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The root of Cirsium japonicum var. maackii (Maxim.) has long been used in traditional medicine 
to prevent the onset and progression of various diseases and has been reported to exert a wide range 
of physiological effects, including antioxidant activity. However, research on its effects on hepatocytes 
remains scarce. This study used the human hepatocellular carcinoma HepG2 cell line to investigate 
the antioxidant activity of ethanol extract of C. japonicum root (EECJ) on hepatocytes. Hydrogen 
peroxide (H2O2) was used to mimic oxidative stress. The results showed that EECJ significantly re-
verted the decrease in cell viability and suppressed the release of lactate dehydrogenase in HepG2 
cells treated with H2O2. Moreover, an analysis of changes in cell morphology, flow cytometry, and 
microtubule-associated protein light chain 3 (LC3) expression showed that EECJ significantly inhibited 
HepG2 cell autophagy induced by H2O2. Furthermore, it attenuated H2O2-induced apoptosis and cell 
cycle disruption by blocking intracellular reactive oxygen species and mitochondrial superoxide pro-
duction, indicating strong antioxidant activity. EECJ also restored the decreased levels of intracellular 
glutathione (GSH) and enhanced the expression and activity of superoxide dismutase and GSH perox-
idase in H2O2-treated HepG2 cells. Although an analysis of the components contained in EECJ and 
in vivo validation using animal models are needed, these findings indicate that EECJ is a promising 
candidate for the prevention and treatment of oxidative stress–induced liver cell damage.
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서 론

간은 약물 대사에 가장 중요한 역할을 할 뿐만 아니라 

많은 유해 물질의 주요 표적 기관이기도 하다. 일부 약물

이나 생체 이물, 알코올 등의 장기간 사용 및 과다 복용은 

간세포에서 과도한 활성산소종(reactive oxygen species, 
ROS) 형성시켜 심각한 간 독성을 유발할 수 있음이 밝혀

진 이후, ROS는 만성 간 손상의 중요한 발병기전으로 인

식되고 있다[30, 33]. 생리적 수준의 ROS는 간세포를 포함

한 모든 세포의 정상적 기능의 유지에 중요한 신호 분자

로 작용하며, 세포 내 과잉의 ROS는 glutathione (GSH), 
catalase (CAT), superoxide dismutase (SOD) 및 GSH perox-
idase (GPx)과 같은 내인성 항산화제에 의해 제거되고 조

절된다. 그러나, 세포 내 ROS의 축적이 과도해지면 세포 

내 생체 거대 분자와 세포 내 소기관의 심각한 산화적 

손상이 유도되어 정상적인 세포 기능의 상실을 초래하여 

간을 포함한 다양한 기관의 병리학적 장애의 원인이 된다

[33, 42]. 특히, ROS에 의해 유발된 산화적 스트레스는 간 

독성, 간 경변, 간 섬유증, 간 지방증, 비알코올성 지방간 

질환, 알코올성 간 질환 및 바이러스 간염 등 다양한 간 

질환의 중요한 병인이다[3, 25, 38]. ROS 표적 세포 내 소

기관 중, 산화적 스트레스에 취약한 미토콘드리아의 기능 

장애는 미토콘드리아 전자 전달 사슬의 기능을 상실시켜 

ROS와 같은 자유 라디칼(free radicals)의 과도한 생성을 

초래한다. 궁극적으로 ROS의 소거능을 초래한 과도한 

ROS의 축적은 미토콘드리아와 핵 DNA 손상을 동반한 

세포사멸(apoptosis)을 증가시킨다[28, 44]. 따라서 ROS 매
개 효과의 억제와 산화적 스트레스로 인한 손상에 대응하



Journal of Life Science 2023, Vol. 33. No. 11 1003

기 위한 주요 항산화 반응의 조절이 간 손상을 예방하거

나 개선에 유용성을 지닐 수 있으며, 간 손상 치료를 위해 

전통적으로 사용되어 온 약용식물들에 대한 효능의 재평

가에 관한 관심이 최근 증가되고 있다.
국화과(Asteraceae genus)에 속하는 엉겅퀴(Cirsium ja-

ponicum var. maackii (Maxim.))는 우리나라를 포함하여 일

본, 중국 등에 자생하며, 오랫동안 간 기능 장애의 치료에 

널리 사용되어 왔다[2]. 이 식물의 건조된 전초(全草) 또는 

뿌리 부분을 칭하는 대계(大薊, Cirsii radix et herba)는 전

통적으로 혈열(血熱)을 식히고 지혈시키거나 어혈(瘀血)
을 없애고 옹종(癰腫)을 제거하는 약재로 사용되었다. 그
리고 이뇨제, 소염제, 지혈제 및 해독제로서 기능을 가지

며, 잎과 꽃 추출물은 담낭, 간 및 비장 질환을 완화하는 

작용을 한다[15]. 여러 선행 연구들에 의하면 엉겅퀴 추출

물에는 flavonoids, flavonolignans 및 polyphenolic com-
pounds가 풍부하며, 엉겅퀴 추출물의 강력한 자유 라디칼 

제거 능력은 이들의 존재에 기인한 것으로 보고된 바 있

다[17, 22]. 예를 들어, Jung et al. [18]은 엉겅퀴 유기 용매 

분획들의 항산화 및 항염증 효능과 자유 라디칼 및 염증

성 cytokine의 생성을 촉진하는 최종 당화산물(advanced 
glycation endproducts) 형성 억제 효능은 주로 분획물에 함

