical 

DNA damage. Values are expressed as 

means ± SD of three independent 

experiments. *p < 0.05 as compared with 

the non-treated control. O.C: Open circular; 

S.C: Super-coiled

4. 결론

본 연구는 리기테다 소나무 솔방울의 항산화 활성 

및 산화적 스트레스로 인한 DNA 손상 억제 활성을 평

가하기 위해 수행되었다. DPPH 및 ABTS 라디칼 소거 

활성은 200 ㎍/㎖에서 각각 86.12 ± 1.05%, 88.59 ± 

2.67%의 활성을 나타냈으며, 특히 ABTS 라디칼 소거 

활성 IC50값은 대조군 L-ascorbic acid (10.5 ㎍/㎖)

와 비교하여 10.6 ㎍/㎖으로 높은 소거 활성을 나타냈

다. 환원력과 Fe2+ 킬레이팅 활성은 200 ㎍/㎖에서 각

각 77.32 ± 2.28%, 64.09 ± 1.01%의 활성을 나타냈

으며, 페놀성 화합물은 10.81 ± 0.79 ㎎/g, 비타민 C

의 함량은 0.26 ± 0.04 ㎎/g으로 분석되었다. 또한, 

hydroxyl 라디칼에 의한 plasmid DNA의 손상 억제 

효과는 200 ㎍/㎖에서 94.7%로 높은 활성을 나타낸 것

을 확인하였다. 결과적으로, 본 연구를 통하여 리기테다 

소나무 솔방울은 페놀성 화합물을 함유하고 있어 높은 

항산화 활성을 나타냈으며, 산화적 스트레스를 유발하

는 hydroxyl 라디칼을 소거함으로써 DNA손상에 대해 

높은 억제 활성을 나타낸 것을 확인하였다.
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