유된 flavonoids에 의한 것임을 보고하였으며, 이러한 효

능은 엉겅퀴 지상부 추출물에서도 유사하였다[35]. 최근 

Pang et al. [27]의 보고에 의하면, 엉겅퀴 꽃 추출물이 amy-
loid β에 노출된 신경교세포에서 ROS의 생성을 차단하면

서 항염증 효능을 나타냄을 보고하면서 엉겅퀴 추출물이 

신경퇴행성 질환 예방을 위한 유망한 제제가 될 수 있음

을 제시하였다. 그리고 Caenorhabditis elegans 모델에서 

엉겅퀴의 phenolic compounds는 ROS 생성을 감소시키고 

수명을 늘렸으며, 노화로 인한 ROS의 생성을 차단하여 

엉겅퀴 추출물이 노화 방지 소재로 사용될 수 있음을 시

사된 바 있다[9]. 또한, 엉겅퀴 씨앗 에탄올 추출물은 비알

코올성 지방간염 모델에서 간세포 사멸과 염증 반응의 

억제와 함께 감소된 세포 GSH 농도를 증가시키고 SOD 
기능을 강화하며 지질 과산화를 예방하여 간 기능을 개선

시키는 것으로 보고된 바 있다[1]. 아울러, 엉겅퀴 줄기와 

꽃 추출물은 간 섬유화 과정에서 핵심적인 역할을 하는 

간 성상 세포의 비정상적인 증식을 유의적으로 차단하였

다[20]. 그리고 엉겅퀴에서 추출된 메탄올 및 flavonoids는 

HepG2 세포에서 산화적 스트레스 유도제인 t-butyl hydro-
peroxide (t-BHP)에 의한 고갈된 GSH 수준을 회복하고 

ROS의 생성을 억제하였다[16]. 그러나 현재까지 간세포

에서 대계 추출물의 항산화 활성 및 관련 기전에 관한 

연구는 미비한 실정이다. 따라서 본 연구에서는 간세포에

서 대계 에탄올 추출물(Ethanol extract of C. japonicum root, 
EECJ)의 항산화 활성을 조사하기 위한 in vitro 실험 모델

로서 간 상피와 유사한 형태를 가지며 약물 대사 및 간 

독성 연구에 가장 일반적으로 사용되는 인간 간모세포종

(human hepatocellular carcinoma) HepG2 세포를 선정하였

으며, 산화적 스트레스를 모방하기 위하여 과산화수소

(hydrogen peroxide, H2O2)를 처리하였다. 

재료 및 방법

세포배양 및 H2O2와 EECJ의 처리

본 연구에 사용된 HepG2 세포(American Typical Culture 
Collection, Manassas, VA, USA)는 10%의 fetal bovine se-
rum과 1%의 penicillin/streptomycin이 함유된 Dulbecco's 
modified Eagle's medium를 사용하여 5% CO2 및 37℃ 조건

에서 배양하였으며, 세포배양에 필요한 재료들은 WelGENE, 
Inc. (Gyeongsan, Republic of Korea)에서 구입하였다. EECJ
의 제조를 위한 ㈜대한생약제품(Pusan, Republic of Korea)
에서 구입한 건조된 대계를 잘게 잘라 분쇄한 후 초고속 

저온추출기(Kyungseo E&P Co., Incheon, Republic of Korea)
를 이용하여 50°C에서 4시간 동안 1:10 (v/v)의 비율로 60% 
에탄올로 추출하였다. 획득된 추출물(EECJ)을 여과하여 

용해되지 않은 잔류물을 제거하고 진공 회전 증발기

(Tokyo Rikakikai Co. Ltd., Tokyo, Japan)를 사용하여 농축

한 다음 동결 건조기(SP Industries, Inc., Warminster, PA, 
USA)를 사용하여 건조 후 4℃ 냉장고에 보관하였다. EECJ
를 세포에 처리하기 위해서는 에탄올에 다시 적정 농도로 

용해하여 0.22 μm 여과막으로 여과한 후 배지에 적정 농

도로 희석하였다. H2O2는 Sigma-Aldrich Chemical Co. (St. 
Louis, MO, USA)에서 구입하였으며, HepG2 세포에 처리

하기 위하여 phosphate-buffered saline (PBS)에 적정 농도

로 녹인 후 배지에 희석하였다. 

세포 생존율 측정

HepG2 세포에서 산화적 스트레스에 미치는 EECJ의 효

능 평가를 위해 EECJ와 H2O2를 24시간 처리하거나 1시간 

동안 EECJ 처리 후 H2O2를 24시간 처리하였다. 처리가 

끝난 세포의 세포 생존율을 Cell Counting Kit-8 kit (CCK- 
8, Sigma-Aldrich Chemical Co.)를 사용하여 제조사의 지침

에 따라 산출하였다. 아울러 다양한 조건에서 배양된 세

포들의 형태학적 변화는 위상차 현미경(phase-contrast mi-
croscope, Carl Zeiss, Oberkochen, Germany)을 이용하여 관

찰하였다.

젖산 탈수소효소(lactate dehydrogenase, LDH) 방출의

분석

EECJ가 있거나 없는 조건에서 H2O2에 24시간 노출된 

세포에서 방출된 LDH 양을 정량적으로 평가하기 위하여 

LDH-Cytotoxic Test Wako kit (Wako Pure Chemical Indus-
tries, Osaka, Japan)를 사용하여 제조사의 지침에 준하여 
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LDH 방출 양을 산출하였다. 

유세포 분석

H2O2 처리에 의한 HepG2 세포의 자가포식(autophagy) 
유발에 미치는 EECJ의 영향을 조사하기 위하여 Cyto-ID® 
Autophagy Detection kit (Enzo Life Sciences Inc, Farming-
dale, NY, USA)를 사용하였다. 제조사의 지침에 따라 다양

한 조건에서 배양된 세포를 모두 모아서 PBS로 세척하고 

kit에 제공된 Cyto-ID 염색액으로 상온 및 암 하에서 염색

한 후 자가포식 유도 세포의 빈도를 유세포 분석기(flow 
cytometer, Becton Dickinson, San Jose, CA, USA)를 이용하

여 분석하였다. 동일한 조건에서 배양된 세포들을 대상으

로 세포주기 분석을 위하여 PBS로 세척한 후 70% 에탄올

로 고정하였다. 고정된 세포를 RNAase와 PI (Thermo 
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)로 반응시키고 세포

주기 분포는 유세포 분석법을 사용하여 주기별 세포 집단

의 분포도를 산출하였다. H2O2 처리에 의한 ROS의 생성

에 미치는 EECJ의 영향을 정량적으로 분석하기 위하여 

EECJ를 1시간 전처리 후, H2O2를 1시간 동안 처리하였다. 
처리 후, 처리 군별 세포 내 형성된 전체 ROS (intracellular 
ROS)의 양을 비교하기 위하여 세포를 2',7'-dichlorofluor-
escein diacetate (DCF-DA, Molecular Probes, Leiden, Nether-
lands)로 염색하고 유세포 분석기를 이용하여 ROS의 생성 

정도를 제조사의 지침에 따라 측정하였다. 또한, MitoSOX™ 
Red mitochondrial superoxide indicator (Thermo Fisher Sci-
entific)를 사용하여 미토콘드리아 과산화물(mitochondrial 
superoxide)을 측정하였다. 이를 위하여 준비된 세포를 대

상으로 제조사의 지시에 따라 MitoSOX로 염색한 후, 방출

된 MitoSOX 형광을 유세포 분석기로 검출하였다.

단백질 발현의 분석

EECJ의 항산화 활성에 관여하는 관련 단백질들의 발현

을 분석하기 위하여, EECJ가 존재하거나 없는 배지에서 

1시간 배양된 HepG2 세포에 H2O2를 24시간 동안 처리하

였다. Western blot 분석을 수행하기 위하여 처리가 끝난 

세포를 모아 PBS로 수세 후, Radioimmunoprecipitation 
Assay (RIPA) Lysis Buffer (Sigma-Aldrich Chemical Co.)를 

사용하여 총 단백질을 추출하였다. 분리된 단백질을 정량

화한 후, 각 처리군별 동량의 단백질을 sodium-dodecyl sul-
fate-polyacrylamide gel을 이용한 전기영동으로 분리하고, 
polyvinylidene difluoride membrane (Bedford, MA, USA)으
로 전이시켰다. 단백질이 전이된 막을 4℃에서 검출 대상 

단백질에 해당하는 1차 항체에 반응시키고, PBS로 세척 

후, 2차 항체(horseradish peroxidase-conjugated secondary 
antibodies, Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, 
USA)에 반응시켰다. 이어서 enhanced chemiluminescence 
용액(R&D Systems Inc., Minneapolis, MN, USA)과 Fusion 

FX Imaging System (Vilber Lourmat, Torcy, France)을 이용

하여 해당 단백질의 발현 정도를 검출하였다. 본 연구에 

사용된 항체는 Abcam, Inc. (Cambridge, MA, USA), Cell 
Signaling Technology Inc. (Beverly, MA, USA) 및 Santa 
Cruz Biotechnology Inc.에서 구입하였다.

핵 염색을 통한 세포사멸의 분석

4,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) 염색법을 사용하여 

H2O2를 EECJ가 있거나 없는 조건에서 처리된 HepG2 세
포의 핵의 변형에 기초한 세포사멸 유발 정도를 비교하였

다. 이를 위하여 처리가 끝난 세포를 PBS로 수세 후 3.7% 
paraformaldehyde로 고정하였다. 고정된 세포를 다시 PBS
로 세척하고, 2.5 μg/ml의 DAPI (Sigma-Aldrich Chemical 
Co.)용액으로 10분 동안 염색한 후, 형광 현미경(fluores-
cence microscope, Carl Zeiss) 하에서 핵의 형태적 변화를 

관찰하였다. DAPI 염색에 의한 세포사멸 유발 정도를 정

량적으로 평가하기 위하여 처리군당 3회 반복 100개 이상

의 세포를 대상으로 핵의 단편화(nuclear fragmentation)와 

염색질의 응축(chromatin condensation)이 유도된 세포의 

빈도를 계수하여 평균치를 제시하였다. 

형광 염색에 의한 ROS 생성 및 GSH 수준의 변화 관찰

EECJ에 의하여 H2O2에 의한 세포 내 ROS 생성 억제에 

미치는 영향을 시각적으로 평가하기 위하여 EECJ를 1시
간 전처리 후, 1시간 동안 H2O2에 노출된 세포를 DCF-DA
로 염색 후, 형광 현미경 하에서 관찰하였다. 또한, 미토콘

드리아 과산화물 형성의 정도와 GSH 수준의 관찰을 위하

여 각각 MitoSOX 및 green 5-chloromethyl-fluorescein diac-
etate (CMFDA, Abcam, Inc.)를 이용하여 제조사의 지침에 

따라 염색을 하였다. 아울러 MitoSOX와 CMFDA 염색 후 

다시 DAPI 용액으로 핵을 염색하여 세포 내 미토콘드리

아 과산화물 및 GSH의 분포 범위를 형광 현미경 하에서 

관찰하여 형광 이미지를 획득하였다. 

EECJ의 항산화 활성 평가

H2O2에 대한 EECJ의 항산화 활성을 평가하기 위하여 

GSH/GSSG Ratio Assay kit (Abcam, Inc.)를 사용하여 GSH
와 GSH disulfide (GSSG) 비율을 평가하였다. 이를 위하여 

EECJ를 1시간 전처리 후, 24시간 동안 H2O2를 처리한 

HepG2 세포를 모아 제조사가 권장하는 조건에서 반응시

킨 후, GSH와 GSSG의 표준 곡선을 바탕으로 GSH와 

GSSG의 농도를 측정하였다. 아울러 동일한 조건에서 배

양된 세포를 대상으로 manganese SOD (MnSOD) 및 GSH 
peroxidase (GPx) 활성의 분석에는 Abcam, Inc.에서 구입한 

Colorimetric kit를 이용하였다. 이를 위하여 제조사의 지침

에 준하여 세포 분획물을 제조하고 각 효소의 활성은 대

조군에 대한 상대적인 값으로 제시하였다.
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Fig. 1. Inhibitory effects of EECJ on H2O2-induced reduction of cell viability and release of LDH in HepG2 cells. Cells were 
treated with various concentrations of EECJ (A) or H2O2 for 24 hr (B), or treated with 200 μg/ml EECJ for 1 hr, and 
then stimulated with 300 μM H2O2 for 24 hr (C and D). (A-C) The results of quantitative analysis of cell viability 
according to the CCK-8 assay were presented. (D) The LDH leakage was measured using the LDH-Cytotoxic Test kit. 
NAC, a ROS inhibitor, was used as a positive control. The data were represented as mean ± SD of three independent 
experiments. Significant differences compared to the control cells (*p<0.05, **p<0.01 and ***p<0.001) or H2O2-treated 
cells (###p<0.001) were shown. 

통계 처리

실험 결과의 유의성 평가를 위한 통계 분석은 GraphPad 
Prism (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA)으로 

수행한 후 Tukey 사후 테스트로 수행하였다. 모든 결과는 

최소 세 번의 독립적인 실험에서 얻은 결과들을 평균 ± 
표준편차(standard deviation, SD)로 제시하였고, p<0.05의 

값을 통계적 유의미한 차이를 나타내는 것으로 간주하였다.

결 과

HepG2 세포에서 H2O2에 의한 세포독성에 미치는 EECJ

의 영향

H2O2 처리에 의한 HepG2 세포의 세포독성 유발에 미치

는 EECJ의 영향을 분석하기 위하여, CCK-8 분석에 따른 

세포 생존율 및 LDH 방출의 정도를 조사하였다. Fig. 1A
에 나타낸 결과에 의하면, EECJ의 처리 농도가 증가할수

록 HepG2 세포의 세포 생존율이 감소하였지만, 200 μg/ml 
이하의 EECJ가 처리된 세포에서는 대조군에 비하여 유의

적인 차이(대조군 대비 97.22%)가 나타나지 않았다. 그리

고 100 μM 이하의 H2O2가 단독 처리된 HepG2 세포에서도 

유의적인 세포 생존율의 변화는 없었지만(대조군 대비 

95.92%), 그 이상의 H2O2 처리 농도(200~400 μM)에서는 

H2O2 처리 농도 의존적으로 세포 생존율이 처리 농도 의

존적으로 억제되었다(Fig. 1B). 따라서 HepG2 세포에서 

산화적 세포 손상 유발을 위한 H2O2의 처리 농도는 대조

군 대비 약 60% 정도의 세포 생존율을 보인 300 μM로 

설정하였으며, H2O2에 의한 세포 생존율 억제에 미치는 

EECJ의 효능 검증을 위한 전처리 농도는 200 μg/ml로 설

정하였고, H2O2를 HepG2 세포에 24시간 처리하기 전에 

200 μg/ml의 EECJ를 1시간 전처리하였다. Fig. 1C에 제시

된 결과에 의하면, 대조군 대비 H2O2 단독 처리로 61% 
정도로 억제된 HepG2 세포의 세포 생존율이 200 μg/ml의 

EECJ가 전처리된 조건에서 대조군 대비 80% 정도로 나타

나 H2O2에 의한 세포 생존율 저하가 유의적으로 회복되었

음을 알 수 있었다. 아울러 양성 대조군으로 사용한 대표

적인 ROS 생성 억제제인 N-acetyl-l-cysteine (NAC)이 전처

리된 조건에서는 95% 정도로 대조군에 유사한 수준으로 

회복되었다. 다음은 EECJ가 H2O2에 의한 세포독성을 차

단하였다는 추가적인 증거를 확보하기 위하여 LDH 방출

의 정도를 분석하였다. Fig. 1D의 결과에서 알 수 있듯이, 
300 μM의 H2O2가 처리된 HepG2 세포에서 LDH의 방출은 

대조군에 비하여 6배 정도 증가하였지만, 200 μg/ml의 



1006 생명과학회지 2023, Vol. 33. No. 12

Fig. 2. Suppression of H2O2-induced autophagy by EECJ in HepG2 cells. Cells were cultured in medium containing 200 μg/ml 
EECJ for 1 hr, and then exposed to 300 μM H2O2 for 24 hr. (A) After treatment, cell morphological changes were 
observed under a phase-contrast microscope. (B and C) Cells were washed with PBS, stained with Cyto-ID, and then 
analyzed by flow cytometry. (B) Representative histograms of flow cytometry for each experimental group were presented. 
(C) The percentages of autophagic cells were determined by counting Cyto-ID-positive cells. The results of flow cytometry 
analysis were expressed as the mean ± SD. Significant differences compared to the control cells (***p<0.001) or H2O2-treated 
cells (###p<0.001) were shown. (D) After collecting cells and isolating total protein, changes in LC3 expression were 
detected using Western blot analysis. β-actin was used as a loading control.

EECJ 및 10 mM의 NAC의 전처리군에서는 각각 3.45 및 

1.85배 정도로 현저하게 감소되어 EECJ가 H2O2에 의한 

세포독성을 유의적으로 차단하였음을 보여주었다. 

HepG2 세포에서 H2O2에 의한 자가포식 유도에 미치는

EECJ의 영향

HepG2 세포에서 EECJ에 의한 H2O2 유도 세포독성의 

억제와 연관된 세포의 형태를 변화를 관찰한 결과, H2O2

가 단독 처리된 세포는 대조군 세포보다 세포의 크기가 

줄어들면서 부착력의 상실되었고 세포질에 공포(vacuole)
의 형성이 증가되었지만, EECJ가 존재하는 조건에서는 현

저히 억제되었다(Fig. 2A). 세포질 내 공포의 형성은 자가

포식 현상의 대표적인 특징이므로 HepG2 세포에서 H2O2

에 의한 세포독성이 자가포식 현상을 동반하는지를 조사

하기 위하여 Cyto-ID 염색에 따른 유세포 분석을 수행하였

으며, H2O2가 단독 처리된 세포에서 대조군 세포(2.37%)

에 비하여 자가포식이 유도된 세포의 빈도(44.32%)가 약 

19배 정도 증가되었다(Fig. 2B, Fig. 2C). 그러나 EECJ가 

전처리된 조건에서 H2O2가 처리된 세포에서의 자가포식 

유발 빈도(13.46%)는 현저하게 감소하였으며, 자가포식

이 유도된 세포에서 관찰되는 microtubule-associated pro-
tein light chain 3 (LC3)-II의 발현도 H2O2가 단독 처리된 

세포에서 현저하게 증가되었지만, EECJ가 존재하는 조건

에서는 LC3-I 뿐만 아니라 LC3-II의 발현도 매우 감소되

었다(Fig. 2D). 

HepG2 세포에서 H2O2에 의한 세포사멸 유도에 미치는

EECJ의 영향

다음은 H2O2에 의한 HepG2 세포의 세포독성 및 자가포

식의 유도가 세포사멸과 직접적인 관련이 있는지, 또한 

H2O2에 의한 HepG2 세포의 세포사멸을 EECJ가 차단할 수 
있는지를 조사하였다. Fig. 3A 및 Fig. 3B에 나타낸 DAPI 
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Fig. 3. Inhibition of H2O2-induced apoptosis by EECJ in HepG2 cells. Cells were treated with 200 μg/ml EECJ for 1 hr, and 
then stimulated with 300 μM H2O2 for 24 hr. (A and B) After staining with DAPI, the morphology of the nucleus 
was observed. Representative photomicrographs of nuclei (A) and quantified results of apoptosis-induced cells (B) were 
shown. (C and D) Cells were fixed, stained with PI solution, and then analyzed by flow cytometry. (C) Representative 
histograms of flow cytometry for each experimental group were presented. (D) The percentages of apoptotic sub-G1 
cells for each experimental group were presented. (C and D) Significant differences compared to the control cells 
(***p<0.001) or H2O2-treated cells (###p<0.001) were shown.

염색의 결과에 의하면, H2O2가 단독 처리된 HepG2 세포

에서 세포사멸이 유도된 세포에서 특이적으로 관찰되는 

핵의 단편화와 염색질의 응축이 유도된 세포의 빈도(대조

군 1.95%, H2O2 단독 처리군 21.02%)가 증가하였지만, 
EECJ가 전처리된 세포(5.48%)에서는 유의적으로 감소되

었다. 아울러 H2O2에 대한 EECJ의 세포독성 억제 효과가 

세포주기 분포도 변화와 연관성이 있는지를 조사하기 위

하여 동일한 조건에서 배양된 세포를 대상으로 PI 염색 

후 유세포 분석을 통하여 세포주기 각 단계에 속하는 세

포의 빈도를 조사하였다. Fig. 3C의 히스토그램 결과에 

의하면, 대조군에 비하여 H2O2가 단독 처리된 세포에서 

DNA 합성기에 해당되는 S기에 속하는 세포의 빈도가 상

대적으로 감소된 반면, G2/M기에 해당되는 세포의 빈도

는 다소 증가하였다. 그러나 EECJ의 전처리는 H2O2 처리

에 의한 이러한 변화를 차단하였으며, EECJ 단독 처리군

에서는 대조군과 유사한 경향성을 보였다. 반면, 세포사

멸이 유도된 세포의 빈도를 의미하는 sub-G1기에 속하는 

세포의 빈도는 DAPI 염색의 결과와 유사하게 H2O2 처리에 

의하여 매우 증가하였으며(대조군 1.43%, H2O2 단독 처리

군 29.92%), EECJ의 존재 하에서는 유의적으로 감소

(9.18%)되었다(Fig. 3C, Fig. 3D). 

HepG2 세포에서 H2O2에 의한 ROS 생성에 미치는 EECJ

의 영향

HepG2 세포에서 산화적 자극에 대한 EECJ의 보호 효

과가 항산화 활성과 직접 연관성을 가지는지를 조사하기 

위하여 EECJ의 ROS 생성 차단 여부를 먼저 평가하였다. 
이를 위하여 H2O2를 1시간 처리하기 전에 EECJ를 1시간 

전처리하였으며, 세포 내 축적된 총 ROS의 생성을 비교하

기 위하여 DCF-DA 염색 후 유세포 분석을 수행하였다. 
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Fig. 4. Protection of H2O2-induced intracellular ROS generation by EECJ in HepG2 cells. Cells cells were incubated for 1 hr 
in conditions treated with 200 μg/ml EECJ, and then stimulated for an additional 1 hr with or without 300 μM H2O2. 
After treatment, cells were collected and stained with DCF-DA. The levels of intracellular ROS generation were determined 
using a flow cytometry and representative profiles were shown (A), with the percentage of DCF-positive cells displayed 
as bars (B). After DCF-DA staining, the level of intracellular ROS production was observed under a fluorescence 
microscope. Representative fluorescence images (C) and the relative values of green fluorescence intensity (D) for each 
experimental group were presented. (B and D) The results were expressed as the mean ± SD (***p<0.001 compared 
with the control group; ###p<0.001 compared with the H2O2-treated group). 

Fig. 4A 및 Fig. 4B의 결과에서 알 수 있듯이, DCF 양성 

세포의 빈도가 H2O2 단독 처리군에서 현저히 증가(대조군 

1.70%, H2O2 단독 처리군 56.33%)하였으나, EECJ의 존재 

하에서는 H2O2 단독 처리군에 비하여 1/3 정도(20.05%)로 

감소하였다. 아울러 DCF-DA 염색 후 형광 현미경 하에서 

ROS의 생성 변화를 관찰하였으며, ROS 생성을 의미하는 

형광 강도(green)가 대조군에 비하여 H2O2 단독 처리군에

서 5배 이상 증가하였으나, 이는 EECJ의 존재 하에서 대

조군 대비 약 2배 정도로 감소되었다(Fig. 4C, Fig. 4D). 
이어서 EECJ의 H2O2 유도 세포 내 ROS 축적 억제가 미토

콘드리아 ROS (mitochondrial ROS) 생성 차단과 연관성이 

있는지를 조사하기 위하여 MitoSOX 염색을 통한 미토콘

드리아 과산화물의 생성 정도를 비교하였다. Fig. 5A 및 

Fig. 5B에 제시한 결과에 의하면, MitoSOX 양성 세포의 빈

도가 EECJ 단독 처리군(1.77%)에서는 대조군(1.20%)과 유

사하였지만, H2O2가 함유된 배지에서 1시간 동안 배양된 

세포에서는 매우 증가(62.70%)하였으며, 이는 EECJ의 존

재 하에서 유의적으로 억제(17.88)되었다. 또한, MitoSOX 
염색 후, DAPI 염색을 통한 형광 현미경적 관찰의 결과에 

의하면, H2O2가 처리된 세포에서 MitoSOX의 발현(red)이 

세포질에서 광범위하게 관찰되었으며, 이러한 발현은 

EECJ가 존재하는 조건에서 현저하게 감소하여 유세포 분

석의 결과와 잘 일치됨을 알 수 있었다(Fig. 5C).

HepG2 세포에서 H2O2에 의한 GSH 함량 및 항산화 효소

활성의 감소에 미치는 EECJ의 영향

환원된 GSH와 산화된 GSH (GSSG)와의 비율은 산화적 

스트레스의 지표로 널리 사용되기 때문에, H2O2가 처리된 

HepG2 세포에서 이들의 비율을 감소하는지, 또한 이를 

EECJ가 회복시킬 수 있는지를 조사하였다. Fig. 6A의 결

과에 의하면, H2O2가 단독으로 24시간 처리된 세포에서 

GSH/GSSG의 비율은 대조군 대비 약 44% 정도 감소되었

지만, EECJ가 1시간 전처리된 조건에서는 24% 정도로서 

H2O2에 의한 GSH의 감소를 유의적으로 회복시켰다. 아울
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Fig. 5. Attenuation of H2O2-induced mitochondrial superoxide production by EECJ in HepG2 cells. Cells were exposed to 200 
μg/ml EECJ for 1 hr and then stimulated with 300 μM H2O2 for 1 hr. (A and B) After cells were collected and stained 
with MitoSOX, the levels of mitochondrial superoxide were measured using flow cytometry. Representative profiles were 
shown (A), and the percentages of MitoSOX-positive cells were indicated as a bar (B). (C) After treatment, cells were 
fixed and stained with MitoSOX (red), which tracks mitochondrial superoxide, followed by DAPI staining (blue) of nuclei. 
Representative fluorescence images for each treatment group were captured under a fluorescence microscope.

러 CMFDA를 이용한 GSH의 발현 정도를 확인한 실험에

서도 CMFDA의 형광 강도(green)가 H2O2 단독 처리된 세

포에서 현저히 저하되었지만, EECJ 전처리는 감소된 GSH 
수준을 크게 상승시켰다(Fig. 6B). 다음은 H2O2 처리에 의

한 세포 내 ROS와 미토콘드리아 과산화물 생성의 증가 

및 GSH 수준의 감소와 연관된 세포 내 효소의 활성 변화

를 조사하기 위하여 MnSOD와 GPx의 발현을 조사하였다. 
Fig. 7A 및 Fig. 7C에 나타낸 결과에 의하면, H2O2가 처리

된 HepG2 세포에서 MnSOD와 GPx 단백질의 발현은 현저

히 감소하였지만, EECJ의 존재 하에서는 회복되는 경향

성을 보여주었다. 그리고 H2O2 단독 처리군에서 MnSOD
와 GPx의 활성은 대조군 대비 각각 40% 및 30% 정도 감소

하였지만, EECJ 전처리에서는 각각 20% 및 17% 정도로 

감소되어 모두 유의하게 증가되었음을 알 수 있었다(Fig. 
7B, Fig. 7D).

고 찰

본 연구에서는 HepG2 세포를 이용하여 대계 에탄올 

추출물(EECJ)이 산화적 스트레스에 의한 세포 손상에 미

치는 영향을 조사하였다. 산화적 스트레스를 유도하기 위

해서는 주요 ROS 중 하나인 H2O2를 사용하였으며, H2O2

는 세포 내에서 해리되어 DNA 손상과 그에 따른 세포의 

사멸에 기여하는 반응성이 높고 파괴적인 수산기 라디칼

(hydroxyl radical)을 형성하기 때문에 항산화 능력 및 관련 

기전 연구에서 산화 손상을 평가를 위해 널리 사용된다

[40]. In vitro 조건에서 세포의 생존력 분석은 세포의 대사 

혹은 세포 내에 존재하는 효소들의 활성과 관련된 약물을 

이용하는데, CCK-8 분석법은 수용성 tetrazolium salt가 세

포 내 dehydrogenase에 의한 환원을 통해 형성되는 for-
mazan의 흡광도를 분석하여 세포 생존능력을 간접적으로 
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Fig. 6. Restoration of the reduced GSH/GSSG ratio by EECJ 
in H2O2-treated HepG2 cells. Cells exposed with or 
without 200 μg/ml EECJ for 1 hr were stimulated with 
300 μM H2O2 for 24 hr. (A) Bar chart indicated the 
GSH/GSSG ratio following the exposure to H2O2 and 
pretreatment with EECJ. The results were expressed 
as the mean ± SD (***p<0.001 compared with the con-
trol group; ###p<0.001 compared with the H2O2-treated 
group). (B) After treatment, the level of GSH was de-
tected by staining with CMFDA (green), and the nu-
clear location was confirmed by double staining with 
DAPI (blue), and representative fluorescence images 
were presented.

평가하는 방법이다[36]. 그리고 포도당이 젖산으로 전환

되는 과정을 조절하는 LDH는 대부분의 진핵세포에 존재

하는 안정한 가용성 세포질 효소이며, 원형질막의 기능이 

손상되면 LDH는 세포 배양액으로 방출되기 때문에 LDH
의 유리는 세포독성의 평가 지표로 활용된다[37]. 본 연구

에서 H2O2가 처리된 HepG2 세포에서 CCK-8 분석에 따른 

세포 생존율 및 LDH 유리의 정도로 평가한 결과, H2O2 
처리된 세포에서 감소된 세포 생존율과 증가된 LDH 유리

는 ROS 소거제인 NAC에 의한 것처럼 EECJ 존재 하에서 

유의적으로 회복되어 EECJ는 H2O2에 의한 세포독성을 억

제할 수 있음을 확인하였다(Fig. 1). 
선행 연구들에 의하면 H2O2가 처리된 HepG2 세포에서

의 세포사멸 유도에는 자가포식이 동반되며, 항산화 활성

제는 이를 차단할 수 있음을 알 수 있다[11 ,41]. 자가포식

은 세포의 증식 조절에서 이중적인 역할을 하며, 일반적

으로 가벼운 자가포식은 세포사멸을 억제할 수 있으며 

세포 보호 역할을 하지만, H2O2에 의한 과도한 자가포식

은 자가포식과 관련된 세포사멸(autophagic cell death)을 

촉진하는 병리학적 과정과 연관되어 있다[13, 26]. 자가포

식의 가장 일반적인 특징은 세포질 내 공포(autophagic va-
cuoles)의 형성이며, 리소좀과의 융합을 통해 세포질 성분

을 삼켜 분해하는 자가포식 소체(autophagosome)의 형성 

과정에서 소포체의 막이 세포질 일부를 격리하여 새로운 

이중 막 액포(double-membraned vacuole)를 형성한다[6, 
18]. 자가포식은 자가포식 관련 유전자에 의해 암호화된 

유전자들에 의하여 엄격하게 조절되며, 이들 단백질 중에

서 LC3은 자가포식 소체의 생합성 및 성숙에 필수적이다. 
자가포식 유도 시, LC3는 LC3-I으로 전환되어 phosphati-
dylethanolamine에 결합하여 불용성 LC3-II로 변환되기 때

문에 자가포식 소체의 형성과 LC3의 변환은 자가포식의 

지표로 사용된다[8, 21]. 선행 연구의 결과와 유사하게, 본 

연구에서도 H2O2가 처리된 HepG2 세포에서 자가포식이 

일어났음을 의미하는 공포의 형성과 LC3-II의 발현이 증

가되었지만, 이러한 자가포식 지표는 EECJ가 전처리된 

HepG2 세포에서는 유의적으로 억제되어 H2O2에 대한 

EECJ의 세포독성 차단 효능은 자가포식 억제와 연관성이 

있음을 알 수 있다(Fig. 2). 
특정 자극에 의한 세포사멸 유도는 세포주기 진행의 

교란을 동반하는 경우가 빈번하다. 예를 들어 Li et al. [23]
은 H2O2가 처리된 HepG2 세포에서 G1기 및 G2/M기에 

속하는 세포의 빈도는 약간 증가하거나 억제된 반면, DNA 
합성기에 속하는 S기 세포의 빈도가 유의적으로 감소되

면서 세포사멸이 유도되었음을 보고한 바 있다. Zanetti 
et al. [43] 또한 이와 유사한 현상을 보고하였는데, 이러한 

세포주기의 교란은 항산화제에 의하여 정상 수준으로 회

복되었으며, 이는 세포사멸 억제와 연관성이 있었다. 세
포사멸 유도의 가장 특징적인 지표는 DNase 활성에 의한 

핵 DNA의 절단이며, 이로 인하여 세포사멸이 진행되는 

동안 염색질은 단편화되어 압축된 DNA인 세포사멸체

(apoptotic bodies)로 포장되는 응축된 형태로 변한다[19, 
39]. 따라서 DNA 단편화와 병행되는 염색질 응축은 세포

사멸이 일어난 세포를 식별하는 데 사용되는 가장 중요한 

기준 중 하나이다. 따라서 H2O2가 처리된 HepG2 세포에

서 세포사멸이 유도되는지, 또한 이 과정에서 세포주기의 

교란이 동반되는지를 조사하였다. DNA에 결합하여 핵을 

염색하거나 세포사멸 검출에 널리 사용되는 DAPI 염색의 

결과는 H2O2가 처리된 HepG2 세포에서 DNA 절단에 따른 

염색질 응축과 핵의 단편화를 의미하는 세포 사멸체의 

형성이 유의적으로 증가하였음을 보여주었으며, 세포주

기 중, S기에 포함된 세포의 빈도가 H2O2가 처리된 HepG2 
세포에서 매우 감소된 반면, 세포사멸이 유도된 세포의 

빈도를 의미하는 sub-G1기에 해당하는 세포의 빈도는 유

의적으로 증가하였다. 그러나 이러한 변화들은 EECJ가 
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Fig. 7. Abrogation of H2O2-induced inactivation of MnSOD and PGx by EECJ in HepG2 cells. Before treating the cells with 
300 μM H2O2 for 24 hr, they were incubated in the presence or absence of 200 μg/ml EECJ for 1 hr. (A and C) The 
expression of MnSOD (A) and PGx (C) was investigated using Western blot analysis using the respective antibodies. 
β-actin was used as reference gene. (B and D) Changes in the enzymatic activity of MnSOD and PGx were obtained 
using commercially available assay kits according to their manufacturer's instructions. All data were expressed as the 
mean ± SD (***p<0.001 compared with the control group; ##p<0.01 and ###p<0.001 compared with the H2O2-treated group). 

존재하는 조건에서는 모두 유의적으로 차단되었다(Fig. 
3). 따라서 본 연구의 결과는 H2O2에 의한 산화적 스트레

스 조건에서 HepG2 세포의 생존력 저하는 DNA 합성기의 

감소와 연관된 세포사멸 유도에 의한 것이었으며, 선행 

연구 결과들과 비교하였을 때, 이 과정에서 자가포식은 

아마도 세포사멸 촉진에 기여하였을 것으로 추정된다. 그
리고 이러한 현상들은 EECJ에 의하여 상쇄되었으며, 이
는 EECJ가 HepG2 세포에서 H2O2에 의한 세포주기 교란, 
자가포식 및 세포사멸 유도를 차단함으로써 세포주기의 

지속적 진행과 세포 생존이 유지되었음을 나타내는 결과

이다.
다양한 항산화제가 HepG2 세포에서 산화적 스트레스

에 의한 ROS의 생성을 억제하면서 세포 손상을 차단할 

수 있는 것으로 밝혀졌다. 많은 선행 연구에서 밝혀졌듯

이, 엉겅퀴 추출물 및 구성 성분들은 강력한 ROS 소거능

을 가진다[9, 14, 16, 27]. 본 연구의 결과에서도 EECJ가 

H2O2에 의한 ROS의 생성을 억제하였음을 DCF-DA 염색

을 통한 분석으로 확인하였고(Fig. 4), 이러한 세포 내 ROS 
생성의 억제가 미토콘드리아 유래 ROS 생성의 억제와 관

련이 있음을 미토콘드리아 과산화물 지표인 MitoSOX 염
색을 통하여 검증하였다(Fig. 5). 비록 이러한 EECJ의 ROS 
생성 억제력이 미토콘드리아 기능 교란의 차단에 의한 

것이지는 확인하지는 못하였지만, 에탄올이 처리된 쥐의 

간에서 억제된 미토콘드리아 aldehyde dehydrogenase의 활

성이 엉겅퀴 메탄올 추출물 및 구성 성분에 의하여 회복

되었으며 이는 항산화 활성과 연관성이 있다는 선행 보고

[29]에 근거하여, EECJ가 최소한 산화적 스트레스에 의한 

미토콘드리아의 손상을 차단하였을 것으로 유추된다. 한
편, GSH는 세포 내 항산화 활성뿐만 아니라 및 약물 대사 

등에 관여하며, GSH는 일반적으로 환원형(reduced form 
: GSH)으로 존재하지만, 산화적 스트레스 하에서 산화형

(oxidized form : GSSG)으로 전환된다. GSH는 또한 GPx, 
GSH S-transferase (GST) 및 thiol transferase 등과 같은 항

산화 효소의 기질로 작용하기 때문에 GSH와 GSSG의 비

율은 산화적 스트레스의 지표로 사용된다[7, 10]. 따라서 

EECJ에 의한 ROS 생성의 억제가 GSH 함량의 보존과 연

관성이 있는지를 조사한 결과, H2O2에 의해 감소된 GSH/ 
GSSG 비율이 EECJ가 존재하는 조건에서는 유의적으로 

회복되었으며, GSH의 소실을 나타내는 감소된 CMFDA 
형광 강도 또한 EECJ가 전처리된 조건에서는 회복되었다

(Fig. 6). 본 연구의 결과와 유사하게, Zhao et al. [45]의 

결과에 의하면, CCl₄로 유발된 급성 간 손상 모델에서 확

인된 엉겅퀴 추출물의 간 보호 효과는 Cu/ZnSOD, GST 
및 MnSOD를 포함한 간 항산화 효소의 발현 회복에 기인

한 것이었다. 또한, t-BHP가 처리된 HepG2 세포에서 다양

한 엉겅퀴 메탄올 추출물을 전처리하였을 때 과도한 ROS 
생성이 감소하였고 GSH 수준이 추출물 처리 용량 의존적

으로 증가했음을 보고된 바 있다[16]. 아울러, GPx는 지질 
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과산화물(lipid hydroperoxides)을 알코올로 환원시키고, 
H2O2를 물로 환원시켜 세포를 산화 손상으로부터 보호하

는 역할을 하며[12, 34], SOD는 과도한 양의 ROS로 인한 

잠재적인 손상으로부터 세포를 보호하는 주요 ROS 해독

에 핵심적인 역할을 한다[4, 31]. 특히, MnSOD는 미토콘

드리아 호흡의 주요 부산물인 자유 라디칼 슈퍼옥사이드

(free radical superoxide)를 해독하는 필수 미토콘드리아 항

산화 효소이다[5, 24]. 따라서 이들은 ROS의 비정상적인 

축적을 차단하고 산화적 스트레스로부터 세포를 보호하

는 핵심적인 역할을 한다. 본 연구의 결과에 의하면, H2O2

가 처리된 HepG2 세포에서 MnSOD 뿐만 아니라 GPx의 

발현과 활성이 모두 억제되었지만, EECJ가 존재하는 배

지에서 H2O2에 노출된 HepG2 세포에서는 그들의 발현과 

활성이 모두 유의적으로 회복되었다(Fig. 7). 따라서 EECJ
의 항산화 활성은 GSH의 함량 및 MnSOD와 GPx의 발현 

및 활성의 보전에 의한 것으로 유추되며, 이는 미토콘드

리아의 항상성 유지에 의한 것일 가능성이 있음을 시사하

는 것이다.
이상의 결과를 종합하면, 산화적 스트레스에 노출된 

HepG2 세포의 세포사멸 유도에는 세포주기의 교란 및 자

가포식 현상이 동반되었으며, 이는 ROS의 축적에 기인한 

것으로 유추된다. 그리고 EECJ의 항산화 활성은 ROS 생
성의 차단에 기여하는 GSH의 함량과 MnSOD와 GPx의 

활성 감소를 억제하였기 때문이라 생각된다. 특히, 산화

적 스트레스 하에서 EECJ에 의한 MnSOD 활성의 보존은 

미토콘드리아 ROS 생성의 차단과 최소한의 연관성이 있

음을 알 수 있었다. 즉, HepG2 세포에서 EECJ에 의한 세포

독성의 억제는 항산화 활성과 직접적인 연관성이 매우 

높음을 알 수 있으며, ROS 생성의 억제는 세포 내 항산화 

시스템의 활성 유지에 의한 것으로 추정된다. 그러나 미

토콘드리아의 기능 손상과 연관된 에너지 대사 관련 EECJ
의 역할에 관한 연구는 추가로 수행되어야 할 것이며, 
EECJ 내에 포함된 생리활성 물질의 탐색과 간에서 대계 

추출물의 항산화 활성에 대한 동물 모델에서의 효능 검증 

또한 요구된다.
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초록：HepG2 세포에서 대계 추출물에 의한 산화적 스트레스 유발 세포 손상의 억제

하다정1․김서휘2․손변우1․진명호1․조성우3․홍상훈1․최영현4*․박상은1*

(1동의대학교 한의과대학 한방내과, 2원광대학교 한의과대학 의사학교실, 3동의대학교 한의과대학 한
방재활의학과, 4동의대학교 한의과대학 생화학교실)

다양한 질병의 발병 및 진행을 예방하기 위해 오랫동안 사용되어 온 대계는 항산화 활성을 포함하여 

광범위한 생리 활성을 갖는 것으로 보고되었으나, 간세포에서의 효능에 대한 연구는 여전히 미비한 실정이

다. 본 연구에서는 간세포에서 대계 에탄올 추출물(EECJ)의 항산화 활성 및 관련 기전을 조사하기 위해 

인간 간세포암종 HepG2 세포주를 선택하였고, 산화적 스트레스를 모방하기 위해 H2O2를 처리하였다. 본 

연구 결과에 따르면 EECJ는 H2O2가 처리된 HepG2 세포에서 세포 생존율의 감소와 LDH의 방출을 유의적

으로 억제하였다. EECJ는 또한 세포 형태학적 변화의 관찰, 유세포 분석 및 LC3의 발현 결과에서 입증된 

바와 같이 H2O2에 의해 유도된 자가포식을 유의하게 감소시켰으며, H2O2에 의해 유도된 세포사멸과 세포 

주기의 교란을 약화시켰다. 이는 H2O2에 노출된 HepG2 세포가 EECJ에 의하여 지속적인 세포 분열과 증식

이 유지되고 있음을 의미한다. 또한, EECJ가 강력한 항산화 활성을 가지고 있음을 세포 내 ROS 및 미토콘

드리아 슈퍼옥사이드 생산의 차단으로 확인하였으며, 이는 H2O2에 의해 감소된 세포 내 GSH 함량의 회복

과 MnSOD 및 GPx의 발현 및 활성을 보존과 연관성이 있었다. 비록 EECJ에 함유된 활성 성분의 분석과 

in vivo 동물 모델에서의 검증이 요구되지만, 본 연구의 결과는 EECJ가 산화적 스트레스로 인한 간세포의 

손상을 예방하고 치료하기 위한 잠재적인 후보로 사용될 수 있음을 의미한다.
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